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利用微生物发酵法生产谷氨酸已有 50 多年

的历史 [1]，目前我国多采用生物素亚适量型菌株

进 行 发 酵 生 产 。 2008 年 报 道 的 平 均 产 酸 约 为

105g/L 左右，糖酸转化率约为 55%，与国外进行

的 谷 氨 酸 强 制 发 酵 平 均 产 酸 为 120g/L~160g/L，
糖酸转化率高于 60%的水平有不小差距 [2]。 在现

有条件和设备一定的情况下，通过不同方法定向

选育高产和高效谷氨酸生产菌株，是提高产酸水

平、降低生产成本的有效手段之一。 相对于构建

基因工程菌株而言，利用传统物理或化学诱变方

法进行处理，进而获得特异性的突变菌株的方法

在操作上更具有简便易行的优点，国内在这方面

已有很多报道[3-7]。 获得的菌株也为后续的原生质

体融合或通过其他手段筛选高产谷氨酸菌株打

下了良好的基础 [4,6]。 本研究在传统诱变的基础

上， 采用丙二酸和磺胺胍作为平板筛选条件，经

摇瓶发酵复筛， 得到具有这两种物质抗性的菌

株，该菌株的糖酸转化率较出发菌株有明显提高，
对继续进行诱变或通过其他方式筛选谷氨酸优良

菌具有重要意义。

1 试验材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 菌株

出 发 菌 株 ： 谷 氨 酸 棒 杆 菌 (Corynebacterium
glutamicum)MH021，本公司研发部保藏菌株。
1.1.2 培养基(g/L)

完 全 培 养 基：葡 萄 糖 5，牛 肉 膏 10，蛋 白 胨

10，NaCl 5，琼脂 15，pH 7.0~7.2。
基本培养基： 葡萄糖 5， 硫酸 铵 2，K2HPO4

10， KH2PO45，MgSO4·7H2O0.5，琼 脂 15，pH 7.0~
7.2。

筛选培养基： 在基本培养基中加入一定浓度

的抗性物质。
种子培养基主要成分为：葡萄糖 25，玉米浆

33，K2HPO42.0，尿素 2.5，豆粕水解液 22，pH 7.0。
发酵培养基： 葡萄糖 80， 玉米浆 5.0， 糖蜜

1.0, KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O2.0，苯酚红 2.0 mg，
微量营养物质，pH 7.0~7.2。
1.1.3 仪器与试剂

脉动真空灭菌柜，张家港神农药机有限公司；
双人超净工作台， 苏州净化设备厂；DHZ- CA 型

回转式摇床、DHZ- DA 型往复式摇床， 太仓实验

设备厂；SBA-40C 生物传感分析仪， 山东省科学

院微生物研究所。
硫酸二乙酯(DES)、丙二酸，天津市光复精细

化工研究所,分析纯；硫代硫酸钠，北京化工厂，分

析纯；磺胺胍，sigma 分装，分析纯。 其它均为国产

分析纯或生化试剂。
1.2 试验方法

1.2.1 硫酸二乙酯(DES)诱变

DES 是一种单功能基团烷化剂，主要是通过

烷化基团使 DNA 分子上的碱基及磷酸部分烷化，
DNA 复制时导致碱基配对错误而引起突变。采用

文献 [8]所述方法进行硫酸二乙酯诱变，然后取适

当稀释倍数进行涂布。
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摘 要：以谷氨酸棒杆菌 MH021 为出发菌株，经硫酸二乙酯(DES)三次诱变处理，磺胺胍和丙二酸

抗性平板筛选， 得到一株高转化率谷氨酸菌株。 在含有 80g/L 葡萄糖的发酵培养基中进行摇瓶发酵

28h，糖酸转化率较原始菌株提高了 22.1%。
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1.2.2 平板筛选

抗性菌株的获得： 将第一次诱变的菌液涂布

于含抗性物质(丙二酸、磺胺胍)的筛选平板上，培

养得到的菌株用 0.85%生理盐水洗下， 富集培养

并进行第二次 DES 诱变，共诱变三次，抗性物质

浓度随诱变的进行逐渐提高。第三次诱变后，于筛

选平板上培养 3d~4d， 挑取单菌落即得到抗性突

变菌株。
1.2.3 种子培养

取活化好的斜面种子一环，接种于装有 30ml
种子培养基的 200ml 三角瓶 中， 用 回 转 摇 床 于

33℃，220r·p·m 振荡培养 6h~8 h 至 OD6200.6~0.8。
1.2.4 摇瓶发酵

按照 10%接种量接种于装有 30ml 发酵培养

基的 500ml 三角瓶中， 于 33℃，150r·p·m 往复摇

床上振荡培养 28h， 培养期间视发酵液颜色变化

补加 40%尿素溶液，补加量视颜色变化明显程度

略有变化。
1.2.5 发酵产物测定

发酵产物中谷氨酸、 残糖和乳酸含量均采用

山东省科学院微生物研究所生产 SBA-40C 生物

传感分析仪进行测定。

2 结果

2.1 出发菌株诱变致死率曲线

对微生物进行诱变育种， 选择合适的致死率有

助于得到较高的正向突变率[9]。 本研究选择 70%~80%
致死率。 DES 对出发菌株的处理结果如图 1 所示。

2.2 L-谷氨酸产生菌抗性突变株的选育

对出发菌株进行诱变处理后共得到 61 个抗

性突变菌株单菌落，然后将其重新活化培养，用于

进一步摇瓶发酵检测。
2.3 L-谷氨酸高产菌株的摇瓶发酵试验

对上述 61 株菌株与出发菌株一起，进行摇瓶

发酵试验。为便于发酵产酸及糖酸转化率的确定，
在发酵过程选择葡萄糖初始含量一定 (80g/L)，流

加尿素的方法进行。 28h 发酵结束后，初步得到产

量最高的突变菌株 19 株， 其中 0 号为出发菌株

MH021，如图 2 所示。
继续对这 19 株菌株进行第二次摇瓶发酵，虽

然 44 号菌产酸量较高，但 5 号菌的糖酸转化率高

于 44 号菌， 因此选择 5 号菌作为后续研究菌株。
对其进行分离纯化， 最后得到一株编号为 5k9 的

菌株。 与出发菌株相比，5k9 产酸较出发菌株有所

提高，糖酸转化率较出发菌株提高 22.1%。菌株发

酵过程中各参数如图 3 所示。

2.4 5k9 对筛选物质的抗性鉴定

经 DES 诱变并经平板筛选和摇瓶发酵所得

到的高产菌株， 较出发菌株在对丙二酸和磺胺胍

的抗性方面均有所提高， 诱变前后菌株的丙二酸

抗性比较如表 1 所示。

图 1 DES 诱变致死曲线

图 2 摇瓶试验较优菌株发酵结果

图 3 菌株摇瓶发酵过程曲线
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注：“+ +”表 示 可 以 生 长，“+ -”表 示 生 长 微 弱，“- -”表 示 不 能 生

表 1 诱变前后菌株对丙二酸(PA)抗性比较

丙二酸浓度 g/L 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

MH021 生长情况 + + + + + + + + - - - - - - - - - - - -

5k9 生长情况 + + + + + + + + + + + + + + + + + - - -

表 2 诱变前后菌株对磺胺胍(SG)抗性比较

磺胺胍浓度 mg/L 0 10 20 30 40 50 60 70

MH021 生长情况

5k9 生长情况 + + + + + + + + + - - - - - - -

+ +

2.5 菌株稳定性检测

对筛选得到的 5k9 菌株进行了 5 次传代和摇

瓶发酵，所得结果表明，菌株产酸和糖酸转化率稳

定，可以用于继续诱变筛选，具有较大的进一步优

化提高价值。

3 讨论

本研究发现，在摇瓶发酵过程中，乳酸含量随

发酵时间的延长不断增加 (如图 3 所示)。 我们认

为这是由于摇瓶发酵过程中溶氧不足，使得 EMP
途径产生的丙酮酸大量转化为乳酸， 降低了葡萄

糖的利用效率。因此，菌株的最佳发酵条件还有待

进一步优化确定。
丙二酸作为抗呼吸链抑制剂， 具有强化能量

代谢的作用，可以加强 TCA 循环前段代谢，即增

加 TCA 循环中柠檬酸的合成到生成 α-酮戊二酸

的代谢。也可以补救由于 α-酮戊二酸继续向下氧

化能力的缺失和乙醛酸循环减弱引起的能量代谢

受阻现象[3,10]。 对谷氨酸菌株赋予一定的丙二酸抗

性，非常有助于提高谷氨酸菌株的产酸能力。
谷氨酸合成过程中消耗葡萄糖产生丙酮酸，

主要通过 EMP 和 HMP 两条途径。 由于 HMP 途

径在消耗葡萄糖的同时产生叶酸和辅酶 Q 等物

质，使得菌株产生谷氨酸量减少，从而导致糖酸转

化率的降低。 磺胺胍作为对氨基苯甲酸的结构类

似物，能够阻止叶酸的合成，从而减少 HMP 途径

对葡萄糖的消耗，间接加强 EMP 途径，达到提高

谷氨酸产量的目的[10]。 另外，也有报道称具有磺胺

胍抗性突变菌株的细胞膜通透性会增大， 从而增

加谷氨酸向生产菌株胞外的分泌[3]。
本研究中， 出发菌株对丙二酸具有一定浓度

的抗性，而对磺胺胍的抗性很弱。 诱变后，菌株对

两种物质的抗性均有所提高。经筛选得到的菌株，
谷氨酸产量和转化率均高于出发菌株。同时，由于

突变菌株对磺胺胍临界抗性浓度远远低于其他文

献报道[3,7]，仍有较大的提高空间。 因此，对该菌株

的进一步筛选仍具有重要的研究意义。
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诱变前后菌株对磺胺胍（SG）的抗性比较如表 2 所示。
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