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第 一 章

论绪

一、发酵工程的沿革

世界上的发酵工程是从作为家庭工业的食品酿造业诞生开始的，具有悠久的历史。

西方的啤酒、葡萄酒、面包、奶酪，东方的酱、酱油、米酒，中东地区的乳酸发酵产物

等都是人类巧妙地利用尚不认知的微生物对多种果实和食物进行天然发酵后获得的产

品 多年前，中国史书上记载的用长霉的豆腐治疗皮肤病的医案，表明我们的祖

先已经发现微生物体或其代谢产物的医疗价值。

发酵 语“）是由拉 翻涌” ，亦可译为发泡）派生来的，是

指果实或食物发酵时产生的碳酸气泡鼓起翻动的现象。微生物学的鼻祖巴斯德研究酒精

发酵的生理学意义时提出，发酵是酵母在无氧状态下的呼吸过程，是“生物体获得能量

的一种形式”。近代对多种微生物的厌氧、需氧发酵的生理学研究表明，厌氧发酵是微

生物体内提供能量的氧化还原反应，不需要氧的参与，同时形成多种代谢产物的生物化

学过程；需氧发酵则是微生物体内进行的氧化还原反应需要氧的参与，同时产生若干种

与微生物的生长繁殖相关和不相关的代谢产物的过程。

地球上有了生命活动，就有了发酵现象。发酵产物与人类生活密切相关，但对发酵

现象本质的认识却是近 年的事。 年荷兰人吕文虎克发明了显微镜，首次用肉

眼通过显微镜直接观察到细菌和酵母等微生物（当时称为微动体）。巴斯德的多项研究

结果证实了，酒精发酵是酵母菌的生命活动过程产生的，认识到发酵现象是微生物在基

质中进行的化学反应过程。他连续对当时的乳酸发酵、葡萄酒酿造、食醋制造等多种发

酵现象进行了仔细的研究，明确提出这些不同类型的发酵是由形态上可以区别的各种微

生物所引起的，即各种微生物在各自的发酵过程中表现出不同的化学反应过程，至此，

人们对天然发酵的生理学意义有了认知。此时期的发酵是混合菌种的自发发酵。其后不

久，布雷菲尔德建立了霉菌的分离与纯培养技术，柯赫等创立了细菌的分离与纯培养技

术，汉逊等创建了酵母菌的分离与纯培养技术。从此，人类可以控制某种微生物的生命

活动，并可进行单一微生物的发酵。

年巴克纳（ 阐明了微生物发酵中的化学反应本质。他用磨碎的酵母

细胞制成酵母汁，加入大量的砂糖之后，发现有 和乙醇的形成。这就说明酵母汁

中含有具备发酵能力的物质，当时称为酒化酶。证明了酒精发酵是酵母细胞中的酶催化

了一系列化学反应的结果。许多科学家相继对多种微生物体内的酶进行了深入研究。这
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些研究成果为后来的发酵工艺研究和发酵机制的探讨奠定了坚实基础。

第二次世界大战之前，发酵的主要产品是酵母菌体、乳酸、柠檬酸、酒精、甘油、

丙酮丁醇等。酵母菌体和有机溶媒的发酵过程研究的较多，取得很大进展，如面包酵母

的发酵是个需氧过程，在丰富的麦芽汁培养基中，酵母菌生长迅速，培养液中的溶解氧

很快被消耗尽，导致菌体生长停滞而产生乙醇。如果限制发酵开始时的麦芽汁浓度，可

以降低酵母菌的生长速度，在发酵过程中少量多次的补入麦芽汁而控制菌体生长速度，

就解决了因菌体生长速度过快造成的溶解氧不足的难题。这就是现在称作的补料分批发

酵培养法。此种方法已在多种发酵工业中应用，获得良好的效果。在丙酮丁醇的厌氧发

酵中，发酵前期较易受到需氧菌的污染，而在发酵后期又易受到厌氧菌的污染。早在第

一次世界大战期间，由于制备炸药需要大量的丙酮，另外丙酮还大量用于制造人造橡

胶，所以英国、加拿大、美国等研究其发酵技术。除了建造低碳钢的圆柱形发酵罐外，

在生产中还采用了加压蒸汽灭菌技术、无菌接种技术，同时建立起了纯种培养技术，解

决了丙酮丁醇发酵过程的杂菌污染问题。这不仅满足了当时市场上对丙酮丁醇的商业需

求，更重要的是为以后的需氧纯种发酵工艺的研究奠定了基础。

第二次世界大战期间，需求大量的青霉素。当时的青霉素生产采用表面培养法，菌

种的生产水平很低，易受到杂菌污染。科学家借鉴了丙酮丁醇的纯种厌氧发酵的培养技

年研究深层培术。 养法，建造了带有搅拌和通风装置的钢制发酵罐，采用了培养

基和发酵设备的灭菌技术、空气的净化除菌工艺和无菌接种技术，制订和完善了发酵过

程中的 、温度、营养物质浓度等监控参数，最终于发酵液 年建立起完整的液体

深层发酵技术。这是微生物发酵工业史上的重大变革和成就，也是微生物发酵工业兴旺

发达的开端。为了提高青霉素生产菌种的生产能力，满足工业生产之需要，建立了改造

微生物遗传特性的菌种选育技术。 年，希特利等人对青霉素的提取纯化进行了深

入研究，从酸化后的发酵液中将青霉素提取到有机溶媒相中，再在中性条件下将青霉素

转移至水相中。以后的试验证明这种简单的提取方法是一系列纯化工作的关键性一步，

为工业生产提供了技术保证。上述的液体深层发酵技术和提取纯化技术，为后来发现的

若干种抗生素的工业化生产奠定了技术基础。

青霉素在临床应用的奇异疗效，以及链霉素作为抗菌药用于肺结核病等的治疗获得

令人震惊的效果，激发了世界各国的微生物学家、化学家及相关的学者从土壤微生物的

代谢产物中寻找抗生素的研究热情。除了发现青霉素、头孢菌素 等 内酰胺类抗生

素外，还发现若干类其他的抗生素。如氨基糖苷类抗生素，主要品种： 年美国科

学家 发现的链霉素， 年日本科学家梅泽滨夫发现的对耐药菌有效的卡那

霉素， 年 发现的毒性较低的庆大霉素， 年美国礼莱公司发现的对铜

绿假单胞菌（绿脓杆菌）作用强且毒性低的妥布霉素。四环素类抗生素，主要品种：

年 发现第一个可供口服的抗生素品种金霉素， 年 发现了土霉

素， 年 发现了四环素，这类抗生素对革兰阳性菌、革兰阴性菌和某些大病

毒等有抑杀作用，称为广谱抗生素。大环内酯类抗生素，主要品种： 年

发现第一个有临床应用价值的红霉素， 年以后相继发现了柱晶白霉素、麦迪霉素、

螺旋霉素等，均已用于临床治疗。 年 发现了安莎类抗生素的第一个成员利福
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霉素，对其分子结构进行化学改造获得利福平等一系列衍生物，是治疗肺结核、麻风病

的有效药物。 年代以来人们开发世纪 出若干种有效的抗肿瘤抗生素、抗病毒抗生

素、抗虫抗生素和农牧业用抗生素等。抗肿瘤抗生素如丝裂霉素、柔红霉素、博莱霉

（他利霉素素 抗病毒抗生素如阿糖腺苷、偏端霉素 ）。农牧业上用的抗虫抗生素如

盐霉素、莫能菌素、阿维菌素，农牧业上用的抗菌抗生素如春雷霉素、有效霉素、井岗

上述均是霉素、安普霉素。 有临床应用价值的天然抗生素。此时期已形成独立的抗生素

发酵工业体系，其发酵技术，包括菌种选育技术、培养基和发酵设备的灭菌技术、空气

净化除菌技术、补料分批发酵技术、发酵过程的参数检测与分析方法、产品的提取纯化

技术等均得到了充分的完善和发展，为其他微生物发酵工业的创建与发展提供了有利的

条件。

世纪 年代以来也是维生素、氨基酸、酶制剂、有机酸等直接用微生物发酵生

（核产法生产的创建和迅速发展时期。用棉阿舒囊霉深层发酵生产维生素 黄素）的

发酵 的生产工艺也工业进一步完善，产量显著提高。用丙酸菌直接发酵生产维生素

建立起来了。自从谷氨酸细菌发酵生产法在日本建立并投产后，世界各国的微生物学工

作者对各种氨基酸产生菌的寻找和生物合成机制的研究日益深入，至目前为止，赖氨

酸、苏氨酸等 种蛋白质氨基酸均直接用微生物的发酵法进行生产，其生产工艺实现

了大型化、自动化。

年开始采用深层通风培养法进行细菌的淀粉酶的生产，并用细菌淀粉酶和糖

化酶进行淀粉的糖化，确立了酶法制备葡萄糖的生产工艺，以后世界各国不仅用细菌发

酵法生产大量的 淀粉酶、葡萄糖异构酶，还创立了微生物发酵法直接生产蛋白酶、

纤维素酶、果酸酶、转化酶、凝乳酶、脂肪酶、青霉素酰胺酶、天门冬酰胺酶等品种的

深层发酵技术。此间，以柠檬酸为代表品种的有机酸微生物深层发酵生产技术，以肌

苷、肌苷酸、 、辅酶 等为代表的核酸类发酵生产技术均日益完善与壮大。

以微生物深层培养法生产抗生素、氨基酸、维生素、酶制剂等一套近代发酵技术，

不仅用于以后多种工业微生物的实验研究和工业生产中，也为动、植物的细胞组织培养

等其他发酵技术提供了若干有益的经验和设备上的借鉴。因此说，现在的发酵工业已不

是单纯的天然微生物产品的发酵技术，而是包括动、植物细胞等细胞培养和下述的“基

因工程菌”培养的新型发酵技术。新型生物反应器和传感器的开发与计算机用于发酵过

程控制，使发酵工艺参数实现了在线检测，对发酵技术的发展起了重要的促进作用。发

酵工程处于基因工程、细胞工程、酶工程等现代生物技术的中心位置，所以，深入研究

各种类型的发酵机制和相应的工艺学，是促进现代生物技术快速发展的重要环节。

新中国成立后，我国原有的少数酒精厂、啤酒厂、酵母厂等得到改造和壮大，同时

建立了以抗生素生产为主体的医药发酵工业，如 年在原上海第三制药厂投产了我

国第一个抗生素品种 青霉素， 年我国最大的抗生素生产基地华北制药厂建成

投产，相继我国各地区建立起一批抗生素生产厂。临床应用的主要抗生素品种我国均能

生产，不仅满足国内医药市场的需要，并有一定的出口量。以淀粉酶、碱性蛋白酶为代

表的酶制剂发酵工业，以柠檬酸发酵生产为代表的有机酸发酵工业，以谷氨酸和赖氨酸

发酵生产为代表的氨基酸发酵工业，以肌苷发酵生产为代表的核酸发酵工业，以维生素
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为代表的维生素发酵工业等均得到空 年代我国研究、维生素 世纪前的发展。

“二步发酵法”处于国际领先地成功的维生素 位，其发酵技术已转让国外。

二、现代生物技术的兴起与发酵工程的进展

年世纪 代以来生物技术迅速发展，形成一个以基因工程为主导，发酵工程为

中心的包括酶工程、细胞工程的现代生物技术体系。主要的生物技术包括：重组

技术、原生质体与原生质体融合技术、突变生物合成、组合生物合成、选择性生物催化

合成、代谢途径工程、淋巴细胞杂交瘤技术、单克隆抗体、组织培养技术、基因治疗

等。这些新生物技术首先应用于医药领域。利用 重组技术成功地研制出胰岛素、

干扰素、白细胞介素、生长激素、红细胞生成素、肿瘤坏死因子等各种人体活性蛋白多

肽和因子，用于治疗难以治疗的多种疑难疾病；利用 重组技术改造抗生素等多种

微生物药物产生菌的遗传学特性，提高了菌种的生产能力或改进了产品质量；利用基因

重组技术构建出新的对氧利用不敏感的发酵菌种来提高能量利用效率；运用突变生物合

成和组合生物合成技术研制结构新颖的微生物药物；应用代谢途径工程研究若干种微生

物药物（包括基因工程药物）的生物合成、调控机理以及代谢途径延伸生物合成新化合

物的机制；利用生物转化（微生物产生的特异性酶的催化作用）技术选择性生物催化合

成手性药物中的各种复杂的立体异构体，解决了有机化学合成方法很难合成的，甚至是

不能做的不对称合成，并能达到工业化生产的需要；采用克隆技术将微生物体内编码淀

粉酶的基因和牛体编码胃凝乳酶基因等多种酶基因克隆到他种微生物体内，不仅成倍地

提高酶制剂产量，而且还实现动物酶的基因工程菌的发酵生产；应用细胞融合技术研制

多种单克隆抗体的诊断试剂和单克隆抗体的治疗药物供给临床快速诊断和治疗恶性肿瘤

等的有效方法；应用基因补偿、基因纠正、代偿性基因交换和反义核酸技术等进行临床

治疗，为无法医治的遗传性疾病带来希望，为肿瘤和艾滋病的治疗开辟新的途径；运用

转基因动物和转基因植物成功研制出新的生产体系，用于生产安全、方便、廉价的有效

药物。

现代生物技术的发展，使发酵工程经历了前所未有的变革，其内涵自然是丰富多彩

的，主要包括育种技术，发酵过程的优化，生物合成和调控机制，产品的分离纯化技

术，微生物资源的开发，新型生物反应器的研制等。发酵工程是生物细胞产物进行工业

化生产的必备技术。发酵产品种类繁多，主要用于医药、食品、轻工与农牧业等领域，

其中医药领域为主导，因此医药领域的发酵工业已经发展成为规模庞大的工业微生物体

系，对国民经济的发展，提高人类健康水平起到促进作用。

在发酵工业中生产菌种的选育仍是中心工作，在传统发酵工业的发展中，诱变育种

对生产的发展起到巨大的推动作用，如青霉素产生菌的原始菌种只产几个单位，现在的

发酵生产水平达 万单位／ 以上。近年来，随着微生物代谢产物的分子遗传学机制和

生物化学的深入研究，人们对其代谢途径，代谢的调控机制有了深入的了解，所以，运

用分子遗传学和生物化学的基本原理，根据产物的分子结构特点，已知的或可能的生物

合成途径，生物合成过程的调节控制环节等设计出一些理性化筛选模型。将各种类型的

理性化筛选模型与传统的诱变方法结合起来建立了一系列新的诱变育种方法，大大提高
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了育种工作效率，广泛用于微生物各类产物产生菌的育种工作中，获得令人满意的效

果，并将继续发挥其在菌种选育工作中的主导作用。

技术为发酵工程开辟了年代中期出现的重组世纪 广阔领域，特别是医

技术用的蛋白多肽和各种因子的研制开发，在各国均兴起生物工程产业，而重组

在微生物 技术构建出代谢产物的产生菌的育种工作中显示出特殊功能。采用重组

淀青霉素酰化酶、 粉酶、凝乳酶原、碱性蛋白酶和头孢菌素酰化酶等的工程菌，现

已投入工业化生产； 公司与牛津大学合作采用反向遗传学技术构建了头孢菌素

产生 转化为菌的工程菌，其中一个转化子增多了一个拷贝的扩环酶［催化青霉素

，并已脱乙 ］基因，使头孢菌素酰氧头孢菌素 产量提高 用于大生产

了；将 的 氨基酸氧化酶基因与缺陷假单孢菌的头孢菌素酰化酶基

因克隆到头孢菌中，两个基因所编码的两种酶在体内将受体菌原来合成的头孢菌素

氨降解 基头孢烯酸 ，为 构建出直接生产 的工程菌。抗生素生物

合成遗传学研究结果表明，绝大多数抗生素生物合成基因成簇存在，抗性基因也是基因

簇的一部分，即与合成基因连锁，基因簇中往往带有调节基因，这为菌种选育提供了理

论基础。俄罗斯和德国科学工作者根据维生素 （核黄素）合成遗传学研究结果构建

以产量达 上出的芽孢杆菌工程菌株，维生素 ； 等通过构建基因工程

菌实现了从 葡萄糖经一步发酵生产 酮基古龙酸（ ，维生素 的前体），

他们将棒状 ）的 二酮基杆菌（ 葡萄糖还原酶基因克隆转

化到一株草生欧文氏菌体中，构建的工程菌可将 葡萄糖经一步发酵即可转化为

，转化率达 。科学工作者将一种 ）的丝状细菌贝氏硫杆菌种（

血红蛋白（ 基因克隆到大肠杆菌和放线菌体内，即促进有氧代谢和菌体生长，又

可促进抗生素的生物合成。 等报道带有 基因的工程菌株能合成更多的头孢

菌素 ，在相同条件下，工程菌株的产量为对照菌株的 。在氨基酸等产生菌的菌

种选育中也应用了重组 技术，获得满意的效果。

应用固定化细胞法生产多种发酵产品是发酵技术改良的重要内容。应用细菌固定化

细胞以淀粉水解液为原料进行酒精连续发酵，其发酵速度为游离酵母的 倍；以固

定化酵母进行糖蜜的连续发酵，乙醇生产能力约为游离酵母的 倍。用固定化细胞或

固定化酶连续生产 氨基青霉烷酸（ 。有机溶剂等采用固定化细胞连续发酵

生产均获好的效果。

发酵工程在微生物资源开发方面发挥重要作用，如用土曲霉生产的衣糠酸（亚甲基

丁二酸）及其脂类是制造合成树脂、合成纤维、橡胶、塑料、表面活性剂、润滑油添加

剂等的好原料，用它制成的塑料，填充玻璃纤维即成为高强度的玻璃钢，代替钢材可用

于飞机、造船制造业等，它的聚合物因其有特殊光泽、透明，则用于制造人造宝石和特

殊的透镜。由兽疫链球菌发酵生产的透明质酸（是一种酸性粘多糖），可用于眼球的移

植，关节炎治疗，肝硬化诊断等。日本武田药品公司通过一种产碱杆菌发酵生产热凝多

糖 ，于 以上可凝固，制成一种“生物造物剂 ，用于

生产“生物混凝土”产品，本产品已进行商品化生产。我国天津工业微生物研究所通过

发酵途径生产一种水泥外加剂（ ）的生物制品，是一种新型超级缓凝型高效减水

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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剂，为制造新型的水泥制品开辟了新途径。

在现代生物技术发展中，高效率低能耗的生物反应器的研制起了重要的作用，它的

高效率取决于它的自动化程度和精细控制系统。传统的混合式发酵罐是发酵工业中应用

的最重要的生物反应器，搅拌通气发酵 ，气升式发酵罐容积达到罐较大容积的达

。发酵过程采用计算机控制，生产过程实行了连续化、自动化，在今后的传统

发酵产品和新型发酵产品的生产中仍将发挥重要作用。但随着不同类型发酵产品工艺的

要求，传统反应器的结构 的气和控制系统还需要不断完善和创新。我国研制的

升式双环流谷氨酸发 ，糖转化率为 ，与 机酵反应器，产酸量为

。经济效益显著，操作谷械搅拌发酵罐比较，每生产 氨酸可节能约 简便，易

于控制，可用于其他发酵产品。英国科学家设计一种“光生物反应器”培养水藻，通过

光合作用，将太阳能转化为生物量燃料。这种生物量也可转化成液体或气体燃料。充分

发挥“光生物反应器”技术的作用，不仅为解决能源和节约能源开辟了新途径，而且在

减轻温室效应，维持地球生态平衡方面起重要作用。

三、微生物发酵工业产品类型

微生物发酵工业产品种类繁多，但就其发酵类型而言可分为下列几种类型：微生物

菌体为产品的微生物菌体发酵；酶制剂和酶调节剂的微生物发酵；以微生物的代谢产物

（包括初级代谢产物和次级代谢产物）为目的产物的微生物发酵；微生物转化发酵；工

程菌和工程细胞产物的发酵等，现在常在发酵名词的前面冠以产物的名称，称为某某发

酵，如青霉素发酵、维生素发酵等。

（一）微生物菌体发酵

微生物菌体具有不同的用途，可以根据不同微生物的生理学特性采用不同的生产工

艺大量生产菌体，供人类之需。传统的菌体生产有用于面包制造业的酵母发酵和用于人

类或动物食品的食用微生物菌体（称单细胞蛋白， ）发酵。 世纪初期，面包酵母

已经大量生产并作为人类食品，酵母菌体经提取出核酸后，余下的蛋白还可作为辅助饲

世料。 纪 年代，作为食品蛋白来源和动物饲料蛋白来源的微生物发酵得到很大的

发展，由于机械搅拌发酵罐的规模小、生产成本偏高，加之烃类有机物作为发酵培养基

的成分之一，需要充足的溶氧条件，因此开发出氧传递速率高的加压喷射发酵罐和加压

循环发酵罐装置。成功采用 的连续带压循环（即气升式）发酵罐，操作时间达

天以上，建立起单细胞蛋白的发酵工业。

很久以前我国就已药用的多种真菌现在被充分研制开发，如担子菌的灵芝，依赖虫

蛹生存的冬虫夏草，与天麻共生的密环菌、多孔科的获苓菌，还有香菇、猴头菇等，在

医疗上均有重要用途。这些药用真菌产品均以人工培养方式生产出来，与天然产品具有

同等功效。人工发酵生产的冬虫夏草菌体内含有的氨基酸、微量元素、虫草素、甘露醇

等与天然虫草相同，其制剂（宁心宝、金水宝等）用于心脏病、气喘病等的治疗，疗效

显著，同时具有提高机体免疫功能的功效。从药用真菌中提取出来的多种真菌多糖，如

香菇多糖、灵芝多糖、云芝多糖、虫草多糖等能提高人体的免疫功能，同时在肿瘤的治

疗中显示一定的疗效。药用真菌的人工发酵生产研制成功，是医药发酵工业发展的一个
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新体系。

农业用的微生物菌体发酵近来获得快速发展，如苏云金芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌等

细胞中的伴孢晶体可毒杀鳞翅目、双翅目等害虫。世界各国均在研制开发毒力更强，选

择性好的新苏云金芽孢杆菌品系，以满足市场之需。丝状真菌的白僵菌、绿僵菌可防治

松毛虫等。研制微生物杀虫剂的发酵技术也是值得注意的一个侧面。

（二）微生物酶制剂与酶调节剂发酵

酶是由活细胞产生的蛋白质性质的生物催化剂，普遍存在于动物、植物和微生物细

胞中很早人类是从动物和植物组织中提取某些酶制剂，如从动物胃膜和胰腺中提取蛋

白酶，从植物麦芽中提取淀粉酶。随着酶制剂的应用日益广泛，需求量猛增，用微生物

发酵法生产的酶制剂可满足市场的需求。因为微生物的种类多，产生的酶多种多样，发

酵生产能力可以不受限制的扩大，生产技术稳定，生产成本低，若干种酶制剂均可用发

酵法生产，形成了酶发酵工业。微生物酶制剂广泛用于食品和轻工业中。采用酶固定化

技术用于生产，如用固定化糖化酶由淀粉生产葡萄糖，用固定化氨基酰化酶拆分

氨基酸等，实现了生产的连续化、规范化。

酶制剂与酶调节剂在医药领域获得广泛应用和发展，如青霉素酰化酶用于青霉素的

氨基青水解，制备生产半合成青霉素产品的中间体 霉烷酸（ 葡萄糖氧化

酶用于检验血液中葡萄糖含量等等 世纪。 年代梅泽滨夫从链霉菌代谢产物中分离

出二 对氨肽酶肽化合物 及亮氨酸氨肽酶有特异性抑制作用，后来的研究表

明，该活性物质还可以刺激细胞免疫，增加巨噬细胞和脾细胞对白细胞介素 及白细

胞介素 的释放。这一卓有成效的研究结果，鼓舞了许多研究单位开展了此一领域的

研究工作。各国学者报告，从不同微生物代谢产物发现了若干种酶抑制剂，并阐明了化

学结构及临床应用情况，如血管紧张素转化酶抑制剂（ ）用于治疗高血压；糖苷酶

抑制剂治疗肥胖病、糖尿病和高脂蛋白血症；磷 羟脂酶抑制剂治疗胰腺炎； 甲

还原基戊二酰辅酶 酶 还原酶）抑制剂和乙酰辅酶 ：胆固醇乙酰转移

酶 ）抑制剂治疗高胆固醇血症和动脉粥样硬化等等。有的酶抑制剂是免疫增强

剂，如氨肽酶抑制剂有治疗癌症的作用。有的酶抑制剂是免疫抑制剂，如环孢菌素

专门抑制 淋巴细胞的功能，它的临床应用使器官移植发生了一场“革命”，大幅度提

高器官移植成功率。医药用酶制剂和酶调节剂的临床特异疗效，加速了新品种的研究开

发进程，同时促进了酶发酵工业的发展，生产菌种的选育技术，发酵过程的自动控制，

酶制品的分离纯化技术等日益完善，已成为酶发酵工业的重要组成部分。

（三）微生物代谢产物发酵

微生物在天然和人工配制的营养条件和生活环境下进行多种代谢活动（分解代谢、

合成代谢、无定向代谢等）完成其生命活动的周期。在其生长繁殖的生命活动周期中，

依据细菌的生长繁殖速率的不同，可将生长周期分为延迟期、对数生长期、稳定期和衰

亡期四个阶段，在各阶段内菌体进行的代谢活动产生种类繁多的代谢产物，已知的产物

有 余类，其中用作药物的达 类，根据产物在微生物体内产生的时期和与菌体生长

繁殖的相互关系，可分为两大类型代谢产物。

在菌体的迟延期和对数生长期产生的代谢产物，如氨基酸、蛋白质、核苷酸、核
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酸、酶类、糖类、脂类等是生命物质的基本构建材料，是菌体的初级代谢产物。形成这

些基本构建材料的初级代谢对所有的有生命的生物来说，即使种属关系相差甚远的，也

基本上是相同的。若干种初级代谢产物不仅是某些工业产品生产中必需的物质，而且还

是重要的医药产品，如微生物产生的某些酶、维生素、有机酸、氨基酸、蛋白质、核

酸、多糖等。因此形成了相应的发酵工业。菌体对初级代谢活动有着严格的自调系统，

不能积累多余的初级代谢产物。因此，人们为了获得上述有重要作用的初级代谢产物，

就必须打破菌体的自调系统，就必须明确其代谢的调控机理，进而改造初级代谢的遗传

学性质，改进营养条件和培养环境，让其改良后的生产菌种积累有益的初级代谢产物，

提高生产量，造福于人类的生活和健康。

在微生物生命周期的静止期，甚至衰亡初期内，许多种微生物能合成在生长期不能

合成或合成量很少的一类物质，这些物质对微生物体的正常生命活动没有什么明显作

用，产量往往是很少的，甚至是微量的，如抗生素、酶类、毒素、生物碱、植物生长素

等。形成这些产物的生物合成途径十分复杂，产物的结构多种多样，这类产量少、作用

大的代谢产物称为次级代谢产物。能够合成次级代谢产物的不是各类微生物共有的代谢

途径，具有非常明显的种属特异性，就是变种之间也有显著差异。从现有的研究报道

看，次级代谢产物的产生菌一般是放线菌、丝状真菌和产孢子的细菌。其中放线菌科中

的链霉菌属产生的次级代谢产物为最多，丝状真菌中不完全菌纲、担子菌纲产生的多。

近年来从稀有放线菌和某些产孢子的细菌中发现了许多的次级代谢产物产生菌。从海洋

生物中发现了不少具有生物活性的次级代谢产物。从稀有放线菌和海洋生物中寻找具有

特异生物功能且结构新颖的次级代谢产物，是当前研究的热点。

在次级代谢产物中最具应用和医药价值的是抗生素，是最大一类发酵生产的微生物

次级代谢产物，据不完全统计其结构类型有 类，抗生素不仅有广泛的抗菌作用，而

且还有抗癌、抗病毒、抗虫及其他生物活性，已成为发酵工业的最重要部分。近年来，

从微生物代谢产物分离获得抗感染、抗肿瘤以外的生理活性物质，如酶抑制剂、受体拮

抗剂等，它们与抗生素一样，均是微生物的次级代谢产物，在生物合成机制、筛选研究

程序及生产工艺等多方面有共同之处。 将这些物质称为生物药物素（

。现在可将微生物产生的药用初级代谢产物、抗生素和生物药物素统称为

微生物药物（

微生物产生的次级代谢产物与初级代谢密切相关，初级代谢过程中形成的中间体或

产物是次级代谢产物生物合成的前体和起始物。次级代谢产物的生物合成与初级代谢一

样受到遗传调节和环境条件的控制，要提高产生菌的生产能力，就要解除上述的瓶颈反

应，增大代谢流量，提高发酵产品产量。

（四）微生物转化

微生物转化就是利用微生物代谢过程中的某一种酶或酶系将一种化合物转化成含有

特殊功能基团产物的生物化学反应。 年代巴斯德发现世纪 乙酸杆菌能将乙醇氧化

为乙酸，相继发现用微生物可将异丙醇转化为丙醇，甘油转化成二羟基丙酮， 酪氨

酸转化成 多巴胺，葡萄糖转化成葡萄糖酸进而转化成为 酮基葡萄糖酸或 酮

基葡萄糖酸，山梨醇转化成山梨糖等。微生物转化方法有分批培养转化法（生长细胞转
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细胞转化法、干细胞转化法、孢子转化法、渗透细胞转化法、固定化细胞化 ）、静 转

化法。微生物转化反应在药物合成中应用愈来愈广泛，其特点是对立体结构合成上具有

高度的专一选择性，包括结构的化学选择性和非对映异构体选择性，严格的区域选择

性，面选择性和对映异构体选择性；微生物转化反应条件温和，公害小；反应速率快，

收率高，成本低。微生物转化反应的生化反应类型主要有氧化反应（包括单一氧化反

杂基团的氧化、硫 杂基应、羟基化反应、环氧化、氨 团氧化、 氧化、脱氢反

应），还原反应， 和内酯的水解、光学对映体的选择性转化、醚的水解开水解反应（

裂、硫醚的水解开裂、酰胺水解、苷的水解、内酰胺水解、环氧水解开环、水解脱氨、

水解氨烷基中烷基），缩合反应（醇醛缩合、氨醇缩合、偶姻缩合），胺化反应（醇基转

化成氨基、酮基转化成氨基、羟基转化成酰胺），酰基化反应（羟基酰基化、氨基酰基

化），降解反应（脱羧反应、脱羧还原），脱水反应等。能够进行上述各种转化的微生物

主要有霉菌（羟基反应、还原反应、水解反应等）、酵母（还原反应、水解反应）、细菌

（脱氢反应、碳 碳键开裂反应、水解反应）、放线菌（羟基化反应）。

微生物转化反应在药物 世纪世纪 年 年代， 代形成大研制中的应用始于

规模工业生产。现已广泛用于激素、维生素、抗生素和生物碱等多种药物的生产中，如

在维生素 生产中，应用醋酸杆菌将山梨醇转化为山梨糖，再用氧化葡萄糖酸杆菌与

巨大芽孢杆菌的自然 酮基古组合进行第二步转化，将山梨糖转化成维生素 的前体

龙酸。我国发明的这种维生素 二步发酵法已推广到世界各国，该方法不仅简化了

“莱氏法”生产工艺，排除有毒化学药品的污染，而且该工艺实行液体化发酵，实现了

工业生产的连续化、自动化，大大提高了维生素 产量。甾体激素类药物的工业生产

体产物，甾体激素包括醋酸可的松皮质激素和黄体酮等，广泛主要是改造天然的甾 用于

临床。用单纯化学方法在天然甾体母核 位上导入一个氧原子改造成醋酸可的松需要

步反应，收率为十万分之二，用黑根霉进行生物转化，一步就在 位上导入一个羟

步，收基，使原来的合成过程减少到 率达 ，这时才使可的松问世。从胆固醇化

学合成雌酚酮，要进行 步反应，采用生物转化法可省去 步。甾体的微生物转化研究

结果已阐明，微生物对甾体每个位置几乎都能进行转化反应，其中的许多转化反应是化

学合成方法办不到的，就是动物体内酶也不能转化的。

（五）工程菌发酵

世纪 年代基因工程诞生以来，最先应用该技术且目前仍是最活跃的研究领域

便是医药领域，迄今累计已有 余种基因工程药物投放市场。这类药物是通过基因工

程菌的发酵实现的。基因工程菌的构建过程是先将目的基因分离纯化，通过体外的

重组技术将目的基因插入载体，拼接后转入新的宿主细胞，构建成工程菌（或细

胞）并使目的基因在工程菌体内进行复制和表达，从而获得目的产物。工程菌的发酵工

艺不同于传统的抗生素等的发酵，需要对影响目的基因表达的各种因素及时进行分析和

优化，如培养基的组成不仅影响工程菌的生长速率，而且还影响重组质粒的稳定性和外

源基因的高效表达；培养温度对工程菌的高效表达有显著调控作用，其作用位点是基因

的复制、转录、翻译或小分子调节分子的合成方面，培养温度的高低还影响蛋白质的活

性和包涵体的形成在不同的发酵条件下，工程菌的代谢途径可能发生变化，因而对产

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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物的分离纯化工艺造成影响。因此在高表达高密度的前提下尽量建立有利于产品纯化的

发酵工艺，以便提高产品的纯度。详见《生物技术制药》。

（六）动、植物细胞培养

细胞是一切动、植物生命体 左右），但其的基本组成单位。细胞虽小（直径

生理生化功能却非常精密、复杂，并有巨大的生产效率，可以生产出若干种维持机体生

命活动必需的产物。随着基因工程的发展，人们逐渐认识到许多基因产物不能在原核细

胞内表达，它们需要真核细胞所特有的翻译后修饰及正确的切割、折叠后，才能形成与

自然产物分子一样的功能和抗原性。人们采用细胞操作技术，从原代细胞、转化细胞系

等进行融合和重组构建出工程细胞系。利用上述的各种细胞系在特制的动　　植物细胞反

应器中，在适宜的培养条件下进行组织培养，获取含有不同代谢产物的细胞群体。再用

适当的方法从细胞群体中提取纯化所需的代谢产物。详见《生物技术制药》。

四、发酵培养方法与过程

从现有的发酵培养方法看，基本上分为两种类型：表面（浅层）培养法和深层培养

法。表面培养方法是指将微生物接种于基质的表面层上进行培养，由于使用的培养基种

类不同，又分为固体表面发酵培养和液体表面发酵培养。液体深层发酵培养是微生物细

胞于液体培养基深层（需氧或厌氧）中进行培养的方法。

（一）表面发酵培养方法

此种方法指的是将微生物接种于灭过菌的固体或半固体或液体培养基上，在一定的

培养条件下进行培养。多数情况下需氧菌在固体或液体培养基表面上形成微生物膜，而

霉菌或放线菌又容易长入到固体基质中去。经过一定的培养时间，菌体代谢产物或扩散

到培养基中，或滞留于细胞内，或两者均有，依产生菌和产物的特性而定。液体表面

（浅层）培养法曾用于青霉素生产初期和某些酶的生产，因其产量低，易污染，劳动强

度大，因此已被深层发酵培养所代替。固体表面发酵培养至今仍在某些品种的生产中采

用，如农用赤霉素的生产，采用稳定的生产菌种（如藤仓赤霉 ，以麦麸作为固体

发酵载体进行发酵，糖的转化率和生产量均较高，生产成本低，其发酵结果优于液体深

层发酵的结果。纤维素酶、某些糖化酶的工业化生产仍采用固体发酵培养法。冬虫夏草

的固体栽培技术是人工生产冬虫夏草的方法之一。固体发酵培养法具有投资小，所需生

产设备少，简便易行，适于品种的小型化生产等特点。继续深入研究开发固体发酵培养

工艺，有益于发酵工业的发展。

（二）液体深层发酵培养

这是微生物细胞在液体深层中进行厌氧或需氧纯种培养过程，需氧深层发酵培养的

供氧方式有振荡培养和深层通气（带搅拌）培养两种，其培养的基本过程如下：

孢菌种 子制备 种子制备 发酵 发酵液预处理 提取精制 成品检验 成品包

装。

菌种

从自然界土壤样品中分离获得能产生代谢产物（初、次级代谢产物）或具备某种转

化能力的微生物，再经过分离纯化和菌种选育等工作，获得的有工业化生产价值的菌种
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投入发酵生产。优良的菌种应保持其自身生长繁殖较快，能大量的生物合成目的产物，

其发酵过程易于控制。一般说生产菌种经过多次移植时发生变异而退化，故在生产过程

中必须经常进行菌种的选育工作，采用自然分离和诱变育种等手段保持和提高菌种的生

。此外还必产能力和产品质量 须重视菌种的保藏工作，一般以低温法保藏的菌种遗传特

性稳定，很少发生变异。

孢子制备

这是发酵工程开始的一个重要环节。制备孢子时，先是将处于休眠状态的冷藏孢

子，通过严格的无菌操作技术将其接种于灭过菌的固体斜面培养基上，按生产工艺要求

进行培养。这样培养出来的孢子数量还是有限的，为了获得大量的孢子以供生产需要，

如用孢子直接接入种子罐，进行菌体繁殖以满足发酵罐接种量要求，必须进一步采用较

大面积的固体培养基如小米或麸皮进行扩大培养。

种子制备

这一培养过程目的是使孢子发芽、生长繁殖以获得足够数量的菌体，供发酵罐接种

子制备有两用。种 种形式：一是从摇瓶培养开始，再接入种子罐中进行逐级扩大培养，

二是孢子直接接入种子罐开始种子培养，再进行逐级扩大培养。种子制备是否需从摇瓶

培养开始和种子扩大培养级数的多少，取决于生产菌种的遗传特性、生产规模和生产工

艺特点。种子制备一般在种子罐（小型发酵罐）中进行，扩大培养级数一般为二级，种

子制备过程中要定时取样做无菌检查，菌浓测定，菌丝形态观察，生化指标分析，确保

种子质量后方可移种。

发酵

这一过程的主要目的是使微生物能积累大量的代谢产物，是整个发酵工程的中心控

制环节。因是纯种的深层发酵，所以在发酵开始之前，所用的培养基和相应设备必须先

行灭菌，要采用无菌接种技术，通入的空气必须要净化除菌，发酵过程中，补加的各种

料液和消沫剂要高温灭菌，总之要使发酵过程始终处于纯种培养状态。发酵过程中用于

过程控制的物理化学与生物学参数主要有菌体形态和浓度、各种基质浓度、溶解氧浓

度、发酵液的 、发酵液粘度、培养温度、通风量、排气中的 含量、发酵产物浓

度等的变化量。微生物代谢产物的生物合成过程复杂，尤其是抗生素等次级代谢产物生

物合成更为复杂，至今仍有许多生物合成过程中的环节不十分清楚，又是涉及初级代谢

和次级代谢的多基因控制产物。影响发酵效果的因素错综复杂，各种因素相互影响，相

互制约，因此要想获得预期的发酵效果，需要各方面密切配合和严格操作。

提取和精制

发酵结束后，发酵液即进行预处理，产品的提取和精制。利用某些物理化学方法将

发酵产物制备成符合产品质量要求的成品。在提取前，需将发酵液进行过滤分离，将菌

丝体和发酵上清液分开，若产物在滤液中就要将滤液进一步进行预处理，除掉部分杂

质，以利于以后的提取；如产物含在菌体内，通常先用有机溶媒进行萃取，然后采用相

应的方法进行精制。提取精制的方法详见《分离纯化工艺原理》。

成品检查

发酵产品为药品时，就要按药典上的质量标准逐项对产品进行检验分析，包括产品
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的外观性状检查，产品的鉴别，有关物质的检查，含量检定，毒性试验，热原试验，无

菌检查，升降压物质试验等。非医药用的微生物产物按各行业的质量标准逐项进行产品

的质量分析。

成品包装

微生物发酵产物一般有大包装和小包装两种包装方法。依产品的稳定性采用不同的

包装材料和包装形式，如产品的吸湿性强，要采用防湿包装材料。

（沈阳药科大学　　　　白秀峰）
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第 二 章

选育理论与技术

利用工业微生物发酵生产的过程中，决定生产水平高低最主要的因素有三个：生产

菌种、发酵工艺和后提取工艺。其中最重要的是生产菌种。从自然界分离得到的菌种，

由于生产能力低，往往不能满足工业上的需要。因为在正常生理条件下，微生物依靠其

代谢调节系统，趋向于快速生长和繁殖。但是，发酵工业的需要就与此相反，需要微生

物能够积累大量的代谢产物。为此，采用种种措施来打破菌的正常代谢，使之失去调节

控制，从而大量积累我们所需要的代谢产物。要达到此目的，主要措施就是进行菌种选

育和控制培养条件。

菌种选育的最初目的是改良菌种的特性，使其符合工业生产的要求。菌种选育工作

大幅度提高了微生物发酵的产量，促 微生物发酵工业的迅速发展。通过菌种选育，进了

抗生素、氨基酸、维生素、药用酶等药物的发酵产量提高了几十倍、几百倍，甚至几千

倍菌种选育在提高产品质量、增加品种、改善工艺条件和产生菌的遗传学研究等方面

也发挥了重大作用。例如青霉素的原始生产菌种产生黄色色素，使成品带黄色，经过菌

种选 变育，产生菌不再分泌黄色色素；卡那霉素产生菌经选育后，由生产卡那霉素

成生产卡那霉素 土霉素产生菌在培养过程中产生大量泡沫，经诱变处理后改变了遗

传特性，发酵泡沫减少，可节省大量消沫油并增加培养液的装量；红霉素等品种发酵遇

有噬菌体侵袭时，发酵产量大幅度下降，甚至被迫停产，菌种经诱变处理获得抗噬菌体

的特性，就可保证发酵生产的正常进行。随着这门技术研究的不断深入及相关学科的发

展，菌种选育的目的已不仅仅局限于提高产量、改进质量，而且可用来开发新产品。如

果以科研为目的，则通过菌种选育可了解菌种的遗传背景、增加菌种遗传标记、分析生

物合成机制和提供分子遗传学研究材料。菌种选育的 概括。这些目的可用图

根据菌种自然变异而进行的自然选育，以及用人工方法引起菌种变异或形成新的杂

种，再按照工业生产的要求进行筛选来获得新的变种或杂种，这是当前菌种选育的基本

内容。

生产上广泛应用的自然选育、诱变育种等方法属于经验育种的范畴，主要是通过突

变和筛选来获得优良的菌株。此外还有原生质体技术、杂交育种、分子生物学方法等现

代菌种选育技术本章将分别介绍自然选育、诱变育种、原生质体技术、杂交育种和分

子生物学在菌种选育中的应用。

菌种
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提供分子遗传学研究材料

研究抗生素生物合成调控的机理

分析抗生科研 素生物合成途径

获得带遗传标记的菌株

了解菌种遗传背景

产生新的生物活性物质

改变产品组分、改进质量

抵抗不良环境

生产 简化生产工 艺条件，缩短生产周期

应新的原材适 料

提高产量

图 菌种选育的目的

第一节　　　　自　　然选育

自然选育是一种纯种选育的方法。它利用微生物在一定条件下产生自发突变的原

理，通过分离，筛选排除衰退型菌株，从中选择维持原有生产水平的菌株。因此，它能

达到纯化、复壮菌种，稳定生产的目的，生产上将该方法又称为自然分离。自然选育有

时也可用来选育高产量突变株，不过这种正突变的几率很低。

发酵工业中使用的生产菌种，几乎都是经过人工诱变处理后获得的突变株。这些突

变株是以大量生成某种代谢产物（发酵产物）为目的筛选出来的，因而它们属于代谢调

节失控的菌株。微生物的代谢调节系统趋向于最有效地利用环境中的营养物质，优先进

行生长和繁殖，而生产菌种常常是打破了原有的代谢调节系统的突变株，因此常常表现

出生活力比野生菌株弱的特点。此外，生产菌种是经人工诱变处理而筛选到的突变株，

遗传特性往往不够稳定，容易继续发生变异。上述这些特点使得生产菌株呈现出容易发

生自然变异的特性，如果不及时进行自然选育，通常会导致菌种发生变异，使发酵产量

降低。但是，自然变异是不定向的，有的变异是菌种退化，使发酵产量降低，也有的变

异是菌种获得优良性状使发酵产量提高。因此，经常进行自然选育工作，淘汰衰退的菌

株，保存优良的菌株。

自然选育得到的纯种能够稳定生产，提高平均生产水平，但不能使生产水平大幅度

提高，这是因为菌种在自发突变过程中，自发突变的几率极低，变异过程亦十分缓慢，

所以获得优良菌种的可能性极小，因此难以依赖自然选育来获得高产突变株。

了解菌种衰退的原因是自然选育工作的基础，下面我们先分析一下菌种衰退的原

因，然后再介绍自然选育的一般方法。

菌种选育的目的
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一、菌种退化与变异原因

抗生素生产是纯种发酵过程，但生产菌在长期使用、保藏过程中都会产生退化和变

异，究其原因，有细胞内在因素，也有外在的环境因素。

遗传基因型的分离

抗生素产生菌多为放线菌和丝状真菌，它们的菌丝体是由多个细胞组成，大多数细

胞含有一个细胞核，有的含有多个细胞核，因而其遗传物质基础具有多样化和复杂性。

微生物又属群体繁殖模式，在群体繁殖过程中，不可避免地会产生不同遗传基因型的分

离。

以抗生素产率等数量性状而言，其群体表现型表现为正态分布，即群体中各个体间

的抗生素生产能力不是同一水平，大部分个体处于平均水平，少量个体的抗生素产率处

于较高或较低的水平，如不进行选择，在传代使用过程中，群体产量的分布曲线有向低

值移动的趋势，这是数量遗传的自体调节现象。

自发突变的结果

自发突变也是不定向的，且多数是负向变异，如抗生素产量的下降、孢子形成能力

的降低、存活率的降低等都是退化变异。微生物自发突变可因种类不同而异，但造成变

异的主要原因 菌种连续传代，这种自发突变比保藏可能是：①用沙土管等长期保藏；

过程中产生的比例要高，因为在生命活动过程中遗传物质更容易受环境因素的影响；

活细胞内进行的新陈代谢活动，能产生一些具有诱变作用的物质，如过氧化氢、有机过

氧化合物等 中，当这些物质在胞内累积到一定浓度时能诱发 结构的改变；

存在的增变基因也能诱发基因突变；⑤有的微生物的染色体上还存在有导致菌体退化的

死亡基因， 的代谢失调也会引起基因突变而造成菌种退化。

自发突变的产生特点是变异速度比较缓慢，因为导致变异的不利因素不是强烈因

子；另外，一个基因发生突变不可能立即影响微生物群体的性状变异，变异要通过

复制才能传到下一代，并在一定的环境条件下才能体现出来。更重要的是必须在

突变基因取得数量上的优势时，才能使群体表现出性状的变异。

经诱变剂处理后的退化变异

菌种经人工诱变处理后，在初筛时选得的高产突变株，有的在以后的多次复筛中产

量下降，不能体现初筛时的高产水平，这就是人工诱变后的退化变异。其产生原因有以

下几种：①初筛出的菌落可能是由成对或成堆孢子发育成的，其中只有一个细胞诱发了

基因突变，在传代中细胞核分裂时，未发生基因突变的细胞逐渐在数量上占优势，便表

现出产量下降。②可能是诱变菌种的细胞是异核体，而发生基因突变的只是其中一个细

胞核的遗传基因。那么在传代过程中由于产生细胞核的分离现象，高产突变基因的核在

数量上失去了优势，便出现产量性状的退化变异。③突变发生在无意义链上，在遗传信

息传递过程中被丢失，致使正突变性状的消失。④在诱变剂的作用下，被诱变菌种出现

基因混杂，突变的高产基因虽然已经传递到下一代，但在传代使用过程中，当环境条件

适合于低产型突变株繁殖时，使其在数量上占优势，便表现出低产水平。

综上所述，造成菌种退化变异的原因是多方面的，为保持生产菌种的稳定性 自然
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