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［摘　 要］ 　 为选育出反式－４－羟基－Ｌ－脯氨酸发酵生产的优良菌株，以 ８ 株产反式－４－羟基－Ｌ－脯
氨酸的大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）为出发菌株，对其生长特性、发酵效率进行了比较分析，筛选出

２ 株遗传稳定性好、生产效率高的菌株 Ｈｙｐ－Ｙ１８０１、Ｈｙｐ－Ｙ１８０８，其发酵效价分别为 ５０．４、４７．５ ｇ ／ Ｌ，
对实现反式－４－羟基－Ｌ－脯氨酸的工业化生产具有重要意义。
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　 　 反式－４－羟基－Ｌ－脯氨酸（ ｔｒａｎｓ－４－ｈｙｄｒｏｘｙ－Ｌ－

ｐｒｏｌｉｎｅ， Ｈｙｐ），简称羟脯氨酸，是一种稀有亚氨基

酸，在医药保健、材料化工、食品营养和护肤美容等

行业都具有广泛的应用［１－３］。 值得关注的是，Ｈｙｐ

是胶原蛋白的组成成分，也是肝和胆囊的构成成

分， 具有多种生理功能和生物活性，对维持动物正

常生理代谢、提高体内营养物质利用效率起着重要

作用［４－６］。 目前，Ｈｙｐ 的生产方法有三种，即生物组

织提取法、化学合成法和微生物合成法。 生物组织

提取法是利用动植物组织作为原料，通过系列化学

方法回收得到 Ｈｙｐ［７］。 目前，该方法是国内生产

Ｈｙｐ 的主要方法，但存在生产和纯化步骤多、杂酸

含量高、产率低、成本高、环境污染大、废水废渣难

处理等诸多问题［５］。 化学合成法多以（Ｓ） －苄氧甲

基环氧乙烷为原料，通过系列化学反应，最终生成

Ｈｙｐ。 该方法存在原材料成本高，生产过程中会使

·０５·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 １ 月第 ５３ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

用有毒性物质等问题，实际生产已经弃用［８］。 微生

物合成法即微生物发酵法，是通过微生物细胞发酵

表达反式 － ４ － 脯氨酸羟化酶 （ ｔｒａｎｓ － ４ － ｐｒｏｌｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ），将游离的 Ｌ－脯氨酸（Ｌ（－） －ｐｒｏｌｉｎｅ，）
转化为 Ｈｙｐ 的生产方法。 与前两种方法相比，微生

物发酵法具有反应所需能耗低、专一性极强、无副

产物、原材料来源广泛、不使用或很少使用有毒物

质、环境污染小等优点［８－１０］。
采用生物组织提取法生产 Ｈｙｐ 的方法已经不

符合我国日益严峻的环保形式，而且有限的动植物

资源也严重制约了本行业的发展。 化学合成法工

艺复杂，成本较高，且环境污染严重。 因此，采用微

生物发酵法生产 Ｈｙｐ 将成为未来发展的必然趋势。
但是，国内有关 Ｈｙｐ 的微生物发酵法研究起步较

晚，仅见盛花开［１１］、袁春伟［１２］、刘合栋［１３］ 等关于基

因工程菌株构建、初级发酵条件优化的研究，鲜见

工业化生产目的菌株筛选相关报道。 鉴于此，实验

以工业化生产应用为目的，对引进的 ８ 株产 Ｈｙｐ 菌

株的生长特性、发酵效率进行比较分析，以期筛选

出优良菌株，为实现 Ｈｙｐ 微生物发酵工业化生产奠

定一定基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料 　 出发菌株为 ８ 株含有重组质粒的产

Ｈｙｐ 大肠杆菌，由宁夏泰瑞制药股份有限公司技术

中心引进保存。 胰蛋白胨、酵母提取物购自 Ｏｘｏｉｄ
公司，琼脂粉购自 Ｓｉｇｍａ 公司，其他试剂均为国产

分析纯。
活化平板（ＬＢ 固体）：包含胰蛋白胨、酵母提取

物、氯化钠，ｐＨ７．０ ～ ７．２，琼脂粉。 抗性平板（ＬＢ 固

体）：包含胰蛋白胨、酵母提取物、氯化钠、琼脂粉、
抗性 ＲＬ，ｐＨ７．０～７．２。 抗性培养基（ＬＢ 液体）：包含

胰蛋白胨、酵母提取物、氯化钠、琼脂粉、灭菌冷却

后添加抗性 ＲＬ，ｐＨ７．０～７．２。 非抗性培养基（ＬＢ 液

体）：包含胰蛋白胨、酵母提取物、氯化钠、琼脂粉，
ｐＨ７．０～７．２。 Ｈｙｐ 摇瓶培养基（ＭＣＧ）：包含葡萄糖、
甘油、尿素、玉米浆、 Ｋ２ＨＰＯ４、 ＫＨ２ＰＯ４、 ＭｇＳＯ４ ·
７Ｈ２Ｏ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
ＶＢ１、抗性 ＲＬ、Ｌ－脯氨酸，ｐＨ ７．４。 发酵罐（５０ Ｌ）培

养基：葡萄糖、甘油、尿素、玉米浆、Ｋ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ、ＺｎＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、ＶＢ１、抗性 ＲＬ、Ｌ－脯氨酸，ｐＨ７．４。

恒温大幅振荡摇床（ＨＱＬ１５０Ｃ，武汉科学仪器

厂）、恒温培养箱（ＬＨＰ１６０，江苏杰瑞尔电器有限公

司）、分光光度计（ＢＥＣＫＭＡＮＤＵ－６００）、高效液相色

谱系统（Ｗａｔｅｒｓ）。
１．２　 方法

１．３．１　 菌种活化　 将冷藏于－８０ ℃冰箱的菌种取

出，室温融化，接种环划线接种于活化平板上，３０ ℃
培养过夜，用活化后的菌种制备斜面种子，保存待用。
１．３．２　 菌株重组质粒稳定性测定　 参照盛花开等

的方法［１１］，活化后的菌种接至装 ３０ ｍＬ 抗性培养

基的三角瓶（规格 ２５０ ｍＬ）中，３０ ℃、２２０ ｒ ／ ｍｉｎ、摇
床培养 ２０ ｈ 后转接非抗性培养基，连续转接 ６ 次，
取菌液梯度稀释至 １０－６，涂布至活化平板，然后挑

单菌落接种至抗性平板，统计质粒留存率。 质粒留

存率＝生长菌落数 ／点接菌落数×１００％。
１．３．３　 种子制备　 活化后的菌种挑取单菌落，接种

至装有 ３０ ｍＬ 抗性培养基的三角瓶（规格 ２５０ ｍＬ）
中，３０ ℃、２２０ ｒ ／ ｍｉｎ、摇床培养 １０ ｈ。
１．３．４　 菌株生长曲线测定　 取种子液 ３．６ ｍＬ 接种

于装有 ６０ ｍＬ 抗性培养基的三角瓶（规格 ５００ ｍＬ）
中，间隔 ２ ｈ 取发酵液，连续取样 １２ 次，以 ｄｄＨ２Ｏ
为对照，测定样液在 ６００ ｎｍ 吸光值，作生长曲线。
１．３．５　 菌株全细胞酶活测定　 参照刘合栋等的方

法［１３］，取发酵液 １．５ ｍＬ，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ；弃
去上清液，回收菌体，加入 ５００ μＬ 酶反应缓冲液

（ＭＥＳ ２４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、Ｌ－脯氨酸 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、α－酮戊二

酸 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、硫酸亚铁 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、Ｖｃ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）重
悬菌体细胞， 混匀， ３０ ℃ ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ、 摇床培养

１５ ｍｉｎ后，沸水浴 ２ ｍｉｎ，终止酶反应，测定 Ｈｙｐ 浓

度，分析细胞全酶活性。 定义 １ 个单位酶活为

１ ｍｉｎ将 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｌ－脯氨酸完全转化为反式－４－羟
脯氨酸的酶量，单位为 Ｕ。 全细胞酶活是每 ｍｇ 干

菌体的酶活，单位为 Ｕ ／ ｍｇ。
１．３．６　 Ｈｙｐ 浓度测定 　 参照盛花开等的方法［１１］，
取发酵时间 ２４～４８ ｈ 的发酵液，每隔 ４ ｈ 取样 １ 次，

·１５·
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利用高效液相色谱法测定 Ｈｙｐ 浓度。 液相条件：
Ｃ１８ 柱（２００ ｍｍ×４．６ ｍｍ），流动相为乙腈 ∶ 水 ＝

５ ∶ ９５，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为室温。
２　 结　 果

２．１　 菌株重组质粒稳定性分析 　 ８ 株菌株经活化

后，对其菌株重组质粒稳定性进行测定分析，结果

发现编号 Ｈｙｐ－Ｙ１８０１、Ｈｙｐ－Ｙ１８０５、Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ 的

菌株重组质粒的留存率均超过 ９５％，重组质粒稳定

性较好，作为出发菌株（表 １）。

表 １　 菌株重组质粒稳定性

Ｔａｂ １　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株号 质粒留存率 ／ ％

Ｈｙｐ－Ｙ１８０１ ９７．３

Ｈｙｐ－Ｙ１８０２ ６３．５

Ｈｙｐ－Ｙ１８０３ ５２．６

Ｈｙｐ－Ｙ１８０４ ７４．８

Ｈｙｐ－Ｙ１８０５ ９６．７

Ｈｙｐ－Ｙ１８０６ ８５．４

Ｈｙｐ－Ｙ１８０７ ７１．５

Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ ９８．６

２．２　 菌株生长曲线分析 　 对 Ｈｙｐ －Ｙ１８０１、Ｈｙｐ －

Ｙ１８０５、Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ 菌株的发酵生长曲线进行分析

发现，三菌株均在发酵 ４ ｈ 时进入对数生长期，在 ２ ｈ

后进入平稳期，对数期约为 ８ ｈ（图 １）。 种子培养时

间确定为 １０ ｈ。

图 １　 菌株生长曲线分析

Ｆｉｇ １　 Ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

２．３　 菌株全细胞酶活分析　 取 Ｈｙｐ－Ｙ１８０１、Ｈｙｐ－
Ｙ１８０５、Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ 平稳期（１２ ｈ）发酵液，对菌株全

细胞酶活进行分析发现，Ｈｙｐ－Ｙ１８０１、Ｈｙｐ－Ｙ１８０５、
Ｈｙｐ － Ｙ１８０８ 全 细 胞 酶 活 分 别 为 ０． ０７６、 ０． ０３７、
０．０７１ Ｕ／ ｍｇ，其中 Ｈｙｐ－Ｙ１８０１、Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ 酶活较高。
２．４　 菌株发酵效率分析 　 以 Ｈｙｐ －Ｙ１８０１、Ｈｙｐ －
Ｙ１８０８ 为生产菌株进行发酵小试，每隔 ４ ｈ 取样

１ 次，测定发酵液中 Ｈｙｐ 的浓度，以此确定菌株的

生产效率。 表 ２ 结果表明，随着时间延长 Ｈｙｐ 的浓

度逐渐升高，发酵 ４４ ｈ 时 Ｈｙｐ 浓度达到最高，分别

为 ５０．４ ｇ ／ Ｌ、４７．５ ｇ ／ Ｌ。

表 ２　 菌株发酵效率

Ｔａｂ ２　 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株号
不同发酵时间的 Ｈｙｐ 浓度 ／ （ｇ·Ｌ－１）

４ ｈ ８ ｈ １２ ｈ １６ ｈ ２０ ｈ ２４ ｈ ２８ ｈ ３２ ｈ ３６ ｈ ４０ ｈ ４４ ｈ ４８ ｈ

Ｈｙｐ－Ｙ１８０１ １．１ １．５ ２．２ ４．６ ７．５ １０．６ １４．２ １８．９ ２７．５ ４４．３ ５０．４ ４９．８

Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ ０．９ １．３ １．９ ４．２ ７．２ １０．１ １３．６ １６．２ ２４．６ ４０．３ ４７．５ ４７．１

３　 分析与讨论

目前，国内主要依靠生物组织提取生产 Ｈｙｐ，
该方法存在最主要的问题是产物的得率很低，仅为

４％～７％，而且产生大量排放物，带来巨大的环保风

险，这些问题大大限制了该技术规模化应用［６］，导
致国内 Ｈｙｐ 生产发展十分缓慢，生产规模较小，产

量极其有限。 但是，随着 Ｈｙｐ 的广泛应用，市场对

其需求急剧增加。 微生物发酵法生产技术具有成

本低、效率高等优势，采用该技术开展 Ｈｙｐ 规模化、
高效化生产，是未来发展的必然。 目前，国内尚未

见微生物发酵法工业化生产 Ｈｙｐ 的报道。
Ｈｙｐ 生产的发酵菌株主要包括细菌、霉菌以及

·２５·
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链霉菌等，其中对大肠杆菌（细菌）发酵菌株研究较

多，应用较为成熟［８］。 本研究引进了 ８ 株产 Ｈｙｐ 大

肠杆菌菌株，并对其发酵生产性能进行系统分析。
引进的产 Ｈｙｐ 大肠杆菌为基因工程菌株，菌体所含

的重组质粒负责编码 Ｈｙｐ 合成的关键酶。 重组质

粒的稳定性是保障 Ｈｙｐ 发酵生产的根本。 本研究

发现， Ｈｙｐ－Ｙ１８０１、Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ 菌株重组质粒的稳

定性很好，留存率均超过了 ９５％，可以有效保障

Ｈｙｐ 发酵生产的顺利进行。 在此基础上，本研究对

菌株的生长特性、全细胞酶活和生产效率进行了分

析，发现 Ｈｙｐ－Ｙ１８０１、Ｈｙｐ－Ｙ１８０８ 发酵 ４ ｈ 时，进入

对数生长期，在 １２ ｈ 后进入平稳期，对数期约为 ８ ｈ，
这与盛花开［１１］、刘合栋［１３］ 等的研究报道较一致。
Ｈｙｐ－Ｙ１８０１ 菌株的全细胞酶活较高，且发酵效价达

到了 ５０．４ ｇ ／ Ｌ，较袁春伟［１２］、刘合栋［１３］ 等报道的高

１８．６％，较 Ｓｈｉｂａｓａｋｉ 等［８］报道的高 ２２．９％，具有较好的

实际生产应用潜力。 有关 Ｈｙｐ－Ｙ１８０１ 中试生产试

验正在进行之中，菌株的优良特性在规模化生产中

的实际表现还有待进一步验证。
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