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专论与综述  
 
 

综述近年来放线菌工业生产抗生素方面的研究进展, 包括工业菌种选育、发酵过程优

化及放大方面的新理论和技术。系统比较分析和讨论这些新理论和技术在放线菌工业化

生产应用方面的优缺点, 以及今后可能的发展方向。 
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摘  要: 放线菌属由于能够产生一系列结构复杂的生物活性物质而受到广泛关注, 这些

活性代谢产物的大规模发酵生产在医药、农业等领域的应用中起着重要的作用。本文综

述近年来放线菌次级代谢产物产业化研究的一些新进展, 包括菌株的改造、生物过程优化

和控制以及发酵放大技术, 并对这些方法和技术进行讨论。 
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Abstract: Actinobacteria are well known as they can produce a series of secondary metabo-
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lites with complex structures and various bioactivities. The industrial production of these sec-
ondary metabolites plays a vital role in medical and agricultural fields. Recent advances in 
strain improvement, bioprocess optimization and control, and fermentation scale-up were re-
viewed here. The holistic viewpoints and approaches applied in industrialized production of 
secondary metabolites by actinobacteria were discussed as well as the perspectives. 
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放线菌(Actinobacteria)是一类主要来源于

土壤和水栖沉淀物的微生物, 通过产生大量的

胞外酶, 如壳多糖酶、脂肪酶、淀粉酶、蛋白

酶和纤维素酶等在有机物贫瘠的环境中生存 , 

并通过产生一系列具有抑制其他微生物生长的

次级代谢产物而达到自我保护的目的。这些具

有生物活性的次级代谢产物在医药和农业应用

上具有重要的作用, 如抗细菌素、抗癌物质、

免疫抑制剂、驱虫药以及抗真菌物质等[1−2]。 

放线菌产生的活性次级代谢产物具有较复

杂的化学结构, 在野生菌株中产量极低。为了

满足在医药与工农业应用中的需求, 通常需要

大规模发酵来生产。因此, 菌种改造、发酵过

程优化及放大是至关重要的应用工程技术。为

此, 本文综述了目前在工业生产的放线菌发酵

过程中的菌种改造、过程优化和放大的方法与

技术, 并通过一些实例来阐明这些技术的优点

以及今后可能的发展方向。 

1  放线菌的工业菌种改造 

理想的工业用生产菌种需具备稳定的生产

能力以及碳、氮源代谢转化率。从自然环境中筛

选得到的野生型菌种通常需要经过改造或引入

一个新的细胞特性来满足工业化生产的要求[3], 

如传统的菌种改造主要依赖于随机诱变(包括

物理诱变和化学诱变)和理性设计高通量筛选

的方法来获得。由于次级代谢产物过量积累是

由多个基因表达产物来调控, 这些基因之间具

有相互作用, 调控作用的机理复杂[4−5], 目前还

未全面甚至是尚未了解, 因此对放线菌工业生

产菌的改造也常常受到一些局限或阻碍。尽管

如此, 随着近年组学(Omics)技术的发展许多策

略成功应用于工业生产菌株的选育中, 如基于

基因组信息的改造、基于转录组学和蛋白组学

分析的改造、基于代谢理论的代谢途径改造以

及整合了多理论的改造新策略等。 

1.1  基于基因组信息的菌种改造 
尽管很多次级代谢产物如抗生素的生物合

成途径已阐明, 优化代谢途径中某一关键基因

能够有效提高抗生素的水平, 但在工业应用水

平需要更多的全局调控技术才能实现。因此近

年来很多学者利用全局方法来改造放线菌工业

生产菌获得所需要的高性能菌株[6−7]。 

“分子进化工程(Molecular evolution engi-

neering)”是基于基因组信息构建工业微生物突

变株的重要方法, 与传统的方法相比具有显著

高效的特点, 已在放线菌育种方面取得了显著

成效。这些技术在基因水平上利用易错 PCR、

DNA 重组、DNA 改组(DNA shuffling)、增长截

短技术、合成改组等获得随机突变的基因, 并

通过选择压力和传代筛选获得稳定的正突变

株。例如 Stutzman-Engwall 等通过 DNA shuffling

技术对阿维链霉菌(Streptomyces avermitilis)中一

个 aveC 基因进行突变筛选获得 1 株突变株, 其

多拉菌素(Doramectin)的产量提高了 23 倍多 , 

该 突 变 株 已 经 用 于 工 业 化 生 产 [8] 。 在 DNA 
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shuffling 技术的基础上发展起来的基因组改组

(Genomic shuffling)技术是针对整个基因组进行

的 DNA shuffling, 它被认为是重组技术在菌种

表型改造方面应用的一个重要里程碑[9]。自 2002

年 开 始 已 经 有 多 篇 报 道 关 于 利 用 基 因 组

Shuffling 技术进行放线菌改造的文献。例如 , 

Hida 等利用 3 轮基因组 Shuffling 使得链霉菌

(Streptomyces sp.) U121 的 羟 基 柠 檬 酸

(Hyfroxycitric acid)的产量与野生菌株相比提高

了 5 倍[10]; Xu 等利用始旋链霉菌(Streptomyces 

pristinaespiralis)的基因组进行改组 , 通过筛选

获 得普那霉 素 (Pristinamycin)高产 菌株 , 与出

发菌株相比产量提高了约 89.4%[11]; Zhang 等

在 生 产 泰 乐 菌 素 (Tylosin) 的 弗 氏 链 霉 菌

(Streptomyces fradiae)高产菌株选育中 , 产量

提高了约 6 倍[12]; 基因组改组技术目前已被认

为是一种全新的全细胞进化工程的快速高效

技术[12]。由于基因组 Shuffling 可以在不了解基

因背景的情况下展开工作, 适合应用于遗传背

景复杂的工业放线菌育种, 并且更合适获得复

杂的表型。随着高通量筛选(High through-put 

screening)技术的发展, 基因组改组将会成为工

业放线菌育种的重要策略之一。 

1.2  基于转录组学和蛋白组学分析的菌种

改造 
在由多基因调控的放线菌次级代谢产物合

成的研究方面, 潜在改造基因靶点的寻找极其

重要。DNA 微列阵(DNA microarray)技术的发展

可以比较两个高、低产菌株或者不同样品之间或

者一个样品在不同时间点或环境下的转录组学

特性的差异, 为寻找合成途径中调控回路和潜

在的改造靶点提供了基础, 从而通过分子遗传

改造获得高产突变株[13]。例如利用红霉素强启动

子(ermEp)替换天然启动子序列, 从而有效提高

目标基因的表达水平 [14−15]; 采用启动子文库策

略通过优化一些关键基因的表达水平使得目标

代谢途径的通量和菌体生长通量之间的平衡

优化, 也是一种非常有效的策略; 另外, 新强启

动子的发现可能会为工业菌株的改造提供新的

方向, 通过更换目标基因上游的启动子来提高

下游基因的表达量是一种高效、可行的策略。 

除改造基因上游启动子的强度来提高目的

基因的表达外, 近年来发现的各种调控因子的改

造也是一种有效的方法, 因为调控因子的调控范

围更广泛, 可以同时调控多个基因的表达。例如, 
Zhou 等通过对阿维链霉菌工业菌种的 hrdB 基因

进行易错 PCR 并替换原有基因, 通过高通量筛选

得到的突变株中, 受突变的 σhrdB 调控的 aveR 基

因 转 录 水 平 显 著 提 高 , 使 得 阿 维 菌 素

(Avermectin) B1a 组分的产量提高了约 50%[16]。

Yin 等通过在棒状链霉菌 (Stretpomyces clavu-
ligerus) NP1 中阻断一个精氨酸合成途径相关的

调控因子 argR, 使初级代谢途径中与乙酰辅酶 A
合成相关的蛋白表达发生变化, 使得乙酰辅酶 A
合成量增加, 从而导致全霉素(Holomycin)的产

量显著提高[17]。理论上, 在转录组学分析的基

础上构建的调控因子网络模型可以更加理性调

控目标代谢途径基因的转录, 但是目前对调控

因子了解还不够全面 , 甚至尚未了解 , 因而应

用调控因子网络改造的调控策略在工业上仍受

到很大限制。 
由于大部分细胞代谢活动都是直接或间接

由蛋白参与的, 蛋白组学分析使得对细胞代谢

状态的了解更深入一步, 但是目前为止不是所

有蛋白节点的功能都已经了解清楚, 因而与转

录组学相比蛋白组学的信息还较少。然而, 蛋

白组学能够分析两个以上的不同环境条件下蛋

白节点的变化强度, 这为菌种改造设计提供了

重要信息。例如, Song 等利用蛋白组学分析了

一株波赛链霉菌(Streptomyces peucetius)突变株
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中与多柔比星(Doxorubicin)合成相关的蛋白并

使 得 突 变 株 中 多 柔 比 星 的 产 量 提 高 了 1 倍   

多[18]。随着实验技术的发展, 蛋白功能以及蛋

白相互作用机制的研究, 基于蛋白组学分析改

造技术在工业菌种改造中应用将会越来越广泛。 

1.3  基于代谢工程理论的菌种改造  
在过去的 20 年中, 放线菌工业生产菌株的

改造策略主要还是集中于代谢工程(Metabolic 

engineering)。随着组学、代谢流分析以及计算

建模技术的飞速发展, 代谢工程的改造策略得

到了广泛的应用 [7]。通过代谢工程改造生产菌

株的策略是通过提高整个代谢途径中关键节点

基因或者与代谢途径相关的调控基因表达水平

来提高次级代谢产物的产量。例如, Yanai 等通

过在卡那链霉菌(Streptomyces kanamyceticus)工

业菌株中过量表达卡那霉素 (Kanamycin)基因

簇使得工业突变株中卡那霉素的产量显著提 

高[19]; 本课题组通过过量表达一株工业生产菌

株红色糖多孢菌(Saccharopolyspora erythraea)

中红霉素(Erythromycin)合成途径中两个修饰酶

基因 eryK 和 eryG 的表达量, 有效提高了有效组

分 Er-A 的产量而降低了 Er-B 和 Er-C 杂质的合

成[20]; 另外, 通过提高龟裂链霉菌(Streptomyces 

rimosus)工业生产菌株 SR16 中土霉素合成途径

的起始合成酶基因 oxyABC 有效提高了工业突

变株中土霉素的产量[15]。由于通常次级代谢产

物合成途径中的酶基因在基因组中的位置是相

邻成簇的, 也可以直接增加次级代谢产物合成

基因簇的拷贝数以提高合成途径中所有基因

的表达量, 本课题组通过在红色糖多孢菌中过

量表达红霉素合成基因簇中部分和所有基因 , 

从而筛选得到了可以工业化生产的工业突变

株 [21]。此外, 对初级代谢途径改造对次级代谢

产物的合成也是有效方法 , 例如 , 本课题组通

过阻断龟裂链霉菌工业生产菌株 SRI 中编码磷

酸戊糖途径(HMP)中关键酶—6-P-葡萄脱氢酶

的 zwf1 基因获得了土霉素产量提高 36.2%的突

变株[22]; 而通过在红色糖多孢菌 E2 的染色体

中 整 合 一 个 来 自 壮 观 链 霉 菌 (Streptomyces 

spectabilis)的 S-腺苷甲硫氨酸合成酶, 使得突

变株中有效成分 Er-A 提高了 1.3 倍[23]。 

代谢工程的重要基础是代谢网络的构建和

代 谢 物 流 的 动 态 定 量 分 析 。 采 用 核 磁 共 振

(Nuclear magnetic resonance, NMR)、气相色谱

质谱联用(Gas chromatography mass spectrome-

try, GC-MS)、气相色谱-时间飞行质谱联用(Gas 
chromatography time-of-flight mass spectrome-
try, GC-TOF) 以 及 液 相 色 谱 质 谱 联 用 (Liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS) 分

析技术的发展对高通量分析基因和环境扰动条

件下细胞的各代谢组分差异提供了重要测定技

术, 定量的代谢产物数据可用于代谢流组学分

析, 从而深入了解细胞的生理状态[7]。由于胞内

通量是难以测量的, 通过同位素标记 13C-葡萄

糖在细胞中的代谢, 同位素的分布信息可以反

应胞内代谢速率变化, 通过对多个培养条件及

基因扰动条件下代谢通量的差异来筛选可改造

的位点 , 从而获得高产突变株 , 是一种常用的

方 法 。 例如 , Borodina 等 根 据 天蓝 色 链 霉 菌

(Streptomyces coelicolor) A3(2)的基因组信息构

建了全基因组代谢模型, 预测并敲除了一个磷

酸果糖激酶同工酶的编码基因——pfkA2, 有效

提高了抗生素的产量, 采用 13C 标记实验检测

突变株中的代谢流变化, 目标代谢途径的碳源

代谢通量(Metabolic flux)有效提高了[24]。本课题

组重构了基因组规模的龟裂链霉菌代谢网络模

型, 预测得到降低磷酸戊糖途径的碳源代谢通

量能够有效提高前体乙酰辅酶 A (Acetyl-coA)

的合成, 理论上也可以有效提高龟裂链霉菌中

土霉素(Oxytetracycline)的产量。磷酸戊糖途径
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的第一个酶是 6-磷酸葡萄糖脱氢酶(Glucose-6- 

phosphate dehydrogenase, G6PDH), 它有两个同

工酶分别由 zwf1 和 zwf2 基因编码, 由于考虑到

菌体生长的需要, 不能完全阻断磷酸戊糖途径, 

因而采用分别阻断 zwf1 和 zwf2 基因的策略, 考

察对模式菌 M4018 中菌体的生长及土霉素的合

成的影响[25], 选择一个 优的策略用于工业菌

株 SR16 的改造, 结果表明在工业菌株 SR16 中

敲除 zwf1 基因菌株能够有效提高土霉素的产量

(图 1), G6PDH 酶活力约为出发菌株 SR16 的

70%左右 , 糖酵解途径(EMP)中的磷酸葡萄糖

异构酶(Phosphoglucose isomerase, PGI)的活力

约为出发菌株的 125%。因此可以看出, 敲除

zwf1 基因能够有效降低 HMP 途径中的碳源代

谢通量, 有效提高 EMP 途径中的碳源代谢通量

从而导致菌株的土霉素高产。 

 

 
图 1  zwf1 基因的敲除对土霉素和中心代谢途径关键

酶活力的影响 
Fig. 1  Effect of zwf1 deletion on oxytetracycline pro-
duction and the activities of key enzymes in central 
metabolic pathways  

代谢工程能够针对性改造更容易获得高产

菌株、有效减低生产成本, 在工业放线菌育种中

占有重要的地位, 分析技术的发展和精确代谢途

径网络模型的构建将快速推动代谢工程在工业

菌种改造中的应用。 

1.4  基于系统生物学获得新的改造策略 
由于生物系统的复杂性, 要实现将各个组

学分析理论完全融合并用于工业菌种的改造是

很困难的, 但是利用不同的方法交叉是放线菌

改造的新策略。例如, Lv 等利用基因组改组和

核糖体工程两种方法结合获得的工业突变株卑

霉素(Avilamycin)的产量提高了 4.85 倍[26]。另

外, 常用的交叉方法还有利用计算机建模和模

拟与代谢组学、代谢流分析或转录组学等定量

分析方法结合[27], 采用多个组学高通量分析的

数据和计算机建模, 由计算机模拟的结果来设

计实验进行验证, 实验的内容不仅包括基因和

代谢工程, 还包括高通量的组学实验来获得更

多的全局数据; 实验的结果再返回到计算机模

型中进行修正 , 然后重新用实验验证 , 这样的

循环模式来获得高产突变株[28−29]。 

如上所述的这些用于菌株改造的策略都

有各自的优点 , 这些基于不同基础的基因(组)

扰动汇总到一个单独的菌株中时可能会产生意

想不到的协同效应, 从而可能获得一个“超级工

程菌”。 

2  放线菌工业化生产过程优化和控制 

工业化生产的目的是需要实现其经济价

值, 发酵过程是建立在控制细胞内和细胞外环

境相互作用的基础上, 需要了解在微观条件下

细胞内的基因转录、蛋白表达、代谢产物浓度

及其对微生物生长和代谢的影响, 也需要了解

在发酵罐大规模环境条件下, 如流场、剪切力

等对细胞内环境的影响等。因此, 微生物发酵
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表型是由它的基因型以及环境对其刺激引起的

应答共同决定的[30]。对丝状放线菌发酵过程优

化而言, 发酵罐中放线菌细胞生理状态的描述

和模拟是理性设计优化策略的重要内容。目前

为止, 一些相对简单的动力学模型已经成功应

用于设计、控制和优化生物过程, 但是简单考

虑生物系统的输入-输出而将细胞内代谢当作

一个“黑箱”处理所构建的模型与过程优化是值

得质疑的[6,31]。近年来, 许多学者提出了基于组

学与过程参数相结合的优化方法, 同时关联与

细胞活动相关的胞内代谢理性设计生物过程优

化来提高目的代谢产物的产量[32]。 

2.1  基于动力学模型的过程优化与控制 
微生物发酵过程是一个底物碳源、氮源代

谢形成菌体和产物的生物化学过程, 因此数学

模型在过程优化中起重要作用。经典发酵动力

学至今在发酵过程的局部仍然适用, 但是往往

是 佳 pH、温度、底物浓度等的静态过程优化

方法无法实现发酵全过程的 优化, 其原因是

目标产物的比形成速率(qp)与比生长速率(µ)、

底物浓度(S)等在整个发酵过程中不可能是恒

定的, 因此需要进行动态优化。动态优化方法

之一是根据底物代谢速率、产物形成速率、底

物传递速率和负责催化代谢途径中生化反应关

键酶特性(酶活力或者酶的量)等动力学模型进

行动态优化[33]。另外, 利用动力学调控的策略

通过感知胞内环境的变化来调节代谢途径中酶

的表达, 也是获得 优的工业化生产工艺有效

的策略。例如, Singh 等通过 13C 同位素标记测

定代谢通量, 在优化培养基过程中发现 4 种培

养基成分(豆饼粉、葡萄糖、CaCO3 和 MgSO4)

对 吸 水 链 霉 菌 (Streptomyces hygroscopicus) 

MTCC 4003 中的抗生素次级代谢产物的合成具

有显著的促进作用, 优化后培养基中菌株的产

量是原来的 11 倍左右[34]。 

由于生物过程是一个开放的非线性系统 , 
因此对发酵过程优化必须是动态优化。动态优

化策略能使生物过程中随时间变化的参数如补

料速率实现其设定的值, 从而使发酵过程性能

参数如产率、目的产物浓度、发酵指数等 大

化。针对不同微生物开发的特有优化控制程序

则能够应用到相关的发酵过程中, 如自适应控

制、现代预测控制、神经元网络等, 但这些方

法均需要与生物过程特征相结合才能获得满意

结果。 

2.2  基于组学和代谢流分析的过程优化和

控制 
在过去的几十年中很多研究者致力于研究

目的代谢途径相关基因的功能, 以获得影响代

谢途径通量的关键酶基因, 通过了解该蛋白的

合成机理, 通过控制营养物质来提高菌体生长

速率 , 并设 计生物过 程来提高 目标产物 的产

量。过量表达代谢途径中关键节点的酶基因是

常见的一种策略, 利用多拷贝质粒直接增加

关键节点酶基因的表达量或者通过过量表达该

基因的正调控因子来实现。 

例如, 本课题组通过过量表达龟裂链霉菌

中土霉素合成途径的起始酶的基因表达量以及

一个与产物运输相关的转运蛋白基因 otrC 的表

达量, 有效提高了土霉素工业生产菌 SR16 中

土霉素合成途径的通量, 从而获得工业高产菌

株[14−15]。另外, 可以通过代谢组学和代谢通量

分析来验证目标途径的通量改变, 并适当调节

培养基中营养物质的供给来建立稳定的菌体生

长和产物生产速率的关系[35]。本课题组在前期

的工作中对两株分别提高了 eryK 和 eryG 表达

水平的红色糖多孢菌突变株 ZL1004 和 ZL1007

进行了培养 , 通过改变培养基成分 (添加玉米

浆)并分析胞内外代谢产物的变化以及在碳源

中心代谢途径中的关键酶活力, 使 ZL1004 中
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Er-A 的产量显著提高了 23.9%而副产物 Er-B 基

本不产生, Er-C 的产量也降低了 83.9% [36−37]。

在 30 L 发酵罐规模发酵生产红霉素的过程中, 

通过限制性流加葡萄糖有效提高了红霉素合成

前体的供应, 限制了旁路代谢途径的通量 , 从

而提高了红霉素的产量。通过代谢流分析表明, 

在限制葡萄糖流加的情况下, 可以促进前体丙

醇的代谢速率 , 而丙酸代谢途径通量减少 , 从

而提高了丙酰辅酶 A、丙甲基辅酶 A 和 NADPH

的积累, 终导致红霉素的高产[38]。 

因此 , 通过调节代谢途径中酶量(活力)的

表达动力学调控策略, 可以有效控制目标代谢

途径的通量和产率, 是一种有效的生物过程优

化和控制的手段。但是, 放线菌中次级代谢途

径多而复杂, 目前为止没有一个完整的放线菌

的次级代谢网络模型。除此以外, 基于动力学

和物料平衡的代谢通量模拟计算也是建立在各

种假设条件的基础上(如拟稳态), 与实时代谢

通量不一定完全吻合, 这大大限制了代谢组学

和代谢流分析的应用。 

2.3  基于基因组学和蛋白组学的过程优化和

控制 
通过比较高、低产菌株的基因组和蛋白组, 

了解在不同条件下的细胞代谢和生理状态, 并

以此来寻找与目标途径相关的突变位点, 是实

现生物过程优化的另一重要方法[32]。 
Rodríguez-García 等利用转录组学和蛋白

组学分析天蓝色链霉菌 M145 及其缺失 phoP 基

因的突变株在两种磷酸盐含量不同的培养基上

的全基因组范围内的转录和蛋白表达水平, 以

分析初级代谢途径中与磷酸盐和硝酸盐摄取相

关的基因之间的相互作用, 从而了解在磷酸盐

限制情况下细胞的生理特征[39]。本实验室对一

株经过传统诱变获得工业阿维链霉菌突变株和

一株实验室模式菌株进行全基因组测序并进行

序列比对, 并比较了两种培养基中培养条件下

胞内蛋白的表达差异[40], 结果表明一些氨基酸

代谢途径中的酶(glnA, leuC)蛋白的表达显著提

高, 在另外一些压力应答因子蛋白(eshA, clpC, 

dnaK, grpE)表达量低的情况下阿维菌素的产量

也低, 因而这些蛋白的编码基因可以作为菌种

改造的基因靶点来提高前体物质的供应以及对

外界压力的敏感性从而提高阿维菌素代谢途径

的通量。 

另外, 通过对不同的扰动范围多时间尺度

和不同形式定量分析细胞内基因表达的瞬时动

力学信息, 从而进行生物过程优化。如全局转

录 工 程 (Global transcriptional machinery engi-

neering, gTME)就是这样的方法 , 可提高目标

产物的产量[41]。全局调控因子的发现为放线菌

中调控网络的构建提供了有用的信息, 并用于

优化目标产物的产量[42−43]。 

2.4  放线菌发酵过程多尺度过程优化与控制 
随着系统生物学发展, 对放线菌细胞内生

命代谢的分子机制逐步阐明, 发酵过程控制也

由细胞外环境因素优化进入到细胞内的生理特

性调控。但是发酵过程是一个生命过程的高度

复杂系统, 宏观动力学研究的环境操作参数与

某些生理参数的检测与数据处理, 不能真正代

表细胞内复杂代谢反应过程的本体特性。基于

单一生理调控机制出发的研究往往只揭示了生

理调控的局部和某一时段的特点, 仅靠高度分

支化和具体分散的研究是难以对整个生物过程

全局优化起决定性作用。因此, 本课题组近年

来提出了发酵过程多尺度优化方法与技术 [44], 

即放线菌在发酵罐内分为三个尺度, 一是细胞

内基因尺度的遗传特性调控; 二是细胞尺度的

细胞代谢特性调控; 三是发酵罐(反应器)尺度

的流场特性调控。三者之间相互进行物质流、

信息流和能量流的变化作用, 进而从众多因素



于岚等: 放线菌工业菌种选育、过程优化与放大研究进展 1817 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

的海量数据中挖掘出影响发酵过程全局优化的

敏感生理参数 , 实现发酵过程的全局优化 , 从

而可克服只从组学水平或工程的流场水平研究

的不足。该技术在多个放线菌发酵产品上取得

了很好的优化效果, 如红霉素发酵过程中控制

早期葡萄糖浓度, 通过 ppGpp 形成促进红霉素

的合成, 而在发酵中晚期则通过参数控制葡萄

糖代谢速率与前体正丙醇代谢速率稳定实现红

霉 素 的 高 产 [45]; 另 外 , 在 土 霉 素 发 酵 以 控 制

C:N 流加技术[46]、阿维菌素发酵控制菌体形态[47]

等关键敏感参数实现了发酵过程优化。 

3  放线菌工业化生产中的过程放大
技术 

为了提高目标产物的产量, 维持稳定的生

产率, 工业发酵需要采用一个简单但是精确的

方法来确定产物产率和质量相关的过程参数 , 
并以这些参数为依据实现发酵过程放大。长期

以来, 发酵过程优化主要采用生物化学工程的

宏观动力学、化学计量学及热力学为基础的经

典工程学方法; 而在发酵过程放大时, 通常采

用量纲分析法, 如相似论和因次分析等。这些

方法用于发酵过程优化与放大时往往实际效果

差并难以重复, 在实践中主要还是靠人工经验

的反复摸索。为此, 本研究组在放线菌实际研

究中提出了基于生理特性和流场特性的放大技

术与方法。 

3.1  基于细胞系统生理参数的放大方法 
工业规模发酵生产是以细胞生长和产物合

成为目的的, 细胞系统的生理状态是胞外和胞

内环境相互作用的结果。适合用于作为发酵放

大的参数一般是过程参数或者对生理状态具有

重要影响的参数。如在好氧发酵过程中, 氧气

的传递是一个重要的参数, 由于氧气在水中的

溶解度低, 而氧气的供应又是微生物生长及代

谢的重要基质 , 因此 , 在以往的发酵过程控制

和放大中摄氧速率(Oxygen uptake rate, OUR)

已经作为一个重要的参数, 用于生物反应器的

选择、设计和放大。以 OUR 为依据进行发酵

规模的放大已经有很多成功的例子, 本课题组

在利用阿维链霉菌工业菌生产阿维菌素 B1a

时, 以 OUR 为主要参数进行放大(2 m3), 通过

控制在菌体生长时期的 OUR 值使得罐上阿维

菌素 B1a 的产率提高了约 21.8%[48]。在红霉素

发酵过程中, 利用 OUR 作为主要参数, 从实验

室发酵规模 50 L 成功放大到生产规模 132 m3

和 372 m3[49]。 

3.2  基于计算流体力学(Computational fluid 
dynamics, CFD)的发酵放大方法 

近年来发展起来的 CFD 模拟方法, 用于描

述基质浓度在发酵罐中的浓度梯度和混合传递

特性的方法成功应用于发酵放大。CFD 模型是

基于实验中流体和循环的测定, 从而利用测定

的参数建立的流体动力学模型。在实验过程中

粒子(荧光染料、磁力或辐射颗粒)的轨迹和速度

通过光学或者流体追踪技术等来测定[50]。为了

对流动的液体进行描述和建立数学模型, 整个

生物反应器网格化, 在给定的基因组和流变数

据的基础 上 , 根 据质 量、动能 和能量守 恒按

Navier-Stokes 方程对这些细胞的生理状态进行

数值化, 从而获得任何一个时间点细胞的生理

状态和流场特性, 如混合时间、混合速率、流

体动力学、剪切应力等[51−52], 这些可用于反应

器和搅拌桨的设计或改进[52]。如果将 CFD 模拟

值与其他的参数结合(如底物浓度和梯度、停留

时间、菌体生长动力学和代谢流分析等)则可构

建整合流体动力学模型(Integrated fluid dynam-

ics, IFD), 更精确模拟发酵放大过程中流体和

细胞生理特性参数的变化。 

由于放线菌发酵是丝状菌好氧发酵, 一般
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较粘稠和菌形控制很重要, 因此氧传递速率是

放线菌发酵放大过程中关键因素之一。目前 , 

通过模拟不同规模生物反应器中的气-液混合

特性、氧传递效率应用于过程放大已经有不少

成功例子 , Mehmood 等在利用始旋链霉菌(S. 

pristinaespiralis)生产 Pristinamycins 从摇瓶到

小罐的放大过程中, 利用 CFD 模拟氧气传质

速率并用于预测单位体积的功耗, 获得较好的

结果 [53]。本课题组在红霉素发酵过程中, 利用

CFD 模拟了实验室发酵规模 50 L 和工厂发酵规

模 132 m3 生物反应器中的氧传质效果, 发现在

132 m3 生物反应器中的 OUR 率显著低于 50 L

生物反应器, 这是限制工业化生产红霉素产量

的主要因 素 , 需 要通 过改进搅 拌系统和 控制

OUR 成功实现放大[54]。尽管 CFD 模拟氧传递

速率在多个放线菌以及其他微生物的发酵放大

过程中已经成功应用, 事实上, 对气-液两相和

发酵液中气-液-固多相复杂系统混合过程中氧

气的传递条件、底物分布对产物合成的影响等

还未充分了解。目前很多学者致力于对流体动

力学特性进行深入研究[55], 以详细了解气-液混

合的过程, 以便进一步了解生物反应器中基质

的分布以及浓度梯度。  

4  展望 

实现放线菌工业化生产经济价值的关键在

于获得高性能的工业菌株、 优化的生物过程和

放大发酵规模。为了获得理想的工业生产菌, 需

要对菌株的特性进行设计和改造, 例如冗余设

计、功能性模块的插入和表达、各层次(基因、

蛋白、代谢途径)的组织等等。而要实现这些改

造, 需要对放线菌细胞生理代谢的系统生物学

表型进行研究, 也需要对刺激作出响应的基因

调控瞬时动力学以及相关的分子机理深入了  

解[56]。目前, 虽然获得了很多放线菌的全基因组

信息, 但是还有很多基因的功能还尚未了解[57], 

这是改造并获得理想工业菌株的关键, 这些信

息还有待进一步研究。 

发酵过程优化控制是依据在发酵过程中所

测定的关键参数来控制细胞内外环境的平衡以

获得 佳的发酵条件, 发酵放大技术是以发酵

过程一个或几个关键生理过程参数来进行。为

了确定关键的过程参数并了解在不同规模发酵

条件下对微生物生理状态的影响, 必须对不同

的物理、化学和生理参数对发酵过程的影响及

其交互作用进行详细的分析。目前, 在利用系

统生物学的工具了解放线菌细胞内基因、蛋白

功能方面取得了很大的进展, 但还没有一个能

够涵盖微生物细胞中基因组、转录、蛋白、代

谢的全局模型。目前在已知的信息基础上选择

合适的系统范围进行分析和生物过程调控的策

略虽有初步成功的例子[58−59], 但都未能完整阐

明整个放线菌细胞复杂的发酵过程系统。本课

题组提出了微生物过程多尺度优化的方法和技

术, 采用参数相关方法来挖掘发酵过程关键的

敏感参数, 实现过程优化。 

在发酵过程放大方面, 需要对放线菌不同

阶段生理状态、发酵条件、反应器性能以及放

大效应有较全面的理解。完整的放大策略包括

对生物过程特性的详细了解, 以便确定影响产

物产率和质量的关键参数和协迫因素, 还需要

合适的生物过程控制以及过程设计以保证过程

优化。这需要发酵过程的关键数据(如代谢速

率、比生长速率、菌丝形态、剪切力分布等)和

过程信息处理计算机软硬件作为支撑[60]。 

总之, 对放线菌工业化生产过程的优化与

放大, 应从组学水平(如基因组、蛋白组、代谢

组等)、细胞水平(如代谢途径调控水平、代谢网

络、细胞系统等)、生物反应器水平(如混合、传

递特性等)多尺度地采集过程信息并进行相关
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性分析, 从而建立过程优化与放大的工艺。随

着组学技术的发展, 将各组学和系统生物学理

论整合应用并模型化, 将是获得放线菌菌株改

造、过程优化控制和放大新策略的重要途径 , 

对放线菌工业化生产具有重要意义。 
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