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摘 要：透明质酸是一种具有特殊生理功能的高分子多糖，在医药和化妆品工业中有着广泛的用

途 )以兽疫链球菌（ !"#$%"&’&’’() *&&$%+,$-+’()）为生产菌株，葡萄糖为碳源，在 $ ) # 5 小型发酵罐

上对发酵过程的动力学进行了研究，利用功能单元理论建立了以碳源为限制性底物的动力学模

型 )采用计算机对实验数据进行的计算，拟合出模型参数；对模型的适用性进行考察，证明了该模

型有较宽的适用范围 )
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现有描述微生物生长过程的模型多属经验模

型，6<A 等［!］采用统计热力学手段，提出了描述微生

物在单一底物限制条件下生长的功能单元理论 )作
为一种较为通用的方法，它可以为许多经验模型，

如 \’A’U 模型、\’S,R 模型及其修正模型提供理论

基础，并显示出广泛的适用性 )

透明质酸（;N<(@R’A=G <G=U，简称 ;8），又名玻

璃酸，是一种广泛存在于结缔组织及某些微生物荚

膜中的具有特殊功能的胞外大分子酸性粘多糖，其

水溶液有着良好的粘弹性和流变性 ) ;8 在生物体

内有着良好的生物相容性和其它许多重要的生理

功能［$，/］，同时还具有特殊的保水作用，被称为理想
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的天 然 保 湿 因 子（ !"#$%"& ’()*#$%)!+ ,"-#(%，简 称

./0），因此 12 在医学、化妆品工业有重要的应用

价值 3
对 12 发酵过程进行单一控制难以达到最大生

产的目的，而对其过程深入的研究，了解细胞培养

中菌体生长、基质消耗、产物生成的动态平衡及内

在规律，建立反映微生物生长代谢规律的数学模

型，可以为控制 12 发酵过程提供理论指导 3作者以

功能单元假设为前提，以统计热力学［4，5］为理论基

础，结合经典微生物动力学模型建立方法［6］，考虑

产物对微生物生长的抑制，在理论推导的基础上提

出了关于分批培养的菌体生长、各种产物合成及底

物消耗动力学模型，为进一步研究做好理论准备 3

! 理论与模型建立

! " ! 理论及模型假设

每个微生物细胞都具有一定量的基本功能单

元，如连接底物、释放胞内物质等，其中起着重要作

用的是酶、酶复合物或其它底物受体，每一个功能

单元都有着一整套催化分解和合成反应等细胞所

要求的代谢功能，并且有多个底物的连接位点 3
抑制物（包括底物和产物）对微生物生长的抑

制，即为抑制物对功能单元的抑制，是通过阻碍物

质的运输等行为而使得细胞胞内体系发生改变，从

而使细胞的生长受到阻碍 3如产物对细胞生长的抑

制，是因为产物与那些负责运输或吸收细胞生长所

需底物的功能单元相结合，使该单元对底物的吸收

能力降低或消失，造成胞内底物的限制；一种产物

对另一种产物的抑制是因为前者与负责传输后者

的功能单元结合后，不能将后者正常释放出胞外，

从而造成胞内该物质的积累，形成反应途径的反馈

抑制效应，表现出细胞合成该产物能力的下降 3
! 3# 统计热力学理论在细胞培养动力学中的应用

根据统计热力学巨正则系综合理论［4，5］，可以

对功能基团所处状态进行定量描述，得到其与 !（ "
7 8，4，⋯⋯，#）个底物分子连接的概率，这种概率

可用于推导描述微生物过程的数学表达式：

!7
!
’

) 7 4
"!［9］!

!
’

) 7 4#!［9］!
（4）

这里!为比速率，9 为功能单元的作用底物，

"、#为底物与功能单元连接能或初始反应速度常

数，$ 表示 9 与功能基团的连接位点，当 9 与功能

单元的 $ 个连接位点中有 % 个抑制位点时，方程

（4）变为：

!7"4［ &］4 :";［ &］; :"$ < %［ &］$ < %

#4［ &］4 :#;［ &］; :#$ < %［ &］$ < % （;）

若有其它抑制物存在，方程（4）、方程（;）变为：

!7
!
$

! 7 4
"!［ &］!

!
$

! 7 4#!［ &］! :!
#

! 7 8
$!［’］!

（=）

!7｛"4［ &］4 :";［ &］; : ⋯"$ < %［ &］$ < %｝(

｛#8［ &］8 :#4［ &］4 : ⋯ :#$［ &］$ :$4［ ’］4 :$;

［’］; : ⋯ :$#［’］#｝ （5）

> 为功能单元的抑制物，$为抑制物与功能单

元连接能或初始反应速度常数，# 表示 ’ 与功能基

团的连接位点数 )
若底物与功能单元有 ; 个连接位点，其中一个

为抑制位点，即 $ 7 ;，# 7 4，方程（5）为：

!7"［ &］(｛#8［ &］8 :#4［ &］4 :#;［ &］; :

$8［’］8 :$4［’］4 :$;［’］; : ⋯ :$#［’］#｝ （6）

当仅有一个抑制位点，即 # 7 4 时，方程（6）为：

!7"［ &］(｛#8［ &］8 :#4［ &］4 :#;［ &］; :

$8［’］8 :$4［’］4｝ （?）

! " $ 微生物反应动力学模型的推导

! "$ " ! 菌体 生 长 模 型 研 究 可 知，*+,-.+/0/001*
2//-.!3-$!01* 1;= 在合成 12 的过程中大部分碳

源都转化成乳酸 3乳酸发酵是一种典型的产物抑制

型生物过程，发酵液中乳酸的积累对细胞生长和产

物积累都会产生很强的抑制作用［?］3
对于抑制型的微生物生长，已有许多经验模型

来描述 3如 @(+)*#)- 模型及其修正模型［A］，由于其为

典型的“9”型曲线，所以具有广泛的适用性，曾被用

于描述微生物聚合物的过程细胞生长动力学 3但并

不能很好的描述 *+,-.+/0/001* 2//-.!3-$!01* 1;= 受

底物及乳酸抑制的动力学行为 3作者根据功能单元

假设和统计热力学理论，提出如下方程：

B4
B + 7 !’"C 4&

5* : & : &; ( 5 ! : ’67 ( 5 67
7

74&
4 : 84 & : 8; &; : 9’67

（A）

其中!’"C为菌体最大比生长速率（+ D（+·E）），

5* 基质半饱和常数（+ D @），567为乳酸抑制常数，5!

为底物抑制常数，7、84、8;、9 为常数 )
! 3$ 3# 产物合成模型 12 和乳酸是 ; 种主要产

物，在厌氧发酵过程中，它们是仅能检出的胞外产

物，在通风发酵过程中会产生少量的乙酸［F］3 由于

乙酸的产生量较少，因此，对细胞合成的产物仅考

虑 12 和乳酸 3研究可知，12 和乳酸的生成与菌体
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的生长相偶联 ! 但当乳酸积累到一定浓度时，"#
合成速度明显变慢，说明乳酸对 "# 的合成表现出

比菌体的生长更为强烈的抑制，同时乳酸对自身的

合成也会产生抑制作用 !
$%&% 年，’()*+［%］将产物生成与菌体生长及底

物消耗相关联，定性地分为 , 种类型，!型为生长

偶联型，比基质消耗速率!、比产物合成速率"、比

生长速率#基本同步；"型为生长半偶联型，当#、

!降低至一定值后，"开始增加，以后#、"、!同步

变化且同期达到最高；#型为生长非偶联型，#、!
降至最低后，"开始增加，并逐步至最大 ! -.*)*/0
1+2 和 314*5［&］对产物形成速率与细胞生长速率及细

胞浓 度 的 关 系 进 一 步 研 究 后，提 出 了 著 名 的

-.*)*/1+20314*5 方程，即方程（6）!
"#
"$ 7$

"%
"$ 8%% （6）

其中$，%为常数 !
根据以上对 &’ 发酵的分析和功能单元抑制

反应动力学，结合 -.*)*/1+20314*5 方程（6），作者提

出了 "# 和乳酸形成动力学模型如下：

)#&’
) $ 7$&’

)%
) $·

$
$ 8 #(’ ) *$

7 )%
) $·

$
!+9 8!+$#(’

（%）

)#(’
) $ 7$(’

)%
) $·

$
$ 8 #(’ ) *:

7 )%
) $·

$
&,9 8&,$#(’

（$9）

其中 #&’、#(’ 为 "# 和乳酸产量（2 ; -），$&’、

$(’为偶联常数，*$、*: 为乳酸对 &’ 和乳酸的抑制

常数，!+9、!+$、!,9、!,$ 为常数 !
! !" !" 基质消耗模型 根据物料平衡，限制性基

质通常可以分为 , 部分，即用于菌体生长的、用于

产物合成的和用于细胞内源维持的消耗，综合 &’
发酵，可以用下式表示：

< )-
) $ 7（ < )-

) $ ）#&’
8（ < )-

) $ ）#(’
8（ < ).

) $）/ 8

01% （$$）

考虑到 "# 只占底物消耗量的小部分，可以将

"# 项和菌体项合并；若基质对菌体和产物的转化

率恒定，则方程（$$）可以变为：

< )-
) $ 7（

$
2 /

8 $
2&’

）
)%
) $ 8 $

2 (’

)#(’
) $ 8 01%

7 3$
)%
) $ 8 3:

)#(’
) $ 8 01% （$:）

其中 2 /、2&’、2 (’为基质对菌体、"#、乳酸的

转化率（2 ; 2），3$ 7
$
2 /

8 $
2&’

，3: 7
$

2 (’
，01 为菌体

的内源维持常数（2 ;（2·=））!

# 材料和方法

# $ ! 菌种

实验菌种 -$415$676778. 96615:"10:78. ":,，

作者所在实验室保藏 !
# $ # 培养基

斜面培养基、种子培养基、发酵培养基见参考

文献［$9］!
# $ " 培养方法

斜面与种子培养：取保藏在安醅管中菌种，斜

面划线传代 !斜面于 ,> ?下培养 $9 =，用接种环挑

取 : @ , 环接入装有 &9 A- 种子培养基的 &99 A-
三角瓶中，在 :99 4 ; A1+ 的旋转摇床上培养 $B @ $C
=，培养温度 ,> ? !

小罐培养采用 : ! & - 的发酵罐（韩国 DEF 公司

产品），配有单只园盘透平桨，;罐 G ;桨 7 : G $ ! 自动

控制温度，H" 值 !加入 $ ! : - 发酵培养基，$:$ ?下

灭菌 $& A1+ !接种量为 $9I（体积分数），发酵过程

中自动控制 H" 值为 > ! 9 J 9 ! $；除特殊说明，初始葡

萄糖浓度为 &9 2 ; -，搅拌转速 C&9 4 ; A1+，通气量

: ! B - ; A1+，发酵温度 ,> ? !
# $ % 测定方法

$）透明质酸质量分数测定：采用 K155*40L.14
氏法［$9］!

:）葡萄糖质量分数测定：采用 ,，&0二硝基水杨

酸法［$$］!
,）乳酸质量分数测定：对羟基联苯法［$:］!
B）菌体量的测定：采取干重法与比色法对照 !

干重法：将发酵液（适当稀释）离心后取沉淀，洗涤 :
次，69 ?干燥 :B = 后，称取质量计算细胞浓度；同

时将沉淀物稀释一定倍数，&:9 +A 比色，与标准曲

线对照，计算细胞浓度 !
# $ & 数据处理方法

方程数值解法：四阶龙格库特法；数值寻优方

法：单纯形法 !

" 结 果

" $ ! 乳酸对发酵的影响

为进一步明确乳酸对发酵的影响，在摇瓶发酵

中，采用在初始培养基加一定量乳酸的方法，考察

乳酸量与菌体生长和产物形成的关系 ! 结果如图 $
所示 !从图可以看出，加入乳酸后细胞生长及 "# 形

成都受到抑制［$,］，而乳酸对自身的合成也有强烈的

抑制，随着乳酸添加量的增加，其抑制作用越明显 !
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图 ! 发酵液中乳酸的添加量对发酵的影响

"#$% ! &’’()* +’ *,( -.)*#) .)#/ 0+-12( +3 ’(42(3*.5
*#+3

6 % 7 动力学模型的求解

根据扩展的功能单元理论得到了微分形式的

! " #$$%&’(%)’*+, !"# 生长代谢动力模型式（$）、

（%）、（&’）、（&"），采用龙格库特法求取方程的数值

解，单 纯 形 法 进 行 参 数 寻 优，目 标 目 标 函 数 如 式

（&#），所求得参数列于表 & 所示 (
表 ! 89 发酵动力学方程参数

:.;%! :,( (<1.*#+3 =

!
!!

.4.2(*(4> +’ 89 ’(42(3*.*#+3 ?#3(*#)

!
!!

参数 拟合值 参数 拟合值

- &’")* "’* !+,- & "
!!!

&’

.& %#.% "’) /, & / &’
!!!

0 .

." 1)# "$) /’ &) "

!!!

*1

0 %"#’ "* /1- & "

!!!

’&

"2’ ’ "#. #3- " "

!!!

%.

"2& ’ "’&# 4& ") "

!!!

&1

$5’ ’ "’#".)# #1- #’ "

!!!

$)

$5& ’ "’’&"%$ 4" ". "

!!!

)$

6& ’ "%#1&$ &
78

2 &
73-

’ "

!!!

%#1

6" ’ "%& 7 1- & "

!!!

&’

)% ’ ".*#%&% )% ’ ".*.

+34 9 5 +34［"
3
（ : 6,7

’ 0 : 8-9
’ ）" 2 "

3
（ ;6,7

!:3 0

;8-9
!:3）

" 2"
3
（;6,7

;:3 0 ;8-9
;:3）

" 2"
3
（ ! 6,7

’ 0 ;8-9
’ ）"］（&#）

收敛精度为
9 6 2 & 0 9 6

9 6 2 &
< &’ 0 " "

进行参数拟合所用数据，与拟合得到的模型曲

线如图 " 所示 "
6 % 6 模型适用性

为了解模型准确反映过程状况的程度，在不同

初糖质量浓度下对模型的适用性进行了考察，图 "
为不同初糖质量浓度的发酵结果与模型预测曲线

图 (在初糖质量浓度为 .’ = )’ > ? ; 范围内除个别实

验点外，误差均小于 &’@ (只有初糖质量浓度为 *’
> ? ; 时，发酵后期的实验结果与预测值出现较大的

误差 (说明作者所建立的模型可以在较大的范围内

准确地预测实验结果，可以用于描述正常实验条件

下 !: 分批发酵过程 (

图 7 初糖质量浓度为 @A $ B C 时动力学模型

预测曲线及实验值

"#$% 7 :,( ’+4().>* )140(> +’ ?#3(*#) 2+/(- .* #3#*.-
>1$.4 )+3)(3*4.*#+3 @A $ B C

D 结 论

&）功能单元理论具有较广泛的适用性，除可以

应用于描述具有底物抑制的细胞培养过程，还可以

推广到有产物抑制的过程中 (功能单元与酶在一定

程度上具有类似的动力学行为，但前者具有更为广

泛的适用性 (
"）!<=%&<$*$**+, #$$%&’(%)’*+, !"# 利用葡萄

糖发酵生产 !: 是同时具有底物和产物抑制的发酵

过程，以功能单元假设为前提，以统计热力学为理

论基础，结合经典微生物动力学模型建立方法，提

出了描述整个发酵过程细胞生长、产物生成、底物

消耗的动力学模型 (
#）利用得到的模型对实验数据进行了预测，计

算值与实验值较好地符合，表明所得模型能较好地

描述 !<=%&<$*$**+, #$$%&’(%)’*+, !"# 在正常条件

下利用葡萄糖发酵 !: 的过程 (但在高质量浓度底

物存在时，发酵后期 !: 质量浓度与预测值相差较

大，可能是由于发酵体系的传质特点使得细胞对部

分营养的要求难以得到满足，造成了 !: 产量难以

进一步提高 (
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! 结 论

从链霉素发酵过程实际批报数据出发，分析链

霉素发酵过程的主要特点，利用主元分析方法对众

多变量进行降维处理，找出影响过程的主要变量 !

在此基础上将链霉素发酵过程分成 " 段，即发酵前

期、发酵中期和后期 ! 并利用模糊分段线性模型进

行产物浓度预测 !由于本方法只是利用了工业实际

数据，原理简单且方便实用，对机理复杂的生化过

程分析、建模和监控十分有效 !
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