
!" 卷 "期
"##"年 !月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
$%&’!"
()*+&

,%’"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"##"

"上海市曙光计划资助项目（#-./"0）
""通讯作者

作者简介：蔡显鹏（-12! 3），男，陕西咸阳市，华东理工大学在读博士研究生，主要从事发酵过程优化及放大的理

论与技术研究。

收稿日期："##-4#54"5，修回日期："##-4#04"#

基于过程参数相关分析的鸟苷发酵过程优化"

蔡显鹏 陈双喜 储 炬 庄英萍 张嗣良""

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 "##"62）

王焕章 刘咏梅
（广东肇庆星湖生物科技股份有限公司 肇庆 5"7#2#）

摘 要：本文分析鸟苷产生菌枯草芽孢杆菌（!"#$%&’ ’&()$%$’）在 5#8多参数自控发酵罐上的发
酵过程特点，基于多种在线及离线参数的检测，通过相关分析将生理调控的工艺参数和生物

合成过程中的代谢流分布相联系，发现了发酵过程中的代谢流向糖酵解和 9:(循环的迁移，
并初步分析了产生代谢流迁移的原因，在此基础上优化发酵过程使产苷水平稳定在 6#;<8。
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发酵生产中为了提高发酵的生产水平人们往往考虑的是最佳工艺控制点的选择，采

用人工经验为主的静态操作，在方法上基本是以正交试验为基础，而忽略了在生物反应器

中的发酵过程同时存在有分子水平的遗传特性、细胞水平的代谢调节、和工程水平的传递

特性三方面的协同调节，但发酵过程优化的本质应该是代谢流分布的优化。生物反应器

中的发酵过程是在分子水平的遗传特性、细胞水平的代谢调控和工程水平的传递特性三

个水平同时发生并相互作用的，只要某一水平环节上产生瓶颈问题就会产生全局性影响。

虽然这三个水平是不同研究领域的基础性研究内容，但对于反应器中的细胞个体（或群

体），这三方面又是一个统一体，必然存在现象与本质上的联系，这些都会直接或间接地反

应在直接参数、间接参数和实验室手工参数上。通过多参数的相关分析进行动态优化，最

终形成对发酵过程代谢流动态调控的理论，用于指导发酵过程优化和放大，将具有重大的

理论意义和实践指导意义。

鸟苷作为一个多用途的核苷，除用于三氮唑核苷、无环鸟苷等许多抗病毒药物的合成

原料外，作为特效食品增鲜剂 > ? /的合成前体在食品工业中也有着相当重要的作用。鸟
苷发酵的研究 0#年代前有就有大量的文献报道［-，"］；但主要是集中在对各种理化因子的
抗性菌株的选育上；0#年代以来，研究的重点转移到利用基因工程［6，!］的方法构建菌株，
提高产苷水平；而在发酵工艺方面则基本上仍是采用以动力学为基础的最佳工艺控制点

为依据的静态操作方法，而忽略了作为发酵过程中细胞代谢流的时变性。

本文即以鸟苷发酵过程为例，获取发酵过程的多参数。利用的 5#8反应器除配备温



度、转速、消泡、!"、#$等常规的测量控制以外，还配备有高精度补料（基质、酸碱、消泡剂
等）的测量与控制、热质量空气流量计和罐压电信号测量与控制，并与尾气 %$&、$& 分析

仪连接，整机具有 ’(个过程参数检测或控制功能，相应的过程控制和数据处理软件包融
合多种过程理论和控制理论，并能输入各种离线参数便于过程分析。研究通过在线直接

参数、间接参数、以及实验室手工参数相合的相关分析，将发酵调控的工艺参数、细胞代谢

的特征参数、反应器中的物料流变化和细胞的代谢流变化相耦合，通过对发酵过程的工艺

参数及时调整对细胞代谢流动态优化，提高产率。

! 材料和方法

!"! 菌种
枯草牙孢杆菌（!"#$%&’ ’&()$%$)）)*( +（,-，./,01）

!"# 培养基
含葡萄糖、酵母粉、（2"(）& 3$(、4"&5$(、4%6等。

!"$ 仪器设备
!"$"! 设备：783—*9:（,）*9:发酵罐（国家生化工程技术研究中心，上海），配备有 ;<$/
=,#,=软件包，提供 ’( 个直接与间接参数的在线检测与控制（图略）。酶电极分析仪
3;,/(9;（山东省科学院生物研究所）
!"$"# 控制参数：（’）!" <>0?6@ !"传感器在线检测，由 !"数字控制器 %A9’/!"（国家生化
工程技术研究中心，上海）显示并且通过流加氨水闭环控制。（&）#$：<>0?6@ #$传感器在
线检测由 #$数字控制器 %A9’/#$（国家生化工程技术研究中心，上海）显示，调节空气流
量或搅拌转速来控制。（B）排气 $&：热磁氧分析仪（CD0>?E (F）在线检测。（(）排气 %$&：

不分光红外仪（81DE BF）在线检测（德国 "G;公司生产）。
!"% 手工参数测定方法
!"%"! 葡萄糖的测定：葡萄糖分析仪。
!"%"# 2"H

( /2测定：取 *I:发酵液于凯氏定氮仪蒸馏瓶中，按文献［*］蒸馏并滴定。

!"%"$ 氨基酸检测：纸层析法［*］，茚三酮显色。
!"%"% 鸟苷的测定：纸层析法［J］。

# 结果和讨论

#"! 产苷过程分析
鸟苷属生长部分相关型发酵产物，在典型的发酵过程中发酵前期的生长阶段发酵液

中基本检测不到鸟苷积累，大约到 ’&K后进入稳定期，开始伴随有鸟苷积累，进入高速产
苷期，此过程持续到 (9K左右，然后产苷速率下降，糖耗速率增加，糖苷转化率明显下降。
#"# 代谢流分析
从 $8=（摄氧率）、%L=（%$& 释放速率）过程曲线（图 ’）也可以看到同样是在 (9K左右

$8=开始下降，这表征的是菌体的氧化能力正在下降，即对氧的消耗降低，与此对应 %L=
同步下降，而其相关值 =M（呼吸熵）基本维持不变左右，常规分析认为菌体活力下降所致，
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常规发酵过程中产苷速率降低时大幅调整控制参数，优化发酵过程，进而抑制发酵液中

!"#
$的积累，最终成功的抑制了代谢流的迁移（图 %），最终产苷达 %&’()，比文献报道的国
内最高产率 *+,+’()［-］提高了近 +&.。

! 结论
尽管基因水平和细胞水平的代谢流研究已有大量的报道［"，#$］，但在发酵罐实际操作

中由于发酵过程酶学研究的困难以及数据采集与处理的困难，过程优化中的细胞代谢流

的变化很少有研究，因而发酵工艺优化的基本思路仍然是寻求培养基的最优配方和最佳

的 /、0"、12等的静态调控，而本质上的过程优化往往需要以代谢流为控制点，通过动态
优化以达到目的。通过多种在线的直接参数、间接参数以及离线的手工参数的检测，通过

相关分析将生理调控的工艺参数和生物合成过程中的代谢流分布相联系，从而在代谢流

的水平指导发酵过程，实现实时的动态优化才有可能在本质上提高发酵得率，从而大幅度

提高发酵生产水平。
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