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Abstract： In this manuscript，the effect of 9 kinds of vitamins on overproduction of L-tryptophan
and cell growth were studied and the concentration of vitamins in culture medium was also
optimized. The results showed that the cell growth and the synthesis of L -tryptophan were both
promoted strongly with the addition of low concentration of inositol and folic acid. Their optimum
concentrations were 0.000 2 mg/L，0.2 mg/L，respectively. Adding higher concentration of biotin can
significantly promote cell growth and the synthesis of L -tryptophan，the optimum dosage was
0.12 mg/L. The synthesis of L-tryptophan was inhibited severely by adding lower concentration of
VB6，when the optimal added concentration was 0.8 mg/L，cell concentration and L -tryptophan
production have been significantly improved by 11.8% and 27.2% compared with the control，

摘要： 研究了 9 种维生素对大肠杆菌 Escherichia coli.JN8 生长及其发酵产 L-色氨酸产量的影
响，并对发酵培养基中的维生素浓度进行了优化。结果表明，低浓度肌醇和叶酸可显著促进大肠
杆菌的生长及 L-色氨酸的合成，叶酸和肌醇的最适添加量分别为 0.000 2 mg/L 和 0.2 mg/L；较
高浓度的生物素可以明显促进菌体生长及色氨酸的合成，其最适添加量为 0.12 mg/L；较低浓度
VB6的添加严重抑制色氨酸的合成，当其质量浓度增至 0.8 mg/L 时，菌体浓度和色氨酸的产量
均较对照有显著的提高，分别提高 11.8%和 27.2%。 添加 VB5可略微提高色氨酸的产量，最优质
量浓度为 0.4 mg/L。 添加 VB1、VB2、VB3和 VC 虽然对菌体的生长均有较强的促进作用，但对于
色氨酸合成却有不同程度的抑制作用。
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色氨酸是一种重要的氨基酸，对于人类和动物
的生长发育、新陈代谢有着重要的生理作用，参与
多种生物物质合成并广泛应用于食品、 动物饲料、
医药工业[1]。
长久以来，色氨酸都是在氨基酸生产中产业化

难度较大的一种氨基酸。 色氨酸的生产方法主要
有：化学合成法、蛋白水解法、微生物法。 微生物法
大体上又可以分为直接发酵法、微生物转化法和酶
法。 直接发酵法是以葡萄糖、甘蔗糖蜜等廉价原料
为碳源，利用优良的色氨酸产生菌来生产色氨酸[2-4]。
在色氨酸的生物发酵中，大肠杆菌和谷氨酸棒状杆
菌是主要的生产菌。 近几年来，由于在生产中有缩
短生产周期、减少设备投资、降低成本、提高生产效
率等优点，大肠杆菌高密度发酵生产色氨酸得到国
内外的广泛关注。 目前大肠杆菌生产色氨酸最大可
达到 54.6 g/L[5]。
维生素是细胞生长和代谢所必需的物质，在 L-

色氨酸的合成及降解途径中，很多维生素作为辅因
子直接参与调控 L-色氨酸的代谢过程。 因此，研究
维生素对色氨酸生产的影响有着重要的意义。 作者
选择在全合成培养基中，考察可能与 L-色氨酸代谢
密切相关的 9 种维生素对大肠杆菌合成 L-色氨酸
的影响， 通过比较不同维生素对菌体细胞生长、L-
色氨酸的积累的影响，确定了这 9 种维生素的最优
用量[6]。

1.1 菌种
大肠杆菌 Escherichia coli.JN8 由作者所在实验

室保存。
1.2 培养基
保藏培养基（g/L）：胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，

氯化钠 10，琼脂 20，四环素 0.01；pH 7.0~7.2，于 121 ℃
湿热灭菌 30 min。
种子培养基（g/L）：胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，

氯化钠 10，四环素 0.01；pH 7.0 ~7.2，于 121 ℃湿热

灭菌 30 min。
发酵培养基（g/L）：葡萄糖 20，（NH4）2SO4 11.5，

KH2PO4 6，MgSO4·7H2O 2，FeSO4·7H2O 0.25；于 115 ℃
湿热灭菌 20 min。
各种维生素配制成浓缩液，用 0.22 μm 的无菌

滤膜过滤除菌，在-20 ℃下保存，临用前置于室温使
其融化，于接种的同时添加到摇瓶培养基中。 添加
生物素 使 其 在 培 养 基 中 终 质 量 浓 度 分 别 为

0.03，0.06，0.09，0. 12，0.15 mg/L；叶酸在培养基的终
质量浓度分别为 0.000 2，0.000 4，0.000 6，0.000 8，
0.001 0 mg/L；VB2（核黄素）在培养基的终质量浓度
为 0.02，0.04，0.06，0.08，0.1 mg/L； 肌醇、VB1 （硫胺
素）、 VB3（烟酸）、VB5（泛酸）、VB6（吡哆醇）、VC（抗
坏血酸 ） 在培养基中的终质量浓度均分别为
0.2，0.4，0.6，0.8，1.0 mg/L； 对照则不添加任何维生
素。
1.3 方法
1.3.1 种子制备 从甘油管中取菌，在种子培养基
斜面或平板划线，33 ℃培养 12~15 h。 种子培养基
30 mL 置于 250 mL 的三角瓶中， 接入新鲜斜面菌
种一环，33 ℃、250~300 r/min 培养 9 h。
1.3.2 摇瓶培养 种子液以 10%体积分数的接种
量接入发酵培养基中， 摇瓶发酵装液量为 30 mL
（250 mL的三角瓶），33 ℃、250 r/min培养 24 h。
1.3.3 菌悬液 OD值的测定 发酵液用蒸馏水稀释
50倍数， 于紫外可见光分光光度计上测 600 nm 处
的吸光光度。
1.3.4 色氨酸总量的测定 发酵液中色氨酸总量
按照文献[7]所述方法测定。

2.1 肌 醇 和 叶 酸 的 添 加 浓 度 对 大 肠 杆 菌
Escherichia coli.JN8生长和 L-色氨酸产量的影响
如图 1 所示，当肌醇质量浓度为 0.2 mg/L 时菌

体浓度和 L-色氨酸含量均达到最大值，与对照相比
分别提高了 16.8%和 14%。 随着肌醇质量浓度的增

材料与方法1

respectively. Adding VB5 may slightly improve the yield of the L -tryptophan，the optimal
concentration was 0.4 mg /L. Although ，adding VB1，VB2，VB3 and VC，cell growth was improved
strongly，the synthesis of L-tryptophan were inhibited by different degrees.
Keywords： vitamin，Escherichia coli.JN8，L-tryptophan
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加，L-色氨酸含量减少， 但是与对照相比菌体浓度
仍有所提高。这说明低质量浓度的肌醇促进 L-色氨
酸合成，而添加不同质量浓度的肌醇均有利于菌体
的生长。当叶酸为 0.000 2 mg/L 时菌体浓度和 L-色
氨酸含量达到最大值 ， 与对照相比分别提高了
16.8%和 26.4%。 叶酸的活性辅酶形式四氢叶酸
（THF）是一碳循环中的辅酶与底物，并随碳循环参
与核酸代谢、氨基酸的合成 [3-4]，是影响微生物生长
代谢的重要物质。 但是随着叶酸质量浓度的增加，
菌体浓度和色氨酸含量均出现明显的降低趋势，L-
色氨酸的含量低于对照，而菌体浓度较对照仍有所
提高。 这同样说明低质量浓度的叶酸促进色氨酸合
成，而添加不同质量浓度的叶酸均有利于菌体的生
长。

图 1 肌醇和叶酸质量浓度对大肠杆菌 Escherichia coli.JN8
生长和 L-色氨酸产量的影响

Fig. 1 Effect of concentration of Inositol and Folic acid on
the growth of Escherichia coli.JN8 and L -
tryptophan production

2.2 生物素的添加浓度对大肠杆菌 Escherichia
coli.JN8生长和 L-色氨酸产量的影响
如图 2所示，当生物素的质量浓度小于 0.12 mg/L

时，随着生物素的质量浓度升高，菌体浓度及色氨
酸的含量均有所升高。当生物素质量浓度为 0.12 mg/L

时，菌体浓度和色氨酸的产量达到最大，分别比对
照提高了 24.2%和 30.4%。 可能是生物素改变了细
胞膜的成分及通透性 [4，8]， 让更多色氨酸分泌到胞
外，减少了反馈抑制，从而提高了发酵液中的色氨
酸含量。 尽管当质量浓度为 0.15 mg/L 时，色氨酸的
产量低于对照水平，但是菌体浓度较对照仍有 9.3%
的提高。 这与吴琳[9]等研究增加生物素浓度，菌体生
长得到改善的实验结果相同。 所以，适量添加生物
素对菌体生长和色氨酸的合成均有明显的促进作

用。

图 2 生物素质量浓度对 Escherichia coli.JN8 生长和 L-色
氨酸产量的影响

Fig. 2 Effect of the Biotin concentration on the growth of
Escherichia coli.JN8 and L-tryptophan production

2.3 VB6 的添加浓度对大肠杆菌 Escherichia coli.
JN8生长和 L-色氨酸产量的影响
在 VB6质量浓度较低时，L-色氨酸的合成受到

明显的抑制， 而菌体的生长几乎不受影响。 如图 3
所示，当 VB6 质量浓度为 0.8 mg/L 时，菌体浓度和
色氨酸的产量均较对照有着显著的提高，分别提高
11.8%和 27.2%。 随着添加浓度进一步提高，色氨酸
的产量再次受到抑制，而较高质量浓度 VB6的添加

促进菌体生长。这可能是添加 VB6在促进 L-色氨酸
的合成同时也促进 L-色氨酸的分解。 VB6在细胞内

主要以磷酸酯形式存在，磷酸吡哆醛（PLP）和磷酸
吡哆胺是其活性形式，是氨基酸代谢中多种酶的辅
酶[4]。其中 PLP参加催化涉及氨基酸的各种反应。何
俊峰[10]研究指出 VB6参与胞内一些转氨、脱氨、转硫
反应并参与氨基酸的脱羧基反应。
2.4 VB5 的添加浓度对大肠杆菌 Escherichia coli.
JN8生长和 L-色氨酸产量的影响
如图 4 所示，随着 VB5 质量浓度的升高，色氨

酸的产量呈先升高后降低趋势，当质量浓度为 0.4 mg/L
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时，色氨酸的产量达到最大值，较对照提高 14.3%。
当质量浓度为 0.8 mg/L 时， 菌体浓度达到最大，较
对照提高 10.6%。 可能是 VB5（泛酸）的主要活性形
式辅酶 A（CoA）在细胞内主要起传递酰基的作用，
是各种酰化反应中的辅酶，参与糖代谢及氨基酸代
谢[4，11]。 所以，VB5的添加可以明显地促进菌体的生

长，并有利于 L-色氨酸的合成。

图 3 VB6质量浓度对 Escherichia coli.JN8 生长和 L-色氨
酸产量的影响

Fig. 3 Effect of VB6 concentration on the growth of
Escherichia coli.JN8 and L-tryptophan production

图 4 VB5质量浓度对 Escherichia coli.JN8 生长和 L-色氨
酸产量的影响

Fig. 4 Effect of VB5 concentration on the growth of
Escherichia coli.JN8 and L-tryptophan production

2.5 VB1 和 VC 对大肠杆菌 Escherichia coli.JN8
生长和 L-色氨酸产量的影响

VB1（硫胺素）与糖代谢密切相关，VC（抗坏血
酸）在胞内氧化还原反应中起递氢体的作用 [10-12]，这
两种维生素含量的变化可能对 L-色氨酸代谢起到
微妙的作用。 如图 5 所示， 仅当 VB1 质量浓度为

0.4 mg/L 时，菌体浓度和 L-色氨酸的产量较对照均
有所提高。 其余质量浓度下色氨酸的合成均受到明

显抑制，VB1对菌体的生长作用不明显。 VC 质量浓
度为 0.2 mg/L 时，L-色氨酸的产量为最大值， 而在
VC 的各个添加浓度下， 菌体浓度均明显高于对照
水平。 这说明 VC 的添加有利于菌体生长但却抑制
色氨酸合成。

图 5 VB1 及 VC 对大肠杆菌 Escherichia coli.JN8 生长和
L-色氨酸产量的影响

Fig. 5 Effect of VB1 and VC on the growth of Escherichia
coli.JN8 and L-tryptophan production

2.6 VB2 和 VB3 对大肠杆菌 Escherichia coli.JN8
生长和 L-色氨酸产量的影响

VB2（核黄素）是蛋白质、糖、脂肪酸代谢和能量
利用与组成所必需的物质。 VB3（烟酸）在胞内转变
为烟酰胺， 后者是辅酶Ⅰ和辅酶Ⅱ的组成部分，参
与胞内的生物氧化过程[11]。 这两种维生素的添加可
能对氨基酸的合成有一定的影响。 如图 6 所示，当
VB2和 VB3质量浓度均为 0.4 mg/L 时，L-色氨酸的
产量达到最大，但是都略微低于对照水平。 随着添
加浓度的增加， 两种维生素均抑制 L-色氨酸的合
成 。 当 VB2 和 VB3 质量浓度分别为 0.6 mg/L 和
0.8mg/L时，菌体浓度最大。 但是 VB2在各个添加浓

度下， 菌体浓度均明显高于对照水平。 这说明 VB2

和 VB3的添加抑制大肠杆菌色氨酸的合成。
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图 6 VB2 和 VB3 对大肠杆菌 Escherichia coli.JN8 生长和
L-色氨酸产量的影响

Fig. 6 Effect of VB2 and VB3 on the growth of Escherichia
coli.JN8and L-tryptophan production

采用单因素法研究了肌醇、叶酸、生物素、VB1、
VB2、VB3、VB5、VB6 和 VC 对大肠杆菌 Escherichia
coli.JN8生长和 L-色氨酸产量的影响。 研究结果显
示，低质量浓度的肌醇（0.2 mg/L）和叶酸（0.000 2 mg/L）
可显著促进菌体生长及 L-色氨酸的合成，随着两种
维生素质量浓度的增加 L-色氨酸的合成受到不同
程度的抑制作用，而菌体的浓度虽然呈下降趋势但
菌体的生长仍然受到促进作用；添加较高质量浓度
（0.09~0.12 mg/L） 的生物素可以明显促进菌体生长
及 L-色氨酸的合成； 仅在质量浓度为 0.8 mg/L 时，
VB6 对菌体生长及 L-色氨酸的合成有显著的促进
作用，其余质量浓度下L-色氨酸的合成均受到严重
的抑制作用；尽管不同质量浓度的 VB1、VB2、VB3和

VC 的添加对菌体的生长均有较强的促进作用，但
对于 L-色氨酸合成却有不同程度的抑制作用。可能
这些维生素作为辅因子不仅参与了 L-色氨酸的合
成过程，还参与了 L-色氨酸的降解过程。 同样不同
质量浓度的 VB5对菌体的生长有明显促进作用，而
仅在 0.4~0.8 mg/L 质量浓度下对色氨酸的合成有较
微弱的促进作用。
近年来，随着对 L-色氨酸研究的不断深入，L-

色氨酸不仅得到广泛的应用并且对其需求越来越

大，目前的产量远不足以满足需求。 所以如何提高
L-色氨酸的产量将成为后续研究的重点。

结 语3
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