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摘  要 : 在以碳酸钠为酸中和剂的大肠杆菌两阶段发酵产琥珀酸的过程中，由于 Na+的积累造成发酵体系中渗

透压的提高，严重抑制了琥珀酸的产物浓度。为了增强大肠杆菌对渗透压的耐受性，考察了利用进化代谢方法

筛选高渗透压耐受型高产琥珀酸大肠杆菌菌株的可行性。进化代谢系统作为一种菌株突变装置，可以使菌体在

连续培养条件下以最大的生长速率生长。以 NaCl 为渗透压调节剂，通过在连续培养装置中逐步提高 NaCl 浓

度使菌体在高渗透压条件下快速生长，最终得到了一株高渗透压耐受型琥珀酸生产菌株 Escherichia coli XB4。

以碳酸钠为酸中和剂，在 7 L 发酵罐中利用 Escherichia coli XB4 进行两阶段发酵，厌氧培养 60 h 后，琥珀酸

产量达到了 69.5 g/L，琥珀酸生产速率达到了 1.81 g/(L·h)，分别比出发菌株提高了 18.6％和 20％。 

关键词 : 琥珀酸，大肠杆菌，渗透压，进化代谢  
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Abstract:  Succinic acid production was inhibited by high osmotic pressure caused by the accumulation of sodium ions in 
the process of two-stage fermentation by Escherichia coli using Na2CO3 as the pH regulator. To enhance the resistance of 
this strain to osmotic stress, the possibility to isolate high NaCl-tolerant mutant strain of Escherichia coli for succinic acid 
production by metabolic evolution was investigated. The metabolic evolution system was used as a mutant-generating 
system, allowing the cells to be continuously cultured at the maximum specific growth rate. The mutant strain can grow at 
maximum rate in the condition of high osmotic by gradually improving the concentration of NaCl in a continuous culture. 
Then the high osmotic-tolerant mutant strain of E. coli XB4 was selected with NaCl as the osmo-regulator. When using 
Na2CO3 as the pH regulator, E. coli XB4 was used in a 7.0 L fermenter during two-stage fermentation. After 60 h anaerobic 
fermentation, the mutant strain XB4 produced 69.5 g/L succinic acid with a productivity of 1.18 g/(L·h), which were 
increased by 18.6% and 20% compared with that of the parent strain. 

Keywords:  succinic acid, Escherichia coli, osmotic, metabolic evolution 

琥珀酸又名丁二酸，是一种较为常见的有机

酸，是 TCA 循环的中间代谢产物以及厌氧碳代

谢过程的终端还原产物。琥珀酸作为一种四碳二

元羧酸，广泛应用于食品、农业、制造业等各个

领域[1]。 

相对于化学合成法，生物合成琥珀酸是利用

细菌、真菌等各种微生物，以葡萄糖或其他各种

水解液为碳源，经微生物发酵生产琥珀酸，其最

大优势是原材料为可再生资源，并且具有消耗

低、污染小、反应温和等优点，因此生物法合成

琥珀酸成为近年来研究的热点[2-3]。 

钠离子是维持细胞各项生理特性的最重要的

离子之一[4]，对菌体细胞的生长[5]、ATP 的生成[6]、

胞内物质运输以及扩散[7]、胞内 pH 的调控[8]、

基因转录[9]等都有一定的影响。对许多产琥珀酸

菌体，当培养基中缺乏 Na+时，会使菌株对葡萄

糖的转运造成不良的影响[10]，使得菌体无法正常

代谢生长。然而当 Na+浓度较高时，由于 Na+的

积累造成的渗透压升高，对菌体的生长代谢造成

不利的影响[11-12]。Lee 等[13]曾报道，在产琥珀酸

厌氧螺菌 Anaerobiospirillum succiniciproducens 发

酵过程中，当 NaCl 的浓度高于 4 g/L 时，菌体的

生长以及产酸都受到抑制。Fang 等[14]和徐敏等[15]

曾报道通过筛选高浓度 NaCl 耐受性菌株，提高

产琥珀酸放线杆菌 Actinobacillus succinogenes 对

渗透压的耐受性，从而提高琥珀酸的产量。 
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在以 NaOH 和 Na2CO3 为酸中和剂进行的大

肠杆菌 AFP111 两阶段发酵生产琥珀酸的过程

中，会有大量的 Na+积累，从而导致体系中渗透

压升高，从而严重抑制菌体的生长以及产酸。因

此，选育一株具有高渗透压耐受型琥珀酸生产菌

株显得尤为重要。 

进化代谢是以一定的选择性压力为手段，利

用菌体对环境的自适应机制，从细胞库中筛选

出所需要的表型突变，使菌体选择性进化的方

法 [16]。进化代谢是一种非常高效的菌株筛选方

法，它在生物进化研究和菌株选育中具有广泛的

应用。利用基因组学与进化代谢技术相结合的方

法，可以直观地了解到变异菌体整个基因组的变

化，在菌体适应性进化的动力学和基因学基础方

面也获得了巨大的成功[17-18]，这对于研究生物进

化是一种里程碑式的突破。因为细菌具有数量

大，传代速度快，并且可以适应一定环境的优点，

因此对于可以适应选择性压力的菌体，能够快速

地适应外界环境并达到稳定的生长状态，从而在

进化代谢的过程中获得生长优势，对于那些不能

快速适应环境的菌体，由于其生长速度慢，则很

快被优势菌体淘汰[17, 19-20]。进化代谢方法主要用

于以下几个方面的菌株选育，一是选择能够抵抗

某种底物或产物压力的高抗逆菌株，如改善产

琥珀酸放线杆菌在琥珀酸生产中铵根离子的抑

制 [21-22]，二是选择可以高效利用某些底物的菌

株，如改善菌体对某些糖的利用效率[23-27]。三是

选育可以高效生产某一特定产物的菌体[28-29]。本

研究以 NaCl 为渗透压调节剂，大肠杆菌 AFP111

为出发菌株，通过不断提高选择性培养基中 NaCl

的浓度，最终得到了一株高渗透压耐受型琥珀酸

生产菌株。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
大肠杆菌 Escherichia coli AFP111 [F+ λ- 

rpoS396 (Am) rph-1 (△ pflAB::Cam) ldhA::Kan 95 
ptsG]，由 David P. Clark 教授 (Southern Illinois 

University) 惠赠。 

1.2  培养方法 
1.2.1  种子培养基 

蛋白胨 10 g/L，酵母粉 5 g/L，NaCl 5 g/L，

pH 7.0，卡那霉素 30 mg/L，氯霉素 30 mg/L，过

滤除菌后加入。 

1.2.2  筛选平板培养基 

在种子培养基的基础上，加入 NaCl 调节其

最终浓度为 0.2~0.8 mol/L，琼脂 1.5％~2.0％。 

1.2.3  发酵培养基 

柠檬酸 3 g/L，Na2HPO4·12H2O 4 g/L，

KH2PO4 8 g/L，(NH4)2HPO4 8 g/L，NH4Cl 0.2 g/L，

(NH4)2SO4 0.75 g/L ， MgSO4·7H2O 1 g/L ，

CaCl2·2H2O 10 mg/L，ZnSO4·7H2O 0.5 mg/L，

CuCl2·2H2O 0.25 mg/L，MnSO4·H2O 2.5 mg/L，

CoCl2·6H2O 1.75 mg/L ， H3BO3 0.12 mg/L ，

Al2(SO4)3 1.77 mg/L，Na2MoO4·2H2O 0.5 mg/L，

柠檬酸铁 16.1 mg/L，121 ℃高压蒸汽灭菌 15 min；

维生素 B1 20 mg/L，生物素 2 mg/L，卡那霉素

30 mg/L，氯霉素 30 mg/L，过滤除菌后加入。 

1.2.4  摇瓶发酵用培养基 

30 mL 发酵培养基 (如 1.2.3)，添加 0.48 g

碱式碳酸镁，30 g/L 葡萄糖。 

1.3  方法 
1.3.1  种子培养 

将保存于-80 ℃冻存管中的菌株以 1％的接



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2012  Vol.28  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1340 

种量转接到装液量为 5 mL 的试管中，37 ℃、

200 r/min 过夜培养作为一级种子。将试管中的一

级种子，以 1％的接种量转接到装液量为 100 mL

的 500 mL 三角瓶中，37 ℃、200 r/min 培养 6 h，

作为二级种子。 

1.3.2  两阶段摇瓶发酵 

将二级种子培养的细胞 8 000 r/min、4 ℃离

心 10 min，然后用 30 mL 新鲜发酵培养基将细

胞重新悬浮到 100 mL 厌氧血清瓶中，通无菌

CO2 2 min 以维持厌氧环境，37 ℃、200 r/min 培

养 48 h。 

1.3.3  发酵罐培养 

采用发酵培养基，在 7 L 发酵罐 (BioFlo 110 

fermenter；New Brunswick ScientificCo.，Edison，

N.J.) 中进行两阶段发酵，装液量 3 L，接种量

5％，发酵温度 37 ℃。在菌体有氧生长阶段，初

始糖浓度为 15 g/L。当菌体浓度达到 OD600=15

时，此时发酵罐中葡萄糖已经耗尽，流加 600 g/L

的葡萄糖，控制菌体比生长速率为 0.7 h-1，有氧

阶段，20％ NaOH 控制 pH 6.8。当菌体密度达

到 OD600=30，通入无菌过滤的 CO2 转为厌氧发

酵，通气量为 0.5 L/min，并改用 25％ Na2CO3

调节 pH 为 6.4。流加补充葡萄糖，维持葡萄糖浓

度在 10 g/L 左右[30-31]。 

1.3.4  进化代谢选育 

以一个自主设计的 500 mL 五口烧瓶作为进

化代谢的反应器，装液量为 200 mL，接种量为

1％。水浴加热维持 37 ℃，200 r/min 磁力搅拌，

0.5 L/min 通入无菌空气，20％ Na2CO3 控制 pH

为 6.8。通过蠕动泵不断泵入新鲜培养基，当反

应器中菌液体积超出 200 mL 时，将自动被空气

压出。控制反应器中最初的稀释速率为 0.02 h-1，

当在一定的 NaCl 条件下，菌体密度和耗糖保持

3 个保留时间不变，则提高稀释速率到 0.04 h-1，

直至稀释速率达到 0.153 h-1。新鲜培养基中 NaCl

的最初浓度为 0.4 mol/L，逐渐增加至 0.8 mol/L。

在每次提高新鲜培养基中 NaCl 的浓度之前，从

反应器中取样稀释 1×104 倍涂布在相应的筛选培

养基平板上。 

1.3.5  突变株的筛选 

将进化代谢装置选育的突变株在筛选平板

上多次传代培养，挑选生长性能稳定、生长迅速

的菌株进行两阶段摇瓶发酵，37 ℃、200 r/min

培养 48 h，HPLC 检测各菌株发酵性能。 

1.3.6  分析检测 

菌体密度测定：紫外可见分光光度计 

(Spectrumlab 752S)，于 600 nm 处测定吸光值。 

葡 萄 糖 浓 度 测 定 ： 生 物 传 感 分 析 仪 

(SBA240C，山东省科学院生物研究所)。 

发酵液中有机酸的测定[32]：用高效液相色谱

法  (HPLC) 检测，色谱柱为 Prevail Organic 

Acid，流动相为 25 mmol/L KH2PO4，pH 2.5，流

速 1.0 mL/min，紫外检测波长 215 nm。 

2  结果 

2.1  渗透压对 Escherichia coli AFP111 产琥

珀酸的影响 
以 NaCl 为渗透压调节剂，考察了渗透压对

E. coli AFP111 生长性能和产酸的影响。由图 1

可知，在较低的 NaCl 浓度下，菌体的生长以及

产酸受到的影响较小。然而，当培养基中 NaCl

浓度超过 0.4 mol/L 时，菌体的生长明显受到影

响，继续增加 NaCl 的浓度，则菌体生长严重被

抑制，琥珀酸的产量也严重下降，尤其当培养基 
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图 1  渗透压对菌体生长 (A) 和琥珀酸生产的影响 (B)  
Fig. 1  Effect of osmotic stress on cell growth (A) and succinic acid production by E. coli AFP111 (B). (A) The growth 
curve of E. coli AFP111 was measured under aerobic condition in LB media supplemented with different concentrations 
of NaCl. (B) Dual-phase fermentations of E. coli AFP111 after 48 h anaerobic fermentation supplemented with different 
concentrations of NaCl. 

中 NaCl 浓度达到 0.6 mol/L 时，琥珀酸的产量仅

有 4.3 g/L。该结果说明渗透压对 E. coli AFP111

的生长以及产酸具有很大的影响，在高渗透压条

件下，菌体的生长以及产酸都受到严重的抑制。

因此，选育一株高渗透压耐受性并且高产琥珀酸

的菌株是很有必要的。 

2.2  进化代谢系统的设计与操作 
进化代谢育种系统是一个连续培养装置，通

过不断补加含有高浓度 NaCl 的发酵培养基并逐

步提高 NaCl 的浓度筛选耐高渗透压生产菌株。

由图 2 可知，在 504 h 处，补料培养基中 NaCl

的浓度达到了 0.8 mol/L，稀释速率维持在

0.153 h-1，该菌体密度的增加以及葡萄糖的消耗

速率维持时间多于 3 个保留时间[21,33]，表明菌体

已经利用对环境的自适应机制，从细胞库中筛选

出能所需要的表型突变，在高渗透压条件下进化

代谢得到所需菌株，使其可以在高渗透压条件下

快速生长。 

 
图 2  连续培养操作过程 
Fig. 2  The operational process of adaptive evolution. 

2.3  突变菌株的筛选 
进化代谢系统中菌体密度升高以及残糖的

下降表明了耐高渗透压突变株已传代生长。从反

应器中取适量菌体，涂布在含有 0.4~0.8 mol/L 

NaCl 的筛选平板培养基中多次传代培养。选择

菌体生长速度快，菌落直径较大的菌株进行两阶

段摇瓶发酵。最终筛选到 6 株产酸性能较好的菌

株 XB1、XB2、XB3、XB4、XB5、XB6，其两

阶段发酵厌氧阶段的产酸情况见表 1。 
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表 1  突变菌株与出发菌株 AFP111 产酸效果对比 a 
Table 1  Succinic acid production in AFP111 compared with XB4a 

Strains Biomass (OD600)b Succinic acid (g/L) Acetic acid (g/L) Succinic acid 
yieldc (%) 

AFP111 10.4±0.2 15.2±0.12 3.78±0.02 86 

XB1 14.8±0.4 18.8±0.11 0.80±0.01 97 

XB2 15.0±0.5 20.6±0.15 2.40±0.02 87 

XB3 16.7±0.8 23.0±0.12 1.72±0.01 85 

XB4 15.5±0.8 23.7±0.17 1.85±0.01 92 

XB5 13.8±0.7 19.5±0.09 3.07±0.05 89 

XB6 12.0±0.5 22.3±0.11 2.90±0.03 95 

a: dual-phase fermentations of E. coli AFP111 after 48 h anaerobic fermentation supplemented with 0.4 mol/L NaCl. b: the 
OD600 was measured at the end of cultivation in anaerobic bottle c: succinic acid yield is defined as the percentage of the 
concentrations of succinic acid in consumed glucose. Each value is the mean of three parallel replicates±stadard deviation ( x ±s). 

 

由表 1 可以看出在 0.4 mol/L NaCl 的发酵培

养基中，出发菌株 AFP111 的产酸明显受到抑制，

琥珀酸的产量明显降低，并且菌体衰亡很快，而

突变菌株的发酵性能在高浓度 NaCl 中明显改

善，琥珀酸的产量和收率都明显高于出发菌株，

菌体的 OD600 也要高于出发菌株。其中突变株

XB4 琥珀酸产量为 23.7 g/L，比出发菌株提高了

56％，基本达到了出发菌株在未添加 NaCl 的培

养基中的产量 (24.5 g/L)，琥珀酸相对于葡萄糖

的收率为 92％，也高于出发菌株的 86％。 

2.4  突变株 XB4 和出发菌株 AFP111 在不同

浓度 NaCl 条件下的产酸效果对比 
分别将突变株 XB4 和出发菌株 AFP111 在含

有不同浓度 NaCl 的发酵培养基中进行两阶段摇

瓶发酵，结果如图 3 所示。 

由图 3 可知，在两阶段摇瓶发酵过程中，

NaCl 的浓度对菌体的发酵产酸具有很大的影响。

然而由高浓度 NaCl 造成的高渗透压，突变株

XB4 与出发菌株 AFP111 相比，耐受性有了明显 

 

图 3  突变菌株XB4和出发菌株AFP111在不同NaCl
浓度下产酸效果对比 
Fig. 3  Effect of different concentration of NaCl on 
succinic acid production in AFP111 compared with XB4. 

改善，尤其是当培养基中 Na+的浓度大于 0.6 mol/L

时，突变株在产酸方面的优势更加明显。 

2.5  突变菌株与出发菌株在发酵罐中的两阶

段分批补料发酵结果对比 
根据两阶段摇瓶发酵实验结果，选择 XB4

作为最佳耐高渗透压生产菌株，并在 7 L 发酵罐

中对 XB4 进行两阶段发酵，发酵结果如图 4 所 
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图 4  突变株 XB4 两阶段发酵菌体生长以及产酸结果 
Fig. 4  Time course of cell growth and production of 
organic acids in the dual-phase fermentation by XB4. 

示，对照菌的发酵过程曲线如图 5 所示。在菌体

厌氧发酵阶段，琥珀酸在发酵液中积累，需要大

量的 Na2CO3 中和产生的有机酸，从而导致 Na+

大量积累，产生较高的渗透压，对菌体的活力以

及产酸造成不良的影响。而突变株 XB4 由于对

由 Na+产生的高渗透压具有很高的耐受性，因此

在相同的条件下突变株 XB4 发酵性能比出发菌

株 AFP111 有了很大的提高。由表 2 可知，突变

株 XB4 在两阶段培养条件下，厌氧发酵 60 h，

最终的琥珀酸产量达到了 69.5 g/L，琥珀酸生产

速率达到了 1.18 g/(L·h)，分别比出发菌株

AFP111 提高了 18.6％和 20％。 

 

图 5  E. coli AFP111 两阶段发酵菌体生长以及产酸

结果 
Fig. 5  Time course of cell growth and production of 
organic acids in the dual-phase fermentation by E.coli 
AFP11. 

表 2  大肠杆菌 AFP111 与突变株 XB4 两阶段发酵产琥珀酸结果对比 
Table 2  Succinic acid production in AFP111 compared with XB4 during dual-phase fermentation. 

Strain Succinic acid (g/L) Acetic acid (g/L) Succinic acid productivity (g/(L·h)) Succinic acid yield (%)

AFP111 58.6±0.13 1.3±0.04 0.98 98 

XB4 69.5±0.11 1.6±0.07 1.18 97 

 

3  结论 

本实验利用进化代谢育种方法，通过在高渗

透压条件下对菌体进行连续培养，在高浓度 NaCl

梯度平板对突变菌株进行初筛，然后厌氧血清瓶

发酵复筛，最终选到一株能够耐受 0.8 mol/L 

NaCl 的突变株 XB4。在以 NaOH 和 Na2CO3 为

酸中和剂的两阶段发酵中，该突变株厌氧 60 h

产琥珀酸 69.5 g/L，琥珀酸生产速率达到了

1.81 g/(L·h)，分别比出发菌株 AFP111 提高了

18.6％和 20％。 
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