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微生物发酵法生产乳清酸

张一平， 柏建新， 朱晓宏， 杜郭君， 邓崇亮
（江苏省微生物研究所，江苏 无锡!-2#5"）

摘 要：以谷氨酸棒杆菌748*9!#-为出发菌株，通过紫外线和甲基磺酸乙酯诱变处理，得到了一

株尿嘧啶营养缺陷型突变体:9-!菌株，它能以葡萄糖为碳源，硫酸铵为氮源，在发酵液中积累一

种紫外吸收物质(该紫外吸收物质经物理、化学分析鉴定，证明是乳清酸(对:9-!菌株进行了发酵

条件优化研究，在最佳发酵工艺条件下，积累乳清酸最高达到0(5;／<(
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乳清酸（尿嘧啶959羧酸），又称为%3-"，自然界

中主要存在于反臼类动物的奶汁中(乳清酸是生物

体嘧啶核苷酸生物合成途径中的重要前体，是一种

与遗传物质有关的重要化合物，在生理上具有十分

重要的作用［-］(它在肝细胞增殖、蛋白质合成以及

糖类、脂类物质的代谢中都起着非常关键的作用(
在医药工业上，乳清酸可作为预防和治疗肝病、高

血脂、脂肪肝和心脑血管系统疾病的药物(乳清酸

是合成嘧啶碱基（尿嘧啶、胞嘧啶和胸腺嘧啶）和嘧

啶碱基结构类似物（例如$9氟尿嘧啶）的起始原料，

而这些化合物是合成一些抗肿瘤、抗病毒药物的中

间体［!］(在食品和饲料工业上，乳清酸主要用作食

品和饲料添加剂(在化妆品工业上，乳清酸主要用

作增白剂中间体(
许多微生物的嘧啶缺陷型或渗漏型都具有积

累乳清酸的能力，如链孢霉［"］、产气气杆菌［2］和石

蜡节杆菌［$］，但它们的乳清酸产量均很低(发酵法

生产乳清酸的最理想微生物是谷氨酸棒杆菌的尿

嘧啶营养缺陷型突变株(日本自田中等人发现谷氨

酸棒杆菌尿嘧啶营养缺陷型突变株能以葡萄糖为

碳源，积累0!.(!;／<乳清酸，并已实现了工业化

生产［5］(
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乳清酸化学合成法有天门冬氨酸法［!］、草酰乙

酸单乙酯与尿素缩合法［"］、马来酐与尿素等摩尔反

应法、海因与乙内酰脲反应法［#］，但这些方法都存

在着成本高、污染环境等缺点$
微生物发酵法生产乳清酸具有产量大、成本

低、污染小的优点$

! 材料与方法

!"! 菌种

江苏 省 微 生 物 研 究 所 保 藏 的 谷 氨 酸 棒 杆 菌

!"#$%&’()*&#+,-./,*(-+),-%&’()*+,菌株，作为

诱变的出发菌株$
!"# 培养基

!$#$! 完全培养基! 组分（-／.）：葡萄糖,+，酵母

膏/，蛋白胨,+，牛肉膏!，01234$0156调76
!$*$用作斜面培养基时，加,+-琼脂$
!$#$# 基本培养基（((培养基）, 组分（-／.）：葡

萄糖,+，（068）*&58"，尿素"，9*6:58,，(-&58
+$8，0123+$*，;<&58+$+,，(=&58+$+,，琼脂*+$
生物素/+!-／.，硫铵素*++!-／.，0156调76!$*$

补充培养基（&(培养基）：,.((培养基加

尿嘧啶/+>-，0156调76!$*$
!$#$$ 种子培养基, 组分（-／.）：葡萄糖/+，蛋白

胨,+，酵母膏,+，（068）*&58,/，尿素"，0123*$/$
生物素/+>-／.，尿嘧啶*/+>-／.，0156调76
!$*$
!$#$% 发 酵 培 养 基, 组 分（-／.）：葡 萄 糖"+，

96*:58+$/，9*6:58+$/，(-&58·!6*5 +$/，

(=&58·86*5+$+,，;<&58·!6*5+$+,，（068）*&58
*!，尿 素,"，酵 母 膏,$/，21254*+$生 物 素*+
>-／.，0156调76!$*$
!"$ 菌种诱变及选育方法

%&’()*+,菌株在斜面培养基上于4*?活化*
@后，接种至装有4+>.液体培养基的/++>.三

角瓶中，4"?摇瓶振荡培养"",+A；离心收集细

胞，洗涤4次，用+$4-／@..B23液振荡分散细胞后，

取,+"*+>.菌悬液用紫外线照射,$/>B=或*
>B=不等；或者用磷酸缓冲液分散细胞后，加入+$,
>C3／.甲基磺酸乙酯,>.，冰浴处理+$/",A$在
处理方法上可连续、间断或紫外线与甲基磺酸乙酯

交替处理$
经诱变处理过的菌悬液，适当稀释后，涂布于

&(培养基上，4*?培养4@$长出的单菌落用牙签

点种于((培养基和&(培养基上$4*?培养4@
后，检出在((培养基上不生长，而在&(培养基

上能生长的菌株，即为所需要的尿嘧啶营养缺陷型

突变株$
!"% 种子与发酵培养方法

活化*@的斜面细胞，接种于装有4+>.种子

培养基的/++>.三角瓶中，于4"?往复式摇床振

荡,+"次／>B=，摇瓶振荡培养,"A后，取*>.种子

培养液接入装有*+>.发酵培养基的/++>.三角

瓶中，于4"?，往复式摇床振荡,+"次／>B=，摇瓶

振荡培养!*A$
!"& 培养液中乳清酸的测定

培养结束后的培养液，定容至*+>.，以补足蒸

发的水分$沸水浴/>B=后离心，取/!.上清液点

样至新华4号滤纸上，用+$+*>C3／.柠檬酸—柠檬

酸钠缓冲液（764$/）作电泳液，电泳,A，电压/++
D$取出，烘干，紫外光下显色，画出乳清酸吸收斑

点$用/>.蒸馏水浸泡/A，每隔+$/A摇一次$用

!/,)E型紫外分光光度计在*"+=>波长下测量紫

外吸光值$

# 结果与讨论

#"! 尿嘧啶营养缺陷型突变株的选育

在核酸代谢途径中，谷氨酸棒杆菌积累乳清酸

最重要的条件是遗传性缺失乳清酸磷酸核糖基转

移酶活性，即获得尿嘧啶营养缺陷型突变株，切断

从乳清酸到乳清苷酸（5(:）的代谢途径$又因该酶

的缺失，微生物无法通过从头合成途径得到生长所

必须的尿嘧啶物质，必须通过外源加入才能生长，

从而可以利用尿嘧啶的量来解除微生物嘧啶核苷

酸代谢途径中的反馈抑制作用和反馈阻遏作用，积

累过量的乳清酸［,+］$
以作 者 所 在 实 验 室 保 藏 的 谷 氨 酸 棒 杆 菌

!"#$%&’()*&#+,-./,*(-+),-%&’()*+,为亲株，经

诱变处理，从,*+++多个诱变菌落中，挑出一株在

基本培养基上不能生长，只能在&(培养基上生长

的突变株$该突变株经稀释分离、纯化、遗传标记鉴

定，确认为是尿嘧啶营养缺陷型突变株，编号%&’()
F),*$

突变株%&’()F),*经摇瓶振荡培养!*A后，经

培养液纸层析分析，在紫外灯（*/8=>）下出现很深

的紫外荧光斑点$突变株的选育过程见图,$
#"# 尿嘧啶营养缺陷型突变株积累产物的鉴定

根据嘧啶核苷酸代谢调控理论，缺失乳清酸磷

酸核糖基转移酶活性，即尿嘧啶缺陷型切断了乳清

苷酸（5(:）的代谢途径，积累的代谢产物是乳清

酸$为了查明突变株%&’()F),*发酵液中的紫外吸
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收物质，对发酵液进行分离提取和结晶，并进行物

理、化学鉴定!

图! 尿嘧啶营养缺陷型突变株"#$%&’&!(的选育过程

)*+,! -./01//2*3+4156/775891:6*;:9<5=154.>?9=:3=
7=1:*3"#$%&’&!(

(!(!!"#种不同溶剂系统纸层析!"值

纸层析溶剂系统!：

#（正丁醇）$#（乙酸）$#（甲醇）$#（水）%&$#$’$"
纸层析溶剂系统"：

#（正丁醇）$#（乙酸）$#（水）%($"$"
纸层析溶剂系统#：

#（饱和硫酸铵）$#（异丙醇）$#（")*+／,醋

酸钠）%(-$"$.
#批发酵液提取物在#种不同溶剂系统中的

!"值与标准乳清酸样品一致，见表"!
表! 突变株"#$%&’&!(发酵提取物纸层析!"值

-:0,! -./4:4/16.15?:=5+1:?!"@:;9/758=./*75;:=/2
61>7=:;;*3/815?’&!(015=.69;=91/

溶剂系统
!"值

发酵提取物 乳清酸标准样品

溶剂系统! -!(’ -!("

溶剂系统" -!’’ -!’’

溶剂系统# -!’( -!’(

(!(!( 两种不同/0缓冲液电泳泳动距离

缓冲液!：-!-’)*+／,柠檬酸1柠檬酸钠（/0
#!&）；

缓冲液"："-2／3,冰醋酸（/0’）!
发酵液提取产物在两种不同/0值的缓冲液中

电泳"4，电压&--5，其电泳泳动距离与标准乳清

酸样品一致，见表’!
(!(!A 发酵提取物的熔点和紫外、红外吸收光谱

从尿嘧啶营养缺陷型突变株67891:1"’的发酵

液中提取结晶，熔点测定为#(($#(&;，标准乳清

酸样品熔点测定为#(&$#(<;!

发酵液提取物和乳清酸标准样品的紫外吸收

光谱、红外吸收光谱分别见图’，#!
尿嘧啶营养缺陷型突变株67891:1"’发酵液

提取物经物理、化学鉴定，确认是乳清酸!
表( "#$%&’&!(发酵液提取物电泳紫外吸收斑点泳动距离

-:0,( -.//;/6=154.51/7*7?5B/2*7=:36/58=./*75;:=/261>7&
=:;;*3/815?’&!(015=.69;=91/

电 泳 缓 冲 液

泳 动 距 离／=)
发酵

提取物
乳清酸

标准样品

-!-’)*+／,
柠檬酸1柠檬酸钠（/0#!&） "-!> "-!?

"-2／3,冰醋酸（/0’!-） &!& &!(

图( 发酵提取样品与标准乳清酸样品的紫外吸收光

谱图

)*+,( -./9;=1:B*5;/=&:07514=*5374/6=1:58*75;:=/2
61>7=:;;*3/:32:9=./3=*6515=*6:6*2

图A 发酵提取样品与标准乳清酸样品的红外吸收光

谱图

)*+,A -./*381:1/2&:07514=*5374/6=1:58*75;:=/261>7&
=:;;*3/:32:9=./3=*6515=*6:6*2

(,A 积累乳清酸的最佳工艺条件

采用67891:1"’菌株试验了积累乳清酸的最

佳工艺条件!
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!!"!# 碳源对产酸的影响 在发酵培养基中分别

加入不同质量浓度的葡萄糖，产乳清酸情况见图"!

图$ 葡萄糖对%&#!菌株发酵产乳清酸的影响

’()*$ +,,-./0,)12.03-.04.-4/56/(0404050/(.6.(7

85072./(040,3/56(4%&#!
从图"可以看出，葡萄糖质量浓度为#$／%&

时，乳清酸产量最高，达到’!()$／&!
!!"!! 氮源对产酸的影响 在无氮源的发酵培养

基中分别加入不同质量浓度的（*+"）,-."，产乳清

酸情况见图’!

图9（:;$）!<=$对%&#!菌株发酵产乳清酸的影响

’()*9 +,,-./0,6>>04(2>321,6/-.04.-4/56/(0404
050/(.6.(785072./(040,3/56(4%&#!

图’的结果表明，当（*+"）,-."的质量浓度为

,!/$／%&时，产酸量最高，达到0!1)$／&!
!!"!" 酵母膏对产酸的影响) 图0表明乳清酸的

积累明显受培养基中加入的酵母膏质量浓度的影

响，酵母膏的最适质量浓度在2!)’$／%&左右!过量

的酵母膏质量浓度趋向于抑制乳清酸的积累!随着

酵母膏质量浓度的下降，乳清酸的积累量迅速下降，

在2!)’$／%&时，乳清酸的产量达到了#!0$／&!

图? 酵母膏对%&#!菌株发酵产乳清酸的影响

’()*? +,,-./0,@-63/-A/56./.04.-4/56/(0404050/(.
6.(785072./(040,3/56(4%&#!

" 结 论

依据微生物嘧啶核苷酸生物合成的代谢调控

理论，以一株谷氨酸棒杆菌为出发菌株，以尿嘧啶

营养缺陷型为选育筛子，采用遗传诱变育种手段，

选育到一株尿嘧啶营养缺陷型突变株3-45676),
菌株，能以葡萄糖为碳源，硫酸铵为氮源发酵积累

乳清酸!
76),菌株的发酵产物经纸层析、纸电泳、紫外吸

收光谱和红外吸收光谱鉴定，确认为是乳清酸物质!
碳源和氮源是影响76),菌株生产乳清酸的两

个重要因素!
酵母膏质量浓度是影响76),菌株生产乳清酸

的最关键因素，培养基中酵母膏的质量浓度必须亚

适量控制!过低的酵母膏质量浓度不能为菌株的生

长提供充足的尿嘧啶类物质，细胞生物量太低，乳

清酸的产量就不会高；过高的酵母膏质量浓度使得

培养基中含有过量的尿嘧啶类物质，这反过来对细

胞的嘧啶核苷酸代谢途径增加了反馈抑制作用和

反馈阻遏作用，抑制乳清酸的积累!
培养基中亚适量酵母膏质量浓度仍旧对代谢

途径存在一定的调控机制，如果要遗传性地彻底解

除这种反馈调控机制，可以从76),菌株进一步选

育出嘧啶结构类似物抗性突变株，并进一步优化培

养条件，乳清酸的发酵产量还可进一步提高!
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其膜的有序性 ! 所以，对于在实验中所存在的膜的

有序结构的变化，不仅是非平衡的产物，同时也是

非理想性的产物 ! 这可能是耗散结构有序原理和

"#$%&’()) 有序原理两者同时起作用的结果 !

参考文献：
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