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氮源流加对!"#$"%&’(’)’*+,-./*)积累

聚!!羟基丁酸的影响!

堵国成 陈 坚 尹洪波 高海军 伦世仪
（无锡轻工大学 生物工程学院 无锡 !&,%(#）

摘 要：以真养产碱杆菌（!"#$"%&’(’)’*+,-./*)）为聚!+羟基丁酸（-./）的生产菌株，在分析

了-./发酵过程参数变化的基础上，进一步探讨了-./合成期不同的硫酸铵流加速率对

-./合成的影响。研究结果表明，在-./合成阶段，培养基中氮源的完全缺乏，导致细胞合

成-./能力的下降；在-./合成期，不同的氮源流加速率对-./合成过程存在着显著的影

响，当流加速率较小时，尽管最终胞内-./含量很高，但细胞干重、-./浓度和-./生产强

度都较低。当氮源流加速率过大时，会导致最终胞内-./含量显著下降，使-./浓度和

-./生产强度降低。当硫酸铵流加速率在%0’1／2左右时，可以得到较好的发酵效果。
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聚!+羟基丁酸（-56727895:7;<=79>?@?>8，简称-./）是某些微生物在其营养不平衡时

所积累的一类胞内碳源和能源的贮存物［&］。由于-./在具有与合成塑料聚丙烯相似性

质的同时，还具有生物可相容性和生物可降解性，因此将广泛应用于包装、医疗、食品、化

妆品等行业［!］，因而其正成为目前开发生物可降解材料的研究热点之一。近年来国内在

-./生物合成菌种及工艺条件方面均进行了大量研究［("$］。但与化工合成的塑料相比，

-./的生产成本很高［*］，所以许多科研人员一直在致力于降低-./生产成本的研究，以

提高其市场竞争力。降低-./的生产成本主要可通过其发酵成本和提取成本来实现，如

提高-./的生产率（包括选育高产菌株、采用合适发酵生产方式等）、采用廉价基质以及

改进提取、纯化技术（如不采用溶剂，简化提取步骤等），其中采用适宜的发酵生产方式是

提高-./的生产率和改进其质量的关键［"］。本文在分析-./发酵过程参数变化的基础

上，结合-./发酵生产的特点，进一步研究了-./合成期不同的硫酸铵流加速率对-./
合成的影响，以期能得出较佳的限氮流加策略，提高-./的生产率，降低其生产成本。

" 材料和方法

"#" 菌种

真养产碱杆菌（!"#$"%&’(’)’*+,-./*)）AB.(（本研究室保藏）。

"#$ 培养基

"#$#" 斜面培养基、种子培养基和无机元素液：与文献［&%］相同。
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!"#"# 发酵培养基：无机元素液中添加硫酸铵为氮源、葡萄糖为碳源，!"#$%。

!"$ 培养方法

!"$"! 种子培养方法：见文献［&%］。

!"$"# ’"(流加发酵过程的控制：)*小罐（瑞士+,-./)*台式发酵罐）装液量为

&$)*，初糖浓度)0、初始硫酸铵浓度%$)0，接种量为&%0，通气量为&$)!&12334，搅

拌转速为5%%!&)%%6／478，以控制溶氧百分浓度在)%0以上，发酵温度（9%:%12）;，中

间补加2%0的葡萄糖溶液，并控制适宜的流速，维持葡萄糖浓度在&0!)0。在菌体生

长阶段，以)<0的氨水作为调节!"值和中间补氮的手段，!"值控制在#$%:%$&；在

’"(合成阶段，以94=>／*的,?."代替氨水调节!"值，为了研究,"@A 浓度对’"(合

成过程的影响，采用不同的硫酸铵流加速率进行氮源的流加，其流加速率分别为%B／C、

%$)2B／C、%$2%B／C、%$#2B／C、&$%B／C和&$)2B／C。

!"% 分析方法

!"%"! 铵离子浓度的测定：采用修正的(D6ECD>=E反应法［&&］。

!"%"# 葡萄糖含量的测定：9$2F二硝基水杨酸法。

!"%"$ 细胞生长量的测定：取发酵液A$24*，5%%%6／478离心2478，水洗)次，真空干

燥，称重。

!"%"% ’"(含量的测定：气相色谱法［&)］。

# 结果和讨论

#"! &’(发酵过程分析

在采用真养产碱杆菌合成’"(的过程中发现，’"(发酵过程的前期主要为菌体生长阶

段，当培养基中氮源限制或缺乏时，细胞进入’"(合成期，开始大量合成’"(；且当细胞干

重达到)2B／*左右时，停止氨水的流加，最终可以得到较高的细胞干重和’"(浓度［&9］。

从图&中可以看出，)5C停加氨水时，培养液中所积累的,"@A 浓度为%$G&B／*，随后

图& 停加氨水时，细胞干重、’"(浓度、’"(含量、,"@A 浓度和残留菌体浓度随时间的变化

-7B1& HC?8BDI=JKD>>L6MND7BCE，’"(K=8KD8E6?E7=8，’"(K=8ED8E，?44=87O47=8
?8L6DI7LO?>P7=4?IINCD8?44=87?I=>OE7=8JDDL78BN?IIE=!!DL?E)5C

!HD>>ND7BCE；"’"(K=8KD8E6?E7=8；#’"(K=8ED8E；$,"@A；%/DI7LO?>P7=4?II1
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!"#$ 浓度很快被细胞所消耗，当浓度基本接近零时，细胞生长停止，残留菌体浓度（残留

菌体浓度%细胞干重&’"(浓度）不断下降。此时细胞开始大量积累’"(，最终胞内

’"(含量达到)*+,-，’"(浓度达到$.+*/／0；细胞干重达到12+./／0。

图3 ’"(生成比速和铵离子

浓度随时间的变化关系

45/63 789:/;<=>’"(<?;@5>5@<A:B8;B5@

C9B;9:D9EE=:5FE5=:

!!"#$；"!’"(6

从图3看出，在菌体生长的最初阶段，’"(合

成比速（!’"(）随氮源浓度的下降而增大，随着氨水

的加 入，培 养 基 中 的 !"#$ 浓 度 迅 速 增 加，导 致

’"(的合成比速逐渐下降，停加氨水后，培养基中

的!"#$ 消 耗 很 快，停 加 氨 水 后38，培 养 基 中 的

!"#$ 下降至细胞生长限制浓度以下（!"#$ 浓度小

于*+2$/／0），与此同时，’"(合成比速迅速增加，

当!"#$ 浓度接近零时，’"(合成比速上升至最大

值（*+3*8&2），随后呈线性下降，这可能是随着时间

的进行，由于培养基中氮源的完全缺乏，菌体活力

下降，细胞中’"(合成的相关酶不断失活，使得细

胞合成’"(的能力下降。G=::H;5B:;C(6［2$］等在以

氢、氧和二氧化碳为基质培养!"#$%&’()$*过程中

中发现，当培养基中!"#$ 浓度达到检测限以下时，’"(的生成速率达到最大值，随着时

间的进行很快下降至零。因而如能在停止氨水流加后，限量地补加氮源，使得’"(合成

相关酶能较长时间地保持高活性，以延缓’"(生成比速下降的速率，缩短达到较高胞内

’"(含量所需的时间，提高’"(的生产强度。

!"! 在#$%合成期不同硫酸铵流加速率对#$%形成的影响

从前面的研究结果可知，在’"(合成阶段，如果培养基中的氮源完全缺乏，’"(合

成比速达到最大值后会迅速下降，而限氮流加则可减缓’"(合成比速下降的速率。为了

研究’"(发酵过程中控制不同氮源流速对’"(合成的影响，在停止氨水流加后的’"(
合成阶段，采用一系列不同的硫酸铵流加速率进行限氮流加试验，结果见图I和图$。

图I 停加氨水后，不同的硫酸铵流加速率对细胞干重（左）和’"(含量（右）的影响

45/6I J>>;@B<=>D5>>;C;:B9EE=:5FE<FH>9B;>;;D5:/C9B;<=:@;HHDCAK;5/8B

9:D’"(@=:B;:B9>B;CB8;<B=?=>9EE=:59<=HFB5=:>;;D5:/
LEE=:5FE<FH>9B;>;;D5:/C9B;："*/／8；#*63,/／8；!*6,/／8；$*6M,/／8；%26*/／8；&263,/／86
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图! 不同硫酸铵流加速率对"#$浓度的影响

%&’(! )**+,-.*/&**+0+1-233.1&43546*2-+

*++/&1’02-+5.1"#$,.1,+1-02-&.1

733.1&43546*2-+*++/&1’02-+：!8’／9；"8(:;’／9；

#8(;’／9；$8(<;’／9；%=(8’／9；&=(:;’／9(

图; 不同硫酸铵流加速率下>#?! 浓度的变化

%&’(; @921’+5.*>#?!,.1,+1-02-&.12-/&**+0+1-

233.1&43546*2-+*++/&1’02-+5

733.1&43546*2-+*++/&1’02-+：!8’／9；"8(:;’／9；

#8(;’／9；$8(<;’／9；%=(8’／9；&=(:;’／9(

从图A!!中可以看出，在硫酸铵的流加速率为8B<;’／9时可得到最大细胞干重；

"#$含量随硫酸铵流加速率的增加而减小，可见在"#$积累阶段所流加的硫酸铵的量

越小，最终菌体中"#$的含量就越高；当硫酸铵的流加速率分别为8B:;’／9、8B;8’／9和

8B<;’／9时，所获得"#$浓度相差无几。

从图;看出，当硫酸铵的流加速率很低时，在整个"#$积累阶段，>#?! 浓度几乎为

零，随着硫酸铵流加速率的增加，发酵液中所积累的>#?! 浓度也逐渐增大，当硫酸铵的

流加速率为=B8’／9和=B:;’／9时，发酵液中>#?! 的积累很明显，>#?! 浓度的上升影响

了细胞内"#$的合成，尽管最终细胞干重略高，但胞内"#$含量和"#$浓度却较低。

!"# $%&合成比速与硫酸铵流加速率的关系

图C 不同的硫酸铵流加速率对

"#$生成比速的影响

%&’(C )**+,-5.*/&**+0+1-233.1&43546*2-+
*++/&1’02-+5.1"#$5D+,&*&,5E1-9+-&,02-+

733.1&43546*2-+*++/&1’02-+：

!8’／9；"8(:;’／9；#8(;’／9；

$8(<;’／9；%=(8’／9；&=(:;’／9(

图C为停止流加氨水后，不同硫酸铵的流加速率

对"#$合成比速的影响。从图中可以看出，停止流加

氨水后，"#$的生成比速在!9左右即达到最大值，硫

酸铵的流加速率不同，"#$合成比速所达到的最大值

也不相同，硫酸铵的流加速率越小，""#$的最大值越大，

其值 分 别 为8B:9F=、8B=<C9F=、8B=;9F=、8B=!!9F=、

8B=:9F=和8B8G!9F=；""#$达到最大值后，呈线性下降

趋势，且下降的快慢程度与硫酸铵的流加速率有关，其

流加速率越大，""#$下降的速率越慢。由此可见，当硫

酸铵的流加速率较大时，尽管可以得到较大的""#$值，

但其随后的下降速度很快；当硫酸铵的流加速率较大

时，尽管""#$下降速度较慢，但""#$所能达到的最大值

却相对较小；另外，从图中还可以看出，当硫酸铵的流

加速率为=B8’／9和=B:;’／9时，由于发酵液中氨离子

的逐渐积累，使""#$在"#$的合成后期下降较快，因
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而，在!"#合成前期，采用较大的硫酸铵流速有利于胞内!"#的快速积累，而在中后期

应降低硫酸铵的流加速率，防止培养液铵离子的积累，以提高最终细胞内的!"#含量。

由此可见，在!"#积累阶段，控制适宜的硫酸铵流加速率非常重要，并且在停加氨水

后至!!"#达到最大值期间，硫酸铵的流加速率应为零，这样可获得最大的!!"#，随后硫酸

铵流加速率应控制在某一确当的范围，使!!"#缓慢下降，这样就有可能在同样的时间内

获得较高的!"#含量、!"#浓度和!"#生产强度。

!"# 不同硫酸铵流加速率对$%&生产强度和产率系数的影响

图$为停止加氨水后，不同的硫酸铵流加速率与最终!"#生产强度和!"#对葡萄

图$ 不同的硫酸铵流加速率与!"#生产

强度和!"#对葡萄糖产率系数的关系

%&’($ )**+,-./*0&**+1+2-344/2&54.56*3-+

*++0&2’13-+./2!"#71/05,-&8&-9320

9&+60,/+**&,&+2-/*!"#-/’65,/.+

!!1/05,-&8&-9/*!"#；

":&+60,/+**&,&+2-/*!"#-/’65,/.+(

糖的 产 率 系 数 之 间 的 关 系。从 图 中 可 以 看 出，在

!"#积 累 阶 段，当 硫 酸 铵 流 加 速 率 分 别 为;’／<、

;=>?’／<、;=?;’／<、;=$?’／<、@=;’／<和@=>?’／<时，

!"#的生产强度分别可达到;=$@’／（A·<）、;=$?’／
（A·<）、;=B>’／（A·<）、;=BC’／（A·<）、;=B;’／（A·<）和

;=D$’／（A·<）。整个发酵过程中!"#的生产强度随

硫酸铵流加速率的增加而增加，在 其 流 加 速 率 为

;=$?’／<时，可获得最大的!"#生产强度，随后又随

着其流加速率的增加而减小。

在!"#积累阶段，当硫酸铵的流加速率分别为

;’／<、;=>?’／<、;=?;’／<、;=$?’／<、@=;’／<和@=>?’／

<时，所获得的!"#对葡萄糖的产率系数分别为

;=CC’／’、;=C?’／’、;=C$’／’、;=CD’／’、;=C>’／’ 和

;=>B’／’。当硫酸铵流加速率较小时，!"#对葡萄糖

的产率系数随其流加速率的增加而增加，在硫酸铵

流加速率为;=?;’／<时产率系数达到最大值，随后

又随着其流加速率的增加而下降。

从上述的结果分析可以看出，在!"#发酵过程中的!"#合成期，为了有效地使细胞

积累!"#，必须采用较高的硫酸铵流加速率，使!"#合成比速的下降速率较小，以较长

时间地保持较高的!"#合成比速，缩短!"#合成阶段所需的时间，提高!"#的生产强

度；另一方面，为了得到较高的胞内!"#含量，提高!"#浓度，硫酸铵的流加速率必须设

置在较小的值。因而，在!"#合成期，硫酸铵的流加速率需随时间而不断变化，在!"#
合成初期，为保证获得较高的!"#合成比速，应采用较大的硫酸铵流加速率，而在!"#
合成阶段的中后期，为了获得较高的胞内!"#含量，应采用较小的硫酸铵流加速率，这样

才能在最短的时间内得到最大的!"#浓度，有关基质流加优化策略的确定正在进一步的

研究之中。

参 考 文 献

［@］ #&-31E，F20+1<&66G(!"#$%&’(#)#*+,%$$%-.，@HH;，’!（B）：?DC"?DB(
［>］ 易祖华，黄和容，翁维琦，等(微生物学通报，@HH?，!!（@）：>H"C@(

IH> 微 生 物 学 报 I;卷



［!］ 徐 浩，江慧修，周惠玲，等"微生物学报，#$$#，!"（%）：!!!!!!&"
［’］ 王 丽"微生物学报，#$$!，!!（#）：’(!%!"
［%］ 文 欣，庄国强，郑士民"微生物学报，#$$%，!#（)）：##%!#)*"
［+］ 钱新民，王宇新，常 钟"微生物学报，#$$%，!#（+）：’!(!’’#"
［&］ 赵良启，田杰生，吴柏和，等"微生物学报，#$$+，!$（%）：!%#!!%$"
［(］ ,-./0，12203，12204，!"#$%&’("!)*+($#+,&’(!+-’+，#$$’，%!：($)!($("
［$］ 堵国成，陈坚，高海军，等"生物技术，#$$+，$（’）：%!#*"
［#*］ 堵国成，陈坚，高海军，等"应用与环境生物学报，#$$+，&（!）：!*(!!#’"
［##］ 052-6789:2;<，=>6?@0".//$0’)1(2’($&’("!)*+($，#$($，!"：#+(!#&%"
［#)］ 高海军，陈 坚，堵国成，等"第七届全国生物化工学术会议论文集"北京：化学工业出版社，#$$+")’%!)’$"
［#!］ 堵国成".$)#$’-!+!3!4"1(/*43生物合成聚"A羟基烷酸（B=<?）的研究"博士学位论文"无锡轻工大学"#$$&"
［#’］ 0C66;2-562D/，=2-6E;2F，!"#$%5416.//$0’)1(2’($&’("!)*+($，#$&$，&：#!#*"

’((’)*+,(-.*/,0’-(’’1.-0,-*2’3))45463*.,-
,(7,689!9281/,:8;4*8/3*’<.*2

!"#!"$%&’&(&)*+,-.)(!

G8@8C9:26H 3:26I->6 4-6=C6H7C @>C=>-J86 1860:-K-
（7)*(($(8&’("!)*+($(-9，:4;’<+’=!13’"9(8>’-*"?+,43"19，:4;’)#’*!+）

3=>?@AB?：L65:27>?-?CM>6>;K?-?CMB=/M2D.265>5-C6NDC92??2?，5:22MM295?CM>..C6-8.?8;M>52
M22O-6HD>52>5B=/MCD.>5-C6N2D-COC65:2B=/>998.8;>5-C67K.$)#$’-!+!3!4"1(/*43P2D2
-6Q2?5-H>52O"R5P>??:CP65:>55:29C.N;252>7?2692CM6-5DCH26?C8D92>5B=/MCD.>5-C6N:>?2
PC8;O;2>O5C5:2O29;-62CMB=/?K65:25-9>95-Q-5K，>6O5:2C7Q-C8?-6M;82692?CMO-MM2D2656-5DCH26
M22O-6HD>52C6B=/?K65:2?-?P2D2C7?2DQ2O"=-H:2DB=/9C65265，785D2;>5-Q2;CP2D92;;ODK
P2-H:5，B=/9C69265D>5-C6>6OB=/NDCO895-Q-5K9C8;O72C75>-62O>5?;CP2D6-5DCH26M22O-6HD>52"
S:22T92??-Q26-5DCH26M22O-6HD>52D2?8;52O-65:2ODCNCMB=/9C65265，P:-9:;2O5C5:2O29D2>?2CM
B=/9C69265D>5-C6>6OB=/NDCO895-Q-5K"S:272552DD2?8;5?9C8;O72>9:-2Q2OP:265:2>..C6-8.
?8;M>52M22O-6HD>52P>??25>5>DC86O*"%H／:"
CDEFG@H>：.$)#$’-!+!3!4"1(/*43，BC;KA"A:KODCTK785KD>52，U2OA7>59:，<998.8;>5-C6

!BDCJ295@D>652O7K3:-62?2V>5-C6>;09-2692U86O（)$+&&*##），>6O08NNCD52O7K1-H:5R6O8?5DK@2D2D>;<??C9->52

09-2892>6OS29:6C;CHKU86OBDCJ295（$%*!$）

%$)!期 堵国成等：氮源流加对.$)#$’-!+!3!4"1(/*43积累聚"A羟基丁酸的影响




