
第22巷第2期

2003年3月

无锡轻I大学学报
Journal of Wnrxi University of Light Industry

VoJ 22 No 2

MAr，2003

文章编号：1009—038X(2003}02—0010—04

L一精氨酸高产菌的诱变育种及其摇瓶产酸条件

熊筱晶， 霎文芳， 许正宏， 陶文沂
(江南大学生物工程学院，江苏无锡214036)

摘要：以亚硝基胍(NTG)逐级处理钝齿棒杆菌(Corynebacterium crenatum)JDN28，分别选用

D一精氨酸、甲基半胱氨酸为结构类似物进行抗性选育．获得一株L一精氨酸的高产菌株YDM403

(His，SG。，D—Arg‘，methyl—Cys。)在含葡萄糖120 g／L的优化培养基中，摇瓶发酵96 h，I．精氨酸达

28～32 g／I。，较出发菌株提高j 113％．
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L-Arginine Production by Arginine Analog·Resistant Mutant of Microorganisms

XIONG Xiao-jing．DOU Wen—rang，XU Zheng—hong， TAO Wen—yi

(School of Biotechnology，Southern Yangtze UIfiversityt Wuxi 214036，China)

Abstract：A L-Arginine producer strain YDM403(His‘，SG‘，D—Arg。，methyl—Cyc‘)was selected out by

using D—tArginine and Methy—-Cystelneas resistants after stepwise mutagenic t reatment with N—methyl—

N’nilrosoguanidine(NTG)from Corynebacgerlum crenatum JND28(HIs-，SG‘，D-Arg。)．28～32 g／[。

o【L-Arginine was accumulated in art optimal medium、which has i!tn improvement Dlore than 1 1 3％

compared with the origin

Key words：L-Arginine：mutagenesis；Corynebacterlura fⅣ∞口z“”

I．．精氨酸是一种重要的半必需氨基酸，肌体能

自身合成，但在处于生长阶段和应激状态下时肌体

需要补充外源I。一精氨酸．L-精氨酸具有重要的生理

意义，它是合成蛋白质和肌酸的重要原料，也是生

物体尿素循环中的重要代谢产物．近年来，随着人

们对一氧化氮途径研究的不断深入，作为一氧化氮

合成前体的l。一精氨酸在心血管疾病的防治中日益

受到重视[1]．L-精氨酸在医药和食品工业中有着广

泛的应用，除了传统上应用于复方氨基酸输液以及

氨中毒性肝昏迷的解毒剂以外，I，一精氨酸在提高人

体免疫力、促进伤口愈合、防治肿瘤等方面也有一

定的作用L2 3由于I。一精氨酸不仅具有抗动脉粥样硬

化的作用，还有防治高血压和心力衰竭等作用，凶

而在临床上有望代替治疗心血管病的药物f3】．L精

氨酸同时也是配制营养支持用和特殊支持用要素

膳的重要原料，L．精氨酸一I。．谷氨酸盐还被用作总钠

患者的调味品等

国外只有日本实现丁发酵法大规模生产1．一精

氨酸．目前国内有少量采用毛发水解等方法生产的

L一精氨酸．国内对发酵法生产l。一精氨酸的研究仅

限于实验室水平．是我国药用氨基酸生产的“瓶颈”

品种之一．我国医药用I。～精氨酸主要依赖进口，旧
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此选育I。一精氨酸的高产菌株并研究其发酵法生产

有着重要的意义．本文报道r一株高产I．一精氨酸菌

株诱变育种及其摇瓶发酵条件的初步研究结果

1材料与方法

1．1菌种

出发菌株是由本实验室选育并保藏的I，一精氨

酸产生菌钝齿棒杆菌SA01(His’，SG‘，D—Arg。)

1．2培养基

1．2 1琼脂完全培养基组分(g／I。)：葡萄糖20，

牛肉膏10，蛋白胨lO，酵母膏5，NaCI 5。琼脂20，pH

7 0～7 2

1．2 2琼脂基础培养基组分(g／I。)：葡萄糖10．

(NI-L,)2S04 3，KHiP04 I，MgS04·7H20 0．5．

FeS04·7H20 0 02，MnS04-H20 0．02．琼脂20．生

物素30 pg／I。．硫胺素200 pg／I．，组氨酸500 pg／L’

pH 7 0～7．2．

1．2．3摇瓶种子培养基组分(g／I．)：葡萄糖30，

玉米浆20，(NI-I．)2S04 20．KH2P04 1，

MgS04·7H20 0．5，尿素1．5，pH 7 0—7．2。250 ml，

三角瓶装液量30 mL

1．2 4摇瓶发酵培养基组分(g／L)：葡萄糖120，

玉米浆10，(NH4)2s04 50，KH2P04 1．5，

MgS04·7H20 0．5，FeS04·7H20 0．02，MnS04。H20

0 02，生物素80 pg／f。，L．组氨酸500 pg／L，pH 7 0

--7．2．121℃灭菌10 min，250 mI。三角瓶装液量

1 5 m1．

1．3培养方法

l 3 1种子培养从培养24 h的斜面菌种上挑取

一环菌体接入液体种子培养基，31℃，96 r／min，培

养12 h．

1．3．2 发酵培养种子培养后．阻体积分数10％

的接种量接入发酵培养基中，31℃．96 r／min，培养

96 h．

1．4诱变筛选方法

实验选用亚硝基胍(NTG)为诱变剂，采用D一精

氨酸‘41和甲基半胱氨酸[5]适当质量浓度的平板作

为筛选平板．

1．5分析方法

I．5．1发酵液pH的测定精密pH试纸．

1．5 2菌体生长的测定吸取0．2 mL待测液，加

入0 25 tool／L HCI溶液5 mL．在562 nm处测吸

光值．

1 5 3发酵液中还原糖的测定3．5-二硝基水杨

酸法．

1，5．4 L-精氨酸的定量测定改良坂口试剂法【6 J．

1．6主要试剂

亚硝基胍为瑞士Fulka公司产品，D一精氨酸和

甲基半胱氨酸均为美国Sigma公司产品．其余均为

国产分析纯试剂．

2结果与讨论

2．1 L．精氨酸产生菌诱变谱系

用亚硝基胍对出发菌株JDN28进行多次逐级

诱变，使其D一精氨酸抗性增加．并获得了甲基半胱

氨酸抗性标记，最后经分离纯化获得一株I。一精氨酸

高产菌YDM 403在最优工艺条件下，摇瓶产酸达

28～32 g／T，，最高可选34．5 g／L，产酸最高值比出

发菌株提高了130％具体诱变谱系见图1
诱变谱系

暮麈愿表
SA01(His-SG’1 2m#mL D·Arg’10mg／mL) 15．0

l NTG
YD8(His SG 71 2mg／mL D—Ar971 5mg／mL) 18 6

‘NTG

YDc56‘H”8G：1‘2，87mL D—A‘F
15 m87ⅢL

29MethylCys 15 mg／mL)
4

-

l自然分离
YDM403(His—SG’1 2mg／mL D—Arg’I 5mg／mL 11 8

Methyl-Cysl 15 mg／mL)
”‘。

图1精氧酸产生菌诱变谱系

Fig．1 Genealogy of L—avginine producing mutants

2．2 YDM403摇瓶发酵条件

2 2．1 不同碳氯比对YDM403产I，一精氨酸的影

响分别选取(NH4)2S04质量浓度为30，40，50，60

g／L，考察不同碳氮比对L-精氨酸产量的影响。结果

见图2

：
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图2不同碳氮比对L-精氨酸产量的影响

Fig．2 Effect of ratio of carbon and nitrogen on the fer·

mentation of L-arginine

由图2可知．当(NH4)2S04质量浓度较低时，

补充充足的碳源对产酸有利，随着葡萄糖质量浓度

的升高，产酸水平有明显的提高；但当(NH4)2S04

质量浓度提高到40 g／L以后，增加碳氮比对产酸影
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响不大．且过量的葡萄糖还使产酸水平有所下降，

可能与过高的葡萄糖抑制菌体生长进而影响产酸

有关．

2．2 2玉米浆对产酸的影响玉米浆中富含B族

维生素、生物素、嘌呤、嘧啶等微量有机物质，这些

物质对前期菌体生长和中后期产酸都是很重要的．

考察玉米浆质量浓度对产酸的影响，结果为玉米浆

质量浓度10 g／(。时，产酸最高，而超过10 911．时产

酸下降．

2．2 3磷酸二氢钾对产酸的影响考察磷酸二氢

钾对产酸的影响，结果(见图3)表明．磷酸二氢钾质

量浓度在0．5∥I．时，产酸最高；随着质量浓度的增

加，产酸下降．

0
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圈3磷酸=氢钾质量浓度对产酸的影响

Fig．3 Effect of concelltration of KH2P04 on the fer，

2．2．4硫酸镁对产酸的影响考察硫酸镁用量与

L，精氨酸产量之间的关系，结果(见图4)表明，随着

硫酸镁质量浓度的增加，I，精氨酸质量浓度随之提

高，当硫酸镁质量浓度达到一定水平(0．8 g／L)后，

产酸不再提高．

o
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硫酸镁质量浓度／t：g，L

图4硫酸镁质量浓度对产酸的影响

Fig．4 Effect of concentration of MgSO,。7H20 oil the

fermenltation of L—arginine

2．2 5二次回归正交旋转组合试验结合单因子

实验，选取对L．精氨酸产量影响较大的3个因素：

玉米浆、磷酸二氢钾、硫酸镁，根据二次回归正交旋

转组合设计试验，综合考察培养基中的营养因素对

L一精氨酸产量发酵的影响，结果见表1．

merit^ti咖。f L．argiⅡ1聃
衰1=次回归正交旋转组合设计试验

Tab．1 The results of quadratic regression orthogonal design experiment
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注：表中z1，z2，Z3分别表示玉米浆质litNN(5．10，15 g／L)，KH2P04质量浓度(O．5．1 0．1 5 g／L)．Mgs()4·7H20质量浓

度(0 4，0 6．0 8 g／L)

用MATI。AB软件对表1数据进行分析处理，

得回归方程

Y=23 1517+0．5185Zl+0．744822+0．53323—

1．4750 Z123—0．9731 Z’l一0 9024Z’2

其中：Z’l=Z12—0．594；z72=z22—0．594．

代入得

Y=24 266+0．5185Zl+0 744822+0．533223—

1．475 ZlZ3—0．9731 Z12—0．9024 Z2。

最终求得极值点；y。丑x对应zI，z2，毛的坐标为

(0．3615，0 4127。一0．1254)．因为zl=(X1—10)／

5，z2=(X2—1)／o 5，z3=(X3—0．6)／o 2，所以

对应的原始变量的方程为

Y=3．7878+1 767X，+8．709X2+17．416X3—

1．475 XlX3—0．03892 X12 3．6096 X22
极值点为(11．8075．1．2064．0．5749)所以，考察

的三因素最优组合为：玉米浆11．808 g／L。KH2P04

1．2065 g／I，，MgS04-7H20 0．575 g／L考虑到实验

中便于配制培养基，将以上数据归整为：玉米浆12

g／i．，KH2P04 1．2 g／I，，MgS04’7H20 0．6 g／L．

综合研究结果，确定了该菌的发酵最优培养基

组成：葡萄糖120 g／L．硫酸铵50 g／L，玉米浆12

g／i，，KH2P04 1．2 g／I．，MgS04·7H20 0，6 g／L．L-组

氨酸500 ptg／L，生物索80 pg／L。CaC03 30 g／L，初

始pH 7．O～7．2．种龄15 h，接种量体积分数10％，

参考文献：

250 mI．三角瓶装液量为15 mI。，往复式摇床(30±

1)℃，96 r／rain，培养96 h

2．3 YDM403产酸稳定性

对菌株YDM403进行多次重复发酵实验，结合

产酸水平及统计最“变异系数”值，分析该菌株的产

酸稳定性。结果见表2．表2表明。该菌具有良妤的

产酸稳定性，即较低的“变异系数”值

表2 YDM403产敬稳定性

Tab．2 Stabiiity study ot YDM403 oH the fermentation of

L-arginine

实验

次数

产酸值／(g／I。)

最高最低平均

芏竺竺竺兰苎 产酸值

标本方差标准差变异系数／％

6 30 4 28．1 29．3 0 803 0 645 2 20

3结论

精氨酸是非支路代谢的终产物，其中合成途径

中第一、第二二步酶，即乙酰谷氨酸合成酶和乙酰谷

氨酸激酶受到精氯酸的反馈抑制．因此，需要大量

积累L一精氨酸．必须解除正常的反馈抑制．传统的

方法是选育结构类似物抗性突变株，本实验选用的

结构类似物中的甲基半胱氨酸在国内尚未见到同

类报道，结果使L．精氨酸的产量提高113％，且产酸

稳定性好．在工业上有一定的应用前景．

[1]尹时华L．精氨酸与心血管病研究进展[J]心血管病学研究，2000，21(4)：234—236．

[2]罗旭松．岑瑛精氨酸对创伤后机体影响的研究进屉[J]中国修复重建外科杂志，1997，11(2)：124—126

【3]张金盈L．精氨酸／一氧化氮抗动脉粥样硬化的研究进展[J】河南医学研究，1996，5(3)：279—282

[4]王霞．陶文沂，孙志浩．1，一精氨酸发酵研究进展[J]工业微生物，2000，30(4)：50—54．

[5 J Azuma T0moki，Aoyagi Seiji．Nakanishi TcEhihide Process for producing L—arginine[P]日本专利：JP 5 034 319，1991

[6]路志强，龚建华，丁久元．L．精氨酸产生菌诱变育种的研究[J]微生物学报，1988，28(2)：131—135

(责任编辑：杨勇)

 

 万方数据


