
面向２１世纪课程教材
ＴｅｘｔｂｏｏｋＳｅｒｉｅｓｆｏｒ２１ｓｔＣｅｎｔｕｒｙ

现代食品生物技术

陆兆新 主编

食品科学与工程专业用

中 国 农 业 出 版 社



图书在版编目（ＣＩＰ）数据

现代食品生物技术／陆兆新主编．—北京：中国农业
出版社，２００２８
面向２１世纪课程教材

ＩＳＢＮ７?１０９?０７７６３?２

Ⅰ现 Ⅱ陆 Ⅲ生物技术－应用－食品工
业－高等学校－教材 ⅣＴＳ２０１２

中国版本图书馆ＣＩＰ数据核字（２００２）第０３９７６０号

中国农业出版社出版

（北京市朝阳区农展馆北路２号）

（邮政编码１０００２６）

出版人：傅玉祥

责任编辑 李国忠

中国农业出版社印刷厂印刷 新华书店北京发行所发行

２００２年８月第１版 ２００２年８月北京第１次印刷

开本：８５０ｍｍ×１１６８ｍｍ １／１６ 印张：２７７５
字数：６６８千字

定价：３８６０元
（凡本版图书出现印刷、装订错误，请向出版社发行部调换）



主 编 陆兆新（南京农业大学）

副 主 编 郑晓冬（浙江大学）

陈福生（华中农业大学）

陈崇顺（南京师范大学）

参编人员 别小妹（南京农业大学）

方维明（扬州大学）

吕淑霞（沈阳农业大学）

汪 昭（浙江工业大学）

樊黎生（湖北工学院）

主 审 周德庆（复旦大学）



前 言

本教材被教育部批准列入高等教育“面向２１世纪课程教材”。
生物技术是一门具有悠久历史的学科，可追溯到古代食品的生产，如酿酒、制饴等。生物技

术在２０世纪发展非常迅速，特别是２０世纪六七十年代原生质融合技术、ＤＮＡ重组技术和近年
来基因组学、蛋白质组学的发展，更赋予生物技术以崭新的内容而被列为当前高技术的领域，受

到世界各国的高度重视。同时，现代生物技术在医药卫生、环境治理、农业、化工以及食品生产

和加工领域得到广泛的应用，并取得了巨大的社会经济效益，对社会发展和经济发展做出了巨大

的贡献。因此现代食品生物技术将对于优质农产品原料生产、食品加工、食品质量控制、食品生

产废弃物的利用以及改善和增加食品的营养价值等具有重要的意义。

为了适应时代发展的要求和学生对知识的需要，国内迫切需要一本从现代生物技术的基本原

理到食品应用进行深入介绍的教材。在全国高等农业院校食品科学与工程教学指导委员会的指导

下，我们组织编写了食品科学与工程专业的教材《现代食品生物技术》。本教材是在南京农业大

学和华中农业大学食品学院试用教材的基础上，编写人员根据国内外现代食品生物技术的新进

展，进行了充实和提高编写而成的。例如，在教材中介绍了近几年来生物技术最新进展———分子

进化工程理论及其在酶分子进化中的应用实践，拓展酶在食品领域的应用前景。另外，考虑到食

品科学和工程专业学生对生物技术基本原理了解比较少的实际情况，尽可能深入浅出介绍现代生

物技术的基本原理及其在食品中的应用。

本书编写人员均为各院校生物技术领域的教师，多数是从国外留学回国的具有博士学位的年

轻教师，对国内外食品生物技术的发展趋势有比较全面的了解，并结合各人在自己领域多年的教

学和科研经验。南京农业大学的陆兆新为本教材主编，浙江大学的郑晓冬、华中农业大学的陈福

生和南京师范大学的陈崇顺为副主编，参加编写的还有南京农业大学的别小妹、扬州大学的方维

明、沈阳农业大学的吕淑霞、浙江工业大学的汪昭和湖北工学院的樊黎生。全书由复旦大学的周

德庆教授主审。

在编写过程中参考了国内外相关书籍和近期的文献，谨此向原作者致谢。由于能力和时间有

限，书中难免会出现许多遗漏或错误及不足之处，敬请读者批评指正。

编 者

２００２年６月
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第一章

绪 论

当今生物技术已经被世界各国视为高技术。它对于解决人类所面临的食品短缺、健康问题、

资源问题、环境问题、经济问题和人类可持续发展等问题和促进国民经济的发展是至关重要的，

所以许多国家都将生物技术确定为增强国力和经济实力的关键性技术之一。我国政府同样也把生

物技术列为高新技术之一，并组织力量追踪攻关，力争赶上世界先进水平或达到国际领先水平。

进入２１世纪后，生物技术更加受到重视，它必将对２１世纪的经济发展和人们生活质量的提高产
生更大的作用，因此有人认为２１世纪是生命科学的世纪，生物技术产业将是２１世纪的支柱产
业。

第一节 生物技术的定义和研究内容

一、生物技术的定义

生物技术（ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）的起源可追溯到古代劳动人民食品的生产。随着科学技术的发
展，人类对生命的本质及生命规律的认识不断加深，生物技术的内涵得到了进一步发展。现代生

物技术和传统生物技术之间既有共同之处，又有很大的差异。

现代生物技术代表着高新技术，但至今还没有一个统一的定义。而从学术方面对生物技术下

定义是在２０世纪的事。１９１９年一位匈牙利农业经济学家ＫａｒｌＥｒｅｋｙ为了表达一切用生物转化手
段进行生产的概念，并表明生物学与技术之间的内在联系，首创了“生物技术”这一名词。１９３３
年英国《自然》杂志第一次刊登了一篇题为《生物技术》的文章。１９３８年著名科学家Ｊｕｌｉａｎ
Ｈｕｘｌｅｙ认为“生物学与其他无生命物质的科学具有同等重要的意义，而生物技术从长期来看，
将比力学工程和化学工程具有更重要意义。”由此使“生物技术”一词的使用出现了第一个高潮。

第二次世界大战后，随着生物科学技术发展的加快，２０世纪５０～６０年代美国大学中有关

ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ和ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ的研究小组、系以及杂志相继出现，如

１９６２年，当时《微生物技术和微生物工程杂志》的主编、著名生化工程学家ＥｌｍｅｒＧａｄｅｎ博士决
定把这一刊物改名为《ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ》（生物技术和生物工程）。
曾经有不少国际学术组织和学者对生物技术下过定义。１９８２年国际纯粹及应用化学联合会

对生物技术作了如下的定义：生物技术是将生物化学、生物学、微生物学和化学工程应用于工业

生产过程（包括医药、卫生、能源、农业及其产品）及环境保护的技术。１９８２年国际经济合作
及发展组织提出：生物技术是应用自然科学和工程学的原理，依靠生物催化剂（酶或活细胞）的

作用对物料进行加工，以提供产品为社会服务的技术。１９８５年Ｍｏｏ?Ｙｏｕｎｇ主编的《综合生物技
术》中把生物技术定义为：生物技术是对生物作用和生物物料加以评价和应用，并进行工业产品



生产的技术。生物技术的英文对应词ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ中的ｂｉｏ?是生命或生物的意思，即植物、动物
和微生物等具有生命活动的细胞；而ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ是指技术和工艺，因此，生物技术是指利用培养
基中（上）活细胞，并整合其他加工工艺，以获得生理活性物质和对物质进行生物加工，达到最

大的商业价值的技术学科。

国际上比较权威的定义为：生物技术是利用生物体系，应用先进的生物学和工程技术，加工

或不加工底物原料，以提供所需的各种产品，或达到某种目的的一门新型跨学科技术。

传统生物技术的技术特征是酿造技术和发酵技术。而现代生物技术的技术特征是以重组

ＤＮＡ技术为核心的一个综合技术体系，其内容主要包括：①重组ＤＮＡ技术及其他转基因技术；

②细胞和原生质融合技术；③酶和细胞固定化技术；④植物脱毒和快速繁殖技术；⑤动物和植物
细胞大量培养技术；⑥动物胚胎工程技术；⑦现代微生物发酵技术（高密度发酵、连续发酵和其
他新型发酵技术）；⑧现代生物反应工程和分离工程；⑨蛋白质工程；⑩分子进化工程。

二、生物技术的构成

生物技术是由多学科综合而成的一门交叉性学科，涉及微生物学、生物化学、细胞生物学、

免疫学、遗传育种、分子生物学和化学工程等学科。目前认为生物技术是由基因工程、细胞工

程、发酵工程、酶工程和蛋白质工程组成。

（一）基因工程

基因工程（ｇｅｎｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）是２０世纪７０年代以后兴起的一门新技术，其主要原理是应用
人工方法把生物遗传物质———ＤＮＡ分离出来，在体外进行切割、拼接和重组，然后通过运载工
具（ｖｅｃｔｏｒ）将重组的基因导入某种宿主细胞或个体，从而改变宿主的遗传特性；有时还使导入
的新的遗传信息在宿主细胞中或个体中大量表达，以获得大量所需的基因表达产物（各种生理活

性物质，如蛋白质、酶、多肽、抗生素等等）。这种利用ＤＮＡ重组技术来创造新物种或给予生
物以特殊概念的技术称基因工程，也称ＤＮＡ重组技术。
（二）细胞工程

所谓细胞工程（ｃｅｌｌｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）是指以细胞为基本单位，在体外条件下进行培养、繁殖或
人为地使细胞的某些生物学特性按人们的意志发生改变，从而达到改良生物品种和创造新品种，

加速动物或植物个体的繁殖，或获得某些有用的物质的过程。它包括了动物和植物细胞的体外大

量培养技术、细胞融合技术（也称细胞杂交技术）、细胞拆分、染色体工程和繁殖生物学技术

等。

（三）发酵工程

利用微生物生长速度快、生长条件简单以及代谢过程特殊等特点，在合适条件下，通过现代

化工程技术手段，最大限度地发挥微生物的某种特定功能，以生产出人类所需的产品称为发酵工

程（ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ），也称微生物工程。它包括了微生物生长动力学，发酵条件的优化
和控制，生化反应器的设计，以及产品的分离、提取和精制等技术。

（四）酶工程

所谓酶工程（ｅｎｚｙｍｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）是指利用酶、细胞器或细胞所具有的特异催化功能，或对
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酶结构进行修饰改造，并借助于生物反应器和工艺优化过程，有效地发挥酶的催化特性来生产人

类所需产品的技术。它包括酶固定化技术、细胞固定化技术、酶化学修饰技术和酶反应器设计等

技术。

（五）蛋白质工程和分子进化工程

蛋白质工程（ｐｒｏｔｅｉｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）是指应用基因工程的原理，结合蛋白质结晶学、计算机模
拟设计和蛋白质化学等多学科的知识，通过蛋白质基因中的某个碱基进行定向改变，从而改变蛋

白质的氨基酸序列，使蛋白质的结构功能发生变化，产生符合人们所需的蛋白质或酶。

分子进化工程（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）是指在试管或实验室中模拟生物分子（如
核酸、蛋白质和糖等分子）的进化，使长期的自然进化过程能在实验室中短期实现。酶分子

进化工程是分子进化工程的一部分，是指酶基因通过随机的点突变与ＤＮＡ序列的改组、重组
和筛选等，使酶的稳定性、底物特异性、催化活性、耐热性等发生改变或甚至创造新酶的方

法。

三、生物技术各构成成分之间的关系

生物技术中的五大工程（有时把蛋白质工程列入基因工程内，成为四大工程）之间是相互依

赖、密切联系、难于分割的。在现代生物技术中基因工程是核心技术，但是基因工程包括蛋白质

工程所提供的新的、具有特殊功能的细胞，还必须通过发酵工程或细胞工程来实现它的潜在的经

济价值。酶工程中固定化酶和固定化细胞技术，它本来就是从发酵工程中分离出来的一部分，也

是同发酵工程密不可分的技术。细胞工程中的动物和植物细胞大量培养技术原理类似于发酵工

程，因此曾有人将动物和植物细胞大量培养技术归类于发酵工程。蛋白质工程是酶工程中酶的分

子修饰同基因工程相结合的产物，蛋白质工程获得的理想酶基因必须通过基因工程导入到宿主细

胞中去，然后再通过发酵工程来实现其优良、特殊的催化功能。近年发展起来的分子进化工程中

的酶分子进化又是酶工程和蛋白质工程的发展和延伸。由此看到，发酵工程和酶工程不仅本身是

生物技术的重要组成部分，而且绝大多数生物技术目标都可通过发酵工程和酶工程来实现。因

此，生物技术的主要应用领域，往往就是发酵工程和酶工程应用范围和研究或生产的对象。例如

生物技术的一些新领域如环境工程、再生资源工程都是以发酵工程和酶工程作为基础和主要手段

的。总之，现代生物技术的核心是基因工程，由它带动和推动其他各大工程的发展，而现代生物

技术的基础和归宿则是发酵工程和酶工程，否则就不能获得产品和经济效益，也就体现不了基因

工程和细胞工程的优越性。

第二节 生物技术的形成和发展

一、传统生物技术

生物技术的发展历史与食品发展的历史是密不可分的。传统生物技术应该说从史前时代起就

一直为人们所开发和利用，并造福人类。最早的生物技术可以追溯到公元前６０００年（距今约
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８０００年）。在西方，苏美尔人和巴比伦人在公元前６０００年就开始面包的发酵、酒精饮料、果汁
发酵制醋和酿酒等。埃及人则在公元前４０００年就开始制作面包。所以说生物技术是人类在劳动
实践中最早发现和掌握的技术之一（表１?１）。

表１?１ 生物技术的里程碑（ＢｙｏｎｇＨＬｅｅ，１９９６）

传统生物技术（ｏｌｄｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）

时 间 里 程 碑

公元前６０００
公元前２０００
公元前１４００
公元前１０００

１１００

１２００
１６５０
１６８０

１８５７—１８７６
１８８１

１８８５—１９００

１９４０

１９５３
１９５７

１９５５—１９６０

面包发酵、酒精饮料和来自发酵果汁的醋

酿酒、饴糖制造

啤酒、白酒以及醋的生产

酱油

预防天花疫苗

酒精（从酒中蒸发）

蘑菇的栽培

列文虎克第一次发现了酵母细胞

巴斯德证明了微生物的发酵能力

乳酸的微生物生产

乙醇、乙酸、甘油、丙酮、丙醇、柠檬酸的发酵生产，污水

处理

无菌技术的导入，抗生素（青霉素、链霉素、氯霉素）和生

物活性物质（氨基酸、维生素、类黄酮、多糖）和疫苗的生

产

ＤＮＡ结构的发现
谷氨酸的制造

深层发酵生产柠檬酸

现代生物技术（ｎｅｗｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）

１９６９
１９７０—１９７２
１９７３
１９７４
１９７５
１９７８
１９８２
１９８３
１９８５
１９８６
１９８７
１９８９

１９８９—１９９１
１９９０
１９９２
１９９４

千田一郎用固定化氨基酸酰化酶生产Ｌ?氨基酸
细菌质粒ＤＮＡ和大肠杆菌的转化
打破遗传界限（限制性内切酶、连接酶）

杂合基因在大肠杆菌中的表达

杂交瘤（单克隆抗体）

Ｓｏｍａｔｏｓｔａｍ（第一次重组ＤＮＡ产物）
重组人胰岛素

杂合植物基因表达

重组人生长激素

重组乙肝疫苗、重组α?干扰素
重组组织溶纤酶原激活剂和重组色氨酸

重组白细胞介素?２、重组γ?干扰素
重组凝乳酶、重组ＶＣ、抗细菌噬菌体的乳酸生产菌

麦芽糖酶强化面包酵母

脂肪酶、淀粉酶

ＦｌａｖｒＳａｖｒ番茄、重组酿酒酵母

 参照参考文献［４］；以下时间为公元纪年。
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在石器时代后期，我国人民就会利用谷物造酒，这是最早的发酵技术。在公元前２２１年，周
代后期，我国人民就能制作豆腐、酱和醋，并一直沿用至今。公元１０世纪，我国就有了预防天
花的活疫苗，到了明代，就广泛地接种疫苗以预防天花。１６世纪，我国的医生已知道被疯狗咬
伤可传播狂犬病。

１６８０年，荷兰人Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ（１６３２—１７２３）制成了能放大１７０～３００倍的显微镜，并首先
观察到了微生物———酵母。１９世纪６０年代，法国科学家Ｌ．Ｐａｓｔｅｕｒ（１８２２—１８９５）首先证实发
酵是由微生物引起的，并建立了微生物的纯种培养技术，从而为发酵技术的发展提供了理论基

础，使发酵技术纳入了科学的轨道。到了２０世纪２０年代，工业生产中开始采用大规模的纯
种培养技术生产化工原料丙酮、丁醇。５０年代，在青霉素大规模发酵生产的带动下，发酵工
业和酶制剂工业大量涌现。发酵技术和酶技术被广泛应用于医药、食品、化工、制革和农产

品加工等部门。１９世纪初，遗传学的建立及其应用，产生了遗传育种学，并于１９世纪６０年
代取得了辉煌的成就，被誉为“第一次绿色革命”，粮食产量大幅度增加，缓解了粮食问题。

细胞学的理论被应用于生产而产生了细胞工程。在今天看来，上述诸方面发展，还只能被视

为传统的生物技术。虽然它们还不具备高技术的诸要素，但为现代生物技术的发展奠定了基

础。

二、现代生物技术的发展

现代生物技术是以２０世纪７０年代ＤＮＡ重组技术的建立为标志的。１９４４年Ａｖｅｒｙ等阐明了

ＤＮＡ是遗传信息的携带者。１９５３年Ｗａｔｓｏｎ和Ｃｒｉｃｋ提出了ＤＮＡ双螺旋结构模型，阐明了ＤＮＡ
的半保留复制，由此奠定了现代分子生物学的基础，开辟了分子生物学研究的新纪元，从而给生

物学乃至整个人类社会带来了一场革命。由于一切生命活动都是由包括酶和非酶蛋白行使其功能

的结果，所以遗传信息与蛋白质的关系就成了研究生命活动的关键问题。１９６１年 ＭＮｉｒｅｎｂｅｒｇ
等破译了遗传密码，揭开ＤＮＡ编码的遗传信息是如何传递给蛋白质这一秘密。基于上述基础理
论的发展，１９７３年，美国加利福尼亚大学旧金山分校的ＨｅｒｂｅｒＢｏｙｅｒ和斯坦福大学的Ｓｔａｎｌｅｙ
Ｃｏｈｅｎ共同完成了一项著名的实验。他们选用了一个仅含有单一ＥｃｏＲⅠ位点的质粒载体ｐＳＣ１０１，
并用ＥｃｏＲⅠ将其切为线性分子，然后在ＤＮＡ连接酶的作用下，将该线性分子与同样具有

ＥｃｏＲⅠ黏性末端的另一质粒ＤＮＡ片段连接，从而获得了具有两个复制起始位点的新的ＤＮＡ组
合。这是人类历史上首次有目的地进行了基因重组的尝试，标志着生物技术的核心技术———基因

工程技术的开始。它向人们提供了一种全新的技术手段，使人们可以按照意愿在试管内切割

ＤＮＡ、分离基因并经重组后导入其他生物或细胞，借以改造农作物或畜牧品种；也可以导入细
菌这种简单的生物体，由细菌产生大量有用的蛋白质、生理活性物质等，或作为药物或作为疫

苗；也可以直接导入人体内进行基因治疗。显然这是一项生物技术上的革命。

近年来，现代生物技术领域的研究和开发取得了飞速的发展，并对生命科学的其他领域产生

了革命性的影响，这些领域包括植物学、动物学、微生物学、生物行为学、发育生物学、分子进

化、遗传学等。同时以基因工程为核心，带动了现代发酵工程、现代酶工程、现代细胞工程、蛋

白质工程以及分子进化工程的发展，形成了一门具有划时代意义和战略价值的现代生物技术，并
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使它成为２１世纪具有远大发展前景的新兴学科和产业。

三、现代生物技术的前景

近代科学的发展表明，每一次重大的科学发现和技术创新，都使人们对客观世界的认识产生

一次飞跃；每一次技术革命浪潮的兴起，都使人们改造自然的能力和推动社会发展的力量提高到

一个新的水平。现代生物技术的发展也不例外，它的发展促进了国民经济的发展和社会的进

步，改善了人们的营养和健康水平，并将越来越深刻地影响世界经济、军事和社会的发展。

现代生物技术作为２１世纪高新技术的核心，对人类解决面临的食物、资源、健康、环境等重
大问题将发挥越来越大的作用。大力发展生物技术及其产业已成为世界各国经济发展的战略

重点。

现代生物技术在近２０年的发展成就受到了各方面人士的普遍关注，更有许多专家将２１世纪
称为生命科学的世纪，将现代生物技术产业称为２１世纪的朝阳产业。其原因一方面是由于现代
生物技术发展迅速，在工业、农业、医药、环境等方面用途广泛，如可以改善农产品的数量和质

量，解决粮食短缺问题，也可以提高人类生命质量，延长人类的寿命以及可以解决能源问题、减

少环境污染；另一方面是由于现代生物技术具有其他技术所无法比拟的优越性，即可持续发展。

面对人口膨胀、资源枯竭、环境污染等一系列直接关系到整个人类生死存亡的严重问题，人们越

来越深刻地认识到发展具有可持续发展的新技术、新产业的必要性和紧迫性。由于生物技术是以

生物（动物、植物、微生物、培养细胞等）为原料生产产品的，因此其原料具有再生性，同时利

用生物系统生产产品产生的污染物很少，对环境的破坏性很小或几乎没有，微生物本身还可以消

除环境中的污染物。鉴于生物技术产业的以上特点，清洁、经济的生物技术必然会在２１世纪获
得更大的发展。

（一）现代生物技术对人类生活的影响

医药生物技术和食品生物技术是生物技术领域中最为活跃、产业发展最迅速、效果最显著的

领域（表１?２）。这是因为生物技术为探索提高人类营养、健康的因素和提高生活质量以及延长
寿命提供了最有效的手段。目前，现代生物技术产品已走入寻常百姓家，生物技术成为提高全民

日常生活质量的重要方法。例如，系统地对胎儿进行染色体检查，以确定胎儿是否携带有遗传

缺陷基因，实现优生优育，提高人口质量（尽管对这种做法还有争论）；导入正常基因来治疗

基因缺陷而引起的疾病；用单克隆抗体治疗和检测疾病；人类基因组计划探索人类的全部的

遗传信息，以阐明生命的奥秘，人类的起源等；转基因植物逐步“走”上人们的餐桌，转入

乙型肝炎抗体基因的水稻、转入胡萝卜素基因的水稻，为人们提供质量更高、营养成分搭配

更合理的膳食和预防疾病的食品；基因工程药品胰岛素、干扰素、白细胞介素等已大批量生

产，并投放市场；基因工程疫苗如病毒性肝炎疫苗、肠道传染病疫苗、寄生虫疫苗、流行性

出血热疫苗等已经上市或已进入临床试验，安全、高效地预防疾病的发生和发展；ＰＣＲ、

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交等方法也逐步广泛地用于多种疾病的分析诊断；利用酶工程技术的生物传感器的
快速检测，寡聚糖的酶法生产，以及微生态制剂的发酵等都为人类的营养和健康起了重要的

作用。
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表１?２ 美国生物技术产品销售预测（百万美元）

领域 １９９８年 ２００３年 ２００８年 年增长率％

人类疾病治疗 ９１２０ １６１００ ２１０００ １１
人类疾病诊断 ２１００ ３１００ ４３００ ７
农业 ４２０ １０００ ２３００ １９
特制品 ３９０ ９００ ２０００ １８
非医疗检验 ２７０ ４００ ６００ ８
合计 １２３００ ２１５００ ３６２００ １１

注：本表参照参考文献［２］。

综上所述，现代生物技术对人类生活的影响是多方面的，主要表现在：①更加准确地诊断、
预防或治愈传染病和遗传疾病；②有效地提高作物的产量和质量，获得具有抗虫、抗真菌、抗病
毒、抗逆境等优良形状的植物，或能产生药物和抗体等生理活性物质的转基因植物；③开发制造
可以生产药物、生物高分子、氨基酸、酶类和各种食品添加剂的微生物；④创造带有更多优良性
状的家畜和其他动物，或能产生药物和抗体等生理活性物质的转基因动物；⑤简化从环境中清除
污染物和废弃物的程序；⑥生产营养丰富的食物，促进人类健康；⑦解决能源危机。因此，现代
生物技术会使人类的生活更丰富，生活质量更高，寿命更长。

（二）现代生物技术对经济社会发展及环境的影响

生物技术的发展可以增加农作物的产量，提高农作物的品质，解决食品的短缺。如转基因的

农作物，由于导入了抗病虫、抗寒、抗除草剂或抗盐碱等基因，在减少农药的使用，减少病虫害

的危害等而使产量增加的同时，不仅降低了成本，还减少对环境的污染。

生物技术的发展可以充分利用可再生资源，解决能源危机和治理环境污染。石油和煤炭是我

们生活中的重要能源，然而地球上的这些化石资源是不能再生的，最终会枯竭。生物能源将是最

有希望的新能源之一。植物纤维素资源是可以再生的资源，利用生物技术将植物纤维素及其副产

品转化为乙醇，不仅可以生产新能源，还可以减少环境污染。利用分解蜡质的微生物还可提高石

油的开采率。

虽然现代生物技术的发展已经给人类社会带来了巨大的社会效益和经济效益，促进了社会的

发展，同时减少了现代化学工业和现代农业给生态环境带来的化学污染，另外也使资源的利用率

更加提高。但是不可否认，生物技术在对人类有巨大贡献的同时，也会给人类社会带来了许多意

想不到的不良影响，甚至可能会出现许多人们始料不及的后果。正如现代核物理学可以用来发电

或作为能源造福人类，也可以用来制造原子弹屠杀人类一样，现代生物技术也是一柄双刃剑，它

既可以造福人类，也可能用来制造致命的生物武器，危害人类，或被一些狂人用来制造克隆人，

破坏整个人类社会的和平。因此，现代生物技术应用如果不加以控制，一些转基因的生物可能影

响地球的生态环境，也有可能成为毁灭人类的凶手，这已经成为目前人们所共同关注的问题。

现代生物技术利用生物为原料生产产品，原料具有再生性，产生的污染很少，因此不会像化

学合成一样对环境的破坏很大。但是，人们也关心生物技术对人类和自然环境的不良影响，例

如：①经过基因工程改造的生物体是否会对其他的生物体或生态环境造成危害，或是否会影响人
类的健康，即转基因生物的安全性；②使用和开发基因工程生物是否会降低自然界的遗传多样
性，是否会影响整个地球的生态平衡；③人是否也可以成为基因工程操作的对象或克隆的对象；

·７·第二节 生物技术的形成和发展



④基因诊断的程序会不会侵犯个人隐私权；⑤那些经过基因工程改造过的生物体可不可以变成私
人拥有的财产；⑥强调商业的成功是不是意味着现代生物技术的利益将只对富人有用而对穷人却
用不起；⑦农业生物技术是否会彻底改变传统的耕作方式；⑧用现代生物技术生产的药物进行治
疗是否会压抑同样有效的传统治疗方式；⑨现代生物技术专利的申请是否会阻止科学家之间自由
的思想交流。

第三节 食品生物技术的基本特征和研究内容

一、食品生物技术的基本特征

从生物技术定义可以看出，生物技术是多学科交叉，涉及微生物学、生物化学、细胞生物

学、分子生物学、生物物理学、免疫学、遗传学和化学工程等，同时，它也是应用性非常强的科

学技术。因此现代生物技术又分支出若干个领域，如农业生物技术、医药生物技术、食品生物技

术、海洋生物技术、环境生物技术、能源生物技术等等，涉及国民经济的所有领域。食品生物技

术是生物技术的一个分支。传统生物技术的发展，从某种意义上说代表了食品生物技术的发展历

史，因此，食品生物技术同生物技术的关系最为密切，现代食品生物技术是现代生物技术与食品

科学技术相互渗透而形成的一门交叉学科。

食品生物技术（ｆｏｏｄｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）是生物技术在食品原料生产、加工和制造中的应用的一
个学科。它包括了食品发酵和酿造等最古老的生物技术加工过程，也包括了应用现代生物技术来

改良食品原料的加工品质的基因、生产高质量的农产品、制造食品添加剂、植物和动物细胞的培

养以及与食品加工和制造相关的其他生物技术，如酶工程、蛋白质工程和酶分子的进化工程等。

二、食品生物技术的研究内容

现代食品生物技术的发展很快，其主要研究内容可归纳于图１?１：①通过基因工程和细胞工
程改善食品原料农产品的品质和提高产量；②利用基因工程、发酵工程生产用于农产品保鲜的
“绿色”抗氧化剂、防腐剂等；③通过基因工程、发酵工程、酶工程、蛋白质工程和分子进化工
程使食品加工工艺高效化，提高食品的附加值，提高农产品的利用率，以及提高食品的保健功

能；④利用基因工程、酶工程和发酵工程减少食品的损失、提高食品质量管理的效率和保证食品
质量和安全性；⑤通过发酵工程和酶工程处理废弃物，提高资源的利用率并减少环境污染。

三、现代食品生物技术的作用

食品工业是国民经济的主要组成部分，它的发展不仅与人民生活密切相关，而且是衡量一个

国家的经济、科学技术、精神文明和社会发展水平的重要指标。食品与人民的生活息息相关，食

品生产必须满足人民生活水平不断提高的要求。尽管一些新技术、新工艺、新产品和新设备的开

发和应用，使食品工业的产品种类、产量和质量都有了大幅度的提高，但现代生物技术的出现，
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销售

运输

贮藏

产品

加工

收获

原料

废弃物 （纤维

素、脂肪、蛋白质

等）的资源化（发

酵工程、酶工程）

减少食品的损失、提高食品质量管理的效率和食品安全性

（酶工程、发酵工程、基因工程）

食品加工工艺的高效化、提高产品附加值、减少环境污染等

（基因工程、发酵工程、酶工程、蛋白质工程）

农产品贮藏（生物防腐剂等）

（发酵工程、基因工程）

新品种培育、品质改良，提高产量

（基因工程、细胞工程）

图１?１ 食品生物技术的研究内容和应用范围

又为改造传统的食品生产，进行食品深度加工，开发新产品，提高食品质量和减少营养损失等增

添了新的活力。

（一）现代食品生物技术对人类健康和营养的影响

今天，全世界的人口已超过６０亿，有人预言到２０５０年，全球人口将达到９０亿，这些人口
需要的农作物产量将是现在的２５～３倍。用传统的栽培技术、育种技术等解决粮食问题的可能
性很小。因此人们预测，广泛使用重组ＤＮＡ技术（基因工程技术）将是解决未来粮食问题的最
为有力的方法，因为它可以使农作物稳产、增产，耐盐碱、耐酸作物可以提高作物对不良土壤的

耐受性，扩大可耕面积，从而增加产量。

基因工程技术的应用将提高全球人口的营养水平和健康水平，无论是发达国家，还是发展中

国家均能从中得益。它可以提供质量更高、营养成分更丰富或具有保健功能的食物，满足不同人

群的需求，解决人类，特别是贫困地区和国家人民的营养失衡问题。如利用重组ＤＮＡ技术育成
的含有β?胡萝卜素的“黄金大米”，有助于克服维生素Ａ缺乏引起的贫困儿童失明或死亡；把大
豆中分离的能降低血清胆固醇和能积累铁的蛋白质的基因重组到水稻中的“降胆固醇大米”和

“预防贫血大米”，将消除缺铁对孕妇和儿童的威胁；导入乙型肝炎病毒抗体基因的水稻，将大大

减少乙型肝炎患者的数量；日本正在开发的降血糖水稻新品种，将为糖尿病患者提供具有疗效的

主食。

重组ＤＮＡ技术可提高新鲜水果、蔬菜的货架期，不仅使人们容易吃到新鲜、营养丰富的水
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果、蔬菜，而且还可在一定程度上防止因水果蔬菜的腐烂引起的食物中毒。如第一个转基因植

物———番茄ＦｌａｖｒＳａｖｒ，就大大延长了货架期，减少了损失。
益生菌是生长在人体内的有益于人类健康的微生物，主要是能在人体胃肠道内生长的乳酸菌

类，经重组ＤＮＡ技术改造后，将更加有利于人体的健康。
发酵工程技术会给人们提供有利于人类健康的、营养丰富的食品。如利用被孢霉和毛霉的γ?

亚麻酸和二十碳五烯酸（ＥＰＡ）的发酵、利用海洋真菌和藻类的二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）和

ＥＰＡ的发酵，可提供预防和治疗动脉硬化、血栓形成和高血压等疾病的功能性食品成分。发酵
大豆和发酵乳不仅提供足够的易消化的蛋白质，还可产生一些功能性成分，如枯草杆菌溶纤酶、

血管紧张素转换酶抑制剂、功能性多肽等。食用菌的深层培养技术不仅生产预防和治疗癌症、提

高免疫能力和降低高血压的功能性物质，还可开发新的食品资源。

许多食品添加剂大多是化学合成的，成本较低，但过多使用会影响人体健康。用发酵法则可

避免这一问题，因此发酵法生产天然食品添加剂已经成为趋势。如发酵法生产维生素（β?胡萝卜
素，维生素Ｋ２、维生素Ｂ１２、维生素Ｂ２）、色素（红曲色素、虾红素）、黏稠剂（黄原胶）、防腐
剂（乳酸链球菌素）、酸味剂（醋酸、乳酸和柠檬酸）、香料（丁二酮）、氨基酸和新型甜味剂

（赤藓醇）等。还有富硒酵母和富铁酵母的生产等。

植物细胞培养技术可生产人参皂甙、β?胡萝卜素、螺旋藻细胞以及黄酮类、异黄酮、天然香
料和天然色素等，不仅可预防疾病，改善营养条件，而且还可减少由化学添加剂残留对健康的影

响。

酶在食品上的应用历史在某种程度上可以说同生物技术的发展历史一样，因为最初的生物技

术就是在食品加工上利用了微生物的酶类的催化作用。酶工程技术在食品上的应用不仅使农产品

的附加值增加、口感和风味更佳，同时使其易消化、营养价值提高和产生新的营养保健因子。

蛋白酶对高蛋白农产品如大豆、鱼、肉和乳等的水解，不仅为人们提供了大量易消化的氨基

酸，还会形成功能性多肽。乳酪酶水解生成的酪蛋白磷酸肽能促进钙和铁的吸收从而有利于儿童

的生长发育，改善骨质疏松、改善贫血等。大豆多肽容易消化吸收，适宜于制取婴幼儿和老人的

营养食品，以及手术后病人的营养补充食品。牛乳、鱼、肉的酶水解多肽中具有能降低血压的血

管紧张素转换酶抑制多肽，可预防高血压和脑血管疾病。

由２～１０个单糖分子组成的低聚糖，如低聚异麦芽糖、低聚果糖、低聚半乳糖、低聚木糖等
大多是由酶法合成的。这些低聚糖具有抑制肠道腐败细菌，促进有益菌生长的功能；降低低密度

脂蛋白，有利于防止心脑血管疾病；以及提高人体免疫力的功能。

脂肪酶对油脂的改良，可提高油脂的营养价值，也可减少摄入过多脂肪对人们健康的影响。

如结构脂（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｌｉｐｉｄ）可以快速水解和快速利用，减少能量的积累；若在甘油上导入不饱
和脂肪酸，还可提高免疫力，预防癌症和血栓等。

由固定化酶和细胞组成的生物传感器可以快速检测食品的安全卫生质量，保障人们的健康。

（二）现代食品生物技术对经济发展和环境的影响

现代食品生物技术可以满足人们尤其是发展中国家对粮食的需求，为人们提供足够的、经济

的、安全的、高质量的食品以及传统技术无法获得的食物。同时，现代食品生物技术将会对社会

发展和环境起重要的作用。
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利用基因工程获得的牛生长激素注射于乳牛，可以提高牛乳的产量，而且不影响品质；猪生

长激素可以降低猪的脂肪含量；大麻哈鱼生长激素可改善大麻哈鱼营养品质。

重组ＤＮＡ技术可以改进作物的抗病性、抗虫性和耐除草剂性，因而可以减少农药的使用和
残留，以及使农艺更简单。１９９９年，美国种植了３５％的抗虫和耐除草剂的玉米、４５％的抗虫棉
花和５４％的耐除草剂大豆。种植转基因的这些作物可以减少种植成本，而且可以增加产量。如
耐除草剂大豆可以减少成本３％～６％，而且可增加产量１３％～１８％。植物转基因技术不仅使作
物的产量提高，而且还使农药的残留减少和环境污染的降低。

发酵工程不仅增加农产品附加值，而且还可以用于废水处理。据统计，微生物发酵制作的食

品约占所有食品总数的１／３。通过现代生物技术改良微生物，会使发酵食品的产量和营养提高，
口味改善，成本降低，效益提高。有机废水经适当的发酵处理，可达到排放要求，处理过程还可

回收到单细胞蛋白或甲烷、酒精等。

酶技术在现代基因重组技术出现之前就是食品加工的重要手段，至今仍然是现代食品加工技

术不可缺少的，而且在将来的农产品深加工方面显得越来越重要。据估计，２００６年美国食品加
工中使用的酶的价值可达２１４亿美元。利用酶水解生产葡萄糖是２０世纪５０年代酶技术应用的
重大成就，不仅减少了化学水解带来的环境污染，而且使葡萄糖的纯度提高、产量增加和成本降

低。日本使用糖化酶生产葡萄糖后，葡萄糖的年产量猛增１０倍。固定化葡萄糖异构酶技术的应
用，使高果糖浆的产量增加和成本下降。通过ＤＮＡ重组技术改良（蛋白质工程和酶定向进化工
程）食品酶或增加食品酶的种类，对于食品加工将具有推动作用。重组凝乳酶（ｃｈｙｍｏｓｉｎ）的成
功不仅使凝乳酶的产量得到了大幅度的提高，而且所合成的凝乳酶效果与牛胃中产生的凝乳酶完

全相同。目前世界上已有十几个国家采用基因工程凝乳酶生产干酪。

近年来，资源的充分利用也成为全球可持续发展的重要因素。利用酶技术可使大量的废弃物

成为有用的资源，并减少环境污染。如纤维素酶将农林业废弃物木质纤维素转化为葡萄糖，甚至

乙醇；利用原果胶酶来提取苹果、柑橘饮料的废弃物中的果胶，变废为宝等。应用酶工程技术的

生物传感器，可以精确、快速、灵敏地分析食品成分、检测病菌毒素和残留农药，保证食品质量

和人类的健康。

但是，现代食品生物技术同时也存在着许多安全性的问题，特别是转基因的植物、动物和微

生物的产品。
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第二章

基因工程原理及其
在食品科学中的应用

第一节 基因工程基础

一、基因工程的定义、意义及研究内容

（一）基因工程的定义

迄今为止，有关基因工程的定义颇多，表述不一。然而，就本质而言，它是指在分子水平上

对基因进行操作的技术。因此一般认为，基因工程（ｇｅｎｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）是指运用限制性内切核酸
酶、连接酶等酶类将不同ＤＮＡ进行体外切割、连接构成重组ＤＮＡ，再将重组ＤＮＡ经生物介导
或直接导入等转移方法引入受体细胞进行克隆、表达，从而改变生物遗传性以创造生物新种质，

或通过大量扩增为人类提供有用产品等的技术。

基因工程与遗传工程、重组ＤＮＡ技术及分子克隆技术等相关但不相同。一般而言，遗传工
程是指包括有性杂交、细胞融合、物理化学诱变、基因工程等在内的人工改造生物遗传性的全部

技术；重组ＤＮＡ技术（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＤＮＡｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）是指利用限制性内切核酸酶、连接酶等酶
类将不同的ＤＮＡ进行体外切割、连接构成新的ＤＮＡ分子的技术；分子克隆技术（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｌｏｎｉｎｇ）是指将利用限制性内切核酸酶、连接酶等酶类将不同的ＤＮＡ进行体外切割、连接构成
的重组ＤＮＡ引入宿主细胞进行复制扩增的技术。
（二）基因工程的意义

基因工程是现代生物工程的主体核心技术。基因工程的最大特点是可打破生物种属界限，进

行生物种（属、科、目、纲、门、界）内外基因的重组、遗传信息的转移。因此，它是人工定向

改变生物遗传性的根本技术。

基因工程技术的建立和发展具有重大的理论意义和广泛的实践意义。在生物学基础研究领

域，其从基因的结构与功能入手在分子水平上为细胞、组织、器官及个体的生长、发育、分化、

进化等理论研究开辟了新途径；在医药学领域，它为采用基因疗法根治遗传性疾病及肿瘤等奠定

了坚实的理论与技术基础，使传统技术难以或不能获得的许多珍贵药品得以大量生产从而实现商

品化；在动植物生产、食品工业等领域，它已经得到了广泛的应用，并且还将发挥愈来愈大的作

用。

（三）基因工程的研究内容

根据一般技术操作流程，基因工程的研究内容主要包括以下几个方面：①运用合适的方法从
生物体中分离或通过化学合成制备目的基因；②采用合适的方法将目的基因与合适的载体进行体



外连接，构建重组ＤＮＡ；③利用合适的方法将重组ＤＮＡ导入受体生物细胞以获得转化体；④采
用合适的方法筛选出重组转化体阳性克隆；⑤运用合适的方法对重组转化体阳性克隆进行进一步
的分析以及操作，使目的基因在受体生物细胞中高效表达。

二、基因工程的工具酶

如上所述，基因工程的关键技术之一就是先将目的基因ＤＮＡ从供体生物体中分离出来，再
与合适载体ＤＮＡ连接重组等。这些分子操作涉及多种不同的酶。
基因工程的工具酶是基因工程中所用各种酶的统称。其种类繁多，作用各异，主要包括限制

性内切核酸酶、ＤＮＡ甲基化酶、ＤＮＡ聚合酶、依赖于ＤＮＡ的ＲＮＡ聚合酶、连接酶、激酶、磷
酸酶和核酸酶等。

（一）限制性内切核酸酶与ＤＮＡ甲基化酶

１限制作用与修饰作用 许多细菌例如大肠杆菌等具有一种类似免疫的防卫系统，即限制
与修饰系统（Ｒ?Ｍ系统）。在限制与修饰系统中，限制作用（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ）是指一定类型的细菌可
以通过其限制性内切核酸酶的作用，切割降解入侵的外源ＤＮＡ（例如噬菌体ＤＮＡ），使得外源

ＤＮＡ的入侵受到限制的现象；修饰作用（ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）是指在ＤＮＡ甲基化酶作用下，生物体自
身ＤＮＡ分子在特定碱基的特定位置上发生甲基化而得到修饰，从而免遭自身限制性内切核酸酶
降解的现象。

２限制性内切核酸酶与ＤＮＡ甲基化酶 如上所述，限制与修饰系统的限制作用与修饰作用
是分别借助限制性内切核酸酶与ＤＮＡ甲基化酶来实现的。
限制性内切核酸酶（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ），简称限制酶，是指一类能够识别和切割双链

ＤＮＡ分子内核苷酸序列的内切核酸酶。ＤＮＡ甲基化酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｓｅ），简称甲基化酶，是指
一类能够识别ＤＮＡ特定序列，并在其特定碱基的特定位置上引入甲基而发生修饰作用的酶。限
制酶和甲基化酶主要是从多种微生物中分离纯化出来的。

为了能够区别不同的限制酶（甲基化酶），需要对其进行命名和分类。

（１）限制酶（甲基化酶）的命名。其命名主要是参照ＨＯＳｍｉｔｈ和ＤＮａｔｈａｎｓ提出的待
命名酶的供体微生物的属名与种名相结合的原则进行的。

①以属名的第一个字母（大写）和种名的最前两个字母（小写）组成的三字母符号为其基本
形式，例如：来源于大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）的酶用 Ｅｃｏ表示；来源于流感嗜血菌
（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）的用Ｈｉｎ表示。

②当同属不同种的两种微生物的种名前两个字母完全相同时，则来自后一种微生物的酶的符
号改用其种名词头前缀后第一个字母（小写）代替上述三字母符号中的最后一个字母，例如：来

自 Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（副流感嗜血杆菌）的用 Ｈｐａ表示，而来自同一属的

Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ（副溶血嗜血杆菌）的则用Ｈｐｈ表示。

③当微生物具有特殊名称时，则将代表该特殊名称的符号置于上述三字母符号之后，例如：
来自Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ的Ｒｄ株的用Ｈｉｎｄ表示；来自Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ的Ｒｆ型的用

Ｈｉｎｆ表示。
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④当不止一种限制酶（甲基化酶）分离纯化自同一微生物株系时，则依其被分离的先后顺序
以罗马数字（大写）置于上述命名符号之后，例如：来自Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓａｅｇｙｔｉｕｓ的三种酶分别用

ＨａｅⅠ、ＨａｅⅡ和ＨａｅⅢ表示；来自Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ的Ｒｄ株的三种酶分别用ＨｉｎｄⅠ、

ＨｉｎｄⅡ和ＨｉｎｄⅢ表示。

⑤为了区别起见，以在上述命名名称之前加Ｒ表示限制酶类；以在上述命名名称之前加

Ｍ表示甲基化酶类。例如：来自Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ的Ｒｄ株的第三种限制性内切核酸酶为

ＲＨｉｎｄⅢ，其相应的ＤＮＡ甲基化酶则为ＭＨｉｎｄⅢ。不过，当根据上下文得知所指是限制酶
时，一般前置的总称Ｒ可略去，例如：ＨｉｎｄⅢ即表示来自Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ的Ｒｄ株的
第三种限制性内切核酸酶。

（２）限制酶的分类。根据酶的性质，可将限制酶分为三个类型（表２?１）。

表２?１ 限制性内切核酸酶的类型及其主要特性

主 要 特 性 Ⅰ 型 Ⅱ 型 Ⅲ 型

酶蛋白构成 三种不同的亚基 两个相同的亚基 两种不同的亚基

酶活辅助因子 ＡＴＰ、Ｍｇ２＋、Ｓ?腺苷甲硫氨酸 Ｍｇ２＋ ＡＴＰ、Ｍｇ２＋

识别序列特性
ＥｃｏＢⅠ：ＴＧＡＮ８ＴＧＣＴ
ＥｃｏＫⅠ：ＡＡＣＮ６ＧＴＧＣ

旋转对称
ＥｃｏＰⅠ：ＡＧＡＣＣ
ＥｃｏＰ１５Ⅰ：ＣＡＧＣＡＧ

切割位点
距特异识别位点至少１０００ｂｐ处
随机切割

在特异识别位点上或其附近特

异切割

距特异识别位点３′端２４～
２６ｂｐ处特异切割

①Ⅰ型：由三种不同亚基组成；辅助因子为ＡＴＰ、Ｍｇ２＋及Ｓ?腺苷甲硫氨酸；其切割位点距
其识别位点至少１０００ｂｐ；且切割作用是随机的。因此，Ⅰ型限制酶不宜作为基因工程的工具
酶，例如：ＥｃｏＡⅠ、ＥｃｏＢⅠ、ＥｃｏＤⅠ、ＥｃｏＫⅠ等。

②Ⅱ型：由两个相同亚基组成；辅助因子仅为 Ｍｇ２＋；其识别位点常具旋转对称性（图２?
１）；其切割位点与其识别位点重叠或在其附近；且切割作用特异性强。因此，Ⅱ型限制酶是基因
工程理想的工具酶，例如：ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＥｃｏＲⅤ、ＨｉｎｄⅢ、ＮｏｔⅠ、ＳａｌⅠ、ＸｂａⅠ。

③Ⅲ型：由两种不同亚基组成；辅助因子为ＡＴＰ和Ｍｇ２＋，也受Ｓ?腺苷甲硫氨酸激活，但
并非必需；其切割位点一般在距其识别位点３′端２４～２６ｂｐ处。因此，Ⅲ型限制酶在基因工程中
也不常用，例如：ＥｃｏＰⅠ、ＥｃｏＰ１５Ⅰ、ＨｉｎｆⅢ。
需要指出的是，Ⅰ型和Ⅲ型限制性内切核酸酶均兼具限制酶活性和甲基化酶活性；而对Ⅱ型

限制性内切核酸酶而言，其只具限制酶活性，与其相应的ＤＮＡ甲基化酶才具甲基化酶活性。Ⅱ
型限制性内切核酸酶及其相应的ＤＮＡ甲基化酶对ＤＮＡ有相同的识别序列。
还要指出的是，限制性内切核酸酶没有种属特异性，即限制性内切核酸酶识别、切割特定序

列的能力同底物ＤＮＡ的来源无关，它可识别、切割各种来源的ＤＮＡ。但是，ＤＮＡ甲基化酶具
有种属特异性，即某生物体的ＤＮＡ甲基化酶只修饰保护自己的ＤＮＡ，而不修饰保护非己的

ＤＮＡ。因此，某生物体的限制性内切核酸酶不能降解自身被修饰保护的ＤＮＡ，而只能降解外源
的ＤＮＡ。
（３）Ⅱ型限制性内切核酸酶的基本特性。
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①识别序列与切割位点：大多数Ⅱ型限制性内切核酸酶可识别长度为４～７ｂｐ的双链ＤＮＡ
特定序列，该识别序列（识别位点）常呈旋转对称性。少数Ⅱ型限制酶能识别更长的序列，例
如：ＢｇｌⅠ能识别５′ＧＣＣＮＮＮＮＮＧＧＣ３′（在识别序列以一条链表示时，按５′→３′的方向列出；
“Ｎ”可为Ａ、Ｃ、Ｇ或Ｔ）。还有一些Ⅱ型限制酶能识别多种核苷酸序列，例如：ＨｉｎｄⅡ能识别

４种核苷酸序列：５′ＣＴＰｙＰｕＡＣ３′（Ｐｙ为Ｃ或Ｔ，Ｐｕ为Ａ或Ｇ）；ＴａｑⅡ可识别两种截然不同的
序列：ＧＡＣＣＧＡ与ＣＡＣＣＣＡ。
对于Ⅱ型限制性内切核酸酶而言，其切割位点一般与其识别序列一致。大多数Ⅱ型限制性内

切核酸酶在其识别序列内切割ＤＮＡ；而有些Ⅱ型限制酶则在距其识别序列附近一定长度的位置
切割ＤＮＡ，其具体切割位置“↓”用圆括号内的数字表示，例如ＨｇａⅠ：ＧＡＣＧＣ（５／１０），即
表示其在如下位置切割：５′ＧＡＣＧＣＮＮＮＮＮ↓３′和３′ＣＴＧＣＧＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮ↓５′。

②切割方式：根据双链ＤＮＡ被切割所成的末端，一般可将切割方式分为三种：①在识别序
列双链ＤＮＡ两条链的对称轴上同时切断磷酸二酯键，形成双链平齐末端，例如ＨａｅⅢ，见图２?
１（ａ）；②在识别序列双链ＤＮＡ两条链的对称轴两侧同时从５′端切断磷酸二酯键，形成５′?磷酸
端２～５个核苷酸突出单链黏性末端，例如ＥｃｏＲⅠ，见图２?１（ｂ）；③在识别序列双链ＤＮＡ两
条链的对称轴两侧同时从３′端切断磷酸二酯键，形成３′?羟基端２～５个核苷酸突出单链黏性末
端，例如ＰｓｔⅠ，见图２?１（ｃ）。

５′ＧＧ↓ＣＣ３′ ５′Ｇ↓ ＡＡＴＴＣ３′ ５′ＣＴＧＣＡ↓Ｇ３′
３′ＣＣ↑ＧＧ５′ ３′ＣＴＴＡＡ↑Ｇ５′ ３′Ｇ↑ＡＣＧＴＣ５′
（ａ） （ｂ） （ｃ）

图２?１ Ⅱ型限制性内切核酸酶的旋转对称性及三种切割方式
（ａ）ＨａｅⅢ切割位点 （ｂ）ＥｃｏＲⅠ切割位点 （ｃ）ＰｓｔⅠ切割位点

③同裂酶与同尾酶：在Ⅱ型限制性内切核酸酶中，来源不同而识别序列和切割方式均相同者
称为同裂酶（ｉｓｏｓｃｈｉｚｏｍｅｒ），例如，ＨｐａⅡ和ＭｓｐⅠ两者的识别序列都是ＣＣＧＧ，切割方式也相
同，因此二者为同裂酶。虽来源及识别序列不同，但ＤＮＡ经其切割后能形成相同黏性末端者称
为同尾酶（ｉｓｏｃａｕｄａｍｅｒ），例如：ＢａｍＨⅠ、ＢｃｌⅠ、ＢｇｌⅡ、ＭｂｏⅠ、Ｓａｕ３ＡⅠ及ＸｈｏⅡ切割

ＤＮＡ后都形成相同的ＧＡＴＣ四核苷酸突出单链黏性末端，因此其为一组同尾酶。
需要指出的是，由同尾酶切割ＤＮＡ所得到的黏性末端可以彼此连接起来，但是由此连接形

成的重组ＤＮＡ分子往往不能被原来同尾酶中的任何一种重新切开，即原来同尾酶的识别序列都
已不再存在。例如，限制酶ＳａｌⅠ可以识别、切割Ｇ↓ＴＣＧＡＣ，限制酶ＸｈｏⅠ可以识别、切割Ｃ
↓ＴＣＧＡＧ，该两同尾酶的酶切片段可以彼此连接，但是其所形成的重组ＤＮＡ片段ＧＴＣＧＡＧ或

ＣＴＣＧＡＣ既不能被限制酶ＳａｌⅠ识别、切割，也不能被限制酶ＸｈｏⅠ识别、切割。

④限制性片段长度与切割频率：经限制性内切核酸酶切割后产生的ＤＮＡ片段称为限制性片
段（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ）。一般不同限制酶切割ＤＮＡ后所形成的限制性片段长度不一。
假设在某ＤＮＡ分子中，Ａ或Ｔ出现的频率为Ｘ，Ｇ或Ｃ出现的频率为Ｙ，那么某限制酶在

该ＤＮＡ分子上的切割位点出现频率（切割频率或位点频率）Ｆ可用下式表示：

Ｆ＝ＸｎＹｍ

式中：ｎ———该限制酶识别序列中双链Ａ＝Ｔ碱基对的数目；
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ｍ———该限制酶识别序列中双链Ｇ≡Ｃ碱基对的数目。
如果构成某ＤＮＡ分子的碱基对总数目（Ｂ）及某限制酶识别位点核苷酸序列均为已知，那

么该限制酶在该ＤＮＡ分子上的理论切割位点数目（Ｎ）为：

Ｎ＝ＢＦ
假定在某ＤＮＡ分子中四种核苷酸残基数量相等，那么识别序列为四个碱基对的限制酶在该

ＤＮＡ分子中切割位点出现频率为（１／４）４，即１／２５６，也即平均２５６个碱基对出现１个切割位点。
同样，识别序列为六个碱基对的限制酶在该ＤＮＡ分子中切割位点出现频率为（１／４）６，即

１／４０９６，也即平均４０９６个碱基对出现１个切割位点。
显然，上述假设是以生物体ＤＮＡ中核苷酸排列随机性为前提的。然而，实际情况往往与上

述理论值不尽符合。例如：理论上，４０ｋｂ的Ｔ７噬菌体ＤＮＡ上应各有ＢａｍＨ Ⅰ、ＥｃｏＲⅠ、

ＨｉｎｄⅢ（均属识别序列、切割位点为六个碱基对的限制酶）的切割位点１０个，但实际上１个也
没有。这是因为实际上ＤＮＡ分子中限制酶的识别序列及切割位点的分布并不是随机的，而是按
照遗传学特性集中出现在结构基因的前后。例如：在３６ｋｂ的ｐＳａ因子中，六个碱基对的识别序
列及切割位点集中于其四个抗药性基因的１０ｋｂ范围内，而其余２６ｋｂ的ＤＮＡ片段与质粒复制和
转录有关，仅有几个六个碱基对的识别序列及切割位点。

此外，真核生物（特别是哺乳动物）ＤＮＡ含ＧＣ碱基对的数目相对较少，因此，一些限制
酶（例如：ＨａｅⅡ、ＨｈａⅠ、ＨｐａⅡ）在真核生物ＤＮＡ分子中切割位点的出现频率远低于在原
核生物ＤＮＡ分子中切割位点的出现频率。
值得指出的是，识别位点为四个碱基对的限制酶的切割位点实际出现频率与理论计算预测频

率常较一致。

上述有些组的同尾酶中一些限制酶识别四核苷酸序列，一些限制酶识别六核苷酸序列，并且

那些四核苷酸序列常包含于那些六核苷酸序列中。例如：ＭｂｏⅠ和Ｓａｕ３ＡⅠ均识别ＧＡＴＣ四核
苷酸序列，而ＢａｍＨⅠ识别ＧＧＡＴＣＣ六核苷酸序列。在基因工程中，可以利用四核苷酸识别序
列与六核苷酸识别序列在ＤＮＡ分子上出现频率的不同，选择合适的限制酶酶解ＤＮＡ，获得大小
合适的限制性片段，插入合适的载体形成重组ＤＮＡ分子，导入适当受体细胞复制、表达。
（４）影响限制性核酸内切酶活性的主要因素及优化策略。

①底物ＤＮＡ制备物的纯度：蛋白质、十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）、乙二
胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）、酚、氯仿、乙醇及高浓度的盐离子等污染
物都会抑制限制酶的活性。为了提高限制酶对底物ＤＮＡ低纯度制备物的反应效率，一般采用如
下方法：①增加限制酶的用量（平均每μｇ底物ＤＮＡ可用１０ＩＵ甚至更多些）；②延长酶催化反
应的保温时间，使酶解更完全；③扩大酶催化反应的体积，使潜在的抑制因素被稀释，以减弱其
抑制作用；④在反应液中加入适量亚精胺（一般应用浓度为１～２５ｍｍｏｌ／Ｌ），以利限制酶对基
因组ＤＮＡ的酶解作用。但在４℃下，亚精胺会使ＤＮＡ沉淀，因此，必须将反应液于适当温度下
保温数分钟后再将其加入。

②底物ＤＮＡ的甲基化程度：大肠杆菌的绝大多数菌株含有两种ＤＮＡ甲基化酶：①ｄａｍ甲
基化酶；②ｄｃｍ甲基化酶。ｄａｍ甲基化酶特异地催化ＤＮＡ分子中５′ＧＡＴＣ３′序列中的腺嘌呤Ｎ６

位置的甲基化。与此序列相关的限制酶有ＢａｍＨⅠ、ＢｃｌⅠ、ＢｇｌⅡ、ＭｂｏⅠ、ＰｖｕⅠ、ＸｈｏⅡ
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等，它们的识别序列内都含有５′ＧＡＴＣ３′。此外，另一些限制酶的多个识别序列中有的含有此序
列，例如，ＣｌａⅠ、ＨｐｈⅠ、ＭｂｏⅡ、ＴａｑⅠ、ＸｂａⅠ等的多个识别序列中有一个识别序列，即
含５′ＧＡＴＣ３′。因此，上述几种限制酶的活性会受到ｄａｍ甲基化作用的强烈影响，只能部分酶解
或完全不能酶解从正常大肠杆菌菌株中分离的底物ＤＮＡ。而ｄｃｍ甲基化酶则催化ＤＮＡ分子中

５′ＣＣＡＧＧ３′或５′ＣＣＴＧＧ３′序列中的胞嘧啶Ｃ５位置的甲基化。与此序列相关的限制酶有ＥｃｏＲⅡ
等，其识别序列内含５′ＣＣＡＧＧ３′和５′ＣＣＴＧＧ３′。因此，ＥｃｏＲⅡ等限制酶的活性会受到ｄｃｍ甲
基化作用的影响。

克服甲基化作用影响限制酶活性的方法如下：①用具有相同识别序列和切割位点，但不受甲
基化作用影响的酶替代那些受影响而丧失作用的酶。例如，可用Ｓａｕ３ＡⅠ替代ＭｂｏⅠ进行所需
的酶解；②在没有相同功能的酶可以替代的情况下，或当需要在ＣｌａⅠ、ＨｐｈⅠ、ＭｂｏⅡ、Ｔａｑ
Ⅰ、ＸｂａⅠ等限制酶的每一个位点处切割原核ＤＮＡ或用ＢｃｌⅠ完全酶解原核ＤＮＡ时，必须从

ｄａｍ－或ｄｃｍ－的大肠杆菌菌株中提取所需的底物ＤＮＡ；③利用ＡｓｅⅠ、ＤｒａⅠ、ＭｓｅⅠ、ＳｓｐⅠ
等识别序列中不含胞嘧啶的限制酶切割胞嘧啶甲基化程度高的底物ＤＮＡ；④利用对某些位点特
异性甲基化作用不敏感的限制酶对经某些甲基化修饰的底物ＤＮＡ进行完全酶解。例如，在对甲
基化程度很高的植物ＤＮＡ进行某些分析时，可选用对ｍ５ＣＧ和ｍ５ＣＮＧ不敏感的限制酶（ｍ５Ｃ为５?
甲基胞嘧啶），例如，ＢｃｌⅠ、ＢｓｔＥⅡ、ＢｓｔＮⅠ、ＥｃｏＲⅤ、ＨｉｎｃⅡ、ＨｐａⅠ、ＫｐｎⅠ、ＭｂｏⅡ、

ＮｄｅⅠ、ＮｄｅⅡ、ＲｓａⅠ、ＳｐｅⅠ、ＳｐｈⅠ、ＴａｑⅠ等。
需要指出的是，在真核生物（例如哺乳动物）中，不会发生ＤＮＡ分子中腺嘌呤Ｎ６位置的甲

基化。因此，受ｄａｍ甲基化作用影响的那些限制酶均可有效地使用。
在基因工程中，可将限制酶不能切割甲基化核苷酸序列这一特性具体用于以下方面：①保护

酶切位点。例如，在构建基因组ＤＮＡ文库时，对于利用限制酶（例如ＡｌｕⅠ、ＨａｅⅢ）部分酶
解基因组ＤＮＡ所得到的ＤＮＡ片段，先用ＭＥｃｏＲⅠ甲基化酶处理，使其内部ＥｃｏＲⅠ位点甲
基化，后在其两端加上ＥｃｏＲⅠ接头。当用ＥｃｏＲⅠ酶解经这样处理过的ＤＮＡ片段时，只有接头
的ＥｃｏＲⅠ位点被切开，而ＤＮＡ片段内部天然的ＥｃｏＲⅠ位点则受到保护，不被切开。②改变某
些限制酶的切割特异性。例如，限制酶ＨｉｎｄⅡ识别简并序列ＧＴＰｙＰｕＡＣ。因此，它可特异识别
和切割下列四种序列：ＧＴＣＧＡＣ、ＧＴＣＡＡＣ、ＧＴＴＧＡＣ和ＧＴＴＡＡＣ。而ＭＴａｑⅠ甲基化酶只
能识别其中的一种序列，即ＧＴＣＧＡＣ，使其腺嘌呤甲基化。这样，在用该甲基化酶处理后，含
有这一序列的识别位点便不再被ＨｉｎｄⅡ切割，从而使ＨｉｎｄⅡ的切割特异性发生改变。③形成限
制酶的新识别位点。某些腺嘌呤甲基化酶的使用形成了在ＤＮＡ分子中原本不存在、而依赖于甲
基化的限制酶（例如ＤｐｎⅠ













）现能识别的新位点。例如下列反应：

ＴＣＧＡ
ＡＧＣＴ

ＴＣＧＡ


ＡＧＣＴ

ＭＴａｑⅠ
甲基化酶作用（Ａ

→









）

Ｔ Ｃ
Ａ









Ｇ
ＧＡＴＣ
ＣＴＡ


Ｇ
ＧＡ

ＣＴ

ＴａｑⅠ ＴａｑⅠ ＤｐｎⅠ

③底物ＤＮＡ的结构构型：环状双螺旋ＤＮＡ较线性ＤＮＡ稳定。因此，在用限制酶酶解同样
分子量的ＤＮＡ时，环状双螺旋ＤＮＡ所需酶量为线性ＤＮＡ所需酶量的１０～２０倍。
需要指出的是，一些ＤＮＡ分子中的一些特定酶切位点，只有在其他酶切位点被广泛切割的
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条件下，才能被有关限制酶所酶切。

还有少数限制酶，例如ＳａｃⅡ、ＸｍａⅢ等，对不同部位酶切位点的酶切活性有很大差异，
其中有些位点是很难被酶切的。

④酶反应缓冲液的组成：酶反应体系中常含 ＭｇＣｌ２、ＮａＣｌ或ＫＣｌ、Ｔｒｉｓ（ｔｒｉｓｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ
ａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅ，三羟甲基氨基甲烷）?ＨＣｌ、β?巯基乙醇、二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）、牛
血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）等。二价阳离子（通常为Ｍｇ２＋）是限制酶表现正常
活性所绝对需要的。Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ的作用在于使反应液的ｐＨ值稳定于酶活性所要求的最佳范围内。
而后三者均有稳定酶的作用。

需要指出的是，一些限制酶对于Ｎａ＋或Ｋ＋离子浓度变化反应十分敏感；而另一些限制酶则
可适应较广的离子强度变化幅度。

由于不同的限制酶对盐浓度要求不一，因此可将酶反应缓冲液配为高盐、中盐、低盐三类

（表２?２）。需用中盐缓冲液的常用限制酶有ＡｖａⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＢｇｌⅠ、ＢｇｌⅡ、ＥｃｏＲⅠ、Ｈｉｎｄ
Ⅲ、ＨｐａⅠ、ＭｂｏⅠ、ＰｓｔⅠ、ＳａｌⅠ、ＴａｑⅠ等；需用低盐缓冲液的常用限制酶有ＢｃｌⅠ、ＢｓｔＮ
Ⅰ、ＣｌａⅠ、ＨａｅⅢ、ＨｐａⅡ、ＫｐｎⅠ、ＰｖｕⅡ、ＳｍａⅠ等。

表２?２ 不同限制酶反应所需低、中、高盐缓冲液及其组分

缓冲液
ＭｇＣｌ２
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＮａＣｌ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ（ｐＨ７５）
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＴＴ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＢＳＡ
（μｇ／ｍＬ）

低盐 １０ ０ １０ １ １００
中盐 １０ ５０ １０ １ １００
高盐 １０ １００ ５０ １ １００

但是当需要进行双酶解或两种以上限制酶酶切时，如果这些限制酶可以在同种缓冲液中作用

良好，那么可用这些限制酶同时酶切。如果这些限制酶所要求的缓冲液有所不同，那么可以依次

采用如下方法进行酶切反应：①先用要求低盐缓冲液的限制酶酶解ＤＮＡ，然后补足适量的ＮａＣｌ，
再用要求较高盐浓度缓冲液的限制酶进行酶解；②先用一种限制酶进行酶解，然后用乙醇沉淀酶
解产物，再重悬于另一种缓冲液中进行第二次酶解；③使用所有限制酶均可表现活性的一种缓冲
液，例如谷氨酸钾缓冲液（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ＫＧＢ），将其适当稀释后即可达到各种限
制酶表现最高活性所要求的缓冲液条件。

谷氨酸钾缓冲液的组成如下：２×ＫＧＢ（谷氨酸钾）２００ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｔｒｉｓ?乙酸（ｐＨ７５）５０
ｍｍｏｌ／Ｌ；乙酸镁２０ｍｍｏｌ／Ｌ；β?巯基乙醇１ｍｍｏｌ／Ｌ；牛血清白蛋白（组分Ⅴ）１００μｇ／ｍＬ。
因为蛋白质在稀释液中会迅速变性，所以务必不要在蛋白质浓度低于０１ｍｇ／ｍＬ的反应液

中使用酶。而牛血清白蛋白（组分Ⅴ）是一种很好的可加入酶反应液中的中性蛋白质，它的使用
终浓度为０１ｍｇ／ｍＬ。

⑤酶反应的最适温度：大多数限制酶反应的最适温度为３７℃，少数限制酶反应的最适温度
高于或低于此温度。例如：ＳｍａⅠ为２５℃；ＡｐａⅠ为３０℃；ＴａｑⅠ为６５℃。反应温度高于或低
于其最适温度，酶的活力均会下降。因此，应根据各限制酶反应的最适温度作相应调整。

（５）限制性内切核酸酶酶解反应的操作步骤及注意要点。以下是对０２～１０μｇＤＮＡ进行
限制性内切核酸酶酶解的典型反应步骤。如果要对更大量的ＤＮＡ进行酶解，那么反应的各种成
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分均须相应放大。

①将提纯制备的ＤＮＡ溶液加入一灭过菌的微量离心管中，并与适量无菌水混匀，使总体积
为１８μＬ。

②加入２μＬ合适的１０×限制酶酶解缓冲液（对溶液体积作相应调整后，也可使用２×
ＫＧＢ）。轻弹离心管外壁以混匀之。

③加入１～２ＩＵ所选限制酶，再轻弹离心管外壁以混匀之。

④将上述混匀的反应液置于适当温度温育适当时间。

⑤加入０５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８０）使终浓度达１０ｍｍｏｌ／Ｌ，以终止反应。

⑥如果酶解后立即对ＤＮＡ直接进行凝胶电泳分析，那么可加入６μＬ凝胶电泳加样缓冲液。
振荡混匀后，即可加样进行电泳。

⑦如果ＤＮＡ酶解反应液体积过大以至加样孔装不下，那么可按以下方法对反应液进行浓
缩：在用ＥＤＴＡ终止反应后，加入０６体积的５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵和２体积的乙醇，在冰上放置

５ｍｉｎ；然后于４℃离心（１２０００ｇ，５ｍｉｎ），倾去含大量蛋白质的上清液；将于室温下晾干的

ＤＮＡ沉淀溶于适量ｐＨ７６的ＴＥ（Ｔｒｉｓ?ＥＤＴＡ）中。

⑧如果需对酶解后的ＤＮＡ作进一步纯化，那么可用酚＋氯仿和氯仿各抽提一次，再用乙醇
沉淀ＤＮＡ。

ＤＮＡ样品经限制酶酶解后，在进一步处理前往往需要钝化限制酶活性，终止反应。钝化大
多数限制酶活性，终止反应的常用方法如下：①在６５℃条件下温浴５ｍｉｎ；②对于有些耐热酶，
例如ＢａｍＨⅠ、ＨａｅⅡ等，则需加入终止反应的试剂，例如加入０５ｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＴＡ，使之在溶
液中的终浓度达到１０ｍｍｏｌ／Ｌ，以螯合Ｍｇ２＋，终止反应；③用脲、ＳＤＳ及胍等变性剂使限制酶
失活。

（二）ＤＮＡ聚合酶
在基因工程中，许多技术都涉及在ＤＮＡ聚合酶催化下的ＤＮＡ体外合成反应。ＤＮＡ聚合酶

作用时一般都需要模板。大多数聚合酶优先选用ＤＮＡ模板，虽也可以ＲＮＡ为模板，不过后者
一般效率较低。最常用的依赖于ＤＮＡ的ＤＮＡ聚合酶有大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ（全酶）、大肠
杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ大片段（Ｋｌｅｎｏｗ片段）、Ｔ４噬菌体编码的ＤＮＡ聚合酶、耐热的ＤＮＡ聚合酶
（ＴａｑＤＮＡ聚合酶）等。而依赖于ＲＮＡ的ＤＮＡ聚合酶，即逆转录酶，优先以ＲＮＡ为模板，也
可以ＤＮＡ为模板，因此该聚合酶能以ＲＮＡ为模板催化合成双链ＤＮＡ。还有一种ＤＮＡ聚合酶，
它不以ＤＮＡ或ＲＮＡ为模板，而只是将核苷酸加到已有ＤＮＡ分子的末端。因此，该种ＤＮＡ聚
合酶也称末端脱氧核苷酸转移酶（简称末端转移酶）。

１大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ（全酶） 该酶为一种从大肠杆菌中分离出的一条分子量为１０９
×１０３的多肽链（球蛋白）。
它主要具有三种活性：①５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性，以单链ＤＮＡ为模板，以带３′自由羟基的

ＤＮＡ片段为引物；②５′→３′外切核酸酶活性，从５′端既降解双链ＤＮＡ，也降解ＲＮＡ?ＤＮＡ杂交
体中的ＲＮＡ链（ＲＮＡ酶Ｈ活性）；③３′→５′外切核酸酶活性，底物为带３′自由羟基的双链ＤＮＡ
或单链ＤＮＡ。
需要指出的是，对双链ＤＮＡ的外切核酸酶活性可被５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性所封闭，也可被
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高浓度的ｄＮＴＰ所抑制。
该酶主要用于以下方面：①以切刻平移法（ｎｉｃｋｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）标记ＤＮＡ。在所有聚合酶中，

只有该酶能用于此反应，因为只有其具有５′→３′外切核酸酶活性。②对ＤＮＡ分子的３′突出尾进
行末端标记。但是如果要用这类反应进行末端标记，那么应首选Ｔ４噬菌体ＤＮＡ聚合酶，因为
其具更强的３′→５′外切核酸酶活性。

２大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ大片段（Ｋｌｅｎｏｗ片段） 该酶为一条分子量为７６×１０３的多肽
链，一般由大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ全酶经枯草杆菌蛋白酶酶解获得，也可通过克隆技术获得。
该酶主要具有两种活性：①５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性，以单链ＤＮＡ为模板，以带３′自由羟基

的ＤＮＡ片段为引物；②３′→５′外切核酸酶活性，底物为带３′自由羟基的双链ＤＮＡ或单链ＤＮＡ。
需要指出的是，对双链ＤＮＡ的外切核酸酶活性可被５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性所封闭，也可被

高浓度的ｄＮＴＰ所抑制。
该酶主要用于以下方面：①补平限制酶切割双链ＤＮＡ所产生的３′凹端；②如果以标记的

ｄＮＴＰ补平双链ＤＮＡ的３′凹端，那么可对ＤＮＡ分子进行末端标记；③对ＤＮＡ分子的３′突出尾
进行末端标记；④在ｃＤＮＡ克隆中，合成ｃＤＮＡ第二链；⑤应用Ｓａｎｇｅｒ双脱氧链末端终止法进
行ＤＮＡ测序。
需要指出的是，大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ大片段（Ｋｌｅｎｏｗ片段）在所有限制酶缓冲液中均能

良好地发挥作用。

３Ｔ４噬菌体ＤＮＡ聚合酶 该酶来源于Ｔ４噬菌体感染的大肠杆菌，分子量为１１４×１０３。
该酶主要具有两种活性：①５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性，以单链ＤＮＡ为模板，以带３′自由羟基

的ＤＮＡ片段为引物；②３′→５′外切核酸酶活性，底物为带３′自由羟基的双链ＤＮＡ或单链ＤＮＡ。
需要指出的是，对双链ＤＮＡ的外切核酸酶活性可被５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性所封闭，也可被

高浓度的ｄＮＴＰ所抑制。其３′→５′外切核酸酶活性比Ｋｌｅｎｏｗ片段强２００倍，且对单链ＤＮＡ的作
用比对双链ＤＮＡ的作用强得多。
该酶主要用于以下方面：①补平限制酶切割双链ＤＮＡ产生的３′凹端。②如果以标记的

ｄＮＴＰ补平双链ＤＮＡ的３′凹端，那么可对ＤＮＡ分子进行末端标记。不过，补平及标记反应必须
在高浓度ｄＮＴＰ存在下进行，以使该酶催化的聚合反应压倒其强烈的３′→５′外切核酸反应。③对

ＤＮＡ分子的３′突出尾进行末端标记，并且该酶为利用此法进行此类末端标记的首选酶。④将双
链ＤＮＡ的突出端转化成平齐端。在制备与合成接头连接的双链ＤＮＡ时，经常利用这一特性。
在高浓度ｄＮＴＰ存在下，带有混合的５′及３′突出末端的ＤＮＡ分子可由该酶催化转化成平齐末端
的ＤＮＡ分子。

４ＴａｑＤＮＡ聚合酶 该酶最初来源于水生栖热菌（Ｔｈｅｒｍｕｓａｑｕａｔｉｃｕｓ），现可由基因工程途
径来生产。该酶的分子量为６５×１０３，是一种非常耐热的依赖于ＤＮＡ的ＤＮＡ聚合酶。
该酶主要具有一种活性，即５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性，以单链ＤＮＡ为模板，以带３′自由羟基

的ＤＮＡ片段为引物。
该酶主要用于以下方面：①对ＤＮＡ进行测序；②通过聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ

ａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）对ＤＮＡ分子的特定序列进行体外扩增。
需要指出的是，该酶在作用时需要Ｍｇ２＋，同时引物?模板杂交体的变性解链和复性温度均受
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二价阳离子的影响，因此必须确定每次扩增反应的最佳Ｍｇ２＋浓度。
还要指出的是，磷酸盐缓冲液抑制该酶的活性，故务必避免使用磷酸盐缓冲液。该酶扩增反

应通常在Ｔｒｉｓ缓冲液中进行，该缓冲液在室温时ｐＨ为８３。

５逆转录酶（依赖于ＲＮＡ的ＤＮＡ聚合酶） 常用的逆转录酶有两种：一种来自禽成髓细
胞瘤病毒（ＡＭＶ），由两条多肽链组成，分子量为１７０×１０３；一种来自能表达克隆化的Ｍｏｌｏｎｅｙ
鼠白血病病毒（Ｍｏ?ＭＬＶ）逆转录酶基因的大肠杆菌，由单链多肽组成，分子量为８４×１０３。
该类酶主要具有两种活性：①５′→３′ＤＮＡ聚合酶活性，以ＲＮＡ或者ＤＮＡ为模板，以带３′

自由羟基的ＲＮＡ或ＤＮＡ片段为引物；②ＲＮＡ酶Ｈ活性，即５′→３′及３′→５′外切核糖核酸酶活
性，特异地降解ＲＮＡ?ＤＮＡ杂交体中的ＲＮＡ。
需要指出的是：禽源逆转录酶具有很强的ＲＮＡ酶Ｈ活性；而鼠源逆转录酶则具相对较弱的

ＲＮＡ酶Ｈ活性。因此，禽源逆转录酶中高水平的ＲＮＡ酶Ｈ活性往往趋向于抑制ｃＤＮＡ的产量
并限制ｃＤＮＡ合成的长度。
还要指出的是：禽源逆转录酶在４２℃（鸡的正常体温）能有效发挥作用；而鼠源逆转录酶

在此温度时则迅速失活。禽源逆转录酶能更有效地拷贝较复杂的ｍＲＮＡ。禽源逆转录酶在ｐＨ
８３时的活性要比在ｐＨ７６时更高，而后一种ｐＨ则更有利于鼠源逆转录酶催化反应。当反应的

ｐＨ离开最佳ｐＨ仅差０２时，这两种酶催化合成的ｃＤＮＡ长度就将大大缩短。由于Ｔｒｉｓ缓冲液
的ｐＨ会随温度发生变化，因此必须检测在选定温育温度下反应体系的ｐＨ。
该类酶主要用于以下方面：①将ｍＲＮＡ转录成双链ｃＤＮＡ。在单链ＤＮＡ或ＲＮＡ模板参与

下，其也可用于制备杂交探针。②标记带５′突出端的ＤＮＡ片段（补平反应）。③当大肠杆菌

ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的Ｋｌｅｎｏｗ片段或测序酶等使用结果不理想时，它可用于双脱氧链终止法测定

ＤＮＡ序列。
需要指出的是，因为逆转录酶无３′→５′外切核酸酶活性，即无校对功能，所以其催化的聚合

反应容易出错。在高浓度ｄＮＴＰ和 Ｍｎ２＋存在下，大约每５００个碱基会出现一个碱基的错误掺
入。另一方面，逆转录酶要求反应中的ｄＮＴＰ的Ｋｍ值非常高（在ｍｍｏｌ／Ｌ范围内）。为了防止合
成ＤＮＡ反应的提前终止，必须在反应体系中加入高浓度的ｄＮＴＰ。
还要指出的是，以单链ＤＮＡ为模板，以寡核苷酸作引物，逆转录酶亦可沿５′→３′方向合成

ＤＮＡ单链。以ＲＮＡ为模板合成的ｃＤＮＡ既可以是单链亦可以是双链。但是，以自身序列为引物
进行合成时的效率远不如以外加的寡核苷酸为引物进行合成时的效率高。因此，自身互补的发夹

型ｃＤＮＡ双链分子在所合成的双链ｃＤＮＡ总量中所占比例往往很小。在反应体系中加入终浓度为

５０μｇ／ｍＬ的放线菌素Ｄ可抑制ＤＮＡ第二链的合成。

６末端脱氧核苷酸转移酶（末端转移酶） 该酶来源于小牛胸腺，分子量为６０×１０３，是一
种不需要模板的特殊的ＤＮＡ聚合酶。
该酶主要具有一种活性，即末端转移酶活性，在二价阳离子存在下，其催化ｄＮＴＰ加于

ＤＮＡ分子的３′羟基端。如果加入的核苷酸为嘧啶核苷酸，那么Ｃｏ２＋为首选阳离子；如果加入的
核苷酸为嘌呤核苷酸，那么Ｍｇ２＋为首选阳离子。
需要指出的是，该酶作用的受体ＤＮＡ可短至３个核苷酸。如果受体ＤＮＡ与反应体系中核

苷酸的比例适当，那么在受体ＤＮＡ的３′末端可掺入数千个核苷酸。如果作为底物的核苷酸经过
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修饰（例如，ｄｄＮＴＰ或３′?脱氧腺苷三磷酸），那么可在受体ＤＮＡ的３′末端仅加上一个核苷酸。
该酶强烈偏向于以带３′突出端的双链ＤＮＡ或带３′羟基端单链ＤＮＡ作为受体ＤＮＡ；也能在含

Ｃｏ２＋、Ｍｇ２＋或Ｍｎ２＋的低离子强度缓冲液中以带３′平端或３′凹端的ＤＮＡ作为受体ＤＮＡ，但效
率相对较低。

该酶主要用于以下方面：①给载体ＤＮＡ或ｃＤＮＡ加上互补的同聚尾；②以３２Ｐ标记的一种

ｄＮＴＰ、一种ｄｄＮＴＰ或一种ｒＮＴＰ来标记ＤＮＡ片段的３′端。
（三）依赖于ＤＮＡ的ＲＮＡ聚合酶

１ＳＰ６噬菌体ＲＮＡ聚合酶 该酶来源于ＳＰ６噬菌体感染的鼠伤寒沙门氏菌ＬＴ２株。
该酶主要具有一种活性，即５′→３′ＲＮＡ聚合酶活性，识别双链ＤＮＡ模板上相应的噬菌体特

异性启动子，并且以此双链ＤＮＡ为模板合成ＲＮＡ。
该酶主要用于以下方面：①合成单链ＲＮＡ，制备杂交探针；②合成单链ＲＮＡ作为体外翻译

系统中的功能性ｍＲＮＡ或体外剪接反应的底物。
需要指出的是，该酶对其相应的启动子具有高度特异性。由于该酶可以在体外合成大量与外

源ＤＮＡ单链互补的ＲＮＡ，因此可以通过在一些专门设计的载体中改变外源ＤＮＡ上游的该酶相
应启动子的方向，合成与外源双链ＤＮＡ模板的任一条链互补的ＲＮＡ。

２Ｔ７或Ｔ３噬菌体ＲＮＡ聚合酶 该类酶来源于Ｔ７或Ｔ３噬菌体感染的大肠杆菌。
该类酶主要具有一种活性，即５′→３′ＲＮＡ聚合酶活性，识别双链ＤＮＡ模板上相应的噬菌体

特异性的启动子，并以此双链ＤＮＡ为模板合成ＲＮＡ。
该类酶主要用于以下方面：①合成单链ＲＮＡ，制备杂交探针；②合成单链ＲＮＡ作为体外翻

译系统中的功能性ｍＲＮＡ或体外剪接反应的底物；③利用带有Ｔ７噬菌体启动子的载体在大肠杆
菌和酵母中表达克隆化基因。

需要指出的是，该类酶对其相应的启动子也都具有高度特异性。由于该类酶可以在体外合成

大量与外源ＤＮＡ单链互补的ＲＮＡ，因此可以通过在一些专门设计的载体中改变外源ＤＮＡ上游
的该类酶相应启动子的方向，合成与外源双链ＤＮＡ模板的任一条链互补的ＲＮＡ。
（四）连接酶、激酶及磷酸酶

ＤＮＡ连接酶（ＤＮＡｌｉｇａｓｅ）是指将两段ＤＮＡ拼接起来的酶类。在基因工程中，最常见的

ＤＮＡ连接酶为Ｔ４噬菌体ＤＮＡ连接酶。

ＲＮＡ连接酶（ＲＮＡｌｉｇａｓｅ）能使含５′磷酸基端及３′羟基端的单链ＲＮＡ（或ＤＮＡ）共价连接
起来。该酶主要用于对ＲＮＡ进行３′末端标记，即将３２Ｐ标记的３′，５′?二磷酸单核苷（ｐＮｐ）加
到ＲＮＡ的３′羟基端。

１Ｔ４噬菌体ＤＮＡ连接酶 该酶来源于Ｔ４噬菌体感染的大肠杆菌，分子量为６８×１０３。
该酶主要具有一种活性，即催化ＤＮＡ的５′磷酸基与３′羟基之间形成磷酸二酯键。该酶的核

酸底物为黏性末端ＤＮＡ、平齐末端ＤＮＡ、带切刻的ＤＮＡ等。
该酶主要用于以下方面：①连接带匹配黏性末端的ＤＮＡ分子。由于聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）可增强水溶液中大分子间的有效作用，因而此类试剂在低浓度下可促进ＤＮＡ分子
间的连接。②使平齐末端的双链ＤＮＡ分子互相连接或与合成接头相连接。这类反应要比黏性末
端连接慢得多。不过，单价阳离子（例如：ＮａＣｌ，１５０～２００ｍｍｏｌ／Ｌ）及低浓度的ＰＥＧ可以大
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大增加高浓度的带５′磷酸基与３′羟基的平齐末端的连接速率。
需要指出的是，该酶不受ｄＮＴＰ抑制。该酶在所有限制酶缓冲液中均能较好地发挥作用。虽

然该酶可作用于带切刻的ＤＮＡ底物，也可作用于ＲＮＡ底物，但是其效率要低得多。
还要指出的是，在连接前，如果ＤＮＡ缺乏所需的磷酸基团，那么可用Ｔ４噬菌体多核苷酸

激酶处理，使ＤＮＡ磷酸化。相反，用磷酸酶除去５′磷酸基团后，ＤＮＡ便不再能连接起来。

２Ｔ４噬菌体多核苷酸激酶 该酶来源于Ｔ４噬菌体感染的大肠杆菌。
该酶主要具有如下活性：①激酶磷酸化活性，催化ＡＴＰ的γ?磷酸基转移至ＤＮＡ或ＲＮＡ的

５′末端。其常用于以下两种反应：一是在正向反应中，ＡＴＰ的γ?磷酸基被转移至去磷酸化的

ＤＮＡ的５′端；二是在交换反应中，过量的ＡＴＰ可使该酶将磷酸化ＤＮＡ的５′端磷酸转移至

ＡＤＰ，然后ＤＮＡ从［γ?３２Ｐ］ＡＴＰ中获得放射性标记的γ?磷酸基而重新磷酸化。②３′磷酸酶活
性，该酶的核酸底物为双链ＤＮＡ、单链ＲＮＡ或ＤＮＡ、ＤＮＡ切刻或缺口、寡核苷酸等。
该酶主要用于以下方面：①标记ＤＮＡ的５′端，以供Ｍａｘａｍ?Ｇｉｌｂｅｒｔ法测序、Ｓ１核酸酶分析

以及其他必须使用末端标记ＤＮＡ操作之需；②对准备用于连接但缺乏５′磷酸的ＤＮＡ或合成接
头进行磷酸化。

需要指出的是，亚精胺能促进［γ?３２Ｐ］ＡＴＰ的掺入，并且可抑制存在于某些Ｔ４噬菌体多核
苷酸激酶制剂中的核酸酶。

还要指出的是，去磷酸化后的ＤＮＡ必须用凝酸电泳、密度梯度离心或ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ?４Ｂ柱层
析等进行严格的纯化以除去低分子量的核酸。否则，这些低分子量核酸可提供大量５′末端，而
成为Ｔ４噬菌体多核苷酸激酶催化ＤＮＡ标记反应的主要底物。
需要注意的是，由于铵离子是该酶的强烈抑制剂，因此用此酶处理前，ＤＮＡ不要溶于含铵

离子的溶液或从含铵盐的缓冲液中沉淀出来。此外，即使低浓度的磷酸也会抑制该酶的活性，因

此交换反应的首选缓冲液是咪唑缓冲液（ｐＨ６４）；而Ｔｒｉｓ缓冲液则是正向反应的首选缓冲液。

３碱性磷酸酶 该酶来源于大肠杆菌及牛小肠。
此两种来源的碱性磷酸酶，即细菌碱性磷酸酶（ｂａｃｔｅｒｉａｌａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＢＡＰ）和牛小

肠碱性磷酸酶（ｃａｌｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＣＩＰ）均具磷酸酶活性，催化去除５′磷酸的反
应。该酶的底物为单链或双链ＤＮＡ及ＲＮＡ、ｒＮＴＰ和ｄＮＴＰ。
该酶主要用于以下方面：①在用３２Ｐ标记５′末端前，去除ＤＮＡ或ＲＮＡ分子的５′磷酸；②去

除ＤＮＡ片段５′磷酸，以防自身环化。
（五）核酸酶

１ＢＡＬ３１核酸酶 该酶来源于埃氏交替单胞菌（Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｅｓｐｅｊｉａｎａ）ＢＡＬ３１。
该酶主要具有如下活性：①３′外切核酸酶活性，从线性ＤＮＡ两条链的３′端去除单核苷酸；

②内切核酸酶活性，从内部切割ＤＮＡ的单链区；③ＲＮＡ酶活性，酶解ＲＮＡ，不过活性很低。
该酶的底物为双链ＤＮＡ、带切刻的双链ＤＮＡ、带３′羟基端的单链ＤＮＡ及双链ＲＮＡ分子等。
需要指出的是，该酶从末端降解ＤＮＡ的作用相对比较均匀。该酶降解ＤＮＡ绝对依赖于

Ｃａ２＋的存在。因此，可以在反应的不同阶段加入螯合剂ＥＧＴＡ［ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｂｉｓ（２?ａｍｉｎｏ
ｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ）ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，乙二醇双（２?氨基乙醚）四乙酸］而使反应终止。
该酶主要用于以下方面：①通过可控方式去除双链ＤＮＡ的末端核苷酸。缩短后的ＤＮＡ分

·４２· 第二章 基因工程原理及其在食品科学中的应用



子具有多种用途，例如：产生缺失；对启动子或其他调控序列附近的目的序列进行分析等。②对

ＤＮＡ进行限制酶切作图。③在制备重组ＲＮＡ时，从双链ＲＮＡ上去除核苷酸。
还要指出的是，在连接ＢＡＬ３１的酶解产物时，必须考虑到该酶３′外切核酸酶活性大约为其单

链特异性内切酶活性的２０倍。因此，通过切割线状双链ＤＮＡ所产生的单链尾区的平均长度取
决于该酶的使用浓度。当酶使用浓度为２～５ＩＵ／ｍＬ时，平均每个末端可保留５个核苷酸的单链

ＤＮＡ，大约１０％～２０％的分子不经进一步处理即可与平端ＤＮＡ相连接；而当酶使用浓度为

０１～０２ＩＵ／ｍＬ时，单链末端可能很长，平端连接的效率就很低。然而，无论所用ＢＡＬ３１浓度
高低，都必须用Ｔ４噬菌体ＤＮＡ聚合酶或大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的Ｋｌｅｎｏｗ片段对其酶解产物
进行修补，以利平端连接。

２Ｓ１核酸酶 该酶来源于米曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ）。
该酶主要具有一种活性，即单链特异性核酸酶活性：特异降解单链ＤＮＡ或ＲＮＡ，产物为带

５′磷酸的单核苷酸或寡核苷酸。而双链ＤＮＡ、双链ＲＮＡ、ＤＮＡ?ＲＮＡ杂交体对此酶相对不敏感。
不过，如果所用Ｓ１核酸酶的量很大，那么双链核酸亦可被完全酶解；如果所用Ｓ１核酸酶的量中
等，那么可在切刻或小缺口处切割双链核酸。

该酶主要用于以下方面：①分析ＤＮＡ?ＲＮＡ杂交体的结构。例如，Ｓ１核酸酶保护分析法
（ｎｕｃｌｅａｓｅＳ１ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｓｓａｙ）是一种检测ＲＮＡ的杂交技术。将单链ＤＮＡ探针与待测ＲＮＡ样品
在液相中进行杂交，形成ＤＮＡ?ＲＮＡ杂交双链。该酶能特异降解未形成杂交双链的ＤＮＡ单链和

ＲＮＡ单链，而ＤＮＡ?ＲＮＡ杂交双链则受到保护而不被降解。该法灵敏度比Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交法更
高，并可进行较为准确的定量。如果选择适当的探针，还可进行基因转录起始位点分析及内含子

剪切位点分析等。②去除双链ＤＮＡ片段中突出的单链尾，产生平齐末端。③酶解双链ｃＤＮＡ合
成中产生的发夹环。

需要指出的是，该酶在低ｐＨ环境下才能发生作用；其对单链ＤＮＡ的活性比对单链ＲＮＡ的
活性更强。

３核糖核酸酶Ａ（ＲＮＡ酶Ａ） 该酶来源于牛胰脏。该酶主要具有一种活性，即内切核糖
核酸酶活性，特异地作用于ＲＮＡ分子上嘧啶残基（Ｃ和Ｕ）的３′端，切割其与相邻核苷酸形成
的磷酸二酯键。在低盐浓度下，其可切割单链、双链ＲＮＡ及ＤＮＡ?ＲＮＡ杂交体中的ＲＮＡ。
需要指出的是，在没有辅助因子及二价阳离子存在时，该酶的作用可被胎盘ＲＮＡ酶抑制剂

或氧钒?核糖核苷复合物所抑制。但在一般情况下，该酶反应条件很广，而且极难失活。需用蛋
白酶Ｋ处理，再用酚反复抽提以去除之。
该酶主要用于以下方面：①从ＤＮＡ?ＲＮＡ杂交体和ＲＮＡ?ＲＮＡ杂交体中去除未杂交的ＲＮＡ

区。例如，ＲＮＡ酶保护分析法（ＲＮａｓｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｓｓａｙ）是一种检测ＲＮＡ的杂交技术，该法的
基本原理与Ｓ１核酸酶保护分析法的基本原理相同，只是该法所采用的探针为单链ＲＮＡ探针，杂
交后形成ＲＮＡ?ＲＮＡ双链。该酶专一性地降解单链ＲＮＡ，而双链ＲＮＡ则受到保护。该法的灵敏
度比Ｓ１核酸酶保护分析法还要高数倍。②确定ＤＮＡ或ＲＮＡ中单碱基突变的位置。ＲＮＡ?ＤＮＡ
杂交体或ＲＮＡ?ＲＮＡ杂交体中的单碱基错配可被该酶识别并切割。

４核糖核酸酶Ｈ（ＲＮＡ酶Ｈ） 该酶来源于大肠杆菌。
该酶主要具有一种活性，即内切核糖核酸酶活性，特异地水解ＤＮＡ?ＲＮＡ杂交体中ＲＮＡ的
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磷酸二酯键，但不降解单链或双链的ＤＮＡ或ＲＮＡ。
该酶主要用于以下方面：①特异地降解ｃＤＮＡ第一链合成时产生的ＲＮＡ?ＤＮＡ双链中的

ｍＲＮＡ分子，以利双链ｃＤＮＡ的合成；②通过合成ＤＮＡ及与ＲＮＡ形成局部的ＲＮＡ?ＤＮＡ杂交
体，诱发该酶催化特异性的ＲＮＡ降解。

５脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮＡ酶Ⅰ） 该酶来源于牛胰脏。
该酶主要具有一种活性，即内切核酸酶活性，优先从嘧啶核苷酸处水解双链ＤＮＡ或单链

ＤＮＡ。在Ｍｇ２＋存在下，该酶可独立作用于双链ＤＮＡ的每一条链，且切割位点呈随机分布；在

Ｍｎ２＋存在下，该酶可在双链ＤＮＡ两条链的大致相同位置切割，产生平齐末端ＤＮＡ片段或只带

１～２个核苷酸单链突出的ＤＮＡ片段。
该酶主要用于以下方面：①在以切刻平移法进行ＤＮＡ标记时，可用该酶在双链ＤＮＡ上产

生随机切刻；②建立随机克隆，以便利用Ｍ１３噬菌体载体进行测序；③分析蛋白质?ＤＮＡ复合物
（ＤＮＡ酶足迹法）。

三、基因工程的载体

基因工程的重要环节就是将外源基因导入受体生物细胞，并且使它得到复制、表达。然而，

单独外源ＤＮＡ片断是很难进入受体细胞的；即使进入了受体细胞，一般也不能进行扩增复制和
功能表达。这是因为所得到的单独外源基因ＤＮＡ片段不带有复制系统及在受体生物细胞中进行
功能表达的调控系统。

在基因工程中，大多是利用某种合适运载工具将外源ＤＮＡ片段送入受体生物细胞来克服上
述困难的。这种携带外源基因进入受体细胞的运载工具被称作基因工程的载体（ｖｅｃｔｏｒ）。
基因工程载体的本质是ＤＮＡ。经过人工构建的载体，不仅能与外源基因连接重组从而将外

源基因导入受体细胞，而且还能利用受体细胞的有关调控系统，使导入的外源基因在受体细胞中

得以扩增复制和功能表达。

按照介导的作用目的，可将基因工程载体主要分为克隆载体和表达载体。一般克隆载体中都

有一个松弛性复制系统，能使外源ＤＮＡ在受体生物细胞中扩增复制；而一般表达载体中都有一
个受体生物细胞所要求的包括启动子序列在内的调控系统，能使外源基因在受体生物细胞中进行

功能表达。

按照导入的受体生物，一般可将基因工程载体分为大肠杆菌（原核细胞）载体、酵母载体、

植物载体、动物载体等。

在此，首先讨论在基因工程中最常用的将外源ＤＮＡ导入原核生物细胞的大肠杆菌载体，然
后分别讨论将外源ＤＮＡ导入真核生物细胞的酵母载体、植物载体和动物载体。
（一）大肠杆菌载体

大肠杆菌载体主要有以下几类：①质粒载体；②噬菌体载体；③柯斯质粒（黏粒）载体。

１质粒载体
（１）质粒的生物学特性。质粒（ｐｌａｓｍｉｄ）是指细菌等生物细胞内一类独立于染色体外而能
自我复制的遗传物质。一般为双链（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄ，ｄｓ）的共价闭合环状ＤＮＡ（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｃｌｏｓｅｄ
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ｃｉｒｃｕｌａｒＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ）。
质粒分子的长度一般为１～２００ｋｂ。不同质粒的分子量差异显著，小质粒的分子量约为１０６，

仅能编码２～３种中等大小的蛋白质；而大质粒的分子量可达１０８。
质粒依赖于宿主编码的酶和蛋白质进行复制和转录，是宿主的共生物。其也可编码宿主染色

体所不具有的基因，表现出非染色体控制的遗传性状，赋予宿主细胞新的遗传特性，例如，抗抗

生素、抗重金属、产生抗生素、产生细菌素、产生限制酶与甲基化酶、诱致植物结瘤等。

质粒的不亲和性（ｐｌａｓｍｉｄｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ），也称不相容性，是指在没有选择压力的情况下，
两种亲缘关系密切的不同质粒不能在同一宿主细胞中稳定共存的现象。由于在进入同一单细胞

后，两种亲缘关系较近的不同质粒的拷贝数并不总能保持相同，因此其中一种质粒在细胞增殖过

程中会被逐渐排斥（稀释）掉。

彼此不相容的质粒属于同一个不亲和群（ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐ），而彼此能够共存的亲和质
粒则属于不同的不亲和群。

（２）质粒的分类。有三种分类方法：根据赋予宿主的遗传性状分类、根据转移能力分类和根
据复制控制类型分类。

①根据赋予宿主的遗传性状，一般大肠杆菌质粒可分为Ｆ因子（性因子）、Ｒ质粒（抗药性
因子）、Ｃｏｌ质粒（产生大肠杆菌素因子）等。Ｆ因子可使宿主染色体部分基因随其一起转移至本
不存在该质粒的宿主内，同时其自身部分基因亦可保留于原宿主染色体中。Ｒ质粒可编码一种或
数种抗生素抗性基因，并能转移至缺乏该质粒的适当宿主中，使后者获得同样抗性。Ｃｏｌ质粒编
码大肠杆菌素基因，该基因的表达产物大肠杆菌素是一类可使不带Ｃｏｌ质粒而亲缘关系密切的菌
株死亡的蛋白质。

②根据转移能力，一般可将大肠杆菌质粒分为接合型质粒和非接合型质粒。接合型质粒除可
自我复制外，也编码细菌配对和质粒结合转移基因。而非接合型质粒不能自主转移，但当在宿主

中同时存在接合型质粒和非接合型质粒时，非接合型质粒亦可被转移。通过与接合型质粒共存所

引起的非接合型质粒的转移过程被称为迁移作用（ｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ）。从基因工程的安全方面考虑，
利用非接合型质粒作为克隆载体更为合适。

③根据复制控制类型，一般可将大肠杆菌质粒分为严紧型复制控制质粒和松弛型复制控制质
粒。一种质粒在一个细胞中存在的数目称为质粒拷贝数（ｐｌａｓｍｉｄｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ）。控制质粒拷贝
数的基因位于质粒上一个包括ＤＮＡ复制起点在内的ＤＮＡ区域。通常一个质粒只含一个复制起
始区。由融合产生的极少数质粒会含不止一个复制子，但是也只有一个复制子具有活性。

严紧型复制控制质粒的复制与宿主染色体的复制同步，并与宿主蛋白质的合成有关，而与

ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的活性无关。如果宿主蛋白质的合成终止，质粒与宿主染色体的复制也停止。因
此，每个宿主细胞中只能达到１至数个拷贝。然而，松弛型复制控制质粒的复制与宿主染色体的
复制不同步，其与ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的活性有关，而与蛋白质的合成无关。当宿主蛋白质的合成终
止时，质粒仍可复制。因此，每个宿主细胞中的质粒拷贝数可达１０～２００个。
一种质粒属于严紧型还是松弛型也不是绝对的，这往往同宿主的状况有关。同一质粒在不同

的宿主细胞中可能具有不同的复制控制类型。这也说明质粒的复制不仅受自身的制约，而且受宿

主的控制。
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在需提取松弛型复制控制质粒时，通常用氯霉素等蛋白质合成的抑制剂处理宿主，以阻止其

蛋白质合成及染色体复制，从而可使宿主细胞中的质粒拷贝数增至数千个。因此，在基因工程

中，为提高工程菌表达效率，一般选用属于松弛型复制控制质粒的载体。

需要指出的是，质粒的转移能力、分子大小、复制控制类型之间有一定的相关性。在一般情

况下，接合型质粒分子量大，拷贝数少（严紧型）；而非接合型质粒分子量小，拷贝数多（松弛

型）。

（３）质粒载体的条件及选择。质粒克隆载体是指能将外源基因携带至宿主细胞并可在其中自
主复制的质粒ＤＮＡ。
理想的质粒克隆载体一般具备以下条件：①分子结构中具有多个单一限制酶切位点，具有易

被检测的选择标记基因，且切点位于选择标记基因上；②能插入、运载一定大小的外源基因；③
在携带外源基因前后在宿主细胞内均能自主复制；④在与外源基因构建重组质粒后具有转化功
能；⑤分子量小，易于操作，一般为松弛型复制控制；⑥容易控制，安全可靠。
在基因工程中，需根据具体情况选择适当质粒克隆载体。如果克隆的目的是获取大量高纯度

的ＤＮＡ片段，那么可选用属于松弛型复制控制质粒的载体，例如：ＣｏｌＥＩ；如果有些外源基因用
高拷贝数质粒载体克隆后，其产物含量过高会干扰寄主细胞的新陈代谢活动，那么可选用属于严

紧型复制控制的ｐＳＣ１０１质粒派生的载体。
现已通过ＤＮＡ重组技术构建了许多质粒克隆载体供基因工程应用，例如：ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ系

列（例如：ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１９）、Ｍ１３ｍｐ系列等。
（４）质粒载体例解。

①ｐＢＲ３２２：它曾是一种应用最为广泛的克隆载体，现许多应用广泛的质粒载体都由其衍生而
来。其带有氨苄青霉素抗性基因ａｍｐｒ，四环素抗性基因ｔｅｔｒ两个选择标记基因，属于松弛型复
制控制质粒载体。

该质粒载体ＤＮＡ分子由４３６３ｋｂ组成，现已知２７种限制酶在其上有单一识别序列、切割
位点。其中８种限制酶，即ＥｃｏＲⅤ、ＮｈｅⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＳｐｈⅠ、ＳａｌⅠ、ＸｍａⅢ、ＮｒｕⅠ和

ＢｓｐＭⅠ的单一切割位点位于四环素抗性基因ｔｅｔｒ之中，２种限制酶，即ＣｌａⅠ和ＨｉｎｄⅢ的单一
切割位点位于该基因的启动区内。外源ＤＮＡ在这１０个限制酶切割位点上的任一插入都会导致

ｔｅｔｒ基因的失活；４种限制酶，即ＳｃａⅠ、ＰｖｕⅠ、ＰｓｔⅠ和ＰｐａⅠ的单一切割位点位于氨苄青霉
素抗性基因之中。外源ＤＮＡ在这４个限制酶切割位点上的任一插入都会导致ａｍｐｒ基因的失活。
为了方便起见，统一规定该环状质粒载体ＤＮＡ分子中核苷酸的计数从ＥｃｏＲⅠ的识别序列

开始。在该识别序列ＧＡＡＴＴＣ中，以第一个Ｔ为核苷酸１，然后沿着从ｔｅｔｒ基因到ａｍｐｒ基因的
方向顺序计数，如此画出该质粒的碱基序列结构图。在此基础上，任何两个识别序列间的距离均

可准确地计算出来。这也为其他未知ＤＮＡ片段长度的测定提供了相应的标准分子量。

②ＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＭ１３＋、ＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＭ１３－：其是一对带有Ｍ１３噬菌体ＤＮＡ复制起点ｏｒｉ的质粒载
体。这两个质粒载体由该复制起点ｏｒｉ以互为相反的方向分别插入到含有Ｔ３噬菌体启动子和Ｔ７
噬菌体启动子这样两个启动子的两个同样的ｐＵＣ衍生质粒载体中构建而成。因此，这对载体可
在体内或在体外产生互补于插入到其多克隆位点的外源双链ＤＮＡ中任一条链的单链ＤＮＡ或

ＲＮＡ。
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在ＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳＫ（Ｍ１３－）中，ＳａｃⅠ位点紧接于Ｔ３噬菌体启动子下游，ＫｐｎⅠ位点紧接于

Ｔ７噬菌体启动子下游；在ＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＫＳ（Ｍ１３－）中，多克隆位点的方向正相反。

２噬菌体载体
（１）噬菌体的生物学特性。噬菌体（ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ）是一类细菌病毒的总称。
不同种类的噬菌体（颗粒）在外形上差别很大。大多数噬菌体颗粒由呈２０面体的头部及尾

部构成，例如λ噬菌体；还有一些噬菌体颗粒为线状体形，例如Ｍ１３。在结构上，噬菌体颗粒比
质粒复杂。噬菌体颗粒的外壳是蛋白质，内部是核酸。该核酸最常见的构型是线状双链ＤＮＡ，
此外，还有环状双链ＤＮＡ、线状单链ＤＮＡ、环状单链ＤＮＡ等。在噬菌体ＤＮＡ分子中，除具有
复制起点外，还有编码外壳蛋白质等的基因。

噬菌体的感染效率极高。如果在琼脂平板上感染生长着的细菌，即以最初被感染的细胞所在

位置为中心逐渐向四周均匀扩展，最后在琼脂平板上形成明显的噬菌斑，此即被感染的细菌细胞

被噬菌体裂解之后留下的空斑。

噬菌体的生命周期可分为溶菌周期和溶原周期。溶菌周期是指噬菌体吸附到宿主细胞表面后

注入ＤＮＡ，经过ＤＮＡ复制及蛋白质合成，组装成子代噬菌体颗粒，最后使宿主细胞破裂，释放
出子代噬菌体颗粒的生长周期。只具有溶菌周期的噬菌体被称为烈性噬菌体。溶原周期是指噬菌

体在感染过程中不产生子代噬菌体颗粒，而将噬菌体ＤＮＡ整合到宿主细胞染色体ＤＮＡ中，成
为其组成部分的生长周期。具有溶原周期的噬菌体被称为温和噬菌体。

具有一套噬菌体完整基因组的细菌被称为溶原性细菌（ｌｙｓｏｇｅｎ）。以温和噬菌体感染细菌培
养物使之形成溶原性细菌的过程被称为溶原化（ｌｙｓｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ）。整合的噬菌体ＤＮＡ是指插入宿
主细胞染色体ＤＮＡ中的噬菌体ＤＮＡ；而以质粒ＤＮＡ分子形式存在的噬菌体ＤＮＡ被称为非整
合的噬菌体ＤＮＡ。
经过许多世代之后，溶原性细菌也能开始溶菌周期。噬菌体基因组以单一ＤＮＡ片段的形式

从宿主细胞染色体上删除下来的过程被称为溶原性细菌的诱发。

（２）λ噬菌体载体。如上所述，λ噬菌体颗粒由头与尾两部分组成。头部装载了其整个基因
组λＤＮＡ。λＤＮＡ为一长度约４８５ｋｂ的线状双链ＤＮＡ分子，可以分为三个区段：左臂、中央区
和右臂。在左臂和右臂的５′处各有一１２个碱基长的互补单链（从而构成黏性末端）。当λ噬菌体
感染宿主细胞时，λＤＮＡ被注入宿主细胞后会迅速通过黏性末端的互补作用形成环状双链ＤＮＡ
分子。这种由黏性末端结合形成的双链区段称作ｃｏｓ位点（ｃｏｈｅｓｉｖｅ?ｅｎｄｓｉｔｅ）。

λＤＮＡ至少包括６１个基因。其中大约半数基因参与噬菌体生命周期活动，因此这类基因称
作λ噬菌体的必要基因，位于其左臂和右臂；另一部分基因在被外源基因取代后并不影响噬菌体
的生命周期活动，因此这类基因称作λ噬菌体的非必要基因，位于其中央区。

λ噬菌体在宿主细胞中繁殖时，复制的ＤＮＡ必须被包装到先已组装好的头部，并再接上尾
巴后才能成为成熟的噬菌体颗粒，才具备感染大肠杆菌细胞的能力。噬菌体要具有感染性，被包

装的ＤＮＡ必须具有一定的长度。野生型λ噬菌体ＤＮＡ（４８５ｋｂ）被包装的效率最高，并且所
形成的噬菌体颗粒具有最强的感染性。如果被包装的ＤＮＡ与λ噬菌体载体的总长度短于野生型

λＤＮＡ长度的７８％或者长于野生型λＤＮＡ长度的１０５％，那么就不能形成具有感染性的噬菌体颗
粒。
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λ噬菌体载体中取代了非必要基因的外源基因可随宿主细胞一起复制和增殖。λ噬菌体载体
是最早使用的克隆载体，其在基因工程中始终发挥着重要的作用。

λ噬菌体载体的优点在于：①可携带较长的外源ＤＮＡ片段。②重组后的ＤＮＡ分子可在体外
被包装成噬菌体颗粒。与用ＤＮＡ直接转染细菌相比，包装成的噬菌体颗粒具有更强的感染宿主
细胞的能力。③重组的噬菌体容易筛选和贮存。

①λ噬菌体载体的分类：根据插入方式，一般可将λ噬菌体载体分为插入型载体和置换型载
体。

Ａ插入型载体（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｖｅｃｔｏｒ），是指在基因组的非必要基因区内有一种或不止一种限制
酶的单一酶切位点可供外源ＤＮＡ插入，而不缺失其本身任何片段的λ噬菌体载体。由插入型载
体得到的重组ＤＮＡ分子都比原载体长。
插入型载体可容纳的外源ＤＮＡ片段相对较小，一般在１０ｋｂ以内。

λ噬菌体插入型载体广泛应用于ｃＤＮＡ以及小片段ＤＮＡ的克隆。
常用的插入型载体有λｇｔ１０、λｇｔ１１、λｇｔ１８～λｇｔ２３系列载体、λＺＡＰ等。

Ｂ置换型（取代型）载体（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｖｅｃｔｏｒ），是指在基因组的非必要基因区内两个或两
个以上的限制酶切位点间的ＤＮＡ区段可被插入的外源ＤＮＡ片段所置换的λ噬菌体载体。
置换型载体容纳外源ＤＮＡ片段大小的范围一般在９～２２ｋｂ之间。
常用的置换型载体有ＥＭＢＬ系列载体等。
需要指出的是，有些λ噬菌体载体兼有插入和置换两种外源ＤＮＡ片段的插入方式，这具体

取决于载体与外源ＤＮＡ末端匹配的限制酶切位点的种类和数目等。

②λ噬菌体载体的选择：并没有一种可以适于克隆所有ＤＮＡ片段的λ噬菌体载体。因此，
必须在许多载体中选择一种更适合于特定研究目的的载体。在具体选择时，应该考虑以下几点。

Ａ如果要从染色体ＤＮＡ来构建基因组文库，那么可以选择置换型的λ噬菌体载体，因其可
容纳ＤＮＡ较大片段。由于常用Ｓａｕ３ＡⅠ或ＭｂｏⅠ部分酶解染色体ＤＮＡ以产生近随机切割的大
片段，而这些片段的黏性末端序列结构要求选用含有ＢａｍＨ Ⅰ位点的载体，因此常选用

λＥＭＢＬ３、λＥＭＢＬ４及Ｃｈａｒｏｎ２８等置换型载体构建染色体基因组文库。

Ｂ如果要从染色体ＤＮＡ中分离某一基因，而又不需构建完整基因组文库，那么选择的自由
度就较大。选择主要取决于酶解染色体ＤＮＡ所用的限制酶种类，例如，如果某一待分离基因包
含于染色体ＤＮＡ的ＥｃｏＲⅠ的酶解产物中，那么首先确定选择含有ＥｃｏＲⅠ位点的载体，然后再
根据含有待分离基因的ＤＮＡ片段的大小确定选择置换型载体或插入型载体。

Ｃ如果需要构建ｃＤＮＡ文库，那么常选λｇｔ１０或λｇｔ１１插入型载体；如果考虑选用抗体探针，
那么常选λｇｔ１１这一有效表达载体。

③λ噬菌体载体例解：

Ａλｇｔ１０，该载体是专门为在其单一的ＥｃｏＲⅠ限制酶切位点上克隆小的ｃＤＮＡ片段（约

６ｋｂ）而设计的。当外源ＤＮＡ的量十分有限时，常用此载体。该载体克隆效率很高。

Ｂλｇｔ１１，该载体是一个可用于免疫学筛选的载体。外源ＤＮＡ片段（可长达７２ｋｂ）插入其

ｌａｃＺ基因内的单一ＥｃｏＲⅠ位点。如果该插入ＤＮＡ片段的读框与其ｌａｃＺ基因的读框吻合，那么
就可表达融合蛋白，并可以用抗体进行筛选。

·０３· 第二章 基因工程原理及其在食品科学中的应用



ＣλＺＡＰ，该载体含有质粒序列，在该质粒序列内有一多克隆位点。当该载体进入宿主菌
后，该质粒部分可从载体上被切下，形成质粒载体ＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳＫ（Ｍ１３－）。在该载体的单一限制
酶切位点上可插入长达１０ｋｂ的外源ＤＮＡ片段。由于该载体的多克隆位点位于其ｌａｃＺ基因内，
因此如果插入外源ＤＮＡ片段的读框与ｌａｃＺ的读框吻合，那么就可表达融合蛋白，并可以用抗体
进行筛选。

ＤλＥＭＢＬ３和λＥＭＢＬ４，该系列载体为一般用于克隆大片段（可达２０ｋｂ）基因组ＤＮＡ的
置换型载体。其ＢａｍＨⅠ位点两侧分别有ＥｃｏＲⅠ位点和ＳａｌⅠ位点，特别适合于克隆用Ｓａｕ３Ａ
Ⅰ部分酶解的外源ＤＮＡ片段。克隆后还可用ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ将外源ＤＮＡ片段从重组体上切出。

λＥＭＢＬ３与λＥＭＢＬ４两载体的多克隆位点方向相反。

（３）Ｍ１３噬菌体载体。

①Ｍ１３噬菌体的特性：Ｍ１３是丝状噬菌体，含有长度为６４０７个核苷酸的闭合环状单链ＤＮＡ
基因组。当Ｍ１３感染宿主大肠杆菌细胞时，侵入的单链噬菌体ＤＮＡ转变为双链复制型（ＲＦ）。
双链复制型在复制时产生大量的单链ＤＮＡ。单链ＤＮＡ再被外壳蛋白包装为成熟的噬菌体颗粒。
在宿主大肠杆菌细胞生长过程中，子代噬菌体颗粒被释放出来。

②Ｍ１３噬菌体载体的利用：Ｍ１３噬菌体经改造后可以作为单链ＤＮＡ载体或双链ＤＮＡ载体。
将Ｍ１３噬菌体改造成为克隆载体，主要利用Ｍ１３基因组中一段５０７个核苷酸区域的基因间隔序列
（ＩＳ）。由于ＩＳ区是Ｍ１３基因组中惟一的非必要区，因此该区可接受外源ＤＮＡ的插入而不影响

Ｍ１３的活力。

Ｍ１３噬菌体载体主要具有以下几点突出优点：①由于Ｍ１３单链ＤＮＡ的复制型呈双链环形，因

此此时的ＤＮＡ可同质粒ＤＮＡ一样进行提取和体外操作；②不论是双链的还是单链的Ｍ１３ＤＮＡ
均能感染宿主细胞，产生噬菌斑或形成侵染菌落；③由于Ｍ１３是丝状噬菌体，其长度不受外壳蛋
白包装的限制，因此根据重组ＤＮＡ的长度，被包装成的噬菌体颗粒可大可小。

Ｍ１３噬菌体载体主要用于为以Ｓａｎｇｅｒ双脱氧核苷酸末端终止法测定ＤＮＡ序列制备单链ＤＮＡ
模板。

③Ｍ１３噬菌体载体例解：

ＡＭ１３ｍｐ７，该载体有单一的ＰｓｔⅠ位点，成对的ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨ Ⅰ、ＳａｌⅠ、ＡｃｃⅠ、

ＨｉｎｃⅡ位点。单一的位点可供外源ＤＮＡ的插入，成对的位点可供外源ＤＮＡ的置换。

ＢＭ１３ｍｐ８和 Ｍ１３ｍｐ９，这两个载体均具ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨ Ⅰ、ＰｓｔⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＳｍａⅠ、

ＸｍａⅠ、ＳａｌⅠ、ＡｃｃⅠ、ＨｉｎｃⅡ等９种限制酶的单一酶切位点。两者上述酶切位点的排列顺序
相同，但是方向相反。

３柯斯质粒载体 柯斯质粒载体（Ｃｏｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒ），也称黏粒载体，是指一类由人工构建的
含有λＤＮＡ的ｃｏｓ位点和质粒复制子的特殊类型的质粒载体。其最初是为克隆和增殖基因组的大
片段ＤＮＡ而设计的。
（１）柯斯质粒载体的组成。柯斯质粒本身的分子量较小，一般为４～６ｋｂ。其基因组由以下
部分组成：①１个质粒复制起始区域复制子；②至少１个抗药性选择标记基因；③至少１个限制
酶的单一识别切割位点；④１个λ噬菌体黏性末端片段ｃｏｓ位点。
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（２）柯斯质粒载体的特点。

①具有质粒载体的特性：它带有质粒的复制子，因此能像质粒ＤＮＡ一样在寄主细胞内复
制，也能在氯霉素的作用下进行扩增，也带有抗菌素抗性基因，有些还带有基因插入失活的克隆

位点，为重组体的筛选提供了简便的标记。

②具有λ噬菌体载体的特性：它在与适宜长度的外源ＤＮＡ片段重组后，可在体外包装成噬
菌体颗粒，并能高效地转入对λ噬菌体敏感的大肠杆菌宿主细胞。进入宿主细胞后，也能像λ噬
菌体一样进行环化。但是，由于不含有λ噬菌体的全部基因，因此不能通过溶菌周期形成子代噬
菌体颗粒。

③具有高容量的克隆能力：质粒载体的克隆容量一般为１０ｋｂ，λ噬菌体载体的克隆容量理
论极限值是２３ｋｂ，一般为１５ｋｂ左右，而柯斯质粒载体的克隆极限可达４５ｋｂ左右。因此，柯斯
质粒载体比质粒载体和λ噬菌体载体的克隆能力都要大得多。但是由于包装限制，柯斯质粒载体
的克隆能力也有一个最低极限值，例如，５ｋｂ的柯斯质粒载体，只有插入至少３０ｋｂ长的外源

ＤＮＡ片段，才能包装成具有感染性的λ噬菌体颗粒。
（３）柯斯质粒载体例解。用于在细菌中增殖真核ＤＮＡ的柯斯质粒载体主要有ｐＪＢ８、ｃ２ＲＢ、

ｐｃｏｓ１ＥＭＢＬ等。

①ｐＪＢ８：该载体含有１个氨苄青霉素抗性基因ａｍｐｒ、１个ＣｏｌＥⅠ复制起点、１个单一ｃｏｓ位
点和４个可用于克隆的限制酶切位点（ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＣｌａⅠ和ＨｉｎｄⅢ）。该载体长约５４
ｋｂ，因此可容纳长度为３３～４６５ｋｂ的外源ＤＮＡ片段。

②ｃ２ＲＢ：该载体含有１个氨苄青霉素抗性基因ａｍｐｒ和一个卡那霉素抗性基因ｋａｎｒ、１个

ＣｏｌＥⅠ复制起点、两个ｃｏｓ位点和４个可用于克隆的限制酶切位点（ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＣｌａⅠ
和ＨｉｎｄⅢ）。由于一段长约１７ｋｂ的片段（含有卡那霉素抗性基因ｋａｎｒ和１个ｃｏｓ位点）将在
包装过程中消失，因此该载体可容纳长度为３３～４６５ｋｂ的外源ＤＮＡ片段，带有单个由该载体
与外源目的基因重组的ＤＮＡ分子的受体细胞将不产生对卡那霉素的抗性。
（二）酵母载体

酵母是单细胞低等真核生物，其基因组大小仅为大肠杆菌基因组的４倍。酵母可人工培养，
且繁殖迅速，并可像细菌一样进行实验操作。酵母的生命周期包括单倍体和二倍体两种形式，它

对基因表达产物有完善的后加工系统。

１酵母载体的特点 现已构建了许多质粒载体等用于将外源基因导入酵母细胞。酵母载体
的共同特点主要有以下几点：①能在大肠杆菌中克隆，且具较高的拷贝数。因此可使外源基因先
在大肠杆菌中扩增，再在其帮助下导入酵母细胞。②含有在酵母中便于选择的遗传标记，这些标
记一般能与大肠杆菌相应的突变体互补，例如Ｌｅｕ＋、Ｈｉｓ＋等；有些酵母载体还带有用于大肠杆
菌的抗生素抗性标记。③含有合适的限制酶切割位点，以便外源基因的插入。

２酵母载体的分类 根据复制方式，一般可将酵母载体分为整合型载体、复制型载体和附
加体型载体。

（１）整合型载体（ＹＩＰ）。该类载体由大肠杆菌质粒和酵母ＤＮＡ片段构成。由于其酵母

ＤＮＡ片段提供的亮氨酸基因（ｌｅｕＺ＋）部分不含有自主复制起始区，而只作为选择标记，因此
该类载体在酵母细胞中不能自主复制。
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该类载体可经转化作用导入受体酵母细胞。进入酵母细胞后的载体ＤＮＡ通过与受体酵母染
色体ＤＮＡ的同源重组被整合到酵母染色体ＤＮＡ上，并随酵母染色体ＤＮＡ一起遗传。这样，载
体ＤＮＡ可以单拷贝基因形式稳定地遗传。
该类载体对酵母的转化率低（１～１０个转化子／μｇＤＮＡ），拷贝数也低，但转化子稳定。其

多用于遗传分析等工作。

（２）复制型载体（ＹＲＰ）。该类载体是将酵母ＤＮＡ片段插入到大肠杆菌质粒中构成的。其
中酵母ＤＮＡ片段不仅提供了选择标记，还携带来自酵母染色体ＤＮＡ的自主复制顺序（ＡＲＳ）。
因为同时含有大肠杆菌和酵母的自主复制基因，所以该类载体能在这两种细胞中存在和复制。因

此，该类载体属于穿梭载体。

所谓穿梭载体（ｓｈｕｔｔｌｅｖｅｃｔｏｒ），是指可在两种截然不同的生物细胞中复制的载体。各种穿梭
载体在基因工程中被广泛的应用。

由于许多基因操作在大肠杆菌中进行更简便，因此可利用上述穿梭载体先在大肠杆菌中进行

真核基因的大量扩增，然后再通过适当转化方法导入酵母细胞进行真核基因的进一步研究。

该类载体对酵母的转化率很高（１０２～１０３转化子／μｇＤＮＡ），拷贝数也较高。由于该类载体
质粒以ｃｃｃＤＮＡ分子形式存在，因此可很容易将其从酵母中提取出来。但是，转化子稳定性较
低。

（３）附加体型载体（ＹＥＰ）。该类载体一般由大肠杆菌质粒、２μｍ质粒及酵母染色体的选择
标记组成。

２μｍ质粒是酿酒酵母中的一个能独立复制的天然环状双链ＤＮＡ结构的内源质粒，其长度为

２μｍ，大小为６３ｋｂ。通常２μｍ质粒ＤＮＡ与蛋白质结合成复合物，存在于核区。２μｍ质粒含
有自主复制起始区（ｏｒｉ）和ＳＴＢ区。ＳＴＢ区序列能使质粒在供体细胞中维持稳定。
该类载体对酵母的转化率极高（１０３～１０５转化子／μｇＤＮＡ），拷贝数也很高（２５～１００分子／

细胞），也较稳定。因此，该类载体是基因克隆中常用的载体。

如上所述，在酵母中使用的克隆载体在转化后拷贝数与转化子稳定性之间存在着一定的矛

盾。拷贝数低的（例如ＹＩＰ），转化子稳定性高；而拷贝数高的（例如ＹＲＰ），转化子稳定性较
低。因此，在基因操作中，要根据不同使用目的进行选择和改造载体。

（三）植物载体

植物载体具体包括农杆菌质粒载体、病毒载体等，农杆菌质粒载体又可分为根癌农杆菌

（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ，Ａｔ）诱导肿瘤质粒（ｔｕｍｏｒ?ｉｎｄｕｃｉｎｇｐｌａｓｍｉｄ，Ｔｉｐｌａｓｍｉｄ）载体和发
根农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ，Ａｒ）诱导发根质粒（ｒｏｏｔ?ｉｎｄｕｃｉｎｇｐｌａｓｍｉｄ，Ｒｉｐｌａｓｍｉｄ）载
体。在所有这些植物载体中，根癌农杆菌诱导肿瘤质粒载体是最主要的。因此，在此主要述及根

癌农杆菌诱导肿瘤质粒载体。

根癌农杆菌主要感染被子植物中的双子叶植物，也能感染裸子植物及被子植物中的一些单子

叶植物等。

根癌农杆菌感染植物会致其形成冠瘿瘤，而这种肿瘤的形成是由根癌农杆菌中的质粒引起

的。因此，该质粒被称为诱导肿瘤质粒，简称Ｔｉ质粒。

１Ｔｉ质粒的基本性质 Ｔｉ质粒是根癌农杆菌染色体外的遗传物质，为共价闭合环状的双链
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ＤＮＡ分子。其分子量为１２×１０８，长约１８５ｋｂ，相当于细菌染色体的３％～５％。
根据植物冠瘿瘤中所合成的冠瘿碱的种类，一般可以将Ｔｉ质粒分为以下类型：章鱼碱型

（ｏｃｔｏｐｉｎｅ）、胭脂碱型（ｎｏｐａｌｉｎｅ）、农杆碱型（ａｇｒｏｐｉｎｅ）等。

２Ｔｉ质粒的基本结构 一般可将Ｔｉ质粒分为四个结构区域：Ｔ?ＤＮＡ区、Ｖｉｒ区、Ｃｏｎ区和

Ｏｒｉ区。
（１）Ｔ?ＤＮＡ区（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ?ＤＮＡｒｅｇｉｏｎ）。Ｔ?ＤＮＡ是在根癌农杆菌侵染植物细胞时，从Ｔｉ
质粒上切割下来转移到植物细胞内的一段ＤＮＡ，因此，被称为转移ＤＮＡ。该ＤＮＡ片段上的基
因与肿瘤的形成有关。

（２）Ｖｉｒ区（ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｒｅｇｉｏｎ）。该区段上的基因能够激活Ｔ?ＤＮＡ转移，使根癌农杆菌表现
出毒性，因此，被称为毒性区。Ｔ?ＤＮＡ区与Ｖｉｒ区在Ｔｉ质粒ＤＮＡ上彼此相邻，合起来约占Ｔｉ
质粒ＤＮＡ的１／３。
（３）Ｃｏｎ区（ｒｅｇｉｏｎｅｎｃｏｄｉｎｇｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ）。该区段上存在着与细菌间接合转移有关的基因

（ｔｒａ），调控Ｔｉ质粒在根癌农杆菌之间的转移。冠瘿碱能激活ｔｒａ基因，诱导Ｔｉ质粒的转移。
因此，该区被称为接合转移编码区。

（４）Ｏｒｉ区（ｏｒｉｇｉｎｏｆｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ）。该区段上的基因调控Ｔｉ质粒的自我复制，因此，被称为
复制起始区。

３改造Ｔｉ质粒作为植物基因工程载体的必要性与可能性
（１）必要性。尽管Ｔｉ质粒享有“天然遗传载体”的美誉，但是野生型Ｔｉ质粒却不能直接作
为植物基因工程载体。其原因主要有以下几点：

①野生型Ｔｉ质粒上分布着多种限制酶的多个酶切位点，但在其上难以找到可利用的单一酶
切位点。因此，不能通过体外ＤＮＡ重组技术直接向其导入外源基因。

②Ｔｉ质粒不能在大肠杆菌中复制。即使得到重组质粒，也只能在根癌农杆菌中进行复制扩
增。而根癌农杆菌的接合转化率很低（１０％左右）。因此，在常规分子克隆条件下，几乎不能通
过Ｔｉ质粒的体外操作构建Ｔ?ＤＮＡ中只有单一切点的载体。

③Ｔ?ＤＮＡ区含有多个编码基因，其中ｏｎｃ基因的产物干扰宿主植物中内源激素的平衡，使
得导入野生型Ｔｉ质粒Ｔ?ＤＮＡ的植物细胞组织形成肿瘤，不能分化以及植株再生。

④野生型Ｔｉ质粒上存在不少对Ｔ?ＤＮＡ转移不起任何作用的基因。此外，其分子量太大，一
般在２００ｋｂ左右，比ｐＢＲ３２２质粒大５０倍左右，在基因工程中难以操作。
（２）可能性。

①Ｔ?ＤＮＡ的结构及功能：Ｔ?ＤＮＡ长约２３ｋｂ。虽然根癌农杆菌Ｔｉ质粒Ｔ?ＤＮＡ区的基因来
自细菌，但是其却可以在真核细胞内有效地表达。在Ｔ?ＤＮＡ的５′端和３′端都有真核表达信号，
例如：ＴＡＴＡ盒、ＡＡＴＡＡ盒、ｐｏｌｙ（Ａ）等。

Ｔ?ＤＮＡ的两端左右边界各有２５ｂｐ的重复序列，即边界序列（ｂｏｒｄｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ），分别称为
左边界（ＢＬ或ＴＬ）和右边界（ＢＲ或ＴＲ）。该２５ｂｐ边界序列具体为ＴＧＡＣＡＣＧＡＴＡＴＡＴＴＧ
ＧＣＧＧＧＴＡＡＡＣ，其属于保守序列。左边界序列在某些情况下会有所变化，但是右边界序列通
常更为保守。如果左边界发生缺失突变，Ｔ?ＤＮＡ仍然能使植物形成肿瘤。但是，如果右边界发
生缺失突变，Ｔ?ＤＮＡ就不再能使植物形成肿瘤，这时几乎完全没有Ｔ?ＤＮＡ的转移，这表明右边
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界在Ｔ?ＤＮＡ的转移中具有重要作用。
而Ｔ?ＤＮＡ的转移与Ｔ?ＤＮＡ区域的其他基因序列无关。在根癌农杆菌感染植物细胞后，Ｔｉ

质粒中的Ｔ?ＤＮＡ能随机地共价整合到植物染色体ＤＮＡ中。Ｔ?ＤＮＡ的整合为非常规重组。Ｔ?
ＤＮＡ右末端在靶ＤＮＡ序列的识别及连接中是必需的，而Ｔ?ＤＮＡ左末端及靶ＤＮＡ序列的两个
末端则参与部分配对和ＤＮＡ修复。

②Ｖｉｒ区的功能：除Ｔ?ＤＮＡ外，Ｔｉ质粒中的Ｖｉｒ区也是根癌农杆菌所必需的。Ｖｉｒ区毒性基
因具有决定根癌农杆菌对植物的感染以及Ｔ?ＤＮＡ的进入和整合的功能。
综上所述，可以去除致瘤基因和其他一些非必要序列，在Ｔ?ＤＮＡ的非必要基因区设置多克

隆位点以便外源基因插入等，将根癌农杆菌Ｔｉ质粒改建为基因工程载体。
需要指出的是，大肠杆菌具有能与根癌农杆菌高效接合转移的特性。因此，可以首先将Ｔ?

ＤＮＡ片段克隆到大肠杆菌质粒中，然后插入外源基因，最后通过接合转移将外源基因引到根癌
农杆菌Ｔｉ质粒上。

４植物基因工程中几种载体的定义
（１）中间克隆载体（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｃｌｏｎｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）。这是指插入了根癌农杆菌Ｔｉ质粒Ｔ?ＤＮＡ
片段、目的基因、标记基因等的大肠杆菌质粒载体。其是构建中间表达载体的基础质粒。

（２）中间表达载体（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ）。这是指含有可使外源基因在植物细胞中
表达的特异启动子的中间克隆载体。它是构建植物表达载体的基础质粒。

（３）卸甲载体（ｄｉｓａｒｍｅｄｖｅｃｔｏｒ）。卸甲载体多指去除了编码致瘤作用基因、经改造的根癌农
杆菌Ｔｉ质粒载体。其是构建植物表达载体的受体质粒。
（４）植物表达载体（ｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ）。这是指最后将目的基因导入植物细胞表达的载
体。它由中间表达载体和卸甲载体构建而成。根据结构特点，一般可将植物表达载体分为两类：

一元载体系统和双元载体系统。

５植物表达载体
（１）植物表达载体（中间表达载体）中常用的启动子。

①ｐＮｏｓ：该启动子来源于根癌农杆菌Ｔｉ质粒，能使外源基因在植物细胞中表达。此为无组
织特异性的启动子。

②ｐＣａＭＶ３５Ｓ：该启动子来源于花椰菜花叶病毒（ＣａＭＶ）的ＤＮＡ，能使外源基因在植物
细胞中强烈表达。它是无组织特异性、无发育时期特异性的启动子。由ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、外
源结构基因及根癌农杆菌Ｔｉ质粒Ｎｏｓ基因３′端非编码区组成的嵌合基因能在植物细胞中迅速高
效表达。

（２）一元载体系统。该类载体是指中间表达载体与Ｔｉ质粒卸甲载体两种载体之间通过同源
重组所产生的一种共整合复合型载体。由于其卸甲载体的Ｔ?ＤＮＡ区与Ｖｉｒ区相连，因此它又被
称为顺式载体（ｃｉｓ?ｖｅｃｔｏｒ）。
一元载体系统目前主要有两种载体：共整合载体和拼接末端载体。

①共整合载体（ｃｏ?ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｖｅｃｔｏｒ）：其同源序列为中间表达载体与Ｔｉ质粒卸甲载体共有的

ｐＢＲ３２２部分；其卸甲载体的左边界与右边界在同一个Ｔｉ质粒上；它带有的ｐＢＲ３２２部分可能影响
被转化植物中外源基因的稳定性。
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②拼接末端载体（ｓｐｌｉｔ?ｅｎｄｖｅｃｔｏｒ，ＳＥＶ）：其同源序列为中间表达载体与Ｔｉ质粒卸甲载体
共有的ＬＩＨ；这两个ＬＩＨ序列在同源重组前分别处于两个不同质粒上；该类载体的左边界与右
边界也分别来自两个质粒；Ｔｉ质粒卸甲载体的右边界缺失，保留左边界，而中间表达载体具有
右边界以及与Ｔｉ质粒卸甲载体同源的ＬＩＨ；该类载体不带有ｐＢＲ３２２序列，避免了该序列对被转
化植物中外源基因稳定性的影响。因此，该类载体是更有效的共整合复合型载体。

所谓ＬＩＨ（ｌｅｆｔｉｎｓｉｄｅｈｏｍｏｌｏｇｙ），即左边界内部同源序列，是指Ｔｉ质粒卸甲载体Ｔ?ＤＮＡ左
边界内部的致瘤基因及右边界等缺失后的Ｔ?ＤＮＡ的保留部分。
（３）双元载体系统。双元载体（ｂｉｎａｒｙｖｅｃｔｏｒ）系统是指由两个分别含Ｔ?ＤＮＡ和Ｖｉｒ区的相
容性突变Ｔｉ质粒构成的双质粒系统。由于其Ｔ?ＤＮＡ区与Ｖｉｒ区分别处于两个独立的Ｔｉ质粒上，
可以反式激活Ｔ?ＤＮＡ的转移，因此其又被称为反式载体（ｔｒａｎｓ?ｖｅｃｔｏｒ）。

①双元载体系统的构建原理：如上所述，Ｔｉ质粒上的Ｖｉｒ基因与Ｔ?ＤＮＡ具有反式作用，即

Ｖｉｒ基因可以反式激活Ｔ?ＤＮＡ的转移。根据这一原理构建的使Ｔ?ＤＮＡ和Ｖｉｒ基因分别处于两个
不同的Ｔｉ质粒上或两个不同的复制子上的双元载体系统可以激活Ｔ?ＤＮＡ的转移，使插入其中的
外源基因一起导入植物细胞中。双元载体系统含有广宿主范围质粒的复制起始位点，可以在任何

农杆菌宿主中自主复制。

双元载体系统一般包括两个Ｔｉ质粒：微型Ｔｉ质粒和辅助Ｔｉ质粒。
微型Ｔｉ质粒（ｍｉｎｉ?Ｔｉ）是指含有Ｔ?ＤＮＡ左边界和右边界、复制起始位点、选择标记基因、

多克隆位点等而缺失Ｖｉｒ基因的Ｔｉ质粒。它相当于前述的中间表达载体。
辅助Ｔｉ质粒（ｈｅｌｐｅｒＴｉ）是指含有Ｖｉｒ基因的Ｔｉ质粒。它相当于前述的Ｔｉ质粒卸甲载体。

②双元载体的构建：双元载体的构建就是将微型Ｔｉ质粒转入含有辅助Ｔｉ质粒的根癌农杆菌
中。具体途径有二：一是直接用纯化的微型Ｔｉ质粒转化速冻的根癌农杆菌感受态细胞；一是采
用三亲杂交法。三亲杂交法（ｔｒｉｐａｒｅｎｔａｌｍａｔｉｎｇ）是指将三种相关的菌株混合一起培养进行杂交
的方法。

微型Ｔｉ质粒均能在大肠杆菌ｐＲＫ２０１３质粒协助下，通过三亲杂交法而接合转移到含有辅助

Ｔｉ质粒的根癌农杆菌中。大肠杆菌ｐＲＫ２０１３质粒由于不能在根癌农杆菌中复制而最终将消失，而
含有微型Ｔｉ质粒和辅助Ｔｉ质粒的根癌农杆菌可以直接用于植物细胞的转化。
（４）一元载体系统与双元载体系统的比较。

①双元载体不需要经过共整合过程。因此，双元载体系统中的两个质粒不必含有同源序列，
而且构建操作步骤比较简单。

②微型Ｔｉ质粒具有大肠杆菌质粒的复制起点，能在大肠杆菌宿主中复制，使其质粒拷贝数
增加１０～１００倍。

③微型Ｔｉ质粒分子量小（１０ｋｂ），可以直接对其进行体外遗传操作，而且将其导入根癌农
杆菌也比较容易。

④双元载体系统在外源基因转入植物细胞前，无须进行同源重组。因此，插入双元载体系统
外源基因的可能变异比插入一元载体系统外源基因的可能变异小。

⑤一元载体系统的重组频率很低，而双元载体系统两个质粒的接合频率较高。一般后者比前
者至少高４倍。
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⑥双元载体系统比一元载体系统对植物的转化效率高。

⑦一元载体系统构建成功后工程菌的稳定性较好；而双元载体系统相应稳定性较差，容易丢
失。

６在植物载体中常用的标记基因 在植物载体中设置标记基因的目的在于可以对重组子、
转化体进行选择和筛选。

标记基因一般需要具备以下几个条件：①编码一种不存在于正常植物细胞中的酶；②基因较
小，可以构成嵌合基因；③能在转化体中得到充分表达；④检测容易，并能定量分析。
根据功能特性，一般可将标记基因分为两类：选择标记基因和筛选标记基因。

选择标记基因的功能主要是以其表达产物给予植物细胞一种选择压力，使得未被转化的细胞

不能生长、发育、分化；而已被转化的细胞对该表达产物具有抗性，能够正常生长、发育、分

化，从而将已被转化的细胞选择出来。例如：Ｎｐｔ?Ⅱ（新霉素磷酸转移酶）基因就是一种选择
标记基因。

筛选标记基因的功能主要是给已被转化的细胞做一种标记，以便其被检测和识别。因此，筛

选标记基因也称为报告基因。例如：Ｇｕｓ（β?葡糖醛酸糖苷酶）基因就是一种筛选标记基因。
（１）选择标记基因。

①Ｎｐｔ?Ⅱ（ｎｅｏｍｙｃｉｎｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅⅡ，新霉素磷酸转移酶）基因：该基因是目前在植
物基因工程中应用最广泛的选择标记。

其作用原理为：其表达产物通过酶促磷酸化作用使氨基葡糖苷类抗生素（例如卡那霉素、新

霉素和Ｇ４１８等）失活，从而解除其毒性。

Ｎｐｔ?Ⅱ基因对茄科植物的转化选择特别有效；但是，其对豆科植物和单子叶植物的转化选
择效果不好。

②ＨＰＴ（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，潮霉素磷酸转移酶）基因：其作用原理为：其表达
产物通过酶促磷酸化作用使潮霉素失活，从而解除其毒性。

需要指出的是，没有一种选择标记基因适合所有的植物；不同的选择标记基因对被转化植物

细胞的生长发育及转化率具有不同的影响；即使同一种选择标记基因，在不同的选择压力下的影

响也可能不同；不同的植物种类对选择压力的敏感程度相差很大。因此，在研究转化一种新的植

物时，应该设计多种可替代的选择标记基因。

（２）筛选标记基因。生理抗性的增强、无性系的变异等诸多原因使得在加有选择压力等的培
养条件下再生的细胞、组织、器官、植株并非都是被转化体。因此，对这些再生材料都需进一步

筛选以确定其是否属于真正的基因转化体。在这种情况下，利用筛选标记基因进行鉴定是一个重

要方面。

需要指出的是，有些选择标记基因也可用作筛选标记基因（报告基因）。例如，Ｎｐｔ?Ⅱ基因
在检测其新霉素磷酸转移酶活性及做定量分析时同样可以用作报告基因。

还要指出的是，在带有目的基因的情况下，常可不再附加报告基因；然而，选择标记基因一

般不可缺少。

①Ｇｕｓ（β?ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ，β?葡糖醛酸糖苷酶）基因：该基因来自于大肠杆菌染色体。其在植
物细胞中所产生的葡糖醛酸糖苷酶在检测上具有以下特点：Ａ在一定条件下水解特定底物５?溴?
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４?氯?３?吲哚?β?Ｄ?葡糖醛酸酯（Ｘ?Ｇｌｕｃ）生成蓝色物质，呈现蓝色沉淀。因此，既可用分光光度计
测定，又可通过组织化学方法直接观察植物组织中的蓝色沉淀斑点。Ｂ在一定条件下，水解特
定底物４?甲基伞形酮酰?β?葡糖醛酸苷生成４?甲基伞形酮，产生荧光（４５５ｎｍ）。因此，可用荧光
光谱法测定，该法非常灵敏。Ｃ检测简便、迅速，并能定量；ＤＧｕｓ检测比Ｎｐｔ?Ⅱ检测便宜，
前者的检测成本是后者的１／２０００倍，而且也不需要使用放射性同位素。

②Ｃａｔ（ｃｈｌｏｒｏｍｙｃｅｔｉｎａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，氯霉素乙酰转移酶）基因：该基因来自于细菌转座
子Ｔｎ９。该基因表达产物氯霉素乙酰转移酶催化乙酰基由乙酰ＣｏＡ转向氯霉素，生成３?乙酰氯
霉素等。其在植物细胞中所产生的氯霉素乙酰转移酶在检测上具有以下特点：Ａ可用硅胶Ｇ薄
层层析法等测定所生成的乙酰化产物以确定该酶的活性，但操作较繁琐；Ｂ一般Ｃａｔ基因表达
产物不够稳定；③测定花费较大。鉴于以上所述，该法的使用现在已逐渐减少，而被Ｇｕｓ基因
的检测所取代。

（３）植物基因工程载体中标记基因的选择策略。

①不同植物种类对不同标记基因的敏感程度相差很大。例如：卡那霉素抗性基因虽然已在许
多植物中被成功地用作选择标记基因，但是对于某些植物无效。

②标记基因表达产物的有效性可能因被选择的靶外植体而异。例如，外植体的类型、大小及
分化程度等都会影响标记基因的选用。

③在许多选择标记基因中，Ｎｐｔ?Ⅱ基因是应用广泛、效果较好的一个。

７常用植物基因工程载体例解 中间表达载体ｐＢＩＮ１９的特点如下：①含有来自ｐＴｉＴ３７的Ｔ?
ＤＮＡ左边界和Ｔ?ＤＮＡ右边界；②在左边界和右边界之间的Ｔ?ＤＮＡ区含有植物选择标记基因

Ｎｐｔ?Ⅱ；③在Ｔ?ＤＮＡ区还含有来自Ｍ１３ｍｐ１９的ｌａｃＺ基因；④在ｌａｃＺ基因中含有一多克隆位点，
可将外源基因插入其间，使ｌａｃＺ基因被破坏，提供插入失活选择标记；⑤含有来自广宿主质粒

ｐＲＫ２５２的ＲＫ２复制起点；⑥含有来自链球菌的ｋａｎｒ基因。

该微型Ｔｉ质粒可以在辅助质粒ｐＲＫ２０１３的帮助下有效转移进含有辅助Ｔｉ质粒ｐＡＬ４４０４的根癌
农杆菌ＬＢＡ４４０４；其重组Ｔ?ＤＮＡ再在辅助Ｔｉ质粒Ｖｉｒ基因的反式作用下转移进被感染转化的植
物细胞并整合进被感染转化的植物核基因组。

（四）动物载体

ＤＮＡ病毒是外源ＤＮＡ导入哺乳动物细胞的理想载体。其中，常用的载体由野生型猿猴空泡
病毒４０（ＳＶ４０）基因组ＤＮＡ等改建而成。

１ＳＶ４０病毒 猿猴空泡病毒４０（ｓｉｍｉａｎｖａｃｕｏｌａｔｉｎｇｖｉｒｕｓ４０），即ＳＶ４０病毒，是一种小型２０
面体的颗粒，外壳由ＶＰ１、ＶＰ２和ＶＰ３三种病毒蛋白构成，中间包装着长５２ｋｂ的环状基因组

ＤＮＡ。

ＳＶ４０基因组ＤＮＡ分为早期和晚期两大区域。早期区在溶原生长中一直表达，而晚期区仅

在ＤＮＡ复制后的一段时间中表达，产生病毒外壳结构蛋白。早期区与晚期区之间则为复制起
点。

ＳＶ４０对不同种的动物细胞具有不同的感染效应。如果以ＳＶ４０基因组ＤＮＡ为载体，以其与外

源ＤＮＡ构建重组子转染猿猴细胞，那么能够产生具有感染性的病毒颗粒，并使宿主细胞裂解。
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在此，猿猴细胞被称作受纳细胞（ｐｅｒｍｉｓｓｉｖｅｃｅｌｌ）。如果以ＳＶ４０基因组ＤＮＡ为载体，以其与外
源ＤＮＡ构建重组子转染啮齿动物细胞（例如小鼠或者仓鼠细胞），那么重组子不包装成具有感
染性的病毒颗粒，而像质粒一样复制或者整合到宿主细胞染色体ＤＮＡ中。在此，啮齿动物细胞
被称作非受纳细胞（Ｎｏｎｐｅｒｍｉｓｓｉｖｅｃｅｌｌ）。人类细胞介于上述两者之间被称作半受纳细胞（ｓｅｍｉ?
ｐｅｒｍｉｓｓｉｖｅｃｅｌｌ）。
一般以野生型ＳＶ４０基因组ＤＮＡ构建穿梭载体。

２ＳＶ４０病毒ＤＮＡ载体 ｐＳＶＫ３是一种广泛适用于哺乳动物细胞表达外源ＤＮＡ的穿梭载体。
该载体全长３９１９ｂｐ，由质粒ＤＮＡ、噬菌体ＤＮＡ和ＳＶ４０病毒基因组ＤＮＡ的元件组成，含有１
个ＣｏｌＥⅠ质粒复制起点、１个ｆｌ丝状噬菌体复制起点、１个ＳＶ４０复制起始信号、１个ａｍｐｒ氨苄
青霉素抗性基因、１个Ｔ７启动子、１个ＳＶ４０早期启动子、１个ＳＶ４０小Ｔ抗原拼接信号、１个

ＳＶ４０早期区ｍＲＮＡ的ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号及１个位于ＳＶ４０早期启动子下游的多克隆位点（含有

ＥｃｏＲⅠ、ＫｐｎⅠ、ＳｍａⅠ、ＸｂａⅠ、ＳａｌⅠ、ＰｓｔⅠ、ＡｐａⅠ、ＸｈｏⅠ共８个单一酶切位点）。

四、基因工程中的一些主要分子生物学方法

（一）核酸分子探针的标记

探针（ｐｒｏｂｅ）是指在化学及生物学意义上能与特定的靶分子发生特异性相互作用，并可被
特殊的方法所测定的分子。例如，抗体?抗原、抗生物素蛋白?生物素等的相互作用都可认为探针
与靶分子的相互作用。

核酸分子探针是指能与互补核酸序列复性杂交的特定已知核酸片段。

根据来源性质，一般可将核酸分子探针分为基因组ＤＮＡ探针、ｃＤＮＡ探针、ＲＮＡ探针、化
学合成的寡核苷酸探针等。

在对基因组ＤＮＡ探针作选择时，需要注意的是，在真核生物基因组中存在高度重复序列。
因此，应尽可能选择基因的编码序列（外显子）作探针，避免使用内含子及其他非编码序列作探

针。否则，可能会由于非特异性杂交而出现假阳性结果。

在对ｃＤＮＡ探针作选择时，需要注意的是，其ｐｏｌｙ（ｄＴ）可能导致非特异性杂交而出现假
阳性结果。

在对ｍＲＮＡ探针作选择时，需要注意：①大多数真核细胞ｍＲＮＡ的ｐｏｌｙ（Ａ）也可能导致
非特异性杂交；②ＲＮＡ极易被环境中的核酸酶降解而不易操作。
在对寡核苷酸探针作选择时，需要注意以下几点：①探针长度一般为１０～５０ｂｐ，如果太短，

特异性就降低；如果太长，杂交时间就延长。②探针的ＧＣ含量应为４０％～６０％，否则，非特异
性杂交增加。③务必避免探针内部存在互补序列，即避免出现长于４ｂｐ的碱基反向互补配对。
否则，探针内部会形成发夹状结构。④避免同一碱基连续出现４次以上。⑤最好在计算机上与已
知各基因序列进行同源性比较，避免其与非靶基因序列有７０％以上的同源性或连续８个以上的
碱基序列相同。

在从蛋白质多肽序列推测寡核苷酸序列以合成寡核苷酸探针时，需要注意以下几点：①尽量
选择那些含只有一种编码的氨基酸的多肽作为合成寡核苷酸探针的参照；②优先选用使用频率最
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高的密码子；③因为在真核基因中极少有ＣＧ序列的出现，所以当两个相邻氨基酸的最高频密码
子相连会导致ＣＧ序列出现时，应将其中一种氨基酸的密码子换为次高频密码子，通常是将前一
个密码子ＮＮＣ换成ＮＮＴ；④参考同一基因家族的基因序列；⑤合成各种可能组合的寡核苷酸探
针分别或混合进行探测。

然而，如果需要检测核酸分子探针，就必须先用合适的方法对探针进行标记。标记的核酸分

子探针是核酸分子杂交、ＤＮＡ序列测定等技术的基础，已被广泛应用于基因工程中的克隆筛选、
酶切图谱制作、ＤＮＡ序列测定等。
根据标记物的种类，可将核酸分子探针的标记法分为放射性同位素标记法和非放射性化合物

标记法。

根据标记的方式，可将核酸分子探针的标记法分为体内标记法和体外标记法。

体内（ｉｎｖｉｖｏ）标记法是指将经放射性同位素标记的化合物作为底物引入活细胞，经细胞代
谢处理而将生物大分子等加以标记的方法。

在体外标记法中，根据反应的种类，又可将核酸分子探针的体外标记法分为化学标记法和酶

促标记法。

化学标记法是指利用标记物分子上的活性基团与探针分子上的基团发生化学反应而将标记物

接到探针分子上的方法，例如，光敏生物素的标记。该法优点在于简单、快速、标记均匀。但

是，每种标记物都有各自不同的标记方法，比较复杂。

酶促标记法是指将标记物预先标记在核苷酸上，然后利用酶促方法将核苷酸掺入到探针分子

中，或将核苷酸上的标记基团交换到探针分子上的方法。该法适用于核苷酸的所有放射性同位素

标记和部分非放射性化合物标记，例如生物素、地高辛等的标记。

根据酶促反应的条件，又可将酶促标记法分为切刻平移法、随机引物法和末端标记法等。

１切刻平移法
（１）基本原理。该法是基于下述反应条件和下述酶活性进行的：在Ｍｇ２＋存在下ＤＮＡ酶Ⅰ
的内切核酸酶活性、大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的５′→３′核酸外切酶活性、大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ
的５′→３′聚合酶活性以及反应体系中含有一种或多种标记核苷酸等。
（２）一般流程。在Ｍｇ２＋的存在下，利用微量ＤＮＡ酶Ⅰ的内切核酸酶活性在待标记的ＤＮＡ
双链上随机形成单链切刻→利用大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的５′→３′核酸外切酶活性在切刻处将旧
链从５′端逐步切除→以互补的ＤＮＡ单链为模板，利用大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的５′→３′聚合酶
活性将ｄＮＴＰ（其中一种或几种经过标记）顺序连接到切刻３′端的—ＯＨ上，以延伸合成新的

ＤＮＡ单链，从而形成标记的ＤＮＡ探针。
（３）主要特点。该法是目前实验室中最常用的一种ＤＮＡ探针标记法。该法适用于各种双链

ＤＮＡ的标记，不适用于单链ＤＮＡ和ＲＮＡ的标记，也不太适用于双链ＤＮＡ小片段（特别是小
于１００ｂｐ）的标记。

２随机引物法
（１）基本原理。该法是基于随机引物的应用、大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的Ｋｌｅｎｏｗ片段等的
聚合酶活性及反应体系中含有一种或几种标记核苷酸等条件进行的。

所谓随机引物（ｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ）是指含有各种可能排列顺序的寡核苷酸片段的混合物。由
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于可与任意核酸序列杂交，因此随机引物可作为聚合酶反应的引物。

（２）一般流程。将待标记的ＤＮＡ双链变性后与随机引物一起杂交→以与待标记的ＤＮＡ单
链杂交的特异随机引物为引物，以待标记的ＤＮＡ单链为模板，利用大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的

Ｋｌｅｎｏｗ片段的５′→３′聚合酶活性将ｄＮＴＰ（其中一种或几种经过标记）顺序连接到切刻３′端的
—ＯＨ上，以延伸合成新的ＤＮＡ单链，从而形成标记的ＤＮＡ探针。
（３）主要特点。随机引物法是近年发展起来的一种较理想的核酸探针的标记方法。该法除了
能进行双链ＤＮＡ标记外，也适用于单链ＤＮＡ和ＲＮＡ探针的标记；探针标记活性高，可不经

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?５０纯化而直接用于杂交；可直接在低熔点琼脂糖溶液中进行标记；该法操作简便，
避免了切刻平移法中因ＤＮＡ酶Ⅰ处理浓度掌握不当所带来的问题；但由于该法标记的探针放射
活性相当高，而高放射性会造成核酸的破坏，因此用该法标记的核酸探针应及时使用。

３末端标记法
（１）基本原理。该法是基于下述反应条件和下述酶活性进行的：大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的

Ｋｌｅｎｏｗ片段、Ｔ４ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４多核苷酸激酶或末端脱氧核苷酸转移酶等的活性以及反应体
系中含有一种或几种标记核苷酸等。

（２）主要特点。与切刻平移法和随机引物法不同，末端标记法并不对ＤＮＡ片段进行全长标
记，而只对其一端（５′端或３′端）进行部分标记，即ＤＮＡ片段并非均匀被标记，因此标记活性
不高。

该法一般较少用于分子杂交探针的标记，而主要用于ＤＮＡ序列测定等所需片段的标记。
（３）几种末端标记法。

①大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ的Ｋｌｅｎｏｗ片段末端标记法：如前所述，大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ
的Ｋｌｅｎｏｗ片段保留了大肠杆菌ＤＮＡ聚合酶Ⅰ全酶的５′→３′聚合酶活性和３′→５′外切核酸酶活
性，但失去了５′→３′外切核酸酶活性。因此可利用该酶进行双链ＤＮＡ短缺３′端的填充标记。
该法主要用于ＤＮＡ分子量参照物（ｍａｒｋｅｒ）的标记。

②Ｔ４ＤＮＡ聚合酶末端标记法：Ｔ４ＤＮＡ聚合酶除了具有５′→３′聚合酶活性外，还具有较强
的３′→５′外切核酸酶活性。当在反应体系中没有ｄＮＴＰ时，该酶主要表现３′→５′外切核酸酶的活
性，因此就会形成３′端短缺的非平齐末端的双链ＤＮＡ。但在加入ｄＮＴＰ后，该酶３′→５′外切核
酸酶活性被抑制而表现５′→３′聚合酶活性，从而就可进行双链ＤＮＡ短缺３′端的填充标记。
该法主要用于小片段ＤＮＡ（尤其长度为几十至几百个核苷酸的小片段ＤＮＡ）的标记，以制

备核酸分子杂交探针。

③Ｔ４多核苷酸激酶标记法：因为Ｔ４多核苷酸激酶能催化ＡＴＰ分子上的γ?磷酸基团转移到

ＤＮＡ或ＲＮＡ分子的５′端的—ＯＨ上，所以在γ?３２Ｐ?ＡＴＰ等存在时，该酶可对核酸分子（ＤＮＡ或

ＲＮＡ，单链或双链）进行５′端标记。
根据反应条件，该酶可催化以下两种反应：Ａ正向反应，核酸样品先经脱磷酸处理。该酶

催化γ?３２Ｐ?ＡＴＰ上的γ?磷酸基团转移到核酸分子５′端的—ＯＨ上。Ｂ交换反应，核酸样品不经
脱磷酸处理。该酶催化γ?３２Ｐ?ＡＴＰ上的γ?磷酸基团与核酸分子５′?磷酸基团进行交换。不过，交
换反应比正向反应的效率低。

该法主要用于核酸序列测定时的末端标记。
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④末端脱氧核苷酸转移酶标记法：在辅助因子 Ｍｇ２＋存在下，末端脱氧核苷酸转移酶催化

α?３２Ｐ?ｄＮＴＰ在单链ＤＮＡ的３′端多聚化；在辅助因子Ｃｏ２＋存在下，其催化α?３２Ｐ?ｄＮＴＰ在双链

ＤＮＡ的３′端多聚化。
需要指出的是，该法由于不能控制在ＤＮＡ分子３′端聚加核苷酸的数量，因此使得所标记的

产物长度不一。

还要指出的是，生物素、地高辛等标记的ｄＮＴＰ完全可以像放射性同位素标记的ｄＮＴＰ一
样，用多种酶促标记法（例如，切刻平移法、随机引物法、末端转移酶末端标记法等）进行核酸

探针（包括ＤＮＡ、ＲＮＡ和寡核苷酸探针）的标记。具体操作方法与前述基本相同。
但要注意的是，由于生物素等标记物是连接在碱基而不是磷酸基团上，因此不能用多核苷酸

激酶法进行末端标记。

（二）核酸分子的杂交

核酸分子杂交技术是基因工程及分子生物学领域中最常用的基本技术之一。

核酸分子杂交技术是基于在适宜的温度及离子强度等条件下，具有一定同源性的两条核酸单

链可按碱基互补原则复性杂交形成双链的原理建立的。

杂交的两条核酸单链分别是核酸探针和待测核酸。

根据待测核酸的提取处理，一般可将核酸分子杂交主要分为核酸原位杂交、菌落原位杂交、

斑点狭缝杂交和膜上吸印杂交等。

１核酸原位杂交
（１）基本原理。核酸原位杂交（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｉｎｓｉｔｕ）是指以特定标记的已知序
列核酸为探针与细胞内或组织切片内的待测核酸进行杂交并对其实行检测的方法。

根据所用探针与所测核酸种类，可将核酸原位杂交分为ＤＮＡ?ＤＮＡ、ＤＮＡ?ＲＮＡ、ＲＮＡ?ＲＮＡ
杂交。

（２）一般流程。载片的处理（洗衣粉浸泡、酸浸、流水冲洗以保清洁，高温烘烤或高压灭菌
以去除核酸酶污染，加涂多聚赖氨酸等组织细胞黏附剂以防后续处理导致组织细胞脱落）→组织
细胞切片或涂片的固定→组织细胞杂交前的预处理→探针的标记（切刻平移法、随机引物法、末
端标记法或化学标记法）→杂交液的配制→杂交（加含探针的杂交液１０～１００μＬ于载玻片上，
再加硅化盖玻片于杂交液上，边缘用橡胶泥或石蜡封闭；将载片置密闭湿盒，在一定温度例如

５０℃的条件下，保温一定时间例如１２～１４ｈ）→冲洗→放射自显影或免疫酶法显色显示杂交结
果。

（３）注意要点。

①核酸原位杂交都在载片上进行，因此，在载片处理时，必须保持载片清洁，不能有任何核
酸酶的污染。

②在进行核酸原位杂交时，组织细胞切片或涂片必须经过固定处理。在浸入固定液前，必须
在空气中干燥至组织切片或细胞涂片表面没有水分。否则，组织细胞极易脱落。常用于核酸原位

杂交的固定液有１０％甲醛、４％多聚甲醛、乙醇＋冰醋酸（乙醇与冰醋酸的比为３∶１）、４％戊二
醛等。这些固定液各有优缺点，因此要根据具体试材，选择合适的固定液。

③在进行组织细胞杂交前预处理时，必须使用去污剂（ＴｒｉｔｏｎＸ?１００、ＳＤＳ）和／或蛋白酶
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（蛋白酶Ｋ）对组织细胞进行部分酶解，以去除核酸表面的蛋白质，使探针在细胞基质中获得最
大的穿透力而易于与靶核酸进行杂交。蛋白酶Ｋ等试剂中不能含有任何核酸酶。

④所用的核酸探针可以是双链ＤＮＡ、单链ＤＮＡ或ＲＮＡ。细胞染色体ＤＮＡ体外杂交常用较
长的探针以增强杂交信号。相反，细胞原位核酸杂交则常用较短的探针，通常为５０～３００ｂｐ。小
分子探针的穿透力较大分子探针的穿透力强。但大分子探针可在组织细胞中形成网络而增加杂交

信号，同时也使本底增高。

２菌落原位杂交
（１）基本原理。菌落原位杂交是指首先将生长在培养基平板上的菌落按照其原来的位置不变
地转移到滤膜上，然后在滤膜上进行原位溶菌、ＤＮＡ变性、杂交，并实行检测的方法。
（２）一般流程。将转化菌影印到铺放在琼脂平板表面的硝酸纤维素滤膜上进行培养，同时保
存该母板→取出长有菌落的硝酸纤维素滤膜，用碱性溶液处理，使细胞破裂、ＤＮＡ变性→由于
变性ＤＮＡ同硝酸纤维素滤膜有很强的亲和力，因此ＤＮＡ结合在滤膜上。在８０℃烘烤滤膜，使

ＤＮＡ牢固地固定下来（此带有ＤＮＡ印迹的滤膜可长期保存）→以放射性同位素等标记的ＤＮＡ
或ＲＮＡ为探针，与滤膜上菌落所释放的变性ＤＮＡ杂交→用放射自显影技术进行检测，凡是含
有与探针互补序列的菌落ＤＮＡ都会在Ｘ光胶片上出现曝光点→根据曝光点的位置，从保存母板
上的相应位置挑出所需的阳性菌落。

３斑点狭缝杂交
（１）基本原理。斑点狭缝杂交（ｄｏｔａｎｄｓｌｏｔｂｌｏｔｔｉｎｇ）是指将ＲＮＡ或ＤＮＡ变性后直接以形
成斑点或狭缝的装置点样于硝酸纤维素滤膜上，与标记的核酸探针进行杂交并对其实行检测的方

法。

（２）一般流程（手工点样斑点杂交）。制备核酸样品→将核酸样品进行变性处理→利用微量
加样器直接点样于干燥的硝酸纤维素滤膜上→与标记的核酸探针进行杂交→放射自显影或免疫酶
法显色显示杂交结果。

（３）主要特点。

①该法简单、迅速，可在一张膜上同时进行多个样品的检测；对于核酸粗提样品的检测效果
也较好。

②不能鉴定所测基因的分子量，特异性不高，有一定比例的假阳性。

４膜上吸印杂交 其是目前最常用的一种核酸分子杂交方法。
（１）基本原理。膜上吸印杂交是指将待测核酸序列片段通过吸印技术转移结合到一定的固相
支持物上，然后与存在于液相中标记的核酸探针进行杂交并对其实行检测的方法。

（２）固相支持物。

①硝酸纤维素滤膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｆｉｌｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ）：具有较强的吸附单链ＤＮＡ和ＲＮＡ的能
力；杂交信号本底较低；非特异性吸附蛋白质的作用较弱。但是，与ＤＮＡ的结合不很牢固（尤
在高温情况下），ＤＮＡ易解离脱落。因此不太适于在同一膜上重复进行杂交；其质地较脆（尤经
烘烤后），操作不方便；与核酸的结合依赖于高盐浓度，因此不适于电泳转移吸印；对小分子量

ＤＮＡ片段（尤为小于２００ｂｐ的ＤＮＡ片段）结合能力不强。

②尼龙膜（ｎｙｌｏｎｍｅｍｂｒａｎｅ）：具有更强吸附单链和双链ＤＮＡ和ＲＮＡ的能力；烘烤、紫外
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线照射、微波处理或碱处理等均可使核酸分子牢固地结合于尼龙膜上；韧性较强，操作较方便；

对于小分子量的核酸片段（甚至短至１０ｂｐ）也有较强的结合能力；在低离子强度条件下也可较
好地结合ＤＮＡ，因此比较适于电泳转移吸印；其可重复用于杂交。但是，其杂交信号本底较高。
不过，可用加大预杂交液中非特异性封闭试剂的方法加以克服。

（３）吸印方法。根据转移的作用方式，一般可将吸印方法主要分为利用毛细管虹吸作用的虹
吸转移法、利用电场作用的电泳转移法和利用真空抽滤作用的真空转移法。

①虹吸转移法：该法一般适于ＤＮＡ片段长度为０５～１０ｋｂ的转移。ＤＮＡ片段的长度决定
了其转移的速度。

②电泳转移法：该法尤其适于转移用毛细管虹吸转移法不理想的大片段ＤＮＡ。
需要指出的是，电泳转移法不能选用硝酸纤维素滤膜作为固相支持物。因为硝酸纤维素滤

膜结合ＤＮＡ依赖于高浓度盐溶液，而高浓度盐溶液的导电性极强，会产生强大的电流使转移
体系的温度急剧升高，破坏缓冲体系，从而使ＤＮＡ受到破坏。可选用正电荷修饰的尼龙膜作
为固相支持物。此外，务必注意降低转移体系的温度，可采用循环冷却水降温或在冷室中进行转

移。

③真空转移法：该法的最大优点是迅速，可在转膜的同时进行ＤＮＡ的变性与中和。
需要指出的是，虹吸转移法、电泳转移法、真空转移法等均可用于ＲＮＡ的转移。
（４）核酸膜上吸印杂交的主要类型。根据核酸的种类，一般可将膜上吸印杂交主要分为涉及

ＤＮＡ吸印的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ吸印杂交法和涉及ＲＮＡ吸印的Ｎｏｒｔｈｅｒｎ吸印杂交法。

①Ｓｏｕｔｈｅｒｎ吸印杂交法：

Ａ基本原理，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ吸印杂交法（Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ）是指通过虹吸转移法、电泳转移法、真
空转移法等转移方法将经电泳分离及变性的ＤＮＡ片段转移到一定固相支持物上然后进行杂交并
对其实行检测的方法。

Ｂ一般流程，用适当的限制性内切核酸酶对待测ＤＮＡ进行酶切→经琼脂糖凝胶电泳将所得

ＤＮＡ片段按分子量大小分离→将含有ＤＮＡ片段的琼脂糖凝胶进行碱变性处理→将其中的单链

ＤＮＡ片段转移到硝酸纤维素滤膜或其他固相支持物上（各ＤＮＡ片段的相对位置保持不变）→与
标记的核酸探针进行杂交→放射自显影或免疫酶法显色显示杂交结果。

Ｃ注意要点，ａ所取待测ＤＮＡ样品的量因样品种类及研究目的而异。对于克隆片段的限
制性内切酶图谱分析，取０１～０５μｇ；对于鉴定基因组ＤＮＡ中的单拷贝基因序列，取１０～２０

μｇ；对于采用寡核苷酸探针或当探针的比放射活性较低时，取３０～５０μｇ。ｂ选用适当的限制性
内切核酸酶酶切待测ＤＮＡ样品的目的在于获得合适长度的ＤＮＡ片段。一般而言，较理想的片
段长度为０５～１０ｋｂ。ｃ电泳结束后，需在紫外线下仔细观察检查ＤＮＡ样品有无降解；酶切是
否完全；电泳分离效果是否理想；ＤＮＡ电泳带型是否清晰，有无拖尾等现象。ｄ一般采用０４５

μｍ孔径的硝酸纤维素滤膜。但当ＤＮＡ片段小于３００ｂｐ时，可选用０２２μｍ孔径的硝酸纤维素
滤膜，或采用尼龙膜。

②Ｎｏｒｔｈｅｒｎ吸印杂交法：

Ａ基本原理，Ｎｏｒｔｈｅｒｎ吸印杂交法（Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ）是指通过虹吸转移法、电泳转移法、
真空转移法等转移方法将经变性及电泳分离的ＲＮＡ转移到一定固相支持物上，然后进行杂交并
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对其实行检测的方法。

Ｂ一般流程，与Ｓｏｕｔｈｅｒｎ吸印杂交法基本相同。但Ｎｏｒｔｈｅｒｎ吸印杂交法主要用于鉴定特定

ｍＲＮＡ分子的大小及多少。此外，ＲＮＡ的变性方法与ＤＮＡ的变性方法不同。ＲＮＡ不能用碱变
性，因为碱会导致ＲＮＡ的水解。常用的ＲＮＡ变性电泳方法有甲醛变性胶电泳、聚乙二醛和二
甲基亚砜变性电泳、甲基氢氧化汞电泳等。

Ｃ注意要点，ａＲＮＡ极易被内源和外源的ＲＮＡ酶所降解，因此必须特别注意避免ＲＮＡ
酶的污染。ｂ尼龙膜可在碱性条件下与ＲＮＡ结合，因此可用７５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ作为转移
液。在此碱性条件下转移的优点在于可将ＲＮＡ部分降解，从而提高转移效率；同时，ＲＮＡ可与
尼龙膜不可逆地结合，因此转移后不必经烘烤或用紫外线照射固定。

（三）多聚酶链式反应

１基本原理 多聚酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术是指在模板ＤＮＡ、引
物和４种脱氧核糖核苷酸存在的条件下，利用ＤＮＡ聚合酶催化合成反应，体外扩增特异ＤＮＡ
片段的技术。

在进行ＰＣＲ扩增时，通常需要设计合成一对（两个）与目的ＤＮＡ片段两侧翼序列分别互补
的寡核苷酸引物。其中一引物与目的区段上游一条模板链的序列相互补，而另一引物与目的区段

下游另一条模板链的序列相互补。将热变性后分开的两条模板链与摩尔数大为过量的两个引物共

同温育复性产生的模板?引物杂交体作为作用底物，利用耐热的ＴａｑＤＮＡ聚合酶催化延伸合成反
应。在第一轮扩增完毕后，将反应混合物再加热使新构成的双链ＤＮＡ变性，然后再度温育使模
板链与引物复性，进入第二轮特异性合成。由于耐热的ＴａｑＤＮＡ聚合酶在热变性步骤中不失活，
因此可直接进入第二轮特异性合成而不需要另外补加ＤＮＡ聚合酶等。如此变性、复性、延伸合
成周而复始地循环进行，使两引物所限定区间的目的ＤＮＡ片段得到指数式扩增。
如上所述，ＰＣＲ的每个循环包括３步：①变性（ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ），通过加热至一定温度使双链

ＤＮＡ两链间的氢键断裂，ＤＮＡ双链离解形成两条ＤＮＡ单链。②复性（退火，ａｎｎｅａｌｌｉｎｇ），当反
应体系温度突然降低时，由于模板ＤＮＡ分子的结构比引物ＤＮＡ分子复杂得多，而且在反应体
系中引物的量大大多于模板，因此引物和与其互补的模板配对形成局部杂交双链，而变性后离解

形成的两条模板ＤＮＡ单链之间互补配对的机会则较少。③延伸（ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ），在４种脱氧核糖核
苷三磷酸底物、Ｍｇ２＋等存在的条件下，ＴａｑＤＮＡ聚合酶以模板?引物杂交体分别为模板和引物催
化ＤＮＡ链沿５′→３′方向合成延伸。每个循环的扩增产物作为下一循环的模板。

２ＰＣＲ的反应体系及反应条件
（１）反应体系。ＰＣＲ反应体系一般选用５０～１００μＬ体积，其中含有下列反应成分：

①ＫＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ。

②Ｔｒｉｓ?Ｃｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ（在室温时ｐＨ８４）。

③ＭｇＣｌ２１５ｍｍｏｌ／Ｌ。

④明胶或牛血清白蛋白１００μｇ／ｍＬ。

⑤２个引物，各０２５μｍｏｌ／Ｌ。

⑥４种底物（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ和ｄＴＴＰ），各２００μｍｏｌ／Ｌ。

⑦模板ＤＮＡ０１μｇ。
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⑧ＴａｑＤＮＡ聚合酶２５ＩＵ。
为防高温反应时液体的挥发，可封上矿物油。这样，即可进行ＰＣＲ。
（２）反应条件。ＰＣＲ反应条件一般如下：９４℃变性３０ｓ；５５℃复性３０ｓ；７０～７２℃延伸３０～

６０ｓ。一共进行３０轮左右的循环。
需要指出的是，由于ＴａｑＤＮＡ聚合酶作用时需要Ｍｇ２＋，模板?引物杂交体的变性解链和复

性等均受２价阳离子的影响，因此必须确定每次扩增反应的最佳Ｍｇ２＋浓度。同时，由于磷酸盐
缓冲液抑制ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性，因此务必不能使用该缓冲液。

３注意要点
（１）５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＫＣｌ能促进引物复性。但是如果高于此浓度，就会抑制ＴａｑＤＮＡ聚合酶
的活性。

（２）１０～５０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ?Ｃｌ可调节反应体系的ｐＨ值，维持反应体系处于ＴａｑＤＮＡ聚合
酶作用所需的偏碱性环境。

（３）１５～２０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｍｇ２＋是比较合适的（相应ｄＮＴＰ的浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ）。一般而
言，Ｍｇ２＋至少应比ｄＮＴＰ总浓度高０５～１０ｍｍｏｌ／Ｌ。但是，过量的Ｍｇ２＋会增加非特异性扩增
及影响产率。

（４）明胶或牛血清白蛋白对酶有一定的保护作用。但是如果质量不高，就会起相反作用。
（５）引物的使用浓度常为０１～０５μｍｏｌ／Ｌ。如果引物浓度过高，那么会引起错配和非特异
性扩增，且可增加引物之间形成二聚体的可能，从而竞争使用酶、底物和引物等，使得ＤＮＡ合
成产率降低。

（６）由于ｄＮＴＰ溶液具有较强的酸性，因此在使用时需以ＮａＯＨ将其ｐＨ调至７０～７５，再
分装于小管，置－２０℃贮存。过多的冻融会使ｄＮＴＰ产生降解。ｄＮＴＰ的使用浓度应在２０～２００

μｍｏｌ／Ｌ，其浓度过高可加快反应速度，但是同时也会增加碱基的错误掺入率及实验成本；反之，
其浓度过低会减慢反应速度，但是同时也会提高实验的精确性。４种底物（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、

ｄＧＴＰ和ｄＴＴＰ）的使用浓度必须等当量，以减少错配误差和提高使用效率。此外，由于ｄＮＴＰ
可与Ｍｇ２＋结合，因此应注意Ｍｇ２＋浓度与ｄＮＴＰ浓度之间的关系。
（７）模板ＤＮＡ的加入量须根据其分子量的大小加以调整，一般需含１０２～１０５拷贝。
（８）在１００μＬ反应体系中，一般所需ＴａｑＤＮＡ聚合酶０５～５ＩＵ，具体视待扩增ＤＮＡ片
段的长度及其复杂程度（Ｇ＋Ｃ含量）而定，同时应注意不同生产厂家酶的定义及生产条件。

ＴａｑＤＮＡ聚合酶使用浓度过高，可引起非特异性产物的扩增；ＴａｑＤＮＡ聚合酶使用浓度过低，
会使合成产物量减少。

需要指出的是，在使用ＴａｑＤＮＡ聚合酶的ＰＣＲ中，出现碱基错配的几率一般为２１×１０－４

左右。现从海底火山口分离到的一种能在近１００℃高温下生长的Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓｌｉｔｏｒａｌｉｓ菌中提纯
到了一种性能比ＴａｑＤＮＡ聚合酶更优越的耐热酶：ＶｅｎｔＴＭＤＮＡ聚合酶。该酶在１００℃时半衰期
达９５ｍｉｎ，且还具有３′→５′外切核酸酶活性。这一活性可能会有效地降低碱基的错配率。
（９）９４℃变性３０ｓ一般可使各种复杂的ＤＮＡ分子完全变性。温度过高及高温持续时间过长
会使ＴａｑＤＮＡ聚合酶和ｄＮＴＰ分子等受损。
（１０）复性温度的选择可以根据引物的长度及其Ｇ＋Ｃ的含量确定。当长度在１５～２５ｂｐ之间
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时，引物的复性温度可以通过Ｔｍ＝４（Ｇ＋Ｃ）＋２（Ａ＋Ｔ）计算得到。在Ｔｍ允许的范围内，
选择较高的复性温度，可以大大减少引物和模板之间的非特异性结合，提高ＰＣＲ的特异性。复
性时间３０ｓ足以使引物和模板之间完全结合。
（１１）延伸温度选择在７０～７５℃之间，此时，ＴａｑＤＮＡ聚合酶具有最高活性。延伸时间可以
根据待扩增ＤＮＡ片段的长度而定。一般而言，短于１ｋｂ片段的延伸时间１ｍｉｎ足够；长于１ｋｂ
片段的延伸时间需要相应延长。例如，扩增１０ｋｂ片段的延伸时间可达１５ｍｉｎ。
（１２）反应循环次数主要取决于模板ＤＮＡ的浓度。一般而言，反应循环次数为３０次左右。
反应循环次数愈多，非特异性扩增产物的量增加愈多。

４ＰＣＲ引物的设计的一般原则
（１）长度可为１５～３０ｂｐ，常为２０～２７ｂｐ。
（２）Ｇ＋Ｃ含量一般可为４０％～６０％，常为４５％～５５％。
（３）组成碱基尽可能随机分布，不能存在聚嘌呤或者聚嘧啶。尤其３′端不能以３个连续Ｇ
或者３个连续Ｃ结束。否则，会使引物在模板Ｇ＋Ｃ富集区错误引发。
（４）引物自身不能存在互补序列，连续互补碱基不能超过３个。否则，引物自身会折叠形成
发夹状等二级结构，这些二级结构的空间位阻作用影响引物与模板的复性结合。

（５）两个引物之间不能有互补性，尤其３′端不能存在互补性。否则，会形成引物二聚体。
两个引物之间不能超过４个连续碱基的同源性或者互补性。
（６）引物３′端原则上须与模板ＤＮＡ配对。当引物３′端末位碱基为Ａ时，即使在错配的情况
下，也能较好引发链的延伸。而当引物３′端末位碱基为Ｔ时，如果为错配之碱基，其引发链延
伸的效率就大大降低。当引物３′端末位碱基为Ｇ或Ｃ时，如果为错配之碱基，其引发链延伸的
效率就介于上述两者之间。因此，引物３′端的末位碱基最好选Ｔ、Ｃ或Ｇ，不选Ａ。
（７）由于引物５′端只限定ＰＣＲ产物的长度，而不影响扩增的特异性，因此引物５′端可被修
饰。引物的５′端修饰包括附加酶切位点，引入蛋白质结合序列、突变位点、启动子、生物素等。
总之，引物５′端碱基没有严格限制，只要与模板ＤＮＡ结合的引物部分的长度足够，其５′端碱基
可以不与模板ＤＮＡ匹配而呈游离状态。例如，在引物５′端可以游离多达数十个碱基而不影响

ＰＣＲ的进行。
（８）如果需要扩增编码区域，引物３′端就不要终止于密码子的第三位，因为密码子的第三
位易出现简并现象，从而影响扩增的特异性与效率。

（９）引物的序列与模板的非扩增区序列之间的同源性不要超过７０％或者不要有连续８个碱
基互补同源。

５引物的５′端修饰 如上所述，ＰＣＲ的延伸从两个引物的３′端开始，并决定着ＰＣＲ产物的
特异性。而５′端则限定着ＰＣＲ产物的长度。对引物５′端进行修饰非但不影响正常的ＰＣＲ，反而
有助于对ＰＣＲ产物的分析及进一步的操作。
根据具体修饰方法，一般可将引物５′端修饰分为附加核酸序列和功能基团修饰。
附加核酸序列法包括附加酶切位点、启动子、蛋白质结合序列、核糖体结合位点、突变位点

等。

功能基团修饰法是指引入功能基团修饰引物５′端，主要包括两类：放射性同位素（修饰三
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磷酸）和非放射性分子（修饰碱基）。

根据对ＰＣＲ产物的要求，可以选择相应的引物５′端修饰。在附加核酸序列时，根据不同的
研究目的，可在引物５′端附加长达４５个碱基而不影响ＰＣＲ的进行。附加核酸序列的方法很简
单，一般只需在设计合成引物时，在５′端加上所需序列。但是在设计附加酶切位点时，一般需
在酶切位点的５′端再设计附加２～４个无关碱基，以确保ＰＣＲ扩增产物的酶切效果。

６未知序列的扩增 ＰＣＲ最初是为扩增已知序列ＤＮＡ而发明设计的，ＰＣＲ技术的发展使
得一些未知序列的扩增成为可能。用于未知序列扩增的特殊ＰＣＲ方法主要如下：
（１）锚定ＰＣＲ（ａｎｃｈｏｒｅｄＰＣＲ，Ａ?ＰＣＲ）。如果需要扩增克隆一段已知序列５′端上游邻近的
未知ｃＤＮＡ序列，首先要分离细胞总ＲＮＡ或ｍＲＮＡ，根据已知序列设计合成特异引物，在逆转
录酶的作用下合成ｃＤＮＡ第一链，然后利用ＤＮＡ末端转移酶在ｃＤＮＡ第一链的３′端加上ｐｏｌｙ
（ｄＧ）尾，人工合成带有合适酶切位点及与ｐｏｌｙ（ｄＧ）相对应的ｐｏｌｙ（ｄＣ）的锚定引物。为保证
扩增特异性，ｐｏｌｙ（ｄＣ）至少应在十二聚以上。最后，利用特异引物和锚定引物进行ＰＣＲ扩增，
即可获得一段已知序列５′端上游邻近的未知ｃＤＮＡ序列的克隆。
经过适当修改，也可扩增克隆一段已知序列３′端下游邻近的未知ｃＤＮＡ序列。
另外，当已知某蛋白质Ｎ端或Ｃ端部分氨基酸序列时，经过适当修改，该法还可用于从基

因组ＤＮＡ扩增克隆该蛋白质的编码基因。
（２）简并引物ＰＣＲ（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅｒＰＣＲ，ＤＰ?ＰＣＲ）。所谓简并引物是指碱基序列不同，
但有相同碱基数的一组针对某一基因相同区段的寡核苷酸混合物。

值得指出的是，由于次黄嘌呤可与任何碱基配对，因此在碱基高度简并位置可使用次黄嘌呤

替代。

简并引物ＰＣＲ是指利用简并引物进行ＰＣＲ的方法。该法主要用于仅知蛋白质部分序列而求
知其编码基因序列的研究、寻找已知基因家族中新成员的研究等。

（３）反向ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓｅＰＣＲ，Ｉ?ＰＣＲ）。将含已知序列区段的ＤＮＡ分子，用在已知序列区段
内没有切点的合适的限制性内切核酸酶酶解，产生大小适于ＰＣＲ扩增的酶切片段。将这些酶切
片段的两端连接起来形成环状分子，用一对与已知序列区段两侧互补的引物进行ＰＣＲ。对已知
序列区段而言，在引物与模板复性后，两引物的３′端相背，两引物的延伸沿环状分子的未知序
列区段进行。

该法可对已知序列ＤＮＡ片段两侧的未知序列进行扩增。
（４）单一特异引物ＰＣＲ（ｓｉｎｇｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒＰＣＲ，ＳＳＰ?ＰＣＲ）。用合适的限制性内切核酸
酶酶切基因组ＤＮＡ，将酶切片段与合适载体连接重组。利用特异引物（与特异酶切片段一端互
补）和通用引物（与载体特异互补）来扩增特异酶切片段。

与反向ＰＣＲ相比，该法不需环化酶切片段。反向ＰＣＲ的扩增产物是已知序列ＤＮＡ片段两
侧的未知序列，不是连续的；而该法的扩增产物是连续的。该法可用于内含子?外显子的接头分
析。

（５）臆断引物ＰＣＲ（ａｒｂｉｔｒａｒｙｐｒｉｍｅｒＰＣＲ，ＡＰ?ＰＣＲ）。在温度等不严格的反应条件下，将臆
断选择的一个非特异引物与待分析的模板ＤＮＡ通过错配而复性。如果该非特异引物能作为两个
反向引物与模板ＤＮＡ双链相距一定距离复性，那么经过ＰＣＲ，两两反向引物所限定的ＤＮＡ片
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段就会得到高效扩增。通过对扩增产物的凝胶电泳分离，最后可以获得反映待分析基因组特征的

指纹图。

该法可以用于鉴定生物种间多态性等研究。

７其他常用的ＰＣＲ技术
（１）逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄＰＣＲ，ＲＴ?ＰＣＲ）。以总ＲＮＡ或ｍＲＮＡ为模板进行逆转
录，然后再进行ＰＣＲ扩增。该法主要用于基因表达等研究。
（２）不对称ＰＣＲ（ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃＰＣＲ）。在ＰＣＲ反应体系中，加入高、低两种不同浓度的非限
制性和限制性两种引物进行特异扩增，从而得到大量单链ＤＮＡ。非限制性和限制性两种引物的
浓度的比值一般采用５０～１００∶１。关键是低浓度引物（即限制性引物）的绝对量。限制性引物太
多太少均不利于制备单链ＤＮＡ。在低浓度引物被消耗完之前的扩增循环中，主要产物还是双链

ＤＮＡ。但是当低浓度引物被消耗完之后的扩增循环中，高浓度引物引导的ＰＣＲ反应就会产生大
量单链ＤＮＡ。
该法主要用于为测定核苷酸序列制备单链ＤＮＡ模板。
（３）多重ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）。在同一试管中加入多对引物，扩增同一模板ＤＮＡ的几个
区段。该法主要用于检测大基因上可能发生的多处缺失等突变。

（４）巢式ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）。首先以第一对引物对模板进行扩增，即扩增靶基因中较大区
域片段ＤＮＡ，然后再以较大区域内的序列设计合成第二对引物。再对模板进行ＰＣＲ扩增，即扩
增靶基因中较小区域片段ＤＮＡ。
该法两次连续扩增模板靶基因，可进一步提高ＰＣＲ检测的灵敏度和特异性。该法特别适于

微量模板的扩增。

８ＰＣＲ扩增中的常见问题、可能原因及解决办法
（１）没有扩增产物的可能原因及解决办法。

①酶失活或未加酶：换新酶或加入酶。

②模板样品含有杂质：再行纯化。

③模板变性不彻底，解链不完全：提高校准变性温度或延长变性时间。

④反应体系中有蛋白酶或核酸酶污染：在加ＴａｑＤＮＡ聚合酶之前，将反应体系于９５℃加热

１０ｍｉｎ。

⑤引物存在问题：重新设计引物，纯化引物。

⑥试剂没有混匀：严格操作规范，充分混匀反应体系。
（２）扩增产物在电泳凝胶上呈涂布或片状的可能原因及解决办法。

①加酶太多或者酶质量差：减少酶量或者换用优质的酶制剂。

②模板降解：重新提取制备模板。

③ｄＮＴＰ浓度太高：降低ｄＮＴＰ浓度。

④Ｍｇ２＋浓度太高：适当降低Ｍｇ２＋浓度。

⑤复性温度太低：提高复性温度。

⑥延伸时间太长：缩短延伸时间。

⑦循环次数太多：适当增加模板用量，减少循环次数。
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⑧电泳体系存在问题：调整凝胶中缓冲液与电泳缓冲液的浓度，制备好凝胶，选用优质琼脂
糖。

（３）溴酚蓝前有很宽区带的可能原因及解决办法。

①模板量太低：提高模板量。

②引物３′端互补：重新设计合成引物。

③引物用量太多：减少引物用量。

④预变性后没有立即进行扩增：预变性后立即进行扩增。

⑤复性温度太低，复性时间太长：提高复性温度，缩短复性时间。

⑥循环次数太多：减少循环次数。
（４）扩增产物出现多带的可能原因及解决办法。

①加酶太多：减少酶量。

②引物用量太多，引物特异性不够高：减少引物用量，重新设计合成引物。

③Ｍｇ２＋浓度太高：适当降低Ｍｇ２＋浓度。

④复性温度太低，延伸时间太长：提高复性温度，缩短延伸时间。

⑤循环次数太多：适当增加模板用量，减少循环次数。
（５）ＰＣＲ假阳性结果的可能原因及解决办法。

①靶序列的交叉污染：重新制备核酸样品，严格避免交叉污染。

②引物设计不当：重新设计合成引物。

③循环参数不当：调整循环参数，避免非特异性扩增。
（６）ＰＣＲ假阴性结果的可能原因及解决办法。

①样品含有酶抑制剂：进一步纯化或重新制备样品。

②引物太短：重新设计合成更长引物。

③试剂浓度不准：重新配制正确浓度试剂。

④循环参数不当：调整循环参数。

第二节 基因工程研究

一、目的基因的分离与制备

基因工程研究的第一步就是分离与制备目的基因。

（一）目的基因的分离

１基因分离的策略 在完全未知基因核苷酸序列的情况下，基因的分离策略大多比较复杂。
一般分离基因的策略多基于基因以下几个基本特性中的至少一个：①具有特定的核苷酸序列；②
存在于基因组中某一特定位置；③编码ｍＲＮＡ；④大多具有一定的功能。

２基因分离的注意事项 具体在进行目的基因分离时，注意要点如下。
（１）目前，应用广泛的是以基因表达产物蛋白质的纯化或表型突变体的分离为基础的基因分
离策略。但是，采用该策略的主要限制因素如下：大多数基因的表达产物仍属未知；有时即使已
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知，也还不能纯化足够的蛋白质供氨基酸测序或抗体制备。

（２）可通过植物细胞工程、物理和／或化学诱变等技术，从离体培养的细胞中筛选突变体，
进而根据基因突变互补性分离相应植物基因。

（３）可在ｃＤＮＡ文库中随机取一个克隆，测定其５′端的部分序列（约５００ｂｐ），并将所测序
列所编码的可能被翻译蛋白质的氨基酸序列与数据库中已知蛋白质的氨基酸序列做比较，从而推

断出这个克隆所含基因的可能功能。

（４）可通过建立能表达反义ｍＲＮＡ的转基因植株以鉴定某一基因的功能。该策略的要点就
是将某一感兴趣的基因序列通过克隆ｃＤＮＡ、利用反义技术进行构建，将其置于某一强启动子下
游，再将其导入受体植物。因为反义ｍＲＮＡ能与受体植物中的靶ｍＲＮＡ配对结合，减少了具有
翻译功能靶ｍＲＮＡ的量，所以降低或阻止了该基因表达产物蛋白质的生成。
所谓反义技术是指根据碱基互补原理，以人工化学合成或从生物体中分离制备的特定互补的

ＤＮＡ或ＲＮＡ片段（或其化学修饰产物），抑制或封闭靶基因表达的技术。
（５）理论上，只要突变的基因被鉴定和定位，采用染色体步移（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｗａｌｋｉｎｇ）等方
法就可将这个基因分离出来。利用 ＲＦＬＰ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）、ＲＡＰＤ
（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ）、ＡＦＬＰ（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）等分子标
记方法将某一基因进行相对准确的定位；然后以包含所感兴趣染色体上下游的两个紧密连锁标记

为探针，分离这个片段；最后根据遗传突变互补性鉴定并分离这个基因。

（６）许多植物基因可以根据其与细菌和酵母突变互补能力来分离。利用微生物与高等植物基
因功能的互补特点来分离有关的植物基因是极其有效的。

（７）许多有潜在利用价值的植物基因（包括控制一些重要的植物次生代谢产物的基因）都是
在特定植物组织中表达的（具有组织特异性）。富集这些基因的方法多采用差别筛选法（ｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｉａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ），也即从种植在不同条件下的相同植物，或从不同发育时期的相同植物，或从相
同植物的不同组织等样品中提取ｍＲＮＡ，然后由其制备带标记的ｃＤＮＡ，再以其作探针对适当生
物的ＤＮＡ文库进行鉴定。这样，根据ＤＮＡ标记的强弱就可确定某一基因在不同样品中的表达
差异。该法对鉴定高效表达的基因有效。但利用ＰＣＲ技术扩增稀有ｃＤＮＡ克隆，可以鉴定具特
异性表达但表达能力弱的基因。

但是，许多基因具有相似的特异表达模式，限制了特定基因的鉴定工作。结合其他筛选方

法，例如建立表达反义ｍＲＮＡ的转基因植株等，可克服上述困难。
（８）除了上述策略外，还有其他一些分离基因的策略，例如以ＤＮＡ插入诱变为前提的分离
基因的策略等。

（二）目的基因的制备

在已知基因部分核苷酸序列或全部核苷酸序列的情况下，基因的制备方法主要可分为两大

类：一类是基因化学合成法，一类是基因生物制备法。一般又可将基因生物制备法分为基因组文

库法、ｃＤＮＡ文库法和ＰＣＲ法等。

１基因化学合成法 就化学本质而言，基因是一段具有特定生物功能的核苷酸序列。如果
知道了基因的分子结构，就可以进行基因的化学合成。

迄今，有关ＤＮＡ的化学合成方法主要有磷酸二酯法、磷酸三酯法、亚磷酸三酯法、亚磷酸
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酰胺法及固相亚磷酸酰胺法。磷酸二酯法是最初发明的化学合成基因的方法，而固相亚磷酸酰胺

法是目前绝大部分ＤＮＡ自动合成仪所使用的方法。
由于现代科学技术的发展，ＤＮＡ的化学合成已经广泛采用ＤＮＡ自动合成仪进行，因此现在

仅在少数特殊情况下，采用人工合成。

目前，化学合成基因的思路主要有两条：①全基因合成，其一般适于分子较小而不易获得的
基因。首先根据双链基因序列，合成长度为４０～６０个碱基的寡核苷酸单链片段，并使每对相邻
互补的片段之间有４～６个碱基交叉重叠，然后将除基因两个末端外的所有片段磷酸化，在混合
复性后加入ＤＮＡ连接酶，即可获得较大的基因片段。如果需连接的ＤＮＡ片段较多，可采用分
步连接及克隆的方法，最后将克隆的较大片段重组为完整的基因。②基因的半合成，其一般适于
分子较大的基因。首先合成末端间有１０～１４个互补碱基的寡核苷酸单链片段，复性后以重叠区
为引物，利用ＤＮＡ聚合酶Ⅰ大片段或逆转录酶等催化合成反应，即可获得两条完整的互补双链

ＤＮＡ。
基因的化学合成法主要用于ＰＣＲ扩增引物、核酸测序引物、核酸杂交探针和合成接头等寡

核苷酸片段的合成。

２基因组文库法 基因组文库法是一种直接从基因组中分离目的基因的方法。所谓基因组
文库（ｇｅｎｅｌｉｂｒａｒｙ或ｇｅｎｅｂａｎｋ），是指汇集某一基因组所有ＤＮＡ序列的重组ＤＮＡ群体。
高等真核生物染色体基因组文库通常是以λ噬菌体作为载体构建的，有时也可以柯斯质粒作

为载体构建。

利用λ噬菌体载体构建基因组文库的一般操作程序如下：①选用识别序列均为４个核苷酸的
两种限制性内切核酸酶，对从某一高等真核生物组织细胞中提取的染色体基因组ＤＮＡ进行部分
酶解，得到１０～３０ｋｂ的ＤＮＡ限制性片段，利用凝胶电泳法等从中分离出大小为２０ｋｂ左右的
随机片段群体。②选用适当限制性内切核酸酶酶解λ噬菌体载体ＤＮＡ。③经适当处理，将基因
组ＤＮＡ限制性片段与λ噬菌体载体进行体外重组。④利用体外包装系统将重组体包装成完整的
颗粒。⑤以重组噬菌体颗粒侵染大肠杆菌，形成大量噬菌斑，从而形成含有整个基因组ＤＮＡ的
重组ＤＮＡ克隆群体，即基因组文库。
具备了基因组文库，就可以适当的目的基因片段作探针，利用高密度的噬菌斑或菌落原位杂

交技术，从大量的噬菌斑或菌落中筛选出含有目的基因的重组体的噬菌斑或菌落，再经过扩增，

提取其中的重组体，最后即可获得所需要的目的基因片段。

３ｃＤＮＡ文库法 虽然可用基因组文库法来获取真核生物的目的基因，但是由于高等真核生
物基因组ＤＮＡ文库比其ｃＤＮＡ文库大得多，相关工作量同样大得多。更为重要的是，在真核生
物基因组中含有大量的间隔序列（ｉｎｔｒｏｎ），但在大肠杆菌等原核生物中尚未发现类似序列的存
在，大肠杆菌不能从真核生物基因的初级转录本中去除间隔序列，即不能表达真核生物基因组

ＤＮＡ。而在真核生物成熟ｍＲＮＡ中已不存在间隔序列（其已在拼接过程中被去除），以真核生物
成熟ｍＲＮＡ为模板逆转录而成的ｃＤＮＡ可被大肠杆菌表达。因此，在基因工程中，ｃＤＮＡ文库
法是从真核生物细胞中分离目的基因的常用方法。

所谓ｃＤＮＡ文库（ｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙ）是指汇集以某生物成熟ｍＲＮＡ为模板逆转录而成的ｃＤＮＡ
序列的重组ＤＮＡ群体。
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ｃＤＮＡ文库通常以λ噬菌体和质粒作为载体构建。
构建ｃＤＮＡ文库的一般操作程序如下：
（１）总ＲＮＡ的提取。从细胞中提取ＲＮＡ与提取ＤＮＡ的方法基本相同。但是，由于ＲＮＡ
酶不易失活，因此在分离ＲＮＡ时，抑制ＲＮＡ酶的活性特别重要。常用的ＲＮＡ酶的抑制剂有异
硫氰酸胍、盐酸胍、二乙基焦碳酸（ＤＥＰＣ）等。
（２）ｍＲＮＡ的分离。真核细胞ｍＲＮＡ一般为其总ＲＮＡ的１％～５％，每种特异ｍＲＮＡ的量
非常少。因此，要提取特异ｍＲＮＡ，就需要选择特异而高度分化的组织。在这些组织细胞中特
异ｍＲＮＡ所占的比例较大。真核细胞ｍＲＮＡ的３′端一般带有ｐｏｌｙ（Ａ）序列，这一重要特性常
被用于从总ＲＮＡ中分离带ｐｏｌｙ（Ａ）的ｍＲＮＡ。
（３）ｃＤＮＡ双链的合成。以ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ为模板，以ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）作引物，加入４种三磷酸
脱氧核苷（ｄＮＴＰ），在逆转录酶的作用下合成ｃＤＮＡ第一链，在链的末端弯回形成一发夹结构；
碱处理降解ＲＮＡ与ＤＮＡ杂交双链中的ＲＮＡ模板链；以ｃＤＮＡ第一链为模板，发夹结构为引
物，在逆转录酶或ＤＮＡ聚合酶Ⅰ（或其Ｋｌｅｎｏｗ片段）作用下，利用４种三磷酸脱氧核苷
（ｄＮＴＰ），合成ｃＤＮＡ第二链；用特异切除单链的Ｓ１酶切去发夹环部分，最终得到平端双链

ｃＤＮＡ。
需要指出的是，逆转录能否形成全长ｃＤＮＡ，取决于转录中所取的条件、模板的结构和纯

度。为了获得全长ｃＤＮＡ，并提高其在总ｃＤＮＡ中的比例，需要注意：提高底物ｄＮＴＰ的浓度，
或加入一定量的焦磷酸钠等；加入氢氧化甲基汞或解链蛋白以打开ｍＲＮＡ的二级结构，使逆转
录酶易于穿越ｍＲＮＡ的特异性区域；加入ＲＮａｓｅ抑制剂，以防止污染的ＲＮａｓｅ对模板的降解作
用；在合成ｃＤＮＡ第二链时，采用无５′→３′外切核酸酶活性的大肠杆菌聚合酶Ⅰ的Ｋｌｅｎｏｗ片段，
而不是全酶。

（４）ｃＤＮＡ与载体的连接。
（５）噬菌体的包装及转染或质粒的转化，形成大量噬菌斑或菌落，从而形成以某生物成熟

ｍＲＮＡ为模板逆转录而成的ｃＤＮＡ序列的重组ＤＮＡ群体，即ｃＤＮＡ文库。
同样，具备了ｃＤＮＡ文库，就可以适当的目的基因片段作探针，利用高密度的噬菌斑或菌落

原位杂交技术，从大量的噬菌斑或菌落中筛选出含有目的基因的重组体的噬菌斑或菌落，再经过

扩增，提取其中的重组体，最后即可获得所需要的目的基因片段。

４ＰＣＲ法 如上所述，一般经典的ＰＣＲ法可用于已知核苷酸序列核酸片段的特异扩增；而
一些改进的ＰＣＲ法可用于一些未知核苷酸序列核酸片段的特异扩增。在此，不再赘述。

二、目的基因与载体的重组（重组体的构建）

（一）质粒ＤＮＡ的分离纯化
一般含有单独目的基因的ＤＮＡ片段即使进入了宿主细胞也不能进行增殖。通常它需要同适

当的能自我复制的ＤＮＡ分子（例如质粒、噬菌体ＤＮＡ等）结合后才能在通过转化或其他途径
导入宿主细胞，像正常质粒或病毒一样增殖和易于检测。

分离质粒载体ＤＮＡ有许多方法，但其共同步骤是先用溶菌酶处理含有质粒载体的宿主菌培
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养物，以除去其细胞壁，然后加入去污剂（例如ＳＤＳ），使其发生温和的溶菌作用。这样质粒

ＤＮＡ、多聚核糖体、可溶性蛋白质、ｔＲＮＡ等细胞内的大分子物质便逐步地释放出来，而核染色
体的ＤＮＡ则仍然附着在细胞的残渣碎片上，经过离心处理可使其同质粒分开。
将离心所得的含有质粒ＤＮＡ的上清液加酚处理除去蛋白。剩下的ＤＮＡ混合物中，质粒

ＤＮＡ（ｃｃｃＤＮＡ）呈超螺旋状态。为进一步纯化出ｃｃｃＤＮＡ分子，可在含有溴化乙锭（ｅｔｈｉｄｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＢ）染料和氯化铯（ＣｓＣｌ）溶液中进行密度梯度离心。ＥＢ是一种扁平分子，它能插入
双链ＤＮＡ分子的两个相邻碱基对之间，从而降低了ＤＮＡ分子在氯化铯中的密度。又由于

ｃｃｃＤＮＡ同ＥＢ的结合能力比开环ＤＮＡ和线性ＤＮＡ低得多，这样在氯化铯密度梯度中便可容易
地将ｃｃｃＤＮＡ同其他两种类型的ＤＮＡ分离开来。
其他载体ＤＮＡ分离纯化的原理与上述类似。
（二）目的基因与载体的连接

外源ＤＮＡ片段与载体ＤＮＡ分子的连接，即ＤＮＡ分子的体外重组，主要依赖于限制性内切
核酸酶及ＤＮＡ连接酶的作用。
在进行连接时，一般需要注意以下几点：①实验步骤尽可能简单容易；②在连接后，接点序

列能被一定的限制酶重新酶切，以便回收插入片段；③对转录和转译过程中密码结构的阅读不发
生干扰。

１外源ＤＮＡ片段定向插入载体分子 用两种不同的限制酶同时酶解一种特定的ＤＮＡ分子，
如果产生具有两种不同末端（黏性末端与另种黏性末端、黏性末端与平齐末端）的ＤＮＡ片段，
那么其能与经类似处理的载体ＤＮＡ实现定向克隆。

２非互补黏性末端ＤＮＡ分子的连接 在一定的反应条件下，可用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将平齐末
端的ＤＮＡ片段有效地连接起来；对于非互补黏性末端ＤＮＡ分子，在用特异作用于单链ＤＮＡ的

Ｓ１核酸酶处理使其变成平齐末端后，也可用Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行有效的连接。不过，平齐末端

ＤＮＡ片段间的连接作用在效率上明显低于黏性末端间的连接作用，而且不能再从原位删除下来。
可采用附加衔接物的方法提高平齐末端间的连接作用效率。衔接物（ｌｉｎｋｅｒ）是一种人工合

成的双链ＤＮＡ短片段，其上具有一个或数个在将与其连接的载体ＤＮＡ上不存在的限制酶识别
位点。可按平齐末端连接法给平齐末端片段加上相同识别位点的衔接物，再用在衔接物中具有识

别位点的合适限制酶切割，用常规方法连接。

也可利用接头进行ＤＮＡ平齐末端间的连接。接头（ａｄａｐｔｏｒ）是一种具有黏性末端的短核苷
酸双链，它与平齐末端连接后，不用经过切割即可与载体相连。

３连接反应的条件 为了使连接反应物中尽可能多的外源ＤＮＡ片段插入载体分子以形成重
组ＤＮＡ，必须阻止在限制酶切割后线性载体分子的自身环化作用。具体可采用以下方法。
（１）用碱性磷酸酶处理限制酶酶解产生的线性载体分子。碱性磷酸酶可除去线性载体ＤＮＡ
分子的５′?磷酸，而留下３′?羟基基团。经过碱性磷酸酶处理的线性载体分子，除非插入外源

ＤＮＡ片段，否则就不能重新环化为有功能的载体分子。
（２）采用同聚物加尾连接技术可自动防止线性载体ＤＮＡ分子的自身环化作用，这是因为切
割后形成的线性ＤＮＡ分子的两个３′—ＯＨ末端，此时都已被加上具有同样碱基结构的同聚物尾
巴。
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（３）应用柯斯质粒也可防止质粒ＤＮＡ分子发生自身环化作用。
需要指出的是，在连接反应中，正确配加载体ＤＮＡ与外源ＤＮＡ间的比例是高效获得重组

体的一个重要因素。在应用λ噬菌体或柯斯质粒作载体时，如果配置高比值的载体ＤＮＡ／外源

ＤＮＡ的连接反应体系，就有利于重组体分子的形成；在应用质粒作载体时，因为其重组体分子
是由一个载体分子和一个外源ＤＮＡ片段环化而成的，所以当载体ＤＮＡ与外源ＤＮＡ的比例为１
时，最利于重组体分子的形成。

三、将重组体导入受体细胞（重组转化体的获得）

根据作用原理，一般可将重组体导入受体细胞的方法主要分为生物学方法、物理学方法及化

学方法。

根据受体生物，一般可将重组体导入受体细胞的方法主要分为大肠杆菌转化法、酵母转化

法、植物细胞转化法及动物细胞转化法。

还要指出的是，由于选用大肠杆菌作为宿主细胞进行重组ＤＮＡ分子的扩增，操作简便，效
率较高，因此在将重组ＤＮＡ分子导入真核细胞前，常借助于穿梭载体，先将其转化到大肠杆菌
中使其扩增，后将其从大肠杆菌中提取出来，再将其转化到真核细胞中表达。

（一）大肠杆菌转化法

１氯化钙转化法（狭义的转化）或转染 氯化钙转化法首先将对数生长期的大肠杆菌悬浮
于冰预冷的低渗氯化钙溶液中处理，使细胞膜通透性增加，然后加入重组ＤＮＡ，使ＤＮＡ与钙离
子形成复合物，吸附于细胞表面，经４２℃短暂的热处理，促进外源ＤＮＡ进入感受态细胞。
对于受体细胞而言，氯化钙转化法，即狭义的转化（ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ）是感受态的大肠杆菌细

胞接受及表达质粒ＤＮＡ分子的生命过程；而转染（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）是感受态的大肠杆菌细胞接受
及表达噬菌体ＤＮＡ分子的生命过程。在本质上，两者并无根本差别。无论狭义的转化还是转
染，其关键因素都是用氯化钙处理大肠杆菌细胞，以提高其细胞膜的通透性，从而使外源ＤＮＡ
分子能容易地进入细胞内，具有较高的转化率。但一般情况下，狭义的转化得到的是转化子菌

落；而转染得到的是噬菌斑。

所谓转化率是指每微克ＤＮＡ转化受体细胞后所获得的转化子数。
在习惯上，上述狭义的转化和转染均属广义的转化。广义的转化是指将外源ＤＮＡ引入受体

生物细胞的过程。

２转导 转导（ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）首先将重组的λ噬菌体ＤＮＡ或柯斯质粒ＤＮＡ体外包装成具
有感染能力的λ噬菌体颗粒，然后经由在受体细胞表面的λ噬菌体接受器位点使这些重组体

ＤＮＡ注入大肠杆菌宿主细胞。
由于转染是一个相对低效的过程，因此在基因工程中，λ噬菌体ＤＮＡ等的直接转染并不常

用。经常应用的是λＤＮＡ体外包装技术，即首先将λ噬菌体ＤＮＡ或柯斯质粒ＤＮＡ体外包装成
具有感染能力的λ噬菌体颗粒，然后再以其转导受体细胞。这样，大大提高了λ噬菌体ＤＮＡ等
外源ＤＮＡ片段导入大肠杆菌宿主细胞的效率。

λＤＮＡ的体外包装是指在试管中完成噬菌体在宿主细胞内的全部组装过程。其基本原理是，
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λ噬菌体的头部和尾部的装配是分开进行的。头部基因发生了突变的噬菌体只能形成尾部，而尾
部基因发生了突变的噬菌体只能形成头部。将这两种不同突变型的噬菌体提取物混合起来就能在

体外装配成有生物活性的噬菌体颗粒。

一般只要为重组ＤＮＡ提供高浓度的噬菌体前体，包括包装蛋白、头部、尾部，就有可能形
成完整的噬菌体颗粒。

在用体外包装形成噬菌体颗粒的方法将重组ＤＮＡ导入受体菌株时，每微克ＤＮＡ可形成１０６

个噬菌斑，比不包装的裸露ＤＮＡ分子的效率高１００～１００００倍。
还要指出的是，在进行λ噬菌体ＤＮＡ包装时，λ噬菌体头部外壳蛋白容纳ＤＮＡ的能力是有

一定限度的，即其头部外壳蛋白包装ＤＮＡ的容量控制在野生型λＤＮＡ长度的７５％～１０５％。在
这个范围内，ＤＮＡ可以被包装成有活性的噬菌体颗粒，而超出这个范围的就不能形成正常大小
的噬菌斑。这即为λ噬菌体的包装限制。一般λ噬菌体载体的包装容量在１５ｋｂ左右。
（二）酵母转化法

１完整细胞转化法 该法首先利用乙酸锂或氯化锂处理对数生长期的酵母细胞，然后在运
载ＤＮＡ（鲑精ＤＮＡ、小牛胸腺ＤＮＡ）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）和聚乙二醇存
在下，重组ＤＮＡ经热冲击进入酵母细胞。
在转化过程中，ＰＥＧ的作用非常重要，因为ＰＥＧ能将大分子ＤＮＡ沉积于受体细胞表面。

２原生质体转化法 酵母细胞经过用适当水解酶酶解消化细胞壁等处理后，也像大肠杆菌
一样能够接受外源ＤＮＡ重组体的导入。
该法首先利用蜗牛酶处理对数生长期的酵母细胞，然后将经酶解去除了细胞壁的原生质体悬

浮于山梨醇及氯化钙的溶液中，在运载ＤＮＡ的存在下，用聚乙二醇使重组ＤＮＡ分子进入酵母
细胞。

该法利于ＤＮＡ多拷贝整合到酵母染色体上。
（三）植物细胞转化法

１农杆菌质粒介导法 根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｔｉ质粒介导法是目前研究
最多、技术最成熟的用于植物细胞转化的方法。在至今所获得的转基因植株中，８０％以上是利用
该法获得的。

根癌农杆菌Ｔｉ质粒介导法利用根癌农杆菌Ｔｉ质粒的Ｔ?ＤＮＡ，将外源ＤＮＡ导入植物细胞并
整合到受体核ＤＮＡ上。
该法的一般流程如下：根癌农杆菌的培养、纯化→根癌农杆菌工程菌侵染液的制备→植物外

植体的预培养→将根癌农杆菌工程菌接种到植物外植体的损伤切面→植物外植体与根癌农杆菌的
共培养→植物外植体的脱菌培养→转化体的选择培养。
根据接种植物材料，一般可将根癌农杆菌Ｔｉ质粒介导法主要分为整体植株接种共感染法、

叶盘转化法、原生质体共培养转化法等。

该法的主要特点如下：

①成功率高，效果好。无论将根癌农杆菌工程菌接种于植物整株的伤口，还是以其感染植物
离体培养细胞，通常都可获得较高的转化率。

②在所有植物遗传转化方法中，该法技术最成熟，应用最广泛。
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③Ｔｉ质粒的Ｔ?ＤＮＡ区可以容纳相当大的外源ＤＮＡ片段的插入。已可将长达５０ｋｂ的异源

ＤＮＡ片段通过Ｔ?ＤＮＡ完整地转入植物细胞。

④Ｔ?ＤＮＡ上含有引导ＤＮＡ转移和整合的序列，以及能够被高等植物细胞转录系统识别的功
能启动子和转录信号，使插入到Ｔ?ＤＮＡ区的外源基因能够随同Ｔ?ＤＮＡ一道在植物细胞中表达。

⑤整合进植物基因组中的Ｔ?ＤＮＡ及插入其间的外源基因不仅能够在植物细胞中表达，而且
可以根据人们的需要连接不同的启动子，使外源基因能够在再生植株的各种组织器官中特异性表

达。

⑥该法转化的外源基因在受体植物中多以单拷贝存在，遗传稳定性好，并且多数符合孟德尔
遗传规律。因此其转基因植株能够较好地为育种提供中间选育材料。

⑦该法的不足之处在于根癌农杆菌侵染的宿主范围主要限于双子叶植物。
在农杆菌质粒介导法中，除了上述根癌农杆菌Ｔｉ质粒介导法之外，还有发根农杆菌Ｒｉ质粒

介导法也用于对植物细胞的遗传转化。

２基因枪法 基因枪法首先将外源ＤＮＡ包被在微小的金粒或钨粒的表面，然后在高压的作
用下，将微粒高速射入受体细胞或组织，使微粒上的外源ＤＮＡ进入受体细胞，整合于染色体
上。

基因枪法的一般流程如下：金粒或钨粒的洗涤→外源ＤＮＡ?金粒或钨粒复合体的制备（在氯
化钙的沉淀及在亚精胺、聚乙二醇的黏附作用下，将外源ＤＮＡ与金粒或钨粒混合，吹干）→靶
受体材料的准备→用ＤＮＡ?微粒复合体进行轰击→被轰击受体材料的进一步处理、培养。
基因枪法的特点如下：

①由于根癌农杆菌仅对某些双子叶植物敏感，而对多数单子叶植物不敏感，从而限制了根癌
农杆菌Ｔｉ质粒介导法等的应用范围。

②靶受体细胞组织类型广泛。该法不仅可以原生质体作为受体材料，而且可以完全细胞、组
织等作为受体材料进行轰击转化。

需要指出的是，基因枪法虽然主要用于对植物细胞的遗传转化，但是也可用于对动物细胞、

微生物等的遗传转化。

还要指出的是，将外源ＤＮＡ导入植物细胞的其他转化方法还有电穿孔法、超声波法、显微
注射法、激光微束法、聚乙二醇法、脂质体法、花粉管通道法、生殖细胞浸泡法和病毒介导法

等。

（四）动物细胞转化法

１显微注射法 显微注射法首先利用非常微细的玻璃毛细管携带外源ＤＮＡ，在显微镜下直
接将外源ＤＮＡ注射到动物受精卵细胞核中，然后将导入外源ＤＮＡ的受精卵经体外培养、检测
后作胚胎移植。

该法的主要特点如下：

①体外受精。从受体动物的卵巢里获得卵母细胞，体外孵育成熟，加入精子，进行体外受
精，并进行受精卵的体外培养。

②在胚胎移植前检测、鉴定外源ＤＮＡ的整合，可定向挑选具有目的基因整合的胚胎进行移
植。
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③改进胚胎移植技术可以减少受精卵的损伤，提高受精率。

２磷酸钙共沉淀法 磷酸钙共沉淀法首先将一定浓度的氯化钙和外源ＤＮＡ置于含有靶细胞
的磷酸缓冲液中，然后调节ｐＨ使外源ＤＮＡ与钙结合形成白色的共沉淀。这些白色沉淀可沉积
于靶细胞细胞膜的表面，阻断溶酶体酶的活性，改善细胞膜的通透性，并诱导细胞吞噬，从而使

外源ＤＮＡ进入靶细胞。
该法适于多种细胞，并可形成稳定的转化子。

３电穿孔法 电穿孔法（ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ）是指利用高压电脉冲使细胞膜形成小孔而导入外
源ＤＮＡ的技术。
该法的一般流程如下：将外源ＤＮＡ与待转化的细胞置于特制的装置内→在高压脉冲电场作

用下，电脉冲可使细胞膜产生瞬时可逆性穿孔→同时，通过细胞的胞饮作用，外源ＤＮＡ被摄入
细胞→外源ＤＮＡ整合到细胞的基因组上。
该法适于导入环型ＤＮＡ及线形ＤＮＡ；既适于外源ＤＮＡ的瞬时表达，也适于外源ＤＮＡ的

稳定转化，更适于用磷酸钙共沉淀法无效的细胞的转化；既适于动物细胞的转化，也适于植物细

胞和微生物的转化。

４病毒感染法 病毒感染法首先将外源ＤＮＡ与病毒重组，将其包装，形成完整病毒颗粒，
然后将病毒颗粒释放到培养基上，使其在聚乙二醇的作用下感染受体细胞，进行基因转移。

该法利用的病毒有ＲＮＡ病毒（例如逆转录病毒）和ＤＮＡ病毒（例如腺病毒）。
需要指出的是，将外源ＤＮＡ导入动物细胞的其他转化方法还有阳离子脂质体法、细胞融合

法等。

四、重组转化体的筛选和鉴定

（一）利用表型特征进行筛选（遗传检测法）

表型（ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）是指机体遗传组成同环境相互作用所产生的外观或其他特征。
供筛选用的表型特征来自两个方面：一是克隆载体提供的，这是主要的；一是外源ＤＮＡ提

供的，这是次要的。

１利用载体提供的表型特征进行筛选
（１）抗药性标记基因插入失活筛选法。插入失活效应是指外源ＤＮＡ插入载体后使载体某种
生物功能丧失的现象。

常见的插入失活有抗药性选择标记基因插入失活。例如，ｐＢＲ３２２载体含有ａｍｐｒ和ｔｅｔｒ两个抗
药性选择标记基因。如果没有插入外源ＤＮＡ，其表型为ＡｍｐｒＴｅｔｒ。但是，如果将外源ＤＮＡ插
入抗药性选择标记基因内的任一酶切位点，相应抗药性选择标记基因即被插入失活。因此，将经

重组体转化处理后的大肠杆菌置于含有相应抗菌素的生长培养基上进行培养，即可容易地筛选出

重组转化体。

（２）β?半乳糖苷酶显色反应筛选法。在β?半乳糖苷酶失活的λ插入型载体的基因组中含有一
个大肠杆菌的ｌａｃ５区段，此区段编码β?半乳糖苷酶基因ｌａｃＺ。在诱导物ＩＰＴＧ（异丙基硫代半乳
糖苷）存在下，β?半乳糖苷酶能作用于Ｘｇａｌ（５?溴?４?氯?３?吲哚?β?Ｄ?半乳糖苷）形成蓝色复合物
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（５?溴?４?氯靛蓝）。将被这种λ载体感染的大肠杆菌ｌａｃ－指示菌涂布于加有ＩＰＴＧ和Ｘｇａｌ的培养基
平板上，就会形成蓝色的噬菌斑。但是，如果在ｌａｃ５区段插入外源ＤＮＡ，就会阻断β?半乳糖苷
酶基因ｌａｃＺ的编码序列，那么被这种λ重组体感染的ｌａｃ－指示菌由于不能合成β?半乳糖苷酶而
只能形成无色的噬菌斑。因此，根据此种显色反应即可筛选出含有外源ＤＮＡ插入序列的重组转
化体克隆。

２利用外源ＤＮＡ提供的表型特征进行筛选 这种筛选法要求外源ＤＮＡ是一个完整的基因，
而且能够在大肠杆菌或其他受体细胞中实现功能表达。

该法基本原理如下：与载体重组的外源ＤＮＡ完整基因对大肠杆菌转化宿主菌株所具有的突
变能够产生体内抑制或互补效应，从而使宿主细胞表现出外源基因所编码的表型特征；或与载体

重组的外源ＤＮＡ完整基因赋予受体细胞、组织、个体等新的遗传信息，从而使遗传转化受体表
现出外源基因所编码的表型特征。

３利用噬菌斑的形成进行筛选 以λ噬菌体载体与外源ＤＮＡ构建的重组体的筛选主要依赖
于重组体的大小及形成噬菌斑的能力。

重组体ＤＮＡ只有在为野生型λ噬菌体ＤＮＡ的７５％～１０５％的长度时，才能在培养平板上形
成清晰的噬菌斑，而载体ＤＮＡ本身是不会包装成活的噬菌体颗粒的。
此外，在免疫功能失活的插入型载体的基因组中有一段免疫区，此区段带有１～２种限制性

内切核酸酶的单一酶切位点。如果外源ＤＮＡ插入该位点，就会使载体所具有的合成活性阻遏物
的功能遭受破坏，从而不能进入溶原周期。因此，凡是有外源ＤＮＡ插入的λ重组噬菌体都只能
形成清晰的噬菌斑；而没有外源ＤＮＡ插入的亲本噬菌体就会形成混浊的噬菌斑。根据上述噬菌
斑的形态，即可筛选出λ重组体。

４利用遗传互补作用进行筛选 如果在转化宿主细胞后，重组体的表达产物可与宿主的营
养缺陷型突变发生互补作用，那么根据这种特性，即可筛选出重组转化体。

该法尤其适于外源基因导入哺乳动物后对重组转化体的筛选。例如，真核细胞在核苷酸生物

合成时，二氢叶酸还原酶基因（ｄｈｆｒ）编码的二氢叶酸还原酶催化二氢叶酸还原生成四氢叶酸，
然后利用四氢叶酸合成胸腺嘧啶。ｄｈｆｒ－表型真核细胞（突变型）不能合成四氢叶酸，因此必须
在培养基中添加胸腺嘧啶才能生长。以目的基因与具有ｄｈｆｒ基因的载体所构建的重组体转化的

ｄｈｆｒ－细胞能够合成四氢叶酸，核苷酸合成也能顺利进行，转化的ｄｈｆｒ－细胞能够在不加胸腺嘧
啶的培养基中存活；而未经ｄｈｆｒ基因转化的ｄｈｆｒ－细胞则会死亡。
（二）物理筛选鉴定法

１电泳检测法 根据ＤＮＡ分子量的大小，以凝胶电泳检测重组体。

２Ｒ?环检测法 Ｒ?环是指ＲＮＡ通过取代与其序列一致的ＤＮＡ单链而与另一单链ＤＮＡ杂
交，被取代的ＤＮＡ单链与ＲＮＡ?ＤＮＡ杂交双链所形成的环状结构。

Ｒ?环的形成是在７０％甲酰胺溶液中接近ＤＮＡ变性温度时，杂交双链ＤＮＡ?ＲＮＡ分子比双链

ＤＮＡ?ＤＮＡ分子更稳定所致。Ｒ?环结构一旦形成就十分稳定。因此，应用Ｒ?环检测法可鉴定出
双链ＤＮＡ中存在的与特定ＲＮＡ分子同源的区域（可在电子显微镜下观察）。
（三）利用限制性内切核酸酶酶切进行鉴定

选择适当的限制酶对重组体ＤＮＡ进行酶切鉴定。
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（四）利用核酸杂交进行鉴定

所用的核酸杂交法就是常用的几种核酸杂交法，例如Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交等。其
基本原理已如上所述。

（五）利用ＰＣＲ技术进行鉴定
利用ＰＣＲ技术可以对目的基因等特异核酸进行鉴定。其基本原理前面已经介绍。
（六）利用免疫学方法进行筛选鉴定

该类方法基本原理如下：以目的基因在受体细胞中的表达产物（多肽）作抗原，以该基因产

物的免疫血清作抗体，根据抗原?抗体反应，即可筛选鉴定出目的基因克隆及其产物。

１放射性抗体检测法 该法的一般流程如下：将转化的菌体涂布在琼脂培养基平板上→待
出现菌落后，将其影印到另一琼脂平板上继续培养，保留原来的琼脂平板作为母板→待影印琼脂
平板上的菌落长好后，将其置于含有氯仿饱和气体的容器中使菌落裂解，阳性菌落便释放出抗

原→将吸附了未标记ＩｇＧ抗体的聚乙烯薄膜覆盖在琼脂平板表面。如果抗原与抗体具有对应关
系，在薄膜上就会形成抗原?抗体复合物→取下聚乙烯薄膜，再用１２５Ｉ标记的ＩｇＧ处理，１２５Ｉ?ＩｇＧ
便会与结合在聚乙烯薄膜上的抗原决定簇结合→漂洗聚乙烯薄膜，除去过剩的１２５Ｉ?ＩｇＧ，在空气
中使之干燥→作放射性自显影，判断结果→从母板上获得所需重组克隆。

２免疫沉淀检测法 免疫沉淀检测法首先在生长菌落的琼脂培养基中加入专门抗某种蛋白
质的特异性抗体，如果有些菌落的细菌分泌出这种蛋白质，那么在其周围就会出现一个由沉淀素

（ｐｒｅｃｉｐｉｔｉｎ）（抗体?抗原沉淀物）所形成的白色圆圈。

３酶联免疫吸附检测法 酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ?ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏ?ｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）
是指基于固相?液相的抗原?抗体反应体系，采用酶标记，通过酶反应对抗原与抗体的结合进行检
测的方法。

该法的一般流程如下：制备抗原制剂→免疫动物→制备抗血清→纯化抗体→使抗体与合适酶
（例如，辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶）交联，即以酶标记抗体→将抗体（或抗原）固定于固相
载体（例如，多孔的聚苯乙烯微量反应板）的表面→利用抗原与抗体结合的免疫反应，将样品中
的特异抗原固定下来→加入酶标抗体，形成抗体?抗原?酶标抗体复合物→洗去未结合的酶标抗
体→加入合适酶的显色或荧光底物→通过酶促反应所发生的颜色或荧光变化检测出抗原的量。
（七）利用Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交进行鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交是将蛋白质电泳、吸印、免疫测定融为一体的特异蛋白质的检测方法。
该法的一般流程如下：从外源目的基因的重组转化体中提取蛋白质→将所提取的蛋白质经

ＳＤＳ?聚丙烯酰胺凝胶电泳，使蛋白质按分子大小分离→将分离的各蛋白质条带原位不变地转移
到固相膜上→将膜在高浓度的蛋白质溶液中温育，以封闭非特异性位点→加入特异第一抗体，使
特异第一抗体与转移到固相膜上的目的蛋白质（抗原）结合→加入能够与特异第一抗体专一结合
的标记的第二抗体→根据第二抗体上标记化合物的性质进行检测。根据检测结果，可知被检重组
转化体中外源目的基因表达与否、所表达蛋白质量的多少及其分子量的大小。

（八）利用核苷酸序列测定进行鉴定

利用核苷酸序列测定技术可以对目的基因等特异核酸进行鉴定。
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（九）转译筛选鉴定法

转译筛选鉴定法利用无细胞翻译系统（ｃｅｌｌ?ｆｒｅｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ）检测经处理后的ｍＲＮＡ
的生物学功能。其突出优点是能明确克隆的ＤＮＡ与其编码的蛋白质之间的对应关系。
根据对ｍＲＮＡ的处理，可将转译筛选鉴定法主要分为阻断转译杂交法和释放转译杂交法。

常用的无细胞翻译系统有麦胚提取物系统和网织红细胞提取物系统。

１阻断转译杂交法 该法的基本原理如下：在体外无细胞转译系统中，ｍＲＮＡ一旦同克隆

ＤＮＡ杂交后就不能再指导蛋白质多肽的合成，即ｍＲＮＡ的转译被阻断抑制了。

２释放转译杂交法 该法的一般流程如下：将克隆ＤＮＡ结合到硝酸纤维素滤膜上→与未经
分离纯化的ｍＲＮＡ或细胞的总ＲＮＡ杂交→漂洗滤膜，在低盐缓冲液或含有甲酰胺的缓冲液中加
热，将杂交的ｍＲＮＡ洗脱下来（将ｍＲＮＡ释放出来）→用回收的ｍＲＮＡ进行体外转译→用聚
丙烯酰胺凝胶电泳和放射性自显影分析鉴定转译产物，也可测定蛋白产物的生物活性。

五、克隆基因的表达

基因工程研究的最终目的就是使外源基因在受体生物系统（原核生物系统或者真核生物系

统）中高效表达，而基因表达一般包括转录和转译两个过程。

（一）原核生物系统与真核生物系统中基因表达的不同特点

１ＤＮＡ的存在状态不同 在细菌中，大部分ＤＮＡ处于非结合状态，某些蛋白质存在于折叠
的染色体中。而真核生物的ＤＮＡ与组蛋白结合形成染色体，ＤＮＡ也与多种非组蛋白结合，只有
一小部分ＤＮＡ是裸露的。

２重复序列的不同 在细菌中，除了重复的ｒＲＮＡ和ｔＲＮＡ基因和少数特异性短顺序（例
如启动子中某些部分）之外，很少重复顺序。而真核生物的ＤＮＡ有相当一部分是由几种核苷酸
顺序重复几百乃至几百万份所组成。有些顺序呈串联重复，但大多数重复顺序并非如此。

３内含子和转录后加工系统是否存在 原核生物基因一般没有内含子，在原核生物中缺乏
真核生物的转录后加工系统。因此，在具有内含子的真核生物基因于原核生物中转录成ｍＲＮＡ
后，其中的内含子不能被切除。在真核生物中，基因的碱基和基因产物的氨基酸通常不是对应的

线性关系，真核ＤＮＡ中相当多的碱基顺序是不翻译的。大多数真核基因都具有内含子，在翻译
开始前ｍＲＮＡ必须经过加工。用于指导蛋白质合成的模板ｍＲＮＡ分子，其大小一般仅占初级转
录本的１０％左右。在ｍＲＮＡ加工过程中，内含子被删除掉，外显子则重新结合为成熟的ｍＲＮＡ
分子。

４基因表达的单位不同 原核生物的基因表达是以操纵子为单位的。操纵子是数个相关的
结构基因及其调控区的结合。调控区主要分为３个部分：操纵基因、启动基因（启动子）及其他
有调控功能的部位。在真核生物中，通常只能从成熟的ｍＲＮＡ分子上翻译出一种多肽链。

５ＲＮＡ聚合酶的种类不同 原核生物只有１种ＲＮＡ聚合酶，识别原核系统的启动子，催化
所有ＲＮＡ的合成。而真核生物有３种ＲＮＡ聚合酶，分别参与不同类型ＲＮＡ的合成。

６核膜的有无决定着转录与转译是否偶联 由于原核生物无核膜，因此转录与转译是偶联
的，二者也是连续进行的。原核生物染色体ＤＮＡ是裸露的环形ＤＮＡ，转录成ｍＲＮＡ后，可直
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接在细胞质中与核糖体结合转译形成蛋白质。而在真核生物中，ＲＮＡ在核中合成，必须穿过核
膜运入细胞质内才能被利用。

７转录的控制不同 在原核生物中，在ｍＲＮＡ的合成还未完成时，蛋白质（或多肽）的转
译即已开始。原核生物基因表达的控制主要在转录水平。在真核生物双链ＤＮＡ分子上，某基因
中只有一条链（有义链）转录成ｍＲＮＡ，另一条链为反义链。在含有多个基因的ＤＮＡ双链中，
每个基因的有义链并不都在同一链上，即在一条链上既具有一些基因的有义链，也含有另外一些

基因的反义链。

８真核生物ｍＲＮＡ分子的５′端和３′端都会发生修饰作用 例如，在其５′端具有一个被称为
“帽”的结构，而在其３′端则具有一条很长的多聚腺苷酸（可长达２００个核苷酸）尾，即通常所
指的ｐｏｌｙ（Ａ）序列。

９ｍＲＮＡ的寿命不同 许多真核生物的ｍＲＮＡ分子的寿命都比原核生物的长。

１０Ｓ?Ｄ序列是否存在 在大肠杆菌原核生物ｍＲＮＡ的核糖体结合位点上，含有一个转译起
始密码子及与１６Ｓ核糖体ＲＮＡ的３′端碱基互补的序列，即Ｓ?Ｄ序列。而真核生物则缺乏此序
列。

（二）外源基因在受体生物细胞中正确表达的条件

１启动子 启动子（ｐｒｏｍｏｔｅｒ）是指ＤＮＡ链上一段能与ＲＮＡ聚合酶结合并能起始ｍＲＮＡ
合成（转录）的序列。其是基因表达不可缺少的重要调控序列。如果没有启动子，就不能进行转

录。

原核生物启动子是由两段分开、但高度保守的核苷酸序列组成的。其中之一为Ｐｒｉｂｎｏｗｂｏｘ，
位于转录起始点上游５～１０ｂｐ，一般由６～８个碱基组成，富含Ａ、Ｔ，因此其又称为ＴＡＴＡｂｏｘ
或－１０区；另一序列为－３５区，位于转录起始点上游３５ｂｐ处，一般由１０个碱基组成。
由于原核生物ＲＮＡ聚合酶不能识别真核基因的启动子，因此在原核生物中表达载体的启动

子必须为能被原核生物ＲＮＡ聚合酶识别的原核启动子。将外源基因克隆在其下游，使外源基因
（原核基因或真核基因）在原核生物细胞中转录。

在原核生物表达系统中，通常选用可调控的强启动子，例如：ｌａｃ（乳糖启动子）、ｔｒｐ（色氨
酸启动子）、λＰＬ（λ噬菌体的左向启动子）、ｔａｃ（乳糖和色氨酸的杂合启动子）等。

２Ｓ?Ｄ序列 ｍＲＮＡ在细菌等原核生物中的转译效率严格依赖于其上的核糖体ＲＮＡ的结合
位点，即Ｓ?Ｄ序列以及Ｓ?Ｄ序列与起始密码子ＡＵＧ之间的距离。
所谓Ｓ?Ｄ序列是指位于ｍＲＮＡ的５′端不转译的前导区段内起始密码子ＡＵＧ上游３～１０ｂｐ

处的由３～９个碱基组成的一段序列。该段序列富含嘌呤核苷酸，与１６ＳｒＲＮＡ的３′端富含嘧啶
的序列（ＡＵＵＣＣＵＣＣＡＣＵＡＧ）互补，是核糖体ＲＮＡ的识别和结合位点，控制转译的起始。

３起始密码子 起始密码子（ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｃｏｄｏｎ）是指规定多肽链的第一个氨基酸的密码子。
细菌的起始密码子或为ＡＵＧ，它转译为Ｎ?甲酰基甲硫氨酸（一种修饰的氨基酸）；或较罕见的

ＧＵＧ，它转译为缬氨酸。真核生物的起始密码子为ＡＵＧ，并转译为甲硫氨酸。其也用来表示

ＤＮＡ中的相应顺序ＡＴＧ。

４终止子 终止子（ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ），即转录终止子，是指位于一个基因或操纵子３′末端后的
一段特定核苷酸序列，其具终止转录的功能。
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在构建表达载体时，为防止所克隆外源基因的表达干扰载体的稳定性，一般都在多克隆位点

的下游插入一段很强的核糖体ＲＮＡ的转录终止子。

５转译后的修饰与加工 在真核细胞中，有时需要将前体蛋白降解为功能蛋白；有时需要
进行某种修饰，例如，糖基化为糖蛋白。在细菌中，外源真核基因表达成融合蛋白比表达成非融

合蛋白更为稳定。

融合蛋白是指其氨基端（Ｎ端）是原核细胞序列，羧基端（Ｃ端）是真核细胞序列。这种融
合蛋白仍具有真核细胞的抗原性，可用作抗原。

（三）外源基因在受体（原核）生物细胞中高效表达的调控

１选用强启动子及增强子 强的启动子可产生较多的ｍＲＮＡ，而弱的启动子则相反。通过
比较不同的启动子，可发现其上两个区域的序列是高度保守的。在原核细胞中，一个区域是位于转

录起点上游１０ｂｐ的－１０区的ＴＡＴＡＡＴ序列（Ｐｒｉｂｎｏｗｂｏｘ）；另一个区域是－３５区的ＴＴＧＡＣＡ
序列。这两个区域对于决定启动子的强度是很重要的。除了少量例外，一般启动子相应序列与上

述保守序列越相似，其启动子的表达能力越强。两个保守区之间的序列长度对启动子的功能也有

影响。据文献报道，间隔１７ｂｐ的启动子功能最强。在真核细胞中，一个区域是位于－１２～－３２之
间的ＴＡＴＡＡＴＡＴＡ序列（ＴＡＴＡｂｏｘ）；另一个区域是位于－７０～－８０之间的ＧＧＴＣＡＡＴＣＴ序
列。

此外，还有一个称作增强子（ｅｎｈａｎｃｅｒ）的７２ｂｐ的重复序列，多位于更上游处，有时也位
于基因３′端的下游区或位于内含子中，其作用为促进基因转录，增强基因表达。

２调整Ｓ?Ｄ序列与ＡＵＧ之间距离 以此达到最佳的转译效率。

３优化转译起始相关序列 当连接在Ｓ?Ｄ序列后的４个碱基为４个Ａ（Ｔ）时，其转译作用
最有效；而当连接在Ｓ?Ｄ序列后的４个碱基为４个Ｃ（或４个Ｇ）时，其转录效率则只有最高转
译效率的５０％（或２５％）。直接位于起始密码子ＡＵＧ左侧的密码三联体的碱基组成也会影响转
译效率。例如，当β?半乳糖苷酶的ｍＲＮＡ的此密码三联体为ＵＡＵ或ＣＵＵ时，其转译最为有
效；当为ＵＵＣ、ＵＣＡ或ＡＧＧ时，其转译水平即下降２０倍。

４优化起始密码子下游密码子组成 使外源基因能在受体细胞中转录。

５采用转录终止子 在克隆基因的末端，存在一个转录终止子是十分重要的。其原因主要
如下：①若干非必须转录本的合成会使细胞消耗巨大的能量用于制造大量不必要的蛋白质；②在
转录本上有可能形成一些不期望出现的二级结构，从而降低了转译效率；③偶尔会出现启动子阻
塞现象（ｐｒｏｍｏｔｅｒｏｃｃｌｕｓｉｏｎ），即克隆基因启动子所开始的转录会干扰另一个必要基因或调节基
因的转译。而转录终止子的存在可使上述现象得以避免。因已发现，有些强启动子会通读到

ＲＯＰ（蛋白质阻遏物）基因，干扰质粒的复制，导致质粒拷贝数下降。

６提高质粒拷贝数及其稳定性 提高基因拷贝数，即基因剂量的最简单易行的方法如下：
将基因克隆到高拷贝数的质粒载体上。ＲＯＰ基因的缺失，或是ＲＮＡⅠ（不转译的ＲＮＡ分子）
基因的突变，都会引起ＣｏｌＥⅠ派生质粒拷贝数的增加。由缺陷性分配引起的质粒丢失现象称作
质粒分离的不稳定性（ｓｅｇｒｅｇａｔｉｖｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ）。天然产生的质粒都可稳定地保持在宿主细胞内，
这是由于它们具有一个分配功能区ｐａｒ所致。如果需要避免缺失了ｐａｒ区的质粒（例如ｐＢＲ３２２）
的宿主细胞在分裂时产生无质粒细胞，可以通过对细胞群体保持抗生素的选择压力达到；也可通
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过对无质粒的细胞进行反选择，以解决质粒分离不稳定性的问题。

７诱导受体细胞生长与外源基因表达分开 一般采用温度诱导或药物诱导。

８诱导受体细胞生长与表达载体复制分开 将受体细胞的生长与表达载体的复制分开。当
受体细胞迅速生长时，抑制载体的复制；当其生物量积累到一定水平后，再诱导载体复制，增加

载体的拷贝数，从而提高外源基因的表达水平。

９表达分泌蛋白 为避免外源基因所表达的蛋白产物在宿主细胞内积累而易被其蛋白酶降
解，同时为减轻宿主负荷而提高其表达效率，一般可利用多种技术促进外源基因所表达蛋白产物

自宿主细胞内至细胞外的分泌。通常利用Ｎ?端信号肽将蛋白质分泌至细胞外。

１０表达融合蛋白 为了得到正确编码的表达蛋白质，在插入外源基因时，其阅读框架应与
原核ＤＮＡ片段的阅读框架一致。在融合蛋白质被表达后，必须从融合蛋白质中将原核多肽去
除。

第三节 基因工程在食品科学中的应用

基因工程作为一门重要的高新技术广泛应用于分子生物学研究及制药工业、疾病诊治、动物

和植物品种改良、食品工业、环境保护和能源工业等众多领域。基因工程在食品科学中的应用主

要涉及以下几个方面：①基因工程与动物、植物、微生物产品品质的改良；②基因工程与植物产
品贮藏保鲜；③基因工程与食品新资源的开发。

一、基因工程与动物、植物和微生物产品品质的改良

（一）培育抗病虫害、抗除草剂的植物新品种及抗冻动物新品种的基因工程

植物病虫害及杂草常使食品原料产品的生产遭受严重损失。化学农药等的施用虽然在作物生

产中发挥了重要的作用，但是其在食品中的残留以及在人类食品链中的积累，不仅严重危害人体

健康，而且严重污染环境。基因工程技术为抗病虫害、抗除草剂的作物品种的培育提供了新途

径，从而可使人们获得既不危害人体健康也不污染环境的真正的绿色食品。

在动物基因工程方面，利用转抗冻蛋白等基因动物对低温等逆境条件适应能力的增强，使动

物的养殖更具经济意义。

１ＩＣＰ基因工程 ＩＣＰ基因来自于苏云金杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，Ｂｔ）。苏云金杆菌为
革兰氏阳性菌。当细菌的营养体生长发育到一定阶段后，在其一端形成芽孢，在另一端形成伴胞

晶体。伴胞晶体主要由蛋白质和糖类组成。当昆虫吞食伴胞晶体后，在昆虫肠道碱性条件和特定

蛋白酶的作用下，伴胞晶体蛋白变成有活性的毒性分子。这种蛋白为δ?内毒素（δ?ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ），
被称作杀虫结晶蛋白（ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌｃｒｙｓｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＣＰ）。ＩＣＰ常以原毒素（ｐｒｏｔｏｘｉｎ）形式存在。
当ＩＣＰ被昆虫取食后，在昆虫消化道内，其在碱性条件下溶解、被专一性蛋白酶水解而活化。
活化后的ＩＣＰ与昆虫肠道上皮细胞上的特异性结合蛋白结合而转型为毒性多肽分子。结合转型
后的ＩＣＰ全部或部分地嵌合于细胞膜中，致细胞膜产生一些孔道，使细胞由于渗透平衡被破坏
而破裂。随之，昆虫幼虫将停止进食，最终死亡。
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在ＩＣＰ基因工程中，主要运用农杆菌介导法、基因枪法等对植物进行遗传转化。但转ＩＣＰ
基因植物中的杀虫结晶蛋白表达量多偏低，难对害虫产生有效的毒杀作用。这是由于普遍使用的

杀虫晶体蛋白基因来源于细菌，天然的ＩＣＰ基因富含Ａ?Ｔ碱基，而植物基因一般Ｇ?Ｃ碱基比例
较高。这一差异可能导致ＩＣＰ基因转录的未成熟终止及不适当的切割。同时，ＩＣＰ基因和植物基
因在密码子上的差异也可能使ＩＣＰ基因在植物细胞的转录过程中形成二级结构，ｍＲＮＡ的特定
序列被降解和翻译效率降低，最终导致ＩＣＰ基因在植物中表达水平不高。针对上述问题，研究
人员在不改变氨基酸序列的情况下对ＩＣＰ基因ＣｒｙＩＡ（ｂ）和ＣｒｙＩＡ（ｃ）进行修饰（主要是去除
富含Ａ?Ｔ碱基序列，使用植物偏爱密码子，使用ＣａＭＶ３５Ｓ强启动子），使其在植物中的表达
水平提高了上百倍，获得了良好的抗虫效果。

此外，将转ＩＣＰ基因植物与常规商品化的优良植物品种进行杂交，培育出了一些转ＩＣＰ基
因的植物新品种。这种方法可在转基因育种中广泛应用。

研究人员用ＣａＭＶ３５Ｓ启动子控制下的来自ＢｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｖａｒｋｕｒｓｔａｋｉＨＤ?１的ＣｒｙＩＡ
（ｂ）基因转化番茄品系ＶＦ３６。获得的转基因植株对烟草天蛾显示出高水平的抗虫活性，但对番
茄果螟（Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓｖｉｒｅｓｃｅｎｓ）的抗性不是很强。研究人员以ＩＣＰ基因转化番茄，所获得的转化植
株能抗马铃薯甲虫的幼虫。

研究人员合成了ＢｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｖａｒｋｕｒｓｔａｋｉＨＤ?１的ＣｒｙＩＡ（ｂ）基因片段。该合成基因与
野生型基因只有６５％的同源性。合成基因富含Ｇ?Ｃ碱基。利用基因枪将该合成基因导入玉米，
并对筛选出的两个转基因玉米品系进行了田间试验。一个转基因玉米品系的ＣｒｙＩＡ（ｂ）基因由

ＣａＭＶ３５Ｓ启动子调控，而另一个转基因玉米品系的ＣｒｙＩＡ（ｂ）基因分别由玉米磷酸烯醇式丙
酮酸羧化酶（ＰＥＰＣａｓｅ）基因启动子和玉米花粉特异性表达启动子调控。后一转基因品系中

ＣｒｙＩＡ（ｂ）基因的表达显示出明显的组织特异性。在绿色组织中，该基因表达强烈，能抵御欧
洲玉米螟（Ｏｓｔｒｉｎｉａｎｕｂｉｌａｌｉｓ）在生长季中的反复危害。
为了防止昆虫对转ＩＣＰ基因植株产生耐受性，需要注意以下几点：①使用组织特异性启动

子或化学诱导启动子。组织特异性启动子的使用可使ＩＣＰ基因的表达局限于植物的重要组织，
例如棉花的棉铃中，以便未经选择的害虫能在叶片上存活。此外，病原相关蛋白（ｐａｔｈｏｇｅｎｓｉｓ?
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＲ蛋白）是植物受到病原物侵染或其他刺激时表达的一组蛋白。ＰＲ?１ａ是编码
一种ＰＲ蛋白的基因，可被水杨酸等化学刺激物诱导。因此，利用化学诱导启动子可以调控ＩＣＰ
基因只在化学诱导剂存在下表达，从而降低抗性的选择压产生，以防止抗性扩散。②通过对ＩＣＰ
基因进行修饰，使其在植物中高效表达。迄今，田间发现的高水平的ＩＣＰ抗性基因都是隐性基
因，而且ＩＣＰ对害虫的幼虫特别有效，因此ＩＣＰ基因的连续高效表达可消除突变杂合体。③将
转基因植株和非遗传工程植株混种，以保证在繁育群体中保留一部分未经选择的害虫。④同时使
用两种以上ＩＣＰ基因转化植株，或联合使用ＩＣＰ基因和其他类型的抗虫基因。

２蛋白酶抑制剂基因工程 在自然界中的所有生命体中，尤其在植物中，都含有蛋白酶抑
制剂（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＩ）。蛋白酶抑制剂是一类蛋白质，在大多数植物的种子及块茎中，
其含量可高达总蛋白的１％～１０％，在有些果实中丝氨酸蛋白酶抑制剂的含量可达总蛋白的

３０％。
蛋白酶抑制剂在植物抵抗昆虫和病原体侵染的天然防御系统中起着重要作用。其具明显的抗
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虫作用，主要机理如下：蛋白酶抑制剂与昆虫消化道内的蛋白消化酶相结合形成酶抑制剂复合物

（ＥＩ），阻断或减弱了蛋白酶对于外源蛋白质的水解作用，导致蛋白质不能被正常消化；同时ＥＩ
复合物能刺激昆虫过量分泌消化酶，这一作用使昆虫产生厌食反应。这样，由于昆虫缺乏生长代

谢中所必需的一些氨基酸，因此发育不正常或死亡。此外，蛋白酶抑制剂分子可通过消化道进入

昆虫的血淋巴系统，从而严重干扰昆虫的蜕皮过程和免疫功能，以致昆虫不能正常发育。

蛋白酶抑制剂作用于蛋白消化酶的活性中心。活性中心是酶最保守的部位，产生突变的可能

性极小，因此可排除昆虫通过突变产生抗性的可能性。蛋白酶抑制剂对人畜无害，因为人畜的消

化机理与昆虫的明显不同。人畜的蛋白消化酶主要存在于肠道中，而蛋白酶抑制剂在胃中酸性条

件下被胃蛋白酶分解，而至今尚未发现植物中存在胃蛋白酶的抑制剂。

植物中存在三类蛋白酶抑制剂：丝氨酸蛋白酶抑制剂、巯基蛋白酶抑制剂及金属蛋白酶抑制

剂。其中，丝氨酸蛋白酶抑制剂与抗虫关系密切，因为大多数昆虫的蛋白消化酶为丝氨酸蛋白消

化酶。而巯基蛋白酶抑制剂对于利用巯基蛋白消化酶的鞘翅目昆虫具有独特抗性。在丝氨酸类蛋

白酶抑制剂中，豇豆胰蛋白酶抑制剂（ＣｐＴＩ）的抗虫效果最为理想，其抗虫谱广，对于许多给
农业生产造成重大经济损失的害虫都具有抗性。

研究人员将编码ＣｐＴＩ的ｃＤＮＡ转移到烟草中。该ｃＤＮＡ长５５０ｂｐ，由ＣａＭＶ３５Ｓ启动子调
控。获得的转基因烟草植株能正确高效地表达ＣｐＴＩ基因，表现了明显的抗虫性，且ＣｐＴＩ的表
达量与抗虫能力呈正相关。

研究人员利用不同的启动子及Ω因子（来自烟草花叶病毒１２６ｋＤ蛋白基因转录序列５′端非
转译区，由６８ｂｐ组成，能促进ｍＲＮＡ的翻译，与原核７０Ｓ及真核８０Ｓ核糖体结合促进外源基
因在原核与真核系统中的表达。其常作为翻译增强子用于植物基因工程）与ＣｐＴＩ基因构建不同
的植物表达载体。以ＣａＭＶ３５Ｓ启动子串联Ω因子调控的ＣｐＴＩ基因转化烟草，在所获得的转
基因烟草中ＣｐＴＩ基因得到了较好表达，但其高效表达引起了转基因烟草白化。

３其他抗虫基因工程 研究人员先将含有雪花莲外源凝集素基因（ＧＮＡ）的质粒ｐＲＳＳ
ＧＮＡ１通过冻融法转化到根癌土壤杆菌菌株ＬＢＡ４４０４中，再采用叶盘法转化番茄栽培品种“Ｃ８”、
“Ａ３９”和“Ａ５３”，获得了含ＧＮＡ基因的４３株转化植株。通过卡那霉素抗性鉴定、Ｎｐｔ?Ⅱ基因

ＰＣＲ和ＧＮＡ 基因Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分析表明，ＧＮＡ 基因已整合到番茄的基因组中。初步抗蚜虫
（Ｍｙｚｕｓｐｅｒｓｉｃａｅ）试验证明，转基因番茄有一定的抗蚜虫效果。３株转基因植株中的Ｎｐｔ?Ⅱ基因
在自交子代中的分离比例符合３∶１孟德尔遗传规律。

４抗病毒病基因工程 外源的病毒外壳蛋白（ｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰ）基因在导入植物细胞后，
可能由于其ＲＮＡ转录体与入侵病毒ＲＮＡ间的相互作用使植物细胞获得保护。
缺失ＡＵＧ的不完整ＣＰ基因或ＣＰ基因部分序列的反义ＲＮＡ基因整合到植物染色体上的转

基因植株也可获得对相应病毒很强的抗性，而且转基因植株获得的抗性与植物细胞中整合的ＣＰ
基因拷贝数有关，含有多个ＣＰ基因拷贝的转基因植株比含有一个拷贝的植株有更强的抗性。
研究人员以黄瓜无菌苗子叶切段为外植体，通过叶盘转化法与根癌农杆菌进行共培养建立了

黄瓜的转基因系统。农杆菌菌株为ＬＢＡ４４０４，内含双元载体ｐＢＰＭ ＷＭＶ。该质粒载体带有一个

Ｎｐｔ?Ⅱ基因（筛选具有卡那霉素抗性的植株）和一个ＷＭＶ?２ＣＰ基因。抗卡那霉素的黄瓜植株
经ＤＮＡ分子点杂交、ＰＣＲ检测及Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ证实，外源 ＷＭＶ?２ＣＰ基因确实已导入黄瓜细
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胞且能稳定地遗传到子一代。获得的转基因子一代植株对ＷＭＶ?２表现出较强的抗性，可以延迟
发病时间，减轻发病程度。

研究人员分别将烟草抗ＴＭＶ的Ｎ基因、ＣＭＶ的ＣＰ基因、ＣＭＶ卫星ＤＮＡ的ｃＤＮＡ、

ＴＹＬＣＶ的ＣＰ基因、ＡＩＭＶ的ＣＰ基因等转入番茄，所获得的转基因植株均对相应的病毒侵染表
现抗性。

复制酶（ｒｅｐｌｉｃａｓｅ，ＲＰ）是由病毒编码，能特异合成病毒正链和负链ＲＮＡ的ＲＮＡ聚合酶。
其核心功能是合成全长的病毒基因组ＲＮＡ。许多病毒ＲＰ基因近３′末端含有的编码Ｇ?Ｄ?Ｄ（Ｇｌｙ?
Ａｓｐ?Ａｓｐ）特征基序的保守序列被推断为ＲＰ的活性中心。研究人员获得了转番木瓜环斑病毒
（ＰＲＶ）复制酶基因的番木瓜，转基因植株对ＰＲＶ有高度抗性，且优于ＰＲＶ外壳蛋白介导的抗
病性。在人工接种３次后继续接受自然接种，一年半未见任何症状，开花结果正常，果实风味正
常。

脊椎动物细胞在受病毒感染后能合成并分泌干扰素。干扰素是一类小分子量的蛋白质，能结

合在细胞质膜上，并导致抗病毒态的形成。干扰素作用特别强，且它赋予细胞对病毒的抗性是广

谱的。干扰素使寡核苷酸合成酶、内切核酸酶和激酶的产生加强，从而导致抗病毒态。这三种酶

平时处于静止状态，而在易感细胞被病毒感染或经双链ＲＮＡ作用后才活化。这些酶活化后通过
两条途径来阻断蛋白质的合成：一是活化后的激酶将蛋白质合成过程中所需的起始因子磷酸化，

使其丧失活性；一是由寡腺苷酸激活内切核酸酶，使ｍＲＮＡ降解。
研究人员将大鼠中编码干扰素之一的２，５?寡腺苷酸合成酶的基因导入马铃薯。转基因植株

的叶和块茎中ＰＶＸ病毒浓度显著低于未转化的对照，且也低于转ＣＰ基因的植株。

５抗真菌病基因工程 几丁质酶是一种广泛存在于植物、动物及微生物中的水解酶，具有
降解几丁质（聚Ｎ?乙酰氨基葡萄糖）的作用。几丁质是大多数病原真菌细胞壁的主要成分。几
丁质酶通过降解菌丝尖端新合成的几丁质而抑制病原菌的生长。

Ｂｒｏｇｌｉｅ等在克隆菜豆几丁质酶基因的基础上将该基因ＣＨ５Ｂ进行修饰改造，用花椰菜花叶病
毒ＣａＭＶ３５Ｓ组成性表达的强启动子取代５′端调节区中天然的诱导性表达启动子。将该基因通
过Ｔｉ质粒转化烟草，获得了几丁质酶的高效表达。转基因植株对立枯病菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）
抗性显著增强。Ｃｈｅｔ等将来自黏质沙雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｓｅｎｓ）的几丁质酶ＣｈｉＡ基因转入烟
草，对立枯病菌也有较好防治效果。

研究人员利用农杆菌转化法，以组成型表达β?１，３?葡聚糖酶及几丁质酶基因的双价植物表
达载体ｐＢＬＧＣ转化优质甘蓝型油菜品种，获得了转基因再生植株。转基因植株活体接种油菜菌
核病菌的试验表明，部分转基因植株比对照显示较强的抗病性。

核糖体灭活蛋白（ＲＩＰ）来自植物，是一类作用于真核生物细胞核糖体，能抑制蛋白质合成
的蛋白毒素。ＲＩＰ不灭活自身的核糖体，却能特异地作用于亲缘关系较远的种类，如真菌的核糖
体。从大麦中分离出的ＲＩＰ能抑制真菌的活性，其与几丁质酶和β?１，３?葡聚糖酶有协同增强作
用。研究人员将分离出的大麦ＲＩＰ基因和创伤诱导启动子相连接，导入烟草中。获得的转ＲＩＰ
基因烟草植株和未转化植株相比，对立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）侵染的抗病性增强。
已知１，２?二苯乙烯是介导植物抵抗病原体的物质。研究人员将来源于葡萄的两个合成

１，２?二苯乙烯的酶基因Ｖｓｔ１和Ｖｓｔ２导入番茄中，然后将其与晚疫病真菌共培养。试验结果表明，
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在番茄植株体内产生了１，２?二苯乙烯的相关产物植保素———反式白黎芦醇，这种转基因番茄植
株能抗晚疫病。

芪类物质是一种植保素，它在植物抵抗真菌和细菌感染时起重要作用。研究人员用基因枪法

将来源于葡萄中的芪合酶基因（Ｖｓｔ１）转入普通春小麦品种京红５号，从轰击的２０１４块幼胚盾
片中获得了５个转化植株（Ｔ０代），并从其中２株的Ｔ３代单株中鉴定出１个对白粉病免疫植株
和３个对白粉病中抗植株。

６抗细菌病基因工程 抗菌肽基因转入植物具有明显的抗菌作用。研究人员应用基因枪法
将抗菌肽Ｂ基因导入水稻未成熟胚，获得了转基因水稻植株。抗性鉴定、斑点杂交、抗菌肽Ｂ
基因ＰＣＲ扩增分析和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ吸印杂交分析结果表明，选择标记基因和抗菌肽Ｂ基因都已整合
进水稻基因组；Ｎｏｒｔｈｅｒｎ吸印杂交分析还表明，抗菌肽Ｂ基因在ｍＲＮＡ水平表达。转基因水稻
植株增强了对水稻白叶枯病和细条病的抗性。

研究人员用花粉管通道法将柞蚕抗菌肽Ｄ基因导入番茄，获得了转基因植株。应用ＰＣＲ技
术、ＤＮＡ斑点杂交及Ｓｏｕｔｈｅｒｎ吸印杂交分析表明，抗菌肽Ｄ基因已整合到番茄基因组。青枯假
单胞菌活体接种结合高发病大田种植试验结果显示，部分转基因植株的子一代具有较强的抗青枯

病能力。

７抗除草剂基因工程 抗除草剂基因工程的主要策略如下：一是将能降解除草剂的酶基因
转入植物，以消除除草剂对作物的危害；一是修饰除草剂作用的靶蛋白，使转基因植物对除草剂

不敏感；或者促使这种靶蛋白过量表达，使转基因植物在吸收除草剂后仍能进行正常代谢。

现已获得了抗草丁膦、磺酰脲、草甘膦等除草剂的转基因植物。

从一种土壤细菌中分离到的ｂａｒ基因所编码的草丁膦乙酰转移酶ＰＡＴ可使草丁膦自由氨基
乙酰化而对草丁膦解毒。研究人员以ｂａｒ基因转化番茄，获得了对草丁膦有抗性的转基因番茄植
株。磺酰脲类除草剂的作用机理是抑制植物体内乙酰乳酸合成酶（ＡＬＳ）的活性，从而影响支链
氨基酸的合成。研究人员将不被磺酰脲类除草剂作用的突变型的ＡＬＳ的基因转入番茄，获得了
抗磺酰脲类除草剂的转基因番茄植株。草甘膦除草剂的作用机理是抑制植物体内３?烯醇式丙酮
酸?磷酸（ＥＰＳＰ）合成酶的活性，从而影响芳香族氨基酸的合成。研究人员从沙门氏菌中分离出
突变的ＥＰＳＰ合成酶（第１０１位脯氨酸被丝氨酸取代）的基因Ａｒｏ，以其转化番茄，获得了抗草
甘膦除草剂的转基因番茄植株。

８抗低温基因工程 抗冻蛋白一般分为抗冻糖蛋白（ＡＦＧＰ）和抗冻多肽（ＡＦＰ），其具有
降低生物细胞内溶液凝固点的作用。抗冻蛋白一般存在于美洲黄盖鲽等寒冷水域鱼体内，而鲑、

虹鳟等冷水性经济鱼类缺乏抗冻蛋白。如果给虹鳟注射ＡＦＰ，其抗冻能力就会增强。研究人员
将美洲黄盖鲽ＡＦＰ基因注入鲑卵，获得了转基因鱼。ＡＦＰ基因在鲑体内也具有肝脏表达特异性，
但其ｍＲＮＡ水平显著低于美洲黄盖鲽，且鲑只能分泌ＡＦＰ前体，不能加工为成熟的ＡＦＰ，血液
中的水平也显著低于美洲黄盖鲽。研究人员将寒冷水域鱼的ＡＦＰ基因转入鲫鱼，在转基因鲫鱼
血液中检出成熟ＡＦＰ，转基因鲫鱼的耐寒性显著增强。在０℃时，转基因鲫鱼仍有３３％存活，而
对照鱼全部死亡。

（二）改良微生物菌种特性的基因工程

第一个采用基因工程改造的食品微生物为面包酵母。由于把具有优良特性的酶基因转移至该
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菌中，因此使该菌含有的麦芽糖透性酶（ｍａｌｔｏｓｅｐｅｒｍｅａｓｅ）及麦芽糖酶（ｍａｌｔａｓｅ）的含量比普
通面包酵母高，在面包加工中所产生的二氧化碳气体量也较高，从而制造出膨发性能良好、松软

可口的面包产品。这种基因工程改造过的微生物菌种（基因菌）在面包烘焙过程中会被杀死，因

此利用其制造面包等食品是安全的。

（三）改良动植物品种质量的基因工程

１改良谷物种子贮藏蛋白的基因工程 谷物种子贮藏蛋白可分为四类：白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ），
水溶性；球蛋白（ｇｌｏｂｕｌｉｎ），溶于稀盐；醇溶谷蛋白（ｐｒｏｌａｍｉｎ）；麦谷蛋白（ｇｌｕｔｅｌｉｎ），溶于稀
酸或稀碱。

除了燕麦和水稻之外，在其他谷物中，醇溶谷蛋白为种子贮藏蛋白的主要部分。醇溶谷蛋白

的氨基酸组成很不平衡，它含有约一半的脯氨酸和谷氨酰胺，却只有很少量的赖氨酸和色氨酸。

小麦种子贮藏蛋白影响面包的烘烤质量，这主要是由麦醇溶蛋白和麦谷蛋白的含量和性质决定

的。

（１）改良种子贮藏蛋白营养品质的基因工程。研究人员发现，大麦突变株系赖氨酸含量高的
原因是其第七染色体上的一个单基因发生了突变，这个突变使其赖氨酸含量增加了３０％。赖氨
酸含量的增加主要是由于四种富含赖氨酸的蛋白的增加。这四种蛋白是：β?淀粉酶（β?ａｍｙｌａｓｅ）、

Ｚ蛋白（ｐｒｏｔｅｉｎＺ）、胰凝乳蛋白酶抑制剂（ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ＣＩ?１和ＣＩ?２。其中，ＣＩ?１和

ＣＩ?２的ｃＤＮＡ均已获得。将编码ＣＩ?２的基因导入烟草后发现，该基因５′端上游区域的４３００或

１１００ｂｐ序列都能使基因组织特异性表达，而２６３ｂｐ的上游序列则不足以使基因组织特异性表
达。

研究人员还利用ＰＣＲ技术对水稻谷蛋白基因Ｇｔ１最富变化的区域之一加以修饰，使其能编
码赖氨酸、色氨酸和甲硫氨酸。此外，将合成的编码高含量必需氨基酸的蛋白质的ＤＮＡ（ｈｉｇｈ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｅｎｃｏｄｉｎｇＤＮＡ）ＨＥＡＡＥ?Ⅱ导入烟草。转基因烟草的叶片中必需氨基酸的含量
比对照增加了１５０％。
（２）改良种子贮藏蛋白面包烘烤质量的基因工程。麦谷蛋白的高分子量亚基和醇溶蛋白决定
面包的烘烤质量。通过对麦谷蛋白高分子量亚基的结构和序列分析发现，高分子量亚基在Ｎ端
和Ｃ端具有非重复的氨基酸序列，而蛋白质分子的大部分序列是六肽和九肽的重复单位。Ｎ端
和Ｃ端含有Ｃｙｓ残基，从而形成分子间二硫键，产生很高分子量的线性聚合物，这些聚合物使
得生面团具有较好弹性。上述研究结果提示，可通过两种途径改良面粉的面团弹性：增加麦谷蛋

白亚基基因拷贝数来增加其含量；引入具有超量Ｃｙｓ残基的高分子亚基来形成高交联的聚合物。
研究人员研究了麦谷蛋白高分子量亚基基因在转基因烟草植株中的表达。将一个具有２６ｋｂ

的５′端序列和１５ｋｂ的３′端序列的编码小麦高分子量ＤＸ１２的克隆片段导入烟草。获得的转基因
植株的高分子量亚基蛋白仅在种子中表达，且达到总胚乳蛋白的０１％。通过比较高分子量亚基
基因启动子和ＣａＭＶ３５Ｓ启动子及谷物其他种子蛋白基因启动子的效果发现，高分子量亚基基
因启动子具有非常强的胚乳特异性表达特征。

２改良脂肪酸组成的基因工程 自然界中主要的植物脂肪酸有６～７种结构，其特点为１６～
１８个碳原子链上有１～３个双键。在植物脂肪酸合成过程需要多种酶的参与。
（１）增加饱和脂肪酸含量的基因工程。在人类食用消费的油脂中，植物油正在逐渐替代动物
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油。大约一半的植物油被加工成人造黄油和制饼糕用的油脂。由于大多数植物油在常温下是液

体，因此要将其制成上述固体油脂，就须改变液体油的物理性质。这常通过催化氢化作用以减少

双键，从而提高油的熔点来实现。但是，氢化作用将植物油中自然存在的顺式双键转变成反式形

式，从营养学角度考虑，这可能是有害的；同时这也增加了油脂的成本。以基因工程技术可提高

饱和脂肪酸的含量，从而提高植物油的熔点。具体通过在植物中表达硬脂酰ＡＣＰ脱饱和酶的反
义ｍＲＮＡ来抑制硬脂酰ＡＣＰ脱饱和酶的活性。研究人员将来自甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）的
硬脂酰ＡＣＰ脱饱和酶的反义基因导入油菜后，转基因植株中脱饱和酶的活性及酶本身都几乎检
测不到，而种子中硬脂酸的含量提高了２０倍。
（２）降低饱和脂肪酸含量的基因工程。在某些情况下，减少植物油中饱和脂肪酸的含量同样
是人们所需要的，这对于降低人体中胆固醇的含量是重要的。植物油中虽然饱和脂肪酸的含量比

动物脂肪少４０％～５０％，但大多数植物油中仍含有１０％～２０％的饱和脂肪酸。运用基因工程技
术可降低植物油中饱和脂肪酸的含量。减少饱和脂肪酸的形成可有以下三种途径：增加３?酮酯
酰ＡＣＰ合成酶Ⅱ的水平；减少酯?ＡＣＰ?硫酯酶的活性；增加具有将饱和脂肪转变为不饱和脂肪功
能的膜结合脱饱和酶水平。研究人员将来自海狸的３?酮酯酰ＡＣＰ合成酶Ⅱ基因导入甘蓝型油菜。
该基因在油菜中高效表达，使其种子中的棕榈酸饱和脂肪酸含量降低。将来自大豆的酯?ＡＣＰ?硫
酯酶基因导入大豆，转基因植株的硫酯酶活性降低，饱和脂肪酸的含量降低，表现了基因的共抑

制（ｃｏ?ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ）现象。将源于酵母编码膜结合脱饱和酶———硬脂酰ＣｏＡ脱饱和酶（ｓｔｅａｒｏｙｌ?
ＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ）的基因导入烟草后，转基因植株中饱和脂肪酸的含量下降，不饱和脂肪酸棕榈
油酸的含量增加了７倍。

３增加果实甜度的基因工程 增加番茄甜度基因工程的策略主要如下：一是将酸性转化酶
的反义ｃＤＮＡ转入番茄中；二是将甜味蛋白基因转入番茄中。
酸性转化酶催化蔗糖分解为葡萄糖和果糖，在蔗糖代谢中起着重要作用。研究人员将酸性转

化酶的反义ｃＤＮＡ转入番茄中，获得的转基因番茄生长情况与普通番茄相同，但蔗糖的含量增
加。富含蔗糖的果实比对照果实小３０％。
另一方面，甜蛋白（ｍｏｎｅｌｌｉｎ）甜度高（至少相当于蔗糖的万倍），热值低，且食用后不会导

致人体内氨基酸失衡，是糖尿病、心血管病等患者很好的糖替代品。研究人员利用果实特异性表

达启动子和植物组成型表达启动子构建植物表达载体，将甜蛋白基因转入番茄中，获得了有甜蛋

白表达的转基因番茄。

４提高果实可溶性固形物含量的基因工程 可溶性固形物含量是加工用番茄等的一个重要
指标，是加工制造浓缩番茄等产品的主要参数。当生长中番茄果实的细胞分裂素合成增加时，可

使光合产物在果实中的分配增加，从而提高番茄果实可溶性固形物的含量。

研究人员将农杆菌编码的异戊烯转移酶（ｉｐｔ）基因与番茄子房壁调节因子ＤＮＡ构建的嵌合
基因转入番茄，使ｉｐｔ基因在番茄子房中得到了表达。由于异戊烯转移酶参与细胞分裂素的生物
合成，因此使细胞分裂素的合成增加，从而使转基因番茄果实增加了可溶性固形物的含量及总产

量。

５提高果实等器官组织微量元素含量的基因工程 研究人员将带有ＣａＭＶ３５Ｓ启动子与小
鼠金属硫蛋白?Ⅰ的ｃＤＮＡ的嵌合基因，通过根癌农杆菌介导转化枸杞幼茎外植体，经过以含
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Ｚｎ２＋为特征的选择培养基先后对转化愈伤组织、转化再生芽及转化再生根的筛选培养，得到了
完整的转化再生植株。锌离子富集试验、Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等检测结果表明，ｍＭＴ?Ｉ
的ｃＤＮＡ已导入枸杞组织并得到表达，转ｍＭＴ?Ｉ的ｃＤＮＡ的枸杞对锌离子的富集比对照高２倍
以上。

６提高动物生长速度、增加动物营养价值的基因工程 研究人员将草鱼生长激素重组基因
（ＣＡｇｃＧＨ）转入鲤鱼，所获得的转基因鱼生长速度提高，饵料转化率高。转生长激素基因鱼体
蛋白质含量增加，脂肪、水分含量降低，除甘氨酸、丙氨酸、脯氨酸和色氨酸外的氨基酸含量均

较高，是一种优质食用鱼。我国研制了世界第一尾转基因鱼。现在，在我国将把第一个转基因动

物养殖品种，即转ＣＡｇｃＧＨ鲤鱼首先推向市场。

二、基因工程与植物产品贮藏保鲜

在番茄、香蕉、苹果、葡萄、草莓、柑橘、菠萝等贮藏和运输过程中，由于果实成熟过程迅

速难以控制，常导致过熟、腐烂，造成巨大经济损失。

多聚半乳糖醛酸酶（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，ＰＧ）是果实成熟过程中新合成的一种蛋白质。其具
降解细胞间果胶质的作用，对于果实软化有很大影响。乙烯在跃变型果实的成熟过程中起着触发

呼吸跃变和促进果实成熟的作用。在成熟过程中，乙烯可促进过氧化物酶、过氧化氢酶、果胶

酶、纤维素酶等活性增加，并钝化这些酶的抑制物。而１?氨基环丙烷?羧酸（ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ
ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ，ＡＣＣ）是乙烯生物合成的直接前体。
（一）ＰＧ基因工程
研究人员将ＰＧ基因的一个几乎全长的ｃＤＮＡ的５′端的７３０ｂｐ片段和一个含有ＰＧ基因完整

开放阅读框架（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）的１６ｋｂ的ｃＤＮＡ片段，构建成反义ＰＧ基因。再将
其分别与ＣａＭＶ３５Ｓ启动子连接重组导入番茄中。含有这两种反义ＰＧ基因的转基因植株中的

ＰＧｍＲＮＡ水平和ＰＧ活性在果实成熟的各阶段都降低了。然而，转反义ＰＧ基因番茄在果实成
熟过程中ＰＧ活性的降低并未影响与成熟相关的过程。虽然ＰＧ活性降低到正常果实的１％，但
是转基因果实在成熟过程中的表现与对照相比并无明显差异。由于果胶酶活性被抑制，因此转基

因果实表现出抗裂、抗机械损伤和继发真菌感染的特性，果实的保鲜期也延长了一倍。

研究人员利用ＰＣＲ技术扩增克隆了一个１５ｋｂ长、包含全阅读框架的ＰＧｃＤＮＡ，将其反向
插入植物转化载体Ｂｉｎ１９的ＣａＭＶ３５Ｓ启动子和Ｎｏｓ的３′端非转译区之间，构建成表达ＰＧ反义
基因的双元载体，经农杆菌与番茄无菌苗子叶外植体共培养进行转化。在所获得的转反义ＰＧ基
因的番茄果实中，ＰＧ的ｍＲＮＡ水平及ＰＧ酶活性在果实成熟阶段明显降低，果实贮存期延长，
且不易损伤和感染。

（二）ＡＣＣ合成酶基因工程

ＡＣＣ合成酶是一种以磷酸吡哆醛为辅基的酶，在乙烯生物合成过程中起关键作用。已从苹
果、番茄等许多植物中克隆了ＡＣＣ合成酶基因。被研究的所有植物中都存在一个以上的ＡＣＣ合
成酶基因。克隆的所有ＡＣＣ合成酶基因的编码区都具有一定的同源性，其ＤＮＡ序列同源性约

６０％，氨基酸序列同源性约７０％。ＡＣＣ合成酶基因之间的差异性有利于形成该酶的多种结构和
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性质，以适应不同的生理条件。受不同生理条件诱导的不同的ＡＣＣ合成酶基因的５′端和３′端非
编码区同源性较低，这表明其存在不同的调控机理。

番茄果实成熟期间表达两种ＡＣＣ合成酶，其编码基因分别是ＬＥ?ＡＣＣ２和ＬＥ?ＡＣＣ４。其中，

ＬＥ?ＡＣＣ２既与成熟有关，又被创伤诱导。利用ＬＥ?ＡＣＣ２的ｃＤＮＡ构建的反义ＲＮＡ被导入番茄
后，几乎完全抑制了上述两个ＡＣＣ合成酶基因ｍＲＮＡ的积累。转基因植株的番茄果实内乙烯合
成被抑制了９９５％，叶绿素降低，番茄红素合成也都被抑制。果实成熟启动延迟，不能自然成
熟，不变红，不变软。但是在用外源乙烯处理后，上述抑制可被解除。外源乙烯处理催熟的果实

与自然成熟的果实在色、香、味及抗压性等方面均无显著差异。这表明通过反义ＲＮＡ技术来抑
制ＡＣＣ合成酶活性，可抑制乙烯的生物合成，从而培育出果实耐贮运的新品种。
研究人员利用ＲＴ?ＰＣＲ技术克隆了ＡＣＣ合成酶多基因家族成员之一ＬＥ?ＡＣＣ２编码区约１７

ｋｂ的ｃＤＮＡ，经酶切图谱和序列分析鉴定无误后，反向插入到植物表达载体ｐＢｉｎ４３７中，构建了
表达ＡＣＣ合成酶反义ＲＮＡ的二元载体。经农杆菌介导转化番茄“丽春”品种后，通过ＰＣＲ检
测从抗卡那霉素再生植株中筛选到６株转基因植株。Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交确证了外源基因以单拷贝插入
番茄染色体中；对果实乙烯释放的测定结果表明，转基因番茄果实的乙烯释放量仅为对照的３０％
左右；在室温下转基因番茄果实采后保存６０ｄ以上仍然没有变红、软化。以上结果表明，ＡＣＣ
合成酶基因反义ＲＮＡ在转基因番茄中的表达能有效地抑制乙烯的生物合成，从而延缓果实成
熟，使转基因果实表现出良好的耐储保鲜特性。对转基因植株子一代（Ｔ１）的分析结果进一步
表明，反义ＡＣＣ合成酶基因以典型的单基因方式传到子代。通过对子二代的分析已初步筛选到
一个耐储藏的转基因番茄纯合品系。

（三）乙烯形成酶基因工程

乙烯形成酶（ＥＦＥ），即ＡＣＣ氧化酶，是乙烯生物合成途径中的最后一个酶，催化ＡＣＣ向
乙烯转化。ＥＦＥ对底物具有高度的立体专一性。一般组织中的ＥＦＥ是固有的，不是乙烯合成的
限速酶。ＥＦＥ可有多种同工酶，其编码的基因为多基因家族。

ＥＦＥ的ｃＤＮＡ已从番茄、苹果等多种不同植物中分离获得。其氨基酸的同源性高达９０％。
用ＥＦＥ反义ＲＮＡ可抑制ＥＦＥ的活性。在纯合的转基因番茄果实中，乙烯的形成被抑制了９７％。
其果实着色时间与正常果实基本相同，但速度变慢。转基因延熟番茄在室温下可贮藏４５ｄ，比对
照果实更耐过熟和皱缩。而ＰＧｍＲＮＡ水平及其他酶的活性与对照没有差异。当用外源乙烯处理
时，果实的成熟与对照组相同。

（四）ＡＣＣ脱氨酶基因工程

ＡＣＣ在植物体内除生成乙烯外，还可在丙二酰转移酶的作用下生成丙二酰ＡＣＣ。丙二酰转
移酶与乙烯的生物合成调节相关。

细菌来源的ＡＣＣ脱氨酶能降解乙烯的直接前体ＡＣＣ，从而抑制植物体内乙烯的合成。研究
人员从土壤中分离到了一些能降解ＡＣＣ的假单胞菌。这些细菌具有ＡＣＣ脱氨酶。该酶能将ＡＣＣ
降解为丁酮酸和氨。这两者都是植物体内的正常代谢物。将ＡＣＣ脱氨酶基因置于ＣａＭＶ３５Ｓ启
动子调控之下，然后用于转化番茄，获得了许多果实成熟过程变慢但其他表现正常的转基因番

茄。该基因的高效表达减少了９０％～９７％的乙烯生成。转基因果实的成熟期被明显推迟，比正
常对照果实能更长时间（延长６周）保持相同硬度。但当用外源乙烯处理转基因果实时，其成熟

·２７· 第二章 基因工程原理及其在食品科学中的应用



正常。

研究人员用ＰＣＲ技术从假单胞菌中克隆到ＡＣＣ脱氨酶基因，并通过农杆菌介导将其转入番
茄中。转基因再生植株经Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测证明，ＡＣＣ脱氨酶基因已整合到番茄基因组中并稳
定表达。转基因番茄果实成熟期的推迟时间与其体内乙烯的抑制程度有相关性。转基因番茄植株

乙烯的合成降低８０％左右，转基因番茄果实在离体条件下可保鲜７５ｄ左右。

三、基因工程与食品新资源的开发

非洲有一种应乐果（Ｄｉｏｓｃｏｒｅｏｐｈｙｌｌｕｍｃｕｍｍｉｎｓｉｉ）的果实中含有一种甜味蛋白———应乐果
蛋白（ｍｏｎｅｌｌｉｎ）。研究结果表明，其甜度相当于蔗糖的数万倍，热值低，且食用后不会导致人体
内氨基酸的失衡。因此，其可开发为食品饮料工业理想的甜味剂。

ｍｏｎｅｌｌｉｎ由两条多肽链组成，但该天然甜味蛋白在热或酸的条件下会丧失甜味。研究人员人
工改造、合成了其编码基因。该修饰基因的产物为一条肽链而非天然的两条肽链，然而其甜度与

天然形式相当，且更稳定，并无毒性。将该人工合成基因分别与组成型表达启动子ＣａＭＶ３５Ｓ
和特异性表达启动子Ｅ８（在番茄开始成熟时于果实中表达）重组，然后导入番茄和莴苣中。在
所获得的转基因植株各种组织中均有ｍｏｎｅｌｌｉｎ的表达。用外源乙烯处理能提高以Ｅ８为启动子的

ｍｏｎｅｌｌｉｎ编码基因的表达。
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第三章

发酵工程原理及其在
食品工业中的应用

第一节 概 述

一、发酵工程的定义

发酵工程，既是生物工程的一个分支，也是食品工程的组成部分，它起源于传统的发酵食

品。发酵（ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ）这个英文术语起源于拉丁语ｆｅｒｖｅｒｅ，意为“发泡”、“沸涌”，指酵母作
用于果汁或发芽的谷物，进行酒精发酵时起泡，即糖无氧代谢产生二氧化碳（ＣＯ２）的现象。随
后，巴斯德探讨了酵母酒精发酵的生理意义，认为发酵是酵母在无氧状态下的呼吸过程，并阐明

了和呼吸一样是生物获得能量的一种形式。对典型的厌氧发酵，可定义为“发酵是供给能源的氧

化?还原反应”。更明确地说，发酵是供能的氧化还原反应，有机物起着供氧体和受氧体两方面的
作用，既是电子供体，又是电子受体。对需氧发酵，可定义为：“有机化合物借助于分子态氧而

受到不完全氧化的反应。”从这一点上，巴斯德的基本认识依然是正确的，即呼吸和发酵均可统

一理解为生物为获得能量所进行的氧化还原反应。目前，人们把借助微生物在有氧或无氧条件下

的生命活动来制备微生物菌体本身，或其直接代谢产物或次级代谢产物的过程统称为发酵。所谓

发酵工程，就是直接利用微生物的机能将物料加工以提供产品或为社会服务的技术。发酵工程又

称为微生物工程，它是生物技术走向产业化的必经之路，它的主要研究对象是微生物发酵过程中

有普遍性意义的工程技术问题，如大规模微生物细胞培养过程、大规模培养基灭菌和空气灭菌过

程、微生物细胞生长和产物形成动力学、发酵过程的优化、生物反应器的放大和设计、发酵过程

的参数监控和计算机应用、发酵产品的分离和纯化等工程技术问题。随着科学技术的突飞猛进，

各学科的相互交叉，相互渗透，给予了发酵工程这门有悠久历史的技术更新的内涵，归纳起来有

三个特点：①发酵工程是一门多学科、综合性的科学技术；②反应中需要有生物催化剂的参与；

③其最终目的是建立工业生产过程或进行社会服务。

二、发酵工程的发展简史

食品工业的发展与发酵技术的进步密切相关，早在公元前二三千年甚至六七千年前，我国人

民就已经利用微生物进行酿酒。古埃及人也开始制造啤酒。但是作为发酵工业却是近百年才发展

起来的。它的发展大致经历了以下几个阶段。

（一）天然发酵阶段



从史前至１９世纪末，在微生物的性质尚未被人们认识时，人类已经利用自然接种方法进行
发酵食品的生产。主要产品有黄酒、白酒、啤酒、酒精、醋、干酪等。当时，实际上还谈不上发

酵工业，而仅仅是家庭式或作坊式的手工业生产。多数产品为厌氧发酵、非纯种培养、凭经验传

授技术和产品质量不稳定是这个阶段的特点。

（二）纯培养技术的建立

在巴斯德卓越的工作之后，微生物学发展史上的又一奠基人科赫建立了微生物分离纯化和纯

培养技术，人类开始了人为地控制微生物的发酵进程，从而使发酵生产技术得到巨大的改良，提

高了产品的稳定性，这对发酵工业起了巨大的推动作用。由于采用纯种培养与无菌操作技术，包

括灭菌和使用密闭式发酵罐，使发酵过程避免了杂菌污染，生产规模扩大，产品质量提高。特别

是在第一次世界大战中，由于战争的需要，促使丙酮、丁醇和甘油等工业飞快发展，由此不仅建

立起真正的发酵工业，并逐渐成为化学工业的一个部分。此外，由于酵母生产日益扩大，发酵过

程中供氧不足，导致菌体生产受影响和乙醇的积累，开始出现了补料发酵及设有空气分布的发酵

罐，因此可以认为，纯培养技术的建立是发酵技术发展的第一个转折时期。

（三）通气搅拌发酵技术的建立

青霉素的问世，给人类医疗保健事业做出了巨大贡献，同时翻开了发酵工业发展史的崭新一

页。由抗生素发酵开始发展起来的通气搅拌液体发酵技术是现代发酵工业最主要的生产方式，它

使需氧菌的发酵生产从此走上大规模工业化的生产途径，并且逐步形成和建立了生化工程学科。

与此同时，也有力地促进了甾体转化、微生物酶与氨基酸发酵工业的迅速发展。因而可认为，通

气搅拌发酵技术的建立是发酵工业上的第二个转折点。

（四）代谢控制发酵技术

随着生物化学、微生物生理学以及遗传学的深入发展，对微生物代谢途径和氨基酸生物合成

的研究和了解的加深，人类开始利用调控代谢的手段进行微生物选育和控制发酵条件。１９５６年
日本首先成功地利用自然界存在野生的生物缺陷型菌株进行谷氨酸发酵生产。此后，赖氨酸、苏

氨酸等许多氨基酸都采用发酵法生产。显然，利用微生物生产氨基酸是以代谢调控为基础的新的

发酵技术，它是根据氨基酸生物合成途径，用遗传育种方法进行微生物人工诱变，选育出某些营

养缺陷株或抗代谢类似物的菌株在营养条件进行控制的情况下发酵生产，大量积累人们预期的氨

基酸。由氨基酸发酵而开始的代谢控制发酵，使发酵工业进入一个新的阶段。随后，核苷酸、抗

生素以及有机酸等方面也利用代谢调控技术进入发酵生产。

（五）开拓发酵原料时期

传统的发酵原料主要是粮食、农副产品等糖质原料，随着饲料酵母及其他单细胞蛋白的需要

日益增多，急需开拓和寻找新的原料。石油化工副产物石蜡、醋酸、甲醇以及甲烷等碳氢化合物

被用来作为发酵原料，从而开始了所谓石油发酵时期。由于利用碳氢化合物大规模生产单细胞蛋

白，使发酵罐的容量发展到前所未有的规模，ＩＣＩ公司连续的压力循环发酵罐达３０００ｍ３。同时
以碳氢化合物为原料在发酵时氧耗大，这就给发酵设备带来新的要求，发展了循环式、喷射式等

多种发酵罐，并用计算机控制进行灭菌、控制发酵ｐＨ和应用氧电极等措施，使发酵生产朝自动
控制前进了一大步。

·７７·第一节 概 述



（六）基因工程阶段

２０世纪７０年代开始，由于ＤＮＡ体外重组技术的建立，发酵工业又进入一个崭新的阶段，
这就是以基因工程为中心的生物工程时代。基因工程是采用酶学的方法，将不同来源的ＤＮＡ进
行体外重组，再把重组ＤＮＡ设法转入受体细胞内，并进行繁殖和遗传下去。这样，人们就能够
根据自己的意愿将微生物以外的基因构件导入微生物细胞内，从而达到定向地改变生物性状和功

能并创造新的“物种”，使发酵工业能够生产出自然界微生物所不能合成的产物。大大地拓宽了

发酵工业的范围，使发酵工业发生革命性变化。

表３?１ 工业发酵的发展历史

时 间 发酵阶段 主 要 产 品 主 要 技 术

古代—１９００ 天然发酵 酒、醋、酵母、干酪 天然接种，分批培养

１９０５— 纯 培 养 酒精、丙酮丁醇 密闭纯培养

１９４０— 通气搅拌 抗生素、有机酸、维生素 通气搅拌发酵罐，连续发酵

１９５７— 代谢控制 氨基酸、核苷酸 选育代谢调节和缺陷生产菌株

１９６０— 开拓原料 单细胞蛋白 采用石蜡等原料３０００ｍ３连续发酵
１９７９— 基因工程 胰岛素、干扰素、生理活性物质等 ＤＮＡ重组菌株

近年来生物技术发展迅猛，发酵技术在食品工业中的应用越来越广，例如，利用优选微生物

菌种，已经能够生产出门类众多的发酵食品，主要包括饮料酒（啤酒、葡萄酒等果酒、黄酒、白

酒、白兰地、威士忌、奶酒等）、酱、酱油、醋、乳酪、酸奶等。随着微生物发酵技术的发展，

新型高效发酵设备和现代信息控制技术等对传统的发酵工业的改造，发酵食品的品种还将不断增

多，质量不断提高，产量不断增加。随着“回归大自然”的呼声的高涨，人们越来越重视采用微

生物发酵方法和酶法转化法生产食品添加剂、功能食品及配料，如低聚糖、糖醇、活性多肽、海

藻糖、真菌多糖、蛋白质和对人体健康有益的活菌制品等。此外，作为保健食品重要基料的多不

饱和脂肪酸，如ＤＨＡ和ＥＰＡ（原来从鱼油中提取）、γ?亚麻酸（原来从植物月见草中提取）、虾
青素（原来从虾壳中提取）等，现在可以用培养真菌或藻类来生产，产量大大提高，成本明显下

降。利用发酵方法生产的微生物酶制剂，如淀粉酶、糖化酶和葡萄异构酶用于食品加工，可生产

葡萄糖、麦芽糖和果葡糖浆等淀粉糖，还可以代替酒曲和麦芽酿酒；果胶酶可用于果汁加工，提

高出汁率，改善澄清效果，加快过滤速度；乳糖酶可用于分解牛奶中的乳糖；脂肪酶可以用于改

进食品的风味；蛋白酶可用于制造蛋白胨、多肽、氨基酸，还可以用于嫩化肉类、改善焙烤食品

的品质等；柚苷酶可除去柑橘果汁的苦味；α?乙酰乳酸脱羧酶可以有效地降低啤酒中的双乙酰含
量，加快啤酒的成熟。利用基因工程和蛋白质工程可以设计出新酶种，以适应食品工业的新的需

求。利用糖质原料，经过微生物发酵生产Ｌ?乳酸、β?羟基丁酸，再聚合制备可降解的食品包装材
料。另外，食品加工副产物的深加工和废弃物的处理，也都可以利用微生物发酵技术。

三、发酵工艺及方法简介

发酵是利用微生物体的代谢作用并借助于对代谢过程的控制来获得所需产品的过程。它包括

了微生物菌种的纯种分离、选育、活化和扩大培养，培养基的配制，培养基和空气的灭菌或除
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菌，发酵工艺的控制，细胞的大规模培养，产物的分离纯化和生产工艺的设计等内容。典型的微

生物发酵工艺流程图见图３?１。微生物的发酵方法可以分为固体发酵法和液体发酵法两大类。

菌体分离后处理

连续蒸煮罐

培养基

制备罐

培养基制备

通气
空气

压缩机

锅炉

蒸汽

纯种分离

琼脂斜面

接种

摇瓶 种子培养

种子罐

ｐＨ 调节液

微生物发酵

空
气
过
滤
器

主发酵罐

蒸煮灭菌

培养基原料罐

无菌空气

图３?１ 典型的微生物发酵工艺流程图

（一）固体发酵法

固体发酵法是很古老的发酵方法，从远古时代人们就已利用固体发酵制造食品、干酪和酿

酒。该法是利用固体基质，如高粱、大麦、小麦、麸皮、米糠、秸秆等为主要原料，再根据需要

添加其他谷糠、豆饼、无机盐等，加水拌成含水量适度的半固态物料作为培养基，供作微生物的

生长繁殖和产生代谢产物。随着世界能源危机的出现和环保意识的加强，古老的固态发酵方法又

重新引起人们的兴趣。目前利用固体发酵法生产的产品有酒曲、白酒、酱油、食醋、腐乳、酶制

剂、食用菌、发酵饲料、生物农药等。

固体发酵与液体（深层）发酵相比，具有以下优点：①固体发酵时培养基水活度较低，对霉
菌影响较小，多数酶蛋白属于次级代谢产物，通常是在霉菌分化时形成，液体发酵抑制真菌分

化，所以固体发酵单位体积的酶产量往往高于液体发酵几倍，甚至几十倍，特别适合真菌酶类和

一些次级代谢产物及一些大型真菌的生产。②操作简单，适应性强，原料来源广，价格低廉，可
以利用很多种其他发酵工艺无法利用的粮食加工下脚料或废料进行生产。③固体发酵仅需空气自
然对流或小量通风即可，能耗低。④固体发酵的产物提取一般步骤少，费用也省。有些产物，如
饲料或饲料添加剂，不需要分离步骤，全部发酵物质可以作为产品。⑤发酵工艺全过程无废水或
很少，可以减少环境污染。

固体发酵尽管是一门具有悠久历史的发酵技术，但因其具有简单易行、投资省、经济合理、

污染少等特点，近年来又重新受到国际学术界和产业界的高度重视，在制造酶制剂、菌肥、发酵

饲料、饲料添加剂、食品添加剂以及一些东方发酵食品中广泛采用。

（二）液体发酵法

液体发酵法的工艺特点是利用液态培养基，进行微生物的生长繁殖和形成人们所需要的代谢

产物。根据通气（供氧）或不通气及通气方法的不同，又分为液体表面发酵法、液体深层通气发

酵法、液体厌氧发酵法三种。其中，液体深层通气发酵法是现代发酵工业普遍采用的方法，我国
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抗生素发酵、有机酸发酵、氨基酸和核酸类化合物发酵、维生素发酵、酶制剂发酵和许多功能性

发酵食品均采用此法。

１液体表面发酵法 液体表面发酵法又称液体浅盘发酵法或静置培养法，系将已灭菌的液
体培养基，接入微生物菌种后，装入可密闭的发酵箱内盘架上的浅盘中，薄薄一层，液层厚约

１～２ｃｍ，然后向盘架间通入无菌空气，通过浅盘内培养基的表面供给氧气，并维持一定的温度
进行发酵。用此法发酵无须搅拌，动力消耗省，但培养基的灭菌须在另外设备中进行。缺点是控

制杂菌污染较难，所需场地较大，劳动强度大，生产效率低。

２液体深层通气发酵法 本法是发酵工业最广泛应用的方法，所用主要设备发酵罐是一个
具有可以有或没有通气系统的密闭容器。发酵罐的容量大，在酶制剂和制药生产中目前多采用

２０～５０ｍ３，但谷氨酸生产罐已达４８０ｍ３。有关液体通气发酵的操作技术问题，将在下几节中分
别讨论。

３液体厌氧发酵法 迄今为止，能作大规模液体培养的厌氧菌仅局限于Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍａｃｅｔｏ
ｂｕｔｙｌｉｃｕｍ（丙酮丁醇梭菌）的丙酮丁醇发酵一种。由于该菌是严格厌氧菌，故不但可省略通气
和搅拌设备，简化工艺过程，还能大大节约能源的消耗。酒精、啤酒、葡萄酒、酸乳的发酵属于

兼性厌氧发酵，菌种培养时需要适量通气，发酵时则不通气。由于厌氧发酵罐不必安装通气和搅

拌装置，所以其体积一般可明显大于有通气和搅拌设备的发酵罐，从而提高了生产效率。此外，

还有利于推行连续发酵作业。

综上所述，固体厚层通气发酵法与液体深层通气发酵法相比各有其利弊。固体发酵法易受杂

菌污染，因此产品的纯度较差，固态原料的利用率较低；又因固体发酵的条件控制不易均匀，所

产的质量就难稳定，生产劳动强度也大，占用场地也多。不过固体发酵具有设备简单、投资少、

钢材用量少等优点。液体深层通气发酵法的液态培养基的流动性大，对工艺条件（如温度、溶

氧、ｐＨ、营养成分等）的控制就较容易，有利于自动控制；同时由于在密闭的发酵罐内纯种发
酵，因而产品纯度高，质量也较稳定，还具有机械化程度高、劳动强度小、设备利用率高等优

点。而液体表面发酵法实际上已被淘汰。总之，究竟采用何法恰当，要根据所用菌种，所生产的

产品和设备的供应等具体条件而定。

第二节 培养基的组成及制备

一、培养基的类型

培养基是一种人工配制的、供微生物生长繁殖和形成代谢产物用的营养物质，可按对培养基

的成分了解、外观的物理状态和用途进行分类。

（一）按对培养基的成分了解分类

培养基按组成物质的成分可分为合成培养基和天然培养基两类。前者所用的原料的化学成分

明确、稳定，适用于研究菌种基本代谢和过程的物质变化，但是生产某些疫苗等生物制品的过程

中，为了防止异性蛋白等其他杂质混入，也常用合成培养基。合成培养基的营养单一且价格昂

贵，故不适用于大规模生产。发酵工业普遍使用天然培养基，它的原料是一些天然的动植物产
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品，相对于合成培养基来说，其成分比较复杂，如玉米粉、花生粉、豆饼粉、蛋白胨等。天然培

养基的特点是营养丰富，适合于微生物的生长繁殖和目的产物的合成。一般天然培养基中不需要

另加微量元素、维生素等物质，且培养基组成的原料来源丰富、价格低廉，适合于工业生产。但

由于天然培养基的组分复杂，不同产地、不同季节、不同品种的相同原料，各种成分含量有所不

同，不易重复，故若对原料质量等方面不加控制会严重影响生产的稳定性。

（二）按培养基外观的物理状态分类

培养基按状态分，可分为固体培养基、半固体培养基和液体培养基。固体培养基比较适用于

菌种的分离和保存，也广泛应用于曲霉菌和有子实体的真菌类，如香菇、木耳、灵芝等的生产。

固体培养基的主要成分为麸皮、大米、小米、木屑、稻糠和琼脂等，有的还含有一些其他营养成

分。半固体培养基即在配好的液体培养基中加入琼脂，一般用量为０５％～０８％，培养基即呈
半固体状态，主要用于鉴定菌种、观察细菌运动特征及噬菌体的效价测定等。液体培养基中的

８０％～９０％是水，其中配有可溶性的或不溶性的营养成分，它流动好，输送方便，有利于氧气、
其他物质和热量的传递，便于发酵参数的控制，是摇瓶发酵和大规模工业发酵最常用的培养

基。

（三）按用途分类

培养基按其用途一般可分为斜面培养基、种子培养基和发酵培养三种。

斜面培养基是供菌种繁殖的一种常用的固体培养基。这种培养基的要求是能使菌体迅速生

长，并不易引起菌种发生变异。

种子培养基是供微生物大量生长，为发酵提供活力强的种子。种子培养基的配制原则是使种

子生长旺盛，各种有关的初级代谢酶的活力高，有利于接入发酵培养基后大量、快速合成产物。

种子培养基一般要求营养丰富而全面的有机氮源和维生素的比例较高。

发酵培养基是供菌种生长、繁殖，得到我们需要的目标产物用，既要使种子接种后能迅速生

长达到一定的菌体浓度，又要使长好的菌体能迅速合成所需的产物。因此，发酵培养基的组成除

有菌体生长所必需的碳源、氮源、磷源等外，还要有产物合成所需的某些特定元素、前体和促进

剂等。

二、培养基的配制原则

各种微生物所需的营养物质可归为五类：水、碳源、氮源、无机盐和生长因子，如果为好氧

型微生物，还需要氧气。不同的微生物，在不同的生长时期及不同的使用目的，对培养基要求也

不同。应根据具体情况，从微生物营养特点及生产工艺要求出发，选择合适的培养基，以达到稳

产、高产的目的，同时也要符合增产节约、因地制宜的原则。

（一）根据不同微生物的营养需要配制不同的培养基

不同的微生物所需营养物质不同，其培养基配方也不同。所以，必须了解不同生产菌种的培

养条件、代谢途径、代谢产物的化学性质，从而确定最优的培养基。

（二）合适的碳氮比

培养基中碳氮比对微生物生长繁殖和产物合成的影响极为明显。氮源过多，会使菌体生长过
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于旺盛，ｐＨ偏高，不利于代谢产物的积累；氮源不足，则菌体繁殖量少，从而影响产量。碳源
过多，则容易形成较低的ｐＨ，不利于菌体的生长；若碳源不足则易引起菌体衰老和自溶。另外，
碳氮比不当还会影响菌体按比例地吸收营养物质，直接影响菌体的生长和产物的形成。

微生物在不同的生长阶段，对碳氮比的最适要求也不一样。一般来讲，因为碳源既作为碳架

参与菌体和产物合成又作为菌体生长和代谢过程的能源，所以其比例要比氮源高。一般工业发酵

培养基的碳氮比约为１００∶０２～２０。但在谷氨酸等含氮产物发酵中，因为产物中含氮多，所以
碳氮比就要相对低些，例如在发酵生产谷氨酸时应取碳氮比为１００∶１５～２１，若碳氮比为１００∶
０５～２０则出现只长菌体而几乎不合成谷氨酸的现象。应该指出的是，碳氮比也随碳水化合物
及氮源的种类以及通气搅拌等条件而异，因此很难确定一个统一的比值。

碳源有快速利用的碳源和慢速利用的碳源之分。前者能迅速参与菌体生长代谢和产生能量，

因此适于长菌。后者为菌体缓慢利用，有利于延长代谢产物的合成。发酵过程中采用混合碳源往

往可以起到提高生产率的作用。据报道，采用葡萄糖和醋酸混合碳源比单一葡萄糖为碳源的发酵

谷氨酸对糖转化率提高３０％。即使是全部为糖质原料也可选用不同种糖类混合使用，既可用部
分降低原料成本又能提高产量。

氮源有无机氮源和有机氮源两类，同样也有快速利用氮源（如硫酸铵）和慢速利用氮源（如

黄豆粉、花生粉）之分。快速氮源容易被菌体利用来生长，对某些产物的合成，特别是抗生素的

合成有调节作用。慢速氮源对延长次级代谢产物的分泌期和提高产物产量有一定好处。

（三）合适的ｐＨ
各种微生物正常生长所需的ｐＨ均不同，一般来说，霉菌和酵母菌生长最适微酸性环境，放

线菌和细菌则适于中性和微碱性的环境中生长。在配制培养基时，要注意生理碱性物质，以及

ｐＨ缓冲剂的加入和搭配。要根据菌种的性能、其生长和合成产物时ｐＨ的变化情况以及最适ｐＨ
控制范围等，综合考虑选用何种生理酸碱物质及其用量，从而保证在整个发酵过程中ｐＨ都能维
持在最佳状态；也可考虑用中间补料来控制ｐＨ。
（四）合适的渗透压

配制培养基时，应注意营养物质要有合适的浓度。营养物质浓度过低，不利于菌体的生长，

也不利于提高产物的产量和设备利用率。但是，营养物质浓度过高，则由于培养基溶液的渗透压

太大，会抑制微生物的生长，也不利于溶氧。同时培养基中的离子浓度也会影响微生物的生长及

代谢，因此，培养基中各种离子浓度的比率需要平衡。在不影响微生物生理特性和代谢转化率的

情况下，通常趋向于高浓度发酵，以提高生产率和设备利用率。

（五）合适的氧化还原电位

大多数微生物能适应的氧化还原电位范围较广，所以氧化还原电位对微生物的影响不大。但

是，对于专性厌氧细菌，由于自由氧的存在对其有毒害作用，因而在配制培养基时往往需要加入

还原剂以降低氧化还原电位。

配制培养基应遵循以上基本原则，同时在发酵工业中，还要注意生产成本问题，尽可能使用

廉价原料来配制培养基，使之尽可能满足以下条件：每克消耗的底物将产生最大的菌体得率或产

物得率，得到最高的产物合成速率，最大限度减少副产品的生成，原料来源丰富、供应充足、价

廉物美，不增加通气搅拌及后期产物的提取和纯化的难度。
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三、发酵工业中常用的原料

发酵工业中常用的原料主要有玉米粉、大米、淀粉、糖蜜、油脂等均为良好碳源，尿素、玉

米浆、硫酸铵、氨、硝酸盐等均为良好氮源。

（一）工业上常用碳源

碳源是培养基主要成分之一。其功能有两个，一是作为合成菌体和目的产物的碳成分；二是

为微生物菌种的生长繁殖提供能源。在微生物发酵过程中，目前使用最广的碳源是淀粉，主要来

自玉米、谷物、木薯等，还可以用经水解得到的各种淀粉糖，如葡萄糖、麦芽糖等。使用最多的

是葡萄糖，另外还有蔗糖、乳糖等。用于疫苗、一些基因工程产品生产的培养基，通常采用牛血

清蛋白、牛肉汁、酵母粉等作为碳源。

表３?２ 工业上常用的碳源及其来源

碳 源 来 源

葡萄糖 纯葡萄糖、水解淀粉

乳 糖 纯乳糖、乳清粉

淀 粉 玉米、大米、木薯、甘薯、大麦等

蔗 糖 甜菜糖蜜、甘蔗糖蜜、粗红糖、精白糖等

（二）工业上常用氮源

氮源是构成微生物细胞和含氮代谢产物的营养物质。它是微生物发酵中的主要原料之一。常

用的氮源有无机氮源和有机氮源。氨水、硫酸铵、硝酸铵等为无机氮源；黄豆粉、花生粉、酵母

粉、鱼粉等都是有机氮源。一般来说，有机氮源更有利于微生物的生长。表３?４为工业上的常用
的有机氮源及含氮量。

表３?３ 工业上常用几种农副产品和淀粉质原料成分（％）

原料名称 水分 粗淀粉 粗蛋白 粗脂肪 粗纤维 灰分

甘薯干

玉米

麸皮

米糠

马铃薯

木薯

１２９
１２０
１２１
１１５
６８５
７０３

７６６
７３０
５５４
３８５
２６７
２１４

６１
８５
１３５
１６０
２６
１２

０５
４３
３８
１８５
０１
０４

１４
１３
１０４
７０
０９
１１

２４
１７
４８
５５
１２
０５

表３?４ 几种常用有机氮源的含氮量

氮源 豆粕 花生粉 酵母水解物 血粉 大豆粉 菜子饼 棉子饼 玉米浆

含氮量（％） ８１ ８０ ８０ １２３ ８０ ６０ ６３ ４５

（三）无机盐

无机盐为微生物生长提供必需的矿质元素。这些元素参与酶的组成，构成酶活性基团，激活

酶活性，维持细胞结构的稳定性，调节细胞渗透压，控制细胞的氧化还原电位，有时还可以作为
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某些微生物生长的能源物质。由此可见，无机盐在调节微生物生命活动中起着重要作用。

根据微生物对无机盐的需求量通常将无机盐分为主要元素和微量元素两类。微量元素需求量

极少，因此混杂在水或其他营养物中的极微数量就足以满足微生物的需要。某些微量元素对代谢

产物特别是酶活性起着非常重要的作用。但无特殊原因，一般配制培养基时没有另外加入微量元素

的必要。几种常用无机盐的浓度范围见表３?５，某些无机元素的来源及其生理功能如表３?６所示。

表３?５ 几种常用无机盐的浓度范围

成 分 ＫＨ２ＰＯ４或
Ｋ２ＨＰＯ４

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ＫＣｌ ＣａＣＯ３ ＦｅＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ＺｎＳＯ４·８Ｈ２Ｏ ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ ＣｕＳＯ４·Ｈ２Ｏ

浓度（％） １０～４０ ０２５～３０ ０５～１２０ ５０～１７０ ００１～０１ ０１～１０ ００１～０１ ０００３～００１

（四）水

天然水含有不同类型和不同量的矿物质，具有一定的硬度和碱度，水的质量对微生物的生长

和发酵产物的形成有一定影响。如一些著名的酿酒厂附近都有优质的水源。达不到要求的水可以

经过处理达到发酵的要求，处理方法有絮凝法、离子交换法、电渗析法、反渗透法等。

（五）生长因子

生长因子是一类对微生物正常代谢必不可少且不能用简单的碳源或氮源自行合成的有机物。

广义的生长因子除了维生素外，还包括碱基、卟啉及其衍生物、甾醇、胺类、脂肪酸等。生长因

子虽然需要量不大，但却是某些微生物生长代谢所必需的。另外，某些微生物不仅可以自行合成

维生素，而且可以在细胞中大量积累某种维生素，因此可以通过微生物发酵来生产某些维生素。

表３?６ 某些无机元素的来源及其生理功能

元 素 来 源 生 理 功 能

Ｐ ＰＯ３－４
①核酸、核苷酸、磷脂组分

②参与能量转移

③缓冲ｐＨ值

Ｓ
ＳＯ２－４ 、Ｈ２Ｓ、Ｓ、Ｓ２Ｏ２－３ 、
有机硫化物

①参与含硫氨基酸、ＣｏＡ、生物素、硫辛酸的组成

②硫化细菌的能源

③硫酸盐还原细菌代谢中的电子受体

Ｍｇ Ｍｇ２＋
①许多酶的激活剂

②组成光合菌中的细菌叶绿素

Ｋ Ｋ＋
①酶的激活剂

②物质运输

Ｃａ Ｃａ２＋
①辅助因子、激活剂

②细菌芽孢的组分

Ｆｅ
Ｆｅ３＋

Ｆｅ２＋

①细胞色素组分

②酶辅助因子、激活剂

③Ｆｅ２＋是铁细菌的能源

Ｍｎ Ｍｎ２＋ 酶的辅助因子、激活剂

Ｚｎ Ｚｎ２＋ 参与醇脱氢酶、醛缩酶、ＲＮＡ聚合酶及ＤＮＡ聚合酶的活动

Ｎａ Ｎａ＋ 嗜盐菌所需

Ｃｕ Ｃｕ２＋ 细胞色素氧化酶所需
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（六）前体

前体是指在产物合成过程中，被菌体直接用于产物合成而自身结构无显著改变的物质。加入

前体能明显提高产品的产量，在一定条件下还能控制菌体合成代谢产物的流向。前体最早是在青

霉素生产中发现的。当在青霉素发酵培养基中加入玉米浆后，青霉素产量可从２０ＩＵ／ｍＬ增加到

１００ＩＵ／ｍＬ。进一步研究发现这是由于玉米浆中含有苯乙胺，它能优先结合到青霉素分子中，从
而提高了青霉素Ｇ的产量。虾青素发酵时添加前体物质甲羟戊酸，细胞内虾青素和总色素增加
了４倍。但应该指出的是，前体物浓度过高会造成对细胞的毒性，因此前体的添加应采用少量多
次的流加工艺，以减少毒性和提高前体的利用率。

四、最佳培养基的确定

最佳培养基配比的确定应建立在对细胞的生长和代谢情况完全了解的前提下，从生物化学和

生化工程技术原理出发来推断和计算出来。但目前还无法实现这一点。因此，确定最佳培养基主

要还是通过单因子试验法、正交试验设计和均匀设计等试验方法来确定培养基的组成和配比。单

因子试验方法是一种传统有效的方法，但其效率太低。由于发酵培养基成分复杂，且多种因素互

相影响，因此常采用正交试验方法以减少试验次数，提高试验效率。正交试验法可节约大量人力

物力，能基本反映出合适的发酵培养基配比。均匀设计是我国数学工作者方开泰教授根据数论方

法提出的一种试验设计方法，它的基本出发点是让试点在整个试验范围内更加充分地均匀分散，

从而具有更好的代表性，但每个因素的每个水平只做一次试验，而且可用计算机计算给出回归方

程，便于分析发酵条件对发酵产物的影响，并可以大大减少试验次数，提高工作效率，降低试验

成本。

五、培养基的灭菌

（一）消毒和灭菌

工业发酵过程是利用某种特定的微生物在一定的环境中进行新陈代谢活动，从而获得某种产

品的工业过程。若要进行工业发酵，首先必须有一个没有杂菌的可供微生物生长的良好环境，并

保证在发酵过程中不受杂菌污染。为了做到这一点，就必须搞好灭菌和消毒工作。

消毒（ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ），意即“去除感染”，也就是指杀灭引起感染的微生物。在治疗学与卫生
学中消毒指的是杀灭病原微生物；在工业微生物中消毒指的是除去杂菌，除去会引起污染的微生

物。

对微生物而言，失去繁殖能力就是死亡。因此，灭菌（ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ）指的是杀死一切微生物
（包括繁殖体和芽孢等），不分病原和非病原微生物，杂菌和非杂菌。

此外，消毒一般多指化学因素处理，灭菌一般多指物理因素处理。消毒的结果并不一定是无

菌状态，灭菌的结果则是无菌状态。灭菌和消毒是发酵生产成败的关键。发酵罐、培养基、有关

管道和空气等必须进行严格灭菌，无菌室、发酵车间环境等则要经常地进行不同程度的消

毒。
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（二）灭菌方法

灭菌方法主要有：干热灭菌法、湿热灭菌法、过滤除菌法、射线灭菌法、化学药品灭菌法

等。可以根据灭菌的对象和要求选用不同方法。

１干热灭菌法 最简单的干热灭菌是将金属或其他耐热材料制成的器物在火焰上灼烧，又
称为灼烧灭菌法。在接种操作时用这种方法。大多数的干热灭菌是利用电热或红外线在某设备内

加热到一定温度将微生物杀死。干热对微生物有氧化、蛋白质变性和电介质浓缩引起中毒等作

用。氧化作用导致微生物死亡是干热灭菌的主要根据。由于微生物对于热的耐受力比湿热强得

多，所以干热灭菌所需要的温度要高、时间要长。干热灭菌用于要求灭菌后保持干燥的物料、器

具等。

２湿热灭菌法 湿热灭菌法是借助蒸汽释放的热能使微生物细胞中的蛋白质、酶和核酸分
子内部的化学键，特别是氢键受到破坏，引起不可逆的变性，从而使微生物死亡。在有水分存在

的情况下，蛋白质更易受热凝固变性，这是湿热灭菌的原理。湿热灭菌法又可分为巴斯德消毒

法、高压蒸汽灭菌法和间歇灭菌法。

（１）巴斯德消毒法。将待消毒的液体食品在６３～６５℃下保持３０ｍｉｎ，然后迅速冷却，以杀死
其中可能存在的病原菌，保持食品的营养和风味。啤酒、黄酒、酱油、醋、牛奶等均用此法消

毒。有些牛奶厂用高温瞬时消毒法（１００℃加热１ｍｉｎ）。
（２）高压蒸汽灭菌法。本法是湿热灭菌中效果最好的一种方法。工业发酵菌种培养及生产过
程培养基、管道和设备的灭菌主要利用此方法。一般在０１ＭＰａ蒸汽压（这时对应温度为

１２１０℃）下处理１５～３０ｍｉｎ，即可达到灭菌目的。对体积大、热传导性差的物品，处理时间可
相对长些。

高压蒸汽灭菌不是靠压力，而是靠蒸汽的高温。在灭菌时要排尽设备中空气，使容器内只有

饱和蒸汽。否则，灭菌温度将低于容器上压力表所示压力所对应的温度。

注意，在１００℃以上高温会变质的物品不适宜用此法灭菌。
（３）间歇灭菌法。将待灭菌物品置于蒸锅（蒸笼）内常压蒸１５～３０ｍｉｎ，以杀死其中微生物
营养细胞。冷后置于一定温度（２８～３７℃）下培养过夜，促使第一次蒸煮中未被杀死的芽孢或孢
子萌发成营养细胞，再用同样的方法处理。如此反复三次，可杀灭所有营养细胞、芽孢和孢子，

达到灭菌的目的。此法既麻烦又费时，一般只用于有些不宜用高压蒸汽灭菌的物品和培养基，如

某些糖、明胶或牛奶培养基等。此外，在没有高压蒸汽灭菌器时，也可以采用本灭菌法。

３过滤除菌法 对于蛋白质、酶、血清、维生素等热敏性物质，常采用微孔过滤除菌法。
常用的微孔过滤有陶瓷膜、金属膜、聚砜膜、尼龙膜，还有熔结玻璃细菌滤器、火棉胶、硝化纤

维素滤膜等。一般孔径为０２～０４μｍ，最大孔径不超过１μｍ的过滤介质可以得到无菌滤液。
发酵工业所用的无菌空气也是通过种种过滤除菌而获得的。微生物实验室中使用的超净工作

台也是采用过滤除菌的。微孔过滤法已成为完全除菌的主要方法，已被广泛采用。过滤除菌法的

缺点是无法去除噬菌体或病毒。

４放射性灭菌法 通常用紫外线、高速电子流的阴极射线、Ｘ射线和γ射线等进行灭菌，
以紫外线最常用。紫外线对芽孢和营养细胞都能起作用，但是细菌芽孢和霉菌孢子对紫外线的抵

抗力强。而且紫外线的穿透力低，只能用于表面灭菌，对固体物料灭菌不彻底，也不能用于液体
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物料灭菌，一般用于无菌室、培养室等空间灭菌。波长在２５０～２７０ｎｍ之间杀菌效率高，尤以波
长２６０ｎｍ左右杀菌效率为最高。一般用３０Ｗ紫外线灯照射３０ｍｉｎ。温度高，杀菌效率高；湿度
大，灯的使用寿命短；空气中悬浮杂质多，杀菌效率低。

５化学药品灭菌法 在发酵工业中有的场合不能采用以上方法灭菌，如生产车间环境灭菌、
人们接种操作前双手的灭菌等，因此都必须采用化学药品灭菌。化学药品灭菌的使用方法，根据

灭菌对象不同有浸泡、添加、擦拭、喷洒、气态熏蒸等。以下介绍发酵工业中常用的化学药品灭

菌剂。

（１）高锰酸钾溶液。高锰酸钾溶液的灭菌作用是使蛋白质、氨基酸氧化，使微生物死亡，常
用浓度为０１％～０２５％。
（２）漂白粉。漂白粉的化学名是次氯酸盐（次氯酸钠ＮａＣｌＯ），它是强氧化剂，也是廉价易
得的灭菌剂。漂白粉溶液在碱性、无其他金属离子、避光下稳定，加入次氯酸钙可增加其稳定

性。它的杀菌作用是次氯酸钠分解为次氯酸，后者不稳定，在水溶液中分解为新生态氧和氯，使

细菌受强烈氧化作用而导致死亡，对杀死细菌和噬菌体均有效。杀菌用的漂白粉有：低标准漂白

粉（含３０％有效氯）、高标准漂白粉（含７０％有效氯）和商品次氯酸钠溶液（含１５％有效氯）。
使用时配制成５％溶液，用于喷洒生产场地，其杀菌效果取决于喷洒的细度，极细的雾沫比粗大
的雾沫效果大１０倍。漂白粉是发酵工业的生产场地最常用的化学杀菌剂。但是使用时应注意，
并非所有噬菌体对漂白粉都敏感，因此应该轮流用药。

（３）７５％酒精溶液。７５％酒精溶液的杀菌作用在于使细胞脱水，引起蛋白质凝固变性。无水
酒精杀菌能力很低，因为高浓度酒精使细胞表面形成一层膜，使酒精不能进入细胞内部，达不到

杀菌作用。７５％酒精溶液对营养细胞、病毒、霉菌孢子均有杀灭作用，但对细菌芽孢的杀灭能力
较差。７５％酒精溶液常用于皮肤和器具表面杀菌。
（４）新洁尔灭和杜灭芬。新洁尔灭（十二烷基二甲苯甲基溴化铵）和杜灭芬（十二烷基二甲
基乙苯氧乙基溴化铵）是表面活性剂类洁净消毒剂。它在水溶液中以阳离子形式与菌体表面结

合，引起菌体外膜损伤和蛋白质变性。对营养细胞１０ｍｉｎ能杀灭，但对细菌芽孢几乎没有杀灭作
用。一般用于器具和生产环境消毒，不能与合成洗涤剂合用，不能接触铝制品。使用浓度为

０２５％。
（５）甲醛。甲醛（ＨＣＨＯ）是强还原剂，它能与蛋白质的氨基结合，使蛋白质变性，对氨基
酸和蛋白质的变性有较强活性，这是用甲醛作为灭菌剂的根据。高浓度纯甲醛为３７％水溶液，
以水合物状态存在。甲醛溶液中加入８％～１５％甲醇，可增加稳定性，防止甲醛发生聚合。甲醛
具有很强的刺激臭味，能刺激眼、鼻和咽喉黏膜，在使用时应注意对人体的危害。

气态甲醛与甲醛水溶液所产生的甲醛蒸气的灭菌效果基本相同。在０～３７℃，甲醛的灭菌效
果差别不大，当温度上升或相对湿度在５０％以上，可增加灭菌效果。将多聚甲醛气化，或以２
份３７％甲醛溶液与１份ＫＭｎＯ４混合，或将３７％甲醛溶液直接加热，都可以产生气态甲醛用于灭
菌。也可将３７％甲醛溶液喷雾，用于杀灭空气中的微生物。在容器中，１ｍ３用３７％甲醛溶液

１８ｍＬ，１～２ｈ内可杀灭营养细胞，但对细菌芽孢的杀灭需要１２ｈ，甚至更长时间。甲醛灭菌的缺
点是穿透力差。

（６）戊二醛。戊二醛［ＣＨＯ（ＣＨ２）３ＣＨＯ］是近年来广泛使用的一种广谱、高效、速效杀菌
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剂，使用范围正在逐渐扩大。在酸性条件下不具有杀死芽孢的能力，只有在碱性条件（加入碳酸

氢钠或碳酸钠）才具有杀死芽孢的能力，常用的浓度为２％。常用于器皿、仪器和工具等灭菌。
（７）过氧乙酸。过氧乙酸（ＣＨ３ＣＯＯＯＨ）是一种强氧化剂，沸点１１０℃，温度高于沸点时具
有爆炸性，温度较低时分解生成乙酸和１／２分子氧。它是广谱、高效、速效的化学杀菌剂。
（三）培养基灭菌机理

在发酵工业生产中，深层发酵所用的培养基是用实罐灭菌法或连续灭菌法进行灭菌的。这两

种灭菌法是生产规模的高压蒸汽灭菌法。在高温下，微生物的死亡要比有机营养物质的破坏快。

因此，在高压蒸汽灭菌时，只要在最高温度维持的时间足够短，则随着温度升高，营养物质的损

失逐渐减少。

实罐灭菌在发酵罐（种子罐）中就地进行。连续灭菌指的是让培养基连续通过高温蒸汽灭菌

塔，维持一短时间后立即进入发酵罐的灭菌方法。连续灭菌法可以减少培养基有效成分的破坏。

１微生物的热死规律———对数残留定律 微生物的热死是指微生物受热失活，但是物理性
质不变。微生物虽然是一个复杂的高分子体系，但受热死亡是由于蛋白质变性所致。在一定温度

下，微生物热死遵循分子反应速度理论。在微生物受热失活过程中，微生物不断地被杀死，活菌

数不断减少，其减少速度随活菌数残留量的减少而降低（表３?７）。

表３?７ １００℃




时不同时间微生物存活数

时间（ｍｉｎ） 存活数（个／ｍＬ） 时间（ｍｉｎ） 存活数（个／ｍＬ











）

０
６
７
９
１１

９×１０７

１２×１０７

８×１０６

５×１０６

３×１０６

１５
２０
２５
３０

１×１０６

２×１０５

２×１０４

≈０

菌体的死亡速率－ｄＮｄθ
与任何瞬间残留的活菌数Ｎ成正比。

即 －ｄＮｄθ＝ｋＮ
（３?１）

式中：Ｎ———残留活菌数（个）；

θ———受热时间（ｍｉｎ）；
ｋ———速度常数（ｍｉｎ－１）。

将式（３?１）积分，得：∫
Ｎθ

Ｎ０
－ｄＮＮ ＝ｋ∫

θ

０
ｄθ

Ｎθ＝Ｎ０ｅ－ｋθ

两边取对数，得

θ＝１ｋｌｎ
Ｎ０
Ｎθ
或θ＝２３０３／ｋｌｇ

Ｎ０
Ｎθ

（３?２）

式中：Ｎ０———开始灭菌时原有活菌数（个）；
Ｎθ———经过θ时间灭菌后的残留菌数（个）。
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从式（３?２）可见，灭菌时间取决于污染程度（Ｎ０）、灭菌程度和ｋ值。在培养基中有各种
各样的微生物，不可能逐一加以考虑，如果将全部微生物均作为耐热的细菌芽孢来计算灭菌时间

和温度，就得加长加热时间和提高温度。因此，一般只考虑芽孢细菌和细菌的芽孢数之和作为计

算依据较为合理。另一个问题是灭菌程度，即残留菌数，如果要求完全彻底灭菌，即Ｎθ＝０，事
实上也不可能。一般采用Ｎθ＝０００１，即１０００次灭菌中有１次失败。

２反应速度常数ｋ 反应速度常数ｋ是微生物耐热性的一种特征，它随微生物种类和灭菌
温度而异。相同温度下，ｋ 值愈小，则此微生物愈耐热。１２１℃下，细菌芽孢的ｋ 值约为

１ｍｉｎ－１，而营养细胞的ｋ值为１０～１０１０ｍｉｎ－１，可见细菌芽孢的ｋ值比营养细胞小得多，即细菌
芽孢耐热性比营养细胞大，某些细菌芽孢在１２１℃ 时的ｋ值见表３?８。同一种微生物在不同灭菌
温度下，ｋ值不同，灭菌温度愈低，ｋ值愈小；温度愈高，ｋ值愈大。

表３?８ １２１℃下某些细菌芽孢的ｋ值

细菌芽孢名称 ｋ值ｍｉｎ－１

枯草芽孢杆菌ＦＳ５２３０
脂肪嗜热芽孢杆菌ＦＳ１５１８
脂肪嗜热芽孢杆菌ＦＳ６１７
产气荚膜梭菌ＰＡ３６７９

３８～２６
０７７
２９
１８

３杀灭细菌芽孢的温度和时间 表３?９为ＭｃＣｕｌｌｏｃｈＧｕｉｎａ归纳许多作者用湿热灭菌法杀灭
细菌芽孢时所需的温度和时间。从表中可看出，杀灭细菌芽孢的温度和时间一般根据试验决定，

也可以推算得到。例如Ｒａｈｎ计算１００～１３５℃范围内大多数细菌芽孢的温度系数为８～１０，以此
为基准推算不同温度下的灭菌时间，结果列于表３?１０。

表３?９ 湿热灭菌杀灭细菌芽孢的温度和时间

作 者 温度（℃） 时间（ｍｉｎ）

Ｓｙｋｅｓ
Ｓｙｋｅｓ
Ｓｙｋｅｓ
Ｊｏｒｄｅｎ
Ｍｕｒ
Ｇｅｒａｒｄ
Ｓｙｋｅｓ

１３０
１２５
１２１
１２０
１２０
１１５５
１１５

２４
６４
１５
５
７５
１０
５１

表３?１０ 大多数细菌芽孢的杀灭温度和时间

温度（℃） １００ １１０ １１５ １２１ １２５ １３０

时间（ｍｉｎ） １２００ １５０ ５１ １５ ６４ ２４

４培养基灭菌温度的选择 培养基灭菌过程中，除微生物被杀死外，还伴随着培养基成分
被破坏，在加热下氨基酸及维生素等受破坏。在生产中必须选择既能达到灭菌目的，又能使培养

基成分破坏减少至最少的条件。

灭菌过程微生物死亡是属于一级反应动力学类型。在其他条件不变时，反应速度常数与温度
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的关系可用阿累尼乌斯方程式表示：

ｋ＝Ａｅ－Ｅ／ＲＴ （３?３）

式中：Ａ———比例常数；

Ｅ———杀死细菌所需的活化能（×４１８Ｊ／ｍｏｌ）；

Ｒ———气体常数；

Ｔ———热力学温度（Ｋ）。
式（３?３）也可写成：

ｌｇｋ＝ －Ｅ
２３０３ＲＴ＋ｌｇＡ

（３?４）

以ｌｇｋ对１Ｔ
标绘得一直线，其斜率为 －Ｅ

２３０３Ｒ
，截距为Ａ，从截距和斜率可求得Ａ和Ｅ值。培养

基成分受热破坏是化学分解反应，为一级动力学反应，可用下式表示：

－ｄｃｄθ＝ｋ′ｃ

式中：ｃ———反应物浓度（ｍｏｌ／Ｌ）；

θ———反应时间（ｍｉｎ）；

ｋ′ｃ———化学反应速度常数（ｍｉｎ－１），因温度和反应物种类而不同。
在化学反应中，其他条件不变时，反应速度常数与温度的关系也可用阿累尼乌斯方程式表

示：

ｋ′＝Ａ′ｅ－Ｅ／ＲＴ

在灭菌时，当温度变化，菌死亡速度常数ｋ和培养基成分破坏速度常数ｋ′都变化。温度由

Ｔ１升高到Ｔ２，ｋ值分别为：

ｋ１＝Ａｅ－Ｅ
／ＲＴ ｋ２＝Ａｅ－Ｅ

／ＲＴ

将两式相除并取对数，得：

ｌｎ
ｋ２
ｋ１＝

Ｅ
Ｒ
１
Ｔ１－

１
Ｔ（ ）
２

（３?５）

同样，灭菌时，培养基成分的破坏也可得类似关系：

ｌｎ
ｋ′２
ｋ′１＝

Ｅ′
Ｒ

１
Ｔ１－

１
Ｔ（ ）
２

（３?６）

将式（３?５）和式（３?６）相除，得：

ｌｎ
ｋ２
ｋ１

ｌｎ
ｋ′２
ｋ′１

＝ＥＥ′

杀灭细菌芽的活化能 Ｅ 大于 Ｂ 族维生素破坏的活化能 Ｅ′（表 ３?１１）。因此，
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ｌｎ
ｋ２
ｋ１
大于ｌｎ

ｋ′２
ｋ′１
，即随着温度上升，灭菌速率常数增加倍数大于培养基成分分解的速度常数的增

加倍数。也就是说，温度升高，菌死亡速率大于培养基成分破坏的速率。

表３?１１ Ｂ




族维生素和细菌芽孢的活化能

维生素名称 活化能（×４１８Ｊ／ｍｏｌ） 细菌芽孢名称 活化能（×４１８Ｊ／ｍｏｌ









）

维生素Ｂ６
泛醇

维生素Ｂ１２
维生素Ｂ１

１６８００
２１０００
２３０００
２６０００

嗜热芽孢杆菌１５１８
腐化厌氧菌

肉毒梭菌

６７０００
７２０００
８２１００

达到相同的灭菌效果，提高灭菌温度可以明显缩短灭菌时间，并可减少培养基因受热时间长

使营养成分遭到破坏的损失。不同温度的灭菌时间及培养基营养成分的破坏情况，见表３?１２。

表３?１２



不同温度灭菌时间及培养基破坏情况

温度（℃） 灭菌时间（ｍｉｎ） 营养成分破坏（％） 温度（℃） 灭菌时间（ｍｉｎ） 营养成分破坏（％









）

１００
１１０
１１５
１２０

４００
３０
１５
４

９９３
６７
５０
２７

１３０
１４０
１５０

０５
００８
００１

８
２
＜１

生产实践亦证明，达到同样的灭菌效果，灭菌温度较高而时间较短比温度较低而时间较长要

好。

第三节 菌种活化与扩大培养

生产菌种在使用之前，多采用斜面冰箱保藏法、砂土管保藏法、石蜡油封存法或真空冷冻干

９８７

６

５

４

３
２

１

图３?２ 种子扩培工艺流程
１砂土孢子 ２冷冻干燥孢子 ３斜面孢子
４摇瓶液体培养 ５茄子瓶斜面培养 ６固
体培养基培养 ７、８种子罐培养 ９发酵罐

燥保藏法等方法保藏，所以菌种必须经过菌种活化与扩大培养。所谓菌种活化与扩大培养是指将

保存的处于休眠状态的生产菌种接入试管斜面培养活化后，再经过茄子瓶或摇瓶及种子罐逐级扩

大培养而获得一定数量和质量的纯种过程。这些纯种培养物又称为种子。

要获得优质种子必须具备以下五

种条件：①有一种能使保存的菌种转
移到存活力能达到最大的复活培养基

上的方法；②有一个不引起种子染菌
的接种场所；③具有定量判断种子质
量标准的方法；④具有定量测定菌种
一系列生理状态变化的方法，以能正

确地反映生物物质的连续变化；⑤选
择能满足种子扩大培养的容器和其他

环境条件。
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种子扩大培养的一般工艺流程如图３?１所示。其过程大致可分为实验室制备阶段和生产车间
种子制备阶段。实验室制备阶段包括琼脂斜面、固体培养基扩大培养或摇瓶液体培养；生产车间

种子制备阶段的任务是种子罐扩大培养。

一、实验室种子制备

实验室种子制备包括斜面、茄子瓶、固体培养基、菌体制备和摇瓶液体种子制备。

（一）菌体制备

１细菌和放线菌类 细菌培养多采用肉汤琼脂培养基，而放线菌类的孢子培养多数采用人
工合成琼脂培养基，其中碳源氮源不要太丰富，碳氮之比以氮少一些为好，避免菌体的大量形

成，以利于产生大量孢子。其工艺过程见下图。

冷冻管

砂土管

母斜面 子斜面 摇瓶（菌体） 种子罐 发酵罐

细菌培养温度大多为３７℃，１～３ｄ；放线菌类孢子的培养温度大多数为２８℃，部分菌种为

３０℃或３７℃，培养时间因菌种不同而异，一般为４～７ｄ，也有长到１４ｄ的。孢子成熟后，于５℃冰
箱（库）内保存备用，存放时间不宜过长，一般在一周内，少数菌种可存放１～３个月。

２霉菌类 霉菌类孢子的培养多数采用大米、小米、麦麸等天然固体培养基。这些营养物
质来源丰富、简单易得、价格低廉，比琼脂培养基产孢子量大得多。其工艺过程为：首先将保存

于砂土管或冷冻管中的菌体孢子接种在斜面上恒温培养，待孢子成熟后制成孢子悬浮液，然后接

种到含大米、麸皮等成分的培养基上，在２５～２８℃下通常培养４～１４ｄ，具体时间因菌种而异。
制好的孢子可放在５℃冰箱中保存备用，也可通过真空干燥进行保存备用。经过真空干燥的孢子
菌种可在生产上连续使用半年左右，这对稳定生产有好处。真空干燥法保存主要适用于孢子制

备，纯粹的菌体不宜采取此法保存，因为容易引起死亡。

（二）摇瓶种子制备

以孢子形成的种子可以直接进罐，其优点是工艺路线较短，容易控制，斜面孢子易于保藏；

若菌种纯度高，一次可以制备大量孢子，因此可节约人力、物力和时间，并可减少染菌机会，为

稳定生产提供有利条件。但某些菌种的孢子发芽和菌体繁殖速度较缓慢，为了缩短种子罐培养周

期和稳定种子质量，将孢子经摇瓶培养成菌体后再进罐，这就是所谓的摇瓶种子。摇瓶相当于大

大缩小了的种子罐，其培养基配方和培养条件与种子罐相似。制备摇瓶种子的目的是使孢子发芽

长成健壮的菌体，同时对斜面孢子的质量和无菌情况进行考察，然后择优选用。

摇瓶种子的培养基成分要求比较丰富和完全，并易于分解利用，氮源丰富利于菌体生长。摇

瓶种子进罐的缺点是工艺过程长，操作过程中染菌几率较高。摇瓶种子的质量，主要根据外观颜

色、菌体浓度或黏度、糖氮代谢、ｐＨ、杂菌情况等指标检验，符合要求后方可进罐。
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二、生产车间种子制备

实验室制备的孢子或摇瓶菌体种子移到种子罐扩大培养，种子罐培养基虽因不同菌种而异，

但配制原则是相同的。种子罐培养时需要供给足够的无菌空气，并不断搅拌，使菌体在培养液中

均匀分布，获得相同的培养条件。种子原液一般采用微孔接种法接种，摇瓶菌体种子可在火焰保

护下接入种子罐或采用压差法接入。种子罐之间或发酵罐间的移种方式，主要采用压差法，由种

子接种管道进行移种，移种过程中要防止接受罐表压降至零，否则会引起染菌。

（一）种子罐级数的确定

种子罐的作用在于使实验室中有限数量的菌体发芽、生长并繁殖成大量菌体，接入发酵罐培

养基后能迅速生长，达到一定菌体量，以利于产物的合成。种子罐级数是指制备种子需逐级扩大

培养的次数，这一般根据菌种生长特性、孢子发芽及菌体繁殖速度，以及所采用发酵罐的容积而

定。对于生长快的细菌，种子用量比例少，故种子罐相应少。如谷氨酸生产中，采用茄子瓶斜面

或摇瓶种子接入种子罐于３２℃培养７～１０ｈ，菌浓度达１０８～１０９个／ｍＬ，即可作为种子接入发酵
罐，这称为一级种子罐扩大培养，也称二级发酵。生长较慢的菌种，如青霉素生产菌种，其孢子

悬浮液接入一级种子罐于２７℃培养４０ｈ，此时孢子发芽，长出短菌体，故也称发芽罐。再移至含
有新鲜培养基的第二级种子罐，于２７℃培养１０～２４ｈ，菌体迅速繁殖，获粗壮菌体，故又称繁
殖罐。此菌体即可作为种子移至发酵罐，这称为二级种子罐扩大培养，也称三级发酵。一般

５０ｍ３以上的大型发酵罐都可采用三级发酵。糖化酶的发酵也都采用二级种子，三级发酵。在小
型发酵罐（５～３０Ｌ）中进行试验时，也有采用直接孢子或菌体接入罐中发酵的，这称一级发
酵。

种子罐的级数越少，越有利于简化工艺和控制，并可减少由于多次移种而带来染菌的机会。

但也必须考虑尽量延长发酵罐生产产物的时间，缩短由于种子发芽和生长所占用的非生产时间，

以提高发酵罐的生产率。

（二）种龄与接种量

１接种 种龄是指种子罐中培养的菌体开始移入下一级种子罐或发酵罐时的培养时间。在
种子罐中，随着培养时间的延长，菌体量增加，基质消耗及代谢产物积累，菌体量不再增加，而

逐渐趋于老化。因此选择适当的种龄显得十分重要。通常，种龄以菌体处于生命力极为旺盛的对

数生长期，且培养液中菌体量还未达到最高峰时较为合适。

过于年轻的种子接入发酵罐后，往往会出现前期生长缓慢，整个发酵周期延长，产物开始形

成的时间推迟，甚至会因菌体量过少而在发酵罐内结球，造成异常发酵的情况。过老种子会引起

生产能力下降而菌体过早自溶。

２接种量 接种量是指移入的种子液体积和接种后培养液体积的比例。在丝状菌发酵生产
中，最适接种量多为７％～１５％，有时可增加到２０％～２５％。而细菌发酵中接种量相对较小，一
般为１％～２％，如用棒杆菌生产的谷氨酸发酵中的接种量只需１％。
接种量的大小决定于生产菌种在发酵中生长繁殖的速度。采用较大的接种量可以缩短发酵罐

中菌体繁殖到达高峰的时间，使产物的形成提前到来。这是由于种子量多，同时种子液中含有大
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量体外水解酶类，有利于对基质的利用，并且生产菌迅速占据了整个培养环境，则可减少杂菌生

长的机会。但是，如果接种量过多，往往使菌体生长过快，培养液黏度增加，造成溶解氧不足，

从而影响产物的合成。如对嗜碱性芽孢杆菌生产碱性蛋白酶的研究中发现１％接种量产酶活力最
高，在０５％～４％接种量之间虽有差别，但影响不大，如超过４％则酶产量明显下降。又例如大
肠杆菌生产青霉酰胺酶中，接种量过大会使产酶活力大大下降。而接种量过小，除了延长发酵周

期外，往往还会引起其他不正常情况。在头孢菌素生产中，接种量过小，会产生大量菌体团，而

使产量降低。但有的抗生素如制霉菌素，用１％接种量比用１０％接种量的效果好，而０１％接
种量与１％的效果相似。近年来，生产上多以加大种子量及采用丰富培养基作为获得高产的措
施。

三、菌种质量的要求

种子质量的最终指标是考察其在发酵罐中所表现出来的生产能力。优质种子必须具备下列五

项条件：①菌种细胞的生长活力强，移种到发酵罐后能迅速生长以缩短延滞期；②生理性状稳
定，以便得到稳定的菌体生长过程；③具有适宜的菌体总量及浓度，以满足大容量发酵的要求；

④无杂菌污染，以确保整个发酵过程正常进行；⑤保持稳定的生产能力，使最终产物的生物合成
量持续稳定高产。

因此，首先必须保证生产菌种的稳定性，其次是提供种子培养的适宜环境，保证无杂菌侵

入，以获得优良种子。

（一）菌种稳定性的检查

生产上所使用的菌种必须保持稳定的生产能力，虽然菌种保藏在休眠状态环境中，但微

生物或多或少会出现变异的危险，因此定期考察及挑选稳定菌种投入生产是十分重要的。其

方法是取出少许保藏菌种置于灭菌生理盐水中逐级稀释，在含有琼脂培养基的双碟上划线培

养，菌液稀释度以双碟上所生长的菌落不至于过密为宜。挑出形态整齐、孢子丰满的菌落进

行摇瓶试验，测定其生产能力，以不低于其原有的生产活力为原则，并取生产能力高的菌种

备用。

一般，不管用什么方法保藏菌种，一年左右都应做一次自然分离。

（二）无（杂）菌检查

在种子制备过程中每移种一次均需进行杂菌检查。通常采用的方法有：种子液显微镜观察、

肉汤或琼脂斜面接入种子液培养进行无菌试验和对种子液进行生化分析。其中无菌试验是判断杂

菌的主要依据。

无菌试验主要是将种子液涂在双碟上划线培养、斜面培养和酚红肉汤培养，经肉眼观察双碟

上是否出现异常菌落、酚红肉汤有否变黄色及镜检鉴别是否污染杂菌。在移种的同时进行上述试

验，经涂双碟及接入肉汤后于３７℃培养，在２４ｈ内每隔２～３ｈ取出在灯光下检查一次。２４～４８ｈ
间每天检查一次，以防生长缓慢的杂菌漏检。

种子液生化分析项目主要为取样测定其营养消耗的速度、ｐＨ变化、溶氧利用情况、色泽和
气味有否异常等。
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第四节 空气除菌

耗氧发酵和微生物在繁殖培养过程中需要氧气，通常以空气作为氧源。但空气中含有各种各

样的微生物，如果这些微生物随着空气进入培养液，在适宜的条件下，它们会迅速大量繁殖，消

耗大量的营养物质，以及产生各种代谢产物，干扰甚至破坏预定发酵的正常进行，使发酵产品的

含量降低，产量下降，甚至造成发酵彻底失败而倒罐。因此空气的除菌就成为耗氧发酵工程上的

一个重要环节。除菌的方法很多，如过滤除菌、静电除菌、辐射杀菌等，各种方法的除菌效果、

设备条件、经济指标各不相同。实际生产中所需的除菌程度根据发酵要求而定，既要避免染菌，

又要尽量简化除菌流程，以减少设备投资和正常运转的动力消耗。

一、通气发酵对无菌空气的要求

（一）空气中微生物的分布

微生物在固体或液体中繁殖后，很多细小而轻的菌体、芽孢或孢子，会随水分的蒸发、物料

的移动被气流带入空气中或黏附在灰尘上而漂浮于气流中，故空气中含菌量随环境的不同而有很

大的差异。一般干燥寒冷的北方空气含菌量较少，而潮湿温暖的南方含菌较多，人口稠密的城市

比人口少的农村含菌量多，地平面又比高空的空气含菌量多。因此，研究空气中的含菌情况，选

择良好的取气位置和提高空气除菌系统的除菌效率，是发酵工业保证正常生产重要内容。

各地空气所悬浮的微生物的种类以及比例各不相同，数量也随条件的变化而异，一般设计时

以含量为１０３～１０４个／ｍ３进行计算。
（二）发酵对空气无菌程度的要求

各种不同的发酵过程，由于所用菌种的生长能力强弱、生长速度的快慢、它的分泌物的性

质、发酵周期的长短、培养物的营养成分和ｐＨ的差异，对所用的无菌空气的无菌程度有不同的
要求。如酵母培养过程，因它的培养基是以糖源为主，有机氮比较少，它能利用无机氮源，要求

的ｐＨ较低，在这样的条件下，一般细菌较难繁殖，而酵母的繁殖速度又较快，在繁殖过程中能
抵抗少量的杂菌影响，因而对无菌空气的要求不如氨基酸、酶制剂、大型真菌、抗生素发酵那么

严格。一般按染菌几率１０－３来计算，即１０００次发酵周期所用的无菌空气只允许１～２次染菌。
虽然一般悬浮在空气中的微生物，大多数是耐恶劣环境的孢子或芽孢，繁殖时需要较长的调

整期，但是在阴雨天气或环境污染比较严重时，空气也会悬浮大量的活力较强的微生物，一个细

菌进入培养物后，在培养物的良好条件下，只要很短的调整时间就能大量繁殖，如繁殖１５ｈ后，
可达到１０９个。这样大量的杂菌就必然使发酵受到严重干扰或失败，估算是以进入１～２个杂菌
即失败作为依据的。

（三）空气含菌量的测定

要准确测定空气中的含菌量来决定过滤的空气含菌量是比较困难的，一般采用培养法或光学

法测定其近似值。培养法在微生物学中已有介绍，这里只介绍光学法。

光学法采用粒子计数器，它是利用微粒对光线的散射作用来测量粒子的大小和含量。测量时
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以一定速度将试样空气通过检测区，同时用聚光透镜将从光源来的光线聚成强烈光束射入测检

区，在测检区内，空气试样受到光线强烈照射，空气中的微粒把光线散射出去，由聚光透镜投入

光电倍增管，将光转换成电信号。粒子的大小与信号峰值有关。粒子的数量与信号脉冲频率有

关。信号经自动计数器计算出粒子的大小和数量，显示读数。

这种仪器可以测量空气中含有直径０３～０５μｍ微粒的各种浓度，测量比较准确，但它只是
微粒观念，不能测量空气中的活菌的数目。

二、除菌方法

空气除菌就是除去或杀死空气中的微生物。破坏生物体活性的方法很多，如辐射杀菌、加热

杀菌、化学药物杀菌，都是将有机体蛋白质变性而破坏其活力。而静电吸附和介质过滤的方法是

把微生物的粒子用分离方法除去。工业发酵所需的无菌空气要求高，用量大，故要选择运行可

靠、操作方便、设备简单、节省材料和减少动力消耗的有效除菌方法。

（一）辐射杀菌

从理论上来说，声能、高能阴极射线、Ｘ射线、γ射线、β射线和紫外线等都能破坏蛋白质
活性而起杀菌作用。使用得较多的是紫外线杀菌，紫外线波长为２５４～２６５ｎｍ时杀菌效力最强，
它的杀菌力与紫外线的强度成正比，与距离的平方成反比。紫外线通常用于无菌室、医院手术室

等空气对流不大的环境下杀菌。但杀菌效率较低，杀菌时间较长，一般要结合甲醛蒸气消毒或苯

酚的喷雾等来保证无菌室较高的无菌程度。

（二）热杀菌

热杀菌是有效、可靠的杀菌方法，但是如果采用蒸汽或电热来加热大量的空气以达到杀菌目

的，则需要消耗大量的能源和增设大量的换热设备，这是十分不经济的。利用空气压缩时放出的

热量进行保温杀菌，这就比较经济。空气进口温度为２１℃，空气的出口温度为１８７～１９８℃，压
力为０７ＭＰａ。从压缩机出口到空气贮罐一段管道保温层进行保温，使空气达到高温后保持一段
时间，保证微生物死亡。为了加长空气的高温时间，防止空气在贮罐中走短路，最好在贮罐内加

装导筒。采用热杀菌装置时，还应装有空气冷却器，并排除冷凝水，以防止在管道设备死角积聚

而造成杂菌繁殖的场所。在进入发酵罐前应加装分过滤器以保证安全，但采用这样系统压缩机能

量消耗会相应增大，压缩机耐热性能要增加，它的零部件也要选用耐热材料加工。

（三）静电除菌

静电除尘法已广泛使用，虽然它的除尘效果不很高，一般在８５％～９９％之间，但由于它消
耗能量小，使用得当每处理１０００ｍ３的空气只耗电０２～０８ｋＷ·ｈ。空气的压头损失小，设备也
不大。常用于洁净工作台，洁净工作室所需无菌无尘空气的第一次除尘，配合高效过滤器使用。

静电除尘是利用静电引力吸附带电粒子而达到除菌除尘的目的。悬浮于空气中的微生物、微

生物孢子大多带有不同的电荷，没有带电荷的微粒在进入高压静电场时都会被电离变成带电微粒，

但对于一些直径很小的微粒，它所带的电荷很小，当产生的引力等于或小于气流对微粒的拖带力或

微粒布朗扩散运动的动量时，则微粒就不能被吸附而沉降，所以静电除尘对很小的微粒效率较低。

用静电除菌进行空气净化，有如下优点：①阻力小，１０ｋＰａ；②耗电小。但是，一次投资
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大。

（四）过滤除菌法

过滤除菌是目前发酵工业中经济实用的空气除菌方法，它采用定期灭菌的介质来阻截流过空

气所含的微生物，从而取得无菌空气。常用的过渡介质有微孔滤膜、棉花、活性炭或玻璃纤维、

有机合成纤维、有机烧结材料、无机烧结材料和金属烧结材料等等。由于被过滤的气溶胶中微生

物粒子很小，一般只有０５～２μｍ，而过滤介质的材料一般孔隙直径都大于微粒直径的几倍到几
十倍，因此过滤机理比较复杂。同时 ，由于空气在压缩过程带入的油雾和水蒸气冷凝的水雾影

响，使过滤的因素变化更多，当过滤介质孔隙小于或大大小于被过滤的微粒直径时，通常称为绝

对过滤。

随着工业的发展，过滤介质逐渐由天然材料棉花过渡到微孔滤膜、玻璃纤维、超细玻璃纤维

和其他烧结材料，如烧结金属、烧结陶瓷、烧结塑料等较新的过滤介质。因此，微孔过滤中绝对

过滤的使用就越来越多了。

１

９

１２１１１１８
７６５４３

２

图３?３ 空气净化工艺流程图
１空气吸气口 ２粗过滤器 ３空气压缩机 ４一级空气冷却器 ５二级空气冷却器 ６分水器

７空气贮罐 ８旋风分离器 ９丝网除沫器 １０空气加热器 １１总空气过滤器 １２分过滤器

过滤除菌机理：空气溶胶的过滤除菌原理与通常的过滤原理不一样，一方面是由于空气溶胶

中气体引力较小，且微粒很细小，悬浮于空气中的微生物粒子大小在０５～２μｍ之间，深层过滤
所用的过滤介质———棉花的纤维直径一般为１６～２０μｍ。充填系数为８％时，棉花纤维所形成网
格的孔隙为２０～５０μｍ。超细纤维滤纸滤板，因纤维直径很细小，为１～１５μｍ，其所制的滤板
紧密度较大，所形成网格的孔隙为０５～５μｍ。微粒随气流通过滤层时，滤层纤维所形成的网格
阻碍气流直线前进，使气流出现无数次改变运动速度和运动方向，绕过纤维前进，这些改变引起

微粒对滤层纤维产生惯性冲击、阻拦、重力沉降、布朗扩散、静电吸引等作用而把微粒滞留在纤

维表面上，从而达到除菌的目的。

过滤效率就是滤层所滤去的微粒数与原来微粒的比值，它是衡量过滤设备的过滤能力的指

标：
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η＝
Ｎ１－Ｎ２
Ｎ１ ＝１－

Ｎ２
Ｎ１

（３?７）

式中：Ｎ１———过滤前空气中微粒含量；

Ｎ２———过滤后空气中微粒含量；

Ｎ２
Ｎ１
———过滤前后空气中含有微粒数的比值，即穿透滤层的微粒数与原有微粒数的比

值，称为穿透率。

实践证明，空气过滤器的过滤效率主要与微粒的大小、过滤介质的种类和它们的规格（纤维

直径）、介质的填充密度、过滤介质层厚度以及阴性通过的空气气流速度等因素有关。

研究空气过滤器的过滤规律时，先排除一些复杂的因素，假定：①过滤器中过滤介质每一纤
维的空气流态并不因其他邻近纤维的存在而受影响；②空气中的微粒与纤维表面接触后即被吸
附，不再被气流卷起带走；③过滤器的过滤效率与空气中微粒的浓度无关；④空气中微粒在滤层
中的递减均匀，即每一纤维薄层除去同样百分率的菌体。这样，空气通过单位滤层后，微粒浓度

下降与进入空气微粒浓度成正比。

－ｄＮｄＬ ＝ｋＮ１
（３?８）

式中：ｄＮ
ｄＬ
———单位滤层所除去的微粒数（个／ｃｍ）；

Ｎ１———进入滤层时空气中的微粒数（个）；

Ｌ———滤层厚度（ｃｍ）；

ｋ———过滤常数（决定于过滤介质的性质和操作情况）。
将上式整理，积分

－ｄＮＮ１ ＝
ｋｄＬ

得

ｌｎ
Ｎ２
Ｎ１＝－

ｋＬ
Ｎ２
Ｎ１＝

ｅ－ｋＬ （３?９）

上式称为对数穿透定律，它表示进入滤层的微粒数与穿透滤层的微粒数之比的对数是滤层厚

度的函数。其常数ｋ的值与很多因素有关，如纤维的种类、纤维直径、填充密度、空气流速和
空气中微粒的个数等，一般选择特定的条件，以实验方法求得。

第五节 发酵工艺控制

微生物培养是受菌种活性及环境条件制约的生化反应过程，在选育得到优良微生物菌种的前

提下，发酵过程的控制对发酵产品高产、稳产起着至关重要的作用。同一菌种在不同厂家，由于

设备、原材料来源、发酵过程控制等的差别，菌种的发酵水平也不尽相同。熟悉菌种性能，优化
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发酵条件和发酵过程控制，则可以充分发挥菌种潜力，获得满意的发酵结果。

由于发酵过程的复杂性，使得生产过程的控制较为复杂。过程控制的参数较多，可以分为物

理参数和化学参数两大类。表３?１３和表３?１４列出了一些可供发酵过程中监测的物理参数和化学
参数。

表３?１３ 发酵过程中可供监测的物理参数

参 数 单 位 测试方法 主要作用

温度 ℃，Ｋ 传感器 维持生长、合成

罐压 Ｐａ 压力表 维持正压，增加溶解氧

空气流量 ｍ３／（ｍ３·ｈ），ｍ３／ｈ 传感器 供氧、排泄废气，提高ｋＬａ
搅拌转速 ｒ／ｍｉｎ 传感器 物料混合，提高ｋＬａ
搅拌功率 ｋＷ 传感器 反映搅拌情况，ｋＬａ
黏度 Ｐａ·ｓ 黏度计 反映菌生长，ｋＬａ
密度 ｇ／ｃｍ３ 传感器 反映发酵液性质

装量 ｍ３，Ｌ 传感器 反映发酵液体积

浊度 透光度（％） 传感器 反映菌体生长情况

泡沫 传感器 反映发酵代谢情况

传质系数ｋＬａ Ｌ／ｈ 间接计算，在线监测 反映供氧效率

加糖速率 ｋｇ／ｈ 传感器 反映耗氧速率

加入消泡剂速率 ｋｇ／ｈ 传感器 反映泡沫情况

加入中间体及前体速率 ｋｇ／ｈ 传感器 反映前体、基质利用情况

加入其他基质速率 ｋｇ／ｈ 传感器 反映基质利用情况

表３?１４ 发酵过程中可供监测的生化参数

参 数 单 位 测试方法 主要作用

菌体浓度 ｇ（干细胞）／Ｌ 取样 了解生长情况

菌体中ＲＮＡ、ＤＮＡ含量 ｍｇ（干细胞）／ｇ 取样 了解生长情况

菌体中ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ含量 ｍｇ（干细胞）／ｇ 取样 了解菌体的能量代谢活力

菌体中ＮＡＤＨ２含量 ｍｇ（干细胞）／ｇ 在线荧光法 了解菌体的合成能力

溶解氧浓度（％饱和度） ｍｇ／Ｌ 传感器 反映氧供需情况

排出气体Ｏ２浓度 ｍｇ／Ｌ 传感器 了解耗氧情况

菌体摄入氧速率 ｇ／Ｌ·ｈ 间接计算 了解耗氧情况

呼吸强度 ｇＯ２／ｇ菌·ｈ 间接计算 了解比耗氧情况

溶解ＣＯ２浓度 ％饱和度 传感器 了解ＣＯ２对发酵的影响
排出气体ＣＯ２浓度 ％ 传感器 了解菌体呼吸情况

呼吸熵（ＲＱ） 无因次 间接计算 了解菌体代谢情况

酸碱度 ｐＨ 传感器 反映菌的代谢情况

氧化还原电位 ｍＶ 传感器 反映菌的代谢情况

效价或产物浓度 ｇ／ｍＬ 取样（传感器） 了解产物合成情况

前体或中间体浓度 ｍｇ／ｍＬ 取样 了解前体或中间体利用情况

氨基酸浓度 ｍｇ／１００ｍＬ 取样 了解氨基酸等含量变化情况

无机盐浓度（Ｆｅ２＋、Ｍｇ２＋等） ｍｏｌ，％ 取样，离子选择电极 了解离子含量对发酵的影响

尽管以上列出了许多影响发酵过程的参数，但一些参数在线检测和控制比较困难，生产中仅

对其中的少数几个主要参数加以检测和控制。目前较常监控的参数主要包括温度、罐压、空气流
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量、搅拌转速、ｐＨ、溶氧、产品浓度、糖含量、氮浓度、菌体浓度、基质浓度、排出二氧化碳
气体浓度和泡沫等。

一、温度对发酵的影响及控制

（一）发酵热

发酵过程中随着菌体的生长繁殖，代谢产物的形成，以及机械搅拌的作用，会产生一定的热

量；同时由于发酵罐壁的散热、培养基水分的蒸发等也会带走部分热量。习惯上将发酵过程中释

放的净热量称为发酵热。发酵热包括生物热、搅拌热、蒸发热和辐射热。

１生物热 在发酵过程中，由于菌体的生长繁殖和形成代谢产物，不断地利用营养物质，
主要是碳源、氮源和脂肪，将其分解氧化获得能量，其中一部分能量用于高能化合物，供合成细

胞物质和合成代谢产物所需要的能量。其余部分则以热的形式散发出来，这就是生物热。

生物热随菌种和培养条件不同而不同。菌种活力强，培养基丰富，菌体代谢旺盛，产生热量

多。同一种微生物呼吸作用比发酵作用产生热量多。发酵过程的产热具有强烈的时间性，即在不

同培养阶段，菌体呼吸作用和发酵作用强度不同，所产生的热量不同。在发酵初期，菌体处在适

应期，菌数少，呼吸作用缓慢，产生热量少。当菌体处在对数生长期，菌体繁殖快，代谢旺盛，菌体浓

度也大，产生热量多。特别是从对数生长转入平衡期时，菌体浓度大，代谢旺盛，产生热量最多。发

酵后期，微生物已基本停止繁殖，逐步衰老，产生的热量不多，且逐渐减弱，温度变化不大。

２搅拌热 机械搅拌通气发酵罐，由于机械搅拌带动发酵液进行运动，造成液体之间、液体与
设备之间的摩擦作用，产生可观的热量，称为搅拌热。搅拌热与搅拌轴功率有关。可用下式计算：

Ｑ搅＝Ｐ×３６０１ （３?１０）

式中：Ｑ搅———搅拌热（ｋＪ／ｈ）；

Ｐ———搅拌功率（ｋＷ）；

３６０１———机械能转变为热能的热功当量ｋＪ／（ｋＷ·ｈ）。

３蒸发热 通气时，引起发酵液水分蒸发，发酵液因蒸发而被带走的热量称为蒸发热。

Ｑ蒸发＝Ｇ（Ｉ出－Ｉ进） （３?１１）

式中：Ｇ———通入发酵罐中空气的重量流量（ｋｇ／ｈ）；

Ｉ出———进口空气的热焓（ｋＪ／ｋｇ）；

Ｉ进———出口空气的热焓（ｋＪ／ｋｇ）。

４辐射热 因发酵液温度与周围环境温度不同，发酵液部分热量通过罐体向外辐射。辐射
热大小，取决于罐内外温度差，冬天大些，夏天小些，一般相差不超过５％。
因此，发酵过程中发酵热为：

Ｑ总＝Ｑ生物＋Ｑ搅拌＋Ｑ蒸发＋Ｑ辐射
（二）发酵过程温度的影响和控制

微生物生长繁殖和产物的形成都是一系列生化反应的结果，同化学反应一样，反应速率和温

度存在着相当的依存关系。温度升高，反应速率加大，生长代谢加快。但因菌体本身的蛋白质和
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酶很易因热而变性和失去活性，温度越高，蛋白质和酶的变性和失活也越快，表现在菌体易于衰

老，发酵周期缩短，影响产物的最终产量。温度影响细胞中酶的活性，从而影响代谢调节途径，

造成产物变化。另外，温度还通过影响发酵液性质来间接影响发酵。例如温度影响基质中氧的溶

解从而影响发酵。严格控制菌种生长繁殖和生物合成所需要的最适温度，对稳定发酵过程，缩短

发酵周期，提高发酵单位和产量，具有十分重要的意义。

微生物生长温度可以分为最低、最适合和最高三种。低于最低生长温度，微生物就不能生

长；达到最高生长温度，微生物生命活动就要停止或死亡。最适生长温度是指微生物生长最适宜

的温度，在这个温度时，培养条件适当，则微生物生长最快。最适发酵温度则是指在该温度下最

适于微生物的生长或发酵产物的生成。最适温度是一种相对的概念，它是在一定的条件下测得的

结果。不同的微生物有不同的最适温度。同一种微生物菌体生长的最适温度和形成代谢产物的最

适温度可能相同，也可能有所不同。对于同一微生物细胞，细胞生长和代谢产物积累的最适温度

也往往是不同的。例如在谷氨酸发酵中，在发酵前期的长菌阶段和种子培养时应满足菌体生长最

适温度。若温度过高，菌体容易衰老。生产上表现为ＯＤ值增长慢，ｐＨ高，耗糖慢，发酵周期
长，谷氨酸生成少，严重时抑制生长。遇到这种情况，应及时降温，采用小通气，以少量多次流

加尿素；必要时可补加玉米浆，以促进生长。在发酵中期和后期，菌体生长已停止，为了大量累

积谷氨酸，需要适当提高温度。由于温度对微生物的生长、繁殖和代谢产物的形成有重要的影响

作用，因此为了使微生物的生长速度最快，目标产物产率最高，在发酵过程中必须根据微生物菌

种的特性，选择和控制最适温度。

一般来说，接种温度可以适当提高些，以利于孢子的萌发或加快微生物的生长和繁殖。待发

酵液的温度上升时，温度应控制在微生物的最适生长温度。当菌体生长到一定量时，温度的控制

可比最适生长温度低些，即控制在微生物代谢产物合成的最适温度。

在各种微生物的培养过程中，各个发酵阶段的最合适温度的选择要从各个方面进行综合考

虑，通过大量的生产实践才能准确掌握发酵的规律。近年来利用计算机模拟最佳的发酵条件，使

发酵的温度能处于一个相对合适的条件成为现实。

二、溶解氧浓度对发酵的影响及监控

现代工业发酵使用的菌种多属好氧菌，此类微生物生长繁殖和代谢过程中氧作为呼吸过程的

最终受氢体，只有在分子氧的存在下，才能正常生长和代谢。发酵过程中必须提供大量的氧，以

满足菌体生长繁殖和代谢产物的大量产生对氧的需求，它是稳定和提高产量的关键之一。对多数

发酵来说，通常需要供给大量的氧才能满足菌体对氧的需求，氧的不足会造成代谢异常，发酵单

位和产量下降。液体发酵过程中微生物所利用的只能是溶解氧，但因氧气属于难溶性气体，故它

常常是发酵生产的限制性因素。培养液内溶解氧的浓度往往受许多因素的影响，主要是受通气和

搅拌功率所左右。

（一）溶解氧对发酵过程的影响

好氧微生物发酵时，主要是利用溶解于水中的氧，只有当这种氧达到细胞的呼吸部位才能发

挥作用，所以增加培养基中的溶解氧后，可以增加推动力，使更多的氧进入细胞，以满足代谢的
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需要。不影响微生物呼吸时的最低溶解氧浓度称为临界溶解氧浓度。在临界溶解氧浓度以下时，

溶解氧是菌体生长的限制因素，菌体生长速率随着溶解氧的增加而显著增加，愈接近临界值，菌

体生长速率愈快。达到临界值时，溶解氧已不是菌体生长的限制性因素。临界溶解氧浓度不仅取

决于微生物本身的呼吸强度，还受到培养基的组分、菌龄、代谢物的积累、温度等其他条件的影

响。生物合成最适溶解氧浓度和临界溶解氧浓度是不同的。前者是指溶解氧浓度对生物合成有一

个最适的范围，过低的溶解氧，首先影响微生物的呼吸，进而造成代谢异常。但过高时对产量也

未必有利，因为溶解氧不仅为生长提供氧，同时也为代谢供给氧，并造成一定的微生物的生理环

境，它可以影响培养基的氧化还原电位。

每种微生物在确定的设备和发酵条件下，溶解氧浓度变化均有自己的规律。一般说来，发酵

初期，菌体大量增殖，氧气消耗大，此时需氧量大于供氧量，溶解氧浓度明显下降，同时菌体摄

氧量则出现高峰。发酵中后期，对于分批发酵来说，溶解氧浓度变化比较小。因为菌体已繁殖到

一定程度，呼吸强度变化不大。到了发酵后期，由于菌体衰亡，呼吸强度减弱，溶解氧浓度也会

逐步上升。菌体开始自溶后，溶解氧浓度上升更为明显。

（二）影响氧传递的因素

微生物发酵中，通入发酵罐内的空气中含有的氧不断溶于培养液中，以供菌体细胞代谢之

需。这种由气态氧转变成溶解态氧的过程与液体吸收气体的过程相同，所以可用描述气体溶解于

液体的双膜理论的传质公式表示：

Ｎ＝ｋＬａ（Ｃ－ＣＬ）
式中：Ｎ———氧的传递速率（ｍｍｏｌ／ｈ）；

Ｃ———溶液中饱和溶解氧浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）；

ＣＬ———溶液主流中的溶解氧浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）；

ｋＬ———以浓度差为推动力的氧传质系数（１／ｈ）；

ａ———比表面积（单位体积溶液所含有的气液接触面积，ｍ２／ｍ３）。
因为ａ很难测定，所以将ｋＬａ当成一项，称为液相体积氧传递系数，又称溶（解）氧系数（１／ｈ）。
从上述公式可以看出，影响发酵过程中供氧的主要因数有推动力（Ｃ－ＣＬ）和液相体积氧

传递系数ｋＬａ。若能改变这两个因数，就能改变发酵罐的供氧能力。
要想增加氧传递的推动力（Ｃ－ＣＬ），就必须设法提高Ｃ或降低ＣＬ。

１提高饱和溶解氧浓度Ｃ的方法 影响氧传递推动力的因数有温度、溶液的组成、氧的分
压等。因此要想提高Ｃ就得降低培养温度或降低培养基中营养物质的含量，或提高发酵罐内的
氧分压。这几种方法的实施均有较大的局限性。发酵培养基的组成和培养温度是依据生产菌种的

生理特性和生物合成代谢产物的需要而确定的，不可任意改动。但有时分批发酵的中后期，由于

发酵液黏度太大，补入部分灭菌水来降低发酵液的表观黏度，改善通气效果。采用提高氧分压的

方法，一是提高发酵罐压力，二是向发酵液通入纯氧气。提高罐压会减小气泡体积，减小了气?
液接触面积，影响氧的传递速率，降低氧的溶解度，影响菌体的呼吸强度，同时增加设备负担。

通入纯氧能显著提高溶液中的溶解氧浓度，但此种方法既不经济又不安全，同时易出现微生物的

氧中毒现象。采用富集氧的方法，如将空气通过装有吸附氮的介质的装置，减小空气中的氮分
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压。经过这种富集氧的空气用于发酵，是值得深入研究的一种提高氧分压的方法。

２降低发酵液中的ＣＬ 降低发酵液中的ＣＬ，可采取减少通气量或搅拌转速等方式来降低

ＣＬ，使发酵液中的ＣＬ降低。但是，发酵过程中发酵液中的ＣＬ不能低于Ｃ临界，否则就会影响微
生物的呼吸。目前发酵所采用的设备，其供氧能力已成为限制许多产物合成的主要因素之一，故

此种方法也不理想。

经过长时间的研究和生产实践证实，影响发酵设备的ｋＬａ的主要因素有搅拌效率、空气流
速、发酵液的物理化学性质、泡沫状态、空气分布器形状和发酵罐的结构等。实验测出的ｋＬａ
与搅拌效率、通气速度、发酵液理化性质等的关系可用下述的经验式表示：

ｋＬａ＝ｋ［（Ｐ／Ｖ）α·（Ｖｓ）β（ηａｐｐ）－ω］ （３?１２）

式中：Ｐ／Ｖ———单位体积发酵液实际消耗的功率（指通气情况下，ｋＷ／ｍ３）；

Ｖｓ———空气直线流速（ｍ／ｈ）；

ηａｐｐ———发酵液表观黏度（ｋｇ·ｓ／ｍ２）；

α、β、ω———指数，与搅拌器和空气分布器的形式等有关，一般通过实验测定；

ｋ———经验常数。
（１）搅拌效率的影响。发酵罐内装配搅拌器的作用有：①使发酵罐内的温度和营养物质浓度
均一，使组成发酵液的三相系统充分混合；②把引入发酵中的空气分散成小气泡，增加了气?液
接触面积，提高ｋＬａ值；③强化发酵液的湍流程度，降低气泡周围的液膜厚度和湍流中的流体
的阻力，从而提高氧的转移速率；④减少菌丝结团，降低细胞壁周围的液膜阻力，有利于菌体对
氧的吸收，同时可尽快排除细胞代谢产生的“废气”和“废物”，有利于细胞的代谢活动。应指

出的是，如果搅拌速度过快，由于剪切速度增大，菌丝体会受到损伤，影响菌丝体的正常代谢，

同时浪费能源。

（２）空气流速。空气流速为Ｖｓ。β为指数，约在０４～０７２间，随着搅拌形式而异。这个
关系说明通气效率或ｋＬａ是随空气量增多而增大的。当增加通气量时，空气流速相应增加，从
而增大溶解氧；但是，只增加通气量，而转速不变时，功率会降低，又会使溶氧系数降低。同

时，空气流速过大时，会发生“过载”现象，这时，桨叶不能打散空气，气流形成大气泡在轴的

周围逸出，使搅拌速率和溶氧速率都大大降低。

（３）空气分布管。空气分布管的型式、喷口直径及管口与罐底距离的相对位置对氧溶解速率
有较大的影响，在发酵罐中采用的空气分布装置有单管、多孔管及多孔分支管等几种。当通气量

小时（００２～０５ｍＬ／ｓ），气泡的直径与空气喷口直径的１／３次方成正比。就是说，喷口直径越
小，气泡的直径越小，溶氧系数就越大。但是，一般发酵工业的通气量都远超过这个范围，这时气泡

直径与通气量有关，而与喷口直径无关，即在通气量大时，采用单管或环形管，其通气效果不受影

响。但是，环形管的小孔极易堵塞，因此，发酵工业大多数采用单管空气分布器，空气分布器在搅拌

器的下方，罐底中间位置，管口向上，使空气喷出就被搅拌器打碎，从而提高了通气效率。

（４）氧的分压。增加空气中氧的分压可使氧的溶解度增大。增加空气压力，即增大罐压，或
用含氧较多的空气或纯氧都能增加氧的分压。一般微生物在０５ＭＰａ以下的压力不会受到损害，
因此适当提高空气压力对提高溶氧效果是有好处的。但是，过分增加罐中空气压力是不值得提倡
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的，因为罐压增大，空气压力增大，整个设备耐压性都要提高，从而使设备费用投资大大增加。

同时，氧的分压过高也会影响菌的生理代谢，据报道氧分压过高会造成微生物暂时的中毒现象，

中毒容易与否决定于微生物的种类和培养条件。而采用纯氧的办法也要考虑经济性。

（５）发酵液的物理性质。在发酵过程中，由于微生物的生命活动，分解利用培养液中的基
质、大量繁殖菌体、积累代谢产物等都会引起培养液的物理性质的改变，特别是黏度、表面张

力、离子浓度等，从而影响气泡的大小、气泡的稳定性和氧的传递效率。此外，发酵液黏度的改

变还影响液体的湍动性以及界面或液膜阻力，从而影响溶氧传递。特别是非牛顿型流体的霉菌的

发酵液，溶氧系数和培养基组成有关。通常当发酵液浓度增大，黏度增大时，则ｋＬａ值降低。
发酵过程中，由于泡沫大量形成，菌体与泡沫形成稳定的乳浊液 ，影响了氧的传递，这种

情况下加入适量的消泡剂，消除泡沫对氧的溶解有利。但是，消泡剂用量过多，消泡剂聚集在微

生物细胞表面及气泡液膜，增加传质阻力，大大降低氧的传递速率。

除此之外，发酵罐内液柱高度和体积也对溶氧有影响。一般来说，罐的径高比小则氧的利用

率差，罐体积大的氧的利用率高。常用溶氧控制方法的比较见表３?１５。

表３?１５ 常用溶氧控制方法的比较

方法 作用于 投资 运转成本 效果 对生产作用 备 注

气体成分 Ｃ 中到低 高 高 好 气相中高氧可能会爆炸，适于小规模

搅拌速度 ｋＬａ 高 低 高 好 在一定限度内，要避免过分剪切

挡板 ｋＬａ 中 低 高 好 需改装设备

通气速率 Ｃａ 低 低 低 好 可能引起泡沫

罐压 Ｃ 中到高 低 中 罐强度要求高，对密封、探头有影响

基质浓度 需求 中 低 高 不定 响应较慢须及早行动

温度 需求Ｃ 低 低 变化 不定 不是常应用

表面活性剂 ｋＬ 低 低 变化 不定 需试验确定

（三）溶氧系数的测定

溶氧系数的测定方法很多，主要有①化学法；②压力法；③极谱法；④覆膜氧电极法。化学
法及压力法等较为复杂，不适于在线控制。实际工业应用的一般是由极谱法发展而来的覆膜氧电

极法。可以测定在发酵过程中溶解氧浓度ｃ、菌的耗氧速率ｒ及溶氧系数ｋＬａ。此外，还可根据
发酵过程中基质消耗比速率ｒ，间接计算出ｋＬａ。

１亚硫酸盐氧化法
（１）作用原理。此法是利用亚硫酸根在铜或镁离子作为接触剂时被氧迅速氧化的特性来估计
发酵设备中的通气效率的。因为亚硫酸盐的氧化速率远较氧的溶解速率为大，所以氧一溶解于液

体中就立即被消耗掉，从而使溶液中氧浓度为零，当亚硫酸盐浓度为：００１８～０４７ｍｏｌ／Ｌ，温
度在２０～４５℃ 之间，与氧反应的速度几乎恒定不变，用碘量法测定未经氧化的亚硫酸钠，便可
根据亚硫酸钠的氧消耗量来求得氧的溶解量。计算时，为了方便，采用罐压Ｐ作为推动力，同
时溶液中的氧分压Ｐ等于零，此时的溶氧系数叫做亚硫酸盐氧化值，以ｋｄ表示

ｋｄ＝
Ｎ
Ｐ＝

ｃＶ
４０００Ｓｔｐ

（３?１３）

式中：ｋｄ———亚硫酸盐氧化值［ｍｏｌ／（ｍＬ·ｍｉｎ·ＭＰａ）］；
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Ｎ———平均溶氧速率（ｍｏｌ／ｍＬ·ｍｉｎ）；

ｃ———亚硫酸钠的体积摩尔浓度（ｍｏｌ／ｍＬ）；
Ｓ———取样量（ｍＬ）；
ｔ———两次取样的时间间隔（ｍｉｎ）；
Ｖ———Ｎａ２Ｓ２Ｏ３滴定体积（ｍＬ）；
Ｐ———罐内绝对压力（ＭＰａ）。

（２）亚硫酸盐氧化法的优缺点。用亚硫酸盐氧化法测定溶氧系数的优点是氧溶解速度和亚硫
酸盐浓度无关，且反应速度快，不需要特殊仪器。其缺点是不及极谱法测定准确，不能在真实发

酵条件下进行测定发酵液的溶解氧，因为亚硫酸盐对微生物生长有影响，且发酵液的成分、消泡

剂、表面张力、黏度，特别是菌体影响氧的传递。这方法仅能测定发酵设备的溶氧系数，只能表

示发酵设备的通气效率的优劣，同时工作容积只能在４～８０Ｌ以内才较可靠。

２极谱法 发酵液中的溶解氧可以直接取样测定，用极谱仪来测定称取样极谱法。其原理
是当电解电压为０６～１０Ｖ时，其扩散电流的大小随液体中的溶解氧的浓度成正比变化。由于
氧的分解电压最低，因此发酵液中其他物质对测定的影响甚微，且发酵液中含有氢氧化钠、磷酸

盐等电解质，故可直接用来测定。

另外一种是在非发酵情况下进行的测定方法称排气极谱法。在被测定的发酵罐中充以事先用

氮气驱出溶解氧的发酵液或０１ｍｏｌ／Ｌ的ＫＣｌ浓液。当开始通气及搅拌后，定时取出样品用极谱
仪或其他溶解氧测定仪测出其溶解氧的浓度。

这两种测定方法没有考虑到氧浓度差对溶氧系数的影响，测定溶氧系数都不能反映发酵过程

中的实际情况，因此要求最好能应用覆膜电极的溶解氧测定仪直接测定发酵过程的溶氧系数。

３ｋＬａ的覆膜电极测定和氧分析仪测定 由于亚硫酸盐氧化法、取样法和排气法都不能反映
发酵过程的实际情况，因而要求探索能直接测定发酵过程的溶氧系数的有效方法。现在国内外已

有应用覆膜电极直接测定发酵过程中溶氧系数的溶氧测定仪。其原理是用能透氧分子的薄膜将电

极系统与被测定溶液分隔开来，因而避免了外界溶液的性质及通气搅拌引起的湍动对测定的影

响。现在已制成耐高温蒸汽灭菌、灵敏度高的具有实用价值的聚全氟乙丙烯覆膜银?铅电极。
利用覆膜电极在发酵过程中测定发酵液中溶（解）氧浓度、菌体的耗氧率ｒ及溶氧系数，

这样测出的ｒ及溶氧系数ｋＬａ可代表发酵过程中的实际情况，是较理想的方法。发酵过程中停止
通气片刻，溶解氧浓度因菌体的利用而立即迅速下降，人为地制造一个不稳定状态（即溶氧速率

和耗氧速率不平衡）来求ｋＬａ。不稳定状态时发酵液中某一个时间间隔的溶氧量为：
ｄＣＬ
ｄｔ＝ｋＬａ

（Ｃ－ＣＬ）－ＱＯ２·Ｘ （３?１４）

可改写成：

ＣＬ＝（－
１
ｋＬａ
）（ｄＣ
ｄｔ＋ＱＯ２
·Ｘ）＋Ｃ （３?１５）

当关闭空气进口阀门时，发酵液内的溶氧浓度即由Ｃ１下降至Ｃｑ２，经过时间ｔ１后再打开空
气，溶氧浓度即由Ｃ２上升至Ｃ１，其时间为ｔ２。这样就可以求得菌体的耗氧速率：

ｒ＝ＱＯ２·Ｘ＝
Ｃ１－Ｃ２
ｔ１

（３?１６）
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ｄＣＬ
ｄｔ＝

Ｃ１－Ｃ２
ｔ２

（３?１７）

这里假定发酵液中溶解氧浓度的变化并不影响微生物的呼吸速率。用此法不仅能求出菌的耗

氧速率ｒ，还可由方程式（３?１２）求得溶氧系数ｋＬａ。
用氧分析仪测定进口气体中氧的分压Ｐ１和出口气体中氧的分压Ｐ２，可测定和计算气膜体积

溶氧系数ｋＬａ。

三、ｐＨ对发酵的影响及控制

ｐＨ对微生物的生长繁殖及代谢产物的形成和积累都有很大影响。不同种类的微生物对ｐＨ
的要求不同。大多数细菌的最适生长ｐＨ为６５～７５，霉菌一般为ｐＨ４０～６０，酵母为ｐＨ
３０～６０，放线菌为微碱性ｐＨ７～８。还有一些嗜碱或嗜酸的微生物。微生物生长ｐＨ可以分为
最低、最适和最高三种。低于最低生长ｐＨ或高于最高生长ｐＨ，微生物就不能生长，生命活动
就要停止或死亡。最适生长ｐＨ是指微生物生长最适宜的ｐＨ，在这个ｐＨ时，微生物生长最快。
最适发酵ｐＨ则是指在该ｐＨ下最适于微生物的生长或发酵产物的生成。同一种微生物菌体生长
的最适ｐＨ和形成代谢产物的最适ｐＨ可能相同也可能有所不同。

ｐＨ对微生物的生长繁殖和代谢产物形成的影响主要有以下几方面：①ｐＨ影响酶的活性，

ｐＨ过高或过低能抑制微生物体内某些酶的活性，使得微生物细胞生长和代谢受阻。②ｐＨ的改变
往往引起某些酶的激活或抑制，使菌体代谢途径发生改变，代谢产物发生变化。例如，黑曲霉在

ｐＨ２～３时合成柠檬酸，在ｐＨ接近中性时积累草酸；谷氨酸生产菌在中性和微碱性条件下积累
谷氨酸，在酸性条件下形成谷氨酰胺和Ｎ?乙酰谷氨酰胺。③ｐＨ影响微生物细胞膜所带电荷状
态，从而改变细胞膜的渗透性，影响微生物对营养物质的吸收和代谢产物的排泄。④ｐＨ影响
培养基中某些营养物质和中间代谢产物的离解，从而影响微生物对这些物质的利用。⑤ｐＨ还
对氧的溶解、氧化还原电位、营养物的物理状态等都有影响。因此发酵过程中要正确控制和调

节ｐＨ。
（一）影响发酵过程ｐＨ变化的因素
发酵过程中ｐＨ的变化决定于菌种的特性、培养基的组成和培养条件。发酵过程中随着微生

物对培养基中的营养物质的利用以及代谢产物的积累，发酵液的初始ｐＨ会发生一定的变化。一
般情况下，在适合于微生物生长及产物合成的环境下，微生物本身具有一定的ｐＨ调节能力，会
使ｐＨ处于比较适宜微生物生长的状态。因此，发酵过程ｐＨ的变化是有一定规律性的。一般来
说，处于对数生长期的菌体发酵液的ｐＨ变化较大，因为菌体在利用营养物质时或是释放一些酸
性物质使得ｐＨ下降，如葡萄糖利用过程中产生的有机酸；或是释放一些碱性物质使得ｐＨ上升，
如蛋白胨利用过程中产生的铵离子。而处于产物合成期的发酵液的ｐＨ相对稳定些。菌体自溶阶
段，随着基质的耗尽、菌体蛋白酶的活跃，培养液中氨基氮增加，致使ｐＨ又上升，此时菌丝趋
于自溶而代谢活动终止。但是工业发酵为了大量获得目标产物，往往有意识改变发酵液的ｐＨ。
影响发酵液ｐＨ变化的因素较多，引起发酵液ｐＨ下降的因素主要有：①培养基中Ｃ／Ｎ比

高，即碳源过多，特别是葡萄糖过量，或者中间补糖过多而使ｐＨ下降。溶解氧不足，糖和脂肪
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氧化不完全，致使有机酸大量积累而使ｐＨ下降。②消泡油加得过多而使ｐＨ下降。③生理酸性
物质过多，如硫酸铵作无机氮源，铵离子被利用，ｐＨ下降。引起发酵液ｐＨ上升的因素主要有：

①培养基中Ｃ／Ｎ比低，氮源过多，氨基氮释放，使ｐＨ上升。②生理碱性物质过多，如ＮａＮＯ３
作氮源，ＮＯ３̄被吸收后，ｐＨ上升。③中间补料时氨水或尿素等碱性物质的加入量过多，ｐＨ也
上升。另外，发酵过程中污染杂菌也会引起ｐＨ的变化，如酿酒过程中乳酸菌污染，ｐＨ值下降；
通气发酵时若污染细菌，ｐＨ也会上升。
（二）发酵过程ｐＨ的控制

ｐＨ值对微生物生长繁殖和代谢产物的合成都有极大的影响，因此，为了使微生物能在最适
的ｐＨ范围内生长、繁殖和发酵，首先应根据不同微生物的特性，不仅在原始培养基中要控制适
当的ｐＨ，而且整个发酵过程中，必须随时检测ｐＨ的变化情况，然后根据发酵过程中的ｐＨ要
求，选用适当的方法对ｐＨ进行适当的调节和控制。

ｐＨ值调节和控制的方法应根据实际生产情况加以分析，再做出选择。ｐＨ调节和控制的方法
主要有：① 调节培养基的原始ｐＨ，或加入缓冲物质，如磷酸盐、碳酸钙等，制成缓冲能力强、

ｐＨ变化不大的培养基。② 选用不同代谢速度的碳源和氮源种类和比例。③在发酵过程中加入弱
酸或弱碱进行ｐＨ的调节，进而合理地控制发酵过程。④也可通过调整通气量来控制ｐＨ。
另外，补料也是一个较好的办法，它既调节了培养液的ｐＨ，又可补充营养，增加培养液的

浓度和减少阻遏作用，进一步提高发酵产物的产率。通过补料调节ｐＨ的方法已在工业发酵过程
中取得了明显的效果。采用生理酸性铵盐作为氮源时，由于ＮＨ４＋被微生物利用后，剩下的酸根
会引起发酵液ｐＨ的下降，在培养液中可加入碳酸钙来调节ｐＨ；在发酵过程中根据ｐＨ变化流加
氨水或液氨调节ｐＨ，同时还作为氮源。谷氨酸、糖化酶发酵生产中多用此法控制ｐＨ。流加尿素
法，譬如在谷氨酸发酵过程中，由于菌体对培养基营养成分的利用和代谢产物的积累，使培养液

的ｐＨ不断变化。首先，尿素被分解放出氨，使ｐＨ升高，氨被菌体利用以及糖被利用生成有机
酸等中间代谢产物使ｐＨ下降，谷氨酸的形成耗用大量的氨也使ｐＨ下降。因此，要不断补充氮
源和调节ｐＨ。当流加尿素后，尿素被尿酶分解放出氨使ｐＨ上升，氨被利用和产物形成又使ｐＨ
下降，这样反复进行直至发酵结束。

目前在发酵控制上可以利用ｐＨ电极在线连续测定发酵液的ｐＨ，并可反馈自动添加酸或碱
来调节ｐＨ，并控制在最适的范围内。

四、二氧化碳对发酵的影响及控制

（一）二氧化碳对发酵的影响

二氧化碳既是微生物的代谢产物，也是某些微生物代谢的基质。通常二氧化碳对生长具有直

接影响，当排出的二氧化碳浓度高于４％时，碳水化合物的代谢及微生物的呼吸速率下降。对酵
母生长的研究发现，发酵液中二氧化碳浓度为１６×１０－２ｍｏｌ时，会严重影响酵母的生长。而大
肠杆菌和链孢霉突变株的生长因子，有时需含３０％的二氧化碳气体，菌体才能生长。溶解在发
酵液中的二氧化碳对氨基酸、抗生素等发酵有刺激或抑制作用。例如在精氨酸发酵中，必须保持

０１２×１０５Ｐａ分压的二氧化碳，高于或低于此浓度的二氧化碳含量都会降低精氨酸的产量。而在
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红霉素发酵中，二氧化碳有明显抑制作用，当从发酵１５ｈ起，按进气量的１１％导入二氧化碳，
红霉素产量减少６０％，而生产菌生长不受影响。可以通过对排气中二氧化碳含量的测定，来估
算细胞生长速率和细胞量，控制发酵过程。

二氧化碳和ＨＣＯ３－都能影响细胞膜的结构，它们分别作用于细胞膜的不同位点。溶解于发
酵液中的二氧化碳主要作用于细胞膜的脂肪酸核心部位，而ＨＣＯ３－则主要通过对磷脂及细胞膜
表面蛋白质的影响起作用。当细胞膜的脂质中二氧化碳浓度达到临界值时，膜的流动性及表面电

荷密度就会发生改变，使许多基质的膜运输受阻，影响细胞膜运输效率，导致细胞处于一种“麻

醉”状态，细胞生长受到抑制，形态也发生改变。二氧化碳溶于发酵液中形成碳酸，还会造成发

酵液ｐＨ的改变，从而影响菌体的生长和代谢。
（二）发酵过程中二氧化碳浓度的控制

二氧化碳在发酵液中的浓度受到培养基性质、菌种、工艺等多种因素的影响。在大规模发酵

中，二氧化碳对发酵的影响是一个突出的问题，因为发酵罐中的二氧化碳分压是液体深度的函

数，发酵罐底部的二氧化碳分压远高于发酵罐顶部。为了控制二氧化碳的影响，必须综合考虑二

氧化碳在发酵液中的溶解度、温度、通气情况等因素。在发酵过程中如遇到泡沫上升而引起逃液

时，如采用增加罐压的方法消泡，这将增加二氧化碳的溶解度，对菌体生长有影响。

如前所述，不同的菌种，不同工艺的发酵，二氧化碳的影响也不同，有的对合成产物有刺激作

用，有的则有抑制作用。因此，对二氧化碳的控制也应视具体情况而定，如果对发酵有利，则应设法

提高二氧化碳的浓度；反之，则尽可能降低其浓度。一般工业上采用通气搅拌的方法来控制二氧化

碳浓度。通气不仅能增加溶氧，而且可以使发酵过程中产生的二氧化碳不断排出。降低通气量和

搅拌速率，有利于增加二氧化碳在发酵液中的溶解度；反之，则会降低二氧化碳的溶解度。对于二

氧化碳溶于发酵液中产生的碳酸造成ｐＨ下降的问题，可以用碱中和，但不能使用碳酸钙。

五、发酵过程的中间补料控制

发酵过程可以分为分批发酵、分批补料发酵和连续发酵。分批发酵是指发酵时一次投料，中

间不再补加营养物质，直到发酵结束。分批发酵方法工艺和操作简单，是广泛采用的培养方式。

但是对许多发酵产品，特别是一些次级代谢产物的发酵，到中后期往往因培养基营养的缺乏，菌

体容易衰老自溶，影响发酵单位和产量。如果采用高浓度的营养丰富的培养基，可能对微生物生

长不利，也可能因培养基浓度太高，影响细胞膜内渗透压而无法生长；对发生基质抑制或异化代

谢物阻遏的培养过程，则会产生基质抑制或分解代谢产物阻遏作用，如淀粉酶的发酵中，葡萄糖

浓度过高时，会抑制淀粉酶的产生，发酵液酶的活力不高。另外，发酵液浓度过高，黏度增大，

通气搅拌困难，溶解氧浓度难以提高，发酵难以进行。为此，现代发酵工厂很多都采用分批补料

发酵工艺，如谷氨酸、赖氨酸、酶制剂、有机酸、抗生素等均采用补料措施。在工业生产上，补

料还经常作为纠正异常发酵的一个重要手段。

补料，是指发酵过程中补充某些维持微生物的生长和代谢产物积累所需要的营养物质。补料

的目的就在于控制微生物的中间代谢，使之向着有利于产物积累的方向发展，延长产物的分泌

期，推迟菌体的衰老，降低培养液中限制性基质的抑制作用，大幅度提高产量。为此，要根据菌
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体的生长代谢、生物合成途径，利用中间补料调节发酵过程，让生物合成阶段有足够而又不过多

的养料供给其合成和维持正常代谢的需要。

补料主要是补充碳源、氮源、无机盐、微量元素和前体。

（一）补充碳源

碳源的浓度对发酵有明显影响，碳源过多容易引起菌体异常增殖，菌体的代谢、产物的合成

会受到明显的抑制。反之，碳源不足，仅仅供给维持量的碳源，菌体生长和产物合成都会减慢甚

至停止。因此，控制适量的碳源浓度，对发酵工业是很重要的。控制碳源的浓度，可采用经验性

方法和动力学方法，以及在发酵过程中采用中间补料的方法来控制。例如谷氨酸生产菌

ＡＴＣＣ１３８６９，当发酵初糖为６０ｇ／Ｌ，流加糖浓度控制在２０～４０ｇ／Ｌ时，总糖达２００ｇ／Ｌ，谷氨酸浓度达

９３ｇ／Ｌ，转化率为４６３％。当改为初糖浓度５ｇ／Ｌ，流加糖浓度控制在２～５ｇ／Ｌ，总糖为１９８ｇ／Ｌ，谷
氨酸浓度达１００ｇ／Ｌ，转化率５１％（提高了１０％）。总之，补充碳源要根据培养基使用碳源的种类、
用量和消耗速度、ｐＨ的变化、菌种特性、发酵过程中菌体生长和产物形成的情况等因素综合考虑。
（二）补充氮源

发酵时除了培养基中的氮源外，往往还需中途补加氮源来控制氮的浓度，同时也起到调节

ｐＨ的作用。根据发酵情况，在发酵过程中添加某些无机氮源如氨水等，既可补充氮源又可起到
调节ｐＨ的作用。补充有机氮源，在某些发酵过程中补充酵母粉、玉米浆等有机氮源可以有效提
高发酵单位。在谷氨酸发酵中，由于ｐＨ持续下降，对菌体生长不利，因此必须定时流加尿素或
氨水，将ｐＨ控制在适宜的范围，保证生产正常进行。
（三）补充微量元素和无机盐

根据发酵代谢的具体情况，有时还需要补加某些具有调节生长代谢作用的因子，如磷酸盐、

硫酸盐、钙、镁、锌、生物素等。

为避免中间补料对菌体发酵造成抑制或阻遏，每次补料的量应适量，以少量多次为好。在国

内，大多采用人工控制补料，而且为了管理方便，采用延长间隔时间的办法，有间隔２ｈ甚至１ｄ
补料一次的。补料间隔时间越长，一次加入的基质越多，造成的抑制或阻遏作用越大，这种方式

是不合理的。采用在线检测，计算机控制补料，则可以达到最佳的补料效果。

（四）补充前体

一些生物合成的前体物质对微生物的生长有抑制作用，浓度高时会产生毒性。而且前体主要

是用于产物的合成，与菌体生长关系不大。因此多在菌体生长到一定阶段时，通过补料形式加入

培养液中，以减轻毒性，提高利用率。

六、泡沫控制

（一）发酵过程中泡沫的产生及对发酵的影响

通气发酵过程中，培养液中含有蛋白质等易起泡物质，由于通气、搅拌和产生的大量二氧化

碳，会形成泡沫。培养基的组成、菌种的性能及通气和搅拌的强弱，都会对于泡沫的形成产生很

大影响。发酵原料中的豆粕、花生饼粉、酵母粉、蛋白胨、玉米浆等蛋白质含量高，水解到一定分子

量大小时，起泡性非常好。葡萄糖等本身起泡能力很低，但丰富培养基中浓度较高的糖类增加了培
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养基的黏度，起到稳定泡沫的作用。糊精含量多也会引起泡沫的形成。另外，细菌本身有稳定泡沫

的作用。特别是当感染杂菌和噬菌体时，泡沫特别多。发酵条件不当，菌体自溶时泡沫也会增多。

泡沫过多就会对发酵产生影响，会引起发酵液溢出排气口，从而造成逃液，并容易引起污染；泡沫上

升到罐顶，可能从轴封渗漏，造成杂菌污染；泡沫会减少发酵罐的装料系数，降低设备利用率；泡沫

影响通气搅拌效果及氧传递；当泡沫稳定，难以消除时，代谢产生的气体不能及时排出，影响菌体正

常呼吸作用，使产量下降。因此，必须控制发酵过程中产生的泡沫，使发酵过程得以正常进行。

（二）泡沫的消除

为将泡沫控制在一定范围内，就需要采取消泡措施，发酵过程中常用的消泡方法主要有机械

法、化学法两种。

１机械法消泡 机械消泡就是靠机械力打碎泡沫或改变压力，促使气泡破裂。机械消泡的
优点在于不需要加入其他物质，从而减少了染菌机会和对下游工艺的影响。其缺点在于不能从根

本上消除引起泡沫稳定的因素；消泡效果也较化学法差；同时还需要特定的设备和消耗动力。机

械消泡装置类型有：耙式消泡器、刮板式消泡器、涡轮式消泡器、射流消泡器、碟片式消泡器、

离心式消泡器等。下面介绍耙式消泡器和碟片式消泡器。

图３?４ 耙式消泡桨

（１）耙式消泡桨。耙式消泡器是一种结构较为简单的
罐内机械消泡装置，常用的耙式消泡桨结构如图３?４所示。
其工作机理是将其安装在搅拌轴上，桨上的齿略高于液面，

靠轴的转动带动桨旋转打碎泡沫。耙式消泡器适用于泡沫

较少的发酵过程。当泡沫较多，耙桨不能及时打碎，泡沫

超过耙桨时，就将失去消泡作用。

（２）碟片式消泡器。碟片式消泡器的主要部件为碟片，
其数目为４～６个，碟片的斜角为３５°。碟片式消泡器安装
在发酵罐的顶部，当泡沫与碟片接触时，泡沫受碟片的离

心力作用，将泡沫破碎分离成液态和气态两相，气相沿碟片向上，通过通气孔沿空心轴向上排

出，液体则被甩回发酵罐中而达到消泡的目的。碟片式消泡器消泡效果好，能耗小（较卧式刮板

消泡器节能６０％～７５％），但其结构复杂，加工比较麻烦。

２化学法消泡 化学消泡是一种使用化学消泡剂进行消泡的方法。其优点是消泡效果好，
作用迅速，用量少，不耗能，也不需要改造现有设备。这是目前应用最广的消泡方法。

发酵液中加入的消泡剂，起着破泡和抑制泡沫产生的作用。所谓破泡作用是因为消泡剂为表

面活性剂，当其加入到发酵体系中，由于消泡剂本身的表面张力相对于发酵体系来说是比较低

的，所以当其接触到气泡表面时，就会造成气泡膜局部表面张力降低，力的平衡受破坏，在力的

作用下气泡破裂、合并，最后导致泡沫破裂。抑制泡沫产生主要是因为加入的消泡剂除去了发泡

剂的吸附层，而其自身优先吸附。发酵体系中吸附了消泡剂的发酵液，由于表面黏度在局部地方

显著降低，该部分气泡液膜就容易破裂。

发酵工业上使用的消泡剂必须具备以下条件：①消泡剂必须是表面活性剂，具有较低的表面
张力；②具有一定的亲水性，对气?液界面的铺展系数足够大，能迅速发挥消泡活性；③在水中
的溶解度必须较小，以保持长久的消泡能力；④无毒，不影响菌体生长和代谢；⑤不影响氧在培
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养液中的溶解和传递；⑥具有良好热稳定性；⑦来源方便、广泛，价格便宜。
发酵工业上常用的消泡剂主要有：①天然油脂类（花生油、玉米油、菜子油、鱼油、猪油

等）；②聚醚类（ＧＰＥ、ＰＰＥ、ＳＰＥ等）；③醇类（聚二醇、十八醇等）；④硅酮类（主要是聚二
甲基硅氧烷及其衍生物）；⑤氟化烷烃类。天然油脂类消泡剂消泡效率不高，用量很大，目前生
产上多用化学消泡剂来代替。通常称为“泡敌”的聚醚类化学消泡剂广泛应用于酶制剂、氨基

酸、维生素、抗生素等的发酵。

在发酵过程中消泡的效果，除了与消泡剂的种类、性质、分子量大小、消泡剂亲水亲油基团等有

密切联系外，还与消泡剂的浓度、加入方法和温度等有很大关系。消泡剂可在基础料中一次加入，然

后连同培养基一起灭菌，此法操作简便但消泡剂用量较大。也可将消泡剂配制成一定浓度，经灭菌、

冷却后在发酵过程中根据泡沫的消长情况分次加入。此法能充分发挥消泡剂作用，用量较少，但操

作复杂，易造成杂菌污染。此外，还可通过机械分散及加入载体和乳化剂等方法增强消泡剂的作用。

七、发酵终点判断

发酵终点的判断，对提高产量和经济效益都是很重要的。发酵过程中产物的合成，有的随菌

体生长而增加，如菌体蛋白和初级代谢产物如氨基酸等；有的则与菌体生长无明显关系，如抗生

素、类胡萝卜素等次级代谢产物。但无论哪种类型的发酵，到了一定时期，由于菌体的衰亡，分

泌能力下降，使得产物合成能力下降，甚至会由于菌体自溶释放出分解酶类破坏已合成的产物。

如有些酶制剂生产中，由于蛋白酶的水解作用而使其他酶水解失活，发酵单位因而随时间延长而

明显下降。因此，必须综合考虑各种因素，确定合理的放罐时间。

发酵时间长短对后续工艺和产品质量有很大影响。如果发酵时间太短，势必会有过多的剩余

营养物，如各种糖类、蛋白、脂肪等残留在发酵液中，这些物质对于发酵产物的提取纯化都会造

成不利影响。如果发酵时间太长，则由于菌体自溶，释放出菌体蛋白及各种酶类，改变发酵液的

性质或破坏产物。这些影响都会造成产品收率下降，因此必须把握合适的发酵周期。

一般来说，对于发酵原料占整个生产成本主要部分的发酵品种，主要追求生产率（ｋｇ／ｍ３·ｈ）、
得率（ｋｇ产物／ｋｇ基质）的提高。但对于下游提取纯化工序占成本主要部分的发酵品种，则除
了要考虑提高生产率和得率外，还要求有较高的产物浓度，以降低整个产品的生产成本。

对于成熟的发酵工艺，放罐时间一般都根据作业计划放罐，但是在发酵异常的情况下，则需

根据具体情况，确定放罐时间。例如当发现发酵液染菌时，则放罐时间就需当机立断，以免倒

罐，造成更大损失。

另外，临近发酵终点，加糖、补料或补消泡剂都要慎重，因过多的残留物对后续工艺有影

响。判断放罐的指标有：产物产量、残糖、氨基氮含量、菌体形态、ｐＨ、发酵液外观、过滤速
度、黏度等。发酵终点的掌握，就要综合考虑这些参数来确定。

八、发酵过程计算机控制

按发酵动力学原理对发酵过程进行控制，首先必须了解达到高产所必须具备的产生菌生长状

·１１１·第五节 发酵工艺控制



态（生长速率、形态、浓度等）、相应的基质和氧的需要率以及各种发酵条件对这种生长状态和

需要率的影响。这涉及许许多多数据的采集、处理、综合运算和参数估计，因此，在当前工业化

生产的规模上，计算机控制作为一种简单、快速、实时、有效的控制手段越来越受到重视并应用

于发酵过程控制中。在发酵过程中的计算机控制，可分为在线操作和离线操作两种方式。前者是

将微机通过接口与发酵罐上的传感器连接，将传感器测得的参数经过模／数转换和信号变送进行

显示，也可以将测得的数据与给定值进行比较，并通过计算给出控制信号，再经数／模转换，将

其送入执行机构进行实时反馈控制。所以在线控制又称为联机操作。离线操作又称为离机操作，

它是把计算结果提供给生产人员作为控制生产的参数，而过程的调节仍靠操作者执行。图３?５是
计算机控制调节发酵罐操作示意图。

冷却或加热补料、酸

碱调节

搅拌速率通气量Ｑｖ

控制与判断

控 制 与 判 断

碳

水

化

合

物

消

耗

溶氧浓度

ｋＬａ

呼吸商 ＲＱ

换 算

ｐＨ罐压 Ｐ罐温 Ｔ排气（ＣＯ２）
浓度

输入检测

计算归纳

图３?５ 发酵过程中的计算机控制

利用从感应器得来的所有关于发酵程序的资料和额外的输入及储存的计算数据，计算机可执

行下列程序控制：①简单监视；②分批或补料分批培养的程序控制自动化；③个别程序参数的控
制；④程序最适化；⑤发酵过程的远程控制。
以上最初两项计算机的控制工作包括警报信号、仪器设备之校正、超越安全界限时的机器运

转之停止、从运转开始到休止的种种重复操作步骤的联结（如培养基进料、杀菌的加热、冷却、

取样、出料、菌体与产物的分离等）。

计算机在发酵控制上的应用，无疑会日益普及。虽然，计算机控制与程序最适化由于缺乏不

少精确可靠的传感器而未能达到完全利用，但是，今后期待能继续不断地开发种种新型传感器，

以有效地配合计算机控制领域的应用与开发，使发酵程序亦能精益求精达到完全控制的境界，提
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升发酵技术的应用层次。

第六节 微生物发酵动力学

一、发酵动力学概论

发酵动力学是发酵工程的一个重要组成部分，它以化学热力学（研究反应的方向）和化学动

力学（研究反应的速度）为基础，研究发酵过程中菌体生长、基质消耗、产物形成的动态平衡及

其内在规律。

发酵动力学的研究内容主要包括：细胞生长和死亡动力学、基质消耗动力学、氧消耗动力

学、二氧化碳生成动力学、产物合成和降解动力学、代谢热生成动力学。以上各个方面不是孤立

的，而是既相互依赖又相互制约，构成错综复杂的发酵动力学体系。研究发酵动力学有以下几个

步骤：首先，获得发酵过程变化的第一手资料，要尽可能寻找反映过程变化的各种理化参数。其

次，将各种参数变化和现象与发酵代谢规律联系起来，找出它们之间的相互关系和变化规律。第

三，建立各种数学模型以描述各参数随时间变化的关系。第四，通过计算机的在线控制，反复验

证各种模型的可行性与适用范围。从而通过以上各步骤，获得发酵最优化控制。这一研究，有助

于我们更加深入地认识和掌握发酵过程，进行最佳发酵工艺的控制。

连续操作分批操作 半分批操作（流加法）

流加底物浓度

菌体浓度

底物浓度

菌体浓度

时间 时间 时间

生长限制性底物浓度

菌体浓度

图３?６ 分批、补料及连续操作时菌体及底物的浓度随时间的变化

根据微生物的生长和培养方式，发酵过程可以分为分批培养、补料分批培养和连续培养三种

类型。发酵过程动力学分类：①根据产物形成与基质消耗关系，可分为：ａ．产物形成直接与基
质（糖类）消耗有关；ｂ．产物形成与基质（糖类）消耗间接有关；ｃ．产物形成显然与基质（糖
类）消耗无关。②根据生长有否偶联，可分为：ａ．偶联型，产物形成速度与生长速度有紧密联
系；ｂ．混合型，产物形成与生长只有部分联系；ｃ．非偶联型，产物形成速度与生长速度无紧密
联系。③根据反应进程，可分为：ａ．简单型，营养成分以固定的化学量转化为产物，无中间物
积累；ｂ．并行型，营养成分以不定的化学量转化为一种以上的产物，且产物生成速度随营养成
分浓度而异，也无中间物积累；ｃ．串联型，形成产物前积累有一定程度的中间物的反应；ｄ．分
段型，营养成分在转化为产物前全转变为中间物或以优先顺序选择性地转化为产物，反应过程由

两个得意反应段组成；ｅ．复合型，大多数发酵过程是一个复杂的联合反应。图３?６定性地表示
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了分批、补料分批及连续操作时菌体及底物的浓度随时间的变化情况。目前工业上所用的微生物

反应系统，大部分为分批或补料分批操作。

二、分批培养动力学

（一）分批培养

分批培养又称分批发酵，是指在一个密闭系统内一次性投入有限数量营养物质后，接入少量

的微生物菌种进行培养，使微生物生长繁殖在特定的条件下只完成一个生长周期的微生物培养方

法。该法在发酵开始时，将微生物菌种接入已灭过菌的培养基中，在微生物最适宜的培养条件下

进行培养，在整个培养过程中，除氧气的供给、发酵尾气的排出、消泡剂的添加和控制ｐＨ需加
入酸或碱外，整个培养系统与外界没有其他物质交换。分批培养过程中随着培养基中的营养物质

的不断减少，微生物生长环境条件也随之不断变化，因此，微生物分批培养是一种非稳态的培养

方法。

衰亡期稳定期对数期延滞

时间

期

Ｉｇ
细
胞
浓
度

图３?７典型的细菌生长曲线

在分批培养过程中，随着微生物细胞和底物、

代谢物的浓度等不断变化，微生物的生长可分为延

滞期、对数期、稳定期和衰亡期四个阶段，图３?７
为典型的细菌生长曲线。

１延滞期 延滞期是微生物细胞适应新环境的
过程。此时，微生物细胞从一个培养基被转移至另

外一个培养基中，细胞需要有一个适应过程。在该

过程中，系统的微生物细胞数量并没有增加，处于

一个相对的停止生长的状态。但细胞内却在诱导产

生新的营养物质运输系统，可能有一些基本的辅助

因子会扩散至细胞外，同时参与初级代谢的酶类再调节状态以适应新的环境。

实际上，微生物的生理状态和浓度是决定延滞期长短的关键。如果接种物处于对数生长期，

那么就很有可能不存在延滞期，微生物细胞立即开始生长。反过来，如果接种物本身已经停止生

长，那么微生物细胞就需要有更长的延滞期，以适应新的环境。

２对数期 处于对数期的微生物细胞的生长速度大大加快，单位时间内细胞的数目或重量
的增加速度维持恒定，并达到最大值。如在半对数纸上用细胞数目或细胞重量的对数值对培养时

间作图，将可得到一条直线。在对数生长期，随着时间的推移，培养基中的成分不断发生变化，

但此期间，细胞的生长速度基本维持恒定，其生长速度可用数学方程表示：

ｄＸ
ｄｔ ＝μＸ

（３?１８）

式中：Ｘ———细胞浓度（ｇ／Ｌ）；

ｔ———培养时间（ｈ）；

μ———细胞的比生长速度（１／ｈ）。
当ｔ＝０时，细胞的浓度为Ｘ０（ｇ／Ｌ），上式积分后就为
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ｌｎＸＸ０＝μ
ｔ （３?１９）

于是，用微生物细胞浓度的自然对数对时间作图，就可得到一条直线，该直线的斜率就等于

μ。微生物的生长有时也可用“倍增时间”（ｔｄ）来表示，“倍增时间”（ｔｄ）定义为微生物细胞浓
度增加一倍所需要的时间，即：

ｔｄ＝
ｌｎ２
μ
＝０．６９３

μ
（３?２０）

随着细胞的大量繁殖，培养基中的营养物质迅速消耗，加之有害代谢物的积累，细胞的生长

速率逐渐下降，进入减速期。当培养液中不存在抑制细胞生长的物质时，细胞的比生长速率和限

制性基质浓度Ｓ有如下关系：

μ＝
μｍＳ
ｋＳ＋Ｓ

（３?２１）

式中：Ｓ———限制性基质浓度（ｍｏｌ／ｍ３）；

μｍ———最大比生长速率（ｈ－１）；

ｋＳ———饱和常数（ｍｏｌ／ｍ３）。
该方程式称为Ｍｏｎｏｄ方程，它的形式和米氏方程十分相似，是一个经验式。当限制性基质

浓度很低时，增加该基质浓度可明显提高细胞的比生长速率，但若该基质浓度与ｋＳ相比已相当
高时，再增大其浓度就不能明显地增加细胞的比生长速率。这时，细胞的比生长速率接近“饱

和”。除了Ｍｏｎｏｄ方程，还有许多有关细胞比生长速率与限制性基质浓度关系的方程，如

μ＝μｍ［１－ｅｘｐ（－Ｓ／ｋＳ］ （３?２２）

μ＝μｍ
Ｓｎ

ｋＳ＋Ｓｎ
（３?２３）

μ＝μｍ
Ｓ

ｋＳＸ＋Ｓ
（３?２４）

其中 ｎ和Ｘ分别为常数和细胞浓度。由于Ｍｏｎｏｄ方程比较简单，在多数情况下都可得到满意
的结果，所以应用相当普遍。

微生物细胞的比生长速率和倍增时间因受遗传特性及生长条件的控制，有很大的差异。影响

指数微生物倍增代时间的因素很多，主要有：①菌种，不同菌种的代时差别极大。②营养成分，
同一种细菌，在营养物丰富的培养基中生长，其代时较短，反之则长。③营养物浓度，营养物的
浓度可影响微生物的生长速率和总生长量。在营养物浓度很低的情况下，营养物的浓度才会影响

生长速率，随着营养物浓度的逐步增高，生长速率不受影响，而只影响最终的菌体产量。如果进

一步提高营养物的浓度，则生长速率和菌体产量两者均不受影响。凡是处于较低浓度范围内，可

影响生长速率和菌体产量的营养物，就称生长限制因子。④培养温度，温度对微生物的生长速率
有极其明显的影响。但应该指出的是，并不是所有微生物的生长速度都符合上述方程。如当用碳

氢化合物作为微生物的营养物质时，营养物质从油滴表面扩散的速度会引起对生长的限制，使生
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长速度不符合对数规律。某些丝状微生物的生长方式是顶端生长，营养物质在细胞内的扩散限制

也使其生长曲线偏离上述规律。

３稳定期 在微生物的培养过程中，随着培养基中的营养物质的消耗和代谢产物的积累或
释放，微生物的生长速度也就随之下降，直至停止生长。当所有微生物细胞停止分裂或细胞增加

的速度与死亡的速度相当时，微生物的数量就达到平衡，微生物的生长也就进入了稳定期。在微

生物生长的稳定期，细胞的重量基本维持稳定，但活细胞的数量可能下降。

由于细胞的溶解作用，一些新的营养物质，诸如细胞内的一些糖类、蛋白质等被释放出来，又作

为细胞的营养物质，从而使存活的细胞继续缓慢地生长，出现通常所称的二次（或隐性）生长。

４衰亡期 当发酵过程处于衰亡期时，微生物细胞内所储存的能量已经基本耗尽，细胞开
始在自身所含的酶的作用下死亡。

需要注意的是，微生物细胞生长的延滞期、对数生长期、稳定和衰亡期的时间长短取决于微

生物的种类和所用的培养基。

（二）微生物生长与产物形成动力学

微生物生长与产物形成动力学可分为偶联型、非偶联型和混合型，其动力学模型见图３?８。

时间时间时间

Ｘ
或

Ｐ

ｃｂａ

图３?８ 分批发酵中微生物生长和产物形成的动力学模式
ａ偶联型 ｂ非偶联型 ｃ混合型

１偶联型 产物形成速率与细胞生长速率有紧密联系，合成的产物通常是分解代谢的直接
产物，如葡萄糖厌氧发酵生成乙醇，或者好气发酵生成中间代谢物（氨基酸或维生素）。这类初

级代谢产物的生产速率与生长直接有关，如下式：

ｄｐ
ｄｔ＝ＹＰ／Ｘ

ｄＸ
ｄｔ ＝ＹＰ／ＸμＸ

或ｑＰ＝ＹＰ／Ｘμ （３?２５）

式中：ＹＰ／Ｘ———系以菌体细胞量为基准的产物生成系数（ｇ／ｇ细胞）；

Ｐ———产物浓度（ｇ／Ｌ）；

Ｘ———菌体浓度（ｇ／Ｌ）；

μ———比生长速率（１／ｈ）；

ｑＰ———产物比合成速率（１／ｈ）；

ｄＰ
ｄｔ
———产物合成速率（ｇ／Ｌ·ｈ）；

ｄＸ
ｄｔ
———细胞生长速率（ｇ／Ｌ·ｈ）。
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２非偶联型 在生长和产物无关联的发酵模式中，产物合成发生在生长停止之后（即产生
于次级生长），故习惯上把这类与生长无关联在的产物称为次级代谢产物。但不是所有次级代谢

产物一定是与生长无关联的。大多数抗生素和微生物毒素的发酵都是非生长偶联的例子。非偶联

型发酵的生产速率只与已有的菌体量有关，而生产（产物）比速为一常数，与比生长速率没有直

接关系。因此，其产率和浓度高低取决于细胞生长期结束时的生物量。

３混合型 在生长与产物形成只有部分联系的发酵过程中（如乳酸、柠檬酸、谷氨酸等的
发酵），发酵产物形成速率可由下式描述：

ｄＰ
ｄｔ＝ＹＰ／Ｘ

ｄＸ
ｄｔ＋β′Ｘ＝Ｙ′Ｐ／ＸμＸ＋β′Ｘ

或ｑＰ＝Ｙ′Ｐ／Ｘμ＋β′ （３?２６）

式中：Ｙ′Ｐ／Ｘ———与生长关联的产物形成系数（ｇ／ｇ细胞）；

β′———非生长关联的比生产速率［ｇ／（ｇ细胞·ｈ）］；

ｄＰ
ｄｔ
，ｄＸ
ｄｔ
，μ———表示意义同前。

该复合模式复杂的形成是将常数Ｙ′Ｐ／Ｘ、β′作为变数，它们在分批生长的四个时期分别具有
特定的数值。

（三）根据产物形成与基质消耗的动力学

１类型Ⅰ 产物的形成直接与基质（糖类）的消耗有关，这是一种产物合成与利用糖类有
化学计量关系的发酵，糖提供了生长所需的能量。糖耗速度与产物合成速度的变化是平行的，如

酵母菌生长和产物合成是平行的过程；在通气条件下培养酵母时，底物消耗的速度和菌体细胞合

成的速度是平行的。这种形式也叫做有生长联系的培养。

类型Ⅲ

类型Ⅱ

类型Ⅰ

底物消耗比

比生长速率

产物形成

比速率

速率

时间

图３?９ 发酵动力学类型

２类型Ⅱ 产物的形成间接与基质（糖类）的消耗有关，例如柠檬酸、谷氨酸发酵等。即
微生物生长和产物合成是分开的，糖分既供应生长所需能量，又充作产物合成的碳源。但在发酵

过程中有两个时期对糖的利用最为迅速，一个是最高生长时期，另一个是最大产物合成时期。如

在用黑曲霉生产柠檬酸的过程中，发酵早期糖被用于满足菌体生长，直到其他营养成分耗尽为

止。然后代谢进入使柠檬酸积累的阶段，产物积累的数量与利用糖分数量有关，这一过程仅得到

少量的能量。

３类型Ⅲ 产物的形成显然与基质（糖类）的
消耗无关，例如青霉素、链霉素等抗生素发酵。即

产物是微生物的次级代谢产物，其特征是产物合成

与利用碳源无准量关系。产物合成在菌体生长停止

及底物被消耗完以后才开始。此种培养类型也叫做

无生长联系的培养。

图３?９表示各种发酵动力学类型。纵坐标表示生
长比速、底物消耗比速与产物比速，横坐标表示时

间。该图清楚地显示了前述三种发酵动力学类型的

特征，即类型Ⅰ，产物合成与菌体的增值是平行的；
类型Ⅲ，产物合成产生于菌的增值停止以后；类型
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底物消耗比速

ｔ
ｔ１

Ｓ

产物比速

生长比速

Ｐ
Ｘ

Ｘ１

ｔ
ｔ１

ｔ１
ｔ

图３?１０ 生长比速率、产物形成
比速率及底物消耗比

速率的定义

Ⅱ，发酵分成长菌期和产物合成期两个快速利用底物阶段。
图３?１０表示了一个典型的分批发酵过程，其产物不是细胞本

身。纵坐标分别为微生物细胞浓度Ｘ，产物浓度Ｐ及底物浓度Ｓ；
横坐标是发酵时间ｔ。在时间ｔ＝ｔ１时的比生长速率，产物形成比
速率和底物消耗比速率都明确地表示在图３?１０上。由图３?１０可
知，各比速率是分批发酵过程时间ｔ的函数，与对数生长期相一
致，即：

μ＝
１
Ｘ
ｄＸ
ｄｔ ＝

ｄｌｎＸ
ｄｔ

（３?２７）

（四）反应进程动力学

亭道孚（Ｄｅｉｎｄｅｒｆｅｒ）根据反应形式提出五种发酵动力学类型。

１简单反应型 营养成分以固定的化学量转化为产物，没有
中间物积聚。又可分为有生长偶联和无生长偶联两类。

２并行反应型 营养成分以不定的化学量转化为产物，在反
应过程中产生一种以上的产物，而且这些产物的生成速率随营养

成分的浓度而异，同时没有中间物积聚。

３联反应型 是指在形成产物之前积累一定程度的中间物的
反应。

４分段反应型 其营养成分在转化为产物之前全部转变为中间物，或营养成分以优先顺序
选择性地转化为产物。反应过程是由两个简单反应段组成，这两段反应由酶诱导调节。

５复合型 大多数发酵过程是一个联合反应，它们的联合可能相当复杂。
（五）分批培养过程的生产率

在评价发酵过程的成本、效率时，应利用生产率这个概念。它可以定义为：

生产率（Ｐ）＝
产物浓度（ｇ／Ｌ）
发酵时间（ｈ）

（ｇ／ｈ·Ｌ） （３?２８）

时间ｈ
生产期

迟滞期装料放罐

清洗

生
产
率

消毒

最大生产率

平均生产率

产物形成

图３?１１ 分批培养的生产率

生产率是个综合指标，在讨论分批培养过程时，必须考虑所有的因素。在计算时间时，不仅

包括发酵时间，还包括放罐、清洗、装料和消毒时间以及延滞期所耗的时间。图３?１１表示整个
过程中所经历的时间的典型分析，并显示了平

均生产率和最大生产率。

发酵总时间为：

ｔ＝ １
μｍａｘ
ｌｎ
Ｘｔ
Ｘ０＋

ｔｃ＋ｔｆ＋ｔ１（３?２９）

式中：ｔｃ———放罐清洗时间；

ｔｆ—装料消毒时间；

ｔ１—迟滞时间；

Ｘ０、Ｘｆ———分别为细胞的最初和
最终浓度。
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如令ｔＬ＝ｔｃ＋ｔｆ＋ｔ１，平均生产率可表示为：

Ｐ＝
Ｘｔ－Ｘ０
１

μｍａｘｌｎ
Ｘｆ
Ｘ０＋

ｔＬ

（３?３０）

通过方程可以估算发酵过程中各种因素的变化对平均生产率的影响。接种量大，Ｘ０就大，
发酵过程缩短，减少ｔｃ和ｔｆ，也能缩短周期。对于短周期发酵（１８～７０ｈ）而言，ｔｃ和ｔｆ非常重
要，而对于长周期发酵（３ｄ以上），ｔｃ和ｔｆ就不太重要。迄今为止，分批培养是最常用的培养方
法，广泛应用于各种发酵过程。

三、补料分批发酵动力学

补料分批发酵又称半连续发酵或半连续培养，是在分批培养过程中，间歇或连续的补加新鲜

培养基的培养方法。与传统的分批发酵相比，其优点在于使发酵系统中维持很低的基质浓度。低

基质浓度的优点为：①可以除去快速利用碳源的阻遏效应，并维持适当的菌体浓度，使不至于加
剧供养的矛盾。②避免培养基积累有毒代谢产物。补料分批发酵广泛应用于抗生素、氨基酸、酶
制剂、核苷酸、有机酸等的生产。

（一）分批补料发酵动力学

设系统内的培养液体积Ｖ，微生物浓度Ｘ以及营养物浓度Ｓ等均随时间变化，稀释率Ｄ也
将按下式减少。

Ｄ＝ Ｆ
Ｖ０＋Ｆｔ

（３?３１）

式中：Ｖ０———原有发酵液体积；

Ｆ———营养物补入速率；

ｔ———补料时间。
所以，分批补料操作是一个不稳定的过程。分批补料操作的另一个特点是：营养物的补入速

率不一定是恒速。分批补料操作的优点是能够人为地控制流加底物在培养液中的浓度。分批操作

中一次加入的底物在分批补料操作中逐渐流加，因而可根据流加底物的流量及其被微生物的利用

率来确定流加量。

（二）分批补料发酵动力学计算

前已述及，分批补料操作是一种不稳定过程，它的Ｖ、Ｘ、Ｓ等均随时间变化，如果建立物
料衡算式，对微生物

ｄ（ＶＸ）
ｄｔ ＝ＦＸ０＋ｒＸＶ （３?３２）

对营养物

ｄ（ＶＳ）
ｄｔ ＝ＦＳ０－ｒＳＶ （３?３３）
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式中：ｒＸ ＝μＸ及ｒＳ＝
ｒＸ
ＹＸ／Ｓ
。

对总物料

ｄＶ
ｄｔ ＝Ｆ

（３?３４）

这里的Ｆ，可以是时间的函数Ｆ（ｔ），已如前述。
在Ｘ０＝０的情况下，式（３?３２）可写成

ｄ（ＶＸ）
ｄｔ ＝［ｄＶｄｔＸ＋

ｄＸ
ｄｔＶ
］＝μＸＶ （３?３５）

合并式（３?３４）和式（３?３５），可得

ｄＸ
ｄｔ ＝－

Ｆ
ＶＸ＋

μｍａｘＳ
ｋＳ＋Ｓ

Ｘ （３?３６）

同样，营养物质的衡算式可简化为

ｄＳ
ｄｔ＝
（Ｓ０－Ｓ）

Ｆ
Ｖ －

μｍａｘＳ
ｋＳ＋Ｓ
· Ｘ
ＹＸ／Ｓ

（３?３７）

式（３?３４）、式（３?３６）和式（３?３７）均是分批补料操作时的数学模型，如果操作条件下及各
种动力学参数给定，经解上述微分方程后，便可获得罐内Ｘ、Ｓ、Ｖ、Ｄ等随时间ｔ的变化规律。
（三）分批补料培养的优点及应用

分批补料培养介于分批培养和连续培养之间，兼有两者之优点，而且克服了两者之缺点。同

传统的分批培养相比，补料培养的优越性是明显的，首先它可以解除底物的抑制、产物的反馈抑

制和葡萄糖分解阻遏效应。对于好氧发酵，分批补料培养可以避免在分批发酵中因一次性投料过

多造成细胞大量生长，耗氧过多，以至通气搅拌设备不能匹配的状况，还可以在某些情况下减少

菌体生成量，提高有用产物的转化率。在补料分批培养中，菌体可被控制在一系列连续的过渡阶

段，可用来作为控制细胞质量的手段和理论的研究。与连续培养相比，分批补料培养不需要十分

严格的无菌条件，也不会产生菌体的老化和变异问题，其使用范围也比连续培养要广。虽然该技

术在理论上的研究比连续培养迟了近２０年，但目前对它的研究越来越活跃。迄今为止，运用分
批补料培养技术进行生产和研究的范围十分广泛，包括单细胞蛋白、氨基酸、生长激素、抗生

素、维生素、酶制剂、有机溶剂、有机酸、核苷酸、高聚物等，几乎遍及整个发酵行业。另外，

分批补料培养技术不仅广泛用于液体发酵中，而且曾有人在固体发酵中也采用该技术，在混合培

养中的应用也有过报道。可以预期，随着研究工作的深入和计算机在发酵过程自动控制中应用的

发展，分批补料培养必将在发酵工业中得到更为广泛的应用，发挥更大的经济效益。

四、连续发酵动力学

连续发酵是指以一定速度连续不断向培养系统中流加新鲜培养基，同时又以同样的速度连续

不断地将发酵液排出，使发酵罐中微生物的生长和代谢活动始终保持旺盛的稳定状态。培养过程

中，微生物细胞所处的环境条件，如ｐＨ、温度、营养成分的浓度、溶解氧、比生长速率可以自
始至终基本保持不变，并还可从系统外部予以调整，使菌体维持在恒定生长速度下进行连续生产
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和发酵。连续发酵大大提高了发酵的生产效率和设备利用率，达到稳定、高速培养微生物细胞或

产生大量代谢产物的目的。

连续发酵包括恒化器（ｃｈｅｍｏｓｔａｔ）发酵和恒浊器（ｔｕｒｂｉｄｏｓｔａｔ）发酵。前者以某种必需营养
物作为生长限制基质，通过控制其流加速率造成适应这种流加条件的生长密度和生长速率。后者

是使培养液中细胞浓度维持恒定。两种方法的基本要求是保持恒定的发酵液体积。它们互为补

充，并可用相似的动力学方程式进行描述。无论恒化器还是恒浊器，除了控制进出口物料流量

外，许多重要的环境因素如温度、ｐＨ、空气流量、压力等也必须加以控制，以保持稳定。同时，
还应当有良好的搅拌混合条件，使整个发酵液中所有物质的分布都达到均一，以保证流出物中各

ＶＬ

Ｓｇ ／ Ｌ
Ｘｇ ／ Ｌ

Ｆ１ ／ ｈ
Ｓ０ｇ ／ Ｌ
Ｘ０ｇ ／ Ｌ

图３?１２ 典型的单级恒化器示意图

物质的浓度与反应器中的浓度相同。

连续发酵为研究微生物对周围环境的影响，以

及在最优条件下研究细胞和产物的生产，开辟了一

条独特的途径。

（一）简单连续培养动力学

现在，以最常用的完全混合型单级恒化器的连

续培养为例，介绍恒定状态理论及其特性，其基本

原理和方法同样适用于恒浊器系统。

１微生物的物料衡算 为了描述恒定状态下恒
化器的特性，必须求出细胞和限制性营养物浓度与

培养基流速之间关系的方程。利用物料平衡，很容

易建立有关的方程。对微生物细胞的衡算，可按下

式进行：

（细胞进入）－（细胞流出）＋（细胞生长）－（细胞死亡）＝（细胞积累速率）

ｄＸ
ｄｔ ＝

ＦＸ０
Ｖ －ＦＶＸ＋μＸ－αＸ

（３?３８）

式中：Ｆ———培养液体积流量（ｍ３／ｍｉｎ、Ｌ／ｈ）；

Ｖ———发酵器有效体积（ｍ３、Ｌ）；

Ｘ０———进料中的微生物细胞浓度（个／Ｌ、ｇ／Ｌ）；

μ———微生物的比生长速率（１／ｈ）；

α———微生物的比死亡速率（１／ｈ）；

ｔ———时间（ｈ）。

如果忽略细胞的死亡，并假定进料液体均是灭过菌的营养物，Ｘ０＝０，且Ｄ＝
Ｆ
Ｖ
则上式可简

化为：

Ｘ（μ－Ｄ）＝
ｄＸ
ｄｔ

（３?３９）

１
Ｄ ＝

Ｖ
Ｆ

式中Ｄ称为稀释率，是连续培养系统中的一个重要参数，它的倒数，即物料在器内的平均停留
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时间Ｔ。通过对上式分析，可揭示连续培养时，微生物的比生长速率μ受控于稀释率Ｄ的特性。
如果是稳定操作：

于是 Ｘ（μ－Ｄ）＝０
因为Ｘ≠０，故有 μ＝Ｄ （３?４０）

这表明，在连续培养时，微生物的比生长速率取决于稀释率；也就是说，稀释率改变（流量改

变），微生物的比生长速率也将随之改变，最终在新的情况下Ｄ＝μ。根据这一特点，在一定的
范围内，人为地调节培养基的流加速度，可以使细胞按所希望的比生长速率来生长，并可考察、

研究微生物的生长特性。

２限制性营养物的物料衡算 为了进一步关联微生物细胞浓度Ｘ，营养物浓度Ｓ与稀释率

Ｄ之间的关系，需再建立营养物的物料衡算。对发酵罐而言，营养物的物料平衡可以表示为：
（进入）－（流出）－（菌体合成）－（维持生命需要）－（形成产物消耗）＝（营养物积
累速率）

但在一般情况下，维持生命需要和形成产物消耗的营养物的量远小于生长消耗的营养物的

量，故可忽略不计。从而得：

Ｆ
ＶＳ０－

Ｆ
ＶＳ－

μＸ
ＹＸ／Ｓ ＝

ｄＳ
ｄｔ

（３?４１）

或

Ｄ（Ｓ０－Ｓ）－μ
Ｘ

ＹＸ／Ｓ ＝
ｄＳ
ｄｔ

式中：Ｆ———培养液体积流量（ｍ３／ｍｉｎ、Ｌ／ｈ）；

Ｖ———发酵器有效体积（ｍ３、Ｌ）；

Ｓ０、Ｓ———进料和出料中的营养物浓度（ｇ／Ｌ）；

ＹＸ／Ｓ———营养物的收率系数，表明营养物转化为细胞的程度（ｇ细胞／ｇ营养物）或
（个细胞／ｇ营养物）。若为稳定操作，有

ｄＳ
ｄｔ＝０

则式（３?４１）可简化为

Ｄ（Ｓ０－Ｓ）＝μＸ／ＹＸ／Ｓ （３?４２）
因稳定操作时μ＝Ｄ，故又得：

Ｘ＝Ｙ（Ｓ０－Ｓ） （３?４３）

（二）连续发酵法的优缺点

连续发酵和分批发酵比较，具有以下一些优点：①可以维持稳定的操作条件，从而使产率和
产品质量也相应保持稳定；②能够更有效地实现机械化和自动化，降低劳动强度；③减少设备清
洗、准备和灭菌等非生产占用时间，提高设备利用率，节省劳动力和工时；④由于灭菌次数减
少，使测量仪器探头的寿命得以延长；⑤容易对过程进行优化，有效地提高发酵产率。
连续发酵的缺点为：①对设备、仪器及控制元件的技术要求较高，从而增加投资成本；②由
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于是开放系统，加上发酵周期长，容易造成杂菌污染；③在长周期连续发酵中，微生物容易发生
变异，生长慢的高产菌株很可能逐渐被生产快的低产变异株取代，从而使产率下降；④黏性丝状
菌菌体容易附着在容器壁上生长及在发酵液中结团，给连续发酵操作带来困难。

第七节 细胞生物反应器

细胞生物反应器又称发酵罐，它是为微生物细胞生长和形成代谢产物提供适宜的物理及化学

环境，使细胞生长得更好更快，得到更多需要的代谢产物。细胞生物反应器在发酵过程中占据中

心地位，是生物技术产品产业化的关键设备。抗生素工业的兴起引起发酵工业的一场变革，标志

着工业发酵进入一个新阶段。新的发酵产品不断涌现，对发酵设备的要求越来越高，一些交叉学

科逐渐形成，如化学工程和生物学交叉形成了生化工程学科，生物学、化学和工程学交叉形成了

生物技术学科，它们对发酵设备的放大、发酵罐的研制及发酵过程的控制起着非常大的推动作

用。

２０世纪初出现了２００ｍ３的钢质发酵罐，在面包酵母发酵中开始使用空气分布器和机械搅拌
装置；第一个大规模工业生产青霉素的工厂于１９４４年投产，其发酵罐的体积是５４ｍ３。机械搅
拌、通气、无菌操作、纯种培养等一系列技术开始完善起来，并出现耐高温在线连续测定的ｐＨ
电极和溶氧电极，开始利用计算机进行发酵过程控制。１９６０—１９７９年，机械搅拌通气发酵罐的
容积增大到８０～１５０ｍ３。由于大规模生产单细胞蛋白的需要而出现了压力循环和压力喷射型发酵
罐，计算机开始在发酵工业上得到广泛应用。１９７９年以后，随着生物工程和技术的迅猛发展，
大规模细胞培养发酵罐应运而生，胰岛素、干扰素等基因工程的产品走上商品化。对发酵罐的严

密性、运行可靠性的要求越来越高，发酵的计算机控制和自动化的实际运用已相当普遍。ｐＨ电
极、溶氧电极、溶解ＣＯ２电极等在线检测在国外已相当成熟。同时现代发酵工业为了获取更大的
经济利益，发酵罐更加趋于大型化：废水处理２７００ｍ３，单细胞蛋白１５００ｍ３，啤酒６００ｍ３，柠檬
酸２００ｍ３。
常用的发酵设备一般分为液体和固体两种发酵设备。

一、液体发酵罐

液体发酵罐是工业发酵中最重要、应用最广泛的设备，从废水处理、单细胞蛋白生产，到啤

酒、酒精、有机酸、酶制剂、氨基酸、抗生素等的发酵大都采用液体发酵方法。液态培养基的流

动性大，对工艺条件（如温度、溶氧、ｐＨ、营养成分等）的控制就较容易，有利于自动控制。
同时，由于在密闭的发酵罐内纯种发酵，产品纯度较高，质量也较稳定。另外，还具有机械化程

度高、劳动强度小、设备利用率高等优点。

发酵工业上最常用的还是通气搅拌罐，压力循环发酵罐，一些新型反应器（如带超滤膜的发

酵罐）等也在不断涌现。

（一）发酵罐的类型

各种不同类型的发酵罐都可用于大规模的生化反应过程，它们在设计、制造和操作方面的要
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求，取决于某一产品的生物化学反应过程对发酵罐的要求。发酵罐的分类有以下几种。

１按微生物生长代谢需要分类 这种方法将发酵罐分成好氧和厌氧两大类。酶制剂、酵母、氨
基酸、醋、红曲色素、类胡萝卜素、抗生素、维生素等产品是在好氧发酵罐中进行的；酒精、啤酒、乳

酸、丙酮、丁醇采用厌氧发酵罐。它们的主要差别是由于对无菌空气的需求不同，前者需要强烈的通

气搅拌，目的是提高氧在发酵液中的体积氧传递系数ｋＬａ，增加溶解氧，后者则不需要通气。

２按照发酵罐设备特点分类 可以分为机械搅拌通气发酵罐和非机械搅拌通气发酵罐。前者
包括循环式（如伍式发酵罐、文氏管发酵罐）以及非循环式的通气式发酵罐和自吸式发酵罐等。后者

包括循环式的气提式、液提式发酵罐以及非循环式的排管式和喷射式发酵罐。这两类发酵罐采用不

同的手段使发酵罐内的气、固、液三相充分混合，从而满足微生物生长和产物形成对氧的需求。

３按容积分类 一般认为５００Ｌ以下的是实验室发酵罐，５００～５０００Ｌ是中试发酵罐，５０００Ｌ
以上是生产规模的发酵罐。

４按微生物生长环境分类 发酵罐内存在两种系统，即悬浮生长系统和支持生长系统。一
般说来，大多数发酵罐都有这两种系统。悬浮生长系统中，微生物细胞浸泡在培养液中且伴随着

培养液一起流动。在支持生长系统中，微生物细胞生长在与培养液接触的界面上，形成一层薄

膜。然而，悬浮生长系统的容器内壁上和上部的罐壁上也会生长着一层菌体膜，在支持生长系统

中也有菌体分散在培养液之中。

５按操作方式分类 可分为分批发酵和连续发酵，但并不是所有的发酵罐可以同时适用于
这两种发酵系统。分批发酵时，发酵工艺条件随营养液的消耗和产物的形成而变化。每批发酵结

束，要放罐清洗和重新灭菌，再开始新一轮的发酵。分批发酵系统是非稳定态的过程。连续发酵

时，新鲜营养液连续流加入发酵罐内，同时产物连续地流出发酵罐。

分批发酵的主要优点是污染杂菌的比例小，操作灵活性强，可用来进行几种不同产品的生

产。其缺点是发酵罐的非生产停留时间所占比重大，非稳态工艺过程的设计和操作困难。

连续发酵的主要的优点是可连续运行几个月的时间，非生产时间很短；缺点是容易染菌，它

适用于不易染菌的产品如酒精、啤酒、丙酮、丁醇发酵等，连续发酵还有以下一些优点：①较高
的底物转化系数；② 具有较高的反应体积速率，这是由于它允许在发酵初期有较高的底物浓度，
因此最终底物浓度也高；③ 不同级数的发酵罐的条件可以不同（如ｐＨ、温度、通气量等），特
别是底物浓度和加料速度可以变化，以获得较高的经济利益。

６其他类型 新型的超滤发酵罐已开始在工业发酵中崭露头角。在运行时，成熟的发酵液
通过一个超滤膜使产物能透过膜进行提取，酶可以通过管道返回发酵罐继续发酵，新鲜的底物可

源源不断地加入罐内。

（二）密闭厌氧发酵罐

密闭不通气分批发酵罐多用于厌氧性发酵，如酒精、啤酒、丙酮、丁醇、１，３?丙二醇等。
对这类发酵罐的要求是：能封闭；能承受一定压力；有冷却设备；罐内尽量减少装置，消灭死

角，便于清洗灭菌。

１酒精发酵罐 罐顶有ＣＯ２出口，罐圆柱体直径与高比为１∶２～２５。发酵罐总容积为：

Ｖ ＝
Ｖ０


（３?４４）
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式中：Ｖ０———进入发酵罐的发酵液量（ｍ３）；

Ｖ———发酵罐总容积（ｍ３）；

———装液系数（一般取＝０８５～０９０）。
发酵罐冷却装置，中小型罐采用表面冷却，大罐为表面和罐内双重冷却。冷却面积计算方法

如下式：

Ｓ＝ Ｑ
ｋΔｔｍ

（３?４５）

式中：Ｑ———总发酵热（Ｊ／ｈ）；

ｋ———传热总系数［Ｊ／（ｍ２·ｈ·℃）］；

Δｔｍ———对数平均温度差（℃）；

Ｓ———冷却面积（ｍ２）。

２丙酮?丁醇发酵罐 生产丙酮?丁醇的发酵罐比酒精发酵罐高，罐身需要耐高压，罐壁较
厚，用钢板制成。顶盖和底部采用球形封头，罐内表面平整、光滑，采用表面喷淋冷却。种子罐

采用夹套冷却。

冷却水出口

喷淋水

温度计

冷却水出口

冷却水入口

收集锅
冷却水入口

图３?１３ 酒精发酵罐

１５
１４
１３
１２

７

８

７

８
９

６

４

１１

３

３

５

２
１

１１

图３?１４ 啤酒发酵罐
１ＣＯ２排出 ２洗涤管 ３冷却夹套 ４加
压装置 ５人孔 ６发酵液面 ７冷冻剂进口

８冷冻剂出口 ９温度控制器 １０温度计

１１取样口 １２麦汁管 １３嫩啤酒管路

１４酵母排出 １５洗涤剂管路

３啤酒发酵设备 传统的啤酒发酵工艺分为主发酵和后发酵，设备由分别设在发酵室的主
发酵池和贮酒罐两部分组成。贮酒罐为金属的圆筒形密闭容器，有卧式和立式两种，大多数工厂
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采用卧式，在室内或室外呈品字形排列，中间用钢枕架开。圆柱锥底形密闭式发酵罐可主后酵共

用，主发酵后酵母凝集沉淀于锥底，回收方便。罐本身具有冷却夹套或盘管，圆柱部分视罐高度

可分为２～３段冷却，锥底部分设有一段冷却，冷却剂采用３５％丙二醇或酒精溶液及液氨。罐外
包绝热层，一般用聚苯乙烯或聚氨酯泡沫塑料等，厚约２０ｃｍ。罐放置于露天，锥形罐为密闭，
可以进行ＣＯ２洗涤，也可以回收ＣＯ２，既可作发酵罐，又可作贮酒罐。罐的锥体高度为总高度的

１／３～１／４，锥形角度一般为７０°～７５°，一般径高比为２∶６，径高比越接近于１，充满系数就越低。
罐越高对流越旺盛。发酵罐容量为６０～６００ｍ３不等。工作压力００７ＭＰａ。罐内，壁要求平整、光
滑，罐顶装有真空限制阀、安全阀、压力传感元件、人孔等。锥底有冷却夹套和啤酒进出管道、

阀门与视镜、取样管阀、测温测压的传感元件或温度计和ＣＯ２洗涤装置等。
（三）通气式发酵罐

１机械搅拌通用式发酵罐 机械搅拌通用式发酵罐是最广泛应用的深层好氧培养设备，是
好氧生物反应器的典型代表。其主要部分有壳体、控温部分、搅拌部分、通气部分、进出料口、

测量系统和附属系统等。设备结构如图３?１５和图３?１６所示。
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９

８
７
６
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１９

５
４

３

２

１

２１

２０

１４

２５２４

２６

２７

２３ ２８２２

图３?１５ 小型发酵罐结构
１三角皮带转轴 ２轴承支柱 ３联轴节 ４轴封 ５窥镜 ６取样口 ７冷却水出口

８夹套 ９螺旋片 １０温度计 １１轴 １２搅拌器 １３底轴承 １４放料口 １５冷却
水进口 １６通气管 １７热电偶接口 １８挡板 １９接压力表 ２０手孔 ２１电动机

２２排气口 ２３取样口 ２４进料口 ２５压力表接口 ２６窥镜 ２７手孔 ２８补料口

图３?１７是常用的发酵罐各部分的比例尺寸，它常用于面包酵母、酶制剂、抗生素及氨基酸
的生产中，有关的重要因素是氧传递效率、功率输入、混合质量、搅拌浆形式和发酵罐的几何比

例等。

发酵罐最重要的几何比例是Ｄｉ／Ｄｔ、Ｈ／Ｄｔ、ＤＳ／Ｄｉ、Ｄｂ／Ｄｔ（Ｄｉ为搅拌桨直径，Ｄｔ为罐体
直径，Ｈ为罐体高度，ＤＳ为搅拌桨到罐底的距离，Ｄｂ为挡板的宽度）；还有搅拌桨的叶轮直径

·６２１· 第三章 发酵工程原理及其在食品工业中的应用
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图３?１６ 大型发酵罐结构
１轴封 ２人孔 ３梯子 ４联轴节 ５中间轴承 ６热电偶接口 ７搅拌器 ８通气管

９放料口 １０底轴承 １１温度计 １２冷却管 １３轴 １４取样 １５轴承柱 １６三角皮
带传动轴 １７电动机 １８压力表 １９取样口 ２０人孔 ２１进料口 ２２补料口 ２３排

气口 ２４回流口 ２５窥镜

Ｃ
Ｓ

Ｈ
Ｌ

ＨＨ
０

ｈ
０．
２Ｂ

ｈ

Ｄｔ

Ｄｉ

图３?１７ 通用发酵罐的比例尺寸
Ｄｉ＝１／３Ｄ Ｈ０＝２Ｄ Ｂ＝０１Ｄｔ

Ｓ＝３Ｄｉ Ｃ＝Ｄｉ

和各部分的比例。通用发酵罐的搅拌桨最广泛使用的是平叶涡轮

搅拌桨，国内采用的大多数是六平叶式，其各部分尺寸比例已规

范化。这种搅拌桨具有很大的循环液输体送量，功率消耗大，因

此特别适用于丝状菌的发酵，如青霉素发酵等，其最大叶端速度

范围是３～８ｍ／ｓ。
通用发酵罐的搅拌装置包括电动机、传动装置、搅拌轴、轴

密封装置和搅拌桨。机械搅拌的目的是迅速分散气泡和混合加入

物料。一个搅拌桨要同时达到这两个目的，有时是矛盾的。例如，

达到混合功能需要大直径的搅拌器和采用低转速运转，而提高分

散气泡效果则需要多叶片、小直径和大的转速。电动机输入功率

决定于搅拌桨的形式和其他发酵罐部件。发酵罐内常安装四块挡

板以增加混合、传热和传质效率。挡板之宽度为发酵罐直径的

１０％～１２％，挡板越宽混合效果越好。搅拌功率的计算一直作为
发酵罐设计和放大中的一个重要课题，它是指搅拌桨输入发酵液

·７２１·第七节 细胞生物反应器



的功率，即搅拌浆在转动时为克服发酵液阻力所作的功率，有时被称作轴功率。

通气条件下非牛顿流体搅拌功率的计算常用Ｍｉｃｈｅｌ?Ｍｉｌｌｅｒ公式：

Ｐｇ＝Ｑ１
Ｐ２０ＮＤ３ｉ
Ｑ［ ］０５６ Ｑ２ （３?４６）

式中：Ｑ１、Ｑ２———与流体黏度有关的系数；

Ｐｇ———通气功率（ｋＷ）；

Ｐ０———不通气功率（ｋＷ）；

Ｎ———搅拌转速（ｒ／ｍｉｎ）；

Ｄｉ———搅拌器直径（ｍ）；

Ｑ———通气量（Ｌ／ｍｉｎ）。
在好氧深层发酵罐中，来自无菌空气系统的压缩空气通过空气分布器射入发酵罐内，分布器

有单孔式和多孔管式。安装方式各异，一般安装在最下面一档搅拌器的下方，但都要注意防止气

孔被发酵液中的菌体或固体颗粒堵塞。有的空气分布器带有放水结构，使放罐后没有发酵液残留

在管子里。

通气速率以满足微生物发酵的需要为准，要使溶解氧在临界氧浓度之上。通气率决定于系统

的设计和操作。空气流速的上限速度是空气能有效地被搅拌桨分散，这和搅拌桨形式和转速有关。

表示非牛顿流体的氧传递的关系式如下。ｋＬａ是表示发酵罐通气搅拌效率的体积氧传递系
数。

ｋＬａ＝ｋ［（Ｐ／Ｖ）α·（ＶＳ）β·（ηａｐｐ）－ｗ］ （３?４７）

式中：ｋ———经验常数，随搅拌器的形式而改变，一般由实验测定；

Ｐ／Ｖ———单位体积发酵液实际消耗的功率（在通气情况下）；

ＶＳ———空气直线速度（ｍ／ｈ）；

ηａｐｐ———发酵液表观黏度（ｋｇ·ｓ／ｍ２）；

α、β、ω———指数，与搅拌器和空气分布器的形式有关，一般由实验测定。

２．改良通用式发酵罐 几种改良通用式发酵罐是：
（１）瓦尔德霍夫发酵罐。它装有一种独特的消泡装置。
（２）一种带有上下两个分离搅拌器的发酵罐。上搅拌采用螺旋桨，用以加强轴向流动；下搅拌
采用涡轮桨分散气体，可以提高氧传递效率。这种设计方法充分发挥了这两种搅拌桨各自的特长。

（３）完全填充反应器是一种比通气搅拌罐能更有效地提高氧传递效率的发酵罐。它混合时间
短，即使对十分黏稠的液体也有同样效果。它还消除了罐顶的空间，空气在罐内的滞留时间比通

气搅拌罐长。

改良型通用式发酵罐虽然有一些改进，但是它的实际应用却远没有通用发酵广泛。

３自吸式发酵罐 自吸式发酵罐如图３?１８所示，它与通用发酵罐的主要区别是：①有一个
特殊的搅拌器，搅拌器由转子和定子组成；② 没有通气管。
自吸式发酵罐的搅拌器有几种：① 回转翼片式自吸搅拌器；② 喷射式自吸搅拌器；③ 具有

转子和定子的自吸搅拌器。第①和③种结构简单，使用较多，它的传动装置可安装在罐底和罐
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图３?１８ 自吸式发酵罐
１皮带轮 ２排气管 ３消泡器 ４冷
却排管 ５定子 ６轴 ７双端面轴封

８联轴节 ９马达 １０转子

１１端面轴封

顶。第②种耗电省，但由于喷射泵构造复杂，工作时以泵的
背侧排除发酵液中的空气，制造要求高，难度大。

具有转子和定子的搅拌器的吸气原理是：浸在发酵液中

的转子迅速旋转，液体和空气在离心力的作用下，被甩向叶

轮外缘。这时，转子中心处形成负压，转子转速愈大，所造

成的负压也愈大。由于转子的空腔与大气相通，发酵罐外的

空气通过过滤器不断地被吸入，随即甩向叶轮外缘，再通过

异向叶轮使气液均匀分布甩出。转子的搅拌，又使气液在叶

轮周围形成强烈的混合流。空气泡被粉碎，气液充分混合。

我国自２０世纪６０年代开始研制自吸式发酵罐，已应用
到醋酸、酵母、蛋白酶、维生素Ｃ和利福霉素等发酵产品上。
当用图３?１８所示自吸式发酵罐生产醋时，转化率可达到９７％。
日本一家工厂用它生产１吨醋酸发酵液耗电量为１ｋＷ·ｈ。
（四）液提式发酵罐

由于某一发酵产品的固定成本和可变成本是随工厂生产

规模的增大而减少的，因此现代发酵罐的大型化给通气搅拌

罐带来一系列难以克服的困难，这就是：大于１０００ｋＷ的机
械搅拌；大量的冷却水和排除热量；能量的均匀分布；溶解

氧、碳源和其他营养与ｐＨ控制等。由于这些困难的出现，以
后就发展起在经济上、工艺上、生物因素等方面比机械搅拌

罐更先进的新型生化反应器，以适应各种类型的发酵。例如

英国的ＩＣＩ公司采用“压力循环发酵罐”生产单细胞蛋白，容
积达２６００ｍ３，工作容积为２１００ｍ３；在ＬｅｖｅｒｋｕｓｅｎＢａｙｅｒＡＧ
建造的总体积为２０００ｍ３污水处理工厂，发酵罐高３０ｍ，直径

２６ｍ。
液提发酵罐是液体借助于一个液体泵进行输送，同时气体在液体的喷嘴处被吸入发酵罐。液

提发酵罐的常见形式有：① 喷嘴塔式；② 喷嘴塔循环式；③ 喷嘴循环式；④ 喷射通道式；⑤
滴流式；⑥ 六级塔循环式；⑦ 管道循环式；⑧ 下流塔式；⑨ 液体流化床式。
（五）气提式发酵罐

气提式主要包括内环式和外环式反应器，如图３?１９所示。
气提式环流反应器不设置机械搅拌装置，利用通入培养液的空气泡上升时带动液体运动，产

生混合效果，能耗低，液体中的剪切作用小，结构简单，且由于省去了机械搅拌而不需机械密

封，避免了因机械密封不良造成的污染。但它不适用于高黏度或含大量固体的培养液。

为了进一步使环流管内的气泡被破碎分散，增加氧的传递，近年来在环流管内安装静态混合

元件，取得了较好效果。

（六）膜生物反应器

膜生物反应器是用于生化过程的膜反应器，它是将细胞或微生物等截留或存放在海绵体内，

·９２１·第七节 细胞生物反应器
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图３?１９ 气提式发酵罐
ａ内循环带升式发酵罐 ｂ外循环带升式发酵罐

以实现生物催化剂和反应溶液的即时

分离。膜生物反应器可用于微生物发

酵和动植物细胞的培养，对解决产物

抑制、底物的选择供给、生物催化剂

的重复使用，提高细胞的生长表面和

高密度负载等都很有利。况且生化条

件温和，高分子膜也可适用，到目前

为止已研究过几百个体系，认为膜生

物反应器将是最有发展前途的一种生

物反应器。

１膜生物反应器的类型 在膜
生物反应器中，细胞或微生物等存在

以下几种形态：悬浮细胞属游离态；

膜表面或膜内凝胶和膜截留细胞层为

凝集态；以吸附或包埋方式存在于膜

表面呈固定化形态。固定化形态的细胞难以从膜生物反应器中清除，不便于补充和置换，但用于

生物催化具有较高的稳定性。凝集态生物催化剂的装填密度最高，活力稳定性高于游离态，但细

胞的消除存在一定困难。

２用于生物反应器中的膜生物反应器 在发酵过程中，普遍存在着代谢产物抑制微生物生
长的现象。利用膜实现微生物细胞的固定化和产物的及时分离是促进细胞高密度生长，增加代谢

产物的产率，实现连续发酵的有效措施。用于发酵过程的膜生物反应器可分为两类，一是中空纤

维固定化细胞反应器，另一类是发酵罐与膜分离组件相结合的细胞循环膜发酵系统，见图３?２０。

发
酵
罐

营养物补充

渗
透
流

膜
分
离
器

营
养
物
贮
罐

膜
反
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图３?２０ 细胞膜循环发酵系统

前者将微生物固定在中空纤维组件的壳程或膜的支撑层内，营养物则从膜管内流过。Ｖｉｃｋ
ｒｏｙ将其用于发酵法生产乳酸，细胞密度高达４８０ＤＷ／Ｌ，乳酸体积产率是间歇发酵的２０倍，但
中空纤维却因细胞高密度生长而破裂。Ｍｉｃｈａｅｌｓ在中空纤维反应器内固定大肠杆菌，细胞生长密
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度达到１０１２个／ｍＬ。在细胞循环膜发酵系统生产酒精、乳酸、丙酮、丁醇都取得了一定的成功。
表３?１６比较了不同反应技术用于啤酒酵母生产酒精的实验结果。从表３?１６可以看出，反应器产
率的提高同时导致产物浓度的降低。为提高产品浓度，渗透汽化膜的应用是发展方向。

表３?１６ 从葡萄糖生产酒精的各种生物反应器的比较

反应器 糖浓度ｇ／Ｌ 酒精浓度ｇ／Ｌ 转化率 ％ 体积产率ｇ／Ｌ·ｈ

间歇发酵罐
１００ ４９ ９９ ２～３
２００ ９８ ９９ ４～５

中空纤维固定化发酵系统

８９ １２ ２７ ２６
１００ ４０ ８５ １０
１００ ４９ ９９ １００

细胞循环

膜发

酵系统

超滤组件

２００ ６５ ６５ １３０
１４０ ６５ ９９ ８５
９５ ９０ ９４ ３２

渗透汽化组件 ２００ ３５／２１２ — ６３

膜发酵系统的研究已取得了重大的进展，但还存在着膜的污染和破裂，以及ＣＯ２的积累等问
题。无机膜反应器的应用是另一大发展方向。

（七）基因工程菌生物反应器

基因工程菌是通过基因操作得到的ＤＮＡ重组微生物，为了不使基因工程菌在培养或处理过
程中泄露到周围环境而造成意想不到的危害，用于基因工程菌的生物反应器同一般的生物反应器

就有相当大的不同。造成生物反应器内微生物泄露的一大原因是排气，基因工程菌反应器的排气

必须经加热灭菌或经微孔过滤器除菌后才能排放到大气中。轴封渗漏是造成菌体泄露的另一个原

因，可采用双端面密封，且作为润滑剂的无菌水压力应高于反应器内压力。

二、固体发酵设备

固体发酵设备可按照培养方式来可分为四种形式：浅盘式、旋转式、传送带式和箱式。

曲帘曲盘

图３?２１ 固态发酵的曲盘和帘子

（一）浅盘式固体发酵设备

浅盘式固体发酵是使用最早的一种固体培养方式。采用曲盘、曲帘装入固体培养基，厚约

２～５ｃｍ，在能够控制温湿度的曲房内的盘架上进行发酵（图３?２１）。工业上用多层铝制浅盘放在
架子上进行培养，培养室保持一定的温度和湿度。该法曲室占用面积大，曲盘数量多，全部依靠
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手工操作，劳动强度大，卫生条件差，曲盘的清洗灭菌和维修等耗用蒸汽和材料也很多，且产量

和质量不易稳定。现代工业生产已有密闭箱式浅盘发酵设备，这种发酵器已应用于生产中，可以

较大规模生产许多发酵产品，如酶制剂、酒曲、酱油、食用菌、饲料添加剂等。它的优点是料层

厚度薄，发酵时通入的空气经过调温调湿，温度适度控制比较容易，不易污染杂菌，发酵单位

高。但缺点是占用面积大。

（二）旋转式固体发酵设备

旋转式固体发酵设备系将固体培养基接入菌种，放在可旋转的转桶内，旋转式固体发酵罐

有鼓型和管型，整个发酵罐以低速间歇式旋转，培养过程中当桶慢慢转动时，罐内的培养物会

沿着罐壁滑动，达到散热与空气接触的目的，培养时可通入经过调温调湿的空气，通气及温湿

度调节较为均匀，有利于控制微生物生长和产酶的适宜条件。本法的机械化程度较前法稍高，

劳动强度也有所减轻，在使用这种发酵器培养微生物时，菌株生长迅速均匀，但是菌丝在生长

早期由于翻拌而遭损伤，并易形成团块，影响生长，而且在温度控制和污染等方面还存在不少

问题。

（三）传送带式固体发酵设备

这是使用一组传送带，其生产步骤如下：①将湿麦麸加热至８５℃以上，并在第一传送带上
保持１５ｍｉｎ；②在第二传送带上用无菌冷空气将料吹冷至适当温度；③喷上孢子液或用种曲接入
料中；④用布料器将接上菌种的培养料分装入无菌的底部具多孔的金属盘中；⑤用空中吊车把金
属盘送入培养隧道，并用适宜的温度进行培养至成熟；⑥用吊车把培养好的金属盘送入干燥隧
道。这种培养系统虽然机械化程度较高，但温度较难控制，而且投资也较大。

风机

回收废空气

风压计

空气过滤器

空调室

筛板

曲层

图３?２２ 厚层固体发酵装置

（四）箱式固体发酵设备

本设备是在浅盘法和竹帘法的生产实践基础上改进而来，将固体培养基经过蒸煮灭菌拌入种

曲后，平铺入水泥制的具有多孔假底的大池内，培养基厚度一般在２０～３０ｃｍ，近年来国外已有
培养基厚度深达数英尺者（图３?２２）。培养基铺好后，待微生物已开始生长，曲温逐渐升高时，
即从池内假底下面通入一定温度和相对湿度的空气，室内同时保持一定的温度和相对湿度进行培

养，使微生物能比较均匀适宜地生长繁殖和产酶。箱式机械通气发酵机是由曲箱、空调箱、进料

分配箱等组成。本法与前几种方法比较，它的特点是设备生产能力大，保温、保湿效果较好，由

于是全封闭式的，制曲时霉菌产生的热量可以循环使用，故节约了热能，同时又保持回风中的相

对湿度，发酵中途也无须人工经常翻曲，劳动强度相应轻，目前是固体发酵法中较好的一种方
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法。但是，设备的造价较高。

第八节 发酵工程与功能性食品

随着国民经济发展，人民生活水平提高，人们对健康更加关注。食品作为人类生存和发展的

物质基础，其质量和成分对于人体健康的影响是不容置疑的。当今世界食品工作者把食品誉为具

有三大功能：一是营养；二是享受；三是食物含有某些生理活性物质，能调节人体功能、提高免

疫力、防止衰老等。解决温饱问题的国民对所摄取的食品不但要求能够提供营养素以维持生存，

而且还要求其具有调节机体生理的功能。新一代具有保健功能的食品正是在人们的物质生活极大

丰富、富裕程度日益提高之时应运产生并迅速发展起来。

功能食品（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｏｏｄ）又称保健功能食品（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｈｅａｌｔｈｆｏｏｄ），是指具有调节人体
生理功能，适宜特定人群食用，不以治疗疾病为目的的一类食品。这类食品既具有普通食品的营

养功能和感官功能，还具备调节人体生理活动的功能。由于这类食品强调的是食品第三功能，因

此称为“功能食品”。

保健功能食品，要强调明确其功能因子。这种功能因子，有些存在于天然动植物中；有些是

用化学合成的；有些可以用生物技术来合成，这就是功能性发酵制品。以微生物发酵工程技术合

成的功能性发酵食品，其原料往往是糖类，天然无毒，并且生物合成的产品和在动植物中自然存

在的化学结构相同，特别是它们在体内能代谢，不会积累产生毒害，符合天然、有效、安全的发

展方向。

应用发酵工程制造的功能性食品有很多，比较重要的有碳水化合物类、肽类、多不饱和脂肪

酸类、生物防腐剂类等。本节将主要讨论其中部分代表性的功能性食品：真菌多糖、生物活性

肽、功能性微生物制剂、功能性微量元素、功能性脂肪酸等。

一、真菌多糖

真菌多糖的研究始于２０世纪５０年代，而真菌多糖作为广谱免疫促进剂引起人们极大兴趣则
是在６０年代以后。６０年代至７０年代，科学家们分别从灵芝、香菇、金针菇等食用菌中分离到
多种多糖，并对它们的功能、结构、特性进行研究，证明了真菌多糖不但能治疗机体因免疫系统

受到严重损伤而出现的癌症和多种免疫缺损疾病，还能诱导干扰素的产生，而且真菌多糖作为药

物，对体细胞的毒性极小。治疗肿瘤时，它不像一般化疗药物那样直接杀死生长着的肿瘤细胞，

而是促进细胞和体液产生免疫，如激活巨噬细胞、Ｔ细胞和Ｂ细胞，从而加强抗体生成及激活补
体等，以达到抑制和消灭肿瘤细胞的效果。

真菌多糖除了临床上可用于癌症的免疫治疗，其独特的保健作用也为真菌多糖特别是食用菌

多糖在食品工业上的开发利用开辟了广阔的市场前景。近年来，各种食用菌饮料、口服液、酒类

等产品相继问世。

（一）灵芝多糖

灵芝多糖是多孔菌科灵芝属真菌（灵芝、赤芝、紫芝、薄芝等）菌丝体的次生代谢物，存在
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于灵芝属真菌的菌丝体和子实体中。

灵芝（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ）是一种木腐菌，自古被称为能治百病的“仙草”。在我国最早
的药典《神农本草经》中，将它和人参并列为“上上药”。现代医学对灵芝药理作用的评价为：

无副作用；对人体所有器官的疾病都有保健和医疗效果；能调节机体的不协调部分，促使全部内

脏或器官的机能正常化，从根本上治疗疾病。灵芝的化学成分复杂，而所含的高分子灵芝多糖是

其主要活性成分，它能强化人体免疫系统，提高对疾病抵抗力的效能，抗肿瘤作用尤为突出。更

为难得的是，灵芝多糖既可腹腔注射，也可静脉注射，口服亦有效果，因此很适合于做保健食

品。在人类食品中，灵芝可被誉为“健康食品之冠”。

１灵芝多糖的结构 由于生产菌种的不同、分离和分析方法的不同以及灵芝多糖的复杂性，
对灵芝多糖的种类及其结构至今仍未完全确定。学者们的研究结果表明：灵芝胞外多糖有水溶性

多糖和非水溶性多糖；碱溶性多糖；多糖同聚物、复杂多糖、中性杂多糖；酸性多糖；肽多糖。

糖单位有Ｄ?吡喃型半乳糖基、Ｌ?吡喃岩藻糖基、Ｄ?吡喃甘露糖基、Ｄ?吡喃葡萄糖基、Ｄ?吡喃葡
萄糖醛酸残基、Ｌ?阿拉伯糖和Ｄ?半乳糖、阿拉伯糖、木糖等。糖环构型为吡喃糖。糖基主链及
支链的连键方式有β?（１→３）、β?（１→６）及β?（１→４），也有α?（１→３）、（１→６）及（１→４）连
接。

２灵芝多糖的生理功能 灵芝多糖具有广泛的生理活性。灵芝多糖的活性强弱与相对分子
质量、溶解度、黏度、多糖链的分叉程度以及支链上羟基取代的数量有关，也同多糖的连接方

式、立体构型密切相关。灵芝多糖相对分子量为１０～１０６，显示强抑制肿瘤活性。某些具β?
（１→３）Ｄ?葡萄糖苷键的非水溶性灵芝多糖部分羧基甲基化后水溶性增加，抗肿瘤活性同时也增强
了。多糖的活性与乙酰基的存在密切相关，有些含乙酰基的灵芝多糖由于乙酰基的存在，影响氢

键的形成，进而影响其活性所必需的螺旋形立体结构的形成，因此活性较差。

有抗肿瘤活性的灵芝多糖大多是由β?（１→３）键连接的Ｄ?葡萄糖。在多糖骨架链上占优势
的交替（１→３）键连接的β?Ｄ?葡萄糖往往具有较明显的抗肿瘤活性。
灵芝多糖的生理功能表现为：

（１）灵芝多糖能增强细胞及体液免疫功能，抑制肿瘤细胞增殖。
（２）灵芝多糖能促进体内血清、肝脏及骨髓的核酸与蛋白质的合成，加速骨髓细胞的分裂增
殖，提高骨髓抗化学性损伤和物理性损伤的能力；提高肝脏的解毒功能。

（３）灵芝多糖具有抗氧自由基作用，因此能延缓衰老。
此外灵芝多糖还具有消炎活性，能降血糖，对心血管系统有调节作用。

３灵芝多糖的生产工艺
（１）生产方法。作为发酵食品的灵芝多糖的生产发展方向是采用液体深层发酵技术，即经种
子的不断扩大培养进入发酵罐。全过程分种子培养与菌丝体生产两大过程。在液体深层培养过程

中，菌丝细胞能在反应器内处于最适温度、酸碱度、氧气和碳氮比等条件下生成，呼吸作用所产

生的代谢废气又能及时排放，因此新陈代谢旺盛，菌丝分裂迅速，在短期内就能获得大量的菌丝

体或菌种。

（２）灵芝液体深层发酵生产工艺。工艺流程：
斜面菌种培养→摇瓶种子培养→种子罐培养→发酵罐培养→过滤→浓缩。
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斜面菌种培养基一般采用马铃薯培养基，摇瓶种子与斜面培养基相同（去琼脂）。种子罐培

养基由蔗糖、豆饼粉和一些无机盐：（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＣａＣＯ３等组成。种子
罐可采用如下培养基和培养条件：蔗糖２％，豆饼粉２％，ＫＨ２ＰＯ４００７５％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
００３％，通气量力１∶０３～０５，搅拌转速为２００ｒ／ｍｉｎ，２８℃下培养４８ｈ。发酵罐培养基可在种
子罐培养基的基础上添加适量的氮源。发酵培养基可采用如下培养基：蔗糖４％，豆饼粉２％，

ＫＨ２ＰＯ４０１５％，（ＮＨ４）２ＳＯ４００５％，发酵周期为５～７ｄ，温度２８～３０℃。发酵初始ｐＨ在５６～
６５之间，培养７２ｈ后，ｐＨ降至４～５，此时菌丝体生长旺盛。发酵终了时ｐＨ降至３８左右。
发酵液以离心机甩干或用板框压滤，所得滤液浓缩至原体积的１０％～２０％，制成糖浆可供药用。
菌丝体可用于多糖提取。

（３）灵芝多糖的分离、纯化。灵芝多糖的分离、纯化工艺流程为：菌丝体→预处理→热水浸提
或水煎煮（也可用乙醇或稀碱液提取）→离心或过滤→滤液→超滤或减压浓缩→乙醇沉淀→多糖粗制品→脱蛋
白→除色素→乙醇沉淀→多糖→离子交换柱层析→浓缩、冷冻干燥→多糖精制品。

① 菌丝体预处理，是在多糖提取前，用酶法、微波或超声波法及用乙醇等有机试剂处理菌
丝体，这样可以使多糖充分释放，并可除去原材料中的脂类物质，还可使分解多糖的糖苷酶失

活，防止直接提取时多糖降解，从而可提高多糖的提取率。

②多糖的提取，最常用的是热水提取或水煎煮，也可用稀碱或用乙醇液提取。同一种原料，
用不同提取剂提取所得多糖的成分不相同，用稀碱液提取时，多糖的得率要比用热水提取的高；

用乙醇提取时，杂质较少，也易过滤。预处理的菌丝体，加８倍自来水，于９０～１００℃煮４ｈ，冷
却后滤除残渣和不溶物，用超滤或减压方法浓缩至原来体积的１／１５左右，然后加３倍体积的

９５％酒精进行沉淀，再在１００００ｒ／ｍｉｎ下离心分离５ｍｉｎ，去上清液，得多糖粗提物。将粗提物溶
解，保持一定浓度，用Ｓｅｖａｇ法脱除蛋白，即加入０２倍体积氯仿和００４倍体积正丁醇混合振
荡３０ｍｉｎ，静置１０ｍｉｎ，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心分２０ｍｉｎ，收集上清液。重复上述步骤，至氯仿和水
的界面无沉淀为止。然后将上清液用乙醇沉淀，并收集沉淀。

③ 色素的去除，通常采用活性炭吸除法；也有用乙醇反复冲洗去除色素；此外还可用氧化
脱色法，即用浓氨水调ｐＨ至８０左右，滴加Ｈ２Ｏ２至浅黄色，在低于室温下保温２４ｈ。

④ 灵芝多糖的纯化，是将多糖配成一定浓度，经硼酸型ＤＥＡＥ?纤维素柱层析，依次以０～
０１ｍｏｌ／Ｌ硼砂溶液及００５～０１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液梯度洗脱，用蒽铜试剂（０２％蒽铜硫酸溶
液）比色测定吸收度，按洗脱曲线收集各吸收峰，浓缩后再进一步冷冻干燥即得精制品。进一步

纯化可采用凝胶电泳法。对于糖蛋白类多糖，用亲和色谱法分级纯化，效果更好。

（４）灵芝多糖纯度鉴定。灵芝多糖的纯度可用凝胶柱层析法鉴定。根据多糖相对分子量范围
选择所用凝胶型号，通过检测洗脱液是否存在单一对称峰来判断。

利用电泳法鉴定多糖较为直观，纯多糖为单一带。如采用聚丙烯酰胺凝胶电泳，在ｐＨ９２
的硼酸缓冲液中电泳１５ｈ（２２０Ｖ，２０ｍＡ），用０５％麝香草酚溶液显色，若为单一的条带，则
为纯多糖。

许多用于测定高分子化合物相对分子量的方法一般也可用于多糖，如沉降法、光散射法、渗

透压法等，但使用较多的是葡聚糖凝胶柱层析法和高压液相色谱法。

４灵芝多糖在保健食品中的应用 灵芝子实体作为一种扶正固本的重要草药成分被列入医
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家处方中，同时也常作为药膳的主要成分，将它深加工成易于食用的食品或饮料，利用其中的活

性物质灵芝多糖作为保健食品功效成分，有着广阔的前景。目前主要是应用灵芝制成各种保健饮

料、口服液、酒类等。

（１）灵芝乳酸浓缩汁。

①工艺流程：

成品成品包装冷贮去杂

配料半成品分离乳酸发酵

菌丝 菌丝提取液

过滤发酵醪液液体发酵灵芝菌种

滤液

。

②工艺要点：
灵芝发酵：液体培养基经灭菌、接种，于２８℃、ｐＨ６０～６５下搅拌培养２ｄ，菌丝开始老

化并自溶，即可出罐。醪液经板框压滤分离出滤液。菌丝体用热水浸提，菌丝培养物加３倍量水
煎煮两次，每次２ｈ，滤除残渣，合并提取液。浸提液和滤液合并。
乳酸发酵：以发酵滤液或菌丝提取物为原料，加入６％蔗糖补充碳源，另补加氮盐及其他盐

类，接种乳酸菌（５％～１０％），然后于３５～３７℃下培养２４ｈ便可放罐，过滤发酵液。
配料：滤液减压浓缩至原液的１／２０～１／３０，加入适量的甜味剂和调味剂，混匀，静置，离

心去除沉淀。

冷贮：于１～１０℃下低温贮存，离心去除沉淀（果胶质），得清亮透明的液体，有乳酸清香
味，便可分装。

巴氏灭菌：６０℃巴氏灭菌，冷却后包装。
（２）灵芝发酵饮料。

①工艺流程：

斜面酵母菌种→一级种子→

↓

二级种子

灵芝→粉碎→加白砂糖与水→混匀→发酵罐３０～３２℃培养３ｄ→离心→
滤渣加水洗后再离心弃渣→合并两次过滤液→调配→过滤→分装→灭菌→成品。

②原料：发酵原料有灵芝粉、白砂糖、蜜糖。饮料配料有发酵离心液、白砂糖、蜜糖、柠檬
酸及柠檬酸盐、食用香料。

③产品特点：本产品通过微生物发酵的方法脱去灵芝原有苦味（主要成分为三萜类物质），
改善了饮料的口感。

（３）灵芝菌丝体发酵酒。灵芝菌丝体发酵酒是以灵芝菌丝体为原料，通过机械研磨，使菌丝
细胞破裂，内容物全部流出，再经发酵而成。

依据食用菌的生长发育规律，菌丝体是合成营养素阶段，子实体是消耗营养素阶段，所以菌

丝体含营养素一般要高于子实体。因此，灵芝菌丝体发酵酒的营养价值要高于或优于以子实体为

原料的浸提或浸泡酒，是很好的营养保健酒。
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①工艺流程：
培养基→灭菌→接种灵芝斜面菌种→发酵→培养物经胶体磨研磨→过滤→滤液加入蔗糖→接种甜酒药→发

酵→稀释装瓶→灭菌→成品。

②工艺要点：将振荡培养物用０２μｍ胶体磨研磨，加入１０％蔗糖，搅溶，过滤，取滤液，
加入０２％的甜酒药，摇匀，于２７℃静置培养３ｄ。用蒸馏水以一定比例稀释培养液，装瓶，灭
菌。本产品澄清透亮，淡蜂蜜样色泽，口味纯正，有淡淡的蜂蜜香和微醇香。

（二）香菇多糖

香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｓｅｄｏｄｅｓ）是第二大类栽培食用菌，仅次于双孢蘑菇（Ａｇａｒｉｃｕｓｂｉｓｐｏｒｕｓ）。我
国香菇品种资源比较丰富，产量居世界首位。香菇不仅是一种美味的食用菌，而且具有相当的药用

价值。现代医学研究发现，常食香菇有降低胆固醇、防止血管硬化，有助于儿童生长发育，能增强人

体免疫功能和防治癌症的作用。其中能显著增强癌患者抵抗力的生理活性物质来自香菇多糖。

１香菇多糖的结构 香菇多糖相对分子质量约为１００万，是含β?（１→６）和β?（１→３）结
合支链的β?（１→３）连接的葡聚糖。香菇多糖分子中除了葡萄糖外，还有少量的半乳糖、甘露
糖、木糖等。

２香菇的液体深层培养 香菇菌种斜面培养基为常规的ＰＤＡ培养基。培养香菇菌丝的碳源
以乙醇、甘油、葡萄糖为佳，单位碳源的干菌丝得率约为５０％。氮源可用黄豆粉、玉米粉、酵
母粉、蛋白胨等。如用１％的有机酸和０５％的酵母膏组成液体培养基，可取得大量香菇菌丝体。

３香菇多糖的提取
（１）水溶性香菇多糖（ＨＬＰ）的提取。将干菌丝体磨碎，用８０～９０℃热水浸提２ｈ，离心得
上清液和沉淀。将沉淀用热水重复浸提两次，并收集上清液，经浓缩后用３倍体积的９５％乙醇
溶液醇析２４ｈ，离心收集沉淀，再依次用无水乙醇、乙醚洗涤沉淀，反复用Ｓｅｖａｇ法除去沉淀物
中的蛋白质，透析４８ｈ后浓缩，再用９５％乙醇溶液醇析，醇析的沉淀物经无水乙醇、乙醚洗涤３
次，干燥后得灰白色粉末状水溶性香菇多糖。

（２）酸溶性香菇多糖（ＡＬＰ）的提取。在经热水浸提后的沉淀中加１５％三氯乙酸搅拌溶
解，２ｈ后离心得上清液和沉淀。将沉淀重复两次酸提，上清液经１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液中和后低温
醇析２４ｈ。离心收集沉淀，再用１５％三氯乙酸溶解沉淀物，除去不溶物，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液
迅速中和，再醇析，重复操作３次。然后再经Ｓｅｖａｇ法除去蛋白质后透析，醇析得沉淀物。用无
水乙醇、乙醚洗涤沉淀物后干燥，得浅白色粉末状酸溶性香菇多糖。

（３）碱溶性香菇多糖（ＢＬＰ）的提取。在经酸提后的沉淀物中用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液充分搅
拌浸提。上清液用醋酸中和后有沉淀物产生。离心收集沉淀物，再用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液溶解沉
淀，弃去不溶物，用乙酸中和得沉淀。重复３次。所得沉淀溶于ＮａＯＨ溶液，经Ｓｅｖａｇ法除去蛋
白质后透析４８ｈ，浓缩醇析得沉淀。沉淀依次用水、甲醇、乙醚洗涤后干燥，得略带褐色粉末状
的碱溶性香菇多糖。

４香菇多糖在食品中的应用 利用香菇菌经液体深层通气发酵培养可得香菇多糖营养液产
品。其生产工艺流程及要点为：

香菇菌试管斜面菌种经一级摇瓶种子→二级种子→三级种子罐→发酵罐→胶体磨→
高压匀浆机→离心机→清液→硅藻土过滤机→清液→封罐机→灭菌→包装→成品。
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香菇菌液体深层通气发酵原料主要为白糖、大麦、花生粉等食用级常规发酵原料；发酵周期

为３～４ｄ。由于香菇多糖主要是胞内多糖，因此先经胶体磨进行菌体初碎，再经高压匀浆机进一
步磨碎的处理方法。成品在１０５℃条件下灭菌３０ｍｉｎ。
香菇多糖营养液经检测含有香菇多糖、蛋白质、氨基酸、维生素及对人体有益的多种微量元

素，其中多糖含量较高。该产品为浅黄色，透明，酸甜适中，有香菇发酵液特有的风味，具有提

高细胞免疫功能和抗体形成、增强体质、促进智能发育及抗衰老等作用，是一种理想的保健营养

饮品。

（三）金针菇多糖

金针菇（Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ）又叫朴菇、冬菇、杨菌等，营养极丰富，含１８种氨基酸，
其赖氨酸和精氨酸的含量高于一般菇类，故又称为儿童增智菇。金针菇所含的朴菇素（ｆｌａｍ
ｍｕｌｉｎ）是一种抗癌活性物质，故又是一种很好的保健食品。有学者报道，从金针菇培养液中提
取的水溶性多糖有明显抗癌活性，已作为抗癌剂用于临床，并进行工业化生产。

１金针菇多糖的结构 金针菇活性多糖结构特征为β?（１→３）（１→６）位连接的以葡萄糖?
半乳糖为主体的含有少量阿拉伯糖和木糖的一种多糖，相对分子质量为２４×１０４。

２金针菇发酵及金针菇多糖分离纯化 用深层发酵法培养高产优质菌株金针菇ＦＶ８８１２，菌
体干得率达３９４％。将菌丝体以９８～１００℃热水煮后离心（３２００ｒ／ｍｉｎ）；上清液用３倍乙醇沉
淀、离心（３２００ｒ／ｍｉｎ）；沉淀物以Ｓｅｖａｇ去除蛋白质５次，流水透析３ｄ，再用３倍乙醇沉淀、离
心；沉淀物进行乙醇分级分离后，可再进行柱层析纯化。

３金针菇在食品中的应用 随着人们生活水平的提高，食品的保健作用日益引起人们的注
意。用金针菇子实体加工制成的保健食品如“金菇露”、“金菇馅饼”等在国际市场上畅销，价格

昂贵。但子实体生产量有限，成本高，且受季节限制，因此，采用深层发酵技术工业化常年生产

金针菇菌丝体，以替代子实体并用于食品加工，将有广阔前景。

（四）冬虫夏草多糖

冬虫夏草（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）是我国特有的名贵中草药，分布在青藏高原海拔３５００ｍ以上
的高原草甸中。由于其严格的寄生性和特殊的生态地理环境，天然资源十分稀少，因此国内外众

多研究机构及科研工作者通过生物技术进行冬虫夏草人工培育、筛选富含冬虫夏草多糖并且可以

取代天然冬虫夏草的人工培养虫草菌丝体。

学者们已从中得到活性成分虫草多糖，并对虫草多糖的药理及多糖结构进行研究。虫草多糖

有提高机体免疫功能、抑制肿瘤细胞的作用；有一定的抗放射作用，可改善化疗引起的不良反

应，有利于机体康复。

冬虫夏草多糖分离提取纯化过程：取虫草菌体分离后的培养液（若为天然虫草，将材料粉碎

后，用９０～１００℃热水抽提３次），于９０℃下进行浓缩，由离心分离去除残渣，清液部分用３～５
倍的乙醇溶液进行沉淀，收集沉淀物，干燥，得褐色粗多糖。粗多糖经纯化，可采用分级提取、

超滤、层析法等获得高纯度的多糖。如用不同浓度的乙醇溶液进行分级，取乙醇溶液浓度为

７０％～８０％的沉淀部分用酶法和Ｓｅｖａｇ法联合脱蛋白，用Ｈ２Ｏ２脱色，而后上ＤＥＡＥ?ＳｅｐｈａｄｅｘＡ?
２５（Ｃｌ）柱层析，以不同浓度ＮａＣｌ溶液洗脱、蒸馏水透析、减压浓缩、乙醇溶液沉淀、真空干
燥，便得纯化的虫草多糖。
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虫草多糖结构的研究工作，近年来取得了一定成果。如日本学者从正品冬虫夏草的菌丝体中

分离出多糖为半乳聚糖；我国学者张翼伸等从北方蛹虫草（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓ）的菌体发酵液
中分离的多糖ＣＭ?Ｉ是具有高度分支的半乳糖甘露聚糖，主链为α?（１→２）糖苷键连接的Ｄ?呋喃
甘露聚糖，支链由半乳糖基组成。

对冬虫夏草中最主要的生理活性物质，冬虫夏草多糖（ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｐｏｌｙｓａｃｃｈｒｉｄｅ，ＣＰ）的研
究，将使虫草多糖成为新的抗癌药物和重要的保健食品功能因子之一。目前，许多科研工作者致

力于虫草保健口服液的研制，为其应用开辟了新的途径。

还有许多其他食用真菌多糖已被分离并对他们进行了研究，如茯苓多糖、羊肚菌多糖、裂褶

菌多糖、木耳多糖、银耳多糖等等。它们不但都具有增强免疫功能、抗疲劳，降血脂、抑制肿瘤

生长等药用价值，而且在食品工业中将成为新型保健营养品。

二、生物活性肽

（一）谷胱甘肽

谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，简称ＧＳＨ）是一种具有多种重要生理功能的活性肽，它是由谷氨
酸、半胱氨酸和甘氨酸经肽键缩合而成的，存在于动物、大多数植物细胞及微生物中。谷胱甘肽

（ＧＳＨ）的分子结构中含有一个活泼的巯基?ＳＨ，易被氧化脱氢，因而ＧＳＨ具有抗氧化性，能清
除自由基，使生物大分子、生物膜免受损害。谷胱甘肽能够作为多种酶反应的辅酶，对生物分子

蛋白质的巯基有保护作用，可维持某些酶的活性。临床上谷胱甘肽被用作治疗肝病、重金属中

毒、放射线损伤等的药物。在日本，谷胱甘肽还被用作试制功能性食品，如用酵母加工含谷胱甘

肽的营养补助食品，开发高含谷胱甘肽的清酒，这些功能性食品目前正走向商品化。谷胱甘肽作

为一种多功能的生物活性物质，在食品、医药等领域的应用前景广阔，市场需求量日渐增

大。

谷胱甘肽的制备方法有萃取法、化学合成法、发酵法和酶法。过去主要从酵母菌中抽提或用

化学法合成，萃取法成本偏高，化学合成法效率高但有化学物质残留。２０世纪７０年代以来发酵
法及酶法合成谷胱甘肽得到了很大的发展，通过诱变处理获得高含量的酵母菌株来生产谷胱甘

肽。目前国外已有最新研究用基因工程构建高效表达的酵母菌种并进一步构建种间耦合ＡＴＰ再
生系统酶法合成谷胱甘肽。国内关于谷胱甘肽的制备仍处于研制阶段，包括高ＧＳＨ菌种选育、
发酵过程优化和产物提取等工作仍在进行中。酶法是利用酵母细胞中含有的天然谷胱甘肽合成

酶，通过添加底物来合成谷胱甘肽。

王正刚等利用废弃啤酒酵母细胞内含有高活力的谷胱甘肽合成酶，以及酵母体内存在的

ＡＴＰ再生系统，添加前体物质半胱氨酸、谷氨酸、甘氨酸，控制一定条件，可使酵母体内积累

１５ｍｇ／ｇ（干细胞）以上的ＧＳＨ。
福建师范大学生物工程学院施碧红等以谷胱甘肽产生菌啤酒酵母Ｓ?１２经紫外线及硫酸二乙

酯复合诱变，得甲硫氨酸缺陷型突变株Ｍ?０５，其胞内积累ＧＳＨ水平已经比出发株Ｓ?１２有较大
的提高，经培养基、培养条件的优化，Ｍ?０５胞内积累ＧＳＨ比原来配方提高了６１３％。华东理
工大学生物反应器工程国家重点实验室赵旭东等对固定化酵母细胞生物合成谷胱甘肽进行系统研
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究，实验表明：利用酵母细胞自身的ＧＳＨ合成酶和糖酵解途径产生的ＡＴＰ能够合成ＧＳＨ，但
产量不是很高，并且，ＡＤＰ抑制ＧＳＨ的合成，而ＡＴＰ的快速有效再生是ＧＳＨ高效合成的必要
条件。因此，如果能利用基因工程技术把需要ＡＴＰ才能进行反应的酶基因克隆表达在酵母细胞
中，或克隆表达ＥｃｏｌｉＢ菌种的ＧＳＨ合成酶基因（因为ＡＤＰ对它的抑制作用比酵母弱），或利
用廉价的腺苷转化生成大量ＡＴＰ进行反应，将会实现高效率、低成本的ＧＳＨ生产。浙江大学化
工学院生化系吴坚平等在摇瓶培养中考察了培养基组成，培养条件对产朊假丝酵母生长和谷胱甘

肽合成的影响，发现菌体能够较好地利用葡萄糖和蔗糖。确定初始葡萄糖浓度为２０ｇ／Ｌ，氮源为
（ＮＨ４）２ＨＰＯ４，浓度为３ｇ／Ｌ，接种量为１０％。在２０ｇ／Ｌ的糖浓时获得的谷胱甘肽总量可达

７４ｍｇ／Ｌ，胞内含量为１４％左右。无锡轻工大学生物工程学院李寅等研究了面包酵母（Ｓａｃｃｈａ
ｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＷＳＨＪ７０１，ＧＳＨ的积累株摇瓶发酵中ｐＨ、装液量、初糖浓度、碳氮磷比和补
糖方式对谷胱甘肽（ＧＳＨ）发酵的影响。结果表明：ＧＳＨ发酵适宜的初始ｐＨ和装液量分别为

６０和５００ｍＬ锥形瓶内装液量６０ｍＬ。初糖浓度超过１２ｇ／Ｌ减少胞内ＧＳＨ含量。采用以控制比
生长速率为目的的摇瓶补糖策略，在总糖的浓度为２６２ｇ／Ｌ时发酵１２ｈ，最终细胞浓度和胞内

ＧＳＨ含量分别达到８７８ｇ／Ｌ和１３６ｍｇ／ｇ，发酵液内ＧＳＨ总量达到１１９４ｍｇ／Ｌ，细胞对糖产率
达到０３３５ｇ／ｇ。李寅等还研究了重组大肠杆菌ＥｃｏｌｉＷＳＨＫＥ１产ＧＳＨ的发酵条件，结果发现，
前体氨基酸和ＡＴＰ均能促进胞内ＧＳＨ的积累；并且采用指数流加葡萄糖培养该菌２５ｈ，细胞干
重与发酵液内ＧＳＨ总量比摇瓶最好结果分别提高了８３倍和４６倍。

ＧＳＨ的生物合成途径是由γ?谷氨酰半胱氨酸合成酶与 ＧＳＨ合成酶在 ＡＴＰ存在下催化

Ｌ?Ｇｌｕ、Ｌ?Ｃｙｓ和Ｇｌｙ反应合成的。鉴于目前国内有关ＧＳＨ生物合成的研究还停留在实验室阶段，
选育具有高ＧＳＨ合成能力的菌株是提高ＧＳＨ合成效率的关键，通过理化诱变选育ＧＳＨ高产菌
株，提高ＧＳＨ合成酶系的表达水平，并使之在胞外大量积累。此外，ＧＳＨ的合成需要ＡＴＰ的
参与，而在反应体系中直接添加ＡＴＰ是经济上所不允许的，引进一个合理有效的ＡＴＰ再生系统
对ＧＳＨ生物合成的经济运行至关重要。可以应用基因工程技术，构建一个高效的ＡＴＰ再生系
统，提高ＧＳＨ生物合成系统的运行效率与经济性；并且通过固定化细胞培养技术，可实现ＧＳＨ
的连续生产。

（二）乳酸链球菌肽

乳酸链球菌肽（ｎｉｓｉｎ）又称乳酸链球菌素，是由乳酸乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓ）的某些菌
株产生的一种多肽，它是由３４个氨基酸组成，分子量约为３３５４。它能有效抑制许多引起食品腐
败的革兰氏阳性菌及病原菌的繁殖。纯的乳酸链球菌肽的等电点为ｐＨ９。在低ｐＨ溶液中溶解度
增加，且稳定性高，如把乳酸链球菌肽溶于ｐＨ２的稀ＨＣｌ中时，经１２１℃加热３０ｍｉｎ而不丧失抑
菌活性。毒理和生物学研究表明乳酸链球菌肽对人体安全无毒。１９６９年，ＦＡＯ／ＷＨＯ联合食品
添加剂专家委员会确认乳酸链球菌肽可作为食品防腐剂。

乳酸链球菌肽广泛用于乳制品、罐头食品、植物蛋白食品、肉制品及乙醇饮料生产中，它能

抑制孢子萌发，特别适用于热加工食品防腐保鲜。

中国科学院微生物研究所于１９８９年，开始对乳酸链球菌肽进行基础研究，先后成功完成中
试和应用试验，目前生产的产品已投放市场。为提高乳酸链球菌肽发酵液抑菌效价，科研人员吴

琼等经过大量筛选工作，得到一株ｎｉｓｉｎ高产菌株９７０６，并对其发酵条件作了研究：蔗糖作碳源
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是影响ｎｉｓｉｎ效价的重要因素；ｎｉｓｉｎ的生物合成与细胞快速生长几乎同步进行，表现为初级代谢
动力学特征，而不同于一般的抗生素发酵的次级代谢特征。最近研究表明，ｎｉｓｉｎ与螯合剂ＥＤ
ＴＡ二钠联合使用，能抑制沙门氏菌和其他革兰氏阴性细菌，这不但更加拓宽了ｎｉｓｉｎ有食品防腐
保鲜中应用的范围，同时还能作为药物用来治疗胃溃疡，因为导致胃溃疡的元凶幽门螺杆菌对

ｎｉｓｉｎ敏感，而且这种敏感性由于螯合剂的存在而明显增强。
此外，活性肽中的酪蛋白质磷酸肽（ＣＰＰ）是一种促进钙和铁吸收的肽，它是含有２５～３７

个氨基酸残基的多肽。两种ＣＰＰ都在连续３个ｓｅｒ?Ｐ残基后连接谷酰胺基部分（核心部位），核
心部位能在ｐＨ７～８的条件下有效地与钙形成可溶性复合物（可以防止在各种钙磷比条件下产生
不溶性磷酸钙）。因此，ＣＣＰ可用于食品的钙强化剂，增强肠道对钙的吸收以及钙在体内的保
持。ＣＰＰ还可作为许多矿物元素，如铁、锰、铜及硒的载体，是一种良好的金属结合肽。

三、功能性微生态制剂

微生态制剂（ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃｓ）又称微生态调节剂（ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｄｕｌａｔｏｒ），可调节机体内
的微生态平衡，因而达到治疗或保健目的。益生菌（ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ）就是在微生态学原理指导下制成
的含有大量有益活菌的制剂，其中有的还含有这些微生物的代谢产物，能促进有益菌生长的促进

因子。

现已发现乳酸菌类、双歧杆菌类等菌体本身在人体内可以起到一些生理调节作用，增强机体

免疫力，增进健康。食用这些菌类发酵的并在最终产品中含有活菌体的食品对人体的健康起着有

益的作用。

（一）乳酸菌

乳酸菌是一类可发酵利用碳水化合物而产生大量乳酸的细菌。很早以前，人们就知道乳酸菌

是有益于人体健康的细菌。据分析，保加利亚人长寿就是与他们多饮由乳酸菌发酵的酸奶有关。

乳酸菌进入人体内即在肠道内繁殖，使肠道菌群发生相应的变化，抑制了病原菌和有害于人体健

康的细菌的生长繁殖。乳酸菌及其代谢产物能促进人体消化酶的分泌，还能通过诱导产生干扰

素；乳酸菌死菌在体内分解后，其有效成分被人体吸收，能增强人体免疫力，促进肝脏功能或通

过肠道菌发挥有益机体健康的作用。

乳酸菌分为乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、明串珠球菌属（Ｐｅｄｉｃｏｃ
ｃｕｓ）。与微生态制剂有关的、具有保健、增加机体的免疫力、治疗和防病作用的乳酸菌主要包
括：乳杆菌和链球菌。

乳杆菌属为革兰氏染色阳性菌，无芽孢，微好氧，在固体培养基上培养时，通常在厌氧条件

或减少氧压充以５％～１０％二氧化碳时可增加表面生长物，有些菌在分离时就是厌氧的。其生长
最适温度一般为３０～４０℃。乳杆菌能耐酸，最适ｐＨ范围通常为５５～６２，在ｐＨ５以下也可生
长。在微生态制剂中常用的菌种是嗜酸乳杆菌 （Ｌａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）、保加利亚乳杆菌
（Ｌｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉｓｕｂｓｐｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ），植物乳杆菌（Ｌｐｌａｎｔａｒｕｍ）。分离乳杆菌可采用ＭＲＳ琼脂
或ＳＬ培养基来进行分离。
链球菌属的乳酸菌为革兰氏阳性菌，无芽孢，兼性厌氧。过氧化氢酶反应呈阴性。发酵乳制
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品上常用的菌种有：乳酸链球菌（Ｓｌａｃｔｉｓ）和嗜热链球菌（Ｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）。嗜热链球菌是我
们用于制造酸乳的主要菌种。

乳酸链球菌和其他乳酸菌一样营养要求高，需要复合的培养基才能良好生长。在合成培养基

中需要有亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、组氨酸、蛋氨酸、精氨酸和脯氨酸以及维生素类，如烟

酸、泛酸和生物素。分离嗜热链球菌可用Ｅｉｌｌｉｋｅｒ琼脂培养基行分离。
乳酸菌还有其特殊功效：在蔬菜、豆类以及豆制品的发酵过程中，能够产生有机酸，使成品

富于人们所需要的风味，并能抑制腐败菌及不合要求的微生物生长繁殖。如在豆乳中加入乳酸菌

进行发酵，既消除豆腥味和抗营养因子（豆类中含有能使人体红细胞凝集的植物血球凝集素），

又能增加某些Ｂ族维生素，从而改善豆乳的风味和营养价值。又如牛乳经乳酸菌发酵后，乳糖
一部分被代谢生成乳酸，另一部分则由乳酸菌分泌的乳糖酶分解，对体内缺乏乳糖酶而患有乳糖

不适症的人完全可以食用发酵牛乳及其制品。

（二）双歧杆菌

双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）是一类革兰氏阳性厌氧菌或兼性厌氧菌。它是人乳喂养的婴儿
消化道的主要菌丛，可占整个消化道菌丛的９２％，而非人乳喂养的婴儿只占２０％以下。双歧杆
菌在人体肠道中的数量随年龄而变化，婴儿出世后几天菌数达最高值，青壮年时菌含量降低，进

入老年期则大幅度降低。据报道，存在于人体内的双歧杆菌主要有５种，婴儿期以婴儿双歧杆菌
（Ｂｉｎｆａｎｔｉｓ）、短双歧杆菌 （Ｂｂｒｅｖｅ）、双叉双歧杆菌 （Ｂｂｉｆｉｄｕｍ）和长双歧杆菌
（Ｂｌｏｎｇｕｍ）为主。成年期以青春双歧杆菌（Ｂａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ）和长双歧杆菌为主。老年期以青
春双歧杆菌和长双歧杆菌为主，也有双叉双歧杆菌。

双歧杆菌的最适生长温度为３７～４１℃，生长初期最适ｐＨ为６５～７０。所有的双歧杆菌都
发酵葡萄糖、半乳糖和果糖，人体中发现的菌种还能发酵乳糖。实际上，其分解葡萄糖是经过

６?磷酸果糖途径，果糖?６?磷酸激酶将６?磷酸果糖分解为乙酰磷酸和赤藓糖，最终产生乙酸和乳
酸。双歧杆菌代谢产生的乙酸和乳酸，降低肠道ｐＨ，抑制肠道中腐生菌的生长，从而解除腐生
菌代谢产物（如吲哚、甲酚、胺等）对肝脏的毒害作用，促使人体的正常代谢。鉴别产品中是否

有双歧杆菌，除在形态上鉴别外，代谢产物中的乙酸、乳酸的比值是重要依据，双歧杆菌大于

１，乳酸菌小于１。
分离双歧杆菌一般采用胰酶解酪朊、植物蛋白胨、酵母抽提物等配制的ＰＴＹ培养基，在严

格厌氧条件下进行分离。

（三）生产工艺

目前市场出售的微生态制剂有用冻干粉制成的胶囊、片剂、粉剂或制成微胶囊。此外还有水

剂与酸奶，如：丽珠肠乐、三株口服液、五株口服液、双歧天宝口服液等。以医用微生态制剂的

生产工艺而论，不管以何种状态上市，都包括如下工序。

１生产种子液 将经过选育纯化的菌种，按其生长条件要求（ｐＨ、温度、营养条件等，厌
氧或兼性厌氧）逐级扩大成种子液。

２生产培养 将种子液接种到灭菌冷却的发酵罐培养基中进行培养。乳酸菌和双歧杆菌等
均为厌氧菌或兼性厌氧菌，无需往罐内通气。

３浓缩 待发酵液中菌体生长量达高峰时，在封闭无杂菌条件下进行浓缩（离心或超滤）。
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４真空冻干 将细胞浓浆加入冻干保护剂进行真空冻干，测定每克所含活菌数。

５封装成品 冻干粉按规格制成片剂或胶囊。
水剂状态的微生态制剂，因其不耐储藏，难以保证质量，在国际市场上甚少采用。但我国市

面上水剂状态的不少。从保证微生态制剂的功效角度看，应该发展冻干粉，制成微胶囊或胶囊剂

型。

（四）微生态制剂的质量

一个较好的微生态制剂其标准是：①含一种或几种高质量的有效菌株（种）；②活菌含量高；

③保质期长，在此期限内不应低于原初一半的活菌数；④具有良好的微生态调节和其他保健功
能；⑤制剂具有较强的抗氧、抗胃酸和抗胆汁酸功能（可采用胶囊等剂型）；⑥尽可能添加双歧
因子类可促进外源性和内源性有益菌增殖的物质；⑦稳定、安全、可靠、质优、价廉。

四、发酵法生产功能性微量元素

人体所必需的微量元素尽管需要量很少，但它们都有极其重要的生理作用。微量元素中有些

在天然食品中含量很低，如硒、锗等，需用人工方法将其无机盐转化为有机物，以提高其生理活

性和吸收率，同时降低其毒性。利用微生物转化后的微量元素以类似天然食物中的有机物形式存

在，人食用后起到了应有的生理功能。酵母具有高度富集硒、锗等的能力以及将它们由无机转化

为有机能力，同时其食用安全性较细菌更高，生长周期短，生物产量高，生长条件要求不苛刻，

通气与不通气发酵均可，发酵过程不易被污染，易于转化投产。此外，食用真菌同化无机元素

硒、锗等的能力也较强，而且食用菌的食用历史悠久，其菌体安全性已为历史所证明，更宜于

用作食品或食品添加剂。如在灵芝培养基中有意加入无机锗后，灵芝的活性有机锗含量明显增

高。

（—）富硒微生物制剂

硒是人体必需的微量元素，天然食物含量较低，而矿物质亚硒酸钠等无机硒对人体的毒性太

大，只能用于医药达到治疗的目的，不能用于食品达到补充营养的目的。通过生物转化使无机硒

变为有机硒，可以提高硒的生理活性与吸收率，并降低其毒性。目前常用的除了植物天然合成法

（如富硒茶叶）、种子发芽转化法（如富硒麦芽或豆芽）外，主要以微生物转化法生产富硒食品添

加剂。

１富硒酵母
（１）菌种。转化硒的酵母菌常用的是啤酒酵母。
（２）培养基成分。

①试管培养基：葡萄糖２０％、甘氨酸１０％、酵母粉０１％、琼脂粉２０％，ｐＨ６０。

②摇瓶培养基：麦芽汁１２～１３°Ｂｅ′，亚硒酸钠５ｍｇ／ｋｇ。

③发酵培养基：同摇瓶培养基。
（３）深层发酵工艺要点。按啤酒生产中麦芽汁制造的方法，制取１２～１３°Ｂｅ′的麦芽汁，计算
并加入适量的预灭菌的亚硒酸钠溶液，使最终培养液中硒含量达５ｍｇ／ｋｇ。按８％～１０％的量接
入酵母菌种，维持温度３０℃，通气比（体积比）为１∶１６／ｍｉｎ条件下，发酵培养３０～３５ｈ。
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当发酵液ｐＨ降至４２～４５，发酵已达３０～３５ｈ后，用高速离心机分离出酵母菌，以自来水
反复冲洗，以洗去附着于菌表面的亚硒酸钠等，于５５～６０℃下干燥至含水量１２％以下，粉碎后
即得淡黄色的富硒酵母粉添加剂。

２富硒的食用菌丝体 天然食用菌的硒含量很低，部分新鲜食用菌的含硒量见表３?１７。

表３?１７ 部分食用菌鲜品含硒量（ｍｇ／ｋｇ）

菌名 香菇 平菇 猴头菇 金针菇 草菇 银耳 毛木耳 黑木耳

含硒量 ０５３ ０２５ ０１９ ０１０ ００７ ０２７ ０１４ ００２

由表３?１７可见，尽管在食物中某些食用菌如香菇、银耳等含硒量较高，但其含量远不能满
足作为食品添加剂的需要量。当在食用菌的培养料中加入适量亚硒酸钠后，长出的子实体中的硒

含量明显提高，见表３?１８。

表３?１８ 培养料中硒加入量与食用菌硒含量（ｍｇ／ｋｇ）

硒加量 香菇 平菇 金针菇 凤尾菇

０ ０５３ ０２５ ０１０ ０２８
１０ ９５２ １２５１ １７０２ ７２４
５０ ９２４２ ６０３２ ４６５４ ７０４２
１００ — １０８７ — —

在一定范围内（培养料中加入量为０～１００ｍｇ／ｋｇ），食用菌中硒含量与培养料硒含量成正相
关关系，菌丝体中与深层发酵液中硒含量基本上也遵循这一关系。

发酵生产富硒食用菌丝的方法基本同前面所述的深层发酵法。所不同之处在于应向深层发酵

液中加入适量的亚硒酸钠溶液，一般所用浓度为５０～７０ｍｇ／ｋｇ，用量超过１００ｍｇ／ｋｇ后，将显著
影响菌丝体产量。

（二）富含有机锗的微生物制剂

锗对人体的营养保健作用与其存在形态有关。无机锗没有明显的生理活性，只有部分有机锗

如１３２Ｇｅ才有肯定而明显的生理活性。锗在天然食物中存在极为广泛，但含量均很低，大部分在

１ｍｇ／ｋｇ以下，只有部分海产食品超过１ｍｇ／ｋｇ，如煎食小鱼３６３ｍｇ／ｋｇ、金枪鱼２２８ｍｇ／ｋｇ、海
蚌２０３ｍｇ／ｋｇ、大麻哈鱼１２３ｍｇ／ｋｇ、沙丁鱼０９３ｍｇ／ｋｇ。利用微生物菌体对无机锗进行生物富
集转化，则可以制成富含生物有机锗的微生物制剂。常以酵母菌制成富锗酵母制剂。

１菌种 一般采用葡萄酒酵母或啤酒酵母进行生物转化与富集。

２锗源 多以锗的氧化物ＧｅＯ２为锗源。

３培养基组成
（１）试管培养基。麦芽汁１０°Ｂｅ′，酵母膏０５％，Ｇｅ（以ＧｅＯ２折计）１００ｍｇ／ｋｇ，琼脂２％。
（２）摇瓶培养基。基本同试管培养基，将加锗量改为６０ｍｇ／Ｌ即可。
（３）发酵培养基。麦芽汁１０°Ｂｅ′、酵母膏０５％，Ｇｅ（以ＧｅＯ２折计）１２００ｍｇ／Ｌ。

４发酵工艺流程 经２５℃培养２０ｈ的试管菌种接入摇瓶液体培养基中，２０℃先静置６ｈ后再

１２０ｒ／ｍｉｎ振荡１６ｈ制备种子液；以１０％接种量接种，２０℃条件下，以体积比为１∶１５／ｍｉｎ的通
气比进行发酵。
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发酵结束后，用高速离心机分离出酵母菌体，并以自来水充分洗涤，以洗去酵母菌表面附着

的无机锗化物。将离心所得洁净浓酵母乳通过板框压滤机，除去水分。生产中最好采用风压板

框，向板框内吹入压缩空气，以尽量挤去水分。将所得湿酵母块在６０℃下烘干、粉碎，即得Ｇｅ
含量高达９００ｍｇ／ｋｇ的淡黄色富锗酵母。

五、功能性不饱和脂肪酸

（一）γ?亚麻酸

１γ?亚麻酸及其生理功能 γ?亚麻酸（γ?ｌｉｎｏｌｅｎｉｃａｃｉｄ，ＧＬＡ）是一种有１８个碳原子、含３
个不饱和双键的直链脂肪酸，为全顺?６，９，１２?十八碳三烯酸，［ＣＨ３（ＣＨ２）４ＣＨ＝ＣＨＣＨ２ＣＨ＝
ＣＨＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ（ＣＨ２）４ＣＯＯＨ］，是人体必需的三种不饱和脂肪酸（亚油酸、亚麻酸、花生四烯
酸）之一，它作为合成人体前列腺素的前体物质，在人体内扩张血管、抑制血液凝固、调节体内

胆固醇代谢及增强免疫功能等方面起着十分重要的作用，被认为是具特殊医疗保健作用的营

养素。临床已将γ?亚麻酸用于预防和治疗动脉粥样硬化、血栓、高血脂及高血压、糖尿病等疾
病。

２γ?亚麻酸的发酵生产 由于必需脂肪酸γ?亚麻酸的重要生理功能，以及当代消费者对食品
中脂肪含量的敏感，人们越来越多地热衷于接受富含γ?亚麻酸等多不饱和脂肪酸的油脂。现代
医药工业和轻工业十分重视ＧＬＡ的资源开发研究。

ＧＬＡ的来源过去以从月见草子中提取为主，但是月见草种子的产量和含油量不很稳定，受
气候、产地等条件的影响较大，且精炼成本高，不能满足市场的需求。２０世纪８０年代初，世界
各国学者开始寻求利用微生物资源来生产γ?亚麻酸。许多微生物包括被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）、
根霉属（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）、鲁氏毛霉（Ｍｕｃｏｒｒｏｕｘｉａｎｕｓ）之类真菌，曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ）和螺
旋藻属（Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ）的某些菌株能产生含γ?亚麻酸的油脂。如螺旋藻属含有１０％类脂物，其中

γ?亚麻酸占类脂物总量的２０％～２５％。被孢霉属的真菌产油脂能力较高，其中有的形成γ?亚麻
酸占总油脂的含量可达８３％。海洋绿藻中的小球藻菌株产γ?亚麻酸的含量占总脂肪酸
的３７９％。通过原生质体紫外线诱变和微波处理等微生物育种方法可得到γ?亚麻酸的高产变
异菌株。李植峰等采用理化诱变方法获得已达到工业化生产要求的高产ＧＬＡ的拉曼被孢霉菌
株Ｆ５。
在微生物中，γ?亚麻酸等多价不饱和脂肪酸通常是以单不饱和脂肪酸油酸为底物，合成途径

中有两个主要的反应，即碳链的延长与去饱和作用。链延长是供体（乙酰ＣｏＡ或丙二酰ＣｏＡ）
上的两个碳原子被引入增加碳链长度。去饱和则由脱饱和酶催化完成的。

用于工业化生产γ?亚麻酸油脂的菌种通常要求：单位培养液菌体得率高（＞２０％）；油脂含
量接近或超过一般的油料植物（２５％～５０％）；油脂中γ?亚麻酸含量高（５％～１５％）；能适应在
高浓度培养基中的培养，以达到菌体产量高、发酵罐利用率高的要求。

发酵法生产γ?亚麻酸可用１８碳烷、淀粉及其水解物或糖蜜、葡萄糖等作为碳源，另外添加
非离子表面活性剂吐温２０、微量元素铁离子等对发酵形成γ?亚麻酸有利。
一种实验室用的发酵条件是将选育好的深黄被孢霉（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｉｓａｂｅｌｌｉｎａ）菌种接种至斜
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面培养基上，在２８℃保温培养４ｄ以活化菌种；活化后菌种转接至装有１００ｍＬ种子培养基的三角
瓶中，于３０℃下摇瓶（１５０ｒ／ｍｉｎ）培养２～３ｄ，此为种子液。种子液再扩大培养成发酵母液，即
往装有１５０ｍＬ母发酵培养液的５００ｍＬ三角瓶中接种２％～３％的种子液，于３０℃下摇瓶（１５０
ｒ／ｍｉｎ）培养４ｄ，成为发酵母液。在培养基装液量为２０Ｌ或３０Ｌ的发酵罐中，接种５％的发酵母
液，保持罐温３０℃和罐压５０ｋＰａ，通气比为每分钟２Ｌ／Ｌ，搅拌速度４００ｒ／ｍｉｎ，在此条件下发酵
培养４ｄ。生产发酵培养液以葡萄糖、麦芽汁或糖蜜为基础，添加有机氮（如酵母膏、蛋白胨、
鱼粉等）、无机氮［如（ＮＨ４）２ＳＯ４、尿素、Ｋ２ＨＰＯ４等］和无机盐（如ＮａＡｃ、ＮａＮＯ３、ＭｇＳＯ４
等）。其培养基配方为（％）：葡萄糖１０、（ＮＨ４）２ＳＯ４０５、ＮａＡｃ０３、Ｋ２ＨＰＯ４０１、ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ００５，酵母膏００２和蛋白胨００１。
菌种在发酵培养前期主要消耗培养液中以氮源为主的营养物质。吸收利用蛋白质增大菌体细

胞体积，保证菌体代谢旺盛。从第三天开始以消耗碳源为主，培养液中糖度急剧下降，菌体细胞

分裂程度剧烈上升，菌体增殖数量以几何级数递增。进入对数生长期，菌体细胞内油脂蓄积增

加。从显微镜观察，培养前期菌体呈菌丝状，较细，分支多，脂肪粒少。培养后期，菌丝状细胞

逐渐膨大，合成并积累大量油脂，细胞内脂肪粒逐渐增大、增多、分支丝状菌体逐渐裂变成肥大

型，内含脂肪粒大且密集。

由于油滴存在于菌体细胞内，需采用球磨机或高压匀浆机将菌体细胞进行机械破碎。充分研

磨后的破碎菌体可先用乙醇后用正己烷分步抽提油脂，也可用氯仿∶甲醇＝２∶１（体积比）混合溶
剂抽提油脂，也可用超临界ＣＯ２萃取法提取油脂。分析表明，菌体得率为２５％～３０％，油脂含
量４０％～４５％，其中γ?亚麻酸含量为５％～１２％（典型值８％）。微生物发酵生产γ?亚麻酸油脂
是一项先进的生物技术，不仅是开辟油脂新资源的一个良好开端，而且其应用开发前景极其广

阔。

３γ?亚麻酸在食品工业中的应用 γ?亚麻酸除在医药上治疗人体心血管系统疾病外，还具有
一定的减肥疗效，可作为保健食品的有效成分或作为食品添加剂加到饮料、果汁、果子冻、饼

干、巧克力、口香糖等食品中，特别可应用于制造婴儿食品强化剂，制造γ?亚麻酸的婴儿营养
奶粉及适宜于孕妇与哺乳期妇女的营养奶粉。

（１）添加γ?亚麻酸的奶与奶粉。从被孢霉属真菌油脂中提取出γ?亚麻酸，添加到奶或奶粉
中可提高其营养价值，使之接近于母乳。发酵所得γ?亚麻酸需要使用环糊精特别是β?环糊精做载
体加到牛奶或奶粉中，充分混合均匀后，即可得到γ?亚麻酸分散均匀的牛奶或奶粉。γ?亚麻酸的
添加量要控制其在牛奶和奶粉中含量分别为００５％和１％。
（２）添加γ?亚麻酸等不饱和脂肪酸的乳化饮料。牛乳的营养价值很高，含有３％乳脂肪、

３％蛋白质、４５％乳糖和大量以钙为主的矿物元素，但其中所含饱和脂肪酸却是一个不安全因
子，同时因其中所含的乳糖需经人体肠道内的乳糖酶水解成葡萄糖和半乳糖后方能被小肠吸收，

因而健康人中有相当一部分因肠道内没有乳糖酶而患有乳糖不适症。若以富含γ?亚麻酸等不饱
和脂肪酸的功能性油脂为油相，用乳糖酶对脱脂乳中的乳糖进行水解，以此溶液为水相，添加适

量乳化剂，制成水包油型乳化饮料代替牛乳，既可避免乳糖不适症，又可预防动脉硬化。

（二）ＥＰＡ和ＤＨＡ
构成中性脂肪的脂肪酸部分，含有饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸两类：二十碳五烯酸（ｅｃｏｓ
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ａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，简称ＥＰＡ）和二十二碳六烯酸（ｄｅｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，简称ＤＨＡ），均属于多烯
不饱和脂肪酸。

自从１９７２年报道了富含ω?３多烯不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡｓ）的海洋食物对冠状动脉粥样硬化
有治疗作用以来，人们对ω?３ＰＵＦＡｓ，主要是ＥＰＡ和ＤＨＡ的研究越来越多，发现它们广泛存在
于海洋鱼油之中（三文鱼、金枪鱼等），有益于人类健康，对人类的许多疾病和生理失调有预防

和治疗作用，特别是能预防和治疗动脉粥样硬化、血栓形成和高血压等心血管疾病、炎症和某些

癌症。

１二十碳五烯酸（ＥＰＡ） 人们通过对二十碳五烯酸的营养和医药价值及生产方法的研究
发现：二十碳五烯酸（ＥＰＡ）对防止和治疗血栓、关节硬化及其他血液循环系统疾病等具有明显
效果，其主要来源是一些海洋鱼类的鱼油，但鱼油中二十碳五烯酸的含量偏低，因此人们发现了

其他来源，如藻类、苔藓以及一些微生物等。

１９６４年，Ｈｕｌａｎｉｃｋａ等人报道了苔藓Ｅｕｇｌｅｎａｇｒａｃｉｌｉｓ含有二十碳五烯酸。１９７９年，Ｇｅｌｌｅｒ
ｍａｎ和Ｓｃｈｌｅｎｋ发现真菌Ｓｏｐｒｏｌｅｇｎｉａｐａｒａｓｉｔｉｃａ含有二十碳五烯酸。１９８４年，Ｓｃｔｏ等人发现海藻

Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｍｉｎｕｔｉｓｓｉａ产生二十碳五烯酸。１９８６年，ＩＷａｍｏｔｏ报道了淡水藻 Ｍｏｎｏｄｕｓｓｕｂｔｅｒｒａ
ｎｅｕｓ产生二十碳五烯酸。１９８７年Ｗｉｒｓｅｎ等人，报道了利用海洋细菌产生二十碳五烯酸。１９８８年

Ｓｈｉｍｉｚｕ等人利用真菌ＭｏｒｔｉｅｒｅｕａａｌｐｉｕａＬＳ?４在一定条件下产二十碳五烯酸油脂，达到２７ｍｇ／ｇ
干菌体。Ｃｏｈｅｎ和Ｋｙｌｅ等人利用藻类Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍｃｒｕｅｎｔｕｍ 和Ｎａｖｉｃｕｌａｓａｐｒｏｐｈｉｌｌａ产生二十
碳五烯酸。１９９１年，Ｙｏｎｇｍａｎｉｔｃｈａｉ等人探讨了不同培养条件对Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ 生长
和产二十碳五烯酸产量的影响，发现在最佳培养条件，培养液中二十碳五烯酸产量达到１３３
ｍｇ／Ｌ。１９９２年，Ｋｅｎｄｒｉｃｋ和Ｒａｔｌｅｄｇｅ研究了７株真菌中多不饱和脂肪酸含量，发现Ｔｈｒａｕｓ
ｔｏｃｈｙｔｒｉｕｍａｕｒｅｕｍ，Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍａｇｇｒｅｇａｔｕｍ，Ｓａｐｒｏｌｅｇｎｉａｐａｒａｓｉｔｉｓａ３株菌株的二十碳五烯酸
含量较高。国内在这一领域研究尚属空白。

２二十二碳六烯酸（ＤＨＡ） 二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）是神经组织的基本组分，是一种人
体必需脂肪酸。人体中进行的ＤＨＡ生物合成能力极其有限，因此从饮食食物中摄取补充足够的

ＤＨＡ十分重要。特别是婴幼儿，缺乏ＤＨＡ会影响智力、视力和生理发育。尽管海洋鱼油是目前

ＤＨＡ的最普遍来源，但鱼油的产量和脂肪组成是随季节、产地、鱼种及鱼食物链（即海洋微生
物类型）而变化的，且鱼油的脂肪酸组成十分复杂。因此鱼油无论是数量还是质量都难以满足人

们对ＤＨＡ的需求，需要探索ＤＨＡ的新来源。利用生物技术生产ＤＨＡ是发展方向。目前研究得
最多的是用海洋真菌和藻类生产ＤＨＡ，其中用海洋藻类Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍｃｏｈｎｉｉ生产富含ＤＨＡ
的单细胞油脂已达工业化规模，而且产品的稳定性、纯度、安全性和生物利用率都优于鱼油，目

前已应用于婴儿奶粉和作为辅助食品。

海洋真菌中研究最多的是Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉｕｍａｕｒｅｕｍ，通过优化培养条件，发酵液中ＤＨＡ含
量达２７０ｍｇ／Ｌ。最新的报道，使用另一菌株Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉｕｍａｕｒｅｕｍ ＡＴＣＣ２８２１０可使发酵液中

ＤＨＡ含量达到２０００ｍｇ／Ｌ。
微生物真菌发酵法生产多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ）已成为国际上发展的趋势，微生物生长周

期短，繁殖力强，可以集约化大规模生产，不受季节的限制，而且油脂成分更接近母乳，营养学

上独具特点。但真菌发酵法生产ＰＵＦＡ，所选的菌株需要综合考虑菌体得率、菌体油脂含量及油
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脂中ＰＵＦＡ的比例三个因素，既要保证菌体的增殖量，又要有较高的碳源转化率。通常在菌体
中油脂含量高的培养条件下（高碳浓度、低氮浓度），菌体的增殖量及碳源的转化率都很低，因

此选择的菌体如能把多种矛盾统一起来，确定其培养条件，就有可能发酵生产ＰＵＦＡ。
海洋微藻中研究最多的是Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍｃｏｈｎｉｉ，这种微藻不仅产生高含量的ＤＨＡ，而且

是异养微生物，培养中不需光照，有利于大规模工业化生产。并且，Ｃｃｏｈｎｉｉ在实验室中培
养已有相当长的历史，可追溯到１９０８年，大量的研究报告从未显示这种微生物具有致病性或毒
性。

Ｃｃｏｈｎｉｉ的培养方式同一般的微生物发酵过程。种子接入摇瓶培养，经过６级逐级放大培
养，最终在１２０ｍ３主发酵罐中培养。培养基中含有ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２、ＭｇＳＯ４、葡萄糖和酵母浸出汁
或植物蛋白水解液。温度、ｐＨ、通气、压力、搅拌、溶解氧等连续监测和控制。当细胞浓度和
脂肪酸含量达到要求后，通过离心和喷雾干燥收获藻体。

藻体中ＤＨＡ提取方法与一般的植物油提取法相同。用己烷将生物体中的油脂抽提出来，
真空蒸去溶剂，低温去除饱和度较高的油脂部分。再通过常规操作脱色除臭，将油脂进一步精

制。获得的澄清透明的ＤＨＡ油脂后再用富含油酸的葵花油稀释至ＤＨＡ含量达到４０％的工业标
准。

微藻产生的ＤＨＡ单细胞油脂和鱼油相比，不含其他的长碳链多烯脂肪酸，作为助氧剂的重
金属离子含量也较低，所以它的氧化稳定性比鱼油好得多。在典型的储存条件（－２０℃或

＋１４℃）下，ＤＨＡ单细胞油脂可以保持稳定数月，这种油脂感观特性好，易于被人接受，而且
能经受严酷的食品加工过程而依然保持原味。现在，ＤＨＡ单细胞油脂的生产已经工业化，并被
用于婴儿奶粉和以胶囊形式作为辅助食品。它的优良性能使它可以具有比鱼油更广泛的新用

途。

ＥＰＡ和ＤＨＡ均为微生物脂肪酸代谢中ω?３途径产生的。亚油酸引入一个双键后形成α?亚麻
酸，然后进一步的碳链延长和去饱和作用就产生ＥＰＡ和ＤＨＡ。
从微生物或微藻中培养发酵生产高度不饱和脂肪酸要比从海洋鱼油中提取有明显优点。特别

是利用了生物技术，微生物种子和生长条件都可以严格控制，产品的产量和质量都有了保证。而

且可以利用基因修饰、菌种筛选和突变等手段，提高微生物生产ＤＨＡ的产量和纯度。

第九节 发酵工程与食品添加剂

近年来，随着人民生活水平的不断提高，人们对食品的营养、质量和品种的多样化都提出了

更高的要求。为此，研究和开发各种食品添加剂，对于发展我国的民族传统食品，开创名、优、

特、新产品，是十分必要的。食品添加剂是指为改善食品的品质和色、香、味，以及为防腐和加

工工艺的需要而加入食品中的化学合成物质或天然物质。根据来源，可将食品添加剂分为化学合

成的、天然物提取的和生物合成的。但在世界回归大自然的影响下，人们对化学合成食品添加剂

的疑虑增加，因此采用微生物发酵法生物合成的食品添加剂是发展方向。用发酵的方法可生产的

食品添加剂主要有：增稠剂、品质改良剂、抗结剂、酸味剂、抗氧化剂、发色剂、着色剂、防腐

剂等。
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一、黄原胶的发酵法生产

黄原胶（ｘａｎｔｈａｎｇｕｍ）别名汉生胶、甘蓝黑腐病黄单菌胶，又称黄单胞多糖，是国际上２０
世纪７０年代发展起来的新型发酵产品。它是由甘蓝黑腐病黄单胞细菌 （Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）以碳水化合物为主要原料经通气发酵、分离提纯后得到的微生物胞外多糖，是一种
高分子酸性胞外杂多糖，其作为新型优良的天然食品添加剂用途越来越广。

（一）黄原胶的工业化生产

１生产菌种 黄原胶生产有广泛的微生物来源，黄单胞菌属的许多种类菌株都能产生黄原
胶。目前，国内外用于生产黄原胶的菌种大多是从甘蓝黑腐病病株上分离到的甘蓝黑腐病黄单胞

菌，也称野油菜黄单胞菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）。生产黄原胶的菌种还有菜豆黄单胞菌
（Ｘｐｈａｓｅｏｌｉ）、锦葵黄单胞菌（Ｘｍａｌｖａｃｅａｒｕｍ）、胡萝卜黄单胞菌（Ｘｃａｒｏｔａｅ）、常春藤叶斑
病单胞菌（Ｘｈｅｄｅｒａｃ）、半透明黄单胞菌（Ｘｔｒａｎｓｌｅｕｃｏｎｓ）等。此外，通过诱变育种，筛选细
胞壁合成缺陷或某些抗生素抗性菌株可能获得黄原胶高产菌株。为了避免生产菌株退化和变异，

要尽量限制菌株的传代次数，避免将菌株长期保存在琼脂斜面上。高产菌株最好用冷冻干燥或无

营养液保存。

１９６１年美国农业部首先发现微生物发酵生产黄原胶。１９６４年美国Ｍｅｒｃｋ公司Ｋｅｌｃｏ分部开
始生产黄原胶。１９６９年，经毒理学和安全性试验，美国食品和药物管理局（ＦＤＡ）批准黄原胶
可在食品中应用。１９８３年，在罗马会议上黄原胶被世界卫生组织批准为一种新的食品添加剂。
我国对黄原胶的研究起步较晚，进行开发研究的单位有南开大学、中科院微生物研究所、山东食

品发酵研究所等，已开发出的菌株有南开?０１，山大?１５２、００８、Ｌ４和Ｌ５。这些菌株一般呈杆状，
革兰氏染色阴性，产荚膜。在琼脂培养基平板上可形成黄色黏稠菌落，液体培养可形成黏稠的胶

状物。目前全国有山东烟台、江苏金湖等数家食品级黄原胶生产厂，年产量２００ｔ左右，主要用
作食品添加剂。

中国农科院研究生院等研究部门对黄原胶的发酵工艺及提取工艺也进行了深入的研究。目前

国内外对黄原胶的生产及应用研究逐渐深入，生产和销售量也逐渐增大。

２发酵工艺流程 已有报道的关于黄单胞菌多糖黄原胶生产工艺流程为：
斜面种子→一级种子→二级种子→罐发酵→提取→离心→烘干→粉碎→过筛→产品。

３黄原胶的发酵培养基及发酵过程控制
（１）发酵培养基。

①碳源：生产黄原胶的最好基质是Ｄ?葡萄糖，其他适于生产的碳源是淀粉、谷粒水解物、
玉米糖浆或葡萄糖浆、蔗糖等糖类和碳水化合物。国外多数以葡萄糖为碳源进行黄单胞菌多糖的

发酵，国内则多以淀粉为碳源，也有以蔗糖为碳源的。在黄单胞菌细胞分泌的酶催化作用下，

α?１，６?糖苷键被打开，形成直链多糖，经进一步生物转化，最终变成产物黄原胶。黄原胶的收
率取决于碳源的种类及发酵条件的控制。碳源的起始浓度可控制在２％～５％，一般收率为起始
糖量的４０％～７５％。当葡萄糖浓度在５％时，黄原胶得率最高。

②氮源：通常，黄单胞菌易利用有机氮源，而不易利用无机氮源。有机氮源包括鱼粉蛋白
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胨、大豆蛋白胨、鱼粉、豆饼粉、谷糠、干酒糟可溶物、玉米浆、小麦汁、酵母膏、尿素等。鱼

粉蛋白胨对产物的生成有明显促进作用，浓度以０４％～０６％为宜。而鱼粉和豆饼粉对于工业
规模生产黄单胞多糖是比较经济的。

氮源的用量直接影响到细胞的生长。培养基中氮源浓度提高，则细胞浓度增加，进而间接地

影响黄原胶合成速率及最终得率。在氮源浓度较低时，随氮源浓度的提高，细胞浓度也增加，黄

原胶的合成速率加快，黄原胶得率也相应提高。起始氮源在中等浓度时，细胞浓度和黄原胶的合

成速率均有提高，发酵时间缩短，但黄原胶得率却降低，这是因为细胞生长过快，使用于细胞生

长及维持细胞生命的糖量增加，用于合成黄原胶的糖反而减少，导致黄原胶得率下降。如果采用

发酵后期流加糖的方法，使糖浓度始终维持在一定的水平，补加的糖只用于细胞维持生命及合成

黄原胶，而没有生长的消耗，因而得率比间歇发酵有较大提高。若起始氮源的浓度再提高，虽然

细胞浓度有所增加，但黄原胶得率及合成速率却降低了，其主要原因是“氧限制”，高浓度细胞

随着发酵的进行，发酵液黏度不断增大，体积传质系数降低，造成氧供应能力逐渐下降，合成速

率变慢，得率降低。要避免“氧限制”，必须从两方面考虑：一是通过改进发酵设备，提高供氧

能力；二是限制细胞浓度，控制氧的需求量。总之，发酵罐的供氧能力是决定发酵好坏的一个重

要因素。

③无机盐：Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、轻质ＣａＣＯ３等无机盐对发酵有一定的促进作用，轻质

ＣａＣＯ３还有缓冲ｐＨ的作用。
用由Ｄ?葡萄糖２１％、干酒糟可溶物０８％、ｐＨ７０的Ｋ２ＨＰＯ４０５％和ＭｇＳＯ４００１％溶于

自来水中配制成的标准培养基，摇瓶培养２ｄ，发酵液中胶含量可达１４％。若用氢氧化铵控制

ｐＨ（ｐＨ７０），则培养物的黏度增加，含多糖２６％。当小麦汁中补加少量干酒糟可溶物时，产
物更多。以玉米浸液或蛋白胨为氮源，粗产品的得率最高，分别为２８８％及３０１％。

④其他添加剂：除必要的碳源、氮源及无机盐外，培养基中还需加一些金属离子及其他添加
剂，如Ｆｅ３＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋等微量元素以及脱氧胆酸盐、胆盐、谷氨酸、柠檬酸、延胡索酸等，
促进黄原胶的生物合成。

通常采用葡萄糖或蔗糖２０ｇ、酵母膏１ｇ、牛肉膏３ｇ、蛋白胨５ｇ、ＮａＣｌ５ｇ，加水１０００ｍＬ配
成种子培养基，５００ｍＬ三角瓶中装２００ｍＬ培养液于７８～９８ｋＰａ下灭菌２０ｍｉｎ，冷却后接入生长
良好的试管斜面菌种，在２８～３０℃下摇瓶培养２４～４８ｈ，即得到种子培养液。镜检种子健壮，即
可接入种子罐中通气培养。

下面是一种黄单胞杆菌培养基配方（ｇ／Ｌ）的组成：淀粉或蔗糖４０、ＫＨ２ＰＯ４５０、ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０２、 （ＮＨ４）２ＳＯ４２０、柠檬酸２０、Ｈ３ＢＯ４０００６、ＺｎＯ０００６、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ０００２４、

ＣａＣＯ３０００２，用ＨＣｌ调至ｐＨ７０。
（２）发酵条件及发酵过程控制 。黄原胶发酵的产量和质量除了受发酵培养基组成成分的影
响以外，还取决于发酵过程中所有发酵参数的控制，如温度、溶解氧、ｐＨ和剪切速率等。

①温度：黄单孢菌的最适生长温度为２４～２７℃，最适产黄原胶的温度为３０～３３℃。因此，
采用分段控制温度为宜，在发酵产胶期将发酵温度由２７℃调整至３２℃，有利于细胞生长和产黄
原胶。

②ｐＨ：黄单胞菌多糖的合成受发酵培养基的起始ｐＨ影响，发酵过程中用ＫＯＨ控制ｐＨ
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６５～７５，最适ｐＨ为７０，这有利于初期的细胞生长和后期的黄原胶合成。在发酵期间，ｐＨ控
制要严格，如不控制ｐＨ，则随时间延长，ｐＨ降低，直至ｐＨ５０时，黄原胶的生成率就大大降
低。当起始葡萄糖浓度为５％，用ＫＯＨ控制至ｐＨ７０，８４ｈ，黄原胶浓度为３％；用ＮＨ４ＯＨ控
制ｐＨ，４６ｈ，其浓度可达２６％；不控制ｐＨ，３６ｈ，其浓度从２％下降至１４％。表明即使原培
养液黏度较高，只要控制好条件，可以得到发酵产率和质量高的黄原胶。

③接种量：摇瓶发酵接种量为１％～５％，旋转式摇床转速２２０γ／ｍｉｎ，培养温度２８℃，发酵

７２ｈ左右。发酵结束，黄原胶产生能力为２０～３０ｇ／Ｌ，对碳源的转化率在６０％～７０％。发酵罐生
产黄原胶的接种量大小与种子液的质量（种子密度、活力）密切相关，一般菌种生理状态选择在

对数生长期的中后期最为适宜；接种量为发酵液的５％～８％（体积百分数）。

④通气：在好气性微生物的发酵过程中，溶氧系数是一个很重要的控制因素，尤其在高黏度
发酵体系中更为突出。搅拌速度和搅拌强度直接影响着溶解氧的密度以及发酵基质的传递。在黄

原胶发酵过程中溶氧系数不但影响黄单胞菌合成黄原胶的速度，而且影响黄原胶分子中丙酮酸和

乙酸的含量及其相对分子质量的大小。当供氧充足时，所产的黄原胶分子中丙酮酸含量高，黏度

也高；当供氧不足时，所产黄原胶分子质量小，黏度也低。因此，对属于高需氧量发酵的黄原胶

生产，需要大的通气量，一般为１～０６ｍ３／（ｍ３·ｍｉｎ）。

⑤发酵时间：采用分批发酵方式的黄原胶发酵中，其培养前期为菌株对培养基的适应期和生
长期，产胶量和黏度上升缓慢。随着发酵的进行，逐步转入产胶期，黏度和产胶量急剧上升，碳

源被迅速利用，糖浓度急剧下降，在残糖达到０３％以下时，发酵结束。发酵周期的长短与生产
菌种的特性、发酵培养基的组成、发酵工艺及发酵设备都有一定的相关性。早期黄原胶生产发酵

周期为７２～９６ｈ，目前国外先进的黄原胶发酵生产周期已缩短至４８～５２ｈ。因此，从黄原胶发酵
过程可知，部分发酵参数应采用分段控制的方法以适应黄原胶的发酵生产。

黄原胶发酵包括分批发酵和连续发酵，工业化生产黄原胶一般常用的为分批发酵工艺。发酵

设备可采用传统的搅拌发酵罐，为适应高黏度黄原胶多糖发酵，其搅拌器的直径、搅拌桨叶、发

酵罐的径高比等都有特定要求。也有采用外循环或内循环气升式发酵罐等发酵设备进行生

产。

４黄原胶的分离、提取与纯化 黄原胶通常是以玉米淀粉辅以氮源及微量元素经微生物发
酵后制得。发酵醪中除含黄原胶（３％左右）外，还有菌丝体、未消耗完的碳水化合物、无机盐
及大量的液体。其中菌丝体等固形物占２０％，水溶性无机盐占１０％。因此要制备出食品添加用
的质量合格的黄原胶产品，需要通过下游操作技术去除菌丝体、固形物及色素等杂质以获得高纯

度、高质量的黄原胶产品。下游操作主要包括浓缩、沉淀、分离、提纯等。

（１）超滤浓缩?乙醇沉淀法。乙醇能降低多糖分子与水之间的亲和力，在较高的醇浓度下，
使多糖分子之间相互结合凝集成沉淀。在用乙醇沉淀多糖过程中，如果加入Ｎａ＋、Ｋ＋等离子，
可节约乙醇的用量。

将已发酵成熟的发酵液适当稀释，加适量硅藻土，快速搅拌，用三层滤布真空吸滤，滤液再

进行膜超滤浓缩至含黄原胶８％以上，加酒精沉淀，分离沉淀，再用酒精多次洗涤沉淀，即得凝
胶状黄原胶。在６０℃烘干，粉碎，过８０目筛即为精制黄原胶产品。
经过滤与超滤处理及乙醇沉淀得到的黄原胶产品，可以除去大量不溶性固体悬浮物（包括菌
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体细胞及细胞碎片）、可溶性无机离子、有机小分子和大部分色素物质，使产品的纯度明显提高。

经此工艺处理后，最终可获得高纯度的黄原胶产品。超滤法可将发酵液浓度从原来的２５％左右
浓缩到８７％，节约了进一步纯化工序沉淀剂的用量，降低了产品的成本。
（２）钙盐?乙醇沉淀法。在碱液条件下（ｐＨ＞１０），黄原胶多糖分子与Ｃａ２＋形成钙多糖复合
物，呈胶冻状沉淀；经压滤脱去约７０％的水分，以减小体积；加入酸性乙醇处理以脱去钙多糖
复合物中的钙离子，使成短絮状沉淀，再压滤除去含钙离子的滤液；用乙醇洗涤固体沉淀，然后

烘干，粉碎，过筛即获得淡黄色粉末状黄原胶的工业级产品。采用此法，可使酒精溶剂的用量减

少一半，但在成品中带入了钙离子，成品颜色略灰。

（３）酶法脱蛋白?超滤浓缩法。本法使用碱性蛋白酶（也可用酸性或中性蛋白酶，或用复
合酶）处理发酵液，将蛋白质水解，从而使发酵液变得澄清，不但发酵液澄清度提高，而且

氮含量降低，过滤性能得到改善，在微孔过滤中过滤速度可提高３～２０倍，成品质量也有提
高。

工艺流程：

黄原胶发酵液

↓ 调ｐＨ９，７５℃水浴３０ｍｉｎ，巴氏灭菌
稀释发酵液

↓ 调ｐＨ至碱性，加入适量碱性蛋白酶，４９℃处理４ｈ
酶处理发酵液

↓ 调ｐＨ５，加适量酒精沉淀黄原胶
凝胶状黄原胶

↓ 加适量酒精洗涤凝胶状黄原胶，调整ｐＨ至中性
凝胶状黄原胶

↓ ６０℃烘干，粉碎，过８０目筛
黄原胶产品

此工艺中用碱性蛋白酶处理后制得的黄原胶样品脱蛋白作用显著。经酶处理的食品级黄原胶

粉剂其氮含量较未经酶处理的降低约４０％。
（４）絮凝法。选用具有多价金属阳离子的无机盐（Ａｌ３＋）作絮凝剂，与黄原胶作用产生絮状
沉淀，然后将沉淀物脱水，再用酒精等醇类作为洗提剂洗提后过滤，将滤饼干燥、粉碎、筛分后

得到合格的黄原胶成品。

（５）直接干燥法。采用滚筒干燥或喷雾干燥等方法，直接将发酵液进行干燥，从而制成工业
粗制品级的黄原胶。这种方法没有分离提纯工序，所以产品成本低，但成品质量差，一般限于对

黄原胶质量要求不高的场合使用。

总之，黄原胶的分离提取方法很多，但在应用上都受到各自条件、特点的制约。比较而言，

采用超滤浓缩纯化发酵液的方法是比较理想的选择。如果生产工业级黄原胶，可采用酶处理?超
滤浓缩法。制备食品级黄原胶，使用微滤除菌?超滤脱盐、脱水?流化床干燥工艺。此工艺的优点
为：①分离提取不使用溶剂和絮凝剂，因此不需要溶剂回收装置，从而降低了生产成本；同时操
作环境也得到改善，而且提高了操作安全性。②发酵液中的菌丝体、固形物和无机盐类大多被去
除，因而大大提高了产品的质量，可达到食品级要求。③容易实现连续操作，减轻劳动强度。本
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法的技术难点是：高浓度、高黏度的胶液对膜技术及膜材料提出了更高的要求。

（二）黄原胶的分子结构

黄原胶是淡黄色粉末的阴离子多糖。它是由Ｄ?葡萄糖、Ｄ?甘露糖、Ｄ?葡萄糖醛酸以２∶２∶１
的分子比组成的相同单元———“五糖重复单元”聚合而成的高分子酸性杂多糖物质。分子中的每

一单元还含有乙酸和丙酮酸基团，如图３?２３所示。
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图３?２３ 黄原胶分子结构
Ｍ＋＝Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋

黄原胶分子主链由葡萄糖通过β?１，４?糖苷键相连而成的２分子葡萄糖为单元，其结构与纤
维素结构相同，因此相当于纤维素的衍生物。在主链上每隔一个葡萄糖残基的Ｃ３上连有２分子

Ｄ?甘露糖和１分子Ｄ?葡萄糖醛酸组成的三个单位长的侧链。侧链的Ｄ?甘露糖残基有一半通过

α?（１→３）键直接与主链相连，在侧链的糖分子上连有丙酮酸及乙酸取代基，因其侧链含酸性基
团，在水溶液中呈多聚阴离子，构成黄原胶的三级立体结构：带阴离子的侧链缠绕主链形成螺旋

结构，分子间靠氢键形成双股螺旋，而双股螺旋结构间又是靠微弱的非共价键维系，形成规则的

“超级接合带状的螺旋聚合体”。
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（三）黄原胶的性质

由于黄原胶分子是以纤维素为骨架并具有酸性侧链的双螺旋结构，可以形成网状的次级结

构，并具有一、二、三级结构。在外界条件（如温度、离子强度等）的影响下，分子状态可发生

变化。这种结构和状态的变化，赋予黄原胶一些特殊性能：

１黄原胶具有很好的溶解性、分散性、兼容性和保水性 黄原胶的强亲水性使其能在冷
水和热水中迅速溶胀，形成稳定的高黏性亲水溶胶，是食品添加剂中优良的悬浮剂和乳化稳

定剂；黄原胶可与绝大部分的常用食品增稠剂溶液互相溶混，特别是与藻酸盐类、淀粉、卡拉

胶、角豆胶溶混后，溶液的黏度以叠加的形式增加；黄原胶对食品具有良好的保水、保鲜作

用。

２黄原胶在低浓度时具有高黏性，抗高温和耐酸、耐碱性 黄原胶的分子质量范围为２×
１０６～１５×１０６，溶解于水中，成为水溶性胶；含２％～３％黄原胶的液体，其黏度高达３～７Ｐａ·Ｓ。
在非常广的温度、ｐＨ和盐浓度范围内，黏度几乎无变化，如黄原胶即使在１３０℃的高温下保持

３０ｍｉｎ后冷却、在经多次冷冻?融化循环后以及在高温条件下添加少量电解质如０５％ＮａＣｌ，胶液
的黏度仍无显著变化。黄原胶水溶液的黏度几乎与ｐＨ无关，这一独特性质是其他增稠剂如羧甲
基纤维素（ＣＭＣ）等所不具备的。
黄原胶分子中的丙酮酸含量高，其溶液黏度也高。丙酮酸含量是黄原胶溶液的特性指标。黄

原胶的高黏性使其具有广阔的应用前景，但同时又给生产上的后处理带来麻烦。

３黄原胶具有抗酶解性 黄原胶分子具有高度的生物学稳定性。黄原胶骨架由于侧链的屏
蔽效应：即三糖侧链基团规则性的排列和双螺旋网状结构形成的空间障碍，阻碍酶与主链

β?１，４?键的结合，因此对酶稳定而不被酶水解。但在较高温度下（４５～５０℃）和无离子存在的
状态下，黄原胶分子处于无序状态，纤维素酶可以降解黄原胶。

４黄原胶溶液具有典型的流变特性 当胶液随着剪切速率的增加，因胶状网络遭到破坏，
导致黏度降低，胶液变稀，而一旦剪切力消失，黏度又可恢复，因而使黄原胶具有良好的泵送和

加工性能。利用这种特性在需要添加增稠剂的液体中加入黄原胶，不仅液体在输送过程中容易流

动，而且静止后又能恢复到所需要的黏度，因此被广泛应用于饮料行业。

（四）黄原胶在食品工业中的应用

黄原胶具有良好的增黏性、流变性和支撑固相颗粒提高悬浮能力和乳化稳定作用、耐酸碱、

抗钙盐、耐高温等多方面的性能。在浓度为０２％～２５％的范围内，即可形成高黏度溶液。此
溶液是明显假塑性的溶液，即具有显著的剪切变稀，这种性质在食品工业中非常有用。黄原胶与

大多数食用盐类和酸类有很好的相容性，因此黄原胶在食品行业中可用作食品增稠剂、乳化剂、

稳定剂、悬浮剂、泡沫增强剂等，是一种多功能食品添加剂，广泛用于饮料、焙烤食品、乳制品

与调味品。

黄原胶应用于饮料、冷食、调味料、奶制品中，可作为乳化稳定剂，并可改进口感和增

强风味。在橘子汁和果茶饮料中，黄原胶是最佳悬浮稳定剂，它具有使不溶物稳定悬浮和提

高天然果汁混浊度的作用；在冰淇淋、冰牛奶等乳制品中用黄原胶作稳定剂；还可广泛用于

蚝油、辣酱、果酱、酱油、姜汁及快餐汤料等调味品中。由于其热稳定性，在各种罐头食品

中也作为悬浮剂和稳定剂使用。黄原胶?角豆胶凝胶还被用于生产以乳为主要成分的即食布
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丁。这种布丁是不黏的，具有良好的口感。由于它在口中具有剪切变稀的特性，因此，放出

布丁的风味。黄原胶与淀粉的混合可抑制老化，延长焙烤制品和冷冻面团的贮存期。蛋糕、

面包加入黄原胶后，可使制品体积增大，孔隙均匀，富有弹性，并能延迟老化，延长蛋糕的

货架寿命。

我国学者通过开展对黄原胶研制及其应用的研究，目前已有黄原胶的工业化生产规模：淀粉

用量一般在５％左右，发酵温度２８～３０℃，发酵周期７２～９６ｈ，控制ｐＨ６５～７０。发酵结束时，

ｐＨ通常为６０，产胶能力３０～４０ｇ／Ｌ，虽然生产水平跟国外比还相对较低，但随着黄原胶生产
和应用范围的进一步发展，我国的黄原胶生产将呈现一个新的局面。目前北京、四川、郑州、苏

州等地都有黄原胶生产新厂建成。

二、结冷胶的发酵法生产

结冷胶（ｇｅｌｌａｎｇｕｍ）是美国Ｋｅｌｃｏ公司于２０世纪８０年代初开发成功的一种新型微生物多
糖，其凝胶形成能力强，透明度高，最佳的风味释放，稳定性强，不需加热或稍微加热即可形成

凝胶，而且形成凝胶的温度和速度可根据需要在一定范围内变动。经过大量毒理学试验研究，

１９９２年１１月美国ＦＤＡ批准结冷胶作为食品添加剂，随后许多国家批准结冷胶用于食品工业
中。

（一）结冷胶的发酵生产

１菌种选育与保藏 结冷胶的原始生产菌，在１９８７年以前称为假单胞菌依落藻属微生物
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎｏｓｅｌｏｄｅａ），１９８７年以后，归为少动鞘脂单胞菌（Ｓｐｎｉｎｇｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）。结冷胶
的原始生产菌产胶能力低，ＡＴＣＣ３１４６１发酵水平仅为０２ｇ／（１００ｍＬ发酵液）。Ｄｅｃｋｗｅｒ和Ｌｏｂａｓ
等人对ＡＴＣＣ３１４６１进行复筛，并提出了一种新的筛选方法，即将菌种置于以结冷胶为胶凝剂的固
体培养基上，发现有部分菌落将胶凝剂消化掉而下陷，有的则不然，这两种表现不同的菌落在产

胶能力方面截然相反，下陷者不产结冷胶，而不下陷者产结冷胶能力强。经研究，所筛选出的两

株结冷胶生产菌ＤＳＭ６３１４和ＤＳＭ６３１８经发酵对比实验，其产胶能力提高４～５倍。
结冷胶生产菌的培养基，按照ｋａｎｇ等人所设计的ＫＢ培养基（ｇ／Ｌ）如下：蛋白胨２０、甘

油１０、Ｋ２ＨＰＯ４１５、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１５，ｐＨ７２，于１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。
结冷胶生产菌的保存方法可以用琼脂斜面或平板低温保藏，也可于－２０℃冻结保藏或真空冻

干保藏，但使用前必需活化一次。

２发酵生产工艺流程 结冷胶发酵生产工艺流程和黄原胶发酵相近，包括种子培养、发酵
产胶、发酵液预处理、沉淀分离、干燥粉碎等基本过程。结冷胶有两种产品即天然结冷胶和透明

型的脱酰基结冷胶。

种子扩大培养→发酵产胶→发酵液预处理→沉淀分离→脱水干燥→天然结冷胶

↓
脱乙酰处理→中和精滤→沉淀分离→脱水干燥→透明型脱乙酰结冷胶

３发酵培养基及其工艺控制 发酵培养基应尽可能有利于菌种发酵产胶，碳源一般采用葡
萄糖或蔗糖，其配比为３％～７％，采用二次加入的发酵方法。氮源一般采用有机氮和无机氮配
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合使用，无机氮使用加入量为００５％～１０％的ＮＨ４ＮＯ３，有机氮采用加入量为００５％左右的酵
母提取物或浓缩大豆蛋白。无机离子包括 Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｆｅ２＋、Ｋ＋、Ｎａ＋、ＰＯ４３－等，
对菌种发酵产胶有重要的影响。无机盐在发酵培养基中的加入量为：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００１％、

Ｎａ２ＨＰＯ４或ＮａＨ２ＰＯ４００５％，ＭｎＳＯ４００１％～００１５％，ＣａＣｌ２００２０％～００３５％。这些无机盐
在加入量适当时，能激活生产菌株中的多糖合成酶系，加速生产菌株的多糖合成速度，起到提高

发酵产胶率的作用。如果加入量超过一定限度，这些无机盐离子就会和发酵液中的结冷胶作用，

使发酵液黏度迅速增大，影响发酵的进行，因此，无机离子的加入量，一定要根据具体菌种和发

酵工艺通过发酵实验来确定，否则可能起反作用。

结冷胶的发酵可采用一步发酵法或中间补料发酵法。通常采用后一种工艺，因为中间补料发

酵工艺可以使发酵前期尽可能适应生产菌株的生长，等到生产菌株由生长对数期进入发酵产胶期

后再补充碳源，一方面可缩短菌株生长时期，防止菌株过早衰老，可达到缩短发酵周期的目的；

另一方面，发酵产胶期补加碳源，提高Ｃ／Ｎ比，有利于生产菌种发酵产胶，提高发酵液中结冷
胶的含量，同时可降低分离纯化过程中溶剂的用量，降低生产成本。

发酵条件控制：发酵前期温度２７～２８℃，产胶期３０℃左右；发酵ｐＨ用ＮａＯＨ或ＮＨ４ＯＨ连
续控制在６５～７０之间。溶解氧对发酵产胶有显著的影响，因此，在发酵过程中，尤其是发酵
后期，应提高搅拌速率和强度，一方面是增加溶解氧，另一方面通过搅拌可将菌体分泌的胞外多

糖尽快溶于发酵液中，防止菌体黏附缠结在一起，阻碍菌株对营养物质的吸收利用和发酵产物的

排出。从而加速发酵基质的传递，以利于提高发酵产胶率。此外，添加表面活性剂如０１５％的
吐温，可使发酵产胶率提高５％～１０％。

４结冷胶的分离提取 在沉淀分离结冷胶之前，首先必须对发酵液进行预处理，主要是
加热灭酶及絮凝除菌体等，这将有利于后续工序中的分离和提高产品的纯度和质量。将经预

处理好的发酵液用异丙醇或乙醇沉淀分离出结冷胶，加入量为发酵液体积的１～２倍，再经压
榨或离心法除去大部分溶剂，然后再经真空干燥或流化床造粒干燥，粉碎后包装得到高酰基

结冷胶（天然结冷胶）。经预处理的发酵液在８０℃下，加入ＫＯＨ或ＮａＯＨ溶液并充分搅拌调

ｐＨ至１００以上，搅拌处理１０ｍｉｎ，然后用稀Ｈ２ＳＯ４或ＨＣｌ中和至中性，精滤除去不溶性杂
质，再用异丙醇或乙醇沉淀分离出结冷胶，经干燥、粉碎包装等工序后得透明型的脱酰基结

冷胶。

（二）结冷胶分子结构及其功能特性

１分子结构 结冷胶产品有两种形式：一种是天然的结冷胶（也称高酰基结冷胶），另一种
是低酰基结冷胶（也称脱酰基结冷胶）。它们的主体分子结构是相同的，都是由四个单糖分子通

过糖苷键连接而成的重复糖单元构成的高分子糖类化合物。这四个单糖分子依次为Ｄ?葡萄糖、

Ｄ?葡萄糖醛酸、Ｄ?葡萄糖及Ｌ?鼠李糖，其中第一个葡萄糖分子是以β?１，４键连接。天然结冷胶
与脱酰基结冷胶在结构上的主要区别在于：天然结冷胶的每个重复单元上平均有一个酰基连接在

葡萄糖分子上。酰基有两类：一类为乙酰基，以β?１，３键连接在葡萄糖分子的第６个碳原子上；
另一类为甘油酰基，以β?１，３键连接在葡萄糖分子的第２个碳原子上，而且甘油酰基平均比例
为乙酰基的２倍，而低酰基结冷胶分子结构中的酰基部分或全部被除去。两类结冷胶的分子结构
重复单元如图３?２４所示。其相对分子量约为５×１０５。
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图３?２４ 结冷胶分子结构的重复单元

Ｍ＋代表一价金属离子

天然结冷胶的主链上连接有酰基，使得它所形成的凝胶柔软，富有弹性而且黏着力强，与黄

原胶的性能相似。而脱酰基结冷胶由于主链上的酰基部分或全部除去，使得分子间空间阻碍作用

明显减弱，易形成凝胶，并且形成的凝胶强度大、易脆裂，与卡拉胶、琼胶的凝胶特性相似。食

品工业普遍使用脱酰基的结冷胶。因此，以下讨论结冷胶的特性主要是指脱酰基的结冷胶。

２功能特性
（１）假塑性和流变性。结冷胶溶液是一种典型的假塑性流体，其溶液黏度随剪切速率的增加
而明显降低，随剪切速率的减弱而恢复。研究表明，结冷胶溶于水后，分子之间会自动聚集，以

右螺旋方式形成双股螺旋结构，螺旋间距为２８１５ｎｍ。稳定双螺旋结构的力主要为分子间氢键。
双螺旋进一步聚集可形成三维网状结构。无机离子有助于稳定双螺旋结构和加速双螺体形成三维

网状结构。因此，一定浓度的无机离子可提高结冷胶的凝胶强度。加热升温或搅拌可使三维网状

结构和双螺旋体解体，故在高剪切速率作用下，三维网状结构分解为无规则的线团结构而使粘度

迅速降低。当剪切速率或热作用解除时，分子结构可恢复到三维网状结构。

（２）溶解性。结冷胶可溶于冷水或稍微加热即可溶解形成均一透明的溶液。溶解温度受水中
离子种类和含量高低的影响，离子含量高，溶解温度提高。

（３）结冷胶所形成凝胶的特性。结冷胶是一种广谱性的凝胶，其凝胶形成温度、熔化温度及
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凝胶强度，可以通过加入一价或二价阳离子来调节，可以制备形成热可逆性凝胶或热不可逆性凝

胶。形成凝胶的机理如图３?２５所示。

加热

冷却

图３?２５ 结冷胶形成凝胶的机理

① 阳离子的种类和浓度对结冷胶的凝胶形成起着重要作用，因为结冷胶需要盐的存在才能
形成凝胶，若将结冷胶加热溶于去离子水中，冷后不能形成凝胶，即使溶于自来水中，如果水中

的离子不足，也不能形成凝胶。凝胶强度并不随离子浓度的增加而不断上升，而是有一个最适浓

度，并且不同阳离子的最适浓度一般是不同的，一价阳离子（如Ｎａ＋、Ｋ＋）最适浓度（通常为

０１ｍｏｌ／Ｌ）为二价阳离子（Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋）的最适浓度（通常为０００４ｍｏｌ／Ｌ）２５倍左右。

② 结冷胶形成的凝胶具有显著的温度滞后性，即胶凝温度远低于凝胶融化温度。通常胶凝
温度在２０～５０℃之间，融化温度在６５～１２０℃之间。胶凝温度和融化温度的高低，可以通过凝胶
形成条件（如胶浓度、阳离子的种类和浓度等）来调节。随着结冷胶浓度的增大，其胶凝温度和

凝胶融化温度都随之升高，但是它们的关系并不是线性的，在低浓度条件下，浓度变化可引起这

两种温度较大的变化，而在浓度较高的情况下，胶浓度变化对这两个温度影响很小。而且胶浓度

的变化对结冷胶所形成的凝胶的模量、硬度、弹性和脆性都有较大的影响，浓度升高，凝胶的硬

度、模量、弹性均升高，而脆性下降；凝胶的模量高，意味着所形成的凝胶结实、爽脆而不太

硬，表现出良好的风味释放特性。此外，阳离子浓度和种类对结冷胶所形成凝胶的温度和融化温

度有重要影响，尤其是二价阳离子。据研究报道，大多数钙型凝胶的胶凝温度为２５～４０℃，融
化温度为７０～１２５℃；而钠型凝胶的胶凝温度为４０～５０℃，融化温度为７５～１００℃，并且一般均
随离子浓度的增加而升高。

③ 结冷胶所形成的凝胶热稳定高，耐酸、耐碱强，在ｐＨ４０～８０之间几乎不受ｐＨ影响。
而绝大多数食品的ｐＨ介于此ｐＨ范围内，因此，结冷胶应用于食品中通常不需考虑ｐＨ的影响。

④ 结冷胶所形成的凝胶对酶稳定，如淀粉酶、纤维素酶、果胶酶、蛋白酶、脂肪酶、褐藻
酸酶等均不会对结冷胶溶液的黏度和凝胶强度造成影响。

⑤ 结冷胶的凝胶形成能力强，在相同浓度下，结冷胶强度为卡拉胶、琼胶的３～１０倍，尤
其在低浓度和酸性条件下使用更为有效。

⑥ 结冷胶和其他食品胶有较好的相容性。非胶凝性食品胶，如黄原胶、羧甲基纤维素、角
豆胶和罗望子胶等与结冷胶混合使用，其凝胶特性相似。非凝胶性食品在其中起到填充剂的作

用。凝胶性的食品胶如卡拉胶、琼胶与结冷胶混合使用，一般脆性变化不大，但是结冷胶在风味
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释放、酸碱稳定性、热可逆性、热稳定性及溶解性凝胶形成能力等方面，明显优于琼脂和卡拉

胶。结冷胶这些潜在的优势使得它的开发和应用具有广阔的前景。

（三）结冷胶在食品工业中的应用

在食品加工业中，结冷胶不仅作为一种胶凝剂，更重要的是可以赋予食品优良的质地和口

感。通常可与多种食品胶配合使用，使产品获得最佳的产品结构和稳定性。如糖果加工中，在淀

粉软糖中添加００７５％的结冷胶，可使凝胶形成时间由２４～４８ｈ缩短至１２ｈ；在果冻和果酱的制
造中，用结冷胶代替海藻胶、果胶等作为胶凝剂，不仅可降低使用量（０２％），而且可以形成更
佳的结构和口感；在馅饼和布丁类食品加工过程中，添加适量结冷胶代替部分淀粉，可降低黏

性，便于加工，而且使产品形体更加稳定，口感、外观均得到很大改善；在焙烤食品中常用结冷

胶来取代琼脂制作焙烤食品，同样用量少（０３％），而且产品的保水性和形体稳定性要比使用琼
脂好；在乳制品生产中，结冷胶可取代卡拉胶、明胶、海藻酸钠、果胶和羧甲基纤维素，使乳制

产品形成高品质的凝胶或黏稠度，而且用量少。总之，由于结冷胶具有优异的性能，使用量低且

可利用微生物发酵法生产，所以结冷胶与其他食品相比，具有明显的优势。

三、茁霉多糖的发酵法生产

茁霉多糖是由真菌中的出芽短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ）产生的一种胞外黏性多糖，
又称为短梗霉多糖、出芽短梗霉多糖和卜多糖等。出芽短梗霉为半知菌类短梗霉属，是一种具有

酵母型和菌丝型形状的两型真菌。Ｂａｕｅｒ早在１９３６年就已发现了这种多糖；后来，Ｂｅｒｎｉｅｒ等从
生长在液体培养基中的出芽短梗霉发酵液中分离出该多糖；Ｂｅｎｄｅｒ等研究并描述该菌形成胞外
多糖的条件。１９６５年，Ｗａｌｌｅｎｆｅｌｓ等发现这种多糖的主要成分为麦芽三糖，次要成分为麦芽四
糖。

（一）茁霉多糖的发酵生产

１菌种的选育 生产茁霉多糖的微生物有出芽短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ），或称出
芽茁 霉 （Ｐｕｌｌｕｌａｒｉａ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ）、发 酵 茁 霉 （Ｐｆｅｒｍｅｍｔａｎｓ）、发 酵 茁 霉 暗 色 变 种
（Ｐｆｅｒｍｅｎｔａｎｓｖａｒｆｕｓｃａ）、出芽暗色孢霉（Ｄｅｍａｔｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ）、产气杆菌（Ａｅｒｏｂａｃｔｅｒａｅｒｏ
ｇｅｎｅｓ）黄金银耳（Ｔｒｅｒｎｅｌｌｏｒｎｅｓｅｔｅｒｉｃｏ）等。
日本和美国在２０世纪７０年代中期选育出多株优良菌株，如：由出芽茁霉分离选育出的

ＡＨＵ９５５３；由出芽暗色孢霉分离出的ＩＦＯ４４６４；由发酵茁霉暗色变种得到的ＩＦＯ６４９１等。我国在这
方面也进行了研究，２０世纪８０年代中期由出芽短梗霉分离并经紫外线和亚硝基胍诱变处理，选
育出产色素少，发酵周期短，转化率高的变异株Ｎ２６、１１２６?１２等，并对其产多糖的发酵条件进
行了试验，选出了适于产糖的发酵培养基成分。

２茁霉多糖的生产流程
培养基→灭菌→接种→发酵→加热→灭酶→絮凝除菌→过滤精制→超滤浓缩→干燥→粉碎→精品包装（产品）。

３发酵培养基及发酵条件控制
（１）茁霉多糖发酵生产培养基组成。通常为（ｇ／Ｌ）：碳源１００、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０２～０３、

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００１、ＮａＨ２ＰＯ４２０～３０、酵母膏或蛋白胨２０～３０、（ＮＨ４）２ＳＯ４０６、ＭｇＳＯ４·Ｈ２Ｏ
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０１，ｐＨ６５～７５。

① 碳源：茁霉多糖发酵培养基主要以蔗糖为碳源，碳源浓度一般控制在１０％～１５％，以实
现其较高的合成转化率。此外，乳糖、半乳糖、甘露糖、果糖、淀粉（包括玉米淀粉、马铃薯淀

粉、甘薯淀粉等）及淀粉水解产物（淀粉糖，浓度控制在５％～１５％为宜）等，也可作为碳源。

Ｃａｔｌｅｙ等在研究茁霉多糖合成时，发现其合成可被葡萄糖诱导，并且蔗糖、麦芽糖、甘油、
乙酸盐等也都可以作为诱导物。

② 氮源：茁霉多糖发酵常用的有机氮源为玉米浆、大豆蛋白、豆饼粉和蛋白胨等，无机氮
源为硝酸盐、铵盐、尿素等。通常有机氮源和无机氮源配合使用，有利于菌体生长和多糖的合

成，但氮源用量要控制适度。氮源过量会使菌体过分增殖，耗糖量大，降低茁霉多糖的产出率。

③ 无机盐：发酵培养基中需添加一定量的无机盐。常用的无机盐有磷酸钾、硫酸镁和硫酸
铁等。无机盐添加适当与否会影响到茁霉多糖的产率和分子量，当培养基中磷酸盐在０１％～
０５％之间，随着磷酸盐加入量的增加，茁霉多糖的产率增大，而分子量下降。添加量不宜过大，
否则会影响到茁霉多糖的提取和精制。

（２）其他条件控制。除了发酵培养基以外，发酵温度、ｐＨ、通气量、搅拌强度均会影响茁
霉多糖的发酵产率和多糖的分子量。发酵培养温度２０～３０℃（一般为３０℃左右）。适当通气搅
拌，若搅拌不好，黏度过高，影响后期残糖的利用，使发酵周期延长，通气量以１／２罐容积为
宜。ｐＨ的控制尤为重要，通常ｐＨ越高，生成的多糖分子量越低，发酵液初始ｐＨ在５０～６５
之间（通常发酵液ｐＨ为６０左右），随着发酵液的ｐＨ上升，所产出的茁霉多糖分子量下降。此
外，发酵培养时间和搅拌强度也会影响茁霉多糖的产率和分子量，因为在发酵培养过程中，茁霉

多糖分解酶也同时生成。发酵培养周期与菌种有关，一般在５～７ｄ茁霉多糖产量达到最高峰。应
在最高峰前几小时终止发酵，进入除菌和分离精制工序。因为产量达到高峰值后若继续培养，茁

霉多糖会被其分解酶迅速分解，得率下降，分子量也会大幅度降低。

日本林原公司于１９７８年开始工业化规模生产此种多糖。以糖蜜为主要原料，在含有机氮、
无机氮及无机盐的培养基上，于２７℃培养３～５ｄ，多糖收率为７０％。
（二）茁霉多糖的结构及其理化性质

茁霉多糖分子是由麦芽三糖单位组成的，麦芽三糖含三个α?１，４糖苷键连接的葡萄糖分子。
麦芽三糖按α?１，６键重复连接成一个线状茁霉多糖大分子（其分子结构单元如图３?２６所示）；而
且构成单位并不总是麦芽三糖，在某些情况下是由α?１，３键合的并夹有麦芽四糖。
茁霉多糖是一种无色、无味、无臭、无毒的高分子物质。由于它是一种α?葡萄糖苷构成的多

聚葡萄糖，因而其水溶性好，且溶液呈中性，不离子化，不凝胶化，不结晶，不吸潮，不胶粘，

极为稳定。茁霉多糖水溶液的黏度受到其分子量的大小、浓度、温度和ｐＨ等因素的影响。其分
子量越大，黏度也越大，但这种影响黏度的趋势很缓慢；浓度和温度对其黏度影响较大；浓度

高，黏度大，而温度高，黏度小；ｐＨ影响则较小，尤其在ｐＨ４０～６０之间对黏度影响很
小。

粉末状态的茁霉多糖对热的反应与淀粉相同，加热不融化，１００℃失去平衡水分，２５０℃以上
迅速分解炭化。

茁霉多糖有很好的胶粘性，其水溶液对木材、纸张、纤维、玻璃、金属等有很强的胶粘性。
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图３?２６ 茁霉多糖的分子结构

茁霉多糖的可塑性强，可以制膜、纺丝，任意造型。５％～１０％的茁霉多糖水溶液可制成厚度仅
为００１ｍｍ无色透明、无臭、无毒，具有良好的韧性、抗油性和抗氧气渗透性，特别适合于食品
包装中使用。如果在加工中添加适量山梨糖醇、木糖醇或甘油，则可增强这种薄膜的柔软性。茁

霉多糖虽然难以被消化道内的酶分解，但在自然环境中能被产生茁霉多糖酶、异淀粉酶的微生物

所分解；用茁霉多糖加工而成的包装材料可自然分解，不会造成环境污染，因此是一种非常环保

的绿色新型材料。

（三）茁霉多糖在食品工业中的应用

茁霉多糖在食品工业中可用作糖果原料、食品增稠剂、农副产品的保鲜剂，还可用来制造食

用薄膜（即食用包装材料）、食品品质改良剂、食品成型剂和黏结剂、食品稳定剂及抗氧化剂等。

茁霉多糖应用于糕点、面包以及米面制品生产中，可防止这些食品中的淀粉老化，延长保鲜

期。茁霉多糖还是蛋和水果很好的涂膜保鲜剂，可以延长这些产品的保质期。

茁霉多糖膜具有很强的隔气性能，能很好地阻止氧气对食品的氧化作用，因此对于那些容易

氧化变质的食品（如含油脂较多的肉干制品、方便面、果仁等）用茁霉多糖膜密封，或在表面喷

涂后干燥，可很好地防止这些食品氧化酸败或变质。但由于茁霉多糖易溶于水，做成的膜耐水性

差。因此对于含水量较大的食品，只能用茁霉多糖与其他耐水材料制成的复合膜作为包装材料。

茁霉多糖可作为许多食品的品质改良剂，例如，在肉制品中添加０１％左右的茁霉多糖，可
使肉制品的弹性、口感和持水性明显提高。在豆腐加工中，添加少量茁霉多糖可以保持大豆的香

味，使豆腐的光泽、弹性好，且易于脱模。茁霉多糖具有很强的耐盐性能，因而可作为许多高盐

调味料如酱油、蚝油、调味汁的稳定剂。

此外，茁霉多糖还广泛应用于医药工业、轻工业、化妆品制造业、农业、建筑业等领域。在
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医药工业中，可代替动物胶制备粉状药物的胶囊和微胶囊，以便延长药物的保存期，控制药物的

释放速度；用茁霉多糖打锭造粒可掩盖药物的苦味、刺激味等；也可将结晶性药物制成非晶体制

剂，增大溶解度；还可用于制备止血剂、血浆增量剂、伤口缝合线、人工脏器等医用材料。在轻

工业中，用于纺织品处理、纸加工、涂料等。在化妆品制造业中，可代替聚乙烯醇，制造护肤

霜、香粉、口红油脂等皮肤保护剂。在农业中，可用于种子涂层以利机械操作；可制备颗粒肥

料，以延长肥效期；也可用于农药的成型，防止用药时事故的发生。在建筑业，可用做木材胶粘

剂，既省工序又节能，工业生产的价值大。

四、海藻糖的发酵法生产

海藻糖的发现可以追溯到１９世纪。１８３２年，Ｗｉｇｇｅｒｓ首先从黑麦的麦角菌中提取了这种双
糖，随后发现它在自然界的动植物和微生物中广泛存在。但是直到进入２０世纪９０年代，随着其
独特的生物学性质及功能的发现，海藻糖才逐渐成为国际上的一大研究热点。

（一）海藻糖的性质

海藻糖，是由两个葡萄糖分子聚合组成的双糖，分子式为Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１·２Ｈ２Ｏ，分子结构式为：

ＨＯＨ

ＨＯ

ＨＯ
Ｈ

Ｈ
ＨＯ

ＣＯ２ＨＯ

ＨＯ
ＨＯ

ＯＨＯ２Ｃ

因其分子内不存在醛基，因而为非还原性糖，这种结构赋予海藻糖分子极强的稳定性，在

ｐＨ３５、高温（１００～１２０℃）下，不会产生褐变；一般的酶不能将其分解。海藻糖的甜度为砂糖
的４５％，在小肠中吸收与消化。
海藻糖具有独特的生物学特性。某些物种对外界恶劣环境，如干燥、高温、冻结、高渗透压

等，表现出极强的抗逆耐受力，其奥秘是它们的细胞中含有丰富的海藻糖。在上述极端严酷的条

件下，海藻糖可以对生物膜、蛋白质和核酸等生物大分子发挥保护作用，从而使富含这种奇妙化

合物的生命体对外界恶劣环境表现出超乎常规的抵抗力。

海藻糖不仅对生物体组织和生物大分子具有非特异性的保护作用，而且外源性的海藻糖同样

对生物体和生物大分子有良好的非特异性的保护作用。目前有两种假设解释海藻糖保护生物分子

的机理。一种称为“水替代”假说，它认为当生物大分子失去维持其结构和功能特性的结构水膜

时，海藻糖能在生物分子的失水部位以羟基与分子形成氢键连接，形成一层保护膜，使得分子在

缺水条件下仍保持其原有结构，而不丧失活性。另一种假说是“玻璃态”假说，这一假说认为通

过海藻糖玻璃化转变的趋势，导致无定形连续相的形成，在结构上与玻璃状的冰相似，在这种结

构中分子运动和分子变性反应非常微弱。

（二）海藻糖的制备方法

海藻糖具有难以估量的应用前景，但其高昂价格严重限制其广泛应用。因而２０世纪９０年代
以来，科技工作者们争相进行其生产技术的研究和开发，以降低其生产成本。目前已研发出磷酸
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化酶法、微生物抽提法、发酵法等多种制备及生产方法。

磷酸化酶是以葡萄糖、蔗糖或麦芽糖等为介质，通过某些磷酸化酶的反应转变为海藻糖。

１９９８年５月，日本食品化工公司报道，用麦芽糖磷酸化酶和海藻糖磷酸化酶催化麦芽糖液底物
生产海藻糖水饴，其产品为含３０％海藻糖和５０％麦芽糖的液体制品。此外，日本林原生化研究
所利用低聚麦芽糖基海藻糖生成酶（ＭＴＳａｓｅ）和低聚麦芽糖基海藻糖水解酶（ＭＴＨａｓｅ）由淀粉
直接通过酶法转化生产海藻糖。

微生物抽提法是选用海藻糖含量高的酵母、霉菌、乳酸菌和其他一些真菌作为提取源。其中

从酵母中提取的海藻糖在国外曾有商品供应，但制造成本过高，价格昂贵，竞争性差。

发酵法是在一定的基质上培养微生物，通过微生物发酵产生海藻糖，再从培养液中提取精制

而成。我国学者李滢冰等利用真菌灰树花（Ｇｒｉｆｏｌａｆｒｏｎｄｏｓａ）进行液态培养并研究海藻糖和多
糖在灰树花中积累的规律：灰树花能很好利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖及有机氮源蛋白胨、酵母

粉；海藻糖累积于菌丝体快速生长期之后的稳定期，且易于提取，灰树花胞内多糖的含量也同时

在稳定期达到高峰；高温法处理可提高菌丝体内海藻糖的含量，其含量可提高至灰树花菌丝体干

重的１５２％。此外还有用正烷烃为碳源培养节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）的发酵生产，以砂糖和葡
萄糖为基质培养短杆细菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、棒杆菌属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等氨基酸发酵微
生物的发酵生产，利用诺卡氏菌属（Ｎｏｃａｒｄｉａ）、微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）等微生物的培养液
来制造的。

从品质、技术、资源和成本等因素来看，利用微生物发酵法生产海藻糖是发展方向，国内大

连理工大学生物工程研究所、郑州轻工业学院食品与生物工程系及杭州商学院食品科学与工程系

等单位在菌种选育和发酵工艺优化方面做了一些初步研究。

（三）海藻糖在食品工业中的应用

在食品工业中，因海藻糖的非还原性、保湿性、冻结和干燥抗性、优质甜味和能量供应等特

性，多方面的应用正在研究和开发（表３?１９）。

表３?１９ 海藻糖在食品中的应用

性 质 应 用 举 例

低甜味

热酸稳定性

抗淀粉老化

蛋白抗变性

低吸湿性

低呈色性

改良口感

保鲜

糖果、口香糖、巧克力、冰激凌、糯米点心等

豆浆、茶饮料、果汁饮料、非油炸方便食品等

糯米点心、面条等

鱼制品、肉制品、蛋制品、乳制品和面团等

脆米饼、快餐点心、营养糖、保健食品等

无油蛋糕、甜饼、火腿等

冰激凌、调味料、咖啡等

新鲜蔬菜、水果等

海藻糖用作食品添加剂或食品甜味剂，可使某些干燥食品在重新得水后仍保持原有的形状，

如炒鸡蛋及果泥干燥后重新润湿，味、香、质地与新鲜食品一样。还有一些食品，如肉类、水果

等在脱水前添加海藻糖能使这些食品在货架上长期存放。当这些食品在复水时，能恢复其原有的

颜色、味道和组织，甚至维生素类在脱水期间也能保留。这样，完全有可能使水果和蔬菜存放的
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时间大幅度延长，使之持久保持新鲜。日本林原生化研究所最近的研究发现，水果和蔬菜具有的

活性氧去除能力在加工过程中会消失，而海藻糖可抑制这一现象。海藻糖在此方面的应用有待于

开发。

此外，海藻糖还有其他潜在的应用领域：采用海藻糖作为干燥剂、保护剂、稳定剂，可制成

具有较高活力的生化制品，如把口服小儿麻痹症疫苗与海藻糖一起干燥，在４５℃时其稳定性和
液态４℃保存条件时相当；限制性核酸内切酶、ＤＮＡ连接酶等修饰酶类，通常都要在－８０℃保
存，而与海藻糖一起干燥，产品在３７℃或室温下仍具有异乎寻常的稳定性。

五、乳酸的发酵法生产

（一）乳酸及其特性

乳酸（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ）的化学名称为α?羟基丙酸，是重要的一元羟基酸，又称２?羟基丙酸和丙醇
酸。乳酸的化学式为ＣＨ３ＣＨＯＨＣＯＯＨ，分子量为９００８。乳酸分子结构中因含有不对称碳原子，
故具有旋光性。乳酸为黏稠状液体，无色，澄明，微黄色；味微酸，有较强的吸湿性；可以与

水、酒精和乙醚以任意比例混合；不溶于氯仿，相对密度为１２０６。
乳酸因其存在于酸牛奶中而得名。动物肌肉中也含有乳酸，当肌肉呈疲乏状态时，乳酸量最

多。乳酸还广泛存在于自然界（如腌菜、酸泡菜、酱菜、酸乳、发酵醪中），有Ｄ?型、Ｌ?型和

ＤＬ?型三种构型。只有Ｌ?型乳酸才能被人体完全吸收。
（二）乳酸的发酵生产

乳酸发酵为厌氧发酵，一般采用的菌种为同型发酵的乳酸杆菌。工业规模发酵法生产乳酸始

于１８８１年美国。１９４２年我国汤腾汉等从牛乳中分离到乳酸菌，于１９４４年实现工业化发酵生产，
成为我国发酵法生产有机酸的第一个产品。

１乳酸发酵微生物 Ｐａｓｔｅｕｒ是第一个研究乳酸发酵微生物的人。自然界可以产生乳酸的微
生物很多，因为分解糖类产生乳酸对生物来说，是一种获得能量的最原始手段之一。但产乳酸能

力强，能应用到工业上的只有细菌中的乳酸菌和霉菌中的根霉属（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）。乳酸生产对菌种
的要求是产酸迅速、副产物少、营养要求简单、耐高温。这样可以避免杂菌污染，加速发酵进

程，提高生产率，便于提取。

有较高应用价值的产乳酸的细菌包括杆状菌和球状菌，分布在５个属中：链球菌属（Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ）、足球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、明串珠菌属（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和双
歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）。这些细菌都是革兰氏阳性菌，不运动，无芽孢，厌氧或微好氧，
发酵糖类产生乳酸。

真菌中产生乳酸的根霉属的常用菌种有米根霉 （Ｒｈｉｚｏｐｕｓｏｒｙｚａｅ）、行走根霉
（Ｒｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒ）、小麦曲根霉（Ｒｒｉｔｉｃｉ）和美丽曲霉（Ｒｅｌｅｇａｎｓ），以米根霉最重要，它可以发
酵薯干、玉米等淀粉质原料，是生产Ｌ?乳酸的良好菌种，乳酸对糖转化率达８０％以上。
在乳酸的发酵中，凡主要产物是乳酸（对糖的转化率达８０％以上）的菌，称为同型发酵菌，

单纯生产乳酸都采用同型发酵菌。而用于生产发酵食品（如干酪、腌菜、酸泡菜等）制作用的肠

膜状明串珠菌（Ｌｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）、乳链球菌（Ｓｌａｃｔｉｓ）等，除产生乳酸外，还可副产挥发性
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酸，称为异型发酵菌。

乳杆菌属中的德氏乳杆菌为同型发酵菌种。同型发酵中葡萄糖几乎全部生成乳酸：

Ｃ６Ｈ１２Ｏ →６ ２ＣＨ３ＣＨＯＨＣＯＯＨ
而同为乳杆菌属的短乳杆菌（Ｌｂｒｅｖｉｓ）和阿拉伯糖乳杆菌（Ｌａｒａｂｉａｃｉｄｉ）则为异型发酵

菌种。异型发酵中，发酵基质的葡萄糖生成乳酸、酒精、二氧化碳；或如双歧杆菌产生的异型发

酵，其产物为乳酸和醋酸。即：

Ｃ６Ｈ１２Ｏ →６ ＣＨ３ＣＨＯＨＣＯＯＨ＋Ｃ２Ｈ５ＯＨ＋ＣＯ２
２Ｃ６Ｈ１２Ｏ →６ ２ＣＨ３ＣＨＯＨＣＯＯＨ＋３ＣＨ３ＣＯＯＨ

同型发酵过程：葡萄糖经糖酵解（ＥＭＰ）途径降解为丙酮酸，丙酮酸在乳酸脱氢酶催化下，
被还原型辅酶Ｉ（ＮＡＤＨ＋Ｈ＋）还原成乳酸。
异型发酵过程：大致与同型发酵相同。乙醇和醋酸的生成可能由丙酮酸形成的乙醛而

来。

目前工业上用于乳酸发酵的生产菌种主要有德氏乳杆菌（Ｌｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ）、赖氏乳杆菌
（Ｌｌｅｉｃｈｍａｎｎｉ）、保加利亚乳杆菌（Ｌｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）。其中以德氏乳杆菌为最重要，它可发酵葡
萄糖、蔗糖、麦芽糖、半乳糖等，而保加利亚乳杆菌可发酵乳糖和菊粉等。

２乳酸发酵的原料 以糖质为原料的微生物发酵法生产的乳酸，适用于食品、饮料及医药
等部门。

（１）主要原料。主要原料是指作为主要发酵底物，用量最大的原料。能作为乳酸发酵的原料
很多，但都属于糖类原料，常使用的主要原料为葡萄糖、蔗糖、糖蜜，此外还有大米、玉米、薯

干、菊粉等淀粉类物质的淀粉水解糖作原料。

（２）辅助原料。乳酸菌的生长和发酵能力的获得需要复杂的外来营养物质，必须有各种氨基
酸、维生素、核苷酸等营养因子供给。在乳酸工业生产中，从经济上考虑，通常添加含有乳酸菌

所需营养成分的天然廉价辅助原料为：啤酒工业麦芽制备的副产物麦根、面粉生产的副产品麸

皮、大米加工的副产品米糠以及玉米浸汁浓缩液玉米浆等。

３乳酸发酵工艺 乳酸发酵生产用菌种为德氏乳杆菌时，由于该菌为微需氧产乳酸菌，所
以可采用液体深层厌氧发酵法。目前深层发酵有两种形式：不锈钢发酵罐和水泥池深层静止液体

发酵。用纯糖为原料时，其发酵工艺相当简单。但工业生产中常常为了降低成本而采用各种廉价

原料，这样包括原料处理，发酵工艺就显得较为复杂。在使用淀粉质原料时，其发酵工艺还分为

单行和并行两类。

（１）单式发酵。以糖质为原料（如葡萄糖、蔗糖、糖蜜、淀粉水解液等），添加辅料，接种
德氏乳杆菌培养物。斜面培养基由葡萄糖、蛋白胨、酵母膏、柠檬酸铵、醋酸钠、Ｋ２ＨＰＯ４、

ＭｇＳＯ４，ＣａＣＯ３等组成，ｐＨ调至６５。发酵培养基以糖蜜（淀粉水解糖或葡萄糖）、玉米浆、

ＣａＣＯ３、Ｃａ（ＨＣＯ３）２为主要成分组成。保持５０℃±１℃发酵，发酵过程中可缓慢搅拌，分批添

加ＣａＣＯ３中和产酸，使ｐＨ保持在６５左右，５～６ｄ残糖降至２ｇ／Ｌ以下时即发酵结束。发酵完成
后，用石灰乳调ｐＨ至９～１０，升温至７０℃，然后静置６～１２ｈ，澄清后清液放出，沉渣压滤后合
并清液，再从清液中提取乳酸。
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发酵生产工艺流程为：

斜面菌种→液体种子→液体扩大培养→种子罐→发酵罐→酸解罐→过滤→蒸馏→蒸发→吸附→过滤→离子
交换→浓缩→成品。

（２）单行复式发酵。以淀粉质为原料（如大米、薯干、玉米粉等）的液体深层发酵，先用麦
芽（６０～６５℃）、曲（５０℃）或酶进行糖化，糖化终了加热灭酶、灭菌，过滤并添加辅料和过剩

ＣａＣＯ３，再接种德氏乳杆菌１０％，５０℃±１℃发酵。
发酵工艺流程：

→ →配料 糊化 糖化

１２ＩＵ?淀粉酶／ｇ淀粉 １００ＩＵ糖化酶／ｇ ↓
淀粉

→ →斜面菌种 种子罐 发酵

４５℃，２４ｈ ４０℃，

↓

２５ｈ

５０℃，７０ｈ
← ← ← ←成品 脱色 酸化 分离结晶 过滤

（３）并行复式发酵。将麸曲或糖化酶和１０％乳酸菌同时接入，或用米根霉好氧发酵。利用
米根霉等真菌发酵生产Ｌ?型乳酸是目前国内外大力发展的研究和生产课题。

４乳酸发酵新技术 近年来，用连续发酵法、固定化细胞或固定化酶发酵法及酶转化法生
产乳酸的研究和报道较多，但距工业应用还有距离，还有待于进一步研究完善。

连续发酵工艺从２０世纪３０年代起国外就有许多人进行研究，Ｃｈｉｌｄｓ和Ｎｅｌｓｂｇ用蔗糖、葡萄
糖或淀粉水解糖进行了乳酸连续发酵生产，发酵温度为５０℃，ｐＨ由加入石灰石粉控制，发酵培
养基由９份玉米淀粉、１份大麦粉加０２５ｍｏｌ／Ｌ硫酸水解而成，再用ＣａＣＯ３中和，这样制成的水
解糖每升含葡萄糖１８０ｇ，将它过滤并稀释到总糖浓度为９７ｇ／Ｌ时，添加一定量的硫酸铵、亚硫
酸钠，接种德氏乳杆菌进行发酵，一般使用混合菌株。在此连续发酵罐中，进料流速为每天置换

１５倍体积培养液，可连续操作６４ｄ。
固定化细胞和固定化酶更适合于乳酸的连续发酵，因为乳酸发酵不涉及传氧问题。Ｌｉｎｋｏ采

用海藻酸钙固定了保加利亚乳杆菌、戊糖乳杆菌。这种方法具有操作简单、无毒性、不漏细胞、

细胞固定后仍能生长等特点。

（１）海藻酸钙包埋法。Ｌｉｎｋｏ等（１９８４年）采用海藻酸钙固定了保加利亚乳杆菌、戊糖乳杆
菌和瑞士乳杆菌。方法是：将湿细胞（含干物质：保加利亚乳杆菌１７％、戊糖乳杆菌２９％、瑞
士乳杆菌１４％）悬浮在６０ｇ／Ｌ或８０ｇ／Ｌ的海藻酸钙溶液中（细胞∶海藻酸根 ＝１∶５），在压力下
通过内径０６ｍｍ的空心细管滴入０５ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２，溶液中，让形成的固定化凝胶球（直径

２～８ｍｍ）硬化２０ｍｉｎ，过滤。将固定化的凝胶球填充在反应柱内，间歇或连续发酵。进料中含
有ＣａＣＯ３细粉作为中和剂。间歇发酵也可以自动流加ＮａＯＨ中和。
用海藻酸钙固定细胞是一种温和而简便的方法，包埋后的细胞仍能生长，可以获得很好的操

作稳定性。钙的螯合剂（如磷酸根）和某些阳离子（如Ｋ＋、Ｍｇ２＋）可使凝胶球中的结合钙溶
出。而导致凝胶裂解。因此，反应体系中要加入一些钙离子（如０００５ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２），可以提高
凝胶的稳定性。

（２）中空纤维固定法。中空纤维用来固定生物细胞和酶是２０世纪７０年代发展起来的新生物
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技术。中空纤维是内径１５～５０μｍ，外径１００～２００μｍ的空心纤维，纤维壁相当于半透膜。固定
时，将细胞悬浮液或酶溶液吸入纤维内，然后将两端封口即成。中空纤维反应器的突出优点是：

中空纤维的比表面积很大，可以提供很大的传质面积；纤维直径小，轴向扩散距离短，可获得较

高的反应速率；反应过程中生成产品自动分离，随时输出；纤维中的细胞或酶可重复纯化、回收

和再生利用。

５乳酸的提取和精制 乳酸工业生产因原料和工艺的不同，提取工艺差别较大，但就其精
制手段来说不外乎吸附、重结晶、离子交换、萃取、蒸馏等方法，其中还包括过滤和离心等分离

方法。上述各种步骤都可以不同次序进行，也可以重复或交叉进行，使产品达到最终纯度和浓

度。

发酵结束后首先将发酵液加热升温至９０～１００℃，同时加石灰乳至ｐＨ９５～１０，静止后过滤
除去沉淀。过滤的上清液经活性炭进行第一次净化脱色处理，同时加入Ｎａ２Ｓ以除去杂质金属离
子，然后在蒸发罐中于７０℃、５６ｋＰａ真空下将乳酸钙溶液浓缩至３７％左右，冷却结晶成乳酸钙
粗品。再加水加温使结晶溶解，在酸解槽中用６３％硫酸酸解，过滤除去硫酸钙沉淀后的滤液经
蒸发浓缩，然后再经活性炭进行第二次吸附脱色处理，活性炭脱色后的过滤溶液经过７３２阳离子
交换树脂及７０１阴离子交换树脂吸附洗脱，这时滤液中乳液浓度为８％；再蒸发浓缩至５２％左
右，真空抽滤后即可得到食用或医用级成品乳酸，最后封桶包装。

（三）乳酸在食品加工中的应用

乳酸在食品工业中广泛用作食品和饮料的酸味剂、防腐剂、还原剂等，如合成酒、果酒、饮

料酒等的酸味添加剂；还用于清凉饮料、糖果、糕点的生产和鱼、肉、蔬菜的加工和保藏。此

外，罐头、甜酱、糕点、水果糖中加入适量乳酸，有柔和的酸味和浓厚感。

在酿造酱油过程中，乳酸发酵是个重要环节。乳酸菌旺盛生长，使ｐＨ降到酵母生长的最适
值。在食醋生产中也已采用乳酸菌、酵母共同发酵的新工艺。

近年来，国外将乳酸亚铁添加到小麦粉、玉米粉、面包、饼干、奶粉等食品中，作为强化营

养食品添加剂。

乳酸还有药用价值，在医药行业乳酸用作消毒和防腐剂，并且，乳酸的钙盐、铁盐都是重要

的医药。

六、红曲的发酵法生产

由我国先民发明的宝贵生物资源———红曲菌种（霉）制备的红曲可广泛用于酿造、生产色素

及制备保健药等方面。在我国，最初红曲的大量应用是用作酒曲。到２０世纪８０年代，作色素用
的红曲米开始成为大宗产品。进入９０年代以后，红曲米的应用领域拓宽，大量应用于红肠等肉
制品。随着红曲深层发酵的实现，红曲红产品相继问世。

（一）红曲的功能

１酿造用红曲 红曲菌中含有淀粉葡萄糖苷酶、α?葡萄糖苷酶、红曲菌胞外酯酶，因此用于
酿造生产红曲酒，酒香怡人；用红曲酿制的米醋，风味别致。

２天然色素红曲米与红曲红 红曲菌是目前世界上惟一生产食用色素的微生物。在中国、
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日本与欧美，都有许多关于红曲色素生产的专利与研究报道。目前我国红曲色素产品，大致分为

传统的红曲米产品（产于福建省古田县等地）和红曲米提取物或液体深层发酵红曲菌提取物———

红曲红产品。

３功能性药用红曲 作药用的红曲在我国具有悠久的历史。而功能性药用红曲的现代研究
却主要在近２０年开展。已知的红曲医疗功能为：红曲菌能产生抑制胆固醇合成酶的物质ｍｏｎａ
ｃｏｌｉｎｓ；红曲菌的培养物能降低动物血糖；红曲菌产生的γ?氨基丁酸（ＧＡＢＡ）及葡萄胺（ｇｌｕ
ｃｏｓａｍｉｎｅ）有降低动物血压的作用；红曲菌可用于治疗胺血症（ａｍｍｏｎｉｅｍｉａ）；红曲具有特殊的
抑菌防腐功能。红曲的医疗保健作用是红曲菌的若干代谢产物协同作用的结果。红曲为主要成分

的降脂胶囊等保健品或药品已纷纷应市，呈现出良好的势头。但红曲中仍有许多生理活性物质，

有待于进一步研究、开发。

４红曲色素的抑菌作用 １９９５年，王柏琴等报道了红曲色素对肉毒梭状芽孢杆菌有抑制作
用。１９９７年，童群义等利用ＦＢ?１０７菌株液态深层发酵所提取的红曲色素，对其抑菌作用进行初
步研究，结果为红曲色素对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌具有较强的抑制作用，对大肠杆菌及

灰色链霉菌具有较弱的抑制作用，而对酵母、霉菌无抑制作用，为红曲色素用于食品防腐提供参

考。

（二）红曲的制备

红曲菌有深层发酵和固体培养两种方法。在日本，先培养液体红曲种，再接种于米饭或面包

培养物上，置天幕式循环通气制曲机内培养红曲，生产作色素用的红曲产品。在我国，目前的红

曲米生产大多采用通气曲池进行固体培养；用作色素生产的红曲菌，经鉴定主要是 Ｍｏｎａｓｃｕｓ
ｐｕｒｐｕｒｅｕｓＷｅｎｔ（紫色红曲菌）和ＭｏｎｏｓｃｕｓａｎｋａＮａｋａｚａｗａｅｔＳａｔｏ（红色红曲菌），都是用纯菌种
培养的。

１红曲曲种生产
（１）试管菌种。用冰醋酸调节１２°Ｂｅ′麦芽汁或米曲汁的ｐＨ至４５～５０，加１８％琼脂，在

９８ｋＰａ灭菌３０ｍｉｎ后摆成试管斜面，接种生产用红曲菌，３２℃培养７～１０ｄ，挑选生长正常菌株备
用或贮藏于４℃左右冰箱中。
（２）三角瓶菌种。选择优质籼米，水浸渍后沥干，蒸熟，装瓶（５０ｇ米饭／５００ｍＬ三角瓶）
后９８ｋＰａ灭菌３０ｍｉｎ。接种试管菌液３～４ｍＬ于每个三角瓶中并混匀（一支斜面菌种扩接５瓶左
右），３５℃左右培养７～１０ｄ即可得到外观色泽鲜红的成熟曲种。成熟的红曲在显微镜下镜检时，
应有较多近球形的子囊壳。

将培养好的曲种置４０℃左右烘干或在太阳下晒干，使水分在８％～１０％，用小塑料袋密封，
置阴凉干燥处保存备用。

红曲菌的保藏方法，可用常规试管斜面置４℃冰箱保藏，半年左右扩接一次。也可将红曲菌
制成红曲米保藏，用籼米制曲后，密封置低温干燥处，２年以至更长时间仍能保持原有菌株的活
力。

（３）传统地面曲种。将三角瓶红曲种加入２倍量的米醋（醋酸含量在３％左右），或用稀释
的冰醋酸溶液浸泡４～６ｈ后磨浆，搅拌均匀，成为红曲醋种。按１％的接种量（红曲种／米），将
红曲醋种接入蒸煮熟透的籼米中。拌匀后装入经灭菌的麻袋中。然后培曲。
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将曲房彻底清洗灭菌。把袋装的曲料置曲房堆叠，室温控制在２５～３５℃，以３０℃左右为好，
并要保持湿度。培曲过程中，品温升至４５～４７℃后，要及时将曲料从麻袋倒出摊开、定时耙动
以散热并通风换气，同时要适时适量浸水以保温保湿进行曲种培养。整个培曲过程约８ｄ。培养
成的曲种应及时４０～４５℃烘干或太阳下晒干，然后装入内衬塑料袋的麻袋，置干燥处保存。曲
种质量检查与三角瓶菌种相同，但用作生产种必须进行中试生产。情况正常方能大批量投入使

用。曲种以尽早使用为妥。

地面曲种制备最好在自然温度高、品温容易控制的７～９月。

２通气曲池红曲生产
（１）备料。原料籼米经浸渍、沥干、蒸熟及摊晾至３６～３８℃。
（２）接菌。按比例接入液状红曲种，红曲种用量为大米量的０５％～１％。红曲种用２倍量
米醋（醋酸含量３％）或相同浓度的冰醋酸浸泡５～１０ｈ后磨浆备用。接种拌匀后，装麻袋或直
接堆码在曲房的曲池中成一堆。室温控制在２５～３５℃，以３０℃左右为好。
（３）曲房堆积培菌。曲料置保温的曲房培养，当最高品温升至４５～４７℃时，要迅速拌匀曲
料并运至通气曲池培养。

（４）通气曲池培养。通气曲池如常规箱式制曲，曲料层高２５ｃｍ，用离心通气机提供风量，
每池可设点接触式温度计装置自动控制制曲温度。定时人工翻料，同时定时喷水。断水后红曲菌

进入后期培养，品温控制在３２～３４℃，定期开关曲房的门窗以实现降温换气。通常用作色素的
红曲米培养７～８ｄ即可。
（５）出曲干燥。出曲后在温度不超过４５℃的烘曲池中干燥，或晴天在阳光下晒干，要求红
曲的含水量在１２％以下。成品曲装袋入库。
（三）红曲的应用前景

红曲菌种是一宝贵的生物资源。在酿造、制备保健药及生产色素方面，所用的红曲菌株性能

各有不同，其培养条件也往往不同。如培养酿酒用的红曲以糖化酶活力为最重要的指标，一般制

曲只需培养４ｄ。而作保健药用的红曲以其次生代谢产物（ｍｏｎａｃｏｌｉｎｓ等）为主要的目标产物，其
培养温度要低些，培养时间常常在１０ｄ以上。作为食品或功能性药用红曲，在培养过程中应防止
或减少可能出现的有毒的代谢产物如橘霉素，并需在菌种选育及相应培养条件等诸方面多做工

作。

在红曲色素上，日本的产品有红曲红、红曲黄；已开发具有耐酸、耐盐性的红曲色素；对红

曲色素进行改性，开发若干色素的衍生品；并大力开展红曲色素的应用研究等。我国台湾在２０
世纪６０年代末就着手红曲生产改良、功能性红曲及菌种选育等方面的研究工作。
今后，在红曲菌种的选育（常规的、原生质体融合、基因重组等）、先进的生产工艺与科学

管理、红曲菌系列产品的研究开发等方面均大有文章可做。

七、发酵法生产类胡萝卜素

类胡萝卜素（ｃａｒｏｔｉｎｏｉｄ）是一类具有预防血管硬化、抑制肿瘤发生、增加宿主免疫力、抗氧
化和抑制自由基产生等功能的物质，并且是广泛分布于植物界的一大类重要天然色素，主要包括
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β?胡萝卜素、虾青素、叶黄素和番茄红素等。
类胡萝卜素是１８１３年因首先从胡萝卜中抽提出来而得名。类胡萝卜素的化学结构特点，就

是具有大量的共轭双键，属多烯色素。形成发色的基础，是一种黄、橙、红至深红色的脂溶性色

素。

（一）β?胡萝卜素

β?胡萝卜素（β?ｃａｒｏｔｅｎｅ）属类胡萝卜素色素的一种，是维生素Ａ元或维生素Ａ前体物质，
是共轭多烯烃化合物，易溶于石油醚，难溶或不溶于醇。β?胡萝卜素广泛存在于植物、藻类和
真菌中；而动物、人体自身不能合成，因此只能靠高等植物或微生物提供。从植物胡萝卜、番

茄等富含β?胡萝卜素的天然果蔬中提取，工艺复杂，着色力差；从盐藻中提取天然类胡萝卜素
也受地域条件、原料来源、提取得率等限制，生产成本较高。从２０世纪８０年代起，发现盐生
杜氏藻（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａ）含有丰富的β?胡萝卜素，在以色列、澳大利亚等国已进入工业化生
产阶段，生产能力１０ｍｇ／ｍ２·ｄ；但此法受到外界环境制约，需要强烈光照，海水含盐分要在

１０％以上。β?胡萝卜素作为一种具有增色和营养双重功效的食品添加剂，在食品加工中正引起
越来越多的重视，利用微生物发酵技术生产天然类胡萝卜素工艺，其安全性、低成本及强着色

力等优势在国内外受到格外的青睐。目前国内外主要看好三孢布拉霉（Ｂｌａｋｅｓｌｅａｔｒｉｓｐｏｒａ）
和红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ），前者已处于产业化开发研究阶段，后者尚处于实验室小试研究阶
段。

１９９０年，巴西Ｎａｔｔｅｌｌ等人用甘蔗汁发酵培养红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｇｌｕｔｉｎｉｓ），２０ｈ振荡培
养，生成β?胡萝卜素２５ｍｇ／ｇ（干细胞）。我国张素琴等研究采用分枝杆菌菌种Ｃｒ?１（Ｍｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍｓｐ）在最适条件下发酵６ｄ，生成β?胡萝卜素２８０ｍｇ／Ｌ。由真菌发酵生产β?胡萝卜素主要
有两种菌株，一是布拉克须霉菌（Ｐｈｙｃｏｍｙｏｃｅｓｂｌａｋｅｓｋｅａｍｉｓ），生成β?胡萝卜素２６ｍｇ／Ｌ，二是
丝状真菌三孢布拉霉菌（Ｂｌａｋｅｓｌｅａｔｒｉｓｐｏｒａ），产β?胡萝卜素０８ｇ／Ｌ。第二种菌种是实现工业化
生产的菌种。目前，国际上实验室水平生产β?胡萝卜素已达到３～３５ｇ／Ｌ。

β?胡萝卜素作为食品添加剂，是一种具有营养强化作用的重要着色剂。在食品中添加β?胡萝
卜素能使食品色泽金灿诱人。作为有效的着色剂，尤以油质食品为限。添加１～１０ｍｇ／ｋｇ于人造
奶油、鲜奶油及其他食用油脂的食品中，就能获得满意的着色效果。

此外，由于β?胡萝卜素具有刺激免疫、降血脂、预防心血管疾病等功能，在医疗保健方面有
广阔应用前景。１９９２年，β?胡萝卜素的功能饮料在日本是最畅销的饮料，其中，森永乳业生产的
含量为１２％的胡萝卜素汁每２００ｍＬ售价１３０日元。在化妆品行业中，β?胡萝卜素作为天然色素
添加到口红、胭脂中去，既着色又起抗氧化作用。

（二）虾青素

虾青素（ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ），即３，３′?二羟基?４，４′?二酮基?β，β′胡萝卜素，在动物体内，尤其是
海洋水生动物如虾、蟹及动物的羽毛中广泛存在。虾青素是一种类胡萝卜素，为脂溶性，具有艳

丽的红色和显著的抗氧化性能，可延缓衰老，预防肿瘤，因此开发虾青素具有广阔的市场。红发

夫酵母因高产虾青素，且营养要求简单，培养周期短，菌体可综合利用，发酵过程易于产业化，

是国外生产虾青素的主要菌种。目前，我国学者对培养红发夫酵母生产虾青素的研究主要集中在

高产菌种选育及发酵条件优化、提高虾青素产量和降低成本、廉价培养基的开发利用等方
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面。

在虾青素高产菌种选育方面，有研究表明：经抗霉素Ａ诱变及ｂｅｎｏｍｙｌ（苯菌灵）和ＥＭｓ
诱变可以得到高产虾青素的红发夫酵母突变菌株。我国学者以诱变育种技术和原生质体融合技术

筛选得到目前国内虾青素产量最高的突变株ｙ?２０?２。其第十代摇瓶结果：总色素含量为

１８７６ｍｇ／ｇ干重，总色素产量为４２１６ｍｇ／Ｌ，总色素产量下降率仅１３％。
裘娟萍等对红发夫酵母的生物学特性研究表明：红发夫酵母细胞产虾青素需要大量氧气；葡

萄糖和蔗糖是最佳碳源，酵母膏与（ＮＨ４）２ＳＯ４复合物为最佳氮源；在低温下红发夫酵母生长减
慢，有利于色素合成；最适生长ｐＨ为６０，而色素形成的最适ｐＨ为５０。虾青素是胞内脂溶性
物质，并且是次级代谢产物，菌体生长会抑制虾青素的合成，解除磷对次级代谢的抑制，有利于

虾青素的高产。Ｊｏｈｎｓｏｎ等人研究红发夫酵母生产虾青素的最佳条件发现，纤维二糖为虾青素积
累的最佳碳源，酵母膏浓度从０１ｍｇ／ｍＬ增加到１０ｍｇ／ｍＬ时，虾青素的产量从１５６μｇ／ｇ增加到

５２４μｇ／ｇ干重；ｐＨ５０最适合生长和积累虾青素；在６％葡萄糖的培养基中，生物量、胞内虾青
素含量及虾青素产量分别为１６ｇ／Ｌ、０３ｍｇ／ｇ及５ｍｇ／Ｌ。Ｈａａｒｄ等人采用糖蜜代替葡萄糖为碳
源，获得的虾青素产量为１５ｍｇ／Ｌ。Ｙａｍａｎｅ等研究了氧和葡萄糖对Ｐｈａｆｆｉａｒｈｏｄｏｚｙｍａ酵母初
级代谢和虾青素合成的影响，在限氧或高葡萄糖浓度的条件下，虾青素的产生速率显著下降，而

在有氧条件下时，虾青素的产量随供氧的增加而增加；高的初始Ｃ／Ｎ比有利于虾青素产量的提
高，但高糖抑制酵母的生长。他们还通过计算分析，得出了虾青素产量的提高可通过降低厌氧代

谢所需的ＮＡＤＰＨ的量来实现，提出依靠使用高的Ｃ／Ｎ比来提高虾青素产量。在此基础上研究
了两步分批流加法，即先通过低的Ｃ／Ｎ比来强化细胞的生长，后通过流加高Ｃ／Ｎ比的基质来强
化虾青素的合成，最终培养液中虾青素产量达到了１６ｍｇ／Ｌ。
生产虾青素的原料，当使用廉价的苜蓿液培养红发夫酵母，可有效地增加细胞的繁殖量，但

不利于虾青素的产生。而以乳清超滤液，纤维素的酶水解物，以谷物为原料的燃料乙醇蒸馏物，

过滤的甘蔗汁、尿素和磷酸钠等培养红发夫酵母，能提高虾青素产量，显示了以粗原料及三废来

培养红发夫酵母生产虾青素的潜力。

虾青素的着色功能和生理功能，使其应用十分广泛。在食品上，既可着色又可有效地起到保

鲜、防止变色、变味、变质的作用。含虾青素的红色油剂既可用于蔬菜、海带和水果的腌渍，用

于饮料、面条、调料的着色也有专利报道。虾青素的抗光敏作用较β?胡萝卜素更强，国外有含虾
青素的化妆品专利，制药及食品工业利用虾青素的抗氧化作用、抗炎症作用及免疫促进作用来作

为药物预防氧化性组织损伤和配制保健食品。同时由于虾青素有艳丽红色，并可与肌动蛋白非特

异结合，将其加入水产饲料中，可以改善养殖鱼类的皮肤和肌肉色泽，增加鱼类的抗病能

力。

虽然利用红发夫酵母生产虾青素获得了一系列的可喜进展，但与其他成熟的发酵产品来比，

利用红发夫酵母生产虾青素仍是产量低，发酵成本高，因而大规模商业化生产并不普遍。当前除

了继续在高产菌株筛选、优化培养条件、降低发酵成本、提高产量等方面深入研究外，还有必要

运用基因工程技术，将合成虾青素的关键酶基因多拷贝转入红发夫酵母中，并能有效地进行代谢

调控，实现虾青素的高效表达，克服传统技术难以解决的问题，满足迅速发展的市场对虾青素及

其制品的巨大需求。
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第十节 发酵工程与食品废弃物的处理

在以农、牧、渔业产品为主要原料进行的食品加工业中，会在各个生产环节产生大量的副产

物及废弃物。同时，由于食品加工业需水量很大，废水排放量也很大。在这些废弃物与废水中蕴

藏着丰富的可再生资源和能源，如果能及时有效地进行回收处理并利用起来，将产生不可估量的

经济、社会与环境效益。否则不但造成浪费，而且还会严重污染环境，危害人们的身体健康，破

坏生态平衡，有悖于可持续发展的战略国策。本节主要介绍发酵工程在食品工业废水等废弃物处

理中的应用。

一、食品工业废水分类及特性

（一）分类

按与饮食有关的食品工业中产品的生产原料不同，可将食品工业分为：①粮食加工工业；②
淀粉工业；③含酒精饮料工业；④无酒精饮料工业；⑤制糖工业；⑥水果、蔬菜加工工业；⑦鱼
与鱼制品工业；⑧肉与肉制品工业；⑨禽蛋加工工业；⑩乳与乳制品工业；瑏瑡食用油脂工业；瑏瑢
调味料及添加剂工业等。

在食品加工过程中，约有３０％～５０％的原料成为副产物和废弃物。例如每吨淀粉需用玉米

１７～１９ｔ；每吨酒精需用粮食３～３３ｔ；制糖工业，生产每吨食糖需用甜菜或甘蔗９～１０ｔ；每吨
味精需用淀粉３～４ｔ等等。随着食品工业产量的增加，消耗的农产品量也增加，同时产生的副产
物和废弃物量也增加。这些副产物大多可作为农田肥料，有的则是富含营养物质的饲料，如果合

理利用，可节约资源并促进农副业的发展。如果不加利用或利用不好，就将成为主要的环境污染

源。

食品加工业中用水量很大，废水排放量也很大。例如，每吨酒精耗水２００ｔ；生产每吨糖耗
水１５０ｔ；每吨啤酒耗水３５ｔ；每吨罐头耗水１００ｔ；每吨味精耗水１０００ｔ；每吨饮料耗水１００ｔ等等。
（二）特性

由于食品工业的原料广泛，制品的种类繁多，排出的废水质量差异也大。其主要特性为：废

水中可生物降解成分多，对一般的食品工业，由于原料来源于自然界有机物质，其废水中的成分

也以自然有机物质为主（如蛋白质、脂肪、糖、淀粉），不含有毒物质，故生物降解性好。废水

中含各种微生物（包括致病微生物），使废水易腐败发臭。高浓度废水多，其ＢＯＤ值在５００
ｍｇ／Ｌ以上的情况很多，因此从节约水资源和降低成本的观点出发，在有机物质不变而水量减少，
和增加有机物质而水量不增加的情况下，都会导致废水浓度增高。废水中氮和磷含量高的情况

多，在肉类、豆类和动物胶加工时，从蛋白质中产生氮；在水产品加工时，在鱼糕等精制品制

作，火腿和腊肠的制作时，都使废水中的氮和磷增高。

（三）水质污染度指标

表征废水污染程度的水质指标，可概括为物理指标、化学指标和生物指标。物理指标主要有

总固体、悬浮物、浊度、色度等等。化学指标主要有生物需氧量（ＢＯＤ）、化学需氧量（ＣＯＤ）、
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总有机碳、总需氧量、有机氮、氨态氮、亚硝酸盐氮、硝酸盐氮、总氮、溶解氧、ｐＨ、有机化
学毒物、无机化学毒物等。生物指标主要有细菌总数、大肠菌群、病原菌和病毒等。其中几个主

要指标如下。

１废水的理化指标
（１）悬浮物（ＳＳ）。水样经过滤，将截流物蒸干后的残余固体量称为悬浮物，这是表示水中
固体物质含量的一项重要水质污染指标。

（２）生物需氧量（ＢＯＤ）。在温度、时间一定的条件下，微生物氧化分解水中有机物的过程
中，所消耗的溶解氧数量，称为生物化学需氧量，简称生物需氧量，单位为ｍｇ／Ｌ。它可以间接
地反映出有机物的含量。ＢＯＤ值越高，表示水中有机物含量越多。
由于微生物氧化分解有机物的速度与温度有关，所以ＢＯＤ测定的标准温度规定为２０℃。
通常的测定方法是：用预先为溶解氧饱和的稀释用水，适当稀释被检测水样，接种微生物，

充满特制的测定瓶，加塞密封，于２０℃静置培养一定时间（一般５ｄ），测定培养前后的溶解氧量
之差，由此计算出１ｍＬ被检测水样消耗的氧的微克数，即被检测水样的ＢＯＤ５。
（３）化学需氧量（ＣＯＤ）。ＣＯＤ表示当利用化学氧化剂氧化废水中的有机物时，以氧化有机
物质所消耗的氧化剂相当的氧量来间接表示水中有机物的含量，单位为ｍｇ／Ｌ。废水的ＣＯＤ值
越高，表明水中有机物含量越多。目前常用的氧化剂是重铬酸钾。化学需氧量测定可将大部分有

机物氧化，并且也包括了水中所存在的还原性无机物质。

（４）ｐＨ。表示水的酸碱性质。
（５）含氮有机化合物。氮是有机物中除了碳以外的一种主要元素，在废水中的氮素有四种：
有机氮、氨态氮、亚硝酸盐氮和硝酸盐氮。水中存在氨态氮，则表示水中的有机氮正在分解。氨

态氮如果很高，则表示不久前曾受过严重污染。其中游离氨（ＮＨ３）对水生物来说是一种有毒物
质，为了保护水生物，一般认为水体中ＮＨ３≤０２ｍｇ／Ｌ是必要的。
（６）含磷化合物。在废水中，含磷化合物分有机与无机的两大类。有机磷化合物如葡萄糖?６?
磷酸、１?磷酸甘油酸、磷肌酸等。有机磷化合物大多呈胶体和颗粒状，可溶性的只占３０％左右。
无机磷化合物主要是一些可溶性的磷酸盐。目前常用磷钼酸铵比色法（或称钼蓝比色法）测总磷

量作为测磷的指标。

在废水生物处理中，碳、氮、磷营养素的合理配比，是促进微生物正常发育，维持正常运转

的重要条件。因此，了解废水中的含磷化合物量，对废水生物处理是十分重要的。食品工业的有

些废水中缺少磷营养源，需要加以补充。一般来说，水体的总磷浓度应控制在０１ｍｇ／Ｌ以内，
以免引起水体的富营养化，危害水产资源。

２废水的生物指标 废水所含的生物污染物质一般是通过细菌总数和大肠菌群数这两个水
质指标来度量的。

（１）细菌总数。细菌总数作为水质指标的度量值，以细菌个数／ｍＬ废水计。它的测定是将
定量水样接种于营养琼脂培养基中，在３７℃温度下培养２４ｈ后，计数生长细菌菌落数，然后根
据接种的水样数量，算出１ｍＬ水样中的菌落数，即得细菌总数值。废水的水样中含细菌的总菌
落数量，说明水质的有机污染程度。

（２）大肠菌群数。大肠菌群数是水质细菌检验的常用指标，以大肠菌群数／Ｌ水样来表示。
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大肠菌群的测定方法目前常用发酵法和滤膜法。大肠菌群一般包括大肠埃希氏杆菌、产气杆菌和

副大肠杆菌，主要寄生在人和动物的肠道中，大量地存在于粪便中，废水中若检出大肠菌群，说

明它已遭到粪便的污染。但以其作为水质卫生检验指标，只能间接反映出水中可能存在肠道病原

菌，不能反映出水中是否有传染性病毒以及除肠道病原菌以外的其他病原菌。对此，应另行研

究，采用专门的检验方法。

食品工业废水本身无毒性，但含有大量可降解的有机物质，废水不经处理排入自然水体要消

耗水中大量的溶解氧，造成水体缺氧，使鱼类和水生生物死亡。废水中的悬浮物沉入河底，在厌

氧条件下分解，产生臭气，恶化水质，污染环境。若将废水引入农田进行灌溉，会污染农产品，

并污染地下水源。废水中夹带的动物排泄物，含有虫卵和致病菌，将导致疾病的传播，直接危害

人畜健康。因此，食品工业废水必须进行处理。

二、食品工业废水的处理方法

食品工业废水的处理方法按作用原理可分为物理法、化学法和生物法三类。

（一）物理法

用于食品工业废水处理的物理法有筛滤、撇除、调节、沉淀、气浮、离心分离、过滤、微滤

等。前五种工艺多用于预处理或一级处理，后三种主要用于深度处理。

１筛滤 筛滤是从废水中分离出较粗的分散性悬浮固体物的预处理中使用最广泛的一种方
法。

２撇除 用于除去某些食品工业废水中含有的油脂。

３调节 对于水质水量变化幅度大的食品工业废水，常设置调节池对废水的水质和水量进
行调节，调节池容量为日处理废水量的１５％～５０％。

４沉淀 沉淀是用来除去原废水中无机固体物和有机固体物，以及分离生物处理工艺中的
固相和液相。

５气浮 气浮主要用于除去食品工业废水中的乳化油、表面活性物质和其他悬浮固体。
（二）化学法

中和法、氧化还原法（投加氧化剂、电解、光氧化等）、混凝法、离子交换法、膜分离法

（电渗析法、反渗透法等）都属于化学处理法。

食品工业废水处理中所用的化学处理工艺主要是混凝法。混凝法不能单独使用，必须与物理

处理工艺的沉淀法、澄清法或气浮法结合使用，构成混凝沉淀或混凝气浮，混凝沉淀可作为生物

处理的预处理，也可作为生物处理后的深度处理。常用的混凝剂有石灰、硫酸铝、三氯化铁、聚

合氯化铝、聚合硫酸铁以及有机高分子混凝剂（如聚丙烯酰胺），但这种有机高分子混凝剂经常

作为助凝剂。化学处理工艺主要除去水中的细微悬浮物和胶体杂质。

（三）生物法

目前食品工业废水的处理方法主要是以微生物处理为主，辅之以物理和化学的方法。

１微生物处理废水的必要条件 在适当的营养源和环境条件下，微生物能快速生长繁殖，
在微生物摄入有机物构成自身新生菌体成分的同时，还将大量有机物分解成ＣＯ２和水。含有机物
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的废水一般含有微生物生长所必需的碳源，但要消耗这些碳源，必须和氮、磷、钾等营养保持适

当的平衡。为了使微生物生长并呈现活性，还须满足温度、ｐＨ、溶解氧浓度等环境条件。因此，
用微生物处理废水，多数情况是由许多微生物形成混合培养体系，其生物群随废水的种类而异。

只要满足①废水成分营养的平衡调节，②环境条件的调节，③驯养适应的微生物群这三个必要条
件，就可以使有机物的分解速度比自然的微生物分解作用提高数倍或数十倍。

２生物处理工艺 食品工业废水的生物处理工艺可分为：好氧工艺、厌氧工艺、稳定塘、
土地处理以及由上述工艺的结合而形成的各种各样的组合工艺。食品工业废水是有机废水，生物

法是主要的二级处理工艺，目的在于降低ＣＯＤ、ＢＯＤ５。
（１）好氧生物处理工艺。好氧生物处理工艺根据所利用的微生物的生长形式分为活性污泥工
艺和膜法工艺。前者包括传统活性污泥法、阶段曝气法、生物吸附法等。后者包括生物滤池、生

物转盘、活性生物滤池（ＡＢＦ）等。一般好氧处理对低浓度废水（ＣＯＤ＜１０００ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５＜
５００ｍｇ／Ｌ）效果较好。

①曝气活性污泥工艺：向食品加工废水中不断地充入空气（即曝气），使水中有足够的溶解
氧，为好氧微生物生长繁殖创造良好的条件，经过一定时间后，就会产生一种褐色絮状泥粒，其

中含有大量的微生物，这种充满微生物的絮状泥粒，就叫做活性污泥。活性污泥主要是由菌胶团

细菌、原生动物和后生动物所组成的微生物群体。此外，还含有一些无机物、分解中的有机物和

微生物自身代谢残留物。活性污泥中除细菌外，还有毛霉、根霉、曲霉、青霉、镰刀霉等霉菌，

以及各种原生动物类，它们对活性污泥的正常活动会有某种帮助。

活性污泥结构松散，表面积很大，具有很强的吸附和氧化分解有机物的能力。如果条件适

当，活性污泥还具有良好的自身凝聚沉淀性能。这种以活性污泥为主体的废水处理方法就称为活

性污泥法。目前，活性污泥法已成为处理有机废水的主要方法。

采用活性污泥工艺处理食品工业废水的有机负荷不能太高，一般范围在００１～０５ｋｇＢＯＤ／
（ｋｇＭＬＶＳＳ·ｄ）之间（ＭＬＶＳＳ表示活性污泥浓度），混合液悬浮的浓度保持在２５００ｍｇ／Ｌ，运行
正常的活性污泥系统中ＢＯＤ去除率一般为７５％～９５％。去除率受废水的性质、负荷量、活性污
泥量、活性污泥驯化程度、混合方式、反应时间和温度等的影响。如果有机负荷过高，同时又缺

乏氧，则会出现膨化现象，即凝块膨润难于沉降，使沉降槽中污泥与上清液的分离非常困

难。

在活性污泥处理中，把预先培养好的活性污泥投入曝气池，废水中的有机物质就被活性污泥

氧化分解。曝气池中活性污泥是废水的１／２～１／５。曝气时间为４～６ｈ。曝气后的污泥混合液被送
至沉淀池。在沉淀池停留２～３ｈ后，使污泥沉淀，分离出来的澄清水作为净化水而排放。沉淀的
污泥收集后排出，把其中一部分污泥送回曝气池循环使用。残余的污泥可经脱水干燥处理，并用

甲烷发酵，这种剩余污泥被浓缩，送入发酵槽进行消化分解。

②膜法工艺：常用的活性污泥法，是把活性污泥保持在悬浮状态的悬浮式活性污泥池。最
近，出现在曝气池中设置填料作为生物膜的载体，利用生物膜的作用，或生物膜和悬浮式活性污

泥联合作用达到净化污水的目的，这就是所谓的固定性活性污泥法，也称淹没式生物滤池或接触

曝气池。生物转盘，也可以视为固定性活性污泥法的一种，采用生物转盘处理食品工业废水时，

有机物除去率与单位盘面负荷有关，单位盘面负荷愈低，处理效率愈高。膜法工艺处理的食品废
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水其有机负荷可以较高，如果采用两级串联生物滤池，其第一级能处理的水力负荷可达８～
４０ｍ３／（ｍ２·ｄ），有机负荷为０４～４８ｋｇＢＯＤ／（ｍ３·ｄ）；第二级处理的水力负荷可达１～４ｍ３／
（ｍ２·ｄ），有机负荷为００８～０４０ｋｇＢＯＤ／（ｍ３·ｄ）。
把活性生物滤池（ＡＢＦ）与活性污泥法两种工艺相串联，用二沉池污泥回送到滤池进水中的

方法处理高浓度的食品工业废水，不仅可防止活性污泥的膨胀，并且能承受冲击负荷。活性生物

滤池的水力负荷可达６０～１２０ｍ３／（ｍ２·ｄ），有机负荷达２４～４８ｋｇＢＯＤ／（ｍ３·ｄ）。
（２）厌氧生物处理工艺。厌氧生物处理工艺适用于食品工业废水，主要原因是废水中含有易
生物降解的高浓度有机物，且无毒性。厌氧生物处理法已经实际应用的是甲烷发酵法，它是密闭

静置发酵，动力消耗低，产生的甲烷（沼气的主要成分）可作为能源，生成的剩余污泥量少，并

且厌氧处理系统全部密闭，利于改善环境卫生。

甲烷发酵中有机物的分解分两阶段进行。第一阶段又叫做液化过程，即废水中的可溶性及悬

浮性有机物主要被梭状芽孢杆菌、芽孢杆菌、变形杆菌、假单胞菌、链球菌、埃希氏杆菌等嫌气

性细菌作用，大部分分解成低级脂肪酸。第二阶段也叫气化过程，这时各种甲烷细菌如甲烷球

菌、甲烷八叠球菌、甲烷杆菌等将低级脂肪酸同化分解成甲烷和ＣＯ２。甲烷发酵所消耗的有机物
中的能量，约有８０％转入甲烷中得到回收。这里需要特别注意的是不要破坏跟发酵过程有关的
微生物的平衡。

甲烷发酵分３６～３８℃的中温发酵和５１～５３℃的高温发酵两种，在一定容量发酵槽中产生的
气体量，后者可以是前者的２～４倍。因此，对于在高温下得到的废水，或者在能够燃烧所产生
的气体作为加热用热源的情况下，采用高温发酵较为有利。甲烷发酵废水处理流程如图３?２７所
示。

回流污泥

处理水

净化气体

贮
气
塔

水
洗
塔

气体

甲烷发酵槽

废水贮槽

沉淀池

图３?２７ 甲烷发酵废水处理流程示意图

甲烷发酵这种厌氧生物处理是一项具有经济效益和环境效益的处理技术。但该方法分解废水

中有机物的速度慢，需要大体积的处理槽，ＢＯＤ的去除率低于好气处理法，厌氧生物处理后的
出水达不到直接排入水体的要求，因而多用于好氧处理工艺的前处理，或者作为排放到城市下水

道之前的预处理。

厌氧生物处理工艺也可分为厌氧活性污泥法和厌氧生物膜法。前者包括厌氧接触消化法、上
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图３?２８ ＵＡＳＢ结构示意图
１热水进口 ２进料 ３环形布水器 ４喷嘴 ５排水口 ６排
气口 ７溢流 ８三相分离器 ９出气口 １０水封 １１热水出口

流式厌氧污泥床（ＵＡＳＢ）等。后者有厌
氧生物滤池、厌氧生物转盘、厌氧流化

床等。

①厌氧接触消化法：厌氧接触消化
法是对传统消化池的一种改进。是将从

消化池溢出的混合液脱除溶解气体，经

沉淀池分离固体物，再将沉淀池的污泥

回流消化池。由于增加了污泥的停留时

间，因而提高了厌氧消化池的负荷能力

和处理效率。

②上流式厌氧污泥床 （ＵＡＳＢ）：

ＵＡＳＢ是一种高效厌氧反应装置。具有结
构紧凑、简单、无需搅拌装置、负荷能

力高、污泥颗粒化、处理效果好、操作

管理简便等优点。图３?２８是ＵＡＳＢ的结
构示意图。其设计关键是布水系统、气

液固三相分离器和集水系统的设计。

③厌氧滤池（ＡＦ）：厌氧滤池属于生
物膜法，由于填料上附着大量的厌氧微

生物，因而负荷能力较高，具有结构简单、耐冲击负荷、操作简便的优点，但容易堵塞。

（３）稳定塘工艺。稳定塘工艺可分为好氧塘、兼性塘、厌氧塘、曝气塘和生物塘（包括养鱼
塘、人工植物塘等）。一般厌氧塘、兼氧塘和好氧塘串联使用。从建造和运行角度而言是最经济

的一种处理工艺，处理效果一般是令人满意的，只是有些气味，且占地较多。

我国南方地区有利用肉联废水进养鱼塘养鱼的例子，投配负荷为２２５ｋｇＢＯＤ５／（ｈｍ２·ｄ），
每５天投配一次。进水ＢＯＤ５为７９８ｍｇ／Ｌ，出水ＢＯＤ５为１５ｍｇ／Ｌ，除去效率达９８％。实践表明，
采用屠宰废水养鱼，只要利用得当，可使鱼增产５～１０倍左右，且所产鱼合乎食用要求。利用藕
塘净化屠宰废水平均每６６７ｍ２产鲜藕２０００ｋｇ，比清水藕塘约增产一倍。

三、食品工业废水生物处理的应用

（一）高浓度食品工业废水生产单细胞蛋白

食品工业废水大多属高浓度有机废水，如酒厂、味精厂、淀粉厂、豆制品厂、制糖厂、柠檬

酸厂的废水的浓度都很高，用常规的生化处理往往需要先稀释多倍后才能进行，这既增加基建投

资和占地面积，也浪费大量的水。因此，可以用高浓度食品工业废水培养酵母及白地霉等制备单

细胞蛋白作为饲料，不仅合理利用了资源，化害为利，而且能大大减轻环境污染，可谓一举两

得。

酵母是一类真菌，在无氧条件下只能利用葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、半乳糖和棉子糖。
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在有氧的情况下，可利用糖、醇、醛和各种有机酸作为碳源，不同属和种的酵母利用各种底物的

能力不一样。糖化酵母、油脂酵母和许旺酵母（Ｓｃｈｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ）能利用废水中淀粉；而汉逊
酵母、毕赤酵母、酵母族酵母、拟内孢霉（Ｅｎｄｏｍｙｃｏｐｓｉｓ）、德巴利酵母（Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓ）、假丝
酵母等属，除能利用六碳糖、五碳糖、糖醇和多种寡糖外，其中假丝酵母（ＣａｎｄｉｄａｐＡＳ５０）还
能利用菊粉糖和纤维素；毕赤酵母（Ｐｉｎｉａｎａｋａｚａｎｗａｅ）ＬＫＢ３３５专以淀粉为惟一碳源。以毕赤酵
母等菌来处理ＣＯＤ为４００～６０００ｍｇ／Ｌ的有机废水，通气培养后废水ＣＯＤ的去除率达９０％以
上。但是，当培养ｐＨ低于４０或处理温度降至１０℃时，废水处理的效果就大为降低。如用酿酒
废水来培养酵母，应控制ＢＯＤ∶Ｎ∶Ｐ为１００∶１∶０２，要是废水中氮、磷量不足，可添加尿素和磷
酸盐。利用汉逊酵母ＳＰＫＬ?Ｓ来处理ＣＯＤ为１５００ｍｇ／Ｌ的鱼肉加工废水（含１５％蛋白质和

０１％～１０％脂质），经３０ｈ培养，ＣＯＤ的去除率可达５０％。这种酵母菌中蛋白酶和氨基酸氧化
酶的活性很强，可把分解蛋白质所产生的氨基酸再经脱氨生成的酮酸作为碳源来利用。用酿酒酵

母变种（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｉｖｉｓｉａｅｖａｒｅｌｌｉｐｓｓｏｉｄｅｕｓ）ｙＳ?１处理ＣＯＤ为１４００ｍｇ／Ｌ的马铃薯榨液，
其ＣＯＤ的去除率可达７５５％，固形物培养的得率为１７５％，其中酵母的生成量为０３９％。此
酵母含维生素Ｂ２５８２ｍＬ／Ｌ、丁酸３０９ｍｇ／Ｌ，是一种优良的饲料。
上海市环境科学研究院使用酵母Ｂｙ?０７２１对上海油脂二厂废水进行处理，其处理后ＣＯＤ从

１５０００ｍｇ／Ｌ降至４００ｍｇ／Ｌ，干酵母的得率为０６％～０７％，其中粗蛋白含量为４２３％。美国

ＲＢｒａｕｎ利用柠檬酸生产的废水来培养酵母（Ｃａｎｄｉｄａｖａｒｌｉｏｕａａｒａｉ），废水ＣＯＤ约下降６０％～
６５％，干酵母得率为０３５％～０４０％。英国用７Ｌ的发酵罐来处理该废水，通气培养５ｈ后，

ＣＯＤ去除率达９０％以上。华南理工大学用热带假丝酵母２８３７处理广州食品厂的柠檬酸废水，在

３０Ｌ自吸式反应器通气２０ｈ，其ＣＯＤ去除率达６６５％。
江苏如东县丰利油米厂采用连续流加法以味精生产废水来培养热带假丝酵母，年生产饲料酵

母达１５０ｔ，废水ＣＯＤ可下降７０％，酵母的营养成分与鱼粉相当，生产酵母成本每吨约为１３００
元。

Ｈａｙｍａｎ等人分别用生产燃料酒精的副产物７０％釜馏物（ｔｈｉｎｓｔｉｌｌａｇｅ，ＴＳ），１０％～１５％玉
米谷蛋白饲料（ｃｏｒｎｇｌｕｔｅｎｆｅｅｄ，ＣＧＦ）和６％～８％浓缩玉米酒糟废液（ｃｏｒｎｃｏｎｄｅｎｓｅｄｄｉｓｔｉｌｌｅｒｓ
ｓｏｌｕｂｌｅｓ，ＣＣＤＳ）加入到发酵培养基中培养红发夫酵母，其生长速度快，发酵周期短，这三种副
产物都能积累最大生物量，且酵母中含有丰富的蛋白质、脂类和维生素及虾青素，可以直接作为

饲料添加剂。

上海市豆制品行业中的大多数工厂均以黄油水来培养白地霉，由于白地霉生产工艺较为简

单、操作简便、生成的菌体较大、分离时可以不用高速离心机等特点，因此生产成本相应降低。

上海市豆制品行业的工厂培养的白地霉的收率约为０５％，如添加糖蜜则得率平均在０７％～
０８％，回收白地霉后的废水比黄油水的ＣＯＤ约下降５０％。也有一些工厂用黄油水流加糖蜜和
营养盐来生产食用酵母，生产工艺大致相同，而酵母价值倍增，但作为食用级酵母的销售还仍有

争议。

用有机废水来培养单细胞蛋白（ＳＣＰ），既能使污水得到初步治理，又能回收可观的ＳＣＰ，
这些菌体蛋白中含有丰富的蛋白质和多量的脂肪、糖、无机盐及各种维生素。不同的ＳＣＰ中各
种氨基酸组分见表３?２０。
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表３?２０ 几种ＳＣＰ中氨基酸的百分含量

氨基酸 啤酒酵母 白地霉 假单孢菌 全蛋

赖氨酸

苏氨酸

蛋氨酸

胱氨酸

色氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

缬氨酸

苯丙氨酸

７７
４８
１７
—

１０
４６
７０
５３
４１

７８
５４
１６
２９
１３
５３
７８
５８
４８

５４
４６
１８
０３
—

３９
７０
５９
４２

６５
５２
３２
２４
１６
６７
８９
７３
５８

这些ＳＣＰ除了能作为抗菌素和各种工业发酵制品的培养基外，还是一种价值较高的高蛋白
补充饲料。目前ＳＣＰ占世界所产蛋白质总量的３％～５％，大部分作饲料添加剂。因为ＳＣＰ内核
酸含量较高，一般达８％～２５％，人体摄入后由于核酸中鸟嘌呤和腺嘌呤经代谢后形成不易溶解
的尿酸，导致人类肾结石和痛风症等疾病。联合国蛋白质咨询小组建议人体核酸最大摄入量为

２ｇ／ｄ，儿童减半。但是，对大多数动物则不会形成尿酸，摄入体内的核酸往往代谢成可溶性的尿
素而排出体外。

（二）淀粉工业废水的生物处理

淀粉工业是以玉米、马铃薯、小麦、大米等农产品为原料生产淀粉或淀粉深加工产品（淀粉

糖、葡萄糖、淀粉衍生物等）的工业。淀粉工业约需１７ｔ原料才能得到１ｔ产品，在生产过程
中，需水量很大，废水排放量也大，而且废水都是含大量淀粉、蛋白质、糖类、脂肪、纤维素等

有机物的高浓度有机废水。

用玉米为原料生产淀粉的工艺用水量很大，一般为５～１３ｍ３／ｔ玉米，玉米淀粉废水中ＣＯＤ
值为８０００～３００００ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５值为５０００～２００００ｍｇ／Ｌ，ＳＳ（固体悬浮物）值为３０００～５０００
ｍｇ／Ｌ，ｐＨ４～６，呈酸性。近年来，在淀粉废水厌氧处理中，除了应用厌氧接触法、厌氧填料
床、厌氧滤池等工艺外，发展最快应用最多的是上流式厌氧污泥床（ＵＡＳＢ）工艺。
上流式厌氧污泥床（ＵＡＳＢ）用于废水处理已有２０多年的历史，其特点是利用微生物群体

本身的凝聚性能，在厌氧反应器内形成颗粒化污泥，保持高浓度微生物量，并以高速甲烷发酵的

形式处理淀粉中的有机物。这种废水处理方法由于具有能耗低、剩余污泥量少等优点，２０世纪

８０年代由欧美发达国家开发，到９０年代已经普及世界各地。
北京红星淀粉厂是以玉米为原料年产淀粉为６０００～７０００ｔ的中型企业，其生产废水主要来

源于气浮槽排水、淀粉洗涤水和玉米浸泡水，还有少量地面冲洗水。水质的ＣＯＤ为７０００ｍｇ／Ｌ，

ＢＯＤ５为４０００ｍｇ／Ｌ，ｐＨ为４～５，ＳＳ为５００～１０００ｍｇ／Ｌ，总氮为３０～１２０ｍｇ／Ｌ，温度为２０～
２５℃。
该厂采用厌氧与好氧相结合的工艺来处理玉米淀粉废水，并选择投资较低，容积负荷高，处

理效果好的常温ＵＡＳＢ反应器为该工艺的主体构筑物。它的主要工艺参数为：停留时间２０ｈ；容
积负荷８４ｋｇＣＯＤ／（ｍ３·ｄ）；有效容积４２０ｍ３（１４ｍ×６ｍ×５ｍ）；产沼气量７００ｍ３／ｄ（沼气纯度

５０％～６０％甲烷）；ＣＯＤ去除率大于７５％。
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处理工艺流程为：废水→调节罐→厌氧处理器（沼气脱硫→储气罐→沼气利用，底泥→浓缩池→污泥脱
水→污泥外运）→曝气池→沉淀池（污泥部分回流至曝气池，部分送入浓缩池处理）→接触氧化池→二次沉淀
池（污泥部分回流至曝气池，部分送入浓缩池处理）→出水。

在运行过程中，有以下几个因素影响ＵＡＳＢ处理效果。

①悬浮固体物，废水中ＳＳ对厌氧过程有很大影响，应先经预沉池去除。因为淀粉废水中如
果含有玉米粒等固体悬浮物，这些不易生物降解的ＳＳ进入ＵＡＳＢ反应器，会形成浮渣或占据一
部分有效容积，并会导致颗粒污泥的解体，使悬浮物质与厌氧微生物混合，将厌氧微生物挤出厌

氧反应器，从而降低厌氧污泥的活性与反应器中的活性厌氧污泥含量，严重时浮渣还会结成硬

壳，在三相分离器内阻碍沼气的释放和收集，甚至会阻塞沼气管路。

②营养，良好的营养条件是产甲烷菌和有关菌群代谢、生长的前提，淀粉废水中含有丰富的
营养物质，基本上不需加营养物。

③温度，调试期间，废水先在调节池中加热到３０℃左右，再次进入ＵＡＳＢ反应器，确保反
应器温度维持在２０～２５℃。在正常运行时，温度的变化对ＵＡＳＢ的运行影响不大。
（三）啤酒生产废水的生物处理

啤酒工业废水的性质和一般生活污水的性质比较接近，含有大量可被生物利用的有机物。因

此，治理的方法多采用微生物处理法，可采用好氧生物，也可先采用厌氧生物处理，降低污染负

荷，再用好氧生物处理达标后排放。

１啤酒工业废水的生物处理方法 目前，国内外处理啤酒工业废水的主要方法有：活性污
泥法、生物转盘法、厌氧生物法等。

（１）活性污泥法。啤酒工业废水是较高浓度的有机废水，ＢＯＤ５／ＣＯＤ一般在０５以上，可
生化性很好，用活性污泥法进行处理速度较快，有机物去除率高，但因废水的ＢＯＤ５值高，要达
到较高水平的溶解氧，以防止污泥膨胀，因此曝气能耗运转费用高。

（２）生物转盘法。生物转盘是表面附有生物膜的盘片（通常为圆形或多边形），通过水平轴，
安装在装有废水的氧化池中，盘片大约有一半浸于废水水面之下，盘片在水平轴的带动下缓慢转

动。浸于水面下的盘片上的生物膜会吸附废水中的有机物，而当这部分盘片转出水面时，生物膜

吸收大气中的氧，使吸附的有机物在好氧微生物的作用下得到氧化分解。生物转盘法一般不易发

生污泥膨胀现象，其抗负荷变化的能力强于活性污泥法。

生物转盘法处理啤酒废水主要用在我国南方的小型啤酒厂。

其主要工艺流程：废水→滤池→表曝池→一沉池→生物转盘→二沉池→出水。
（３）厌氧生物法。啤酒生产废水中的制麦车间、发酵车间、酿造车间所排放的高浓度有机废
水若直接进入混合废水，将会使混合废水的有机物浓度大大增加，造成处理成本增加，处理变得

困难。如实行清污分流，高浓度废水采用厌氧生物法处理后再进入好氧处理单元，可以降低处理

成本，回收能源，而且有利于好氧处理单元的稳定运行。常用的也是ＵＡＳＢ法，还有ＩＣ（内循
环反应器）法、ＡＡＦＥＢ（厌氧附着膨胀床）法等。
啤酒废水也可采用土地处理，由于啤酒污水中的污染物为大麦、大米、啤酒花的糟粕及其分

解物，是对作物生长有利的营养成分。污水首先进入沉淀池，经沉淀、混合、中和及曝气后进入

缓冲贮水池调节水质水量，再引入种藕的土地处理场，使污水进一步得到净化，经过莲藕的生物
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净化作用，出水水质可达到农田灌溉水质标准，直接用于农田灌溉，该处理工艺用于商丘啤酒厂

污水处理，得到较好的处理效果，并为周围农田灌溉提供了水源。

２啤酒废水处理工程实例
（１）吸附生物降解法（ＡＢ法）处理啤酒废水。徐州某啤酒厂年产啤酒３万ｔ，废水量１６５０

ｍ３／ｄ，废水主要来源于糖化、发酵、洗瓶等工序，各个工序产生的废水水量及水质变化都较大，
其主要组成为粗蛋白、淀粉、葡萄糖及其他糖类物质，混合废水的主要水质指标：ｐＨ为７８６
（范围６８４～９７２），ＣＯＤ为１７２０ｍｇ／Ｌ（范围７８２～３６１０ｍｇ／Ｌ），ＢＯＤ５为１０２０ｍｇ／Ｌ（范围

４３７～１９３０ｍｇ／Ｌ），ＳＳ为９６３ｍｇ／Ｌ（范围２１８～２７４０ｍｇ／Ｌ）。采用吸附降解工艺（ＡＢ法）处理，

１９９８年建成投入运行。处理的流程为：啤酒废水→集水井→格栅→调节池→Ａ池（鼓风机曝气，
加入回流污泥）→中间沉淀池（污泥注入污泥回流井）→Ｂ池（鼓风机曝气）→二沉池（污泥进
入排泥井）→出水。污泥→回流污泥井（回流污泥进入Ａ池）→排泥井→污泥消化池（鼓风机
曝气，风量１３ｍ３／ｍｉｎ）→污泥浓缩池（ＨＲＴ＝２４ｈ，加入３％有机絮凝剂聚丙烯酰胺，上清液进
入集水井）→脱水机（清液进入集水井）→堆泥棚→干污泥。
采用吸附生物降解法进行啤酒废水的处理，其效果良好，废水处理设施运行结果：ｐＨ７７２，

ＣＯＤ５０４ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５８１ｍｇ／Ｌ，ＳＳ５７ｍｇ／Ｌ。该工艺具有如下特点：

① 该工艺耐冲击负荷强，出水水质稳定，对啤酒发酵洗涤水的瞬间排放或洗涤水ｐＨ的短时
波动有很强的抗冲击能力，即使吸附反应池中微生物失活，也能在数小时内迅速复活，并保证接

触氧化池出水水质稳定达标。

②Ａ段对磷和氮的去除率优于传统一段法的初沉池，改善了Ｂ段消化过程的工艺条件，提
高了消化效果，有利于吸附段除去部分氮和磷，进一步提高了出水水质。

③Ａ段的污水停留时间较短，去除单位ＢＯＤ５的费用相当低，不到普通活性污泥的一半，基
建投资比普通活性污泥法低一半。

④ 运行以来，未发现污泥膨胀现象，说明ＡＢ法对这一传统活泥法存在的难题有所克服。

⑤ 主要曝气装置采用微孔曝气器，提高了氧的利用率，减少了鼓风机的配制量，有很好的
节能效果。

（２）序批式活性污泥法（ＳＢＲ法）处理啤酒废水。江苏扬州啤酒厂年产啤酒５００００ｔ，该厂
总水量为２０００ｔ／ｄ，生产废水主要来自麦芽车间、糖化工段、灌装工段及其他废水等。全厂混合
废水的主要水质指标：ｐＨ为６０～８０，ＣＯＤ为８００～２０００ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５为６００～１５００ｍｇ／Ｌ，

ＳＳ为３５０～１２００ｍｇ／Ｌ。设计值：ＣＯＤ为１５００ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５为１０００ｍｇ／Ｌ。
针对啤酒生产废水间歇排放，水质水量波动大的特点，采用ＳＢＲ法处理工艺，限制曝气方

式。主体工艺流程：啤酒废水→粗格栅→集水井→细格栅→水解调节池→曝气沉淀池→排放；水
解调节池与曝气沉淀池中的污泥经：集泥池→潜污泵→污泥浓缩池→污泥反应池→污泥泵→厢式
压滤机→泥饼外运。
处理效果：经过一年多的连续运行，ＳＢＲ处理工艺的运行结果如下：ｐＨ为７～８，ＣＯＤ为

５０～９０ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５为２０～３０ｍｇ／Ｌ，ＳＳ为５０～７２ｍｇ／Ｌ。
（四）柠檬酸废水ＵＡＳＢ的处理工艺
柠檬酸生产废水主要来自各生产工序（原料处理、发酵、提取、精制等）的废液以及地面冲
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洗水和设备管道等的清洗消毒废水，每生产１ｔ产品约产生７５ｍ３废水，高时可达１０～１５ｍ３。以
常州味精厂柠檬酸生产车间为例，该车间年产柠檬酸约２０００ｔ，每日排出废水１００ｍ３。
柠檬酸废水有机污染负荷极高，处理难度大，废水主要污染成分为柠檬酸生产过程的发酵中

间产物（主要为各种有机酸）及生产菌体所分泌的酶，发酵残留物、葡萄糖、氨氮、蛋白质、脂

肪及无机盐、有机酸盐等

柠檬酸废水中各污染物浓度大致如下：ＣＯＤ１５０００～３００００ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５１１０００～２００００ｍｇ／Ｌ，

ＴＮ５００～５２０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ３８～４８，色度高，水温４０～５０℃。
我国已成功地研究和应用ＵＡＳＢ法治理柠檬酸废水。曹国良等研究了柠檬酸废水的ＵＡＳＢ

治理工艺，所设计的实验流程为：

废水→ＵＡＳＢ反应器→沉淀→排放

↓
沼气→气水分离器→脱硫→计量

实验装置如图３?２９所示。

１１

１１

３

７

５

６

８
１０

９
１１

１１

４

图３?２９ ＵＡＳＢ法处理柠檬酸废水试验装置示意
１试验废水 ２进料泵 ３进料口 ４反应床 ５三相分离部分 ６出水口

７取样口 ８出气口 ９气水分离器 １０脱硫 １１气体计量表 １２排空

实验所用废水取自柠檬酸生产厂，废水水质如下：ＣＯＤ为１３０００～２００００ｍｇ／Ｌ，ＢＯＤ５为
５０００～７０００ｍｇ／Ｌ，ｐＨ４６～５，ＳＳ为３１５０ｍｇ，ＮＨ３为１５ｍｇ／Ｌ，ＴＮ为５１６ｍｇ／Ｌ，ＴＰ为３５ｍｇ／Ｌ。
采用低负荷渐增方式启动装置。污泥采自豆制品厂废水厌氧反应器内的厌氧颗粒污泥，污泥

性质：ＴＳＳ为１９６ｇ／Ｌ，ＶＳＳ为９２ｇ／Ｌ，ｐＨ７，温度为３５℃±１℃。将污泥放入反应器中，加入
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适量ＣＯＤ２０００ｍｇ／Ｌ左右的试验废水，控制反应器内温度为３５℃±１℃，调节ｐＨ至７左右，静
止１ｄ。然后小流量低负荷（０２～０４ｋｇＣＯＤ／ｍ３·ｄ）连续进水（ＨＲＴ约４ｄ），根据出水ＣＯＤ的
变化情况逐步增大流量和有机负荷。由于污泥已经颗粒化，所以驯化时间较短。经过约３０ｄ的培
养和驯化，系统基本稳定，可以投入运行。

处理结果表明，当ＵＡＳＢ的ＨＲＴ为２４ｈ，温度３５℃，容积负荷为１４ｋｇＣＯＤ／ｍ３·ｄ，进水ｐＨ
为５时，废水ＣＯＤ由进水１３１００ｍｇ／Ｌ降为出水的１５５８ｍｇ／Ｌ，去除率在８６％以上；ＢＯＤ５由进水
的６８００ｍｇ／Ｌ降为出水的５４０ｍｇ／Ｌ，平均去除率可达９２％。ｐＨ由５升至７２，每去除１ｋｇＣＯＤ
产气０４５ｍ３。当容积有机负荷下降时，处理效果更好。

主要参考文献

［１］［美］丹尼尔等著．华侨大学化学化工系生物工程教研室译．发酵与酶工艺学．福建：福建科学技术出版
社，１９８３

［２］杨汝德著．现代工业微生物学．广州：华南理工大学出版社，２００１
［３］管敦仪著．啤酒工业手册（下册）．北京：轻工业出版社，１９８５
［４］熊宗贵著．发酵工艺原理．北京：中国医药科技出版社，２０００
［５］俞俊棠，唐孝宣著．生物工艺学．上海：华东化工学院出版社，１９９１
［６］华南工学院，大连轻工业学院，天津轻工业学院，无锡轻工业学院著．发酵工程与设备．北京：轻工业出
版社，１９８１

［７］顾其丰著．生物化工原理．上海：上海科学技术出版社，１９９７
［８］郭维烈，郭庆华著．新型发酵蛋白饲料．北京：科学技术文献出版社，１９９６
［９］无锡轻工大学编．微生物学．北京：中国轻工业出版社，１９９０
［１０］姚汝华著．微生物工程工艺原理．广州：华南理工大学出版社，１９９６
［１１］刘英俊，汪金追著．微生物应用工业．台北：中央图书出版社，民国六十六年
［１２］李艳著．发酵工业概论．北京：中国轻工业出版社，１９９９
［１３］高孔荣著．发酵设备．北京：中国轻工业出版社，１９９１
［１４］戚以政，汪叔雄著．生化反应动力学与反应器．北京：化学工业出版社，１９９９
［１５］ＰｅｔｅｒＦ，Ｓｔａｎｂｕｒｙｅｔａｌ．ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｓｏｆＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．ＰｅｒｇａｍａｎＰｒｅｓｓ，１９８４
［１６］ＨａｒｖｅｙＷ，Ｂｌａｎｃｈｅｔａｌ．ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ———ＫｉｎｅｔｉｃｓａｎｄＴｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓｉｎＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｓｙｓｔｅｍｓ．ＡｍｅｒｉｃａｎＣｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙ，１９８３
［１７］Ｊ．Ｒ．Ｌｅｉｇｈ．ＭｏｄｅｌｌｉｎｇａｎｄＣｏｎｔｒｏｌｏｆＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓ．ＰｅｔｅｒＰｏｒｅｇｒｉｕｓＬｔｄ，１９８７
［１８］日本发酵工学会编．微生物工学———基础应用．产业图书，昭和５８年５月
［１９］骄岛癀年编著．微生物的发酵生产．共立出版株式会社，昭和５４年三月
［２０］ＪｅａｎＤｅＣｌｅｒｃｋ．ＡＴｅｘｔｂｏｏｋｏｆＢｒｅｗｉｎｇ．Ｖｏｌ．ｏｎｅ．ＬｏｎｄｏｎＣｈａｐｍａｎ８ＨａｌｌＬｔｄ，１９５７
［２１］Ｗ．Ｐ．Ｋ．Ｆｉｎｄｌｅｙ．ＭｏｄｅｒｎＢｒｅｗｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．ＴｈｅＭａｃｍｉｌｌａｎＰｒｅｓｓ，１９７１
［２２］Ａ．Ｈ．Ｃｏｏｋ，ＢａｒｌｅｙａｎｄＭａｌｔ．ＮｅｗＹｏｒｋａｎｄＬｏｎｄｏｎ：ＡｃａｄｅｍｉｃＰｒｅｓｓ，１９６２
［２３］ＹｉｓｈａｎＬｉｎ．Ａｍ．Ｓｏｃ．ＢｒｅｗｉｎｇＣｈｅｍｉｓｔｓＦａｌｌ，１９７４，６９
［２４］Ｓ．Ｗ．Ｗｏｌｚａｈｎ．Ａｍ．Ｓｏｃ．ＢｒｅｗｉｎｇＣｈｅｍｉｓｔｓ．Ｓｐｒｉｎｇ，１９７７，５４
［２５］Ｊ．Ｈ．Ｌｉｎｔｏｎ．ＢｒｅｗｅｒｓＤｉｇｅｓｔ，Ｎｏｖ，１９７３，４２

·３８１·主要参考文献



［２６］Ｌ．Ｊ．Ｓｏｕｓｔｅｒ．ＴｈｅＢｒｅｗｅｒ．Ｄｅｃｅｍｂｅｒ，１９９５，４９３～４９７
［２７］ＬｕｃｉｅｎＨｏｗｌｅｔｔ．ＰｒｏｃｅｓｓＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．Ｊｕｌｙ，１９９５，３６～３７
［２８］ＩｎｇｅｖＲｕｓｓｅｌ．ＢｒｅｗｅｒｓＧｕａｒｄｉａｎＮｏｖ，１９９７，３４～３８
［２９］Ｂ．Ｒｉｃｋａｒｄｓ．ＴｈｅＢｒｅｗｅｒ．Ｍａｒｃｈ．１９９４，１０９～１１２
［３０］尤新主编．功能性发酵食品．北京：中国轻工业出版社，２０００
［３１］高福成．新型发酵食品．北京：中国轻工业出版社，１９９８
［３２］许周善，周晓燕．冬虫夏草多糖的研究进展．工业微生物．２０００，３０（１）：５６～５７
［３３］李华钟等．谷胱甘肽的生物合成．中国医药工业杂志．２０００，３１（５）：２３６～２３９
［３４］王正刚等．酵母天然酶系生物合成谷胱甘肽．生物技术．２００１，１１（１）：１３～１５
［３５］施碧红，黄建忠，施巧琴，吴松刚．啤酒酵母变株Ｍ?０５合成谷胱甘肽的研究（Ⅱ）发酵条件的研究．福
建师范大学学报（自然科学版）．２０００，１６（４）：７４～７８

［３６］赵旭东，魏东芝，俞俊棠．固定化酵母细胞生物合成谷胱甘肽的研究．华东理工大学学报．２０００，２６
（１）：２９～３２

［３７］吴坚平，林建平，刘慧敏，岑沛霖．培养条件对产朊假丝酵母合成谷胱甘肽的影响．化学反应工程与工
艺．２００１，１７（１）：８９～９３

［３８］李寅，陈坚，周楠迪，傅为民，阮文权，伦世仪．环境条件及摇瓶补糖策略对谷胱甘肽发酵的影响．生物
工程学报．１９９８，１４（２）：１４７～１５２

［３９］李寅，陈坚，毛英鹰，伦世仪．重组大肠杆菌生产谷胱甘肽发酵条件的研究．微生物学报．１９９９，３９
（４）：３５５～３６１

［４０］吴琼等．乳链球菌肽高产菌株发酵条件的研究．工业微生物．２０００，３０（１）：３６～３９
［４１］李植峰等．拉曼被孢霉Ｆ５发酵生产γ?亚麻酸的研究．氨基酸和生物资源．２００１，２３（３）：１７～２０
［４２］潘冰峰等．利用海洋微藻生产富含ＤＨＡ的单细胞油脂．生物工程进展．２０００，２０（６）：４３～４５
［４３］彭志英主编．食品生物技术．北京：中国轻工业出版社，１９９９
［４４］尹光琳等．发酵工业大全．北京：中国医药科技出版社，１９９２
［４５］李滢冰等．海藻糖在灰树花深层发酵中的积累及多糖的提取．食品与发酵工业．２０００，２６（２）：１１～１５
［４６］章银良等．产海藻糖酿酒酵母培养基优化及生理学研究．生物技术．２００１，１１（６）：２７～３０
［４７］程池天然生物保存物质———海藻糖的特性和应用．食品与发酵工业．１９９６，１：５９～６
［４８］罗明典．微生物生产海藻糖及其应用前景．微生物学通报．１９９６，２３（４）：２５２～２５４
［４９］唐传核等．海藻糖及其应用．食品研究与开发．１９９８，１２（４）：１５～１７
［５０］王柏琴等．红曲色素、乳酸链球菌素、山梨酸钾对肉毒梭状芽孢杆菌的抑制研究．食品与发酵工业．

１９９５，（６）：２９～３２
［５１］童群义等．红曲色素抑菌作用研究．食品工业科技．１９９７（５）：５～６
［５２］傅亮等．红曲色素高产菌株发酵特性的研究．食品科学，１９９６（３）：６～９
［５３］王岁楼．红酵母类胡萝卜素高产菌株的筛选及其发酵生理学条件研究．工业微生物．２００１，３１（１）：１９～

２２
［５４］王菊芳等．红发夫酵母生产虾青素进展．生物工程进展．２０００，２０（５）：４８～５０
［５５］裘娟萍等．虾青素高产菌种的选育．工业微生物．２００１，３１（２）：５～８
［５６］裘娟萍等．红发夫酵母的生物学特性，工业微生物．２００１，３１（３）：６～８
［５７］ＯｈｎｓｏｎＥＡｅｔａｌ．ＪｏｈｎｓｏｎｏｆＧｅｎｅｒａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ．１９７９，１１５：１７３～１８３
［５８］ＨａａｒｄＮＦｅｔａｌ．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒ．１９８８，１０：６０９～６１４
［５９］刘子贻等．中国海洋药物．１９９７，（３）：４６～４９
［６０］张素琴等．食品与发酵工业．１９８９，１４（５）：１～５
［６１］唐受印等．食品工业废水处理．北京：化学工业出版社，２００１

·４８１· 第三章 发酵工程原理及其在食品工业中的应用



第四章

酶工程原理及其在食品中的应用

第一节 酶工程原理和方法

一、酶工程概述

酶是来自于生物细胞的具有催化功能的特殊蛋白质，它的催化特点是具有高效性和专一性，

而且具有反应条件温和、反应产物容易纯化等优点。利用酶进行化学反应，所需的能耗低，污染

少，操作简单，易于人工控制，它与需要高温高压、强酸强碱等传统的化学反应相比，具有强大

的发展优势。因此通过几十年的发展，酶工程行业已经有了举足轻重的工业地位。酶工程是利用

酶所特有的生物催化性能，将酶学理论与化工技术结合而成的一门生物新技术。也就是，利用离

体酶或者直接利用微生物细胞、动植物细胞、细胞器的特定功能，借助于工程学手段来生产酶制

剂，并应用于相关行业的一门科学。它在工业、农业、化工、医药、食品和保健工业及其他各方

面发挥着越来越重要的作用。

酶工程对食品工业的影响很大，并且酶工程在生物技术的各个方面也显得越来越重要，这种

新型的生物技术正在对世界产生巨大的经济效益和社会效益，酶工程的一般工艺流程见图４?１。

原料 成品产品提取反应液酶反应器杀菌前处理

酶制剂

胞外酶

（胞内酶）

精制 酶制剂及改造

提取碎片分离菌种 细胞分离预处理发酵酶液发酵基因改造 细胞破壁

图４?１ 酶工程一般工艺流程示意图
（引自毛忠贵）

酶工程的发展大体经历了以下几个时期：２０世纪５０～６０年代早期的酶工程技术，主要是从
动物、植物和微生物原料中提取、分离、纯化制造各种酶制剂，并将其应用于化工、食品和医药

等工业领域。其中从动植物组织中大量提取酶，涉及原料、技术、经济和伦理上的问题，难以满

足要求，其重点主要是放在以微生物酶为主体上。２０世纪７０年代后期，酶的固定化技术取得了
突破，使固定化酶、固定化细胞、生物反应器与生物传感器等酶工程技术迅速获得应用。目前，



各种酶工程技术已用于制造多种精细化工产品和医药产品，并且在食品工业、化学检测和环境保

护等各个领域中得到了有效的应用。多酶反应器和仿生技术等领域的应用，有待科学家们去继续

研究和开发。

二、酶制剂的生产

包括菌种的来源、产酶菌种的分离、筛选、育种和酶的发酵生产等，这些内容请参阅本书的

其他章节。

三、微生物细胞的破碎

微生物培养后产生酶的存在状态有两种，一种是能分泌透过细胞壁到细胞外部的酶称为胞外

酶；另一种是存在于细胞内部的，称为胞内酶。对于胞内酶的提取，需要破碎技术，胞外酶则无

需破碎。破碎的目的是将细胞壁和细胞膜破坏掉，使胞内物质释放出来。不同种类的微生物细胞

壁的组成和结构差异很大，取决于遗传信息、培养生长条件和菌龄等。需根据破碎对象的性质来

选用具体的破碎方法。

手轮阀杆阀体
撞击环
阀室

图４?２ 高压匀浆器的排出阀
（引自俞俊堂、唐孝宣）

（一）机械破碎法

１高压匀浆法（ｈｉｇｈ?ｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ） 这是利用高压匀浆器，大规模破碎细胞的一
种常用方法。匀浆器中有高压室、针形阀、撞击环等结构，高压室能产生几十兆帕以上的高压，

使细胞悬浮液喷向针形阀，悬浮液从针形阀喷出时，突然减压，速度可达每秒几百米，这种高速

的浆液又射到静止的撞击环上，被迫改变方向从出口管流出。细胞在高压匀浆器中一系列的高速

运动过程中，经历了剪切、碰撞和由

高压到常压的变化，从而造成细胞破

碎。此法非常适合于细菌和酵母的破

碎，不适合于丝状真菌及某些基因工

程菌。本方法一次可处理几升悬浮液，

一般循环２～３次后，足以达到细胞破
碎要求。

２珠磨法（ｂｅａｄｍｉｌｌ） 利用直径
小于１ｍｍ的玻璃小珠、石英砂、氧化
铝等作为研磨剂，在珠磨机中与细胞

悬浮液在一起快速搅拌和研磨，它们

之间互相碰撞、剪切，使细胞破碎，

释放出胞内物。该法适合于各种微生

物细胞的破碎。珠磨法是一种有效的

细胞破碎法，图４?３为珠磨机的结构示
意图。其工作原理是：进入珠磨机的
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８７６５

１

４３２

图４?３ 水平搅拌式珠磨机结构示意图
１细胞悬浮液 ２细胞均浆液 ３珠液分离器

４冷却液出口 ５搅拌电机 ６冷却液进口

７搅拌桨 ８玻璃珠
（引自毛忠贵）

细胞悬浮液与极细的玻璃小珠、石英砂、氧化铝等研

磨剂（直径＜１ｍｍ）一起快速搅拌或研磨，研磨剂与
细胞之间互相剪切、碰撞，使细胞破碎，释放出内含

物。在珠液分离器的协助下，珠子被滞留在破碎室

内，浆液流出，从而实现连续操作。破碎中产生的热

量一般采用夹套冷却的方式带走，但在大型设备中，

采用夹套冷却带走热量是一个需要考虑的问题。

３超声破碎法（ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ） 该法也是应用
较多的一种破碎方法。其破碎机理尚不清楚。可能与

超声振荡引起的空化现象（ｃａｖｉｔａｔｉｏｎｐｈｅｎｏｍｅｎａ）和
剪切作用有关。一般采用１５～２５ｋＨｚ的频率操作。
它对杆菌的破碎较容易，对酵母菌的破碎效果较差。

（二）非机械破碎法

１酶溶法（ｅｎｚｙｍａｔｉｃｌｙｓｉｓ） 利用酶反应，分解破坏细胞壁上的特殊键，从而达到破壁的目
的。酶溶法分为外加酶法和自溶法。在外加酶法中，常用的有溶菌酶（ｌｙｓｏｚｙｍｅ）、蛋白水解酶
（ｐｒｏｔｅａｓｅ）、糖苷酶（ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ）或肽键内切酶（ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ）等，它们对细胞壁或细胞膜进
行酶解，使细胞崩解破碎。在细胞工程中，酶溶法大量用来剥离细胞壁，将原生质体进行融合。

自溶法是在微生物生长代谢过程中，控制一定条件，诱发微生物产生多量的溶胞酶或激发自身溶

胞酶的活力，以达到细胞自溶的目的。

２化学渗透法（ｃｈｅｍｉｃａｌｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ） 用有机溶剂、变性剂、表面活性剂、抗生素或金属螯
合物等处理，使细胞壁或膜的通透性（渗透性）改变，从而使胞内物质有选择地渗透出来。

其他还有渗透压法、冻融法、干燥法和激光破碎法等。

四、酶的提取与纯化

工业用酶一般用量较大，纯度要求不一样。例如，用于皮革工业的蛋白酶和纺织工业的淀粉

酶，纯度不需要高；而用于食品、医药、分析测试等用途的酶必须要有高纯度，在提取的过程中

需要纯化处理。酶的提取是指在一定条件下，用适当的溶剂处理含酶原料，使酶充分溶解到溶剂

中的过程，也称作酶的抽提，亦即初步纯化。常用的方法有：①盐溶液提取。大多数酶溶于水，
而且在一定浓度的盐存在时，酶的溶解度增加。一般采用稀盐溶液进行酶的提取，盐浓度一般控

制在００２～０５ｍｏｌ／Ｌ范围内。②酸溶液提取。有些酶在酸性条件下溶解度较大，且稳定性较
好，常采用０１２ｍｏｌ／Ｌ的硫酸溶液进行提取。③碱溶液提取，常用ｐＨ１０～１２５的碱溶液处理

２０ｍｉｎ。④有机溶剂提取。有些与脂质结合比较牢固或分子中含非极性基团较多的酶，不溶或难
溶于水、稀酸、稀碱和稀盐溶液中，需用有机溶剂提取，常用的有机溶剂是与水能够混溶的乙醇、丙

酮或丁醇等。酶的精制，即高度纯化方法很多，常见的有：①沉淀法、②超滤法、③色层分离法、④结
晶法等。其中沉淀法和超滤法既可用在初步纯化中，也可用在精制之中。大分子蛋白质精制依赖

于层析分离等。根据酶分子的不同特性，可以采用以下一种或几种方法来进行提取和精制。
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（一）根据酶分子溶解度不同的方法

通过改变某些条件，使溶液中某种物质的溶解度降低，从而从溶液中沉淀析出，达到与其他

溶质分离的目的。这种沉淀分离法在酶的分离纯化过程中，经常采用。

１盐析沉淀法 盐析沉淀法是蛋白质和酶分离纯化中最早应用，而且至今仍在广泛使用的
方法。一般在低盐浓度时，蛋白质和酶的溶解度随盐浓度的升高而增加，而当盐浓度升高到一定

数值时，其溶解度又随着盐浓度的升高而降低，结果使蛋白质和酶沉淀析出，这种现象叫盐析。

在某一浓度的盐溶液中不同的蛋白质和酶的溶解度不相同，因而可达到彼此分离的目的。通常采

用的盐有硫酸铵、硫酸钠、磷酸钾、硫酸镁、氯化钠和磷酸钠等。其中以硫酸铵最为常用，因为

它在水中的溶解度大而温度系数小，不影响酶的活性，分离效果好，而且价廉易得。盐析沉淀所

得到的产品常含有大量盐分，一般可用超滤或层析等方法脱盐，使酶进一步纯化。

２等电点沉淀法 利用两性电解质在等电点时溶解度最低，以及不同的两性电解质具有不
同等电点这一特性，对酶、蛋白质、氨基酸等两性电解质进行分离纯化。在酶的沉淀分离中，等

电点沉淀法经常与盐析沉淀、有机溶剂沉淀和复合沉淀等方法一起使用，使其沉淀完全。

３有机溶剂沉淀法 利用酶等物质在有机溶剂中的溶解度不同而使其分离。常用的有机溶
剂有乙醇、丙酮、异丙酮、甲醇等。其用量一般为酶液体积的２倍左右，终浓度约７０％，但不
同的酶和不同的溶剂，其使用浓度也不同。

４复合沉淀法 在酶液中加入某些物质，使它与酶形成复合物而沉淀下来，分离出沉淀后，
再用适当方法将酶从复合物中重新析出。能与酶形成复合物沉淀的物质，常有单宁、聚丙烯酸等

高分子聚合物。

（二）根据酶分子大小和形状不同的方法

１离心分离法 离心分离法是借助于离心机旋转所产生的离心力，使不同大小和不同密度
的物质分离的技术。在酶的提取分离纯化过程中，细胞的收集、细胞碎片和沉淀的分离以及酶的

纯化等往往要使用离心分离。

２凝胶过滤法 凝胶过滤又称为分子排阻层析、分子筛层析、凝胶层析，是利用具有一定
大小网状的凝胶颗粒（固定相）填充柱的分子筛作用，利用溶液中各组分的分子量不同来进行层

析分离的一种方法。凝胶层析是２０世纪５０年代末期６０年代初期才发展起来的一种快速又简便
的层析分离技术，设备简单，操作方便，不需要经过再生处理就可反复使用。凝脉过滤法使用于

不同分子量的各种物质的分离，已广泛地用于酶的分离纯化。凝胶是具有网状结构的多孔性高分

子聚合物。在凝胶过滤法中使用的凝胶，都制成颗粒状，经一定方法处理后装进凝胶层析柱使

用。当酶液在层析柱内流过时，酶液中各组分分子在柱内同时进行向下的移动和不定向的分子扩

散运动。各种溶质分子由于分子量大小和分子形状的不同，大分子物质（酶蛋白等）由于分子直

径大于凝胶孔径，难于进入凝胶的微孔被凝胶排阻，只能分布在凝胶颗粒的间隙中随流动相向下

移动，速度较快，所以大分子以较快的速度流过凝胶柱。小分子蛋白质则进入凝胶颗粒的小孔

内，不断地进出于一个个胶粒的微孔内外，路径加长，移动缓慢。这样就使小分子物质向下移动

的速度落后于大分子物质。这样通过适当长度的层析柱后，溶液中各组分按分子量从大到小的顺

序，先后流出层析柱，大小不同的分子蛋白就被分开了，从而达到酶的分离纯化（图４?４）。常
用的凝胶有琼脂凝胶（Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）、聚丙烯酰胺凝胶（Ｂｉｏｇｅｌ）和葡聚糖凝胶（Ｓｅｐｈａｄｅｘ）等。该

·８８１· 第四章 酶工程原理及其在食品中的应用



方法除了用于分离蛋白质，还常用于测定未知蛋白质的分子量。

经层析后

凝胶颗粒

加入的样品分子

图４?４ 凝胶过滤分离示意图

（１）琼脂和琼脂糖凝胶。琼脂是一种天然的多糖混合物，将琼脂加一定量的水加热溶解后，
冷却凝固成凝胶，琼脂凝胶有较大的空隙，能分离的物质分子量范围较大。但其强度较差，而且

含有大量负电荷，用于凝胶层析时，会影响物质的分离效果。琼脂中带负电荷的组分为琼脂胶

（ａｇａｒｏｐｅｃｔｉｎ），含有磺酸基和羧基，通过精制可将琼脂胶除去，从而得到不带电荷的琼脂糖
（ａｇａｒｏｓｅ）。琼脂糖是由Ｄ?半乳糖和３，６?脱水Ｌ?半乳糖相间结合的多糖。琼脂糖可制成各种型号
的琼脂糖凝胶。其商品名有多种，如瑞典的Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、美国的Ｂｉｏｇｅｌ和丹麦的Ｇｅｌａｒｏｓｅ等，它们
对蛋白质和多糖等的分离范围（分子量）稍有不同。琼脂糖凝胶的优点是多孔，液体流动性好，

取代基团多，对物质的吸附性弱，分离范围较大，适用于蛋白质、酶、多糖等多种物质的分离。

但其稳定性差，温度超过４０℃会融化，使用时ｐＨ范围在４～９之间。为了改善琼脂糖的稳定性，
可用双环氧丙烷等双环氧化物将它交联，制成交联琼脂糖凝胶，它的结构坚实，保持了原有的多

孔性和流动性等优点。使用的ｐＨ范围扩宽到３～１２，并可在１２０℃以下加热灭菌，使之能更广
泛使用。

（２）聚丙烯酰胺凝胶。聚丙烯酰胺凝胶是以丙烯酰胺为单体，以甲叉双丙烯酰胺为交联剂聚
合而成的高分子聚合物。商品名为ＢｉｏｇｅｌＰ。聚丙烯酰胺凝胶的化学稳定性好，强度高，通过改
变单体和交联剂浓度可使聚合凝胶的孔径改变。但在浓酸或浓碱的作用下，酰胺键会水解而生成

羧基，使凝胶带上电荷成为离子交换基团，而影响凝胶层析效果。所以聚丙烯酰胺凝胶适宜在

ｐＨ２～１１的范围内使用。使用时应根据欲分离物质的分子量大小，选择各自适宜的聚丙烯酰胺
凝胶型号。

（３）葡聚糖凝胶。葡聚糖凝胶是以葡聚糖（葡萄糖通过α?１，６糖苷键结合成的线形高分子）
为单体，以环氧氯丙烷为交联剂，聚合成的高分子聚合物。根据交联度的不同商品葡聚糖凝胶从

Ｇ?１０至Ｇ?２００共有８种型号，交联度大的，所采用的葡聚糖单体的分子量较小，凝胶孔径较小，
适用于较小分子的分离。例如ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２５，是用分子量４～５万的葡聚糖单体交联成的，适用
于分子量为１０００～５０００的蛋白质分子等的分离。反之交联度低的所采用的葡聚糖单体的分子量
较大，适用于较大分子的分离。如ＳｅｐｈａｄｅｘＧ?２００，是采用分子量２０万左右的葡聚糖单体交联
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成的，适用于分子量为５０００～５０００００的蛋白质分子的分离等。使用时应根据欲分离的物质分子
量大小来选择适宜的凝胶。葡聚糖凝胶具有良好的化学稳定性和热稳定性。在０２ｍｏｌ／Ｌ的盐酸
溶液中放置半年其性质不变，干胶在１２０℃以下加热不受影响。所以，广泛地应用于酶和其他物
质的分离纯化。

３透析、超滤、反渗透和电渗析 透析、超滤、反渗透和电渗析等，均属于膜分离技术。
透析法是利用化学能（扩散速度差）进行的，超滤和反渗透都是利用力能（压力差）进行的，电

渗析是利用电能（电位差）进行的。借助于一定孔径的各种高分子薄膜，将不同大小、不同形状

的和不同特性的物质颗粒或分子分离的技术，统称为膜分离技术。膜分离所使用的薄膜主要是由

丙烯腈、醋酸纤维素、硝酸纤维素、赛璐玢及尼龙等高分子聚合物制成的高分子膜，有时也可用

动物膜和羊皮纸等。在膜分离过程中，膜的作用是选择性地让小于其孔径的物质颗粒或分子通

过，而把大于其孔径的颗粒截留，故此膜的孔径有多种规格供使用时选择。

（１）透析。透析是指利用小分子物质的扩散作用，不断透过半透膜到膜外，而大分子被截
留，从而达到分离目的。透析膜可用动物膜、羊皮纸、火棉胶或塞璐玢等制成。使用时可做成透

析管、透析袋或透析槽等形式。透析时，样品液装在透析袋内，袋外是水或者缓冲液，在一定的

温度下，透析一段时间后，使小分子物质从透析袋内透出到袋外。必要时袋外的水或缓冲液可以

更换，或连续补充水或缓冲液，而同时连续排出渗出液，以提高效果。透析设备简单，操作简

便，但透析时间长，若不更换水或缓冲液时，只扩散到膜内外平衡为止。透析结束时，透析袋内

的保留液体积较大，浓度较低。透析主要用于酶、蛋白质、核酸等生物大分子的分离纯化，从中

除去小分子物质。透析在酶纯化过程中极为常用，通过透析可以除去酶液中的盐类、有机溶剂、

低分子量的抑制剂等。透析膜（袋）的截留极限一般在ＭＷ５０００左右，如果将分子量小于一万
的酶液进行透析就有泄漏的危险。透析袋在使用前最好在ＥＤＴＡ?ＮａＨＣＯ３溶液中煮过，还应检查
一下有无破损泄漏处。透析袋使用完后，一般可用清水冲洗干净，再次检查是否完好，然后浸入

７５％乙醇溶液中保存备用。
（２）超滤。超滤是借助于超滤膜将不同分子量的物质分离的技术，是在一定的正压力或负压
力驱动下，将料液强制通过一定孔径的超滤膜，部分小分子的溶质和溶剂透过膜而成为超滤液，

而大分子的酶和蛋白质等物质被截留，从而达到分离纯化的目的，也可用于酶液的浓缩和脱色。

超滤膜截留的颗粒直径范围为２～２００ｎｍ，相当于分子量１０００～５０００００。构成超滤膜的主要材料
有醋酸纤维或硝酸纤维及尼龙或丙烯腈、聚砜等。超滤膜一般由两层组成，表面厚度为０５～
１μｍ，孔径有多种规格，从２～２００ｎｍ组成系列产品，根据需要选用。基层厚度为２００～２５０μｍ，
强度较高。使用时注意方向，将表层与待超滤的溶液接触，否则会影响超滤效果和膜的寿命。超

滤膜的种类有平面膜、管式膜、中空纤维式和螺旋卷绕式等，以满足不同的要求。

超滤过程中，小分子物质与溶剂（一般是水）分子一同透过膜孔渗出，不同孔径的膜有不同

的透过性，膜的透过性一般以流率表示，单位为ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ）。它指每平方厘米的膜每分钟
透过的流体的量。超滤时流率一般为００１～５ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ）。孔径大时流率也大。
影响流率的主要因素有膜孔径的大小。颗粒的性状与大小、溶液浓度、操作压力、温度和搅

拌条件等条件。溶液中颗粒的性状与大小不同，其超滤流率也不同。一般来说，相对密度小的分

子透过性较好，球状分子比相同分子量的纤维状分子透过性好，小分子比大分子的透过性好；溶
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液的浓度越高，超滤流率越小。故此，超滤时溶液浓度不宜太高，在超滤高浓度溶液时，可通过

补充溶剂（水）使其稀释以提高流率。操作压力对超滤流率的影响比较复杂，一般情况下，压力

增加，超滤的流率也增加，但对于一些胶体溶液，当压力高到一定程度后，再增加压力，超滤流

率不再增加。对于一般溶质分子，压力增加时其透过性提高，但某些溶质分子则相反。超滤时的

操作压力一般控制在５０～７００ｋＰａ。压力可由压缩气体来维持。适当提高温度、增加搅拌速度等
都有利于提高超滤流率；但温度和搅拌速度过高时，容易引起酶和其他活性大分子变性失活。

超滤不仅使酶得以分离纯化，还能达到酶液浓缩的目的，特别适用于液体酶制剂的生产。但

对超滤膜的要求较高，对于那些需要小分子辅酶的酶的生产不适用。

（３）反渗透。反渗透膜的孔径小于２ｎｍ，被截留的物质分子量小于１０００，操作压力为０７～
１３ＭＰａ，主要用于分离各种离子和小分子物质。在海水淡化、纯水精制等方面使用。
反渗透与超滤的区别在于被分离的对象物质不同，超滤分离的对象是高分子物质或固体颗粒，

此类物质的渗透压大多很低，一般可忽略不计；而反渗透分离的对象是水等小分子物质，渗透压较

大，这种不能忽略渗透压的则为反渗透。其次，两者的操作压力不同，超率一般采用低压，而反渗透

必须采用高压。反渗透操作时采用的操作压力需要数倍或数十倍于渗透压，例如，海水淡化，含盐

３５％海水的渗透压为２４个大气压（约２４ＭＰａ），而操作压力一般需１００大气压（约１０ＭＰａ）。
（４）电渗析。电渗析是用两块半透膜将渗析槽分割成三个室，两块膜之间的中心室通入待分
离的液体，在两侧的室中装入水或缓冲液，并分别装上正、负电极，接通直流电源后，中心室溶

液中的阳离子向阴极移动，透过半透膜到达阴极槽，而阴离子则移向阳极槽，从而达到分离的目

的（图４?５）。电渗析主要用于酶液或其他溶液的脱盐、海水淡化、纯水制备及其他带电荷的小
分子的分离。也可将凝胶电泳后的含蛋白质或核酸等的凝胶分开，放于中心室经电渗析，使带电

荷的大分子与凝胶分离。
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图４?５ 电渗析作用机理

（三）根据酶分子电荷性质的方法

１离子交换柱层析 离子交换柱层析是依据被分离物质与分离介质（离子交换剂）间异种

·１９１·第一节 酶工程原理和方法



电荷的静电引力的不同来进行物质分离的。不同离子交换剂上的可解离基团对各种离子的亲和力

不同，而使不同物质分离。

离子交换剂是含有若干个活性基团的不溶性高分子物质。通过在不溶性高分子物质（母体）

上引入若干个可解离基团（活性基团）而制成。离子交换剂根据活性基团的性质分为两大类，即

阳离子交换剂和阴离子交换剂。由于酶具有两性性质，故可用阳离子交换剂，也可用阴离子交换

剂进行酶的分离纯化。各种蛋白质分子因暴露在分子外表面的侧链基团的种类和数量不同，在一

定离子强度和ｐＨ的缓冲液中，所带电荷的情况也是不相同的。当溶液的ｐＨ大于酶的等当点时，
酶分子带负电荷，可用阴离子交换剂进行层析分离；当溶液的ｐＨ小于等电点时，酶带正电荷，
则要采用阳离子交换剂。根据不同的蛋白质与离子交换剂的亲和力不同而达到分离的方法称为离

子交换层析。离子交换剂按母体的不同可分为离子交换树脂、离子交换纤维素和离子交换凝胶

等。其中离子交换树脂主要用于分子量较小的物质分离纯化，只有某些大孔径的离子交换树脂可

用于酶的分离纯化。离子交换纤维素是以纤维素为母体引入活性基团而制成，亲水性能好，活性

基团分布在纤维素表面，交换容量大，是目前在酶的分离纯化方面广泛应用的离子交换剂。常用

的有ＤＥＡＥ?纤维素、ＡＥ?纤维素、ＣＭＣ等。离子交换凝胶是以葡聚糖凝胶、聚丙烯酰胺凝胶等
凝胶为母体引入若干活性基团制成。这种离子交换剂同时具有离子交换和分子筛的作用，交换容

量大，分辨能力强，在酶的分离纯化方面具有广阔的应用前景。常用的有ＤＥＡＥ?葡聚糖凝胶、

ＤＥＡＥ?聚丙烯酰胺凝胶、ＤＥＡＥ?琼脂糖凝胶、ＣＭ?凝胶、ＳＰ?葡聚糖凝胶等。进样时加入的样品
体积尽可能小，才能得到较高的分辨率。洗脱时，可以通过提高洗脱液的离子强度，减弱蛋白质

分子与载体亲和力的方法，逐一洗脱蛋白质组分，也可改变洗脱液的ｐＨ，使蛋白质分子的有效
电荷减少而被解吸洗脱。

离子交换层析主要的操作过程如下：

（１）离子交换剂的处理与装柱。将干燥的离子交换剂用水浸泡２ｈ以上，充分吸水膨胀后，
减压抽去气泡，倾去水，用去离子水洗至澄清，再先后用４倍体积左右的２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ各浸泡４ｈ，再用去离子水洗至中性。然后再经转型处理，使离子交换剂所带的可交换离
子转变为适当的离子型，如阳离子交换剂用ＮａＯＨ处理，转为钠离子型，用ＨＣｌ处理转为氢离
子型等；阴离子交换剂用ＮａＯＨ处理成ＯＨ－型，用ＨＣｌ处理成Ｃｌ－型等。
转型后的离子交换剂小心装进交换柱中，装柱的好坏对分离效果有影响，要求装填得均匀，

无气泡无裂缝，装好后，保持液面在交换剂平面以上，防止空气进入。

使用过的交换剂也需经转型，得以再生后贮存，以等待重复利用。使用过的离子交换剂可用

２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ彻底洗涤，阳离子交换剂转成氢离子型或盐型贮存，弱碱性阴离子交换剂以ＯＨ型̄
贮存，中等碱性和强碱性阴离子交换剂以盐型贮存，并且加入适当的保存剂，如００３％甲苯、

０００２％洗必太等。
（２）上柱。打开离子交换剂出口阀，让柱内液体慢慢流出。当液面刚好到达交换剂表面时，
小心加入酶液，使酶液尽快均匀地分布于交换剂的表面，然后均匀进入交换剂层进行交换。继续

加入酶液直至交换剂的交换容量饱和为止。上柱时注意酶液的ｐＨ、温度和离子强度等条件，并
控制好流速，流速太快时分离效果不好；反之，则影响分离速度。有时由于离子交换剂颗粒太

细，或柱较高，或酶液浓度黏度较高等原因，引起流速太慢时，可采用在柱进口适当加压，或在
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柱出口适当减压的方法以加快离子交换层析速度。

（３）洗脱和收集。上柱完毕后，先用水或缓冲液流过层析柱，使未吸附的物质洗出，然后用
适当的洗脱液，将吸附在离子交换剂上的离子，按亲和力最小至最大的顺序洗脱下来，分别收

集，以达到分离的目的。酶液中除了含有欲得到的某种酶以外，还含有各种杂质，由于酶和杂质

与离子交换剂的亲和力不同，采用适当的洗脱液洗脱，可使酶与杂质分开。有时酶液中所含的组

分很复杂，用一种洗脱液还达不到良好的分离效果。为此，可采用连续式的或阶梯式的梯度洗脱

法，即采用按一定规律改变ｐＨ梯度或盐浓度梯度的洗脱液进行洗脱。连续梯度洗脱液可按预先
设计的梯度范围，在梯度混合器中配置。阶梯式梯度洗脱液则分别配置几种不同ｐＨ或不同盐浓
度的缓冲液，使用时按设计好的次序依次洗脱。

（４）离子交换剂的再生。当离子交换剂含杂质较少时，再生只用酸、碱或盐进行转型即可。
反之，则要先经过酸碱浸泡清洗，用水洗至中性，然后再转型，以供下次上柱交换。如果离子交

换柱要较长时间停用，可在再生后加入适当的防腐剂以防止微生物生长。阳离子交换树脂常用

００２％的叠氮钠作为防腐剂，阴离子交换树脂常用１０ｍ／Ｌ的苯乙酸汞作为防腐剂。

２层析聚焦 该方法相似于等电聚焦电泳，区别仅在于其连续稳定的ｐＨ梯度是在固相的离
子交换载体上形成的。一般以孔径１０～１００μｍ、表面含有强缓冲能力离子的离子基团（如聚乙
烯酰亚胺）的二氧化硅作为层析介质。当两性电解质组成的多元缓冲液流过时，能形成一个ｐＨ
梯度（图４?６）。

ｐＨ 梯度

７６６４

洗脱方向

图４?６ 层析聚焦效应示意图

层析聚焦法有等电聚焦的高分辨率和柱层析容量大的特点，具有较大的应用价值。

３电泳分离 在外电场作用下，不同蛋白质离子所带净电荷的多少和性质不同，因而其向
两极泳动的方向和速度也不相同，从而达到分离的目的。为了减少对流扩散，电泳过程是在浸透

了缓冲液的聚丙烯酰胺凝胶、淀粉胶等介质上进行的。电泳分离的蛋白质量通常较小（约数毫

克），常用作分析用。但现在已发展了制备电泳，用这种方法制备的酶，可以在介质中洗脱或直

接从电泳柱底部依次流出。
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４等电聚焦电泳 先从阳极顶端扩散装入一种酸（如磷酸），然后从阴极端扩散装入一种碱
（如乙醇胺），用具有不同等电点的脂肪族聚氨基聚羧基化合物作为两性电介质载体，当阴阳两极

通电以后电介质在一定范围内便形成ｐＨ梯度，当该载体电介质同样品一起电泳时，蛋白质便朝
其各自等电点相等的ｐＨ位置移动而被浓缩。此法不但可将各种酶精确分开，通过测定各段的

ｐＨ还可以了解该酶的等电点（图４?７）。用这种方法可以分离和检出等电点相差仅００２的两种蛋
白质成分。

电泳槽负极装有稀碱

（ＮａＯＨ 或三乙醇胺）

酶 Ｂ酶 Ａ

电泳槽正极装有稀酸

（Ｈ２ＳＯ４或 Ｈ３ＰＯ４）

ｐＩＡ ｐＩＢ

ｐＨ 梯度

图４?７ 等电聚焦法分离酶蛋白

洗脱剂

ｈｇｆｅｄｃｂａ

图４?８ 亲和色层分离法示意图

（四）根据酶分子专一性结合的分离方法

１亲和层析 酶的底物、底物类似物及酶的竞争性抑制剂同酶间有着较高的亲和力，可作为
配基（ｌｉｇａｎｄ）固定于不溶性载体，可选
择性地将酶吸附而同杂质分离。然后可以

通过改变缓冲液的离子强度和ｐＨ的方法，
也可以使用浓度更高的同一配体溶液或亲

和力更强的配体溶液，将酶洗脱下来（图

４?８）。
将欲分离的混合液加入层析柱的上部

（图４?８ａ）令其流入柱内，然后加入洗脱
剂（ｅｌｕａｎｔ）冲洗（图４?８ｂ），如果各组分
固定相不发生作用，则各组分都以流动相

（洗脱剂）的速度向下移动，因而得不到

分离。实际上各组分和固定相间常存在一

定的化学亲和力，如果亲和力大小不同，

则各组分的移动速度也不一样，因而产生

差别阻滞。图４?８中各组分对固定相亲和
力的次序为白球分子○＞黑球分子●＞三
角分子△。当继续加入洗脱剂时，如果柱
有足够长度，则三种组分逐渐分层（图４?
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８ｃ～ｇ）。三角分子跑在前面，最先从柱中流出（图４?８ｈ）。加入洗脱剂而使各组分分层的操作称
为展开（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ），洗脱时从柱中流出的溶液称为洗脱液（ｅｌｕａｔｅ）。而将展开后的各组分的
分布状况称为色谱（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ）。

２免疫吸附层析 是利用抗原?抗体的高亲和性反应原理进行酶的分离纯化。通常利用小鼠
免疫制备克隆抗体（ＭｃＡｂ），因为这种方法所需的抗原酶量极少，有时５０μｇ便足够用，也无须
太纯，要从同一抗原产生的许多不同ＭｃＡｂ中挑选出亲和力适中的抗体来制备亲和介质，这样既
能高效吸附目的酶，又可避免后面洗脱困难的问题。

３染料配体亲和层析 由于染料分子与被纯化的酶没有任何生物学关系，因此，严格地说，
只能被称为假亲和层析。尽管它们的分子结合机制尚未搞清楚，但已被证明是分离含ＮＡＤ＋及

ＮＡＤＰ＋的脱氢酶和与ＡＴＰ有关的激酶类的有效方法。染料配基的层析效果除主要取决于染料配
基与酶亲和力的大小外，还和洗脱时缓冲液的种类、离子强度、ｐＨ及待分离的酶样品的纯度有
关。层析操作最好在离子强度≥０１和ｐＨ≥７时进行，这样可避免固定化染料可能引起的阳离子
交换剂的作用。

４共价层析 利用层析与被分离酶间形成共价键（如二硫键等）而达到分离目的，目前在
巯基酶的分离纯化中应用较多。也可用来分离含巯基的多肽片段以及汞化的ｍＲＮＡ。由于偶联
反应是可逆性的，因此可在洗去那些没有吸附上的物质后，用含有能还原二硫键的低分子量化合

物的洗脱剂洗脱酶。

（五）根据分配系数的分离方法

当水溶液中含有一种或一种以上的亲水性聚合物时，当聚合物的浓度达到一定阈水平则形成

不相混溶的，可分离的两相。此两相中的任何一相都含有较高的水分，因样品中的细胞碎片、多

糖、核酸和酶等在两相中具有不同的分配情况，经过多次处理，酶可以和杂质有效分离，这种分

离方法称为双水相萃取法。常用的相系统有聚乙二醇（ＰＥＧ）／葡聚糖（ＤＥＸＴＲＡＮ）、ＰＥＧ／磷
酸盐、ＰＥＧ／硫酸铵等。该方法具有含水比例高、选用的聚合物及盐类对酶无毒性、分离设备与
化学工业通用等优点，因而已有二三十种的微生物酶已应用此技术纯化。

（六）其他分离方法

除了上述的主要方法外，还有其他许多方法也可用于酶纯化，如无机吸附层析、疏水吸附层

析、薄层层析、高效液相色谱、冷冻干燥、亲和超滤、亲和分配、亲和电泳等。

对目标酶而言，可以有多种纯化方法，实际采用哪种方法，其决定因素是产品的质量要求和

方法的经济性。在符合使用标准的前提下，采用的方法应为步骤简单、收率高和成本低为好。一

般来说，根据溶解度变化的纯化方法较适宜于早期纯化阶段，规模较大；而柱层析法或电泳分离

更适宜于后期的纯化过程，规模较小。硫酸铵盐法等提纯速度快一些，柱层析纯化速度慢一些。

某些价格昂贵的层析介质及方法，可只用于纯化过程的最后几步。

（七）酶的纯度与酶活力

酶纯化的目标是使酶制剂具有最大的催化活力和最高纯度。经分离纯化的酶，应设法检验其

纯度和酶活力，以决定是否有进一步纯化的必要。许多分离方法都可用于检验酶的纯度，实验室

常用聚丙烯酰胺凝胶电泳来检验酶的纯度。由于酶分子结构高度复杂，同一酶制剂，采用不同方

法检验结果可能不一致，所以酶的纯度应注明达到哪种纯度，如电泳纯、层析纯、ＨＰＬＣ纯等

·５９１·第一节 酶工程原理和方法



等。酶的纯度也可用酶的比活力来衡量，比活力是指以每毫克蛋白所具有的酶活力单位数。一般

情况下，酶的比活力随酶的纯度的提高而提高。

测定酶活力可采用中止反应法，或连续反应法，或采用酶分析自动化反应仪器操作进行。反

应方法可采用化学法、放射性化学法或酶偶联法等。

中止反应法是在恒温反应系统中进行酶促反应，间隔一定的时间，分几次取出一定容积的反

应液，使酶停止作用，然后分析产物的生成量或底物的消耗量。几乎所有的酶都可根据这一原

理，设计出测定其活力的具体方法。连续法测定酶活力，不需要取样中止反应，而是基于反应过

程中光谱吸收、气体体积、酸碱度、温度、黏度等的变化，用仪器跟踪检测反应进行的过程，记

录结果，算出酶活性。连续法使用方便，一个样品可多次测定，但很多酶反应不能用该法测定。

自动化酶分析仪从加样、启动反应、检测、数据记录及结果处理等，整个过程均由仪器自动完

成。

例如，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的测定。ＳＯＤ是一类专门清除体内超氧阴离子的酶，催化
反应为：

Ｏ·－２ ＋Ｏ
·－
２ ＋２Ｈ →＋ Ｈ２Ｏ２＋Ｏ２

由于Ｏ２－在溶液中极不稳定，给酶活性测定带来许多不便。目前已有根据Ｏ２－的物理性质，
测定Ｏ２－的歧化量，从而直接测定ＳＯＤ活力的方法，如电子顺磁共振波谱法（ＥＳＲ）、核磁共振
法（ＮＭＲ）、紫外分光光度法等。这里以邻苯三酚化学法为例：邻苯三酚在一定条件下发生自氧
化反应，产生的Ｏ２－可通过自氧化速率来表示。加入ＳＯＤ可抑制自氧化速率，由此计算出酶活
力。ＳＯＤ单位定义为，一定的实验条件下（见操作），抑制率达到５０％时的浓度为一个单位。
操作方法：在试管中加入ｐＨ８２的５０ｍｍｏｌ／Ｌｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲液４５ｍＬ，于２５℃保温２０ｍｉｎ，

然后加入预热的４５ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶液（对照管用１０ｍｏｌ／ＬＨＣｌ代替）１０μＬ，迅速摇匀倒入

１ｃｍ比色杯，每隔３０ｓ在３２５ｎｍ处一次光吸收值，即可测出邻苯三酚的自氧化速率。一般要求自
氧化速率控制在００７０ＯＤ／ｍｉｎ。
测酶或粗酶液活力时，方法同测自氧化速率相同，所不同的仅是在加入缓冲液后再加入

１０μＬ待测样品即可。酶活力计算方法如下：

单位体积活力（ＩＵ／ｍＬ）＝

００７－样液速率
００７ ×１００％

５０％ ×反应液总体积×
样液稀释倍数
样液体积

总活力（ＩＵ）＝单位体积活力（ＩＵ／ｍＬ）×原液总体积。
用这种方法测定酶活力时，应注意由于邻苯三酚和被测样液的加入量只有１０μＬ，在整个反

应系统中可忽略不计，故反应液总体积按４５ｍＬ计算。

五、酶的改造与修饰

酶在生物技术中占有核心地位，因为几乎所有生物体内的反应都是在酶的催化下进行的。由

于酶具有反应专一性、催化效率高和反应温和等优点，在工业、农业、医药、环保及能源等方面

得到了越来越多的应用。但从数量上来说，目前发现的酶约有３０００种之多，但得到应用的只有
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２００种，大规模应用的仅有２０种左右。我国酶制剂的产量已不少，但精制或高活性品种少，而
且品种单调，应用面受到很大限制。导致这种现象的原因是多方面的，但酶本身在应用上暴露出

来的一些性质上的缺点常常是根本的原因。这主要表现在下列几个方面：①酶一旦离开生物细胞
本身特定的作用环境，在发酵、分离提纯、反应、制剂等过程中，常常显得不够稳定，不能适应

大量生产条件的需要。②一般酶反应的环境基本接近中性，反应温度也与室温相近。但在工业应
用上，由于底物、产物带来的影响，ｐＨ常常不在中性范围内，温度高时，酶促反应加快，但酶
往往不稳定；温度低时，反应速度较慢，而且会导致微生物的污染。遇到底物不溶于水时，酶就

更难发挥作用了。③米氏常数（Ｋｍ）值过大，通常使反应不能在低底物浓度下高速进行。由于
体内各种代谢物质的浓度较低，这种酶用于工业生产时，有些底物，特别是产物对酶活性有抑

制，天然酶的反应条件不能适应工业生产的要求。④在临床应用上，多数酶对于人体来说是外源
蛋白质，具有抗原性，会引起过敏性或危险。由于这些原因，人们需要通过各种人工方法来改造

酶，使其能适合于各行各业的需要。随着酶的结构、功能及其相互关系的研究、基因操作及固定

化技术的普及，酶的改造已开始进入了实用阶段。通过各种方法使酶分子结构发生某些改变从而

改变酶的某些特性和功能的过程称为酶分子改造或修饰。目前常用的主要修饰技术分述于下。

（一）金属离子置换修饰

有些酶含有金属离子，而且金属离子往往是活性中心的组成部分，对酶的催化功能起重要作

用。若从酶分子结构中除去原有的金属离子，酶往往会失活，若重新加入原有的金属离子，酶可

以恢复，若加进不同的金属离子则可使酶呈现不同的特性，既可使酶活降低甚至失活，也可能使

酶活提高并增加酶的稳定性。用于酶修饰的金属离子常是二价金属离子，该法只适用于天然结构

中本来就含有金属离子的酶。

（二）大分子结合修饰

利用水溶性大分子与酶结合，使酶的空间结构发生某些精细的变化，从而改变酶的特性与功

能的方法称为大分子结合法。通常使用的大分子修饰剂有：右旋糖酐、聚乙二醇、肝素、蔗糖聚

合物、聚氨基酸等。这些大分子在使用前一般需经过活化，然后在一定条件下与酶分子以共价键

结合，从而达到修饰目的。该方法是目前应用最广的酶分子修饰方法。

（三）肽链有限水解修饰

利用肽链的有限水解，使酶的空间结构发生某些精细变化，从而改变酶的特性和功能的方法

称为肽链有限水解修饰。若肽链水解后引起酶活性中心的破坏，则酶将失去催化功能；若将肽链

的一部分水解后，仍可维持其活性中心的完整构象，则酶的活力仍可保持或损失不多；若肽链的

一部分水解除去后，有利于活性中心与底物的结合并形成准确的催化部位，则酶可显示出催化功

能，或使酶活力提高。后两种肽链的水解在限定的肽键上进行，称为肽链有限水解。

（四）酶的化学修饰

酶的化学修饰是在分子水平上对酶进行改造，即在体外，将酶的侧链基团通过人工方法与一

些化学基团进行共价连接，从而改变酶学性质的技术。酶化学修饰所用的方法手段较多，但基本

原则都是利用修饰所有的各类化学基团的特性，或直接或经过一定的活化过程，与酶分子上某种

氨基酸残基（一般尽量选择非酶活必需基因）产生化学反应，对酶分子结构进行改造。开始设计

酶化学修饰时，须要注意的是：
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①修饰剂的要求：一般情况下，要求修饰剂具有较大的分子量、良好的生物相容性和水溶
性、修饰剂分子表面有较多的反应活性基团及修饰后酶的半衰期较长。

②酶性质的了解：应该了解酶活性部位情况、酶反应最适条件和酶的稳定条件，酶分子侧链
基团的化学性质及反应活泼性等。

③反应条件：修饰反应一般尽可能在酶稳定的条件下进行，尽量少破坏酶活性功能的必需基
团。反应的最终结果是要得到酶和修饰剂的高结合率和高酶活回收率。因此，反应体系中酶与修

饰剂的分子比例、反应体系的溶剂性质、盐浓度和ｐＨ条件，反应温度及时间等反应条件，皆需
要经过大量实验才能确定。

１氨基的化学修饰 氨基修饰剂有许多种，例如各种酸酐、Ｏ?甲基异脲（Ｏ?ｍｅｔｈｙｌｉｓｏｕｒｅａ）、
右旋糖酐及右旋糖酐硫酸酯（ｄｅｘｔａｎａｎｄｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｐｈａｔｅ）、糖肽（ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ）、葡萄糖凝胶Ｇ?
２５（ｓｅｐｈａｄｅｘＧ?２５）、聚乳糖（ｐｏｌｙｌａｃｔｏｓｅ）、聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）、聚（Ｎ?乙烯
吡咯烷酮）［Ｐｏｌｙ（Ｎ?ｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ），ＰＶＰ］、聚丙烯酸（ＰＡＡ）等等。这些修饰剂作用于酶蛋
白侧链上的氨基，或产生脱氨基作用，或与氨基共价结合将氨基屏蔽起来，使氨基原有的副键改

变，从而改变酶蛋白的构象。例如，右旋糖酐常被高碘酸氧化开环后，再与氨基结合，其修饰过

程如图４?９所示。
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图４?９ 右旋糖酐的高碘酸氧化开环与酶的修饰

２羟基的化学修饰 目前常用的羧基修饰剂是各种水溶性碳化二亚胺（ｗａｔｅｒ?ｓｏｌｕｂｌｅｃａｒ
ｂｏｄｉｉｍｉｄｅ，简称ＷＳＣ），该修饰方法是先将ＰＥＧ末端羟基转化成氨基，然后通过ＷＳＣ与酶分子
上羧基反应，产生共价交联。

３酪氨酸残基的化学修饰 酪氨酸残基是大多数酶蛋白组成上的一个重要基团，酪氨酸残
基能被许多试剂所修饰。四硝基甲烷（ｔｅｔｒａｎｉｔｒｏｍｅｔｈａｎｅ，ＴＮＭ）是其中的一种，但ＴＮＭ本身
是一种易爆炸化合物，且它与蛋白质的其他基团（如巯基、蛋氨酸、色氨酸、组氨酸等）也有副

反应，所以尽管它有反应条件温和等优点，它的实际使用价值受到了限制。目前使用较多的是

Ｎ?乙酰咪唑（Ｎ?ａｃｅｔｙｔｉｍｉｄａｚｏｌｅ，Ｎ?ＡＩ）。

４精氨酸残基的化学修饰 酶蛋白中精氨酸残基的胍基具强碱性，它们能抵抗大多数化学
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处理，而修饰剂对它的作用条件也往往比较剧烈，所以必须考虑到在该反应条件下，蛋白质的其

他基团受影响的可能性。一般来说环己酮、乙二醛、苯乙二醛等二羰基化合物及其衍生物是一类

常用的精氨酸残基修饰剂。

５巯基的化学修饰 酶蛋白的巯基能同许多试剂作用，它们很容易同烷基化或芳香基化试
剂反应，能与重金属离子结合，即使很温和的氧化剂也能使其氧化。蛋白质巯基常用的修饰剂有

对一氯汞苯甲酸（Ｐ?ｃｈｌｏｒｏｍｅｒｃｕｒｉｂｅｎｚｏａｔｅ，ＰＣＭＢ）、二硝基二硫基二苯甲酸（２，２′?Ｄｉｎｉｔｒｏ?５５′?
ｄｉｔｈｉｏｄｉｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，ＤＴＮＢ）等。

６色氨酸残基的化学修饰 蛋白质分子中的色氨酸残基侧链吲哚，常常可以用各种氧化剂
进行氧化而被修饰。常用的氧化剂有Ｎ?溴代琥珀酰亚胺（Ｎ?ｂｒｏｍｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，ＮＢＳ）、２?羟基?５?
硝基溴苯（２?ｈｙｄｒｏｘｙ?ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｙｌｂｒｏｍｉｄｅ）等。ＮＢＳ在酸性条件下能够选择性地氧化色氨酸残基
侧链吲哚成为氧化吲哚，从而使蛋白质受到修饰。

（五）酶基因与改造

利用基因操作技术改造酶主要包括三方面内容：一是用基因工程技术大量生产酶；二是修饰

酶基因，产生遗传修饰；三是设计出新酶基因，合成自然界从未有过的酶。

近几年来，基因工程的迅速发展，使人们可以容易地克隆各种各样天然的酶基因，使其在微

生物中高效表达，并通过发酵进行大量生产。目前已有尿激酶基因、凝乳酶基因等一百多种酶基

因克隆成功。克隆是酶基因改造工程中的关键步骤，它将编码目的酶的基因插入适当的载体，然

后带入与载体相容的宿主，并随宿主复制。当酶基因插入载体后，在宿主中有两种表达方式，一

种是利用自身携带的起始密码子，启动合成与天然酶完全相同的酶；另一种是利用载体所具有的

密码子，合成相应的融合蛋白，融合蛋白经化学或酶法水解后形成天然酶。寻找宿主菌株时，应

满足以下几个特性：

①需要的目的酶能以活性形式分泌，而且目的酶占细胞总蛋白量的比例要高。

②菌体能利用廉价的原料进行大规模培养，生长条件不苛刻。

③载体与宿主相容，克隆酶基因的载体能在宿主中稳定维持。

④宿主的蛋白酶尽可能少，产生的外源酶不会被迅速降解。

⑤宿主不分泌毒素等对人类有害的物质。
纤维蛋白溶酶原激活剂和凝乳酶是应用基因工程获得大量酶的最成功例子。利用工程菌株生

产的人纤维蛋白溶酶原激活剂，能使纤维蛋白溶酶原水解产生有活性的纤维蛋白溶酶，促进人体

内血栓溶解。它在疗效上与人体合成的酶完全一致。目前已用于临床试验。

凝乳蛋白酶是生产乳酪的必需酶，最早的生产是从小牛的胃膜中提取，但动物供应量难以满

足需要，后来直接从微生物中提取的凝乳酶又常常引起乳酪苦味。因此，克隆小牛凝乳酶基因在

微生物中发酵生产，在食品工业上具有重要价值。利用酵母系统作为宿主产生的凝乳酶与从牛胃

中提取的天然酶性质完全一致。

２０世纪８０年代在基因工程基础上发展而来的酶的蛋白质工程，又被称为第二代遗传工程，
是指通过改造与蛋白质相对应的基因中的碱基排列次序，或设计合成新的基因，将它克隆到寄主

细胞中，通过基因表达而获得具有新的特性的蛋白质的技术。蛋白质工程主要步骤有：①新蛋白
质结构的设计，②突变基因的核苷酸序列的确定，③突变基因的获得，④新蛋白质的产生。例如
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枯草芽孢杆菌的蛋白酶，有一个容易被氧化的甲硫氨酸残基，位于活性中心２２２位，具有氧化不
稳定性。当被１９种氨基酸替代后，大部分突变型酶的氧化稳定性得到了提高。
目前酶蛋白工程主要集中在工业用酶的改造上。例如，洗衣粉中添加的枯草芽孢杆菌蛋白

酶，是一种天然的丝氨酸蛋白酶，它能分解衣服上的血迹或汗渍类物质中的蛋白质等物质，从而

使衣物洗净。但是这种酶易被漂白剂被破坏而失去活性，原因是２２２位的甲硫氨酸容易被氧化成
砜或亚砜。利用目前的生物技术，将它用丝氨酸或丙氨酸替代后，酶的抗氧化能力大大提高，便

可以与漂白剂混合使用了。

随着人们对酶催化本质、蛋白质晶体学、蛋白质化学的进一步了解和深入，可以设计和制造

更多的新酶基因，满足生产需要。近年来，抗体酶的发展，打破了化学修饰和酶基因修饰的界

限，结合免疫球蛋白的分子识别特性，应用免疫学、细胞生物学、化学、分子生物学等技术，可

制备出具有高度底物专一性和特殊催化活力的新型催化抗体，这为酶的分子设计提供了一个新的

思路。

总之，酶的修饰和改造技术在一定程度上弥补了天然酶的不足之处，使其更适合于工农业生

产等方面需要。随着基因工程技术的发展，彻底改造、合成或模拟酶将逐步变成现实。

（六）修饰酶的性质特征

１酶的热稳定性增强了 因为许多修饰剂分子中存在多个活性反应基团，常常与酶形成多
点交联，相对固定了酶的分子构象，但如ＰＥＧ等通过单点联结的修饰酶在热稳定性上无明显提
高。

２消除抗原性作用 现在比较公认的是ＰＥＧ和人血清蛋白在消除酶抗原性上效果明显，有
些修饰剂在消除酶抗原性上没有作用。

３许多修饰酶在体内的半衰期延长了 因为酶经修饰后，增强了抗蛋白水解酶、抗抑制剂
和抗失活因子的能力，并且对热稳定性提高了，这些均使其半衰期延长。

４修饰酶的最适ｐＨ范围均向有利于生理和临床应用范围变化 有利于它的使用。

５对最大反应速度和米氏常数的影响 大多数修饰酶的最大反应速度Ｖｍ 没有变化，米氏
常数Ｋｍ 会增大，但修饰酶抵抗各种失活因子的能力和体内半衰期的延长，能够弥补Ｋｍ 增大的
缺陷，不影响修饰酶的使用价值。

６修饰酶对组织的分布能力有所提高 能在血液中被靶器官选择性地吸收。例如天然溶菌
酶几乎不被肝细胞吸收，但溶菌酶和肌球蛋白来源糖肽交联后，再经唾液酸苷酶除去糖肽末端唾

液酸，暴露出半乳糖残基后，就很快能被肝细胞吸收掉。

六、酶的固定化

酶是一种蛋白质，具有很多催化优点，但稳定性差，而且在催化结束后难以回收。为了适应

工业化生产的需要，人们模仿生物酶的作用方式，将酶束缚在特殊的相上，让它既能保持酶的特

有活性，又能长期稳定反复使用，同时又可以实现生产工艺的连续化和自动化。随着固定化技术

的发展，作为固定化的对象不一定是酶，亦可以是微生物细胞或动植物细胞和各种细胞器。这在

生产工艺上是一种变革，因为它使产品的后处理工艺大大简化，节省了成本和三废污染。自
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１９７３年日本千田一郎首次在工业上成功应用固定化微生物细胞连续生产Ｌ?天冬氨酸以来，细胞
固定化已取得了迅猛发展，近年来又从静止的固定化菌体发展到了固定化活细胞（增殖细胞）。

（一）酶的固定化方法

酶的催化作用主要由其活性中心完成，酶蛋白的构象也与酶的活性密切相关。因此，制备固

定化酶时，应尽量在温和条件下进行，避免破坏其活性的操作（高温、强酸、强碱等）。特定的

酶要根据具体的应用目的选择特定的固定方法，已建立的固定化方法见图４?１０。

７

６４

５

３２１

图４?１０ 酶固定化方法示意图
１离子结合 ２共价结合 ３交联 ４聚合物包埋

５疏水相互结合 ６脂质体包埋 ７微胶囊

１载体结合法
（１）物理吸附法。这是酶被物理吸附于不溶性载体的一种固定化方法，吸附的载体很多，有
活性炭、石英砂、多孔玻璃、氧化铝、硅胶、磷酸钙、淀粉、谷蛋白、纤维素、葡聚糖、琼脂

糖、聚丙烯酰胺等。物理吸附法具有不破坏酶活性中心和酶高级结构变化少的优点，若能找到适

当的载体，这是简单的好方法。但是它有酶与载体结合力弱、酶易脱落等缺点。

（２）离子吸附法。该法是通过离子效应，将酶分子固定到含有离子交换基团的固相载体上。
常见的载体有ＤＥＡＥ?纤维素、ＣＭ?纤维素、ＤＯＷＥＸ?５０等。离子吸附法操作简单，处理条件温
和，能得到酶活回收率较高的固定化酶，但酶与载体的结合力较弱，当离子强度高、缓冲液种类

或ｐＨ发生变化时，酶容易脱落。
（３）共价结合法。这是将载体有关基团活化、与酶分子上的功能团发生化学反应形成共价键
的一种固定化方法，是研究得最多的固定化方法之一。可与载体结合的酶的功能团有α或ε?
ＮＨ２，α、β或γ?羧基，巯基，咪唑基，酚基等，但参与共价结合的氨基酸残基应当是酶催化活
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性的非必需基因，否则可能会导致固定后酶活力完全丧失。利用酶的巯基与载体进行结合在商业

上具有十分重要的意义，因为该反应是可逆的，在还原条件下，可以把酶从载体上除掉，再换上

新鲜的酶，这可以节约使用载体。与离子结合法或物理吸附法相比，该法反应条件苛刻，操作复

杂，因采用了较激烈的反应条件，容易使酶的高级结构发生变化而破坏活性中心，所以操作时需

注意。

（４）金属的氢氧化物和氧化物。水不溶性过渡金属氢氧化物具有螯合氨基酸、肽和蛋白质等
特性。已明确能用于酶固定的金属氢氧化物有钛（二价和四价）、锆（四价）和钒（三价）等，

以钛（四价）的氢氧化物较好，它能与酶中的羧基、羟基和氨基结合。

２共价交联法 这是通过双功能或多功能试剂（交联剂），在酶分子之间或酶分子与微生物
细胞之间形成共价键的连接方法。它与共价结合法的区别是它使用交联剂而不用载体，常用的交

联剂有戊二醛、异氰酸酯、顺丁烯二酸酐和乙烯共聚物等。交联法的反应条件也较激烈，固定化

的酶活回收率较低，但尽量降低交联剂浓度和缩短反应时间，会有助于固定化酶比活力的提高。

３包埋法 包埋法可分为凝胶网格型和微囊型。将酶或微生物包埋在高分子凝胶网格中的
包埋法称为凝胶网格包埋型，将其包埋在高分子半透膜中的包埋法称为微囊型。包埋法一般不需

要与酶蛋白的氨基酸残基起结合反应，较少改变酶的高级结构，酶活力的回收率较高，但它仅适

用于小分子底物和产物的酶，因为只有小分子物质才能扩散进入高分子凝胶的网格，并且这种扩

散阻力还会导致固定化酶动力学行为的改变和酶活力的降低。

（１）凝胶网格型。采用明胶、卡拉胶、海藻酸钠或淀粉等天然高分子化合物作为包埋剂时，
可以将酶直接与溶胶态的包埋剂混合凝胶化即可。但由于凝胶孔径不规则，总有一些大于平均孔

径的，时间稍长时，酶也容易泄漏。因此，它常与交联法结合达到加固的目的，如先用明胶包

埋，再用戊二醛交联等。

（２）微囊型。利用各类型的膜将酶封闭起来，这类膜能使小分子产物和底物通过，而酶和其
他的高分子不能通过。该法反应条件要求高，制备成本高。常用的微囊制备方法有界面沉淀法和

界面聚合法。近年来的脂体包埋法是将酶包埋在由表面活性剂和卵磷脂形成的液膜内的方法，其

特征是底物和底物的膜透过性不依赖于膜孔径的大小而仅依赖于对磷脂膜成分的溶解度，因此可

加快底物透过膜的速度。成本低的包埋法是将酶包埋在合成的醋酸纤维素的微孔穴中的方法，具

有酶结合的表面积大、有优良的抗微生物和抗化学试剂的性能。

（二）细胞的固定化方法

细胞固定化免去了破碎细胞提取酶等工序，直接将能产生目的酶的完整细胞固定在载体上。

因此，固定化后酶活基本没有损失，它还保留了细胞原有的多酶系统，对于多步催化转换的反

应，优势更加明显，而且勿需辅酶的产生。但在选用固定化细胞作为催化剂时，应考虑到底物和

产物是否容易通过细胞膜，膜内是否存在产物分解系统和其他副反应系统，或者说虽有这两种系

统，但是否可事先用热处理或ｐＨ调整等简单方法使之失效。细胞固定化的主要方法有用载体对
细胞的包埋法和利用载体与细胞之间吸引力的吸附法两种。固定化细胞的制备方法类似于固定化

酶的制备方法。

（三）固定化酶（细胞）的性质

游离酶分子与底物相作用时通常以水溶液形式进行反应，可以充分接触，而酶被固定化后，
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则处于载体特定的微环境中。由于载体的物理性质对酶与底物作用的影响，酶的性质发生了变

化。

１酶活力的变化 酶经固定化后，酶分子的构象可能改变，导致了酶与底物结合能力或催
化底物转化能力发生变化；载体的存在给酶的活性部位或调节部位造成某种空间障碍，影响酶与

底物的作用；酶包埋于载体，底物必须扩散进入载体才能和酶分子接触，扩散速率的不同限制了

酶与底物的作用。

２酶稳定性的变化 从有关报道来看，经固定化后，大多数酶的稳定性提高了，这对实际
应用十分有利。固定化酶的稳定性常用半衰期表示，即固定化酶活力降为最初活力一半所经历的

连续工作时间。迄今为止，人们还不能彻底阐明固定化酶稳定性变化的机制。

３最适ｐＨ的变化 氢离子在溶液和固定化酶之间的分配效应，对反应速度具有重要影响，
如果酶反应产生酸或消耗酸时，ｐＨ曲线会发生显著变化（曲线向右移动或和左移动），最适ｐＨ
也会相应变化。

４最适温度变化 酶反应的最适温度是酶失活速度与酶反应速度综合的结果。在一般情况
下，固定化后的酶失活速度下降，所以最适温度也随之提高。如色氨酸酶经共价结合后最适温度

比固定前增高了５～１５℃。

５动力学常数的变化 酶固定于电中性载体后，表观米氏常数往往比游离酶的米氏常数高，
而最大反应速度变小；而当底物与带有相反电荷的载体结合后，表观米氏常数往往减小，这对固

定化酶实际应用是有利的。此外，在高离子强度下，酶的动力学常数往往几乎不变。

（四）固定化酶（细胞）的评价指标

１相对酶活力 具有相同重量酶蛋白的固定化酶与游离酶的活力的比值称为相对酶活力，
它与载体结构、颗粒大小、底物分子量大小及酶的结合效率有关。相对酶活力低于７５％的固定
化酶，一般无实际应用价值。

２酶的活力回收率 固定化酶的总活力与用于固定化的酶总活力的百分比称为酶的活力回
收率。一般情况下，活力回收率应小于１，如果大于１，可能是由于固定化活细胞增殖或排除了
某些抑制因素的结果。

３固定化酶的半衰期 即固定化酶的活力下降到为初始活力一半所经历的时间，用ｔ１／２表
示，它是衡量固定化酶操作稳定性的关键。其测定方法与化工催化剂半衰期的测定方法相似。

七、酶反应器

为适应酶的生物反应特点而设计制造的反应设备称为酶反应器。这种生物催化反应可以是单

酶反应，也可以是增殖细胞内的多酶反应；可以是游离酶（细胞）反应，也可以是固定化酶（细

胞）反应。由于生物催化剂的催化反应是非常多样化的，所以酶反应器的种类很多，见图４?１１。
（一）酶反应器的基本类型

１搅拌罐型反应器 这类反应器的优点是造价低，装置简单，传质阻力最小。图４?１１中分
批式（１），连续流式（２）和（３）属于这种类型。它们都具有结构简单、温度和ｐＨ易控制、能
处理胶体底物和不溶性底物及催化剂更换方便等特点。缺点是搅拌桨叶产生剪切力，容易将催化
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图４?１１ 酶反应器的类型
１间歇式搅拌罐 ２连续式搅拌罐 ３多级连续式搅拌罐 ４填充床（固定床）

５带循环的固定床 ６列管式固定床 ７流化床 ８搅拌罐超滤器联合装置

９多釜串联半连续操作 １０环流反应器 １１螺旋卷式反应器

剂颗粒破坏。在连续流搅拌罐图４?１１（２）和（３）的液体出口处设置过滤器，可以把催化剂颗
粒保存在反应器内。也可将催化剂颗粒装在用丝网制成的扁平筐内，作为搅拌桨叶及挡板，从而

使反应器中的颗粒不致流失。

２固定床反应器 将颗粒状、板状或纤维状的固定化酶（细胞），填充在固定床（填充床）
中的反应器叫做固定床型反应器，图４?１１中的（４）、（５）和（６）属于这种类型。反应液在反应
器中的流动就如同一个活塞推进一样，沿柱的方向底物和产物浓度是逐渐变化的，但在同横切面

上浓度是一致的。它具有单位体积的催化剂负荷量高、结构简单、容易放大、剪切力小、催化效

率高等优点，特别适合于无底物抑制的催化反应。缺点有：①温度和ｐＨ难以控制；②底物和产
物会产生轴向分布；③更换部分催化剂相当麻烦；④柱内压降相当大，底物必须加压后才能进
入。具体使用时，根据流动方向，分为上行和下行两种。

３流化床型反应器 图４?１１中（７）为流化床型反应器，底物以一定的速度从下向上流过，
使固定化酶颗粒在流体中维持悬浮状态并进行反应，这时的固定化颗粒和流体可以被看做是悬浮

的均匀混合的流体。流化床反应器具有良好的传热与传质特性、不易被堵塞（当底物黏度较大

时，此优点更明显）、能处理粉状底物、压降较小等优点，也很适合于需排气供气的反应。缺点

是需要较高的流速才能维持粒子的充分流态化，有时会导致粒子的机械破损。

４膜式反应器 这是利用膜的分离功能，同时完成反应和分离过程的一类反应器。这类反
应器包括平板状或螺旋卷型反应器、中空纤维膜反应器、转盘反应器、空心酶管反应器等。酶可

以是游离或固定化方式存在与底物反应，也可以直接将酶固定在固体膜上，中空纤维反应器是数

根醋酸纤维素制成的中空纤维构成，其内层紧密光滑，可截留大分子物质，允许不同的小分子量

物质通过，外层是多孔的海绵状支持层，酶（细胞）可以固定在海绵介质中，这种反应器不仅能
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承受６８个标准大气压（约合６８ＭＰａ）以上的压力，而且还具有高的膜装填密度（单位体积反
应器内的膜面积），具有很好的工业应用前景，但是当流量较小时，容易产生沟流现象。

（二）酶反应器的发展趋势

近几十年来，酶工程技术有了长足的发展，但是在已知的酶中已被利用的酶还是少数。目前

工业上大规模应用的酶，仅限于水解酶和异构酶两大类中的某些酶，而且大多是单酶系统，这就

需要在生物反应器上花大力气。目前酶反应器的研制也在提高层次，第二代生物反应器的研制，

主要包括以下几种类型：①辅因子再生反应器；②产物迅速移去的酶反应器；③两相或多相反应
器；④多酶反应器。其中多相反应器在近几年来进展较快，例如可以利用脂肪酶的特点来合成具
有重要医疗价值的大环内酯和光学聚酯。就第二代酶反应器的整体水平来看，多属实验室研究阶

段，仍待发展和提高。由于酶蛋白具有高度的分子识别功能，固定化酶柱或酶管又具有能被重复

使用的优点，因而可以被广泛地开发成用于生产分析和临床化学检测的酶传感器。

（三）酶反应器的设计原则

酶反应器设计的基本原则是通用和简单，设计时要考虑以下因素：①选择特异性高的酶或特
殊生产率高的细胞，以减少副产物的生成，注意底物的酶促反应动力学以及温度、压力、ｐＨ等
操作参数对酶的影响。②反应器的类型及反应器内流体的流动状态及传热特性。③所需的生产量
和生产工艺流程，尽量提高产物的浓度，尽量减少产品后处理的开支和总投资。

第二节 酶工程与食品加工

酶在食品工业中的应用十分广泛，几乎涉及所有食品领域。例如，酒类、乳品、焙烤食品、

淀粉糖、果蔬制品、肉制品等加工过程的许多重要步骤均需要依赖于酶的作用。

一、淀粉糖加工

以淀粉类物质为原料，通过多种酶有序地协同作用可以加工得到不同种类的淀粉糖（图４?
１２）。在淀粉糖生产中有三种酶用量最大，它们是细菌α?淀粉酶、葡萄糖淀粉酶和葡萄糖异构酶。

淀粉浆（３４％～４０％固形物） β?淀粉酶 →
脱支酶

↓

麦芽糖浆

细菌α?淀粉酶

↓

糊化淀粉

葡萄糖淀粉酶（或与脱支酶并用）

葡萄糖浆（４０％～５０％） →
蒸发

↓

葡萄糖结晶

葡萄糖异构酶

高果糖浆（４２％果糖）

图４?１２ 淀粉糖生产示意图

（一）α?淀粉酶

α?淀粉酶（ＥＣ３２１１）为淀粉内切酶，能随机水解直链或支链淀粉分子α?１，４?糖苷键生成
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不同长度的寡糖，因此液化淀粉速度快，最终产物为α?极限糊精和少量的葡萄糖及麦芽糖。细菌

α?淀粉酶热稳定性高，主要用于淀粉高温液化，作用条件一般为８５℃，ｐＨ５５～７０。在淀粉液
化工艺中应用的淀粉酶主要是从细菌中得到的，如来源于地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）
的淀粉酶最适作用温度为９０℃，当有Ｃａ２＋存在时，能在１１０℃高温下短时间存活。Ｃａ２＋是淀粉
酶的稳定剂和激活剂。真菌α?淀粉酶对热相当敏感，并且作用与淀粉后主要产生麦芽糖和其他低
聚物，一般不用于液化工艺。

（二）β?淀粉酶

β?淀粉酶（ＥＣ３２１２）是一种淀粉外切酶，在淀粉链非还原性末端水解α?１，４?糖苷键，产
生麦芽糖。其最适作用ｐＨ为６５～７０。与α?淀粉酶相同，β?淀粉酶也不能水解α?１，６?糖苷键，
因此形成β?极限糊精，麦芽糖的含量仅为６０％。如果将β?淀粉酶与脱支酶联合应用可将淀粉水
解成麦芽糖。

（三）葡萄糖淀粉酶

葡萄糖淀粉酶（ＥＣ３２１３）也称淀粉葡萄糖苷酶，主要催化淀粉和寡糖的α?１，４?糖苷键
水解，从分子的非还原性末端释放出β?葡萄糖分子。此酶还可缓慢水解α?１，６?糖苷键和α?１，３?
糖苷键，水解后生成ＤＥ值为９７～９８，葡萄糖含量为９５％～９７％（Ｗ／Ｗ）的葡萄糖浆。生成的
葡萄糖浆也可以脱水得到结晶葡萄糖，或用于玉米高果糖浆的原料。淀粉葡萄糖苷酶价格较低，

已经大规模用于淀粉加工工业中。在３５～６０℃、ｐＨ４５下，可将α?淀粉酶生成的糊精转变成葡
萄糖。葡萄糖淀粉酶的不足之处是对α?１，６?糖苷键活性较低，这样要达到所需要的水解程度，
要加大酶量或延长保温时间，或将该酶与脱支酶联用。

（四）葡萄糖异构酶

在淀粉糖生产过程中葡萄糖异构酶（ＥＣ５３１５）能够将葡萄糖转化成果糖，它是加工果糖
和高果糖浆（ＨＦＣＳ）的重要酶类。能产生葡萄糖异构酶的微生物很多，主要有芽孢杆菌、链霉
菌、密苏里游动放线菌（Ａｃｔｉｎｏｐｌａｎｅｓｍｉｓｓｏｕｒｉｅｎｓｉｓ）等，该酶在绝大多数菌株细胞内产生，在
５５～６０℃和ｐＨ７５～８０下作用效果良好。Ｍｇ２＋是葡萄糖异构酶的稳定剂和激活剂，木糖可用
于这种酶的诱导。葡萄糖异构酶很适合以固定化形式使用，它是目前惟一以工业规模应用的固定

化酶。

（五）淀粉糖加工其他用酶

１转化酶（ＥＣ３２１２６） 也称β?Ｄ?呋喃果糖酶，来源于酵母菌株，可以将蔗糖水解生成转
化糖，此产物由１∶１混合的葡萄糖和果糖组成，比蔗糖甜些，主要用于果酱、糖果、人造蜂蜜等
食品加工，可以起到防止蔗糖晶析的作用。

２脱支酶 包括异淀粉酶（ＥＣ３２１６８）和支链淀粉酶（ＥＣ３２１４１），能够专一作用于
支链淀粉中的α?１，６?糖苷键，与其他淀粉酶作用可将淀粉彻底水解。将这些酶同葡萄糖淀粉酶
一起使用，可以产生ＤＥ＞９６的葡萄糖浆；与β?淀粉酶一起使用，可将液化后的淀粉浆转化成麦
芽糖浆，麦芽糖的产量比β?淀粉酶单独作用时显著增加。

二、乳品加工

乳制品加工过程中需要利用多种酶，例如乳糖酶、蛋白酶、脂肪酶、过氧化氢酶等，在乳糖
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水解、干酪凝结、风味形成及牛奶保藏等方面发挥重要作用。

（一）乳糖酶

乳糖酶（ＥＣ３２１２３）也称β?Ｄ?半乳糖苷酶（β?Ｄ?ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ），广泛存在于桃、杏、苹果
等植物及大肠杆菌、乳酸杆菌、酵母菌和霉菌等微生物中，其作用是将乳糖分解形成葡萄糖和半

乳糖。乳糖水解产物甜度增加，溶解度比乳糖高３～４倍。高焕春等报道了乳糖酶在酸乳、奶粉、
干酪及炼乳加工中的作用主要有以下几个方面。

１乳糖水解乳的加工 哺乳动物尤其是人在出生后肠道里具有乳糖酶活性，但断奶后其他
食物如牛乳等逐渐代替母乳，乳糖酶活性逐渐减小甚至无乳糖酶产生，因而引起乳糖不适应症。

世界人口中７０％大于３周岁的人群为乳糖不耐受，食后会引起腹泻和胃肠不适。乳糖水解乳利
用乳糖酶将乳中乳糖水解加工而成，是乳糖不适应症的理想食品。

２防止乳糖结晶 乳糖溶解度较低，在高浓度时会结晶析出，一些浓缩乳清在贮运中会出
现乳糖结晶，还有一些浓缩乳制品如甜炼乳，由于乳糖结晶析出影响产品外观和保藏。若在乳清

中添加乳糖酶或在炼乳加工中添加２５％～３０％乳糖水解乳，可以防止结晶现象，并且增加产品
甜度，减少蔗糖用量。

３缩短乳凝固时间 用乳糖水解乳制造酸乳和奶酪时可以加快酸化过程，有助于奶酪结构
和风味的形成，并且可缩短乳凝固时间，奶酪凝固也更加坚实。

４乳清糖浆及半乳糖葡萄糖浆的制造及应用 乳清是加工干酪及干酪素的副产物，世界年
生产量约９×１０７ｔ，其中一半用于生产乳糖和乳清蛋白，其余一半当废水排放，不仅污染环境，
而且会流失有价值的营养物。通过乳糖酶水解乳清，使其中４５％乳糖分解成半乳糖和葡萄糖，
所得称为乳清糖浆。乳清糖浆的甜度达到蔗糖甜度的６５％～８０％，溶解度增加３～４倍。若再经
过葡萄糖异构酶作用，将其中葡萄糖异构化生成果糖，则称为半乳糖果葡糖浆，其甜度与等浓度

的蔗糖相当。水解乳清能够代替蔗糖作为甜味剂，用于各种点心、饮料、糖果、焙烤食品、罐头

食品及冰激凌加工。一些商品乳糖酶的性质和应用见表４?１。

表４?１ 一些商品乳糖酶的性质和应用

来 源 最适ｐＨ 最适温度（℃） 应 用

Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓｌａｃｔｉｓ（游离形式） ６５ ４０～５０ 乳清水解、动物饲料

Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓｒａｇｉｌｉｓ（游离形式） ６７ ３５～４５ 乳清水解、食品配料

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ（游离形式） ５０ ５５ 牛乳水解

Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ（固定化形式） ６５ ６０ 乳糖酶水解产物作为双歧杆菌生长因子

（二）凝乳酶

奶酪加工中一个重要的步骤就是要使液态乳转变成凝乳，这个凝结过程是采用凝乳酶类

（ＥＣ３４４３）来催化完成的。乳中的酪蛋白以胶体状态存在，其胶粒结构的外围为Ｋ?酪蛋白，
中心为ａｓ１?和β?酪蛋白酸钙。凝乳酶作用使Ｋ?酪蛋白中苯丙氨酸和亮氨酸间的键的断裂使其水
解，酪蛋白胶粒成为亚稳态，内部的ａｓ１?和β?酪蛋白酸钙会凝聚成较大胶体聚合物沉淀出来形成
凝乳。提高温度和增加Ｃａ２＋浓度均可加快干酪凝胶结构的形成。
传统使用的凝乳酶是犊牛皱胃酶，但是以犊牛为原料制取凝乳酶远远不能满足干酪生产需
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要，各国都在寻求新的凝乳酶资源，研究发现微小毛霉、米曲毛霉及浅白隐球酵母（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓａｌｂｉｄｕｓ）均能产生凝乳酶，微生物凝乳酶具有巨大的开发潜力，其不足之处是有些酶热稳定
性较高，致使在乳制品中残留量升高。

（三）转谷氨酰胺酶

转谷氨酰胺酶（ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ，ＥＣ２３２１３）能够催化蛋白质中赖氨酸上的ε?氨基和
谷氨酸上γ?羟酰胺基之间的结合反应，并通过转谷氨酰胺作用形成共价化合物的聚合酶，经
过转谷氨酰胺酶处理过的蛋白质具有很好的理化特性和功能效价。该酶存在于动物、植物和

微生物中，已经发现肉桂链轮丝菌、茂原链轮丝菌、灰肉链轮丝菌均能产生转谷氨酰胺酶。

目前该酶已广泛应用于鱼制品、面制品和乳制品等食品行业中，在乳品中的应用有以下几个

方面。

１用于奶酪生产 酪蛋白是转谷氨酰胺酶的良好底物，在奶酪生产中，经过转谷氨酰胺酶
处理后，使乳清蛋白与酪蛋白交联在一起，从而提高奶酪产量。

２用于制备可食性包装材料等 乳中蛋白经过转谷氨酰胺酶处理后，可制备可食性涂膜、
包装材料和固定化载体，提高产品外观和保质期。该酶还可作为干酪、冰激凌、奶酪等加工品的

稳定剂，使冰激凌成型不易溶化。

３用于炼乳生产 在加工炼乳过程中加入少量的转谷氨酰胺酶，炼乳不易出现脂肪上浮和
蛋白质颗粒沉淀现象。

４用于奶粉生产 在牛奶粉生产过程中，添加该酶可以使产品奶粉不结块，溶解性好，不
易氧化变质。

５用于酸酪乳生产 在制造酸酪乳过程中，通过添加该酶可以防止某些食用胶的脱水收缩
现象，使食用胶的保水作用更加稳定。

６用于脱脂乳生产 脱脂乳经过转谷氨酰胺酶作用，在适宜ｐＨ、温度下或添加干酪凝乳酶
均可使其形成凝胶，可作为脂肪替代物用于生产低热值食品。

（四）乳制品加工其他用酶

１过氧化氢酶（ＥＣ１１１１６） 过氧化氢酶是一种氧化还原酶，可将氢过氧化物分解成水
和氧，主要用于牛奶保藏。在一些发展中国家，制冷设施不完善，巴氏杀菌设备不健全，为了保

存牛奶，在其中加入３３％氢过氧化物（１ｍＬ／Ｌ牛奶），这在减少病原微生物污染方面十分有效。
在美国和欧洲允许以氢过氧化物取代加热对牛奶进行处理，并可用于奶酪制造。添加过氧化氢酶

的目的是将残存的氢过氧化物分解。

２溶菌酶（ＥＣ３２１１７） 溶菌酶可作用于某些细菌细胞壁中Ｎ?乙酰?Ｄ?葡萄糖胺和Ｎ?乙
酰胞壁酸之间的β?１，４糖苷键并将细胞壁溶解。当溶菌酶应用于奶酪制品或生产的奶酪的牛奶
时，表现出特殊的防腐作用和抗菌活性。通常每升牛奶添加２５ｍｇ溶菌酶，或每千克奶酪添加

３０ｍｇ溶菌酶可起到防腐作用。此外，溶菌酶具有一定的凝乳作用，可使牛奶以适宜速率形成奶
酪。该酶在奶酪中非常稳定，约有８０％～９０％结合到奶酪中，其效果甚至优于凝乳酶。目前，
美国、德国和意大利允许溶菌酶在牛乳及奶酪中使用。

溶菌酶可以添加到婴儿奶粉中，以解决牛乳中溶菌酶含量低的问题（母乳中溶菌酶是牛乳中

的３０００倍），溶菌酶利于乳酸菌生长，并且促进婴儿肠道细菌双歧杆菌的增殖，从而可以抑制污
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染菌的繁殖。此外，溶菌酶能够促进婴儿胃肠内乳酪蛋白形成微细凝乳，有利于婴儿对牛乳的消

化吸收。

３蛋白酶 蛋白酶能够将乳中的蛋白质分解产生氨基酸和肽类，在奶酪成熟和风味形成中
发挥重要作用。并且能够缩短全脂奶酪成熟时间，改善低脂奶酪的风味和质地。

４脂肪酶 脂肪酶在乳品中的应用主要是在干酪生产中，用于加速干酪的成熟，缩短成熟
时间，提高生产效率。现在的干酪生产一般都是同时添加蛋白酶和脂肪酶，以促进干酪的成熟，

使干酪产生出其特有的风味。此外，还可将脂肪酶添加到奶油中，以增加奶油的风味。

各种酶在奶酪加工中及成熟过程中的应用情况见图４?１３。

脂肪酸、酮类、内酯脂肪
脂肪酶

氨基酸、肽类、胺类及含硫化合物蛋白质凝乳

蛋白酶

酪蛋白
凝乳酶

原料乳

乳酸、乙酸乳糖
乳酸发酵

图４?１３ 各种酶在奶酪加工中及成熟过程中的应用

三、果蔬加工

在果蔬类食品加工中经常使用酶制剂有：果胶酶、纤维素酶、柚苷酶、橙皮苷酶、蛋白酶

等。

（一）果胶酶

果胶酶（ＥＣ３２１１５）是指内切或外切聚半乳糖醛酸酶，存在于真菌、植物和某些细菌中，
它们水解聚半乳糖醛酸残基的α?１，４?糖苷键形成小分子果胶，在果蔬加工中应用最多，主要用
于果汁和果酒的澄清。

１果汁澄清 有些水果如山楂、草莓、柑橘、苹果、葡萄等含有丰富的果胶，在加工制汁
过程中，由于果胶产生很高的黏性。影响压榨取汁和果汁澄清，通常在果实破碎后添加适量果胶

酶，在适宜条件下作用一定时间，以分解原料中果胶，加速果汁的压榨和澄清。

（１）苹果汁澄清。采用果胶酶处理，可以有效地解决苹果汁难于澄清和过滤的问题。处理条
件一般为：ｐＨ３５，加酶量００２５％，作用温度３０～４０℃，澄清时间约３０～６０ｍｉｎ。罗仓学等研
究认为在利用果胶酶法处理苹果汁时，若加入０３ｇ／Ｌ壳聚糖澄清效果更好。因为壳聚糖分子中
存在氨基和羟基等活性基团，对果汁中各种悬浊物具有良好的吸附能力，从而形成絮凝而沉

淀。

（２）葡萄汁澄清。大多数品种的葡萄在破碎后所得的葡萄浆都显得浓稠黏滑，难以压榨。为
了提高葡萄出汁率，缩短加工时间，获得澄清的葡萄汁，生产上已普遍应用果胶酶技术进行处

理。葡萄汁液ｐＨ一般为３０～３６，不必调节。加酶量为葡萄重量的０２％～０４％。在４０～
５０℃条件下，搅拌处理３０ｍｉｎ左右；然后升温至６０～９０℃，保温１０～３０ｍｉｎ。
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（３）猕猴桃汁澄清。据梁灵等报道，猕猴桃汁果胶酶处理的最适条件为温度４５℃，ｐＨ３５，
果胶酶１００ｍｇ／ｋｇ，在相同条件下用０６／Ｌ壳聚糖取代果胶酶也能取得相同效果。经过酶澄清的
果汁置于０～４℃下保藏，在３个月内能够保持稳定，不产生二次沉淀。

２果酒澄清 在现代果酒酿造过程中，已普遍使用果胶酶，它对果酒质量和生产效率发
挥重要作用。在葡萄酒生产中，同果蔬汁加工相同，果胶酶也是在果实破碎后加入，用量为

２５～４ｍＬ／１００Ｌ，处理温度１５～３５℃，酶解时间为３～１０ｄ。经过果胶酶处理的原酒，其自流
汁含量明显增加，也就是高档酒产量增加。同时原酒过滤速度加快，色素浸出物增加，能节

约助滤汁皂土３０％以上。邱雁临等在１９９６年对山楂酒澄清的研究表明，在山楂汁发酵前加入

３％果胶酶液，处理温度５０℃，ｐＨ４０，具有明显的澄清作用，并且显著提高果酒透光率、出
汁率。

３柑去囊衣 去囊衣柑橘罐头生产传统的方法是采用酸或碱处理除去囊衣，这种方法在处
理过程中对果肉会造成一定破坏，耗水量也较大，容易形成酸（碱）残留。利用黑曲霉产生的果

胶酶、纤维素酶和半纤维素酶的混合物，在一定温度、ｐＨ条件下，能有效去除囊衣，处理效果
优于酸碱法。

此外，某些蔬菜、水果经过纤维素酶适当处理，可使细胞壁膨胀软化，提高其消化性并改进

口感。在果蔬汁加工中，纤维素酶与果胶酶一起使用可将汁液中纤维素类物质和果胶物质分解，

促进果汁的提取和澄清。

（二）纤维素酶

纤维素酶（ＥＣ３２１４）是一组包含果胶酶、蛋白酶、半纤维素酶和核糖核酸酶的多酶复合
体，具有很强的降解纤维素和果实细胞壁的功能。纤维素酶能够将植物纤维素水解为纤维二糖和

葡萄糖，使细胞内容物得以充分释放。纤维素酶的应用主要包括以下方面。

１果汁澄清 纤维素酶经常与果胶酶协同作用进行果汁澄清。在草莓果浆中添加适量的纤
维素酶和果胶酶，能有效地提高出汁率，并且缩短压榨时间。

２板栗去皮 酶法去除板栗外皮能较好地保持果肉营养成分、形状、口感及色泽。据报道，
采用含纤维酶的去皮剂处理种皮（纤维素酶使用浓度在１～１０００个活力单位／Ｌ），使板栗果肉利
用率提高１２％，产品收率在８５％左右。
（三）柚苷酶

某些柑橘中含有苦味的物质柚苷，从而会影响到其加工品的风味和质量。真菌柚苷酶能够将

柚苷降解起到脱苦作用。在应用中，一般应选用耐酸性强（ｐＨ２８左右）、酶活性高的柚苷酶制
剂添加于果汁中，在３０～４０℃下处理１～２ｈ，即达到脱苦效果。而柑橘罐头加工中需要进行加热
杀菌，所以需选用耐热性强的柚苷酶。

（四）葡萄糖氧化酶

葡萄糖氧化酶能够将β?Ｄ?吡喃葡萄糖氧化形成葡萄糖酸，同时消耗氧气。果汁中含有的Ｌ?抗
坏血酸在有氧情况下极易被氧化，尤其在热加工过程中损失很大。在果汁加工过程中添加一定量

的葡萄糖氧化酶，可以通过它这种耗氧性质对Ｌ?抗坏血酸起到保护作用。丁海标等１９９５年的研
究表明，每毫升橙汁中添加１ＩＵ葡萄糖氧化酶，在２５℃条件下对橙汁中的Ｌ?抗坏血酸具有显著
抗氧化作用。
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四、鱼、肉制品加工

（一）木瓜蛋白酶

木瓜蛋白酶（ｐａｐａｉｎ）来源于番木瓜，是成分复杂的多酶体系，主要包括木瓜蛋白酶、木瓜
凝乳蛋白酶及番木瓜蛋白酶等，其主要功能是催化蛋白质和肽类水解。其中木瓜肽酶Ａ既有很
强的蛋白水解催化活性，又含凝乳和溶菌活性。目前应用较多的是通过它的蛋白分解活性，在肉

制品加工中用于肉的嫩化。

老龄动物肉由于肌原纤维蛋白含量较高，口感比较粗糙坚硬，随着畜龄增加，肌原纤维蛋白

交联数目和强度增加，并且产生过量的结缔组织。木瓜蛋白酶可使肌原纤维蛋白溶解加快，使肉

松化和嫩滑，改善肉的口感，提高其营养价值，促进其消化吸收。木瓜蛋白酶对于肌原纤维蛋白

的作用在４０～７０℃范围内活性最高。应用酶处理可能采取的方法有：撒粉、浸泡、注射等。例
如，可以将木瓜蛋白酶与食盐淀粉等制成肉类嫩化剂，在烹调时加入肉中。若使用木瓜酶水剂，

可以在动物宰杀前用静脉注射方法使老鹅、水牛等肉质欠佳的动物肉质得以改善。

另据研究报道，胶原蛋白酶对于提高粗糙的肌肉或较老的动物肌肉的质量特别有益。Ｂａｉｌｅｙ
和Ｅｔｈｅｒｉｎｇｔｏｎ研究认为，降解肌原蛋白最有效的酶是胶原蛋白酶，这种酶优先水解结缔组织蛋
白，而对其他蛋白的活极低。Ｃｒｏｎｌｕｎｄ和Ｗｏｙｃｈｉｋ发现从无色杆菌（Ａｃｈｒｏｍｏｂｃｔｅｒ）中得到的胶
原蛋白酶比梭菌胶原蛋白酶对胶原的溶解能力更有效。

（二）转谷氨酰胺酶

转谷氨酰胺酶能催化蛋白质之间发生交联反应，在肉品加工过程中，可应用转谷氨酰氨酶这

一特性对低价值碎肉进行重组，提高肉制品的外观及质构，增加产品的附加值。具体方法是将碎

肉与转谷氨酰胺酶在１０℃下混合即可得到重组碎肉产品；或将碎肉与转谷氨酰胺酶、面粉、奶
粉等原料混合，制成汉堡包、肉丸、烧麦等风味食品。肉品加工中的副产品如机械脱骨碎肉、胶

原蛋白、动物血等均可通过转谷氨酰胺酶加工再利用。

在鱼制品加工中，当原料品质较差时（如冻鱼），可以通过添加转谷氨酰胺酶提高产品的凝

胶强度。据Ｉｃｈｉｈａｒａ等报道了采用转谷氨酰胺酶与鳕鱼肉、食盐、土豆粉等混合加工鱼肉饼的方
法。

五、油脂改良

脂肪酶（ｌｉｐａｓｅ，ＥＣ３１１３）是油脂改良中的关键酶，又称甘油三酯水解酶，它能够在
油?水界面上催化天然油脂水解，生成脂肪酸、甘油和甘油单酯或二酯，在有机相中进行酯的合
成和酯交换反应。脂肪酶主要来源于微生物，目前的研究表明约６５个属的真菌、细菌及酵母能
够产生脂肪酶。天然油脂由于其结构组成不同而具有不同的理化性质和营养价值，利用脂肪酶的

多种催化类型和脂肪酶作用的专一特性，在适宜的反应条件下，对天然油脂的结构进行改造，能

够合成具有一定营养功能和结构特征的结构脂（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｌｉｐｉｄ），从而合理有效地利用有限的
天然油脂资源，并且提高其营养价值，改善其功能特性，促进高附加值产品的开发和应用。
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近年来，国外在利用脂肪酶进行油脂改良方面的研究非常多，主要研究内容包括以下几个方

面。

（一）ｎ?３长链聚不饱和脂肪酸的富集
目前人类膳食中两种重要的必需脂肪酸ｎ?６和ｎ?３ＰＵＦＡ（聚不饱和脂肪酸）比例为１∶１０～

２０，明显高于权威机构推荐的比例１∶３～１０。为了提高膳食中ｎ?３ＰＵＦＡ的比例，有关人员已经
对ｎ?３ＰＵＦＡ功能食品的开发开展了大量的研究，而且许多报道关注通过生物技术的方法，例如
采用微藻细胞培养和微生物发酵的方法生产ｎ?３ＰＵＦＡ，以满足人类的需要。目前国外研究者利
用生物技术的另一种重要手段———酶工程的方法对海鱼鱼油中的ｎ?３ＰＵＦＡ进行富集以及合成富
含ｎ?３ＰＵＦＡ的甘油酯。ｎ?３ＰＵＦＡ在甘油酯中的富集和合成是通过脂肪酶催化的水解、酸解、醇
解、酯化和酯交换等反应途径实现的。

水解是根据脂肪酶的选择性，直接作用于鱼油，将饱和及单不饱和脂肪酸从甘油三酯中分离

出来，而长链ｎ?３ＰＵＦＡ仍然留在酰基甘油分子中。这样，通过控制油脂的水解程度能够达到富
集ｎ?３ＰＵＦＡ目的。大量研究证明，圆柱假丝酵母（Ｃａｎｄｉｄａｃｙｌｉｎｄｒａｃａ）脂肪酶是鱼油水解最有
效的脂肪酶。Ｔａｎｌｃａ利用Ｃｃｙｌｉｎｄｒａｃａ脂肪酶可以使酰基甘油中ＤＨＡ的含量比鱼油中的高出３
倍；Ｓｈｉｍａｄａ采用分步水解方式使ｎ?３ＰＵＦＡ在酰基甘油中含量达到５７５％；Ｎａｌｃａｄａ使用固定化

Ｒｍｉｅｈｅｉ脂肪酶对鲑鱼中长链ｎ?３ＰＵＦＡ进行富集，并且进行了大规模生产。Ｊｕ、Ｓｒｉｄｈａｒ和

Ａｋｏｈ等记载了长链ｎ?３ＰＵＦＡ在琉璃苣油、大豆油、葵花子油和花生油中富集的过程，长链ｎ?
３ＰＵＦＡ甘油三酯比其自由脂肪酸和甲基酯形式更加稳定和更易消化。
醇解富集长链ｎ?３ＰＵＦＡ的机制与水解相同。Ｓｈｉｍａｄａ利用根霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）脂肪酶催化月

桂醇和鱼油中游离脂肪酸醇解，使得二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）在产物中浓度达到８９％，原游离
脂肪酸中７１％的ＤＨＡ被回收。Ｙｕｅｔ等研究了在有机溶剂中利用甘油和长链ｎ?３ＰＵＦＡ合成甘油
三酯的条件；Ｈｅ和Ｓｈａｈｉｄｉ从商品脂肪酶中筛选出酯化反应的最适脂肪酶为黏质色杆菌（Ｃｈｒｏ
ｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｖｉｓｃｏｓｕｍ）脂肪酶，在最适作用条件下产物合成率达９４３７％。
（二）中（短）链脂肪酸酯的合成

中（短）链脂肪酸具有氧化稳定性、较低的熔点及黏度、代谢容易被吸收并且能够迅速提供

能量等优点。因此，近年来有关中（短）链脂肪酸甘油酯的合成研究也是油脂改良的重点之一。

其中Ｓｎ?２和Ｓｎ?１／３中（短）链脂肪酸甘油酯的合成特别受到关注，作为功能型和营养型甘油
酯，它能够提供容易吸收的脂肪酸，改善人体代谢条件并且治疗某些疾病。

Ｌｅｅ和Ａｌｓｋ利用Ｒｍｉｅｈｅｉ脂肪酶研究了花生油和辛酸在非溶剂系统中进行酸解的过程，有

３０％辛酸被并入到甘油酯中。据ＧＰＭｃｎｅｉｌｌ报道了应用多种脂肪酶将甘油与辛酸在异辛酸溶剂
中酯化，当使用铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、Ｒｍｉｅｈｅｉ等脂肪酶时，产物主要为
辛酸甘油三酯；当应用Ｃｒｕｇｏｓａ和Ｒｄｅｌｅｍａｒ等脂肪酶时产物主要为辛酸甘油二酯。Ｇｈｏｓｈ等
应用Ｒｍｉｅｈｅｉ将椰子油或椰子亚油酸甘油酯同短链脂肪酸甲酯进行酯交换，使产物中的短链脂
肪酸从１２％提高到２０％～２５％。
（三）可可脂替代品的生产

天然可可脂由于价格昂贵而限制了其在食品中的广泛应用，有关利用廉价油脂酶催化生产可

可脂替代品（ｃｏｃｏａｂｕｔｔｅｒｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅ）的研究受到有关研究者的关注。１９８９年Ｍａｃｒａｅ等报道了可
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可代脂合成过程。近年来，国内外对此进行了许多研究，主要方法为利用棕榈油的分馏产物

（ＰＯＰ）与硬脂酸或硬脂酸乙酯由Ｓｎ?１（３）脂肪酶作用进行酯交换，合成ＰＯＳ（棕榈酰?油酰?硬
脂酸酯）和ＳＯＳ（硬脂酰?油酰?硬脂酸酯），ＰＯＳ和ＳＯＳ均为可可脂的主要成分。据Ｎｏｖｏ的报
道，应用ＮｏｖｏＮｏｒｄｉｓｋ公司的脂肪酶Ｌｉｐｏｚｙｍｅ进行棕榈油和硬脂酸的转酯反应，所得油脂可应
用于巧克力的制造。

（四）塑性脂肪的合成

利用动物脂肪和蔬菜油以适当比例混合进行酯交换反应，在不同条件下可以得到从硬到软不

同的塑性脂肪（ｐｌａｓｔｉｃｆａｔ），产物随饱和脂肪酸酯含量的改变，熔点有一定变化，塑性范围（固
体酯含量）在１５％～３５％的塑性脂肪通常涂抹性能良好。

Ｆａｇｌｉａ、Ｇｒａｉｌｌｅ、Ｌｏ和Ｓｅｒｉｂｕｒｉ等以高熔点动物脂肪（牛油或猪油）或棕榈酸硬脂酸酯与高
油酸的葵花子油、大豆油或蔬菜子油为原料，在米黑毛霉 （Ｍｕｃｏｒｍｉｅｈｅｉ）、地霉属
（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ），假丝酵母属（Ｃａｎｄｉｄａ）脂肪酶催化下进行酯交换合成塑性脂肪，其特征与人造
奶油很相近。

六、酒的酿造

（一）啤酒酿造

啤酒酿造中需要应用多种酶（图４?１４）。

芽大麦

↓
磨碎的发芽大麦

↓
←制麦芽浆 蛋白酶、α?淀粉酶、β?葡聚糖酶、脱支酶

↓
加啤酒花煮麦芽汁

↓
←发酵 酵母

↓
←啤酒 蛋白酶、淀粉葡萄糖酶、β?葡聚糖酶

↓
巴氏灭菌

图４?１４ 酶在啤酒酿造中的应用

１淀粉葡萄糖酶和β?葡聚糖酶 通常在发酵后加入，前者是为了降解残留的糊精，以保证
啤酒的最高乙醇含量，但在酿制鲜啤酒中不加淀粉葡萄糖（苷）酶，因为鲜啤酒不经过巴氏杀

菌，添加的酶将存留在啤酒中不能除去。β?葡聚糖酶起到分解β?葡聚糖调节啤酒精度的作用，并
且有助于啤酒过滤。

２蛋白酶 蛋白酶分别在制浆和调理过程中加入，经常使用的蛋白酶为木瓜蛋白酶。啤
酒中的蛋白质与多酚、碳水化合物容易形成复合物，并且产生不溶性胶体沉淀，造成啤酒混

浊。用木瓜蛋白酶对冷冻贮存中的啤酒进行处理，降解造成啤酒混浊的蛋白质及其复合物，
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保证啤酒在冷冻贮存中的高清晰度。同时，由于木瓜蛋白酶的作用产生了更多的多肽和氨基

酸，能够起到改善啤酒品质的作用。研究还表明，木瓜蛋白酶能显著提高啤酒泡沫覆盖

度。

３葡萄糖氧化酶 作为新型生物去氧剂，在啤酒中添加的主要作用是通过与啤酒中的葡萄
糖生成葡萄糖酸，除去啤酒中的溶解氧和瓶颈氧。因此葡萄糖氧化酶对防止啤酒老化，保持啤酒

原有风味，以及延长保质期有显著效果。

（二）白酒和酒精的生产

白酒和酒精的生产通常以含淀粉物质（如高粱、玉米、薯类等）为原料，利用耐高温的α?淀
粉酶将淀粉液化，再由葡萄糖淀粉酶继续作用形成可发酵的葡萄糖，最后通过酵母菌的酒精发酵

作用将葡萄糖转化形成酒精。在白酒和酒精酿造过程中除了α?淀粉酶和葡萄糖淀粉酶两种主要酶
制剂外，其他酶也发挥重要作用。

１纤维素酶 白酒酿造所用的原料中，纤维成分较多，尤其采用固体发酵工艺生产白
酒，其原料中纤维素含量更多（填充料部分），大部分纤维素成分因为转化不了而被浪费掉。据

宋国安研究，使用纤维素酶后，可同时将淀粉和纤维素转化为糖，增加了可发酵糖含量，再经

酵母分解转化为酒精，能够提高出酒率３％～５％，酒体质量纯正，淀粉和纤维素利用率高达

９０％。

２酸性蛋白酶 马加军等研究了酸性蛋白酶应用于小米发酵的浓香型酒时具有以下作
用：①可加速蛋白质降解及增加氨基酸含量，促使酒中总酸总酯明显提高，从而强化香味物质
的形成。②促使吸附的淀粉酶解脱出来，增进了淀粉的糖化过程，使出酒率提高１５％～
２０％。

３脂肪酶 在酿酒工业中，脂肪酶通过催化有机酸和醇合成酯类增加浓香型曲酒的芳香成
分。浓香型酒主体香气成分是乙酸乙酯，它的含量是衡量曲酒质量的重要指标。近年来，利用脂

肪酶的酯化特性合成香酯的研究已有不少报道。卢进珩将根霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）应用在大曲浓香型白
酒中，产生的脂肪酶使乙酸乙酯含量有了明显提高，酒的口感有了较大改善。吴衍庸等在研究中

发现红曲霉、根霉等许多菌株具有较强的合成乙酸乙酯的能力。

和面、形成面团

（含低分子量糊精）

蛋白酶

面粉生料

蛋白酶、α?淀粉酶和 β?淀粉酶

和面、形成面团

（含高分子量糊精）

酵母

（麦芽糖酶）
发酵、形成起发的面团 面包焙烤

焙烤 未经发酵的焙烤食品（如饼干）

图４?１５ 焙烤食品加工过程示意图

七、焙烤食品

焙烤食品加工工艺过程见图４?１５。
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（一）α?淀粉酶和β?淀粉酶
与焙烤食品加工过程有关的酶主要为α?淀粉酶和β?淀粉酶，两者协同作用使淀粉糖化生成葡

萄糖、麦芽糖和含有１，６?糖苷键的低分子寡糖。酵母麦芽糖酶再将麦芽糖分解为可发酵的葡萄
糖并产生气体。小麦粉中β?淀粉酶含量和活性基本上能满足焙烤要求，但是由于高精度加工使得
小麦粉中α?淀粉酶损失很多、含量较低，因此产生的糊精浓度较低，最终形成的气体减少，加工
出的面包体积小、质量差。所以面包加工通常需要补充外源α?淀粉酶。发芽的小麦粉中α?淀粉酶
活力高，在面包专用粉及面包冷冻面团中添加适量麦芽粉可弥补未发芽小麦粉中α?淀粉酶不足。
一般小麦中α?淀粉酶热稳定性好，在烘烤过程中它仍然继续作用产生糊精，使得面包变得很黏，
细菌α?淀粉酶更为耐热，用于面包加工也会产生相同问题。而真菌α?淀粉酶，如米曲霉α?淀粉酶
在６０℃以上失活，可以防止淀粉过度糊化，同时可赋予面包良好的组织质量和良好的色泽，延
长货架寿命。添加葡萄糖淀粉酶能够获得足量的葡萄糖供酵母发酵产气。Ｐｒｚｙｂｙｔ和Ｓｕｇｉｅｒ报道
由于葡萄糖淀粉酶比小麦面粉的β?淀粉酶热稳定性更高，在烘烤中仍然保持了酶活，可以对α?淀
粉酶产生的糊精进一步水解。

（二）蛋白酶

大量研究指出，将蛋白酶添加到面粉中可以缩短和面时间，改善面团黏弹性，调节面团和面

粉的面筋强度，改良面包的口感和质量。Ｔａｅｕｆｅｌ报道蛋白酶和淀粉酶结合使用可以提高蛋白酶
作用的有效性。在饼干制造中，需要含有高分子量糊精以及含有高水解程度面筋的面粉，以便有

足够的弹性利于加工。但许多面粉不具备这种性质，而且蛋白酶活性很低，所以要外加蛋白酶来降

解面筋，提高面筋的水解程度。例如，使用枯草杆菌产生的热稳定性内肽酶，能够改善面团流变性

质，增加面团的弹性，这样在饼干加工过程中可将面团铺得很薄。Ｓｐｒｏｓｓｌｅｒ及Ｔａｅｕｆｅｌ研究表明，应
用细菌蛋白酶和木瓜蛋白酶可降低稀面糊的黏度，提高其处理性能，缩短焙烤时间。Ｍａｔｚ和Ｐｙｌｅｒ
报道了在饼干生产中利用米曲霉蛋白酶可增加面团的伸展性，并提高面团的操作性能和产品质地。

（三）其他酶类

１葡萄糖氧化酶 葡萄糖氧化酶是改善面包品质的新型酶制剂，对面团特性、面包体积和
内部结构具有显著的改良作用，作用效果优于溴酸钾。但是用量过大会造成过度氧化，面筋过

强，并恶化面团性质。

２脂肪氧化酶 脂肪氧化酶在焙烤工业中已经被应用很长时间了，其作用是：脂肪氧化酶
通过氧化面粉中的胡萝卜素起到增白作用。此外，脂肪氧化酶可作为一种面团调节剂，用于增加

面团的混合耐性和面团的起发体积。但也有报道认为，脂肪氧化酶可能引起芳香成分的损失，导

致异味物质的形成。

第三节 酶工程与食品添加剂

一、高甜度甜味剂

（一）阿斯巴甜

阿斯巴甜（ａｓｐａｒｔａｍｅ）的化学组成为Ｌ?天冬氨酰?Ｌ?苯丙氨酰甲酯（ＡＰＭ），是由天冬氨酸
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和苯丙氨酸形成的二肽化合物。ＡＰＭ的甜度是蔗糖的１８０～２００倍，口感清爽，甜味特征优良，
但是对热不够稳定，不适于在需要高温加热的食品中应用。

生产阿斯巴甜的关键在于两种原料———Ｌ?苯丙氨酸和天冬氨酸的生产。这两种原料可以通过
发酵的方法生产，也可以采用酶法合成，Ｋｅｎｚｏ发现由地霉属、从梗孢属、共头霉属、内孢霉
属、曲霉属等菌株产生的苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）对肉桂酸具有较高的稳定性，可以催化肉桂酸
与氨基供体生成高产量的Ｌ?苯丙氨酸。Ｙａｍａｄａ等研究了来自黏红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｇｌｕｔｉｎｉｓ）
的ＰＡＬ的诱导产生条件以及酶的作用条件。结果表明：最佳的肉桂酸浓度应低于６０ｍｍｏｌ／Ｌ，在

ｐＨ为１０，氨为７５ｍｏｌ／Ｌ条件下，可得Ｌ?苯丙氨酸１６５ｇ／Ｌ，转化率为７０％。与原有的发酵法
生产Ｌ?苯丙氨酸相比，酶法合成及其纯化具有工艺步骤少、生产能力较强和投资强度较低等优
点，因此将会成为有效的Ｌ?苯丙氨酸合成途径。
延胡索酸是邻苯二甲酸酐生产的废料，通过天冬氨酸酶氨化可将延胡索酸转化为天冬氨酸。

研究发现活性较高的天冬氨酸酶生产菌有：芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、
埃希氏菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、变形菌属（Ｐｒｏｔｅｕｓ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）等。法国Ｏｒｓａｎ
公司利用天冬氨酸酶生产菌———假单胞菌属，由延胡索酸制取天冬氨酸，产酸率达到９５％以上。
（二）三氯蔗糖

三氯蔗糖（ｓｕｃｒａｌｏｓｅ）又称４，１′，６′?三氯半乳蔗糖，最先由英国Ｔａｔｅ＆Ｌｙｔｅ公司于１９７６
年研究成功的，现已通过美国ＦＤＡ批准并投入市场。在欧美食品市场，三氯蔗糖被广泛应用于
糖果、巧克力、饮料、糕点等诸多食品中。三氯蔗糖甜味特征近似于蔗糖，其甜度是蔗糖的

４００～８００倍，产热量极低，对光、热、ｐＨ均很稳定，不参与人体代谢，安全性较高，因此是一
种很有发展前途的高度甜味剂。Ｔａｔｅ＆Ｌｙｌｅ公司开发了酶?化学法生产三氯蔗糖的方法，该方法
有两条路线。

１葡萄糖?蔗糖路线 首先利用芽孢杆菌属的菌株在３０℃下发酵葡萄糖，生成葡萄糖?６?乙
酸，然后由枯草杆菌产生的β?果糖基转移酶作用于葡萄糖?６?乙酸与蔗糖的混合物生成蔗糖?６?乙
酸、蔗糖?６?乙酸与由五氯化磷和ＤＭＦ制成的Ｖｉｌｓｍｅｉｅｒ试剂反应，即可得到４，１′，６′?三氯?４，

１′，６′?三脱氧半乳糖蔗糖五乙酸。该五乙酸脱去乙酸基后，即得产物三氯蔗糖。
这种方法的起始原料仅为蔗糖及葡萄糖，价廉易得，但是该路线步骤较多，其中发酵生成

葡萄糖?６?乙酸这步反应价格较高，而且提纯蔗糖?６?乙酸又较困难，因此大规模生产时成本较
高。

２棉子糖路线 棉子糖广泛存在于甜菜和棉子等许多植物中，它也可以由α?半乳糖苷酶催
化半乳糖和蔗糖的饱和溶液合成。棉子糖在氧化三苯膦的存在下，用亚硫酰氯氯化生成４，１′，

６′，６″?四氯?４，１′，６′，６″?四脱氧半乳糖棉子糖庚乙酸。该庚乙酸经脱乙酸作用后，即可生成４，

１′，６′，６″?四氯?４，１′，６′，６″?四脱氧半乳糖棉糖（ＴＣＲ），ＴＣＲ在３０℃下，通过α?半乳糖苷酶
水解生成三氯蔗糖。

棉子糖过程较为简单，中间产物提纯相对容易，而且反应过程中应用的α?半乳糖苷酶又是一
种工业上应用较多的商品化酶。但是该路线的原料棉子糖尚未有大量的商品供应，需要从甜菜及

棉子中提取或由半乳糖和蔗糖合成。此外，该路线中ＴＣＲ酶水解反应进行得比较缓慢也是一个
有待解决的问题。
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二、５′?鸟苷酸和５′?肌苷酸

５＇ＩＭＰ＋５＇ＧＭＰ１．５％～３．０％℃

—热碱提取（５％～２０％ＮａＣｌ ８ｈ１００℃℃
Ｃ．ｕｔｉｌｉｓ ｏｒ Ｓ． ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ酵母

—阴离子交换柱纯化

ＩＭＰ ／ ＧＭＰ 混合物

—脱嘌呤基，脱氨基酶的（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ）
ＡＭＰ ／ ５＇ＧＭＰ 混合物

的 Ａｍｐ 脱氨基作用

—甲醇或氨除去吸附的 ５＇ＡＭＰ ／ ５＇ＧＭＰ

—吸附法将 ５＇ＣＭＰ ／ ５＇ＵＭＰ 移去
ＭＰ ／ ５＇ＣＭＰ ／ ５＇ＵＭＰ 混合物
—ｐＨ５、４ｈ、６５℃
—５＇核酸酶和磷酸酶（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｕｒｅｕｓ ｍｕｔａｎｔ）
—外切核酸酶 Ｐ１（Ｐｅｎｉｃｉｌｉｕｍ ｃｉｔｒｉｎｕｍ）或
（纯度 ７０％～９０％）
—干燥

—盐酸或乙醇沉淀

ＲＮＡ

５＇Ｇ

５＇

图４?１６ 酶法合成５′?核苷酸示意图

５′?鸟苷酸（５′?ＧＭＰ）和５′?肌苷酸（５′?
ＩＭＰ）与味精按一定比例复配后可得超鲜味
精，也称为强力味精，其鲜味、风味及生产

成本均优于味精。

５′?核苷酸可通过酶法水解酵母中ＲＮＡ制
取。自１９７５年以来，在日本大约５０％的５′?
核苷酸采用酶法水解生产。５′?鸟苷酸（５′?
ＧＭＰ）和５′?肌苷酸（５′?ＩＭＰ）的酶法合成过
程见图４?１６。
酵母细胞ＲＮＡ含量很高，在其生长的对数

期初期，采用热碱溶液提取ＲＮＡ，再将ＲＮＡ沉
淀和干燥。ＲＮＡ在氢氧化钾溶液中，在１３０℃下
加热３～４ｈ，进行化学水解，即可以产生核苷酸。
核苷酸还可以通过再通过５′?核酸酶或外切核酸
酶的酶解获得。再经过从腺苷到鸟苷的脱氨基

作用，使核苷酸磷酸生成５′?ＩＭＰ和５′?ＧＭＰ。

三、单 甘 酯

单脂肪酸甘油酯（ｍｏｎｏａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＭＡＧ）简称单甘酯，是一类重要的非离子型表面活性
剂。它含有一个亲油的长链烷基和两个亲水的羟基，因而具有良好的表面活性，可以作为乳化剂

应用于食品、化妆品、医药等领域。近来的研究发现，某些单甘酯表现出一定的抗菌特性，这使

得单甘酯研究和开发具有重要的应用价值。例如月桂酸单甘酯，具有广谱抗菌性，而且安全性

高、性能稳定，同时表面活性也较强，目前已经在美国、德国、日本实现工业化生产，并作为食

品防腐剂投放市场。

（一）单甘酯酶法合成的基本方法

目前单甘酯的工业化生产主要采用化学法。化学法合成单甘酯通常产率低、能耗高、产品色泽

深而且有异味。为了获得较高质量和产量的单甘酯，近年来，人们开始探索以脂肪酶为催化剂，在较

低温度下合成单甘酯的新途径。酶法合成单甘酯具有许多优点，如反应条件温和、能耗低和产品纯

度高，国内外已经对其进行了大量的相关研究，但是仍然存在单甘酯产率较低，合成所用设备结构、

溶剂系统以及操作过程过于复杂等不足之处，目前多数研究还处于实验阶段，没有实现商业化生产。

国内外的研究者以天然油脂、脂肪酸和甘油等为原料，利用生物催化剂脂肪酶，在有或无有

机溶剂体系中，通过油脂水解或醇解、脂肪酸与甘油酯化和甘油解等多种反应途径合成单甘酯。

脂肪酶在有机相中合成单甘酯的途径主要有如下几种。
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１水解法 指天然油脂或三甘酯通过水解作用生成单甘酯的过程。水解法最主要的问题是

ＭＡＧ产率较低，原因是每产生１ｍｏｌＭＡＧ则生成２ｍｏｌ脂肪酸，脂肪酸抑制酰基转移从而阻止水
解反应继续进行。

２酯化或转酯反应 指甘油与脂肪酸或脂肪酸酯通过酯化或转酯反应产生单甘酯的过程。
酯化或转酯反应的关键是控制初步酯化产品 ＭＡＧ不被进一步酯化成双酯或三酯，所以生成的

ＭＡＧ应及时从反应体系中分离出去，以提高ＭＡＧ产率。

３甘油解法 指以天然油脂或三甘酯和甘油为底物合成单甘酯的过程。甘油解反应具有最
高理论产率，因为每１ｍｏｌＴＡＧ（三甘酯）消耗２ｍｏｌ甘油，同时能够产生３ｍｏｌＭＡＧ。不同油脂
甘油解的最佳反应温度见表４?２。

表４?２ 不同油脂甘油解的最佳反应温度

油 脂 牛脂 猪脂 乳脂 棕榈酸脂 椰子油 橄榄油 菜子油

单甘酯最大收率（％） ７６ ６９ ８０ ８６ ７７ ９０ ７７
最佳温度（℃） ４２ ３０ ３２ ４０ ３０ １０ ５

目前，合成单甘酯的微生物脂肪酶主要有：胰酶（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ）、玫瑰假丝酵母（Ｃａｎｄｉ
ｄａｒｕｇｏｓａ）脂酶、荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）脂酶、黏质色杆菌（Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｖｉｓ
ｃｏｓｕｍ）脂酶、米黑毛霉（Ｍｕｃｏｒｍｉｅｈｅｉ）脂酶等。根据以往的研究，在诸多脂肪酶中，假单胞菌脂肪
酶催化合成单甘酯的能力较高，而目前国内在此领域中的研究则以国产猪胰脂肪酶为多。

（二）单甘酯的酶法合成研究进展

近年来，国内外油脂工作者对单甘酯的酶法合成进行了大量的研究，这些工艺对单甘酯合成

的工艺、脂肪酶和溶剂系统的选择、固定化脂肪酶的应用、如何提高产物得率和纯度等方面存在

的问题提出了不同的解决方法。

据黄显慈报道，外国学者以月桂酸、月桂酸甲酯、棉子油、三月桂酸甘油酯等为酰基受体，

采用固定化脂肪酶进行１（３）?单甘酯的研究。在有机溶剂（水含量小于２％）中，产物单甘酯
很稳定，但是甘油与有机溶剂很难混溶，通过把甘油吸附于硅胶上制成叔丁基甲酯的悬浮液，能

够有效地解决甘油与酰基供体混溶问题。此外，当以天然油酯为酰基供体与甘油发生甘油解反应

时，产物往往包括１（３）?单甘酯和双甘酯、２?单甘酯，还有未反应的三甘酯。为了获得较高含
量的单甘酯，使产物通过分离器而分离，在特定的温度下，选择特定的溶剂（例如乙醇∶己烷＝
１∶１），可以使１（３）?单甘酯在分离器中沉淀并结晶析出，而其他化合物仍保留在溶液中，溶液
再循环进入反应器中，并进一步转化为１（３）?酰单甘酯。采用这种方法，当棉子油与甘油反应

４８ｈ后，单甘酯产率达到８３％～９０％，产物中１（３）?单甘酯含量达９６％，而用三月桂酸甘油酯
为酰基供体时，产物纯度高达９８％。我国的邵丽文也报道了脂肪酶催化连续制取高纯度单甘酯
的方法。在含有分散脂肪酶的含水甘油酯相之上，设置溶解了脂肪酸的非极性溶剂相，使酯化反

应在两相的界面上进行生产单甘酯，将非极性溶剂相逐次取出冷却，并使溶解于其中的单甘酯析

出，然后将残液返回至酯化反应体系中，从而制得纯度达９５％的单甘酯。
彭立凤、刘新喜研究了以ＣａＣＯ３粉末为载体吸附法固定化脂肪酶的方法，并且利用固定化酶催

化棕榈油固相甘油解反应合成单甘酯工艺条件。结果表明，该固定化酶很容易从反应体系中回收，
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重复使用５次，酶活保留７３３７％。刘新喜、彭立凤以蛋壳作载体固定化脂肪酶催化棕榈油甘油解
合成单甘酯，单甘酯最高含量达到４４２％，产率为８３％；该固定化酶使用６次后活力仍保留７０％。
彭立凤、谭天伟对反胶团体系中猪胰脂肪酶催化棕榈油水解合成单甘酯的工艺进行了研究，

以Ｓｐａｎ?２０为表面活性剂，异辛烷为有机溶剂，在适宜条件下反应１５ｈ，单甘酯的含量最高可达

３４５１％，此时单甘酯产率为８４３１％。
彭立风、谭天伟以猪胰脂肪酶为催化剂在无有机溶剂体系中，由牛油通过甘油解反应可合成

单甘酯，在一定条件下反应，单甘酯含量最终可以达到２８７２％。他们还研究了以猪胰脂肪酶为
催化剂，在无有机溶剂体系中，由棕榈油通过甘油解反应合成单甘酯，单甘酯在产物中的含量可

达到３０９３％。与有机溶剂乳化体系相比，无有机溶剂体系可以减少产品污染，产物产率高，不
需要后处理，是一种有前途的合成单甘酯的方法。

高修功、章克昌等对无溶剂体系中脂肪酶催化棕榈油的甘油解合成单甘酯进行了研究，发现

温度对单甘酯的产率起关键作用。反应存在一临界温度，低于临界温度时单甘酯的平衡浓度高于

６０％，而高于临界温度时单甘酯含量只有３０％左右。夏咏梅、章克昌从富油土壤中分离、筛选
并优育出一株铜绿假单胞菌，发酵生产出铜绿假单胞菌脂肪酶ＰＪＷ，并以此为催化剂，在无溶
剂体系中通过棕榈油甘油解合成了单甘酯。

四、β?环糊精

环糊精（ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ）是指由６～９个Ｄ?吡喃葡萄糖单元通过α?１，４糖苷键连接形成的“锥
筒”状分子化合物，相应于Ｄ?吡喃葡萄糖的分子数，分别称为α?、β?、γ?和δ?环糊精，具有腔内
亲油腔外亲水的独特结构，这一独特结构使其在医药、食品、化妆品等领域显示出重要应用价

值。例如应用于某些食品或添加剂，具有增强稳定性，防止氧化和消除异味等功能。

（一）环糊精葡萄糖基转移酶的性质和作用

环糊精葡萄糖基转移酶（ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＧＴａｓｅ）是一种具有催化功能的
多糖类合成酶，它可以在分解淀粉的同时将开链糊精环化形成环糊精。１９３９年，Ｔｉｌｄｅｎ和Ｈｕｄ
ｓｏｎ等发现软化芽孢杆菌（Ｂｍａｃｅｒａｎｓ）分泌的酶能从淀粉生成环状糊精。现已发现，可以产生

ＣＧＴａｓｅ的细菌有软化芽孢杆菌、环状芽孢杆菌 （Ｂｃｉｒｃｕｌａｎｓ）、嗜热脂肪芽孢杆菌
（Ｂｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）、巨大芽孢杆菌 （Ｂｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）等芽孢杆菌和肺炎克雷伯氏菌
（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）等无芽孢的细菌，其中软化芽孢杆菌和嗜碱芽孢杆菌已在工业生产中使
用。表４?３是不同菌种生成的ＣＧＴａｓｅ的性质。

表４?３ 不同来源的ＣＧＴａｓｅ的性质

来 源 分子量
最适

ｐＨ

最适温度

（℃）
ｐＨ稳定
范围

温度稳定范围

（℃）
等电点

对淀粉作用

主产品

ＢｓｕｂｔｉｌｉｓＮｏ３１３ ６４０００ ８０ ６５ ７０ ５０ ７１ γ?ＣＤ
ＢｃｉｒｃｃｅｌａｎｓＣ３１ １０３０００ ５５ ６０ ５５～９ ５０
Ｂａｌｋａｌｏｐｈｉｌｕｓ ７５０００ ６０ ５０ ６～１０ ５０
Ｂｃｏａｇｕｌａｎｓ ６５０００ ６０ ７０ ５５～９５ ４６
Ｂｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ６８０００ ６０ ７０ ７０～９２ ５０ ４５ γ?ＣＤ
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（续）

来 源 分子量
最适

ｐＨ

最适温度

（℃）
ｐＨ稳定
范围

温度稳定范围

（℃）
等电点

对淀粉作用

主产品

Ｂｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ８００００ ６０ ７５ ５５～９５ ７０ γ?ＣＤ
ＳＥ?４

Ｂｍａｃｅｒａｎｓ ６７０００ ５４～５８ ６０ ５４ γ?ＣＤ
Ｂｍａｃｅｒａｎｓ ５０～５７ ５５ ８０～１０ γ?ＣＤ
Ｂｌｅｎｔｕｓ ６５～８５ ４５～５５ β＞γ＞α
Ｋｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ５２ ７０～７５ ６０～７５ ４５ １０ α?ＣＤ
Ｂｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ ５０～５７ ５５ ５０～８８ ５５ １１ β?ＣＤ
ＢｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓＥ１ １１４０００ ６～８ ５０～７０ ４３ β＞γ，ｎｏα

由表４?３可知，ＣＧＴａｓｅ的来源不同，酶的性质差异也很大。由软化芽孢杆菌生成的环糊精
以α?环糊精为主，而巨大芽孢杆菌分泌的酶生成β?环糊精较多，由枯草杆菌生成的ＣＧＴａｓｅ则以
γ?环糊精为主。张心平对嗜碱芽孢杆菌（Ｂａｌｋａｌｏｐｈｉｌｕｓ）ＮＫ２３１产生的ＣＧＴａｓｅ进行了研究，发
现该酶具有两种活性：其一能将淀粉分解为大约由６～１２个葡萄糖组成的糊精，称淀粉糊化活
性；其二能将糊精分子的首尾葡萄糖基连接，形成非还原性的环状糊精，称环化活性。

（二）环糊精葡萄糖基转移酶的固定化

自１９７６年从土壤中分离到嗜碱性芽孢杆菌以来，环糊精进入了大规模的工业化生产。１９７７
年，开始了对固定化ＣＧＴａｓｅ的研究。固定化环糊精葡萄糖基转移酶制备环糊精具有固定化酶的
一般优越性，即酶可以重复使用、环糊精产率高，并能够实现连续操作等。近年来相关的报道很

多，Ｎａｋａｍｕｒａ用离子交换树脂作载体并使用固定化ＣＧＴａｓｅ来制备β?环糊精；Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ等人采
用大孔树脂ＩＲＡ?９３和ＨＮ?１１?２２作载体，进行了固定化酶环糊精连续化生产研究；Ｏｋａｄａ等人用
明胶、烷基胺、多孔玻璃作载体，崔汉钧等用魔芋葡甘露聚糖作载体，对ＣＧＴａｓｅ的固定化进行
了研究；田晖应用甲醛活化的壳聚糖作为载体，成功地固定了ＣＧＴａｓｅ；朱伯儒等分别以球形纤
维素阴离子交换剂和戊二醛处理过的壳聚糖作载体，对ＣＧＴａｓｅ的固定化进行了研究。壳聚糖具
有机械性能良好、化学性质稳定和耐热性好等优点，特别是其分子中的氨基，既易于与酶共价结

合，又可络合金属离子，使酶免受金属离子的抑制。它的来源丰富、制备简单、成本低廉，同时

易于通过接枝而改性，因而是一种有待开发的固定化酶的良好载体。

从已有的研究结果来看，各种方法都存在不足之处。离子交换吸附法虽效果较好，但价格较

高。物理吸附是最直接的固定化过程，制备简单，成本较低，往往酶活力较高。迄今为止，人们

已成功地运用硅胶、硅藻土、大孔氧化铝、多孔玻璃等作为载体固定ＣＧＴａｓｅ，但是存在酶脱附
的问题。共价键结合法制备过程复杂，成本较高，酶活力回收率低。虽然各种固定化方法的研究

取得了一定成效，但是，要运用于工业化生产还需要进行深入的探索。

第四节 酶工程与功能性食品配料

一、低 聚 糖

低聚糖又名寡糖（ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ），是指由２～１０个单糖通过糖苷键连接形成的直链或支链
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的低度聚合糖，分功能性低聚糖和普通低聚糖两大类。蔗糖、乳糖、麦芽糖、麦芽三糖和麦芽四

糖等属于普通低聚糖；低聚果糖、低聚半乳糖、木低聚糖、异麦芽低聚糖、麦芽低聚糖、大豆低

聚糖、低聚异麦芽酮糖和低聚龙胆糖等则属于功能性低聚糖。低聚糖具有重要的功能特性，主要

有：①很难或不被人体消化，产热低；②活化肠道内双歧杆菌并促进其生长繁殖；③不被口腔内
微生物利用，不会引起龋齿；④属于水溶性膳食纤维，具有食用纤维的部分功能。作为功能食品
的基料，低聚糖广泛应用于各类保健食品和补品中。其中最具影响的是异麦芽低聚糖和麦芽低聚

糖，年产量已超过万吨。目前利用酶法制取功能性低聚糖已成为工业化大规模生产低聚糖的主要

方法。

（一）异麦芽低聚糖

异麦芽低聚糖又称分支低聚糖（ｂｒａｎｃｈｉｎｇｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ），是指葡萄糖之间至少有一个以α?
１，６?糖苷键结合而成的单糖数在２～５不等的一类低聚糖。它是功能性低聚糖中产量最大、应用
最广泛的一种新型生物糖源，通常以优质淀粉为原料，采用多种酶联合作用制成。异麦芽低聚糖

能够提高免疫力和抗病力，是公认的双歧杆菌的生长促进因子。它甜味柔和，黏度低，保湿性

好，水分活度低，在酸性条件下对热稳定性好，是儿童糖果、饮料等食品的理想原料。目前在国

外已经广泛地应用于保健品工业和其他食品工业。

生产异麦芽低聚糖的关键酶为α?葡萄糖苷酶（α?ｇｌｕｃｏａｓｉｄａｓｅ），又称葡萄糖基转移酶，它能
切开麦芽糖和低聚麦芽糖分子中的α?１，４?糖苷键，并将游离出的一个葡萄糖残基转移到另一个
葡萄糖分子或麦芽糖和麦芽三糖的分子的α?１，６位上形成异麦芽糖、异麦芽三糖、异麦芽四糖
和潘糖等分支低聚糖。微生物中细菌、酵母、霉菌等菌株均能够分泌α?葡萄糖苷酶，其中黑曲霉
产酶较高。

中科院微生物所、江苏省微生物所和无锡轻工业大学等单位从１９９０年代开始即着手α?葡萄
糖苷酶生产菌种的筛选和异麦芽低聚糖的研制研究。１９９７年无锡轻工业大学与无锡第三制药厂
合作生产的异麦芽低聚糖所含异麦芽糖和潘糖等分支糖占总糖的５３％～５５％，与日本ＩＭＯ?５００
型产品相同。

张齐军等以木薯淀粉为原料研究了酶法生产异麦芽低聚糖工艺。首先采用α?淀粉酶对木薯淀
粉液化，酶灭活后再加入真菌α?淀粉酶和β?淀粉酶糖化得麦芽糖浆，然后通过α?葡萄糖苷酶的转
苷作用得到异麦芽低聚糖。这种方法缩短了总的糖化转苷时间，因此有利于生成更多的分支低聚

糖。

日本林原生化研究所的研究是以玉米淀粉为原料，经过液化，再利用α?葡萄糖苷酶和β?淀粉
酶两种酶糖化制成含异麦芽糖的混合糖，称为“异麦芽低聚糖浆”。金其荣等同样以玉米淀粉为

原料，采用相同的生产工艺，得到含２２％异麦芽糖和２１％潘糖等其他分支低聚糖的异麦芽低聚
糖糖浆。杨连生等研究了以α?葡萄糖苷酶为主酶制备异麦芽低聚糖，在加酶量２００ＩＵ／ｇ麦芽糖，
麦芽糖浓度２０％，ｐＨ５５，温度６０℃的适宜条件下，反应２５ｈ，可以制得含２５２％异麦芽糖和

２４０％潘糖的异麦芽低聚糖，其异麦芽糖含量等主要指标优于日本的同类产品。
周中凯、王洪岩研究了酶法生产异麦芽低聚糖的新工艺，首先通过１３０～１４０ｋＰａ压力的热蒸

汽处理淀粉浆，在９５℃下加酶维持３０～６０ｍｉｎ，然后采用多酶协同作用的糖化工艺，在５８℃和

ｐＨ５６的条件下反应４０ｈ，最终产品中异麦芽低聚糖的含量可达５７６％。
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（二）壳低聚糖

壳低聚糖一般是指由甲壳质或壳聚糖制得的２～８糖的低聚糖。为了加以区别，可将由甲壳
质制得的低聚糖称为甲壳质低聚糖；由壳聚糖制得的低聚糖称为壳低聚糖。甲壳质低聚糖具有非

常爽口的甜味，随着聚合度的增大其甜味、吸湿性和溶解度降低，具有调节食品水分和改善食品

结构等功能。

最近研究发现甲壳质或壳聚糖的低聚糖具有抗肿瘤的生理功能，并且对植物体的防御功能起

到重要作用。有学者指出，壳低聚糖可以促进蛋白质的合成，促进植物细胞的活化，从而刺激植

物快速生长。目前已有很多有关酶法制备壳低聚糖的报道。日本学者岛原直接利用能生产甲壳质

ＧｌｃＮ

β?葡萄糖酶

外壳二糖
水解酶

壳聚糖

壳二糖酶Ｎ?乙酰基?β?氨
基葡萄糖酶

（ＥＣ３．２．１．３０）
ＧｌｃＮＡｃ

壳二糖酶

Ｎ?ＮＮ?二乙酰基

低聚物
ＧｌｃＮＡｃ

甲壳质

甲壳质酶

（ＥＣ３．２．１．１４）
外?Ｎ，ＮＮ?二乙酰基
壳二糖水解酶

ＧｌｃＮ
低聚物

ＧｌｃＮｎ

甲壳质脱乙酰酶

（ＥＣ３．５．１．４１）

ＥＣ３．２．１．１４

ＣｌｃＮＡｃｎ

壳聚糖酶

壳聚糖酶

图４?１７ 甲壳质、壳聚糖的酶降解

酶的微生物开发了简便的酶解法，即在

含有胶体状甲壳质的液体培养基中培养

出从海水中分离出来的鳝弧菌Ｅ?３８３，
可获得较高收率和选择性的Ｎ?乙酰基壳
二糖。大宝使用芽孢杆菌属ＳＰ７?Ｍ株得
到的壳聚糖降解酶，成功地获得了由

２～５糖的壳低聚糖。板井利用芽孢杆菌
属Ｒ?４生产的脱乙酰基壳聚糖酶获得了

１～４糖的低聚糖。现已发现许多脱乙酰
基壳聚糖酶，一般可生成２～６糖的壳
低聚糖。

甲壳质或壳聚糖降解酶广泛分布于

细菌、放线菌、霉菌等微生物中，该酶在甲壳质或壳聚糖的低聚糖制备中的作用见图４?１７。
（三）蔗果低聚糖

蔗果低聚糖（ｆｒｕｃｔｏ?ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＦＯＳ）又名低聚果糖或寡果糖，通常指利用β?果糖基转
移酶在蔗糖的果糖残基Ｃ１和Ｃ２位置上，通过β?１，２?糖苷键与１～３个果糖分子结合形成蔗果三
糖（ＧＦ２）、蔗果四糖（ＧＦ３）和蔗果五糖（ＧＦ４），属于果糖和葡萄糖构成的直链杂低聚糖。蔗果
低聚糖是肠道内双歧杆菌的活化增殖因子，具有低聚糖的一般功能。该糖最先由日本明治制果公

司研究开发，并于１９８４年以产品形式投放市场，销售前景良好。
工业上蔗果低聚糖有下述两种生产方法。

①以菊芋（ｃｈｉｃｏｒｙ）为原料提取菊粉，经酶水解而成。该法具有工艺简单、转化率高和副产
物少等优点，生产的关键在于菊粉酶的提取。菊粉酶（ｉｎｕｌｉｎａｓｅ）为β?２，１?Ｄ呋喃果糖水解酶，
许多微生物如酵母、黑曲霉及少数几种细菌枯草芽孢杆菌均能合成此酶。据文献报道，菊粉用内

切型菊粉酶水解可得到聚合度为２～８的蔗果低聚糖，菊粉若用外切型菊粉酶水解则得到果糖。
比利时ＯＲＡＦＴＩ公司曾大规模种植菊芋，开发生产蔗果低聚糖。

②由蔗糖经β?果糖基转移酶（β?ｆｒｕｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）或β?呋喃果糖苷酶通过转果糖基反应生
成蔗果低聚糖类。Ｆｉｓｃｈｅｒ等人认为酶的催化作用分两步进行，第一步形成酶?果糖复合物释放出
葡萄糖，第二步该复合物将果糖基转移给水或蔗糖生成果糖或三糖。工业上用黑曲霉生产β?果糖
转移酶，此酶在低浓度蔗糖溶液中催化蔗糖水解为葡萄糖和果糖，但在高浓度蔗糖溶液中却发生
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转移反应合成蔗果低聚糖。蔗果低聚糖在制取反应中常用的蔗糖底物浓度为０６２５ｋｇ／Ｌ。微生物
培养液可以不经过分离精制，就直接作为酶源添加到蔗糖溶液中，酶的添加量通常为每克蔗糖

２５个酶活单位，反应温度一般为３０～４０℃，最适ｐＨ５０～６０。
菌种筛选及酶的制取是生产低聚糖的关键，常用的菌种为黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）、米曲

霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ）、黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）、日本曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）和出
芽短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ）等。韩国学者ＹｕｎＪＷ和ＪｕｎｇＫＨ等研究证实了由出
芽短梗霉产生的β?果糖基转移酶具有生产蔗果低聚糖的能力。日本学者ＭｕｒａｍａｔｓｕＭ等采用聚
多曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉ），以蔗糖溶液为底物，生产出一种名为分枝蔗果低聚糖（ｂｒａｎｃｈｅｄ
ｆｒｕｃｔｏ?ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ）的新型蔗果低聚糖。
固定化细胞技术已经在蔗果低聚糖生产中得到成功的应用，由于β?呋喃果糖苷酶和β?果糖基

转移酶都是胞内酶，因此可以直接固定细胞或菌丝体。魏远安等以壳聚糖为载体，对蔗果低聚糖

固定化酶的制备进行了研究，与液体酶相比，固定化酶具有良好的活性和操作稳定性，因此生成

物中蔗果低聚糖含量相对较高，蔗糖转化率达９０％以上，蔗果低聚糖含量达６０％左右。经固定
化酶反应后的产品糖浆色泽透明，口感圆润清香。

（四）木低聚糖

木低聚糖（ｘｙｌｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）是指由２～７个木糖以β?１，４?糖苷键结合而成的直链低聚糖。
木低聚糖一般以富含木聚糖（ｘｙｌａｎ）的植物材料（如玉米芯、蔗渣、棉子壳、麸皮等）为原料，
通过木聚糖酶的水解作用分离精制而获得。木低聚糖产品的主要成分为木糖、木二糖、木三糖和

三糖以上的木聚糖，其中木二糖为主要有效成分。木低聚糖在人体内难以消化，具有极好的促进

双歧杆菌增殖活性。

木低聚糖的生产工艺包括木聚糖的提取、精制、水解和木低聚糖的纯化等过程。酶法制备木

低聚糖时，由木聚糖酶从主链内部作用于长链木聚糖的糖苷键，能将木聚糖随机地切成不同链长

的木低聚糖，而β?１，４?木糖苷酶能够作用于木低聚糖的末端产生木糖。
自然界中很多霉菌和细菌能产生木聚糖酶（ｘｙｌａｎａｓｅ），工业上多采用球毛壳霉（Ｃｈａｅｔｏｍｉ

ｕｍｇｌｏｂｏｓｕｍ）产生内切型木聚糖酶进行木聚糖的水解。许多丝状真菌都产木聚糖酶及β?１，４?木
糖苷酶。β?１，４?木聚糖酶不能水解木二糖，而β?１，４?木糖苷酶则可将木二糖水解为木糖。因此
筛选产内切型木聚糖酶（ｅｎｄｏ?１，４?β?Ｄ?ｘｙｌｏｓｉｄａｓｅ，ＥＣ３２１８）活力高，而外切型β?１，４?木糖
苷酶（ｅｘｏ?１，４?β?Ｄ?ｘｙｌｏｓｉｄａｓｅ，ＥＣ３１３７）活力低的菌株是生产木低聚糖的关键。
尽管木聚糖酶是一种复合酶，但其中所含的各种酶组分在不同浓度溶液中的溶解度不同，所

以利用酶的这一特性可以将内切木聚糖酶和β?１，４?木糖苷酶分开，达到去除β?１，４?木糖苷酶的
目的。洪枫等通过探索找到一种沉淀剂Ｈ，它能将内切?型聚糖酶沉淀下来，而将大部分的β?１，

４?木糖苷酶保留在母液中，从而起到有效地分离作用。

二、果葡糖浆

（一）果葡糖浆的功能和应用

果葡糖浆是２０世纪６０年代以后出现的，它是以淀粉为原料，通过α?淀粉酶和葡萄糖淀粉酶
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水解形成葡萄糖，再利用葡萄糖异构酶的异构化反应，制成一种含有果糖与葡萄糖的混合糖浆。

第一代果葡糖浆含４２％的果糖；第二代果葡糖浆也称为高果糖浆，含果糖５５％，甜度约为蔗糖
的１１倍；第三代果葡糖浆被称为高纯度果葡糖浆，果糖含量为９０％，甜度为蔗糖的１４倍。
果葡糖浆溶解度高，发酵性能好，化学稳定性高，并且易为人体所吸收，因此在饮料工业广

泛应用，在面包、糕点、罐头和冷饮等领域也有不同程度的应用。由于果葡糖浆本身具有较高的

营养保健价值，因此被用来加工营养食品和疗效食品。

在发达国家，果葡糖浆已发展到第三代，并且渗入到食品工业的各个领域。我国也于１９６０
年开始对果葡糖浆进行研究，１９８０至１９９０年，我国先后从美国、比利时和丹麦等国引进果葡糖
浆生产线，目前产品仅以第一代为主，明显落后于发达国家。这主要是因为国产果葡糖浆的价格

一般高于蔗糖，而且生产工艺复杂，产品质量也不够稳定。

（二）果葡糖浆的酶法合成

欧洲一些国家和美国在生产和应用果葡糖浆方面都走在世界前列，这些国家主产玉米，稻谷

相对较少，以玉米为原料生产果葡糖浆的工艺和设备已经发展到很高的水平。在我国引进的十几

条果葡糖浆生产线中，基本上都是采用玉米为原料生产的。与薯类相比，玉米淀粉含量高，易于

运输和贮藏，而且生产不受季节限制，所以玉米已成为我国制造淀粉的主要原料，玉米淀粉也已

占我国淀粉总产量的９０％左右。
据报道，国外对其他原料如木薯、大米、马铃薯、小麦等也进行过研究，最终其自产且价格

低廉的玉米为原料。在我国一些盛产大米的地方也开始尝试以大米为原料生产果葡糖浆，以充分

利用本地资源优势。

１９６０年美国和日本开始研究采用葡萄糖异构酶将葡萄糖转化成果糖，当时葡萄糖异构酶是
由放线菌产生的。目前具有工业生产价值的菌种很多，如凝结芽孢杆菌、米苏里游动放线菌、树

枝状黄杆菌等。

果葡糖浆的生产工艺主要包括淀粉的液化、糖化和异构化等步骤。首先，淀粉乳在α?淀粉酶
的作用下被液化成ＤＥ值为１５％～２０％的液化液，液化液经调整ｐＨ和温度，并加入糖化酶进行
糖化至糖化液ＤＥ值达到９６％～９８％，然后过滤，最后再用活性炭和离子交换树脂处理，成为净
化的葡萄糖液。被净化后葡萄糖液通过装有固定化异构酶的反应器被异构化，最终得到果糖含量

在４２％左右的果葡糖浆。周中凯等研究了酶促水解蔗糖生产果葡糖浆新工艺，他们以黑曲霉
（Ａｓｐｎｉｇｅｒ?Ｗ１）为出发菌，通过紫外诱变和亚硝基胍处理获得蔗糖酶高产菌（Ａｓｐｎｉｇｅｒ?Ｗ３），
再经过固态发酵培养获得高活力蔗糖酶。该酶在５０～５５℃有较高活力，在ｐＨ５５～６０范围内
有较高稳定性。

用游离酶生产果葡糖浆存在很多缺点，２０世纪７０年代初期又研究发展了固定化葡萄糖异构
酶，而且很快商品化。采用固定化葡萄糖异构酶已经实现果葡糖浆的连续化生产，并且生产效率

显著提高，产品质量明显改善，从而推动了果葡糖浆工业的发展。

三、水解动植物蛋白

过去一直认为蛋白质必须通过人体消化道中的多种蛋白酶水解后，最终以氨基酸的形态被消
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化吸收。但是最近的研究表明，蛋白质在肠道的最主要的吸收方式不是游离氨基酸而是小肽类，

因此蛋白质的分解产物作为高效氮源受到国际营养界和食品产业的高度重视。乳蛋白、大豆蛋

白、畜血蛋白和玉米蛋白的水解产物已经成为运动饮料、功能食品和医疗食品的重要原料。

（一）水解植物蛋白

水解植物蛋白（ＨＶＰ）是指在酸、碱或酶作用下，水解含蛋白质的植物组织所得到的产物。
这些产物通常分子量小、水溶性较高、无蛋白质变性及在人体内容易消化吸收，不但具有可适用

的营养保健成分，而且可用作食品调味料和风味增强剂。植物蛋白水解物的生产一般采用蛋白质

含量为５０％～８０％的植物组织，一般采用脱脂大豆粕、玉米、麦类、稻米等，目前研究最多的
是水解大豆蛋白。

１水解大豆蛋白的功能特性及应用 大豆蛋白资源丰富，价格低廉，并且具有丰富的营养
价值，但是大豆蛋白分子结构复杂，８０％的蛋白质分子量在１０万以上，因此存在溶解性低、消
化率和生物效价也不如蛋和奶等动物性蛋白的问题。大豆蛋白经蛋白酶水解、分离和精制后可得

到以分子量低于１０００的低聚肽为主的混合物，即大豆多肽。大豆多肽的氨基酸组成与大豆蛋白
质相同，必需氨基酸平衡且含量丰富，同时无蛋白变性，无豆腥味。此外大豆多肽还具有比大豆

蛋白更丰富的加工特性、营养特性和生理功能，其主要功能特性如下。

（１）具有水溶性和流动性。具有良好的水溶性和较低的黏性，流动性良好。
（２）具有酸溶性。在大豆蛋白的等电点ｐＨ４３附近保持溶解状态，这为开发酸性饮料提供
了条件。

（３）具有抑制蛋白质形成凝胶的性质。利用这种性质可以调整蛋白质食品的硬度并且改良口
感。

（４）具有促进乳酸菌、双歧杆菌、酵母和霉菌等多种微生物生长发育和活跃代谢的作用。用
于酸奶、干酪、醋、酱油和发酵火腿等发酵食品生产时，可明显起到提高生产效率、稳定品质及

增强风味等效果。

（５）具有易消化吸收、能迅速给机体提供能量、促进脂质代谢和恢复体力等功能。因此可用
于特殊病人、消化功能衰退的老年人以及消化功能未成熟的婴幼儿的营养剂和流态食品；还可用

于制造运动员食品、蛋白质强化食品和能量补给饮品等。

（６）具有低抗原性。其抗原性通常比大豆蛋白降低１％～２％，因此食后不会引起过敏反应。
因此可用于制造婴幼儿奶粉和甜点心等非致敏性保健食品。

（７）具有降低和抑制胆固醇的作用。利用这一特性可生产降胆固醇、降血压、预防心血管系
统疾病等功能保健食品。

２水解大豆蛋白的酶法制备 水解大豆蛋白制备的方法主要有酶法和化学法，由于酶法水
解效率高，反应条件温和，产生毒性物质的可能性较小，因此受到国内外研究者的广泛关注。目

前应用于实际生产的酶有胰蛋白酶、碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶等，其中碱性蛋白酶

作用效果较好。

李书国等研究的大豆多肽的加工工艺流程为：

脱脂大豆粕→浸泡→磨浆分离→胶体磨→精滤→超滤→预处理→酶水解→分离→脱苦、脱色→脱盐→杀菌

→浓缩→干燥。
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该工艺采用脱脂大豆粕为原料制取大豆分离蛋白溶液。因为大豆球蛋白分子结构紧密，不利

于酶的水解，所以在酶解大豆蛋白时需要进行预处理，使其中的蛋白质复杂结构被打开而形成一

条直链，从而加快蛋白质的酶解。实验采用ＡＳ１３８９中性蛋白酶进行酶水解，酶的用量为４％，水
解温度４５℃，作用时间１２ｈ，底物浓度４％。
张玲华等采用菠萝蛋白酶、木瓜蛋白酶和双酶法降解大豆蛋白，研究结果表明，双酶法水解

大豆蛋白的水解度最高，而且水解产物的苦味明显弱于单酶水解法。邓勇等研究了Ａｃａｌａｓｅ碱性
蛋白酶、ＡＳ１３９８碱性蛋白酶、Ｎｅｕｔｒａｓｅ中性蛋白酶、Ｐｒｏｔａｍａｘ复合蛋白酶、ＨＡＰ低温高碱碱性蛋
白酶等５种蛋白酶对大豆分离蛋白的水解效果，筛选出作用效果最好的为Ａｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶。
其最佳工艺条件为：温度５５℃，ｐＨ８０，底物浓度２％，酶用量５％，水解时间为４～６ｈ。
大豆蛋白经过酶水解形成小分子产物，营养价值提高，并且具备了一定的功能特性。但其中

也产生了一些带有苦味的游离氨基酸及其衍生物和小分子肽物质，直接影响了水解产物的风味及

其在食品加工中的应用。有关大豆多肽苦味产生的原因及其脱苦的方法将在本章第七节新型酶制

剂中论述。

（二）水解动物蛋白

水解动物蛋白是指蛋白酶作为生产生物催化剂，把肉类、水产品及乳品中的蛋白质分解成含

有多种氨基酸和肽类的水解液。水解动物蛋白产品含有多种氨基酸、肽类和核苷酸类物质。因此

营养丰富，易于消化吸收。游离的氨基酸和核苷酸类都具有极好的呈味能力，味道鲜美，香气自

然，稳定性较高，可作为调味剂或营养强化剂应用于多种食品的加工。

与水解植物蛋白相同，水解动物蛋白质经过酶水解以后，它的某些功能特性和风味特征会发

生一定程度的改变，通常是溶解性增加；热稳定性提高，受热不凝聚；黏度、乳化性能、渗透性减小。

１水解鱼蛋白 鱼类蛋白质品质优良，其氨基酸比例与人体肌肉成分极为接近，人体吸收
利用率较高。鱼类蛋白质经过水解，其营养品质和功能特性将进一步得以改善，因此对鱼类蛋白

水解物进行开发已经引起人们的关注。特别是当今鱼类资源的日益匮乏，对低值鱼和鱼类加工副

产物的加工利用更具有重要的意义。

狭鳕（Ｔｈｅｒａｇｒａｃｈａｌｃｏｇｒａｍｍａ）广泛分部于北太平洋，鱼肉蛋白质含量达１５％～１９％，所
含氨基酸齐全，具有很高的开发利用价值。鳕鱼目前多用于制作鱼片和鱼糜等制品，在其加工过

程中会产生大量废弃物———鳕鱼碎肉和鳕鱼排等。王长云等利用枯草杆菌ＡＳ１３９８中性蛋白酶水解
鳕鱼碎肉提取水解蛋白，用黄曲霉对鱼蛋白水解液进一步水解，有效地脱去了苦味。水解液经真

空浓缩及喷雾干燥得到水解蛋白粉，该制品可以作为蛋白强化剂应用于各类食品中。

赵玉红以鲢鱼下脚料中的蛋白质为原料，研究了酶水解鱼蛋白的功能特性，主要包括：①具
有很好的溶解性，在ｐＨ２０～１００的范围内溶解性均大于９４％；②具有优良的热稳定性和冷
藏稳定性；③黏性变小，起泡性为初始体积的３４０～４３０倍，但泡沫稳定性在酸性条件下变
差。

熊光汉比较了胰蛋白酶、胃蛋白酶和木瓜蛋白酶对鲢鱼蛋白的水解效果，证明了胰蛋白酶水

解效果最好，水解产物蛋白质含量达到８５％以上。杉山圭吉以沙丁鱼蛋白质为原料，比较了３
种碱性蛋白酶、２种中性蛋白酶和３种酸性蛋白酶的水解作用效果，证明碱性蛋白酶水解效果
好，所得产物溶解性好，营养价值高。Ｈｏｙｌｅ通过对鲱鱼蛋白水解的研究表明，碱性蛋白酶的水
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解能力比中性蛋白酶强，水解产物的苦味相对较小。

２水解乳蛋白 乳蛋白是一种重要的蛋白质资源，在食品加工中具有重要的作用。但是在
酸性条件下，乳蛋白不稳定，易于沉淀，这使其应用受到一定限制。乳蛋白水解物具有优良的营

养特性和加工特性，因此能够更加广泛地应用于各类食品加工。酪蛋白（ｃａｓｅｉｎ）是牛乳中主要
的蛋白质，其中富含生物活性序列，在特定条件下对其进行酶水解时，可使其被释放出来，从而

获得具有生物活性的酪蛋白生物活性肽，如降血压肽、免疫调节活性肽、酪蛋白磷酸肽、抗菌肽

以及类吗啡肽等。牛乳酪蛋白中含有的多种特定生物活性肽的序列是否能够从酪蛋白中释放出

来，关键在于所使用的酶、水解条件及水解时间，水解的程度控制在恰当的范围时，才能够得到

理想的活性肽。

第五节 酶工程与食品原料的改良

因为酶能在常温常压下催化各种生物化学反应，近几十年来，酶的应用已逐渐成为食品工业

和化学工业等行业生产的重要手段，人们对微生物酶应用的有效性已得到广泛的认同，酶工程对

食品原料的改良也正发挥着日益重要的作用。

一、小麦面粉品质的改良

（一）面包烘烤用粉的改良

在现代社会里，面包制造过程加快，品种增加，自动化程度提高，酶工程就起着越来越大的

作用。欧美各国常对面粉添加酶进行强化，用酶活力高的面粉制成的面包，其气孔细小而分布均

匀，体积大，弹性好，色泽佳。小麦面粉中含有各种酶，面包是利用面粉中的酶和酵母菌的作用

制成的食品。但是普通的面粉往往不一定具有适合于制造面包的性质，并且消费者对面包质量要

求也日趋多样化，仅用面粉自身的酶是不够的。添加适当的淀粉酶和蛋白酶等可以提高面粉的烘

烤品质。

１α?淀粉酶与面粉烘烤品质 面包制造的基本原理是在小麦面粉中添加酵母、水等辅料，揉
制均匀成面团后，在３０℃左右发酵几小时，酵母作用于小麦粉中的发酵性糖，或由面粉中的淀
粉酶生成的发酵性糖反应后生成ＣＯ２。因此，面团膨胀呈多孔性，放２００℃左右烤炉中烘烤后就
成熟为面包。

在小麦粉中加入α?淀粉酶时，因麦芽糖的生成量增加，酵母对其发酵后，二氧化碳的产生量
增加得相当多，从而增加面包的体积。添加淀粉酶后，面团就变得柔软，因而增加了面团的伸展

性和保持气体的能力，容积增大，出炉后能制成触感良好的面包。在烘烤工序中，面团一放入烤

炉，随着温度的上升，急速发酵，气体量增加，热的气体就膨胀，因为挥发成分的气化和气体的

产生而使体积增大。温度上升至一定程度时，蛋白质就凝固，使膨胀后的形状固定，从而形成面

包的骨架。如果α?淀粉酶少，淀粉凝胶的黏度就过高，就没有容纳气体的能力，制成的面包外形
塌陷。因此，较优良的面包制造必须补充适量的α?淀粉酶。
不同来源的淀粉酶，其耐热温度不同，曲霉α?淀粉酶的失活温度低于细菌α?淀粉酶，在烘烤
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用粉中，曲霉α?淀粉酶勿需控制用量，因为它在烘烤的初期即失活了。而细菌α?淀粉酶在烘烤的
中期仍有残留活性，所以应严格控制用量（一般在００１％左右）。

２蛋白酶与烘烤品质改良 小麦粉中的蛋白质对面团的形成有着重要的影响，但蛋白质的
数量并不是决定小麦粉烘烤质量的惟一因素，有些硬粒小麦的蛋白质含量虽然高，而其烘烤质量

却较差。由于蛋白酶作用于小麦粉的蛋白质，使它变成肽、氨基酸以供给酵母氮源，促进发酵。

这是因为在发酵初期，酵母可利用存在于小麦粉中的含氮化合物，但在后期就明显不够了，添加

蛋白酶的效果就显示出来了。

蛋白酶作用于面筋蛋白质的肽键，将它分解为小分子量物质，使面筋软化，增加延伸性，使

面团的黏弹性适中，缩短混揉时间，节约动力。在小麦粉中添加０２５％曲霉蛋白酶时，混揉时
间可缩短２０％。由于降低了弹性使面团的伸展性增加，面筋的膜变薄，发酵时面筋的网孔变得
细密，可得到触感柔软，紧密而细孔均匀的面包。

蛋白酶在面团发酵时所生成的氨基酸，在烘烤中会与糖发生羰氨反应（美拉德反应），可使

面包外皮色泽更好，增加面包香味。但需控制适量，否则颜色有恶化的可能性。

不同来源的蛋白酶，对烘烤性质有所差异。同一种菌，当菌株不同时，影响也有可能不同。

在改良小麦焙烤用粉时，选用专一性较狭窄的蛋白酶较好。面筋蛋白的肽键没有必要分解至小到

氨基酸和小分子肽的程度，在一根肽链中只切断１～２处就已足够了。因为面团和面包仍需面筋
的网络构架，如果水解切断太多，面包的基本骨架会受影响。

改良小麦烘烤用粉所使用的蛋白酶，应该选用热稳定性低的酶，因为需要它在面团形成初期

起作用，在烘烤过程中又希望它失去作用。例如添加失活温度在５５～６０℃的蛋白酶，在烘烤初
期就会自然失活。

３乳糖酶与面包品质改良 生产奶味面包时，在小麦粉中加入其重量１０％的奶粉，再加入
不超过００６％重量比例的霉菌乳糖酶，按正常的生产工序操作后，观察面包烘烤时气体的生成
量，可以看到应用乳糖酶的效果明显好。

面包配方中添加脱脂奶粉及乳糖后，会感到甜度不够，酵母也不能发酵，但经乳糖酶分解

后，生成的葡萄糖可以使酵母充分发挥，产生气体使面团膨大。另外，半乳糖也可通过羰氨反应

提高面包的色泽。

４脂肪酶与面包品质改良 不饱和脂肪酸氧化还原酶可改善面包的风味和色泽等。当生产
白面包时，效果明显。不饱和脂肪酸氧化还原酶大多含于大豆胚芽中，故加入小麦粉重量的

０５％～１０％的大豆粉和脱脂大豆粉时，其中的不饱和脂肪酸氧化还原酶可漂白小麦粉中的类胡
萝卜素及亚油酸。由亚油酸生成的过氧化物，可改善面包的香气，因为脂肪酶可使乳脂中微量的

醇酸或酮酸的甘油酯分解，从而生成δ?内酯等香味物质。
在面包用粉中添加植物种子来源的精制的脂肪酶还能防止面包老化。因为脂肪酶作用，将

１２碳以上的长链甘油三酯分解为甘油二酯或单甘酯的缘故。
（二）饼干用粉品质改良

在饼干用粉中加入适量的蛋白酶可以矫正小麦粉中的面筋含量，能更好地发挥面团的机械适

应性及伸张性，使它减少在烤炉中的收缩，改善烘烤弹性，并能缩短发酵时间，但不改变饼干的

风味。
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（三）面条用粉的改良

加工制作“挂面”时，除小麦粉本身酶的自然作用外，如果再使用蛋白酶，小麦粉中的面筋

就变为肽、氨基酸，制品的风味就可以提高，另一方面，随着面筋性质的改良，口味也属上等。

用蛋白酶强化的面粉制作通心面条，延伸性好，风味佳。含有蛋白酶的面粉，使麸质部分水

解，面条硬直，风味也好，制面工艺中应用蛋白酶仍有较好的前途和效益。

（四）糕点馅心的改良

糕点馅心中的填料和基料常用淀粉，添加α?淀粉酶可以改善馅心的风味和质地。糕点制作中
添加转化酶后，可以使蔗糖水解为转化糖，从而防止糖浆析晶。

二、水果类加工品质的改良

水果中均含有少量的果胶物质，增大了黏性，果胶在酸性和高浓度的糖存在下，可以形成凝

胶，在制造果酱、果冻以及混浊型果汁时，要利用果胶的特性，但生产澄清型果汁时，它却使压

榨和澄清发生困难。

（一）果胶酶、纤维素酶等与果汁的澄清和出汁率提高

在澄清果汁的生产中，需要加入果胶酶等酶制剂。水果中所含的果胶质，使溶液黏度增大，

使果汁过滤困难，而且即使过滤之后，在果汁中所存在的微量果胶和其他高分子物质在贮藏中因

分解、与金属离子结合及其他作用，也会产生凝固沉淀。因此有必要分解果胶质，使过滤容易，

过滤时间缩短，以得到透明的果汁。同时果胶酶的加入，促使组织细胞释放出果汁，使果汁的出

汁率增高。一般在溃碎的果实中加入果胶酶处理，即可达到目的和要求。

果汁中的酸度基本不用调整就能使果胶酶发挥作用，果汁中的防腐剂或漂白剂５００ｍｇ／Ｌ
（以ＳＯ２计）以下浓度，也不影响酶的澄清作用。果胶酶的作用时间通常为１～１２ｈ，果胶酶与半
纤维素酶共用时，澄清更迅速，而且不影响天然果汁的风味与色泽，可以得到优质澄清的果汁。

纤维素酶对纤维素类物质的降解可促进果汁的提取与澄清，提高可溶性固形物含量，并可将果皮

渣综合利用。目前已成功地将柑橘皮渣酶解，制取全果饮料，其中的粗纤维经纤维素酶的酶解

后，５０％转化为可溶性糖；另５０％降解为短链低聚糖，它构成全果饮料中的膳食纤维，具有一
定的保健价值。果胶酶与半纤维素酶共用时，澄清更迅速，而且不影响天然果汁的风味与色泽，

可以得到优质澄清的果汁。

（二）低糖果冻

果冻的生产是果汁经浓缩成高浓度果汁后，在高浓度糖存在下凝结而成的。形成果冻所需的

糖量较高，太浓的甜味使果冻失去了果实的真实感，更不符合当今食品低糖化的保健要求。采用

纯化的果胶酶（ＰＥ）处理果汁，使果胶的甲基化程度降低。这种甲基化程度低的果胶在Ｃａ２＋作
用下，即使糖度较低，也能形成稳定的果冻。

（三）果胶酶与水果罐头加工

橘子罐头中，橘子囊衣传统上是用盐酸和氢氧化钠去除的，耗水量大，费工时。整个去囊膜

过程中橘瓣的破碎率高达１５％左右，果糖流失达２０％，因为盐酸的处理，脱囊的果内中还存在
氯根问题。特别是盐酸、氢氧化钠脱模废液易产生废水污染。而用果胶酶来脱囊膜，能解决其中
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许多问题。果胶酶０２％浓度，ｐＨ３５，４０℃，用橘片重量１５倍的酶液处理９０ｍｉｎ，剩余酶液
可反复使用至残留酶活下降至５０％，可以采用高温或０２％碱浸１０ｍｉｎ使酶灭活。应注意使酶彻
底灭活，因为如果有残留酶活，容易造成果肉在贮藏中的软化。现在一般采用黑曲霉所产生的果

胶酶、半纤维素酶和纤维素酶的混合物，可圆满地除去橘瓣囊衣，从而避免上述缺点。另外，莲

子肉皮、大蒜膜层和杏仁等果实的皮膜，也可用果胶酶脱除。

（四）脱苦酶与水果的脱苦

１果汁和果汁罐头的脱苦 未成熟的橘子、酸橙、葡萄等水果中，因含有柚皮苷较多，当
其含量超过５０ｍｇ／１００ｍＬ时即有苦味，就妨碍了这些果汁的广泛利用。脱苦酶或柚苷酶由β?鼠
李糖苷酶和β?葡萄糖苷酶组成，它能将柚皮苷分子中的鼠李糖和葡萄糖水解掉而除去，最终成为
无苦味的柚皮素。利用脱苦酶处理该类果汁，一般经３０～４０℃，作用１ｈ，便能脱苦。当柚苷的
含量≤４０ｍｇ／１００ｍＬ时，就感觉不到苦味了。对柚苷含量极高的果汁，在各种条件下使用时，应
注意酶使用量与作用时间的关系，对于苦味大的纯果汁，酶用量为０２％或０４％，在４５℃下，
作用１～２０ｈ，对浓缩果汁的脱苦处理，以尽可能不稀释就进行酶处理较好。
脱苦酶可以用曲霉、青霉等菌株生产，市售的脱苦酶是由黑曲霉所制得。柚苷因为加热可促

进溶化，所以在冷冻果汁脱苦时，为了更有效地进行脱苦，最好在酶作用前用６０～７０℃加热８～
１０ｍｉｎ。
在ｐＨ很低（ｐＨ＜２５）的果汁中，脱苦效果会降低，所以最好在果汁中添加柠檬酸钠等，

把果汁ｐＨ提高到２８～３８为宜。
从残次果、落果、受冻害的水果所得果汁或二次、多次榨汁后的苦味较强的低级果汁，使用

脱苦酶处理后，可制造富有风味的优质粉末果汁，可以将食用价值很低的原料加以回收利用。

在制造酸橙、葡萄、甜酸橙等含有柚苷的水果罐头时，装罐后，在注入的糖液中添加

０００３％左右重量比的脱苦酶，然后再填充封罐，杀菌冷却。产品在制造后２～３周内苦味会显著
地脱去。

２橘皮酱原料的脱苦 橘皮酱原料一般是酸橙、甜橙、柚子、橙子、橘子等柑橘类果皮，
这些原料中由于柚苷的苦味非常强烈，所以需要用脱苦酶脱去苦味。随着脱苦酶的开发和生产，

有苦味类果皮的应用问题解决了，可以充分利用该类资源。

果皮等废弃物的处理，一般是经过干燥除去水分，这样用酶处理的费用就低些。

（五）橙皮苷酶与防止橘子罐头的白浊

橘子果肉中所含难溶性的橙皮苷，在橘子罐头的糖汁中会析出结晶，使糖汁生成白色沉淀，

造成白色混浊，或者在果肉上附着白斑等，从而降低了产品质量。为了防止这些现象发生，用橙

皮苷酶分解橙皮苷，使其水解成为水溶性的橙皮素，可解决这些问题，同时能使其保质期延长至

９个月。
在制罐工艺中的注汁工序，可注入含一定量橙皮苷酶的糖汁，可有效保证橘子罐头的质量。

橙皮苷酶在低ｐＨ时易失活，所以使用橙皮苷酶时注意调整糖汁的ｐＨ。
以往用含甲基纤维素的糖汁也能抑制橙皮苷结晶的生成，可以防止白浊，但不能根本解决问

题。因为橘子罐头的白浊在整个制造期间都有产生，不只是单纯地由橙皮苷的原始含量而引起，

也受到果肉中促进橙皮苷可溶出的物质的影响，加入橙皮苷酶后，它在罐头的加热杀菌后仍残存
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酶活，可以从果肉中溶出来，渗透到糖汁中的橙皮苷，会逐渐被分解为橙皮素，不会造成糖汁的

混浊。所以，使用橙皮苷酶制造橘子罐头，可以使其在保质期内品质有保证。橙皮苷酶可以由黑

曲霉为来源而生产。

（六）花青素酶与有色水果果汁的脱色

花青素苷使葡萄、杨梅、桃子、苹果、紫苏等水果具有色泽，这些色素与马口铁的锡结合变

为紫色或红色等降低食用价值，花青素苷随ｐＨ不同而变色，在光照和高温下也很快褐变，这些
特性均不利于产品色泽的稳定。

花青素酶是β?葡萄苷酶的一种，能将花青素苷分解成为葡萄糖和花青素，因为花青素不稳
定，分解为无色体，失去了花青素苷类特有的颜色。

这类果汁，通常很容易发生酶促褐变，所以要对榨汁进行充分的灭酶处理后，再进行果汁的

脱色处理，以防酶促褐变的突然发生。

脱色处理时，与聚磷酸盐等螯合剂并用时，具有增强脱色效果的倾向。在酶作用时，不必调

整ｐＨ，加入一定浓度的酶，４０℃保温２０～３０ｍｉｎ即可脱色，脱色作用完成后，通常采用果汁杀
菌的加热条件使酶失活。所以用花青素酶处理桃酱、桃汁、葡萄汁等，可以有效脱色，提高经济

价值。

三、牛乳品质的改良

牛乳中约含４５％的乳糖，它是一种缺乏甜味而且溶解度很低的双糖，难以消化，有些人饮
牛乳后，发生腹泻、腹痛，其原因就在此。在炼乳、冰激凌中常有砂样结晶析出，影响食品风

味，也是该原因。

（一）乳糖酶与分解乳糖

对不耐乳糖的患者可制造出单独的食用牛乳，在１ｍＬ牛乳中加入１～２ｍｇ乳酸酵母（Ｓａｃ
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｌａｃｔｉｓ）乳糖酶，在３７℃保持３０ｍｉｎ即可完全分解其中的乳糖。再经７０℃、１５ｍｉｎ杀
菌后，对其风味无影响，而且处理乳还有“厚味”的好评。先将固定化乳糖酶装柱，再将灭菌后

牛乳以一定速度通过酶柱，使大多数乳糖被水解，水解后的牛乳再经加热处理，使酶变性失活，

并杀灭酶解过程中可能污染的有害菌，还可以加入风味物质制成低乳糖咖啡奶、可可奶、果味奶

或经喷雾干燥制成低乳糖奶粉。

乳清是干酪生产的副产品，世界年产量达９０００多万ｔ，其中也含有乳糖，因为难以消化，历
年作为废水排放，严重污染环境。采用乳糖酶处理，当乳糖水解率达８０％时，即可供食用或作
为饲料，如果进一步用葡萄糖异构酶处理，使其中的葡萄糖转化成果糖，那么甜度会进一步提

高。

冷冻乳及浓缩乳中的乳糖结晶会引起乳酪蛋白的凝固。固形物为３５％的浓缩乳，不加乳糖
酶保持在－１０℃时，２０ｄ就析出结晶；使用乳糖酶时，放置１５０ｄ不结晶。
在冰激凌混合物中，如果有１２％以上的脱脂乳固形物时，贮藏及销售中产生乳糖结晶。此

结晶在口中呈砂样感，降低了商品价值，如果脱脂固形物为１６％，用酶分解其中５０％乳糖后，
放置四个月仍稳定，而且增加了甜味，冰激凌混合物中的砂糖用量可减少１％～２％。
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（二）黄油增香

乳制品的特有香味主要是加工时所产生的挥发性物质（如脂肪酸、醇、醛、酮、酯、胺类

等）所致。乳品加工时添加适量的脂肪酶可增加干酪和黄油的香味。将增香黄油用于奶糖、糕点

等食品，可节约黄油用量，提高风味。脂肪酶分解牛奶的脂质，其挥发性物质也可使牛奶增香。

（三）溶菌酶与婴儿奶粉

人奶与牛奶的区别之一在于溶菌酶含量的不同。奶粉中添加卵清溶菌酶可以防止婴儿肠道感

染。

（四）脂肪酶与酒类增香

在浸米的水中加入脂肪酶，醪的发酵快，使白米中的甘油三酯分解为游离酸，在蒸煮工序这

些游离酸经挥发分散，能制作香气更好的优质酒。

（五）脂肪酶与类可可脂的制造

由于可可果的原料和生产量的限制，可可脂的产量和价格均不能满足大生产的需要，通过科

学家的长期努力，采用酶法改变橄榄油和硬脂酸中甘油三酯的脂肪酸组成，已能制备一种类可可

脂。

四、蛋白质功能性质的改良

蛋白质的功能性质是指除去营养性质外能决定食品成分在加工和贮藏中物理性质方面的重要

作用，例如起泡性、乳化性、凝胶性等。蛋白质除了能给人们提供营养外，它的功能性质也很重

要，它们应用于食品中所表现出来的功能性质还不能充分满足食品加工的要求，所以采用酶制剂

将这些蛋白质改性，使能适合于更广泛的应用，已成为开发和利用食品蛋白质新资源研究的重要

课题。

蛋白质的酶法改性一般不会导致营养损失，也不会产生毒理问题。据报道，用蛋白酶对经过

热处理的棉子进行有控制的水解，不但可以提高棉子蛋白质的提取率，而且改进了其功能性质。

在以动物皮骨为原料生产明胶的工艺中，采用碱性蛋白酶代替碱处理，能提高产品质量，缩短生

产周期。食品蛋白质的酶法改良研究会进一步深入和发展，从各方面满足食品加工的需要。

五、某些有毒食品原料的改良

人类食用某些植物原料时，其中的有毒成分会对人体产生不利的影响，采用酶工程技术可以

将有毒物质分解而除去。

大豆及豆制品中含有棉子糖（三糖）和水苏糖（四糖）等，它们统称为寡糖。豆类的寡糖中

含有β?半乳糖苷酶和β?果糖苷酶，而人体中缺乏相应的酶来水解它，当寡糖进入肠道后，能被肠
道微生物利用，代谢为ＣＯ２、Ｈ２以及少量ＣＨ４，这些气体的产生，引起肠胃气涨、呕吐、下泻和
肠部难受等。为了消除寡糖对人体的不利影响，可利用植物中存在的酶，也可将水解α?１，６?半
乳糖苷键的酶加入食品中。

通过酶的作用还可能除去食品中其他的毒素和抗营养素，表４?４总结了这方面可能的应用。
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表４?４ 食品中的毒素和抗营养素及其脱除

食 品 毒性物及其毒性 脱 毒 酶

乳 乳糖；肠胃不适 β?半乳糖苷酶（乳糖酶）
豆 寡聚半乳糖；肠胃气胀 α?半乳糖苷酶

ＳＣＰ 核酸；痛风 核糖核酸酶（ＲＮＡ酶）
红花子 木酚素糖苷；导泻 β?葡萄糖苷酶
豆、小麦 植酸；矿物质缺乏 植酸酶

大豆 蛋白胰酶抑制剂；不能利用蛋白质 脲酶

蓖麻豆 蓖麻毒；呼吸和血管舒缩系统麻痹 蛋白酶

各种食品 亚硝酸盐；致癌物 亚硝酸盐还原酶

各种食品 单宁；致癌物 单宁酶

咖啡 咖啡；亢奋 微生物嘌呤去甲基酶

第六节 酶工程提高食品资源利用效率

一、提高肉类和果蔬类生产效率

２０世纪８０年代，随着牛的生长刺激因子（ＢＳＴ）的克隆成功和应用，菜牛的生长率约提高

１５％左右。２０世纪８０年代末，又推广至猪的生长刺激因子的克隆与应用，它不仅可使猪的生长
速度提高，商品猪上市时间由６个月缩短为３个月。在猪屠宰前３个月内施用，还可使猪的肥膘
部分减少１／３，瘦肉部分增加，单位体重耗用饲料量下降１／４。鸡如果施用生长激素，也可使经
济效益提高１５％。利用生物技术可以将鸡培育成适合烤鸡生产用的、生长快的大型鸡。牛的产
乳刺激因子也被克隆入细菌，由细菌大量生产这种激素，施用于乳牛后使产乳率提高１５％～
２０％；奶羊产乳量提高８％～１２％。通过细胞杂交和细胞培养手段可培养出含水量大大降低的番
茄、洋葱、马铃薯新品种，可延长货架期，节省加工时的蒸发能耗。培养出了自身带奶味和咸味

的适于加工成膨化玉米的新品种，以适应低盐、低脂肪的消费要求。一家美国公司称其培育出了

更甜、更脆、纤维素含量更少的芹菜、萝卜等蔬菜新品种。一些蔬菜水果中因为天然含有的氧化

酶类基因较多，影响其收获后的加工质量，也可在育种中采用生物技术改善，另外还可应用生物

技术将有毛的桃子培育成无毛的桃子，提高其食用品质和加工品质。

二、提高植物原料的淀粉提取率

常用淀粉质原料的种类有：①粮食类：大米、玉米、大麦、小麦、燕麦、高粱等。②薯类：
马铃薯、甘薯、木薯等。③粮食加工副产物：米糠、麸皮、淀粉渣等。④野生植物：葛根、蕨
根、橡子仁、石蒜等。

在湿法制造玉米淀粉时，干玉米常常在亚硫酸溶液中浸渍的适当时间里添加绿色木霉纤维素

酶，可缩短浸渍时间，提高生产效率。当用０２％亚硫酸水溶液浸渍玉米６ｈ后，加０５％的纤维
素酶，浸渍时间可以从不加酶的４０～４８ｈ缩短到１５～２４ｈ，而玉米淀粉的收率基本相同。
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例如以马铃薯为原料提取淀粉时，常常得到５％～１０％（占原料淀粉）的淀粉渣，只能作饲
料，干渣中含４０％～５０％的淀粉和３０％～４０％的纤维。将马铃薯淀粉渣，用三倍水稀释后，加

０２％纤维素酶，维持４０℃，搅拌处理３ｈ，淀粉的回收率为９８％。
在以甘薯为原料提取淀粉后的淀粉渣中，添加不同浓度的纤维素酶和软化酶液，保持温度

４０℃，ｐＨ调整为４５，经３００～５００ｒ／ｍｉｎ搅拌１～４ｈ后，淀粉的回收率为７６％。
目前，在淀粉提取工业上应用酶法的还不普遍，因为酶的价格较高，淀粉的价格较低。随着

酶制剂成本的降低，采用酶活力稳定条件，以淀粉渣中回收淀粉将会完全产业化。

三、酿酒工业与出酒率的提高

啤酒是以麦芽为原料，经糖化发酵而成的酒精饮料。大麦芽中含有各种酶类，主要为淀粉

酶、蛋白酶、β?葡萄糖酶、纤维素酶以及核酸分解酶等，可以用来发酵酿酒。由于制造麦芽时，
原料大麦中淀粉呼吸损失浪费较多，也因为大麦质量受产地、气候变化的影响较大，而对啤酒质

量的要求日益提高。麦芽在酿酒过程中可能出现不稳定，通过外加一种或多种酶制剂的方法可以

改善这种缺陷。

添加酶制剂后，可以减少麦芽用量，提高原料利用率，提高辅料的比例，降低生产成本；还

可以弥补低质量麦芽的缺陷，达到正常生产的目的；也可以完善啤酒风味，提高啤酒质量，延长

保质期，降低啤酒的混浊、雾状沉淀和凝胶沉淀等。采用固定化蛋白酶处理啤酒，能控制啤酒中

蛋白质的水解程度，防止泡沫稳定性的丧失。纤维素酶能够提高酒精和白酒的出酒率，特别是对

野生淀粉质原料进行发酵时，需要纤维素酶和其他各种酶类，以提高淀粉利用率并降低醪液的黏

度。其原因可能是：①对原料部分纤维素的分解，主要产物葡萄糖可供酵母利用。②对植物细胞
的分解更利于淀粉的释放和利用。

常用的酶制剂还有枯草杆菌的耐高温α?淀粉酶、切枝酶（普鲁兰酶）、木瓜蛋白酶和细菌蛋
白酶，用它们可以提高麦汁中的α?氨基氮；用β?葡聚糖酶，可以改善麦汁的过滤性能；添加α?乙
酰乳酸脱羧酶等可以降低双乙酰含量，缩短啤酒成熟周期；添加枯草杆菌的蛋白酶防止酒混浊是

有效的，混浊物的蛋白质被分解成为低分子肽，因此不再沉淀。

传统的啤酒后熟工艺需要三周左右的时间，严重地限制了生产能力。采用固定化酵母技术可

大大缩短后熟时间，只需数天即可生产出符合产品质量要求的啤酒。将主发酵工艺制得的嫩啤酒

流经装有固定化酵母的生物反应器，经过适当的时间，等到产品中的各项指标符合质量要求后，

即可得到成品啤酒。

β?葡聚糖是一种黏性多糖，也是半纤维素的重要组成部分，它由葡萄糖单位以β?１，４?键连
接而成。大麦原料中的β?葡聚糖含量一般占干物质的５％～８％，大麦发芽过程中大部分的β?葡
聚糖被新产生的β?葡聚糖酶所降解，少量仍保留在麦芽内，在制麦芽汁时溶入糖化醪中。适量的

β?葡聚糖是构成啤酒酒体和泡沫的重要成分。但过量的β?葡聚糖会使糖化醪的黏度升高，麦汁难
于过滤，降低麦芽汁得率，并易造成麦芽汁浑浊。此外，过量的β?葡聚糖进入发酵液后与蛋白质
结合，使啤酒酵母容易产生早期沉淀，影响发酵的正常进行；还易形成啤酒的雾浊或早期凝胶沉

淀，影响产品的品质。原料大麦中不含β?葡聚糖酶，在发芽过程中会产生少量此酶并对β?葡聚糖
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进行降解作用。所以在使用因发芽欠佳而导致麦芽中β?葡聚糖降解不足的麦芽，或使用较多大麦
作辅料时，就需要添加β?葡聚糖酶来降低糖化醪中的β?葡聚糖含量，以保证糖化和发酵的正常进
行。

双乙酰（即丁二酮）的含量是影响啤酒风味的重要因素，是品评啤酒成熟与否的主要依据，

对啤酒质量具有决定性的影响。双乙酰的口味界限值很低，仅为０１～０１５ｍｇ／Ｌ，超过此阈值
会使啤酒带有不愉快的馊饭味。双乙酰是啤酒在发酵过程中形成的代谢副产物，一般认为它是由

前体物质α?乙酰乳酸经非酶氧化脱羧形成。加入α?乙酰乳酸脱羧酶可使α?乙酰乳酸转化为３?羟基
丙酮，从而有效地降低啤酒中双乙酰的含量，加快啤酒的成熟。α?乙酰乳酸脱羧酶的用量应根据
酶活力的大小和酵母活性的高低来决定，以保证成品啤酒中双乙酰的含量控制在０１ｍｇ／Ｌ，且
不影响啤酒的口感和其他理化指标。

果酒酿造中，采用酸性蛋白酶、淀粉酶、果胶酶可以清除混浊或改善溃碎果实压榨操作，果

胶酶等可以有助于果实组织细胞破碎，充分释放果汁，所以有利于提高出酒率。

白酒生产中，采用糖化酶代替麸曲可以提高出酒率２％～７％，节约粮食，简化设备和节省
厂房占地。在淀粉质原料中添加纤维素酶，可提高出酒率１％以上。
黄酒生产中，应用糖化酶，也可以提高出酒率，缩短发酵周期。

四、提高农副产品和城市废料中纤维素的利用率

农产物秸秆资源丰富，而且是可以年年再生的有机物质。我国农产物秸秆每年有５～６亿ｔ
之多，其中大多数废弃于田间地头，产生严重浪费和污染环境现象。城市废旧报纸、纸板等也有

相当数量，啤酒厂的酿酒下脚料、植物油厂的炼油下脚料等，均亟待开发利用。这类废弃物主要

由纤维素、半纤维素、木质素三大部分组成。通过纤维素酶可以将纤维素转化为葡萄糖、单细胞

蛋白和酒精等食品原料和能源，对废物利用有着重要意义。用纤维素酶的催化反应代替高温、高

压的化学反应，可达到节能、代粮、降低成本和革新工艺的目的，目前已取得了一定成效。麦

秸、麦糠、稻草、玉米芯中的一部分纤维素可用酶被转化为糖、菌体蛋白、脂肪等，可以降低饲

料中的粗纤维含量，提高粗饲料的利用价值；半纤维素可以水解为木糖；木质素是一种苯酚类的

高聚物，可分解为苯酚、苯及燃料。近年来，国内正努力开发饲料用复合酶，它主要以纤维素酶

为主，另加蛋白酶、果胶酶、半纤维素酶、淀粉酶、溶菌酶等，当它添加入饲料中，能大幅度提

高秸秆的可消化性和营养价值。

五、提高肉类和鱼类的利用率

（一）肉类的嫩化

老牛肉及其他质地较差的老动物肉，其结缔组织和肌纤维中的胶原蛋白及弹性蛋白含量高而

且结构复杂。胶原蛋白是纤维蛋白通过副键连接成为具有很强机械强度的组织，它的交联键可分

为耐热和不耐热两种。幼龄动物的胶原蛋白中，不耐热交联键多，一经加热即行破裂，肉显得很

嫩。而老动物肉因耐热键多，难以煮烂，肉质坚韧粗糙，口感非常差。采用木瓜蛋白酶、菠萝蛋
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白酶、米曲霉或胰酶等酶制剂处理，可以改善此类肉类。老牛肉、老猪肉和老家禽类肉均可使用

此方法。软化方法有两种，一种是在宰前静脉注射酶液法；二是用酶涂抹肉表面或用酶液浸渍软

化。在肉类加工的过程中应用酶法也可以软化。在咸牛肉罐头、烤猪肉串、烩烧内脏等肉食品加

工中也用酶嫩化法。老家畜肉用酶嫩化后也可有效制成腊肉和火腿等食品。酶的用量一般占肉重

的１／２００００～１／３００００为宜，过多使用时，肉会过分软化。一般在配制注射用的盐水溶液时，在
其中溶解蛋白酶，让它均匀渗透进入肉块，在３～５℃冷藏数天后，移入下道加工工序。烹调时，
如果在切细老肉中，预先加入酶液，使混合均匀后，再加热即可。酶技术对改善坚硬肉或老家畜

肉的质地，增强肉制品风味很有效果，也使老肉的软化的利用率得到大大提高。

（二）提高杂鱼、碎肉等废弃蛋白的转化率

将废弃蛋白，例如杂鱼、动物血、碎血等，用蛋白酶水解，抽提其中蛋白质以供食用或

作饲料，是增加人类蛋白质资源的一项有效措施。海洋中能食用的鱼类只占２０％左右，许多
鱼类因其色泽、外观或滋味不佳而不能食用。杂鱼和鱼厂废弃物的酶法利用很有前途，采用

蛋白酶将其中大部分蛋白质溶解后，经浓缩干制成含氮量高，富含各种维生素和矿物质的产

品，添加于面包、面条等各种食品中，或者直接制成饲料等，均具有潜在经济价值。利用碱

性蛋白酶水解动物血，脱色后制成无色血粉，作为廉价而安全的补充蛋白质资源，已投入工

业化大生产。

解冻后的鱼类腥味很大，用酸性蛋白酶在ｐＨ中性时处理，可以脱腥。用微生物酸性蛋白酶
处理碎皮，萃取后可得到可溶性胶原，这种可溶性胶原纤维遇盐或洗衣粉时便再生析出，可制人

造肠衣。应用酶技术来提高废弃蛋白的利用率具有广阔的前程。

六、酶与提高发泡剂的保存质量

食品工业常用的发泡剂是干蛋白。禽蛋中含有微量的葡萄糖，葡萄糖的醛基具有很高的反应

活性，容易与蛋白质、氨基酸等物质中的氨基发生羰氨反应，使蛋白在干燥和贮藏过程中发生褐

变，从而使其溶解度降低，起泡力和泡沫稳定性下降。为了防止这种劣变，必须将葡萄糖除去。

传统上去除葡萄糖，使用酵母或自然发酵法，但这种方法时间长，品质不易保证。现在采用葡萄

糖氧化酶处理，使葡萄糖氧化成葡萄糖酸。该法除糖效率较高，１分子葡萄糖氧化酶在１ｍｉｎ可
催化氧化３４万个葡萄糖分子，周期短，产品质量和效率提高。

七、提高干酪的生产效率

全世界干酪生产所耗牛奶占总产量的１／４。在生产中，先用乳酸菌将牛奶发酵制成酸奶，然
后加凝乳酶水解酪蛋白，在酸性条件下，钙离子使酪蛋白凝固，再经切块加热压榨熟化而成。凝

乳酶原来来自小牛，全世界因此而平均每年宰杀小牛多达４０００万头。随着酶技术的发展，现在
已有８５％的动物酶已由微生物酶所代替。微生物凝乳酶的凝乳作用强而蛋白质分解作用弱。目
前，采用基因工程将牛的凝乳酶原基因植入大肠杆菌已表达成功，用发酵法已经可以生产凝乳

酶。
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八、酶与提高酿造产品的得率及原料利用率

在酱油酿造业，不需要新设备，不必另行设置分解槽，利用现有设备，采用简单的操作就能

使用酶法生产。使用纤维素酶制剂后，可以使生产效率迅速提高（速酿），与传统的酱油酿造方

法相比，酿造周期能缩短１～３个月，故可以增加发酵池的周转率。并且因为用曲量减半，用以
前的制曲设备，同样人员，同样天数，投料量可以提高一倍以上。由于应用酶制剂，促进了原料

的消化，故原料利用率、氮利用率得以提高，浓度得以提高，产量也得到提高。由于制曲量的减

半，碳源损失少，约能节减小麦２０％。在酿造过程中，由于准确地添加酵母菌、乳酸菌或种醪
等，所以能正确地控制醪的成熟，更能稳定均一地酿造。

酱油酿造中必需的酶是：参与原料中氮溶解的蛋白酶、参与氨基酸生成的氨肽酶（≥０８
ＩＵ／ｇ）、参与糖化的α?淀粉酶（≥４０００ＩＵ／ｇ）和能使酱油醪黏度降低的羧甲基纤维酶（≥６０
ＩＵ／ｇ）。市售的各种蛋白酶、氨肽酶、α?淀粉酶和羧甲基纤维素酶都能有效地利用。米曲霉所产
生的酶基本上能代替上述四种酶中的任何一种。

酶制剂在酱油酿造中使用，可比传统方法减少一半以上的曲，用冷的高浓度盐水（２８％～
３０％）在发酵槽中浸渍２～３ｄ。脱脂大豆和小麦的前处理方法与传统方法相同，处理后，将其与
含酶制剂的高浓度食盐水（２８％～３０％）溶液边混合边进料，在３５～４０℃静止２～３ｄ进行消化
后，再与曲一同搅拌混合，使它温酿成熟。

豆酱、面酱和米酱等是古老的发酵食品，是由曲霉产生的多种酶（蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶

等）都参与了作用，具有独特的香味。由于每次所得的酶活性有所差异，难免使酿造时间和品质

发生波动。如果将必须使用的廉价微生物酶的种类和用量确定下来，就可以代替用曲，并且避免

了用曲的缺点。这样可以因为酶的活力及组成固定于一定范围，并能防止传统制曲时混入杂菌而

引起的风味不正，使产品质量稳定。增加酶制剂用量时，能够缩短成熟期。传统方法制曲时，损

失约为原料的１０％；采用酶制剂代替时，因为没有制曲损失，所以产品的收得率可得到一定量
增加，但酱的成熟仅用一种酶或几种酶是不够的，适宜制酱的完全复合酶制剂还有待于开发和完

善。

九、酶技术使淀粉的转化利用率更高

淀粉含量高的植物原料在食品原料中占有相当比重。将该类原料或淀粉加工转化成系列的淀

粉类食品，使酶工程技术在工业生产规模上取得了较大的成功。淀粉转化成的淀粉类食品常有糊

精、环状糊精、饴糖、麦芽糖、葡萄糖、果糖、低聚麦芽糖等。常用的酶有α?淀粉酶、β?淀粉
酶、葡萄糖淀粉酶、支链淀粉酶和葡萄糖异构酶等，其中利用固定化葡萄糖异构酶生产高果糖

浆，这是目前酶工程技术应用最为成功的产品。一些发达国家淀粉的深加工转化率已达９４％以
上。我国淀粉的深加工转化率还有一定的距离。我国食糖的生产不能满足需要，发展酶法生产淀

粉糖类产品的转化，可以大大提高淀粉的转化率。生产高果糖浆时，常规使用α?淀粉酶和葡萄糖
淀粉酶先后将淀粉液化和糖化、浓缩后，再经固定化葡萄糖异构酶异构化，再经纯化等工序后可
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制得产品。饴糖是我国的传统食品，目前的饴糖生产，已趋向于用酶法代替传统的大麦芽法，亦

即直接添加α?淀粉酶和β?淀粉酶为糖化剂制取，提高了产品质量和生产效率。糊精是淀粉的低程
度水解产物，其ＤＥ值在１０～２０，它在食品工业中是良好的增稠剂、填充剂和吸收剂，广泛应用
于食品、饮料、糖果和罐头中。过去生产糊精采用酸法，现在则采用耐高温α?淀粉酶法生产。环
状糊精（简称ＣＤ）是由６～１２个葡萄糖单位以α?１，４?葡萄糖苷键连接而成的一类环状结构化合
物，它们能吸附各种小分子物质，起到稳定、缓释、乳化、提高溶解度和分散度等作用，在食品

工业中具有广泛用途。一般先将淀粉用α?淀粉酶液化，再用环状糊精葡萄糖基转移酶（简称

ＣＧＴ酶）作用而制得。葡萄糖是淀粉完全水解的产物，目前国内外生产葡萄糖均采用酶法代替
了过去的酸法，常用耐高温α?淀粉酶和高转化率糖化酶来生产，产品质量比较稳定。目前产量最
大的功能性低聚糖分为麦芽低聚糖和异麦芽低聚糖，它们的突出优点是具有预防龋齿和促进人体

内双歧杆菌的增殖等诸多保健功能。麦芽低聚糖的生产一般先用α?淀粉酶将淀粉液化，再用低聚
糖酶糖化，再经纯化、成型等工序制成成品。异麦芽低聚糖则先用α?淀粉酶液化，再用β?淀粉酶
糖化，同时用葡萄糖转移酶（α?淀粉酶）将麦芽糖转化成为异麦芽低聚糖，酶技术的发展会使淀
粉的转化利用率更高。

十、酶制剂与提高茶叶等原料中有效成分的得率

速溶茶饮用方便，可用其他饮料调用，要求速溶后没有不溶解的渣滓。茶叶的有效成分包括

具有香味的氨基酸、碳水化合物、有苦味的咖啡因、配糖体、有涩味的单宁和其他香气成分所构

成。茶叶的这些有效成分几乎都被以纤维素为主体的细胞膜所包围，这些细胞之间还有原果胶粘

连而构成。用木霉或黑曲霉的纤维素酶加入到茶叶的低温抽提液中后，比不加酶的对照的浸取提

取率增加２０％～５０％，过滤可得到绿色和香气浓的滤液，加适当物质干燥后，制成粉末即为高
品质速溶茶。

十一、酶制剂与提高豆制食品的得率

纤维素酶用于处理大豆，可促进其脱皮，增加从大豆或豆饼中提取优质水溶性蛋白质的得

率，也可用于回收豆渣中的蛋白质和油脂，纤维素酶用于豆类制品加工，可缩短时间，提高质

量。豆浆和豆腐是传统的豆制食品，它们均是以大豆为原料制成的重要大豆蛋白质食品，在常规

生产中，添加以纤维素酶为主体的复合酶制剂后，豆浆或豆腐的产量均可增加１０％以上。该酶
制剂以用黑曲霉与根霉所制得的为好。

以上酶法替代传统盐法和酸法凝固豆乳制作豆腐、豆腐乳坯及豆乳干酪时，整个制作周期可

相对缩短２０％以上，而且成品质量与传统方法生产的无明显差异，尽管酶法凝固得到的凝胶在
网络结构上要比盐法（ＭｇＣｌ２法）的弱些，弹性和脆度上也低一些。一般认为，来源于毛霉的豆
乳凝固酶具有较高的豆乳凝固酶活力。从发展趋势上看随着固定化酶反应器的开发应用，酶法生

产可以彻底革新传统的生产工艺，实现自动化控制和生产，提高产品的品位和卫生指标，使中国

腐乳、豆腐等产品走向更广阔的国际市场。适量的蛋白酶处理，还可以脱除豆腥味。
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十二、酶制剂与草莓、辣椒等除蒂率的提高

草莓、辣椒等原料在各自加工过程中必须除蒂，用手工操作不能大量处理，速度太慢，用酶

制剂处理可以提高除蒂效率。将用水洗净的草莓果子经挤压破碎后，添加０２％黑曲霉生产的果
胶酶搅拌后在４０℃放置２０ｍｉｎ，然后用８ｍｍ×８ｍｍ孔的过筛机除去蒂，果肉经９５℃处理５ｍｉｎ，
得到黏稠状的草莓果肉。由于曲霉菌制得的果胶酶制剂中，以果胶酶为主，还混有半纤维素酶和

少量纤维素酶，三种酶活同时起作用，就大大提高了去蒂效率。

十三、酶制剂与琼脂生产

传统上用酸和热处理的方法提取琼脂，会引起琼脂的分解，而用纤维素酶处理，可避免此类

分解，而且因酶对细胞壁的降解，可提高得率，简化工艺。

十四、其他用途

某些蔬菜、水果经纤维素酶、果胶酶等酶制剂处理后，可使细胞壁膨胀、软化，提高可消化

性和改进食感；用于果汁生产时，可以提高出汁率，也可以提高果酒的得率。另外，在生产脱水

蔬菜如土豆、胡萝卜时，若经适当的纤维素酶处理后，再干燥脱水，可改进脱水蔬菜的复原性和

烧煮性。采用酶制剂生产方法可以提高天然酸味剂、鲜味剂、甜味剂、食用香料和色素、增稠剂

等食品添加剂的收得率。

在香料的生产中，用纤维素酶处理后，再提取芳香油和香料，有利于香料在提取液中的扩散

和分配，从而增加得率，提高芳香油和香料的产量。总之，在提高原料利用率和产品质量、降低

成本上，仍然需要进一步开发和完善酶制剂的生产，尤其降低某些酶制剂的生产成本，使其更广

泛地应用于工业化大生产。啤酒用酶、淀粉加工用酶、果汁加工用酶等酶制剂的生产技术还需完

善和提高，并使其达到食品级标准。新型甜味剂、酸味剂、维生素、调味剂等各种新产品所需的

酶制剂，也亟待人们去开发和改造，酶的应用和开发潜力很大，前景十分广阔。

第七节 新型酶制剂及其应用

一、微生物原果胶酶的研究进展

原果胶酶（ｐｒｏｔｏｐｅｃｔｉｎａｓｅ）是指可以催化原果胶水解的酶。１９７８年日本学者Ｓａｋａｉ等从酵母
中发现了产生原果胶酶的菌株。目前已从细菌、酵母、霉菌中筛选到产酶菌株。

（一）微生物原果胶酶的作用机理

果胶是一种杂多糖类高分子化合物，Ｄ?半乳糖醛酸（或部分甲酯化的Ｄ?半乳糖醛酸）通过α?
１，４?糖苷键连成主链，在主链中常间或地插入了一些α?Ｌ?吡喃鼠李糖残基、阿拉伯聚糖、半乳
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聚糖、阿拉伯半乳聚糖等形成侧链，将果胶分子与蛋白质、半纤维素以及纤维素连在一起，形成

不溶性的原果胶。一般认为，在植物细胞壁中的原果胶是由同型半乳糖醛酸区（光滑区）以及带

有中性糖侧链的鼠李聚糖半乳糖醛酸骨架（发区）组成，通过原果胶适当地降解可生成果胶与果

胶酸（图４?１８）。

代表酯化的半乳糖醛酸

高分子量果胶

代表半乳糖醛酸

低分子量果胶

原果胶

Ｍｇ２＋
Ｃａ２＋ Ｃａ２＋

Ｂ 型原果胶酶作用部位Ａ 型原果胶酶作用部位

中性糖侧链

纤维素或半纤维素

果胶
Ｃａ２＋ Ｃａ２＋

Ｍｇ２＋

图４?１８ 原果胶酶作用机制图解

到目前为止，所研究的一些微生物原果胶酶依其作用机理可分为两类：Ａ型原果胶酶和Ｂ型
原果胶酶。

１Ａ型原果胶酶 其主要作用于原果胶分子中的“光滑区”。迄今为止，发现了Ａ１型和Ａ２
型两类Ａ型原果胶酶。
（１）Ａ１型原果胶酶。这类酶是一类内多聚半乳糖醛酸酶，能水解多聚半乳糖醛酸，对各种
来源的原果胶分子均有作用。现已从一些酵母以及酵母状真菌中分离到Ａ１型原果胶酶，如在脆
壁克鲁维酵母（Ｋｌｕｙｖｅｒｍｙｃｅｓｆｒａｇｉｌｉｓ）ＩＦＯ０２８８、里氏半乳糖霉（Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓｒｅｅｓｓｉｉ）和帚状丝
孢酵母（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｐｅｎｉｃｉｌｌａｔｕｍ）ＳＮ０３发酵液中结晶分离出这类酶，依次称为ＰＰａｓｅ?Ｆ、

ＰＰａｓｅ?Ｌ和ＰＰａｓｅ?Ｓ。另外，在一些霉菌，如泡盛酵母（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓａｗａｍｏｒｉ）的发酵液中也分离
纯化到这种酶。

（２）Ａ２型原果胶酶。Ｓａｋａｍｏｔｏ等从枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＩＦＯ３１３４的发酵液中分
离到两种Ａ２型原果胶酶：ＰＰａｓｅ?Ｎ和ＰＰａｓｅ?Ｒ，ＰＰａｓｅ?Ｎ能通过反式消去反应断开聚半乳糖醛酸
链，而ＰＰａｓｅ?Ｒ对聚甲酯化半乳糖醛酸表现出很强的活性。
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２Ｂ型原果胶酶 其作用于原果胶分子中“发区”中的不同部位，这类酶对底物的作用专一
性较强。Ｓａｋａｉ等在枯草芽孢杆菌发酵液中发现了原果胶酶ＰＰａｓｅ?Ｃ，这种酶能断开阿拉伯半乳聚
糖中α?１，５?Ｌ?阿拉伯呋喃糖苷与阿拉伯聚糖间的键，切断果胶与细胞壁间的连接，释放果胶。

ＰＰａｓｅ?Ｃ对甜菜根和苹果皮中的原果胶有很强的作用活性。此外，从血红栓菌（Ｔｒａｍｅｅｔｅｓｓａｎ
ｇｕｉｎｅａ）纯化到一种原果胶酶ＰＰａｓｅ?Ｔ，能断开原果胶分子中半乳糖吡喃酰（ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ）
与鼠李糖吡喃酰（ｒｈａｍｎｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ）的连接。ＰＰａｓｅ?Ｔ对Ｈａｓｓａｋｕ柑橘皮以及胡萝卜中的原果胶
有很强的作用活性，但当它作用于甜菜根以及苹果皮中的原果胶时，活性不高。

（二）微生物原果胶酶的酶学性质的研究

原果胶酶是微生物产生的胞外酶，各种微生物原果胶酶主要酶学性质见表４?５。

表４?５ 几种主要微生物原果胶酶的酶学性质

原果胶酶 分子量 等电点
最适

ｐＨ

最适温度

（℃）
热稳定性

（℃）
ｐＨ稳
定性

抑 制 剂

ＰＰａｓｅ?Ｆ ３３０００ ５０ ５０ ６０ — ２～８ Ｈｇ２＋，Ｈｇ＋，Ｂａ２＋，Ａｇ＋，Ｃａ２＋，Ｐｂ２＋

ＰＰａｓｅ?Ｌ ３００００ ８４～８５ ５０ ５５ — ３～７ Ｈｇ２＋，Ｈｇ＋，Ｂａ２＋，Ｃａ２＋，ＣＯ２＋

ＰＰａｓｅ?Ｓ ３００００ ７６～７８ ５０ ５０ — ３～７ Ｈｇ２＋，Ｈｇ＋，Ｂａ２＋，Ｃａ２＋，ＣＯ２＋

ＰＰａｓｅ?Ｎ ３２０００ ９４ ８０ａ ６０ｂ ６０ ３～１０ｃ ＥＤＴＡ，Ｈｇ２＋，Ｍｎ２＋，Ｃｕ２＋，Ｚｎ２＋，Ｂａ２＋

ＰＰａｓｅ?Ｒ ２７０００ ８２ ８０ａ ６０ｂ ６０ ４～１１ｃ Ｈｇ２＋

ＰＰａｓｅ?Ｃ ３００００＃ ９０ ６０ａ ６０ｂ ６０ ５～９ｃ Ａｇ＋，Ｆｅ３＋，Ｈｇ２＋，Ｍｎ２＋，Ｓｎ２＋

ＰＰａｓｅ?Ｔ ５５０００＃ ８１ ４０ａ ６０ｂ ６０ ２～６ｃ Ａｇ＋，Ｃａ２＋

以凝胶过滤的方法测得；＃通过ＳＤＳ—ＰＡＧＢ电泳的方法测得；ａ在Ｔ＝３７℃下测定；ｂ在ｐＨ＝６０下测定；ｃ在

Ｔ＝３７℃下１６ｈ测定。

此外，Ｓａｋａｉ等还进行Ａ１型原果胶酶（Ａ１?ＰＰａｓｅ）以及Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ中内聚半乳
糖醛酸酶（Ｐｇａｓｅ?ＡＹ）对原果胶以及聚半乳糖醛酸的亲和力研究。Ｐｇａｓｅ?ＡＹ降解多聚半乳糖醛
酸的作用很强，但对原果胶的作用很弱。尽管Ａ１?ＰＰａｓｅ与Ｐｇａｓｅ?ＡＹ对聚半乳糖醛酸有几乎相同
的Ｋｍ 值，但它们对原果胶的Ｋｍ 却有很大的差异，Ｐｇａｓｅ?ＡＹ几乎高出Ａ１?ＰＰａｓｅ一个数量级。
（三）微生物原果胶酶的应用

微生物原果胶酶自发现至今已有二十多年，到目前为止关于它的应用研究，主要可归纳为以

下几个方面。

１果胶生产 传统的工业化生产果胶主要是酸提取法。然而这一加工过程存在一些不足：
残渣分离困难，设备易被腐蚀，能源消耗很大，同时还产生大量酸性废弃物对环境造成污染。利

用原果胶酶能催化原果胶水解生成果胶这一性质，Ｓａｋａｉ等发明了利用产原果胶酶的酵母酶法生
产果胶的工艺。除了果胶产品中含有较多的中性糖外，酶法生产的果胶分子量较大，质量稳定，

果胶提取完全，发酵液中果皮不破碎，也不需进行热、酸处理，产品容易分离。该技术能有效地

避免传统工业生产果胶的不足，并已被申请专利。

２单细胞食品的制备 原果胶酶，尤其是帚状丝孢酵母（Ｔｐｅｎｉｃｉｌｌａｔｕｍ）、泡盛酵母
（Ａａｗａｍｏｒｉ）以及枯草芽孢杆菌（Ｂｓｕｂｔｉｌｉｓ）中的原果胶酶，能作用于植物组织产生松散的
单细胞。酶处理的蔬菜组织所获得的单细胞，细胞完整，各种营养成分保存完好，表面及内部的

张力较小而易与牛奶、酸奶、冰激凌、汤等混合，且易被胃蛋白酶以及胰凝乳蛋白酶消化，适宜
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用作老人、婴儿以及病人的食品；细胞规格统一能赋予食品光滑的质地。

此外，原果胶酶还可以用于植物原生质体的制备，Ｍｉｔｓｕｉ等利用原果胶酶成功地制成了多种
单子叶植物的叶肉原生质体。

二、转谷氨酰胺酶的功能特性及其应用

转谷氨酰胺酶（ＥＣ２３２１３）可通过催化转酰基作用，使蛋白质或多肽之间发生交联反应。

２０世纪５０年代末，Ｗａｅｌｓｈ等从豚鼠中提取到有活性的转谷氨酰胺酶，经过进一步研究发现这是
一种Ｃａ２＋依赖型转谷氨酰胺酶，主要催化转酰胺基反应。１９８９年，日本学者Ａｎｄｏ等经过大量
筛选，从链轮丝菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ）中提取到了微生物来源的转谷氨酰胺酶（ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｔｒａｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ，ＭＴＧ）。该酶为非钙离子依赖型酶，功能与动物来源的转谷氨酰胺酶很相
似。微生物产生的转谷氨酰胺酶具有许多优点：热稳定性好，ｐＨ范围广，并且对Ｃａ２＋无依赖
性。

转酰基反应的酰基供体为蛋白质或多肽链上谷氨酰胺残基的γ?羟基酰胺基，受体可以为蛋
白质肽链上赖氨酸残基的ε?氨基、游离氨基酸的ε?氨基和初级氨或水。转谷氨酰胺酶所催化的反
应既可以发生在分子间，也可以发生在分子内，决定分子间交联反应程度的因素主要为蛋白质本

身的构象以及转谷氨酰胺酶的类型。

（一）转谷氨酰胺酶的功能特性

１成胶特性 转谷氨酰胺酶具有成胶特性，表现在：①使未加热状态的各种食品蛋白质成
胶；②赋予不能成胶的蛋白质（如乳蛋白）成胶；③提高成胶的黏弹性；④形成耐热性、耐酸
性及耐水性等稳定性高的胶体；⑤一般情况下所形成的胶体强度会随转谷氨酰胺酶的添加量增
加而增加。但是添加过多的转谷氨酰胺酶会导致凝胶强度的降低。Ａｓａｇａｎｉ等研究发现在转谷氨
酰胺酶浓度接近００３％时，鱼肉膏凝胶胶体强度达最大值，酶添加量再增加，其强度反而降
低。

２改善乳化性 转谷氨酰胺酶可以改善蛋白质的乳化性质。Ｍｉｎｇｉａ等检测了交联β?酪蛋白
的乳化特性，发现乳化活度指数降低了，但是乳化液稳定性却随着聚合程度增加而增加；检测单

质β?酪蛋白和β?酪蛋白聚合物混合液的稳定性，发现随着混合液中聚合物比例的增大，该混合液
的乳化稳定性增加。

３提高发泡性能 ＷＰＩ大豆１１Ｓ球蛋白混合物的发泡稳定性较低，经过转谷氨酰胺酶处理
过的ＷＰＩ大豆１１Ｓ球蛋白具有良好的稳定性。这可能是由于 ＷＰＩ和大豆１１Ｓ球蛋白形成的聚
合物分子中紧密二级结构和三级结构很少，它所具有柔韧的无规则的蛋白质更易形成泡沫，稳定

性也更好。此外，由于交联作用而使蛋白质流动性提高，赖氨酸残基上氨基电荷的去除也有利于

增加泡沫的稳定性。

４增强蛋白质溶液的黏稠性 蛋白质经聚合分子量增加后，其溶液的黏度通常也会增强，
因此经过转谷氨酰胺酶处理过的蛋白质溶液往往具有较高的黏度。

５提高凝胶的持水性 转谷氨酰胺酶催化形成的Ｇｌｕｒ?Ｌｙｓ键可提高凝胶的持水性能，使浓
度为２％的蛋白质溶液也可以胶体化。这主要是因为所形成的胶连键使蛋白质形成复杂的、严密
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的空间网络结构，对水分的束缚包容能力增强。例如利用转谷氨酰胺酶就可以解决食品胶的脱水

收缩问题，香肠和酸酪乳等经转谷氨酰胺酶处理后，其脱水收缩现象就可被抑制。

６提高蛋白质的热稳定性 加热处理容易使蛋白质变性，并降低其功能特性。但是通过转
谷氨酰胺酶发生交联所产生的Ｇｌｕｒ?Ｌｙｓ共价结合键，热稳定性较高，因此增强了蛋白质网络强
度和凝胶断裂强度。此外，经过转谷氨酰胺酶催化交联的β?乳球蛋白同样表现出较高的热稳定
性，１％的聚合β?乳球蛋白即使在１００℃的环境下也可持续３０ｍｉｎ也不变性，而天然β?乳球蛋白
在７０℃时就很快变性。
（二）转谷氨酰胺酶在食品中的应用

转谷氨酰胺酶在肉制品和乳制品中的应用情况在本章第二节已有介绍，除此之外，转谷氨酰

胺酶在其他食品领域还具有广泛的应用。

１提高产品率 ＪＦＫｅｒｒｙ证明了以禽胸脯肉为原料，加入大豆蛋白和转谷氨酰胺酶，能够
提高产品出率。这是因为通过Ｇｌｕｒ?Ｌｙｓ键的连接提高了制品中凝胶网络稳定性和抗热能力，使
产品能够在热处理中降低蒸煮损失。此外，利用转谷氨酰胺酶处理香肠制品，可以避免香肠脱水

收缩现象的发生。

２低过敏原蛋白基材 牛奶中的酪蛋白和乳清成分都有过敏原活性，通过转谷氨酰胺酶可
以选择性地修饰抗原决定簇中的谷氨酰胺基，改变抗原决定簇的结构，阻止其与抗体的结合，减

少抗原性。

３在保健食品中的应用 转谷氨酰胺酶交联蛋白质可作为脂肪的取代物。因此Ｎｏｖｏ公司以
肉制品常用的乳化剂酪蛋白酸钠为原料，经转谷氨酰胺酶作用得到脂肪取代物。将其应用于色拉

米香肠中可取代５０％的脂肪，而产品原有质构和风味不变。

４在水产品中的应用 转谷氨酰胺酶在水产品中添加可以提高其可塑性与柔韧性，因此广
泛应用于鱼糕、鱼丸等产品。对马鲅鱼及鲟鱼制成的鱼糜蛋白研究表明，添加转谷氨酰胺酶对香

肠的凝胶强度有明显的提高。对马鲅鱼鱼糜蛋白最适的转谷氨酰胺酶添加量为０３ＩＵ／ｇ；对鲟鱼
鱼糜蛋白的最佳添加量为２０ＩＵ／ｇ。ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳证明，转谷氨酰胺酶作用后，在肌球蛋白重
链间形成了分子内及分子间连接。

５在植物蛋白制品中的应用 转谷氨酰胺酶也可应用于植物蛋白制品中。利用转谷氨酰胺
酶结合蛋白质功能，将赖氨酸导入谷类食品的蛋白质中，可以加工强化必需氨基酸食品，从而提

高蛋白质效价，改善产品营养特性。Ｉｋａｒａ和Ｉｗａｎｉ通过转谷氨酰胺酶将赖氨酸交联到面筋蛋白、
酪蛋白和大豆蛋白上，其中与面筋蛋白交联最为有效。１９９２年Ｆａｅｒｇｅｍａｎｄ研究表明，转谷氨酰
胺酶不能改善优质小麦面团性质，但能够增加低质小麦面包体积和改善其组织结构。

三、α?乙酰乳酸脱羧酶

（一）α?乙酰乳酸脱羧酶作用原理

α?乙酰乳酸脱羧酶（α?ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＬＤＣ，ＥＣ４１１５）可以将α?乙酰乳酸直
接脱羧转化成乙偶姻（ａｃｅｔｏｉｎ），而不经形成双乙酰的步骤。双乙酰（ｄｉａｃｅｔｙｌ）主要是啤酒酵母
代谢的产物，由α?乙酰乳酸（α?ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ）经非酶氧化脱羧产生。双乙酰对酒的口味有不良的
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影响，酵母的双乙酰还原酶能够将其还原成乙偶姻，再由乙偶姻还原酶还原为２，３?丁二醇。乙
偶姻和２，３?丁二醇几乎不影响啤酒风味。因此，把双乙酰含量降到阀值以下是啤酒熟化期的主
要目的。双乙酰的形成与消除过程见图４?１９。

自然氧化

ＡＬＤＣ

脱羧酶

Ｏ

ＯＯ

Ｏ
Ｏ Ｏ

ＯＯ

ＯＯ

ＯＯＯ

ＯＯＯ

（乙偶姻）

３羟丁酮

ＯＯ

Ｏ 酵母还原酶

ＯＯ

双乙酰

乙酰乳酸

丙酮酸

Ｏ

乙酰乳酸

Ｖａｌｉｎｅ

２３丁二醇

图４?１９ 双乙酰的形成与消除

α?乙酰乳酸的非酶氧化脱羧比双乙酰被还原的速度慢得多（后者约为前者的１０倍），所以对
啤酒熟化过程的时间起着限制作用。如果在啤酒的熟化阶段α?乙酰乳酸不能充分除去，在随后
的包装、杀菌过程中就会有较多的双乙酰形成，从而影响啤酒风味。若将α?乙酰乳酸脱羧酶用
于啤酒生产，可以大大缩短啤酒熟化期，提高设备的利用率并且节省能源，具有一定的经济效

益。

（二）α?乙酰乳酸脱羧酶在啤酒中的应用研究
啤酒的风味成分有很多，其中双乙酰的含量直接影响啤酒的风味成熟。在成品啤酒中，双乙

酰的浓度如果超过０１５ｍｇ／ｋｇ，就会对啤酒的风味造成有馊饭味的不良影响。因此，把啤酒中双
乙酰含量降至口味阈值以下，被普遍认为是啤酒成熟过程的主要目标。

黄秀鸾对α?乙酰乳酸脱羧酶在啤酒中的添加量进行了研究，他们按每１００ｍ３冷麦汁中添加

０３Ｌα?乙酰乳酸酶的比例进行生产，使生产周期由２２ｄ降至１０～１２ｄ，啤酒酒龄控制在１０～１４ｄ
之内，所得的酒不但双乙酰合格，而且在口感与理化指标上，与酒龄２２ｄ的酒没有多少差异，啤
体和谐，醇厚柔和。

据杨晓东等的研究，使用进口和国产的ＡＬＤＣ应用于不同的麦汁和不同代数酵母的情况下，
均能迅速有效地还原双乙酰，有效地防止成品酒中双乙酰回升。此外，使用国产ＡＬＤＣ可以显
著地节约生产成本。

陈晓瑜等在研究中对酒龄不足１８ｄ的发酵批次，添加α?乙酰乳酸脱羧酶量为４×１０?６，同时
以未加α?乙酰乳酸脱羧酶的清酒样做对照。研究结果为，添加α?乙酰乳酸脱羧酶可以有效地防止
双乙酰的反弹现象。马茂荣等同样证明了在啤酒中添加α?乙酰乳酸脱羧酶对降低发酵液中双乙酰
含量作用十分明显。

伊东等对两种重组的α?乙酰乳酸脱羧酶在啤酒中的应用情况进行了研究，结果表明，利用已
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构建的含有短芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）和产气肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｅｒｏｇｅｎｅｓ）α?乙酰乳酸脱
羧酶基因的工程菌株，使它们分别在大肠杆菌中高效表达，获得重组α?ＡＬＤＣ。实验中添加两种
重组α?ＡＬＤＣ后，使啤酒中的双乙酰含量快速下降到或始终保持在０１ｍｇ／Ｌ以下。目前国外已
有多个α?ＡＬＤＣ基因被克隆，国内也克隆了来自短芽孢杆菌的α?ＡＬＤＣ。
陈炜等在α?乙酰乳酸脱羧酶生产菌的研究中共筛选３４株菌。其中１４株具有明显的ＡＬＤＣ活

性，包括１２株地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ），１株短芽孢杆菌（Ｂｂｒｅｖｉｓ）和１株乙酰
短杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍａｃｅｔｙｌｉｃｕｍ），这说明地衣芽孢杆菌中产ＡＬＤＣ的菌比例较高。

四、氨肽酶和羧肽酶及其在蛋白水解物脱苦中的应用

（一）蛋白水解物苦味产生的原因

蛋白质水解后经常表现出苦味，其原因是形成了苦味肽，许多研究者已经研究确认末端含有

疏水性氨基酸的苦味肽是水解产物产生苦味的主要原因。在完整的球蛋白分子中，大部分疏水性

侧链藏在内部，它们不接触味蕾，所以感觉不到苦味。当蛋白质水解成小分子的多肽时，肽链含

有的疏水性氨基酸充分暴露出来，接触味蕾产生苦味。随水解进程的继续，越来越多的疏水氨基

酸侧链暴露出来使苦味增加。能够产生苦味的氨基酸约有８种，分别为缬氨酸、亮氨酸、异亮氨
酸、蛋氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、精氨酸和组氨酸。水解蛋白质苦味的强弱与蛋白质来源、种类

及水解程度等密切相关：

１与疏水氨基酸的含量、序列及其所处的位置和空间结构等有密切的关系 蛋白质中疏水
氨基酸含量越高，水解后产生苦味的可能性越大。

２与肽链分子量的大小有关 一般分子量大于５０００的大豆多肽没有苦味，分子量在５００～
１０００的大豆多肽苦味最强。当大豆蛋白水解度约为２５％时，大豆多肽混合物分子量绝大多数在

５００～１０００之间。

３与酶的来源和种类之间也有一定的关系 蛋白质水解物中含有的苦肽会随蛋白质种类以
及水解所用的内切型蛋白酶的种类不同而有所不同。

（二）氨肽酶和羧肽酶的脱苦作用

蛋白水解物的苦味脱除方法至目前为止主要有选择性分离法、掩盖法、类蛋白反应、膜分离

法及酶法。以上各种脱苦方法各有利弊，其中最受关注和研究的最多的为酶法脱苦。所谓酶法脱

苦即采用蛋白酶作用于苦味肽，将疏水性氨基酸切除而达到脱苦目的的方法。酶法脱苦效率高，

而且条件温和，不会使蛋白多肽的营养成分丢失，水解过程易于控制，同时不改变蛋白多肽的各

种重要特性（如溶解性、抵抗原性）等优点。

蛋白酶按其水解蛋白质的方式可分为内肽酶和外肽酶。内肽酶作用于蛋白质分子内部肽键，

生成小分子肽段，脱苦作用较差。外肽酶作用于蛋白质或多肽分子氨基或羧基末端的肽键，水解

掉肽端疏水氨基酸，因此脱苦效果相对较好。目前食品加工所用的蛋白酶绝大部分为胰蛋白酶、

胃蛋白酶和木瓜蛋白酶等的内切型蛋白酶，而可用于脱苦用的外切型蛋白酶几乎没有，因此有必

要大力开发外切型蛋白酶。外肽酶包括羧肽酶和氨肽酶两种。

１氨肽酶法 氨肽酶通过作用于肽链的氨基端疏水氨基酸并将其水解下来，从而达到去除
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苦味的目的。目前研究应用最多的是微生物产生的氨肽酶。１９７３年Ｃｌｅｇｇ等发现猪胰均质物能降
低酪蛋白水解物的苦味，经确证猪胰中存在一种能降解苦肽的氨基多肽酶Ｐ（ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅＰ），
随后有很多文献报道了不同来源的氨肽酶脱除苦肽的方法。

Ｅｔｓｕａ，Ｍｉｎａｇｗａ等用氨肽酶Ｔ处理由枯草杆菌蛋白酶、木瓜蛋白酶和胰蛋白酶分别酶解得
到的蛋白水解物，发现氨肽酶Ｔ有广泛的作用底物，尤其是水解多肽或蛋白质的Ｎ?端疏水氨基
酸。研究表明，用枯草杆菌蛋白酶水解酪蛋白２ｈ以后，再用氨肽酶Ｔ处理３０ｍｉｎ，苦味减轻，
进一步水解则苦味完全消失，水解得到的氨基酸主要是Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ和Ｐｈｅ等疏水
氨基酸。当用氨肽酶处理木瓜蛋白酶水解物时，得到的自由氨基酸主要是Ｓｅｒ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｍｅｔ、

Ｌｅｕ、Ｔｙｒ和Ｐｈｅ，处理２０ｈ后仍有少许苦味，作用效果不如前者好。分析可能是木瓜蛋白酶水
解物中含有大量氨肽酶Ｔ不能水解的苦味肽，或者是氨肽酶Ｔ处理后的产物不能掩盖其中苦味
肽的苦味。另外，氨肽酶Ｔ不能释放任何苦味肽中的Ａｓｐ和Ｐｒｏ，也很难释放Ｇｌｕ，而这两种氨
基酸在苦味肽中的含量却很丰富。

Ｌｚａｗａ等研究了氨肽酶对大豆蛋白质的胃蛋白酶水解物的脱苦效果，处理反应２１ｈ后苦味完
全消失，经比较证实，该酶对大豆蛋白水解物的脱苦效果明显好于酪蛋白水解物。

２羧肽酶 羧肽酶作用于肽链羧基端的疏水氨基酸并使其释放出来，从而达到脱苦的目的。
由于大部分苦味肽中的疏水性氨基酸位于Ｃ?端，所以近年来有关羧肽酶的研究受到国内外的普
遍关注。羧肽酶广泛地存在于动物和高等植物及微生物中，现在已知的产羧肽酶微生物有：曲霉

属、青霉属、单胞杆菌属及酵母中的一些菌株。

（１）小麦羧肽酶。Ｕｍｅｔｓｕ等采用小麦来源的羧肽酶用于酪蛋白水解物的苦味脱除，发现随
着游离氨基酸的增加，其苦味不断下降，释出的氨基酸绝大部分为疏水性氨基酸，这种酶可以从

蛋白或肽链的羧基端大范围内释放出包括脯氨酸在内的氨基酸残基，同时不含有微生物毒素，安

全性较高。Ｑ值大于１４００的较苦的多肽容易酶解形成二肽片段，其中丰富的谷氨酸还能起掩盖
苦味的作用。

（２）微生物羧肽酶。羧肽酶主要存在于猪和牛等的胰脏中，由于动物来源的羧肽酶非常有
限，使其应用受到限制。１９７０年Ａｒｚｉ等证实了用曲霉羧肽酶处理大豆蛋白水解物，可以降低其
水解产物的苦味。

研究表明，许多种微生物都能产生羧肽酶，如曲霉属的黑曲霉和米曲霉，硫代叶菌属和水生

栖热菌可产生耐热羧肽酶，肉色拟青霉、酵母可产生丝氨酸羧肽酶。其中黑曲霉和米曲霉因其使

用安全而在食品中得到广泛的应用。

微生物羧肽酶大多是丝氨酸羧肽酶，多是在酸性条件下从多肽和蛋白的羧基端释放包括脯氨

酸在内的大多数疏水氨基酸残基，水解速度受占据羧基端次末位的氨基酸残基的影响。丝氨酸羧

肽酶广泛分布于真菌及高等动植物中，丝状真菌的含量尤其丰富，这些酶特异地从肽和蛋白的羧

基端释放氨基酸。它们水解多肽时切除羧基端氨基酸，在转肽酶反应时能够取代羧基端氨基酸而

不破坏肽链的内部结构，所以羧肽酶在肽的合成和碳端测序的研究中受到人们的关注。

荒木秀雄等采用稻属曲霉菌株ＥＳ１?３２产生的含有脯氨酰肽链内切酶和羧肽酶的混合制剂对
大豆、花生、小麦和酪蛋白等进行了实验，并证明此类酶去除苦味的效果比较理想。钱方等应用

复合风味酶（内肽酶和外肽酶的复合物）水解大豆多肽，结果基本不产生苦味。
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第五章

细胞工程原理及其
在食品工业中的应用

细胞工程是生物工程中的一个重要组成部分，随着其理论和应用的不断发展，已经广泛渗入

到食品工业中来。食品工程中，利用各种微生物发酵生产蛋白质、酶制剂、氨基酸、维生素、多糖以

及食品添加剂等产品，为了得到高产优质的菌种，除了其他方法外，细胞融合技术是非常有效的手

段，并具有独特的优点；利用动植物细胞培养技术可以生产保健食品的重要成分以及特种食品香味

和风味添加剂；而在动植物的育种和植物、家畜品种的改良中，细胞工程更是发挥了巨大的作用。

一般认为，细胞工程（ｃｅｌｌｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）主要包括细胞融合、细胞拆分（核移植、细胞器移植）、大
规模细胞培养工程、繁殖生物学技术（胚胎培养、胚胎移植）、染色体和染色体组工程等。

第一节 细胞工程原理

一、细胞工程概述

随着细胞生物学和分子生物学突飞猛进的发展，２０世纪８０年代初期出现了细胞工程这一新
概念。它是生物技术的重要组成部分，是细胞水平上的生物工程。

细胞工程是应用细胞生物学和分子生物学的理论和方法，按照人们的设计蓝图，在细胞水平

上进行遗传操作及进行大规模的细胞和组织培养，在细胞水平上的遗传操作，即通过细胞融合、

核质移植、染色体或基因移植以及组织和细胞培养等方法，快速繁殖和培养出人们所需要的新物

种的技术。它的优势在于避免了分离、提纯、剪切、拼接等基因操作，只需将细胞遗传物质直接

转移到受体细胞中就能够形成杂交细胞，因而能够提高基因的转移效率。此外，不仅可以在植物

与植物之间、动物与动物之间、微生物与微生物之间进行杂交，甚至可以在动物与植物、微生物

之间进行融合，形成前所未有的杂交物种。根据设计要求，按照需要改造的遗传物质的不同操作

层次，可将细胞工程分为细胞融合、细胞拆分（核移植、细胞器移植）、大规模细胞培养工程、

繁殖生物学技术（胚胎培养、胚胎移植）和染色体工程等。

（一）细胞融合

细胞融合是利用自然或人工的方法使两个或几个不同细胞融合为一个细胞，用于制造新的物

种或品系（植物、微生物上用得多，动物上用得少）及产生单克隆抗体等。其中单克隆抗体技术

利用克隆化的杂交瘤细胞分泌高度纯一的单克隆抗体，具有很高的实用价值，在诊断和治疗病症

方面有着广泛的应用前途。

（二）细胞拆分

细胞拆分又称细胞质工程，是通过物理或化学方法将细胞质与细胞核分开，再进行不同细胞



间核质的重新组合，重建成新细胞，也包括各种细胞器的分离和重新组合，可用于研究细胞核与

细胞质的关系的基础研究和育种工作。

（三）大规模细胞培养工程

大规模的细胞培养可分为３个层次：单个细胞培养、组织培养和器官培养。植物细胞和原生
质体培养技术可以用于育种，也可用于各类植物的快速繁殖，在培养无毒苗、长期贮存种子和生

产次生代谢产物等方面发挥了重要作用。动物细胞培养技术可用于制取许多有应用价值的细胞产

品，如疫苗和生长因子等。利用细胞培养系统可进行毒品和药物检测；一些培养细胞可用于疾病

治疗。

（四）繁殖生物学技术

繁殖生物学技术主要包括体外受精技术、胚胎移植技术、家畜性别决定、克隆动物等。

（五）染色体工程

染色体工程是按照人们的需要来添加或削减一种生物的染色体，或用别的生物的染色体来替

换。染色体工程可分为动物染色体工程和植物染色体工程两种。动物染色体工程主要采用对细胞

进行微操作的方法（如微细胞转移方法等）来达到转移基因的目的；植物染色体工程目前主要是

利用传统的杂交回交等方法来达到添加、消除或置换染色体的目的。

染色体组工程是整个改变染色体组数的技术。自从１９３７年秋水仙素用于生物学后，多倍体
的工作得到了迅速发展，例如得到四倍体小麦、八倍体小黑麦等。

细胞工程的应用是多方面的，以植物全能性为基础的植物组织和细胞的培养技术已经获得各

种试管植物数千种，运用花药培养技术已得到多种优良品种；无病毒植物的生产，花卉苗木的快

速大量繁殖已收到明显效益；运用细胞大量培养技术可以获得有重要经济价值的药物和其他产

品；细胞器移植、体外受精、胚胎培养为植物和家畜品种的改良提供了新的途径；细胞融合技术

可以以其独特的优点对微生物进行改造，并有可能获得前所未有的生物为人类造福；而由杂交瘤

细胞生产的单克隆抗体则可被称为“生物导弹”，它将在征服危及人类生命的恶魔———癌症的过

程中发挥重大作用。

细

胞

工

程

动物改良，人类优生

创造动植物新品种

创造作物新类型

创造新植物，培育优质高产新菌种

名贵药物，其他生物制品

作物改良，产前诊断，遗传防治

体外受精和胚胎移植技术

细胞拆分

染色体工程

细胞融合技术

细胞大量培养

组织与细胞培养技术

图５?１ 细胞工程的主要技术及其应用

二、细胞工程的主要技术领域

近年来，细胞工程中涉及的技术越来越广，新的技术也在不断涌现，现在简述应用较多的几

项主要技术。
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（一）细胞融合技术

细胞融合（ｃｅｌｌｆｕｓｉｏｎ），又称体细胞杂交（ｓｏｍａｔｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ），这种生物学现象最初是在
动物细胞中发现的。２０世纪５０年代，日本学者把经紫外线灭活的仙台病毒（ＨＶＪ）混在两种不
同的动物细胞中。结果发现，细胞之间发生凝集，异种细胞彼此融合成一体，在一些细胞中存在

两个以上的细胞核。随着原生质体制备技术的发展，到了６０年代，细胞融合技术很快发展了起
来。１９７０年，Ｒｕｄｄｌｅ等对细胞融合技术开展了系统的研究。在促进细胞融合的方法上，高国楠
（１９７４）发现聚乙二醇（ＰＥＧ）在Ｃａ２＋参与的条件下，可以有效地提高原生质体融合的效率。到
了８０年代，除了生物方法和化学方法外，还发展了高效的电融合法，并出现了激光融合法等新
技术。现在已经证明，细胞融合可以在种间、属间、科间甚至动物与植物间发生，其范围包括微

生物、植物和动物，而且人细胞与植物细胞之间的融合也成为可能。

细胞融合具有巨大的理论意义和应用价值。它不仅在基础研究（如核质相互关系、基因的作

用和定位、肿瘤发生等）方面有重要作用，而且在动植物的改良、微生物育种以及基因治疗和疾

病诊治等方面有着美好的前景，它已经成为细胞工程中的核心技术。

１细胞融合的机理 现代细胞生物学的研究表明，细胞的生物膜是一种脂双层结构，蛋白
质分子镶嵌在膜中，这种结构的最大特点是具有流动性，这一点非常适合于细胞之间的融合。要

实现不同细胞的融合，首先要求膜之间彼此靠近，克服二者之间的静电斥力和水合力；然后两层

膜连接起来，局部的双层构象破坏，形成不稳定的中间结构，两个细胞的胞内物质互相接触，遗

传物质发生交换重组；最后融合完成，新的双层构象重新形成。

目前比较公认的看法是：在膜融合过程中，磷脂采取六角形Ⅱ相或反微团构象，在该构象
中，磷脂排列成六角形管状结构，极性头部向中心形成直径２ｎｍ的水相孔道。细胞融合受很多
的因素影响，脂的组成是影响融合的内在因素。在单一磷脂体系中，由完全饱和脂肪酸组成的

脂，在一般的生物环境中，都采取双层构象，不形成磷脂六角形Ⅱ相，而不饱和程度越高则越容
易形成这种构象，越利于细胞融合的发生。当然，不饱和脂肪酸的比例越高，细胞的流动性也越

好。另外，温度、二价阳离子、ｐＨ、蛋白和多肽等外界因素均会影响到膜的融合。温度升高会
使含有非双层脂的脂双层转变成为非双层结构，而不利于融合的发生。ｐＨ影响的最典型的是对
磷脂酰乙醇胺（ＰＥ）产生的影响，ｐＨ＞８～９才能形成双层，ｐＨ＜７则形成非双层。二价阳离子

Ｃａ２＋容易诱发含心磷脂、磷脂酰丝氨酸等带负电的脂双层结构不稳定，形成磷脂六角形Ⅱ相，
同时Ｃａ２＋离子也中和了这些脂的静电荷，使得膜间的静电斥力减弱，水化作用也同时减弱，这
也是运用聚乙二醇进行诱导融合时，同时与Ｃａ２＋离子结合使用的原因。一些可以插入膜双层的
多肽（如蜂肽、心毒素等），由于具有较长的疏水片段，促进磷脂六角形Ⅱ相的形成；而具有较
长亲水片段的多肽或蛋白质的作用恰恰相反，比如血型糖蛋白，水化后起到稳定脂双层的作用，

不利于融合的发生。

２细胞融合的一般过程 微生物、动物、植物细胞融合的具体方法都不一样，这里介绍一
般的步骤，具体的过程见后面的几节内容。

细胞融合的第一步是原生质体的制备和再生。原生质体即是指用酶法或物理的方法使细胞壁

溶解，释放出的只具有半透膜的细胞，动物细胞没有细胞壁，只要用合适的方法制备成符合要求

的悬液就可以了；植物和微生物的细胞有细胞壁，首先要脱壁，不同的细胞脱壁的方法有很大不
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同，要根据具体的操作对象来决定，可以参考后面的内容。

第二步，诱导细胞使之发生融合。在细胞融合前要挑选有活力的原生质体，将两亲株的原生

质体混合在一起，采用生物学或化学、物理的方法，促使亲本细胞的融合。

第三步，筛选杂种细胞。融合处理后，原生质体在培养基中再生出细胞壁（动物细胞不需

要），进行繁殖，产生由亲本细胞、同源融合细胞及杂种细胞组成的混合体。要有效地从其中筛

选出杂种细胞，要求亲本细胞要有一定的遗传标记，对于微生物细胞，常用的是营养缺陷型和抗

药性标记；对于动物细胞，采用Ｌｉｔｔｌｅｆｉｅｌｄ在１９６４年发现的ＨＡＴ（Ｈ代表次黄嘌呤，Ａ代表氨
基喋呤，Ｔ代表胸腺嘧啶脱氧核苷）培养基是非常有效的手段；植物中可以利用叶绿素缺失互
补、营养缺陷互补、抗性互补、利用生长特性等方法。总之，在选择性培养基上，只有同时具有

了两个亲本标记特性的融合子才能生长出来，从而达到筛选的目的。

第四步，杂种细胞的培养（植物中称为杂种细胞的分化）。对于动物细胞，要在一定的条件

下，按一定的方法培养，使杂种细胞能够继续繁殖；微生物和植物细胞要使原生质体再生成完整

的细胞，即长出细胞壁，并成为无性繁殖系，达到预期的育种目的。

３诱导细胞融合的主要方法 现在已经建立了多种细胞融合技术。早期的原生质体融合实
验，曾采用离心力的作用使两种不同的原生质体紧密地挤在一起以帮助融合，或者在冷的渗透稳

定剂中使原生质体密集凝聚，但效果都不太好。２０世纪６０年代初，病毒诱导细胞融合技术的出
现，开创了人工诱导细胞融合的新领域，７０年代后逐渐开始广泛使用化学融合剂，并成为人工
诱导细胞融合的主要手段；８０年代初出现了电融合技术，并已经有了专门的仪器。
（１）病毒诱导细胞融合。有许多种病毒能够介导细胞的融合，比如疱疹病毒、天花病毒、黏
液病毒、新城鸡瘟病毒、仙台病毒等。其中应用最广泛的是仙台病毒ＨＶＪ（又称副流感病毒Ⅰ
或日本凝血病毒）。在应用病毒进行诱导融合时，首先要对病毒进行灭活处理。

ＨＶＪ是副黏液病毒类中的一种副流感型病毒，为ＲＮＡ病毒。仙台病毒颗粒是多形的，直径
约５００ｎｍ，内核为ＲＮＡ，外围为含脂质的被膜，被膜的外表面有许多长８～１０ｎｍ的突起物，该
病毒融合细胞的能力在于被膜。仙台病毒毒力低，对人危害小，融合效力较高，而且病毒体广泛

存在于各类细胞中，且容易被紫外线或β?丙炔内酯所灭活，它已经成为病毒融合剂的代表。
病毒介导细胞融合具体过程，在电子显微镜和光学显微镜下可以仔细观察。首先是细胞表面

吸附许多病毒粒子，接着是细胞发生凝集；几分钟或几十分钟后，病毒粒子从细胞表面消失，而

且就在这些部位，相邻细胞的细胞膜融合，胞质得以相互交流，最后形成融合细胞。细胞融合的

发生，与病毒和细胞的种类、病毒数量、温度、周围环境中离子强度等条件有关。例如单纯疱疹

病毒可在Ｈｅｌａ细胞中引起融合，但是不能在人的二倍体成纤维细胞中诱发融合现象。每个细胞
吸附的病毒粒子必须足够多，因为只有在相邻细胞的接触部位存在许多病毒颗粒时才有可能发生

细胞融合。

病毒诱导的细胞融合也有缺点，比如制备困难，每批病毒的效价差别大，实验的重复性不是

非常好，灭活不完全时，有病毒感染的危险。

（２）化学因子诱导的细胞融合。２０世纪７０年代是化学诱导融合快速发展的时期，现在应用
也非常广泛，常用的化学融合剂有以下几类：①高级脂肪酸衍生物，如甘油?醋酸酯、油酸、油
酯等；②脂质体，如磷脂酰胆碱、磷脂酰丝氨酸等；③钙离子；④特殊结构的水溶性高分子化合
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物，如聚乙二醇；⑤水溶性蛋白质和多肽，如牛血清蛋白、多聚Ｌ?赖氨酸、蜂毒溶血肽等。
在这些融合剂中，聚乙二醇是应用最广泛的。聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ），分子

式是ＨＯＣＨ２（ＣＨ２Ｏ·ＣＨ２）ｎＣＨ２ＯＨ，是乙二醇的多聚体，为白色微黄蜡状固体，有轻微臭味，
可溶于水，存在一系列不同分子量的多聚体，一般分子量在２００～６０００之间的都可以作为融合
剂，但以分子量１０００为最好。ＰＥＧ的水溶性极强，在液相介质中，它表面的许多醚键带有微弱
的负电荷，在Ｃａ２＋离子的参与下，ＰＥＧ将带正电荷的表面蛋白或带负电荷的糖蛋白，通过Ｃａ２＋

桥连在一起，使细胞发生聚集、融合；另外在高浓度（５０％）下，ＰＥＧ溶液中的自由水消失，
导致细胞脱水而发生质膜结构的变化，由此引起细胞的融合。运用ＰＥＧ进行细胞融合具有很多
优点：通用性好，既能诱发植物细胞的融合，又能促使动物细胞融合，而且能诱导动物细胞和植

物细胞、人与植物细胞的融合；比病毒容易制备和控制；作为表面活性剂，活性稳定，使用方

便。在用ＰＥＧ进行细胞融合时，必须有Ｃａ２＋的参与。也有研究报道，ＰＥＧ与二甲亚砜（ＤＭ
ＳＯ）并用时效果更好。
用ＰＥＧ作为融合剂，也有一些问题。首先，其有效浓度的范围比较窄，最适浓度是５０％～

５５％，但此时对细胞的毒害比较大；不能在显微镜下观察细胞的融合过程，诱导产生杂交细胞的
频率在１×１０－５这一较低的水平。
（３）电融合方法。电诱导细胞融合（ｅｌｅｃｔｒｏｆｕｓｉｏｎ）技术在２０世纪７０年代末已开始建立

（Ｓｅｎｄａ首次提供了植物原生质体电融合的证据），在８０年代得到了快速的发展，从１９８４年开始
步入实用化阶段。

细胞电融合技术，简单地说，就是细胞在电场中，使细胞极化成偶极子，并沿电力线排列成

串，然后用高强度、短时程的电脉冲击穿细胞膜，使其产生小孔，从而使两个或几个相互靠近的

细胞融合在一起。

电融合技术可以分为两个主要步骤。第一步，经电介质电泳使待融合的细胞形成珠串，因为

促进细胞融合的先决条件是被融合的细胞之间彼此应该处于紧密的膜接触状态，由于细胞本身的

布朗运动和表面所带电荷的静电斥力，悬浮细胞很难达到彼此相互紧密接触的状态。为了使原生

质体紧密结合，可以采用双向电泳技术来达到这一目的。所谓双向电泳是指在一个非均一的电场

中，作用于中性粒子的净电力方向上使该粒子产生运动来讲的。当细胞朝着最大电场强度的方向

移动时，由于在非均一电场中产生偶极矩的原因，临近细胞彼此吸附，形成链似的细胞凝集，类

似于念珠和珍珠链。第二步，可逆电击穿触发细胞融合。形成细胞珠串只是为融合创造了条件，

可逆电击穿孔才是细胞融合的实质。当细胞在低压高频非均匀的电场（一般为１０～１００Ｖ／ｃｍ，

１０～８０ＭＨｚ）作用下形成串珠后，对其施加一短促而又高强度的直流电脉冲（一般为０５～
１０ｋＶ／ｃｍ，３～５０ｍｓ），引起接触区域的质膜发生可逆性电击穿，随之引起细胞融合。在融合过
程中，温度、电导等参数都会影响融合率，不同的膜活性物质吸附或包埋在脂双层中也能影响融

合产率。如色氨酸、血清球蛋白、环糊精、Ｔｗｅｅｎ?８０等存在时能增加细胞之间的融合，而蓝色
葡聚糖、ＥＤＴＡ、道诺霉素和氯化钙等的作用则相反。
电融合是一种空间定向、时间同步的可控式的细胞融合技术，它效率高（融合率是ＰＥＧ的

１００倍），操作简单、快速，没有残余毒性，而且具有普遍性，可用于动物、植物和微生物等各
类细胞，对研究来讲，还可以在显微镜下观察融合过程。
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电融合仪器的出现使这项技术的应用更加方便、简洁，除了非专一融合外，还发展了电融合

技术的种种改进方法，比如细胞物理聚集电融合法、细胞化学聚集电融合法和特异性电容法等。

探测器
ＧＰＩＢ
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加工激光

扩束器
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Ａｒ 激光

摄像机
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操纵杆

打印机
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微机电视监控屏

工作台

图５?２ 细胞微细加工用激光精密微加工系统

（４）其他方法。除了这些方法外，还有一些新的
促进细胞融合的方法不断涌现出来。激光细胞融合就

是其中的一种。这种方法又称为激光细胞焊接，具有

非常明显的优点：能选择任意两个细胞进行融合，作

用于细胞的应力和障碍小，可进行非接触、安全且远

距离的无菌操作，而且也能够适时观察融合过程。激

光细胞融合离不开激光精密微加工系统，该系统如图

５?２所示，基本结构为激光器、照射部位控制器、图像
处理等３个部分。早在１９８７年和１９８９年，德国海德
堡理化研究所相继报道了用激光诱导哺乳动物细胞和

植物原生质体融合的过程，从开始照射到完成融合，

只需几秒钟的时间，对融合产物进行观察，发现细胞

质仍在运动，证明融合后细胞是存活的。研究者还将

大鼠Ｂ淋巴细胞与骨髓瘤细胞成对相连，形成预杂种，
然后用激光微束装置聚焦定位照射，使分离它们的膜

消失而完全融合，最后形成杂交细胞，整个过程历时５ｍｉｎ。
（二）细胞拆分

细胞拆分技术就是把细胞核或细胞系与细胞质分离开来，然后把不同来源的细胞质和细胞核

（器）配合，形成杂交细胞。细胞拆分包括核移植和细胞器移植，前者用于动物比较多，后者则

多用于植物细胞，涉及的方法主要有显微注射法、小细胞融合技术、微细胞融合技术、叶绿体及

线粒体的纯化转移等。

细胞核移植是通过显微注射法将一个细胞核注入到动物的去核卵中，重构卵的发育、生长，

并成为完整个体。这种技术在研究胚胎发育过程中细胞核和细胞质的功能及相互关系、探讨有关

遗传发育和细胞分化等方面很有帮助，并且在动物育种的应用方面发挥了很大作用。此项研究最

早报道的是变形虫的核移植研究（Ｃｏｍｍａｎｄｏｎ和Ｆｏｎｂｒｕｎｅ，１９３９），１９５２年开始应用于两栖类
中，将早期胚胎的细胞核移植到事先去掉或杀死了细胞核的卵细胞质中，获得了成功，并得到了

各种类型的异常和正常的个体。对于核移植来讲，简单讲就是先将细胞分散，然后将细胞吸入微

吸管，借助吸管壁的压力把细胞膜挤破，把细胞核及其外面包裹着的一层细胞质一同注入到受体

细胞，移核过程中应该避免核与外界的接触，核外的一薄层细胞质起着重要的保护作用。核移植

研究较多的是两栖类，如非洲爪蟾、硬骨鱼等。在研究理论问题的同时，也开展了将这种技术用

于改良动物品种的研究。现在，哺乳动物和植物的核移植都已经获得成功。

细胞器的移植是将一个细胞的细胞器移到另一个细胞中，借以改变细胞的某种特性，以观察

由不同来源的细胞器与细胞质重新组成的细胞所表现的功能发生什么变化。通常移植的细胞器是

线粒体和叶绿体，除了基础研究外，还用于改良农作物品种。

显微注射技术是显微操作技术的一种，技术性较强，需要一段时间的实际操作才能逐渐掌
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握。该技术是将一个细胞核用显微注射的方法置于另一个细胞中，前者称为供体，后者称为受

体。这项技术可以分为细胞的显微注射和囊胚的显微注射两种。到现在为止，受体大多是动物的

卵子，因为它体积大，操作容易，且通过发育可以把性状表现出来。卵子在接受另一个细胞核之

前，必须被激活以获得发育能力，而原有的核可以去掉也可以保留。各种组织或器官的细胞都可

以作为供体。

（三）细胞培养技术

细胞培养技术是生物工程中的一项重要技术，各种生物工程技术无不与细胞培养有关，而且

为了使细胞产品适应工业化大规模生产，必须发展大规模细胞培养技术。

据记载，最早进行组织培养的是德国人Ｒｏｕｘ（１８８５）年，用温生理盐水培育鸡胚组织，使
之存活了数月之久。２０世纪初，Ｈａｒｒｉｓｏｎ和Ｃａｒｅｅｌ（１９０７，１９１０）创建了盖玻片覆盖玻璃的悬滴
培养法，建立了体外培养组织和细胞的基本模式。后来，许多学者对培养容器、培养液和操作技

术进行了革新和改进。２０世纪中叶，Ｄｕｌｂｅｃｃｏ等（１９５７）用胰蛋白酶消化处理组织，获得了单
层细胞培养，推动了细胞培养技术的发展。目前，全世界已建立的细胞株和细胞系已有数千种，

包括人和动物的正常细胞、肿瘤细胞以及遗传缺陷型细胞。细胞培养已经成为细胞生物学、分子

生物学、肿瘤学、遗传学和免疫学等学科的重要技术，同时成为生物工程的生产手段，如大规模

中空纤维培养法，可使多种生物制品（如激素、生长因子和单克隆抗体等）进行工业化生产。

细胞培养需要一定的生存条件，如合适的营养物质和环境（包括无菌环境、温度、气体、酸

碱度、渗透压、培养底物或介质等）。常用的细胞培养方法有单细胞培养法、静止二维单层培养

法、静止三维培养法、静止悬浮培养法、转管培养法和摇动培养法等。

动物、植物、微生物的培养条件和操作各有不同，在后面的内容中有较详细的介绍。动物细

胞培养是生产许多临床和医学上重要生物制品的有效方法；植物培养可以达到快速育种的目的，

选育优良品种，获得一些重要的提取物；微生物细胞培养则应用的更加广泛，比如和日常生活关

系密切的各种微生物发酵产品，酒类（啤酒、黄酒、白酒），有机酸（谷氨酸、柠檬酸）以及动

物饲料的单细胞蛋白等，利用微生物培养，也可以生产许多经济价值非常高的物质，多为各种药

物和酶类。

三、细胞工程产业化的实现

细胞工程技术是实现细胞工程产品产业化的重要手段，通过研究目标产品所需的环境条件，

建立一系列高表达、低消耗、稳定均一的下游加工制造工艺，从而完成从实验室到生产规模整个

生产形式的转变，实现目标产品生产的规范化、产业化，以满足大量市场应用的需要。

（一）细胞工程产业化的实施过程

细胞工程产业化的实施过程主要分为三个阶段：实验室规模、中试规模和生产规模。

１实验室规模 该规模主要是在实验室用细胞工程或基因工程手段筛选出特异性、亲和性
和表达产量均高的有关抗体，以及分泌或表达产物稳定的细胞系，并确定这些细胞对培养环境、

培养条件（如温度、ｐＨ、营养成分）等因素的有关要求。

２中试规模 由实验室研究转入中试阶段。此阶段主要是对培养细胞进行中试放大，即由
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方瓶或摇瓶培养转入小规模的生物反应器内培养。此种反应器的规模通常为１～５Ｌ。中试放大的
主要任务是，对细胞系在大规模放大培养时的有关营养物质的要求和环境条件等进行实验，以确

定最佳的培养方式和生产过程的系统控制方案，并建立下游目标产品的浓缩、分离、纯化及质控

标准。

３生产规模 在完成中试研究后，为实现有关产品的产业化，就必须建立符合一定标准的
生产厂房，解决由小型生物反应器放大到生产型反应器的有关工程问题，以及转入生产规模时的

有关控制参数，建立下游目标产品大规模纯化、冻干和分装的生产线。

（二）细胞工程产业化的主要生产型式

１生物反应器大规模生产 生物反应器大规模生产是指通过发酵罐、中空纤维和固定床灌
流等生物反应器培养系统，在体外对工程细胞进行大规模培养以产生大量产物，再通过相关的纯

化手段浓缩纯化目的产物。现以杂交瘤细胞产生单克隆抗体的生产过程为例进行说明。杂交瘤细

胞属半悬浮培养细胞，在大规模培养放大过程中既可以采用悬浮培养的方式，也可以采取载体微

囊固定培养。目前用生物反应器在体外生产单克隆抗体，一般采用两个基本策略：①大容量高密
度悬浮培养法，如采用气升式或搅拌式生物反应器，进行分批式培养。该方法的主要特点是：生

物反应器工程结构较为简单，动力学方面如搅拌功率、通气量可按比例地放大，剪切力低并可达

到高氧传递等。②采用相对小的容积、高密度的细胞培养系统，如中空纤维的灌流培养、固定床
巨载体灌流培养和微囊培养等。实际上，啤酒和柠檬酸生产中的大型发酵罐生产就是非常典型的

例子。

２转基因动物体内生产 转基因动物技术是２０世纪８０年代初发展起来的生物高新技术，
对生命科学的发展具有重大的推动作用。要获得转基因动物，需要借助基因工程技术将外源目的

基因通过生殖细胞或早期胚胎导入个体的染色体上，并使其在基因组内稳定地整合表达，并能遗

传给后代。简言之，转基因动物是指以实验方法导入外源基因，在其染色体基因组内稳定整合并

能遗传给后代的一类动物。

转基因动物技术在分子生物学、分子遗传学、肿瘤学、医学、生物制药及畜牧学等领域已经

得到广泛应用。在生物活性物质的研制与生产中，将有应用价值蛋白质基因导入家畜或家禽的受

精卵中，在发育成的转基因动物的乳汁、血液或其他体液中收获基因产物，这就是所谓的“动物

生物反应器”。在此系统中动物就像一个活的生物反应器，除温度、ｐＨ和氧气由动物本身自动控
制外，本质上与动物细胞的培养或微生物发酵罐系统并无差别，都是通过生物的基本单位———细

胞来表达外源基因产物，由此很可能发展成新型的制药工艺基地———分子农场（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆａｒｍ
ｉｎｇ）或基因农场（ｇｅｎｅｆａｒｍｉｎｇ）。

第二节 微生物细胞工程及其

在食品工业中的应用

细胞工程应用于微生物中的最常用的技术是细胞融合和细胞培养，后者是发酵工程的手段。

在大多数情况下，微生物的细胞培养并不单独列在细胞工程中。这一节重点介绍微生物的细胞融

合及其在食品工业中的应用。
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一、微生物原生质体融合的优点

微生物与人类生活的许多方面都有着极为密切的关系。长期以来，利用物理方法和化学方法

处理微生物是选育高产优质变种的行之有效的经典方法，在培育多种抗生素、氨基酸、核苷酸及

酶的高产菌种方面起了很大作用。但是也存在着很多不足之处，比如工作量非常大，有很大的盲

目性，而且在连续多次处理达到饱和后就很难再进一步提高。此外，这类方法对某些菌种是不适

合的。

微生物原生质体融合正是解决这些问题的良好途径。原生质体融合技术不仅能使遗传基因高

频重组，而且可以集双亲优良遗传性状于一体，自从Ｓｃｈａｅｆｆｅｒ等人成功地进行了微生物原生质
体融合以来，这项技术便广为人们所接受。微生物细胞具有细胞壁，在进行细胞融合操作前，必

须将细胞壁脱除，得到原生质体。微生物原生质体的融合具有以下几个优点。

（一）有较高的诱变率

去除了细胞壁的障碍，如直接用诱变剂处理，诱变效率比较高，特别是对那些本来对诱变剂

作用不敏感的微生物。没有细胞壁的障碍，即使是接合型不同的真菌或酵母细胞也能发生原生质

体的相互融合。

（二）重组子类型多

原生质体融合后，两个亲株的整套基因相互接触，可以有充分的机会发生多次交换，产生各

种各样的基因组合而得到多种类型的重组子；而且参与融合的亲株数不限于两个，可以多至三

个、四个，这是一般杂交所不可能达到的。

（三）有较高的融合率

借助各种方法（前面已经介绍过），可以得到比较高的融合率。

（四）可与多种育种方法结合使用

融合技术可以和其他多种育种方法相结合，将用其他方法得到的具有优良性状的良种作为亲

株，通过融合将性状组合到另外的单株中。

（五）有较高的筛选率

可以用温度、药物和紫外线照射等处理钝化亲株的一方或双方，然后再使之融合，这样可以

在筛选中除去某一亲株一方的不良性状，这样做往往可以提高筛选的效率。

由于具有以上的优点，因此微生物原生质体融合育种培育新菌株的技术是十分有用的细胞工

程技术，而且利用该技术来选育工业良种也受到国内外的普遍重视。

二、微生物细胞融合

微生物原生质体融合技术已经得到了广泛的应用，实验方法也日趋完善，实践证明它是一种

非常有效的育种方法，其具体的过程和操作方法由于微生物的差异而有不同，但基本步骤是相同

的。
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（一）微生物原生质体的制备

为制备微生物原生质体，首先必须有效地除去包裹在细胞外层的细胞壁。虽然可以采用包括

机械压榨等许多方法来瓦解细胞壁，但是为了保证原生质体的完善，不使机械力破碎细胞膜，所

以一般采用酶法去壁。由于各种微生物细胞的细胞壁在组成上不尽相同，所以操作对象不同采用

的酶也不同。

１亲本菌株的标记 如何将亲本菌株与杂种细胞有效地分离是原生质体融合技术中非常关
键的一步。亲本的标记是否适于融合子的有效检出和融合子中优良形状的保持有很大的关系。因

此在菌株的融合前，一定要做好两个亲本的标记。常采用的亲本标记主要有下列几种。

（１）营养缺陷型标记。在这种方法中，两个亲本常经诱变而带有不同且在融合子中可以互补
的营养缺陷标记，亲本不能在基本培养基上生长，而杂合子可以。陈昌海等在用原生质体融合技

术构建糖化型酿酒酵母时，两个亲本分别是Ａｌａ－Ｃｙｓ－和Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－营养缺陷型。
（２）抗药性标记。王云六（１９８７）等曾用抗药性标记进行了苏云金杆菌库斯塔基变种间的原
生质体融合。

（３）荧光标记。此标记法用不同的荧光色素染色双亲原生质体，使其在特定波长的激发光下
显现不同的颜色。在荧光显微镜下，用显微操作器挑出具有双亲两种荧光色的单个细胞，即为融

合子。在这种方法中，荧光色素的确定既要考虑荧光色素对原生质体的影响，又要考虑颜色的分

辨，是比较难于进行的。

（４）失活原生质体供体法。亲本之一经过用紫外线、热或化学方法处理失活作为基因的供体
与正常的未经处理的另一亲本细胞融合。周东坡等（１９９９）通过灭活原生质体融合技术获得了酿
酒酵母新菌株，Ｆｏｄｏｒ等早在１９７８年就曾在５０℃下处理１２０ｍｉｎ使野生型巨大芽孢杆菌ＫＭ的原
生质体失活，并与营养缺陷型巨大芽孢杆菌的未失活原生质体融合，方便地筛选到了理想的杂合

子。

２不同微生物细胞壁的消化 细菌细胞壁的主要成分是肽多糖，它是由Ｎ?乙酰葡糖胺
（Ｇ）、Ｎ?乙酰胞壁酸（Ｍ）和一段小肽组成，组成这段小肽的氨基酸是Ｌ?丙氨酸、Ｄ?谷氨酸、内
消旋二氨基庚二酸（ＤＡＰ）及Ｄ?丙氨酸。一般采用溶菌酶处理就可达到细胞壁消化的目的。主
要的细菌细胞壁溶解酶可以分为两大类：作用于糖苷键的糖苷酶类和作用于酰胺部分和肽部分的

酶。前者也称为自溶素，在微生物的细胞自溶中起重要作用；后一类酶包括了切开肽聚糖中肽段

部分肽键的肽酶。

放线菌是一类形态及分化特征较独特的微生物，它在分类上属于革兰氏阳性细菌，它的细胞

壁结构也类似于其他革兰氏阳性菌，以肽聚糖为其主要成分。对于一般的放线菌，常用蛋清溶菌

酶来处理。

真菌的细胞壁和细菌的细胞壁在组成上有明显的不同，主要是纤维素、几丁质和葡聚糖等，

因而对真菌细胞壁的消化，需采用相应的酶。酵母常用蜗牛消化酶和酵母裂解酶，青霉菌多用纤

维素酶、α?１，３糖苷酶等，曲霉用β?１，３和β?１，４糖苷酶等来处理，头孢菌多采用纤维素酶或
溶菌酶。

对于原生质体的制备，甘志波（１９９４）等报道了将机械化方法和酶法相结合的措施。结果表
明，捣碎?酶法能明显提高原生质体的形成量，尤其是当使用粗糙圆头玻棒捣碎菌丝时。其原因
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可能是因为在机械捣碎菌膜的过程中，使菌丝体断裂和菌丝间的连接分开，同时，使细胞壁破

损，因此增加了细胞壁对溶菌酶的敏感性。此法适用于丝状真菌原生质体的制备。

３影响原质体形成的因素 原生质体融合技术的应用目的是获得具有再生活性高的原生质
体。为了提高原生质体的形成率，许多学者作了大量的工作，较为全面地研究了影响原生质体形

成率的因素，主要包括菌龄、菌体生长培养条件、酶作用条件等。

微生物菌体的不同生长时期，所表现的生理状况不同，不同生长时期的微生物细胞的细胞壁

对脱壁促进剂的敏感程度可能会存在很大的不同。一般而言，对数生长期的菌体容易被溶解酶脱

壁，原生质体的生成率是最高的，而在其他时期原生质体的生成量会有比较大的不同，特别是在

稳定期，其得率会急剧下降。因此在制备原生质体时，要选择菌体生长的适宜时期进行处理，做

好前期的菌体培养工作。

微生物培养过程的状况也会大大的影响原生质体的得率，可以分为两个方面，一是培养基成

分的影响，一是培养方法的影响。１９７６年Ｐｅｂｅｒｄｙ用构巢曲霉（Ａｎｉｄｕｌａｎｓ）做的研究表明，
生长于葡萄糖?盐培养基的菌丝体比添加了酵母膏的培养基培养的菌丝体有利于原生质体的形成，
降低磷浓度和加入螯合剂均可显著提高构巢曲霉的原生质体的得率。Ｓａｇａｒａ等发现，当链霉菌继
代培养于含有一定量甘氨酸培养基中时，对溶菌酶的敏感性明显增加，而某些细菌处于含高浓度

的甘氨酸的培养基时，会失去细胞壁。这是因为，甘氨酸代替了肽聚糖中的丙氨酸残基，干扰了

细胞壁的形成。青霉素可以抑制细胞壁的合成，冯清平和薛林贵１９９７年在研究地衣芽孢杆菌原
生质体的形成时发现，不同生长时期加入青霉素对原生质体形成有比较大的影响，对数期的中期

在培养基中加入亚适量的青霉素，可以提高原生质体的得率。对于放线菌而言，在培养基中加入

甘氨酸培养，也可以提高原生质体的产生，但对于具体的菌种，由于细胞壁组成的差异，所用的

浓度有所不同。另外，在菌丝生长时添加适量的蔗糖也能提高溶菌酶消化细胞壁的敏感性，但是

蔗糖的浓度也应该随着菌种的不同而不同，如庆丰链霉菌需要的蔗糖浓度为１０％，吸水链霉菌
井冈变种需要的浓度为１５％。至于蔗糖的作用，可能是由于扰乱了菌体代谢的结果。对培养方
法的影响的研究不如对培养基成分的影响研究的广泛，甘志波对丝状真菌的培养方法进行了比

较，在液体摇床培养、固体玻璃纸培养和液体静止法对黑曲酶ＡＭＳ?１１培养中，发现第三种效果
要好的多。

借助于酶法脱壁时，酶的用量和处理时间会很明显影响原生质体的生成。比如，刘依强等

（１９９４年）在对芽孢杆菌原生质体的形成、再生及种间融合的研究中报道，原生质体形成率随酶
浓度的增加而提高，当溶菌酶的浓度为０５ｍｇ／ｍＬ时，菌株ＴＧ２６?１０原生质体的形成率为９４１％，
菌株ＡＳ１９０４?１７的原生质体形成率为８６２％；当浓度提高至０７５ｍｇ／ｍＬ时，两亲株的原生质体形
成率分别为９８５％和９３９％。施庆珊等（２０００年）在用原生质体融合选育肌苷产生菌产氨短杆
菌ＧＭＡ?２８０２时，用溶菌酶处理亲本时发现，当酶浓度在０６ｇ／Ｌ时，酶解时间为３０、６０和

１２０ｍｉｎ，原生质体形成率分别为６０％、９０％和９９％，但酶解时间太长，会影响原生质体的再生
率。

原生质体一旦形成，就必须处于一个适当渗透压的环境中，这样才能免于破裂，因为原生质

体是由半透膜包裹着细胞质的圆球，在低渗环境中，水分会通过细胞膜进入原生质体，使之不断

膨胀而破裂。不同种微生物所用的稳定剂各不相同，细菌常用ＳＭＭ 液（主要成分是蔗糖
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０５ｍｏｌ／Ｌ，顺丁二烯００２ｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２００２ｍｏｌ／Ｌ），真菌常用的是０４～０８ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液和

０３～１０ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶液，酵母用多种糖及糖醇作稳定液。
（二）原生质体的再生

用原生质体融合进行育种的一个必要环节是必须使原生质体再生成细胞。对原生质体技术来

讲，使原生质体重新生长出细胞壁，回复到完整的细胞形态称为原生质体的再生。原生质体只有

再生，才能对其后代进行遗传鉴定，而且再生率的高低，将直接影响原生质体融合育种的重组效

果。

原生质体的再生的条件要求比较严格，而且不同微生物又有所不同，甚至一些非常近似的

种，其最适的再生条件也在再生培养基营养成分及其他条件（如培养温度等方面）有所差别。原

生质体的再生条件中，都有一个最重要的共同点，需要高渗透压环境。不同微生物原生质体的再

生，各有其最适合的再生培养基。比如芽孢杆菌原生质体的再生培养基可以用ＣＭ培养基（胰蛋
白胨１％，酵母提取物０５％，葡萄糖０５％，ＮａＣｌ０５％，琼脂１５％，ｐＨ７０～７２）加入

０５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇、００２ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ。枯草杆菌原生质体的再生培养基一般采用ＤＰＡ培
养基，其成分为水解酪蛋白５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４３５ｇ，葡萄糖５ｇ，色氨酸０１ｇ，马岛血
清５ｍＬ，琼脂２％，琥珀酸钠０５ｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ００２ｍｏｌ／Ｌ，用１０００ｍＬ水配制，ｐＨ７３。
在原生质体的制备中，能再生细胞壁回复成细胞形态的总是只是其中一部分，原生质体的再

生率可以按照下面的公式来计算：

原生质体再生率＝
原生质体平板培养菌落－处理后剩余菌落数

制备原生质体球状体数 ×１００％

为了求得较高的再生率，在试验过程中要求操作条件温和，避免因为机械力量引起原生质体

的破碎。再生用的平板培养基在涂布之前，宜先除去培养基表面多余的冷凝水。另外，原生质体

的再生活性和原生质体制备中的一些条件也密切相关。比如菌龄，以吸水链霉菌变种为例，菌龄

１２ｈ时（对数中期）菌丝体的原生质体再生率为４７８８％，１６ｈ时 （对数后期）再生率为

２１９８％，而２４ｈ时（静止期）再生率则只有１１５％。用酶进行脱壁时，酶的用量和作用时间对
原生质体的再生也可能有比较大的影响，前面提到刘依强等人对芽孢杆菌原生质体的形成和再生

进行的研究中，除了发现酶的用量和作用时间对原生质体的形成有大的影响外，发现这两者对再

生也有比较明显的影响。用溶菌酶对亲本细胞进行处理，溶菌酶浓度为０５ｍｇ／ｍＬ时，菌种

ＡＳ１９０４?１７和ＴＧ２６?１０的原生质体的再生率分别为１０５％和１８２６％，当浓度提高为０７５ｍｇ／

ｍＬ时，再生率分别为８６３％和１３５％；随着酶处理时间的延长，再生率不断下降。
微生物的细胞融合的研究中，也发现在培养阶段外加某些物质可以提高原生质体的再生率。

在枯草芽孢杆菌原生质体再生的研究报道中，加入细胞壁的引物能有效地提高再生率，做法是把

培养过夜的大肠杆菌肉汤培养物灭菌、离心，用蒸馏水洗涤两次，体积浓缩２０倍，使用时与等
量原生质体悬液混合涂平板，可以使再生率提高３～１０倍。冯清平等对地衣芽孢杆菌原生质体的
形成进行研究时发现，地衣芽孢杆菌５３?Ａ６菌株在生长的延滞期加入适量的甘氨酸（１ｍｇ／ｍＬ），
然后在对数中期和末期分别加入青霉素（提高细胞壁对酶的敏感性）和溶菌酶，最后测定原生质

体的生成率，其四次对比试验结果如下：加入甘氨酸的结果依次为９７％、９６８％、９７２％和

９７％，不加甘氨酸的则依次为５９８％、６２３％、６０８％和６０９％，差别明显。
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（三）原生质体的融合和杂合子的筛选

微生物原生质体的融合方法可以用前面提到的各种方法，这里简单介绍最普通的聚乙二醇

促融法。以酵母菌为例，其过程为：细胞在ＹＰＤ培养基中于３０℃振荡培养１７ｈ收集并洗涤
细胞，用蜗牛酶在３０℃处理４ｈ洗涤原生质体，由两亲株制备混合的原生质体悬浮液用

ＰＥＧ和Ｃａ２＋处理，离心１５ｍｉｎ将原生质体包埋在培养基中培养一周。最后，将重组子筛选出
来。

杂合子的筛选要根据亲本的标记来决定，常用的手段有两种：直接法和间接法。前者是将融

合液涂布于不补充两个亲株必须营养物（基础培养基）或补充有两种抗药性标记对应药物的培养

基（选择培养基）上，直接筛选出杂合子。后者将融合液涂布于营养丰富的再生培养基上，使未

融合的和融合的都生长出来，然后用影印法接种在对应的基础培养基或选择培养基上，经过对照

选出杂合子。

三、微生物细胞融合技术在食品工业中的应用

由于原生质体融合技术的优点，使它在改变微生物遗传性状方面具有独特的优势，利用细

胞工程技术来培育应用微生物的良种，国内外已经开展了广泛的工作，并取得了可喜的成

果。

（一）酵母菌的育种

酵母是人类驯化和使用最早的微生物，在现代食品工业中，占有非常重要的地位，因此以它

为目标的研究开展得非常广泛。自从１９７７年Ｆｅｒｅｎｃｚ等首次将原生质体融合技术应用于酵母以
来，关于酵母菌的种间融合和种内融合有大量报道。

酒精发酵中，在环境温度较高的地区，普通酵母菌难以进行正常发酵，必须配备制冷设备才

能维持正常的生产，即使在春、秋、冬三季，欲控制正常发酵温度（３４℃），也要消耗大量的冷
却水和电能，因此选育高温酵母意义重大。长期以来，这方面的工作主要集中于高温驯化和自然

界筛选，Ｓｔｅｔｅｉ等曾报道了通过原生质体融合技术获得了４２℃条件下发酵产酒率为６０％的耐高
温酵母。文铁桥和赵学慧（１９９９）则采用以下两株菌进行细胞融合以求获得耐高温的酵母新品
种：酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）Ａ００１，能发酵麦芽糖，但在４５℃条件下不能生长；克
鲁维酵母（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓｓｐ）Ｙ０３４，不能发酵麦芽糖，但可以在４５℃下生长。经用蜗牛酶处理
制备原生质体，并通过ＰＥＧ进行融合，最终得到了两株融合子ＡＹ０２３和ＡＹ６８０，遗传性状比较稳
定，获得了双亲的优良性状，具有在４５℃培养条件下产酒率７４％的能力。方霭琪和李绍兰等
（１９９０）也对耐热酵母与酿酒酵母进行了融合研究，方霭琪从云南温泉中分离到在４５℃生长良好
的耐热酵母假丝酵母（Ｃａｎｄｉｄａｓｐ）；李绍兰利用甘蔗糖蜜生产酒精的生产菌株，首先通过化学
试剂诱变使两个亲本分别具有营养缺陷标记Ｌｙｓ－和Ａｒｇ－，助融剂为３５％的聚乙二醇（ＰＥＧ
ＭＷ６０００）?１０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钙溶液，融合后筛选融合子，得到了一株在４０℃培养条件下糖的利
用率为９４３％、乙醇产量为５７９ｇ／Ｌ的属间融合株。
啤酒是大众消费非常普遍的日用饮品，对生产啤酒的酵母菌改造获得更好的生产性能和更好

的啤酒风味是非常有意义的。现代啤酒发酵工业中，大罐发酵是广泛应用的方法，理想的酵母菌
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株除了要求具有发酵力强，赋予啤酒独特的风味外，最好要有一定的凝集性，在发酵终了时菌体

聚集起来，利于后面的工艺操作。江慧修等（１９８３）用红霉素抗性标记和小菌落呼吸缺陷突变标
记一株非凝集性啤酒酿造用酵母ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃａｒｌｓｂｅｒｇｅｎｓｉｓＢ８，该酵母发酵力强，酿酒风味好，
然后与强凝集性酵母ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃａｒｌｓｂｅｒｇｅｎｓｉｓＡ４３进行融合。在融合过程中，采用Ｂａｅｋｏｎ
２０００电融合仪进行电激发原生质体融合，获得了五株稳定的凝集性酵母，并且保留了发酵力强
和酿酒风味的特点。

在啤酒工业中，所用的酿酒酵母（即酒精酵母）不具备发酵乳糖的能力，国外已经有人通过

原生质体融合技术获得了具有发酵乳糖能力的酵母菌株，国内张博润和蔡金科也做了相关的研

究。两个亲本分别是酿酒酵母和克鲁维酵母，后者具有很好的乳糖发酵能力，酿酒酵母与乳酸克

鲁维酵母通过聚乙二醇诱导融合，获得了种间融合子，杂合子不仅能发酵葡萄糖、蔗糖、麦芽

糖、棉子糖和蜜二糖，而且可以发酵乳糖，在以乳糖为碳源的培养基中其发酵能力是亲本乳酸克

鲁维酵母的两倍。

前面曾经提到灭活原生质体融合技术，该技术在食品工业的啤酒酵母育种中也得到了应用。

双亲灭活原生质体技术是首先运用物理的（比如加热、紫外照射等）或化学的方法（比如各种诱

变剂）对亲株进行处理，使其丧失生理活性，然后进行融合，通过遗传物质的互补获得具有生理

活性的融合子，该技术避免了对亲株进行遗传标记的步骤，也不会发生由此而引起的亲本优良性

状的改变。酒精酵母是白酒发酵中应用的一种菌株，具有较高的发酵能力，产酯酵母（即生香酵

母）具有产酯能力，在白酒发酵中添加该菌，可以提高白酒醇香浓郁的口味，赵华等首先将两亲

本培养到对数期，然后用β?巯基乙醇?ＥＤＴＡ在３０℃处理３０ｍｉｎ，经蜗牛酶处理后，置于３０Ｗ紫
外灯下灭活，经融合后，筛选到６株遗传性状稳定的既有高发酵能力又有高产酯特性的融合子。
在筛选酿酒酵母新菌株方面，周东坡等也运用该技术进行了探索，其出发菌为酿酒酵母（Ｓａｃ
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＬＱ１６和ＱＳＢ７，前者是齐齐哈尔啤酒厂的生产菌株，作为亲本前者遗传标
记为Ｉｌｅ－Ｄａｔ＋，后者为Ａｌａ－ＨｉＳ－，分别通过紫外灭活和加热灭活，助融剂为ＰＥＧ，得到融合
子，经检测，该遗传性状稳定的杂合子具有口味独特、发酵度高、絮凝性强的优良特性，是一株

啤酒生产的新菌株。

（二）其他食品微生物的育种

芽孢杆菌是一类重要的应用微生物，淀粉酶、蛋白酶都是它的产物，也是应用细胞融合技术

研究较多的菌种。自１９７６年以来，芽孢杆菌的原生质体融合开始有了大量的报道。比如用产蛋
白酶的芽孢杆菌与地衣芽孢杆菌进行的融合，通过溶菌酶处理得到亲本的原生质体，聚乙二醇作

为助融剂，进行融合，得到了一株融合子，其产酶能力比亲本提高了１５％～２０％，再经过紫外
诱变，得到了产酶能力进一步提高了２０％～３０％的具有工业生产价值的高产变种。
乳糖发酵短杆菌和黄色短杆菌是两种重要的氨基酸生产菌，后者是赖氨酸高产菌，但生长缓

慢，发酵周期长，生产中染菌的机会大，将它与前者融合后，得到新的赖氨酸生产菌，不仅提高

了对葡萄糖的转化率，而且发酵周期也大大缩短，与亲本相比较缩短了１１％。另外，谷氨酸生
产菌的细胞融合育种也有大量的报道。

以上只是报道中的一小部分，但已经可见该技术在工业育种中的巨大潜力，并已经取得了很

好的成效，已被广泛地应用于食品工业。
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第三节 动物细胞工程及其在食品工业中的应用

从操作对象来看，动物细胞工程无疑是细胞工程中的一大组成部分，以动物细胞为目标的细

胞大规模培养、细胞拆分、细胞融合等技术也得到了蓬勃的发展，并在科研和实践生产中取得了

重大的成果。

一、核移植技术

细胞核移植一词最早出现在Ｓｐｅｍａｎｎｎ（１９３８）所著的《胚胎发育与诱导》一书中，但当时
由于实验条件的限制而未能实现，直到１９５２年，Ｂｒｉｇｇｓ和Ｋｉｎｇ才第一次报道了蛙的胚胎细胞核
移植成功。核移植（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ），是指将不同发育时期的胚胎或成体动物的细胞核，
利用显微手术和细胞融合方法移植到去核卵母细胞中，重新组成胚胎并使之发育成熟的过程。与

胚胎分割技术不同，细胞核移植技术，特别是细胞核连续移植技术可以产生无限个遗传性状相同

的个体。由于细胞核移植是产生克隆动物的有效方法，故人们往往把它称为是动物克隆技术，甚

至被认为是动物克隆的同义词。

（一）核移植技术

严格地说，细胞核移植技术只是动物克隆的一项最关键的技术，但并非所有的核移植技术产

生的动物个体都是克隆，由于理论和技术的限制，并非所有的动物细胞特别是体细胞还不能像植

物细胞那样表现出全能性发育，在多莉羊诞生之前，胚胎核移植技术已经有了比较成熟的发展，

但其供体核是已经分化到一定程度的受精卵。１９９７年Ｗｉｌｍｕｔ的多莉羊降世，立即引起了轩然大
波，在科技界、政界、法律界、宗教界引起了强烈的反响，因为它开创了体细胞动物克隆的先

河，这一研究结果以雄辩的事实推翻了长期以来一直认为分化的动物体细胞不具备发育全能性的

观点。这项发明在理论研究和实践应用上都具有十分重大的价值。

１克隆的概念 “ｃｌｏｎｅ”一词来源于希腊语，其愿意是用离体的细枝或小枝增殖的意思。

１９０３年Ｗｅｂｂｅｒ在《Ｓｃｉｅｎｃｅ》上一篇题为“新的园艺和农业术语”的论文中，使用了“ｃｌｏｎｅ”一
词，定义为用植物营养器官部分无性繁殖得到的品系。后来该词被生物界所接受，克隆的概念逐

渐应用到了植物、动物、微生物和医学方面，并形成了比较一致的概念：克隆是指由一个细胞或

个体以无性方式重复分裂或繁殖形成的一群细胞或一群个体，在不发生突变的情况下，一个克隆

的成员具有完全相同的遗传结构。随着科技的发展，传统的克隆概念也有了一些改变，对于动物

克隆概念来讲，高峰（２０００）在报道中认为：凡是不经过受精过程而获得新个体的方法就叫做克
隆；或者经核移植技术产生的动物叫做克隆动物。

目前在众多的报道中，几乎都认为经核移植得到的动物个体可以成为克隆动物。严格地说，

以胚胎核移植产生不应该称为克隆动物，因为胚胎细胞核的得到仍然经过了受精过程（自然方式

或人工方式），目前一般的胚胎核移植技术在一般的细胞工程实验教材中都有详细的过程描述。

值得一提的是多莉之父Ｗｉｌｍｕｔ在其论文中，虽然其供体核来自高度分化的乳腺细胞，但始终未
提到“ｃｌｏｎｅ”一词，而将多莉称为“重建胚”。
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２核移植技术与动物克隆 根据供体的不同细胞核移植可分为：胚胎细胞核移植、胚胎干
细胞核移植、胎儿成纤维细胞核移植和体细胞核移植。整个动物的克隆操作，主要有以下几个步

骤：细胞质受体和核供体的处理和制备、核移植、核移植发育胚胎移入雌性动物体内产生克隆动

物。

（１）普通核移植动物的产生。不同的动物，进行核移植时所采取的具体方式不同。对哺乳动
物来讲，一般操作是：供体核的准备是借助显微操作仪，将体内或体外成熟的含有供体核的细胞

的细胞质与细胞核分离，得到独立的细胞核；同时，受体细胞做去核处理。卵母细胞的处理，可

以借助一根很细的玻璃针小心地在特定的部位插入细胞，然后往上轻轻一挑，卵子中就会流出少

量的细胞质，核也就随着流出，也有报道用化学方法、激光或紫外光灭活染色体等方法达到目

的，但实践结果表明显微手术法更为简便有效。据范必勤报道（２０００）其中又以三种方法最为常
用，第一种，在接近第一极体处的透明带作一切口，用移植管挤压卵母细胞，使核和一部分细胞

质流出；第二种，在相差显微镜下吸除核及附近约１／３的细胞质；第三种，在ＤＩＣ（微分干涉
差）倒置显微镜的高分辨率视野下使卵母细胞轻微旋转，当纺锤体与焦平面垂直时核区域与卵母

细胞质的折光率略有差别，可准确吸除中期核和少量的细胞质。三种去核方法去除细胞质的量不

宜过多，应与移入核时所带入的细胞质的量大致相同。

接着，就可以通过显微操作将供体核注入到准备好的受体细胞中。但在这种情况下，该复合

体还不具备发育的条件，必须激活，可以使用电刺激使供体核与受体细胞融合在一起，通过化学

刺激或采用激光刺激激活移核复合体，最后，在体外或体内培育到桑葚期或囊胚期，再移植到寄

母的子宫中，待其发育。其过程可用图５?３表示。

供核细胞 ／去核卵母细胞复合体

去核移核

卵母细胞供核细胞

融合

重组胚胎

克隆个体

寄母

体外 ／体内培养

激活

图５?３ 哺乳动物的简单克隆路线

（２）多莉羊和动物体细胞克隆。罗斯林研究所的资深科学家Ｉａｎ Ｗｉｌｍｕｔ和 Ｋｅｉｔｈ
ＨＳＣａｍｐｂｅｌｌ及其合作者以高度分化的成年母羊乳腺细胞为核供体，克隆出一只绵羊，取名

Ｄｏｌｌｙ。
首先，威尔马特和他的同事们从一只不知姓名的ＦｉｎｎＤｏｒｓｅｔ种白色妊娠绵羊的乳腺刮下若
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干个膜细胞。通常，这类细胞在１０％的绵羊胎儿血清中能保持其活性；血清是血液的液体成分，
它富含细胞营养物质。但是，Ｗｉｌｍｕｔ意识到，利用使细胞处于休眠状态的标准技术，即将它们
置于浓度降低为０５％血清之中，不仅可以使这些细胞“忘记”它们是乳房细胞，而且能使它们
“记住”发育成整只绵羊的遗传指令。这是一个重大的突破。以前，其他研究者不理解使细胞遗

传物质和接受细胞遗传物质的卵细胞二者在发育上同步的重要性，在其他实验室，基因在由卵细

胞激活的发育过程中行进得过于超前。然而，Ｗｉｌｍｕｔ从ＦｉｎｎＤｏｒｓｅｔ种母羊摘取的细胞并没有开
始分裂ＤＮＡ，并将之转译成绵羊特质（ｓｔｕｆｆｏｆｓｈｅｅｐ）。处于休眠状态的乳房细胞的基因极易与
卵细胞结合。然后，从形体较小的苏格兰黑面羊摘取卵细胞，通过手术去除其细胞核（ＤＮＡ的
载体）。Ｗｉｌｍｕｔ及其研究小组把白羊的乳腺细胞放入黑羊的已去除细胞核的卵细胞中，以一种弗
兰肯斯坦（Ｆｒａｎｋｅｎｓｔｅｉｎ）式的技巧，用电脉冲使这些细胞的膜不仅结合在一起，两个细胞即刻
合而为一。再则，利用标准的人工繁殖技术，将合成的卵细胞植入一只黑面母羊体内。４个月之
后，这只举世震惊的小羊羔诞生了。人们发现它的颜色是白的，这暗示它与黑面母羊———它的生

身之母不属于同一个品种。ＤＮＡ测试最终证实，多利确实是一个生物学复制品（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｏｐｙ）。

克隆小鼠

受体母鼠

胚胎移植

胚胎培养

形成假原核

抑制极体的形成

染色体凝集

注入供体核

吸入供体核

选择细胞

去核卵母

体细胞核供体

去核

卵母细胞供体

１～６ｈ

激活卵母细胞

融合

移入供体核

检查去核效果

中期染色体

去核

ＭⅡ期卵母细胞

第一极体

细胞

图５?４ “多莉”技术（左）与“檀香山”技术（右）的比较

在技术路线上，Ｄｏｌｌｙ并没有太大的突破，采用的是传统的胚胎细胞核移植技术。Ｄｏｌｌｙ克隆
成功之后，美国夏威夷大学的ＴＷａｋａｙａｍａ等用小鼠卵丘细胞作核供体，克隆出小鼠，而后又
成功地用克隆出的小鼠卵丘细胞作核供体，从中克隆出第二代小鼠，共计获得５０多只克隆小鼠。
值得说明的是，克隆小鼠的技术与克隆Ｄｏｌｌｙ的技术有所不同，目前国内将克隆小鼠的技术称为
“檀香山”技术。之后，日本科学家用牛输卵管上皮细胞作核供体，从中克隆出了两头牛。也有
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消息［ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９８，１６（８）：７０３］说日本科学家用成年牛脊背上肌肉细胞中的
细胞作核供体，从中克隆出一头牛。２０００年６月，中国西北农林科技大学利用成年山羊体细胞
克隆出两只“克隆羊”，但其中一只因呼吸系统发育不良而早夭。据介绍，所采用的克隆技术为

该研究组自己研究所得，与克隆“多莉”的技术完全不同，这表明我国科学家也掌握了体细胞克

隆的尖端技术。

（３）胚胎核移植技术。哺乳动物胚胎细胞核移植研究的最初成果在１９８１年取得———卡尔·伊
尔门泽和彼得·霍佩用鼠胚胎细胞培育出发育正常的小鼠。１９８４年，施特恩·维拉德森用取自羊
的未成熟胚胎细胞克隆出一只活羊，其他人后来利用牛、猪、山羊、兔和猕猴等各种动物对他采

用的实验方法进行了重复实验。１９８９年，维拉德森获得连续移核二代的克隆牛。１９９４年，尼尔·
菲尔斯特用发育到至少有１２０个细胞的晚期胚胎克隆牛。到１９９５年，在主要的哺乳动物中，胚
胎细胞核移植都获得成功。

中国胚胎工程从２０世纪６０年代开始，其研究从鱼类和两栖类的细胞核移植开始。我国著名
科学家童第周教授，于１９６０年开展鱼类及两栖类细胞核移植研究，现在鲤鲫核移植鱼已大面积
繁殖推广。７０～８０年代，胚胎核移植技术得到广泛推广，１９７３年中科院遗传所率先开展哺乳动
物胚胎移植，兔胚胎移植成功。胚胎移植成功的动物还有：绵羊（１９７４年，中科院遗传所、内
蒙古三北种羊场）、奶牛（１９７８年，中科院遗传所、上海牛奶公司第七牧场）、山羊（１９８０年，
西北农大）、小鼠（１９８０年，中科院遗传所）、马（１９８２年，西北大学）、猪（陕西武中畜牧所）。

７０年代末至８０年代初，胚胎冷冻技术开始应用，在含有冷冻保护剂的溶液里，将胚胎保存于

－１９６℃的液氮中，需要时，解冻胚胎并移植获得后代。这项技术广泛应用于牛的繁殖。９０年代
实现了连续细胞核移植，１９９３年，中科院发育所获得第二代核移植山羊。１９９２—１９９６年，西北
农大得到第一代至第五代核移植山羊，１９９５年，西北农大将滋养层细胞作为供体细胞，获得山
羊。

（二）核移植技术在相关食品工业中的应用

核移植技术已经应用于诸如单性生殖、核质关系等机理方面的研究，在动物育种和优良品性

的选育中，发挥了巨大的作用，以它为核心的克隆动物有着十分重要的应用价值。应用克隆动物

的选择方案或杂交方案的效率均高于常规育种。

鱼类细胞核移植研究，我国一直处于领先地位。生长快、蛋白质含量高的鲤鲫移核鱼已在生

产中推广。最近在体细胞克隆鱼的研究也在进行中。对鱼类的研究，首先是由我国的童第周等在

１９６３年首创的，它比两栖类的研究晚了约１０年，比哺乳类早１８年。从１９６３年到１９９９年为止，
在国外只有前苏联的Ｇａｓａｒｙａｎ（１９７９）和日本的Ｎｉｗａ等（１９９９）有过报道，可见我国在鱼类的
核移植方面一直独占鳌头。

对经济鱼类的核移植研究首先是从鲤鱼和鲫鱼开始的。这是两种常见的鱼。鲫鱼的特点是味

道鲜美，容易繁殖和饲养，但个体小；而鲤鱼生长迅速、个体大，但是肉质粗厚，味道差。这两

种鱼间的杂交属于远缘杂交，因此用传统的方法很少能获得成功，采用核移植技术，将鲤鱼的囊

胚细胞核移植到鲫鱼的去核卵中，获得第一代鲤鲫移核个体，这种鱼能长到性成熟，并能产生后

代，目前已经获得了第四代移核鱼。更为重要的是，这种鱼具有优良的性状：生长速度快，肌肉

蛋白质含量比鲤鱼高３７８％，脂肪含量比鲤鱼低５５８％。在四川省双流县做的养殖试验表明，
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鲤鲫移核鱼的生长速率比鲤鱼快２２％。该鱼已经作为优良品种在北京市、四川省、湖北省、湖
南省和广西壮族自治区等地推广养殖。长江水产研究所和淡水中心，又利用鲤鲫移核鱼生长快的

特点，与其他鲤鱼做有性杂交，从而进一步改良品种。严绍颐等（１９９１）对鲤科中不同亚科的草
鱼和团头鲂进行核移植研究，获得了核质杂种鱼，经多年的培养，生长正常，其中一条可以产生

正常的精子，能与正常的草鱼回交得到生长良好的后代。

在家畜育种方面，我国科学界在“七五”期间已经开始着手核移植技术的基础研究，并首先

在兔和山羊上获得成功。通过从一个胚胎复制出大量同一基因型的个体，从而建立胚胎的无性繁

殖系，这对家畜育种和畜牧生产、对具有优良遗传品质个体的评定选择和发展都有重要的意义。

体细胞核移植技术也是一种比较有前途的方法，用该方法制作转基因动物的突出优点是效率高，

因为用核供体的细胞是确证整合了某一外援结构基因的细胞，一旦核移植成功，就意味着得到了

转基因动物，这样，就将转基因动物的筛选提前到了细胞水平，而不是在动物水平，不但可以节

省时间，对大动物的生物反应器来讲，更降低了成本。哺乳动物的克隆是现在科学研究的一大热

点，特别是牛、羊、猪等大型动物的克隆意义重大，已经在促进生长、提高繁殖率、抗病、产生

药用蛋白、人类疾病动物模型、异种器官移植等方面获得了多种转基因动物。

可以把哺乳动物克隆研究的发展分为两个阶段。第一阶段是从１９８３年Ｗｉｌｌａｄｓｅｎ的绵羊胚胎
细胞核移植成功开始，这一阶段的工作解决了以下几个问题：①哺乳动物早期胚胎细胞发育的全
能性；②哺乳动物胚胎、组织及个体发育中的印迹现象；③哺乳动物胚胎发育过程中的一些核质
关系，核移植的一些技术问题。第二阶段开始于１９９７年多莉诞生以后，它使人们从新的角度来
认识开展哺乳动物（特别是猪、羊和牛）克隆研究的意义。现在，哺乳动物的克隆研究取得了飞

速发展，表５?１列出了最近的一些进展。

表５?１ 哺乳动物克隆的进展

作 者 国 家 时间（年月） 动 物 供核细胞 克隆动物名称

Ｗｉｌｍｕｔ 英国 １９９７２ 绵羊 乳腺上皮细胞 多莉

Ｓｃｈｎｉｅｋｅ 英国 １９９７８ 绵羊 胎儿成纤维细胞（含有人凝血因子） 波莉

ＡＢＳ公司 美国 １９９７８ 牛 胎儿成纤维细胞 基因

Ｒｅｎａｒｄ 法国 １９９８３ 牛 胎儿肌肉细胞 马格丽特

Ｗｅｌｌｓ 新西兰 １９９８４ 牛 胎儿成纤维细胞 吉尔

Ｃｉｂｅｌｌｉ 美国 １９９８５ 牛 胎儿成纤维细胞 乔治

Ｌｚｕｍｉ 日本 １９９８７ 牛 输卵管上皮细胞

Ｗａｋａｙａｍａ 美国 １９９８７ 小鼠 颗粒细胞

杜淼 中国 １９９８１０ 山羊 胎儿成纤维细胞

Ｗｏｌｆ 德国 １９９９１ 牛 乳腺细胞 乌尔苏拉

Ｗｅｌｌｓ 新西兰 １９９９４ 牛 颗粒细胞

切·加利利 意大利 １９９９９ 牛 淋巴细胞 伽利略

杨向中 美籍华裔 ２００１６ 牛 体细胞 诺曼

注：表中部分资料摘自邹贤刚等的《生物工程进展》。

应该指出的是，目前哺乳动物的克隆还处在大量研究的阶段，还存在很多缺点。通过体细胞

核移植技术克隆动物的费用非常高，据Ｃａｍｐｂｅｌｌ报道，用于制作Ｄｏｌｌｙ的费用已超过２００万英
镑。效率低也是极明显的，罗斯林研究所历经艰难，从２７７枚融合胚胎中只获得了１只发育足月
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的Ｄｏｌｌｙ；即便是使用“檀香山”技术，以分化程度相对较低的卵丘细胞为核供体，其成功率也
只有百分之几。此外，生出的部分个体表现出生理或免疫缺陷。以克隆牛为例，大部分克隆牛已

先后死去。观察结果表明，因部分犊牛胎盘功能不完善，其血液中含氧量及生长因子的浓度都低

于正常水平。

核移植技术在动物上的应用，除了上面提到的鱼外，大部分（特别是大型哺乳动物的克隆）

还处于研究阶段，即使有应用，也是主要用于两大方面：一是利用高效表达的克隆转基因动物生

产珍贵的医用蛋白；二是用于濒危动物的保护。前者的例子是核移植技术生产乳腺生物反应器的

研究，它不仅解决了目的基因的表达和高效表达的问题，而且是限制在乳腺组织的特异表达，它

不会影响生物体的正常生长发育。相对于每克８００～５０００美元的细胞基因工程药物，用乳腺生物
反应器生产，每克动物蛋白的成本只要５美分，差距悬殊。从这种动物的乳腺里可源源不断地分
泌出我们所需要的目的基因产物，因此一个转基因动物就是一个大工厂。用这一技术，１９９０年
荷兰的科学家培育出世界上第一头转基因牛，成功地从牛奶中分泌出乳铁蛋白。１９９１年英国罗
斯林研究所和ＰＰＬ公司培育出转基因羊，成功地用羊奶生产抗胰蛋白酶。这种转基因羊的羊奶
每升含有价值达６０００美元的蛋白酶。如此巨大的经济价值，大大促进了核移植技术的研究。
虽然核移植和动物克隆技术在实际生产上还没有得到广泛应用，但是它作为加快优良动物的

大量繁殖和遗传性状改进以及新品种的产生方面的高效的方法，势必会为人类带来巨大的益处。

二、动物细胞培养及其应用

动物细胞的培养也是生物工程中的一项重要技术，但是其主要是应用于生产具有重要医用价

值的酶、生长因子、疫苗和单抗等，是医药生物高技术产业的重要部分，在食品中的应用极少有

报道，这里对该项技术仅作简单的介绍。

（一）概述

动物细胞的培养既不同于植物细胞，也不同于微生物细胞，有它自己的特点。动物细胞培养

是将来自动物体的某些器官或组织的细胞，采用无菌的方法，在人工条件下（模拟体内生理条

件），在体外进行培养，使之存活和生长。但在培养中，无论是什么来源的细胞，都不形成组织。

在该技术中，有下述几个基本概念需要明确。

细胞系：原代培养物经首次传代成功后即成为细胞系。如果传代有限，可称为有限细胞系；

如可连续传代，则称为连续细胞系。

细胞株：通过选择法或克隆从原代培养物或细胞系中获得的具有特殊性质或标志的培养物称

为细胞株。

原代培养：以直接取自生物体细胞、组织或器官开始的培养称为原代培养。

传代：无论稀释与否，将细胞从一个培养容器转移或移植到另一个培养容器即称为传代或传

代培养。

细胞在机体内生长时，相互依赖，相互制约，而在体外生长时，脱离了平衡系统，因而细胞

形态也发生了变化。一般来讲，根据是否能贴附于支持物上生长的特性，培养的细胞可分为两大

类：贴附型及悬浮型，后者生长时呈悬浮状。多数细胞都呈贴附型，这类细胞在生长时能贴附在
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支持物上生长，而根据贴附的形状又可分为成纤维样细胞型和上皮样细胞型，另外还有比较少见

的游走型细胞和多形性细胞型。

（二）动物细胞培养基

动物细胞的培养对营养的要求比较高，自从１９０６年Ｈａｒｒｉｓｏｎ奠定动物组织培养方法以来，
培养基的重要性开始为人们所知。动物细胞培养基是细胞赖以体外生长、增殖、分化的重要因

素。根据培养基的来源及成分的明确程度，可将动物细胞培养基的发展分为三个阶段：天然培养

基阶段、合成培养基阶段、无血清培养基阶段。

在早期，为了模拟体内的环境，常常采用同种生物的体液，即直接采用某些组织的凝块、生

物性液体和组织提取液等作为细胞的培养基。后来随着化学分析和合成技术的发展，人们开始用

一些成分明确的物质进行合成培养基的研究，经过不断的研究和改良，建立了适合不同细胞生长

的培养基，其基本的营养成分包括：无机离子（平衡盐溶液）、氨基酸、维生素、还原性物质、

激素、生长因子等。在实际操作时，合成培养基通常需在其中加入１０％左右的胎牛或新生牛血
清，这样才能较长时间地维持细胞的生长，血清的主要作用在于提供激素（生长因子）、转移蛋

白和其他营养物质。严格地讲，添加了牛血清的培养基应称为半合成培养基。但是，血清的来源

困难，而且价格昂贵，同时，血清中的成分复杂，各批次之间的差别也很难控制，其中有些成分

并不是细胞所必需的。由于血清的成分不明，给深入研究某一物质对细胞生长、分化的作用和机

制方面带来很多困难，无血清培养基已成为当今细胞培养领域研究的一大课题。

无血清培养基的优势在于避免了血清的批次、质量、成分等对细胞培养造成的污染、毒性作

用和不利于产品纯化等不良影响。在生产疫苗、单抗和各种生物活性蛋白等生物制品的应用领域

中，优化无血清培养基的成分可使不同的细胞在最有利于细胞生长和表达目的产物的环境中维持

高密度培养。

无血清培养基一般是由基础培养基和替代血清的补充因子所组成。基础培养基是多种营养的

混合物，是维持组织生长、发育、繁殖等一系列生命活动的物质基础。补充因子用来代替血清中

含有的动物细胞培养时所需要的各种因子，其又可以分为必须补充因子和特殊补充因子，前者主

要包括胰岛素和转铁蛋白，后者则有各种生长因子、贴壁因子和激素等。无血清细胞培养作为新

兴的生物技术，近来发展非常迅速，它不仅为细胞的生长、增殖、分化的调节机制的研究提供了

有力的工具，而且无血清培养基与发酵技术的结合使用是目前大多数生产基因工程产品的厂家发

展的理想目标。

（三）动物细胞培养

根据培养物的细胞生物学，动物细胞培养可以分为原代培养和传代培养；根据培养条件和器

皿的不同，又可分为静止培养和动态培养；根据培养基的添加方式，可以分为分批培养、补料培

养和连续培养。在彭志英主编的《食品生物学技术》一书中，将培养方式分为灌注悬浮培养、贴

壁细胞培养和固定化细胞培养三种。特别适合细胞大规模培养的是灌注培养方法，它出现于２０
世纪６０年代，为细胞的大规模培养开辟了广阔的天地，在以后的几十年中，得到了迅速的发展，
并成为细胞大规模培养的主要手段。在该培养方式中，细胞保留在反应器系统中，收获培养液的

同时不断加入新的培养基，同其他方法相比，这种方法培养的目标产物的产率可以提高一个数量

级。灌注培养又可以分为两大类：悬浮灌注培养和床层培养。
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不管采取何种方式，动物细胞在体外培养时，一般都需要支持物的存在，而多孔载体

（ｐｏｒｏｕｓｃａｒｒｉｅｒ）是近年来才发展起来的一种适合多种动物细胞大规模高密度培养的优秀支持物。
一般来说，理想的细胞支持物应该具有以下几个主要特征：①具有较好的生物相容性；②具有良
好的传质和机械稳定性，同时要能保护细胞不受机械伤害；③比表面积大，粒径分布均一；④可
重复利用，易清洗；⑤可承受高压灭菌；⑥适合大规模培养；⑦易使细胞、载体和培养基之间相
互分离。

多孔载体几乎具备了上述的所有特征，尤其解决了细胞固定化和剪切力对细胞的损伤两大难

题，能提高细胞的培养密度，因此受到广泛的关注。用来制备多孔载体的材料比较多，比如明

胶、海藻酸钠、纤维素等天然高分子物质，聚乙烯等有机高分子物质，甚至玻璃、陶瓷等无机材

料也可以用来制备。制备的方法非常多，具体的方法请参考有关资料。

在大规模细胞培养中，一般都采用生物反应器来实现生产，但由于大量细胞的代谢，细胞培

养环境迅速改变，在线过程监控更为重要。离线取样测定特别是产物浓度测定往往需要一天的时

间，因此这种测定结果，不能用来及时指导生物反应器有关参数的控制和细胞培养环境的优化，

而且频繁取样容易造成污染，增加费用。因此在线测定生物反应器中培养条件、代谢产物和目的

产物浓度等大量数据，并对测定结果进行分析处理，及时对培养系统进行反馈性控制是成功进行

大规模动物细胞培养的需要。在生物反应器中，温度、ｐＨ、溶解氧浓度是细胞培养规模放大的
早期研究内容。现在，这三个参数对细胞的影响已经明确，并在培养过程中实行了有效控制。

（四）应用

动物细胞的培养直接应用在食品工业中的非常少，到目前为止，主要用于生产一些具有重要

药用价值的生理活性物质，比如激素、疫苗、药用蛋白质等。可以预见，不断成熟的大规模动物

细胞培养技术不仅在生产药用蛋白方面，而且在基因治疗、基因疫苗用的病毒载体的生产、人工

器官和组织移植用分化细胞的培养等领域都具有广阔的应用前景。

三、其他细胞工程技术在相关食品工业中的应用

细胞工程中的其他技术，如染色体工程、繁殖生物学技术在动物中也有广泛的应用，并且已

经在生产上发挥了作用，带来了经济效益。

（一）染色体工程

染色体工程指的是按一定的设计，有计划地削减、添加或代换同种或异种染色体的方法和技

术，其中动物多倍体具有比较明显的意义，特别是在水产养殖中。中科院海洋研究所利用细胞工

程术成功地培育出多倍染色体鱼虾，为提高海产品产量和质量创出一条新路。通常多数鱼、虾、

蟹、贝类在自然状态下的细胞上有２组染色体，一组来自父系，一组来自母系，从而显示出性
别。中科院海洋研究所的科研人员，通过基因工程技术培育出的多倍染色体鱼虾不再具有明显的

性别特征，其性腺成熟受到抑制，生长期延长，因而具有特殊的生长优势，个体大、产量高。在

同样条件下，二倍体和四倍体的对虾比普通对虾增产１０％～１５％，三倍体海湾扇贝增产２０％～
４０％。目前，中科院海洋研究所已成功的培育出三倍体对虾、四倍体对虾、三倍体鲍鱼等多种多
倍体鱼、虾、贝，多倍体孵化育种技术日趋成熟。据专家介绍，多倍体鱼、虾、贝的抗病力很
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强，能有效抑制病害的大面积发生，从而为我国海水养殖业创出一条新路。

鲍鱼素有“软黄金”之称，是我国的传统的海产珍品，肉味鲜美，具有很高的营养和药用价

值，也是我国最主要的海水养殖出口创汇贝类之一。但因其生长速度较慢，生长周期长且病害

多，严重制约了鲍鱼养殖业的发展。大连水产学院从１９８６年开始鲍鱼的三倍体育种研究，历经

１０年，进入了国家“８６３”计划，并最终取得了成功。实践证明，三倍体鲍生长速度快，抗病性
强，并且口感好，到２０００年，已经建立起适应生产规模的操作体系，育种达４００万枚。
国外已先后获得了草鱼、鲤、大西洋鲑、银大麻哈鱼、细鳞大麻哈鱼、香鱼、虹鳟、罗非

鱼、斑点叉尾 、牙鲆、扇贝、牡蛎、对虾、鲍鱼等２０余种鱼、虾、贝类的三倍体及四倍体，
其中有一些进行了商品化生产，达到了产业化水平。在法国、英国和日本，虹鳟三倍体养殖进入

了商业化生产。法国应用染色体加倍技术，培育出四倍体虹鳟，用四倍体虹鳟与二倍体虹鳟配

种，繁殖出大量三倍体虹鳟用于生产，其商业化养殖的虹鳟中约有３０％是三倍体。日本近年来
陆续开发出了三倍体香鱼、牙鲆及全雌三倍体金鲑商业化生产技术，培育出了生长快的不育三倍

体香鱼，解决了二倍体香鱼成熟死亡问题。俄罗斯开发出了大批量三倍体鲤生产技术。美国培育

出三倍体牡蛎已进入产业化。美国西海岸的牡蛎中８０％以上为三倍体，三倍体牡蛎比二倍体增
产５０％～６０％，而且降低了生殖季节的死亡率，但三倍体的抗病力仍有待于进一步的考察。
在鱼类单性生殖和性别控制方面，国外诱导鱼类雌核发育和雄核发育研究取得了很大成绩。

法国、日本、挪威等国得到了虹鳟、硬头鳟、大西洋鲑、红点鲑、马苏大麻哈鱼等鱼类的雌核发

育系。美国诱导硬头鳟二倍体雄核发育和鲤鱼的雌核和雄核发育系成功。前苏联应用人工诱导鱼

类雌核发育技术，获得了２０多种鱼的雌核发育鱼，并得到了保持Ｆｌ杂种优势的雌核发育鲤鲫杂
种第二代。匈牙利已建立了鲤鱼的１２个雌核发育系，并选出了最佳育种组合作为材料鱼应用于
鲤鱼育种，人工诱导雌核发育技术已开始应用于育种实践。加拿大开发了大批量生产全雌大鳞大

麻哈鱼和大西洋鲑的技术，已达产业化规模，经济效益显著。日本成功地开发了牙鲆、虹鳟、大

麻哈鱼等鱼类全雌化生产技术。最近，加拿大成功地分离克隆出了大麻哈鱼Ｙ染色体特异的雄
性ＤＮＡ探针，并在其性别控制研究中得到应用。
（二）繁殖生物学技术

繁殖生物学涉及的技术也比较多，有体外受精技术、胚胎移植技术、家畜的性别决定等。

家畜产品可能因性别而异，如母牛分泌牛奶，水貂只有雄性的皮质优良等，因此可以通过控

制性别的途径达到充分利用家畜的目的。家畜性别控制（ｓｅｘｃｏｎｔｒｏｌ）是一项能显著提高家畜繁
殖效率的生物工程技术，对家畜育种、生产和遗传疾病的防治均有非常重要的意义。随着细胞遗

传学、免疫组织化学、分子生物学等学科的迅速发展和高精密仪器的研制应用，为性别控制的研

究提供了理论依据和先进手段。

分离Ｘ精子和Ｙ精子并用于人工授精或显微授精是控制家畜性别最简单、可行的方法。Ｘ
精子和Ｙ精子分离主要是依据两类精子理化特性的不同而进行的。这方面国外科技工作者进行
了多方面研究，发现Ｘ精子和Ｙ精子在体积、密度、电荷、运动性和ＤＮＡ含量、表面抗原等方
面存在差异。近年来发展起来的免疫学方法和细胞流式分类器在分离两类精子的效率上显示出较

大的优势。应用免疫学方法分离精子在从Ｅｉｃｈｗａｌｄ和Ｓｉｌｍｓｅｒ（１９５５）发现雄性特异性弱组织相
容性Ｙ抗原（ｍａｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃｍｉｎｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ?Ｙａｎｔｉｇｅｎ，简称Ｈ?Ｙ抗原），后逐渐发展起来
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的。许多实验都证实，只有Ｙ精子才能表达Ｈ?Ｙ抗原，因而，利用Ｈ?Ｙ抗体检测精子质膜上存
在的Ｈ?Ｙ抗原，再通过一定的分离程序，就能将精子分离成Ｈ?Ｙ＋（Ｙ精子）和Ｈ?Ｙ－（Ｘ精
子）两类。将所需性别的精子进行人工授精，即可获得预期性别的后代。

由天津市奶牛发展中心与华南农业大学共同承担的“奶牛性别控制技术的研究”，贾福德在

罗承诺教授的指导下，经反复探索，应用免疫遗传原理筛选出最佳滴度的Ｈ?Ｙ抗体，与奶牛精
子抗原结合产生反应，经荧光染色标记检测，活动被抑制的精子是Ｙ染色体精子，未被抑制者
是Ｘ染色体精子。按正常生产操作，将Ｘ精子冷冻再解冻后评定其活力，平均达到３０％以上，
符合国家规定的冷冻精液质量标准。奶牛性别化精液的研究成功，标志着家畜性别控制技术已由

实验室研究迈向生产应用阶段。目前在批量生产性别化精液的同时，已开展奶牛人工输精试配工

作，如果性别控制率高，不仅可以加快高产奶牛群或优秀个体的繁殖速度，而且将为奶牛生产创

造巨大的经济效益。

体外受精可以为育种工作提供大量的成本低廉的胚胎，可使不同品种雌雄个体的精子和卵子

在人工培养条件下实现受精，配合超低温冷冻精液技术的应用，人工授精技术得到了更广泛的应

用，使优良种公畜的利用率成千上万倍地增加，还可以用于良种的引进，减少引种费用和疾病的

传播。家畜体外受精技术是２０世纪８０年代以来出现的一项动物胚胎与细胞工程技术。
早在１９９１年，广西大学动物繁殖研究所就与内蒙古大学实验动物中心共同承担国“８６３”项

目———牛体外受精技术的研究与开发，于１９９５年７月成功研究出我国首例试管牛犊，并于该年
年底培养出世界上最大的试管牛犊群，数量多达２２８条。该动物繁殖研究所还建立起一套牛体外
受精细胞的冷冻保存方法，摸索出水牛卵母细胞的人工激活方法，并初步建立腔前卵母胞的三维

培养系统。自１９９８年起，该动物繁殖研究所又继续进行广泛深入的研究，将体外受精与胚胎移
植、性别控制、细胞核移植以及动物转基因等相关技术结合起来，在国内建立了一套高效的牛体

外受精程序，各项技术指标均达到国际先进水平。

第四节 植物细胞工程及其在食品工业中的应用

植物细胞工程是细胞工程的一个重要组成部分，主要包括植物细胞培养技术、细胞遗传操作

技术和细胞保藏技术。细胞培养技术的研究起步较早，各种培养基的制备及其他很多操作方法已

经基本成熟和规范化。植物细胞的遗传操作技术是指采用一定方法对细胞进行遗传改造，它极大

地依赖于理论原理、操作技术和设备的发展。例如，基因工程、细胞融合及细胞诱变技术均为细

胞工程的研究创造了条件。细胞保藏技术是对培养或改造好的细胞进行适当的保藏，以保持细胞

的活力和优良的性状，将其作为研究和生产的材料。通常采用的方法是液氮超低温保藏，人工创

造条件使细胞生长代谢活动降低并处于休眠状态，以抑制增殖，减少变异。植物细胞工程的最终

目的是利用培养或改造好的细胞生产大量有经济价值的产物，获得人类所需要的生物产品。

一、植物细胞培养及其在食品工业中的应用

植物组织细胞培养的概念源于德国著名植物学家Ｈａｂｅｒｌａｎｄｔ（１９０２年），他提出高等植物的
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器官和组织可以不断分割直至单个细胞，而分离出来的每个细胞都有进一步分裂和发育的能力。

１９０４年Ｈａｎｎｉｎｇ成功地培养了萝卜和辣根菜的胚，发现离体的胚可以充分发育，并在培养条件
下提前萌发形成小苗。我国学者李继侗在２０世纪３０年代曾做过银杏离体胚培养并获得成功。

１９３４年Ｗｈｉｔｅ进行番茄离体根的培养，建立了第一个无性繁殖系，为以后各种植物组织培养技
术奠定了基础。１９５０年，Ｓｋｏｏｇ和Ｔｓｕｉ在烟草茎切段和髓培养以及器官形成的研究中，发现腺
嘌呤和腺苷可以解除培养基中生长素对芽形成的抑制作用，Ｍｉｌｌｅｒ等发现了激动素，并证明它可
以代替腺嘌呤促进芽的形成。１９５８年Ｓｔｅｗａｒｄ等在胡萝卜细胞悬浮培养中成功地诱导了胚状体，
并形成了完整的植株，使植物细胞的全能性首次得到证实。１９５６年Ｒｏｕｔｉｅｒ和Ｎｉｋｅｌｌ最早提出应
用植物细胞培养技术商品化生产植物化合物的设想，Ｒｅｉｎｈａｒｄ于１９６８年将这一设想变为现实，
生产出哈尔碱（ｈａｒｍｉｎｅ）。通过大规模植物细胞培养可直接生产人类所需植物产品已成为当今植
物生物技术领域研究的重要方面。迄今为止，全世界已对近千种植物进行过细胞培养研究，并且

采用大规模植物细胞培养生产其代谢产物，这些天然产物包括药品、香料、色素、食品和化妆品

等共５００多种。
（一）植物细胞培养的技术和方法

１植物细胞和组织培养的概念
（１）植物细胞和组织培养（ｐｌａｎｔｃｅｌｌａｎｄｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅ，ＰＣＴＣ）。植物细胞和组织培养是指
将植物的器官、组织、细胞或细胞器进行离体、无菌的培养，并重新生成细胞或植株的过程。植

物细胞和组织培养又包括下述几种。

①植物器官培养：包括离体的器官（如根尖、茎尖、叶原基、花器官各部分原基或未成熟的
花器官）和果实在适当条件下进行无菌培养，以及从植物的各种器官增殖而形成的愈伤组织的培

养。

②离体胚胎培养：包括成熟或未成熟的胚胎离体培养，通常使用相应的培养基使离体胚正常
地萌发生殖，以供研究和操作使用。

③植物细胞培养：即植物细胞的体外培养，是指在无菌条件下，将植物细胞从机体内分离出
来，在营养培养基上使其生存和生长的过程。利用细胞培养技术可以直接观察到生活细胞的形态

和生长活动，并且将植物微生物化，在一定容积的反应器中得到大量的植物细胞。植物细胞培养

主要依据是细胞的全能性，即植物体每一个分化的细胞在一定培养条件下具有形成一个完整植株

的潜在能力。再生的植物具有与母体植株基本相同的全套遗传信息。

④原生质体培养：这是指将植物细胞去除细胞壁形成原生质体后进行培养，它是利用原生质
体进行操作的基础。具体方法与细胞培养有相似之处。

（２）外植体（ｅｘｐｌａｎｔ）。植物组织培养中，作为离体培养材料的器官或组织的片段统称为外
植体。

（３）愈伤组织（ｃａｌｌｕｓ）。愈伤组织是由母体外植体组织的增生细胞产生的一团不定型的疏松
排列的薄壁细胞。一般愈伤组织培养中没有明显的组织或器官的分化。

（４）细胞全能性（ｃｅｌｌｔｏｔｉｐｏｔｅｎｃｙ）。这是指植物体的每个细胞在离体条件下都具有诱导生长
分化形成完整植株的潜在能力，这是由于每个细胞都有一套完整的基因组。细胞全能性是植物细

胞和组织培养的主要依据。
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（５）突变体筛选（ｍｕｔａｎｔｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）。这是指用各种化学的或物理的诱变因素处理组织培养
物（如愈伤组织、悬浮细胞或原生质体和花粉等），然后在合适条件下将突变体筛选出来。

（６）体细胞无性系变异（ｓｏｍａｃｌｏｎｅｖａｒｉａｎｔ）。这是指在离体的组织和细胞培养中常出现的变
异，如染色体数的变化或结构的变化。

２植物细胞培养的营养要求和特点 植物细胞生长所需营养成分与整个植物对营养的要求
一样，通常包括：无机盐、碳源、维生素、生长调节剂、氮源、核酸及其水解物和其他成分。应

用最广的是Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ和Ｓｋｏｏｇ的ＭＳ（１９６２）及Ｌｉｎｓｍａｉｅｒ和Ｓｋｏｏｇ的ＬＳ培养基。ＭＳ和ＬＳ特
别适用于植株再生。Ｇａｍｂｏｒｇ等的Ｂ５培养基（１９６８）及衍生出来的其他培养基适用于植物细胞
及原生质体的培养；Ｅ１培养基是Ｐｈｉｌｌｉｐ和Ｃｏｌｉｎｓ为了培养苜蓿植物而改进的ＬＳ培养基，特别适
合于大豆培养，还可用于胚胎形成和原生质体的培养；Ｎ６培养基是我国朱至清（１９７８）为水稻
等禾谷类作物花药培养而设计的。其特点是硝酸盐特别是铵盐浓度较低，适合于禾本科植物的再

培养及禾本科植物的组织培养；

（１）无机盐。无机盐浓度一般为：钾２５ｍｍｏｌ／Ｌ，铵２～２０ｍｍｏｌ／Ｌ，钙、镁和磷１～３ｍｍｏｌ／

Ｌ。微量元素包括Ｂ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｍｏ、Ｃｕ、Ｃｏ和Ｆｅ等。
（２）碳源和能源。一般以蔗糖和葡萄糖为碳源，果糖和麦芽糖的利用效果差一些。
（３）维生素。植物细胞培养需要硫胺素，如果加入烟酸、吡哆醇、泛酸、生物素和叶酸效果
更好。原生质体培养需要大多数必需维生素。

（４）氮源。一般用硝酸盐作为氮源，铵盐效果较差，但铵盐与硝酸盐共用时表现出促进生长
的效果。氨基酸一般不单独作为氮源使用，各种氨基酸的效果依细胞种类的不同有很大差异。例

如，精氨酸、谷氨酰胺、丙氨酸、天冬酰胺有着广泛的促进作用，天冬酰胺对大豆细胞培养有抑

制作用。谷氨酸对甘蔗细胞培养有促进效果，而谷氨酰胺对其却有抑制作用。

（５）生长调节剂。经常使用的植物生长素有吲哚乙酸（ＩＡＡ）、萘乙酸（ＮＡＡ）、２，４?二氯
苯氧乙酸（２，４?Ｄ）等，具有诱导细胞分裂的作用，使用浓度范围在０１～５ｍｇ／Ｌ。细胞培养中
需要的另一类生长调节物质为细胞分裂素，对芽的诱导有重要作用。细胞分裂素常用的浓度范围

为００１～１ｍｇ／Ｌ。主要有激动素（Ｎ６?呋喃甲基腺嘌呤）、６?苄基腺嘌呤和玉米素（Ｎ６?异戊烯腺
嘌呤）等。

（６）诱导子。植物在受到外界因子（如微生物、化学因素和物理因素）的刺激时，自身会发
生防御反应，诸如氧化释放（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｂｕｒｓｔ）、与植物致病有关蛋白的表达、细胞壁增厚及各类
植物抗毒素的合成和积累。启动这些防御机制的因子统称为诱导子。诱导子可分为生物诱导子和

非生物诱导子两类，前者指多糖类、多肽类、不饱和脂肪酸类和糖蛋白类，后者指一些理化因素

（如紫外线、高温、低温、ｐＨ、乙烯、重金属盐）。
近年来，生物诱导子在植物细胞培养生产次生产物的研究中得到广泛应用，除了纤维素酶、

果胶酶、溶菌酶、谷胱甘肽以及来自植物细胞壁的寡糖素外，应用较多的生物诱导子主要来自真

菌，如真菌孢子、菌丝体匀浆、真菌细胞壁成分、真菌培养物滤液等。在植物细胞培养中，它们

能诱导生物碱、酚类、萜类、皂甙、黄酮类化合物、香豆素、迷迭香酸等多种次生产物的生产，

这种诱导作用的效果与诱导子种类、浓度、接种时期及诱导的时间长短等多种因素密切相关。

３植物细胞培养的类型和方法 植物细胞培养的基本程序见图５?５。植物细胞培养根据不同
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的方法可分为不同的类型。按培养对象可分为单倍体细胞培养和原生质体培养；按培养基可分为

固体培养和液体培养；按培养方式又可分为悬浮培养和固定化细胞培养。工业化植物细胞培养系

统主要有两大类：悬浮细胞培养系统和固定化细胞培养系统。

植物组织或器官

↓
表面杀菌

↓
种苗萌发（无菌培养）

↓
植物在培养基中生长

↓
愈伤组织培养

↓
愈伤组织在液体培养基中培养

↓
悬浮培养

图５?５ 植物细胞培养的基本程序

（１）植物细胞悬浮培养。悬浮细胞培养是指将组织培养物分离成单细胞，悬浮在液体培养基
上进行培养的方法。它是从愈伤组织的液体培养基础上发展起来的一种培养技术。自２０世纪５０
年代以来，从试管的悬浮培养到大容量的发酵罐培养，从不连续培养到半连续培养和连续培养。

目前该项技术已经发展成为以全自动控制的大容积发酵罐进行的大规模工业化生产，能够大量快

速地提供比较均匀的细胞，并广泛应用于某些植物有效成分的生产。

①细胞悬浮培养的要求：

Ａ细胞悬浮培养的材料，一般选择疏松易碎的愈伤组织进行起始悬浮培养，在培养的过程
中不断进行搅拌和振荡，使愈伤组织上的细胞被剥落到培养液中，得到分散程度高的游离细胞悬

浮物。悬浮培养的另一种材料是取自植物的茎部组织或幼胚，在玻璃匀浆器中研磨使软组织破

碎，然后利用破碎组织进行液体悬浮振荡培养。在第一代悬浮培养物中，既有单细胞和小细胞

团，也有较大的组织残块，所以在以后的继代培养中，要逐渐缩小转移吸管的口径，或将培养物

通过一定孔径的筛网，吸取单细胞或小细胞团进行接种。

Ｂ细胞悬浮培养条件，悬浮培养通常采用水平振荡，可变速率为３０～１５０ｒ／ｍｉｎ，振幅２～
４ｃｍ；温度２４～３０℃为宜。气体成分（包括氧气、二氧化碳、乙烯等）对植物悬浮细胞培养的生
长和次生代谢物的产量有着重要的影响。植物细胞都是好氧性的，因此在植物细胞培养中需要连

续不断地供氧，但是要控制供氧量以保持较低的溶氧水平。大多数植物细胞ｐＨ为５～７，在此

ｐＨ水平下，通气速率过高会驱除二氧化碳，从而抑制细胞生长。细胞起始密度一般为０５×
１０５～２５×１０５个／ｍＬ。

Ｃ剪切力对细胞悬浮培养的影响，植物细胞对剪切力敏感，剪切力对植物细胞的影响有两
方面：其积极影响表现为增加通气，保持良好的混合状态和细胞分散性，在适合的条件下，尤其

在生长后期细胞分泌黏厚的多糖等物质时，对细胞生长繁殖有利，并且提高细胞产率和次生代谢

产物产量；但多数情况下则呈现副作用，较高的搅拌速度会造成细胞损伤，引起胞内化合物的释
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放，影响细胞形态、代谢和产率及聚集状态等。例如在稍大的搅拌生物反应器中，植物细胞次生

代谢物合成能力难以提高，甚至某些时候合成能力丧失，通常认为造成这种现象的一个主要原因

是植物细胞的个体大，细胞壁僵脆和具有大的液泡，使其对剪切力敏感。

如果控制适宜的搅拌速度，则可为细胞培养寻找到合适的剪切率。通过研究剪切力对植物悬

浮培养的影响，寻求具有剪切力抗性的细胞，将为大型悬浮细胞培养生物反应器的设计提供指

导。同时，利用气提式反应器进行植物细胞悬浮培养和对悬浮细胞进行固定化培养是解决此问题

的另一途径。

Ｄ防止细胞凝聚成块，植物细胞很少以单一细胞悬浮生长，具有聚集在一起的特性，它们
容易聚集成细胞团，这使得细胞增殖速度变慢，并且影响产物的质量和产量。因此在培养过程

中，要选用疏松易分散的起始材料，随时除去细胞团，向培养基中加入ＥＤＴＡ?Ｎａ螯合剂和果胶
酶以防止细胞凝聚成块。

Ｅ保持细胞培养无菌，植物细胞培养成分复杂而丰富，适合真菌生长，极易造成污染。所
以在植物细胞培养系统的准备及培养操作中，保持无菌状态相当重要。植物细胞生长速度慢，操

作周期长，间歇操作需要２～３周，半连续或连续操作长达２～３个月，这就要求相应设备具有较
高的质量和稳定性。

②悬浮细胞培养方法：与微生物相似，植物细胞大规模培养的生物技术由建立细胞株、扩大
培养和大罐培养几个步骤组成。建立细胞株包括植物材料的选择、诱发愈伤组织悬浮细胞培养

物、筛选优良无性繁殖系、保存和培养细胞系、研究和确定最适生长条件和产量条件。扩大培养

是将优良的生产用的细胞株经过几次扩大培养，得到大量的培养细胞，称为种子培养，以作为大

规模培养时的接种材料。大罐培养即采用分批的、半连续的和连续的培养系统培养植物细胞。

培养时间

对数生长期

直线生长期

减慢期

静止期

延迟期

细
胞
数

图５?６ 悬浮培养细胞生长曲线
（引自陈峰、姜悦）

Ａ分批培养法，指在新鲜培养基中加入少量的细胞，在培养过程中既不从培养系统中放出
培养液，也不从外界向培养系统中补加培养

基的一种培养方法。分批培养的细胞生长一

般为Ｓ曲线（图５?６）。
在细胞接种到液体培养基中最初时间内

细胞很少分裂，经历一个延迟期，然后依次

是对数生长期、细胞迅速增殖的直线生长

期、停止生长的静止生长期。这种从接种到

新鲜培养液中经过延迟期至静止期终了，到

达建立一个新的培养的过程，通常称为一个

生长周期。分批培养的特点是：细胞生长在

固定体积的培养基中，除空气和挥发性代谢

物可以同外界交换外，一切都在封闭系统中

进行；分批培养结束后，若要进行下一批培

养，必须进行另外的继代培养，即只有更换

培养液或把细胞转移到新鲜的培养液中才能

再次进行生长和分裂；细胞持续倍增的对数
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期只能保持很短一段时间；细胞的代谢方式、细胞的大小、生理和成分处于不断变化的状态之

中。图５?７为糖昆布（Ｌａｍｉｎａｒｉａｓａｃｃｈａｒｉｎａ）的配子体细胞在循环反应器中悬浮培养的生长曲
线。

细
胞
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度
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５００
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１５００
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Ｉｍ
Ｘ

培养时间

图５?７ 糖昆布的配子体细胞在循环反应器中悬浮培养的生长曲线
（引自Ｔｏｎｇ?ＪｅｎＦｕ等）

分批培养法经过改造形成二段培养法。二段培养法采用两个培养罐，第一罐采用适合于细胞

生长的培养基来繁殖细胞，第二罐采用适宜的成分培养细胞以产生有用的代谢产物。

Ｂ半连续培养法，是指在反应器中投料和接种培养一段时间后，将部分培养液和新鲜培养
液进行交换的培养方法。反应过程通常以一定时间间隔进行数次反复操作以达到培养细胞与生产

有效物质的目的。此法可以不断补充培养液营养成分，减少接种次数，使培养细胞所处环境与分

批培养法一样，随时间而变化。

Ｃ连续培养法，是指在培养过程中，不断抽取悬浮培养物并注入等量新鲜培养基，使培养
物不断得到养分补充并保持其恒定体积的培养方法。连续培养由于不断加入新鲜培养基，保证了

氧分的充分供应；在培养期间可使细胞长久地保持在对数生长期，细胞增殖速率快，细胞的生产

能力比分批培养高。此外，连续培养适合于大规模工业化生产。连续开放式培养的种类有恒浊培

养和恒化培养两种。

恒浊培养是人为地选定一种细胞密度，用混浊度法控制细胞密度，当培养系统中细胞密度超

过此限度时，超出部分就会随排除液自动排除，从而保持培养系统中细胞密度的恒定。恒浊培养

在一定限度内，细胞增殖速率不受细胞密度和任何培养物质的影响，而取决于环境因子和细胞代

谢速度，因此是研究细胞代谢调节的良好培养系统。

恒化培养是以恒定速度随培养液输入对细胞增殖起限制性作用的某种营养物质，使细胞增殖

速率和细胞密度保持恒定的培养方法。如果增加或减少这种成分，在一定范围内细胞的生长速率

就会相应地增减。恒化培养的主要优点为：细胞可持久地处于稳定状态，细胞的生长、代谢方式

和培养液的组成不随时间而改变；可采用限制性养分的浓度和供应的速率来控制培养物的生长速
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图５?８ 大规模海藻酸钙固定化
植物细胞方法

Ａ介质容器 Ｂ盖 Ｃ空气出口

Ｄ海藻酸钠胶 Ｅ细胞出口

Ｆ无菌空气入口
（引自张自立、俞新大）

率，因此有可能确定限制养分对细胞生长的影响。

（２）植物细胞固定化培养。这是指将细胞、原生质体固定于
载体上在固定化反应器中培养细胞的方法。与液体培养细胞相比，

其优点在于：固定化细胞生长速度比游离细胞缓慢，有利于次生

物质代谢积累，因此在高等植物细胞次生代谢物生产方面具有极

大的潜力；细胞位置固定，可建立细胞间的物理、化学梯度，对

细胞提供一种接近细胞体内的环境，因此是最贴近自然状态的培

养方法；易获得高密度细胞群体、易于控制环境和收获次生代谢

产物。

植物细胞固定化的方法有包埋法、吸附法和共价结合法。目

前应用较多的载体是海藻酸钙、卡拉胶和琼脂等高分子化合物。

海藻酸钙包埋方法比较温和，其固定化作用可以通过加入钙络合

剂（如ＥＤＴＡ或柠檬酸盐）逆转，同时这种高聚物又能耐受高温
灭菌，因此广泛应用于各种类型的细胞固定化。

①大规模海藻酸钙固定化植物细胞方法（图５?８）：首先进行
植物细胞筛选，以直径在１ｍｍ以下的细小细胞团块进行液体培
养通过离心或过滤的方法收集细胞。将湿重的细胞与海藻酸钠按

比例混合制成悬液、再注入注射器中，通入无菌空气，以便形成

均匀的颗粒。细胞?海藻酸钠悬液通过注射器慢慢滴入盛有氯化钙

５

３

１

２４

３

１

图５?９ 平床式反应器（左）和柱式反应器（右）
１培养基贮藏器 ２泡沫垫 ３蠕动泵 ４细胞 ５固定化细胞

（引自张自立、俞新大）

的培养基中，经磁力搅拌器轻轻搅拌，形成球形颗粒，形成的海

藻酸钙颗粒在溶液中保持３０ｍｉｎ，以
便使钙离子进入球中心，得到固定化

细胞。用水充分洗涤颗粒通过过滤收

集固定化细胞，然后转入反应器中培

养。颗粒大小可用注射器针头大小来

控制，一般直径在２～５ｍｍ范围。

②固定化细胞反应器：固定化细
胞反应器有平床式反应器和柱式反应

器两种（图５?９）。
平床式反应器植物细胞固定在聚

乙烯泡沫垫上，液体培养基从贮存器

中以一定流速滴到泡沫层上起到培养

细胞的作用，采用蠕动泵将反应液中

培养基吸出并送回到贮存器中，从而

可循环使用。为延长细胞生长和存活

的时间，要更换新的培养基。柱式反

应器保持了平床式反应器的特点，但
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是它的培养基供给易于控制、并节省空间，特别适合于工业化培养。

（二）植物细胞培养在食品中的应用

植物次生代谢产物是许多食品成分和抗病药品的重要来源，人们已知的３万多种这类天然产
物中有８０％来源于高等植物，如色素、香料、调味品、蛋白酶抑制剂和植物肿瘤抑制剂等（表

５?２）。近几年这些产品的需求量增长很快，但是由于植物资源有限和气候的变化，使得这些物质
的供应受到严重限制。植物细胞和组织培养（ＰＣＴＣ）能够对这些产品进行可控制生产，为人类
提供恒久的资源。

表５?２ 植物次生代谢物质及其潜在的商业价值

产 物 用 途 来源植物

药物（化学物质）

蒽酮（ａｎｔｈｒａｇｕｉｎｏｎｅ） 缓泻药、染料 Ｍｏｒｉｎｄａｃｉｔｒｉｆｏｌｉａ
阿马里新（ａｊｍａｌｉｃｉｎｅ） 安定药 Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ
喜树碱（ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎｅ） 抗肿瘤药 Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａａｃｕｍｉｎａｔａ
毛地黄毒苷（ｄｉｇｉｔｏｘｉｎ） 强心药 Ｄｉｇｉｔａｌｉｓｌａｎａｔａ
薯蓣皂苷元（ｄｉｏｓｇｅｎｉｎ） 荷尔蒙 Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｄｅｌｔｏｉｄｅａ
人参皂苷（ｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎ） 中药 Ｐａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇ
蒂巴因（ｔｈｅｂａｉｎｅ） 可待因 Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ
泛醌?１０（ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ） 强心药 Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ
长春灭瘟碱（ｖｉｎｂｌａｓｔｉｎｅ） 抗肿瘤药 Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ
香料（香味物质）

香兰素（ｖａｎｉｌｌａ） 香料 Ｖａｎｉｌｌａｐｌａｎｉｆｏｌｉａ
可可（ｃｏｃａｏ） 香料 Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ
玫瑰油（ｒｏｓｅｏｉｌ） 香料 Ｒｏｓａｄａｍａｓｃｅｎａ
薄荷醇（ｍｅｎｔｈｏｌ） 香料 Ｍｅｎｔｈａｐｉｐｅｒｉｔａ
茉莉（ｊａｓｍｉｎｅ） 香料 Ｊａｓｍｉｎｕｍｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｓ
色素、甜味剂

花色素苷（ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ） 色素 Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ
紫草宁（ｓｈｉｋｏｎｉｎ） 染料 Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍｅｒｙｔｈｒｏｒｈｉｚｏｎ
迷迭香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ） 香料抗氧化剂 Ｃｏｌｅｕｓｂｌｕｍｅｉ
藏红花（ｓａｆｆｒｏｎ） 色素／香料 Ｃｒｏｃｕｓｓａｔｉｖｕｓ
索吗甜（ｔｈａｕｍａｔｉｎ） 非营养甜味剂 Ｔｈａｕｍａｔｏｃｏｃｃｕｓｄａｎｉｅｌｉ
蛇菊苷（ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ） 非营养甜味剂 Ｓｔｅｖｉａｒｅｂａｕｄｉａｎａ

Ｋａｕｌ等１９６９年曾报道，薯蓣皂苷配基（ｄｉｏｓｇｅｎｉｎ）能够由三角叶薯蓣（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｄｅｌ
ｔｏｉｄｅａ）的悬浮培养物来生产，产量为干重的１５％。１９７３年Ｆｕｒｕｙａ和Ｉｓｈｉｉ（谷古和石井）发
现有价值的中药人参的细胞培养物可产生大量的人参皂苷，占干重３％～４％。Ｉｋｅｄａ等１９７６指
出用于治疗心脏病的药物泛醌?１０可由烟草细胞悬浮培养物生产，其生产效率高于微生物。此
外，有的学者还对其他药物如生物碱、蛋白酶抑制剂、植物病毒抑制剂和生理活性物质的植物

细胞培养生产进行过研究。有关食品添加剂的细胞培养合成报道也很多，１９７３年Ｆｕｒｕｙａ（古
谷）等从石蕊商陆愈伤组织与培养物中培养分离得到食品着色剂甜菜苷；Ｍｉｔｓｕｏｋａ和Ｎｉｓｈｉ（三
冈和西）１９７４年发现日本草木犀（Ｍｅｌｉｌｏｔｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）的愈伤组织中可累积花色素苷，产量为

２８１ｍｇ／ｋｇ细胞干重；Ｔａｍａｋｉ等于１９７３年研究证明甘草属的欧亚甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｇｌａｂｒａ）
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培养物能合成甘草甜素；Ｆｕｒｕｙａ等在１９７３—１９７４年发现了利用植物细胞培养获取磷酸二酯酶，
并从ＲＮＡ生产５?核苷酸的方法，许多植物细胞如烟草、胡萝卜和玉米等可用于这一用途。１９７４
年，Ｎａｋａｍｕｒａ等证实了海藻愈伤组织可产生琼脂，包括石花菜（Ｇｅｌｉｄｉｕｍａｍａｎｓｉｉ）、江蓠
（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｃｏｎｆｅｒｖｏｉｄｅｓ）等。Ｔａｍａｋｉ等对植物细胞培养法生产烟草进行了研究，他在１９７１年
的专利中指出品种为亮黄的烟草愈伤组织在小三角瓶或小发酵罐中进行液体培养，四周后收获

１４０ｇ干细胞；Ｙａｍａｋｉ（玉置）等１９７３年利用烟草冠缨细胞作为出发材料进行半连续培养，细
胞产量为１２～１３ｇ／Ｌ·ｄ（干重）；Ｋａｔｏ等于１９７６年报道了应用生物反应器进行烟草细胞培养规
模已达到２００００Ｌ。
在过去２０年里，采用植物细胞和组织培养方法生产食品成分已经取得巨大进步，这些成分

包括：香料、色素、油料、甜味剂、抗氧化剂等，并且建立起许多大规模细胞悬浮培养体系。例

如，Ｃｕｒｔｉｎｙ１９８３年报道在日本已经建立起紫草细胞培养商业化生产体系，紫草细胞培养规模已
经达到７５０Ｌ，所得紫草细胞可作为消炎剂，也可用于提取紫草色素。Ｓａｈａｉ１９９４年报道了香兰素
等香气成分已经通过细胞培养在７２Ｌ发酵罐中进行生产。１９９３年Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等在日本采用５００Ｌ
发酵罐对花色素苷进行了大规模细胞悬浮培养生产。据Ｕｓｈｉｙａｍａ１９９６年报道，国际上通过植物
细胞和组织培养的方法进行食品成分商业化生产最成功者是日本，他们利用人参细胞悬浮培养获

得的人参产品已作为添加剂用于酒和饮料，日本ＮｉｔｔｏＤｅｎｋｏ公司自１９９０年开始生产药酒，１９９５
年市场销售额为３００亿美元。近几年，利用生物合成方法生产植物次生代谢物已在高产量、高密
度、细胞悬浮培养及大规模生物反应器的设计和操作等方面已经取得重大进展。包括有关植物细

胞和组织培养产品的商业化应用和安全性以及管理问题也受到世界各国的关注，植物细胞和组织

培养食品成分的安全性评估方案已形成，许多国家完成了植物细胞和组织培养食品成分管理框架

图。

１紫杉醇（ｔａｘｏｌ）的生产 红豆衫又称紫杉、赤柏松，是世界上濒临灭绝的珍稀树种，至
今已有２５０万年的历史。它的根、茎、叶、皮及种子含有具有抗癌活性的二萜烯类化合物———紫
杉醇，其中太平洋紫杉的皮中含量最高。美国、英国、俄罗斯、韩国和我国对其进行了多年的研

究，将紫杉醇从紫杉中提取出来，用于临床治疗癌症。经临床研究证明：紫杉醇对男性的睾丸

癌、女性的乳腺癌和卵巢癌、肺癌和黑色素细胞瘤等肿瘤均有疗效，因此被专家和学者认为是当

今国际上最有前途的抗癌药物，现已被５０多个国家批准作为药物使用。目前，临床上使用的紫
杉醇主要来源于红豆杉科的红豆杉属，在我国黑龙江已经建立了世界上第一片人工无性繁殖红豆

杉林，经检测人工无性培育红豆衫树苗，其紫杉醇的含量相当于百年老树中紫杉醇的含量。但是

红豆杉生长缓慢，紫杉醇的含量很低，因此依靠种植红豆杉获取紫杉醇很难满足临床和基础研究

的需要。为了解决红豆杉资源的短缺并且保证该药的长期供应，目前国内外普遍采用植物组织细

胞培养法生产紫杉醇。与合成法、栽培法等相比较，细胞培养法具有许多优点：可以在生物反应

器中大规模培养，并通过控制培养条件诱导出大量的紫杉醇；确保产物连续生产，不受环境因素

的限制；所得产物可以从植物体内直接提取，简化了分离和纯化的步骤。因此，细胞培养法已经

成为紫杉醇商业化生产优选的方法。

（１）红豆杉细胞培养生产紫杉醇的一般步骤。细胞培养法生产紫杉醇的一般步骤为：诱导愈
伤组织继代培养建立悬浮培养扩大培养。
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①愈伤组织的诱导：红豆杉为木本裸子植物，诱导愈伤组织比较困难，不同种属的红豆杉、
不同的器官组织以及生长部位、外植体内紫杉醇含量均不相等，因而对应的诱导愈伤组织的培养

基及其培养条件也不相同。一般而言，以幼茎、形成层或树皮诱导愈伤组织的效果好，诱导率也

高。其他部位的外植体诱导能力较差或根本诱导不到愈伤组织。蔡朝晖等报道了以东北红豆杉幼

嫩的茎、叶和芽的愈伤组织的诱导、生长等情况，结果表明：叶为外植体时，产生愈伤组织的速

度较快；以芽为外植体诱导率较高，达１００％。采用Ｂ５、ＳＨ和７?Ｖ等培养基时诱导率较高。碳
源以蔗糖为主，浓度在１０～３０％，当含有１０％～２０％的２，４?Ｄ时，对愈伤组织的诱导极为
有利。

②愈伤组织的继代培养：愈伤组织需要经过较长时间的多次继代培养，变得比较疏松时，才
能进行悬浮培养。继代培养过程与细胞的生长情况、外植体的来源、培养基及培养条件密切相

关。Ｆｅｔｔ?Ｎｅｔｏ等用东北红豆杉的各组织作为外植体诱导出愈伤组织，发现幼茎和针叶所得的细
胞生长情况最好。Ｇｉｂｓｏｎ在研究短叶红豆杉细胞时发现，在诱导培养基上，经过１～３个月才开
始形成的愈伤组织继代培养存活率最高。多数报道认为：愈伤组织继代培养最适的培养基为基本

的或改良的Ｂ５培养基，少数适用的还有ＳＨ等，其他培养基对维持愈伤组织的正常生长效果均不
是很好。通常在培养基中添加高含量的ＮＨ４ＮＯ３可明显提高培养细胞的生长速率，培养基中适量
的ＮＡＡ和２，４?Ｄ或含有该激素的组合对愈伤组织的正常生长是必需的。碳源一般选用蔗糖，
培养温度２０～２５℃最适合于红豆杉愈伤组织的培养。红豆杉属细胞在生长过程中会分泌一些不
利于生长的酚类物质，导致组织褐化、细胞死亡，在培养过程中添加一些还原剂或酚类吸收剂可

以部分解决这一问题。

③悬浮细胞培养：自Ｃｈｒｉｓｔｅｎ等在１９９１年获得红豆杉细胞培养的第一个专利以来，已有９
种红豆杉植物建立了细胞悬浮培养系统，培养技术的研究取得了很大的进展。有研究认为选择紫

杉醇含量高的外植体（如针叶或分生组织）可以获得高产细胞系。一般用于愈伤组织及继代培养

的基础培养基也可用于悬浮培养，目前主要使用Ｂ５培养基，使用的碳源大多为蔗糖，果糖对于
提高紫杉醇含量有一定作用。植物激素对悬浮细胞的培养和紫杉醇含量有较大的影响，当生长素

和激动素比例为５～１０时，紫杉醇含量较高。有机添加物（如酪蛋白水解物）不仅能促进细胞生
长，还能促进紫杉醇的含量。研究证明：接种量不应低于７０ｇ（ＦＷ）／Ｌ，当接种量低于５０ｇ
（ＦＷ）／Ｌ时细胞生长停止。悬浮细胞培养适宜的气体组合为：１０％氧气、０５％二氧化碳、及

５ｍｇ／ｋｇ的乙烯。张姝等研究分析了超声波对中国红豆杉悬浮细胞培养的生长、紫杉醇合成及释
放的影响。细胞对不同强度及作用时间的超声波反应不同。用３８ｋＨｚ，１２０ｓ的超声强度处理悬浮
细胞，紫杉醇胞外释放率由对照的１０％左右提高到４０％～５０％，总产量提高了４７％。

④提高紫杉醇产量的方法：首先应该选择紫杉醇含量高的外植体作为诱导材料，以获得高产
细胞株系；其次，在培养基中加入诱导子可提高紫杉醇的含量，同时促进产物分泌到培养基中。

元英进、Ｃｅｄｄｉ等、Ｙｕｋｉｍｕｎｅ和林岚等研究证明真菌、花生四烯酸、茉莉酸甲酯以及植酸等均
可作为红豆杉细胞培养过程中有效的诱导子增加红豆杉的产量。梅兴国等的研究结果表明，水杨

酸（ＳＡ）可提高ＰＯＤ及ＰＡＬ的活性，并且有利于紫杉醇的合成，其中２０ｍｇ／ＬＳＡ对紫杉醇合
成的促进效果最明显。黄浩的研究发现添加０１％活性炭（ＡＣ）、００１％植酸（ＰＡ）及高浓度的

ＶＣ对红豆杉细胞生长有促进作用。陈正山等在改良的Ｂ５培养基中加入不同浓度的聚乙二醇对东
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北红豆杉培养细胞进行摇瓶培养时，发现聚乙二醇对细胞的生长及紫杉醇生产均有明显的促进作

用。化学物质如水银、重金属、矾酸盐和人工合成物苯甲酸等非生物诱导子的协同加入，同样能

够提高次生代谢物的产量。元英进研究证明了在细胞生长的对数期加入稀土化合物能显著提高东

北红豆杉细胞合成与释放紫杉醇的量。Ｓｒｉｎｉｖａｓａｎ等、元英进、Ｓｔｉｅｒｌｅ和孙彬贤等研究表明，在
培养基中加入苯丙氨酸、醋酸钠、异亮氨酸、乙酸盐及牛儿醇等前体物质，均可以提高紫杉醇的

含量。

（２）红豆杉细胞培养生产紫杉醇研究实例。１９９９年ＭｉｎｏｒｕＳｅｋｉ和ＳｈｉｎｔａｒｏＦｕｒｕｓａｋｉ等学者
对细胞培养法生产紫杉醇进行了报道。他们采用了灌注式培养（ｐｅｒｆｕｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅ）的同时从培养
基中回收紫杉醇的连续生产体系，生产率随着灌注式培养稀释率的增加而提高。其主要研究内容

如下。

①细胞组织种类：采用日本紫杉树（Ｔａｘｕｓｃｕｓｐｉｄａｔａ）、太平洋紫杉树（Ｔａｘｕｓｂｒｅｖｉｆｏｌｉａ）
和欧洲紫杉树（Ｔａｘｕｓｂａｃｃａｔａ）的幼茎或茎尖进行愈伤组织培养。将样品浸没在乙醇和次氯酸
盐溶液中消毒，切成５ｍｍ长的外植体，然后接入琼脂培养基培养。

②培养基和培养条件：以Ｇａｍｂｏｒｇ’ｓＢ５培养基为基础，减少硝酸钾浓度，去除硫酸铵，补
充蔗糖、酪蛋白氨基酸、萘乙酸（ＮＡＡ）和激动素等成分。愈伤组织在装有１００ｍＬ液体培养基
的３００ｍＬ三角瓶或圆锥烧瓶中进行悬浮震荡培养。震荡速度为１００ｒ／ｍｉｎ。

③灌注培养紫杉醇连续生产：使用三角瓶或圆锥烧瓶，在１００ｒ／ｍｉｎ下灌注培养。新鲜培养
基通过蠕动泵连续注入到反应瓶中，反应瓶中的培养基被泵出并通过带有尼龙筛网的细胞分离

器，以保持培养体积不变。

源于幼茎或茎尖的愈伤组织由０５ｇ／ｍ３萘乙酸和０２／ｍ３激动素诱导３个月后，转移到含有

２ｇ／ｍ３萘乙酸的培养基培养。
诱导的紫杉醇细胞不断向培养基中分泌紫杉醇，经过１１ｄ培养，累积量达到０３８ｍｇ。产率

为０３ｍｇ／（ｇ（细胞干重）·ｄ）。结果还表明，随不断将分泌产物从培养基中移，产率相应增加。
为了提高总产率，一个很重要的方法就是增加培养基的稀释率，使得培养基在紫杉醇移走之

新鲜

培养基

固定化

细胞颗粒

提取

吸附

用过的

培养基

红豆杉醇

分离系统 生产系统

图５?１０ 培养基循环连续生产体系

后得以再利用。为此，ＭｉｎｏｒｕＳｅｋｉ等提出了一个新的紫杉醇连续生产体系见图５?１０。
这个系统由两个亚系统构成，一个是固定化紫杉醇细胞的生产系统；另一是采用抽提或吸附
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法进行紫杉醇转移的分离系统。

④固定化培养：通过海藻酸钾对Ｔｃｕｓｐｉｄａｔａ细胞固定化，凝胶颗粒直径大约５ｍｍ。无论
是进行批式培养，还是灌注培养，在较高的稀释率下，悬浮细胞培养和固定化细胞培养的生成浓

度几乎一致。应用固定化Ｔｃｕｓｐｉｄａｔａ细胞灌注培养进行长期连续生产紫杉醇可以持续４０ｄ。

⑤不同树种紫杉醇产率的比较：在３个树种固定化细胞灌注培养过程中，经检测，紫杉醇连
续地释放到培养基中。图５?１１表明了三树种紫杉醇产率和灌注培养稀释率的关系，当稀释率高
至５ｄ?１时，Ｔｃｕｓｐｉｄａｔａ细胞紫杉醇产率可达到１８ｍｇ／（ｇＤＣＷ·ｄ），但是它的愈伤组织生长比
其他两种慢得多。
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０
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图５?１１ 三树种紫杉醇产率和灌注培养稀释率的关系
（引自Ｔｏｎｇ?ＪｅｎＦｕ等）

２迷迭香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ，ＲＡ）的生产 迷迭香酸是一种酚类化合物，存在于很多药用
植物和调料中，具有抗细菌、抗病毒、抗氧化和抗炎等生物活性，因此可以用于医药和食品保

藏。ＲＡ毒性很低，ＬＤ５０为５６１ｍｇ／ｋｇ，是一种低毒、无异味的天然食品抗氧化剂。ＲＡ在植物中
含量很高，高达植物干重的７％左右，但是采用生物细胞培养的方法生产ＲＡ更为有效。当采用
含高浓度蔗糖培养基进行培养时，可使培养的植物细胞积累ＲＡ至细胞干重的２０％。ＭａｉｋｅＰｅ
ｔｅｒｓｅｎ对细胞培养方法生产ＲＡ进行了综述。
（１）Ａｎｃｈｕｓａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ细胞培养。采用Ａｎｃｈｕｓａａｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ细胞经过优化改良的Ｂ５培养基
悬浮培养，ＲＡ含量可达到细胞干重１２３％。研究认为，培养基最适蔗糖含量为３％。其他糖如
果糖、葡萄糖或两者混合使用均逊于蔗糖。矿质离子对ＲＡ产率没有促进作用，可是荷尔蒙对

ＲＡ积累有持续的影响，２，４?Ｄ对ＲＡ的形成有阻碍作用，这种作用随萘乙酸的应用而增强。Ｓｕ
等对此进一步的研究表明，采用灌注技术对细胞进行连续培养，能够获得更高的ＲＡ产量。
（２）Ｓａｌｖｉａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ细胞培养。Ｈｉｐｐｏｌｙｔｅｄ等通过悬浮细胞培养技术使Ｓａｌｖｉａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ
细胞ＲＡ最高干重得率为３６％。与Ａｎｃｈｕｓａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ细胞培养相比，培养基中蔗糖浓度极大地
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影响ＲＡ积累。当采用蔗糖含量为３％的ＭＳ培养基时，仅能产生ＲＡ０６ｇ／Ｌ；而当蔗糖含量为

５％时，ＲＡ产量达３５ｇ／Ｌ，相当于干重得率１９％。此外，生物合成前体苯丙氨酸的应用能够缩短

ＲＡ生产周期，提高ＲＡ含量。５％蔗糖和０１ｇ／Ｌ丙氨酸组合可获得ＲＡ６４ｇ／Ｌ，相当于干重得率

３１％；而当蔗糖５％，２，４?Ｄ和生长素均为０５ｍｇ／Ｌ，ＲＡ的干重得率最高，为３６％或６４ｇ／Ｌ。
（３）Ｃｏｌｅｕｓｂｌｕｍｅｉ细胞培养。第一个ＲＡ细胞培养生产体系的建立源于Ｃｏｌｅｕｓｂｌｕｍｅｉ。Ｚｅｎｋ
和Ｃｏｗｏｒｋｅｎｓ等１９７７年研究证明，当蔗糖含量为３％和７％时，ＲＡ干重得率分别达到１１％和

５％，不同糖的种类和浓度对ＲＡ积累影响及ＲＡ达到最高量的培养周期见表５?３。１９８５年，Ｕｌ
ｂｒｉｃｈ等首先报道了Ｃｏｌｅｕｓｂｌｕｍｅｉ细胞悬浮培养大规模生产ＲＡ的方法，随后两段式操作建立起
来。它包括采用Ｂ５培养基进行细胞繁殖的细胞生长阶段和由５％蔗糖溶液组成的培养基进行的产
物积累阶段两部分（表５?４）。大规模生产在两个各具有３２Ｌ体积的反应器中进行，细胞生长阶
段在气升式反应器中进行，共培养８ｄ；然后将培养物的３０％～５０％转移到装有５％蔗糖溶液培
养基的搅拌罐反应器中，在此条件下细胞生长受到限制并开始产生ＲＡ，经过１４ｄ积累，可获得
最高产量ＲＡ５５ｇ／Ｌ或干重得率２１％。

表５?３ 不同糖的种类和浓度对ＲＡ积累的影响及ＲＡ达到最高量的培养周期

培养基中的糖 最高ＲＡ含量（％，干重） 培养周期（ｄ）

４％蔗糖 ８５ １０
４％葡萄糖 ７５ １０
４％果糖 ３５ １２

２％葡萄糖＋２％果糖 ５３ １２

表５?４ Ｃｏｌｅｕｓｂｌｕｍｅｉ大规模细胞悬浮培养

细胞量ＤＷ（ｇ／Ｌ） ＲＡ（ｇ／Ｌ培养基） ＲＡ／ＤＷ（％） ＲＡ产率（ｍｇ／Ｌ·ｄ）

生长培养基 ４７ ０１５ ２９ ２０
生产培养基 ２１３ ２２４ １５０ ２６６
两段式生产 ２５７ ５５ ２１４ ９１０

３微藻细胞培养方法 微藻（ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ）种类约占藻类总量的７０％，即２万多种，其中一
些营养丰富，因此具有广阔的应用前景。德国、美国、澳大利亚和日本等国从２０世纪４０年代至

７０年代，对微藻的商业化培养及光合反应器进行了大量的研究，用于生产可作燃料的类脂和藻
类单细胞蛋白等。８０年代末，许多国家包括我国采用生物技术手段工业化生产微藻，并且从藻
细胞中提取某些从其他生物中难以得到的成分，如ｎ?３多不饱和脂肪酸、虾青素和其他生物活性
物质，以作为食品或药品的重要资源。目前我国已有近百家微藻生产厂家。以下是与食品工业密

切相关的几种微藻的细胞培养方法。

（１）螺旋藻（Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ）。螺旋藻含有极丰富的优质蛋白、人体所需的全部必需氨基酸、β?
胡萝卜素、可吸收铁、维生素Ｂ１２以及γ?亚麻酸等营养成分，营养成分配比合理，具有重要的医
药价值。如γ?亚麻酸有助于治疗心脏病和癌症；螺旋藻多糖与糖蛋白具有抗辐射、抗氧化和提
高肌体免疫力的作用。目前中国已成为螺旋藻生产大国，年产量达１０００ｔ。

①螺旋藻的培养条件：螺旋藻在黑暗条件下不能利用有机碳源，但在光照条件下可以利用碳
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水化合物，具有一定异养能力。在其生长培养基中添加０１ｇ／１００ｍＬ的葡萄糖，可以提高螺旋藻
的生长率和细胞产量。采用ＮａＮＯ３、（ＮＨ４）２ＳＯ４或尿素作氮源时，螺旋藻产量为２５０ｍｇ／ｍＬ，
而不加氮源时仅为２６１ｍｇ／ｍＬ。Ｎａ＋和Ｋ＋都是螺旋藻生长所必需的元素；此外，磷酸盐、Ｎ／Ｐ
比和微量元素对螺旋藻的生长均有一定影响。螺旋藻生长的最适ｐＨ为８５～１０５，最适温度为

２８～３５℃，最适生长光照为３０～３５ｋｌｘ。

②螺旋藻的培养系统：螺旋藻培养系统大致可分为水平池培养系统和封闭式光生物反应器两
大类，后者包括外部光源和内部光源两种。目前国外开发的外部光源封闭式光生物反应器大部分

尚处于中试规模，体积达１０ｍ３，面积几百平方米。１９９６年意大利建成了一个２０Ｌ的封闭式光生
物反应器，用来生产螺旋藻，其产量达２０ｇ／ｍ２·ｄ。我国华东理工大学生物反应器工程国家重点
实验室，已经研制出一台１０Ｌ简易封闭式光生物反应器，培养螺旋藻平均生产率达２２６ｇ／ｍ２·

ｄ。

ＧＬＲｏｒｒｅｒ采用３Ｌ外部光源搅拌生物反应器系统（ｓｔｉｒｒｅｄｔａｎｋｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ）（图５?１２）和３Ｌ
管道式循环生物反应器（ｔｕｂｕｌａｒｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｗｉｔｈｒｅｃｙｃｌｅ）（图５?１３）进行螺旋藻细胞悬浮培养研
究。图５?１２是一个台式３Ｌ夹层发酵罐，装备有外部光源和制冷循环系统。
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图５?１２ ３Ｌ外部光源搅拌生物反应器
１ＣＯ２ ２空气或Ｎ２ ３搅拌器控制 ４ｐＨ计 ５空气出口 ６培养基或碳酸氢盐入口

７样品瓶 ８制冷循环器 ９９Ｗ灯 １０荧光灯库 １１光源
（引自Ｔｏｎｇ?ＪｅｎＦｕ等）

循环反应器系统由各主要部分组成：２Ｌ生物线圈部分、与线圈相连接的气升注射器、２Ｌ通
风培养罐、蠕动泵、光源部分。线圈部分由硅树脂管缠绕在六边形框架上构成，管壁透明透光，

与线圈相连接的气升注射器并不是用于通风培养，而是在周期间隔期间通气，使得培养物以恒定
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图５?１３ ３Ｌ管道式循环生物反应器
１２０Ｗ荧光灯 ２生物线圈 ３定时器 ４蠕动泵 ５气升式注射器 ６产物

７样品 ８培养基入口 ９空气出口 １０通风培养罐 １１磁力搅拌器

１２吸湿剂 １３定时器 １４压缩空气罐 １５空气泵
（引自Ｔｏｎｇ?ＪｅｎＦｕ等）

速度通过管路，并将黏附在管壁上的生物量震荡下来。

（２）小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ）。小球藻含有丰富的蛋白质、氨基酸、脂类、碳水化合物、β?胡萝
卜素等有价值的化合物，目前有关通过小球藻细胞培养生产β?胡萝卜素的研究开展得很多。

①小球藻的培养条件：在现代发酵罐系统中进行微藻的异养培养时，选择的最适生长温度通
常为２４～３０℃，最适ｐＨ６０～７０。藻细胞生长要达到较高的浓度，必须供给足够的溶解氧，因
此可采用通气和搅拌方式向培养体提供溶解氧。

②小球藻的培养系统：小球藻工业化生产细胞培养系统主要有封闭式光照反应器和异养培养
系统等。其中异养培养系统不需要光照，发酵罐、管道系统和培养基容易灭菌，培养条件易于控

制。微生物异养培养系统中的分批培养技术、连续培养技术等均可用于微藻的异养培养，并可大

大提高单位体积培养液中微藻的细胞浓度。

（３）杜氏藻。与螺旋藻和小球藻不同，培养杜氏藻的目的不在于获取大量的生物量，而在于
获得β?胡萝卜素。高盐、低氮和强光照有利于杜氏藻累积β?胡萝卜素，但不利于其生长。因此在
生产中可采用二段培养法，即先用低盐条件使藻增殖至较理想程度，再提高盐浓度使藻累积β?胡
萝卜素。另一种较为理想的生产方式是，在藻生长和β?胡萝卜素均处于亚适宜条件下进行连续培
养或分批培养，这样可在同等时间内获得相对高的β?胡萝卜素产率。

４黄酮类化合物的生产 黄酮类化合物是一种小分子的酚类物质，广泛存在于植物界，具有
多种生物功能，如调节植物生长、保护植物免受紫外线损伤、具有抗癌活性、作为植物的抗菌毒素

等。黄酮类化合物含多种中药材的主要成分，已经从植物组织及其培养物中发现的黄酮类化合物

有几千种之多。研究表明，各种培养条件对植物细胞合成黄酮类化合物的影响主要有以下几方面。

（１）碳源影响。据ＲａｍａｋａｗａＴ等报道，蔗糖最有利于植物组织培养物的生长和黄酮类化
合物的合成，葡萄糖其次。蔗糖浓度高于２％～３％时会刺激黄酮类化合物的合成。ＺｈａｏＤｅＸｉｕ
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等的研究结果表明，当蔗糖浓度从２％增加到５％时，雪莲（Ｓａｕｓｓｕｒｅａｍｅｄｕｓａ）细胞黄酮类化
合物总产量有所提高。也有研究认为，提高蔗糖浓度会抑制细胞生长和次生代谢物的合成，如

ＣａｌｌｅＨａｕｔＡ于１９９３年发现在６％蔗糖浓度下，悬浮培养的筋骨草（Ａｊｕｇａｒｅｐｔａｎｓ）细胞生长非
常缓慢，花色素苷总产量下降。

（２）氮源影响。通常降低培养基中氮源总浓度可促进黄酮类化合物的合成。以ＮＯ３－为惟一
氮源有利于悬浮培养玫瑰茄（Ｈｉｂｉｓｕｓｓａｂｄａｒｉｆｆａ）细胞的生长，ＮＯ３－最适浓度为８０ｍｍｏｌ／Ｌ，
随着ＮＨ４＋浓度提高，细胞生长速度下降，但是次级代谢物合成能力有所提高。
（３）植物激素的影响。悬浮培养淫羊藿细胞含成黄酮类化合物需要２，４?Ｄ，最适浓度为

１０－５ｍｍｏｌ／Ｌ。据ＺｈａｏＤｅＸｉｕ等的研究，ＩＡＡ和ＮＡＡ不适宜细胞生长和产物的合成，雪莲培养
物生长和黄酮类化合物的合成以ＮＡＡ和ＢＡ组合最好，当ＮＡＡ和ＢＡ浓度分别为２ｍｇ／Ｌ和

５ｍｇ／Ｌ时，细胞生长量和黄酮化合物合成达到最大。
（４）剪切力的影响。在细胞大量培养时，通气和搅拌产生的剪切力对植物细胞的生长和黄酮
类化合物的合成有很大影响，如搅拌桨叶片的尖端速度超过８ｍ／ｓ时，白苏（Ｐｅｒｉｌｌａｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ）
细胞就会受到严重伤害，细胞生长量和花色素苷的合成都会受到抑制。

（５）光照条件的影响。光照可以促进植物细胞黄酮类化合物的合成，在光照条件下，雪莲细
胞黄酮类化合物的合成量是暗培养的４倍。紫外线可引发植物合成黄酮类化合物基因的转录活
性，经紫外照射后，黄酮类化合物迅速合成并积累于表皮细胞中。

（６）高产细胞系的筛选。愈伤组织高产系在进入悬浮培养后可能会丢失其合成黄酮类化合物
的能力，需要不断筛选以得到稳定的高产细胞系。Ｈｉｒａｏｋａ和Ｍｉｚｕｋａｍｉ分别得到了在暗培养下，
合成黄酮类化合物的柴胡（Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍｆａｌｃａｔｕｍ）细胞系和玫瑰茄细胞系。

二、其他植物细胞工程技术及其在食品工业中的应用

（一）植物原生质体融合

１植物原生质体融合的涵义 植物原生质体融合也称体细胞杂交，原生质体融合的结果能
使细胞内遗传物质重新组合，这样获得的细胞叫杂种细胞。原生质体融合过程，先进行细胞分

离、原生质体制备、原生质体融合、杂种细胞筛选及其培养，然后再通过愈伤组织诱导分化出

根、茎、叶，最后长成完整的体细胞杂种植株。

通过植物原生质体融合得到的体细胞杂种存在两个突出的特点：①体细胞杂种与有性杂交得
到的某些杂种一样，它们的许多形态学上的特征是介于两亲本之间的，如叶片大小和形状、叶表

毛状体密度、叶柄大小、花的形状、花的大小和颜色以及种子的形态、结构等，几乎所有的由多

基因控制的性状均是介于双亲之间的。②在再生的体细胞杂种植株的群体中，各种性状均有很大
的变异性，而且在不少情况下，其总的变异幅度可以超过有性杂种的后代。不同的杂种植株中，

以下的各种性状可能产生很大的差别：植株高度、成熟期、叶片形态和大小、叶柄长度、花色、

花长度、可杂交性、同工酶谱带特征、花粉的可育性等。

２植物原生质体融合技术的应用 植物原生质体融合技术在植物育种上有重大的应用价值，
它打破了常规有性杂交育种的不亲和性障碍，为实现超远缘杂交提供了可能。现在，通过原生质
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体融合已获得了不少体细胞杂种（表５?５）。

表５?５ 原生质体融合的属间杂种植物

原生质体融合亲本 研 究 者

马铃薯（Ｓｏｌａｍｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）×番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）
拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）×油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）
胡萝卜（Ｄａｕｃｕｓｃａｒｏｔａ）×羊角芹（Ａｅｇｏｐｏｄｉｕｍｐｏｄｅｇｒａｒｉａ）
胡萝卜（Ｄａｕｃｕｓｃａｒｏｔａ）×欧芹（Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｕｍｈｏｒｔｅｎｓｅ）
矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａ）×烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）
矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａ）×番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）

Ｍｅｌｃｈｅｒ等（１９７８）
Ｇｌｅｂａ等（１９７９）
Ｄｕｄｉｔｓ等（１９７９）
Ｄｕｄｉｔｓ等（１９７９）
李向辉等（１９８１）
Ｔａｂａｅｉｚａｄｅｈ（１９８３）

在这些杂种中，大多是用常规有性杂交方法所不能获得的组合，但是用细胞融合方法却获得

了成功。说明体细胞杂交可以克服有性杂交不亲和性的障碍，产生更广泛的遗传重组。马铃薯和

番茄（Ｍｅｌｃｈｅｒ等，１９７８）的杂种是体细胞杂交模型的首次实现，马铃薯番茄的外形倾向于番茄
植株，而花和叶具有杂种的特点，并结有畸形的小果实，但根部没有形成薯块。

中国科学院遗传研究所、中国科学院植物研究所等单位１９７３年以来，从原生质体培养获得
的再生植株种类有烟草、胡萝卜、曼陀罗、油菜甘蓝等，由原生质体再生出愈伤组织的种类有水

稻、甘蔗、绿豆、豇豆、扁豆、大豆、猕猴桃等，其中水稻、甘蔗、龙胆已有器官分化。在原生

质体融合方面，从烟瘤Ｂ６Ｓ３和矮牵牛Ｗ４３（李向辉等，１９８１）原生质体融合得到属间体细胞杂种
植株，其幼苗形态倾向于矮牵牛。兰州大学研究得到的烟草和天仙子体细胞杂交植株，为国际上

较早获得远源属间体细胞杂种植物的第五例。

胡琼等采用ＰＥＧ融合方法进行了甘蓝型油菜和新疆野生油菜叶肉原生质体的融合，并获得

５４株融合杂种。自交种子的主要脂肪酸含量分布偏向于一个融合亲本，油酸和亚油酸含量偏向
于低亲，而亚麻酸和芥酸含量偏向高亲。胡琼等还将甘蓝型油菜和诸葛菜的叶肉原生质体进行融

合，其主要脂肪酸组分含量接近于甘蓝型油菜亲本。孟金陵和田志宏等采用电融合和ＰＥＧ融合
方法进行了Ｍｏｒｉｃａｎｄｉａｎｉｅｎｓ（属于十字花科）的叶肉原生质体与甘蓝（花茎甘蓝、卷心菜等）、
白菜和甘蓝型油菜的下胚轴原生质体的融合，每一融合组合均产生了融合体。分子标记分析表

明，８６％以上的植株是真杂种。Ｍｕｌｌｅｒ等使用融合仪进行了甘蓝型油菜与亚麻荠（Ｃａｍｅｌｉｎａ
ｓａｔｉｖａ）和山芥（Ｂａｒｂａｒｅａｖｅｒｎａ）的原生质体融合的研究。
（二）植物细胞器的分离和移植

植物细胞器移植是指从不同植物细胞中分离得到细胞器（如叶绿体和线粒体等），再将其导

入受体原生质体中的过程。叶绿体是植物进行光合作用的场所，如果能把高光合效率作物的叶绿

体移植到低光合效率作物中，就可能提高低光合效率作物的光合效率，从而达到增产的目的。线

粒体的移植可以传递部分遗传信息，从而改变受体细胞的某些特征，如抗药性和雄性不育性等。

利用细胞器移植的方法，能够克服远缘植物细胞原生质体融合的不亲和性，在研究核基因组、质

体系统和线粒体系统之间的相互作用等方面，要比体细胞杂交容易和便于遗传分析。

１细胞器移植的基本原理 植物原生质体摄取细胞器的机理主要有３种：①通过内吞作用
摄入，细胞器附着在原生质体膜上，接着细胞内陷，膜包裹的细胞器释放到细胞质中。②通过融
合作用摄入，细胞器内含物游离释放到细胞质中。③用脂质体包装细胞器并通过融合作用摄入，
脂质体起到保护细胞器的作用。
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２细胞器移植的方法
（１）细胞器分离的方法。叶绿体的分离有两种方法，其一为机械法，在机械法中，一般要求
选择质地柔软易于匀浆的材料，经过研磨、过滤和离心搜集叶绿体。其二是从植物原生质体中分

离叶绿体的方法，该法包括原生质体的制备和叶绿体的分离两个主要过程。首先将植物材料进行

酶解处理获取原生质体，原生质体经分离纯化，再以温和的破膜方法分离完整的叶绿体。植物细

胞核分离的方法与叶绿体相类似。

（２）摄入细胞器的方法。最早使用夹层离心法，将分离的原生质体低速离心沉于管底，采用
同样方法将分离得到的细胞器铺于原生质体层上面，如此反复离心多次，导致细胞器摄入。ＰＥＧ
诱导是一个重要的方法，通过融合剂的促融作用引起细胞器和原生质体膜紧密相连并融合，接着

细胞器的内含物释放到原生质体中。

３细胞器移植研究概况
（１）叶绿体移植。叶绿体移植具有重要的意义，它有助于进一步弄清叶绿体的发育生物学以
及核和叶绿体 ＤＮＡ怎样控制叶绿体的发生，有可能用于植物光合作用效能的改良。Ｐｏ
ｔｙｒｋｕｓ１９７３年将正常的矮牵牛叶绿体转移到白化突变体的叶原生质体中，发现在０１％～０５％
原生质体中有１～２０个正常叶绿体。同年Ｃａｒｌｓｏｎ将白化突变的烟草原生质体与野生型叶绿体共
培养，结果叶绿体被摄进白化的原生质体中，得到再生的花斑绿色植株。这表明叶绿体在受体细

胞质中行使了正常的复制功能和生物学功能。

（２）细胞核移植。核移植是植物基因转移、整合和表达的有效方法。１９７８年Ｓａｘｅｎａ等采用
一稳定的泛酸缺陷型细胞系南洋金花（Ｄａｔｕｒａｉｎｎｏｘｉａ）原生质体为受体，采用ＰＥＧ法对从豆科
植物Ｖｉｃｉａｈａｊａｓｔａｎａ分离的核诱导摄入。将处理过的原生质体首先在 ＭＳ＋泛酸培养基上培养，
以促进细胞启动分裂；然后在无泛酸的培养基上稀释培养；最后在ＭＳ培养基上培养选择原养型
愈伤组织，并得到再生的小植物。用ＤＮＡ点杂交方法证明在南洋金花原养型细胞中存在外源

Ｖｉｃｉａ的核ＤＮＡ。线粒体有自己的遗传基因，能够合成一些蛋白质。线粒体移植方法较多，有微
注射、载体转移以及胞饮摄入法等多种方法。

（三）单倍体育种

单倍体培养是指利用花药在人工培养基上进行培养，从小孢子（雄性生殖细胞）直接发育成

胚状体，长成单倍体植株；或者通过愈伤组织诱导分化出芽和根最终长成单倍体植株；所得单倍

体植株再经染色体加倍形成正常的二倍体，进而的从中选出优良个体培育成新品种的育种方法。

单倍体细胞培养已经在植物育种中取得了很大的成就。１９６４年Ｇｕｈａ和Ｍａｈｅｓｈｉｗａｒｉ利用曼
陀罗花药首先培育出花粉单倍体植株，此后花药培养和小孢子培养相继在烟草、水稻、小麦、玉

米和油菜等农作物上获得成功。至１９９２年花药培养已在３４个科８９个属２５０多种植物中获得单
倍体植株。我国在花药培养技术和应用方面处于世界领先地位，据统计至少有３２种谷类植物、
蔬菜等植物首先在我国得到单倍体植物，包括小麦、玉米、高粱、辣椒、甜菜、甘蔗等，其中烟

草和小麦等作物已有若干新品种投入生产。

１单倍体育种的方法 单倍体育种程序及操作技术简述于下。
（１）花药培养。选择成熟度适中的花蕾或幼穗，通过无菌操作取出花粉进行预处理。用甘露
醇或其他糖及无机盐配成的高渗溶液处理，有利于单倍体愈伤组织的形成。采用高温（３５℃）或
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低温（４～１０℃）处理，可明显提高某些植物单倍体胚的比例。花药培养基大体有两种类型，对
于多数植物，在愈伤组织培养中添加适量的生长激素类，特别是２，４?Ｄ能有效地促进禾谷类花
药产生花粉愈伤组织。但有些植物如烟草、曼陀罗等只需在简单的蔗糖和无机盐培养基上，即可

完成从花粉去分化、单倍体胚的形成乃至单倍体植株长出这一完整的过程。无论是长出愈伤组织

还是单倍体胚都应适时转移至添加细胞分裂素类激素的分化培养基中，以利于植株生成。

（２）花粉培养。由于花药培养时，一些二倍性的花药壁细胞也能形成愈伤组织，从而增加了
培育单倍体植株的难度。花粉培养可以克服这一缺点。分离的花粉培养属于单倍体细胞培养，花

粉细胞增殖的结果即可获得单倍无性繁殖系。１９７４年Ｎｉｔｓｃｈ等首创用挤压法分离花粉进行培养
的方法，他们从烟草成熟花蕾取出花药，通过预处理用机械挤破花药，制成花粉悬液，经培养得到

５％的花粉植株。１９７７年Ｓｕｎｄｅｒｌａｎｄ等将花蕾或幼穗在７℃下冷处理两周后，将其在适当的液体培
养基表面培养，待花药自然开裂散落出花粉，离心搜集花粉培养，这种方法使花粉成株率有所提高，

但仍然比花药培养低得多。不过花粉培养一旦成功，则可较明确地判断为单倍体培植株。

２单倍体的应用
（１）作物育种。以上方法得到的单倍体培养物（愈伤组织、幼胚以及植株），其目的是为了
对它们进行染色体加倍，从而获得纯合正常的二倍体植物。采用该法可缩短育种周期３～４代，
加快育种进程，同时增加重组型的选择几率。我国把花培育种与常规育种有机结合起来，已先后

育成小麦、水稻、玉米、油菜等作物花培新品种。至１９９５年底，用花药培养方法已育成小麦花
培新品种１０个、水稻２２个、玉米１个。还有油菜、甜椒、烟草和果树等作物新品种，总计种植
面积超过２００万公顷，已成为世界上花培品种应用最广的国家。
（２）物种进化。研究应用单倍体材料可查明其原始亲本的染色体组的构成、单倍体植物减数
分裂的特征，形成二价染色体的可能性及其数目和形状，并且能够说明有无同源染色体和染色体

组参与单倍体的组成。

（３）遗传分析。单倍体的每一种基因都只有一个，所以在单倍体细胞内，不管是显性还是隐
性，每个基因都能发挥自己对性状发育的作用。因此单倍体是研究基因性质及其作用的良好材料。

（四）植物人工种子

人工种子技术是２０世纪８０年代中期兴起的一项高新生物技术。它最早是由美国生物学家于

１９７８年在国际园艺植物学术会议上提出的。美国已研制出了胡萝卜、芹菜、莴苣等植物的人工
种子；日本正致力于研究水稻和蔬菜等作物的人工种子；我国在这方面的研究走在了世界前列，

北京大学、中国科学院遗传研究所、西南农业大学、西南师范大学等在胡萝卜、马铃薯、苜蓿、

芹菜、魔芋、蕹菜及水稻等作物的人工种子的制作技术及生理生化的研究方面取得了重要的进

展。陈正华研究员领导的科研小组“九五”期间承担了“８６３”计划的“人工种子研制”项目，
对马铃薯微型薯人工种子规模化生产技术进行了研究，研制出一种特制培养容器———培养罐及其

高效操作技术，配合专用培养基实现了脱毒苗和微型薯的规模化生产。汤绍虎等以腋芽为材料进

行了蕹菜及甘薯人工种子的研究，移栽存活率均达１００％。郑卫红、倪德祥和邢小黑等以不定芽
为材料进行了水稻杂种人工种子的研究。倪德祥和邓志龙报道紫杉和安祖花不定芽人工种子萌发

率分别达９２７％和１１３％。Ｐｉｃｃｉｏｎｉ还以小鳞茎微繁殖获得的芽为材料，研究了百合等６种树木
的人工种子。Ｎａｋａｓｈｉｍａｄｅ以辣根的小植株作为材料制作人工种子，发芽率达９０％以上。
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１人工种子的概念和基本结构
（１）概念。人工种子是人工模仿天然种子结构制造出来的生命有机体，它能像种子一样萌发
再生，并长成植物。人工种子的制造利用了细胞的全能性，将离体培养所产生的体细胞胚包裹在

一层含有营养物质并具有保护功能的外膜内，成为在适宜条件下能够发育成完整植株的小颗粒。

与普通的试管苗相比，人工种子具有可自动化批量生产、运输方便、可直接播种、发芽和生长发

育比较整齐等优点。

（２）基本结构。人工种子主要由胚状体、人工胚乳和人工种皮三部分组成。

①胚状体：人工种子的核心“部件”是一个被外层物包埋的具有类似种胚功能的胚状体，相
当于天然种子的胚，但它与一般的种子胚不同。种胚是由该植物雌雄配子融合后形成的合子细胞

进一步分化形成的，是种子的生命所在；而胚状体是由非合子细胞分化形成的类似于胚的结构

物。胚状体具有极性，在一定的条件下可以分化出茎端和根端，通过胚胎发育程序形成植株。自

然界中仅在少数植物中偶尔发现有天然形成的胚状体。目前主要从悬浮培养的单细胞、试管培养

的愈伤组织、花粉或胚囊获得胚状体。国内外利用组织细胞培养法已成功地在烟草、水稻、小

麦、玉米、甘蔗、棉花等２００多种作物上诱导出了胚状体，其中约有４０种进行过人工种子实验。

②人工胚乳：人工胚乳一般由含有供应胚状体养分的胶囊组成，养分包括矿质元素、维生
素、碳源以及激素等。

③人工种皮：人工种皮具有保护作用。能够像天然种皮一样能在适宜条件下维持胚状体正常
的生长发育，具备透水透气、固定成型、耐机械冲击且不损坏的特性。目前研究和应用较多的包

埋基质是水凝胶性的海藻酸钠，它具有无毒、成本低和包埋制作工艺简单等优点。其他包埋基质

如树脂、聚丙烯酸酯、甲基纤维素、铝胶囊、硅胶、琼脂、聚乙酰壳多糖等等都有成功报道。

２研究人工种子的意义
（１）可使在自然条件下不结实或种子昂贵的植物得以繁殖。人工种子使得一些自然繁殖困难
的名优珍贵品种（如同源或异源多倍体品种、一些濒危珍稀植物及宝贵的种质资源，或者自然繁

殖有困难的植物）得以快繁。

（２）固定杂种优势。人工种子在本质上属于无性繁殖，一旦获得优良基因型，即可以保持杂
种优势。人工种子与常规育种和良种繁育技术结合，可大大缩短育种及良种推广的年限。

（３）快捷高效的繁殖方式。天然种子在农业生产上受季节限制；而胚状体可常年在实验室获
得，并可以用生物反应器大规模生产，及时为农业生产提供种源。

（４）可人为控制植物的生长发育与抗逆性。在人工种子的制作过程中可向人工胚乳加进一些
除草剂、弱病毒、杀菌剂、农药、植物生长调节剂及对植物生长有益的细菌等，使其具备抗逆性

和耐贮性等优良特性。
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第六章

蛋白质工程和分子进化工程

前几章我们已经讨论了现代生物技术中基因工程、细胞工程、酶工程和发酵工程在食品工程

中的应用。随着这些技术的发展，在四大生物工程技术的基础上又出现了蛋白质工程、分子进化

工程等新兴的生物技术，本章将讨论这两种生物技术及其在食品工程中的应用。

第一节 蛋白质工程的原理和方法

一、蛋白质工程的概念与起源

随着对生命过程研究与探讨的逐步深入，人们的认识已经不仅仅局限于对生命现象的描述以

及对生命本质规律的了解上，人们希望能够在掌握现象与本质规律的基础上，人为地干预生命过

程，依照人们自己的意愿改良、改造生物，甚至能够创造自然界所未曾有过的生物新种。这是一

个长远的战略目标，作为现代生物学发展的宏伟蓝图，它具有广泛的吸引力和诱人的前景。生物

科学理论和技术的迅速进步，使人们在相关方面的技术能力也达到了一个新的水平，分子遗传

学、基因工程、蛋白质结构与功能以及计算机技术的发展，为这一目标的实现打下了坚实的基

础。作为生物最基本的功能大分子之一———蛋白质是几乎所有生物功能的体现者，弄清蛋白质的

结构、功能及其两者相互的关系的规律，并且定向地改良蛋白质，甚至构建全新的蛋白质分子已

成为客观的迫切的需要。１９８２年Ｗｉｎｔｅｒ等首次报道通过基因定位诱变获得改性酪氨酸ｔＲＮＡ合
成酶；１９８３年Ｕｌｍｅｒ在“Ｓｃｉｅｎｃｅ”上发表以“ＰｒｏｔｅｉｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ”（蛋白质工程）为题的专论，
这标志着一个新的独立的学术领域“蛋白质工程”的诞生。

蛋白质工程是继基因工程以后又一个可根据人们自己的意愿改造天然生物大分子，甚至可以

设计和创造全新的非天然的生物大分子的生物技术。蛋白质工程可赋予蛋白质特殊的性质和功

能，满足人们在某些特定条件下的特殊需要。选择蛋白质为研究对象，是基于蛋白质具有多种多

样的功能，以及它在各行各业的广泛应用，因而会使这一技术更具有实际价值和开发前景。通常

蛋白质工程是以基因操作为基础的，是基因工程技术的发展和延伸，所以又被称为“第二代遗传

工程”。

什么是“蛋白质工程”？严格地说就是以蛋白质结构和功能的研究为基础，运用遗传工程的

方法，借助计算机信息处理技术的支持，从改变或合成基因入手，定向地改造天然蛋白质或设计

全新的人工蛋白质分子，使之具有特定的结构、性质和功能，能更好地为人类服务的一种生物技

术。

天然蛋白质经历了自然界长期的进化过程，已经能够很好地适应生物所处的内外环境，有序

而协调地发挥其功能。可以说天然的正常构象是蛋白质的最佳状态，它既能高效地发挥功能，又



便于机体的正常调控，因而极易失活而中止作用。但在生物体外的条件下，特别是工业化的粗放

生产条件下，这种可被灵敏调节的特性就表现为酶分子性质的极不稳定性，导致难以持续发挥应

有的功能，成为限制其推广应用的主要原因。如温度、压力、机械力、重金属、有机溶剂、氧化

剂以及极端ｐＨ等都会影响它的作用。蛋白质工程技术针对这一现状，对天然蛋白质进行改造改
良或全新设计模拟，使目的蛋白质具有特殊的结构和性质，能够抵御外界的不良环境，即使在极

端恶劣条件下也能继续发挥作用，因而蛋白质工程具有广阔的应用前景。

举例来说，凝乳酶的蛋白质工程实现了凝乳酶原在大肠杆菌（Ｅｃｏｌｉ）系统中的高效表达。
通过改变表达质粒核糖体结合位点附近区域的碱基组成，使凝乳酶原的表达量占细胞总蛋白量的

３０％～４０％。凝乳酶是乳品工业中重要的酶制剂，在美国由大肠杆菌系统中表达的重组牛凝乳酶
原制剂已经获得了美国食品医药管理局（ＦＤＡ）的批准，应用于干酪的生产。再如葡萄糖异构化
酶蛋白质工程，从链霉菌株中调取的基因实现了在大肠杆菌系统中的高效表达，并已实现工程菌

的中试规模工业化条件的发酵生产，获得一株突变体，其比活与野生型酶相当而最适温度提高

１０℃，且８０℃热失活半衰期也延长一倍，有利于在葡萄糖异构化酶反应的平衡体系中果糖的形
成，在食品及轻工行业中有极大的潜在应用价值。

蛋白质工程的出现是生物技术发展到现阶段的必然产物，同时也是社会生产实践和生物科学

研究的客观需要。仅以具有催化功能的蛋白质———酶为例，人们迫切需要具有高度稳定性和高效

催化性的生物催化剂，以适应各种各样的不同的环境体系的需要，特别是极端恶劣条件下，仍然

能够保持其高效的催化功能。这就可以从根本上改变现代工业体系中高温高压的操作特点，极大

地降低能耗、降低成本，同时也减小劳动强度，改善生产环境。

蛋白质工程是在现代生物学理论和技术充分发展的基础上诞生的，同时也是借助于其他许多

学科相互渗透、相互作用而发展的，如物理学、化学、工程学以及计算机技术等等。主要包括以

下两大方面：分子遗传学的相关理论与技术和蛋白质结构功能相关的理论与技术。在分子遗传学

方面有：完整ｃＤＮＡ的克隆技术、ＤＮＡ序列的快速测定技术、ＤＮＡ序列推测蛋白质序列的多维
程序系统、原核生物及真核生物基因表达过程的调控、基因的定位诱变及随机诱变理论与技术等

等。在蛋白质结构功能分析方面有：蛋白质一级结构———氨基酸序列的分析，Ｘ光单晶衍射结构
分析技术，两维和三维核磁共振结构分析技术，蛋白质结构数据库的建立，蛋白质功能的酶学和

免疫研究技术，蛋白质分子力场、能态、自由能等生物物理学研究技术，计算机模拟处理结构分

析系统等等。这两大类理论与技术相互关联、相互促进，借助其他多类学科的支持，完成对蛋白

质分子结构与功能分析和归类，进一步展开突变蛋白质的分子模拟与预测，实现蛋白质的改造，

以及全新蛋白质的分子结构与功能的设计，在计算机模拟的基础上，进行蛋白质分子的化学修

饰、合成的实际操作，验证分子设计的结果，获得具有特定结构、性质和功能的目的蛋白

质。

二、蛋白质工程的原理

（一）蛋白质工程的原理

蛋白质工程的目的就是要对目的蛋白质进行结构和功能上的设计与改造，以满足人们特定条

·９９２·第一节 蛋白质工程的原理和方法



件下的需要。有了上述一系列生物学的理论与技术的支持，我们就可以实现这一过程。我们以蛋

白质结构与功能的研究为基础，掌握蛋白质活性中心的结构，包括催化中心和调节中心的空间构

象，了解构成中心的各氨基酸残基及其侧链基团的位置，再借助计算机图像与处理系统的模拟进

行分子辅助设计，提出对目的蛋白质的改建或构建方案，确定活性中心的氨基酸残基组成，并辅

助设计和预测其结构功能的变化。蛋白质的空间结构信息主要隐含在它的氨基酸序列之中，计算

机辅助处理系统可以通过生物物理学原理，模拟预测氨基酸序列的变化对蛋白质空间结构的影

响。氨基酸序列是由编码这个蛋白质的基因的核苷酸序列所决定的，因此按照预定目的蛋白质分

子的改进或构建方案，进行编码该蛋白质基因的修饰和合成，再通过遗传工程途径，在适当的载

体系统表达就可以获得所需要的目的蛋白质，这一过程可以重复循环进行，最终达到目的蛋白质

分子的结构、性质和功能符合设计的要求。

（二）蛋白质工程的组成部分

图６?１是蛋白质工程的流程图，由图中可知，蛋白质工程主要包括以下几个组成部分。

Ｙ

Ｎ

目的蛋白质纯化突变蛋白质载体表达系统

测评性质突变 ＤＮＡ 序列ＤＮＡ 序列

分子预测及

定向改造

突变系统

载体克隆

计算机辅助设计

克隆化基因

合成寡聚核苷酸

结构功能分析

基因文库

出发蛋白质

图６?１ 蛋白质工程流程图

１蛋白质放大扩增系统 由组织提取的少量纯化的蛋白质，通常只有０１～１０ｍｇ，作为出
发蛋白质分子。先解析部分肽段的一级结构，根据遗传密码设计并合成相应的同位素标记寡聚核

苷酸片段，再由此从基因文库中调出该蛋白质的克隆化基因，转入ＤＮＡ序列分析系统测定ＤＮＡ
序列并克隆化，最后通过表达载体系统扩增蛋白质的量，达到能够分析出发蛋白质的结构功能的
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水平，通常需要达到０１～１０ｇ的蛋白量。

２蛋白质结构功能分析及分子设计系统 由上一系统获得足量的出发蛋白质后，通过目前
已经具备的蛋白质结构分析方法，分析蛋白质的一级结构和空间结构。Ｘ光衍射分析晶体蛋白质
的结构，而三维核磁共振法研究溶液中的蛋白质结构，同时研究该蛋白质结构与功能的关系，并

将结果输入计算机图像处理系统和结构处理系统，根据生物物理学原理以及已知蛋白质结构功能

数据库的基本规律，从结构与功能研究出发，进行分子结构分析与模拟，进一步辅助设计和功能

预测，提出分子的预期性质和改造或构建方案，完成突变蛋白质的分子设计或构建过程。

３突变蛋白质的合成表达系统 这一系统是将突变方案通过分子遗传学方法实施的过程即
蛋白质的定点突变技术，改造或构建方案通过合成突变寡聚核苷酸，引入定位突变，或采用其他

方法引入突变，并进入克隆系统分离出突变ＤＮＡ，以此作为模板，引入载体表达系统，扩增表
达获得大量的突变蛋白质。对获得的突变蛋白质进行结构、性质和功能的分析、测试与判定，如

符合分子设计的要求，则获得目的蛋白质；如不能满足实际要求，则再由分子设计系统重新指导

设计，进入新一轮循环，最终获得满足人们要求的目的蛋白质。

（二）蛋白质工程操作中的问题

正如一般生物技术的发展过程一样，蛋白质工程虽然在理论上是完全可行的，但在实际操作

中，仍然存在不少问题需要解决。主要有以下两个方面：一方面是有关分子遗传学和基因工程的

问题，如更有效ｃＤＮＡ克隆技术，精确高效的定位突变技术，高效目的基因表达系统等等；另一
方面是有关蛋白质结构功能研究的理论和技术，如准确地由一级结构推测高级结构，肽链折叠的

精确控制，蛋白质的翻译后修饰，蛋白质结构可变性，分子动力学与蛋白质功能的关系，蛋白质

在晶体、溶液以及细胞中的不同存在状态及其对蛋白质性质、功能的影响等等。除此以外，还有

一些相关辅助技术，如微量蛋白质的纯化鉴定技术、更有效的蛋白质结晶方法、计算机辅助系统

的有效性等。所有这些问题中，有关蛋白质结构功能方面的问题尤为突出，这成为蛋白质工程研

究和应用的主要限制因素。

尽管蛋白质工程相关技术还很不成熟，但是这一生物技术已经取得了令人瞩目的成就，特别

是在酶制剂的性质改良方面，取得了突破性进展。许多突变的工程酶，如枯草杆菌蛋白酶工程

酶，已获得了专利，并已广泛应用于食品、轻化工行业了。

三、蛋白质工程的工作定义

由于蛋白质工程技术还存在以上一系列问题，特别是蛋白质结构功能方面的理论和技术还远

不能满足蛋白质工程的需要，要发展到成熟的水平还需要较长的时间。为使这一情况发生根本的

改变，我们在实际运用蛋白质工程时，很自然地会采用一些其他的生物学方法或战略来弥补，以

取得较好的效果，我们称这些为“广义的蛋白质工程”，也称为“蛋白质工程的工作定义”。这样

就能不拘泥于所谓“严格的”蛋白质工程概念，在指导研究工作和实际应用时扩大了使用范围，

较好地适应和满足了当前蛋白质工程研究的实际需要。

广义的蛋白质工程，即蛋白质工程的工作定义，也就是当前蛋白质工程的主要研究内容，概

括起来主要有以下几个方面。
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（一）建立蛋白质工程的研究方法系统

这是指在研究某些蛋白质一级结构及其与结构功能元件相互关系的基础上建立起应用蛋白质

工程方法的系统。

现代蛋白质结构理论研究显示，蛋白质或多肽的立体结构实际上可以是由一些相对稳定的结

构元件组装而成，而且蛋白质或多肽的实际功能也与这些结构元件相对应。这就启发我们可以通

过对这些蛋白质或多肽的“结构?功能元件”的分解组合，即采用“分子裁剪”的方法获得具有
特定结构功能的新的蛋白质。在研究过程中我们可以不必对整体蛋白质的一级结构及高级结构的

关系过于苛求，只要了解这些元件的结构、功能关系就能够满足需要了，这样大大简化了蛋白质

工程的难度，使其操作的可行性增加。实际上，蛋白质在自然界的进化过程也极有可能就是采用

这一方式进行的。因为这种方式可以在较短的时间内获得具有新性状蛋白质分子，同时也节约使

用有限的遗传信息资源，具有较强的适应能力。对蛋白质工程而言，已知基因的蛋白质也可以很

容易地通过基因定位诱变的方法，根据“中性突变”原则，把蛋白质结构功能元件两端的ＤＮＡ
序列修饰成限制性内切酶位点而不改变蛋白质的氨基酸顺序，实现某段基因编码ＤＮＡ的重组，
最后实现对蛋白质结构?功能区域的分解重组。这类方法应用较多的是抗体免疫球蛋白分子上的
试验，在轻链、重链１２个结构域中，有试验将人的抗体分子重链上的抗原互补决定簇换成了小
鼠的抗原决定簇，结果小鼠的单抗分子所具备的抗原结合专一性的确转移到人的抗体上了。这就

可以用小鼠制备单抗，然后转移给人的抗体，使重组体具有与人的单抗同样的效果，这种制备的

方法要比直接制备方法简单方便。有些蛋白质的功能特性与特定的氨基酸侧链有关，这类蛋白质

的改造，一般来说也不需要以完整的空间结构为基础进行分子设计，只要改变相应的氨基酸种类

即可，但是如何进行改变，换成哪种氨基酸，置换后将会对蛋白质结构功能有何影响，则要仔细

研究和筛选了。

（二）随机诱变基因库的定向筛选

这一方法是利用目的基因表型具有高效检测筛选系统这一特性，在目标条件下从随机诱变基

因库中分离出目标基因，最终获得突变蛋白质。此方法对结构以及结构与功能关系还不很明确的

蛋白质分子也能适用。

对许多蛋白质而言，精确结构以及结构与功能关系均不易明确，我们就不能用严格定义的蛋

白质工程方法来改造或构建。但有许多蛋白质功能明确，而且有灵敏、快速、高效、简便的功能

检测方法。如果我们对目的蛋白质基因或基因上某个区域在体内或体外进行随机诱变，建立突变

型基因库，并通过载体系统表达突变蛋白质，用高效检测系统在预定条件下筛选，就可能获得预

期的突变蛋白质。这一方法由于具有构思新颖、方法可行、背景知识要求低等突出的优点，因而

发展迅速，逐渐拓展延伸成为改造生物大分子的主要研究手段，最终形成以非合理设计为基础的

分子进化工程技术。这部分内容将在本章的第三节详细介绍。

（三）研究蛋白质结构与功能的关系

这是指利用各种方法，包括蛋白质工程的方法，研究和阐明蛋白质分子结构与功能关系，并

且尽可能达到定量描述的水平。

虽然蛋白质结构与功能关系的研究，不属于严格意义上的蛋白质工程的研究范围，但是应该

看到它是蛋白质工程研究的基础，它能为蛋白质的分子改造或分子构建等设计过程提供基本参考
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数据，同时也进一步促进蛋白质工程的发展与应用。内容包括：蛋白质活性中心（催化中心和调

节中心）的鉴定，确定蛋白质中各个关键氨基酸残基在结构和功能中的作用和贡献，研究蛋白质

的折叠过程及其折叠中间体的能量状态和稳定性，研究蛋白质与蛋白质之间，以及蛋白质与其他

生物大分子之间的相互作用和相互识别等。同样前面所讨论的两大类工作也能为蛋白质的结构功

能研究提供基础资料和数据，因此也可以用于蛋白质结构功能关系的研究。

（四）严格意义上的蛋白质工程

这是指在深入了解某一个蛋白质结构与功能关系的基础上，经过有目标的、严格的分子设

计，定向地改造或构建一个具有特定性质和功能的目的蛋白质，这也是蛋白质工程的最终目标，

是我们研究的主要努力方向。

严格意义的蛋白质工程有以下几种类型：一是对天然蛋白质的改造，包括小改（即只改变蛋

白质中的少数几个氨基酸残基）、中改（即进行适当的分子剪裁和组合）以及大改（即进行蛋白

质分子的局部重建）。二是完全重新构建一个自然界中没有的全新的蛋白质，即从头设计合成新

的蛋白质。对于局部重建的大改和从头设计的构建来说，只有当我们已经基本掌握了蛋白质一级

结构与高级机构之间的关系，掌握了蛋白质结构与功能之间相互关系的规律以后，才能真正地把

握这一过程。这就需要至少掌握１５００个以上的蛋白质的一级结构及其精确的三维空间立体结构
数据，并建立相应的数据库，研究三维立体结构的规律，才能把握空间结构与功能之间的关系。

目前虽然已经确切了解空间结构的蛋白质数据在６００个以上，但还远远不能满足蛋白质空间结构
研究和蛋白质结构与功能关系研究的基本需要。不过，从已知的这些数据中也已经可以总结出不

少“一级结构?高级结构”、“结构?功能”之间的规律性，因此这方面的工作也已经有人开展了。
如已有实验获得了几种降钙素的类似物；合成模拟胰凝乳蛋白酶，一个具有分支四螺旋多肽结

构，其酶的催化活性与天然蛋白质相比仅相差两个数量级；另外，人工合成钙选择性离子通道也

有报道，这些都是类似蛋白质全新合成的产物。

建立在分子遗传学基础上的生物学方法，即从改变和合成基因入手，定向改造天然蛋白质或

者构建全新蛋白质分子的方法，虽然是蛋白质工程中最主要的方法，但是在一定条件下化学方法

合成蛋白质或多肽，也是方便可行的。特别是含有非肽成分的蛋白质的改造与构建，或非肽模拟

构建新功能的蛋白质类似物时，化学方法更是必不可少。实际上许多蛋白质的活性中心结构中都

包含有非肽的辅基成分，不管它们与肽链成分是否是共价连接，化学合成方法的应用都是必然

的。另一方面，蛋白质和多肽的化学合成，无论是从合成的长度方面，还是从合成的精度方面，

都有了很大的突破，并且已经可以利用亏肽连接，拼接两个肽片段，使蛋白质的肽链合成摆脱了

必须线性单向延长的单一模式，向多元化合成方式发展。

在非肽模拟中，利用非氨基酸成分作为结构元件，模拟多肽、蛋白质的功能，也成为蛋白质

工程发展的方向之一。我们常常用普通有机分子来搭建在构象和活性方面与某一活性肽或活性蛋

白质类似的化合物。例如通过对脑啡肽构象的研究，设计出空间结构类似的“两苯环相互接近”

模式，所构建出的吗啡和苯并吗啡都是阿片受体的激动剂；胆囊收缩素（ＣＣＫ）的降解产物

ＣＣＫ?４的最低能量构象与麦角胺相似，而麦角胺也具有胆囊收缩素相同的中枢药理作用。
在蛋白质工程的研究和应用中，尽管还存在许多问题尚未解决，其理论和技术还很不成熟，

但是它已经向人们展示出了勃勃生机。在蛋白质工程领域中适时适当地结合应用各种生物学、化
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学、物理学的方法，无论是经典的还是现代的，定向设计还是随机筛选，单一的还是组合的，都

完全可以开辟出一片新的天地。特别是蛋白质的全新设计和非肽模拟，可以按照人的意愿创造出

自然界中不存在的，又能为人类所利用的全新的生物大分子，极大地提高社会的生产效率。随着

对蛋白质结构和功能的深入了解，蛋白质工程的发展速度必将越来越快，蛋白质分子设计也必将

更加合理、更趋完善。这不仅会对生命科学领域产生深刻的影响，最终将彻底改变传统工业的高

温、高压、高能耗的局面，使之成为节省能源，较为温和的，但却更为高效的生产方式。

四、蛋白质工程的主要研究方法

根据蛋白质工程的严格定义和广义定义所确定的研究范围和内容，蛋白质工程所涉及的主要

研究方法包括：蛋白质的分离纯化鉴定方法、结构分析方法、功能研究方法和进行结构改造的分

子生物学研究方法。

在这四类根据蛋白质工程的操作步骤而划分的主要研究方法中，蛋白质分离纯化鉴定方法与

生物化学中的常规方法没有本质的区别，是对许多结构、性质相似的一系列突变蛋白质的分离、

纯化和鉴定，但其难度要大得多，通常需要运用多种高精度的方法才能实现，如亲和层析、等电

聚焦、免疫沉淀等，这里就不做详细介绍。蛋白质功能研究方法必须根据不同种类的蛋白质所具

有的不同功能，相应地采用不同的研究方法。如对具有催化活性的蛋白质———酶，则用酶学的稳

态动力学方法；对抗体则用免疫学方法；其他蛋白质如激素、生长因子、受体类以及核酸结合类

蛋白质都有相应的研究方法。所有这些蛋白质功能的研究中，建立一套高效、简便的蛋白质功能

测定方法是成功的关键。对特定的蛋白质，我们希望能够找到特异专一性的检测方法，可以极大

地提高研究的效率。因此在分子生物学和蛋白质工程研究中，对不同功能蛋白质特异性检测方法

的研究，也是重要的研究方向之一。

（一）蛋白质结构分析方法

蛋白质结构分析方法主要是指与研究蛋白质的空间结构有关的理论与技术。主要包括：蛋白

质一级结构（即氨基酸序列）的测定方法、蛋白质晶体学、核磁共振法、蛋白质折叠过程研究、

蛋白质生物物理研究法以及蛋白质工程的计算机辅助设计与模拟研究等。

１蛋白质一级结构分析方法 蛋白质一级结构研究，即氨基酸序列的测定，其原理不外乎
片段重叠、逐级降解、ｃＤＮＡ以及质谱法等几种，其中片段重叠和逐级降解是最常用的方法。其
分析原理见图６?２。
蛋白质氨基酸序列测定在超微量分析研究方面取得的重大突破，使得微量氨基酸序列自动分

析仪已经广泛应用，例如对一个分子量为３３×１０３的蛋白质，只要有３０×１０－１５～３００×１０－１５ｇ
分子的纯化蛋白质就可以解决序列测定问题，比微量蛋白质测序技术所需样品量低１００～１０００
倍。

２蛋白质构象研究方法 在蛋白质高级结构研究方面，Ｘ光衍射和三维核磁共振是蛋白质
空间构象研究最主要的分析手段，分别用于对结晶蛋白质和溶液中蛋白质空间构象的研究。Ｘ光
衍射主要对结晶蛋白质的各向基团的空间排布进行分析，对蛋白质分子的整体空间构架研究作用

很大。而三维核磁共振可以直接对水溶液中的蛋白质结构进行分析，溶液中的空间构象更接近于
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图６?２ 蛋白质一级结构测定原理
Ａ片段重叠法 Ｂ逐级降解法

ａ专一性酶解 ｂ测序 ｃ由接头肽连接序列 ｄ特异性降解 ｅ测序 ｆ由降解顺序获得序列

生物体中的自然状态，更能反映蛋白质在执行功能时的实际构象状态。

３蛋白质折叠过程研究方法 蛋白质折叠过程研究方法，也就是蛋白质折叠机理研究，是
蛋白质化学及分子生物学最前沿的课题之一。而基因工程、蛋白质工程的出现更迫切需要解决这

一难题，因为蛋白质工程所改造或设计的目的蛋白质，在折叠机制还不清楚的情况下，就不可避

免地带有很大的盲目性，更谈不上准确地预测不同的分子设计给蛋白质带来的结构和性质的影

响。分子生物学、蛋白质工程等相关学科的迅速发展，给蛋白质折叠机理研究提供了全新的方法

和思路，极大地促进了蛋白质折叠机制研究的发展。蛋白质折叠过程研究是蛋白质化学中最重要

的中心课题之一，它的阐明将为人类改造、创建蛋白质乃至其他生物大分子奠定理论和技术基

础。目前对蛋白质折叠研究主要通过对蛋白质变性、复性过程的热力学和动力学的研究，以及对

折叠中间体的研究而进行的。变性、复性过程是指蛋白质一级结构不变而高级结构发生改变的过

程，实际上就是蛋白质分子中次级键发生改变的过程，就是反映了蛋白质中肽链的折叠、卷曲过

程。定量地观察、描述和研究蛋白质变性、复性过程，就可以研究肽链的折叠过程。热力学研究

反映了过程中的能量状态，动力学研究反映了折叠、卷曲过程与时间之间的关系。通过研究折叠

中间体来研究折叠途径也是一种常见的方法。蛋白质从天然状态到变性状态，或从伸展状态折叠

到天然构象，是一个渐变过程，其间必然要经过许多中间过渡态，那些较为稳定的过渡态是折叠

过程的限速步骤，这种较为稳定的肽链构象称为折叠中间体，它可以有效地反映蛋白质的折叠途

径。尽管绝大多数折叠中间体很不稳定，由于三维核磁共振技术的发展，加上氢交换技术及快速

混合技术的成熟，我们已经可以有效地研究这些中间体了。目前流行的蛋白质折叠过程理论是

Ａｍｆｉｎｓｅｎ提出的随机成核理论：即线性多肽链折叠呈现“成核—折卷—凝集”三个阶段。成核
作用是由于挤压效应或疏水作用，多肽链中的一些小肽段迅速形成螺旋性的核心区；折卷则是已

成核的结构散落成为较大的超二级结构单元的集合体；凝集则是集合体在原子水平凝集，形成致

密的三级结构。
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４蛋白质生物物理研究方法及计算机结构模拟研究 蛋白质的结构研究方法，除了以上的
实验方法以外，理论分子生物物理学方法也是重要的途径之一。随着生物物理、化学以及数学学

科的发展，特别是分子力学、分子动力学的发展及其与计算机信息处理技术的结合与发展，利用

蛋白质分子内部及其周围环境原子之间的作用，以计算机信息处理系统为工具，研究蛋白质的能

量、结构、热力学、动力学性质，进行蛋白质空间结构规律研究和预测，取得了突破性的进展。

由印度人Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ提出的硬球模型建立了非成键原子最小接触距离原则，并以实验数据为
基础作了Φ?Ψ构象图；在分子力场、能量最低和自由能计算等的基础上，通过动力学的统计分
析方法，借助计算机信息处理系统，分析蛋白质的空间结构，预测蛋白质构象的变化，大大减少

了蛋白质结构研究的盲目性，提高了效率。理论分子物理学方法的建立，使蛋白质结构的研究摆

脱了必须完全依赖实验过程的传统模式，开辟了利用计算机模拟研究的新思路，推动了蛋白质结

构研究的进程。

（二）分子生物学研究方法

基因工程方法，也称分子遗传学方法，是一类涉及遗传物质基因（ＤＮＡ）的生物学理论与
操作技术，它包括寡聚核苷酸（又称为寡核苷酸）片段及基因的人工合成、目的基因的克隆与分

析、目的基因的定位诱变或随机诱变、目的基因在载体系统中的高效表达等。

１寡聚核苷酸片段及基因的人工合成 由于ＤＮＡ自动合成仪的广泛应用，寡聚核苷酸片段
及基因的合成，即ＤＮＡ的化学合成，现已经成为分子生物学及遗传工程、蛋白质工程研究中的
常规技术手段之一。无论从合成寡聚核苷酸片段的长度，还是合成的总量来说，都已经达到相当

的规模水平。所合成的产物ＤＮＡ片段也有着多方面的用途，除合成全基因或改造基因这一基本
用途而外，还可用作探针筛选目标基因，作为引物用于基因的定位诱变或聚合酶链式反应

（ＰＣＲ），也可合成连接接头（ｌｉｎｋｅｒ）用于基因末端改造等，还可以用于研究基因的调控及基因
与其他生物大分子的相互作用。

２目的基因的克隆与分析 应用于蛋白质工程中目的基因的克隆与分析技术，与常规基因
工程中的方法没有本质的差别。一般也包含下面几个基本部分：源ＤＮＡ的获得；ＤＮＡ片段与克
隆载体的体外连接；重组后载体引入宿主复制放大建立克隆基因库；筛选基因库，获得目的基因

克隆；最后再进行目的基因的结构分析。整个克隆与分析流程见图６?３。

ａ内切酶降解

ｂ机械力降解

ｃｃＤＮＡ合成

ｄＰＣＲ制备

ｅ

→

化学合成

ａ黏性末端连接

ｂ平头末端连接

ｃ连接子方法

ｄ寡聚核苷酸接尾
→

法

ａ转化质粒ＤＮＡ

ｂ转染噬菌体

ｃ

→

转导噬菌体

ａ遗传学方法

ｂ免疫化学法

ｃ核酸杂交法

ｄ其他方法

源ＤＮＡ制备 体外重组 导入宿主 筛选

图６?３ 目的基因克隆分析流程

首先是源ＤＮＡ的制备，即获得包含目的基因在内的一系列具有一定大小的ＤＮＡ片段。限
制性内切酶降解法和机械剪切力降解法是最常用的制备方法，此外还有ｃＤＮＡ合成、ＰＣＲ扩增
以及直接化学合成等多种方法。这些方法各有特色，各有优缺点，适合不同的具体条件应用。其

次是ＤＮＡ的体外重组，即制备好的系列ＤＮＡ片段与克隆载体在体外进行连接。连接方法有黏
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性末端法、平头末端法、连接子法和寡聚核苷酸接尾法等。第三是重组ＤＮＡ导入宿主建立克隆
基因库。重组后的载体引入宿主，复制、放大得到一群克隆的集合，即克隆基因库，库中所包含

的信息量为源ＤＮＡ中所有基因信息的总和。克隆导入的方法有转化质粒ＤＮＡ、转染噬菌体

ＤＮＡ和转导噬菌体等三种。所建的基因库按源ＤＮＡ分，可以是染色体（基因组）基因库，也可
以ｃＤＮＡ基因库；按克隆载体分，可以是噬菌体基因库，也可以是Ｃｏｓ质粒基因库或者是普通质
粒基因库。最后是目的基因克隆的筛选，即从克隆基因库中调出所需要的目的基因。快速而高效

的目的基因克隆筛选方法的建立，是基因克隆成败的关键之一。常用的方法有遗传学方法、免疫

化学法和核酸杂交法三种，其中遗传学方法是经典的传统的方法。对目的基因的结构分析，除了

需要测定基因的ＤＮＡ序列外，还要注意到基因中内含子的存在，注意考虑基因个体差异性、发
育多态性和进化多样性等因素的影响。

⑥

⑤

④

②

③

①

图６?４ 寡核苷酸引物介导的定点突变

３目的基因的定位诱变 定点突变（ｓｉｔｅ?ｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕ
ｔａｇｅｎｅｓｉｓ）技术是对已知ＤＮＡ序列的基因或基因片段中任
意指定位置进行突变的技术。它可以按照人们的意愿在指

定的位置实现核苷酸的取代、插入或缺失。该方法比使用

化学因素、自然因素导致突变的方法具有突变率高、简单

易行、重复性好的优点，在蛋白质工程中主要应用于需要

改变的氨基酸残基位置可以预先确定的情况下。目前常用

的定点突变方法有寡核苷酸引物介导的定点突变，ＰＣＲ介
导的定点突变及盒式突变。

（１）寡核苷酸引物介导的定点突变。寡核苷酸引物介
导的定点突变的原理是用含有突变碱基的寡核苷酸片段作

引物，在聚合酶的作用下启动ＤＮＡ分子进行复制，将引物
中的突变引入到基因中。其主要的过程见图６?４。
从图６?４中可看出该方法有下述６个步骤：①将待突变

基因克隆到突变载体上。②制备含突变基因的单链模板。

③引物与模板退火５′端磷酸化的突变寡核苷酸引物，与待
突变的核苷酸形成一小段碱基错配的异源双链的ＤＮＡ。④
合成突变链，在ＤＮＡ聚合酶的催化下，引物以单链ＤＮＡ
为模板合成全长的互补链，而后由连接酶封闭缺口，产生

闭环的异源双链的ＤＮＡ分子。⑤转化和初步筛选异源双链ＤＮＡ分子转化大肠杆菌后，产生野
生型、突变型的同源双链ＤＮＡ分子。可以用限制性酶切法、斑点杂交法和生物学法来初步筛选
突变的基因。⑥对突变体基因进行序列分析。
利用此方法进行的定位突变常常会产生突变效率较低的现象，其主要原因是大肠杆菌中存在

甲基介导的碱基错配修复系统所致。近年来这一方法已有了许多改进，如尿嘧啶取代法、缺口双

链ＤＮＡ法、双引物法等均是利用对大肠杆菌碱基错配修复系统的抗性来提高突变率的。另外也
有人采用改进的质粒作为载体，这就省去了单链模板的制备步骤，节省了时间。

（２）ＰＣＲ介导的定点突变法及其改进———大引物突变法。ＰＣＲ反应的出现推动了定点突变
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的发展，以ＰＣＲ为介导的定点突变为基因修饰、蛋白质改造提供了另一条途径。如通过改变引
物中的某些碱基而改变基因序列，达到有目的地改造蛋白质结构和研究蛋白质的结构和功能之间

的关系的目的。还可以在所设计的引物５′端加入合适的限制性内切酶位点，为ＰＣＲ扩增产物后
续的克隆以及蛋白质的分子裁剪拼接提供方便。

５′
３′

３′
５′

ａｎｄ ｐｒｉｍｅ Ｂ
ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅ Ｃ

５′
３′

５′

３′

３′
ＰＣＲ ｐｒｉｍｅ Ｃ

５′

ＰＣＲ

３′
５′

ＤＮＡ ｐｏａｙｍｅｒａｓｅ

３′
３′

５′
５′

５′

３′

ｍｉｘ，ｄｅｎａｔｕｒｅａｎｎｅａａ

５′５′３′

３′

ＰＣＲｐｒｉｍｅ Ｂ

３′５′

ＰＣＲ

５′
ｐｒｉｍｅ Ａ′ｐｒｉｍｅ Ａ

３′

５′
３′

３′
５′

Ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ

＋

５′

图６?５ ＰＣＲ介导的定点突变

经典ＰＣＲ介导的定点突变法，需要

４种扩增引物，进行３次ＰＣＲ反应，其
简单过程由见图６?５所示。头两次ＰＣＲ
反应中，应用两个互补的并在相同部位

具有相同碱基突变的内侧引物，扩增形

成两条有一端可彼此重叠的双链ＤＮＡ片
段，去除未参入的多余引物之后，这两

条双链ＤＮＡ片段经变性和退火可以形成
具有３′凹末端的异源双链分子，在ＴａｑＤ
ＮＡ聚合酶的作用下，产生含重叠序列的
双链ＤＮＡ分子。这种ＤＮＡ分子再用两
个外侧寡核苷酸引物进行第三次ＰＣＲ扩
增，便产生突变体ＤＮＡ。有报道为提高

ＢａｍＨⅠ限制性内切酶的活性，用该方法
将ＢａｍＨⅠ限制性内切酶的第５４位半胱
氨酸用丙氨酸取代后明显地提高了该酶

的活性。大引物突变法是以第１次ＰＣＲ
扩增产物作为第２次ＰＣＲ扩增的大引物，
整个过程只需３种扩增引物进行２次

ＰＣＲ反应，可获得突变体ＤＮＡ。
（３）盒式突变。盒式突变是利用一
段人工合成的含基因突变序列的寡核苷

酸片段，取代野生型基因中的相应序列。这种突变的寡核苷酸是由两条寡核苷酸组成的，当它们

退火时，按设计要求产生克隆需要的黏性末端，由于不存在异源双链的中间体，因此重组质粒全

部是突变体，其突变效率是很高的。如果将简并的突变寡核苷酸插入到质粒载体分子上，在一次

的实验中便可以获得数量众多的突变体，大大减少了突变需要的次数，这对于确定蛋白质分子中

不同位点氨基酸的作用是非常有用的方法。特别是对蛋白质中的指定位置的氨基酸残基，进行一

系列不同氨基酸残基取代以考察取代效果时，非常有效。彭贵洪用该方法进行了尿激酶突变体的

研究，用核酸限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＭｃｓⅠ消化处理ＤＮＡ，去除含有部分野生型序列的ＤＮＡ
片段后，用一段含有基因突变序列的片段取代，发现突变体的功能有明显的提高。

目的基因的定位诱变，与随机诱变一起都是体外基因诱变最常用的方法。定位诱变法对结构

比较清楚的基因或蛋白质较为适合，而随机诱变法则对我们了解较少的基因或蛋白质比较适用。

后一方法不但对研究对象的基本性质要求较少，还能反过来帮助分析基因或蛋白质的结构，由此
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思路发展成分子进化工程技术，大大加快了对生物大分子人工改造的进程。

４目的基因的高效表达系统 目的基因表达系统中，以大肠杆菌（Ｅｃｏｌｉ）系统最为常用，
许多原核和真核生物的基因均能在这一系统中实现高效表达。酵母表达系统是真核生物常见的表

达系统，除此之外，还有枯草杆菌系统以及高等真核细胞外源基因表达系统等。

在分子生物学方法中出现了一种全新的引入突变的方法，称为ｔＲＮＡ介导蛋白质工程，它是
在目的基因表达过程中引入突变的方法。该方法是借助校正ｔＲＮＡ定点掺入非天然氨基酸，以提
供蛋白质结构信息，改进蛋白质检测与分离方法，甚至赋予蛋白质某些新的特性。

五、蛋白质工程的意义与展望

蛋白质工程作为一种新型的强有力的研究手段，对一些基本生物学问题的研究和解决发挥了

重要作用。从酪氨酸ｔＲＮＡ合成酶开始，该方法已经广泛地运用于研究各种蛋白质的结构与功
能、蛋白质折叠和蛋白质分子设计等一系列分子生物学的基本问题。由于基因定位诱变的自如

性，使研究工作突破了过去所用方法的局限，使有关研究达到前所未有的深度和广度。

人和动植物几乎所有重要的功能性活动，诸如代谢、运动、发育、生长、思维、记亿、免疫

防御、光合作用或固氮作用等，都离不开蛋白质，所以蛋白质工程对揭示生命现象本质和生命活

动的规律具有重要意义，与人类的生产和生活密切相关。随着这一领域不断的开拓与发展，大量

性能优良的新型蛋白质将被生产出来，并广泛应用于医药、工业、农业和环境保护等方面。正因

为如此，世界上各先进国家和重要的工业集团都对这一领域的发展予以高度重视，竞相作为重点

项目列入国家的科技发展和研究投资计划中。

生物功能

预期功能

折叠

分子设计

生物学主流

蛋白质工程

反向生物学

翻译转录

ＤＮＡ 合成
基因

（ＤＮＡ）
氨基酸序列

多肽链

蛋白质

三维结构ＲＮＡ

图６?６ 蛋白质工程反向生物学流程

作为第二代遗传工程，蛋白质工程研究为当代生物技术的产业化发展注入了新的生命力。它

已经在蛋白质药物改造、酶工程、抗体工程、分子电子器件和新型医学生物材料研制中获得越来

越广泛的应用。蛋白质工程面临最大的挑战，也是最振奋人心的目标，是创造自然界中不存在的

新型蛋白质。

科学工作者已成功地设计并合成了以α螺旋和β折叠层为主体的简单蛋白质，跨出了人工构
建蛋白质的第一步。同时蛋白质工程正在推动一个从预定生物功能到期望的蛋白质结构，再到编

码基因及其表达的反向生物学的发展。迄今为止，从基因到蛋白质结构再到生物功能，是分子生

物学的中心和主流，它的成就对现代生物学的发展起了巨大作用。由蛋白质工程推动的反向生物
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学的深入，对未来生命科学的更大发展可能发挥重大影响。

展望未来，２１世纪初的２０年间蛋白质工程将处于迅速发展时期，一方面，研究方法和技术
将日臻成熟；另一方面，通过与基因工程的密切结合，可望获得一些有应用价值的成果。但作为

以改造通过长期自然进化产生的蛋白质为目标的高新技术，蛋白质工程在实用上尚有一系列严重

困难有待研究解决，在产业化的方向上将有艰难的历程。蛋白质工程是希望与挑战并存、艰辛与

硕果同在的崭新研究领域。

第二节 蛋白质工程与食品加工

蛋白质工程是现代生物技术中最灿烂的领域之一，它将给生物功能的主要体现者蛋白质带来

不可限量的发展机遇和前景。以具有催化功能的蛋白质———酶来说，虽然天然酶在生物体内部环

境中已经进化到最适应生理功能的状态，但在体外工业化应用时，则存在着不可逾越的稳定性障

碍。酶发挥催化作用，对环境条件要求苛刻，极容易失活变性，如何提高酶的适应能力成为人们

最关心的焦点之一。蛋白质工程技术为这一问题的解决开辟了崭新而有效的途径。酶的催化作用

常常被应用于食品加工过程，以增加产量、改善品质、提高效率。如凝乳酶用于生产干酪；葡萄

糖异构酶用于制取高果糖浆，还可用于以木糖为底物的乙醇发酵；另外还有溶菌酶、枯草杆菌蛋

白酶等。下面主要以葡萄糖异构酶和凝乳酶（原）为例来介绍蛋白质工程在酶蛋白的结构和功能

改造中的应用。

一、葡萄糖异构酶

葡萄糖异构酶（ｇｌｕｃｏｓｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＧＩ），又称Ｄ?木糖异构酶（Ｄ?ｘｙｌｏｓｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ），系统酶号
为ＥＣ５３１５，属微生物酶类。１９５７年最早在嗜水假单胞菌中发现其活性，后来又发现近百种
细菌和放线菌能合成该酶；其中绝大多数为胞内酶，只有极少数菌株能分泌胞外酶。葡萄糖异构

酶能将Ｄ?葡萄糖、Ｄ?木糖和Ｄ?核糖等催化为相应的酮糖。在体外一定条件下，它也能催化Ｄ?葡
萄糖转化为果糖，因而成为工业上制备高果糖浆（ｈｉｇｈｆｒｕｃｔｏｓｅｃｏｒｎｓｙｒｕｐ，ＨＦＣＳ）的关键酶；
它还可用于含木聚糖类物质发酵生产乙醇，是一种具有重大经济价值的工业用酶。１９６７年美国
成功地进行了ＧＩ的工业化应用，以后西方国家主要的淀粉加工业都转向ＧＩ技术生产。各国又
竞相利用生物高技术改造ＧＩ的结构、性质和功能，以提高该酶的适应性，扩大应用领域。由于
葡萄糖异构酶有较好的耐热性，结构也较稳定，使它成为目前国际上公认的研究蛋白质结构与功

能关系，建立完整蛋白质工程技术的最好模型之一。

（一）葡萄糖异构酶的基本性质

葡萄糖异构酶能催化Ｄ?葡萄糖异构化生成Ｄ?果糖，也可将木聚糖异构化为木酮糖，此外还
能以Ｄ?核糖、Ｌ?阿拉伯糖、Ｌ?鼠李糖及葡萄糖３、５、６碳的修饰衍生物为催化底物，但是它只
能催化Ｄ?葡萄糖或Ｄ?木糖的α?旋光异构体，而不能催化β?旋光异构体。
葡萄糖异构酶的最适温度一般在７０～８０℃，最适ｐＨ７０～９０微偏碱性，不同种属来源的酶

有一定的差别。葡萄糖异构酶的最适温度、最适ｐＨ及稳定性还受到缓冲液种类、底物浓度、激

·０１３· 第六章 蛋白质工程和分子进化工程



活剂、稳定剂及反应时间的影响。另外二价金属离子对酶活力、稳定性及酶的专一性都有影响。

各种属来源的葡萄糖异构酶在结构上都有一定的相似性。其一级结构的同源性随种属关系远

近不同而不同。但有４０个恒定氨基酸残基，其中包括１４个残基与酶活性中心有关。葡萄糖异构
酶晶体的空间结构一般都是紧密的四聚体，单体分子量约４万～５万，单体间符合２２２点对称分
布。单体由一大一小两个结构域构成，近Ｎ端的主结构域是由８股右手的α／β型桶构成，两个同
轴圆柱中，内柱由８条平行的β?折叠股构成，外柱由８股与β?折叠交替相邻的α?螺旋构成，α?螺
旋与β?折叠构成反平行；Ｃ端的小结构域由几段α?螺旋无规则卷曲成一个远离Ｎ端的环状结构，
参与单体内的相互作用及活性部位的构成。其亚基的结构见图６?７。

２ ＋

Ｌｙｓ２ ９４Ｌｙｓ２ ５３

Ｘｙｌｏｓｅ

Ｘｙｌｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ
ｍｏｎｏｍｅｒ

Ｍｎ

图６?７ 葡萄糖异构酶的亚基结构

葡萄糖异构酶的活性中心位于每个单体平行β桶近Ｃ端的口部，是深陷的口袋状，有两个二
价金属离子结合位点，与保守的氨基酸残基侧链基团以及溶剂中的氧原子形成配位键，周围有一

个高度疏水背景区，构成的氨基酸侧链不只由一个单体提供，两个单体相聚成无活性或活性微弱

的二聚体，只有形成四聚体时才具有全部酶活。葡萄糖异构酶的催化作用采用的是金属离子介导

的负氢离子转移机制，可由图６?８显示其催化过程。
葡萄糖异构酶的基因组织和调控主要是由木糖操纵子控制。由木糖透性酶基因（ｘｙｌｔ）、木

糖异构酶基因（ｘｙｌａ）、木糖激酶基因（ｘｙｌｂ）和调节基因（ｘｙｌｒ）构成木糖操纵子的主要成分。
我国朱学良、崔虹等人分别成功地对我国自己分离诱变获得的能高效分泌胞外葡萄糖异构酶的淀

粉酶链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ）Ｍ１０３３菌株的ＧＩ基因进行了分子克隆及在Ｅｃｏｌｉ中的高
效表达。王玉珍等人测定了该酶基因的全序列，并由此获得了相应的氨基酸序列，与其他种属来

源的葡萄糖异构酶相比较，其一级结构也符合ＢｈｏｓａｌｅＳＨ等人总结的规律。有４０个氨基酸具
有保守性，保守氨基酸残基与金属离子的结合有关。

（二）葡萄糖异构酶的蛋白质工程

由于葡萄糖异构酶是工业上从淀粉大规模制备高果糖浆的关键酶，具有重大的经济价值，且
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图６?８ 葡萄糖异构酶的催化过程
ａ酶与二价金属离子Ｍ１结合 ｂ酶与底物结合 ｃ底物开环，Ｃ１上的氢原子转移到Ｏ５上形成

ＯＨ－ ｄ底物开环的链伸展 ｅＭ２位置偏移至Ｍ２′发生底物Ｃ２至Ｃ１间的氢负离子转移

ｆ异构化反应结束，Ｍ２′回到Ｍ２位置 ｇ开环的底物链在Ｈ５４的催化下闭环产生Ｄ?酮糖

ｈ酶释放Ｄ?酮糖，催化过程结束

嗜热菌的ＧＩ又有较好的热稳定性，因而嗜热菌ＧＩ成为国际上研究蛋白质结构与功能关系，建
立完整蛋白质工程技术的最佳模型之一。直接发酵生产的ＧＩ应用在工业生产中，已经取得了令
人瞩目的成功，但仍存在一定局限性，如最适ｐＨ为碱性、高温下稳定性还有待提高等。偏碱性
条件下糖不稳定易焦化，使总产率下降；高温条件有利于反应进程的加快和平衡点的向果糖方向

移动，因此对ＧＩ进行定向改造成为客观迫切的需求，而蛋白质工程技术，可在研究ＧＩ结构?功
能关系的基础上，通过对某些氨基酸的替代和修饰，改变ＧＩ的结构性质，改善其工业应用性
能。

我国科学家在研究ＳＭ１０３３葡萄糖异构酶基因工程和晶体结构的基础上，通过分子模拟和结构
比较，进行了一系列定点突变，以期改变ＧＩ的最适ｐＨ和最适温度，并取得了一定的进展，表

６?１列出了几种定点突变对ＧＩ热稳定性及最适ｐＨ、最适温度等酶学性质的影响。

表６?１ ＳＭ１０３３葡萄糖异构酶定点突变及其性质

突 变 性 质

Ｋ２５３Ｒ 热稳定性小于野生型，比活是野生型１５倍

Ｎ１８４Ｖ 比活和热稳定性远低于野生型

Ｎ１８４Ｄ 最适ｐＨ下降了１个单位，ｐＩ下降了０６个单位，酶活为野生型的３８２７％
Ａ１９８Ｃ 最适温度升高８℃，酶活为野生型的８６９５％
Ｑ２０Ｌ 最适反应温度下降５℃，热稳定性为野生型的７８％，对底物亲和性增强

Ｇ２４７Ｄ 酶活提高３３％，最适ｐＨ下降０６个单位，热稳定性降低

Ｇ１３８Ｐ 热稳定性比野生型提高一倍，最适温度提高１０～１２℃，比活与野生型相当

Ｇ１３８Ｐ／Ｇ２４７Ｄ 酶活比野生型提高４５％，８０℃时比Ｇ１３８Ｐ更稳定

在这些定点突变中，突变酶与野生型酶比较研究表明，突变酶Ｎ１８４Ｄ的最适ｐＨ下降了１个
单位，ｐＩ下降了０６个单位，但酶活性仅为野生型的３８２７％，相似的突变酶Ｎ１８４Ｖ的比活和热
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稳定性也都远低于野生型。这是因为Ａｓｎ１８４处于亚基表面，位于活性中心附近但不参加与底物的
结合，Ａｓｎ１８４替换成Ａｓｐ１８４后，在表面引入负电荷，改变了活性中心的静电环境，使活性中心的
可解离基团的ｐＫａ发生改变，因而ｐＩ和最适ｐＨ均发生改变，Ａｓｎ１８４位于活性中心区域的入口
处，酰胺化的侧链对热稳定性有负面的影响，但在Ａｓｎ１８４去酰胺化替换成Ａｓｐ１８４或Ｖａｌ１８４后，两
者都改变了活性中心空间构象，对底物的亲和性发生了改变，降低了活性中心的稳定性，因而对

催化活性和热稳定性的负面影响超过脱氨基化反应的正效应。Ａｓｎ１８４突变为Ａｓｐ１８４虽然可以增加
与底物的结合，但结合并不是限制步骤。因此，Ｎ１８４Ｄ和Ｎ１８４Ｖ突变酶的热稳定性，催化活力均
下降。

突变酶Ａ１８９Ｃ最适温度提高了８℃，酶活为野生型的８６９５％。在酶蛋白中引入Ｃｙｓ是设想
让两个亚基之间形成二硫键以提高稳定性，但实际上两个亚基的巯基（—ＳＨ）之间由于存在空
间障碍，不能结合形成二硫键。自由—ＳＨ与活性氨基酸残基Ａｓｐ２５４和Ｈｉｓ２１９距离较近，可能会影
响活性中心氨基酸构成的电荷中继系统，或在溶剂的参与下，在活性中心形成新的氢键，最终影

响酶的最适温度，而热稳定性并未改变。

在Ｍｒａｂｅｔ研究密苏里游动放线菌葡萄糖异构酶，突变酶Ｋ２５３Ｒ的酶失活半衰期比野生型增
加５倍，取得了成功。对ＳＭ１０３３葡萄糖异构酶，伍传金等人也进行了类似的尝试，ＳＭ１０３３ＧＩ中

２５３位也是Ｌｙｓ，而Ｋ２５３Ｒ突变酶的热稳定性小于野生型，可能是由于不同种属间的差异造成了
四聚体结构的不对称性，使热稳定性下降。

在ＳＭ１０３３葡萄糖异构酶中引入定点突变Ｑ２０Ｌ，产生的突变酶对底物的亲和性有所增强，但
最适温度下降５℃，热稳定性为野生型的７８％。可能是Ｇｌｎ２０位于ＳＭ１０３３ＧＩ的Ｎ端（１～３２０氨
基酸残基）的８段α／β型桶状结构域中的α０～α１螺旋之间，没有任何氢键连接的Ｇｌｎ的亲水侧链
易破坏β?折叠结构，非极性Ｌｅｕ替换后，可增强α?螺旋二级结构间的疏水作用，但由于Ｇｌｎ２０位
于四聚体的表面，疏水侧链取代后使分子表面疏水作用增强，反而不利于蛋白质的稳定性，因此

降低了ＧＩ的热稳定性。
突变酶Ｇ２４７Ｄ酶活比野生型酶提高了３３％，最适ｐＨ下降０６个单位，但热稳定性只有野生

型酶的６１％。从酶的晶体结构来看，Ｇｌｙ２４７位于酶活性中心，是２４２～２４７位氨基酸残基形成的β?
折叠股的最后一个残基，引入Ａｓｐ后电负性极强，改变了分子的静电场分布，影响了活性部位
的电荷传递过程，而使酶活性提高，同时导入的负电荷也使得活性中心可解离基团的ｐＫａ发生变
化，从而使突变酶Ｇ２４７Ｄ的最适ｐＨ下降了０６单位。Ｇ２４７Ｄ酶的稳定性降低，可从计算机模拟
的分子结构中找到原因，Ｇｌｙ２４７在本身无侧链基团，柔性较大，引入Ａｓｐ２４７后，较大的极性的侧
链基团，其空间自由度较小，与活性中心的附近Ｎ２１６、Ｒ２１９、Ｄ２５４和Ｄ２５６残基侧链产生空间位阻
的障碍，因过于拥挤而相互排斥，影响β?折叠的稳定性；加之Ａｓｐ２４７接近于亚基表面，也可能影
响亚基间相互作用的稳定性，这些都会导致酶热稳定性降低。

Ｇ１３８Ｐ突变酶是ＳＭ１０３３葡萄糖异构酶蛋白质工程中最成功的定点突变。Ｇ１３８Ｐ突变体的酶活
与野生型相当，而其最适反应温度提高１０～１２℃，其失活半衰期约是野生型ＧＩ的２倍。从它分
子空间结构上分析原因发现，Ｇｌｙ１３８是靠近酶分子表面位于一段无规则卷曲的转折处，接近１３６
位与活性中心相关的Ｔｒｐ，Ｇｌｙ１３８替换成Ｐｒｏ后，降低了该段无规则卷曲的柔性，计算机模拟显
示刚性的Ｐｒｏ吡咯烷环侧链恰好能够充填Ｇ１３８Ｐ，由于无侧链基团而留下的空洞，自然的完成肽

·３１３·第二节 蛋白质工程与食品加工



ｂａ

Ｇｌｙ１３８Ｇｌｙ１３８ Ｐｒｏ１３８Ｐｒｏ１３８

Ｂ

ｂａ

Ｃ

ｂ

Ｌ２０ ＣＡ

Ｌ２０ ＣＡ

Ｄ２４７ ＣＡＤ２４７ ＣＡ

ａ
Ａ

Ｑ２０ ＣＡＱ２０ ＣＡ

Ｇ２４７ ＣＡ
Ｇ２４７ ＣＡ

图６?９ 野生型ＧＩ和突变体酶的立体结构
ＡＧ２４７Ｄ ＢＱ２０Ｌ ＣＧ１３８Ｐ ａ野生型 ｂ突变体

链转折，使得整个分子结构更加紧密稳定。通过分析比较已知的其他种属ＧＩ氨基酸序列发现，
除高温嗜热菌外，该同源位置氨基酸均为Ｇｌｙ，而嗜热高温菌同源性部位则为Ｐｒｏ，恰恰是它的
热稳定性和最适反应温度都是最高。Ｐｒｏ较小的转动自由度以及刚性的吡咯烷环使得β?转角或无
规卷曲结构更加稳定，从而稳定整个蛋白质的空间结构，提高蛋白质的热稳定性。这一现象在其

他多种酶中都能发现，如１，６?寡葡糖苷酶、Ｔｒｐ合成酶、鸡腺苷酸激酶等。在蛋白质工程中，
用Ｐｒｏ替代其他氨基酸（Ｘ?ａａ→Ｐｒｏ）也有许多应用，如Ｔ４噬菌体溶菌酶、丝氨酸蛋白水解酶、
中性蛋白酶等。

王玉珍等人在总结前述单定点突变的基础上，采用双突变法获得突变ＳＭ１０３３葡萄糖异构酶

Ｇ１３８Ｐ／Ｇ２４７Ｄ，其热稳定性在８０℃时比Ｇ１３８Ｐ更高，而酶活比野生型酶提高４５％，最适温度和最

适ｐＨ均有改善，是蛋白质工程技术集各种优势突变于单一工程菌产物的成功范例，具有较高的
实际应用价值，在１９９９年已取得中国国家专利。
葡萄糖异构酶的点突变蛋白质工程对酶的专一性也有影响，表６?２列出了一些突变体酶对葡

萄糖和木糖的催化常数。由表中可见野生型的ＧＩ对木糖的催化作用比对葡萄糖大，不同的突变
酶其酶的选择性不同，双突变Ｗ１３９Ｆ／Ｖ１８６Ｔ和Ｗ１３９Ｆ／Ｖ１８６Ｓ的酶底物专一性均有利于葡萄糖的异
构化反应。
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表６?２ 定点突变ＧＩ底物专一性的影响

突变酶
Ｋｃａｔ／Ｋｍ（ｍｉｎ－１ｎＭ－１）

葡萄糖 木糖

野生型 ５８ ９７２
Ｗ１３９Ｙ ６０ ３２
Ｗ１３９Ｆ １５ １３６
Ｖ１８６Ｔ ９７ ５５４
Ｖ１８６Ｓ ５７ １５９

Ｗ１３９Ｆ／Ｖ１８６Ｔ ３２９ ２１６
Ｗ１３９Ｆ／Ｖ１８６Ｓ １２４ ４０
注：本表摘自陆兆新讲座。

二、凝 乳 酶

凝乳酶（ｃｈｙｍｏｓｉｎ）是利用生物工程技术发酵生产的食品工业用酶之一，早在１９９０年就已
获美国ＦＤＡ批准用于干酪生产，且符合ＧＲＡＳ（ＧｅｎｅｒａｌｌｙＲｅｃｏｇｎｉｚｅｄＡｓＳａｆｅ）标准，无需标示。
凝乳酶也是研究蛋白质结构修饰与功能之间关系的良好材料。

自２０世纪８０年代以来，各国均成功地研究了凝乳酶的基因工程表达，Ｍａｒｓｔｏｎ和

Ｋａｗａｇｕｃｈｉ研究了凝乳酶原基因在大肠杆菌中的表达水平；Ｕｏｚｕｍｉ和Ｂｅｐｐｕ的发酵产率达到

１３６ｍｇ／Ｌ发酵液；Ｍｅｌｌｏｒ等人实现了在酵母细胞中表达，１９９０年Ｓｔｒｏｐ实现在Ｅｃｏｌｉ中表达并
积累于包含体改善了提取条件。我国张渝英利用Ｔａｃ启动子构建的牛凝乳酶原Ｂ基因表达质粒

ｐＴａＡＣ转化大肠杆菌ＪＭ１０５，在对数期加入诱导剂ＩＰＴＧ（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ?β?Ｄ?ｔｈｉｏｇａｃｔｏｓｅ）０１ｍｍｏｌ／Ｌ
能明显诱导凝乳酶活性，而温度升高有利于Ｅｃｏｌｉ包含体的形成。因此在４２℃无ＩＰＴＧ条件下
基因也能表达，用ＥＬＩＳＡ法测定可获凝乳酶原产量８０～１００ｍｇ／Ｌ，变性、复性且酸化后可获得
有活力的凝乳酶１４～２０ｍｇ／Ｌ。王革等人为提高表达水平，同时避免使用价格昂贵的ＩＰＴＧ诱导
剂，用ＰｒＰＬ启动子代Ｔａｃ启动子，并研究５′端、３′端旁侧序列对表达的影响。结果表明Ｓｈｉｎｅ?
Ｄａｌｇａｒｎｏ序列与ＡＴＧ之间的长度以及核糖体结合部位ＲＢＳ附近ｍＲＮＡ稳定的二级结构与表达
有关；翻译终止密码子ＴＧＡ与转录终止子ｒｒｎＢＴ１Ｔ２之间的茎环结构以及茎环结构所处的位置也
与表达有关。Ｇｅｏｆｆｒｏｇ等人还报道了编码牛凝乳酶的基因在乳酸克鲁维酵母（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓｌａｃ
ｔｉｓ）中表达成功，并且能有效地分泌到胞外。
凝乳酶的蛋白质工程主要集中在对二硫键的研究上。不同来源的凝乳酶有不同数目的二硫

键。牛凝乳酶含有三对，米黑毛霉含有两对，寄生内座壳菌只有一对。因此不同二硫键在凝乳酶

中对酶活性的影响是不同的，利用蛋白质工程中的定点突变技术可以了解二硫键在结构、功能中

的作用。

黄葵等人研究了牛凝乳酶的结晶性质，并对二硫键进行化学修饰研究。他们比较了酶变性前

后二硫苏糖醇（ＤＴＴ）对二硫键的还原作用的差别。发现牛凝乳酶的三对二硫键中，有一对是
在酶分子表面，不用变性处理即可被还原；而另两对二硫键则在变性以后才能被还原，因而可能

处在酶分子内部。经过溴化氰降解法对二硫键进行定位研究的结果表明：分子表面的一对二硫键
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是Ｃｙｓ２５０?Ｃｙｓ２８３，该二硫键被还原后引起活力下降２５％；如用其他方式修饰该二硫键，如用碘乙
酸、氯化汞等，酶活力也下降２５％左右。比较不同来源凝乳酶显示Ｃｙｓ２５０?Ｃｙｓ２８３二硫键是保守
的。因此认为凝乳酶中Ｃｙｓ２５０?Ｃｙｓ２８３二硫键是维持酶活性所必需的。

１９９７年，唐兵利用定点突变法研究了Ｃｙｓ４５?Ｃｙｓ５０二硫键的三种突变体Ｃ４５Ｄ、Ｃ５０Ｓ以及

Ｃ４５Ｄ／Ｃ５０Ｓ凝乳酶原的复性率，以考察Ｃｙｓ４５?Ｃｙｓ５０二硫键在酶分子正确折叠中的作用，结果发现
三种突变体复性条件、活化条件均基本一致，因而具有类似的折叠特征与空间结构，可以说明错

配二硫键是影响复性的主要因素。氨基酸残基的取代没有从根本上影响肽链的正确折叠。三种突

变体中双突变酶Ｃ４５Ｄ／Ｃ５０Ｓ复性率比野生型低而比单突变体Ｃ４５Ｄ和Ｃ５０Ｓ高，说明虽然缺失一个
二硫键使复性过程中二硫键错配的机会减少，但该二硫键的缺失，使凝乳酶原多肽链在折叠过程

中形成的某些中间体较野生型不稳定而发生错误折叠，即使折叠正确也不稳定，而容易丧失活

力，因而双突变体获得有活性产物比野生型少。在单突变体Ｃ４５Ｄ和Ｃ５０Ｓ中，Ａｓｐ４５与Ｃｙｓ５０之间
以及Ｃｙｓ４５与Ｓｅｒ５０之间的相互作用比Ａｓｐ４５与Ｓｅｒ５０之间相互作用更弱。使折叠中间体产物更不稳
定，正确折叠率更低，所以唐兵认为Ｃｙｓ４５?Ｃｙｓ５０二硫键的形成使凝乳酶原折叠中间体及产物较稳
定，有利于凝乳酶原多肽链的正确折叠。张渝英也研究了Ｃｙｓ４５?Ｃｙｓ５０二硫键的定点突变，得到了
类似的结果。

陈红杰等人对凝乳酶原（凝乳酶）中第三对二硫键Ｃｙｓ２０６?Ｃｙｓ２１０也进行了定点突变研究，五
个突变体在Ｅｃｏｌｉ的高效表达中，除Ｃ２０６Ａ外，Ｃ２１０Ａ、Ｃ２０６Ａ／Ｃ２１０Ａ、Ｃ２１０Ｓ和Ｃ２０６Ｓ／Ｃ２１０Ｓ四个
突变体表达量均为细胞总蛋白的５０％左右。突变酶的复性率与野生型的比较见表６?３。

表６?３ 凝乳酶原突变体及其野生型复性率比较

突变型 复性率（Ｘ±ＳＤ）（％）

野生型 ２６９±１５
Ｃ２０６Ａ／Ｃ２１０Ａ １４５±１０
Ｃ２０６Ａ／Ｃ２１０Ｓ ３２６±０５０
Ｃ２１０Ａ ０７２±０４２
Ｃ２１０Ｓ ０４５±０３９
Ｃ２０６Ａ ０

注：本身引自陈红杰等。

从表中可以看出：Ｃ２０６Ａ／Ｃ２１０Ａ的复性率分别是Ｃ２０６Ｓ／Ｃ２１０Ｓ、Ｃ２１０Ａ、Ｃ２１０Ｓ的４５倍、２０
倍、３０倍，Ｃ２０６Ａ完全不能复性。Ｃ２０６Ａ／Ｃ２１０Ａ复性率高达野生型的５０％。说明Ｃ２０６?Ｃ２１０二硫键
不是正确折叠所必需的，双突变复性率优于单突变体，且不同氨基酸残基取代复性率不同。说明

２０６与２１０位的氨基酸残基对凝乳酶原的有效折叠起重要作用。比较分析突变酶与野生酶的远紫
外ＣＤ光谱和荧光光谱以及酶的比活，发现Ｃ２０６Ａ／Ｃ２１０Ａ、Ｃ２０６Ｓ／Ｃ２１０Ｓ与野生型凝乳酶原三者有
相似的空间构象，满足催化活性的要求，突变分子只是某些Ｔｒｐ残基微环境受到微扰。牛凝乳酶
原中三对二硫键的空间位置及其对酶分子性质的影响见表６?４。
唐兵等人为进一步阐明影响凝乳酶原分子再折叠的主要原因，用蛋白质二硫键异构酶（ｐｒｏ

ｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＰＤＩ）和ＧＳＨ／ＧＳＳＧ对重组、复性进行比较研究。结果表明，二硫键的
错误配对是影响凝乳酶原正确折叠的主要原因，减少二硫键错误配对的机会就能有效地提高其复
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性率。

表６?４ 牛凝乳酶原二硫键的性质作用

二硫键 位置 贡 献

Ｃ２５０?Ｃ２８３ 分子表面 维持酶活性所必需

Ｃ４５?Ｃ５０ 分子内部 有利于折叠中间体及产物的稳定有利于多肽链的正确折叠

Ｃ２０６?Ｃ２１０ 分子内部 不是正确折叠所必需的，但对折叠的有效性起重要作用

黎红晔等人对凝乳酶第二个发夹结构中Ⅵ型β?转角Ｌ２０ＧＴＰＰＱ２５的功能，利用定点突变技
术进行了研究，三个突变体Ｌ２０ＧＧＱ２５、Ｌ２０ＳＧＱ２５、Ｌ２０ＧＳＱ２５中前两种的牛凝乳酶原表达质
粒及野生型均能在Ｅｃｏｌｉ中表达，突变体产物也均能自活化为假凝乳酶，复性后的理化性质也
与野生型类似，但水解酪蛋白活性两者均明显低于野生型。该现象说明，突变对酶原的折叠影响

不大，也不影响对酪蛋白的亲和力，但都显著降低酶的催化效率，这与ＴＬＢｌｕｎｄｅｌｌ实验室对
凝乳酶第五个β?转角的研究结果相类似。说明这两个β?转角在凝乳酶的功能中都起重要作用。

三、其他分子蛋白质工程

（一）胰岛素的蛋白质工程

胰岛素是一种蛋白质激素，是治疗糖尿病的特效药，具有重要医用价值。天然胰岛素用于临

床有一些重要缺点，包括作用时效短、进入血流缓慢、长期使用产生抗性、长期保存易变性、供

应短缺等。通过对胰岛素的蛋白质工程研究，可以获得上列缺点得到改善的新型胰岛素制剂。我

国的相关研究人员密切合作，取得下列一系列研究结果。

①改造胰岛素原连接肽（Ｃ肽），从３０几个氨基酸缩短为３个氨基酸，获得基因工程生产胰
岛素的高效表达，已进入中试，并获得国家专利。

②依据药用胰岛素制剂的精细结构，提出增加次级键、稳化寡聚体以获得长效胰岛素的原
理，通过定向分子设计获得２种目标产品，作用时效延长８～１２ｈ。在０２ｎｍ分辨率测定目标产
品的晶体结构，证实分子设计原理的正确性。首次在国内成功地实现从预定性能→分子设计→目
标产品制备→改性产品的结构测定的蛋白质工程全循环，为进一步的研究奠定了基础，提供了经
验。

③以速效和高效胰岛素为中心，完成定向分子设计１２种，获得４种目标产品，成功地达到
预期目标。

④建立了工程化胰岛素结构?功能研究的多种系列，包括长效、速效、高效、高稳定、低免
疫等改性胰岛素，形成了一个比较系统的多方位研究格局，为我国胰岛素蛋白质工程的进一步发

展、创新和临床应用提供了充分条件。

（二）胰蛋白酶抑制剂

通过蛋白质工程途径研究慈姑双头蛋白酶抑制剂和南瓜族的天花粉蛋白酶抑制剂的结构与功

能，取得显著成绩。

①确认抑制剂的活性中心和二硫键的作用。慈姑双头蛋白酶抑制剂由１７９个氨基酸所组成，
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含有２个活性中心，是一多功能的蛋白酶抑制剂，能抑制多种蛋白酶，其组分Ａ能同时抑制一
分子胰凝乳蛋白酶，而组分Ｂ能同时抑制二分子胰蛋白酶，根据抑制剂活性中心的一般规律及
对慈姑抑制剂化学修饰的研究结果，确定该抑制剂的活性中心定位于Ｌｙｓ?Ｓｅｒ（４４～４５）及Ａｒｇ?
Ｔｙｒ?Ｌｙｓ（７６～７８）。随后，将慈姑抑制剂Ｂ的基因构建于ｐＶＴ１０２ｕ／ａ表达质粒，并在酵母中进行
表达，纯化后的表达产物经鉴定与天然的一致。在此基础上对抑制剂Ｂ的基因进行突变，４４位
的Ｌｙｓ突变为Ａｌａ，纯化后的该突变体具有明显的弹性蛋白酶抑制剂活性，同时还保留一半的胰
蛋白酶抑制剂活性，因另一Ａｒｇ活性中心的活性未受影响。同样，若将７６位的Ａｒｇ突变为Ａｌａ
也得到同样结果。这就进一步证明，慈姑抑制剂的活性中心分别位于Ｌｙｓ（４４）及Ａｒｇ（７６）。
慈姑抑制剂有３对二硫键，其中Ｃｙｓ?Ｃｙｓ（４３～８９）组成一大环及Ｃｙｓ?Ｃｙｓ（１３９～１４８）组成

一小环，在此小环中另有一对Ｃｙｓ?Ｃｙｓ（１４１～１４４）二硫键，若将此对二硫键分别突变为Ａｌａ
（１４１）及Ｓｅｒ（１４４），该突变体仍保留抑制剂的全部活力；说明此小环中的一对二硫键并非抑制
剂活性所必需。若将此一对二硫键保留，而将小环的Ｃｙｓ?Ｃｙｓ（１３９～１４８）分别突变为Ａｌａ
（１３９）及Ａｌａ（１４８），抑制剂活性也保留不变。说明抑制剂小环的两对二硫键中任意去掉一对，
均不影响为维持抑制剂活性所必需的构象。

②改变抑制剂的专一性。确认专一性相关残基。葫芦科植物括楼块根天花粉胰蛋白酶抑制剂
（ＴＴＩ）由２７个氨基酸残基所组成，含３对二硫键，活性中心Ｐ１位于第三位的Ａｒｇ，将ＴＴＩ基
因同样构建于ｐＶＴ１０２ｕ／ａ质粒中，并在酵母中表达，能成功地获得重组ＴＴＩ。若将Ａｒｇ（３）突
变为Ｌｅｕ（３），则ＴＴＩ不再具有对胰蛋白酶的抑制活力，却有一定程度抑制弹性蛋白酶的活性；
若突变为Ａｌａ（３），则具有明显的弹性蛋白酶抑制剂活性，若将Ｐ１与Ｐ１′位的残基进行双突变，
即Ｐ１位的Ａｒｇ→Ａｌａ，Ｐ１′位的Ｉｌｅ→Ｓｅｒ，此双突变体是一很强的弹性蛋白酶抑制剂，能等当量抑
制弹性蛋白酶。上述结果表明，Ｐ１残基决定抑制剂的专一性，而Ｐ１′残基将影响抑制活力的强
弱。

（三）枯草杆菌蛋白酶

枯草杆菌蛋白酶是广泛用于洗涤剂工业中的一种重要酶。蛋白质工程的主要目的是通过酶分

子改造获得抗氧化、稳定性并能高表达的碱性蛋白酶。经过几年的努力，已获得很好的结果。一

方面，用定点诱变方法先后通过突变 Ｍｅｔ２２２Ａｌａ、Ｇｌｎ１０３Ａｒｇ、Ａｓｐ６０Ａｓｎ，使碱性蛋白酶抗氧化性
达到９５％以上，并提高酶的比活２～３倍。另一方面，用ＰＣＲ法对蛋白酶基因进行随机突变，通
过表型筛选得到热稳定的碱性蛋白酶，热失活半衰期比野生型延长３～６倍。在６５℃的高温下，
半失活时间长达８２ｍｉｎ。由此获得了既抗氧化又耐热的碱性蛋白酶。热稳定的碱性蛋白酶基因的

ＤＮＡ序列测定发现，突变Ａｓｎ１１８Ｓｅｒ是热稳定性增加的主要原因，这一结果迄今尚未见有报道。
这不仅对该酶应用范围的扩大具有意义，而且对其结构?功能关系提供了新的了解。这一研究结
果已经获得国家专利。

（四）天花粉蛋白的蛋白质工程

天花粉蛋白（ｔｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｉｎ，ＴＣＳ）是从括楼块根中分离纯化的一种活性蛋白，属Ⅰ型核糖
体失活蛋白。ＴＣＳ最早用于中期引产，对治疗恶性葡萄胎、滋养层细胞疾病等有较好疗效。它
还有广谱的抗病毒作用，能抑制人艾滋病病毒（ＨＩＶ?１）在受感染细胞中的复制，可望用作抗艾
滋病药物。但天花粉蛋白作为外源毒蛋白，在体内引起免疫应答，导致过敏反应。蛋白质工程试
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图通过对ＴＣＳ进行结构与功能的改造，降低ＴＣＳ的免疫原性。已经通过测定突变体蛋白与单抗

ＴＥＴ结合能力的改变，发现在残基１７３～１７７之间的突变体明显降低了与单抗ＴＥＴ的结合能力，
从而推测１７３～１７７位残基附近可能是单抗ＴＥＴ的结合部位。同时，对于活性部位附近具有恒定
氢键并在一级结构上保守的残基进行了定位诱变试验，以了解它们对活性部位构象及生物活性的

影响，对这些突变体生物活性及酶动力学测试表明，它们与野生型相比变化不大。对突变体

Ｑ１５６Ａ和Ｒ２２Ｌ的晶体结构测定显示，虽然突变残基与天然残基显著不同，但ＴＣＳ分子活性部位
的构象基本上保持不变。这为进一步的分子设计提供了参考信息，即某些活性部位的保守残基也

是可替换的。

（五）溶菌酶

溶菌酶的蛋白质工程主要应用于“工程二硫键”提高该酶的热稳定性方面。以Ｔ４溶菌酶的
研究较为深入。晶体结构研究表明，Ｔ４溶菌酶分子含一条肽链，并折叠形成两个在空间上相对
独立的结构域，活性中心位于两个结构域之间。该分子含９７位和５４位两个未形成二硫键的半胱
氨酸，即野生型酶不含二硫键。二硫键是稳定分子空间结构最重要的一种共价键，它能将分子牢

固地联结在一起，因此它能提高酶的热稳定性。Ｐｅｒｒｙ对溶菌酶空间结构仔细分析并提出对其热
稳定性改善设计方案，采取通过定位突变，使溶菌酶半衰期由原来１１ｍｉｎ提高到６ｈ。如果同时
用碘乙酸封闭余下的第５４位Ｃｙｓ或将其突变为Ｔｈｒ或Ｖａｌ，则同时提高该酶的抗氧化活力。新
引入的“工程二硫键”稳定了两个结构域的相对位置，从而稳定了由两个结构域所形成的活性中

心。

（六）蛋白质分子设计及其新方法研究

蛋白质工程实际上包含分子工程和分子设计两大部分，所有通过分子工程实现的分子改造目

标都是在合理的蛋白质分子设计的基础上进行的。显然，蛋白质分子设计是蛋白质工程的重要一

环。我国在研究和发展蛋白质分子设计及其定量方法方面，取得了一系列具有创新意义的成果，

简述于下。

①酶与底物、药物与受体结合自由能及稳定性的计算机模拟。通过模拟野生型与突变体
（Ｇ１６９Ａ）枯草杆菌蛋白酶与底物结合自由能之差，模拟柔红霉素及其类似物与ＤＮＡ片段ｄ（ＣＧ
ＴＡＣＧ）形成嵌合性复合物时结合自由能之差，以及模拟野生型和突变体（Ｎ２１８Ｓ）枯草杆菌蛋白
酶的稳定性的改变，证明分子动力学加热力学积分方法计算自由能是分子设计的有力工具，同时

指明，目前尚不能把自由能模拟视为研究蛋白质稳定性的可靠工具，并对国际上这一领域中存在

的一些问题进行了指正。这一系列研究结果已在国际上引起重视。

②蛋白质及其周围溶剂的静电相互作用的计算机模拟。以ＢＰＴＩ为对象，改进了微观的蛋白
质?偶极朗之万?偶极（ＰＤＬＤ）模型。用有限差分法和边界元方法根据宏观的连续介质模型模拟
蛋白质可解离基团的ｐＫａ值，以及突变体中可解离基团的ｐＫａ值的改变，模拟结果与实验结果
相符。同时，将宏观的连续介质模型与微观的ＰＤＬＤ结合，模拟了蛋白质的氨基酸残基的溶剂
化能。

③多肽及蛋白质的随机动力学模拟。用随机动力学模拟的方法，研究了溶剂效应对环状１０
肽环孢霉素Ａ的溶液构象与动力学的影响，预测了枯草杆菌蛋白酶的空间结构，并尝试运用广
义朗之万方程代替布朗运动方程的随机动力学模拟方法取得初步成功。

·９１３·第二节 蛋白质工程与食品加工



（七）蛋白质结构预测和模型构建

蛋白质工程研究中建立了以神经网络计算预测蛋白质二级结构的方法，取得成功率优于

６０％的好成绩，并进一步运用简化的二态蛋白质分子能量函数预测同源蛋白的三级结构，预测精
度（预测结构与实验测定结构Ｃα原子位置间的均方根差）可优于１ｎｍ。对于同源性较差（在

３０％～６０％之间）的蛋白质，运用改进的四态能量函数，也取得了良好效果。在改进同源蛋白质
模型建造方法的基础上，还建立了一套蛋白质三维结构的同源模型建造（ｍｏｄｅｌｉｎｇ）计算机软件

ＰＭＯＤＥＬＩＮＧ。该软件系统分成主链模型建造、侧链模型建造和质量评估三大部分７个模块。通
过对２５族１００个同源蛋白的模型建造检测，其主链均方根偏差对近缘残基为０７～０８ｎｍ，对远
缘残基为１～１２ｎｍ。该系统与目前流行的商品软件（ＨＯＭＯＬＯＧＹ，ＣＯＭＰＯＳＥＲ）相比，具有
精度高、操作自动化程度高和运行时间少的优点。

第三节 分子进化工程及其在食品中的应用

一、分子进化工程

（一）分子进化工程的概念

在３８亿年漫长的生物进化过程中，产生了各种各样的生物类型，同时也产生了多种多样的
生物分子，决定着生物的类型及其生理功能。达尔文进化论思想将生物的多样性归结于随机的基

因突变和自然选择，其进化系统中的各种产物在所有的水平都有表现，从生命的多样性到单独的

生物分子。所谓分子进化工程（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）就是在试管中进行“分子的进
化”，是在实验室试管中将达尔文思想在核酸、蛋白质等分子水平上的快速延伸和应用。它通过

人工合成或借助于生物表达的手段，人为制造大量突变，然后按照特定的需要和目的，给予选择

压力，将满足期望的、适合特定目的的分子筛选出来，从而实现试管中生物分子的进化。

分子进化研究不仅可以了解自然界生物进化的分子机理，推动生命科学的理论研究，还发展

成为应用研究的一个新学科———分子进化工程，获得以前尚未发现的、或者自然界还不存在的新

功能分子，促进生物技术及其产业的发展。所以诺贝尔奖获得者ＭＥｉｇｅｎ曾预言：“试管中进化
是生物工程的未来”。

（二）分子进化工程的产生和发展

分子进化工程的形成与发展归功于固相化学的成就和组合思想在化学和分子生物学中的应用

和发展，它是一个崭新的领域。１９６３年Ｍｅｒｒｉｆｉｌｅｄ首次提出固相合成的概念，克服了传统的液相
合成的种种弊端，为合成化学带来了生机。２０世纪６０年代和７０年代，固相合成化学稳步发展，
特别是肽化学，由于生物体２０种天然氨基酸结构相似但又有区别，而且容易获取，是理想的固
相合成构件，并且发现很多天然小肽有生物活性，在很多生理和药理过程中起重要作用，如酶抑

制活性、免疫促进活性、抗肿瘤活性等，所以肽的合成化学很早就受到重视，渐渐发展成熟。利

用化学合成的方法合成随机序列组合肽库（ｐｅｐｔｉｄｅｌｉｂｒａｒｙ），并筛选含有大量异质性的短肽库，
除了用２０种天然氨基酸作为构件外，还可以引进Ｄ?氨基酸等非天然氨基酸，使肽库更加丰富和
多样性，选择的余地更大。
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从组合库的合成方法看，２０世纪８０年代中期，出现了Ｇｅｙｓｅｎ的“针头法”和Ｈｏｕｇｈｔｅｎ
“茶袋法”的肽库的化学合成方法，拉开了肽库及其他组合库化学合成的序幕。近年来，出现了

利用大量有机小分子作为构件，合成具有特定结构功能的小分子库。建组合库方法也越来越多，

先后出现了分离合成法、光导平行合成法、一珠一化合物法、重复解旋法等新方法和新技术。化

学合成组合库技术渐趋成熟，化学组合库的构件范围大大扩大，应用也越来越广泛。如化学合成

肽库应用于抗原决定簇的分析鉴定、阿片样肽的鉴定、抗微生物肽的研制开发、酶抑制剂的开发

和蛋白质亲和配体的筛选应用等。

１９８５年，ＳｍｉｔｈＧＰ利用基因工程手段将一段外源肽序列展示（ｄｉｓｐｌａｙ）在丝状噬菌体的
表面，开始了肽库的生物合成。１９８８年他们又将合成的随机序列寡核苷酸片段克隆到丝状噬菌
体，表达后每个丝状噬菌体粒子表面展示一种多肽，所有这些展示不同肽段的噬菌体构成噬菌体

展示肽库。通过亲和筛选，得到与特定蛋白质结合的结合肽。由于表达的肽与编码基因直接关

联，活的噬菌体繁殖扩增后极其容易分析目的克隆的结构。另外，在肽库合成方法上也有很大的

进展，除了用丝状噬菌体作为表达载体外，噬菌粒、核糖体等都用来展示外源片段。不仅展示小

的片段，抗体以及小的蛋白质片段等大分子也能在噬菌体表面获得展示。这些随机肽库被应用于

确定单克隆抗体抗原表位、分析酶作用底物、寻找大型功能蛋白的小分子模拟肽等。

２０世纪８０年代蛋白质工程作为新的学科出现了。它是基因工程、蛋白质结构学和计算机技
术相结合发展起来的。它标志着人类可以按照自己的意愿和需要来改造蛋白质，甚至设计出自然

界中原来不存在的全新蛋白质。通过定点突变改造蛋白质基因，特别是酶基因的改造，取得了相

当大的进展。但总的来说，我们的能力并未达到对复杂的生物体系进行有效人为改造的水平。９０
年代初，易错ＰＣＲ（ｅｒｒｏｒ?ｐｒｏｎｅＰＣＲ）、ＤＮＡ序列改组（ＤＮＡｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）等技术的应用，建立基
因突变库，在对目的基因表型有高效检测筛选系统的条件下，尽管不了解蛋白质的结构信息，仍

能获得具有期望特性的新基因及其蛋白质（酶），基本实现了蛋白质的人为快速进化。

表６?５ 分子进化工程的发展

年 份 里 程 碑

１９８４ 多针法合成有限肽库

１９８５ 茶袋法合成有限肽库

１９８６ 重复方法构建筛选多针系统固相合成肽库

１９８６—１９９０ 多聚核苷酸库的研究和开发

１９８８ 分离合成法液相合成有限肽库

１９８８ 噬菌体展示肽库的构建筛选

１９９０ 光导平行合成法合成肽库

１９９０ 丝状噬菌体展示肽库的构建和应用

１９９１ 一珠一化合物肽库的合成与筛选

１９９１ 重复方法液相肽库的合成和应用

１９９２ 基于苯丙二氮杂草的有限小分子库合成

１９９３ 易错ＰＣＲ酶基因的突变

１９９４ ＤＮＡ序列改组酶基因的进化

１９９７ 易错ＰＣＲ和ＤＮＡ序列改组相结合的进化

注：本表参照田波等的《分子进化工程》。
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现在，几乎所有跨国大制药集团都成立了分子进化工程或组合化学研究开发小组，还成立了

许多以分子进化工程技术为依托的新公司，也有新创立的专业期刊《分子多样性》（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）。新技术、新方法不断发明，这一崭新的领域正在快速发展，获得了许多成果，期望
成为新的生物技术产业。

（三）分子进化工程的原理

分子进化工程的显著特点是分子的多样性和进化的快速性。生物大分子核酸和蛋白质的基本

结构是核苷酸和氨基酸，这些结构类似而又不完全相同的分子———构件以不同顺序的排列组合可

以得到的核酸和蛋白质分子。生物和生物分子的多样性就是这些分子在一级结构上分子构件的大

量不同的排列组合的体现。如果将一定长度上这些构件的所有可能顺序的排列组合的分子都合成

出来，那么，这些所有可能的分子全体就组成了该长度的随机序列组合库。理论上组合库中分子

数目是相当巨大的。假定每一步反应可以应用的构件为Ｘ种，库中每个分子含有Ｙ 个构件，那
么库中随机序列组合的分子总数Ｎ＝ＸＹ。如用４种碱基合成编码六肽（１８个碱基）的寡核苷酸
库，就有Ｎ＝４１８（６９×１０９）。根据ＤＮＡ兼并密码子的性质，其中含有的基因数为（４×４×２）６，
即为１０７×１０９。在蛋白质和多肽的场合，有２０种天然氨基酸，如果酶由１００个氨基酸组成，那
么２０１００种的排列与组合的蛋白质。合成化学和分子生物学的发展已能将这些随机构件如核苷酸、
氨基酸或其他有机小分子，通过一定的方法连接起来，组成含有大量不同结构的随机组合分子库

或随机突变基因库。组合库中囊括的一定长度上所有构件的排列顺序，也就是这一长度的所有可

能的突变，这些突变可能是自然界中已经发生过的或正在存在或已经淘汰的，也可能是自然界中

尚未存在或即将发生或很久以后会发生的。因此，在实验室中通过合成这些突变分子库或将这些

突变分子在细胞中、噬菌体表面表达，然后筛选或选择人们期望的分子类型，快速地进化这些分

子。

物种的进化需要经历一个漫长的过程。它是物种的性状在产生自然突变后，按照“适者生

存，不适者淘汰”的自然规则，通过几万年，几百万年或更长的筛选过程而逐步进化到现存的物

种。这些物种仍然在不断的进化过程中，但自然的进化速度非常缓慢。而利用分子进化工程，可

以在短短的几周内或几个月内创造出在自然条件下需要漫长的岁月才能创造的大量突变，然后根

据人们所期望的目标，在一定的选择压力下，筛选出具有高活性的或稳定的蛋白质、多肽、或具

有一定亲和力的目的分子。这种模拟的分子进化，不仅可以在短时间内获得人们期望的具有生理

活性、特定功能的分子，作为研究试剂和药物先导化合物、工业催化和食品生产的酶制剂、功能

性食品的添加剂等，而且通过对这些分子的结构和功能的分析，有助于在分子水平研究核酸、蛋

白质以及其他生物分子的作用机理、相互识别的机理和生物进化的机理。

分子进化工程技术包括３个阶段：①将各种构件（氨基酸、寡核苷酸、基因片段等）随机组
合起来构建大容量的组合库；②在一定的选择压力下，对某一特定生物功能活性的高效筛选；③
活性成分的分析鉴定。

（四）分子进化工程的构成和类型

根据建库方法，组合库分为分子生物学库和化学合成库。分子生物学库是通过人工合成随机

序列的ＤＮＡ片段或连接突变的天然的ＤＮＡ片段，应用基因工程手段克隆表达其产物。主要以
噬菌体展示库（如肽库、抗体库和小蛋白库）和微生物中表达如杂交蛋白基因。化学合成库是用
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多种化学合成的方法构建和筛选组合库，如肽库、寡核苷酸库（特别是ＲＮＡ库）和有机小分子
库等。

采用不同的构件构建不同类型的组合库决定了在不同水平的分子进化。目前，将组合库分成

肽库、抗体库、蛋白质库、核酸库和有机小分子库等，因而可以进行各种水平的分子进化。

１多肽水平的进化 通过噬菌体展示蛋白和化学合成肽库的构建，从随机肽库中筛选出与
蛋白或其他分子的特异结合肽、配体肽等，用于抗原?抗体反应分析、酶作用底物分析，功能性
肽、抗菌肽以及酶抑制剂的开发。

２抗体水平的进化 利用噬菌体展示抗体、抗体片段、单链抗体等抗体库的构建，筛选人
们所需的抗体，用于医疗诊断、药用试剂和药物等。

３蛋白质水平的进化 根据表达载体的不同分为２种类型：①利用噬菌体展示蛋白，将蛋
白的某一功能区引入突变或随机序列，构建容量巨大的随机分子库，从中筛选出具有特定结构和

功能的新型蛋白。②利用酶基因的突变，同类酶基因片段的重组，构建某个酶的随机基因突变
库，通过基因操作的方法使这些基因在微生物中表达，筛选出人们所需的蛋白质和酶，也称为酶

的定向进化（ｄｉｒｅｃｔｅｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅ）。这是近年来在酶工程领域中发展很快的研究领域，
有望使酶的稳定性、活性得到提高，使工业酶类的应用更加广泛，并创造一些特殊的酶类。

４核酸水平进化 通过化学合成和（或）ＰＣＲ方法构建容量巨大的随机序列单链核苷酸
（ＤＮＡ和ＲＮＡ）库，从中筛选出许多靶分子，包括核酸结合蛋白如聚合酶、转录因子等，以及
有机小分子如ＡＴＰ、茶碱等高亲和力配体。筛选高亲和力寡核苷酸结合配体可以应用于基础研
究试剂以及诊断与药物。

５有机小分子进化 利用化学合成的方法构建和筛选非肽寡聚体和寡聚小分子库。这些小
分子分子量低、蛋白酶水解抗性强、或本身就是芳香环结构等适于用作药物的结构和分子，是理

想的药物筛选源。世界上许多公司投入巨资构建和筛选有机小分子库，已广泛用于受体颉颃剂、

酶抑制剂的研制与开发。

（五）分子进化工程的应用前景

传统的酶工程技术改良酶的稳定性、提高酶活性和改变酶的特异性等可通过物理化学诱变，

或酶的化学修饰和固定化。目前，随着分子生物学和基因操作技术的发展，酶基因的克隆、酶基

因的定向突变成为可能，使酶的改良技术又有新的发展，这就是酶分子的进化。至１９９９年为止，
应用酶分子定向进化技术已经成功地改良了近３０种酶。如通过ＤＮＡ序列改组法使天冬氨酸氨
基转移酶的活性提高了１０５倍；通过易错ＰＣＲ，使枯草杆菌蛋白酶的活性提高了５００倍。因此，
酶分子进化工程将会在酶的工业应用，如食品、医药、环境和轻工等领域将会发挥巨大的作用。

在药物筛选方面，传统的药物筛选是根据特定的药物生理功能从植物、动物或微生物的发酵

液提取或合成大量的化合物，然后鉴定其生理活性。这种提取、分离、纯化和鉴定需要很长的时

间，长的要好几年。而采用分子进化工程技术则会大大加速筛选过程，使药物的发明、发现周期

缩短。如从六肽库中筛选到阿片受体抗体，对戒毒有重要意义；从九肽库中筛选到高度抑制草鱼

出血病毒的多肽；从环状肽库中获得与促红细胞素（ＥＰＯ）受体结合的环状肽，其结合活性比

ＥＰＯ高数倍。随着技术的完善，分子进化工程技术作为新药研制的手段非常具有吸引力。目前，
世界上众多的公司投入了巨大的资金，目的是利用分子进化工程技术加速药物的筛选过程。分子
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进化工程已经广泛用于治疗癌症、爱滋病、心血管病、神经性疾病等的药物筛选和研制，并已经

获得了大量的受体颉颃剂、酶抑制剂，一些有希望的药物先导物已进入临床前期研究，不久将进

入临床实验。

分子进化工程是一个新兴的学科，已展现出巨大的魅力和潜在的应用前景，相信在２１世纪
一定会对科学技术和国民经济的发展做出重要的贡献。

二、酶分子进化工程

随着酶学研究的不断深入和酶工程的发展，工业用酶越来越多，应用面也越来越广。但人们

在使用过程中也注意到酶有一些不足之处，如：①稳定性较差，在高温、ｐＨ、金属离子、有机
溶剂等的存在下，容易变性失活；②有些酶的活性较低，转化反应慢，难于工业化应用等。因
此，人们不断地设法来改善这些不足之处，如采用固定化酶技术、酶的化学修饰技术、蛋白质工

程技术等，近几年又开始了酶定向进化工程。

在生物细胞中的酶的特性如稳定性、低活性、高（低）特异性等也是细胞正常生理代谢的需

要，是生物进化到某一阶段最佳的选择。如果我们改变某一酶的特性，对于该生物来说，是扰乱

了它正常的生理代谢。另一方面，生物在漫长的进化过程中，酶的进化并非一定是提高酶的稳定

性、提高酶的活性。所以，目前科学家进行酶分子定向进化的大多是为了酶的工业应用，因此希

望进化的酶能提高稳定性和活性，改变酶的特异性等，能够在工业上发挥更大的作用，如延长酶

使用时间和缩短加工过程来降低成本。因此，许多人认为目前进行的酶分子进化是定向的进化，

是向人类需要的方向进化，而不是适合于生物细胞本身需要的进化。所以也称酶定向进化工程。

在分子进化工程技术中，多肽水平进化、抗体水平进化等将会在功能性食品的开发、食品卫

生、食品安全和食品检测中有潜在的应用前景。在农产品加工、食品生产加工中酶分子的进化工

程更具有应用可能性，特别是酶分子进化工程技术的迅速发展，已经给人们展示了良好的应用前

景。因此，将着重介绍酶分子进化工程的技术和方法。

（一）酶分子进化的基本步骤

典型的定向酶分子进化实验的步骤有６个。

１选择目的基因 根据酶改良需要，选择酶的基因。既可选择一种基因，也可选择同类
（ｆａｍｉｌｙ）的若干种基因。

２构建基因变异库 通过各种方法，如点突变（ｐｏｉｎｔｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）、易错ＰＣＲ、ＤＮＡ序列
改组等，使基因产生变异，构建基因突变库（组合库）。这个阶段是酶分子进化技术中最基本和

重要的阶段。

３变异基因与表达载体连接 用基因工程的方法把基因突变库的各种变异基因与表达载体
（ｖｅｃｔｏｒ）连接起来。

４克隆基因向宿主的转导 将连接各种变异基因的表达载体分别转导到宿主（微生物）中，
培养，使基因表达，产酶。

５筛选进化的基因 对微生物所产目的酶的活性等进行测定，确定变异基因是否在目标特
性上有些改良（定向进化），筛选出符合带有目标特性基因的细胞。
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６分离改良的基因 将筛选到的符合人们需要的、上述微生物的基因分离出来，再进入下
一步的进化工程的循环。

经过上述多次进化过程反复循环，多次累积改良结果，最后得到满足人们目前要求的酶基

因。

（二）构建基因突变库的方法

构建一个适当程度分子多样性的基因突变库是酶定向进化成功的关键。基因突变库的创建有

两种途径：点突变和体外重组（ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）。

１点突变 大多数随机点突变可以创造单个碱基的突变，但由于遗传密码的同类性，一个
碱基的突变并不会使１９个氨基酸发生变化，而只有６个左右的氨基酸发生变化，这样显著减少
了分子多样性。

虽然目前存在着许多点突变的方法，如易错ＰＣＲ和化学诱变剂介导的随机突变，但在酶分
子进化中比较实用的是易错ＰＣＲ，这是因为易错ＰＣＲ方法简单、快速和廉价，最重要的是突变
频率能精确控制。

（１）易错ＰＣＲ（ｅｒｒｏｒ?ｐｒｏｎｅＰＣＲ）。所谓易错ＰＣＲ是指在ＰＣＲ体外扩增基因时使用特定条
件，使扩增的基因出现少量碱基误配，引起突变。通常使用的易错ＰＣＲ方法是由Ｌｅｕｎｇ等提出
的，然后由Ｃａｄｗｅｌｌ和Ｊｏｙｃｅ等进一步发展。易错ＰＣＲ是创造随机突变的有效方法，通常降低一
种ｄＮＴＰ的浓度（降至５％～１０％），使ＰＣＲ易于出错，达到随机突变的目的；还可以加入ｄＩＴＰ
来代替被减少的ｄＮＴＰ，ｄＩＴＰ的导入，又会使下一轮ＰＣＲ循环中出现更多的错误。易错ＰＣＲ的
突变率还可以通过调整在反应液中 Ｍｎ２＋的浓度来简单地控制。在ＰＣＲ缓冲溶液中加入

０５ｍｍｏｌ／ＬＭｎ２＋，有利于提高突变率。在不同的反应条件下，易错ＰＣＲ的突变率可达到

０１１％～２０％。
用易错ＰＣＲ法进行点突变关键在于突变率的控制。一般而言，有意义的突变只占极少数，

而有利突变和不利突变组合在一起又将酶失活。另外，突变率太高不利于发现有用突变株，而突

变率太低则出现的大多是野生型。一般认为，理想的突变率为每个目的基因的碱基替代在１５～
５０个左右。
（２）化学诱变剂介导的随机突变。体外随机诱变也可在６５℃下直接用羟胺处理带有目的基
因片段的质粒，然后用限制性内切酶切下突变了的基因片段，在克隆到表达载体中进行功能筛

选。

２体外重组（ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）
（１）ＤＮＡ序列改组（ＤＮＡｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）。ＤＮＡｓｈｕｆｆｌｉｎｇ即将同类突变基因库，或结构同源性
的若干基因用ＤＮＡ酶（ＤＮａｓｅＩ）或限制性内切酶切成的片段，使这些片段在重新排列过程中产
生随机突变。该法最早是由１９９４年，ＳｔｅｍｍｅｒＷＰＣ提出的。他用ＤＮＡ序列改组完成β?内酰
胺酶（β?ｌａｃｔａｍａｓｅ）的分子进化，提高了该酶的活性。该突变体在抗生素头孢噻肟（ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ）
中的生长的最低抑制浓度由野生型的００２μｇ／ｍＬ增加到６４０μｇ／ｍＬ，即提高了３２０００倍。
另外，ＤＮＡ序列改组不仅可以改变一个酶的基因，对于执行同类功能的不同来源酶的基因

也可一起进行改组，从而得到原先在自然界中并不存在的酶，有人称为ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｈｕｆｆｌｉｎｇ或
者ｆａｍｉｌｙｓｈｕｆｆｌｉｎｇ。如Ｓｔｅｍｍｅｒ等用来源于弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ）、阴沟肠杆菌
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（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）、小肠结肠炎耶尔森氏菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）和肺炎克雷伯氏菌
（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）的头孢霉素酶基因进行序列改组，突变体对ｍｏｘａｌａｃｔａｍ的抗性增加了

２７０～５４０倍，而单个基因序列改组的结果，仅增加了８倍（Ｓｔｅｍｍｅｒ１９９８）。对于前者的研究表
明，１０２个氨基酸来自弗氏柠檬酸杆菌，１４２个氨基酸来自阴沟肠杆菌，１８１个氨基酸来自小肠
结肠炎耶尔森氏菌，１９６个氨基酸来自肺炎克雷伯氏菌。

ＤＮＡ序列改组是模仿自然进化的一种ＤＮＡ体外重组的方法。这种方法不仅可对一种基因人
为进化，而且可以将具有结构同源性的几种基因进行重组，共同进化一种新的蛋白质。ＤＮＡ序
列改组基本过程包括四个步骤：①目的基因片段的准备，根据不同的需要选择一个基因或其片
段，也可以是几个序列上具有较高同源性的基因。②ＤＮａｓｅＩ酶切，将这些基因随机切成约１０～
５０ｂｐ或３００ｂｐ左右的小片段。③基因片段重组，在不加引物但有Ｔａｑ酶的条件下进行ＰＣＲ，将
切割的基因片段随机连接起来。在这个过程中可能会发生许多突变和重组，形成突变库。④筛选
或选择，筛选正突变，得到的正突变又可重复进行ＤＮＡ序列改组，使目标性状进一步提高。

ＤＮＡ序列改组具有以下的有用的特征：①可以利用现存的有利突变，快速把不同的有利突
变积累到同一突变体中；②重组可伴随点突变同时发生；③可以删除个体中的有害突变和中性突
变。只有采用ＤＮＡ序列改组，将过量的野生型ＤＮＡ与突变体ＤＮＡ回交，才能删除突变体中含
有的中性突变；④为了得到几个特性同时得以改善的突变体，可利用正突变之间的序列重组。如
活性增高的突变可在一种筛选条件下进行，同时，在另外的筛选条件下检测稳定性、溶剂中的耐

受性、表达水平或其他特性的提高。

但是，ＤＮＡ改组过程中伴随的较高点突变频率会严重阻碍群体中已经存在的正突变组合的
发现。由于绝大多数突变是有害的，有利突变的重组和稀少有利点突变会被有害突变的负背景所

掩盖。例如，具０７％的突变率的ＤＮＡ改组将在含有１４７０ｂｐ的ｐＮＢ基因中产生１０～１１个点突
变，这远远高于定向进化的最佳突变频率，即每个基因中产生不超过３个碱基的突变。实际上，
当对四种进化了的ｐＮＢ酯酶基因用ＴａｑＤＮＡ聚合酶进行重组时，９０％的克隆在筛选时不表现活
性。为了降低背景的突变频率，在片段再组装过程中使用一种具有校正功能的ＤＮＡ聚合酶———

ｐｗｏ或ｐｆｕ酶所进行的ＤＮＡ改组，所伴随的点突变频率仅为００５％，使得８０％～９５％甚至更高
的克隆有活性，增加了重组突变体出现的频率。只有重组过程的突变频率很低，才能保证包含有

利突变的重组体不会在有害突变的背景中淹没。

（２）随机引导重组（ｒａｎｄｏｍ?ｐｒｉｍｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＲＰＲ）。１９９８年，Ａｒｎｏｌｄ，ＦＨ提出了
替代ＤＮＡ序列改组的一种有效的新方法———随机引导重组（ＲＰＲ）。ＲＰＲ操作过程包括了３个
步骤。

①随机引导基因片段的合成：用随机序列的引物来合成互补于模板ＤＮＡ或ｍＲＮＡ序列不同
区域的大量的ＤＮＡ短片段。由于碱基的错误掺入（ｍｉｓｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）和错误引导（ｍｉｓｐｒｉｍｉｎｇ），
这些ＤＮＡ的小片段中也因此含有低水平的点突变。模板既可用单链ＤＮＡ，也可用双链ＤＮＡ或

ｍＲＮＡ。由于这一步骤不经过热循环，所以不必使用耐热ＤＮＡ聚合酶或ＲＮＡ?ＤＮＡ聚合酶
（ＲＮＡ?ｄｅｐｅｎｄａｎｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ）。

②基因片段的重组与扩增：在热稳定的ＤＮＡ的聚合酶作用下，经反复的热循环可重新组装
成全长的基因。ＤＮＡ小片段之间可以相互同源引导和重组。为了增加全长基因的数量，再经常
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规ＰＣＲ进一步扩增这些序列。

③克隆和筛选：将这些变异的基因克隆到表达载体上，根据人们期望的目标进行筛选。
如果一次ＲＰＲ并没有获得人们期望的基因，可以进行下一循环的ＲＰＲ，直至达到目标为

止。

与ＤＮＡ序列改组相比，ＲＰＲ技术具有以下优点：ＡＲＰＲ可直接利用单链ＤＮＡ或ｍＲＮＡ
作模板。ＢＤＮＡ改组利用ＤＮａｓｅＩ随机切割双链ＤＮＡ模板，在ＤＮＡ片段重新组装成全长序列
之前，ＤＮａｓｅＩ必须去除干净。一般说来，ＲＰＲ技术使基因的重新组装更容易。Ｃ合成的随机
引物长度一致并缺乏序列的偏向性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｂｉａｓ），保证了点突变和交换在全长的后代基因中的
随机性。Ｄ随机引导的ＤＮＡ合成不受ＤＮＡ模板长度的影响，这给小肽的改造提供了机会。Ｅ
所需亲代ＤＮＡ比ＤＮＡ改组所需的量少１０～２０倍。
（３）交错延伸技术（ｓｔａｇｇｅｒｅｄｅｘｔｅｎｓｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ，ＳｔＥＰ）。１９９８年，Ａｒｎｏｌｄ等人又建立了一种
新的体外重组方法———交错延伸技术。首先选择两个亲本基因，然后使它们变性成单链。用一个

引物，在ＤＮＡ聚合酶催化下，引发两条模板序列延伸，随后是反复循环的变性和极度缩短的退
火相结合，使基因逐步延伸。在每一循环中，不断延长的片段根据序列的互补性与不同模板退

火，并进一步延伸。这样重复直到全长序列形成。由于模板的不断转换，大多数多核苷酸含有不

同亲本的序列信息。纯化这些突变基因，再通过常规的ＰＣＲ扩增这些基因，并克隆到表达载体
上，根据人们期望的目标进行筛选。该技术已成功地重组了由易错ＰＣＲ产生的５个热稳定的枯
草杆菌蛋白酶Ｅ的突变体，得到了热稳定性进一步提高的重组酶。
虽然构建基因突变库有很多方法，但这些方法并非相互独立的，既可单独使用，也可联合使

用，联合使用会收到更好的突变效果（表６?６）。为了更有效地提高突变和进化效果，新的构建
突变库方法也正在不断地开发，如Ｗｉｌｓｏｎ等的双循环方法（ｄｏｕｂｌｅ?ｃｙｃｌｅｍｅｔｈｏｄ）和酵母ｉｎｖｉｖｏ
重组。

３筛选或选择 一般来说，建立和进行筛选或选择改良突变体的方法和操作是最费时和费
钱的工作。在有了突变文库之后，筛选或选择的条件能确定蛋白质进化的方向，因此建立高效的

选择或筛选的方法是影响酶（蛋白质）进化成功的关键。

一个有效的筛选战略的先决条件应该是：①筛选方法应该足够快，以至于能够在有限的时间
内，从大量的菌落中找到所需突变体。其方法至少在一天中能筛选几百个，最好几千个。因此，

利用机器人的９６孔和３８４孔的高效率筛选方法正在被应用于酶的定向进化，它能鉴定出酶对底
物的特异性、热稳定性、对映体选择性及其他特定性状等。另外，最好不需酶的纯化就可筛选。

②因为仅单个氨基酸的替代很少出现很大的改良，而定向进化常常是通过改良性状几代的累积才
能成功，所以筛选必须精确和正确，足于使改良的突变能鉴定和逐步累积。③所筛选的酶表型
（ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）必须确实地同基因型相吻合。这表明改良的基因序列结合到寄主细胞，并表达出改
良的酶。

在一般的选择过程中，一个执行期望功能的酶常常直接同寄主有机体的存活和繁殖相联系，

如利用抗药性可以选择降解抗生素的酶，耐热性可以在高温下选择，而没有这种酶的细胞在含有

抗生素的平板上或在高温培养时不能存活。这种选择可以是一种非常有效的方法，它可以选择含

有１０６～１０７的蛋白质突变文库。然而实际上，由于大多数我们所改良的功能并非直接同细胞的存
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活有关，而是一些数量的性状，对突变文库通常进行筛选，特别是一些改良性状产生可见的信号

时，简单的肉眼筛选方法也可应用。如利用酶反应产物的显色反应，细胞分泌的酶在平板上产生

的水解圈的大小。尽管根据显色或水解圈形成的可见筛选快速高效，但也有明显的局限性，因为

它是非定量的，对性状的微小变化不够灵敏。高通量９６孔板适合自动定量筛选。它能迅速地鉴
定出酶对底物的特异性、热稳定性、对映体选择性及其他特定性状。

三、酶分子进化的食品及工业应用

在短短的几年中，用定向进化的方法改造工业用酶的成功例子已有几十个，它们在提高酶在

非天然环境（如有机溶剂）中的活性、耐热稳定性、非天然底物的特异性、对映选择性及表达水

平等方面都有成功。尽管目前通过分子进化的酶在食品上及工业上应用的例子还很少，但从酶分

子进化的成果可以看出，酶分子进化将会在食品及工业应用方面有非常广阔的前景。因为，在国

际商业酶市场，大约５０％的酶用于食品加工。
（一）改变催化特异性

β?半乳糖苷酶是食品加工中一种非常重要的酶。它可以把牛奶中的乳糖分解成半乳糖和葡萄
糖，生产低乳糖牛奶不仅增加牛奶的甜味，而且可以减少乳糖对一部分人的不良效应，如胀腹和

胀气；另外也可以把乳加工业中的副产物乳糖分解为简单的单糖。在蛋白质工程中，利用原理设

计（ｒａｔｉｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ）来调整酶的底物特异性是非常困难的，而用定向进化则较容易地达到这一目
标。Ｚｈａｎｇ等（１９９７）使用ＤＮＡ改组技术改造β?半乳糖苷酶，其底物特异提高了１０００倍，活性
提高了６６倍。

Ｒｅｅｔｚ等（１９９７）用易错ＰＣＲ对脂酶基因进行突变，将脂酶水解对硝基?２?甲基癸脂（ｐ?
ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ２?ｍｅｔｈｙｌｄｅｃａｎｏａｔｅ）的对映体选择性提高了４０倍。
野生氨基转移酶很难接受β分支氨基酸，通过ＤＮＡ序列改组和选择，获得了可以催化β分

支氨基酸的Ｅｃｏｌｉ氨基转移酶，而用定点突变则很难改变这一特异性。然后，进行４个周期的

ＤＮＡ改组和选择，使天冬氨酸氨基转移酶的活性增加了５个数量级。
联苯加氧酶（ｂｉｐｈｅｎｙｌ?ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ）可通过对多氯联苯的氧化使苯环降解。将来自类产碱假

单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）和洋葱伯克霍尔德氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｐａｃｉａ）的两个
基因进行ＤＮＡ改组，这一杂合酶对底物的特异性与两个亲本有所差异，增加了对联苯相关化合
物的降解活性；一个重组体表现了对单环的芳香族化合物有新的催化活性。

（二）提高酶在不同温度的适应性

在一定的温度范围内，各种酶都表现出最高的活性，升高和降低温度都会使酶的活性降低。

这种活性?温度的关系在自然或实验室的酶进化过程中都会发生改变。枯草杆菌蛋白酶在食品工
业常用的一种酶。通过用易错ＰＣＲ和ＤＮＡ改组的共同处理，枯草杆菌蛋白酶Ｅ的最适温度范围
显著地增加（增加了１７℃），另外在６５℃时的半衰期延长了２００倍。
低温酶（ｃｏｌｄ?ａｄａｐｔｅｄｅｎｚｙｍｅ）在食品加工、洗涤剂工业、环境修复和生物合成中有非常大

的应用价值。将野生型的枯草杆菌蛋白酶ＢＰＮ进行定向进化，使该酶在１０℃的活性增加了２
倍。
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通过定向分子进化使枯草杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）的３?异丙基苹果酸脱氢酶的热稳定性得到
改善。将３?异丙基苹果酸脱氢酶基因整合到营养缺陷型的嗜热栖热菌（Ｔｈｅｒｍｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）
的染色体中，补充了缺陷基因ｌｅｕＢ的不足，使该菌株能在最低培养基上生长。在较低的温度下
培养，累积自发突变；然后，提高温度选择热温度性突变体。在３个周期后，一个３?异丙基苹果
酸脱氢酶在７０℃能生长，比出发菌株增加了１４℃，而酶的活性没有发生变化。对氨基酸序列进
行了分析，发现有３个氨基酸发生了替代。
（三）提高酶活性

酶活性提高是工业酶应用的关键所在，酶活性提高可以减少生产成本，加快加工进度，提高

生产效率。Ｙｏｕ和Ａｒｎｏｌｄ（１９９６）使用易错ＰＣＲ提高枯草杆菌蛋白酶Ｅ的表达水平和在有机溶
剂中的活性，使这酶的总活力提高了５０倍。广泛用作报告基因的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ），经过３
个循环的ＤＮＡ序列改组，其荧光强度超过野生型的４５倍。

Ａｒｎｏｌｄ等对枯草杆菌蛋白酶Ｅ进行定向进化研究。他在ｄＧＴＰ，ｄＣＴＰ，ｄＴＴＰ为１ｍｍｏｌ／Ｌ
的情况下，把ｄＡＴＰ的浓度降到０２ｍｍｏｌ／Ｌ进行易错ＰＣＲ，经筛选得到几个在高浓度的二甲基
酰胺中酶活性得到提高的突变株，其中一突变体酶活力提高了１７０倍。Ａｒｎｏｌｄ通过易错ＰＣＲ和

ＤＮＡ序列改组，使大肠杆菌的ｐＮＢ酯酶（ｐａｒａ?ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ）在有机溶剂中的活性提高了

６０～１５０倍。Ｌｉｕ等通过对氨酰?ｔＲＮＡ合成酶的ＤＮＡ序列改组，酶活性提高了５５倍。

四、蛋白质进化的理论意义

蛋白质的定向进化不仅在食品工业和医药工业等方面对蛋白质的改造具有重要的意义，而且

它也非常适合于基础理论的研究。对蛋白质分子进化得到的突变体进行分析，为研究蛋白质结构

与功能的关系提供了新的工具。有很多天然蛋白质序列中的差异往往是因为历史事件或随机遗传

漂移造成的，而不是功能性的适应。例如，从适应不同环境的物种中提取出的蛋白质经常有几十

个氨基酸的不同，其中只有一小部分是与特定功能差异有关的。在实验室的进化实验中，种系很

清楚，而且突变主要是适应性的。在表型水平上对大量突变体的研究，有助于人们理解不同特性

的相互作用，以及在自然界中被中性漂移或其他的令人费解的非相关的进化机制所掩盖的相互作

用。Ａｎｏｒｌｄ等人使用高保真ＤＮＡ改组成功地区分出基因中的功能性和非功能性突变。

表６?６ 酶分子进化实例一览表

目标酶 改良功能 结 果 突变方法

卡那霉素 热稳定性 在６０～６５℃半衰期 突变菌株

核苷酸转移酶枯草杆菌

蛋白酶Ｅ

有机溶剂活性 增加２００倍在６０％二甲基甲
酰

易错ＰＣＲ

β?内酰胺酶 对新底物活性 胺中增加１６０倍对头孢噻肟抗
性提高３２０００倍

ＤＮＡ序列改组

枯草杆菌蛋白酶ＢＰＮ 无Ｃａ２＋稳定性 半衰期增加１０００倍 卡式诱变等

对硝基苯甲酰酯酶

（ｐａｒａ?ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ）
对ｐＮＢ酶的活性在溶剂中的
活性

提高活性６０～１５０倍 易错ＰＣＲ＋ＤＮＡ改组
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（续）

目标酶 改良功能 结 果 突变方法

胸苷激酶 底物特异性 灵敏度增加４３倍 卡式诱变

β?半乳糖苷酶 对新底物的活性底物特异性 活性增加６６倍底物特异性增
加１０００倍

ＤＮＡ序列改组

枯草杆菌蛋白酶Ｅ 在溶剂中的活性 总活性增加５００倍 易错ＰＣＲ
砷脱毒途径 砷抗性 砷减少率增加１２倍 ＤＮＡ序列改组
氨乙酰ｔＲＮＡ合成酶 ｔＲＮＡ的氨乙酰 活性增加５５倍 ＤＮＡ序列改组
天冬氨酸氨基转移酶 对分支氨基酸的活性 增加１００００倍 ＤＮＡ序列改组
脂肪酶 洗涤功能 增加一个循环 诱变＋体内重组
脂肪酶 对映体选择性 对映体从２％增到８１％ 易错ＰＣＲ
脂肪酶 对长链ｐ?对硝基苯脂的活性 增加３倍 同质基因重组

ｐＮＢ酯酶 热稳定性 热稳定性增加１４℃，在所有
温度活性增加

易错ＰＣＲ＋ＤＮＡ改组

酯酶 对映体选择性 对映体从０％增到２５％ 突变菌株

枯草杆菌蛋白酶Ｅ 热稳定性 热稳定性增加１７℃，在所有
温度活性增加

易错ＰＣＲ＋ＤＮＡ改组

枯草杆菌蛋白酶Ｅ 热稳定性 在６５℃半衰期增加５０倍 ＤＮＡ改组
枯草杆菌蛋白酶ＢＰＮ 在１０℃时活性 增加２倍 化学诱变

头孢霉素酶 对头孢羟羧氧酰胺（ｍｏｘａｌａｃ
ｔａｍ）的抗性

增加２７０～５４０倍 同质基因重组

分支酸变位酶 转化成单体酶（可溶性） 功能性单体酶 寡核苷酸定向密码子诱变

联苯加氧酶 多氯联苯的降解 对难降解底物有活性，改善了

对不同底物的活性

同质基因重组

辣根过氧化物酶 功能表达 活性增加１１倍 易错ＰＣＲ
真菌过氧化物酶 耐热、耐氧化 分别增加１２４倍和５倍 易错ＰＣＲ＋ＤＮＡ改组

对定向进化了的酶分子结构分析发现，氨基酸的置换全部出现在酶分子的表面或靠近酶活性

位点和底物结合部位的周围。另外，氨基酸的置换全部位于连接二级结构保守区域之间的可变环

上。没有一个有效的氨基酸置换位于直接与底物接触的区段上，这与预测结果完全不同。这种情

况也可能是相邻于底物结合部位的氨基酸的突变是致死的，仅通过距此位点远一点的氨基酸改变

来获得较小的提高。有的酶突变体表达水平提高了，但比活性却没有改变，表达水平并不一定是

氨基酸序列的一个特征，而ＤＮＡ序列的改变对表达的转录调控起重要的作用。这进一步说明了
准确预测可能改善酶的性能的氨基酸置换是非常困难的。通过定向进化来研究蛋白质的结构与功

能的关系，可为蛋白质工程的理性设计提供理论依据，更好地发挥理性设计的作用，实现更准

确、迅速地定向改造蛋白质。
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第七章

生物技术与食品安全和
品 质 控 制

第一节 生物传感器及其在食品

检测分析中的应用

生物传感器是近几十年来，生物学、医学、光学、热力学和微电子技术相互结合和渗透的产

物，是一种灵敏、快速、选择性好、抗干扰能力强、响应时间短和检测成本低的小型分析检测仪

器。运用它能够对分析样品实现现场检测、连续检测、在线检测，甚至活体分析，因此受到世界

各国的关注。目前，生物传感器已较广泛地应用于医学、军事、环保、农业和食品等诸多领域。

一、生物传感器的基本概念

（一）生物传感器的定义

在定义生物传感器前，先简要地介绍一下什么叫传感器。传感器（ｓｅｎｓｏｒ，ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ）是一
种能把一种信号转换成另一种信号以实现信号检测的元器件。被转换的信号通常包括磁、力、

热、电、光和化学等信号，这些信号可以转换成声、光、电等信号以便分析和检测。近几十年

来，随着微型计算机和微处理器控制技术的发展，传感器通常是将被检测信号转换成电信号以便

于计算机处理和分析。从传感器对不同能量进行变换的功能讲，它可以分为光（辐射）传感器、

磁传感器、力（压力和加速度等）传感器、温度传感器和化学传感器。其中前四种传感器又统称

为物理传感器，以和化学传感器相对应。物理传感器研究、开发和应用得较早，技术很成熟，世

界各国都有商品出售。化学传感器指能检测化学量的传感器，第一支化学传感器是２０世纪初由

Ｇｒｅｍｅｒ研制的对氢离子浓度敏感的ｐＨ玻璃电极。
生物传感器（ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）是过去４０年中，以传感器为基础，由生物学、电化学、光学、热

力学及计算机等学科相互渗透和融合的产物，是一个典型的多学科的交叉领域。从传感器的角度

上讲，生物传感器属化学传感器的范畴，但是过去几十年来的研究、开发和应用，使其成为了一

个较为独立的门类，而且发展非常迅速，因此有的学者将生物传感器作为一个单独的类别与物理

传感器和化学传感器并列在一起。由于生物传感器是多学科交叉的产物，而且发展迅速，因此关

于生物传感器的很多名词尚未统一，有关生物传感器定义的表述也不完全一致，但是关于生物传

感器的基本组成单位一般认为包括三部分：①生物敏感元件（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｎｓｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ），又称生
物识别元件（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｅｌｅｍｅｎｔ），它是酶、抗原（体）和微生物细胞等具有分子识别



能力的生物分子经固定化后形成的一种膜结构，对被测定的物质有选择性的分子识别能力；②换
能器（ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ），又称为转换器，它能将识别元件上进行的生化反应中消耗或生成的化学物
质，或产生的光或热等转换为电信号，并且在一定条件下，产生的电信号强度和反应中物质的变

化量或（和）光、热等的强度呈现一定的比例关系，从本质讲它就是一种化学传感器；③信号处
理放大装置（ｓｉｇｎａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ），它能将换能器产生的电信号进行处理、放大和输出。
也有学者认为生物传感器的基本构件仅包括生物识别元件和换能器两部分，而将信号处理放大装

置作为生物传感器的附属设备。但是笔者认为，虽然生物敏感元件和换能器是决定生物传感器选

择性和灵敏度等特性的核心部分，但是从整体上讲，生物传感器的好坏和信号处理装置的好坏也

密不可分，因此笔者更趋向于认为生物传感器应包括生物敏感件、换能器和信号处理装置三部

分。据此，笔者认为生物传感器是由固定化的具有分子识别功能的生物材料、换能器和信号处理

放大装置组成的分析工具或系统。从上述生物传感器的定义可知，生物传感器是因为其敏感元件

来自于生物而得名的，它不是指专用于生物领域的传感器，也不是指被测量必须是生物量的传感

器（尽管用它也可以测定生物量）。因此有一类在结构和功能上与生物传感器密切相关的传感器，

它能用于测定各种生物参数，但其构成中不含生物敏感材料，故被称为生物敏（ｂｉｏｓｅｎｓｉｎｇ）传
感器，不属于生物传感器范畴。

（二）生物传感器的基本组成和分类

１生物传感器的基本组成 前面已经讲过，生物传感器的基本组成单位包括生物识别元件、
换能器和信号处理放大装置三部分。生物识别元件指的是生物传感器中固定化的酶、微生物细

胞、细胞器、抗原抗体和组织切片等具有分子识别能力的生物敏感材料。换能器是指能将在生物

敏感材料进行的生化反应产生的各种信息转换成电信号的装置，生化反应中产生的信息不同换能

器的种类也不同，表７?１列出了生物传感器中生化反应产生的各种信息和所对应的换能器。信号
处理装置主要负责信号的分析处理和放大输出。

表７?１ 生物传感器中生化反应产生的各种信息和换能器的选择

生化反应产生的信息 换能器的选择

离子变化 电流型或电位型离子选择性电极

质子变化 离子选择型电极、场效应晶体管

气体分压变化 气敏电极、场效应晶体管

热效应 热敏元件

光效应 光纤、光敏管、荧光剂

色效应 光纤、光敏管

质量变化 压电晶体

电荷密度变化 阻抗计、导纳、场效应晶体管

溶液密度变化 表面等离子共振

 参照参考文献［２］和［７］。

生物传感器基本的工作原理是，通过生物的分子识别作用，生物传感器中的生物敏感材料和

生物样品中的待测物质特异性结合，并进行生物化学反应，产生离子、质子和质量变化等信号，

信号的大小在一定条件下和样品中被测物质的量存在一定的关系，这些信号经换能器转换成电信

号，电信号再经信号分析处理系统处理后输出，反映出样品中被测物质的量。生物传感器的基本
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电信号

信号处理装置换能器生物识别元件样品

识别部位被测物

图７?１ 生物传感器基本组成示意图

组成和工作原理见图７?１。

２生物传感器的分类 生物传感器通常是根
据生物敏感材料和换能器的种类来进行分类的。

根据生物敏感材料可分为酶传感器（ｅｎｚｙｍｅｓｅｎ
ｓｏｒ）、微生物传感器（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｅｎｓｏｒ）、免疫传感
器（ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｎｓｏｒ）、细胞器传感器 （ｏｒ
ｇａｎｅｌｌｅｓｅｎｓｏｒ）、细胞传感器（ｃｅｌｌｓｅｎｓｏｒ）、组织传
感器（ｔｉｓｓｕｅｓｅｎｓｏｒ）和ＤＮＡ传感器（ＤＮＡｓｅｎ
ｓｏｒ）等。根据换能器的不同，生物传感器可分为
电化学生物传感器（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）、介
体生物传感器（ｍｅｄｉａｔｅｄｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）、测光型生物
传感器（ｏｐｔｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）、测热型生物传感器（ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）、半导体生物传感器
（ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）和压电晶体生物传感器（ｐｉｅｚｏｅｌｅｃｔｒｉｃｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）等。现将生物传感器的
分类归纳于图７?２。

生物敏感材料或换能器的名称分类依据 生物传感器的名称

生物敏感材料

脱氧核糖核酸

动植物的组织切片

细胞器

免疫物质（抗原、抗体等）

微生物细胞

酶

压电晶体

半导体转换器

热敏电阻

光学转换器

介体传递系统

电化学电极

转换器

压电晶体生物传感器

半导体生物传感器

测热型生物传感器

测光型生物传感器

介体生物传感器

电化学生物传感器

ＤＮＡ 传感器
组织传感器

细胞器传感器

免疫传感器

微生物传感器

酶传感器

图７?２ 生物传感器的分类

以上两种分类是会相互交叉的，例如，酶传感器根据换能器的不同又可分为酶电极（ｅｎｚｙｍｅ
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ）、酶热敏传感器（ｅｎｚｙｍｅｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｓｅｎｓｏｒ）和酶光极（ｅｎｚｙｍｅｏｐｔｉｃａｌｅｌｅｃｔｒｏｄｅ）等
等。具体到某一种传感器的命名，一般是采用“功能＋结构特征”的方法，例如，葡萄糖氧化酶
传感器（ｇｌｕｃｏｓｅｏｘｉｄａｓｅｓｅｎｓｏｒ）、ＢＯＤ微生物传感器（ＢＯＤｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｅｎｓｏｒ）和葡萄糖氧化酶光
纤传感器（ｇｌｕｃｏｓｅｏｘｉｄａｓｅｏｐｔｉｃａｌｓｅｎｓｏｒ）等等。
（三）生物传感器的工作原理

前面非常简要地介绍了生物传感器的基本工作原理，下面将从生物传感器的分子识别
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（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ）、信号产生和转换（ｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｅｘｃｈａｎｇｅｏｆｓｉｇｎａｌ）以及生物放大（ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）等几个方面进一步阐明生物传感器的工作原理。

１分子识别 生物传感器中的分子识别简单地讲就是指生物敏感材料中生物分子能选择性
地和待测样品中的待测成分进行特异性（选择性）结合的性质，因此生物传感器的分子识别主要

是指生物敏感材料的分子识别。如前所述，生物传感器中的生物敏感材料包括酶、抗原（体）等

免疫物质、微生物细胞、细胞器、组织切片和ＤＮＡ等。
众所周知，酶是由蛋白质组成的生物催化剂，和一般蛋白质不同，它有一个参与催化反应的

活性中心。酶的分子识别指的是酶分子只能和特定的底物分子进行结合，而不能和其他分子结合

的特性。酶分子的识别能力主要是由酶的活性中心决定的。酶的分子的识别能力决定了以酶为生

物敏感材料的生物传感器的分子识别能力。

微生物传感器、细胞器传感器和组织切片传感器的分子识别，从本质上讲也是酶的分子识

别，因为微生物细胞、细胞器和组织切片中进行的生化反应都是在酶的催化下进行的，但是它们

之间也存在一定的差异，下面以微生物细胞为例进行说明。微生物细胞是一个极为复杂而又完整

的生命体系，数以千计的酶只有在高度协调的情况下才能行使其功能，因此微生物细胞中的反应

和酶促反应之间既有共同之处，也存在一定的差异。首先，微生物反应和酶促反应存在很多共同

之处，它们都属生化反应，都需在温和条件下才能进行；凡是酶可催化的反应，含有该酶的微生

物也能催化，而且它们的反应速度接近，反应的动力模型近似。其次，微生物反应存在其特殊

性，微生物细胞的膜系统为反应提供了天然的适宜条件，细胞可以在长时间内保持一定的催化活

性；在多底物的反应中微生物细胞比单纯的酶更适合于作为催化剂；微生物细胞本身为酶促反应

提供了各种辅酶和辅基；微生物细胞比酶的来源方便和便宜。当然微生物细胞作为生物传感器中

分子识别元件也存在一些不足之处，第一，微生物细胞在反应过程中伴随着自身的生长，不容易

建立分析标准；第二，细胞是多酶体系，许多代谢途径并存，难以排除一些不必要的副反应；第

三，环境条件的变化易引起微生物生理状态的复杂化，不适当的操作会导致代谢转换现象，出现

不应有的反应。

免疫传感器的分子识别是由传感器上的生物敏感材料———抗原或抗体物质的分子识别能力决

定的，抗原和抗体像酶和底物一样也能发生特异性（选择性）结合。有关抗原和抗体的更多的性

质请参阅本章第二节的相关内容。

ＤＮＡ传感器的分子识别是由ＤＮＡ分子中碱基对的互补结合特性决定的。

２生化反应中量的变化和信号的转换 生物传感器中的生物敏感材料完成分子识别后，接
着或同时发生生化反应。生化反应中将伴随一系列量的变化，如热焓、光、颜色和阻抗等的变

化，运用特定的换能器检测这些量的变化，并将其转换成电信号是设计各种生物传感器的基础。

（１）热焓的变化及转换。生化反应中时常伴随有热的变化，例如大多数酶反应的热焓变化量
在２５～１００ｋＪ／ｍｏｌ的范围内。在酶量和反应条件一定的情况下，热焓的变化和底物的浓度存在一
定的关系，因此通过测定热焓的变化可以知道底物的浓度。运用热敏元件（如热敏电阻）测定生

化反应中的热变化，并将其转换成电信号是测热型生物传感器的设计基础。

（２）光效应及其转换。有些生化反应能产生光，运用光学换能器将光效应转换成电信号，这
是测光型生物传感器的理论基础。例如，过氧化物酶能催化过氧化氢?鲁米诺体系发光，因此只
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要将过氧化物酶膜附着在光纤或光敏二极管的前端，再和光电流测定装置相连就可以测定反应中

过氧化氢的含量。

（３）颜色的变化及其转化。生化反应有时能使一些没有颜色的底物转变为有颜色的产物，也
可能使有颜色的底物转化为没有颜色的产物，这些变化都可以引起反应体系光效应的变化，运用

光学换能器将这种变化转换成电信号，同样可以测定反应过程中物质量的变化。在另外一些情况

下，生化反应可能并不引起反应体系颜色的变化，但是可能引起一些在特定波长下有吸收峰的物

质（如蛋白质、核酸）量的变化，这种变化同样是设计生物传感器的基础。

（４）阻抗的变化及转换。生化反应可以将碳水化合物、脂类和蛋白质等分解成酸、碱或盐从
而增加反应体系的导电性，从而使阻抗降低；反之，如果生化反应是将小分子的酸碱等物质合成

高分子的碳水化合物或蛋白质等，那么反应体系的导电性将降低，使阻抗增加。运用换能器测定

阻抗的变化并转换成电信号同样可以测定物质量的变化。

（５）生化反应中其他量的变化及其转化。生化反应中，除了热、光、颜色和阻抗等的变化
外，还存在诸多其他量（如质量、气体等）的变化，运用相应的换能器测定这些量的变化并将其转换

成电信号也是生物传感器的设计基础。生化反应中常见的一些产物及其对应的换能器见图７?３。

二氧化碳电极

氨敏电极

氢离子电极

过氧化氢电极

氧电极

ＣＯ２

ＮＨ３

Ｈ２

Ｈ２Ｏ２

Ｏ２

被测物质

对应的换能器生化反应后的产物生物敏感膜

图７?３ 生化反应中常见的产物及其对应的换能器
（引司马立人、蒋中华）

ｅ电极ｅ电极

产物底物

还原态酶氧化态酶

氧化态介体还原态介体

废物
产物

氧化态酶还原态酶

ＢＡ

图７?４ 酶电极电信号的产生方式示意图

（６）直接产生电信号。上述几种
信号转换是将生物敏感材料与待测物

质发生化学反应后产生的物理或化学

变化通过换能器转换成电信号，然后

通过分析电信号来测定待测物质的

量，这种测定方式统称为间接测定方

式。还有一类生物传感器是直接测定

发生在转换器表面的酶反应中的电子

转移或微生物细胞中的电子传递等电

信号来直接测定待测物质的量，这种

测定方法称之为直接测定方式。图

７?４是生物传感器中的一种———酶传
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感器直接产生电信号的两种方式。图７?４Ａ中酶直接固定在电极的表面，酶催化反应中产生的电
子直接进入电极；图７?４Ｂ中酶反应产生的电子通过一种电子传递物质———介体（ｍｅｄｉａｔｏｒ）传递
到电极。

３生物放大 生物传感器和常规检测的方法最大区别在于，生物传感器能从组成复杂的样
品中专一（特异）灵敏地检测所要分析的成分，这一特性是由传感器的结构和组成特征决定的。

如前所述，生物传感器的专一性（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）主要由生物材料反应的专一性所决定的，例如，
酶和底物反应的专一性、抗原和抗体反应的专一性等。而灵敏性（度）（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ），即最小检
出量，则主要取决于生物传感器中换能器的特性、信号分析放大系统的功能和生物材料的生物放

大作用等。有关换能器和信号处理系统对灵敏度的影响比较容易理解，那么生物材料是如何通过

生物放大来影响灵敏度的呢？所谓生物放大指的是模拟和利用生物体内某些生化反应，通过对反

应过程中某些（或某一）产量大且容易分析的物质进行检测，从而判断（推测）反应过程中其他

量小或（且）不易检测物质的量的方法。运用生物放大原理设计的生物传感器，可以大大提高生

物传感器的灵敏度，从而实现对分析成分从微克（μｇ）级向纳克（ｎｇ）级甚至飞克（ｆｇ）级的飞
跃。这里将简要地介绍几种生物放大的机理。

（１）酶催化放大（ｅｎｚｙｍｅｃａｔａｌｙｔｉｃａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）。酶是高效专一的催化剂，它可以在很短的
时间内催化大量底物的转化，因此通过测定酶所催化的反应中底物的减少量或产物的增加量可以

推测（判断）反应中比底物减少量或产物增加量少得多的酶量，或与酶相关联的其他物质的量，

从而实现生物放大作用。应用这一放大原理可以使检测方法的灵敏度（最小检出量）比常规检测

方法提高两个数量级。这一生物放大原理在酶联免疫和酶标记核酸杂交中得到了广泛的应用。下

面以酶联免疫为例进一步说明酶催化放大的原理。在酶联免疫分析中，酶（常用的酶包括辣根过

氧化物酶和碱性磷酸化酶等）首先和抗原（抗体）连接形成酶标抗原（抗体），在分析中酶和对

应的底物发生反应产生颜色变化（例如辣根过氧化物酶可以使无色的邻苯二胺底物转化成橘红色

产物（有色）

底物（无色）

被连接的酶酶标抗原（抗体）待测抗体（抗原）

图７?５ 酶联免疫中酶的放大原理示意图

的产物），通过测定颜色的变化量，就可以计

算出和酶相连接的抗原（抗体）的量。由于

酶标抗原（抗体）中的抗原（抗体）可以进

一步和其他抗体（抗原）发生反应，因此通

过分析酶反应过程中颜色的变化也可以计算

出和酶标抗原（抗体）发生反应的抗体（抗

原）的量。这一过程可以简单地表示于图

７?５。
（２）底物循环放大（ｓｕｂｓｔｒａｔｅｒｅｃｙｃｌｉｎｇａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）。底物放大的原理是被测物Ｓ１或Ｓ２在
酶Ｅ１和酶Ｅ２之间不断循环，每循环一次，Ｅ１和Ｅ２都要分别消耗各自的底物Ｃ１和Ｃ２，产生对
应的产物Ｐ１和Ｐ２，而循环过程中被测物Ｓ１和Ｓ２的浓度保持不变，通过分析Ｃ１和Ｃ２的消耗量
或Ｐ１和Ｐ２的增加量就可以测定待测物Ｓ１或Ｓ２的量，实现放大效应。循环的次数越多酶消耗的
底物和产生的产物越多，放大效率也越高。上述底物放大的原理见图７?６。底物循环放大原理在
生物传感器中得到了应用，可将信号放大４个数量级。
（３）酶级联放大（ｅｎｚｙｍｅｃａｓｃａｄｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）。生物体内的有些酶（通常为酶原）本身是
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Ｐ２

Ｃ２

Ｅ２

Ｓ２

Ｓ１
Ｅ１

Ｐ１

Ｃ１

图７?６ 底物循环放大示意图

没有活性的，在辅酶、另外一种酶或酶的变构效应物等激活剂的作用下，酶Ｅ１ｉ被激活为酶Ｅ１ａ，

Ｅ１ａ激活Ｅ２ｉ成Ｅ２ａ，Ｅ２ａ又激活Ｅ３ｉ成Ｅ３ａ，由于酶是催化剂可以连续使用，这样经过一系列的

Ｐ３Ｓ３

Ｅ３ａＥ３ｉ

Ｐ２Ｅ２ａＳ２Ｅ２ｉ

Ｐ１Ｅ１ ａＳ１Ｅ１ ｉ

辅酶或酶变构效应物等

图７?７ 酶级联放大原理示意图

反应，一个分子的辅酶或变构效应物等激活剂就能够产

生成千上万分子的Ｅ３ａ，然后Ｅ３ａ催化底物Ｓ３产生产物

Ｐ３，通过测定底物的消耗量或产物的生成量就可以灵敏
地测定辅酶或变构效应物等激活剂的量。上述酶级联放

大的示意图见图７?７。

图 ７８ 脂质体放大技术示意图
代表标志物或表面活性剂代表补体代表抗体代表抗原

生物体内的激素调节、免疫调节和血液凝固调节

等，基本上都是通过酶级联放大来实现信号的快速有效

传递。酶级联放大的效率极高，对提高生物传感器的灵

敏度极为有效，但是酶级联放大在生物传感器中的应用

条件较为苛刻。

（４）脂质体技术（ｌｉｐｏｓｏｍｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）。脂质体（ｌｉ
ｐｏｓｏｍｅ）是由类似于细胞膜的脂质膜构成的微球体，在
微球体的内部包含有被酶、荧光素或电活性物质标记的

抗原或抗体等标志物，微球体的外膜上结合有抗原（抗

体），当外膜上的抗原（抗体）与待测的抗体（抗原）

发生反应，并和补体结合时（或在表面活性剂的作用下），微球体破裂，微球体内的标志物被释
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放。由于标志物的量大且容易测定，因此通过测定标志物的释放量就可以测定出待测抗体（抗

原）的量，从而实现生物放大。上述过程见图７?８。
脂质体技术目前还存在着微球体内的标志物容易渗漏和脂质体的稳定性较差等不足之处。

生物放大技术除了上述几种外，还有聚合酶链式反应和离子通道放大效应等等。随着研究的

不断深入，将会有越来越多的生物放大技术应用于生物传感器中。

（四）生物传感器的特点

和传统的分析方法相比，生物传感器检测方法具有以下优点。

１省时省力，简便快速 由于生物传感器中生物敏感材料反应的专一性（特异性），因此在
分析检测待样品中的待测成分时，无需对样品进行分离、浓缩和提纯等过程，大大地节约了人力

和物力，缩短了检测时间，分析简便快速。

２成本低 在生物传感器中，生物敏感材料是直接固定在换能器上或将生物材料固定在膜
材料中后再附着在换能器上，因此它们可以重复使用，这有利于降低检测成本。

３不需添加试剂 在生物传感器中由于“分析试剂”———酶和微生物细胞等已固定在传感
器上，因此在分析样品时，除了缓冲溶液外无需再添加试剂。

４界敏度高 由于生物传感器将生物放大效应和信号的微电子放大功能结合在一起，因此
灵敏度高，能对微量的样品进行分析，从而实现微量、痕量、甚至超痕量的分析。

５体积小 随着为电子技术的发展，生物传感器的体积越来越小巧，便于携带和使用，从
而实现对样品的现场分析和检测。目前有些生物传感器还可以植入人体内。

６易于实现自动化 生物传感器和计算机联用，易于实现自动化控制。

７易于推广普及 和大型的分析仪器相比，生物传感器的成本很低，这有利于推广和普及。

二、生物传感器的发展简史

有关生物传感器的起源可追溯到２０世纪６０年代。１９６２年Ｃｌａｒｋ等将酶液夹在两层透明膜之
间形成一层薄液层，然后紧贴在ｐＨ电极、氧电极和电导电极上，透过膜可以监测到酶液中进行
的反应，这是生物传感器的雏形。１９６７年Ｕｐｄｉｋｅ等根据Ｃｌａｒｋ等的设想，采用酶的固定化技术，
将葡萄糖氧化酶固定在疏水膜上，然后再和氧电极结合，组装成了世界上第一个生物传感器———

葡萄糖氧化酶电极。之后，一大批结构类似的各种酶电极相继被报道。但是由于大多数酶的分离

纯化非常困难，从而在很大程度上阻碍了酶电极这种生物传感器的进一步的研究和发展。１９７７
年Ｒｅｃｈｎｉｔｚ等将固定化的粪链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）活菌体和氨敏电极结合，产生了第一
个微生物生物传感器，几乎同时Ｊａｎａｔａ等采用固定化的抗体和相应的电极结合首次得到了免疫传
感器。随后，细胞传感器、组织切片传感器和细胞器传感器也相继被报道。这期间生物传感器主

要是依据生物反应过程中电化学性质来设计的。

２０世纪７０年代末到８０年代，由于生物技术、生物电化学和微电子学的不断渗透和融合，
生物传感器的设计不再局限于仅仅依据生物反应过程的电化学特性，还可以依据反应过程中光效

应、热效应、场效应和质量变化等多种信息来设计更为精密灵敏的各种生物传感器。在功能方

面，生物传感器由起初仅能在体外分析测试单一的指标，发展到能在活体（ｉｎｖｉｖｏ）测定、多指
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标测定和联机在线测定。生物传感器的检测对象已发展到生物体内常见的上百种生物化学物质。

生物传感器作为分析仪器已在临床、发酵、食品、化工、农业、环保和军事等领域得到了应用，

并显示了较为广阔的应用前景。目前英、美、日、德和瑞典等国家在生物传感器方面有较大的优

势。我国的生物传感器研究起步较晚，２０世纪８０年代初才起步，但是发展速度很快，取得了一
大批研究和应用成果，前景喜人。目前生物传感器正朝着微型化、集成化和智能化的方向发展，

以生物传感器为重要基础的生物芯片也已问世。

三、生物传感器中生物敏感材料的固定化和成膜技术

生物敏感材料（酶、微生物细胞、抗体和ＤＮＡ等）是生物传感器的组成核心之一。在生物
传感器中，生物敏感材料是以固定化的形式和换能器结合在一起的，因此生物敏感材料必须首先

固定化。实际上从生物传感器的定义及其发展简史可以知道，生物传感器是以生物材料的固定化

技术为主要的依托技术之一发展而起来的，所以生物材料的固定化在生物传感器的制备中占有非

常重要的地位，但是考虑到酶等生物材料的固定化技术在本书的前面已做了详细的介绍，因此，

对于固定化技术这里只做简单的介绍。

在生物传感器中固定化的生物材料是以膜的形式和换能器结合的，这样有利于减少响应时

间，提高灵敏度。这里所说的膜包括两种形式，一种是酶的生物材料通过吸附作用或化学键在换

能器上直接形成的生物材料膜；另一种是生物材料和其他高分子材料结合固定化后形成膜，然后

这种膜再和换能器结合在一起。

（一）生物材料固定化技术

所谓生物材料固定化技术是指通过物理或化学的方法将酶、微生物细胞和抗原抗体等生物材

料限制在一定的区间内，使生物材料只能在特定的区间进行生化反应，而反应的底物和产物可以

自由扩散的技术。和游离状态相比，生物材料固定化后，具有热稳定性提高、可以重复使用、反

应完成后不需要进行生物材料和反应物质的分离、可避免外源微生物的污染和降解等优点。生物

材料常用的固定化方法包括：夹心法（ｓａｎｄｗｉｃｈ）、吸附法（ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ）、包埋法（ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ）、
交联法（ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ）、共价结合法（ｃｏｖａｌｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ）和微胶囊法（ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ）等，它
们固定生物材料的原理见图７?９。

１夹心法 本法将生物材料密封在双层微滤膜、超滤膜或透析膜之间。此法操作简便，不
需任何化学处理，生物固定量大，响应时间短，重复性好。

２吸附法 这是在非水溶性的载体上，利用载体和生物材料物质之间的氢键、范德华力和
离子键等吸附力使生物材料固定于载体上的方法。常用的载体有活性炭、高岭土、玻璃、硅胶、

纤维素粉、胶原、离子交换树脂或琼脂糖衍生物等等。本方法具有操作简便、条件温和、对生物

材料的活性结构破坏较少等优点。但是由于结合力弱，载体的物理或化学性质稍有改变就可能引

起吸附解离，使生物材料脱落。

３包埋法 这是将生物材料固定在高分子聚合物微孔中的方法。常用的高分子聚合物包括，
聚丙烯酰胺、聚氯酰胺、聚乙烯醇、光敏树脂、尼龙、醋酸纤维等化学合成物和海藻酸、明胶、

胶原、琼脂等天然物。包埋法的优点是，对生物材料的活性影响小，聚合物的孔径大小可以任意
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微胶囊法共价结合法

共价键 膜

载体分子

酶

交联法包埋法吸附法夹心法

双功能试剂分子

载体分子

酶

载体分子膜

酶

电荷

图７?９ 生物材料的固定化模式

调节等。

４交联法 这是采用双功能试剂，如戊二醛等，将生物材料结合到惰性载体上的方法。生
物材料中参与偶联（结合）的基团包括 ＮＨ２、 ＣＯＯＨ、 ＳＨ、 ＯＨ、咪唑基和酚基等，
但是这些基团不能在生物材料的活性中心及其附近，否则将严重影响生物材料的活性。交联法具

有操作简便、结合牢固、可长时间使用等优点。但是在固定过程中对ｐＨ和温度等操作条件的控
制要求非常严格，否则容易引起生物材料的部分变性。

５共价结合法 这是生物材料分子通过共价键和水不溶性载体结合的方法。在共价结合过
程中，通常首先将活泼的重氮基团、亚氨基和卤素基团等引入到载体上使载体活化，然后这些基

团再和生物材料分子中的氨基、巯基和羟基等结合，使生物材料固定在载体上。共价结合具有结

合牢固、不易脱落、可长时间使用等优点。但是，载体的活化的操作复杂，反应条件比较激烈，

因此需要严格控制操作条件以尽可能地减少生物材料活性的丧失。

６微胶囊法 这是将生物材料封闭于由膜组成的胶囊中的方法。微胶囊法条件温和，对生
物材料的活性影响比较小，但是胶囊的稳定性一般较差。

以上是几种常见的生物材料的固定方法，各种方法都有其优缺点，因此在实际应用中通常将

几种方法结合在一起使用，例如吸附法常和交联法结合在一起使用，这样既可以增加生物材料的

结合的牢固程度，又可以减少生物材料活性的丧失。另外，各种固定方法都有其一定的使用范

围，例如，夹心法比较适合于微生物细胞和动植物组织等生物材料的固定，而交联法和共价结合

法则更适合于酶和抗原抗体等生物材料的固定化。

（二）成膜技术

如前所述，在生物传感器中，生物材料是以膜的形式和转换器结合在一起的。生物材料可以

直接结合在换能器上形成生物膜，也可以和其他高分子材料固定化成膜后再和换能器结合，前一
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活性酶灭活酶

光防护罩
紫外线

固定化酶膜

基片

图７?１０ 紫外线照射法的酶局部失活

种成膜技术的操作复杂，对生物材料活性的影响也比

较大，但是响应时间短，灵敏度高，使用寿命较长；

后一种成膜技术比较简便，但是响应时间较长，使用

寿命也比较短。由于篇幅的限制，在这里仅仅介绍两

种比较特别的成膜技术。

１半导体生物传感器中的成膜技术 半导体生
物传感器是由半导体（基础）传感器和生物敏感材料

组成的。半导体生物传感器通常是通过差分测量来对

物质浓度进行分析的，半导体生物传感器中有一对

（基础）传感器，其中一个作为参比，提供参比信号，

另一个提供检测信号。在参比传感器上的生物材料

（通常为酶）必须经失活处理，为了达到这一目的，

常常采用如下方法。

（１）紫外线照射法（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ）。在一
个芯片的两个极上均匀涂上（覆盖）一层活性固定化

酶膜，在其中的一极上盖上光防护罩，然后以紫外线

照射，由于紫外线的穿透能力很差，因此有光防护罩

一极的酶保留活性，而另一极上的酶在紫外线的照射

下失活，酶失活的一极就可作为半导体传感器中的参

比。具体的过程见图７?１０。
（２）光平板印刷法（ｏｐｔｉｃａｌｐｌａｔｅｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ）。在
一块芯片上，首先将酶和光敏聚合物（如聚乙烯醇、聚丙烯酰胺等）的混合溶液涂布于芯片的两

极，形成一层溶液膜，以光防护物盖住芯片，在需要有酶膜一极的部位开一个孔，然后以光照

射，一定时间后，开孔一极上的光敏聚合物和酶的混合物溶液膜在光的照射下聚合形成固定化酶

膜，另一极则仍然为溶液状态。将芯片置于溶剂中以超声波处理，去除未聚合的聚合物溶液和

酶，而光聚合后的固定化酶膜仍保留在一极上，这就叫光平板印刷法。图７?１１是光平板印刷法
的示意图。

（３）喷射法（ｉｎｊｅｃｔｎｏｚｚｌｅ）。在计算机的控制下，芯片在特定喷嘴和戊二醛蒸汽室间来回运
动，当芯片上需要成膜的部位到达喷嘴处时，喷嘴将酶和其他高分子材料（例如牛血清白蛋白）

的混合溶液滴注在该部位，然后进入戊二醛蒸汽室进行适度的交联成膜。如此重复数次，最后将

整个芯片浸入戊二醛溶液中，进一步交联。

２Ｌ?Ｂ膜技术 Ｌ?Ｂ膜技术是一种能在低温低压条件下制备高密度、分子排列方向一致的单
分子层或多分子层薄膜的技术。以这种技术制成的膜以该技术的发明者Ｌａｎｇｍｕｉｒ和Ｂｌｏｄｇｅｔｔ的
名字命名，称为Ｌ?Ｂ膜。Ｌ?Ｂ膜技术的基本原理是，生物大分子，例如脂质分子和某些蛋白质分
子，在特定的条件下，在洁净的水表面展开后能形成水不溶性的液态单分子膜，小心压缩表面使

液态膜逐渐过渡成为一分子厚度的拟固态膜。具体的过程见图７?１２。
生物大分子于水面上形成单分子液态膜（图７?１２ａ），基片（例如，电极）在单分子膜和界面
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间作起落运动，当基片第一次插入并抽出时，在基片的表面形成一层单分子膜（图７?１２ｂ），如
果基片继续做第二次起落（图７?１２ｃ），则可以在基片上形成三层单分子膜（图７?１２ｄ），依次类
推。

除掉未聚合的酶膜

光防护物

光聚合

基片

涂酶

图７?１１ 光平板印刷法示意图
（引自马立人、蒋中华、王升启）

基片

水

ｄ

ｃ

ｂ

ａ

图７?１２ Ｌ?Ｂ膜典型的成膜过程
ａ表面的单分子膜 ｂ第一次抽出基片

ｃ第二次插入基片 ｄ第二次抽出基片
（引自马立人、蒋中华、王升启）

Ｌ?Ｂ膜制成后，再将酶或抗体分子固定在膜上（中）就得到了单层或多层的酶或抗体Ｌ?Ｂ
膜。

和一般的成膜技术制备的膜相比，以Ｌ?Ｂ膜技术制备的Ｌ?Ｂ膜至少具有以下优点：①Ｌ?Ｂ膜
可以很薄（数纳米以下），因此便于传感器的微型化而且响应时间短；②Ｌ?Ｂ膜的构造和生物体
内的膜构造很相似，有较好的仿生价值，便于制备可以在体内使用的生物传感器。

四、生物传感器在食品安全和品质控制中的应用

如前所述，生物传感器已广泛地应用于医学、军事、环保、农业和食品等领域。在食品领域
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中，生物传感器主要用于食品组成成分（例如氨基酸、蛋白质和多糖等）的分析、食品发酵过程

的在线控制、食品中各种有毒有害残留（例如农药残留和抗生素残留等）物质的分析以及食品污

染微生物和生物毒素的分析等等。在这里将主要介绍生物传感器在有毒有害残留物的检测、污染

微生物和生物毒素检测、以及食品添加剂检测等方面的应用情况。

（一）农药和抗生素残留的分析

随着科学技术的发展，不断有新农药和新抗生素应用于农牧业。它们给人类带来富足的同

时，在食品和环境中的残留也给人类的健康带来了危害，因此世界各国政府都非常重视对其残留

的分析和监测。目前分析这些残留的方法主要是色谱法（气相色谱和液相色谱等），但是色谱法

存在着仪器设备昂贵，操作复杂、检测时间长、不易推广和普及等不足，因此迫切需要一种快

速、简便、灵敏、特异、可在样品采集现场进行分析的方法来作为色谱分析法的补充。生物传感

器检测法正是能满足上述要求的分析方法。

１农药残留的生物传感器检测 １９９６年余孝颖等采用离子敏场效应管为基础传感器（换能
器），将乙酰胆碱酯酶通过戊二醛共价交联固定于场效应管上，制备得到了乙酰胆碱酯酶场效应

管传感器，用于分析敌敌畏等有机磷农药的残留。其分析有机磷农药残留的机理是，乙酰胆碱酯

酶能催化乙酰胆碱水解成胆碱和乙酸，当存在有机磷农药残留时，它们能够抑制乙酰胆碱酯酶的

活性，从而使底物的分解减少，胆碱和乙酸的产生减少，其中乙酸的减少量可以通过离子场效应

管来测定，且在一定条件下，乙酸的减少量和有机磷农药的量之间存在一定的比例关系，因此根

据乙酸的减少量就可以计算出有机磷农药的残留。实验表明，该生物传感器能很好地检测食品和

水中有机磷农药的残留，对敌敌畏等有机磷农药的检测灵敏度为１０－７ｍｏｌ／Ｌ，线性范围为５×
１０－７～８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，传感器抗干扰能力强，使用寿命达２０ｄ以上，对水样中敌敌畏等有机磷
农药的检测结果和气相色谱的检测结果之间有很好的相关性。

类似的研究报道还很多，目前有机磷农药中的马拉松、甲基马拉松、乙基马拉松、速效磷、

久效磷和百治磷等，以及氨基甲酯类农药中的滴灭威、西维因、灭虫多和残杀威等农药在食品中

残留量的生物传感器检测都有相应的研究报道。

１９９５年，Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ等人采用多克隆抗体技术，得到抗多氯化联苯（一种农药）的抗体，
然后制备了免疫光纤生物传感器，用于测定食品、水和牛奶中该农药的残留量，灵敏度达到

１０ｍｇ／Ｌ，检测时间仅需几十秒到几分钟。

２抗生素残留的分析 青霉素和磺胺是兽药中常用的抗生素，其残留会污染动物性食品，
从而对人类的健康造成危害。Ｓｔｅｒｎｅｓｊｏｅｓ等人采用免疫传感器测定了牛奶中硫胺二甲嘧啶的含
量，灵敏度达到１ｎｇ／ｇ，传感器表面经ＮａＯＨ和ＨＣｌ处理后可以重复使用。Ａｖｏｎ等用抗体酶共
轭物为敏感材料结合光度分析法检测了牛奶中青霉素的含量。

（二）食品添加剂的分析

食品添加剂的种类很多，在食品中添加适量的添加剂对延长食品的保质期，提高和改善食品

的品质都有很好的作用。但是过量的食品添加剂通常会对人体造成危害，因此对食品中添加剂含

量进行分析和监测是非常必要的。常规的检测方法，一般存在操作复杂和检测时间长等缺陷，而

生物传感器则可以弥补上述不足。

亚硫酸盐是常用的食品防腐剂和漂白剂，但是亚硫酸盐容易引起哮喘，因此美国ＦＤＡ规定
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了其在新鲜水果和蔬菜等食品中的含量不得超过１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ。Ｇｒｏｏｍ等人将亚硫酸氧化酶固
定于玻璃电极上，结合流动注射分析系统制成了测定亚硫酸盐的生物传感器，其灵敏度（检出下

限）达到５ｎｍｏｌ／Ｌ，线性范围为０～５ｍｍｏｌ／Ｌ，电极在３ｍｏｌ／Ｌ的硫酸盐溶液中４℃保存两个月活
性不变。Ｋａｗａｍｕｒａ等采用ＳＯ２自养细菌和氧电极构成测定ＳＯ２的微生物传感器，测定了醋、大
豆蛋白和冻虾等食品中的ＳＯ２的含量，检测下限为０１ｎｇ／ｇ，检测时间仅为５ｍｉｎ。
天冬酰苯丙氨酸甲酯，又称甜味素，是人工合成的低热量甜味剂。Ｇｕｉｌｂａｕｌｔ等将天冬氨酸酶

固定于氨电极上，制成生物传感器，其检测线性范围为０４～０８ｍｍｏｌ／Ｌ。１９９４年Ｍａｌｃ等将酶
电极和流动注射分析系统相结合，测定了饮料、布丁和酱等食品中甜味素的含量，其检测的线性

范围是２×１０－５～１×１０－３ｍｏｌ／Ｌ，检出极限为２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ。
烟碱酸属于Ｂ族维生素，可以作为肉类食品的发色剂，但是人体摄入过量的烟碱酸会引起

瘙痒和头痛等中毒症状，因此在日本已禁止使用。采用酶电极传感器测定肉制品中的烟碱酸含

量，检测下限为５ｍｇ／ｋｇ，３ｍｉｎ就可完成一个样品的检测，检测结果和ＨＰＬＣ的检测结果接近，
而检测时间仅为ＨＰＬＣ的１／１０。
其他食品添加剂，如防腐剂苯甲酸钠、羟基苯甲酸钠、过氧化氢，抗氧化剂抗坏血酸、脱氢

抗坏血酸、儿茶酚、儿茶酚胺，发色剂亚硝酸，酸味剂磷酸和乳酸等等都可以用相应的生物传感

器来检测它们在食品中的含量。

（三）污染微生物的检测

污染食品的微生物的种类很多，主要包括细菌、真菌和病毒等，其中以细菌最为常见。污染

食品的微生物可以分为腐败菌和病原菌，腐败菌主要是通过对食品成分的分解和破坏，同时产生

有毒有害物质从而对人体造成危害。腐败菌本身通常不是致病菌。而病原菌除了能破坏食品的组

成成分外，其菌体本身也能使人致病。食品中污染微生物的检测方法通常是平板计数法，其操作

繁琐，检测时间长，特别是对于病原菌的检测，有时长达１～２周才能出结果，因此各种快速检
测方法不断涌现，生物传感器检测方法就是其中的一种。

１腐败菌的检测 酿酒酵母、乳酸菌和枯草芽孢杆菌等是常见的食品腐败菌。１９７９年，

Ｍａｔｓｓｕｎａｇｅ等人开发出一种基于微生物在代谢过程中能产生电子，电子直接在阳极上放电产生电
流，通过测定电流大小从而测定微生物浓度的传感器。用该传感器能很好地检测酿酒酵母和乳酸

菌等微生物的数量。１９９３年，Ｓｗｅｎｓｉｎ等研制了一种光纤生物传感器，将其直接放入待测溶液
中，通过测定微生物代谢产生的ＣＯ２来计算微生物的浓度。

２病原菌的检测 常见的污染食品的病原菌有沙门氏菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、李
斯特氏菌、产气荚膜梭菌和蜡样芽孢杆菌等。这些病原菌按常规的检测方法检测时间很长，而采

用生物传感器则能迅速地测定它们的数量。用来测定病原菌的生物传感器主要是光纤生物传感

器、免疫生物传感器和ＤＮＡ生物传感器。目前，上述病原菌都可以用相应的生物传感器来测
定。

（四）生物毒素的检测

污染食品的生物毒素主要包括细菌毒素、真菌毒素、藻类毒素以及动植物毒素，其中以细菌

毒素和真菌毒素最为常见。检测毒素的方法很多，包括色谱法（气相色谱、液相色谱、薄层层析

等）和生物学方法等，这些方法检测时间长，对样品的前处理复杂繁琐，因此以免疫学方法和生
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物传感器检测方法为代表的各种快速方法备受欢迎，有关免疫学检测方法将在本章的第二节做详

细的叙述，在这里主要概述生物传感器在检测食品中污染的细菌毒素和真菌毒素中的应用。

１细菌毒素的分析 细菌毒素是由细菌分泌产生于细胞外或存在于细胞内的致病性物质。
细菌毒素有内毒素和外毒素之分，内毒素是革兰氏阴性细菌细胞壁的组成成分之一的脂多糖，热

稳定，抗原性差，不能转化为类毒素，毒性比较弱，毫克水平才能引起动物死亡；外毒素是细菌

（主要是革兰氏阳性菌，也有少数革兰氏阴性菌）分泌于胞外的一种蛋白质，热稳定性差，抗原

性强，能转化成类毒素，毒性很强，微克水平就能引起动物死亡。从现有的资料看，研究报道主

要集中在运用免疫生物传感器分析检测肉毒毒素和葡萄球菌肠毒素等细菌外毒素。运用生物传感

器能灵敏、准确、快速地检测到它们在火腿和奶油等食品中的含量。

２真菌毒素的分析 真菌毒素是真菌分泌产生的有毒次生代谢产物。常见的污染食品的真
菌毒素主要有黄曲霉毒素、赭霉素、杂色曲霉素、Ｔ?２毒素、腐马素、镰刀菌烯醇类毒素、展青
霉素和橘霉素等等。检测食品中污染真菌毒素的方法主要有薄层层析法和液相色谱法等，近二十

多年来免疫学方法在真菌毒素的检测中得到了较好的应用（详细的内容将在本章的第二节中叙

述），以此为基础的免疫生物传感器快速检测真菌毒素的方法也有研究报道和应用，其中以免疫

传感器用于检测黄曲霉毒素Ｂ１和腐马素Ｂ１的研究报道最多。此外，也有运用微生物传感器和以
纤毛虫为生物敏感材料的传感器检测展青霉素、黄曲霉毒素Ｂ１和Ｔ?２毒素的研究报道。

３其他生物毒素的检测 生物传感器除了用于上述细菌毒素和真菌毒素的检测外，也有用
于检测食品中污染的动植物毒素。１９９４年Ｏｇｅｒｔ等人建立了运用光纤免疫传感器快速检测蓖麻
毒素的方法，首先将抗蓖麻毒素抗体结合于光纤的顶端形成光纤探头，测定时将探头插入样品反

应室中反应１０ｍｉｎ，然后以缓冲溶液冲洗探头，加抗蓖麻毒素荧光抗体于探头上，就可测定样品
中蓖麻毒素的含量，最低检出极限达１ｎｇ／ｍＬ，检测的线性范围为１～２５０ｎｇ／ｍＬ。另外，生物传
感器也可用于检测海产品中沙蚕毒素的含量。

（五）食品新鲜度的分析

新鲜度是评价食品品质的重要指标之一，通常是通过人的感官来检验的，但是感官检验的主

观性强，个体差异大，因此人们一直在寻找客观的理化指标来替代之。生物传感器在分析检测食

品新鲜度方面也显示了巨大的应用潜力，目前已有检测鱼、肉和牛乳的生物传感器问世。

１鱼鲜度传感器 鱼死亡以后，鱼肉会发生一系列变化，根据这些变化可以判断出鱼的新
鲜程度。从感官上讲，根据鱼死后体表、鳃、眼和肌肉等的状态，可以判断鱼的鲜度，但是非常

难以量化。从物理指标看，根据鱼肉的硬度、鱼肉的电阻率、鱼肉渗出物的黏度、鱼眼睛反射指

数等指标都应可以判断鱼的鲜度，不过这些指标在实践中还没有得到应用。从化学变化看，鱼死

亡后，鱼肉中的胺类物质、挥发性酸、ｐＨ和ＡＴＰ等都会发生变化，根据这些变化同样可以判断
出鱼的新鲜程度，但是分析测试的操作复杂，而且不同品种的鱼上述各种物质的变化情况不一

样。微生物指标，鱼死亡后，鱼体表和鱼肉中的微生物随着时间的延长数量迅速增加，通过培养

分析微生物的变化，也可以评价鱼的鲜度，但是目前各种微生物检测方法所需的时间过长，因此

没有实用价值。根据鱼死亡后，鱼肉中ＡＴＰ分解代谢后各种代谢产物之间的比例关系，即所谓
的Ｋ值或Ｋ１值也能很好地评判鱼的新鲜度，目前日本等国已制订了根据Ｋ值或Ｋ１值判断鱼新鲜
度的标准，也成功研制了测定Ｋ值或Ｋ１值的各种生物传感器。以下将主要介绍这种生物传感器

·７４３·第一节 生物传感器及其在食品检测分析中的应用



在鱼鲜度评价中的应用。

在介绍测定Ｋ值或Ｋ１值的各种生物传感器之前，首先讲一讲Ｋ值和Ｋ１值是怎样定义的。鱼
死亡后，鱼肉中ＡＴＰ是按以下过程分解代谢的：ＡＴＰ（三磷酸腺苷）在ＡＴＰ酶的作用下分解成

ＡＤＰ（二磷酸腺苷），ＡＤＰ在磷酸激酶的作用下分解产生ＡＭＰ（一磷酸腺苷），ＡＭＰ在ＡＭＰ脱
氨酶的作用下转化为ＩＭＰ（肌苷酸），ＩＭＰ在５′?核苷酸酶的作用下分解成ＨｘＲ（肌苷），ＨｘＲ在
核苷磷酸化酶的作用下分解成Ｈｘ（次黄嘌呤），Ｈｘ在黄嘌呤氧化酶的作用下分解成尿酸。简单
地讲，鱼死亡后，鱼肉中的ＡＴＰ进行以下的代谢：ＡＴＰ→ＡＤＰ→ＡＭＰ→ＩＭＰ→ＨｘＲ→Ｈｘ→尿
酸。所谓的Ｋ值是指上述ＡＴＰ代谢产物中，肌苷和次黄嘌呤占ＡＴＰ代谢产物总量的百分数，
即，Ｋ（％）＝［（ＨｘＲ＋Ｈｘ）／（ＡＴＰ＋ＡＤＰ＋ＡＭＰ＋ＩＭＰ＋ＨｘＲ＋Ｈｘ）］×１００。由于鱼死亡
后ＡＴＰ、ＡＤＰ和ＡＭＰ的代谢非常快，一般在很短的时间（２４ｈ）内，它们在鱼肉中的含量就几
乎为零，而一般在市场上出售的鱼都是死亡２４ｈ以后的鱼，因此Ｋ值可简化为Ｋ１值，即，Ｋ１
（％）＝［（ＨｘＲ＋Ｈｘ）／（ＩＭＰ＋ＨｘＲ＋Ｈｘ）］×１００。按照日本的标准，Ｋ１＜０２时，鱼的品质
极好，Ｋ１＝０２～０４时，鱼品质较好。目前测定Ｋ１值的生物传感器主要有如下几种。
（１）多电极传感器系统。该系统主要由四根氧电极组成，其中一根作为参照，另外三根电极
的表面分别固定有以下酶膜：黄嘌呤氧化酶膜，核苷磷酸化酶与黄嘌呤氧化酶膜，５′?核苷酸酶、
核苷磷酸化酶与黄嘌呤氧化酶膜，测定时将四根电极同时放入样品液中，上述三根酶电极产生的

电信号分别反应了样品液中Ｈｘ的浓度，（ＨｘＲ＋Ｈｘ）的浓度和（ＩＭＰ＋ＨｘＲ＋Ｈｘ）的浓度，通
过计算机处理很容易计算出Ｋ１的大小。运用该传感器，只需２０～５０μＬ样品液，８ｍｉｎ就可以测
定Ｋ１值。
（２）多酶电极传感器系统。首先将５′?核苷酸酶、核苷磷酸化酶与黄嘌呤氧化酶固定在一氧
电极上，形成多酶电极。测试时，样品液先经过一离子交换柱，使ＩＭＰ、ＨｘＲ和Ｈｘ分开，然后
分别流经有多酶电极的测试室，根据样品中不同组分流经测试室时电信号的响应情况，运用计算

机分析计算出Ｋ１值。
除了测定Ｋ１值，也有通过生物传感器测定鱼肉中胺类物质的变化来反应鱼新鲜度的研究报

道。另外，采用微生物传感器测定鱼鲜度的研究也有报道。

２肉鲜度传感器 和鱼肉一样，其他肉类也可以通过生物传感器来测定其鲜度。Ｋｕｒｕｂｅ等
人将单胺氧化酶固定于氧电极上组成了测定猪肉鲜度的酶传感器，该传感器的响应时间为４ｍｉｎ，
检测的线性范围为５×１０－６～１０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ。Ｋｒｅｓｓ等人研制开发出一种测定肉鲜度的匕首式生
物传感器，测定时将传感器的探头插入肉表面２～４ｃｍ深度，通过测定葡萄糖的浓度来评价肉的
鲜度。

３牛乳鲜度传感器 牛乳鲜度传感器主要通过测定牛乳中的微生物数量，牛乳的乳酸增加
量，或牛乳中的脂肪分解成的短脂肪酸的量等来评价牛乳的鲜度。

第二节 免疫学技术与食品安全检测

很早以前免疫技术就被微生物学家和病理学家直接或间接用来检测微生物的病原性。最近二

三十年来，随着各种快速、灵敏、特异的免疫学技术的出现，免疫学技术越来越广泛地应用于食
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品安全检验和分析领域。

一、抗原与抗体

（一）抗原

１抗原的定义 抗原（ａｎｔｉｇｅｎ）是指进入动物体内能刺激动物的免疫系统发生免疫应答，
从而引起动物产生抗体或形成致敏淋巴细胞，并能和抗体或致敏淋巴细胞发生特异性反应的物

质。由定义可知，抗原包括两项基本属性，一是免疫原性（ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ），指抗原进入体内刺
激免疫系统产生抗体或形成致敏淋巴细胞的特性；二是免疫反应性（ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ），指抗原
能和对应的抗体或致敏淋巴细胞发生特异性反应的特性。有些抗原不能刺激动物产生抗体，只能

和对应的抗体进行特异性结合，即只有免疫反应性，无免疫原性，这类抗原被称为半抗原（ｈａｐ
ｔｅｎ）。相应地上述既具有免疫原性又具有免疫反应性的抗原被称为完全抗原（ｃｏｍｐｌｅｔｅａｎｔｉｇｅｎ）。
免疫源性是完全抗原非常重要的性质之一，影响抗原免疫原性的因素来自三个方面，一是抗

原本身的结构和性质，一般地分子量越大，分子结构越复杂，与免疫动物的亲缘关系越远，则其

免疫原性越强；二是免疫动物的遗传因素也影响着抗原的免疫源性，例如免疫动物的主要组织相

容性复合物（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ）的Ｉｒ等基因在免疫应答中起着重要的作用；三是
免疫动物的机体与抗原的相互作用关系，例如免疫途径、免疫所用抗原的剂量等都对抗原的免疫

原性有影响。有些物质，例如某些细菌毒素，具有非常强的免疫刺激能力，通常可达到一般抗原

刺激能力的２０００倍，因此只需极低的浓度就可以诱发极大的免疫反应，这种物质被称为超级抗
原（ｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎ）。超级抗原的概念是１９８９年Ｋａｐｐｌｅｒ和Ｍａｒｒａｃｋ首先提出的，它之所以具有非
常强的免疫刺激能力主要是其刺激肌体产生免疫应答的机理和普通抗原的不同，一般抗原需和由

两条肽链（α链和β链）组成的Ｔ细胞受体的抗原结合部位结合后才能激活Ｔ细胞，而超级抗原
只需识别Ｔ细胞抗原受体的β肽链就可以激活Ｔ细胞。

２抗原决定簇 抗原决定簇（ａｎｔｉｇｅｎｉｃｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ）或称为抗原表位（ａｎｔｉｇｅｎｉｃｅｐｉｔｏｐｅ）是
位于抗原物质分子表面或者其他部位的具有一定组成和结构的特殊化学基团，它能与免疫系统中

淋巴细胞上的受体及相应的抗体分子结合，它是免疫原引起机体特异性免疫应答和免疫原与抗体

特异性反应的基本构成单位。在蛋白质抗原中，３～８个氨基酸残基可以构成一个抗原决定簇，
在多糖抗原中３～６个呋喃环可以组成一个抗原决定簇。以蛋白质抗原为例，从结构上讲抗原决
定簇可以分成两类，一类是顺序决定簇（ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ），又称为连续决定簇（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ），氨基酸的排列顺序决定着这类决定簇的功能基团；另一类是构象决定簇（ｃｏｎｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎａｌｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ），它是依赖于蛋白质天然空间构象的决定簇，这类决定簇通常由不连续的
氨基酸顺序片段经肽链的折叠卷曲而成，一般位于蛋白质的表面，由于决定簇的氨基酸顺序是不

连续的，因此又称为不连续决定簇（ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ）。研究抗原的决定簇不仅可以揭
示抗原与抗体结合的本质，有助于更好地了解免疫学中的核心问题———免疫识别和应答的机制，

而且可以人工合成某些抗原决定簇，这对于研制疫苗和特异性诊断试剂，以及药物合成和抗病毒

感染等方面都有很大的益处。

３抗原的分类 抗原的分类方法很多，可以根据来源来分，也可以根据其理化性质等来分。
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根据来源分，抗原可分为天然抗原、人工抗原和合成抗原等三类。天然抗原指是天然的生

物、细胞及天然产物，主要来自动物、植物和微生物，例如血细胞、细菌和病毒、蛋白质、多

糖、脂类和核酸等都可以是天然抗原。人工抗原是指人工化学改造后的抗原，例如半抗原经化学

改造后就是人工抗原。合成抗原是指化学合成的具有抗原性质的分子，主要是氨基酸的聚合物。

根据抗原的水溶性，抗原可分为不溶于水的颗粒抗原和可溶性胶体抗原两类。例如，细菌的

鞭毛、纤毛和完整的微生物菌体等都是颗粒抗原；而蛋白质、多糖、ＤＮＡ和真菌毒素等都是可
溶性胶体抗原。一般颗粒抗原的免疫原性大于可溶性胶体抗原的免疫原性，在可溶性胶体抗原中

以蛋白质的免疫原性最强，其次是多糖和ＤＮＡ，真菌毒素等小分子物质属于半抗原，没有免疫
原性，必须和大分子物质（通常是蛋白质）结合后才具有刺激动物产生抗体的性质。

４抗原的制备
（１）抗原的准备。对微生物细胞等颗粒状抗原，只需对微生物进行扩大培养，然后收集菌体
即可。对蛋白质、多糖、ＤＮＡ和脂类等可溶性胶体抗原，首先应根据其在生物细胞中的部位进
行处理。对于存在于细胞内的物质首先应破细胞壁，使它们释放出来，然后收集含有这些物质的

溶液，再采用各种分离、提取和纯化方法进行分离和提取。对于分泌于细胞外的这些高分子物质

则只需收集胞外液，然后再进行分离纯化即可。有关这些高分子物质分离纯化方法，本书的其他

章节有叙述，在此不再重复。

（２）半抗原的改造。半抗原由于不能刺激动物产生抗体，因此要研究半抗原的免疫学特性，
通常首先应将半抗原改造成既具有免疫原性又具有免疫反应性的完全抗原。将半抗原改造成完全

抗原通常是将牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、卵清白蛋白（ＯＶ）或人工合成的多聚氨基酸等连接在半抗
原分子上，增加其分子量，从而使其转化成完全抗原。将半抗原转化成完全抗原的方法很多，不

同的半抗原可以采用不同的方法。在这里以真菌毒素中的黄曲霉毒素Ｂ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎＢ１，ＡＦＢ１）
为例，就半抗原的改造过程叙述如下。

黄曲霉毒素主要是由寄生曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ）和产毒的黄曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｆｌａｖｕｓ）分泌的有毒次生代谢产物。它具有很强的急性毒性，同时也是强致癌物，它可以在农产
品的产前、产后和加工运输等过程中污染食品和饲料，进入人类食物链危害人类健康和安全。常

见的黄曲霉毒素包括黄曲霉毒素Ｂ１、黄曲霉毒素Ｂ２、黄曲霉毒素Ｇ１、黄曲霉毒素Ｇ２、黄曲霉毒
素Ｍ１和黄曲霉毒素Ｍ２，其中以黄曲霉毒素Ｂ１毒性最强。检测黄曲霉毒素Ｂ１的方法有薄层层析
法、高效液相色谱法和免疫学方法等，其中免疫学方法是比较好的一种检测方法。以免疫学技术

检测黄曲霉毒素Ｂ１时首先必须使其和牛血清蛋白（ＢＳＡ）或卵清白蛋白（ＯＶ）等蛋白质相连，
转化成完全抗原。由于黄曲霉毒素Ｂ１的性质稳定，本身不含活性基团，因此在其和ＢＳＡ或ＯＶ
连接之前，通常首先将羧甲氧基胺（Ｈ２ＮＯ－ＣＨ２－ＣＯＯＨ）引入其中，使其转化为黄曲霉毒素

Ｂ１肟（ＡＦＢ１Ｏ），然后黄曲霉毒素Ｂ１肟与载体蛋白（ＢＳＡ或ＯＶ）连接成完全抗原。具体的过程

见图７?１３。
将各种半抗原转化成完全抗原的具体操作方式和注意事项各不相同，但是有一点是必须注意

的，即在操作过程中应尽可能保持半抗原结构的“完整性”，不能过度破坏其结构，以保持半抗

原的“原始性”。
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图７?１３ 半抗原黄曲霉毒素Ｂ１转化

成完全抗原示意图

（二）抗体

１抗体的定义、分布和分类 抗体（ａｎｔｉｂｏｄｙ，

Ａｂ）是由抗原刺激动物的免疫系统后，由免疫系统
分泌的能和相应抗原发生特异性结合的免疫球蛋白

（ｌｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎ，Ｉｇ）。通常Ａｂ和Ｉｇ可作为同义词
使用。抗体主要存在于动物血清中，也存在于动物

的其他体液和体外分泌液，例如乳汁和细胞分泌液

中。另外，抗体还存在于某些细胞，例如Ｂ淋巴细
胞的膜上。Ｉｇ包括很多种类，根据Ｉｇ的理化特性
和与抗原结合方式的不同，Ｉｇ可以分为类和亚类，
例如人类的Ｉｇ可分为ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ和ＩｇＥ
五大类，其中ＩｇＧ 和ＩｇＡ 可进一步分为ＩｇＧ１、

ＩｇＧ２、ＩｇＧ３和ＩｇＡ１、ＩｇＡ２亚类。小鼠的ＩｇＧ和人类
的ＩｇＧ相同，但是ＩｇＧ的亚类稍有差别，分别为

ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３。ＩｇＧ是Ｉｇ中的主要的
组成成分，约占血清总蛋白质的１５％。应用于免疫
学技术中的抗体主要是ＩｇＧ和ＩｇＭ，以ＩｇＧ最为常
用。

２抗体的结构 虽然Ｉｇ包括很多种类，但是
其基本的结构相同（图７?１４），一个抗体单体都由
两条相同的轻链（ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ）和两条相同的重链
（ｈｅａｖｙｃｈａｉｎ）共四条链组成，重链与重链之间和重
链与轻链之间通过二硫键（Ｓ—Ｓ）连接。重链和轻
链内含有一系列重复的同源单位，每个单位长约

１１０个氨基酸，并于链内二硫键连成环状，折叠形
成球形结构，称为Ｉｇ的功能区（ｄｏｍａｉｎ）。每条链
上氨基酸种类及排列顺序变化较大的部分称为可变

区（ｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ，Ｖ区），而氨基酸种类和顺序
相对稳定的部分则称为恒定区（ｃｏｎｓｔａｎｔｒｅｇｉｏｎ，Ｃ
区）。轻链有κ和λ两种型，一个抗体单体中的两
条轻链总是同型的。轻链的Ｖ区位于其氨基酸末端（Ｎ?末端）的１／２区域，是轻链与抗原特异
性结合的部位，在Ｖ区中有三个区域的氨基酸种类和排列顺序变化最大，这些区域被称为超变
区（ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ）。重链的Ｖ区位于重链氨基末端（Ｎ?末端）１／４或１／５的区域，与轻链
一样参与抗原的结合。和轻链一样，重链的Ｖ区同样含有三个超变区，重链和轻链的超变区形
成立体空间结构，其表面为抗原的结合部位，由于这些超变区形成了与结合抗原结构互补的三维

平面，因此超变区又称为互补决定簇（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ?ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ，ＣＤＲｓ），从Ｎ?末端
开始三个超变区，即互补决定簇分别命名为ＣＤＲ１、ＣＤＲ２和ＣＤＲ３，其中ＣＤＲ３的氨基酸种类和
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图７?１４ 免疫球蛋白的分子结构示意图
（引自巴德年）

排列顺序变化最大。超变区约占Ｖ区的２０％～２５％。其余部分相对保守，称为支架区（ｆｒａｍｅ
ｗｏｒｋｒｅｇｉｏｎ）。轻链的Ｃ区位于轻链羧基末端（Ｃ?末端）１／２区域；重链的Ｃ区（ＣＨ）位于其羧
基末端（Ｃ?末端）３／４区域，根据ＣＨ的不同可以将人类抗体的重链分为γ、δ、ε、α和μ五类，
上述人类的Ｉｇ分类正是根据ＣＨ区的不同而划分的，ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ和ＩｇＥ对应的ＣＨ区
分别为γ、μ、α、δ、和ε。另外，不同ＩｇＣＨ区上的功能区的数量也不相同，ＩｇＧ、ＩｇＡ和ＩｇＤ的

ＣＨ区上有三个功能区，而ＩｇＭ和ＩｇＥ的ＣＨ区上有四个功能区，在第一个功能区（ＣＨ１）和第二
个功能区（ＣＨ２）之间富含胱氨酸和脯氨酸，可以自由折叠，该区域被称为铰链区（ｈｉｎｇｅｒｅ
ｇｉｏｎ）。当抗原与抗体结合时，该区域通过自由转动可以适合不同距离的抗原决定簇。另外，当
抗原未与抗体结合时，抗体分子呈“Ｔ”形，位于ＣＨ２的补体结合点被覆盖，当抗原与抗体结合
时，则呈“Ｙ”形，补体结合点暴露，有利于补体的活化。
以上叙述的是抗体单体的结构，有些抗体（Ｉｇ），例如人的ＩｇＧ、ＩｇＥ和ＩｇＤ都只有一个抗体

单体构成，而ＩｇＭ和ＩｇＡ则通常由多个抗体单体组成。ＩｇＭ是由五个抗体单体，通过Ｊ链（ｊｏｉｎ
ｉｎｇｃｈａｉｎ）连接在一起的五聚体，而ＩｇＡ则是由Ｊ链连接在一起的二聚体、三聚体甚至四聚体。
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每个抗体单体有两个抗原的结合位点，如果将一个结合位点称为一价，那么ＩｇＧ、ＩｇＥ和ＩｇＤ都
是二价抗体，而ＩｇＭ则是十价抗体。

３ＩｇＧ的酶解片段 １９５９年ＲｏｄｎｅｙＰｏｒｔｅｒ及其同事以木瓜蛋白酶（ｐａｐａｉｎ）和胃蛋白酶
（ｐｅｐｓｉｎ）对家兔的ＩｇＧ分别进行了水解，得到了不同的水解产物。ＩｇＧ经木瓜蛋白酶水解后，裂
解成三个片段，其中两个片段相同，每个片段都由一条完整的轻链和重链的ＶＨ?ＣＨ１组成，具有
结合抗原的能力，被称为抗原结合片段（ａｎｔｉｇｅｎｂｉｎｄｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔ，Ｆａｂ）；另一个片段由重链的

ＣＨ２?ＣＨ３组成，具有自凝集并结晶的特点，因此称为可结晶片段（ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｂｌｅｆｒａｇｍｅｎｔ，Ｆｃ），Ｆｃ
能介导抗体的很多生物学功能。ＩｇＧ经胃蛋白酶水解后，可以得到一个大片段和多条小分子多
肽，大片段称为Ｆ（ａｂ′）２，是Ｆａｂ′（含有铰链区的Ｆａｂ）的双体，能于抗原结合；小片段的分子
多肽称为ｐＦｃ′，无生物学活性。ＩｇＧ的酶水解示意图见图７?１５。

ＣＣ

肽片段（ｐＦｃ＇）
ＣＣ

ＣＣ

Ｆ（ａｂ＇）２
Ｎ
Ｎ

胃蛋白酶

Ｆｃ

木瓜蛋白酶水解产物

ＣＣ
Ｃ

Ｃ

Ｎ
Ｎ

ＦａｂＦａｂ

Ｎ
Ｎ

胃蛋白酶水解产物

Ｎ
ＮＣＣ

ＣＨ３

ＣＨ２

ＣＨ１

ＶＨ

ＶＬＮ
Ｎ 轻链 Ｎ

Ｎ

重链
ＣＣ

ＣＬ

ＮＮ

木瓜蛋白酶

图７?１５ ＩｇＧ的蛋白酶水解片段
（引自巴德年）

４抗体的制备
（１）多克隆抗体的制备。以抗原免疫实验动物可以获得含有特异性抗体的血清，即抗血清

（ａｎｔｉｓｅｒｕｍ）。由于抗血清中的抗体是由不同的抗原决定簇刺激不同的Ｂ细胞克隆产生的，因此
这种抗体又称为多克隆抗体（ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ）。下面叙述制备多克隆抗体的几个环节。

①实验动物的选择：用于制备多克隆抗体的实验动物包括哺乳类的鼠、兔、羊、马、驴、豚
鼠、猪、猴、狗和禽类的鸡、鸭、鸽子，以及两栖类的蛙等，其中最为常用的是鼠、兔和羊等。

在选择实验动物时首先应考虑抗原的来源和免疫动物的亲缘关系。一般来说，两者的亲缘关系越
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远则产生的抗体效价越高，相反则抗体的效价越差。实验动物的年龄和营养状况与抗体的产生也

有密切的关系，年龄太小易产生免疫耐受；而年龄过大或营养不良则动物的免疫能力低下，也不

易产生高效价的抗体。选择好实验动物后，在注射抗原前应采集少量的动物血清（阴性血清）和

抗原进行血清学反应，选择不和抗原反应的动物进行免疫实验。

②抗原的处理：抗原的处理除了前面叙述的抗原的分离提纯和半抗原的改造外，对于可溶性
抗原，在注射免疫动物之前通常还需和免疫佐剂进行混合（颗粒抗原一般无需和佐剂混合，可以

直接注射），以提高抗原的免疫原性等。佐剂（ａｄｊｕｖａｎｔ）是具有增强机体的免疫应答能力，延长
抗原在机体内的半衰期，降低抗原毒副作用，以使机体产生高效价抗血清的物质。最常用的佐剂

是福氏佐剂（Ｆｒｅｕｎｄａｄｊｕｖａｎｔ），它分为完全福氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄａｄｊｕｖａｎｔ）和不完全福氏
佐剂（ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄａｄｊｕｖａｎｔ）。不完全福氏佐剂是由１～６份的液体石蜡和１份羊毛脂充分
混合而成；完全福氏佐剂是在不完全福氏佐剂的基础上，于使用前添加灭活的（２～２０ｍｇ／ｍＬ）
卡介苗混合而成。一般地，实验免疫动物首次注射抗原时，抗原通常和完全福氏佐剂混合，而在

加强注射（首次注射抗原之后的注射）时则只需和不完全福氏佐剂混合即可。佐剂与抗原以１∶１
混合后，充分乳化至静置不发生油水分离时即可注射实验动物。

③动物的免疫：动物的免疫是一个非常复杂的过程，在免疫过程中，对抗原的免疫剂量、注
射途径、加强免疫的时间间隔和加强免疫的次数等都需要认真综合考虑。

抗原的剂量应根据抗原的免疫原性强弱、动物的种类和大小以及抗原的注射途径等来决定。

对于同一种抗原，在一定的剂量范围内，抗原的注射量与免疫反应的强度成正相关，抗原量过大

或过小都易产生免疫耐受。免疫动物越大一次注射抗原的量也越多，小鼠一次注射的免疫乳液量

为１～２ｍＬ，家兔的为２～４ｍＬ。
抗原的注射途径很多，不同的注射途径对抗原的吸收、机体的免疫应答、抗原的毒副作用和

抗原的注射量等都有影响。抗原吸收越快，分解代谢越快，对机体的影响时间越短；单位时间内

有效抗原的量越大，机体的免疫应答越强，抗原的毒副作用也越强。常用的抗原注射途径包括静

脉、脾脏、淋巴结、腹腔、肌肉、皮下和皮内等，它们对抗原的吸收速度为，静脉＝脾脏＝淋巴
结＞腹腔＞肌肉＞皮下＞皮内。在具体的免疫过程中应根据动物的种类、抗原的特性和是否使用
佐剂等来选择注射途径，腹腔注射、肌肉注射、皮内注射、皮下注射和淋巴结注射适合于任何抗

原，这些途径主要是通过刺激局部淋巴结发生免疫应答，初次免疫和加强免疫都可以使用。静脉

注射只适合于可溶性抗原和分散的单细胞悬液，且不能使用佐剂，其诱发的免疫应答主要发生在

脾脏。脾脏注射比较适合于微量抗原。

要得到高效价的抗体，除了应注意免疫途径和抗原的剂量外，初次免疫后再进行２～３次以
上的加强免疫是非常必要的。两次免疫注射之间的时间间隔，小动物一般为１０～１４ｄ，大动物则
为２个月左右，在最后一次免疫加强注射后一周左右采集抗血清可望获得高水平的抗体。

④抗血清的采集、纯化和特性鉴定：加强免疫２～３次后，通过耳静脉或眼球（小鼠）采血，
测定抗血清的效价，当抗血清达到理想的效价后，通过心脏采血或动脉放血采血，分离抗血清。

获得的抗血清在通常情况下可以直接用于免疫学分析，但是在有些情况下，例如制备酶标抗体或

二抗时，需对抗血清进行分离纯化，获得单一的抗体成分，以去除杂蛋白的干扰。抗体的分离纯

化方法很多，包括中性盐沉淀法、凝胶柱层析、离子交换柱层析和亲和层析等，这些方法在本书
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的酶工程中已有叙述，在此不再重复。

对收获后的抗血清或纯化后抗体的一些参数，例如效价、亲和力和交叉反应等进行分析是非

常必要的。效价又称为滴度（ｔｉｔｅｒ）是表达抗血清中特异性抗体相对含量的一个指标，在一定条
件下，抗血清经系列稀释后与定量的抗原反应，以能检测出抗血清存在的抗血清的最大稀释倍数

为该抗血清的效价。不同的检测方法由于灵敏度的不同，测出的抗血清的效价也不一样，例如以

双向免疫扩散法（ｄｏｕｂｌｅｉｍｍｕｎｏｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）和酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ
ｓａｙ，ＥＬＩＡ）测得的效价就有很大的差异，后者远远大于前者。因此在叙述抗体的效价时一定要
说明效价的测定方法。亲和力（ａｆｆｉｎｉｔｙ）是表示抗原抗体结合程度的指标，亲和力的大小可以用
抗原抗体反应的平衡常数Ｋ来表示。
抗血清的交叉反应是衡量抗体特性的另一个重要的指标。理论上讲，抗体只能与产生该抗体

的抗原发生反应，这是抗体特异性的表现，但实际上抗体还可以和其他抗原发生反应，即所谓的

交叉反应。一方面是由于抗原的不纯造成的，另一方面不同抗原间相同或类似的抗原决定簇也是

产生交叉反应的原因。应该说，完全没有交叉反应的抗体是不存在的，但是交叉反应太强的抗体

也是没有应用价值的。

（２）单克隆抗体的制备。

①单克隆抗体制备的原理：单克隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ）与多克隆抗体（抗血清）的
最大差别是单克隆抗体是由单一的Ｂ细胞克隆，针对单一的抗原决定簇产生的均一的免疫球蛋
白。单克隆抗体不能用化学纯化方法从多克隆抗体中分离获得，它是通过杂交瘤技术，分离培养

能产生抗体的单一的Ｂ淋巴细胞（Ｂ细胞克隆）的方法获得的。１９７５年Ｋｏｈｌｅｒ和Ｍｉｌｓｔｅｉｎ首次
成功地将注射免疫了绵羊血红细胞的小鼠脾脏细胞和小鼠的骨髓瘤细胞融合，通过分离筛选和克

隆融合子等步骤，制备得到了小鼠抗绵羊血红细胞的单克隆抗体。免疫致敏后的Ｂ淋巴细胞具
有分泌特异性抗体的能力，但是在体外不能长期存活；而骨髓瘤细胞可以在体外长期存活但不能

产生抗体；如将两种细胞杂交融合后，经分离筛选获得既能在体外长期存活又能针对单一抗原决

定簇产生特异性抗体的融合子，就可以获得单克隆抗体，这就是单克隆抗体的制备原理。由于单

克隆抗体是通过Ｂ淋巴细胞和骨髓瘤细胞杂交获得的，因此单克隆抗体制备技术又称为杂交瘤
技术。

单克隆抗体制备技术自从其问世以来进展迅速，被免疫学、微生物学、肿瘤学、遗传学和分

子生物学等各个研究领域应用，目前这一技术已日臻完善，并在小鼠?小鼠Ｂ淋巴细胞杂交瘤技
术的基础上，又发展了人?人、人?小鼠以及大鼠?大鼠Ｂ淋巴细胞杂交瘤技术。此外，还建立了Ｔ
淋巴细胞杂交瘤技术。这里仅就小鼠?小鼠Ｂ淋巴细胞的杂交瘤技术（单克隆抗体制备技术）进
行简单的叙述。

②单克隆抗体的制备：单克隆抗体制备技术的流程见图７?１６。概括起来单克隆抗体制备技
术包括以下几个步骤：Ａ小鼠骨髓瘤细胞和Ｂ淋巴细胞的准备，小鼠骨髓瘤细胞有很多不同的
株系，我国最为常用的是ＳＰ２／０和ＮＳ?１。小鼠骨髓瘤细胞应当具备稳定、易培养、自身不分泌
免疫球蛋白、融合率高等特点和必须是次黄嘌呤鸟嘌呤核苷酸转移酶（ＨＧＰＲＴ）和（或）胸腺
嘧啶激酶（ＴＫ）的缺陷型。使用前，小鼠骨髓瘤细胞应每天更换新鲜的培养液，使其达到对数
分裂阶段，然后收集细胞备用。Ｂ淋巴细胞是从免疫小鼠的脾脏中分离获得的，首先将抗原注射
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腹水制备

中空纤维反应器

扩大培养

增殖阳性克隆

冻存细胞

－７０℃或液氮

ＨＡＴ 选择培养基
３７℃，５％ＣＯ２

筛选抗体分泌株

骨髓瘤细胞

细胞融合

加入 ＰＥＧ

单细胞悬液取出脾脏

免疫小鼠

克隆阳性细胞

１ 个细胞 ／孔

图７?１６ 单克隆抗体制备流程
（引自于善谦等）

免疫小鼠，具体的方法和多克隆抗体制备过程中的免疫过程基本相同，不同的是为了得到具有旺

盛抗体分泌能力的Ｂ淋巴细胞，一般应在摘脾脏前三天经静脉加强注射一次抗原。摘脾后将脾
脏在无菌条件下破碎制备Ｂ淋巴细胞悬液备用。Ｂ细胞的融合和融合者的筛选，通常骨髓瘤细
胞和Ｂ淋巴细胞是在聚乙二醇（ＰＥＧ）的促进下进行融合的，也可以采用电融合的方式进行融
合。融合后通过ＨＡＴ（Ｈ是次黄嘌呤核苷，Ａ是氨基嘌呤，Ｔ是胸腺嘧啶核苷）选择性培养基
筛选骨髓瘤细胞和Ｂ淋巴细胞的融合者。ＨＡＴ选择性培养基的选择原理是，骨髓瘤细胞是ＨＧ
ＰＲＴ和（或）ＴＫ的缺陷株，ＨＧＰＲＴ和ＴＫ是细胞合成ＲＮＡ和ＤＮＡ旁路途径上的两种非常重
要的酶，在核酸的正常合成途径被阻断的情况下，ＨＧＰＲＴ和（或）ＴＫ的缺陷的骨髓瘤细胞由
于不能利用旁路合成核酸（即使有ＨＧＰＲＴ和ＴＫ的底物Ｈ和Ｔ存在也不能合成核酸）而死亡。
在ＨＡＴ培养基中，Ａ是细胞核酸正常合成途径的阻断剂，Ｈ和Ｔ分别是ＨＧＰＲＴ和ＴＫ的底物，
具有ＨＧＰＲＴ和ＴＫ的细胞，当核酸的正常合成途径被阻断后，可以利用Ｈ和Ｔ依靠核酸的旁
路合成途径合成核酸而继续生存。当骨髓瘤细胞和Ｂ淋巴细胞杂交时，在ＨＡＴ培养基中，只有
骨髓瘤细胞和Ｂ淋巴的融合子由于含有来自Ｂ淋巴细胞的ＨＧＰＲＴ和ＴＫ才能在ＨＡＴ培养基中
长期存活，其他细胞都将死亡，这样融合子（杂交瘤细胞）得以筛选和繁殖。Ｃ阳性杂交瘤细
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胞的检出和单克隆化，并非所有的杂交瘤细胞都能分泌针对目的抗原的特异性抗体，因此应该采

用酶联免疫吸附法和放射免疫分析法等方法（关于这些方法的具体操作过程在本节的其他部分叙

述），将能产生针对目的抗原产生特异性抗体的杂交瘤细胞，即所谓的阳性杂交瘤细胞检测出来。

为了确保单克隆抗体的纯一性和避免其他阴性细胞对阳性杂交瘤细胞生长的影响，需要将阳性的

杂交瘤细胞进行单细胞的分离和培养，即所谓单克隆化（ｃｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ），常常需要经过反复多次的
单克隆化才能得到单一纯正的单克隆子。获得的单克隆子应及时冻存以备后用，也可以扩大培养

生产单克隆抗体。Ｄ单克隆抗体的扩大培养，生产大量单克隆抗体的方法目前常用的主要有三
种：小鼠腹水制备、大瓶培养和中空纤维反应器培养，前者仅适合于实验室制备单克隆抗体，后

两者适用于工厂化生产大量的单克隆抗体。小鼠腹水制备是将杂交瘤细胞接种定植于小鼠腹腔

中，刺激小鼠分泌大量腹水，收集腹水，其中就含有较高浓度的特异性单克隆抗体。大瓶培养就

是用１０００ｍＬ或更大的摇瓶培养单克隆子，收集上清液，分离纯化其中的抗体，但是上清液中抗
体的浓度通常较低。中空纤维反应器是膜式反应器中的一种，有关该反应器的特征在本书的其他

章节有叙述。运用这种反应器获得的反应液中抗体的浓度高，易于纯化，是比较经济的抗体生产

方法。

③单克隆抗体的性质的鉴定：获得单克隆抗体后，和多克隆抗体一样，也需对其效价、亲和力和
交叉反应（特异性）进行分析。另外，还需对免疫球蛋白的类和亚类以及结合位点等进行分析。

（３）生物工程抗体。随着生物工程技术的发展，应用生物工程技术对抗体进行定向改造已成
为可能，由此获得的抗体称为生物工程抗体（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ）。下面仅就运用生物
工程技术对抗体进行改造的几个方面进行简单的叙述。

①抗体的化学修饰（ａｎｔｉｂｏｄｙｃｈｅｍｉｃａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）：运用双功能交联剂将同位素、酶、毒
素和药物等连接在抗体的Ｆｃ片段上，由于抗体和抗原的特异性结合发生在抗体的Ｆａｂ片段上，
因此交联后并不影响抗体与抗原的结合，交联（标记）后的抗体可以作为诊断试剂，也可以作为

药物的定向载体，引导药物或毒素到达抗原存在部位，使药物或毒素发挥更有效的作用，即所谓

的“生物导弹”。这样可以大大减少药物和毒素等在肿瘤等治疗过程中的毒副作用，提高治疗效

果。

②抗体基因文库（ａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｌｉｂｒａｒｙ）：是将不同重链和轻链的基因随机组合，克
隆到适合的表达载体中，在原核细胞中表达不同的抗体，从而形成一个抗体文库，运用抗原可以

从中筛选到相应的抗体基因。运用抗体基因文库可以快速地获得单克隆抗体，另外，也可以获得

一些不适合进行人工免疫物种的单克隆抗体，例如人源单克隆抗体。

③抗体基因的改造（ａｎｔｉｂｏｄｙｇｅｎｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）：将不同来源的抗体基因进行重组，可以获
得所需要的抗体。例如，将鼠源抗体的Ｖ区基因与人源抗体的Ｃ区基因进行重组，获得的嵌合
抗体（ｃｈｉｍｅｒｉｃａｌａｎｔｉｂｏｄｙ）既有鼠抗体对抗原的高度亲和性，又减弱了鼠源抗体对人的免疫原
性，从而可以提高抗体的治疗效果。

④催化性抗体或抗体酶（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｂｏｚｙｍｅ）：１９８６年，Ｓｃｈｕｌｔｚ和Ｌｅｒｎｅｒ分别领导
的研究小组同时证明了抗体和酶一样具有催化活性，他们将这种具有催化活性的抗体称为催化性

抗体，又称为抗体酶。抗体酶和酶一样具有底物和立体专一性，在反应动力学和竞争抑制等方面

也和酶相似。抗体酶的发现打破了只有酶才具有分子识别和加速催化反应的传统概念，为酶工程
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学开创了新的领域。

二、常用的免疫学方法

（一）免疫学方法的分类

免疫学方法（ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）的种类很多，分类方法也有很多种，但是所有的免疫学方法都
是以抗原抗体特异性结合为基础发展起来的。抗原抗体的特异性结合可以发生在生物体内也可以

发生在体外，用于食品卫生和安全检测的免疫学方法都是抗原抗体的体外反应，在抗原抗体的体

外反应中通常都需要使用含有特异性抗体的血清，因此这些方法又称为血清学反应或血清学方法

（ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅａｃｔｉｏｎ，ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ）。
根据给出的检测结果是定性的还是定量的，免疫学方法（血清学方法）可以分为定性免疫学

方法（ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）和定量免疫学方法（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）。定性免疫学方法
能给出分析样品中是否含有某种特定的抗原或抗体，或者特定抗原或抗体的含量是否高于或低于

某一数值；而定量免疫学方法则能给出样品中特定的抗原或抗体的准确数量。

根据免疫分析过程中是否需要将结合在一起的抗原抗体复合物和没有结合的游离的抗原抗体

分离开来，免疫学方法可以分为均相免疫学方法（ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）和非均相免疫学
方法（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）。均相免疫学方法无须将抗原抗体的复合物和游离的抗原抗体
分开，一般在较短的时间内就可以得到分析结果，操作比较简便，但是通常灵敏度较低，一般仅

适合于定性分析。非均相免疫学方法需要将抗原抗体复合物和游离的抗原抗体等物质分开，反应

时间较长，操作比较复杂，但是在去除游离抗原抗体的同时也去除了分析样品中的一些杂质，减

少了样品杂质对分析结果的干扰，因此灵敏度和特异性都比较高，适合于定量分析。

根据免疫反应过程中的现象和特征等，免疫学方法又包括凝集反应（ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ）和沉淀
反应（ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ）等。凝集反应是经典的血清学方法，是颗粒抗原（例如细菌、血红细胞等）
或可溶性抗原（抗体）结合于不溶性的载体微粒上后与相应的抗体（抗原）在适当的条件下，经

一定时间后凝集成肉眼可见的凝聚物。沉淀反应是将可溶性抗原（例如蛋白质、多糖、类脂或它

们的复合物）与相应抗体在适量的电解质存在的条件下发生特异性结合，形成抗原抗体复合物并

出现肉眼可见的沉淀，这种可见的沉淀只有在抗原抗体比例适合时才能形成，在固体（或半固

体）载体中这种沉淀表现为沉淀线，在液体中则常表现为絮状沉淀。

标记免疫学技术（ｌａｂｅｌｅｄｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）是指抗原（抗体）被酶、同位素和荧光
素等标记（连接）后与相应的抗体（抗原）反应，通过测定酶催化反应的产物量、同位素的放射

性强度或荧光素产生的荧光强度来计算抗原抗体的结合量，进而计算出待检测物质（抗原或抗

体）量的方法。

上述每一类方法又包括很多种的方法，例如标记免疫学技术，根据标记物的不同，可以分

为：酶免疫分析（ｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）、放射免疫分析（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）和荧光免疫分析
（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）。不同的分类方法之间存在交叉，例如凝集反应和沉淀反应都属于均
相免疫学方法，且多为定性分析方法；而非均相免疫学方法多属于定量免疫学方法。这里将仅仅

介绍几种食品安全检测中常用的免疫学方法。
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（二）酶免疫分析方法

１概述 酶免疫分析（ｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）是２０世纪６０年代末７０年代初诞生的，１９６６
年Ｎａｋａｎｅ和Ｐｉｅｒｃｅ发表的题目为《酶标抗体：制备和应用于抗原定位》的论文中正式提出了酶
标抗体的概念。酶免疫分析技术的建立受到了荧光免疫分析和放射免疫分析的启发，荧光免疫分

析是１９４１年Ｃｏｏｎｓ建立的，放射免疫分析是１９５６年Ｙｅｌｏｗ和Ｂｅｒｓｏｎ建立的，这两项免疫分析技
术的建立大大地提高了免疫分析方法的灵敏度。但是荧光免疫分析存在着需要昂贵的荧光显微

镜、染色标本不能长期保存和难以定量等缺点；放射免疫分析存在着需要特殊的仪器、标志物因

放射同位素的衰变而不稳定，并且对人体有害等不足。上述这些不足促使人们寻找不需要特殊仪

器设备，对人体无危害，而检测灵敏度与荧光免疫方法和放射免疫方法相同甚至更高的方法，于

是酶免疫技术于２０世纪６０年代末应运而生。
与荧光免疫方法和放射免疫方法相比，酶免疫方法有很多优点，表７?２列出了酶免疫方法与

放射免疫方法优缺点的比较。目前，前面两种方法正逐步被酶免疫方法所取代。上述三种方法最

本质的区别是标记物的不同，荧光免疫分析以荧光素为标记物，放射免疫分析以同位素为标记

物，酶免疫分析以酶为标记物。由于标记物的不同，具体的分析操作过程也有许多不同，但是基

本的原理是相同的，都是以标记物（荧光素、同位素或酶）标记抗原或抗体，之后和相应的抗体

或抗原反应，形成带有标记物的抗原抗体复合物，测定复合物中标记物产生的各种信号，即荧光

的强度、放射性强度或酶催化底物产生的产物量，在一定的范围内信号的强弱反映了抗原抗体复

合物的量，因此根据信号的强弱可以计算出和标记抗原抗体结合的待测物（抗体或抗原）的量。

由于上述测定方法的基本原理相同，因此酶免疫分析的有些分析过程借鉴了荧光免疫分析和放射

免疫分析的方法。

表７?２ 酶免疫分析和放射免疫分析优缺点的比较

比较内容 酶免疫分析（ＥＩＡ） 放射免疫分析（ＲＩＡ）

灵敏度

ＥＩＡ的灵敏度比ＲＩＡ的更高，主要原因是

１酶是生物催化剂，酶标物通过酶的催化作用
可以将弱信号放大。因为，通常情况下一个酶分

子１ｍｉｎ可以催化大约１０６个底物分子转化为产
物，产生检测信号

２用于ＥＩＡ的酶的检测限值可以达到０００２
×１０－１８～１×１０－１８ｍｏｌ／１００ｍｉｎ，个别报道甚至可
以检测出一个酶分子

１一个放射性标志原子仅给出一次蜕变信号便从反应
体系中消失。另外，在测定时通常仅有小部分的原子发

生蜕变，例如以常用的１２５Ｉ为例，每分钟仅有０００１％的
原子发生蜕变

２１２５Ｉ及其标志物最低检测限值为５×１０－１８～１０×
１０－１８ｍｏｌ／１００ｍｉｎ

对人体的危害
ＥＩＡ中酶标物对人体和环境均无危害，使用不
受限制

ＲＩＡ使用的放射性标志物对人和环境均可能造成危
害，因此使用将可能受到越来越严格的限制

检测仪器
简便，可自动化也可以半自动化，甚至凭肉眼也

可以判读结果

检测仪器价格较贵，难以自动化，肉眼一般不能判读结

果

试剂的稳定性
在合适的保存温度和介质中，酶标试剂即使在

稀释的溶液中也可以保存一年至数年之久

放射性标志物由于受到放射性元素半衰期的限制一般

保质期较短

多样性

可以用于制备标志物的酶种类很多，所酶标物

的种类多。另外，一种酶标物由底物的不同又可

以产生多种检测信号

可用于制备标志物的放射性元素较少，最常用仅

有１２５Ｉ
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（续）

比较内容 酶免疫分析（ＥＩＡ） 放射免疫分析（ＲＩＡ）

反应体系要求

酶标物反应时对ｐＨ、温度等要求较严格。另
外，酶标物需要和底物反应一段时间后才能判读

结果

放射性标志物对反应体系的要求不高，可以即时判读

结果

注：本表参照尹伯元等主编的《标记免疫学》。

酶免疫方法诞生之初，主要用于对动物组织中抗原的定位，１９７１年荷兰学者ＶａｎＷｅｅｍａｎ
和Ｓｃｈｕｒｒｓ，瑞典学者Ｅｎｇｖａｌｌ和Ｐｅｒｌｍａｎｎ分别提出了应用固相载体的酶联免疫吸附测定方法
（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ），使酶免疫方法的操作过程简便易行并可以定量，
从而拓宽了其应用范围，也使酶免疫方法应用于食品安全和卫生检测成为可能。随后诞生的酶免

疫方法包括将酶学与免疫扩散相结合的酶联免疫电扩散方法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏ?ｅｌｅｃｔｒｏ?ｄｉｆｆｕ
ｓｉｏｎａｓｓａｙ），电镜技术和酶免疫方法结合的酶免疫电镜技术，以及围绕提高ＥＬＩＳＡ灵敏度而产生
的荧光酶免疫方法、增强化学发光酶免疫方法和生物素?亲和素（链亲和素）酶免疫方法等等。
另外，在酶标记免疫方法建立和发展的同时，非标记的酶免疫方法（抗原抗体不以酶标记的

酶免疫方法）也得到了发展。２０世纪６０年代末７０年代初，Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇｅｒ等人运用过氧化物酶?抗
过氧化物酶抗体（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ?ａｎｔｉｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）的复合物，通过二抗（Ａｂ２）的“桥联”作用将过氧
化物酶（主要是ＨＲＰ）引入酶免疫分析中，建立了所谓的ＰＡＰ法。ＰＡＰ过程以反应式表示如下
图：

ＳＡｇ－Ａｂ１ＳＡｇ＋Ａｂ１ ＳＡｇ－Ａｂ１－Ａｂ２ ＳＡｇ－Ａｂ１－Ａｂ２－ＰＡＰ

ＰＡＰＡｂ２

Ｐ

Ｓ

上图中ＳＡｇ表示固定化的抗原或动植物组织中的抗原，Ａｂ１表示抗体（一抗），Ａｂ２表示二
抗，ＰＡＰ表示过氧化物酶和抗过氧化物酶抗体的复合物，Ｓ表示酶底物，Ｐ表示产物。首先Ａｂ１
和ＳＡｇ结合形成复合物ＳＡｇ?Ａｂ１，然后Ａｂ２和ＳＡｇ?Ａｂ１反应形成复合物ＳＡｇ?Ａｂ１?Ａｂ２，之后和

Ａｂ１来自同一种动物的抗过氧化物酶抗体（ａｎｔｉｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＡＰ）与过氧化物酶的复合物（ＰＡＰ）
试剂再与ＳＡｇ?Ａｂ１?Ａｂ２结合形成更大的复合物ＳＡｇ?Ａｂ１?Ａｂ２?ＰＡＰ，最后加入底物反应，显色，从
而确定抗原的位置或固定抗原的量。目前已有ＰＡＰ试剂出售，ＰＡＰ主要是由三个ＨＲＰ分子和两
个抗ＨＲＰ的抗体分子（ＡＰ）构成的十分稳定的环状复合物，通过ＡＰ可以结合多个ＨＲＰ分子而
起到放大作用，所以ＰＡＰ的灵敏度很高，它可以达到荧光免疫方法灵敏度的１００～１０００倍。
综上所述，酶免疫方法包括的内容很多，至少包括酶标记免疫方法、非标记酶免疫方法和酶

免疫电镜方法。ＥＬＩＳＡ仅仅是酶标记免疫方法中的一种，但是由于ＥＬＩＳＡ是目前应用得最为普
遍的一种酶免疫方法，因此下面就ＥＬＩＳＡ的原理、分类和分析检测过程进行叙述。

２酶联免疫吸附方法（ＥＬＩＳＡ）
（１）原理。以９６孔、４８孔或４０孔的聚丙乙烯塑料微孔板（ｍｉｃｒｏｗｅｌｌｐｌａｔｅ，又称为酶标板）
为载体，在适当的条件下使抗原或抗体上包被（吸附）在酶标板微孔的内壁上成为所谓的包被

（固相）抗原或抗体，没有被吸附（游离）的抗原或抗体通过洗涤除去。然后直接加入酶标记抗
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体或抗原（或先加入适当的抗体或抗原与包被抗原或抗体反应后，再加入相应的酶标记抗体或抗

原）形成酶标记的抗原抗体复合物固定在微孔或试管，没有吸附的酶标记物洗涤去除，加入酶底

物溶液（通常没有颜色）于微孔中，复合物上的酶催化底物使其水解、氧化或还原成为有色的产

物。在一定的条件下，复合物上酶的量（也反应了固定化的抗原抗体复合物的量）和酶产物呈现

的色泽成正比，因此可以用分光光度计进行测定，从而计算出参与反应的抗原和抗体的含量。这

就是ＥＬＩＳＡ的原理。
（２）分类。ＥＬＩＳＡ可以分为直接法、间接法和夹心法等几种。直接法（ｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ）是指
酶标抗原或抗体直接与包被在酶标板上的抗体或抗原结合形成酶标抗原抗体复合物，加入酶反应

底物，测定产物的吸光值，计算出包被在酶标板上的抗体或抗原的量。其反应原理见图７?１７Ａ。
间接法（ｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ）是将酶标记在二抗上，当抗体（一抗）和包被在酶标板的抗原结合形
成复合后，再以酶标二抗和复合物结合，通过测定酶反应产物的颜色可以反映一抗和抗原的结合

情况，进而计算出抗原或抗体的量（图７?１７Ｂ）。夹心法（ｓａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ）是先将未标记的抗
体包被在酶标板上，用于捕获抗原，再用酶标的抗体与之反应形成抗体?抗原?酶标抗体复合物；
也可以像间接法一样应用酶标二抗和抗体?抗原?抗体复合物结合形成抗体?抗原?抗体?酶标二抗复
合物（图７?１７Ｃ），前者称为直接夹心法，后者称为间接夹心法。

（１）抗体包被

（２）抗原包被

代表底物－产物代表酶标抗体代表抗体代表酶标抗原代表抗原

（２）间接夹心法

（１）直接夹心法

（Ｃ夹心法

Ｂ间接法

（Ａ）直接法

图７?１７ ＥＬＩＳＡ原理图
（引自于善谦等）

上述三种方法又可以分为竞争法和非竞争法。图７?１７所示均为非竞争反应方法，这些方法
不存在抗原抗体的竞争反应。所谓竞争法就是在抗原抗体反应过程中有竞争现象的存在。以下以
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直接法中的酶标抗原竞争法为例进行说明（图７?１８）。首先将包被了抗体的酶标板的微孔分为测
定孔和对照孔，在测定孔中同时加入酶标抗原和非酶标抗原（通常来自于待测样品），标记抗原

和非标记抗原相互竞争包被抗体的结合点，没有结合到包被抗体上的标记抗原和非标记抗原通过

洗涤去除，非标记抗原浓度越高，则结合到包被抗原上的量就越多，而酶标记抗原结合在包被抗

体上的量就越少；相反，非标记抗原浓度越低，则结合到包被抗体上的标记抗原的量就越多。对

照孔中不加入非标记抗原，只加标记抗原。这样对照孔中结合的酶标记抗原的量最多，酶反应产

物的颜色越深，而测定孔中颜色的深浅则反映了非标记抗原（待测物）的浓度，颜色越深非标记

抗原的浓度越低，颜色越浅则浓度越高。同样夹心法和间接法也有相应的竞争法，其中以间接竞

争法最为常用。

ＥＥＥＥＥＥ

Ｅ ＥＥ

ＥＥＥＥＥ

显示反应（强）
底物

显色反应（弱）底物

酶标抗原

待测抗原

酶标抗原

固相抗体

固相抗体

测定

对照 ＋

＋ ＋

＋

图７?１８ 酶标抗原竞争ＥＬＩＳＡ示意图
（引自孙树汉）

（３）ＥＬＩＳＡ的操作过程。

①试剂的准备：ＥＬＩＳＡ中主要的试剂有抗原抗体、酶标抗原或抗体、酶和底物等。抗原抗
体是所有的免疫学反应中都必须具备的，有关它们的制备在本节的前面已经讲过。酶标抗原或抗

体是ＥＬＩＳＡ的核心试剂，这些试剂可以自己制备也有现成的试剂（例如酶标二抗），可以购买。
在自己制备酶标物时，除了应准备好纯化的抗原和抗体外，还应准备好纯化的酶，酶可以自己从

动植组织或微生物中提取，但过程复杂，而且纯度和活性通常很难保证，因此最好从试剂公司购

买。酶和抗原或抗体连接方法的基本原理和酶固定化方法的原理相同，常用的方法包括：以戊二

醛为交联剂的戊二醛法和以过碘酸盐为氧化剂的过碘酸氧化法等。这些方法的具体的操作过程请

参阅本书和其他参考书的相关内容。ＥＬＩＳＡ中常用的酶包括辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅ，ＨＲＰ）、碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＰ）、葡萄糖氧化酶（ｇｌｕｃｏｓｅｏｘｉｄａｓｅ，ＧＯ）、

β?Ｄ?半乳糖苷酶（β?Ｄ?ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＢＧ）、脲酶（ｕｒｅａｓｅ）等，其中ＨＲＰ和ＡＰ应用最多。ＨＲＰ
的底物很多，在ＥＬＩＳＡ中常用是邻苯二胺与双氧水和５?氨基水杨酸与双氧水等。ＡＰ常用的底物
是对位硝基酚磷酸酯和酚酞单磷酸酯等。

②ＥＬＩＳＡ的操作过程：ＥＬＩＳＡ的种类很多，不同ＥＬＩＳＡ的具体操作过程不完全相同，但是
基本的过程是一致的。下面以间接竞争ＥＬＩＳＡ测定黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）为例，对ＥＬＩＳＡ的
具体操作过程叙述如下。
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Ａ抗原的包被（ａｎｔｉｇｅｎｃｏａｔｉｎｇ），将ＡＦＢ１与牛血清蛋白（ＢＳＡ）的连接物ＡＦＢ１?ＢＳＡ（也
可以是卵清白蛋白的连接物ＡＦＢ１?ＯＶ）溶解于０１ｍｏｌ／ＬｐＨ９５碳酸盐缓冲液中，将溶液加入酶
标板的微孔内，通常每孔加２００μＬ，４℃放置过夜，取出恢复至室温，倾去微孔内溶液（包被
液），以含有００５％的Ｔｗｅｅｎ?２０的ｐＨ７０的００５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲溶液生理盐水（ＰＢＳＴ）满
孔洗涤三次，每次５ｍｉｎ，扣干，即得到包被有ＡＦＢ１?ＢＳＡ的酶标板。在这个过程中ＡＦＢ１?ＢＳＡ
通过物理吸附包被（黏附）在酶标板微孔的内壁上，没有包被的抗原洗涤去除。

包被抗原的浓度对最后的测定结果有较大的影响，浓度过高或过低都会影响测定结果，图

７?１９是不同包被浓度时，竞争ＥＬＩＳＡ的抑制曲线。从图可以看出，包被浓度对灵敏度的影响较
大，当包被浓度为５μｇ／ｍＬ时，灵敏度（最小检出量）达１５７ｎｇ／ｍＬ，其他浓度的灵敏度都比该
浓度的差，这说明５μｇ／ｍＬ是较合适的包被浓度。

系列 ４

系列 ３

系列 ２

系列 １

黄曲霉毒素 Ｂ１的浓度对数

４．０９７

３．０９７

２．０９７

１．０９７

０．０９７

０．９０３

１．９０３

００
１０
２０
３０
４０
５０
６０
７０
８０
９０

１００
１１０

１２０

竞
争
抑
制
率
（
％
）

图７?１９ 不同包被抗原浓度对ＥＬＩＳＡ竞争抑制曲线的影响
系列１包被浓度为０５μｇ／ｍＬ 系列２包被浓度为５μｇ／ｍＬ
系列３１０μｇ／ｍＬ 系列４包被浓度为２０μｇ／ｍＬ

纵坐标的竞争抑制率是不同浓度的ＡＦＢ１微孔的ＯＤ４９０ｎｍ值
与ＡＦＢ１浓度为零的对照孔的ＯＤ４９０ｎｍ值之比的百分数

从宏观上看，包被浓度无论是过高还是过低都表现为灵敏度差，但是从微观上分析，它们的

情况是不同的，低包被浓度时，包被抗原的量不足，微孔内吸附的抗原量少，可供抗体结合的抗

原决定簇少，从而影响灵敏度；而高浓度时，包被抗原的量过多，微孔内吸附的抗原太多，产生

空间位阻，阻碍抗体与抗原结合，同样可供抗体结合的抗原决定簇少，从而影响包被抗原进一步

和抗体结合，降低了灵敏度，因此只有合适的包被抗原浓度，才能得到最好的灵敏度。它们的这

种关系图示如下图７?２０。

Ｂ封阻（ｂｌｏｃｋｉｎｇ），所谓封阻是指酶标板被抗原包被后，在微孔中加入一定浓度ＢＳＡ、

ＯＶ、明胶或脱脂牛奶等溶液以封阻微孔内没有被抗原包被的空隙，避免抗体的非特异性吸附于
这些空隙，以提高实验结果的准确性和可靠度的过程。常用的封阻剂包括ＢＳＡ、ＯＶ、明胶和脱
脂牛奶等，其中以脱脂牛奶较为便宜，而且封阻效果和其他几种封阻剂没有明显的差别。
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包被抗原浓度过大，包被于微孔内的抗

原过多，产生空间位阻，阻碍抗体与抗原结

合，供抗体结合的抗原决定基少。

较合适的包被抗原浓度，包被于微孔内

的抗原多，供抗体结合的抗原决定基较多。

低包被抗原浓度时，包被于微孔内的抗原

少，可供抗体结合的抗原决定基少。

图７?２０ 包被浓度对有效包被量影响的示意图
■代表包被抗原 代表微机板壁

图７?２１是以不同浓度的脱脂奶粉为封阻剂时的ＥＬＩＳＡ的竞争抑制曲线。从图上可以看出，
除１％的浓度外，其他三浓度的竞争抑制曲线基本一致，灵敏度也相同，因此在实验中可以３％
的脱脂奶粉作为封阻剂。

Ｃ抗原抗体竞争反应（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｒｅ

系列 ２
系列 １

系列 ４
系列 ３

黄曲霉毒素 Ｂ１浓度的对数

４．０９７

３．０９７

２．０９７

１．０９７

０．０９７

０．９０３

１．９０３

０

０

２０

４０

６０

８０

１００

１２０

竞
争
抑
制
率
（
％
）

图７?２１ 不同浓度的脱脂奶粉封阻剂的
ＥＬＩＳＡ竞争抑制曲线

系列１９％的脱脂奶粉 系列２５％的脱脂奶粉
系列３３％的脱脂奶粉 系列４１％的脱脂奶粉

ａｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙ），在酶标板的
每个微孔中加入一定量（例如９０μＬ）的适
当稀释度的抗体（抗血清），同时分别加入

一定量（例如１０μＬ）的不同稀释倍数的

ＡＦＢ１标准溶液，或待测样品的抽提液（不
同浓度的ＡＦＢ１标准溶液用于作标准曲线），
混匀，３７℃保温保湿１～２ｈ，包被在酶标板
上的固定抗原 （ＡＦＢ１?ＢＳＡ）和添加的

ＡＦＢ１或样品抽提液中的ＡＦＢ１等游离抗原竞
争抗体的结合位点，ＰＢＳＴ洗涤扣干三次，
游离的抗原抗体复合物被洗涤去除。

Ｄ酶标二抗与抗原抗体复合物的反应
（ｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｓｅｃｏｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｌａｂｅｌｅｄｅｎｚｙｍｅ
ａｎｄａｎｔｉｇｅｎ?ａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｍｐｌｅｘ），将一定量
（例如１００μＬ）适当稀释的酶标二抗溶液加
入各反应孔，３７℃保温保湿１～２ｈ，酶标二
抗和抗原抗体复合物反应，形成抗原－抗体－酶标二抗的复合物固定在酶标板上，ＰＢＳＴ洗涤扣
干五次，将游离多余的酶标二抗去除。

Ｅ底物显色反应和吸光值的测定（ｃｏｌｏｒｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅａｎｄＯＤｄｅｔｅｃｔｉｏｎ），每孔加反应
底物１００μＬ（４０ｍｇ邻苯二胺溶于１００ｍＬｐＨ５０的０２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸?０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢钠缓冲溶
液，加入１５０μＬＨ２Ｏ２，现配现用），３７℃保温保湿，避光反应３０ｍｉｎ，每孔加５０μＬ２ｍｏｌ／ＬＨ２
ＳＯ４终止反应。５ｍｉｎ后，以酶联免疫测定仪于４９０ｎｍ测吸光值。
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ＦＥＬＩＳＡ竞争抑制曲线（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｕｒｖｅｏｆＥＬＩＳＡ），以ＡＦＢ１标准物溶液中的

ＡＦＢ１的浓度对数为横坐标，以不同ＡＦＢ１浓度所对应的吸光值和ＡＦＢ１浓度为零时吸光值的比值
的百分数（称为竞争抑制率）为纵坐标，绘制ＥＬＩＳＡ竞争抑制曲线。根据样品抽提液的吸光值，
利用竞争抑制曲线，计算出样品中ＡＦＢ１的含量。
上述ＥＬＩＳＡ的操作过程见图７?２２。

底物显色反应

酶标二抗

酶标二抗反应

封阻剂

洗涤
洗涤

ＣＰ

ＡＢ
ＡＢ

ＡＢ

ＣＰ ＣＰ

抗原抗体竞争反应

抗 ＡＦＢｌ抗体

ＡＦＢｌ

ＡＦＢｌ－ＢＳＡＣＰ

ＡＢ

ＥＮＺ

ａｂ

封阻包被

ＣＰ ＣＰ ＣＰ ＣＰ

ＣＰＣＰＣＰＣＰ

ＡＢ

ａｂ

ＥＮＺ

ＡＢ

ａｂ

ＥＮＺ

图７?２２ 间接竞争ＥＬＩＳＡ测定ＡＦＢ１的过程

（４）ＥＬＩＳＡ的进展。ＥＬＩＳＡ自从其诞生以来就不断地得到改良，特别是在操作过程的自动
化和提高灵敏度等方面取得了很大的进展。关于ＥＬＩＳＡ操作过程的自动化将在本节随后的内容
中叙述。在灵敏度方面，ＥＬＩＳＡ（包括其他酶免疫方法）的灵敏度依赖于免疫反应试剂（主要是
抗体）的特异性（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）与亲和力（ａｆｆｉｎｉｔｙ）、酶结合物的比活度（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ，在酶活
性一定的情况下主要是酶的结合量）和酶反应产物的可检测极限（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ）三方面的因
素。近几年来，围绕后两个因素开展了大量的研究，各种放大系统被引入ＥＬＩＳＡ中，大大提高
了ＥＬＩＳＡ的灵敏度，拓宽了其检测范围，而且放大系统的引入并没有增加ＥＬＩＳＡ的操作难度，
只是在常规ＥＬＩＳＡ的基础上做了一些增添和改进，目前这些方法正逐渐成为ＥＬＩＳＡ的主流方
法，代表着ＥＬＩＳＡ的发展方向。下面介绍几种应用ＥＬＩＳＡ中的放大系统及其衍生的ＥＬＩＳＡ。

①生物素?亲和素系统（ｂｉｏｔｉｎ?ａｖｉｄｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＢＡＳ）：本系统是通过提高酶结合物的比活度，
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即酶的结合量来实现检测信号的放大，从而提高ＥＬＩＳＡ灵敏度。亲和素（ａｖｉｄｉｎ）是卵白蛋白中
提取的一种碱性糖蛋白，对生物素（ｂｉｏｔｉｎ，是复合维生素Ｂ系统中的一小分子的水溶性因子）
有很高的亲和力，每个亲和素分子可以和四个生物素分子结合，而生物素非常容易和抗体或酶等

蛋白质结合，一个分子的抗体或酶的蛋白质可以和多个生物素分子结合，并且生物素和蛋白质结

合后并不影响它和亲和素的亲和力。这样通过ＢＡＳ可以将大量的酶标记物结合在抗原抗体复合
物上，从而增加检测信号的强度，提高灵敏度。目前ＢＳＡ在ＥＬＩＳＡ中得到了广泛的应用，下面
以ＡＢＣ试剂为例，就ＢＳＡ进行叙述。ＡＢＣ是ａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ（亲和素生物素复合物）的缩
写，它是由亲和素和酶标生物素按一定比例混合的试剂。在ＡＢＣ中一个分子的亲和素和三个分
子的酶标生物素结合形成复合物。在ＡＢＣ的ＥＬＩＳＡ中，首先将生物素标记的抗原或抗体与相应
的固定于酶标板微孔内的抗体或抗原进行反应，然后加入ＡＢＣ试剂，试剂复合物中的亲和素通
过生物素与标记的抗原或抗体结合，从而将标记在生物素上的大量的酶引入抗原抗体反应中，增

加信号强度，实现放大作用。这一过程可以用反应式表示如下：

ＡＢＣ（Ａｖ?３ＢＥ）

↓
ＳＡｇ（ＳＡｂ）＋ＢＡｂ（ＢＡｇ）→ＳＡｇ?ＢＡｂ（ＳＡｂ?ＢＡｇ）→
ＳＡｇ?ＢＡｂ?Ａｖ?３ＢＥ（ＳＡｂ?ＢＡｇ?Ａｖ?３ＢＥ）

式中ＳＡｇ表示固定化的抗原，ＳＡｂ表示固定化的抗体，ＢＡｇ表示生物素标记的抗原，ＢＡｂ
表示生物素标记的抗体，Ａｖ表示亲和素，ＢＥ表示酶标记的生物素，Ａｖ?３ＢＥ表示一个亲和素分
子和三个酶标志的生物素分子结合。

由于亲和素是ｐＩ值较高的糖蛋白，对以聚苯乙烯为材料的酶标板等有较高的非特异性吸附，
因此在ＢＡＳ的ＥＬＩＳＡ中常常容易出现一些假阳性。最近一种由阿维丁链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ａｖｉｄｉｎｉｉ）产生的蛋白质，具有和亲和素相似的性质，被称为链亲和素（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ），它的ｐＩ仅
为６０，其非特异性吸附远远小于亲和素的，因此近年来日益受到重视，有取代亲和素之势。

②荧光酶免疫分析（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）：是通过提高酶反应产物的可检测极
限来提高ＥＬＩＳＡ灵敏度的。将荧光底物取代ＥＬＩＳＡ中的普通底物，荧光底物在酶的催化下产生
荧光，通过测定荧光的强度来测定抗原抗体的反应，这样可以大大地提高ＥＬＩＳＡ的灵敏度。主
要原因是，通常的ＥＬＩＳＡ是通过比色测定酶反应产物颜色的深浅来衡量抗原抗体的反应情况，
比色测定的极限约为１０－３μｇ／ｍＬ，比色的光密度也限定在０００１或００１～２０之间，这些都限
制了一般ＥＬＩＳＡ灵敏度；而在荧光酶免疫分析（荧光ＥＬＩＳＡ）中，荧光的测定极限可以达到

１０－６μｇ／ｍＬ，这比比色的测定极限降低了三个数量级，而且荧光的测定范围也远远大于比色的测
定范围，这些都使得荧光ＥＬＩＳＡ的灵敏度高于普通ＥＬＩＳＡ。
目前ＥＬＩＳＡ中常用的三种酶，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）、碱性磷酸酶（ＡＰ）和β?Ｄ?半乳糖

苷酶（ＢＧ）都有相应的荧光底物，测定荧光强度的仪器也得到了很大的改进，荧光酶免疫技术
正越来越被广泛地采用。

③化学发光酶免疫分析（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｓｅｎｃｅｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）：和荧光酶免疫分析一样，
化学发光酶免疫分析也是通过提高酶反应产物的可检测极限来提高ＥＬＩＳＡ灵敏度的一种方法。
本方法通过将化学发光的物质引入酶免疫分析中，通过测定光强来分析抗原抗体的反应。和一般
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的酶免疫方法（ＥＬＩＳＡ）相比，测定光强可以提高灵敏度。
除了上述几种提高ＥＬＩＳＡ灵敏度的方法外，通过酶级联放大和酶?抗酶抗体复合物系统也可

以提高ＥＬＩＳＡ的灵敏度。酶级联放大的原理在本章的第二节已经讲过；关于酶?抗酶抗体复合物
系统，本节前面叙述的ＰＡＰ就是典型的酶?抗酶抗体复合物系统。
（三）免疫沉淀反应

免疫沉淀反应（ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ）是将可溶性抗原（例如蛋白质、多糖、
类脂或它们的复合物）与相应抗体在适量的电解质存在的条件下发生特异性结合，形成抗原抗体

复合物并出现肉眼可见的沉淀，这种沉淀只有在抗原抗体比例适合时才能形成，在固体（或半固

体）载体中这种沉淀表现为沉淀线，在液体中则常表现为絮状物。根据反应载体和反应现象的不

同，免疫沉淀反应大致可以分为环状免疫沉淀反应（ｒｉｎｇｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ），
絮状免疫沉淀反应（ｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ）和琼脂免疫扩散（ａｇａｒｄｉｆｆｕ
ｓｉｏｎ）三种。
环状免疫沉淀反应通常是将已知的抗体（抗血清）放入试管的底部，然后将适当稀释的抗原

小心加入试管中，使两种溶液成为界面清晰的两层，经过一定时间后，如果抗原和抗体相对应，

那么在两层液面间可以看见环状乳白色沉淀带，如果抗原抗体不对应则不出现沉淀带。环状免疫

沉淀反应被广泛用于法医的血迹鉴定和食物掺假的识别。

絮状免疫沉淀反应是将可溶性抗原和抗体溶液在试管中或凹玻璃板上混匀，反应，如果抗原

抗体对应则可见絮状沉淀，反之则不出现絮状沉淀。絮状免疫沉淀反应主要用于血清型鉴定和病

原菌的诊断等方面。

盖

第二部分

第一部分

抗体槽

盖

图７?２３ “１?２实验”装置

琼脂免疫扩散是以琼脂凝胶为沉淀的载体，可溶性抗原和抗体在载体上扩散相遇，如果抗原

抗体对应，并且两者的浓度比例适当，那么就能形成肉眼可见的沉淀带，反之则不出现沉淀带。

如果将抗原抗体的扩散作用和电泳结合起来，则可以衍生出多种免疫电泳技术。

免疫沉淀反应由于灵敏度较低，因此通常仅作为定性（或半定量）分析方法，应用于病原菌

检测和鉴定中。在食品安全检测中，免疫沉淀反应主

要用于对食品中污染病原菌的定性测定和鉴别。

最近，ＢｉｏｃｏｎｔｒｏｌＳｙｓｔｅｍｓ公司生产了一种“１?２
实验”（１?２ｔｅｓｔ）装置，用于对产鞭毛的沙门氏菌的
检测和鉴别。该装置的基本结构见图７?２３，下面对该
装置进行说明。为了便于叙述，将该装置分为两部

分，第一部分内含半固定状态的琼脂培养基，供抗原

抗体的扩散和反应；第二部分内含有沙门氏菌的选择

性增菌液———四硫磺酸钠煌绿增菌液，供沙门氏菌的

增殖，首先将可疑的菌落或食品等样品的增菌液接种

于第二部分的培养基中，并将抗沙门氏菌鞭毛抗体加

入第一部分上部的抗体槽中，然后如图示将其垂直放

置于３５℃培养箱中培养１４～３０ｈ，如果可疑的菌落是
有鞭毛的沙门氏菌或样品的增菌液中含有带鞭毛的沙
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门氏菌，那么经第二部分中的培养基增殖后的沙门氏菌通过游入第一部分的琼脂中，并和其中的

抗体反应结合形成沉淀带，反之，如果没有带鞭毛的沙门氏菌则不出现沉淀带。

（四）免疫凝集反应

免疫凝集反应（ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ）是经典的血清学方法，是颗粒抗原（例
如细菌、血红细胞等）或可溶性抗原（抗体）结合于不溶性的载体微粒上后与相应的抗体（抗

原）在适当的条件下，经一定时间后凝集成肉眼可见的凝聚物的反应。颗粒抗原与相应抗体产生

的凝集反应通常称为直接凝集反应，而将可溶性抗原或抗体结合于不溶性颗粒载体后再与相应的

抗体或抗原发生的凝集反应称为间接凝集反应。间接凝集反应克服了颗粒抗原的局限，因此大大

拓宽了凝集反应的范围，是近十多年来凝集反应中的研究热点。

用于间接免疫凝集反应的载体包括血红细胞（ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＲＢＣ）、富含葡萄球菌Ａ蛋白
（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＰＡ）的金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）的菌体、乳胶（ｌａ
ｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅ）、胶体金（ｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄ）、磁珠（ｍａｇｎｅｔｉｃｐａｒｔｉｃｌｅ）等，这些载体已作为商品试剂很
多生物制品公司都有售，也可以自己制备。

血红细胞可以来自于人的血液也可以来自于别的动物，采血时为了防止血液凝固，应预先加

入抗凝血剂，然后离心即可获得血红细胞。对于可溶性的多糖抗原，它能够直接吸附在血红细胞

上，对蛋白质类的抗原或抗体则必须以戊二醛等作为交联剂才能连接（包被）在血红细胞上。

ＳＰＡ是金黄色葡萄球菌的一种表面蛋白质，它能非特异地结合在ＩｇＧ的Ｆｃ片段上，而不影
响抗体与抗原的结合。首先培养收集富含ＳＰＡ的金黄色葡萄球菌（例如ＣｏｗａｎⅠ菌株）的菌体，
然后将菌体和抗血清（抗体）适当稀释后混合反应，即获得包被有ＩｇＧ的金黄色葡萄球菌的菌
体。

乳胶是聚苯乙烯的微粒溶液，由于静电的作用，微粒悬浮于溶液中呈乳白色，这种微粒可以

直接吸附抗原或抗体，也可以先将羧基（—ＣＯＯＨ）引入微粒上，再通过羧基将抗原或抗体包被
在微粒表面。

胶体金是氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）在白磷、抗坏血酸或柠檬酸三钠等还原剂的作用下聚合成一定
大小的颗粒，形成一种带负电荷的疏水胶体溶液。它通过吸附作用将ＩｇＧ等大分子物质包被在
其表面。

磁珠是超级顺磁（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｓｍ）的Ｆｅ３Ｏ４颗粒，它能够吸附抗体等物质，并在磁场的
作用下移动聚集。也可以在磁珠的表面包裹一层聚苯乙烯从而增加它对抗体等蛋白质的吸附能

力。

虽然间接免疫凝集反应的载体种类很多，具体的操作过程也有一些差异，但是它们的基本原

理是相同的。首先将抗原或抗体吸附（包被）在载体微粒上，然后和相应的抗体或抗原直接或间

接反应，通过抗原抗体反应的交联作用将多个载体微粒联系在一起，从而加速它们的絮凝和沉

淀。根据凝集颗粒的大小和形态等特点，结合标准样品作对照，可以对样品中待检测的抗原或抗

体进行定性或半定量分析。这一过程见图７?２４。
（五）其他免疫学方法

由于世界经济的全球化，食品的生产规模越来越大，食品的流通越来越频繁，食品安全性事

件的影响面也越来越大。近几年来相继发生的“大肠杆菌Ｏ１５７流行事件”、“二 英事件”、“疯牛
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凝聚反应抗原

载体与抗体的结合物载体载体微粒

图７?２４ 间接凝集反应示意图

病事件”和口蹄疫的流行爆发都说明了这一点。这些事件的发生也使食品的安全性问题正受到前

所未有的关注。为了确保食品的安全，世界各国都采取了或正在采取各种措施，美国等西方国家

近年来每年都拨出专款来加强对食品安全的研究，其中加强对食品的安全检测方法的研究是非常

重要的一项内容。由于现有的很多检测方法存在着检测时间长、操作麻烦、需要昂贵的仪器设备

和灵敏度较差等缺陷，显得越来越不能适应当前的食品生产、流通和销售，因此各种新的检测方法

不断涌现。免疫学方法由于具有特异、灵敏和快速等特点而愈来愈受到重视，目前主要是从提高检

测方法的灵敏度、缩短检测时间和实现检测过程的自动化等几个方面来改良和开发免疫学方法。

在提高免疫检测方法的灵敏度方面，前面叙述的将生物素?亲和素系统、荧光分析和化学发
光分析等引入ＥＬＩＳＡ中就是最好的例证。
在食品的生产、安全检测和日常生活中，很多情况下，人们常常需要迅速地知道食品中的某

种（些）有害物质是否超标，而并不需要知道这些有害物质具体的量，这就促使了一些快速、灵

敏、操作简便的免疫学检测方法的诞生。最近几年Ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ公司和Ｎｅｏｇｅｎ公司相继先后推出
了沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ）、李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｓｐｐ）、大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７）、弯曲杆菌（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ）的快速免疫检测试剂条（ｔｅｓｔｓｔｒｉｐ）；Ｃｈａｒｍ公
司等推出了快速检测黄曲霉毒素的试剂条。这些检测产品的推出大大地缩短了检测时间，有的检

测方法，例如Ｃｈａｒｍ公司生产的牛奶中黄曲霉毒素Ｍ１（ＡＦＭ１）的检测试剂条，仅需５～１０ｍｉｎ
就可以知道检测出牛奶中ＡＦＭ１的含量是否超标，而且操作过程简单，检测结果凭肉眼就可以判
断，非常适合于在生产和销售现场进行检测和分析。

检测试剂条虽然形状各异，但是它们的基本组成和检测原理是相同的。它们通常以长条状的

硝酸纤维素膜为支撑物，被胶体金标志的抗体吸附（黏附）于膜的一端，其前方有一样品孔

（槽），在膜的另一端分别有一条对照带和反应带（在没有反应前这两条带通常是看不见的）（图
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７?２５）。使用时，将一定量（通常１００μＬ左右）的样品提取液或微生物的富集液加入样品槽中和
胶体金标志的抗体反应，并沿纤维素膜向另一端移动扩散，与反应带和对照带反应显色，比较反

应带和对照带的颜色深浅就可以判断出食品样品中是否含有某种有害物质（微生物）或其含量是

否超标。以Ｎｅｏｇｅｎ公司生产的大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７的检测试剂条为例，如果只出现对照带则表明
样品中不含大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７；如果对照带和反应带都出现则表明样品中含有大肠杆菌Ｏ１５７；如

阴性结果

Ｔ
Ｃ

Ｃ

样品槽

反应带

对照带

ＯＲＯＲ

阳性结果

ＯＲ

Ｃ

Ｔ Ｔ
Ｔ

Ｃ

Ｔ

Ｃ
Ｔ

Ｌｅｔ
Ｎｕｍ

ｔｅｒ

Ｃ

图７?２５ 免疫检测试剂条

果仅出现反应带或者什么带都不出现，

那么表明试剂条已过期或变质不能再

用，或实验的操作不同应继续实验。

在判读Ｃｈａｒｍ公司生产的检测牛奶中

ＡＦＭ１含量试剂条的结果时，情况和上
述不同，反应结束后，如果对照带和

反应带都出现，且反应带的颜色和对

照带的颜色一样深或更深，则表明样

品中的ＡＦＭ１含量没有超标；如果反应
带的颜色比对照带的浅或不出现反应

带，那么则表明样品中的ＡＦＭ１超标；
如果对照带没有出现则说明试剂条已

变质不能使用，或操作不当应继续实

验（图７?２５）。上述在结果判断时的差
异，主要是由于对照带和反应带的组

成成分不同，在实际的实践中，应仔

细阅读产品的说明书。

另外，在快速检测方面，Ｃｌｏｖｅｒ公司推出了快速检测金黄色葡萄球菌和副溶血性弧菌的乳胶
检测试剂，２ｍｉｎ就可以得出结果。１９９８年，陈福生等研制出食品中黄曲霉毒素Ｂ１的胶乳快速检
测方法，该方法将抗黄曲霉毒素Ｂ１的抗体包被于胶乳颗粒上，以黄曲霉毒素Ｂ１标准样为参照，
能够在５～１０ｍｉｎ内，判断出食品中的黄曲霉毒素Ｂ１含量是否超标，该方法已申请发明专利。
在免疫检测方法的自动化方面，近些年来出现了很多自动化的免疫分析仪器，例如

ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公司推出的ＶＩＤＡＳ自动化免疫检测仪。它的工作原理是将荧光酶联免疫分析所需的
所有试剂预先分装在同一试剂条的不同孔内，然后由仪器自动完成整个分析检测的全过程，加入

样品后，无需再进行人工操作，６０ｍｉｎ左右就可以给出结果。
另外，将抗原抗体的特异性反应特性和相应的仪器相结合实现检测的自动化也是免疫学方法

发展的趋势。本章第一节叙述的免疫传感器就是一个典型的例子。

三、免疫技术在食品安全检测中的应用

免疫技术在食品污染细菌及其毒素检测、污染真菌及其毒素检测、农药残留检测和食品掺假

识别等食品安全检测和分析中都得到了应用。
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（一）免疫技术在食品污染细菌及其毒素检测方面的应用

很早以前，免疫学技术在细菌的病原性和血清型检测与鉴定方面就得到了广泛的应用。在食

品安全方面，常见的污染的食品病原细菌，例如沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ）、金黄色葡萄球菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｓｐｐ）、弯曲杆菌
（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ）、蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、产气荚膜梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｐｅｒｆｒｉｎ
ｇｅｎｓ）、气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐｐ）、志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐｐ）、耶尔森氏菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａｓｐｐ）、
霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ）、副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）等，都可以通过免疫学
方法进行分析和检测。病原微生物产生分泌于食品中的毒素，例如金黄色葡萄球菌产生的肠毒素

（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ）、肉毒梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）产生的肉毒毒素（ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎ）、大肠杆
菌肠毒素和产气荚膜梭菌产生的产气荚膜梭菌毒素（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓｔｏｘｉｎ）等等，也可
以用免疫学方法来检测和分析。检测上述病原菌及其毒素的免疫学方法包括免疫沉淀法、免疫絮

凝法、放射免疫分析方法和酶免疫分析方法等各种免疫学方法。

（二）食品中污染真菌及其毒素的免疫分析

食品中污染真菌的免疫学分析方法的研究起步较晚，开始于２０世纪８０年代中期，但是食品
中常见的污染真菌的免疫学检测方法大都被研究过。据有关文献资料，到目前为止，食品中常见

的污染真菌，已有地霉属（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ）、根霉属（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）、青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、曲霉属
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、链格孢霉属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、毛霉属（Ｍｕｃｏｒ）、拟茎点青霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）、分
枝霉属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、腐质霉属（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）、散囊菌属（Ｅｕｒｏｔｉｕｍ）、镰孢霉属（Ｆｕｓａｒｉ
ｕｍ）等十多个属被研究过，并获得了相应的特异性抗原和抗体。

１９８６年Ｌｉｎ和Ｃｏｕｓｉｎ等人，以番茄汁中常见的污染菌链格孢霉（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ）、白
地霉（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｎｄｉｄｕｍ）、匍匐根霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒ）为研究对象，以它们冷冻干燥
菌丝为抗原，通过免疫兔子获得特异性抗体，ＥＬＩＳＡ试验结果的交叉反应率小于１０％，最小检
出量达到１微克干菌丝／克样品，无背景干扰，ＥＬＩＳＡ检测结果和番茄汁中这些菌的菌丝体的含
量有较好的相关性，因而他们认为所获得的抗体能用于番茄汁中这些污染真菌的定性和定量检

测。次年他们仍然以这几个菌种所获得的抗体与污染果蔬产品、面包、奶酪、粮食等的链格孢

霉、白地霉、匍匐根霉、镰孢霉、木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ）、腐霉（Ｐｙｔｈｉｕｍｓｐｐ）、腐皮根肿
菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、指状青霉 （Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｄｉｇｉｔａｎｕｍ）、汉逊氏酵母 （Ｈａｎｓｅｎｕｌａｕ
ｖａｒｕｍ）、明胶红酵母（Ｒｈａｄｏｔｏｒｕｌａｇｌｕｔｉｎｉｓ）、月桂烷隐球酵母（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｕｒｅｎｉｉ）等不同
种属总共近３０个菌株进行交叉试验，发现虽然存在一定程度的交叉反应，但还是有相当的特异
性，而且背景影响小，可以用于检测相应的污染真菌。他们还将ＥＬＩＳＡ的结果与Ｈｏｗａｒｄ计数
结果相比较，证明它们之间有很好的相关性，并证明多糖是其特异性抗原。

１９８８年Ｎｏｔｅｒｍａｎｓ等人以各种坚果以及坚果混合物为试验样品，以真菌的胞外多糖为抗原，
运用ＥＬＩＳＡ分析了污染它们的曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、根霉属（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）、分枝霉属（Ｃｌａ
ｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、毛霉属（Ｍｕｃｏｒ）和青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）等属的真菌，并和常规的霉菌平板菌落
计数法相比较，发现ＥＬＩＳＡ更能准确反映食品中这些真菌的污染程度，而平板计数法则在样品
处理过程中对真菌的影响较大，因而不能很准确地反映污染情况。

１９９０年Ｄｅｗｅｙ等人以污染谷物的产毒青霉———岛青霉（Ｐｉｓｌａｎｄｉｃｕｍ）为研究对象，将其
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新鲜的固体表面培养物的浸提液注射小白鼠，按单克隆抗体制备技术获得特异性单克隆抗体，以

此单克隆抗体对东南亚地区仓储粮食中的污染真菌进行检测，发现在印度尼西亚采集的霉变样品

中有９０％的样品含有岛青霉。而在变色粮食中，印度尼西亚和菲律宾的岛青霉检出率分别为

３２％和１４％，这些结果都比表面消毒粮食直接计数法（ｄｉｒｅｃｔｐｌａｔｉｎｇｏｆｓｕｒｆａｃｅ?ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｇｒａｉｎｓ）
的检出率高，主要原因是ＥＬＩＳＡ的灵敏度较高。

１９９９年陈福生等报道了以ＥＬＩＳＡ检测稻谷、小麦和玉米等粮食中污染曲霉的含量，研究表
明检测结果与平板计数的结果有很好的相关性。

相关的研究报道还有很多，１９８９年Ｄｅｗｅｙ等人以单克隆抗体检测谷物中的Ｈｕｍｉｃｏｌａｌａｎｇｉ
ｎｏｓａ污染真菌。１９９１年Ｒｉｃｋｅｒ等人用ＥＬＩＳＡ方法定量分析了成熟葡萄中灰色葡萄孢菌（Ｂｏｔｒｙ
ｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）的污染情况。
食品中污染真菌毒素免疫检测方法的研究起步较早，开始于２０世纪６０～７０年代，起初用于

真菌毒素的免疫学检测方法是放射免疫方法。由于放射免疫方法的诸多缺点，逐渐被酶免疫方法

所取代，目前真菌毒素的检测方法主要是酶免疫方法，２０世纪８０年代中后期已有酶免疫检测真
菌毒素的商品试剂盒销售。目前食品中常见的污染真菌毒素，例如，黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎ）、赭
曲霉毒素（ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ）、玉米赤霉烯酮（ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ）、Ｔ?２毒素（Ｔ?２ｔｏｘｉｎ）、ＨＴ?２毒素（ＨＴ?２
ｔｏｘｉｎ）、串珠镰刀菌毒素（ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｉｎ）、脱氧雪腐镰孢霉烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ）、杂色曲霉素
（ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｃｙｓｔｉｎ）、伏马素（ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ）、橘霉素（ｃｉｔｒｉｎｉｎ）和展青霉素（ｐａｔｕｌｉｎ）等都有商品试
剂盒出售，用以检测玉米、稻谷、大米、花生、小麦、大麦、棉子、牛奶、肉类及其制品等中污

染的各种真菌毒素。近几年来真菌毒素的快速检测方法和试剂也相继问世，前面叙述的Ｃｈａｒｍ
公司生产的黄曲霉毒素的检测试剂条和１９９８年陈福生等研制的食品中黄曲霉毒素Ｂ１的胶乳快速
检测方法都属于快速检测方法。

（三）食品中农药残留的免疫学方法检测

食品中的农药残留包括农用抗生素残留、除草剂残留和有机磷、有机氯与氨基甲酸酯类等杀

虫剂的残留。免疫学方法用于食品中农药残留检测和分析的研究大约开始于十多年前，目前农药

残留的检测手段主要是毛细管气相色谱和高效液相色谱及其联用技术。但是免疫学方法由于具有

快速、灵敏、特异、操作简便、无须昂贵的仪器设备和可以在采样现场分析等优点，已成为当今

农药残留检测技术的主要发展方向之一，越来越受到人们的重视。

（四）食品中抗生素残留的免疫检测

食品中的抗生素残留主要来自于两个方面，一是农用抗生素，二是畜用抗生素。食品中抗生

素残留的分析检测方法很多，主要有薄层层析（ＴＬＣ）、液相色谱（ＬＣ）、气相色谱（ＧＣ）、气
质联用（ＧＣ／ＭＳ）、微生物抑制实验（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｅｓｔ）、微生物受体实验（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｔｅｓｔ）、免疫学方法（ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ）以及这些方法相互结合在一起的衍生方法，例
如微生物抑制实验和液相色谱结合在一起的所谓生物色谱（ｂｉｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）。免疫学方法作
为其中的一种检测方法，近年来愈来愈受到重视。目前德国的г?ｂｉｏｐｈａｍ公司和意大利的Ｔｅｃｎａｌａｂ
公司等已有检测食品中磺胺类抗生素、氯霉素、链霉素、四环素、新霉素、泰乐菌素和庆大霉素

等抗生素残留的免疫检测试剂盒出售。

（五）食品中掺假物的免疫学识别
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免疫学方法在识别食品中掺假物方面也发挥着重要的作用。例如在绵羊奶或山羊奶奶酪的生

产中，如果原料奶中掺杂有牛奶成分将影响绵羊（山羊）奶奶酪的品质和加工特性，因此在加工

过程中应避免牛奶的掺入。通常的分析方法，包括电泳技术一般很难鉴别出羊奶中是否掺杂有牛

奶。以牛奶中特有的酪蛋白为抗原，制备抗体，然后再运用免疫学方法就能够很容易地鉴别出羊

奶中是否掺有牛奶。由于牛奶中特有的酪蛋白的耐热性好，因此免疫学方法对于杀菌或消毒后的

奶及其乳酪制品中是否含有牛奶成分也可以进行分析和鉴别。同样原理的免疫学方法也可以快速

鉴别绵羊奶中是否掺杂有山羊奶。目前德国的г?ｂｉｏｐｈａｍ公司已有上述免疫试剂盒销售。
另外，免疫技术对食品中是否掺杂有激素、罂粟碱（壳）和肉制品中是否掺杂有非肉蛋白等

等也可以进行快速的分析和鉴别。

（六）免疫学方法在分析样品净化中的应用

免疫学方法除了可以用于分析检测食品中的有毒有害物质外，也可以用于分离纯化食品中这

些物质。通常情况下，食品中的有毒有害物质的含量是微量甚至痕量的，而食品本身的组分非常

复杂，因此在分析这些成分时，往往要采用各种试剂从食品中将它们提取分离出来，并加以净

化，这些过程所需要的时间和费用，通常占整个样品分析时间和费用的大部分。依据抗原抗体的

特异反应特性，应用免疫学方法可以快速地从样品中分离净化所要分析的成分，然后再进行分

析。例如，ＶＩＣＡＭ公司的净化真菌毒素的免疫亲和层析柱，就是先将抗黄曲霉毒素、伏马素、

Ｔ?２毒素或赭曲霉毒素的抗体包被在葡萄糖凝胶或琼脂糖凝胶颗粒上，然后将它们装入小柱内制
成的，它们具有从样品中快速分离纯化这些真菌毒素的作用。使用时将样品的提取液加入亲和柱

中，并依次用不同的洗脱剂洗脱，就可以得到纯净的真菌毒素，经过净化后的毒素可以用免疫学

方法或ＨＰＬＣ等进行分析和测定。经过亲和柱净化后可以大大地提高检测方法的灵敏度，减少
样品杂质对分析的干扰，提高分析结果的准确性。

第三节 分子生物学技术及其在食品

安全检测中的应用

分子生物学是在分子水平研究生物的结构、组织和功能的科学。分子生物学这一术语的来源

可以追溯到１９５０年Ａｓｔｂｕｒｇ在Ｈａｒｖｅｙ演讲中的用语，１９５３年Ｗａｓｔｏｎ和Ｃｒｉｃｋ提出ＤＮＡ双螺旋
模型标志着分子生物学的创立，自此分子生物学进入快速发展的道路，随后提出了ＤＮＡ复制、
转录和翻译的中心法则，同时逆转录现象也被发现。进入２０世纪７０年代，随着限制性内切酶的
发现和ＤＮＡ杂交技术的建立，分子生物学进入技术化时代。之后分子生物学技术发展迅速，各
种分子生物学技术不断出现，概括起来分子生物学技术主要包括核酸分子杂交技术、ＰＣＲ技术
和重组ＤＮＡ技术等。目前分子生物学技术被广泛地应用于生物科学的各个领域，近些年来分子
生物学技术在食品安全检测和分析等方面也得到了较好的应用。

一、食品安全检测中常用的几种分子生物学技术简介

分子生物学技术主要包括核酸分子杂交 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ）、ＰＣＲ
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（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）和ＤＮＡ重组（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＤＮＡ）等。其中ＤＮＡ重组在食品
安全检测中的应用很少，其内容在本书的第二章已有较为详细的叙述，因此在这里将主要介绍食

品安全检测和分析中常用的分子杂交和ＰＣＲ。
（一）分子杂交技术

核酸分子杂交是指具有一定同源序列的两条核酸单链在一定条件下按碱基互补配对原则形成

异质双链的过程。核酸分子杂交是分子生物学领域中应用最为广泛的技术之一，它具有灵敏度

高、特异性强等优点，主要用于特异ＤＮＡ和ＲＮＡ的定性和定量检测。作为研究核酸的有力工
具，分子杂交被广泛地应用于农业、医学、军事和食品安全检测等诸多领域。

１分子杂交的原理和分类
（１）原理。ＤＮＡ和ＤＮＡ单链之间、ＤＮＡ和ＲＮＡ单链之间或两条ＲＮＡ链之间，只要具有
一定的互补碱基序列就可以在适当的条件下相互结合形成双链。在这一过程中，如果一条链是已

知的ＤＮＡ或ＲＮＡ片段，那么依据碱基互补配对原则就可以知道和它互补的另一条链的组成，
这样就可以用已知的ＤＮＡ或ＲＮＡ片段来检测和其配对的未知ＤＮＡ或ＲＮＡ的片段的组成，这
就是核酸分子杂交的原理。其中已知的ＤＮＡ或ＲＮＡ片段被称为探针（ｐｒｏｂｅ），它可以是用基因
克隆技术分离获得的特异的ＤＮＡ序列，或特异的ＤＮＡ序列在体外转录获得的ＲＮＡ序列，或

ｍＲＮＡ逆转录得到的ｃＤＮＡ（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡ）序列，也可以是人工合成的寡核苷酸片段。
为了检测的方便，探针常常需要进行标志，即和放射性同位素或其他非放射性物质结合，３２Ｐ、３Ｈ
和３５Ｓ是常用的放射性同位素，非放射性物质包括生物素、地高辛和荧光素等。
（２）分类。分子杂交时，如果被检测的ＤＮＡ或ＲＮＡ片段和探针均在溶液中进行反应，那
么这种杂交被称为液相杂交（ｌｉｑｕｉｄｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）；如果一方固定于固相支撑物（如尼龙膜或硝
酸纤维素膜）上，另一方在溶液中则称为固相杂交（ｓｏｌｉｄｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）。和固相杂交相比，液相
杂交的反应条件均一，各种反应参数容易确定，反应速度快，因此便于杂交反应动力学的理论研

究。因实验目的的不同，液相杂交的反应条件和操作过程各不相同，没有一个固定的实验条件和

操作程序，另外液相杂交在食品安全检测中也很少应用，因此在以下的叙述中将仅介绍固相杂交

的情况。

根据支撑材料的不同，固相杂交可以分为原位杂交 （ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｉｎｓｉｔｕ）和膜杂交
（ｍｅｍｂｒａｎｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）。前者是指杂交时，不需要从组织或细胞中提取核酸，不改变核酸原
来的位置，探针直接和细胞或组织切片中的核酸进行杂交，可以对细胞或组织切片中的ＤＮＡ
或ＲＮＡ进行精确的定位和定量。膜杂交是指探针和固定在膜上的核酸进行杂交。膜杂交是目
前最常用的一种核酸分子杂交方法，根据核酸种类的不同和操作过程的差异，膜杂交又可以

分为Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交（Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交（Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）和斑点印迹或窄缝印迹杂交（ｓｐｏｔｏｒｌｉｎｅｂｌｏｔｔｉｎｇｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）。Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印
迹杂交即ＤＮＡ印迹杂交，被分析的核酸为ＤＮＡ；Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交被分析的核酸为ＲＮＡ；
而斑点印迹杂交或窄缝印迹杂交是将粗制的或纯化的核酸样品处理后直接点于膜的表面，再

与标志的探针进行杂交的方法，斑点印迹为圆形，窄缝印迹为线形。与Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交和

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交相比，斑点印迹杂交或窄缝印迹杂交具有简单、快速、灵敏、样品集中且用
量少等优点，可用于基因组中特异基因及其表达的定性和定量研究。核酸分子杂交的分类见
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图７?２６。

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 印迹杂交

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 印迹杂交

斑点印迹杂交或窄缝印迹杂交

膜杂交

原位杂交

固相杂交

液相杂交

核酸的分子杂交

图７?２６ 核酸分子杂交的分类

２膜杂交的基本过程 如前所叙，液相杂交没有一个较为固定的操作过程，固相杂交中的
原位杂交和斑点印迹杂交或窄缝印迹杂交的操作过程比较简单，在这里主要介绍膜杂交中Ｓｏｕｔｈ
ｅｒｎ印迹杂交和Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交的基本的过程。
（１）核酸的制备（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）。通过一定的方法获得具有相当纯度和完整的核酸
是核酸分子杂交的前提。在具体的核酸提取过程中，因试验材料和试验目的的不同，应注意的问

题也各不相同，但是都必须注意的问题是要尽可能地抑制ＤＮａｓｅ和ＲＮａｓｅ的活性，防止它们在提
取过程中对ＤＮＡ和ＲＮＡ的降解。获得核酸后，对于Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交，应采用限制性内切酶彻底
消化（分解）ＤＮＡ，如果酶解不完全，就可能出现比实际数目更少或片段更长的杂交区带，从而
导致错误的结论；对于Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交，应采用甲醛、乙二醛或羟基汞等变性剂处理ＲＮＡ，使
其二级结构解体，从而使其在电泳时能严格按照分子量大小分布。

（２）电泳（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）。采用琼脂糖凝胶电泳将待测核酸片段分离，根据核酸片段的大
小，琼脂糖凝胶的浓度可以为０５％～１５％，大片段的核酸采用低浓度，小片段的核酸采用高
浓度。

（３）印迹（ｂｌｏｔｔｉｎｇ）。所谓印迹就是将电泳分离后的琼脂糖凝胶中核酸片段转移到尼龙膜或
硝酸纤维素膜上的过程。转移后核酸片段保持相对的位置不变。印迹的方法包括虹吸印迹（ｓｉ
ｐｈｏｎｉｎｇｂｌｏｔｔｉｎｇ）、电泳印迹（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｉｃｂｌｏｔｔｉｎｇ）和真空印迹（ｖａｃｕｕｍｂｌｏｔｔｉｎｇ）三种。所谓
虹吸印迹是利用毛细管的虹吸作用由印迹缓冲液带动核酸分子从凝胶上转移到膜上，虹吸印迹装

置见图７?２７。电泳印迹是利用电泳作用将核酸从凝胶上转移至膜上的方法，它具有快速、简单
和高效等优点，特别适合于虹吸印迹转移不理想的大片段核酸的转移，图７?２８是电泳印迹装置
的纵切面示意图。真空印迹指利用真空泵将印迹缓冲液从上层容器中通过凝胶抽滤到下层真空室

中，同时带动核酸分子转移至凝胶下面的膜上。真空印迹方法是近年来兴起的一种简单、快速的

核酸印迹方法，图７?２９是真空印迹的示意图。
为了提高印迹效果，采用虹吸印迹和电泳印迹时，在Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交中通常需要先将凝

胶浸泡在稀ＨＣｌ溶液中，使较长的ＤＮＡ分子片段断裂成较小的片段，用蒸馏水漂洗凝胶；之后
将凝胶浸泡于碱性溶液中，使双链的ＤＮＡ变性为单链的ＤＮＡ，再次水洗凝胶；最后将凝胶浸泡
于中和液中，中和一定时间后再进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹。而在Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交中，如果ＲＮＡ片段
较大（＞２５ｋｂ），也需预先将凝胶浸泡于碱性溶液中使其水解为小分子片段。采用真空印迹，核
酸的变性可以在印迹的同时完成，因此无须在印迹前对凝胶进行处理。
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转移缓冲液（２０×ＳＳＳ）

支持物

Ｗｈａｔｍａｎ ３ 滤纸

吸水纸

玻璃板

重物

凝胶

Ｗｈａｔｍａｎ ３ 滤纸

滤膜

图７?２７ 虹吸印迹

阴极

海绵

滤纸

尼龙膜

凝胶

滤纸

阳极

海绵

图７?２８ 电泳印迹装置的纵切面示意图
（引自卢圣栋）

（４）预杂交（ｐｒｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）。为了减少非特异性的杂交反应，在杂交前应采用适当的封
阻剂（ｂｌｏｃｋｉｎｇａｇｅｎｔ）将核酸中的非特异性位点和杂交膜上的非特异性位点进行封阻，以减少探
针的非特异性吸附，从而降低非特异性吸附对杂交结果的影响。常用的封阻剂有两类，一是变性

的非特异性ＤＮＡ，常用的是鲑鱼精ＤＮＡ（ｓａｌｍｏｎｓｐｅｒｍＤＮＡ）或小牛胸腺ＤＮＡ（ｃａｌｆｔｈｙｍｕｓ
ＤＮＡ）；另一类是一些高分子化合物，多采用Ｄｅｎｈａｒｄｔ试剂（聚蔗糖４００、聚乙烯吡咯烷酮和牛
血清白蛋白），使用Ｂｌｏｔｔｏ系统（脱脂奶粉）效果也很好。
（５）杂交（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）。用标记的探针和膜上的核酸进行杂交。杂交时的各种条件（例
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接真空泵

尼龙膜

凝胶

液体

真空室

多孔筛支持板

密封膜

图７?２９ 真空印迹示意图
（引自张 蘅、童君坦）

如，温度、时间、离子强度、探针的长度和杂交溶液体积等）都对杂交结果会产生影响，因此应

特别注意控制好各反应条件。

（６）洗膜（ｗａｓｈｉｎｇｍｅｍｂｒａｎｅ）。杂交完成后，为了将膜上没有和核酸结合（杂交）的探针
去除，需要在一定的条件下对膜进行洗涤。由于非特异性杂交形成的双链的稳定性差，解链温度

（ｍｅｌｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，Ｔｍ）低，所以在一定的温度下，一般在低于特异性杂交链Ｔｍ值５～１２℃
进行洗脱，非特异性的杂交双链解链而被洗掉，而特异性的杂交双链则保留在膜上。

（７）检测（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）。根据探针标志物的不同，选择放射性自显影或化学显色等方法来显
示标志探针的位置和含量，从而对待测核酸片段的大小和含量等进行分析。整个膜杂交的过程如

图７?３０所示。
（二）ＰＣＲ技术

ＰＣＲ是ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（聚合酶链反应）的缩写，它是１９８５年由Ｍｕｌｌｉｓ创立的一
种体外酶促扩增特异ＤＮＡ片段的方法。在ＰＣＲ创立之前，ＤＮＡ的扩增非常困难，首先ＤＮＡ需
要经酶切、连接和转化等步骤构建成含有目的基因的载体，然后导入细胞中扩增，最后用同位素

标志的探针筛选目的基因，操作麻烦，耗时长。ＰＣＲ技术的发明大大地简化了ＤＮＡ的扩增过
程，克服了上述扩增方法的诸多不足，短时间内就可以在体外（细胞外）扩增获得大量的目的基

因，从而能比较容易地对目的基因进行分析和鉴定。ＰＣＲ技术因其具有操作简便、灵敏度高和
特异性强等优点而被生物学的各个领域广泛采用。在这里将简要地介绍ＰＣＲ的原理、基本操作
过程和种类。

１ＰＣＲ的原理 和天然ＤＮＡ的复制过程类似，ＰＣＲ的ＤＮＡ体外酶促扩增是在一对引物的
诱导下，利用ＤＮＡ聚合酶以四种ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ）为材料，依据模板

ＤＮＡ的特性，对模板ＤＮＡ两引物结合位点之间的序列进行复制扩增的过程。引物是以需要被扩
增区域两侧边界的ＤＮＡ序列为依据人工合成的寡核苷酸片段，引物中每一种分别与模板ＤＮＡ
对应的一条ＤＮＡ链互补。

ＰＣＲ的全过程是由变性（ｄｅｎａｔｕｒｅ）、退火（ａｎｎｅａｌｉｎｇ）和延伸（ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）三步组成的若干
个循环，每步之间通过温度的改变来实现转换。在变性过程中，模板ＤＮＡ在９５℃左右的高温
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杂交探针

杂交膜

Ｘ 射线片

放射自显影ＤＮＡ 或 ＲＮＡ
杂交带 或化学显色

凝胶

杂交膜

滤纸

中和

碱变性

ＤＮＡ 胶
ＲＮＡ 胶

电泳

酶切片段

限制性内切酶

酶解

基因组 ＤＮＡ
ＲＮＡ 链

电泳

结合核酸
的滤膜

高盐缓冲液 与标记探针
杂交

滤纸

图７?３０ 膜杂交过程示意图
（引自张 蘅、童君坦）

下，双链ＤＮＡ解链成单链ＤＮＡ，并游离于溶液中。退火是人工合成的引物在适合的温度下（通
常是５０～６５℃）分别与模板ＤＮＡ需要扩增区域的两翼进行准确配对结合的过程，通常添加的引
物分子数远远大于模板ＤＮＡ的分子数，这样可以提高引物与模板ＤＮＡ形成复合物的几率。引
物与模板ＤＮＡ结合后，在适当的条件下（温度一般为７０～７５℃），以四种ｄＮＴＰ为材料，通过

ＤＮＡ聚合酶的作用，单核苷酸从引物的３′末端掺入沿模板合成新股ＤＮＡ链，这就是所谓的延
伸。

每一个ＰＣＲ循环都由变性、退火和延伸三个步骤组成，整个ＰＣＲ过程一般包括３０个循环。
在最初的循环阶段，主要是由模板的ＤＮＡ起着模板的作用，由于每个循环的产物都可以作为下
一循环的模板，所以随着循环次数的增加，循环产生的ＤＮＡ产物，即通过引物合成的新的ＤＮＡ
片段的数量急剧增加而成为主要的ＤＮＡ模板，因此ＰＣＲ扩增的终产物序列是介于两个引物５′末
端的之间的区域。从理论上讲，ＰＣＲ产物的数量每循环一次都将增加一倍，这样３０轮循环后扩
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增的ＤＮＡ量应达到２３０个拷贝，约１０９个拷贝，但是在实际情况中由于受ＤＮＡ聚合酶质量、待
扩增ＤＮＡ片段序列及反应条件等的影响，一般只能达到１０６～１０７个拷贝。ＰＣＲ的原理见图７?３１。

循环

第一个

循环

延伸

第二个

循环

退火

５＇
３＇

３＇
５＇

３＇

５＇
５＇３＇

变性 退火

变性

３＇５＇

延伸

３＇

５＇

图７?３１ ＰＣＲ原理示意图

２ＰＣＲ的基本操作过程
（１）标准的ＰＣＲ反应过程。

①反应体系：标准ＰＣＲ的反应体积为５０～１００μＬ，其中含有ＰＣＲ缓冲溶液［５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、

１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８３）、１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１００μｇ／ｍＬ明胶］、四种ｄＮＴＰ各２０μｍｏｌ／Ｌ、
两种引物各０２５μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ模板０１μｇ（需要根据具体情况加以调整，一般需要１０２～１０５拷
贝的ＤＮＡ）和２单位的ＴａｑＤＮＡ聚合酶。

②反应步骤：在０５ｍＬ的小离心管中依次加入ＰＣＲ的反应缓冲液、四种ｄＮＴＰ、引物、

ＤＮＡ模板，混匀，９５℃加热１０ｍｉｎ，以除去样品中蛋白酶、氯仿等对ＴａｑＤＮＡ聚合酶的影响，
然后每管加入２个单位的ＴａｑＤＮＡ聚合酶，混匀，离心３０ｓ，加５０μＬ石蜡油封盖反应体系以防
止反应液挥发，将离心管置于ＰＣＲ仪中进行ＰＣＲ循环。
（２）ＰＣＲ的操作要点。由上述标准ＰＣＲ的反应体系的组成可以知道，ＰＣＲ的反应体系主要
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由模板ＤＮＡ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物以及四种ｄＮＴＰ和ＰＣＲ缓冲液组成。由于关于ＰＣＲ的很多
内容在本书的第二章已作了较为详细的介绍，所以在这里仅就制备和选择这些材料时应注意的问

题和ＰＣＲ条件的优化等作简单的概述。

①模板ＤＮＡ的制备：ＰＣＲ对于模板的用量和纯度要求都很低，在模板数量方面甚至２个拷
贝的模板就可以进行ＰＣＲ；在纯度方面，细胞的粗提液可以直接进行ＰＣＲ扩增，这些也是ＰＣＲ
的显著特点，但是大多数情况下仍需要制备一定数量的模板ＤＮＡ（通常为１０２～１０５拷贝的

ＤＮＡ）以保证扩增的效率和反应的特异性。常规制备ＤＮＡ的方法制备的ＤＮＡ都能满足ＰＣＲ的
要求。

②ＤＮＡ聚合酶的选择：ＤＮＡ聚合酶的选择在ＰＣＲ中至关重要，因为它在ＰＣＲ中起着非常
重要的作用。目前ＰＣＲ中所采用的ＤＮＡ聚合酶都是耐热的ＤＮＡ聚合酶，最常用的是１９８７年发
现的ＴａｑＤＮＡ聚合酶（Ｔａｑｐｏｌ），它能经受９５℃以上的高温而不失活，其催化聚合反应的最适温
度是７０～８０℃，而在此温度下引物和模板结合的特异性好，因此产物的浓度高。除了Ｔａｑｐｏｌ
外，还有Ｓｔｏｆｆｅｌ、Ｖｅｎｔ和Ｐｆｕ耐热ＤＮＡ聚合酶。

③引物的设计：引物设计在ＰＣＲ中同样占有十分重要的地位，引物的序列及其与模板的特
异性结合是决定ＰＣＲ反应结果的关键，如果引物设计不合理，ＰＣＲ的特异性和扩增效率都会降
低。不同的ＰＣＲ反应体系，由于其模板的组成、扩增片段的长度和实验目的的不同，对引物的
要求也不相同，引物设计的基本原则是最大限度地提高扩增的效率和特异性，同时尽可能地抑制

非特异性扩增。

④反应体系的优化：ＰＣＲ操作简便，但影响因素很多，因此需要根据不同的ＤＮＡ模板，摸
索最适的条件，以期获得最佳的反应结果。影响ＰＣＲ的因素包括ＰＣＲ循环参数的选择和反应体
系中各成分浓度的确定。

循环参数的选择主要是指ＰＣＲ循环中变性、退火和延伸时温度和时间的选择以及循环次数
的确定。例如，变性，通常９５℃处理２０～３０ｓ就可以使各种ＤＮＡ分子完全变性，变性的温度过
高或时间过长都可能导致ＤＮＡ聚合酶失活而影响ＰＣＲ的产量；但是变性的温度过低或时间过短
又可能使ＤＮＡ变性不完全，从而使模板和引物不能结合而导致ＰＣＲ失败。同样，在退火和延伸
温度与时间的选择上也应参照前人的研究经验并结合具体的模板、引物和ＤＮＡ聚合酶等的特性
进行研究确定。循环次数通常为２５～３５次，此时ＰＣＲ的产物累积量最大。随着循环次数的增
加，一方面由于产物浓度过高，以至它们自身相互结合而不和引物结合，或产物链缠在一起，从

而使扩增效率降低；另一方面，随着循环次数的增加，ＤＮＡ聚合酶活性下降，引物和ｄＮＴＰ浓
度降低，容易产生错误掺入，导致非特异性产物增加，因此在获得足够ＰＣＲ产物的前提下应尽
可能地减少循环的次数。

ＰＣＲ反应体系中适当的ｄＮＴＰ、引物、ＤＮＡ模板、ＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋与添加剂等的浓度
也是非常重要的。这些成分的浓度过高或过低都不利于特异性ＰＣＲ产物的产生，在具体的研究
中应在充分查阅前人研究结果的基础上，以标准ＰＣＲ反应体系为参照，结合具体的模板和试剂
通过实验确定。

（３）ＰＣＲ扩增产物的检测。ＰＣＲ扩增后结束后，根据实验目的的不同，可以采用多种方法
对扩增产物进行分析，下面介绍其中较为常用的几种。
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①琼脂糖凝胶电泳：根据扩增片段的大小，采用适当浓度的琼脂糖制成凝胶，取ＰＣＲ的扩
增产物５～１０μＬ点样与凝胶中，电泳，ＥＢ染色，紫外灯下观察，成功的ＰＣＲ扩增可得到分子量
均一的一条区带，对照标准分子量谱带对ＰＣＲ产物谱带进行分析。

②分子杂交：将ＰＣＲ的扩增产物按斑点或窄封印迹杂交或Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交方式和探针进
行杂交，从而判断出ＰＣＲ产物是否是预先设计的目的片段以及产物中是否存在突变等。另外，
通过杂交还可以鉴定ＰＣＲ扩增产物的大小和特异性并可进行定量分析。

③限制性内切酶分析：选择适当的限制性内切酶对ＰＣＲ的扩增产物酶切，之后再进行电泳，
通过分析电泳图谱可以判断出扩增产物的特异性和是否存在突变等。

④ＨＰＬＣ：采用ＨＰＬＣ分析ＰＣＲ的扩增产物，在几分钟内就可以将结果显示或（和）打印出
来。另外，采用ＨＰＬＣ还可以对扩增产物进行分离制备。
（４）ＰＣＲ污染的预防。ＰＣＲ反应灵敏度很高，因此极微量的污染都可能导致假阳性。ＰＣＲ
的污染源主要来自于ＰＣＲ扩增前，提取ＤＮＡ时所使用的反应试管和吸管中残留的（前一次）

ＰＣＲ的产物、ＰＣＲ扩增后电泳点样和杂交点样时所使用吸管和器皿的交叉污染、操作人员皮肤
和毛发等，以及期间使用的各种试剂中和仪器设备污染的ＤＮＡ。其中提取ＤＮＡ时所使用的反应
试管和吸管中残留的（前一次）ＰＣＲ的产物是主要的污染源，这种污染又称为残留（ｃａｒｒｙｏｖｅｒ）
污染。

针对上述污染源，可以采取以下措施进行预防：首先应尽可能地使用一次性的试管和吸管

等，以防止残留污染的发生；其次样品ＤＮＡ的提取等ＰＣＲ的前处理和电泳杂交等后处理应在不
同的区域进行，以防止交叉污染，在操作过程中使用一次性的手套和穿戴整齐工作服（帽）可以

预防操作人员皮肤和毛发的污染。

一旦出现污染可以采用紫外线照射或用１０％的次氯酸钠溶液擦拭污染源可以消除污染。

３ＰＣＲ的类型 ＰＣＲ技术自其诞生以来，发展迅速，应用面广。因实验材料、实验目的和
实验要求等的不同，在标准ＰＣＲ的基础上，已衍生出近２０种不同的ＰＣＲ，这些ＰＣＲ和标准

ＰＣＲ的原理相同，仅是在具体的操作过程中有所不同，下面简要地介绍其中的几种。
（１）不对称ＰＣＲ（ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃＰＣＲ）。在标准ＰＣＲ中两引物的浓度是相同的，如果引物的浓
度不同，那么经过若干轮循环，低浓度的引物被消耗尽，以后的循环就只产生由高浓度引物引导

产生的产物，结果就可以产生大量的由高浓度引物引导产生的单链的ＤＮＡ，这些单链的ＤＮＡ可
以作为探针或ＤＮＡ测序的核酸。在这种ＰＣＲ中由于两引物的浓度不同，所以被称为不对称

ＰＣＲ。
（２）多重ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）。在很多情况下，需要对１０００ｋｂ大小的基因进行检测和分
析，以确定基因上发生的突变或（和）缺失，如果这些突变或（和）缺失发生在基因上的多处且

相距数十甚至数百个ｋｂ，那么要对整个基因的变异进行分析，采用标准ＰＣＲ必须分段多次扩增
（因为标准ＰＣＲ每次扩增的ＤＮＡ片段的长度是有限的），这样既费时又费力，而且实验结果的准
确性也将受到影响。如果在同一反应中采用多对引物对基因的不同片段同时进行扩增，那么就可

以一次性地分析整个基因的变异情况，从而节约时间和费用，并增加实验结果的准确性。这种采

用多对引物同时扩增多个ＤＮＡ片段的ＰＣＲ就称为多重ＰＣＲ。
（３）巢居ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）。在巢居ＰＣＲ中有两对引物，一对引物对应的序列在模板
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ＤＮＡ的外侧，称为外引物（ｏｕｔｅｒｐｒｉｍｅｒ），另一对引物对应的序列在同一模板ＤＮＡ的外引物的
内侧，称为内引物（ｉｎｔｅｒｐｒｉｍｅｒ），即外引物的扩增产物中含有内引物的互补序列，外引物扩增
后的产物成为内引物的模板，这样经过两次ＰＣＲ扩增可以大大地提高检测的灵敏度，从而实现
对模板ＤＮＡ含量很少（如单拷贝的ＤＮＡ）的样品的分析和检测。
（４）锚定ＰＣＲ（ａｎｃｈｏｒｅｄＰＣＲ）。标准ＰＣＲ扩增ＤＮＡ片段时，必须知道ＤＮＡ片段两侧

ＤＮＡ的序列，这样才能合成相应的引物进行扩增。但是在有些情况下，只知道ＤＮＡ片段一端的
序列，显然标准ＰＣＲ是不能对其进行扩增和分析的，运用锚定ＰＣＲ则可以克服这一限制。其原
理是，在基因未知末端添加已知的同聚物尾（ｐｏｌｙｔａｉｌｏｒ），人为地赋予基因未知末端特定的序列，
再合成和同聚物尾互补的ＤＮＡ序列作为引物（称为锚定引物），与基因已知末端的引物一起对
基因进行扩增和分析。

酶切线性化

酶切位点

环化 酶切位点

酶切位点酶切位点酶切消化酶切位点

未知序列已知序列未知序列

图７?３２ 反向ＰＣＲ的示意图

（５）反向ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓｅＰＣＲ）。标准ＰＣＲ只能对两引物之间的ＤＮＡ片段进行扩增，而不能
对引物外侧的ＤＮＡ序列扩增，反向ＰＣＲ则可以很好地解决这一问题，从而实现对已知ＤＮＡ片
段两侧未知片段的扩增，它是扩增未知ＤＮＡ序列的一种简捷的方法。其原理是，首先用限制性
内切酶消化（酶解）ＤＮＡ，使ＤＮＡ片段的大小合适［因为太短（＜２００～３００ｋｂ）不能形成环状
而完成接下来的环化过程，而太长则受到ＰＣＲ本身扩增片段有效长度的限制］，消化后的ＤＮＡ
环化形成环状，然后再选择适当的内切酶，酶切已知序列的ＤＮＡ片段，使环状ＤＮＡ线形化，
最后根据已知序列合成相应的引物就可以对未知的ＤＮＡ片段进行扩增和分析。在上述过程中，
选择合适的内切酶是非常重要的，用于消化ＤＮＡ片段的内切酶，必须在已知的ＤＮＡ序列上没
有酶切位点，另外如果酶切后能产生黏性的末端则有利于环化的完成；而用于酶切环状ＤＮＡ使
其成线形的内切酶，则必须在已知的ＤＮＡ序列中有惟一的酶切位点，在未知ＤＮＡ序列中没有
酶切位点。反向ＰＣＲ的过程见图７?３２。
选择适当的内切酶还可以只对已

知ＤＮＡ序列一侧的未知ＤＮＡ序列进
行扩增，图７?３３显示了只对已知

ＤＮＡ序列的５′侧或３′侧的未知ＤＮＡ
片段进行扩增时的酶切处理过程。它

的基本过程和上述反向ＰＣＲ的过程
相同，不同之处是，消化ＤＮＡ的内
切酶除了能酶切未知ＤＮＡ片段外，
在已知序列中也有一个酶切位点，这

样经消化处理后就得到了两条适当大

小的ＤＮＡ片段，它们分别环化后形
成３′环和５′环，再分别选择合适的内
切酶对两个ＤＮＡ环中的已知ＤＮＡ序
列进行酶切，这样就可以实现对５′侧
或３′侧的未知序列ＤＮＡ片段的扩增。
（６）增敏ＰＣＲ（ｂｏｏｓｔｅｒＰＣＲ）。
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（Ｂ）扩增 ３′侧未知序列（Ａ）扩增 ５′侧未知序列

酶切线性化

３′环５′环

酶切位点酶切位点

环化

酶切消化

酶切位点酶切位点酶切位点

未知片段已知片段未知片断

３′５′

图７?３３ 反向ＰＣＲ选择性扩增已知ＤＮＡ序列
的未知ＤＮＡ片段示意图

在标准 ＰＣＲ 中，引物的浓度一般为

０２５μｍｏｌ／Ｌ，当模板ＤＮＡ数小于１０００
个拷贝时，由于引物浓度的过高而容易

导致引物二聚体的形成和非特异性产物

竞争引物与酶，从而使ＰＣＲ的产量明显
减少。如果分两次将引物加入则可以避

免上述不足。首先采用浓度仅为数十

ｐｍｏｌ／Ｌ的引物，适当延长退火时间，进
行２０轮左右的ＰＣＲ扩增，然后再将引物
的浓度增加至０２５μｍｏｌ／Ｌ，同时适当地
缩短退火时间，再进行２０轮左右的ＰＣＲ
扩增。由于第一次添加引物扩增后，模

板ＤＮＡ的浓度大大增加，所以第二次添
加引物再扩增就可以大大地提高ＰＣＲ的
产量，从而提高检测的灵敏度。采用这

种方法可以将样品中的数十个菌甚至一

个菌检测出来。

９５℃熔融

７７℃延伸

６０℃退火

产物

缓冲液 样品

１０ｍｍ

图７?３４ 芯片ＰＣＲ的示意图

（７）反转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ＰＣＲ）。是在反转录酶（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ）的作用下将ｍＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，然后采用ＰＣＲ
对ｃＤＮＡ 进行扩增和分析，从而实现对

ｍＲＮＡ分析的方法。该方法将反转录酶和

ＰＣＲ结合在一起，是一种快速、简便、灵敏
测定 ｍＲＮＡ的方法，运用这种方法可以
检测出单个细胞中少于１０个拷贝的ｍＲＮＡ。
（８）芯片ＰＣＲ（ｃｈｉｐＰＣＲ）。是一种微
流量连续式的ＰＣＲ反应过程，在一块玻片
上用三块恒温的铜片作为热源，当ＰＣＲ反
应的混合液流经不同的温度区时，自动变

温，在流动中实现解链、退火和延伸。芯片

ＰＣＲ的体积小，变温迅速，当流速为５８～
７９ｎＬ／ｓ时，三温（９５℃、５０～６５℃、７２～
７７℃）循环的温度转变速率小于１００ｍｓ，流
过１０μｌ反应液的时间为１５～１８８ｍｉｎ，完
成２０次循环，比一般扩增仪所需的２～３ｈ
快得多。图７?３４是芯片ＰＣＲ的示意图。
这种连续流式的芯片ＰＣＲ扩增方式通

过ＰＣＲ和芯片杂交联合起来使用，或和芯
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片毛细管电泳连接，可以形成ＤＮＡ的自动分析系统。有关芯片杂交和生物芯片等概念将在本章
的第四节加以叙述。

二、分子生物学技术在食品安全检测中的应用

食品中污染的微生物种类很多，其中通过食品传播的病原菌主要有细菌和病毒，另外有些寄

生虫也能通过食品传播。通常检测这些病原菌的方法是培养法，培养法的操作复杂、耗时长，有

时还要进行动物实验，一般需要一周甚至更长的时间才能得到检测结果。而运用分子生物学技术

则可以在较短的时间（通常为２４～４８ｈ）内获得检测结果，而且操作简便、灵敏度高。下面就分
子生物学技术在检测食品污染菌（主要是病原菌）中的应用情况进行概述。

（一）样品的前处理

无论是采用分子杂交技术还是ＰＣＲ技术来检测食品中的污染微生物，首先都必须获得一定
纯度和一定数量的ＤＮＡ作为分子杂交的材料或ＰＣＲ的模板。由于食品的组成复杂，而且食品中
除了要检测的靶微生物（目标微生物）外，往往还存在很多非靶微生物，所以从食品样品获得足

够数量和纯度的靶微生物的ＤＮＡ是一件不容易的事，在很多情况下从食品样品中获得靶ＤＮＡ
所消耗的时间、精力和费用往往比运用分子生物学技术检测它们要高得多。

食品样品的前处理主要包括靶微生物的富集浓缩和食品样品中ＰＣＲ抑制剂的去除等过程，
另外，食品中处于亚活力状态（ｖｉａｂｌｅｂｕｔｎｏｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ）或死亡的靶微生物的ＤＮＡ对检测结果
的影响也是样品处理时应注意的问题。

１样品的前处理过程
（１）靶微生物的富集。虽然说很多ＰＣＲ（例如增敏ＰＣＲ）能够检测出样品中很少数量甚至
一个靶微生物，但是为了提高检测结果的可靠性和灵敏度，往往需要对样品中的靶微生物进行富

集，常用的方法有培养增殖法、免疫吸附法和离心或过滤浓缩法等。培养增殖法采用特定的选择

性培养基通过培养增殖的方式来提高样品中的靶微生物数量，通过富集培养往往还可以降低样品

中ＰＣＲ抑制剂的浓度以利于靶ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增。但是，富集培养延长了样品检测时间，另外，
在富集培养过程中还可能丢失一些遗传物质，特别是存在于质粒上的遗传物质，从而使得检测结

果不能很好地反映样品的“原始”状态。离心或过滤浓缩方法是采用离心或过滤的方法来浓缩靶

微生物，不需对样品进行富集培养，因此不会延长检测时间，也不会破坏样品的“原始性”，但

是操作难度较大且一般仅适合于液体样品。免疫吸附法是分离富集靶微生物的一种很好的方法，

主要是采用免疫磁珠分离技术（ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）来分离富集靶微生物，首
先将抗靶微生物的抗体包被于磁珠上，然后将磁珠与食品样品混合，通过抗原抗体的吸附作用，

样品中的靶微生物吸附于磁珠上，离心分离磁珠，即获得靶微生物的富集物。免疫吸附法，在富

集靶微生物的同时也去除了其他微生物，从而避免了非靶微生物可能对实验结果产生的干扰，而

且在富集靶微生物的同时也除去了样品中ＰＣＲ抑制剂对ＰＣＲ的影响，因此本方法在富集样品中
的靶微生物方面得到了非常广泛的应用。

（２）ＰＣＲ抑制剂的去除。样品中ＰＣＲ抑制剂的去除也是样品前处理中非常重要的一项工
作。除去ＰＣＲ抑制剂的方法很多，上述几种靶微生物的富集方法在富集微生物的同时也能很好

·４８３· 第七章 生物技术与食品安全和品质控制



地去除ＰＣＲ抑制剂。另外，凝胶过滤也可以去除抑制剂，例如，对于土壤样品中微量的腐殖酸
对ＰＣＲ的抑制就可以采用凝胶过滤的方法来去除它。目前已有各种商品化的去除抑制剂的凝胶
柱出售。

２样品前处理的注意问题
（１）死亡微生物对ＰＣＲ扩增结果的影响。富集获得了样品中不含ＰＣＲ抑制剂的靶微生物
后，采用各种ＤＮＡ的提取方法或采用ＤＮＡ的提取试剂盒，提取靶微生物的ＤＮＡ，然后就可以
进行ＰＣＲ扩增和分析了。但是在ＰＣＲ扩增和分析过程中，常常出现已死亡的或处于亚活力状态
的靶微生物的ＤＮＡ对检测结果的干扰。一般地，已死亡的微生物是不会再对人类的健康造成危
害的，但是有时已死亡微生物（特别是加热杀死的微生物）的ＤＮＡ常常可以作为ＰＣＲ的模板而
得到扩增，从而影响ＰＣＲ的扩增结果，即出现假阳性。为了消除这种假阳性，可以对样品中的
靶微生物进行短时间的培养增殖，然后对增殖前后的靶微生物ＤＮＡ进行扩增，如果样品中没有
活的靶微生物，那么增菌前后ＤＮＡ的扩增结果应该没有差别；如果有活的靶微生物存在，则培
养增殖前后ＤＮＡ的扩增结果是不同的。另一种消除假阳性的方法是，采用反转录ＰＣＲ（ＲＴ
ＰＣＲ）分析样品中靶微生物的ｍＲＮＡ，由于ｍＲＮＡ半衰期很短，微生物死亡后ｍＲＮＡ迅速分
解，这样采用反转录ＰＣＲ扩增分析的ｍＲＮＡ一般都是活菌体的，因此同样可以消除假阳性。其
实在有些情况下通过分析样品中死亡菌体的ＤＮＡ可以间接地反映食品原料在加工之前是否被某
种微生物污染过，从而可以推测出食品中是否可能含有由这种微生物产生的毒素。例如，通过扩

增分析加热杀菌后食品样品中是否含有金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）的肠毒素基因，
可以间接地判断出食品中是否含有肠毒素。如果含有肠毒素基因，就可以认为食品原料在加热杀

菌前已被金黄色葡萄球菌所污染，因此食品中可能含有肠毒素；如果没有肠毒素基因则可以认为

食品中不存在肠毒素。

（２）亚活力状态微生物对ＰＣＲ检测结果的影响。用ＰＣＲ等分子生物学技术分析食品中的污
染微生物时，样品中处于亚活力状态的菌体数量也是一个值得注意的问题。一般地，处于亚活力

状态的菌体不能形成菌落，用常规的微生物分离培养方法不能检测到它们，但是处于这种状态的

微生物，特别是病原微生物，例如沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ）对人体同样有危害。所以在用培
养法检测它们时，一般首先要用恢复培养基对它们进行恢复性培养，然后再进行富集分离。以分

子生物学技术分析检测处于这种亚活力状态的微生物时，有时很好地将它们检测出来，有时则检

测不出来，这主要取决于是什么因素使它们处于亚活力状态，以单核细胞增生李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅ
ｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）和产肠毒素的大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）为例，如果它们处于亚
活力状态是由酸或Ｈ２Ｏ２导致的，那么用ＰＣＲ等分子生物技术是检测不出它们的；如果是由于热处
理（包括１００℃煮沸或１２１℃灭菌处理）或细胞处于饥饿状态而导致它们处于亚活力状态的话，那么
用ＰＣＲ就能将它们检测出来。所以当以分子生物技术检测处于亚活力状态的微生物时，应该首先
弄清楚是什么因素使它们处于这种状态的，然后再采用相应的分析方法，分析检测它们。

（二）食品中污染微生物的分子生物学技术检测

食品中污染的微生物的种类很多，常见的污染菌，特别是常见的食品中污染病原菌几乎都可

以用分子生物学技术来分析和检测它们，表７?３列出了食品中常见的污染病原菌的种类、主要的
致病因子、相关的检测基因和分子生物学检测方法。
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表７?３ 分子生物学技术在检测食品中污染病原微生物和寄生虫中的应用

名 称 主要致病因子 相关的检测基因 分子生物学检测方法

细菌

亲水气单胞菌

（Ａｅｒｏｍｏｎａｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）
气单胞菌细胞溶素（ａｅｒｏｌｙｓｉｎ）
溶血素（ｈｅｍｏｌｙｓｉｎｓ）

ａｅｒ基因

β?溶血素基因
ＰＣＲ

蜡样芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）
肠毒素（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ） ｂｃｅ基因 ＰＣＲ

弯曲杆菌

（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ）
菌体 ｆｌａＡ和ｆｌａＢ基因 ＰＣＲ，分子杂交

肉毒梭菌

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）
神经毒素（ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ） 神经毒素基因 ＰＣＲ，分子杂交

产气荚膜梭菌

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）
肠毒素 肠毒素基因 ＰＣＲ，分子杂交

肠道致病性大肠杆菌

（ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）
菌体

存在于黏附因子

质粒上的基因
ＰＣＲ，分子杂交

肠道侵袭性大肠杆菌

（ｅｎｔｅｒｏｉｎｖａｓｉｖｅＥｃｏｌｉ）
菌体

存在于质粒上

的侵袭基因
ＰＣＲ，分子杂交

产肠毒素的大肠杆菌

（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎｇｅｎｉｃＥｃｏｌｉ）
耐热肠毒素

存在于质粒上

的ｅｌｔ基因
ＰＣＲ，分子杂交

出血性大肠杆菌

（ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃＥｃｏｌｉ）
菌体 ｓｌｔ、ｅａｅＡ、ｈｌｙＡ

和ｈｌｙＣ等基因
ＰＣＲ，分子杂交

单核细胞增生李斯特氏菌

（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）
溶血素

李斯特细胞素

溶血素基因

和ｍｓｐ等基因
ＰＣＲ，分子杂交

沙门氏菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ）
菌体 ｉｎｖＡ、ｓｐｖＡ、ｏｒｉＣ

ａｇｆＡ和ｈｉｍＡ等基因
ＰＣＲ，分子杂交

志贺氏菌

（Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐｐ）
菌体和毒素

毒素基因和ｉａｌ
与ｉｐａＨ等基因

ＰＣＲ，分子杂交

金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
肠毒素 肠毒素基因 ＰＣＲ

霍乱弧菌

（Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ）
肠毒素 ｅｘｔＡ和ｅｔｘＢ等基因 ＰＣＲ，分子杂交

小肠结肠炎耶尔森氏菌

（Ｙｅｒｓｉｎｉａｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）
毒素和菌体 ｉｎｖ、ａｉｌ和ｙｓｔ等基因 ＰＣＲ

病毒

Ｎｏｒｗａｌｋ病毒 病毒粒子 特异性ＤＮＡ片段 ＰＣＲ

轮状病毒

（ｒｏｔａｖｉｒｕｓ）
病毒离子 特异性ＤＮＡ片段 ＰＣＲ和分子杂交

肝炎病毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓＡ）
病毒粒子 特异性ＤＮＡ片段 ＰＣＲ

肠病毒

（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ）
病毒离子 特异性ＤＮＡ片段 ＰＣＲ

寄生虫

隐孢球虫

（Ｃｒｙｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ）
虫体 特异性ＤＮＡ片段 ＰＣＲ

内阿米巴虫

（Ｅｎｔａｍｏｅｂａ）
虫体 特异性ＤＮＡ片段 ＰＣＲ和分子杂交

梨形鞭毛虫

（Ｇｉａｒｄｉａ）
虫体 特异性ＤＮＡ片段 ＰＣＲ和分子杂交
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第四节 生物芯片及其在食品安全检测中的应用

一、生物芯片的定义及分类

（一）定义

生物芯片（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈｉｐ）的概念是２０世纪８０年代中期提出的。随着“人类基因组计划”
（ＨｕｍａｎＧｅｎｏｍｅＰｒｏｊｅｃｔ）的进展，生物芯片技术得到了迅速的发展，成为２０世纪９０年代中期
以来影响最深远的重大科技进展之一，它是融微电子学、生物学、物理学、化学、计算机科学为

一体的高度交叉的新技术，具有重大的基础研究价值和广阔的产业化前景。生物芯片技术虽然诞

生的时间很短，但是它已经在ＤＮＡ测序、ＤＮＡ突变体检测、疾病诊断、药物筛选、毒理基因组
学、农作物优育优选、环境检测和防治、军事医学、食品卫生监督和司法鉴定等方面已表现出了

很好的应用前景。由于生物芯片技术出现的时间不长，且发展迅速，所以有关生物芯片的定义和

概念也在不断的变化中。到目前为止，关于生物芯片的定义至少有三种表述方式，第一种是认为

ＤＮＡ芯片或基因芯片（ＤＮＡｏｒｇｅｎｅｃｈｉｐ）就是生物芯片，这主要是因为ＤＮＡ芯片出现最早，
研究最多，应用最成功；第二种认为生物芯片主要包括ＤＮＡ芯片和蛋白质芯片（ｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ），
因为到目前为止这两种芯片最为成功；第三种是将微流路生物分析系统（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍ）也归入了生物芯片的范畴。有关这些概念的具体内容将在以下叙述中进一步阐
述。

笔者认为就目前的研究情况看，第二种定义方法似乎更贴切一些，所以笔者将生物芯片的概

念定义为，生物芯片是按预先的设置排列固定有大量生物识别分子（例如ＤＮＡ片段、ＲＮＡ片
段、抗原抗体分子或蛋白质或肽分子）的面积很小（通常只有一到几平方厘米）的硅片、载玻片

或高分子聚合物薄片。其工作原理是将待检测样品加在芯片的表面，由于生物分子特异性亲和

反应（如核酸杂交反应、抗原抗体反应等），检测样品中的待检测成分分别和芯片上固定化的

生物识别分子结合反应，从而实现对样品的分析和检测。生物芯片可以在很小的面积上并行

分析成千上万种生物分子，分析结果的可比性好，试剂的消耗量少，并可实现微型化和自动

化。

（二）分类

生物芯片的分类方法很多，目前常用的是根据芯片上固定的生物识别分子（探针）的种类或

芯片的用途进行分类。

根据芯片上固定的探针不同，生物芯片可分为ＤＮＡ芯片（ＤＮＡｃｈｉｐ）和蛋白质（肽）芯片
（ｐｒｏｔｅｉｎｏｒｐｅｐｔｉｄｅｃｈｉｐ）等。其中ＤＮＡ芯片研究得最早、最多和最清楚。所谓ＤＮＡ芯片又称为

ＤＮＡ微阵列（ＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙ），是按特定的排列方式排列固定有大量基因片段（可以是相同的
基因片段，也可以是不同的）的硅片、玻璃片或塑料片。它的工作原理是将样品加在芯片上，通

过分子杂交方式对样品进行分析，从而大规模高效地获取相关的生物信息。从本质上讲，ＤＮＡ
芯片的工作原理与Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交的相同，只是ＤＮＡ芯片是将大量的基因片段同时密集固定
在同一块很小的硅片、玻片或塑料片上，然后在相同的实验条件下，同时完成多种不同分子的杂
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交和检测，因而与传统杂交法相比具有操作简单、节约时间和试剂、自动化程度高、检测的靶分

子种类多、成本低、效率高和检测结果的可靠性强等优点。蛋白质芯片，又称为蛋白质微阵列

（ｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）是将大量的蛋白质分子（例如抗体或抗原分子）或肽链有序排列固定在载体
薄片上形成的。利用蛋白质或肽能特异性地与配体分子（如抗原或抗体）结合的原理，芯片上的

蛋白质分子或肽链与样品中的相关成分发生反应，然后加入标记分子，并用阅读仪分析和存储结

果，这就是蛋白质芯片的工作原理。除了ＤＮＡ芯片和蛋白质芯片外，其他有可能开发成功的芯
片还有药物受体芯片（ｍｅｄｉｃｉｎｅａｃｃｅｐｔｏｒｃｈｉｐ）、激素芯片（ｈｏｒｍｏｎｅｃｈｉｐ）、多糖芯片（ｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅｃｈｉｐ）、细胞芯片（ｃｅｌｌｃｈｉｐ）、组织芯片（ｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐ）等。
根据芯片的用途，生物芯片可以分为样品制备芯片（ｃｈｉｐｓｆｏｒｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）、生化反应

芯片（ｃｈｉｐｓｆｏｒｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅａｃｔｉｏｎ）、检测芯片（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｈｉｐｓ）、芯片实验室（Ｌａｂ?ｏｎ?ｃｈｉｐ）
等。

样品制备芯片是用于制备样品的芯片，它可以将通常在实验室需要多个操作步骤才能完成的

工作集中于一个芯片上完成。以ＤＮＡ分析为例，ＤＮＡ的制备需要经过细胞分离、破碎和脱蛋白
等许多步骤才能得到纯度足够高的ＤＮＡ样品，在ＤＮＡ样品制备芯片中细胞的分离目前主要采
用过滤分离和介电电泳分离（利用在芯片上所施加的高频非均匀电场使不同的细胞内诱导出偶电

极，导致细胞受不同的介电力作用，把细胞从样品中分离出来）等来完成。细胞的破碎方法有芯

片升温破胞、变压脉冲破胞和化学破胞等。对ＤＮＡ的纯化捕获，Ｃｅｐｈｅｉｄ公司采用特定的工艺
在硅片上加工出含有５０００个高２００μｍ直径２０μｍ的具有细柱式结构的ＤＮＡ提取芯片，专门用于

ＤＮＡ的提取和纯化。
生化反应芯片是用于进行生物化学反应的芯片。与传统生化反应过程相比，生物芯片可以高

效、快速、经济地完成生物化学反应。目前研究得比较多的生化反应芯片是ＰＣＲ芯片。在芯片
上进行ＰＣＲ，可以节约实验试剂，提高反应速度，并可以同时完成多个片段的扩增反应，图７?
３４就是ＰＣＲ芯片中的一种。
检测芯片，顾名思义是用来检测生物样品的芯片。前面叙述的ＤＮＡ芯片和蛋白质（肽）芯

片都属于检测芯片。

芯片实验室，就是将各种功能的芯片集约在同一载体片（通常为硅片）上，形成的（复合）

多功能芯片。芯片实验室技术有望将实验室进行的样品制备、生化反应和检测等过程部分或全部

地集约“浓缩”在一起，这也是生物芯片技术发展的最终目标。

１９９８年Ｎａｎｏｇｅｎ公司的程京博士和他的同事们首次报道了采用芯片装置完成了从样品制备
到反应结果显示的全过程。他们用这个装置从混有大肠杆菌的血液中成功地分离出了细菌，在高

压脉冲破胞之后用蛋白酶Ｋ催化脱蛋白，制得纯化的ＤＮＡ，然后用另一块电子增强的ＤＮＡ杂
交芯片分析证实提取物是大肠杆菌的ＤＮＡ。在这里他们将ＤＮＡ样品制备芯片和ＤＮＡ检测芯片
联合在一起。随后各种芯片实验室（复合芯片）相继出现，有将样品的制备和ＰＣＲ扩增反应集
约在同一芯片上的芯片实验室，也有将ＰＣＲ扩增和凝胶电泳分离结合在一起的芯片实验室，还
有将样品制备、ＰＣＲ扩增和ＤＮＡ检测等全过程整合在同一载体上的芯片实验室。从某种程度上
讲，前面所述的ＤＮＡ样品制备芯片也是一种芯片实验室，因为在ＤＮＡ样品制备芯片上包括了
细胞的分离破碎、去蛋白和ＤＮＡ捕集等过程。
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在芯片实验室中，各芯片之间是在计算机的控制下通过微流路（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄ）、微泵和微阀等
来实现有序联系的。微流路是采用一种所谓的光刻平板印刷技术（ｏｐｔｉｃａｌｓｃｕｌｐｔｕｒｉｎｇｐｌａｔｅｐｒｉｎｔ
ｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，有关其具体内容将在随后叙述），在各芯片之间刻蚀出凹槽以实现相互联系。微流
路技术和ＤＮＡ芯片几乎是同时出现的，它的出现使得生物分析仪及生物分析过程的微型化、微
量化和集约化成为可能，从而出现了一种所谓的微流路生物分析系统（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙ
ｓｉｓｓｙｓｔｅｍ）。由于微流路技术和生物芯片技术之间有密切的联系，加之生物芯片和微流路分析系
统都是为了实现分析过程的微量化和集约化，从而节约时间、经费和人力等，因此最近有人认为

微流路生物分析系统也应该归入生物芯片的范畴，称为微流路生物芯片（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈｉｐ）。这类微流路生物芯片自２０世纪９０年代起发展非常迅速，国外的ＰＥ公司、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公
司、Ｍｏｔｏｒｏｌａ公司和Ｎａｎｏｇｅｎ公司等都在竞相研究和开发。这种芯片由于能将制药、化工、生化
分析、实验室化学等复杂的过程微型化并集成在一起，因此具有很强大的功能，不仅使用携带方

便，而且工作效率大大提高，运行成本明显降低。

加热器

绕线

光二极管

凝胶槽

ＰＣ 板

硅

玻璃

电极

气管

气阀

疏水区

温度检测

电泳

上凝胶

热循环

计量

加样

图７?３５ ＤＮＡ微流路芯片
（引自Ｃｈｅｎｇ，Ｊ等）

图７?３５是将ＰＣＲ扩增和电泳分析结合在一起的ＤＮＡ微流路芯片，其工作原理是，首先将

ＤＮＡ提取液和扩增ＤＮＡ所需的其他试剂分别于不同的加样区的两个液体入口加入，在毛细管的
作用下，两种液体分别进入流体通道，直达通道的疏水区，在气阀的控制下，气体将气阀左边流

体通道中的液体排除，将气阀右边和疏水区之间的液体（大约１２０ｎＬ）推入热循环进行ＰＣＲ扩
增，扩增结束后，在气体的作用下，液滴进入电泳区进行电泳分离和分析。图７?３６是另一种微
流路免疫分析仪（芯片）的示意图，以免疫竞争法分析血清中的茶叶碱为例，对其工作原理说明

如下。图中１号和２号为缓冲液池，３号和４号为废液池，５号、６号和７号为样品和试剂池，

Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５为连接点或拐点。首先在１和２号池中装满缓冲液，在毛细管的作用下，缓冲
液灌满整个通道，然后在５号、６号和７号池分别装入稀释的血清样品、荧光标志的茶叶碱和抗
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图７?３６ 微流路免疫芯片示意图
（引自马立人、蒋中华）

茶叶碱抗体，分析时将５号、６号和７号池接
地，３号池为负高压－３～－６ｋＶ，这样在电
渗的作用下样品进入分析通道，在Ｊ１至Ｊ３之
间抗原（茶叶碱）和标志抗原混合，然后再

和来自由７号池的抗体在Ｊ３处混合，从Ｊ３至Ｊ４
之间抗原和标志抗原与抗体进行竞争反应，

反应液通过Ｊ５进入３号废液池，当反应液开
始进入３号池时，切断３号池和５号、６号、

７号之间的电路，同时将１号池接地，４号池
为负高压（－６ｋＶ），这样Ｊ４和Ｊ５之间的反应
液（约１００ｐＬ），进入分离和分析检测区，实
现样品的分析，最后废液进入４号池。采用
上述分析芯片，对血清中的茶叶碱进行检测，

检测极限可达０２６ｍｇ／Ｌ，回收率为（１０７±８）％。

二、生物芯片的制备方法

如前所述，生物芯片主要包括ＤＮＡ芯片和蛋白质芯片，其中ＤＮＡ芯片研究得最多，因此
制备生物芯片的方法也主要是为ＤＮＡ芯片的制备而设计的。在这里将主要介绍ＤＮＡ芯片的制
备方法，然后简要地介绍蛋白质芯片的制备和微流路的刻蚀。

（一）ＤＮＡ芯片的制备方法

１载体及其活化 载体是用于连接、吸附或包埋各种生物大分子，使其以水不溶性状态行
使其功能的固相材料的统称。载体可以是颗粒状的（如葡聚糖凝胶颗粒和琼脂糖凝胶颗粒），也

可以是薄膜或薄片状的（如玻璃片和金属片等），用于生物芯片制备的载体都是薄片或薄膜状的。

作为生物芯片的载体材料至少应满足以下要求，第一是载体表面必须有足够多的活性基团，以便

与生物分子进行偶联；第二是载体应有相当的惰性和足够的稳定性，所谓惰性是指载体的其他性

能或特异性吸附不应该干扰生物大分子的功能，而稳定性（包括机械的、物理的和化学的稳定

性）是指载体遭受一定的压力或酸碱条件后不会发生变化；第三是载体应具有很好的生物兼容

性。目前用作生物芯片的载体材料主要有玻璃片、金属片、硅片和各种有机高分子制作的薄膜或

薄片。其中玻璃片是最常用的载体材料，原因可能是其来源方便；表面有足够多的羟基，便于在

适当处理后或直接和生物大分子偶联；透光性好，适合于发光检测；采用光刻蚀方法可以在其表

面刻出微流路。

载体的活化是指采用不同的活化试剂通过化学反应在载体表面键合上各种各样的活性基团，

以便和生物大分子共价结合。载体的活化方法很多，本书第四章酶固定化部分已讲述了一些，这

里不再重复。

２ＤＮＡ芯片的制备方法 ＤＮＡ芯片的制备方法包括点样法和原位合成法两大类。所谓点样
法是将合成好的ＤＮＡ和ｃＤＮＡ等片段通过点样的方式直接点接于载体上；而原位合成法是以单
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核苷酸为原料在载体表面直接合成ＤＮＡ片段（寡核苷酸片段）。
根据点样方式的不同，点样法又可以分为打印点样和喷印点样两种，在打印点样中点样针头

与芯片直接接触，而喷印的点样针头与芯片保持一定距离，如图７?３７所示。这两种点样方法各
有优缺点，打印法的优点是探针密度高，通常１ｃｍ２可打印点样２５００个点，缺点是定量准确性及
重现性不好，打印针易堵塞且使用寿命有限；喷印法的优点是定量准确，重现性好，使用寿命

长，缺点是喷印的斑点大，因此点样密度较低，通常１ｃｍ２只能点４００个点。

芯片（微阵列）

重复移动喷射运输液滴喷印点样

芯片（微阵列）

重复移动滴头接触表面
打印点样

图７?３７ 打印点样和喷印点样示意图
（引自ＰｅａｓｅＡＣ等）

原位合成法主要包括原位喷印合成法和原位光解保护基合成法两种。原位喷印合成的原理与

喷墨打印类似，不过喷印头和墨盒有多个，墨盒中装的是四种碱基等液体而不是墨水，喷印头可

在整个芯片上移动，并根据芯片上不同位点ＤＮＡ片段的序列需要，将特定的碱基喷印在芯片特
定的位置进行合成，该技术采用的合成原理与传统的ＤＮＡ固相合成一致，因此无特殊制备的化
学试剂。原位光解保护基合成法的原理是，首先活化载体上的基团（如羟基）并偶联上光保护基

团，然后在载体表面覆盖上一层具有半透明区和不透明区间隔的掩蔽膜，将光束通过掩蔽膜照射

载体，光线通过半透明区照射到载体上使被照射部位光解保护基团光解脱落，被保护基团激活

（而不透明区的光解保护基团不脱落，被保护基团不激活），被激活的基团和带有光解保护基团的

单核苷酸反应结合。重复上述过程逐步增加核苷酸的数量就可以合成适当长度的特异性的寡核苷

酸片断，图７?３８是原位光解保护基合成法示意图。目前通过原位光解保护基合成法可以在１ｃｍ２

的载体表面上合成约４０万个寡核苷酸片断。
（二）蛋白质（肽）芯片的制备方法

蛋白质芯片的制备方法和ＤＮＡ芯片的制备方法一样，也分为点样法和原位合成法两类。点
样法是将合成并提取纯化的蛋白质或肽直接点接在活化载体的表面，使其与载体的活化基团结合

而固定在载体上。原位合成法主要用于肽芯片的制备，和ＤＮＡ原位光解保护基合成法一样，先
将载体表面的活性基团以光解保护基团保护起来，然后光线通过掩蔽膜照射到载体表面，使光解

保护基团选择性脱落，被保护基团激活，之后再将带有保护基团的氨基酸结合上去。重复上述过
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图７?３８ 原位光解保护基合成法示意图
Ｘ光解保护基团 Ａ腺嘌呤 Ｇ鸟嘌呤 Ｃ胞嘧啶 Ｔ胸腺嘧啶

（引自ＳｔｅｐｈｅｎＰＡ等）

程就可以得到结合（固定）有一定长度肽链的肽链芯片。

表７?４ 点样法和原位合成法制备的ＤＮＡ芯片的优缺点比较

比较项目 原位合成法 点 样 法

芯片密度 高密度 中等密度

核酸长度 一般小于２５个核苷酸 可以高达５００～５０００个核苷酸

主要制作成本 掩蔽体的制备 点样仪的投资

局限性 主要用于ＤＮＡ和肽芯片制备
除用于ＤＮＡ和肽芯片制备外，还可以用
于抗原抗体和药物受体等芯片的制备

结果分析
比较容易有序测读，但是对仪器的分辨率要求较

高，字读，易出现漏读和错读

测读分析软件较复杂，易做对比分析，句

读，错读较少

最佳适用范围 再测序，突变点的查明 比较分析

注：资料引自马立人、蒋中华。

（三）微流路刻蚀技术

微流路刻蚀技术（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｅｔｃｈｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）在生物分析仪器和生物分析过程的微型（量）
化和集成化中起着非常重要的作用，芯片实验室也必须通过微流路将各部分联系起来才能实现样

品制备、生化反应和分析检测的连续化和集成化。

微流路刻蚀通常是在硅片上采用光刻平板印刷技术（ｏｐｔｉｃａｌｓｃｕｌｐｔｕｒｉｎｇｐｌａｔｅｐｒｉｎｔｉｎｇｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅ）进行的。光刻平板印刷技术包括光敏胶涂渍、光刻和刻蚀（或增厚）三个基本的过程。
所谓光敏胶涂渍是将光敏感聚合物均匀涂在硅片上，蒸干溶剂，形成光敏层。然后在光敏层上覆

盖掩蔽膜（和ＤＮＡ芯片制备中的掩蔽膜一样，掩蔽膜上以半透明区和不透明区间隔绘制了预先
设计的图案），以光照射掩蔽膜，光线通过掩蔽膜的半透明区照射到光敏层上使被照部位曝光，

不透明区覆盖的光敏层由于不被光线照射而不曝光，将曝光部分的光敏层去除，这样就将掩蔽膜

上的图案“光印”到了光敏层上，这个过程称为光刻。随后以化学试剂（常用的有氢氧化钾溶液
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和硝酸与氟氢酸的混合溶液）腐蚀或等离子体等轰击除去了光敏层处的硅片，形成凹槽，这就是

所谓的刻蚀。其中以化学溶剂进行的刻蚀，由于是在溶液中进行的，所以被称为湿性刻蚀；而等

离子体刻蚀是在无溶液状态下进行的，所以被称为干性刻蚀。也可以在光刻完成之后通过加热、

电镀和喷涂等方式，将二氧化硅或其他金属材料沉积在除去了光敏胶层的硅片上，形成凸形增厚

层。最后去除硅片上剩余的光敏层，这样就在硅片上按预先设计的图案刻出了微流路。对于一些

高度集成的微型化器件，常常要在同一块硅片上进行高达２５次甚至更多次数的光刻平板印刷，
才能完成整个微流路的刻蚀。图７?３９是微流路刻蚀过程示意图。

沉积凸形层

干性刻蚀

基质

光敏胶

掩蔽膜
铬

石英

光刻

紫外光

湿性刻蚀

图７?３９ 微流路刻蚀过程示意图
（引自ＧｒｅｇｏｒｙＴＡ等）

三、生物芯片的应用

虽然生物芯片诞生的时间不长，但是其在生物学研究的很多方面都得到了应用，并表现出了

非常广阔的应用前景，其实正是由于其良好的应用前景才使得生物芯片的研究和应用发展迅速。

下面就ＤＮＡ芯片和蛋白质芯片的应用情况进行简要的概述，并将对生物芯片技术在食品安全检
测中的应用前景进行展望。

（一）ＤＮＡ芯片的应用

ＤＮＡ芯片是迄今为止研究最多，应用最为成功的一种生物芯片。到目前为止，至少在以下
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几个方面得到了应用。

１ＤＮＡ序列测定 人类基因组计划及其相关努力的目的是为了鉴别和测定人类基因的序列，
弄清楚基因信息的生物相关性、特定基因和基因组其他区域的功能，以及它们在人类疾病发生和

发展中的作用。基因组的测序是完成上述目的的第一步，而传统的两种测序方法（Ｓａｎｇｅｒ和

Ｍａｘａｍ?Ｇｉｌｂｅｒｔ），在效率、费用和可靠性等方面都不能满足人类基因组测序的需要，因此很多高
效快速测序方法相继诞生，杂交测序（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＢＨ）和邻堆杂交（ｃｏｎｔｉｇｕ
ｏｕｓｓｔａｃｋｉｎｇｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＳＢ）就是其中的两种。

ＳＢＨ是最初发展起来的ＤＮＡ芯片技术，其过程为，首先将未知序列的单链ＤＮＡ片段和

ＤＮＡ芯片进行杂交，互补序列形成双链，然后通过分析鉴定双链体的情况就可以得出未知ＤＮＡ
的序列。例如，用含６５５３６个寡核苷酸片段，每个片段含８个核苷酸的ＤＮＡ芯片，采用ＳＢＨ技
术，可测定２００ｂｐ长ＤＮＡ序列；采用６７１０８８６４个寡核苷酸片段，每个片段含１３个核苷酸的

ＤＮＡ芯片，可测出数千个碱基长度的ＤＮＡ片段的序列。在ＳＢＨ技术中，其效率随着芯片中寡
核苷酸数量及其长度的增加而提高，但芯片中寡核苷酸数量与长度的增加，会提高ＤＮＡ芯片的
复杂性，同时降低杂交的准确性。采用ＣＳＨ技术可以弥补ＳＢＨ技术存在的弊端，ＣＳＨ技术的应
用增加了芯片中寡核苷酸的有效长度，加强了序列测定结果的准确性，可进行较长ＤＮＡ片断的
测序。计算机模拟论证表明８个核苷酸长度与５个核苷酸长度邻堆杂交，相当于１３个核苷酸长
度的芯片的作用，可测定数千个核苷酸长的ＤＮＡ序列。

ＳＢＨ和ＣＳＨ等快速测序技术的应用和发展大大地加速了人类基因组计划的测序工作。但是
以ＳＢＨ和ＣＳＨ测序时至少还存在以下一些问题：①芯片中各ＤＮＡ片断的组成不同，它们最佳
的杂交条件也不同，很难找到适合芯片中每一对杂合子的最佳条件，因此容易出现假阳性和假阴

性的杂交结果；②ＳＢＨ不适合于含有许多内部重复和简单序列单元的ＤＮＡ的测序，只适合于生
物体（如细菌、酵母和病毒）的简单基因组的直接测序，或高等生物体基因组中特定区域的测

序；③其技术本身还需要进行改进，以提高分辨率和区分完整与错配双链体的方法，相应的测试
设备和软件也还有待于开发。尽管ＳＢＨ还存在上述诸多不足，但是用ＳＢＨ来核实用经典的基于
凝胶方法得到的序列数据（即所谓的再测序）特别有用，因为ＳＢＨ基于不同的原理，它可以检
测出经典测序方法的错误，从而消除混入数据库中的一些错误的序列。

２ＤＮＡ突变检测 生物体在外界环境的作用下，有些基因会因为损伤而发生变异，出现各
种各样的基因突变。在基因突变中通常只有极少数是对生物个体有利的，绝大多数突变对生物体

是无意义或有害的，这些有害的基因突变可能导致各种遗传疾病、肿瘤或其他疾病，因此检测基

因突变是对遗传疾病和肿瘤等进行诊断的重要手段，对于疾病的早期发现和防治具有重要的意

义。

基因突变的检测方法很多，主要包括ＤＮＡ分子杂交（ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）、ＰＣＲ
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）、毛细管电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）和ＤＮＡ测序（ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃ
ｉｎｇ）等，其中ＤＮＡ测序是检测基因突变类型和突变位点的简单快速的方法。如前所述，ＤＮＡ
芯片和杂交测序相结合是一种高效快速的测序方法，因此ＤＮＡ芯片在基因突变体的检测中也发
挥着非常重要的作用。例如，对人ＢＲＣＡＩ基因外显子１１、ＣＦＴＲ基因、β?地中海贫血、酵母突
变菌株间、ＨＩＶ?１逆转录酶及蛋白酶基因等的突变检测中都采用了ＤＮＡ芯片。
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３ＤＮＡ多态性的分析 所谓ＤＮＡ多态性（ＤＮＡｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）是指生物群体中，个体间基
因核酸序列的差异。ＤＮＡ的多态性可以影响限制性内切酶的切割位点，从而导致ＤＮＡ限制性片
断长度的多态性（ＤＮＡｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）。ＤＮＡ多态性的分析可以为生
物分类、基因突变检测和某些遗传性疾病诊断等方面提供重要的信息。

用于ＤＮＡ多态性分析最有效和应用最广泛的方法是采用等位基因特异性的寡核苷酸探针进
行示差杂交，但是这种方法存在着费时费力以及需要预先了解目标等位基因ＤＮＡ多态性方面的
知识等诸多缺点，因此限制了其作为常规的ＤＮＡ多态性检测技术。最近，一种以ＤＮＡ芯片为
基础的简单快速的用于ＤＮＡ多态性分析的直接荧光检测方法（ｄｉｒｅｃｔａｌｌｅｌｅ?ｓｐｅｃｉｆｉｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ）被开发出来，其基本的分析过程如下：首先将等位基因特异性的寡核苷酸探针固定在
玻璃片上形成ＤＮＡ芯片，然后采用ＰＣＲ技术扩增待检测的基因组的ＤＮＡ，得到荧光标志的单
链ＤＮＡ片断，将其与ＤＮＡ芯片杂交，最后通过荧光扫描检测技术分析杂交模式来鉴定ＤＮＡ的
多态性。采用该技术对人的酪氨酸酶基因４个外显子中的５个单核苷酸突变进行了分析，结果表
明单核苷酸错配和完全匹配的杂交模式非常容易区别。其他相关的研究也表明该方法是有效

的。

４基因表达分析 随着各种基因组测序工作的开展和进展，基因表达分析显得愈来愈重要。
目前已知序列的基因中，有相当多基因的生物学功能有待查明，例如酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）基因组的测序工作已经完成，共有大约６０００个基因，但是其中约有一半基因的生物
学功能还不清楚。另外，识别细胞系谱或组织间基因表达的差异也是现代生物学研究的重要内容

之一。因此，对基因表达的分析研究成为人们非常关注的研究课题之一，而建立一种灵敏度高、

准确性好、快速高效的分析检测技术来对基因表达进行分析也是非常迫切和必要的。在众多的基

因表达分析方法中，ＤＮＡ芯片结合ＰＣＲ扩增，通过标志探针和分子杂交反应是定量分析基因表
达的一种很好的方法。采用该技术已比较成功地对多种生物包括拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）、
酿酒酵母以及人类等的基因组表达情况进行了研究，并且用该技术一次性检测了酵母几种不同菌

株间数千个基因表达谱的差异。

５ＤＮＡ芯片在其他方面的应用 ＤＮＡ芯片除了应用于上述几个方面外，在克隆子选择及文
库筛选、微生物菌种鉴定及致病机理研究、药物筛选及毒理学研究以及农业、林业、军事和食品

安全检测等很多方面都有广阔的应用前景。

（二）蛋白质芯片的应用

虽然蛋白质芯片在研究和应用方面都不如ＤＮＡ芯片，但是随着人类基因组计划的完成和后
基因组（ｐｏｓｔｇｅｎｏｍｅ）计划与蛋白质组（ｐｒｏｔｅｏｍｅ）计划的提出，蛋白质芯片的研究和应用都将
得到很大的加强。下面对蛋白质芯片的应用情况进行简要介绍。

２０００年９月，ＭａｃＢｅａｔｈ和Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ在美国的《科学》杂志上报道了利用蛋白质芯片来研究
蛋白质之间以及蛋白质与小分子之间的相互作用。在研究中首先在用于制备芯片的各种蛋白质溶

液中加入甘油，以防止蛋白变性，然后将蛋白质溶液直接点接于载体膜上并固定化，之后以牛血

清白蛋白进行封闭，降低膜上的背景，即得蛋白质芯片。ＭａｃＢｅａｔｈ和Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ利用这些简单的
手段制成了每平方厘米有１６００个点的蛋白质芯片。将荧光标记蛋白或ＡＴＰ标记的激酶底物等与
上述蛋白质芯片反应，就可以分析研究蛋白质之间或蛋白质与小分子之间的相互作用。
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２００１年７月美国《科学》杂志报道，Ｚｈｕ等设计出了一种被称为酵母蛋白质组（所谓蛋白
质组是细胞中全部基因即基因组表达形成的蛋白质的集合）的蛋白质芯片。首先将酿酒酵母

５８００个基因克隆并表达产生对应的蛋白质，分离纯化这些蛋白质，然后将它们固定于载体膜上
即得蛋白质芯片。应用时将其他蛋白质或小分子物质与芯片进行反应，就可以分析蛋白质之间或

蛋白质与小分子之间的相互作用。利用这种芯片，研究人员观察到了一种吸附钙的蛋白质和一种

脂类物质相互作用的情况，在观察中研究人员还发现了几种新的蛋白质功能。

１９９９年Ｌｕｅｋｉｎｇ等将已知的蛋白点印在ＰＶＤＦ（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ）膜上，制成蛋白质
芯片，并将抗体与该芯片进行孵育反应，再将辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的第二抗体与芯片?
抗体复合物反应，通过显色反应检测抗体的存在情况，从而对抗体进行筛选。该方法不仅适合于

抗原、抗体的筛选，同样也可用于受体?配体的相互作用的研究。
光学蛋白质芯片系统是２０世纪９０年代中后期提出的分析研究蛋白质的一种新技术，它将高

分辨率的生物光学显微成像技术和蛋白质芯片相结合，具有并行、快速识别和检测生物的功能。

首先在载体片的不同区域固定不同的生物活性物质（探针或配体）形成多元的蛋白质芯片，然后

将芯片浸入有多种待分析成分的溶液中，当待分析成分和芯片上的配体（探针）之间发生结合形

成复合物时，芯片表面的形貌发生改变，这种改变可以通过光学显微成像技术观察出来，再通过

计算机处理就可以判断出样品中待测成分的组成和含量。采用该技术可以对蛋白质之间的相互作

用过程进行实时监测和测量，从而获得反应速率与反应条件之间的分子反应动力学参数，为一些

尚无答案的生物学理论问题提供解答。另外，该技术也是一种快速检测和诊断方法。

（三）生物芯片在食品安全检测中应用的前景

随着世界经济的全球化，食品跨国和跨地区的流通越来越频繁，各种食品安全事故和隐患也

呈迅速扩展和蔓延之势，对人类健康和安全构成了极大的威胁。另一方面，随着社会生产力的发

展和生活水平的提高，人们对食品安全性的要求也越来越高。这些已促使了各种食品安全保障体

系（例如ＨＡＣＣＰ，ＧＭＰ）的推广和应用，也促进了食品安全检测技术的改良、改进和提高，以
及一些新的检测方法的研究和产生。检测技术总体发展方向是，①迅速，即要求检测方法能快速
地检测出食品中污染物的种类和含量；②灵敏度高，即检测方法能检测出食品中极微量的污染物
的含量；③特异性强，也就是抗杂质的干扰能力强，这样就有可能省去对分析样品的提取和纯化
等过程，从而节约检测时间，也可以减少假阳（阴）性的出现；④同时分析多种污染物，污染食
品的有害物质很多，分析方法最好能一次取样一次试验就得出多种污染物的含量，从而节约检测

时间和检测费用；⑤操作简便，要求检测方法简单易学，一般的技术人员只需通过阅读说明书就
可以完成检测过程，而无需进行专门的培训；⑥无试剂化，检测过程中除了少量必要的试剂外，
无需使用过多的试剂，目前有些检测方法，例如前面所述的生物传感器分析技术和试剂条检测方

法，除了检测仪器和试剂条外，无需任何其他的试剂；⑦分析仪器的微型化和便携化，随着微电
子技术应用和分析过程的微量化和集成化，食品分析仪器越来越小巧，这便于携带到采样现场进

行分析和测试。

围绕上述指导思想，已有生物传感器技术和免疫学检测技术等成功地用于食品安全检测和分

析。就生物芯片而言，目前虽然还没有生物芯片用于食品检测方面的报道，但是生物芯片至少在

以下几个方面表现出良好的应用前景：①食品中毒事件的调查：通常食品中毒事件的发生是突发
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性和爆发性的，对这类事件的处理，首先是要找到“毒源”（即致病因子），而致病因子又往往不

容易被发现。例如，由细菌引起的食品中毒事件的调查，由于能引起食品中毒的细菌种类很多，

因此要判断到底是哪种细菌引起的食品中毒常常需要耗费大量的人力和物力来进行分析，更主要

的是需要很长的检测时间才能得到检测结果，这对于食品中毒事件的控制和中毒人员的治疗都是

不利的。如果能将常见的引起食品中毒的细菌的特异性ＤＮＡ片断集成于一块载体片上做成ＤＮＡ
芯片，就有可能仅需一次试验就可以判断出引起食品中毒的细菌种类，大大地节约检测时间和检

测费用。②食品污染生物毒素的检测：食品中可能污染的生物毒素包括真菌毒素、细菌毒素、植
物毒素、藻类毒素和动物毒素等，其中每一类毒素又包括很多种毒素。以粮食为例，可引起污染

的真菌毒素有黄曲霉毒素、赭曲霉毒素、杂色曲霉毒素、腐马菌素和Ｔ?２毒素等，目前的检测方
法，每次仅能检测出一种毒素的含量，因此为了节省检测时间和费用，通常仅对其中的一种或几

种真菌毒素进行检测和分析。如果能将抗常见真菌毒素的抗体集成于一块蛋白质芯片上，仅需一

次试验就可以判断出粮食中常见的污染真菌毒素的种类和含量。同样也可以将常见的细菌毒素和

藻类毒素等的抗体分别制成芯片或集成于一块芯片上，这样一次试验就可以判断出食品中污染的

多种毒素的含量。③食品中污染病原菌的检测：污染食品的病原细菌很多，常见的包括致病性大
肠杆菌（ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、沙门氏菌
（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ）、蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐｐ）和李斯特菌
（Ｌｉｓｔｅｒｉａｓｐｐ）等，其中每种病原菌根据致病因子的不同又可以分为不同的群或型，例如，致
病性大肠杆菌就可以分为肠道致病性大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＥｃｏｌｉ）、肠道侵袭性大肠杆菌
（ｅｎｔｅｒｏｉｎｖａｓｉｖｅＥｃｏｌｉ）、产肠毒素的大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＥｃｏｌｉ）和出血性大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃＥｃｏｌｉ）。目前的检测方法每次只能检测一种病原菌，如果能将这些病原菌的特异性
致病基因片断固定于一块芯片上，只需一次试验就可以判断出食品中各种病原菌的污染情况，从

而大大地节约检测时间和费用，保障人类的健康和安全。④食品中残留农药和抗生素的分析：同
样的原理，将抗各种农药的抗体或抗生素的微生物受体固定化形成蛋白质芯片，然后将食品样品

点样于芯片上就可以一次性地分析检测出食品中的各种农药和抗生素残留。总之，随着研究的深

入，生物芯片技术必将在食品安全保障中发挥愈来愈重要的作用。
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第八章

转基因食品的发展与食品安全

第一节 转基因食品的发展动态

自２０世纪８０年代以来，现代生物技术产业蓬勃发展，特别在医药、农牧业、食品等方面，
已经展现了巨大的经济效益和社会效益。

基因工程技术应用的领域十分广泛，其中作物的育种是目前最重要的领域之一，并已经产生

巨大的经济效益。通过化学或辐射进行人工诱变是一种育种途径，遗传诱变可能引起所有作物性

状随机的和不可预测的遗传变异，这些变异可能是因染色体的倒位、易位和重排所致，所以诱变

育种是不精确的、不可预见的。而基因工程不仅可以打破物种间的界限，可以在动物、植物、微

生物之间进行基因工程操作，极大地扩大了基因库的选择范围。而且，近十年来，随着人们对细

胞和生物体在分子、生理生化层次原理的更深入的了解，以及作物转基因技术的发展，构成了植

物科学家革命的源泉。所以，尽管一棵植株常有２０００个基因，科学家可以准确地把２个或３个
目的基因转移到某一作物上。新增加的基因是人类熟知的，从这个意义上来讲，新的基因改良作

物的培育过程更容易控制，人们对它的了解也更多，因此，与传统的人工培育方法相比，出现人

们未预见后果的可能性更小。并且与传统育种方法相比，育种时间更短。用基因工程技术对作物

进行改良和优化后，可提高作物的产量，改善产品的营养成分，缩短生产周期。

生物技术在食品工业中的应用历史悠久，人类早在远古时代就利用微生物制醋、制酱、酿酒

等，今天人们又致力于固定化（酶或微生物）、重组ＤＮＡ和细胞融合等技术来改善生物的性状，
开发高效、节能、少公害的食品。２０世纪７０年代以来，基因克隆和重组技术的诞生和飞速发
展，为定向改变生物性状提供了理论依据和技术基础。１９８２年转基因“超级鼠”的构建成功，

１９８５年转基因鱼的问世，揭开了基因工程食品生产的序幕，基因工程食品由此走上了历史的舞
台，并在日常生活中发挥着越来越重要的作用。这里所称的基因工程指的是：采用自然条件下或

自然过程中不可能发生的方法改变生物体的分子生物学或细胞生物学性状，主要包括重组ＤＮＡ、
基因缺失、基因加倍、导入外源基因以及改变基因位置等分子生物学技术手段。

一、转基因食品的概念

自古以来，人们就从不断繁衍的动物和植物群体中获取自己需要的食物，那些认为具有优良

性状的动物和植物品种被选择并不断繁衍，而且继续进行改良，以满足人们摄取更高水平食物的

需要。但这种过程需要育种者们经过长期的工作，一代一代地通过选择、有性杂交、观察和选

择，时间可能是很长。而今天的科学工作者通过分子生物学的研究，知道生物的任何性状都是由



基因决定的，也就是说，各种生物的任何性状都是特定的基因表达。

不同生物具有不同特性，基因是决定不同生物特性的内在物质基础。基因由细胞核里的脱氧

核糖核酸（ＤＮＡ）构成，一个基因就是ＤＮＡ分子的一个片段。故人们就很自然地想到了利用基
因工程（主要是ＤＮＡ重组技术）手段，将一种生物体内控制某种性状的基因作为外源基因，移
植到另一种生物体内并使之表达，这样就可以实现“强强联合，优势互补”，使一种生物体具有

其他生物体自然生长所没有的特点，这就是“基因修饰生物体”和“基因修饰食品”基础。由这

种技术产生的食品可以分为原料类和加工成品类，我国习惯上将他们统称为转基因食品。

二、转基因食品的研究开发进展

转基因作物的发展很快，至１９９６年初期，３０多个国家进行的转基因研究已达３６００多项，
而且每年都以高速度增长。基因工程作物（又叫转基因作物）的品种目前已有很多，以玉米、烟

草、大豆、番茄、油菜和棉花为主。在研究内容上，抗除草剂的占３５％，抗病虫占３１％，产品
性质改良占２０％。转基因作物的研究开发要经过实验室、小规模的封闭试验、大规模大田试验
和商业化种植四个阶段。目前抗病虫、抗除草剂的玉米、大豆、小麦、番茄等转基因作物等已经

转入商业化生产。

外源基因表达的产物以及基因工程技术的影响，涉及动物、植物、微生物和食品加工中的各

个环节，从牛奶、奶酪到果蔬等，转基因食品比比皆是。美国玉米种植者联合会估计，美国转基

因玉米的种植面积由１９９８年占总种植面积的２８％上升到１９９９年的３３％。美国大豆联合会估计
转基因大豆的种植面积占总种植面积的５５％。美国的专家认为，美国有２／３～３／４的奶酪在生产
过程中使用了遗传工程凝乳酶。美国约１／３的奶牛使用了牛生长激素。
转基因技术及其产品的商业化生产，带来了巨大的经济效益。据统计，１９９５年全球转基因

生物产品的销售额达到７５００万美元，１９９６年为２３５亿美元，１９９７年激增至６７０亿美元，１９９８
年达到１６４亿美元，１９９９年达到２１亿～２３亿美元，２０００年达到３０亿美元。预测２００５年将达
到８０亿美元，２０１０年将达到２５０亿美元。可见，转基因技术将给全球带来巨大的经济效益。

三、我国转基因食品的发展状况及对基因工程技术的政策

我国从“六五”计划期间对生物技术进行立项，到“九五”期间，生物技术占了举足轻重的

地位，取得了很大的成果。我国是世界上转基因作物第一个商品化种植的国家，１９９４年转基因
烟草的种植面积达到了１００万公顷，占当时我国烟草种植总面积的５％，也是世界上当时转基因
作物种植面积最大的国家。１９９７年我国自行研究开发成功的转基因耐储番茄进入商业化生产；

１９９８年６月转基因抗虫棉“中棉所３０号”试种后通过验收，并计划向全国推广。另外，在改善
品质的转基因水稻、抗病毒转基因马铃薯、抗黄矮病的转基因小麦、抗虫转基因玉米、抗虫转基

因番茄等研究开发领域，均取得了很大的成绩。

我国对转基因食品在管理上持谨慎态度，在研究上则予以支持，１９９２年颁布《新食品资源
卫生管理办法》，规定了转基因食品生产管理审批制度和标识办法；１９９３年原国家科委颁布《基

·４０４· 第八章 转基因食品的发展与食品安全



因工程管理办法》要求进行安全性评价和制定安全控制的措施；１９９６年农业部颁布的《农业生
物基因工程安全管理实施办法》规定生物技术农产品要报农业部批准。从目前来看，转基因食品

的有利方面得到广泛的共识，其安全性争论则没有结果。随着我国正式加入 ＷＴＯ，有关部门正
在建议早日组织力量研究检测方法，为今后制定方针管理国际贸易、保护人民健康和促进国民经

济的发展提供支持。同时为我国农业和食品部门在转基因工作方面有更多的时间进行研究。

四、转基因食品的发展面临的困难

转基因作物的出现并没有像其他一些伟大的发现一样立即受到热烈欢呼，相反，转基因作物

的安全性从一开始便受到广泛争论。而转基因食品的安全性是转基因作物安全性的争论焦点之

一。支持者和反对者针锋相对，世界一下也好像分成了相互对立的两个世界。其中有很多的原

因，如各国政府的政策法规、对生物技术的政策、人们对转基因食品的理解、对转基因技术科学

的理解和伦理学上的观点等原因。

（一）转基因食品受到怀疑和反对

１公众心理上对风险的理解 尽管基因工程技术有助于解决人类社会面临的许多问题，但
是对于直接或间接影响到人类自身健康的转基因食品，相当的人对它抱着敬而远之的态度，不愿

意自己成为转基因食品的试验品。再加上疯牛病事件的影响，没有绝对的把握，不少人难于接受

转基因食品。公众的观望和怀疑态度直接导致了政府对转基因食品政策的混乱。安全性问题已经

成了转基因食品发展的“瓶颈”。

２人们对转基因食品的科学观念上的理解 除了转基因食品的安全性之外，另一个原因是
公众对转基因这一门科学的理解程度还不够，转基因番茄在美国和英国的成功销售很能说明这个

问题。转基因番茄是在英国第一个上市的转基因产品，用这种番茄制成的番茄酱罐头有两个标

签：一个标签标明该产品是用转基因番茄做成的，另一个标签说明该产品可延长保质期，降低损

失。这种罐头与常规罐头在一起出售，每个出售这种罐头的商店有解释该转基因技术的说明书，

同时在电视上、报刊和广播上对此进行大量的宣传。这种产品的销售势头非常好。可见，通过恰

当有效的宣传教育，加深公众对基因工程食品的了解和认识，有助于人们树立对转基因工程食品

的信心并接受它。

（二）新的基因食品法规出台

各国对转基因食品的法规存在着很大的偏差。１９９７年２月１４日欧盟出台了《新食品法》，
并于１９９８年９月正式生效。该法将“新食品”定义为“本质上不再等同于”已经上市食品。其
中规定如果基因工程使得新食品或食品成分不再等同于已经上市的食品，该基因工程食品应加贴

特殊标签。１９９７年该法对欧盟成员国生效。
由于这部新法规太粗略了，没能将重要细节问题说清楚，因而受到了工业界和消费者团体的

批评。首先，该法没有说明为什么含有基因工程成分的食品就是新食品。例如，产生额外蛋白

质、能长久保鲜的转基因番茄被称为新食品，但被除去某一基因的番茄是否为新食品？如果转基

因作物（如转基因大豆）被用于生产食用油，那么用这种转基因食用油生产的食品是否还是新食

品？其次，应采取什么样的测试手段及根据测试到的什么成分来判定一种食品是否是含有基因工
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程成分？如何应用测试结果？１９９７年１１月初，欧盟各国食品管理机构的代表组成的“食用品常
设委员会”认为测试ＤＮＡ和蛋白质都不能作为判定某食品是否是新食品的有效手段，最后只得
草草决定：应以测试ＤＮＡ为基础，如果测不到ＤＮＡ，再测试蛋白质。再者如何判定某食品应加
贴特殊标签，标签中应说明哪些内容？欧盟委员会也没能就标签中应说明哪些内容达成共识。

虽然《新食品法》声称将在适当的时候出版详细的技术细节，但至今也没有看到适于食品公

司实施应用的细则。这使欧洲的食品公司对新食品法的理解造成混乱，各公司根据自己的理解来

解释新食品法，这反而形成了法律真空。

标签问题一直以来是争论的焦点。一些公司反对对转基因食品加贴特殊标签。他们认为“检

测出转基因成分在技术上是不可能的。加贴标签意味着让消费者不要使用它”。美国农业部一位

官员说“必须认真处理食品标签问题，以避免妨碍贸易自由”；而另一些人认为：“消费者有权知

道是否是基因工程食品，有权决定是否选用它”。

（三）转基因食品进入市场受到障碍

农产品出口是美国经济的重要支柱之一，单就玉米及玉米制品这一项，美国向欧盟的年出口

额便达到１０亿美元。这种贸易本来相安无事，但美国的转基因玉米（其他作物也一样）发展迅
速，１９９７年便有了一定的种植面积，１９９９年种植比例更是达到了４０％。但转基因玉米在欧洲并
不走运，因为１９９７年欧洲连续发生了一些疯牛病的事件，使消费者对食品的关注达到空前程度。
那一年欧盟在消费者政策与健康保护委员会（ＤＧＸＸＩＶ）新设了一个部门“植物科学委员会”专
门来审查转基因玉米进入欧盟市场问题。可见，美国和欧盟对转基因作物的态度截然不同：美国

是大力倡导、全面推广，而欧盟则犹豫不决，瞻前顾后。

由于一些国家或一些强烈的反对者对转基因食品的竭力抵制，导致各国对转基因食品制定了

一些限制政策，如标签风波。自转基因食品一面世，反对者便坚持所有的遗传工程食品必须贴标

签，这一呼吁受到了不少的国家响应，但也受到了美国等国的拒绝。

美国食品与药物管理局（ＦＤＡ）不要求对转基因食品加特殊标签，而是在各公司自愿的基础
上审查与公众健康和安全相关的问题，这种非正式的程序只能说明是否存在有毒物质和过敏物

质。加拿大也不要求对转基因食品加贴特殊标签。另据报道，新西兰议会在１９９７年１０月驳回了
一份议案，该议案要求食品制造商对转基因食品加贴特殊标签。新西兰之所以拒绝对转基因食品

加贴特殊标签，国际贸易因素起了很大的作用。在整个欧洲对转基因植物怀有敌意的气氛下，西

班牙、法国、葡萄牙、罗马尼亚和乌克兰是为数不多的敢为天下先的国家，１９９９年均有几万公
顷不等的种植面积。其中，葡萄牙、罗马尼亚和乌克兰是第一次种植转基因作物。欧洲种植的转

基因作物主要为Ｂｔ（苏云金杆菌）转基因玉米。在拉丁美洲，那些已经种植转基因作物的国家
预计会适度增加现有种植面积，并引入一些新的单性状或多性状作物品种。公众的接受程度和转

基因食品标签问题将会继续影响欧洲国家转基因作物的种植面积和转基因食品的消费。

第二节 转基因食品对人类健康和社会发展的影响

基因工程技术为定向改变生物学性状提供了理论依据和技术基础，基因工程技术的应用对食

品资源的改造主要涉及微生物、植物和动物，通过对被加工材料的处理，生产出符合人类需要的
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基因食品。转基因技术因其能获得用常规手段难以获得的优良性状而展示了诱人的前景。除了转

基因植物性食品外，在食品领域应用的转基因产品还包括转基因动物性食品（如乳制品、肉制品

及海产品等）。基因工程菌株应用在发酵食品中。

目前转基因食品涉及的领域主要有提高粮油食品的产量、改善其食用品质和加工功能特性，

延长果蔬产品的储藏期，提高农作物的抗病虫害性能，改善动物和植物食品的营养成分的比例和

食用品质，改善发酵食品的风味和品质。

一、转基因食品为人类带来的好处

（一）促进经济的增长

如前所述，转基因技术带来了农业生产的大丰收，提高了产量，并且改善了产品的质量。转

基因作物及其加工产物为全球带来了巨大的经济效益，这种效益是传统生物技术所无法比拟的。

（二）解决了人口增长引起的资源短缺问题

随着世界可耕地持续减少，而人口却以每年大量增加，因而利用基因工程技术以提高食物的

产量和品质、增加营养素含量，很大程度上解决了这个问题。

今天，将近１０亿人生活在贫困线以下，他们经常遭受饥饿的痛苦。据统计，他们中大约

７０％是农民。将来人口的急剧增长必然进一步加剧食品的需求。根据预计，从１９９５年到２０２０
年，地球人口每年增加７３００万。到２０２０年地球人口数将达到７５亿，而且９７５％的人口增长发
生在发展中国家。

发展中国家需要大量的粮食。他们对谷物的要求将增加８５％。可是，由于人们对环境的关
注以及耕地面积的限制，预计用于耕地的土地面积将仅能增加７％左右。因此，必须采用新的技
术来增加产量。农业生物技术在帮助发展中国家实现粮食自给方面，无疑将起到一个关键的作

用。

解决发展中国家的营养不良问题，农业生物技术带来的转基因食品也是一个很重要的解决办

法。

（三）改良了食品的品质、增加了食品的种类

１改良粮油食品和果蔬原料的品质 植物是食品加工的基本原料，原料的品质与食品质量
息息相关。植物性食品原料可用基因工程方法进行改良，使粮油食品的食用和加工品质、果蔬的

耐储性和保质期得以改良和提高。如基因改造过的马铃薯比一般马铃薯含有较高的固形物含量。

又如，将硬脂酰ＣＯＡ脱氢饱和酶基因导入油料作物，转基因作物中的饱和脂肪酸含量有所下降，
提高了食用油的品质。通过导入硬脂酸?ＡＣＰ脱氢酶反义基因，可使转基因油菜子中的硬脂酸含
量从２％增加到４０％。
谷物类植物中淀粉合成酶有两种不同的形式，其中与淀粉颗粒结合的淀粉合成酶（ＧＢＳＳＩ）

基因又称腊质基因（ＷＸ），是水稻、小麦、玉米、马铃薯等植物中决定直链淀粉合成的基因。
在玉米上利用淀粉合成酶的反义基因来抑制该酶的活性，使反义转基因玉米中的淀粉合成酶活力

大大降低，其直链淀粉的合成几乎完全受到抑制，而另一种淀粉的含量基本不变，从而改善淀粉

的品质。此外还可通过转基因技术改良小麦中麦谷蛋白和醇溶谷蛋白的组成比例来以改变其面团
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的流变学特性，进而提高它的烘焙性质。

２利用生物界三大系统作为生物反应器生产医用营养保健品 将外源基因的信息转变成蛋
白质的生物体叫做生物反应器。随着基因转移技术的日趋完美，通过生物体表达外源基因，来生

产价值极高的蛋白质、多肽类物质及疫苗等有着广泛应用前景。近年来，将外源基因移植到植

物、动物和微生物中，并由此产生一种经过基因改造的新生物技术已经形成，得到基因表达而制

造有益于人类健康的保健成分或有效因子。为人类利用动物、植物和微生物来生产所需要的医药

及保健品开辟了广阔的天地。

营养医用品或称营养保健品的定义：食品或食品成分有医疗和保健的功能，包括预防和治疗

疾病。

植物具有合成、折叠、翻译后修饰及装配蛋白的机制，并可在种植条件下大量繁殖生长，因

此利用植物廉价、大量地生产重要药用蛋白（特别是疫苗）的巨大潜力日益受到世人的关注。迄

今为止，利用植物生产药物、保健食品的主要方法是利用农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ）或基因
枪介导的转基因植物技术。１９９６年美国得克萨斯州生达医药集团在转基因烟草中表达了乙型肝
炎表面抗原基因（ＨＢｓＡｇ）。１９９４年Ｍａｓｏｎ等将ＨＢｓＡｇ基因转染番茄植物，并在世界上首次生
产了植物来源的可食用乙型肝炎疫苗。目前番茄、马铃薯、莴苣、烟草和香蕉等植物已被用来生

产疫苗，通过食用这些转基因植物就起到了接种疫苗的作用。利用植物基因工程的方法生产人类

所需的医疗食用保健品还刚刚起步，但发展的潜力不可低估。可以预言，在不久的将来，将会有

更多的源自植物基因工程的医药食用保健品问世。随着表达技术的进一步完善，植物将成为高效

的绿色生产线。

又例如，将一种有助于心脏病患者血液凝结作用的酶基因克隆到牛或羊中，便可以在牛乳或

羊乳中产生这种酶。又例如，把人的血红素基因克隆到猪中，最后，猪的血可以用作人类血液的

代用品。这些都是转基因动物生产特殊成分的例子。

美国ＦＤＡ（食品与药物管理局）明文规定，营养医用品必须是科学研究的结晶，是生物高
技术的产品，这些产品的组成、结构和作用机理必须得到科学的阐明，传统的、经验的、作用不

明确或功能不稳定的产品不能作为营养医用品销售，ＦＤＡ也不会受理和批准。营养医用品一般
分为三类：食物保健品、功能性食品和药用食品。尽管营养医用品的发展速度惊人，但是市场潜

力很大，目前只能满足市场需求的１０％～１５％，欧美等发达国家在此领域已经开始了激烈的竞
争，几乎全球最大的公司都纷纷投资营养医用保健品的研究开发。一些巨型生物技术公司，更是

将某些营养保健品作为拳头产品来发展，原因正如ＩｎｔｅｒＮｕｔｒｉａ公司总裁所说：“一种药物需要１０
年以上的开发时间和至少２５亿美元的资金才有可能走向市场，而营养医用品只需要几百万美元
和几年的时间。更重要的是，营养医用品的利润也非常大”。

３利用基因工程菌株来改善发酵食品的品质和风味 酱油风味的优劣与酱油在酿造过程中
生成氨基酸的量密切相关，而参与此反应的羧肽酶和碱性蛋白酶的基因已克隆并转化成功。在新

构建的基因工程菌株中碱性蛋白酶的活力可提高５倍左右，羧肽酶的活力可大幅提高１３倍。另
外，在酱油酿造过程中，木聚糖可与酱油中的氨基酸反应生成褐色物质，从而影响酱油的风味。

而木聚糖的生成与制造酱油的米曲霉中木聚糖酶的含量与活力有密切关系。现在米曲霉中的木聚

糖酶基因已被成功地克隆，利用反义ＲＮＡ技术抑制该酶的表达所构建的工程菌株酿造酱油，可

·８０４· 第八章 转基因食品的发展与食品安全



大大地降低这种不良反应的进行，从而酿造出颜色浅、口味淡的酱油，以适应特殊食品制造的需

要。酱油制造中和压榨性有关的多聚半乳糖醛酸酶、葡聚糖酶、果胶酶等的基因均已被克隆，当

用高纤维素酶活力的转基因米曲霉生产酱油时，可使酱油的产率明显提高。

双乙酰是影响啤酒风味的重要物质，当啤酒中双乙酰的含量超过阈值（００２～０１０ｍｇ／Ｌ）
时，就会产生一种令人不愉快的馊酸味，严重破坏啤酒的风味与品质。双乙酰的产生与还原贯穿

整个啤酒发酵过程，在正常的发酵过程中，双乙酰是由酿酒酵母细胞产生的α?乙酰乳酸经非酶促
的氧化脱羧反应自发产生的。去除啤酒中双乙酰的有效措施之一是利用α?乙酰乳酸脱羧酶，但由
于酵母细胞本身没有该酶的基因表达，因此利用转基因技术将外源α?乙酰乳酸脱羧酶基因导入酿
酒酵母细胞，并使其表达，是降低啤酒中双乙酰含量的有效途径。Ｓｏｎｅ等用乙醇脱氢酶的启动
子和穿梭质粒载体Ｙｅｐ１３将产气肠杆菌α?乙酰乳酸脱羧酶基因导入到酿酒酵母中，并使其表达。
当此转基因菌株进行啤酒酿造时，可使啤酒中的双乙酰含量明显下降，且不影响其他的发酵性能

和啤酒中的正常风味物质。但由于用此法所构建的基因工程菌株中的α?乙酰乳酸脱羧酶基因是存
在于酵母的质粒而不是染色体上，因而使该基因易于随着细胞分裂代数的增加而发生丢失，造成

性能的不稳定。因此，Ｙａｍａｎｏ等将外源的α?乙酰乳酸脱羧酶整合入啤酒酵母的染色体中，从而
构建了能稳定遗传的转基因酵母。使用这种转基因酵母酿制的啤酒，也能明显降低啤酒中的双乙

酰含量，而且不会对啤酒酿造过程中的其他发酵性能造成不良影响。

在奶酪工业中，近年来成功地将牛胃蛋白酶的基因克隆入微生物内并使其表达，由此构建的

基因工程菌可用来生产牛胃蛋白酶，彻底解决了奶酪工业受制于牛胃蛋白酶来源不足的问题。

４改善动物性食品品质 在传统的畜牧业中，改良动物品质性状的主要手段只能是通过动
物杂交育种和优化动物的饲养条件，但总的来说效果不理想，无法克服动物本身的限制。２０世
纪８０年代发展起来的转基因技术为改良动物品质，培养优良品种提供了有效途径。该技术是从
目的供体中获得带特定优良性状的ＤＮＡ片段（目的基因），然后直接或通过载体导入受体物种
的胚胎内，或通过对自身基因的加工修饰的方法来培育出优良的品种。

我国较大规模地进行转基因动物的研究与产业化的开发，是我国“８６３”计划最早实施的高
技术项目之一。经过几十年的努力工作，取得了许多十分显著的成绩，先后获得了生长速度快、

瘦肉率高、对某些病毒有一定抗性的转基因猪。

改善奶的营养成分或生理生化特征也是人们希望通过转基因动物来实现的目的之一。牛奶中

含有大量的乳糖，大概有７０％的人的消化道不能很好地消化这部分物质，未被消化的乳糖最后
在小肠内被细菌分解为易挥发性的短链脂肪酸、水和二氧化碳，从而导致肠乳糖酶缺乏症，表现

为腹痛、恶心、腹泻，严重的甚至会引起脱水。那么能否减少乳汁中乳糖的含量呢？Ｂｅｒｎａｒｄ等
用乳腺特异性表达启动子（α?乳清蛋白基因启动子）与肠乳糖酶?根皮苷水解酶基因ｃＤＮＡ构建
了表达载体，并通过显微注射的方法育成了转基因小鼠。目的基因在泌乳期的转基因母鼠乳腺的

泡状细胞的顶端得到表达且具有活性。分泌出的乳糖酶进入乳汁，锚定在脂肪小体的外膜。乳糖

酶使小鼠乳汁中乳糖的含量减少了５０％～８０％，而脂肪和其他蛋白质的含量则没有明显的变化，
吃这种低乳糖小鼠奶的小鼠发育正常。

５改良食品加工工艺 啤酒制造中，大麦醇溶蛋白含量有一定的要求，如果大麦中醇溶谷
蛋白含量过高，会影响发酵，使啤酒容易产生混浊，使其过滤困难。采用基因工程技术，使另一
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蛋白基因克隆到大麦中，便可相应地使大麦降低醇溶谷蛋白，以适应生产要求。通过转基因技术

改良麦谷蛋白和麦醇溶谷蛋白的组成比例以改善其面团的流变学特性，提高它的烘焙性能。

牛乳加工中，如何提高热稳定性是个关键问题。牛乳中的酪蛋白分子含有丝氨酸磷酸，它能

结合钙离子而使酪蛋白沉淀。现在可以采用基因操作，增加κ?酪蛋白编码基因的拷贝数和置换，

κ?酪蛋白分子中Ａｌａ?５３被丝氨酸所置换，便可提高其磷酸化，使κ?酪蛋白分子间斥力增加，以
提高牛奶的热稳定性，这对防止消毒奶沉淀和炼乳凝结起重要作用。

６改良菌种性能 第一个采用基因工程改造的食品微生物为用于面包制造中的酿酒酵母
（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）。由于把具有优良特性的酶基因转移至该菌中，使该菌含有的麦芽糖
透性酶（ｍａｌｔｏｓｅｐｅｒｍｅａｓｅ）及麦芽糖酶（ｍａｌｔａｓｅ）的含量比普通面包酵母高，面包加工中产生
二氧化碳气体的量也较高，最终制造出膨发性能良好的、松软可口的面包产品。这种基因工程改

造过的微生物菌种（基因菌）在面包烘焙过程中会被杀死，所以，使用时是安全的。

啤酒发酵生产是采用酿酒酵母，但由于该微生物不存在α?淀粉酶，使谷物淀粉液化成糊精。
现在已能采用基因工程技术，将大麦中α?淀粉酶基因转入酿酒酵母中并实现高效表达。这种酵母
便可直接利用淀粉进行发酵，可缩短生产流程，简化程序，使啤酒生产的工艺得以革新。

干啤酒具有纯正、爽口、低热值等特点，有益于人体健康，其发酵的特点是麦汁发酵度要高

（７５％以上）。要求提高麦汁中可发酵性糖比例，就必须外加糖化酶或异淀粉酶来解决。Ｌａｎ
ｃａｓｈｉｒｅ等把Ｓｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ或Ｓｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ的糖化酶基因引入酿酒酵母中表达和分泌，便可直接
发酵生产干啤酒和淡色啤酒。

将霉菌的淀粉酶基因转入Ｅｃｏｌｉ，并将此基因进一步转入酵母单细胞中，使之直接利用淀
粉生产酒精，省掉了高压蒸煮程序，可节约６０％的能源，缩短了生产周期。

７应用于酶制剂的生产 凝乳素（ｃｈｙｍｏｓｉｎ）（又称凝乳酵素）是一种酶，用于凝结牛奶产
生干酪。过去加工者必须从乳牛的第四胃内获得凝乳素；现在可从那些遗传改良菌中提纯，并且

这种工艺得到的凝乳酶在结构上同自然生成的一样。美国大约有６０％的硬性干酪所使用的凝乳
素是从遗传改良菌中提取而来的。还有很多的其他酶也已经用转基因技术来生产。

二、人们对转基因食品的争论

转基因食品虽然对人类健康带来了很大的好处，但是各国对于转基因食品的安全性问题的担

忧程度看法不一。这里简述主要的争论和担心的问题。

（一）对人类健康会产生影响

１食品携带的抗生素基因有可能使动物与人的肠道病原微生物产生耐药性 这是人类最关
心的问题。最近，英国一位科学家在著名医学杂志《柳叶刀》上发表论文，宣称实验用的大鼠在

食用转基因马铃薯以后，肝脏受到损伤，免疫系统受到削弱，由此掀起了国际社会对转基因食品

安全性广泛争论的序幕。２１位著名科学家支持这位科学家的工作。但英国皇家学会对此事专门
组织科学家调查研究后认为，该科学家的实验从设计、执行到分析，多方面都有缺陷，不应过早

得出结论。认为喂食转基因马铃薯与对照所得的数据虽然看上去有一些差异，但因受到实验技术

的限制和不正确的生物统计学，这些差异说明不了问题。
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２抗昆虫农作物的安全性 有人认为，抗昆虫农作物体内的蛋白酶活性抑制剂和残留的抗
昆虫内毒素，可能对人体健康有害。他们认为，抗昆虫农作物体内的蛋白酶活性抑制剂和抗昆虫

内毒素，既然能使咬食其叶片的昆虫的消化系统功能受到损害，那么谁又能担保其叶片、果实、

种子不会对人畜产生类似的伤害呢？所以奥地利、卢森堡规定禁止进口转基因抗虫玉米。

３抗除草剂作物的安全性 随着基因改造的抗除草剂农作物的推广，可能导致除草剂的用
量增加，从而导致除草剂在食品中残留量加大。应用抗除草剂转基因作物具有极大的经济和社会

效益，但也存在一定的风险。就是抗除草剂转基因作物的“杂草化”，一是抗性作物自身的“杂

草化”，包括抗性作物逃逸生成杂草和自生苗对下茬作物的危害。二是抗除草剂转基因作物的抗

性基因“漂移”到杂草上，导致抗药性杂草产生。

抗除草剂转基因作物的抗性基因“漂移”到杂草上，导致抗性杂草的产生，增加防除难度。

研究结果表明，有很多作物能和他们的近缘杂草杂交，从而使抗性基因转移到杂草上。所以如果

种植转基因作物后，不进行适当的管理，只依赖除草剂来防除杂草，将会导致除草剂使用量的增

加，从而加重食品和环境的污染，反而取得相反的效果。即使在培育抗除草剂作物时选用那些公

认较安全的除草剂，长期大量施用它们，也会造成影响。

４引入病毒外壳蛋白基因的抗病毒农作物可能对人体健康产生危害 从目前看，尚无确凿
的证据能证明转基因食品对人类健康有直接影响，但人们的担心依然存在。

（二）对环境和生态的影响

１转基因作物本身可能变为杂草甚至导致超级杂草的产生 转基因作物本身可能变为杂草，
并且如果转基因高产作物一旦通过花粉导入方式将高产基因传给周围杂草，会引发超级杂草出

现，对天然森林造成基因污染，对这些地区的其他物种带来不可预见的后果。

２转入毒蛋白基因的作物的花粉可能有安全问题 转入毒蛋白基因的植物，如果毒蛋白能
在花蜜中表达，则可能引起蜜蜂等传粉昆虫和植物群落的崩溃，甚至有可能危及其他动物以及人

畜的栖居环境和身体健康。

３有可能污染人类的食品供应 如果用于食品的植物通过基因改良成为药用植物，那么通
过异花授粉会使食用植物产生药性，从而污染人类的食品供应。

４有可能产生超级病毒或新病害 转基因作物可能产生新的超级病毒或新的病害。

５未来破坏环境的可能 作为人工制造的转基因作物，可能成为自然界不存在的外来品种，
若干年后可能对环境造成破坏。

６会威胁生物多样性 转基因作物对非目标生物会有伤害，对生物多样性形成威胁。

７利益驱动有可能导致农业崩溃 遗传工程技术公司为了赢利，想办法用了一种“终止子”
技术。如果转基因不育品种的不育基因在种植地大肆传播，会导致当地农业崩溃。美国ＤＰＬ
（ＤｅｌｔａａｎｄＰｉｎｅＬａｎｄ）公司和美国农业部联合申请该专利，并于１９９８年３月获得美国专利局的
批准。该专利技术可使作物种植后得到的种子是不育的，虽然收获了种子，但不能留作种用。该

项技术的大致程序是，用遗传工程的技术把终止子基因插入到作物中得到转基因作物的种子；种

子公司在种子出售前再加上一种诱导剂，农民播种后长出正常的植株，收获成熟的种子。该种子

在油脂、蛋白质等方面都是完全正常的，但不能当作种用，因为在诱导剂的作用下，加入的毒素

基因启动产生了毒素，在种子成熟收获前就杀死了胚胎，因此这种种子不能发芽当生产用种。
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“终止子技术”获得后引起国际上很大的反响。许多国家认为，由于外观上分不清终止子技术生

产的种子，通过出售或交换不能发芽的种子，播种后可能会对生产造成不可弥补的损失，通过花

粉非故意传播会造成不育基因在种植地大肆传播，会导致当地农业崩溃。为了保护世界食品，许

多国家和组织纷纷要求禁止终止子技术。

（三）对贸易和政治的影响

对转基因作物和转基因食品，欧洲和美国是两大争论阵营，他们对转基因作物的态度截然不

同，美国是竭力提倡，而欧盟则犹豫不决。１９９８年这两种态度终于发生了最激烈的碰撞，它使
美国和欧盟之间终于产生了一场一触即发的贸易危机。当时的美国总统克林顿、国务卿奥尔布赖

特等纷纷出面敦促欧盟调停这场争端，措辞强硬的信函更是不断地发往欧盟总部，虽然当年的贸

易对美国的经济影响不大，但对今后欧盟贸易的影响则是深远的，美国据理力争。最后，随着欧

盟的妥协，才算告一段落。

转基因作物的贸易纷争实际是欧美贸易和政治关系的又一次对抗。欧美的经济和政治利益矛

盾冲突已久，对转基因作物的争论已经远不是技术本身的一些争论。

第三节 转基因食品的安全性评价

随着转基因食品技术的不断成熟，转基因作物由实验室走向大田种植，不少作物走向商品化

发展。但是对转基因食品的安全性争论仍然很激烈，转基因作物的生态风险、可能带来的环境问

题、转基因产品作为食品对人体健康问题、产品加贴标签问题、运输问题、国际贸易问题、知识

产权问题等已引起世界性的所谓“生物安全”的论战。拥护者以各种形式促进其更快地发展。反

对者则以示威游行，甚至毁坏大田实验等各种行动来进行抵制。１９９９年１月在哥伦比亚召开的
转基因食品安全国际研讨会上，各国代表矛盾尖锐，争论激烈，结果不欢而散。转基因产品的安

全性问题实际上已由学术观点分歧，发展到知识产权、环境问题、经济问题甚至政治问题。但总

的来说转基因产品的商品化是知识经济成功的一个范例。

作为农产品生产和出口大国，美国在生物技术的开发和应用上都走在世界前列。美国宣称转

基因食品与传统的食品一样，是安全并且对人体无害。

欧盟等认为转基因食品应用于生产和消费的时间尚短，食品的安全性和可靠性都有待于进一

步的研究和证明，转基因食品可能会导致一些遗传学或营养成分的非预期改变，可能会对人类健

康产生危害。转基因食品对人类健康和环境的影响要经长期考察，有的甚至要在几十年之后才会

显现出来，例如，农药ＤＤＴ在研制生产的初期，是经过安全性试验证明对人类是无害的，但经
过几十年后才发现ＤＤＴ残留的危害，并且由于残留时间较长，很难在短期内解决。所以可以想
像，转基因食品一旦对人类健康和环境平衡造成了破坏，恢复起来将非常困难，因此必须采取谨

慎的态度。

一、转基因食品的安全问题

新的技术带来了社会、经济、环境和技术的效应，同时也带来了新的问题。
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随着转基因技术作物（食品）的商品化生产，食品安全性越来越受到广泛的关注。传统的毒

理学的食品安全性评价方法已经不能适用于转基因技术食品。１９９０年召开的第一届ＦＡＯ／ＷＨＯ
联合专家咨询会议在安全性评估方面迈出了第一步。会议讨论了来源于动物、植物和微生物的各

类食品。对每一类食品，考虑了在进行生物技术食品安全性评价时的一般性和特殊性问题。最

后，会议提出了生物技术添加剂和食品的安全评价策略，建议安全评价应基于被评价食品和

（或）食品成分的分子、生物和化学的特征，并基于以上方面的考虑来决定对该食品进行传统毒

理评价的必要性和范围。会议明确阐述了“转基因食品及食品成分的安全性评价策略是基于产品

被加工过程的充分了解，以及产品本身的详细特征描述”。对于有关毒理学评价方面，会议认为

“经典毒理实验在整个食品的安全性评价方面可以有限度地应用⋯⋯即使对于一直使用这些评价

程序的食品，也有必要重新回顾，以期开发出更新的安全性评价途径”。１９９０年经合组织
（ＯＥＣＤ）提出了食品安全性分析的原则———实质等同性（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ）原则。１９９６年
第二届ＦＡＯ／ＷＨＯ联合咨询会议重申了１９９０年的咨询会议的总建议，强调建议全面完善的食品
法规对于保护人类健康是至关重要的。目前，各国及国际机构均在积极制定相应的条例，以便在

促进生物技术发展的同时，保障环境安全及人类健康。

人们对转基因食品的担忧基本上可以分为３种，一是新加入的基因在无意中对消费者造成健
康威胁；二是新基因给食物链其他环节造成无意的不良后果；三是人为强化转基因作物的生存竞

争性，对自然界生物多样性的影响。其中转基因食品对人类的健康问题是最被关注的问题，这样

就需要对其主要的营养成分、微量营养成分、抗营养因子的变化、有无毒性物质、有无过敏蛋白

以及转入基因的稳定性和插入突变等进行检测，重点是检测其特定差异。另一个问题是对转基因

产品的标记基因的安全性评价，虽然国际上认为大部分使用的标记基因是安全的，但有些基因的

安全性仍不能肯定。可安全使用的标记基因，仅指基因本身，并不包括启动子、终止子、基因的

多效性及其他多种可能的次生效应。次生效应可因插入位点不同而异，而迄今为止，人类尚无法

预测基因的插入位点，也不能做到基因准确的定点整合。所以，标记基因的安全也是转基因食品

安全性评价的一个重要方面。

二、转基因食品的安全性要求

ＩＦＢＣ（国际食品生物技术委员会）与 ＷＨＯ／ＦＡＯ专家评议会认为，用传统生物技术（杂
交、培育、突变）生产的食品一般是安全的。现在人们担忧的问题是用基因工程技术（如用

ＤＮＡ重组技术）生产食品的安全性。基因工程技术生产的食品不论是用微生物生产的食品，还
是植物性或是动物性食品，其安全性都应从宿主、载体、插入基因、重组ＤＮＡ、基因表达产物
和对食品营养成分的影响几方面来考虑。具体的要求有：

①对提供目的基因的供体和接受基因改造的受体，必须明确其在生物学上的分类和基因型及
表型。

②进行基因改造用的基因材料（包括目的基因和载体）的片段大小和序列必须清楚，不能编
码任何有害物质。

③避免基因改造食品携带的抗抗生素基因在人体胃肠道向病原微生物转化使之产生耐药
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性。所以要求对载体进行改造，尽量减少载体向其他微生物转化的可能性。对于基因改造后

含活微生物的食品，微生物不能携带含抗抗生素基因。对于携带含该抗抗生素基因的微生物

所产生的食品成分，它不能含有该活微生物和编码抗抗生素的遗传材料。对于转基因植物性

食品，虽然由启动子控制的抗性基因转化到微生物中表达的可能性很小，但也不排除在某些

条件下表达的可能性。所以要对这些条件加以研究，限制一些不是很明确的抗性基因在植物

性食品中的应用。

④引入外源基因的重组ＤＮＡ要稳定，即外源基因的插入不能导致宿主内某些功能基因的失
活和某些基因的激活，从而导致一些毒性物质的产生。基因改造后的生物体不应含有任何有害物

质。

⑤生物改造食品若含有活的基因改造微生物，该微生物在体内的增殖不应对体内肠道正常菌
群有任何不利的影响。

⑥含致敏源的基因改造食品，必须加以标明后方可进入市场。对含潜在过敏源的新蛋白质基
因的转基因食品，相关机构必须进行对人体进行健康监测。转基因表达产物对该食品的营养成分

和生物利用率不应有负面影响。

⑦对转基因微生物、动物和植物性食品，要建立一个包括其分子特性、营养成分、毒素及其
结构、过敏成分及其氨基酸序列等的数据库，可以很方便地从中获取资料并与传统食品进行比

较。

三、转基因食品安全性评价的目的

以重组ＤＮＡ技术为代表的现代生物技术（特别是基因工程技术）在为人类生活和社会进步
带来巨大利益的同时，有时也有可能对人类健康和环境安全造成不必要的负面影响，所以世界各

国高度重视生物安全的管理，尤其是对转基因食品的管理，包括安全性的研究、评价、检测和控

制措施等技术内容。其中，安全性评价是安全管理的核心和基础，主要目的是从技术上分析生物

技术及其产品的潜在危险，确定安全等级，制定防范措施，防止潜在危害，也就是对生物技术研

究、开发、商品化生产和应用的各个环节的安全性进行评价，以期为有关安全管理提供决策依

据，使其在保障人类健康和生态环境安全的同时，也有助于促进生物技术的健康、有序和可持续

发展，达到兴利避害的目的。

（一）提供科学决策的依据

对转基因食品进行安全性管理和科学决策的基础是对转基因食品进行安全性评价。虽然对于

安全性的理解和要求，可能因人、因国而异，但需要对每一项具体工作的安全性或危险性进行科

学、客观的评价，划分安全等级。安全性评价的结果是制定必要的安全监测和控制措施的工作基

础，又是决定该转基因食品能否投放市场或者进行商品化生产的主要科学依据。

（二）保障人类健康和环境安全

安全性评价是保障人类健康和环境安全的需要。通过安全性评价，可以明确该转基因食品是

否存在危险、存在哪些危险及危险程度，从而可以有针对性地采取相应的措施控制食品原料或者

加工过程中的一些操作技术问题，避免或减少其对人类和环境造成的危害。
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（三）回答公众疑问

安全性评价是回答公众有关转基因食品安全性的需要，由于现代生物技术对基因操作的强大

能力和人类目前对自然的认识能力水平有限的现实，社会对生物技术及其产品的高度关注和种种

疑虑是必然的，也是可以理解的。对于有关的生物技术，尤其是对转基因产品向自然环境释放和

生产应用进行科学、合理的安全性评价，有利于消除公众因缺乏全面了解而产生的种种误解，形

成对生物技术安全性的正确认识，既不对转基因食品一概地拒绝，也不是对它不予理会或完全没

有安全意识。

（四）促进国际贸易，维护国家权益

进行安全性评价是促进国际贸易和维护国家权益的需要，随着全球经济一体化的发展，国际

贸易日益发达，国际竞争日趋激烈，这一点在２１世纪的生物技术产业可能会表现得极为突出。
转基因技术及转基因食品的安全水平与其操作技术、操作方法和其所处的环境具有极其密切的关

系，在一个国家认为比较安全的转基因食品，在另一个国家就可能是不安全甚至是十分危险的。

所以，对于进出口转基因食品和加工的转基因食品原料的安全性评价和检测水平，不仅关系到国

际贸易的正常发展和国际竞争力，而且还关系到国家的形象和权益。

（五）促进生物技术可持续发展

进行安全性评价是保证和促进生物技术和其产品的稳定、可持续发展的需要。转基因食品的

安全性问题关系着人类安全、健康和自然环境，是自现代食品生物技术兴起以来一直受世界关注

和争论的焦点，曾经引起一些国际风波。随着转基因食品在世界各地的农业、食品、保健食品和

医药行业的产业化进程的飞速发展及其体现出来的巨大应用前景，其安全性问题日益紧迫。由于

不了解或其他原因，一些团体和个人组织的反对生物技术，反对转基因食品的抗议和破坏活动在

一些国家时有发生，很不利于转基因技术及转基因食品的健康发展。通过对转基因的安全性评

价，科学、合理、公正地认识生物技术的安全性问题，及时地采取适当的措施对其可能产生的不

利影响进行防范和控制，这样转基因食品对人类健康和生态环境的潜在危险就可以避免或者降低

到可接受程度。只有这样，转基因食品才能逐渐被世界普遍接受，转基因食品的产业化才能走上

健康、有序、持续发展的道路。

四、转基因食品安全性评价的原则

（一）ＩＦＢＣ提出的评价原则

ＩＦＢＣ于１９８８年提出用判定树（ｄｅｃｉｓｉｏｎ?ｔｒｅｅ）的原则与方法对转基因食品进行安全性评价。

ＩＦＢＣ制定的判定树原则包括三个层次：①了解被评价食品的遗传学背景和基因改造方法；②检
测食品可能存在的毒素；③进行毒理学试验。
但是没有必要对三个层次都进行工作，一旦在某个层次上得到了满意的答案，便无须再进入

下一个层次的工作。

（二）ＷＨＯ和ＦＡＤ联合提出的评价原则

ＷＨＯ和ＦＡＯ联合专家评议会制定的生物技术食品的安全性评价政策与原则着重强调：

①安全性评价应以科学为依据，慎重与灵活相结合。考虑适用性，适应生物技术的发展，不
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能高估转基因食品的安全性，也不能低估转基因食品的安全性。

②任何生物技术食品的安全性评价应首先阐明其分子、生物学和化学特性。分子特性是对基
因改造生物体过程中所运用的技术进行详细阐述，包括目的基因和载体的成分与特性，以及载体

向宿主转化的方法等。生物学特性主要是明确目的基因的供体和宿主的分类、基因型及表型，了

解其产生毒素的特点、致病力与感染性。化学特性就是对基因表达产物进行化学结构分析。采用

以分子、生物学和化学分析数据为依据，与传统食品相比较的原则，按个案决定所需的毒理试验

的项目和范围分析。若分子、生物学和化学分析表明该食品与传统的且其安全性已被广泛接受的

某种食品相似，就不需要进行毒理学实验。而对没有安全使用历史的转基因食品，就需要进行广

泛的毒理学评价，如果必要的话还需要进行志愿者试验，尤其是转基因食品的营养和致敏性试

验。

③转基因微生物产生的食品，若分子、生物学和化学分析表明与传统食品相一致，则主要是
对其杂质和加工方法进行评价，强调在加工过程中实施关键控制点危害分析（ＨＡＣＣＰ）与良好
的生产规范。

④对于转基因动物性食品，哺乳类动物本身的健康也可作为安全性评价的标志，因为转入外
源基因的负效应可在动物本身的生长发育障碍和繁殖能力下降得以反映。当然有些鱼类和无脊椎

动物自身可产生毒素，需要做进一步的评价。

⑤对已进行安全性评价的食品，并且已被批准使用的，要进行有计划的人群摄入后的健康检
测。

五、转基因食品安全性评价的方法

（一）实质等同性原则

为促进制定转基因食品安全性评价的国际条例和国际贸易，１９９０年联合国粮农组织（ＦＡＯ）
与世界卫生组织（ＷＨＯ）联合召开了“食品安全性与生物技术的专家咨询会议”，并于１９９１年
出版了咨询报告《生物技术食品安全性分析的策略》（ＷＨＯ，１９９１）。１９９２年美国的ＦＤＡ公布
了转基因植物作为食品的政策，政策规定，来自重组ＤＮＡ技术的植物新产品及其产品，不需要
由ＦＤＡ作市场前评价和批准，除非它引起新的安全性问题。经济发展合作组织（ＯＥＣＤ）１９９３
提出了“现代生物技术食品安全性评价：概念和原则”的报告，报告引入了实质等同性（ｓｕｂ
ｓｔａｎｔｉａｌｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ）的概念。ＷＨＯ于１９９５年将实质等同性原则应用于现代生物技术产生的植物
性食品的安全性评价。实质等同性即基因工程食品及成分是否与目前市场上销售的食品具有实质

等同性，这是转基因食品安全性评价的最为实际的途径。其概念是：如果某种转基因食品或食品

成分与已经存在的某一食品或成分在实质上相同，那么在安全性方面，前者可以与后者等同处理

（即新食品与传统食品同样安全）。

实质等同性本身不是危险性分析，是对转基因食品与传统市售食品的相对安全性比较。它是

一种动态的过程，既可以是很简单的比较，也可能需要很长时间，这完全取决于已有经验和食品

及食品成分的性质。

实质等同性分析可在食品或食品成分水平上进行，这种分析应尽可能以物种（如大豆单独作
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为一个物种）作为单位来比较，以灵活地用于同一物种生产的各类食品。分析时应考虑该物种及

其传统产品的自然变异范围。分析的内容包括ＧＭＯ的分子生物学特征、表现特征、主要营养
素、抗营养因子、毒性物质和过敏原等。进行实质等同性比较所需的数据可以来自现有的数据

库、科学文献、父代或其他传统亲缘种系积累的数据。

实质等同性比较的主要内容：对植物来说包括形态、生长、产量、抗病性及其他有关农艺性

状；对微生物来说，包括分类学特征（如培养方法、生物型、生理特性等）、定殖潜力或侵染性、

寄主范围、有无质粒、抗生素抗性、毒性；对动物来说包括形态、生长生理特征、繁殖、健康特

征及产量。

对食品成分的比较内容有：主要营养素（脂肪、蛋白质、碳水化合物、矿物质、维生素）及

抗营养因子（如豆科作物中的蛋白酶抑制剂、脂肪氧化酶）、毒素（如马铃薯中的茄碱、番茄中

的α?番茄素、小麦中的硒等的含量有否增加）和过敏原（例如巴西坚果中的２Ｓ清蛋白）。
（二）等同与相似原则

科学会欧洲分会新食品领导小组提出采用等同与相似原则来评价食品的安全性（ｓａｆｅｔｙａｓ
ｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｆｏｏｄｂｙｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ，ＳＡＦＥＳＴ），对用基因工程技术生产的食品
要从营养和毒理学两方面按个案进行评价。在评价一种食品的安全性时，应首先了解其背景资

料，包括食品名称、来源（动物、植物还是微生物）、基因改造方法（宿主、载体、插入基因、

重组生物体的特性）、人体摄入量、使用目的及使用人群（是否是特殊人群，如儿童、孕妇等）、

加工方法及食品成分等。同时确定待评价的实验样品与实际生产的和人类实际消费的食品是否一

样。用实质等同性的概念将植物、动物、微生物基因工程食品归为三类：①转基因食品或食品成
分实质上完全等同于现有的食物；②除了某些特定的差异，与现有食品及成分具有实质等同性；

③某一食品没有比较的基础，即与现有食品没有实质等同性。

１对第１类食品的评价 对成分单一，生物化学特性清楚的食品，相同与相似系指，与传
统的安全食品相比，两者的生物化学特性一致，差异仅在传统食品自然变异范围之内。对成分复

杂的复合食品，相同与相似是指食品成分、营养价值、体内代谢途径、膳食中的作用、杂质水平

在已知食品的变异范围之内，就不需要进行进一步的营养和毒理学评价。两者应等同看待。

２第２类食品的评价 第２类食品与传统食品极为相似，但存在某个新成分和新特性，或
缺乏某个成分与特性的基因改造食品，其不同成分与特性应作为进一步分析和评价的靶点。这两

种食品确定的差异包括：引入的遗传物质是编码一种蛋白质还是多种蛋白质，是否产生其他物

质；是否改变内源成分或产生新的化合物。引入ＤＮＡ和信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）本身不会有安全性
问题，因为所有生物体的ＤＮＡ都是由四种碱基组合而成的。但对应引入的基因的稳定性及发生
基因转移的可能性做必要的分析。

新食品的安全性评价应主要考虑基因产物及功能，即蛋白的结构、功能和特异性及食用历

史。这些应在前期进行，然后决定是否需要以及采用何种安全性评价方法来确定蛋白质的安全

性。通常蛋白质不会引起大的安全性问题，因为人类饮食中含有大量的蛋白质组分，如典型的真

核细胞含有数以万计的不同蛋白质。并且遗传多样性、基因的多个等位点以及翻译后加工（糖基

化或甲基化）同时也导致了食用蛋白的多样性。一般来说，已食用的蛋白质或其功能上与可安全

食用的已知蛋白功能类似的蛋白质（包括某些小的结构或其功能的变化）不会引起安全性问题。
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但若蛋白的功能不同，则要做潜在毒性和过敏性分析。对于蛋白质产物的安全性和由其产生的其

他物质，包括脂肪、碳水化合物、小分子化合物（内源组分的改变或新组分的产生）的安全性应

该加以注意。

目前已知有少数蛋白对脊椎动物有毒性，这些蛋白的特性多数已经明确。了解引入基因（蛋

白）的来源、序列及其功能，便可明确其蛋白质的安全性。若基因来源于对哺乳动物有毒、可产

生毒蛋白的生物，或者引入蛋白与已知哺乳动物毒素蛋白在氨基酸序列上有明显的同源性，则应

进行急性毒性试验或其他体外、体内试验。同样，若基因来自于已知的过敏食物原，则应防止过

敏原的转移。

若某种蛋白功能上与内源蛋白相同或类似，则不可能引起明显的安全性问题。如来自苏云金

杆菌（简称Ｂｔ菌）的杀虫晶体蛋白，因为它特异地作用于靶昆虫，对哺乳动物、鱼类和非靶昆
虫无害，故就其而言，重要的是其特异性和作用模式。体外试验证明这种杀虫蛋白能特异地与靶

昆虫的肠细胞结合，而在哺乳动物组织中无结合点。因此根据Ｂｔ蛋白的结构、功能、特异性及
消化降解等特点并不要求对其做动物急性毒性试验。

一般来讲，人们对通过基因修饰引入食品中的蛋白质已经了解得比较清楚，并且已知它不会

对脊椎动物产生毒性作用。若在研究过程中该蛋白不表现出异常的功能，一般不需要做进一步的

安全性测试。若通过证实与已知蛋白质毒素、过敏原不具有类似的氨基酸顺序，可在模拟哺乳动

物胃肠环境下进行蛋白质快速水解来测定水解速率。若蛋白不能被很快降解，则应考虑进一步的

检验如急性毒性试验、过敏检测等。

对有些蛋白质或加工后的食品，依据其蛋白质或食品产品的功能可能需要谨慎考虑。如，某

些蛋白质是抗营养因子（如凝集素和蛋白酶抑制剂），因此含这类毒素物质的食品生吃时会产生

毒害。但由于加工过程可减少或消除一些毒性物质，在加工后的食品是安全的。

蛋白若具有酶功能，则可产生碳水化合物、脂肪、油或小分子化合物。对碳水化合物来说，

主要是淀粉的改造，如直链淀粉和支链淀粉的含量以及支链淀粉的分支性。这种修饰的淀粉可能

在功能和生理上与食物通常存在的淀粉一样，不会引起任何特殊的安全性问题。但若果蔬中产生

了高浓度的这种不易消化的碳水化合物（正常情况下果蔬中很低），或者经修饰后可将易消化的

碳水化合物转成不易消化的形式，则应对其营养和生物功能做进一步的分析。若脂肪和油类的成

分和结构改变，则可能导致明显的营养改变或显著改变其消化性，这就有必要特别表示产物，以

反映其结构中的新组分。再次，对于链长大于２２个碳的脂肪酸、有环状取代基的脂肪酸、脂肪
酸中存在原来脂肪和油类中没有的功能基团、已知有毒性的脂肪酸（如芥子酸）等，一般应考虑

其安全性。在对食品中新成分的实质等同性比较的工作中，若存在对照食品，可参照现有食品中

的同一成分来进行。

基因可以引入到生物体中编码一种或多种蛋白质，在受体生物中产生一种新的或修饰的小分

子组分。这些产物的安全性评价应该考虑产物的信息、特征、其他食物中相同或类似产物的安全

食用历史等。在某些情况下还需要做进一步的测试，包括适当的体内、体外试验。具体做法则根

据产物的特异性程度、对其功能了解的多少、与食品中现有物质的相似程度等来决定。

３对第３类食品的评价 第３类食品没有与相应或类似的食品作为比较，例如将来有可能
将基因组区段转入某一生物而该基因组区段的功能可能仅经部分鉴定，那么评估该转基因食品或
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食品成分就应根据其自身的成分和特性研究来进行，并需要进一步做广泛的毒理学评价。

第３类食品中，若某种食品或食品成分与现有食品成分无实质等同性，这并不意味着它一定
不安全，但必须考虑这种食物的安全性和营养性。首先应该分析受体生物、遗传操作和插入

ＤＮＡ、遗传工程体（ＧＭＯ）及其产物特性如表型、化学和营养成分等。若插入的是功能不很清
楚的基因组区段，同时应考虑供体生物的背景资料。

考虑到转基因食品的种种特殊性，对食品的安全性分析应采取个案分析处理，依据初步鉴定

积累的资料，决定是否需要同时采用体外和特异的体内动物试验。从营养角度考虑，可能需要做

人体试验，尤其是当新食品取代传统食品并作为膳食中的主要食品时。人体试验要在动物试验证

明无毒后才能进行，还应考虑人群中有无敏感人群及各国各地区食物等的差异。

六、转基因食品安全性评价的几个问题

（一）毒性

许多生物食品本身就能产生大量的毒性物质和抗营养因子（如蛋白酶抑制剂、溶血剂、神经

毒素等）以抵抗病原菌和害虫的侵入。如大多数谷类食品含有蛋白酶抑制因子，许多豆类含相对

较高水平的凝集素和生氰糖苷。植物凝集素若食用前未被加热或浸泡除去，能导致严重的恶心、

呕吐和腹泻。生食木薯和一些豆类，其生氰糖苷含量能导致慢性神经疾病甚至死亡。

蛋白酶抑制剂（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＩ）是一类自然界中含量最丰富的蛋白种类，存在于所
有的生命体中。在植物的大多数储藏器官中（如种子和块茎中），各类蛋白酶抑制剂含量可达总

蛋白的１％～１０％，有些可达３０％。蛋白酶抑制剂在植物内的功能主要有两个方面：一是与蛋白
酶相互作用，相互制约控制生物体内细胞、组织和体液中有关的生理过程；二是防止细胞、组织

及体液中的蛋白成分被外源蛋白酶降解。蛋白酶抑制剂能与外源蛋白消化酶相互作用，形成酶?
抑制剂复合物（ＥＩ），阻断或减弱消化酶的蛋白酶的水解蛋白作用。一旦摄入蛋白酶抑制剂，会
影响外来蛋白的正常消化。同时，蛋白酶抑制剂和消化酶形成的ＥＩ复合物，能刺激消化酶的过
量分泌，通过神经系统的反馈，使生物体产生厌食反应，最终造成死亡，或者不正常发育。蛋白

酶抑制剂以其广谱抗性的特点，越来越受到人们的重视。目前已经有多种蛋白酶抑制剂基因或

ｃＤＮＡ被克隆，最引人注目的是豇豆胰蛋白酶抑制剂（ＣｐＴＩ）基因。
现有食品中许多毒素含量并不一定会引起毒效应，当然如果食品处理不当，某些食品（如木

薯和一些豆类）能引起严重的生理问题甚至死亡。评价的原则应该是：转基因食品不应含比其他

同种可食用物质更高的毒素含量。生物体在进化过程中往往会产生因突变而不再发挥作用的代谢

途径———沉默途径（ｓｉｌｅｎｔｐａｔｈｗａｙ），其产物或中间产物可能含有毒素。在通常情况下，这类途
径很少发生变异、染色体重组或被新调控区所激活现象，尤其是在具有长期安全食用历史的食品

作物中。但在转基因变种中，沉默途径有可能被激活，低水平的毒素可能在新变种中被高含量表

达，以前未产生的毒素也有可能因此产生。

任何基因转入的方法都可能导致ＧＭＯ产生不可预知的或意外的变化，包括多向效应。靠设
计一个试验来鉴别这些效应是不可能的。对于转基因食品，首先应判断其与现有食品有无实质等

同性，对关键营养素、毒素和其他成分进行比较。如果受体生物有潜在的毒性，还应检测其毒素
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成分有无变化，插入基因是否导致了毒素含量的变化或产生了新的毒素。对新食品及产品与现有

食品、成分的化学组分的比较，可更好地对潜在效应进行估计。目前可考虑的检测方法包括

ｍＲＮＡ分析、基因毒性和细胞毒性分析。
当生理生化分析方法不能解决基因修饰带来的安全性问题时，可以进一步做安全性评估。使

用的方法可以采用动物喂饲或其他毒性测试。因为动物喂饲实验有很多不足之处，所以必须根据

评价目的来设计。我们认为，应该改进动物实验方法，以适应对新的转基因食品的安全性评价需

要。将来的研究应侧重于对某些特定的毒理学临界点敏感参数的识别，例如转基因食品检测的免

疫毒性、神经毒性、致癌性与遗传毒性、多种模型动物的建立等。应当指出，对ＧＭＯ毒性的
评价还应当考虑其环境生态效应。模型动物的选择应有广泛的代表性，不应该仅限于哺乳动

物。

一般而言，蛋白质不会成为明显的安全性问题，因为在人类食物中包括了各种各样的蛋白

质。若基因来源于一种可产生哺乳动物毒素蛋白的生物，或者引入的蛋白与已知的哺乳动物毒素

蛋白在氨基酸序列上有明显的同源性，则应进行急性毒性试验或其他体外、体内试验。

有些蛋白质已知为营养颉颃物（如外源凝集素和蛋白酶抑制剂），由于食品加工中可减少或

消除这些毒性物质，适当加工后是安全的。除了蛋白质以外，其他一些物质，如脂肪酸的成分或

结构改变，可能导致明显的营养后果或显著改变其消化性，需要注意分析。

转基因食品的安全性评价包括了营养学和毒理学评价两个方面。

１营养学评价 若根据基本资料不能确定新型食品与传统食品相同或相似，则必须对其进
行进一步的营养评价，对第２类食品，应该着重于比较传统食品与基因改造食品的不同点。必要
时，对于某一特殊的基因改造食品，在动物实验确定对人体健康无害时，再进行志愿者实验以确

定营养研究的结果。对基因改造食品的营养评价应从营养价值、营养素的生物利用率和对营养素

的摄入量的影响这三方面进行。对转基因食品的营养价值的评价包含三个要素：组成成分、在膳

食中的作用（是否补充了某种营养素）和在膳食中的应用情况，结合人体的膳食摄入情况对其营

养价值进行评价。对在膳食中的作用是补充营养的食品就需要对营养素的营养利用率进行研究。

如果该食品的摄入使得某个营养素超过ＲＤＡ的１５％，就需要对该基因改造食品中该营养素的数
量、生物利用量与摄入量重新考虑。

２毒理学评价 某一新型食品或原料不足以证明与传统食品具有等同性时，就需要进一步
的毒理学资料。要求补充一些毒理学实验需要根据新食品的来源、组成、可能摄入量及适用人

群。对于第３类食品需要进行广泛的毒理学实验来评价。对于第２类食品，主要集中于传统食品
比较的不同点。某些情况下，可选用从基因食品中分离的与传统食品不同的单一成分进行实验，

而不用比较整个食品是否合适。但是对结果的解释要谨慎，因为是往往单一成分有毒性而整个食

品却没有毒性，这样可增加评价的安全性。如果该成分不易或者不可能从食品中分离出来，就需

要对整个食品进行评价。

对于毒理学评价，国内外的评价方法之间存在着一定的差异。

欧洲新食品领导小组建议的对这类食品的毒理学评价实验项目包括：毒物动力学和代谢试

验、遗传毒性、致过敏性、增殖性、致病性、啮齿类动物９０ｄ亚慢性喂养试验及其他毒性试验
（根据化学结构分类、人体接触水平决定是否进行繁殖试验和致癌试验等）。此外还需要考虑人体
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试验，包括人体对该食品的耐受水平、对人肠道正常菌群和生物学指标的影响研究。下面几个方

面仅供选择时参考，但是总的原则还是根据个案处理。

（１）毒物动力学。对新型食品或原料中特定的化学物质可能需要做毒物动力学研究。如第２
类新型食品中通常有化学物质与相似的传统食品之间有差别。研究内容通常包括吸收、分布、代

谢及排泄。

（２）遗传毒性。包括体外试验和体内致突变实验。
（３）潜在致敏性。致敏性试验主要是为了检测出引起过敏反应的蛋白质。目前对新蛋白质还
没有可靠的预测性试验。可以从经证实对可疑食品过敏的病人取血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹试验，如
果是阳性结果就需要做人体皮肤刺激试验来确定是否含有致敏成分，然后在控制的临床条件下以

双盲法对可疑过敏人群进行食品过敏试验。上述三种试验中有一个阳性的就要考虑在食品标签上

表明可能有可疑致敏蛋白质。如果新型食品或原料的历史并不能提供有过敏关联的蛋白质来源，

就需要采取另外的方法策略。一旦检测出有新蛋白质存在，就要与已知过敏原进行一系列的比较

试验：分子量、血浆中的浓度、热稳定性、加工过程中是否稳定、受ｐＨ影响、受胃肠蛋白酶消
化性、氨基酸序列、在食品中占的比例。对新型食品的潜在致敏性要进行严格的上市前试验和上

市后对食用人群的监测。食品生产工人通过吸入、皮肤接触也可能发生过敏反应。

（４）基因遗传与稳定性。在转基因食品作物中应用抗生素抗性标记基因，人类食用了含有这
种基因的食品后会不会发生标记基因在人肠道或反刍动物瘤胃中向微生物转移、保留、表达？这

在理论上是有可能的。最好不用对抗生素有抗性的标记基因，不能随便使用基因。若能确定这种

基因在消化道中能被消化酶很快地降解，危险性将不是很大。美国转基因玉米中含有β?内酰胺酶
基因，它可能从玉米转移给牲畜反刍瘤胃或消化道中的细菌，使接受β?内酰胺抗生素治疗的病人
可能面临着一定的难度和风险，因为在肠道内产生了具有抗药性细菌。而欧盟食品和动物科学营

养委员会认为产生抗药菌的可能性很小，没有临床意义。

（５）微生物定植。本身是活菌或者含有活菌的新食品需要测定这项指标。微生物定植能力通
过检测粪便中微生物含量与吃传统食品时的含量来比较。要对已经有特定的微生物或人肠道微生

物菌群定植的啮齿类动物或无菌动物进行稳定性和亚急性试验与评价，以便设计进一步的毒理学

试验。

（６）微生物致病性。本身是活菌或含有活菌的新食品需要进行致病性试验，并且在生产中要
保持菌不发生突变产毒，防止污染。

（７）啮齿类９０ｄ喂养试验。新型食品中的微量成分采用食品添加剂的传统试验，观察遗传毒
性、神经毒性、免疫毒性及生长繁殖毒性。含大量新成分的新食品中以传统的ＡＤＩ加上安全系
数法不可能进行，因为动物喂食了过量营养成分后会引起营养不平衡而掩盖了真正的毒性，建议

使用恰当的生物学标志，能早期指示特异效应而且以后做人群试验研究时有用的标志物为最好。

用动物试验研究新食品的加工工艺时，最好用人类膳食代替传统的动物饲料。

（８）验证对人类的安全性。包括耐受量、对肠道菌群谱和数量的作用以及对生物标记的效
应，新食品或原料上市后，要探讨在消费者中产生不良反应的原因。到一定时间后要进行新食品

的安全性再评价，这可借鉴药品再评价的经验。

我国对转基因食品安全性的毒理学评价方法如表８?１所示。
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表８?１ 食品安全性毒理学评价程序与方法

第一阶段试验

急性毒性实验

第二阶段试验

１动物遗传实验
（１）Ａｍｅｓ试验；（２）小鼠骨髓微核率或骨髓细胞染色体畸变分析；（３）小鼠精子畸形分析和睾丸染色体畸变分析；
（４）Ｖ７９／ＨＧＰＲＴ基因突变试验；（５）显形致死试验；（６）果蝇伴性致死试验；（７）程序外ＤＮＡ修复合成实验。

２传统致畸试验

３３０ｄ短期喂养试验
第三阶段试验

１１９０ｄ喂养试验

２繁殖试验

３代谢试验
第四阶段试验

慢性毒性试验（包括致癌实验）

资料来源：《食品安全性毒理学评价程序与方法》法规，１９８３年由卫生部颁布，１９８５年修订。

（二）过敏

过敏是一个全世界关注的公共卫生问题。有资料表明有近２％的成人和４％～６％的儿童患有
食物过敏。食物过敏是指对食物中存在的抗原分子的不良免疫介导反应。过敏反应是免疫球蛋白

Ｅ（ＩｇＥ）与过敏原的相互作用引起的。在儿童和成人中，９０％以上的过敏反应是由八种或八
类食物引起的。这些食物包括：蛋、鱼、贝类、奶、花生、大豆、坚果和小麦。所有的过敏原

都是蛋白质。尽管食物中含有多种蛋白质，但只有几种蛋白质是过敏原，并且只对某些人过

敏。

目前通过使用欧洲分子生物信息学网基因序列库ＥＭＢＬ、蛋白序列库ＳＷＩＳＳＰＯＲＴ，根据对
过敏性物质的蛋白质和ＤＮＡ序列的查询分类，目前共发现过敏性物质９３种。大多已知的食物
过敏原已经可以在分子水平上被克隆和定性。

过敏反应常在摄入后几分钟和几小时内发生。极敏感的人对微量的过敏食物就有反应，个别

人在摄入大量过敏食物后甚至可以有终生反应。

通常，食物过敏原具有如下共同的特点：①过敏原为具有酸性等电点（ＰＩ）的蛋白质或糖蛋
白，一般分子量为１００００～８００００；②它们通常能耐受食品加工、加热和烹调操作；③能抵抗肠
道消化酶的作用。值得指出的是，这些特点并不是过敏原所特有的，因为非过敏原分子同样可以

具有这些特性。

过敏蛋白受环境因素如气候和疾病逆境的影响，如北美和西欧人群中对花生的过敏率很高，

但在其他食用花生少的国家无此现象。由于食品进口和出口的增加，近几年已经认为进口食品是

食品过敏的新来源，所以改变膳食结构在引起过敏反应中有重要作用。

在下列情况下转基因植物食品中可能产生过敏性：①所转基因编码已知的过敏蛋白；②基因
源含有过敏蛋白，如Ｎｅｂｒａｓｋａ大学证明，巴西坚果２Ｓ清蛋白的大豆有过敏性，这是迄今为止已
知转基因作物未被批准商品化生产的惟一例子；③转入蛋白与已知过敏蛋白的氨基酸序列在免疫
学上有明显的同源性；④转入的蛋白属某类蛋白的成员，而这蛋白家族中的某些成员是过敏蛋
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白。目前已有一系列方法分析食品的潜在过敏性，并且同时建立可靠的动物模型来分析蛋白的过

敏性。

对过敏反应的安全性评价程序，首先应了解被转移的基因来源特征。若该基因已经有过

敏史，则评价比较容易。安全性评价最大的问题是对那些没有过敏史来源的基因进行试验，

因为在理论上不可能得到可测试这些过敏原的来自过敏者的血清。目前可以考虑的方法是将

蛋白质的氨基酸序列是已知的蛋白质的氨基酸序列分析结果按前面所描述的方法，与已知的

过敏原进行比较，１９８种主要过敏原的氨基酸序列是已知的，若发现与某种过敏原有显著的序
列相似性（至少有８个连续相同的氨基酸），则提示可按上面所描述的免疫化学方法用血清筛
选。如果未发现氨基酸序列的相似性，则可进行蛋白质对酶消化及加工过程的稳定性评价。

如果其分子是易消化和不稳定的，此产品进入市场是没有问题的，因为对消化不稳定的蛋白

质不大可能是过敏原。如果该分子在消化和加工过程中是稳定的，就要进行进一步的研究分

析。

若编码一种蛋白质的基因来自于已知的过敏原或其蛋白氨基酸序列分析结果显示其有过敏的

可能性，并且其编码蛋白在遗传工程体的使用部分表达，则需要对此进行检测，以确定该基因是

否编码某种过敏原。

Ｌｅｈｒｅｒ等人提出，判断一种新的重组蛋白是否有致敏活性，大致可通过如图８?１所示的程序
进行分析。

产品释放拒绝释放或进行标识或进行进一步管理

物理化学特性、生物特性、

动物模型试验研究

拒绝释放或进行标识或进行进一

步管理，再用体外离体分析

已知过敏原抗原决定基因氨基酸顺序进行比较再用体外离体分析

拒绝释放或进行标识

离体分析

不明过敏活性已知过敏原活性

重组蛋白

＋

＋ －

－＋

＋

图８?１ 重组蛋白的致敏性分析步骤
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国际食品生物技术委员会与国际生命科学研究院的过敏性和免疫研究所一起制定出一套分析

遗传改良食品过敏性的树状分析方法，该树状分析方法已用于分析食品过敏性。Ｍｏｎｓａｎｔｏ公司
用该方法评估抗原甘磷大豆的潜在过敏性，结果发现转入大豆的ＥＰＳＰＳ酶与已知过敏原无明显
的序列同源性，在模拟的哺乳动物消化系统中该酶很快被消化降解。

市场

阴性
请示监控机构

表明来源

消化 ／加工稳定性

序列相似性 １
阳性

阴性阳性

基因来源

（过敏性）

固相免疫分析

常见过敏原 不常见过敏原

（８ 类食品）１６０ 种食品
阳性

阴性 ２

标签

阴性

阳性

皮肤穿刺试验

４阴性

３阴性

ＤＢＰＣＦＣ
（ＩＲＢ）

阳性

阳性

阴性

阳性

阳性

图８?２ 食品过敏性的树状分析法
１与所有已知过敏原比较氨基酸序列的相似性，分析所有基因产物对消化的稳定性 ２固相免疫分析取决于能用多少
种血清。理想的是必须用１４种血清，若所用的血清少于５种，分析结果为阴性，则进行消化／加工稳定性测试，结果为
阳性时请示相应的监控机构 ３若结果模棱两可或怀疑为假阴性，则进入皮试 ４根据固相免疫分析和皮试结果，若
没有证据证明有过敏性，则进行食品的ＤＢＰＣＦＣ试验（ＤＢＰＣＦＣ表示双盲、以安慰剂作对照的食物试验。为保证没有过

敏性，ＤＢＰＣＦＣ试验必须经ＩＲＢ批准）
（引自贾士荣）

（三）标记基因的安全性

１标记基因的安全性 转基因食品安全性评价的另一个问题是标记基因的安全性评价。标
记基因（包括选择标记基因和报告基因）用于植物遗传转化中帮助筛选和鉴定转化的细胞、组织

和再生菌株。在选择压力下，不含标记基因及其产物的非转化细胞和组织死亡，含标记基因的转

化细胞由于有抗性，能继续成活、分裂并分化成植株。选择标记基因包括抗生素抗性标记基因和

抗除草剂基因，其中用得最多的还是抗生素抗性标记基因。报告基因包括β?葡糖醛酸苷酶
（ｇｕｓ）、荧光素酶（ｌｕｃ）、氯霉素乙酰转移酶（ｃａｔ）、绿色荧光蛋白（ｇｆｐ）基因等。
标记基因通常与目的基因构建在同一植物表达载体上，一起转入植物，但标记基因本身有时

也可以作为目的基因，如除草剂基因提供除草剂抗性。
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人们担心使用这类食品后会使自己获得对抗生素的抵抗，生病时抗生素不再有用。然而，事

实上并非如此。我们需要对标记基因做安全性评价。１９９３年 ＷＨＯ提出了转基因食品标记基因
的安全性评价原则：①标记基因的分子、化学和生物学特性；②标记基因应与其他基因进行一样
的安全性评价；③原则上某一标记基因的资料一旦积累，就可以适用于任何一种植物，并且可以
适用于与任何一种目的基因连接。

２决定标记基因的安全性的因素
（１）标记基因有无直接毒性。任何ＤＮＡ都由４种碱基组合而成，目前使用的标记基因的

ＤＮＡ组成并无异常。据计算，２４ｈ内进入人体肠道的真核ＤＮＡ在小肠中有２００～５００ｍｇ，在结
肠中为２０～５０ｍｇ。使用转基因番茄ＦＬＡＶＲＳＡＶＲＴＭ（Ｃａｌｇｅｎｅ公司）后，在同样时间内摄入的
卡那霉素抗性基因ＤＮＡ估计为０３３～１００ｐｇ，因此与消化道中持续存在的其他ＤＮＡ相比是微
不足道的。所有生物食品中含有大量的ＤＮＡ，ＤＮＡ在肠道中很快被降解，标记基因并无ＤＮＡ
组成异常，由此ＷＨＯ（１９９１）和ＦＤＡ（１９９４）认为食品中的转基因ＤＮＡ本身并没有安全性问
题。

（２）基因水平转移（ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ）的可能性。食用转基因食品后，大部分的ＤＮＡ
已被降解，并在肠道中失活。极小部分（＜０１％）是否会有安全性问题？如标记基因尤其是抗
生素标记基因是否会转移至肠道微生物中或上皮细胞中，而降低抗生素在疾病治疗中的有效性？

但是目前得出的结论是：这种可能极小，除非在某些特例中需要考虑，理由是：①ＤＮＡ从
植物细胞中释放出来后，很快被降解成小片段，甚至核苷酸，所以，植物ＤＮＡ在进入有肠道微
生物存在的小肠片段、盲肠、结肠前已被降解。②即使ＤＮＡ完整地存在，ＤＮＡ转移并整合进受
体细胞也是一个很复杂的过程，包括许多步骤：ＤＮＡ必须与细胞结合，穿过细胞膜进入细胞，
且不被细胞宿主内的核酸酶及修饰系统降解；受体细胞必须呈感受态；为与受体细胞的基因组发

生重组，供体和受体必须有一段２０ｂｐ的ＤＮＡ完全同源；要有合适的调控系统才能表达。标记
基因的表达只有在筛选压下才有优势，对抗生素标记而言，只有在口服抗生素下才有这种选择

压，只有当抗生素抗性标记基因是在合适的细菌启动子的控制下，才可能使转化的受体微生物取

得生长优势，目前尚不知在消化系统中有植物ＤＮＡ转移至微生物的机制；上皮细胞又因新陈代
谢，半衰期很短而不断被取代，不能保存下来。因此标记基因水平转移并表达的可能性很小，工

程植物原材料及未煮过的种子中ＤＮＡ不可能产生安全性问题，经过食品加工后更加不可能会有
安全性问题。所以，只有当标记基因转入发生，其特性威胁健康时，才有必要收集该基因转入的

信息数据。但是在评估任何潜在健康问题时，都应该考虑人体或动物抗生素的使用以及肠道微生

物对抗生素产生的抗性。

（３）未预料的基因多效性。基因的多效性有的可预测，有的不可预测，其效应可有利或不
利。所引起的不良性状可在常规育种中进行筛选。基因多效性包括次生效应，如插入位点及插入

基因产物所引发的“下游”效应，影响代谢过程，如新霉素磷酸转移酶标记基因可改变细胞的磷

酸化状态。

目前还无法预测基因的插入位点和做到基因的定点整合。由于基因整合的随机性，外源基因

可插入植物基因组的非编码区、结构基因区或调控区，引起插入突变（如导致某一基因的失活），

这是一种常见的现象，因为通常基因在转录活跃区的整合几率大于静止区。相反，若插入的基因
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位点使阻遏基因失活，则可激活沉默基因。插入突变的表型可能很小甚至觉察不到，也有可能很

大甚至致死。

插入突变可在育种时进行选择，即在育成品种及商用化以前进行淘汰，除去不良性状。育种

家更注重的是稳定性，会否在后代中失去所期望的优良表型性状。

虽然基因多效性有不利的一面，但是至今还未发现有随机插入激活毒性代谢途径的报道，

ＷＨＯ（１９９３）的结论认为，尚无标记基因插入不同位点而引起特殊的次生效应或多效性的证据，
标记基因的次生效应应作个案处理，即比较转基因植物与常规植物的关键成分是否有实质等同

性。

（４）标记基因编码蛋白的安全性。标记基因编码蛋白的安全性包括直接毒性、过敏性、和因
蛋白的催化功能而产生的副作用，应考虑的主要问题是蛋白水平及其摄入量，以及在消化道中的

稳定性。蛋白在消化道中被降解为小肽和氨基酸，工业用酶的设计主要是使酶能忍受极端环境

（如酸、热），其设计原则和结构基元序列有很多已经很清楚。植物转化中的标记基因无特殊性，

不能与工业用酶一样能忍受极端环境，在模拟试验中可以观察到许多蛋白很快被降解。

①标记基因编码蛋白的直接毒性：已知很多蛋白对人体有毒性，在正常膳食中无这类蛋白
（如细菌毒素和蛇毒），大量结构和功能不同的蛋白已有长期安全食用的历史。植物遗传转化中的

用到的标记基因，目前尚无直接毒性的证据，经与毒性蛋白的氨基酸序列比较，没有显著的同源

性。标记基因产物降解后，也无证据说明它产生的多肽比其他蛋白产生的多肽毒性大，因此不可

能产生新的毒素和安全性问题。

对于来自细菌的标记基因，目前还无证据说明因翻译后修饰是否会产生毒性。

②蛋白质的过敏性：如果转移的标记基因来自已知的食物过敏原，则应考虑转基因植物中表
达的蛋白是否有致敏性。目前尚无标记基因编码的蛋白有过敏性的事例，它们在消化系统中很快

被降解也支持了这一证据。

③蛋白功能及其安全性：除了标记基因编码蛋白的直接毒性和过敏性外，还应该考虑所编码
蛋白的催化功能，即对宿主的代谢是否会产生影响。催化功能取决于是否要求有辅助因子，若需

要，则要考虑在消化道中是否存在及存在的数量，还要考虑底物的专一性和在植物中的降解方

式。对抗抗生素标记而言，用抗生素治疗人和动物时，抗生素的口服剂量是否会失效，这当酶在

消化道中仍然存在时会发生。

３常见的抗性标记基因 有抗卡那霉素基因、抗新潮霉素基因、抗草甘磷基因和ＧＵＳ报告
基因。

对这些主要的标记基因已展开了不少详尽的研究和分析，对其安全性也有比较充分的认识，

部分标记基因已被列为可安全使用的标记基因，如抗卡那霉素标记基因、抗草甘膦标记基因等。

可安全使用的标记基因是标记基因本身（启动子和终止子除外）及其主要产物可安全地作为食

品。可安全使用是指可无任何限制地用于作物转化外，但同时还含有有条件地安全使用的含义，

即有某些限制，如拷贝数等。必须指出的是，随着试验数据和经验的积累补充，可安全使用的标

记基因名单还会有所修正丰富。

与人畜疾病中抗生素的滥用相比，转基因作物引起的抗性增加是微不足道的。科学家也在研

制更安全的标记基因，如甘露糖?６?Ｐ?异构酶。同时，种植面积很大的转基因玉米和大豆产品，
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包括婴儿食品，迄今在美国市场上已接近４０００种，但是尚未发生一例食品安全事件。
（四）转基因食品对人类健康长期影响的不确定性

一些学者认为转基因食品用于生产和消费的时间较短，需要进一步研究和证实它的安全可靠

性。转基因食品对人类健康和环境的影响要经过长期的考察，才能确定其安全性。转基因食品是

最近才发展起来的，经历的时间较短，还没有足够的时间来确认其可靠性。

七、转基因食品无需担心的理由

尽管有上述的种种原因，但是，人们还是不用担心转基因食品的安全性。因为：

①随着人们对人类健康和生态的日益重视和关注，有关部门逐步建立健全食品安全法规和法
律，规范管理食品生产加工过程中的工艺和生物技术操作，保证了食品的安全性。目前相关的管

理法规《基因工程安全管理办法》、《农业生物基因工程安全管理实施办法》、《新资源食品卫生管

理办法》，对转基因食品而制定的专门的法规，随着技术发展而不断地修正。

②转基因食品在上市前都有很严格的检验，包括营养学和毒理学的评价等。

③转基因食品中的标记抗性基因不会也不可能为人体所接受。

④毒性是否会为人体接受和在人体内积累能用试验验证。在转基因作物和转基因食品出台
前，都要经过安全性评价，对于某些特殊的食品要经过动物试验，确认安全无毒后再投放市场。

第四节 转基因食品的检测

当大量转基因食品进入市场时，建立适当的方法对转基因食品进行检测就显得特别重要，检

测内容主要是该批食品是否为转基因产品、转基因产品的百分含量以及是否为国际上公认的安全

性的转基因产品，这是对转基因食品进行安全性评价和流向及用途实施监管的基础。

我国是世界上转基因作物第一个商品化种植的国家，美国一家烟草公司一直收购河南烟草，

但当得知进口烟草中有转基因烟草后，他们停止了从中国进口。由于大量的烟草积压，河南省有

关部门发文停止了转基因烟草的种植。欧盟在从进口我国酱油时，明确要求原料为非转基因产

品。而我国一些酱油厂所用的原料大豆和豆粕相当一部分是从美国、阿根廷、巴西等国进口的，

而这些国家是目前世界上种植转基因大豆最多的国家。用这些原料加工的酱油极有可能被欧盟检

出含有转基因成分而被拒收和退货。而欧盟这个市场一旦失去就很难恢复，冻禽肉出口欧盟受阻

的前车之鉴教训十分深刻。所以检验检疫系统开展对转基因产品进行检测，已显得十分迫切。

建议在全国进口食品和农产品检验业务量较大，人员技术、设备条件及与科研机构协作条件

较好的检验检疫机构建立转基因食品检测实验室或从事转基因食品的检测工作，加快研究制订转

基因食品的检测方法。

面对转基因食品，世界上的趋势是：对相关食品，必须给消费者一个真实而明确的信息。因

此，不论是对转基因食品加贴标签，还是对转基因食品和非转基因食品原料的分别输送，转基因

原料和食品的检测技术都是必不可少的。

目前，转基因食品的检测方法主要有：ＰＣＲ技术（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ聚合酶链式反
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应）、ＥＬＩＳＡ（酶联免疫法）、凝胶电泳和测序法等。这些技术在食品和医药行业均有很广泛的应
用。酶联免疫法，虽然检测灵敏度提高，但容易引起交叉感染，产生拟阳性的问题，因此必须小

心操作。此外，蛋白质加热后会变性，这为采用ＥＬＩＳＡ技术检测一些油炸或经过加热处理的食
品带来一定的困难。所以总体来说，ＰＣＲ技术最为成熟。

ＰＣＲ技术又称体外核酸扩增技术，是基于分子生物学原理之上的，是一种有效的ＤＮＡ扩增
技术，能用于提高核酸检测的灵敏度。一定长度和序列的目标核苷酸片段，通过不断链变性、退

火和热稳定ＤＮＡ聚合酶（ＴｈｅｒｍｕｓａｑｕａｔｉｃｕｓＴａｑ）的扩增，３０个周期之后，单目标序列可在

２～３ｈ内扩增几百万倍。它将从样品中提取出来的ＤＮＡ溶液中的转基因作为模板，使其增殖以
便于检测的一种方法，该技术目前已经广泛应用于医药工程、遗传工程和食品等各领域。在食品

检测上，该方法具有快速、灵敏等特点。

ＰＣＲ技术能鉴别某食品是否是转基因食品，但是一旦食品经过加工后结构发生了很大的变
化，很难用一般的方法确定其是否是转基因食品，而且食品的安全性也不能仅从上述的结果来判

断。所以，对于转基因食品，应用高新技术来展开全面严格的检测和安全性评价对于推广转基因

食品是极为重要的。

ＰＣＲ检测有定性和定量检测两种方式，人们大多以定性检测为主，定性检测的检测范围在

０１％。而在定量检测中，若以大豆为检测体，检出范围为００１％之内，检测精度为９９％。定量
检测要用专门的装置。

第五节 问题和展望

转基因技术应用于动物、植物和微生物的商业化已经成为一种趋势，但是在转基因食品的发

展中仍然存在着一些问题需要解决。

建立在植物基因遗传修饰基础上的食品工业正遭受挫折。现在，欧洲公众对这一产业的态度

至少是怀疑的。然而，如果有关转基因食品的技术、规章和与公众交流等方面能够不断取得进展

并保持下去的话，公众最终将能够接受转基因食品。

使转基因食品在广泛的自然食品的包围中开始被公众接受，应当成为继续工作的重点和首要

任务。持续的传统农业和新兴的其他形式的农业之间的冲突是建立在技术因素和社会因素的差异

之上的。如果能在更大的程度上达成被公众接受的折中方案，这种冲突可以解决。这样，在考虑

转基因作物的真正的风险的时候，公众的考虑中理性的因素会增加，从而避免了一味的恐惧和否

定的情况发生。

一、相关的法律和政策不完善

由于转基因食品本身存在的缺陷，而没有一套相关的完整的法律、法规，故使得人们心存疑

虑。因此，对每一种转基因食品安全性加强监测，对其提出的申报材料中的安全性分析及实施报

告，尤其是毒性、过敏性分析及抗生素抗性等问题更要严格把关。同时，应制定一套完整有效的

长期监控体系，建立和完善相应的法律、法规，确保转基因食品的安全性。此外，在监控管理方
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面，应提高公众的参与性以及透明度，避免出现为了经济利益而出现的暗箱操作。

二、尊重消费者的知情权和选择权

作为消费者，有权知道转基因食品的优点及可能存在的安全性问题，有权选择是否食用转基

因食品，这就要求每一种转基因食品（无论有无潜在危险性）都必须贴上标签，以与天然食品加

以区别，使消费者自主加以选择。在上市初期最好每一种转基因食品能同时附上一份详细的资

料，包括该食品的转入基因、标记基因、优点及可能的危害等方面的内容，以帮助选择是否食

用，充分保障消费者的自主权。

三、树立对消费者负责的态度

作为科研工作者，首先应当尽职尽责，不断掌握新的专业知识，了解本学科的最新发展动

态，及时听取消费者的建议，尽可能地减少转基因食品的风险性，做到对生态环境和消费者负

责。其次，许多消费者食用转基因食品后，由于对该食物安全性认识不够，可能会存在一定的精神

压力和恐惧心理。作为科研者应定期给消费者进行宣传教育，并建议消费者定期进行健康查体，包

括过敏反应和抗生素抗性等方面的检查，以消除消费者的恐惧心理和紧张情绪，使消费者放心。

因此在我国已加入ＷＴＯ的情况下，必须加强食品安全性方面的研究，完善法规管理体系为
推动和促进转基因工程的产业化奠定基础。当前迫切需要进行的工作主要有：

（一）建立专门的转基因食品安全法规

目前对转基因食品的管理尚缺乏可操作性，急需制定专门的法规，并确保法规随技术发展而

不断修订。这也是由于经济全球化，而使世界各地区食品及食品加工原料跨国、跨地区流通所必

需的。

（二）建立完善转基因食品的安全管理机构体系

目前我国新食品的管理归卫生部，转基因生物种植和商业化生产的管理归农业部审批，加工

食品的管理归国家轻工业局，而食品销售涉及国内贸易部，进出口由外经贸部、进出口检疫局等

部门负责。所以需要各部门的同时能协调一致。

（三）建立转基因食品的安全性评价的技术支撑体系

转基因食品的安全性评价的原则是实质等同性，而实质等同性需要比较转基因生物的供体和

受体的多种参数。这是目前任何科研单位都无法独立完成的，需要授权有关机构承担这一任务。

同时应重视建立我国生物安全性评价的数据库，并做到定期更新和维护。

（四）大力加强有关转基因食品安全性的基础性研究工作

目前应重点支持以下几方面的工作。

１规范化的动物模型研究 因为食品安全涉及的不仅是人类健康，还有其他动物（饲料）
的安全，所以应建立有针对性的不同类动物模型，至少包括一种哺乳动物、一种鱼类和一种无脊

椎动物，以便对食品安全做全面评价。

２在确立动物模型的基础上，改进动物实验方法，适应转基因食品的需要 研究可预测特
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定的毒理学分界点的敏感参数的识别，建立针对转基因食品中毒物、抗营养因子、激素类、过敏

性物质等规范的动物试验标准。

３加强转基因食品中对外源基因可能编码过敏原的研究 以及这些过敏原的免疫特性的研
究；发展人体口服摄入的蛋白质致敏性的动物模型，建立过敏原检验方法。

４加强对转基因食品来源中含有抗营养因子及激素类影响的研究 这类物质对人或动物的
影响是不易在短期内察觉的，原有的动物试验很难满足对有这类物质的安全性评价。
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