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摘 要 利用放射型根瘤菌 DEF#1$!（3"#4(5#)6 *+7#(5+0/%* DEF#1$!）重点考察了葡萄糖、蔗糖、玉米浆和蛋白胨、添
加物以及流加发酵对细胞生长和产辅酶 G!$的影响，结果表明，葡萄糖和蔗糖适合于生产辅酶 G!$的最佳浓度分别

为 %$ HIJ和 C$ HIJ；辅酶 G!$发酵时玉米浆和蛋白胨的最适浓度分别为 !! HIJ和 !1 HIJ；添加蕃茄汁、玉米浆能提高

发酵液的生物量，玉米浆、异戊醇、J0甲硫氨基酸等能促进辅酶 G!$的积累；与分批发酵相比，在 KJ罐上流加蔗糖其

细胞生物量（LMD）和辅酶 G!$积累量增加，若在流加蔗糖的同时流加适当浓度的玉米浆能显著提高辅酶 G!$的产

量，最大产量达到 5#)C 9HIJ；最大生物量（LMD）和胞内辅酶 G!$含量（MIN值）分别达到 #1)C HIJ和 #) %4 9HIH0LMD，

比不流加的分批发酵分别提高 5%O和 %%O，比只流加蔗糖分别提高 #CO和 #1O。
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辅酶 G!$结构上属于醌式并带有异戊烯基侧链

的醌类化合物，在动植物、微生物细胞内与线粒体内

膜相结合，是生物细胞能量代谢的重要物质之一，又

类似于脂溶性维生素的功能；关于辅酶 G!$的许多重

要功能已有较多文献报道［!，#］。作为药物的辅酶

G!$，由微生物发酵法生产其性能优于化学合成法，

酵母菌、假单胞菌和土壤杆菌属等多种微生物可生

产辅酶 G!$
［%，C］；本试验利用研究室保藏的一株放射

型根瘤菌 DEF#1$!作为生产菌株，在实验室摇瓶发
酵条件研究的基础上，进一步在 KJ发酵罐上对辅酶
G!$发酵生产的营养条件、流加策略进行优化，提出

在分批发酵初期采用葡萄糖作碳源来提高细胞生长

量，然后混合流加蔗糖和玉米浆提高辅酶 G!$产率的

流加策略，同类研究国内外未见文献报道。

" 材料与方法

"$" 材料
"$"$" 菌种：放射型根瘤菌 DEF#1$!（3"#4(5#)6 *+8
7#(5+0/%* DEF#1$!），江南大学生物工程学院环境生

物技术研究室保存。

"$"$% 培养基：斜面和种子培养基：葡萄糖 #O，蛋
白胨 !O，酵母膏 !O，氯化钠 $ ) 5O，斜面培养基另
加琼脂 #O，QF K) #；发酵基本培养基：葡萄糖 #O，
蛋白胨 !O，酵母膏 !O，RF#STC $ ) $5O，*,#FSTC

$ )!5O，+HETC·KF#T $)$5O，QF K)$，!#!U !59:<灭
菌。

" &% 主要仪器设备
PH:(3<@ !!$$高压液相色谱仪（VEP）（W’-X,7 EN0

M!4 柱，5!9，#5$ 99 Y C) 1 99）。KJ全自动控制发
酵罐，配温度、QF自动调节与溶氧显示系统，韩国
产；FZ[0"回转式恒温调速摇瓶柜，上海产。
" &’ 方法
" &’ &" 菌种活化及液体种子的制备：将试验菌用接
种环接入斜面培养基，%$U下静置培养 #C /，然后移
接至种子培养基（装液量 5$9JI#5$9J锥形瓶），%$U
培养 #C /后得种子液，摇床转速 #$$ -I9:<。
" &’ &% 摇瓶培养和流加发酵：按上述种子液以 1O
接种量，接入不同发酵培养基（装液量摇瓶 5$9JI
5$$9J，KJ 发酵罐装液量 5J），%$U培养（摇床转速



!"" #$%&’），发酵终了时间如无特别说明为 () *。发
酵液 +,通过 - %./$/ 012,或 ,34自动调节在 5 67"
8 96 :"，通风量为 5 /$%&’，搅拌转速 -(" #$%&’。流
加发酵为第 !! *开始流加，流加 :" *；蔗糖流加速
度以每升每小时克蔗糖表示，记 ;$（/·*），蔗糖配成
!(" ;$/的溶液流加。
! "# 分析方法
葡萄糖和蔗糖的测定：蒽酮法。细胞干重

（<3=）的测定：一定量的发酵液（!"%/）经 5""" #$
%&’离心 :( %&’后倾去上清液，去离子水洗 !次，菌
泥经 >"?干燥至恒重后称重。辅酶 @:"提取及含量

的测定按文献［(］报道的方法进行，细胞中辅酶 @:"含

量大小由 3$A 值（单位：%; 3.@:" $;B<3=，简写：%;$
;）表示。

$ 实验结果

$ "! 初始葡萄糖和蔗糖浓度对辅酶%!&发酵的影响

作者在碳源利用实验中发现葡萄糖和蔗糖是辅

酶 @:"发酵较好的碳源，为确定葡萄糖或蔗糖浓度对

辅酶 @:"发酵的影响，进一步确定辅酶 @:"发酵最佳

初始葡萄糖浓度及碳源流加策略，于是在摇瓶条件

下测定了初始葡萄糖和蔗糖浓度（:" 8 (" ;$/）对辅
酶 @:"发酵的影响，结果如图 :和图 !。

图 : 摇瓶条件下初始葡萄糖和蔗糖浓度对细胞生长与
辅酶 @:"合成的影响

C&;6 : DEEFGHI .E &’&H&14 ;4JG.IF 1’K IJG#.IF G.’GF’H#1H&.’ .’
GF44 ;#.LH* 1’K 3.@:" +#.KJGH&.’（M：;4JG.IF，A：IJG#.IF）KJ#B

&’; I*1N&’;BE41IN &’GJO1H&.’
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图 ! 初始葡萄糖和蔗糖浓度对最大比生长速率（!%1P $*Q :）（M）和底物对产物的产率系数（!+$I $%;$;）（A）的影响

C&;6 ! DEEFGHI .E &’&H&14 ;4JG.IF 1’K IJG#.IF G.’GF’H#1H&.’ .’!%1P（M）1’K !+$I（A）KJ#&’; I*1N&’;BE41IN &’GJO1H&.’

试验结果表明，随着初始葡萄糖浓度的增大，细

胞生物量和辅酶 @:"合成量增大，当葡萄糖浓度为

-" ;$/时，产量达 !( 6 7 %;$/，细胞干重最大达 :) 6 )
;$/（图 :M），且有最大的比生长速率（!%1P）为 " 6 :!

*Q :（图 !M），底物对产物的产率系数（ !+$I）为 " 6 >!

%;$;（图 !A）；蔗糖浓度为 -" ;$/时辅酶 @:"产量达

!- 67 %;$/，辅酶 @:"最高含量为 ! 6"( %;$;（<3=），蔗

糖浓度过高（ R )" ;$/）对辅酶 @:"合成的抑制作用

明显，!+$I下降幅度较大；蔗糖浓度在 !" ;$/时有较

高的比生长速率。比较两种碳源的实验结果，分别

在最佳浓度条件下，葡萄糖（-" ;$/）更适合于细胞
生长而蔗糖（)" ;$/）有利于辅酶 @:"的生物合成。

$ "$ 玉米浆（’()）、蛋白胨对辅酶 %!&发酵的影响

玉米浆含有嘌呤类、硫氨素、苯丙氨酸、缬氨酸

等多种成分；由碳氮源初步试验结果有机氮源好于

无机氮源，于是在 -" ;$/葡萄糖下试验了起始玉米
浆和蛋白胨浓度对辅酶 @:"发酵的影响（图 -）。
试验结果表明，玉米浆浓度在 :: ;$/时具最大

的生物量和辅酶 @:"合成量，分别达 :5 6 9;$/和 : 6 >
%;$;（<3=），分别比对照提高 5"S和 >7S（图 -M）；
在低浓度范围内，随着蛋白胨浓度的提高，细胞干重

和辅酶 @:"的合成总量增大，其最适浓度为 :5 ;$/，
当蛋白胨浓度（ R :5 ;$/）时其辅酶 @:"的生物合成总

量下降（图 -A），这与作者在研究氮源对碳源代谢的
影响实验结果一致。

$ "* 添加物及补加时间对辅酶 %!&发酵的影响

玉米浆含有多种氨基酸（前已述）、维生素及矿

物质等多种营养成分［5］，,1’（!""!）等报道蕃茄汁
对胡萝卜素（异戊烯类化合物）的生物合成具明显的

促进作用［9］；按表 :设计添加物及补入时间（分别为
" *和 -5 *）进行实验，加量玉米浆（:" ;$/），蕃茄汁
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（新鲜蕃茄榨汁，加 ! "#$%&&"#发酵培养基），异戊
醇（’&& "($#），#)甲硫氨酸和酪蛋白水解物（*&& "($

#），+,!（%&& -($#）和甲醇（* ($#），比较对细胞生长
与辅酶 .%&合成的影响。

图 / 摇瓶条件下玉米浆（01#）和蛋白胨浓度对放射型根瘤菌 213!4&%生长与辅酶 .%&合成的影响
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表 ! 几种添加物及补入时间对放射型根瘤菌"#$%&’!细胞生长和产辅酶 (!’的影响
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如表 %所示，蕃茄汁对细胞生长促进作用最强；
添加玉米浆能显著提高辅酶 .%&的生物合成，其次为

蕃茄汁、#)甲硫氨酸和 +,!；其中 #)甲硫氨酸、异戊
醇、+,! 和甲醇的添加时间对辅酶 .%&的合成量影响

较大；酪蛋白水解物、甲醇对本试验菌的细胞生长与

辅酶 .%&的生物合成促进作用不明显。

% @A 以葡萄糖为碳源的间歇发酵过程曲线
为得到发酵残糖等参数的变化与细胞生长、辅

酶 .%&生物合成的关系，以决定流加发酵的操作方

式，作者试验了以葡萄糖（/& ($#）作为发酵的起始
碳源，测定 ’#罐间歇发酵过程曲线各参数的变化规
律。

由图 T结果，经发酵 !& F 后，其残糖已处于较
低水平约 * ($#，至 /& F后残糖量基本不变，此时生
长已进入稳定期，而辅酶 .%&合成量保持增加趋势，

至第 4* F后，辅酶 .%&合成量呈下降趋势；这是由于

细胞生长环境的变化，其代谢产物形成所需营养物

质的消耗，细胞代谢趋缓，辅酶 .%&包括中间产物等

的形成随之减少，所以间歇发酵至 ’& F前必须使发
酵结束。

% @B 蔗糖C玉米浆混合流加发酵
葡萄糖和蔗糖对发酵影响的结果，葡萄糖能得

到更多的生物量，而蔗糖作碳源细胞内辅酶 .%&的含

量较高；于是笔者设计前期细胞培养采用葡萄糖作

碳源，流加蔗糖来提高辅酶 .%&产率的补料策略；考

虑到细胞生长及代谢的需要必将消耗氮源，在流加

蔗糖时同时补加不同比例的玉米浆，玉米浆一方面

作为氮源提供细胞生长所需的氮，另一方面作为辅

酶 .%&合成的促进剂提高辅酶 .%&生成量。通过蠕动

泵控制蔗糖和玉米浆的流加速率，由 ’#罐发酵过程
曲线残糖、J02和辅酶 .%&积累的变化规律，决定由

第 !! F流加开始至第 /! F结束，共流加 %& F，分别
比较细胞生物量（J02）和 0$,值的变化规律。

图 T 以葡萄糖为碳源在 ’#罐上的分批发酵过程曲线
56(7 T I H?<;F ;-D<-C: ;-CL: >9 (D-;>=: ?= ;?CH>@
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图 ! 蔗糖和玉米浆混合流加对辅酶 "#$发酵 %&’和 &()值的影响

*+,- ! .//0123 4/ 5+607 /007 4/ 3819430 :;7 &<= 4; %&’，&() :;7 &4"#$ >947812+4;
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采用流加操作后（图 !），在同一发酵时间内细
胞生长量增加明显，只流加蔗糖至第 GC D 后 %&’
达 H# -G ,(=（图 !?）比不流加蔗糖（%&’#I- H ,(=）提
高 HG - JK，细胞生长持续时间延长，而达到最大辅
酶 "#$含量（&()）时间差别不大；混合流加蔗糖与不
同比例玉米浆（图 !)，&和 %）与只流加蔗糖相比，其
细胞生长量及辅酶 "#$的积累都有不同程度的提高，

但过高的玉米浆加入量对辅酶 "#$的积累不利（图

!%），当玉米浆流加速率为 # - $ ,(（=·D）具有最大的
%&’和 &()值（图 !&），两者分别为 HC -L ,(=和 H -GJ
5,(,（%&’），比只流加蔗糖（图 !?）分别提高 HLK和
HCK，但总的发酵时间延长，至第 IH D后辅酶 "#$积

累量才达到最大值，该时产量为最高达 !H -L 5,(=。

! 讨 论
在最适浓度下，葡萄糖与蔗糖对试验菌生长速

度与辅酶 "#$生物合成的差异，可能是不同碳源进入

细胞的利用速度及不同碳源引起代谢途径流量变化

的差别，从而对细胞生长与产物合成的影响不同［J］；

两种碳源试验结果表明，起始葡萄糖或蔗糖浓度提

高到一定值时都存在细胞生长及产物合成的阻遏效

应；实验结果还表明，在一定起始糖浓度下最大比生

长速率较高时并非能得到较高的产物积累量，这可

能是细胞生长与产物合成阶段细胞内代谢调控机制

不同。

添加物试验结果表明，=M甲硫氨酸、异戊醇、N)H

等添加时间影响到辅酶 "#$的生物合成量，这主要是

在辅酶 "#$的生物合成代谢过程中起到前体物的作

用［I，O］，而基质或代谢中间物（前体物等）浓度变化时

可能引起细胞代谢流的变化，因此，终产物的形成受

其添加物种类及补入时间的影响；另一方面，添加蕃

茄汁、N)H、=M甲硫氨基酸提高辅酶 "#$生物合成量，

又与异戊二烯化合物如胡萝卜素、聚异戊烯焦磷酸

等生物合成紧密相关［O，#$］；添加物试验表明，微生物

在形成代谢产物特别是次级代谢产物的过程中，加

入适量的代谢中间产物或产物直接前体物有利于提

高目的产物量；酪氨酸与辅酶 "#$中的芳香环及对羟

基苯甲酸的合成途径有关，但本试验用酪蛋白水解

物加入结果，对辅酶 "#$的合成促进作用不明显；因

玉米浆含有多种有效成分，对试验菌生长及辅酶 "#$

合成的影响机理有待深入研究。

分批发酵过程曲线证明，细胞生长对数期后辅

酶 "#$生物合成量继续增大，细胞生长与产物合成部

分相偶联，由于细胞生长量达到较高值时（约 HH P
HL D）其辅酶 "#$的形成量继续增加，因此该时期也

是流加碳源或辅酶 "#$合成促进物质等的较好时期；

流加量大小应根据糖浓度与产物等形成的关系来确

定［##］。

图 !的实验结果证实，蔗糖和适宜量玉米浆混
合流加可使细胞生长和辅酶 "#$的合成量达到最佳

值（图 !&），从而大大提高了辅酶 "#$的发酵产量。

而玉米浆流加过量虽细胞生长时间维持较长，但产

物合成量并未增加（图 !%），即流加蔗糖时同时流加
玉米浆的量并非越多越好，可能是辅酶 "#$合成期间
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氮源过量对产物合成不利，即辅酶 !"#发酵后期与氮

源的利用无很大的相关特性，这一点与作者在前摇

瓶条件下试验结果相一致；因此，适宜的流加策略

（如控制比生长速率等参数）对提高生物量和辅酶

!"#产量具有重要意义；由于流加操作使发酵时间延

长，采用在发酵早期缩短细胞生长延滞期等各种措

施很有必要；另外，由于溶氧对细胞生长与辅酶 !"#

的生物合成有较大的影响［$］，因此，在发酵罐上进行

流加优化的同时结合溶氧控制策略有待下一步研

究。
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