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摘 要：研究了突变株5678""（!"#$%&’#$’(#)*’）的摇瓶发酵工艺条件：在山梨醇4$9／7，2!:;<4
!$9／7，):4=’49／7，>9?<4$(+9／7，蛋白胨"(09／7，起始@:值3(.，装液量-0A7（!0$A7
的三角瓶中），转速!0$B／ACD，培养温度-3E，接种量为4F（体积分数）的条件下，聚唾液酸产量
达到-(0A9／A7，比优化前提高了"($A9／A7，提高幅度为4$F(
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唾液酸（08氨基8-，08二脱氧8̂8丙三氧基8̂8半
乳8壬酮糖酸）是一族神经氨酸的衍生物［"］，唾液酸
及其衍生物在治疗流感、炎症、肿瘤等方面有一定

的应用价值［!］(聚唾液酸是由)8乙酰神经氨酸或

)8羟乙酰神经氨酸以!8!，.，!8!，+糖苷键或!8!，

.／!8!，+糖苷键连接的直链分子［-］(聚唾液酸经酸或
酶水解后即可得到唾液酸单体(随着人们对唾液酸
的需求量的不断增长，唾液酸的产量已经成为限制

其应用的主要因素(
作者所在实验室保存的!+#)*’82!-0菌株经

过了紫外、#$=&，以及亚硝基胍、低能离子注入和硫
酸二乙酯的连续处理后［4］，得到的高产突变株在培

养条件和培养基成分的需求上都和出发菌株有不

同的地方，为此作者探讨了其最优的培养基配方和

摇瓶发酵条件(

C 材料与方法

CDC 菌种和培养基

C(C(C 菌株" 大肠杆菌（!"#$%&’#$’(#)*’）2!-08
Z/567""为作者所在研究室保藏(
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!!!!" 种子培养基 组分（"／#）：$%&’(，胰蛋白
胨)*，牛肉膏(；+,-!*!-!.!
!!!!# 斜面培养基) 种子培养基中加入琼脂)(!
.*"／#!
!!!!$ 发酵培养基 组分（"／#）：固体山梨醇/*，

$,0&’1，胰蛋白胨)!*，2.,340·/,.4..，5"640
*!1；+,-!(!-!7（所有的培养基优化都在此基础
上改变）!
!%" 方法

!!"!! 斜面培养) 将保存的斜面菌种，接一环到新
鲜的斜面培养基上，/-8，培养).9!
!!"!" 一级种子的制备) 接长好的斜面菌种到装
有(*:#种子培养基的.(*:#的三角瓶中，

/-8，..*;／:<=，培养).9!
!!"!# 摇瓶发酵) 在无菌条件下吸取)!1:#种
子液，加到装有0*:#培养液的.(*:#的三角瓶
中，/-8，..*;／:<=，培养(79!
!!"!$ 菌体干重测定) 取)*:#发酵液，加入)
:#):>’／#的,&’溶液，混匀后以0***;／:<=离
心)(:<=，去离子水洗涤.次，将菌泥转移至铝皿
中，7*8干燥至恒重!
!!"!& 聚唾液酸测定 间苯二酚?盐酸法［(］!

" 结果与讨论

"%! 不同碳源浓度对聚唾液酸产量的影响
碳源不仅可作为菌体生长的能源而且是合成

产物的原料!合适的碳源质量浓度不仅能提供菌体
代谢所需的能源，而且能使菌体最大规模地合成所

需要的产物!为了提高突变株的聚唾液酸产量，选
择不同山梨醇质量浓度进行实验，结果见图)!

图! 山梨醇质量浓度对聚唾液酸产量的影响

’()%! *++,-./+0/12(./3-/4-,4.15.(/4/46(,37/+

8/360(53(-5-(7
在不同的山梨醇质量浓度下，聚唾液酸的质量

浓度呈现先升后降的趋势!山梨醇质量浓度从.*

"／#增加到0*"／#时，虽然聚唾液酸的产量增幅不
大，但说明发酵过程中碳源质量浓度低于0*"／#
时，菌体的生长没有受到抑制，聚唾液酸的产量和

生物量均达到最大值!因此选择0*"／#作为最佳的
碳源质量浓度进行进一步的优化实验!
"%" 正交实验

"!"!! 因素水平 发酵后期+,值对聚唾液酸的
产量影响较大［1］!在发酵过程中影响+,值变化的
因素主要有氮源和磷酸盐，而起始+,值的高低对
菌体的正常生长和最终发酵液的+,值也有较大的
影响，所以设计起始+,值、氮源和磷酸盐为三因
素，进行三水平的正交实验!为了考虑各因素间的
交互作用，采用正交表#.-（/)/）!不同因素的水平见
表)!

表! 因素的水平

952%! :51(523,05473,;,30

水平
起始+,值

!

氯化铵
质量浓度／（"／#）

"

磷酸氢二钾
质量浓度／（"／#）

#

) 7!0 7 .(

. 7!) 1 .*

/ -!7 0 )(

"!"!" 正交实验) 因素!、"和#分别放在第)、.
和(列，/、0、1、-、7和@列分别是! 和"，! 和#，

"和# 的交互实验!实验的正交表设计和结果见
表.!
"!"!# 方差分析 对正交实验进行方差分析，结
果见表/!从方差的结果看，因素"高度显著，根据

$)、$.、$/的大小，最优水平选取"/，其他的因素
及交互作用都不显著!根据方差的大小，培养基的
最优配比为"/!/#.!从正交实验结果看，高浓度的
氮源对菌体的生长有抑制的作用；起始+,值和磷
酸盐浓度对聚唾液酸和产量的影响不大!因为产物
的合成需要有氮元素的存在，所以氮源的浓度又不

能太低!通过正交实验确定，起始+,值为-!7，氯化
铵质量浓度0"／#，磷酸盐质量浓度.*"／#!
"%# 胰蛋白胨质量浓度对聚唾液酸产量的影响
有机氮源胰蛋白胨质量浓度对聚唾液酸产量

的影响如图.所示!胰蛋白胨质量浓度较低时，生
物量和聚唾液酸的质量浓度都比较低，随着胰蛋白

胨质量浓度的增加，两者的质量浓度明显增加!但
是，继续增加胰蛋白胨质量浓度，两者的质量浓度又

会有所下降，说明过高的胰蛋白胨质量浓度会影响聚

唾液酸的产量和菌体的生长!因此，选择)!("／#的
胰蛋白胨质量浓度作为最佳的有机氮源质量浓度!
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表! 正交表设计和结果

"#$%! "&’()*+#,-./0#1,’2-/#1,.34.50-’6’50725#26/’54.25’8#19’595’6-..4-030:’;0’16.+4.1;50#10,#,06

实验号
! " !!" # !!# "!#
" # $ % & ’ ( ) *

+, 产酸率

" " " " " " " " " " %(’-* #(&-(

# " " " " # # # # # &&&-* $$*-.

$ " " " " $ $ $ $ $ "&"’-* %%(-&

% " # # # " " " # # "*.)-# %’’-&

& " # # # # # # $ $ #$$.-$ %"#-%

’ " # # # $ $ $ " " #%$$-$ &%.-(

( " $ $ $ " " " $ $ #(’’-# &&*-*

) " $ $ $ # # # " " $’%"-% ’$#-#

* " $ $ $ $ $ $ # # $""#-) ’$(-*

". # " # $ " # $ " # %*.-’ #)’-&

"" # " # $ # $ " # $ (.$-% $(.-.

"# # " # $ $ " # $ " ()*-# #))-.

"$ # # $ " " # $ # $ ##&"-% %.(-*

"% # # $ " # $ " $ " #...-) (%"-.

"& # # $ " $ " # " # "*#)-( &)%-&

"’ # $ " # " # $ $ " #*’&-$ ’(#-%

"( # $ " # # $ " " # $%#&-# )*’-’

") # $ " # $ " # # $ #’&*-) ((.-*

"* $ " $ # " $ # " $ *(%-’ #"%-#

#. $ " $ # # " $ # " "%#.-) %))-#

#" $ " $ # $ # " $ # #&*)-. ’’*-’

## $ # " $ " $ # # " ##)#-$ &($-%

#$ $ # " $ # " $ $ # #’*.-( ("$-(

#% $ # " $ $ # " " $ #))’-$ )%$-*

#& $ $ # " " $ # $ # #&$*-( &’%-%

#’ $ $ # " # " $ " $ $.))-) (’)-%

#( $ $ # " $ # " # " "’*&-$ ’*"-*

$" ")(%"-* *&#’-$ "*%&*-$ "’.&%-% "’’&&-# "((#*-$ ")%’.-$ "*$%&-) "((.&-$ !%&/&’"$#-)

$# "(#"%-% #.("# "&*()-) #.("&-& "*)&(-$ "*%"%-& "((."-* "’&)*-* "*#%*-)

$# "(#"%-% #.("# "&*()-) #.("&-& "*)&(-$ "*%"%-& "((."-* "’&)*-* "*#%*-)

$$ #."(’-& #&)*%-& #.’*%-( "*$’#-* "*’#.-$ ")*)* "**(.-’ #."*(-" "*"#(-( !%&#/"-$*01.)

!$2#
"-.&01
.*

"-"*01
.*

"-.’01
.*

"-.’01
.*

"-.&01
.*

"-.&01
.*

"-.&01
.*

"-.&01
.*
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表! 方差分析

"#$%! &’#()*+*,-.#/+#’01-,/231)+1(4,-5,()*+#(+0#0+4,$2#+’14-/,62311751/+61’2#(/1*8(2*
!!"!#（$，%）&’"’(，!!"!)（$，%）&%"(#，!!"!#（’，%）&*"%’，!!"!)（’，%）&+"!)"

方差来源 平方和 自由度 平均平方和 ! 显著性

" ’%+(!("(+ $ $’*%!*"***’ !",!

# )###)+)!")) $ +++#%##"!## $%"+’ !!

$ +!+’(!"+% $ *#*+*!"*%%, )"*)

"-# $("(+)+"+% ’ (#)(+,"’’’# $"’)

"-$ ’(+!+*"+% ’ ))(+(%"’’’’ !"’*

#-$ ,#%%,%")) ’ $*,+$’"#$+% !"%,
误差 $)(’!%("+% % $+!#)!"%’+’
总和 $(

图9 胰蛋白胨质量浓度对聚唾液酸产量的影响

:+;%9 <--102,-2/)52,’10,’01’2/#2+,’,’)+1(4,-

5,()*+#(+0#0+4

9%= 硫酸镁质量浓度对聚唾液酸产量的影响
不同微生物对无机盐的利用往往有很大差别"

硫酸镁质量浓度对聚唾液酸产量的影响见图*"

图! 不同硫酸镁质量浓度对聚唾液酸产量的影响

:+;%! <--102,- >;?@=0,’01’2/#2+,’,’)+1(4,-

5,()*+#(+0#0+4
可以看出，./$0在低质量浓度下对聚唾液酸产量影
响不大，但是生物量却是在!"’#/／1的时候最大，
也说明在这个质量浓度下./$0能够最大限度地利
于菌体的生长；随着 ./$0质量浓度的增加生物量
的变化不明显，但在!",/／1的时候聚唾液酸的产

量达到最大值，在这个质量浓度下，./$0有利于激
活合成聚唾液酸所需要的酶；./$0质量浓度进一步
增加后，聚唾液酸的产量又有所下降，说明./$0质
量浓度过高可能抑制一些酶的活力，所以选择!",
/／1为硫酸镁的最佳质量浓度"
9%A 装液量对聚唾液酸产量的影响
装液量和转速同为影响菌体生长溶氧供应的

重要因素"因此在固定转速的情况下（$#!2／345），
采用不同的装液量来确定溶氧对聚唾液酸的影响"
结果见图’"

图= 装液量对聚唾液酸产量的影响

:+;%= <--102,-.,(861,’)+1(4,-5,()*+#(+0#0+4
从图’可以看出，生物量随着装液量的增加而降
低，说明在高溶氧的条件下有利于菌体的生长；但

是很高的溶氧导致菌体生长过于旺盛，吸收了大部

分的碳源和氮源，用于合成产物的底物浓度很低，

从而导致了产物合成的下降"所以，产物的合成有
一个最佳的溶氧"虽然装液量在*#31时生物量不
是最大，可是它的聚唾液含量最高，这样不仅提高

了聚唾液酸的产量，也提高了原料的利用率"
9%B 接种量对聚唾液酸产量的影响
接种量的多少和种龄的大小都会影响到发酵

过程延迟期的长短和底物的吸收利用"因此，合适
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的接种量和种龄对于发酵是重要的!接种量对聚唾
液酸产量的影响见图"!

图! 接种量对聚唾液酸产量的影响

"#$%! &’’()*+’#,+)-./*(0+.-1(+,2#(.3+’4+.-5#/.#)
/)#3
从图"可以看出，在#$的接种量（体积分数）

时，菌体和聚唾液酸的产量都达到最大值，因此选

择#$的接种量（体积分数）为最适接种量!经过正
交实验和单因素实验得到了最佳的摇瓶发酵工艺，

为了验证以上的实验结果进行了验证实验!结果表
明，聚唾液酸发酵水平由原来的%!"&’／&(提高到
了)!"&’／&(左右，提高幅度为#*$左右!菌体的
产酸率达到+**&’／’左右，而在化学诱变前其产
酸率仅%**&’／’左右，且发酵周期没有改变，一直
在"#!",-!

6 结 论

对./01(233进行摇瓶发酵工艺的研究，得到
最佳培养基配方：山梨醇#*’／(，4%567#%*’／(，

85#9:#’／(，;’<7#*!+’／(，蛋白胨3!"’／(，起
始=5值为>!,!最佳培养条件：装液量为)"&(
（%"*&(的三角瓶中），转速%"*?／&@A，培养温度

)>B，接种量（体积分数）#$!
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