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生物技术法生产丙酮酸的研究进展
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摘 要 丙酮酸是一种重要的有机酸，广泛应用于制药、日化、农用化学品和食品等工业中。相对于化工法生产的

丙酮酸而言，生物技术法生产的丙酮酸具有低成本、高质量等优势。生物技术法生产丙酮酸主要包括发酵法和酶

法，前者又包括直接发酵法和休止细胞法。在对比各种生产方法的基础上，考虑到球拟酵母属的多重维生素营养

缺陷型菌株是目前最具竞争力的丙酮酸生产菌，因此重点介绍了发酵法生产丙酮酸在菌种、发酵条件优化等方面

的研究进展，并给出了生物技术法将来可能的发展方向。
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丙酮酸，又称 $0氧代丙酸（$0’:’J/’J9@<> 9><F）、!0酮基丙
酸（!0K,D’J/’J<’@<> 9><F）或乙酰基甲酸（9>,DC(L’/-<> 9><F），为无
色至淡黄色液体，呈醋酸香气和愉快酸味，是最重要的!0氧
代羧酸之一［!］。丙酮酸不仅在生物能量代谢中具有十分重

要的作用，而且是合成多种有用化合物的前体，因此，它在制

药、日用化工、农用化学品等工业及科学研究中有着广泛的

用途，如表 !所示。

表 ! 丙酮酸（盐）及其衍生物的主要用途

"#$%& ! ’((%)*#+),- ,. (/012#+& #-3 )+4 3&0)2#+)2&4
用途 示 例

制药工业

用于酶法合成 M0色氨酸、M0酪氨酸、M0多巴，合成 M0胱氨酸、M0亮氨酸、&5#、&5!$；合成血管紧张肽"抗药、系列酶蛋
白抑制剂、镇静剂、辛可芬、异烟肼丙酮酸钙、$0苯基喹啉0G0羧酸、恩波吡维胺、磷酸烯醇丙酮酸、G0甲唑甲酸、噻咪
等。丙酮酸钙可用作减肥保健药品

日化工业 丙酮酸乙酯可抑制表皮中的酪氨酸酶的形成，美白肌肤；可用作化妆品的防腐剂和抗氧化剂；用作空气清新剂

农用化学品 是合成乙烯系聚合物、氢化阿托酸、谷物保护剂、成熟剂等多种农药的起始原料［$］

食品、饲料工业 65$4#%0!33#规定为酸味添加剂；作为添加剂具有防腐保鲜功能
细胞培养 与乳酸组成抗氧化剂，降低对细胞的伤害，是动物细胞培养的重要底物

生化试剂 用于伯醇及仲醇的检定；转氨酶的测定；是脂肪族胺的显色剂

传感器与电子材料 与乳酸、锂构成人工胰脏，作为体外传感器测定葡萄糖的含量；丙酮酸酯类产品作为特种溶剂用于电子材料方面

随着丙酮酸应用范围的不断扩大，丙酮酸的市场需求也

在不断的增长。目前，丙酮酸的工业生产仍主要采用 N’O9/F
和 8/9B,/等［2］开发的酒石酸脱水脱羧法。该法虽然操作简
单易行，但存在底物转化率低（%P$3 Q %P2% RSR）、成本高、环境
污染严重等缺点，因而限制了丙酮酸的推广应用。

因此需要开发更经济、更具竞争力的丙酮酸生产技术。

采用酶法转化或微生物发酵生产丙酮酸（盐）就是一种潜在

的更有效的方法，其主要优点是成本低廉、产品质量高、对环

境友好等。事实上，早在 $%世纪 1%年代，就有学者开始对生
物合成丙酮酸进行了研究，并取得了一系列的研究成果。

!3"3年日本的 T<C9D9和 U’@,?9/9［G］选育出了一系列丙酮酸产

量超过 1% RSM的球拟酵母（3(*),(4&#&）菌株。U’D’K9等［1］选育

出的 5 ) 0(,# V!G"1(<J$的菌株具有较高的转化率（%P# R丙酮

酸SR葡萄糖），但丙酮酸的产量比较低。日本在 !33$年已经

实现了发酵法生产丙酮酸的工业化［#］，目前的发酵罐规模已

经放大到 1% -2。在我国，虽然生物合成丙酮酸的技术研究

起步比较晚，但发展非常迅速，其中采用微生物发酵法生产

丙酮酸的技术已走到了世界的前列，目前正在积极实施工业

化生产。



! 生物技术法生产丙酮酸

比较丙酮酸的各种生产方法可以发现，生物技术法生产

丙酮酸无疑是扩大丙酮酸应用领域的根本途径（见表 !）。用
生物技术法生产丙酮酸的方法包括发酵法和酶法。而发酵

法又包括直接利用微生物中的一系列酶（如 "#$途径酶系）
完成由底物（如葡萄糖）积累丙酮酸的直接发酵法（%&’(&)*+,
*-.& (&*/01）和利用微生物中某一种特定功能的酶完成由底
物向丙酮酸的转化（即微生物先生长，再转化底物为丙酮酸）

的休止细胞法（2&3*-)4 5&66 (&*/01）［7］。发酵法是生物技术法
生产丙酮酸中开展得最早的、也是研究得最多最深入的生产

方法（表 8）。但发酵法生产丙酮酸的问题是转化率比较低，

这是因为丙酮酸作为糖酵解途径的最终产物，处于代谢途径

中的关键代谢支点，在细胞中很容易代谢为其它产物，难以

积累。只有切断或弱化丙酮酸的进一步代谢，才能达到使其

在细胞中积累并分泌到胞外的目的。为此，研究者选育了一

系列的高产率或高产量的研究菌株，其中最突出的是多重维

生素营养缺陷型菌株光滑球拟酵母（!"#$%"&’(’ )%*+#*,*）。采
用休止细胞法生产丙酮酸的主要优点是可缩短发酵时间。

如 -.(/0,"+*.,0# ’&从 9: /缩短到 !; /［7<］，10+*#2"32.0’ ."$40#,((
则从 ;= /缩短到 7> /［7=］，但丙酮酸产量略低于直接发酵法，
且操作繁琐，容易染菌，因此不太可能在工业生产中得到应

用。

表 " 丙酮酸的制备方法

#$%&’ " ($)*+$,-*./)0 1’-2345 3+ 67.*8/, $,/4

方 法 描 述 特 点

化学合成法 在液相或气相中将乳酸酯（或酒石酸）氧化为丙酮酸酯，水

解成丙酮酸

污染严重、成本高、已实现了工业化生产

酶转化 利用微生物细胞中的酶系将乳酸等脱氢氧化为丙酮酸 转化率高、但底物成本高，没有实现工业化生产

发酵法 微生物直接发酵糖质原料或其他碳源生成丙酮酸 成本低廉、产品纯度高、反应条件温和，环境污染较小

表 9 国内外发酵法生产丙酮酸的研究水平

#$%&’ 9 :.30.’55 /) -2’ +’.1’)-$-/8’ 6.34*,-/3) 3+ 67.*8$-’

菌 种 原 料

丙酮酸的生产特性

产酸

?（4?@）
生产率

?［4?（@?/）］
转化率

A B*C
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酶法合成丙酮酸由于具有反应混合物组成简单、高底物

转化率、产品纯度高、后续分离提取费用低廉和操作简单等

优点而成为生物技术法生产丙酮酸研究中的另一个热点。

如 "-3&)F&’4等利用 <*/’0/$%* &"%23"#&8* 中的乙醇酸氧化酶
和 =(.8(* &*’,"#(’ 中的内源过氧化氢酶催化氧化 @,乳酸成丙
酮酸，此法具有高转化率和提取率等优点［79］；G/-(-HI等［!>］用
;*/4(4*、>2."+*.,0#($3等能利用亚胺类物质的菌株或菌属转
化富马酸为丙酮酸。一般来讲，酶法生产所涉及到的酶都是

与丙酮酸代谢有关的酶，如：酒石酸脱水酶［!7］、甲醛脱氢

酶［!!］、过氧化酶和乙醇酸氧化酶［!8，!;］、乳酸氧化酶［!E］、乳酸

脱氢酶［!E］等。可用于酶法生产丙酮酸的底物有乳酸、酒石

酸、富马酸、7，!,丙二醇等。固定化酶法也是近几年来研究

的热点，如 "-3&)F&’4等［79］将乳酸氧化酶固定在海藻酸钠中，
以乳酸作为底物来生产丙酮酸取得了较好的结果。酶法虽

然具有较高的转化率，但底物成本比较高、来源较窄，限制了

其进一步推广应用。

" 发酵法生产丙酮酸菌种的选育

发酵法生产丙酮酸的机理是在保证细胞正常生长的前

提下切断或减弱丙酮酸的进一步代谢，使其在细胞中得以积

累并分泌到胞外。迄今发现的能积累或转化底物为丙酮酸

的菌株涉及 7E个属的许多种，但作为生产菌株应该具备：!
能大量积累丙酮酸并分泌到胞外；"生长迅速；#较强的廉
价碳源利用能力和较高的转化率；$对人畜安全等基本性
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能。能够以糖质原料发酵生产丙酮酸的微生物包括细菌、放

线菌和酵母（表 !）。在酵母中研究的菌株有假丝酵母（!"#$
%&%"）［"#，"$］、球拟酵母（’()*+(,-&-）［"%］、德巴利酵母（./0")1(21$
3/-）［"&，!’］和酿酒酵母（4"335")(213/- 3/)/6&-&"/）［!(］。’ ) 7+"0)"8"
是研究得最多的、也是目前工业化生产上所用的菌株。从耐

高渗环境中筛选出来的 ’ ) 7+"0)"8" 在一般培养条件下，对
葡萄糖的丙酮酸产率比较低（’*+( ,-,）［!"］。对该菌株进行诱
变，增加一系列遗传标记（如 ./缬氨酸和 ./异亮氨酸营养缺
陷型［!!，!+］、丙酮酸脱羧酶活性降低菌株等［!0，!#］），丙酮酸产率

提高到了 ’*0+ ,-,。除了 ’ * 7+"0)"8" 之外，!"#%&%" +&,(+18&3"
（+!*# ,-.）［!$，!%］、./0")1(213/- 5"#-/#&&（+" ,-.）［"%］和 4"335")($
213/- 3/)/6&-&"/（!#*& ,-.）［!(］积累丙酮酸的能力也不弱，其产
率（’*!$ 1 ’*++ ,-,）虽然不及 ’ ) 7+"0)"8"，但这些酵母能以无
机铵盐为唯一氮源，这点是大多数 ’ ) 7+"0)"8"不具备的。
在已有的文献报道中，酵母积累丙酮酸一般都以葡萄糖

为底物。相对而言，细菌积累丙酮酸时所能利用的底物种类

相对更多一些（如葡萄糖、葡萄糖醛酸、丙二醇和丙酸）。这

些细菌生产丙酮酸的产率虽然不是很低，但产量不高［"%］。

采用与 ’ ) 7+"0)"8"过量积累丙酮酸相同的原理，234356等［0］

选育出硫辛酸营养缺陷型的菌株 9 ) 3(+& 7(+%089:"。这株菌
在培养 !" ;丙酮酸产率达 ’*0( ,-,，而以该菌株为出发菌株
构建的缺失 <( /=>?酶活性的 9 ) 3(+& >@.=/(培养 "+ ;丙酮

酸产率就达到了 ’*# ,-,。细菌发酵生产丙酮酸具有菌种遗
传标记简单、底物广泛等优点，但遗憾的是，其丙酮酸产量都

不是很高，难以工业化生产。

! ! " "#$%&$’$ 发酵生产丙酮酸的研究进展

发酵法生产丙酮酸真正取得突破是 (&%&年日本的研究
人员选育出一系列丙酮酸产量超过 0’ ,-.的球拟酵母菌株。
特别是烟酸、硫胺素、吡哆醇和生物素 +种维生素的营养缺
陷型 ’ ) 7+"0)"8" AA>AA B"’"’(&，是发酵法生产丙酮酸的首
选菌株。其生理学依据如图 ( 所示。烟酸和硫胺素是丙酮
酸脱氢酶系的辅因子，生物素是丙酮酸羧化酶的辅因子，吡

哆醇是转氨酶的辅因子，硫胺素是丙酮酸脱羧酶的辅因子。

由于营养缺陷型菌株自身不能合成这些维生素，当培养基中

这些维生素的浓度处于亚适量水平时，负责丙酮酸降解或转

化的 +种酶的活性均较低，于是丙酮酸得以积累。
对于任何一种发酵产品，肯定存在影响该物质高效生产

的重要因素。如果从生理学角度研究这些因素对发酵过程

的影响规律，进而提出相应的控制方法或策略，可望实现产

品的高产率、高产量和高生产强度的相对统一。B9C656等的
研究重点在于选育丙酮酸的高产菌株，对如何发挥这些菌株

高产丙酮酸的潜力研究较少。本研究室等采用发酵过程优

化原理，对多重营养缺陷型菌株 ’ ) 7+"0)"8" 生产丙酮酸的
发酵过程进行了大量优化研究工作。

!#$ 营养条件对 ! " "#$%&$’$生产丙酮酸的影响
研究发现，碳、氮源浓度及其比例对 ’ ) 7+"0)"8" 生产丙

酮酸有重要作用。首先考察了不同氮源及其浓度对 ’ ) 7+"$

0)"8" 7DE/F?("积累丙酮酸的影响，发现当培养基中含有 (0
,-.蛋白胨能大量积累丙酮酸［!&］。该菌株能利用无机氮源
生长，但产酸效果不及蛋白胨。为简化培养基组成研究维生

素的影响，通过诱变获得了 (株能以铵盐为唯一氮源大量积
累丙酮酸的突变株 ’ ) 7+"0)"8" 7DE/F?!’!，在氮质量浓度相
同的前提下，该菌株的丙酮酸产量高于以蛋白胨为氮源时的

产量［+’］。较高的葡萄糖浓度会抑制丙酮酸生产，采用分批

补糖可以减轻这种抑制［+(］。培养基中合适的 A-G（"0 H (）促
进了细胞生长、葡萄糖消耗和丙酮酸的积累速度及产量［+"］。

图 ( ’ ) 7+"0)"8" AA>AA B"’"’(&中丙酮酸的代谢途径［(］

<9,)( BI56J389KL :65;M6C 3N :COPQ9R 6R9S

9T ’ ) 7+"0)"8" AA>AA B"’"’(&

?UA：丙酮酸脱羧酶；=UE：乙醇脱氢酶；=AD：乙酰辅酶 =合成酶：

=FUE：乙醛脱氢酶；?UE：丙酮酸脱氢酶系；

@( ) 硫胺素；G=) 烟酸；@93)生物素；?SV)吡哆醇

!#% 维生素在丙酮酸过量合成中的重要作用
多重维生素营养缺陷型菌株 ’ ) 7+"0)"8" 中负责丙酮酸

降解的酶（系）活性是受培养基中维生素的水平控制的，阐明

其相互作用关系并优化其质量浓度，对实现丙酮酸发酵高产

率与高生产强度的统一非常重要。但 23TI;6O6等［+!］在以蛋
白胨为氮源的培养基用单因素实验很难阐明 ’ ) 7+"0)"8" 对
维生素的确切需要。本研究室等［++，+0］利用菌株 ’ ) 7+"0)"8"
7DE/F?!’!在完全合成培养基的基础上通过单因素和正交
实验考察了 +种维生素的作用，发现 @( 是影响丙酮酸积累

最重要的因素，并得到的维生素质量浓度优化组合是：G= %
L,-.，@( ’*’(0 L,-.，@# ’*+ L,-.，@93 ’*’+ ,-.，@" ’*( L,-.。

以此优化组合后的浓度进行分批发酵实验，发酵 0# ;丙酮
酸产量达到 #&*+ ,-.。初步实现了丙酮酸发酵高产量、高产
率和高生产强度的统一。

!#! 供氧对丙酮酸发酵的影响
’ ) 7+"0)"8"的维生素营养缺陷型以葡萄糖为底物积累

丙酮酸时，溶氧是一个很重要的影响因素。B9C656等［+#］发现
溶氧不足会造成该菌株丙酮酸产量下降，乙醇产量显著增

加；EP6［+$］等报道了不同溶氧水平下该菌株胞内的代谢流分
配。较高的溶氧有利于丙酮酸的积累，但溶氧具体高到什么

程度，如何控制溶氧没有文献报道过，本研究室通过分析不
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同体积传氧系数下的分批发酵的动力学特征，根据发酵过程

主要动力学参数和碳流分配的变化特性提出了 ! " #$ %控
制 !"#为 &’! %( #、#$ %后控制 !"#为 )!! %( #的分阶段供氧

控制模式，实现了高产量（$*+& ,-.）、高产率（!+$/$ ,-,）和高
葡萄糖消耗速度（#+*’ ,-（.·%））的相对统一［#］。
!"# ! $ "#$%&$’$生产丙酮酸的中试研究
根据在实验室 )+’ .和 ’ .发酵罐中研究确定的丙酮酸

分批发酵的较优培养条件和传氧效率一致的原则，放大到

/! .发酵罐。在 /! .发酵罐中进一步研究了不同初始葡萄
糖质量浓度下的丙酮酸分批发酵特征。在此基础上，考察了

分批补糖和连续补糖对丙酮酸发酵的影响，发现采用连续补

糖方式时获得了较高的丙酮酸产量（$/+/ ,-.）和产率（!+’0
,-,）［&#］。再根据 /! .发酵罐的研究结果和传氧效率一致的
原则，在 /!! .发酵罐上进行了发酵法生产的中试，发酵 $0 %
丙酮酸产量达到 ’’ ,-.，产率 !+’/ ,-,［&!］。
!"% 丙酮酸脱羧酶活性降低的突变株
在国内，作者等［#$］对 $ 1 %&#’(#)# 234567/!/ 进行亚硝

基胍（89:）诱变，挑选以乙酸为补充碳源的平板上透明圈较
大的菌落，经初筛和复筛，发现菌株 $ 1 %&#’(#)# ;;9;;
<)!)!#*生产丙酮酸能力强且稳定。在此基础上，考察培养
基中乙酸浓度对菌种生长和丙酮酸发酵的影响。在培养基

中补充 $ ,-.的乙酸钠时摇瓶培养 &0 %，丙酮酸产量（&$+)
,-.）比出发菌株（/0+/ ,-.）提高了 )#=。采用该菌株在 ’ .
发酵罐上进行分批发酵实验，丙酮酸产量在 $& %可达 >>+0
,-.，对葡萄糖的转化率为 !+$’# ,-,。
对 $ 1 %&#’(#)#发酵生产丙酮酸的工业化在发酵部分还

需做如下工作：!进一步改善丙酮酸生产菌的产酸能力和遗
传稳定性，提高糖酸转化率，缩短发酵时间；"提高生产菌对
高浓度丙酮酸的耐受性，以期进一步提高丙酮酸浓度，便于

下游处理；#目前原料成本中葡萄糖的费用占了很大的比
例，因此，要提高生产菌株对廉价底物（如糖蜜、淀粉糖）等的

利用能力。

# 小结与展望

分析现有的研究报道，作者认为，尽管已对丙酮酸生产

菌的选育与改良、发酵过程的优化控制等进行了广泛的研

究，为了提高发酵法生产丙酮酸的竞争力，今后的研究工作

应集中在：（#）在保证细胞正常代谢的前提下，尽可能减少丙
酮酸的降解或转化，这是获得丙酮酸高产量和高产率的必要

条件；（)）加快从葡萄糖到丙酮酸的代谢速度，以确保获得丙
酮酸的高生产强度；（/）$ 1 %&#’(#)# 的多种维生素营养缺陷
型具有大量积累丙酮酸的潜力，学术界对该菌株在过量合成

丙酮酸的生理生化特征和如何防止产物进一步被转化还应

该进行进一步的研究。
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KK77期 刘立明等：生物技术法生产丙酮酸的研究进展




