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摘 要 在 G H发酵罐中研究了溶氧和 I5对产朊假丝酵母分批发酵生产谷胱甘肽的影响。结果表明，当葡萄糖
浓度为 &% JKH且通气量控制在 2 HK.<@时，搅拌转速达到 &%% 0K.<@即可满足细胞生长和谷胱甘肽合成对溶解氧的
需求。不同 I5控制方式对谷胱甘肽分批发酵的影响有较大差异。不控制 I5时，细胞干重和谷胱甘肽产量比控制
I5为 2L2的发酵分别低 $GM和 "2M，且有 2%M的谷胱甘肽向胞外渗漏。研究了将 I5控制在 7L%、7L2、2L%、2L2、#L%
和 #L2的谷胱甘肽分批发酵过程，发现在 I5 2L2时谷胱甘肽总产量最高。用前期研究建立的动力学模型模拟了不
同 I5（7L% N #L2）下的分批发酵过程，并从动力学角度解释了 I5对细胞生长和谷胱甘肽合成的影响。
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谷胱甘肽（Q)ED9D?<(@-，QR5）是一种自然界中广
泛存在的且同时具有!1谷氨酰基和巯基的生物活
性三肽，在生物体内有着多种重要的生理功能［!］，特

别是对于维持生物体内适宜的氧化还原环境起着至

关重要的作用。临床上［$］QR5可以迅速提高机体免
疫力，在辐射、肿瘤、癌症、氧中毒、衰老和内分泌失

调的治疗中效果明显且无副作用；在食品加工领

域［&］，QR5具有增强食品营养价值和强化食品风味
等功能；在体育运动领域［7］，QR5能够提高体内血红
蛋白含量并保护红细胞免遭氧化性破坏。此外，

QR5还具有改善性功能和消除疲劳等作用，近年来
还发现 QR5具有抑制艾滋病病毒的功效。
对于 QR5的生物法制备，国内外学者已开展了

许多利用动植物细胞［2］、细菌［#］和酵母［G S 3］进行生

产的研究，其中酵母由于具有容易培养、生长速度快

和 QR5含量高等优点，已日渐成为 QR5工业化生产
的首选菌株。在 QR5工业发酵的研究中，出发菌株
大多采用的是酿酒酵母，但该菌种胞内 QR5含量较
低，且在生产过程中不可避免产生大量的乙醇等副

产物，因此近年来研究者的兴趣纷纷投向产朊假丝

酵母，通过合理的筛选方法，获得生产 QR5的高产
菌株。关于产朊假丝酵母的研究成果主要集中在菌

株生产性能的改良和营养条件的优化上［"］，有关环

境条件（温度、I5和溶氧等）的影响很少报道，而这
恰恰又是关系到 QR5发酵生产能否成功进行的重
要因素之一。作者在前期研究中［!% S !!］，系统考察了

温度对产朊假丝酵母分批发酵生产 QR5过程的影
响，提出并运用分阶段温度控制策略提高了 QR5产
量。本文在此基础上对溶氧和 I5 的影响进行研
究，首次报道低 I5下 QR5会向胞外分泌的现象，并
从发酵动力学的角度出发，就不同 I5对发酵过程
的影响进行了深入分析。

# 材料与方法

#$# 菌种
产朊假丝酵母（!+$3#3+ )/#,#&）TR5 %$1%3，江南

大学环境生物技术研究室保藏。

#$% 培养基
斜面、种子及发酵培养基：见文献［!%］。

#$& 种子培养
斜面种子活化 7 ? 后接入种子培养基中，&%U

下培养 $% ?，摇床转速 $%% 0K.<@。
#$’ 发酵罐培养

G H全自动控制发酵罐（V861G H，韩国）中装液
量 7 H，接种量 !%M，温度 &% U，通气量 2L% HK.<@，
培养时间 $7 ?。I5通过自动流加 & .()KH 5$RW7 和



! "#$%& ’()*溶液进行调节。
!"# 细胞干重（$%&）测定
发酵液离心、洗涤后得到的细胞在 +,-下烘干

后称重。

!"’ 葡萄糖测定
!，./二硝基水杨酸法测定［01］。

!"( 胞内谷胱甘肽提取
新鲜酵母经蒸馏水洗涤 !次后，!,-下 2,3乙

醇中处理 1 4，离心取上清液作为待测样品。
!") 谷胱甘肽测定

56’7/谷胱甘肽还原酶循环法［0!］。其中谷胱甘
肽还原酶、’859*和 56’7均为 :;<"(公司产品。
!"* 动力学参数计算与分析
采用 :=(=;>=;?(软件，具体方法参见文献［0,］。

+ 结果与讨论

+"! 搅拌转速对谷胱甘肽分批发酵的影响
溶氧是好氧微生物生长必需的营养物质之一，

更是影响其进行物质生产和能量代谢的关键环境因

素之一，在发酵过程中受通气量和搅拌转速以及发

酵液性质等诸多因素的限制。通常在空气流量一定

的情况下，搅拌转速的变化直接影响氧在发酵液中

的传质效率，进而影响正常的细胞生长和代谢产物

的形成。对于酵母来说，由于细胞生长受剪切的影

响相对较小，因此可以通过变化搅拌转速来研究溶

氧对发酵过程的影响。图 0显示在不同搅拌转速下
! @ "#$%$& A:* ,1/,B分批发酵生产 C:*过程中溶氧
的变化趋势，可见细胞在进入对数生长期（+ 4）之后
对溶氧的需求明显增加。当搅拌转速低于 1., D%";E
时，供氧速率不能满足细胞快速生长的需要，出现了

明显的溶氧下降现象；而当搅拌转速高于 !,, D%";E
时，供氧速率完全可以满足细胞正常生长代谢对氧

的需求，因此溶氧一直保持在较高的水平。

搅拌转速对 C:*发酵过程的具体影响如表 0
所示。可以看出，溶氧供给的不足会对细胞生长有

负面影响：搅拌转速为 1,, D%";E 时的细胞干重比
!,, D%";E时低 1,3，C:*产量也相应降低。但是，
由不同搅拌转速导致的不同溶氧水平对胞内 C:*
含量（反映细胞合成 C:*的能力）并没有显著影响。
由此表明，在 ! @ "#$%$& A:* ,1/,B发酵生产 C:*的
过程中，只要将溶氧水平控制在不限制细胞生长的

水平之上（如 .,3 F +,3），就能够获得较高的 C:*
产量。进一步提高搅拌转速，虽然可以提供更为充

足的溶氧，但这样一方面增加了动力消耗，另一方面

也提高了体系的剪切应力，对细胞生长不利（搅拌转

速从 !,, D%";E提高到 !., D%";E会导致细胞干重减
少 B3）。因此，在初始葡萄糖浓度为 !, <%&的情况
下，将搅拌转速恒定在 !,, D%";E适于 ! @ "#$%$& A:*
,1/,B发酵生产 C:*，此时的溶氧传质状态可以作为
对 C:*发酵生产进行比拟放大的重要依据。

图 0 不同搅拌转速下发酵过程的溶氧变化趋势
G;<@0 5;>>#$HIJ #KL<IE ?#E?IE=D(=;#E>

MEJID J;NNIDIE= (<;=(=;#E D(=I>
0O !., D%";E；1O !,, D%";E；!O 1., D%";E；2O 1,, D%";E

表 ! 不同搅拌转速下的各发酵过程参数比较
,-./0 ! 1-2-304025 67 .-489 70230:4-4;6: <:=02 =;77020:4 ->;4-4;6: 2-405

9(D("I=ID>
8<;=(=;#E D(=I%（D%";E）

1,, 1., !,, !.,
PE;=;($ <$M?#>I ?#E?IE=D(=;#E%（<%&） 1BO1 1QO2 1BO+ 1QO1
RI>;JM($ <$M?#>I ?#E?IE=D(=;#E%（<%&） ,O! ,O2 ,O! ,O1
5DL ?I$$ SI;<4=%（<%&） 01O+ 02O0 0.O1 02O,
C$M=(=4;#EI TD#JM?=;#E%（"<%&） 1., 1U1 !01 1B.
PE=D(?I$$M$(D <$M=(=4;#EI ?#E=IE=%3 1O0 1O1 1O1 1O0
8HID(<I >TI?;N;? <$M?#>I ?#E>M"T=;#E D(=I%（4V 0） ,O!2 ,O!! ,O!1 ,O!1
8HID(<I >TI?;N;? <D#S=4 D(=I%（4V 0） ,O0Q ,O0+ ,O0+ ,O1,
8HID(<I >TI?;N;? <$M=(=4;#EI TD#JM?=;#E D(=I%（"<%< 4V 0） 0OB 1O, 1O1 0OU
7;#"(>> L;I$J #E <$M?#>I%（<%<） ,O2. ,O.! ,O.2 ,O.1
C$M=(=4;#EI L;I$J #E <$M?#>I%（"<%<） UO, 0,OB 00O, 0,O+
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!"! #$对谷胱甘肽分批发酵的影响
!"!"% 不控制 !"的谷胱甘肽发酵过程：在研究确
定了最适的温度控制［#$ % ##］和溶氧条件之后，作者着

重研究了不同 !"对 &’"分批发酵的影响。图 (（)*
+）给出了不控制 !"条件下，! , "#$%$& -’" $(*$.分
批发酵生产 &’"的过程曲线。可见，随着底物的消
耗，发酵液 !" 从 /0/迅速下降，至 #. 1葡萄糖利用
完毕时，!"降至最低点 #0#2，之后基本上维持在该
水平。发酵液逐渐增强的酸性对细胞生长有一定的

抑制作用，直至 #. 1时细胞量达最高值 #( 345。实

验观察到一个有趣的现象：在发酵前 #$ 1 内，细胞
合成的 &’"基本都分布在胞内；但是 #$ 1后（此时
!"低于 #0/），&’" 在胞外积累，且积累量不断增
加，至 #. 1达到最大值 .6 7345（图 (8）。与此同时，
胞内 &’" 含量很快由 #0(29下降到 $0:69（图
(+）。细胞停止生长后，胞外 &’"总量相对稳定，但
胞内 &’"总量仍在增加（图 (8），表明胞内 &’"仍
在继续合成。在整个发酵过程中，&’"的总量一直
增加，至发酵结束时总 &’"产量达到 #6/ 7345。

图 ( 不同 !"控制方式下 &’"发酵过程曲线
;<3,( =<7>*?@ABC> @D &’" D>B7>EFGF<@E AEH>B ?@EFB@II>H !"

! &IA?@C>；" J+-；# =@FGI &’" ?@E?>EFBGF<@E；$ KLFBG?>IIAIGB &’" ?@E?>EFBGF<@E；%MEFBG?>IIAIGB &’" ?@E?>EFBGF<@E；

& !"；’ MEFBG?>IIAIGB &’" ?@EF>EF , NGE>I )*+，E@ !" ?@EFB@I；NGE>I J*;，!" /0/

自然 !"条件下发酵液 !"迅速下降，一方面是
因为氮源硫酸铵为生理酸性盐；另一方面，葡萄糖被

利用后生成了丙酮酸、!*酮戊二酸、乙酸等酸性中间
代谢产物（数据未给出）。当 ! , "#$%$& -’" $(*$.细
胞处于较强的酸性环境（!" O #0/）时，胞外出现
&’"的积累，可能是因为细胞在较低 !"下产生应
激机制导致细胞膜渗透性的改变，从而使胞内物质

发生泄漏。这种泄漏不是由于细胞自溶引起的，因

为即使在这样的酸性条件下，细胞仍然能够继续生

长直至营养物质消耗完毕；再者，细胞停止生长后胞

内仍然继续合成 &’"，而胞外的 &’"积累量并未增
加。对 &’"泄漏期间细胞形态的显微观察也表明，
此时的细胞并未发生自溶。

&’"是胞内产物，通常用来维持胞内正常的氧
化还原环境［#］，因此很少向胞外分泌。如果 &’"能
够在胞外积累，可降低下游分离纯化的难度。向发

酵液中添加丙酮醛［#:］、表面活性剂［#/］和抑制"*谷氨
酰转肽酶活性［#6］都是非常有效的办法，但至今并未

见到有关在低 !"下 &’"可以向胞外发生泄漏的报
道。至于其机理还有待进一步研究。

!"!"! 控制恒定 !"时的谷胱甘肽发酵过程：在不
控制 !"的条件下，虽然 &’"可在胞外积累，但 &’"
总量较低。为此，作者研究了将发酵过程 !"值控
制在不同水平（!" :0$ P 60/）对 &’"分批发酵的影
响，其中 !" /0/下的 &’"发酵过程曲线如图 (（J*
;）所示。与不控制 !" 的结果相比，细胞干重和
&’"产量分别高出 (29和 Q/9。另外，在恒定 !"
条件下，细胞在生长阶段所合成的 &’"基本上都集
中在胞内，胞外检测不到 &’"存在，只有到细胞生
长结束后才有极少量 &’"积累在胞外。至发酵结
束时，!" /0/ 下的胞内 &’" 含量更是高出 ( 倍以
上。
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不同 !"对 ! # "#$%$& $%" &’(&)发酵生产 *%"
的主要参数，包括细胞干重（+,$）、*%"产量、胞内
*%"含量、细胞比生长速率（!）、*%" 比合成速率
（’-）、*%" 生产强度（ (*%"）、细胞对葡萄糖得率

（)./%）和 *%"对葡萄糖得率（)-/%）的影响如图 0 所
示。结果表明，细胞能够在较宽的 !"范围内进行
生长并合成 *%"，表现出较强的 !"适应能力。各
过程参数在 !" 121 以下时，呈现上升趋势，而高于
!" 121时又有所下降，在 !" 121时各参数（除了细
胞干重）均达到最大值。值得注意的是，当 !"!121
时，胞内 *%"含量均超过 ’2&3；而当 !""12& 时，
胞内 *%"含量只有 42)3左右，表明弱酸性环境更
有利于 *%"的合成。
!"!"# 基于动力学模型解析 !"对谷胱甘肽发酵的
影响：虽然实验结果表明 ! # "#$%$& $%" &’(&)分批
发酵生产 *%"的最适 !"为 121，但作者更希望知
道，为什么将 !"控制在 121能够使细胞的各项性能
达到最优？要回答这个问题，一般的做法是从生理

学角度出发进行研究。而本文中则尝试从动力学角

度来分析并解释 !"的影响这一生理学现象。
作者在前期研究中已经建立了 ! # "#$%$& $%"

&’(&)分批发酵生产 *%"的动力学模型，并成功地
模拟了温度变化对发酵过程的影响［4&］。本文采用

动力学模型式（4）和式（’）对不同 !"条件下的细胞
生长和谷胱甘肽生产情况进行模拟。式中，*、(、+
分别表示细胞、*%"和底物浓度，*567、!567分别表示

最大细胞浓度和最大比细胞生长速率，, 8、"和#为
常数。

-*
-# 9!567 * 4 : *

*( )
567

4
4 ; + /,( )

8
（4）

-(
-# 9"

-*
-# ;#* （’）

根据实验数据，对模型中的各参数进行非线性

估计，结果如表 ’。对于细胞生长来说，*567体现细

胞生长的能力，而 , 8 则表示底物浓度对细胞生长

的抑制程度，, 8 值越高则抑制效应越低。分析不同

!"下细胞生长动力学参数的估计结果可以发现，
!"为 121时，*567和!567虽然比试验 !"条件下的最
大值分别低 02&3和 <213，但 , 8 值却显著高于 !"
=2& > 12&的情况，即在 !"为 121时底物浓度对细胞
生长的抑制效应较小，由此可以理解为什么!在 !"
为 121时达到最大（图 0）。

表 ! 谷胱甘肽间歇发酵动力学参数模拟结果
$%&’( ! )*+(,*- .%/%0(,(/1 23 4’5,%,6*2+( &%,-6 3(/0(+,%,*2+ 5+7(/ 7*33(/(+, .8

!"
,?@@ ABCDEF *%" !BCGHIEJCK

*567 L（A/M） !567 L（F: 4） ,8 L（A/M） .’ "/（5A/A） #/（5A/A） .’

=2& 4=2&N &214) 4N2&O &2OO) 4&24) &20)0 &2O&4
=21 4=2=N &214O 4O2’= &2OO< 4’2&= &244O &2)))
12& 412N& &2=O& 4=2ON &2OO) 442=N &24&< &2O=<
121 412’’ &2=)1 042=& &2OO) O2O) &2N4< &2ON1
<2& 4=2<O &2=N= 002NN &2OO) O2OO &2<1O &2O’&
<21 4124& &2=&O 4N2N0 &2OO) N2NN &2NN’ &2)N1

图 0 不同恒定 !"条件下 *%"发酵各过程参数比较
PJA#0 -6B65?E?BQ CR *%" R?B5?KE6EJCK HKG?B GJRR?B?KE !"

# +,$；$ (*%"；%!；& ’-；’ *%" ICKE?KE；

( *%" ICKI?KEB6EJCK；) )./%；*)-/%

对于 *%"的合成，由式（’）可得，
’- 9"! ;# （0）

式中 ’- 为比 *%"合成速率。!"对 *%"合成

能力的影响可以从基于式（0）的动力学分析中得到
合理解释（以 !"为 =21 和 121 时的动力学数据为
例）。

根据 !"为 =21和 121时"和#的模拟结果，可
以得到 ’- 与!之间的线性关系如图 =（S）所示。其

中"为直线斜率，表示在!相同的条件下，细胞合
成 *%"能力的强弱；#为截距，反映生长停止后（!
9 &）细胞继续合成 *%"能力的高低。!"为 121时
的"值小于 !"为 =21时的"值（表 ’和图 =S），表

明 !"为 121时的 ’- 对!变化的敏感程度较低：即
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!的降低所导致 !! 降低的幅度要小于 "#为 $%&时

的情况。由此表明!值越低，越有利于细胞在生长
过程中保持合成 ’(#的能力。
分析表 )中与 ’(#合成有关的动力学数据，可

以发现 "#!&%& 时的!值均低于 "#"&%* 时的!
值；而 "#!&%&时的"值则均高于 "#"&%*时的"
值。基于以上动力学分析，我们可以理解为什么 "#

!&%&时的胞内 ’(#含量普遍高于 "#"&%*时的情
况。"#为 &%&时 ’(#总量达到最大，从动力学角度
分析，是因为在这一 "#下兼具了 " + 值高（底物对

细胞生长的抑制效应小）、!值低和"值高（细胞生
长过程中和生长结束后均可保持较高的比 ’(#合
成速率）的特点。

图 $ 不同 "#条件下 ’(#合成能力及细胞生长比较

,-./$ ’(# "012345-16 762 4899 .01:5; 36280 2-<<80865 "#

! 结 论

在 = >搅拌式发酵罐中进行 # / $%&’&( ?(# *)@
*A分批培养生产 ’(#时，葡萄糖浓度为 B* .C>时，
恒定通气量 & >CD-6 的情况下，将搅拌转速稳定在

B** 0CD-6即可满足 ’(#发酵对氧的需求。不同 "#
控制方式对 ’(#分批发酵的影响有较大差异，在不
控制 "#条件下，细胞生长受到部分抑制，’(#产量
下降明显且出现在生长阶段 ’(#向胞外渗漏的现
象。在 "# $%* E F%& 范围内，通过对分批发酵过程
参数进行比较，发现 "# &%&对细胞生长和 ’(#合成
都是最佳的。在分批发酵动力学的基础上，通过对

动力学参数进行分析，解释了细胞生长和 ’(#合成
的最适 "#都为 &%&。
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