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5/谷氨酰胺高产菌株的选育和发酵条件优化

杨 梅!!张伟国

!江南大学 工业生物技术教育部重点实验室"生物工程学院"江苏 无锡!-$#"2#

摘!要!采用嗜乙酰乙酸棒杆菌"!"#$%&’()*&#+,-()&*"()+."/0+1,-#6788-"04#为出发菌株!经
亚硝基胍$硫酸二乙脂和2#8&诱变处理!定向选育出一株5/谷氨酰胺产生菌9!-/0(在适宜的条件

下积累5/谷氨酰胺!平均质量浓度为"!(3:%5!最大时可达"2(4:%5!谷氨酸产量较少(
关键词!谷氨酰胺$诱变$育种$发酵
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XOP+JK2#8&(6L+,=LB’G&H+LG,+>JJ+W=K9!-/0%Y,&KBN>J:9’BG+W>J=V+L&FG+>J=K(RJK=,
&YG>WBWN&JK>G>&J%9!-/0V+L+F’=G&+NNBWB’+G=+J+S=,+:=&H"!(3:&5%+JKGC=C>:C=LG&H
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D.1E"$6/!5/:’BG+W>J="WBG+G>&J"F,==K>J:"H=,W=JG+G>&J

!!5/谷氨酰 胺 #5/9’BG+W>J=%5/9’J$是5/谷 氨

酸的!/羧 基 酰 胺 化 的 一 种 氨 基 酸%其 结 构 式 为

)@!U8/8@!/8@!/8@#)@!$8UU@%相 对 分 子 质

量-$2(-3%分解温度-03Z%等电点3(23%属中性氨

基酸(作为!#种 构 成 蛋 白 质 的 基 本 氨 基 酸 之 一%

5/谷氨酰胺占人体全身游离氨基酸一半以上%是机

体含量最丰富的氨基酸%在生物体代谢中起着举足

轻重的作用%是一种’条件性必需(氨基酸(自-.3!
年用1光衍射确定了其分子结构后%对它的应用日

益引起人们的关注%被认为是目前所知道的最重要

的氨基酸之一%也是一种极有发展前途的新药)-*(
谷氨酰胺的 广 泛 用 途 促 使 其 生 产 得 以 迅 速 发

展(目前主要的生产方法有化学酰化法和直接发酵

法%我国多 采 用 发 酵 法 制 得 的5/谷 氨 酸 来 酰 化 制

取%此法成本较高%从而限制了5/谷氨酰胺的使用%

因 此 直 接 发 酵 法 是 5/谷 氨 酰 胺 生 产 的 发 展 趋

势)!%"*(直接发酵 法 最 关 键 的 问 题 是 要 有 优 良 的 生

产菌株%选育高产的5/谷氨酰胺生产 菌 非 常 重 要%

本实验就此问题作了初步的探讨(
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F!材料与方法

FGF!菌种

嗜乙酰乙酸棒杆菌!!"#$%&’()*&#+,-()&*"()2
+."/0+1,-"6788-"04##本实验室保藏(
FGH!培养基

F(H(F!基 本 培 养 基!组 分!:$5"%葡 萄 糖 !##
!)@$"!PU$-(3#D@![U$-#D!@[U$"#*:PU$&

4@!U#(-#*JPU$&$@!U#(#-#\=PU$&4@!U
#(#-#尿素-(3#琼脂粉!##生物素"#":$5#硫胺

素&@8’-##":$5#Y@4(#(
F(H(H!完全培养基!组分!:$5"%葡萄糖3#蛋白

胨-##牛肉膏-##)+8’3#琼脂!3#Y@4(#(
F(H(I!摇瓶种子培养基!组分!:$5"%葡萄糖!3#
!)@$"!PU$3#玉 米 浆$##D@![U$-#*:PU$&

4@!U#(3#8+8U"-##Y@4(#(
F(H(J!摇 瓶 发 酵 培 养 基!组 分!:$5"%葡 萄 糖

-!##!)@$"!PU$ 3##玉 米 浆 $#D@! [U$-#

*:PU$&4@! U #(3#*JPU$&$@! U #(#-#

\=PU$&4@!U#(#!#?JPU$&4@!U#(#-#碳 酸 钙

"##Y@4(3(
FGI!培养方法

F(I(F! 种子培养!接一环斜面种子于装有$#W5
种子培养基的!3#W5三角瓶中#于往复式摇床上

"#Z振荡培养-#C#频率03次$W>J#振幅.#WW(
F(I(H!发 酵 培 养!接#(3W5种 子 液 于 装 有-3
W5发酵 培 养 基 的!3#W5三 角 瓶 中#于 往 复 式 摇

床上"#Z振 荡 培 养4!C#频 率-##次$W>J#振 幅

.#WW(
FGJ!诱变筛选方法

采用常规化学诱变’$((亚硝基胍!)79"诱变质

量浓度为3##":$W5#用 琥 珀 酸 平 板 筛 选)硫 酸 二

乙酯!XOP"的 诱 变 体 积 分 数 为#(#!]#用 磺 胺 胍

!P9"平 板 筛 选)两 者 诱 变 处 理 时 间 均 为!#W>J(
!/射线的照射源为2#8&#诱变剂量为-###9E#处理

时间为"#W>J#用磺胺胍!P9"平板筛选("#Z恒温

培养"#2K#挑选出单菌落于完全培养基上#待用(
FGK!分析方法

F(K(F!Y@值测定!国产精密Y@试纸(
F(K(H!菌体生长测定!取#(!W5待测液#加入3
W5#(!3W&’$5盐 酸 溶 液 中#摇 匀#用4!-型 分 光

光度计#-NW光程32!JW测UX值(
F(K(I! 发 酵 液 中 还 原 糖 的 测 定!菲 林 试 剂 滴 定

法’3((
F(K(J!谷氨酰胺测定!采用新华"号滤纸在室温

下用不饱和法展开#展开剂用3!正丙醇"̂ 3!浓氨

水"_3̂ !上行法展开(称取一定量的谷氨酰胺标

准样品#配成-]#-(3]#!]#!(3]#"]等 几 种 不

同质量浓度的溶液#每种溶液点样-"5(发酵液经

离心后#取其上清液点样-"5(展析完毕用热风吹

干滤纸#用#(3:$K5茚三酮丙酮溶液显色#-#3Z
烘干3W>J#滤纸上立即出现紫红色的氨基酸斑点(
剪下氨基酸斑 点#用 洗 脱 液 为3!#(-:$K58BPU$
&3@!U"̂ 3!体积分数43]乙醇"_!^"0"#洗脱

"#W>J#然后在3!#JW处测定光密度#从标准曲线

上可求得发酵液中5/谷氨酰胺的含量(
FGL!主要试剂

亚硝基胍!)79"%瑞 士\’B‘+公 司 产 品)磺 胺

胍!P9"%美国P>:W+公司产品)硫酸二乙酯!XOP"
和琥珀酸!PBNN>J>N+N>K#PBN"%上海试剂厂产品(

H!结果与讨论

HGF!28谷氨酰胺诱变过程

从一 株 嗜 乙 酰 乙 酸 棒 杆 菌!!"#$%&’()*&#+,-
()&*"()+."/0+1,-"6788-"04#为 出 发 菌 株#采 用

)79*XOP和!/射线 诱 变 处 理#使 之 获 得PBN:P9,

等遗传特性#得到一株5/9’J产生菌9!-/0#在适宜

工艺条件下发酵液中可积累9’J"!(3:$5#最大时

可达"2(4:$5(选育过程见图-(

图F!28谷氨酰胺产生菌诱变过程

A+3GF!=$">.//"(289’%<$"6#>+%3:#0&%0/

HGH! 9HF8M摇瓶发酵

H(H(F!硫酸铵和氯化铵对产酸的影响!实验中选

用不同质量 浓 度!)@$"!PU$和 )@$8’做 氮 源#结

果表明#用!)@$"!PU$发酵周期为4!C#)@$8’发

酵周期为0$C#当!)@$"!PU$质 量 浓 度 在3#:$5
时产酸最高!见图!"(
H(H(H!玉米浆对产酸的影响!玉米浆是影响谷氨

酰胺发酵的一个重要因素’2(#考虑玉米浆质量浓度

对产酸的影响#结果为玉米浆质量浓度在":$5时

产酸最高#多于或少于此量时产酸均下降!见图""(
H(H(I! 不同起始Y@值对产酸的影响!Y@值对
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菌体生长和产物形成具有特殊意义(本实验研究了

不同的起始Y@ 值 对 产 酸 的 影 响!结 果 见 图$(当

Y@值在酸性时!谷氨酰胺和谷氨酸的比例相对小!
随着Y@ 值 的 增 大!谷 氨 酰 胺 的 产 量 下 降(实 验 结

果表明!谷 氨 酰 胺 适 合 在 中 性 偏 碱 性 的 环 境 中 积

累!最适起始Y@值为4(3(

图H!!N;J"HO?J 和N;JP’对289’%发酵的影响

A+3GH!Q((.>0"(!N;J"HO?J&%6N;JP’"%04.(.$:.%8

0&0+"%"(289’%

图I!玉米浆对发酵的影响

A+3GI!Q((.>0"(>"$%/0..<’+R#"$"%04.(.$:.%0&0+"%"(

289’%

图J!不同起始<;值对产酸的影响

A+3GJ!Q((.>0"(5%+0+&’<;"%289’%<$"6#>0+"%

H(H(J!正交试验!玉米浆对产酸影响 很 大!所 以

考虑到接种时带入的玉米浆!同时选取葡萄糖和硫

酸铵作为$个 影 响 因 素!取"个 水 平!采 用5.""$#

正交表进行试验!结果见表-(
表F!谷氨酰胺发酵培养基2S!IJ"正交试验

T&CGF!T4.$./#’0"("$04"3"%&’0./0

实
验
号

4
葡萄糖
质量浓

度$":$5#

5
")@$#!PU$

质量浓
度$":$5#

!
玉米浆
质量浓

度$":$5#

6
接种量

体积
分数$]

5/9’J产
量质量浓
度$":$5#

- -## $# ! ! !-(2

! -## 3# " " "$(-

" -## 2# $ $ !!(2

$ --# $# " $ "#(2

3 --# 3# $ ! !"(3

2 --# 2# ! " !3(-

4 -!# $# $ " !0(!

0 -!# 3# ! $ !4("

. -!# 2# " ! "#(0

7- 408" 0#8$ 4$ 438.

7! 4.8! 0$8. .383 048$

7" 028" 4083 4$8" 0#83

9 0(# 2($ !-(3 --(3

!注%其他成分同摇瓶发酵培养基(

!!根据正交实验结果!各因素对产物的影响顺序

依次 为 玉 米 浆"!#&接 种 量"6#&葡 萄 糖"4#&
")@$#!PU$"5#!最佳配方为4"5!!!6!(
H(H(K!发酵过程曲线!应用正交试验和单因素试

验综合考察了 培 养 基 成 分!采 用 最 适 条 件!得 到 发

酵过程曲线"见图3#(发酵4!C!5/9’J的产量达到

了"2(4:$5!9’B不超过3:$5(

图K!发酵过程曲线

A+3GK!T4.(.$:.%0&0+"%0+:.>"#$/.
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HGI!遗传稳定性

为检验9!-/0菌种产5/9’J的稳定性!将变异

株进 行 连 续-#次 传 代 实 验!摇 瓶 产 5/9’J"见 表

!#(结果表明!变异株具有良好的产酸稳定性(
表H!变异株传代结果

T&CGH!O0&C+’+01/0#61"%289’%$.<$"6#>0+"%

菌 株

代!!数

[! [$ [2 [0 [-#
5/9’J质量浓度$":$5#

9!-/0 "2(! "3(0 "2(- "2(! "2

9!-/$3 "$ ""($ "" "$(! ""(0

9!-/--" "" "!($ ""(- "!(! "!(3

I!结!论

通过)79%XOP和2#8&诱 变 选 育 出 的 9!-/0
菌株最高产酸达"2(4:$5!产量稳定!且9’B产量

较少!是一株优良的9’J产生菌(
应用正交实 验 和 单 因 子 实 验 综 合 考 察 了 培 养

基成分 中 葡 萄 糖%玉 米 浆%")@$#!PU$等 成 分 对

9!-/0菌 株 产 胺 的 影 响!初 步 得 到 的 最 佳 培 养 基

":$5#为&葡 萄 糖-!#!")@$#!PU$3#!玉 米 浆"!

D@![U$-!*:PU$’4@!U#(3!*JPU$’$@!U
#(#-!\=PU$’4@!U#(#!!?JPU$’4@!U#(#-!碳
酸钙"#!Y@4(3(
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