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摘　要　为进一步优化ＲＮＡ生产工艺，通过对解脂假丝酵母发酵培养，研究了ｐＨ、溶氧、还原糖浓度、高密度补料分批
发酵和高密度连续发酵等因素对ＲＮＡ产量及还原糖转化成菌体的转化率（ｇＤＣＷ／ｇｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒ）的影响。实验结果表明，
最佳培养条件为ｐＨ４，溶氧３０％。在分批发酵中，培养基糖浓度为４０ｇ／Ｌ时，最高ＤＣＷ（ｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔ）可达１９５ｇ／Ｌ，培
养时间为８ｈ，ＲＮＡ最高含量达到１４３％（ｇＲＮＡ／ｇＤＣＷ），转化率为４８２％。在最佳ｐＨ和溶氧条件下进行ｐＨｓｔａｔ补糖分
批发酵，控制罐内培养基糖浓度始终维持在１５ｇ／Ｌ以下，最高核酸含量达到１４２％，转化率达到４３５％，最高菌体浓度
３５６ｇ／Ｌ，比４０ｇ／Ｌ糖浓度条件下分批发酵时的菌体浓度提高了７５％。在此基础上进行高密度连续发酵，最终结果与高密
度分批发酵相似。首次实现了高密度发酵解脂假丝酵母制备ＲＮＡ。
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中图分类号　Ｑ８１５　　文献标识码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１１）０４－０３６９－０６

ＦｅｒｍｅｎｔａｔｏｎｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＲＮＡｆｒｏｍＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ
ＬＩＮＺｈｏｎｇ１牞ＬＵＯＺｈｏｎｇｑｉｕ１牞ＤＯＵＪｉｅ１牞ＷＡＮＧＨｕｉ１牞ＱＩＵＷｅｉｒａｎ２牞ＣＡＯＪｉｎｇ２牞ＺＨＯＵＣｈａｎｇｌｉｎ１
１ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ牞ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００９牷
２ＮａｎｔｏｎｇＱｉｕｚｈｉｙｏｕＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ牞Ｌｔｄ牞Ｎａｎｔｏｎｇ２２６２３６牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ牞ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｐＨ牞ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ牗ＤＯ牘ａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ牞ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙ
ｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｎＲＮＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｒａｔｅ牗ｇＤＣＷ／ｇＧｌｕｃｏｓｅ牘ｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓＩｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉ
ｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗａｓｏｆｐＨ４ａｎｄＤＯｏｆ３０％Ｉｎｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ牞１９５ｇ／Ｌｏｆｄｒｙｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｏｂ
ｔａｉｎｅｄａｔ４０ｇ／Ｌｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｗａｓ８ｈａｎｄｔｈｅＲＮＡｌｅｖｅｒｒｅａｃｈｅｄ１４３％Ｉｎ
ｐＨｓｔａｔｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｙｐＨａｎｄＤＯａｔｏｐｔｉｍａｌｌｅｖｅｌｓ牞ｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅａｃｈｅｄ３５６ｇ／Ｌｗｈｉｃｈｗａｓ
７５％ ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ１９５ｇ／Ｌ牗４０ｇ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ牘ｗｉｔｈｔｈｅＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆ１４２％ ａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｒａｔｅｏｆ４３５％．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｗａｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｂａｔｃｈｆｅｒ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＲＮＡ牷ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ牷Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ牷ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ牷ｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＩｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｍｏｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｓｏｆＣｏｌｌｅｇｅｓａｎｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｉｎＪｉａｎｇｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ牗Ｎｏ．ＪＨ１０１２牘牷ｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ牗Ｎｏ．ＳＢＫ２００９２１２３１牘

　　研究表明，ＲＮＡ及其酶解物核苷酸具有维持
机体免疫功能、抗氧化、提高机体蛋白质和铁的生

物利用率、降低胆固醇和抗衰老等多种生理功

能［１］。ＲＮＡ为原料通过分解法生产核苷酸已被广
泛应用，而通过酵母发酵法制备 ＲＮＡ是目前工业
生产的主要方法［２］。Ｙｏｓｈｉｏ等［３］通过化学诱变的

方式得到了对数生长期核酸含量达 １１％的高产
ＲＮＡ的解脂假丝酵母（Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）。目前
被用于工业化生产的微生物法产核酸的菌种主要

有酿酒酵母和解脂假丝酵母［４］。

一般酵母厂每升发酵液中酵母菌体浓度在

３０ｇ／Ｌ以下。Ｃｏｎｎｏｒ等［５］采用间接反馈控制摄氧

９６３
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率和呼吸熵，解除了葡萄糖高浓度引起的菌体抑

制，在乙醇的生产过程中酿酒酵母菌体浓度达

７８７ｇ／Ｌ。ｐＨ的不断变化是酵母代谢的结果，在
ｐＨｓｔａｔ流加高密度发酵中，成功调节ｐＨ使菌体达
到高密度［６］。

Ｍｉｋｉ等［７］报道了利用酿酒酵母进行分批补料

发酵培养，菌体浓度达到３０ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量达到了
１０％，转化率达 ３０５％。我国福建莆田糖厂年产
１５００吨高产核酸解脂假丝酵母，在４０ｇ／Ｌ的糖浓
度条件菌体浓度可达１６ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量达１２％，转
化率达４０％，但是单位体积、单位时间的 ＲＮＡ产
率与日本的生产工艺相比，仍存在较大的差距［８］。

因此，改进目前我国生产ＲＮＡ的生产工艺，生产出
高纯度、高转化率、低环境污染的 ＲＮＡ，是实现核
苷酸绿色生产的必经之路。本研究采用高密度发

酵生产核酸的方法，首次使用ｐＨｓｔａｔ补料的方法，
通过控制发酵过程的糖浓度（低于１５ｇ／Ｌ），使菌
体能够在最佳的比生长速率条件下进行生长，减

少了副产物的生成，实现了高产核酸解脂假丝酵

母高密度分批发酵和高密度连续发酵，使糖转化

率在高密度发酵条件时达到４３５％，菌体浓度达
３５６ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量达到 １４２％，提高了单位时
间、单位体积菌体和 ＲＮＡ的糖转化率，减少了发
酵废水的排放，与目前已报道的方法相比，研究

结果在国内外尚属领先水平。

!

　材　料

１１　试剂、菌种和培养基
糖蜜由南通秋之友生物科技有限公司提供，其

余试剂均为市售分析纯。解脂假丝酵母，由中国药

科大学生命科学与技术学院微生物学教研室筛选

并保藏。

斜面培养基：３０ｇ／Ｌ葡萄糖、３ｇ／Ｌ牛肉膏、
３ｇ／Ｌ酵母膏、５ｇ／Ｌ硫酸铵、０１ｇ／Ｌ无水硫酸亚
铁和２５ｇ／Ｌ琼脂。发酵培养基：４０ｇ／Ｌ还原糖、
１２ｇ／Ｌ硫酸镁、１２ｇ／Ｌ尿素、０３ｇ／Ｌ硫酸铵、
０１５ｇ／Ｌ硫酸锌、０１５ｇ／Ｌ硫酸亚铁、０１ｇ／Ｌ氯化
钠、用磷酸将ｐＨ调至４。补料培养基Ａ：２８０ｇ／Ｌ还
原糖。补料培养基 Ｂ：２８０ｇ／Ｌ还原糖、８ｇ／Ｌ硫酸
镁、８ｇ／Ｌ尿素、２３ｇ／Ｌ硫酸铵、１５ｇ／Ｌ硫酸锌、
１５ｇ／Ｌ硫酸亚铁、０５ｇ／ＬＮａＣｌ，用磷酸将 ｐＨ调
至４。

高密度发酵培养基：７０ｇ／Ｌ还原糖、２１ｇ／Ｌ
硫酸镁、２１ｇ／Ｌ尿素、０５２５ｇ／Ｌ硫酸铵、０２８ｇ／Ｌ
硫酸亚铁、０２８ｇ／Ｌ硫酸锌、０２ｇ／Ｌ氯化钠，用磷
酸将ｐＨ调至４。
１２　仪　器

７５２紫外可见分光光度计（上海菁华科技仪
器有限公司）；高压蒸汽灭菌锅（北京盛达生物电

子设备有限公司）；Ｓｏｒｖａｌｌ离心机（美国科峻仪器
公司）；１５Ｌ发酵罐（ＢｉｏｓｔａｔＢ，德国贝朗生物系统
公司）。

"

　方　法

２１　分批发酵
将４℃保存的解脂假丝酵母菌种接种到斜面

培养基，３０℃培养３２ｈ。转接到装有１００ｍＬ摇瓶
培养基的５００ｍＬ摇瓶，置摇床中以２００ｒ／ｍｉｎ振
荡，３０℃发酵培养 ２０ｈ，菌体浓度为 １５ｇ／Ｌ。以
５％接种量接种至装有１０Ｌ发酵培养基的１５Ｌ发
酵罐中培养，研究ｐＨ、溶氧及糖浓度对菌体生长及
ＲＮＡ含量的影响。其间溶氧通过空气流量和搅拌
速度的改变而维持，ｐＨ通过流加 ５０％氨水溶液
维持。

２２　高密度发酵
分批补料时首先采用发酵培养基，其中起始还

原糖浓度为１０ｇ／Ｌ。当发酵过程中接近对数生长
期末期时，ｐＨ维持在 ４０不再下降，此时开始在
１０ｍｉｎ内流加补料培养基 Ａ２５０ｍＬ，使菌体继续
维持其对数生长期，当所加糖蜜再次被耗尽 ｐＨ不
再下降时，继续与以上相同的方式流加补料培养基

Ａ，以此重复至干菌浓度达到１８ｇ／Ｌ。继续以相同
的流加方式流加补料培养基Ｂ，重复至干菌浓度达
到３５ｇ／Ｌ时，开始以０３，０４，０５ｈ－１的稀释率流
加高密度发酵培养基进行高密度连续发酵。

２３　菌体湿重、菌体干重以及还原糖浓度的测定
取发酵液４ｍＬ，以８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃

上清液即得湿重。然后将离心所得的菌体放置

１１０℃温度干燥２４ｈ，冷却至恒重即得干重。用３，
５二硝基水杨酸（ＤＮＳ）法测定培养基中还原糖的
含量［９］。

２４　ＲＮＡ含量的测定
取发酵菌液１０ｍＬ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

弃去上清，称菌体湿重。用生理盐水１０ｍＬ悬浮细

０７３
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胞，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，再用生理盐水悬浮后
取菌悬液２ｍＬ于干净试管，再加入高氯酸２ｍＬ，
７０℃水浴 ２０ｍｉｎ，每 ５分钟振荡 １次，水浴后取
１ｍＬ加入 ＥＰ管中混匀，用紫外分光光度计于
２６０ｎｍ处测吸收度。
２５　糖对酵母转化率的计算

转化率（％）＝单位体积发酵液中酵母细胞
干重（ｇ／Ｌ）／单位体积发酵液中糖的消耗量
（ｇ／Ｌ）×１００。

#

　结　果

３１　ｐＨ对菌体生长和ＲＮＡ积累量的影响
发酵结果表明，与传统的发酵生长曲线一样，

解脂假丝酵母的生长同样包括了延滞期（０～３ｈ）、
对数生长期（４～１０ｈ）和稳定期（１０～１９ｈ）。从生
长曲线来看，在０～３ｈ时，ｐＨ缓慢下降，菌体浓度
基本维持不变，ＲＮＡ含量也比较低，说明在这段时
间内，整个体系的增殖细胞数量不是很多，菌体处

于停滞生长状态，耗糖量很低，因此糖通过糖酵解

途径转化成葡萄糖酸的量也比较有限。５～１０ｈ
时，ｐＨ急速下降至３４，菌体进入对数生长期，最
高菌体浓度达到１９ｇ／Ｌ，还原糖含量急剧下降至
４ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量急速上升至１２％左右，比稳定期
提高２～２５倍，与 Ｂｒｅｍｅｒ等［１０］研究结果基本一

致。说明这一过程中菌体代谢非常旺盛，产生了大

量的葡萄糖酸。１０～１９ｈ，进入稳定期，此时，糖已
经基本消耗完毕，所积累的葡萄糖酸也已基本消耗

完，ｐＨ有所上升，菌体生长进入稳定期，比生长速
率为 ０，ＲＮＡ含量为 ６７％，最终菌体浓度达到
２４ｇ／Ｌ，见图１。

ｐＨ对于酵母菌的生长影响比较大［１１］，前面的

分批发酵过程中葡萄糖酸的产生导致发酵液 ｐＨ
的下降，因此，在 １５Ｌ发酵罐中通过流加氨水将
ｐＨ分别控制在ｐＨ３、ｐＨ４、ｐＨ５的条件下进行发
酵，研究ｐＨ对解脂假丝酵母生长过程及其 ＲＮＡ
含量的影响。由图２可知，发酵过程的曲线与没有
控制ｐＨ的发酵过程曲线是相似的。ｐＨ３的时候
菌体生长速度最快，在６ｈ进入稳定期，最高菌体
浓度达到２１ｇ／Ｌ，还原糖基本上消耗完，最高ＲＮＡ
含量达到１１８％。ｐＨ４时菌体生长速度也比较快，８
ｈ进入稳定期，最高菌体浓度达到１９５ｇ／Ｌ，ＲＮＡ最
高含量达到１４３％。ｐＨ５时，菌体生长速率缓慢，

ＲＮＡ含量基本上与稳定期持平。ｐＨ３和 ｐＨ４的
发酵过程与 ｐＨ不加控制的发酵过程相比，提前
４ｈ进入稳定期，缩短了发酵时间，提高了生产效
率。而ｐＨ４的条件下虽然比 ｐＨ３的条件下推迟
２ｈ进入稳定期，但是 ＲＮＡ含量则相对较高，可以
达到１４％。因此，选择ｐＨ４作为最佳发酵条件。

—◆— ＤＣＷ；—●— ＲＮＡ；—△— Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；—◇— ｐＨ
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｐＨ，ｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔ（ＤＣＷ），ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｉｎｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ
ｗｉｔｈｏｕｔｐＨｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ（ＤＯ）ｍａｉｎｔａｉｎｅｄａｔ４０％ ｕｓｉｎｇ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ

—◇— ｐＨ３；—●— ｐＨ４；—▲— ｐＨ５
Ｆｉｇｕｒｅ２　（Ａ）ＲＮＡｌｅｖｅｌａｎｄ（Ｂ）ｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅ
ｏｆＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓｕｓｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍａｔａｃｏｎｓｔａｎｔｐＨＴｈｅ
ｐＨｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄｓｅｐａｒａｔｅｌｙａｔ３，４，５ｔｈｒｏｕｇｈ
ａｄｄｉｎｇ５０％ ａｑｕｅｏｕｓａｍｍｏｎｉａ

３２　ＤＯ对菌体的生长过程及ＲＮＡ积累量的影响
研究在对数生长期缺氧２ｈ的条件下，溶氧对

于解脂假丝酵母生长过程及其 ＲＮＡ积累量的影
响，结果见图３。溶氧４０％以下从４ｈ进入对数生
长期，菌体迅速增长，到 ７ｈ菌体浓度达到了
３８ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量达到了 ９５％。在 ８ｈ和 ９ｈ
ＤＯ控制在３％，菌体浓度下降至２ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量
也下降至４％，同时还原糖浓度在此期间也在不断
下降，可能是在此过程中酵母利用糖进行了厌氧发

酵产生了乙醇。之后溶氧恢复至４０％以上，菌体
继续进入对数生长期，在１２ｈ达到了最高菌体浓

１７３
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度 ６５ｇ／Ｌ，此时还原糖浓度已经降至最低点
５ｇ／Ｌ。１３～１６ｈ菌体浓度一直处于稳定期，维持
在６５ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量下降至７％。１６～１８ｈ重新
进入对数生长期，最高菌体浓度达到１１ｇ／Ｌ，这段
时间内菌体可以自身代谢产生的乙醇为碳源进行

菌体繁殖［１２］。但是最终菌体浓度与氧气充分条件

下已经有了较大的差距。

—◆— ＤＣＷ；—●— ＲＮＡ；—△— Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；
—◇— ｐＨ；—○— ＤＯ
Ｆｉｇｕｒｅ３　（Ａ）ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｐＨ，ＤＯ，（Ｂ）ｄｒｙｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｉｎｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ
Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓｆｏｒ２ｈｏｘｙｇｅｎｄｅｆｉｃｉｔａｔｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅｗｉｔｈｏｕｔｐＨ
ｃｏｎｔｒｏｌｕｓｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ

以上缺氧实验的结果表明，溶氧对菌体的生长

及ＲＮＡ积累的影响非常显著。为了进一步说明，
在１５Ｌ发酵罐中分别以１０％、２０％、３０％、４０％ ＤＯ
条件下进行发酵，结果表明，在３０％和４０％溶氧条
件下，菌体最高菌体浓度分别达到了１９５ｇ／Ｌ和
１７３ｇ／Ｌ，而在１０％和２０％的条件下，菌体浓度仅
１０１ｇ／Ｌ和１５２ｇ／Ｌ。因此选择３０％作为解脂假
丝酵母生产ＲＮＡ的最佳溶氧条件。结果见表１。
３３　糖浓度对菌体生长和ＲＮＡ积累量的影响

菌体浓度及ＲＮＡ含量与培养基的糖浓度是直
接相关的。还原糖浓度为１０ｇ／Ｌ时，虽然菌体浓
度和ＲＮＡ含量相对来说比较低，但是转化率最高，
达到７０１％。还原糖浓度为４０ｇ／Ｌ时，菌体浓度

达到１９３ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量达到１３１％，但是转化率
最低，仅为４８４％。Ｔｉｌａｋ等［１３］研究了起始糖浓度

对转化率的影响，结果表明较低的起始糖浓度组

中，产生较少的乙醇，同时增加了菌体的存活率及

菌体数量。由于较高的糖浓度最终会导致菌体及

ＲＮＡ的含量降低，因此可以在较低的起始糖浓度
下进行补料发酵（见表２）。

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎｌｅｖｅｌｏｎＲＮＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｂａｔｃｈ
ｃｕｌｔｕｒｅｏｆＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
Ｏｘｙｇｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｔ

ＤＯ／％
１０ ２０ ３０ ４０

ＤＣＷ／（ｇ／Ｌ） １１０ １０１ １５２ １９５ １７３
ＲＮＡ／％ ９１ １００ １１２ １３３ １３５
Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅ／％ ２７２ ２５４ ３７２ ４８５ ４２６
ＲＮＡｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／（ｇ／Ｌ·ｈ） ００５２ ０１２２０２０３０３１２ ０３１０

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｆｅｄｓｔｒａｔｅｇｙｏｎ
ＲＮＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅｏｆＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
Ｆｅｄｂａｔｃｈ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｇｌｕｃｏｓｅ／（ｇ／Ｌ）
１０ ２０ ３０ ４０

Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ＤＣＷ／（ｇ／Ｌ） ３５６ ７１ １３０ １６２ １９３ ３５７
ＲＮＡ／％ １４２ １０１ １１３ １３０ １３１ １３２
Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅ／％ ４３５ ７０１ ６５２ ５３２ ４８４ ５１１
ＲＮＡｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ／
（ｇ／Ｌ·ｈ）

０３５４ ０１２１ ０２０２ ０２６２ ０３１０ ４７１２

３４　高密度发酵的补料策略和ＲＮＡ生物合成
Ｌｅｅ等［１４］使用ｐＨｓｔａｔ补料发酵的方法最后得

到了１７３ｇ／Ｌ恶臭假单胞菌干细胞浓度，因此，分
批补料发酵是达到高密度发酵最有效的方法［１５］。

本研究根据菌体实际生长过程确定了以 ｐＨ变化
趋势来进行糖源的补料，从而使培养基内的糖浓度

始终维持在菌体最佳生长状态的浓度下，减少副产

物的产生，从而提高了菌体的浓度。在最佳发酵条

件下，起始糖浓度为１０ｇ／Ｌ，从第３小时开始菌体
进入对数生长期，至５ｈ时糖浓度降低至４５ｇ／Ｌ，
５５ｈ开始进入补料阶段，培养时间１４ｈ，培养基糖
浓度始终维持在３～１０ｇ／Ｌ之间，最终菌体浓度达
到了３５ｇ／Ｌ，ＲＮＡ的含量达到１４２％，转化率达
到了４３％。菌体浓度比分批发酵中还原糖浓度为
４０ｇ／Ｌ时提高了７５％。从１６ｈ开始以０３，０４，
０５ｈ－１的稀释率流加高密度连续发酵培养基进行
连续发酵，菌体浓度维持在３４２～３６４ｇ／Ｌ之间，
比Ｍｉｋｉ等［７］报道的酿酒酵母发酵培养制备 ＲＮＡ
提高了 １７％，达到目前国内外文献报道中制备
ＲＮＡ的领先水平。见图４和表２。
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—◆— ＤＣＷ；—●— ＲＮＡ；—△— Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；
——— Ｇｌｕｃｏｓｅａｄｄｅｄ； μ
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄＲＮＡｌｅｖｅｒｉｎｐＨｓｔａｔ
ｆｅｄｂａｔｃｈｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｕｓｉｎｇＦＭｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０ｇ／Ｌ
ｏｆｒｅｄｕｃｅｓｕｇａｒ，Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，２５０ｍＬｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ
ｗａｓｆｅｄｄｕｒｉｎｇｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｃｈａｎｇｅｄ
ｆｒｏｍ０３－１，０４－１，０５－１ｄｕｒｉｎｇｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

$

　讨　论

核苷酸主要有两种生产方式，即化学法和

ＲＮＡ降解法。化学法制造的核苷酸因为有少量溶
剂残留，并且成本高、污染严重，因此制备核苷酸主

要是采用ＲＮＡ降解法。基本过程是培养酵母、提
取ＲＮＡ、酶解 ＲＮＡ、分离核苷酸、纯化核苷酸等。
日本已经通过化学诱变的方式得到了

!

产ＲＮＡ酵
母，核酸含量达到１０％［１６］。

本实验室在核苷酸研究中诱变分离得到一株

高产 ＲＮＡ解脂假丝酵母，核酸含量最高达到
１４％［１７］。本研究主要是在原有研究的基础上，通

过研究溶氧、ｐＨ、糖浓度对其生长的影响进行优
化，并且通过补糖发酵的方式实现了高产 ＲＮＡ解
脂假丝酵母的高密度发酵。

Ｊｕｌｉａｎ等［１８］认为 ｐＨ对于酵母生长过程中所
需关键酶活性的影响非常大。实验结果证明，解脂

假丝酵母最佳培养条件为 ｐＨ４，菌体浓度可以达
到１９ｇ／Ｌ，ＲＮＡ含量１４％。

溶氧是发酵过程中的关键因素。卫功元等［１９］

认为溶氧的改变会导致菌体培养体系中氧化还原

电位的改变，同时也会对细胞生长和产物形成产生

影响。不同溶氧实验证明溶氧的多少直接关系到

发酵结果的成败。最佳发酵溶氧条件是３０％，菌
体浓度可以达到１９３ｇ／Ｌ，核酸含量１３１％，糖转
化率４８４％。在１０％溶氧条件下菌体浓度，ＲＮＡ

含量，糖转化率都明显下降。因为在低氧状态下酵

母通过厌氧发酵产生大量的乙醇，影响菌体的

生长［２０］。

碳源是发酵过程中不可缺少的成分，培养基中

不同的糖浓度直接影响着发酵的结果，解脂假丝酵

母在４０ｇ／Ｌ起始糖浓度下，菌体浓度最高达１９３
ｇ／Ｌ，但是转化率仅有４８４％。从代谢流角度来考
虑，可以认为初始糖浓度的不同直接影响着碳源代

谢的流向，初糖浓度较高时，碳源更多的流向产物

的合成。但过高的初始糖浓度会抑制菌体

生长［２１］。

ＲＮＡ的合成与菌体的比生长速率成正比线性
关系［２２］，因此本研究采用间歇补料发酵，在１０ｇ／Ｌ
的起始还原糖浓度下，根据 ｐＨ的变化来进行培养
基流加，控制菌体的比生长速率适合于ＲＮＡ合成，
最终达到了 ３５ｇ／Ｌ的菌体浓度，同时也保证了
４０％以上的转化率，最高 ＲＮＡ含量也达到１３％，
大大降低了生产成本，减少了发酵废水的排放，提

高了单位体积、单位时间ＲＮＡ的生产能力。
本实验室通过几年的研究，结果与已报道文献

相比处于国内外领先水平。但是要实现工业化大

规模的生产还需要进一步改进，比如对于传统生产

线的调整、流加条件的细化以及核酸代谢动力学的

建立等。

参 考 文 献

［１］　董再珍（ＤｏｎｇＺＺ），王　龙（ＷａｎｇＬ），章君照（ＺｈａｎｇＪＺ）．核

酸对机体作用的研究［Ｊ］．中国药学杂志（ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ），

１９９５，３０（１２）：７２５－７２７

［２］　桂建芳（ＧｕｉＪＦ）．ＲＮＡ加工与细胞周期调控［Ｍ］．北京：科学

出版社，１９９８：２０－１２８

［３］　ＹｏｓｈｉｏＮ，Ｉｂａｒａｋｉ，ＩｓａｏＢ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐｒｅｐａｒｉｎｇｙｅａｓｔｃｅｌｌｓ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｎｅｎｈａｎｃｅｄａｍｏｕｎｔｏｆｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ：ＵＳ，３４１１９８９

［Ｐ］．１９６８１１１９

［４］　ＳｈｉｎｊｉＹ，Ｙａｉｚｕ，ＨｉｓａｏＫ，ｅｔａｌ．Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｅｎｒｉｃｈｅｄ

ｂｒｅａｗｅｒｓｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｈｅｓａｍｅ：ＵＳ，

７１３５３２７Ｂ２［Ｐ］．２００６１１１４

［５］　ＣｏｎｎｏｒＧＭ，ＦｅｒｎａｎｄｏＳＲ，ＣｈａｒｌｅｓＬＣ．Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｈｉｇｈｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ

Ｂｉｏｅｎｇ，２００４，３９（３）：２９３－３０４

［６］　ＴｈｏｍａｓＫＣ，ＨｙｎｅｓＳＨ，ＪｏｎｅｓＡＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｆｕｅｌａｌｃｏ

ｈｏｌｆｒｏｍｗｈｅａｔｂｙＶＨＧｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＡｐｐｌＢｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，

１９９３，４３（３）：２１１－２２７

［７］　ＭｉｋｉＫ，ＦｒａｎｋＨ，ＴｒａｎｇＱＪ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｙｅａｓｔ

３７３



学 报 　 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ 第４２卷

ｃｅｌｌｓ：ＪＰ，５１７６７５７［Ｐ］．１９９３０７２０

［８］　朱才庆（ＺｈｕＣＱ），应汉杰（ＹｉｎｇＨＪ），欧阳平凯（Ｏｕｙａｎｇ

ＰＫ），等．核糖核酸的应用与制备［Ｊ］．南京化工大学学报（Ｊ

ＮａｎｊｉｎｇＴｅｃｈＵｎｉｖ），２００１，２３（４）：９７－１００

［９］　ＢｅｒｎｆｅｌｄＰ．Ａｍｙｌａｓｅｓαａｎｄβ．Ｍｅｔｈｏｄｓｉｎｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ［Ｍ］．Ｎｅｗ

Ｙｏｒｋ：ＡｃａｄｅｍｉｃＰｒｅｓｓ，１９５９：２７－２９

［１０］ＢｒｅｍｅｒＨ，ＤｅｎｎｉｓＰ．Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄ

ｏｔｈｅｒｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｂｙｇｒｏｗｔｈｒａｔ［Ｊ］．ＡｍＳｏｃＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，

１９８７，１２０（５）：１５２７－１５４２

［１１］ＫｕｄｒｉａｖｚｅｖｉｉＳ，ＮｏéＡＬＦ，ＳａｎｄｉＯ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，

ｐＨａｎｄｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＳａｃｃｈａ

ｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＦｏｏｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９，１３１（２）：１２０

－１２７

［１２］ＸｉａｏＪ，ＳｈｉＺＨ，ＧａｏＰ，ｅｔａｌ．Ｏｎｌｉｎｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｂａｌａｎｃｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ

ＢｉｏｓｙｓｔＥｎｇ，２００６，２９（２）：１０９－１１７

［１３］ＴｉｌａｋＷ，Ｎａｇｏｄａｗｉｔｈａｎａ，ＣａｒｍｉｎｅＣ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘ

ｙｇｅｎ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｉｎｉｔｉａｌｃｅｌｌｃｏｕｎｔ，ａｎｄｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｉｎｒａｐｉｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｓ

［Ｊ］．ＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１９７４，２８（３）：３８３－３９１

［１４］ＬｅｅＳＹ，ＷｏｎｇＨＨ，ＣｈｏｉＪＩ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍｅｄｉｕｍｃｈａｉｎ

ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙａｌｋａｎｏａｔｅｓｂｙｈｉｇｈｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａｕｎｄｅｒｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ

Ｂｉｏｅｎｇ，２０００，６８（４）：４６６－４７０

［１５］ＬｅｅＪ，ＬｅｅＳＹ，ＰａｒｋＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｓ

［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＡｄｖ，１９９９，１７（１）：２９－４８

［１６］ＳｈｉｎｊｉＹ，Ｙａｍａｓｈｉｔａ，Ｙａｉｚｕ，ｅｔａｌ．Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｅｎｒｉｃｈｅｄ

ｂｒｅｗｅｒｓｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｈｅｓａｍｅ：ＵＳ，

７１３５３２７Ｂ２［Ｐ］．２００６１１１４

［１７］周长林（ＺｈｏｕＣＬ），方　圆（ＦａｎｇＹ），林　忠（ＬｉｎＺ），等．一

种高产核糖核酸的解脂假丝酵母及应用：ＣＮ，１０１８０５７０４Ａ

［Ｐ］．２０１００８１８

［１８］ＪｕｌｉａｎＫ，ＳｔａｎｌｅｙＡ，ＣｌａｕｄｉａＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ

ｙｅａｓｔｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，１９８６，２３４

（３）：６９９－７０３

［１９］卫功元（ＷａｎｇＧＹ），王大慧（ＷａｎｇＤＨ），陈　坚（ＣｈｅｎＪ）．不

同溶氧控制方式下的谷肤甘肤分批发酵过程分析［Ｊ］．化工

学报（ＪＣｈｅｍＩｎｄＥｎｇ），２００７（９）：２３３０－２３３２

［２０］何向飞（ＨｅＸＦ），张　梁（ＺｈａｎｇＬ），石贵阳（ＳｈｉＧＹ）．利用

溶氧控制策略进行高密度和高强度乙醇发酵的初步研究

［Ｊ］．食品与发酵工业（ＦｏｏｄＦｅｒＩｎｄ），２００８，３４（１）：２０－２３

［２１］ＪｏｈｎｓＭＲ，ＧｏｈＬＴ，ＯｅｇｇｅｒｌｉＡ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨ，ａｇｉｔａｔｉｏｎａｎｄａｅｒａ

ｔｉｏｎｏｎｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｚｏｏｅｐｉｄｅｍｉｃｕｓ

［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈＬｅｔｔ，１９９４，１５（５）：５０７－５１２

［２２］林　忠（ＬｉｎＺ），罗众球（ＬｕｏＺＱ），黄　慧（ＨｕａｎｇＨ），等．菌

体比生长率及不同培养基成分变化对解脂假丝酵母中 ＲＮＡ

累积的影响（英文）［Ｊ］．中国药科大学学报（ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍ

Ｕｎｉｖ），２０１１，４２（２）：１６９－１７５

·书　　讯·

《药物临床试验方法学》出版发行

《药物临床试验方法学》是一本介绍临床试验管理和操作的工具书。此书由国外长期从事新药临床试验管理工

作的作者撰写，内容包括国际医药管理机构对药物临床研究的指导原则和各项具体要求。此书不仅涉及医药和药学

的临床试验知识，还介绍了与临床试验有关的药政、伦理、财务、法律和商务管理的实施程序和文件要求，其中许多内

容是首次出版，如药物供应、经费预算、医疗器械临床试验，首次人体临床试验、药物相互作用临床试验、电子化数据

管理、安全性监督和管理、临床试验的文档准备和建立、临床试验方案和试验报告的设计和管理、临床试验结果报告

的格式和管理等。本书在拓宽临床试验全过程的管理和细节的同时，还加深了操作规范上的要点和方法，对临床试

验各个环节规范要点、操作程序、监查对象等逐一展开论述。对临床试验领域中各个方面的参与者，包括申办者、监

查员、研究者、合同研究组织、数据管理、伦理委员会等都有非常重要的参考价值。

购书电话：０１０－６４５１８８８；传真：０１０－６４５１９６８６
有关此书的信息还可以查询化学工业出版社网站。
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