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葡萄糖酸钠流加工艺促进红球菌腈水合酶发酵表达
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摘要：首先，考察了不同质量浓度的葡萄糖和氯化钴对腈水合酶（NHase）合成的影响，结果

表明当葡萄糖质量浓度为 20 g/L、氯化钴质量浓度为 0.050 g/L 时，NHase 的表达水平得到了

显著提升；其次，建立了基于发酵过程生理代谢参数采集与分析系统，通过多参数相关性分析

得出 pH 是影响红球菌 NHase 表达的关键因素，从而提出了发酵过程中流加葡萄糖酸钠控制

pH 的策略。结果表明，与分批发酵工艺相比，优化后的工艺在菌体浓度相同的情况下，总酶

活提高了 93.74%，比酶活提高了 97.35%，糖转化率提高了 71.36%。本研究结果为工业生产中

提高 NHase 产量提供了理论指导。
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腈水合酶（NHase）是腈分解代谢的关键酶之一，

它能催化脂肪族腈或芳香族腈转化为相应的酰胺。

自从大约 40年前 Asano等[1] 在 Arthrobacter sp. J1（即
红球菌 J1，Rhodococcus rhodochrous J1）细菌中首次

检测到 NHase以来，NHase就受到了学术界和工业

界的关注，并迅速成为研究热点，掀起了丙烯酰胺

（AM）的生物合成浪潮 [2]。目前，分别通过 NHase对

丙烯腈（AN）和 3-氰基吡啶的水合作用实现 AM和烟

酰胺的工业生产。AM是聚丙烯酰胺（PAM）的合成

单体，PAM在石油开采、水处理、皮革工业等领域具

有多种应用[3]。NHase将 AN水合为 AM的工业应用

是生物催化领域最成功的案例之一。

NHase存在于多种微生物 [4]，如芽孢杆菌 [5]、诺

卡氏菌和微杆菌[6] 等中。来自于红球菌 Rhodococcus
sp.  N774、 马 红 球 菌 Bacillus  sp.  BR449、 红 球 菌

Rhodococcus  equi TG328–2、红球菌 Rhodococcus  sp.
M8和 恶 臭 假 单 胞 菌 Pseudomonas  putida  5B中 的

NHase，也在外源宿主如大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌中

成功表达[7-10]。但与这些宿主相比，某些红球菌菌株，

例如红球菌 M8、红球菌 J1[11] 和红球菌 TH，由于它

们具备高 NHase活性、耐热性和在有机溶剂中有良

好的稳定性等优异性能，而被广泛地应用于对 AN的

生物转化中[12-13]。

AM市场广阔，近年来在开发含有 NHase的红

球菌作为生产 AM的“主力军”方面取得了快速进展，

但先前的研究主要集中在 NHase的表达、结构、催

化性质、分子特征、催化机制和生物修复等方面，鲜

有如何优化红球菌发酵过程从而提高 NHase产量的

研究[14]。

本文使用 50 L生物反应器对红球菌进行培养，

发酵过程中尾气中的氧气和二氧化碳含量采用尾气

过程质谱仪（MAX300-LG型，美国 Extrel公司）进行

实时检测，利用多参数相关性分析剖析了影响红球

菌 NHase表达的关键制约因素。在此基础上，本文

提出了葡萄糖酸钠流加工艺的优化策略并提高了

NHase的表达量。 
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1    材料与方法
 

1.1    实验菌种

菌株 Rhodococcus rhodochrous J1来源于山东诺

尔生物科技有限公司。 

1.2    培养基

活化培养基（g/L）：葡萄糖 20，酵母浸粉 3.25，尿
素 7.00， K2HPO4  0.50， KH2PO4  0.50， MgSO4·7H2O
0.50，味精 1.00，琼脂 15，pH 7.0。

种子及摇瓶培养基（g/L）：葡萄糖 20，酵母浸粉

3.25，尿素7.00，K2HPO4 0.50，KH2PO4 0.50，MgSO4·7H2O
0.50，CoCl2·6H2O 0.01，味精 1.00，pH 7.0。

5 L、30 L罐发酵培养基（g/L）：葡萄糖 21.16，酵
母浸粉 8.08，尿素 9.23，K2HPO4  3.00，KH2PO4  0.74，
MgSO4·7H2O  0.74， CoCl2·6H2O  0.01， 味 精 0.92， pH
7.0~8.0，消泡剂 0.38 mL。

50 L罐发酵培养基（g/L）：葡萄糖 35，酵母浸粉

4.90，尿素9.00，K2HPO4 3.00，KH2PO4 1.14，MgSO4·7H2O
1.50，CoCl2·6H2O 0.02，味精 1.00，pH 7.0~8.0，消泡剂

12 mL。
优化后发酵培养基（g/L）：葡萄糖 20，酵母浸粉

8.08，尿素9.23，K2HPO4 3.00，KH2PO4 0.74，MgSO4·7H2O
0.74，CoCl2·6H2O 0.05，味精 0.92，pH 7.0~8.0，消泡剂

0.38 mL。
补料培养基：葡萄糖酸钠 20 g/L。 

1.3    培养条件 

1.3.1   菌种活化　将保存于−80 ℃ 冰箱中的红球菌

甘油管取出，接种于装有 150 mL种子培养基的 500 mL
锥形瓶中，于 29 ℃ 恒温摇床 220 r/min培养 48 h左

右取出，在超净工作台使用无菌接种环蘸取菌液划

线于含有 50 mL固体斜面培养基的 250 mL茄子瓶

中，然后于 29 ℃ 于恒温培养箱中培养，直至斜面上

覆盖密集的红球菌菌落。 

1.3.2   摇瓶发酵培养　将活化后的红球菌菌落接种

到含 150 mL培养基的 500 mL锥形瓶中，在恒温摇

床中 29 ℃、220 r/min培养 120 h左右，当总酶活不再

提高或下降时停止发酵。 

1.3.3   5 L生物反应器发酵培养　将活化后的红球菌

菌落接种到含 150 mL培养基的 500 mL锥形瓶中，

在恒温摇床中 29 ℃、220 r/min培养 48 h左右获得一

级种子。将一级种子按 10%的接种量接种到含 225 mL
培养基的 1 000 mL锥形瓶中，在恒温摇床中 29 ℃、

220 r/min培养 48 h左右获得二级种子。将培养好的

二级种子经火焰保护接种到 5 L罐中，罐体和罐中的

培养基已提前经过灭菌处理。发酵条件为温 度 29 ℃、

通气量 0.8 vvm、转速 400 r/min、罐压≤0.05 MPa，当
发酵液中的葡萄糖质量浓度低于 5 g/L时停止发酵。 

1.3.4   50 L生物反应器发酵培养　将活化后的红球菌

菌落接种到含 400 mL培养基的 1 000 mL锥形瓶中，

在恒温摇床中 29 ℃、220 r/min培养 48 h左右获得一

级种子。将培养好的一级种子经火焰保护接种到含

15 L发酵培养基的 30 L罐中，罐体和罐中的培养基

已提前经过 121 ℃ 灭菌 30 min。在温度 29 ℃、初始

通气量 1.1  vvm、转速 300  r/min条件下培养 24  h
获得二级种子。将培养好的二级种子按 10%的接种

量无菌接入含 27 L发酵培养基的 50 L罐中，罐体和

罐中的培养基已提前经过 121 ℃ 灭菌 30 min。发酵

条件为温度 29 ℃，通气量 1.2 vvm，转速 400 r/min，罐
压≤0.05 MPa，发酵至 48 h停止发酵。 

1.4    实验方法 

1.4.1   葡萄糖和氯化钴质量浓度优化　向摇瓶培养

基中添加不同质量浓度葡萄糖（0、5、10、20、30 g/L）
和 CoCl2·6H2O（0.000 5、 0.001、 0.005、 0.01、 0.05、
0.1 g/L），研究了二者对腈水合酶合成的影响。 

1.4.2   50 L生物反应器发酵培养　在 50 L生物反应

器中进行分批发酵，发酵第 46 h补加 w 为 50%氨

水，使发酵液的 pH维持在 6.2，直至发酵结束。 

1.4.3   pH缓冲物质的筛选　向摇瓶培养基中分别添

加 2 g/L葡萄糖酸钠、2 g/L柠檬酸钠、2 g/L无水碳

酸钙、2 g/L氧化镁，不添加任何物质的实验组作为

对照组。 

1.4.4   不同初始葡萄糖酸钠质量浓度对NHase合成的

影响　向摇瓶培养基中分别加入 0、5、10、15、20、
25 g/L葡萄糖酸钠，研究了初始添加不同质量浓度葡

萄糖酸钠对红球菌生长和 NHase合成的影响。 

1.4.5   酶开始合成期一次性补加不同质量浓度葡萄糖

酸钠对NHase合成的影响　摇瓶发酵第 24 h，向摇瓶

中分别补加 0、10、15、20、25 g/L葡萄糖酸钠，研究

了葡萄糖酸钠一次性补加工艺对红球菌发酵过程的

影响。 

1.4.6   补料分批发酵　在 5 L发酵罐中进行补料分批

发酵实验，实验组在 NHase刚开始合成时期（16 h）通
过蠕动泵以 0.36 mL/min的补料速率开始流加 300 g/L
的葡萄糖酸钠，发酵 24 h时停止补加，共补加约 20 g/L
葡萄糖酸钠，对照组不补加葡萄糖酸钠。两组实验

同时在葡萄糖剩余质量浓度低于 5 g/L时停止发酵。 

1.5    分析方法 

1.5.1   葡萄糖质量浓度的测定　将发酵液稀释一定

倍数，使得测定样品的葡萄糖质量浓度小于 1.00 g/L，
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再通过 SB-40C生化分析仪进行葡萄糖质量浓度的

测定。 

1.5.2   菌体生长的测定　使用 721型可见分光光度

计测定 600 nm波长下发酵液的吸光度，通过将发酵

液稀释一定的倍数使吸光度在 0.2~0.8之间，菌体生

长的情况用发酵液吸光度值（OD600）来反映。 

1.5.3   NHase酶活的测定　将 0.5 mL的发酵液加入

到含有 19.5 mL的磷酸二氢钾溶液（pH=7.5）的锥形

瓶中，将锥形瓶摇匀后置于 28 ℃ 恒温水浴锅中开启

振荡，移取 1 mL丙烯腈加入锥形瓶中，并同时开启

计时，反应 5 min，然后加入 0.2 mL的盐酸（4 mol/L）
终止反应。反应结束，将 1 mL反应液与 1 mL乙酰胺

（0.05 g/mL）溶液进行混合。

通 过 气 相 色 谱 仪 (7820A型 ， 美 国 Agilent
Technologies公司，Agilent Q 30.0 m×0.250 mm×0.25 μm
毛细管柱)进行 AM的测定，气相色谱操作条件为：

后进样口加热器温度 200 ℃，压力 7.94×104 Pa；载气

氮气，分流比为 25∶1，分流流量 37.5 mL/min；柱箱

温度 190 ℃，保持时间 5  min，最高柱温 260 ℃；

FID检测器，温度 200 ℃。最后根据内标法 [15] 进行

AM含量的计算。

NHase活性计算公式为： 

E =
A1×V ×50 000

A2×K ×V0× t×M

式中：E 为 NHase活性，U/mL；A1 为 AM的峰面积；

A2 为内标物乙酰胺的峰面积；K 为内标常数，数值为

1.647；V 为总体积，20 mL；V0 为实际加入的菌液体

积，mL；t 为反应时间，min；M 为 AM的相对分子量。 

2    结果与讨论
 

2.1    葡萄糖和氯化钴质量浓度优化

红球菌在生长和合成 NHase的过程中会消耗葡

萄糖[16]，同时实验用红球菌所产的腈水合酶为钴型腈

水合酶，NHase活性表达也受到钴离子的调节 [17]，所

以葡萄糖和 Co2+质量浓度对于酶的合成至关重要。

图 1所示为摇瓶实验发酵至 72 h的结果。当培

养基中无葡萄糖时，菌体几乎不生长，并且没有酶的

合成，说明葡萄糖是红球菌发酵过程中必不可少的

营养元素。随着葡萄糖质量浓度的升高，菌体浓度

和酶活也逐渐升高，当葡萄糖质量浓度为 20 g/L时，

菌体浓度最高且总酶活最大（4 400.98 U/mL）。当葡

萄糖质量浓度进一步增加时，菌体浓度降低并且总

酶活也随之降低，这说明过高质量浓度的葡萄糖会

对菌体生长和 NHase的合成产生抑制作用，因此培

养基中葡萄糖最佳质量浓度为 20 g/L。
随着氯化钴质量浓度的增加，发酵结束的总酶活

也随之提高，当培养基中氯化钴质量浓度为 0.000 5 g/L
时，发酵结束时总酶活仅为 1 621.46 U/mL；当氯化钴

质量浓度提高至 0.050 g/L时，总酶活达到 5 836.52 U/mL
（图 1（b）），较最低浓度时的酶活提高了 259.95%。但

当氯化钴质量浓度进一步提高时，总酶活的提高十

分有限，因此氯化钴最佳质量浓度为 0.050 g/L。 

2.2    红球菌发酵过程多参数采集与分析

本文在 50 L生物反应器中重现工业生产中红球

菌发酵工艺，通过使用实时监测软件收集并计算所

有参数进行关联分析，以找出分批发酵过程中的限

制因素，二氧化碳释放率（CER）和摄氧率（OUR）通过

相关公式计算得出[18]。

图 2所示为红球菌发酵过程曲线，生理参数如

CER和 OUR在延滞期（0~4 h）增加十分缓慢，在 5~
13 h，OUR和 CER随着细胞生长而增加，与此同时

pH急剧下降，这是因为菌体生长会消耗葡萄糖，同时

会产生有机酸等副产物降低发酵液的 pH[19]。随着

pH进一步降低，OUR和 CER在 13~16 h急剧下降，

随后趋于平稳，因此猜测 OUR和 CER的降低可能是

因为 pH的变化导致。

从酶活的变化曲线可以看出，在发酵前中期

（0~20 h），菌体不合成 NHase，而在 20 h之后，酶开始

合成，并且在 24~32 h快速合成 ，这表明菌体浓度是

这一时期对酶活的限制因素 [18]。发酵 32 h之后，酶

活几乎没有变化，NHase停止合成，这可能是因为发

酵液中的 pH过低，在酸性环境的胁迫下，菌体细胞

膜上的 pH梯度降低，H+转运受到阻碍，从而限制了

NHase的合成[20]。

过程参数变化曲线表明发酵过程中 pH的变化

会影响菌体呼吸代谢的强度，从而影响 NHase的合

成 [21]。为了进行验证，发酵至 46 h向发酵罐中补加

w 为 50%氨水，随着氨水的加入，发酵液的 pH快速

上升，同时 OUR和 CER也迅速提高，酶重新启动合

成，这说明在发酵后期 NHase无法继续快速合成是

发酵液中的 pH过低导致，因此对发酵过程中 pH的

控制十分重要。 

2.3    pH 缓冲物质的筛选

通过 50 L发酵罐对红球菌进行培养，实验结果

显示，红球菌生长过程中会耗糖产酸引起 pH降低导

致 NHase合成受限，因此通过对发酵培养基进行调

整，添加一系列能稳定发酵过程中 pH的物质，从而

促进 NHase的发酵表达。

如图 3（a）结果所示，这些物质的添加都能在一
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定程度上控制发酵过程中溶液的 pH，使得溶液中的

pH不至于过低从而限制 NHase的合成。在 0~72 h，
葡萄糖酸钠的添加能将 pH控制在 6.6~7.5范围内，

柠檬酸钠和碳酸钙钠的添加则使得发酵过程中的

pH总体偏高。氧化镁添加钠的实验组在发酵中

pH变化较平稳，但根据图 3（b）~3（d）的实验结果来

看，氧化镁的添加抑制了红球菌的生长和 NHase的

合成，使得发酵结束后的 OD600 和总酶活都远低于对

照组。柠檬酸钠和碳酸钙虽然都能在一定程度上控

制溶液的 pH[22]，但它们都会抑制红球菌的生长和

NHase的合成。而适宜浓度葡萄糖酸钠的添加则不

影响红球菌的生长，发酵结束后的 OD600 与对照组无

明显差异，且发酵结束后的总酶活达到 3 844 U/mL，
较对照组提高了 27.3%，这可能是因为葡萄糖酸钠能

被红球菌利用，直接或间接参与了 NHase的合成[23]，因

此选用葡萄糖酸钠作为发酵过程中 pH的调控物质。 

2.4    不同初始质量浓度葡萄糖酸钠对红球菌发酵过

程的影响

实验发现葡萄糖酸钠的添加能促进 NHase的合

成，在初始发酵培养基中分别加入不同质量浓度的

葡萄糖酸钠，探究不同初始质量浓度葡萄糖酸钠对

红球菌生长和 NHase合成的影响。

如图 4（a）所示，当葡萄糖酸钠初始添加质量浓

度为 15 g/L时，发酵过程中的整体 pH最适于红球菌

生长 ，当质量浓度进一步提高时 ，发酵过程中的

pH也逐渐变高，添加过多的葡萄糖酸钠会导致发酵

液中的 pH太高。实验组发酵至 60 h以后 pH开始升

高，原因是发酵液中的葡萄糖质量浓度不足导致[19]。

如图 4（b）实验结果显示，0~60 h范围内，实验组

菌体浓度略低于对照组，60 h后实验组 OD600 均高于

对照组，这是因为 60 h后对照组发酵液中的葡萄糖

酸钠质量浓度不足，菌体缺乏可供生长的碳源，无法

继续生长，但实验组中的葡萄糖酸钠可作为第二碳

源继续为菌体生长提供所需的能量，其中当其添加

质量浓度为 15 g/L时，菌体生长最优。

补加不同质量浓度葡萄糖酸钠后，统计结果

（图 4（c））显示，发酵至 84 h，对照组糖转化率（Yp/s）达

到了 170.20 U/mg，葡萄糖酸钠添加质量浓度 15 g/L
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时的糖转化率为 298.23 U/mg，比不添加的对照组提

高 75.22%（图 4（c））。
随着初始葡萄糖酸钠添加质量浓度的增加，最

终酶活和比酶活也呈现增高的趋势，其中添加 15 g/L
的葡萄糖酸钠实验组总酶活最高，达到了5 433 U/mL，
较对照组 2 978 U/mL提高了 82.44%；此时，比酶活最高

达到了 173 U/mL，较对照组 118 U/mL提高了 46.61%
（图 4（d））。因此，在培养基中初始添加 15 g/L葡萄

糖酸钠能有效提高酶活和糖转化率。 

2.5    NHase 合成时期一次性补加葡萄糖酸钠对

NHase 合成的影响

在菌体刚开始合成 NHase时段一次性补加葡萄

糖酸钠，探究葡萄糖酸钠一次性补加工艺对红球菌

发酵过程中菌体生长、耗糖速率、NHase合成的影响。

图 5（a）所示为补加不同质量浓度葡萄糖酸钠

时 pH变化情况。在 0~24 h时，由于未添加葡萄糖酸

钠，实验组和对照组 pH的变化基本保持一致。24 h
后，随着不同质量浓度葡萄糖酸钠的补加，两组发酵

液的 pH出现差异，葡萄糖酸钠补加组的 pH开始高

于对照组，发酵 36 h时对照组 pH达到最低（5.36），此
时严重影响了 NHase的合成，而实验组 pH都在 6.5

左右。且在 48~96 h内，实验组的 pH都能控制在

7.2左右。

在发酵 24 h时一次性添加葡萄糖酸钠，菌体生

长受到一定的抑制，且添加的葡萄糖酸钠质量浓度

越高，菌体生长受到的抑制越大；但在发酵后期，当

一次性添加葡萄糖酸钠质量浓度为 20 g/L时，菌体

生长情况最好（图 5（b））。
补加葡萄糖酸钠前，各组的糖耗速率基本保持

一致，而在 24 h时一次性补加葡萄糖酸钠质量浓度

为 20 g/L条件下，实验组的糖耗速率均下降且低于对

照组，图 5（c）表明，发酵 132 h，对照组糖转化率达到

了 153.91 U/mg，一次性葡萄糖酸钠添加 20 g/L时的

糖转化率为 273.64 U/mg，比不添加的对照组提高

77.79%。

发酵结束总酶活结果表明，一次性添加 20 g/L
的葡萄糖酸钠酶活总体最高，最终酶活最高达到了

5 473 U/mL，较对照组（3 078 U/mL）提高了 77.81%；

此 时 ， 比 酶 活 最 高 达 到 了 214  U/mL， 较 对 照 组

（125 U/mL）提高了 71.20%（图 5（d））。因此在 NHase
开始合成时期一次性添加 20 g/L葡萄糖酸钠能有效

提高酶活和糖转化率。
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在培养基中初始添加葡萄糖酸钠和在 NHase开

始合成时一次性添加葡萄糖酸钠都能有效提高酶

活。培养基中初始添加 15 g/L的葡萄糖酸钠最终酶活

最高达到了 5 433 U/mL，比酶活最高达到了 173 U/mL
（图 4（d）），而在 NHase开始合成期一次性添加 20 g/L
的葡萄糖酸钠最终酶活最高达到了5 473 U/mL，比酶

活最高达到了 214 U/mL，在酶活差异不大的情况下，

比酶活比初始添加时提高了 24%（图 5（d）），因此选

择在发酵过程中 NHase开始合成时一次性添加葡萄

糖酸钠的方式。 

2.6    葡萄糖酸钠连续流加工艺促进 NHase 发酵表达 

2.6.1   葡萄糖酸钠连续补加对OUR和CER的影响　

为了降低葡萄糖酸钠对红球菌生长的抑制，选择在

发酵过程中葡萄糖酸钠的添加方式为低速率流加。

实验在 5 L发酵罐中进行，发酵过程中检测 OUR、
CER、OD600、NHase酶活力、pH和发酵液中葡萄糖

质量浓度等一系列参数，过程变化曲线如图 6所示。

从图 6可以看出，生理参数如 CER和 OUR在

延滞期（0~12 h）增加十分缓慢，而 12 h之后，CER和

OUR升高的同时，溶氧（DO）快速下降，OD600快速升

高，这说明菌体开始进入对数期。发酵 20 h，伴随着

菌体快速生长，NHase也开始合成，并且以较高的合

成速率一直合成到发酵结束。整个发酵过程中

CER和 OUR持续升高并保持平稳，这说明菌体呼吸

代谢稳定 ，且发酵过程中 pH始终维持在 6.8~7.2
范围之内，这表明使用优化后的培养基以及采用葡

萄糖酸钠流加的方式，很好地解决了发酵过程中

pH过低对于红球菌生长以及 NHase合成的抑制。 

2.6.2   葡萄糖酸钠连续流加对发酵过程菌体生长和

NHase合成的影响　整个发酵过程中，葡萄糖酸钠补

料组菌体生长不受抑制，发酵 32 h葡萄糖酸钠补料

组菌体 OD600 测量值为 29.85，对照组菌体 OD600 测量

值为 30.4（图 7（a）），说明在发酵过程中采用连续流

加的补加方式可以消除发酵液中葡萄糖酸钠浓度高

对菌体生长的抑制作用。

发酵前期，菌体处于延滞期，生长缓慢且不合成

NHase（图 7（b）），可能是酶的合成需要相关的前体物

质，菌体在前期无法直接利用培养基中大分子的营

养物质，需要激活相关酶将其分解为小分子的物质

才能加以利用 [24]，从而进行酶的合成；发酵中期，菌

体进入对数生长期，此时菌体已经合成了生长和酶

合成所需的前体物质，因此伴随着菌体的快速生长，
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图 6    红球菌 J1补料分批发酵过程参数变化

Fig. 6    Parameter changes during the fed-batch fermentation of R. rhodochrous J1
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NHase也快速合成。根据摇瓶优化结果，在发酵 16 h
即 NHase开始合成时流加葡萄糖酸钠溶液，根据

图 7（b）所示，表明在开始流加葡萄糖酸钠溶液 4 h
后，实验组与对照组的 NHase合成速率开始出现差

异，葡萄糖酸钠补料实验组 NHase快速合成，且总酶

活高于对照组，一直持续到发酵结束，这说明葡萄糖

酸钠能有效地促进 NHase的合成，最终葡萄糖酸钠

补加实验组总酶活最高达到 6 651 U/mL，对照组总酶

活为 3 433 U/mL，葡萄糖酸钠补加实验组总酶活较对

照组提高了 93.74%。

图 7（c）实验结果表明，在葡萄糖酸钠开始流加

后的 4 h内，比酶活无明显差异，可能是因为补加的

葡萄糖酸钠还未被菌体利用，发酵第 20 h开始，两组

之间比酶活开始出现差异，葡萄糖酸钠补加实验组

比酶活快速升高且远高于对照组；发酵 28~32 h，对照

组比酶活开始趋于平稳甚至下降，而葡萄糖酸钠补

料实验组比酶活仍能以一定的速率升高，说明葡萄

糖酸钠有利于维持菌体呼吸代谢的稳定，延缓菌体

的衰亡，使得 NHase合成时间延长。最终葡萄糖酸

钠补加实验组比酶活最高达到 223 U/mL，对照组最

高达到 113 U/mL，葡萄糖酸钠补加实验组比酶活较

对照组提高了 97.35%。 

2.6.3   葡萄糖酸钠连续流加工艺过程的耗糖情况　

补加葡萄糖酸钠前，各组的糖耗速率基本保持一致，

而开始流加葡萄糖酸钠溶液后，实验组的糖耗速率

增快且快于对照组，这是因为葡萄糖酸钠的流加促

进了 NHase的合成，使得更多的葡萄糖用于酶的合

成。统计结果表明，发酵 32 h时，对照组糖转化率达

到了 213.25 U/mg，葡萄糖酸钠补加实验组的糖转化

率为 365.43 U/mg（图 8（a）），比对照组提高了 71.36%。
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图 7    葡萄糖酸钠连续流加对红球菌 J1生长和 NHase合成的影响

Fig. 7    Effect of continuous addition of sodium gluconate on growth and NHase synthesis of R. rhodochrous J1
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图 8    葡萄糖酸钠连续流加对红球菌 J1发酵过程耗糖的影响

Fig. 8    Effect of continuous addition of sodium gluconate on glucose consumption during fermentation of R. rhodochrous J1
 

3    结　论

本研究首先发现适宜浓度的葡萄糖和 Co2+能有

效促进 NHase的合成，其次建立了基于发酵过程生

理代谢参数的采集与分析系统，利用多参数相关性

分析剖析了 pH是影响红球菌腈水合酶表达的关键

制约因素，发酵过程中 pH的变化会影响菌体的呼吸

代谢强度以及腈水合酶的合成。本文通过在发酵过

程中流加适宜浓度的葡萄糖酸钠，不仅能实现红球
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菌 J1发酵过程中 pH自控，并且还能促进 NHase的

合成，最终葡萄糖酸钠流加工艺使发酵结束后腈水

合酶总酶活提高了 93.74%，比酶活提高了 97.35%，糖

转化率提高了 71.36%。本文的方法为工业生产提高

丙烯腈水合酶产量提供了理论指导。
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Promoting the Fermentation Expression of Nitrile Hydratase in
Rhodococcus rhodochrous by the Fed Batch Process of Sodium Gluconate

ZHANG Guohui1,2, LIU Yuxuan1,2, LIU Yanzhi1, XIE Jiayi1, LI Bo1, ZHANG Sinan1,2, WANG Zejian1, WU Shiyong2,3

(1. State Key Laboratory of Bioreactor Engineering; 2. State Key Laboratory of Coal Liquification, Gasification and
Utilization with High Efficiency and Low Carbon Technology; 3. Engineering Research Center of Resource

Utilization of Carbon-Containing Waste with Carbon Neutrality, Ministry of Education, East China University of
Science and Technology, Shanghai 200237, China)

Abstract: Nitrile  hydratase  (NHase)  is  one  of  the  key  enzymes  in  nitrile  catabolism,  which  can  catalyze  the
conversion  of  aliphatic  nitriles  or  aromatic  nitriles  to  the  corresponding  amides.  Currently,  NHase  is  used  in  the
industrial  production  of  acrylamide  (AM)  and  niacinamide  through  the  hydration  of  acrylonitrile  (AN)  and  3-
cyanopyridine, respectively. Rhodococcus has been widely used in the biotransformation of AN due to their excellent
properties such as high NHase activity, heat resistance and good stability in organic solvents. In this study, the effects
of  different  concentrations  of  glucose  and  cobalt  chloride  on  the  synthesis  of  nitrile  hydratase  (NHase)  were
investigated. The results showed that the glucose mass concentration of 20 g/L and the cobalt chloride concentration of
0.050 g/L could effectively enhance the synthesis of NHase. Subsequently, a process physiology metabolic parameter
collection  and  analysis  system  based  on  fermentation  process  off-gas  mass  spectrometer  were  established.  Through
multi-parameter  correlation  analysis,  pH  was  identified  as  a  key  factor  influencing  the  expression  of  NHase  in
Rhodococcus  rhodochrous  J1,  and  thus  a  strategy  of  continuous  adding  sodium  gluconate  during  the  fermentation
process to control the pH was proposed. Compared to the original batch fermentation, the optimized process exhibited a
total enzyme activity of NHase increased by 93.74%, the specific enzyme activity increased by 97.35% and the sugar
conversion  rate  increased  by  71.36%  in  continuous  batch  fermentation  under  the  same  bacterial  concentration.  This
paper provides theoretical guidance for enhancing acrylonitrile hydratase production in industrial settings.

Key  words: nitrile  hydratase； Rhodococcus  rhodochrous  J1； multi-parameter  correlation  analysis； sodium
gluconate；fermentation
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