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鸟苷发酵过程代谢流迁移的分析

蔡显鹏 陈双喜 储 炬 庄英萍 张嗣良"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，国家生化工程技术研究中心 上海 $%%$8<）

摘 要 以典型的代谢控制发酵产品鸟苷为例说明了一种基于过程参数的相关分析来研究发酵过程中代谢流迁

移的方法。通过对发酵过程多参数的相关性分析，结合生物合成代谢途径、氨基酸和有机酸积累的分析，确认了发

酵过程代谢流向 =DE 途径的迁移，认为造成这种代谢流迁移的原因可能是过程铵离子积累。在此基础上，通过对

过程参数实时检测分析和及时调整 =DE 和 FDE 代谢通量使产率提高了 8#G。
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发酵过程是一个多参数、多水平的综合过程，涉

及到分子水平的菌体遗传特性、细胞水平的代谢调

节、反应器水平的传递混和特性及微生物细胞自身对

外界环境的适应和调整能力；此外，培养条件包括在

反应器水平的三传（动量、热量和质量传递）对细胞内

因调控的影响，该过程中内因和外因往往综合作用，

导致了过程分析的异常复杂性，通常的发酵过程优化

研究仍然仅仅局限于最佳温度、最佳 .F 等的静态操

作，从某种意义上忽略了作为发酵主体的活体细胞在

发酵过程中的变化对发酵影响的重要性。

在许多发酵过程中可以很明显看到后期产物生

成速率下降的现象，尤其是初级代谢产物发酵，这种

情况往往被认为是菌体生产能力不够高或者是产物

抑制效应造成的。而实际上，这种现象很可能由于

发酵过程中的代谢流迁移引起，究其原因很可能是

随着发酵过程的进行，常规的最佳操作点的控制方

式导致某种中间代谢物积累，引起菌体在细胞水平，

甚至分子水平调控的改变，因而发生代谢失衡，打破

了正常形成产物的动态平衡。如果能够通过宏观反

映出来的各种过程参数、结合代谢途径分析、将生理

调控的工艺控制和生物合成过程中的代谢流分布相

联系，及时发现这种代谢流迁移造成的紊乱，并进行

动态调整优化，菌体的前期优良性状还是可以继续

保持的。本文即以在食品和医药领域具有广泛用途

的核苷产品———鸟苷为例，说明如何通过发酵过程

的参数相关性来分析代谢流迁移，从而实现发酵过

程的动态优化。

! 材料及方法

! "! "! 菌种：枯草芽孢杆菌（. * &)3/#,#&）<#4 J（IK ，

"3IA2）。

! " ! " # 培 养 基：含 葡 萄 糖、酵 母 粉、（+F4 ）$ ,L4、

MF$EL4、MN) 等［!］。

! "! "$ 9O,#%P（I）全自动发酵罐（华东理工大学生

化工程技术研究中心），配备有 QRLSITIS 软件包，

提供 !4 个直接与间接参数的在线检测与控制。酶

电极分析仪 ,QI34%Q（山东省科学院生物研究所）。

!%# 参数测定方法

! "# "! 鸟苷的测定：用纸层析法［$］；葡萄糖的测定

用葡萄糖分析仪；氨氮测定用甲醛法。

! "# "# +FU
4 3+ 测定：取 #0P 发酵液于凯氏定氮仪

蒸馏瓶中按文献［8］蒸馏并滴定。

! "# " $ 氨基酸检测：色谱柱：?V00-/2V ?W>-)X SE!"
（#!0，8 * & Y !#%00）；流动相 % * %!0()ZP 硫酸流速：

![%0PZ0>@；进 样 量：$%!P；柱 温：8#\；检 测 波 长：

$!%@0。以乙酸、丙酮酸、柠檬酸 为 标 准 品。样 品

!%%%%2Z0>@ 离心 !%0>@，上清液用 % * $$!0 的膜过滤

后进样分析。



! "# "$ 有机酸检测：!""#$%&’ 法［(］，样品预处理同

氨基酸测定。

# 现象与分析

鸟苷发酵后期（()* 左右）有一个典型的产苷速

率下降的过程，同时表现出摄氧率（+,-）开始下降，

这表征的是菌体的氧化能力正在下降，即对氧的消

耗降低，与此对应 .+/ 释放速率（.0-）同步下降，而

其相关值呼吸熵（-#）基本维持不变（图 1），常规分

析认为这是由于菌体活力下降所致，即用于菌体维

持所需的碳源或能量消耗下降。但是在产苷速率下

降的同时，伴随有糖耗速率增加，和氨水加入速率同

步增长。如果氨水在发酵过程中仅起平衡 23 的作

用，那么这应该是有机酸积累时酸碱平衡的物理过程

造成；但是也有可能是氨基酸等含氮有机化合物中间

体积累的生物过程造成。另文报道的研究结果［4］表

明，的确有氨基酸等中间化合物的积累，并初步分析

认为该过程中代谢流的迁移与 53(
6 积累有关。

图 1 发酵过程菌体生理参数变化趋势

78’91 :;<"=>> 2;<?8@= <? 2*A>8<@<’8"&@ 2&;&B=C=;

# "! 发酵过程分析

从发酵过程变化曲线（图 /）可以看到，随着后

期产苷速率的下降，［53(
6 ］和［53/$5］都表现出了

上升趋势，并且表现为［53(
6 ］的上升先于实际氨氮

（［53/$5］CD;=）的上升，据此推测是由于［53(
6 ］上

升引起含氮中间代谢物如氨基酸等的积累。发酵过

程中由于葡萄糖的分解代谢势必会产生一些有机酸

类物质，而发酵过程中是通过氨水调节维持 23 在

设定范围内，因而引入了一定量的［53(
6 ］，可以看

到初始 1/* 左右，随着培养基中初始氮源的降低，有

部分的［53(
6 ］被细胞同化，表现为浓度的下降。随

后的产苷过程中尽管持续有氨水的加入但［53(
6 ］

积累并不明显，这应该是被细胞持续同化所致，在一

定程度上被用于合成产物鸟苷。

氨同化的方式已有大量的研究［E］，除通过谷氨

酸脱氢酶（FG3）途径外，菌体还有另一条氨同化途

径：即谷氨酰胺合成酶（FH）和依赖 5!G:3 的谷氨

酸$!酮戊二酸转移酶（F+F!%）（即谷氨酸合成酶）途

径合成谷氨酸，并且谷氨酸合成酶只有在氨处于低

水平时表达，在氨充足时则主要通过谷氨酸脱氢酶

起作用；限制氮的条件则会导致 FH 基因的去阻遏

和 FH 活性的激活（对 53I 有较高的亲和性），而氨

升高时则与此相反。那么，发酵后期产苷速率的下

降就有可能是高的［53(
6 ］抑制了谷氨酰胺的合成

所致，因为谷氨酰胺是嘌呤核苷分子结构中嘌呤环

的直接前体。

图 / 发酵过程无机氮浓度变化曲线

78’9/ :;<?8@= <? 8J<’;&J8" J8C;<’=J KD;8J’ ?=;B=JC&C8<J 2;<"=>>
注：［53/$5］C;D= 代表检测到的 53/$5 与 53(

6 $5 的差值

# "! "! 有机酸的积累：如果氨水的加入是由于细胞

代谢产酸的结果，那么［53(
6 ］的积累应该是代谢过

程过量产酸所致；而在正常代谢情况下，细胞通过

0L: 途径和 %.! 循环的产酸过程是为细胞合成提

供前体和能量的，从细胞经济学［M］的原则讲一般情

况下不会供过于求，即不会出现有机酸的积累；而在

后期随有机酸积累引起［53(
6 ］积累、相应出现产苷

速率下降等一系列特征，这必然是合成鸟苷的代谢

流出现了异常。为了从代谢途径角度分析，就有必

要测定过程所积累的有机酸的种类，初步分析可以

明显能看到丙酮酸特征性地出现积累，并且其积累

过程伴随柠檬酸的降低（图 I），整个过程乙酸浓度

则基本无变化。

# "! " # 发酵过程氨基酸的变化：进一步通过 3:N.
测定发酵过程中不同时间发酵液中积累的氨基酸，

结果发现总氨基酸浓度变化与纸层析结果［4］完全一

致（图 (），表现出相应的积累，并且其积累晚于有机

酸和［53(
6 ］的积累，因此这应该是代谢途径改变导

致的代谢流迁移所致。氨基酸成份分析（数据未列

出）表明，初始发酵液中谷氨酸浓度比较高，其它氨

基酸浓度都较低，随着发酵过程的进行，谷氨酸很快

被用于菌体合成，在 )* 之前已经降到很低水平，并

I/E4 期 蔡显鹏等：鸟苷发酵过程代谢流迁移的分析



始终维持在低水平；而在 !"# 左右丙氨酸开始出现

明显的积累，发酵液中积累量达到初始量的 $% & ’ 倍

之多，其它 $( 余种氨基酸浓度则变化不大，并且在

整个发酵过程中都维持在较低水平。

图 ) 发酵液中有机酸的变化趋势

*+,&) -./0+12 /0 /.,34+5 35+6 73.+289

图 ! 发酵过程总氨基酸的变化

*+,&! -./0+12 /0 8/831 3:+4/ 35+6

综合考虑发酵过程中氨基酸和有机酸的时序变

化过程可以发现，积累的氨基酸主要是丙氨酸，而丙

氨酸的合成过程可以直接由丙酮酸转化而来［"］，这

样就很容易理解由于 ;<- 途径代谢流的增加造成

了丙酮酸的积累，丙酮酸随后转化成丙氨酸，而丙氨

酸本身又会对 => 造成反馈抑制，该过程进一步造

成用于合成产物鸟苷的 ?<- 途径通量的减少，使产

苷速率降低。进一步分析初始丙酮酸开始积累的原

因可能是过程［@?!
A ］的积累，随着发酵过程的进

行，细胞中积累的［@?!
A ］达到阈值（约 $ & )(:,B:C）

后即出现明显的［@?!
A ］效应，表现为（图 D）一个恶

性循环，即［@?!
A ］抑制 =>，导致形成产物的 ?<-

途径受阻，这样相对增加了 ;<- 通量，使形成的丙

酮酸增加，进而促进［@?!
A ］的增加；或者是［@?!

A ］

激活磷酸果糖激酶（-*E），直接导致 ;<- 通量的增

强，进而导致丙酮酸增加、［@?!
A ］增加的循环；丙氨

酸又是 => 的反馈抑制剂，同样会造成产物合成的

抑制，间接促进 ;<- 通量；此外，高的胞外 @?!
A 浓

度也会使 @?!
A 输送系统（3:8）活性受到抑制［F］，从

而促进发酵液中的［@?!
A ］增加。

图 D 假设的铵离子效应示意图

*+,&D ?9G/8#28+5 HI285# :3G /0 3::/4+J: +/4 200258

! "! 代谢流的优化

经过以上分析，我们确认导致代谢流迁移的一

系列现象的关键是由于过程中［@?!
A ］的积累达到

阈值所造成，在此基础上改进工艺，通过调整代谢流

在 ;<- 和 ?<- 之间的分配平衡后成功地抑制了氨

基酸和有机酸的积累（图 ’），从而根本上抑制了代

谢流的迁移，始终维持产苷速率在较高水平（图 K），

最终产苷水平较优化前提高 )DL，比文献报道最高

水平［$］提高了 K(L。

图 ’ 调整前后丙氨酸、丙酮酸浓度曲线

*+,&’ -./0+12 /0 G9.J7382 346 3134+42 M28N224 /G8+:+O26
346 /.+,+431 825#4/1/,9

图 K 调整前后产苷和 PQR 的比较

*+,&K -./0+12 /0 ,J34/H+42 9+216 346 PQR M28N224 /G8+:+O26
346 /.+,+431 825#4/1/,9

!%’ 生 物 工 程 学 报 $" 卷



! 结 论

［!"#
$ ］是发酵过程中一种重要的效应因子，控

制适当的浓度对发酵过程异常重要，在黄原胶发酵

过程研究中 %&’()’［*+］等人认为 !"#
$ 的耗尽是产物

黄原胶开始产生的信号，在鸟苷发酵中可能也存在

相似的机制，即在前期 *,- 左右［!"#
$ ］达到某一较

低水平开始启动产苷过程；到后期随着［!"#
$ ］达到

某一较高的阈值而引起代谢流迁移的现象未见文献

报道。由于本实验采用的是复合培养基的批操作方

式，发酵过程中随着碳源、氮源的利用，发酵液粘度、

产物浓度和菌体形态都发生了变化，因而很难将产

率下降的代谢流迁移与铵离子效应定量的关联，这

一铵离子效应的具体酶学和分子生物学机理还有待

进一步通过合成培养基的恒化培养实验来证实。

发酵过程优化的实质应该是代谢流的优化，分

析发酵过程时我们应该兼顾外界的操作变量和细胞

内因的相互作用，无论是细胞水平酶活性的改变还

是分子水平基因的抑制或激活都会因为操作变量和

环境水平的改变而发生变化，并且都会直接或间接

地反映在过程参数上，表现为过程参数的时变性，因

而只要我们掌握了细胞代谢过程中的参数变化特

征，结合代谢途径的分析，在代谢流的水平进行过程

的动态优化，才有可能从本质上提高发酵产率。
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