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研究论文 不同溶氧控制方式下的谷胱甘肽

分批发酵过程分析

卫功元１，王大慧１，陈　坚
２

（１ 苏州大学生命科学学院，江苏 苏州２１５１２３；２ 江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡２１４０３６）

摘要：分析了产朊假丝酵母生产谷胱甘肽 （ＧＳＨ）的摇瓶发酵过程，发现溶氧浓度的大小成为影响细胞生长和

ＧＳＨ产量的重要因素。在此基础上，研究了恒溶氧和恒转速条件下的ＧＳＨ分批发酵过程，与恒转速发酵相比，

恒溶氧控制发酵可以明显提高细胞干重和ＧＳＨ产量，当恒溶氧浓度为３５％时，二者的提高幅度最多可分别达到

２２％和３０％。最后分别采用发酵动力学模型和代谢网络中各代谢物通量的分布情况对该结果产生的原因进行了

定量解释。
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引　言

微生物发酵过程优化的主要目标在于通过一系

列调控措施实现生产菌株和／或产物的高产量、高

产率和高生产效率［１］。在此过程中，需要对影响发

酵过程的各种因素进行系统分析，包括外因 （基于

微生物反应原理的培养环境优化技术）、内因 （基

于代谢特性的分阶段培养技术）、外因定量化 （基

于动力学模型分析的优化和控制技术）和内因定量

化 （基于代谢通量分析的过程优化技术）等，其中

动力学模型和代谢通量分析还可以在优化的基础上

对发酵过程进行预测和验证［２］。

谷胱甘肽 （还原型为ＧＳＨ）是一种广泛存在

于生物体内的小分子巯基化合物，在活细胞中具有

多种重要的生理功能，特别是对于维持体内适宜的

氧化还原环境起着至关重要的作用［３］。由于其特定

的化学组成和还原性，ＧＳＨ 在临床医药、食品、

化妆品以及有关生物研究领域中用途广泛，对其需

求量正不断增加［４］。酵母发酵法是目前ＧＳＨ商业

化生产比较有效和经济的方法，同时也是研究的热

点，国内外对此均有相关报道［５８］。

溶解氧 （ＤＯ）对于好氧发酵来说，通常既是

营养因素，又是环境因素。特别是对于具有一定氧

化还原性质的代谢产物的生产来说，ＤＯ的改变势

必会影响到出发菌株培养体系的氧化还原电位，同

时也会对细胞生长和产物形成产生影响。然而到目

前为止，除了作者前期的部分研究结果［９］之外，

ＤＯ特别是恒ＤＯ条件如何对ＧＳＨ 发酵过程产生

影响却鲜有报道。本文研究不同ＤＯ控制条件下的

ＧＳＨ分批发酵过程，同时采用发酵动力学模型和

代谢网络中各代谢物通量的分布定量解释为何存在

最佳的恒ＤＯ环境。

１　材料与方法

１１　菌种

犆．狌狋犻犾犻狊ＷＳＨ０２０８，江南大学环境生物技术

研究室保藏。

１２　培养基

斜面培养基、种子培养基和发酵培养基参见文

献 ［１０］。

１３　培养条件和方法

种子培养：斜面种子活化４ｈ后接入种子培养

基中培养 ２０ｈ，摇床转速 ２００ｒ·ｍｉｎ－１，温

度３０℃。

摇瓶发酵：５００ｍｌ三角瓶中装有５０ｍｌ发酵培

养基，按照１０％ （体积）的接种量接入种子，培

养温度３０℃，摇床转速２００ｒ·ｍｉｎ－１，培养时间

３０ｈ。

发酵罐培养：全自动发酵罐ＢＩＯＴＥＣＨ５ＢＧＺ

（上海保兴生物设备工程有限公司）中装液量４Ｌ，

接种量１０％ （体积），通气量５．０Ｌ·ｍｉｎ－１，温度

３０℃，ｐＨ值采用ｐＨ 电极在线测量，通过流加３

ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ２ＳＯ４ 和３ｍｏｌ·Ｌ
－１ ＮａＯＨ 溶液自动

调节在５．５左右，搅拌转速通过人工实时控制以维

持一定的恒溶氧浓度，初始转速３００ｒ·ｍｉｎ－１，调

节幅度１０ｒ·ｍｉｎ－１。

１４　分析方法

胞 内 ＧＳＨ 的 提 取、葡 萄 糖、细 胞 干 重

（ＤＣＷ）以及ＧＳＨ浓度的测定参见文献 ［９］。

１５　动力学参数估算

细胞比生长速率 （μ）、底物比消耗速率 （狇Ｓ）

和产物比形成速率 （狇Ｐ）的 估 算 方 法 参 见 文

献［１０］。

１６　代谢通量计算

ＧＳＨ代谢网络及代谢通量分析方法参见文

献［１１］。

２　结果与讨论

２１　溶氧浓度对细胞生长和犌犛犎合成的影响

为了系统地了解ＤＯ与ＧＳＨ发酵过程之间的

关系，首先在摇瓶条件下考察不同装液量和不同摇

床转速对犆．狌狋犻犾犻狊ＷＳＨ０２０８细胞生长和ＧＳＨ合

成的影响，结果如图１所示。可以看出，一方面随

着装液量的增加，单位细胞的摄氧量减少，ＤＯ供

给不足导致细胞生长受到抑制，ＧＳＨ合成量降低，

其中装液量１５０ｍｌ时的ＤＣＷ 和ＧＳＨ产量分别只

有３５ｍｌ时的５３％和６０％；另一方面，随着摇床

转速的增加，氧在培养液中的传质速率提高，对细

胞生长和 ＧＳＨ 合成均明显有利，其中２５０ｒ·

ｍｉｎ－１时的ＤＣＷ 和ＧＳＨ产量比１００ｒ·ｍｉｎ－１时的

分别提高８６％和１２７％。因此，在ＧＳＨ的发酵生

产过程中，ＤＯ 的大小已经成为影响细胞生长和

ＧＳＨ产量的重要因素。

２２　不同溶氧控制方式下的犌犛犎分批发酵过程

在犆．狌狋犻犾犻狊ＷＳＨ０２０８细胞培养过程中，可

以通过控制恒定的搅拌转速以满足细胞生长和产物
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图１　装液量和摇床转速对细胞生长

和ＧＳＨ合成的影响
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合成对氧的需求［９］。然而，在细胞培养的不同阶

段，由于代谢对氧的需求量不同，恒定转速容易造

成ＤＯ的不足或过剩，这样将发生厌氧代谢或氧中

毒［１２］，对正常的发酵过程十分不利，因此，有必

要研究恒ＤＯ条件对整个发酵过程的影响。以下考

察不同恒 ＤＯ 浓度 （２０％、３５％、５０％、６５％和

８０％）以及恒定转速 （３００ｒ·ｍｉｎ－１）条件下的

ＧＳＨ分批发酵生产情况，结果如图２。

由图２可知，当ＤＯ浓度恒定控制在３５％和

５０％时，比较有利于细胞生长和ＧＳＨ合成，此时

糖耗速率较快，ＤＣＷ 和ＧＳＨ产量也有明显提高。

不同ＤＯ控制方式下的ＧＳＨ发酵过程参数列于表

１。与对照相比，控制恒定的ＤＯ浓度可以明显提

高ＤＣＷ 和 ＧＳＨ 产量。其中，当恒 ＤＯ 浓度为

３５％时，二者提高幅度最多，可分别达到２２％和

３０％。与此同时，细胞平均比生长速率、ＧＳＨ 平

均比合成速率、细胞和ＧＳＨ对葡萄糖的得率以及

细胞和ＧＳＨ的生产效率也有一定幅度的提高。然

　

　

　

图２　不同溶氧控制方式下的ＧＳＨ分批发酵过程

Ｆｉｇ．２　ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆＧＳＨｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｖｅｒｓｅＤＯｃｏｎｔｒｏｌｍｏｄｅｓ

●ｃｏｎｓｔａｎｔａｇｉｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ３００ｒ·ｍｉｎ－１；○ｃｏｎｓｔａｎｔ

ＤＯｏｆ２０％；□ｃｏｎｓｔａｎｔＤＯｏｆ３５％；■ｃｏｎｓｔａｎｔＤＯ

ｏｆ５０％；ΔｃｏｎｓｔａｎｔＤＯｏｆ６５％；▲ｃｏｎｓｔａｎｔＤＯｏｆ８０％
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表１　不同溶氧控制方式下犌犛犎分批发酵过程参数比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狑犻狋犺犫犪狋犮犺犌犛犎狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犇犗犮狅狀狋狉狅犾犿狅犱犲狊

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ＣｏｎｓｔａｎｔＤＯｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ① ２０％ ３５％ ５０％ ６５％ ８０％

ｉｎｉｔｉａｌｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｇ·Ｌ－１ ２７．１ ２７．２ ２７．４ ２８．３ ２７．６ ２８．６

ｍａｘｉｍｕｍＤＣＷ／ｇ·Ｌ－１ １４．５２ １５．５２ １７．７２ １６．８ １６．２８ １６．９６

ｍａｘｉｍｕｍＧＳＨｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ／ｍｇ·Ｌ－１ ２６２．２ ３０８．９ ３４１．７ ３２１．９ ３０９．６ ２８０．６

ｍａｘｉｍｕｍｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＧＳＨｃｏｎｔｅｎｔ／％ １．８２ ２．０５ ２．０５ ２．０８ １．９７ １．７６

ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅ／ｇ·Ｌ－１·ｈ－１ １．９３ １．７０ ２．２９ ２．３６ ２．３０ ２．０４

ａｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅ／ｈ－１ ０．３７０ ０．３１３ ０．３８８ ０．４１６ ０．４３４ ０．３１４

ａｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ／ｈ－１ ０．１１０ ０．１１４ ０．１８１ ０．１７５ ０．１６９ ０．１３２

ａｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃＧＳＨｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ／ｍｇ·ｇ－１·ｈ－１ １．６７ １．５６ １．８９ １．６７ １．７４ １．６０

ｂｉｏｍａｓｓｙｉｅｌｄｏｎｇｌｕｃｏｓｅ／ｇ·ｇ－１ ０．５４ ０．５７ ０．６５ ０．５９ ０．５９ ０．５９

ＧＳＨｙｉｅｌｄｏｎｇｌｕｃｏｓｅ／ｍｇ·ｇ－１ ９．６９ １１．３６ １２．４６ １１．３７ １１．２３ ９．８２

ｂｉｏｍａｓｓｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／ｇ·Ｌ－１·ｈ－１ ０．６１ ０．６５ １．１１ １．０５ １．０２ ０．８５

ＧＳＨｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／ｍｇ·Ｌ－１·ｈ－１ １１．９２ １１．０３ １２．２０ １１．５０ １１．９１ １１．６９

　　① ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆＧＳＨｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｃｏｎｓｔａｎｔａｇｉｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ３００ｒ·ｍｉｎ－１．

而，当恒定ＤＯ浓度过低或过高时，各发酵过程参

数均较低，只有将 ＤＯ浓度恒定控制在３５％时，

各项发酵指标均较为理想。那么为什么会出现如此

结果？以下将分别从ＧＳＨ分批发酵动力学和代谢

通量分析的角度进行定量化解释。

２３　不同溶氧控制方式下的犌犛犎分批发酵动力学

分批发酵过程定量描述除了可以通过简单的质

量守衡定律之外，还可以通过对发酵过程中基质消

耗、细胞生长和产物合成等动力学进行数学模拟和

验证［１３］。大多数发酵动力学参数都能反映细胞在

这三方面能力 （分别以狇Ｓ、μ和狇Ｐ 表示）的大小，

据此可以对发酵过程中出现的现象和结果进行定量

分析。

分别从葡萄糖消耗和细胞生长两个方面将整个

发酵过程分成两个阶段，考察在不同ＤＯ控制方式

下特别是恒ＤＯ情况下，葡萄糖消耗前后的细胞生

长能力和 ＧＳＨ 合成能力、细胞生长前后的 ＧＳＨ

合成能力，结果如表２。通过对不同培养阶段下的

细胞平均比生长速率和ＧＳＨ平均比合成速率进行

比较可以发现，当ＤＯ恒定控制在３５％时，细胞

在各阶段所表现出来的生长能力和ＧＳＨ合成能力

均高于其他ＤＯ控制方式。因此，最终可以获得较

高的ＤＣＷ 和ＧＳＨ产量 （表１）。

由产物合成动力学可知，狇Ｐ 和μ之间存在如

下关系：狇Ｐ＝αμ ＋β，其中α表示在细胞生长能

力一定的情况下产物合成能力的大小，而β则表示

在细胞停止生长时 （如稳定期）产物合成能力的大

小［１４］。根据各ＤＯ控制方式下的实验结果，对上

式中的α和β参数进行非线性估计，结果如表３。

可以看出，ＤＯ恒定控制在３５％时具有较高的α和

β值。进一步对其中较典型的三组 （ＤＯ分别恒定

控制在２０％、３５％和６５％）动力学结果进行分析

（如图３），结果发现由于各发酵过程中的实际最大

μ均不高于０．３ｈ
－１，因此在该μ范围内，ＤＯ为３５％

时细胞可以获得较高的ＧＳＨ合成能力 （狇Ｐ），由此可

以解释为什么ＤＯ在３５％时的ＧＳＨ产量最高。

表２　不同培养时期下的犌犛犎分批发酵动力学参数

犜犪犫犾犲２　犓犻狀犲狋犻犮狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犌犛犎狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狑犻狋犺犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狌犾狋狌狉犲狆犺犪狊犲狊

ＣｏｎｓｔａｎｔＤＯ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ／ｈ－１

Ｄｕｒｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

Ａｆｔｅｒｇｌｕｃｏｓｅ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ＡｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃＧＳＨｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ／ｍｇ·ｇ－１·ｈ－１

Ｄｕｒｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

Ａｆｔｅｒｇｌｕｃｏｓｅ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

Ｄｕｒｉｎｇｃｅｌｌ

ｇｒｏｗｔｈ

Ａｆｔｅｒｃｅｌｌ

ｇｒｏｗｔｈ

ｃｏｎｔｒｏｌ① ０．１７３ ０．０２５ ２．３７ ０．８２ １．８２ ０．１７

２０％ ０．１６９ ０．０１６ ２．４３ ０．５４ １．７４ ０．２１

３５％ ０．２２９ ０．０６８ ３．１９ ０．８５ ２．７６ ０．３０

５０％ ０．２２９ ０．０５７ ３．１３ ０．６８ ２．６２ ０．２５

６５％ ０．２２１ ０．０５９ ２．６３ ０．６７ ２．３９ ０．１５

８０％ ０．１８４ ０．０２８ ２．５６ ０．４５ １．９０ ０．１２

　　① ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆＧＳＨｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｃｏｎｓｔａｎｔａｇｉｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ３００ｒ·ｍｉｎ－１．

·２３３２· 化　　　工　　　学　　　报　 　第５８卷　



表３　不同溶氧浓度下犌犛犎合成动力学参数的估计结果

犜犪犫犾犲３　犓犻狀犲狋犻犮狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犌犛犎狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

犲狊狋犻犿犪狋犲犱狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犇犗犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

ＣｏｎｓｔａｎｔＤＯ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

α

／ｍｇ·ｇ－１
β

／ｍｇ·ｇ－１·ｈ－１
Ｒ２

ｖａｌｕｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ① １０．２８ ０．５４ ０．９３５

２０％ １１．５３ ０．４２ ０．９６９

３５％ ９．５６ １．１４ ０．９４５

５０％ ８．９２ ０．９４ ０．９７７

６５％ ６．３０ １．３３ ０．９６７

８０％ １１．６９ ０．３５ ０．９８１

　　① ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆＧＳＨｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｕｎｄｅｒ

ｃｏｎｓｔａｎｔａｇｉｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ３００ｒ·ｍｉｎ－１．

　

图３　不同恒溶氧条件下ＧＳＨ合成和细胞生长能力比较

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｂｉｌｉｔｙｏｆＧＳＨｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ａｎｄｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｓｔａｎｔＤＯ
　

２４　不同溶氧控制方式下的犌犛犎分批发酵代谢通

量分析

　　为了描述ＧＳＨ合成过程中各代谢物通量的分

布情况，也将ＧＳＨ 分批发酵过程分为两个阶段，

第一阶段 （前１０ｈ）主要为细胞的生长阶段，第

二阶段 （１０ｈ后）主要为ＧＳＨ 的生物合成阶段。

表４是在不同的ＤＯ控制方式下，ＧＳＨ 生物合成

代谢网络中各主要结点处代谢物的通量分布，可以

看出，当ＤＯ恒定控制在３５％时，狉１７值明显高于

其他 ＤＯ 时的值，说明有更多的代谢通量进入

ＨＭＰ途径，并因此产生更多的ＮＡＤＰＨ，为ＧＳＨ

的生物合成提供了必要的还原性环境；与此同时，

狉２ 和狉３ 的通量较小，因此进入ＴＣＡ循环的Ｃ通

量 （狉１０）减少，最终通过 ＴＣＡ循环产生的 ＡＴＰ

量降低，用于细胞维持的ＡＴＰ消耗 （狉６０）随之降

低；从狉２４和狉３５的大小可以发现，在 ＤＯ为３５％

时，细胞在代谢过程中有更多的Ｃ通量流向ＧＳＨ

生物合成的前体物质 （包括ＬＧｌｕ、ＬＣｙｓ、ＬＧｌｙ

等），最终可以合成更多的ＧＳＨ （狉６３）；另一方面，

对流向细胞合成物质的Ｃ通量进行比较，发现狉４、

狉２７、狉３１、狉４０、狉５５、狉５６、狉５７等Ｃ通量在３５％ＤＯ时

均较高，由此不难理解为何在此ＤＯ条件下可以获

得更多的ＤＣＷ （狉６１）。

３　结　论

溶氧是微生物好氧发酵的重要营养和环境因

素，在发酵过程中，可以通过控制搅拌转速和通气

量进行控制。恒ＤＯ发酵是常用的好氧发酵工艺，

具有易于控制、操作简便等特点，同时也比较符合

微生物对氧的需求规律。在本文中，与恒转速发酵

相比，恒ＤＯ控制发酵可以明显提高ＤＣＷ和ＧＳＨ

产量，当恒ＤＯ为３５％时，二者的提高幅度最多

可分别达到２２％和３０％。最后，分别通过分批发

表４　不同溶氧控制方式下主要代谢物的代谢通量分布

犜犪犫犾犲４　犕犲狋犪犫狅犾犻犮犳犾狌狓犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犳狅狉狋狔狆犻犮犪犾犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犇犗犮狅狀狋狉狅犾犿狅犱犲狊

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ Ｖｅｃｔｏｒｓ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｆｌｕｘ

ＡⅠ ＢⅠ ＡⅡ ＢⅡ ＡⅢ ＢⅢ ＡⅣ ＢⅣ ＡⅤ ＢⅤ ＡⅥ ＢⅥ

Ｇ６Ｐ 狉１ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００

狉１７ １９．６ ２０．５ ２５．０ ３６．１ ５３．３ ４６．１ ３４．９ ３９．８ ３０．２ ４４．３ ３２．５ ３６．７

狉５５ ４．３ ４．３ ４．５ ４．８ ５．４ ５．０ ４．８ ４．８ ４．６ ５．０ ４．７ ４．８

狉２ ７６．１ ７５．２ ７０．５ ５９．１ ４１．３ ４８．９ ６０．３ ５５．４ ６５．２ ５０．７ ６２．８ ５８．５
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　犜犪犫犾犲４ （ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ Ｖｅｃｔｏｒｓ
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｆｌｕｘ

ＡⅠ ＢⅠ ＡⅡ ＢⅡ ＡⅢ ＢⅢ ＡⅣ ＢⅣ ＡⅤ ＢⅤ ＡⅥ ＢⅥ

ＧＡ３Ｐ 狉３ ８１．５ ８１．３ ７９．１ ７４．５ ６６．８ ７０．３ ７４．８ ７３．０ ７６．９ ７１．１ ７５．９ ７４．１
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狉６ ７５．３ ７５．０ ７３．３ ６９．４ ６３．３ ６５．９ ６９．８ ６８．２ ７１．５ ６６．６ ７０．７ ６９．２
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ＫＧ 狉１１ ８５．４ ８４．５ ７９．１ ６６．４ ４６．５ ５５．０ ６７．７ ６２．３ ７３．１ ５７．１ ７０．５ ６５．７
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酵动力学和代谢通量分析模型及参数对产生此种现

象的原因进行了定量解释。然而，当恒ＤＯ较高时

（如８０％）却导致细胞生长和ＧＳＨ 合成能力的下

降，其原因还有待于进一步的研究。
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