
 吴明科 等/大肠杆菌 AFP111 菌体回收连续转化生产丁二酸 
 

Chinese Journal of Biotechnology   December 25, 2013, 29(12): 1875−1879 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn ©2013 Chin J Biotech, All rights reserved 

                           

Received: April 20, 2013; Accepted: July 11, 2013 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (No. 21076105), National Basic Research Program of China (973 Program) 
(No. 2009CB724701), the Priority Academic Program Development of Jiangsu Higher Education Institutions, National High Technology 
Research and Development Program of China (863 Program) (No. 2011AA02A203), Program for New Century Excellent Talents in 
University (No. NCET-12-0732). 
Corresponding author: Jiangfeng Ma. Tel: +86-25-58139937; Fax: +86-25-58139927; E-mail: bioengine@njut.edu.cn 

Min Jiang. Tel: +86-25-83172078; Fax: +86-25-84172062; E-mail: jiangmin@njut.edu.cn 

国家自然科学基金(No. 21076105)，国家重点基础研究发展计划 (973 计划) (No. 2009CB724701)，江苏高校优势学科建设工程项目，

国家高技术研究发展计划 (863 计划) (No. 2011AA02A203)，新世纪优秀人才支持计划 (No. NCET-12-0732)，江苏省普通高校研究

生科研创新计划 (No. CXZZ12_0438) 资助。 

1875

生 物 工 程 学 报  

                                                               

大肠杆菌 AFP111 菌体回收连续转化生产丁二酸 

吴明科 1，刘嵘明 1，梁丽亚 1，马江锋 1,2，陈可泉 1，姜岷 1 

1 南京工业大学生物与制药工程学院 材料化学工程国家重点实验室，江苏 南京  211816 

2 中国石化扬子石油化工有限公司研究院，江苏 南京  210048 

吴明科, 刘嵘明, 梁丽亚, 等. 大肠杆菌 AFP111 回收菌体连续转化生产丁二酸. 生物工程学报, 2013, 29(12): 1875−1879. 

Wu MK, Liu RM, Liang LY, et al. Succinic acid production with Escherichia coli AFP111 recovered from fermentation. Chin 
J Biotech, 2013, 29(12): 1875−1879. 

摘  要 : 在利用大肠杆菌 AFP111 厌氧发酵生产丁二酸过程中，随着产物丁二酸的不断积累，菌体活力和产酸

能力逐渐降低，而通过回收菌体在新鲜培养基中重复发酵，可延长厌氧发酵时间，但是丁二酸生产效率较低。

为了提高菌体回收丁二酸的转化效率，通过在回收菌体时有氧诱导 3 h，以纯水为培养基，进行丁二酸转化发

酵。在连续进行 3 批次的发酵后，丁二酸的总产量和最终收率分别为 56.50 g/L 和 90%，生产速率达到了   

0.81 g/(L·h)，比未诱导情况下的生产速率提高了 13%。 
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Abstract:  During the anaerobic fermentation by Escherichia coli AFP111 for succinic acid production, the viable cell 

concentration and productivity were decreased with the raising of succinic acid concentration. In order to restore cellular 
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succinic acid productivity and prolong fermentation time, we collected strains and refreshed medium for repetitive succinic 

acid production. However, productivity is lower than that in the anaerobic fermentation before reusing strains. To enhance 

the productivity, strains were aerobically cultivated for 3 h in pure water before anaerobic fermentation. The activities of 

key enzymes were enhanced for better performance in producing succinic acid at anaerobic stage. After three rounds of 

repetitive fermentations, succinic acid concentration and yield reached to 56.50 g/L and 90% respectively. The succinic 

acid productivity was 0.81 g/(L·h), which was 13% higher than the repetitive fermentations without aerobic activation of 

the strains. 

Keywords:  Escherichia coli, aerobic induction, succinic acid, cell recover, fermentation 

丁二酸，又被称为琥珀酸，是 TCA 循环的中间

产物同时也是厌氧发酵中碳代谢的终端还原性产物

之一，作为一种重要的化工原料和中间体，广泛应

用于食品、化学和医药工业[1]。相对于化学合成法，

生物法[2-5]合成丁二酸由于消耗低、污染小、反应温

度等优点，已成为近年来研究的热点[6-7]。 

大肠杆菌 AFP111 是有氧-厌氧两阶段生产丁

二酸的潜力菌株[8]。Vemuri 等[9]研究了有氧转厌氧

时间节点对菌体产丁二酸的影响，姜岷等[10]通过

有氧阶段碳限制策略提高细胞活力，使 AFP111 产

丁二酸量达到 101.2 g/L。但是，随着厌氧发酵时

间的延长，菌体的活力不断降低[11]，菌体的产酸

速率也不断下降。Andersson 等[12]在发酵过程中通

过去除产物丁二酸来保持菌体的高产酸能力，结

果表明整个 100 h 的厌氧发酵过程中丁二酸产量

提高达 60%以上。然而丁二酸生产效率明显降低。

文中通过有氧诱导回收的菌体细胞，提高菌体转

化后的产酸能力，进一步提高转化过程中丁二酸的

产量及生产效率。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

大 肠 杆 菌  Escherichia coli AFP111 [F+ 

λ-rpoS396 (Am) rph-1 △ (pflAB::Cam) ldhA::Kan 

95ptsG]由 David P.Clark 教授  (Southern Illinois 

University) 惠赠。 

1.2  方法 

1.2.1  种子培养基 

有氧摇瓶培养基：蛋白胨 10 g/L，酵母粉     

5 g/L，NaCl 5 g/L，pH 7.0，氯霉素添加量为     

25 µg/mL，硫酸卡那霉素添加量 30 µg/mL。 

JSM 培养基参考文献[13]。 

血清瓶培养基：JSM 培养基如前所述。JSM-P

培养基为在 JSM 培养基中去除磷酸盐，JSM-N 培

养基为 JSM 培养基中去除铵盐，JSM-T 培养基为

在 JSM 培养基中去除微量元素，JSM-B 培养基为

在 JSM 培养基中去除生物素和 VB1，BM 培养基

为只含无菌水培养基。 

1.2.2  种子培养 

将保存于–80 ℃冻存管中的菌株以 1%的接种

量转接到装液量为 5 mL 的试管中，37 ℃、     

200 r/min 过夜培养后，以 1%的接种量接种到装液

量为 100 mL 的 500 mL 摇瓶中，37 ℃、200 r/min

培养 6 h。 

1.2.3  发酵罐培养 

将种子液以 10%的接种量接入装有 3 L 发酵

培养基的  7.5 L 发酵罐  (BioFlo 110 fermenter; 

New Brunswick ScientificCo., Edison, N.J.) ，初糖

浓度为 30 g/L，12.5%的氨水调节 pH 6.8,   37 ℃

有氧培养至初糖耗尽，流加 800 g/L 葡萄糖，控制

菌体的相对生长速率为 0.7 h–1 至 OD600=60；厌氧

阶段，无菌过滤条件下通二氧化碳气体，通气量



吴明科 等/大肠杆菌 AFP111 菌体回收连续转化生产丁二酸 

cjb@im.ac.cn 

1877

0.5 L/min，25%的 Na2CO3 调节 pH 6.6，厌氧发

酵 60 h。 

1.2.4  细胞离心回收与转化发酵 

两阶段发酵结束，收集发酵液，离心(5 000 r/min，

10 min，4 ℃) 获得细胞，用双蒸水悬浮后转入发

酵罐进行转化实验。有氧诱导 3 h 后，厌氧发酵条

件同上。 

1.3  分析 

细胞生物量 OD600，菌体干重，葡萄糖浓度，

有机酸浓度参考文献[14]，酶活参考文献[15]。 

2  结果 

2.1  转化培养基的优化 

有氧-厌氧两阶段生产丁二酸时，有氧阶段使

用 JSM 培养基主要提供菌体生长所需营养元素，

用于菌体细胞生长，而在厌氧转化过程中，菌体

主要利用葡萄糖进行厌氧发酵产酸，菌体密度不

会增长[9]，JSM 培养基中成分更多起到缓冲盐作

用。因此，优化转化培养基成分对菌体产酸以及

发酵成本降低是十分重要的。 

由表 1 可知，发酵整个过程 BM 培养基中菌

体 DCW 降低最大，达到 1.6 g/L，其余培养基中

菌体 DCW 变化较小。各个组分的培养基中菌株耗

糖，副产物乙酸量相差不大。当 BM 培养基为发

酵培养基时，丁二酸得率最高，达到 93%，且单

位细胞生产率相比于 JSM 培养基只降低了 0.9%，

所以采用 BM 培养基作为转化后培养基。 

2.2  有氧诱导时间对菌体转化的影响 

随着转化次数的增加，菌体的产酸速率逐渐

降低，而通过空气进行有氧诱导可以部分恢复菌

体中一些关键酶如异柠檬酸裂解酶[15-16]等活力，

以利于菌体进行下一次转化过程产酸。故进行了 

0 h、1 h、3 h 和 5 h 四个不同有氧诱导时间梯度

对菌体产酸的考察。由图 1 表明，在 0~3 h 范围内，

菌体净产酸量 (去除厌氧开始时残留的丁二酸量) 

和总产酸量随着有氧诱导时间的增长而增加，而

继续提高有氧诱导时间至 5 h 并没有继续增加菌

体产酸的能力，故选择 3 h 为最佳有氧诱导时间。 

由表 2 可知，3 h 诱导后磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶 (PPC)，苹果酸脱氢酶 (MDH) 酶活相较于

无诱导条件下分别提高了 31%和 46%，有利于

还原性 TCA 循环支路产丁二酸，而异柠檬酸裂

解酶 (ICL) 酶活增加了 7 倍，表明乙醛酸途径得

到了加强，从而有利于丁二酸的生成，使丁二酸

的产量提高。 
 
 

表 1  厌氧血清瓶发酵后参数的测定结果 

Table 1  Results of these parameters on anaerobic fermentation in sealed bottles 

Medium Time (h) 
Initial 

DCW(g/L) 
Final 

DCW(g/L) 
Consumed 

glucose (g/L) 
Succinic acid 

(g/L) 
Acetic acid 

(g/L) 
Mass yield 

(g/g) 

JSM 5 22.89±0.22 22.12±0.43 29.0±0.5 26.71±0.49 0.82±0.09 0.92±0.01 

JSM-P 5 26.33±0.32 25.62±0.32 29.5±0.6 26.90±0.38 1.11±0.07 0.91±0.01 

JSM-N 5 24.59±0.41 23.35±0.27 29.5±0.6 27.19±0.41 0.81±0.13 0.92±0.01 

JSM-T 5 25.35±0.24 23.79±0.55 30.0±0.5 27.57±0.36 1.01±0.11 0.93±0.01 

JSM-B 5 22.17±0.35 21.16±0.54 29.0±0.4 26.95±0.40 0.81±0.10 0.93±0.01 

BM 5 24.21±0.28 22.60±0.26 29.0±0.6 27.01±0.45 1.02±0.08 0.93±0.01 
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图 1  不同有氧诱导时间对菌体产酸的影响 

Fig. 1  Effect of different aerobic time on the final succinic 
acid concentration. Net succinic acid equals final succinic 
acid concentration minus initial succinic acid concentration; 
total succinic acid equals final concentration. 

2.3  连续转化发酵 

发酵罐厌氧发酵 60 h，丁二酸产量达到  

68.01 g/L，单位生产率为 112.88 mg/(g·h)。此时

通过离心收集菌泥，用无菌水洗涤稀释 OD600 至 

60 进行有氧诱导，结束后开始重新发酵。由表 3

可知，重新发酵后丁二酸产量分别为 55.9 g/L 和

45.6 g/L ， 单 位 菌 体 的 生 产 速 率 分 别 为     

92.84 mg/(g·h)和 76.30 mg/(g·h)。整个过程 (菌体

有 氧 生 长 时 间 计 算 在 内 ) 产 酸 速 度 达 到     

0.81 g/(L·h)，相比于无有氧诱导条件下发酵时的

产酸速度 0.72 g/(L·h)提高了 13%，总产量提高了

19 g/L。

 
表 2  厌氧发酵开始时酶活的测定 

Table 2  Enzyme activities of cells at the beginning of anaerobic succinate production 

Specific activity (U/mg protein) 
Type 

ICL MDH PPC 

No aerobic cultivation 0.02±0.00 2.79±0.05 0.61±0.03 

3 h aerobic cultivation 0.16±0.01 3.65±0.07 0.89±0.05 

 
表 3  发酵结果各参数的测定 

Table 3  Result of parameters on anaerobic fermentation 

Succinic acid (g/L) Acetic acid (g/L) Mass yield (g/g) 
Specific productivity 

(mg/(g·h)) 
 

No aerobic 
cultivation 

3 h aerobic 
cultivation 

No aerobic 
cultivation

3 h aerobic 
cultivation

No aerobic 
cultivation 

3 h aerobic 
cultivation 

No aerobic 
cultivation 

3 h aerobic 
cultivation

First 
stage 

68.32 68.01 2.56 2.41 0.94 0.94 112.89 112.88 

Second 
stage 

47.04 55.90 2.01 2.26 0.88 0.91 78.13 92.84 

Third 
stage 

34.91 45.60 1.68 1.97 0.83 0.85 58.41 76.30 
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