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柠檬酸钠对枯草杆菌生长代谢及肌苷积累的影响
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摘 要：研究柠檬酸钠对枯草杆菌生长代谢及产苷的影响，在基础料中添加浓度为 $I#HJK 的柠檬酸钠，肌苷产量提

高 %3L，肌苷对葡萄糖得率增加 73L。通过分析糖代谢途径中关键酶的酶活，结果表明添加柠檬酸钠改变了一些

关键酶的活力，可降低糖酵解途径中 56磷酸果糖激酶和丙酮酸激酶的活力，从而减弱了糖酵解途径的通量。
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在芽胞杆菌嘌呤核苷合成的代谢途径已经清楚

的前提下，O@PP>’ 等［%］通过代谢途径分析，以定量化

学计量方法计算出嘌呤核苷合成的理论得率应该为

%H 核苷 Q H 葡萄糖以上；19@./ 等［#］综合考虑菌体自

身的生长代谢的情况下计算得出枯草芽胞杆菌生产

核苷的得率也在 $I"H 核苷 Q H 葡萄糖左右，都远大于

目前实际的发酵水平，其研究潜力仍然很大。在肌

苷发酵生产中，葡萄糖是重要的营养物质。O9?.RD>
和 S’=9+A［7］用限制性网络分析与相关酶活相关连

的代谢流，指出在大肠杆菌和枯草杆菌中糖酵解相

对于三羧酸循环要过量，糖酵解途径（<OT）通量超

出了三羧酸循环（4UN）代谢的能力，从而 <OT 生成

的丙酮酸会发生积累，并且会通过其它途径进行代

谢以缓解持续的“溢流”。因此就会出现过量碳的溢

流，导致酸和其他物质的生成。文献报道［!］枯草杆

菌中，在连续培养时柠檬酸和葡萄糖的联合代谢会

阻遏有机酸等副产物的生成，糖酵解途径减弱。这

是因为加入柠檬酸时可增加钙离子的吸收，而钙离

子 是 丙 酮 酸 激 酶（ TG/@V9,. W>C9D.，TW，<) U)
#I;I%I!$）的强烈抑制剂。代谢物中磷酸烯醇式丙

酮酸（T<T）比不加时提高 5 倍，在大多数细菌中，

T<T 是磷酸果糖激酶（TA’DXA’Y/@+,’Z>C9D.，T8W，<) U)
#I;I%I%%）的强烈抑制剂。本文的研究表明，柠檬酸

钠的添加可减少糖耗速率，显著降低了丙酮酸激酶

和磷酸果糖激酶的活力，从而减弱糖酵解途径通量，

使肌苷产量和糖苷转化率有了大幅度提高。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：枯草杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）7$5 [（NF ，

36N2/）由广东肇庆星湖科技股份有限公司提供。

!"!"# 摇瓶培养基：每升中含有葡萄糖 %%$H、酵母

膏 %!H、W\#T*!"H、硫酸铵 %"H、硫酸镁 #H、U9U*7#$H，
尿素 "H，玉米浆 %$H，消前 X\5I3。

!"!"$ 试剂：56磷酸果糖，乙酰辅酶 N，磷酸烯醇式

丙酮酸均为 1>H=9 产品；0NS、0NS\、NST、N4T 均为

进口分装生化试剂，其余试剂均为分析纯。

!"# 摇瓶培养方法

装量为 #$=KJ"$$=K 三角瓶，接种量 %$L，7;]
于旋转式摇床培养 "5A，放瓶时根据培养前后重量

差补水。

!"$ 酶液的制备

取 "=K 发酵液于 !]，!$$$/J=>C 离心 #$=>C，沉

淀用 "=K 磷酸盐缓冲液（X\;I$）充分混匀后在上述

相同条件下离心，弃上清继续用磷酸盐缓冲液清洗

再离心。上述处理后的沉淀中加入 "=K 磷酸盐缓

冲液，S0N 酶（#I"=HJ=K）#"!K，溶菌酶（#"=HJ=K）

7$$!K，充 分 混 匀 在 7;] 水 浴 振 荡 7$=>C，于 !]
3$$$/J=>C 离心 #$=>C，上清即为细胞裂解液。

!"% 测定方法

!"%"! 测定细胞干重：取 "=K 发酵液，7$$$/J=>C 下

离心，沉淀于 %$$]下烘 #!A 至恒重，称重。

!"%"# 测定葡萄糖、肌苷和氨基氮：葡萄糖用含葡

萄糖氧化酶试剂盒测定。肌苷的测定，\TKU 法。

色谱条件：流动相为 $I"L W\#T*!，波长为 #"!C=，

流速 为 %I#=KJ=>C（ 高 效 液 相 色 谱 仪 型 号 NH>6
(.C,%%$$，色谱柱 \GX./D>( *S1 型 U%3 反相柱，柱长

!$== ^ #"$==）。采用甲醛法测定氨基氮。

!"%"$ 测定酶液中蛋白：考马斯亮兰法。

!"%"% 测定酶活：葡萄糖激酶按 T’D,=9 等［"］的方



法。磷酸果糖激酶按 !"#$% 等［&］的方法。丙酮酸激

酶按 ’(")*#(+, 等［-］的方法。柠檬酸合成酶按 .*/+0(1
2$" 等［3］的方法。&1磷酸葡萄糖脱氢酶按 4*/0$ 等［5］

的方法。所有酶活由 6789: 6;1<=><?9 型紫外@可
见分光光度计测定（尤尼柯上海仪器有限公司）

!"#"$ 有机酸检测：4?A9 法。色谱条件：B4 为

<CD 的 磷 酸 溶 液，流 速 >CEFA@F,0，波 长 为 <=>0F。

（高压液相色谱仪型号 !2,"$0+==>>，色谱柱 !GH(%$B
型 9=3 反相柱，柱长 <E)F I JC&FF）标品分别为丙酮

酸，柠檬酸，乙酸，琥珀酸，丁酸。

图 ! 柠檬酸钠对细胞生长，肌苷产量及 %& 的影响

.,2K= LM$ $NN$)+ *N %*O,HF ),+/(+$ *0 +M$ )$"" 2/*P+M，,0*%,0$ B/*OH)+,*0
(0O B4

!：Q/R )$"" P$,2M+（%*O,HF ),+/(+$ (OO$O）；"：Q/R )$"" P$,2M+（%*O,HF
),+/(+$ 0*+ (OO$O）；#：80*%,0$（%*O,HF ),+/(+$ (OO$O）；$：80*%,0$（%*1
O,HF ),+/(+$ 0*+ (OO$O）；%：B4（%*O,HF ),+/(+$ (OO$O）；&：B4（%*O,HF
),+/(+$ 0*+ (OO$O）K

’ 结果和讨论

’"! 柠檬酸钠对发酵过程的影响

在一组培养基中添加 >C<S的柠檬酸钠，对照

组不添加，每隔 JM 取 D 个平行，研究柠檬酸钠对枯

草杆菌细胞生长，肌苷产率及 B4 的影响。

’"!"! 柠檬酸钠对细胞生长、肌苷产量和 B4 的影

响：图 = 结果表明，添加柠檬酸钠时肌苷产量有明显

提高，E&M 时添加柠檬酸钠比不添加柠檬酸钠的肌

苷产量提高了 =3S。从 B4 曲线可以看出，两者初

始 B4 值相同，并在细胞前期生长过程中下降，这是

因为培养基中存在有（74J ）< T>J 的缘故，随着 74U
J

的利用 B4 不断下降；随后由于菌体的旺盛代谢，会

持续产生有机酸等代谢产物，其分泌到发酵液中会

导致 B4 的持续下降。但添加柠檬酸钠时 B4 下降

趋于缓慢，在发酵过程中 B4 最低值为 &CD<，是因为

添加柠檬酸钠可以减少乙酸、丙酮酸等有机酸的生

成（图 <）。不添加柠檬酸钠的 B4 降低明显，最低值

为 &C>。两者 B4 在后期都有回升，是因为葡萄糖逐

渐被消耗利用完，菌体的生长代谢减弱导致大量菌

体自溶时内含物释放引起的。

图 ’ 柠檬酸钠对有机酸代谢的影响

.,2K< LM$ $NN$)+ *N %*O,HF ),+/(+$ *0 +M$ F$+(V*",%F *N */2(0,) (),O%

#：9,+/,) (),O（%*O,HF ),+/(+$ (OO$O）；$：9,+/,) (),O（%*O,HF ),+/(+$
0*+ (OO$O）；’：!)$+,) (),O（%*O,HF ),+/(+$ (OO$O）；(：!)$+,) (),O（%*1
O,HF ),+/(+$ 0*+ (OO$O）；%：?R/H#,) (),O（%*O,HF ),+/(+$ (OO$O）；&：

?R/H#,) (),O（%*O,HF ),+/(+$ 0*+ (OO$O）K

’"!"’ 发酵过程中有机酸变化规律：由有机酸测定

结果可知乙酸、丙酮酸是肌苷发酵过程中主要的有

机酸副产物，从图 < 可分析发酵液上清中乙酸的含

量是不断增加的。不添加柠檬酸钠时 E&M 乙酸含量

为 &ECEEFF*"@A，添加柠檬酸钠时 E&M 乙酸含量为

<ECDJFF*"@A，表明柠檬酸钠的添加可以抑制副产物

乙酸的生成。丙酮酸在发酵前期是不断增加的，但

从 <JM 左右又开始减少，这是因为丙酮酸开始转化

成为丙氨酸，丙氨酸是肌苷发酵生产中主要的氨基

酸副产物。添加柠檬酸钠时，丙酮酸的合成量减少，

=<M 只 有 <CE<FF*"@A，而 不 添 加 则 有 &CDDFF*"@A。

因此，柠檬酸钠的添加抑制了丙酮酸的生成。添加

柠檬酸钠时柠檬酸会慢慢被消耗，不添加柠檬酸时，

则发酵液中柠檬酸含量极低，这表明柠檬酸只是代

谢中间物。

’"!"( 添加柠檬酸钠对糖耗及氨基氮含量的影响：

从图 D 葡萄糖的变化曲线可看出，添加柠檬酸钠时，

葡萄糖消耗变得缓慢，E&M 的残糖下降为 =C&2@A，而

对照组残糖已下降为 >CJE2@A。图 D 中分析氨基氮

的变化可以看出，在发酵初期由于菌体的生长需要，

培养基中的氮源不断减少，当菌体进入平衡期后（约

=&M），氮源的利用减慢，但到发酵中后期（约 J>M），

氨基氮含量有所回升，有可能是菌体自溶内含物释

放所致，也可能是后期有丙氨酸等氨基酸副产物生

成。加柠檬酸钠时，氨基氮回升程度显著减缓。

’"’ 两种培养条件下肌苷对葡萄糖得率系数，葡萄

糖的比消耗速率以及产物的比生成速率的比较

表 = 列出的是在整个发酵过程中，不同时间段

的葡萄糖比消耗速率，肌苷比生成速率及肌苷对葡

萄糖的得率系数。表中数据表明，在整个发酵过程

的不同时段，加柠檬酸钠时的葡萄糖比消耗速率比

3<& 微 生 物 学 报 JJ 卷



图 ! 柠檬酸钠对糖耗和氨基氮的影响

!"#$% &’( ())(*+ ,) -,."/0 *"+12+( ,3 +’( #4/*,-( *,3-/05+",3 23. 6786

!：67896（-,."/0 *"+12+( 2..(.）；"：67896（-,."/0 *"+12+( 3,+ 2..9

(.）；#：:(-"./24 #4/*,-(（-,."/0 *"+12+( 2..(.）；$：:(-"./24 #4/*,-(
（-,."/0 *"+12+( 3,+ 2..(.）$

不加柠檬酸的要小，说明柠檬酸钠的添加会导致葡

萄糖消耗量降低。发酵最初 ;8’ 由于菌体生长需要

消耗大量葡萄糖，所以两种情况下的葡萄糖比消耗

速率比后期都要大，其中不添加柠檬酸钠的比消耗

速率比添加时要大 %<=。分析两种情况下的肌苷

比生成速率可以发现在发酵前期（;8’）两种情况下

的产物比生成速率相差不大，但后期添加柠檬酸钠

的肌苷比生成速率比不添加明显要大，原因是因为

柠檬酸钠对菌体生长影响不明显，但能提高肌苷产

量。添加柠檬酸钠时肌苷产量增加而糖耗减少，所

以不同时段肌苷对葡萄糖的得率系数比不加要大得

多。加柠檬酸钠时肌苷对葡萄糖总转化率为 >?8;%
（表中未列出），不加柠檬酸时肌苷对葡萄糖的总转

化率只有 >?;@A，糖苷转化率提高了 %B=。

表 " 添加柠檬酸钠对 #$%&，’& ()* ’$的影响

&2C4( ; &’( ())(*+ ,) -,."/0 *"+12+( ,3 +’( DEFG，HG 23. HE

! I ’

DEFG HG（’J ;） HE（’J ;）

G,."/0
*"+12+(
2..(.

G,."/0
*"+12+(

3,+ 2..(.

G,."/0
*"+12+(
2..(.

G,."/0
*"+12+(

3,+ 2..(.

G,."/0
*"+12+(
2..(.

G,."/0
*"+12+(

3,+ 2..(.

;8 >?;B; >?;%8 >?A8 >?@K >?>K< >?>K<
8A >?8%8 >?;B% >?;<8 >?;L@ >?>%B >?>%<
A> >?;L@ >?;AB >?;K< >?8>K >?>%@ >?>8L
@< >?8<K >?;K< >?;;K >?;AB >?>%; >?>8B

DEFG：D"(4. *,())"*"(3+ ,) "3,-"3( +, #4/*,-(；HG：G5(*")"* *,3-/05+",3 12+( ,)
#4/*,-(；HE：G5(*")"* 51,./*+",3 12+( ,) "3,-"3($

+ ,! 柠檬酸钠对肌苷发酵过程中糖代谢途径关键

酶活力的影响

对发酵过程的研究最后都会落实到细胞水平酶

对反应速率的代谢调控，因而酶学研究对指导发酵

过程优化和控制有重要意义。在肌苷生产菌中，分

析葡萄糖在胞内的代谢途径，明显可以看到产物肌

苷是通过磷酸戊糖途径（7ME）进而经由嘌呤途径而

合成的，这样葡萄糖的代谢流在 NME、&OP 和 7ME
之间的合理分配就是产物最大生成的前提。下面通

过酶学的方法来研究添加柠檬酸钠对糖代谢途径关

键酶活力的影响。表 8 列出的是糖代谢途径关键酶

相对比活的时序变化（各相对比活以不添加时比活

为标准）。

表 + 糖代谢途径关键酶相对比活的时序变化

&2C4( 8 :(42+"Q( -5(*")"* 2*+"Q"+R ,) S(R (3TR0(- "3 #4/*,-(

0(+2C,4"-0 ./1"3# "3,-"3( )(10(3+2+",3

! F’

U(R (3TR0(- 1(42+"Q( -5(*")"* 2*+"Q"+R%

V4/*,S"
32-(

E’,-5’,)1/*
+,S"32-(

ER1/Q2+(
S"32-(

O"+12+(
-R3+’2-(

V4/*,-(
<95’,-5’2+(
.(’R.1,#(32-(

;8 >?B>@ >?%L8 >?<>% >?>L; ;?;A8
8A ;?;% >?@KB >?<<B >?;8 ;?8;
%8 >?LK >?A8@ >?<; >?;>% ;?8<
A> ;?; >?K88 >?@BK >?;>K ;?;L
AB ; >?%>< >?<A@ >?>B% ;?>@

%&’( 12+", C(+W((3 +’( (3TR0( 2*+"Q"+R W"+’ -,."/0 *"+12+( 2.."+",3 23. +’(
(3TR0( 2*+"Q"+R W"+’,/+ -,."/0 *"+12+( 2.."+",3$

+-!-" 葡萄糖激酶：葡萄糖激酶（V4/*,S"32-(，VU，

N$O$8?K?;?;）是糖代谢过程中的关键酶。由于肌苷

发酵培养基中主要碳源是葡萄糖，所以整个发酵过

程中葡萄糖激酶始终保持较大的活力，两种培养条

件下酶的活力没有明显变化，并且两者活力接近。

说明柠檬酸钠对葡萄糖激酶的活力影响不大。

+-!-+ 磷酸果糖激酶：磷酸果糖激酶（E’,-5’,)1/*9
+,S"32-(，E!U，N$ O$ 8?K?;?;;）催化酵解途径中 <9磷
酸果糖生成 ;，< J 二磷酸果糖的反应。从表中不同

时间相对酶活数据分析，发现添加柠檬酸钠时 E!U
的活力比不添加时的活力要低得多。文献报道［A］葡

萄糖和柠檬酸盐的联合代谢会导致胞内 ENE 增加，

而 ENE 是 E!U 的强烈抑制剂。由于 E!U 也是变构

酶，柠檬酸、P&E 是它的变构抑制剂，胞内柠檬酸可

通过加强 P&E 的抑制效应来抑制磷酸果糖激酶的

活力。柠檬酸钠的添加降低了 E!U 的活力，而 E!U
又是影响 NME 途径通量的关键酶，其活力降低则糖

酵解过程减慢。对发酵过程的影响具体表现在葡萄

糖的比消耗速率降低（表 ;）。

+-!-! 丙酮酸激酶：丙酮酸激酶（ER1/Q2+( U"32-(，
EU，N$ O$ 8?K?;?A>）是 NME 途径的第 % 个限速酶。

对表中数据分析后可明显看出添加柠檬酸钠时，该

酶平均比活比不添加时平均值要减少 %B=。柠檬

酸盐与葡萄 糖 的 联 合 代 谢 会 增 加 胞 内 O28 X 的 浓

度［A］，从而强烈抑制 EU 的活力使糖酵解过程减慢。

+-!-. 柠檬酸合成酶：柠檬酸合成酶（O"+12+( -R39
+’2-( N$ O$ A?;?%?K）是 &OP 途径的关键酶。在添加

柠檬酸钠时，该酶的活力比不添加时要低得多。原
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因很明显，柠檬酸是三羧酸循环的中间产物，细胞内

的柠檬酸含量高，意味着丰富的生物合成前体存在，

葡萄糖无需为提供合成前体而降解。所以添加柠檬

酸钠时该酶的活力很低。

!"#"$ !"磷酸葡萄糖脱氢酶：!"磷酸葡萄糖脱氢酶

（#$%&’() !"*+’(*+,-) .)+/.0’1)2,()，#"!"345，67 87
9:9:9:;<）是 5=3 的关键酶。从表中葡萄糖激酶相

对比活可判断两种情况下葡萄糖在 6=3 和 5=3 的

中总通量是一样的，而 3>?，3? 的数据又表明添加

柠檬酸钠时 6=3 途径被抑制，所以可推测在添加柠

檬酸钠时更多的葡萄糖在 5=3 途径中被消耗，从而

保证了嘌呤合成途径的通量，所以肌苷产量大幅度

增加。

# 结论

通过 酶 学 研 究 表 明 柠 檬 酸 钠 的 添 加 降 低 了

6=3 途径中关键酶 3>? 和 3? 的活力，从而引起糖

酵解过程酶反应速率减慢，通量减少，同时 5=3 途

径的关键酶 !"磷酸葡萄糖脱氢酶的活力却有所增

加，因此肌苷产量大幅度提高。枯草杆菌发酵生产

肌苷的代谢流分析表明葡萄糖大部分是流向 6=3
途径［9@］，通过调控使 6=3 途径葡萄糖代谢通量的减

少，必然会导致 5=3 途径中葡萄糖代谢的通量增

加，对发酵过程的影响表现为肌苷产量增加。本文

的研究表明对主流代谢途径葡萄糖通量的调控，对

目的产物肌苷的生成具有重要意义，能有效提高肌

苷产量和糖苷转化率。
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