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摘  要: 以琥珀酸产生菌 Actinobacillus succinogenes CGMCC 1593 为出发菌, 分别经过紫外线-甲
基磺酸乙酯(UV-EMS)和紫外线-硫酸二乙酯(UV-DES)诱变处理, 得到 7 株耐酸性有所提高的突变

株。以此作为候选菌库, 经 3 轮原生质体递进融合, 筛选获得 4 株可以在 pH 5.6 下生长的改组菌

株。其中改组菌株 F3-21 在 pH 5.6 的完全液体培养基中生长的 OD 值是原始菌的 7 倍, 在 pH 5.2
条件下仍能生长; 其摇瓶发酵 48 h 琥珀酸产量较原始菌株提高 48%。在 5 L 发酵罐中进行分批发

酵, 当控制 pH 在较低值(5.6~6.0)时, F3-21 厌氧发酵 48 h 积累琥珀酸 38.1 g/L, 较出发菌株提高了

45%; 当控制 pH 在 6.5~7.0 时, F3-21 厌氧发酵 32 h 积累琥珀酸 40.7 g/L。F3-21 在 5 L 发酵罐中进

行补料分批发酵, 厌氧发酵 72 h, 产琥珀酸达 67.4 g/L。结果说明基因组改组技术能够改进琥珀酸

放线菌的耐酸性能及其琥珀酸的产量。 
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Breeding Actinobacillus succinogenes with 
Acid-tolerance by Genome Shuffling 
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(Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University, 
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Abstract: A strain Actinobacillus succinogenes CGMCC 1593 was selected as the parent strain. After 
UV-EMS and UV-DES treatments respectively, seven mutated strains with subtle improvements in acid tol-
erance were obtained, and were subjected for recursive protoplast fusion. Through three rounds of genome 
shuffling, four shuffled strains with both higher yield and acid tolerance were obtained. The shuffled strain 
namely F3-21 could even survive at pH 5.2. The comparison of the shuffled strains and the parent strain for 
succinic acid production was also studied here. After 48 h of shake-flask fermentation, the succinic acid 
concentration of F3-21 was 48% higher than that of the parent strain. When F3-21 was carried out in a 5 liter 
stirred bioreactor with pH controlled 5.6~6.0, the accumulation of succinic acid in 48 h fermentation attained 
38.1 g/L, which was increased by 45% compared with that of the parent strain (26.2 g/L). While pH was 
controlled at 6.5~7.0, the production of succinic acid in 32 h fermentation attained 40.7 g/L. When F3-21 
was carried out in fed-batch fermentation, succinic acid concentration of 67.4 g/L was reached in 72 h fer-
mentation. These results indicated that the genome shuffling could improve the acid tolerance and the suc-
cinic acid production of A. succinogenes CGMCC 1593. 
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微生物菌种选育技术在现代生物技术中, 特别
是发酵产业中具有十分重要的地位。1998 年美国
Maxygen 公司的 Stemmer 等继提出 DNA shuffling
体外分子定向进化方法之后[1], 提出了一种新的体
内分子育种方法——Genome shuffling(全基因组改
组技术)[2]。该方法将重组的对象从单个基因扩展到

整个基因组, 从而可以在更为广阔的范围内对菌种
的目的性状进行优化组合。2002年, Zhang等[3]成功

运用基因组改组技术快速提高了弗氏链霉菌

(Streptomyces fradiae)的泰乐菌素产量。Patnaik等[4]

通过基因组改组的方法提高了乳杆菌的耐酸性能 , 
通过 5轮基因组改组得到在 pH 3.8的酸性环境下生
长良好的菌株。国内在提高 Lactobacillus rhamnosus
的耐酸性和乳酸产量 [5]、扩展青霉碱性脂肪酶产

量 [6]、Bacillus subtilis的核黄素合成[7]、以及耐高温、

耐高乙醇酿酒酵母菌株的选育[8]等研究中有成功的

报道。基因组改组技术具有筛选周期短、正向突变

率高、可以避免因长期使用诱变剂出现的“钝化效
应”等优点 , 并且可以在菌株的基因型和表型的相
关机制不很清楚的情况下, 通过多轮循环的原生质
体融合将决定某一理想表型的多个基因甚至十几个

突变基因组合在一起从而达到菌种改造的目的。 

琥珀酸作为食品的酸味成分和有机合成原材

料、中间产物或专业化学制品, 广泛应用于食品、
饲料、医药、农药、染料、香料、油漆、塑料和材

料工业等领域。由于石化资源的不可再生和石化工

业对环境产生的负面影响, 发酵法生产琥珀酸作为
一种新兴的绿色工艺, 已成为近年来研究的热点[9]。

琥 珀 酸 放 线 杆 菌 (Actinobacillus succinogenes) 
CGMCC 1593是本实验室从瘤胃中分离得到产琥珀
酸的菌株[10]。由于琥珀酸发酵是一个典型的产物抑

制型生物转化过程[11], 过多游离琥珀酸的积累会造
成发酵液 pH 过低, 从而抑制菌体的生长和产物的
生成。前期研究表明用碳酸镁维持发酵体系的 pH
在 6.7左右时, 琥珀酸产量较高[12,13]。然而, 碳酸镁
的添加增加了发酵生产的成本, 使琥珀酸的下游提
取工艺更复杂成本更高[14]。 

1  材料与方法 

1.1   材料 
1.1.1  菌种 : 琥珀酸放线杆菌 (Actinobacillus suc-

cinogenes) CGMCC 1593, 由本实验室从牛的瘤胃
中分离获得[15]。 
1.1.2  培养基: 完全液体培养基: TSB 25 g, 葡萄糖 
9 g, 定容至 1 L, pH 自然, 1 × 105 Pa灭菌 15 min; 
低 pH筛选平板: TSB 25 g, 葡萄糖 9 g, 琼脂 20 g, 
定容至 1 L, 1 × 105 Pa灭菌 15 min后, 用灭过菌的饱
和丁二酸溶液调节 pH为 5.6; 液体筛选培养基: TSB 
25 g, 葡萄糖 9 g, 溴甲酚紫 0.01 g, 定容至 1 L, 用
灭过菌的饱和丁二酸溶液调节 pH为 5.6, 1 × 105 Pa
灭菌 15 min; 再生培养基[16]: 下层: 蔗糖 103 g, 
K2SO4 0.25 g, MgCl2·6H2O 2.02 g, 微量元素液 
2 mL, TSB 25 g, 葡萄糖 9 g, 定容至 800 mL, 琼脂
20 g, 1 × 105 Pa灭菌 15 min, 使用之前加入已灭菌的
KH2PO4(0.5%) 1 mL/100 mL, CaCl2·2H2O(3.86%) 
10 mL/100 mL, TES缓冲液(pH 7.2) 10 mL/100 mL; 
上层: 同下层, 琼脂改为 6 g/L; 发酵培养基见参考
文献[17]。 
1.1.3  主要试剂: 原生质体缓冲液 PB(Phosphate 
buffer, 磷酸缓冲溶液): 蔗糖 103 g, K2SO4 0.25 g, 
MgCl2·6H2O 2.02 g, 微量元素液  2 mL, 定容至 
800 mL, 1 × 105 Pa高压灭菌 15 min, 使用前加入已
灭菌的 KH2PO4(0.5%) 1 mL/100 mL, CaCl2·2H2O 
(3.86%) 10 mL/100 mL, TES缓冲液(pH 7.2) 10 mL/ 
100 mL; 酶溶液: 称取 0.1 g溶菌酶溶解在 10 mL PB
溶液中, 配制成浓度为 10 mg/mL的酶溶液, 膜滤器
过滤除菌, 4°C冰箱保存备用; PEG溶液: 4.44 g PEG 
6000溶解于 10 mL PB溶液中, 膜滤器过滤除菌。 

1.2  方法 
1.2.1  筛选方法: 1) 初筛方法: 将筛选平板或再生
平板上长出的单菌落点种至低 pH 筛选平板, 再将
能够稳定生长的单菌落挑入液体筛选培养基中 , 
37°C培养 12 h。2) 复筛方法: 选出在液体筛选培养
基中快速变黄的菌株, 置于 100% CO2环境中 37°C
厌氧培养 48 h。进行厌氧瓶发酵。 
1.2.2  诱变方法[18]: 1) 紫外线-甲基磺酸乙酯(UV- 
E M S )诱变 :  出发菌株 C G M C C  1 5 9 3 在种子 
培养基中培养至对数期取出 ,  离心 (8000 r /min, 
10 min), 用 2 mol/L pH 7.2的磷酸盐缓冲液洗涤 2
次, 制成菌悬液。取菌悬液 10 mL 置于平皿中, 在
紫外灯下搅拌照射 20 s 后转入已灭菌的三角瓶中, 
加入 EMS使其终浓度为 2%(V/V), 37°C处理 30 min, 
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用等体积 2%的硫代硫酸钠终止反应。离心, 缓冲液
重悬。取 0.1 mL涂布于低 pH筛选平板, 37°C厌氧
培养 3 d~5 d。2) 紫外线-硫酸二乙酯(UV-DES)诱变:  
出发菌株的前处理过程和紫外诱变处理, 以及耐低
pH菌的检出方法与上述相同。用 DES代替 EMS作
用经紫外照射的菌液 , DES 加入的终浓度为
0.8%(V/V), 处理 20 min。 
1.2.3  原生质体的制备: 种子培养至对数生长期 , 
取 10 mL菌液于 4°C 8000 r/min离心 10 min, 收集
菌体, PB缓冲液洗涤 2次。向菌液中加入溶菌酶溶
液, 摇匀后于 37°C水浴中酶解 30 min。6000 r/min
离心 10 min去除酶液, 等体积 PB液重悬, 即为制备
好的原生质体。 
1.2.4  基因组改组: 将制备的诱变突变菌株的原生
质体, 等量混合后分成两等分, 分别进行紫外灭活
5 min和 55°C热灭活 5 min。从紫外灭活和热灭活
的原生质体悬液中各取 0.5 mL混匀, 6000 r/min离
心 10 min, 加 0.1 mL PB缓冲液和 0.9 mL PEG溶液, 
37°C 水浴中融合 5 min, 离心洗涤, 适当稀释后涂
布于再生平板, 37°C培养 3 d~5 d。原生质体形成
率、再生率及融合率的计算见参考文献[18]。将再
生平板上长出的融合子用牙签点种至筛选平板, 将
能够稳定生长的单菌落挑入液体筛选培养基中 , 
37°C培养 12 h。选出快速变黄的菌株进行厌氧瓶发
酵产酸复筛。所得产量高的突变株作为第 1 轮融合
菌株 F1。将第 1 轮融合筛选的多个菌株(F1)进行下
一轮的原生质体制备、融合与筛选, 所得到的突变
株即为 F2, 以此类推进行 3轮融合。 
1.2.5  发酵产物分析: 葡萄糖及琥珀酸、乙酸、乳 

酸和甲酸的测定见参考文献[19]。 

2  结果与讨论 

2.1  筛选平板的 pH 确定 
出发菌株 CGMCC 1593在不同 pH的完全液体

培养基中的生长情况如图 1所示。由图 1可以看出, 

当 pH为 5.6时, 出发菌株 CGMCC 1593的菌体浓度

为 0.027。当 pH 为 5.4 时, 菌体在完全培养基中不

能生长。同时, 考虑到丁二酸的一级解离常数 pK2

为 5.64, 故确定筛选培养基的 pH为 5.6。 

2.2  基因组改组候选菌库的筛选 
分别对 CGMCC 1593进行紫外线照射-EMS与

紫外照射-DES复合诱变, 结果如图 2所示。经低 pH
初筛选和摇瓶复筛, 从 38 株初筛菌株中, 得到 7 株 
 

 

图 1  亲株 CGMCC 1593 在不同 pH 的完全培养基中的

生长情况 
Fig. 1  Effect of pH on growth of A. succinogenes CGMCC 
1593 

 

 

图 2  UV-EMS 和 UV-DES 诱变筛选结果 
Fig. 2  Selection results of UV-EMS and UV-DES mutation 
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产量相对有所提高的正突变株 UE-7、UE-10、UE-12、
UE-16、UD-6、UD-11、UD-15, 其琥珀酸产量比出
发菌株 CGMCC 1593平均提高了 12.3%左右。 

2.3   原生质体的制备、再生与融合 

原生质体的形成率、再生率以及融合率受很多

因素的影响。主要包括菌龄、溶菌酶的浓度和处理

条件、热灭活和紫外灭活的条件、PEG 作用条件以
及再生条件等。通过一系列实验(数据未列出)和参
考相关文献[20−23], 得出的原生质体制备融合的基本
条件如表 1所示。   
 

表 1  原生质体制备再生及融合最佳条件的确定 
Table 1  Optimum conditions of protoplasts production, 

regeneration and fusion 

项目 Item 条件 Condition 

Lysozyme concentration 0.1 mg/mL 制备条件 
Preparation con-

dition Enzymolysis condition 37°C 30 min 

Heat inactivation 55°C 25 min 灭活条件 
Inactivation con-

dition Ultraviolet inactivation 5 min 

PEG concentration 40% 融合条件 
Fusion condition PEG fusion condition 37°C 5 min 

再生平板中渗透

压稳定剂 
Osmotic stabilizer 

0.3 mol/L 蔗糖 

融合平板 
Fusion plate 

Double-lay plate 

 

按表 1 中的条件进行原生质体的制备、灭活及
融合, 其形成率和再生率分别达到 99.8%和 9.8%, 
灭活率可达 100%, 融合率为 2.78 × 10−5。  

2.4   基因组改组 
2.4.1 三轮基因组改组菌株产酸比较: 3 轮原生质体
融合结果如图 3所示, UE-7、UE-10、UE-12、UE-16、
UD-6、UD-11、UD-15的原生质体经第 1轮融合, 从
再生平板上长出的 24个融合子中筛选到 5株产酸略
有提高的 F1代重组菌 F1-6、F1-13、F1-17、F1-18、
F1-19, 其产酸比出发菌平均提高 16.1%。以 F1代出
发进行第 2轮融合, 从再生平板上长出的 22个融合
子中筛选到 5株产酸有所提高的 F2代重组菌 F2-3、
F2-6、F2-13、F2-17、F2-19, 其产酸比出发菌平均
提高 24.8%。3轮基因组改组后, F3代中的 4株突变
株琥珀酸产量较原始菌株有较大提高 , 其中菌株
F3-21的琥珀酸产量(34 g/L)较出发菌 CGMCC 1593
提高 48%。 
2.4.2  突变菌株 F3-21 和原始菌株的耐酸性比较: 
将第 3 轮改组获得的产量最高的菌株 F3-21 与原始 

 

图 3  突变菌株与原始菌株发酵产酸的比较 
Fig. 3  Comparision of the mutant and parent strains for 
succinic acid production 
 

菌株 CGMCC 1593 一起接入 pH 分别为 7.0、6.8、
6.6、6.4、6.2、6.0、5.8、5.6、5.4 和 5.2 的完全液
体培养基中培养 24 h, 观察生长情况。图 4 表明改
组菌株 F3-21的耐酸性相对原始菌株 CGMCC 1593
有明显提高, 尤其是在 pH 6.0以下更为显著。pH 5.8
时, F3-21的 OD值是原始菌的 2.5倍; pH 5.6时是原
始菌的 7倍。 
2.4.3  突变株 F3-21 和原始菌株在低 pH 下发酵产

酸比较: 在 5 L 搅拌发酵罐中进行厌氧发酵 , 用
MgCO3控制发酵 pH 5.6~6.0。由图 5可以看出, 在低
pH 的环境下发酵, 突变株 F3-21 生长的延迟期缩短, 
4 h 便达到最高 OD 值, 达到的最大菌浓比出发菌的
高(图 5b), 发酵前期糖耗速率也较出发菌快。发酵 
 

 
图 4  改组菌株 F3-21 与原始菌株 CGMCC 1593 的耐酸

性比较 
Fig. 4  Comparision of the mutant F3-21 and parent strains 
for acid tolerance at different pH 
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48 h, 出发菌产琥珀酸 26.2 g/L, 残糖 20.4 g/L, 而突
变株 F3-21产琥珀酸 38.1 g/L, 残糖 3.7 g/L。琥珀酸
产量提高了 45%。并且 MgCO3总的用量也由原始菌

的 120 g (40 g/L)减少到改组菌的 95 g (31 g/L), 减少
了 22.5%。另外, 改组菌 F3-21发酵过程中乙酸等杂
酸的浓度也较出发菌低。 
2.4.4  改组菌 F3-21 在 5 L 发酵罐中的发酵: 用
MgCO3控制正常发酵 pH 6.5~7.0 时, 改组菌 F3-21
在 5 L搅拌发酵罐中分批发酵, 发酵 32 h产琥珀酸
40.7 g/L, 琥珀酸产率 81.4%(图 6a)。比原始菌 A. 
succinogenes1593 在同样条件下发酵 , 产琥珀酸
33.2 g/L, 琥珀酸产率 68%[17]有明显提高; 与 NTG
诱变的氟乙酸抗性株 SF-9 在同样条件下发酵水平
(产琥珀酸 40.5 g/L, 琥珀酸产率 81%[17])相当。当
采用补料分批发酵策略发酵时(图 6b), 初糖浓度为
36 g/L, 发酵过程控制糖浓度在 20 g/L左右, 共补加

6次葡萄糖。从发酵过程图可以看出, 菌体生长较分
批发酵旺盛, 发酵 32 h时, 加入葡萄糖浓度 54 g/L, 
产琥珀酸 43.9 g/L, 琥珀酸产率为 81.1%; 发酵 48 h
时加入葡萄糖浓度 72 g/L, 产琥珀酸 58.1 g/L, 琥珀
酸产率 80.3%; 发酵 72 h时, 总糖浓度 103 g/L, 琥
珀酸最终产量达到 67.4 g/L。 

3  结论 

本研究通过 3 轮基因组改组技术筛选获得耐酸
性琥珀酸放线杆菌。经基因组改组后, 获得改组菌
株 F3-21, 在 pH 5.6 条件下生长的菌体 OD 值是原
始菌的 7倍, 甚至在 pH 5.2条件下仍能生长。改组
菌 F3-21与原始菌 CGMCC 1593在 5 L发酵罐中进
行分批发酵, pH 控制在 5.6~6.0之间, 厌氧发酵 48 h, 
F3-21积累琥珀酸 38.1 g/L, 较出发菌(26.2 g/L)提高
了 45%, 并且发酵过程 MgCO3 的用量也减少了 

 

 

图 5  原始菌株 CGMCC 1593(a)与改组菌株 F3-21(b)在较低 pH 控制下的发酵曲线 
Fig. 5  The time courses of the batch fermentation of CGMCC 1593(a) and F3-21(b) under lower pH 

 

 

图 6  改组菌株 F3-21 在 5 L 发酵罐中分批发酵(a)与补料分批发酵(b)曲线 
Fig. 6  Time course of cell growth and production of succinic acid in batch(a) and fed batch(b) fermentation 
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22.5%。当 pH控制在 6.5~7.0之间分批发酵时, 改组
菌 F3-21产琥珀酸 40.7 g/L, 琥珀酸产率 81.4%, 分
别比出发菌(产琥珀酸 33.2 g/L, 琥珀酸产率 68%)提
高 22%和 19%。补料分批发酵时, F3-21最高积累琥
珀酸达 67.4 g/L。实验表明了基因组改组技术能够用
于耐酸性琥珀酸放线杆菌的选育。 
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