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温度对谷胱甘肽分批发酵的影响及动力学模型

卫功元 李 寅 堵国成 陈 坚"

（江南大学工业生物技术教育部重点实验室，无锡 $!4%#3）

摘 要 研究了 $4C #$D范围内产朊假丝酵母生产谷胱甘肽的分批发酵过程，发现较高温度对细胞生长有促进作用，而

较低温度则更有利于谷胱甘肽产量的提高。应用改进的 E(F9?@9; 和 EA1B1G9=F/H9I1@ 方程分别对细胞生长动力学和谷胱甘

肽合成动力学进行了模拟，得到不同温度下各种动力学参数。在此基础上，进一步研究了温度同细胞生长动力学参数之

间的内在联系，得到谷胱甘肽分批发酵过程中细胞浓度的变化同温度以及底物浓度之间的一般关系式：
34
3/ J

［%K%$$4（5 L !KM）］$ 4（! N 4O48-6）

! L 6O｛2K$3 P !%3 P 16Q［ N #!4MMO7O（5 L $M#）］｝
。验证实验结果表明，该模型具有很好的适用性。
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谷胱甘肽（T)A@-@<9(=1，TUV）是一种广泛存在于生物体内

的同时具有!/谷氨酰基和巯基的活性三肽，临床上在解毒、

抗辐射、肿瘤、癌症、氧化衰老［!，$］和协调内分泌［#］的治疗中

效果明显且无副作用。自 !"$! 年 V(QG9=? 首先发现 TUV 以

来，科学家们一直研究它在各种生物体内的生理作用，其中

TUV 在人体各种组织细胞中的含量以及与各种疾病、组织损

伤的关系至今仍然是研究的热点［4］。TUV 作为一种重要的

生理活性物质，随着更多功能和性质的发现，人们对其在食

品添加剂、临床医学和运动营养学上的兴趣将日益增长，对

其需求量也将不断增加。

TUV 的制备方法包括化学法、酶法和发酵法，其中发酵

法是最具潜力的方法［&］。对于 TUV 的发酵法生产，国内外

学者开展了许多研究，发酵条件优化、前体氨基酸的影响及

添加策略等工作都已涉及并被解决［3 N 2］。环境条件（如温

度、QV 等）是影响工业发酵的重要因素之一，但有关环境条

件对 TUV 发酵影响的研究非常少。而事实上，考察环境因

素对 TUV 发酵的影响，是对发酵过程进行优化的先决条

件［"］。本文在前期研究的基础上［!%］，考察不同温度对产朊

假丝酵母分批发酵生产 TUV 动力学的影响，并且对温度与

细胞生长动力学参数的内在联系进行模拟。

! 材料与方法

!"! 菌种

产朊假丝酵母（!+$3#3+ )/#,#&）WUV %$/%2，TUV 积累株，

本研究室保藏。

!"# 培养基及种子制备

培养基及种子制备方法参见文献［!%］。

!"$ 发酵罐培养

全自动发酵罐 X50/M E（X(Y9( 01;<;(*，E@B，韩国）中装液

量 4 E，接种量 !%Z，搅拌转速 #%% IO89=，通气量&K% EO89=，温

度根据实验要求分别进行控制，QV 值采用 QV 电极自动控制

在 &K& 左右。

!"% 葡萄糖及细胞干重（&’(）的测定

参见文献［!%］。

!") 胞内谷胱甘肽的提取

从 !% 8E 发酵液中获得的新鲜酵母用蒸馏水洗涤 # 次

后，#% D下在 4%Z乙醇溶液中处理 $ <，离心取上清液作为

待测样品。

!"* 谷胱甘肽的测定

[0+Y［&，&\/二硫双（$/硝基苯甲酸）］/谷胱甘肽还原酶

循环法［!!］。在 $ 8E 比色皿中顺序加入 !%%"E 3 88()OE [0/
+Y，M%%"E %K# 88()OE +S[HV 和 $%%"E 适当浓度的样品，室

温下加入 !%%"E &% AO8E 谷胱甘肽还原酶启动反应，测定

4!$ =8 处反应体系的起始 89 值以及 & 89= 后的 89 值，根

据 89 值的变化速率与 TUV 浓度的关系计算出样品中 TUV
的含量。其中谷胱甘肽还原酶、+S[HV 和 [0+Y 均购自 U9F/
8- 公司。

!"+ 动力学参数计算

不同温度下葡萄糖比消耗速率（ :6 ）、细胞比生长速率



（!）和 !"# 比合成速率（ !" ）分别根据式 !# $
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得。用 !*+,-.//& 绘图软件对实验数据进行插值计算（时间间

隔为 )0% -），再用 1234& 软件求解不同时刻的 !"、!和 !5。模

型参数的求解采用 ".+.’6.’3+ 软件，对不同温度下 !"# 间歇发

酵过程数据进行非线性估计与拟合，运用 78+6’9:4;./< 方法

获得动力学参数。

! 结果与讨论

!"# 温度对 $%& 发酵过程的影响及分析

温度对微生物细胞生长、产物合成及代谢的影响是多方

面的，不仅可以改变培养基的性质，而且会影响细胞代谢过

程中各种关键酶的活性。温度对发酵的影响是各种因素综

合表现的结果，因此在发酵过程中必须保证稳定而合适的温

度环境。图 % 所示的是在 => ? @= A范围内，’ B (&)*)+ C"#
)=9)D 分批发酵生产 !"# 过程中葡萄糖消耗（E）、细胞生长

（F）、!"# 合成（G）、葡萄糖比消耗速率（H）、细胞比生长速率

（1）和 !"# 比合成速率（I）的变化情况。结果表明，温度对

葡萄糖消耗、细胞生长特别是 !"# 合成有着很大的影响。

随着温度的升高，葡萄糖消耗速度明显加快，细胞生长

速度增加，进入生长稳定期的时间明显缩短。当葡萄糖利用

完毕，细胞干重达到最大值。尽管不同温度下细胞生长速率

各不相同，但细胞干重基本上都在 %J ,KL 左右。在间歇培养

前期，!"# 的浓度随着细胞的生长而逐渐提高，但进入生长

稳定期后，细胞仍然合成部分 !"# 并在胞内积累。温度的

升高虽然可以提高细胞生长速率，但过高的温度却严重影响

了 !"# 的产量，其中 @= A时 !"# 产量为 =@M (,KL，仅相当于

=>A和 @)A时的 J>N和 OMN。因此，较高的温度有利于细

胞的生长，而相对较低的温度更加适合于 !"# 的合成。

不同温度对葡萄糖比消耗速率（ !" ）、细胞比生长速率

（!）和 !"# 比合成速率（ !5）的影响也有很大区别。温度越

高，越早获得最大葡萄糖比消耗速率（ !"(+2）、最大细胞比生

长速率（!(+2）和最大 !"# 比合成速率（ !5(+2）。将图 % 中实

验数据进行整理，得到不同温度下 !"# 分批发酵过程参数，

如表 % 所示。在整个发酵过程中，温度对不同参数的影响是

图 % 不同温度下葡萄糖消耗、细胞生长、!"# 合成、葡萄糖比消耗速率、比生长速率和 !"# 比合成速率的变化情况

I’,B% P’(493/8*646 /Q ,&83/64 3/<68(R.’/<（E），34&& ,*/;.-（F），,&8.+.-’/<4 R*/S83.’/<（G），6R43’Q’3 ,&83/64 3/<68(R.’/< *+.4（H），

6R43’Q’3 ,*/;.- *+.4（1）+<S 6R43’Q’3 ,&8.+.-’/<4 R*/S83.’/< *+.4（I）8<S4* S’QQ4*4<. .4(R4*+.8*46

"+<S 38*T4 %0 @=A；#+<S 38*T4 =0 @)A；$+<S 38*T4 @0 =DA；%+<S 38*T4 >0 =JA；&+<S 38*T4 M0 =>A
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有差异的，甚至是相反的。其中，细胞平均比生长速率和

!"# 平均比合成速率在 $%&时达到最大值（分别为 %’($ )* (

和 +’( )* ( ），而胞内 !"# 含量 只 有 在 +,& 时 达 到 最 高 值

+’$-。由此可见，细胞生长和 !"# 形成需要不同的最适温

度。因此，在分批发酵过程中始终维持单一的温度是不够

的，还需要采用一定的温度变化和控制策略来实现各种因素

的统一。

表 ! 不同温度下 "#$ 分批发酵过程参数比较

%&’() ! *+,-&./0+1 +2 -&.&,)3).0 4/35/1 35) ’&365 7(83&35/+1) 2).,)13&3/+1 819). 9/22).)13 3),-).&38.)0

./0/123204
!5&

$+ $% +6 +, +7

89:3:/; <;=>?42 >?9>2930/3:?95（<·@* (） +6’A +6’, +6’% +6’, +6’,

B24:C=/; <;=>?42 >?9>2930/3:?95（<·@* (） %’+ %’+ %’+ %’$ %’$

（D#7）+"E7 >?94=1F3:?95（<·@* (） 7’6 7’6 G’( G’+ G’%

H=;3=02 3:125) +7 +, +6 $% $+

I0J >2;; K2:<)35（<·@* (） (G’6 (G’+ (,’( (,’% (,’,

!;=3/3):?92 F0?C=>3:?95（1<·@* (） +$G $(+ $7$ $,, $G$

8930/>2;;=;/0 <;=3/3):?92 >?932935- (’G +’( +’( +’$ +’(

!;=>?42 >?94=1F3:?9 0/325（<·@* (·)* (） +’%G (’L6 (’L7 (’G6 (’7+

MN20/<2 4F2>:O:> <;=>?42 >?94=1F3:?9 0/325（)* (） %’++ %’+% %’(A %’+% %’(A

MN20/<2 4F2>:O:> <0?K3) 0/325（)* (） %’(+ %’($ %’(% %’(% %’(%

MN20/<2 4F2>:O:> <;=3/3):?92 F0?C=>3:?9 0/325（1<·<* (·)* (） (’7 +’( (’6 (’A (’A

P:?1/44 J:2;C ?9 <;=>?425（<·<* (） %’GG %’G$ %’G6 %’G, %’G6

!;=3/3):?92 J:2;C ?9 <;=>?425（1<·<* (） 6’+ ((’% (+’$ (+’A (+’G

P:?1/44 F0?C=>3:N:3J5（<·@* (·)* (） %’,, %’G6 %’G6 %’G$ %’G+

!;=3/3):?92 F0?C=>3:N:3J5（1<·@* (·)* (） A’ 6 (+’% (+’+ (+’+ ((’%

:;: 细胞生长动力学模型及其参数估计

微生物细胞生长动力学可由很多模型来进行描述，其中

Q?9?C 及 @?<:43:> 方程最为简单和常用［(+］。Q?9?C 方程主要

用来描述非抑制性单一底物限制情形下的细胞生长，事实上

在间歇发酵过程中，菌体浓度的增加对自身生长也会产生抑

制作用，此时细胞的生长可以用 @?<:43:> 方程较好地进行描

述。考虑到较高浓度底物对 " R #$%&%’ S"# %+T%6 生长的部分

抑制作用（数据未列出），对 @?<:43:> 方程进行改进，形式如

下［A］：

()
($ U!1/V )（( * )

)1/V
）（

(
( W *5+8

） （(）

其中，!1/V 为最大比生长速率，)1/V 为理论最大细胞干

重，+8 为底物抑制常数。

对图 (（M 和 P）中的数据按式（(）进行非线性曲线拟合，

得到不同温度下的细胞生长动力学参数，如表 +。从相关性

系数 ,+ 的结果可以看出，该模型对于不同温度下细胞生长

的模拟均具有很好的适用性。

:;< "#$ 合成动力学模型及其参数估计

微生物的产物形成非常复杂，从产物形成与细胞生长的

关系出发，!/C29［($］将产物形成分为 $ 种类型：（!）产物形成

与细胞生长相耦联；（"）产物形成与细胞生长部分耦联；

表 : 不同温度下细胞生长动力学参数模拟结果

%&’() : =/1)3/6 -&.&,)3).0 +2 6)(( 7.+435 )03/,&3)9
819). 9/22).)13 3),-).&38.)0

!5& )1/V5（<·@*(）!1/V 5（)* (） +8 5（<·@* (） ,+ N/;=2

+7 (,’$ %’$7 +G’% %’AAA

+, (,’+ %’$L +G’6 %’AAA

+6 (,’% %’7G +,’7 %’AA6

$% (G’( %’G( $+’, %’AA6

$+ (G’, %’GL $7’$ %’AAL

（#）产物形成与细胞生长没有联系。@=2C2X:9< 等人［(7］对此

进行了总结，得到著名的 @=2C2X:9<T.:023 方程：

(-
($ U"

()
($ W#) （+）

式中$!%、%U % 表示!类发酵；$!%、%!% 表示"类发酵；$U
%、%!% 则表示#类发酵。

根据图 (（P 和 H）的数据，按式（+）进行非线性曲线拟合

与估计，结果如表 $。由此可见，" ’ #$%&%’ S"# %+T%6 在不同温

度下分批发酵生产 !"# 的过程属于"类发酵，即 !"# 合成

与细胞生长部分耦联。由于 !"# 是胞内代谢产物，因此提高

生物量对进一步增加 !"# 的产量将是非常有利的。
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表 ! 不同温度下 "#$ 合成动力学参数模拟结果

%&’() ! *+,)-+. /&0&1)-)02 34 "#$ /0356.-+3, )2-+1&-)5
6,5)0 5+44)0),- -)1/)0&-60)2

!!" ! " "# $%&’(
#) *+*,)) *+***-. *+/)
#0 *+*,-1 *+***)1 *+/)
#1 *+*,-, *+***)) *+/)
-* *+*,#0 *+***)1 *+/#
-# *+**./ *+***)) *+/0

789 温度与细胞生长动力学参数的关系

温度作为微生物培养过程中的关键参数之一，对细胞生

长动力学有着重要的影响。二者之间的关系，已有许多模

型［,2］可以用来进行模拟，其中最为简单和常用的有 3445(67’8
模型、9%:;<=8;> 模型和 ?7685(&=<<@ 模型。将三种模型运用

于 # A $%&’&( BC? *#D*1 细胞生长中，则细胞生长动力学参数

#E%F和 )G 可以用表 ) 中所列的形式表示出来。应用表 # 中

所得到的动力学数据对这些模型中的参数进行拟合与估计，

结果如表 2。

表 9 温度与细胞生长动力学参数关系及模型表示

%&’() 9 %:) 0)(&-+3,2:+/ 34 -)1/)0&-60) &,5 .)(( ;03<-: =+,)-+. /&0&1)-)02

H<@(&8 I%4%E(:(48 JK’%:7<68 L<4E’&%

3445(67’8 E<@(&（3）
#E%F

)G

#E%F M *(FN（ O +,!"!）

)G M * G (FN（ O +, G !"!）

（-）

（)）

9%:;<=8;> E<@(&（9）
#E%F

)G

#E%F M［-（! O !E76）］#

)G M［-G（! O !E76G）］#

（2）

（0）

?7685(&=<<@ E<@(&（?）
#E%F

)G

#E%F M ., (FN（ O
+,
"!）O .# (FN（ O

+#
"!）

)G M ., (FN（ O
+,G
"!）O .# (FN（ O

+#G
"!）

（.）

（1）

表 > 模型参数拟合与估计结果

%&’() > ?)26(-2 34 -:) /&0&1)-)02 )2-+1&-)5 4031 -:) 135)(2

I%4%E(:(48

J8:7E%:(@

H<@(& 3 H<@(& 9 H<@(& ?

*% +,P -Q !E76
@ ),

% )#
% +,

P +#
P

"# $%&’( L<4E’&%

#21 2*+2 *+//0 （-）

#E%F *+*##) O ,+. *+//0 （2）

O ,2+/1 O #2+1# 0//+, 2*+2) *+//0 （.）

1+#0 -,+2 *+/.0 （)）

)G *+,,*. O #*+- *+/.# （0）

,+)- O #+,/ --*+2 --+/, *+/)- （1）

% R5( ’67: <S *，), %6@ )# 78 ,*05 O ,；P R5( ’67: <S +%，), %6@ )# 78 ;T·E<& O ,；Q R5( ’67: <S - 78 UO ,·5O *A2；@ R5( ’67: <S !E76 78 "；H<@(& 3，9 %6@

? %4( 4(N4(8(6:%:7$( <S 3445(67’8 E<@(&，9%:;<=8;> E<@(& %6@ ?7685(&=<<@ E<@(& A

由此可见，这三种模型都能很好地表示在 #) V -# "范

围内#E%F 随温度变化的趋势，同时也可近似表示 )G 与温度

之间的内在联系。结合具体的实验结果，发现 9%:;<=8;> 模

型更接近于#E%F的理论值，而 3445(67’8 模型则更加适合于用

来描述 )G 与温度的关系。因此，不同温度和葡萄糖浓度下，

# A $%&’&( BC? *#D*1 间歇发酵生产 WC? 过程中细胞的生长情

况，可以用式（/）来进行描述：

/0
/% M

［*+*##)（! X ,+.）］# 0（, O 0!0E%F）

, X 1!｛1+#0 Y ,*0 Y (FN［O -,)..!"!（! X #.-）］｝
（/）

为了验证式（/）在 #) V -#"范围内的适用性，将式（/）积

分得到细胞浓度与温度及底物浓度之间的关系曲线，然后再

与不同温度或底物浓度条件下的实验结果进行比较。图 #
（3、Z）表示的分别是 #/"、初糖浓度 #1+- [·\O ,和 -*"、初糖

浓度 --+# [·\O ,条件下 # A $%&’&( BC? *#D*1 细胞干重的实验

值和式（/）预测值的比较结果。由此可见，除了细胞生长延

滞期的数据偏差较大外，模型的相对偏差都小于 2]，因此可

以认为，式（/）能够很好地描述 #) V -#"范围内 # A $%&’&( BC?
*#D*1 细胞的生长情况。
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图 ! ! " "#$%$& #$% &!’&( 细胞生长动力学模型的验证

)*+"! ,-./01*2-3 -4 567 1728952 /17:*;57: <= 567 ;799 +1->56 ?*375*; .-:79 >*56 567 7@/71*.73509 1728952

A" B7./7105817 !CD，*3*5*09 +98;-27 ;-3;735105*-3 !(EF +GH；I" B7./7105817 F&D，*3*5*09 +98;-27 ;-3;735105*-3 FFE! +GH

! 结 论

! " "#$%$& #$% &!’&( 间歇发酵生产 J$% 过程中，相对较

高的温度可以促进细胞生长，而较低温度则对 J$% 的合成更

为有利。运用改进的 H-+*25*; 方程对发酵过程进行模拟，得

到不同温度下的细胞生长动力学参数，其中!.0@ 和 ’K 都随

着温度的升高而增加，表现出较高温度可以适当降低底物对

细胞生长的抑制作用。H87:7?*3+’L*175 方程对 J$% 生产过程

的模拟结果显示 J$% 合成与细胞生长呈现部分相耦联关系。

采用 A11673*82 方程、M05?->2?= 方程和 %*32679>--: 方程等三

种模型对细胞生长动力学参数进行拟合估计，得出在 !N O
F!D范围内细胞生长同温度以及底物浓度之间的一般关系

式。实验验证结果表明，该模型具有很好的适用性，为 ! "
"#$%$& 发酵生产 J$% 过程中细胞生长情况的预测及控制提供

了理论依据。

综上所述，在整个间歇发酵过程中控制单一的温度很难

实现促进细胞生长和增加 J$% 合成的统一。为了进一步提

高 J$% 的生产量，需要采用一定的温度控制策略，这也是本

文下一步需要研究的内容。
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