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摘 要 以天津短杆菌GDK6为出发菌株，通过原生质体紫外诱变、紫外诱变和硫酸二乙酯(DES)诱变定向选

育L_谷氨酸生产菌。经摇管初筛、摇瓶复筛、遗传标记验证、单菌落分离和连续传代，最终筛选出1株L一谷氨酸

高产菌GDK一9。该菌株在未优化条件下摇瓶发酵42h产L～谷氨酸79．29／L。另外，试验结果证实GDK一9菌株

的遗传标记和产酸能力十分稳定。在优化条件下，通过7L罐发酵32h，谷氨酸产量达131．59／L，糖酸转化率达

到6z．2％。
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利用微生物发酵法生产谷氨酸，迄今已有50多

年的历史。国外采用添加青霉素等方法进行谷氨酸

的强制发酵，产酸水平在120～1609／L左右，糖酸转

化率60％以上。我国多采用生物素亚适量法发酵生

产谷氨酸，平均产酸水平在105 g／L，平均糖酸转化

率为55％，产酸水平和糖酸转化率与国际同行业尚

有较大差距[1~3]。对氨基酸发酵工业来说，通过生产

菌种的定向选育并进行发酵过程优化以提高产酸水

平是弥补国内外差距的最有效手段。利用物理、化学

诱变剂单独或复合处理菌体是选育高产菌株的经典

方法。而对原生质体直接进行诱变处理，不但简便易

行，还可使诱变效果大为提高。原生质体诱变技术已

被成功地运用于发酵法生产麦考酚酸、植酸酶、纤维

素酶、葡萄糖氧化酶等菌种选育研究[4卅]，取得了很

好的效果。本文依据代谢工程理论，运用原生质体诱

变技术，结合紫外诱变及化学诱变手段，以天津短杆

菌GDK6为出发菌株，定向筛选出1株L一谷氨酸高

产菌GDK一9，并对该菌株的发酵过程进行了研究。

1 材料与方法

1．1 菌 种

天津短杆菌(BrP机沈∞B以乱m￡缸巧i竹PsP)GDK6，

为天津科技大学代谢控制发酵研究室保藏菌种。

1．2培养基和主要溶液

活化斜面、原生质体再生等培养基以及青霉素溶

液、高渗液、蛋清溶菌酶等溶液配制：见参考文献[8]。

种子培养基(g／L)：葡萄糖25，玉米浆30 n1L，尿素5

第一作者：博士研究生(陈宁为本文通讯作者)。

*国家“863”计划项目(2006AA020301)

收稿日期：2008—04—02。改回日期：2008一04—17

(分消)，K2 HP04 2．O，MgS04·7H20 0．6，pH7．O。

发酵培养基(g／L)：葡萄糖60，玉米浆8 HlL，

KH2P04 3，MgS04·7H20 O．6，尿素6(分消)，pH7．O。

1-3试验方法

原生质体紫外诱变、紫外诱变和DES诱变：见参

考文献[8，9]。

种子培养：将1支生长良好的新鲜活化斜面菌

种，用适量无菌水洗下，吸取1／4菌液转入装有20

mL种子培养基的500 mL三角瓶中，8层纱布封口，

置于遛转式摇床上，200 r／min，33℃振荡培养至对

数生长中后期。

摇瓶发酵：按10％接种量将种子液接人装有20

mL发酵培养基的500 mL三角瓶中，8层纱布封口，

置于迥转式摇床上200～250r／min，33～38℃，振荡

培养，视pH、残糖情况及时流加尿素及700 g／L葡萄

糖溶液，当pH降至7．o以下时，补加200 g／L尿素

溶液O．1～o．2 mL／瓶，发酵42 h。

7L罐发酵：按10％接种量将种子液接入7 L自

动控制发酵罐中，装液量5L，通风量1～1．3 L／min，

搅拌转速450～600 r／min，培养温度33～38℃，通过

自动流加氨水控制pH(7．1士O．1)。

1．4分析方法

菌体浓度采用752分光光度计测定；葡萄糖及谷

氨酸采用SBA一40C生物传感仪测定。

2 结果与讨论

2．1 天津短杆菌GDK一9的定向选育谱图

天津短杆菌GDK6经原生质体紫外诱变、紫外

诱变以及硫酸二乙酯(DES)化学诱变，依次被赋予酮

基丙二酸、氟乙酸、磺胺胍、谷氨酰胺抗性(KM。+
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FAr+SGT+GLr)遗传标记，再经分离纯化获得1株

L一谷氨酸高产菌GDK一9，其定向选育谱系见图1。
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图1 天津短杆菌GDK一9的定向选育谱系

2．2遗传稳定性试验

将目的突变株GDK一9进行单菌落分离，连续摇

瓶传代10代，并进行遗传标记验证和摇瓶发酵产酸

试验，结果见表1。

表l GDK-9遗传稳定性试验

传代数 2 4 6 8 10

遗传标记 + + + + +

谷氨酸／g·L-1 79．34 79．26 79．17 79．2l 79．39

注；“+”表示具有“FAr+KMr+GLr+SG”遗传标记。

从表1结果可知，目的菌株GDK一9通过液体摇

瓶连续转接10代，菌株的遗传标记和产酸率稳定，表

明其遗传性状稳定，可用于进一步研究。

2．3摇瓶分批发酵条件研究

2．3．1最适初糖浓度的选择

研究了不同初糖浓度对目的突变株GDK一9补料

分批发酵的影响，随时补加7009／L葡萄糖溶液，使

发酵培养基中的葡萄糖浓度维持在209／L，结果如图

2所示。
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图2初始葡萄糖浓度对谷氨酸发酵的影响

由图2可知，随着培养基中初糖浓度的逐步提

高，谷氨酸产量和糖酸转化率也随之逐步提高，当初

糖浓度为60 g／L，并在发酵过程中随时补加700 g／L
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葡萄糖溶液，使发酵培养基中的葡萄糖浓度维持在

20 g／L时，谷氨酸产量、糖酸转化率均达到最高；初

糖浓度再增加，则谷氨酸产量、糖酸转化率反而下降。

因此，确定发酵培养基中最佳初始葡萄糖浓度为60

g／L。

2．3．2最适残糖维持浓度的确定

采用低糖流加工艺进行谷氨酸发酵时，残糖维持

浓度对目的产物的积累至关重要。残糖维持浓度对

谷氨酸补料分批发酵的影响见图3所示。

残糖浓度，g·L-1

图3残糖浓度对谷氨酸发酵的影响

由图3可知，在发酵过程中通过随时补加

700 g／L葡萄糖溶液，使发酵培养基中的葡萄糖浓度

维持在21～30 g／L时，谷氨酸产量、糖酸转化率达到

最高。因此，确定发酵培养基中最佳维持糖浓度为

21～30 g／L。

2．3．3摇瓶发酵过程曲线绘制

定时取样测定发酵液的pH、吸光度、残糖和L一

谷氨酸产量。取3瓶测定结果的平均值，绘制GDK一

9菌株的L一谷氨酸发酵过程曲线，结果如图4所示。
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图4菌株GDK一9摇瓶分批发酵过程曲线

由图4结果可知，o～2 h为菌体生长的适应期，此

时菌体耗糖速率较慢，主要用于菌体生长；4～16 h为

茵体对数生长期，此时单位细胞的生长速率达到并保

持最大值，耗糖速率明显加快并不断积累谷氨酸；16～

36 h菌体进入稳定期，在此阶段，菌体耗糖速率较快，
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谷氨酸大量合成；36～42 h为菌体衰退期，此时菌体耗

糖速率减慢，产酸速率亦减慢，直到发酵结束。

2．4 7 L自控发酵罐分批发酵

在摇瓶分批发酵的基础上，进行了7 L全自动控制

发酵罐分批发酵试验。其发酵过程曲线如图5所示。
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图5 7 L罐分批发酵过程曲线

由图5可知，在菌体生长方面，O～8 h菌体生长

较快，几乎没有延滞期，说明种子很快适应发酵培养

基中的环境，8 h后菌体由于进入产酸期，完成从长

菌型细胞到产酸型细胞的转变，其生长速率降低，12

h后菌体生长进入稳定期，直至发酵结束，菌体衰退

不明显；在葡萄糖消耗方面，发酵前期耗糖明显，8～

12 h由于产酸急速增加，耗糖速率随之增加以满足

产酸和茵体生长需要；产物合成方面，O～6 h基本不

产酸，8 h后急速产酸。在发酵过程中保持低浓度的

残糖浓度，获得了较低的渗透压，有利于产物谷氨酸

向胞外分泌。32 h发酵结束，产酸达到131．5 g／L，

糖酸转化率达到62．2％，达到国内L一谷氨酸发酵领

先水平。

3 结 论

以天津短杆菌GDK6为出发菌株，根据代谢工

程原理，通过原生质体紫外诱变、紫外诱变和硫酸二

乙酯诱变定向选育出1株遗传标记和产酸能力均十

分稳定的L一谷氨酸高产菌GDK一9(FAf+KM‘+

GL。+SG‘)，该菌株在未优化条件下摇瓶发酵42 h

产L一谷氨酸79．2 g／L。7L罐补料分批发酵32 h，谷

氨酸产量达131．5 g／L，糖酸转化率达到62．2％，谷

氨酸产量和糖酸转化率均达到国内同类研究的领先

水平。
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ABSTRACT BrP口f6口c￡P一乱7扎疽口巧i，zPsP GDK6 as the parent strain was rationally engineered to produce L—

91utamic acid by methods of protoplast ultraviolet，ultraviolet and diethyl sulfate mutagenesis． The 91utamic

acid_overproducing strain GDK一9 was screened through shake-tube primary screening， baffle flask second

screening，genetic marker test，single clone isolation and continuous passage． This strain could produce 72．

99／L L—glutamic acid after 42h in baffle flask under an un—optimized condition． In addition，results showed

that the genetic characte“stics and productivity of GDK一9 were very stable． Under the optimized fermenta—

tion conditions，a final L—glutamic acid concentration of 131．59／L was obtained after 32h in 7 1iter fermentor

with the conversion rate of 62．2％．

Key wOrds L广glutamic acid，protoplast，mutagenesis，fermentation
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