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柠檬酸钠和生物素对白色链霉菌发酵产 

ε-聚赖氨酸的影响 
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摘要：本文研究了不同生长期在培养基中添加柠檬酸钠和生物素对白色链霉菌生长及产 ε-PL 的影响，结果表明添加不同浓度柠

檬酸钠对菌体生长的影响不明显，但对白色链霉菌 ε-PL合成有正向促进作用。0 h 添加 2 g/L 的柠檬酸钠可获得最大的 ε-PL产量 0.92 

g/L。随着柠檬酸钠浓度的增加，ε-PL 产量先增加后降低。在 0 h 添加 2 g/L 柠檬酸钠并在 36 h 添加 300 μg/L 生物素，发酵 72 h后菌

体干重和 ε-PL产量分别达到了 7.86 g/L 和 1.10 g/L，是空白对照组的 1.30 倍和 1.93 倍，说明外源添加柠檬酸钠和生物素对白色链霉

菌发酵生产 ε-PL 有促进作用。 
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Abstract: The effect of sodium citrate on ε-PL fermentation of S. albulus was investigated. The results showed that sodium citrate 

concentrations had slight effect on cell growth, but significantly affect the synthesis of ε-PL. The addition of 2 g/L sodium citrate at 0 h resulted 

in the highest ε-PL concentration of 0.92 g/L. By adding 2 g/L sodium citrate at 0 h and 300 μg/L biotin at 36 h to fermentation media, the cell 

dry weight and ε-PL yield reached the highest values of 7.86 g/L and 1.10 g/L, respectively, being 1.30 and 1.93 folds to the control respectively. 

It was demonstrated that sodium citrate and biotin will promote cell growth and ε-PL yield of fermentation of S. albulus. 
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ε-聚赖氨酸（ε-poly-lysine，ε-PL）是一种水溶性

强、抑菌谱广、可以食用并且对人体无任何毒副作用

的新型生物防腐剂[1]。对革兰氏阳性和阴性菌以及一

些真菌、耐热芽孢杆菌的繁殖都有强烈的抑制作用[2]，

2003 年美国 FDA 通过了 ε-PL 作为食品添加剂的许

可，此外，ε-PL 在基因治疗、微囊药物的制备[3]、高

分子材料等领域中亦有着广泛的用途。目前 ε-PL已在

日本实现以葡萄糖为原料进行链霉菌发酵的工业化生

产。 

日本最初用野生的S.albulus346 进行发酵的研究 
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中[4]，ε-PL在最优化的培养基中的积累浓度为 0.5 g/L。

在发酵过程中，ε-PL的最大积累浓度开始于pH值6.0。

当细胞生长达到稳定状态，培养基 pH 值的降低是

ε-PL 生产的关键（pH 值 3.0~5.0）。随后，Shima[5]等

发现给静止的细胞中添加葡萄糖和硫酸铵作为培养

基，且在酸性 pH值的条件下，ε-PL的积累量可达 4~5 

g/L。ε-PL在 pH 值 5.0~6.0 时产量迅速下降，说明 S. 

albulus 中含有 ε-PL降解酶。 

国内天津科技大学姜俊云[6]等采用 5 L 自控式发

酵罐研究了 ε-PL分批发酵过程中pH对发酵指标以及

菌体细胞形态的影响。发现当 pH 值维持在 5 以上，

有利于菌体生长；pH值 4.0 左右可促进 ε-PL的合成。

当搅拌转速为 350 r/min 和控制 pH值 4.0 时可获得最

大的 ε-PL产量 2.95 g/L，菌体量 9.33 g/L。通过对比

不同发酵条件下菌丝体的形态变化，发现当菌丝球比

较均匀、形态无较大差别、具有致密程度相当的核心
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时，有利于 ε-PL形成。从茂林等[7]利用氮离子注入法

诱变选育的一株白色链霉菌 GC11 菌株，5 L自控发酵

罐培养 72 h 后 ε-PL产量为 4.21 g/L，比出发菌株提高

了 1.30倍。薛晓明等[8]以白色链霉菌突变株为研究对

象，探索不同发酵时间在发酵培养基中添加 ATP 和生

物素对 ε-PL产量的影响。结果发现，在 36 h 时添加

300 µg/L的生物素以及 2 mmol/L的 ATP 对该白色链

霉菌 ε-PL 产量提升最大，比对照组提高了 34.04%，

产量达到 1.193 g/L。但是综观国内 ε-PL 研究情况，

仍与国外先进水平有较大差距，需进一步研究。 

ε-PL是一种含有25~30个赖氨酸残基的同型单体

聚合物多肽，由单一赖氨酸 α-羧基和 ε-氨基形成酰胺

键连接而成的均聚赖氨酸，故被称为 ε-PL[9]。尽管 ε-PL

在应用与理论研究方面前景可观，但是 ε-PL的生物合

成机理至今还在摸索。目前大部分的研究认同 ε-PL的

合成与多聚 γ-D-谷氨酸在酶作用物氨基酸的腺苷酸合

成方面的机理相似[10]，L-谷氨酸的腺苷酸转化被认为

是多聚 γ-D-谷氨酸合成的第一步。ε-PL的合成也是以

L-赖氨酸为前体物，这一点是由S. Shima 等[4]首次实

验发现，他们将[14C]-L-Lys 渗入培养基中，通过分析

其代谢去向证实了L-Lys 是 ε-PL的前体物。 

L-赖氨酸的前体草酰乙酸主要由对氧浓度要求较

高的TCA循环和磷酸烯醇式丙酮酸羧化反应提供[11]。

在生物合成过程中，当 EMP 途径通量超出TCA循环

的代谢能力时，会使 EMP 途径生成的丙酮酸积累，

则会导致酸及副产物的生成。有研究表明[12~13]，添加

柠檬酸钠能显著降低枯草芽孢杆菌代谢途径中磷酸果

糖激酶和丙酮酸激酶的活力。柠檬酸和葡萄糖的联合

代谢会阻遏有机酸的生成，减弱 EMP 途径及TCA循

环途径[14]。L-赖氨酸和 L-亮氨酸都是由前体物质草酰

乙酸经代谢合成的，发酵过程中添加柠檬酸钠能够改

变 L-亮氨酸生物合成途径的关键节点丙酮酸及乙酰

辅酶 A的代谢流分布，保持 EMP 和 TCA之间代谢流

量平衡，有利于减少副产物的生成，提高 L -亮氨酸生

物合成途径的代谢流量[15]。因此本实验主要探究添加

柠檬酸钠是否能够通过提高 L-赖氨酸生物合成途径

的代谢流量，从而提高 ε-PL的产量。 

1  材料和方法 

1.1  菌种试剂与培养基 

1.1.1  菌种 

以 广 东 省 微 生 物 所 保 藏 的 白 色 链 霉 菌

（Streptomyces albulus）8 号菌为出发菌，经紫外诱变

和硫酸二乙酯（DES）化学诱变筛选的突变株

DES-2[16] 。 

1.1.2  试剂 

硫脲、碘化钾、亚硝酸铋（分析纯）：天津科密欧

化学试剂有限公司。 

1.1.3  培养基 

（1）贝特纳斜面培养基（g/L）：葡萄糖 10，蛋

白胨 2，酵母提取物 1，琼脂 15，115 ℃灭菌 20 min。 

（2）种子和发酵培养基（g/L）：葡萄糖 50，酵

母提取物 5，(NH4)2SO4 10，KH2PO4 1.36，K2HPO4 0.8，

MgSO4·7H2O 0.5，ZnSO4·7H2O 0.04，FeSO4 ·7H2O 

0.03，pH 6.8，115 ℃灭菌 20 min。 

1.2  种子液制备 

刮取 1 环 Streptomyces albulus 斜面菌种，接种于

装有 100 mL种子培养基的500 mL三角瓶中，30 ℃、

200 r/min 培养 30 h。 

1.3  摇瓶发酵 

以 6%的接种量将种子液接种于装有 50 mL发酵

培养基的 250 mL三角瓶中，30 ℃、200 r/min 培养 72 

h。 

1.4  测定方法 

1.4.1  菌体干重测定 

取 4 mL 发酵液于预先称重的离心管中，4000 

r/min 离心 10 min，弃上清液再加入 4 mL去离子水离

心洗涤，反复洗涤 2~3 次，弃上清，将沉淀置于 90 ℃

的烘箱内烘干至恒重，烘干后总重减去离心管重即为

菌体干重。 

1.4.2  残糖含量测定 

残糖含量采用 3,5 二硝基水扬酸比色法（DNS 方

法）测定[17]。 

1.4.3  ε-PL含量测定 

ε-PL含量测定采用 Dragendoff’s 法[18~19]：准确吸

取含不同浓度 ε-PL样品 1 mL，置于 5 mL离心管中，

加入的 1 mL的 DR 试剂，摇匀，形成沉淀，7000 r/min

离心 10 min，弃去上清液，用2 mL无水乙醇洗涤沉

淀，7000 r/min 离心 10 min，弃去上清液，加入 2 mL 

Na2S，产生黑色沉淀，12000 r/min 离心 10 min，弃去

上清液，向沉淀中加入 2 mL浓硝酸，20 min 后，待

沉淀完全溶解，用去离子水稀释至10 mL，取出 1 mL，

加入 5 mL硫脲溶液，以20%硝酸溶液加入硫脲为空

白，在 λ=435 nm 处测定吸光度值。 

2  结果与讨论 

2.1  白色链霉菌 Streptomyces albulus 的生长曲线 

本研究中白色链霉菌Streptomyces albulus 的生长

过程是典型的微生物生长过程，由图 1 可知，在温度

30 ℃、转速 200 r/min、接种量 6%、初始pH值为 6.8
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的培养条件下，0 h~12 h 为延滞期，12 h~48 h 为对数

生长期；48 h~60 h 为稳定期，72 h后进入衰亡期。从

图中可以看出随着细胞增长，残糖量逐渐降低，ε-PL

产量不断增加，当细胞增长达到一定值时 ε-PL开始大

量合成，在稳定期，细胞量维持最大值，ε-PL产量继

续急剧增加，至 72 h，ε-PL的产量达到最大值并形成

拐点，之后不断下降。 

 
图 1 白色链霉菌生长与ε-PL代谢曲线 

Fig.1 The cell growth and ε-PL production curve of S. albulus 

DES-2 

根据图 1 的细胞生长与代谢规律，本文研究分别

在发酵初始和稳定期前期（48 h）添加不同浓度的柠

檬酸钠及同时添加生物素对白色链霉菌发酵及 ε-PL

产量的影响，旨在确定柠檬酸钠及生物素对 ε-PL发酵

代谢的影响。 

2.2  发酵初始添加不同浓度柠檬酸钠对白色链霉菌

生长及产 ε-PL的影响 

研究在发酵初始添加柠檬酸钠对白色链霉菌生长

及 ε-PL产量的影响。柠檬酸钠的浓度梯度为1 g/L、2 

g/L、3 g/L 和参照（不添加柠檬酸钠），在发酵结束

72 h 取样测定发酵液中的pH值、菌体干重、残糖量

和 ε-PL产量。结果如图 2 所示。 

 

 
图 2 0 h 添加柠檬酸钠对发酵后菌体干重(a)、残糖量(b)、ε

–PL产量(c)和 pH 值(d)的影响 

Fig.2 Effect of adding sodium citrate at 0 h on cell dry weight 

(a), residual sugar content (b), ε-PL yield (c) and pH value (d) 

由图 2 中可以看出，发酵初始添加不同浓度的柠

檬酸钠对白色链霉菌菌体的生长影响较小，发酵结束

后菌体干重与对照组基本相同，且随着柠檬酸钠浓度

的提高有增加的趋势。三组实验组的残糖浓度明显都

要高于对照组，这是由于柠檬酸是三羧酸循环的中间

产物，细胞内的柠檬酸含量高，意味着丰富的生物合

成前体存在，葡萄糖无需为提供合成前体而降解。所

以添加柠檬酸钠后会显著降低丙酮酸激酶和磷酸果糖

激酶的活力，从而减弱糖酵解途径通量，糖耗降低[20]。 

由图中 ε-PL产量的对照柱形图可以看出，随着柠

檬酸钠添加量的增加，ε-PL产量呈现先增加后降低的

趋势，其中添加 2 g/L柠檬酸钠实验组的 ε-PL产量最

高，为 0.92 g/L，比对照组（0.58 g/L）提高了 58.62%，

同时添加 1 g/L和 2 g/L柠檬酸钠实验组的 pH值与对

照组基本相同，为 pH 4.1~4.2，但添加3 g/L柠檬酸钠

实验组的 pH 明显增高，发酵结束后为 4.64。Kahar

等人[19]研究发现，发酵液在 pH 4.2~4.5 时，白色链霉

菌可以很快合成和分泌 ε-PL，而当 pH 5.0~8.0 时，由

于存在 ε-PL 降解酶，ε-PL 则立即被菌株降解。2001

年 P Kahar 等[20]也通过研究发现如果培养液的 pH 控

制在 4 左右，该白色链霉菌 410 菌株细胞会产生高浓

度的 ε-PL，然而如果 pH 增加到高于 5 时，已积累的

ε-PL就会解聚。因此添加3 g/L柠檬酸钠实验组的ε-PL

产量较低主要是由于 pH较高，一部分合成的 ε-PL分

解，导致产量降低。 

实验研究表明，添加柠檬酸钠不影响菌体的正常

生长，且能够提高 ε-PL产量，添加浓度以 2 g/L最佳。 

2.3  稳定期前期 48 h 添加不同浓度柠檬酸钠对白色

链霉菌生长及产 ε-PL的影响 

 

 
图 3 48 h 添加柠檬酸钠对发酵后菌体干重(a)、残糖量(b)、ε

–PL产量(c)和 pH 值(d)的影响 

Fig.3 Effect of adding sodium citrate at 48 h on cell dry weight 

(a), residual sugar content (b), ε-PL yield (c) and pH value (d)  

研究在发酵稳定期初期48 h添加柠檬酸钠对白色

链霉菌生长及 ε-PL产量的影响。柠檬酸钠的浓度梯度
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为 1 g/L、2 g/L、3 g/L和参照（不添加柠檬酸钠），在

发酵结束 72 h 取样测定发酵液中的 pH值、细胞干重、

残糖量和 ε-PL产量。结果如图 3 所示。 

从图 3 中可以看出，48 h 添加柠檬酸钠对菌体生

长的影响都不大，且三组实验组的残糖浓度基本相同，

都略高于对照组。但 ε-PL浓度随着柠檬酸钠浓度的增

加而降低，添加1 g/L和 2 g/L柠檬酸钠实验组发酵结

束后 ε-PL 浓度分别为 0.73 g/L、0.69 g/L，比对照组

（0.61 g/L）增加了 19.67%和 13.11%。而添加 3 g/L

柠檬酸钠实验组发酵结束后 ε-PL浓度仅为 0.48 g/L，

比对照组（0.61 g/L）降低了21.31%。同时 pH随柠檬

酸钠浓度增加而升高。说明 48 h 添加较低浓度的柠檬

酸钠会促进 ε-PL的合成，但随着浓度升高，发酵结束

后 pH较高，导致 ε-PL浓度降低。即稳定期添加柠檬

酸钠对 ε-聚赖氨酸的代谢也起到正向作用，但效果比

发酵 0 时添加的差。 

2.4  0 h添加2 g/L柠檬酸钠同时在36 h添加300 µg/L

生物素对白色链霉菌生长及产 ε-PL的影响 

 
图 4 0 h 添加柠檬酸钠及 36 h添加生物素对白色链霉菌的生长

及ε–PL合成的影响 

Fig.4 Effect of adding sodium citrate at 0 h and adding biotin at 

36 h on cell dry weight and ε-PL yield 

研究表明生物素作为脂肪和蛋白质正常代谢不可

或缺的生长因子，其添加可促进草酰乙酸生成，增加

天冬氨酸供给，提高赖氨酸产量，为 ε-PL提供充足的

底物[21~22]。根据薛晓明等[8]的研究发现，36 h 外源添

加 300 µg/L的生物素对 ε-PL的发酵有一定的促进作

用，因此本实验在发酵初始添加 2 g/L 柠檬酸钠同时

在 36 h外源添加 300 µg/L的生物素，以只在发酵初始

添加 2 g/L 柠檬酸钠实验组为对照组，以正常条件下

进行培养的实验组为空白对照组，分别在 12 h、24 h、

36 h、48 h、60 h、72 h 和96 h取样检测发酵液中的菌

体干重和 ε-PL浓度，研究柠檬酸钠和生物素的共同作

用对白色链霉菌生长及 ε-PL产量的影响。如图4所示，

白色链霉菌的生长曲线仍然符合典型的微生物生长曲

线，同时从表中也可以看出，36 h添加 300 µg/L的生

物素后，菌体干重和 ε-PL产量都高于两对照组，72 h

时实验组的菌体干重和 ε-PL 浓度分别为 7.86 g/L 和

1.10 g/L，分别是只添加柠檬酸钠（不添加生物素）对

照组的 1.27 和1.34 倍，是不添加柠檬酸钠和生物素的

空白对照组的 1.30 倍和 1.93 倍。 

3  结论 

发酵过程中外源添加柠檬酸钠能够在不影响菌体

正常生长的情况下促进 ε-聚赖氨酸的合成和积累，添

加生物素则可以促进细胞生长和 ε-聚赖氨酸代谢。结

果表明，添加柠檬酸钠后会对发酵液的 pH 有影响，

发酵结束时添加 1 g/L和 2 g/L柠檬酸钠实验组的 pH

值与对照组基本相同，为 pH 4.1~4.2，但添加 3 g/L柠

檬酸钠实验组的 pH 明显增高，达到 4.64，可能是导

致 ε–聚赖氨酸产量随着柠檬酸钠浓度的增加先增加

后降低的原因，最适柠檬酸钠添加浓度为 2 g/L，最适

添加时间为发酵 0 时，稳定期前期（48 h）外源添加

柠檬酸钠也能促进 ε-聚赖氨酸生成，但效果比发酵 0

时添加的效果差。添加柠檬酸钠发酵 72 h 后获得 ε-

聚赖氨酸产量比对照组提高了 58.62%，达到 0.92 g/L。

进一步研究 0 h添加 2 g/L柠檬酸钠和 36 h 添加 300 

µg/L生物素协同作用，发酵 72 h 后菌体干重和 ε-聚赖

氨酸产量分别是对照组的 1.30 倍和 1.93 倍，分别为

7.86 g/L和 1.10 g/L。 
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