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恒 45 补料分批培养技术培养谷胱甘肽合成酶系

童群义， 陈 坚
（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡 !"#$/3）

摘 要：采用一种新的补料分批培养技术，培养重组大肠杆菌生产谷胱甘肽合成酶系 )在分批培养

和补料分批培养期间，采用不同的 45 控制模式：在发酵前期采用分批培养，加入碱以补偿 45 值的

降低；而在发酵后期，采用一种新的恒 45 补料分批培养方式，加入葡萄糖和碱调节发酵液的 45)
在这种模式中，根据培养过程中的 45 变化确定 45 参数 )实验结果表明：同时设置发酵液的 45 上

限和下限可避免恒 45 补料分批培养过程中葡萄糖的周期性缺乏问题；对于缓冲能力不同的发酵

液，应设置不同的 45 参数来进行 45 的控制 )
关键词：45；补料分批培养；重组大肠杆菌；谷胱甘肽合成酶系；磷酸盐
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在生物细胞内，谷胱甘肽是在 78Z 存在下由

谷胱甘肽合成酶系催化合成的 )谷胱甘肽合成酶系

由!<谷胱甘肽合成酶（:B5<"）和谷胱甘肽合成酶

（:B5<#）组成［"，!］)为了选育具有高谷胱甘肽合成

酶系的菌株，[,LAJA 和 \>T,LA［/ ] 2］将编码 :B5<"
和 :B5<#的基因成功地克隆到大肠杆菌中，获得
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了具有高谷胱甘肽合成酶系活力的菌株 !
补料分批培养技术常用于细胞的高密度发酵，

因为补料分批培养策略能够避免乙酸之类的代谢

抑制物的积累而获得较高的细胞密度［"］，能够通过

补料自由地控制营养物浓度，延长传统的分批发酵

过程 !
用 #$ 控制底物的加入是补料分批培养过程中

常用的一种补料方法，通常用在培养过程中 #$ 增

加或降低的微生物培养系统 !相对来说，采用恒 #$
的方法进行补料分批培养，设备比较简单，易于控

制 ! $%&’( 和 )*+,-.%/ 报道了大肠杆菌在复合培养

基中生长时，在葡萄糖完全消耗之前，#$ 一直下

降，而在葡萄糖完全消耗之后，#$ 逐渐增加，同时

细胞继续以较低的速度生长 ! 01213, 等人［4］认为在

葡萄糖完全消耗之后的 #$ 值增加是由于氨基酸的

脱氨基作用引起的 ! 在培养过程中的 #$ 值上升可

以作 为 补 料 分 批 培 养 过 程 中 补 加 葡 萄 糖 的 信

号［4 5 67］! 由于这些方法都是设置发酵液的 #$ 上限

来进行 #$ 控制，利用葡萄糖完全消耗之后的 #$ 增

加来控制葡萄糖的流加 ! 因此，在补料分批培养期

间，发酵液中的葡萄糖质量浓度呈现有糖8无糖8有
糖8无糖的周期性变化 !在无糖的发酵过程中，细胞

被迫以氨基酸为碳源进行代谢，而在有糖的发酵过

程中，细胞又转为以葡萄糖为碳源进行代谢，这种

碳源的反复转换会干扰某些细胞的正常代谢过程 !
作者采用一种新的由 #$ 控制的补料分批培养

方法，通过适当设置的 #$ 下限和上限来进行补料

的控制，并在分批培养期间和补料分批培养期间采

用不同的 #$ 控制模式，较好地解决了恒 #$ 补料分

批培养期间葡萄糖周期性缺乏的问题 !

! 材料与方法

! " ! 菌种和培养基

! !! !! 菌种6 ! " #$%&!86，生物工程学院微生物实

验室选育［66］!
! !! !# 基本培养基6 参见文献［69］!
! !! !$ 补料培养基6 葡萄糖 :77 ; < =，>$:?& :7
; < =，@$9AB: C ; < = ! 培养基分开灭菌，使用前混

合，并加入 6 777"; < = 的无菌氨苄青霉素 !
! " # 培养方法

! !# !! 不调 #$ 的分批培养6 将斜面菌种接种于

含 677 ’= 基本培养基的 C77 ’= 三角瓶中培养 D
E，然后将其接种于含有 6 ! C = 基本培养基的 9 ! C =
发酵罐中，在 F4 G 培养 6D E ! 空气体积流量为 F
= <（=·’,/），搅拌转速为 :77 * < ’,/ ! 发酵液的 #$

不进行调节 !
! !# !# 调节 #$ 的分批培养6 将斜面菌种接种于

含 677 ’= 基本培养基的 C77 ’= 三角瓶中培养 D
E，然后将其接种于含有 6 ! C = 基本培养基的 9 ! C =
发酵罐中，在 F4 G培养 6D E ! 在碱液罐中加入 69
’%& < = >HB$ 溶液，酸液罐中加入 " ’%& < = $?& 溶

液，发酵罐的 #$ 设定在 4 ! 6 5 4 ! F，酸碱流加模式设

定为加 9 .、停 9 .，空气体积流量为 F = <（=·’,/），

搅拌转速为 :77 * < ’,/ !
! !# !$ #$ 控制的补料分批培养6 细胞先在发酵罐

中分批培养，空气体积流量、搅拌转速等参数均与

6 ! 9 ! 9 相同 !由于高质量浓度的葡萄糖对细胞的生

长具有抑制作用，因此，发酵液中的葡萄糖应该保

持在较低的质量浓度 ! 在发酵的开始阶段，细胞分

解葡萄糖产生乙酸，需向发酵液中加入碱性物质使

#$ 保持恒定 !恒 #$ 补料分批培养过程的 #$ 参数

可根据分批培养实验的结果进行设定，也可在培养

过程中根据 #$ 的变化情况进行调整 ! 在分批培养

期间，发酵罐的 #$ 控制范围设定在 #$6 和 #$9 之

间，碱流加模式设定为加 9 .、停 9 .；酸流加模式设

定为加 6 .、停 9 .，随着发酵过程中 #$ 的降低，向反

应器泵入 69 ’%& < = >HB$ 使发酵液的 #$ 保持在

#$6；葡萄糖的补料由发酵液 #$ 进行控制 !此方法

是在发酵罐的酸液瓶中加入 :77 ; < = 的葡萄糖液代

替盐酸，而在碱液瓶中加入 69 ’%& < = 的 >HB$!
在发酵罐中的葡萄糖将被完全消耗时，可用两

种方式进行补料的控制（见图 6）!第一种方式（方法

6）是更改 #$ 的控制范围为 #$6 和 #$9 !若发酵液

的 #$ 大于 #$9，则酸液泵启动加入葡萄糖，葡萄糖

的分解将使 #$ 下降；若发酵液的 #$ 小于 #$6，则

碱液泵泵入 >HB$!如此反复，可根据菌体的生长情

况进行补料，菌体生长快，则补料多，菌体生长慢则

补料少，同时又可使葡萄糖始终处于较低的浓度水

平，可避免葡萄糖引起的底物抑制 !第二种方式（方

法 9）是更改酸碱流加模式，例如将碱的流加模式由

加 9 .、停 9 . 更改为加 C ! C .、停 C ! C .；酸的流加模

式（实际是加糖）由加 6 .、停 9 . 更改为加 9 .、停 6
.，增加糖和碱的加入量 !

如果初始葡萄糖在 ’ 点被完全消耗，则 #$ 参

数的设定由 ’ 点分成了两个阶段 !在 ’ 点之前的

是第一阶段（分批培养阶段），在这一阶段，由于细

胞对葡萄糖的利用使 #$ 逐渐降低，碱的加入可保

持 #$ 的恒定，每次碱脉冲所增加的 #$ 不会超过所

设定的 #$ 范围的高限以避免葡萄糖的加入；相反，

在 ’ 点之后的是第二阶段（补料阶段），每次碱脉冲
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所增加的 !" 应该超过所控制的 !" 范围的高限，以

便启动酸液泵加入葡萄糖 #因此，!" 参数设定的基

本原则是：在第一阶段，所设定的 !" 控制范围要大

于每次碱脉冲所能改变的 !" 范围以避免葡萄糖的

加入；而在第二阶段，所设定的 !" 控制范围要小于

每次碱脉冲所能改变的 !" 范围，以便启动酸液泵

加入葡萄糖 #

图 ! 恒 "# 补料分批培养的两种补料控制方法

$%&’ ! ()* +,- .*+)-/ -0 "#12+3+ 0*/143+5) 567+68*

! #9 #: 发酵液中的磷酸盐质量浓度 !" 参数的

设定与发酵液的缓冲能力有关，为考察具有不同缓

冲能力的发酵液对 !" 参数设定的影响，作者将不

同质量浓度的磷酸盐加入到基本培养基，磷酸盐的

质量浓度见表 $ #
表 ! 在不同实验中的磷酸盐质量浓度

(34’ ! ()* 5-;5*;+83+%-; -0 ")-2")3+* %; /%00*8*;+ *<"*8%1

.*;+

实验号
%&"’()·*"&(

质量浓度 +（, + -）

%&"’()

质量浓度 +（, + -）

. / /

0 $ / # &)

1 & / # )2

3 * / # 4&

5 ) / # 67

8 9 $ # &/

! ’ = 分析方法

! #= # ! 葡萄糖和菌体干重（生物量）的测定$ 见文

献［$&］#
! #= #9 谷胱甘肽合成酶系的测定$ 见文献［$&］#

9 结果与讨论

9 ’ ! 分批培养

在分批培养过程中，谷胱甘肽合成酶系产量的

增加与细胞干重的增加基本平行 # 但在发酵后期，

谷胱甘肽合成酶系的产量略有下降 #
图 & 为不进行 !" 调节的分批培养过程中 !"

和葡萄糖质量浓度的变化曲线，随着发酵过程的进

行，葡萄糖质量浓度逐步降低，!" 也逐渐降低，葡

萄糖在 2 : 后被完全消耗 #在葡萄糖被消耗之后，细

胞利用氨基酸作为碳源释放出氨使 !" 逐渐升高 #

图 9 在分批培养过程中 "# 和葡萄糖的时间曲线（"#
未进行控制）

$%&’9 (%.* 5-682* -0 "# 3;/ &765-2* /68%;& +)* 43+5)
567+68*（"#16;5-;+8-77*/ 43+5) 567+68*）

图 * 为进行 !" 调节的分批培养过程中的 !"
和葡萄糖的时间曲线 #

图 = 在补料分批培养过程中 "# 和葡萄糖质量浓度

的变化曲线（"# 控制在 > ’ ! ? > ’ =）

$%&’= (%.* 5-682* -0 "# 3;/ &765-2* /68%;& 43+5) 5671
+68*（"# ,32 > ’ ! ? > ’ =）

&9* 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 &$ 卷

万方数据



由于用酸碱对发酵液的 !" 进行控制，发酵液

的 !" 比较稳定，使细胞的生长和产物的形成均优

于不调节 !" 的分批培养过程 # 但因为发酵过程进

行到 $ % &’ ( 之后，发酵液中的葡萄糖已基本耗尽，

因而在发酵 $ % &’ ( 之后，生物量和酶活力均增加

得比较缓慢 #因此，为了延长细胞的产酶期，应在葡

萄糖消耗完之后进行补料 #
! " ! 恒 #$ 补料分批培养

在恒 !" 补料分批培养过程中，用葡萄糖代替

盐酸进行 !" 调节，因而在调节 !" 的同时增加了葡

萄糖的供应，使发酵液中保持低质量浓度的葡萄

糖 #流加的葡萄糖量与所设定的 !" 范围、酸碱流加

模式、所流加的 )*+" 和葡萄糖质量浓度、发酵液的

缓冲能力等因素有关 #图 , 表示了设定的 !" 范围和

酸碱流加模式对发酵液中葡萄糖和 !" 的影响 #

图 % 恒 #$ 补料分批培养过程中 #$ 和葡萄糖质量浓

度的变化曲线

&’(" % )’*+ ,-./0+ -1 #$ 234 (5.,-0+ 4./’3( #$60727
1+46827,9 ,.57./+

图 ,* 为传统的恒 !" 补料分批培养过程 #在发

酵开始阶段，发酵液的 !" 降低，蠕动泵自动加入碱

液使 !" 保持在 - # &，当葡萄糖被消耗之后，由于氨

基酸的脱氨基作用使 !" 增高，当 !" 高于 - # . 时，

酸液泵自动加入葡萄糖液 # 葡萄糖的分解使 !" 下

降，由于葡萄糖引起的 !" 降低有一定的延迟作用，

!" 范围控制在 - # /& % - # .0 # 糖液的流加是根据葡

萄糖完全消耗之后氨基酸的脱氨基作用而引起的

上升，因此总的葡萄糖流加量较低，为 /’ 1 2 3，在补

料过程中仅加入 &’ 1 2 3 葡萄糖（其中包括初始葡萄

糖 &’ 1 2 3）#
图 ,4，,5 均为改进的恒 !" 补料分批培养过

程，其中图 ,4 为第一种补料控制方法 #在发酵的开

始阶段发酵液的 !" 降低，蠕动泵自动加入碱液使

!" 保持在 - # &，当葡萄糖将被完全消耗时，更改 !"
的设定范围，使 !"&6和 !"/6分别为 - # &7 和 - # /7，

当 !" 高于 - # /7 时，酸液泵自动加入葡萄糖液，葡

萄糖的分解将使 !" 下降 #由于所设定的 !" 范围缩

小，糖的分解将使 !" 低于控制的 !" 下限（- # &7），

此时启动碱液泵加入 )*+"，!" 将迅速升高到- # /7
以上，再启动酸液泵加入葡萄糖，糖的分解将使发

酵液的 !" 缓慢降低至 - # &7 以下 # 如此反复，可根

据发酵液的 !" 补料，同时又可使葡萄糖始终处于

较低的质量浓度水平，可避免葡萄糖引起的底物抑

制 #糖液的流加是根据碱液的过量加入引起的 !"
上升，总的葡萄糖流加量大约为 ,’ 1 2 3，其中包括

初始葡萄糖 &’ 1 2 3 和在补料过程中加入的葡萄糖

量 .’ 1 2 3 # 在整个发酵过程中，发酵液始终保持低

质量浓度的葡萄糖，可避免葡萄糖完全消耗引起的

菌体代谢失调 #
图 ,5 为第二种补料控制方法 #首先设定的 !"&

和 !"/ 分别为 - # & 和 - # .，碱加入模式为加 / 8、停 /
8，酸加入模式为加 & 8、停 / 8# 在发酵开始阶段，发

酵液的 !" 降低，蠕动泵自动加入碱液使 !" 保持在

- #&，当葡萄糖将被完全消耗时，更改碱加入模式为

加 7 # 7 8、停 ’ # 7 8，酸加入模式为加 / 8、停 & 8，当 !"
高于 - # . 时，酸液泵自动加入葡萄糖液，葡萄糖的

分解将使发酵液的 !" 下降 # 由于改变了酸碱的加

入模式，)*+" 和葡萄糖的流加量增大，葡萄糖的分

解将使发酵液的 !" 降低到 - # & 以下，低的 !" 将启

动碱液泵加入 )*+"，!" 将迅速升高到 - # . 以上；

再启动酸液泵加入葡萄糖，糖的分解将使发酵液的

!" 降低到 - # & 以下 #如此反复，可根据发酵液的 !"
进行补料，总的葡萄糖流加量大约为 ,’ 1 2 3，其中

包括初始葡萄糖 &’ 1 2 3 和在补料过程中加入的葡
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萄糖量约 !" # $ % &在这 ! 种补料方式中所产生的谷

胱甘肽合成酶系产量和细胞干重见表 ’ &
表 ! " 种补料分批培养过程的实验结果

#$%&! #’( ()*(+,-(./ +(012/0 ,. /’( /’+(( 3,.40 56 6(47%$/8’
812/1+(

实验
号

生物量 $
（# $ %）

谷胱甘肽
合成酶

酶活 $（( $ %）

初始葡萄糖
质量浓度 $
（# $ %）

总葡萄糖
质量浓度 $
（# $ %）

)! * & +* ,-! & . / & ,/ +/ & ,*

0! +’ & ., + ’*1 & . / & /’ !/ & "*

2! +’ & ,1 + ’./ & ! / & /! 1" & /!

!表 )，0，2 表示不同的补料分批培养过程 &

图 1 和表 ’ 的结果表明，34 控制模式的变化对

补料过程有明显的影响 &图 1、表 ’ 中的 ) 为传统的

恒 34 补料分批培养过程 & 由于加入的碱和糖所能

改变的 34 小于所设定的 34 控制范围，在补料过程

中加入的葡萄糖使 34 降低的程度不能达到 34 控

制范围的下限，因而在补料过程中没有碱的流加 &
在每次流加的葡萄糖消耗完之后，细胞代谢氨基酸

作为碳源 &氨基酸的代谢使 34 增加，当 34 超过所

设定的 34 控制上限后，又再次流加葡萄糖 &这种方

式所流加的葡萄糖较少，细胞干重和酶系的产量增

加不太大 & 图 1、表 ’ 中的 0，2 为改进的两种恒 34
补料分批培养模式 & 由于在补料过程中改变了 34
控制模式（所设定的 34 控制范围缩小，或碱和糖的

流加量增加），补料过程中碱液泵加入的碱使发酵

液的 34 迅速增加到 34 控制限之上，此时酸液泵启

动，加入葡萄糖，葡萄糖的分解将使 34 缓慢降低，

加入的葡萄糖将使发酵液的 34 低于设定的 34 控

制下限 &从图 1 和表 ’ 可知，用两种改进的恒 34 补

料分批培养模式进行培养时，细胞干重分别达到

’. & -, # $ % 和 ’. & +- # $ %，谷胱甘肽合成酶系的活力

分别达到 + ’./ & ! ( $ % 和 + ’*1 & . ( $ %，明显优于

传统的恒 34 补料分批培养技术（细胞干重和谷胱

甘肽合成酶系的活力分别为 +1 & !1 # $ % 和 ,-! & .
( $ %）&由图 1、表 ’ 还可以看出，缩小 34 控制范围

或增加碱和糖的流加量均可作为恒 34 补料控制的

参数，采用适当调节的控制参数，二者没有明显的

差别 &
! & " 不同浓度磷酸盐溶液中的补料分批培养过程

在不同浓度的磷酸盐溶液中，发酵液的缓冲能

力不同，因此，用葡萄糖或碱对发酵液的 34 进行控

制时，每次加入的葡萄糖或碱脉冲使发酵液 34 降

低或增加的幅度不同，发酵液的缓冲能力大则 34
的变化较小 & 因此，恒 34 补料分批培养过程的 34
参数应根据培养过程中的 34 变化情况进行调整 &

按表 + 的比例将磷酸盐加入到基本培养基中，

34 参数由 + & ! 的第一种方法确定，实际使用的 34
参数见表 ! &

表 " 不同缓冲能力的发酵液对 *9 参数确定的影响

#$%&" *9 *$+$-(/(+ 41+,.: /’( *970/$/ 6(47%$/8’ 812/1+( ,.
/’( -(4,1- 56 /’( 4,66(+(./ %166(+ 8$*$8,/;

实验号 34+ 34’ 34+5 34’5

) * & +" * & !" * & +. * & ’.

0 * & +" * & !" * & +. * & ’1

2 * & +! * & ’* * & +- * & ’!

6 * & +- * & ’1 * & +, * & ’’

7 * & +* * & ’! * & +/ * & ’+

8 * & +, * & ’’ * & +/ * & ’"

由表 +，! 确定每次实验的磷酸盐含量和 34 控

制参数 &在 34 控制的补料分批培养过程中，用葡萄

糖代替盐酸调节 34，因而在调节 34 的同时增加了

葡萄糖的供应，使发酵液中保持低质量浓度的葡萄

糖 &流加的葡萄糖量与所设定的 34 范围、酸碱流加

模式、所流加的 9):4 和葡萄糖质量浓度、发酵液

的缓冲性等因素有关 &图 . 表示在不同质量浓度的

缓冲溶液中进行恒 34 补料分批培养的实验结果 &
图 . 中的 )，0，2，6，7，8 表示不同的实验号（见

表 ’）&由图 . 可以看出，在具有不同缓冲能力的发

酵液中进行恒 34 补料分批培养时，34 的变化幅度

是不一样的，但是，在控制好 34 参数的情况下，葡

萄糖的流加量基本上可控制在一个适当的范围之

内 &实验结果见表 1 &
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图 ! 在具有不同缓冲能力的发酵液中进行恒 "# 补

料分批培养的实验结果

$%&’ ! ()* +%,* -./01* .2 "# 345 &6/-.1* 5/0%4& "#71+3+
2*5783+-) -/6+/0*

表 9 恒 "# 补料分批培养过程的实验结果

(38’9 ()* *:"*0%,*4+ 0*1/6+1 5/0%4& "#71+3+ 2*5783+-) -/6+/0*

实验
号

菌体干 !
重（" ! #）

谷胱甘肽
合成酶

酶活 !（$ ! #）

初始葡萄糖
质量浓度 !
（" ! #）

总葡萄糖
质量浓度 !
（" ! #）

% &’ ( )* & ’+, ( ) - ( -’ .- ( /+

0 &. ( &’ & ’+* ( ) - ( -’ .- ( *1

2 &. ( 1- & .&1 ( * - ( -, ,/ ( 1.

3 &, ( &. & ’&1 ( , - ( -1 .* ( )1

4 &, ( ’. & /)1 ( . - ( -1 .- ( 1+

5 &, ( )& -,& ( * - ( -1 .- ( /.

实 验 中，每 次 所 流 加 的 葡 萄 糖 量 大 约 为 ./
" ! #，加上初始葡萄糖量为 &/ " ! #，因而每次实验的

总葡萄糖量大约为 ,/ " ! # (显然，采用恒 67 补料分

批培养过程可流加较多的葡萄糖，并获得较高的谷

胱甘肽 合 成 酶 产 量，总 的 酶 活 力 可 达 到 & .&1 ( *
$ ! # (从表 , 也可以看出，不同质量浓度的磷酸盐溶

液对细胞干重和谷胱甘肽合成酶系的活性有不同

的影响 ( 在磷酸盐质量浓度较低的发酵液中，谷胱

甘肽合成酶系产量和细胞干重均随磷酸盐质量浓

度的增加而增加，说明低质量浓度的磷酸盐对细胞

的生长和谷胱甘肽合成酶系的合成均有刺激作用 (
但 . " ! # 磷酸盐即对谷胱甘肽合成酶系的合成产生

抑制作用，磷酸盐质量浓度越高，对谷胱甘肽合成

酶系合成的抑制作用越大 (但在实验的磷酸盐质量

浓度范围内，磷酸盐对细胞的生长均有刺激作用 (
传统的恒 67 补料分批培养方法是利用培养过

程中的 67 上升来作为补加葡萄糖的信号，通过设

置发酵液的 67 上限来进行 67 控制 (本实验结果表

明：同时设置发酵液的 67 上限和 67 下限可避免恒

67 补料分批培养过程中葡萄糖的周期性缺乏问

题；对于缓冲能力不同的发酵液，应设置不同的 67
参数来进行 67 控制 (
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