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鸟苷发酵过程的定量和优化：抑制 !"#
$ 离子

积累提高了苷产量 %&’
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摘 要 基于质量守恒定律和代谢反应中间代谢物的拟稳态假设，定量研究了枯草芽孢杆菌（.+0#,,)& &)3/#,#&）代谢

流分布随时间变化的特征。研究结果表明，在鸟苷发酵过程 2$/ 左右，存在着从己糖单磷酸途径到酵解途径的代

谢流迁移，所迁移的碳源主要生成了氨基酸和有机酸。定量研究的结果，为发酵过程的工艺优化提供了重要依据。
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微生物细胞体内有众多的代谢反应，这些代谢

反应组成了复杂的代谢网络并受到严格调控。细胞

体内部、细胞体与外界环境之间通过代谢网络进行

着复杂的物质、能量和信息交换。要深入地理解发

酵过程中所呈现出的代谢行为和特征，为发酵过程

优化提供线索，并为今后的菌株基因改造指明方向，

就必须对细胞内的代谢网络进行定量研究［!］。

微生物细胞体内的代谢反应数目上千个，在现

有的条件下，很难对每个代谢反应逐一地研究，一定

的简化是非常必要的。在微生物中普遍存在的中心

代谢途径（包括 9+F、G+F 和 6HE 等途径），为菌体

生长和产物合成提供了前体、还原力和能量，是代谢

网络定量研究的重要位点。研究物质在各个途径和

各个代谢反应上的分布情况，对于深入理解细胞的

代谢调控机制，有着重要意义［#］。

代谢流的研究方法有很多种，在缺乏相关代谢

反应的动力学和调节信息时，可利用物料的质量守

恒定律和对中间代谢物的拟稳态假设，通过测定细

胞生长量、产物生成量、底物消耗量和其他代谢物积

累量，再经过一定数学处理，可计算出细胞内代谢流

的分布情况［%，2］。

在鸟苷发酵过程中，存在着所谓的“2$/ 现象”，

即发酵 !#/ 后开始进入高速产苷期，但在 2$/ 左右，

糖耗速率增加时，产苷速率却在下降，糖苷转化率明

显下降［8］。本文应用代谢流分析技术，利用大量的

在线参数和手工分析实验参数，研究鸟苷发酵过程

在这段时期中代谢流分布随时间变化的情况，为工

艺优化提供依据。

( 材料和方法

()( 菌种、培养基、仪器设备和测定方法

菌种：枯草芽孢杆菌（.+0#,,)& &)3/#,#&）C82I ；培养

基成份、所用仪器设备和测定方法等参见文献［8］。

* 结果与讨论

*)( 代谢流研究的数学基础

代谢流分析的理论基础是物料的质量守恒定

律，本文在此引入了中间代谢物的拟稳态假设。

设在某一代谢网络中，有 4 种代谢物，5 个代

谢反应，并有 6 个物料流流入或流出该代谢网络，

则对第 # 种代谢物，有如下所示的质量守恒式：
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式（! ）中，

8 反应体系体积（:%）

!# 反应体系中代谢物 # 的摩尔浓度（:’(·:L%）

/ 反应时间（M）
:9 第 9 种物料流的流量，入为正，出为负（:%·ML !）

!#9 第 9 种物料流中代谢物 # 的摩尔浓度（:’(·:L%）



!" 第 " 个代谢反应的反应速率（!"#·$% &）

!#"第 " 个代谢反应中代谢物 # 的计量系数（无因

次），反应物为负，产物为正

将式（&）右边的第一项移项至左边，得
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式（(）为代谢流分析中的代谢方程组。拟稳态

假设是设中间代谢物的积累项，即上式右边的第一

项为零，此时式（(）可记作

,- ’ . （)）

对于有 / 种代谢物，$ 个代谢反应的代谢网

络，, 是 / * $ 化学计量关系矩阵，- 是 $ 维反应

速率向量，. 是 $ 维代谢物的质量变化速率和与环

境交换速率的差。当 $ ’ / 且 , 非奇异时，代谢方

程组有唯一解；当 $ + / 时，代谢方程组存在最优

解。当 $ , / 时，代谢方程组有多解。

!"! 代谢网络的构建

图 & 是经参考相关文献［(，-］，并根据研究需要

所构建的 012#3345 54.(#3#5 简化代谢网络。该代谢网

络主要由糖酵解途径、己糖单磷酸途径、三羧酸循

环、氧化磷酸化和代谢物积累等 . 个部分组成。

!"!"# 酵解途径（/01）部分：糖酵解途径主要是将

& 分子葡萄糖分解为 ( 分子丙酮酸，包括 62、6-、63、

64、65 和 6&6共 - 个代谢反应。

!"!"! 己糖单磷酸途径（701）部分：己糖单磷酸

途径主要是为细胞生长和产物合成提供前体和还原

力，包括 6( 和 6. 共 ( 个代谢反应。

!"!"$ 三羧酸循环（89:）部分：三羧酸循环主要

作用是提供前体和可氧化磷酸化为 :81 的 ;:<7，

包括 6&(、6&2、6&.、6&-、6&3、6&4和 6&5共 3 个代谢反应。

!"!"% 氧化磷酸化部分：氧化磷酸化可将 ;:<7 和

=:<7 氧化磷酸化为 :81，包括 6(&、6(( 和 6() 共 ) 个

代谢反应。

!"!"& 底物或代谢物净积累部分：包括 6&、6)、6&&、

6&)和 6(6共 . 个代谢反应。

附录 & 是该代谢网络包含的代谢反应式，附录

( 是从该代谢网络推导出的代谢方程组。

附录 ( 中的 () 种代谢物可分为 ) 个部分：菌体

合成前体、胞外代谢物和胞内中间代谢物。菌体合

成前体包括 7(、7)、7.、7-、73、74、75、7&6、7&(、7&2、

7&-、7&4、7(6 和 7(& 共 &2 种代谢物，每合成 &> 菌体时

它们所需的量按表 & 计算。表 & 的数据取自文献

［-］。胞外代谢物包括 7&、7.、7&6、7&&、7&)、7&.、7&4、

7&5和 7(6，胞内中间代谢物包括 7&3和 7((。

图 & 012#3345 54.(#3#5 简化代谢网络
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表 # 菌体合成对前体和能量的需求量（#’( ) *+,-. 干重）

/01,2 # 3*+456 +7 892:49;+9 92<4=92> 7+9 1=+*0;;
7+9*06=+5（#’( ) *+,-. >9? @=.A6）

1JDIOJ$"J N-1 =-1 R.1 /21 N:1 1N: 1/1 1UR

:!"OKF &.2 &56 4&- )64 &52 &)5. 3&& (25(

1JDIOJ$"J :9": W:: WN: 9& 9W( :81 ;:<7 ;:<17

:!"OKF (&)( &5() &63& &.- % (6(. )4-64 % ).5. &-)))

!"$ 代谢方程组的解

附录 ( 中，有 () 个未知数，() 个方程。但因

6&6、6&4和 6&5形成循环，某一时刻 6&4 和 6&5 只能存在

一个，故实际上只有 (( 个未知数，方程组有最优解。

但为了检验代谢方程组解的有效性，在解方程组时

只用了 (( 个方程，保留第 &5 个方程以检验解的有

效性。

在发酵过程中，通过在线检测通气流量、发酵液

体积、排气氧和二氧化碳浓度，离线分析菌体、葡萄

糖和产物浓度，用 71Z9 测定乙酸、柠檬酸和丙酮酸

等有机酸浓度，并对丙氨酸等 &3 种氨基酸浓度进行

测定，得到了计算所需要的数据。利用 0:8Z:[ 语

言［3］，编程解出了代谢方程组的解，表 ( 是工艺优化

前发酵 (2Q 后各个时间段内的代谢流分布的归一化
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表示（以 !! 为基准）。表中，倒数第二行是由尾气分

析仪数据直接计算出的氧消耗速率，倒数第一行是

倒数第二行数据与代谢方程组解出的氧化磷酸化所

消耗的氧速率的比值。该比值在 ! 左右，表明代谢

方程组的解是可信的。

表 ! 工艺优化前归一化表示的代谢流分布

（单位："#$%&’’ "#$ ($)*#+,）
-./$, ! 0#1".$23,4 ",5./#$2* 6$)7,+ /,6#1, #852"23.52#9

（"#$%&’’ "#$ ($)*#+,）

" "# $%&’’ ($&’’ %’&’’ %%&’’ %)&’’ *$&’’

!! !’’&’’ !’’&’’ !’’&’’ !’’&’’ !’’&’’ !’’&’’

!$ !!&+$ !,&$+ *&,’ %&+* $&,+ ’&*$

!( !’&%! !%&%$ %&+* %&+* !&*, ’&*$

!% ))&!’ )(&%+ -%&$) -*&$* -+&!+ --&%)

!* ’&’’ ’&’’ ’&’’ ’&’’ ’&’’ ’&’’

!, )+&)) )(&!, -%&!% -*&$* -,&-- --&%)

!+ !+*&*% !,,&’’ !))&!( !-’&*! !-(&+) !-)&-,

!) *&(’ +&(% $&%( $&(+ ’&), ’&$,

!- !*)&$! !%!&-% !+-&-’ !)(&(- !)-&-) !-)&!+

!!’ !*+&() !%’&++ !+-&(, !)(&(- !)-&$) !-)&!+

!!! . ’&$! ’&*+ . ’&+’ ’&*) +&*% +&)’

!!$ !(’&(% !($&!$ !$)&$’ !$,&$- !(,&(’ !($&$+

!!( . $&(, $&*( . !&,$ . +&+- -&+’ !’&’$

!!% !(’&$- !$,&!- !$)&$% !(%&’+ !$%&** !$$&$*

!!* !’-&*% !$+&+, )’&,( )!&-+ -’&!’ ,-&,,

!!, !’)&%+ !$,&$% +-&-% )!&-+ )-&!- ,-&,,

!!+ !’)&,! !$,&%% )’&’( )!&-+ )-&(! ,-&,,

!!) $(&++ $&+$ %-&*- *$&!’ (+&’$ *$&*-

!!- ’&’’ ’&’’ ’&’’ ’&’’ ’&’’ ’&’’

!$’ $!&(! ’&’’ %-&$+ *$&+! (*&$$ *%&!(

!$! ,%(&$$ ,-$&+* **+&+% *+,&-* *)*&-( *%!&++

!$$ !’)&%+ !$,&$% +-&-% )!&-+ )-&!- ,-&,,

!$( )+&)- -+&$* ,+&*! +-&,’ +*&(% ,-&%’

#$ ()(&,( %*,&+( $,(&($ $,’&(- (’+&)’ $((&-*

$%"&’/# !&’$ !&!$ ’&)( ’&+- ’&-! ’&++

!:; 代谢流迁移

图 $ 是 012（ !$）和 312（ !%）途径流量的变化。

%’# 之后，012 开始下降，而 312 同步上升，表明代

谢从 012 途径向 312 途径迁移。

!:< 迁移碳源的去向

图 ( 是 !!%（4564 进入 754 循环的反应）上流量

的变化。在各个时间段内，!!% 流量并没有显著的变

化。那么，从 012 途径向 312 途径迁移的碳源流

到哪里了呢？

图 $ 012 和 312 变化趋势

89:;$ 5#<=:>? 6@ 012 <=A 312

图 ( !!% 变化趋势

89:;( 5#<=:> 6@ !!%

图 % 是 !!!（生成丙氨酸）和 !$’（生成有机酸）上

流量的变化。%’# 后，!!! 和 !$’ 都有所增大，特别是

!!!更是大幅增加，说明了从 012 途径向 312 途径

迁移的碳源主要生成了氨基酸和有机酸。

图 % !!! 和 !$’ 变化趋势

89:;% 5#<=:>? 6@ !!! %() !$’

!:= 代谢流迁移的原因

如图 * 所示是优化前后 B0%
C 浓度与产苷的关

系，在 %’# 左右，工艺优化前的 B0%
C 浓度有着明显

的升高，而工艺优化后的 B0%
C 浓度却基本维持不

变。氨水在鸟苷发酵过程中主要有两个作用，一是

维持发酵液的 D0 在某工艺控制点，使 D0 可随工艺

调控需要而变化，二是用作氮源，以 B0%
C（B0( ）形

式参与细胞的代谢过程。微生物利用 B0%
C（B0( ）

是在同一氧化水平进行的过程，主要被同化生成谷

$’$ 生 物 工 程 学 报 !- 卷



氨酸、天冬酰胺和谷氨酰胺。这些同化作用的产物

成为其它含氮前体的氨基或酰胺基供体，可转化成

其它的氨基酸。微生物同化 !"#
$ 是消耗 %&’ 的过

程，因此势必增加对能量的需求，而能源的产生又依

赖于碳源的利用，因此该过程中代谢流的迁移，与发

酵液中 !"#
$ 的积累有关。至于 !"#

$ 的积累为何

及如何引起代谢流迁移的详细机制，有待于分子水

平和细胞水平等方面的深入研究。

图 ( !"#
$ 浓度与产苷关系

)*+,( -./01*2345*64 7.18..3 !"#
$ 9239.31:01*23

03; <*./; 2= +>0324*3.

!"# 代谢流迁移的抑制

通过代谢流分析，发现了发酵过程的关键调控

点，即在发酵中后期的 #?5 之前，在工艺上大幅调整

控制参数，优化发酵过程，抑制发酵液中 !"#
$ 的积

累，成功地抑制了代谢流的迁移。表 @ 是工艺优化

后归一化表示的代谢流分布的详细数据，表中倒数

第一行的值在 A 左右，同样表明代谢方程组的解是

可信的。

图 B 和图 C 分别是工艺优化前后 "D’ 和 ED’
途径上代谢流分布的对比。在工艺优化前、#?5 之

后，"D’ 途径流量开始下降，而 ED’ 途径流量同步

上升，即代谢从 "D’ 途径向 ED’ 途径迁移；但工艺

优化后，此时 "D’ 途径流量不但不下降，而是有所

升高，同时 ED’ 途径流量同步下降，即代谢没有发

生从 "D’ 途径向 ED’ 途径的迁移，"D’ 途径得到

了强化。"D’ 途径为鸟苷合成提供前体，它的强化

有利于产物的生成，因而，工艺优化后，最终产苷浓

度达 @?+FG，比文献报道［H］的国内最高产率 ACIC+FG
提高了近 C?J。

图 H 是工艺优化前后生成 %G% 途径上代谢流

分布的对比。在工艺优化前、#?5 之后，%G% 途径流

量大幅升高；但工艺优化后，%G% 途径流量维持在很

低水平，从一个侧面说明了发酵液中 !"#
$ 的积累

得到了抑制。

表 $ 工艺优化后归一化表示的代谢流分布

（单位：%&’()** %&’ +’,-&./）
012’/ $ 3&4%1’56/7 %/812&’5- 9’,:/. 198/4 &;85%56185&<

（%&’()** %&’ +’,-&./）

! F5 K# @# #? #H (K

"A A??I?? A??I?? A??I?? A??I?? A??I??

"K A@I?B AKIKB AAI@K ABI(A AAIKH

"@ AKIA# AKI?K AAIA( A(I#K A?ICC

"# HBIHK HCICA HHIBB H@I@# HHIB(

"( ?I?? ?I?? ?I?? ?I?? ?I??

"B HBIBB HCIBB HHIB@ H@IAB HHI(C

"C AC@IAC AC(IKL ACCIK# ABBIA@ ACCI?(

"H BIA# BI?@ (I(L CICH (I#K

"L A(@IC( A(BIL# AB?I@? A#AI(C AB?IK@

"A? A(@IAC A(BICL AB?IAL A#?IHH A(LILA

"AA ?IKK ?I@( M ?IAK M ?I#? ?I?L

"AK A#?ILC A@(IB( A@LIL? A?@IBK A#@IAA

"A@ M @I(L M BI#B AI(? M @?IL( M CIBC

"A# A#KIHC A#AIBC A@HIA? A@KI(B A#LIH(

"A( A@(IC@ AKKI?C AAHIC@ LLIB@ A@#IBC

"AB A@#ILH AKAIHC AAHIB? LHIC# A@#IKB

"AC A@(I?H AKAIHL AAHIBA LHIH( A@#I@A

"AH LIKC K?IAB ALIC( @(I#B ABI@(

"AL ?I?? ?I?? ?I?? ?I?? ?I??

"K? LIA? A#IBH KKI#C @#ILK A(IC#

"KA C#AIL( C?LI?? C?@IL( (LBI?@ C#CICH

"KK A@#ILH AKAIHC AAHIB? LHIC# A@#IKB

"K@ AAHIA@ AA@I?? AAAI?L CHIAB AKKIL@

#K #(HIK# #??IB@ @LLIH# @?HIBK ##CIAA

$%!&’N# AI?( ?ILB ?ILC ?IHL AI?A

图 B "D’ 途径的代谢流分布

)*+,B D.1072/*9 =/>O.4 2= "D’

图 C ED’ 途径的代谢流分布

)*+,C D.1072/*9 =/>O.4 2= ED’
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图 ! "#" 途径的代谢流分布

$%&’! ()*+,-.%/ 0.12)3 -0 "#" 4+*56+7

! 结 论

应用代谢流分析技术，研究了鸟苷发酵过程生

产期中代谢流分布随时间变化的特征。结果表明：

! 在 895 前后发生了从 :(; 到 <(; 途径的代谢

流迁移。

! 在 895 前后迁移的碳源主要生成了氨基酸和有

机酸。

因此，要克服鸟苷发酵过程中的“895 现象”，就

必须在 895 之前采取措施，阻止代谢流从 :(; 到

<(; 的迁移，以让更多的碳源流向产苷途径。基于

这些依据，我们成功地抑制了代谢流在 895 左右的

迁移，维持了稳定的产苷速率，获得了高浓度的产

物。

附录 " !"#$%%&’ ’&()$%$’ 代谢反应

#$$%&’() " *%+,-./(0 1%,0+(.&2 (& !"#$%%&’ ’&()$%$’

!= ： ">.1/-3) >?;

!@ ： ">?; A1B; C @D"E;:C FG@

!H ：A1B; C ;>" C F= C FG@ "C =="I; C @D"E;: >1+J- 3%J)

C HD"E:
!8 ： ">?; $?;

!B ： "A1B; @
H $?; C =

H >";

!? ： "$?; C "I; @>";

!K ： ">"; ;>"C "I; C D"E:

!! ： ";>" C D"E;: @F= C FG@ C D"E:

!L ： ";>" ;<;

!=9 ： ";<; ;MA C "I;

!== ： ";MA C D"E;: "#"

!=@ ： ";MA "F-" C D"E"C FG@

!=H ： ""F-" "/)*+*) C "I;

!=8 ： ""F-" C G"" FNI

!=B ： "FNI G>"C D"E;:C FG@

!=? ： "G>" ("# C D"E:C $"E:C "I; C FG@

!=K ： "("# G""C D"E:

!=!：;MA C FG@ "C "I; G""

!=L： "G""C "I; ;<; C FG@

!@9： "FNI GO&+J%/3

!@=：D"E:C =
@ G "@ =PH"I;

!@@：$"E:C =
@ G "@

@
H =PH"I;）

!@H： "D"E;: D"E:

附录 3 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 代谢方程组

#$$%&’() 3 *%+,-./(0 %45,+(.&2 (& !"#$%%&’ ’&()$%$’

"=（>.1/-3)）：!= Q!>.1/-3)

"@（>?;）：!= R !@ R !8 Q =B8 S =9R ?!T

"H（$?;）：!8 C
@
H !B R !? Q =L9 S =9R ?!T

"8（A1B;）：!@ R !H R !B Q（!=? C H9!）S =9R ?!T

"B（>1+J-3%J)）：!H Q!>1+J- 3%J )

"?（>";）：
=
H !B C @ !? R !K Q =L8 S =9R ?!T

"K（;>"）：R !H C !K R !! R !L Q =HLB S =9R ?!T

"!（F=）：R !H C @ !! Q =B? S =9R ?!T

"L（;<;）：!L R !=9 C !=L Q K== S =9R ?!T

"=9（;MA）：!=9 R !== R !=@ R !=! Q @L8@ S =9R ?!TC!;MA

"==（"#"）：!== Q!"#"

"=@（"F-"）：!=@ R !=H R !=8 Q @=H@ S =9R ?!T

"=H（"/)*+*)）：!=H Q!"/)*+*)

"=8（G""）：R !=8 C !=K C !=! R !=L Q =L@H S =9R ?!T

"=B（FNI）：!=8 R !=B R !@9 Q!FNI

"=?（G>"）：!=B R !=? Q =9K= S =9R ?!T

"=K（("#）：!=? R !=K Q 9

"=!（FG@）：!@ R !H C !! C !=@ C !=B C !=? R !=! C !=L Q R @9B@ S

=9R ?!TC!FG@

"=L（G@）：R !@= R !@@ Q R @!G@

"@9（D"E;:）：@ !@ R @ !H R !! C !=B R !@H Q =?HHH S =9R ?!T

"@=（D"E:）：H !H C !K C !! C !=@ C !=? C !=K R !@= C !@H Q R HBLB

S =9R ?!T
"@@（$"E:）：!=? R !@@ Q 9

"@H（GO&+J%/3）：!@9 Q!GO&+J%/3
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