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　　摘要：针对毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）在发酵过程中发生的染菌现象，按照质量控制要素及工艺流程进行全面分
析。通过对工作种子库、一级种子、二级种子、滤芯、发酵罐及发酵菌体进行系统排查发现，染菌是由赛多利斯取样阀

密封圈磨损及试验人员的不规范操作造成的。因而在试验操作、设备维护、车间管理、文件修订、人员培训等方面实施

一系列纠正预防措施，随后进行多批次的发酵生产。结果表明，试验结果与历史数据具有高度的一致性，从而避免了

染菌现象的再次发生。
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　　自从 Ｃｒｅｇｇ等于 １９８５年利用重组毕赤酵母
（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）成功表达外源蛋白［１］以来，毕赤酵

母因高效表达外源蛋白、操作简单、易于培养、生产

成本低廉等优点而受到科学家和工业界的青睐，目

前已有超过５００个蛋白在毕赤酵母中表达成功，表
达产物包括干扰素、酶制剂、抗体等［２－４］。美国食品

药品监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，简称
ＦＤＡ）认定毕赤酵母是一般公认安全的（ｇｅｎｅｒａｌｌｙ
ｒｅｇａｒｄｅｄａｓｓａｆｅ，简称ＧＲＡＳ）微生物，为其在医药和
食品中的应用铺平了道路［５］。目前，人们已经在该

系统中成功表达了胰岛素、弹性蛋白酶、Ｓ－腺苷基
甲硫氨酸、干扰素、白细胞介素、溶菌酶等多种治疗

性药物［６－７］。随着毕赤酵母表达系统研究的不断推

进，会有更多外源蛋白在毕赤酵母中表达，从而在

医学、微生物学等相关领域发挥重要作用。

随着发酵技术、生物反应器设计制造的发展更

新，生产过程中的染菌率已经明显下降，然而染菌

仍是发酵产业的最大“敌人”，染菌轻者会降低产品

的产率及质量，严重者会造成发酵失败，不仅会增

加发酵的生产成本，打乱生产计划，还会造成环境

污染［８－９］。宋磊等从染菌时间、类型、范围３个方面
探讨透明质酸发酵染菌的原因，提出防止发酵染菌

及染菌后的补救措施［１０］。任石苟等对乳酸生产过

程中的染菌原因进行分析，提出了预防和治理措

施［１１］。李素荣等通过加强菌种、无菌用具、环境、人

员培训等的 管 理，使 染 菌 率 由 ９．６４％ 降 至
１２０％［１２］。丁玮云等介绍了赖氨酸发酵染菌的危

害性及由设备引起的染菌原因，并提出防控措

施［１３］。刘利通过现场跟踪调查，得出设备、空气和

员工操作失误引起的染菌概率最大，应该从这３个
方面入手减少染菌［１４］。目前的染菌研究多集中于

抗生素、谷氨酸等传统产品在发酵过程中的染菌途

径、不同发酵阶段染菌对发酵的影响及防治措施等

方面［９，１５－１６］，鲜有针对药品生产质量管理规范（ｇｏｏｄ
ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇｐｒａｃｔｉｃｅｓ，简称ＧＭＰ）环境下发酵生产
中染菌排查的报道［１７］。本研究以笔者所在公司车

间在进行毕赤酵母发酵表达外源蛋白的生产过程

中发现的１例染菌现象为列，对可能的染菌过程进
行分析、排查，并采取相应的预防和整改措施，以期

为医药企业在重组菌发酵生产中出现染菌现象时

进行快速排查及预防提供一些思路。

１　材料与方法

１．１　试验试剂
酵母粉，购自ＯＸＯＩＤ公司；蛋白胨，购自日本制

药株式会社；甘油，购自湖南尔康制药股份有限公

司；胰蛋白胨大豆琼脂培养基 （ｔｒｙｐｔｏｎｅｓｏｙａｇａｒ，简
称ＴＳＡ培养基）平板，购自上海源培生物科技股份
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有限公司。

１．２　酵母浸出粉胨葡萄糖培养基（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ
ｐｅｐｔｏｎｅｄｅｘｔｒｏｓｅｍｅｄｉｕｍ，简称ＹＰＧ培养基）

ＹＰＧ培养基配方如下：２０ｇ／Ｌ蛋白胨、１０ｇ／Ｌ
酵母粉、２０ｇ／Ｌ甘油。用２Ｌ锥形瓶分装１Ｌ培养
基，在３０Ｌ发酵罐中装入８Ｌ培养基，在２１０Ｌ发酵
罐中装入１２０Ｌ培养基，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　仪器与设备

ＮＬＦ２２３０Ｌ发酵罐，购自瑞士比欧生物工程公
司；ＢＩＯＳＴＡＴ Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐，购自赛多利斯
公司；Ｐ２１０Ｌ发酵罐，购自瑞士比欧生物工程公司；
立式压力蒸汽灭菌器，购自上海博迅实业有限公

司；全温振荡培养箱，购自哈尔滨东联电子技术开

发有限公司；显微镜，购自重庆光学仪器厂。

１．４　试验方法
（１）人员操作排查。相应批次的试验人员回顾

相关操作，分析可能的风险环节。（２）工作种子库
排查。领取１支工作种子，吸取１００μＬ，稀释一定
倍数后涂布 ＴＳＡ平板，培养２～３ｄ后观察菌落形
态，并挑取单菌落进行镜检。（３）一级种子排查。
领取 １支工作种子，接种于 ＹＰＧ培养基中，于
３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，取１ｍＬ发酵液稀释至
一定倍数后涂布平板，培养２～３ｄ后观察菌落形
态，并挑取单菌落进行镜检。（４）滤芯检查。拆下
压缩空气管路及发酵罐上的滤芯，检查外观，并进

行完整性测试。（５）空培试验。３０Ｌ发酵罐设置搅
拌转 速 ３００ｒ／ｍｉｎ、培 养 温 度 ３０℃、通 气 量
１０Ｌ／ｍｉｎ，不进行接种，空培７２ｈ后，观察是否有杂
菌生 长 现 象。２１０Ｌ发 酵 罐 设 置 搅 拌 转 速
３００ｒ／ｍｉｎ、培养温度３０℃、通气量１００Ｌ／ｍｉｎ，不进
行接种，观察是否有杂菌生长现象；空培４８ｈ后，若
２１０Ｌ发酵罐未染菌，则进行甘油、甲醇补料操作，
观察是否有杂菌生长现象；空培７２ｈ后，若２１０Ｌ发
酵罐未染菌，则模拟移种操作，将３０Ｌ发酵罐中未染
菌的培养基按正常移种操作移入２１０Ｌ发酵罐中继
续空培４８ｈ，观察是否有杂菌生长现象。（６）接种
培养。对空培正常的 ３０Ｌ发酵罐进行接种，按照
“（５）空培试验”中的培养条件进行二级种子培养，
培养６ｈ后无菌取样镜检，涂布平板培养，检查是否
有染菌。（７）菌体检查。在超净工作台中无菌刮取
最近批次的发酵菌体，适当稀释后涂布于平板上，

３７℃ 培养２～３ｄ，观察是否有杂菌生长。（８）染菌
判断。在培养过程中观察 ｐＨ值是否有明显变化

（波动大于１表示变化明显），溶氧量（由发酵罐自
带电极测量）有无明显下降（波动大于２０％表示变
化明显），发酵液颜色是否澄清，是否有异常气味，

镜检观察是否有杂菌等，若有其中１项发生明显变
化，则认为发生染菌。

２　结果与分析

２．１　染菌分析
２．１．１　染菌现象　笔者在上海泽润生物科技有限
公司中试车间进行毕赤酵母发酵表达外源蛋白的

放大生产过程中取样镜检，发现视野中存在一些不

同于正常毕赤酵母形态的细小杆状形态细胞，取样

放料桶中也有不同于毕赤酵母的氨味和特殊臭味。

对发酵液进行稀释涂平板培养后，发现了异常菌

落，对异常菌落进行镜检后发现了大量杆菌（图１）。
后续纯化试验结果表明，目的蛋白的表达量和收率

低于正常水平，检测结果显示，目的蛋白的纯度也

有所下降。发现这一情况后，笔者所在公司立刻暂

停所有试验，检查和回顾设定的工艺条件与设备的

运行日志，确定无差错后，对发酵过程中可能染菌

的方面进行逐项分析，并结合发酵过程中可能存在

的风险和染菌环节进行一系列排查，随后采取了多

项预防和整改措施。

２．１．２　按照质量控制要素进行排查分析　对发酵
过程中的人、机、料、法、环等方面进行了分析，从表

１可以看出，物料和环境方面的风险较低，而人员、
设备及法规方面则存在一定风险。

２．１．３　按照工艺流程进行排查分析　中试阶段
（２１０Ｌ）的发酵规模为研发阶段的８倍，工艺流程如
下：（１）工作种子→（２）一级种子（摇瓶）→（３）二级
种子（３０Ｌ发酵罐）→（４）发酵（２１０Ｌ发酵罐）。

以上流程中，步骤（１）涉及种子制备和领用过
程；步骤（２）涉及接种、ＹＰＧ灭菌、培养、转入接种瓶
过程；步骤（３）涉及设备清洁与灭菌、压缩空气、接
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表１　发酵过程中的影响因素分析

因素
研发阶段

（３０Ｌ规模）
中试阶段

（２１０Ｌ规模） 风险

人员 中试发酵人员 中试发酵人员和子公司发酵人员 中，可能存在操作不规范和不熟练的问题

设备 超净台、摇瓶、３０Ｌ发酵罐，定期清洁和灭菌 超净台、摇瓶、３０Ｌ发酵罐、２１０Ｌ
发酵罐，定期清洁和灭菌

中，发酵级数增加，衔接过程存在一定

的风险

物料 培养基成分多为单一组分的化合物，仅酵母

粉和蛋白胨为成分复杂的有机氮源

物料同３０Ｌ规模的，无变更，但用
量增加

低，物料用量增加，但是灭菌或除菌操

作基本保持一致

法规 按照工艺和设备标准操作规程（ｓｔａｎｄａｒｄ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，简称ＳＯＰ）操作

放大工艺还处于研究过程，部分

ＳＯＰ尚未生效
中，所有操作需要尽早确定规范并形成

正式文件

环境 已进行相关验证 已进行相关验证 低

种、取样过程；步骤（４）涉及设备清洁与灭菌、压缩
空气、移种、补料培养基的灭菌与管路分消、取样操

作。步骤（１）、步骤（２）与３０Ｌ发酵罐一样，风险较
低，而步骤（３）和步骤（４）属于放大工艺部分，存在
一定的风险。

２．２　染菌排查
２．２．１　人员操作排查　经试验人员回顾，部分操作
环节可能会带来染菌风险，如（１）紫外照射的时间
凭经验操作，而不是定量准确地控制时间；（２）滤
膜、硅胶管等未能定期检查；（３）取样操作时有的操

作人员取样前后均灭菌，有的操作人员只是在取样

前灭菌；（４）灭菌结束后有些操作人员为了节约时
间而直接排气。

２．２．２　工作种子库排查　为了排查种子甘油管是
否有污染，按照“１．４”节的相关方法进行操作。从
图２－Ａ可以看出，菌落形态单一，呈乳白色、油脂
或蜡脂状，表面光滑湿润，为典型的酵母菌落形态。

从图２－Ｂ可以看出，镜检细胞呈椭圆形或近圆形，
单个或伴有出芽生殖，为典型的酵母形态。此外，

在研究中发现，工作种子库正常、未染菌。
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２．２．３　一级种子排查　为了排查一级种子在培养
过程中是否有污染，按照“１．４”节的方法进行操作。
从图２－Ｃ可以看出，菌落形态单一，呈乳白色、油
脂或蜡脂状，表面光滑湿润，为典型的酵母菌落形

态。从图２－Ｄ可以看出，镜检细胞呈椭圆形或近
圆形，单个或伴有出芽生殖，为典型的酵母形态。

此外，在研究中发现，工作种子库正常、未染菌。

２．２．４　滤芯排查　为了排查滤芯是否存在异常而
导致压缩空气不洁净，对压缩空气管路及发酵罐上

的滤芯进行外观检查及完整性测试。滤芯的具体

参数及检测结果见表２。
２．２．５　空培试验　为了排查发酵罐在培养过程中
是否存在染菌风险，按照“１．４”节的方法进行空培
试验，分析ｐＨ值是否发生明显改变、溶氧量有无明
显下降、发酵液颜色是否澄清、是否有异常气味、镜

检观察是否有杂菌等。由表 ３可以看出，Ｃ－ｐｌｕｓ
３０Ｌ发酵罐在空培过程中出现了染菌，而比欧发酵
罐均未出现染菌现象。

表２　滤芯参数及检测结果

发酵设备 滤芯品牌 滤芯材质
精度

（μｍ）
使用时间

（月）
检查结果

ＮＬＦ２２３０Ｌ发酵罐 比欧 陶瓷 １２ 无污损

ＮＬＦ２２３０Ｌ发酵罐 比欧 陶瓷 １２ 无污损

Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐 赛多利斯 聚四氟乙烯（ｐｏｌｙｔｅｔｒａｆｌｕｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ，简称ＰＴＦＥ） ０．２ ６ 无污损

Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐 赛多利斯 ＰＴＦＥ ０．２ ６ 无污损

Ｐ２１０Ｌ发酵罐 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＰＴＦＥ ０．２ ０．５ 滤芯完整

比欧发酵罐进气总管路预过滤器 ＤｏｍｎｉｃｋＨｕｎｔｅｒ ＰＴＦＥ ０．２ ６ 滤芯完整

赛多利斯发酵罐进气总管路预过滤器 ＤｏｍｎｉｃｋＨｕｎｔｅｒ ＰＴＦＥ ０．２ １２ 滤芯完整

　　注：由于３０Ｌ发酵罐的进气端滤芯尺寸和材质因素，无法进行完整性测试。

表３　空培试验结果

发酵设备
培养时间

（ｈ） ｐＨ值的变化 培养基颜色 气味 溶氧量的变化 镜检结果 总结果

ＮＬＦ２２３０Ｌ发酵罐 ７２ 无 澄清 无异味 无 无细胞 未染菌

ＮＬＦ２２３０Ｌ发酵罐 ７２ 无 澄清 无异味 无 无细胞 未染菌

Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐 ４５ ２８～３０ｈ从６．５下降至５．９ 浑浊 有臭味 ２８～３０ｈ从１００％降至１％ 细长杆状菌 染菌

Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐 ７２ ６４～６７ｈ从６．５升高至７．５ 浑浊 有臭味 ６４～６７ｈ从１００％降至１％ 细长杆状菌 染菌

Ｐ２１０Ｌ比欧发酵罐 １６０ 无 澄清 无异味 无 无细胞 未染菌

　　对Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐可能出现染菌的环节进
行分析，结果见表４。对表３、表４进行综合分析可
知，染菌是在空培２８ｈ后才发生的，而且２～３ｈ内
的溶氧量快速下降，说明杂菌倍增时间短，生长快，

基本可以排除早期染菌的可能性。所有发酵罐都

进行过取样操作，但是比欧发酵罐正常，而赛多利

斯罐均出现染菌，说明由取样操作造成染菌的可能

性大。在取样时，发酵液会接触阀芯，如果阀芯残

留培养基或发酵液但又不及时清除或蒸汽灭菌，则

可能孳生杂菌。Ｒｉｇｇｓ等也认为，取样阀的设计不合
理会对发酵过程产生很大的影响［１８］。针对赛多利

斯发酵罐在空培试验中均出现染菌的情况，将赛多

利斯发酵罐取样阀拆卸后进行分析，发现“Ｏ”形圈
出现磨损，且存在污垢（图３），随后对赛多利斯发酵
罐进行彻底清洁并更换阀芯密封圈，进行第２次空
培。对Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐再次空培７２ｈ，结果显

示，溶氧量、ｐＨ值维持稳定，２４ｈ后进行取样操作。
最终结果显示，发酵液澄清，镜检未观察到细胞，证

明第２次空培未出现染菌现象。

表４　Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐可能染菌的环节分析

环节 分析与排查内容 风险评估

物料 有机氮源易溶解，无肉眼可见颗粒或不溶物 低

灭菌 发酵罐经过灭菌验证，灭菌过程无异常 低

接种 火焰保护，接种后培养２４ｈ内均未染菌 低

培养过程 前２４ｈ培养无异常，说明罐体和进气都正常 低

取样 取样操作后２～３ｈ内溶氧量快速下降 高

２．２．６　二级种子培养　空培７２ｈ后，按照“１．４”节
的方法对发酵罐进行接种培养。由图４可以看出，
培养过程中溶氧量和Ｄ６００ｎｍ的变化趋势与历史二级
种子培养过程中的相应变化类似。种子一般培养

５～６ｈ，从溶氧量和 Ｄ６００ｎｍ的曲线可以看出，培养
０～６ｈ时，各批次的溶氧量和 Ｄ６００ｎｍ的变化趋势高
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度相似，具有较好的一致性。综合分析可知，二级

种子的培养过程正常。

　　培养结束后无菌取样镜检并稀释涂平板，检查
是否有染菌情况。由图５－Ａ可以看出，二级种子
菌落形态单一，呈乳白色、油脂或蜡脂状，表面光滑

湿润，为典型的酵母菌落形态，无其他异常形态。

由图５－Ｂ可以看出，镜检细胞呈圆形或椭圆形，伴
有出芽生殖，为典型的酵母形态。由二级种子培养

过程曲线、培养结束后镜检及平板培养结果可以看

出，二级种子在培养过程中未发生染菌。

２．２．７　菌体染菌分析　取各发酵罐最近发酵批次
的菌体，在无菌条件下加入无菌水进行溶解，将菌

悬液稀释 １０９倍，在 ＴＳＡ平板上涂布稀释液，于
３０℃ 培养２～３ｄ。由表５可以看出，不同发酵罐

最新发酵批次的平板培养结果与镜检结果均正常，

未出现染菌，而已染菌的为笔者所在公司第１次发
现染菌的批次。

２．２．８　染菌调查试验小结　（１）经过试验人员的
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表５　菌体染菌分析

发酵设备 发酵批号 平板培养结果 镜检结果

ＮＬＦ２２３０Ｌ发酵罐 Ｒ３１１（１６）１７０２１３Ｆ－２
Ｒ３１１（１８）１７０１０２Ｆ－１
Ｒ３１１（１８）１６１２０５Ｆ－１

菌落形态单一，呈乳白色、油脂状，表

面光滑湿润，为典型酵母菌落形态，

无杂菌

镜检细胞呈圆形或椭圆形，伴有出芽

生殖，为典型酵母形态，无杂菌

Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐 Ｒ３１１（１６）１７０２１３Ｆ－４
Ｒ３１１（１８）１７０１１６Ｆ－３
Ｒ３１１（１８）１７０１１６Ｆ－４

同上 同上

Ｐ２１０Ｌ发酵罐 Ｒ３１１（１８）１７０３２０Ｆ
Ｒ３１１（１８）１７０３３０Ｆ

同上 同上

回忆与分析，存在一些不规范操作；（２）ＮＬＦ２２３０Ｌ
发酵罐在进行空培、取样操作、接种操作、二级种子

培养的过程中，通过取样镜检并稀释涂平板，未发

现有染菌现象；（３）Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐在空培过程
中发生染菌，经过对取样阀进行严格处理和更换密

封圈后进行空培及二级种子培养，未发现染菌现

象；（４）Ｐ２１０Ｌ发酵罐进行了空培、取样、移种、补
料等操作，共进行１６０ｈ的试验，未发现有染菌现象；
（５）不同发酵罐最近发酵的菌体均未出现染菌；（６）
分析染菌原因，可能是存在不规范的试验操作现

象。Ｃ－ｐｌｕｓ３０Ｌ发酵罐取样阀的设计造成密封圈
极易磨损。

２．３　预防及纠正措施
笔者所在公司的车间环境为ＧＭＰ条件，发酵罐

均为进口的全自动发酵系统，且发酵规模远小于大

宗产品，因此环境和设备所带来的影响较小。然

而，由于在研发阶段一些操作未被写入相关文件

中，并且一些员工入职时间短，因此笔者从生产流

程和人员入手，对可能造成染菌的环节采取预防及

纠正措施，并以文件的形式固定下来，并对相关人

员进行了系统培训，具体措施如下。

２．３．１　溶液灭菌
２．３．１．１　摇瓶溶液的灭菌　（１）摇瓶溶液灭菌结
束后应让灭菌锅自然降温至１００℃以下，使压力降
至０ＭＰａ，严禁直接手动卸压，否则会因压力下降过
快造成封口膜鼓胀甚至松脱。（２）摇瓶溶液在用灭
菌锅灭菌后应及时开盖并取出，放置于桌面或超净

台内自然冷却，用７５％乙醇表面消毒后置于超净工
作台内，不得放在水池内用纯化水冷却。

２．３．１．２　补料溶液的灭菌　（１）灭菌前应将补料
软管插针套筒前端旋开，并检查内部棉塞的状态，

如果有变色或异味应立即更换。插针套筒顶端应

避免靠近灭菌锅底部，防止灭菌过程中混入不洁净

的水。（２）检查补料瓶呼吸过滤器的状态，如发现

破损、变形、进水、变色，应立即更换。在呼吸过滤

器上标明开始使用的日期，并在每次灭菌前标记灭

菌的次数，重复灭菌满２０次后立即更换。（３）与四
阀组对接的隔膜阀在灭菌时应使其处于开启状态，

灭菌结束取出补料瓶时应旋紧隔膜阀。（４）溶液在
灭菌前需要确认呼吸器正常、软管已被止血钳夹紧。

２．３．２　摇瓶接种　（１）接种前开启紫外灯照射摇
瓶溶液的时间不少于３０ｍｉｎ。（２）摇瓶用７５％乙醇
喷洒消毒后放入超净工作台内，开启风机吹干摇瓶

外壁。（３）用带滤芯的吸头进行接种。
２．３．３　将种子液转移至接种瓶中　摇瓶揭开封口
膜后，将瓶口立即靠近乙醇灯火焰并旋转瓶身，对

瓶口进行烘烤。倒种子液时，接种瓶不应放在双人

超净工作台的中间位置。

２．３．４　发酵准备工作　（１）发酵罐检漏。发酵罐
定期做保压测试，对于发现泄漏的地方应采取措施

解决。（２）３０Ｌ发酵罐的清洗。发酵罐的清洗要全
面，将３０Ｌ发酵罐的可拆卸零部件浸泡于碱液中，
包括垫圈、电极堵头、空气过滤器外壳等。３０Ｌ发
酵罐的清洗过程包括３步：（１）用纯化水清洗干净；
（２）用０．２５ｍｏｌ／Ｌ碱液浸泡２ｈ以上；（３）用纯化水
冲洗干净。用碱液浸泡时，需要打开发酵罐底阀和

取样阀，确认碱液与阀芯充分接触进行浸泡，在取

样阀与底阀出口处连接软管并用止血钳夹紧。

２．３．５　３０Ｌ发酵罐的灭菌　在对３０Ｌ发酵罐进行
灭菌的过程中，对取样阀和底阀进行同步灭菌。

２．３．６　３０Ｌ发酵罐种子的培养　在３０Ｌ发酵罐的
培养过程中，应调节尾气阀门，使罐压维持

在 ２０ｋＰａ。
２．３．７　３０～２１０Ｌ发酵罐的移种　（１）对移种管路
灭菌３０ｍｉｎ，在灭菌过程中注意观察接头部分是否
有蒸汽泄露。（２）将移种管路接头部分的垫圈浸泡
于碱液中，使用前清洗干净，如有变形或破损，应立

即更换。（３）在移种过程中，保持３０Ｌ发酵罐的进
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气和排气处于通路状态，并调节尾气阀，维持罐压

在５０ｋＰａ左右。
２．３．８　过程取样　（１）取样前后都需要对取样管
路进行蒸汽灭菌，时间设为５～６ｍｉｎ。灭菌时遵循
蒸汽流动方向依次打开取样管路上的隔膜阀，灭菌

结束后则倒序关闭隔膜阀。（２）２１０Ｌ发酵罐取样
时先打开隔膜阀，后打开取样阀。在发酵过程中，

每隔 ２４ｈ通过取样镜检及平板涂布来判断是否
染菌。

２．３．９　２１０Ｌ发酵罐灭菌　在灭菌过程中注意观
察阀组、堵头部分是否有泄露；灭菌完成并冷却至

设定温度进入保压模式后，注意观察罐压的变化。

２．３．１０　２１０Ｌ发酵罐发酵过程的补料　（１）四阀
组补料口对接后灭菌 ３０ｍｉｎ。（２）开启补料阀组
时，注意开启对应的四阀组，不要错开未灭菌的补

料四阀组。（３）注意推阀的开启和关闭状态，防止
在补料过程中软管崩开。

２．３．１１　维护保养　（１）３０Ｌ发酵罐进气端滤芯暂
定半年更换１次，每批在放罐后拆下并观察有无明
显污染、变形或松动。（２）２１０Ｌ发酵罐进气端空气
过滤器暂定２批次更换１次，尾气滤芯每批次更换
１次，如需延长使用次数，则应在使用前进行完整性
测试，检测合格后方可继续使用。（３）每个批次均
对发酵罐密封圈进行检查。（４）每个季度均对发酵
罐进行维护保养。（５）每个月均对超净工作台采用
０．２％新洁尔灭／７５％乙醇擦拭轮换进行消毒；每个
月对灭菌锅内的水进行更换。

２．３．１２　ＧＭＰ管理方面　（１）完善操作人员的交接
班记录。（２）对相关人员定期进行 ＧＭＰ知识、车间
管理、发酵操作等方面的培训。（３）将“２．３．１”节至
“２．３．１１”节中的内容整合进发酵罐的操作规程及
工艺规程中。（４）升级工艺规程和发酵罐ＳＯＰ。

３　结论

针对本试验中出现的染菌现象，分质量控制要

素及工艺流程进行全面分析，对工作种子库、一级

种子、二级种子、滤芯、发酵罐及最新的发酵菌体进

行系统排查。结果表明，染菌是由于发酵罐取样阀

密封圈磨损及试验人员的一些不规范操作习惯造

成的。对此，笔者所在公司采取了相应的纠正预防

措施，在试验操作、设备维护、车间管理、文件修订

等方面进行了一系列的整改，并对操作人员进行多

次培训。在纠正预防措施实施后，进行了多批次的

发酵试验，结果显示，过程曲线、离线检测参数与历

史数据具有高度的一致性，目的蛋白得率与纯度也

处于历史较高水平，从而避免了毕赤酵母发酵过程

中染菌的发生。
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ｓｔｒａｔｅｇｙａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄａｉｒｐｒｅｓｓｕｒｅｉｎｓｔｅａｄｏｆｐｕｒｅｏｘｙｇｅｎｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６，６：１８４３９．

［６］ＫａｓｔｉｌａｎＲ，ＢｏｅｓＡ，ＳｐｉｅｇｅｌＨ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆａｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｗｏＰｆＡＭＡ１－ＤｉＣｏ－ｂａｓｅｄｍａｌａｒｉａ

ｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｓｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１７，７

（１）：１１９９１．

［７］宋增健，薛　松，王向东，等．基因重组毕赤酵母产蛋清溶菌酶发

酵工艺及表达条件的优化［Ｊ］．中国酿造，２０１８，３７（１０）：２０－２４．

［８］刘继方，徐　虹，李明丽．工业生产螺旋霉素发酵染菌罐批处理

工艺［Ｊ］．山东化工，２０１８，４７（１４）：１１９－１２０．

［９］韩　佩．酿酒酵母发酵中乳酸菌染菌的智能化防控［Ｄ］．北京：

北京化工大学，２０１４：４－５．

［１０］宋　磊，孟国庆．透明质酸工业发酵染菌分析与处理［Ｊ］．发酵

科技通讯，２０１６，４５（３）：１６１－１６４．

［１１］任石苟，陈岗庆，许志芳．乳酸发酵大生产染菌分析及处理

［Ｊ］．农产品加工·学刊，２００６（１）：５８－５９．

［１２］李素荣，袁晓明．抗生素菌种制备过程中染菌的防治［Ｊ］．河北

化工，２００９，３２（１）：３８－３９．

［１３］丁玮云，苏宏艺，俞　俊．降低赖氨酸发酵染菌率的研究［Ｊ］．

粮食与食品工业，２０１７，２４（５）：１９－２１．

［１４］刘　利．Ｌ－赖氨酸发酵过程染菌的途径与分析［Ｊ］．粮食与食

品工业，２０１４，２１（４）：６６－６９．

［１５］向华平．阿维菌素发酵染菌问题的探讨［Ｊ］．化工管理，２０１８

（３６）：９９－１００．

［１６］刘华擎，李　灏．生物质能源发酵中染菌及防控的研究进展

［Ｊ］．中国生物工程杂志，２０１３，３３（１２）：１１４－１２０．

［１７］ＶｉｒｋａｊｒｖｉＩ，ＶａｕｈｋｏｎｅｎＴ，ＳｔｏｒｇｒｄｓＥ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｐｒｉｍａｒｙｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

ｙｅａｓｔ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＳｏｃｉｅｔｙｏｆＢｒｅｗｉｎｇＣｈｅｍｉｓｔｓ，

２００１，５９（２）：６３－６８．

［１８］ＲｉｇｇｓＪＢ，ＫａｒｉｍＭＮ．Ｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｂｉｏ－ｐｒｏｃｅｓｓｃｏｎｔｒｏｌ［Ｍ］．

３ｒｄｅｄ．Ａｕｓｔｉｎ：ＰｅａｒｓｏｎＥｄｕｃａｔｉｏｎ，２００８：２０１－２３４．　
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