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摘要：为观察盘基网柄菌（Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）在ＳＩＨ培养基上对氨基酸的利用情况，以２，４－二硝基氯苯为衍生
化试剂，研究了用反相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）测定氨基酸的方法．在６０ｍｉｎ内１６种氨基酸达到基线分离，峰面积与

氨基酸浓度的线性相关系数为０．９９２～０．９９９．对发酵液样品的分析结果表明，盘基网柄菌对赖氨酸的利用最为彻底，发

酵后期赖氨酸已被消耗完全．蛋氨酸、色氨酸、精氨酸、组氨酸也较易被盘基网柄菌利用，而对天冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、

苏氨酸、脯氨酸、缬氨酸的需求不大．这一代谢特点为改进盘基网柄菌培养基组成提供依据．
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　　近年来，粘霉菌属盘基网柄菌（Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓ－
ｃｏｉｄｅｕｍ）已经发展成为一个前景广阔的表达复杂药物
蛋白的真核生物表达系统［１－３］．但从高密度培养工程角
度来看，在复杂培养基和半合成培养基中盘基网柄菌
的低生长速度（代时为８～１２ｈ）和低最大细胞密度（１
×１０７～２×１０７　ｍＬ－１）［４－７］，严重限制了该表达系统的
应用．Ｆｒａｎｋｅ和 Ｋｅｓｓｉｎ［８］在１９７７年首次设计了ＦＭ
合成培养基，以多种氨基酸和维生素分别取代复合培
养基中的蛋白胨和酵母粉，最终细胞密度达到２×１０７

～３×１０７　ｍＬ－１．
盘基网柄菌的营养需求相当复杂，尽管Ｆｒａｎｋｅ和

Ｋｅｓｓｉｎ提出了ＦＭ 合成培养基，但对生长必需的一些
成分仍很难确定［９］．Ｈａｎ等［１０］用邻苯二甲醛（ＯＰＡ）为
衍生化试剂，分析了盘基网柄菌在ＦＭ 合成培养基上
氨基酸的消耗情况，进而改进其氨基酸组成，得到了一
种适合盘基网柄菌生长的新型合成培养基，命名为

ＳＩＨ．在该改良培养基中盘基网柄菌以代时８～１０ｈ
的速度生长，其最大细胞密度可达到３×１０７～５×１０７

ｍＬ－１．然而 ＯＰＡ 不能与二级氨基酸直接反应［１１］，

Ｈａｎ等未能检测出ＦＭ 合成培养基所含的全部氨基
酸，而仅能对所检测出的氨基酸进行优化．本文选用

２，４－二硝基氯苯（ＣＤＮＢ）为柱前衍生化试剂，在碱性

条件下定量地与氨基酸缩合成 Ｎ－二硝基苯基氨基酸
（ＤＮＰ－氨基酸），能较理想地实现１６种待测氨基酸的
基线分离，重现性好，衍生条件简便．以ＳＩＨ培养基为
研究起点，在盘基网柄菌培养过程中连续取样分析，确
定菌种生长所必需的氨基酸种类，为全面优化该合成
培养基提供了可靠资料．

１　材料与方法

１．１　盘基网柄菌培养

１．１．１　菌　株

重组盘基网柄菌 ＡＸ３－ｐＬｕ８为本实验室保存菌
种，该克隆菌可分泌表达ＦａｓＬ蛋白［１２－１３］．
１．１．２　培养基

复合 ＨＬ－５Ｃ培养基［６］，每升 ＨＬ－５Ｃ培养基中含
有１０ｇ　Ｄ－葡萄糖、５ｇ酵母粉、５ｇ朊蛋白胨、２．５ｇ
细菌用胰蛋白胨、２．５ｇ酪蛋白胨、１．２ｇ　ＫＨ２ＰＯ４ 和

０．３５ｇ　Ｎａ２ＨＰＯ４．用２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 或质量分数为

１０％的 Ｈ３ＰＯ４ 将ｐＨ 调至６．５后在１×１０５　Ｐａ下灭
菌２０ｍｉｎ．葡萄糖要配成质量分数为１０％的溶液单
独高压或膜过滤灭菌，然后再加到其他灭完菌的培养
基组分中．
ＳＩＨ培养基［１０］是由氨基酸、维生素、无机盐、微量
元素以及葡萄糖、磷酸盐、链霉素硫酸盐组成．氨基酸、
维生素、无机盐、微量元素事先配成浓缩溶液，在－２０



℃下保存，临用前置于室温使其融化．ＳＩＨ培养基的组
成和浓度见表１．

表１　培养盘基网柄菌用ＳＩＨ培养基配方

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＳＩＨ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ　Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ

氨基酸
浓度／
（ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）

维生素　
质量浓度／
（ｍｇ·Ｌ－１）

痕量元素
浓度／
（μｍｏｌ·
Ｌ－１）

无机盐
浓度／
（ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）

碳源
浓度／
（ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）

Ｌ－精氨酸 ３．３ 生物素 ０．０２０ Ｎａ２ＥＤＴＡ　 １３ ＮａＨＣＯ３ ０．２ 葡萄糖 　５６

Ｌ－天冬酰胺 ２．３ 维生素Ｂ１２　 ０．００５ Ｈ３ＢＯ３ １．８ ＮＨ４Ｃｌ　 １．０

Ｌ－天冬氨酸 １．１ 叶酸 ０．２０ ＣｏＣｌ２ ０．７ ＣａＣｌ２ ０．０２

Ｌ－半胱氨酸 １．５ 硫辛酸 ０．４ ＣｕＳＯ４ ０．６ ＦｅＣｌ３ ０．１０

甘氨酸 １２．０ 核黄素 ０．５ （ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４ ０．０８ ＭｇＣｌ２ ０．４０

Ｌ－谷氨酸 ３．７ 硫胺素 ０．６ ＭｎＣｌ２ ２．６

Ｌ－组氨酸 １．４ ＺｎＳＯ４ ８

Ｌ－异亮氨酸 ４．６

Ｌ－亮氨酸 ６．９

Ｌ－赖氨酸 ８．５

Ｌ－蛋氨酸 ２．３

Ｌ－苯丙氨酸 ３．３

Ｌ－脯氨酸 ７．０

Ｌ－苏氨酸 ４．２

Ｌ－色氨酸 １．７

Ｌ－缬氨酸 ６．０

１．１．３　培养条件

盘基网柄菌细胞不能直接在合成培养基上生长．
为了预培养盘基网柄菌，在３００ｍＬ摇瓶中装入３０
ｍＬ复合 ＨＬ－５Ｃ培养基，接入对数生长期的细胞，使
其初始浓度为０．５×１０５～１．０×１０５　ｍＬ－１，在２１～２２
℃、摇床培养（１５０ｒ／ｍｉｎ）４～５ｄ后细胞密度通常可以
达到５×１０６～１×１０７　ｍＬ－１．此后在培养基中逐渐增
加ＳＩＨ培养基的比例，完成盘基网柄菌对ＳＩＨ培养基
的适应过程［１２］．这一适应过程一般持续３～４周．所有
实验培养基中均加入１０μｇ／ｍＬ遗传菌素Ｇ４１８以保
证质粒的高拷贝数［１２］．

１．２　氨基酸检测方法［１４－１５］

１．２．１　仪器及其工作条件

Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００高效液相色谱仪，配有 Ｇ１３２２Ａ在
线脱气仪；Ｇ１３１１Ａ 四元泵系统；Ｇ１３１４Ａ 可变波长
紫外检测器；Ｇ１３２８Ｂ手动进样器．ＨＣ－Ｃ１８柱色谱

柱，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，粒径５μｍ，柱温３０℃，检测
波长３６０ｎｍ．流动相Ａ：０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠缓冲溶液
（含１０ｍｏｌ／Ｌ　Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺，用１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ
调ｐＨ为６．５）；流动相Ｂ：乙腈－水（体积比为１∶１）溶
液．线性梯度洗脱程序：０～８ｍｉｎ，１６％Ｂ；８～３０ｍｉｎ，

２５％Ｂ；３５～５０ｍｉｎ，６０％～８５％Ｂ；５２～５５ｍｉｎ，１６％
Ｂ；５５～６５ｍｉｎ，１００％Ｂ；６５～７２ｍｉｎ，１６％Ｂ．流动相
流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ．
１．２．２　材料与试剂

标准品：Ｌ－精氨酸（Ａｒｇ），Ｌ－天冬酰胺 ·Ｈ２Ｏ
（Ａｓｎ），Ｌ－天冬氨酸（Ａｓｐ），Ｌ－半胱氨酸·ＨＣｌ（Ｃｙｓ－
ＨＣｌ），Ｌ－谷氨酸（Ｇｌｕ），甘氨酸（Ｇｌｙ），Ｌ－组氨酸（Ｈｉｓ），

Ｌ－异亮氨酸（Ｉｌｅ），Ｌ－亮氨酸（Ｌｅｕ），Ｌ－赖氨酸·ＨＣｌ
（Ｌｙｓ－ＨＣｌ），Ｌ－蛋氨酸（Ｍｅｔ），Ｌ－苯丙氨酸（Ｐｈｅ），Ｌ－脯
氨酸（Ｐｒｏ），Ｌ－苏氨酸（Ｔｈｒ），Ｌ－色氨酸（Ｔｒｐ），Ｌ－缬氨
酸（Ｖａｌ），均为日本味之素公司产品．
试剂：ＣＤＮＢ为分析纯，德国ＡＢＣＲ公司产品；乙

腈为色谱纯，中国医药集团上海化学试剂公司产品；

ＮａＨＣＯ３、ＫＨ２ＰＯ４、ＨＣｌ、ＮａＯＨ 均为分析纯，中国医
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药集团上海化学试剂公司产品；水为二次重蒸水．
１．２．３　１６种氨基酸混合标准溶液配制

准确称取Ｌｙｓ　２００ｍｇ，Ｇｌｙ、Ｌｅｕ、Ｐｒｏ、Ｖａｌ各１００
ｍｇ，其余１１种标准品各６０ｍｇ溶解后于１００ｍＬ容量
瓶中定容至刻度．
１．２．４　样品处理

样品于１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，８０％（体积分
数）的乙醇沉淀去蛋白后取上清液１ｍＬ用于衍生和
分析．

１．Ａｓｐ；２．Ｇｌｕ；３．Ａｓｎ；４．ＤＮＰ－ＯＨ；５．Ｈｉｓ；６．Ｌｙｓ第１个峰；７．Ｇｌｙ；８．Ａｒｇ；９．Ｔｈｒ；１０．Ｐｒｏ；
１１．Ｌｙｓ第２个峰；１２．Ｖａｌ；１３．Ｍｅｔ；１４．Ｉｌｅ；１５．Ｌｅｕ；１６．Ｔｒｐ；１７．Ｐｈｅ；１８．Ｃｙｓ；１９．未知峰；２０．未知峰．

图１　１６种氨基酸混合标准溶液（ａ）和培养１０ｈ的培养基中氨基酸（ｂ）的 ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　１６ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｉｎ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ　ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ　１０ｈ（ｂ）

１．２．５　标准氨基酸和样品的衍生化

精确量取混合标准溶液或样品１ｍＬ，置于１０

ｍＬ棕色容量瓶中，加入０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨＣＯ３３．０
ｍＬ，加入１ｍＬ　２０％ ＣＤＮＢ（乙腈稀释），摇匀．置８０
℃恒温水浴中，暗处反应２ｈ，迅速冷却至室温．加入

１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ　１５０μＬ，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４ 缓冲
液（用１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 调至ｐＨ＝７．０）稀释至刻度，

摇匀．经０．４５μｍ滤膜过滤后进样１０μＬ测定．以保
留时间定性，峰面积外标法定量分析．

２　结果与讨论

２．１　混合标准溶液浓度的确定

待测ＳＩＨ培养基中各游离氨基酸的含量差别很

大，如果采用等浓度混合标准溶液所作的校正曲线其
线性范围不能涵盖所有的氨基酸，故根据ＳＩＨ培养基
中各氨基酸的含量配制不同浓度的混合标准溶液来做

校正曲线．

２．２　混合标准溶液和实际样品的分离结果

由图１可知，混合标准溶液中的１６种氨基酸全部

达到基线分离，细胞培养液样品中的游离氨基酸液也
取得满意的分离效果．其中Ｌｙｓ为二氨基氨基酸，可
与ＣＤＮＢ衍生成３种产物，第３种衍生产物混杂在未

知峰内．这一结果与聂小春等［１６］的研究相吻合．在样

品测定时，可选用任一种衍生物峰定量．在整个培养过
程及空白ＳＩＨ培养基中都未能检测出游离的Ｃｙｓ（空

·６３７· 厦门大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　 　　　　　　　　　２０１２年



白培养基衍生化数据未给出），但Ｃｙｓ的确是盘基网
柄菌生长所必需的氨基酸．Ｆｒａｎｋｅ和Ｋｅｓｓｉｎ［８］证实若
培养基中缺少Ｃｙｓ或胱氨酸，细胞生长速度和产率均
降低，最大细胞密度只有３×１０６　ｍＬ－１左右．对比图１
（ａ）和（ｂ）可见，样品在Ｐｈｅ和Ｃｙｓ的位置中间出现了

２个峰，推测Ｃｙｓ可能与培养基中的其他组分生成络
合物而未能以游离状态存在．这一结论与 Ｈａｎ等［１０］

的研究一致，他们采用 ＯＰＡ衍生法在ＦＭ 及ＳＩＨ 合
成培养基中也未能检测出游离Ｃｙｓ存在．

表２　１６种氨基酸的线性关系测定结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　１６ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ

氨基酸 线性范围／（μｇ·ｍＬ
－１） 线性回归方程　　 相关系数　 ＲＳＤ／％

　Ａｓｐ 　６～６００　 Ｙ＝１．４１８×１０２＋４．１７９　Ｘ　 ０．９９３　 １．４６５

　Ｇｌｕ 　６～６００　 Ｙ＝１．２２０×１０２＋３．６５４　Ｘ　 ０．９９３　 １．６８８

　Ａｓｎ 　６～６００　 Ｙ＝６．１０１×１０１＋１．７０６　Ｘ　 ０．９９２　 ８．００４

　Ｈｉｓ 　６～６００　 Ｙ＝１．４０４×１０２＋５．４３８　Ｘ　 ０．９９５　 １．６０９

　Ｇｌｙ 　１０～１０００　 Ｙ＝４．２８４×１０２＋１０．２８８　Ｘ　 ０．９９５　 １．４５０
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２．３　标准曲线和精密度实验

分别取１．２．３中所述混合标准氨基酸溶液０．０１，

０．０２，０．１，０．２，０．４，０．５，０．８，１．０ｍＬ，按前述衍生化
方法制得ＤＮＰ－氨基酸，并按色谱条件测定．以ＤＮＰ－
氨基酸峰面积为纵坐标Ｙ，氨基酸质量浓度（μｇ／ｍＬ）
为横坐标Ｘ，对测得数据进行线性回归．结果表明，在
此浓度范围内，衍生化反应生成的ＤＮＰ－氨基酸峰面
积与氨基酸浓度具有良好的线性相关性，１６种氨基酸
的线性相关系数在０．９９２～０．９９９之间．对同一样品重
复测定６次，求测定结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）．标准
曲线及测定结果的ＲＳＤ见表２．

２．４　盘基网柄菌对ＳＩＨ培养基中氨基酸的
利用情况

在盘基网柄菌培养过程中定时取样分析培养液中

氨基酸含量，１５种氨基酸的利用情况见图２．所有氨基
酸都能被盘基网柄菌所利用，但每种氨基酸利用的程
度有所不同．其中Ｌｙｓ的利用最为彻底，在培养７ｄ时
就已被完全消耗，这与 Ｈａｎ等［１０］得出的结论一致．图

３进一步对比了发酵前后培养液中各氨基酸含量的变
化，图上数字标明了发酵末期剩余氨基酸与初始ＳＩＨ
培养基中氨基酸含量的比值．除Ｌｙｓ外，盘基网柄菌
对 Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ的利用也较为充分，在发酵末
期这４种氨基酸的含量都降到初始含量的１５％以下，
而对Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ、Ｖａｌ的需求不大，末期含
量仍接近或高于初始含量的５０％．

３　结论与展望

本研究中采用的ＣＤＮＢ柱前衍生反相高效液相

色谱法，可以对１６种氨基酸进行分离检测及定量分

析，衍生化后供试品溶液至少可以稳定７２ｈ以上，重
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图２　ＳＩＨ培养基培养过程中盘基网柄菌细胞对各氨基酸的利用情况
Ｆｉｇ．２　Ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｃｏｎｓｕｍｅｄ　ｂｙ　Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍｃｅｌｌｓ　ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ　ｉｎ　ＳＩＨ　ｍｅｄｉｕｍ

图３　盘基网柄菌发酵液中氨基酸含量的首尾对比
Ｆｉｇ．３　Ｉｎｉｔｉａｌ　ａｎｄ　ｆｉｎａｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｉｎ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｂｒｏｔｈ　ｏｆ　Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ

现性好，衍生条件简便；Ｃｙｓ在培养液中不以游离态存
在，可能是Ｃｙｓ的巯基被培养基中Ｆｅ３＋氧化而以络合
物形式存在，可通过单因素实验确定盘基网柄菌生长
对Ｃｙｓ的需求．
培养液氨基酸分析显示Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ

较易被盘基网柄菌利用，可对这５种氨基酸的添加量
做进一步的研究，设计适合盘基网柄菌高密度生长所

需的培养基配方．
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