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Streptomyces noursei的选育、产孢恢复及 pH 冲击强化

合成 ε-聚赖氨酸的研究

谭 蕾  王双羽  李 树*

（山东大学海洋学院，山东  威海  264209）

摘要：【目的】以 Streptomyces noursei GX6（S. noursei GX6）为出发菌株，通过菌种选育提升其 ε-聚赖氨酸

（ε-PL）产量，并解决突变株产孢能力退化的问题，再利用 pH 调控发酵进一步提高突变株的 ε-PL产量。【方法】

采用离子注入诱变结合多抗生素抗性筛选的方法选育 S. noursei GX6，从中筛选 ε-PL高产突变株；然后对培养

高产菌株的培养基成分和质量浓度进行优化，观察其产孢情况；最后在 5 L发酵罐中进行恒定 pH发酵和 pH冲

击发酵。【结果】选育获得高产突变株 S. noursei T9，ε-PL摇瓶产量为 2.97 g/L；采用 MGY 培养基（含黄豆粉、甘

露醇、葡萄糖、酵母提取物和 CaCO3）能有效恢复 S. noursei T9的产孢能力，其连续传代 10次后仍能维持遗传稳

定性；在发酵罐中进行恒定 pH 4.0的补料分批发酵，S. noursei T9的 ε-PL产量达 56.8 g/L，相较于 S. noursei GX6

的 47.2 g/L提高了 20.3%；进一步采用 pH 冲击策略，单次冲击可使其 ε-PL产量提升至 62.1 g/L，增幅为 9.3%，而

2 次 pH 冲击则使 ε -PL 产量进一步提高至 69.5 g/L，生产效率达到 0.006 3 g/（g·h）。【结论】该研究为解决

S. noursei GX6在工业生产应用中孢子形成能力不足及提高 ε-PL产量提供了实用策略。
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Synthesis Enhancement by pH Shocks
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Abstract: [Objective] With Streptomyces noursei GX6 (S. noursei GX6) as the starting strain, strain breeding 

was carried out to increase the yield of ε-poly-lysine (ε-PL) and solve the problem of sporulation ability 

degradation of the mutant strain. Then, pH regulation of fermentation was employed to further increase the ε-PL 

yield of the mutant strain. [Method] Ion implantation mutagenesis combined with multi-antibiotic resistance 

screening was carried out for S. noursei GX6, and high-yield mutant strains of ε-PL were screened. Then, the 

components and their mass concentrations of various culture media were optimized for cultivating the high-yield 

strain, and the sporulation was observed. Finally, fermentation experiments with constant pH and pH shocks were 

carried out in a 5 L fermenters. [Result] The high-yield mutant strain S. noursei T9 obtained through breeding 

had a ε-PL yield of 2.97 g/L in shake flasks. The use of the MGY medium (containing soybean powder, mannitol, 

glucose, yeast extract, and CaCO3) effectively restored the sporulation ability of S. noursei T9. Moreover, this 

strain maintained genetic stability after 10 passages. During the fed-batch fermentation with constant pH 4.0 in 

the fermenter, the ε -PL yield of S. noursei T9 reached 56.8 g/L, which was 20.3% higher than that (47.2 g/L) of 

S. noursei GX6. When the pH shock strategy was further adopted, a single shock increased the ε-PL yield to 62.1 g/L, 
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with an increase of 9.3%, while two pH shocks further increased the ε -PL yield to 69.5 g/L, with the production 

efficiency reaching 0.006 3 g/(g·h). [Conclusion] This study provides practical strategies for addressing the 

insufficient sporulation capacity and increasing the ε-PL yield of S. noursei in industrial production.

Keywords: Streptomyces noursei; ε-poly-lysine; sporulation; medium optimization; pH shock

ε-PL 是由链霉菌发酵产生的一种均聚物抗菌

肽［1-2］，广泛应用于食品、化妆品、饲料、生物材料及

基因芯片等多个领域［3-4］。在前期研究中，作者所在

课题组筛选出若干可分泌 ε-PL的链霉菌属菌株，包

括 Streptomyces rochei （S. rochei）、Streptomyces 

yunnanensis （S. yunnanensis）和 S. noursei 等，但这

些菌株在摇瓶培养中的 ε-PL 产量较低，仅为 0.72~

0.98 g/L。为提高 ε-PL 产量，有研究者采用种间杂

交、基因组改组及多抗生素抗性筛选等育种策略，

成功获得一株高产菌株 S. noursei GX6，在补料分

批发酵中 ε-PL 产量达到 47.2 g/L［5］。为进一步提

升该菌株的 ε-PL 产量，作者所在课题组再次利用

抗生素抗性的筛选方案，在庆大霉素、林可霉素、利

福霉素和链霉素的基础上，新增了巴龙霉素与新霉

素，因为它们可促进丰加霉素和青霉酮 A 的合

成［6-7］。然而，筛选过程中发现 S. noursei的孢子形

成能力显著减弱，甚至完全丧失。在工业发酵实践

中，放线菌的孢子制备是扩大培养与大规模发酵的

关键环节，因此解决 S. noursei 孢子形成障碍对推

进菌株改良与提升 ε-PL产量具有重要意义。

研究表明，孢子形成对链霉菌代谢物的产量

起到关键作用，孢子形成效率与代谢物产量之间

存在显著正相关。例如，在 Streptomyces griseus

（S. griseus）中，营养缺陷型突变株 SKK815和秃头

型突变株 SKK817 的孢子形成缺陷与链霉素生物

合成中止同时发生，而回复突变可协同恢复两者

的功能［8］。在 Streptomyces coelicolor（S. coelicolor）

中，敲除关键孢子形成基因 ssgA 后，导致放线紫红

素产量几乎完全丧失，而通过基因回补可同时恢

复孢子形成与放线紫红素合成能力［9］。类似地，

在 Streptomyces lincolnensis（S. lincolnensis）中 ，

bldA 基因参与菌丝形态分化和林可霉素生物合

成，其失活会同时导致孢子化能力下降与林可霉

素产量降低［10］。尽管上述研究通过遗传手段成功

恢复了孢子形成功能，但难以直接应用于工业生

产，因为工厂菌株孢子退化的原因较多。作者通

过优化培养基组成以改善 S. noursei的孢子形成能

力，并结合多次 pH 冲击策略提高突变株的 ε-PL 产

量，为解决孢子形成障碍及提升工业发酵性能提

供了可行的策略，同时为放线菌在连续传代与大

规模发酵中的应用奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　材料与设备

1.1.1　材料　

S. noursei GX6：作者所在课题组筛选和保藏，

在 NCBI中的序列号为 PP292016。

葡萄糖、（NH4）2SO4、ZnSO4 ⋅ 7H2O、甘露醇、

MnCl2 ⋅4H2O、K2HPO4 ⋅3H2O、KH2PO4、MgSO4 ⋅7H2O：

均为分析纯 ，国药化学试剂（上海）有限公司 ；

CaCO3、NaCl、可溶性淀粉、FeSO4⋅7H2O、KNO3：均

为分析纯，西陇科学股份有限公司；庆大霉素、林

可霉素、利福霉素、链霉素、巴龙霉素、新霉素：均

为分析纯，生工生物工程（上海）股份有限公司；胰

蛋白胨、琼脂粉：青岛海博生物技术有限公司；酵

母粉：美国赛默飞世尔科技公司；黄豆粉：北京鸿

润宝顺科技有限公司。

1.1.2　仪器与设备　

生化培养箱：SPX-250B-Z 型，谦科仪器设备

（上海）有限公司；立式全温振荡培养箱：MQL-

61FR 型，上海旻泉仪器有限公司；全自动高压蒸

汽灭菌锅：GI54TW 型，致微（厦门）仪器有限公司；

紫外-可见分光光度计：721型，上海佑科仪器仪表

有限公司；洁净工作台：BCM-1000A 型，苏州安泰

空气技术有限公司；pH 计：PHS-3E型，上海仪电科

学仪器有限公司；自动发酵罐：GBCN-5L 型，镇江

东方生物工程设备技术公司；离子注入诱变仪：

ARTP-Ⅱ型，北京思清源生物技术公司；生物传感器

分析仪：SBA-40B型，济南延和生物科技有限公司。

1.1.3　培养基　

贝特纳培养基（BTN，g/L）：葡萄糖 10.0、酵母

粉 1.0、胰蛋白胨 2.0、琼脂 20.0。

2倍贝特纳培养基（2-BTN，g/L）：葡萄糖 20.0、

酵母粉 2.0、胰蛋白胨 4.0、琼脂 20.0。

1/2 贝特纳培养基（1/2-BTN，g/L）：葡萄糖
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5.0、酵母粉 0.5、胰蛋白胨 1.0、琼脂 20.0。

高氏一号培养基（GMN，g/L）：可溶性淀粉

20.0、KNO3 1.0、NaCl 0.5、K2HPO4·3H2O 0.5、

MgSO4⋅7H2O 0.5、FeSO4⋅7H2O 0.01、琼脂 20.0。

国际链霉菌计划 4号培养基（ISP4，g/L）：可溶性

淀粉 10.0、K2HPO4⋅3H2O 1.0、NaCl 1.0、（NH4）2SO4 2.0、

CaCO3 2.0、MgSO4 ⋅7H2O 1.0、FeSO4 ⋅7H2O 0.001、

MnCl2⋅4H2O 0.001、ZnSO4·7H2O 0.01、琼脂 20.0。

链霉菌产孢培养基（MS，g/L）：黄豆粉 20.0、甘

露醇 20.0、CaCO3 3.0、琼脂 20.0。

发酵培养基（M3G，g/L）：葡萄糖 50.0、（NH4）2SO4 

10.0、酵母粉 7.0、MgSO4⋅7H2O 1.0、K2HPO4⋅3H2O 1.5、

KH2PO4 2.5、ZnSO4⋅7H2O 0.04、FeSO4⋅7H2O 0.03。

以上所有培养基均用 2 mol/L NaOH 溶液调

节 pH 至 7.0，121 ℃灭菌 15 min。

1.2　方法

1.2.1　离子注入诱变与抗生素抗性筛选　

用 PBS缓冲液将 S. noursei GX6孢子悬浮液浓

度调整至 1×108 CFU/mL，取 5 mL 悬浮液倒入直径

9 cm 培养皿，置于离子注入诱变仪的突变舱中。

仪器参数设置如下：能量 30 keV，氮离子注入剂量

1×1021 m-2，真 空 度 5×10-2 Pa，温 度 25 ℃ ，束 流

10 mA，处理时间 60 s。诱变完成后，将孢子悬浮

液涂布于梯度平板中，6种抗生素的最高质量浓度

分 别 为 ：庆 大 霉 素 18.0 μg/mL、林 可 霉 素

10.0 μg/mL、利福霉素 12.0 μg/mL、链霉素 8.0 μg/mL、

巴龙霉素 10.0 μg/mL、新霉素 15.0 μg/mL。 30 ℃

培养 5 d 后，从梯度平板的高浓度区域挖取单菌

落，接种于 BTN 培养基，再培养 10 d形成孢子。每

株菌取 3 环孢子接种于含 80 mL M3G 培养基的

500 mL 摇瓶中，200 r/min旋转培养 96 h，离心后取

上清液测定 ε-PL产量。

1.2.2　高产突变株的补料分批发酵　

将高产突变株的孢子培养 24 h，取 320 mL 种

子液接种至装有 3.5 L M3G 培养基的 5 L 自动发

酵罐。发酵参数设置为：初始 pH 6.8，温度 30 ℃，

搅拌速度 200 r/min，通气量 3 L/min。采用 pH 电

极连续监测 pH，自然降至 4.0 后自动流加体积分

数 12% 的 NH4OH 溶 液 维 持 该 pH。 通 过 溶 氧

（DO）电极监测 DO 水平，动态调整搅拌速度使 DO

水平维持在 10%~15%。当葡萄糖质量浓度和硫

酸铵质量浓度分别降至 10 g/L 和 2 g/L 时，启动补

料泵自动流加葡萄糖液（700 g/L）和硫酸铵溶液

（400 g/L），使发酵罐中葡萄糖质量浓度维持在

5~15 g/L，硫酸铵质量浓度维持在 1~3 g/L。

1.2.3　高产突变株补料分批发酵的 pH 冲击　

单次 pH 冲击方案与补料分批发酵基本一致，

主要区别在于：当 pH 自然降至 3.3 时，自动泵入

NH₄OH 溶液将 pH 稳定在 3.3，维持 6 h，之后手动

启动泵将 pH 迅速升至 4.0 并保持。从 pH 4.0 降至

3.3 的阶段定义为一个 pH 冲击期，约 8 h；多次 pH

冲击方案是在单次冲击的基础上重复增加次数，

首先实施第 1 次 pH 冲击，间隔 40 h 后关闭 NH4OH

泵，使 pH 自然下降，继而按上述方法实施第 2 次

pH 冲击。同样操作在 100 h 和 140 h 分别实施第 3

次和第 4次冲击。

1.2.4　各成分质量浓度测定方法　

发酵过程中各成分质量浓度的测定参考 Yang

等［11］的 方 法 并 略 加 修 改 。 取 10 mL 发 酵 液 ，

5 000 r/min 离心 10 min 后，用甲基橙比色法检测

ε-PL 质量浓度，用 SBA-40B 生物传感器分析仪测

定葡萄糖质量浓度，用奈斯勒试剂比色法测定硫

酸铵质量浓度；将菌体沉淀用蒸馏水洗涤 2 次，用

事先称质量的滤纸抽滤，在 95 ℃下加热干燥至质

量恒定，测定生物量。

1.3　数据处理

所有试验均重复 3 次，采用 GraphPad Prism

（v10.6）软件对数据进行绘图，再利用 SPSS Statistic 

29.0软件对结果进行差异性分析，最终结果用平

均值±标准差表示。

2　结果与讨论

2.1　离子注入诱变与抗生素抗性筛选结果

离子注入诱变利用高能离子束轰击微生物细

胞，可诱导遗传物质发生永久性改变。该方法具

有突变率高、突变谱广、死亡率低和有益突变率高

等优点。因此，采用氮离子注入诱变 S. noursei 

GX6。在先前的育种试验中，作者所在课题组使用

含 4种抗生素的梯度平板选育 S. noursei，抗生素质

量浓度分别为：庆大霉素 14.0 μg/mL、林可霉素

8.0 μg/mL、利福霉素 10.0 μg/mL、链霉素 6.0 μg/mL［5］。

本研究中不仅提高了这 4种抗生素的质量浓度，还

引 入 了 巴 龙 霉 素 和 新 霉 素 ，以 进 一 步 增 强

S. noursei 的多重抗生素抗性及 ε-PL 产量。诱变
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操作完成后，将 S. noursei GX6 孢子涂布于含上述

6 种抗生素的梯度平板上 ，其生长状态见图 1。

S. noursei 在低质量浓度抗生素区域，即梯度平板

的左侧部分，菌落生长较为密集，这是因为低质量

浓度抗生素不会抑制该菌的生长。随着抗生素质

量浓度在梯度平板上增加，菌落往右侧区域生长，

逐渐分散且数量减少，这表明高质量浓度抗生素

抑制了 S. noursei 的生长，这与作者所在课题组之

前选育获得 S. noursei GX6 的现象一致［5］，并且在

这些耐受高质量浓度抗生素的菌株中，很有可能

存在着 ε -PL 产量正向突变株，需进行摇瓶发酵

复筛。

2.2　摇瓶发酵复筛高产菌株

从梯度平板的高质量浓度抗生素区域随机挑

选了 50 株菌，分别在 BTN 培养基上培养后接种于

M3G 培养基进行摇瓶发酵，检测 ε-PL 产量，结果

见图 2。有 29 株菌的 ε-PL 产量比 S. noursei GX6

高出至少 10%，正突变率可达 58%，表明离子注入

诱变结合多抗生素抗性筛选的策略具有非常高的

筛选效率。在这些突变株中，编号为 T9 菌株的

ε-PL 产量最高，达到（2.97±0.08） g/L，较 S. noursei 

GX6 提高了 38.5%，因此选择其作为后续的研究

对象。

核糖体工程是一种基于抗生素诱导突变的遗

传改良策略，其核心在于通过引入针对核糖体或

RNA 聚合酶的耐药性突变，改变核糖体的空间结

构与功能状态，进而影响细胞内的基因表达谱和

蛋白质合成效率，最终调控次级代谢产物的合成

能力。该技术目前已成功应用于放线菌、杆菌及

真菌等多种高产菌株的选育［12］。作者采用离子注

入诱变技术，并结合多种抗生素筛选策略，使该技

术的应用效果得到进一步提升，且阳性突变率更

高，在优良工业菌株的选育中显示出重要潜力。

2.3　S. noursei T9在传代中的孢子化稳定性

S. noursei T9 需具备良好的遗传稳定性，然而

在 BTN 培养基上传代时，其孢子形成能力显著下

降。如图 3 所示，第 2 次传代中 S. noursei T9 孢子

形成良好，白色气生菌丝在 6 d 后能够分化为灰色

孢子；至第 4 次传代时，T9 在 BTN 培养基边缘有

部分气生菌丝未分化成孢子，但中心区域仍可形

成孢子；随着传代次数增加，第 6 次传代时 T9 边

缘白色菌丝区域显著扩大，中心区域孢子形成明

显减少；到第 8 次传代时，S. noursei T9 完全丧失

了孢子化能力，整个琼脂表面被白色菌丝覆盖，即

图 2　GX6和 29株阳性突变株在摇瓶发酵中的 ε-PL产量

Fig. 2　ε-PL yields of GX6 and 29 positive mutant strains in shake flask fermentation

图 1　S. noursei在含 6种抗生素梯度平板上的菌落分布情况

Fig. 1　Distribution of S. noursei colonies on gradient plates 

containing 6 antibiotics
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使延长培养至 10 d 仍无孢子形成迹象。这一现象

对育种工作构成重大挑战，因为链霉菌的孢子化

能力受损会使获得的高产突变株丢失。因此，探

索恢复 S. noursei T9孢子化能力的方法至关重要。

S. noursei T9 孢子化能力的减弱，可能与氮离

子注入诱变和多抗生素抗性筛选所诱导的孢子形

成相关基因突变有关。类似现象在其他链霉菌研

究中亦有报道。例如，sasA_2 基因编码组氨酸激

酶 MtrB（MtrAB 双组分系统的组成部分），敲除该

基因可能导致 MtrA 组成型激活，这与抗生素过量

产生和孢子形成异常相关［13-14］。此外，AfsR可被丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶 AfsK 磷酸化，研究表明，

Streptomyces roseosporus（S. roseosporus）中 afsR基

因 的 敲 除 会 导 致 孢 子 形 成 异 常［15］。 另 外 ，

S. coelicolor 的 relA 缺失突变体也表现出孢子形成

缺陷［16］。综上，尽管 S. noursei T9 的孢子化能力下

降可能是相关基因突变引起的，但通过基因工程方

法恢复该功能并不理想，因为诱变引入的突变数量

多且随机，有关 S. noursei的遗传操作工具和参考资

料目前较少，并且遗传修复尝试较为耗时、费力。

已有研究表明，不同成分的培养基对放线菌的生长

和孢子形成具有显著影响［17］，因此，通过优化培养

基的组成以补偿这些遗传缺陷并恢复 S. noursei的

孢子化能力，是一种可行且实用的替代策略。

2.4　培养基成分对 S. noursei T9孢子化的影响

首先进行BTN培养基的优化，将营养成分质量

浓度分别减半（1/2-BTN）和加倍（2-BTN）进行验

证。结果如图 4所示，S. noursei T9在 1/2-BTN培养

基上生长较差，仅形成薄层气生菌丝，直至第 8天时

最初变白区域的菌丝才分化成灰色孢子，这表明营

养匮乏并不能增强 S. noursei T9的孢子化能力；在

营养丰富的 2-BTN 培养基上，S. noursei T9 生长情

况优于 1/2-BTN 培养基，气生菌丝更厚，但孢子形

成仍不理想，第 6天时仅中心区域少量菌丝分化为

孢子，即使到第 8天也无明显改善。因此，BTN培养

基中的 3种营养成分无论质量浓度高低，均不利于

S. noursei T9孢子的恢复。

GMN 是一种专门用于放线菌培养和分离的

合成培养基，因组成简单、成本低廉且能有效抑制

细菌和真菌生长，选择性促进放线菌增殖而广泛

应用。然而，S. noursei T9 在 GMN 上生长极差，气

生菌丝稀疏，培养 8 d后仍无孢子形成。ISP4培养

基也是一种国际上进行链霉菌分离和鉴定的通用

培养基，S. noursei T9 在 ISP4 培养基上生长不佳，

气生菌丝薄且稀疏，8 d 后仍无孢子形成。这些结

果表明，合成培养基中的营养过于匮乏，尤其是缺

乏有机氮源，不利于 S. noursei T9的生长和孢子形

成，因此需要寻找其他营养丰富的有机氮源。

MS 培养基是一种用于放线菌孢子形成的营

养型培养基，由甘露醇、黄豆粉和 CaCO₃组成。如

图 4 所示，S. noursei T9 在 MS 培养基上生长良好，

气生菌丝丰富。培养至第 4 天时，气生菌丝变白；

第 6 天，中心区域菌丝分化为灰色孢子；第 8 天，孢

子形成区域扩大至覆盖琼脂中间区域。该结果表

明，MS 培养基可有效改善 S. noursei T9 的孢子形

成，但效果并不是很理想。这些结果表明，尽管

MS 培养基中的黄豆粉提供了包括潜在孢子诱导

因子在内的全面营养素，但其氮源的生物可利用

性不如酵母粉，而甘露醇作为碳源的利用效率低

于葡萄糖。相反，2-BTN 培养基虽然营养丰富，但

酵母粉和蛋白胨中可能缺乏孢子形成所需的特定

微量营养素。基于此，作者开发了 MGY 培养基，

即在 MS 培养基中添加葡萄糖和酵母粉，使其与

BTN 培 养 基 进 行 营 养 组 合 。 如 图 4 所 示 ，

S. noursei T9 在 MGY 培养基上生长良好，气生菌

丝丰富。第 4天，气生菌丝全面变白；第 6天，菌丝

几乎都分化为了灰色孢子；第 8 天，孢子形成区域

覆盖整个培养基表面。该结果表明，MGY 培养基

图 3　S. noursei T9在 BTN 培养基上传代过程中的孢子化状态

Fig. 3　Sporulation status of S. noursei T9 during subculturing on BTN medium
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可有效支持 S. noursei T9的孢子形成，其中黄豆粉

起到了关键作用，其可能含有潜在的孢子诱导因

子，有待后续深入研究。S. noursei T9 在 MGY 培

养基上进行了连续 10 次传代，均展示了良好的孢

子化能力。此外，摇瓶发酵表明，各代次菌株的

ε-PL 产量均稳定在（2.86±0.06） g/L，说明该菌株在

MGY 培养基上具有优异的遗传稳定性。

S. noursei T9 在不同培养基上的孢子化程度

可用扫描电子显微镜进行观察。如图 5（a）所示，

在 MGY 培养基上培养的第 8 天，S. noursei T9 以

特征性孢子链为主要结构，几乎无残留菌丝存在。

在 2-BTN 培养基培养的第 8 天，扫描电子显微镜

照片则显示培养基中央区域线性菌丝与孢子链共

存，见图 5（b）；而在不产生孢子的培养基中，例如

GMN 和 ISP4，S. noursei T9 仅呈现丝状菌丝结构，

完全缺乏孢子链形态特征，见图 5（c）。该结果进

一步证明，通过肉眼观察 S. noursei T9在不同培养

基上的生长状态和颜色变化，可以判断其孢子形

成的程度。

2.5　S. noursei T9的补料分批发酵

在摇瓶发酵中，S. noursei T9 的 ε -PL 产量为

2.97 g/L，较出发菌株 S. noursei GX6 提高了 38.5%。

为评估其在放大发酵过程中的潜力，在 5 L 自动发

酵罐中进行了补料分批发酵。如图 6所示，在维持

pH为 4.0的发酵过程中，发酵周期为 192 h，最终生物

量为 54.6 g/L，ε-PL产量达到 56.8 g/L。在之前的研究

中，出发菌株GX6进行相同 192 h的补料分批发酵的

生物量为 52.8 g/L，ε-PL 产量为 47.2 g/L［5］。突变株

T9 在生物量上仅仅比 GX6 提高了 3.4%，但 ε -PL

产量增幅达到了 20.3%。这意味着 S. noursei T9

的 ε-PL 产量提升不仅与其生物量增加有关，也归

因于离子注入诱变及抗生素抗性筛选过程。这一

结果不仅表明 S. noursei T9在控制 pH 的放大发酵

过程中具有较高的 ε-PL 生产能力，更佐证了核糖

体工程对其育种的有效性。

2.6　单次 pH 冲击对 S. noursei T9发酵的影响

作者将 pH 调控 S. noursei T9发酵生产 ε-PL 的

过程进行了修改，先使 pH 自然下降至最低点并维

持一段时间后再调高 pH 至 4.0 并维持。如图 7 所

示，该操作虽然使发酵前期葡萄糖消耗速率降低

并引起 S. noursei T9 生物量暂时下降，但在 pH 提

升至 4.0 后，S. noursei T9 迅速表现出底物利用加

图 4　S. noursei T9在不同培养基上的孢子形成情况

Fig. 4　Sporulation of S. noursei T9 on different media

图 5　扫描电子显微镜下 S. noursei T9的孢子形成状态

Fig. 5　Scanning electron microscopy images of sporulation status of S. noursei T9
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速、细胞生长增强和 ε-PL 合成增加，最终实现了

57.4 g/L 的生物量（相比常规补料分批发酵提高

4.5%）和 62.1 g/L 的 ε-PL 产量（相比常规补料分批

发酵提高 9.3%）。研究表明，在微生物培养过程中

pH 的骤变可增强微生物胁迫耐受性与代谢可塑

性，最终促进次级代谢产物的合成［18-19］，因而被称

为“pH 冲击”，该策略已在 ε-PL［20-21］、春日霉素［22］以

及格尔德霉素［23］等抗生素生产过程中得到验证。

作者将 pH冲击应用于 S. noursei T9发酵生产 ε-PL，

从而进一步证实了该调控策略的有效性。

单次 pH 冲击使 ε-PL 产量提升了 9.3%，其核

心机制可从酶活性调控与菌体代谢适应两方面解

析。从酶学层面看，ε-PL 的合成与降解分别依赖

ε-PL 合成酶（Pls）和 ε-PL 降解酶（Pld），两者最适

pH 均大于 7.0 ［24-25］。发酵过程中 pH 自然降至 3.3

时，Pld 活性被进一步抑制（接近完全失活），显著

减少了已合成 ε-PL 的降解损耗；而 Pls 仍保留约

20% 的酶活性，可维持基础合成效率［24］。随后 pH

升至 4.0，既避免了高 pH 环境下 Pld 的重新激活，

又为 Pls 提供了相对稳定的催化条件。从能量代

谢层面看，Pls催化 L-赖氨酸聚合为 ε-PL 需消耗大

量 ATP，而 菌 体 仅 在 酸 性 环 境 中 能 有 效 积 累

ATP［25］。pH 冲击过程中，短期低 pH（3.3）胁迫可

诱导 S. noursei T9表达耐酸相关基因（如质子泵基

因、耐酸蛋白基因），增强菌体对酸性环境的适应

能力，即通过强化细胞膜质子转运效率来减少胞内

酸性损伤，进而维持 ATP 合成通路的稳定，为 ε-PL

合成提供持续的能量供给。这一过程不仅验证了

pH 冲击对次级代谢的促进作用，更补充了“低 pH

胁迫-耐酸适应-能量保障-产物合成”的关联机

制，完善了 ε-PL发酵的调控理论。

2.7　多次 pH 冲击对 S. noursei T9发酵的影响

分别在 60、100、140 h增加 S. noursei T9 发酵过

程中的 pH 冲击次数 ，均保持总葡萄糖消耗量

（1 650 g）不变，实施方案见图 8，结果见表 1。在不

同次数的冲击中，发酵周期分别延长了 1、8、15、

30 h；随着冲击次数的增加，ε-PL 产量也随之增加，

在冲击 3 次的发酵中达到最高 70.6 g/L，而在冲击

4次时有所下降；生物量的增长趋势与 ε-PL产量一

致，也是在冲击 3次时达到了最高 60.1 g/L。在发酵

生产中，常用生产效率表明产量与生物量和发酵周

期的关系，即生产效率=产量/（生物量×发酵周期）。

分析显示，2次冲击策略实现了最高的发酵效率，为

0.006 3 g/（g·h），比非冲击对照组 0.005 7 g/（g·h）提高

了 10.5%，而 3次和 4次冲击分别降至 0.006 1 g/（g·h）

和 0.005 5 g/（g·h），因而进行 2 次 pH 冲击的效果是

最好的，这一研究结果与 Bacillus pumilus（B. pumilus）

通过多次 pH 冲击生产 γ -聚二氨基丁酸的研究

一致［26］。

在多次 pH冲击试验中，2次冲击使 ε-PL产量与

生产效率分别达到 69.5 g/L、0.006 3 g/（g·h），而 3 次

和 4次冲击则导致产量与效率下降，其核心逻辑与

发酵周期及菌体应激响应密切相关。首先 ，

S. noursei T9 发酵周期长达 192 h，单次 pH 冲击诱

导的耐酸因子（如耐酸蛋白质、质子转运体）会随

发酵进程逐渐降解或因基因表达下调而活性减

弱。间隔 40 h 的第 2 次冲击可重新激活耐酸相关

通路，维持菌体在中后发酵期的酸适应能力。一

方面持续抑制 Pld 活性，避免 ε-PL 降解加剧；另一

图 6　S. noursei T9 在恒定 pH 4.0 下进行补料分批发酵生产

ε-PL的参数变化

Fig. 6　Parameter changes in fed-batch fermentation at constant 

pH 4.0 for ε-PL production by S. noursei T9

图 7　补料分批发酵中单次 pH 冲击下 S. noursei T9 的 ε -PL

产量

Fig. 7　ε -PL yield of S. noursei T9 in fed-batch fermentation 

with a single pH shock
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方面保障 ATP 稳定供应，防止 Pls 因能量不足而活

性下降，从而实现 ε-PL 合成的“全程高效”。其次，

3 次和 4 次冲击后产量下降主要源于“应激过载”

与“资源挤占”：频繁 pH 骤变会导致菌体将大量能

量与前体物质（如氨基酸）用于应激响应（如修复

细胞膜损伤、合成应激蛋白质），而非合成 ε-PL；同

时，发酵周期延长不仅增加了能耗与杂菌污染风

险，还可能因后期营养失衡（如 L-赖氨酸不足）进

一步抑制 Pls 活性。此外，作者发现 2 次冲击的生

产效率较对照组提升 10.5%，与 B. pumilus 生产

γ-聚二氨基丁酸的 pH 冲击规律一致［26］，说明“多次

适度冲击”对聚氨基酸类产物发酵具有普适性，但

具体冲击次数需结合发酵周期、菌体代谢特性动

态调整，这为其他链霉菌次级代谢产物的发酵调

控提供了优化思路。

3　结论

作者围绕 S. noursei 高产 ε-PL 及恢复孢子化

能力展开，通过菌株选育、培养基优化与发酵调控

取得了较为理想的成果。以 S. noursei GX6 为出

发菌株，经氮离子注入诱变结合 6 种抗生素（庆大

霉素、林可霉素、利福霉素、链霉素及新增的巴龙

霉 素 与 新 霉 素）抗 性 筛 选 ，获 得 高 产 突 变 株

S. noursei T9，其摇瓶 ε-PL 产量达（2.97±0.08） g/L

（较 GX6 提高 38.5%），5 L 发酵罐恒定 pH 4.0 补料

分批发酵产量 56.8 g/L（较 GX6 提高 20.3%），证实

巴龙霉素与新霉素抗性对 ε-PL 合成的正向调控作

用，拓展了核糖体工程在链霉菌育种中的应用范

围。针对 S. noursei T9 传代中孢子化能力下降的

问题，开发的 MGY 培养基（含黄豆粉、甘露醇、葡

萄糖、酵母粉及 CaCO3）可使其连续传代 10 次仍稳

定产孢，且各代次 ε-PL产量维持在（2.86±0.06） g/L，

提供了无需基因操作即可解决工业菌株孢子退化

的实用方案。多次 pH 冲击试验表明，2 次冲击的

效 果 最 优 ，ε -PL 产 量 达 69.5 g/L、生 产 效 率 为

0.006 3 g/（g·h）（较 无 冲 击 组 分 别 提 高 22.3%、

10.5%），完善了长周期发酵中 pH 调控的理论与实

践。不足之处在于 MGY 培养基中促孢子化的特

定因子及信号通路未明确，pH 冲击的阈值、时长

等参数需进一步优化，且未评估菌株在工业规模

发酵中的放大效应及杂酸对 ε-PL 合成的影响，后

续需通过组分分离、转录组学分析、响应面法及工

业级试验来完善。
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