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聚 !1谷氨酸高产突变株的选育及摇瓶发酵条件
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摘! 要：对地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’）进行亚硝基胍和4%7) 诱变，获得一株 !189: 的高产

菌株 7’ + !189: 质量浓度由 ’+ && ; < = 提高到 0’+ 64 ; < =，提高了 0%’> + 突变株传代 0% 次，质量浓

度保持基本稳定+ 通过正交试验和单因素试验对发酵培养基及发酵条件进行了优化+ 当发酵培养

基中含柠檬酸 0" ; < =、甘油 2% ; < =、=1谷氨酸 "# ; < =、氯化铵 6 ; < =，/?6+ %，装液量为 $% @= < "$% @=
三角瓶，接种体积分数为 $>时，#6 A摇瓶发酵 6" B，!189: 达到 "#+ #" ; < =+
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! ! 聚 !1谷氨酸［!18)*P（ ;*ISE@GX EXGU），!189:］

是一种可由微生物合成的胞外氨基酸聚合物，它

由_1型和 =1型谷氨酸通过酰胺键连接而成+ 微生

物合成的 !189: 是一种水溶性的可生物降解的生

物高分子，通常由 $ %%% 个左右的谷氨酸单体组

成，相对分子质量一般在 0% ‘ 0%& a 0%% ‘ 0%& + !1

89: 及其衍生物可广泛用作药物缓释材料［0］、土

壤、沙地的蓄水保水剂［"］、食品的水凝胶［#］，以及

高强度纤维［&］等+ 由于一般的 !189: 产生菌的产

量较低，为此作者对 !189: 生产菌 !"#$%%&’ %$#()*$/
+,-.$’ HW=1# 进行亚硝基胍（,N9）和4% 7) 诱变处

理，选育出一株聚谷氨酸高产突变株，并对其摇瓶

发酵条件进行了研究+
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!" 材料与方法

!# !" 出发菌株

地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’ !"#$%）：

由江南大学生物工程学院环境生物技术研究室提

供&
!# $" 培养基

!& $& !" 斜面培养基" 组分（ ’ ( #）：蛋白胨 )*，牛

肉膏 )*，酵母膏 %，琼脂 +*，,- .& /&
!& $& $" 选择性筛选平板培养基 " 组分（ ’ ( #）：柠

檬酸 )*，谷氨酸 )*，0-1 23 4，5+-671 )，8’971 ·

.-+7 *& /，:;23%·4-+7 *& *+，2<23+ *& +，8=971·

-+7 *& */，琼脂 +*，,- .& /&
!& $& %" 种子培养基 " 组分（ ’ ( #）：柠檬酸 )*，谷

氨酸 )*，0-1 23 4，5+-671 )，8’971 ·.-+ 7 *& /，

:;23%·4-+7 *& *+，2<23+ *& +，8=971·-+7 *& */，

,- .& /&
!& $& &" 发酵培养基" 组分（’ ( #）：柠檬酸 )%& /，谷

氨酸 )*，0-1 23 4& >，甘油 ./，5+-671 )，8’971 ·

.-+7 *& /，:;23%·4-+7 *& *+，2<23+ *& +，8=971·

-+7 *& */，,- .& /&
!# %" 培养方法

!& %& !" 菌种活化" 取 !"#$% 菌种一环，接入新鲜

斜面培养基内，%.?培养 +* @&
!& %& $" 种子培养" +/* A# 三角瓶内装 /* A# 种

子培养基，接种活化后的斜面培养物一环，于摇床

培养，转速 +** B ( AC=，%. ?培养 +1 @&
!& %& %" 发酵培养" 以体积分数 /D 的接种量将种

子液接入发酵培养基，+/* A# 三角瓶内装培养基

/* A#，于 %. ? 摇 瓶 柜 中 振 荡 培 养，转 速 +**
B ( AC=，%. ?培养 .+ @&
!# &" 诱变方法与筛选方法

!& && ! " 亚硝基胍诱变 " 从新鲜斜面上取一环菌

接入种子培养基（/* A# ( +/* A# 锥形瓶），在 %.
?、+** B ( AC= 培养 ++ @，取种子液离心，去上清，再

用无菌生理盐水洗涤细胞，离心去上清液& 用 ,-
.& * *& ) AE3 ( # 的磷酸缓冲液悬浮，调整菌数为（)
F /）G )*>个 ( A#，取样用平板菌落计数法记活菌

数（2:H）& 另取适量菌悬液加入盛亚硝基胍的试

管（质量浓度 )** A’ ( #），于 %* ?振荡处理，每隔

)* AC= 取样用平板菌落计数，计算致死率& 以根据

致死率实验所确定的诱变剂量处理出发菌株后，

于液体培养基进行后培养& 约 )* @ 后，按不同稀释

度涂筛选平板，挑取光滑粘稠菌落筛选［1］&

!& && $" ’(2E 诱变" 将制备好的菌悬液 / A# 移至 4
支无菌试管中& 用4*2E ! 射线处理，分别以 1**，4**，

>**，)***，)+**，)1** IJ 的剂量处理样品& 分别从每

个试管样品取出 *& ) A# 的菌悬液，做适当稀释& 吸

取稀释后的菌悬液 *& ) A#，涂布选择性平板，倒置

于 %. ?恒温箱培养& 菌落长好后计数，计算致死率&
根据致死率实验所确定的诱变剂量进行诱变处理

后，于液体培养基中培养& 约 )* @ 后，按不同稀释度

涂筛选平板，挑取光滑粘稠菌落筛选［1］&
!# )" 分析方法

!& )& !" ,- 的测定" 用 ,-9$% 型 ,- 计（日本日立

公司产品）测定&
!& )& $" 含菌量测定" 用 .+) 分光光度计（上海天

达实验器材公司制造）测定 4**=A 下菌悬液的光

密度&
!& )& %" 致死率计算

致死率 K（) L 诱变后活菌数 2:H ( A#
诱变前活菌数 2:H ( A#）G )**D

!& )& &" !$6IM 的测定" 对发酵液离心去除菌体，

取上清液测谷氨酸单体的含量；将上清液与 )+
AE3 ( # 的盐酸按 ) N )（ 体积比）加入玻璃水解管

中，真空封口后于 ))* ?水解 +1 @，然后测定水解

液中谷氨酸总量，+ 次测得的谷氨酸之差为 !$6IM
的含量&
!& )& )" 谷氨酸测定 " 用 -OPM2-O ->%/$/* 氨基

酸分析仪（日本日立公司产品）分析&
!# ’" 主要试剂

亚硝基胍为瑞士 :3QR< 公司产品，其余均为国

产分析试剂&

$" 结果与讨论

$# !" 诱变及突变株的筛选

$& !& ! " 亚 硝 基 胍 诱 变 " 致 死 率 试 验 表 明，*& )
A’ ( A#的 0PI 对 !/ %$#()*$+,-.$’ !"#$% 作 用 %*
AC= 时，!/ %$#()*$+,-.$’ !"#$% 的致死率为 S*D & 以

此处理剂量对 !/ %$#()*$+,-.$’ !"#$% 进行诱变，从

筛选平板上挑取粘稠、光滑的菌落 /* 株，以 !$6IM
产量为考察目标，经发酵培养基摇瓶复筛得到 1 株

!$6IM 产量提高幅度较大的突变株，见表 )&
T T 将上述菌株中 !$6IM 产量最高的突变菌株

01进行分离纯化& 挑出表面光滑、粘稠的单菌落移

至斜面上，置冰箱保存待用&
$& !& $" ’(2E 诱变" 以4* 2E 对突变株 01 进行诱变

剂量为 +*& 41 2 ( R’ 的诱变处理时，致死率约为

4/D & 从筛选平板上挑取粘稠、光滑的菌落 )** 株，
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经发酵培养基复筛得到 !" 株突变株，见表 "#
表 !" 亚硝基胍诱变结果

#$%& !" #’( )(*+,- ./ 0+-$1(2(*3* %4 5#6

菌 株
!$%&’

产量 (（) ( *） 提高百分率 ( +

,-*$. /# 00 1

2! !1# /1 !3# 04

2" !3# !4 51# 41

2. !0# !3 0/# 6/

20 !5# 10 5/# /!

表 7" 58突变株经9:;. 的诱变结果

#$%& 7" #’( 0+-$1(23< )(*+,- ./ 0+-$2- 58 %4
9:;.

菌 株

!$%&’

产量 (
（) ( *）

提高
百分率 ( +

菌株

!$%&’

产量 (
（) ( *）

提高
百分率 ( +

出发菌株 !3# 06 1 74 !6# 50 "1# 0!

7! !5# "1 0# 53 76 !/# !" ".# 3!

7" !5# 36 4# !1 7/ !/# 45 "4# 53

7. !6# !1 !5# /. 7!1 !5# 46 6# 01

70 !4# "1 !!# !! 7!! !6# 6" "!# 36

73 !5# /0 /# 0. 7!" !4# 65 !3# .6

75 !4# 36 !.# 34

8 8 从上述菌株中挑出 !$%&’ 产量最高、相对粘

度最大的菌株 7/，接入斜面，置冰箱保存待用#
7& 7" 突变株的传代稳定性

将所选突变株 7/ 在斜面培养基中 "0 9 转接

一次，共转接 !1 代，测定每次传代后的产物量，结

果见图 !，表明突变株具有较好的传代稳定性#

图 !" ;= 突变株的传代稳定性

>31& !" 6(2(-3< *-$%3,3-4 ./ 0+-$2- ;=

7& ?" ;=摇瓶发酵营养条件

7# ?# ! " 柠檬酸对 !$%&’ 产量的影响 " ’:;<= &=$
:=［3］等人研究了枯草芽孢杆菌的 !$%&’ 与三羧酸循

环的关系，通过!.7 标记的柠檬酸作为培养基，发现

添加柠檬酸可以促进 !$%&’ 的生成# 图 " 表明，当

柠檬酸质量浓度在 !0 ) ( * 时，!$%&’ 产量最高#

图 7" 柠檬酸对 !!@6A 产量的影响

>31& 7" B//(<- ./ <3-)3< $<3C .2 !D@6A E).C+<-3.2

7# ?# 7" 甘油对 !$%&’ 产量的影响" 考察不同甘

油质量浓度对 !$%&’ 产量的影响，结果（ 见图 .）

表明，甘油质量浓度在 61 ) ( * 时，!$%&’ 产量最

高；但是随着甘油质量浓度继续增大，!$%&’ 产量

逐渐下降# 这可能是由于环境中质量浓度过高的

甘油使渗透压升高，不利于 !$%&’ 由胞内向胞外

分泌，进而抑制菌体的正常代谢活动#

图 ?" 甘油对 !D@6A 产量的影响

>31& ?" B//(<- ./ 1,4<()., .2 !D@6A E).C+<-3.2

7# ?# ? " *$谷氨酸对 !$%&’ 产量的影响 " !$%&’
是由谷氨酸单体通过谷氨酸聚合酶合成的，谷氨

酸是 !$%&’ 的合成前体物# 从图 0 可以看出，当

*$谷氨酸质量浓度为 "3 ) ( * 时，!$%&’ 产量最高#

图 8" 不同质量浓度的 FD谷氨酸对 !D@6A 合成的影响

>31& 8" B//(<- ./ FD1,+-$03< $<3C .2 !D@6A E).C+<-3.2

7# ?# 8" 氯化铵对 !$%&’ 产量的影响" 氯化铵为

细胞的生物合成提供氮源# 培养基中谷氨酸质量

浓度与 !$%&’ 产量之间的关系（ 见图 3）表明，氯

化铵质量浓度为 4 ) ( * 时对 !$%&’ 的生物合成最

为有利#
7# ?# G " 正 交 试 验 " 结 合 上 述 单 因 素 试 验，以

6 无8 锡8 轻8 工8 大8 学8 学8 报8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 第 ". 卷8
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!!"#$产量为指标，选取甘油、柠檬酸、谷氨酸及氯

化铵为考察因素，安排了四因素三水平的正交试

验方案，其因素水平表及正交试验结果分别见表

%，&’

图 !" 氯化铵质量浓度对 !#$%& 产量的影响

’()* !" +,,-./ 0, 12203(42 .5607(8- 03 !#$%&

表 9" 正交试验因子 :;（9<）水平表

=1>* 9" ’1./07? 138 6-@-7 0, 07/50)0316 /-?/

水平

甘油
质量浓度 (
（) ( *）

!

柠檬酸
质量浓度 (
（) ( *）

"

谷氨酸
质量浓度 (
（) ( *）

#

氯化铵
质量浓度 (
（) ( *）

$
+ ,- +. .- /’ 0

. 1- +& .% ,’ -

% 2- +/ ./ ,’ 0

表 <" 正交试验结果

=1>* <" A-?46/? 0, 07/50)0316 /-?/

实验

号
! " # $

!!"#$ ( 质量

浓度 (（) ( *）

+ + + + + +2’ 0%

. + . . . +1’ +1

% + % % % +.’ 1.

& . + . % +/’ %+

0 . . % + .%’ .%

/ . % + . +0’ +0

, % + % . +,’ ,+

1 % . + % ++’ //

2 % % . + .%’ ,,

% 值
!!"#$ 质量浓度 (（) ( *）

! " # $

%+ 0-’ 0% 0%’ 00 &/’ %& //’ 0%

%. 0&’ /2 0%’ -, 01’ ./ 0+’ -&

%% 0%’ +& 0+’ ,& 0%’ ,/ &-’ ,2

&+ +/’ 1& +,’ 10 +0’ &0 ..’ +1

&. +1’ .% +,’ /2 +2’ &. +,’ -+

&% +,’ ,+ +,’ .0 +,’ 2. +%’ /-

’ +’ %2 -’ / %’ 2, 1’ 01

3 3 表 0 方差分析表明，氯化铵是影响较为显著

的因素，& 个因素对发酵影响的主次顺序为 $ 4 #
4 ! 4 "( 结合极差与方差分析，其最佳工艺条件为

!."#.$+，即甘油 1- ) ( *，柠檬酸 +. ) ( *，谷氨酸 .%
) ( *，氯化铵 ,’ - ) ( *’

表 !" 方差分析

=1>* !" &316B?(? 0, @17(13.-

方差
来源

平方和 自由度 均方 ) 显著性

! .’ 20 . +’ &1 0’ --

# .&’ +/ . +.’ -1 &-’ 20 !

$ +++’ 20 . 00’ 21 +12’ ,0 !!

误差 -’ 02 . -’ %-

总和 +%2’ /& 1
3 注：因为误差的自由度为 -，所以选择平方和最小的一个
作为误差；)-’ -+（.，.）5 22’ --，)-’ -0（.，.）5 +2’ --，)-’ -.0

（.，.）5 %2’ --’

C* <" 摇瓶发酵的培养条件

C’ <’ D" 培养基 67 对 !!"#$ 合成的影响" 在正交

培养基的基础上考察了 67 值对 !*"#$ 合成的影

响’ 发酵过程中培养液的 67 值是微生物在一定环

境条件下代谢活动的综合指标’ 它除了对细胞发

生直接影响外，还对细胞产生不同的间接影响，即

影响培养基中营养物质的离子化程度，从而影响

微生物对营养物质的吸收，影响环境中有害物质

对微生物的毒性，以及影响代谢反应中各种酶的

活性等’ 图 / 表明，67 值对 !!"#$ 的生物合成有

着显著的影响，当 67 值为 ,’ - 时对 !!"#$ 的生物

合成最为有利’

图 E" 不同 FG 值对 !#谷氨酸合成的影响

’()* E" +,,-./ 0, 8(,,-7-3/ FG !#$%& F7084./(03

C’ <’ C" 温度对 !!"#$ 合成的影响" 在正交培养

基基础上考察了温度对 !*"#$ 合成的影响’ 由于

微生物的生命活动是由一系列生化反应组成的，

而这些反应受温度的影响极为明显，因此，温度是

影响微生物生长的最重要的因素之一’ 表 / 表明，

%, 8是 !!"#$ 合成的较适宜的温度’
C’ <’ 9" 接种量对 !!"#$ 合成的影响" 在正交培

养基基础上考察了接种量对 !*"#$ 合成的影响’
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接种量对 !!"#$ 的影响见表 %& 较适宜的接种量为

体积分数 ’( &
表 !" 不同温度对 !#$%& 合成的影响

’()* !" +,,-./ 0, 12,,-3-4/ /-56-3(/73- 04 !#$%& ,-35-4#
/(/204

温度 ) * !!"#$ 质量浓度 )（+ ) ,）

-. %& ’%
/0 11& 21
/’ 1.& ’-
/% -1& 0/
30 12& 3-

表 8" 不同接种量对 !#$%& 合成的影响

’()* 8" +,,-./ 0, 240.79(/204 :2;- 04 !#$%& 63017./204

接种体积分数 ) ( !!"#$ 质量浓度 )（+ ) ,）

/ 1.& /.
’ -0& .-
. -0& 0/
10 12& %.

<& =& =" 装液量对 !!"#$ 合成的影响4 在正交培

养基基础上考察了装液量对 !!"#$ 合成的影响&
-’0 5, 三角瓶中不同装液量对 !!"#$ 发酵的影

响见表 .& 结果表明，在 -’0 5, 三角瓶内装液量为

’0 5, 时，!!"#$ 产量最高&
表 >" 不同装液量对 !#$%& 合成的影响

’()* >" +,,-./ 0, 12,,-3-4/ ?0975- 04 !#$%& 63017./204

装液体积 ) 5, !!"#$ 质量浓度 )（+ ) ,）

-0 12& /-

30 12& ’’

’0 -1& 16

60 11& -%

.0 ’& -2

<* @" 优化条件下 !#$%& 摇瓶发酵过程曲线

图 % 是 !!"#$ 的发酵过程曲线& 从图中可以

看出，!!"#$ 在前 16 7 的产量很低，这段时间主要

是菌体细胞生长时期& 发酵 %- 7 后，!!"#$ 产量达

到 -/& /- + ) ,；%- 7 后 !!"#$ 的产量下降，可能是

!!"#$发生了降解［6］&

图 8" AB 的摇瓶发酵过程曲线

C2D* 8" ’25-#.073:- 0, !#$%& ,9(:E ,-35-4/(/204

F" 结" 论

通过亚硝基胍、60 89 诱变，获得一株突变株

82，其 !!"#$ 的产量由 2& 33 + ) , 提高到 12& %6 + )
,，提高了 102(，而且传代稳定& 这说明亚硝基胍

和6089诱变是提高 !!"#$ 产量的一种行之有效的

诱变方法& 对突变株 82的发酵条件研究表明，培养

基的组分柠檬酸、甘油、,!谷氨酸和氯化铵以及发

酵条件 :; 值、温 度、接 种 量 和 装 液 量 对 突 变 株

!!"#$的生物合成都有一定程度的影响& 通过正交

试验得到发酵培养基中 3 种组分的质量浓度分别

为：柠檬酸 1- + ) ,，甘油 .0 + ) ,，,!谷氨酸 -/ + ) ,，

氯化铵 % + ) , 时，:; %& 0，温度为 /% *，接种量体

积分数为 ’(，装液量为 ’0 5, ) -’0 5, 三角瓶

时，经 %- 7 发酵，!!"#$ 产量达到 -/& /- + ) ,，比优

化前提高了 1.( &
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