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週期饋料復性法對溶菌�復性行為之研究

高敏展 張哲魁 劉懷勝*

國立台灣大學化學工程研究所

（NSC 91-2214-E-002-032）

一、摘要
本實驗主要在探討週期饋料（Periodical fed-batch）復性方法的可行性，藉

由實驗觀察溶菌酉每再摺疊的可能機制，並嘗試改變操作條件找出最佳操作策略。
週期饋料的優點在於其不但能控制失活蛋白質注入復性緩衝液之時間，使其注入
之時間間隔能足以供給蛋白質分子達完全摺疊，且亦能將注入失活蛋白質皆保持
在低濃度的狀態下復性，故不但大幅降低聚集體的產生亦提升其最終高活性酵素
濃度；故根據實驗結果，採以週期饋料復性方法能將最終酵素濃度為 0.45 g/l 時，
溶 菌 �復 性 程 度 提 升 至75%，相較於以饋料式復性所得到效率高出 6-9%。

二、前言
利用微生物的培養來生產蛋白質，技術

已相當成熟，然而蛋白質大量地被製造出
來，容易導致在細胞體內產生內聚體
（inclusion body）。一般而言，欲從內聚體中
得到具活性的蛋白質需採三步驟：內聚體之
純化，內聚體之溶解以及溶解蛋白質之復性
【1】。雖然前二步驟可獲得極高之效率，但
復性效率卻易因蛋白質之錯誤摺疊或蛋白質
濃度過高所導致聚集體的產生而大幅降低。
故如何在高濃度條件下降低聚集體之生成進
而提高復性效率是現今重要研究課題。而採
以大量的復性溶液以稀釋蛋白質之濃度
（即：批次稀釋法）是減少聚集體產生的最
簡單方法【2、3】；然而，低濃度的回收率仍
是首要克服瓶頸之一。

以連續饋料（Continuous fed-batch）操
作來進行復性，主要是針對批次稀釋法中將
失活蛋白質直接注入於復性緩衝液中，容易
造成大量聚集體(aggregate)之缺點，改由逐
漸滴入的方式，來避免產生大量的聚集反
應，所以連續饋料與批次稀釋法最大的不同
就在於進料的方式，而連續饋料操作是利用
一微量幫浦(micro-feeder pump)緩緩將失活
蛋白質加至復性緩衝液中，在Katoh和Katoh
的連續饋料實驗中【4、5】，發現比批次稀釋
法活性高了 10%。同樣地，針對直接稀釋法

會產生大量的聚集反應的缺失，將其做改良
的除了饋料式之外還有間歇法【6】。間歇法
所採取的方式也類似饋料式，也是改變進料
方式，將失活蛋白質量分次注入，來減少高
濃度下所造成的聚集反應，其優點在於可依
照蛋白質摺疊特性，控制失活蛋白質注入間
隔，藉以提供蛋白質充份的摺疊時間，所以
使用間歇法復性間隔時間的多寡就顯得非常
重要【7】。

在了解連續饋料和間歇法復性的優劣
後，得知連續饋料的優點在於在短時間內就
有不錯的回復活性，所以有高產率的回復能
力；間歇法具有高活性回收率，但相對地所
花的時間就較多，綜合以上兩方法，嘗試著
將兩者合而為一，期望能夠同時具有高活
性、高產率的方式，所以產生了週期饋料【7】
的復性方式，週期饋料是以連續饋料為進料
方式，不過待進料滴入一段時間後，改採靜
置不再滴入失活蛋白質的方式，就如同間歇
法般，一段時間後再次滴入失活蛋白質，其
後再靜置，如此反復的滴入與靜置稱之為週
期饋料。本實驗就針對流速、間隔時間、滴
入頻率的不同來探討其對復性的影響，進一
步的找出週期饋料的最佳操作條件。

三、實驗與方法
1. 週期饋料復性法：



圖一、週期式饋料復性，流速為 0.2ml/min，以 10 分鐘為

一週期，共有三個週期，週期的前 5 分鐘滴入失活蛋白質

，後 5 分鐘靜置。

    藉由微量 pump 將自裝有變性蛋白質
之載盛器中抽取出已完全變性之蛋白質，以
低流速條件下（0.2，0.1 及 0.05ml/min）緩
慢滴入復性緩衝液中(3mM GSH、0.3MM 
GSSG、1mM EDTA之0.1M，PH8.2，tris-HCl)
進行復性反應，待進料滴入一段時間後，改
採靜置不再滴入失活蛋白質，此進料的滴入
與靜置反覆進行。其操作方式如圖一所示。
舉流速 0.2 ml/min 為例，斜線面積下為所滴
入失活蛋白質的量，總量為 3ml，所以每一
週期共滴入 1ml，之後靜置一段時間，靜置
的時間隨實驗需要而改變，圖中為每週期靜
置 5 分鐘，並在每週期的結束前取樣
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為了簡明描述其操作方法，我們採符號
之方式（如下所示）以描述其流速、進料滴
入時間、靜置時間與週期數。

num b er o f pe rio d

standing  tim estan d

feed ing  tim eve loc ity

[ 0 .2 m l/m in  x  5 m in- 0 m l/m in  x  5 m in  ] x  3 cyc le

2. 蛋白質變性程序：取適量的的蛋白質，置
入於含 8M 尿素、0.01M DTT及 1mM EDTA
之 0.1M，pH8.6，tris-HCl 變性緩衝液中。
靜置在室溫下 24 小時。
3. 活性測定方式：將基質配置於磷酸緩衝液
(pH 6.2)中，取 40ìl 酵素液置入 2.5ml 基質
液中，在可見光 450 nm 下測吸收值，其活
性為每單位時間吸收值的下降量。

4. 蛋白質濃度校正：使用紫外光 280 nm
(UV280)測其酵素濃度。

四、結果與討論
1. 在相同操作時間下，改變實驗的週期對復

性的影響
  以流速 0.05ml/min 為例，在總滴入時

間與總靜置時間相等的情形下，利用不同的
週期數（圖二）來比較最終的回復活性實驗
中，發現大致上低週期數和高週期數的復性
效果皆不佳（圖三），以週期數三的結果比較
好（流速 0.2，0.1ml/min 亦有此相同之結
果）。其原因在於，在低週期數下，每週期滴
入的蛋白質量過多，濃度太高形成聚集反應
的機率大增；反觀在高週期數下因靜置時間
較短，並不足以讓它摺疊至穩定的狀態，在
尚未完全摺疊之前下個週期的失活蛋白質又
繼續滴入，如此會造成大量的聚集反應，由
此可觀察出高週期數的週期饋料操作因靜置
時間極短，和連續饋料操作具有相同的缺點
也使得復性效果不佳，所以往後的實驗基本
上以三週期的操作為主。

2. 在相同靜置時間條件下，比較不同流速對
週期饋料復性的影響

以靜置時間在 30 分鐘為例，流速為
0.2，0.1ml/min 下，復性曲線趨勢皆趨於平
緩（圖四），但流速為 0.05ml/min 時其復性
曲線仍有往上昇的趨勢，由此可證明蛋白質
的摺疊速度和流速有關；即在高流速下，蛋
白質的摺疊速度較低流速來的快，故在靜置
時間較短的情形下趨勢趨於平緩。而低流速
需較長的靜置時間才能讓蛋白質摺疊完全。
此外，雖然在相同靜置時間條件下，不同的
流速對於其復性趨勢具有很大的影響，但其
最終的回復活性卻相同(在相同操作時間
下)。顯然在不同流速下欲達到較穩定的摺疊
結構，其所需要的靜置時間亦會有所不同。
對於高流速所需的靜置時間較短，推測可能
在實驗中滴入失活蛋白質時，因流速較快，
每次所滴入的失活蛋白質一接觸復性緩衝液
時即開始進行摺疊，並和原本在復性緩衝液



中摺疊尚未完全的蛋白質相互碰撞，所以在
瞬間就造成聚集反應，故扣除已聚集的蛋白
質，在復性緩衝液中進行摺疊蛋白質濃度較
低，因此在靜置期間，部份摺疊的蛋白質
(partially refolded protein)相互碰撞的機會降
低，摺疊速率較快，故所需的靜置時間較短；
反之，在低流速時，失活蛋白質並不會立即
就形成聚集體，故在靜置期間部份摺疊蛋白
質濃度較高，相互碰撞的機會也就因此增
高，所以就需要有更多的時間來讓部份摺疊
蛋白質摺疊至正確的立體構形，且由最終的
回復活性來看高低流速復性的結果差距並不
大，可知低流速在開始時雖然聚集的現象並
不多，但在摺疊的過程中因部份摺疊蛋白質
的相互碰撞形成的聚結體，也損失不少蛋白
質，導致最終活性沒有太大差別。所以在本
節中發現高流速和低流速導致蛋白質聚集的
機制並不相同，高流速的聚集反應在失活蛋
白質滴入時發生，低流速發生在靜置期間，
蛋白質進行摺疊所造成。

3. 在相同流速下，不同靜置時間對復性的影
響

在上節中，利用相同的靜置時間比較不
同流速下的復性結果，得知靜置時間對蛋白
質的摺疊有極大的影響；期望能更進一步了
解靜置時間和流速間的關係，所以在固定流
速的情形下，藉由改變每週期的靜置時間，
以觀察其復性的結果。由實驗結果可知（data 
not shown），不同流速下欲達較穩定摺疊所
需之靜置時間分別為：流速 0.2 ml/min，每
週期靜置 20 分鐘；流速 0.1 ml/min 每週期靜
置 30 分鐘；流速 0.05 ml/min 每週期靜置 60
分鐘。

4. 週期饋料最佳化操作
針對最終酵素濃度為 0.45 g/l，可依照其

靜置時間來設計，其概念為高流速所需的靜
置時間短；低流速的靜置時間長，所以在實
驗中，如圖五所示：第一週期以低流速
0.05ml/min 進 行 ； 第 二 週 期 以 流 速
0.1ml/min；第三週期改以流速 0.2 ml/min，

依此操作的結果回復活性有 75%（圖五），相
較於靜置時間為 30 分鐘，操作三週期的結果
最終活性高出 6 ~ 9%（0.2 ml/min 操作下活
性 69%；0.1 ml/min 操作下活性 67%；0.05
ml/min 操作下活性 65%）。

五，結論
     在本研究中，由於週期式饋料復性法能
將注入蛋白質分子維持在低酵素濃度環境下
行摺疊反應，故減少聚集反應之發生，且適
當的提供靜置時間使蛋白質分子產生有效之
摺疊。因此在某種程度上已有效的達到高活
性回收率之結果，解決部分因濃度效應所產
生聚集之問題。
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圖五、在最終濃度為 0.45 g/l 的前提下，利用不同流速搭

配不同的靜置時間，分別是 0.05ml/min 靜置時間 50 分鐘

；流速 0.1ml/min 靜置時間 40 分鐘；流速 0.2ml/min 為

25 分鐘

圖三、以週期饋料來進行復性，操作方式在流速同

為 0.05ml/min、操作時間為 120 分鐘下，比較不同

週期數對復性的影響。
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圖二、週期饋料之操作方式。(e)-1 1]6006005.0[ ××−× ；

(e)-2 2]3003005.0[ ××−× ；(e)-3 3]2002005.0[ ××−× ；

(e)-4 6]1001005.0[ ××−× ；(e)-5 12]50505.0[ ××−× 。
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圖四、以週期饋料法，在相同靜置時間 20 分鐘下

比較不同週期數對復性的影響。操作方式分別為 (e)-1

3]20052.0[ ××−× (e)-2 3]200101.0[ ××−× (e)-3

3]2002005.0[ ××−×
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表一、在最終濃度為 0.45g/l 下（總量 3ml、5g/l 的失活蛋白質

加入 30ml 的包含 1.5M 尿素的復性緩衝液中），比較不同週期

饋料操作的實驗結果。


	page1
	page2
	page3
	page4
	page5

