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补料策略优化促进乳酸乳球菌HB03发酵合成Nisin
熊华仪1，陈 曦1，刘月锋2，陈 雄1，李 沛2，王 志1,*

（1.湖北工业大学 发酵工程教育部重点实验室，工业发酵省部共建协同创新中心，湖北 武汉 430068；

2.安琪酵母股份有限公司，酵母功能湖北省重点实验室，湖北 宜昌 443003）

摘  要：为提高乳酸乳球菌HB03发酵合成Nisin的效率，本研究基于乳酸乳球菌发酵生长期间存在的氧化胁迫效应

和胞外氨基酸消长规律，分析了肽水解酶系、UMP从头合成和肽聚糖合成代谢在转录组水平的表达差异，确定对

数中后期Nisin合成限制因素为半胱氨酸（cysteine，Cys）和精氨酸（arginine，Arg）供应不足，并通过氨基酸单因

素和碳氮源补加优化，确定10 L发酵罐水平优化的补料策略为：11、13.5、17、19.5 h分别加入0.15 mmol/L的Cys，
12 h补入蛋白胨（15 g/L），10～24 h补入蔗糖（1.5 g/（L·h）），12～21 h流加Arg（0.25 g/（L·h））。在此条

件下Nisin效价达到了8 963 IU/mL，比只补加Cys发酵效价（6 993 IU/mL）提高了28.2%，研究结果可为Nisin工业发酵提

供重要参考。
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Optimization of Fed-batch Culture Strategy for Improved Synthesis of Nisin by Lactococcus lactis HB03 
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Abstract: To improve the efficiency of nisin synthesis by Lactococcus lactis HB03,  the oxidative stress effect and the 
pattern of changes in the concentration of extracellular amino acids during the growth and fermentation of this strain were 
determined. Then, the differences in gene expression related to the peptide hydrolase system, UMP de novo synthesis, and 
peptidoglycan anabolism at the transcriptome level were analyzed. As a result, deficiencies of cysteine (Cys) and arginine 
(Arg) were identified as the limiting factors for nisin synthesis at the mid to late logarithmic phase. The optimal fed-batch 
culture strategy in a 10 L fermentor was obtained as follows: addition of 0.15 mmol/L Cys at 11, 13.5, 17, and 19.5 h, 
addition of 15 g/L peptone at 12 h, addition of sucrose at a flow rate of 1.5 g/(L·h) during 10 to 24 h, and addition of Arg at 
a flow rate of 0.25 g/(L·h) during 12 to 21 h. Under these conditions, nisin production was increased to 8 963 IU/mL, which 
was 28.2% higher than that obtained by adding only Cys (6 993 IU/mL). These results provide an important reference for the 
industrial fermentation of nisin.
Keywords: Lactococcus lactis; nisin; fed-batch culture optimization; fermentative synthesis
DOI:10.7506/spkx1002-6630-20230306-050

中图分类号：TS209                                           文献标志码：A 文章编号：1002-6630（2023）22-0218-07

引文格式：

熊华仪, 陈曦, 刘月锋, 等. 补料策略优化促进乳酸乳球菌HB03发酵合成Nisin[J]. 食品科学, 2023, 44(22): 218-224. 
DOI:10.7506/spkx1002-6630-20230306-050.    http://www.spkx.net.cn

XIONG Huayi, CHEN Xi, LIU Yuefeng, et al. Optimization of fed-batch culture strategy for improved synthesis of nisin 

by Lactococcus lactis HB03[J]. Food Science, 2023, 44(22): 218-224. (in Chinese with English abstract) DOI:10.7506/

spkx1002-6630-20230306-050.    http://www.spkx.net.cn

收稿日期：2023-03-06

基金项目：湖北省区域创新发展科技专项（2020BGC010）；工业发酵省部共建协同创新中心项目（2022KF25）

第一作者简介：熊华仪（1998—）（ORCID: 0009-0008-0120-0422），女，硕士研究生，研究方向为发酵工程。

E-mail: 852770522@qq.com

*通信作者简介：王志（1971—）（ORCID: 0000-0002-6903-778X），男，教授，博士，研究方向为微生物发酵过程调控优化。

E-mail: wangzhi@hbut.edu.cn



※生物工程 食品科学 2023, Vol.44, No.22  219

乳酸乳球菌同型乳酸发酵过程中合成的乳酸链球菌

素（Nisin）由34 个氨基酸组成[1]，其能有效抑制革兰氏

阳性菌（G＋）的生长，是一种安全、绿色的活性抗菌

肽，被广泛应用于食品发酵领域[2]。运用基因工程改造

菌株有效提高了Nisin合成效率，Papagianni等[3]将黑曲

霉A60的磷酸果糖激酶基因pfk13、编码cAMP依赖型蛋

白激酶pkaC和选择性氧化酶aox1基因克隆至乳酸乳球菌

ATCC11454，提高了其糖酵解活性并促进了菌株的氧化

呼吸能力，Nisin效价达到14 000 IU/mL。Hao Panlong等[4] 

发现过表达天冬氨酸合成酶基因（asnH）可以使乳酸乳

球菌F44在pH 3条件下的存活率提高7 倍，同时Nisin产
量提高57%，达到5 346 IU/mL。然而基因工程菌应用于

食品发酵存在一定的安全风险，运用发酵工程策略提高

Nisin合成效率仍然具有一定的积极意义。

Nisin合成效率与氨基酸前体或多肽的供给有关[5]，并

与乳酸乳球菌生长存在氮源竞争关系[6]。Nisin含有5 个脱

水氨基酸残基丝氨酸（serine，Ser）、苏氨酸（threonine，

Thr）和半胱氨酸（cysteine，Cys）合成的硫醚键[2]，因而

Cys的合理供应是满足高效Nisin发酵的基础条件之一。另

外，乳酸乳球菌厌氧发酵过程依然存在氧化胁迫效应[7]，

Gaudu等[8]发现Cys作为还原剂能显著增加乳酸乳球菌的

存活率并减少氧化胁迫损伤而促进细胞生长[7]。而有关

Cys对Nisin发酵合成和氧化应激的影响鲜见报道。

乳酸乳球菌的蛋白水解体系[9]包括壁膜蛋白酶PrtP、
多肽转运蛋白DtpP、胞内肽酶PepV[10]。该系统的表达受

氮代谢全局调控子CodY负控制且主要受异亮氨酸的调

节[11]。另外，Vido等[12]发现了不依赖于CodY的蛋白水

解体系调控机制，乳酸乳球菌由发酵转为呼吸代谢可强

烈诱导蛋白水解体系中性内肽酶（PepO1）和氨肽酶C
（PepC）的表达。

精氨酸（arginine，Arg）在乳酸乳球菌生长代谢

过程中也发挥了重要作用，Arg经脱亚氨酶（arginine 
deiminase，ADI）途径[13]分解，产生铵根和氨甲酰磷酸

以及后续的分解产物CO2、铵根和ATP，这在细胞应对酸

胁迫中发挥了重要作用[14]。乳酸乳球菌Arg代谢与嘧啶

合成代谢也密切关联[15-16]，调控蛋白ArgR阻遏arg操纵子

表达，ΔargR菌株中Arg合成基因上调，同时尿嘧啶核苷

酸（uridine monophosphate，UMP）从头生物合成基因

（pyrRPB、carA、pyrEC及pyrKDbF）表达也上调[15]。

由于肽聚糖合成始于尿苷三磷酸（uridine  triphosphate，
UTP）和N-乙酰葡萄糖胺-1-P[9]，因而UTP的不足也可能

导致细胞肽聚糖合成及生长受限[17]，甚至引起细胞在胁

迫条件下自溶[18]，因此Arg在细胞能量供应、酸胁迫应激

及UTP与肽聚糖合成方面发挥着重要作用，而有关Arg对
乳酸乳球菌Nisin发酵合成效率的影响鲜见报道。

为了提高Nisin的合成效率，在10 L发酵罐水平研究

碳氮源（糖、Cys、蛋白胨）的补料策略对Nisin合成的影

响，分析Nisin合成关键时间节点前后转录组表达差异，

并结合胞外氨基酸浓度变化规律，确定Arg为限制氨基

酸，并优化补料策略，显著提高Nisin发酵合成效率。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus lactis subsp. lactis 
HB03），本实验室保藏。

蛋白胨、酵母浸粉  安琪酵母股份有限公司；

蔗糖（食用级）  市售；K2HPO4·3H2O、NaCl、
MgSO4·7H2O、MnSO4·H2O、CaCO3、H2SO4、HCl、
蒽酮、柠檬酸铵（均为分析纯） 国药集团化学试剂有

限公司；Nisin标准品（1 000 IU/mg） 美国Sigma公司。

斜面种子培养基：15 g/L胰蛋白胨，15 g/L酵母浸

粉，15 g/L牛肉膏，10 g/L葡萄糖，10 g/L CH3COONa，
2 g/L Na2HPO4，2 g/L柠檬酸铵，10 g/L CaCO3，20 g/L琼
脂，pH 6.8。

摇瓶培养基：70 g/L蛋白胨，16 g/L蔗糖，10 g/L酵
母浸粉，2 g/L K2HPO4，0.2 g/L MgSO4·7H2O，0.05 g/L 
MnSO4·H2O，5 g/L柠檬酸铵，6 g/L CaCO3。

10 L发酵罐培养基：70 g/L蛋白胨，16 g/L蔗糖，

10 g/L酵母浸粉，2 g/L K2HPO4，0.2 g/L MgSO4·7H2O，

0.05 g/L MnSO4·H2O，5 g/L柠檬酸铵。

1.2 仪器与设备

SPX-150D恒温培养箱 上海博讯实业有限公司医

疗设备厂；HNV-211B摇床 天津市欧诺仪器仪表有限 

公司；YXQ-75SII立式蒸汽灭菌锅 上海博讯医疗生物

仪器股份有限公司；Ultimate 3000高效液相色谱仪 美国 

Agilent公司；S-10生物传感器仪 西尔曼科技有限公司； 

C J - 2 D净化操作台  天津泰斯特仪器有限公司；

10 L机械搅拌通风发酵罐  上海保兴生物设备有限 

公司；V-1300分光光度计 上海美析仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株活化

将－80 ℃冰箱保存的乳酸乳球菌HB03甘油管接种于

斜面种子培养基的平板，于30 ℃培养箱24 h后转接茄子

瓶，30 ℃培养24 h，无菌操作加入60 mL无菌水，并用无

菌竹签将菌苔挑起混合于无菌水中，得到种子液，备用。

1.3.2 摇瓶培养及10 L发酵罐实验

摇瓶培养：装液量为50 mL/250 mL发酵培养基，调节

初始pH 6.8～7.0，121 ℃灭菌20 min，每瓶按OD600 nm=0.1
接种。放置于30 ℃恒温摇床间歇振荡培养12 h（每小时 

工作30 s，转速200 r/min，随后调整转速为0 r/min）。
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10 L罐分批发酵：10 L发酵罐中装量7 L发酵培养

基，调整初始pH 6.8～7.0，121～123 ℃灭菌25 min；接

种60 mL种子液，30 ℃、100 r/min不通气培养20～24 h。
1.3.3 分析检测

1.3.3.1 生物量（以细胞数计）测定

稀释涂布平板法[19]。

1.3.3.2 总糖测定

参考硫酸-蒽酮法[20]。

1.3.3.3 乳酸测定

生物传感仪[21]测定。

1.3.3.4 平均Nisin合成速率（ q）计算

按式（1）计算：

vq/ IU/ mL h
Nisin

 （1）

1.3.3.5  Nisin效价测定

采用高效液相色谱法[22]测定。样品处理：发酵液用

盐酸稀释至pH 2.0～2.7[23]，12 000 r/min离心20 min，经

0.45 μm滤膜过滤后备用。Nisin标准方程绘制：将0.25 g 
Nisin标准品称取至50 mL容量瓶，使用0.01 mol/L盐酸

溶液（pH 2.0）定容，得到标准液（5 000 IU/mL），

经0.45 μm滤膜过滤备用。色谱条件：流动相：水-乙腈

（81∶19，V/V）混溶后加入0.05%三氟乙酸；流速1 mL/min；
检测波长200 nm；柱温40 ℃；进样量20 μL。
1.3.3.6 H2O2浓度的测定

采用索莱宝公司试剂盒，按说明书方法检测H2O2 

浓度。

1.3.3.7 游离氨基酸的测定

参考文献[24]的方法进行测定。

1.3.4 转录组数据分析

取发酵15、18 h的发酵液20 mL于50 mL离心管中，

4 ℃、12 000 r/min离心5 min，无菌操作留取菌体沉淀

并－80 ℃保存。转录组测序由美吉生物科技有限公司

完成。转录表达定量分析每百万读取次数中某个转录

本占比（transcripts per million，TPM）值按照式（2） 

计算[25]：

TPM
R 106

R1

L1

R2

L2

Rn

Ln
L

 （2）

式中：R、L为需计算基因的read counts和基因长 

度/kb；Ri、Li（i=1，2，…，n）为样品中第i个基因的

read counts和基因长度/kb。
1.4 数据分析

每组进行3 次平行实验，所得数据以 ±s表示。通过

Origin 9.0和SPSS 23.0进行作图以及数据处理分析。

2 结果与分析

2.1 摇瓶水平Cys添加促进Nisin合成

Nisin是由34 个氨基酸组成的多肽，含有5 个硫醚桥

（由Cys、Thr、Ser生成）[2]。因而，Cys是Nisin的重要

前体氨基酸。另外，其作为含硫氨基酸还具有抵御氧化

胁迫的作用[8]。因此，摇瓶水平考察了对数中期（16 h
左右）添加不同浓度Cys对菌株HB03合成Nisin的影响，

如图1所示。16 h添加0.15～0.6 mmol/L的Cys在24 h的
Nisin效价较对照（未添加Cys）分别提升7.9%～20%。

显然，Cys的添加促进了Nisin的生成。Cys添加量为

0.6 mmol/L时Nisin效价为6 457 IU/mL。但随着Cys的添

加量增多Nisin效价呈下降趋势，当添加量为0.75 mmol/L 
和0.9  mmol /L时，Nisin效价分别为6 140 IU /mL和

5 862 IU/mL，也较对照提高14.8%和9%。综上Cys添加量

0.6 mmol/L为最优，提高效价幅度达到20%。
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图 1 摇瓶中Cys浓度对Nisin合成的影响

Fig. 1 Effect of Cys concentration on nsin production in shake flask culture

2.2 10 L发酵罐水平Cys添加促进Nisin合成

虽然发酵过程是静置（摇瓶）和未通空气的搅拌

状态（10 L罐），但是发酵体系存在空气接触过程，乳

酸乳球菌通过乳酸氧化酶LOX途径[26-27]、NADH氧化途 

径[28]等把氧气消耗，但同时产生了H2O2，而乳酸乳球菌

是接触酶阴性菌株，因而细胞生长过程伴随着氧化胁迫

发生[29-30]。由于Nisin合成与生长偶联[7]，为了降低氧化胁

迫效应以及维持细胞生长效率，在罐上将Cys的添加策略

调整为对数期及其稳定期（11、13.5、18、23.5 h每次添

加0.15 mmol/L，总计0.6 mmol/L）。10 L罐水平Cys添加

策略（终浓度0.6 mmol/L，策略1#）对乳酸乳球菌HB03
生长代谢的影响如图2所示。
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图 2 Cys补料策略1#对Nisin合成的影响

Fig. 2 Effect of Cys supplementation strategy 1# on nisin synthesis
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细胞生长至18 h达到峰值（1.43×1010 CFU/mL），

而后自溶至21 h的1.16×1010 CFU /mL并维持稳定。

总糖由15.8 g /L缓慢消耗至14.62 g /L（9 h）后迅速

消耗至1.75 g/L（21 h）。Nisin合成于15 h达到峰值 

（6 993 IU /mL）后迅速分解。同时，细胞对数早期

（9 h）H2O2为0.87 mmol/L，这与文献[30-31]氧化胁迫

伴随着细胞生长过程的报道一致。前9 h细胞生长启动

较慢（糖耗也较低）可能也与细胞调整代谢以适应氧化

胁迫过程有关。在细胞对数生长早期（11 h）添加Cys
（0.15 mmol/L）使H2O2迅速降至0.18 mmol/L，在15 h降
至0 mmol/L并维持至发酵结束。说明Cys少量多次添加方

式对消除H2O2有效。

C y s消除H 2O 2使细胞生长加速，1 8  h细胞数为

1.43×1010 CFU/mL，平均生长速率为7.9×108 CFU/（mL·h）， 

是前9 h生长速率（3×108 CFU/（mL·h））的2.6 倍。

Nisin合成偶联细胞生长至15 h达到峰值（6 993 IU/mL）， 

15～18 h细胞继续生长，但Nisin处于被降解的状态，

也印证了Nisin合成与细胞生长对氮源存在竞争关系的 

报道 [10]。此时，Nisin可能作为一种胞外多肽的储备分

子，其被降解可能也是细胞维持活性的一种生存策略。

由于15 h后H2O2浓度为0 mmol/L，因而Nisin的降解可能

与其他未知因素有关，并调整Cys补加策略为：11 h和
13.5 h分别加入0.15 mmol/L Cys。
2.3 Nisin对数后期降解前后转录组水平基因表达差异

分析

1#策略发酵15～18 h期间，Nisin以221.6 IU/（mL·h） 

的速率迅速降解，但细胞数却提高了3 0 %，达到了

1.43×1010 CFU/mL。即15～18 h是Nisin合成和细胞生长

竞争的关键节点，因此，在转录组水平研究了15～18 h相
关基因转录差异，包括肽酶相关基因、UMP从头合成途

径基因、肽聚糖合成相关基因等，其显著差异基因如图3
所示。
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图 3 15 h与18 h相关基因表达差异

Fig. 3 Differential expression of related genes at 15 and 18 h

pepO、pepT、pepA、pepF、pepC、pepV等胞内肽

酶表达相关基因分别上调12%～24%，说明发酵15～18 h
肽酶表达上升，强化了蛋白、多肽（含Nisin）的分解

以用于生长。同时，18 h细胞UMP从头合成途径合成基

因（pyrF、carA、carB、pyrR等）显著上调至2～4 倍，

而18 h后细胞大量自溶，这可能与UMP合成（或合成

前体）不足有关。而肽聚糖合成相关基因（murA、

murB、murG等）以及与肽聚糖聚合的LysM蛋白相关

基因（HZ322_08250、HZ322_02250）表达也均上调

10%～27%。这与文献[15,32]报道一致。说明UMP合成前

体氨甲酰磷酸可能处于限制状态，使得UMP、UTP供应

不足，进而影响肽聚糖前体二磷酸尿苷葡萄糖的合成。

细胞通过大幅上调UMP合成途径与肽聚糖合成相关基因

以期满足细胞需求。

氨甲酰磷酸在Arg ADI途径中产生[13]，说明18 h不

仅氨甲酰磷酸可能缺乏，同时Arg也处于限制状态。因

而，细胞为寻求Arg的及时补充，肽酶相关表达也上调

12%～24%。这与含硫氨基酸或Arg的缺乏导致肽酶表达

增强[9]的报道一致，细胞需要大量分解多肽以响应含硫

氨基酸的缺乏，以及通过ADI途径降解Arg缓解UMP合成

压力和应对酸胁迫压力。Nisin作为一种胞外的多肽“储

备分子”，在细胞存在生存压力而加强肽酶表达时必然

会被大量的降解。因此15～18 h细胞仍能持续生长，但

Nisin效价下降。

2.4 基于转录组分析的Nisin补料策略优化

Nisin合成与细胞生长对氮源存在竞争关系 [10]说明

氮源的供应不足，因而，发酵过程中补加氮源（蛋白胨

等）能缓解细胞对氮源的需求，也可作为前体直接用于

Nisin合成；而Arg具有氮源和能源分子的双功能，也是需

要考虑的因素。另外，蔗糖作为发酵过程唯一的碳源，

适宜的流加也是必要的。补加碳氮源时间以及氨基酸对

Nisin合成影响的设计如表1所示。

表 1 10 L发酵罐上补料策略设计

Table 1 Design of feeding strategy in a 10 L bioreactor 

策略编号 补料策略设计

1# 9 h开始间歇加入Cys，共加入0.6 mmol/L Cys
2# 15 h补入蛋白胨（15 g/L），10～24 h补入蔗糖（1.5 g/（L·h））

3# 17、19.5 h分别加入0.15 mmol/L Cys，12 h补入蛋白胨（15 g/L），
10～24 h补入蔗糖（1.5 g/（L·h））

4# 策略3#基础上12～21 h加入Arg（0.25 g/（L·h））

注：补料策略2#～4#均在11、13.5 h分别加入0.15 mmol/L Cys。

在补加Cys（11、13.5 h分别加入0.15 mmol/L Cys）
的前提下，考虑到细胞自溶和Nisin降解同时发生，以及

策略1# 9～18 h的平均糖耗速率为1.42 g/（L•h），确定

策略2#为15 h补入蛋白胨（15 g/L）（1.5 g/（L•h））， 

其对乳酸乳球菌HB03代谢以及Nisin合成的影响如图4
所示。 
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图 4 策略2#对细胞生长代谢的影响

Fig. 4 Effect of strategy 2# on cell growth and nisin production in a  

10 L bioreactor

N i s i n 迅 速 合 成 至 2 1  h 效 价 达 到 峰 值 ， 为 

8 042 IU/mL，较1#策略提高15%，后迅速分解。其
_
vq为

383 IU/（mL·h）。10 h开始补糖以及15 h补加的蛋白胨

使生物量在18～24 h稳定，总糖由15.8 g/L降至10.33 g/L
（10 h），10～24 h残糖稳定维持在8～11 g/L之间。

以上结果说明，碳氮源的持续补加为乳酸乳球菌

HB03生长以及Nisin合成起着积极作用，15 h补入蛋白胨

使Nisin持续合成，但21 h Nisin合成达到峰值后依然以较

快的速率降解。考虑到蛋白胨体系中可能存在氨基酸比

例不平衡的问题，因此对策略2#细胞生长和Nisin主合成

期（10～24 h）胞外氨基酸进行了测定，如表2所示。

表 2 策略2#中胞外14 种氨基酸随时间的变化

Table 2 Changes in concentrations of 14 extracellular amino acids in 

strategy 2#

氨基酸
质量分数/%

10 h 12 h 15 h 18 h 21 h 24 h
甲硫氨酸（methionine，Met） 0.03±0.002 0.03±0.002 0.042±0.003 0.040±0.001 0.043±0.002 0.037±0.003

酪氨酸（tyrosine，Tyr） 0.064±0.001 0.055±0.003 0.072±0.002 0.068±0.001 0.067±0.015 0.059±0.002
苯丙氨酸（phenylalanine，Phe） 0.059±0.004 0.065±0.002 0.073±0.001 0.075±0.001 0.072±0.001 0.071±0.001

赖氨酸（lysine，Lys） 0.105±0.001 0.104±0.003 0.118±0.002 0.119±0.003 0.117±0.001 0.114±0.001
组氨酸（histidine，His） 0.021±0.003 0.022±0.002 0.026±0.001 0.028±0.003 0.028±0.003 0.027±0.003

Arg 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出

脯氨酸（proline，Pro） 0.020±0.005 0.028±0.003 0.043±0.004 0.046±0.002 0.048±0.003 0.049±0.004
天冬氨酸（aspartic acid，Asp） 0.045±0.004 0.049±0.003 0.059±0.004 0.065±0.002 0.071±0.002 0.074±0.004

Thr 0.042±0.001 0.043±0.003 0.051±0.003 0.058±0.004 0.061±0.002 0.063±0.001
Ser 0.045±0.001 0.040±0.002 0.039±0.004 0.031±0.00 0.026±0.001 0.022±0.003

谷氨酸（glutamic acid，Glu） 0.148±0.001 0.152±0.002 0.17±0.003 0.185±0.001 0.191±0.005 0.192±0.004
甘氨酸（glycine，Gly） 0.171±0.040 0.182±0.003 0.215±0.006 0.224±0.001 0.228±0.002 0.232±0.002
丙氨酸（alanine，Ala） 0.148±0.002 0.151±0.003 0.169±0.001 0.183±0.005 0.191±0.004 0.206±0.007

胱氨酸 0.022±0.010 0.018±0.001 0.019±0.002 0.023±0.003 0.010±0.046 0.014±0.001

Arg发酵过程均未检出，说明Arg是一种严重缺少的

限制氨基酸。Arg参与ADI途径产能、缓解胞内pH值下

降引起的酸胁迫、满足细胞生长、参与嘧啶合成[33]。因

而，Arg的严重不足导致嘧啶途径表达的大量上调，与转

录组基因差异结果一致，需要适量补充。

另外，胱氨酸发酵全过程质量分数稳定维持

0.015%～0.025%，氧化条件下Cys会转化为胱氨酸，

考虑添加的C y s可能不足，所以在策略2 #的基础上

17、19.5 h分别加入0.15 mmol/L Cys。12～15 h q为 

614 IU/（mL·h），15～18 h q为356 IU/（mL·h），从Nisin
合成速率看12～15 h速率更快，所以将蛋白胨（15 g/L） 

补充时间提前至 1 2  h，形成策略 3 #（ 1 1、 1 3 . 5、
17、19.5 h分别加入0.15 mmol /L Cys，10 h补蔗糖 

（1.5 g/（L•h））以及12 h补充蛋白胨（15 g/L）。其对

乳酸乳球菌HB03代谢以及Nisin合成的影响如图5所示。
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图 5 策略3#对细胞生长代谢的影响

Fig. 5 Effect of strategy 3# on cell growth and nisin production in a  

10 L bioreactor

细胞在10 h已经进入对数期，持续生长至15 h稳定

后，于21 h生物量达到峰值，为1.20×1010 CFU/mL，为

1#策略的84%，后自溶。残糖由0 h的15.8 g/L迅速下降

至10 h的11.32 g/L，10～24 h缓慢利用至9.18 g/L。Nisin
合成在18 h达到峰值，为8 311 IU/mL，较1#策略提高

18.8%，后迅速降解。其 q为461.7 IU/（mL·h），较2#
策略提高20%。3#策略与2#策略相比，Nisin峰值效价差

别较小，但达到Nisin效价峰值的时间点有所偏移，提前

加入蛋白胨提前了Nisin的合成峰值时间。显然，加大含

硫氨基酸的浓度以及提前蛋白胨的添加时间对于细胞来

说虽然效价无明显提升，却提高了Nisin合成的速率 q。

然而Nisin效价达到最高后仍然迅速分解，18～24 h Nisin
以589.3 IU/（mL·h）的速率迅速降解。

细胞通过ADI途径获得能量、升高胞内pH值。ADI
中间产物-氨甲酰磷酸可以作为前体进入嘧啶代谢，进而

可能缓解细胞肽聚糖合成不足导致的细胞自溶以及肽酶

大量表达等影响。因此需要确定Arg对Nisin合成的影响，

如图6所示。
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Fig. 6 Effect of different concentrations of Arg on nisin production in 

shake flask culture



※生物工程 食品科学 2023, Vol.44, No.22  223

摇瓶水平21 h添加1.5、1.8、2.5、3 g/L的Arg，在

24 h较对照（未添加Arg）Nisin效价分别提升16%、

23%、35%、29%。显然，添加Arg显著促进了Nisin的生

成，以2.5 g/L最佳。在策略3#的基础上12～21 h加入Arg  

0.25 g/（L·h），形成策略4#。其对乳酸乳球菌HB03代

谢以及Nisin合成的影响如图7所示。
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图 7 策略4#对细胞生长代谢的影响

Fig. 7 Effect of strategy 4# on cell growth and nisin production in a  

10 L bioreactor

细胞在10 h已经进入对数期，持续生长至15 h达到

1.32×1010 CFU/mL，后15～24 h维持稳定，其中生物

量峰值为1.50×1010 CFU/mL（20 h），较策略3#提高

25%。残糖由0 h 15.8 g/L迅速下降至10 h 10.48 g/L，补

糖后10～24 h保持在9～10 g/L之间。Nisin合成在17 h达

到峰值，为8 963 IU/mL，较策略3#提高8%，17～21 h的

Nisin以342.5 IU/（mL·h）速率降解，为策略3#的58%。

而21 h后Arg不再流加，21～24 h Nisin降解速率恢复至

686 IU/（mL·h），较17～21 h提高100%。说明Arg可大

幅度延缓Nisin的降解速率，后续可增大添加量以持续促

进Nisin合成和细胞生长。

3 结 论

乳酸乳球菌HB03发酵合成Nisin过程存在氧化胁迫

（9 h的H2O2为0.87 mmol/L），10 L罐发酵过程分4 次添

加Cys（11、13.5、18、23.5 h分别加入0.15 mmol/L）降

低了H2O2浓度，加速了细胞的生长，促进了Nisin合成，

达到6 993 IU/mL。通过分析胞外氨基酸消长规律和肽

水解酶系、UMP从头合成、肽聚糖合成代谢在转录组

水平的表达差异，确定了对数中后期Nisin合成限制因素

为碳氮源及Arg供应不足，并通过氨基酸单因素和碳氮

源补加优化，确定了10 L发酵罐水平优化的补料策略。

在此条件下Nisin效价达到8 963 IU/mL，比只补加Cys发

酵效价（6 993 IU/mL）提高了28.2%，也比优化前效价

（5 349 IU/mL，资料未显示）提高了67%。
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