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鸟嘌呤核苷补料发酵条件研究

杜郭君!!张一平!!王红连!!朱晓宏!!柏建新!!邓崇亮
!江苏省微生物研究所有限公司"江苏 无锡!."$/1#

摘!要!采用新菌株!"#$%%&’’&()$%$’6+782#.3!在!!9自控发酵罐上进行不同补料方式和所补
原料的发酵研究)酵母粉连续补料!对鸟苷积累不甚明显!应用指数函数补料方式!匀速补入:*5
和腺嘌呤物质!添加速率* 值显得非常关键!当*;$<./时积累鸟苷最高!积累质量浓度为1"<."
="9!高于和低于此值时!鸟苷的积累量都呈递减的趋势)
关键词!鸟苷$发酵$函数补料$连续补料
中图分类号!>?%!" 文献标识码!5
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!!鸟嘌呤核苷%简称鸟苷&在医药工业上的主要
用途是作为合成三氮唑核苷)无环鸟苷的中间体)
鸟苷大量应用于食品工业上’是呈味核苷酸鸟苷酸
二钠的主要原料’与肌苷酸二钠混合简称7\B’具
有十分广阔的市场)
国内外有关微生物生产鸟苷已有很多研

究*.’!+’GIS’QMI8KVQCI等*1)"+报道从肌苷产生菌株

!"#$%%&’’&()$%$’分别诱变出蛋氨酸亚砜)磺胺胍)
德夸菌素等的抗性菌株 8B2.’在生产罐上产鸟苷)
嘌呤类碱基对鸟苷产生菌关键酶的抑制以及抗性

药物对酶作用机制等等作了详细研究*#+)我国从!$
世纪3$年代就开始鸟嘌呤核苷类产品的研究工
作*/+)柏建新等以一株肌苷产生菌为亲株诱变获得
产鸟苷的菌种’鸟苷产量超过!$=(9*0’3+)作者着重
对该菌株不同补料成分和不同补料方式的发酵过

程优化研究)

<!材料与方法

<=<!菌种
鸟苷产生新菌株编号6+782#.3’菌株遗传标
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记!5W,]"GIQ]">MI]"@,K]"B8̂ S,W])
<=>!培养基
斜面培养基 "种子培养基"发酵培养基的制备

参见文献#3$)
<=?!分析测定方法

-G测定!用-G计测定%还原糖测定!斐林氏
定糖法%生长_@值测定!种子样品稀释!$倍&发
酵液稀释3$倍&用0!.分光光度计&在波长//$EZ
处测定光密度值’_@(%溶氧测定!溶氧电极在线测
定相对值%鸟苷含量测定#3$)
<=@!发酵试验
斜面种子经!"M活化培养后接入摇瓶种子培

养基中&往复式摇床.$3S)ZIE&10‘下培养%M&接
种量以.$a接入!!9发酵罐’P.#21&4SKCE(中&
发酵培养基总体积.#9)用氨水控制-G于/<#&10
‘培养#"M左右)-G 值"溶氧"转速"温度"补料"
灭菌等均自动控制)

>!结果与讨论

>=<!酵母粉连续补料对鸟苷积累的影响
酵母粉是鸟苷产生菌的腺嘌呤源&也是鸟苷发

酵重要氮源)在自控罐中&发酵.$M后开始按表.
的1种方式进行酵母粉连续补料&至!$M补完)结
果发现无论补料与否&鸟苷积累无明显差别)原因
可能是酵母粉本身类似缓释物质&只有当酵母粉被
鸟苷产生菌分解利用后才能获得所需嘌呤类物质&
即使酵母粉一次投入&未被菌体利用部分&其碱基
类物质不会释放到培养基内&因此酵母粉的量对鸟
苷发酵无明显影响)

表<!酵母粉连续补料方案及发酵结果

A&9B<!A1.$.4#’0"(,"%0-%#"#4(..*-%2"(3.&40C";*.$

试验
方案

底料酵母粉
质量分数)
a

补料酵母粉
质量分数)
a

鸟苷
质量浓度)
’Z=)Z9(

糖转化
率)a

. .</ $ !0<"# !!<33

! $<3 $<3 !/<3" !!<10

1 $</ .<$ !0<// !1<$#

>=>!DE8补料对鸟苷积累的影响
用:*5代替酵母粉作为鸟苷产生菌的腺嘌呤

源&:*5自发酵.$M向自控罐中匀速补料&至!$
M)补料方式及发酵结果见表!)
!!表!显示&:*5补料鸟苷的积累量明显高于
对照&最高增幅为#.</%a&但鸟苷产量稍低于酵母
粉的结果):*5作为腺嘌呤源和酵母粉相比&显然
更易被菌体利用&这可能是补料时间与用量掌握不

佳&不能说明:*5作用不如酵母粉)表!中鸟苷积
累量随底料中的:*5减少而增加&这可能与培养
基中腺嘌呤物质过量有关)鸟苷发酵是典型代谢控
制发酵&!<’&()$%$’6+782#.3菌株是一株典型的生
化突变株&完全丧失合成腺嘌呤能力的腺嘌呤营养
缺陷型&缺失+58̂ 合成酶和 B8̂ 还原酶&其生
长必须加入外源腺嘌呤&否则不能生长)因此&用腺
嘌呤限量来控制鸟苷发酵变得非常重要)腺嘌呤过
量&突变株会象原养型’̂S’V’VS’-M(那样&动用代谢
反馈抑制和阻遏机制而不积累中间代谢产物&如

58̂ "B8̂ 强烈抑制"阻遏核酸代谢途径上的第一
个酶 :̂̂ ^转酰胺酶&以及+58̂ 裂解酶"78̂ 转
甲酰胺酶等等&鸟苷不可能积累)腺嘌呤限量在亚
适量水平&最大限度解除或减弱腺嘌呤对代谢途径
关键酶的抑制和阻遏&才能过量积累鸟苷#.$$)因此
补料过程中用量和补料时间&显得更为重要)

表>!DE8补料发酵结果

A&9B>!A1.$.4#’04"((..*-%2DE8

试验
方案

底料:*5
质量分数)
a

补料:*5
质量分数)
a

鸟苷
质量浓度)
’Z=)Z((

糖转化
率)a

. $<1$ $ ./<#! .1<00

! $<.# $<.# .%</# ./<13

1 $<.$ $<!$ !!<13 .3</#

" $<$# $<!# !#<$/ !$<33

>=?!指数函数式补料试验
鸟苷产生菌是一株腺嘌呤营养缺陷型突变株&

必须在不明显抑制菌体生长的范围内&尽量降低培
养基中腺嘌呤的浓度)通过限制腺嘌呤的添加量&
使细胞内的主要控制因子腺嘌呤类碱基&保持在不
能引起反馈调节的浓度&从而有利于鸟苷的积累)
这个浓度应该是随着培养时间而变化&细胞繁殖增
多&添加物的浓度随着变大)日本学者#..$认为添加
速率是微生物培养时间的指数函数关系&即+’)(

,+’$(,N-’-)(’-"$(%*+’)(,+’$(./’-)(+%

+’)(为添加开始后某个时间)时的添加速度%+’$(
为添加开始时’),$(的添加速度%-为常数012IE
为添加开始时发酵液中腺嘌呤的物质的量%至时间

),EW时所加含腺嘌呤物质总量为12V’VK(以下式表示!

!!12V’VK(,+
’$(
-
*,N-’-),EW3.+412IE

用:*5作为腺嘌呤类添加物&总量为$<1a&
发酵$M添加$<$1a&其余$<!0a:*5按+’)(;
+’$(b/’-)(计算出每小时添加的量)第一次添加时
间根据菌体情况而定&一般控制在整个发酵过程中
菌体生长_@//$为最高数的.)#时&发酵时间约为3
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M添加!以后每小时添加一次!直至添加完毕)
-值分别设为$<$""$<$/"$<$3"$<.!"$<./"

$<.3"$<!$!然后进行试验)添加方式#以-;$<.!
为例$见表1)
表?!!FG=<>时腺嘌呤类添加物DE8的添加方式

A&9B?!A1.$.4#’04"((..*-%2DE8&4&*.%-%.$.4"#$,.;1.%
!;&44.0&0G=<>

补料

时间

补料

质量分数%a

补料

体积%Z9

补料

质量%=
3 $<$$113! #<$0101/ $<#$010"

% $<$$13." #<0!$/!. $<#0!$/!

.$ $<$$"1$$ /<""%%3! $</""%%3

.. $<$$"3"3 0<!0!11# $<0!0!11

.! $<$$#"// 3<.%%#1# $<3.%%#1

.1 $<$$/./1 %<!""%"% $<%!""%#

." $<$$/%"% .$<"!1/# .<$"!1/#

.# $<$$031# ..<0#!/1 .<.0#!/1

./ $<$$331" .1<!#.$/ .<1!#.$/

.0 $<$$%%/$ ."<%"$#1 .<"%"$#1

.3 $<$..!1$ ./<3"#"$ .</3"#"$

.% $<$.!//! .3<%%1.1 .<3%%1.1

!$ $<$."!0/ !.<"."0$ !<."."0$

!. $<$./$%0 !"<."#$$ !<"."#$$

!! $<$.3."% !0<!!1". !<0!!1".

!1 $<$!$"/1 1$</%"1. 1<$/%"1.

!" $<$!1$0! 1"</$00" 1<"/$00"

!# $<$!/$.1 1%<$!$.! 1<%$!$.!

!/ $<$!%11$ "1<%%#$/ "<1%%#$/

!0 $<$10.## ##<01!#$ #<#01!#$
合计 $<!0 "$#<$$$" "$<#$$$"

!!表"是根据不同的添加速率!即不同的* 值计
算出每次添加的 :*5量的试验得出的鸟苷发酵
结果)
表@!DE8不同添加速率对鸟苷积累的影响

A&9B@!A1..((.,0"(H&$-"#4(..*-%24C..*"(DE8"%

2#&%"4-%.&,,#7#’&0-"%

试验
:*5添加

速率-

补料

次数

添加完成

时间%M

鸟苷质量浓度%

#Z=%Z9$
对照 :*5一次加入 $ $ ./<#!

. $<$" 1% "0 .0<01

! $<$/ 1. 1% !1<$#

1 $<$3 !/ 1! !3<#1

" $<.! !$ !3 1!<##

# $<./ .0 !# 1"<."

/ $<.3 .# !1 !%</0

0 $<!$ ." !! !0<"/

!!结果显示!:*5不同的添加速率对鸟苷的积
累影响很大!试验#所提供的速率符合腺嘌呤缺陷

型细胞在生长和代谢中所需的腺嘌呤物质的动态

平衡!即这个浓度不引起代谢的反馈抑制和阻遏!
对菌体的生长也无明显抑制!所以积累的鸟苷明显
高于别的添加速率)
>=@!腺嘌呤指数函数补料对鸟苷积累的影响
考虑到实际应用中:*5的价格问题!每吨发

酵液:*5用量1c=!成本1$$元以上!!$V发酵罐
则每罐批:*5成本需要#$$$元)改为直接用腺
嘌呤!确定总质量分数为$<$1a!即每吨发酵液用
量1$$=!成本在.$$元以内!!$V发酵罐每罐批腺
嘌呤成本控制在.#$$元左右)并根据:*5实验中
采用的最适* 值$<./进行试验)方式见表#!腺嘌
呤指数函数补料1次试验结果见表/)

表I!"FG=<J时腺嘌呤补料方式

A&9BI!A1.$.4#’04"((..*-%2&*.%-%.;1.%4.00-%2"&0G=<J

补料

时间%M

补料质量分数%

a

补料

体积%Z9

补料

质量%=
$!0#底料中$ $<$$1$$ "#)$$ $<"#$$

3 $<$$$1# #<!3 $<$#!3

% $<$$$". /<!$ $<$/.!

.$ $<$$$"% 0<!0 $<$0!0

.. $<$$$#0 3<#1 $<$3#1

.! $<$$$/0 .$<$. $<.$$.

.1 $<$$$03 ..<0# $<..0#

." $<$$$%! .1<0% $<.10%

.# $<$$.$3 ./<.3 $<./.3

./ $<$$.!0 .3<%% $<.3%%

.0 $<$$."% !!<!% $<!!!%

.3 $<$$.0" !/<./ $<!/./

.% $<$$!$# 1$</% $<1$/%

!$ $<$$!"$ 1/<$! $<1/$!

!. $<$$!3! "!<!0 $<"!$$

!! $<$$11. "%</$ $<"%/$

!1 $<$$133 #3<!. $<#3!.

!" $<$$!03 ".<01 $<".011
合计 $<$!0 "$# "<$#

表J!腺嘌呤补料发酵鸟苷试验结果

A&9BJ!A1.$.4#’04"(2#&%"4-%.(.$7.%0&0-%93(..*-%2

&*.%-%.

罐批
腺嘌呤添加

速率%*

补料

次数

补料完成

时间%M

鸟苷质量浓度%

#Z=%Z9$

对照 一次性加入 $ $ .#</3

. $<./ .0 !# 11<13

! $<./ .0 !# 1"<##

1 $<./ .0 !# 1"<0.
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?!结!论

对鸟苷产生菌!<’&()$%$’6+782#.3突变株发
酵进行连续补料和函数补料试验!发现酵母粉和

:*5发酵补料有不同的结果)酵母粉补料对鸟苷
积累无明显差别):*5补料与一次性补入对鸟苷
的积累有明显提高!提高幅度最高为#.</%a!但鸟
苷积累低于酵母粉发酵!可能是:*5补料时间与
用量掌握不佳)

采用函数补料方式!补入原料为:*5和腺嘌
呤!发现原料的添加速率* 对鸟苷的积累非常重
要!:*5添加速率*;$<$"!鸟苷积累量为.0<01
Z="Z9!*;$<./时鸟苷积累量为1"<."Z="Z9!
增加近.倍!低于或高于此* 值均呈下降趋势!用
腺嘌呤代替:*5进行函数补料发酵鸟苷!鸟苷产
量略有提高!且降低了成本)函数补料是提高代谢
调控型发酵产率的一种有效方式)
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