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摘 要 以枯草芽孢杆菌$%""%为出发菌株，经紫外线、硫酸二乙酯逐级诱变处理，选育出腺嘌呤
缺陷型（&’()）菌株，然后经蛋氨酸亚砜（*+,）、-.氮鸟嘌呤（-.&/）结构类似物平板定向筛选，获得
鸟苷高产菌株$&#"-。通过模式识别法对发酵培养基的组成进行优化，同时对发酵条件如温度、

01值等进行了探索。在最优条件下，在23自控发酵罐上发酵4"5，可产鸟苷#!64-7／3。
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鸟嘌呤核苷（/:;<9=><(）又名?.!.!.呋喃
核糖基鸟嘌呤，简称鸟苷，其用途十分广泛，是

食品和医药产品的重要中间体，可用于合成食

品增鲜剂2’.鸟苷酸二钠、呈味核苷酸二钠和
核苷类抗病毒药物如利巴韦林、阿昔洛韦等，也

是用于制造无环鸟苷（&@A@B9C>D）、三氧唑核苷
（&$E）、三磷酸鸟苷钠（/$F）等药物的主要原
料。随着鸟苷工业用途的日益增长，发酵法生

产鸟苷的研究也得到更广泛的重视［%"#］。

以枯草芽孢杆菌$%""%为出发菌株，经过
紫外线、硫酸二乙酯逐级诱变处理，定向选育出

一株鸟苷高产菌 $&#"-（&’()G*+,DG-.
&/D），并用模式识别法对发酵培养基组成和培
养条件进行了优化。

% 材料与方法

!6! 出发菌株
枯草芽孢杆菌（"#$%&&’((’)*%&%(）$%""%，天

津科技大学代谢控制发酵研究室保藏菌株。

!6" 培养基（7／3）
（%）完全培养基 ：见参考文献［!］。
（#）基本培养基：见参考文献［H］。
（!）种子培养基（7／3）：葡萄糖#"，蛋白胨

%"，玉米浆%"，酵母膏%"，尿素#，味精2，8;EB
2，01I6""I6#，"6%*F;灭菌%"J><。
（H）发酵培养基（7／3）：葡萄糖%#"，豆饼水

解液2"，酵母粉%4，（81H）#+,H%2，*7+,H·

I1#,H，K1#F,H#，味精%"，E;EB##，01I6""

I6#，"6%*F;灭菌%2J><。

!6# 诱变方法
采用常规LM、NO+诱变法［2］。

!6$ 分析方法

01：采用酸度计测定；菌体生长：吸取样
品菌液"62J3，摇瓶发酵液用蒸馏水稀释#"
倍，23发酵罐发酵液用蒸馏水稀释2"倍，摇匀
后测定+4#"值；还原糖：+P&.H"E多功能生物
传感分析仪；鸟苷：采用纸层析法测定［4］。

# 结果与讨论

"%! 鸟苷高产菌&’"()的选育
以枯草芽孢杆菌$%""%为出发菌株，采用

紫外线和NO+诱变处理，根据代谢控制发酵原
理，依次赋予其&’()、*+,D、-.&/D等遗传标
记，最后获得一株鸟苷高产菌$&#"-，其诱变
谱系见图%。

菌株 鸟苷产量（7／3）
枯草芽孢杆菌$%""% "

"紫外线、NO+
$&"%#（&’()） -6?
"紫外线、NO+

$*H#（&’()G*+,D） %%6?
"NO+

$&（&’()G*+,DG-.&/D） %H6%

图% 鸟苷生产菌$&#"-的选育谱系

"6" 种子培养条件的优化

#6#6% 种子生长曲线的测定
鸟苷产生菌$&#"-在种子培养基中不同
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时间的!"值和!"值如图#所示。由图#可
知，鸟苷产生菌的延迟期很短，在#$左右就开
始进入对数期，%&$左右对数期结束。种子培
养基的!"值随时间的延长逐渐降低，在’$达
到最低点!"&(’，然后迅速升高，在对数末期

!"达)(*左右。

图# 种子生长曲线

#(#(# 不同接种时间对鸟苷发酵的影响
不同接种时间对鸟苷发酵的影响如图*。

图* 接种时间对鸟苷产量的影响

由图*可知，在种子生长时间为%+$时转
入发酵培养基，鸟苷产量最高，因此，确定最适

接种时间为%+$。

!(" 发酵培养基组成的优化

采用模式识别方法对发酵培养基进行了优

化。所谓模式识别（!,--./0/.12304-420），即用
一定的数学方法，对多因素信息进行处理，将物

群分类，了解各因素之间的关系以及各因素对

分类的影响，并确定物体所属类别，为进行判别

和决策提供依据。主成分分析（!/4014!,51267
!20.0-,0,58949，:;<）是模式识别中的一种降
维映射法，它将多维空间的信息在低维（一般是

二维）空间中表现出来，可用于样本分类［)，=］。

文中以发酵培养基组分为特征变量构筑模式空

间，以鸟苷产量为评价目标，将样本划分为优与

非优#类。通过主成分分析法进行线性映射，
将高维模式空间降至二维可视区，再以优化拟

合方法从二维空间逆推回原高维空间，得到优

化的发酵培养基组成［>］。模式识别运算过程

示意图见图’。
原始数据
!

特征抽取选择
!

数据预处理
!
建立矩阵
!

求解特征向量
!

选择特征向量
!

由高维模式空间向二维模式平面投影
!

选择优化区
!

未知数据"判断"实验验证

图’ 模式识别过程示意图

发酵培养基中对发酵产苷影响最大的是碳

源和氮源。选择葡萄糖、酵母粉、豆浓、玉米浆

和硫酸铵为待优化控制变量，试验设计及鸟苷

发酵产量如表%所示。

表# 试验设计及结果 $／%
编 号 % # * ’ ? & ) = > %+ %%

葡萄糖#% =+ =+ =+ %++ %++ %++ %#+ %#+ %#+ %#+ %#+
酵母粉## %’ %& %= %’ %& %= %’ %& %= %& %’
豆浓#* *+ ?+ )+ ?+ )+ *+ )+ *+ ?+ ?+ ?+
玉米浆#’ + %+ #+ #+ + %+ %+ #+ + #+ +
硫酸铵#? %+ %+ ? %? ? ? %? %+ %? %? %?
鸟苷产量 %?()? %*(#= %%(>’ %&(&* %#(?* %#(#% %)(’* %?(>’ %)(%* %?(## %&@*#

应用A<BC<D软件对表%所示试验设计
组合进行:;<运算，得到’个主成分，结果如
下：

$%E+@?*>?#%F+@**=%##G+@?)+’#’G+@?%=>#?
$#EF+@’>*&#%F+@*)==##G+@&’?’#’F+@’’*##?
$*EF#*
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!!"#$%$&’&"(#$%)**+",#$%*$’!"!-$%$&.$"*
!*"$%’&&."(#$%($+*",#$%$!(+"!#$%&,’&"*
式中!(、!,、!+、!!、!*分别表示经标准

化后的原始变量线性组合成的矢量，各矢量相

互正交，称这些矢量为主成分。第(主成分反
映了样本间的最大差异，其他矢量所反映的差

异程度依次降低。

以第(、,主成分!(、!,为坐标轴构成一
个模式空间，二维映射如图*所示，主成分得分
列于表,（主成分得分是原始数据在由主成分
所定义的新坐标系中确定的数据）。

表! 主成分得分表

试验号
主成分

!( !,
( #$%,!*( (%)!.+
, #$%.,!’ $%!+&!
+ #,%+&.) #$%)*’,
! $%.&’* #$%*’)!
* #$%..&, (%(,*$
’ #(%’&’) #$%,)’.
& (%’&.’ $%$$$.
) $%,,!! #(%,.,&
. $%*&&& $%$!*’
($ (%$$$( #(%!(((
(( (%&’*+ $%.*&(

以鸟苷产量!(’/／0为优类样本，其余均
为非优类样本。由图*结果可以看出，这两类
样本能够被显著分开，分别落在不同的区域，这

也是模式识别的实质所在。既然,类样本已经
分离，只要在优类样本区域内寻找一些点，然后

把优化点逆映射回原样本空间，就可以得到优

图* 发酵培养基模式识别图

化的发酵培养基组成。在图*中找到+个点，
位置如图*中"所示。用1234567892法［($］把

+个点进行逆映射，得到的发酵培养基组成及
验证实验结果如表+所示。
由表+可以看出，优化后的发酵培养基产

苷相对初始值均有所提高，其中"+为最优发
酵培养基配方，其发酵液中可积累鸟苷()%+&
/／0。

!"# 发酵条件的优化

,%!%( 发酵过程中:;对发酵的影响
鸟苷发酵过程中，:;值的控制对发酵前期

菌体的生长与中后期的发酵产苷有一定的影

响。在初始:;值均为&%$的条件下，用氨水
调节:;，测定了不同:;对鸟苷发酵的影响，
结果见表!。

表$ 优化参数及试验结果

选择点
葡萄糖

（"(）／/·0#(
酵母粉

（",）／/·0#(
豆浓

（"+）／/·0#(
玉米浆

（"!）／/·0#(
硫酸铵

（"*）／/·0#(
鸟苷产量

／/·0#(

"( ((!%* (*%, *$ ((%, (!%$ (&%’(
", ((,%’ (!%’ *$ ’ (!%+ (&%)!
"+ ((&%+ (!%, *$ *%) (*%) ()%+&

表# 不同%&对鸟苷发酵的影响

:;值 菌体生长（#$） 鸟苷产量／/·0#(

’%, $%.* (&%()
’%! (%(& ()%,!
’%& (%,* (’%’*
&%$ (%(’ (*%(&
&%, $%.& (!%*&

由表!结果可以看出，当:;控制在’%!
时，发酵结束鸟苷产量最高达()%,!/／0。发酵
过程中:;过高或过低，均会造成菌体生长延
期，菌体量不够，产苷减少。

,%!%, 温度对发酵的影响
温度对鸟苷发酵有一定的影响。实验中测

$*
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定了不同温度对鸟苷发酵的影响，结果见表!。
表! 不同温度对鸟苷发酵的影响

温度／" 菌体生长（!"） 鸟苷产量／#·$%&

’( )*+’, &-*!.
,’ &*)’, &!*’+
,. &*’-! &(*.!
,( )*+&. &’*’-

由表!结果可知，鸟苷发酵的最适温度为

,."。在此温度下，菌体生长好，菌浓高，鸟苷
产量也高。温度太低，则菌体生长较慢，难以完

成对原料的转化；温度太高，则菌体易衰老，不

利于高产鸟苷。

"#! 鸟苷发酵过程曲线的绘制
利用优化的发酵条件，在!$自控发酵罐

上测定了鸟苷高产菌/0’)(的分批发酵过程
曲线，结果见图.。

图. 鸟苷分批发酵过程曲线

由图.可知，菌体生长延滞期很短，很快进
入对数生长期，此时菌体的生长速率达到最大，

耗糖速率随之加快，鸟苷产量也开始增加。’-
!.)1为菌体生长稳定期，此时耗糖速率较快，

鸟苷大量合成，在发酵至.)1时鸟苷产量达到
最高值’,*.(#／$。.)!.-1为菌体衰亡期，耗
糖速率减慢，菌体浓度不再增加，产苷量降低。
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