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代谢通量分析优化米根霉3"$!"发酵生产
4（5）6乳酸过程
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摘 要：建立了米根霉3"$!"的代谢网络，分析了米根霉3"$!"在分批发酵过程中不同阶段、不
同氮源浓度、不同供氧量条件下的代谢通量分布，确定783是米根霉代谢网络上的关键节点，此
节点的通量分配比影响着乳酸的最终产率(在米根霉发酵中，当)91):-质量浓度为!($;／4，空
气体积流量为!4／<=>时，流向乳酸的代谢流最大(通过对模型进行优化计算得到4（5）6乳酸的
最大理论得率!7／?为+.(!@(
关键词：米根霉；4（5）6乳酸；发酵；代谢通量分析
中图分类号：A+-- 文献标识码：B
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发酵过程控制的目的是得到更多的目标产物，

传统的方法是通过控制环境条件使其适于细胞的

生长和产物合成!而代谢工程则为人们提供了新的
方法：通过基因工程技术改变代谢流，修饰、扩展和

构建代谢途径，改变细胞内部代谢通量的分配，使

细胞在一定条件下生成更多的产物［"］!在代谢工程
的基础研究中，目前应用最为广泛的方法是代谢通

量分析（#$%&’()*+,)-.&/&)01*1，#23）!在对细胞内
生化途径完全了解的情况下，通过对不同代谢途径

的通量大小和代谢通量随培养条件变化规律的研

究，可以对菌株如何进行底物同化、异化以及自身

优化生长等提供量化的信息，这是代谢工程改造菌

体的重要理论基础［"］!
4（5）6乳酸及其衍生物广泛应用于食品、医
药、农业和化学工业中，尤其是近年来，人们利用乳

酸聚合生产可生物降解塑料、绿色包装材料及农用

薄膜，来解决日益严重的环境污染问题，引起了世

界范围的广泛关注，展示了其广阔的应用前景!米
根霉是生产4（5）6乳酸的理想菌种!目前关于米根
霉代谢通量模型的研究只有两篇文献报导，

78*9:%［;，<］等研究了=&;>?<对米根霉胞内通量分
布和乳酸生产的影响，确定了最适=&;>?<浓度!本
研究在前人研究的基础上，结合作者关于代谢副产

物的研究，构建出!"#$%&’(%)*$+,@"A;"利用葡萄
糖进行代谢的网络图谱和代谢通量模型，分析了米

根霉@"A;"在发酵的不同阶段胞内的通量分布，研
究了氮源=BC=?<浓度和通气速率对胞内代谢通
量分布的影响，并求算出米根霉发酵过程中乳酸的

最大理论得率-D／E，为发酵过程操作参数的选择提
供了定量的指导!

! 米根霉的代谢通量模型

根据已有的文献报道［;!C］和相关的微生物学

和生物化学［F，G］的知识，构建出米根霉菌内主要代

谢网络图，如图"所示，包括糖酵解（H#D）反应、三
羧酸循环（I>3）反应和合成菌体组分所需前体物
质的途径反应!
据78*9:%［;，<］报道，米根霉体内存在两个丙酮

酸代谢库：一个存在于原生质内，丙酮酸分别转化

为乙醇、乳酸、草酰乙酸、苹果酸和富马酸；另一个

存在于线粒体内，丙酮酸转化为辅酶3进入三羧酸
循环（I>3），产生富马酸和苹果酸!因此，胞内同时
存在两个富马酸和苹果酸代谢库!78*9:%经过实验
证明胞外累积的苹果酸和富马酸由第一个丙酮酸

代谢库产生，故模型中只包括一条丙酮酸羧化酶催

化生成苹果酸和富马酸的途径!

J)-!葡萄糖；J6G6D!G6磷酸葡萄糖；26G6D!G6磷酸果糖；I6<6D!

<6磷酸甘油醛；<DJ!<6磷酸甘油酸；DHD!磷酸烯醇式丙酮酸；

DK@!丙酮酸；4643!46乳酸；#3!苹果酸；23!富马酸；H%?B!
乙醇；"6LJ!"6酮戊二酸；?33!草酰乙酸；3+>(3!乙酰辅酶

3；M>I!异柠檬酸；>:*%*/!几丁质；4*N*O!脂；#&//*%()!海藻醇；

J)0+$8()!甘油!
图! 米根霉胞内主要代谢途径

"#$%! &’()(*+,-./(+-01.#)2)’(/(31,!"#$%&’(%)
*+$,-
对于米根霉代谢网络中的各个组分，都符合质

量守衡定律，对每一种组分列出质量平衡方程

（略）!为计算方便，代谢反应方程写成矩阵形式：

O.／O/P.IQ*
式中，.I为代谢网络的计量系数矩阵，*为反应速
率向量，O.／O/包括<部分：一部分是底物消耗和
产物合成速率，由实验测得；一部分是生物合成的

前体物质，由文献中菌体组分含量数据得到；一部分

是胞内中间物质，处于拟稳态，累积速率为A!
对于米根霉发酵的代谢通量模型，共F"个方

程（方程略），FR个变量，整个方程的自由度为G!而
实验可以测得葡萄糖的比消耗速率)"、和菌体、0
（5）6乳酸、苹果酸、富马酸、乙醇、二氧化碳的比产
生速率（!，)"C，)12，)"<，)"F，>H@）等共R组数据，
故此体系为超定体系，需采用最小二乘法求解!
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! 材料与方法

!"# 培养基

!!#!# 斜面培养基 "#$培养基!
!!#!! 种子培养基 组分（%／&）：葡萄糖’(!(，

)*+),-.!(，)/*.",+(!-，0%1,+·2*.,(!.3，

451,+·2*.,(!(3，6/6,-7(（单独灭菌，用于调节

8*）!
!!#!$ 发酵培养基 组分（%／&）：葡萄糖’(!(!
7((!(，)*+),-.!(，)/*.",+(!-，0%1,+·2*.,
(!.3，451,+·2*.,(!(3；8*3!9!
!"! 培养方法

!!!!# 种子摇瓶培养#.&的三角瓶装入73(:&
种子培养基，一次性添加6/6,-7!3%，接种孢子浓
度为-;7(’个／:&，于-+<，.((=／:>5培养..?!
!!!!! 发酵罐发酵培养73&的全自动发酵罐内
加入-&发酵培养基，接种量为体积分数7(@，通
气体积流量7!3&／:>5，罐压为(!(.0"/，搅拌速
度为-((=／:>5，发酵过程中采用3(@的)/,*自
动控制8*在3!9A(!7，于-+<下培养.9!++?!
消泡油采用多批次流加操作，以罐内出现较多泡沫

为流加前提，通常一次滴加.!-滴即可!发酵过程
中对8*和温度进行控制，8*，!，溶氧#,，搅拌转
速"，气速#，入口压力$均在线测量，每+?记录
一次；尾气中氧和二氧化碳的含量每+?测量一次；
每+?取样一次（.(:&左右），分别测量发酵液中
菌体细胞、葡萄糖、&（B）C乳酸、苹果酸、富马酸和
乙醇的浓度!
!"$ 分析方法

!!$!# 取样7 用量筒准确量取.(:&发酵液，冰
浴下迅速冷却，于+<，7((((=／:>5离心.(:>5!
上清液用于分析发酵液中各成分如葡萄糖浓度和

有机酸浓度，沉淀经过处理后测量菌体干重!
!!$!! 细胞浓度测定7 取离心所得沉淀，用蒸馏水
洗净后在D(!7((<的烘箱中烘干3?，称重至恒
重（%），细胞质量浓度（%／&）为（%;7(((）／&!
!!$!$ 发酵液中的葡萄糖、&（%）C乳酸及微量酸
的同时测定7*"&6法［2!7(］!
!!$!& 发酵液中微量乙醇的测定#E6法［77］!
!!$!’ 发酵尾气中氧和二氧化碳的定量测定 E6
法!
!"& 各物质速率的计算
实验测得物质质量浓度随时间的变化数据，通过

多项式拟合，获得质量浓度随时间变化的多项式，然

后求导得到某时刻底物消耗或产物合成的速率!

!"’ 矩阵方程求解

FGHIJ程序［7.］!

$ 结果与讨论

$"# 发酵过程不同阶段的代谢通量分析
米根霉K7(.7的&（B）C乳酸间歇发酵进程见

图.!可知，乳酸的生成与细胞的生长密切相关!发
酵产酸过程和菌体生长均可分为-个阶段：第一阶
段为细胞生长延迟期，约9?，此阶段内细胞处于活
跃的代谢中，只是细胞分裂迟缓，产酸量很低；第二

阶段为细胞的对数生长期，细胞呈几何级数增长，

产酸量逐渐增大，发酵液中糖质量浓度迅速下降；

第三阶段为细胞生长稳定期!当发酵.9?后，细胞
生长达到最大，趋于稳定，产酸量的增长速度下降，

至-.?达到稳定值，此时残糖质量浓度降至.%／&
以下!

图! 米根霉(#)!#的*（%）+乳酸间歇发酵进程

,-."! /01*（%）+*234-323-56243071891:424-;:6<
!"#$%&’(%)*$+,(#)!#
选取细胞生长和发酵产酸的-个时期，即第’，

.(，-.?的实验数据（见表7），代入通量模型中求
解，通量分布结果如图-所示!
$"! 氮源质量浓度对米根霉胞内通量分布的影响
发酵培养基中氮源的种类及其质量浓度对发

酵过程有重要的影响，早期研究仅注重其对发酵最

终结果的影响而对发酵过程及菌内代谢变化的影

响缺乏深入分析!作者从培养基中的主要成分氮源
出发，以米根霉K7(.7为菌种，应用代谢通量分析
法，研究了氮源质量浓度对胞内代谢方式的影响!
以发酵培养基为基础，加入不同浓度的

)*+),-进行间歇发酵培养，分别取发酵.(?的数
据（略）代入米根霉的通量模型进行计算，其通量分

布结果如图+所示!
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表! 米根霉"!#$!%（&）间歇发酵过程的比速率值（’’()／（*+,-·.））

/012! /.34536787690:348(9%（&）;%06:76067<839’3=:59(63441>!"#$%&’(%)*$+,"!#$!（’’()／（*+,-·.））

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

图中数据从左至右分别为发酵)，.,，$.!的代谢通量值

（1123&／（45&6·!））

738*葡萄糖；79)9:*)9磷酸葡萄糖；;9)9:*)9磷酸果糖；<9$9:*

$9磷酸甘油醛；$:7*$9磷酸甘油酸；:’:*磷酸烯醇式丙酮酸；

:=(*丙酮酸；>9>?*>9乳酸；@?*苹果酸；;?*富马酸；’ABC*
乙醇；!9D7*!9酮戊二酸；B??*草酰乙酸；?E&2?*乙酰辅酶?；

F&<*异柠檬酸；&!GAGH*几丁质；>GIGJ*脂；@KHHGA23*海藻醇；

73LEMN23*甘油*
图? 米根霉"!#$!间歇发酵不同时刻的代谢通量分布

@7*2? A3:01()768)BC<74:971B:7(=(8!"#$%&’(%)*$+,
"!#$!7=10:6.839’3=:0:7(=
由图#不同氮源浓度下间歇发酵过程的通量

值比较可知，当培养基中氮源OC#OB$的质量浓度
由"*,4／>提高到#*,4／>时，生成>（P）9乳酸的
代谢流减少了")*,-Q，分别是-%*+%Q，-$*,/Q，

++*/#Q，+"*/)Q，而生成菌体的代谢流增加了

..*#+Q*这说明氮源浓度增高时，菌体生长速度加
快，培养基中的葡萄糖用于菌体生长及维持增多，

而用于产酸的葡萄糖相应减少*因此菌体生长存在
一最佳的速率使得乳酸的产生速率达最大*考虑菌
体生长与产酸的相关性，并结合不同氮源浓度下的

产酸结果，确定.*,4／>的OC#OB$质量浓度为最
佳氮源浓度*

?2? 通气量对米根霉胞内通量分布的影响
根据前面的分析，米根霉代谢网络模型上的关

键节点是:=(，氧的存在与否以及氧的多少极大地
影响着:=(节点上各分支途径上酶的活性，影响
着:=(处通量分配比的变化，进而极大地影响着>
（P）9乳酸的最终产率*缺氧条件下，:=(经脱羧、
还原生成乙醇而非>（P）9乳酸；有氧条件下，分子
氧与:=(竞争C，抑制:=(作为C的受体，导致

:=(还原产物———>（P）9乳酸产率降低*所以米根
霉发酵过程中供氧量是一个重要的参数，影响着米

根霉胞内通量的分布*发酵过程中控制不同的通气
量，取发酵.,!的速率数据计算不同通气量条件下
米根霉胞内通量分布，结果表明：当通气体积流量

变化后，无论是细胞组分还是产物的合成通量都产

生了极大的变化，其中’@:途径的通量改变不大，
而:=(之后的代谢流重新分配，变化较大*通气量
过大或过小，乳酸的速率都会变小*当通气体积流
量为">／1GH时，米根霉的厌氧代谢增加，乙醇与乳
酸的代谢流之比达到,*)+，而在.>／1GH时仅为

,*"#；当通气量为#>／1GH时，米根霉的好氧代谢增
加，乙醇的速率变化不大，而苹果酸和富马酸的速

率分别提高了,*/和$*-倍*分析表明，一方面分子
氧与:=(竞争C，抑制:=(作为C的受体，导致

:=(还原物>（P）9乳酸产率降低，另一方面由于
细胞质内丙酮酸羧化酶需&B.作为底物，而此时供
氧量充足，菌体呼吸旺盛，三羧酸循环通量提高，产

生了大量&B.，使:=(在丙酮酸羧化酶的作用下产
生了大量B??，进一步生成苹果酸和富马酸，这与

>2H4KENM的研究［$］一致*
?2D %（&）;乳酸的最大理论得率
假定在没有菌体生长和多余副产物时，碳源以

最大可能转化为目标产物，此时的得率称为理论得

率（%:／R）*根据前面所建的模型方程，在最大的

%:／R下，考虑菌体的维持
［/］，满足方程：""S+*#)，!

S,，"@?S,，""$S,，""%S,，求解得到最大理论得
率%:／RS/-*.Q，接近乳酸细菌的同型发酵水平*
文献上的理论得率+%Q［"#］由反应式：

.&)C".B !) $&$C)B$P&.C%BCP&B.
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得到，!分子葡萄糖生成了"分子乳酸和#分子乙
醇$而此处的最大理论得率考虑所有的副产物的产
量均为%得到$近几年随着许多学者对米根霉发酵
乳酸的菌种、工艺的研究，乳酸的产率已经达到

&&’［#(］，远远超过了)(’，所以这里由代谢通量分
析得出的最大理论得率!*／+,-&$!’具有一定的
意义$

! 结 语

#）根据米根霉的生物化学信息以及前人对米
根霉生理学的研究建立了米根霉胞内代谢网络模

型，然后结合菌体的组成信息建立了详细的米根霉

胞内代谢反应的计量学模型$分析了出发菌株

.#%!#在分批发酵过程中的不同阶段通量分布情
况，确定*/.是米根霉代谢网络上的关键节点，此
节点的分配比影响着乳酸的最终产率；米根霉在发

酵过程中，存在一最佳的生长速率，此时乳酸的产

生速率最大$
!）分析了米根霉.#%!#在不同氮源质量浓度
下和不同通气量情况下的通量分布情况，表明氮源

和供氧量影响着米根霉菌体的生长和产酸，而在米

根霉的乳酸发酵过程中，存在一最佳的生长速率，

当01203"质量浓度为!4／5，通气体积流量为

!5／678时，乳酸的产率最高$
"）通过对模型进行优化计算得到5（9）:乳酸
的最大理论得率!*／+为-&$!’$
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