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摘   要：利用工业微生物将木质纤维素转化为具有高附加值的化工原料，是实现碳中和及可持续生

物经济的重要途径。经预处理的木质纤维素酶解液中往往含有糖、盐、酚/醛等多种物质，直接发酵

需要微生物有较强的耐受性。本文通过考察克鲁斯假丝酵母(Candida krusei)对底物、盐、高温冲击的

耐受性，进一步验证耐高渗假丝酵母直接利用海水中预处理的巨菌草(Pennisetum sinese grasses)酶解

液进行发酵的可能性。结果表明，适应性驯化的克鲁斯假丝酵母可以耐受 200 g/L 的葡萄糖，具有耐

受高渗的能力；用海水替代淡水、不灭菌发酵的甘油产量较淡水灭菌发酵提高了 109%；发酵 32 h 时

热冲击结合 48 h 时引入 10 g/L 亚硫酸钠，葡萄糖转化为甘油的产率为 0.37 g/g，比对照组提升了

225%；用海水中预处理的巨菌草酶解液发酵，葡萄糖生成甘油及乙醇的总转化率可达 0.45 g/g。耐高

渗克鲁斯假丝酵母对底物、盐、温度表现出较强的适应性，不仅能直接利用复杂的木质纤维素酶解

液，还对其表现出较强的耐受性，为利用木质纤维素生产生物基化学品提供了候选菌株。 
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Abstract: The utilization of industrial microorganisms for the conversion of lignocellulose into 
high value-added chemicals is an essential pathway towards achieving carbon neutrality and 
promoting sustainable bioeconomy. However, the pretreated lignocellulase hydrolysate often 
contains various sugars, salts, phenols/aldehydes and other substances, which requires 
microorganisms to possess strong tolerance for direct fermentation. This study aims to investigate 
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the tolerance of Candida krusei to substrate, salt, and high temperature shock, in order to validate 
its potential for utilizing the enzymatic hydrolysate of Pennisetum giganteum in seawater for 
fermentation. The experimental results showed that the adaptively domesticated C. krusei 
exhibited tolerance to glucose at a concentration of 200 g/L and became a hypertonic strain. When 
seawater was used instead of freshwater without sterilization, the yield of glycerol in fermentation 
was 109% higher than that in freshwater with sterilization. Moreover, the combined thermal shock 
at 32 hours of fermentation and addition of 10 Na2SO3 at 48 hours resulted in a yield of glycerol 
to glucose 0.37 g/g, which was 225% higher than the control group. By fermenting the enzymatic 
hydrolysate of P. giganteum pretreated in seawater, the total conversion rate of glucose into 
glycerol and ethanol reached 0.45 g/g. This study indicates that hypertonic C. krusei exhibits 
remarkable adaptability to substrate, salt, and temperature. It not only can directly utilize complex 
lignocellulosic hydrolysates, but also exhibits strong tolerance to them. Therefore, it provides a 
potential candidate strain for the production of bio-based chemicals using lignocellulosic processes. 
Keywords: hypertonic Candida krusei; tolerance; fermentation in seawater; lignocellulose; 
glycerol; ethanol 

 
木质纤维素是地球上最为丰富的可再生资

源之一，具有环保可再生、利用率高等优点[1]，

使用木质纤维素代替石油天然气等不可再生资

源是大势所趋，不仅可以减少污染还能实现资源

可再生和循环利用[2]。经酸、碱、蒸汽或氨气等

方式预处理后的木质纤维素，被高效的纤维素酶

降解为葡萄糖，再利用工业微生物发酵将糖转化

为有机酸、醇、酮等化学品、能源物质或聚合物

单体，部分取代石油、煤炭、天然气为原料的化

学品，是实现碳中和及可持续生物经济的重要途

径。巨菌草(Pennisetum sinese grasses)隶属被子

植物门、单子叶植物纲、禾本科和狼尾草属，是

多年生直立丛生型植物，原产于北非，较强的环

境适应性使其可以在边际土地生长，在我国南北

方都有规模化种植，具有生长快、生物量大、粗

蛋白和糖分含量高、抗性强、对环境的适应力强

等优点[3]。一年内最高株可达 7 m，鲜草年产量

最高达 525 t/hm²，生长 7 个月的巨菌草中纤维

素、半纤维素和木质素的含量分别为 44%、26%
和 16%[4]，因此巨菌草是一种有待开发的高产优

质生物质原料。 

甘油是一种重要的平台化合物，广泛应用于

食品、制药、化妆品、油漆、纸张、纺织品、皮

革和炸药等领域，预期 2024 年全球甘油市场将

达到 50 亿美元[5]。化学法合成甘油存在设备投

资大、成本较高等缺点；微生物发酵法生产甘油

具有操作简单、环境友好等优点，近些年来备受

青睐。生物乙醇是当今世界上消耗最多的生物燃

料之一[6]，可减少对不可再生化石燃料的依赖，

提高国家的能源安全。使用丰富的可再生生物质

资源生产甘油及乙醇，在工业上具有广阔前景。 
耐高渗酵母是发酵行业的优良菌种，能通过

糖酵解等途径将葡萄糖转化为甘油及乙醇。工业

发酵过程中常见问题是发酵环境多变，如高温、

高渗、代谢产物积累等胁迫，严重影响菌株的生

长与生产性能。在工业发酵过程中由于天气原因

或细胞新陈代谢旺盛造成发酵温度升高会影响

菌种性能，目前常使用人工降温进行冷却，往往

造成成本增加[7]，另外造成工业上发酵成本增加

的原因还有底物成本及灭菌能耗。如果使用价格

低廉的底物并减少过程中淡水的使用，同时降低

灭菌带来的能耗，则可能实现低成本的生产[8]。
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使用资源丰富的木质纤维素转化为生物基化学

品可有效降低成本；利用海水进行发酵可以减少

灭菌过程耗能、节约发酵过程中的淡水资源。 
菌种的鲁棒性是指该菌种在受到外部环境

胁迫等干扰因素时仍能保持其结构及功能的稳

定性[9]。提高菌种的耐受性，使其在多变的环境

中仍能保持稳定性能，在发酵工艺中至关重要。

木质纤维素经预处理、酶解后的溶液中常含有较

多杂质，因此选择一株环境适应性强的菌种是后

续发酵的重中之重。耐高渗酵母具有较好的耐受

性，利用其发酵生产甘油的研究比较多，如：江

南大学工业微生物研究中心筛选到一株耐高渗的

甘油生产菌株，好氧发酵甘油产量能达到 130 g/L，
转化率达63%，工业化生产产量可达110−120 g/L，
转化率可达 58%[10]；唐军等[11]使用克鲁斯假丝

酵母(Candida krusei)分批发酵，最终的甘油总得

率为 0.377 g/g，使用补料分批培养获得甘油得率

可提高 0.058 g/g；刘永强等[12]发现使用游离耐高

渗酵母细胞反复分批发酵法生产甘油，在反复分

批发酵 12 个批次中平均甘油质量分数为 7.1%，

平均耗糖转化率可达 35.5%。甘油是一种较为理

想的耐高渗透压介质，当环境渗透压升高时，耐

渗酵母将合成并在胞内积累大量的多元醇，用来

维持细胞内外的渗透压平衡[10,13]。 
本文通过底物浓度、盐离子、高温冲击等

条件对克鲁斯假丝酵母的耐受性进行探究，考察

使用海水发酵的可能性，进一步验证其直接利用

廉价木质纤维素酶解液进行发酵的可能性。为木

质纤维素生产生物基化学品提供高耐受性的候

选菌株。 

1  材料与方法 
1.1  菌种  

克鲁斯假丝酵母(Candida krusei，保藏编

号：CICC 1722)，购自中国工业微生物菌种保

藏管理中心。 

1.2  培养基 
固体培养基(g/L)：工业葡萄糖 100，玉米

浆 5，尿素 2，琼脂 20。种子培养基(g/L)：工业

葡萄糖 100，玉米浆 5，尿素 2。发酵培养基

(g/L)：工业葡萄糖 200，玉米浆 5，尿素 2。以

上培养基均为自然 pH，经 115 ℃灭菌后使用，

尿素溶液用 0.22 μm 滤膜过滤灭菌。  
海水培养基：使用的海水取自辽宁省大连市

星海广场。对海水进行抽滤后保存，使用电导率

仪对海水盐含量进行测定，折合成氯化钠浓度为

28 g/L。向海水中加入 5 g/L 玉米浆，2 g/L 尿

素，以及葡萄糖等碳源，不灭菌直接接种发酵。 
盐酸调节 pH 的酶解液及其培养基：使用

2% NaOH 进行高温预处理巨菌草 3 h 后[14]，真

空过滤，收集过滤后的残渣，用盐酸调节 pH 至

4.8，再加入 45 FPU/g CTec2 纤维素酶，在

45 ℃摇床进行酶解处理[15]。酶解 48 h 后煮沸灭

活，得到巨菌草酶解液，再加入 5 g/L 玉米浆、

2 g/L 尿素，不灭菌直接接种发酵。 
柠檬酸调节 pH 的酶解液及其培养基：预处

理及酶解步骤同上述，过滤后将残渣使用海水

冲洗至中性，再用柠檬酸缓冲液(50 mmol/L)调
节 pH 进行酶解。后续步骤同上。 

1.3  培养和发酵方法 
菌种纯化与保藏：将驯化至能耐受 200 g/L

的菌液涂布平板，当固体平板上有菌落长出

时，挑取菌落，重复平板划线 2 次以纯化单

菌，将完成纯化的单菌接种至种子培养基中，

培养 12 h 后转接保种，取 1 mL 菌液转移至装有

1 mL 40% (体积分数)甘油溶液的 2 mL 灭菌离心

管中，混合均匀后保藏于−80 ℃冰箱中。菌种

每隔 6 个月进行传代活化复壮一次。 

种子培养：接种保藏菌种 2 mL (含 1 mL 甘

油)至装液量50 mL的 250 mL锥形瓶中，使用透
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气膜，于 30 ℃、200 r/min 摇床进行种子培养。 
发酵培养：种子培养 24 h 后，以体积分数

2%的接种量接种于装液量 50 mL 的发酵培养基

中，使用透气膜，于 30 ℃、200 r/min 摇床中发

酵培养。 

菌种实验室适应性进化(adaptive laboratory 

evolution, ALE)：对购买的菌种进行递增葡萄糖

浓度连续传代，葡萄糖浓度梯度设置为 80、
90、100、120、140、160、180 g/L和 200 g/L。 

高温冲击耐性考察：先将待热冲击的摇瓶

放入 50 ℃的恒温水浴锅中快速升温约 1−2 min，

使发酵液温度接近 40−45 ℃；再将摇瓶分别置

于所需温度的恒温摇床中，维持 30 min[16]。 

巨菌草酶解液发酵：种子培养 24 h 后，将

体积分数 2%的菌液接种于装液量 50 mL 的巨菌

草酶解液培养基中，于 30 ℃、200 r/min 摇床中

发酵培养。 

1.4  分析方法 
1.4.1  菌种生物量测定 

将待测样品稀释适当倍数后，以蒸馏水为

空白对照，利用分光光度计测定其在 600 nm 处

的吸光值。 
1.4.2  葡萄糖含量测定 

使用生物传感分析仪 SBA-50B 对样品中的

葡萄糖浓度进行测定。 
1.4.3  甘油及乙醇含量测定 

甘油及乙醇的含量通过高效液相色谱法

(high performance liquid chromatography, HPLC)
进行测定。 

HPLC 设备及检测条件：采用 Waters 高效

液相色谱法折光示差检测器检测，色谱柱为

BioRad HPX-87H 柱，柱温 55 ℃。流动相为     

5 mmol/L H2SO4 溶液，流速为 0.6 mL/min，

Waters 2414示差检测器，检测器温度 35 ℃，进

样量 20 µL[17]。 

2  结果与分析 
2.1  克鲁斯假丝酵母的底物耐受性 

为验证克鲁斯假丝酵母的底物耐受性，按上

述 ALE 方法，逐步提高葡萄糖浓度对耐渗假丝

酵母连续传代培养；实验结果表明，适应性驯化

的克鲁斯假丝酵母可以耐受 200 g/L 的葡萄糖，

具有耐受高渗的能力。在 120 h 内可消耗 200 g/L
葡萄糖，产生甘油 23 g/L，转化率为 0.12 g/g；
产生乙醇 54 g/L，转化率达 0.27 g/g (图 1)；二

者合计转化率为 0.39 g/g。底物浓度对该耐渗酵

母产甘油及乙醇存在相关调节作用，在低糖浓度

下偏向于产乙醇，高糖浓度下产甘油，这是因为

耐渗酵母具有较好的渗透压耐受性，当受到糖浓

度胁迫时，甘油的形成被充分诱导，在细胞内积

累甘油用于平衡细胞内外的渗透压，因而表现出

较好的产甘油优势。 

2.2  耐高渗克鲁斯假丝酵母的耐盐性 
为验证盐类小分子对耐渗酵母产甘油是否

会有促进效果，设置氯化钠浓度梯度进行实验，

在发酵培养基培养 48 h (即指数生长后期)向锥

形瓶中分别加入 10、20、30 g/L 氯化钠，相同 
 

 
 

图 1  不同葡萄糖浓度发酵产物浓度 
Figure 1  Concentration of fermentation products at 
various glucose concentrations.  
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条件下继续培养。实验结果表明，在耐渗假丝酵

母发酵指数生长后期向培养基中加入适量的氯

化钠能促进甘油的产生(图 2)，添加 20 g/L 氯化

钠效果最佳，产生甘油 27 g/L，转化率 0.14 g/g，
产生乙醇 44 g/L，转化率达 0.23 g/g。通过 HPLC
检测，加入氯化钠的发酵过程中除产生乙醇外无

其他副产物生成；对照组产生甘油 20 g/L，葡萄

糖转化率为 0.11 g/g。 
 

 
 

图 2  添加梯度浓度 NaCl 对发酵的影响   A：葡

萄糖浓度. B：甘油浓度. C：乙醇浓度 
Figure 2  Effect of addition of gradient concentration 
NaCl on fermentation. A: Glucose concentration. B: 
Glycerol concentration. C: Ethanol concentration. 

2.3  对还原剂的耐受性 
亚硫酸盐可以打破木质纤维天然结构的顽

固性，通过磺化降低木质素的疏水性，从而提高

底物的水解性。制浆行业中用碱性亚硫酸盐增加

木质素磺化和增溶，促进多糖的氧化稳定，提高

脱木质素率和纸浆收率，促进木质纤维素生物质

的生物转化率[18-19]。为考察亚硫酸钠对耐渗酵母

生长发酵是否有抑制作用，设置亚硫酸钠浓度梯

度进行实验，在发酵培养基培养 48 h 时向锥形

瓶中分别加入 10、20、30 g/L 亚硫酸钠。根据

文献报道[20]，更高浓度的亚硫酸钠会抑制微生

物的生长，并且过量亚硫酸钠会增加成本，因此

没有进行更高浓度的探究。结果表明，在耐渗假

丝酵母发酵指数生长后期向培养基中加入适量

的亚硫酸钠可有效促进甘油的产生，添加 30 g/L
亚硫酸钠效果最佳(图 3)，发酵 96 h，产生甘油

59.03 g/L，转化率为 0.29 g/g；产生乙醇 26.01 g/L，
转化率 0.13 g/g；产生乙酸 8.52 g/L，转化率为

0.04 g/g。对照组产生甘油 18.78 g/L，转化率为

0.094 g/g，不产生有机酸。甘油转化率相较对照

组提升了 214%。由此，该菌株可耐受较高亚硫

酸钠浓度，在利用木质纤维素转化为甘油的工业

生产中具有优势。 

2.4  耐渗假丝酵母的耐温性能 
高渗环境有利于甘油产出，也提高了细胞对

温度的耐受性。为考察耐渗假丝酵母的耐温性

能，本研究分别考察了梯度升温发酵及 30 min
热冲击发酵对耐渗假丝酵母发酵的影响。 

对于梯度升温发酵，设置了两组对照实验：

一组在 30 ℃下进行恒温培养，另一组前 14 h 进

行 30 ℃培养，之后放入 40 ℃摇床培养。实验结

果表明，持续高温限制了耐渗假丝酵母的生长，

降低了发酵消耗葡萄糖的速率，发酵进行到 120 h
后残糖量仍较高(图 4A)，发酵 120 h 共消耗

52.41 g/L 葡萄糖，产生甘油 20.70 g/L，转化率 
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图 3  添加梯度浓度 Na2SO3对发酵的影响   A：

葡萄糖浓度. B：甘油浓度. C：乙醇浓度  
Figure 3  Effect of addition of various 
concentrations of Na2SO3 on fermentation.                         
A: Glucose concentration. B: Glycerol concentration. 
C: Ethanol concentration. 

 

为 0.39 g/g (图 4B)，转化率确有提升；产生乙醇

2.20 g/L (图 4C)，与 30 ℃恒温发酵的产物相比，

40 ℃发酵的菌株产生乙醇较少，可能是由于部

分乙醇因高温挥发。 
对于热冲击实验，选择在菌株发酵 32 h 时

对其进行 30 min 热冲击，之后转入 30 ℃摇床中

继续进行发酵，直到结束。与 30 ℃恒温培养的

对照组以及 40 ℃热冲击实验组相比，45 ℃热冲

击 30 min 的效果更好，但残糖量仍很高(图 5A)，
发酵 120 h，消耗 130.67 g/L 葡萄糖，产生甘油

37.06 g/L (图 5B)，转化率为 0.28 g/g；产生乙醇

12.67 g/L (图 5C)，相对 40 ℃热冲击的菌株产生

乙醇量减少。 

2.5  海水对耐渗酵母发酵的影响 
根据上述实验结果，培养基中添加盐类分子

可以促进甘油的生产。如果使用海水代替淡水进

行配制培养基再进行发酵，可以节约淡水资源。 
 

 
 

图 4  变温发酵的影响   A：葡萄糖浓度. B：甘

油浓度. C：乙醇浓度 
Figure 4  Effect of variable temperature 
fermentation. A: Glucose concentration. B: Glycerol 
concentration. C: Ethanol concentration.  
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图 5  热冲击对发酵的影响   A：葡萄糖浓度. 
B：甘油浓度. C：乙醇浓度 
Figure 5  Effect of thermal shock on fermentation.  
A: Glucose concentration. B: Glycerol concentration. 
C: Ethanol concentration. 
 
 

首先考察了使用海水发酵的可能性，一组使

用自来水配制培养基，高温灭菌后使用；另一组

直接使用海水。结果表明，利用海水配制培养基

发酵 120 h，消耗葡萄糖 203.28 g/L，产生甘油

40.22 g/L，转化率 0.20 g/g；与对照组发酵 96 h
产生甘油 19.22 g/L 相比，提高了 109%；产生乙

醇 41.96 g/L，转化率 0.21 g/g (图 6)；使用海水

进行甘油发酵效果较为显著。海水中除 NaCl 外，

还含有钙、镁等多种离子。海水盐度约 3.1%   
(31 g/L)，与 2.2 节中 30 g/L 氯化钠接近，对甘

油生产有促进作用。钙、镁离子往往是胞内酶的激

活因子，这可能是海水发酵效果相对较好的原因。 
陈国强团队[8]利用海水制造生物燃料，不存

在与人争粮的情况，而且使用海水替代淡水，过

程中产生的水也可以循环使用，从而达到节约用

水的目的，发酵所使用的嗜盐微生物可在高盐、 
 
 

 
 
 

图 6  海水发酵的影响   A：葡萄糖浓度. B：甘

油浓度. C：乙醇浓度  
Figure 6  Effect of seawater fermentation. A: 
Glucose concentration. B: Glycerol concentration. C: 
ethanol concentration. 
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高碱性的环境中生长，过程中不易染菌，因此发

酵过程中不用高温高压灭菌，这就简化了操作步

骤，并在很大程度上降低能耗和节约成本，从而

提高产品的市场竞争力。 

由于海水中含有较多无机盐离子，使用海水

发酵可以有效促进甘油的产出，仅使用海水配制

培养基就可使甘油产量有明显的提升。 

为了考察额外加入亚硫酸钠是否会对海水

发酵结果产生促进效果，设置亚硫酸钠浓度梯度

及空白对照组，在发酵 48 h 时向锥形瓶中分别

加入 10、20、30 g/L 亚硫酸钠，相同条件下继

续培养。结果表明，在使用海水发酵 48 h 后向

培养基中加入适量的亚硫酸钠有利于甘油的产

出，添加 10 g/L 亚硫酸钠效果最佳(图 7)，发酵

144 h，消耗 202 g/L 葡萄糖，产生甘油 71.22 g/L，

转化率为 0.35 g/g；产生乙醇 18.10 g/L，转化率

为 0.09 g/g。 

最后，在添加 10 g/L 亚硫酸钠的基础上，

对发酵 32 h 的菌株进行热冲击处理。实验结果

表明，发酵 144 h，消耗 201.43 g/L 葡萄糖，产

生甘油 74.69 g/L，转化率为 0.37 g/g；产生乙醇

13.48 g/L，转化率为 0.067 g/g (图 8)。 
 

 
 

图 7  海水、添加梯度浓度 Na2SO3对发酵的影响   A：葡萄糖浓度. B：甘油浓度. C：乙醇浓度. D：乙

酸浓度 
Figure 7  Effect of seawater and addition of various concentrations of Na2SO3 on fermentation. A: Glucose 
concentration. B: Glycerol concentration. C: Ethanol concentration. D: Acetate concentration. 
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图 8  海水、热冲击、添加梯度浓度 Na2SO3 对发

酵的影响   A：葡萄糖浓度. B：甘油浓度. C：

乙醇浓度 
Figure 8  Effects of seawater, thermal shock and 
addition of various concentrations of Na2SO3 on 
fermentation. A: Glucose concentration. B: Glycerol 
concentration. C: Ethanol concentration. 

2.6  耐渗酵母发酵巨菌草酶解液 
综上所述，在发酵液中引入小分子盐类可促

进耐渗假丝酵母产甘油。使用 2% NaOH 高温预

处理巨菌草后使用盐酸调节 pH 进行酶解，酶解

后进行灭活处理便可得到成本低廉的糖溶液，再

接入酵母进行发酵。酶解后可得 32.48 g/L 葡萄

糖、13.66 g/L 木糖及 1.49 g/L 阿拉伯糖；发酵

12 h，产生甘油 2.49 g/L，转化率为 0.077 g/g；
产生乙醇 11.62 g/L，转化率 0.36 g/g；总转化率

达 0.43 g/g (表 1)。且该菌种对底物具有选择性，

利用葡萄糖，不利用木糖和阿拉伯糖。 
通过一锅法使用 NaOH 预处理后，不进行洗涤

去除木质素，直接使用 HCl 调节 pH 对后续酶解影

响较大，葡萄糖生成量较低。因此对预处理后的纤

维素进行洗涤烘干，选择加入温和的柠檬酸缓冲液

及纤维素酶进行酶解处理；得到的酶解液进行浓缩、

稀释后再用于发酵，且稀释后糖浓度与浓缩前相当。

使用海水进行洗涤及稀释的酶解液发酵 14 h，消耗

葡萄糖 52.09 g/L，最终产生甘油 4.83 g/L，产生乙

醇 18.87 g/L，总转化率为 0.45 g/g (表 2)。 

3  讨论  
微生物有迅速适应不同环境的能力，实验室

连续传代培养是传统的适应性进化手段，选择合

适的传代周期连续传代培养，不断提高筛选压

力，从而定向获得需求的性状[21]，ALE 常用来

提高菌株的耐受性[22-24]。 
 
 

表 1  使用盐酸调 pH 酶解后发酵底物及产物情况 
Table 1  Fermentation substrates and products after enzymatic hydrolysis using hydrochloric acid to adjust pH 
Time (h) Glucose (g/L) Xylose (g/L) Arabinose (g/L) Acetate (g/L) Product concentration (g/L)  Yield (g/g) 

Glycerol Ethanol Total 

0 32.48 13.66 1.49 2.19 0 0 0 0 
4 31.66 13.56 1.48 2.11 0 0 0 0 
8 19.76 13.85 1.51 1.91 1.92 4.93 6.85 0.54 
12 0 13.13 1.53 1.44 2.49 11.62 14.11 0.43 
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表 2  使用柠檬酸缓冲液调 pH 酶解后发酵底物及产物情况 
Table 2  Fermentation substrates and products after enzymatic hydrolysis using citric acid buffer to adjust pH 
Time (h) Glucose (g/L) Xylose (g/L) Acetate (g/L) Product concentration (g/L) Yield (g/g) 

Glycerol Ethanol Total 
0 52.09 15.77 3.90 0 0 0 0 
4 51.77 16.60 3.91 0 0 0 0 
6 48.36 16.84 6.03 0 0 0 0 
8 40.29 16.63 6.56 0 5.37 5.37 0.46 
10 29.35 16.83 4.53 3.55 7.84 11.39 0.50 
12 14.38 16.32 4.42 3.92 13.57 17.49 0.46 
14 0 14.68 4.27 4.83 18.87 23.70 0.45 

 
甘油合成途径中的第一个关键酶是 3-磷酸甘油

脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
GPD)，第 2 个酶是 3-磷酸甘油酯酶(glycerol 
3-phosphatase, GPP)，且这 2 个关键酶量及其活

性受基质渗透压影响，所以可以通过人为调节基

质渗透压的方法，刺激高渗酵母生成更多的甘 
油[25]；有研究表明，使用氯化钠作为渗透压调节

剂来提高渗透压能够促进甘油的生产[26]；本实

验结果表明，添加 20 g/L 氯化钠效果最佳，过

高盐浓度会起到抑制作用。对于加盐的时机，过

早加盐会导致对细胞的抑制较大，指数生长中期

细胞对渗透压变化的敏感性较差，从而导致效果

不明显，因此最佳加盐时机可确定为指数生长后

期，此时酵母对外界渗透压变化敏感性较大[25]；

在菌株指数生长后期，即发酵 48 h 添加氯化钠

效果较好。 
甘油形成的一个非常重要的方面是控制甘

油和乙醇相对产量，通过阻断乙醇生成途径可以

达到提升甘油产量的效果。亚硫酸钠作为导向

剂，通过固定乙醛并避免其进一步还原为乙醇，

在将代谢途径转变为甘油形成方面发挥着重要

的作用；当主要的氢受体乙醛被固定时，糖酵解

途径中的另一个三糖充当氢受体并被还原为甘

油，可有效提升甘油产量[20]。 
一般耐高渗微生物也具有耐温性，如产甘油

假丝酵母(Candida glycerinogenes) WL2002-5 比

酿酒酵母具有更好的高渗透压、高温、高糖耐受

性[27]。由于细胞生长、底物消耗以及产物生成

可能不在同一温度和同一时间达到最佳状态，因

此变温发酵有可能取得更好的效果。谢东明等[28]

采用变温发酵方式：初始阶段低温发酵促进细胞

生长，随后再采用高温发酵，可以使细胞增加初

期的糖分消耗，并提高甘油的产出。变温发酵的

优势在于不管升温时间多长，甘油产量都比恒温

发酵有所提高。本研究的实验结果表明，后期高

温发酵限制了酵母的生长，降低了发酵消耗葡萄

糖的速率，发酵后期残糖量仍较高，但甘油转化

率有所提升。通过热冲击可以增加细胞在高渗透

压环境下的代谢活力从而提高发酵甘油的产量，

原因是高温刺激能够增加细胞内的热休克蛋白

和伴侣分子(如海藻糖)，增加胞内蛋白、酶的热

稳定性[27]，提高细胞对渗透压的耐受能力。实

验结果表明，对菌株进行短时间的热冲击可以提

升甘油产量及转化率。这一结果与文献报道相吻

合，如谢东明等[16]考察了热冲击温度、时机、

持续时间对耐高渗酵母产甘油的影响，发现热冲

击并不会改变细胞生长及糖分消耗，在细胞指数

生长期的中期进行热冲击的效果最好。 
目前对巨菌草的利用和研究主要集中于食

用菌培养、生态治理、饲料生产、清洁型燃料、

生物质能源制备、沼气生产及造纸等方面[28]；

如果将难以用作发酵底物的纤维素作为碳源，用
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于生产大宗有机化工原料，将实现对廉价生物质

资源的充分利用。当前利用木质纤维素生产燃料

乙醇具有较大优势[29]，但是预处理过程中会产

生抑制剂，对后续发酵存在一定的抑制作用[30]。

因此，发酵前还需对酶解液进行脱毒处理，这也

是实现木质纤维素生物炼制产业发展的关键步

骤[31]。本研究使用“一锅法“对巨菌草进行预处

理、酶解后直接进行发酵，菌株仍表现出较好的

环境适应性，对原料要求低，在产乙醇的同时还

产生甘油，对廉价生物质资源的充分利用具有广

阔前景。 

4  结论 
本文考察了克鲁斯假丝酵母对底物、盐、还

原剂和高温冲击的耐受性。使用海水替代淡水、

不灭菌发酵的甘油产量较淡水灭菌发酵提高  
了 109%；发酵 32 h 时热冲击结合 48 h 时引入

10 g/L 亚硫酸钠，葡萄糖转化为甘油的产率为

0.37 g/g，甘油产量比对照组提升了 225%。与普

通酵母菌相比，耐渗假丝酵母在不同底物浓度下

调节代谢物乙醇和甘油的产出，糖浓度低时主产

乙醇，糖浓度高时偏向甘油的生产。该菌株具有

较强的耐受性且对原料要求较低，能直接利用海

水处理的巨菌草酶解液进行发酵，酶解产生的葡

萄糖转化为甘油和乙醇的总转化率为 0.45 g/g。
本研究为利用木质纤维素发酵生产生物基化学

品提供了具有较好耐受性的候选菌株及廉价发

酵工艺。 
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