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摘 要 以 硫 酸 二 乙 醋 ( D E S )诱 变 处 理 黄 色短 杆 菌 ( B r ev ib a e t er iu m f l av u m )

XQ 5 1 2 2
,

得到 突变株 V 3
一
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’
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,

在 1 0写葡萄糖培养基 中可积 累
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.

3 % L
一

缘氛酸
。

以亚峭基脉 ( N T G )诱 变 V 4
一

1 53
,

得到 一株 突变株 ( L e u ` 、 a 一

A Br
、

A HVr
、

2
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T rA )
,

再进行单 菌落分 离
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撷氨酸是人体必需氮基酸之一
,

具有多种生理功能
,

可广泛应用于食品
、

饲料和 医药

等方面
,

但 由于其生产成本高
,

价格昂贵
,

目前主要用于配制复合氨基酸输液
。

L
一

撷氨酸的

世界年产量 已达 S O0t 左右
,

主要由 日本味之素
、

协和发酵和 田边制 药等公司生产
。

据 报

道
〔 ’

· ’ 〕 日本 L
一

撷氨酸摇瓶产酸率为 3
.

1%
.

国内中国科学院微生物研究所王秀岭等报道
t 3〕了

北京棒杆菌 L
一

撷氨酸产生菌的选育
,

其摇瓶产酸率 3
.

0 %
.

本研究以黄色短杆菌 ( B r e v ib a e t e r i u m f l a v u m ) X Q 5 12 2 为出发菌株
,

经化学诱变处理和
a 一 A B

,

A H V
,

2
一

T A 等药物平板定向选育
,

成功地选育到一株 L
一

撷氨酸高产菌 Z Q
一

2 ( L e u ` 、 a -

A B
r 、

A H V
r 、

2
一

T A
’

)
,

摇瓶产酸率达 4
.

2% 一 4
.

5 %
,

最高达 5
.

57 %
.

1 材料和方法
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材料

1 出发 菌株 黄色短杆菌 X Q }

培养基 ( % )

1 完全培养基 葡萄糖 0
.

5
,

牛肉膏 1
.

0
,

蛋白陈 1
.

0
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N a CI 0
.

5
,
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.
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.

0
,
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)
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.
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O
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.

1
,

K ZH p O
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3
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1
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2
.
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.

5
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4
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.

2
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.
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,
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.

5
,

尿素 0
.

3
,
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.

0
.
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.

4 发酵培 养基 葡萄糖 1 2一 1 5
,

( N H
4
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5 0
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.

0
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1
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Z
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0
.

0 5
,

V H 5 0拼g / L
,
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·

H C I 1 0 0拼g / L
,

玉米浆 0
.

5~ 1
.

0
,

C a C O
3 4

.

0
.

完全
、

基础和种子培养基均以 2 0 % N a
O H 调 p H 6

.

s ~ 7
.

0
,

0
.

I M p a 压力下灭菌 ZOm in
·

发酵培养基以 2 0% N a O H 调 p H 7
.

o
,

0
.

o 7M P 。 压力下灭菌 l o m i n
.

L 3 主要试剂

硫酸二 乙醋 ( D E S ) 为上海试剂厂产品
; 亚硝基肌 ( N T G ) 为瑞士 F u lk a

公司产品
; a 一

氨基
一

p
一

轻基戊 酸 ( A H V )
,

2
一

唆哇丙氨酸 ( 2
一

T A )和 a 一

氨基丁酸 a(
一

A B )均为美国 S gl m a 公司产

口 [] o

1
.

4

4
.

1

4
.

2

方法

诱变方法 常规化学诱变法口 1
.

筛选方法

l) 平板筛选 将诱变处理菌液涂 布于 含有 一定量 的结构类似物的基础培养基上

3 o C培养 2一 d4
,

挑出生长的菌落
,

即为结构类似物抗性变异株
。

将上述变异株菌落移接到完全培养基平板上
,

供进一步筛选用
。

2) 液体筛选 将平板筛选获得的变异株接一环于装有 s m l 发酵培养基的摇管 ( 25 X

2 50 m m ) 中
,

3 0 C振荡培养 7 h2
,

用纸层析法定性鉴别发酵液中的 L
一

撷氨酸
。

将摇管初筛获得的 L
一

撷氨酸产生菌接一环于装有 1 5m卜发酵培养基的 2 5 o m l 三角瓶

中
,

3 O C 振荡培养 7 h2
,

用纸层析法分离
,

比色定量法测定发酵液中的 L
一

撷氨酸
.

1
.

4
.

3 分析方法

l) 菌体 生长 吸取 0
.

Zm l 样品菌液到 s m L o
.

25 m ol / L H CI 溶液中
,

摇匀后测定 A 二

n m 值
。

2) p H 用精密 p H 试纸和酸度计测定
。

3) 葡萄糖 菲林试剂滴定法
。

4) L
一

撷氨酸 纸上层析法
、

比色定量法
〔 5 1及氨基酸自动分析仪测定

。

2 结果与讨论

2
.

I L
一

撷氨酸产生 菌选育谱系

从野 生谷氨酸产生菌
一

黄色短杆菌 x Q 5 1 2 2 出发
,

采用 D E s 和 N T G 诱变处理
,

依次赋

予 L e u ’ 、 a 一

A B
’ 、

A H V
` 、

2
一

T rA 遗传标记
,

最后获得一株 L
一

撷 氨酸高产菌 z Q
一

2 ( 图 1)
.

在最

佳发酵工艺条件下 (表 2 )
,

摇瓶产酸 4
.

2% 一 4
.

5肠
,

最高 5
.

57 %
.

eL
u L

一

L e u 缺陷型
; L e u ’ L

一

L e u
渗漏 型

; a 一

A Br
。 一

A B 抗性
; A H v

r

A H V 抗性
; 2

一

T rA Z
-

T A 抗性
。

2
.

Z L
一

颧氨酸摇瓶发酵试验

按 L 。

(3
`
)正交试验考察各种营养因素对 I

_ 一

撷氨酸发酵影响
,

结果列于表 .1
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表 1正交试验考察营养因素对 L
一

缘氨酸发酵影响

因 素 玉米浆 (% ) ( N H
`

)
2

( 5)
4

(% ) VH伽g /x )z v B单 g /I )

0
.

3 3
.

0 5 1 50

水 平 0
.

5 4
.

0 3 0 10 0

1
.

0 4
.

5 50 2 0 0

1 4
.

10 3
.

8 53
.

2 83
.

9 5

2 4
.

3 3 4
.

1 4今
.

0 6 4
.

0 0

3 4
.

0 3 4
.

1 5 4
.

2 83
.

8 1

R0
.

3 3 0
.

6 60
.

6 40
.

1 9

因素主次 3 12 4

好 水 平 0
.

5 4
.

5 50 100

综合考察培养基
、

装液量
、

种龄和接种量等对 Z Q
一

2 菌株 L
一

撷氨酸发酵的影响
,

所得到

的摇瓶发酵最佳条件列于表 .2

表 Z L
一

缘氨酸摇瓶发酵最佳条件

菌 株

黄色短杆菌 X Q 5 1 2 2

寺D E S

V I
一

10 9 ( I
_

e u 一 )

小D E S

V Z
一

12 1 ( I e u 一
、 a 一

A B
r

)

L
一

撷氨酸 ( % )

0

0
.

4

1
.

2

2
.

3

4
.

0

4
.

2~ 4
,

5

成 分 种子培养基 发酵培养基

葡萄糖 ( % )

( N H
;
) 2 5 ( )

`
( % )

玉米浆 ( % )

K H Z P ( )
。
( % )

M g S ( )
4
( % )

V H ( 拜g / I
一

)

V B I (拜g / I )

C a C () 3 ( % )

P H

装液量
’

( n l l )

接种量 ( % )

温度 亡

培养时间 ( 1
1
)

O
.

4
.

1 3
.

5

4
.

5

0
.

1

0
.

0 5

0
.

5

0
.

1

今D E S

V 3
一

3 6 ( I e u l
、 a 一

A B
r 、

A H V
r

)

去N T G

V 4一 1 5 3 ( I
_
e u l

、 a 一

A B
r 、

A H V
, 、

2
一

T A
`
)

去单菌落分离及工 艺改 良

ZQ
一

2 ( I e u J
、 a 一

A B
, 、

A H V
, 、

2
一

T A
,

)

0
.

0 5

50

1 00

4
.

0

7
.

0

1 5

4

3 O

l 4

3 0

7 2

图 l

2
.

3

2
.

4

黄色短杆菌 L
一

缘氨酸高产菌 Z Q
一
2 选育谱系 ,

2 5 o n 飞l 三角瓶

z Q
一

2 菌株 L
一

撷氨酸发酵过程曲线

典型的 L
一

撷氨酸摇瓶发酵过程曲线如图 2 所示
。

末端产物氨基酸对 Z Q
一

2 菌株积累 L
一

撷氨酸的影响

设计末端产物氨基酸对 Z Q
一

2 菌株积累 L
一

撷氨酸的影啊
,

实验结果列于表 3
.

试验结果表明
,

培养基中末端产物氨基酸的存在并不影响 Z Q
一

2 菌株积累 L
一

撷氨酸的

能力
,

说明具有 2
一

T A 等多重抗性突变株 Z Q
一

2 其生物合成 L
一

撷氨酸的关键酶—
乙酞轻

基酸合成酶 ( A S )对此三种末端产物氨基酸的反馈调节已不敏感
,

因而突变株 ZQ
一

2 能积累

大量 I
子一

撷氨酸
。
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表 3 末端产物氨基酸对 L
一

缘氨酸发酵的影响

氨基酸

(l mg /n i
l)

L
一

撷氨酸

L
一

异亮氨酸

L
一

撷氨酸

( %)

一~ , ~ 、

L
一

亮 氨酸

对 照

1
.

0 9

1
.

0 6

6
.

6
.

一洲
二

2
.

5 讨论

L
一

撷氨酸生物合成的第一限速酶为乙酞

轻基酸合成酶 ( A S )
,

第二限速酶 为分支链氨

基酸转移酶 ( T R )
.

在黄色短杆菌中 A S 有二

种 同功酶 A S
一

l 和 A S
一

1 或 A S
一

班
.

A S
一

I

或 A S
一

班受 V al + L e u
的阻遏

,

同时受到 V al

的反馈抑制
; A S

一
U 受到 V al + L e u + I le 的

阻遏 (图 3)
.

\

16 2 4 3 2 40 月8 5 6 6 4 7 2

图 2 z Q
一
2 菌株 L

一

缀氨酸发酵过程曲线

一
·

一 P H 一十一 ( ) D 5 62
·

10

一
,

一 R g ( % ) 一口 一 l厂 V a l (环 )
·

3

②

, , `

_
二“ 心

, 。 。 . ` 二 。 _ 二 ,

, 。 小
二二

~ , 。 小
二 二
侧

,

~ ~ `
叫 刊铂

一

门 阴以 八 a 一

。 队孔联一
Q ,

户
-

一赶圣开伏醒 ~
Q 一

倒 整开仄 醒 口 -l
一

城纸醒
甲 丁

军 …
阻遏 今 v al + 卜e 。 ①乙酞轻 基酸合成酶 ( A s

一

l )

办 v
a
l+ -eI

u
+ n

。

②乙酸轻 基酸合成酶 ( A s
一

l 或 A s l )

反馈抑制 一 ③分 支链 氨基酸转移酶 ( T R )

图 3 黄色短杆菌 L
一

缘氨酸生物合成的反馈调节

因此
,

如果在培养基中积累 L
一

撷氨酸
,

必须解除正常的反馈调节机制
,

即解除三种分支

链氨基酸对 A S 的反馈抑制和阻遏及对 T R 的阻遏
。

据报道「6 一 ’ 。〕
。

选育结构类似物抗性突变

株可从遗 传上改变原 来受反馈调节酶的结构
,

使得突变株的 A S 和 T R 不再受三种分支链

氨基酸的反馈抑制和阻遏
,

从而可大量积累 L
一

撷氨酸
。

a 一

A B 为撷氨酸的结构类似物
,

其抗性突变株可解除 A S 的阻遏
,

从而使得突变株可积

累 1
.

2环L
一

撷氨酸
.

A H V 为苏氨酸的结构类似物
,

其抗性突变株为何能提高 L
一

撷氨酸的积

累 ? 其机制 尚没有解 明
,

是否存在 A H V 抗性可解除异亮氨酸对 A S 的反馈调 节
,

这一点值

得进一步探讨
。

2
一

T A 为分支链氨基酸的结构类似物
,

其抗性 突变株的产酸水平大幅度提

高
,

可积累 4
.

2写一 4
.

5% L
一

撷氨酸
。

在培养基中添加撷氨酸
、

异亮氨酸
、

亮氨酸等氨基酸都

不影响 L
一

撷氨酸积累
。

说明该突变株的 L
一

撷氨酸生物合成酶对这些氨基酸来说已不敏感
,

从遗传上已完全解除对 A S 和 T R 的反馈抑制和阻遏
。
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