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主编点评文章 

核糖体工程技术选育 ε-聚赖氨酸高产菌株 

吴光耀  陈旭升  王靓  毛忠贵* 
(江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【目的】利用核糖体工程技术选育 Streptomyces albulus AS3-14 的链霉素和利福平双重

抗性突变株，以提高其 ε-聚赖氨酸合成能力。【方法】通过链霉素抗性筛选，获得链霉素抗性

的 ε-聚赖氨酸产量提高突变株；在此基础上，继续筛选其利福平抗性突变株，实现链霉素和利

福平双重抗性 ε-聚赖氨酸高产菌选育。【结果】获得的双重抗性高产突变株 Streptomyces albulus 

WG-608 的 ε-聚赖氨酸摇瓶产量达到 3.7 g/L，5 L 发酵罐补料分批发酵 ε-聚赖氨酸产量达到   

53.0 g/L，较出发菌株分别提高了 42.3%和 32.5%。【结论】链霉素和利福平双重抗性选育能够

显著提高 ε-聚赖氨酸产生菌 Streptomyces albulus 的产物合成能力。 
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Screening of high-yield ε-poly-L-lysine producing strains through 
ribosome engineering 

WU Guang-Yao  CHEN Xu-Sheng  WANG Liang  MAO Zhong-Gui* 

(Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology,  
Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Objective] We used ribosme engineering technology, with which antibiotic-resistant 
strains are resulted from mutations on microbial ribosme, to improve the capacity to produce ε-PL by 
Streptomyces albulus AS3-14. [Methods] A single drug-resistant mutant was obtained from the 
original S. albulus AS3-14 with the presence of mutagen of streptomycin. A double drug-resistant 
mutant S. albulus WG-608 was obtained on the basis of single drug-resistant mutant with the 
presence of mutagen of rifampicin, of which the ε-PL productivity was improved. [Results] The 
highest ε-PL-producing strain, named S. albulus WG-608, could produce ε-PL of 3.7 g/L in 
shake-flask and 53.0 g/L in a 5-L fermentor, 42.3% and 32.5%, respectively higher than that of the 
parent strain. [Conclusion] Screening of streptomycin and rifampicin resistant strains might be a 
promising alternative to obtain a high ε-PL-producing S. albulus strain. 

Keywords: ε-Poly-L-lysine, Ribosome engineering, Drug resistance, Enzyme activities analysis, 
Fed-batch fermentation 
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ε-聚赖氨酸(ε-Poly-L-lysine，ε-PL)是由链霉菌

产生，含有25−35个L-赖氨酸残基，并以α-羧基和

ε-氨基缩合而成的一种同型氨基酸聚合物[1-3]。因

其对细菌、霉菌、酵母菌等有强烈的生长抑制作

用，且水溶性好、热稳定性强、安全无毒，因此

ε-PL 作为一种生物食品防腐剂，被广泛应用于日

本、韩国、美国和欧盟等国家和地区[4-5]。2014年，

中国也批准了 ε-PL 作为食品防腐剂在淀粉制品、

肉制品和果蔬制品等食品中的使用[6]。 

现在野生型产生菌的 ε-PL 合成能力都比较

低，只有经过育种改造才能满足工业生产的需

求。例如，Streptomyces albulus Z-18、Streptomyces 

noursei NRRL 5126和 Streptomyces griseofuscus H1

的摇瓶产量分别只有 0.24、0.42 和 0.7 g/L[7-8]。目

前，ε-PL 产生菌改造较为成功的方法是利用物理

和化学诱变，选育 S-2-氨基乙基-L-半胱氨酸和甘

氨酸抗性突变株[9-12]，以降低或者解除前体 L-赖氨

酸反馈抑制。经过近20年的持续选育，Hiraki等最

终 得 到 了 一 株 突 变 株 Streptomyces albulus 

11011A，ε-PL摇瓶产量达到了 2.11 g/L，较野生型

出发菌产量提高了 10 倍[13]。近几年，等离子诱变

技术和基因组重排技术也被应用到 ε-PL 的菌株选

育上。2012 年，Zong 等通过常压等离子体诱变，

将 Streptomyces albulus A-29的 ε-PL产量从 0.4 g/L

提升到 1.59 g/L[14]；Li等采用基因组重排技术，进

行葡萄糖耐受性菌株选育，获得一株突变株

Streptomyces graminearus F3-4，其 ε-PL摇瓶产量达

到 2.4 g/L，比出发菌株提高了 50%[15]。2015年，

Zhou 等同样利用基因组重排技术进行 ε-PL 耐受菌

株的选育，获得了一株 ε-PL产量达到 3.11 g/L的突

变株 Streptomyces sp. F4-22，比出发菌株提高了

181%[16]。由此可见，通过物理、化学诱变或基因

组重排技术，选择合理的筛选条件，均能有效提

高原始菌株的 ε-PL 合成能力。然而，传统的选育

手段耗时、耗力、操作复杂、效率低下，严重制

约了 ε-PL菌株产量的进一步提升。 

2007 年，Ochi 等提出了一种利用抗生素抗性

提高次级代谢产物产量的育种新方法——核糖体工

程 [17]，这一技术主要利用链霉素(Streptomycin，

Str)、庆大霉素 (Gentamicin， Gen)、利福平

(Rifampicin，Rif)等进行菌株选育。菌株通过获得

以上抗生素的抗性突变，自身的核糖体结构和次

级代谢活动会发生一些改变，进而导致相关目标代

谢产物产量有了较大提升[18]。Ochi等于 2001年，

通过对一株 Streptomyces coelicolor A3(2)连续引入

Str、Gen和 Rif 3种抗性突变，最终得到一株三重

抗性突变菌株，其放线紫红素产量比出发菌株提

升了 48 倍[18]。这一方法效果明显，说明了筛选多

重抗性突变株在提升目标菌株的次级代谢产物产

量方面是一种有效方法。另外，与其他育种方法

相比，核糖体工程简单易行，便于大批量筛选。 

本文以一株经过多轮原生质体融合和常压等

离子体诱变改造菌株 S. albulus AS3-14为出发菌，

通过引入链霉素和利福平抗性，以提高其 ε-PL 产

量，为后续工业化生产奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株：S. albulus AS3-14为出发菌株，ε-PL

摇瓶产量为 2.51 g/L；S. albulus WG-600 为低 Str

抗性突变株，ε-PL摇瓶产量为 2.96 g/L；S. albulus 

WG-601 为高 Str 抗性突变株，ε-PL 摇瓶产量为

3.26 g/L；S. albulus WG-608为Str、Rif双重抗性突

变株，ε-PL摇瓶产量为 3.7 g/L。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。 

1.1.2  培养基： (1) 固体培养基 (BTN 培养    

基，g/L)：葡萄糖 10.0，蛋白胨 1.2，酵母粉 1.0，

琼脂 20.0，pH 7.5；(2) 种子培养基(M3G 培养  

基，g/L)：葡萄糖 50.0，酵母膏 5.0，硫酸铵 10.0，

磷酸二氢钾 1.36，磷酸氢二钾 0.8，七水合硫酸镁

0.5，硫酸锌 0.04，硫酸铁 0.03，pH 6.8；(3) 优化

培养基(发酵培养基，g/L)：葡萄糖 60.0，酵母粉

8.0，硫酸铵 5.0，七水合硫酸镁 2.0，磷酸二氢钾

2.0，硫酸锌 0.03，硫酸铁 0.04，pH 6.8；(4) RSM
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培养基(g/L)：葡萄糖 60.0，牛肉膏 10.0，硫酸铵

5.0，七水合硫酸镁 0.8，磷酸二氢钾 4.0，硫酸铁

0.04，pH 6.8。所有培养基均在1×105 Pa灭菌15 min。 

1.2  方法 

1.2.1  单孢子悬浮液制备：实验中所用菌株均保

藏在−80 °C 的甘油管中。在实验前，将甘油管中

保藏的菌株进行逐层解冻，然后孢子涂布到固体

培养基上，30 °C培养 7 d，获得数量倍增的菌株以

及孢子。单孢子悬浮液制备方法参照文献[19]，  

每个平板用 5 mL的无菌水进行冲洗孢子，得到的

孢子悬浮液进行充分漩涡振荡打散后，经 8层纱布

过滤得到单孢子沉淀。沉淀用无菌水冲洗 2次，加

入适量无菌水，调整孢子浓度到 109个/mL 左右。

在每次接种孢子到固体培养基前，用超声器将孢

子充分打散，再进行接种实验。 

1.2.2  最小抑菌浓度(MIC)测定：取孢子生长情况

良好的菌株制备单孢子悬浮液，调整其孢子浓度

到 106个/mL左右。取 120 μL单孢子悬浮液涂布到

设计的抗生素梯度浓度的固体培养基上，相同浓

度设置 3个平行，30 °C培养 5 d。观察菌落生长情

况，记录无菌落生长的最小浓度，即抗生素对该

菌株的最小抑菌浓度(MIC)。Str 的浓度梯度为：

0、1、2、3、4、5 mg/L；Rif 的浓度梯度为：0、

0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/L。 

1.2.3  低浓度 Str 高产突变菌株选育：将菌株制备

单孢子悬浮液并稀释到适宜浓度，涂布到含链霉

素(1−10 MIC)的固体培养基上，30 °C培养 5 d。根

据菌株生长情况，挑选直径较大或者与原始菌有

较大差异的菌落，进行初筛。对于产量提升幅度

较大的菌株再次进行复筛，选择产量提升最高的  

5株菌进行保藏，供下一步实验使用。 

1.2.4  高浓度 Str 高产突变菌株选育：以上一步获

得的产量提升较多的低 Str抗性菌株为出发菌，制备

适宜浓度的单孢子悬浮液，涂布到含 Str (20、50、

100 MIC)的固体培养基上，30 °C培养 5 d。根据菌

株生长情况挑选菌落、扩大培养，并进行初筛和

复筛。选择产量提升最高的 5株菌进行保藏，供下

一步实验使用。 

1.2.5  双重抗生素抗性突变菌株选育：以上一步

获得的产量提升较多的高 Str 抗性菌株为出发菌，

制备适宜浓度的单孢子悬浮液，分别涂布到含有

不同浓度(5−20 MIC)的利福平的固体培养基平板

上，30 °C培养 5 d。根据菌株生长情况挑选菌落、

扩大培养，并进行初筛和复筛。选择产量提升最

高的 10株菌进行保藏。 

1.2.6  初筛和复筛：初筛时，刮 3环孢子接种到含

40 mL 发酵培养基的 250 mL 摇瓶，在摇床中

30 °C、200 r/min培养 96 h。对培养好的菌株用甲

基橙法[20]进行 ε-PL 产量测定，选出产量高的菌

株。复筛时，先将菌株在种子培养基中 30 °C、

200 r/min培养 24 h；然后将种子液转接到 3个平行

的含 40 mL发酵培养基的 250 mL摇瓶中，在摇床

中 30 °C、200 r/min培养 96 h，测定 ε-PL产量，选

出高产菌株。 

1.2.7  高产突变株不同培养基发酵性能测试：取 S. 

albulus AS3-14、链霉素抗性菌株 S. albulus 

WG-601、双重抗性菌株 S. albulus WG-608，接种

到M3G培养基、RSM培养基、优化培养基 3种培

养基中，每个菌株设置 3 个平行， 30 °C、     

200 r/min培养 4 d，测定 ε-PL的产量，对比 3种培

养基上的 ε-PL摇瓶发酵水平。 

1.2.8  5 L 发酵罐补料分批发酵：5 L 发酵罐配制

3.2 L灭菌的发酵培养基，接入培养 30 h的 320 mL

种子液，同时用氨水(12.5%，体积比)调节初始发

酵罐的 pH到 6.8。当发酵开始，pH下降到 4.0后，

自动流加氨水来维持 pH。通过调节发酵罐的转速

(200−800 r/min)来控制溶氧水平在 30%左右。发

酵过程中，以补料形式自动流加灭菌的葡萄

糖，使其浓度维持在 10 g/L左右。同样，通过添

加灭好菌的硫酸铵来控制发酵罐中的 NH3-N 浓

度在 1 g/L。 

1.3  分析方法 

1.3.1  葡萄糖浓度测定：使用 SBA-40D 生物传感

分析仪(山东省科学院生物研究所)测定发酵液中葡
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萄糖的浓度。取 10 mL 发酵液，4 500×g 离心    

10 min，把上清液稀释至糖浓度小于 1 g/L。取   

25 μL稀释液直接进样。读取数值，计算发酵液糖

浓度。 

1.3.2  菌体干重(DCW)测定：取 10 mL 发酵液，  

4 500×g离心 10 min；去掉上清液，将沉淀用无菌

水冲洗 2 次，105 °C 烘干至恒重，测定菌体细胞

干重。 

1.3.3  ε-PL 浓度的测定：参考文献[20]，采用甲基

橙测定法：取发酵液 10 mL 进行 4 500×g 离心   

10 min，取上清用磷酸缓冲液(0.7 mmol/L)稀释，

使 ε-PL浓度在 0.075−0.135 g/L。用 2 mL的稀释液

与等体积甲基橙溶液(1 mmol/L)振荡混匀，置于

30 °C、200 r/min摇床反应 30 min，然后 4 500×g

离心 15 min，将 0.5 mL上清加入到含有 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，经

标准曲线计算出 ε-PL的浓度。 

1.3.4  ε-PL 代谢途径关键酶活力测定：取菌株孢

子接种到含发酵培养基 40 mL的 250 mL摇瓶中，

30 °C、200 r/min 培养。30 h 后，取发酵液经过   

4 500×g离心 10 min后，去除上清液；用 0.2%的

KCl溶液离心洗涤 2遍(4 500×g离心 10 min)，悬浮

于含有 20%甘油和 1 mmol/L 二硫苏糖醇的     

100 mmol/L Tris-HCl缓冲液(pH 7.5)中，其中 1 g湿

菌体对应 5 mL缓冲液。采用超声破碎细胞后，经

12 000×g离心 20 min，取上清液即为粗酶液。6-磷

酸葡萄糖脱氢酶(Glucose 6-phosphatedehydrogenase，

G6PDH) 、 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 化 酶

(Phosphoenolpyruvate carboxylase，PEPC)、柠檬酸

合成酶 (Citrate synthase，CS)和天冬氨酸激酶

(Aspartokinase，AsK)的酶活力测定方法参考

文献[21]。  

2  结果与讨论 

2.1  抗生素最小抑菌浓度 

图 1显示的是 S. albulus AS3-14单孢子悬浮液 

 
 

图 1  S. albulus AS3-14 在不同浓度 Streptomycin 的

BNT 平板上的生长情况 
Figure 1  The growth of S. albulus AS3-14 on BNT plate 
contained with different Str concentrations on 5th day 
注：A：链霉素浓度 0 mg/L；B：链霉素浓度 1 mg/L；C：链霉

素浓度 2 mg/L；D：链霉素浓度 3 mg/L；E：链霉素浓度 4 mg/L；

F：链霉素浓度 5 mg/L. 
Note: A: 0 mg/L streptomycin; B: 1 mg/L streptomycin; C: 2 mg/L 
streptomycin; D: 3 mg/L streptomycin; E: 4 mg/L streptomycin; F: 
5 mg/L streptomycin. 

 
 

(孢子浓度为 106个/mL左右)在含有不同浓度 Str的

固体培养基上生长情况。从图 1 中可以看出，S. 

albulus AS3-14能够在无Str的平板上生长良好，并

在第 5天开始形成孢子(图 1A)；在含有 1 mg/L和  

2 mg/L的 Str的平板上，菌体生长受到抑制，只有

少数单菌落出现，且未形成孢子(图 1B 和 1C)；而

当 Str浓度达到 3 mg/L及以上，S. albulus AS3-14

均不能在平板上生长。因此，确定 S. albulus 

AS3-14的 Str最小抑菌浓度(MIC)为 3 mg/L，相同

实验测得 S. albulus AS3-14 的 Rif 最小抑菌浓度

(MIC)为 0.2 mg/L。 

2.2  选育 Str 抗性的 ε-PL 高产菌株 

2.2.1  选育低浓度 Str 抗性 ε-PL 高产突变株：将 S. 

albulus AS3-14 孢子悬浮液(孢子浓度为 106个/mL)

涂布在含 Str 的梯度浓度平板上(1−10 MIC)，经过

5−7 d的培养，从平板上共挑选出 125个单菌落。

通过初筛和复筛，发现有 41 株突变株产量获得提

升(表 1)，正突变率为 33%；ε-PL 摇瓶平均产量达

到 2.9±0.1 g/L，较出发菌株提高 16%，最高 ε-PL
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产量达到 2.96±0.1 g/L (菌株 S. albulus WG-600)。

由此可以看出，通过筛选 S. albulus AS3-14 的 Str

抗性突变菌株来选育 ε-PL 高产突变株的方法，不

仅能够获得较高的正突变率，而且能够显著提高

产生菌的 ε-PL 产量。这表明链霉素抗性菌株筛选

是一种有效的 ε-PL产生菌育种手段。 

2.2.2  选育高浓度Str抗性 ε-PL高产突变株：选取

低浓度 Str抗性突变株 S. albulus WG-600作为出发

菌株，继续进行较高浓度 Str (20、50、100 MIC)抗

性菌株选育。实验结果显示，Str 浓度为 100 MIC

的抗性平板上几乎长不出单菌落，而 20、50 MIC

的抗性平板上菌落生长良好。因此，分别从    

20 MIC 和 50 MIC 的 Str 平板上，挑选 135 株和  

145 株单菌落进行初筛和复筛，结果如表 1 所示。

在 50 MIC链霉素平板上共获得 14株 ε-PL产量达

到 3.2±0.1 g/L 突变株，比出发菌产量提高了

10.3%，最高 ε-PL 产量达到 3.26±0.1 g/L (菌株 S. 

albulus WG-601)，实验结果表明经过高浓度 Str抗

性筛选能够进一步提高 ε-PL高产突变株产量。 

本实验先对 S. albulus AS3-14进行较低浓度Str

抗性菌株(1−10 MIC)筛选，再进行较高浓度 Str 抗

性菌株(20 MIC、50 MIC)筛选，最后获得了 Str抗

性的高产突变菌株 S. albulus WG-601，使其 ε-PL

产量相比于出发菌 S. albulus AS3-14提高了 28%。

Tanaka等在 2009年曾报道[22]Str低、高抗性双突变

菌株的次级代谢产物产量会有进一步的提升；并

证明低浓度Str抗性突变一般是发生了 rsmG基因的

突变，较高浓度 Str抗性突变一般是发生了 rpsL基

因的突变，而先进行低 Str 抗性菌株筛选再进行高

Str 抗性菌株筛选，很可能结合了这两种突变效

果。本实验对 ε-PL 产生菌进行低浓度和高浓度的

Str 的二次筛选后，显著地提高了小白链霉菌产

ε-PL的水平。通过 Str低、高浓度的抗性突变菌株

的筛选，得到了一株高产 ε-PL 的菌株 S. albulus 

WG-601，下一步以此菌株为出发菌筛选抗生素双

重抗性菌株。 

2.3  选育双重抗生素抗性 ε-PL 高产菌株 

将上述获得的 Str抗性的高产突变株 S. albulus 

WG-601 孢子悬浮液涂布在含有 Rif 的梯度浓度平

板上(5−20 MIC)，从长出的单菌落中挑选了 133株

进行初筛和复筛。实验结果发现，在利福平抗性

平板上高产菌株的突变率达到了 15%，其中一株高

产菌株WG-608的ε-PL最高产量达到了3.7±0.1 g/L，

是 S. albulus AS3-14 的 1.4 倍(表 1)。由此可以看

出，对菌株进行 Rif 抗性筛选能够进一步提高

Streptomyces albulus的 ε-PL产量。值得指出的是，

Str和Rif双重抗性突变株 S. albulus WG-608的产孢

子时间由7 d延长到了8 d，这也说明了双重抗性引

入改变了菌株的正常生理代谢。 

2.4  不同培养基发酵产量对比 

一般情况下，由于目标代谢产物的产量出现

了较大提升，高产突变株相比于出发菌株往往在

营养需求上会发生较大改变，因此考察了它们在

3 种 ε-PL 发酵培养基上的摇瓶发酵产量。从图 2 

 

表 1  筛选抗性菌株结果统计 
Table 1  The statistical data of screening the drug-resistant mutants experiment 

筛选方法 

Screening methods 

出发菌株 

Parent strain 

筛选浓度 

Screening concentration 
(MIC) 

正突变率 

Positive mutation 
rate (%) 

平均产量 

Average 
production (g/L) 

最高产量 

Maximum 
production (g/L)

Screening of low Str 
resistence strain 

AS3-14 (2.5 g/L) Str: 1−10 33 (41/125) 2.9±0.1 2.96±0.1 

Screening of high Str 
resistence strain 

WG-600 (2.9 g/L) 

Str: 20 15 (20/135) 3.1±0.2 3.20±0.1 

Str: 50 10 (14/145) 3.2±0.1 3.26±0.1 

Str: 100 未生长孢子 

Screening of double 
resisance strain 

WG-601 (3.2 g/L) Rif: 5−20 15 (20/133) 3.6±0.3 3.70±0.1 
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图 2  AS3-14、WG-601、WG-608 在 3 种培养基的 ε-PL

产量对比 
Figure 2  The results of ε-PL production in M3G, RSM and 
the optimized media in shake-flask 
注： ：M3G培养基； ：RSM培养基； ：优化培养基. 
Note: : M3G medium; : RSM medium; : Optimized 
medium. 

 
可以看出，突变株 S. albulus WG-601和 S. albulus 

WG-608在不同培养基的 ε-PL产量增加趋势与出发

菌株 S. albulus AS3-14 相同，但突变株 S. albulus 

WG-601和 S. albulus WG-608在 RSM培养基和优

化培养基上增加幅度明显超过出发菌株；高产突

变株 S. albulus WG-608在 3种培养基中均表现出最

高 ε-PL 产量，表明双重抗生素抗性显著增强了 S. 

albulus WG-608 的 ε-PL 合成能力。另外实验结果

表明：相比较于其他2种培养基，优化培养基更有利

于菌株发挥 ε-PL 生产能力。因此下一步选择优化培

养基用于考察出发菌 S. albulus AS3-14和高产突变株

S. albulus WG-608在发酵罐上的发酵过程差异。   

2.5  5 L 发酵罐补料分批发酵生产 ε-PL 对比 

由于 ε-PL发酵过程严重依赖 pH值控制，而摇

瓶发酵过程很难实现 pH 值的准确控制，因此在  

5 L发酵罐中进一步评价高产突变株的 ε-PL的生产

能力，如图 3所示。利用 pH 4.0恒定控制策略，结

合葡萄糖和硫酸铵补料，经过 192 h连续发酵，高

产突变株 S. albulus WG-608 的 ε-PL 产量达到了  

53 g/L，较出发菌株 S. albulus AS3-14 (40 g/L)提高

了 32.5%。另外，高产突变株 S. albulus WG-608的

菌体量最高达到了 55 g/L，较出发菌株 S. albulus 

AS3-14 (40 g/L)提高了 30%。因此，高产菌株 S. 

albulus WG-608 的 ε-PL 产量提高是通过增加菌体

量的方式实现的。以上实验结果说明，通过双重

抗生素抗性的引入，能够显著提升 ε-PL 生产菌在  

5 L发酵罐 ε-PL发酵水平。 

2.6  ε-PL 合成相关的中心碳代谢途径中关键酶

酶活性分析 

众所周知，酶是微生物生理代谢的基础。在

我们之前的研究中，已经阐明了 S. albulus 中的

ε-PL 合成相关的中心碳代谢途径以及其中涉及的

关键酶[21]。为了从生理代谢水平探究高产菌株 S. 

albulus WG-608 高产 ε-PL 的机制，本文初步考察

了与菌体生长和 ε-PL 合成相关的中心碳代谢途 

 

 
 

图 3  出发菌株 S. albulus AS3-14 (A)与双重抗性菌株 S. albulus WG-608 (B)补料分批发酵对比 
Figure 3  Comparison of fed-batch fermentation between S. albulus AS3-14 (A) and S. albulus WG-608 (B) 

注：黑色圆圈：DCW；白色圆圈：ε-PL浓度；黑色三角：pH；白色三角：葡萄糖浓度. 
Note: Black circle: DCW; White circle: ε-PL concentration; Black triangle: pH; White triangle: Glucose concentration. 
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径中的 4 个关键酶，即戊糖磷酸途径中的

G6PDH，回补反应中的 PEPC，三羧酸循环中的

CS以及 ε-PL合成途径中的 AsK。从表 2的结果中

可以看出，高产菌株的 4个关键酶酶活性均比出发

菌株显著提高。突变株 G6PDH 酶活力由出发菌株  

3.3±0.1 U/mg提高到 8.1±0.2 U/mg，说明突变株中

有更多的代谢流量流向了戊糖磷酸途径，为菌体

的生长提供了更多前体，这与高产菌株相比出发

菌株在 5 L发酵罐中菌体量提高相吻合；相比于出

发菌株，高产菌株 S. albulus WG-608的 PEPC酶和

CS 酶活力均有提高，可以为三羧酸循环提供更多

的草酰乙酸，高产菌株的三羧酸循环通量增大，

并为 ε-PL 的合成提供更多的 ATP 和前体物质。另

外，AsK 酶是 ε-PL 合成前体 L-赖氨酸合成途径的

第一个酶，该酶活力比出发菌株提高了 60%，意

味着更多的碳代谢流流向了该途径，从而可以提

供更多的前体 L-赖氨酸。上述中心碳代谢途径关

键酶酶活性的增加，均为高产菌菌体生长和 ε-PL

合成提供了更多的前体和能量。 

3  结论 

本研究基于核糖体工程菌株选育理念，通过

Str 和 Rif 两种抗生素抗性筛选，获得了一株 ε-PL

高产突变株 S. albulus WG-608，其摇瓶产量达到  

3.7 g/L，较出发菌提高了 42.3%。高产菌株在不同

培养基中均表现出 ε-PL 产量提高，且在优化培养

基中实现了最高摇瓶发酵产量。5 L发酵罐补料-分

批发酵实验结果表明ε-PL产量可达到53 g/L，比出

发菌株产量提高了 32.5%。进一步对菌体生长和

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G6PDH酶、PEPC 
 

表 2  出发菌株 S. albulus AS3-14 与 S. albulus 

WG-608 菌株的关键酶酶活力对比 
Table 2  Comparison of key enzyme activities between 

S. albulus AS3-14 and S. albulus WG-608 

菌株 

Strains 

关键酶酶活 Key enzyme activity (U/mg protein)

G6PDH PEPC CS AsK 

WG-608 8.1±0.2 45.3±2.0 43.2±1.8 8.1±0.2

AS3-14 3.3±0.1 34.5±1.7 37.8±2.4 5.6±0.1

酶、CS酶和 ASK酶活性均有所增加，表明抗生素

抗性菌株选育策略能够强化小白链霉菌中与 ε-PL

合成相关的代谢能力。 
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