[bookmark: _GoBack]目录
1  研究概述	1
1.1  研究的目的和意义	1
1.2  国内外研究概况及存在问题	2
1.3  市场需求及产业化前景	3
1.4  工作基础条件	3
1.5  本研究主要研究内容和方法	4
1.5.1  筛选抗反馈突变体	5
1.5.2  发酵过程优化	5
1.5.3  建立A40926中试及生产规模的示范基地	5
1.5.4  建立A40926提取纯化技术平台	5
1.6  主要创新点及先进性	6
2  高通量筛选模型的建立及高产突变株的筛选	7
2.1  材料与方法	7
2.1.1  主要试剂	7
2.1.2  主要仪器	7
2.1.3  菌株	7
2.1.4  培养基及培养条件	8
2.1.5  抗性筛选模型的建立	8
2.1.6  ARTP诱变方法	8
2.1.7  高通量筛选体系的建立	8
2.1.8  分析方法	9
2.2  结果与讨论	9
2.2.1  筛选压力的确定	9
2.2.2  ARTP诱变照射时间的确定	9
2.2.3  高通量筛选体系的建立	10
2.2.4  突变株传代稳定性考察	12
2.3  结语	12
3  A40926发酵及提取工艺优化	13
3.1  材料与方法	13
3.1.1  主要试剂	13
3.1.2  主要仪器	13
3.1.3  培养基及培养条件	13
3.1.4  实验方法	13
3.1.5  分析方法	16
3.2  结果与讨论	16
3.2.1  摇瓶发酵工艺优化	16
3.2.2  发酵罐发酵工艺优化	28
3.2.3  提取工艺优化	34
3.3  结语	56
4  A40926规模化生产工艺的建立	57
4.1  材料与方法	57
4.1.1  主要试剂	57
4.1.2  主要仪器	57
4.1.3  培养基及培养条件	58
4.1.4  实验方法	58
4.1.5  分析方法	60
4.2  结果与讨论	60
4.2.1  发酵工艺参数的确定	60
4.2.2  提取工艺参数的确定	64
4.3  结语	76
参考文献	77



插图清单
图1-1  A40926各因子的化学结构	2
图1-2  本研究方案概述图	4
图2-1  A40926生产菌株的ARTP诱变致死率曲线	10
图2-2  摇瓶培养与微孔板培养A40926效价比较	11
图2-3  抑菌圈检测法与HPLC法的检测结果	11
图3-1  摇瓶种子生长过程曲线	17
图3-2  种龄对A40926发酵的影响	18
图3-3  温度对发酵的影响	19
图3-4  菌体生长及A40926合成主效应图	21
图3-5  不同氮源对菌体生长及产物合成的影响	22
图3-6  不同浓度豆油对摇瓶发酵的影响	23
图3-7  不同碳酸钙添加量对发酵的影响	24
图3-8  氧化铝浓度对发酵的影响	25
图3-9  缬氨酸浓度对发酵的影响	26
图3-10  初始pH对发酵效价的影响	27
图3-11  摇瓶发酵过程曲线	27
图3-12  发酵过程动力学曲线	28
图3-13  种子罐培养过程曲线	29
图3-14  移种时间对A40926发酵的影响	29
图3-15  发酵罐培养温度对A40926发酵的影响	30
图3-16  溶氧对A40926发酵的影响	32
图3-17  补料对A40926发酵的影响	33
图3-18  最适条件下A40926发酵过程曲线	34
图3-19  提取工艺流程图	34
图3-20  同终碱浓度和碱提时间对碱提效果的影响	35
图3-21  时间对沉淀体积的影响	37
图3-22  树脂粒径对吸附率及解析率的影响	38
图3-23  pH对聚酰胺树脂吸附的影响	38
图3-24  流速对吸附效果的影响	39
图3-25  上样浓度对吸附效果的影响	40
图3-26  洗脱液pH对解吸率及B0纯度的影响	41
图3-27  洗脱剂用量对解析效果的影响	42
图3-28  树脂静态吸附量、解析率对比	43
图3-29  上样pH对X-5树脂吸附B0组分的影响	44
图3-30  流速对吸附效果的影响	45
图3-31  上样浓度对吸附效果的影响	46
图3-32  乙醇浓度对B0解吸效果的影响	47
图3-33  pH对B0解吸效果的影响	48
图3-34  80%乙醇用量对B0解吸量的影响	49
图3-35  80%乙醇洗脱流速对B0解吸的影响	50
图3-36  脱色液pH及活性炭加入量对脱色收率的影响	51
图3-37  脱色液乙醇浓度对脱色收率的影响	52
图3-38  脱色时间对脱色效果的影响	53
图3-39  A40926温度稳定性	54
图3-40  冻干前后样品比较	55
图4-1  溶氧和OUR变化趋势曲线	63
图4-2  陶瓷膜设备简图	64
图4-3  中试聚酰胺色谱柱	67
图4-4  中试大孔树脂色谱柱	70
图4-5  脱色设备	72
图4-6  蒸馏浓缩设备	74
图4-7  提取中试5批总收率及B0纯度	75



附表清单
表1-1  达巴万星、万古霉素及替考拉宁最小抑菌浓度（MIC）及最小杀菌浓度（MBC）1
表2-1  突变株134#的遗传稳定性	12
表3-1  接种量对菌体生长和产物合成的影响	18
表3-2  正交实验结果及极差分析	20
表3-3  复合氮源对A40926合成的影响	22
表3-4  不同培养温度下发酵参数比较	31
表3-5  补水体积对过滤效果的影响	36
表3-6  不同洗脱剂对洗脱效果的影响	41
表3-7  XAD-16和X-5树脂柱的层析效果对比	44
表3-8  Langmuir方程回归参数	46
表3-9  温度对脱色效果的影响a	52
表3-10  浓缩工艺验证	54
表3-11  A40926冻干工艺	55
表3-12  冻干样品稳定性考察	55
表4-1  小试罐、模拟罐及10 m3罐各参数比较	61
表4-2  不同方法计算出来的VVM值和ωg值	61
表4-3  小试罐与10 m3罐计算结果比较	62
表4-4  10 m³发酵罐生产验证	64
表4-5  各批次碱提微滤收率情况	65
表4-6  各批次陶瓷膜浓缩收率	66
表4-7  聚酰胺色谱柱各操作步骤流速	69
表4-8  各批次聚酰胺分离纯化收率情况	69
表4-9  大孔色谱柱各操作步骤流速	71
表4-10  各批次大孔树脂分离纯化收率情况	71
表4-11  各批次脱色收率情况	73
表4-12  各批次蒸馏浓缩收率情况	74
表4-13  各冻干批次收率情况	75



符号和缩略语说明
	英文缩写
	中文名称
	英文缩写
	中文名称

	RQ 
	呼吸商
	OUR
	耗氧率

	CER
	二氧化碳释放率
	OTR
	传氧速率

	Kla
	以(c*-c)为推动力的体积传氧系数
	kd 
	以氧分压差为推动力的体积溶氧系数

	vvm
	通气体积
	ωg
	空气直线速度

	Q 
	通气流率
	Qg 
	操作状况下的通气流量

	H
	罐高/树脂床的高度
	HL
	装液深度

	Di
	搅拌浆直径
	VL
	装液体积

	μ
	液体粘度
	Re
	雷诺准数

	P0 
	不通气搅拌功率
	Pg
	通气搅拌功率

	NP
	功率准数
	vs  
	空截面气速

	ρ
	液体密度
	N 
	搅拌转速

	V微滤液
	陶瓷膜微滤液体积
	V碱提液
	碱提液体积

	BV
	柱体积
	SV
	空间速度

	W
	体积流量
	V
	湿树脂体积

	L
	放大倍数
	K
	高径比

	D
	树脂床的直径
	mMax
	树脂柱最大上样量

	V6.0
	pH 6.0缓冲液用量
	V8.0
	pH 8.0缓冲液用量

	V9.0
	pH 9.0缓冲液用量
	V氨水
	氨水用量

	V40%乙醇
	40%乙醇用量
	V60%乙醇
	60%乙醇用量

	V80%乙醇
	80%乙醇用量
	V脱色液
	脱色料液体积

	V脱色用酒精
	脱色工序酒精用量
	V大孔合并液
	大孔树脂分离纯化工序洗脱合并液体积

	m活性炭
	每批次活性炭用量
	V脱色滤液
	脱色过滤液体积

	V脱色液
	脱色前料液体积
	V洗罐用酒精
	脱色工序清洗脱色罐体积

	SD
	标准偏差
	RSD
	相对标准偏差





VI

[bookmark: _Toc496190493]1  研究概述
[bookmark: _Toc469495066][bookmark: _Toc496190494]1.1  研究的目的和意义
达巴万星是一种继万古霉素和替考拉宁之后的第二代具有抗多重耐药菌的半合成糖肽类抗生素，与万古霉素及替考拉宁相比，达巴万星具有更广谱、更强的抗菌活性，对多种革兰氏阳性菌均具有良好的抗菌性（见表1-1）。由于达巴万星具有抗菌谱宽、耐受性好、半衰期长、副作用小等优点，为临床治疗革兰氏阳性菌感染提供了新的选择，具有广泛的市场前景[1-3]。
[bookmark: _Toc469495160][bookmark: _Toc489949606]表1-1  达巴万星、万古霉素及替考拉宁最小抑菌浓度（MIC）及最小杀菌浓度（MBC）
Tab. 1-1 Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal bacterial concentration (MBC) of dalbavancin, vancomycin, and teicoplanin
	
	达巴万星
	万古霉素
	替考拉宁

	
	MIC （mcg/mL）
	MBC (mcg/mL)
	MIC （mcg/mL）
	MBC (mcg/mL)
	MIC （mcg/mL）
	MBC (mcg/mL)

	MSSA
	0.06
	0.06-1
	1
	1-2
	0.5-1
	0.5-4

	MRSA
	0.06
	0.06-0.5
	1
	1
	0.5-1
	0.5-1

	VISA
	1
	2
	8
	8
	4
	8

	MRCNS
	0.03-0.12
	0.03-0.25
	1-4
	2->32
	0.5-32
	0.5->32

	Streptococcus pyogenes (erythromycin-susceptible
	0.008
	0.008-0.25
	0.5
	0.5->2
	0.06
	0.06-0.5

	S. pyogenes (erythromycin-resistant)
	0.008
	0.008
	0.5
	0.5
	0.03
	0.03

	Enterococcus faecalis (vancomycin-susceptible)
	0.03-0.06
	4-8
	0.25
	16
	1
	>32

	E. faecium (vancomycin-susceptible)
	0.015-0.03
	2
	<0.12-0.25
	8-16
	0.5-2
	16->32


2014年5月， FDA全票通过抗菌药物达巴万星（DalvanceTM，Durata Therapeutics公司）用于治疗包括MRSA在内的成人皮肤及软组织感染，成为第一个也是唯一的FDA批准的一周一次、给药两周的静脉注射抗生素。
随着FDA对达巴万星的批准，其中间体A40926的需求将显著增大。A40926是由野野村放线菌ATCC 39727产生的天然糖肽类抗生素，其化学结构与替考拉宁相似，均含有交联七肽结构、两个氯原子、一个甘露糖和一个疏水脂酰侧链。A40926为一组结构相近的因子组成的复合物，目前已至少已知包含7个因子，各因子间的区别仅在于连接的疏水脂酰侧链不同。A0、A1、B0和B1为A40926的主要因子，其中B0组分所占比例最高（见图1-1）[4, 5]。发酵液中A40926主要以PA、PB的形式存在，PA和PB为在碱性条件下可脱去乙酰基转化为A和B[6]。
[image: ]
[bookmark: _Toc489949561][bookmark: _Toc469495134]图1-1  A40926各因子的化学结构
Fig. 1-1 Chemical structure of A40926 factors
[bookmark: _Toc496190495][bookmark: _Toc469495067]1.2  国内外研究概况及存在问题
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[bookmark: _Toc496190542]4.3  结语
（1）发酵过程是一个复杂的生化过程，本研究组根据小试设备及工艺，通过简化发酵过程，运用数学模型，研究了50 L到10 m3发酵罐的比拟放大，根据其放大计算结果，成功地将50L规模生产放大至10 m3发酵规模。建立了发酵水平高、成本低、便于操作的10 m3发酵生产工艺，克服了放大过程中的“放大效应”，达到工业化规模生产的要求，发酵培养84 h左右，B0效价达到900 mg/L。
（2）发酵液提取工序的放大主要依据料液体积衡算进行，采用设备负荷相等的原则，通过估算物料用量，结合实际设备情况，兼顾节省中试生产成本，对提取小试工艺各个工序进行了中试放大，建立了稳定的提取放大工艺，提取收率高于40%，B0纯度高于80%。
（3）本研究所采用的实验方法，对于减轻发酵类产品在工艺放大过程中所存在的“放大效应”具有一定的借鉴和理论依据。在进一步的研究中，可采用相关研究方法，建立生产规模的工艺路线。
[bookmark: _Toc496190543]
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