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重组人血清白蛋白发酵过程生长期的代谢计算

黄明志 郭美锦 储 炬 杭海峰 庄英萍 张嗣良"

（华东理工大学生物反应器国家重点实验室 上海 $%%$54）

摘 要 结合元素平衡和代谢平衡，建立了重组人血清白蛋白发酵过程生长期的数学模型，并按单纯形多变量最

优化方法估算了模型的未知参数。该模型能较好地描述重组人血清白蛋白发酵过程生长期中各宏观反应速率之

间的关系，为重组人血清白蛋白宿主菌—3#0"#+4+&/(*#&的高密度培养提供了依据。

关键词 重组人血清白蛋白（26,7），代谢平衡，元素平衡，3#0"#+4+&/(*#&
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人血清白蛋白（6:0;<,-2:07)1:0=<，6,7）

大量应用于临床，全世界年销售量"%%吨左右。目

前6,7主要靠收集人的血液通过分级过滤获得，但

人血来源极其复杂，容易受到肝炎、艾滋病等传染病

的污染。为了缓解这些矛盾。通过基因工程技术把

6,7基因克隆到微生物上进行高效表达是一种较

有前途的方法。重组人血清白蛋白（26,7）的众多

表达系统中，甲醇酵母（尤其是3#0"#+4+&/(*#&）表达

系统以其表达稳定、表达效率高及产物分泌到胞外

等优点而得到了广泛重视［!］。

以3#0"#+4+&/(*#&为宿主菌的26,7发酵过程

可分 为 生 长 期 和 表 达 期 两 个 阶 段。在 生 长 期，

3#0"#+4+&/(*#&以甘油作为碳源和能源；在表达期，

甲醇既是碳源和能源，同时又是诱导物。高密度培

养是提高26,7产量的重要途径，但高浓度甘油对

3#0"#+4+&/(*#&生长有抑制作用。因此，控制甘油流

加速率，维持发酵液中甘油浓度在某一范围内，使其

既能满足菌体需要又不致对菌体生长产生抑制作

用，对26,7发酵过程有着重要意义，但国内外有关

这方面的研究报道得很少。我们利用自行研制的生

物过程在线监控系统所取得的现场数据，结合元素

平衡和代谢平衡方法对26,7发酵过程生长期进行

了研究，取得了相当满意的结果。

! 材料方法

!"! 供试菌株

3#0"#+4+&/(*#&>,!!#菌 株，遗 传 表 型;(?@

A=B@，醇氧化酶启动子C7DE!，载体.CFG&H，蛋白引

导序列来自酿酒酵母的!3杂交因子7IJ，外源基因

为6,7，载体呈线型整合在染色体上。

!"# 培养基

!"#"! 种子培养基：按文献［$］配制。

!"#"# 基础培养基：按文献［5］配制。

!"$ 分析方法

!"$"! 酵 母 细 胞 密 度 分 析：菌 液 稀 释 后 于 波 长

"%%<0处以去离子水为对照比色测定。

56"%%K56读数L稀释倍数

!"$"# 甘油测定方法：高碘酸钠氧化滴定法［M］。

!"$"$ +6$3+测定：甲醛滴定法［#］。

!"$"% 蛋白质测定：考马斯亮蓝显色法［"］。

!"% 发酵过程与数据采集

以!%N的接种量接种到装料!#%O的#%%O试

验罐，维持温度在5%P左右，依次调节搅拌转速、空

气流量和罐压以维持QD在$%N以上，并且用氨水

调节.6在#""之间。当甘油耗尽时开始流加甘

油，流加速率按经验或利用本文结果设定。

在#%%O试验罐上，设计了一套生物过程在线

监控系统软件，以!次／0=<的频率在线检测温度、

溶氧、.6、转速、空气流量、发酵液体积、罐压、补甘

油总量、补甲醇总量、补氨水总量、补甘油速率、补甲

醇速率、补氨水速率、尾气中氧和二氧化碳的百分含

量等!#个参数，计算DRS、GTS、HO;、S8等间接

参数，同时提供了离线参数输入界面，供用户实时输

入产物26,7浓度、甘油浓度、甲醇浓度和菌体浓度

等离线参数值。

在线测量的数据，不可避免地存在着噪声。噪



声一般是高频正弦波信号，可以通过滑动平均方法

将它们过滤［!］：

!（"）# "$!
$%"

&##
!（"%&）

本文中，$$%#。

! 元素平衡和代谢平衡

元素 平 衡 和 代 谢 平 衡 方 法 的 基 本 理 论 见 文

献［&］。

!"# 元素平衡

’()*发酵过程生长期中，理论上有+个（’$
+）宏观反应速率可以测定，分别是甘油消耗速率

(,-.、菌体生长速率(!、氨消耗速率(’、氧消耗速率

()和二氧化碳生成速率(*。考虑碳、氮和氧化还原

度（氧和氢元素的综合表达）［/］0种元素（&$0）的

平衡，则有如下关系式：

+,-##

+#

" " # # "
# .’! " # #

!,-. !! !’ !) !

"

#

$

%*
（"）

,-$［(,-.(!(’()(*］/。式（"）中.’!是菌体中氮的

含量。

,- 有+个分量，式（"）中有0个线性方程，根据

线性代数理论，模型自由度0$+10$%，故,- 中

只有%个分量可自由变化，其他0个分量可由式（"）

求出。令,-"$［(,-.(!］/，,-%$［(’()(*］/，+"取

+的前两列，+%取+的后三列，式（"）可改写为：

［+"+%］
,-"
,-

［ ］
%
##

则

,-%#%+%"%+",-" （%）

!"! 代谢平衡

根据元素平衡，甘油消耗速率(,-.和菌体生长

速率(! 可以自由变化，但’()*发酵过程生长期中

只有(,-.可由实验人员通过调节甘油流加速率来控

制（甘油为限制性基质）。因此，必须结合菌体内部

的代谢平衡，进一步降低模型的自由度。

为了便于生长期12*3245467)(26菌体内部的代

谢平衡研究，根据甘油在酵母细胞内的代谢情况［"#］

和代谢平衡研究的需要，我们将生长期12*3245468
7)(26菌体内部的代谢途径简化为图"，它主要由下

述2个总反应组成。

图" 12*3245467)(26生长期代谢途径简图

34,5" )467-4849:69;<=>-4?@?A9698>’
12*3245467)(26,’>B;A7A<@9

!"!"# 菌体生长：

"!C-D9#!*EF9.’!G( &0

:9"%
（"!!,-D%!!）G*H(9（"!%"）IJ%

菌体通过KLF、EI*和(LF等途径利用甘油

转化而来的葡萄糖，以氨水作氮源，*EF为能量，经

过一系列生化反应合成菌体。在生物合成过程中，

由于脱羰等作用，会有一部分碳源转化为二氧化碳。

!"!"! 甘油转化为葡萄糖：

C-.9#,-. &*EF C-D9"%
（!,-.%!,-D）G*H(

引入葡萄糖的目的是为了能将研究结果与相关

文献的结果相比较。

!"!"$ 葡萄糖分解：

&C-D IJ%9
"
%!,-DG*H(9#,-D*EF

产生的*EF是底物磷酸化的结果。

!"!"% 氧化磷酸化：

G*H(M"%J &% (%J9#3*EF

氧化磷酸化所产生的*EF为菌体生长和维持

提供了能量。

令-$［C-.:C-D*EFG*H(G(0J%IJ%(%J］E，上

述2个反应可表示为： ;-$#

;#

# " %"! #!
"
%

（"!!,-D%!!） %.’! # "!%" #

%" # " %#,-.
"
%

（!,-.%!,-D） # # # #

# # #,-D
"
%!,-D # # " #

# # # #3 %" # %"%

"

#

$

%# "
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根据文献［!］所介绍的方法处理上式，得到!"
和!"#$的关系：

!"#
""#$$""#%$

&
’"%!"#$

""&#"""#%&
&
’"%!"

!"#$!’"／(!"#$ （(）

应用了代谢平衡之后模型的自由度降为&，即

)* 中只有!"#$一个分量可自由变化，其他分量受其

控制。结合元素平衡结果式（’），得!"、!+、!,、!-与

!"#$之间的关系为

!"
!+
!,
!

"

#

$

%-

#

’"／(

$-+"’"／(

&
)

（!"#$$!"’"／(）

$（&&’"／(

"

#

$

%）

!"#$ （)）

! 结果与讨论

!"# 模型参数估算

*+,-发酵过程生长期模型式（)）中并没有考

虑到菌体维持，令"".""/."／$，其中." 为菌体

维持系数（01#-23／4501#6），代入式（(）中’"／(

的表达式：

’"／(#
""#$$""#%$

&
’"%!"#$

（""&#"""#%&
&
’"%!"

）&."／$

! "
%&&／$#

"$
%$&&

式（(）两边同除以/并代入’"／(的表达式，整

理后得

’"／(#
"
% $

&
%0"#$

（7）

式（)）两边除以/并将式（7）代入，得

$
0,
0-
0

"

#

$

%+

#

"
%

&
) !"#$&

"
%
!（ ）"

$ &&"（ ）
%

$1+"

"

#

$

%
"
%

0"#$&

$&%

$
&!"
)%
&
%

-+"

"

#

$

%
&
%

!10"#$&2 （8）

上式两边同乘以/并在时间（3&，3’）内积分，得

/（3’）$/（3&）

&
3’

3&
!,43

&
3’

3&
!-43

&
3’

3&
!+

"

#

$

%43

#1&
3’

3&
!"#$43&2&

3’

3&
/43 （9）

*+,-发酵过程生长期模型式（)）及其相关子

式的模型参数中，各物质的氧化还原度!5可由该物

质的元素组成确定，1+".:;&)；根据文献［&:］，取

#".&;&，"".6"／’’-23.(:;&9／&:;7.’;!9；根

据有关代谢途径，""#$.’／8.&／(，""#%.)／8.’／(；

模型中还有两个参数." 和"% 未知。

把上述已知的模型参数代入式（9），利用生物过

程在线监控系统所取得的现场数据!,、!-、!"#$和/，

按单纯形多变量最优化方法估算出." 和"% 及其

<77可信区间为：

."#:8’8!79:8&7)) "%#&8!)79:8!98<

!"$ 模型验证

酵母的氧化磷酸化水平"% 在&;7!’;7之间，

维持系数." 比较小［&&］，这和本文结果相一致。

把模型参数代入式（8）得

1#

$:887!8
:877()
$:8()&)
:8

"

#

$

%:<’’

，2#

$:8:(!&
$:8:(77
:8:(!&
$:8

"

#

$

%::7(
根据在线测定的!"#$，利用式（9）对各时间间隔

内的!-、!, 和!+ 进行预报，在线测定结果与模型预

报结果如表&所示。

从表&可以看出，式（9）能较好地预报出!, 和

!-，!,和!-的最大预报偏差分别为77和&77左右，

但两者的预报偏差都是呈随机分布。预报的氨消耗

速率!+ 与实际流加的氨水总量之间有相当大的差

别，这可能是由于流加的氨水有一部分挥发而被空

气带走了，同时也可能是氨水主要起维持=+的作

用，仅有一部分用于菌体的生长。

从式（8）提取出第一项，得

$#$:887!80"#$5:>:(!& （!）

令$.:，解式（!），得0"#$.5:8:79!7，这是菌

体维持所需要的甘油比流加速率。在实验过程中，

甘油比流加速率的绝对值必须大于:;:79!7以满足

菌体生长需要。对式（!）进行变换，得

0"#$#$:8:79!7$&87&!)$ （<）
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式（!）即为甘油的比流加速率方程。在"#$%
发酵过程中，我们利用该方法控制甘油的流加速率，

在生长期!"#$"%&%’()*"’的+,&’’达到(’’左右，表

达期"#$%浓度达到相当高水平。

表! 在线测定结果与模型预报结果比较（单位："#$%&或$%&）

’()&*! "%$+(,-.%/%012*3(1(%0%/&-/*$*(.4,*3(/312*,*.4&1.%0$%3*&+,*3-51*3（6/-1："#$%&%,$%&）

)*+
!*,-.-(

（/011-23/）

!*#-(
（435/0"36）

!*#-(
（1"3627836）

!*)-(
（435/0"36）

!*)-(
（1"3627836）

!*.-(
（/011-236）

!*.-(
（1"3627836）

9 :9;!+!< !’+=( !;+=& :9>=+&> :9<&+!( :9?+!& :=+!(

< :!’+9? &’+<! &<+<( :=9+!> :(!+<; :9’+9< :>+!’

> :<9(+’( 9?’+(< 9;!+>’ :<’9+’? :9!!+;& :<9+’& :=+’!

? :9;=+(< 9’=+=! 9<&+?< :9;<+;! :9;;+9! :9;+<’ :?+;<

; :9;&+!& 99?+>> 9<(+=’ :9;<+<< :9;&+’& :<’+’? :?+’=

& :9;(+;< =!+(? =>+;( :9<>+’; :99?+!? :9=+?9 :9’+>;

( :9&?+(! 9’9+;< !<+&9 :9<?+;; :9<;+’= :9=+’9 :9’+9’

= :9(!+?& 9<’+>; 99’+<? :9?!+!( :9??+!( :9(+;= :!+&!

! :9;?+=’ 99>+9> 9’(+&9 :9>(+(= :9>&+(> :9>+=> :&+&9

9’ :(’+?? ;=+>> &?+;> :(9+&! :(&+(> :&+&? :’+=>

99 :9?(+&9 9?(+<& 9>=+’< :9(;+=9 :9&>+>! :9>+<> :9+>?

9< :9>&+<? 9<;+99 9<’+(9 :9>&+?’ :9??+;= :9<+;’ :<+9(

7 结 论

综上所述，我们认为结合元素平衡和代谢平衡

方法来建立"#$%发酵过程生长期的数学模型是可

行的。该方法克服了传统建模方法中参数意义不

明、输入输出关系难以解释等缺点，充分利用了发酵

过程的生物学知识，模型参数都有着其物化或生物

学意义。该建模方法有很大的通用性和伸缩性，可

应用于不同的发酵过程，而且随着要平衡的元素数

目的增加或对菌体内部代谢过程认识的深入，已建

立的模型可被进一步扩展。

主要符号说明

!"———"物质的能量系数（4@-·AB4@-:9或 4@-·4@-:9）

/."———"物质的氮含量（,·,:9）

01———菌体维持系数（4@-·AB4@-:9·C:9）

2"———"物质比生成或消耗速率，（AB4@-·AB4@-:9DC:9）或

（4@-·AB4@-:9·C:9）

*"———"物质或第"个代谢反应的反应速率，（AB4@-·C:9）或

（4@-·C:9）

"———比生长速率（C:9）

#"———"物质的氧化还原度（4@-·4@-:9）

$"———生物合成"物质所需的碳源数量（AB4@-）
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;*0),/,6B,I>/586)T:+A)67-)6*5*;6-.5-#7#8")*-89

;$<3(2=5 V/:*.@65-5),+.-58/0+.-A@+.65（02(1），./)-@*A6:@-A-5:/，/A/./5)-A@-A-5:/，6-.5-#7
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国家重点实验室简介

生物反应器工程国家重点实验室

国家生物反应器工程重点实验室于!$W$年X月经国家计委批准立项，$%年底通过国家验收，开始正式运行和对外开放。

实验室依托于华东理工大学，现有固定人员FF名，大多数为中青年学者，主要由生化工程、化学工程、工业自动化三个学科构

成。第二届学术委员会主任为俞俊棠教授，实验室主任为钟建江教授，学术委员由国内有关高校和研究所的著名同行专家组成。

实验室主要从事有关生物过程及生物反应器的应用基础性研究和工程新技术开发，主要研究方向为：（!）生物过程（生物

加工）工程，包括常规和基因重组微生物的发酵、动物细胞培养与组织工程、植物细胞培养、藻类培养、生物转化和酶反应工程

以及下游分离工程；（F）生物反应工程，即研究生物反应器中流体力学、混合性能和传递性能、宏观生物反应动力学和生物反

应器过程放大；（&）生物过程检测与控制；（’）生物制药工程。

“九五”期间，实验室共承担国家攻关项目F&个，“八六三”计划W项，国家自然科学基金项目F&项，省部级项目FW项以及

横向题目F%项。共发表学术论文&&"篇，其中国际期刊和国际会议论文集P’篇，国内核心刊物P%篇，参加编写国外专著!
本，国内专著&本；论文被(MY和ZY收录$&篇；应邀在国际会议做大会特邀报告%次。已有!’项成果通过鉴定，F"项获奖，

其中国家科技进步二等奖!项，教育部科技进步一等奖!项，省部级科技二等奖&项、三等奖X项，获得发明专利!"项。在生

物反应器工程、动植物细胞培养、酶工程、发酵过程优化控制等领域处于国际先进水平，受到国际同行的注目，多项成果已在

制药、发酵等行业中推广应用，产生了显著的社会和经济效益。

实验室享有化学工程与工业化学博士后流动站以及生物化工、化学工程、工业自动化博士学位授予点和生物化工、发酵

工程、生物化学、化学工程、工业自动化、自动控制理论及应用等硕士学位授予点，目前有!""余名硕博士研究生在获得深造。

实验室与国内外多个知名实验室开展了合作交流。

通讯地址：上海市华东理工大学国家生物反应器工程重点实验室 邮编：F""F&P
电 话："F!IX’F%F"$!，X’F%FF%"，X’F%&W"!
传 真："F!IX’F%&$"’
电子信箱：[[U,*5B"/:+8)3/>+3:5
网 址：,))9／／(CE\Z3T/-,35/)／

%&X%期 黄明志等：重组人血清白蛋白发酵过程生长期的代谢计算


