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青霉素钠与氯化钠对N-乙酰神经氨酸发酵的影响
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摘 要:重组枯草芽孢杆菌生产N-乙酰神经氨酸的过程中,通过加入表面活性剂和抗生素等方法来改善细胞

通透性,以减少产物和副产物所带来的反馈抑制,从而促进细胞生长和产物的合成.对比研究了吐温20、吐温60、吐

温80及青霉素钠对重组枯草芽孢杆菌摇瓶和5L发酵罐发酵的影响,确定青霉素钠具有明显增强该菌种发酵产N-
乙酰神经氨酸的效果.通过对青霉素钠的添加时间和添加量进行了优化,确定在10h和34h均添加200mg·L-1青

霉素钠最优,使N-乙酰神经氨酸的产量达到7.17g·L-1,相比对照提高了38.42%.在利用青霉素钠提高目标产物

的基础上,又通过在发酵培养基成分中添加0.75%氯化钠来改变细胞渗透压,从而增强细胞通透性.实验证明,N-乙

酰神经氨酸的产量进一步增加,最终达到7.96g·L-1.
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唾液酸(sialicacid,简称SA),属于神经氨酸的衍生物,是一类含有9个碳原子且具有吡喃糖结构的酸

性氨基糖的总称,其中最主要的组分是N-乙酰神经氨酸[1-2].据研究,唾液酸在人体许多生理过程中起着重

要作用,具有促进婴幼儿智力发育、抗老年痴呆、提高肠道对维生素和矿物质吸收、抗病毒、美容护肤、提高人

体免疫力、抑制白细胞黏附和消炎等一系列功能[3-6].2017年5月,国家卫计委公布的10种新食品原料中就

包含N-乙酰神经氨酸,批准其可应用于食品领域.另外,也可应用于保健品、化妆品、药物研发等领域,具有

很大的经济价值与应用前景.
天然原料中唾液酸含量低,造成提取和分离纯化困难,生产成本高;化学方法存在反应条件苛刻、收率低

和污染大等缺点;利用酶催化和全细胞生物催化法生产N-乙酰神经氨酸的研究也较多,但也存在成本高的

问题[7-8].近年来,应用微生物发酵法生产唾液酸与聚唾液酸的研究成为热点,大多使用的是大肠杆菌,而关

于枯草芽孢杆菌的研究较少.枯草芽孢杆菌是GRAS认证的安全菌株,由于其不具有致病性、不易受噬菌体

污染等优势[9-10],作为一种重要的宿主菌被广泛应用于食品工业生产.因此,利用枯草芽孢杆菌生产食品、医
药原料与材料,如N-乙酰神经氨酸,具有很高的安全性和巨大的应用价值.

然而,目前利用枯草芽孢杆菌生产N-乙酰神经氨酸的产量较低,主要是由于胞内有大量的N-乙酰神经

氨酸滞留,对菌体生长和代谢产生反馈抑制.因此,若能改善细胞通透性,促使代谢产物分泌至胞外,预期可

提高目标产物产量.据文献报道,可以通过添加表面活性剂、有机溶剂、抗生素等[11-12]方法来改善细胞通透

性,从而达到增加代谢产物的目的.如王峰等[13]研究发现吐温60增加了芽孢杆菌细胞膜脂质中不饱和脂肪

酸与饱和脂肪酸的比例且提高了液体发酵时环糊糖精转移酶的产量.张和春等[14]分别研究了青霉素、DM-
SO、吐温80对天蓝色链霉菌蓝色素生物合成的影响.另外,MagdalenaRakicka等在解脂耶罗维亚酵母发酵

液中添加表面活性剂司盘20增加了赤藓糖醇和甘露醇的产量,并证明添加氯化钠增加了细胞的渗透压[15].
本文在上述研究的基础上,尝试通过在枯草芽孢杆菌发酵过程中添加表面活性剂吐温20、吐温60、吐温80、
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青霉素钠及氯化钠,研究了不同添加剂对重组枯草芽孢杆菌发酵生产N-乙酰神经氨酸产量的影响.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 菌 种

重组枯草芽孢杆菌BS-G2,由本实验室构建.
1.1.2 主要试剂和器材

吐温20、吐温60、吐温80:国药化学纯;青霉素钠(400万单位):山东圣旺药业有限公司;氯化钠:国药分

析纯;N-乙酰神经氨酸标准品:SigmaAldrich.
1.1.3 仪器与设备

5L发酵罐:上海保兴生物设备工程有限公司;高效液相色谱仪:岛津公司;B203LED生物显微镜:重庆

奥特光学仪器有限公司.
1.1.4 培养基

固体培养基:胰蛋白胨10g·L-1;酵母粉5g·L-1;氯化钠10g·L-1;琼脂20g·L-1.
种子培养基:胰蛋白胨10g·L-1;酵母粉5g·L-1;氯化钠10g·L-1.
发酵培养基:甘油20g·L-1;酵母粉16g·L-1;磷酸二氢钾5g·L-1;硫酸铵4g·L-1;七水硫酸镁

1g·L-1;IPTG2mmol·L-1.
1.2 实验方法

1.2.1 摇瓶发酵培养

用接种环蘸取少量甘油管菌液,并画线接种至固体平板上,37℃过夜培养.接着从平板上挑取一环活化

菌种,接种至50mL/250mL的LB液体种子培养基中,于37℃、200r·min-1条件下,培养5h,得到种子

液.按照5%接种量将种子液接入100mL/500mL发酵培养基的摇瓶中,37℃、200r·min-1,培养72h.
1.2.2 5L罐发酵培养

将保藏菌种画线接种至固体平板上活化,37℃培养过夜.然后从平板上挑取一环菌种,将其接种至

10mL/50mL的LB液体种子培养基中,37℃、200r·min-1条件下培养5h,即为一级种子液;按1%接种

量将一级种子液转接至80mL/1L液体摇瓶中,同上培养;将培养好的种子液接入5L发酵罐中开始培养

[通过25%(质量小数)的氨水来维持pH为6.80,发酵温度37℃,溶氧保持在30%以上].该发酵采用补料分

批发酵的方法,以甘油为主要碳源,甘油耗完后按照4.2g·L-1·h-1速率补加碳源.
1.2.3 N-乙酰神经氨酸的检测

胞外产物检测:将发酵液直接12000r·min-1离心5min,所得上清液即用于检测胞外产物的含量.
总产物检测:将发酵液100℃水浴5min破坏菌体细胞壁,然后将其于12000r·min-1离心5min,取

上清液用于总产物检测.
利用HPLC检测样品中N-乙酰神经氨酸的含量,高效液相色谱型号:岛津Lc-15c.
检测条件:检测柱Bio-RadAMINEXHPX87HOrganicAnalysisColumn(300mm×7.8mm);柱温

60℃;流动相是6mmol硫酸,流速是0.6mL/min;检测波长210nm.

2 结果与分析

2.1 补料分批发酵的特点

枯草芽孢杆菌工程菌补料分批发酵过程中,菌体湿重、N-乙酰神经氨酸产量的时间变化曲线如图1所

示.培养48h后,菌体的湿重几乎变化不大,趋于稳定.而N-乙酰神经氨酸前期增加较慢,36~48h间增长速

率较大,紧接着增加速率降低.但84h时检测到N-乙酰神经氨酸突然增长很大,96h之后趋于稳定.此外,从
发酵48h开始,显微镜观察发现有大量细胞碎片,并且随着发酵的进行,细胞碎片越来越多,说明细胞在48
h时开始逐渐衰亡.结合N-乙酰神经氨酸的产量发酵后期变化之大,以及细胞衰亡的现象,推测细胞内可能
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有大量N-乙酰神经氨酸未被分泌到胞外,抑制菌体生长与代谢,导致细胞过早衰亡与裂解.而部分菌体裂解

后,胞内部分N-乙酰神经氨酸释放,直接导致N-乙酰神经氨酸产量增加显著.因此,需要检测胞内外N-乙酰

神经氨酸浓度的变化来验证是否存在目标产物细胞通透性障碍.
2.2 发酵过程中胞内外产物浓度变化

为了解枯草芽孢杆菌发酵产N-乙酰神经氨酸过程中,是否存在胞内产物细胞通透性障碍问题:解决影

响发酵产量的瓶颈问题,分别检测发酵液细胞破碎前和细胞破碎后其中N-乙酰神经氨酸产量,其结果如图2
所示.从图中可以看出细胞破碎前、后N-乙酰神经氨酸产量并不一致,发酵过程中破碎后产物前期增加速率

较大,后期从48h开始N-乙酰神经氨酸增加速率减慢,72h起便趋于稳定.由此看来,细胞破碎前的胞外产

物并不能真实地反应菌种生产能力,后期实验均以细胞破碎后所测N-乙酰神经氨酸产量作为参考依据.并
且菌种本身确实存在胞内产物分泌障碍和代谢抑制的问题,若能在一定程度上改善细胞通透性,促进产物分

泌和缓解产物抑制,对其工业化应用具有很大的意义与价值.

2.3 透性化试剂对摇瓶发酵的影响

为探索部分表面活性剂与抗生素是否能够改善细胞通透性,从而促进枯草芽孢杆菌发酵产N-乙酰神经

氨酸,我们先在摇瓶上进行了初步试验.在发酵培养10h时,向发酵液中分别添加了不同浓度的吐温20、吐
温60、吐温80与青霉素钠来进行实验,其结果如图3所示.与对照组相比,添加各种表面活性剂对N-乙酰神

经氨酸产量影响不大,推测一方面可能是因为表面活性剂会影响细胞生长和代谢相关的一些酶的活性,以及

影响代谢流的分配,并不能促进代谢产物的合成;另一方面,由于表面活性剂与细胞膜相互作用是一个复杂

的过程,与细胞生理条件、表面活性剂对膜亲和性等因素有关[16],因此,在该实验条件下改善细胞通透性的

效果并不显著,未能达到预期的实验目的与结果.而青霉素钠相比对照组和其他表面活性剂,效果相对较好,
当添加100mg·L-1青霉素钠时,总N-乙酰神经氨酸产量提高了约9.59%,这可能与青霉素可抑制细菌细

胞壁合成有关[17].青霉素会抑制肽聚糖合成中转肽酶的活性,引起其结构中肽桥之间无法交联,造成细胞壁

的缺损,从而有利于代谢产物泄漏到胞外,进而缓解代谢抑制.
2.4 透性化试剂在5L罐中试放大的结果

由于摇瓶发酵中pH、溶解氧等条件的限制,使其发酵条件和结果与工业上扩大化生产有很大的不同.在
以上不同浓度透性化试剂摇瓶发酵的探索与优化基础上,为了充分验证其工业化应用的可行性,又对以上试

验的最佳表面活性剂和青霉素钠浓度进行5L罐放大生产验证,其结果如表1所示.通过比较可知,在所有

添加组中,青霉素钠组对N-乙酰神经氨酸产量的促进作用最明显,使N-乙酰神经氨酸产量增加了20.08%,
并延迟了细胞的衰亡时间到84h.对照组实验条件下,由于菌株自身存在目标产物分泌障碍和胞内积累的问

题,细胞于72h就开始大部分衰亡,发酵周期较短,结果N-乙酰神经氨酸产量偏低.通过添加青霉素钠的方

法,推测其可改善细胞通透性,给细胞代谢提供较好的胞内环境,促进产物分泌与合成,延长细胞生命周期,
提高细胞发酵的效率和产量.
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表1 透性化试剂5L罐放验证结果

条件 发酵时间/h Neu5Ac产量/(g·L-1) 增长率/%

对照 72 5.18 -

0.10%吐温20 72 5.35 3.28

0.15%吐温60 72 5.42 4.63

0.05%吐温80 72 5.37 3.67

100mg/L青霉素钠 84 6.22 20.08

2.5 青霉素钠添加时间与添加量的优化

通过以上对表面活性剂和青霉素钠在5L罐放大试验的验证,发现添加青霉素钠对N-乙酰神经氨酸的

产量有促进作用,因此,进一步对青霉素钠的添加时间和添加量做了优化.
首先,对青霉素钠的添加时间进行了研究,在发酵培养0h、10h、34h、46h分别添加100mg·L-1青霉

素钠,其结果如图4所示.从中可以看出,在发酵培养初始添加青霉素钠后,N-乙酰神经氨酸产量相比对照组

明显降低,猜测可能是发酵初期菌种处于延迟期,未适应新环境,菌体生长代谢较慢,生物量较少,由于青霉

素具有一定的抑菌作用,过早添加青霉素钠后,可严重抑制菌体的代谢增殖.在发酵10h的添加效果最好,
此时正是细胞生长的指数增长期,在保证一定细胞的基础上,添加青霉素钠后可抑制新生细胞壁的形成,改
善了新生细胞的通透性.由于胞内药物被不断增加的新生细胞所稀释,所以此刻细菌仍保持较高的增长速

率[18],获得大量细胞壁残缺的细胞,导致了胞内N-乙酰神经氨酸不断分泌到胞外,总体产量增加.另外,34h
添加的效果也较好,而46h添加对发酵影响不大,可能46h时菌体生长繁殖减慢,大部分细菌细胞壁已形

成,此时添加青霉素钠仅对少数新形成的细胞有作用,总体效果不大.由此可见,青霉素钠的添加时间直接关
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系到其对发酵的作用效果.
青霉素游离酸或盐类的水溶液均不稳定,不耐热,遇酸、碱、重金属等易失效,同时一次添加大量青霉素

多少会影响菌体生长与代谢.因此,在确定10h和34h添加效果较好的基础上,设计了在这两个时间点添加

的方法.接着又对添加量进行了实验,分别在10h和34h均添加100、200、300、400mg·L-1的青霉素钠,其
结果如图5.可知随着青霉素钠添加量的增加,N-乙酰神经氨酸产量先增加后降低,在10h和34h均添加

200mg·L-1青霉素钠时最优,达到7.18g·L-1,相比对照提高了38.42%.当青霉素钠添加量为300mg·L-1

和400mg·L-1时,N-乙酰神经氨酸产量逐渐降低,根据JohanElf[18]等相关研究阐述,猜测可能是抗生素

浓度超过了一定的范围,导致胞内药物浓度和细菌生长速率的双稳态被打破,因此,抑制了菌体的生长和

代谢.

5L发酵罐10h和34h均添加200mg·L-1青霉素钠的条件下,在不同发酵时间点对菌体进行染色与

镜检观察,如图6所示.其中图A为未添加青霉素钠的菌体,革兰氏染色后为紫色;发酵48h后菌体镜检如

图B所示,可以看到许多菌体呈现粉紫色,推测是因为添加青霉素钠使部分新生成菌体的细胞壁残缺,从而

表现出革兰阴性菌染色特征;图C为发酵结束时的菌体染色后观察的形态,可见很多菌体已变成圆球状,推
测可能是由于菌体细胞壁完全缺失后为了原生质体,或者细胞壁残缺后对渗透压敏感,导致细胞吸水膨胀.
因此,从发酵过程中菌体形态特征的变化,也可看出添加青霉素钠对菌体发酵产N-乙酰神经氨酸确实有较

大的影响.
2.6 进一步添加氯化钠对N-乙酰神经氨酸产量的影响

据相关文献报道,添加氯化钠可改变细胞的渗透压,从而提高细胞通透性.因此在10h和34h均添加

200mg·L-1青霉素钠的基础上,在发酵培养基中分别添加不同浓度的氯化钠进行探索,结果如图7所示.
通过比较发现,当发酵培养基中添加0.75%的氯化钠时,N-乙酰神经氨酸的产量最高,达到了7.96g·L-1,
相比未添加氯化钠组提高了11.02%.随着氯化钠浓度的增高,则可能会抑制菌体生长,反而导致产量呈下降
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趋势.氯化钠可以通过改变细胞渗透压来提高细胞通透性,另外在青霉素钠发挥作用后,新生菌体细胞壁会

部分残缺或完全缺失,氯化钠也可以为细胞提供较好的渗透压环境来保证细胞正常生长与代谢.实验证明,
氯化钠对增强重组枯草芽孢杆菌发酵产N-乙酰神经氨酸有一定的效果.

3 讨 论

通过不同浓度表面活性剂吐温20、吐温60、
吐温80和青霉素钠对重组枯草芽孢杆菌产物N-
乙酰神经氨酸影响的研究,可以发现吐温类表面

活性剂并不能明显提高N-乙酰神经氨酸的产量,
而青霉素钠却有较好的效果.推测其主要原因是

吐温类表面活性剂影响了菌体的生长与代谢途

径,而青霉素钠使菌体细胞壁肽聚糖合成受阻,细
胞通透性得到了改善,从而提高了N-乙酰神经氨

酸的产量.此外,添加氯化钠可以使细胞维持较好

的渗透压,为细胞壁受损细胞提供良好的生长环

境,进一步提高了目标产物产量.通过青霉素钠添

加时间与添加量的探索,以及氯化钠浓度的优化,最终确定发酵培养基中添加0.75%氯化钠,且分别在10h
和34h添加200mg·L-1青霉素钠,N-乙酰神经氨酸产量达到了7.96g·L-1,相比对照提高了53.67%.
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Correlationanalysisoftechnicalstatisticalindicatorsofwinning
determinantperformancesat2015-2016ChinaSuperLeague

ZhuJianming

(DepartmentofPhysicalEducation,EastChinaUniversityofPoliticalScienceandLaw,Shanghai201620,China)

Abstract:Byusingthemethodsofliteraturereview,expertinterview,videoobservation,andmathematicalstatistics,
thispapermadeacorrelationanalysisabouttechnicalstatisticalof240gamesat2015-2016ChinaSuperLeague(CSL).Based
ontheviewofbigdata,wehopetoprovideadatasupportonbothanalyzingteamabilitiesandmakingstrategy.Conclusions:

1)Highoddshavehighernumbersincorner,freekicks,goalrelatedandpassandpossessionindicatorsthanthelowone,ex-

pectfoulsandrunningdistances.2)Thosebelowindicatorshaveverysignificantcorrelationswitheachother,theyareposses-
sionwithpasses(r=0.798),shootingnumberswithshootingontarget(r=0.735),goalswithwin-lose(r=0.611),shooting
numberswithcornerkicks(r=0.533),andshootingontargetwithgoals(r=0.525).3)Cornerkicks,freekicks,shooting
numbersandgoalsarehigherinhigherpossessiongroupthanmediumandlowones,however,mediumgrouphasmorefouls
andrunningdistancesthanhigherone.

Keywords:CSL;technicalindicators;winningdeterminant;correlationanalysis
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Effectsofpenicillinsodiumandsodiumchlorideontheproductionof
N-AcetylneuraminicAcid

GaoLanlan1,2,WuJinyong1,YuanLixia1,ChenXiangsong1,ZhuWeiwei1,SunLijie1,YaoJianming1

(1.InstituteofPlasmaPhysics,ChineseAcademyofSciences,Hefei230031,China;

2.UniversityofScienceandTechnologyofChina,Hefei230026,China)

  Abstract:ThepresentstudyaimedtoenhancetheproductionofN-AcetylneuraminicAcid(Neu5Ac)producedbyrecom-
binantBacillussubtilis.Somemethodswerestudiedinthefermentationprocess,suchasaddingsurfactantsandantibiotics,

whichmayallowtoweakenthefeedbackinhibitioncausedbyproductsandby-products.AndtheeffectsofdifferentTweenand

penicillinsodiumonthefermentationofrecombinantBacillussubtilisintheshakeflasksand5-Lfermenterwereinvestigated.
Asaresult,itwasconfirmedthatpenicillinsodiumcouldsignificantlyenhancethefermentationyieldofN-Acetylneuraminic
Acid.Moreover,theoptimaltimeanddosageofpenicillinsodiumweredeterminedthroughaseriesofexperimentaloptimiza-
tion.TheyieldofN-AcetylneuraminicAcidreachedto7.17g·L-1,increasedby38.42%underoptimalconditioninwhich200
mg·L-1sodiumpenicillinwasaddedintothemediumat10hand34h,respectively.Basedontheactionofpenicillinsodium,

thecellosmoticpressurewasadjustedbyadding0.75%sodiumchlorideintothemediumcomponentstoenhancecellpermea-
bility.TheresultsshowedthattheproductionofN-AcetylneuraminicAcidincreasedfurther,andeventuallytheyieldof
7.96g·L-1 wasachieved.

Keywords:Bacillussubtilis;N-Acetylneuraminicacid;penicillinsodium;sodiumchloride
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