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摘  要 : 为了解决 ε-聚赖氨酸 (ε-PL) 补料分批发酵过程中后期 ε-PL 产率下降的问题，提出了在补料阶段利

用调节 pH 值和流加有机氮源 (酵母粉) 两种手段来提高 ε-PL 产率。利用上述两种策略，实现 ε-PL 平均产率

分别达到 4.62 g/(L·d) 和 5.16 g/(L·d)，较未调控补料分批发酵 (典型补料分批发酵) 分别提高了 27.3%和

42.15%；同时，实现 ε-PL 产量分别达到 36.95 g/L 和 41.32 g/L，较未调控补料分批发酵分别提高了 27.4%和

42.48%。进一步细胞活性染色和关键酶活性分析发现，两种策略均能显著提高细胞活力和关键酶活性。该研

究结果表明，在发酵中后期通过调节 pH 值和流加酵母粉两种措施能够显著增强细胞活性和产生菌代谢能力，

从而达到提高 ε-PL 产率和产量的目的。 
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Abstract:  During the production of ε-poly-L-lysine (ε-PL) in fed-batch fermentation, the decline of ε-PL synthesis often 
occurs at middle or late phase of the fermentation. To solve the problem, we adopted two strategies, namely pH shift and 
feeding yeast extract, to improve the productivity of ε-PL. ε-PL productivity in fermentation by pH shift and feeding yeast 
extract achieved 4.62 g/ (L·d) and 5.16 g/ (L·d), which were increased by 27.3% and 42.2% compared with the control ε-PL 
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fed-batch fermentation, respectively. Meanwhile, ε-PL production enhanced 36.95 g/L and 41.32 g/L in 192 h with these two 
strategies, increased by 27.4% and 42.48% compared to the control, respectively. ε-PL production could be improved at 
middle or late phase of fed-batch fermentation by pH shift or feeding yeast extract. 

Keywords:  ε-poly-L-lysine, cell viability, Streptomyces sp. M-Z18, fed-batch fermentation 

ε-聚赖氨酸 (ε-poly-L-lysine，ε-PL) 是由 25–35
个 L-赖氨酸单体通过聚合酶催化 α-COOH和 ε-NH2

缩合而成的一种同型氨基酸聚合物。ε-PL 作为一种
安全而高效的生物防腐剂被广泛应用于日本、韩国

和欧美等国家和地区的食品工业[1-2]；我国也于 2014
年 4 月批准其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[3]。另外，它还可以用

作生物可降解材料、乳化剂、高吸收性水凝胶、药

物载体、抗癌增进剂和生物芯片外被等。因此，ε-PL
有着广泛的应用前景和巨大市场价值[4]。 
当前，补料分批发酵是生产 ε-PL的主要方式。

Kahar等利用 Streptomyces albulus S410 (小白链霉菌
S410) 借助 pH控制和葡萄糖流加策略，实现 192 h 
ε-PL 发酵产量达到 48.3 g/L，这是目前报道的最高
发酵水平[5]。采用上述同样发酵控制策略，Shih 和
Shen利用 S. albulus IFO 14147经过 10 d连续发酵，
ε-PL 产量仅达到 5.2 g/L[6]；Jia 等利用 S. albulus 
TUST2经过 120 h补料分批发酵，实现 ε-PL产量达
到 20.2 g/L[7]。Liu 等[8]在上述工艺控制基础上，借

助原位分离与发酵耦合技术，利用 Streptomyces sp. 
GIM8实现 192 h ε-PL产量达到 23.4 g/L。为了提高
链霉菌生产 ε-PL能力，本实验室前期建立了一种基
于甘油作为碳源的新型两阶段 pH 控制工艺，实现
173 h ε-PL产量达到 30.11 g/L[9-10]。然而，在实验过

程中发现，当补料分批发酵进行到中后期，ε-PL
产率会逐渐下降。为了进一步提高 ε-PL产量，本
文拟利用 pH调节和流加有机氮源 (酵母粉) 的方
法来提高 ε-PL产率，达到提高 ε-PL产量的目的；
并初步分析两种策略提高 ε-PL产量的潜在原因。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和培养基 

Streptomyces sp. M-Z18为本实验室从土壤中
筛选，经多轮化学诱变筛选获得的一株 ε-PL高产
突变株。种子培养基和发酵培养基参照文献[10]。 

1.2  培养方法 
种子培养方法参照文献[9]。 
5 L发酵罐补料分批发酵：1) 典型 ε-PL补料

分批发酵过程参照文献[10]进行；2) 调节 pH调控
ε-PL 补料分批发酵：在 96 h 将 pH 调至 4.1 维持
21 h，然后使 pH自然下降至发酵 pH 3.8并维持至
发酵结束，其他操作与典型 ε-PL补料分批发酵保
持一致；3) 流加酵母粉调控 ε-PL补料分批发酵：
从 80 h开始以 3.13 mL/h的速度流加酵母粉溶液 
(150 g/L) 至发酵罐中，到 144 h结束，其他操作
与典型 ε-PL补料分批发酵保持一致。 

1.3  测定方法 
菌体干重 (DCW)、甘油和 ε-PL 含量测定均

按文献[11]进行。 
磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 (PEPC)、天冬氨酸激

酶 (ASPK)、柠檬酸合成酶 (CS)、6-磷酸葡萄糖脱
氢酶 (G6PDH) 酶活测定方法均按照文献[12]进行。 

细 胞 活 力 测 定 使 用 Bacstain-CTC rapid 
staining kit，测定方法参照文献[13]进行。 

2  结果与分析 
2.1  不同策略调控 ε-PL 补料分批发酵过程参

数分析 
2.1.1  典型 ε-PL补料分批发酵过程 

利用 Streptomyces sp. M-Z18发酵生产 ε-PL的
典型补料分批发酵过程如图 1A所示。从图中可以
看出，菌体在 20–110 h处于快速生长阶段，并伴
随着 ε-PL的快速积累；而当菌体生长进入平稳期 
(110 h以后)，ε-PL积累速率逐渐下降直至停止。图
1D显示的是菌体在每 24 h内积累 ε-PL的产量，ε-PL
产率在 72–96 h达到最大 7.05 g/(L·d)；随后开始逐
渐下降，到 168–192 h ε-PL产率仅为 1.52 g/(L·d)，
远低于 ε-PL 平均产率 3.63 g/(L·d)，最终 ε-PL 产
量仅为 29 g/L (图 1A)。由此可以看出，ε-PL合成 
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图 1  不同调控策略补料分批发酵生产 ε-PL 的过程参数 
Fig. 1  ε-PL production in the fed-batch fermentation by Streptomyces sp. M-Z18 under different regulation strategies. (A) 
Typical ε-PL fed-batch fermentation process. (B) ε-PL fed-batch fermentation by pH shift. (C) ε-PL fed-batch fermentation by 
yeast extract addition. (D) ε-PL productivity in three fed-batch fermentations. DO: dissolved oxygen; DCW: dry cell weight. 
 

与菌体生长之间高度相关，这也验证了其他学者关

于 ε-PL合成和菌体生长相偶联的实验结论[14-15]。图

1A显示，在菌体生长进入平稳期以前约 10 h，溶氧
出现缓慢上升趋势并一直持续到发酵结束 (转速
和通气量不变)，这表明菌体利用发酵液中溶解氧
的能力在缓慢下降，也说明菌体的活力在逐渐下

降。那么，有何措施提高菌体活力，以保持菌体

处于持续生长状态呢？ 
2.1.2  调节 pH调控 ε-PL补料分批发酵过程 

pH是调控 ε-PL生产菌生长和 ε-PL合成的关
键因素：高 pH (大于 5.0) 有利于菌体生长，但 ε-PL
合成受到限制，甚至引起已积累的 ε-PL分解；低
pH (小于 4.0) 有利于 ε-PL的生物合成，但会限制
菌体细胞的生长[5]。因此，当发酵过程中溶氧上升

到一定程度 (30%)，通过适当提高 pH 值 (pH 4.1) 
并维持一段时间来促进菌体的继续生长；而当溶

氧处于稳定下降趋势后，再将 pH值下调至最佳发
酵 pH (pH 3.8) 以继续 ε-PL的合成，实验结果如
图 1B所示。从图中可以看出，在发酵 100 h将 pH
提高至 4.1以后，溶氧不会立即停止上升趋势，这
可能是因为菌体需要适应高 pH环境的改变；直到
110 h溶氧才开始稳定下降；在 120 h时将 pH自
然下调至 pH 3.8，此时溶氧继续快速下降并一直
持续到 150 h，这表明菌体恢复了之前的生长活力。
从菌体生长也能看出，在将 pH升高至 4.1以及恢
复 3.8后菌体保持了较快的增长，一直持续到第 2

次溶氧上升。从 ε-PL产量上来看，在溶氧上升之
前 (85 h)，ε-PL被快速积累；但当溶氧上升后，
ε-PL产率明显下降。当 pH升高至 4.1以后，ε-PL
合成停止；而当 pH重新恢复 3.8以后，ε-PL合成
又伴随着菌体的快速生长而被加快。从图 1D可以
看出，发酵前 96 h，ε-PL产率几乎和典型补料分
批发酵过程保持一致。由于 96–120 h进行了升高
pH调控操作，ε-PL产率显著低于典型补料分批发
酵方式。然而，从 120 h 以后，经 pH 调节的 ε-PL
产率远远高于典型补料分批发酵。最终，经过 pH调
控的补料分批发酵实现 ε-PL产量达到 36.95 g/L，较
未调控发酵提高了 27.4%。 
2.1.3  流加酵母粉调控 ε-PL补料分批发酵过程 

有机氮源是菌体生长的速效氮源，能显著促

进菌体的生长[16]。因此，在发酵过程溶氧上升之

前就开始流加酵母粉，以保持菌体的持续生长，

实验结果如图 1C所示。从图 1C可以看出，80 h
流加酵母粉之后，溶氧继续保持快速下降趋势，

在 120 h溶氧甚至维持在 10%以下，在 150 h之后
才开始缓慢上升。菌体生长也在 150 h之前保持着
较快增长；与此同时，ε-PL 产量在 180 h 之前均
保持较快增加。由图 1D 可以看出，从 96 h 开始
ε-PL产率明显高于典型补料分批发酵。最终，ε-PL
产量达到 41.32 g/L，平均产率达到 5.16 g/(L·d)，
比典型补料分批发酵结果分别提高了 42.48%   
和 42.15%。 
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2.2  不同策略调控 ε-PL 补料分批发酵过程的

菌体活力变化 
借助 CTC细胞活性染色方法，如图 2A所示，

发现典型补料分批发酵进行到 120 h 菌体的活性即
明显下降，到 144 h 以后菌体细胞几乎完全丧失活
性。然而，采用 pH调控或流加酵母粉调控可以使得
细胞活性延长到 144 h (pH调控) 甚至 168 h (流加酵
母粉) 以后才开始下降。为了更具体地表征菌体细
胞活力，将细胞荧光强度以灰度值 (Gray value) 来
表示：灰度值越大，其荧光强度越强，表明细胞代

谢活性越强；反之亦然。从图 2B可以看出，典型补
料分批发酵灰度值从 72 h开始快速下降，说明随着
发酵进行细胞活力在不断下降，并且在 168 h灰度值
降低到最低。pH调节和流加酵母粉策略使其灰度值
在 72 h到 120 h之间稳定保持在较高水平，表明在
此发酵期间细胞保持着较强的生理代谢活性；而从

144 h开始，两种策略下菌体灰度值开始逐渐降低，
但是灰度值仍远远高于典型补料分批发酵。值得注

意的是，pH调节策略在 96 h即实现细胞活力最大程
度提升；而流加酵母粉策略在 120 h才实现最高细胞
活力恢复。由此可以看出，pH调节较有机氮源流加
在恢复菌体活力方面响应更快。造成有机氮源流加

响应慢的原因可能在于流加初期有机氮源中含有的

关键生长因子浓度还未达到细胞需求量，只有累积

到一定浓度才能使得细胞恢复快速代谢能力。然而，

pH调节策略 168 h时灰度值为 40左右，流加有机氮
源策略 168 h时灰度值还维持在 70以上。综上所述，
pH调节策略能够快速恢复菌体活力，但维持细胞活
力时间较流加有机氮源明显偏短。 

2.3  不同策略调控 ε-PL 补料分批发酵过程关

键酶活性变化 
为进一步阐述 pH 调节和酵母粉流加对补料

分批发酵过程 ε-PL合成的影响，考察了 3种条件
下 ε-PL 合成初级代谢途径关键酶活性 (PEPC、
CS、G6PDH 和 ASPK) 变化，实验结果如图 3 所
示。典型补料分批发酵过程中 4 个关键酶活性均
从 72 h开始逐渐减小，说明细胞代谢活性和 ε-PL
产率降低并不是由于某个限制性酶引起的，而是

由细胞整体活力降低导致。事实上，这一实验结

果与图 1D和图 2的结论相一致，只不过关键酶活
性比 ε-PL产率和细胞染色活性提前下降了约 24 h。
在 pH 调节和流加酵母粉策略调控下，PEPC、CS
和 ASPK 酶活都高于典型补料分批发酵，这样就
为 ε-PL的合成提供了大量的前体 L-赖氨酸。同时，
G6PDH酶活的增加会为细胞合成提供更多的碳骨
架以用于细胞的生长。两种策略虽然都显著提高

了关键酶活性，但作用机制可能不同。pH调节改
变了菌体生长的低 pH 不利环境 (高 pH 有利于菌
体生长)；而流加酵母粉为细胞提供了关键生长因
子，如维生素、氨基酸、核苷酸等，促进了细胞

的二次生长。由于 ε-PL合成与菌体生长之间高度
相关，因此不管是调节 pH还是流加酵母粉均显著
促进了菌体的生长能力，进而提高了 ε-PL产量。
然而，流加酵母粉调控下的细胞中 PEPC和 CS酶
活要高于 pH调节策略，这样就使得柠檬酸循环的
代谢流更大，能够为 ε-PL合成提供更多的 ATP和
L-赖氨酸，最终流加酵母粉比 pH 调节使 ε-PL 产
量提高 11.8%。 

 

 
图 2  不同策略调控 ε-PL 补料分批发酵过程细胞活力的变化 
Fig. 2  The change of cell viability of Streptomyces sp. M-Z18 in fed-batch fermentation under different regulation strategies. 
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图 3  不同策略调控 ε-PL 补料分批发酵过程关键酶活性变化 
Fig. 3  The change of key enzymatic activity of Streptomyces sp. M-Z18 in fed-batch fermentation under different regulation strategies. 
 

3  结论 
针对补料分批发酵过程的中后期阶段 ε-PL 产

率下降的问题，本研究提出了调节 pH 和流加酵母
粉两种策略来改善细胞活性，以达到提高 ε-PL 产
量的目的。利用上述两种策略分别实现 ε-PL 产量
达到 36.95 g/L和 41.32 g/L，较未经调控补料分批发
酵  (典型补料分批发酵 ) 分别提高了 27.4%和
42.5%。与此同时，利用 CTC 活细胞染色技术和关
键酶活性监测方法发现：典型 ε-PL补料分批发酵过
程溶氧上升和 ε-PL产率下降是由细胞自身活力和初
级代谢途径关键酶活性下降引起的；两种调控方法

是从提高菌体细胞活力和初级代谢途径关键酶活性

角度达到促进 ε-PL合成的效果。然而，是何原因引
起细胞活力和关键酶活性下降仍需进一步研究。 
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