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摘要：采用紫外线和Ｃｏ６０照射联合诱 变 鼠 李 糖 乳 杆 菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ）ＪＣＭ１５５３菌 株，选 育 得 到１株

Ｌ－乳酸高产突变株ＳＣＴ－１０－１０－６０。经７７代传代培养证实该菌株Ｌ－乳酸发酵遗传稳定。在３７℃，２００ｒｐｍ下，该

菌株摇瓶发酵葡萄糖６０ｈ的发酵液乳酸浓度达到最大，为１９５．６７ｇ／Ｌ，发酵糖 酸 转 化 率 达 到９５．３３％，比 出 发 菌

株最大乳酸产量、发酵速率和糖酸转化率分别提 高 了１６．２４％、５０．１３％和１７．８１％。相 同 条 件 下 该 菌 株 发 酵 木

薯淀粉８４ｈ的乳酸浓度达到最大值，为２０３．３３ｇ／Ｌ，糖酸转化率达到７８．８５％，比出 发 菌 株 最 大 乳 酸 产 量 和 发 酵

速率均提高了２９．４９％，糖酸转化率则提高２４．５３％。该菌株发酵产物的Ｌ－乳酸含量高达９６．７５％，与出发菌株

（９６．９７％）无统计学显著差异（Ｐ＞０．０５）。该高产菌株乳酸发酵性能提高的主要原因是菌体增长速率加快。其

Ｌ－乳酸发酵性能显著优于现有的生产菌株，具有较高的潜在工业价值。

关键词：Ｌ－乳酸发酵　鼠李糖乳杆菌　诱变

中图法分类号：ＴＱ９２１＋．３　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００５－９１６４（２０１３）０２－０１５２－０６

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａ　ｈｉｇｈ　ｙｉｅｌｄ　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ｏｆ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ｄｅｆｉｎｅｄ　ａｓ　ＳＣＴ－１０－１０－６０，ｗａｓ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｍｕｔａｇｅｎｓｉｓ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ　ＪＣＭ１５５３ｓｔｒａｉｎ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＵＶ
ａｎｄ　Ｃｏ６０　ｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　７７ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｖｅｒｉｆｉｅｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｉｎ　ｈａｄ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｔ－
ｉｃ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｎ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ．Ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｈａｖｅ　ｆｌａｓｋ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ａｓ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ　３７℃，２００ｒｐｍ，ｔｈｅ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ｉｎ　ｂｒｏｔｈ　ｗａｓ
ｒｅａｃｈｅｄ　ｔｏ　ｍａｘｉｍｕｍ　ｏｆ　１９５．６７ｇ／Ｌ　ａｔ　６０ｈｏｆ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍａｘｉｍｕｍ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ　ｔｏ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｒｅａｃｈｅｄ　ｔｏ　９５．３３％．Ｔｈｅ　ｍａｘｉｍｕｍ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｙｉｅｌｄ，ｔｈｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ　ｔｏ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｏｆ　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ｗｅｒｅ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　１６．
２４％，５０．１３％ａｎｄ　１７．８１％ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｓｔａｒｔ　ｓｔｒａｉｎ．Ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒａｎｔ　ｏｆ　ｃａｓｓａｖａ　ｓｔａｒｃｈ　ａｓ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ
ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ｗａｓ　ｒｅａｃｈｅｄ　ｔｏ　２０３．３３ｇ／Ｌ　ｏｆ　ｍａｘｉｍｕｍ　ａｔ　８４ｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍａｘｉｍｕｍ

ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｙｉｅｌｄ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ
ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ｂｏｔｈ　２９．４９％ ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ
ｓｔａｒｔ　ｓｔｒａｉｎ（１５７．０２ｇ／Ｌ，８４ｈ），ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍａｘｉｍｕｍ
ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ　ｔｏ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｒｅａｃｈｅｄ
ｔｏ　７８．８５％，２４．５３％ ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｓｔａｒｔ
ｓｔｒａｉｎ（６３．３２％）．Ｔｈｅ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ，ｄｅ－
ｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ｃｈｉｒａｌ　ｃｏｌｕｍｎ　ＨＰＬＣ，ｗａｓ

２５１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３

DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.2013.02.007



ｈｉｇｈ　ｔｏ　９６．７５％ａｎｄ　ｈａｄ　ｎｏｔ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓｔａｒｔ　ｓｔｒａｉｎ（９６．９７％），ｉｎ－
ｄｉｃａｔｉｎｇ　ｔｈａｔ　ＳＣＴ－１０－１０－６０ｗａｓ　ａ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｈｉｇｈ－ｙｉｅｌｄ　ｓｔｒａｉｎ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅ　ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌ－
ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｙｉｅｌｄ　ｐｅｒ　ｃｅｌｌ　ｂｉｏｍａｓｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ｗａｓ　ｉｍ－
ｐｒｏｖｅｄ　ｂｙ　ｅｎｈａｎｃｉｎｇ　ｔｈｅ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ．Ｓｉｎｃｅ　ＳＣＴ－１０－１０－６０ｓｔｒａｉｎ　ｈａｓ　ｍｏｒｅ　ａｄｖａｎｔａｇｅ
ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｔｈａｎ　ｃｕｒｒｅｎｔ　ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｎ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ｉｔ　ｉｓ　ｔｈｏｕｇｈｔ　ａｓ　ａ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｓｔｒａｉｎ　ｆｏｒ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ，ｍｕｔａｇｅｎｓｉｓ

　　乳酸，即α?羟基丙酸，是一种重要的基础化工原

料，被广泛应用于食品、医药、饲料、农药、日用化工、
皮革和纺织等 行 业［１～３］。Ｌ－乳 酸 能 够 用 于 合 成 新 型

环保材料聚乳酸，基于环保理念，近年来国内外对其

广泛关注［４］。Ｌ－乳酸的工业生产主要有３种方法，即
化学合成法，酶转化法和微生物发酵法［１］。其 中，微

生物发酵法由于具有原料来源广泛，产品专一性高，
工艺条件比较温和，成本相对较低等优势，已成为目

前国内外主要的生产方法。至今所发现具有工业价

值的产Ｌ－乳酸微生物主要包括根霉菌属［４～６］的霉菌

菌株和乳杆菌属、链球菌属、芽孢杆菌属等属的细菌

菌株［４，７］。霉菌发酵生产Ｌ－乳酸的产酸率和转 化 率

均较低，分 别 只 有１０％左 右 和８０％～９０％，副 产 物

（如乙酸、富马酸等）较多，导致下游产品分离工艺比

较繁琐，成本较高［８］。与霉菌相比，细菌发酵生产Ｌ－
乳酸的糖酸转化率、发酵浓度和纯度均比较高，发酵

时间也比较短，工 业 生 产 的 发 酵 液Ｌ－乳 酸 浓 度 可 达

１４％～１９％，产品转化率最高可达９８％，而且发酵时

间通常只需５０ｈ［９，１０］，这无疑可以简化后续的产品分

离纯化，显著降低生产成本，提高生产效率。为此，选
育和改造构建高产Ｌ－乳酸的细菌菌株已成为最近几

年Ｌ－乳酸发酵的研究重点［１１］。为了利用广西丰富的

木薯资源通过 发 酵 法 生 产Ｌ－乳 酸，我 们 在 对 木 薯 淀

粉发酵生产 乳 酸 的 发 酵 条 件 进 行 优 化［１２］的 基 础 上，
进一 步 对 发 酵 菌 株 鼠 李 糖 乳 杆 菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｈａｍｎｏｓｕｓ）ＪＣＭ１５５３进行紫 外 和Ｃｏ６０联 合 诱 变，选

育获得１株遗传稳定的Ｌ－乳酸高产菌株ＳＣＴ－１０－１０－
６０。现予报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌种、培养基和菌种活化

　 　 鼠 李 糖 乳 杆 菌 １５５３ 菌 株 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｈａｍｎｏｓｕｓ，ＪＣＭ　１５５３）购 自 日 本 微 生 物 保 藏 中 心

（ＪＣＭ），－８０℃下甘油保存于本实验室。

　　ＭＲＳ培养基［１２］含 葡 萄 糖２０ｇ／Ｌ，酵 母 粉５ｇ／Ｌ，

蛋白 胨１０ｇ／Ｌ，牛 肉 膏１０ｇ／Ｌ，ＣＨ３ＣＯＯＮａ·３Ｈ２Ｏ
５ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ　２．６２ｇ／Ｌ，柠檬酸氢二铵２ｇ／

Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ　０．０５６ｇ／

Ｌ，自然ｐＨ值。固体平板培养基添加２０ｇ／Ｌ的琼脂

粉。ＹＥ培 养 基 含 葡 萄 糖１５０ｇ／Ｌ、酵 母 粉２０ｇ／Ｌ、

ＣａＣＯ３２０ｇ／Ｌ、琼脂粉１５ｇ／Ｌ，自 然ｐＨ 值。葡 萄 糖

发酵培养 基 含 葡 萄 糖２００ｇ／Ｌ、酵 母 粉２０ｇ／Ｌ、Ｃａ－
ＣＯ３８０ｇ／Ｌ，自然ｐＨ值。木薯淀粉发酵培养基是将

工业木 薯 淀 粉 配 成２８０ｇ／Ｌ的 乳 液，先９０℃水 浴 糊

化，添加诺维 信 淀 粉 液 化 酶（Ｌｉｑｕｏｚｙｍｅ　Ｓｕｐｒａ）和 糖

化酶（Ｄｅｘｔｒｏｚｙｍｅ　ＤＸ），按酶制剂的产品说明进行进

行液化 和 糖 化。糖 化 液 的ｐＨ 值 调 节 至６．０～６．５，
灭菌，添 加 灭 菌 的２０ｇ／Ｌ酵 母 粉 和８０ｇ／Ｌ 的Ｃａ－
ＣＯ３。培养基配 制 时 葡 萄 糖 或 淀 粉 糖 化 液 与 其 它 成

分分开灭菌，条件均为１１５℃２０ｍｉｎ。

　　菌种活化是将低温保藏的菌种取出常温融化后

划线接种到 ＭＲＳ平板培养基，３７℃培养至长出单菌

落，挑单菌落 进 行 纯 化 后 接 种 至 ＭＲＳ液 体 培 养 基，
接种量１％，３７℃，２００ｒｐｍ培 养 过 夜 活 化２次，用 于

诱变和发酵实验。

１．２　诱变、传代培养和Ｌ?乳酸发酵

　　诱变分紫外诱变和Ｃｏ６０诱变。紫外诱变取活化

菌株用上菌种活化方法接种到 ＭＲＳ液体培养基，培

养８ｈ至 菌 数２×１０８／ｍｌ，取 菌 液１２　０００ｒｐｍ 离 心

１０ｍｉｎ，弃上清，生 理 盐 水 洗 涤２次，收 集 菌 体 细 胞，

生理盐水 悬 浮，调 整 菌 数 至１×１０８／ｍｌ，取１０ｍｌ于

９ｃｍ的平皿中，磁力搅拌下进行紫外照射。紫外灯功

率１５Ｗ，照射 距 离３０ｃｍ，波 长２００～２７５ｎｍ，照 射 时

间分别为０ｓ、１５ｓ、３０ｓ、４５ｓ、６０ｓ、９０ｓ、１２０ｓ。紫外照射

在红 光 下 进 行，照 射 后 立 刻 取 菌 液１００μｌ接 种 到

１０ｍｌＭＲＳ液体 培 养 基，３７℃下 静 置 暗 培 养４８ｈ［１１］，
然后取菌液涂布接种到ＹＥ筛选培养基，同样温度培

养７２ｈ，选择水解圈大的菌落接种到葡萄糖发酵培养

基，筛选Ｌ－乳酸高产菌株，或接种到ＹＥ液体培养基

培养，用于进一步诱变。

　　Ｃｏ６０诱 变 同 紫 外 诱 变 制 备 菌 体 细 胞 悬 浮 液，取

２０ｍｌ菌液置于１００ｍｌ三角瓶进行Ｃｏ６０照射，剂量分

别 为 ２００Ｇｙ，４００Ｇｙ，６００Ｇｙ，８００Ｇｙ，１０００Ｇｙ，

１２００Ｇｙ，１４００Ｇｙ，１６００Ｇｙ，１８００Ｇｙ，２０００Ｇｙ。照 射 后

取菌液１００μｌ涂 布 接 种 ＹＥ固 体 培 养 基，３７℃培 养

７２ｈ，挑选水解圈大的菌落接种葡萄糖发酵培养基进
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行Ｌ－乳酸发酵，筛选高产菌株。

　　传代培养是将诱变得到的高产菌株接种到 ＭＲＳ
液体培养基，接种量１％，３７℃，２００ｒｐｍ下培养，每天

转接１次，记为１代，共转 接７７代，抽 取０代、２代、

１４代、３１代、７７代的菌株进行Ｌ－乳酸发酵实验，观察

菌株的遗传稳定性。

　　Ｌ－乳酸发酵是将原始菌株和诱变菌株活化后接

种到 ＭＲＳ培养基培养８ｈ至对数期，菌数至２×１０８／

ｍｌ，取菌液转接发酵培养基进行Ｌ－乳酸发酵，接种量

５％。鉴于发酵初始的菌数直接影响乳酸产量，根据

种子液的菌数调整接种量，使发酵培养基的起始菌数

均为１×１０７／ｍｌ。发酵条件为３７℃，２００ｒｐｍ，期间每

１２ｈ取样测定各发酵指标。

１．３　生物量、Ｌ?乳酸浓度和糖分含量测定

　　生 物 量 用 比 浊 法 测 定，取 菌 液 测 定 ＯＤ６００，以 不

接种的培养基调零。Ｌ－乳酸浓度测定用ＳＢＡ－４０Ｃ型

葡萄糖－乳酸生物传感分析仪（山东省科学院生产）进

行，利用生物膜电极专一性测定样品中的乳酸含量，
操作按仪器指南。

　　糖分含量测定是将培养基或发酵液样品稀释１０
倍，加入２５ｍｇ／２ｍｌ的 碱 性 醋 酸 铅，摇 匀，１２０００ｒｐｍ
离心１０ｍｉｎ，取上清按ＤＮＳ法测定其中的还原糖含

量，具体方法参照文献［１２］操作，测定结果折算成葡

萄糖含量。总糖测定时，样品添加碱性醋酸铅沉降离

心后取 样１０ｍｌ，加７０ｍｌ　ｄｄＨ２Ｏ和２０ｍｌ　２０％ＨＣｌ，
沸水浴 保 温１ｈ，冰 水 冷 却，加２０％ＮａＯＨ 中 和，定

容，１２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，取上清用ＤＮＳ法测定总糖

含量。

１．４　ＨＰＬＣ分析

　　发 酵 产 物 的 光 学 纯 度 用 手 性 柱 ＨＰＬＣ进 行 分

析。呈 凝 固 状 的 发 酵 产 物 先６０℃水 浴 保 温 液 化，

１２０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，取 上 清 液 上 机 分 析。所 用 仪

器为 Ｗａｔｅｒｓ　６００高 效 液 相 色 谱 仪，ｗａｔｅｒｓ２４８７ＵＶ－
ＶＩＳ检测器，色谱分离柱为Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｃｈｉｒｅｘ－３１２６
手性柱，流动相 为２ｍＭ 硫 酸 铜 和５％异 丙 醇 溶 液１
∶１混 合 液，流 动 相 流 速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，紫 外 检 测 波 长

２５４ｎｍ，柱温为室温。每次分析的进样量为２０μｌ。

２　结果与分析

２．１　菌株诱变和筛选

　　将出发菌株鼠李糖乳杆菌ＪＣＭ　１５５３进行 紫 外

线诱变，随机挑取照射时间不同的１００个单菌落接种

ＭＲＳ培养基培养活化后转接ＹＥ培养基进行发酵性

能检测，未筛选得到高产菌株。为此，挑选Ｌ－乳酸产

量较低、居中和较高的３株诱变菌株进一步进行Ｃｏ６０

诱变，同法随机挑选１００株突变菌株验证Ｌ－乳 酸 发

酵能力，对发酵产量较高的菌株利用 ＭＲＳ平板划线

培养纯化３次，最 终 得 到１株 乳 酸 发 酵 高 产 突 变 菌

株，命名为ＳＣＴ－１０－１０－６０。

２．２　突变菌株的Ｌ?乳酸发酵遗传稳定性

　　图１结果显示不同代突变株之间的乳酸产量、发
酵液的残糖含量和发酵糖酸转化率均差异不大。其

中，第２代、第１４代、第３１代和第７２代突变菌株的

乳酸发 酵 浓 度 分 别 为（１３０．４±２．１）ｇ／Ｌ，（１３０．７±
１．１）ｇ／Ｌ，（１３２．１±４．０）ｇ／Ｌ和（１３０．０±５．１）ｇ／Ｌ，发

酵液的残糖含量分别为（１．２３±０．０３）ｇ／Ｌ，（１．２７±
０．０３）ｇ／Ｌ，（１．３０±０．０３）ｇ／Ｌ和（１．１８±０．０１）ｇ／Ｌ，
而根据培养基的葡萄糖含量和乳酸发酵产量计算的

发酵糖酸转化率分别为（８６．９３±０．０１）％，（８７．１３±
０．０１）％，（８８．０７±０．０３）％和（８６．６７±０．０３）％。对

菌株之间的乳酸产量、发酵液残糖含量和发酵效率进

行ｔ检验，显示不同代菌株之间的差异均无统计学显

著意义（Ｐ＞０．０５），说明选育的ＳＣＴ－１０－１０－６０突变

菌株的乳酸发酵性能具有遗传稳定性。

　　图１　ＳＣＴ－１０－１０－６０菌株的Ｌ－乳酸发酵传代稳定性（结

果为两次重复实验的平均值和标准差）

　　Ｆｉｇ．１　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＣＴ－１０－１０－

６０ｄｕｒｉｎｇ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｔｒａｎｓｆｅｒ（Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｖａｌ－

ｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ）

２．３　突变菌株的乳酸发酵性能

　　以葡萄糖为发酵底物时（图２Ａ），突变菌株ＳＣＴ－
１０－１０－６０发 酵６０ｈ的 发 酵 液 乳 酸 浓 度 达 到 最 大，为

（１９５．６７±１０．１２）ｇ／Ｌ，此 后 乳 酸 浓 度 呈 水 平 变 化。
而出 发 菌 株ＪＣＭ　１５５３发 酵６０ｈ的 乳 酸 浓 度 只 有

（１３０．３３±３．２２）ｇ／Ｌ，发酵至７２ｈ乳酸浓度才达到最

大，为（１６８．３３±０．５８）ｇ／Ｌ，此后发酵液出现凝结，发

酵无法继续进行。以发酵６０ｈ的乳酸浓度计算，ＳＣＴ
－１０－６０菌株的乳酸发酵速率比出发菌株高５０．１３％，
而发酵液 的 最 大 乳 酸 浓 度 比 出 发 菌 株 高１６．２４％。
发酵过程中葡糖糖含量与乳酸浓度变化完全一致，含

４５１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３



量随乳酸浓度的上升同步下降，突变株发酵６０ｈ的含

量降至最低值，为（１３．００±０．１７）ｇ／Ｌ，随后呈水平变

化。而出发菌株则在发酵７２ｈ后发酵液的葡萄糖含

量仍高达（３７．９１±６．５４）ｇ／Ｌ，这 与 发 酵 液 凝 固 发 酵

终止有关，突变菌株的残留葡萄糖含量较出发菌株低

６５．７１％。以木薯淀 粉 为 发 酵 底 物 时（图２Ｂ），ＳＣＴ－
１０－１０－６０菌 株 发 酵８４ｈ发 酵 液 的 乳 酸 含 量 达 到

（２０３．３３±０．５８）ｇ／Ｌ，较 出 发 菌 株 ＪＣＭ　１５５３ 的

（１５７．０２±１．７３）ｇ／Ｌ高２９．４９％，此后两菌株的发酵

液均出现凝固导致发酵无法继续。发酵液的总糖含

量则随乳酸浓度的上升而下降，发酵至８４ｈ，突变菌

株的发 酵 液 残 留 总 糖 浓 度 降 低 到（５８．６１±５．２７）ｇ／

Ｌ，较出发菌株的（９４．３１±４．０３）ｇ／Ｌ减少３７．８５％。

　　图２　ＳＣＴ－１０－１０－６０菌株Ｌ－乳酸发酵曲线（结果为两 次

重复实验的平均值和标准差）

　　Ｆｉｇ．２　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ＳＣＴ－１０－１０－６０

ｓｔｒａｉｎ（Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

ｏｆ　ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ）

　　Ａ：葡萄糖为发 酵 底 物，Ｂ：木 薯 淀 粉 为 发 酵 底 物。—■—：Ｌ－
乳酸，ＳＣＴ－１０－１０－６０菌 株；—○—：Ｌ－乳 酸，ＪＣＭ　１５５３菌 株；—△—：

葡萄糖，ＳＣＴ－１０－１０－６０菌株；—▽—：葡萄糖，ＪＣＭ　１５５３菌株。

　　Ａ：Ｕｓｉｎｇ　Ｇｌｕｃｏｓｅ　ａｓ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ，Ｂ：Ｕｓｉｎｇ　Ｃａｓｓａｖａ　ｓｔａｒｃｈ　ａｓ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅ．—■—：Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ，ＳＣＴ－１０－１０－６０；—○—：Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ，

ＪＣＭ　１５５３；—△—：Ｇｌｕｃｏｓｅ，ＳＣＴ－１０－１０－６０；—▽—：Ｇｌｕｃｏｓｅ，ＪＣＭ

１５５３．

　　根据发酵培养基的初始糖浓度和发酵液的最大

乳酸含量计算两菌株乳酸发酵的糖酸转化率（图３），
突变菌株显著 高 于 出 发 菌 株，分 别 高 出１７．８１％（以

葡萄糖为底物）和２４．５３％（以木薯淀粉为底物），结

果与图２的完全一致。进一步比较突变菌株和出发

菌株利用葡萄糖和木薯淀粉两种原料的乳酸发酵情

况发现，株利用两种原料发酵的最大乳酸浓度均差异

不大，其中突变株ＳＣＴ－１０－１０－６０发酵葡萄糖和木薯

淀粉的乳酸最大浓度分别为（１９５．６７±１０．１２）／Ｌ和

（２０３．３３±０．５８）ｇ／Ｌ，而 出 发 菌 株ＪＣＭ１５５３则 分 别

为（１６８．３３±０．５８）ｇ／Ｌ和（１５７．０２±１．７３）ｇ／Ｌ。但

是两菌株利用葡萄糖发酵产乳酸的速率明显高于利

用木薯淀粉。突变菌株发酵葡萄糖６０ｈ的乳酸含量

就达到最大值，（１９５．６７±１０．１２）ｇ／Ｌ，比发酵木薯淀

粉相 同 时 间 的 乳 酸 含 量（１５２．２０±５．５１）ｇ／Ｌ 高

２８．５６％，而出 发 菌 株 发 酵 葡 萄 糖７２ｈ的 乳 酸 含 量

（１６８．３３±０．５８）ｇ／Ｌ也比发酵木薯淀 粉 同 样 时 间 的

乳酸含量（１３１．６７±０．５８）ｇ／Ｌ高２７．８４％。

　　图３　突变菌株Ｌ－乳 酸 发 酵 的 糖 酸 转 化 率（结 果 为 两 次

重复实验的平均值和标准差）

　　Ｆｉｇ．３　Ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ　ｔｏ　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ＳＣＴ－

１０－１０－６０ｓｔｒａｉｎ（Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ）

　　所以综合得知，选育得到的ＳＣＴ－１０－１０－６０菌株

的乳酸发酵性能显著优于出发菌株。发酵葡萄糖产

乳酸的速率显著高于发酵木薯淀粉的原因可能是淀

粉中含有抑制菌株乳酸发酵的有害物。但是，突变菌

株和出发菌株发酵葡萄糖和发酵木薯淀粉产乳酸的

速率差异基本相同（分别为２８．５６％和２７．８４％），显

示诱变只是提高了菌株的乳酸发酵性能，而对菌株耐

受木薯淀粉的性能并没有改变。

２．４　突变菌株的生长速率

　　图４结果显示，以葡萄糖为底物，突变菌株ＳＣＴ－
１０－１０－６０的菌体生物量在发酵１２ｈ后开始显著高于

出发菌株，此 后 差 异 逐 渐 增 大。发 酵 至６０ｈ，突 变 菌

株的菌体生物量达到最大，此后基本不变，而出发菌

株的菌体生物量保持增长至发酵７２ｈ终止，两菌株的

菌体生物量的增长曲线与乳酸发酵曲线（图２Ａ）完全

相符。突变菌株的最大菌体生物量（ＯＤ６００ ＝３１．２８）
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较出发菌株（ＯＤ６００ ＝２８．２８）高１０．６１％。以木薯淀

粉为底物，发酵２４ｈ后突变菌株的菌体生物量开始明

显高于出发菌株，此后差异越来越大。菌体生物量的

增长与乳酸产量完全一致。发酵至６０ｈ，两者的菌体

生物量均达到最大，此后基本保持不变。突变菌株的

最大菌体生物量（ＯＤ６００＝３３．７０）较出发菌株（ＯＤ６００

＝２４．５５）高３２．３７％。这 些 结 果 表 明 以 葡 萄 糖 和 木

薯淀粉两种原料为发酵底物突变菌株的菌体增长速

率均显著高于出发菌株。

　　图４　ＳＣＴ－１０－１０－６０菌 株 的 生 长 曲 线（结 果 为 两 次 重 复

实验的平均值和标准差）

　　Ｆｉｇ．４　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ＳＣＴ－１０－１０－６０（Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗ

ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉ－

ｍｅｎｔｓ）

　　—■—：ＳＣＴ－１０－１０－６０菌 株，发 酵 葡 萄 糖；—○—：ＪＣＭ　１５５３菌

株，发酵葡萄糖；—△—：ＳＣＴ－１０－１０－６０菌株，发酵木薯淀粉；—▽—：

ＪＣＭ　１５５３菌株，发酵木薯淀粉。

　　—■—：ＳＣＴ－１０－１０－６０ｓｔｒａｉｎ　ｉｎ　ｇｌｕｃｏｓｅ；—○—：ＪＣＭ　１５５３ｓｔｒａｉｎ

ｉｎ　ｇｌｕｃｏｓｅ；—△—：ＳＣＴ－１０－１０－６０ｓｔｒａｉｎ　ｉｎ　ｃａｓｓａｖａ　ｓｔａｒｃｈ；—▽—：

ＪＣＭ　１５５３ｓｔｒａｉｎ　ｉｎ　ｃａｓｓａｖａ　ｓｔａｒｃｈ．

　　鉴于细菌的乳酸发酵产量与其细胞生长速率成

正相关关系［８］，将发酵液的最大乳酸含量除以最大菌

体生物量，以观察单位菌体生物量的乳酸产量，结果

（图５）显示，突变菌株和出发菌株发酵葡萄糖的单位

菌体乳酸产量分 别 每ＯＤ６００ 是（６．０６±０．３１）ｇ／Ｌ和

（５．９５±０．０２）ｇ／Ｌ，发酵木薯淀粉则分别每ＯＤ６００ 是

（６．１８±０．０２）ｇ／Ｌ和（６．３３±０．０７）ｇ／Ｌ，两菌株发酵

葡萄糖和木薯淀粉的单位菌体乳酸产量均差异不大，
统计学ｔ检验无显著意义（Ｐ＞０．０５），表明突变菌株

ＳＣＴ－１０－１０－６０乳酸发酵性能的提高主要是细胞增长

速率提高所致。

２．５　Ｌ?乳酸发酵产物的光学纯度

　　图６结果显示，ＳＣＴ－１０－１０－６０和ＪＣＭ　１５５３两菌

株的Ｌ－乳酸含 量 分 别 为（９６．７５±０．２３）％和（９６．９７
±０．０５）％，两 者ｔ检 验 无 统 计 学 显 著 差 异（Ｐ ＞
０．０５），显示诱变选育得到的突变菌株和出发菌株一

样，进行的是Ｌ－乳酸发酵。

　　图５　突变菌株和出发菌株单 位 菌 体 生 物 量 的 乳 酸 发 酵

产量

　　Ｆｉｇ．５Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｂｅ－

ｔｗｅｅｎ　ＳＣＴ－１０－１０－６０ａｎｄ　ＪＣＭ　１５５３

　　图６　突变菌株ＳＣＴ－１０－１０－６０Ｌ－乳酸发酵产物的 ＨＰＬＣ
手性柱分析图谱

　　Ｆｉｇ．６　 ＨＰＬＣ　ｃｈｉｒａｌｉｔｙ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ＳＣＴ－１０－１０－６０

ｓｔｒａｉｎ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ

３　结束语

　　为了提高 鼠 李 糖 乳 杆 菌Ｌ－乳 酸 的 发 酵 性 能，本

研究以该菌ＪＣＭ　１５５３菌株为出发菌株，经紫外线和

Ｃｏ６０照射联合诱变，选育得到１株乳酸发酵高产菌株

ＳＣＴ－１０－１０－６０。经７７代传代培养证实菌株具有遗传

稳定性。对菌株的乳酸发酵性能分析表明，该高产菌

株发酵葡萄糖６０ｈ的发酵液乳酸浓度达到最大值，为

１９５．６７ｇ／Ｌ，糖酸转化率达到９５．３３％，发酵的最大乳

酸产量比出发 菌 株（１６８．３３ｇ／Ｌ）高１６．２４％，发 酵 速

率比出发 菌 株 高５０．１３％，糖 酸 转 化 率 比 出 发 菌 株

（８０．９２％）高１７．８１％。利用木薯淀粉为底物时该菌

株发酵８４ｈ乳酸浓度达到最大值为２０３．３３ｇ／Ｌ，糖酸

转化率达到了７８．８５％，发酵的最大乳酸产量和发酵

速 率 均 比 出 发 菌 株（发 酵８４ｈ为１５７．０２ｇ／Ｌ）高

２９．４９％，糖 酸 转 化 率 比 出 发 菌 株 （６３．３２％）高

２４．５３％，发酵产物的Ｌ－乳酸含量高达９６．７５％，与出

发菌株（９６．９７％）无统计学显著差异（Ｐ＞０．０５），表

明所选育得到的Ｌ－乳酸发酵高产菌株。计算菌株的

单位菌体乳酸产量结果表明，高产菌株乳酸发酵性能

提高的主要原因是菌数增长速率加快。目前，国内外

６５１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３



利用鼠李糖乳杆菌发酵木薯淀粉产Ｌ－乳酸的最高发

酵浓度为１７５．４ｇ／Ｌ，糖酸转化率为７８．８３％，所用菌

株为ＣＡＳＬ［１３］。与之相比，本文报道 的ＳＣＴ－１０－１０－
６０发酵木薯淀粉产Ｌ－乳酸的最大 浓 度 为２０３．３３ｇ／

Ｌ，糖酸转化率为７８．８５％，指标略高于ＣＡＳＬ菌株。

ＳＣＴ－１０－１０－６０菌株具有较高的潜在工业利用价值。
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信号肽分泌效率的１．９倍，说明信号肽的种类对木聚

糖酶Ｂ表达量具有显著的影响。与黑曲霉菌株液体

发酵相比，重组酿酒酵母的木聚糖酶产量有相当程度

的下降，分析原因可能是酿酒酵母分泌蛋白质能力较

差，导致木聚糖酶Ｂ产量降低；酶活降低也可能与菌

株的性质有关，Ｇｏｒｇｅｎｓ等发现异源木聚糖酶在营养

缺陷的酿酒酵母菌株中分泌严重降低，虽然可以通过

在培养基中添加相应的氨基酸来克服，但是酿酒酵母

的生长速度仍然缓慢。分析原因可能是细胞既要合

成氨基酸，又要分泌蛋白，导致细胞的负担加重［９］。

　　为解决木聚糖酶Ｂ在酿酒酵母中表达产量比黑

曲霉菌株液体发酵产量要低的问题，下一步的研究可

从以下两方面着手：一是克隆黑曲霉中其他木聚糖酶

基因，在酿酒酵母中表达。由于黑曲霉中具有多种木

聚糖酶基因，木 聚 糖 酶Ｂ可 能 不 是 复 合 酶 系 中 发 挥

主要作用的成分。如果克隆黑曲霉中其他木聚糖酶

基因，然后进行异源表达，可能会得到较好的结果；二
是更换表达宿主 ，如乳酸克鲁维酵母、粟酒裂殖酵母

等。乳酸克鲁维酵母已经成功表达多种外源蛋白质，
具有分泌能力超强、安全、大规模发酵特征优良、整合

表达能力等优点。
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