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营养因子对乳酸发酵短杆菌合成赖氨酸的影响

潘军华， 潘中明， 曾嵋涓， 张星元
（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡!"2#$4）

摘 要：通过正交试验探讨了碳源、氮源及豆饼水解液对赖氨酸产量的影响，确定了最佳工艺条

件(添加醋酸盐、生物素、泛酸盐等对56#-2菌株中由磷酸烯醇式丙酮酸、丙酮酸和草酰乙酸构成

的“三角区”进行扰动，定性分析了此扰动对赖氨酸合成所需前体物代谢流量的调节机制(添加

!(#7的醋酸钙可使赖氨酸的产量及葡萄糖的转化率均得到显著提高，生物素的添加量在!##!
1##"8／9时可明显提高赖氨酸的产量和转化率(泛酸钙的限量添加可弱化泛酸缺陷突变株中丙酮

酸向乙酰辅酶:的转化，并提高天冬氨酸;#;半醛流量向赖氨酸合成分支的分配(
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!#世纪1#年代以后，赖氨酸的微生物合成途

径逐步被阐明，在此基础上的代谢控制发酵的研究

非常活跃［"］，选育营养缺陷型及多重结构类似物抗

性突变株的常规育种技术，奠定了赖氨酸发酵工业

的基础(
作者采用具有:EW,、9G?;、56T等$种遗传标记
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的乳酸发酵短杆菌突变株，在摇瓶条件下，考察各

主要营养因子及发酵条件对微生物代谢的影响，选

择出合适的培养基组成，并进一步研究乳酸发酵短

杆菌赖氨酸发酵的代谢调节机制，重点探讨磷酸烯

醇式丙酮酸、丙酮酸和草酰乙酸构成的“三角区”涉

及的酶的性质及对碳架流的影响!

! 材料与方法

!"! 菌株

乳酸发酵短杆菌（!"#$%&’()#"%*+,’()-.#"+#/0
)*+），具有"#$%、&’()、*+,等-种遗传标记的突变

株*+./0!
!"# 培养基

!!#!! 完全培养基（$1）! 牛肉膏.!-2，蛋白胨

32，45$6.!72；固体培养基另加82的琼脂；9:
;!8!;!0，.!31+5灭菌-.<=>!
!!#!# 种子培养基（?1）! 葡萄糖82，@8:+A0
.!32，（4:0）8?A0 32，1B?A0·;:8A .!.02，

*’?A0·;:8A3<B／C&，1>?A0·:8A.!D<B／C&，

生物素7"B／C&，EF38."B／C&，豆饼水解液72；

9:;!.；.!31+5灭菌37<=>!
!!#!$ 发酵培养基（*1）! 葡萄糖302，@8:+A0
.!32，（4:0）8?A0 02；1B?A0·;:8A .!.02；

*’?A0·;:8A3<B／C&，1>?A0·:8A.!D<B／C&，

生物素7"B／C&，EF38."B／C&，豆饼水解液72，

$5$A-82；9:;!.，.!.;1+5灭菌;<=>!
!"$ 培养条件

!!$!! 斜面菌种!-.G下培养-HI，冰箱冷藏，每

两个月移接一次!
!!$!# 种子活化! 往复式摇床，/.%／<=>，-.G培

养D!38I，装液量7.<&（7..<&的三角瓶中）!
!!$!$ 摇瓶发酵! 往复式摇床，33.%／<=>，-.G培

养;8I，接种量72，装液量-.<&（7..<&的三角

瓶中）!
!"% 实验仪器

+:,)-精密数显酸度计，上海天达仪器厂产品；

无菌操作台，苏州净化设备厂产品；:)3微型混合

器，上海彭氏实业有限公司产品；D..型离心沉淀

器，上 海 手 术 器 械 十 厂 产 品；J)-...?9’KL%M9IM)
LM<’L’%，日本日立公司产品；;7..紫外／可见分光光

度计，上海天美科学仪器公司产品!
!"& 分析方法

!!&!! 还原糖的测定!-，7)二硝基水杨酸（N4?）

比色法［8］，待测液适当稀释后加N4?于78.><比

色!

!!&!# 赖氨酸的定性分析!.!7"&样液点于三号

滤纸，纸层析!展开剂展开后，干燥箱中3..G干燥

-<=>，喷显色剂，3..G干燥7<=>显色，根据标准

样斑点进行判断!展开剂为1（正丙醇）O1（浓氨

水）P7O8的混合液，显色剂为.!72茚三酮的丙酮

溶液!
!!&!$ 赖氨酸的定量分析! 茚三酮法［-］!
!!&!% 菌浓的测定! 取.!7<&样液加入到3.<&
.!87<M6／&的盐酸中，H8.><条件下比色!
!!&!& 9:的测定 发酵液直接用酸度计测定!
!"’ 培养方法

!!’!! 一级种子培养法! 接8环斜面种子于装有

-.<&种子培养基的7..<&的三角瓶中，于往复

式摇床上振荡培养，振荡频率为33.%／<=>，振幅D.
<<，培养温度为-.G，培养时间38I!
!!’!# 二级种子培养法! 吸取8<&一级种子液

于装有-.<&种子培养基的7..<&的三角瓶中，

于往复式摇床上振荡培养，振荡频率为33.%／<=>，

振幅D.<<，培养温度为-.G，培养时间3.!38I!
!!’!$ 摇瓶发酵法! 吸取3<&二级种子液于装

有8.<&的发酵培养基的7..<&的三角瓶中，于

往复式摇床上振荡培养，振荡频率为33.%／<=>，振

幅D.<<，培养温度为-.G，培养时间;8I!

# 结果与分析

#"! 碳源、氮源对发酵产酸的影响

菌株*+./0的发酵培养基成分包括碳源、氮

源、无机盐等!碳源主要由葡萄糖提供，豆饼水解液

提供部分碳源；氮源包括无机氮源和有机氮源，无

机氮源由硫酸铵提供，有机氮源由豆饼水解液提

供!硫酸铵不但可以作氮源，而且4:0Q与?A08)可

激活赖氨酸合成关键酶之一"@，有利于赖氨酸的

合成［0］，但硫酸铵浓度不宜过高，否则将影响菌的

生长，使耗糖速率下降，发酵周期延长［7］!无机盐包

括@8:+A0、1B?A0·;:8A、*’?A0·;:8A、1>?A0·:8A
和$5$A-，各种无机盐作为代谢过程中许多酶的激

活剂发挥作用［30］!其中由磷酸烯醇式丙酮酸经丙酮

酸激 酶 催 化 形 成 丙 酮 酸 的 反 应 需 @Q、1B8Q 或

1>8Q参加，由葡萄糖经己糖激酶催化形成H)磷酸

葡萄糖需1B8Q激活，*’8Q是电子传递呼吸链的重

要成员之一!由磷酸烯醇式丙酮酸经磷酸烯醇式丙

酮酸羧化酶催化形成草酰乙酸时需要 1>8Q的激

活!由于在乳酸发酵短杆菌中存在着磷酸烯醇式丙

酮酸、丙酮酸、草酰乙酸的“三角区”结构，其中由丙

酮酸经丙酮酸羧化酶催化形成草酰乙酸的过程中
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需要二价离子!"#$、!%#$等参加&’(#$主要起)*
缓冲作用，使得发酵过程中)*值不致过低&实验取

+*#,-./&01，!"2-.·3*#-/&/.1，452-.·3*#-
0 6"／78，!%2-.·*#- /&9 6"／78，生 物 素 :
!"／78，;<0#/!"／78，’(’-=#1&考察了葡萄糖、

硫酸铵和豆饼水解液对发酵的影响，选用80>（.:）正

交表［>］安排实验，结果见表0&
表! 正交试验结果

"#$%! &’()*+(,-,.+/,0,1#*’23’.45’1+(

试验号 葡萄糖 硫酸铵 豆饼水解液 产酸率!／1

0 0（0/1） 0（=1） 0（=1） =&99

# 0 #（.1） #（.1） .&//

= 0 =（:1） =（:1） =&?#

. 0 .（>1） .（>1） =&3/

: #（0#1） 0 # .&##

> # # 0 .&:/

3 # = . .&.>

9 # . = .&=3

? =（0.1） 0 = .&::

0/ = # . .&>#

00 = = 0 .&:#

0# = . # =&99

0= .（0>1） 0 . .&0:

0. . # = .&=#

0: . = # .&0/

0> . . 0 =&??

"0 0:&:/ 0>&9/ 0>&9? !@>3&09

"# 03&:: 03&.. 0>&#/

"= 03&:3 03&// 03&0>

". 0>&:> 0:&?. 0>&?=

#0 =&99 .&#/ .&##

## .&=? .&=> .&/:

#= .&=? .&#: .&#?

#. .&0. =&?9 .&#=

$ /&:0 /&=9 /&#.

表6 方差分析表［7，8］

"#$%6 9#.4#1:’#1#*;(4(

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 %值 显著性

葡萄糖 /&3#: = /&#.#09&# ""
硫酸铵 /&=// = /&0//3&:# "

豆饼水解液 /&0=/ = /&/.==&#= "
误差 /&/9/ > /&0==
总和 0&#=: 0:

%/&/:（=，>）@9&9? %/&#:（=，>）@#&.#

从正交试验可以看出，葡萄糖、硫酸铵和豆饼

水解液质量分数的变化对发酵都有显著的影响&从
实验结果来看，此菌种耐高糖性能不好，葡萄糖质

量分数到0>1时产酸明显下降&对于赖氨酸发酵，

硫酸铵是最好的无机氮源，提高硫酸铵的质量分数

有利于菌体的生长&本实验结果表明：对于4,/?.
的赖氨酸发酵，硫酸铵质量分数的最佳值为.1，硫

酸铵质量分数进一步提高对产酸影响不大&
实验菌株4,/?.发酵培养基碳源、氮源的最适

组成为：葡萄糖0.1，硫酸铵.1，豆饼水解液:1&
用 该 组 成 配 制 的 培 养 基 发 酵 3#A，产 酸 为

.?&3"／8，比正交实验中各次试验的产酸率要高，

确定为最优工艺条件&
6%6 醋酸对赖氨酸合成的影响

赖氨酸代谢中间产物形成见图0，形成的天冬

氨酸经数步反应生成赖氨酸&据报道，乙酰’BC有

促进磷酸烯醇式丙酮酸羧化作用，而添加醋酸可以

增加乙酰’BC的生成［9，?］&另外，醋酸还可以诱导

乙醛酸支路，从而补充天冬氨酸的前体物-CC及

D’C途径的其他中间产物&两个方面的结果都提高

了通往赖氨酸合成途径的碳架物质的流量并促进

菌体生长［0/］&采用醋酸和糖混合发酵，赖氨酸产量

会比单独糖质原料时高得多&

图! 中间代谢产物形成图

<40%! <,.5#+4,1,-41+’.5’=4#+’3.,=):+(
由表=可见，当醋酸钙添加量在/&:1"#&/1

之间时，赖氨酸产量和转化率均有一定的提高，添

加#&/1的醋酸钙时，产量较未添加醋酸钙时有所

提高，并且转化率为.:&01，远远高于其它几组的

转化率&而醋酸钙添加量超过.&/1时，菌浓急剧下

降&从综合效果看，醋酸钙加量在#&/1左右对赖氨

酸发酵最为理想&
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表! 醋酸钙的添加量对赖氨酸合成的影响

"#$%! &’’()*+’)#,)-./#)(*#*(+0*1($-+230*1(2-2+’,32-0(

醋酸钙
质量分数／!

菌浓

"#$%&’(
残糖质量
分数／!

赖氨酸
产量／（)／*）

耗糖转化
率／!

& +,-$ %,$. ./,&% .%,-

&,0 %,$& %,+1 0&,+2 .%,0

%,& %,$1 %,-/ 0%,.$ .0,+

.,& +,.% -,02 -/,$0 -2,&

$,& &,0. $,0$ +.,+/ +1,&

4%! 生物素对赖氨酸合成的影响

据报道，添加过量生物素能明显地提高乳酸发

酵短杆菌的赖氨酸产量,这主要是因为乳酸发酵短

杆菌的二氧化碳固定酶是3435（该酶受天冬氨酸

调节）和丙酮酸羧化酶（该酶需生物素作为辅基）,
因此，过量生物素可以促进5"%固定反应［++，+%］，从

而提高赖氨酸合成途径的前体物"66,另一方面添

加过量生物素会导致生物细胞膜中更多的磷脂分

子合 成，限 制 了 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 向 胞 外 的 分

泌［+-］，从而使细胞内的谷氨酸对谷氨酸脱氢酶等产

生顺序反馈抑制，迫使代谢流导向合成天冬氨酸的

方向，天冬氨酸进而合成赖氨酸,但同时添加醋酸

钙和生物素是否能完全解除天冬氨酸对3435的抑

制，需用实验来证实,因此作者分别在添加%,&!醋

酸钙和不添加醋酸钙两种条件下进行生物素添加

量的试验，结果见表.,
表5 生物素添加量对赖氨酸合成的影响

"#$%5 &’’()*+’$-+*-0+0*1($-+230*1(2-2+’,32-0(

生物素
添加量／（!)／*）

菌浓

"#$%&’(
残糖质

量分数／!
赖氨酸产
量／（)／*）

耗糖转
化率／!

0&&（加%,&!醋酸
钙） -,&+ %,$% ./,-- .%,.2

-&& %,1. %,2. 0&,/. .0,+0

%&& %,/$ %,/ 0+,%/ .0,2/

0& %,02 %,0$ 0+,-/ ..,1+

0&&（不加醋酸钙） %,1+ +,02 0%,2+ .%,.

-&& %,$1 +,$- 0-,.. .-,%

%&& %,.0 +,2. 0.,$% ..,00

0& +,.$ %,/% ./,/$ .-,2

从表.可以看出：当生物素的添加量在%&&"
0&&!)／*时可以明显地提高赖氨酸的产量和转化

率，其中不加醋酸钙，生物素添加量为%&&!)／*时

赖氨酸产量最高,同时对添加醋酸钙和未添加醋酸

钙的两种情况的比较可以看出，在生物素加量大于

+&&!)／*时，未添加醋酸钙的赖氨酸产量反而略高

于添加醋酸钙的产量，看来天冬氨酸对3435的抑

制程度随天冬氨酸的浓度增大而增大,实验结果也

表明，高浓度的生物素对乳酸发酵短杆菌高产赖氨

酸是有利的,
4%5 泛酸钙对赖氨酸合成途径的影响

在赖氨酸的合成途径上，由天冬氨酸7#7半醛

（686）转化为%，-7二氢吡啶7%，$7二羧酸（##3）需

要丙酮酸的参与（图%），如果丙酮酸的供应不足，则

686必倾向于流向高丝氨酸（9:;），那么赖氨酸的

形成同样会降低,泛酸是合成5<6的前体物，而

5<6在葡萄糖代谢中首先是参与将丙酮酸转化为

乙酰5<6的反应,根据=>?79@A’6’等［+0］的研究，

抑制这一过程可提高丙酮酸的水平,对一株泛酸缺

陷的突变株限量供应-&&"-&!)／*的泛酸钙，结果

随着泛酸钙添加量的降低，赖氨酸产量升高，而异

亮氨酸与缬氨酸等仅有小幅度增加,原因是丙酮酸

到乙酰5<6的反应被弱化，从而丙酮酸得到积累，

686便倾向于流向赖氨酸合成分支,另外，预计异

亮氨酸（此外还有缬氨酸等）途径上的乙酰羟酸合

酶（6968）对丙酮酸的竞争力也不如赖氨酸途径上

的%，-7二吡啶二羧酸合酶（#9#38）［+0］，以上两个

酶的酶学性质正在深入研究中,

图4 天冬族氨基酸的合成与丙酮酸的利用

6-7%4 8-+230*1(2-2+’#/-0+#)-92+’#2:#;*#*(’#/-,3
#09*1(;(,#*-+0<-*1*1(:3;.=#*(.*-,->-07

为提高赖氨酸的合成，将代谢流导向通往目的

产物的途径，需要从代谢控制的角度出发，有针对

性地调整工艺条件，包括营养因子及辅因子、通风

量、B9值、温度等,分析关键步骤的酶的性质以及

其调节部位对不同营养因子或辅助因子的响应情

况，选用可提高代谢前体物流量、降低分支途径活

性的碳源、氮源或辅助酶／辅基物质并优化组合，可
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达到事半功倍的效果!
对于赖氨酸的生物合成，磷酸烯醇式丙酮酸、

丙酮酸、草酰乙酸所构成的“三角区”是研究的重

点!草酰乙酸是天门冬氨酸族的共同前体物，通向

苏氨酸、异亮氨酸、甲硫氨酸等的合成支路与赖氨

酸竞争前体物!故而从工艺上提高赖氨酸合成的基

本思路就是强化碳架、能量、还原力等导向赖氨酸

合成的分支，而弱化与其竞争的分支!而优化工艺

条件的依据主要是目的分支及相关途径上关键酶

的酶学性质差异!
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