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ε-聚赖氨酸发酵过程的活性变化及发酵调控
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广东省微生物研究所，华南应用微生物国家重点实验室，广东 广州 510070

摘要:【目的】作为一种次级代谢产物，ε-聚赖氨酸生物合成受不同因素制约，为评价细胞活性对 ε-聚赖氨酸
生物合成的影响，研究发酵过程细胞活性、ε-聚赖氨酸合成及其它发酵参数变化，基于此改进发酵工艺。【方
法】以 BacLight Live /Dead 和 5-氰基-2，3-二甲苯基氯化四唑(5-cyano-2，3-ditolyl tetrazolium chloride ，CTC)
为荧光探针，激光扫描共聚焦显微镜监测不同发酵时期细胞活性，并分析 pH、细胞生长、ε-聚赖氨酸生物合
成以及葡萄糖利用;通过向 ε-聚赖氨酸合成期细胞添加酵母粉调控细胞活性改进发酵工艺。【结果】
BacLight Live /Dead 为探针的共聚焦显示 ε-聚赖氨酸发酵过程生长期(0 － 16 h)的细胞大都具有活性;CTC
作为探针的分析显示生长期及 ε-聚赖氨酸合成期前期(16 － 30 h)细胞活性高，ε-聚赖氨酸合成终止时细胞
仅显示微弱活性;调控 ε-聚赖氨酸合成期细胞活性的发酵工艺 ε-聚赖氨酸终浓度达 2. 24 g /L(对照 1. 04 g /
L)。【结论】调控 ε-聚赖氨酸合成期细胞活性的发酵工艺可有效促进 ε-聚赖氨酸生物合成。
关键词:不吸水链霉菌，ε-聚赖氨酸，液体发酵，细胞活性，生物合成，活性调控
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ε-聚赖氨酸是一种链霉菌生物合成 l-赖氨酸同
型聚合物，通过 l-赖氨酸分子间的 α-羧基与 ε-氨基
缩合反应形成的酰胺键连接而成，通常由 25 － 35 个
残基组成［1］。ε-聚赖氨酸对革兰氏阴性菌、革兰氏
阳性菌、酵母菌及丝状真菌具有较好的抑菌作用，对
病毒也有抑制效果，抑菌机制为富含阳离子的 ε-聚
赖氨酸经静电作用吸附至呈负电荷的微生物细胞表
面并破坏细胞结构［2 － 3］;ε-聚赖氨酸在体内无残留、
无致畸性、无致突变性以及可生物降解［4］。ε-聚赖
氨酸的抑菌效果和安全性使其可作为一理想的食品
防腐剂。2004 年美国 FDA 批准 ε-聚赖氨酸 GＲAS
(Generally recognized as safe，一般认为安全)地位，

用于米饭、软饮料、蛋类制品、沙拉、鱼、奶酪、调味品
等食品的防腐保鲜［5］。我国于 2014 年批准 ε-聚赖
氨酸可作为食品防腐剂使用。此外，ε-聚赖氨酸还
可作为药物载体、细胞促融剂以及可作为亲水凝胶
和电子元器件的制作材料等多种用途［6 － 8］。

作为一种次级代谢产物，ε-聚赖氨酸生物合成
研究受到人们关注。研究表明 ATP 参与 L-赖氨酸
磷酸化，磷酸化 L-赖氨酸在 ε-聚赖氨酸合成酶作用
下聚合至 ε-聚赖氨酸链上［9］;ε-聚赖氨酸聚合度受
合成酶控制，与位于细胞膜上的降解酶无直接关
联［10］;硫酸化 β-环糊精在含有甘油的发酵培养基中
可降低细胞合成 ε-聚赖氨酸聚合度，由于苦味减轻
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更适合作为一种食品防腐剂［11］;ε-聚赖氨酸合成酶
是一种非核糖体肽合成酶 ( Nonribosomal peptide
synthetase，NＲPS)［12］，由腺苷酰化结构域 (底物识
别及活化)、肽酰载体蛋白结构域(活化底物载体)、
跨膜结构域等组成，不同结构域分工协作经多次缩
后反应将 L-赖氨酸生物合成为链长不一的 ε-聚赖
氨酸。

ε-聚赖氨酸生物合成与 pH 有十分密切的关
系，pH 5. 0 以上时有利于细胞生长，但发酵液中无
ε-聚赖氨酸积累;pH 4. 0 时有利于 ε-聚赖氨酸合
成，但细胞生长受抑制［13］，为克服 ε-聚赖氨酸生物
合成和细胞生长 pH 要求的显著差异，研究两阶段
pH 控制发酵，pH 5. 0 控制阶段及以前为阶段Ⅰ以
利细胞生长，阶段Ⅱ为 pH 4. 0 控制阶段以利 ε-聚赖
氨酸生物合成，该发酵方法可显著提高 ε-聚赖氨酸
产量。Kito 等［14］从产生菌白色链霉菌( Streptomyces
albulus) 中分离到分子量为 54 kDa 的 ε-聚赖氨酸
降解酶，pH 7. 0 时有最高活性，pH 4. 0 时降解活性
受抑制。Feng 等［15］从北里孢菌 (Kitasatospora) 中
分离到分子量为 82 kDa 的 ε-聚赖氨酸降解酶，降解
活性适宜 pH 为 6. 0 － 8. 0，pH 4. 0 时无活性。因
此，研究人员认为中性发酵液无 ε-聚赖氨酸积累是
细胞自身降解酶降解活性所致，也因此 ε-聚赖氨酸
合成期 pH 通常控制为 4. 0。显然 ε-聚赖氨酸发酵
过程 ε-聚赖氨酸合成期细胞受酸等抑制，因此发酵
过程细胞活性研究十分必要，对发酵调控具有指导
意义。

BacLight Live /Dead 和 5-氰基-2，3-二甲苯基氯
化四 唑 ( 5-cyano-2，3-ditolyl tetrazolium chloride，
CTC) 是微生物活性研究最常用荧光探针［16 － 20］，前
者由碘化丙啶(Propidium iodide，PI)与 SYTO9 两种
染料组成，SYTO9 为膜通透性探针，进入细胞后与
核酸结合激发后产生绿色荧光，PI 只能进入膜受损
细胞，进入后可替换与核酸结合的 SYTO9 激发后产
生红色荧光，典型图像为绿色 (活性细胞)或红色
(死亡细胞)。CTC 为无色水溶性分子，可被微生物
细胞膜上电子呼吸传递链中的脱氢酶还原为一种非
水溶性荧光物质沉积于细胞，激发后产生红色荧
光［16 － 17］。为考察 ε-聚赖氨酸发酵过程细胞活性及
评价其对 ε-聚赖氨酸生物合成的影响，以 BacLight
Live /Dead 和 CTC 为探针研究 ε-聚赖氨酸产生菌不
吸水链霉菌(Streptomyces ahygroscopicus)发酵过程活
性变化，并分析 ε-聚赖氨酸合成和其它发酵参数，

基于此改进发酵工艺。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 主要试剂和仪器:BacLight Live /Dead L7007
购自英韦创津( Invitrogen，USA);CTC 试剂盒 BS02
购自同仁化学研究所(Dojindo，Japan)。激光扫描共
聚焦显微镜 LSM700 为蔡司公司 ( Zeiss company，
Germany) 产品。
1. 1. 2 菌株:本课题组所分离的 1 株产 ε-聚赖氨酸
不吸水链霉菌( S． ahygroscopicus) GIM8 为实验菌
株［21］。
1. 1. 3 培养基 ( g /L ):培养基改自 M3G 培养
基［13］，葡萄糖由 50 g /L 改为 30 g /L，其余保持不
变，即:葡萄糖，30;酵母粉，5; ( NH4 ) 2 SO4，10;
KH2PO4，1. 36; K2HPO4，0. 8; MgSO4·7H2O，0. 5;
ZnSO4·7H2O，0. 04;FeSO4·7H2O，0. 03;去离子水 1
L; 调 pH 7. 2。121 C 灭菌 20 min，作为种子和发酵
培养基。
1. 2 发酵培养
1. 2. 1 种子培养:从新鲜培养斜面菌种刮取 1 环孢
子至装有 50 mL 培养基 的 250 mL 摇瓶。30 C、
190 r /min培养 20 h 作为种子。
1. 2. 2 摇瓶发酵:吸取 2 mL 种子至装有 50 mL 培
养基的 250 mL 摇瓶，30 C、190 r /min 培养 72 h，不
同时间取样。接种 4 瓶，3 瓶用于取样分析发酵参
数(作为 3 个重复)，1 瓶用于取样共聚焦分析。
1. 2. 3 调控发酵:接种及培养同上，发酵至 16 h 添
加灭过菌的酵母粉浓溶液，使其浓度为 0. 5%
(W /V)，未添加的作为对照，发酵时间 96 h，3 个重
复。不同时间取样分析发酵参数和细胞活性(比色
法，见 1. 5)。
1. 3 活性染色
1. 3. 1 BacLight Live /Dead 染色:不同发酵时间取
样 1 mL，立即用 1 mol /L NaOH 调 pH 至中性，吸取
0. 5 mL 样品于 1. 5 mL EP 管，4 C 保存，所有样品
采集后取出恢复至室温，吸取 0. 1 mL 样品至
1. 5 mL EP 管，加入 1 ∶ 1预混好的 BacLight Live /
Dead L7007 染色液 0. 3 μL，混匀，置室温、暗处染色
10 min，全部样品一次性用于共聚焦分析。
1. 3. 2 CTC 染色:从上述剩余样品(0. 5 mL)中吸
取 0. 2 mL 至 1. 5 mL EP 管，依次加入 0. 8 mL 去离
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子水、20 μL 50 mmol /L CTC 和 5 μL 增强剂，37 C
摇床振荡孵育 30 min，染色后 4 C 保存，所有样品
收集后全部样品一次性用于共聚焦分析。
1. 4 共聚焦分析

BacLight 染色样品:吸取 20 μL 样品至载玻片，
盖上玻片，两光通道顺序扫描，其中一通道激发波长
488 nm，检测波长 500 － 530 nm，设置为绿色;另一
通道激发波长 550 nm，检测波长 570 － 630 nm，设
置为红色，除焦距及放大倍数外全部样品共聚焦参
数设置完全相同。

CTC 染色样品:吸取 20 μL 染色样品于载玻片，
盖上玻片，两光通道顺序扫描，其中一通道激发波长
488 nm，检测波长 530 － 620 nm，设置为红色，另一
通道拍摄明场，显示全细胞切面。除焦距及放大倍
数外全部样品共聚焦参数设置完全相同。
1. 5 细胞活性比色分析

不同发酵时间取样 1 mL，立即吸取 0. 2 mL 样品
至 EP 管，CTC 染色同 1. 3. 2，染色后离心倾去上清去
除未还原 CTC，每管移入 1 mL 二甲亚砜 (Dimethyl
sulfoxide，DMSO)，用枪头将细胞打散以充分抽提
CTC 还原产物 (CTC-formazan，CTF)，抽提 10 min，其
间吸打 1 － 2 次。10000 × g 离心5 min，吸取上清(或
适当稀释)以 DMSO 为空白测 OD470。

参照文献［17］制备 CTF，配制不同浓度 CTF 以
DMSO 为空白测 OD470，Excel 建标准曲线。染色细
胞所形成 CTF 量参照标准曲线。本研究 1 单位
(U，activity unit) 细胞代谢活性定义为染色条件下
(1 mmol /L CTC、37 C 和 30 min)形成 1 μmol /L
CTF 所需要的细胞量。细胞比代谢活性 =代谢活性
单位数 (U) /细胞干重 (mg)。
1. 6 发酵参数测定
1. 6. 1 生物量 (干重法):发酵液 10000 × g 离心
10 min，弃上清，重悬。重复 2 次，沉淀连同已恒重
离心管置 90 C 烘箱至恒重，两者之差为干重。
1. 6. 2 pH:使用数显 pH 计测定。
1. 6. 3 葡萄糖:3，5-二硝基水杨酸比色法。
1. 6. 4 ε-聚赖氨酸:甲基橙比色法［22］。

2 结果和分析

2. 1 发酵过程参数
图 1 为发酵过程 pH、生物量、ε-聚赖氨酸合成

以及葡萄糖变化曲线，显示发酵过程 pH 快速下降，

至 16 h 时降至约 4. 0，终点时降至 2. 88。发酵液 pH
持续下降与葡萄糖利用有关［23］。发酵过程细胞生
长迅速，16 h 时达最大生物量 11. 38 g /L，随着细胞
开始合成 ε-聚赖氨酸后生物量开始持续下降，表明
ε-聚赖氨酸合成期细胞死亡及随后自溶大于细胞的
生长。发酵液低 pH 以及生长因子的耗尽可能是促
进细胞死亡的主要原因。

发酵至 16 h 时细胞开始合成 ε-聚赖氨酸，48 h
后不再增加，终浓度为 1. 04 g /L。ε-聚赖氨酸生物
合成终止可能与活性细胞数量少或活性低、终产物
反馈抑制以及生长因子耗尽等因素有关。ε-聚赖氨
酸发酵过程细胞生长期 (0 － 16 h) 葡萄糖从 30 g /L
降至 19. 93 g /L，主要用于合成细胞组成成分，进一
步降至 ε-聚赖氨酸合成结束时(48 h)的 13. 50 g /L，
主要被细胞用以降解产生能量和生物合成 ε-聚赖
氨酸合成过程所需要的中间产物。

图 1． 发酵过程 pH、生物量、ε-聚赖氨酸合成及葡萄糖变
化曲线
Figure 1． Profiles of the pH， dry cell weight， ε-poly-l-lysine

formation， and residual glucose during flask fermentation by

Streptomyces ahygroscopicus GIM8．

2. 2 发酵不同时期产生菌 BacLight Live /Dead 染
色的共聚焦图片

图 2 是 ε-聚赖氨酸发酵不同时期产生菌
BacLight Live /Dead 染色的共聚焦图片，可以看出发
酵前期 (0 － 12 h) 大部分细胞为绿色，为活性细
胞，少数细胞为红色，为无活性细胞;发酵至 18 h 后
(细胞已开始合成 ε-聚赖氨酸约 2 h)大部分细胞为
一种浅绿色，为一种非典型 BacLight Live /Dead 图
片，且荧光变弱。此外，还可以看出 ε-聚赖氨酸合
成期产生菌菌丝球分布极少数绿色细胞，推测是新
近生长细胞，显示 ε-聚赖氨酸合成期细胞生长受到
严重抑制。
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图 2． ε-聚赖氨酸不同发酵时期产生菌 BacLight Live /Dead 染色的共聚焦图片
Figure 2． Typical laser scanning confocal microscopy images of BacLight Live /Dead-stained Streptomyces ahygroscopicus GIM8 growing at

different fermentation time．

图 3． ε-聚赖氨酸不同发酵时期产生菌 CTC 染色的共聚焦图片
Figure 3． Typical laser scanning confocal microscopy images of CTC-stained Streptomyces ahygroscopicus GIM8 growing at different

fermentation time．

2. 3 发酵不同时期产生菌 CTC 染色的共聚焦图片
ε-聚赖氨酸不同发酵时期产生菌 CTC 染色的

共聚焦图片如图 3 所示，从荧光强度可以看出 0 －
18 h 细胞活性高，24 细胞与 30 细胞的活性无明显
差异;至 48 h 时即 ε-聚赖氨酸生物合成终止时细胞
仅显示微弱活性，72 h 时细胞几乎不显示活性。

共聚焦图片还可以看出发酵前期菌丝球不断增
大，这与细胞生长相吻合;与发酵至 12 h、24 h 以及
30 h 时相比，发酵至 48 h 及 72 h 时的菌丝球更小，
菌丝断裂、脱落、萎缩、死亡以及自溶等是造成该现
象的主要原因。须指出的是活性细胞激发后产生红
色荧光，而微弱或无活性细胞无荧光产生或荧光极
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弱，可能降低成像放大率。
2. 4 活性调控发酵

CTC 作为探针的共聚焦显示 ε-聚赖氨酸生物
合成终止时细胞仅显示微弱活性，这可能是其生物
合成终止的主要原因，为此通过向 ε-聚赖氨酸合成
期细胞添加酵母粉调控其活性改进发酵工艺。

图 4 可以看出酵母粉添加(发酵至 16 h)显著
提高了细胞活性，24 h、36 h 及 48 h 细胞活性分别
为 1. 24、0. 94 和 0. 83 U /mg，对照为 0. 37、0. 23 和
0. 17 U /mg，前者分别为后者的 3. 35、4. 08 和 4. 88
倍。

利用酵母粉作为活性调控因子调控合成期细胞
活性的发酵 ε-聚赖氨酸终浓度达 2. 24 g /L，与对照
1. 04 g /L 相比提高 115. 4% (参照已发表文章［24］)。
须指出的是发酵过程酵母粉添加不仅提高 ε-聚赖
氨酸合成细胞活性，同时也对细胞生长、pH 变化和
细胞葡萄糖利用产生显著影响 (参照已发表文
章［24］)，这或直接或间接影响 ε-聚赖氨酸生物合成。

图 4． ε-聚赖氨酸发酵合成期添加酵母粉对产生菌
活性的影响
Figure 4． Effects of the yeast extract ( 0. 5%， W /V )

supplemented at the time ( 16 h cultivation ) on the cellular

metabolic activity of Streptomyces ahygroscopicus GIM8 during

flask fermentation．

3 讨论

链霉菌是一类重要的微生物类群，是生物活性
物质的重要来源。链霉菌发酵过程细胞分化及其活
性研究一直受到人们重视［25 － 26］。Sebastine 等［27］以
BacLight Live /Dead 为 探 针 研 究 克 拉 维 酸
( Clavulanic acid ) 发 酵 中 产 生 菌 棒 状 链 霉 菌

(Streptomyces clavuligerus) 活性动态变化，发现活性
细胞比例从接种时 100% 降至 64%，随后上升至
75%，最后上升至 93%。克拉维酸小试及中试发酵
时棒状链霉菌活性比例高(80% － 90% )且保持相
对恒定［28］。本研究以 BacLight Live /Dead 为探针显
示 ε-聚赖氨酸发酵前期大多数细胞具有活性，进入
ε-聚赖氨酸合成期后细胞呈一种非典型 BacLight
Live /Dead 图像。ε-聚赖氨酸合成阶段发酵液的低
pH 致膜通透性不可逆增加可能是形成该现象的原
因，此时 PI 可穿透细胞但未能有效替换与核酸结合
的 SYTO9，核酸同时结合 PI 和 SYTO9 两种荧光染
料结果形成一种非典型图像。此外 SYTO9 与 PI 在
一定条件下可发生共振能量转移［20］，即 SYTO9 激
发后产生的绿色荧光作为激发光激发 PI，结果呈现
非典型 BacLight Live /Dead 图像，本研究不排除非典
型图像为该原因所致，以此可合理解释 ε-聚赖氨酸
合成期细胞荧光减弱现象。

Christiansen 等［29］采用流式细胞仪研究 savinase
蛋白酶高密度发酵过程克劳氏芽胞杆菌 ( Bacillus
clausii) 活性变化，发现线性递增补料时发酵过程中
死亡细胞比率不断增加，指数补料时仅稍为增加，低
于前者，此结果可作为补料方式选择的依据。Bouix
和 Leveau 发现酒精发酵后期活性酵母比例显著降
低，认为活性酵母减少是酒精合成效率下降的原
因［30］，为发酵工艺优化指明了方向。本研究以 CTC
为探针发现 ε-聚赖氨酸生物合成终止时细胞仅显
示微弱活性，推测低细胞活性是 ε-聚赖氨酸生物合
成终止的重要原因，为此调控 ε-聚赖氨酸合成期细
胞活性以改进发酵工艺，结果 ε-聚赖氨酸发酵产率
显著提高。

作为活性控调因子的酵母粉含有大量氨基酸、
维生素和矿物质，ε-聚赖氨酸发酵过程其添加不仅
提高发酵细胞活性，也引起其它系列反应，如促进细
胞生长，从而提高细胞密度，这有利于 ε-聚赖氨酸
生物合成;更为重要的是维生素和矿物质可分别作
为参与 ε-聚赖氨酸生物合成过程酶的辅酶和激活
剂，使得 ε-聚赖氨酸生物合成反应速率加快;最后，
发酵过程中酵母粉添加可能上调 ε-聚赖氨酸合成
酶以及与 ε-聚赖氨酸生物合成有关基因的表达或
改变代谢流向，结果促进其生物合成。因此，酵母粉
作为活性调控因子调控合成期细胞活性的发酵工
艺，ε-聚赖氨酸生物合成极大提高是细胞活性增强、
细胞密度提高以及生物合成反应速率加快等不同效
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应共同作用的结果，其中活性调控在 ε-聚赖氨酸生
物合成促进效应中所起作用值得更深入研究。
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Enhanced ε-poly-L-lysine production by improving
cellular activity during fermentation

Shengrong Liu，Qingping Wu* ，Jumei Zhang，Xiaojuan Yang，Shuzhen Cai
Guangdong Institute of Microbiology，Ministry-Guangdong Province Jointly State Key Laboratory of Applied Microbiology，
Southern China，Guangzhou 510070，Guangdong Province，China

Abstract:［Objective］ To assess the effect of cellular activity on ε-poly-l-lysine ( ε-PL) biosynthesis and thereby to
rationally improve the production，we studied the cellular activity，ε-PL formation and other parameters cross flask
fermentation by Streptomyces ahygroscopicus． ［Methods］ Laser scanning confocal microscopy and a colorimetric method
were used to determine cellular activity using BacLight Live /Dead and 5-cyano-2，3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC) as
viable stains． To enhance the activity of the cells in the ε-PL production period，yeast extract was added． ［Ｒesults］
During ε-PL submerged fermentation in flasks，most cells were active in the growth period (0 － 16 h); cells had metabolic
activity in the growth and earlier ε-PL production periods between 0 and 30 h fermentation． Almost no activity was
detected after 48 h fermentation when no ε-PL was produced． The improved fermentation achieved 2. 24 g /L ε-PL from
1. 04 g /L． ［Conclusion］Biosynthesis of ε-PL can be boosted by up-regulating cell activity in its production phase．
Keywords: Streptomyces ahygroscopicus，ε-poly-L-lysine， liquid fermentation，cellular activity，biosynthesis，control
fermentation
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