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50异亮氨酸菌种选育及发酵条件优化

李 进!!张伟国"
!江南大学 工业生物技术教育部重点实验室"江苏 无锡!#3$/%#

摘!要!以栖糖蜜棒杆菌"!"#$%&’()*&#+,--&.(//&)".(#4677#.2%"为出发菌株!根据代谢控制
发酵原理!经硫酸二乙酯和%$7’诱变处理!定向选育出一株50异亮氨酸产生菌8/#0""9:;< 5=>0
?@;<5=>0<4A&;<9>BC<@DE;#!在培养基未经优化的情况下产50异亮氨酸#3!#"C$5)同时!
考察了培养基及发酵条件对菌株产酸的影响!在优化的培养基和发酵条件下积累50异亮氨酸#2F!
C$5!最高时可达!#F/C$5)
关键词!50异亮氨酸$育种$发酵$栖糖蜜棒杆菌
中图分类号!G1#" 文献标识码!4
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!!50异亮氨酸是人体1种必须氨基酸之一%同时
又是/种支链氨基酸之一%因其特殊的结构和功
能%在人类生命代谢中占有特别重要的地位%主要
用于食品和医药卫生方面)50异亮氨酸的生产方法
有提取法’化学合成法’和发酵法/类%但由于50异
亮氨酸分子有两个不对称的碳原子%目前很难采用
化学合成法或化学合成法和酶法结合的方法来制

造高纯度的50异亮氨酸%在工业生产上实施的只有

发酵法(#%!))
国内外报道了很多以黄色短杆菌’乳糖发酵短

杆菌等为出发菌株选育50异亮氨酸产生菌的育种
实例%但采用栖糖蜜棒杆菌为出发菌株选育50异亮
氨酸产生菌还未见报道(/))作者根据代谢控制发酵
原理%以栖糖蜜棒杆菌4677#.2%"为出发菌株%经
诱变处理定向选育出一株带有9:;<5=>0?@;<
5=>0<4A&;<9>BC<@DE;遗传标记的50异亮氨酸
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产生菌8/#0")由于50异亮氨酸生物合成途径的特
殊性!发酵条件及培养基组成对菌株发酵产酸影响
很大!因此作者对50异亮氨酸产生菌8/#0"的摇瓶
发酵条件进行了考察!确定了最佳的培养基组成及
发酵条件"3!"#)

A!材料与方法

ABA!菌株
栖糖蜜棒杆菌$!"#$%&’()*&#+,--&.(//&)".(%

4677#.2%"!江南大学氨基酸研究室保藏菌种)
ABC!培养基

ABCBA!基本培养基!C"O5#!葡萄糖!$!$*A3%!
9W3#F"!尿素#F"!KA!\W3#!K!A\W3/!?C9W3
&.A!W$F"!?-9W3&3A!W$F$#!]=9W3&.A!W
$F$#!生物素"$"C’5!硫胺素#$$"C’5!琼脂条

!$F[A值.F$)
ABCBC!完全培养基!C"O5#!葡萄糖"!蛋白胨#$!
牛肉膏#$!*,7("!琼脂条!"F[A值.F$)
ABCBD!摇瓶种子培养基!C"O5#!葡萄糖 !" !
$*A3%!9W3"!玉米浆3$!KA!\W3#!?C9W3&.A!
W$F"!7,7W/#$)[A.F$)
ABCBE!摇瓶发酵培养基!C"O5#!葡萄糖 #$$!
$*A3%!9W33$!玉米浆#"!KA!\W3#F"!?C9W3&

.A!W$F"!5=>$F#!7,7W/#$)生物素/$"C’5!

[A值.F$)
完全培养基(基本培养基和种子培养基均以

!$̂ 的 *,WA 调至[A.F$!$F#?\,下灭菌!$
YH-)发酵培养基以!$̂ 的 *,WA 调[A 至.F$!

$F$.?\,压力灭菌#$YH-)
ABD!培养方法

ABDBA!种子培养!接一环生长良好的斜面种子于
装有3$Y5种子培养基的!"$Y5三角瓶中!/$_
于往复式摇床上培养##E!1";’YH-!振幅2$YY)
ABDBC!发酵培养!接#Y5种子液于装有#"Y5
发酵培养基的!"$Y5三角瓶中!/$_于往复式摇
床上培养.!E!#$$;’YH-!振幅2$YY)
ABE!诱变筛选方法
采用常规化学诱变)硫酸二乙酯$Z@9%的诱变

体积分数为$F$!̂ !处理时间为#"YH-!用磺胺胍(
亮氨酸甲酯$505=>Y=DEL(=PD=;&A7(!简写为5=>0
?@%(#0氨基0$0羟基戊酸

"%#(琥珀酸"/#及乙硫氨酸
筛选".#)%射线的照射源为%$7’!诱变剂量为#$$
$$$5>‘!处理时间为%$YH-!用基本培养基及氨基
酸补充培养基平板筛选)/$_恒温培养/!%O!挑
选出单菌落于完全培养基平板上!待用)

ABF!分析方法

ABFBA![A 测定!国产精密[A 试纸及[A 值测
定仪)
ABFBC!菌体生长测定!取$F!Y5待测液!加入

$F!"Y’(’5盐酸溶液中!摇匀!用.!#型分光光度
计!#BY光程"%!-Y测WZ值)
ABFBD!发酵液中还原糖的测定!菲林试剂滴定法
和/!"0二硝基水杨酸测定法$Z*9%)
ABFBE!发酵液中50异亮氨酸含量的测定!采用新
华/号滤纸在室温下用不饱和法展开!用展开剂&
$正丁醇a冰醋酸a水b#!a/a"%上行法展开)称
取一定量的异亮氨酸标准样品!配成$F"̂ !#̂ !

#F"̂ !!̂ !!F"̂ !/̂ 不同浓度的溶液!每种溶液
点样#"5)发酵液经离心后!取其上清液点样#"5)
层析结束后热吹风吹干滤纸!$F"̂ 茚三酮丙酮溶
液显色!#$"_烘干"YH-!滤纸上出现紫红色氨基
酸斑点!将对应的斑点剪下!放入有"Y5洗脱剂
$."̂ 乙醇a$F!̂ 7>9W3&"A!Wb/1a!%的试管
中进行洗脱$要盖住试管口!防止乙醇挥发%3$YH-!
用.!#分光光度计在"$%-Y处(光程#BY进行测
定!从标准曲线上可求得发酵液中50异亮氨酸的
含量)

C!结果与讨论

CBA!45异亮氨酸产生菌选育谱系
从野 生 型 谷 氨 酸 产 生 菌 栖 糖 蜜 棒 杆 菌

$!"#$%&’()*&#+,- -&.(//&)".(%4677#.2%" 为出
发菌株!经硫酸二乙酯和%$7’诱变处理!依次赋予

9:;(5=>0?@;(5=>0(4A&;(9>BC(@DE;遗传标记!得
到一株50异亮氨酸产生菌8/#0"!在适宜的条件下
摇瓶产酸平均为#3!#"C’5)选育过程见图#)
CBC!发酵培养基优化
优化发酵培养基的根本目的就是为了使菌体

能最大限度的合成目的产物!发酵培养基的好坏直
接影响到菌体的生长状态及目的产物的合成)发酵
培养基与种子培养基不同!它不仅提供菌体生长繁
殖所需的营养和能源!而且也构成50异亮氨酸的物
质来源!要积累大量的50异亮氨酸!就要有适量的
碳源和氮源!而且无机盐及生长因子也是必须考虑
的影响因素"1!#$#)
CBCBA!不同碳源$氮源对8DA0F合成508(=的影响

!碳源是供应微生物碳元素的营养物质!是构成菌
体细胞的重要材料!主要用于合成菌体的糖类(脂
肪以及次级代谢产物!是微生物生命活动能量来源
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和物质基础!##")作者考察了在发酵培养基中分别加
入不同碳源对菌体产酸的影响#添加质量浓度为

#$$C$5%&结果见图!)氮源是合成菌体蛋白质’核
酸’酶及各种初级和次级代谢产物等含氮物质&在

50异亮氨酸的生物合成中&它是合成50异亮氨酸氨

基的来源&在发酵生产中选用合适的氮源很重
要!##")为此作者考察了在发酵培养基中分别添加不
同氮源#含氮量以硫酸铵3$C$5的用量的含氮量来
计算其它氮源的添加量%对8/#0"合成508(=影响&
结果见图/)

菌 株 50异亮氨酸质量浓度#C$5%
栖糖蜜棒杆菌4677#.2%" 未检出

#Z@9
8#0#..#9:;% !F3

#Z@9
8!0"#9:;’5=>0?@;% /F1

#%$7’
8/0##$#9:;’5=>0?@;’5=>0% "F#

#Z@9
830/3#9:;’5=>0?@;’5=>0’4A&;% 2F"

#Z@9
8"0!%#9:;’5=>0?@;’5=>0’4A&;’9>BC% ##F%

#Z@9
8%0/##9:;’5=>0?@;’5=>0’4A&;’9>BC’@DE;% #/F1

#单菌落分离及工艺改良

8/#0"#9:;’5=>0?@;’5=>0’4A&;’9>BC’@DE;% #3!#"

图A!45异亮氨酸产生菌6DA5F选育谱系

)-2BA!G.%.&’"23"(4567"’.#,-%.:$"*#,-%2;#0&%07

图C!不同碳源对45异亮氨酸发酵的影响

)-2HC!I((.,0"(<&$>"%+"#$,.7"%456’.(.$;.%0&0-"%

图D!不同氮源对45异亮氨酸发酵的影响

)-2HD!I((.,0"(J-0$"2.%+"#$,.7"%456’.(.$;.%0&0-"%

!!图!表明&葡萄糖和蔗糖对8/#0"合成508(=效
果都很好&但由于用蔗糖来发酵&发酵过程中残糖
的测定较为复杂&所以选择葡萄糖作为碳源更为合
适)图/表明&不同氮源对8/#0"合成508(=影响很
大&从产酸角度看&硫酸铵最好&醋酸铵其次&其它
的氮源菌体几乎不利用&因此选择硫酸铵为氮源)
CBCBC!发酵培养基葡萄糖!硫酸铵和玉米浆用量
对8DA0F合成508(=的影响!据报道&发酵培养基葡
萄糖质量浓度对积累508(=有很大影响&在一定浓
度范围内&8(=产量随糖质量浓度的增加而增加&但
糖质量浓度过高对发酵产酸不利(硫酸铵质量浓度
也应该在适宜的范围内&否则对菌体生长和产酸都
不利(玉米浆由于成分复杂&用量过多&杂酸产量上
升&对后续提取工作不利&所以作者考察了发酵培
养基中这/个主要因素对发酵产酸的影响&结果见
图3!%所示)结果表明&以葡萄糖#!C$O5&硫酸铵
"C$O5&玉米浆#F"C$O5为宜)
CBCBD!发酵培养基中营养因素用量对8DA0F合成
508(=的影响!微生物生长发育所必需的养料以及
不可缺少的微量有机物质称为生长因素)在发酵生
产过程中&为了促进种子发育和生长&提高目的产
物的产量&常常需另外补加生长因素)作者考察了
在发酵培养基中添加生物素’硫胺素及亮氨酸对积
累508(=的影响&结果见图.&1及表#所示)
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图E!葡萄糖质量浓度对45异亮氨酸发酵的影响

)-2HE!I((.,0"(G’#,"7."%456’.).$;.%0&0-"%

图F!硫酸铵质量浓度对45异亮氨酸发酵的影响

)-2HF!I((.,0"(!JKE"C+9E"%456’.(.$;.%0&0-"%

图L!玉米浆质量浓度对产45异亮氨酸的影响

)-2HL!I((.,0"(<"$%+0..:4-M#"$"%456’.).$;.%0&0-"%

图N!生物素质量浓度变化对产45异亮氨酸的影响

)-2HN!I((.,0"(>-"0-%"%456’.(.$;.%0&0-"%

图O!硫胺素质量浓度变化对产45异亮氨酸的影响

)-2HO!I((.,0"(!JKE"C+9E"%456’.(.$;.%0&0-"%

表A!添加4.#质量浓度变化对6DA5F合成456’.的影响

P&>HA!I((.,0"(4.#,-%.&**-0-"%"%456’.).$;.%0&0-"%

5=>添加量!
"C!5#

508(=产量
!"C!5#

5=>添加量!
"C!5#

508(=产量!
"C!5#

$F$" #3F. $F" 量少

$F# #%F2 $F. 不产

$F/ ##F/ $F2 不产

!!实验发现$随着生物素质量浓度的增加%菌体
生长也增加%但从产酸角度分析%图.表明$当发酵
液中生物素质量浓度达到#$!2$"C!5时%产酸差
异不大%趋于稳定%所以选择生物素质量浓度为

#$"C!5较合适&图1表明$硫胺素添加量变化对菌
体产酸影响不大%%$$!#!$$"C!5产酸相差不大%
综合考虑%选择硫胺素质量浓度为%$$"C!5&从表#
可知%5=>添加过多对菌体产酸不利%甚至阻断合成

508(=的代谢流%所以添加5=>的合适质量浓度应为

$F#C!5)
CBCBE!培养基组分分开灭菌对8/#0"合成508(=的
影响!在发酵培养基中含有#!$C!5的葡萄糖和
#"C!5的玉米浆以及含有$F#C!5的亮氨酸%由于
玉米浆中成分复杂%含有各种氨基酸’生长因子等%
将其与高质量浓度的葡萄糖一起高温灭菌%会使葡
萄糖与各种氨基酸发生美拉德反应’各种营养成分
受到不同程度的破坏)为了能够使营养成分更少地
被破坏%更多地被菌体利用来维系其生命活动和生
产目的氨基酸(((50异亮氨酸%作者考察了将发酵
培养基中玉米浆’亮氨酸与培养基分开灭菌"接种
时按原先培养基中玉米浆和亮氨酸的配比加入#对
产酸的影响%结果见图2)
!!图2表明%将玉米浆组分’亮氨酸组分与培养
基分开灭菌可以提高菌体的产50异亮氨酸的水平)
比较而言%单独将玉米浆分开灭菌最利于菌体产
酸%原因主要是这样可以减少培养基中葡萄糖’氨
基酸在灭菌时被破坏的程度&将亮氨酸组分分开灭
菌比不分开灭菌的效果要好%这主要是由于减少了
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亮氨酸被破坏的程度!更多的用于促进菌体产酸!
表#说明了培养基中亮氨酸质量浓度要在低质量
浓度范围内!当大于$F/C"5时菌体产酸水平下降!
将亮氨酸组分分开灭菌产酸提高!说明此时的亮氨
酸质量浓度在适宜的范围内#将玉米浆和亮氨酸都
分开灭菌!产酸下降!究其原因可能是因为这时实
际加入培养基中的亮氨酸质量浓度已经过量!对菌
体产酸起到抑制作用)所以!根据以上分析!应选择
将玉米浆组分与培养基分开灭菌)

$#%代表培养基组分没有分开灭菌#$!%代表玉米浆组分分开灭

菌#$/%代表亮氨酸组分分开灭菌#$3%代表玉米浆和亮氨酸两

组分都分开灭菌

图Q!培养基组分分开灭菌对产45异亮氨酸的影响

)-2HQ!I((.,0"(7.:&$&0.*+0.$-’-R&0-"%"(;.*-#;,";5

:"%.%07"%456’.).$;.%0&0-"%

CBCBF!发酵培养基正交实验!在单因素实验基础

上!基本确定了发酵培养基中各组分及其适宜的使
用量)对产50异亮氨酸影响较大的因素有葡萄糖&
硫酸铵&玉米浆&磷酸二氢钾以及亮氨酸!同时选取
生物素和硫胺素!采用5#1’/.(正交表进行试验!正
交实验的因素与水平的选取及结果见表!)
!!对测定的数据进行计算和方差分析!结果见表
/)由表/可知!在置信度#b$F$"时!葡萄糖&玉米
浆和亮氨酸这/个组分对发酵产酸的影响是显著
的#在置信度#b$F#$时!葡萄糖&硫酸铵&玉米浆
和亮氨酸这3个因素对发酵产酸的影响是显著的)
显著性的排序结果为)葡萄糖$亮氨酸$玉米浆$
硫酸铵)因此!由正交实验结果及从实际考虑确定
菌种8/#0"的最优发酵培养基配比’C"5(和发酵的
最佳工艺如下)葡萄糖#!$!硫酸铵"$!玉米浆#"!
磷酸二氢钾!F$!硫酸镁$F"$!亮氨酸$F#$!碳酸钙

/$!生物素"F$"C"5!硫胺素%$$"C"5!硫酸锌.F"
YC"5!硫酸锰#!F"YC"5!硫酸铁.F"YC"5!初
始[A值.F"!种龄##E!接种体积分数#$̂ !!"$
Y5圆底三角瓶装液量#!F"Y5!往复式摇床/$’c
#(_!摇床转速为#$$;"YH-!发酵周期为.!E)采
用上述优化的发酵培养基和工艺条件进行8/#0"菌
株的摇瓶发酵!产酸稳定在#2F!C"5!最高可达!#F/
C"5!比未经优化的情况下产酸提高了/$̂ !/.̂ )

表C!发酵培养基正交实验的因素与水平的选取及实验结果

P&>HC!)&,0"$7&%*S&0&"(01.4.T.’7-%9$01"2"%&’4-70"(U.*-#;

因素
葡萄糖"
’C"5(

硫酸铵"
’C"5(

玉米浆"
’C"5(

磷酸二氢钾"
’C"5(

生物素"
’"C"5(

硫胺素"
’"C"5(

亮氨酸"
’C"5(

水平 #$$ 3$ #$ #F$ "F$ 3$$ $F$"
#!$ "$ #" #F" #$F$ %$$ $F#$
#3$ %$ !$ !F$ #"F$ 1$$ $F#"

# #3F1". #"F/$. #"F331 #3F2"" #"F#1! #"F$"1 #"F$".
! #%F%$$ #"F/3" #"F.3! #3F.2! #"F$3$ #"F33/ #%F#!"
/ #/F%// #3F3/1 #/F2$$ #"F/$/ #3F1%1 #3F"11 #/F2$1
0 !F2%. $F2$. #F13! $F"## $F/#3 $F1"" !F!#.
因素主次 # 3 / % . " !
最好水平 #!$ "$ #" !F$ "F$ %$$ $F#$

表D!正交试验方差分析

P&>HD!P1.V&$-&%,.=%&’37-7W.7#’0

方差来源 偏差平方和 自由度 1比 1$F#$’!!!( 显著性 1$F$"’!!!( 显著性

葡萄糖 !%F%.3 ! 2$F3!$ 2F$$$ " #2F$$$ "
硫酸铵 /F#"" ! #$F%2" 2F$$$ " #2F$$$
玉米浆 ##F."$ ! /2F1/# 2F$$$ " #2F$$$ "
磷酸二氢钾 $F.2% ! !F%21 2F$$$ #2F$$$
生物素 $F!2" ! #F$$$ 2F$$$ #2F$$$
硫胺素 !F!$$ ! .F3"1 2F$$$ #2F$$$
亮氨酸 #3F.3. ! 32F22$ 2F$$$ " #2F$$$ "
误差 $F!2 !
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D!讨!论

#!以栖糖蜜棒杆菌 4677#.2%"为出发菌株"
通过筛选508(=的结构类似物突变株"来调节菌株
内部代谢调节机制"使代谢流最大限度地流向508(=
合成途径"从而获得了8/#0"#9:;< 5=>0?@;<
5=>0<4A&;<9>BC<@DE;!)实验发现"结构类似物

4A&$@DE对解除菌株内部反馈控制"提高菌体产
酸作用明显"应进一步通过提高结构类似物4A&$

@DE抗性浓度"以使菌株内部反馈调节机制得以遗
传性脱敏)
!!菌株8/#0"除了主要产50异亮氨酸外"还产
杂酸50苏氨酸$50缬氨酸$50赖氨酸)根据文献%#/
!#"&报道"上述几种氨基酸均需经过 A?\途径"
其合成均需提供还原力*4Z\A"但比较而言"50异

亮氨酸和50苏氨酸均在 A?\途径流量达到最大
时产量最高"这说明 50异亮氨酸和 50苏氨酸对

A?\途径的依赖性很大)在这几种氨基酸中50苏
氨酸的 674的循环流量要求最大"50异亮氨酸次
之"50赖氨酸$50缬氨酸则相对较小"这种差异为发
酵控制提供有益的提示"因为 674的流量与发酵
过程中的溶氧控制密切相关"在发酵产酸期保持高
溶氧有利于50异亮氨酸和50苏氨酸的生成"有利于
抑制 50赖氨酸$50缬氨酸等副产物的生成)但是

674流量过大则 A?\的流量不够"从而不利于需
要大量*4Z\A的50异亮氨酸的生成"因此 674
流量应保持一个最适值)所以"在发酵过程中要注
意对溶氧的控制"从而使主代谢流畅通"减少其他
氨基酸的产生"增加50异亮氨酸的积累)
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