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45组氨酸产生菌的选育

顾正华， 张伟国"

（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡!"3$/6）

摘 要：以谷氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,-./,*(-+),-）78995"/26"为出发菌株，经硫酸二乙酯

（:;+）和亚硝基胍（*8<）诱变处理，:5组氨酸（:5=>?）、65氮鸟嘧啶（657@）等结构类似物平板和以

45组氨酸（45=>?）为 惟 一 氮 源 平 板 定 向 筛 选，获 得 一 株45组 氨 酸 产 生 菌 =5!3（:5=>?A657@A

=>?B?,.）)在加有"#$C／4葡萄糖、/#C／4硫酸铵以及"$D4／4玉米浆的发酵培养基中发酵2!E，

产45组氨酸")6C／4)
关键词：谷氨酸棒杆菌；化学诱变；育种；发酵；45组氨酸

中图分类号：F%// 文献标识码：7

7$..6+%3"(289+/0+6+%.:$"6#;+%3<#0&%0

<@GE,HC5EIB， G=7*<J,>5CI’
（+KE’’(’LM>’N,KEH’(’CO，+’INE,AHPBHCNQ,@H>R,A?>NO，JIS>!"3$/6，9E>HB）
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E>?N>T>H,D,T>ID-(BN,)745E>?N>T>H,-A’TIK>HCDINBHN=5!3（:5=>?A657@A=>?B?,5）’VNB>H,TKBH
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45组氨酸属于半必需氨基酸，对于婴幼儿及动

物的成长尤其重要)成人及已成长动物的膳食或饲

料中无组氨酸亦能维持其氮平衡)目前45组氨酸主

要应用于医药、食品和饲料等方面，国内仅有提取

法少量生产，尚无研究发酵法)
本实验以一株谷氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,-

./,*(-+),-）78995"/26"为出发菌株，经硫酸二乙

酯（:;+）和亚硝基胍（*8<）多次诱变处理，获得产

45组氨酸的产生菌=5!3（:5=>?A657@A=>?B?,.）)

A 材料和方法

ABA 材料

A)A)A 菌种 以谷氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,-
./,*(0-+),-）78995"/26"为出发菌株)
A)A)C 培养基（C／4）" 完全培养基：葡萄糖"$，牛

肉膏"$，蛋白胨"$，*B9(#，琼脂!$，-=2)$)
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种子培养基：葡萄糖!"，（#$%）!&’%"，玉米浆

%(，)$!*’%+，,-&’%·.$!’(/"，010’2+(，3$
./(/

发酵培养基：葡萄糖+"(，（#$%）!&’%2"，玉米

浆+(，)$!*’%+/(，,-&’%·.$!’(/"，010’22(，

3$./(/
!/!/" 主要试剂+ 亚硝基胍（#45）、67组氨酸（67
$89）、:7氮鸟嘧啶（:7;<）均为美国&8-=1公司产

品/
!#$ 方法

!/$/! 诱变方法+ 常规化学诱变法［+］/
!/$/$ 平板筛选

结构类似物变异株的获得：将诱变处理后的菌

液涂布于加有结构类似物的基本培养基上，培养!
!2>，挑出单菌落，即得结构类似物抗性变异株/

组氨酸酶缺陷型变异株的筛选：将诱变处理后

的菌液涂布于完全培养基上，培养!>，挑出单菌落

后，对照移接于以?7组氨酸为惟一氮源的基本培养

基上，挑出不能在组氨酸平板上生长的菌株，即得

组氨酸酶缺陷型变异株/
!/$/" 种子培养+ 接一环斜面种子于装有%(=?
种子培养基的!"(=?三角瓶中，于往复式摇床上

2(@振荡培养++A，频率B"次／=8C，振幅D(==/
!/$/% 摇瓶发酵+ 接+=?种子液于装有!"=?
发酵培养基的"((=?三角瓶中，于往复式摇床上

2(@振荡培养.!A，频率+((次／=8C，振幅D(==/
!/$/& 分析方法

葡萄糖：菲林试剂法［!］/
?7组氨酸：纸层析测定，用*1EFG试剂显色［2］，

氨基酸自动分析仪测定/

$ 结果与讨论

$#! ’(组氨酸产生菌)($%的选育

从一 株 谷 氨 酸 棒 杆 菌（!"#$%&’()*&#+,-./,0
*(-+),-）;4007+2.:+为出发菌株，采用#45和

6H&诱变处理，使之具有67$89I:7;<I$8919JK等遗

传特性，得到一株?7组氨酸产生菌$7!%，在适当的

发酵条件下，产酸达+/:-／?/选育谱系如图+/
$#$ ’(组氨酸摇瓶发酵试验

对$7!%进行摇瓶发酵试验，结果发现，碳源和

氮源不足影响产酸，在添加了足够的葡萄糖+"(
-／?和硫酸铵2"-／?时，主要影响产酸的因素是玉

米浆和生物素/
从图!可看出，当玉米浆添加量为+(=?／?

时，产酸最高，多于或少于此量时，产酸均下降/从

图2的生物素试验可看出，由于培养基中已添加玉

米浆，因此没有必要再添加生物素；当生物素添加

质量浓度达+(("-／?时，几乎不积累组氨酸，其原

因可能与组氨酸酶有关；当培养基中生物素质量浓

度较大 时，组 氨 酸 酶 活 增 大，生 成 的 组 氨 酸 便 被

分解/

菌株 ?7组氨酸质量浓度（-／?）
谷氨酸棒杆菌;4007+2.:+ (

!
$7%（67$89I） (/+

!
$7"2（67$89I:7;<I） (/2

!
$7!%（67$89I:7;<I$8919JK） +/:

67$89I/67组氨酸抗性；:7;<I/:7氮鸟嘧啶抗性；

$8919JK/组氨酸酶缺陷

图! ’(组氨酸产生菌)($%的选育谱系

*+,#! -./0/1+,2//345./6527+8)($%

图$ 添加玉米浆对产酸的影响

*+,#$ -.//44/9534932865//0:+;<3238.+65+1+8/023(
1<95+38

图" 添加生物素对产酸的影响

*+,#" -.//44/9534=+35+838.+65+1+8/0231<95+38
在此基础上，对发酵培养基进行调整，效果均

不明显，这可能是因为菌种产组氨酸水平还不高，

而所 选 配 比 也 接 近 最 佳 配 养 基/所 以 通 过 实 验，

?7组氨酸发酵比较合适的培养基（-／?）如下：葡萄

糖+"(，（#$%）!&’%2"，玉米浆+(，)$!*’%+/(，

,-&’%·.$!’(/"，010’22(，3$./(/发酵.!A，产

组氨酸+/:-／?/
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!"# 讨 论

!!#!$ 解除反馈抑制和反馈阻遏

"#组氨酸的生物合成途径［$］如下图所示!由

%&%%和’(%生物合成组氨酸共))步反应，有*
个酶是双功能酶，共有+个酶催化!组氨酸操纵子

的+个酶的基因表达由同一个操纵基因控制!"#组

氨酸合成途径中的第一步反应是由磷酸核糖#’(%
焦磷酸化酶催化的限速反应（由%&%%与’(%合成

磷酸核糖#’(%的反应），关键酶磷酸核糖#’(%焦

磷酸化酶受"#组氨酸的反馈抑制!当组氨酸量超过

微生物生理需要时，终产物组氨酸还会反馈阻遏参

与组氨酸生物合成的所有酶的生成，这种阻遏属于

协调阻遏!

,#磷酸核糖焦磷酸 三磷酸腺苷
（%&%%） （

!" #
’(%）

$
磷酸核糖#’(%

$
磷酸核糖#’-%

$
磷酸核糖亚甲胺基#,#氨基咪唑#$#甲酰胺核苷酸

$
磷酸核酮糖亚甲胺基#,#氨基咪唑#$#甲酰胺核苷酸

$
,#氨基咪唑#$#甲酰胺核苷酸

$
咪唑甘油磷酸

$
咪唑磷酸丙酮醇

$
磷酸组氨醇

$
组氨醇

$
组氨醛

$
组氨酸

图% &’组氨酸的生物合成途径

()*"% +,-./0,1/234,)50)6)7-8)3520,-5)5

"#组氨酸的结构类似物.#组氨酸的作用是替

代"#组氨酸，对磷酸核糖#’(%焦磷酸化酶起反馈

抑制作用并参与组氨酸生物合成所有酶的反馈阻

遏，使得在加了.#组氨酸的基本培养基上"#组氨酸

反馈抑制和反馈阻遏的菌株不能生长!只有解除反

馈菌株方能生长!从而得到解除"#组氨酸反馈抑制

和反馈阻遏的菌株，这个菌株才能积累"#组氨酸!
!!#!! 增 加 前 体 的 合 成),#磷 酸 核 糖 焦 磷 酸

（%&%%）和三磷酸腺苷（’(%）是"#组氨酸合成的前

体，%&%%的合成受到鸟嘧啶的抑制［,］!选育鸟嘧啶

结构类似物/#氮鸟嘧啶（/#’0）抗性菌株，%&%%合

成量增加，从而使"#组氨酸合成增加!
!!#!# 切断产物的代谢途径

微生物中组氨酸的代谢主要通过组氨酸酶进

行脱 羧 和 脱 氨［/］，生 成 组 胺 和 咪 唑 乳 酸!利 用 以

"#组氨酸为惟一氮源的平板筛选不能分解"#组氨

酸的1234356突变菌株1#*$，结果产酸得到较大幅

度提高!
在实验过程中，发现组氨酸的代谢对组氨酸积

累影响极大!这与其他氨基酸产生菌的选育不同!
在解除组氨酸合成途径的反馈抑制和反馈阻遏后，

所合成产物基本被分解，而切断产物的代谢途径

后，组氨酸才有较多积累!7489:2’;4<2等人的实验

中均未提及"#组氨酸代谢对积累组氨酸的影响，仅

解除反馈抑制和反馈阻遏，便积累至=>／"，可能其

所用菌种与作者所用在代谢上有所不同!
为此，作者将作进一步工作，根据此菌株的生

理特性，继续提高菌种水平，以达到应用水平!
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