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摘!要!在含$#54"4的甲醇#$6"4的甘氨酸的基本培养基平板上!从土壤中分离出.%#多株细
菌!测定了它们利用甘氨酸生产41丝氨酸的能力)获得了一株产41丝氨酸较好的菌株7%!41丝氨
酸产量最高为.)"6"4!分类学鉴定为微球菌科$+89-’9’99,9:,:%!对菌株7%利用甘氨酸发酵生产

41丝氨酸的发酵条件进行了初步研究!包括甘氨酸和甲醇添加量!不同碳源#氮源!初始;<值以及
发酵时间对产酸的影响)结果表明!菌株7%在不添加甲醇#只以甘氨酸为惟一碳源的发酵培养基
中也能产41丝氨酸!培养基中较高质量浓度的甘氨酸存在对41丝氨酸生产是必需的)添加葡萄糖#
甘油等外源碳源对菌体生长有利但不利于41丝氨酸的生产)
关键词!41丝氨酸$甘氨酸$甲醇$筛选$微球菌科
中图分类号!=>3!#)/ 文献标识码!7
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!!41丝氨酸#41Q:-8L:$%化学名为!1氨基1%1羟基 丙酸%是一种生糖氨基酸%在体内可由Z1甘油酸作
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前体生物合成!苏氨酸"甘氨酸也可转化为丝氨
酸#.$)虽然41丝氨酸属非必需氨基酸!但作为一种
生化试剂!在食品"饲料"医药"农业以及化妆品工
业中广泛应用)但由于种种技术条件的限制!其供
应量远远小于市场需求!价格一直居高不下#!$)
丝氨酸的合成途径主要有蛋白质水解提取法"

传统发酵法"酶法和化学合成法#!$!传统发酵法又
包括直接发酵法和添加前体物发酵法)由于41丝氨
酸处于氨基酸代谢的中间位置!参与许多生物物质
%如甘氨酸"蛋氨酸"嘌呤等&的合成!代谢运转速度
极快)因此!与其它类氨基酸相比!41丝氨酸的直接
发酵法生产十分困难!41丝氨酸发酵法生产的研究
报告主要集中在利用添加前体物发酵生产41丝氨
酸)甘油酸盐%或酯&"甘油酸三甲内盐"甘氨酸被认
为是合成41丝氨酸最有前景的前体物#%$)
研究发现!甲基营养型菌株!尤其是通过丝氨

酸途径来吸收甲醇的甲基营养型菌株能生产41丝
氨酸#"!/$)在此途径中!甲醇在甲醇脱氢酶的作用下
被氧化为甲醛!甲醛再同四氢叶酸反应生成甲叉四
氢叶酸!在丝氨酸羟甲基转化酶%Q=<+&作用下!
甲叉四氢叶酸与甘氨酸反应生产41丝氨酸#%$)
作者研究了产41丝氨酸菌株的分离"筛选及初

步鉴定!并对菌株利用甘氨酸发酵生产41丝氨酸的
发酵条件进行了初步研究)

?!材料与方法

?@?!培养基

?)?)?!基本培养基!组分%6’4&(%*<"&!Q["$!

F<!\[".!F!<\[")%<![%!+6Q[")0<![
#]!!+LQ[")<![#)##!!@:Q[")0<![#)##!!
琼脂条!#)生物素 $#"6’4!硫胺素)<V(.##

"6’4)
?)?)A!筛选培养基K!$#54无菌甲醇!其它成分
同基本培养基)
?)?)B!筛选培养基!!$#54无菌甲醇!甘氨酸

$!.#!!#6!其它成分同基本培养基)
?)?)C!完全培养基!组分%6’4&(蛋白胨.#!*,V(
$!甘氨酸%!酵母膏$)甲醇.#54)
?)?)D!种子培养基!组分%6’4&(葡萄糖 !$!
%*<"&!Q["$!F<!\[".!玉米浆"#!V,V[%.#!

+6Q[")0<![#)!6)
?)?)E!发酵培养基!组分%6’4&(甘氨酸#!%#!
%*<"&!Q["!#!F<!\[".!+6Q[")0<![#)!!玉
米浆!#!V,V[%!#)甲醇#!"#54)
基本培养基"筛选培养基"完全培养基和种子

培养基均以!#̂ *,[< 调至;<0)#!0)!!#).
+\,压力下灭菌!#58L)发酵培养基以!#̂ *,[<
调至;<0)#!0)!!#)#0+\,压力下灭菌.#58L)
?@A!方法

?)A)?!菌种的分离及纯化!称取$6土样%湿重&!
加入到#)2$̂ 无菌生理盐水中!取适当稀释度涂到
筛选培养基K!于%#Y恒温箱中培养$!0M*把生
长快的单菌落转接到筛选培养基#上!继续培养%
!$M!挑取生长快的菌株于完全培养基上!%#Y培
养!"E后!接种.54到含有.$54无菌发酵培养
基的!$#54三角瓶中!置于.##-’58L"%.Y的摇
床上振荡培养0!E!测定发酵液中的41丝氨酸含
量!初筛出产41丝氨酸的菌株)
?)A)A!41丝氨酸发酵!把筛出的菌株接种到含有

"#54无菌种子培养基的!$#54三角瓶中!置于

.##-’58L"%.Y的摇床上振荡培养.!E后!取.
54接种到.$54无菌发酵培养基的!$#54三角
瓶中!继续培养!培养条件同初筛)
?)A)B!菌株鉴定方法!显微镜镜检%菌体形态&"
革兰氏染色"生化特征试验#0!2$

?)A)C!菌浓测定!吸取#)!54样品菌液到$54
#)!$5’(’4<V(溶液中!摇匀!采用0!.分光光度
计!.95光程$/!L5下测定[Z值)
?)A)D!;< 值测定!用精密;< 试纸和酸度计
测定)
?)A)E!41丝氨酸定性!定量分析!采用纸层析方
法#3$!层析溶剂为(%正丁醇&_(%丙酮&_(%二乙
胺&_(%水&‘.#_.#_!_$)定量测定利用比色定
量法#3$及氨基酸自动分析仪)

A!结果与分析

A@?!45丝氨酸产生菌的分离
利用筛选培养基K!从土壤中分离出!/#多株

能利用甲醇的菌株!它们全部是细菌!经筛选培养
基#!获得了.%#多株能抗甘氨酸的菌株!它们均
能在甘氨酸质量浓度为$6’4"甲醇体积分数为$#
5(’4的培养基上生长!而在甘氨酸质量浓度为.#

6’4"甲醇体积分数为$#54’4的培养基上无菌株
生长)经摇瓶初筛测定!/!株明显产41丝氨酸)经
复筛发现!2株产41丝氨酸较高!分别编号为 7.+

72!它们大部分形态是球形或杆状!其中 7%产41
丝氨酸最好!以下均利用该菌实验)
A@A!菌株;B的鉴定结果
菌株7%的分类学特性概括见表.!根据以上鉴

定结果!对照伯杰斯分类学手册!初步鉴定该菌为
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微球菌科!+89-’9’99,9:,:")

表?!;B的分类学特性

F&<@?!G.0.$7-%&0-"%"(90$&-%;B

形态
特征

培养
特征

生 理 特 性

葡萄糖
试验
还原
硝酸盐
甲基红
试验

&)\)
试验
硫化氢

水解
淀粉
水解
明胶
柠檬酸盐
的利用

无机氮源
的利用

生长
温度

生长

;<值
需氧
情况

球形#.)#
! .)$
"5#单个
或 成 对#
革兰氏阳
性#不 形
成芽孢)

完 全 培
养 基 平
板 上 能
生长#圆
形#淡黄
色#边缘
光# 凸
起# 光
滑)

产气#
产酸

阳 阳 阳 阴 阴 阳 稍利用

能 利 用
铵盐#不
能 利 用
硝酸盐

.#!%2
Y$最
适 温
度%!2
! %$
Y

$!3$最
适 ;<
值 /]$
!0]$)

好氧

A@B!菌株;B45丝氨酸发酵条件

A)B)?!不同质量浓度的甘氨酸对产酸的影响!当
发酵培养基不添加甲醇时#测定不同质量浓度甘氨
酸对41丝氨酸发酵的影响)从图.可以看出#当培
养基中不添加或少量添加甘氨酸!质量浓度小于$
6&4"时#发酵液中无41丝氨酸积累#随着甘氨酸添
加质量浓度的增加#发酵液中41丝氨酸的质量浓度
也相应增加#在甘氨酸添加质量浓度达到%#6&4
时#41丝氨酸质量浓度达到最高值#为.)"6&4)这
说明要想获得高产量的41丝氨酸#发酵培养基中必
需要维持较高质量浓度的甘氨酸)从图.也发现#
较高质量浓度的甘氨酸在一定程度上抑制菌体生

长#而低质量浓度的菌体浓度不利于41丝氨酸的生
产’/(#这是41丝氨酸发酵需要解决的问题)

图?!不同甘氨酸质量浓度对45丝氨酸生产的影响

)-2@?!H((.,0"(01.,"%,.%0$&0-"%"(2’3,-%."%459.$-%.

I$"*#,0-"%

A)B)A!不同体积分数的甲醇对产酸的影响!从表

!可知#在较高质量浓度的甘氨酸下#不添加甲醇有
利于41丝氨酸的生产#增加甲醇不利于41丝氨酸的
积累)低体积分数甲醇对菌体生长有促进作用#但
影响不是很明显)高体积分数甲醇的添加不仅不利
于菌体生长而且还不利于41丝氨酸的生产)当不添

加甘氨酸时#不管添加多少甲醇#菌体都无法合成

41丝氨酸)这说明甘氨酸的添加是合成41丝氨酸
必不可少的物质)
表A!不同体积分数的甲醇对45丝氨酸生产的影响

F&<@A!H((.,0"(7.01&%"’"%459.$-%.I$"*#,0-"%

甲醇
体积分数&
!54&4"

甘氨酸
质量浓度&
!6&4"

;<值 [Z$/!
41丝氨酸
产量&
!6&4"

# 2)#2 #)"02 #)/.

$ 0)23 #)"0# #)!%

.# !# 0)2/ #)"3! )

!# 0)2/ #)"0# )

"# 0)3$ #)%2# )

$ 0)#" #)#2% )

.# # 0)." #)..! )

!# 0)./ #)."! )

A)B)B!初始;<值对产酸的影响!研究发现#初始

;<值设定为$)##/)##0)##2)##3)#时对41丝氨酸
的产量没有多大影响#这与一些资料报道的相
同’/()但较低或较高;<值对菌体生长有抑制#生长
最佳;<值为0)#!0)$)
A)B)C!添加不同碳源对产酸的影响!当发酵培养
基无甲醇*甘氨酸质量浓度为!#6&4时#向培养基
中分别添加不同碳源)碳源对41丝氨酸生产的影响
见表%)
可以看出#添加葡萄糖*甘油*蔗糖*富马酸*乳

糖*Z1甘露糖有利于菌体生长#.!种碳源的添加对

41丝氨酸的生产都不利)因此想通过添加外源碳源
来提高菌体生长#同时提高41丝氨酸的产量在实验
中并没有得到实现)
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表B!添加不同碳源对45丝氨酸生产的影响

F&<@B!H((.,0"(,&$<"%9"#$,.9"%459.$-%.I$"*#,0-"%

碳 源
添加量!
"6!4# ;<值 [Z$/! 41丝氨酸产量!

"6!4#

对照 # #)"%! 2).2 #)/0

$ #)"20 2)!2 $

葡萄糖 .# #)$0. 2)%# $

!# #)2/% 0)#3 $

"# #)3$# $)3% a

山梨糖 $ #).0# 0)2% $

蔗糖 $ #)$!/ 2)!/ $

棉子糖 $ #)".2 2)!# $

Z1甘露糖 $ #)$!2 2)!% #)%!

可溶性淀粉 $ #)".$ 2)!/ #)!"

甘油 $ #)"3! 2)%$ $

富马酸 $ #)$#2 2)". $

柠檬酸 $ #)"./ 2)%$ #)!.

顺丁烯二酸 $ #)"3# 2).3 #).2

丙二酸 $ #)%3! 2)!% #).#

乳糖 $ #)"/2 2)#2 $

!注%&$’表示没有或产量太低无法测定)

A)B)D!不同氮源对产酸的影响!当发酵培养基无
甲醇(甘氨酸质量浓度为!#6!4时)研究了2种不
同氮源对产酸的影响)结果见表")可以看出)产酸
最佳氮源为"*<"#!Q[")其次为 *<"V()其它/种
氮源均不利于41丝氨酸的积累)
表C!不同氮源!质量浓度为J@?2"4#对45丝氨酸生产的

影响

F&<@C!H((.,0"(%-0$"2.%9"#$,.9"%459.$-%.I$"*#,0-"%

碳 源
添加质量
浓度!
"6!4#

[Z$/! ;<值 41丝氨酸
产量!"6!4#

"*<"#!Q[" %# #)%%3 0)$3 #)02

F*[% "2 #)%.3 3)./ $

*<"V( !$ #)%%! 0)#/ #)"$

"*<"#%\[" %! #)%/% 0)2/ #)%!

"*<"#!<\[" %. #)%/! 0)3$ #)!2

尿素 ." #)!2$ 2)!$ $

V<%V[[*<" %/ #).". 0).# $

"V[[*<"#!*<![ %" #)!/0 3).2 $

!注%&$’表示没有或产量太低无法测定)

A)B)E!不同发酵时间对产酸的影响!!当发酵培
养基不添加甲醇且甘氨酸质量浓度为!#6!4时)不

同发酵时间对41丝氨酸发酵的影响见图!)可以看
出)在对数生长期末期)发酵液中41丝氨酸质量浓
度达到最大值)然后会迅速降低)摇瓶最佳产酸时
间为0!E)当41丝氨酸产量较高时)发酵液中最终

;<值在2)#!2)$之间)

图A!不同发酵时间对45丝氨酸发酵的影响

)-2@A!H((.,0"(0-7."%459.$-%.I$"*#,0-"%

B!讨!论

利用含41丝氨酸途径的甲基营养型菌株发酵
生产41丝氨酸国外曾有许多报道+"!/,)作者以甲醇
为惟一碳源从土壤中分离出了!/#多株甲基营养
型菌株)但只有.%#多株能在甘氨酸浓度为$6!4
的平板上生长)提高甘氨酸质量浓度到.#6!4时)
它们均不长)说明甘氨酸对菌株的生长有很大的抑
制作用)对产4丝氨酸较高的2株菌株进行41丝氨
酸发酵实验)发现它们产酸最高达到.)"6!4)产量
较低)
对产酸较好的菌株7%进行发酵条件初步研究

发现)它可以在只以甘氨酸为惟一碳源的发酵培养
基中积累41丝氨酸)添加低浓度的甲醇对菌体生长
有促进作用)但影响并不是太大)提高甲醇的添加
量不仅不利于菌体生长)而且也不利于41丝氨酸的
生产)这说明该菌株可能不是利用41丝氨酸途径来
生产41丝氨酸的)41丝氨酸合成所需要的甲叉四氢
叶酸可能来自于甘氨酸的分解+%,)同时甘氨酸分解
会产生大量的*<%)这也是为什么利用甘氨酸发酵
生产41丝氨酸发酵培养基;<普遍较高的原因)本
实验中)培养基中维持较高浓度的甘氨酸对41丝氨
酸生产是有利的)这同国外报道的结果相同+.#,)但
这会带来两个方面的问题)即41丝氨酸对甘氨酸的
转化率低和菌体生长不利)

41丝氨酸在微生物体内代谢速率很快)菌体产
生的41丝氨酸可能会立刻被菌体利用)因此如何降
低41丝氨酸的降解将有待研究)!下转第$"页"
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胰蛋白酶预处理.#9;<

图H!超声对酪蛋白与胰蛋白酶的荧光发射光谱的影响
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