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重组人血清白蛋白发酵过程表达期的定量研究

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工程国家重点实验室 国家生化工程技术研究中心 生物工程学院 上海 #$$#%2）

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表达期的数学模型，按单纯形多变量最优

化方法估算了模型的未知参数，并探讨了导致表达期不同阶段产物形成速率存在差异的可能原因。该模型能较好

地描述重组人血清白蛋白发酵过程表达期中各宏观反应速率之间的关系，为重组人血清白蛋白的高效表达提供了

线索。

关键词 重组人血清白蛋白（/BCD），代谢平衡，元素平衡，3#0"#+ 4+&/(*#&
中图分类号 E"%")"2 文献标识码 D 文章编号 !$$$1%$4!（#$$%）$!1$$3!1$4

近年来，各国政府和科研机构都投入了大量的

人力物力进行“人类基因组计划”研究，试图破译人

类染色体基因，了解各个人类基因的组成及其功能。

人血清白蛋白（B.:,- C6/.: D(F.:;-，BCD）基因是
了解得较早较清楚的人类基因之一，已被克隆到众

多的表达系统（5 ) 0(,#，.+0#,,)& &)6/#,#&，3#0"#+ 4+&/(*#&
等）中进行表达。其中，甲醇酵母（尤其是 3#0"#+
4+&/(*#&）表达系统以其表达效率高、表达产物稳定和
产物分泌到胞外等一系列优点而得到了广泛应

用［!］，但由于缺乏足够的参数检测和数据处理技术，

众多的研究工作主要是在摇瓶规模的表达系统构

建、培养基成分和培养条件的简单优化等方面展开，

一直没有进行 /BCD表达系统的定量研究。
近二三十年来，描述发酵过程中微生物生长和

产物形成的定量方法已有了长足的进步，而且，随着

各种分析技术，如酶分析和质谱技术的发展，发酵过

程的定量方法也在不断地取得新的进展［# G 8］。元素

平衡方法［4 G 3］和代谢平衡方法［" G !!］分别是发酵过程

定量研究的两种主要方法。元素平衡方法从宏观角

度研究发酵过程，所得到的大多是经验方程，未能充

分利用已有的菌体代谢途径知识，方程参数没有明

显的物化或生物学意义，结果往往难以令人信服。

而代谢平衡方法尽管是以菌体内部的代谢途径为基

础，各种参数有其物化或生物学意义，但由于菌体内

部的中间代谢物往往难以检测，使得代谢平衡方法

所建立的方程的未知参数难以估计，很难在实际中

应用，可操作性不强。

因此，综合利用元素平衡和代谢平衡，从宏观和

微观角度综合地研究发酵过程，一直是定量研究的

一个重要方向。在多位前人研究工作的基础上，+)
D) H6 B’((,-H6/提出了集元素平衡和代谢平衡两种
方法之长于一身的研究方法（以下简称综合方法），

并推导出了应用该方法的前提条件［!#］。

以 3#0"#+ 4+&/(*#& 为宿主菌的 /BCD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。前文［!%］对生长期进行

了定量研究，实现了菌体的高密度培养，为 BCD的
高效表达打下了良好的基础。在生长期研究的基础

上，利用综合方法对 /BCD发酵过程表达期进行了
定量研究，试图解释发酵过程呈现出的代谢行为和

特征，为工艺优化提供线索。

! 材料与方法

!"! 供试菌株
3#0"#+ 4+&/(*#& IC!!8菌株，遗传表型 ,’JK <;LK，

醇氧化酶启动子 MDNO!，载体 PMQR"S，蛋白引导序列
来自酿酒酵母的!1杂交因子 DTU，外源基因为 BCD
AV*D，载体呈线型整合在染色体上。
!"# 培养基
!"#"! 种子培养基：按文献［!7］配制。
!"#"# 基础培养基：按文献［!7］配制。



!"# 分析方法
!"#"! 酵母细胞密度分析：菌液稀释后于波长
!""#$处以去离子水为对照比色测定。

!"!"" % !" 读数 &稀释倍数
!"#"$ 甲醇测定方法：气相色谱法［’(］。
!"#"# )*+ , )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 ’".的接种量接种到装料 ’("/的 (""/试验

罐，维持温度在 0"1左右，依次调节搅拌转速、空气
流量和罐压以维持 "! 在 +".以上，用氨水调节 2*
在 ( 3 !之间。甘油耗尽时开始流加甘油，流加速率
按前文［’4］研究结果设定。当菌体浓度达到一定值

后开始流加甲醇，转入 5*67 诱导表达阶段。在发
酵过程中，定时取样分析菌体浓度、底物浓度和产物

浓度等难以直接在线测定的参数。

在 (""/试验罐上，自行设计了一套生物过程在
线监控系统软件 89:5;<;5［’=］，以 ’次>$9#的频率在线
检测温度、溶氧、2*、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 ?@A、BCA、D/;、AE
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 5*67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：

#（$）% ’
%!

%,’

& % "
#（$ , &）

式中，% % +"。

$ 结果与讨论

$"! 元素平衡
5*67发酵过程表达期中，理论上有 !个（ ’ % !）

宏观反应速率可以测定，分别是甲醇消耗速率 ($:F、
菌体生长速率 (G、产物形成速率 (2、氨消耗速率 (#、
氧消耗速率 (: 和二氧化碳生成速率 (H。考虑碳、氮
和氧化还原度三种元素（& % 0）的平衡，则有如下关
系式：
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式（’）中 B#G和 B#2分别是菌体和白蛋白中氮的

含量。

令 *C’ %［ ($:F (G (2］I，*C+ %［ (# (: (H］/，)’ 取 )
的前三列，)+ 取 ) 的后三列（ 0 % 0），得

*++ % , ) ,’
+ )’ *+’ （+）

$"$ 代谢平衡
根据元素平衡，甲醇消耗速率 ($:F、菌体生长速

率 (G 和产物形成速率 (2 都可以自由变化，但 5*67
发酵过程表达期中只有 ($:F可由实验人员控制。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。

表达期的 12.324 54678(26 菌体内部的代谢途径
可简化为图 ’，代谢过程的中间代谢物有 *B*?、
J7K、)7L*和 7IK 4 种（ 9 % 4），它主要由 ! 个反应
组成（$ % !）。

图 ’ 12.324 54678(26 表达期代谢途径简图
M9NO’ 69$2P9Q9R< $RS;T:P9H UHFR$R Q:5

12.324 54678(26 25:<VHS9:# 2F;UR

7 甲醇氧化为甲醛：B*0?*W ’
+ ? "+ *B*?W *+?

甲醇氧化为甲醛涉及到甲醇的输送、甲醇氧化

和过氧化氢的分解三个过程。甲醇的输送是指甲醇

透过细胞壁进入到细胞质，再从细胞质输送到过氧

化物酶体。现在还不能确定这些输送过程是否要消

耗能量。这里假设输送过程没有能量消耗。催化甲

醇氧化为甲醛的是醇氧化酶（7?X）。7?X有两种基
因，分别是 7?X’和 7?X+，两者编码有 Y+.的同源
性。7?X’在转录水平受到严格的双重调控：在碳
源饥饿状态下，只有甲醇才能诱导 7?X合成后启动
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!"#$进行转录（一般碳源如甘油、葡萄糖等的分解
代谢物阻遏抑制其产生）和翻译；在非甲醇碳源条件

下，通过基因重组插入在 !"#$启动子和终止子之
间的外源基因维持在表达关闭状态。氧将甲醇氧化

为甲醛的同时也产生过氧化氢。细胞内的过氧化氢

浓度不能过高，否则会对菌体有毒，因此，!"#$"% &%’(
)*+"’ 体内存在过氧化氢酶，会将过氧化氢分解为氧
和水。上述两个反应都是在过氧化物酶体内发生

的。

% 甲醛异化： !&’&# ()"*&+ ’#(

甲醛异化包括以下几个过程：甲醛从过氧化物

酶体输送到细胞质，再在细胞质内进行两步氧化反

应，即甲醛氧化为甲酸，甲酸再进一步氧化为二氧化

碳。在氧化过程中，可以产生两分子 )"*&。
’ 甲醛同化（木酮糖循环）： !&’&#+ ",! -"!

木酮糖循环的详细过程如图 (所示。
三分子的甲醛经 .次木酮糖循环，消耗三分子

",!后，可生成一分子 -"!，为菌体生长和产物合成
提供了原材料。

图 ( 木酮糖循环
/012( $3454678 93948

-"!：14398:;4<8=3<8>.>?=67?=;@8，*&"：<0=3<:6A3;98@6B8，*&"!：<0>

=3<:6A3;98@6B8>.>?=67?=;@8，/C%：D:69@678>C>?=67?=;@8，/%!：D:69@678>

E，C>F0?=67?=;@8，$5G!：A3454678 H6B6?=67?=;@8

* 菌体生长：!A-"! +"A",! + ’BA )& !. $ + E
(

（!$#1;? I#A）)"*&+（!$ I E）’#(

J 产物形成：!?-"! +"?",! + ’B? )& !. ! + E
(

（!!#1;? I#?）)"*&+（!! I E）’#(

/ 氧化磷酸化：)"*&+ E
( # !( &(# +"=",!

氧化磷酸化为菌体生长、维持和产物合成提供

能量，同时，木酮糖循环也需要消耗能量。因此，氧

化磷酸化的效率是影响产物合成的重要因素之一。

令 J K［L#& $ ! ",! )"*& &’&# -"! )&. #(

’#( &(#］,，上述 C个反应可表示为：
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首先检验代谢方程组是否有解：/ K 2 I 3 + " K . I C + N K E，满足代谢方程组有解的第二充分条件［E(］。
处理上式，得到 4-E中各分量之间的关系式：

,. 4-E K M

,. K (%$%. +!.（(%$ + E）I E
( %$（!."/%& I".）%& +!&（(%$ + E）I E

( %$（!&"/%& I"&[ ]）
OK［%E %( %.］

应用了代谢平衡之后模型的自由度降为 (，即
4JE中有两个分量可自由变化。但在 :&G"发酵过程
表达期中，菌体生长和产物形成的速率是不可直接

控制的，只有 +H6=一个分量可自由变化。所以，必须
引入其他限制条件来进一步降低系统的自由度。

在微生物发酵过程中，产物形成和菌体生长之
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间往往存在着某种联系，因此，将其作为一种限制条

件引入到系统方程，令

!! "!#$
与代谢方程联解，得
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引入了产物合成与菌体生长之间的关系后，模

型的自由度降为 &，即 #+,- 发酵过程表达期只有
!./0一个分量可自由变化，这已与实际发酵过程相吻
合。

联合式（’）和式（)），得到 #+,-发酵过程表达期
的定量描述方程：
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!%&’ （1）

!"# 模型求解
#+,-发酵过程表达期模型式（1）中并没有考虑

到菌体维持的能量消耗，令

$" " $" ( %" 3#，! " !&

#
(!’ (!)#

将上述各式代入式（1）及其各个子式中，便得到
描述 #+,-发酵过程表达期的定量模型。在该模型
中，有 $0、%$、$!、!&、!’ 和!) 共 4个参数未知，需要
在测控系统所提供数据的基础上按照多变量最优化

方法来求取。由于引入了菌体维持以及产物形成与

菌体生长之间的关系，该模型具有了相当强的非线

性特征，只能由计算机通过循环迭代来求数值解。

在 #+,- 发酵过程中，产物的形成可明显地分
为两个阶段，如图 )所示。第一阶段从开始流加甲
醇到 &’20左右，此时白蛋白以较快的速率生成。但
在 &’20以后，白蛋白形成的量较少，有时浓度甚至
会降低。这两个阶段产物形成的速率为什么会有这

么大的差别呢？目前还没有这方面的研究报道，下

面试图通过对表达期定量模型的求解来研究这个问

题。

图 ) 表达期发酵过程
5678) 59#.9:;<;6/: !#/=9>> /? !#/@A=;6/: !0<>9

!"#"$ 第一阶段：在所推导出的定量模型的未知参
数中，前三个与菌体内部的代谢途径直接相关，而后

三个则是经验系数。为了降低参数求解过程中各个

参数之间相互耦合而造成的干扰，把这两类参数分

开来求取。首先求取描述比生产速率与比生长速率

之间的关系系数，得!& " % )8BCD4，!’ " 282242，!)

" 28222B，拟合度如图 1 所示。进一步研究图 1 中
的二次曲线，可以发现在# " 28222E处曲线有峰值
-! " 28222B。该二次曲线的形状说明，在 #+,-发酵
过程表达期中，菌体的生长必须得到控制，并不是菌

体长得越快越好，这和我们的经验是一致的。另外

我们也注意到，当比生长速率为负值时，即菌体有所

自溶时，白蛋白的浓度还是有所增加，这可能是菌体

自溶时排放出累积于体内的产物所致。

图 1 表达期第一阶段比生产速率与比生长速率的关系
56781 F9G<;6/:>06! H9;I99: J! <:@! 6: ;09 ?6#>;

!9#6/@ /? !#/@A=;6/: !0<>9

把!& " % )8BCD4，!’ " 282242和!) " 28222B代
入式（1）及其子式中，可求得 $0 " ’82B)1 K &8&2D)；

%$ " 28’4C2 K 28&’)D；$! " 1D)8B)’& K &D18)EB4。 $0

和 %$ 的值与有关文献［&’］的结果相一致，$! 的值

没有文献报道过，但考虑到 #+,-的复杂性，这样大
的数值也不是很高。

1E 生 物 工 程 学 报 &E卷



!"#"! 第二阶段：同理可求得

!! " # $%&’&’；!( " $%$!!&；!& " $%$$$&
!) " !%*$!& + $%,$!-；". " $%((!, + $%!/&,；!0

" */’%/’’! + ((&%,*
比较表达期第一阶段和第二阶段的菌体代谢系

数 !)、". 和 !0，可以发现，尽管两者的菌体维持系

数 ". 相差不大，但 !) 和 !0 却有着显著的差别。

!) 是菌体内部的氧化磷酸化水平，它的大小代表了

菌体每氧化一分子 1234所能产生的 256的量，反
映了菌体内部能量的供应情况。第二阶段的 !) 比

第一阶段的 !) 少了近 !7&，说明第二阶段菌体的能
量代谢有可能供应不足，从而影响到产物合成。另

外也注意到，第二阶段每合成 ! 89:;<的 =4>2所需
要的 256比第一阶段多 !$$ :;< 左右，这也可能是
导致产物合成速率降低的原因之一。 !) 和 !0 为何

有这样的差异，这种差异如何影响到产物的合成，以

及如何克服这些差异，尚待以后进一步的研究来阐

释。

# 结 论
结合元素平衡和代谢平衡方法，建立了 =4>2

发酵过程表达期的数学模型，并探讨了导致表达期

不同阶段产物形成速率存在差异的可能原因。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

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，（:;<·89:;<# !）或（:;<·:;<# !）

$%#——— # 物质的氮含量，（?·?# !）

"&———菌体维持系数，（:;<·89:;<# !·)# !）

’#——— # 物质比生成或消耗速率，（89:;<·89:;<# !·)# !）

或（:;<·89:;<# !·)# !）

(#——— # 物质或第 # 个代谢反应的反应速率，（89:;<·)# !

或 :;<·)# !）

"———比生长速率，)
# !

##——— # 物质的氧化还原度，:;<·:;<# !

$#———生物合成 # 物质所需的碳源数量，89:;<
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