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摘   要：微生物发酵过程是细胞新陈代谢进行物质转化的过程，为了提高目标产物的转化率，

需要对微生物发酵动态特性进行实时分析，以便实时优化发酵过程。拉曼光谱(Raman spectroscopy)

量化测试作为一种有应用前景的在线过程分析技术，可以在避免微生物污染的条件下，实现精准

监测，进而用于优化控制微生物发酵过程。【目的】以运动发酵单胞菌(Zymomonas mobilis)为例，

建立微生物发酵过程中葡萄糖、木糖、乙醇和乳酸浓度拉曼光谱预测模型，并进行准确性验证。

【方法】采用浸入式在线拉曼探头，收集运动发酵单胞菌发酵过程中多个组分的拉曼光谱，采用偏

最小二乘法对光谱信号进行预处理和多元数据分析，结合离线色谱分析数据，对拉曼光谱进行建模

分析和浓度预测。【结果】针对运动发酵单胞菌，首先实现拉曼分析仪对单一产品乙醇发酵过程的

精准检测，其次基于多元变量分析，建立葡萄糖、乙醇和乳酸浓度变化的预测模型，实现对发酵过

程中各成分浓度变化的准确有效分析。【结论】成功建立了一种评价资源微生物尤其是工业菌株发
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酵液多种组分的拉曼光谱分析方法。该方法为运动发酵单胞菌等工业菌株利用多组分底物工业化生

产不同产物的实时检测，以及其他微生物尤其工业菌株的选育和过程优化提供了新方法。 

关键词：运动发酵单胞菌；在线拉曼光谱分析技术；发酵过程控制  
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Abstract: Microbial fermentation is a process of substrate transformation by cell metabolism. In order to 

improve the yield of target products, we need to analyze the dynamic characteristics of microbial 

fermentation in a real-time manner so as to optimize the fermentation process. As a promising inline process 

analysis technology, Raman spectroscopy can achieve accurate monitoring under the in-situ conditions 

without causing microbial pollution and help optimize the microbial fermentation process. [Objective] To 

develop the prediction models with the inline Raman measurement technology and evaluate model 

performance so as to accurately monitor the concentration changes of glucose, xylose, ethanol, and lactic 

acid in the whole fermentation process of Zymomonas mobilis. [Methods] Raman spectra for multiple 

components in the fermentation process of Z. mobilis were collected in situ by the immersion probe, and 

then the partial least square method was adopted to conduct spectral processing and multivariate data 

analysis. The multivariate models were developed via the combination of Raman spectra with the HPLC 

data and then used to predict the concentrations of multiple components in the fermentation broth. [Results] 
The established models accurately measured the single products in the fermentation broth of Z. mobilis. 

Then, the prediction models for the concentrations of glucose, ethanol, and lactic acid were developed 

through multivariate analysis and validated, which can be used for real-time accurate determination of 

multiple components in the fermentation process. [Conclusion] We successfully established a Raman 

spectral analysis method for monitoring multiple chemicals in the fermentation broth. This is a promising 

technology for real-time monitoring of multiple substrates and products in industrial fermentation and can 

be used for strain development and process optimization of microorganisms. 

Keywords: Zymomonas mobilis; inline Raman spectroscopy; fermentation process control 
 

微生物发酵过程是一个极其复杂的生物化

学反应过程，具有高度的非线性、动态变化性

和相关性。在微生物发酵过程中，尽可能获得

较多的过程状态变量，掌握更多的反应过程信
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息，是实现发酵过程控制和进一步提高发酵生

产效率的必要前提[1]。然而在实际的生物发酵

过程中，由于工艺和技术的限制，能在线测量

的参数仅局限于某些简单、常见的物理化学参

数，如温度、pH、压力、溶解氧等。而对于一

些比较复杂但又很重要的生物参数，如细胞密

度、底物浓度、代谢产物浓度等则不能或很难

实现在线检测，目前仍主要采用传统的人工取

样处理后测试的方法。这种离线的人工采样测

试方法操作复杂，误差较大，具有严重的滞后

性，不适宜进行现场快速监测和连续在线分析，

难以满足现代发酵过程自动化和连续控制的需

求[2]。因此，有必要寻找一种先进、有效的在

线监测方法替代当前使用的离线人工检测方

法，实现对发酵过程重要参数的在线监测。通

过对在线检测数据的分析，结合实际的生产工

艺状况，对发酵生产过程进行反馈调节，能够

将微生物发酵过程较好地控制在一种优化的操

作环境或条件下，被认为是促进发酵生产力提

升、提高底物转化率和目标产物含量、降低原

料消耗的有效措施或捷径之一，对提升发酵工

艺整体经济效益具有极其重要的意义。 

近年来，随着生物技术和检测技术的发展，

已经开发了多种用于间接检测生物反应系统过

程变量和数据分析的技术[2–3]，如包含线性和非

线性回归的统计分析方法、人工智能技术[4]以

及诸如紫外可见、中红外[5]和近红外光谱[6]、荧

光[7]和拉曼光谱[8]等光谱检测方法。在这些检测

技术中，紫外可见比色法需要额外添加反应试

剂，中红外光谱法容易受水吸收峰干扰，近红

外光谱法吸收峰重叠严重。拉曼光谱法分析速

度快、无需化学试剂、特征峰明显、采样方式

灵活、不受水等溶剂的干扰，因而被认为是一

种具有实际应用前景的技术，是分析分子结构

和含量的有用工具，现已越来越多地应用于微

生物的细胞结构、化学组成以及代谢过程的研

究[9]。中国科学院青岛生物能源与过程研究所

单细胞中心借助拉曼光谱发明了基于“拉曼组”

的单细胞快检检测技术，能够在单个细胞精度同

时测量多种不同代谢物的组成和动态变化，为细

胞工厂的性能测试平台增添了崭新的手段[10]。 

拉曼光谱(Raman spectroscopy)是一种产生

于分子或者晶格振动能级的光子的非弹性散射

光谱，拉曼光谱特征峰具有指纹谱特性，其位

置、强度和线宽可提供分子振动、转动方面的

信息，据此可以反映分子中不同的化学键和官

能团。与其他检测技术相比，拉曼光谱检测具

有无需样品预处理、受水的干扰弱、可同时测

定多种组分等优点，任何气态、液态、固态样品

均可直接通过探头进行测量并提供快速、简单、

可重复且无损伤的定性定量分析[11]。然而，拉曼

检测会受到固体粒子、气泡或浑浊系统中细胞的

光散射的干扰[12]，因而在发酵在线分析应用方

面存在技术瓶颈。通过旁路过滤去除颗粒物，可

以使拉曼光谱分析技术能够在线监测发酵过程

中的葡萄糖、乙醇以及其他物质的浓度[13]。 

运动发酵单胞菌(Zymomonas mobilis)是一

种革兰氏阴性的兼性厌氧菌，是目前已知唯一

可在厌氧条件下通过 Entner-Doudoroff (ED)途

径代谢葡萄糖、果糖或蔗糖生产乙醇的微生物。

运动发酵单胞菌的生长周期较短，在 ED 途径

下生物量积累少，大部分碳源(>95%)被快速转

化为产物乙醇[14]。近年来，除乙醇外，运动发

酵单胞菌已通过代谢工程改造实现了 2,3-丁二

醇、异丁醇、乳酸、聚羟基丁酸酯 PHB 等多种

生物基化学品的合成生产[14–15]。其中乳酸是新

型可降解材料聚乳酸的合成单体，由于聚乳酸

可降解的特殊性，使得近年来乳酸生产备受关

注，因此，本研究也针对运动发酵单胞菌的乳

酸发酵过程开展了相关研究分析。高效液相色
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谱法(high performance liquid chromatography，

HPLC)常用于测定运动发酵单胞菌发酵过程中

的糖类、醇酸等物质的含量[16]，此方法具有稳

定性好、误差相对较小等优点，但也存在滞后

性，不具备进行现场快速监测的能力，无法满

足发酵过程自动化和连续控制的需求。 

本研究采用拉曼生物过程在线分析仪对运

动发酵单胞菌不同发酵过程进行实验分析，直接

将拉曼探头插入发酵罐收集发酵过程中发酵液

的拉曼信号，采用数据预处理方法消除气泡和菌

株的散射影响，使用多元变量分析方法对发酵过

程中葡萄糖、木糖、乙醇和乳酸浓度建立预测模

型，并进行准确性验证，成功建立了一种多组分

发酵产物拉曼光谱在线检测分析方法。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养基 
本研究中用到的运动发酵单胞菌均为本实

验室保藏菌株(表 1)，其中 ZM4 衍生菌株 ZML- 

pdc-ldh 为乳酸生产菌株，由本实验室前期通过

引入外源乳酸脱氢酶并结合代谢工程改造所获

得(数据未发表)；菌株 8b 及其衍生菌株 S8、S38

为经工程改造可代谢利用木糖的菌株[16]。 

ZML-pdc-ldh 发酵培养基为葡萄糖富集培

养基 RMG5：葡萄糖 50 g/L，酵母提取物 10 g/L，

KH2PO4 1 g/L，K2HPO4 1 g/L。8b、S8 及 S38

发酵培养基为木糖富集培养基 RMX5：木糖

50 g/L，酵母提取物 10 g/L，K2HPO4 2 g/L。 

1.2  培养方法 
取–80 °C 冰箱保藏的甘油冻存菌株 100 μL

接种于装有 1 mL 富集培养基的冻存管中，于

30 °C 培养箱静置培养。待菌株生长至对数期

(OD600≈1.5–2.0)后转接于装有 200 mL 富集培养

基的锥形瓶于 30 °C 培养箱静置培养，直到菌株

生长至对数期。将种子培养液转接入含有 0.6 L 

RMG5 培养基的 1-L T&J-MiniBox Ⅲ平行生物

反应器(上海迪必尔生物工程有限公司)中(图 1)，

控制菌液初始 OD600 值为 0.1。利用 MiniControl

软件对生物反应器的温度、搅拌器转速、pH 和

补料系统进行控制，保持发酵过程中温度和搅拌

转速分别为 30 °C 和 100 r/min，通过流加 4 mol/L 

KOH 溶液将 pH 值保持为 5.8±0.1。 

1.3  拉曼在线分析 
拉曼生物过程在线分析仪 [亚波光子 (深

圳 )科技有限公司 ]的浸入式拉曼探头安装于

生物反应器顶部的备用窗口(图 1)。该系统采

用 830 nm 激发光波长，拉曼探头直接插入发酵

罐反应液，在发酵过程中实时收集发酵液里各

成分的拉曼光谱信号，使用多元变量分析软件

SubAnalysis [亚波光子(深圳)科技有限公司]对

收集的拉曼光谱进行批量化和实时自动化数据

预处理。当进行拉曼连续测量时，光谱中会出

现一些与样品无关的尖锐峰，这些峰由来自外

太空的宇宙射线碰撞探测器产生。首先会利用

它的峰宽比常规的拉曼峰窄的特征对其进行

消除，保证拉曼光谱中仅包含反应发酵液中各 
 

表 1  本研究中所用菌株 
Table 1  Strains used in this study 

Strains Related characteristics References 

Z. mobilis ZML-pdc-ldh Lactate-producing strain Lab stock 

Z. mobilis 8b Xylose-utilizing strains, ZM4 (ZMO1237::Pgap-xylA-xylB, pZM41-Peno-talB-tktA),  

NTG mutation 

[17] 

Z. mobilis S8 Xylose-utilizing strains, 8b (pEZ-RsXI-xylB) adapted for 8 generations under 50 g/L xylose [16] 

Z. mobilis S38 Xylose-utilizing strains, 8b (pEZ-RsXI-xylB) adapted for 38 generations under 50 g/L  

xylose 

[16] 
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图 1  菌株发酵与拉曼在线检测示意图 
Figure 1  Diagram for strain fermentation and inline measurement by Raman spectroscopy. 
 

成分的拉曼特征峰。其次，根据具体光谱截取

包含发酵液中各组分的指纹谱 (wavenumber= 

255–1 730 nm)，进行 airPLS 拟合荧光基线，消

除蛋白或色素的背景荧光干扰[18]。同时采用基

于拉伊达法则的离群值检测算法自动消除由于

气泡等因素引起的荧光过高明显异于正常采样

的拉曼光谱，确保拉曼光谱仅反应发酵液成分

的变化。最后采用 SubAnalysis 偏最小二乘法

(partial least squares，PLS)对拉曼光谱进行建模

分析和浓度预测。 

1.4  HPLC 检测 
在拉曼分析仪进行实时收集发酵液拉曼

光谱的同时，对发酵液进行离线高效液相色

谱 HPLC 检测分析，为实时拉曼分析的验证

提供建模和对比数据。在发酵过程中，选取

不同时间点手动收集发酵液样品，高速离心机

(Eppendorf) 12 000 r/min 离心 2 min 后收集发酵

液上清，上清液经 0.45 μm 过滤器过滤后进行

HPLC 分析。采用 RID-20A 型示差折光检测器

HPLC (LC-20 AD，Shimadzu)，配备 Aminex 

HPX-87H 型色谱柱(300 mm×7.8 mm，Bio-Rad)

对发酵液中的葡萄糖、木糖、乙醇和乳酸浓度

进行检测。检测条件为：流动相为 0.005 mol/L 

H2SO4，流速为 0.5 mL/min，检测器温度为

40 °C，柱温度为 60 °C，进样量为 20 μL。 

2  结果与分析 

2.1  单一产物乙醇发酵过程成分浓度检测 
首先利用拉曼分析仪对 3 个不同菌株 8b、

S8 及 S38 利用木糖生产单一产品乙醇的过程样

品进行测试，实验结果表明，拉曼光谱测试的木

糖和乙醇的浓度与 HPLC 结果高度一致(图 2)。

采用预测拟合系数(R squared)对模型的预测性

能进行量化分析，结果表明，3 种菌株木糖拟合

系数分别为 1.000 0、0.999 4 和 1.000 0 (图 2B、

E 和 H)，乙醇拟合系数分别为 0.998 9、0.998 7

和 1.000 0 (图 2C、F 和 I)。通过上述回归分析，

得到的拟合系数都接近或等于 1。该结果与目

前广泛使用的 785 nm 激发光波长的在线拉曼

分析结果相比，线性拟合系数更高，拟合效果

更好[19–20]。国外有学者采用浸入式拉曼探头，

在 993 nm 激发光波长下对酿酒酵母利用玉米

醪同步糖化发酵产生乙醇的过程进行了过程分

析，得到了 2%的预测准确度[21]。综合分析，本

研究中使用的拉曼光谱分析技术能够精准监测

利用木糖生产单一产品乙醇的浓度变化。 
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图 2  木糖利用菌株 8b、S8、S38 木糖、乙醇浓度的拉曼光谱预测和 HPLC 检测比较 
Figure 2  Concentration of xylose and ethanol in the fermentation by the xylose utilizing strains 8b, S8 and 
S38 detected with Raman spectroscopy compared with HPLC. A, D, G: Raman spectroscopy and HPLC 
detection in strain 8b, S8 and S38; B, E, H: correlation between Raman and HPLC detection of xylose in strain 
8b, S8 and S38; C, F, I: correlation between Raman and HPLC detection of xylose in strain 8b, S8 and S38. 

 
2.2  乙醇与乳酸多产品在线分析 

2.2.1  数据预处理 

运动发酵单胞菌重组菌株 ZML-pdc-ldh 在

生产乳酸的同时也产生乙醇，拉曼分析仪实时

收集发酵液的拉曼信号，部分信号如图 3A 所

示。这些拉曼信号包含噪音，同时存在窄而尖

锐的宇宙射线峰。另外由于发酵液成分复杂，

一些蛋白或色素会导致拉曼信号中含有较强

的背景荧光，同时拉曼连续测试存在环境干扰 

和仪器自身背景信号的扰动等不利因素。因而

消除背景荧光凸显拉曼特征峰是数据分析必

要的前期工作。多项式拟合背景荧光或基线在

一定程度上有效，但需要用户手工操作并且容

易导致光谱基线变形，尤其对低信噪比的信号

效果差[9,22]。 

采用 SubAnalysis 软件消除宇宙射线和基

线，并归一化的部分拉曼光谱数据如图 3B 所

示。可以清晰观察到葡萄糖、乙醇和乳酸的特
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征峰，分别在 111 8 cm–1、881 cm–1 及 827 cm–1

处，并且葡萄糖的特征峰强度随发酵时间的增

加而降低，同时乳酸和乙醇的特征峰强度随时

间的增加而增加。以上分析结果显示，在线拉

曼光谱分析技术能够准确地对发酵液中的葡萄

糖、乙醇和乳酸进行识别与区分。 

2.2.2  建立发酵液中单一组分葡萄糖预测模型 

当发酵液中的成分种类较少时，各成分的

拉曼特征峰相对独立，其强度的变化可直接反

映其代表的成分浓度的变化。为了建立预测模

型，将 2 批乳酸发酵过程中发酵液单一组分葡

萄糖的手动取样测试色谱值与拉曼强度趋势峰

(111 8 cm–1 特征峰)进行比较(图 4)。从图 4A 和

4B 可以观察到，2 批发酵过程中色谱分析的葡萄

糖浓度与拉曼强度趋势峰基本重合，二者均随发

酵时间逐渐下降，发酵 4 h 后下降速度加快。对

色谱分析的葡萄糖浓度值进行计算可得，2 批发

酵过程中葡萄糖的消耗速率分别为 5.219 g/(L·h) 

和 5.550 g/(L·h)。图 4C 将 2 批发酵过程的葡萄

糖拉曼特征峰趋势曲线进行重合比较，可以直

观地看出第二批发酵的葡萄糖消耗速率略快于

第一批发酵，与 HPLC 色谱分析结果保持一致。

在线拉曼光谱分析技术能够精准地对发酵过程

中的葡萄糖浓度进行变化趋势预测。 

 

 
 

图 3  运动发酵单胞菌 ZML-pdc-ldh 乳酸发酵过程中不同时间的拉曼光谱信号 
Figure 3  Time series of Raman spectra in lactate fermentation by Zymomonas mobilis ZML-pdc-ldh. A: raw 
Raman spectra; B: corrected Raman spectra. 

 

 
 

图 4  乳酸发酵过程中葡萄糖拉曼光谱强度与 HPLC 分析比较 
Figure 4  Comparison of Raman spectra and HPLC analysis for glucose detection in lactate fermentation. A: 
first fermentation data; B: second fermentation data; C: Raman data comparison between two fermentations. 
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2.2.3  建立发酵液中多个组分预测模型 

不同拉曼特征峰强度趋势曲线可以反映

各成分的变化趋势，但拉曼特征峰对应的各成

分实际浓度值需要利用取样离线色谱分析值

建模预测。针对运动发酵单胞菌乳酸生产重组

菌株 ZML-pdc-ldh 利用葡萄糖发酵生产乳酸和

乙醇过程中多成分的预测，本研究基于第一批

乳酸发酵结果，依据离线色谱分析值，对所有

拉曼光谱进行 PLS 回归分析，建立各成分的预

测模型。利用此模型对第二批发酵的拉曼光谱

进行多成分浓度预测，结果如图 5A 所示，离

散点为第二批发酵离线色谱分析的各成分浓

度值，实线为通过第一批发酵建立的模型预测

的第二批拉曼光谱对应的各成分浓度值。可以

看出，乙醇的拉曼预测值与色谱值基本重合，

但葡萄糖和乳酸预测误差较大(图 5A)。我们对

第一批发酵离线取样的色谱数据进行修改补

充，修正后的拉曼预测模型准确率得到提高，

能够同时对葡萄糖、乙醇和乳酸浓度进行精准

预测(图 5B)。 

2.2.4  葡萄糖、乙醇和乳酸浓度的监测 

由拉曼光谱计算的葡萄糖、乙醇和乳酸

浓度与 HPLC 参考值重叠(图 6A)。采用预测

拟合系数 (R squared)对模型的预测性能进行

了量化，结果表明，在多产物条件下，葡萄

糖拟合系数为 0.999 9 (图 6B)，乙醇拟合系数

为 0.999 8 (图 6C)，乳酸拟合系数为 1.000 0 

(图 6D)。在多组分条件下，回归分析得到的

拟合系数均接近或等于 1，拟合结果精确。该

结果与目前广泛使用的 785 nm 激发光波长的

拉曼分析结果相比，葡萄糖、乙醇及乳酸的线

性拟合系数均更高，拟合效果更好 [12,23]。在利

用葡萄糖生成乙醇和乳酸的发酵过程中，拉曼

光谱对于葡萄糖、乙醇和乳酸的浓度的监测精

准高效，表明基于多元变量分析的拉曼光谱分

析技术有望在发酵工业中得到进一步的应用

和推广。 

3  讨论与结论 
本研究利用拉曼光谱分析技术实现了在

线监测多种发酵产物的浓度变化，开发了一套

批量化和实时自动化数据预处理程序，结合离

线取样的 HPLC 色谱数据，建立了针对运动发

酵单胞菌发酵液中葡萄糖、木糖、乙醇和乳酸

浓度变化的预测模型，实现了对发酵过程中各

成分浓度变化的准确有效分析。发酵过程拉曼 

 

 
 

图 5  葡萄糖、乙醇和乳酸模型预测与 HPLC 检测值比较 
Figure 5  Model evaluation compared with HPLC detection for glucose, ethanol and lactate. A: model 
before correction; B: model after correction. 
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图 6  乳酸生产菌株 ZML-pdc-ldh 葡萄糖、乙醇和乳酸浓度的拉曼光谱预测和 HPLC 检测比较 
Figure 6  Concentration of glucose, ethanol and lactate in the fermentation by the lactate production strain 
ZML-pdc-ldh detected with Raman spectroscopy compared with HPLC. A: Raman spectroscopy and HPLC 
detection；B–D: correlation between Raman and HPLC detection of glucose, ethanol and lactate. 
 

分析国内外已经有比较广泛的报道，大部分采

用的技术主要是基于显微拉曼，该技术由于需

要对样品进行聚焦测试，收集的拉曼光谱数据

稳定性较差，无法实现在线分析。本研究首次

在国内外使用可以进一步消除背景荧光干扰

的 830 nm 商业化拉曼分析仪对运动发酵单胞

杆菌的发酵过程进行建模和实时分析预测，且

结果准确可信。本研究建立的技术体系可以有

效地规避常规人工取样离线操作的繁琐和风

险，并且具备同时实时分析多组分的能力。该

技术体系可模块化应用到其他生物过程的监测

和精准自动补料调控中，实现对发酵过程的及

时反馈调节控制，提高发酵过程控制效率，显

著加快工艺开发进度，节省成本，稳定产品质

量，并有望推广至大规模生物合成反应和纯化

分析等过程的应用；也可用于其他微生物菌株

的鉴定和发酵特性的评价与优化。 

拉曼光谱分析技术在发酵领域的大规模应

用，最主要的限制是发酵工艺的原材料采用低

成本的农副产品较多，会导致发酵液整体颜色

偏深，如糖蜜的使用会导致发酵液颜色偏深褐

色，只有使用 1 064 nm的拉曼系统才可以测试

到发酵液成分的拉曼光谱信号，但由于激光波

长越长拉曼信号越弱，导致仪器的检测极限

偏高，难以满足工业应用需求。为解决此技

术瓶颈，目前正在发展的时间门控技术有望

大幅度解决背景荧光的干扰，同时可以使用短

波长激光器如 532 nm 激发拉曼光谱信号[24]，

进而在同样的功率条件下待测物的拉曼信号

有近 16 倍的提升，这为发酵工业全方位采用

无损的拉曼光谱在线分析技术提供了先进的

技术解决方案。 
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