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340(,#是直接表达重组蛋白的极为有效的微生物。用

340(,#进行重组蛋白生产时乙酸的生成和积累是较普遍的
现象。乙酸的积累不仅使细胞的生长受到抑制，同时也抑制

外源基因的表达，常常严重影响细胞和重组产品的得

率［!!#］，人们为了解除乙酸对以340(,#为宿主的基因工程
产品生产的不良影响，设计并进行了许多工作［6!2］。本文采

用的是发酵分离耦合的方法，在培养过程中对培养基进行过

滤，同时补充新鲜的培养基以降低培养基中乙酸浓度，提高

目的产物人"5干扰素的产量。

! 材料和方法

!"! 菌种
实验所用菌种为340(,#71!!%（89:/%!），质粒89:/%!

含有;<8启动子控制下的人"5干扰素基因及四环素耐药基
因，由华东理工大学生化工程研究所基因工程研究室王二力

教授惠赠。

!"# 培养基

=>培养基：酵母抽提物（?@(AB，9CD)ECB）%F6D，+E:)
%*6D，G().8H8;(C（日本大五营养）!F%D，加去离子水至

!%%I=，8J&F$；

=>斜面培养基：在=>培养基中加$K琼脂；
发酵培养基：+E$JG?#%*"D，LJ$G?#%*1D，+E:)%F%6

D，+J#:)%F6D，（+J#）$M?#%F6D，NDM?#%*$D，:E:)$%*%%!!

D，葡萄糖%*%1D，微量元素储备液［1］%F%6I=，加去离子水至

!%%I=，8J&F%；
稀释液：+E$JG?#%F!D，LJ$G?#%F%6D，+E:)%*%6D，

+J#:)%*!D，（+J#）$M?#%*!D，NDM?#%*!D，:E:)$%*%%!!D，

葡萄糖%F!D，微量元素母液%F%!I=，加去离子水至

!%%I=，8J&F%。

!"$ 培养方法

!"$"! 摇瓶培养：用$6%I=三角瓶装6%I==>培养基，

接入一环保存于=>斜面的菌种，于$%%<／IAC旋转摇床

1&O培养/P。

!"$"# 发酵培养：培养在QR>906型6=玻璃发酵罐（华东
理工大学生化工程研究所）中进行，培养基体积为$F6=，接
种量!%K。培养中通气量$F6=／IAC，通过通纯氧和改变搅
拌转速保持溶氧水平不低于1%K，用氨水调节8J&F%，根据
需要流加$6K葡萄糖补料液。

!"$"$ 耦合过滤培养的装置：耦合培养时培养液经过一个
中空纤维膜过滤器后用电磁离心泵循环，滤液用蠕动泵抽

出，管路在使用前用1KJ$?$溶液灭菌。中空纤维膜过滤

器为日本旭化成GMG0!%1型，过滤面积%F$I$，对水的过滤
通量为$6=／（SI$·P）。

!"% 测定方法

!*%*! 菌体浓度：采用比色法，将培养液稀释到一定程度，
在&$!分光光度计上于波长66%CI处测定其光密度值，光
程为!SI。当56值不高于%F1时，其与菌体浓度D／=（干
重）存在线性关系：菌浓D／=（干重）T5666%U%F$2&。

!*%*# 葡萄糖浓度：采用葡萄糖氧化酶0过氧化物酶法，以
葡萄糖测定试剂盒（上海生物制品所）测定发酵液中的葡萄

糖浓度。

!*%*$ 色氨酸浓度测定：培养液中色氨酸含量的测定采用

V5>显色法［/］。

!*%*% 乙酸浓度测定：乙酸用气相色谱法（固定相:P<(0
I(W(<X!%!）测定［"］。

!*%*& 干扰素活力测定：采用细胞病变抑制法［1］。取一定
量的发酵液在!#%%%<／IAC下离心，弃去上清，加裂解液（1%
II()／=+E:)06%II()／=3<AW0J:)缓冲液，8J&F2）使菌体悬
浮，加1ID左右的溶菌酶粉末后冻（Y$6O）融（1&O）$次，
离心后把上清液稀释一定倍数，与干扰素标准品一起加至培

养好的7RMJ细胞上，加入’M’病毒攻击细胞，培养一段时
间后根据细胞的病变程度确定样品的干扰素活力。



! 结果和分析

!"# 耦合过滤培养时稀释率的确定
对过滤培养时的乙酸进行物料平衡，得到以下关系：

!（!"）
!# $%!&"’!() （"）

上式中!为培养液中的乙酸浓度，"为培养液的体积，

%!为乙酸的比生成速率，& 为菌体浓度，(#为过滤速率。

若忽略通气造成的液体蒸发和取样造成的体积减少并在过

滤培养中维持培养液的体积"不变，且!!!#$%
，则：

*)$
%&&
!

（’）

式中*)为稀释率，*)$
()
"
。由式（’）可见，随着培养时

间的延续，菌体浓度& 不断增大，需要不断地提高稀释率

*)，以使培养液中的乙酸浓度维持在较低水平。

!"! 菌体量、乙酸浓度和干扰素活力随发酵时间的变化
培养分为(个阶段，第一阶段为初始葡萄糖浓度为%)(

*／+的分批培养，待培养基中的葡萄糖耗尽时进入第二阶
段，此时向培养液中流加’,-的补料葡萄糖溶液，控制加糖

图" 中空纤维过滤器耦合发酵（全合成培养基）

速率，使比生长速率低于%)(./"以限制乙酸的生成并得到
较多菌体。待菌体到达一定浓度时，进入第三阶段的过滤培

养，这时以较高速率补加葡萄糖，以提高菌体的比生长速率，

同时将培养液通过中空纤维膜过滤器进行循环，过滤去除培

图’ 普通补料分批培养

养液中积累的乙酸，并流加稀释液以维持一定的培养液体

积。培养至"0),.菌体浓度达到,)%’*／+，开始耦合过滤
操作（图"中箭头），稀释率维持在%)1./"左右。过滤时按
菌体比生长速率%),./"的需要流加葡萄糖溶液。菌体浓度
随着过滤过程的进行迅速增大，发酵结束时菌体浓度达到

"2)3*／+。干扰素最大活力出现在’’),.，为")45"%06／+，
是图’中未采用耦合过滤发酵的补料分批培养中干扰素最
大活力（()(5"%16／+）的4)’倍，提高(’%-。

!"$ 乙酸浓度、比生长速率!和干扰素比生产速率%789的关系
从图(可以明显看出我们使用的菌种+,-./0:(""%

（;<=0%"）具有产物表达与生长相关的特性。从’%),.开始
计算干扰素的比生产速率%789起，随着过滤后菌体比生长
速率!的提高，干扰素的比生产速率%789迅速增大，同步达
到最大值后又同时下降。这一结果与连续培养的结果一

致［(］。’’),.时乙酸浓度达到了"),’*／+，菌体的生长和
干扰素的表达都受到抑制。

图( 乙酸浓度、!和%789的关系

!"% 流加酵母抽提物并耦合过滤培养的结果
在利用全合成培养基进行的耦合过滤培养的基础上，如

用复合培养基进行培养，那么+,-./0的生长情况将得到改
善，我们只在培养的第二阶段的前期，在向培养基中流加

’,-的葡萄糖溶液的同时向培养基中流加’%%*／+的酵母
抽提物溶液，"(.时停止流加酵母抽提物溶液，"2.时进行
过滤培养。结果如图4所示。发酵过程中色氨酸含量的测

图4 流加>?<?耦合过滤培养的菌体浓度、葡萄糖浓度、

乙酸浓度和干扰素活力
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定结果均为零。

比较图!和图"可以看出，流加酵母抽提物的培养过程
所产生乙酸却要比全合成培养基少，在达到相同的#$／%菌
体时，流加酵母抽提物的培养没有产生乙酸，而全合成培养

基的培养已经产生了&’()$／%的乙酸，相当于每克菌体产
生&’&!*$乙酸，流加酵母抽提物的培养到了菌体浓度(&
$／%时产生了&’&"$／%的乙酸，相当于每克菌体产生

&’&&"$乙酸，比全合成培养基有明显减少。从过滤前的整
个过程来看，流加酵母抽提物的培养中菌体对葡萄糖的得率

系数!"／#+&’,,$／$，而没有流加-./.的培养!"／#+&.0*

$／$，酵母抽提物的加入提高了菌体对葡萄糖的得率，降低了
对碳源的需求，因而减少了乙酸的生成。从图"的结果可以
看出，培养中的最大干扰素活力为(’)1(&)$／%，最高菌体
浓度为0"’2$／%，分别比全合成培养基的耦合过滤培养提高
了!,3和"(3，如果与未进行耦合去除乙酸操作的补料分
批培养相比，则干扰素的活力提高了近"*&3。不仅如此，
与用全合成培养基的耦合过滤培养相比，采用流加酵母抽提

物的方法平均生产率由,’01(&24／（5·%）提高到了(’&1
(&*4／（5·%），提高了,(3。
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本 刊 信 息

读者朋友们可能已经注意到了，自新千年《生物工程学报》由季刊改为双月刊之后，我刊的发表周期正逐步缩短。据我们

的初步统计，0&&&年我刊将比()))年多发文章)&余篇，到今年第#期，我们最快可以在收到来稿#个月内刊出，平均发表周
期将缩短到2!*个月。与此同时我刊的退稿率也在不断攀升，()))年退稿数约占来稿总数的,&3，退稿率的增加，既大大加
快了发表的周期，也进一步提高了稿件的质量。

国外一些高水平的期刊，他们的退稿率有的已达到)&3，发表周期也更短。我们会更加努力，朝着更高的目标迈进。《生
物工程学报》编委会在这里，真诚希望广大读者、作者朋友们，一如既往地支持我们，把优秀的稿件投给我们，把最好的想法告

诉我们。我们一起把学报办好。
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