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摘  要 : 以制备高产量的透明质酸酶为出发点，利用 5 L 发酵罐对球形节杆菌 A152 发酵生产透明质酸酶的条件进

行优化，并对其发酵动力学模型进行研究。研究结果表明，转速 400 r/min、通气量 3.5 L/min 时，生物量和透明质

酸酶酶活力最优，分别为 5 g/L、16.4 U/mL；同时对发酵过程中菌体生长、产物生成及基质消耗的规律进行研究，

应用 Logistic 方程、Luedeking-Piret方程和底物消耗的物料平衡方程建立了球形节杆菌 Arthrobacter globiformis A152

发酵过程的动力学模型，并通过 MATLAB 软件进行最优参数估计和非线性拟合。模型的计算值与实验值能较好地

拟合，表明所建的模型能较好地反映发酵过程，可为发酵过程的在线控制和预测提供理论基础。 

关键词 : 透明质酸酶，发酵优化，动力学模型，非线性拟合 
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Abstract:  In order to produce hyaluronate lyase of high yield, we optimized the fermentation Arthrobacter globiformis A152 in 
quadruple fermentation of 5 L, and studied the kinetics of fermentation. Both the highest biomass and enzyme activity could be 
achieved when the rotation speed was 400 r/min and the ventilation volume was 3.5 L/min. In addition, digital models of cell growth, 
product synthesis and substrate consumption were built by equation of logistic, luedeking-piret, product synthesis and substrate 
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consumption. Nonlinear fitting and estimation of optimal parameters were obtained by MATLAB. The model correlated well 
between prediction and experimental data, and reflected the change rules of cell growth, hyaluronidase synthesis and substrate 
consumption during the process of producing hyaluronate lyase. The establishment of fermentation kinetics digital models could 
provide basis for controlling and prediction of the production process. 

Keywords:  hyaluronate lyase, fermentation optimization, kinetics model, nonlinear fitting 
 

透明质酸酶 (Hyaluronidase，HAase) 是能够使

透明质酸产生低分子化作用酶的总称。根据作用机

制不同，分为哺乳动物及动物毒液来源的内切 β-N-

乙酰氨基葡糖苷酶，水蛭、十二指肠虫来源的内切-β-

葡糖苷酸酶及细菌来源的透明质酸酶 3 类[1]。 

透明质酸酶可改善药物的组织渗透性，促进药物

扩散和吸收[2]，它降解生成的低分子透明质酸寡糖具

有促进骨和血管的生成[3]、促进创伤愈合[4]、抗肿瘤[5]

及抗炎[6]等功效，在医药方面具有良好的应用前景。

现阶段，透明质酸酶多从动物睾丸组织提取[7]，由

于原料有限、含量低等原因限制了它的开发应用，

而微生物来源的透明质酸酶可避免这些缺陷。目前

微生物来源的透明质酸酶的研究主要集中在菌株

的选育方面[8]，对产酶菌株发酵动力学方面的研究

未见报道。 

发酵罐发酵是实验室摇瓶发酵的放大，为工业

化放大提供依据，有利于实现成果从实验室水平向

工业化水平的转变。通过前期研究发现球形节杆菌

Arthrobacter globiformis A152 发酵生产的透明质酸

酶具有良好的温度和 pH 稳定性，在医药和生物化工

方面具有良好应用价值。本文在摇瓶优化培养基配

方的基础上，利用 5 L 发酵罐对其发酵条件进行优

化，通过对通气量、转速及补料的研究，确定最适

的发酵条件及控制参数。在发酵条件优化的基础上，

建立 Arthrobacter globiformis A152 生产透明质酸酶

的动力学模型，探索发酵过程变化规律，为发酵过

程的预测和控制提供理论方程，为其在线控制和自

动化提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌种及培养基 
球形节杆菌 A152，由食品科学与工程学院应用

微生物学实验室提供。 

种子培养基：K2HPO4 1 g/L、MgSO4 0.5 g/L、

NaCl 0.5 g/L、CaCl2 0.01 g/L、牛肉膏 5 g/L、蛋白胨

1 g/L、HA 0.5 g/L，pH 调至 7.0，115 ℃灭菌 30 min。 

发酵培养基：K2HPO4 1.5 g/L、MgSO4 0.5 g/L、

NaCl 0.5 g/L、CaCl2 0.01 g/L、牛肉膏 5 g/L、蛋白胨

1 g/L、HA 4 g/L，pH 调至 7.0，115 ℃灭菌 30 min。 

补料培养基：K2HPO4 1.5 g/L、MgSO4 0.5 g/L、

NaCl 0.5 g/L、CaCl2 0.01 g/L、牛肉膏 25 g/L、蛋白胨

5 g/L、HA 20 g/L，pH 调至 7.0，115 ℃灭菌 30 min。 

1.2  仪器与设备 
BLBIO-5GJ-4-H 5L 四联自动发酵罐，上海百伦

生物科技有限公司；LDZX-75KB 立式压力蒸汽灭菌

器，上海申安医疗器械厂；GL-20G-II 高速冷冻离心

机，上海安亭科学仪器厂；UV-6000PC 紫外型可见

分光光度计，上海元析仪器有限公司。 

1.3  培养方法 
取一环菌接种于装有25 mL种子培养基的250 mL

三角瓶中，160 r /min、28 ℃培养 24 h，得一级种子

培养液。将一级种子培养液以 5%的接种量接入装有

25 mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶中，同种方式培

养获得二级种子液。将二级种子液以 5%的接种量接

种至装有 3.5 L 发酵培养基的 5 L 发酵罐中，控制适

宜的转速和通气量，于 24 ℃条件下发酵培养。 

1.3.1  发酵培养条件优化 

控制其他条件相同，分别考察转速 (200、400、

600、800 r /min)、通气量 (1.75、3.50、4.75 L/min)、

补料对发酵体系的溶氧量 (DO)、透明质酸酶的产量和

生物量的影响，筛选适宜的转速、通气量及补料条件。 

1.4  分析方法 
1.4.1  生物量的测定 

在发酵条件优化实验中，以 660 nm 的吸光值 

(OD660) 表征生物量[9]；在动力学模型构建实验中，

以菌体干重表示生物量[10]。 

菌体干重 (W)：取 10 mL 发酵液于预先称重的

离心管 (W0) 中，8 000 r/min 离心 10 min，弃上清，

加入 10 mL 蒸馏水离心洗涤 2 次，弃上清，沉淀于

80 ℃烘箱烘干至恒重 (Wn)。 
W = Wn–W0 
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1.4.2  酶活力的测定 

酶活力单位定义[11]：37 ℃条件下，每分钟催化

形成 1 μmol 不饱和双糖消耗的酶量。酶活力的测定：

取 20 μL 经 6 000 r/min 离心 10 min 的发酵上清液、

3.98 mL 0.02 mol/L Tris-HCL (pH 7.5) 和 4 mL 0.2%

透明质酸 (0.02 mol/L Tris-HCL 配制，pH 7.5) 加入

15 mL 的比色管中，37 ℃水浴反应 20 min 后，置于

沸水浴中煮沸 5 min，对照管以相同的条件加入灭活

的发酵上清液，测定 232 nm 处光吸收值。 

酶活力(U/L)= 
1 t

1 000
s

A V
d t V
  

 
 

式中，A 指 232 nm 处的吸光值；ɛ指毫摩尔消光

系数，取 5.5；d 指比色皿的厚度，1 cm；t 指反应的

时间 (min)；Vt 指反应的总体积 (mL)；Vs 指样品的体

积 (mL)。 

1.4.3  残糖量的测定 

采用 DNS 法[12]测定发酵液中的残糖。 

1.4.4  溶氧量的测定 

采用溶氧电极测定发酵液中的溶氧量。 

1.5  动力学模型 
1.5.1  菌体生长动力学模型的建立 

利用 Logistic 方程[9]建立 Arthrobacter globiformis 
A152 的菌体生长动力学模型，描述菌体生长速率的

Logistic 微分方程为 

max
max

d
(1 )

d

X XX X
t X

           (1) 

式中，dX/dt 为菌体的生长速率 (g/(L·h))；X 为菌

体浓度 (g/L)；t 为发酵时间 (h)；μ为比生长速率 (h–1)；

μmax 为最大比生长速率 (h–1)；Xmax 为最大菌体浓度 

(g/L)。 

初始条件 t=0 时，得 X=X0，积分式为 
max

max

0 max

max 0 0

( )
t

t

X X eX t
X X X e






 
         (2) 

1.5.2  产物合成动力学模型的建立 

采用 Luedeking-Piret 方程[9]建立 Arthrobacter 
globiformis A152 的产物合成动力学模型，描述透明

质酸酶合成速率的 Luedeking-Piret 微分方程为 

d d

d d

P X X
t t

                (3) 

式中，dP/dt 为产物合成速率 (g/(L·h))；P 为产

物的浓度 (g/L)；α为与菌体生长速率有关联的产物

合成常数 (g/(L·h))，β 为与菌体浓度关联的产物合

成浓度 (g/(L·h))。α≠0、β=0 时，产物合成与菌体生

长相偶联；α≠0、β≠0 时，产物合成与菌体生长部分

偶联；α=0、β≠0 时，产物合成与菌体生长非偶联。 

初始条件 t=0 时，得 P=P0，积分式为 

max

max
0 0

max

max 0 0

max

( ) ( ( ) )

ln
t

X
P t P X t X

X X X e
X






     

 
      (4) 

1.5.3  底物消耗动力学模型的建立 

在发酵过程中，底物消耗主要用于菌体的生长、

产物合成及细胞代谢的维持。根据基质平衡原理，

建立底物消耗的物料平衡微分方程[9]为 

/ /

1 1

X S P S

dS dX dP mX
dt Y dt Y dt

          (5) 

式中，–dS/dt 为底物消耗速率 (g/(L·h))，S 为底物

浓度 (g/L)，Yx/s 为菌体对底物的得率 (g/g)，Yp/s 为产

物对底物的得率 (g/g)，m 为菌体的维持因子 (h–1)。 

初始条件 t=0 时，得 S=S0，积分式为 

max

0 0

/ /

max max 0 0

max / max

1
( ) ( )( ( ) )

( ) ln

X S P S

t

P S

S t S X t X
Y Y

X X X X em
Y X





    

 


     (6) 

1.5.4  数据处理与分析 
采用 EXCEL 2010 及 MATLAB R2012a 进行实

验数据处理分析与模型拟合分析。 

2  结果分析 
2.1  发酵优化结果 
2.1.1  转速对透明质酸酶发酵的影响 

微生物发酵过程培养基组分的均匀和溶氧都与
搅拌相关。由图 1 可知，200 r/min 时，溶氧始终保持
极低的水平，溶氧不足导致菌体生长缓慢，透明质酸
酶的合成延滞，发酵周期延长。而在 400 r/min 时，     

18 h 达到产酶最高点，为 8.68 U/mL，转速 600 r/min

与 400 r/min 的规律一致，在 18 h 达到产酶最高点，
为 8.66 U/mL，二者酶产量相差不大，而在 800 r/min

时，在 14 h 即可达到产酶最高点，酶产量较 400 r/min

和 600 r/min 低，为 8.02 U/mL。综上，选择 400 r/min

作为发酵生产透明质酸酶的最适转速。 
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图 1  转速对 Arthrobacter globiformis A152 产透明质酸酶发酵过程的影响 (A：DO、OD660；B：酶活力) 
Fig. 1  Effect of rotation speed on fermentation process of Arthrobacter globiformis A152 producing HAase. (A) DO, OD660. 
(B) Enzyme activity. 
 

2.1.2  通气量对透明质酸酶发酵的影响 

通气量可以改变培养基中菌体细胞之间的氧传

递系数而间接影响菌体对培养基组分的利用效率，

适当的通气量有利于菌体细胞内外养分平衡、菌体浓

度的积累以及目的产物的释放[13]。由图 2 可以看出，

通气量越大，溶氧低水平期越短，通气量 1.75 L/min

时，生物量总体偏低，产酶最高点也略微延迟；通

气量为 3.50 L/min 时，酶产量在 18 h 达到最大，为

8.16 U/mL，通气量为 4.75 L/min 时，酶产量相对较

低，为 7.98 U/mL。通气量低影响菌体生长，生物量

和酶产量偏低；通气量过高，培养基中的氧气处于过

饱和状态，菌体代谢异常，酶产量略有下降。与通气

量为 1.75 L/min 相比，通气量 3.50 L/min 和 4.75 L/min

生物量和酶活力均有提高，说明氧气供应充足，可以

充分满足菌体生长，但通气过量，会抑制菌体产酶。

从节省能源和酶产量两方面考虑，选择 3.50 L/min 作

为发酵生产透明质酸酶的最适通气量。 

2.1.3  补料对透明质酸酶发酵的影响 

根据菌体的生长和初始培养基的特点，在发酵的

某些阶段进行补加培养基，使菌体或其代谢产物的生

产时间延长，使产物生成增加[14]。由图 3 可知，发酵

前期，菌体生长迅速，底物消耗增加，残糖量减少，

在 12 h 最低，限制菌体的生长。因此，选择在 12 h 补

料 600 mL。与未补料相比，补料后残糖量增加，为菌

体生长提供充足的营养，生物量增加，但酶活力却有

所降低，不利于产酶，后续发酵选择不补料。 
 

     
 

图 2  通气量对 Arthrobacter globiformis A152 产透明质酸酶发酵过程的影响 (A：DO、OD660；B：酶活力) 
Fig. 2  Effect of ventilation volume on fermentation process of Arthrobacter globiformis A152 producing HAase. (A) DO, OD660. 
(B) Enzyme activity. 

 

2.2  Arthrobacter globiformis A152 生产透明质

酸酶的发酵过程曲线及分析 
Arthrobacter globiformis A152 产透明质酸酶的

发酵过程曲线如图 4 所示，残糖量先缓慢下降后快速

下降最后趋于平稳，在发酵 4 h 内缓慢下降，4–12 h

迅速下降，12 h 之后维持在 0.5 mg/mL 以下，保持稳

定。生物量与其变化趋势相反，12 h 后稳定在 5 g/L，

生物量与残糖量的变化同步进行。产酶量的变化略

有不同，0–6 h 缓慢增加，6–18 h 迅速升高，在 18 h

后维持在 16.4 U/mL 左右，达到最高。以上数据表

明，发酵过程中菌体生长消耗底物，使基质中的残

糖量持续降低，生物量逐渐增加，透明质酸酶酶活

力逐渐升高，当残糖量在 0.5 mg/mL 以下时，不足

以维持菌体的生长，此时生物量达到最大，pH 降至

最低，产酶量继续增加，在 4 h 后达到产酶最高点。

pH 在整个发酵的过程中呈先降低后升高的趋势，表
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明菌体在合成透明质酸酶的过程中产酸，在 12 h 生

物量达到最大，此时 pH 和残糖量均下降至最低点，

12 h 后 pH 逐渐升高然后趋于稳定，pH 的变化可能

是由于残糖量不足引起的。酶产量在 pH 降至最低点

后 6 h 达到最高点，可通过 pH 的变化对整个发酵终

点进行控制，以获得高产量的透明质酸酶。 

 
 

图 3  补料对Arthrobacter globiformis A152生产透明质酸
酶发酵过程的影响 
Fig. 3  Effect of fed-batch on fermentation process of 
Arthrobacter globiformis A152 producing HAase. 
 

 
 

图 4  Arthrobacter globiformis A152 生产透明质酸酶的 
发酵曲线 
Fig. 4  Fermentation curve of Arthrobacter globiformis 
A152 producing HAase. 
 

2.3  模型参数求解及数据拟合 
采用 MATLAB 软件对球形节杆菌生产透明质

酸酶的发酵动力学方程 (2)、(4)、(6) 进行非线性拟

合，得到的动力学参数如表 1 所示。 
将模型参数值代入 (2)、(4)、(6) 式，得到菌体

生长、产物合成和底物消耗动力学方程分别为： 
0.5953

0.5953

0.297 2
( )

4.638 6 0.063 2

t

t

eX t
e




         (8) 

  0.5953

( ) 1.238 0 ( ) 0.312 0 1.853 7

4.638 6 0.063 2
ln

4.7018

t

P t X t
e

   
      (9) 

0.5953

( ) 5.048 5 0.577 3 ( ) 0.4019

4.638 6 0.063 2
ln

4.7018

t

S t X t
e

   

   (10) 

2.4  拟合曲线分析 
Arthrobacter globiformis A152 发酵生产透明质

酸酶的动力学曲线如图 5 所示，从图中可以看出，

拟合值与实验值较为接近，曲线拟合度 R2 分别为

0.983 8、0.973 6 和 0.921 2，表明模型的拟合效果良

好，能够较好地反映实际的发酵过程。 
 

表 1  发酵动力学模型参数值 
Table 1  Parameter values of fermentation kinetic models 

Parameters Parameter values Parameters Parameter 
values

X0 0.063 2 α 1.238 0
Xmax 4.701 8 β 0.234 7
P0 0.390 2 YX/S 2.298 6
S0 5.012 0 YP/S 8.696 9
μmax 0.595 3 m 0.023 9

 

 

 
 

 
 

 
 

图 5  实验值与拟合值比较 
Fig. 5  Comparison between experimental data and the 
predictive value. (A) Cell growth kinetic model; (B) Product 
synthesis kinetic model; (C) Substrate consumption kinetic 
model. 
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3  讨论 
发酵工程的理论和方法已广泛应用于工业微生

物产品的生产及工艺优化，使现代工业微生物发酵取
得了高速发展[15]。本文利用 5 L 发酵罐生产透明质酸
酶，通过优化其培养条件，得到稳定的发酵工艺，在
转速为 400 r/min，通气量为 3.5 L/min 的条件下发酵
培养 18 h，其产酶高达 16.4 U/mL，与摇瓶 (发酵周
期为 24 h，酶产量为 12.8 U/mL) 相比，发酵周期缩
短了 25%，酶产量提高了 28%。且通过浊度法测得透
明质酸酶酶活力达 1.36×104 U/mL，远高于报道的轻
型链球菌 MTCC 2695[16]和噬尼古丁节杆菌[17]产的透
明质酸酶的酶活力，且本文的发酵周期缩短，可降低
生产成本，提高生产效率。此外，本研究的菌株易于
培养，营养要求简单，可规模化应用于工业生产。 

发酵动力对发酵工艺的分析、优化、放大和控
制具有重要的指导意义。王莹等[18]对羊肚菌液体深
层发酵动力学进行研究，对菌体生长、多糖产生和
基质消耗模型进行了参数估计。本文对 Arthrobacter 
globiformis A152发酵产透明质酸酶的动力学进行了研
究，通过建立发酵动力学模型，可以实时监控发酵过
程中菌体生长、产物合成、底物消耗的变化规律。模
型拟合结果表明，三条曲线的拟合度分别为 0.983 8、
0.973 6 和 0.921 2，拟合值与实验值相近，模型能较好
地反映发酵过程规律，对 Arthrobacter globiformis A152

发酵过程的在线控制及工业化生产具有重要指导意
义。考虑到实验过程中不能进行全程自动化控制，人
工抽样检测可能会对实验结果带来一定影响，需要进
一步的实验对其进行深入研究。 
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