
无
FO

第 1 5卷

第 1期

锡 轻 工 大 学 学 报
JO U RN A L W UX I UN IV E R S I TY O F L IG H T IN D U S T R Y

V o l
.

1 5

1 9 9 6 N o
.

1

L
一

脯氨酸产生菌的选育
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摘要 以嗜乞酸乙酸棒杆 菌 A T C C 1 3 8 7 O为 出发菌株
,

经硫酸二 乙醋 ( D E S ) 和亚

峭 基孤 ( N T G )逐 级诱变处理
,

结构类似物定 向选育
,

获得一株 L
一

脯氛酸 高产 菌

Z Q
一

3 ( S G
r 、

S u e g 、

D H P
r

)
。

在含 1 6%葡萄糖的培 养基中
,

摇瓶发酵 7 2 h
,

产酸率为

5
.

3% 一 5
.

5%
.
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0 前 言
l一脯氨酸在医药

、

农业
、

化工及食 品等方面有着广泛的用途
。

在 医药工业上
,

L
一

脯氨酸

用于配制复合氨基酸输液
,

是治疗高血压和心肌衰竭药物甲琉丙脯酸
、

治疗帕金森氏综合症

的多肤类药物的原料
。

在农业上
,

L
一

脯氨酸可作为农作物的增产剂
。

在化学工业上
,

可用于

不 对 称 合 成 和 作 为 氢 化
、

聚合
、

水解 等反 应 的 催化 剂
。

本研 究 以 嗜 乙 酞 乙 酸棒 杆 菌

( C o r y n e b a C t e r i u m
a C e t o a e i d o p h l

u
m ) A T C C 1 3 8 7O 为出发菌株

,

经化学诱变处理和 s G
、

s u c 、

D H P 等药物平板定向选育
,

成功地选育到一株 L
一

脯氨酸高产菌 Z Q
一

3 (S Gr
、

S u c “ 、

D H rP )
,

摇

瓶产酸率达 5
.

3% 一 5
.

5%
.

1 材料和方法
1

.

1 材料

1
.

1
.

1 出发 菌株 嗜乙酞乙酸棒杆菌 ( C o r y n e
b a e t e r i u m a e e t o a e ld o p h l u m ) A T C C I 3 8 7 0

.

1
.

1
.

2 培 养基 ( 写 )

l) 完全培养基 葡萄糖 。
.

5
,

牛肉音 1
.

。
,

蛋 白陈 1
.

0
,

N a lC o
.

5
,

琼脂 2
.

.0

2 ) 基础培养基 葡萄糖 2
.

0
,

( N H 4
)

:
S ( )

4 0
.

1 5
,

K H
Zp O

4O
.

l
,

K
Z
H P O

、 0
.

3
,

M g S O
4 ·

7 H
Z
O o

.

0 1
,

M n s O
; ·

4 H Z
O o

.

0 0 1
,

F e S ( )
4 ·

7 H 2
0 0

.

0 0 1
,

V H 3 O拼 g / I
J ,

V B I
.

H e l l o o 拼g / L
,

尿素

0
.

1 5
,

琼脂 2
.

.0

3 ) 种子培养基 葡萄糖 2
.

5
,

( N H
;
)

2
5 0

4 0
.

2
,

K H : p O
4 o

.

1
,

M g SO
; ·

7 H
Z
O O

.

0 5
,

玉米
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浆 3
.

5
,

尿素 0
.

3
,

C a C O
3 1

.

0
.

4 ) 发酵培养基 葡萄糖 1 2一 1 5
,

N H
;
C I 6

.

0
,

K H
Z
p O

; 0
.

1
,

M g S O
、 ·

7H
Z
O o

.

0 5
,

v H 5 o

一 1 0 0拼g / L
,

玉米浆 0
.

5 ~ 1
.

0
,

谷氨酸钠 1
.

5一 3
.

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 Z o m i n
.

发酵培养基以 2 0% N a O H 调 p H 7
.

o
,

0
.

o 7M P a 压力下灭菌 10m i n
.

1
.

1
.

3 主要试 剂 硫酸二 乙酷 ( D E )S 为上海试剂厂产品
; 亚硝基肌 ( N T G ) 为瑞士 lF u

ka

公司产品
;
磺胺肌 (S G )和 3

,

4
一

脱氢脯氨酸 ( D H P )均为美国 S i g m a
公司产品

。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 诱变方法 常规化学诱变法川
。

1
.

2
.

2 筛选方法

1) 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 0℃培养 2一 d4
,

挑出生长的菌落
,

即为结构类似物抗性变异株
。

将基础培养基中葡萄糖改

换为 5%唬拍酸 酒
,

即得唬拍酸培养基 ( S u e e i n i。 a e id m e d i u m
,

S u 。 )
.

将诱变 处理菌液涂布

于 S u c
平板上

,

30
,

C 培养 2 一 d4
,

挑出生长迅速的菌落
,

即为 S uc
“

变异株
。

2) 摇瓶筛选 将平板筛选获得的变异株接一环于装有 15 m l 发酵培养基 的 2 50 m l 三

角瓶中
,

30 ℃振荡培养 7 h2
,

用纸层析法分离
,

比色法测定发酵液中的 L
一

脯氨酸
。

1
.

2
.

3 分析方法

1 ) 菌 体生 长 吸取 0
.

Zm l 样 品菌液 到 sm lo
.

25 m ol / L H CI 溶 液 中
,

摇 匀 后测 定

O D 5 o Zn 。

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 z[]
。

4) L
一

脯氨酸 纸层析定性测定
,

用叫噪酿显色法川 ;
定量测定

,

用 C h i n 盯d 比色法川

及氨基酸 自动分析仪测定
。

5 ) L
一

谷 氨酸 W a r b u r只 氏微量呼吸仪测定
[ 2〕

。

2 结果与讨论
2

.

1 结果

2
.

1
.

I L
一

脯氛酸 产生 菌选育谱 来 从野生

型谷 氨 酸 产 生 菌— 嗜 乙 酞 乙 酸棒 杆 菌

A T C C ] 3 8 7 0 出发
,

采用 D E S 和 N T G 诱变

处理
,

依次 赋予 S G
` 、

S u e g 、

D H P
r

遗 传标记
,

最后获得一株 L
一

脯氨酸高产菌 Z Q
一

3( 图 1)
.

在最佳发酵工艺条件下 (表 1 )
,

摇瓶产酸 5
.

3%一 5
.

5%
.

S G
r

磺胺肌抗性
; S cu

“

在唬拍酸培养基

上生长迅速
; D H rP 3

,

4
一

脱氢脯氨酸抗性
。

菌 株

嗜乙酞 乙酸棒杆菌 A T C C 13 8 7。

十D E S

P 1 1 5 4 ( S G
丁

)

专D E S

I
, 2 2 1 2 ( S G

r 、

S
u e g

)

今N T G

P 3 9 7 ( S G
r 、

S
u e g 、

D H P
r

)

今单菌落分离及工艺改 良

Z Q 3 ( S G
『 、

S
u e 只 、

D H P
「

)

L 脯氨酸 (% )

1
.

3

2
.

2

4 6

5
.

3 ~ 5
.

图 I L
一

脯氨酸高产菌 z Q
一
3 选育谱系

2
.

1
.

2 几 种培养基成分对 L
一

月甫氛酸积累的影响

l) 生物素的影响 生物素添加量对脯氨酸积累的影响如图 2 所示
。

结果表明当生物
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素添加量为 5 0拼g / L 时
,

脯氨酸积累最多
,

为 4
.

7%
.

2 ) N H
4

C I 的影响 如图 3
.

从图 3 可知
,

当 N H
;
C I 添加量为 6 %时

,

脯氨酸积累最多

为 5
.

2%
.

八次à
。ó岛曲

65432

ē次à。ó山
一曰

o 乏 〕 6 8

N H o C I (% )

图 2 生物素对脯氨酸积累的影响

3) 谷 氨酸的影响 如图 4
.

结

果表 明当谷氨酸钠 为 2
.

5%时
,

脯氨

酸积累达到最大
,

为 5
.

1写
.

2
.

1
.

3 最佳培养基和 最佳培养条件

的确定 采用正交试验方法试验各种

营养 因素 以及综合考虑装液量
、

种龄

和接种量等对 Z Q
一

3 株 L
一

脯氨酸发酵

的影 响
,

所得到 的摇瓶发酵最佳条件

列于表 1
.

2
.

1
.

4 Z Q
一

3 菌株 L
一

脯 氛酸发酵过

程 曲 线 典型的 L
一

脯氨酸摇 瓶发酵

过程 曲线如图 5 所示
。

图 3

表 1

成 分

牙5 5 0 7 5 一0 0

V H ( MgL/ )

N H 4

a 对脯氨酸积累的影响

L
一

脯氨酸摇瓶发酵最佳条件

种子培养基 发酵培养基

葡萄糖 (% )

N H
一
C I ( % )

( N H
.
) 2 5 0

.
(% )

玉米浆 (% )

K H ZP O ` (% )

M g
OS

;
(% )

谷氨酸钠 ( % )

V H (拌g / L )

C a C O 3 (% )

P H

装液量
.

( m l)

接种量 (% )

温度 (℃ )

培养时 l可 ( h )

, 2万。ml 三角瓶

1 6
.

0

6
。

0

:
.

;
5

0
.

5

O
。

1

:
`

:
5

: : .7 o

1艺
.

5

4

30

7 2

八é 才

z
ǎ
日11亡J八j,1

/
2

/

口d

ě次)
。ód山

0 2
.

0 4
.

0

M S G ( % )

图 4 谷氨酸对脯氨酸积累的影响

0 8 16 2 4 3 2 4 0 4 8 56 6 4 7 2

时间 h( )

图 5 z Q
一
3 菌株 L

一

脯氨酸发酵过程曲线
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2
。

2

2
.

2
.

1

讨论

培 养基 中添加生物 素
、

N H
;

lC 和谷氛酸的作 用 谷氨酸发酵 向脯氨酸发酵转换过

程中
,

生物素是一个关键因素
。

当生物素添加量为 5 0拼g / L
,

脯氨酸的产量最高
。

显然
,

生物素

最适添加量远远大于谷氨酸发酵时所需量
。

生物素的作用有二个 s[]
,

一是影响细胞膜透性
,

使谷氨酸不向膜外渗漏而停留在细胞内
,

结果导致细胞为了解毒而将谷氨酸转化为脯氨酸
;

二是促进脯氨酸的合成
,

但其详细作用机制尚不明
。

在最适培养条件下
,

N H
;

lC 添加量为 6%
.

N H
;

lC 的作用可分为两个方面加 以解释
:

其

一是供给 N H
; + ,

为氨基酸生物合成提供氮源
;
其二是 lC

一

的作用
,

当高浓度 lC
一

存在时
,

可

影响细胞形态的变化 s[]
,

生长的细胞为非谷氨酸积累型细胞
,

不伸长膨胀
,

类似于生物素丰

富条件下生长的细胞形态 v[]
,

同时 lC
一

作为生物代谢酶的激活剂 8[] 也起着重要作用
。

谷氨酸作为生物合成脯氨酸的前体
,

参与了脯氨酸发酵
,

因此添加谷氨酸可较大幅度地

提高脯氨酸的产量
。

2
.

2
.

2 S G
` 、

S uc
`

和 D H P’ 的作用 磷酸烯醇式丙酮酸经磷酸烯醇式丙酮酸梭化酶催化生

成草酞乙酸
,

草酞乙酸与乙酞 oC A 缩合生成柠檬酸
,

柠檬酸经异构裂解生成
a 一酮戊二酸

, a -

酮戊二酸还原氨基化生成谷氨酸
,

谷氨酸进一步生成脯氨酸
。

细胞 内过量的谷氨酸和脯氨酸

会反馈抑 制磷酸烯醇式丙酮酸梭化酶
。

选育 S rG 变异株 [,]
,

就能遗传性地解除产物对磷酸烯

醇式丙酮酸梭化酶的反馈抑制
,

提高 C O
:

固定能力
。

.
`

.
_ 、 _ _ 、 、 . _ 、 ~

.

一
, _ ~ 一

, , _ . , , ,

~ 葡萄糖
以唬拍酸为唯一碳源

,

如果菌体生长
,

碳 一下’

代谢只能走四碳二梭酸脱梭反应
。

生长越快
,

四碳二梭酸脱梭酶系越强
。

而四碳二梭酸脱

梭反应与 C O
:

固定反应所用的酶是一个酶
,

所以以唬拍酸 为唯一碳源菌体生长快
,

C O
Z

固定反应就强 l0[ 〕
。

如果 四碳二酸完全通过

C O
:

固定反应供给
,

理论上 l m ol 葡萄糖可以

生成 l m ol 脯氨酸
,

其最高理论收率 64
.

0% ;

倘若 C O
:

固定反应完全不起作用
,

通过乙醛

酸循环供给 四碳二梭酸
,

理论上 1
.

s m ol 葡

萄糖可 以生成 1
.

o m ol 脯氨酸
,

其最高理论

收率仅为 42
.

7%
.

因此 S uc
`

变异株能提高脯

氨酸的产酸率和转化率
。

L
一

脯氨酸对脯氨酸生物合成的第一个酶

—
L

一

谷氨酸激酶存在反馈抑制
。

选育脯氨

酸结构类似物变异株能遗传地解除脯氨酸对

谷氨酸激酶的反馈抑制
。

D H P 为脯氨酸结构

类似物
,

因此 D H rP 变异株能遗传地解除脯

氨酸对谷 氨酸激酶的反馈抑制〔 ,一 “ 〕
。

磷酸烯醇式丙酮酸 笑犷

.胜l山甲X丙

矗
。

川一告~ “ 丐 / 杏山
乙酸吻 A 一

草酞 乙酸

D HP L~

图 6 L
一

脯氨酸生物合成途径及反馈调节机制

① 磷酸烯醇式丙酮酸梭化酶 ② L
一

谷氨酸激酶

~ 反馈抑制 x 解除反馈抑制



4 8 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 15 卷第 1期

参 考 文 献

章名春
.

工业微生物诱变育种
.

科学 出版社
,

1 98 4

无锡轻院
,

等
.

工 业发酵分析
.

轻 工业 出版社
,

1 9 8 0

C h i n a r d F P J
.

B i o l
.

C h e m
.

1 9 5 2 , 1 9 9
:
9 1一 9 5

潘家秀等
.

蛋白质化学研究技术
.

科学 出版社
,

19 7 3

天津轻院等
.

氨基酸发酵工艺学
.

轻工业 出版社
, 1 98 1

N a k a n i s h i T J
.

F e r m e n t T e e h n o l
.

1 9 7 7 , 5 4 ( 2 )
:
2 2 4一 2 32

K I n o s h i r
a

5 e t a l
.

I n s t i t u t e A p p l
.

M i e r o b io l
.

( T o k y o )
,

1 9 5 9
,

1 : 1 4 6

沈仁权等
.

基础 生物化学
.

上海科学 出版社
,

19 即

S u g 一u r a
M

e t a l
.

A p p l
.

E n v
i r o n

.

M i e r o b i o l
.

1 9 8 5
,

4 9 ( 4 )
:

郭杰炎等译
.

oD lle
,

H M
.

细菌的新陈代谢
.

科学出版社

7 8 2~ 7 8 6

, 1 9 8 3
.

4 3 7 ~ 4 3 8

N a k
a
m o r i 5 e t a

l
.

A g r
i e

.

B 一0 1
.

C h e n l
.

19 8 2
,

4 6 ( 2 )
: 4 8 7一 4 9 1

八曰飞1

,土,曰O口̀任尸气口C1U1n6qó,土1土

B r e e d i n g o f L
一

P r o l i n e P r o d u c i n g M u t a n t

Z h a n g W e i g t l o

( C
e n t l a ! R e s e a r e h I n s t一r u t e )

A b s t r a c t I J
s i n g C o r y n o b a e t e r i u m a e e t o a e i d o p h l u m A

`

f C C 1 3 8 7 O a s a s t a r t i n g
s t r a i n f o

r

s t e p w is e i n d u e t i o n b y d i e t h y l s u l f a t e ( I ) E S ) a n d N
一

m e t h y l
一

N
’ 一 n i t r o s o g u a n i d i n e ( N T G )

t r e a t m e n t
, a p

r o l i n e o v e r 一 p r o d u e , n g m u t a n t Z Q
一

3 ( S G
『 ,

S u e ` ,

D H P
,

) w a o o b t a i n e d
.

5
.

3%

一 5
.

5% o f L
一

p r o l i n e w a s a e e u m l a t e d i n a m e d i u m e o n t a i n i n g 1 6% g l u e o s e
.

Su b j e e t
一

w o r d s P r o li n e ; M u t a g e n e s i s ; C o r y n e b a e t e r i u m a e e t o a e id o p h l u m


