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［摘　 要］ 　 为探究表达重组猪 α 干扰素的大肠埃希工程菌的分批发酵动力学基本规律，以表达猪

α 干扰素的基因工程重组大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）为实验对象，观察并研究重组大肠埃希工程菌在

３０ Ｌ 发酵罐分批发酵过程中菌体生长、重组猪 α 干扰素生成和基质消耗的变化规律，根据经典的

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程、Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－Ｐｉｒｅｔ 方程和类似 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－Ｐｉｒｅｔ 方程对其实验结果进行非线性回归分析。
结果表明：菌体生长呈典型的 Ｓ 型曲线，蛋白生成和菌体生长无明显的相关性，属于非生长偶联型；
重组猪 ɑ 干扰素的产生和大肠埃希工程菌的生长速率及菌体积累量相关，菌体生长、基质消耗和产

物形成模型的拟合度 Ｒ２ 分别为 ０．９９０３０、０．９１０９５ 和 ０．９６６８３，能较好地描述发酵中的动力学特征；重
组猪 ɑ 干扰素蛋白得率提高了 ４０％，由此建立的模型将为后续的连续补料、高密度发酵和工业化放

大生产奠定基础。
［关键词］ 　 大肠埃希工程菌；重组猪 ɑ 干扰素；分批发酵；发酵动力学模型

基金项目： ２０１７ 国家重点研发计划（２０１７ＹＦＤ０５０１０００）；２０１７ 年安徽省博士后研究人员科研活动经费资助项目（２０１７Ｂ１９４）

作者简介： 朱亚召，从事发酵工程研究。

通讯作者： 赵 俊。 Ｅ－ｍａｉｌ：５１０１９２２８０＠ ｑｑ．ｃｏｍ

Ｂｕｉｌｄｉｎｇ ａ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｋｉｎｅｔｉｃ Ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－α ｉｎ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

ＺＨＵ Ｙａ－ｚｈａｏ１，２，３， ＷＡＮＧ Ｍｉｎｇ－ｌｉ１，３， ＹＵ Ｈａｉ－ｙａｎｇ１， ＧＡＯ Ｙａｏ－ｈｕｉ３，４， ＺＨＡＯ Ｊｕｎ１，３，４，５∗

（１．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ ２３００３２， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｈｅｆｅｉ ２３００３２， Ｃｈｉｎａ； ３． Ａｎｈｕｉ ＪｉｕＣｈｕａｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ｗｕｈｕ， Ａｎｈｕｉ， ２４１００７， Ｃｈｉｎａ； ４． Ｗｕｈｕ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ Ｂｉｏ－ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ｗｕｈｕ， Ａｎｈｕｉ， ２４１０００， Ｃｈｉｎａ；５． Ｗｕｈｕ Ｏｖｅｒｓｅａｓ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ Ｐｉｏｎｅｅｒ Ｐａｒｋ， Ｗｕｈｕ， Ａｎｈｕｉ， ２４１０００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＯ Ｊｕｎ， Ｅ－ｍａｉｌ：５１０１９２２８０＠ ｑｑ．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ Ｅ．ｃｏｌｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｉｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ａｌｐｈａ（α） ｂａｔｃｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｂａｓｉｃ ｌａｗ ｏｆ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ， ａｓ ａ ｔｏｋｅｎ ｏｆ ｐｉｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ α ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ＤＥ３） ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｂｊｅｃｔ， ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ３０ Ｌ
ｆｅｒｍｅｎｔｏｒ ｂａｔｃｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｗｔｈ， ｒｅｓｔｒｕｃｔｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｉｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ α ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅ ｒｕｌｅ． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｅｑｕａｔｉｏｎ， ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－ｐｉｒｅｔ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－ｐｉｒｅｔ

·９·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ５２ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｅｑｕａｔｉｏｎ， ｎｏｎｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｓ－ｓｈａｐｅｄ ｃｕｒｖｅ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ － α； ｂａｔｃｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ；
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ

　 　 干扰素是人和动物细胞在受到一定刺激时产

生的一种微量、具有高度生物学活性的蛋白质，除
了自身具有抗病毒作用，还有免疫调节和抗肿瘤等

生物学功能［１］。 重组猪 α 干扰素是将长白猪 α 干

扰素型基因重组质粒导入大肠埃希菌构建表达的

原核系统。 猪 α 干扰素（ＰｏＩＦＮ－α）对猪的流行性

腹泻、轮状病毒腹泻、传染性胃肠炎等多种病毒性

病有较好的疗效，因此，其作为广谱抗病毒药可用

于猪病毒性疾病的防治。 但传统的干扰素提取方

法产量较低，难得到推广应用［２－３］。 基因工程表达

重组猪 α 干扰素蛋白的方法是通过基因工程技术

合成和高密度发酵技术扩大生产，可以有力地提高

重组猪 α 干扰素蛋白的产量，同时缩短生产周期，
减少设备投资，并降低生产成本［４］。 但目前国内外

少有关于重组猪 ɑ 干扰素发酵动力学的报道，同时

实验室高密度发酵技术还不够成熟，常受到微生物

发酵过程中的变性和不确定性等因素影响，因此有

必要深入地探索大肠埃希工程菌发酵生产重组猪

α 干扰素的发酵条件和动力学特征，这对提高重组

猪 α 干扰素的产量具有重要意义。 为建立大肠埃

希工程菌分批发酵动力学模型，在 ３０ Ｌ 发酵罐中

进行了重组猪 α 干扰素的分批发酵研究，以期实现

对重组猪 α 干扰素生成过程的优化和控制，降低成

本，为后续放大实验和连续发酵提供参考。
１　 材料与方法

１．１ 　 材料、试剂和仪器 　 重组大肠埃希工程菌

（ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－３２ａ－ｒＰｏＩＦＮα）由安徽医科大学

微生物学教研室提供。 培养基种类及组成见表 １。

蛋白胨（ＯＸＯＩＤ，英国，批号：１７６５３６５，５００ ｇ）；酵母

粉（ＯＸＯＩＤ，英国，批号：１３７８１０２，５００ ｇ）；氯化钠

（国药集团化学试剂有限公司，批号：２０１６０３１０，５００
ｇ）。 ３０ Ｌ 发酵罐（比欧，瑞士）；紫外分光光度计

（Ｖａｒｉａｎ 公司，美国）；高压蒸汽灭菌锅（ＨＩＲＡＹＡＭＡ
公司，日本）；重悬仪（ ＩＫＡ 公司，德国）；恒温摇床

（上海智诚分析仪器制造有限公司）；高速冷冻离心

机（上海安亭科学仪器厂）；超声破碎仪（宁波新芝

生物科技有限公司）。

表 １　 培养基组成

Ｔａｂ １　 Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分
ＬＢ 培养基

／ （ｇ·Ｌ－１）
发酵培养基

／ （ｇ·Ｌ－１）
补料培养基

／ （ｇ·Ｌ－１）

胰蛋白胨 １０ １９．５ ０

酵母浸粉 ５ １１．５ ０

氯化钠 １０ ０ ０

（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０ ４．０ ０

ＫＨ２ＰＯ４ ０ ５．０ ０

Ｋ２ＨＰＯ４ ０ ２０．０ ０

ＭｇＳＯ４ ０ ０ １．２

无水葡萄糖 ０ ０ １０

　 培养基 ｐＨ ７．０～７．２，补料培养基和 ＬＢ 培养基 １２１ ℃ ２０ ｍｉｎ 高压
灭菌

１．２　 实验方法

１．２．１　 种子液培养　 一级菌种：固体 ＬＢ 氨苄平板

上挑取饱满的单菌落接种到终浓度为 １００ ｍｇ ／ ｍＬ
氨苄青霉素 ＬＢ 培养液中，３７ ℃ ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １２～
１６ ｈ。 二级菌液：将一级菌液以 ０．１％量接种于终浓
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度为 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素 ２００ ｍＬ ＬＢ 培养基中，
３７ ℃ ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 扩大培养 １２ ｈ。
１．２．２　 分批发酵过程　 在 ３０ Ｌ 发酵罐中加入发酵

培养基 １２ Ｌ，同时添加 ０． ０５％的消泡剂，１２１ ℃
２０ ｍｉｎ原位灭菌。 冷却后火圈接种 ２００ ｍＬ 种子培

养基和补料培养基至发酵罐中，ｐＨ 控制范围：７．０ ±
０．１，溶氧控制 ２０％以上，前期发酵温度 ３７±０．５ ℃，
菌体生长阶段每 １ ｈ 取样检测相关参数，３ ｈ 后准

备诱导；诱导阶段，加入终浓度 ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱

导表达，温度为 ３２±０．５ ℃，每 １ ｈ 取样 １ 次检测相

关参数，直至发酵结束。 共重复 ６ 次实验，每次实

验条件相同，检测手段相同。
１．３　 发酵中参数测定

１．３．１　 生物量（ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ，ｇ ／ Ｌ）测定　 取发酵液３０ ｍＬ
于已知质量的离心管中，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ
弃去上清，菌体沉淀经蒸馏水洗涤离心两次，收集

沉淀。 称重，计算所得菌体湿重。
１．３．２　 葡萄糖残余含量（Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｓｕｇａｒ，
ｇ ／ Ｌ）测定　 取发酵液 １ ｍＬ，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，

收集上清后使用 ＤＮＳ 法测得［５］。
１．３．３　 全菌目的蛋白检测　 分别在诱导前 １ ｈ、诱
导后 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈ 和 ４ ｈ 取样 １ ｍＬ 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
鉴定发酵液中全菌蛋白的表达［６］。
１．３．４　 目的蛋白生物学活性（Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｉｔｅｒ， ＩＵ ／ ｍＬ）
测定　 采用细胞病变抑制法，使用成熟的 ＳＴ 细胞 ／
ＶＳＶ 系统［７］对获得重组猪 α 干扰素蛋白效价检测。
１．４　 数据分析和建模　 每间隔 １ｈ 取样，对相关参

数进行检测，为建立较为准确的动力学模型，相同

条件下，重复 ６ 次实验，取实验平均值作为结果进

行数据分析，以减少实验误差，同时通过 ＳＰＳＳ 软件

对数据进行统计学分析，并使用 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０ 绘图软

件对数据进行非线性拟合，绘制动力方程曲线，同
时获得最佳动力学参数。
２　 结　 果

２．１　 重组大肠埃希菌分批发酵过程的代谢特征　
重组大肠埃希菌产重组猪 α 干扰素分批发酵过程

见图 １，显示了菌体湿重、残糖浓度及重组猪 ɑ 干扰

素效价随时间（ ｔ）的变化趋势。

图 １　 重组大肠埃希菌分批发酵进程曲线

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅ．ｃｏｌｉ ｂａｔｃｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃｕｒｖｅ

　 　 图 １ 中菌体湿重呈典型的 Ｓ 型曲线变化。 重

组大肠埃希菌种子液接入发酵罐后生长分为 ４ 个

阶段：第一阶段为延滞期，即重组大肠埃希菌接种

到发酵罐的适应期，图 １ 显示重组大肠埃希菌适应

期很短，很快进入繁殖期。 第二阶段为对数生长

期，最大比生长速率出现在此阶段。 同时，该阶段

菌体相关酶活性达到最佳。 为了达到较高的细胞

密度和提高重组猪 ɑ 干扰素蛋白产量，选择在对数

生长中期，即在接种后第 ４ ｈ 加入终浓度为 ０． １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导同时降温至 ３２ ℃，此时发酵
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进入到第三阶段为产物生成期。 此时菌体比生长

速率降低，产物开始积累，但培养基中葡萄糖浓度

已经较低，菌体比生长速率在下降，重组猪 α 干扰

素生成，说明菌体生长和产物生成不存在偶联关

系。 重组猪 α 干扰素是随着添加诱导剂才生成的，
故为非自发性诱导。 随着诱导进行，重组猪 α 干扰

素蛋白生物学升高，说明重组猪 α 干扰素表达量在

增加，但在诱导后第 ５ ｈ 出现生物学活性降低，说
明此时菌体开始进入稳定期。 由于葡萄糖早已消

耗殆尽，不能提供足够的碳源。 此时重组大肠埃希

工程菌已到达平台期，代谢废物不断积累，无法维

持菌体正常的生长环境，大部分菌体不再继续分裂

生长，此时结束发酵。
２．２　 分批发酵诱导后产重组猪 α 干扰素的 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 鉴定分析 　 重组大肠埃希菌分批酵诱导前

及诱导后取样进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定。 未使用 ＩＰＴＧ
诱导，重组猪 α 干扰素未表达，使用 ＩＰＴＧ 诱导后在

３５．０ ｋＤ 附近泳道 ３、４、５ 和 ６ 有相对应条带，对应蛋

白表达量上升，最终蛋白表达在 ２５．４％左右（图 ２）。

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ－３２ａ（＋）空质粒转化菌；

２：重组猪 ɑ 干扰素诱导前 １ ｈ 取样全菌；

３－６：重组猪 ɑ 干扰素诱导后 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈ 和 ４ ｈ 取样全菌

图 ２　 重组猪 α干扰素诱导后发酵取样蛋白鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｉｇ α ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ

２．３　 发酵动力学模型的建立　 使用基于菌体生长

动力学的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ［８－９］、 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ － Ｐｉｒｅｔ［１０］ 和类似

Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－Ｐｉｒｅｔ 等方程研究分批发酵中菌体生长、
基质消耗及产物生成间的动力学关系，通过对实验

数据的分析，做出以下假设：（１） 发酵过程中菌体

生长受自身浓度增加的抑制作用；（２） 葡萄糖的消

耗仅用于菌体生长和维持菌体代谢。
２．３．１　 菌体生长动力学模型　 在微生物生长过程

中，Ｍｏｎｏｄ 动力学模型、 逻辑方程和 ｈａｌｄａｎｅ 模

型［１１］等非结构化模型广泛用于描述细胞生长，而
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程的应用却最为广泛，它能较好地描述

分批发酵过程中因菌体浓度增加对菌体自身产生

的抑制效应［１２］，能够清楚地描绘菌体生长与营养

间的关系曲线。 有学者利用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程研究大肠

埃希菌产青霉素酰化酶［１３］、桑葚果酒发酵［１４］、

１，３－丙二醇分批发酵动力学［１５］ 和仙人掌果酒发酵

动力学及其氧化性［１６］，结合测得并计算过后整理

的相关数据，大肠埃希菌的菌体生长曲线为较标准

的 Ｓ 型曲线，能够表示出菌体生长和营养物间的关

系。 因此，采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程研究重组大肠埃希菌

的菌体生长动力学模型，得式（１）：
ｄＸ
ｄｔ

＝μｍ（１－
Ｘ
Ｘｍ

）Ｘ　 　 （１）

Ｘ 为发酵过程中菌体生物量，ｇ ／ Ｌ；μｍ 为微生物

的最大比生长速率，ｈ；Ｘｍ 为发酵过程中最大菌体

质量浓度，ｇ ／ Ｌ；ｔ 为发酵过程需要的时间，ｈ。
对式（１）进行积分，化为代数式如下：

Ｘ＝
Ｘ０Ｘｍｅμｍｔ

Ｘｍ－Ｘ０＋Ｘ０ｅμｍｔ
　 　 （２）

Ｘ０ 表示菌体初始浓度，ｇ ／ Ｌ。
图 １ 中菌体湿重数据代入式（２）得生长动力学

参数 Ｘ０、Ｘｍ 和 μｍ 值分别为 ０．３５２５９、２７．４６２３６ 和

１．０１３８５，获得菌体生长动力学方程，见式（３），同时

拟合得曲线方程 Ｒ２ ＝ ０．９９０３０，拟合效果很好，故可

选用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程作为菌体生长阶段的动力学方

程，见图 ３。

Ｘ＝ ９．６８２９ｅ１．０１３８５ｔ

２７．１０９７７＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ
　 　 （３）

Ｘ 表示菌体浓度， ｇ ／ Ｌ； ｔ 表示时间， ｈ； Ｒ２ ＝

０．９９０３。

·２１·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ５２ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

　 　 图 ３ 中菌体生长拟合曲线符合“Ｓ”型曲线，菌
体在进入对数生长期 ４ｈ 时到达最大比生长速率，
此时菌体酶活力达到最佳。 故此时进行诱导更有

利于提高重组猪 α 干扰素的产量。
２．３．２　 产物生成动力学模型　 产物生成与菌体生

长关系可分为产物生成与细胞生长偶联、部分偶联

或者不相关。 在此基础上，通过 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ 等构建

的动力学方程中产物生成与细胞生长关系通过

Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－Ｐｉｒｅｔ 方程进行描述如下：
ｄＰ
ｄｔ

＝α ｄＸ
ｄｔ

＋βＸ　 　 （４）

Ｐ 表示蛋白产量，Ｘ 为菌体对应的生物量（ｇ ／ Ｌ），
α 为生长偶联系数，β 则是非生长偶联系数。 方程

中与菌体生长相关的产物生成用 α 表示，而与菌体

量相关的产物生成用 β 表示，α，β 均为常数。 当

α＝ ０，β≠０，表示产物生成与细胞无关；当 α≠０，对
应 β＝ ０ 或者≠０，表示部分偶联和偶联关系。

根据重组猪 α 干扰素的分批进程曲线，α 和 β
非偶联关系，即 α ＝ ０，β≠０，结合式（２）化简公式

得：Ｐ＝β
Ｘｍ

μｍ
ｌｎ

Ｘｍ－Ｘ０＋Ｘ０ｅμｍｔ

Ｘｍ
　 　 （５）

对图 １ 中重组猪 α 干扰素生物学活性拟合，得
β 值为 ０．０１２７６，见式（６）。 拟合得曲线见图 ４，此时

Ｒ２ ＝０．９１０９５，证明产物的生成可用该模型表示。

Ｐ＝ ０．３４５６３ｌｎ ２７．１０９７７＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ

２７．４６２３６
　 　 （６）

图 ４ 中第 ５ ｈ，取样检测到重组猪 α 干扰素，且
随着诱导发生，蛋白生物学活性提高，但在诱导后

第 ９ ｈ，效价有所下降，说明此时可以结束发酵过程。
２．３．３　 基质消耗动力学模型　 发酵过程中基质（葡
萄糖）的消耗一方面用于菌体的生长，一方面用于

产物的生成代谢和菌体细胞的维持，因此，基质消

耗可以由类似的 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ Ｐｉｒｅｔ 方程式（４）来表

示： －ｄＳ
ｄｔ

＝ ｄＸ
ＹＸ ／ Ｓ

＋ ｄＰ
ＹＰ ／ Ｓｄｔ

＋γＸ　 　 （７）

Ｓ 为葡萄糖质量浓度，ｇ ／ Ｌ；Ｘ 为菌体生物量；
ＹＸ ／ Ｓ为碳源用于生长的得率常数，ｇ ／ ｇ；ＹＰ ／ Ｓ为碳源用

于产物积累的得率常数，ｇ ／ ｇ；γ 为菌体维持系数，
ｇ ／ ｇ。

图 ３　 重组大肠埃希菌菌体生长的模型方程

Ｆｉｇ ３　 Ｍｏｄｅｌ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｇｒｏｗｔｈ

图 ４　 重组猪 ɑ 干扰素生成的模型方程

Ｆｉｇ ４　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｉｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ α ｔｉｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ｅｑｕａｔｉｏｎ

　 　 由于在诱导后的产物生成阶段葡萄糖量很低，
可以忽略不计，故化简式（７）并结合式（２），积分

后得：

Ｓ＝Ｓ０＋Ｘ０λ－γ
Ｘ０Ｘｍｅμｍｔ

Ｘｍ－Ｘ０＋Ｘ０ｅμｍｔ
＋γ

Ｘｍ

μｍ
ｌｎ（

Ｘｍ－Ｘ０＋Ｘ０ｅμｍｔ

Ｘｍ
）

（８）
Ｓ０ 为初始葡萄糖浓度，ｇ ／ Ｌ；λ＝ １ ／ ＹＸ ／ Ｓ

菌体生长的 Ｘ０、Ｘｍ 和 μｍ 值分别代入式（８），
并利用图 １ 中残糖量数据非线性拟合，得到 Ｓ０、
λ 和 γ的值分别为 １１．８９３１３、－０．４４６９８ 和－０．６４９２，
代入式（８）得基质消耗与时间的关系见式（１０）。

Ｓ＝ １１．７３５５３＋ ４．３２８ｅ１．０１３８５ｔ

２７．１０９７７＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ
－

１７．５８５ｌｎ（２７．１０９７７
＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ

２７．４６２３６
）　 　 （１０）

葡萄糖随着重组大肠埃希菌的生长而消耗，尤
其在进入对数生长期后，葡萄糖的消耗主要用于维
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持细菌的生长。 在诱导后第 ４ ｈ，葡萄糖的急剧消

耗不仅用于细菌的生长，还用于产物的生成。 依图

１ 得出在第 ５ ｈ 时，葡萄糖含量已接近于稳定，此时

菌体比生长速率开始下降，即将进入平台期，进行

非线性拟合见图 ５，Ｒ２ ＝ ０．９６６８３ ，证明该模型可以

很好的反应出基质消耗情况。

图 ５　 葡萄糖消耗的动力学模型

Ｆｉｇ ５　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

２．４　 模型验证 　 为了验证模型的误差，在相同实

验条件下又进行了重组大肠埃希菌分批发酵 ３ 次，
所得实验结果取平均值，并把实验值和模型预测值

相比较。 经验证，模型的最大相对误差为 ８．９％，平
均相对误差为 ７．５％，故上述模型能较好地描述重

组大肠埃希菌分批发酵动力学，模型的相对误差较

小，能够很好的反映重组大肠埃希菌分批发酵过

程，可为下一步发酵过程优化提供指导。
３　 结　 论

研究利用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程、Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ －Ｐｉｒｅｔ 方程

和类似 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ － Ｐｉｒｅｔ 方程建立了大肠埃希菌

ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－３２ａ－ｒＰｏＩＦＮɑ 分批发酵重组猪 ɑ
干扰素的过程，形成了菌体生长、产物生成和基质

消耗动力学模型，分别为：

Ｘ＝ ９．６８２９ｅ１．０１３８５ｔ

２７．１０９７７＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ

Ｐ＝ ０．３４５６３ｌｎ ２７．１０９７７＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ

２７．４６２３６

Ｓ＝ １１．７３５５３＋ ４．３２８ｅ１．０１３８５ｔ

２７．１０９７７＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ
－

１７．５８５ｌｎ（２７．１０９７７
＋０．３５２５９ｅ１．０１３８５ｔ

２７．４６２３６
）

４　 讨　 论

国内外关于干扰素抗病毒的研究开始于 ２０ 世

纪 ５０ 年代，集中在干扰素抗病毒作用。 随着近现

代基因工程技术的发展，大批量生产干扰素已变得

有可 能。 研 究 中 针 对 重 组 大 肠 埃 希 菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－３２ａ－ｒＰｏＩＦＮɑ 在 ３０Ｌ 发酵罐中摸索出

产重组猪 ɑ 干扰素的相关规律，对影响反应的因素

进行了整理，采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程、Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－Ｐｉｒｅｔ 方
程和类 Ｌｕｅｄｅｋｉｎｇ－Ｐｉｒｅｔ 方程模型描述了菌体发酵

过程的特性，并经过非线性拟合优化得到相关模型

参数，拟合效果较好。 这为后续的发酵工艺改进、
蛋白活性提高、发酵过程的方法控制以及后续的补

料分批模型积累了经验，并提供了指导。
在建立重组猪干扰素 α 的菌体生长动力学方

程中，是基于菌体的湿重测量法建立的菌体生长随

时间变化的关系，拟合得到的菌体生长曲线是符合

经典的“Ｓ”型曲线，拟合效果较好。 丁雪利用固态

发酵料干物质损失量表示菌体生物量，成功建立了

热带假丝酵母固态发酵菌体生长动力学模型［１７］，
田雪、谢鑫和周晓航等关于地衣芽孢杆菌产 β－甘
露聚糖酶分批发酵动力学模型的建立［１８］ 使用菌体

干重表示菌体生长，不足之处在于干重法的误差较

小，在这方面还需改进。 另一方面重组猪干扰素 α
目的蛋白是分泌型表达，故通过细胞病变抑制法可

以准确且稳定地获得其目的蛋白的效价，且蛋白表

达量和生物学活性较高，这和菌体自身为 ｐＥＴ－３２ａ
载体有关构建的可溶性表达有关，可以为后续相关

重组蛋白的构建提供可行的指导。
目前初步完成了重组工菌的分批补料发酵实

验模型建立，下一步将从工艺优化着手，尤其是从

补料发酵开始做进一步精细的研究，构建其补料发

酵动力学模型，获得优化后的补料策略，为 ＢＬ２１
（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－３２ａ－ｒＰｏＩＦＮɑ 在后续的高密度发酵甚

至扩大到工业化生产上奠定基础。
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