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摘 要：【目的】针对乙醇酸生物法合成产量和转化率较低的问题，开发以乙二醇为底物的全细

胞催化体系，获得乙醇酸高产菌株和高效的生物合成工艺。【方法】以乙二醇为底物，针对野生

型菌株开展乙醇酸合成性能筛选；系统优化最优菌株的催化条件，提升乙醇酸的全细胞催化效

率；采用紫外诱变结合乙醇酸生物传感器的高通量筛选方法选育高产菌株，并在 5-L 发酵罐中完

成放大验证。【结果】成功筛选获得一株可利用葡萄糖生长、以乙二醇为底物通过全细胞催化合

成乙醇酸的库德里亚维茨毕赤酵母；经单因素试验优化确定其全细胞催化最优条件：催化温度

30 ℃，反应 6 h 后添加 0.50 g MgCO3 调节体系 pH，250 mL 体系中装液量为 50 mL，初始糖浓度

为 25 g/L，乙二醇初始浓度为 20 g/L。在此条件下摇瓶催化 96 h 后乙醇酸产量达 19.30 g/L，且该

菌株对乙醇酸具有良好耐受性；通过紫外诱变结合高通量筛选获得正突变菌株 GSUV-7，其乙醇

酸生产强度较原始菌株提高 2.90 倍，在 5-L 发酵罐中催化 106 h 后，菌株 GSUV-7 的乙醇酸产量

为 117.60 g/L，转化率达 100%。【结论】本研究成功获得高产乙醇酸的库德里亚维茨毕赤酵母突

变株，为乙醇酸生物合成研究提供了菌株资源与新思路。
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Abstract: [Objective] To address the low yield and conversion rate in the biosynthesis of glycolic 
acid, we developed a whole-cell catalytic system with ethylene glycol as the substrate to obtain a 
strain with a high yield of glycolic acid and an efficient biosynthesis process. [Methods] With 
ethylene glycol as the substrate, wild-type strains were screened for their glycolic acid synthetic 
performance. The catalytic conditions of the optimal strain were systematically optimized to 
enhance the whole-cell catalytic efficiency in the production of glycolic acid. Ultraviolet 
mutagenesis combined with a glycolic acid biosensor-based high-throughput screening was 
employed to isolate high-yield strains, which were further validated in a 5-L fermenter. [Results] 
Pichia kudriavzevii GX-01 was successfully screened out, which could grow on glucose and 
produce glycolic acid from ethylene glycol via whole-cell catalysis. The whole-cell catalytic 
conditions were optimized by single-factor experiments as a catalytic temperature of 30 ℃ , 
supplementation with 0.50 g MgCO3 to adjust the system pH after 6 h of reaction, a loading 
volume of 50 mL in a 250-mL flask, an initial glucose concentration of 25 g/L, and an initial 
ethylene glycol concentration of 20 g/L. Under these conditions, the glycolic acid titer in shake 
flasks reached 19.30 g/L after 96 h of catalysis, and the strain showed favorable tolerance to 
glycolic acid. A positive mutant strain P. kudriavzevii GSUV-7 was obtained through UV 
mutagenesis and high-throughput screening, whose glycolic acid productivity was 2.90-fold higher 
than that of the original strain. In a 5-L fermenter, P. kudriavzevii GSUV-7 produced 117.60 g/L of 
glycolic acid after 106 h of catalysis, with a 100% conversion rate. [Conclusion] This study 
successfully obtains a mutant strain P. kudriavzevii GSUV-7 with a high yield of glycolic acid, 
providing strain resources and new insights for the research on biosynthesis of glycolic acid.
Keywords: glycolic acid; ethylene glycol; Pichia kudriavzevii; ultraviolet mutagenesis; high-
throughput screening

作为最简单的 α-羟基酸，乙醇酸同时含有

羟基和羧基两类关键活泼官能团[1]，可参与多种

类型的化学反应，目前主要应用于化妆品行业

及聚乙醇酸等可降解材料合成领域[2-3]。乙醇酸

工业制备目前以化学法为主，主流技术为羟基

乙腈水解法和草酸二甲酯水解法[4-8]。其中羟基

乙腈水解法的原料剧毒，环保处理压力较大[4]；

而草酸二甲酯水解法中原料、中间产物与终产

物乙醇酸的沸点相近，难以分离，大幅提升了

生产成本[4,7]。综上所述，传统化学合成方法在

可持续性和经济性方面存在显著局限，生物合

成法则凭借绿色环保、条件温和、产物选择性
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高等优势，近年来成为乙醇酸合成领域的研究

热点[2,9-17]。

目前，乙醇酸生物合成相关研究已在多种

微生物底盘中广泛开展，主要聚焦于两大技术

方向：以葡萄糖为原料的从头合成路线，以及

以乙二醇为底物的全细胞催化路线。在从头合

成方向，现有研究均以大肠杆菌为底盘菌株。

Xu 等[12]与胡成杰等[13]基于乙醇酸生物传感器开

展多基因途径优化，通过系统基因编辑与代谢

调控改造，以葡萄糖为原料实现乙醇酸产量

40.90 g/L，转化率 66%。Yu 等[2]通过乙酸与葡

萄糖的协同利用，将乙醇酸产量提升至 73.30 g/L，

转化率 60%。在全细胞催化方向 (图 1)，Wei

等[14]以氧化葡萄糖酸杆菌为底盘，利用静息细

胞催化乙二醇转化，分批发酵乙醇酸产量达

70.20 g/L，转化率 86.70%；Messina 等[16]以解脂

耶氏酵母为底盘，通过乙酸共利用提升乙二醇

利用率，乙醇酸产量达 48.40 g/L，转化率 73%；

鲍青青等[17]以红酵母为底盘，采用葡萄糖供给

菌体生长、乙二醇作为合成底物的策略，乙醇

酸产量和转化率分别为 61.10 g/L 和 84.30%。然

而现有研究仍存在明显局限：从头合成路线普

遍存在碳利用率低、代谢路径较长等问题；已

报道的全细胞催化路线整体产量和转化率虽处

于较高水平，但仍有进一步提升空间，且部分

研究依赖昂贵的山梨醇等原料，增加了工业化

应用的成本。

针对上述问题，本研究开展野生菌株筛选，

成功获得一株可利用葡萄糖为碳源、高效催化

乙二醇转化为乙醇酸的库德里亚维茨毕赤酵母

(Pichia kudriavzevii) GX-01；随后对其全细胞催

化条件进行系统优化，确定最佳反应参数；进

一步以紫外诱变作为改造手段，搭配乙醇酸生

物传感器建立高通量筛选体系，最终实现高产

乙醇酸突变株的高效选育。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株

本研究所用菌株信息见表 1。

1.1.2　培养基

LB 培 养 基 (g/L)： NaCl 10.0， 胰 蛋 白 胨

10.0，酵母粉 5.0。YPD 培养基 (g/L)：葡萄糖

20.0，胰蛋白胨 20.0，酵母粉 10.0。YPD 优化

培养基(g/L)：葡萄糖 25.0，胰蛋白胨 20.0，酵

母粉 10.0。山梨醇培养基(g/L)：山梨醇 73.00，

酵母粉 18.40， (NH4)2SO4 1.50，KH2PO4 1.52，

MgSO4 0.47。M9 培养基 (g/L)：Na2HPO4 6.78，

KH2PO4 3.00，NH4Cl 1.00，NaCl 0.50，MgSO4 

0.24，CaCl2 0.01，培养基灭菌后补加终浓度为

8.00 g/L 的葡萄糖。葡萄糖酸杆菌专用固体培养

基(g/L)：葡萄糖 10.0，蛋白胨 5.0，酵母提取物

3.0，碳酸钙 5.0，琼脂 15.0。

LB 固体培养基、YPD 固体培养基、YPD

优化固体培养基均在对应液体培养基的基础上

添加 15.0 g/L 琼脂制备得到。

1.2　菌株活化及筛选

1.2.1　菌株活化

取出保存于−80 ℃的甘油保藏菌种，分别在

对应固体培养基上划线活化。大肠杆菌采用 LB

固体培养基，pH 自然，置于 37 ℃恒温培养箱

中培养 18−24 h；酵母菌及脱氮副球菌采用 YPD

固体培养基，pH 自然，置于 30 ℃恒温培养箱

中培养 48 h；葡萄糖酸杆菌采用专用固体培养

基，预先将体系 pH 调至 6.0−6.5，其中添加的

碳酸钙可中和菌株代谢产生的有机酸[14-15]，维

持培养基 pH 稳定，置于 30 ℃培养 72 h，直至

图1　全细胞催化乙二醇合成乙醇酸

Figure 1　Whole-cell catalysis of ethylene glycol to 

glycolic acid.
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各平板上长出形态均一、边缘清晰的单菌落。

1.2.2　菌株筛选

挑取活化后的单菌落，接种至对应的液体

培养基中；酵母菌、葡萄糖酸杆菌和脱氮副球

菌于 30 ℃、250 r/min 培养，其中酵母菌培养

48 h，葡萄糖酸杆菌、脱氮副球菌培养 24 h，之

后向体系中加入终浓度 20 g/L 的乙二醇开展全

细胞催化反应。采用高效液相色谱(HPLC)对各

时间点样品中的乙醇酸产量进行定量检测。

1.3　全细胞催化条件的优化

1.3.1　碳酸镁添加调控反应体系 pH

将筛选获得的库德里亚维茨毕赤酵母单菌

落接种至装有 50 mL YPD 培养基的 250 mL 摇

瓶中，将摇瓶置于 30 ℃、250 r/min 培养 48 h。

培养结束后，向体系中加入终浓度 20 g/L 的乙

二醇。分别在催化反应进行至 0、6、12、24、

30、36、48 h 时添加 0.50 g MgCO₃，调节反应

体系的 pH 值，之后继续催化反应至 96 h。发酵

过程中每隔 24 h 取样 1 次，采用 HPLC 法测定

乙醇酸的产量。

1.3.2　温度优化

将筛选获得的库德里亚维茨毕赤酵母单菌

落接种至装有 50 mL YPD 培养基的 250 mL 摇

瓶中，分别设置 25、30、33、37 ℃共 4 个培养

温度梯度，以 250 r/min 培养 48 h。之后向培养

体系中加入终浓度 20 g/L 的乙二醇，在前期优

化的操作基础上开展催化反应至 96 h。发酵过

程中每隔 24 h 取样 1 次，采用 HPLC 法测定乙

醇酸的产量。

1.3.3　装液量优化

将库德里亚维茨毕赤酵母单菌落分别接种

至装有 25、 50、 75、 100 mL YPD 培养基的

250 mL 摇瓶中，在 30 ℃、250 r/min 培养 48 h

后，向体系中加入终浓度 20 g/L 的乙二醇，在

前期优化的操作基础上开展催化反应至 96 h。

发酵过程中每隔 24 h 取样 1 次，采用 HPLC 法

测定乙醇酸的产量。

1.3.4　初始糖浓度优化

将库德里亚维茨毕赤酵母单菌落分别接种

至装有 50 mL YPD 培养基的 250 mL 摇瓶中，

培养基的初始葡萄糖浓度分别设置为 0、5、10、

15、 20、 25、 30、 40、 50 g/L。 在 30 ℃ 、

250 r/min 培养 48 h 后，向培养体系中加入终浓

度 20 g/L 的乙二醇，在前期优化的操作基础上

开展催化反应至 96 h。发酵过程中每隔 24 h 取

样 1 次，采用 HPLC 法测定乙醇酸的产量。

表1　本研究所使用的菌株

Table 1　Strains used in this study

Strains

Gluconobacter oxydans

Gluconobacter thailandicus

Paracoccus denitrificans DYTN-1

Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2

Saccharomyces cerevisiae BY4741

Kluyveromyces marxianus 5160

Candida utilis 4332

Pichia kudriavzevii GX-01

Pichia pastoris GS115

Escherichia coli MglyC-GP6

Pichia kudriavzevii GSUV-7

Properties

Wild type (CGMCC 1.565)

Wild type (CGMCC 1.637)

Wild type (CGMCC 24637)

Wild type (EUROSCARF 30000A)

Wild type (ATCC 201388)

Wild type (ATCC 36534)

Wild type (ATCC 9950)

Wild type (CICIM Y7150)

Wild type (ATCC 20864)

MG1655(DE3) ΔglcC carrying pGBS-Pffs-sfgfp, for high-throughput 
screening of glycolic acid producing strains

P. kudriavzevii GX-01 UV mutagenic strain (CICIM Y7151)

Sources

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

[12]

This study
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1.3.5　底物浓度优化

将库德里亚维茨毕赤酵母单菌落分别接种

至装有 50 mL YPD 优化培养基的 250 mL 摇瓶

中，在 30 ℃、250 r/min 培养 48 h 后，向体系中

加入终浓度分别为 5、10、15、20、30、40、

50、60、80、100 g/L 的乙二醇，在前期优化条

件基础上开展催化反应至 96 h。发酵过程中每

隔 24 h 取样 1 次，采用 HPLC 法测定乙醇酸的

产量。

1.3.6　乙醇酸耐受性评估

将库德里亚维茨毕赤酵母单菌落接种至装

有 50 mL YPD 优化培养基的 250 mL 摇瓶中，

在 30 ℃、250 r/min 培养 48 h 制备种子液。之后

按 4% 的接种量将菌液分别转接至含 0、10、

20、40、60、80、90、100、110 g/L 乙醇酸的

YPD 优化培养基中，所有培养基的 pH 预先统

一调节至 6.80，以未添加乙醇酸的培养体系作

为空白对照。培养过程中定时取样，测定菌液

在 600 nm 波长处的吸光度(OD600)，并据此绘制

菌株的生长曲线。

1.4　紫外诱变技术筛选乙醇酸高产菌株

1.4.1　乙醇酸生物传感器工作原理

生物传感器具备将代谢物浓度转化为荧光

强度、细胞生长速率等可视化信号的能力，目

前已广泛应用于微生物的高通量筛选领域[18]。

本实验室前期构建了一种乙醇酸生物传感器

pGBS-Pffs-sfgfp，其宿主为敲除自身 glcC 基因的

大肠杆菌(Escherichia coli) MglyC (避免内源性干

扰)，核心组件包括组成型表达的转录因子 GlcC 

(可与乙醇酸特异性结合的变构蛋白)，含上游激

活序列(UAS)的启动子 PglcD 及报告基因 sfgfp，

工作时 GlcC 与体系中的乙醇酸结合后发生构象

改变[15]进而与 PglcD 上游的 UAS 序列结合，激活

sfgfp 表达。乙醇酸生物传感器的检测范围覆盖

0.1−200 mmol/L 乙醇酸，荧光强度与乙醇酸浓

度呈良好线性相关(相关系数达 0.93)，且仅特异

性响应乙醇酸，不受乙二醇(发酵底物)及 YPD

培养基的干扰。

1.4.2　乙醇酸高产菌株的诱变与筛选

将库德里亚维茨毕赤酵母于 30 ℃、250 r/min

培养至 OD600=0.6，取 10 μL 菌悬液均匀涂布于

无菌金属载片上，在暗室中进行不同时长的紫

外照射处理，照射梯度设置为 0−60 s，未进行紫

外照射的菌液体系作为空白对照[17,19]。诱变处理

完成后，将载片转移至盛有 990 μL 无菌生理盐

水的离心管中，用锡纸完全包裹避光振荡 5 min

洗脱菌体，将洗脱后的菌液进行梯度稀释，涂

布于 YPD 优化固体培养基上，置于 30 ℃培养

48 h。挑取诱变后生长得到的库德里亚维茨毕赤

酵母单菌落，接种至含 1 mL YPD 优化培养基的

48 孔板中，在 30 ℃、250 r/min 培养 48 h 后，

向孔内添加终浓度 20 g/L 的乙二醇继续发酵

48 h；以该体系发酵产生的含乙醇酸上清液作为

诱导物，将其加入携带乙醇酸生物传感器的大

肠杆菌 (Escherichia coli) MglyC-GP6 反应体系

中，通过检测体系荧光信号强度实现乙醇酸高

产突变株的高通量筛选。具体操作流程为：将

大肠杆菌 (Escherichia coli) MglyC-GP6 菌株用

M9 培养基于 37 ℃、250 r/min 培养至 OD600=

0.60−0.80，以 200 μL/孔的分装量转移至 96 孔

板中备用。将 48 孔板中培养完成的菌液于

4 ℃、4 000 r/min 离心 5 min，取 20 μL 库德里

亚维茨毕赤酵母的发酵上清加入上述 96 孔板中

诱导荧光蛋白表达[11]，在 30 ℃、250 r/min 诱导

8 h 后，同步检测体系的荧光强度与 OD600 值，

筛选得到高荧光强度的目标菌株，将其接种至

含 50 mL YPD 优化培养基的摇瓶中，在 30 ℃、

250 r/min 培养 48 h，添加终浓度 20 g/L 的乙二

醇开展催化反应 48 h 后，采用 HPLC 法定量检

测乙醇酸产量，最终筛选得到性能最优的突变

株开展后续最适催化条件验证。

1.5　5-L 发酵罐扩大培养及催化生产乙

醇酸

挑取乙醇酸高产菌株的单菌落，接种至
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100 mL YPD 优化培养基中，在 30 ℃、250 r/min

培养 48 h 制备一级种子液。随后将种子液按 4%

的接种量转接至装有 2.40 L YPD 优化培养基的

5 L 发酵罐中开展扩大培养，体系总容积为 2.50 L；

全程控制通气量为 2.50 vvm，维持培养温度

30 ℃，搅拌转速设定为 600 r/min。通过调整葡

萄糖流加速率，保证各培养时段体系残糖含量≤
5 g/L；待菌株进入生长稳定期且体系内葡萄糖

完全消耗后，向发酵体系中一次性加入终浓度

20 g/L 的乙二醇，进入全细胞催化乙二醇合成乙

醇酸的反应阶段。通过 HPLC 法实时检测罐内

乙二醇残留浓度，动态调整乙二醇流加速率，

将体系内乙二醇残留浓度稳定控制在 10−20 g/L，

同时利用氨水(NH3·H2O) 将体系 pH 调节并维持

在 5.50。

1.6　高效液相色谱分析检测乙二醇及乙

醇酸

取适量发酵液样品，用 10 mmol/L H2SO4 溶

液稀释 20 倍后，于 4 ℃、 8 000 r/min 离心

2 min，再经 0.22 μm 水相滤膜过滤，制备得到

待测液用于高效液相色谱分析。色谱检测条件

参照文献[17]，其中采用紫外检测器完成乙醇酸

的定量检测，采用示差折光检测器完成乙二醇

的定量测定。

1.7　多功能酶标仪检测荧光及 OD600

吸取 100 μL 培养后的菌液样品，转移至底

部透明的黑色 96 孔板中，加入等体积无菌水进

行稀释后开展荧光信号检测，设定激发波长为

485 nm、发射波长为 528 nm[16,19]，同步测定样

品在 600 nm 波长处的吸光度值(OD600)。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　乙醇酸生产菌株的筛选

对实验室保藏的 9 株菌株开展乙二醇转化

为乙醇酸的性能评价，以筛选获得高效合成乙

醇酸的出发菌株，结果如图 2 所示。暹罗葡萄

糖杆菌(Gluconobacter thailandicus)、氧化葡萄糖

酸杆菌(Gluconobacter oxydans)、马克斯克鲁维

酵母(Kluyveromyces marxianus) 5160、产朊假丝

酵母(Candida utilis) 4332、库德里亚维茨毕赤酵

母(Pichia kudriavzevii) GX-01 及毕赤酵母(Pichia 

pastoris) GS115 均具备一定的乙醇酸合成能力，

发酵 96 h 乙醇酸产量分别为 6.32、5.20、4.94、

5.50、9.32、5.71 g/L；其中库德里亚维茨毕赤酵

母 GX-01 的乙醇酸合成水平(9.32 g/L)约为其余

受试菌株的 1.7−1.9 倍。此外，该菌株生长阶段

以葡萄糖为碳源，无需采用葡萄糖酸杆菌依赖

的成本较高的山梨醇[14]作为生长底物，因此可

作为后续实验的出发菌株。

2.2　库德里亚维茨毕赤酵母全细胞催化

条件的优化及产物耐受性评估

2.2.1　碳酸镁添加时间对乙醇酸合成的影响

随着底物乙二醇的持续消耗，产物乙醇酸

不断积累，反应体系 pH 会出现快速下降。过低

的 pH 环境会显著抑制库德里亚维茨毕赤酵母的

细胞活性，甚至导致其关键催化酶失活[20]。因

此，本研究首先探究不同时间点(0、6、12、24、

30、36、48 h)添加 0.50 g MgCO3 对乙醇酸合成

过程的影响。实验结果如图 3A、3B 所示，乙醇

酸产量随发酵时间呈累积增长趋势。与未添加

MgCO3 的对照组相比，外源添加 MgCO3 可通过

中和反应将酸性体系回调至菌株适宜的工作 pH

范围(5.50−6.50)，进而显著提升乙醇酸产量。其

中，催化反应启动后 6 h 添加 0.50 g MgCO3，发

酵 96 h 时乙醇酸产量达到峰值 15.20 g/L，较未

添加 MgCO3 的对照组提升 55.10%；当 MgCO3

添加时间晚于 24 h 时，乙醇酸产量出现明显下

降，由此确定 MgCO3 的最佳添加时间为催化反

应启动后 6 h。

2.2.2　菌体培养温度对全细胞催化的影响

在微生物发酵体系中温度是调控反应进程

的核心参数之一，其不仅直接影响菌体生长状

态，还可通过调控酶活性、代谢途径分布，进

而对全细胞催化过程产生显著作用[21]。因此，
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在前期优化基础上，本研究进一步考察不同培

养温度(25、30、33、37 ℃)对乙醇酸催化合成过

程的影响。如图 4A、4B 所示，不同温度条件

下，乙醇酸产量随温度升高呈现先上升后下降

的趋势。30 ℃条件下，乙醇酸产量在 24−48 h

区间内显著提升，由 9.50 g/L 升高至 13.30 g/L；

与此同时，乙二醇残余量由 12.60 g/L 下降至

9.70 g/L，底物消耗量与产物生成量呈现明确的

对应关系，表明该温度下菌株可高效催化乙二

醇转化生成乙醇酸，最终乙醇酸最高产量可达

图2　不同菌株全细胞催化乙二醇合成乙醇酸的性能对比

Figure 2　Performance comparison of different strains in whole-cell catalysis of ethylene glycol to glycolic acid. 

A: Glycolic acid yield of different strains; B: Residual ethylene glycol content of different strains.
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15.70 g/L；当温度升高至 37 ℃时，乙醇酸产量

则出现显著下降。其原因可能为温度过低会明

显抑制菌体生长速率，温度过高则不利于菌体

正常代谢与关键产酶过程[20]，进而阻碍乙二醇

向乙醇酸的定向转化。因此，确定该全细胞催

化过程的最适菌体培养温度为 30 ℃。

2.2.3　装液量对全细胞催化的影响

全细胞催化乙二醇合成乙醇酸的过程属于

需氧氧化反应[17,22]，对体系内氧气的持续供应具

有较高依赖性。为此，在前期优化基础上，本

研究通过调控 250 mL 摇瓶中的装液量(25、50、

75、100 mL)，探究发酵过程中溶解氧水平对乙

醇酸催化合成过程的影响。如图 5A、5B 所示，

250 mL 摇瓶体系中乙醇酸的积累量与装液量呈

显著负相关。随着装液量的逐步增加，乙醇酸

的积累量持续下降。其中，装液量为 25 mL 时

体系中乙醇酸最高产量可达 17.90 g/L，装液量

增至 50 mL 时乙醇酸产量为 17.40 g/L；当装液

图3　不同发酵时间添加MgCO3对乙醇酸产量及乙二醇残余量的影响

Figure 3　Effect of MgCO3 addition time on glycolic acid production and residual ethylene glycol levels. A: 

Effect of MgCO3 addition at different fermentation times on glycolic acid production; B: Effect of MgCO3 

addition at different fermentation times on residual ethylene glycol levels. CK (control group) was set without the 

addition of MgCO3 for comparison.

图4　菌体培养温度对乙醇酸产量及乙二醇残余量的影响

Figure 4　Effect of cultivation temperature on glycolic acid production and residual ethylene glycol levels. A: 

Glycolic acid production at different cultivation temperatures; B: Residual ethylene glycol levels at different 

cultivation temperatures.
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量高于 50 mL 时，摇瓶内发酵液的气液接触面

积大幅减小，直接导致体系溶氧水平显著下

降[13]，乙醇酸产量随之明显降低。考虑到装液

量过低会导致发酵液蒸发浓缩效应显著，对后

续催化过程的稳定性造成干扰，最终确定 250 mL

摇瓶体系的最佳装液量为 50 mL。

2.2.4　初始糖浓度对全细胞催化的影响

酵母菌的正常生长和代谢活动依赖糖类作

为主要碳源和能量来源[21]。当糖浓度不足时细

胞增殖会受到明显抑制，代谢活性下降，进而

影响关键酶系统的表达与功能，最终降低产物

合成效率[16]。因此，在前期优化基础上，本研

究探究不同初始糖浓度对库德里亚维茨毕赤酵

母催化效能的影响。如图 6A、6B 所示，随着初

始糖浓度的升高，乙醇酸产量呈现先上升后下

降的趋势。当初始葡萄糖浓度为 25 g/L 时，发

酵 96 h 乙醇酸产量达 19.30 g/L，转化率为

85.20%，较未添加葡萄糖的对照组转化率提升

113%；当糖浓度超过 25 g/L 时，残留葡萄糖引

发的分解代谢阻遏效应会显著抑制菌株对乙二

醇的转化利用。据此确定 25 g/L 为该体系适宜

的初始糖浓度。

2.2.5　底物浓度对全细胞催化的影响

在全细胞催化体系中，底物浓度是调控产

物生成过程的关键参数。在已优化的催化体系

基础上，本研究进一步考察初始乙二醇浓度(5、

10、15、20、30、40、50、60、80、100 g/L)对

库德里亚维茨毕赤酵母催化效能的影响。如图 7

所示，乙醇酸积累量及底物转化率随底物浓度

的升高呈先上升后下降的趋势。当初始乙二醇

浓度处于 0−20 g/L 区间时，底物均可被菌株完

全消耗；其中当乙二醇浓度为 20 g/L 时，催化

96 h 乙醇酸产量达 19.30 g/L；当初始乙二醇浓

度高于 20 g/L 时，高浓度底物会对菌株产生显

著的渗透压胁迫，破坏细胞膜的通透性及稳定

性[23]，最终表现为乙醇酸的转化率显著降低。

据此确定 20 g/L 为该催化体系中乙二醇的最优

初始浓度。综上所述，P. kudriavzevii GX-01 菌

株全细胞催化的最佳反应参数为：催化温度

30 ℃，反应 6 h 后添加 0.50 g MgCO3 调节体系

pH，250 mL 摇瓶体系中装液量为 50 mL，初始

糖浓度为 25 g/L，乙二醇初始浓度为 20 g/L。

2.2.6　乙醇酸耐受性评估

全细胞催化工艺从摇瓶放大至发酵罐的过

程中，菌株对乙醇酸的耐受性是决定放大成功

图5　装液量对乙醇酸产量及乙二醇残余量的影响

Figure 5　Effect of liquid loading volume on glycolic acid production and residual ethylene glycol levels. A: 

Glycolic acid production at different liquid loading volumes; B: Residual ethylene glycol levels at different liquid 

loading volumes.
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率的核心因素之一[16]。为明确该菌株的乙醇酸

耐受极限，向库德里亚维茨毕赤酵母种子液中

添加不同浓度的外源乙醇酸，在培养过程中定

期测定体系 OD600 值，完成菌株的乙醇酸耐受性

评估。如图 8 所示，在设定的乙醇酸浓度梯度

范围内，菌体的 OD600 值随乙醇酸浓度升高呈梯

度递减趋势。乙醇酸属于典型的 α-羟基酸，高

浓度下会直接导致体系 pH 显著下降；当外源乙

醇酸浓度升至 110 g/L 时，整个培养周期内菌体

生物量较空白对照组仅降低 25%，表明该菌株

对高浓度乙醇酸具备优异的耐受性能，完全可

支撑后续发酵罐规模的放大生产。

2.2.7　高通量筛选获得乙醇酸高产菌株

紫外诱变可产生大量随机突变，而传统

HPLC 检测方法通量低、周期长，难以从诱变文

库中快速筛选得到乙醇酸高产菌株。本研究利

图6　初始糖浓度对乙醇酸产量及乙二醇残余量的影响

Figure 6　Effect of initial sugar concentration on glycolic acid production and residual ethylene glycol levels. A: 

Glycolic acid production at different initial sugar concentrations; B: Residual ethylene glycol levels at different 

initial sugar concentrations.

图7　不同底物浓度对乙醇酸产量及得率的影响

Figure 7　 Effects of different substrate 

concentrations on glycolic acid production and yield.
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用实验室前期构建并验证的乙醇酸特异性生物

传感器 pGBS-Pffs-sfgfp[12,17]开展高通量筛选，库

德里亚维茨毕赤酵母发酵上清中的乙醇酸进入

传感器菌株后，可与转录因子 GlcC 特异性结合

并引发构象改变，进而结合启动子 PglcD 的上游

激活序列驱动报告基因 sfgfp 表达，产生可定量

检测的绿色荧光信号，反应 8 h 后通过单细胞荧

光信号强度快速表征突变株的乙醇酸合成能力，

实现了高产菌株的快速筛选。通过紫外诱变结

合乙醇酸生物传感器，本研究共完成 494 个库

德里亚维茨毕赤酵母单克隆菌落的高通量筛选

(图 9A)，从中选取荧光强度最高的 21 个菌落开

展摇瓶复筛。摇瓶发酵结果如图 9B 所示，7 号

突变株催化 48 h 的乙醇酸产量可达 18.20 g/L，

相较于野生型菌株，其乙醇酸生产强度提升

2.90 倍。因此后续实验选定该 7 号菌株作为核

心乙醇酸发酵菌株，命名为 P. kudriavzevii 

GSUV-7；经验证，该突变株的全细胞催化条件

与原始菌株完全匹配，可直接应用于 5-L 发酵罐

的乙醇酸规模化生产。

2.2.8　5-L 发酵罐扩大培养及催化生产乙

醇酸

整个发酵过程可划分为菌体增殖阶段(0−48 h)

与全细胞催化阶段(48−168 h)，结果如图 10 所

示。发酵初期以菌体高密度增殖为目标，以葡

萄糖为唯一碳源，通过梯度流加策略维持体系

残糖≤5 g/L，驱动菌株快速生长。培养 42 h 后菌

株进入生长稳定期，48 h 时体系内葡萄糖完全

消耗，菌体 OD600达 157，此时一次性补加 20 g/L

乙二醇；后续通过实时 HPLC 检测并调控底物

图9　高通量筛选乙醇酸高产菌株

Figure 9　High-throughput screening of high-yield glycolic acid-producing strains. A: Fluorescence intensity of 

microplate fermentation supernatant; B: Glycolic acid yield of the mutant strain.

图8　不同乙醇酸浓度下Pichia kudriavzevii GX-01

菌株的生长曲线

Figure 8　 Growth curves of Pichia kudriavzevii 

GX-01 under different concentrations of glycolic acid.
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流加速度，将体系内乙二醇浓度稳定控制在

10−20 g/L。60 h 体系进入乙醇酸快速积累期，

68−128 h 阶段乙醇酸生产强度最高达 1.20 g/(L·h)；

154 h 时 (累计催化 106 h)乙醇酸产量达峰值

117.60 g/L，累计消耗乙二醇 95.90 g/L，乙二醇

转化率达 100%，全程平均生产强度达 1.11 g/(L·h)，

无明显副产物积累，实现了底物的完全定向转

化。与已报道的同类催化体系相比，本研究所

得乙醇酸产量处于现有报道的最高水平，且全

程无需依赖昂贵的山梨醇作为碳源[14,24]，为乙醇

酸的低成本生物合成研究提供了高性能菌株资

源与全新工艺思路。

3　　讨论与结论讨论与结论

乙醇酸作为同时带有羟基与羧基的 α-羟基

酸，是生物可降解高分子材料聚乙醇酸的核心

单体，在日化、医药、新材料领域具有广泛应

用价值，开发其高效、低成本的生物合成技术

是推动可降解材料产业规模化、可持续发展的

关键核心[9]。目前乙醇酸生物合成领域，大肠杆

菌是从头合成路线的主流模式底盘，其遗传操

作体系成熟、途径构建灵活，已实现以葡萄糖

等为原料的乙醇酸高效合成[10-13]，但存在乙醇

酸耐受性差、副产物易积累的工业化应用短

板[12-13]；氧化葡萄糖酸杆菌具备较强的醇类氧

化能力，但菌体生长依赖山梨醇等昂贵多元醇

碳源，原料成本居高不下[14,24]，且菌体稳定性

差，规模化培养过程中易发生活性衰退。相比

而言，酵母类底盘一方面胁迫耐受性较高，另

一方面可直接利用葡萄糖完成菌体生长，具备

显著的工业化应用优势。本研究首次将库德里

亚维茨毕赤酵母应用于乙醇酸的全细胞催化合

成，相较于已报道的红酵母和解脂耶氏酵母体

系，本研究菌株的乙醇酸产量和底物转化率均

实现大幅提升，性能显著优于现有同类催化体

系[14,16-17]，不仅为乙醇酸的工业化生物合成提供

了高性能菌株资源与高效工艺路线，也为其他

羟基酸类底物的全细胞催化转化提供了可参考

的研究范式。

自然界中可催化底物定向转化的微生物资

源十分丰富，但多数非模式微生物因缺乏成熟

的基因编辑体系与代谢调控工具，难以直接开

展精准分子改造，其工业化应用潜力始终未被

充分挖掘，已成为制约微生物催化领域发展的

重要瓶颈。紫外诱变是定向改良非模式菌株的

高效手段，尤其适用于库德里亚维茨毕赤酵母

图10　Pichia kudriavzevii GSUV-7 5-L发酵罐生产乙醇酸过程曲线

Figure 10　Glycolic acid production curve of Pichia kudriavzevii GSUV-7 in 5-L bioreactor.
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这类尚未建立成熟基因编辑系统的菌株改造。

本研究在紫外诱变基础上，结合实验室前期构

建的乙醇酸特异性生物传感器开展高通量筛选，

相较于高效液相色谱等传统检测方法，该生物

传感器可将乙醇酸浓度直接转化为可视化的荧

光信号，大幅提升筛选通量、缩短筛选周期。

本研究通过该高通量筛选体系成功获得正突变

菌株 P. kudriavzevii GSUV-7，其在 5-L 发酵罐中

乙醇酸产量达 117.60 g/L、乙二醇转化率达

100%，为非模式工业微生物的挖掘与改造提供

了重要的方法学支持与实践借鉴。

尽管本研究已成功构建高效乙醇酸合成体

系，但从工业化生产的核心需求(低成本、高稳

定性、过程可调控)来看，该体系仍存在进一步

优化空间。为持续提升菌株的乙醇酸生产效能，

基于现有研究基础，后续可从以下 3 个维度开

展深入研究。(1)降低发酵原料成本：发酵总成

本中培养基占比通常高达 30%−50%，当前所用

葡萄糖虽较山梨醇具备成本优势，但仍有进一

步降本潜力，后续可聚焦廉价碳源与氮源的开

发利用[25]，优先筛选农业废弃物(如秸秆水解液、

甘蔗渣糖化液、玉米浆)作为替代原料[26]。(2)通

过适应性进化提升菌株综合性能：乙醇酸的强

酸性特性会导致发酵体系 pH 持续下降，生产过

程中需频繁补加氨水维持 pH 在 5.5−6.5 的适宜

区间，不仅增加碱液消耗成本，还可能因局部

pH 剧烈波动抑制菌体活性[27]，后续可采用梯度

胁迫驯化的适应性进化策略，定向筛选乙醇酸

高耐受突变株[28]。(3)深入解析催化分子机制：

目前关于库德里亚维茨毕赤酵母催化合成乙醇

酸的具体代谢机制尚不明确，需结合转录组学

与代谢组学技术，系统解析乙醇酸合成的关键

代谢通路及核心调控基因[17]；在此基础上，将

相关功能通路在其他模式菌株中实现异源表达，

利用基因工程技术明确其功能，优化胞内代谢

流分配，同时结合蛋白质工程改造关键酶的催

化活性与稳定性，最终实现乙醇酸产量的进一

步跃升。
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