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分阶段 pH 调控提高 2-酮基-L-古龙酸生产 
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摘  要: 为了提高酮古龙酸菌 Ketogulonicigenium vulgare 和巨大芽胞杆菌 Bacillus megaterium 生产 2-酮基-L-古龙酸

(2-KLG) 的生产效率，分析了 pH 对 K. vulgare 和 B. megaterium 生长和产酸的影响，发现 K. vulgare 和 B. megaterium

的最适生长 pH 值分别为 6.0 和 8.0，但是 K. vulgare 的糖酸转化活力在 pH 7.0 时达到最大值，因此提出了三阶段 pH 控

制策略  (第一阶段：0~8 h，pH 8.0；第二阶段：8~20 h，pH 6.0；第三阶段：20 h 至发酵结束，pH 7.0) 以促进

K. vulgare 生长和 2-KLG 生产。结果表明，三阶段 pH 控制策略的实施进一步提高了 2-KLG 的产量 (77.3 g/L)、生产强

度 (1.38 g/(L·h)) 和 L-山梨糖消耗速率 (1.42 g/(L·h))，分别比恒定 pH 7.0 时提高了 9.7％、33.2％和 25.7％。 

关键词 : pH 调控策略，酮古龙酸菌，巨大芽胞杆菌  

Enhancement of 2-keto-L-gulonic acid production using  
three-stage pH control strategy 
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Abstract:  The aim of this study was to improve the 2-keto-L-gulonic acid (2-KLG) production efficiency by Ketogulonicigenium 
vulgare and Bacillus megaterium by using multi-stage pH control strategy. The effect of pH on the cell growths and 2-KLG 
production showed that the optimum pH for K. vulgare and B. megaterium cell growth were 6.0 and 8.0, respectively, while the 
optimum pH for 2-KLG production was 7.0. Based on the above results, we developed a three-stage pH control strategy: the pH was 
kept at 8.0 during the first 8 h, then decreased to 6.0 for the following 12 h, and maintained at 7.0 to the end of fermentation. With this 
strategy, the titer, productivity of 2-KLG and L-sorbose consumption rate were achieved at 77.3 g/L, 1.38 g/(L·h) and 1.42 g/(L·h), 
respectively, which were 9.7%, 33.2% and 25.7% higher than the corresponding values of the single pH (pH 7.0) control model. 
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以酮古龙酸菌 Ketogulonicigenium vulgare[1]和

巨大芽胞杆菌 Bacillus megaterium 为生产菌株，采

用 L-山梨糖为底物合成维生素 C 前体—2-酮基-L-

古龙酸 (2-keto-L-gulonic acid，2-KLG) 是一典型的

混菌发酵体系。其中，K. vulgare 是产酸菌，含有转

化 L-山梨糖为 2-KLG 的完整酶系，但其单独生长微

弱，产酸较少。B. megaterium 作为 K. vulgare 的伴

生菌，在形成芽胞的过程中裂解释放活性物质促进

K. vulgare 生长和产酸[2]。我国科研工作者已在发酵

优化[3-13]、两菌关系[14]、酶学性质[15-16]等方面开展

了大量卓有成效的研究工作。然而，制约 2-KLG

产量、转化率和生产强度进一步提高的关键在于如

何调控两菌之间的关系。尽管有研究表明分子量在

30~50 kDa 范围内和大于 100 kDa 的大菌胞外液组

分都具有促进 K. vulgare 转化 L-山梨糖生成

2-KLG 的作用。赵世光等分离纯化了一种 58 kDa 的

B. megaterium 胞外蛋白，明显促进 K. vulgare 关键

酶 L-山梨糖脱氢酶的转化效率[17]。但实际工业化生

产中更希望发展一种高效、简单、易于操作的调控

手段，使 B. megaterium 适时地、定向地释放胞内活

性物质，以促进 K. vulgare 生长和产酸。由于 K. 

vulgare 和 B. megaterium 分属不同的微生物种属，相

应的生理需求也不尽相同。基于这一思路，本研究

在透彻研究 pH 对 K. vulgare 和 B. megaterium 生长

影响的基础上，导向性地采用分阶段 pH 控制策略，

实现了 2-KLG 的高效生产。这一针对混菌发酵体系

中不同菌株提供不同 pH 需求的发酵控制策略，有别

于以往的单菌发酵系统的分阶段控制策略，为提高

混菌发酵体系的生产效率，提供了新的研究思路。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
K. vulgare 和 B. megaterium 由江苏江山制药有

限公司提供。 

1.2  培养基 
种子和斜面培养基 (g/L)：L-山梨糖 20，酵母

膏 3，蛋白胨 10，牛肉膏 3，玉米浆粉 1.5，尿素 1，

碳酸钙 1，硫酸镁 0.2，磷酸二氢钾 1；琼脂 20 (斜面

培养基)，定容至 1 L，pH 6.7~7.0，121℃灭菌 15 min。 

发酵培养基 (g/L)：L-山梨糖 80，尿素 12，碳

酸钙 5，硫酸镁 0.1，磷酸二氢钾 1，玉米浆 5，定

容至 1 L，pH 6.7~7.0，121℃灭菌 15 min。 

1.3  培养条件 
单独 K. vulgare 培养：将菌种接种到液体种子培

养基中于 30℃、200 r/min 培养 32 h 后，按体积浓度

10％的接种量接种于装有 1.5 L 发酵培养基的 3 L 发

酵罐中培养 72 h，搅拌转速为 400 r/min，通气量为

1.5 L/min，pH 分别控制在 5.0、6.0、7.0、8.0。 

单独 B. megaterium 培养：将菌种接种到液体种

子培养基中于 30℃、200 r/min 培养 9 h 后，按体积

浓度 10％的接种量接种于装有 1.5 L 发酵培养基的

3 L 发酵罐中培养 72 h，搅拌转速为 400 r/min，通

气量为 1.5 L/min，pH 分别控制在 5.0、6.0、7.0、8.0。 

混菌培养：将 K. vulgare和 B. megaterium以 3∶1

的比例接种于种子培养基中于 30℃、200 r/min 培养

18 h 后，按体积浓度 10％的接种量接种于装有 1.5 L

发酵培养基的 3 L 发酵罐中培养 72 h，搅拌转速为

400 r/min，空气通气量为 1.5 L/min，pH 根据实验设

计控制。 

1.4  分析方法 
2-KLG 和 L-山梨糖的浓度用 HPLC 分析。发酵

样品用流动相 10 倍稀释，0.45 μm 滤膜过滤。

Agilent 1100 system，BioRad 公司 Aminex HPX-87H

色谱柱；流动相：2.75 μmol/L 浓硫酸；柱温：35℃；

流速：0.6 mL/min；进样量：5 μL；检测器：示差折

光检测器。 

细胞浓度测定采用血球计数法：取发酵液经适

度稀释，滴入血球计数板，在油镜下分别计量两菌

数量。 

糖酸转化活力：在 10 mL 含 2％ L-山梨糖的磷

酸氢二钠-磷酸二氢钾缓冲液 (pH 分别为 5.0、6.0、

7.0、8.0) 中，加入一定量的 K. vulgare 细胞，制成

终浓度约为 1×109 CFU/mL 的休止细胞悬液，30℃振

荡培养 1 h，立即终止反应，用 HPLC 法测定 2-KLG
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的生成量。糖酸转化活力定义为：30℃每小时转化

L-山梨糖生成 1 mg 2-KLG 为一个糖酸转化活力单

位 (U)。 

2  结果 

2.1  不同 pH 值对 K. vulgare 细胞生长的影响 
采用 3 mol/L Na2CO3 或 4 mol/L HCl 将发酵过

程中 pH 值分别控制在 5.0、6.0、7.0、8.0 以考察

pH 值对 K. vulgare 生长的影响 (图 1)。结果表明，

K. vulgare 在 pH 6.0 时达到最大比生长速率的时间

(22 h) 比 pH 5.0、pH 7.0 和 pH 8.0 分别缩短了 5 h、

2 h、2 h。pH 6.0 时 K. vulgare 最大比生长速率为

0.098 h−1，比 pH 5.0、pH 7.0 和 pH 8.0 时的最大比

生长速率分别提高了 68％、14％和 73％。pH 为 6.0

时 K. vulgare 细胞达到对数末期 (细胞比生长速率

＜0.02) 仅用了 35 h，与其他 pH 条件下比较，缩短

了 4~6 h。这一结果表明，pH 是影响 K. vulgare 生长

的一个重要环境因素，其最适生长 pH 为 6.0，过低

或过高 pH 值均不利于细胞生长。 

 

图 1  pH 对 K. vulgare 生长的影响 
Fig. 1  Effect of pH on the K. vulgare growth. curve 1: pH 5.0; 
curve 2: pH 6.0; curve 3: pH 7.0; curve 4: pH 8.0. 
 
2.2  不同 pH 值对 B. megaterium 细胞生长和芽胞

形成的影响 
不同 pH 值对 B. megaterium 细胞生长的影响如

图 2A 所示。随着发酵液中 pH 不断增加，B. 

megaterium 最大比生长速率逐渐增加，pH 8.0 时达

到最大值，为 0.74 h−1 (4 h)，而 pH 5.0 时这一数值

仅为 0.29 h−1 (12 h)。比生长速率的提高显著缩短了

细胞生长所需时间，因此，发酵液中 pH 为 8.0 时，

B. megaterium 培养仅 8 h 后就达到其对数生长末期。 

B. megaterium 在达到最大细胞浓度后迅速自溶

或形成芽胞，导致营养细胞的数量剧减 (图 2A)。在

所研究的 pH (pH 5.0~8.0) 范围内，B. megaterium 衰

亡速率随着发酵液中 pH 的增加而逐渐降低，pH 8.0

时细胞衰亡速率 (0.10 h−1) 为 pH 5.0 (0.29 h−1) 时

的 36％ (图 2A)。 

 

 

图 2  pH 对 B. megaterium (A) 和 B. megaterium 芽胞 
(B) 生长的影响 
Fig. 2  Effect of pH on the B. megaterium growth (A) and 
the sporulation (B). curve 1: pH 5.0; curve 2: pH 6.0; curve 3: 
pH 7.0; curve 4: pH 8.0.  
 

图 2B 表明 pH 7.0 时 B. megaterium 达到最大芽

胞比形成速率的时间仅为 10 h (0.32 h−1)。另一方面，

最大芽胞数量与其最大细胞浓度的比值随着发酵液

中 pH 的增加而增加，如 pH 5.0 时为 3％，而 pH 8.0

时则升至 21％。上述阐述表明，酸性 pH 值明显抑

制了 B. megaterium 芽胞形成率。在利用混菌发酵生
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产 2-KLG 的过程中，K. vulgare 需要 B. megaterium

提供其赖以生长和合成 2-KLG 的营养物质。若

B. megaterium 裂解后形成大量的芽胞，则不利于

K. vulgare生长和 2-KLG生产。这是因为B. megaterium

在形成芽胞过程中，部分胞内活性物质残存于芽胞

中，导致其释放的胞内活性物质减少。因此，为了

进一步提高 2-KLG 的生产效率，宜将芽胞形成阶段

的 pH 值控制为酸性。 

2.3  pH 对糖酸转化能力的影响 
2-KLG 的合成途径主要涉及 K. vulgare 的 3 个

关键酶：L-山梨糖脱氢酶、L-山梨酮脱氢酶和

2-KLG 还原酶。然而，上述三者的最适 pH 值相差

较大，其中 L-山梨糖脱氢酶的最适 pH 值为 6.86[18]，

L-山梨酮脱氢酶的最适 pH 值大于 9.0，2-KLG 还原

酶的最适 pH 为 6.5[19]。其中 L-山梨糖脱氢酶可以直

接转化 L-山梨糖为 2-KLG，是维生素 C 二步发酵的

关键酶，而 2-KLG 还原酶可以催化 2-KLG 还原为

L-艾杜糖酸。静息细胞体系中 pH 值对 K. vulgare

糖酸转化活力的影响如图 3 所示，pH 7.0 时，

K. vulgare 细胞的糖酸转化能力达到最大。而酸性环

境  (pH＜7.0) 或者碱性环境  (pH＞7.0) 均使糖酸

转化能力受到一定程度的抑制。 

2.4  分阶段 pH 控制策略促进 2-KLG 生产 
综合图 1~3，可得出如下结论：1) B. megaterium

最适生长 pH 是 8.0；2) 最佳 B. megaterium 裂解和

最低芽胞生成率的 pH 为 6.0 以下；3) K. vulgare 最

适生长 pH 是 6.0；4) 合成 2-KLG 的最佳 pH 为

7.0。上述结论表明，2-KLG 发酵过程始终将 pH 控

制为 7.0 的发酵控制策略显然不能高效地发挥微生

物细胞的生理功能，导致发酵过程效率降低，而生

产成本显著提高。因此，需要在综合考虑下述 3 点

因素：1) 发酵初期使 B. megaterium 迅速生长并于

对数末期后迅速裂解，释放大量胞内活性物质；2) 

K. vulgare 快速生长至最大细胞浓度；3) 进一步产

酸阶段时 2-KLG 合成能力的基础上，发展最适的 pH

控制策略：发酵初期 (0~8 h) 控制 pH 为 8.0 以促进

B. megaterium 生长；发酵中期 (8~20 h) 控制 pH 为

6.0 促进 B. megaterium 裂解，降低芽胞形成率和缩

短 K. vulgare 生长延滞期；发酵后期 (20 h 至发酵结

束) 控制 pH 为 7.0 以提升 2-KLG 的合成能力，从而

提高 2-KLG 产量和生产强度 (图 4)。采用这一分阶段

pH 值调控策略，显著提高了 2-KLG 的合成能力和底

物 L-山梨糖的消耗能力。使 2-KLG 产量 (77.3 g/L)、

生产强度  (1.38 g/(L·h)) 和 L-山梨糖消耗速率 

(1.42 g/(L·h)) 比单一 pH 值 (7.0) 控制模式下相应

数据分别提高了 9.7％、33.2％和 25.7％ (表 1)。然

而，这一 pH 控制策略并不能显著提高 L-山梨糖消

耗的总量及其转化为 2-KLG 的转化率。 

 

图 3  pH 对 K. vulgare 糖酸转化活力的影响 
Fig. 3  Effect of pH on conversion ability of K. vulgare. 

 
表 1  分阶段控制策略与恒定 pH 发酵的特征发酵参数比较 
Table 1  Fermentation properties of 2-KLG fermentation in constant pH 7.0 and in pH control by stages 

Control strategy 
Parameter 

pH 7.0 (A) Control by stages (B) 
Change (%) (B/A−1)×100% 

Culture time (h) 68 56 −17.7 

Maximum concentration of K. vulgare (CFU/mL) 1.28E+09±1.5E+08 1.76E+09±1.1E+08  37.3 

L-sorbose consumption (g/L) 76.8±1.4 79.5±2.1  3.5 

Concentration of 2-KLG (g/L) 70.4±2.4 77.3±1.6  9.7 

L-sorbose consumption rate (g/(L·h))  1.13±0.02  1.42±0.04  25.7 

2-KLG yield on L-sorbose (g/g)  0.92±0.03  0.97±0.02  5.4 

2-KLG production intensity (g/(L·h))  1.04±0.04  1.38±0.03 33.2 
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图 4  不同 pH 控制策略对 2-KLG 发酵的影响 
Fig. 4  Comparison of time courses between three-staged pH strategy (T) and constant pH strategy (C). (A) B. megaterium. (B) K. 
vulgare. (C) 2-KLG. (D) L-sorbose consumption. 

 

3  结论 

本文在详尽分析 2-KLG 发酵过程中 pH 如何影

响 B. megaterium 和 K. vulgare 生长及 2-KLG 合成

的基础上，为进一步提高 2-KLG 生产效率，针对

性地提出 0~8 h 控制 pH 为 8.0，8~20 h 控制 pH 为

6.0，发酵 20 h 后切换至 7.0 的 pH 分阶段控制策略，

使 2-KLG 的产量、生产强度和 L-山梨糖消耗速率

比控制 pH 为 7.0 模式下分别提高了 9.7％、33.2％

和 25.7％。 
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