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摘  要：【目的】研究乳酸钠(一种糖代谢产物)的加入对法夫酵母 JMU-VDL668 发酵过程中细胞

生长和虾青素合成的影响。【方法】分别在摇瓶和 7 L 发酵罐实验基础上，采用代谢通量分析的

方法分析添加乳酸钠对法夫酵母菌株 JMU-VDL668 合成虾青素代谢流的影响。【结果】在 7 L 发

酵罐实验中添加乳酸钠，虾青素产量最高可达 17.70 mg/L，与对照组相比提高 26%。代谢通量分

析表明，乳酸钠可以调节丙酮酸、乙酰辅酶 A 节点处的代谢通量分布，乳酸在乳酸脱氢酶的作

用下可以直接进入代谢网络的后半程，乙酰辅酶 A 的通量和进入 TCA 循环的通量得到了显著加

强。【结论】乳酸钠的加入提供了更多的乙酰辅酶 A 等前体物质和能量供给，因此促进了虾青素

的合成。 
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Abstract: [Objective] To interpret the effect of sodium lactate (a carbohydrate metabolite) on cell 
growth and astaxanthin accumlation during Phaffia rhodozyma fermentation, based on the metabolic 
regulation mechanism of astaxanthin synthesis. [Methods] The astaxanthin producing strain Phaffia 
rhodozyma JMU-VDL668 was cultured in shake flasks and 7 L bioreactor respectively. The effect of 
sodium lactate on the synthetic metabolic flow of astaxanthin was studied with the method of metabolic 
flux analysis. [Results] It was found that adding sodium lactate into 7 L bioreactor increased 
astaxanthin accumulation significantly, and the production of astaxanthin reached 17.70 mg/L, which 
was 26% higher than the production of the control group. The regulation mechanism of sodium lactate 
on astaxanthin synthesis was studied by means of metabolic flux analysis, and it was shown that 
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sodium lactate could adjust metabolic flux distribution at the nodes of pyruvate and acetyl-CoA. 
Lactate was catalyzed by dehydrogenase and directly into later half of the metabolic network. Thus the 
flux of acetyl-CoA and the flux down to TCA cycle were significantly increased. [Conclusion] Adding 
sodium lactate during fermentation could provide more precursors (acetyl-CoA etc.) and energy, and so 
improved astaxanthin synthesis. 

Keywords: Phaffia rhodozyma, Astaxanthin, Sodium lactate, Metabolic flux analysis 

虾青素是一种备受关注的含氧类胡萝卜素，它

具备显著的着色效果，并有提高存活率、饲料转化

率等作用，因此被广泛应用于饲料和水产养殖行 

业[1]。其很强的清除自由基和抗氧化的能力，可有

效地保护细胞组织、DNA 等免受氧的损伤[2]，此外

虾青素用于延缓衰老和治疗由老龄化引发的某些

疾病，能增加机体免疫力、抑制肿瘤发生，近期研

究证实了它具有抗幽门螺旋杆菌[3]、抗动脉硬化、

降糖及预防糖尿病肾病的作用[4-5]。因此在食品、医

药等方面也有广阔的应用前景[6-7]。 

法夫酵母(Phaffia rhodozyma)是生产虾青素的

生物来源之一，因其在培养过程中不需光照、可异

氧代谢、能利用大多数糖、生长快、可高密度培养

等优点而成为当前研究的重点[8]，但因法夫酵母产

虾青素成本较高，虾青素含量低从而使工业化的生

产受到一定的限制。目前，国内外学者对法夫酵母

高产菌株选育、发酵工艺优化等方面进行了许多工

作，法夫酵母虾青素的产量已达到 60 mg/L[9]。根据

相关报道，在培养基中添加某些化学物质或是虾青

素合成的前体物质，有利于增加法夫酵母虾青素的

含量和产量：Johnson 等[10]在培养液中加入番茄汁，

令虾青素的单位产量提高到 814 mg/kg 干细胞。Gu

等[11]在培养基中加入 0.2%的乙醇，虾青素的单位产

率得到了一定程度的提高，其中乙醇的作用机制与

增强 HMG-CoA 还原酶的活性有关。Meyer 等[9]在

法夫酵母分批发酵培养过程中滴加乙酸，虾青素

含量达到 1 430 mg/kg 干细胞。Yamane 等[12]在法夫

酵母两步式分批发酵过程的中后期流加乙醇，令

虾青素的产率得到显著提高。Flores-Cotera 等[13]发

现培养基中添加柠檬酸盐可以显著提高法夫酵母

的色素产量，但对虾青素的合成影响不大。林舒

乐等[14]添加 0.2%乳酸钠培养法夫酵母，虾青素含

量达到 647 mg/kg 干细胞，比对照组高出 46.2%。 

代谢通量分析(MFA)基于质量守恒和代谢中间

产物拟稳态假设，对细胞组成、底物和产物浓度的

变化速率的测定，通过细胞内代谢网络的模型化推

导和代谢中间产物的质量平衡，计算出各代谢途径

的通量。得到的代谢通量图可反应不同培养条件

下，不同发酵阶段细胞内的碳流向，可确定细胞代

谢途径中分支点的性质(刚性、柔刚性或柔性)，识

别替代途径，计算胞内的未知通量，计算最大理论

转化率等[15]。本研究利用 MFA 的方法，对比分析

用葡萄糖作为碳源和添加乳酸钠进行发酵培养的

代谢通量分布情况，从细胞生理代谢的角度对乳酸

钠促进法夫酵母产虾青素进行阐释。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

Phaffia rhodozyma JMU-VDL668 菌 株 ： 以

Phaffia rhodozyma Pst-1 菌株(德国柏林工业大学

Stahl 教授赠送)为出发菌株，经紫外诱变，用薄层

色谱法筛选得到该菌株虾青素占总类胡萝卜素  

的 95%。 

1.2  培养基 

斜面培养基：4°麦汁添加 2.5%琼脂。 

无 碳 源 组 合 培 养 基 (g/L) ： (NH4)2SO4 5.0 ，

KH2PO4 3.0，MgSO4·7H2O 0.5；金属离子、维生素

和微量元素成分(mg/L)：CaCl2·2H2O 10.00，H3BO3 

2.67，CuSO4·5H2O 0.80，KI 0.27，MnCl2 2.67，

Na2MoO4·2H2O 1.07 ， ZnSO4·7H2O 12.00 ， CoCl2 

0.80，FeSO4·7H2O 8.00，泛酸钙 2.67，生物素 0.13，

肌醇 66.67，烟酸 2.67，对氨基苯甲酸(PABA) 0.53，
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盐酸吡哆醇 2.67，盐酸硫铵 2.67。 

1.3  种子培养 

取 2 °C 保藏的斜面菌种一环至 4°麦汁平板，

划线分离，22 °C 培养 5 d，挑取单菌落保存至斜面

培养基。从斜面上挑一环菌接种于 30 mL 无碳源组

合培养基(添加 20 g/L 葡萄糖)于 250 mL 三角瓶中，

22 °C、90 r/min 振荡培养 48 h。 

1.4  发酵 

分批发酵：以无碳源组合培养基，加入 18 g/L

葡萄糖和 2 g/L 乳酸钠作为碳源，进行发酵培养，

与加入 20 g/L 葡萄糖的培养基进行发酵作为对照。

按 10%的接种量接入培养好的种子液，22 °C、    

90 r/min 振荡培养 120 h。分别在 12、14、72 和 74 h

取样测定其生物量、虾青素产量、残糖、丙酮酸和

乳酸。 

分批补料发酵：以无碳源组合培养基，加入  

30 g/L 葡萄糖作为初始碳源进行分批补料发酵。按

10%的接种量接入装有 4 L 培养基的 7 L 发酵罐内，

发酵至 24 h 在实验组中加入乳酸钠，对照组中加入

同体积的无菌水。此后，实验组以 27%葡萄糖和 3%

乳酸钠的混合溶液进行补料，对照组以 30%葡萄糖

溶液进行补料，控制发酵液中的糖浓度在 15−25 g/L

之间。发酵过程保持相对溶氧在 30%左右，通过流

加氨水控制 pH 4.0 左右。 

1.5  生物量的测定 

取 5 mL 发酵液于 3 500 r/min 离心 10 min 后，

用蒸馏水洗涤离心 2 次，于 105 °C 烘干至恒重称重。 

1.6  虾青素含量测定 

采用二甲亚砜(DMSO)法：取 5 mL 发酵液，离

心后用去离子水洗涤离心 2 次，加 2 mL 75 °C 的

DMSO 破壁，最后用乙醇提取并定容，在 474 nm

下测其 OD 值，用 2 mL DMSO 和 8 mL 乙醇混匀调

零。以 Sigma 公司的虾青素标准品作标准曲线，回

归得到线性标准曲线方程。 

1.7  发酵液残糖测定 

采用 3,5-二硝基水杨酸比色法(DNS 法)[16-17]。 

1.8  有机酸测定方法 

采用 HPLC 测定，色谱条件：色谱仪：Waters

公司 1525 型高效液相色谱仪；色谱柱：Atlantis T3 

5.0 μm，4.6 mm×150 mm；流动相：20 mmol/L 

NaH2PO4 缓冲液，pH 2.7；检测波长：210 nm；流

速：0.5 mL/min；进样量：20 L；柱温：30 °C。 

1.9  法夫酵母生物合成虾青素的代谢网络 

根据 An 等[18]对细胞组成参考测定并报道的相

关数据文献建立法夫酵母生物合成虾青素的简化

代谢网络，并做出如下简化和假设：法夫酵母对葡

萄糖的代谢主要是通过 EMP 途径和 TCA 循环，也

有少量通过 PP 途径进行代谢；假设细胞生长过程

的各个阶段细胞组分基本一致，这是因为一般菌体

组分中的 RNA、DNA 和主要氨基酸的含量相差不

大，而且即使有变化，对模型的通量分布的影响也

不大。细胞生长对各种前体物质的需求系数参考孙

乃霞等[19]相关研究结果；为简化代谢网络，把直线

反应合并为一个反应，设定乙酰辅酶 A 合成虾青素

为线性反应；在两个取样点之间的时间段内，设定

细胞内环境处于拟稳态，代谢网络中间的代谢产物

变化速率为 0。基于上述假设，法夫酵母代谢网络

如图 1 所示。 

2  结果与分析 

2.1  有机酸的测定 

HPLC 测定图谱如图 2−5 所示。其中图 2、3

分别为丙酮酸和乳酸的标准品。图 4、5 为发酵液

的测定图谱。 

通过 HPLC 对发酵液的分析，可知在实验所采

用的培养条件下，细胞分泌至发酵液中的有机酸主

要为丙酮酸，其他副产物的量相对而言非常小，可

以忽略不计。 

2.2  法夫酵母代谢通量平衡模型[19] 

法夫酵母生长的前体需求系数 βi 如表 1 所示。

将图 1 中的各代谢反应列出，如表 2 所示，则可以

根据反应平衡，结合细胞生长对各前体物质的需求

系数，得到代谢通量的平衡方程式，见表 3。 
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图 1  法夫酵母代谢网络 
Figure 1  The metabolic reaction network of Phaffia 
rhodozyma 
注：G6P：6-磷酸葡萄糖；Ru5P：5-磷酸核酮糖；F6P：6-磷酸

果糖；G3P：3-磷酸甘油醛；PEP：磷酸烯醇式丙酮酸；PYR：

丙酮酸；LAC：乳酸；AcCoA：乙酰辅酶 A；OAA：草酰乙酸；

α-KetoG：酮戊二酸；Asta：虾青素. 

Note: G6P: Glucose 6-phosphate; Ru5P: 5-Phosphate ribulose; F6P: 
Fructose 6-phosphate; G3P: Glyceraldehyde 3-phosphate; PEP: 
Phosphoric acid enol pyruvic acid; PYR: Pyruvic acid; LAC: Lactic 
acid; AcCoA: Acetyl coenzyme A; OAA: Oxaloacetic acid; α-KetoG: 
Ketoglutaric acids; Asta: Astaxanthin. 

由表 1−3 可以建立 CO2 的平衡方程式，并通过

碳平衡计算其产生速率。此时，法夫酵母代谢通量

模型中的反应速率为 16 个，平衡方程为 10 个，系

统自由度为 6。而实验中可以测定的值有葡萄糖的

消耗速率、乳酸钠的消耗(或分泌)速率、丙酮酸消

耗(或分泌)速率、细胞比生长速率、虾青素合成比

速率。因此，通量方程可以得到唯一解。 

2.3  分批发酵培养条件下法夫酵母代谢通量  

分析 

在以 20 g/L 葡萄糖和 2 g/L 乳酸钠、18 g/L 葡

萄糖混合液作为碳源的两组摇瓶培养基中，分别以

相同的接种量接入法夫酵母 JMU-VDL668 菌株进

行培养，每隔 24 h 从两组摇瓶中各取 3 个平行，测

定法夫酵母 JMU-VDL668 菌株生物量、虾青素产

量、发酵液残糖含量的变化。其中添加乳酸钠和对

照组的生物量和虾青素产量的变化情况如图 6   

所示。  

对照图 6 得到的法夫酵母发酵曲线，分别在

12−14 h 和 72−74 h 两个时间段取样进行分析，测定

的发酵参数见表 4。 

由表 4 可知，乳酸钠的添加提高了法夫酵母对

葡萄糖的消耗速率，发酵过程中添加乳酸钠的实验

组比对照组发酵液 pH下降更快，Hu 等[20]研究表明，

低 pH 更有利于虾青素的积累。可能由于发酵 pH

值能改变菌体细胞原生质膜的电荷，同时还会对菌

体胞内酶活和菌体对底物的利用率造成一定的影 
 

 
 

图 2  丙酮酸的高效液相色谱图 
Figure 2  HPLC spectra of standard pyruvate 
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图 3  乳酸的高效液相色谱图 
Figure 3  HPLC spectra of standard lactic acid 

 

 
 

图 4  对照组(不添加乳酸钠)培养 36 h 时发酵液的高效液相色谱图 
Figure 4  HPLC spectra from fermentation without sodium lactate at 36th hour 

 

 
 

图 5  实验组(添加乳酸钠)培养 36 h 时发酵液的高效液相色谱图 
Figure 5  HPLC spectra from fermentation with sodium lactate at 36th hour 

 

表 1  法夫酵母生长的前体需求系数 
Table 1  Precursor requirement coefficients for Phaffia rhodozyma 

前体 Precursor G6P Ru5P G3P PEP PYR AcCoA α-KetoG OAA 

需求系数 βi 

Coefficient βi (mmol/g DCW) 
2.490 0.467 0.437 0.248 0.780 5.764 0.597 0.598 
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表 2  法夫酵母代谢通量平衡方程 
Table 2  The metabolic flux balance equation of Phaffia rhodozyma 

比速率 Specific rate 反应式 Equation 

r1 Glucose=G6P 

r2 G6P=F6P 

r3 F6P=2G3P 

r4 G3P=PEP 

r5 PEP=PYR 

r6 PYR=AcCoA+CO2 

r7 G6P=Ru5P+CO2 

r8 Ru5P=(2/3)F6P+(1/3)G3P 

r9 LAC=PYR 

r10 PYR=PYR (分泌) 

r11 24 AcCoA=Astaxanthin 

r12 OAA+AcCoA=α-KetoG+CO2 

r13 α-KetoG=OAA+CO2 

r14 PYR+CO2=OAA 

r15 CO2=CO2 (释放) 

rx β1G6P+β2Ru5P+β3G3P+β4PEP+β5PYR+β6AcCoA+β7α-KetoG+β8OAA=Biomass 

 

表 3  法夫酵母代谢通量模型方程 
Table 3  Metabolic flux model equation of Phaffia rhodozyma 

序号 No. 代谢物 Metabolite 通量方程式 Flux equation 

1 Glucose x1=r1=ΔCGlucose/Δt/X 

2 G6P x2=(r1−r2)–(r7−β1rx) 

3 F6P x3=r2+(2/3)r8–r3 

4 G3P x4=2r3+(1/3)r8–r4–β3rx 

5 PEP x5=r4–r5–β4rx 

6 PYR (胞外) x6=r5+r9–r6–r14–r10–β5rx 

7 Ru5P x7=r7–r8 –β2rx 

8 AcCoA x8=r6–r11–r12–β6rx 

9 α-KetoG x9=r12–r13–β7rx 

10 OAA x10=r13+r14–r12–β8rx 

11 LAC x11=r9=ΔCLAC/Δt/X 

12 PYR (胞外) x12=r10=ΔCPYR/Δt/X 

13 Astaxanthin x13=(1/24)r11=ΔCAsta/Δt/X 

14 CO2 x14=r7+r12+r13–r14=r15 
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图 6  法夫酵母分批发酵曲线 
Figure 6  The time course of Phaffia rhodozyma in batch 
culture  
Note: –▲–: Contrast; –●–: Add sodium lactate. 

响，从而影响了菌体的生长代谢和产物合成。而在

发酵后期(72−74 h)，添加乳酸钠的实验组发酵液 pH

为 3.5，此时生物量合成缓慢，葡萄糖的消耗主要

用于虾青素的合成，乳酸钠的加入提高了丙酮酸和

乙酰 CoA 的通量，加快了虾青素的合成，从而消耗

更多的葡萄糖。实验组中加入 2 g/L 乳酸钠，发酵

至 48 h 基本消耗完。由图 6B 可知，发酵至 48 h 以

后，实验组虾青素产量与对照组相比明显提高，乳

酸钠的加入促进了虾青素的合成。 

根据上述建立的法夫酵母生物合成虾青素的

代谢网络，进行代谢通量分布计算，并以葡萄糖的

消耗速率为 100，对通量分布图进行归一化，得到

图 7。法夫酵母代谢网络中图 7A 数据来自对照组

通量值，图 7B 数据为培养基中添加乳酸钠的实验

组通量值。 

发酵 12−14 h 阶段，在乳酸钠的作用下，细胞

比生长速率为 0.137 2，略高于对照组，但此时葡萄

糖的消耗速率低于对照组。在培养基中加入乳酸钠

后，法夫酵母细胞中的 EMP 途径减弱，而 PP 途径

和 TCA 循环的通量均大于对照组。这可能是因为

在乳酸脱氢酶的作用下，乳酸被转化为丙酮酸进入

代谢网络，而丙酮酸作为丙酮酸激酶的别构抑制

剂，当丙酮酸节点处的通量突然增大时，EMP 途径

受其反馈抑制。由于发酵初期细胞合成旺盛，对

EMP 途径中的各种中间代谢物需求较大，当 EMP

途径被抑制时，细胞生长将会受到限制。从图 7A

可以看出，在加入乳酸钠后，流向细胞合成的通量

均明显低于对照组，合成细胞物质的通量仅占葡萄

糖分解通量的 2.0%。与对照组相比，添加乳酸钠后，

随着丙酮酸节点处的通量突然增大，乙酰辅酶 A 的

通量也随之增大，随之进入 TCA 循环转化为 CO2。

添加乳酸钠对虾青素合成途径的通量影响较小，与

对照组相比并没有显著的变化。 

与发酵 12−14 h 阶段相比，72−74 h 阶段对葡萄

糖的消耗非常少，此时培养基中的葡萄糖和乳酸钠

都基本消耗完，从通量分布来看，在发酵初期加入

的乳酸钠可能逐渐改变了法夫酵母代谢网络中某 
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表 4  分批发酵 12−14 h 期间和 72−74 h 期间反应速率 
Table 4  Specific rates of Phaffia rhodozyma in batch culture (12−14 h and 72−74 h)  

发酵时间 

Fermentation time 
X (g/L) 

Μ 
(mmol/ 

(g DCW·h)) 

qAstaxanthin 

(mmol/ 
(g DCW·h))

qGlucose 

(mmol/ 
(g DCW·h))

qPyruvate 

(mmol/ 
(g DCW·h)) 

qLactate 

(mmol/ 
(g DCW·h)) 

qCO2 

(mmol/ 
(g DCW·h))

12−14 h Contrast 0.486 4 0.127 6 7.0×10−5 3.950 3 0.026 8 0.000 0 12.482 9 

 Add sodium lactate 0.458 7 0.137 2 1.1×10−4 6.712 4 0.119 6 6.851 2 37.450 3 

72−74 h Contrast 3.884 7 0.018 0 1.8×10−6 0.019 8 0.000 0 0.000 0 12.482 9 

 Add sodium lactate 2.943 3 0.006 1 1.3×10−6 0.012 5 0.000 0 0.000 0 17.450 3 

注：X：细胞干重；q：各物质的比生长速率. 

Note: X: Dry cell weight; q: The material specific growth rate. 
 

        
 

图 7  分批发酵的代谢通量分布图 
Figure 7  Metabolic flux distribution in batch culture 

Note: A: 12−14 h; B: 72−75h. 
 

些节点的酶活力，因此虾青素合成支路的通量大于

对照组。但由于此时培养基中匮乏碳源，虾青素的

合成速率反而低于对照。而受到 EMP 途径的弱化，

实验组中细胞物质的合成依然低于对照。 

在发酵过程添加乳酸钠，减弱了对代谢网络上

游的需求，在一定程度上抑制了 EMP 途径的代谢

通量，并可以直接增强代谢网络的下游通量，使进

入乙酰辅酶 A 节点继而进入 TCA 循环的通量增加。 

2.4  分批补料发酵培养条件下法夫酵母代谢通

量分析 

在对分批发酵实验进行通量分析发现，在法夫

酵母发酵前期(12−14 h)，细胞内与菌体生长相关的
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各种酶的活性都比较高，而乳酸钠可以被迅速转化

为丙酮酸进入代谢网络，由于丙酮酸对 EMP 途径

产生了反馈抑制，限制了菌体生长所需的各种中间

代谢物的供给，从而导致细胞合成的速率降低。由

于虾青素的合成与细胞生长属于部分偶联的关系，

此时胞内的虾青素合成作用还比较弱，细胞浓度也

较低，因此碳代谢流进入 TCA 循环的通量虽然较

多，产生的能量却可能有很大比例是以热能的形式

损失了。而在分批发酵过程中，前期对葡萄糖的消

耗过大也会导致发酵中后期碳源不足。因此，对发

酵方式进行改变，当法夫酵母进入指数期积累了较

高浓度的菌体以后，在虾青素开始积累的阶段加入

乳酸钠，促进细胞为虾青素的合成提供更多的前体

物质和能量。因此，采用 7 L 发酵罐进行下一步的

实验，以 30 g/L 葡萄糖为初始碳源进行发酵，培养

24 h 后，加入适量乳酸钠，并且通过流加含有 3%

乳酸钠的葡萄糖溶液进行分批补料培养。分批补料

发酵曲线如图 8 所示。 

选取 28−32 h、60−68 h 以及 84−92 h，分别对

以葡萄糖为碳源的对照组和在培养基中加入乳酸

钠的实验组取样，测定相关发酵参数，配合发酵过

程中的补料情况，计算葡萄糖的消耗速率、乳酸钠

和丙酮酸的消耗或分泌速率、细胞的比生成速率、

虾青素合成比速率等数据，结果见表 5。 

根据表 5 得到的反应数据，分别计算 28−32 h、

60−68 h 以及 84−92 h 3 个时间段的代谢通量分布，

如图 9 所示。法夫酵母代谢网络中图 9A 的数据来

自对照组通量值，图 9B 为培养基中添加乳酸钠的

实验组通量值。 

从图 9A 可以看出，添加乳酸钠后，各中间产物

流向细胞合成的速率均明显低于对照组，合成细胞

物质的通量仅占葡萄糖分解通量的 1.4%，不及对照

组的 1/3，且通过 EMP 途径、PP 途径和 TCA 循环

的通量均大于对照组。在乳酸脱氢酶的作用下，乳

酸被转化为丙酮酸进入代谢网络。有报道称，在此

节点处，由于丙酮酸脱氢酶的效率较低，会有部分

丙酮酸无法被及时分解，被细胞分泌至发酵液 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

图 8  法夫酵母分批补料发酵曲线 
Figure 8  The time course of Phaffia rhodozyma in 
fed-batch culture  
Note: –▲–: Contrast; –●–: Add sodium lactate. 
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表 5  分批发酵 28−32 h、60−68 h 和 84−92 h 期间反应速率 
Table 5  Specific rates of Phaffia rhodozyma in batch culture (28−32 h, 60−68 h and 84−92 h)  

发酵时间 Fermentation time X (g/L) 
μ (mmol/ 

(g DCW·h))

qAstaxanthin 
(mmol/ 

(g DCW·h))

qGlucose 

(mmol/ 
(g DCW·h))

qPyruvate  
(mmol/ 

(g DCW·h)) 

qLactate  
(mmol/ 

(g DCW·h)) 

qCO2 (mmol/

(g DCW·h))

28−32 h Contrast 6.933 3 0.129 8 5.9×10−6 2.714 8 0.095 7 0.000 0 7.708 6 

 Add sodium lactate 6.133 3 0.035 3 1.8×10−5 2.519 6 0.065 2 0.216 3 9.826 0 

60−68 h Contrast 28.466 7 0.015 2 2.5×10−6 2.497 7 −0.018 1 0.000 0 10.039 5 

 Add sodium lactate 39.933 3 0.025 3 1.7×10−5 5.314 2 0.004 7 0.251 1 22.157 4 

84−92 h Contrast 31.266 7 0.002 4 3.8×10−6 0.708 0 0.008 3 0.000 0 2.877 5 

 Add sodium lactate 39.533 3 0.000 0 1.2×10−6 0.223 8 −0.004 3 0.219 4 1.393 2 

注：X：细胞干重；μ：比生长速率；q：各物质的比生长速率. 

Note: X: Dry cell weight; μ: Specific growth rate；q: The material specific growth rate. 

 

 
 

图 9  分批补料发酵的代谢通量分布图 
Figure 9  Metabolic flux distribution in fed-batch culture 

Note: A: 28−32 h; B: 60−68 h; C: 84−92 h. 
 

中，但在图 9A 中，可以看到，随着乳酸钠的加入，

丙酮酸的分泌通量由 3.53 降低至 2.59，降幅达到

36.3%，丙酮酸在代谢网络中进入下一级通量增大，

这表明丙酮酸脱氢酶的活性有所增强，推测这可能

是由于环境中的乳酸诱导细胞内开始合成代谢乳

酸的相关酶系，从而在一定程度上增强了丙酮酸脱

氢酶的活性。 

随着丙酮酸节点的通量增大，流向乙酰辅酶 A

的通量也得到了加强。作为虾青素合成的重要前体

物质，乙酰辅酶 A 的通量越大，越有利于虾青素的

合成。由图 9A 可知，在乳酸钠的作用下，实验组

中虾青素合成途径的通量达到对照组的 264%。由
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图 9B 和图 9C 可以看出，与对照组相比，法夫酵母

代谢网络中进入 TCA 循环的通量进一步增加，这

主要是由于虾青素的合成需要大量能量，而 TCA

循环可以提供足够的能量。 

比较图 9B 代谢网络的通量变化，加入乳酸钠

后同样抑制了 EMP 途径的通量，而增加了 HMP 途

径的通量。细胞物质合成减少的结果，提供了更多

的前体物质和能量供给虾青素合成。进入稳定期

后，细胞基本不再生长，比较 84−92 h 时间段对照

组与实验组的代谢通量变化，可发现对照组中仅有

0.3%左右的碳物质流向细胞物质，其绝大多数碳通

量都向下经过丙酮酸流入 TCA 循环产能。而在实

验组中，细胞中的碳物质同样以流入 TCA 循环为

主，与之前时间段相比，此阶段对乳酸的利用比速

率变化不大，但乳酸代谢生成丙酮酸的通量增加了

一个数量级，同时，乳酸经过脱氢酶的作用进入代

谢网络的下游，令合成乙酰辅酶 A 的通量增加了将

近一半。在乙酰辅酶 A 至虾青素的反应途径中，对

照组和实验组的通量值基本相等。 

在法夫酵母产虾青素的代谢通量网络中，有两

个相当关键的节点，即丙酮酸和乙酰辅酶 A。乳酸

钠通过乳酸脱氢酶的作用进入代谢网络，有利于增

强丙酮酸在丙酮酸脱氢酶系的作用下经氧化脱羧

反应形成乙酰辅酶 A 的通量。并且乳酸钠游离于发

酵液中而不是积累于细胞内，因此不容易出现丙酮

酸过度转化大量积累，丙酮酸脱氢酶系活性偏小导

致丙酮酸被分泌至胞外的情况。 

3  结论 

在 7 L 发酵罐和摇瓶发酵水平上，通过代谢通

量的方法，分析了乳酸钠对法夫酵母 JMU-VDL668

发酵过程中细胞生长和虾青素合成的影响。实验结

果表明，乳酸钠促进法夫酵母 JMU-VDL668 生产虾

青素的机理为：乳酸钠在乳酸脱氢酶的作用下直接

进入代谢网络的中部，绕开了上游的 PP 途径和

EMP 途径，并直接增强代谢网络的下游通量，使进

入乙酰辅酶 A 节点继而进入 TCA 循环的通量增加。

由于提供了更多的乙酰辅酶 A 等前体物质和能量

供给，因此促进了虾青素的合成。 
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