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56 值对聚唾液酸分批发酵的影响及补料发酵

詹晓北， 郑志永， 朱 莉， 吴剑荣
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡 !$7"#2）

摘 要：研究了不同 56 值对聚唾液酸发酵过程中菌体生长和产聚唾液酸的影响 )发酵初期 56 自

然下降时有利于菌体生长，菌体生长对数期较长，最大菌体干重可达 2 ) . 8 9 :；发酵中后期 56 控制

在 2 ) 7 时有利于聚唾液酸的延续合成，合成对数期比其它 56 条件下的合成对数期延长了 $$ ; )动
力学特性表现为部分相关模式，而在其它 56 条件下，动力学特性表现为相关模式 )对聚唾液酸的

流加补料发酵进行了初步研究，最终使菌体干重达到 $$ ) $2 8 9 :，聚唾液酸产量达到 ! ) 2"2 8 9 : )
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唾液酸（%B氨基B#，%B二脱氧B[B丙三氧基B[B半
乳B壬酮糖酸）是一族神经氨酸的衍生物［$］，广泛存

在于糖蛋白和糖脂的末端，在许多与糖和蛋白相互

作用有关的生理过程中起着很重要的作用［!］，唾液

酸及其衍生物在治疗流感、神经性疾病、炎症、肿瘤

等方面有很重要的应用价值［#］)聚唾液酸是由 *B乙

酰神经氨酸或 *B羟乙酰神经氨酸以!B!，0、!B!，.
或!B!，0 9!B!，. 酮苷键连接的直链分子 ) 聚唾液酸

经酸或酶水解后即可得到唾液酸单体 )唾液酸的生

产方法主要有微生物发酵法［7］、抽提法［%］、酶法合

成等［2］)
随着唾液酸的需求量的不断增长，国外进行了
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一些唾液酸工业化生产的研究 ! "##" 年，$%&’ ()*
+,-%*) 等从禽蛋中的蛋黄膜和系带中大量提取唾液

酸［.］，美国也报道了从牛乳乳清和酪蛋白中提取唾

液酸［/，0］!我国在这一方面起步较晚，目前国内研究

主要集中在微生物发酵的菌体筛选和培养基优化

方面［#，"1］，关于控制发酵和补料发酵的研究尚未见

报道 !作者通过研究 23 值对分批发酵的影响，在此

基础上进行流加补料发酵，产聚唾液酸能力达到

4 ! 515 6 7 $，为实现唾液酸的工业化生产创造了条

件 !

! 材料与方法

! " ! 菌种和培养基

! !! ! ! 菌株 " 大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）849/:
;<+= 作者所在研究室保藏 !
! !! !# 种子培养基（6 7 $）" >)?@ /，胰蛋白胨 "1，

牛肉膏 /，23 . ! 4 A . ! = !
! !! !$ 分批发酵培养基（6 7 $）" 固体山梨醇 91，

>3=?@ /，胰蛋白胨 1 ! =，843BC=·934C 41，23 . ! "
A . ! 4（灭菌后）!
! !! !% 流加补料发酵基础培养基（6 7 $）" 固体山梨

醇 41，>3=?@ 9 ! 5，其它成分同分批发酵培养基 !
! !! !& 流加液（6 7 $）" 固体山梨醇 /09，氯化铵

"10 !
! " # 设备与试剂

! !# !! 发酵罐 " "/ $ 全自动发酵罐（DEFGH)H ?"1:
9） 德国 D!DI),- 公司生产 !
! !# ! # 试剂" 唾液酸标准品 BJ)-GHE%’@ $)K L-M
赠送，固体山梨醇（食品级） 东莞市嘉蜜宝糖业有

限公司生产，其它为市售分析纯试剂 !
! " $ 方法

! !$ !! 种子培养! 接一环生长良好的斜面培养物

至装有 /1 N$ 种子培养基的 4/1 N$ 三角瓶中培

养，摇瓶转速为 4/1 I 7 NE-，温度 9. O，培养 "4 ’ !
! !$ !# ! "/ $ 培养 "/ $ 的发酵罐装液量为 # $，

接种量 = P，发酵温度 9. O，搅拌转速 =11 I 7 NE-，

通气量 " $ 7（$·NE-），培养 =1 ’ ! 灭菌前加入少量

泡敌以控制发酵过程中的泡沫 !
! !$ !$ 菌体干重测定" 取 "1 N$ 发酵液，加入 "
N$ " NF@ 7 $ 3?@，混匀，= 111 I 7 NE- 离心 "/ NE-，去

离子水水洗 4 次，将菌泥转移至铝皿中，01 O干燥

至恒重 !
! !$ !% ! 聚唾液酸测定 间苯二酚:盐酸法［""］!
! !$ !& ! 山梨醇测定 高碘酸:变色酸法［"4］!
! !$ !’ ! 氯化铵测定 纳氏比色法［"9］!

# 结果与讨论

# " ! 代谢过程分析

图 " 是液体培养 ! + #)*’ ,49/ -./0= 的代谢过

程曲线，给出了菌体干重，聚唾液酸质量浓度，山梨

醇质量分数，氯化铵质量分数，23，1 C4
5 个参数的

变化情况 ! 从图中可见，生物量和聚唾液酸质量浓

度同步增加，产物的合成与细菌的生长是相关的过

程 !延滞期后，氯化铵被加速利用，"0 ’ 后氯化铵质

量分数下降至 1 ! 1= P，菌体生长进入稳定期，菌体

干重达到 5 ! # 6 7 $，聚唾液酸质量浓度达到最高值

" ! 491 6 7 $，此时发酵液中的山梨醇质量分数仍有

" ! = P左右 !随后山梨醇质量分数继续下降，而氯化

铵质量分数趋于平缓并处于很低的水平 !由于铵离

子作为氮源被菌体利用而释放出质子和发酵过程

中产生有机酸，培养液中的 23 在菌体生长进入对

数期后迅速下降，当 23 低于 / ! 1 时，由于细胞内某

些与聚唾液酸合成有关的酶受到抑制，不利于细胞

合成聚唾液酸［"=］!溶氧在 "# ’ 内迅速下降并降至

零点，之后由于菌体生长进入稳定期而对氧的需求

量减少，1 C4
又始回升 !

图 ! 聚唾液酸分批发酵过程

()*" ! +,-./0 ,1 23456 10.708434),8 ,1 9,:;/)3:)5 35)<
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! " ! 控制 #$ 值对分批发酵的影响

发酵培养液的 !" 值影响菌对基质的利用速

度、细胞结构以及细胞内各种酶的活性，从而影响

菌体的生长和产物的合成［#$］%由于发酵是多酶复合

反应系统，各酶的最适 !" 值也不相同，因此，同一

菌种，生长最适 !" 值可能与产物合成的最适 !" 值

是不一样的 %
作者已研究了不同起始 !" 值对聚唾液酸合成

的影响［#&］，发现低起始 !" 值和高起始 !" 值均不

利于聚唾液酸的合成，而起始 !" 值为 ’ % #（灭菌后）

时菌体生长旺盛，延滞期较短，聚唾液酸产量较高 %
为了解在发酵过程中 !" 值对菌体生长和聚唾液酸

合成的影响，作者采用先使菌体在起始 !" 值为 ’ % #

的条件下生长，!" 值自然下降至一定值后，自动流

加 () * +,-" 使培养液的 !" 恒定在某一值，以考

察发酵中后期培养液的 !" 值对分批发酵的影响 %
! %! %% !" 值对产物合成模式的影响 图 . 是发

酵中后期控制不同 !" 值对 ! " #$%& ’.($ ()*+/ 发

酵生产聚唾液酸的过程曲线 % 从图中可以发现：控

制不同的 !" 值，其产酸模式不同，在发酵中后期

!" 恒定在 & % / 时，#0 1 后菌体生长进入稳定期，聚

唾液酸继续合成至 (( 1，表现为延续合成型，而在

其它 !" 条件下，聚唾液酸的合成与菌体生长同步

进行，即当细胞生长进入平衡期后，聚唾液酸合成

随即停止 %

图 ! 控制不同 #$ 对分批发酵的影响

&’(" ! )**+,- .* /’**+0+1- #$ ,.1-0.22+/ .1 34-,5 *+06+1-4-’.1 .* #.278’42’, 4,’/

! %! %! !" 值对细胞生长和聚唾液酸合成的影响

聚唾液酸是 ! " #$%& ’.($ ()*+/ 的胞外多糖，

没有一定量的细胞就不可能使聚唾液酸达到一定

的水平 %表 # 比较了控制不同 !" 条件下菌体细胞

生产强度、聚唾液酸生产强度、产物对菌体的得率

系数等发酵过程指标 % 比较图 #、图 . 和表 # 可看

出，不同 !" 条件会影响菌体生长对数期的长短，当

发酵中后期 !" 恒定在 $ % ’ 时或 !" 自然下降时，菌

体生长对数期为 .( 1 左右，而 !" 恒定在 & % / 或’ % #
时，对数生长期减短；前者最终得到的菌体干重达

到 & % ’’ 2 3 4 和 & % 5) 2 3 4，生产强度达到 ) % .’5 2 3
（4·1）和 ) % (.# 2 3（4·1），远远高于其它 !" 条件下

的生产强度 %

从图 . 可看出，当发酵中后期 !" 控制在& % /
时，菌体生长停止后，聚唾液酸浓度继续上升，使得

聚唾液酸合成的时间得到明显延长 % 从表 # 可看

出，发酵中后期 !" 控制在 & % / 时，尽管聚唾液酸的

生产强度不及前二者，但产物对细胞的得率系数最

大，这可能是由于在 !" 为 & % / 时，有利于提高胞内

与聚唾液酸合成有关酶的活力，从而影响到聚唾液

酸直链分子的聚合度［#/］%
从前面的研究结果可知，发酵前期 !" 自然下

降有利于菌体的生长，菌体活力高，聚唾液酸产量

随之升高，在菌体生长进入稳定期后，可调节培养

液的 !" 值，使之恒定在 & % /，可进一步促进聚唾液

酸的合成，提高发酵水平 %
表 % 控制不同 #$ 条件对聚唾液酸发酵结果的影响

943"% )**+,- .* /’**+0+1- #$ ,.1-0.22+/ .1 34-,5 *+06+1-4-’.1 .* #.278’42’, 4,’/

!" 控制
方式

菌体干重 3
（2 3 4）

聚唾液酸质量浓度 3
（62 3 4）

菌体生产强度 3
（2 3（4·1））

聚唾液酸生产强度 3
（62 3（4·1））

细胞产物得率 3
, 7 3 8

自然下降 & % 5) # .() ) % (.# /0 % ’# ) % #’0

恒定 $ % ’ & % ’’ # ((’ ) % .’5 $$ % #( ) % #5’

恒定 & % / / % $) # #0’ ) % #$0 (( % // ) % .&/

恒定 ’ % # ( % () $’5 ) % )5&( #/ % 0$ ) % #’$
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! " # 流加补料发酵

! !# !$ 选择流加补料发酵的依据

在分批发酵研究中发现，聚唾液酸的积累与菌

体量的增加是相关的，聚唾液酸的增长随着菌体生

长而增加 ! 在底物消耗过程中，氯化铵比山梨醇更

早地耗尽，成为菌体进一步生长的限制条件，这种

情况表明只要继续供给足够的碳、氮源，微生物细

胞仍然有能力再增殖和合成聚唾液酸，采用流加补

料的发酵方式可提高聚唾液酸的产量和生产效率 !
根据分批发酵进程曲线（图 "），选择菌体生长

进入对数期中期（"# $）时，开始流加补料液，由于生

物量的提高需要氮源的供给，合成的产物聚唾液酸

需要氮元素等原因，因此在补入碳源的同时应补入

相应含量的氮源 !
! !# !! 流加补料方式的比较

在培养基、发酵条件、补料液组成等基本相同

的条件下，采用不同流加方式进行补料发酵 !
间歇定量流加：发酵到 "# $ 后，每间隔 % $，每

次流加 "&& ’( 补料液，共流加 ) 次 ! *+ 降至, ! ,以

下后补入 )& - ./0+ 溶液使培养液 *+ 值恒定在

% ! 1 !
连续恒速流加：在分批发酵过程中，测得的氯

化铵的消耗速率为 "23 ’4 5（(·$）! 在发酵到 "# $

时开始按此速度流加补料液，流加 "3 $ ! *+ 降至

, ! ,以下后补入 )&- ./0+ 溶液使培养液 *+ 恒定

在 % ! 1 !其结果列于表 # !
在 # 种流加方式中，间歇定量流加发酵的残余

山梨醇低于连续恒速流加，流加方式对菌体生长和

聚唾液酸合成有较明显的影响，连续恒速流加的菌

体干重和聚唾液酸产量比间歇定量流加分别提高

了 #, ! ) -和 )" ! % - !连续恒速流加的 ! 6 5 7高于间

歇定量流加，但二者的 ! 6 5 8相差不大，这说明连续

恒速流加能使底物水平保持在一个相对比较合适

的范围内，促进了菌体的生长和聚唾液酸的合成 !
从图 ) 可看出，在聚唾液酸连续恒速补料发酵

过程中，2 $ 后菌体生长进入对数期，菌体干重迅速

上升，#1 $ 后菌体干重和聚唾液酸生成速率趋于缓

慢，), $ 菌体生长停止，聚唾液酸质量浓度也不再

上升 ! "# $ 后氯化铵消耗很快，尽管此时开始恒速

流加氯化铵，但氯化铵的质量浓度仍急剧下降，#9 $
后由于补入的氯化铵量大于菌体所消耗的量，故氯

化铵的质量浓度开始回升 !以上说明氯化铵和山梨

醇的流加能促进菌体的生长聚唾液酸的延续合成，

发酵达到了较高水平，菌体干重达到 "" ! "% 4 5 (，聚

唾液酸浓度达到 # ! %&% 4 5 ( ! 比不补料的分批发酵

提高了 ""#- !
表 ! 流加方式对发酵的影响

%&’"! ())*+, -) )**. /-.*0 -1 )*2/*1,&,3-1 -) 4-0563&03+ &+3.

流加
方式

基础培养基
中山梨醇质

量浓度 5
（4 5 (）

基础培养基
中氯化铵质

量浓度 5
（4 5 (）

补入山
梨醇总
质量 5

4

补入氯
化铵总
质量 5

4

残余山梨
醇质量
浓度 5

（4 5 (）

残余氯
化铵质

量浓度 5
（4 5 (）

菌体
干重 5

（4 5 (）

聚唾液
酸质量
浓度 5

（’4 5 (）

山梨醇
产物

得率 5
! 6 5 7

细胞
产物

得率 5
! 6 5 8

间歇定 #& ) ! ,% "9, )# ! 1 1 ! 1) " ! &# 3 ! 2" " 23& & ! &,&# & ! ###

量流加 #& ) : %" "9, )# : 1 1 : )2 " : &, 2 : )% # &#& & : &,"# & : #"%
连续恒
速流加

#" ) ! %1 "9, )# ! 1 , ! ") & ! 31 "" ! "% # %&% & ! &%11 & ! #))

图 # 连续恒速流加发酵过程曲线

738" # 9-:26* -) )*.;’&,+< )*2/*1,&,3-1 -) 4-0563&03+ &+3.
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启 事

经教育部批准，无锡轻工大学、江南学院、无锡教育学院于 JGG! 年

J 月 !W 日合并成立江南大学。对于本校作者在本刊发表的论文，JGG!
年 J 月 !J 日及其以前所投稿件，刊登时署并校前原单位名称；JGG! 年 J
月 !W 日及其以后所投稿件，刊登时一律署江南大学。

特此说明。

《无锡轻工大学学报》编辑室
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