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微量元素对大肠杆菌生长和乙酸生成的影响研究

朱才庆 叶 勤"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 "##"/1）

摘 要：大肠杆菌 I(06 的代谢特性与培养基中添加微量元素有较大的关系。在基本培养基中，当氮源限制时，添

加微量元素可以在一定程度上改善 I(06 菌体的生长，提高菌体得率 !JKL，大大减少乙酸的生成；当氮源充分时，与

不添加微量元素相比，I(06 在添加微量元素后，菌体浓度大大增加，虽然葡萄糖消耗速率加快，但产乙酸仍然很

少，只有不添加时的 0/M，!JKL提高至少 .#M。基本培养基中添加 #’ 0 N 0;OKO 的微量元素混合溶液对 I(06 菌体

生长、乙酸生成及葡萄糖消耗没有显著影响。在单独添加不同种类的微量元素时，PQ/
/ E 、RD" S 、T%Q!

" S 、U@" S 没有

特别明显的影响，(&/ S 会抑制菌体生长和葡萄糖利用，而 U%" S 、TD" S 、73" S 可以改善细胞生长，特别是添加 73" S 时，

细胞生长及乙酸生成等培养结果与添加微量元素混合溶液几乎相同。
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大肠杆菌（"#$%&’($%() $*+(）是表达外源基因应用

最广泛的宿主菌之一，已应用于许多具有重要药用

价值蛋白的生产。然而大肠杆菌表达系统存在一个

较大的问题就是在培养过程中会分泌一些代谢副产

物，主要是乙酸。乙酸的积累不仅抑制菌体的生长，

而且降低其外源基因的表达效率［0］。一般认为乙酸

的形成与大肠杆菌的高比生长速率［"］、高葡萄糖摄

取速率［/］、在 2U( 循环中存在瓶颈［!，5］和有限的呼

吸容量［.］等有关。

本实验室应用.#U% 辐射诱变和以乙酸为选择性

压力的连续培养相结合的方法，以 " ’ $*+( IW5!为

出发菌，选育到其耐乙酸突变株 I(06［1］。与出发菌

IW5!相比，突变株 I(06 生长改善，对乙酸的耐受

力增加，而产乙酸的量与培养基中微量元素存在密

切的关系，本文描述了有关微量元素对大肠杆菌

I(06 生长与乙酸生成的影响。

! 材料和方法

! "! 菌株

" ’ $*+( I(06 是 " ’ $*+( IW5!的突变菌株，由

本实验室选育得到［1］。

! "# 培养基组成

XYZ 培养基：2*=)B%D3（Q9%+C）0#H，酵母抽提物

（Q9%+C）5H，,8U& 0#H，加去离子水至 0O，)W 1’ "。T
培养基：,8"WYQ!·0"W"Q 05’ 0" H，[W"YQ! /H，,8U&

#\5H，THZQ!·1W"Q #’ 5H，U8U&" # ’ #00H，0M维生素 P0

#\" ;O，加去离子水至 0O，)W 1’ #；,W!U& 和葡萄糖

用量见结果部分。微量元素混合溶液（HKO）：73ZQ!·

1W"Q !#，TDZQ!·DW"Q 0#，(&U&/·.W"Q 0#，U%U&" !，

RDZQ!·1W"Q "，,8"T%Q!·"W"Q "，U@U&"·"W"Q 0，

W/PQ! # ’5，溶解于 5;%&KO WU& 溶液当中；此配比参

考文献［-］，但是不加 U8U&"·"W"Q。除非特别说明，培

养基中添加微量元素混合溶液的量都为 #’!;OKO。

! "$ 培养方法

种子培养：挑取斜面菌种一环，接入 "5#;O 锥

形瓶里的 /#;O XYZ 培养基中，/#]，"5#*K;+D 摇床

培养过夜，转接 0;O 于 "5#;O 锥形瓶里 /#;O XYZ
培养基，相同条件培养 0#G 作为二级种子。摇瓶培

养："5#;O 锥形瓶装培养基 /#;O，/#]，"5#*K;+D 摇

床培养，除不同种类微量元素的影响实验接种量为

# ’5;O 之外，接种量都为 0;O。实验结果为两个平

行试验的平均值。

! "% 分析方法

菌体 浓 度 采 用 比 色 法 测 定 .##D; 光 密 度

（,-.##），每个 ,-.## 相当于细胞干重 # ’ /56HKO。葡



萄糖的测定用葡萄糖试剂盒（上海生物制品研究所）

按照说明方法进行测定。乙酸浓度测定应用气相色

谱法。铵离子采用 !"#$%"&’$ 比色法测定。

! 结果

! "# 低初始铵浓度时微量元素的影响

在初始 ()*
+ 为 ,- .*//’&01 的 2 培养基中添加

微量元素混合溶液对 34,5 摇瓶培养（67%）的影响

如表 , 所示，其中 !809 和 !80( 分别是以消耗的葡萄

糖和 ()*
+ 为基准的菌体得率。从表 , 可以看出，初

始葡萄糖为 6 . 7:;01 时，培养基中添加微量元素与

否对 34,5 的培养结果没有明显的影响；葡萄糖浓

度增加时，不添加微量元素时 34,5 的菌体浓度低

于添加微量元素时的浓度，残留葡萄糖和乙酸的生

成高，培养液 <) 低；添加了微量元素后，在高葡萄

糖下产生的乙酸只有不添加时的 ,=>。

表 # 铵浓度为 #$"%&&’()* 时微量元素对 +,#- 生长和乙酸生成的影响

?@A&" , BCC"D$E ’C $#@D" "&"/"F$E ’F ;#’G$% @FH @D"$@$" <#’HID$J’F ’C 34,5 JF $%" /JFJ/@& /"HJI/

GJ$% @F JFJ$J@& ()*
+ D’FD"F$#@$J’F ’C ,- .* //’&01

9&ID’E",
0（;01）

?B6

0（/101）

K"&&
0（;01）

4D"$@$"
0（//’&01）

()*
+ =

0（//’&01）

9&ID’E"=
0（;01）

LJF@&
<)

!80(

0（;0//’&）
!809

0（;0;）

6.7: 7 7 .-5M N 7.7, 7 5 .5O N 7.7* 7 O .-M N 7.7, 7 .,7* 7 .=-*

7 .* 7 .M== N 7.7= 7 5 .:M N 7.,6 7 O .-7 N 7.7, 7 .,7= 7 .=5,

= .-: 7 , .=- N 7.77 7 = .66 N 7.,= 7 O .O7 N 7.77 7 .75: 7 .=:M

7 .* , .O= N 7.,6 7 7 .-:M N 7.6O 7 O .:, N 7.77 7 .75O 7 .*6O

: .*: 7 , .O5 N 7.7, ,, .- N , .M- 7 7 : .5O N 7.7- 7 .75: 7 .=7*

7 .* , .M7 N 7.7M 7 7 7 O.*: N 7.7, 7 .,76 7 .=6O

- .=O 7 , .O: N 7.7, 6, .* N 7 .M= 7 7 : .7: N 7.7, 7 .75* 7 .667

7 .* 6 .76 N 7.,6 6 .-O N 7.=: 7 7 .O,: N 7.,5 : .-M N 7.,7 7 .,,: 7 .65O

5 .*, 7 , .OM N 7.75 66 .6 N , .75 7 , .-- N 7.7M * .5* N 7.7= 7 .75: 7 .6,O

7 .* 6 .,* N 7.77 6 .57 N 7.=5 7 6 .-, N 7.:* : .-, N 7.76 7 .,6, 7 .=,:

, . PFJ$J@& D’FD"F$#@$J’F；6 . ?#@D" "&"/"F$E E’&I$J’F @E H"ED#JA"H JF /@$"#J@&E @FH /"$%’HE；= . Q"EJHI@& D’FD"F$#@$J’F @$ 67%.

! "! 高初始铵浓度时微量元素的影响

从表 , 可知，葡萄糖浓度较高时，培养液中没有

()*
+ 残余，表明氮源缺乏，为此考察了氮源充分时

微量元素对 34,5 生长及乙酸生成的影响。图 , 和

图 6 是 34,5 在初始 ()*
+ 为 :- . ://’&01 的 2 培养

基中摇瓶培养 ,*% 的结果。不添加微量元素时，随

葡萄糖浓度增加，细胞浓度基本没有增加；残留葡萄

糖浓度直线上升，积累的乙酸稍有增加，<) 下降至

: .,- 后不再继续明显下降；()*
+ 残余在 =M//’&01

左右（数据未显示），!809 和 !80( 变化不大。在添加

微量元素后，葡萄糖消耗增加，残糖减少，随着葡萄

糖浓度增加，细胞浓度大为增加，但达 = . OM;01 后因

<) 迅速下降不再增加；在葡萄糖浓度为 ,7 . 6;01 时

开始有乙酸积累，但是大大低于不添加微量元素时

的量；!809 比不添加微量元素时至少提高了 O7>；

()*
+ 消 耗 比 不 添 加 微 量 元 素 时 增 加，但 至 少 有

6*//’&01 残余（数据未显示），!80( 与不添加微量元

素时的相近。

图 # 氮源充分时 +,#- 在不添加（空心符号）和添加（实

心符号）微量元素时 . 培养基初始葡萄糖浓度对生长和

乙酸生成的影响

LJ;. , BCC"D$E ’C JFJ$J@& ;&ID’E" D’FD"F$#@$J’F ’F $%" ;#’G$% @FH @D"$@$"

<#’HID$J’F G%"F 34,5 G@E DI&$I#"H JF 2 /"HJI/ EI<<&J"H GJ$%

:-R://’&01 ()*K& GJ$%（ CJ&&"H ES/A’&E）’# GJ$%’I$ @HHJ$J’F ’C $#@D"

"&"/"F$E（’<"F ES/A’&E）#"E<"D$JT"&S
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图 ! 氮源充分时 "#$% 在不添加（空心符号）和添加（实

心符号）微量元素时 & 培养基初始葡萄糖浓度对 ’( 和

!)*+及 !)*,的影响

!"#$ % &’’()*+ ,’ "-"*"./ #/0),+( ),-)(-*1.*",- ,- 23，!456 .-7 !458

9:(- ;<=> 9.+ )0/*01(7 "- ? @(7"0@ +022/"(7 9"*: AB $A@@,/5C 83DE/

9"*:（’"//(7 +F@G,/+）,1 9"*:,0* .77"*",- ,’ *1.)( (/(@(-*+（,2(- +F@G,/+）

1(+2()*"H(/F

! -. 微量元素混合液用量的影响

在葡萄糖浓度为 =I#5C，83D
J 为 AB $ A@@,/5C 的

? 培养基中添加不同量的微量元素混合液时 ;<=>
摇瓶培养 =D: 的结果如图 K 所示。在基本培养基中

是否添加微量元素对 ;<=> 的生长有重大的影响，

而每升 ? 培养基中添加 I $= L =@C 微量元素混合液

时 ;<=> 的生长没有很大的差异。当培养基中添加

微量元素后，;<=> 生长大大改善，细胞浓度约是不

添加微量元素时的 % $ DB 倍，消耗葡萄糖速率增加，

残留葡萄糖减少，而产乙酸大大减少，平均只有不添

加微量元素时的 =KM。

图 . 微量元素用量对 "#$% 在 & 培养基中的生长，葡萄

糖消耗及乙酸生成的影响

!"#$ K &’’()*+ ,’ *:( .@,0-* ,’ .77(7 *1.)( (/(@(-*+ ,- #1,9*:，#/0),+(

),-+0@2*",- .-7 .)(*.*( 21,70)*",- 9:(- ;<=> 9.+ )0/*01(7 "- ?

@(7"0@

! -/ 不同种类微量元素的影响

以上结果表明微量元素对 ;<=> 的代谢有重要

影响，为了确定具体微量元素的影响，对单独添加不

同种类微量元素（浓度分别对应于它们在微量元素

混合溶液中的浓度）的影响分别进行了研究。;<=>
在葡萄糖浓度为 =% $ K#5C、83D

J 为 KD $ >@@,/5C 的 ?
培养基中摇瓶培养 %I: 结果如表 % 所示，其中 !<56

和 !<54分别是以消耗的葡萄糖和生长的细胞为基准

的乙 酸 得 率。 由 表 % 可 知，添 加 3NOK、P-QOD、

8.?,OD、E0E/% 时对细胞生长和乙酸生成没有特别

明显的影响；添加 </E/K 时菌体浓度下降了近 %IM，

!456降低，而 !<56 相近，导致 !<54 增加；添加 E,E/%、

?-QOD、!(QOD 时细胞浓度分别增加了 %KM、RRM、

=S>M，而乙酸的生成分别减少了 %%M、DAM、>KM。

! -0 12! 3 对不同大肠杆菌菌株的影响

为了考察 !(% J 对其他大肠杆菌菌株生长和乙酸

生成的影响，在添加（%R@#5C）和不添加 !(QOD 的 ? 培

养基中进行了大肠杆菌 ;3A!、;<=>、;N=A、T?=I>、

?ED=II 和 NC%=（";&K）的培养，结果（图 D）显示 !(QOD

的添加对所有试验的大肠杆菌生长都有促进作用。

除了 T?=I> 和 NC%=（";&K）在添加 !(QOD 后乙酸生成

增加外，其余菌株的乙酸生成都明显降低。

图 / 在 &培养基中 12! 3 对不同大肠杆菌菌株生长（#）

与乙酸生成（4）的影响

!"#$ D &’’()*+ ,’ ’(11,0+ "1,- .77"*",- ,- )(// #1,9*:（<）.-7 .)(*.*(

21,70)*",-（N）,’ 7"’’(1(-* " $ #$%& +*1."-+ "- ? @(7"0@

.$ ;3A!；G$ ;<=>；)$ ;N=A；7$ T?=I>；($?ED=II；’ $ NC%=（";&K）$
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表 ! 不同种类微量元素对 "#$% 生长和乙酸生成的影响

!"#$% & ’((%)*+ ,( -.((%/%0* 1"$*+ ,0 2/,3*4 "05 6)%*"*% 7/,58)*.,0 ,( -69:

!/")%
+"$*+

;%$$
<（=<>）

6)%*"*%
<（??,$<>）

@.0"$
AB

!C<2

<（=<=）
!6<2

<（??,$<=）
!6<C

<（??,$<=）
!C<D

<（=<??,$）

D, "55.*.,0 9 EF9 G HEHI 9J EII G HEIK L E&M G HEH9 H E9:: & EIL 99 EM H EHMJ

N01OF 9 EFL G HEH& 9M E&K G 9E9: F E:K G HEHJ H E9:J & ELI 9& E: H EH:9

BPOI 9 EF& G HEH9 9K E9L G HEK9 L EHL G HEH9 H E9:K & EFF 9& EF H EH:I

D"&Q,OF 9 EFH G HEHI 9M EHL G 9E9: L EHM G HEH: H E9:L & ELM 9I E& H EH:9

;8;$& 9 EL9 G H EHK 9: E9I G 9EMK L EHH G HEHM H E&HM & EJ: 9& E: H EH:I

6$;$I 9 E9F G H EHK 9L EIK G HEL& L EHL G HEHI H E9KL & EFI 9I E: H EHMK

;,;$& 9 EKF G H EHF 9& EK: G HEFK F EM& G HEHL H E&&9 9 EJJ K EF: H EHM9

Q01OF & EJL G HEHI M E:I G HEII F EKJ G HEHJ H EI99 9 EHJ I EF9 H E9H:

@%1OF I EK: G HEHF 9 E9L G HEI: F E9I G HEHI H EILJ H E9H: H EIHL H E9HM

!’! I EKK G HEHI 9 E&H G HE&9 F E&& G HEHI H EIIL H E9HM H EI&H H E9HM

! !/")% %$%?%0*+ +,$8*.,0 "+ 5%+)/.#%5 .0 ?"*%/."$+ "05 ?%*4,5+E

& 讨论

本研究中配制的微量元素混合溶液含有铁、锌、

锰、铜、钴等矿物元素，它们或者是一些酶的激活剂；

或者是一些酶的组分。在基本培养基中，添加微量

元素对 -69: 的代谢产生了重大影响，细胞生长改

善，菌 体 得 率 增 加，乙 酸 生 成 减 少。特 别 是 添 加

@%1OF 时的效果与添加微量元素混合液相似，表明

Q 培养基中 -69: 生长受到铁的限制。

许多研究表明，铁限制时往往导致许多微生物

的酶，特 别 是 与 呼 吸 相 关 的 酶 活 力 下 降，如

"#$%&$&$$’( )*+#,%#-#$.+( 的 D6-BR硝酸盐还原酶［:］、

"/$&0.$,*%#’1 (1*21.,#( 的 D6-BR细胞色素 $ 还原

酶［9H］及 3&%/+*0.$,*%#’1 )#45,5*%#.* 的琥珀酸脱氢酶

等［99］。在 3.+)#). ’,#6#( 中，当铁限制时，不仅细胞

色素产生的水平降低；而且导致在位点 S 上能量偶

联损失［9&］。在 7 E $&6# P 等大肠杆菌中，当存在铁

限制时，除了生长受到限制、菌体得率降低之外，呼

吸控制比（T%+A./"*,/U ),0*/,$ /"*.,，T;T）、胞内非血红

素铁与细胞色素的含量都呈下降趋势；而在添加柠

檬酸铁之后，D6-B 氧化酶、琥珀酸氧化酶及琥珀酸

脱氢酶等酶活上升，胞内细胞色素 #9、非血红素铁

含量和比生长速率增加，菌体得率、T;T 恢复至铁

不限制时的水平［9I］。呼吸链中的许多组分都是含

铁蛋白质，而 当 培 养 基 中 @%& V 供 应 不 足 时，引 起

D6-B 脱氢酶和细胞色素等含铁辅基的呼吸链蛋白

水平下降，导致整个呼吸链的电子传递通量降低，加

剧了 D6-B 在细胞积累，D6-B 的积累和有限的呼

吸容量会导致产生大量的乙酸［J］。另外由于 D6-B

不能被有效氧化可能造成 6!7 供应不足，而大肠杆

菌可通过乙酸生成途径产生一定量的 6!7 供菌体

所需，这两方面的原因使 -69: 在铁缺乏时产生了

大量的乙酸。

当氮源供应充分时，添加微量元素后菌体生长

改善，消耗的 DBF
V 和葡萄糖增加，而积累的乙酸却

很少，所以 !C<2大大提高。随着葡萄糖浓度增加细

胞浓度没有进一步增加的主要原因是细胞生长利用

了大量的 DBI 使 AB 急剧下降，影响了细胞的进一

步生长（图 9）。而在低氮源时，不添加微量元素时

的 AB 下降一方面是由于 DBI 的利用引起的，但是

另外一个更主要的原因是代谢副产物乙酸的大量积

累；添加了微量元素后，由于积累乙酸大大减少，AB
下降趋势更缓和（表 9），!C<2增加，表明微量元素的

添加使 -69: 能更有效地利用葡萄糖合成菌体。另

外在氮源限制时添加微量元素后 !C<D 的提高（表

9），表明菌体的含氮量下降，使有限的氮源能合成较

多的菌体，但不添加微量元素时则菌体含氮量基本

维持不变，具体的原因仍然需进一步研究。

单一微量元素的实验结果表明，添加 6$I V 会对

-69: 菌 体 的 生 长 和 葡 萄 糖 利 用 产 生 负 面 影 响；

POI
W 、N0& V 、Q,OF

& V 、;8& V 在 Q 培 养 基 中 不 限 制；

;,& V 、Q0& V 、@%& V 在 Q 培养基中有不同程度的限制；

而混合添加后并没有出现叠加或协同效应（表 &）可

能是 6$I V 的抑制效应和 AB 的大幅度下降等多方面

的原因。

添加 @%& V 也能改善 -BL!和另一株耐乙酸突变

株 -P9L 以及其它 7 E $&6# 的生长，但在乙酸生成上
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不同菌株呈现不同的特点，有的产乙酸增加，有的产

乙酸减少（图 !）。"#$ % 的缺乏造成大肠杆菌乙酸的

积累尚未见文献报道。缺氮源和微量元素都将导致

大肠杆菌乙酸生成增加，影响其高密度培养，所以必

须注意培养基成分之间的平衡，以避免乙酸的积累，

这样才能更好地在实现高密度培养的同时高效表达

外源基因。
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