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微生物发酵法生产谷胱甘肽

陈 坚，! 卫功元!，! 李 寅，! 堵国成
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 "0&%#7）

摘! 要：谷胱甘肽是一种重要的生理活性肽类物质，对于维持生物体内合适的氧化还原环境起着

关键作用，在临床医药、食品工业和体育运动领域具有广阔的应用前景+ 微生物发酵法是目前谷胱

甘肽生产的主要方法+ 本文综述了直接发酵法生产谷胱甘肽中高产菌株选育、发酵过程优化与控

制以及基因工程菌在谷胱甘肽生产中的应用潜力，最后对发酵法合成谷胱甘肽需要解决的问题进

行了简单展望+
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! ! 谷胱甘肽是由 F1谷氨酸、F1半胱氨酸和甘氨

酸缩合而成的一种同时含有 !!谷氨酰基和巯基的

生物活性三肽化合物+ B-6 在生物体内具有多种

重要的生理功能，特别是对于维持生物体内适宜

的氧化还原环境起着至关重要的作用［0］，在临床

医药、食品工业、体育运动及有关生物研究领域有
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着广泛的用途! "#$ 可以在短期内迅速提高机体

的免疫力，因此其需求量和市场价格日趋见涨!
自 %& 世纪 ’& 年代起，日本学者就在生物法生

产 "#$ 方面进行了大量研究，申请并公布了一系

列相关的专利［%］! 生物法现已成为 "#$ 生产的主

要方法，包括酶法和发酵法，二者最主要的区别在

于酶法需要提供 ( 种底物氨基酸和价格昂贵的

)*+，而发酵法只要供给微生物生长代谢所需的营

养物质（碳源、氮源和无机盐等）即可实现 "#$ 在

胞内的积累! 国内已有学者对 "#$ 的性质、应用及

生产方法作过简单综述［( , -］，但对微生物直接发酵

法生产 "#$ 过程中的关键技术还缺乏系统分析，

特别是对专利文献中实践方法的论述还不够深

入，而这些正是全面了解和把握 "#$ 发酵过程的

基础和出发点! 本文主要综述了近 (& 年来国内外

在微生物发酵法生产 "#$ 方面的研究进展!

!" 概" 述

发酵法生产 "#$ 就是采用廉价的糖类原料，

利用微生物自身的物质代谢来进行 "#$ 生物合成

的方法! 一般情况下，微生物细胞中 "#$ 的含量不

高（仅为干重质量分数的 &! -. , /! &.），这无疑

大大提高了实际生产中 "#$ 的提取成本! 因此，发

酵法生产 "#$ 的最关键问题在于提高微生物体内

的 "#$ 含量，通常是通过菌种选育来实现，主要有

两种方法：一是采用常规诱变育种选育高产菌株，

二是利用遗传工程技术构建具有 "#$ 合成活性的

基因工程菌! 由于发酵法所使用的细菌或酵母容

易培养，加之生产方法及工艺的不断改进和完善，

因此采用微生物发酵法已成为目前 "#$ 工业化生

产的最普遍方法!
表 / 中对近 (& 年来直接发酵法生产 "#$ 的

研究成果中所采用的微生物及其生产工艺条件进

行了总结! 可以看出，酵母一直是研究的首选，其

中以酿酒酵母最为常见，相关的文献报道也最多!
酿酒酵母细胞中 "#$ 的合成及分解代谢过程已被

研究清楚，主要是通过细胞内的 !!谷氨酰循环进

行代谢的，具体过程见图 /［’］!

表 !" 微生物直接发酵生产谷胱甘肽及其工艺条件

#$%& !" ’( )*+,*-+. )/ 01+ /+,2+(0$0-*+ 3)(4-0-)(5 )/ 6780$01-)(+ 9,)4830-)( %: 2-3,)),6$(-525

菌 种 碳 源 氮 源 温度 0 1 时间 0 2 "#$! 规 格 参考文献

酵

母

细

菌

"#$%&%# ’()*&+#,&- 3456789 （:$;）% #<; (& =’ ’& >3 0 ? 摇瓶 ［@］

>74A8898 5B9A，:$;$%+<; (& /; &! @((. /&& >? ［C］

"#$%&%# .’&,&- 3456789 （:$;）% #<; (& %; ;! &. %&& ? ［=］

3456789 （:$;）% #<; %; %C -! &. %&& ? ［/&］

3456789 （:$;）%$+<; (& /- (! &. @& ? ［//］

3456789 （:$;）% #<; (% D -/& >3 0 ? /- ? ［/%］

3456789 （:$;）% #<; (& (= %! ;. 摇瓶 ［/(］

3456789 （:$;）%$+<; (& %; @; >3 0 ? 摇瓶 ［/;］

3456789 （:$;）% #<; %’ (& (’’ >3 0 ? @ ? ［/-］

/#++0#()12+3- +3(34&-&#3 3456789 （:$;）% #<; (& ;C (! -. 摇瓶 ［/’］

3456789 5B9A (& ;& ;(% >3 0 ? /%- ? ［/@］

>74A8898 5B9A，（:$;）% #<; (( /; ;! &. 摇瓶 ［/C］

>74A8898 （:$;）% #<;，:$;$%+<; (& %; %! ;@. % ? ［/=］

>74A8898 （:$;）% #<;，:$;$%+<; (& %; ;@- >3 0 ? % ? ［%&］

>74A8898 5B9A，（:$;）% #<; (( %; %! @ 3 0 ? D ［%/］

>74A8898 （:$;）% #<;，:$;$%+<; (& ’& (! @. /%& >( ［%%］

3456789 （:$;）% #<; (& @! ’ (&& >3 0 ? ( ? ［%(］

3456789 （:$;）% #<; (& /% //= >3 0 ? 摇瓶 ［%;］

/#++0#()12+3- +2-’&$)4),3$- 玉米浆 （:$;）% #<; (& (% //’ >3 0 ? 摇瓶 ［%-］

/#++0#()12+3- -*5 856B789 E9EF7G9 (& (% /C- >3 0 ? 摇瓶 ［%’］

63’02,)1)$#- 13’0#$),4)(3$- >9F2AG74 （:$;）% #<; (& ;C /! C%. %- ? ［%@］

7()’3.- 1&(#8&,&- 3456789 E9EF7G9 (/ (’ /C& >3 0 ? % ? ［%C］

95 +),& 3456789 （:$;）%$+<; (& %- CC& >3 0 ? / ? ［%=］

H 注：!"#$ 的合成以产量（>3 0 ?）或质量分数（对细胞干重的百分比，.）表示!
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图 !" 酿酒酵母细胞中谷胱甘肽的代谢途径

#$%& !" ’()*+,-$./ 0*)12*3 ,4 %-5)*)1$,6( $6 7(--. ,4 !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")

8" 高产菌株的选育

虽然有些菌株如 !" #$%&’()*)+,(%，-" &.)/’#0+’%
等本身有较高的 !"# 含量且可以长时间保持合成

!"# 的能力，但是它们并非工业化常用菌种，研究

成果也只局限于摇瓶中的结果$ 普通的野生型酵

母细胞中 !"# 的含量并不高，只有采用物理的或

化学的方法使出发菌株发生变异，再在特定的培

养基中进行筛选培养，使 !"# 在这种变异菌株的

细胞内大量积累，以此实现 !"# 的高产$ 到目前为

止，针对 !"# 生产的酵母菌株而进行的物理或化学

的处理方法大致有紫外线、1 射线、! 射线以及亚硝

基胍等，而培养基中的特定筛选物质（筛子）主要包

括蛋氨酸、%&乙硫氨酸、’%&乙硫氨酸、(，)，*&三唑、

氰化钠、亚硫酸盐、酰胺和靛酚等$ 通过一系列对菌

株的改良及选育工作，获得了很多 !"# 高产菌株$
-" 2&’+’% 和 !" #,.,*’%’0, 是工业生产常用的菌

种，因此针对这两种酵母进行的菌种选育研究工

作也最为广泛$ 国内外已有许多相关的文献报道，

其中对诱变效果较为显著的方法和结果进行了简

单总结（见图 )）$ 除此之外，细胞原生质体融合技

术的运用也可以获得 !"# 的高产菌株$ 刘娟等利

用该技 术，将 生 物 量 高 的 酵 母 菌 单 倍 体 与 细 胞

!"# 含量高的单倍体进行融合，构建获得了高产

!"# 的融合菌株 +,-&.(，在优化的发酵条件下进

行摇瓶培养，发酵液中 !"# 质量浓度总量可以达

到 (/0 12 3 %［)4］$ 这一方法的成功实施，为常规诱

变育种拓展了新的思路$

图 8" 高产 9:; 酵母菌株的选育方法和结果

#$%& 8" <00=,*71(. *6> =(.5-). ,4 3(*.) .)=*$6. .7=((6$6% 4,= 1$%1 9:; 0=,>57)$,6

45( 无6 锡6 轻6 工6 大6 学6 学6 报6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 第 )7 卷6

万方数据



!" 发酵过程的优化及控制

在实际的发酵生产中，性能优良的菌种仅仅

是一个开始，获得较高的产物质量浓度（ 便于下游

处理）、较高的底物转化率（降低原料成本）和较高

的生产强度（缩短发酵周期），同样是实现 !"# 工

业化生产所需要解决的关键问题［$%］，因此对 !"#
发酵过程进行优化控制就显得尤为重要& 这方面

的研究大都是从 ’( 世纪 )( 年代以后开始的，主要

包括营养与环境条件优化、发酵过程控制以及前

体物质的添加等内容&
!# $" 发酵条件优化

生产 !"# 所用的酵母大都是工业常用菌株，

能在很宽的培养条件下生长并积累 !"#，但产量

往往很低& 因此，要想进一步提高 !"# 的合成能

力，必须对培养基中的各种营养成分以及培养条

件进行优化，在最佳的工艺条件下进行生产，为最

终的工业化生产奠定基础& 运用一些实验设计（ 如

正交试验设计、因次分析设计、中心复合试验设计

等）及数据处理方法（ 响应面分析、神经网络模型

等）可以减少工作量并且使实验结果具有更高的

可信度和实际应用价值& *+,- 等采用中心复合试

验设计方法对发酵培养基中的主要成分进行优

化，结果与优化前的情况相比提高近一倍［$’］& ./0
等采用 12341,-56,5 设计方案和响应面模型研究

了葡萄糖、蛋白胨和 78"9: 质量浓度对 !" #$%$&’(’)
*$ 生 产 !"# 的 影 响，也 取 得 了 令 人 满 意 的 结

果［$$］& 作者根据正交试验获得的实验数据，通过神

经网络模型进行分析预测，对 +" ,-’.’( 发酵生产

!"# 的培养基进行了优化，摇瓶条件下 !"# 胞内

质量分数达 ’& $;<，!"# 产量和细胞干重也有较

大幅度的提高［$:］&
另外，发酵培养的环境条件也是不可忽视的

重要因素，影响细胞生长以及合成 !"# 的环境因

素主要有温度、=#、溶解氧和接种量等& 温度直接

影响着代谢中各种酶的活性和生化反应速率；=#
决定营养物的解离状态，制约着微生物细胞对营

养物质的吸收利用速率；溶氧的大小控制着细胞

对氧的需求；而接种量的大小则影响迟滞期的长

短以及细胞倍增繁殖的速度& 因此，在营养条件确

定的基础上，对环境因素的优化也是必不可少的&
研究结果表明，较佳的环境条件对 !"# 合成都有

较明显的促进作用［$; > $?］&
!# %" 发酵过程控制

由于 !"# 是胞内产物，所以在提高生产菌株

胞内合成 !"# 能力的同时，还需要在发酵过程中

设法提高细胞数，以提高 !"# 的总产量& 为了实现

这一目标，必须加大底物（如葡萄糖）的质量浓度&
但是过高的葡萄糖质量浓度会产生 @ABCDA,, 效应，

抑制细胞的生长并且目标产物得率会大大下降，

因此需要采用流加培养方式，应用比较普遍的通

常有恒速流加、指数流加和反馈控制流加等模式&
采用流加发酵实现 !"# 生产菌株的高密度培养以

进一步提高 !"# 产量，国内外已有相关的报道&
"-/E/F0 等［$G］以葡萄糖作为限制性底物，研究了 !"
#$%$&’(’*$ 培养中比生长速率 ! 和 !"# 生产强度 "/

之间的关系& 确定了在细胞生长阶段，通过指数流

加葡萄糖以控制在最大比生长速率处；在 !"# 合

成阶段，通过反馈控制系统将葡萄糖的流加速率

与乙醇体积分数相耦联，从而控制比生长速率处

在临界水平& 按照以上方案对细胞生长进行控制，

结果发现，最终 !"# 总量比对照提高了 :%<，胞

内 !"# 含量也有很大提高& "B6BD2 等［’’］通过在线

监测发酵液中溶解氧和乙醇的体积分数，运用前

馈 H 反馈控制系统确定葡萄糖的流加速率，使葡萄

糖和乙醇同时被利用& 发酵结束时 !"# 产量为 ’
$I( E8 H .，比指数流加方式提高了 :(< ，胞内 !"#
质量分数达到$& ?< & JKLBLBAB 等［’’］通过对发酵过

程中乙醇产生的速度进行模糊逻辑控制，进而优

化了 !" #$%$&’(’*$ 生产 !"# 的流加发酵过程，!"#
的比生产速率达到 I& ’（E8 H 8）H -，最终发酵水平

提高了 ;I< & 陈坚等［$)］和李寅等［:(］比较了恒速流

加、人工反馈控制流加和指数流加等 $ 种补糖策

略对重组大肠杆菌高密度培养合成 !"# 的影响，

发现指数流加的方式最为理想&
!# !" 前体物质的添加

在 !"# 发酵过程中，可以向培养基中添加除

营养物之外的物质，以提高 !"# 在胞内的积累量&
研究结果显示，添加 .4谷氨酸、.4半胱氨酸和甘氨

酸及其混合物能提高细胞内 !"# 的含量，其中以

添加 .4半胱氨酸的效果最为显著& JKLBLBAB 等考察

了 !" #$%$&’(’*$ 摇瓶发酵生产 !"# 过程中 $ 种组

成氨基酸对 !"# 合成的影响，结果表明，.4半胱氨

酸是提高 !"# 比合成速率及 !"# 产量的关键氨

基酸，但超过一定的量范围会对细胞生长有部分

抑制作用［:%］& 原因可能是由于糖代谢过程中一些

酶的活性中心离子与过量的 .4半胱氨酸发生螯合

作用而使这些关键酶降低或失去了活性& 因此，在

发酵过程中应采用 .4半胱氨酸的补加策略以尽可

能减少其对细胞生长的抑制& 为此，JKLBLBAB 等进一
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步研究了流加培养中用以提高 !"# 比合成速率的

一种快速添加半胱氨酸的策略，并利用此策略来

最大限度提高 !"# 的总产量［$%］& 李寅等在摇瓶培

养中考察了前体氨基酸和 ’() 的添加对重组 !"
#$%& 生 产 !"# 的 影 响，发 现 二 者 均 能 明 显 促 进

!"# 在细胞内的积累［$*］& 当 + ,,-. / 0 的前体氨基

酸在发酵进行到 1% 2 时加入，可以获得比对照实

验多 $34的 !"# 总量，胞内 !"# 含量也提高了将

近 1 倍［*5］&

!" 基因工程菌在谷胱甘肽生产中的

应用

6 6 在 !"# 的生物合成中，!"# 合成酶系的活性

普遍较低，并且 ’()!是一个限速酶，其活性受到

!"# 的反馈抑制& 因此，为了减轻 !"# 对 ’()!的

反馈抑 制，需 要 提 高 酶 系 的 活 力 或 降 低 酶 系 对

!"# 的敏感性［$$］& 789:;: 等人早期成功构建了具

有较强 !"# 合成能力的重组 !" #$%& 并从 !" #$%& <
中筛选得到一株 ’()!脱敏突变株，克隆了其 *+,
!基因并在 !" #$%& < =>+1% 中得以表达，获得的

菌株合成 !"# 的能力大大提高［$5］& ’()!的活性

提高以后，’()"就成了 !"# 生物合成的限速酶&
!8?2@,: 等构建了含 *+,!或 *+,"的重组质粒并

转化入 !" #$%& 细胞，结果表明只有同时带有 *+,!
和 *+,"基因的重组细胞才表现出最高的 !"# 合

成活性［$A］&
由于酵母菌中的糖降解酶活性较高，因此可

以将 *+,!和（或）*+,"基因转化进入酵母细胞内

以获得高产 !"# 的重组菌株& B2;:CD 等尝试在酵

母中表达 !" #$%& < 的 *+,!基因，将 E?2!基因的

全部编码片段与 (" #-.-/&+&0- +F 的一个启动子融

合，结果转化体的 ’()!活性和 !"# 的胞内含量

分别提高了 133 多倍和 * 倍多［$G］& >29@?;@HD 和 I.J
将含有 !" #$%& 中 *+,!和 *+,"基因的质粒 KLMN
#转化到 (" #-.-/&+&0- 中，明显提高了酵母合成

!"# 的能力，!"# 在胞内的积累质 量 分 数 达 到

1& F4［$F］&
在基因工程菌生产目的产物的过程中，必须

考虑菌株所带质粒的稳定性问题，而质粒的稳定

性受到宿主细胞遗传特性、质粒拷贝数以及质粒

上基因的表达等多种因素的影响& 为此，李华钟等

以野生型 !" #$%& 为宿主细胞，转化带有编码 !"#
合成酶系的基因 *+,!和 *+,"的质粒 K!#531，获

得了一株 !"# 合成活性、质粒稳定性和传代稳定

性俱佳，并且能够重复使用的重组大肠杆菌 !" #$1
%&"O1，经过甲苯处理后的菌株可以在胞外积累 $
E / 0 左右的 !"#，通过 0O丝氨酸O硼酸钾混合物的

添加防止了 !"# 的进一步降解，!"# 最终产量可

高达G& 1 E / 0［$+］& 即使如此，这些菌株还无法达到

工业化生产的要求，目前只能停留在实验室研究

阶段&

#" 小结与展望

有关 !"# 的研究报道非常多，但绝大部分都

是 !"# 在生物体内生理功能的体现及其在疾病治

疗过程中的应用等内容& 如何提高 !"# 的产量并

且在最大程度上发挥出发菌株生产 !"# 的潜力，

相关的文献资料则寥寥无几，而这些研究成果正

是保证 !"# 工业化生产持续、稳定、高效运行的理

论依据和技术支持& 虽然目前日本已经实现了酵

母发酵法制备 !"# 的产业化，并且也将研究结果

以专利的形式公布于众，但是总体来说，对整个

!"# 发酵过程的把握和分析还相对肤浅，对 !"#
产量、生产效率和生产强度等主要技术指标的影

响因素的探讨还不够透彻& 因此，至少有以下几个

方面的问题值得我们去进行更为深入地研究&（1）

性能良好的 !"# 高产菌株的选育及其培养条件的

优化；（%）环境条件（ 温度、K#、溶氧等）对 !"# 生

产的影响及其发酵动力学规律；（*）2" 34&%&+ 生产

!"# 发酵机理的分析及基于代谢工程理论的合理

解释；（$）!"# 生产菌株高密度培养过程中各种关

键因素（如 >B% 抑制和 B% 供给等）的解决；（5）如

何将胞内合成的 !"# 分泌至胞外，解决胞内 !"#
高积累产生的反馈抑制，也是值得深入研究的热
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