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摘要!采用生物发酵法制备%H>标记的.$亮氨酸’以实验室选育获得的突变株黄色短杆菌BDcH)$(为出

发菌株%研究适用于%H>标记.$亮氨酸生产的实验配方(发酵工艺(提纯工艺’结果表明%菌株发酵产酸量"
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!!稳定性同位素%H>示踪技术%在研究多肽和
蛋白质结构测序与合成(氨基酸和蛋白质在生物
体内的代谢机理(药物动力学机理等方面有着不
可替代的作用*%+’其中%%H>标记.$亮氨酸作为
示踪剂%已被广泛应用于医学(生物(化工等行
业*!+’发酵法制备.$亮氨酸的技术已经比较成
熟’B:60J-T,等*)+采用亚硝基胍">BC#诱变等

方法处理乳糖发酵短杆菌!!H&%最终选出一株

.$亮氨酸高产菌")’号菌%9.1[ _!$BG7_*$
LD7#%可在%)Y葡萄糖培养基中积累.$亮氨酸
达)’K)D’张素鑫等*’+选育出钝齿棒杆菌.$
’!%可产.$亮氨酸达!"K)D’但是%现有发酵
技术由于其含有丰富的天然有机氮源营养%不适
用于生产高丰度的%H>标记.$亮氨酸%因此%需



要对菌种进行驯化!并研究特殊培养技术!使其
适应于低有机氮源营养环境并能高水平产酸!从
而提高%H> 同位素的利用率!保证产品的高品
质"本研究拟探索适用于%H>标记.$亮氨酸生
产的实验配方#发酵工艺#提纯工艺!以制备高品
质%H>标记.$亮氨酸!提高其经济效益"

=!主要实验材料
=?=!主要仪器

XMX$!’型巡回式自动摇瓶机$上海市离心
机械研究所%DbL$!H"G型生化培养箱$广东省
医疗器械厂%DX$QH"D型高压蒸汽灭菌锅 $上海
医用核子仪器厂%FH&]M型紫外$可见分光光度
计$上海精密科学仪器有限公司%XQG’"M型生
物传感仪$山东省科学院生物研究所%GDALG%$
!DN型冻干机$德国MLb9XB公司%同位素质
谱计$美国 BJ17+5:公司"

=?>!主要试剂
%H>$硫酸铵#%H>$尿素$上海化工研究院生

产%F)!L_ 型阳离子交换树脂$上海树脂厂提
供%GX%2H’!诱变株$中国科学院微生物研究所
提供"

>!实验方法
>?=!菌种驯化与保存
以GX%2H’!诱变株为出发菌!驯化培养得

到黄色短杆菌 BDcH)$(!带有H种遗传标记$

]1;[#9.1[#XC7#.$GQ7#*$LD
7!冻干保存"

>?>!培养基配方
活化斜面培养基$葡萄糖%K&D!蛋白胨

%"K&D!牛肉膏%"K&D!酵母膏HK&D!>,M.
!2HK&D!琼脂条!"K&D!<LF2""F2!"
种子培养基$葡萄糖HK&D#蛋白胨%"K&D#

牛肉膏%"K&D#>,M.!2HK&D#<LF2""F2!"
最佳发酵培养基’针对丰度实验($葡萄糖

%""K&D#%H>$尿素!K&D#%H>$硫酸铵!"K&D#

h!LAE’!K&D#]KXE’"2HK&D#?1XE’"2"!K&

D#]3XE’"2"!K&D#生物素"2""")K&D#=Q%
"2""")K&D#蛋白胨%K&D#高丰度菌体水解液

%"K&D#<LF2""F2!"

>?@!摇瓶发酵工艺
斜面活化培养$将黄色短杆菌BDcH)$(置

恒温培养箱中!)"‘恒温培养!""!’J"
斜面二次活化培养$取一环培养!""!’J

的BDcH)$(菌转接到活化斜面培养基"
种子液培养$取一环活化后的BDcH)$(菌

体接入装有!H+D种子培养基的H""+D三角
瓶中!九层纱布封口!)"‘下置于巡回式摇瓶
柜!!""7&+-3培养%HJ"
摇瓶发酵培养$用移液枪取)+D上述培养

好的种子液接入装有!"+D 发酵培养基的

H""+D三角瓶中!九层纱布封口!!(‘下置于
巡回式摇瓶柜!!!"7&+-3开始培养!中间检测
残糖!残糖*%Y时!停止发酵反应!一般需F("
#"J"

>?A!提取方法
采用离子交换法分离产品)H*"发酵液经除

菌和除蛋白预处理!用草酸调<L 至)"’!过

F)!氢型树脂柱!水洗至中性!分别用"2"H#"2%"
和"2!"+5.&D的氯化铵进行梯度洗脱!去除发
酵液中的杂酸%将收集到的亮氨酸单斑溶液浓
缩!再次过F)!氢型树脂柱!水洗至中性后!用氨
水洗脱"氨水洗脱液经浓缩#赶氨#活性炭脱色
后!无水乙醇结晶过夜%将晶体滤出!烘干!可得
纯白色晶体"通过氯化铵#氨水两步洗脱法进行
提纯!总提取收率达("Y"得到的%H>标记.$亮
氨酸纯度"##Y!%H>丰度"#(Y"

>?B!分析方法
发酵液产酸测定$采用氨基酸自动分析仪"
菌体光密度测定$菌体稀释!"倍!采用

FH&]M分光光度计在&!"3+处测定光密度"
葡萄糖测定$采用XQG$’"G型葡萄糖$谷氨

酸分析仪测定"

.$亮氨酸纯度测定$采用凯氏定氮法测定"
%H>丰度测定$采用同位素质谱测定"

<L的测定$采用&2’"(2"精密试纸测定"

@!结果与讨论
@?=!温度对发酵的影响
发酵前期菌体的生长对温度敏感!发酵中后

期温度对菌体产酸影响较大"由种子培养温度
实验可知!BDcH)$(菌株的最佳生长温度为

!(‘"因此!发酵实验选取!’#!&#!(#)"#)!#

)’‘进行!结果示于图%"由图%可知!在!("
)"‘时!吸光度较高!表明菌体生长好!菌体浓
度大!.$亮氨酸产量较高!!(‘发酵产酸达到实
验最大值!)2H)K&D"温度太低菌体生长缓慢!
难以完成对原料的转化%温度太高!菌体易衰老#

H)!第%期!!!!!!!!!!!!!!张亮等$%H>标记.$亮氨酸



后劲不足!不利于产酸"基于以上考虑!.$亮氨
酸发酵温度控制在!(‘为宜!最高不宜超过

)"‘"

图=!温度对!M亮氨酸发酵的影响

/###.$亮氨酸$(###糖酸转化率$

2###吸光度

@?>!)N对发酵的影响
对摇瓶分批发酵而言!欲控制全发酵过程始

终维持某一恒定的<L 十分困难"添加一定量
的碳酸钙可以使<L不致于剧烈下降!以防止发
酵液酸度过大"培养基的组成和配制时初始

<L不同!在灭菌过程中<L降低的程度也不同"
因此!在接种前用灭菌的H+5.%D>,EL 溶液
重调<L!并在发酵过程每隔’J调<L 至所需
值&2"&&2H&F2"&F2H&(2"!误差范围 "̂2%!并在
所调的各<L处测定糖酸转化率和亮氨酸产量"
实验在同一摇床上进行!发酵F!J结束!结果示
于图!"由图!得知!发酵过程控制<LF2"有
利于菌体生长和发酵产酸"<L 对发酵前期的
菌体生长和中后期发酵产酸影响较大"<LF2"
时菌体生长较快!发酵结束时!.$亮氨酸产量可
达%(2&HK%D"<L过低或过高!菌体生长缓慢!
培养基<L长时间偏高或偏低!会使代谢途径上
的酶偏离最适酶活力状态!导致菌体生长不佳!
代谢产酸减少"

@?@!优化条件与初始条件的摇瓶分批发酵
比较

综合考虑培养基组成&装液量&种龄和接种
量等因素对BDcH)$(菌株发酵产酸的影响"对
发酵条件进行优化!优化前后的参数列于表%"
采用表%中所列优化条件与初始条件!分别同时
进行H瓶平行的分批发酵实验"取样分析.$亮
氨酸产量&残糖量!残糖量降至约HK%D即结束
发酵"测残液量!计算.$亮氨酸得率&糖酸转化

图>!)N对!M亮氨酸发酵的影响

/###.$亮氨酸产量$(###糖酸转化率$2###吸光度

率!结果列于表!"由表!可知!优化条件与初
始条件相比较!.$亮氨酸产量&.$亮氨酸产率&糖
酸 转 化 率 分 别 提 高 了%#2!HY&!F2(%Y&

!(2""Y "

表=!!M亮氨酸摇瓶分批发酵条件!2ZH"

成 份

初始条件’&(

种子

培养基

发酵

培养基

优化条件

种子

培养基

发酵

培养基

葡萄糖含量%)K*D[%+ !H %!" )" %""

玉米浆%)+D*D[%+ !" %" !" H

)>L’+!XE’%)K*D[%+ " )" " !"

尿素%)K*D[%+ ! " ! !

hL!AE’%)K*D[%+ %2" %2" %2" !2"

]KXE’%)K*D[%+ "2’ "2’ "2H "2H

]3XE’%)K*D[%+ "2"% "2"% "2"% "2"!

C.6%)K*D[%+ " " " "2’

]1;%)K*D[%+ "2% "2) "2"H "2H

9.1%)K*D[%+ " H" " H"

=Q%%)$K*D[%+ )"" )"" )"" )""

=L%)$K*D[%+ %"" H" %"" H"

M,ME)%)K*D[%+ " !" " )"

<L F2" F2" F2" F2"

装液量%+D !" !H !" !H

接种量%Y % %" % )

培养温度%‘ )" !( )" !(

培养时间%J )" F! !’ #"

摇床振次%)7*+-3[%+ %(" !"" !"" !!"

&) 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!)卷!



表>!优化条件与初始条件的摇瓶分批发酵实验结果比较

发酵条件及结果 初始条件 优化条件

优化条件

比初始条

件提高率!Y

实测初糖浓度!"K#D[%$ %%( %""

残糖浓度!K#D[% & H

发酵时间!J (! #"

.$亮氨酸产量均值!

"K#D[%$"2ZH$
%(2H’ !!2%% %#2!H

.$亮氨酸计率!Y %’2)( %(2)( !F2(%

糖酸转化率!Y %’2#H %#2%H !(2""

@?A!菌体水解液添加量的确定
通过低丰度实验可知%采取常规发酵中添加

玉米浆的方法很难做到既保证丰度不被稀释&又
能保证产酸水平’主要原因是玉米浆中含有的
大量有机氮物质"天然丰度$会通过细胞代谢&稀
释终产品丰度’因此实验中采取用高丰度菌体
水解液代替玉米浆的方法来解决以上问题’实
验结果显示&在保证产品产酸量的条件下&终产
品丰度稀释很少&完全能符合产品要求’

!!高丰度菌体水解液的制备%离心收集高丰度
发酵产生的菌泥&用)+5.!D的硫酸对菌泥进行
酸水解’"J&得到高丰度的菌体水解液’经过
质谱分析&此菌体水解液%H>丰度为#F2&Y’通
过多次发酵实验&此菌体水解液能代替发酵过程
所使用的玉米浆&且终产品丰度几乎不稀释’在
相同的发酵培养基下"其中原料%H>$硫酸铵同位
素丰 度##2#Y&原 料%H >$尿 素 同 位 素 丰 度

##2#Y$&对高丰度菌体水解液添加量做梯度实
验&分析不同高丰度菌体水解液添加量对发酵产
酸(产品%H>丰度的影响&结果示于图)’由图)
可知&添加自制高丰度菌体水解液&可以有效防
止产品丰度的稀释&尤其是添加%"K!D菌体水
解液对菌体产酸及丰度最佳’

@?B!生物素含量确定
为进一步减轻培养基中有机氮营养源对%H>

丰度的影响&所用的种子和发酵培养基中的蛋白
胨含量相对较低&为保证菌体生长良好&可通过
添加高生物素实现强制发酵’
发酵使用筛选培养基配方为%菌体水解液

%"K!D(=Q%!""$K!D&改变生物素含量做梯度
实验&其它配方同>2>节中的发酵培养基&结果

示于图’’由图’可知&添加高生物素对生长有
明显的促进作用&控制%"""$K!D对产酸最为
有利’

图@!菌体水解液添加量

对发酵产酸!产品丰度影响

3)))产酸量"K#D[%$*-)))产品丰度"Y$

图A!生物素含量对发酵产酸量的影响

@?$!=BV原料及=BV副产物的回收
发酵过程完毕后&发酵液中含有大量未反应

完的%H>无机盐(%H>$杂酸以及%H>菌泥’根据
工艺特性将回收分为两个阶段%发酵阶段回收及
分离提取阶段回收’
发酵阶段主要回收%H>菌泥’向菌泥中加

入>,EL&在!""‘下水解!J&待菌泥中%H>有
机物变为%H>$氨气时&用硫酸吸收&最后变为
%H>$硫酸铵’分离提取阶段主要回收%H> 无机
盐(%H>$杂酸’离子交换法分离氨基酸过程中会
产生带有%H>无机盐(%H>$杂酸的水洗液和洗脱
液&将其合并起来&减压浓缩&再加入>,EL&于

!""‘下水解&用硫酸吸收’计算%H> 回收率’
由于%H> 原料价格昂贵&因此需要将未反应的
%H>原料及%H>副产物进行回收&结果列于表)’
由表)可见&用此工艺制备%H>$.$亮氨酸&%H>回
收率约为F&Y&可大大节约%H>原料成本’

F)!第%期!!!!!!!!!!!!!!张亮等%%H>标记.$亮氨酸



@?C!同位素=BV丰度实验

@?C?=!低丰度实验
考察针对BDcH)$(菌种的发酵配方和发酵

工艺对%H>标记.$亮氨酸的生产实用性!需要进
一步进行低丰度%H>实验!验证丰度下降规律和
产酸水平"将BDcH)$(菌株从斜面接种于种子
培养液中!!(‘摇床培养!’J!之后接入发酵培
养基中#!H"+D三角瓶!装量!H+D$!)"‘%

!!"7&+-3于巡回式摇床上培养约F!J!直到发
酵终止!计算平均产酸量"将上述发酵液合并处
理!提取得到%H>标记.$亮氨酸白色晶体!分析

提取收率"采用同位素质谱计分析原料%H>$硫
酸铵同位素丰度!原料%H>$尿素同位素丰度!产
品%H>标记.$亮氨酸丰度’采用高效液相色谱分
析产品纯度"

!! 结果表明!发酵平均产酸为!!K&D"%H>$.$
亮氨酸提取收率为F"2’#Y"经质谱分析(原
料%H>$硫酸铵同位素丰度为%"2!!Y!原料%H>$
尿素同位素丰度为%"2!&Y!产品%H>$.$亮氨酸
丰度为#2(!Y!产品纯度经高效液相色谱分析
为##2FY"

表@!=BV回收率实验结果

实验序号 加入%H>$硫酸铵&K 加入%H>$尿素&K %H>$.$亮氨酸&K 回收的%H>$硫酸铵&K %H>回收率&Y

% ! "2! "2’H %2’& F%2!!

! ’ "2’ "2#! )2%) FH2)!

) & "2& %2’% ’2#& F&2#H

’ ( "2( %2(F &2)( F&2H#

H %" %2" !2)! F2(( FH2(&

!!!注(假设蛋白胨及生物素中的天然丰度氮忽略不计

@2C2>!高丰度实验
所用实验条件和处理方法与低丰度实验

相同"
结果显示!%H> 标记.$亮氨酸提取收率为

&(2!!Y"经质谱分析(原料%H>$硫酸铵同位素
丰度##2#Y!原料%H>$尿素同位素丰度##2#Y!
产品%H>标记.$亮氨酸丰度#(2’%Y!产品纯度
经高效液相色谱分析为##2F"Y"此结果表明(
黄色短杆菌BDcH)$(在最佳工艺条件下!可发
酵得到高品质%H>$.$亮氨酸"

A!结!语
本研究以选育获得的突变株黄色短杆菌

BDcH)$(#带有H种遗传标记(]1;[%9.1[%XC7%

.$GQ7%*$LD
7$出发!研究了适用于%H>标记.$亮

氨酸生产的实验配方%发酵工艺以及提取工艺!
通过低丰度和高丰度实验进一步确认选育的

BDcH)$(菌株可应用于%H>标记.$亮氨酸的生
产!发酵产酸"%(K&D!产品%H>丰度"#(Y!纯
度"##Y"优化后的工艺适用于制备高品质%H>
标记.$亮氨酸"在不受氮源限制的普通发酵过
程中!此菌株产酸能达!HK&D"
采取用高丰度菌体水解液代替玉米浆的方

法能解决丰度稀释问题!且能够保证产酸水平"
%(K&D"此法具有通用性!其他同位素标记氨基
酸的生产也可借鉴此法"
对发酵及分离提取过程中产生的未反应完

的%H>原料及%H>副产物的回收!可大幅节约%H>
原料成本"
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