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摘  要 : 为了有效改善发酵体系中的溶氧水平，提高小白链霉菌 Streptomyces albulus PD-1 发酵生产 ε-聚赖氨

酸的能力，文中通过对氧载体的种类、最佳添加浓度以及添加时间进行筛选，最终确定在 0 h 添加 0.5% (V/V) 的

正十二烷促进 ε-聚赖氨酸生产效果最佳。在 5 L 发酵罐 0 h 添加 0.5%的正十二烷进行批次补料发酵，ε-聚赖氨

酸的产量和菌体干重分别可以达到 (30.8±0.46) g/L 和 (33.8±0.29) g/L，较之对照组分别提高了 31.6%和 20.7%。

ε-聚赖氨酸的产量和菌体干重的提高归因于 0.5%正十二烷的添加促进发酵液中溶氧水平从 23.8%提高到 32%，

同时发酵液中的一种主要副产物 (聚二氨基丙酸) 的含量下降 31%。实验结果表明，正十二烷的添加可以提高

S. albulus PD-1 发酵液中的溶氧水平，抑制副产物的生成，促进 ε-聚赖氨酸的合成。 
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Abstract:  To enhance the production of ε-poly-L-lysine (ε-PL) by improving dissolved oxygen level of the fermentation 

生物育种与工艺优化
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system, different oxygen-vectors were added to broth and n-dodecane was screened as the best oxygen-vector. The best 

amount of n-dodecane was 0.5% (V/V) and the best time was at start of the fermentation. In a fed-batch fermentation in a  

5 L bioreactor, ε-PL concentration reached a maximum of (30.8±0.46) g/L and the dry cell weight obtained was (33.8±0.29) g/L, 

increasing by 31.6% and 20.7% compared with the control group, respectively. This improvement can be related to 0.5% 

n-dodecane could maintain dissolved oxygen concentration >32% of air concentration compared with 23.8% in ε-PL 

production phase, and the production of a main by-product, poly-L-diaminopropionic acid, fell by 31%. These results 

indicated that the dissolved oxygen level in the broth was improved by adding n-dodecane, which can inhibit the by-product 

production and improve the biosynthesis of ε-PL. 

Keywords:  n-dodecane, oxygen-vectors, ε-poly-L-lysine, Streptomyces albulus PD-1 

ε-聚赖氨酸 (ε-poly-L-lysine，简称 ε-PL) 是

由人体必需氨基酸 L-赖氨酸的 ε-氨基与 α-羧基

通过酰胺键连接而成的 L-赖氨酸同聚物[1-2]。ε-PL

有广谱的抑菌性，是一种高效安全的食品防腐

剂。此外，ε-PL 在化妆品、吸水树脂、药物缓

释材料等方面也有广泛应用。ε-PL 作为生物防

腐剂已获得美国食品与药品管理局  (FDA) 批

准，并进入日本、欧洲和韩国等市场[3-4]。中国

卫计委 2014 年第 5 号文 (2014 年 4 月 29 日) 也

将 ε-PL 批准用于食品添加剂。ε-PL 主要通过微

生物发酵方法得到，本课题组在前期工作中筛

选得到一株高产 ε-PL 的白色链霉菌菌株，命名

为 Streptomyces albulus PD-1，并且在其发酵液

中 发 现 另 一 种 聚 氨 基 酸 聚 二 氨 基 丙 酸

(PDAP)[5]。我们发现在 S. albulus PD-1 发酵过程

中溶氧是影响 ε-PL 生产的关键因素之一。ε-PL

合成时期发酵液粘稠，溶氧水平较低，菌体生

长和 ε-PL 产量受到明显的影响。 

传统提高发酵液中溶氧水平的方法有提高

搅拌转速和增大通气量等，但这会造成剪切应

力过大、泡沫增多、不易控制等现象的发生。增

大搅拌转速和提高通气量也会增加运行费用和设

备成本[6]。目前许多其他有效的方法被用来改善

发酵中菌体对氧气需求的问题，如将携带氧的

基因血红蛋白基因克隆到目的菌株中[7]；向发酵

液中加入分子氧底物[8]；菌株和藻类共培养[9]。

利用氧载体提高发酵过程中的氧传递效率也是

一种目前应用较广泛的方法。朱艳等[10]在发酵

液中添加氧载体提高了番茄红素的产量；颜日

明等[11]添加正十二烷进行双液相发酵，其发酵

生物量和油脂产量分别提高了 25.3%和 41.8%；

张丹等[12]通过添加氧载体也提高了另外一种聚

氨基酸 γ-聚谷氨酸的产量。为了探讨不同种类

的氧载体对 S. albulus PD-1 生产 ε-PL 的影响，

本实验中选取了常见的几种氧载体进行研究，

以期望为实现 ε-PL 产业化生产奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

小白链霉菌 Streptomyces albulus PD-1，本

实验室筛选保藏。 

1.1.2  培养基 

培养基参照文献[13]。 

1.2  方法  

1.2.1  摇瓶发酵 

方法参照文献[5]。           

1.2.2  发酵罐发酵 

采用 5 L 搅拌式发酵罐 (KoBio Tech Co. 

Ltd., Korea)。初始装液量 2.7 L，接种量 10%。

采用两阶段 pH 控制工艺进行 ε-PL 批次补料发

酵：第一阶段即菌体生长阶段，控制较高 pH 值
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(约 6.0)；第二阶段即产物合成阶段，控制较低 pH

值 (4.0)。当发酵液中葡萄糖含量低于 10 g/L 时，

通过流加补料的方式维持葡萄糖含量为 10 g/L。 

1.2.3  ε-PL 与 PDAP 的含量检测 

方法参照文献[5]。 

1.2.4  菌体干重测定和发酵液中葡萄糖含量测定 

方法参照文献[13]。 

2  结果与讨论 

2.1  溶氧水平对发酵体系的影响 

在 5 L 发酵罐中进行批次不补料发酵，维持

其他条件不变，通过改变通气量来调节发酵液

中的溶氧水平，对 S. albulus PD-1 发酵生产 ε-PL

进行研究。结果表明 ε-PL 的产量随着溶氧水平的

提高而增加，在 30%的溶氧水平下达到最高产量

4.3 g/L。同时，S. albulus PD-1 发酵液中一种主要

副产物 PDAP 的产量在较高溶氧水平时减少。 

2.2  氧载体的筛选 

在发酵初始阶段添加各种不同浓度的氧载

体，研究其对细胞生长和产物合成的影响。以不

添加氧载体为对照，在装液量 100 mL/1 000 mL

的三角瓶中培养 72 h，取样测定发酵参数，结

果见表 1。 
 

表 1  不同氧载体最适添加量对 ε-PL 生产的影响 
Table 1  Production of ε-PL with optimum levels of 
oxygen-vectors in the medium 

Sample 
Addition 

volume (%) 
ε-PL 
(g/L) 

PDAP 
(g/L) 

DCW
(g/L) 

n-Hexane 0.5 0.743 0.032 5.82 

n-Heptane 1.5 0.764 0.035 6.53 

n-Dodecane 0.5 0.893 0.017 6.03 

n-Hexadecane 0.2 0.719 0.043 6.45 

Acetic ether 1.0 0.800 0.028 6.40 

Oleic acid 0.2 0.742 0.029 6.17 

Control 0.0 0.613 0.047 5.50 

由表 1 可知，不同种类的氧载体对 ε-PL 的

产量和 S. alublus PD-1 菌体干重均有显著影响，

其中添加正十二烷效果最为显著。在摇瓶发酵

中添加 0.5% (V/V) 正十二烷，ε-PL 产量可以提

高 45%。并且 S. alublus PD-1 在以正十二烷作

为唯一碳源的培养基中不生长，说明菌体并不

能利用正十二烷。最终从对 ε-PL 的促进效果以

及经济性考虑，本实验选取正十二烷为最适氧

载体，0.5% (V/V) 为最适添加比例。 

2.3  正十二烷添加时间对 ε-PL 生产的影响 

在摇瓶发酵的 0、12、24、36、48 h 时分别

添加 0.5% (V/V) 的正十二烷，根据测定 ε-PL 的

产量，确定氧载体的最佳添加时间。由实验数

据可知，在 0 h 添加氧载体，ε-PL 产量提高最

多，同时副产物 PDAP 可以较大程度被抑制。 

2.4  5 L发酵罐中添加氧载体对 ε-PL生产的影响 

我们在 5 L 发酵罐中添加 0.5% (V/V) 的正

十二烷进行批次补料发酵，并对 ε-PL 和 PDAP

产量、菌体干重和溶氧水平等参数进行考察。

由图 1 可知，添加 0.5% (V/V) 的正十二烷以后，

在 ε-PL 合成阶段发酵液中的溶氧水平从 23.8%

提高到 32%，说明添加正十二烷对发酵液中溶

氧不足的现象有很大的缓解作用。添加正十二

烷后 ε-PL 产量达到 30.8 g/L，和对照相比提高

了 31.6%；菌体干重最终达到 33.8 g/L，和对照

相比提高了 20.7%，说明适量氧载体的添加对菌

体干重和 ε-PL 的合成有很大的提高作用。

Yamanaka 等[14-15]在对聚赖氨酸合成酶 (Pls) 的

转录表达与动力学研究中指出胞内 ATP 水平是

ε-PL 合成代谢的关键调控因素。发酵液中溶氧

水平的提高，会促进细胞呼吸作用的增强，导

致胞内 ATP 水平的提高，ATP 水平的提高，不

仅为细胞生产提供了能量，而且有利于聚赖氨

酸合成酶催化 L-赖氨酸合成 ε-PL。同时添加

0.5% (V/V) 正十二烷后，S. albulus PD-1 发酵液
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中一种副产物 PDAP 合成受到抑制，PDAP 的产量

从 4.32 g/L 降低到 2.98 g/L，与对照相比降低 31%。

副产物产量降低，底物转化率提高，也是添加正十

二烷促进 ε-PL 产量提高的另外一种原因。 

2.5  发酵动力学分析 

细胞比生长速率和产物比合成速率是表征

发酵过程的重要参数。根据比生长速率的定义，

μ=dCx/(Cxdt)，我们应用 Origin 8.0 软件，通过

曲线拟合的方法来近似计算 S. albulus PD-1 培

养过程中的比生长速率和 ε-PL 比合成速率。 

分析结果表明，两种情况下细胞比生长速率

和 ε-PL 比合成速率的变化趋势相同 (图 2)，但是

添加正十二烷后，在一定时间范围内，S. albulus 

PD-1菌体比生长速率及 ε-PL比合成速率均较对

照组大。两组菌体均在 16 h 到达最大细胞比生

长速率 (图 2A)，对照组为 0.015 h–1，添加十二

烷后，达到 0.18 h–1，在 90 h 后两种情况下均趋

于平衡，此时菌体生长基本出现停滞。从 ε-PL

比合成速率 (图 2B) 可以看出，对照组菌体在

100 h 达到最大 ε-PL 比合成速率 0.013 h–1；添加

正十二烷后，菌体在 110 h 达到最大 ε-PL 比合

成速率 0.018 h–1，并且在 80 h 后 ε-PL 比合成速

率就已经大于对照组。同时，从图中可以看出

在培养过程时微生物次级代谢产物  (ε-PL) 的

合成要落后于细胞的生长，在细胞生长的减慢

期或静止期才有次级代谢产物的大量积累。正

十二烷的加入可以促进前期菌体的生长，对后

期 ε-PL 的合成也有很明显的提高作用。 
 

    
 

图 1  5 L 发酵罐中添加正十二烷对发酵的影响 
Fig. 1  Effects of addition of n-dodecane on fermentation in a 5 L bioreactor. (A) Control. (B) With 0.5 % (V/V) 
n-dodecane in broth. 
 

      
 
图 2  5 L 发酵罐中添加正十二烷对发酵动力学参数的影响 
Fig. 2  Effects of addition of 0.5% (V/V) n-dodecane on process parameters in a 5 L bioreactor. (A) Specific cell 
growth rate. (B) Specific ε-PL production rate. 
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3  结论 

本文将 6 种氧载体添加到 S. albulus PD-1

的发酵培养基中，均对 ε-PL 的产量起到促进作

用，其中正十二烷的效果最好。在 5 L 发酵罐中

进行批次补料发酵时，在发酵初始时期加入

0.5% (V/V) 的正十二烷，ε-PL 合成时期发酵液中

溶氧水平从 23.8%提高到 32%，S. albulus PD-1 的

ε-PL 产量和生物量分别达到 30.8 g/L 和 33.8 g/L，

和对照相比分别提高了 31.6%和 20.7%，同时适

宜的溶氧水平可以抑制主要副产物 PDAP 的生

成。氧载体的加入对发酵液中的溶氧水平有很

大的提高作用，对高耗氧发酵体系的构建具有

重要意义。 
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