[bookmark: _GoBack]项目 37   泰乐菌素原料药产业化开发
需求单位：   湖北回盛生物科技有限公司
需求描述：
1、基因工程菌改造
泰乐菌素合成基因及其表达调控直接决定了生产菌种的优劣和产量。在现有条件下想要进一步优化菌种，提高菌种合成泰乐菌素的能力，借助基因工程对菌种进行改造是一条可选的方向。因此，借助高质量的平台和人才可实现这一目标的突破。
2、 高通量菌种筛选
目前采用的传统筛选方法主要技术路线是菌液稀释涂布、平板培养、单菌落扩培、种子培养、发酵摇瓶培养、液相检测；该方法工作量大、周期长、筛选概率低，不能够高效、快速的进行菌种筛选，是目前菌种筛选工作的一大难点。高通量菌种筛选技术可实现高产细胞的准确、快速识别，可以在不了解微生物遗传背景的前提下实现菌种的高效筛选。
3、泰乐菌素代谢调控机制
泰乐菌素详细的代谢调控机制目前报道较少，弄清楚代谢调控机制将为基因改造及发酵过程优化提供理论依据和参考。
4、发酵过程优化与放大
在现有的培养条件下，菌种前期生长正常，进入稳定期后菌浓持续≥40%，发酵液较粘稠，溶氧持续下降。为了控制溶氧，风量及转速持续上升，同时进行补水稀释菌浓；发酵中后期溶氧无法控制并持续跌零，导致泰乐菌素的生物合成受影响。已知泰乐菌素在发酵过程中需要补油、补水、补硝酸铵、补碱，但具体的关键控制点、控制参数及补料工艺目前还处于摸索阶段，现阶段的小试工艺还不成熟，放罐水平及A组分纯度不高，放罐时D组分占比8%-12%，需要进行工艺控制降低D组分的含量。小试（50L-100L）工艺稳定后需要放大中试并逐级放大到生产，在逐级放大的过程中由于设备、培养条件、培养体系等的差异往往会出现放大后发酵水平降低的情况，因此，借助发酵过程优化与放大技术将有效稳定生产工艺，逐级放大后发酵水平稳定且达到生产预期。
5、泰乐菌素后提取工艺优化与放大
泰乐菌素后提取的大致工艺路线是：发酵液预处理→板框过滤→膜过滤浓缩→萃取→反萃取→中和→脱色→脱溶→纳滤浓缩→干燥→包装。具体的控制参数、关键控制点还不清楚，正处于前期的摸索阶段。目前，国内泰乐菌素的提取收率大约在70%，A组分纯度在88%-92%，优化传统的提取工艺，提高收率，提高效率，提高成品质量，将有力提升行业核心竞争力。
通过以上5个方面的技术突破，预期达到以下主要目标：
①泰乐菌素A组分发酵水平较现目前产业化水平提高20%，放罐纯度≥88%。
②提纯后泰乐菌素A组分≥92%，D组分≤3.5%，A+B+C+D≥95%。
③替换有机溶剂提取，或降低有机溶剂使用量，降低环保风险。
该技术的解决将取得以下重大意义：
①突破泰乐菌素现有发酵水平的瓶颈，提高生产力。
②提高泰乐菌素成品质量，提高产品核心竞争力。
③打破行业垄断，促进动保领域产品结构调整，提高经济效益，保障我国食品安全。
项目研究内容包括：
  项目技术方案：
1、弗氏链霉菌的组学研究
通过基因组学、转录组学、蛋白质组学和代谢组学等整合组学研究，确定泰乐菌素的合成基因簇及其表达调控的分子基础，鉴定泰乐菌素生物合成的限速酶、正负表达调控因子和泰乐菌素耐受基因，确定相关代谢产物成分的分布。
2、泰乐菌素合成基因的优化改造
利用基因敲除和过表达技术鉴定泰乐菌素合成途径中的关键限速酶，利用DNA shuffling和基因编辑等技术对限速酶进行改造，筛选高活性合成限速酶。
3、泰乐菌素合成代谢调控的优化改造
泰乐菌素的合成途径存在多种调控机制，通过敲除负调控基因或/和过表达正调控基因，提高泰乐菌素的合成水平及泰乐菌素A组分的产量。
4、泰乐菌素耐受基因的改造
生产后期，大量泰乐菌素的积累对工程菌株有明显抑制作用。通过对泰乐菌素耐受基因的遗传改造，提高工程菌株的泰乐菌素耐受能力和泰乐菌素产量。
5、泰乐菌素高产菌株的构建与中试
通过以上改造和优化，构建稳定、高产的泰乐菌素工程菌株，并进行泰乐菌素中试生产；通过发酵、提取等生产工艺优化达到相关项目指标。
对揭榜方要求：
揭榜方除满足通知中共性要求外，还应满足以下个性化要求：
1、华中农业大学
职称要求：教授
学历要求：博士
所属领域要求：微生物代谢工程领域，通过研究链霉菌次级代谢合成、调控及抗性机制，明确泰乐菌素生物合成机理，为基因改造及发酵过程优化提供理论依据和参考。
2、武汉大学
职称要求：教授
学历要求：博士
所属领域要求：基因工程领域，通过代谢工程和组合生物合成研究放线菌生物合成抗生素，即利用基因工程技术，有目的地对细胞代谢途径进行精确的修饰或改造，以提高微生物代谢合成抗生素的产量。
3、湖北工业大学
职称要求：教授
学历要求：博士
所属领域要求：微生物发酵工程领域，通过发酵过程优化与放大技术逐步明确关键技术参数、关键控制点及关键技术路线，稳定提高泰乐菌素发酵水平并逐级放大到生产；另外，具备抗生素提取工艺优化与放大经验，熟悉抗生素后提取基本设备和技术。
实施年限： 3 年； 投入预估： 1200 万元。
联系方式：赵敏， 13733457512，0712-3131222。   











