[bookmark: _GoBack]项目 26   生物酶法制备具有生物医疗价值的系列
氨基酸及衍生物技术
需求单位：   湖北新生源生物工程有限公司
需求描述：
湖北省的氨基酸系列产品种类在国内最多，出口量最大，湖北新生源生物工程有限公司、八峰药化股份有限公司、武汉远大弘元股份有限公司等都是国内外知名的氨基酸生产企业。随着氨基酸市场需求的变化，企业都面临着产业升级的问题。氨基酸生产方法分为生物资源提取法即蛋白质水解法、化学合成法和生物法。当前，我国氨基酸产业工艺普遍较落后，主要采用提取法及化学合成法，生产过程中环境污染严重，效率低下，安全形势突出。而发达国家主要以生物法生产氨基酸和衍生物。生物法由于具有原料成本低,反应条件温和,容易大规模生产等优点,已成为目前生产L-氨基酸的最主要方法。其中，生物法生产氨基酸中的酶法在20世纪70年代兴起，为发酵工程的发展注入了活力。它是利用生物酶催化的立体专一性反应从底物生产光学活性的氨基酸。反应大多在水溶液中进行，条件温和，选择性高，底物浓度高，转化率高，副产物少，生产工艺简单，分离精制容易。随着基因工程技术的迅速发展，有关酶的产量和活性显著提高，加上固定化技术和生物反应器研究成果的配合使酶法生产氨基酸的技术成为氨基酸发展的趋势。因此，积极研发生物酶法制备开发高附加值的氨基酸及其衍生物品种设计完整的工艺路线，攻克相关核心技术，实现氨基酸的绿色制造，将会对我省氨基酸行业结构转型升级起到助推作用，成为我国氨基酸生产企业发展的突破口。
湖北新生源生物工程有限公司始创于1996年，是国际上规模最大的水解氨基酸生产企业，以L-精氨酸和L-半胱氨酸盐酸盐为龙头的氨基酸系列产品，在本行业中处于国内领先地位，在国际市场上占有相当大的份额。作为国家级重点高新技术企业，面对激烈的国际市场竞争，为进一步拓宽市场，丰富产品种类，延长生产链，公司近年投入8000多万用于水解法及生物法制备特种氨基酸的开发，希望重点开发一些在具有医疗、保健价值的氨基酸及衍生物生产工艺，包括L-半胱氨酸、L-精氨酸、L-亮氨酸、L-异亮氨酸、鸟氨酸等。  
本公司拟通过以上技术难题的攻关，获得以下成果和社会效益：
1.目前，本公司通过羽毛水解获得的氨基酸母液，在提取其他氨基酸后残余大量丝氨酸，只能作为低价值的饲料出售，公司希望和合作单位共同开发，构建高活性的色氨酸合成酶工程菌株，建立从羽毛水解生物法生产L-半胱氨酸的生物法生产工艺，实现半胱氨酸年产量达到3000-5000吨，年产值达到2.1-3.5亿左右。
2.构建高活性的精氨酸脱亚胺酶工程菌株，升级现有精氨酸到瓜氨酸的酶法生产工艺，瓜氨酸年产量达到1000-2000吨，年产值0.7-1.4亿左右。
3.获得高活性的精氨酸酶工程菌株，建立到鸟氨酸的酶法生产工艺，鸟氨酸年产量达到800吨，年产值6000万左右。
4.建立生物法制备亮氨酸、异亮氨酸、酪氨酸、缬氨酸的中试生产线，培养6-8名相关技术人员。
5.公司开发生物法制备具有医用价值，附加值高的氨基酸产品及衍生物的技术方法并产业化，采用绿色制造方法代替传统高污染、高排放的生产工艺，预期每年可减少废水排放20万吨，二氧化硫排放27吨，氮氧化合物排放52吨，烟尘排放18吨，COD排放50吨。预期将新增就业岗位350个，带来良好的社会效益。
6.公司拟与合作单位共同申请专利5-10项。公司拟与合作单位共同申请湖北省科学技术奖励1项。
项目研究内容包括：
1. 挖掘满足生物法生产氨基酸技术需求的酶分子。
生物法生产氨基酸及衍生物的核心技术在于筛选具有高效、高专一性、高稳定性和耐受性的酶分子。高通量DNA测序已积累了海量的酶基因序列，结合生物信息学、分子生物学和合成生物学方法，对氨基酸合成所需的酶基因资源进行挖掘，可以从中找到一些性质优良的酶分子。同时，近年的研究（2018年诺贝尔化学奖）表明，天然酶分子可以通过分子改造来进一步提高催化效率和稳定性，从而获得更高的底物转化效率，降低生产成本，更加符合工业生产的需求。目前，酶分子改造常用的方法包括定向进化和理性/半理性设计等。对于氨基酸及衍生物合成相关的酶，例如色氨酸合成酶、精氨酸脱亚胺酶等，由于其活性需要用薄层层析、高效液相色谱等手段来检测，不易实现突变体的高通量筛选，所以更适合用理性/半理性设计的方法来进行改造，该方法基于蛋白质结构的理性定向进化策略(如：CASTing、B-factor饱和突变、ISM迭代饱和突变和精简密码子饱和突变等），并与计算机辅助设计技术（分子对接、分子建模、分子模拟和量子力学/分子力学等技术）相结合，结合高效定点诱变技术，构建小而精“智能”突变体库，通过有限的筛选（层析、色谱等）获得更加符合工业生产需要的酶分子，节约生产成本，提高产品市场竞争力。技术难点包括：（1）生物信息学挖掘氨基酸及衍生物合成相关的酶基因；（2）目标基因的高效合成和高通量克隆技术；（3）候选酶分子晶体结构的高效解析；（4）候选酶分子的理性设计和突变位点的准确选择；（5）酶分子改造所需的高效定点诱变技术。
2. 高表达工程菌株的构建和发酵工艺的确定。
酶蛋白的制备成本也是工业生产所需要考虑的，在找到符合工业生产需求的酶分子后，需要通过基因工程的方法，获得高表达候选蛋白的工程菌株，大量获得相关酶制剂，以用于全细胞或纯酶催化反应。因此，需要发展各种蛋白质高效表达平台，构建工程菌株，通过表达元件的优化，基因剂量等方法提高目的蛋白的表达量。在获得优良工程菌株的基础上，还需要通过基于多尺度分析、生化反应动力学、计算机模拟等技术优化发酵条件的体系，对氨基酸工业生产菌株的大规模发酵条件进行优化，确定发酵生产工艺，降低发酵成本。技术难点包括：（1）高效表达平台的建立及候选酶分子的高效表达；（2）发酵条件的优化，发酵成本控制；（3）酶活性检测方法的建立。
1． 氨基酸生物法生产中酶的固定化和多酶催化工艺的建立。为了提高酶法生产氨基酸的效率，有必要发展高效廉价的酶固定方法。酶的固定化技术是酶法生产中常用的一种技术。酶固定化技术是指通过物理或化学的方法将游离酶和相应载体结合起来，增强了酶的稳定性，同时又便于酶与产物分离，达到酶的重复利用，简化产物纯化工艺等目的，从而降低生产成本。目前，关于酶的固定化的方法很多，包括物理吸附、包埋、戊二醛交联和共价结合等方法，但是由于不同酶分子性质各异，反应条件的区别，因此采用的固定方法也不一样，需要寻求符合大规模生产的工艺技术。同时，为了从廉价的底物出发经过多步级联催化合成高附加值的氨基酸及其衍生物产品，需要建立多酶催化反应体系，实现多种酶在同一系统中的催化反应过程。因此，如何让多种酶在同一反应体系中协同作用，如何提高多酶体系的效率，解决限速酶的负反馈抑制等都需要进行研究，例如，通过多酶融合表达、人工支架或者是共固定化等方法产生底物通道效应，解决中间产物的扩散阻力，增加其局部浓度，从而有效提高反应速率和终产物的得率，这也是目前生物发酵过程中的研究热点。技术难点包括：（1）低成本、高效率的酶固定化方法；（2）多酶反应体系的工艺条件优化。 
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：
鉴于本项目的技术要求高，所以本公司希望合作的高校或者科研院所具有酶工程相关的国家级平台，为项目的顺利进行提供坚实的研发力量和完善的配套设备保障。合作团队应由基因挖掘到高效表达、酶学性质研究、蛋白结构分析、酶分子改造、发酵制备、生产工艺开发等各研究领域的研究人员组成。为寻找符合生物法生产氨基酸技术需求的酶分子，合作团队应具有生物信息相关专业的成员，进行大数据分析，预测一些性质优良的酶基因。同时，团队应具有蛋白质分析纯化相关实验技术人员，熟练掌握薄层层析、液相色谱等分析手段，能进行相关数据分析。合作团队同时应具有生物结构分析和运算能力，熟练掌握各种理性/半理性设计的策略和相关设计软件，能够对酶的催化活性位点、底物结合位点等进行分析和运算，设计突变位点。同时，团队内成员应熟练掌握分子克隆、定点诱变技术等，能快速获得所需突变体库。为了构建高表达工程菌株，并建立配套发酵工艺，团队应具有成熟的大肠杆菌、酵母或芽孢杆菌表达体系，能快速的在多个系统中并行构建生产用酶的基因工程菌株，从而选育生产所需菌株，降低酶的生产成本。此外，团队应该有熟练掌握发酵技术的成员，能根据生产需要调整发酵工艺，降低发酵成本。为建立氨基酸生物法生产中酶的固定化技术和多酶催化在合作方面，工艺，团队应该具有成熟的酶固定化相关技术成果，并熟悉多酶催化工艺技术，了解技术难点，并具有多酶融合表达、共固定化等技术手段，可迅速实现成果的工业化应用。研究团队还应具有丰富的与企业合作经验，了解企业运营模式，了解氨基酸及衍生物行业现状，从而保障合作过程中协调和沟通的顺畅。
实施年限： 4.5 年； 投入预估： 3000 万元。
联系方式：章平， 13697161018，525868055@qq.com。











