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苹果酸补料策略提高枯草芽孢杆菌 
DF生长和产孢效率
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（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.河南省南街村（集团）有限公司，河南 漯河 462600）

摘  要：为了提高枯草芽孢杆菌生长和产孢效率，在30 L发酵罐水平考察了苹果酸对菌株DF生长代谢的影响。

发酵16～27 h耦合pH 8.0流加苹果酸（终质量分数1.5%）使得生物量（22 h）达到3.68×1010 CFU/mL，较对照提

高71.9%；同时，芽孢数为3.63×1010 CFU/mL，较对照提高92.1%。转录组差异分析表明：苹果酸强化了菌株DF
糖异生途径、磷酸戊糖途径（pckA、fbaA、zwf上调0.38～1.51 倍）、三羧酸循环（citZ上调2.10 倍）的代谢效

率；降低了细胞氧化胁迫强度（丙酮酸氧化酶编码基因poxL下调72.9%、硫氧还蛋白还原酶编码基因 trxA上

调2.88 倍，19～24 h的H2O2浓度下降了45.9%～51.3%）；增强了Spo0A的磷酸化效率（kipL、rapAD、abrB下调

57.5%～75.9%；clpX、phrCF、spo0B、sigA上调0.73～12.76 倍），显著提高菌株DF的生长及芽孢形成效率。本研

究可为枯草芽孢杆菌工业化高效发酵生产提供理论支撑。
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Malate Supplementation Enhances the Growth and Sporulation Efficiency of Bacillus subtilis DF
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Abstract: To improve the growth and sporulation efficiency of Bacillus subtilis, the effect of malate on the cell growth and 

metabolism of B. subtilis DF was investigated in a 30 L bioreactor. At 22 h of fermentation, a biomass of 3.68 × 1010 CFU/mL  

was obtained by malate addition to a final concentration of 1.5% during 16–27 h after the pH reached 8.0 at 16 h, which 

was 71.9% higher than that of the control group. Meanwhile, the number of spores was 3.63 × 1010 CFU/mL, which 

was 92.1% higher than that of the control group. Differential transcriptomic analysis showed that malate increased the 

metabolic efficiency of the gluconeogenesis and pentose phosphate pathways with 1.38 to 2.51-fold up-regulation of the 

zwf, pckA and fbaA genes, respectively and the metabolic efficiency of the tricarboxylic acid (TCA) cycle with 3.10-fold  

up-regulation of the citZ gene, reduced cellular oxidative stress with a 72.9% down-regulation of the poxL gene, a 3.88-

fold up-regulation of the trxA gene, and thus a 45.9%–51.3% reduction in H2O2 concentration during 19–24 h, and enhanced 

the phosphorylation efficiency of Spo0A with down-regulation of the kipL, rapAD and abrB genes by 57.5%–75.9%, and  

up-regulation of the clpX, phrCF, spo0B and sigA genes by 1.73–13.76 folds, significantly improving the growth and sporulation 

efficiency of B. subtilis DF. These findings provide theoretical supports for the industrial application of B. subtilis.
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枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）生长代谢过程中能

产生丰富的淀粉酶、蛋白酶等酶类，分泌活性物质抑制

致病菌生长、调节肠道菌群[1]、增强机体免疫力，具有安

全性能高、抗逆性强的特点，广泛应用于微生态制品和

食品领域[2]。

枯草芽孢杆菌的高密度发酵是微生态制品生产的关

键环节，赵达等[3]通过优化枯草芽孢杆菌B03的发酵培养

基（3.0%玉米淀粉、6.0%豆粕等），摇瓶发酵66 h生物

量达到1.06×1010 CFU/mL；高同国等[4]在葡萄糖连续补料

（维持在1%）、补氨水（维持pH 7.5～8.5）条件下培养

枯草芽孢杆菌16 h后，热击（50～80 ℃）15～60 min，生物

量达到2.00×1010 CFU/mL、芽孢数达到1.96×1010 CFU/mL。 

Abuhena等 [5]运用响应面优化的发酵条件通过3 m3发酵

罐培养枯草芽孢杆菌，生物量达2.01×109 CFU /mL。

咸漠等 [6 ]采用次序提高温度（34～37  ℃）和通风量

（0.3～1.0 vvm）策略培养枯草芽孢杆菌，发酵24 h生物

量达到1.60×1010 CFU/mL，芽孢率为96.0%。

芽孢杆菌生长过程存在的氧化胁迫[7]与细胞氧化磷

酸化、芬顿反应以及NADPH氧化酶催化等代谢过程有

关[8-10]，产生如超氧阴离子、H 2O 2等活性氧（ react ive 
oxygen species，ROS） [11]。ROS大量积累引起细胞

蛋白变性、脂质过氧化及DNA断裂等损伤 [12]，而细胞

通过氧化应激 [13]抵御氧化胁迫，如通过转录因子PerR
调控ROS清除酶（硫氧还蛋白还原酶TrxA、超氧化物

歧化酶、H2O2酶KatA等）的表达。

磷酸化的Spo0A调控芽孢生成相关基因的表达效

率，而KinA、KinB、Spo0F、Spo0B等组成的磷酸传递系

统调控Spo0A的磷酸化水平[14]；另外，KipL（抑制KinA
活性）、Sda（抑制KinB激酶活性）、RapA（抑制磷酸

酶活性）等[15]抑制磷酸传递效率，降低Spo0A的磷酸化；

KipA（抑制KipL活性）和ClpX（与Sda结合后能解除Sda
对KinB的抑制作用）能促使KinA、KinB高效表达。而

Phr（磷酸酶抑制蛋白）通过与Rap蛋白结合，提高Spo0F
的磷酸化作用。因此，Spo0A的磷酸化是激酶、激酶抑

制剂、磷酸传递蛋白及其调控蛋白共同作用的结果[16]。

AbrB蛋白也能调控芽孢的形成。对数生长期，AbrB
通过抑制σH（SigH）的合成降低RNA聚合酶核心酶与σH

的组装效率，进而阻遏spo0A基因的转录效率，使芽孢

启动受到抑制；发酵环境不适合生长时，abrB表达受阻

遏，sigH转录水平增加，spo0A转录及Spo0A～P合成增

强，进而激活SpoIIE调控细胞的不对称分裂[17]、促进芽

孢生成。

苹果酸脱氢代谢生成草酰乙酸和NADH，后者作为

氢载体参与能量代谢[18]，而草酰乙酸回补效率提高可以

促进三羧酸（tricarboxylic acid，TCA）循环或糖异生途

径的运转[19]。另外，L-苹果酸能够捕获自由基，具有抗

氧化活性[20]。而苹果酸应用于枯草芽孢杆菌高密度发酵

并调控产孢效率的研究鲜见报道。

在30 L发酵罐水平研究耦合pH 8.0流加苹果酸对枯草

芽孢杆菌DF生长和芽孢生成的调控作用，旨在使苹果酸

增强糖异生和TCA循环等的运转效率、缓解氧化胁迫、

提高芽孢组分的表达水平，促进细胞生长和芽孢生成效

率，为枯草芽孢杆菌高密度、高芽孢率发酵提供理论和

技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

菌株：枯草芽孢杆菌DF，发酵工程教育部重点实验

室筛选、保藏的野生型菌株。

过氧化氢检测试剂盒 北京索莱宝科技有限公司；

RNA检测试剂盒  美国安捷伦科技有限公司；甲醇 
赛默飞世尔科技（中国）有限公司。其余所有用于发酵

培养的试剂均为国产分析纯；所有用于气相色谱分析的

试剂均为色谱级试剂。

1.2 仪器与设备

BIOTECH-30JS发酵罐  上海保兴生物公司；

ZXMP-A1230恒温恒湿箱 上海智城分析仪器制造有限

公司；高速冷冻离心机 艾本德中国有限公司；高压蒸

汽灭菌锅 上海博迅实业有限公司医疗设备厂；JY02S
紫外分析仪 北京君意东方电泳设备有限公司；7890B
型气相色谱仪 美国安捷伦公司。

1.3 方法

1.3.1 培养基配制

种子培养基、CFU计数培养基：酵母浸膏20 g/L、
NaCl 5 g/L、琼脂粉20 g/L，调pH 7.5，121 ℃灭菌20 min。

发酵培养基：淀粉30 g/L、豆粕50 g/L、葡萄糖

5 g/L、酵母浸膏3 g/L、蛋白胨8 g/L、轻CaCO3 3 g/L、 

M g S O 4·7 H 2O   0 . 5   g / L、K 2H P O 4·3 H 2O   2   g / L、

MnSO4·H2O 0.3 g/L、30 mL泡敌，121 ℃灭菌30 min。
苹果酸母液：270 g苹果酸加水定容至600 mL，

115 ℃灭菌20 min。

1.3.2 枯草芽孢杆菌培养

枯草芽孢杆菌DF从－80 ℃甘油管平板划线转接到
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平板琼脂培养基中，37 ℃培养24 h。挑单菌落转接至新

鲜茄子瓶斜面（60 mL培养基/250 mL茄子瓶），37 ℃培

养24 h，再向茄子瓶中加入50 mL无菌水，制备菌悬液

接种至30 L发酵罐（18 L计料）发酵培养基中。

发酵条件：转速500 r/min、通气量1 m3/h、罐压

0.045 MPa、温度37 ℃。发酵13 h后溶氧量降至0，
提高供氧强度（转速由500 r/min提高到700 r/min，通气

量由1 m3/h提高到2 m3/h）。

补料方式：发酵 1 6   h， p H值回升至 8 . 0左右，

16～27 h耦合pH 8.0补加苹果酸母液。对照为不补苹

果酸的发酵培养液。

1.3.3 细胞数和芽孢数的测定

细胞数：发酵液中细胞数（CFU/mL）采用稀释涂布

平板法[21]测定。

芽孢数：将经过适当稀释后的菌液 8 0  ℃水浴

15 min，后进行平板涂布对芽孢进行计数。产芽孢率计

算如式（1）所示：

/% 100	 （1）

比生长速率[22]计算如式（2）所示：

μ 1
x

dx
dt  （2）

式中：μ为比生长速率/h－1；x为生物量/（CFU/mL）； 

t为发酵时间/h。
1.3.4 H2O2浓度检测

测定过程放置冰盒，按试剂盒说明书操作[23]，现取

现测。

1.3.5 乙酸质量浓度检测

发酵样品（－20 ℃保存）经12 000 r/min离心5 min，
取上清液。采用内标法，进行气相色谱测定[21]。

1.3.6 转录组数据分析

取对照（未补苹果酸）和补料发酵（补苹果酸）

22 h（对数中后期）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TPM（transcripts per million）值

按照式（3）[24]计算，差异倍数按（4）计算：

TPM R1

L1

R2

L2

Rn

Ln
L

R 106

 （3）

FC
TPM

TPM
 （4）

式中：R和L为需计算基因的read counts和基因长度；

Ri和Li（i＝1, 2, …, n）为样品中第i个基因的read counts和
基因长度。

1.4 数据分析

每组实验都进行3 次平行，数据以 ±s表示。通过

Origin 9.0和SPSS 23.0软件进行作图以及数据处理分析。

2 结果与分析

2.1 30 L发酵罐水平枯草芽孢杆菌DF的发酵生长特征 
如图1所示，pH值在发酵8 h降至最低值5.32（数据未

显示），后持续回升至16 h的8.0。22 h的pH值回升至8.79
并维持至发酵结束。
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图 1 30 L发酵罐水平菌株DF发酵生长特征

Fig. 1 Growth characteristics of strain DF in a 30 L bioreactor

1 3 ～ 2 4   h 菌体生长进入对数期，生物量由

1 3   h的5 . 4 7×1 0 9  C F U / m L对数生长至2 4   h达到峰

值（2 . 1 4×1 0 1 0  C F U / m L）；同时芽孢数由1 3   h的
2.77×109 CFU/mL提高至24 h的1.89×1010 CFU/mL，并

在24 h达到最大芽孢率88.3%，发酵基本实现高密度水

平。24～27 h，生物量及芽孢数分别由各自峰值快速下

降至8.61×109、6.20×109 CFU/mL，分别下降了59.7%、

6 7 . 2 %。说明2 4   h后存在细胞生长或芽孢形成的限 

制因素。

乙酸是芽孢杆菌典型的溢流代谢产物[25]，可由乙酰

磷酸经丙酮酸氧化酶（PoxL）、乙酸激酶/酰基磷酸酶

（YflL）的次序催化生成（伴随H2O2生成）。乙酸质量

浓度由13 h的0.96 g/L持续降至24 h的最低值（0.43 g/L）， 

说明发酵13 h时，葡萄糖代谢引起的“碳溢流”已停滞，

乙酸作为储备碳源被细胞吸收，并经氧化呼吸代谢二次

利用，这与马文龙[26]的报道一致。另外，13～16 h比生长

速率（μ）为0.30 h－1，16～24 h的μ为0.06 h－1，比前者下

降了80.0%，说明乙酸16 h降至0.61 g/L时，已不足以维持

细胞保持高生长速率（μ＝0.30 h－1）。

2.2 耦合pH 8.0流加苹果酸对菌株DF生长和芽孢形成的

影响

芽孢杆菌对数生长阶段发生“碳溢流”合成乙酸等

有机酸，当对数生长后期碳源不足时溢流代谢产物（乙

酸等）被利用，经氧化呼吸代谢产能和糖异生作用进行

二次生长[26]。因而，菌株DF发酵13 h后的能量供应矛盾
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在于碳源（如乙酸等）的不足，这影响了细胞的二次生

长和芽孢生成效率。而苹果酸能促进TCA循环，同时提

高糖异生途径效率[19]，因而，考察耦合pH 8.0补料苹果酸

（16～27 h）对枯草芽孢杆菌DF生长的影响（图2）。

pH值变化趋势与对照基本一致，16 h回升至8.0

（数据未显示），耦合pH 8.0苹果酸补料（16～27 h）

过程维持在8.0左右。13～24 h菌体处于对数生长期，

生物量在13 h达到5.81×109 CFU/mL，与对照（图1）

持平；22 h达到峰值3.68×1010 CFU/mL，较对照（24 h，

2.14×1010 CFU/mL，图1）提高了71.9%。芽孢数在13 h达

到2.61×109 CFU/mL（与对照接近）。而22 h芽孢数达到

3.63×1010 CFU/mL，较对照（22 h，1.89×1010 CFU/mL， 

图1）提高了92.1%，芽孢率为98.6%，较对照（图1，芽

孢率88.3%）提高了10.3%；而且19～22 h芽孢率维持在

98%以上，芽孢率显著提升。说明耦合pH 8.0流加苹果酸

能有效促进菌株DF生长和芽孢形成。

16～27 h开始流加苹果酸（16～22 h补加390 mL、

22～24 h补加90 mL、24～27 h补加120 mL）。13～16 h

乙酸质量浓度由1.08 g/L降低至0.71 g/L，其变化趋势

与对照一致。16～22、22～24 h和24～27 h苹果酸流加

速率分别为65、45 mL/h和40 mL/h（数据未显示），

乙酸积累至19 h的峰值（2.77 g/L），质量浓度提高到

16 h的3.90 倍，并于3 h后（22 h）降至最低值0.41 g/L。

16～22 h细胞生长速率几乎未受影响，其μ为0.18 h－1，比

对照16～24 h的μ（0.06 h－1）提高2 倍。说明苹果酸引起

了“碳溢流”使乙酸合成效率增强，并作为储备碳源支

撑了16 h后细胞的生长（图2）。
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图 2 苹果酸对枯草芽孢杆菌DF生长的影响

Fig. 2 Effect of malate on the growth of B. subtilis DF 

氧化磷酸化过程会产生超氧阴离子，并经超氧化

物歧化酶催化生成H 2O 2
[10]。考虑到苹果酸具有抗氧化 

作用[20]，其显著促进了芽孢杆菌DF的生长（图2），研究

其是否会对其氧化应激过程产生影响，测定了发酵过程

过H2O2的浓度（图3）。 

对照发酵的H 2O 2浓度由16 h的1 534 μmol/L快速积

累，24 h达峰值（1 890 μmol/L），26 h降至1 091 μmol/L。 

而苹果酸补料使H2O2浓度由16 h的1 477 μmol/L，下降至

19 h的919 μmol/L，下降了37.78%，且在19～24 h维持稳

定，后下降至26 h的756 μmol/L。结果说明，耦合pH 8.0
补加苹果酸可有效降低发酵过程H2O2浓度，16 h开始流

加苹果酸后，H 2O 2浓度较对照（发酵19～24 h）下降

45.9%～51.3%，有效降低了H2O2的生成。
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图 3 苹果酸对H2O2浓度的影响

Fig. 3 Effect of malate on the production of hydrogen peroxide

2.3 苹果酸对糖异生、磷酸戊糖途径代谢的影响

对照组发酵16～24 h已处于对数生长中后期，乙

酸含量在13～24 h呈明显消耗状态（图1），说明22 h

细胞处于利用溢流分子 -乙酸进行氧化呼吸代谢的生

理状态，而Barwell[19]和黄雪松[21]等报道该状态与发酵

体系快速利用碳源不足和糖异生途径有关。

CcpN是芽孢杆菌糖异生代谢调控蛋白，ccpN的高

效表达将阻遏pckA（编码磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶）及

gapB（编码3-磷酸甘油醛脱氢酶）的转录，进而限制糖

异生代谢。而苹果酸经TCA循环代谢可对草酰乙酸进

行回补，进而增强糖异生途径[19]、TCA循环和NADH供

应。因而对糖异生和磷酸戊糖途径关键基因的表达差异

进行了分析，如图4所示。

苹果酸补料发酵的ccpN表达下调了33.5%、pckA上

调了38.0%、fbaA（编码1,6-二磷酸果糖醛缩酶）上调了

1.51 倍，说明草酰乙酸向磷酸烯醇式丙酮酸的转化效率

提高，糖异生途径加强。同时，zwf（编码葡萄糖-6-磷

酸脱氢酶）表达量提高了1.23 倍。葡萄糖-6-磷酸脱氢

酶等催化葡萄糖-6-磷酸生成5-磷酸核酮糖和NADPH

生成。而NADPH是ROS清除酶系最终的电子供体[10]， 

因而苹果酸可通过糖异生及磷酸戊糖途径代谢产生大

量NADPH，加强了菌体氧化应激的适应性，从而提

高生长效率。这与发酵过程细胞生长和芽孢生成效率显

著提高（图2）的现象一致。
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图 4 苹果酸对糖异生、磷酸戊糖途径代谢的影响

Fig. 4 Effect of malate on the gluconeogenesis and pentose  

phosphate pathways 

2.4 苹果酸对TCA循环、溢流代谢的影响

TCA循环和丙酮酸节点溢流代谢的通路竞争决定

碳流的去向。TCA循环能够提供大量的NADH和中间

底物，而溢流代谢则生成乙酸等 [27-28]。苹果酸补料对

菌株DF的TCA循环、溢流代谢基因表达的影响如图5
所示。

c i t Z（编码柠檬酸合酶）表达上调了2 . 1 0  倍，

ppaC（编码锰依赖型焦磷酸酶）催化ADP的合成，其

表达水平上调了1.46 倍，说明TCA循环碳流量通路增

加，电子传递链末端磷酸化底物（ADP）供应加强，

促进了能量代谢。

此外，2 2   h的p o x L（编码丙酮酸氧化酶）下调

了72.9%，说明经由丙酮酸氧化酶生成H2O2的效率下

降，降低了H2O2积累，这与发酵过程H2O2浓度显著下

降（图3）的现象一致。而yf lL（编码酰基磷酸酶）下

调了68.8%，这与22 h乙酸处于被二次利用的现象一

致（图2）。同时，acuB（编码乙偶姻利用蛋白）转

录水平上调了3.53 倍，也证实了溢流分子总体处于被

二次利用的状态。
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图 5 苹果酸对TCA循环、溢流代谢的影响 

Fig. 5 Effect of malate on the TCA cycle and overflow metabolism 

值得注意的是，催化乙酰CoA生成乙醛的谷胱甘肽

依赖型醛脱氢酶adhB上调了3.79 倍，减少了乙酰CoA的

竞争消耗、间接促进了TCA循环对乙酰CoA的供应，同

时降低了乙醛积累对菌体生长的毒性[29]，并缓解了其对

生长的抑制作用。

2.5 苹果酸对氧化应激系统的影响

苹果酸使得发酵中后期H2O2浓度下降45.9%～51.3%

（图3），因而分析了ROS清除系统关键酶的表达差异，

如图6所示。
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图 6 苹果酸对细胞氧化应激体系基因表达的影响

Fig. 6 Effect of malate on gene expression in the oxidative stress system 

sodF（编码超氧化物歧化酶）清除超氧阴离子[30]，

其表达量上调了3.08 倍，降低了超氧阴离子的积累。

PerR是氧化应激阻遏蛋白[31]，perR表达下调，缓解了对

超氧化物歧化酶的阻遏、促进了超氧阴离子的清除。

过氧化物酶P R D X在清除H 2O 2的过程中需要硫

氧还原蛋白还原酶TRXR（由 trxA编码）的动态还原

以恢复活性 [32]， t rxA上调了2.88  倍（P＜0.001）。

同时，H 2O 2酶katE表达量较对照下调了74.5%。说明

H2O2的清除主要由PRDX-TRXR系统完成。苹果酸使

PRDX-TRXR组成的H2O2清除系统效率更高，有效降

低了H2O2的生成效率、缓解了胁迫强度（图3），进而

促进了细胞生长（图2），这也与苹果酸补料使发酵过

程H2O2浓度显著下降（图3）的结果一致。

2.6 苹果酸对芽孢生成效率的影响

S p o 0 A作为决定产孢启动的转录因子，其自身

的磷酸化水平是否达到一定阈值决定了芽孢形成过

程是否开始 [16]。当 a b r B的表达受抑制， s i g H过表

达，Spo0A自身表达量上调 [33]。磷酸化的Spo0A激活

spoIIE的表达调控细胞不对称分裂，芽孢过程启动。
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图 7 苹果酸对芽孢生成效率的影响

Fig. 7 Effect of malate on the sporulation efficiency

苹果酸对菌株DF芽孢生成相关基因表达的影响

如图7所示，kipL（激酶KinA的抑制剂）下调了75.9%、

clpX上调了2.67 倍（ClpX与Sda结合，解除Sda对KinB
激酶的抑制作用）；phrC、phrF高效表达（分别上调了

12.76、9.09 倍）使得rapA、rapD（Spo0F去磷酸化）分
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别下调了58.2%、57.5%，共同增强了KinA和KinB参与的

磷酸传递效率（Spo0F是磷酸根受体）。另外，磷酸传递

系统的spo0B（编码Spo0B）表达量上调了73.0%，也有

利于磷酸基团向Spo0A的传递。

菌体快速生长时，转录调控因子AbrB阻遏sigH的表

达，使Spo0A的磷酸化处于较低水平。相反Spo0A的磷

酸化增强，可抑制abrB的表达，使sigA（编码SigA，能

与RNA核心酶结合）脱阻遏，促进spo0A基因表达。苹

果酸补料时，abrB表达下调了65.9%、sigA表达上调了

2.45 倍，间接提高了Spo0A的磷酸化水平。

结果说明，苹果酸增强了菌株DF芽孢程序启动的

效率，促进了Spo0A～P的生成和积累。这与苹果酸促进

菌体芽孢生成效率的结果（图2）一致。

3 结 论

高芽孢率是枯草芽孢杆菌应用于食品发酵工业和微

生态领域的基础条件，耦合pH 8.0流加苹果酸补料增强

了芽孢杆菌DF细胞sodF、trxA等抗氧化酶基因的表达强

度，降低了发酵过程H2O2浓度，缓解了细胞氧化损伤。

同时，通过强化糖异生途径和TCA循环促进了NADH、

NADPH的合成，提高了能量供应效率，使菌株DF生
物量达到3.7×1010 CFU/mL，较对照（未补苹果酸）

提高71.9%；芽孢数达到3.6×1010 CFU/mL，较对照提高

92.1%，显著提高了生长和芽孢生成效率。研究结果可为

枯草芽孢杆菌高密度、高芽孢率发酵提供理论和技术支撑。
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