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摘 要 利用分批发酵研究了灵芝（<+$(5%*=+ ,)0#5)=）胞外多糖的合成特性，结果表明 <+$(5%*=+ ,)0#5)=多糖合成和菌体生
长呈部分生长关联型。菌体干重、胞外多糖分别达到 &EJE#>·QR &、"J$!>·QR &，胞外多糖对细胞干重得率系数（>9ST）为 $J&D。根

据分批发酵试验结果采用 Q(>3<:32方程、Q?-4-U3=>CV30-:方程和类似 Q?-4-U3=>CV30-:方程，得到了描述灵芝生长、胞外多糖以及葡
萄糖底物消耗分批发酵动力学模型。同时在初始葡萄糖变化较大范围内，试验数据与模型预测值进行了比较拟合，平均相对

误差小于 EW，表现出很好的适用性。表明该动力学模型对指导灵芝胞外多糖的发酵生产具有实际意义。
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灵芝（<+$(5%*=+ ,)0#5)=）属于担子菌门，非褶
菌目，灵芝科，灵芝属真菌，具有极高的营养、保健、

医疗价值。其中灵芝多糖（ <+$(5%*=+ ,)0#5)=
9()Y<62276034-）是重要有效的活性成分之一［&］。研究
证实灵芝发酵过程中产生的胞外多糖也是有效多

糖，可以提高机体免疫力，提高机体耐缺氧能力，消

除自由基，抑肿瘤，抗辐射，提高肝脏、骨髓、血液合

成 \+8、1+8、蛋白质的能力等，因而成了研究的热

点［!，"］。天然灵芝的生长周期长，人工培养不但费

时、费力而且通过灵芝子实体提取多糖工艺复杂，人

力、动力消耗大。灵芝深层液态发酵，可以有效的解

决人工栽培的不足，满足日益增长的需求。根据灵

芝菌丝发酵的特点，分批发酵是大规模发酵培养的

最有效方式之一［‘］。目前灵芝菌丝培养研究报道多

在培养条件的优化与多糖提取方面［‘］，对其分批发

酵动力学模型研究还未见报道。本研究通过对贺新



生教授分离获得的一株具有良好胞外多糖生产性能

的灵芝菌株进行动力学模型研究，旨在实现 !"#的
发酵过程优化控制，降低生产成本，为进行连续发酵

和放大试验提供理论依据。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：灵芝（!"#$%&’(" )*+,%*(），生命科学与
工程学院贺新生教授提供。

!"!"# 培养基：（$）斜面种子培养基：马铃薯汁 %&
’·() $；葡萄糖 $&’·() $；琼脂 $*’·() $。

（%）种子摇瓶培养基：葡萄糖，%&’·() $；蛋白

胨，+’·() $；,’#-.·/0%&，&1+’·() $；20%"-.，$’·() $；

酵母粉，$’·() $；30 +1&。
（4）发酵培养基：蛋白胨，$&’·() $；,’#-.·

/0%-，&1+’·() $；20%"-.，$’·() $；酵母粉，%’·() $；维

生素 5$，+&6’·() $；30 +1&，葡萄糖浓度根据需要配
置。

!"!"$ 主要仪器与设备：0789:全温振荡培养箱，
哈尔滨市东联电子技术开发有限公司；5;-:9%&$&型
生物发酵罐，上海理工大学高机实业总公司；

<:=/%&&型可见分光光度计，尤尼柯（上海）仪器有
限公司；恒温培养箱，中国上海科析实验仪器厂 >
!"# 方法
!"#"! 种子活化：将灵芝菌丝块接种于 "?@斜面
培养基上，%*A下培养 B C。共活化 %次。
!"#"# 种子扩大培养：取活化的灵芝斜面菌丝块
（约 D E6%）接入摇瓶种子培养基中（$&&6(培养基，
%+&6(三角瓶）。%*A，$%&F·6GH) $振荡培养 BC，再以
$& I的接种量接入下一级种子摇瓶培养基中进行
相同条件振荡培养 . C。
!"#"$ 分批发酵：采用 $& (9自控发酵罐进行条件
优化下的液态深层分批发酵，发酵培养基装料系数

为 &1/，接种量为 $. I，培养温度为（%* J $）A，30
为 +1+ J &1+，通气量为 $ K $，溶氧控制在饱和度 $&
I以上。在发酵过程中，每隔 B L 取样，测定葡萄
糖、生物量和胞外多糖的浓度，与此同时观察菌丝形

态。

!"#"% 分析方法：（$）生物量测定：取一定量发酵液
.&&&F·6GH) $下，离心 *6GH，沉淀菌丝体用蒸馏水清
洗 %至 4次后于 B*A真空干燥箱中烘干至恒重，称
重换算为菌体干重浓度。

（%）葡萄糖浓度：4，+9二硝基水杨酸法［+］。

（4）胞外多糖浓度测定：取一定量去菌丝的灵芝
发酵液加入 4 倍体积无水乙醇，于 .A下沉淀 %.L，
然后于 .&&&F·6GH) $条件下离心 *6GH>沉淀物加少量
无水乙醇洗涤数次后，将沉淀物用蒸馏水溶解并定

容，利用苯酚9硫酸法测定多糖含量［B］。
!"#"& 试验数据的获得：每隔一定时间，测定该时
间下的葡萄糖浓度、菌丝干重浓度和胞外多糖浓度。

每次做三次平行试验，取其平均值（相对误差小于

$&I）。

# 结果与讨论

#"! 灵芝菌丝发酵过程代谢变化
为了解灵芝分批发酵菌丝体生长代谢规律，进

行了分批发酵。菌丝形态和发酵过程有关联［/］，结

合菌丝形态变化与图 $所示的各种代谢指标变化情
况可以看出，在 & M .*L发酵处于延迟期，菌丝球（直
径 .66左右）在剪切力作用下由球状逐渐变为半球
状，葡萄糖消耗与菌体浓度增长缓慢；.* M *.L处于
对数期，不规则的菌丝球碎片逐渐形成大量菌丝体

包裹且松散的菌丝小球（直径 %66左右），葡萄糖浓
度迅速下降，菌体生长加速，菌体浓度增加；*. M
$%BL处于稳定期，菌丝球逐渐变大（直径 466左右）
且球体密度增大，有些菌体发生了自溶成为空心球，

葡萄糖浓度下降缓慢，菌丝生长减速；$%BL 后处于
衰亡期，菌丝球密实且多数出现自溶空心，菌体浓度

几乎没有变化，菌体自溶导致葡萄糖浓度有缓慢上

升的趋势。多糖在对数期开始大量合成在稳定期多

糖浓度高达 41&%’·() $；根据多糖合成和菌体生长的

关系可以判断多糖的合成与菌体生长呈部分生长关

联型。

图 $ 灵芝分批发酵曲线
:G’>$ "FNOGDP NO Q?<，’DRENSP ENHEPHTFUTGNH UHC !"#

ENHEPHTFUTGNH CRFGH’ !"#$%&’(" )*+,%*( ERDTRFPC
GH VUTEL OPF6PHTUTGNH

#"# !"#$%&’(" )*+,%*( 菌体生长动力学模型
描述菌体生长最常用的模型之一为 ,NHNC 方

程［*］，该模型基于以下假设建立：! 菌体生长为均
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衡型非结构式生长，描述细胞生长的唯一变量是细

胞的浓度；!培养基中只有一种基质是生长限制性
基质，其它营养成分过量不影响细胞生长；"将微生
物生长视为简单反应，菌体得率为常数，没有动态滞

后。显然!、"不符合 !"#$%&’(" )*+,%*( 发酵的特
征，采用 !"#"$ 方程有偏差。由于 !"#$%&’("
)*+,%*( 菌丝体细胞生长曲线为 - 形，而 %"&’()’* 模
型是一个典型的 - 型曲线，通常被看作是一个表现
细胞生长与营养物质之间的非线性关系的经验方

程，能很好地反映该过程中菌体浓度增加对自身生

长的抑制作用，用于拟合菌体生长过程具有一定的

适用性［+］，因此，应用该模型来描述 !"#$%&’("
)*+,%*( 生长动力学特性。

%"&’()’*方程：
$.,

$ / -!./, 0 1
$.,

$.,，
( )

./,
., （0）

初始条件为 / - 2 时 ., - .2；!./,为最大比生

长速率；/ 为发酵时间；.,为菌丝体浓度。

将（0）式积分得：

!./, / - 3#
.,，./,

.,，2
1( )0 4 3#

.,

.,，./,
1 .[ ], （5）

或

.,（ /）-
.,，2 6,7（!./, /）

0 1
.,，2

.,，
( )

./,
［0 1 6,7（!./, /）］

（8）

根据（5）式，以 3#［., 9（.,，./, 1 .,）］对 / 作图，
直线斜率为!./,，截距为 1 3#（.,，./, 9 .,，2 1 0），结果
如图 5。由图可知，!./, - 2:2;<=1 0，.,，2 - 2:0+>
&·%1 0。

将 .,，2，!./,，.,，./,代入（8）式整理得：

.,（ /）- 2?0+>6,7（2 ?2;< /）
2 ?+@; 4 2?2086,7（2 ?2;< /） （<）

图 5 求取!./,值

A’&?5 BC/3D/)’"# "E!./,

由式（F）拟合的菌体生长曲线和试验测得值相
比较，结果见图 8。从图 8 可以看出试验值与模型
值平均误差为 > G，所选的模型基本反映了

!"#$%&’(" )*+,%*( 液态分批发酵生长情况。在稳定
期试验值要高于拟合值。一方面，与菌丝细胞的可

利用率有关；另一方面，因为 %"&’()’* 方程主要反映
菌体浓度的增加和营养物质的消耗对自身生长的抑

制作用，在延滞期和加速生长期，菌体浓度不高，营

养物质丰富，对自身生长的抑制作用不明显，因此拟

合情况不如稳定期理想［02］。

图 8 灵芝菌菌体生长动力学模型值与试验数据拟合曲线
A’&?8 H".7/I’("# "E J’#6)’* ."$63 K’)= L’"./(( $/)6

E"I !"#$%&’(" )*+,%*(

!"# !"#$%&’(" )*+,%*( 胞外多糖合成模型
M/$6# 根据产物形成与菌体生长的关系将产物

的合成分为 8类：（0）、产物生产与菌体生长相耦联；
（5）、产物生产与菌体生长部分耦联；（8）、产物的形
成与菌体的生长没有关系［00］。在大多数真菌合成

胞外多糖动力学研究中，均表现是部分生长耦联

型［05］。图 0 可以看出 !"#$%&’(" )*+,%*( 胞外多糖
与菌丝细胞生长也为部分生长关联型。采用

%D6$6J’#&NO’I6) 方程描述胞外多糖的比生成速率与
菌丝体比生成速率之间关系为：

$.7

$ / -"
$.,

$( )/ ., 4#. （F）

当 / - 2 时，.7 - .7，2；方程中"、#为模型参
数，随发酵条件的变化而不同；

把方程（0）代入方程（F）得：
$.7

$ / -"!./, 0 1
.,

.,，
( )

./,
4#., （>）

积分得：

.7（ /）- .7，2 4"［.,（ /）1 .2］4#
.,，./,

!,，./,
3#

P 0 1
.,，2

.,，
( )

./,
［0 1 6,7（!./, /）］ （;）

稳态时，$., 9$ / - 2，., - .,，./,，则由方程（F）得：

# -

$.7

$( )/ ()

.,，./,
（@）

（;）式可以简化为：
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!!（ "）" !!，# $!#（ "）$"$（ "） （%）
式中 #（ "）" !&（ "）’ !&，#；$（ "）"（!&，()& *#()&）+,
｛- ’（ !&，# *!&，()&）［- ’ .&!（#()& "）］｝，其中 !&，()&，

!&，#，#()&为已知，通过式（/）求解可得"" #0##1。以
［!!（ "）’ !!，# ’"$（ "）］对!#（ "）作图斜率为!，由
图 2可知! " #0#31。

图 2 求!值
45672 89)+:);5<, <=!

将模型参数值!，"，#()&，!&，()&和 !&，#值代入

（3）整理得 >),<?.@() +:A5?:( 胞外多糖合成动力学
模型为：

!!（ "）" #7#-# $ #7#31!&（ "）$ #72#B+,

C［# 7%/3 $ #7#-D.&!（# 7#32）］（-#）
根据（-#）式绘制 %&’()*+,& -./0)., 胞外多糖
生成动力学曲线并与试验值比较，结果如图 B。在 #
E -1F G之间，试验值与计算值的平均相对误差为
D0-/H，说明该动力学模型能很好地描述 %&’()*+,&
-./0).,胞外多糖的生成随时间变化的行为。虽然
在 -D1 G后，多糖的浓度比预测值低不能很好的拟
合，但在菌体合成多糖的最大浓度值在模型预测范

围内不会影响模型的准确性和有效性。

图 B 灵芝胞外多糖合成动力学模型与试验数据的
拟合曲线

4567B I<(!)@5J<, <= K5,.;5A (<?.+ .&;@)!<+LJ)AAG)@5?.
!@<?:A;5<, ?);. =<@ %&’()*+,& -./0).,

造成 -D1 G后不能较好拟合的原因，一方面由
于底物葡萄糖浓度比较低小于 B6·M’ -不利于合成

多糖；另一方面由于多糖对菌体合成多糖有反馈抑

制作用，这与有关资料研究表明灵芝胞外多糖对菌

体多糖合成有反馈抑制作用［-D］是相吻合的。

!"# !"#$%&’(" )*+,%*( 基质消耗动力学模型
在分批发酵过程中，碳源作为底物，一部分底物

用于细胞生长，一部分合成产物，一部分用于能量消

耗以维持细胞生命之用。由于胞外多糖的合成与菌

体生长呈部分生长关联型，则基质消耗方程式可用

与 M:.?.K5,6NO5@.;相似的方程式来表示［-2］。

’
?! J

? " " -
1&*J

?!&

? " $ -
1!*J

?!!

? " $ 2. !& （--）

其中：1&*J为消耗 -6基质所得菌体量（6）；1!*J

为消耗 -6 基质所得胞外多糖量（6）；!J 为底物浓度

（6·M’ -）；2.为细胞维持系数（G’ -）。

将（B）式代入（--）可得：

’
?!J

? " " "
1!*J

$ 2( ). !& $ -
1&*J

$ !1( )
!*J

?!&

? "
（-1）

或

?!J

? " " ’ 3- !& ’ 31
?!&

? " （-D）

当 " " # 时，!J " !J，#。式中 3- " "* 1!*J $ 2.；31

" -* 1&*J $!*1!*J。

当菌体生长处于稳态时，)!& *? " " #，可利用
（-D）式求得：

3- "
?!J

!&，()&?( )" J;
（-2）

根据试验值求得 3- " #0###/。
对（-D）式积分得：

! J（ "）" !J，# ’ 31 #（ "）’ 3- $（ "） （-B）
以［!J，# ’ !4（;）’ 3- $（ "）］对 #（ "）做图，直线斜率
为 31。已知 !J，# " D#0-6·M’ -得到图 F 求得 31 "
-0F12。

图 F 求取 31 值

4567F 89)+:);5<, <= 31
将模型参数代入（-B）式中得：
!J（ "）" D#7- ’ - 7F12#（ "）’ #7###/$（ "）

/F#- !50’*4* 6(.+’&- (7 $0("*/5’(-(89 生物工程学报 1##3，P<+01D，Q<0F



整理得：

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

/［$ %0(1 2 $%$’#3,4（$ %$1& "）］（’*）

图 1 灵芝菌底物消耗动力学模型与试验数据的拟合曲线
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图 ( 试验值与模型值比较
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根据式（’*）绘制 #$%&’()*$ +,-.’,* 底物消耗
动力学曲线并与试验值比较，结果如图 1。相对误
差为 *L(M，说明该曲线能够很好地描述 #$%&’()*$
+,-.’,* 培养过程中，底物消耗和时间的关系。图 1
测量值多数比模型预测值高是由于没有考虑菌丝结

构和菌丝生长的不均一性对底物消耗的影响。

!"# 模型准确性和适用性验证
为了检验模型的准确性，在相同发酵条件下进

行分批发酵的重复实验，将试验数据与灵芝菌的动

力学模型预测值进行比较。结果由图 (（8）可以看

出，模型预测值与实测值的相对误差都低于 ’$M，
菌体浓度模型预测值与实测值的相对误差平均为

#L#’M；产物多糖合成模型预测值与实测值的相对
误差平均为 #L*&M；底物葡萄糖消耗模型预测值与
实测值的相对误差平均为 &L’*M。
在建立分批发酵动力学模型的过程中，模型参

数的求解是基于初始葡萄糖浓度为 #$7·H) ’条件下

的发酵数据。为了提高模型的适用性，在不同初始

葡萄糖浓度条件下对模型进行了进一步的考察［’*］，

实验值与计算值的比较见图 (。从图 ( 可以看出，
当初始葡萄糖浓度在 +$7·H) ’ N #$7·H) ’时模型值与

实验值拟合较好，表现出良好的适用性。但是超过

#J 7·H) ’的拟合有很大的偏差，不能很好描述，这与

菌体的耐渗透压特性有关。

在稳定期多糖合成的过程中，残糖浓度要保持

在一定水平。若低于该水平多糖合成速度就要下降

见图 (（I），不能与多糖合成模型较好拟合。这是由
于胞外多糖是以碳元素为骨架的次级代谢产物，它

的合成直接受到残糖浓度的影响。

从图 (（8、K）可以看出，多糖的合成还要受到多
糖的抑制作用。当多糖浓度达到一定浓度时，虽然

残糖维持在一定水平，但多糖也停止积累。这与胞

外多糖反馈抑制合成途径中有关酶的活性以及多糖
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浓度提高增加了发酵液黏度，影响到溶氧相关［!"］。

! 结论
（!）基于灵芝多糖的发酵生产过程与菌体生长
呈部分生长关联型，采用 #$%&’(&) 方程、#*+,+-&.%/
0&1+(方程与 #*+,+-&.%/0&1+(类似方程，建立的灵芝多
糖发酵模型能够较好的描述 !"#$%&’(" )*+,%*( 分
批发酵过程中菌体生长、产物形成和基质消耗随时

间变化的数学模型。

（2）该模型在起始葡萄糖浓度为 23%·#4 ! 5 63
%·#4 !具有良好适用，但起始葡萄糖浓度高于

6"%·#4 !时，菌体生长受到底物抑制，不能很好拟合。

（6）为提高多糖产量可以通过补料或连续发酵
的方式，以延长多糖的合成期以及有效的解决多糖

浓度高对菌体合成的反馈抑制作用，补料时机选择

在葡萄糖浓度在 "%·#4 ! 5 !3%·#4 !之间。

（7）灵芝多糖产物的合成不仅受到外因的影响
也受到代谢机制的调节控制。为进一步提高多糖产

量，需要对其代谢机制进行研究。

符号说明

-8 ——— 90:浓度;%·#4 !

-8，3 ——— 起始 90:浓度;%·#4 !

-’ ——— 葡萄糖浓度;%·#4 !

-’，3 ——— 起始葡萄糖浓度;%·#4 !

-< ——— 菌丝体浓度;%·#4 !

-<，3，-<，=>< ——— 起始菌体浓度和最大菌体浓度;%·#4 !

.+ ——— 细胞维持系数;?4 !

/ ——— 发酵时间;?
0<;’ ——— 菌体相对葡萄糖得率系数

08;’ ——— 90:相对葡萄糖得率系数

08;< ——— 90:相对菌体得率系数

! ——— 90:与菌体生长关相关成系数

" ——— 90:和菌体浓度相关合成系数;?4 !

#=>< ——— 最大比生长速率;?4 !
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