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环己酮单加氧酶的基因挖掘及高效催化合成

奥美拉唑的研究

张 睿 1,2 席志文 1,2 张荣珍 1,2* 徐 岩 1,2

（1. 江南大学生物工程学院，江苏  无锡  214122； 2. 江南大学工业微生物教育部重点实验室，江苏  无锡  214122）

摘要：【目的】为了提高奥美拉唑的合成效率。【方法】以来源于 Acinetobacter johnsonii （A. johnsonii）的

CHMONCIMB 9871和来源于 Priestia megaterium （P. megaterium）的 P450 BM3为模板，筛选出转化效率最高的单

加氧酶并确定其蛋白质诱导的最适条件，通过单因素试验和响应面优化确定该重组酶催化合成奥美拉唑的

最优条件。【结果】来源于 Pseudomonas sp.的环己酮单加氧酶 CHMOKT2440转化效率最高，其蛋白质诱导的最适

条件为：菌体 OD600值 0.6，诱导温度 17 ℃，IPTG 终浓度 0.15 mmol/L。单因素试验结果为：在 33 ℃、pH 9.0、

FAD 添加量 0.05 mmol/L、底物质量浓度 3.0 g/L、反应时间 10 h 的条件下 ，奥美拉唑的产率为 78.9%。

CHMOKT2440 催 化 合 成 奥 美 拉 唑 的 回 归 方 程 为 ：y=60.78+9.56A-19.74B+9.55C+1.80AB+5.13AC+1.48BC-

18.04A2-0.79B2-9.41C2。结合单因素试验结果，确定最优转化条件为：底物质量浓度 3.0 g/L，反应温度 34 ℃，

反应 pH 9.0，FAD 添加量 0.05 mmol/L，反应时间 10 h，在此条件下奥美拉唑的产率高达 79.9%，较优化前提高

了 90.23%。【结论】筛选的环己酮单加氧酶 CHMOKT2440为奥美拉唑的合成提供了一个优秀候选酶。
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Abstract: [Objective] The aim of the study is to synthesize omeprazole efficiently. [Method] With CHMONCIMB 9871 

from Acinetobacter johnsonii （A. johnsonii）and P450 BM3 from Priestia megaterium （P. megaterium） as templates, 

the monooxygenase with the highest transformation rate was screened out and the optimal conditions for inducing 

protein expression were determined. Single factor experiments and response surface methodology were employed 

to optimize the conditions of this recombinant enzyme for producing omeprazole. [Result] The cyclohexanone 

monooxygenase CHMOKT2440 from Pseudomonas sp. synthesized omeprazole with the highest transformation rate. 

The optimal inducing conditions of CHMOKT2440 expression were as follows: OD600 value of 0.6, induction 

temperature of 17 ℃, and final IPTG concentration of 0.15 mmol/L. The single factor experiment results showed 

that the reaction with 0.05 mmol/L FAD, 3.0 g/L substrate mass concentration at 33 ℃ and pH 9.0 for 10 h 

produced omeprazole with a yield of 78.9%. The CHMOKT2440-catalyzed synthesis of omeprazole was fitted by the 
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regression equation: y=60.78+9.56A-19.74B+9.55C+1.80AB+5.13AC+1.48BC-18.04A2-0.79B2-9.41C2. Based on 

the single factor experimental results, the transformation conditions were finally optimized as follows: the substrate 

mass concentration of 3.0 g/L, 34 ℃ , pH 9.0, 0.05 mmol/L FAD, and reaction time of 10 h. Under these 

conditions, the yield of omeprazole reached 79.9%, which increased by 90.23% compared with that before 

optimization. [Conclusion] This study provides an elite cyclohexanone monooxygenase candidate CHMOKT2440 

for omeprazole synthesis.

Keywords: cyclohexanone monooxygenase; homologous enzyme mining; omeprazole; response surface 

optimization; yield

目前，消化性溃疡人群发病率高达 10%［1］。用

于治疗消化性溃疡的抑酸剂药物主要包括质子泵

抑制剂和 H2受体拮抗剂，其中质子泵抑制剂因选

择性高、副作用小等优点备受关注［2］。奥美拉唑

作为第一代质子泵抑制剂，具有起效快、药效显著

的特点，是当前治疗消化性溃疡的主要药物［3］。

目前奥美拉唑的生产主要是化学合成法，即奥美

拉唑硫脒的不对称氧化法，这一过程需要大量的

金属钛和酒石酸二乙酯［4］，存在操作烦琐、产率低

的问题。如马金焕等［5］采用二乙酸碘苯构建氧化

体系合成奥美拉唑，不仅需要大量的二氯甲烷，且

后续纯化操作复杂，最终产率仅为 30%。相比之

下，生物合成奥美拉唑具有反应收率高、产物手性

选择性好、无需重金属手性配体的优点，具有广阔

的发展前景。但目前生物合成法存在产率低、光

学纯度低的问题。如 Yoshida 等［6］筛选得到一株

能 够 转 化 奥 美 拉 唑 的 真 菌 Cunninghamella 

echinulata MK40，但 其 产 率 仅 为 49%。 来 源 于

Aspergillus flavus 的 CHMOAFL210 能够转化硫脒底

物，但其产物大多为无手性砜［7］。

Baeyer-Villiger 单加氧酶是一种黄素依赖型

酶，其催化的底物谱较宽。据报道，来源于不动杆

菌属的环己酮单加氧酶能够催化烷基芳基硫脒合

成亚砜产物，产物的空间选择性高，手性纯度高达

61.8%［8］。Walsh 等［9］从 Acinetobacter sp.中获得一

种环己酮单加氧酶，该酶能催化手性硫化物，并合

成产物（S）-对甲苯基亚砜，其光学纯度为 64%。

除了 Baeyer-Villiger单加氧酶外，铁血红素依赖的

色素细胞 P450 单加氧酶也能催化硫脒的不对称

氧化。P450 酶可以催化多种反应，包括碳原子的

羟化、亚砜反应、环氧化和芳香烃的羟化等，因此

在生物法制备芳香类化合物中应用广泛［10-11］。

Zhang 等［12］筛选出了一株来自 Rhodococcus sp. 的

硫脒单加氧酶 P450SMO，能够催化奥美拉唑硫脒合

成奥美拉唑，产率达 68%。

作者以来源于 A. johnsonii的 CHMONCIMB 9871和

来源于 P. megaterium 的 P450 BM3为模板，利用氨

基酸序列比对方法初步筛选出 12 种候选酶，最终

确定采用来自 Pseudomonas sp.的 CHMOKT2440来催

化底物奥美拉唑硫脒合成奥美拉唑。另外，对重

组酶的表达条件进行优化，通过单因素试验并选

取 3个因素进行响应面优化，结合回归方程与单因

素试验结果，确定 CHMOKT2440 催化合成奥美拉唑

的最佳条件。该研究筛选获得的环己酮单加氧酶

CHMOKT2440为奥美拉唑的合成提供了一个优秀的

候选酶，也为后续工业高效制备亚砜化合物奠定

了基础。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

1.1.1　菌株和质粒　

本研究所用到的菌株和质粒如表 1所示。

1.1.2　试剂和仪器　

DL2000 DNA Marker、 Premixed Protein 

Marker （Low）：TaKaRa生物有限公司；蛋白胶回收

试剂盒、质粒提取试剂盒：南京诺唯赞生物科技股份

有限公司；硫酸卡那霉素、IPTG、FAD、还原型三磷

酸吡啶核苷酸四钠盐（NADPH）：北京索莱宝科技有

限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、盐酸、氨水、氯化

钠、二甲基亚砜、异丙醇、乙腈、甲醇、EDTA：中国医

药（集团）上海化学试剂公司。

恒温恒湿培养箱：BXS400-SI 型，上海博迅医

疗生物仪器股份有限公司 ；高速冷冻离心机 ：

ST-16R 型，赛默飞世尔科技（中国）有限公司；立式

圆形压力蒸汽灭菌器：LS-B50L 型，上海医用核子

仪器厂；全自动分析仪：Y15 型，上海佰三思生物

科技有限公司；高效液相色谱仪：1260 Infinity Ⅱ

13



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  299 期  | 2025 年  2 月  | 食品与生物技术学报

型，美国安捷伦有限公司。

1.2　目的基因获取

来自A. johnsonii NCIMB 9871的CHMONCIMB 9871催

化硫醚不对称亚砜化反应的报道较多［13-19］；此外，

来自 P. megaterium 的 P450 BM3 也有催化大分子

亚砜底物不对称氧化的能力［20］。因此，选择 P450 

BM3 和 CHMONCIMB 9871 为模板，在 NCBI 数据库中

进行同源性检索，筛选出氨基酸序列同源性为

20%~90% 的酶作为候选酶。

1.3　重组质粒的转化

将 E. coli BL21感受态细胞置于冰上 5 min，待

其完全融化后，取 1 μL重组质粒加入 30 μL感受态

细胞中，轻柔混匀并在冰上静置 30 min。冰浴结束

后，将离心管转移至 42 ℃金属浴上热激 60 s，热激

后立即将离心管冰浴 5 min。随后，将细胞转移至

摇床中，在 37 ℃、200 r/min 条件下培养 1 h。取出

培养后的菌液，在 10 000 r/min 下离心 1 min，弃去

一半上清液，将剩余菌液混匀。取 200 μL菌液涂布

于含卡那霉素的 LB平板上，将平板置于 37 ℃恒温

摇床上培养 12 h，直至长出较大的菌落。

1.4　重组菌株的诱导和表达

挑取重组菌株接种至 10 mL 试管中 ，加入

10 μL 1 mol/L 的卡那霉素抗生素溶液，将试管置

于 37 ℃恒温摇床，以 200 r/min 培养 6~8 h。随后，

将试管转接至 800 mL 的 LB 培养基中，加入 800 

μL 1 mol/L 的硫酸卡那霉素抗生素溶液，在 37 ℃、

200 r/min 条件下培养 1~2 h，直至菌液 OD600 值达

到 0.6。将培养温度降至 20 ℃，然后加入 IPTG 至

终浓度为 0.15 mmol/L 进行诱导 ，在 20 ℃ 、200 

r/min 条件下培养 15 h。最后收集菌液进行离心，

弃去上清液，得到诱导后的重组细胞。

1.5　粗酶液的获取

取诱导后的菌体，在 8 000 r/min 的条件下离

心 10 min，用 0.9 g/dL 的氯化钠溶液重悬细胞，然

表 1　菌株和质粒

Table 1　Strains and plasmids

菌株

质粒

菌株/质粒

E. coli DH5α

E. coli BL21

E. coli BL21/CHMONCIMB 9871

E. coli BL21/RhCHMO

E. coli BL21/AnCHMO

E. coli BL21/AdCHMO

E. coli BL21/4A9W

E. coli BL21/4O4P

E. coli BL21/pmP450 BM3

E. coli BL21/ScP450 BM3

E. coli BL21/BsP450 BM3

E. coli BL21/CHMOKT2440

E. coli BL21/SmKT2440-2

E. coli BL21/MLKT2440-3

pET-28a（+）

pET28-CHMONCIMB 9871

pET28-RhCHMO

pET28-AnCHMO

pET28-AdCHMO

pET28-4A9W

pET28-4O4P

pET28-pmP450 BM3

pET28-ScP450 BM3

pET28-BsP450 BM3

pET28-CHMOKT2440

pET28-SmKT2440-2

pET28-MLKT2440-3

描述

用于基因克隆的宿主

用于基因表达的宿主

携带 pET28-CHMONCIMB 9871质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-RhCHMO 质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-AnCHMO 质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-AdCHMO 质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-4A9W 质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-4O4P质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-pmP450 BM3质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-ScP450 BM3质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-BsP450 BM3质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-CHMOKT2440质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-SmKT2440-2质粒的 E. coli BL21

携带 pET28-MLKT2440-3质粒的 E. coli BL21

用于基因表达的质粒

含有 CHMONCIMB 9871的 pET-28a质粒

含有 RhCHMO 的 pET-28a质粒

含有 AnCHMO 的 pET-28a质粒

含有 AdCHMO 的 pET-28a质粒

含有 4A9W 的 pET-28a质粒

含有 4O4P的 pET-28a质粒

含有 pmP450 BM3的 pET-28a质粒

含有 ScP450 BM3的 pET-28a质粒

含有 BsP450 BM3的 pET-28a质粒

含有 CHMOKT2440的 pET-28a质粒

含有 SmKT2440-2的 pET-28a质粒

含有 MLKT2440-3的 pET-28a质粒

来源

作者所在实验室

作者所在实验室

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

作者所在实验室

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究
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后按照菌体质量浓度为 0.05 g/mL 的标准将其重

悬在 50 mmol/L的甲酸铵缓冲液中，再用超声破碎

仪破碎 20 min。破碎后的溶液在 12 000 r/min、

4 ℃的条件下离心 30 min。取上清液置于超滤管

中，在 3 000 r/min、4 ℃条件下进行超滤浓缩，得到

浓缩后的粗酶液。

1.6　奥美拉唑硫脒的不对称氧化反应

反应体系为 2 mL，反应溶剂为甲酸铵溶液

（pH 9.0）。向体系中分别加入 950 μL 环己酮单加

氧酶和 950 μL 异丙醇脱氢酶，然后加入底物和

辅酶，使底物质量浓度为 3 g/L、NADPH 浓度为

5 mmol/L、FAD 浓度为 0.05 mmol/L。将反应液混

匀后于 33 ℃、200 r/min的条件下反应 10 h。

1.7　产物分析检测

1）Nova-Pak C18 柱样品制备：在反应液中加

入 3 mL 乙酸乙酯进行萃取，然后将混合溶液置于

固定摇床上，于 200 r/min 充分混合 20 min。将混

合溶液于 10 000 r/min 离心 5 min，取上层乙酸乙

酯萃取液，用 0.25 μm 有机膜进行抽滤，将滤液置

于液相小瓶中待测。

2）Nova-Pak C18 柱检测：流动相为体积分数

53% 的乙腈，流量 1 mL/min，柱温 30 ℃，紫外检测

波长 254 nm，检测 8 min［21］。

3）CHIRALPAK® CBH 手性柱样品制备 ：取

200 μL 乙酸乙酯萃取液，置于真空浓缩仪中旋干，

加入 200 μL异丙醇重新溶解，再用 0.25 μm 有机膜

抽滤，将滤液置于液相小瓶中待测。

4）CHIRALPAK® CBH 手性柱检测：无机相为

1.2 g/L 的磷酸二氢钠（pH 6.0），加入 37.2 mg乙二

胺四乙酸二钠混匀，有机相为异丙醇，无机相与有机

相的体积比为 95∶5。检测条件为：流量 0.4 mL/min，

柱温 30 ℃，紫外检测波长 254 nm，检测 15 min。其

中，光学纯度的计算见式（1）。

e=
AAPI − A IMP

AAPI + A IMP

×100% （1）

式中：

e——奥美拉唑的光学纯度，%；

AAPI——奥美拉唑的峰面积；

AIMP——奥美拉唑对映异构体的峰面积。

1.8　重组菌株的筛选

按 C18柱和 CBH 手性柱的检测条件对产物标

准品进行检测，再对反应液样品进行 C18 柱和

CBH 柱检测，通过对比产物标准品出峰时间判断

是否有目的产物生成。

1.9　响应面优化

根据单因素试验结果，确定影响该反应的主要

因素。设置反应温度（A）、反应 pH（B）、FAD添加量

（C）为自变量，分别以-1、0、1 代表 3 个自变量的最

低值、中间值、最高值，以奥美拉唑产率（y）为响应

值设计响应面分析因素及水平，见表 2［14］。

1.10　奥美拉唑标准曲线的绘制

使用 HPLC 外标法对产物进行定量分析。以

DMSO为溶剂，配制 10个不同浓度的产物标准品溶

液 ，然后将标准品加到 2 mL 甲酸铵缓冲液（50 

mmol/L，pH 9.0）中，再加入等体积的乙酸乙酯，振荡

萃取后离心，取上清液进行 HPLC 检测。奥美拉唑

标准曲线见图 1。

2　结果与讨论

2.1　同源酶的挖掘

在 NCBI 数据库中进行基因检索，见表 3。结

果 表 明 ，以 来 源 于 A. johnsonii 的 单 加 氧 酶

CHMONCIMB 9871为模板共检索到 7个序列，以来源于

P. megaterium 的 P450 BM3为模板共检索到 3个序

表 2　响应面分析因素及水平表

Table 2　Factors and levels of response surface methodology

水平

-1

0

1

反应温度/℃

28.0

32.5

37.0

反应 pH

9.0

10.0

11.0

FAD 添加量/

（μmol/L）

0.03

0.04

0.05

图 1　奥美拉唑标准曲线

Fig. 1　Standard curve of omeprazole
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列 ，并 确 定 这 10 种 序 列 的 氨 基 酸 同 源 性 为

75.4%~98.9%。

2.2　单加氧酶的表达

破碎细胞上清液的 SDS-PAGE 结果见图 2，所

有酶在重组细胞中均可溶性表达，其中环己酮单

加 氧 酶 ScCHMO、BsCHMO 和 CHMOKT2440，P450

酶的 4O4P 和 PmP450 BM3 的目的蛋白质条带较

明显，蛋白质表达水平较高。

2.3　单加氧酶的筛选

以 12 种单加氧酶为生物催化剂，奥美拉唑硫

脒为底物进行转化反应，初步探索这些酶是否具

有催化合成奥美拉唑的功能。结果如表 4所示，有

10种单加氧酶能催化转化奥美拉唑硫脒并产生奥

美拉唑。通过 HPLC 检测发现，底物的出峰位置

在 3.34 min，产物的出峰位置在 5.21 min。

这 10种酶催化合成产物时在产率和光学纯度

方面存在差异，其中环己酮单加氧酶 CHMOKT2440催

化合成奥美拉唑的产率和光学纯度最高，分别为

42.40% 和 97.6%。因此，后续研究选取 CHMOKT2440

进行蛋白质表达条件及生物转化条件优化。

2.4　环己酮单加氧酶 CHMOKT2440 蛋白质表达条件

优化

对 CHMOKT2440蛋白质表达的诱导温度及诱导

剂 IPTG 浓度进行优化。分别在不同温度（17、20、

23、25、28 ℃）下进行蛋白质诱导，取细胞上清液

和 沉 淀 进 行 SDS-PAGE 分 析 ，结 果 见 图 3。

CHMOKT2440在 17 ℃诱导时目标蛋白质条带信号最

强，表达最好。基于温度优化的结果，进一步在

17 ℃ 测试 IPTG 浓度（0.10、0.15、0.20、0.30、0.40 

mmol/L）对表达效果的影响。结果表明，当 IPTG

表 3　CHMONCIMB 9871和 P450 BM3同源酶挖掘

Table 3　Mining of homologous enzymes of CHMONCIMB 9871 and P450 BM3

模板

CHMONCIMB 9871

P450 BM3

单加氧酶

RhCHMO

AnCHMO

AdCHMO

4A9W

CHMOKT2440

SmKT2440-2

MLKT2440-3

PmP450 BM3

ScP450 BM3

BsP450 BM3

NCBI登录号

BAA51652

API23866

WP_07468415

CAQ45914

WP_010953714.1

WP_060442509.1

WP_043309925.1

PAK51892

API65466

WP_057244365

来源菌株

Rhodococcus sp. Phi1

Acinetobacter sp.

Acidovorax sp.

Stenotrophomonas maltophilia

Pseudomonas sp.

Serratia marcescens

Pseudomonas sp. ML96

P. megaterium

Synthetic construct

Bacillus sp. Root 239

同源性/%

96.1

87.3

85.7

79.8

78.6

76.6

75.4

98.3

97.1

98.9

图 2　3种加氧酶在重组菌中的蛋白质表达结果

Fig. 2　SDS-PAGE results of expression of three monooxygenases in recombinant strains
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浓度为 0.15 mmol/L 时，目标蛋白质条带最清晰，

表达最佳。因此，确定 CHMOKT2440 蛋白质表达的

最 佳 诱 导 温 度 为 17 ℃ ，IPTG 浓 度 为 0.15 

mmol/L，该条件获得的重组蛋白可用于后续奥美

拉唑的生物转化。

2.5　环己酮单加氧酶 CHMOKT2440催化合成奥美拉唑

的条件优化

2.5.1　反应温度和 pH 优化　

反应温度对粗酶催化反应至关重要，酶活力会

随温度升高而增强，但是温度过高会导致酶变性失

活［16］。选取 5 个温度（28、30、33、37、40 ℃）进行转

化反应，结果见图 4。当反应温度为 33 ℃时，转化

效果最好，此时产率达 28.3%，光学纯度为 97.3%。

根据文献报道，CHMOKT2440 酶在弱碱性环境

中具有更高的活性［17］，因此考察了 CHMOKT2440 在

不同 pH（7.0、8.0、9.0、10.0、11.0）缓冲液中的催化

效率，发现当 pH 为 9.0 时，合成奥美拉唑的效果最

好，产率为 30.2%，光学纯度为 97.7%。

2.5.2　FAD 添加量优化　

在 CHMOKT2440 催化合成奥美拉唑的过程中，

FAD 通过转化为过氧化黄素实现底物氧化。不同

FAD 添加量（0.01、0.02、0.03、0.05、0.10 mmol/L）对

转 化 效 果 的 影 响 见 图 5。 在 不 添 加 FAD 时 ，

表 4　不同单加氧酶催化合成奥美拉唑的产率及光学纯度

Table 4　Yields and optical purity of omeprazole synthesized 

under the catalysis of different monooxygenases

单加氧酶

4A9W

RhCHMO

AnCHMO

AdCHMO

CHMONCIMB 9871

4O4P

PmP450 BM3

ScP450 BM3

BsP450 BM3

CHMOKT2440

SmKT2440-2

MLKT2440-3

产率/%

0.60

0.80

1.20

0.40

1.20

0.20

0

0.60

0

42.40

29.34

20.21

光学纯度/%

62.3

76.8

76.2

71.5

68.6

82.5

0

65.3

0

97.6

77.7

69.8

图 3　重组 CHMOKT2440蛋白质表达优化

Fig. 3　Optimization of protein expression of the recombinant CHMOKT2440

图 4　CHMOKT2440转化反应中温度和 pH 的优化

Fig. 4　Optimization of temperature and pH value during CHMOKT2440-mediated biotransformation
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CHMOKT2440 转化率较低，说明粗酶液本身含有少

量的 FAD 辅酶；当 FAD 浓度低于 0.05 mmol/L 时，

随着 FAD 浓度的升高，产率随之提高；当 FAD 浓

度超过 0.05 mmol/L 时，随着 FAD 浓度的升高，产

率急剧下降，说明过量的 FAD 会抑制转化反应。

当 FAD 浓度为 0.05 mmol/L 时，奥美拉唑的产率最

高，为 63.19%，光学纯度为 96.9%。因此后续选用

0.05 mmol/L的 FAD 进行转化研究。

2.5.3　底物质量浓度和反应时间优化　

环己酮单加氧酶在催化过程中能够进一步氧

化亚砜产生无手性砜［4］，因此需确定最佳反应时

间避免过度氧化。分别在 2、4、6、8、10、12 h 取样

进行高效液相色谱检测，结果见图 6（a）。在反应

2~10 h 奥美拉唑产率持续上升，在 10 h 时产率最

高达 77.1%，光学纯度为 97.4%。当反应时间超过

10 h 后，奥美拉唑的产率开始下降。表明随着反

应时间的延长，奥美拉唑会被环己酮单加氧酶继

续氧化，生成无手性砜等副产物。

底物质量浓度过高会抑制 CHMOKT2440 的转

化效率，对底物质量浓度进行了优化，结果见图

6（b）。当底物质量浓度为 3.0 g/L 时，产率最高达

78.9%，光学纯度为 97.1%；当底物质量浓度高于

3.0 g/L 时，随着底物质量浓度的升高，奥美拉唑的

产率逐渐下降；当底物质量浓度为 10.0 g/L 时，产

率仅为 5.6%。

2.6　环己酮单加氧酶 CHMOKT2440转化试验的响应面

优化及验证

选取对产率影响显著的 3 个因素（反应温度、

pH、FAD 添加量）进行转化反应的响应面优化试

验。采用 Design-Expert 软件按表 1 设计试验方

案，响应面优化试验结果见表 5。

通过方差分析可知，模型的 F 值为 142.78，

表示模型显著，见表 6。而失拟项的 F 值为 2.49，

“P 值＞F”值为 0.199 6（>0.1），说明数据点正常，

模型显著［19］。

反应温度、pH、FAD 添加量的“P 值>F”值均<

0.000 1，满足<0.05的要求，因此这 3项可显著影响

反应产率。A2、C2的“P 值>F”值均<0.000 1，满足<

0.05 的要求，因此 A2、C2 也可显著影响反应产率。

而交互项 AB、AC、BC 的“P 值>F”值均>0.05，因此

交互项 AB、AC、BC 对反应无显著影响。

图 5　CHMOKT2440转化反应中辅酶 FAD 添加量的优化

Fig. 5　Optimization of coenzyme FAD concentration during 

CHMOKT2440-mediated biotransformation

图 6　CHMOKT2440转化反应中转化时间和底物质量浓度的优化

Fig. 6　Optimization of transformation time and substate mass concentration during CHMOKT2440-mediated biotransformation
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模型方程误差统计分析结果见表 7，预测

R2 与调整后的 R2 差值小于 0.2，R2 为 0.994 6，证

明方程能有效表征变量间关系［4］。最终拟合出

的回归方程为 ：y=60.78+9.56A-19.74B+9.55C+

1.8AB+5.13AC+1.48BC-18.04A2-0.79B2-9.41C2。

通过对响应面分析得到了响应面的三维空间曲

面图和等高线图，见图 7~9。在三维曲线图中均

表 6　模型方程方差分析

Table 6　Analysis of variance for the model equation

方差来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总误差

平方和

6 550.97

731.53

3 116.55

729.62

12.96

105.06

8.70

1 370.28

2.63

373.23

35.69

23.24

12.45

6 586.66

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

平均方差

727.89

731.53

3 116.55

729.62

12.96

105.06

8.70

1 370.28

2.63

373.23

5.10

7.75

3.11

F值

142.78

143.50

611.34

143.12

2.54

20.61

1.71

268.79

0.52

73.21

2.49

P值>F

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.154 9

0.002 7

0.232 7

<0.000 1

0.496 0

<0.000 1

0.199 6

表 5　响应面优化法试验设计与产率

Table 5　Experimental design and product yield of response surface methodology

试验编号

3

1

7

5

14

9

12

11

15

10

13

17

16

2

8

6

4

运行序号

5

10

11

12

1

3

4

9

13

14

15

16

17

2

6

7

8

反应温度/℃

28.0

28.0

28.0

28.0

32.5

32.5

32.5

32.5

32.5

32.5

32.5

32.5

32.5

37.0

37.0

37.0

37.0

pH

10.0

9.0

11.0

10.0

9.0

11.0

10.0

10.0

10.0

10.0

10.0

9.0

11.0

10.0

9.0

11.0

10.0

FAD 添加量/（mmol/L）

0.03

0.04

0.04

0.05

0.03

0.03

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.05

0.05

0.03

0.04

0.04

0.05

产率/%

46.1

67.7

28.9

60.4

62.1

22.5

63.2

61.8

61.3

62.6

61.2

76.1

30.3

41.5

61.4

25.8

49.4

表 7　模型方程误差统计分析表

Table 7　Statistical analysis of the model equation error

统计项目

标准偏差

均值

多元相关系数

实际多元相关系数

预测多元相关系数

精密度

数值

2.26

47.49

0.994 6

0.987 6

0.940 6

39.000 7
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图 8　FAD 添加量与温度交互作用响应面图和等高线图

Fig. 8　Response surface map and contour plot map of the interaction between FAD concentration and temperature

图 9　FAD 添加量与 pH 交互作用响应面图和等高线图

Fig. 9　Response surface map and contour plot map of the interaction between FAD concentration and pH

图 7　pH 与温度交互作用响应面图和等高线图

Fig. 7　Response surface map and contour plot map of the interaction between pH and temperature
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可以看到很明显的极值点，解回归方程得到极

值点为：A=33.789 1、B=9.051 53、C=0.048 985 3。

经取整优化 ，确定最佳反应条件为 ：反应温度

34 ℃、pH 9.0、FAD 添加量 0.05 mmol/L。为验证

响应面试验优化得到的最佳反应条件，进行了 3

次 验 证 ，得 到 的 产 率 分 别 为 79.8%、80.1%、

80.0%，平 均 产 率 为 79.9%，与 理 论 最 高 产 率

80.8% 相近，证明模型可靠。

3　结论

为高效合成奥美拉唑，作者筛选到了一株能

够高效转化合成奥美拉唑的环己酮单加氧酶

CHMOKT2440。经 SDS-PAGE 分析，该酶可溶性表达

良好，在初始反应条件下奥美拉唑产率为 42%。

经过蛋白质表达优化，确定了该酶的最优表达温

度为 17 ℃ ，IPTG 终浓度为 0.15 mmol/L。进一步

通过响应面优化，确定 CHMOKT2440 粗酶转化奥美

拉唑的最适条件为：底物质量浓度 3.0 g/L，反应温

度 34 ℃，反应时间 10 h，反应 pH 9.0，FAD 添加量

0.05 mmol/L。在此条件下，奥美拉唑平均产率提

升至 79.9%，较优化前提高了 90.23%，实现了其产

率的大幅度提高，为工业化生产奥美拉唑奠定了

基础。后续将重点开展底物浓度梯度优化与反应

体系放大研究，进一步提高其产率及工业化生产

的可能性。
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