
�
第 30 卷第 4 期

2011年 7月
� � � � � � � 食 品 与 生 物 技 术 学 报

Journal of Food Science and Biotechnology
� � � � � � �

Vol. 30 � No. 4

Jul. � 2011

� 文章编号: 1673-1689( 2011) 04-0597-05

� � 收稿日期: 2010-06-30

� � 基金项目:国家 863 计划项目( 2008AA02Z212)。

* 通信作者: 张伟国 ( 1963- ) , 男,江苏张家港人, 工学博士, 教授, 博士研究生导师, 主要从事氨基酸生产菌种

选育与发酵工艺研究。Email: zhangw g@ 126. com
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摘 � 要: 通过原生质体融合技术选育出一株抗高糖的融合株。以黄色短杆菌( B rev ibacter ium

f lav um ) NV128和黄色短杆菌( B. f lavum ) JV16( Leu
-
Ile

-
Met

-
)为亲本菌株, 通过单灭活原生

质体融合、高糖梯度平板筛选及进一步的硫酸二乙酯( DES)诱变,获得了一株 L-缬氨酸高产菌 NJ-

237。同时研究了影响原生质体形成、再生的 3种重要条件(青霉素、酶和渗透压稳定剂) , 并确定

了其最佳处理浓度和时间。该融合株经7 L 发酵罐培养 72 h L-缬氨酸达到 46� 8 g / L ,糖酸转化率

为 27� 7%, 比两亲株都有显著提高。
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Abstract:A fusant w hich could be r esistant to high concentration of g lucose w as screened by

fusing pro toplasts in this study. The L-valine overproducing fusant w as deriv ed f rom

Br ev ibacterium f lavum NV128 and JV16 ( Leu
-
Ile

-
Met

-
) , and w as screened on high-g lucose

gr adient plates by means of fusing the sing le inact iv ated protoplasts and diethy lsulfate ( DES )

t reatment. A t the same t ime, three dif ferent condit ions ( penicillin, ly so zyme and osmot ic

stabilizer) af fecting the format ion and regeneration of pr otoplasts w er e studied and the opt imum

conditions w er e determ ined. U nder the opt imum condit ions, the t iter of L-valine achieved at 46.

8g / L after 72h culture, and the y ield o f L-valine on glucose w as 27� 7%.

Key words: L-valine, pro toplasm fusion, improv ing high-g lucose tolerance

� � 支链氨基酸包括 L-缬氨酸、L-亮氨酸和 L-异亮

氨酸, 都属于人体必需氨基酸, 因其特殊的结构和

功能在人类生命代谢中占有非常重要的地位。L-

缬氨酸应用范围广阔, 在医药、食品和饲料等方面



有着其它营养物质不可替代的作用,尤其是在医药

方面, 如配制氨基酸输液和其它治疗药物, 近年来

研究发现, L-缬氨酸是一种治疗高血压特效药 � � �
缬沙坦的原料, 其需求量猛增[ 1]。

原生质体融合( pr otoplast fusion)是一种重要

的基因组重组方法
[ 2]
。黄色短杆菌 NV128, �-氨基

丁酸(�-AB)和 �-氨基丁酸( �-AB)抗性, 培养条件

粗放, 可积累一定量的 L-缬氨酸; 黄色短杆菌

JV16, 培养条件较苛刻,但缬氨酸产量比 NV128要

高。通过原生质体融合可能达到优势互补, 筛选到

培养条件粗放但产酸水平又高的理想融合子, 为缬

氨酸产生菌育种开辟一条新途径。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料
1� 1� 1 � 菌种 � 黄色短杆菌 ( Br evibacter ium f la-

vum ) NV128, 作者所在实验室筛选; 黄色短杆菌

( Brev ibacterium f lavum) JV16 ( Leu
-
Ile

-
Met

-
) ,

作者所在实验室保藏。

1� 1� 2 � 完全培养基( g/ L ) � 葡萄糖 5, 牛肉膏 10,

蛋白胨 10, NaCl 5,琼脂 20。

1� 1� 3 � 基 本 培 养 基 ( g / L ) � 葡 萄 糖 20,

( NH 4 ) 2 SO 4 1� 5, KH 2 PO 4 1, K 2 HPO4 � 3H 2 O 3,

MgSO4 � 7H 2 O 0� 1, MnSO4 � 4H 2 O 0� 01,
FeSO4 � 7H 2O 0� 01, VH 30 �g / L , VB1 100 �g/ L ,

尿素 1� 5,琼脂 20。

1� 1� 4 � 种 子 培 养 基 ( g / L ) � 葡 萄 糖 25,

( NH 4 ) 2 SO 4 5, KH 2 PO4 1, MgSO4 � 7H 2O 0� 5, 玉
米浆 35, CaCO 3 10。

1� 1� 5 � NV 128 发酵培养基( g/ L ) � 葡萄糖 125,

( NH 4 ) 2 SO 4 40, KH2 PO 4 1, M gSO 4 � 7H 2O 0� 5, 玉
米浆 12, VH 50 �g / L , VB1 100 �g/ L , CaCO3 30。

1� 1� 6 � JV16 发酵培养基 ( g / L ) � 葡萄糖 125,

( NH 4 ) 2 SO 4 40, KH2 PO 4 1, M gSO 4 � 7H 2O 0� 5, 玉
米浆 12, L- Ile 0� 2, L- Leu 0� 2, L-M et 0� 2, VH 50

�g/ L , VB1 100 �g/ L , CaCO3 30。

1� 1� 7 � 高糖平板 � 基本培养基中加入适量葡萄糖。
1� 1� 8 � 原生质体再生培养基( mol/ L ) � 完全培养
基中加入 NaCl 0� 6, M gCl2 0� 02, pH 7� 0。
1� 1� 9 � 原生质体再生液体培养基 � 不加琼脂的原
生质体再生培养基。

1� 1� 10 � 高渗液( mo l/ L ) � NaCl 0� 55, 丁二酸钠
0� 2, MgCl2 0� 02, pH 7� 0。
1� 1� 11 � PEG 溶液 � PEG-6000 质量分数 35% ,

NaCl 0� 3 mo l/ L , M gCl20� 02 mol/ L, pH 7� 0。

1� 1� 12 � 蛋清溶菌酶溶液 � 高渗液配制的 10 g/ L

的蛋清溶菌酶, 用 0� 22 �m 细菌过滤器过滤除菌,

现配现用。

1� 1� 13 � 青霉素溶液 � 将青霉素钠( 160万单位)用

生理盐水配成 50 U/ mL 备用,现配现用。完全、基

础和种子培养基均以质量分数 20% NaOH 调 pH

至 7� 2, 0� 1 MPa 压力下灭菌 20 min。发酵培养基

以质量分数 20% NaOH 调至 pH7� 2, 0� 07 MPa 压

力下灭菌 8 m in。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 抗结构类似物融合亲株 NV128的筛选 �
将黄色短杆菌 NV12经紫外线和 DES逐级诱变,筛

选出抗�-A B和 �-AB的融合亲株 NV128。

1� 2� 2 � 原生质体的制备与再生 � 参考文献[ 3]进行。

1� 2� 3 � 原生质体的灭活 � 将上述 NV128 原生质

体悬浮液放入 60 � 水浴锅中维持 5、10、15、20、25、

30 min,分别取 0� 1 mL 经过适当稀释后涂布于再

生完全培养基平板上, 30 � 培养 2~ 3 d,观察原生

质体灭活效果 [ 4]。

1� 2� 4 � 原生质体融合 � 取两亲株原生质体悬浮液
各 2 mL 加入 10 mL 离心管中,离心洗涤两次, 加入

4 mL 质量分数 35% PEG 溶液, 再加入一定量

CaCl2溶液使其终浓度达到 0� 01 mol/ L , 水浴保温

10 min,离心洗涤两次弃上清,用等体积的高渗液悬

浮, 即为原生质体融合细胞悬浮液。

1� 2� 5 � 融合株高糖梯度平板的筛选[ 5] � 取 1 mL

原生质体融合细胞悬浮液加入到 20 mL 液体再生

完全培养基中, 32 � 摇瓶培养 6 h,取菌液经适当稀

释涂布在高糖梯度平板上, 培养 2~ 5 d, 观察菌体

生长情况,挑取在菌落稀少及几乎空白区域所长出

的少数菌落, 经过初筛和复筛, 选出高产融合株。

然后再对融合株进行 DES 诱变, 高糖梯度平板筛

选, 挑出高产株。

1� 3 � 分析方法
1� 3� 1 � pH 的测定 � 采用精密 pH 试纸以及 PHS-

3C精密 pH 计测定。

1� 3� 2 � 菌体生长 � 吸取菌液 0� 2 mL 到5 mL 浓度

为 0� 25 mol/ L HCl中,摇匀后测定 A 562 nm值。

1� 3� 3 � 葡萄糖 � 采用 SBA-40C 多功能谷氨酸 � 葡
萄糖生物传感分析仪测定。

1� 3� 4 � L-缬氨酸 � 纸上层析法、比色定量法 [ 6] 和

氨基酸分析仪测定。

2 � 结果与讨论

原生质体的制备和再生受很多因素的影响, 如
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菌体生理状态、酶解前的预处理、酶的浓度与处理

时间、渗透压、酶解温度、pH 和再生培养基成分等,

首先在实验前测定细胞的再生率, 否则就很难确定

不能融合或融合率低是由于双亲原生质体本来就

无活性,还是由于融合条件不适合所致[ 7] 。

2� 1 � 青霉素处理浓度和时间的确定
2� 1� 1 � 青霉素处理浓度的确定 � 在溶菌酶处理
前, 加入一定量的青霉素进行前处理, 青霉素能干

扰细菌细胞壁的合成, 致使细胞壁疏松, 便于溶菌

酶处理, 从而缩短酶解时间, 提高原生质体的存活

率[ 8]。图 1为青霉素浓度与亲株对溶菌酶敏感性

的关系,作用时间为 2 h。

图 1� 青霉素浓度与亲株对溶菌酶敏感性的关系

Fig. 1 � Effect of penicillin concentration on the sensitiv-i

ty of parent strains to lysozyme

� � 实验结果表明, 随着青霉素浓度的增加, 两亲

株对溶菌酶的敏感性逐渐提高。经过青霉素处理

后的 NV128吸光度变化大, 说明对溶菌酶敏感性

比 JV16 较高。对于菌体 NV128和 JV16, 当青霉

素浓度分别在 0� 5、1� 0 U/ mL 时,对菌体生长没有

抑制作用且能提高菌体对溶菌酶的敏感性。

2� 1� 2 � 青霉素处理时间的确定 � 在确定青霉素浓
度的条件下,测定了其处理时间与亲株对溶菌酶的

敏感性, 由图 2可以看出, 随着青霉素处理时间的

延长,亲株 NV128从 1� 5 h 开始吸光度无明显变

化, JV16从 2h 开始吸光度也无明显变化, 说明其

在 1� 5和 2� 0 h 时两亲株对溶菌酶的敏感性已达最

大,所以分别选取 1� 5、2� 0 h 为 NV128和 JV16 的

最佳处理时间。

2� 2 � 溶菌酶浓度和时间对原生质体形成和再生的
影响

2� 2� 1 � 溶菌酶浓度对原生质体形成与再生的影响
� 溶菌酶的用量关系到原生质体的形成率与再生

率,低质量浓度的溶菌酶不利于原生质体的形成,

而高浓度的原生质体会使细胞壁破坏太彻底, 不利

于原生质体的再生,更高的质量浓度还会使细胞膜

系统受到破坏,细胞彻底溶解, 适量的溶菌酶浓度

对后续工作非常重要
[ 9]
。溶菌酶质量浓度对原生

质体形成率与再生率的关系如图 3所示。

图 2 � 青霉素处理时间与亲株对溶菌酶敏感性的关系

Fig. 2 � Effect of penicillin treatment time on the sens-i

tivity of parent strains to lysozyme

图 3 � 溶菌酶质量浓度与原生质体形成率和再生率的

关系

Fig. 3 � Effect of lysozyme concentration on the rate of

protoplast formation and regeneration

� � 由图 3可知, 随着蛋清溶菌酶量的增加, 原生

质体的形成率逐渐提高, 继续增加蛋清溶菌酶, 原

生质体增加不明显。在溶菌酶质量浓度低时, 原生

质体的形成率不足再生率较低;而在原生质体增加

不明显时再生率达到最大。NV128和 JV16溶菌酶

处理最适浓度分别为 1 g/ L 和 2 g/ L 时,原生质体

再生率达到最大。

2� 2� 2 � 溶菌酶处理时间对原生质体再生的影响 �
确定适当的酶解时间,有利于原生质体的再生。当

形成的原生质体到一定数量时, 没必要再增加时

间, 时间的延长会降低原生质体的活性, 再生率下

降。实验结果(图 4)表明, NV128 和 JV16 酶解时

间分别为 6 h和 8 h 时,原生质体再生率达到最大。
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图 4 � 酶解时间与原生质体再生率的关系

Fig. 4 � Effect of enzymolysis time on the protoplast re-

generation rate

2� 3 � 原生质体再生完全培养基中渗透压稳定剂
NaCl浓度的确定

由于去除细胞壁的原生质体对渗透压非常敏

感, 只有处于高渗环境中才能避免吸水膨胀而破

碎, 所以整个操作过程都要保持高渗环境, 而渗透

压过高也会使原生质体收缩,使其活性降低。渗透

压稳定剂 NaCl浓度的确定也为再生液体培养基的

培养提供了条件。以 NV128 为例, 确定了再生完

全培养基中 NaCl 的浓度, 如图 5 所示, 当 NaCl浓

度为 0� 6 mol/ L 时,原生质体再生率最高。

图 5 � 渗透压稳定剂浓度与原生质体再生率的关系

Fig. 5 � Effect of osmotic stabilizer concentration on the

protoplast regeneration rate

2� 4 � 原生质体灭活时间的确定
按 1� 2� 3的方法灭活 NV128 原生质体, 涂布

平板。当水浴处理 10 min时,原生质体恰好彻底灭

活,所以选取 10 min为最佳灭活时间。

2� 5 � 抗高糖菌株的检出
2� 5� 1 � 两亲株葡萄糖抗性临界浓度的确定 � 融合
子检出前,首先对两亲株的葡萄糖抗性临界浓度进

行了测定。按葡萄糖浓度梯度制备一系列平板, 从

活化平板上刮取一环菌于生理盐水中, 制成菌悬

液,涂布在高糖平板上, 显示 NV128 和 JV16 的糖

抗性临界浓度分别为 200 g/ L 和 180 g / L。

2� 5� 2 � 抗高糖融合子的检出 � 按照 1� 2� 5的方法
首先挑取经过原生质体融合后在高糖梯度平板上

长出的融合子,经过初筛、复筛, 筛选出一株缬氨酸

高产融合株 NJ-2;以此融合株为出发菌株经过 DES

诱变筛选, 筛选出一株缬氨酸高产菌 N J-237, 葡萄

糖抗性临界浓度提高到 240 g/ L , 其摇瓶产酸达到

45� 6 g / L。筛选结果如表 1所示。

表 1 � 融合株 NJ-2 经 DES诱变后融合株摇瓶产酸结果

Tab. 1 � The yields of L- valine of several fusants derived from

NJ-2 by DES treatment

菌株编号 L-缬氨酸质量浓度/ ( g/ L)

NJ-213 40. 7

NJ-234 37. 2

NJ-237 45. 6

NJ-246 44. 2

NJ-248 43. 6

2� 5� 3 � 亲株及融合株 7L 发酵罐发酵试验 � 采用

初糖 125 g/ L 和硫酸铵 12 g/ L, 连续流加葡萄糖的

方式对两亲株及融合株进行 7 L 发酵罐发酵试验。

在发酵过程中,根据残糖浓度, 补加浓葡萄糖溶液,

维持残糖 15~ 30 g/ L ; 根据溶氧 ( DO)调整搅拌转

速, 以满足菌体在各个阶段的溶氧需求; 自动流加

浓氨水,使 pH 在发酵前期维持在 6� 8~ 7� 0, 中后
期维持在 7� 1~ 7� 2。两亲株和融合株所产总酸量
和糖酸转化率见表 2,菌体生长与缬氨酸产酸水平

见图 6。
表 2 � 7 L发酵罐亲株及融合株 L-缬氨酸发酵糖酸转

化情况

Tab. 2 � Glucose/ valine conversion ef ficiency of parent strains

and fusant in 7L fermenter

菌株
消耗

总糖质量/ g

L-缬氨酸

总质量/ g

糖酸

转化率/ %

NV128 917. 5 158. 4 17. 2

JV16 757. 5 156. 0 20. 7

NJ- 237 761. 3 210. 6 27. 7

� � 从表 4 和图 6 的发酵结果可知, 亲株 NV 128、

JV16和融合株 NJ-237 的产酸水平分别为 34� 2g/
L、36� 2 g/ L 和 46� 8 g/ L; 其糖酸转化率分别为

17� 2%、20� 7%和 27� 7%, 融合株 NJ-237的产酸水

平和糖酸转化率与亲株相比均有较大幅度的提高,

这说明本试验所进行的原生质融合育种是成功的。
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图 6 � 亲株及融合株的 7 L罐发酵过程曲线

Fig. 6 � Fermentation time courses of parent strains and

fusant in 7 L fermenter

3 � 结 � 语

实验中渗透压稳定剂没有采用传统的蔗糖和

丁二酸钠等有机物而采用 NaCl, 主要是因为有机物

粘度大,不利于收集原生质体, 且较高浓度的有机

物容易抑制菌体的生长。

通过实验发现青霉素的前处理明显缩短了酶

处理的时间, 再生培养基中 Mg 2+ 的加入促进了菌

落的生长速度,但没有明显增加再生率, 其对再生

率的影响需要进一步验证。

单灭活原生质体融合的频率较高, 介于双灭活

与全活之间[ 10]。融合株集中了两亲株的优良性状,

具有 �-AB和 �-AB高抗性而不带缺陷型标记, 产酸

水平和糖酸转化率有了明显提高而培养条件粗放。
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