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摘要:ε-聚赖氨酸(ε-PL)是一种可食用对人和环境无毒害可生物降解的天然生物材料。本文以聚赖氨酸的
研究历史为主线，对 ε-PL 的合成与降解进行了综述并预测了 ε-PL 可能的代谢途径，最后展望了我国聚赖氨
酸研究的发展前景。
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ε-聚赖氨酸(ε-Poly-L-lysine，ε-PL)是微生物合
成的由一分子 L-赖氨酸(L-Lys)的 ε-氨基与另一分
子 L-Lys 的 α-羧基通过肽键连接而成的 L-Lys 同聚
物。其是由日本学者 Shima 和 Sakai ［1］在大量筛选
有价值的生物碱时发现的天然生物代谢产物。ε-PL
现已被用做吸水性聚合材料、基因治疗非病毒载体、
药物缓释的包被物、电子材料、环保材料及化妆品增
白剂等

［2］。此外，ε-PL 还是一种性能优良的生物防
腐剂，具有广谱高效、安全、水溶性及热稳定性好等
优点。2003 年美国食品和医药管理局( FDA)正式
批准 ε-PL 为食品防腐剂，ε-PL 作为“营养型防腐
剂”已进入到日韩、美国等市场，市场前景广阔［3 － 4］。
到上个世纪末 ε-PL 的相关研究主要集中在生产菌
株筛选、发酵工艺优化等初级研究上，ε-PL 的代谢
途径及合成机理研究甚少。2000 年 Takagi 等［5］在
ε-PL 产生菌 Streptomyces albulus IFO14147 中发现了
一种高分子(37 kb)隐蔽性质粒 pNO33，该质粒只在
ε-PL 生产菌中发现，推测其可能携带与 ε-PL 合成
或抗性有关的基因。2005 年 Hamano 等［4］ 利用

pNO33 构建可用于 S． albulus 与 Escherichia coli 属
间接合的穿梭质粒，开创了 ε-PL 分子生物学研究新
局面。2008 年 Yamanaka 等［6］对分离纯化到的 ε-聚
赖氨酸聚合酶(Pls)进行酶学性质及作用机理研究
及探索，其对 ε-PL 研究具有里程碑式的意义。2010
年 Yamanaka 等［7］对 ε-聚赖氨酸降解酶( Pld)进行
更深入的研究。ε-PL 的代谢途径雏形及合成降解
机理已见端倪，ε-PL 研究已进入到分子生物学研究
的高度。ε-PL 的分子生物学研究及由此引发的代
谢调控及基因工程改造必会掀起 ε-PL 研究的新
高潮。

1 ε-PL 的产生菌的筛选及发酵工艺
优化

自 1977 年日本学者发现 ε-PL 以来，研究热点
主要集中在生产菌株筛选上。最初的筛选方法十分
繁琐，加 大 了 筛 选 难 度。 2002 年，日 本 学 者
Nishikawa［8］建立了一种筛选方法，在固体培养基中
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添加酸性染料(PolyR-478)使 ε-PL 产生菌的菌落周
围形成明显的变色圈，实现了大通量筛选。国内研
究者朱宏阳等

［9］、王晓丹等［10］、张超等［11］以碱性染
料亚甲基蓝为指示剂进行菌株筛选，在国内多省的

土样中成功筛选到生产菌株。ε-PL 产生菌株主要
集中在麦角菌属及链霉菌属，工业生产用菌以小白

链霉菌为主。1988 年 Chisso 株式会社的 Hiraki 和
Morita 以 S． albulus 346 为出发菌株，经过亚硝基胍
(NTG)作用后，以 L-Lys 的结构类似物 S(2-氨基乙
基)-2'半胱氨酸( S-AEC)为筛选标记，筛选到产量
提高 3. 3 倍的诱变菌株;在用 100 mg /L 的氯霉素作
用于 S． albulus 346 并培养 8 h，筛选得到质粒扩大
型菌株，其产量比出发菌株提高 9 倍［12］。Hiraki

等
［13］
以 S-AEC 和甘氨酸(Gly) 为抗性标记，以 S．

albulus 346 为出发菌株，筛选到具有 AECr
和 Glyr

的菌株编号为 S． albulus 410，摇瓶产量提高 6 倍。

发酵工艺的优化研究是与诱变选育相辅用以提

高 ε-PL 产量的有效方法。Kahar 等［14］研究了 S．
albulus 410 在 5 L 发酵罐上的调控发酵。结果显示
在搅拌转速为 350 r /min，通气量 3 L /min 的条件
下，用氨水进行 pH 两段调控，通过补加葡萄糖和硫
酸铵，培养 8d 后 ε-PL 产量为 48. 3 g /L。较没有采
取调控之前产量提高 10 倍之多。生产菌株对溶氧
需求较高，常规发酵以提高搅拌转速来提高溶氧量。

在高剪切力作用下菌丝体易破裂，致使胞内核苷酸

等物质渗入到发酵液中，不利于产物提取。同时，能
耗增加使生产成本提高不利于产业化生产。2002

年 Kahar 等［15］采用气升式发酵罐生产 ε-PL，在动力
消耗仅为 0. 3 kw /m3

的水平下，ε-PL 产量达到
30 g /L。在搅拌罐中生产相同产量的 ε-PL 动力消
耗为 8 kw /m3。因此，采用气升式发酵罐生产 ε-PL

能有效降低生产成本。作者在研究 ε-PL 发酵生产
过程中将补料重复工艺与 pH 两段控制策略相结合
构建了带补料的重复发酵生产工艺

［16］。在此基础
上作者又将固定化引入到带补料的重复发酵生产工

艺中
［17］
并构建了与之相适应的固定化生物反应器。

结果表明在固定化生物反应器中进行 6 批次的重复
补料发酵后菌体仍有较高的生产活力。此工艺的应
用可以提高产量及底物转化率，有效缩短发酵周期，

降低能耗节约生产成本，为 ε-PL 在国内实现产业化
生产奠定了良好的基础。

2 ε-PL 合成酶

2. 1 ε-PL 合成酶的发现
2008 年 11 月 van Hest［18］在 Nature 杂志上撰

文对 Yamanaka 等［6］所做的与 Pls 相关的工作进行
了详细阐述，ε-PL 的研究进入到一个全新的阶段。
ε-PL 合成机理的研究是一个渐进过程，首先，
Shima 等［19］将［14 C］-L-Lys 添加到培养基中验证了
L-Lys 是 ε-PL 的合成前体物。 Shima 之后的研究
还指出，ε-PL 是由细胞内的非核糖体多肽合成酶
(NRPSase) 催 化 合 成 并 转 运 到 胞 外。 Takahiro
等
［20］
发现 S． albulus 的无细胞抽提物和细胞膜碎

片悬浮液在 L-Lys 和 ATP 存在的条件下，能产生 ε-
PL 及 AMP。合成反应不受核糖核酸酶、氯霉素及
卡那霉素的影响，判定该反应由 ε-PL 合成酶催化。
该体系还催化 L-Lys 和 ATP-PPi 的交换进一步说
明 ε-PL 的合成是由位于细胞膜上的 NRPSase 催化
的，但该研究 并 未 证 实 Pls 是 单 酶 还 是 酶 系。
Takagi 等［5］在 ε-PL 产生菌 S． albulus IFO14147 中
发现了 pNO33，其只存在于 ε-PL 的生产菌株中，
推测该质粒含有编码 ε-PL 合成或抗性的基因。但
是，以上研究不足以对 ε-PL 的合成机理进行明确
的阐述，解决这一问题的关键就是分离纯化获

得 Pls。
2. 2 Pls 的分离纯化及目的基因的获得

Yamanaka 等［6］以 S． albulus NBRC14147 为出
发菌株，将培养后的菌体进行超声破碎、超高速离
心、超滤、蛋白层析等一系列的操作，最终获得纯化
的 Pls。Pls 是同型二聚体全酶相对分子质量为
270000，单亚基分子质量 130000。Pls 的最适 pH 及
温度为 8. 5 和 25℃。Pls 依赖于 ATP，在催化过程中
ATP 被转化为 AMP。如将 ATP 替换 GTP、CTP、TTP
等其它能量物质 ε-PL 合成受阻。将胰蛋白酶消化
过的 Pls 进行 HPLC /ESI-MS 分析以获得其氨基酸
序列。根据序列设计 PCR 引物，再以 PCR 产物为
探针在基因组模板上克隆出了一段 33 kb 的核苷酸
序列，GenBank 号为 AB385841。通过比对分析获得
编码 Pls 的基因( pls)，pls 编码 1319 个氨基酸，相对
分子量为 138000，与纯化到的 Pls 亚基大小完全相
符。将 pls 进行基因敲除，结果表明突变株不具有合
成 ε-PL 的能力。
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2. 3 pls 基因的序列分析及合成机制研究
在对 pls 编码的氨基酸序列比对分析时发现，在

其 N-端存在 A 和 T 结构域。A 结构域含有 10 个与
底物专一性有关的氨基酸，其序列与 NRPSase 所含
有的 BacB 蛋白 A 结构域(催化 L-Lys 腺苷化)序列
具有相似性。 T 结构域上所具有的丝氨酸 ( Ser
553)具有连接 4'-PP 的功能这与 NRPSase 中 T 结构
域的功能相对应。因此，ε-PL 合成为非核糖体合成
模式(NRPS)。另外，Pls 的 ATP-PPi 交换反应表明，
Pls 对 L-Lys 具有底物专一性，不会对其它蛋白质类
氨基酸有腺苷酰化作用。用 SOSUI 对 Pls 的氨基酸
序列分析发现，Pls 具有 6 个跨膜结构域( TM 结构
域)，它们包围着 3 个串联的可溶性结构域。这 3 个
结构域在一级和三级结构上均与乙酰转移酶相似，

其与 NRPSase 的 C 结构域拥有相同的功能(肽键缩
合作用)。故命名为 C1、C2、C3 结构域。C3 结构或
3 个串联的结构域的相互作用对肽键的形成是必须
的。但 Pls 不具有与 NRPSase 释放产物相类似功能
域(TE 结构域)。实验也证实 ε-PL 合成过程中肽
链并没有共价结合到 Pls 上。
鉴于以上研究结果 Yamanaka 等对 Pls 的结构

及合成机理进行了推测。Pls 由 A 区域、T 区域、C
区域构成:A、T 域用来专一性捕获赖氨酸并将其活
化转运，C 域含有 C1 区域、C2 区域、C3 区域，其作
用是将已经活化的赖氨酸分子组装成 ε-PL 分子。
由于 Pls 上没有能够控制聚合结束的位点，因此只
有当与 Pls 非共价链接的肽链溶解脱落时聚合反应
才会终止。这可能是造成 ε-PL 分子量多样性的原
因之一。
2. 4 Pls 酶学性质及调控机制研究

Yamanaka 等［7］在对 Pls 的转录表达与动力学
研究中指出 Pls 的催化性能受体内 ATP 水平的调
控。菌体生长初期阶段(0 － 9h) pls 没有发生转录，
且胞内 ATP 水平相对较低，发酵液中没有检出 ε-
PL。菌体进入平稳期时 pls 开始转录表达，在 pls 转
录 9h 后 ε-PL 开始合成且浓度随时间逐渐上升。此
时，胞内的 ATP 水平与 ε-PL 含量具有相同的增长
趋势。菌体进入 ε-PL 生产期后生物量没有明显变
化但会消耗大量的葡萄糖及氧，此时胞内的 ATP 水
平非常高。分析表明生长初级阶段 pls 的转录表达
受到胞内低水平 ATP 的负调控，这种调控机制避免
菌体在生长阶段过量消耗 ATP，有利于菌体的生长。

因此，胞内 ATP 水平是 ε-PL 合成代谢的关键调控
因素。对 Pls 的动力学分析则表明在一定的 ATP 水
平下 Pls 对赖氨酸的结合是典型的饱和双曲线。而
在确定的赖氨酸浓度下 Pls 结合 ATP 却是双 S 曲
线。结果认为在 ATP 水平的调控下 Pls 具有变构效
应，Pls 对赖氨酸的亲和力远高于 ATP。

3 ε-PL 降解酶

3. 1 ε-PL 降解酶的发现及分离纯化
研究者发现，在发酵过程中当发酵液 pH 值约

为 4. 0 时能够快速积累 ε-PL，pH 值提高至 5. 0 以上
产物难以积累。由此猜测 ε-PL 合成菌株同时具有
降解 ε-PL 的能力。2002 年，Kito 等［21］从 S． albulus
中分离纯化得到 ε-PL 降解酶(Pld)并对其进行克隆
与功能分析。该酶相对分子质量为 54000，紧贴在
细胞质膜上，Mg2 +、Ca2 +、Cu2 +

和 Zn2 +
能有效保持酶

活。该酶对一些 α-多肽也有降解作用，但对相对分
子质量为 1000 － 4000 的 α-PL 则无作用。pld 的核
酸序列与 S． coelicolor 的金属蛋白酶基因序列具有
70%的相似性。冯小海［22］等在 K． sp． MY 5 － 36
中纯化到 Pld，该酶由 2 个亚基组成，亚基和全酶相
对分子质量分别为 43600 和 87000。酶的最适反应
温度为 30℃，最适 pH 值为 7. 0，其也是一种金属
酶，能够被 Co2 +

激活、被 Ca2 +
抑制。另外，在 ε-PL

耐受菌中也分离纯化到 Pld。Kito 等［23］从 ε-PL 耐
受菌株 S． multivoroumo J10 中分离纯化出 Pld。该
酶属于氨基肽酶，能催化 ε-PL 氨基端的水解反应。
Kito 等［24］ 还 从 一 株 抗 高 浓 度 ε-PL 的 菌 株
Chrysyseobacerium sp． OJ7 中纯化到另一种 Pld，与其
它 Pld 不同它能催化多肽链内部的酰胺键水解，C．
sp． OJ7 可以将 Pld 分泌到培养基中在其无细胞抽
提物和细胞膜碎片中均检测不到 Pld 活性。Pld 是
菌体因自我保护作用而分泌的蛋白酶类或非蛋白酶

类蛋白质。但 Pld 的存在对 ε-PL 的生产是不利的，
发酵过程中只能采取低 pH 值来降低或抑制 Pld 活
性，但较低的 pH 值也使 Pls 的活性受到了抑制。
3. 2 ε-PL 降解酶基因的获取及降解机制的研究

Hamano 等［25］将 Pld 进行 N 端测序，根据测序
结果设计引物成功克隆到含有 pld 的核苷酸片断。
比对分析发现在长 11. 7 kb 的序列上存在 8 个开放
式阅读框 ORF1-ORF8，pld 位于 PRF5 中。pld 在菌
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株对 ε-PL 的灵敏性、降解性和生产性方面起到一定
作用。但是，当 S． albulus 的 pld 被敲除后菌株仍具
有 ε-PL 抗性。推测除 pld 外，S． albulus 中还存在其
它未知的基因来执行自身保护机制。

Yamanaka 等［7］在分析含有 pls 的 33 kb 核酸片
段时发现在 pls 的下游存在金属蛋白酶阅读框
(ORF14)，其与 pld 具有 36%的同源性及 51%的相
似性。推测 ORF14 也含有 ε-PL 降解酶的编码基因
并命名为 pldⅡ。ε-PL 降解酶Ⅱ( PldⅡ)具有内切
ε-PL 的作用这与 Pld 的功能形成互补。据此推测
S． albulus NBRC14147 中不含有除 Pld、PldⅡ以外的
ε-PL 降解酶。菌株在自然中性的环境下不分泌 ε-
PL，因此 Pld、PldⅡ主要用于抵御外源 ε-PL，因此
PldⅡ比 Pld 的生理意义更为重要。同时，Yamanaka
等还证实了 ε-PL 的聚合度不是由 ε-PL 降解酶的降
解作用决定的，是由 Pls 自身决定。Pls 是如何控制
聚合度，ε-PL 的合成终止及释放分泌又是如何运作
的，有待于研究者进行深入研究。

4 ε-PL 代谢途径分析及预测

1977 年 Shima 等［1］通过将［14 C］-L-Lys 添加入
培养基中对发酵产物的检查证明 ε-PL 的合成前体
是 L-Lys。Shima 等［20］通过化学诱变的方法筛选到
的高活性 Ask 突变株，其 ε-PL 产量明显提高。
Shima 等［25］推测 ε-PL 的单体 L-Lys 来源于二氨基
庚二酸途径:葡萄糖在糖酵解的作用下代谢为丙酮

酸进入三羧酸循环，草酰乙酸转变为天冬氨酸，天冬

氨酸进一步代谢成为 L-Lys。Ask 是赖氨酸代谢途
径上的关键酶，赖氨酸对其具有反馈抑制作用。
Hamano 等［26］在对 S． albulus 菌株的天冬氨酸激酶
研究时发现，S． albulus 中也存在 Ask 反馈抑制，将
Ask 进行过量表达后，菌体对产物 L-Lys 及苏氨酸的
耐受 能 力 大 大 提 高，ε-PL 的 产 量 显 著 提 高。
Hirohara 等［27］在研究 S． lydicus USE-11 及 S． sp．
USE-51 的发酵性能时发现，向培养基中添加属于三
羧酸循环(TCA)的多种有机酸时，柠檬酸能够有效
促进 ε-PL 的生产，而琥珀酸则抑制 ε-PL 的生产。
当向培养基中添加不属于 TCA 中间体的醋酸盐、乳
酸盐时，即使在有相当含量柠檬酸存在的情况下 ε-
PL 的生产也被抑制。因此，草酰乙酸转变为天冬氨
酸的节点为 ε-PL 代谢的关键节点之一。 S． B．

Bankar 等［28］在向 S． noursei NRRL5126 的培养中添
加 L-Asp(2 mmol /L)和柠檬酸(5 mmol /L)后 ε-PL
的产量提高了 4. 2 倍。通过以上研究可以推测 ε-
PL 的合成必经赖氨酸途径，即葡萄糖经由糖酵解途
径、TCA、天冬氨酸代谢支路生成 L-Lys，在 Pls 的作
用下 L-Lys 单体聚合成 ε-PL 并分泌到胞外。

5 展望

国内对 ε-PL 的研究起步较晚，但经过多年努
力，ε-PL 的相关研究已从菌株筛选的初级阶段走向
实现产业化生产的研究阶段;从食品防腐的应用方

向转向了代谢途径解析及合成降解机理的深入研

究。如能将 ε-PL 的代谢途径加以证实完善不仅能
从代谢层面上对 ε-PL 的生产进行调控，更可以在基
因分子水平上对菌株加以改造从而实现 ε-PL 的高
效高产。现在有关申请 ε-PL 进入《食品添加剂使
用卫生标准》的工作正在进行。相信不久 ε-PL 即
可进入国内市场，并将产生巨大的社会和经济效益。
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细菌 spore 的中文名称统一使用“芽胞”

2010 年末《微生物学报》重新修正了“投稿须知”，并于 2010 － 12 － 28 在网站上重申，严格规范本刊使用的微生物学名

词。要求作者和审稿专家按照全国科学技术名词审定委员会审定、公布的名词进行使用。参考书目:全国自然科学名词审定

委员会 ． 微生物学名词 ． 第一版 ． 北京:科学出版社，1988． (注:此书的第二版正在编写中，出版后将以第二版为准。)

本刊编委、华中农业大学生命科学技术学院教授孙明博士对“细菌 spore 的中文名称”有着深刻的了解、并为这个名词在

我国微生物学领域的规范化使用做了很多的工作。以下内容节选自孙明教授近日为本刊撰写的一组内容。利于更多的研究

人员清晰《微生物学报》新的规定，知其然更要知其所以然。

1. 在全国科学技术名词审定委员会、微生物学名词审定委员会编辑出版的《微生物学名词》(1988，科学出版社)中，关于

细菌 spore 这一名词的中文名称，使用的是“芽胞”。理由是，“孢”指真菌和放线菌中的“孢子”，是指繁殖体;而细菌中的“芽

胞”是指分化体，不是繁殖体，二者有本质的区别，其差异是有科学意义的。就像中文当中有一词多意的现象一样，spore 也可

一词多意。

2. 2006 年 4 月成立了以中国科学院微生物研究所程光胜为主任的新一届微生物学名词审定委员会，该委员会在 2006 年
10 月的工作会议上决定维持 1988 年版《微生物学名词》中关于芽胞的命名方式。

3. 在我国，越来越多的使用“芽胞”二字，证明生物工作者有意识的在更正和推广“芽胞”来替代以前使用的“芽孢”。如:

许多教材、书籍在依据《微生物学名词》使用“芽胞”;部分学术期刊在使用“芽胞”;在网上搜索的电子教案、教学资料或试卷

中，找到许多使用“芽胞”的例子;在因特网如 google(www． google． com)和百度(www． baidu． com)上输入“芽胞”进行搜索，可发

现海量的使用“芽胞”例子。
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