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大肠杆菌 !"#!耐乙酸突变株的选育及其代谢特性研究

朱才庆 叶 勤"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 #$$#"C）

摘 要：大肠杆菌 DE5!是基因工程常用的宿主菌之一，但由于对代谢副产物乙酸十分敏感，
影响外源基因的表达效率。为了提高 ! ) "#$% DE5!乙酸耐受力，采用2$ F’诱变结合连续培
养，逐步提高稀释率和乙酸钠选择压力，于含乙酸钠平板进一步筛选，得到 5株对乙酸耐受能
力显著增强的突变菌株，具有良好的遗传稳定性，其中 D*46显示最强的耐受性能。D*46与

DE5!相比，在复合培养基 GHI和 GHI#J中菌体浓度分别提高 4CK和 5K，最大比生长速率分
别提高 %K和 #CK，产乙酸分别减少为 2K和 56K；在基本培养基中的细胞浓度提高 #L!倍，
在含 4$,MN乙酸钠培养基中达到的细胞浓度与不加乙酸钠 DE5!的细胞浓度相当。
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大肠杆菌（!&’()%"’%* "#$%）是表达重组蛋白最常用的宿主菌，已应用于许多具有重要
药用价值蛋白的生产。大肠杆菌表达系统具有许多优点，如生长快、培养成本低廉、遗传

背景清楚和易实现高密度培养等。然而在培养过程中易发生副产物乙酸的生成和积累，不

但造成碳源浪费，而且抑制菌体生长及外源基因的表达，影响了大肠杆菌的生产能力［4］。

为了解决乙酸抑制问题，目前的研究主要集中在：（4）培养基优化及发酵过程控制，如
采用一些产乙酸少的碳源［#］、补料分批培养［"］、计算机控制流加碳源［!］、发酵过程与乙酸

分离耦合等［5，2］；（#）选育磷酸转乙酰酶（H0*）或乙酸激酶（*FP）缺失突变株［C］；（"）代谢工
程方法，将代谢流引向一些无毒性或毒性较小的代谢产物，如糖原［%］、乙酰乳酸［6］和乙

醇［4$］等。本实验室应用诱变和以乙酸为选择性压力连续培养相结合方法，由 ! ) "#$%
QR4$4选育到耐乙酸突变株 QN"，不仅对乙酸有较强耐受性，而且减少了培养过程中乙酸
生成［44］。由于 ! ) "#$% DE5!的转化率高而在基因工程中常作为宿主菌，对乙酸相当敏感，
在基本培养基中生长缓慢，限制了它在高密度培养中的应用。本研究以 DE5!耐乙酸突
变株选育及其代谢特性为目标。

$ 材料和方法

$%$ 菌株
大肠杆菌 DE5!［ &+,:!!"$*"S426（#%$ $*"T"R45）’&-.4C )("/4 (0-/4 12)/62 3’%3 4

)($/4］，由本校鲁华生物技术研究所魏东芝教授惠赠。



!"# 培养基
!"#培养基：每升含 $%&’()*+（英国 ,-.)/公司）012，酵母抽提物（英国 ,-.)/公司）32，

4567 012，’8 9:;。!"#;<培养基：!"#培养基中加入 ;2=>的葡萄糖。?培养基：每升含
45;8",@·0;8;, 03:0;2，A8;",@ B2，4567 1:32，48@67 02，?2#,@·98;, 1:32，6567; 1:1002，

0C 维生素 D0 1:;E>，’8 9:1；葡萄糖或其它碳源用量见结果部分。?F培养基：?培养基
中加入乙酸钠，用量见结果部分。?F平板是在 ?F培养基中加入 ;C的琼脂。连续培养
培养基 F：每升含葡萄糖 0:G2，乙酸钠 32，")7&’+’()*（日本大五营养）32；D：葡萄糖 0:H2，乙
酸钠 012，")7&’+’()* ;:32；F与 D二者所含无机盐与 ?培养基相同。
!"$ 培养方法
种子培养：用接种针挑取斜面保藏菌种，接入 ;31E>锥形瓶的 B1E> !"#培养基中，

B1I，;31%=E.*摇床培养过夜，转接 0E>于 ;31E>锥形瓶里 B1E> !"#培养基相同条件培
养 01J作为二级种子。连续培养选育菌株：接 01E> H16)辐射诱变后的菌悬液于 311E>玻
璃微型反应器中（装液量为 ;31E>，通气 311E>=E.*，B1I），分批培养一段时间后，开始连
续培养，先流加培养基 F（约 9>），用完后换为培养基 D。在培养过程中根据细胞浓度逐渐
调整稀释率。摇瓶培养：;31E>锥形瓶装培养基 B1E>，除非特别说明，接种量都为 0E>，在
B1I，;31%=E.*摇床培养。发酵罐培养：3>发酵罐（日本 ?5%KL.MJ. ?NOB型），装液量 B>，接种
量 ;11E>，搅拌 311%=E.*，B1I，通气量 @>=E.*。用 ;E)7=> 45,8和 8;#,@ 控制 ’8 H:P Q 9:1。

!"% 分析方法
菌体浓度采用比色法，测定 !"H11，每个光密度单位相当于干细胞浓度 1:B3P2=>。葡

萄糖测定采用葡萄糖试剂盒（上海生物制品研究所），按说明书进行。甘油采用高碘酸氧

化法测定［0;］。乙酸测定采用气相色谱法，取 0E>上清液，加入 1:;E>偏磷酸酸化，1:3J后
加入 @:1G2=>异戊醇 1:@E>作内标，03111%=E.*离心，取上清液 1:3!>进样分析。

# 结果

#"! 耐乙酸菌株的选育
#"!"! 连续培养选育耐乙酸 # R $%&’：由于连续培养可使具有生长优势的细胞逐步富集，
而生长无竞争力的细胞逐步被淘汰，维持一定选择压力可选育具有一定代谢特性的菌株。

用剂量 911<&的 H16)辐射处理 # R $%&’ N83"悬浮液，在 311E>反应器中连续培养。
N83"在基本培养基中生长非常缓慢，为了防止在乙酸选择性压力下连续培养过程中被洗
光，培养基中加入了一定量蛋白胨。连续培养开始时，以较低的稀释率（1:1HG S J）流加含
乙酸钠 32=>的培养基 F，逐步提高稀释率，最终达到 1:B30 S J（!"H11 T 1:BPB）。0G1J切换为
培养基 D，由于乙酸钠浓度增加了 0倍，而 ")7&’+’()*的浓度又降为一半，稀释率降到1:0 S J，
再逐步提高，B01J达到 1:;HB S J（!"H11 T 1:BH0）。在培养过程中培养液始终存在葡萄糖。

#"!"# 耐乙酸突变株的分离：取连续培养的最终培养液，适当稀释涂 ?F平板（含有 32=>
乙酸钠），得到 3株突变株 NF0P、NF@;、NF31、NF3;和 NF3B，具有明显耐乙酸性能（表 0），
其中 ()=*是菌体关于葡萄糖的得率。经过 H次在 !"#斜面传代，再在含有 32=>乙酸钠的

?F培养基培养，仍然保持耐乙酸能力（数据未显示），表现了良好的遗传稳定性。其中突
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变株 !"#$生长优势及菌体得率最高，进一步对其代谢特性进行研究。

表 ! 大肠杆菌 "#$!及突变菌在%&培养基摇瓶培养的生长情况
%&’() # *+,-./ ,0 ! 1 "#$% !23!&45 ./) 67.&4.8 94 8/&:) 0(&8: ;7(.7+)8 94 <" 6)5976

=.+&94 !"#$ !">? !"3@ !"3? !"3A !23!

B)((C（DCE） @F3#G @F>$$ @F>$? @F>HH @F>I# @F#GI

&’C( C（DCD） @F?#H @F?@G @F?@> @F#$# @F#$$ @F@HA

’(’ 在 )*+培养基中的生长
!"#$和 !23!在 JK=培养基摇瓶培养结果见图 #，!"#$生长比 !23!快。!23!最大

细胞浓度为 #F?3 DCE，而 !"#$ 比其提高了 #GL，达到 #F>A DCE；!23!最高产乙酸浓度
>F#H66,(CE，是 !"#$的 #I倍；!"#$和 !23!在 JK=培养基中生长达到稳定期的时间基本
相同，最大比生长速率分别为 @F>H#C/和 @F>?GC/，!"#$提高了 IL。
’(, 在 )*+’-培养基中的生长

3E发酵罐中 !23!和 !"#$在 JK=?*培养基中的生长见图 ?。!"#$比 !23!生长快，
提前 A/达到稳定期，更快消耗完培养基中的葡萄糖；菌体浓度比 !23!增加了 3L，达
?FH$DCE；乙酸最大浓度为 IF>I66,(CE，比 !23!减少了 >#L；最大比生长速率为 @F33HC/，
比 !23!增加了 ?GL。

图 ! "#$!和 "&!.在 )*+培养基中的
生长及乙酸生成

M9D1# *+,-./ &45 &;).&.) N+,57;.9,4 N+,09()8 -/)4 ! 1 "#$%

!23!&45 !"#$ -)+) +)8N);.9O)(P ;7(.7+)5 94 JK= 6)5976

图 ’ 在 )*+’-培养基中 "#$!和 "&!.的生长，
葡萄糖消耗及乙酸生成

M9D1? B)(( D+,-./，D(7;,8) ;,4876N.9,4 &45 &;).&.) N+,57;.9,4

94 ;7(.7+)8 ,0 ! 1 "#$% !23!&45 !"#$ 94 6)5976 JK=?*

’(/ %&培养基中乙酸钠的影响
!"#$和 !23!在含不同乙酸钠的<"培养基中摇瓶培养 #H/（图 A）。!"#$比 !23!有

明显生长优势，在含 #@DCE乙酸钠的 <"培养基中 !"#$达到的菌体浓度与 !23!在不含
乙酸钠的培养基达到的菌体浓度相当。随着乙酸钠浓度增加，!23!的细胞浓度逐渐下
降，而 !"#$的细胞浓度先呈上升的趋势，然后再降低。!"#$在含有 ?DCE乙酸钠时细胞
浓度高于在不含乙酸钠的培养时的细胞浓度，这是由于葡萄糖消耗完后开始利用乙酸钠

的结果。随着乙酸钠浓度的进一步增加，菌体生长受到抑制，细胞浓度逐渐下降，存在乙

酸钠时 !"#$利用葡萄糖的速率大大高于 !23!。
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!"# 葡萄糖浓度的影响
许多研究表明，当葡萄糖的供应超过菌体生长所需时，乙酸就会产生。为此考察了

!"#!与 !$%&在不同初始葡萄糖浓度下 ’培养基中菌体生长和产酸特点，摇瓶培养 %()
结果如图 *所示。随着葡萄糖浓度增加，!"#!菌体浓度都很低，没有明显变化，产生乙酸
基本在 +,+#--./01上下波动，残留葡萄糖呈直线上升。!$%&菌体浓度随葡萄糖浓度增
加而增加，当葡萄糖浓度增加至 (,*(201时，虽然累积乙酸达到 %(,3--./01，但是菌体浓
度比初始葡萄糖浓度 *,#4201时仍有较大幅度的增加；葡萄糖含量为 4,3+201时 !$%&菌
体浓度不再增加，而乙酸产量继续上升，达到 ++,&--./01，此时培养基中开始残留葡萄糖；
当葡萄糖浓度再增加时菌体浓度和产乙酸量不再增加。在各种葡萄糖浓度下，!$%&菌体
浓度和 5607都比 !"#!有很大提高，即使在葡萄糖浓度为 %%,8201，5607仍然是 !"#!的近 +
倍。同时，!$%&耗糖速率大大高于 !"#!，产生乙酸也较 !"#!多。

图 $ 外源 %&’(对 )*#!和 )’+,生长和
葡萄糖利用的影响

9:2;8 <==>?@ .= ABB>B CA$? .D ?>// 2E.F@) ADB 2/G?.H>
G@:/:IA@:.D :D H)AJ> =/AHJ ?G/@GE>H .= ! ; "#$%

!"#!ADB !$%&

图 - 初始葡萄糖浓度对 )*#!和 )’+,的生长，
乙酸生成及耗糖的影响

9:2;* KD=/G>D?> .= :D:@:A/ 2/G?.H> ?.D?>D@EA@:.D .D ?>//
2E.F@)，A?>@A@> LE.BG?@:.D ADB 2/G?.H> ?.DHG-L@:.D F)>D

! ; "#$% !"#!ADB !$%& F>E> E>HL>?@:M>/N
?G/@GE>B :D ’ ->B:G-

!". 碳源种类的影响
!"#!和 !$%&在含不同碳源的 ’培养基摇瓶培养 %()的结果如表 +所示。以葡萄

糖或甘油为碳源时，!$%&培养液中均没有测出乙酸，而 !"#!培养液分别含有 +,%4--./01
和 %,#O--./01乙酸。乙酸钠为碳源时 !$%&的细胞浓度及菌体得率分别是 !"#!的 +倍
和 +,4倍。!$%&及 !"#!均不能利用蔗糖作为碳源，也不能在以乳糖为唯一碳源的培养
基中生长。

表 ! ! / "#$% )*#!和 )’+,在不同碳源中的生长及乙酸生成
PAQ/> + <==>?@H .= ?AEQ.D H.GE?>H .D 2E.F@) ADB A?>@A@> LE.BG?@:.D .= ! ; "#$% !"#!ADB !$%&

R@EA:D !"#! !$%&
SAEQ.D H.GE?> 7/G?.H> 7/N?>E./ CA$? 7/G?.H> 7/N?>E./ CA$?

KD:@:A/ ?.D?>D@EA@:.D0（201） +,88 *,%8 8,&+ +,88 *,%8 8,&+
"（S>//）0（201） O,+** O,+(+ O,%4* O,4%4 %,%O O,8&*

"（$?>@A@>）0（--./01） +,%4 %,#O T O O T
&’0 ( 0（202） O,O4* O,O#+ O,O*& O,8+8 O,+#O O,%83
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! 讨论
由于在连续培养过程中培养液不断稀释，在一定培养条件下具有生长优势的细胞逐

渐被富集，无优势的细胞逐渐被淘汰，所以可用于菌种的筛选。!"#$"%&以甘油为限制性
底物，在 ’(’)*+ ,的低稀释率下连续培养 ,-./，筛选到 ! 0 "#$% 12,.)) 的自然突变株
3!14,和 3!14-，在生长及产乙酸等性能上都有改善［,5］。本实验室通过提高稀释率筛
选了大肠杆菌 61,’,耐乙酸突变株 645［,,］。连续培养筛选菌株的特性与培养条件有很大
关系，以乙酸为限制性底物时，可以筛选到快速利用乙酸的菌株，但在葡萄糖培养基中对

乙酸没有耐性［,,］；而葡萄糖和乙酸同时存在时，乙酸就成为选择性压力，因而耐乙酸菌株

得到富集。本研究在连续培养过程中始终保持培养液有葡萄糖存在，经 5,’*连续培养，
789的细胞耐乙酸能力有不同程度的提高，说明以乙酸钠为选择性压力的连续培养方法
可以有效富集耐乙酸菌株。

在有外源乙酸存在时 :;,<比 :=)!生长优势明显，对自身产生的乙酸也有生长优
势。在初始葡萄糖浓度增加至 .(7.>?4，:;,<虽然累积了 ,.(8@@AB?4的乙酸，但是菌体浓
度比初始葡萄糖浓度为 7()C>?4时仍有增加，就是对乙酸耐受力增强的结果。乙酸的产
生与碳源有关，:=)!在甘油培养基中产生的乙酸量明显低于葡萄糖培养基。:;,<以葡
萄糖和甘油作为碳源时，也都有乙酸的生成（数据未显示），只不过是培养 ,.*时产生的乙
酸已作为碳源被利用了。

在复合培养基中 :;,< 比 :=)!生长快，而且产乙酸明显减少。在基本培养基中
:;,<生长也比 :=)!有很大改善，消耗葡萄糖速率快，但在较高糖浓度时产乙酸量也比
:=)!多。:;,<比 :=)!菌体得率高，说明 :;,< 能更有效地利用碳源合成菌体。:=)!
分泌到胞外的乙酸总量并不多，这是因为 :=)!在基本培养基中利用葡萄糖的能力有限。
基本培养基中葡萄糖浓度较高时 :;,<产乙酸也相应增加的特性，可能与连续培养时培
养基加入了蛋白胨的筛选条件有关。另一方面在摇瓶培养结束时培养基 D=下降至 )，也
加剧了乙酸的抑制作用，因为培养基 D=与乙酸的抑制程度相关［,7］。
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