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S-腺苷-L-蛋氨酸高密度发酵工艺优化 

王杰鹏, 韩晋军, 李晓楠, 刘沛溢, 谭天伟 
北京化工大学生命科学与技术学院, 北京 100029 

摘  要: 利用酿酒酵母在 5 L 发酵罐高密度发酵生产 S-腺苷-L-蛋氨酸(SAM)后期存在稳定性差的问题, 本研究考察了

在补糖中添加磷酸氢二铵、谷氨酸钠、三磷酸腺苷二钠来提高酿酒酵母发酵后期的稳定性。通过 4 批 5 L 发酵罐高密

度流加发酵实验研究发现: 在发酵 34 h 左右, 菌体干重超过 100 g/L 后, 开始添加 50 克 L-蛋氨酸, 并在补糖中加入   

10 g/L 三磷酸腺苷二钠, 发酵 65.7 h, 最高生物量干重达到 180 g/L, SAM 产量达到 17.1 g/L。 
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Abstract: Poor stability existed in the anaphase of the high-cell-density fermentation of Saccharomyces crevisiae for S-adenosyl-L- 
methionine (SAM) production in 5 L fermentor. To improve the fermentation stability, we studied the addition of diammonium 
hydrogen phosphate, sodium glutamate and adenosine disodium triphosphate into glucose feeding solution. Study of four fed-batch 
cultures showed that, after 34 h fermentation, when dry cell weight reached 100 g/L, the addition of 50 g pre-L-methionine and 
glucose feeding with 10 g/L adenosine disodium triphosphate was optimal for SAM production. Under this condition, after 65.7 h 
fermentation, both the dry cell weight and the yield of SAM reached the maximum, 180 g/L and 17.1 g/L respectively. 
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S-腺苷-L-蛋氨酸(简称 SAM)是Cantoni[1]发现的

一种普遍存在于生物细胞中的生理活性物质 , 由

ATP 和 L-蛋氨酸在 S-腺苷-L-蛋氨酸合成酶作用下

生成。国外 S-腺苷-L-蛋氨酸的生产工艺[2]早已成熟, 

而国内的生产工艺长时间落后, 相关产品长期依赖

进口。近几年, 国内研究机构在生产工艺上取得了

长足的进步, 部分厂家的产品已经陆续推出市场。

目前国内的研究主要集中在 2 个方向: 一是以固定

化酶和固定化细胞为代表的酶促反应法 [3]; 二是以

重组毕赤酵母[4–6]和酿酒酵母[7,8]为代表的微生物发
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酵法。朱闪等[5]报道了利用中国科学院上海生命科

学研究院生物化学与细胞生物学研究所提供的重组

毕赤酵母, SAM在发酵罐中的产量可达到 14 g/L(具

体信息不详); 邓娟娟[6]报道了利用重组毕赤酵母在

5 L发酵罐中加入 50 g前体 L-蛋氨酸, 发酵 120 h左

右, SAM产量达到 18.03 g/L。王杰鹏等[8]报道了利用

酿酒酵母在 5 L发酵罐中加入 40 g前体 L-蛋氨酸, 发

酵 58 h左右, SAM产量达到 14.48 g/L。文献中酿酒酵

母的产量低于毕赤酵母, 但是酿酒酵母的发酵时间

约为毕赤酵母发酵时间的一半。 

本研究考察了在 5 L 发酵罐中补加前体量为  

50 g/罐时, 通过在补糖中添加磷酸氢二铵、谷氨酸

钠、三磷酸腺苷二钠增强高密度发酵的稳定性, 将 S-

腺苷-L-蛋氨酸的积累量由 14.48 g/L[8]提高到 17.1 g/L, 

生物量干重由 168 g/L提高到 180 g/L, 前体 L-蛋氨

酸的转化率提高到接近 40%。 

1  材料和方法 

1.1  菌株 
酿酒酵母 SAM0801。 

1.2  培养基 
与文献[7]一致。 

1.3  分析方法 
1.3.1  生物量的测量方法 

取 1 mL发酵液定容至 1000 mL, 用紫外可见分光

光度计检测 OD660, 或取 5 mL发酵液 5000 r/min离心

10 min后收集菌体, 105oC下烘干至恒重。 

1.3.2  乙醇浓度的测定 

乙醇检测仪(生物传感分析仪 SBA-40C, 华东理

工大学)。 

1.3.3  SAM含量的测定 

SAM样品的制备: 取 1 mL发酵液用 1.5 mol/L高

氯酸定容至 10 mL, 振荡破碎 1.5 h后 8000 r/min、4oC 

低温离心 10 min, 取上清液微孔滤膜过滤待测。 

高效液相(检测器 SPD-20A、泵 LC-20AT, 日本岛

津)检测: 流动相为 0.01 mol/L的甲酸铵水溶液, 甲酸

调 pH至 3.0, 流速 1.0 mL/min, 检测波长 254 nm, 进

样量 10 μL。色谱柱为反向 C18柱。SAM标准品购自

Sigma公司。 

1.4  发酵罐培养 
5 L 全自动发酵罐(上海保兴)中装液量 2 L, 接

种量 15%, 温度 28oC, pH 为 5.4, 初始搅拌转速为

200 r/min, 之后每小时提高 100 r/min到 700 r/min,

维持稳定, 通气量为 10 L/min, 外接乙醇在线测定

仪。通过监测乙醇含量来反馈控制[7]流加葡萄糖的

速率, 以实现高密度发酵生产工艺。 

2  结果 

2.1  流加 10 g/L 磷酸氢二铵的发酵 
从文献[7]和[8]中可以发现在酿酒酵母高密度

发酵生产 S-腺苷-L-蛋氨酸的后期一直存在着不稳

定的因素导致菌体死亡, 产量下降。特别是文献[8]

中, 在发酵 50多小时后出现死亡的机率很大。菌体

突发性的死亡严重影响实验研究的展开以及其在工

业上的应用。为了增强发酵过程的稳定性, 避免菌

体突发性死亡, 本研究参考了大量文献并进行了相

关摇瓶实验。文献中大都利用调节温度[9]、溶氧[10]、

pH[11]等方法, 本研究则利用增加发酵后期氮源和能

源供应来解决。 

在 5 L发酵罐中首先尝试了在补糖中加入 10 g/L

磷酸氢二铵的发酵。发酵 34 h, 菌体干重超过    

100 g/L后, 开始流加 50 g前体 L-蛋氨酸。 

 

图 1  流加 10 g/L 磷酸氢二铵的发酵 
Fig. 1  Fed-batch fermentation for SAM with 10 g/L 
diammonium hydrogen phosphate added. 
 

如图 1所示, 当加入前体诱导后, S-腺苷-L-蛋氨

酸产量迅速积累。对照文献[8]的图 5, 图 1 中 50 h

后虽然溶氧和乙醇也出现了小幅波动, 但是产量和

生物量均未出现大幅的波动。在 62 h左右产量达到

最高值 15.8 g/L, 生物量干重最高达到 170 g/L, 消

耗补糖 2.3 L。 
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2.2  流加 10 g/L 谷氨酸钠的发酵 
鉴于谷氨酸[12,13]在细胞生长和代谢中的重要作

用, 尝试了在补糖中加入 10 g/L 谷氨酸钠的发酵。

发酵 34 h, 菌体干重超过 100 g/L后, 开始流加 50 g

前体 L-蛋氨酸。 

 

图 2  流加 10 g/L 谷氨酸钠的发酵 
Fig. 2  Fed-batch fermentation for SAM with 10 g/L sodium 
glutamate added. 
 

如图 2所示, 当加入前体诱导后, S-腺苷-L-蛋氨

酸产量迅速积累。对照文献[8]发酵图以及上面图 1, 

尽管在 50多小时乙醇仍有波动, 生物量和产量上也

有所反映, 但是图 2 的溶氧始终维持在低水平。直

到补料结束, 产量和生物量仍然保持向上的趋势。

在发酵 66.6 h产量达到最高值 16.5 g/L, 生物量干重

最高达到 176 g/L, 消耗补糖 2.5 L。 

2.3  流加 5 g/L 三磷酸腺苷二钠的发酵 
近来对 S-腺苷-L-蛋氨酸发酵的腺苷[14]前体的

研究越来越多。因此本实验尝试了在补糖中加入   

5 g/L三磷酸腺苷二钠的发酵, 希望可以同时达到维

持发酵过程稳定和提供腺苷前体基团的目的。发酵

34 h, 菌体干重超过 100 g/L后, 开始流加 50 g前体

L-蛋氨酸。 

如图 3所示, 当加入前体诱导后, S-腺苷-L-蛋氨

酸产量迅速积累。50多小时的时候部分参数出现波

动, 可能原因是葡萄糖流加过快导致发酵液的乙醇

浓度过高, 影响了菌体的生长和 S-腺苷-L-蛋氨酸的

合成, 最终产量小于上一罐添加 10 g/L 谷氨酸钠时

的产量。在 63.5 h下罐产量达到最高值 16.1 g/L, 生

物量干重最高达到 173 g/L, 消耗补糖 2.2 L。由此可

见过高的乙醇浓度不利于 SAM的发酵生产。 

 
图 3  流加 5 g/L 三磷酸腺苷二钠的发酵 
Fig. 3  Fed-batch fermentation for SAM with 5 g/L adenosine 
disodium triphosphate added. 
 
2.4  流加 10 g/L 三磷酸腺苷二钠的发酵 

在图 3 发酵数据分析的基础上, 继续尝试在补

糖中加入 10 g/L三磷酸腺苷二钠的发酵。同时鉴于

高浓度乙醇对发酵过程的抑制, 减少了培养基的初

糖浓度, 并且在后期发酵控制中维持相对较低的乙

醇浓度。发酵 34 h, 菌体干重超过 100 g/L后, 开始

流加 50 g L-蛋氨酸。发酵结果如图 4所示。 

 

图 4  流加 10 g/L 三磷酸腺苷二钠的发酵 
Fig. 4  Fed-batch fermentation for SAM with 10 g/L adenosine 
disodium triphosphate added. 
 

如图 4所示, 当加入前体诱导后, S-腺苷-L-蛋氨

酸产量迅速积累。整个发酵过程中的乙醇浓度都要

低于图 3, 发酵过程相对稳定。在 65.7 h下罐产量达

到最高值 17.1 g/L, 生物量干重最高达到 180 g/L, 消

耗补糖 2.1 L。添加三磷酸腺苷二钠时的补糖消耗要

比不加时消耗的少, 可能是由于三磷酸腺苷二钠本

身就是能量物质, 降低了菌体对糖的需求量。 
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3  讨论 

影响 S-腺苷-L-蛋氨酸高密度发酵生产的 2个重

要因素是菌株本身的生产能力和高密度发酵控制工

艺。在菌株一定的情况下, 稳定可靠的高密度发酵

工艺可以有效地促进产量的提升。在发酵后期, 菌

体浓度很高, 高密度发酵体系的平衡非常脆弱, 很

可能导致菌体的突发性死亡。通过在发酵后期补糖

中添加磷酸氢二铵、谷氨酸钠、三磷酸腺苷二钠等

可以有效增强菌体在高密度条件下的生存能力, 提

高发酵过程的稳定性 , 为进一步发酵研究提供保

障。在文献[8]中, 菌体到发酵后期几乎都会出现死

亡, 导致发酵参数巨幅波动, 产量开始下降。但是在

本研究的发酵过程中, 直到补料结束下罐, 各参数

的变化都不是很大, 发酵过程比较平稳, 如果增大

补加前体量, 可以得到更高的 SAM产量。添加三磷

酸腺苷二钠的发酵实验中葡萄糖的消耗速度明显慢

于其他实验, 可能是因为它本身就是能量物质, 不

经过糖代谢就可以为菌体提供能量, 从而减少了菌

体细胞对糖的需求量。同时, 对比图 3 和图 4 可以

发现在酿酒酵母高密度发酵过程中维持相对较低的

乙醇含量更有利于 SAM的积累。 
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