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前体物质和碳氮源补加策略对
钝齿棒杆菌发酵生产L一精氨酸的影响

薛峰， 陶文沂
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214122)

摘 要：研究了前体物质和碳氮源补加策略对钝齿棒杆菌Corynebacterium crenatum SYAN7发

酵生产L一精氨酸的影响。结果表明，发酵24 h后添加前体物质谷氨酸，以初始硫酸铵质量浓度

20 g／L，分别于24、48 h补加20 g／L硫酸铵的补氮方式，和以初始葡萄糖质量浓度100 g／L，分别

于24、48、72 h均匀添加葡萄糖，使总糖质量浓度达175 g／L的补碳方式，摇瓶发酵96 h后，L-精氨

酸产量最高达37．8 g／L。
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The Effect of Precursor and C&N Source Feeding Tactics on L—Arginine

Production by Corynebacterium crenatum Fermentation
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Abstract：The effect of precursor and C 8L N source feeding strategy on L—Arginine production by

Corynebacterium crenatum SYAN7 was studied．The results showed that the yield of L—Arginine

was increased to 37．8 g／L by the combination of the feeding glutamic acid after 24 h，the feeding

(NH4)2S0‘in 24 h(20 g／L)and 48 h(20 g／L)with the initial(NH4)2S04 concentration 20 g／

L，the feeding glucose in 24 h，48 h and 72 h till the total glucose 1 75 g／L with the initial glucose

concentration 100 g／L．
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L-精氨酸(L—Arginine)是一种碱性氨基酸，是

生物体尿素循环的重要中间代谢产物，是机体合成

细胞浆蛋白和核蛋白的重要物质Ⅲ，也是体内一氧

化氮(NO)合成的前体物质。通过L_精氨酸一一氧

化氮通路所产生的一氧化氮与许多生理功能有关，

能够介导一系列免疫过程嘲。L一精氨酸在医药和

食品工业中有着广泛的应用，它是临床上复方氨基

酸输液的主要组成成分之一，在促进伤1：2愈合、治
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疗病毒性肝炎、解除氨中毒性肝昏迷、抗粥样动脉

硬化和延缓衰老等方面具有一定的作用。同时L．

精氨酸也是配制营养支持用和特殊治疗用要素膳

的重要原料口]。目前世界上仅日本实现了该酸的

发酵法生产[“，我国发酵法生产L一精氨酸尚处于研

究开发阶段，医药用L一精氨酸主要依赖进口，因而

是我国氨基酸生产的“瓶颈”。作者就前体物质和

碳氮源补加策略对钝齿棒杆菌生产L-精氨酸的影

响进行了研究。

1材料与方法

1．1菌种、试剂与仪器

作者所在实验室选育并保藏的钝齿棒杆菌

Corynebacterium crenatum SYAN7(H is-，SG7，D-

Arg。，H—Arg。，ArgHX’)。主要试剂均为国产分析

纯或化学纯试剂。往复式摇床由无锡查桥机械厂

生产。

1．2培养基

1．2．1琼脂完全培养基(g／L) 葡萄糖20，牛肉

膏10，蛋白胨10，酵母膏5，NaCI 5，琼脂20。pH

7．0～7．2，121℃灭菌20 min。

1．2．2摇瓶种子培养基(g／L) 葡萄糖30，玉米

浆20，(NH4)2S04 20，KH2PO．1，MgS04·7H20

0．5，尿素1．5。pH 7．0～7．2，121℃灭菌20 min，

250 mL的三角瓶装液量30 mL。

1．2．3摇瓶发酵培养基(g／L) 葡萄糖120，玉米

浆30，(NH‘)2S0450，KH2P041．5，MgSO,·7H20

0．5，FeS04·7H2 O 0．02，MnS04·H20 0．02，生

物素8×10一，L-组氨酸5×10一，CaC03 30。

pH 7．O～7．2，121℃灭菌7 min，250 mL的三角瓶

装液量15 mL。

I．3培养方法

1．3．1种子培养从培养18 h的斜面上挑取一环

菌体接入液体种子培养基，31℃、110 r／min培养

12～13 h。

1．3．2发酵培养种子培养后，以体积分数5％的

接种量接入发酵培养基中，31℃、110 r／rain培养

96 h。

1．4分析方法

1．4．1 茵体生长状况的测定562 am波长下光密

度值表示‘引。

I．4．2发酵液中还原糖的测定3，5---硝基水杨

酸法邙3。

1．4．3 L一精氨酸的定量测定 改良坂口试剂

法‘5J。

1．4．4氨离子的浓度测定纳氏试剂法‘71。

2结果与讨论

2．I前体物质对SYAN7菌株L一精氨酸发酵的影

响

谷氨酸是L一精氨酸生物合成的前体物质，外加

谷氨酸对于L一精氨酸的生物合成途径必然会产生

某种影响。作者首先考察了在发酵培养开始0 h时

添加谷氨酸对产L一精氨酸的影响，结果见图1。由

图1可知，随着谷氨酸添加量的增加，L一精氨酸的

产量迅速下降。这说明初始添加谷氨酸不能够提

高产酸，微生物在前期生长阶段尚缺乏转化和利用

谷氨酸的酶。在培养24 h时细胞完成对数生长期，

发酵液中开始积累L一精氨酸，细胞中转化谷氨酸形

成L一精氨酸的酶已具备，考察这时加入一定质量浓

度的谷氨酸的结果，见图2。由图2可知，24 h后添

加谷氨酸可以促进SYAN7发酵产酸，在谷氨酸质

量浓度为30 g／L时，L．精氨酸产量达到最大。
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围l 发酵起始时添加谷氨酸对产L广精氨酸的影响

Fig．1 The effect of the gIutamic acid addition at initial

time on the L-Arginlne production

^
d
?
、
恻
氍
捌
餐
毹
晡
窭
一

围2发酵24 h后添加谷氨酸对产【广精氨酸的影响

Fig．2 The effect of the glutamic acid addition at 24 h

on the U-Arginine production

初始添加谷氨酸不能够提高产酸而发酵培养

24 h后添加谷氨酸却可以提高产酸。这是因为在

发酵初始时，细胞中涉及L-精氨酸生物合成代谢途

径的酶还未形成，谷氨酸添加不仅不能提高产酸，

反而有可能抑制这些酶的形成，造成产酸下降。而
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发酵培养24 h后，这些酶已经形成，此时再添加一

定质量浓度的前体物质谷氨酸有利于转化，促进L-

精氨酸生物合成反应的进行，提高L-精氨酸的

产量。

2．2氮源补加策略探索

L．精氨酸分子中氮元素的质量分数高达

32．15％，因此发酵培养基中必须提供较高质量浓

度的氮源，以满足合成L-精氨酸的需要。作为L一精

氨酸生产菌，无机氮源主要为硫酸铵。考察不同质

量浓度的硫酸铵对SYAN7发酵产酸的影响，结果

见图3。由图3可见，初始硫酸铵质量浓度为20 g／

L时，发酵前期产酸较快，后期持平，产酸水平较低；

而初始硫酸铵质量浓度为40 g／L和60 g／L时，在

整个发酵过程中L一精氨酸产量呈持续上升趋势，发

酵结束时，初始硫酸铵质量浓度为60 g／L的L一精

氨酸产量略高于初始硫酸铵质量浓度为40 g／L的

产量。
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图3不同硫酸铵质■浓度对产L广精氨酸的影响

Fig．3 The effect of the(NIL l z SO,concentration On

the L-Arginine production

由图3可知，前期较低质量浓度硫酸铵有利于

菌体生长和促进L一精氨酸产生，而L．精氨酸高产需

要足够量的硫酸铵，因而考虑分次添加硫酸铵。采

取3种补加硫酸铵的方案：方案1为对照组，初始硫

酸铵质量浓度为60 g／L，发酵过程中不补加硫酸

铵；方案2初始硫酸铵质量浓度20 g／L，24 h后补

加40 g／L的硫酸铵；方案3初始硫酸铵质量浓度

20 g／L，分别于24、48 h各补加20 g／L硫酸铵，结

果见图4。从整个发酵过程看，从发酵开始到菌体

达到平衡期，此时3种补氮方式的L一精氨酸合成量

基本一致，随着发酵的进行，上述3种补氮方式的

L一精氨酸合成量有明显的差异，方案3的L一精氨酸

产量最高，方案2的其次，方案1的最低。

当初始硫酸铵质量浓度为20 g／L时，由于发酵

液中既有足够的硫酸铵同时硫酸铵质量浓度对菌

体生长也没有抑制作用，因而L一精氨酸合成速率最

快；但到发酵后期，由于没有足够的氮源，尽管此时

菌体中精氨酸合成酶系具有较高的活力，也无法合

成精氨酸。而初始硫酸铵质量浓度为60 g／L时，由

于过高质量浓度硫酸铵对菌体生长有一定的抑制

作用，进而造成发酵产酸的降低。但高质量浓度的

硫酸铵又是L一精氨酸合成所必需的。硫酸铵的分

次添加可以使发酵液中硫酸铵质量浓度维持在一

个稳定的水平，可以降低高质量浓度硫酸铵对菌体

生长的抑制作用，又能在发酵过程中维持较高的硫

酸铵质量浓度来提供菌体的产酸需要，对发酵产酸

最为有利，因而可以提高产酸。通过多次添加硫酸

铵，此时产酸水平最高，一次或者少次添加则产酸

偏低。
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围4不同硫酸铵补加方式对产I广精氨酸的影响

Fig．4 Effect of the different(NIL)2 SO,addition mod-

el on the L-Arginine production

2．3碳源补加策略探索

碳源是构成菌体和合成L一精氨酸碳架及能量

的来源，L一精氨酸生产菌主要以葡萄糖作为碳源。

考察不同初始葡萄糖质量浓度对SYAN7发酵的影

响，结果见图5。由图5可见，初始葡萄糖质量浓度

为50 g／L时，发酵前期精氨酸的合成速率较快；当

发酵结束时，初始葡萄糖质量浓度为150 g／L的L-

精氨酸产量略高于初始葡萄糖质量浓度为100 g／L

的产量。
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g／L，方案3为200 g／L，结果见图6。由图6可知，

在整个发酵过程中，补糖方式为方案1和方案2时

的L一精氨酸产量较高，且方案2略高，方案3 L一精

氨酸产量受到一定的抑制。
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图6不同的葡萄糖补加方式对产精氨酸的影响

Fig．6 Effect of the different glucose addition model oR

the L-ArgJnine production

初始葡萄糖质量浓度为50 g／L时，由于发酵液

中既有足够的葡萄糖量同时葡萄糖质量浓度对菌

体生长也没有抑制作用，因而L一精氨酸合成速率最

快，但到发酵后期，尽管此时菌体中精氨酸合成酶

系具有较高的活力，但由于没有碳源，因而无法合

成精氨酸。初始葡萄糖质量浓度为200 g／L时，高

质量浓度葡萄糖由于对菌体生长有一定的抑制作

用，进而造成发酵产酸的降低，但高质量浓度的葡

萄糖又是L-精氨酸合成所必需的。葡萄糖的分次

添加既可以降低高质量浓度葡萄糖对菌体生长的

抑制作用，又能在发酵过程中维持较高的葡萄糖质

量浓度来提供菌体的产酸需要，因而可以提高产

酸。当补加的葡萄糖量和发酵过程中消耗的葡萄

糖量相当时，可以使发酵液中葡萄糖质量浓度维持

在一个稳定的水平，对发酵产酸最为有利，此时产

酸水平最高。当补加的葡萄糖量多于或者少于发

酵过程中消耗的葡萄糖量时会对发酵产酸有一定

的抑制作用。

3 结 语

通过添加前体物质和碳氮源补加策略的探索，

可使SYAN7的L-精氨酸最高产量达到37．8 g／L，

进一步分析研究补加策略，使之更适应发酵内在规

律，有望使L一精氨酸产量进一步提高。
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