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摘  要 : 头孢类抗生素由于广谱性和低毒性被广泛用于细菌感染的治疗。7-氨基-3-脱乙酰氧基头孢烷酸 

(7-aminodeacetoxycephalosporanic acid，7-ADCA) 作为半合成头孢类抗生素的重要中间体，需求量逐渐增加，

而 7-ADCA 主要由 G-7-ADCA (苯乙酰-7ADCA) 脱酰基得到。工业上多以化学法合成 G-7-ADCA，成本高，

污染严重。迫切需要对环境友好且经济高效的合成方法。在前期研究中，构建了一株可以将青霉素 G 转化为

G-7-ADCA 的代谢工程菌 (E. coli H7/PG15)。本研究通过单因素试验对 E. coli H7/PG15 的 G-7-ADCA 合成过

程进行优化，包括底物组成及其最适浓度，转化条件 (菌体浓度、pH、青霉素浓度、MOPS 浓度、葡萄糖浓度，

铁离子浓度和时间等)。优化后，建立了全细胞催化法生产 G-7-ADCA 的工艺流程，使 G-7-ADCA 的产量稳定

在 15 mmol/L 左右，转化率达到 30%，具有操作简便、高效和经济的优势。 
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Abstract:  Cephalosporins are widely used antibiotics owing to their broad activity spectra and low toxicity. Many of 
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these medically important compounds are made chemically from 7-aminodeacetoxycephalosporanic acid. At present, this 

intermediate is made by synthetic ring-expansion of the inexpensive penicillin G to form G-7-ADCA, followed by 

enzymatic removal of the side chain to obtain 7-ADCA. The chemical synthetic process is expensive, complicated and 

environmentally unfriendly. Environmentally compatible enzymatic process is favorable compared with chemical synthesis. 

In our previous research, metabolic engineered E. coli strain (H7/PG15) was constructed and used as whole-cell biocatalyst 

for the production of G-7-ADC with penicillin G as substrate. The whole-cell biocatalysis was studied by single factor 

experiment, including the composition of substrates and the conversion conditions (OD600, pH, concentration of penicillin 

G, MOPS, glucose, time and FeSO4). After optimization, 15 mmol/L of G-7-ADCA was obtained. The process is 

convenient, efficient and economic. This work would facilitate the industrial manufacturing and further product research. 

Keywords:  phenylacetyl-7-aminodeacetoxycephalosporanic acid, whole-cell biocatalysis, biotransformation, conditions 
optimization 

β-内酰胺类抗生素是临床使用最多、应用最广

和评价最高的一类抗生素[1]。β-内酰胺环的抗生素

中最重要的两类是青霉素和头孢类抗生素。青霉素

有抗菌谱相对较窄、致病菌耐药性、对酸不稳定、

不能口服等缺点 [2]。头孢菌素是意大利科学家

Giuseppe Brotzu发现的第一种头孢类抗生素，它对

革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌有强抑制的广谱抗

生素[3]。与青霉素相比，头孢菌素具有抗菌谱广、

耐青霉素酶、毒性低等优点。头孢类抗生素合成的

主要材料为 7-氨基头孢烯酸 (7-ACA)和 7-ADCA。

7-ACA 由头孢菌素 C 去侧链制得，头孢菌素 C 则

通过顶头孢霉发酵产生。但头孢菌素 C的发酵产量

较青霉素要低很多，而且在任何 pH下都易溶于水，

所用的柱层析分离技术操作复杂、成本高昂、工艺

周期长。7-ADCA是制造头孢氨苄、头孢羟氨苄、

头孢拉定等半合成头孢菌素的重要中间体，需求量

大，与 7-ACA 相比，在 3 位消除了不稳定的乙酰

氧基。它可由价廉易得的青霉素 G 扩环得到

G-7-ADCA，然后用青霉素酰化酶去除侧链即可得

到 7-ADCA。 

目前在工业上生产 7-ADCA 的方法主要有两

种：一是将扩环酶克隆至产黄青霉，直接发酵产

G-7-ADCA[4]，酶法脱侧链后获得 7-ADCA，但该

方法的产量低，周期长，技术复杂，国内未见报道； 

二是以青霉素 G为原料，采用化学法酯化、扩环、

脱脂得 到 G-7-ADCA，然后 去除侧链 得到

7-ADCA[5]。但化学合成方法不但成本高而且严重

污染环境[6]。利用青霉素扩环酶(DAOCS) 使青霉

素 G扩环得到 G-7-ADCA (图 1)，再去除 7位侧链

得到 7-ADCA被认为是可以取代化学法的低成本、

低污染的良好方法[7] 。 

Hsu 等[8]在体外利用改造过的扩环酶将青霉素

转化为 G-7-ADCA，Gao 等[9]使用含青霉素扩环酶

的棒状链霉菌或酶的提取物进行转化。上述方法转

化条件十分严格，且体外环境下，青霉素扩环酶极

易失活，生物转化的效率极低。而全细胞催化法研

究的较少，且主要使用霉菌进行试验，效率和产量

都很低。 

本实验室创新性地将扩环酶基因克隆至经过

改造的 E. coli，初步试验 G-7-ADCA的转化产量达

到了 3 g/L以上 (另文发表)。本文在前期工作基础

上对影响其转化过程的关键性因素进行摸索与优

化，为进一步对该菌进行工业改造提供研究基础，

并为以后的工业化生产提供启示和参考。 

 
 

图 1  由青霉素扩环酶催化的由青霉素 G 向 G-7-ADCA
的转化 
Fig. 1  DAOCS catalyzed conversion of penicillin G to 
G-7-ADCA. 
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1  材料与方法 

1.1  菌种 
工程菌 E. coli H7/PG15由本实验室保存。 

1.2  主要试剂  
标准品青霉素 G 购自 Sigma 公司，转化底物

青霉素 G为国产分析纯试剂，购于华北制药有限公

司。标准品 G-7-ADCA由中国科学院微生物研究所

杨克迁研究员提供。 

1.3  工程菌 E. coli H7/PG15 的诱导表达  
将 E. coli H7/PG15 接种于装有 150 mL 

ZYM-5052 自诱导培养基[10]的 250 mL 摇瓶中，

30 ℃诱导 20 h，4 ℃离心后用生理盐水洗涤 2次，

用转化底物重悬菌体进行转化。 

1.4  工程菌 E. coli H7/PG15 转化条件的优化 
1) 初始转化条件：将离心后的菌体用转化底

物混合物重悬  (OD600 为 30)，底物组成为：    

100 mmol/L 青霉素 G，0.5%葡萄糖，50 mmol/L 

MOPS (pH 7.5)，3.6 mmol/L FeSO4。将 200 μL菌悬

液接入 20 mL试管，30℃，250 r/min转化 20 h，进

行以下发酵条件的优化分析，所有因素均进行 3次

平行测定，结果取平均值。 

2) 转化体系中菌体浓度：细菌经诱导离心后收

集菌体，用转化底物重悬菌体，使得转化体系中最终

OD600分别为 15、30、45、60和 75，其他条件同 1)。 
3) 转化体系中 pH：在最适的菌体浓度下，优

化转化过程的初始 pH (6.5、7.0、7.5、8.0和 8.5) 其
他条件同 1)。 

4) 转化底物中青霉素浓度: 在最适的菌体浓
度、pH条件下，优化底物中青霉素浓度 (20、30、
40、50、100、150和 200 mmol/L)。 

5) 转化底物中 MOPS 浓度：在最适的菌体浓
度、pH 和青霉素浓度条件下，优化底物中缓冲液
MOPS的浓度 (0、20、50、100、150和 200 mmol/L)，
其他条件同 1)。 

6) 转化底物中葡萄糖浓度：在最适的条件下，
优化底物中葡萄糖浓度 (0%、0.25%、0.5%、0.75%、
1%和 1.25%) 其他条件同 1)。 

7) 转化底物中二价铁离子浓度: 在最适的条
件度下，优化底物中二价铁离子浓度 (0、0.45、0.9、
1.8 和 3.6 mmol/L) 其他条件同 1)。 

8) 二硫苏糖醇和抗坏血酸对转化的作用：在
最优转化条件下，在转化开始时分别加入二硫苏糖
醇和抗坏血酸，确定两者对转化的作用。 

9) 转化反应的时间：在最适的条件下，在不
同的转化时间进行取样，确定最优的转化时间。 

1.5  分析测定方法  
生物转化反应中转化底物青霉素 G 的量和

G-7-ADCA的含量采用 HPLC进行测定。转化反应
液离心后收集上清，用去离子水稀释 50 倍，再用
0.22 μm的滤膜过滤后即可上样，上样量为 5 μL。色
谱柱为 Agilent Eclipse XDB-C18 (3.5 μm 4.6 mm× 

100 mm)，流动相为的 70%的 10 mmol/L的 KH2PO4 

(pH 3.0)、30%的乙腈和 0.7%的三氟乙酸，柱温
25 °C，流速为 0.5 mL/min，紫外检测波长青霉素 G

为 220 nm，G-7-ADCA为 260 nm。采用外标法绘
制标准曲线对转化体系中的底物和产物进行定量
分析。 

2  结果与分析 

2.1  转化体系中菌体浓度对转化的影响 
全细胞转化体系中，菌体浓度对转化有一定的

影响，菌体越多催化反应的酶越多，但并不是菌体
量越大越有利于转化，因为转化过程需要氧气和  

a-酮戊二酸 (图 1)，菌体量越大，对溶氧的要求越
高。同时当体系中溶氧相对较低的时候，会限制细
胞的 TCA 循环，减少 a-酮戊二酸的供应。通过比
较不同 OD600对转化效率的影响，确定在 OD600为
45时，G-7-ADCA的产量最高。 

2.2  转化过程中初始 pH 的影响 
Gao 等 [9]利用棒状链霉菌进行转化时的最适

pH为 6.5，然而细菌与真菌具有不同的代谢环境，
对于 pH 的要求也截然不同。另一方面，底物和产
物的溶解性和pH有重要的关系，当产物G-7-ADCA

的 pH 降低时，其溶解性也快速降低，直至析出，
会影响反应的进行和产物的检测。我们以不同初始
pH进行转化，结果 pH 7.5的转化效率最高 (图 2)。
然而，在 pH为 7的时候产量快速降低，说明酶的
转化过程对 pH是十分敏感的，在图 6中，反应速
度随时间延长降低，我们猜测部分原因是由 pH降低
引起的 (初始 pH 为 7.5，转化 20 h 后会降到 6.5    

左右)。 
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图 2  不同初始 pH 对转化的影响 
Fig. 2  Effects of pH on the bioconversion. 

2.3  转化底物中青霉素浓度 
Jie等[11]及Goo等[12]在进行胞外和胞内转化实验

时，使用的青霉素 G浓度较低，最高只有 12 mmol/L。
我们使用的青霉素浓度较高，因此出现了一些新的
状况，即底物抑制效应。如图 3所示，在 20 mmol/L

开始，随底物浓度增加，产物浓度随着增加，而转
化率却是一直降低，到达 50 mmol/L后，G-7-ADCA

的产量达到最高，随着底物浓度的增加，产物浓度
逐渐降低。说明在青霉素 G浓度为 50 mmol/L的时
候底物的促进作用和抑制作用达到平衡，虽然高浓
度的底物会使反应速度加快，从经济实用的角度我
们认为青霉素 G浓度在 50 mmol/L或更低的水平。 

2.4  转化底物中 MOPS 的浓度 
由于产物是有机酸，导致反应液 pH下降。而

扩环酶作用需要稳定的 pH环境。Goo等[12]在实验
中使用的缓冲液均为 MOPS缓冲液。我们的预实验
显示，MOPS比 Tris-HCl和 HEPE缓冲效果好。可
能是因为MOPS在 pH 7左右有较好的缓冲能力，维
持了较适宜的扩环酶催化环境。不同浓度的MOPS缓
冲液的缓冲能力不同，结果表明，100 mmol/L MOPS

的缓冲效果最好 (图 4)。 

 
 

图 3  转化底物中青霉素 G 浓度对转化的影响 
Fig. 3  Effects of penicillin G on the bioconversion. 
 

 
图 4  转化底物中不同 MOPS 浓度对转化的影响 
Fig. 4  Effects of MOPS on the bioconversion. 

2.5  转化底物中葡萄糖浓度的影响 
转化过程需要 a-酮戊二酸作为底物。大肠杆菌

中的 a-酮戊二酸主要来源于 TCA循环，而 TCA循
环需要葡萄糖推动。如图 5所示，当葡萄糖浓度为
0.5%时 G-7-ADCA的产量最高，达 16 mmol/L，而
后随着葡萄糖浓度的增加底物浓度降低。我们检测
到随着葡萄糖浓度增加乙酸的产量随着增加，我们
猜测是乙酸的增加使 pH 降低从而间接地影响了
G-7-ADCA的产量。 

2.6  转化底物中二价铁离子浓度 
Fe2+是青霉素扩环酶重要的辅因子[13]，在转化反

应中起重要的作用。对不同浓度的 Fe2+进行优化，结
果显示，在 Fe2+浓度为 0.9 mmol/L时即可达到最优的
转化效率，随着 Fe2+浓度的进一步增加，产物量不再
增加。结果表明从 0 到 3.6 mmol/L，产物增加不足    

5 mmol/L，说明 Fe2+并不是影响转化的关键因素，在
实验过程中我们发现，Fe2+会快速的氧化成 3价并变
为黄色沉淀，同时会形成胶体吸附一部分菌体，因此
我们认为在转化过程中要限制 Fe2+的添加。 

2.7  二硫苏糖醇和抗坏血酸对转化的作用 
在体外实验中，Jie 及 Cho 等[11,14]均用到了二

硫苏糖醇和抗坏血酸，结果显示，二者对转化过程
有一定的促进作用。而 Sim等[15]认为二硫苏糖醇和
抗坏血酸对扩环酶起抑制作用。本研究中，初始转
化条件下，在转化开始时分别加入二硫苏糖醇 

(DTT) 和抗坏血酸，结果表明：本研究中，二硫苏
糖醇和抗坏血酸均不是转化反应所必需的，且对反
应有轻微的抑制作用。 

2.8  转化反应的时间 
利用前面实验得到最优的转化条件进行转化

实验，考察转化时间对反应的影响。结果如图 6所
示，随着时间延长，反应速率逐渐降低，在转化进
行 17 h之后，反应速率由开始的 3 mmol/(L·h) 降
低到约 0.1 mmol/(L·h)，考虑水分蒸发带来的浓度 
 

 
 

图 5  转化底物中葡萄糖浓度的影响 
Fig. 5  Effects of glucose on the bioconversion. 
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图 6  转化过程中产物浓度随时间变化 
Fig. 6  Effects of the time of bioconversion. 
 
差异 (200 μL体系，转化 20 h水分蒸发 12 μL)，可
以认为反应已经不再进行。因此，最优的转化时间为
17 h。 

3  结论 

针对目前 G-7-ADCA生产的高成本、高污染问
题，利用生物转化法将廉价的底物青霉素 G转化为
G-7-ADCA，完全可以解决工业生产中高成本高污
染的问题，在 Jie 及 Sim 等[11,15]的研究中，转化实
验需要用到 a-酮戊二酸、亚铁离子、DTT、抗坏血
酸等，成分较为复杂，而对条件要求比较严格，如
在 Gao 等[9]的研究中，pH 和铁离子的最适浓度在
极小的范围内，且 G-7-ADCA的产量低，一般都在
1 mmol/L以下，远远达不到工业生产的要求。 

本实验室使用 E. coli 全细胞催化的方法进行
生物转化，具有转化时间短、成本低与产量高的优
点。最适反应条件如下：E. coli H7/PG15菌体浓度
OD600为 45、50 mmol/L青霉素 G，0.5%葡萄糖，
100 mmol/L MOPS (pH 7.5)，0.9 mmol/L FeSO4，转
化 17 h，可以使 G-7-ADCA产量 (15 mmol/L) 和
转化率 (30%) 达到较高的水平。为全细胞催化生
产 G-7-ADCA 的进一步研究和后期的发酵实验提
供启示和参考。 
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