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摘 要：为了解决谷胱甘肽发酵过程建模中，由于试验数据含有噪音而导致的模型预测精度下降

的问题，运用CCTSK模糊神经网络对谷胱甘肽发酵过程进行建模，并与BP神经网络进行对比。

实验证明：CCTSK模糊神经网络具有更高的可解释性和良好的鲁棒性。。
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GSH Fermentation Process Modeling Based on CCTSK Fuzzy Neural Network
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Abstract：The prediction accuracy of GSH fermentation process modeling is often deteriorated by

noise existing in the corresponding experimental data．In order to circumvent this problem，the

CCTSK fuzzy neural network was employed．The results demonstrated that the proposed method

has better explanation and robustness，compared with the BP neural network based method．
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谷胱甘肽(GSH)是由L一谷氨酸、L．半胱氨酸和

甘氨酸缩合而成的一种同时含有r谷氨酰基和巯

基的生物活性3肽。1921年，英国生化学家Hop-

kins从酵母抽提物中分离得到了谷胱甘肽并正式

命名为glutathione[卜21。谷胱甘肽在生物体内具有

多种重要的生理功能，可以迅速增强机体的免疫

力，同时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[3叫]。GSH作为一种重要的生

理活性物质，在解毒，抗辐射、肿瘤、癌症、氧化衰老

和协调内分泌的治疗中效果明显且无副作用[5]，近

年来还发现GSH具有抑制艾滋病病毒的功效邙]。

此外，GSH作为一种多功能的生物活性添加剂，在

食品加工业中的应用也愈来愈广。随着GSH的生

理生化功能和性质被不断研究发现，人们对其在医
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药工业、食品工业、体育运动领域及有关生物研究领

域的关注将日益增多，对其需求量也将不断增加。

目前，微生物发酵法是GSH工业化生产的最

普遍方法之一[7]，而且生产GSH所用的酵母大多

是工业常用菌株，能在很宽的培养条件下生长并积

累GSH，但产量往往很低。因此，要想进一步提高

GSH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，为最终的工业化生产奠定

基础。20世纪90年代起，神经网络模型便开始被

运用于发酵过程参数的预测及估计哺]，并且在实际

应用中对培养基的设计表现出较高的预测精度[9]，

是一种有较大发展前途和使用价值的模型方法。

其中，BP神经网络由于其通用性好且较为成熟，现

已在发酵领域得到了广泛的应用。然而，在实际的

发酵生产过程中，由于菌体发酵过程自身的复杂性

以及实验数据的不精确性，往往会导致BP神经网

络的收敛速度和精度明显下降，即抗噪性差；另一

个问题是使用BP神经网络用于GSH发酵过程建

模，其结果缺乏可解释性。

在文献[10]中，王士同等提出了CCTSK模糊

神经网络。该网络突出的优势在于：由于采用了中

心化的多级模糊系统，而使所构造的CCTSK网络

具有高度的可解释性和对噪音呈现更好的鲁棒

性[1卜12]。作者将把该CCTSK网络引入到谷胱甘

肽发酵过程的建模中，目的是为了克服因为噪音的

存在而导致对应的发酵过程建模精度下降且建模

过程不易解释之问题。实验结果表明：与基于BP

网络的建模方法相比，运用CCTSK模糊神经网络

的建模，对于GSH的发酵而言具有更高的可解释

性和良好的鲁棒性。

作者以一株高积累GSH的产朊假丝酵母(C．

utilis WSH 02—08)为出发菌株，以葡萄糖为唯一碳

源、(NH。)：SO；和尿素为混合氮源，以及KHzPO。

和MgSO。作为GSH发酵生产的基本培养基成分，

考察上述营养因素对产朊假丝酵母细胞生长和

GSH合成的影响。作者采用L。。(45)正交表安排各

营养组分及其浓度的正交优化试验，将试验结果分

别作为BP神经网络和CCTSK模糊神经网络的学

习样本，并通过加大数据中的噪音量来检验两种网

络的预测精度及鲁棒性。

1 CCTSK模糊神经网络

模糊神经网络是在一系列模糊规则的基础上，

利用神经网络的并行结构，来替代模糊控制系统中

的模糊化、模糊推理和解模糊等各个模块。CCTSK

模糊神经网络是在著名的TSK模糊系统的基础上

发展起来的。

1．1 TSK模糊系统规则

Rf：if z1 is Afl and z2 is Af2，⋯，and z。is A如

then Yf=P∞+Pnzl+⋯+Piz。 (1)

M n

∑Y；IIAⅡ(乃)

y一芏L—兰—一 (2)

ⅡA#(t)
』=1

其中，Ri代表第i条模糊规则(i=1，2，⋯，M)，M是

模糊规则数；z，是第．f个输入变量(．『=1，2，⋯，咒)，

竹是输入变量个数；A。是一个模糊集合；y；是第i条

模糊规则的输出；Y是整个模糊系统的输出；P。是

第i条模糊规则结论部分的线性多项式函数中变量

zi项的系数。

TSK模糊系统是非线性复杂系统模糊建模过程

中的一个典型的模型。由于其模糊规则中结论部分的

系数P。缺乏精确的描述，因而没有实际的意义。

1．2 CCTSK模糊神经网络

1．2．1 CCTSK模糊系统规则

Ri：if z1 is An and z2 is A记，⋯，and z。is Ah

then yi—Pio+P{1(xl—mfl)+⋯+Ph(z。一m缸)

、 (3)

其中行维向量(m¨m堙，⋯，m加)为第i条规则的中

心；模糊集合Ad的隶属度函数定义为Ai(2j)=

，‘々～。H勺，其余同上。
M n M

歹=∑YiⅡAd(_)=∑{[pm+Pd(z，一
．缸。1 』。1 i21 l

”

m；，)+⋯+P。(磊一m而)]Ⅱ，‘’～#r 7弓l(4)
，=1 J

从(3)式可以看出，CCTSK模糊系统规则结论部分

的形式类似于著名的Taylor展式，依据Taylor展式

可知，P∞=y(mil'm"⋯，mh)，Pg(_『一1，2，⋯，咒)

即为输出函数Yi的一阶倒数在对应规则中心的值，

从而对每一条模糊规则结论部分的系数给出了精

确的解释。因此CCTSK模糊系统具有良好的可解

释性。

1．2．2．CCTSK模糊神经网络CCTSK模糊神经

网络由两个CCTSK模糊系统组成，分别称为

CCTSKl和CCTSK2。zl，z2，⋯，2。为神经网络输

入，翻，‰，⋯，孙为CCTSKl的输出，同时又作为

CCTSK2的输入，最后网络输出歹。其模糊规则如下：

Rj：if z1 is Ail and X2 is Af2’⋯，and 2。is A妇

then 21i=夕b+夕j(z1一优d)+⋯+户：(z。一m自)

!
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‰=夕莞+盔(z1一mn)+⋯+夕：(z。一优缸)

其巾i=1,2，⋯，蝎；且A#(为)一雩一‘々一％’‘航。
Ml # 壤

≈一∑孙HA#(乃)一∑f[户：十户11(z。～

糍i，)+⋯÷多：(颤一搿越)]Ⅱ，‘’～％妒7吃； (5)

其中l=1，2，⋯，忌。

R；：if zl is Bn and觐isB握，⋯，and瓠is B连

then yi—qm+鼋n(翔一ril)+⋯+q＆(‰一‰)

(6)

其巾￡=1，2，¨·，掰2；且B“(zi)一e-‘々一勺’‘觥。
嗨 I ％

歹=∑∥；ⅡBi(乃)一∑f[q∞+％(鬈。一

‘。)+⋯+鲰(‰一‰)]Ⅱ，‘’一≮r佛； (7>

1．2．3 CCTSK模糊神经网络学习算法 对于给

定的训练集(茗；，z；，⋯，z：；y7)，，．一1，2，⋯，N。秘

用梯度下降法对初始化模糊规则进行训练，调整模

糊系统兹提和结论部分的参数，从瓶使得误差函数

∥一一i，(T，一yr)达到其最小值。

1)对于CCTSK2，其训练算法如下：

“川)弘∽一馥甏l；，
啪+1)一鹌h筹l，，
刈川)弘∽一口瑟卜

其枣，i)tl练次数t=0，1，2，⋯；g是学考率；i一1，2，

⋯，％f J=1，2，⋯，壶。

象一(_r叫)垂，≯9。《，
善=(矿叫心ro)垂∥⋯巧《，

瓦r=(_，一y’)E2(q格+譬it(鬈7一％)+⋯+

‰(彭：一‰))墨二≯一冁]矗，c《--ra)：l《，

善一2(歹一y’)(g。十识I(名；一rn)+⋯+

·舔(《～‰))Q掣矗，e≤-rt)z／遗，
其中瓤r=∑{[穹笔+q：，(z；一mn)+⋯+

p：(z：一m。)]立，‘‘一～’2砖I

2)对于CCTSKl，其训练算法如F：

儿。“卜兀∽一rfl动ae：r|，，
叫计”嘲泓卜卢蠹j，，

鹌“净鹌卜声善卜
其中卢是学习率；i一1，2，⋯；M1；z=1，2，⋯，k；

J一1，2，⋯，撵。

O芝plo娟7叫)簧垂一--(x[--mV．,)2／弓，
矗2(歹叫嗟(《一*)蜜一十咐誓弓，

甍娟’叫，善k{秀r甄n e_fX；_r％)2／az卜户；+
2(p：+⋯+p：(z：一m。))黧二≯鳖]l

瓦r=2(歹叫)妻1=I{嗟[最÷．．‘+

小卜¨]娶n∥飞一￡掣}
其中豢一窭立∥‘《-％)z／《f啦一2[q柏+
“‘f ，=1 t51 I

譬，。(zr，一‘；)+⋯÷鼙黛(敬r一‰)】牮；
2材料与方法

2．I菌株

产朊假丝酵母(Candida utilis)WSH 02—08，

GSH积累株，作者所在研究室僳藏。

2．2培养基

斜面培养基(g／L)：葡萄糖20，蛋白胨20，酵母

膏10，琼艟20；p嚣值6．0。

种子培养基(g／L)：葡萄糖20，蛋白腺20，酵母

臂10；p}{值6．0。

发酵基本培养基(g／L)：葡萄耱30，硫酸铵8，

磷酸二氢钾2．5，硫酸镁0．3；pH 5．5。镑营养成分

及其浓度还需要进一步考察。

2．3培养方法

2．3．1斜面培养接种后的斜面置于30℃恒温

培养簇中培养3 d，冰箱冷藏室中保藏，每个月至少

需要转接～次。

2．3．2种子培养 将斜面种子在30℃活化3～4

h后，取一环酵母菌体接耪至装有50 mL种子墙养

基的500 mL的三角瓶中培养，摇床转速200 r／

rain，温度30℃，培养时间20 h。
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2．3．3 发酵培养将培养好的种子培养液按照体

积分数lo％的接静量，接静至装鸯50 mL发酵培养

基的500 mL的三角瓶中进行发酵培养，发酵时间

26 h，发酵温度30℃．HYG-Ⅱ型回转式恒温调速

摇瓶框的转速为200 r／rain。每揽实验设计都安捺

有3组平行对照样，取实验结果的平均值进行分析

和计算。

2．4照武答虢营肽豹提取

将发酵液在3 000 r／min下离心10 min后，上

清液用于培养基中营养成分的i赆!|定，沉淀的新鲜湿

酵母餍蒸缓承洗涤3次后，在体积分数为40％的稀

乙醇溶液中振荡处理2 h，温度30℃，3 000 r／min

下离心得到的上涛液中富含GSHcl4]，经稀释后用

榫GSH的分析捡测。

2．5分析方法

2。5。1 细胞于重盼测定 取25 mL发酵液，经

3 000 r／min下离心籍再用蒸继承洗涤2次，得到的

湿酵母细胞在60℃下烘48 h后称重，计算出细胞

平重(DCW)。

2．5．2葡萄糖质量浓度的测定3，5---硝基永杨

酸法。

2．5。3 GSH浓度的测定 D零NB[5，5"---硫双一

(2一硝基苯甲酸)J-谷胱甘肽还原酶循环法。在

2 mL容积的石英比色皿中顺序加入100 pL 6

mmol／L的DTNB，700 tsL 0．3 mmol／L熬NAD一

200肛L稀释至适当浓度的样品，室温下加入100

／_tL 5．0 U／mL豹谷虢营散还原酶襄动反应，测定

412 nm处反应体系的起始0D值以及5 min后的

OD值，根据OD俊的变化速率与GSH质量浓度的

关系，计算毒样晶中GSH的含量。

2．5．4 胞内GSH含量(GSH content)的定义

GSH质量浓度对细胞干重的比率一

霉裴黑攀弊×lo。％DCW103× ／(g／L)
⋯vv“

3正交优化试验

根据C．utilis WSH 02—08进行GSH生产时

的营养霈求，确定了营养条件正交试验的几种考察

因素及其永平，如表1所示。采耀L，。(45)正交试验

表安排正交优化试验，试验数据如表2所示‘13]。

表1 L。《45}正交试验医素水平表

Tab．1 Factors and levels in L“f45{orthogonal experiments

PH和 袭2 Lt·{45)正交试验数据表

Tab．2 The orthogonal experiments
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4结果与讨论

对予试验样本较小簿情嚣，一觳采震黧一法

(Leave-One-Out)进行交叉验证，考察网络的预测

误差。将表2巾的试验数据分为两组，一组含有15

个数据用于稍练，藕下的一个数据佟为一缀瘸子测

试，这样循环16次，即每～组数据都测试一次，最

后将依次得到的16个孽i鑫出数据作为整个网终的实

际输磁，以此考察两种网络的预测精度和鲁棒性。

然后，对试验数据累计加入lO次噪音，每次的噪音

增量势3％，以检验BP襁经网络和CCTSK摸糊神

经网络的鲁棒性，具体实验结果如图l～3所恭：以

噪音量为横坐标轴，神经网络的预测误差指数为纵

坐标辘。

预测误差指数：J一

Ⅳ

∑(y；一yj)2
Z一1

N

Ff，，i—i-jz
，其中：

歹一南耋y；，jv为样本总数，yd；为第z个样本值的
期望输出，Y：力实际输凄。

5

噪音量

豳1 GSH质量浓度预测比较

Fig．1 Comparison of GSH concentration prediction

籁
船
蜊
落

嚣
聪

5

噪音量

蜜2 DCW壤潮毙较

Fig．2 Comparison of DCW concentration prediction

籁
孵
jI|l{
赂
爨
醛

5

嗓嚣纛

豳3胞内GSH质量分数预测比较

Fig．3 Comparison of Intracellular GSH content predic-

tion

从上面3幅图可以得出结论：随着数据中噪音

量的增大，BP神经网络对应的曲线出理剃烈震荡，

预澳l误差猎数急糜变化，其范围超过0．6，郄预测麓

力迅速下降，鲁棒性差；而CCTSK模糊神经网络对

应馥线的变化则比较平稳，变化范围仅为0．15友

右。从而证明CCTSK模糊神经网络较之BP神经

网络有良好的鲁棒性。

为了避一步证明上述结论，采用乳酸杆菌发酵

生成多糖(EPS)的试验数据[描】，选定1～45组数据

作为网络的训练样本，46～54组数据用中测试，实

验结果再次证明了CCTSK模攒丰孛经弱终良好的鲁

棒性，具体结果如图4所示。

籁
辍
jIj|j
醛
爨
蕊

噪音量

强4嚣憋产量预测毙较

Fig．4 Comparison of EPS prediction

5 结 语

5 、

在谷胱甘肽的发酵过程中，运用CCTSK模糊

季牵经网络对试验数据进行建模，结果证明其具有高

度的可解释性和更好的鲁棒性。这对予实际发酵

生产中，在试验数据由于客观条件的限制而含有一

定噪声鳃情瑟下，为产物预测提供了一条解决途

径，具有一定的研究价值。

5

4

3

2

1

O

9

8

7

6

5

l

l

l

l

l

l

O

O

O

O

e

籁孵撇器雾聪
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“

生态文明与营养健康"国际论坛在上海成功举办
2008年3月26日，由中国发酵工业协会、国家糖工程中心主办，禹城市人民政府和保龄宝生

物股份有限公司承办的“生态文明与营养健康”国际论坛在上海光大国际酒店成功举办。

此次“生态文明与营养健康”国际论坛的主题是“营养·健康·安全”。多名国际、国内知名学

者和专家就生态文明与营养健康、营养健康配料与公众营养健康、低聚糖在奥运备战中的应用、中

国益生元发展趋势等专题展开了精彩的研讨。国务院发展研究中心岳颂东副局长，公众营养中心

专家于小冬主任，中国食品添加剂协会理事长吕坚东，中国发酵工业协会名誉理事长尤新，中国焙

烤食品糖制品工业协会理事长朱念琳，中国发酵工业协会副理事长杜雅正等作为嘉宾出席了开幕

式。论坛得到了可121可乐、百事可乐、安利、卡夫、伊利乳业、无锡健特等多家国内外知名企业的积

极响应，本刊作为支持单位参加了此次论坛。

保龄宝生物股份有限公司作为本次论坛的承办方，曾在FIC展会期间连续五届成功举办“功能糖

应用暨发展”研讨活动。据该公司董事长刘宗利先生介绍，举办本次国际论坛旨在加强全民对健康

的认识，倡导合理的饮食文化和生活方式，促进营养产业和运动产业的发展，提高公众健康水平。‘
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