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研究报告 

常压室温等离子体诱变选育 L-精氨酸生产菌及发酵条件优化 
程功  徐建中  郭燕风  徐凯  张伟国* 

(江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【目的】通过常压室温等离子体诱变技术选育 L-精氨酸高产菌株，利用响应面设计探索

突变菌株生产 L-精氨酸的最佳发酵条件。【方法】采用常压室温等离子体生物诱变系统对实验室

保藏的 Corynebacterium glutamicum GUI089 进行系列诱变，选育 L-高精氨酸和 8-氮鸟嘌呤抗性

菌株。在单因子实验的基础上，应用 Plackett-Burman 设计从 7 个因素中筛选出对 L-精氨酸合成

具有显著效应的(NH4)2SO4、葡萄糖和尿素 3 个因素。基于上述结果，进一步采用响应面设计优

化出主要影响因素的最佳参数水平。【结果】经过一系列的诱变和筛选，选育出一株 L-高精氨酸

(15 g/L)和 8-氮鸟嘌呤(0.7 g/L)抗性菌株，并将此菌株命名为 C. glutamicum ARG 3-16。此菌株的

L-精氨酸产量比出发菌株提高了 49.79%，且发酵液中杂酸的浓度明显降低，特别是 L-脯氨酸、

L-谷氨酸和 L-缬氨酸。在经响应面优化后的最佳发酵条件下，L-精氨酸的产量达到 39.72±0.75 g/L，
比优化前提高了 10.49%。【结论】通过常压室温等离子体诱变技术成功选育出一株 L-精氨酸高产

菌株，利用响应面法有效地优化了发酵条件，实验结果表明突变株 ARG 3-16 具有潜在的生产应

用价值。 

关键词：L-精氨酸，常压室温等离子体，选育，谷氨酸棒状杆菌，响应面设计 

Breeding and fermentation optimization of 
L-arginine producing strains 
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Abstract: [Objective] To breed L-arginine high-yielding strains by atmospheric and room temperature 
plasma (ARTP), and to explore the optimal fermentation conditions of mutants by response surface 
method. [Methods] The L-homoarginine and 8-azaguanine resistant strain was obtained from the strain 
Corynebacterium glutamicum GUI089 (SGr, L-His−) that was treated by ARTP. Based on the results of 
single factor experiments, ammonium sulfate, glucose and urea were selected as independent variables 
to optimize fermentation conditions for L-arginine production from 7 factors by Plackett-Burman 
design. Subsequently, the levels of the three variables were further optimized by response surface 
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methodology. [Results] After several rounds of screening, a strain was selected resistant to 15 g/L 
L-homoarginine and 0.7 g/L 8-azaguaine, and designated as C. glutamicum ARG 3-16 (L-HAr, 8-AZr, 
SGr, L-His−). L-arginine production of ARG 3-16 was 49.79% higher than that of the original strain. 
Beyond the higher production of L-arginine production, ARG 3-16 accumulated fewer by-products than 
the original strain, especially the accumulations of L-proline, L-glutamate and L-valine. Under the 
optimal conditions, the yield of L-arginine reached 39.72±0.75 g/L, 10.49% higher than before 
optimization. [Conclusion] We successfully bred a high-yielding L-arginine producing strain by ARTP 
breeding system, and optimized fermentation conditions by response surface methodology, the results 
suggested that ARG 3-16 was a promising L-arginine producing strain. 

Keywords: L-arginine, Atmospheric and room temperature plasma (ARTP), Breeding, C. glutamicum, 
Response surface methodology 

L-精氨酸是含胍基的半必需碱性氨基酸。L-精

氨酸作为功能性氨基酸在心血管、神经、内分泌和

免疫系统等疾病的治疗中具有重要的药用价值[1]。

目前 L-精氨酸主要应用于饲料、化妆品、医药工

业 [2-4] 。 自 从 Kinoshita 等 [5] 首 次 报 道 利 用

Corynebacterium glutamicum 生产 L-谷氨酸，微生物

发酵法生产氨基酸促进了氨基酸工业的发展壮大。

但是在国内微生物发酵法生产的氨基酸主要应用

于饲料工业，医药级的氨基酸还是主要依赖进口。

特别是具有多功能的 L-精氨酸，目前国内工厂使用

L-精氨酸生产菌均是国外引进的菌株，所以选育一

株具有自主知识产权的 L-精氨酸高产菌具有重要

的实际应用意义。 

传统的物理、化学诱变育种不可避免地或多或

少对人的健康有一定的伤害作用。但是新兴的常压

室温等离子体生物诱变系统具有更加安全和较高

的可控性，例如较低的可控气体温度、丰富的化学

活性离子、快速的突变、较高的灵活性等[6-7]。有报

道称从常压室温等离子体生物诱变系统释放的等

离子体包含温度、紫外线、带电粒子、电磁场、活

性氧(例如氧原子和 O3)、活性氮(例如 NO 和 NO2)

和其他活性物质(例如氦原子和氢氧基)等诱变因

素[7-9]。因此这些复合的诱变因素能更有效地提高菌

体的突变率，从而更方便地选育高产菌株。此外，

ARTP 在工作过程中无论用何种气体放电，其放电

过程中没有核的聚变和裂变等反应，存在的仅是从

几十纳米波长，到紫外线，到可见光甚至更强的光 

线产生，这种长波的光线与辐射射线不同，其对身

体损伤较小。另外，响应面设计是一种优化反应条

件和加工工艺参数的有效方法[10]。在很多方面都取

得较好的效果，因此本试验选用响应面法对发酵培

养基进行优化。 
本文对实验室保藏的 C. glutamicum GUI089 

(SGr，L-His−)进行系列等离子体诱变处理，通过 L-

高精氨酸和 8-氮鸟嘌呤抗性平板的筛选选育出一

株 L-精氨酸产量为 35.95±0.48 g/L 的菌株，并命名

为 C. glutamicum ARG 3-16，而且发酵液中杂酸的

含量明显降低，特别是 L-脯氨酸、L-谷氨酸和 L-

缬氨酸。然后通过响应面法优化突变菌株 ARG 3-16

的发酵培养基，使得 L- 精氨酸的产量达到

39.72±0.75 g/L，比优化前提高了 10.49%。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
L-精氨酸产生菌 Corynebacterium glutamicum 

GUI089 (SGr，L-His−)，由本实验室−80 °C 冷冻

保藏。 

1.2  培养基和培养方法 
选择培养基(g/L)：葡萄糖 5，牛肉膏 10，酵母

膏 5，胰蛋白胨 10，NaCl 5，添加不同浓度的 8-氮
鸟嘌呤和(或) L-高精氨酸，琼脂 20，pH 7.0−7.2，

0.1 MPa 灭菌 20 min。 
种子培养基(g/L)：葡萄糖(食品级) 30，硫酸铵

(工业级) 10，玉米浆 20，尿素 1.5，KH2PO4 (工业

级) 1，MgSO4·7H2O 0.5，L-组氨酸 1.0×10−4，碳酸
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钙 30，pH 7.0−7.2，0.1 MPa 灭菌 20 min。30 mL
种子培养基装于 250 mL 三角瓶中，接种摇瓶培养，

30 °C、90 r/min 培养 16−18 h。 

发酵培养基(g/L)：葡萄糖(食品级) 150，硫酸

铵(工业级) 60，玉米浆 20，尿素 2，KH2PO4 (工业

级) 1，MgSO4·7H2O 0.5，L-组氨酸 5.0×10−4，生物

素 8.0×10−5，碳酸钙 40，pH 7.0−7.2，90 kPa 灭菌

10 min。3 mL 种子液转接到装有 30 mL 发酵培养基

的 500 mL 的摇瓶中，30 °C、100 r/min 发酵 96 h。 

1.3  常压室温等离子体诱变方法 
用到的常压室温等离子体生物诱变系统(ARTP)

为北京思清源生物科技有限公司与清华大学联合

研发的新型微生物基因组快速诱变仪器。ARTP 的

诱变步骤如图 1 所示[11]：首先将菌体培养到指数生

长期，然后用无菌生理盐水将菌体的 OD562 稀释到

0.5−0.6。取 10−20 µL 稀释菌液均匀涂到无菌不锈

钢载片上，然后用常压室温等离子体生物诱变系统

处理适当时间；处理过的载片经 1 mL 无菌生理盐

水洗下菌体，然后稀释到适当倍数，最后均匀涂布

到选择性平板上，30 °C 培养 48 h。ARTP 诱变条件：

射频功率 100 W，处理距离 2 mm，载气流量

10 SLM (Standard liters per minute)，处理温度为

室温(15−45 °C)，处理时间 20−140 s。 

1.4  分析方法 
1.4.1  菌体浓度测定：将发酵液稀释 26 倍，测定

562 nm 处的吸光值。 
1.4.2  致死率计算：致死率(%)=100×(对照组活菌

数−诱变组活菌数)/对照组活菌数。 
1.4.3  葡萄糖测定：将发酵液离心(9 000×g，2 min)
除去碳酸钙及菌体，然后稀释 100 倍，经生物传感

分析仪 SBA-40E (山东省科学院生物研究所)测定。 

1.4.4  L-精氨酸的测定：(1) 纸层析法[12]：定性测定

L-精氨酸的含量，展开剂用 77%乙醇 :二乙胺= 

100:1，层析后用坂口试剂显色。在初筛的过程可

以根据 L-精氨酸产量高，杂酸浓度低来初步筛选

L-精氨酸高产菌株。 
 

15   L of culture on
(OD562=0.5 0.6)

on selective plates

Bacterial culture
Dilute culture by

sterilized normal saline
sterilized plates

100   L of broth coated

Mutagenizing by plasma
(Gas: helium; Power: 100 W; 

Treatment time: 120 s)

Fermentation of mutant
strains by shake flasks

Cultivation of eluate
on soild agar plates

Washed with 1 mL of
sterilized normal saline

5 mm

 
 

图 1  谷氨酸棒状杆菌常压室温等离子体生物诱变过程 
Figure 1  Protocols of the ARTP platform for the mutation of C. glutamicum 
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(2) 坂口改良法[13-14]：半定量测定 L-精氨酸的

含量。 
(3) 氨基酸自动分析仪[15]：发酵液经离心、过

滤和稀释后由高效液相色谱 Agilent 1100 分析测定

氨基酸含量。分析条件：色谱柱：Hypersil ODS-C18，

45 mm×125 mm；温度：40 °C；进样体积：1 μL；
流速：1.0 mL/min；检测器：荧光检测器 Ex 340 nm，

Em 450 nm；洗脱液 A：20 mmol/L 乙酸钠，洗脱液

B：20 mmol/L 乙酸钠:甲醇:乙腈=1:2:2 (体积比)。 

2  结果与分析 

2.1  ARTP 诱变致死曲线的测定 
已有报道称等离子体具有较高的 DNA 损伤和

更有效的正突变效率，目前常压室温等离子体诱变

已经广泛应用于细菌[16]、真菌[17]和微藻[18]等各种微

生物的育种。 
按照方法 1.3 对 C. glutamicum GUI089 (SGr，

L-His−)进行 ARTP 诱变，以时间为变量，测定

L-精氨酸产生菌的致死率曲线。根据之前的报

道 [19-20]，当菌体的致死率大约为 90%时菌体的正突

变率最高。如图 2 所示，当照射时间为 120 s 时，C. 
glutamicum 的致死率达到 92.80%。当照射时间超过

140 s 时，几乎没有菌体存活下来。因此确定 C. 
glutamicum 最佳的诱变时间为 120 s。 
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图 2  谷氨酸棒状杆菌的 ARTP 致死率曲线 
Figure 2  Lethality rate of C. glutamicum by ARTP 

2.2  突变菌株 C. glutamicum ARG 3-16 发酵试

验及遗传稳定性试验 
经过一系列诱变及筛选，最终得到一株 L-精氨

酸高产菌 C. glutamicum ARG 3-16，ARG 3-16 定向

选育谱系如图 3 所示。8-氮鸟嘌呤是鸟嘌呤的碱基

类似物，在选择性培养基中加入 8-氮鸟嘌呤可以提

高菌体的突变率；L-高精氨酸是 L-精氨酸的结构类

似物，选育 L-高精氨酸抗性菌株可以提高菌体对终

产物的耐受性，解除终产物对关键酶基因的反馈抑

制作用，进而提高 L-精氨酸的产量。如表 1 所示，

C. glutamicum ARG 3-16 的 L-精氨酸的产量达到

35.95±0.48 g/L，比出发菌株提高了 49.79%，L-精

氨酸对葡萄糖的得率达到 0.24 g/g。另外，发酵液

中的杂酸含量明显减少，特别是 L-谷氨酸、L-脯氨

酸和 L-缬氨酸。此外，C. glutamicum ARG 3-16 的

菌体生长率和葡萄糖利用率比出发菌株均有所提

高(表 1)。 

文献[21-22]指出诱变选育的突变体在连续传

代过程中可能会出现遗传不稳定的现象。为了考察

C. glutamicum ARG 3-16 的遗传稳定性，对菌株进

行 7 代传代发酵试验，结果如图 4 所示。结果表明

C. glutamicum ARG 3-16 具有较高的遗传稳定性。 
 

Original strain L-arginine (g/L)

Corynebacterium glutamicum GUI089

Corynebacterium glutamicum ARG3-5 (8-AGr)

Corynebacterium glutamicum ARG3-10 (L-HAr, 8-AGr)

Corynebacterium glutamicum ARG 3-16 (L-HAr, 8-AGr)

24.0

35.95

30.82

27.34

0.3 g/L 8-Azaguanine

0.5 g/L 8-Azaguanine

0.7 g/L 8-Azaguanine

10 g/L L-homoarginine

15 g/L L-homoarginine

 
 
图 3  C. glutamicum ARG 3-16 定向选育谱系 
Figure 3  The directional breeding pedigree of C. 
glutamicum ARG 3-16 
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表 1  Corynebacterium glutamicum 的遗传标记和发酵参数 
Table 1  Genetic marker and fermentation parameter of Corynebacterium glutamicum strains 

氨基酸 Amino acids 菌株 
Strains 

遗传标记 
Genetic marker Arg Glu Pro Lys Ala Val 

Dry cell 
weight (g/L) 

Residul sugar
(g/L) 

Original strain SGr, L-His− 24.00 0.96 1.88 1.79 4.08 4.13 10.53 18 

ARG 3-16 L-HAr, 8-AGr, SGr, L-His− 35.95 0.25 0.75 1.24 2.21 2.18 12.32 0 

Note: L-HA: L-homoargininie; L-AG: 8-Azaguanine; SG: Sulfaguanidine; r: Resistance strain; −: Auxotrophic strain. 
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图 4  突变株 ARG 3-16 的遗传稳定性 
Figure 4  L-arginine producing stability of the mutant 
ARG 3-16 during generations 
 
2.3  响应面法优化 L-精氨酸发酵培养基 
2.3.1  Plackett-Burman 设计及关键影响因素的确

定：响应面法优化发酵工艺是目前优化反应条件和

加工工艺参数最常用的方法，而且在很多试验中取

得了显著地效果。在单因素实验的基础上，选用

N=12 的 Plackett-Burman 设计对 L-精氨酸发酵培养

基中的 7 个因素对 L-精氨酸生产的显著性进行考

察，实验设计及结果分别见表 2 和表 3。 

用 Design Expert 软件对试验数据进行处理，并

进行方差分析，分析结果见表 4。由表 4 可知主效

应 P 值为 0.019 7，表明 Plackett-Burman 试验设计

因素在所选取的水平范围内对 L-精氨酸产量的影

响显著，同时决定系数 R2 为 0.947 7，说明回归有

效，试验设计可靠。另外，试验结果表明硫酸铵、 

表 2  试验因素水平的选择 
Table 2  The choice of experimental factor level 

水平 Levels 编码 
Code 

因素 
Factor −1 1 

X1 葡萄糖 120 180 

X2 硫酸铵 40 80 

X3 玉米浆 10 30 

X4 尿素 1 3 

X5 KH2PO4 0 1.5 

X6 MgSO4·7H2O 0.2 0.8 

X7 生物素 4.0×10−5 1.2×10−4 

 
葡萄糖和尿素 3 个因素为主要影响因素(表 4)，所以

在下一步的响应面分析中，重点考察这 3 个因素的

最优水平范围。其他条件采用单因素试验的最佳条

件：玉米浆 20 g/L，KH2PO4 0.75 g/L，MgSO4·7H2O 

0.5 g/L，生物素 8.0×10−5 g/L。 

2.3.2  最陡爬坡试验：最陡爬坡试验是为了确定显

著影响因素的取值逼近中心点以及提高 L-精氨酸

的产量，(NH4)2SO4、葡萄糖和尿素这 3 个因素的变

化方向和步长的试验设计及结果见表 5。由表 5 可

以看出，3 个显著影响因素的中心点在第 4 组试验

附近，因此确定以第 4 组的水平作为响应面试验的

中心点，即葡萄糖 145 g/L，硫酸铵 55 g/L，尿素

2 g/L。 

2.3.3  响应面分析试验：利用软件 Design Expert，

基于 Box-Behnken 的中心组合设计的原理，对

(NH4)2SO4、葡萄糖和尿素这 3 个显著影响因素作出

3 因素 3 水平的响应面试验。试验设计及结果见 
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表 3  N=12 的 Plackett-Burman 试验设计及响应值 
Table 3  Design matrix and response results of Plackett-Burman design as N=12 

运行序 
Run 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 
L-精氨酸 

L-arginine (g/L) 

1 1 −1 1 1 1 −1 −1 31.15 

2 1 1 −1 1 1 1 −1 34.85 

3 1 1 −1 −1 −1 1 −1 30.45 

4 −1 −1 −1 1 −1 1 1 24.35 

5 −1 1 −1 1 1 −1 1 30.93 

6 1 −1 −1 −1 1 −1 1 27.22 

7 1 −1 1 1 −1 1 1 30.06 

8 −1 −1 1 −1 1 1 −1 23.86 

9 −1 1 1 1 −1 −1 −1 32.26 

10 1 1 1 −1 −1 −1 1 36.05 

11 −1 1 1 −1 1 1 1 29.88 

12 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 14.76 

 
表 4  回归模型的方差分析 

Table 4  ANOVA for selected factorial model and analysis of experimental variables 

因素 
Factor 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degrees of freedom 

均方差 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著 
Significant

模型 Model 341.63 7 48.800 10.350 0.019 7  

葡萄糖 Glucose 94.87 1 94.870 20.120 0.010 9 2 

硫酸铵 Ammonium sulfate 154.23 1 154.230 32.710 0.004 6 1 

玉米浆 Corn steep liquor 35.71 1 35.710 7.570 0.051 3  

尿素 Urea 38.09 1 38.090 8.080 0.046 7 3 

KH2PO4 8.27 1 8.270 1.750 0.256 0  

MgSO4·7H2O 0.097 1 0.097 0.021 0.892 8  

生物素 Biotin 10.38 1 10.380 2.200 0.212 0  

残差 Residual 18.86 4 4.710    

总值 Cor total 360.49 11     

R2=0.947 7，Adj R2 (调整)=0.856 1，信噪比=7.53% 
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表 5  最陡爬坡试验设计和结果 
Table 5  Design and results of the steepest ascent experiments 

运行序 
Run 

葡萄糖 
Glucose (g/L) 

硫酸铵 
Ammonium sulfate (g/L) 

尿素 
Urea (g/L) 

L-精氨酸 
L-arginine (g/L) 

1 130 40 0.5 28.96 

2 135 45 1.0 36.54 

3 140 50 1.5 38.12 

4 145 55 2.0 39.47 

5 150 60 2.5 38.44 

6 155 65 3.0 36.88 

7 160 70 3.5 30.08 

8 165 75 4.0 21.28 

 
表 6 和表 7，试验设计了 17 组试验，包括 5 组中心

点重复试验。 
利用 Design Expert软件对表 7试验数据进行多

元回归拟合，得到 L-精氨酸产量对葡萄糖、硫酸铵

和尿素 3 个因素的二次多项回归方程： 
Y=39.58+0.75A+2.01B+0.94C+0.21AB+0.22AC+

0.40BC−2.11A2−2.91B2−3.25C2。 

回归方程的方差分析及模型的显著性分析结

果见表 8。从表 8 的数据可以看出，试验所选用的

二次多项模型显著(P<0.000 1)，说明试验方法是可

靠的；同时模型失拟项不显著(P=0.061 0>0.05)，说

明未知因素对试验的结果干扰较小；其决定系数

R2=0.998 0，调整决定系数 R2=0.972 5，说明二次多

项模型的拟合程度较好，误差较小，可信度高，该

模型可以对 L-精氨酸的发酵培养基进行优化。 
 

表 6  Box-Behnkne 试验因素水平 
Table 6  Levels of Box-Behnkne experiments 

水平 Levels 因素 
Factor 

编码 
Code −1 0 1 

葡萄糖 Glucose A 135 145 155

硫酸铵 Ammonium sulfate B 45 55 65

尿素 Urea C 1 2 3 
 

 
表 7  Box-Behnkne 试验设计及结果 

Table 7  Box-Behnkne design and results 

运行序 
Run 

A B C 
L-精氨酸 
L-arginine 

(g/L) 

预测值

Predicted 
(g/L) 

1 −1 −1 0 32.05 32.01 

2 0 1 −1 31.76 31.95 

3 1 0 −1 33.65 33.81 

4 1 −1 0 33.68 33.09 

5 0 −1 −1 30.44 30.88 

6 −1 0 −1 33.16 32.76 

7 0 1 1 37.21 36.77 

8 1 0 1 35.73 36.13 

9 −1 1 0 35.02 35.61 

10 0 −1 1 31.76 31.95 

11 −1 0 1 34.35 34.19 

12 1 1 0 37.48 37.52 

13 0 0 0 39.48 39.58 

14 0 0 0 39.92 39.58 

15 0 0 0 39.78 39.58 

16 0 0 0 39.16 39.58 

17 0 0 0 39.56 39.58 
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表 8  回归方程的方差分析及系数显著性检验 

Table 8  ANOVA analysis and coefficients significant test for regression equation 

来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degrees of freedom 

均方差 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

模型 Model 154.66 9 17.18 63.96 <0.0001 

A 4.44 1 4.44 16.53 0.004 8 

B 32.24 1 32.24 119.99 <0.000 1 

C 7.07 1 7.07 26.31 0.001 4 

AB 0.17 1 0.17 0.64 0.449 7 

AC 0.20 1 0.20 0.74 0.419 0 

BC 0.65 1 0.65 2.41 0.164 4 

A2 18.75 1 18.75 69.79 <0.000 1 

B2 35.66 1 35.66 132.73 <0.000 1 

C2 44.34 1 44.34 165.04 <0.000 1 

残差 Residual 1.88 7 0.27   

失拟项 Lack of fit 1.53 3 0.51 5.81 0.061 0 

纯误差 Pure error 0.35 4 0.088   

总值 Cor total 156.54 16    

R2=0.988 0，Adj R2 (调整)=0.972 5，信噪比=1.45% 

 
回归方程的一次项B对L-精氨酸的产量有极显

著影响。另外，二次项 A2、B2 和 C2 对 L-精氨酸的

产量也有极显著影响。这说明试验因子对响应值的

变化相对复杂，不是简单的线性关系。A、B 和 C
这 3 个因素对 L-精氨酸产量的影响顺序依次是

B>C>A，这是因为合成 L-精氨酸需要更多的 N 原

子。这些因素之间的响应面图以及对应的等高线图

如图 5 所示。对二次回归方程进行求解，优化后的

发酵培养基为：葡萄糖 155 g/L，硫酸铵 58.94 g/L，

尿素 2.20 g/L，L-精氨酸 38.77 g/L。 
2.3.4  验证试验：经 Design Exper 软件分析得到最

佳发酵培养基为：葡萄糖 155 g/L，硫酸铵 58.94 g/L，

尿素 2.20 g/L。为了验证模型的准确性，按照最佳

发酵培养基配方进行试验，试验结果显示 L-精氨酸

的产量为 39.72±0.75 g/L，与理论预测值接近。此外

发酵液中残糖含量为 0，L-精氨酸对葡萄糖的得率

达到 0.26 g/g。而且 L-精氨酸的产量比优化前提高

了 10.49%，从而证明响应面设计优化 L-精氨酸发

酵培养基的有效性。 

3  讨论 
本试验研究证明常压室温等离子体生物诱

变系统能够有效地诱变 C. glutamicum，获得一株

L- 精 氨 酸高 产菌株 C. glutamicum ARG 3-16 
(L-HAr，8-AZr，SGr，L-His−)，L-精氨酸的产量达

到 35.95±0.48 g/L，比诱变前提高了 49.79%。此外，

经过有效筛选的突变菌株杂酸的积累量明显地降

低，特别是 L-脯氨酸、L-谷氨酸和 L-缬氨酸。遗传

稳定性试验表明，经诱变后获得的 L-精氨酸高产菌

株 C. glutamicum ARG 3-16 保持较高的遗传稳定

性。通过响应面设计优化 L-精氨酸发酵培养基，得

到最佳发酵培养基配方为：葡萄糖 155 g/L，硫酸铵

58.94 g/L，尿素 2.20 g/L。经试验验证后，L-精氨

酸的产量为 39.72±0.75 g/L，比优化前提高了

10.49%。 
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图 5  葡萄糖、硫酸铵和尿素交互影响 L-精氨酸产量的响应面图 
Figure 5  Response surface plots for the interactive effects of glucose, ammonium sulfate and urea on 

the L-arginine production 
Note: A: Glucose; B: Ammonium sulfate; C: Urea. 
 

目前工厂 L-精氨酸的产量在 60 g/L 左右，且菌

株均是国外引进的，没有自主的知识产权，因此选

育一株拥有自主知识产权高产 L-精氨酸生产菌株

具有重要的实用价值。虽然韩国学者 Park 等[23]利

用代谢工程的手段改造经理化随机诱变的 C. 

glutamicum ATCC 21831 (产量为 17.0 g/L)，通过过

量表达 L-精氨酸生物合成途径中的基因和精氨酸

输出基因、敲除调节 L-精氨酸合成的阻遏蛋白基因

argR，最终在 1 500 L 发酵罐分批发酵试验 L-精氨

酸的产量达到 92.5 g/L，L-精氨酸对葡萄糖的得率

为 0.35 g/g。国内学者徐美娟等[15,24-25]同样利用代谢

工程的手段改造 Corynebacterium crenatum SYPA 

5-5，最终 5 L 发酵罐分批发酵试验 L-精氨酸的产量

达到45.9 g/L，L-精氨酸对葡萄糖的得率达到0.31 g/g。
但是利用分子手段改造的菌株具有自身的局限性，

如携带的质粒容易丢失而导致遗传不稳定，而且使

用抗生素选择压力，需添加抗生素来维持菌体产酸

的稳定性，容易造成抗生素污染和成本增加等。 

本试验利用 ARTP 生物诱变系统选育得到的 C. 

glutamicum ARG 3-16，利用廉价的原料(葡萄糖为

食品级、硫酸铵和磷酸二氢钾为工业级)，摇瓶发酵

96 h 后 L-精氨酸的产量达到 39.72±0.75 g/L，L-精

氨酸对葡萄糖的得率为 0.26 g/g，且菌株的稳定性

较高，具有工业化生产的潜力。 



程功等: 常压室温等离子体诱变选育 L-精氨酸生产菌及发酵条件优化 369 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

需要指出的是，突变株 C. glutamicum ARG 
3-16 L-精氨酸提高的原因尚不清楚，因此有必要对

关键酶基因 argB 和阻遏蛋白基因 argR 进行进一步

分析。由于本试验全部是在摇瓶条件下得到的结

果，在发酵过程中的溶氧、pH、补糖等条件很难实

现，为了进一步了解 L-精氨酸的生产过程及发酵特

性，进一步控制发酵工艺，提高 L-精氨酸的产量，

后期试验将在分批发酵过程中进行发酵工艺控制。 
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