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延长盐单胞菌生产依克多因高密度发酵工艺优化

张    悦，  刘    昊，  刘    玮，  余君雄，  肖    扬，  郇晶伟，  颜诚旭，  庄英萍，  王泽建

（华东理工大学生物工程学院, 上海 200237）

摘要：建立了延长盐单胞菌（Halomonas elongata DSM 2581T）高效合成依克多因的高密度

发酵工艺。通过单因素实验、Plackett-Burman 实验与 Central Composite Design 系统考察了合

成培养基营养组分对 H. elongata DSM 2581T 发酵代谢的影响。优化结果表明：3 g/L 柠檬酸

钠，3 g/L 氯化铵，80 g/L 氯化钠的培养基组分能够显著促进 H. elongata DSM 2581T 菌体的生

长和产物合成。根据 H. elongata DSM 2581T 在 5 L 发酵罐中优化后的培养基条件下的生长代谢

情况，建立了葡萄糖连续流加和 pH 反馈控制（氨水）的补料方式进行 H. elongata DSM 2581T 高

密度发酵工艺，实施了将对数生长期发酵液中氯化钠质量浓度从 80 g/L 提高到 130 g/L 的快速

盐梯度冲击策略，发酵 13 h 后 OD600 最高达到 169.3，依克多因产量和合成速率分别达到 20 g/L
和 1.54 g/(L·h)。这项研究为实现依克多因的低成本、高效率工业化生产提供了理论指导。
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依克多因（Ectoine，1,4,5,6-四氢 -2-甲基 -4-羧酸）

为天冬氨酸的衍生物，是嗜盐菌在极端环境中合成

的产物。依克多因可以提高膜脂表面的水合作用

力，维持细胞新陈代谢所需的胞质空间和正常细胞形

态 [1-5]，除此以外该物质在皮肤细胞的保护和稳定方

面具有良好功效[6]。目前，依克多因作为一种高价值

的化合物被广泛应用在化妆品、医药和食品等领域，

它可以通过化学合成和生物发酵的方法得到，前体

的高成本及合成过程中可能带来的环境污染使得化

学方法在工业化生产中不具优势[7]。因此，生物发酵

生产依克多因已成为主要生产方式，其中延长盐单胞

菌（Halomonas elongata）是主要的工业生产菌株[8-10]。

延长盐单胞菌 H. elongata DSM 2581T 属于中度嗜盐

菌，能够在高盐环境下快速生长，原因在于胞内积累

大量的依克多因来维持细胞内外渗透压平衡[11-13]。

许多研究致力于优化生物合成的方法，设计了

许多提高依克多因产量的方法，如“细菌挤奶”工艺[14]。

同时，代谢工程也为提高依克多因产量作出了贡献，

如 Ning等 [15] 构建了在低盐浓度下高效生产依克多

因的大肠杆菌菌株。基因操控下的羟化酶的缺失，

也会减少依克多因的羟基化而提高依克多因的产

量[16]。如何有效地控制微生物的生长和代谢产物的

生成，提高发酵生产水平是生产下游环节的重点。发

酵过程的优化依然是突破生产瓶颈的关键，Salman[17]

和 Chen等 [18] 都通过优化培养条件成功地提高了淀

粉酶和依克多因的生产水平。利用能够精准调控合

成培养基，高效快速地生产质量稳定的依克多因，是

实现依克多因低成本生产的途径之一。

依克多因的详细生物合成机制迄今还未完全阐

明，研究其中的合成机制及调节关键节点具有巨大

的商业价值。高细胞密度发酵 （High  Cell  Density
Fermentation，HCDF）在工业生产上是用来增加产量

的常用方法[19]。利用合成培养基实现细胞的高细胞

密度发酵，兼顾高盐浓度培养基可以刺激依克多因
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生物合成的特点[20-21]，建立 H. elongata DSM 2581T 的
高密度培养有效提升依克多因产量的新工艺，为其

工业化规模的低成本生产奠定理论基础。

本研究考察并优化了影响 H. elongata DSM 2581T

依克多因发酵的全合成培养基的营养成分及添加浓

度，并在 5 L发酵罐水平考察了 H. elongata 在全合成

培养基中的发酵代谢情况；基于优化后的合成培养

基协同盐胁迫工艺对延长盐单胞菌进行高细胞密度

培养，最终获得高于已报道的天然微生物生产依克

多因的产量，并且获得高生产速率的发酵效果。 

1    实验部分
 

1.1    原料和试剂 

1.1.1   出发菌株　实验菌种延长盐单胞菌 H. DSM
2581T，属于中度嗜盐菌和革兰氏阴性细菌，由中国科

学院微生物所提供。 

1.1.2    培养基与培养条件

（1）菌种活化培养基（g/L）：蛋白胨 10.00、酵母

粉 5.00、氯化钠 80.00、琼脂 16.00，pH 7.00±0.10。
（2）种子培养基 （g/L） ：酵母粉 5.00、蛋白胨

10.00、氯化钠 80.00、pH 7.00±0.10。
（3）M63培养基按照 Fatollahi等  [22] 描述的方法

配制；PTM1微量元素溶液按照 Charoenrat等[23] 等描

述的方法配制。 

1.2    测试与表征 

1.2.1   实验仪器　SBA-40E型生物传感分析仪（山东

省科学院生物研究所 ） ； pH计 （梅特勒 -托利多 ） ；

GZX-9420 MBE型鼓风烘箱（华连医疗器械）；5 L生

物反应器（上海国强生化工程装备有限公司）；LC-

2010A 型高效液相色谱（日本岛津公司）；YXQ-LB-

100SII型压力蒸汽灭菌器（BOXUN）；FA1004型电子

天平（上海良平仪器分析仪表有限公司）；ZWYC-

2933型智城恒温培养振荡器（上海智城分析仪器制

造有限公司）；VARIOSKAN LUX型酶标仪（赛默飞

世尔科技公司）。 

1.2.2    检测方法

（1）生物量检测方法：利用酶标仪在低振荡、600 nm
波长下测量吸光度值 （OD600）；菌体干重 （Dry  Cell
Weight, DCW）：发酵液离心弃上清，取沉淀于 90 ℃
烘箱中烘干至恒重，称重，将细胞干重与菌液吸光度

值作线性拟合，得 DCW=0.425×OD600。

（2）葡萄糖浓度检测方法：发酵液离心取上清进

行适当稀释，经 0.22 μm水系膜过滤后由生物分析传

感器测量。

（3）依克多因含量检测方法：取发酵液经超纯水

稀释 3倍后，加入玻璃研磨珠在冷冻研磨机中于 65 Hz
条件下研磨 30 min。取出后经过 12 000 r/min转速下

离心 5 min去沉淀，上清经 0.22 μm水系膜过滤保存

至液相小瓶，待测。依克多因通过岛津 HPLC检测，

使用 SB-C18色谱柱 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm, Agilent
公司)，流动相为水∶乙腈（体积比为 98∶2），恒定流

速 0.5 mL/min，柱温 30 ℃，检测器为 SPD-20AV，紫

外检测波长210 nm[24]。 

1.2.3   动力学计算　菌体生长动力学可以将复杂的

细胞代谢过程用简明的方式展现出来[25-26]，本文采用

式（1）拟合 H. elongata 的生长动力学。 

dX
dt
= µmX

(
1− X

Xm

)
(1)

式（1）积分后重新排列可得 

Xt =
X0× eµm t

1−
(

X0

Xm

)
× (1− eµm t)

(2)

其中，X、X0 和 Xm 分别代表菌体质量浓度、初始菌体

质量浓度和最大菌体质量浓度（g/L），μm 代表最大比

生长率（h−1），t 代表发酵时间（h）。 

1.2.4   统计分析　采用 Design Expert  8.06软件设计

Plackett-Burman实验，Central  Composite  Design采用

Origin 2021软件进行数据分析及绘图，统计学分析

采用 SPSS的 ANOVA Tucky post-hoc 检验。 

1.3    实验步骤 

1.3.1   摇瓶培养　将种子液按 10%的接种量接入装

有 45 mL培养基的 250 mL挡板摇瓶中，于 37 ℃、

225 r/min培养 12 h。 

1.3.2   反应器培养　实验采用 5 L体系发酵罐，装液

量为 3 L。高压湿热灭菌后按 10%的接种量进行接

种。通气量为 1 vvm，转速为 600 r/min，罐压控制为

0.05 MPa，温度为 37 ℃。发酵过程每间隔 1 h取样，

检测生物量、依克多因含量和残糖浓度等参数。 

2    结果与讨论
 

2.1    合成培养基优选 

2.1.1   碳源筛选实验　碳源是细菌生长和代谢过程

中的重要物质基础，同时也是生物合成、维持生命活

动的能量来源[27]。不同的碳源对微生物生长代谢的

影响不同，易利用的碳源可以促进微生物的生长和

代谢。本研究考察了不同碳源种类（葡萄糖、柠檬酸

钠、乳糖、甘露糖、木糖、蔗糖、海藻糖 ）对 H.
elongata DSM 2581T 生长的影响，利用多工位反应器
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进行碳源筛选实验，培养 20 h后测定生物量，结果如

图 1所示。在不同碳源下延长盐单胞菌 H. elongata
均可以生长，说明 H. elongata具有广泛的碳源底物

谱，胞内存在利用多种碳源的酶系。在以葡萄糖为

碳源的培养基中获得的生物量最多，其次是柠檬酸

钠，可见两种物质都是有利于细胞生长的碳源。而

甘露糖、乳糖为碳源的培养基中生物量明显低于其

他组别。
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图 1    不同碳源实验对 H.elongata 细胞生长的影响
Fig. 1    Effects  of  different  carbon  factors  on  cell  growth  of

H.elongata
  

2.1.2   Plackett-Burman实验设计与结果分析　 有 研

究 [28] 发现在较高盐浓度 （>10  g/L）下 H.  elongata
DSM 2581T 的产物合成为生长相关型。基于此发现，

在优选营养成分过程中，当 Plackett-Burman实验设计

时选择以生物量为指标，在基础培养基（葡萄糖 10 g/L；
PTM 11 mL/L；氯化钠 60 g/L）上利用 Design-Expert
8.06 Trial软件包统计学工具箱实施 n=12的 Plackett-
Burman实验设计，考察了合成培养基中的柠檬酸

钠、氯化铵、磷酸氢二钠、硫酸钠、氯化钾、硫酸镁、

硫酸锌、硫酸锰 8个成分对延长盐单胞菌生长的影

响。利用 250 mL摇瓶培养 10 h后测定 OD600，实验

设计因素水平及编码见表 1，实验结果见表 2，评价指

标为生物量。每组设置 3组平行。

经软件分析得到各培养基成分对生物量（Y）影
响的拟合方程，Y=3.73−0.091A+0.21B+0.085C−0.041D+
0.088E−0.090F−0.13G−0.035H。 因 为 p 值 为 0.021 2
(<0.05)，表明对于生物量评分所建立的回归方程显

著。氯化铵的 p 值 0.004 6<0.01，表明氯化铵是影响

生物量的极显著因素。研究指出氮源对提高生物量

和依克多因生产率具有重要意义 [20]。柠檬酸钠、硫

酸锰、硫酸锌、硫酸镁的 p 值小于 0.05，表明这些物

质也是影响细胞生长的显著因素。Plackett-Burma实

验结果统计分析后确定了以上几种培养基成分的最

佳添加质量浓度为：硫酸钠 2.50 g/L，七水合硫酸镁

3.00 g/L，硫酸锌 0.25 g/L，硫酸锰 0.09 g/L，十二水磷

酸氢二钠 7.50 g/L。 

2.1.3   Central Composite Design实验设计与结果分析

　研究表明盐浓度是影响依克多因合成的重要因

素 [29-30]。由本实验筛选出的影响延长盐单胞菌生长

显著的因素：柠檬酸钠（X1）和氯化铵（X2），将其与促

进依克多因合成的主要因素氯化钠（X3）相结合。通

过中心组合实验考察这 3种因素对延长盐单胞菌生

长（生物量 Y1）和依克多因合成（依克多因产量 Y2）的

影响。实验设置 3组平行，各因素及水平的实验设计

见表 3，分析结果见表 4。为了预测最佳点，运用

Design Expert 8.06 软件对试验数据进行方差分析和

二次多项回归拟合，得到以生长和产物合成为指标的

多元二次回归方程：Y1=8.48+0.13X1−0.21X2−0.084X3−
0.059X1X2+0.24X2X3−0.32X2X3−1.59X1

2−1.53X2
2−1.54X3

2；

Y2=620.99+9.02X1+15.74X2+44.39X3+34.89X1X2−
4.82X1X3−17.98X2X3−95.16X1

2−110.30X2
2−139.20X3

2。

以 Y1 为响应值的模型决定系数 R2=0.978 9，校正决定

系数 R2
Adj=0.959 9，p<0.000 1，模型高度显著。以 Y2

为响应值的模型决定系数 R2=0.980 9，校正决定系

数 R2
Adj=0.963 6，p<0.000 1，模型高度显著。X1

2、X2
2、

X3
2 的 p 均小于 0.000 1，说明因素 X1、X2、X3 对生物量

和依克多因产量的影响都极显著，因素 X3 对依克多

因产量影响极显著，X1X2 两两相交效应对依克多因

产量影响显著。

各因素的响应面等值线图如图 2所示，3个响应

面的等高线中心都在设定的范围内，表明在设计的

因素水平内存在最优设计条件。由图 2可知，三维响

应曲面呈弧形，柠檬酸钠、氯化铵、氯化钠呈两两间

表 1    Plackett Burman实验设计因素水平及编码

Table 1    Factor levels and coding of Plackett-Burman design

Level

ρ/(g·L−1)

NH4CI

(A)

Sodium citrate

(B)

Na2HPO4·12H2O

(C)

Na2SO4

(D)

MgSO4·7H2O

(E)

ZnSO4

(F)

MnSO4

(G)

KCl

(H)

−1 2 3 2.5 2.5 1.5 0.25 0.016 2.5

0 4 6 5 5 3.0 0.5 0.048 5

1 6 9 7.5 7.5 4.5 0.75 0.09 7.5
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交互作用，分别固定柠檬酸钠、氯化铵、氯化钠，生物

量和依克多因产量随着另外两个因素取值的增大先

升高后降低，曲面顶点即为生物量和依克多因产量

最高点及其对应的最优因素添加质量浓度。当氯化

钠处于中心水平时，柠檬酸钠和氯化铵对依克多因

产量影响较大，响应面坡度较陡。

由以上实验得到的最优化添加质量浓度为：柠

檬酸钠 3 g/L，氯化铵 3 g/L，氯化钠 80 g/L。经过摇瓶

实验验证，在最优条件下培养基中得到的生物量 OD600

和依克多因产量分别为 8.48和 618.70 mg/L，与预测

值一致，证明该模型较为合理。 

2.2    延长盐单胞菌产依克多因的发酵工艺优化 

2.2.1   批发酵工艺　在 5 L罐的发酵中，对优化后的

合成培养基（HE9）进行延长盐单胞菌的发酵过程代

谢参数考察，结果如图 3所示。在添加葡萄糖 20 g/L
的条件下菌体 OD600 最高可达到 26.60，依克多因

产量为 2.00 g/L，对比摇瓶发酵结果均有明显的提

高。利用 Logistic方程拟合菌体的生长动力学模型，

结果表明在优化的全合成培养基 HE9中延长盐单胞

菌的 μm 可达到 0.49 h−1。有研究表明 H. elongata DSM
2581T 在盐质量浓度为80 g/L的复合培养基条件下

μm 为 0.65 h−1[28]，约为 HE9培养基所达到 μm 的 1.3倍。

从整个发酵过程来看，菌体生长经历短暂的延

滞期后进入菌体快速生长的指数期，依克多因进入

快速合成阶段与菌体生长的对数生长期重合，这与

之前报道的 H. elongata DSM 2581T 在氯化钠质量浓

度为 80 g/L时依克多因合成是一个高度耦合生长过

表 2    Plackett-Burman 设计实验结果

Table 2    Experiment results of Plackett-Burman design

Group A B C D E F G H OD600

1 1 1 1 1 1 −1 −1 −1 3.66

2 −1 1 −1 1 1 1 −1 −1 4.11

3 1 −1 1 −1 1 1 1 −1 3.43

4 −1 1 1 1 −1 1 1 1 3.61

5 −1 −1 −1 1 1 −1 1 1 3.74

6 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 4.20

7 1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 3.65

8 1 1 −1 −1 1 −1 1 1 3.80

9 1 1 −1 −1 −1 1 −1 1 4.14

10 −1 1 1 −1 −1 −1 1 −1 3.51

11 1 −1 1 1 −1 −1 −1 1 3.05

12 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 3.87

表 3    Central Composite Design设计及结果

Table 3    Design and results of Central Composite Design

Group
ρ/(g·L−1)

OD600 ρ/(mg·L−1)
Sodium citrate NH4Cl NaCl

1 1 1 50 3.39 175.84

2 5 1 50 3.59 197.26

3 1 5 50 3.94 245.52

4 5 5 50 3.33 305.09

5 1 1 110 3.86 355.02

6 5 1 110 4.41 255.74

7 1 5 110 2.54 251.39

8 5 5 110 3.46 393.07

9 0 3 80 4.12 357.50

10 6.36 3 80 4.53 357.37

11 3 0 80 4.80 313.50

12 3 6.36 80 4.23 315.75

13 3 3 29.50 4.81 151.17

14 3 3 130.40 4.12 314.56

15 3 3 80 8.67 647.26

16 3 3 80 8.37 642.91

17 3 3 80 8.23 602.89

18 3 3 80 8.51 610.17

19 3 3 80 8.81 608.11

20 3 3 80 8.15 612.69
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程的结果一致[28]。碳源的变化情况表现为：发酵前 5 h
碳源消耗较慢，仅仅消耗了 17.50 %的葡萄糖；随着

细胞生长进入对数生长期，葡萄糖消耗速度显著增

加，pH开始快速下降，通过氨水调节 pH值在 6.5左

右至发酵结束。CO2 释放率（Carbon-dioxide Escape
Rate, CER）总体呈现与菌体生长的一致趋势。随着

分批培养葡萄糖的耗尽，菌体生长和依克多因的合

成出现停滞。 

2.2.2   分批补料发酵　为了进一步提升菌体的生物

量和依克多因的合成，在优化的培养基基础上研究

了连续流加葡萄糖的延长盐单胞菌高密度培养工

艺。发酵培养 7 h后流加葡萄糖溶液，利用发酵液残

糖浓度反馈调整葡萄糖溶液流加速率；利用氨水进

行 pH调控和氮元素补充，发酵过程各曲线如图 4

表 4    Central Composite Design 实验方差分析

Table 4    Variance analysis of Central Composite Design

Source
Y1 Y2

Sum of squares Mean square F p Sum of squares Mean square F p

Model 89.38 9.93 51.48 < 0.000 1 5.36×105 5.96×104 56.94 < 0.000 1

X1(Sodium citrate) 0.22 0.22 1.16 0.307 4 1.11×103 1.11×103 1.06 0.327 1

X2(NH4Cl) 0.63 0.63 3.27 0.100 7 3.38×103 3.38×103 3.24 0.102 3

X3(NaCl) 0.10 0.10 0.49 0.498 1 2.69×104 2.69×104 25.73 0.000 5

X1 X2 0.03 0.03 0.14 0.713 8 9.74×103 9.74×103 9.31 0.012 2

X1 X3 0.44 0.44 2.30 0.160 3 1.86×102 1.86×102 0.18 0.682 1

X2 X3 0.82 0.82 4.26 0.066 0 2.59×103 2.59×103 2.47 0.147 0

X12 36.59 36.59 189.70 < 0.000 1 1.31×105 1.31×105 124.77 < 0.000 1

X22 33.53 33.53 173.84 < 0.000 1 1.75×105 1.75×105 167.61 < 0.000 1

X32 34.31 34.31 177.85 < 0.000 1 2.79×105 2.79×105 266.97 < 0.000 1

Residual 1.93 0.19 1.05×104 1.05×103

Lack of fit 1.60 0.32 4.85 0.054 0 8.61×103 1.72×103 4.66 0.058 4

Pure error 0.33 0.07 1.85×103 3.7×102

Cor total 91.31 5.47×105
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图 2    柠檬酸钠、氯化铵与氯化钠交互影响延长盐单胞菌生长与产物合成影响的等高线图

Fig. 2    Contour lines of effects of sodium citrate, NH4Cl and NaCl on the growth and ectoine production of H.elongata
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所示。发酵培养 34 h时，OD600 最高可达到 191，依克

多因产量达到 11.05 g/L（图 4（a）），菌体氧摄取速率

（Oxygen Uptake Rate, OUR）最高达到 220 mmol/(L·h)
（图 4（b））。与批式发酵相比，最高 OD600 和依克多因

产量分别为批发酵结果的 7.18倍和 5.53倍。发酵中期

观察到菌体生长缓慢、OUR持平的现象，在发酵 20 h
时补充 2 g/L的磷酸氢二钾，随后菌体生长速率和OUR
增加速率明显加快。磷酸盐含量显著影响工程大肠

杆菌和嗜盐生物的生物量和依克多因产量[18, 31]，说明

这段生长的缓慢期可能是由于 HE9培养基中磷元素

不足导致细胞生长受限。对不同发酵时期的生理代

谢参数（表 5）进行分析发现，发酵后期依克多因产率

明显下降的现象（图 4（c）），远低于理论最大产率[32]。

补料过程中持续葡萄糖和氨水的补入会导致盐浓度

的逐步下降，从而影响依克多因的合成，这可能是导

致发酵后期比产率低的重要原因。 

2.2.3   盐梯度胁迫促进依克多因合成的优化控制工

艺　为改善高密度培养发酵后期出现的菌体生长缓

慢和依克多因转化率低的问题，进一步对 HE9合成

培养基中磷源浓度进行优化，并与盐梯度冲击控制

相结合，以达到促进依克多因的快速生成。在发酵

过程的指数期（8 h）进行盐梯度冲击实验，结果如图 5、
表 6所示。在指数生长中期利用一次性补加的方式

将发酵液中氯化钠的质量浓度从 80 g/L补充到 130 g/L

（图 5（a））。OUR在盐冲击后有短暂的下降，随后维

持着快速增加的趋势，最高达到 209.84 mmol/(L·h)
（图 5（b））。发酵 13 h后 OD600 达到 169.3，依克多因

产量为 20 g/L。与优化前的工艺相比，依克多因产量

提高了 81%。依克多因合成速率在进行盐梯度冲击

（8 h）后显著增加（图 5（d）），最大达到了 5.5 g/（L·h）。
图 5（c）所示的依克多因比产率的结果也表明在盐梯

度冲击的过程中，发酵 10 h时的比产率（0.086 g/（g·h））
显著高于分批补料发酵最高的比产率（0.016 g/（g·h）），
说明盐梯度冲击能够有效地促进依克多因的合成，

而且优化后发酵时间显著缩短。

本研究中发现在摇瓶中生产依克多因的最佳盐

质量浓度为 80 g/L。有研究利用动力学模型对不同

盐浓度下 H. elongata DSM 2581T 菌体生长和依克多

因生物合成进行拟合发现：当氯化钠质量浓度低于

80 g/L时，H. elongata DSM 2581T 的依克多因的生物

合成速率随着氯化钠质量浓度的增加而增加[33]。但

过高的盐浓度超过了细胞的耐受水平，反而抑制细

胞生长 [28,34]。因此本研究利用不同盐浓度的培养基

分阶段进行依克多因生物合成：在前期，80 g/L的盐

质量浓度可以给细胞提供良好的生长环境，当细胞

生长到一定阶段采取提高盐质量浓度的方式进入刺

激依克多因合成阶段。

在合成培养基上结合连续补料，盐梯度冲击工
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Fig. 3    Fermentation process curve of H. elongata in a 5 L bioreactor
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Fig. 4    Fermentation process curve under HCDF: Biomass and ectoine production (a); Oxygen uptake rate (b); Specific production rate (c)
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艺进行高密度细胞密度发酵 ，可以获得 OD600 为

169.3，依克多因产量为 20 g/L的结果。与目前已报

道的嗜盐菌底盘的依克多因生产结果 (表 7)相比，本

研究优化后的依克多因的产量和生产速率与之相比

具有极大的优势。发酵产量达到了 20 g/L，比其他嗜

盐菌的最高发酵水平（14.86 g/L） [37] 提高了 34.5%。

尤其是依克多因的合成速率达到了 1.54 g/(L·h)，远
高于文献中的报道水平。 

表 5    高密度培养下发酵过程中的生理代谢参数

Table 5    Physiological metabolic parameters during fermentation under HCDF

t/h ∆ρDCW/(g·L−1) ∆ρEctoine/ (g·L−1) Productivity/(g·L−1·h−1) Yx/s/% Yp/s/%

0—13 38.40 5.42 0.42 42.63 6.02

13—20 10.72 1.51 0.22 30.01 4.23

20—30 19.96 2.92 0.29 18.46 2.70

30—34 1.96 1.20 0.30 6.00 3.68

∆ρDCW—Increase in biomass over this period of time; ∆ρEctoine—Increase in ectoine over this period of time; Yp/s—Yield of ectoine to glucose consumption;

Yx/s—Biomass to glucose consumption; Productivity—Rate of ectoine production

 

25

20

15

10

5

0

200

150

100

50

0
0 5 10 15

Time/h

ρ 
(E

ct
o
in

e)
/(

g
·L

−1
)

O
D

6
0
0

(a)

250

200

150

100

50

0
0 5 10 15

Time/h

O
U

R
/(

m
m

o
l·

L
−1

·h
−1

)

(b)

0.2

0.1

0

0 5 10 15
Time/h

S
p
ec

if
ic

 p
ro

d
u
ct

io
n
 r

at
e/

(g
·g

−1
·h

−1
)

(c)

6

5

3

4

2

1

0

−1
0 5 10 15

Time/h

P
ro

d
u
ct

iv
it

y
/(

g
·L

−1
·h

−1
)

(d)

Before shock

130

80

Shock

After shock
8 h

OD600

Ectoinc

NaCl
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Fig. 5    Fermentation process curve of salt shock under HCDF: biomass and ectoine production (a); oxygen uptake rate (b); specific production
rate (c); productivity (d)

表 6    盐胁迫工艺条件下发酵过程理化参数

Table 6    Physicochemical parameters of fermentation process under salt shock

Xm/g ρm/(g·L−1) Yx/s/% Yp/s/% qp/(g·g−1·h−1) μm/h−1 Productivity/(g·L−1·h−1)

169.30±5.63 20.00±0.32 53.68 14.95 0.021 0.49 1.54

ρm—Maximum product concentration, qp—Specific production rate, Yp/s—Yield of ectoine to glucose consumption, Yx/s—Biomass to glucose consumption,

Productivity—Rate of ectoine production
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3    结　论

本研究首先通过单因素实验研究了不同碳源对

H. elongata DSM 2581T 菌体生长的影响，结果显示葡

萄糖是最佳碳源。通过 Plackett-Burman 考察了培养

基中各组分的浓度对生物量的影响，结果表明显著

因素为柠檬酸钠和氯化铵。利用 Central Composite
Design进一步优化了培养基，最终确定柠檬酸钠

3 g/L，氯化铵 3 g/L，氯化钠 80 g/L。基于优化后的全

合成培养基，进行连续补料和指数中期盐梯度式冲

击的发酵工艺研究，最终获得的细胞量的 OD600 约为

169.3，依克多因产量和依克多因合成速率分别达到

20 g/L和 1.54 g/(L·h)。这说明在该合成培养基上联

合连续补料和指数期盐梯度冲击进行高密度培养的

可行性，为高效合成依克多因的发酵工艺提供了数

据支撑。
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High-Density Fermentation Process Optimization for Ectoine
production by Halomonas elongata DSM 2581T

ZHANG Yue, LIU Hao, LIU Wei, YU Junxiong, XIAO Yang, XUN Jingwei, YAN Chengxu,
ZHUANG Yingping, WANG Zejian

(School of Biotechnology, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China)

Abstract: In this study, a high-density fermentation process of Halomonas elongate DSM 2581T was established,
which  had  the  advantage  of  high  ectoine  production  rate.  The  effects  of  nutrient  components  of  defined  medium on
fermentation  and  metabolism  of H.  elongata  DSM  2581T  were  investigated  by  single  factor  experiment,  Plackett-
Burman  and  Central  Composite  Design.  The  results  showed  that  sodium  citrate  (3  g/L),  NH4Cl  (3  g/L)  and  NaCl
(80  g/L)  could  significantly  promote  the  growth  and  ectoine  production  of H.  elongata  DSM  2581T.  Furthermore,
according to the growth and metabolism of H. elongata in the defined medium in a 5 L fermentor, the feeding mode of
glucose continuous flow plus and pH feedback control (ammonia water) was established to carry out the high-density
fermentation  process  of  H.  elongata  DSM  2581T.  Salt  shock,  which  increased  the  NaCl  concentration  in  the
fermentation broth from 80 g/L to 130 g/L in the exponential growth phase, resulted in OD600 reaching 169.3 after 13 h
of  fermentation,  with  ectoine  production  and  ectoine  synthesis  reaching  20  g/L  and  1.54  g/(L·h),  respectively.  This
study provides theoretical guidance for the low-cost and efficient industrial ectoine production.

Key words: Halomonas elongata；defined medium；high cell density culture；ectoine；salt shock

（责任编辑：王晓丽）

第 1 期 张    悦，等：延长盐单胞菌生产依克多因高密度发酵工艺优化 59   


	1 实验部分
	1.1 原料和试剂
	1.1.1 出发菌株
	1.1.2 培养基与培养条件

	1.2 测试与表征
	1.2.1 实验仪器
	1.2.2 检测方法
	1.2.3 动力学计算
	1.2.4 统计分析

	1.3 实验步骤
	1.3.1 摇瓶培养
	1.3.2 反应器培养


	2 结果与讨论
	2.1 合成培养基优选
	2.1.1 碳源筛选实验
	2.1.2 Plackett-Burman实验设计与结果分析
	2.1.3 Central Composite Design实验设计与结果分析

	2.2 延长盐单胞菌产依克多因的发酵工艺优化
	2.2.1 批发酵工艺
	2.2.2 分批补料发酵
	2.2.3 盐梯度胁迫促进依克多因合成的优化控制工艺


	3 结　论
	参考文献

