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摘要：研究了不同ｐＨ值控制策略对大肠杆菌ＣＣＴＣＣ　Ｍ２０８０８８发酵生产聚唾液酸的影响。采
用高浓度磷酸盐培养基（２０ｇ／Ｌ磷酸氢二钾）缓冲ｐＨ值，聚唾液酸产量达到１．９ｇ／Ｌ，但大量磷
酸盐残留在发酵液中，影响聚唾液酸的后提取处理。把培养基中磷酸盐的质量浓度降至２．５ｇ／

Ｌ，同时流加２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液控制ｐＨ，聚唾液酸产量提升至２．３ｇ／Ｌ，但是ＮＨ４＋在发酵
前期１６ｈ即消耗完毕。进一步采取氨水流加控制ｐＨ策略，聚唾液酸产量提升至３．２ｇ／Ｌ，同时
菌体浓度大幅增加至１２．５ｇ／Ｌ，导致４０ｇ／Ｌ初始山梨醇在２０ｈ耗尽。最后，在氨水控制ｐＨ的
同时，向发酵体系中流加山梨醇，聚唾液酸产量和生产强度分别达到了４．８ｇ／Ｌ和０．１６ｇ／（Ｌ·
ｈ），比优化前（高浓度磷酸盐发酵）分别提高了１５２％和１８８％。
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刘金龙，等：大肠杆菌ＣＣＴＣＣ　Ｍ２０８０８８发酵生产聚唾液酸的ｐＨ控制策略

　　聚唾液酸（Ｐｏｌｙｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ）是 Ｎ－乙酰神经氨酸
以α－２，８和（或）α－２，９糖苷键连接而成的同聚物［１］。
它不仅广泛存在于大多数哺乳动物体内，还以荚膜
的形式附着在一些致病性细菌的表面［２，３］。聚唾液
酸具备无免疫原性、可降解等优点，是迄今发现的
最为理想的药物缓释材料［３］。另外，随着诱导和支
持神经元细胞再生功能的发现，聚唾液酸逐渐被认
定为现代脑科和中枢神经细胞修复手术中脚手架

材料的最佳替代品［４，５］。除了作为新型的生物材
料，聚唾液酸降解后生成的 Ｎ－乙酰神经氨酸单体
（Ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ），被广泛用作一系列药物的基础材料，
用于癌症、发炎、流感的治疗，其中典型的代表如扎
那米韦（Ｚａｎａｍｉｖｉｒ），是目前防治禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１
最有效的药物［６，７］。
随着市场需求的增大，聚唾液酸及其衍生物的

制备正引起越来越多人的关注，国内外先后有多个
研究团队对细菌发酵法生产聚唾液酸进行了报道。
如Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ－Ａｐａｒｉｃｉｏ等人发现聚唾液酸合成受温
度和溶解氧的显著影响，并构建了完全合成培养
基，聚唾液酸产量达到了１．３ｇ／Ｌ［８］。Ｒｏｄｅ等人优
化了Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｋ１合成长链聚唾液酸的营养和培养条
件，使其产量达１．５ｇ／Ｌ［９］。另外，印度的Ｋａｐｒｅ和

Ｓｈａｌｉｇｒａｍ 建立一种高相对分子质量聚唾液酸的生
产工艺［１０］，聚唾液酸产量在３０Ｌ发酵罐水平上达
到３ｇ／Ｌ。在国内，郭良栋等用Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｃ８发酵生产
聚唾液酸，产量为１．２ｇ／Ｌ［１１］。总体而言，目前聚唾
液酸生产仍处于较低的水平，难以满足市场需求。
作者等诱变筛选出一株高产聚唾液酸的生产

菌株Ｅ．ｃｏｌｉ　ＣＣＴＣＣ　Ｍ２０８０８８，并对其培养条件进
行了优化，结果发现聚唾液酸合成受环境ｐＨ 的显
著影响［１２－１４］。在此基础上，比较了几种不同ｐＨ控
制策略对聚唾液酸发酵的影响并对其进行了优化，
进一步提升了聚唾液酸的发酵水平。

１．１　菌株

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＣＣＴＣＣ　Ｍ２０８０８８：江南大学生化工程
与反应器研究室诱变筛选并保藏。

１．２　 培养基

１．２．１　种子培养基（ｇ／Ｌ）　ＮａＣｌ　５．０，胰蛋白胨

１０，牛肉膏３．０，ｐＨ　７．２－７．４（灭菌前）。

１．２．２　发酵培养基（ｇ／Ｌ）　山梨醇 ４０，氯化铵

４．０，磷酸氢二钾２．５或２０，ＭｇＳＯ４　０．９，胰蛋白胨

１．５，ｐＨ　７．８（灭菌前）。除胰蛋白胨为生化试剂外，
其他均为分析纯：上海国药集团化学试剂有限公司
产品。

１．３　实验方法

１．３．１　培养方法　种子培养：将一环斜面培养物
接种至装有５０ｍＬ种子培养基的２５０ｍＬ三角瓶中
培养，摇床转速２５０ｒ／ｍｉｎ，温度３７℃，培养时间８
～１０ｈ。
发酵罐培养：７Ｌ发酵罐中添加发酵培养基体

积为４Ｌ，接种量为体积分数４％，整个发酵过程维
持温度为３７℃，通气量１．５ｖｖｍ，搅拌转速为６００ｒ／

ｍｉｎ，ｐＨ控制方式根据实验情况决定。

１．３．２　测定方法　取２ｍＬ发酵液，１０　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，吸取０．５ｍＬ上清液，其中的山梨醇和
氯化铵分别采用高碘酸酸法［１５］和水杨酸钠比色

法［１６］测定，聚唾液酸和磷酸盐分别采用间苯二酚
法［１７］和钼酸铵法［１８］测定。沉淀物在８０℃烘箱中烘
干至恒重，称量得菌体干重。

２．１　高质量浓度磷酸盐缓冲液ｐＨ值对聚唾液酸
发酵的影响

作者在前期研究中发现，大肠杆菌合成聚唾液
酸受到环境ｐＨ值的显著影响［１３］，赵慧等也曾在研
究中发现高浓度磷酸盐在聚唾液酸分批发酵中作

用主要是缓冲ｐＨ 值［１８］。为进一步揭示ｐＨ 值在
聚唾液酸发酵过程的作用，作者研究了不同ｐＨ值
控制策略下的聚唾液酸发酵特性。
目前，国内外报道的聚唾液酸发酵生产过程通

常都采用含有较高浓度磷酸盐的培养基［８，１１］。在高
质量浓度磷酸盐下（２０ｇ／Ｌ），聚唾液酸的发酵过程
如图１所示。菌体浓度在发酵８～１６ｈ之间成指数
速率倍增，但是之后增速减缓，最终达到７．３ｇ／Ｌ；
而聚唾液酸合成与菌体生长在整个过程中基本呈

偶联态势，最终产量达到１．９ｇ／Ｌ。底物山梨醇和
氯化铵在菌体生长的对数期被快速消耗，氯化铵在

２０ｈ即被耗尽而只有约５０％的初始山梨醇被消耗。
而高达２０ｇ／Ｌ的初始磷酸盐最终仅仅被利用了

０．７ｇ／Ｌ，大部分磷酸盐残留在发酵液中。此外，在
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１２～１６ｈ，ｐＨ迅速从６．５降到了４．０以下，与此同
时，菌体生长、聚唾液酸合成以及山梨醇消耗速率
显著减缓以至于接近停滞。
以上实验现象表明较高浓度磷酸盐主要作用

是缓ｐＨ，而不是作为主要底物被摄取。在１２ｈ以
前，菌体生长相对缓慢，受其缓冲作用的影响，环境

ｐＨ变化很微小。此后，由于菌体的急剧生长，导致
大量酸性代谢产物（有机酸）的分泌，大大超过了磷

酸盐的缓冲极限，引起了ｐＨ 值的急剧下降（降至

４．０），太低的ｐＨ环境对菌体生长、产物合成以及底
物消耗产生显著的抑制作用，导致菌体代谢行为的
停滞。此外，发酵液中残留的大量磷酸盐（约１９ｇ／

Ｌ）会对后续聚唾液酸的提纯处理尤其是季铵盐络
合沉淀造成严重干扰，并且会给废水处理造成不利
影响。因此，在后续的研究中，作者采取降低磷酸
盐用量，同时流加氢氧化钠溶液控制ｐＨ的策略。

图１　高浓度磷酸盐条件下聚唾液酸发酵过程曲线
Ｆｉｇ．１　Ｐｏｌｙｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｈｉｇｈ－ｌｅｖｅｌ　ｉｎｉｔｉａｌ　Ｋ２ＨＰＯ４ｉｎ　ｍｅｄｉｕｍ

２．２　氢氧化钠流加控制ｐＨ值对聚唾液酸发酵的
影响在前期研究中，作者发现当ｐＨ 值控制在６．４
时，菌体合成聚唾液酸的效率最高［１４］。因此在接下
来的研究中，将磷酸盐初始质量浓度降低至２．５ｇ／

Ｌ，并流加２ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液使ｐＨ 值保持
在６．４水平上（当ｐＨ值降至６．４时）。发酵过程如

图２所示，聚唾液酸的合成与菌体生长相偶联，最
大菌体质量浓度达到７．８ｇ／Ｌ，最高聚唾液酸产量
达到２．３ｇ／Ｌ，分别比高质量浓度磷酸盐发酵情况
下提高了７％和１３％。此外，残留磷酸盐质量浓
度从１９．３ｇ／Ｌ降到了１．８ｇ／Ｌ，大大缓解了后期处
理的压力。

图２　氢氧化钠控制ｐＨ值对聚唾液发酵的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｕｓｉｎｇ　ＮａＯＨ　ｆｏｒ　ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｎ　ＰＳＡ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　另外，氢氧化钠溶液控制ｐＨ 值发酵条件下的
菌体生长和产物合成速率与高质量浓度磷酸盐条

件下相比有了明显的提高，如前者在发酵１２ｈ，菌

体和聚唾液酸质量浓度已分别达到将近５ｇ／Ｌ和

１．２ｇ／Ｌ，而相同时刻，后者的相应质量浓度仅为３
ｇ／Ｌ和０．４ｇ／Ｌ。为进一步区别二者的差异，比较
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了两种ｐＨ控制方式下菌体比生长速率和聚唾液酸
比合成速率的动力学过程曲线，如图３所示。高浓
度磷酸盐发酵条件下的最大比生长速率和产物比

合成速率分别为０．４，０．０５ｈ－１，相比之下，氢氧化
钠控制ｐＨ方式下的最大比生长速率和产物必合成

速率则达到０．５，０．０７ｈ－１，比前者分别提高了２５％
和４０％。因此，可以认为高质量浓度的初始磷酸盐
对菌体生长和产物合成产生了抑制作用，而氢氧化
钠控制ｐＨ的低盐发酵策略一定程度上消除了这一
不利影响。

图３　不同ｐＨ值控制策略对菌体生长和产物合成的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ａｎｄ　ＰＳＡ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

　　值得注意的是，如图２所示，当发酵进行至１６
ｈ，尽管ｐＨ依然保持在６．４水平上，但是氯化铵已
消耗殆尽，导致了菌体生长和山梨醇消耗的停滞。
由于聚唾液酸合成和菌体生长是紧密偶联的，氮源
耗尽引起菌体生长中止，进而影响了聚唾液酸的合
成。为了控制ｐＨ在合适水平上，同时保证聚唾液
酸发酵过程中足够的氮源供给，尝试了氨水流加控
制ｐＨ的策略。

２．３　氨水流加控制ｐＨ值对聚唾液酸发酵的影响
通过氨水流加使ｐＨ 值保持在６．４的水平上，

发酵过程曲线如图４所示。ＮＨ４＋在整个过程中大
致维持在０．０４～０．０６ｍｏｌ／Ｌ，充足的氮源供给促使
了菌体浓度的大幅增长，最大菌体浓度达到了１２．５
ｇ／Ｌ，而菌体的快速繁殖导致４０ｇ／Ｌ山梨醇在２０ｈ
即被耗尽，聚唾液酸最终产量为３．２ｇ／Ｌ，与氢氧化
钠控制策略下的２．３ｇ／Ｌ产量相比，提高了３９％。

Ｈｏｎｄａ等在研究中发现，维持合适的ＮＨ４＋水平对
大肠杆菌发酵生产聚唾液酸至关重要，并引进了

ＦＩＡ（Ｆｌｏｗ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ）系统来监测和控制发
酵过程中ＮＨ４＋的供给水平，从而大大提高了聚唾
液酸的产量［１９］。与氢氧化钠相比，氨水流加控制

ｐＨ的优势在于它不仅可以让ｐＨ保持在设定的水
平上，还能够使ＮＨ４＋浓度维持在适宜的范围内，这
极大的促进了菌体生长和产物的合成。与此同时，

菌体浓度的大幅增加加剧了其对山梨醇的消耗，４０
ｇ／Ｌ的初始山梨醇在发酵中期即被耗尽。因此，在
采取流加氨水控制ｐＨ的策略时，山梨醇成为进一
步提升聚唾液酸生产水平的限制因素。

图４　氨水流加控制ｐＨ值对聚唾液发酵的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｕｓｉｎｇ　ａｍｍｏｎｉａ　ｗａｔｅｒ　ｆｏｒ　ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｎ　ＰＳＡ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　山梨醇属于一种具有高渗透性特质的糖质原
料，高浓度山梨醇伴随的高渗透压对于菌体的生长
往往是不利的；李文强等在研究大肠杆菌发酵生产
聚唾液酸的过程中发现：当山梨醇质量浓度高于２０

ｇ／Ｌ时，菌体生长会受到明显的抑制［２０］。基于此，
在接下来的研究中，将山梨醇初始质量浓度从４０

ｇ／Ｌ降到了２０ｇ／Ｌ，并在发酵过程中采取低速流加
山梨醇的方式来进一步提高聚唾液酸的生产水平。
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２．４　山梨醇流加对氨水控制ｐＨ值的聚唾液酸发
酵过程的影响

利用氨水控制ｐＨ值的同时实施山梨醇流加策
略，发酵过程如图５所示。发酵初始山梨醇的质量
浓度为２０ｇ／Ｌ，从８ｈ开始，以相当于３．３ｇ／（Ｌ·

ｈ）的恒定速率向发酵体系中流加山梨醇溶液，整个
流加过程共持续１２ｈ。发酵终止时，山梨醇残留质
量浓度小于５ｇ／Ｌ，而最大菌体质量浓度则增至

１７．５ｇ／Ｌ，聚唾液酸产量也达到了４．８ｇ／Ｌ。发酵
过程中维持较低水平的山梨醇浓度，有利于解除高
渗透压对于菌体生长的抑制。在整个发酵过程中，

ｐＨ都保持在６．４水平上，ＮＨ４＋则保持在０．０４～
０．０６ｍｏｌ／Ｌ范围内，而山梨醇质量浓度始终处于

２０ｇ／Ｌ以下。通过采取氨水控制ｐＨ 结合山梨醇
流加的策略，使得ｐＨ、ＮＨ４＋以及山梨醇均处于适
宜水平，结果导致菌体和聚唾液酸浓度的大幅提
升，两者分别比未优化前（高浓度磷酸盐发酵方式）提
高了１４３％和１５２％。因此，将ｐＨ、ＮＨ４＋和山梨醇保
持在适宜水平是聚唾液酸发酵调控的关键所在。

２．５　不同ｐＨ值控制策略对聚唾液酸发酵影响的
比较

进一步对不同ｐＨ 控制策略下的聚唾液酸发酵
参数进行了比较，结果如表１所示。随着ｐＨ 值控
制策略的逐步优化，聚唾液酸产量和生产强度从优

化前的１．９ｇ／Ｌ和０．０５ｇ／（Ｌ·ｈ）提高到４．８ｇ／Ｌ
和０．１６ｇ／（Ｌ·ｈ），分别提高了１５２％和１８８％。

图５　山梨醇流加对氨水控制ｐＨ值的聚唾液发酵过程的
影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｏｒｂｉｔｏｌ　ｆｅｅｄｉｎｇ　ｏｎ　ＰＳＡ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ
ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｂｙ　ａｍｍｏｎｉａ　ｗａｔｅｒ

　　与此同时，菌体质量浓度也从７．２ｇ／Ｌ大幅提
高到１７．５ｇ／Ｌ，提高了１４０％。但是，出乎意料的
是聚唾液酸产率ＹＰ／Ｓ却随着菌体和聚唾液酸水平
的提高而呈现下降趋势。这可能是发酵过程中菌
体生长与聚唾液酸合成竞争底物山梨醇的结果。
在大肠杆菌合成聚唾液酸过程中，由山梨醇转化生
成的 ＵＤＰ－ＧｌｃＮＡｃ既是合成聚唾液酸的关键前提
物质，又是合成细胞膜和细胞壁主要元件脂多糖和
肽聚糖的前提物质。

表１　不同ｐＨ值控制策略下的聚唾液酸发酵参数的比较

Ｔａｂ．１　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ＰＳＡ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｔｒａｔｅｇｙ

ｐＨ 值 Ｍａｘｉｍｕｍ
ＰＳＡ／（ｇ／Ｌ）

Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｂｉｏｍａｓｓ／（ｇ／Ｌ）

ＰＳＡ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／
（ｇ／（Ｌ·ｈ））

ＹＰ／Ｘ／
（ｇ／ｇ）

ＹＰ／Ｓ／
（ｇ／ｇ）

ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｂｙ　２０ｇ／Ｌ　Ｋ２ＨＰＯ４ １．９　 ７．２　 ０．０５　 ０．２７　 ０．１２

ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｂｙ　ＮａＯＨ　 ２．３　 ７．８　 ０．０６　 ０．２９　 ０．１３

ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｂｙ　ａｍｍｏｎｉａ　ｗａｔｅｒ　 ３．２　 １２．５　 ０．０９　 ０．２６　 ０．０８

ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｂｙ　ａｍｍｏｎｉａ　ｗａｔｅｒ＊ ４．８　 １７．５　 ０．１６　 ０．２８　 ０．０９

　＊ｐＨ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｂｙ　ａｍｍｏｎｉａ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｕｐｌｅｄ　ｗｉｔｈ　ｓｏｒｂｉｔｏｌ　ｆｅｅｄｉｎｇ

　　在发酵培养基中加入高质量浓度磷酸盐（２０ｇ／

Ｌ磷酸氢二钾）缓冲ｐＨ值，可使聚唾液酸产量达到

１．９ｇ／Ｌ，但大部分未消耗的磷酸盐残留在发酵液
中，严重影响聚唾液酸后期纯化处理。为此降低培

养基中磷酸盐的质量浓度至２．５ｇ／Ｌ，并采取流加
氢氧化钠溶液控制ｐＨ，聚唾液酸产量提升至２．３
ｇ／Ｌ，但是这种发酵方式使得 ＮＨ４＋在发酵前期１６
ｈ即被耗尽。为解除发酵过程中氮源匮乏的限制，
采取氨水流加控制ｐＨ的策略，这大大刺激了菌体
的生长，导致４０ｇ／Ｌ山梨醇在发酵中期消耗殆尽。
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为进一步提升聚唾液酸的生产水平，在氨水控制

ｐＨ的同时，向发酵体系中流加补充山梨醇，结果聚
唾液酸产量和生产强度分别达到了４．８ｇ／Ｌ和

０．１６ｇ／（Ｌ·ｈ），比优化前（高浓度磷酸盐发酵）分

别提高了１５２％和１８８％。综上所述，在聚唾液酸发
酵过程中，采取相应的ｐＨ 控制策略，将ｐＨ、ＮＨ４＋

和山梨醇维持在适宜水平上，是实现聚唾液酸高效
生产的重要前提。
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