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透明质酸发酵流加过程的研究
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摘　要 : 研究了透明质酸发酵的流加过程 ,对碳源的简单分批流加、指数流加、前中期指数流加 +后期控制糖浓度

的流加以及前期指数流加 +中期控制糖浓度的流加这四种不同流加方式进行了探讨 ,得到最佳流加方式 ,透明质

酸发酵水平稳定在 4 g/ L 以上。
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　　透明质酸 ( Hyaluronic acid ,简称 HA)是一种具

有特殊生理功能的酸性高分子粘多糖 ,广泛存在于

高等动物的结蒂组织中。由于其结构上的特点 ,HA

具有很强的保水性和高的粘弹性 ,在化妆品和医药

工业中有着大量的用途[122 ]。传统的获得 HA 的方

法是动物组织提取法。由于原料来源有限、成本高、

纯化复杂 ,产量难以满足日益扩大的需要。发酵法

生产透明质酸克服了动物组织提取法原料缺乏、工

艺复杂的缺点 ,降低了透明质酸的生产成本 ,大大推

动了透明质酸的研究和应用[3 ]。目前已有许多报

道关于链球菌菌种诱变 [4 ]、合成机制 [5 ]、营养要

求[5 ]、以及采用分批发酵法进行透明质酸的生

产[6 ] ,但几乎没有关于透明质酸发酵流加过程的报

道。本文研究了葡萄糖的流加规律 ,使透明质酸产

量和分子量都得到了大幅度的提高 ,为工业化生产

成功奠定了良好的基础。

1　材料与方法

111　菌种和培养基

实验菌种为兽疫链球菌 S t reptococcus zooepi2
demicus (本实验室保存) 。

斜面培养基组成 　葡萄糖质量分数 015 % ,牛

肉膏 015 % ,蛋白胨 1 % ,酵母粉 015 % , K2 HPO4

012 % ,MgSO4·7H2O 011 % ,琼脂 210 %;pH值 710～

712。

种子培养基组成　同斜面培养基 ,不加琼脂。

发酵培养基组成 　牛肉膏质量分数 015 % ,蛋

白胨 1 % ,酵母粉 015 % , K2 HPO4 012 % , MgSO4·

7H2O 011 %

葡萄糖配成质量分数 50 %的水溶液 ,单独灭

菌。

112　实验方法

11211　摇瓶种子培养　取保存于斜面的菌种两环 ,

接入装有 50 mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶中 ,摇

瓶转速 150 r/ min ,37 ℃,培养 14 h左右。

11212　小罐发酵培养　317L 的发酵罐 (瑞士比欧)

中加入 2 L 发酵培养基 (或采用美国贝朗 30 L 全自

动发酵罐 ,加入 12 L 发酵培养基) , 116 ℃灭菌 25

min ,接种量 10 % ,发酵温度 37 ℃,通气量 110～310

L/ min (317 L 发酵罐)或 610～1810 L/ min (30 L 发

酵罐) ,采用 5 mol/ LNaOH溶液自动调节控制发酵

液 p H值在 710±011 ,初始转速 n = 100 r/ min ,不断

提高转速 ,维持溶氧不低于 10 % ,直至 n = 250 r/

min。葡萄糖采用流加方式补入发酵罐。

113　分析方法

菌体浓度测定 　采用 600 nm下发酵液的吸光

值来表征菌体浓度 ,发酵液稀释 10倍后用分光光度

计在 600 nm处测定吸光度 ( A 600) 。葡萄糖浓度定

量分析　采用 SBA240C型生物传感分析仪 (山东省

科学院生物研究所) 。L2乳酸浓度定量分析 　采用
发酵液稀释 SBA240C型生物传感分析仪 (山东省科

学院生物研究所) 。HA 浓度测定 　Bitter2Muir 氏

法[7 ]。



2　结果与讨论

211　间歇流加补糖 ( Ⅰ)对透明质酸发酵的影响

在总糖浓度均为 515 %的前提下 ,图 1 所示操

图 1　不流加葡萄糖对发酵过程的影响

Fig. 1　Effect of no glucose fed2batch on the fermentation

作方式为初糖 015 % ,2 h一次补足葡萄糖 5 % ;图 2

所示操作方式为简单的间歇流加 ,补糖方式为初糖

质量分数 1 % ,2 h 1 % ,1117 h 115 % ,1717 h 115 % ,

图 2　间歇流加对发酵过程的影响

Fig. 2　Effect of fitful fed2batch on the fermentation

22 h 01625 %。图 2 所示操作方式下 HA 质量浓度

(2128 g/ L)明显优于一次性补糖方式 (图 1 ,1165 g/

L) ,HA产率提高了 38 %。

从图 1 和 2 比较可以看出 ,高的初糖浓度容易

导致发酵结束时菌体浓度偏低、DO 过早反弹、HA

合成停滞。这是因为 :初糖浓度较高时 ,碳源更多的

流向产物合成 ,只有较少比例用于合成菌体 ,图 1所

示发酵结束时菌体浓度明显偏低。HA又是菌体分

泌的产物 ,随着发酵的进行 ,大量副产物生成和葡萄

糖的大量消耗 ,抑制了菌体生长和 HA合成。

从图 2 还可以清楚地看到 ,从发酵中期开始 ,

HA的合成与菌体的生长、碱液的消耗都呈现相同

的趋势。碱液的消耗主要是因为发酵过程中链球菌

不断分泌大量的乳酸和少量的醋酸所致。所以 ,HA

的分泌与发酵副产物乳酸的合成也是相关联的 (见

图 3) 。

图 3　指数流加对发酵过程的影响

Fig. 3　Effect of exponetial fed2batch on the fermentation

212　指数流加补糖 ( Ⅱ)对透明质酸发酵的影响

Armstrong等[8 ]研究表明 :在菌体生长阶段 ,生

长代谢和产物合成之间对碳源和能量的利用存在着

竞争。因此 ,由 211节的分析可知 ,要提高 HA的产

量 ,在菌体生长的前中期提高菌体浓度是很有必要

的。在对数生长期进行葡萄糖的指数流加比较符合

菌体的生长需求。如图 3 所示 ,在葡萄糖指数流加

的操作方式下 ,菌体浓度和 HA产率都得到了明显

提高。其补糖方式为 :总补糖量为 5 %(质量分数) ,

发酵体积 2 L ,6 h开始流加至 17 h。与图 1相比 ,菌

体浓度提高了 70 % ,与间歇流加 (图 2)相比 , HA产

率提高了 2815 %。

213　前中期指数流加 +后期控制糖浓度的流加补

糖 ( Ⅲ)对透明质酸发酵的影响

发酵前期采用指数流加 ,而发酵后期采取适当

控制糖浓度的流加 ,控制质量浓度分别为 10 ,20 g/

L ,所得结果如图 4 ,5所示。从图 4 ,5中可以看出 ,

虽然在这种流加方式下 ,菌体浓度较高 ,但是 ,在发

酵 24 h后维持 10和 20 g/ L 时 ,过高的糖浓度使得

溶氧较早就开始反弹 ,耗碱减慢 ,发酵液中 HA浓度

也没有增加。所有这些迹象表明 ,发酵后期过高的

糖浓度容易对 HA 的分泌造成抑制 ,不利于 HA 的

合成。所以 ,在发酵后期采取控制糖浓度流加来提

高发酵的产率不可取。

214　前期指数流加 +中期控制糖浓度的流加补糖

( Ⅳ)对透明质酸发酵的影响

发酵前期采用指数流加 ,流加到发酵中期对糖

浓度进行控制 ,所得结果如图 6 所示。在发酵中后
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图 4　发酵后期控制糖质量浓度 10 g/ L

对发酵过程的影响

Fig. 4　Effect of controlled glucose2concentration at

10 g/ L in the anaphase on the fermentation

图 5　发酵后期控制糖质量浓度 20 g/ L

对发酵过程的影响

Fig. 5　Effect of controlled glucose2concentration at

20 g/ L in the anaphase on the fermentation

期透明质酸的合成基本上与副产物乳酸的生成是相

图 6　控制发酵中期糖浓度对发酵过程的影响

Fig. 6　Effect of controlling glucose2concentration in

the metaphase on the fermentation

关联的 ,但是随着透明质酸浓度增加而不断增加的

乳酸浓度反过来又抑制着透明质酸的合成。由图 6

可以看到 ,在 20～25 h ,乳酸浓度直线上升 ,而 HA

浓度呈先上升而后下降的趋势 ;当 26 h后乳酸浓度

下降时 ,又可以很明显的看到 HA浓度的增加 ,可见

透明质酸浓度下降的趋势主要是由不断升高的乳酸

浓度反馈抑制所引起的。通过控制发酵中期糖浓

度 ,本文成功的降低了乳酸的反馈抑制 ,从而使透明

质酸的产率得到大幅度提高 ,产率可达 417 g/ L ,比

指数流加 (产率 3165 g/ L )提高了 2818 %。采用同

样控制方法在 115 m3 发酵罐中进行发酵 ,取得了良

好的生产效果 ,产率可达 6 g/ L 以上 ,达到国内领先

水平。

表 1　不同流加方式对 HA产量的影响

Table 1　Effcet of fed2batch models on the yield of HA

流加方式 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

HA产量/ (g/ L) 118～218 214～313 215～312 318～417

3　结论

发酵前期采用指数流加 ,中期对糖浓度进行控

制 ,此时实验室小试产率可达 417 g/ L。将此控制方

法应用于 115 m3工业装置中 ,取得了良好的生产效

果 ,产率可达 6 g/ L 以上。
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Molecular design and characterization of recombinant
fusion protein of human IFNα2a2THYα1

ZHAN G Xue2xia　CHEN Jing2chun
(College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

Abstract : The combinated IFNα2a and THYα1 is more powerful than the individual of both IFNα2a and THYα1

medicines during treating human cancers and some virus infection diseases , and we considered to construct a fu2
sion protein molecule containing both IFNα2a and THYα1 by DNA recombination. First of all , based on the three

dimension structure of both molecules , a linker with 12 amino acid length was designed to connect to IFNα2a C

terminal and THYα1 N terminal. After that , an expressed vector pCJ 101 containing the fusion gene was ob2
tained and transformed into host cell E. coli DH5α. The main expressed protein band on SDS2PA GE possessed

23 000 in molecular weight . The biofunction test of the fusion protein showed the activity of IFNα2a reached

11834×10 - 2 mol/ (s·mg) and THYα1 reached 20 %( E2rosette formation rate) , respectively.

Key words : interferon ; thymosin ; fusion protein ; molecular design
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Effect of fed2batch models on production of hyaluronic acid( HA)

YE Hua　CHEN Meng　ZHON G Lin　TAN Tian2wei
(College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology ,Beijing 100029 , China)

Abstract : At the same glucose wastage and different glucose concentrations in the beginning of the fermentation ,

four fed2batch models including simple batch2ferment ( Ⅰ) , exponential fed2batch ( Ⅱ) , exponential fed2batch

in the prophase and metaphase + fed2batch by controlling the glucose concentration in the anaphase of the fer2
mentation ( Ⅲ) and exponential fed2batch in the prophase + fed2batch by controlling the glucose concentration in

the metaphase of the fermentation ( Ⅳ) were investigated. The result showed the ( Ⅳ) model was the best and

the HA yield was 417 g/ L .

Key words : hyaluronic acid ; fed2batch ; st reptococcus zooepidemicus
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