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摘  要: 工业发酵科学致力于实现高产量、高转化率和高生产强度的相对统一。通过从分子、细胞和反应器进行

发酵过程多尺度解析与调控，实施全局与动态的优化与控制能够确保发酵过程高效、转化定向、过程稳定和系统

有序。本文从发酵微生物代谢途径动力学模型、细胞代谢特性、发酵提取相耦合与反应器设计四个方面，总结和

讨论发酵过程多尺度解析与调控的研究进展。整合分析发酵过程不同尺度特征并且针对性地开展多尺度整合调控

是实现高效工业微生物发酵的重要策略。 

关键词: 动力学模型，细胞代谢特性，发酵提取相耦合，反应器设计  
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Abstract:  Industrial fermentation focuses on realizing the uniform of high titer, high yield, and high productivity. 

Multi-scale analysis and regulation, including molecule level, cell level, and bioreactor level, facilitate global optimization and 

dynamic balance of fermentation process, which determine high efficiency of biosynthesis, targeted directionality of 

bioconversion, process robustness, and well-organized system. In this review, we summariz and discuss advances in 

multi-scale analysis and regulation for fermentation process focusing on the following four aspects: 1) kinetic modeling of 

metabolic pathways, 2) characteristic of cell metabolism, 3) co-coupling fermentation and purification, and 4) bioreactor 

design. Integrating multi-scale analysis of fermentation process and integrating multi-scale regulation are expected as an 

important strategy for realizing highly efficient fermentation by industrial microorganisms. 

Keywords:  kinetic modeling, characteristics of cell metabolism, co-coupling fermentation and purification, bioreactor design 

工业发酵科学是工业生物学的重要组成部

分，是促进重要生物产品从实验室制备走向工厂

大规模生产的关键学科。工业发酵科学致力于从

分子、细胞和系统不同层次解析工业环境下发酵

微生物行为的基本规律，提高生物制造和生物工

艺效率，实现高产量、高转化率和高生产强度的

相对统一 (图 1)。 

发酵过程主要包含分子、细胞和系统 3 个层

次，这 3 个层次交互作用并且共同决定着发酵过

程的效率。例如枯草芽孢杆菌发酵合成 N-乙酰氨

基葡萄糖过程中，N-乙酰氨基葡萄糖合成途径和

竞争途径基因表达在分子层次影响目标产物的合 

 

 
 

图 1  多尺度发酵条件对发酵过程的调控 

Fig. 1  Multi-scale fermentation conditions for regulating fermentation process. 
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成效率；底物葡萄糖的和木糖的供给在细胞反应

动力学层次决定产物合成的效率；反应器中搅拌

转速和温度等条件在反应器层次影响目标产物的

合成效率[1]。 

发酵微生物代谢途径动力学模型设计与构

建、细胞代谢特性分析与发酵过程调控、发酵-

提取耦合系统开发与应用以及新型反应器设计  

4 个方面的进展显著提升了工业发酵科学的技术手

段，促进了发酵过程多尺度解析与调控。本文针

对上述 4 个方面的研究进展进行总结和讨论，并且

对发酵过程多尺度解析与调控的发展趋势进行了

展望。 

1  基于代谢途径与发酵过程动力学模型的

发酵过程优化与控制 

将经验转变为数据模型并且预测发酵过程曲

线是发酵工艺控制和优化的重要手段 (图 2)。发

酵过程代谢模型在发酵工艺控制和优化中具有重

要意义，主要应用于以下 3 个方面，包括：指导

发酵过程放大、解决大型发酵过程中不易测量数

据估算的限制以及指导发酵工艺优化以提高目标

产物产量。 

首先，基于代谢速率和生长动力学相结合的

发酵过程模型可用于评估反应器放大过程中的限

制条件，通过模型计算来指导发酵工艺调整和优

化，如 pH、DO 和发酵最大体积等参数优化[2]。

例如，针对丝状真菌发酵过程，基于发酵过程模

型的分析指导确定了不同工艺条件下的最优发酵

体积，并且在此基础上开发了在线控制策略模型，

成功预测了生物量等系统状态[3]。另外，在 ω-3

脂肪酸发酵过程中，动力学模型被用于分析、优

化以及指导发酵工艺放大过程，并且模型分析发

现控制发酵工艺划为前期生长和后期合成过程的

两阶段法连续发酵可以显著提高目的产物合成效

率[4]。根据数值分析和流体力学原理，计算流体

力学能够辅助预测流体流动、传热、传质以及发

酵放大过程的潜在限速步骤。计算流体力学与反应

动力学相结合能够为发酵过程放大提供指导[5]。 

其次，建立发酵模型还可以解决大型发酵过

程中检测器因位置和成本因素等限制数据获取的

限制，包括发酵罐中不同位置存在的 pH 和 DO

梯度等。例如，在 700 L 发酵罐中进行乳酸发酵 

 

 
 

图 2  代谢途径与发酵过程动力学模型的设计与构建 

Fig. 2  Design and construction of kinetic model for metabolic pathway and fermentation process. 
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过程中存在 pH 梯度，通过产物合成动力学模型

和流体动力学相结合的模型，pH 梯度范围得以准

确地预测，并且用以指导发酵工艺优化[6]。 

最后，发酵过程代谢模型能够指导发酵工艺

优化，以提高目标产物产量。针对发酵过程的复

杂多变的特点，将群体平衡模拟  (Population 

balance modeling) 和 控 制 论 模 拟  (Cybernetic 

modeling) 之间进行柔性连接，能够使其形成系

统性模型用以分析微生物和复杂发酵底物之间的

发酵动力学关系，指导目的产物乙醇产量的提 

高[7-8]。结合 Luedeking-Piret 反应和 Monod 生长

动力学，可对较难处理的分批发酵过程进行简便

建模，用以计算生长和产物合成动力学数据[9]。

基于线性微分方程组的发酵过程动力学模型已被

成功应用于指导青霉素、乙醇等典型发酵产品的

发酵过程优化与控制[10-12]。 

2  针对细胞代谢特性的培养条件和补料策

略优化 

通过分析细胞代谢特性鉴定影响细胞代谢的

关键因素，然后针对细胞代谢特性进行发酵过程

补料和控制是发酵过程优化的重要策略。 

以枯草芽孢杆菌生产异源蛋白、功能糖等目

标产物为例，对于不同目标产物需要针对性地优

化培养基组成和补料策略[13]。当利用枯草芽孢杆

菌合成人类生长激素 (hGH) 时，使用富含蛋白

胨为氮源的补料培养基有助于菌体快速生长，并

且使得目的蛋白产量提高了约 3 倍[14]。当枯草芽

孢杆菌用于合成 N-乙酰氨基葡萄糖时，采用富含

酵母粉和蛋白胨的复合培养基有助于提高 N-乙

酰氨基葡萄糖产量，添加尿素可进一步显著提高

N-乙酰氨基葡萄糖的产量[1]。当利用枯草芽孢杆

菌 合 成 四 甲 基 吡 嗪 时 ， 在 补 料 过 程 中 添 加

(NH4)2HPO4 可使四甲基吡嗪产量提高近 2 倍[15]。 

使用特殊基因表达调控元件时，需要针对性地

优化补料策略。例如采用特定条件激活启动子调控

目标基因表达时，需要优化特定的培养条件和补料

策略。相关条件激活启动子包括来源于枯草芽孢杆

菌的葡萄糖饥饿诱导型启动子 PohrB、磷酸盐饥饿

启动子 Ppst、DO 饥饿型启动子 P43 等
[16-18]。 

针对目标产物合成过程进行针对性且系统性

的细胞代谢分析和前体供给平衡，能够促进目标产

物的合成。例如，优化毕赤酵母合成 granulyte- 

colony stimulating factor (G-CSF) 过程中，通过整

合分析培养基优化和转录组学数据，获得了有利

于细胞生长和蛋白质合成的培养基，使得目的产

物  (G-CSF) 产量提高 5 倍 [19]。以束丝放线菌

Actinosynnema pretiosum 为宿主生产安丝菌素 P-3

时，在工程菌株强化前体供给的基础上，进一步

结合发酵补料策略强化前体供给，即通过在 60、

96 和 120 h 间歇性补加 15 g/L 果糖和 1.64 g/L 异

丁醇，安丝菌素产量显著提高[20]。 

当目标产物积累对于细胞生长具有一定抑制

作用时，针对性补加能够缓解抑制作用的物质可以

显著促进目标产物合成。例如，以出芽短梗霉

Aureobasidium pullulans 作为宿主生产苹果酸时，培

养基中需要添加 30 g/L 的 CaCO3，用以缓冲低 pH

对细胞的毒害作用[21-23]。另外，通过原位产物分离

策略也可以实现解除有毒性的产物积累对细胞生

长的抑制，例如通过添加有机相来萃取目的产物游

离脂肪酸，以减少产物积累对细胞的毒害作用[24]。 

3  发酵过程与提取过程相耦合的过程设计

与优化 

生物合成途径的调控机制包括诱导、营养阻

遏 (包括碳、氮、磷、硫等) 和反馈调控等。其

中，反馈调控是发酵与提取相耦合工艺 (in situ 

product recovery/removal, ISPR) 及其优化所依赖

的理论基础。它指的是代谢途径受其自身产物的控

制，可以是限制已有酶的活性 (反馈抑制)，或者
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是阻遏相关酶的继续合成 (反馈阻遏)。一般认为

这是微生物进化出来的竞争和自保机制的一种。 

工业生产中多种初级和次级代谢产物是具有

反馈调控功能的，包括氨基酸、有机酸酸和抗生

素等。例如，在大肠杆菌中，不但 thrA、metLM

和 lysC 编码的天冬氨酸激酶同工酶受到苏氨酸、

蛋氨酸和赖氨酸等终产物的反馈抑制，代谢途径

中的每个节点还受到各自中间产物的抑制[25]。柠

檬酸对其合成途径中的磷酸果糖激酶也有一定的

抑制作用[26]。Sanchez 和 Demain 总结了多种初级

代谢产物反馈调控的例子[27]。抗生素的例子则更

多，且通常是直接抑制其合成途径中最后一步或

者接近最后一步的酶，在此不再赘述。有些次级

代谢产物还能首先通过物理和化学的机制对菌体

产生破坏作用，比如乳酸乳球菌素 Nisin[28-30]。

Nisin 是乳酸乳球菌分泌的一种小分子多肽，由于

其对革兰氏阳性菌具有很强的抑制作用，而作为

多肽在人的消化道可以被迅速分解，常作为一种

安全的防腐剂用于肉制品和奶制品中。其作用机

理是通过与细胞膜中的磷脂及磷脂前体相结合，

干扰细胞膜平衡离子浓度及 pH 的功能，造成胞

内物质泄漏，破坏细菌的生理功能。与此类似但

更加复杂的是传统丙酮-丁醇-乙醇发酵中 (ABE 

fermentation) 3 种溶剂尤其是丁醇对生产菌丙酮

丁醇酸菌 Clostridium acetobutylicum 的抑制[31]。

ABE 发酵在二战前曾是世界最大的生物产业，但

战后随着石油工业的兴起及原料成本的增加而迅

速失去了竞争力[32]。其中由于产物抑制，总溶剂

浓度不超过 18–20 g/L，后期分离提取能耗较高也

是其中的一个原因。近年来，由于化石燃料面临

枯竭及其对自然环境的巨大破坏，人们开始重新

探索生物方法生产可再生能源，ABE 发酵再次引起

了研究人员的兴趣。在 2009 年时，我国仍有至少

12 家 ABE 发酵工厂[33]，之后又有十几家新建或

者恢复生产[34]。 

虽然通过基因工程的方法可以在一定程度上

改进生产菌对产物的耐性[35]，但这与发酵提取相

耦合的工艺并不矛盾，甚至是相辅相成的。在抗

生素的生产中，ISPR 通常采用膜分离或者是液-

液萃取的方式[36]，其他产品还有用到结晶[37]。前

面提到的 Nisin 传统上是分批培养，发酵结束后

通过泡沫分离进行提取[38]。Zheng 等[39]发现，将

泡沫分离与发酵工程相结合，在线提取 Nisin 可

以明显提高底物利用率和产量。关于 ABE 发酵-

提取相耦合的研究则更多，几乎所有常规的分离

提取技术都有尝试，包括液-液萃取、渗透萃取、

精馏、渗透蒸发、气提等[40-41]。美国现在仍在运

行的唯一 ABE 发酵工厂明尼苏达州的 Green 

Biologics 采用的是低温真空精馏连续培养，其工

艺流程应与图 3 所示类似。为了进一步降低气相中

溶剂的分压，还可以在精馏塔中注入惰性气体[42]，

相当于气提与精馏相结合。实际上，发酵与一种

以上分离提取技术相耦合的情况并不少见。同样

在可再生能源的大环境下兴起的合成气发酵

(Syngas fermentation) 也面临传统 ABE 发酵类似

的问题。Phillips 等给出的过程流程图就使用了超

滤和精馏两种技术[43]，简化后如图 4 所示。图 3、

图 4 各代表了 ISPR 回收目标产物的两种基本思

路：直接接触式和间接接触式。 

除上述目标产物的反馈调控，发酵过程中最

常见的副产物 CO2 对微生物的生长和代谢也有很

大的影响。Shimoda 等[44]的实验发现，酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae 在 CO2 的作用下呈现一

阶线性死亡动力学特性。溶解的 CO2 对青霉素生

产菌 Penicillium chrysogenum 的影响较为复杂：

在延迟生长期，低水平的 CO2 能促进菌的生长，

但是以牺牲青霉素的产率为代价。较高的 CO2 溶

解度则会严重抑制底物的摄取，造成生产菌形态

学上的变化，影响目标产物的产量[45]。在好氧发

酵中，通过监测呼吸商(Respiratory quotient, RQ) 
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图 3  真空精馏与发酵过程相耦合在线提取挥发性产物示意图 

Fig. 3  Process flow diagram for in situ volatile product removal by vacuum distillation. 
 

 
 

图 4  合成气连续发酵与过滤、精馏相耦合流程示意图[42] 

Fig. 4  Process flow diagram for continuous syngas fermentation coupled with in situ product recovery by filtration and 
distillation[42]. 

 

来推算反应器内生物代谢状态是多尺度发酵控制

的经典案例[46-47]。在合成气发酵中，虽然 CO2 是

Wood Ljungdahl 路径的底物，但推动反应进行的能

源是由一氧化碳在一氧化碳脱氢酶 (CODH) 的催

化下还原铁氧化还原蛋白来提供的[48-50]，如图 5

所示。此外，氢气在氢化酶的催化下被氧化也能

提供一部分能量。原料气 H2 和 CO 的比例决定整

个反应的最终结果是否有 CO2 排出以及各个产物

之间的比例[51]。Simpson 等[52]通过提高 CO2 的溶

解度将产品导向 2,3-丁二醇。相反，降低 CO2 分

压则应有利于目标产物乙醇的合成。从发酵液中

分离溶解的 CO2 可以使用选择性膜分离技术，但

成本和能耗较高，得不偿失，目前未见报道。帝

国化学工业 (ICI) 在20世纪70年代末曾轰动一时

的大规模单细胞蛋白生产所用 60 m 高的气升式反

应器，则是利用从底部到顶部高达 303.975 kPa  

静压差使溶解的 CO2 析出，使循环到底部的发酵

液含有较低的 CO2，达到缓解其对生产菌抑制的

效果[53]。 

当然，发酵-提取相耦合也并不能适用于所有

的发酵。使用基因重组大肠杆菌以果糖为原料生产

的乙酸紫苏酯的中间产品柠檬烯是不溶于水的，  
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图 5  简化的 Wood Ljungdahl 路径固定 CO2示意图，包

括向乙醇、乙酸、2,3-丁二醇的延伸 

Fig. 5  Simplified Woold Ljungdahl pathway for CO2 
fixation with extensions to ethanol, acetate and 
2,3-butanediol production. 

 

而且在很低浓度下即可完全抑制大肠杆菌的生

长。一般的思路是在反应器内添加有机相来萃取

柠檬烯。然而，由于柠檬烯在有机相中分配系数

过高，这反而阻断了反应的进行。Willrodt 等[54]

把柠檬烯的合成路径与乙酸紫苏酯的合成路径分

别在两个大肠杆菌菌株中实现，然后以特定的比

例将两个菌株混合培养，对柠檬烯生产菌来讲相

当于产物在线提取，而对乙酸紫苏脂生产菌来讲

相当于补料培养，很好地解决了柠檬烯溶解度低

和生长抑制的问题。类似的例子并不多，可以说

Willrodt 等的工作为解决难溶、易挥发的中间产物

抑制提供了一个新的思路。 

有些微生物还会依据培养环境中的菌体浓度

调节基因表达，但一般不被归纳到反馈调节，而

是自动诱导，因为其原理是基于菌体自身分泌的

微量信号物质——自动诱导因子。如果需要延长

对数生长期进而得到更高的菌体浓度，将自动诱

导因子的浓度控制在较低水平的方法与发酵-分

离相耦合是一致的。总之，发酵与分离相耦合本

质上是为了达到系统中菌体停留时间  (Cell 

retention time) 与 水 力 停 留 时 间  (Hydraulic 

retention time) 解耦，进而使发酵产物可以独立于

菌体浓度进行调节，给代谢调控更大的操作空间。 

4  针对发酵动力学优化的反应器设计 

发酵微生物代谢过程是生物反应器的核心和

基础，生物反应器服务于细胞代谢与产物合成。

因此，针对发酵微生物代谢的特点设计反应器能

够显著提升发酵过程的效率。在小型和微型生物

反应器中，保持发酵参数的均一性相对容易[55]，

但在工业规模的大型装置中，其不均一性是不可

忽视的[56-57]。解决方法只能是针对生产菌的代谢

动力学进行反应器优化设计。我国科研人员[47]根

据计算流体力学 (CFD) 模拟结果，将一个 12 m3

搅拌釜反应器的径向流搅拌桨更换成组合式的轴

流搅拌桨来提高气液两相的混合效率，这不但显

著降低了搅拌能耗，还使头孢霉素 C 的产量提高

了 15%。之后，该实验室与 Haring 等[58]合作，通

过 CFD 模拟与底物消耗动力学相结合，预测在一

个 54 m3 的反应器内，底物浓度梯度的存在能造

成 18%–46%的产黄青霉素得率损失 (与完全混合

的理想反应器相比)。经进一步研究，他们将 CFD

与更为复杂的代谢动力学模型相结合，提出了理

性生物反应器设计策略[59]，如图 6 所示。University 

of Massachusetts Amherst 与 LanzaTech 合作将基因

组规模代谢模型 (Flux balance analysis) 与流体力

学、反应动力学和传质模型相结合，对活塞流鼓泡

塔合成气发酵进行了研究[60-61]。 

在特定情况下，反应器内底物的梯度可能产

生有利的结果。Enfors 等[62]用流式细胞仪观测到

在大规模反应器以及模型缩小反应器的动态环境

的诱导下，大肠杆菌细胞的完整性得到了提升。

有此类代谢特性的系统，可以考虑使用活塞流反

应器，或者是多级反应器串联发酵。南京工业大 
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图 6  理性反应器设计工作流程 

Fig. 6  Rational bioreactor scaling-up workflow.  
 

学团队通过动力学模拟，优化了 2–3 级连续发酵

生产二十二碳六烯酸 (DHA) 工艺，取得了比普

通补料分批发酵高出将近一倍的产量[63]。合成气

发酵生产燃料乙醇工艺是通过反应器设计对发酵

过程进行精确代谢调控的经典例子[60-61]。如图 5

所示，Woold Ljungdahl 路径下从乙酰辅酶 A 经乙

酸、乙醛到乙醇这一分支上，乙酸的合成产生 ATP

有利于菌体生长，而目标产物乙醇的合成则需要

消耗还原当量，与菌体生长是竞争关系。这一步

的调控，对维持系统的稳定性和产物的选择性起

着关键的作用。还原乙酸到乙醛的铁氧还蛋白氧

化还原酶以及催化乙醛成乙醇的醇还原酶通常都

是过量表达的，对产物选择性没有太大的影响，

反应基本上是受还原当量[H]的浓度决定[49]。还原

当 量 主 要 来 自 于 一 氧 化 碳 脱 氢 酶 催 化 的

COCO2 这一步反应，而这一步反应又直接受反

应器传质速率的控制，所以反应器的设计就直接

决定了发酵的效果。 

总之，无论是以有机物为底物的传统发酵，

还是近年来兴起的气体发酵，反应器的设计影响

底物、产物、pH 甚至温度等在反应器内的分布，

对代谢调控有直接或者间接的影响。有时候，仅

仅是改变一下进料位置，就能显著提高发酵的性

能[66]。优化反应器设计能提高产量，降低能耗和

成本，减少废物排放。它涉及到合成生物学、蛋

白质组学、反应动力学、流体力学、材料、机械、

电子、计算机等多个学科，进一步将多学科深度

融合是发酵产业迈向现代化的发展方向。 

5  结论 

针对工业发酵过程分子、细胞和系统 3 个层

次，发酵过程多尺度解析与调控在发酵微生物代

谢途径动力学模型设计与构建、细胞代谢特性分

析与发酵过程调控、发酵-提取相耦合系统开发与

应用以及新型反应器设计 4 个方面取得了显著的

进展，促进了工业发酵过程高产量、高转化率和

高生产强度的实现。未来研究中，进一步从以下

3 个方面开展研究能够提升基于多尺度发酵条件

的过程优化与控制：1) 建立工业规模多尺度实时

生物感应系统，包括在分子尺度实时监测代谢途

径的生物感应器，在细胞尺度实时监测细胞动力

学特性的生物感应器，在反应器尺度实时监测多

种代谢物浓度及多种发酵参数的在线检测系统；

2) 建立发酵过程大数据系统，使细胞生理代谢

特性可视化，建立基于大数据指导下的发酵培养

基与发酵过程优化；3) 建立智能化高效发酵与

分离耦合过程，提升发酵过程与分离过程的适配

性与协调性，提升发酵过程的智能化控制。综上

所述，进一步整合分析发酵微生物不同尺度特征

并且针对性地开展多尺度整合调控能够提升工

业微生物发酵的效率并且拓展生物制造的应用

范围。 
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