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链霉素抗性选育ε-聚赖氨酸高产菌株 
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摘要：基于核糖体工程的育种方法，通过逐级赋予小白链霉菌 M-Z18 链霉素抗性，以提高产生菌的 ε-聚赖氨酸（ε-PL）合成能

力。首先，通过筛选低浓度链霉素（1~5 MIC）抗性突变株，将 M-Z18 的 ε-PL 的摇瓶产量从 1.6 提高到 2.43 g/L；随后，再次提升菌

株的链霉素耐受性（5~10 MIC），进一步增强菌株的 ε-PL 合成能力；最后，获得一株高产突变菌 SS-19，其 ε-PL 产量和单位菌体合

成能力分别为 3.13 g/L 和 0.58 g/g，较出发菌 M-Z18 分别提高了 95.63%和 137.61%。研究表明，SS-19 的中心碳代谢途径及 ε-PL 合成

相关的关键酶活性有所增加，意味着 ε-PL 的合成代谢被明显加强。在以葡萄糖为碳源的 RSM 培养基中，SS-19 比前期育种获得的高

产菌株表现出更好的 ε-PL 合成能力。以上结果表明，通过逐步引入高浓度链霉素抗性的筛选方法可有效提升小白链霉菌的 ε-PL 产量。 
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Abstract: Using a ribosome engineering-based breeding approach, the ε-Poly-L-lysine (ε-PL) biosynthesis capability of Streptomyces 

albulus M-Z18 was gradually enhanced by increasing streptomycin resistance in a stepwise manner. Firstly, the ε-PL production by S. albulus 

M-Z18 was increased from 1.6 to 2.43 g/L through screening low streptomycin-resistant (1~5 MIC) mutant strains. Subsequently, the 

streptomycin tolerance was further increased (5~10 MIC), to enhance ε-PL biosynthesis capability. Finally, a high ε-PL-producing mutant S. 

albulus SS-19 was obtained, with the yield of ε-PL and the unit cell synthesis capability as 3.13 g/L and 0.58 g/g, respectively, which were 

increased by 95.63% and 137.61%, respectively, compared with the original strain M-Z18. Results showed that the activities of the key enzymes 

involved in the central carbon metabolic pathway and ε-PL biosynthesis pathway were significantly enhanced, suggested that the anabolic 

metabolism of ε-PL was significantly enhanced. In the RSM medium with glucose as the carbon source, S. albulus SS-19 exhibited a greater 

ε-PL biosynthesis capability compared with the high-yield strains obtained from previous breeding. The above results indicated that the ε-PL 

production by Streptomyces albulus could be improved effectively by the screening method involving the gradual increase of streptomycin 

resistance. 
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ε-聚赖氨酸（ε-Poly-L-lysine，ε-PL）是由 25~35
个L-赖氨酸单体通过α-COOH和 ε-NH2脱水缩合而成 
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的同型氨基酸聚合物，分子量一般 3200~4500 u，最

先是由 Shima 等在 Streptomyces albulus 346 的发酵液

中发现并提取出的一种具有抑菌效果的物质[1]。因其

具有良好的热稳定性、抑菌谱广、安全无毒等优点，

ε-PL 可作为一种天然食品防腐剂应用于淀粉、肉以及 
果蔬等制品的防腐与保鲜[2]。 

野生型菌株的 ε-PL 合成能力较低，例如
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Streptomyces noursei NRRL 5126 和 Streptomyces 
griseofuscus H1，ε-PL 摇瓶产量仅有 0.42 和 0.39 
g/L[3,4]。因此，需通过菌种改良提高菌株 ε-PL 合成能

力才能满足工业化的需求。国际上，最早是日本研究

者利用物理和化学诱变，选育 S-(2-氨基乙基)-L-半胱

氨酸(AEC)和甘氨酸抗性突变株，以降低或解除前体

L-赖氨酸反馈抑制，历经 20 多年的不间断选育，获得

一株摇瓶 ε-PL 产量达到了 2.11 g/L 的高产突变株。在

该方法的启发下，国内研究者采用不同的理化诱变手

段结合 AEC 抗性选育 ε-PL 高产菌。例如，陈纬纬等

利用硫酸二乙酯作为诱变剂筛选 AEC 抗性突变株，

将Kitasatospora MY5236的 ε-PL摇瓶产量提高到1.17 
g/L，产量较野生菌提高了 2 倍[5]；余明洁等利用物理

和化学诱变，获得 AEC 抗性菌株 S.albulus UN2-71
（ε-PL产量为1.64 g/L），其产量为出发菌的1.42倍[6]；

Zong 等采用常温常压等离子诱变将 S.albulus A-29 的

ε-PL产量从0.40 g/L提高至1.59 g/L[7]。由此可以看出，

利用传统诱变方法可以有效提高产生菌的 ε-PL 产量，

但耗时费力且正突变率低。 
近年来，有学者利用基因工程的方法，通过强化

ε-PL 合成中重要辅因子的合成代谢途径或氮代谢途

径，提高了 ε-PL 的合成能力。许召贤等将 VHb 基因

整合到 S.albulus PD-1 的染色体中以减轻氧限制并增

强发酵中 ε-PL 的生物合成。最终，在 5 L 发酵罐中进

行补料分批培养后，ε-PL 的产量提高了 50.66%[8]。Xu
等通过在 S.albulus PD-1 中过表达铵转运蛋白基因

amtB 来改善 ε-PL 的产量，与使用野生型菌株相比，

重组细菌的最佳碳氮比增加了 57%，在 5 L 发酵罐中

进行补料分批培养后 ε-PL 的产量提高了 57.27%，证

明通过过表达 amtB 基因增强 ε-PL 的生物合成是有效

的[9]。但到目前为止，与 ε-PL 合成有关的关键基因改

造位点尚未有报道，很大程度影响了基因工程改造

ε-PL 产生菌的进度。因此，寻找一种快速有效的选育

ε-PL 高产菌的方法显得尤为重要。 
核糖体工程（ribosome engineering）是由日本学

者 Kozo ochi 教授提出来的一种新型育种方法[10]。核

糖体是微生物进行蛋白质合成的重要细胞器，与胞内

代谢活动、基本生理过程密切相关。在稳定生长期，

与次级代谢产物生物合成相关基因的大量表达取决于

此时核糖体的功能，因此核糖体突变（核糖体蛋白和

rRNA）带来的蛋白合成能力的改变，对次级代谢产物

生物合成的影响必然是十分深刻的。抗生素是通过与

核糖体的某些部位结合进而影响蛋白质的合成功能，

与细胞的严谨反应有类似的作用机理。因此通过向微

生物核糖体组分引入点突变，调控代谢系统，诱导或

刺激代谢产物的表达，获得代谢产物合成能力提高的

突变菌株。常用于抗性筛选的抗生素主要包括链霉素、

利福平、硫链丝菌素、夫西地酸、庆大霉素、巴龙霉

素、林肯霉素、遗传霉素等。在所使用的抗生素中，

链霉素诱变效果较好，正突变和增产率高，且其抗性

突变在诱变育种中应用较多。例如，从每 50 至 100
个随机挑取的链霉素突变株中选取 1 个进行产量测

定，约有一半的 S.chattanoogensis 突变株合成弗德利

卡霉素的能力有了明显地提高，产量最高可达野生菌

株的 26 倍。链霉素引起核糖体改变的机制主要分为两

种：高浓度链霉素主要诱导负责编码核糖体30S中S12
蛋白的 rpsL 基因突变；低浓度链霉素则导致编码 16Sr 
RNA 甲基转移酶的 rsmG 基因发生突变。另外，rpsL
基因突变会促进 frr 基因表达，其表达产物核糖体循

环因子在蛋白合成的最后一步能通过促进 mRNA 和

tRNA 与核糖体解离，提高基因表达[11-14]。也有其他

研究证明核糖体工程在提高次级代谢物产量的广泛性

及有效性，例如，Ochi 等通过对 Streptomyces coelicolor 
A3(2)菌株连续引入链霉素、庆大霉素和利福平抗性突

变，最终将放线紫红素产量比出发菌株提升了 48 倍
[15]；Wang 等在 Streptomyces coelicolor 中引入巴龙霉

素抗性，显著提高了十一烷基灵菌红素和放线菌紫红

素的产量[16]；Xie 等证实通过引入利福平抗性，可显

著提高Pseudomonas protegens Pf-5的次级代谢产物的

产量[17]。 
本文以一株小白链霉菌S.albulus M-Z18为出发菌

株，通过高低浓度链霉素抗性，逐级提高菌株的链霉

素耐受性，以提高产生菌的 ε-PL 产量。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

S.albulus M-Z18（简称 M-Z18）为出发菌株；

S.albulus S-6（简称 S-6）为低链霉素抗性突变株；

S.albulus SS-19（简称 SS-19）是高链霉素抗性突变株。

上述菌株均保藏于江南大学生物工程学院发酵与生态

工学研究室。 
链霉素购买于上海生工生物工程公司，葡萄糖、

鱼粉蛋白胨、硫酸铵、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、硫

酸镁、硫酸锌、硫酸亚铁等购买于国药集团，酵母粉

购买于 OXOID 公司。 

1.2  设备与仪器 

组合式摇床（HPL-C），太仓市强乐设备有限公司；

超净工作台（SW-CJ-1FD），苏州安泰空气技术有限公
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司；台式高速冷冻离心机（3K15），德国西格玛公司；

精密数显酸度计（PHS-3TC），上海天达仪器有限公司；

分光光度计（UV-2100），优尼科仪器有限公司；天平

（AB204-N ），瑞士梅特勒公司；恒温培养箱

（GNP-9160），上海光都仪器设备有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  培养基制备 
固体培养基(BTN 培养基，g/L)：葡萄糖 10，蛋

白胨 2，酵母粉 1，琼脂 20，pH 7.5。 
种子培养基(M3G 培养基，g/L)：葡萄糖 50，酵

母粉 5，硫酸铵 10，磷酸二氢钾 1.36，磷酸氢二钾 0.8，
硫酸镁 0.5，硫酸锌 0.04，硫酸亚铁 0.03，pH 6.8。 

优化培养基(YP/YG，g/L)：葡萄糖 30/甘油 60，
酵母粉 8，硫酸铵 5，硫酸镁 0.5，磷酸二氢钾 2，硫

酸锌 0.04，硫酸亚铁 0.03，pH 7.5，碳源为葡萄糖时，

缩写为 YP，碳源为甘油时，缩写为 YG。 
RSM 培养基(g/L)：葡萄糖 60，酵母粉 10，硫酸

铵 5，硫酸镁 0.8，磷酸二氢钾 4，硫酸亚铁 0.04，pH 
6.8。 

上述培养基均 115 ℃灭菌 20 min。 
1.3.2  单孢子悬浮液的制备 

将 M-Z18 接种于 BTN 培养基上，30 ℃培养 8 d
至孢子成熟，用接种铲刮下孢子，置于含玻璃珠和无

菌水的三角瓶中，30 ℃摇床上 200 r/min 震荡 20 min，
经 8 层纱布过滤得到单孢子悬浮液，在光学显微镜下

用血球计数板计数，调整浓度为 108~109个/mL，作为

待处理菌液。 
1.3.3  链霉素最小抑菌（minimum inhibitory 
concentration，MIC）浓度的测定 

将链霉素配制成 5 g/L 的母液，在 BTN 培养基冷

却到 50 ℃时，加入母液并充分混匀，分别配制成含

有 0、2、4、6 mg/L 链霉素的 BTN 培养基，相同浓度

设置 3 个平行，取 0.1 mL M-Z18 孢子悬浮液，均匀涂

布在上述 BTN 培养基上，30 ℃培养 3~5 d，能完全

抑制 M-Z18 孢子生长的最低链霉素浓度即为该菌的

链霉素 MIC。 
1.3.4  链霉素选育突变株 
1.3.4.1  选育低浓度链霉素抗性的突变株 

将 M-Z18 制成单孢子悬浮液并稀释到适宜浓度，

涂布到含链霉素 1-5 MIC 的 BTN 培养基上，30 ℃培

养 8 d。挑选直径较大且孢子浓密或与出发菌株有较大

差异的菌落进行扩培，并利用高通量筛选系统进行初

筛[18]。对初筛结果进行统计分析。 
1.3.4.2  选育高浓度链霉素抗性的突变株 

将 S-6 制成单孢子悬浮液并稀释到适宜浓度，涂

布到含链霉素 5~10 MIC 的 BTN 培养基上，30 ℃培

养 8 d。挑选直径较大且孢子浓密或与出发菌株有较大

差异的菌落扩培，并利用高通量筛选系统进行初筛。

对初筛结果进行统计分析。 
1.3.5  培养方法 
1.3.5.1  平板培养 

接单孢子悬浮液于 BTN 培养基，30 ℃培养 8 d。 
1.3.5.2  初筛培养 

无菌牙签刮取孢子，接种于 YG 培养基中。24 孔

板每孔装液量 2 mL，摇床转速 200 r/min，30 ℃培养

96 h。 
1.3.5.3  复筛培养 

种子培养：30 ℃，装液量 40 mL/250 mL 三角瓶，

摇床转速 200 r/min，培养 24 h。 
发酵培养：30 ℃，装液量 40 mL/250 mL 三角瓶，

摇床转速 200 r/min，培养 96 h，接种量 8%。 
1.3.6  高低产菌株生理生化性能差异分析 
1.3.6.1  高产菌株的形态特征比较 

取 M-Z18 和 SS-19 的孢子悬浮液涂布于 BTN 培

养基，30 ℃下培养至长出孢子，观察其菌落形态及通

过扫描电子显微镜下察看孢子状态。 
1.3.6.2  高产突变株菌球形态差异比较 

将筛选得到的突变菌以出发菌株 M-Z18 作为对

照，在相同条件下培养 96 h，在不同时间点观察菌体

生长情况。 
1.3.6.3  抵抗抗生素能力差异比较 

将筛选得到的突变株分别涂布于不同链霉素浓度

的抗性平板上，观察其抵抗链霉素的能力。 
1.3.6.4  不同培养基中摇瓶发酵性能差异比较 

取 M-Z18 和 SS-19 的孢子，接种到 M3G、YG、

YP 和 RSM 四种培养基中，每个菌株设置 3 个平行，

30 ℃、200 r/min 培养 96 h。测定发酵 pH、菌体干重、

ε-PL 浓度和单位菌体 ε-PL 合成的能力，比较高低产

菌株摇瓶发酵水平。 
1.3.6.5  ε-PL 代谢途径关键酶活力差异比较 

取M-Z18和 SS-19的孢子，接种到YG培养基中，

取发酵48 h的菌液进行离心，超声破碎制备粗酶液后，

比较 ε-PL代谢途径中6-磷酸葡萄糖脱氢酶（G6PDH）、

己糖激酶（HK）、丙酮酸激酶（PK）和柠檬酸合酶（CS）、
磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（PEPC）、天冬氨酸激酶

（ASK）与 ε-PL 合成酶（Pls）等关键酶的活性。 
1.3.7  突变菌株遗传稳定性试验 

将筛选出的 ε-PL 产量显著提高的菌株进行遗传

稳定性试验，对突变菌株连续传代培养 5 代，并进行
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摇瓶发酵验证筛选出的突变菌株的稳定性。 

1.4  分析检测方法 

1.4.1  pH 值的测定 
使用 pH 计精确测定。 

1.4.2  菌体干重测定 
采用滤纸差量测重法：取发酵液 10 mL，4500 

r/min 离心 15 min，取沉淀加去离子水洗涤两次，用预

先 105 ℃烘干并称重的滤纸进行抽滤，之后滤纸置于

105 ℃烘干至恒重后称重，计算前后质量差值，即为

菌体干重（dry cell weight，DCW）。 
1.4.3  ε-PL 的浓度测定 

ε-PL 的浓度测定采用甲基橙比色法，参照 Itzhaki
等[19]的方法，将 ε-PL 标准品配成 1 g/L 的母液，用磷

酸缓冲液（0.7 mmol/L）稀释成 0.02、0.04、0.06、0.08、
0.1、0.12、0.14、0.16 g/L 的溶液，分别取 2 mL 稀释

液与等体积的甲基橙振荡反应，置于 30 ℃、200 r/min
摇床反应 30 min，然后 4500 r/min 离心 15 min，取 0.5 
mL 上清液加入到含有 9.5 mL 磷酸缓冲液的玻璃试管

中，振荡混匀。用磷酸缓冲液标零分光光度计，在 465 
nm 处测定 OD 值，绘制标准曲线。待发酵结束后，用

磷酸缓冲液将上清液稀释，使 ε-PL 浓度的 OD 值在

0.2~0.4。经标准曲线计算出 ε-PL 的浓度。 
1.4.4  ε-PL 代谢途径关键酶活力测定 

取菌液 4500 r/min 离心 15 min，用 0.20%的 KCl
溶液洗涤菌体两次，称取 2 g 湿菌体用 100 mmol/L 
Tris-HCl (pH 7.50)溶液定容至 10 mL。菌体经超声破

碎后 12000 r/min 离心 20 min，上清即为粗酶液。6-
磷酸葡萄糖脱氢酶（G6PDH）、己糖激酶（HK）、丙

酮酸激酶（PK）、柠檬酸合酶（CS）、磷酸烯醇式丙

酮酸羧化酶（PEPC）、天冬氨酸激酶（ASK）与 ε-PL
合成酶（Pls）的酶活力测定方法参考文献[20]。 

1.5  数据统计 

本实验所有测量数据均重复测定三次，结果以平

均值±标准偏差表示。用Origin 8.5软件进行数据统计。 

2  结果与讨论 

2.1  链霉素最小抑菌浓度（MIC） 

由图 1 可知，在不加链霉素的平板上（图 1a），
菌株生长 6 天的孢子量大且浓密；在链霉素浓度为 2 
mg/L 时（图 1b），平板上呈现出稀疏的菌落，且菌落

基本未长出孢子，说明链霉素抑制了菌株的生长。继

续增加链霉素的浓度，可以明显地看到菌落数目呈现

递减趋势。当链霉素的浓度达到 6 mg/L 时，菌株的生

长基本被完全抑制，由此确定链霉素对 M-Z18 的最小

抑菌浓度为 6 mg/L。 

    

    
图 1 M-Z18在不同浓度链霉素的 BNT平板上的生长情况 

Fig.1 Colony forming units of M-Z18 on BNT plates containing 

different streptomycin concentrations.  

注：(a) 0 mg/L；(b) 2 mg/L；(c) 4 mg/L；(d) 6 mg/L。 

2.2  低浓度链霉素抗性选育高产突变株 

 
图 2 在含有 1~5 MIC链霉素平板上挑选的 156个菌落的发酵结

果 

Fig.2 ε-PL production of 156 colonies grown on plates with 1~5 

MIC streptomycin  

在 1~5 MIC 链霉素抗性平板上，随机挑取了 156
个生长速度较快、产孢能力较强的单菌落进行初筛，

筛选结果见图 2。由图可知，有 79 株菌株的 ε-PL 比

M-Z18 有显著提升，正突变率为 50.64%。其中，突变

株S-6的ε-PL摇瓶产量最高（2.43±0.03 g/L），较M-Z18
提高了 51.88%。这个结果，比利用常压室温等离子体

诱变茂源链霉菌[21]的正突变率（32%）高出了 19.88%，

说明低链霉素抗性筛选的方法确实能快速提高 ε-PL
产量。这可能是由于编码 16S rRNA 甲基转移酶的

rsmG 基因发生突变引起的甲基转移酶功能突变，导致

了16S rRNA上一个保守的鸟苷甲基化位点G527的甲

153 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.3 

基化缺失，rsmG 突变株中 S-腺苷甲硫氨酸水平上升，

最终促使目的次级代谢物的过量表达[22,23]。 

2.3  高浓度链霉素抗性选育高产突变株 

 
图 3 在含有 5~10 MIC链霉素平板上挑选的 108个菌落的发酵

结果 

Fig.3 ε-PL production of 108 colonies grown on plates with 

5~10 MIC streptomycin 
在 5~10 MIC 链霉素长出菌落的平板上，随机挑

取了产孢能力强、与出发菌形态差大的 108 个单菌落

进行培养和发酵筛选，结果表明，有 25 株菌株的 ε-PL
产量较 S-6 明显提升，正突变率为 23.14%（图 3）。经

复筛，发现高浓度链霉素抗性选育获得一株高产菌株

Streptomyces albulus SS-19，产量为 3.13±0.04 g/L，比

M-Z18 提高了 95.63%。实验结果表明，高浓度链霉素

抗性筛选能进一步提高 ε-PL 高产菌株产量，证明通过

筛选具有高浓度链霉素抗性的突变菌获得 ε-PL 高产

菌株仍然具有优势。Li 等[24]选择链霉素作为选择压力

筛选了 S.albus GCMCC 4.5716 的抗生素抗性菌株，链

霉素抗性菌株沙利霉素的产量是野生菌的 4 倍。结果

表明，链霉素抗性筛选可能促使编码核糖体 S12 蛋白

的 rpsL 基因发生突变，其核糖体循环因子过表达，细

胞后期生长阶段的蛋白质合成能力增强，次级代谢起

始加快并产生丰富的目的产物[22]。然而，高浓度链霉

素抗性筛选的正突变率（23.13%）比低浓度链霉素抗

性筛选的正突变率（51.88%）低，说明虽然阶梯性提

高链霉素筛选浓度可以继续强化小白链霉菌的 ε-PL
合成能力，但其正突变率会随着抗性的增加而降低。

吴光耀等[25]也采用先低（1~10 MIC）后高（10~50 MIC）
的链霉素抗性筛选的方法进行了高产菌的选育，分别

将 ε-PL 产量分别提高 17.9%和 10.3%。但实际上，10 
MIC 抗性对菌株已产生较强抑制，具体表现为产孢能

力与传代稳定性的明显下降。因此，本研究采用逐级

引入高浓度链霉素抗性的方法，从而弱化链霉素对菌

株的伤害，结果表明在低浓度（1~5 MIC）选育时，ε-PL
产量提高了 51.88%，在高浓度（5~10 MIC）选育时，

ε-PL 产量提高了 21.43%。以上结果说明：（1）链霉素

抗性筛选确实能有效提高菌株的 ε-PL 产量；（2）利用

递推式的方法，逐级增加链霉素抗性更有利于 ε-PL 产

量的稳步提升。 

2.4  高产菌株生理生化性能分析 

2.4.1  高产突变菌株菌落形态分析 

 

 
图 4 出发菌株 M-Z18（a）与高产菌株 SS-19（b）典型菌落形态 

Fig.4 Typical colony morphology of original strain M-Z18 (a) 

and the high-yield strain SS-19 (b) 

以 M-Z18 为出发菌株，获得链霉素抗性菌 SS-19，
在 BTN 培养基上培养后菌落形态发生明显变化，一

些典型菌落如图 4b 所示。出发菌 M-Z18 的单菌落较

为扁平，表面光滑，无褶皱，菌落形态较单一（图 4a）；
高产菌株 SS-19 有丰富的气生菌丝，单菌落表面出现

较多褶皱，呈现多样性。这些表型变化具有遗传性，

表明 M-Z18 的遗传物质在链霉素抗性筛选中确实发

生了改变，形态学的变化暗示了菌株 M-Z18 的基因发

生了突变，因为放线菌表型的多样性往往反应了其基

因和产物的多样性。据报道，Streptomyces avermitilis
的关键产物代谢途径调控基因与其形态学调控基因高

度相关，不同形态的 S. avermitilis 产量有很大的差异
[21]。Wang 等[26]在高产菌株的选育过程中的菌落形态

的分化与本研究中 M-Z18 与 SS-19 的情况类似，研究

表明 rpoB 基因的突变也不但会引起细菌的表型出现

较大分化[27]，也会促使菌株大量合成次级代谢产物。 
2.4.2  高产突变菌株孢子形态 

出发菌株M-Z18与链霉素抗性菌SS-19孢子形态

对比如图 5 所示。M-Z18（图 5a）孢子密度较大，刺

突较短，且部分孢子表面的刺突较为稀少；SS-19（图

5b）的孢子密度比 M-Z18 小，刺突均长且致密。根据

刺的形状，属尖型针状凸起[28]，这一现象也与梁新乐 
等[29]的研究结果一致。有研究表明，在链霉菌中 rpsL
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基因突变也会出现菌丝和孢子形态的变化，这种表型

的改变可能有与细菌启动严谨反应相关[27]。基于菌落

和孢子形态分析，表明经过链霉素抗性选育获得的突

变株形态上会与出发菌株产生较大的差异，为后期高

产菌的快速选择提供重要依据。 

    
图 5 M-Z18（a）和 SS-19（b）的孢子形态差异 

Fig.5 Spore morphology differences between M-Z18 (a) and 

SS-19 (b) 

2.4.3  高产突变株菌球形态 

  

  

  
图 6 M-Z18（a）和 SS-19（b）在摇瓶中发酵过程中不同时间点

菌体形态比较（400×） 

Fig.6 Comparison of M-Z18 (a) and SS-19 (b) on pellet 

morphology at different time during fermentation (400×) 

出发菌M-Z18与高产菌 SS-19在YG培养基中菌

体形态对比如图 6 所示。发酵 24 h 时，M-Z18 已开始

形成菌球而 SS-19 未形成菌球；发酵 48 h 时，M-Z18
的菌球较大，菌丝较长，而 SS-19 的菌球比 M-Z18 小；

发酵 96 h 时，M-Z18 已大量裂解，SS-19 仅有少量菌

球出现裂解，且相比于 48 h 仍然保留较为完整，菌球

的体积变小。通过比较突变菌和出发菌发酵过程中的

菌球形态，发现突变菌生长速率减慢，发酵周期延长。

研究表明，菌体在不同碳氮源以及碳氮比例时会呈现

出的不同菌球形态，菌球形态的差异会影响发酵液流

变性，而发酵液的流变性对营养物质和氧的传递又会

造成影响，进而影响代谢，最终对目的产物的合成造

成不同的影响[30]。此外，在发酵中后期，当菌球保持

一定体积的球核会对合成目的产物十分有利。SS-19
的优势在于后期仍保持较为完整的菌球形态，使菌株

持续发酵产能。所以 SS-19 的优势在于后期仍保持较

为完整的菌球形态，使菌株持续发挥发酵产能。后期

通过培养基及发酵策略优化等方法可进一步提高菌株

产量。 
2.4.4  抗生素耐受性差异 

通过核糖体工程技术对菌株 M-Z18 进行选育，获

得了具有链霉素抗性的高产菌株。研究结果发现，突

变菌在 ε-PL 合成能力得到提升的同时，自身对于抗生

素的耐受能力也会发生变化。对 M-Z18、S-6、SS-19
以及实验中涉及的其它抗性菌株进行链霉素抗性测

定。由表 1 可知，经链霉素抗性筛选后，菌株链霉素

抗性明显提高。低浓度链霉素抗性筛选（1~5 MIC）
获得的突变菌，其抗性从原来的 6 mg/L 仅增加至 9 
mg/L；但是经过高浓度链霉素抗性筛选（5~10 MIC）
获得的高产菌株，其链霉素抗性高达 45 mg/L。这可

能是因为菌株发生链霉素抗性突变后，很大程度上解

除了链霉素对核糖体的抑制作用，在提高链霉素抗性

的同时也大幅提升了 ε-PL 的产量。 
表 1 不同菌株链霉素抗性的差异 

Table 1 Streptomycin resistance test of different strains during 

breeding 

菌株编号 出发菌 
筛选 
抗生素 

浓度/(MIC) 

ε-PL 
产量 
/(g/L) 

链霉素 
抗性 

/(mg/L) 

M-Z18 出发菌  1.60 6.00 

S-6 M-Z18 1~5 2.43 9.00 

S-11 M-Z18 1~5 2.32 9.00 

S-15 M-Z18 1~5 2.28 9.00 

SS-19 S-6 5~10 3.13 45.00 
SS-32 S-6 5~10 2.96 42.00 

2.5  高产菌株在不同培养基的发酵性能分析 
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图 7 M-Z18和 SS-19在不同培养基中摇瓶发酵性能比较 

Fig.7 Fermentation performance of M-Z18 and SS-19 at 

different fermentation media 

菌株经高产选育后对营养物质的需求也会随之改

变。对 M-Z18、SS-19 在四种常用 ε-PL 发酵培养基

M3G、RSM、YG 和 YP 的发酵参数进行了对比，实

验结果见图 7。结果表明，M-Z18 与 SS-19 在上述四

种培养基中发酵结束时，最终的 pH 值未表现出明显

的差异；SS-19 在四种培养基中的 ε-PL 产量和单位菌

体合成 ε-PL 能力均高于 M-Z18，意味着高低链霉素抗

性筛选使SS-19的 ε-PL合成能力明显提高。另一方面，

两株菌在 YG 培养基中的产量均高于在其它三种培养

基，说明 YG 培养基更有利于菌株大量积累 ε-PL。在

YG 培养基中，SS-19 的 ε-PL 产量较 M-Z18 提高了

95.63%，单位菌体 ε-PL 合成能力提高了 137.61%。然

而，虽然以甘油为碳源的培养基（YG）获得的 ε-PL
产量较高，但目前工业化生产仍然倾向于以葡萄糖作

为碳源，其原因是以甘油为碳源发酵生产的 ε-PL 产品

的聚合度低于以葡萄糖为碳源时的产品聚合度，聚合

度的降低会导致 ε-PL 对细菌的抑菌性下降，产品效价

降低。将 SS-19 在上述 4 种培养基中产量与前期选育

获得的 WG-608 对比发现，虽然 WG-608 在 YG 培养

基（甘油为碳源）中产量比 SS-19 高，但 SS-19 在以

葡萄糖为碳源的 RSM 发酵培养基上的产量比

WG-608 高 9.6%。说明本研究获得的 SS-19 更具有工

业生产的潜力。 

2.6  高产菌代谢途径关键酶活性分析 

为了从生理代谢水平进一步了解 SS-19 的高产原

因，对 ε-PL 合成途径的关键酶活性进行了考察，结果

如表 2 所示。与 M-Z18 相比，SS-19 的 HK、G6PDH、

PK、CS、PEPC、ASK、Pls的酶活性分别增加了40.23%、

45.45%、28.13%、142.11%、119.27%、136.49%、34.79%。

HK 酶活升高会增加 EMP 途径通量，有助于 SS-19 对

葡萄糖的摄取和消耗。NADPH 是 ε-PL 前体 L-赖氨酸

合成中最重要的辅因子，其主要来源于 PPP 途径。

G6PDH 酶活性提高，PPP 途径会被强化，促使细胞合

成更多的 NADPH，从而促进了 L-赖氨酸合成。EMP
途径代谢末端产物丙酮酸是 TCA 循环所需的碳骨架，

而关键酶 PK 的活力增强直接增加了碳骨架进入 TCA
循环的通量。同时，CS 酶活力的增强也促使 TCA 循

环的通量增加。TCA 循环能为细胞提供能量 因子

（NADH 和 FADH2）用于呼吸产能，并生成大量 ATP，
直接参与 ε-PL 的合成代谢。在 ε-PL 合成中大量的 L-
赖氨酸会被消耗，细胞胞内草酰乙酸是相对稀缺的，

PEPC 酶活性增加提高了回补途径的通量，为前体 L-
赖氨酸合成提供大量的碳骨架前体（草酰乙酸）并流

入 DAP 途径。ASK 酶活性的提高会强化 DAP 途径，

促进 L-赖氨酸的合成。此外，Pls 的活力的增加直接

提高了细胞的 ε-PL 合成能力。以上结果表明，SS-19
是通过强化初级与次级代谢通量，合成更多前体物质

L-赖氨酸和辅因子 ATP，最终大量合成 ε-PL 的。这与

许召贤等将 VHb 基因整合到 S.albulus PD-1 的染色体

中以减少氧限制并增强发酵中 ε-PL 的生物合成和 Xu
等通过在 S.albulus PD-1 中过表达基因 amtB 来改善

ε-PL 的产量的结果是一致的[8,9]。 

2.7  高产突变菌的遗传稳定性 

为研究突变株 SS-19 的遗传稳定性，在 BTN 培养

基上对其进行连续 5 次传代培养并进行发酵验证，结

果如表 3。经 5 次传代后，链霉素抗性突变菌 SS-19
的 ε-PL 产量与出发菌株相比一直稳定高产，证明该高

产突变菌具有良好的遗传稳定性，可应用于工业生产。 
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表 2 出发菌株 M-Z18与 SS-19菌株的关键酶酶活性比较（U/mg prot） 

Table 2 Key enzyme activities in ε-PL biosynthesis between M-Z18 and SS-19 (U/mg prot) 
菌株 HK G6PDH PEPC ASK CS PK Pls 

M-Z18 6.35±0.82 0.11±0.15 0.32±0.28 0.19±0.08 1.09±0.81 0.74±0.38 65.23±1.21 
SS-19 8.91±0.05 0.16±0.23 0.41±0.13 0.46±0.12 2.39±0.11 1.75±0.06 87.93±0.45 

表 3 SS-19菌株传代稳定性试验 

Table 3 Test of passage stability for high-yield mutant SS-19 

传代次数 1 2 3 4 5 

ε-PL 产量/(g/L) 3.13±0.10 3.03±0.05 2.95±0.14 3.00±0.09 2.94±0.12 

3  结论 

3.1  本研究基于核糖体工程理论，采用先低浓度后高

浓度的链霉素对 M-Z18 进行抗性筛选，获得了一株

ε-PL产量明显提高的突变株SS-19，摇瓶产量达到3.13 
g/L，较出发菌株提高了 95.63%；单位菌体 ε-PL 合成

能力为 0.58 g/g，较出发菌株提高了 137.61%。在相同

的培养条件下，SS-19 在发酵后期仍保持较为完整的

菌球形态，使菌株持续发酵产生 ε-PL，并且在以葡萄

糖为碳源的 RSM 培养基中比之前报道的 WG-608 表

现出更好的 ε-PL 合成能力。以上结果表明，通过逐步

引入高浓度链霉素抗性的方法可有效提升 ε-PL 产量。

进一步对高产菌的 ε-PL 合成相关的中心碳代谢途径

关键酶活性的研究发现，高产菌株较出发菌株的 HK、
G6PDH、PK、CS、PEPC、ASK、Pls 的酶活性均有

所增加，表明通过逐步引入高浓度链霉素抗性的筛选

方法能够强化小白链霉菌中 ε-PL 合成代谢相关途径

的通量，从而提高 ε-PL 的合成能力。经 5 次连续传代

培养，SS-19 的 ε-PL 产量仍基本保持稳定，说明 SS-19
菌具有良好的遗传稳定性，可应用于工业生产。 
3.2  本文的实验为摇瓶发酵结果，其过程很难对营

养、溶氧和 pH 等条件进行控制。因此，在今后的研

究中，一方面可以在 5 L 发酵罐中对 SS-19 作进一步

发酵优化以提高 ε-PL 发酵产量；另一方面可以对

SS-19 与 M-Z18 进行比较组学分析，找到促进 SS-19
高产的关键原因以剖析 SS-19 高产机制。 
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