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李国辉   博士，江南大学生物工程学院副研究员。长期从事聚酰胺、聚酯

类生物基聚合物材料单体的合成生物学和代谢工程研究，已初步实现丁二

胺、己二胺、己二腈、己二醇、乙醇酸等单体的生物法高效合成。相关成

果发表 SCI 研究论文 20 余篇，授权发明专利 10 余项。主持包括国家重点

研发计划子课题、国家自然科学基金项目、中国博士后科学基金(站中)特别

资助等省部级及以上科研项目 6 项。  
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摘   要：乙醇酸是一种重要的化工产品，广泛应用于化妆品、清洁剂及纺织品等各个领域。目前，

微生物法生产乙醇酸存在菌株遗传稳定性差、产率低、成本高的缺点，而全细胞催化生产乙醇酸

大多需要添加价格相对昂贵的山梨醇作为碳源，限制了其工业化生产。为了开发一种适用于工业

化应用的乙醇酸生产方法，本研究以乙二醇为底物进行全细胞催化筛选乙醇酸生产菌株，获得了

一株产乙醇酸的红酵母。随后对该菌株进行了紫外诱变，并通过高通量筛选得到了正突变株

RMGly-20，摇瓶优化后该菌株的乙醇酸产量为 17.8 g/L，比原始菌株提高了 10.1 倍。以葡萄糖为

碳源，经 5 L 发酵罐补料分批培养，菌株 RMGly-20 可生产 61.1 g/L 乙醇酸，初步实现了可利用廉

价碳源且遗传稳定的乙醇酸菌株的选育，为生物法合成乙醇酸提供了新宿主，有利于进一步推进

乙醇酸的工业化生产。 
关键词：乙醇酸；红酵母；乙二醇；紫外诱变；高通量筛选 

·材料单体生物合成· 



 
 

鲍青青 等 | 乙醇酸高产菌株的筛选及发酵 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2419 

Screening and fermentation of high-yield glycolic acid strains 

BAO Qingqing1,2, YANG Guang1,2, CHEN Feifei1,2, LI Guohui1,2*, DENG Yu1,2 

1 Key Laboratory of Industrial Biotechnology of Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi 214122,  
Jiangsu, China  

2 School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 
 
Abstract: Glycolic acid is an important chemical product widely used in various fields, including 
cosmetics, detergents, textiles, and more. Currently, microbial production of glycolic acid has 
disadvantages such as poor genetic stability, low yield, and high cost. Additionally, whole-cell 
catalytic production of glycolic acid typically requires the addition of relatively expensive sorbitol 
as a carbon source, which limits its industrial production. To develop an industrially applicable 
method for glycolic acid production, this study used ethylene glycol as a substrate to screen the 
glycolic acid-producing strains through whole-cell catalysis, obtaining a Rhodotorula sp. capable 
of producing glycolic acid. The strain was then subjected to UV mutagenesis and high throughput 
screening, and the positive mutant strain RMGly-20 was obtained. After optimization in shake 
flasks, the glycolic acid titer of RMGly-20 reached 17.8 g/L, a 10.1-fold increase compared to the 
original strain. Using glucose as the carbon source and employing a fed-batch culture in a 5 L 
fermenter, strain RMGly-20 produced 61.1 g/L of the glycolic acid. This achievement marks the 
preliminary breeding of a genetically stable glycolic acid-producing strain using a cheap carbon 
source, providing a new host for the biosynthesis of glycolic acid and promoting further progress 
toward industrial production. 
Keywords: glycolic acid; Rhodotorula sp.; ethylene glycol; UV mutagenesis; high throughput 
screening 

 
 

乙醇酸，又称果酸、羟基乙酸，是一种最

简单的 α-羟基酸，广泛应用于化妆品[1]、纺织

品[2]、清洁剂及材料包装[3]等各个领域，是一种

重要的有机合成中间体和化学品。预计到

2028 年，全球乙醇酸市场消费量将达 16 万 t，
截至 2022 年，国内 70%乙醇酸水溶液的价格为

20 000 元/t，晶体级的乙醇酸则价格更高[4]。目前

工业上主要是通过氯乙酸水解[5]或草酸二甲酯

水解加氢 [6]生产乙醇酸，这些方法在生产过程

中需要高温高压，危险性较强，同时还存在废

气污染、资源不可再生等问题。 
近年来，微生物法生产乙醇酸受到了广泛

关注，其合成方式主要包括微生物发酵和全细

胞催化两种。已有多种微生物被用于发酵法产

乙醇酸，包括乳酸克鲁维酵母[7]、莱茵衣藻[8]、

大肠杆菌及谷氨酸棒杆菌 [9]等。在这些微生物

中，大肠杆菌因其易于遗传改造、繁殖快的优点

成为生产乙醇酸的主要研究对象。Yu 等[10]在大

肠杆菌中构建了以乙酸和葡萄糖为双碳源生产

乙醇酸的通路，最终工程菌株 NZ-Gly303 的乙

醇酸产量达 73.3 g/L，这是目前报道的大肠杆菌

最高产量。然而，大肠杆菌的遗传稳定性较差，

菌体破碎及菌种衰退成为发酵过程中的主要问

题。相较于微生物发酵，全细胞催化具有转化
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率高、工艺简单、生产速率快的优点[11]。目前，

乙醇酸的全细胞催化大多以乙二醇为底物，经

过氧化还原将一侧羟基氧化为羧基生成乙醇酸

(图 1)，大肠杆菌、酵母菌[12-13]、氧化葡萄糖酸

杆菌都可催化乙二醇合成乙醇酸。Pandit 等[14]

在大肠杆菌中表达了丙二醇氧化还原酶突变体

fucO (I7L, L8V)及乙醇醛脱氢酶 aldA，成功构建

了以乙二醇为底物的乙醇酸合成途径，基于通量

平衡分析模型优化了乙醇酸的发酵条件，经两阶

段培养发酵后乙醇酸产量达 10.4 g/L。Zhang 等[15]

通 过 在 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌 (Gluconobacter 
oxydans)中过表达膜结合型乙醇脱氢酶，有效提

高了菌体的氧气摄入率及耐酸性，经补料分批

发酵后工程菌株 adhABS 积累了 113.8 g/L 乙醇

酸。值得注意的是，目前市售的葡萄糖和乙二醇

价格约为 4 000 元/t，山梨醇价格约为 7 000 元/t，
该菌株虽然在全细胞催化生产乙醇酸时表现出

极强的生产能力，但其培养过程需要添加价格

相对昂贵的山梨醇作为碳源，大大提高了培养

基的成本，不利于工业化生产。综上所述，寻

求一株可以利用廉价碳源且遗传稳定的催化乙

二醇生产乙醇酸的菌株显得尤为重要。 
本实验室前期已在大肠杆菌中成功构建了

从葡萄糖到乙醇酸的代谢通路(图 1)[16]，为便于

筛选高产菌株，乙醇酸生物传感器被应用于高通

量筛选并取得一定成效[17]。基于此，本研究首先 
 

 
 
图 1  乙醇酸合成途径   EMP：糖酵解途径；gltA：柠檬酸合酶；aceA：异柠檬酸裂合酶；ycdW：乙

醛酸还原酶；aldA：醛脱氢酶；glcDEF：乙醇酸氧化酶；icd：异柠檬酸脱氢酶；glcB、aceB：苹果酸

合酶；ldhA：D-乳酸脱氢酶 
Figure 1  Synthetic pathway of glycolic acid. EMP: Glycolysis pathway; gltA: Citrate synthase; aceA: 
Isocitrate lyase; ycdW: Glyoxylate reductase; aldA: Aldehyde dehydrogenase; glcDEF: Glycolate oxidase; icd: 
Isocitrate dehydrogenase; glcB, aceB: Malate synthases; ldhA: D-lactate dehydrogenase. 
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对实验室已有菌株进行筛选，获得了一株可以

催化乙二醇产乙醇酸的红酵母。然后通过紫外

诱变对菌株进行随机突变，经高通量筛选获得

了正突变菌株 RMGly-20，发酵优化后该菌株乙

醇酸产量得到了进一步提高，为乙醇酸生产菌

株的筛选及改造提供了有益借鉴，也为其工业

化生产奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  菌株 

本研究所用的菌株见表 1。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：NaCl 10，胰蛋白胨 10，
酵母粉 5，用于大肠杆菌的培养及发酵。 

YPD 培养基(g/L)：葡萄糖 20，胰蛋白胨

20，酵母粉 10，用于酵母菌的培养及发酵。 
山梨醇培养基(g/L)：山梨醇 73，酵母粉

18.4， (NH4)2SO4 1.5，KH2PO4 1.52，MgSO4 
0.47，用于葡萄糖酸杆菌的培养及发酵。 

M9 培养基(g/L)：Na2HPO4 6.78，KH2PO4 
3，NH4Cl 1，NaCl 0.5，MgSO4 0.24，CaCl2 
0.011 5，灭菌后加入终浓度为 8 g/L 的葡萄

糖，用于筛选乙醇酸高产菌株。 
如需制备上述培养基的固体培养基，则向

液体培养基中加入 2%的琼脂。 

1.2  菌株活化及筛选 
菌株活化：将保存于–80 ℃的菌种取出，

于对应的固体平板上划线，大肠杆菌置于 37 ℃，

酵母菌和葡萄糖酸杆菌置于 30 ℃恒温培养至

长出单菌落。 
菌株筛选：挑取活化好的单菌落接种于对

应的液体培养基中，大肠杆菌置于 37 ℃，酵

母菌和葡萄糖酸杆菌置于 30 ℃、250 r/min 的摇

床中培养48 h后加入20 g/L乙二醇继续培养，每

隔 24 h 取样冻存于–20 ℃，最后通过高效液相色

谱(high performance liquid chromatography, HPLC)
检测乙醇酸的产量。 

1.3  紫外诱变选育乙醇酸高产菌株 
1.3.1  紫外诱变 

将红酵母在 30 ℃下培养至 OD600 为 0.6 的

菌悬液用于紫外诱变。取 10 μL 菌悬液涂布于

金属载片，将载片置于无菌培养皿中，于暗室

利用紫外灯照射金属载片进行诱变，分别照射

不同时间(30–300 s)，以未照射紫外的菌悬液作

为对照。待诱变结束后将载片移至 990 μL 无菌

生理盐水中，振荡 10 min 后稀释涂布于 YPD
平板，30 ℃培养 48 h 测定菌落数，计算紫外诱

变致死率，公式如下： 
致死率(%)= 

100− ×对 数 诱变 数

对 数

照平板菌落 平板菌落
照平板菌落

。 

 
表 1  本研究所使用的菌株 
Table 1  Strains used in this study 
Strains Properties Sources 
Rhodotorula sp. Wild type, for glycolic acid production and UV mutagenesis (CICIM Y7142) Lab preserved 
Gluconobacter oxydans Wild type, for glycolic acid production (CGMCC 1.565) Lab preserved 
Gluconobacter thailandicus Wild type, for glycolic acid production (CGMCC 1.637) Lab preserved 
MglyC-GP6 MG1655(DE3) ΔglcC carrying pGBS-Pffs-sfgfp, for high-throughput screening 

of glycolic acid producing strains 
[18] 

RMGly-20 Rhodotorula sp. UV mutagenic strain, for glycolic acid production  
(CICIM Y7143) 

This study 
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1.3.2  生物传感器性能评估 
利用 M9 培养基将 MglyC-GP6 菌株于

37 ℃、250 r/min 的摇床培养至 OD600为 0.6–0.8，
随后以 200 μL/孔的装液量将其分装至 96 孔板

备用。向孔板中分别加入 20 μL 乙二醇溶液使

其终浓度为 0、2、4、6、8、10 g/L，20 μL 乙

醇酸溶液使其终浓度达到 0、2、4、6、8、10、
12、14、16、18、20 g/L，20 μL 含有终浓度为

10 g/L 乙二醇的乙醇酸溶液使孔板中乙醇酸的

终浓度分别为 0、2、4、6、8、10、12、14、
16、18、20 g/L 以诱导荧光蛋白表达(注：所有

乙二醇及乙醇酸溶液均采用 YPD 培养基配制

而成)，随后将孔板转移至 30 ℃、250 r/min
的摇床培养，每隔 2 h 取样用酶标仪测定荧光

及 OD600。 
1.3.3  高通量筛选红酵母诱变菌株 

孔板发酵：利用 48 孔板对诱变后的菌株进

行发酵初筛。挑取平板上诱变后的红酵母单菌

落接种于含有 1 mL YPD 培养基的 48 孔板中，

30 ℃、250 r/min 培养 48 h 后加入 20 μL 乙二醇，

继续发酵 48 h。 
菌种初筛：利用 MglyC-GP6 菌株筛选乙醇

酸高产菌株。首先，按 1.3.2 的方法将 MglyC-GP6
菌株培养至 OD600 为 0.6–0.8，随后以 200 μL/孔
的装液量将其分装至 96 孔板；然后，将 48 孔板

发酵的菌液 4 000 r/min 离心 5 min，取 20 μL 上

清液加入 96 孔板中诱导荧光蛋白表达；最后，

将 96 孔板在 30 ℃、250 r/min 培养 8 h 测定孔

板中混合液的荧光及 OD600。 
摇瓶复筛：利用 250 mL 摇瓶进行菌种复

筛，将初筛获得的菌株接种于 50 mL YPD 培养

基中，30 ℃、250 r/min 培养 48 h，4 000 r/min
离心 10 min 后用磷酸盐缓冲液重悬菌体，加入

1 mL 乙二醇，继续发酵 72 h 后对发酵液进行

HPLC 检测，筛选乙醇酸高产菌株。 

1.4  乙醇酸高产菌株发酵优化及乙醇酸耐

受性评估 
1.4.1  温度优化 

将乙醇酸高产菌株的单菌落接种于含有 
50 mL YPD 培养基的 250 mL 摇瓶中，在不同温

度下(25、28、30、33、37 ℃)，250 r/min 培养

48 h 后按 1.3.3 摇瓶复筛的方式继续发酵 72 h，
每隔 24 h 取样冻存于–20 ℃，最后通过 HPLC
检测乙醇酸的产量。 
1.4.2  装液量优化 

将乙醇酸高产菌株的单菌落接种于含有不

同体积 YPD 培养基(10、25、50、75、100 mL)
的 250 mL 摇瓶中，28 ℃、250 r/min 培养 48 h
后按 1.3.3 摇瓶复筛的方式继续发酵 72 h，每隔

24 h 取样冻存于–20 ℃，最后通过 HPLC 检测

乙醇酸的产量。 
1.4.3  乙醇酸耐受性评估 

将乙醇酸高产菌株的单菌落接种于含有 
50 mL YPD 培养基的 250 mL 摇瓶中，30 ℃、

250 r/min 培养 48 h 制备种子液，向种子液中分

别加入终浓度为 10、20、30、40、50、60、70、
80 g/L 的乙醇酸溶液，以未添加乙醇酸的种子

液作为对照，每隔 24 h 取样测定菌液的 OD600，

绘制生长曲线。 

1.5  5 L 发酵罐培养生产乙醇酸 
将乙醇酸高产菌株单菌落接种于 100 mL 

YPD 培养基中，28 ℃、250 r/min 培养 48 h 制备

种子液，随后将种子液接种于含有 2.5 L YPD 培

养基的 5 L 发酵罐中进行培养。培养期间控制通

气量为 1 vvm，温度为 28 ℃，转速为 400 r/min，
培养 16 h 后以 1 g/(L·h)的速度流加葡萄糖，继

续培养 32 h 后离心弃上清，用磷酸盐缓冲液重

悬菌体，加入 20 g/L 乙二醇进行发酵。发酵期

间控制罐内乙二醇残留浓度在 10–13 g/L，通过

NH3·H2O 调节 pH 为 5.5 左右。 



 
 

鲍青青 等 | 乙醇酸高产菌株的筛选及发酵 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2423 

1.6  检测方法 
1.6.1  高效液相色谱检测乙二醇及乙醇酸 

将发酵液用水稀释 10 倍后离心过 0.22 μm
水系滤膜，用于 HPLC 检测，检测条件同参考

文献[19]，紫外检测器用于检测乙醇酸，示差检

测器用于检测乙二醇。 
1.6.2  多功能酶标仪检测荧光及 OD600 

取 50 μL 培养的菌液，将其转移至底部透

明的黑色 96 孔板中，加水稀释至适当倍数进行

荧光检测，激发波长为 485 nm，发射波长为  
528 nm[20]，同时测定 600 nm 处的吸光值。 

2  结果与分析 
2.1  乙醇酸生产菌株的筛选 

对–80 ℃冰箱保藏的菌株进行平板活化后

挑取单菌落，将其接种于摇瓶中培养 48 h 制备

种子液，随后向种子液加入终浓度为 20 g/L 的

乙二醇进行全细胞催化，利用 HPLC 对发酵液

进行检测。结合本实验室前期研究及文献调研，

共计挑取 800 个单菌落进行筛选，结果发现，

除已有文献报道的能产乙醇酸的泰国葡糖杆菌

和氧化葡萄糖酸杆菌外[21]，仅有一株红酵母菌

能催化乙二醇合成乙醇酸。如图 2 所示，3 种

菌株对比发现，红酵母催化乙二醇合成的乙醇酸

产量及转化率均最高，72 h乙醇酸产量达 1.6 g/L，
转化率为 65.8%。因此，后续研究中选择红酵

母 Rhodotorula sp.作为实验菌株。 

2.2  乙醇酸高产菌株的诱变及选育 
2.2.1  紫外诱变照射时间优化 

微生物遗传育种是提高菌株生产能力的有

效手段 [22]，为了进一步提高实验菌株红酵母

Rhodotorula sp.的乙醇酸产量，本研究通过紫外

诱变改变其性状，以期获得一株高产菌株。将

含有 10 μL 红酵母菌悬液的无菌金属载片置于

暗室，利用紫外灯分别照射不同时间后用无菌

生理盐水稀释涂布于 YPD 平板，30 ℃培养 48 h
后测定菌落数。致死率曲线如图 3 所示，与大

肠杆菌相比，红酵母的耐紫外照射能力更强[23]，

显现出更为稳定的性状。随着照射时间的不断

延长，致死率也逐渐升高，当紫外照射时间为

210 s 时，致死率达 89.3%，继续延长照射时间

至 240 s，致死率也随之提高到 97.3%。当致死率 
 

 
 
图 2  不同菌种的乙醇酸产量(A)及转化率(B)   GT：泰国葡糖杆菌. GO：氧化葡萄糖酸杆菌. RM：红

酵母  
Figure 2  Glycolic acid production (A) and conversion rate (B) of different strains. GT: Gluconobacter 
Thailandicus. GO: Gluconobacter oxydans. RM: Rhodotorula sp.. 
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图 3  红酵母紫外诱变致死率曲线 
Figure 3  UV mutagenesis lethality curve of 
Rhodotorula sp.. 
 
在 90.0%–99.0%时，获得正突变菌株的概率较

高[24]，因此，后续的诱变选择 240 s 作为最佳

紫外照射时间。 
2.2.2  生物传感器筛选乙醇酸高产菌株的可行性

分析 
生物传感器可以将代谢物的浓度以荧光、

细胞生长速率等可视化的信号呈现出来，用电

信号、化学信号等来代替生物信号[25]，相较于

传统检测方法更简便快速地对代谢物浓度进行

半定量，已被广泛应用于微生物的高通量筛选。 
本实验室前期构建了乙醇酸生物传感器

pGBS-Pffs-sfgfp，该传感器已成功应用于大肠杆菌

产乙醇酸的高通量筛选[18]，其工作原理如图 4 所

示。glcC 基因组成型表达并编码 GlcC 可变构蛋

白，在乙醇酸的诱导下，GlcC 蛋白与乙醇酸结合，

构象发生改变后与荧光蛋白上游激活序列

(upstream activating sequence, UAS)结合，激活

荧光蛋白基因 sfgfp 的启动子 PglcD 启动下游基

因表达，在一定浓度范围内，绿色荧光强度与

乙醇酸浓度成正比，可通过荧光强度来反映体

系的乙醇酸浓度。 
为了验证上述传感器在红酵母高通量筛选

中的可行性，本研究利用不同浓度乙二醇和乙醇

酸的YPD溶液诱导含有传感器 pGBS-Pffs-sfgfp的

MglyC-GP6 菌株，测试其荧光响应情况。由于

乙醇酸发酵过程中需要添加底物乙二醇，因此

首先对不同浓度乙二醇诱导下传感器的响应情

况进行了研究，结果如图 5A 所示，在 0–10 g/L
的乙二醇诱导下，传感器的荧光强度均保持恒

定，表明乙醇酸传感器的特异性良好，其工作

不会受到乙二醇的干扰。前期研究中测试所用

的乙醇酸溶液为水溶液，对荧光检测的干扰较 
 

 
 
图 4  乙醇酸传感器工作原理 
Figure 4  The response principle of the glycolic acid biosensor. 
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图 5  乙醇酸传感器对不同浓度乙二醇及乙醇酸的响应情况   A：传感器对乙二醇的响应. B：传感器

对乙醇酸的响应. C：传感器对 10 g/L 乙二醇及不同浓度乙醇酸混合溶液的响应 
Figure 5  Response of glycolic acid biosensor to different concentrations of ethylene glycol and glycolic 
acid. A: Response of the biosensor to ethylene glycol. B: Response of the biosensor to glycolic acid. C: 
Response of the biosensor to the mixed solutions of 10 g/L ethylene glycol and glycolic acid at different 
concentrations. 
 
小，本研究所用发酵培养基为颜色较深的 YPD
培养基，为排除其颜色干扰，测定了不同浓度

乙醇酸 YPD 溶液下传感器的响应情况，结果如

图 5B 所示，不同浓度乙醇酸诱导 2 h 后的荧光

强度已有所差异，随着乙醇酸浓度的不断增加，

荧光值也随之升高，表明 YPD 培养基的存在并

未干扰传感器的正常工作。之前的研究中发现

利用红酵母催化乙二醇合成乙醇酸时，48 h 后

乙醇酸产量仍在增加，表明培养基中的乙二醇

未被完全消耗，为了评估在乙二醇及乙醇酸同

时诱导下传感器的性能，更准确地将其应用于

高通量筛选中，测定了传感器对 10 g/L 乙二醇

及不同浓度乙醇酸混合溶液的响应情况，结果

如图 5C 所示，诱导 4 h 后已能观察到明显的梯

度响应，表明传感器在乙二醇和乙醇酸混合溶

液诱导下仍能稳定工作。诱导 8 h 时荧光强度



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2426 

最高，随后开始淬灭，因此，高通量筛选时确

定诱导后 8 h 为最佳荧光检测时间点。 
2.2.3  高通量筛选获得乙醇酸高产菌株 

将红酵母菌株菌悬液依照 1.3.1 的方法经

紫外照射 240 s 后涂布于 YPD 平板，30 ℃培养

48 h 后挑取单菌落接种于 48 孔板中，依照 1.3.3
的方法进行孔板发酵，利用乙醇酸传感器对孔

板发酵液中的乙醇酸进行半定量。如图 6A 所

示，共挑取 567 个经紫外诱变的红酵母单菌落，

其单细胞荧光值分布于 446.9–4 762.0 之间，选

择荧光值最高的 20 个单菌落进行摇瓶复筛。摇

瓶发酵结果如图 6B 所示，野生型菌株乙二醇的

产量为 1.3 g/L，生产速率为 0.02 g/(L·h)。所有菌

株中 20 号菌株的乙醇酸产量最高，为 5.5 g/L，
生产速率为 0.08 g/(L·h)，相较于野生型菌株产

量及生产速率均有所提升。全细胞催化合成乙

醇酸的过程中主要有两个酶参与了催化反应，

分别是醇氧化酶及乙醇醛脱氢酶，20 号菌株产

量有显著提升的原因可能是紫外诱变使得上述

两种酶的编码基因发生了突变，其底物亲和力

或酶活有所提高，催化反应得以快速有效进行。

因此，后续实验选择 20 号菌株用于乙醇酸发酵

实验，将其命名为 RMGly-20。 

2.3  优化乙醇酸高产菌株的摇瓶发酵条件并

评价其产物耐受性 
2.3.1  温度优化 

在微生物发酵过程中，温度对产物的合成

有显著影响[26]。温度过低时菌体生长受限，温

度过高则影响蛋白正确折叠，降低催化效率。

将菌株 RMGly-20 分别在 25、28、30、33、37 ℃
培养 48 h 后进行发酵催化，发酵 72 h 后检测发

酵液中乙醇酸的产量。 
结果如图 7A、7B 所示，随着乙二醇的不

断消耗，乙醇酸产量逐渐升高；当温度不断增

加时，乙醇酸产量呈现先升高后降低的趋势。温

度为 28 ℃时，72 h 乙醇酸产量最高，为 15.5 g/L，
此时产物得率为 1.1 g/g 乙二醇(图 7C)；继续升

高温度至 37 ℃，发酵 72 h 后乙醇酸的产量降

低至 7.5 g/L。由此可见，菌株 RMGly-20 催化

乙二醇生产乙醇酸的最适温度为 28 ℃。 
2.3.2  装液量优化 

在乙二醇全细胞催化生产乙醇酸的过程 
 

 
 
图 6  高通量筛选乙醇酸高产菌株   A：孔板发酵上清液的荧光强度. B：摇瓶条件下乙醇酸的产量 
Figure 6  High-throughput screening of glycolic acid producing strain. A: Fluorescence intensity of 
supernatant of pore plate fermentation. B: Titer of glycolic acid in shaking flasks. 
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图 7  温度及装液量对乙醇酸产量的影响   A：不同温度下乙醇酸的产量. B：不同温度下乙二醇的含

量. C：不同温度下 72 h 乙醇酸的得率. D：不同装液量下乙醇酸的产量. E：不同装液量下乙二醇的含

量. F：不同装液量下 72 h 乙醇酸的得率. EG：乙二醇 
Figure 7  Effect of temperature and liquid loading volume on the titer of glycolic acid. A: Titer of glycolic 
acid at different temperatures. B: Concentration of ethylene glycol at different temperatures. C: Yield of 
glycolic acid for 72 h at different temperatures. D: Titer of glycolic acid at different liquid loading volumes. 
E: Concentration of ethylene glycol at different liquid loading volumes. F: Yield of glycolic acid for 72 h at 
different liquid loading volumes. EG: Ethylene glycol. 
 
中，乙二醇一侧的羟基经氧化反应被催化为羧

基，此过程为需氧反应[13]，因此，乙醇酸的发

酵过程也是好氧发酵的过程。氧气对于好氧发

酵至关重要[27]，为探究溶氧对乙醇酸产量的影

响，本研究通过不同装液量来调节摇瓶发酵过

程中的溶氧量。控制 250 mL 摇瓶中 YPD 培养

基的装液量分别为 10、25、50、75、100 mL，

发酵 72 h 后检测发酵液中乙醇酸的产量。 
结果如图 7D、7E 所示，乙醇酸的合成与

乙二醇的消耗均与装液量高度相关。随着装液

量的逐渐增加，乙醇酸的产量逐渐降低，乙二

醇的消耗也逐渐减少，表明良好的溶氧条件更

有利于乙醇酸的生产；当菌株在含有 10 mL 
YPD 培养基的 250 mL 摇瓶中进行培养发酵时，

乙醇酸产量为 15.6 g/L。至发酵 72 h，装液量为

25 mL 的摇瓶乙醇酸产量与 10 mL 装液量的产

量持平，为 17.8 g/L，相较于原始菌株提高了

10.1 倍，此时乙醇酸的得率也较高(图 7F)。考
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虑到装液量过低时发酵液被蒸发浓缩的影响较

大，因此，乙醇酸发酵过程中较合适的摇瓶发

酵装液量为 25 mL。 
2.3.3  乙醇酸耐受性评估 

从摇瓶到发酵罐的放大研究中，菌株对产

物的耐受性往往是影响产量提高的重要因素。

为了探究全细胞催化时菌株 RMGly-20 对乙醇

酸的耐受性，通过摇瓶首先制备了用于催化乙

二醇产乙醇酸的种子液，随后向种子液中添加

了不同浓度的乙醇酸，其生长曲线如图 8 所示。

随着乙醇酸浓度的不断增加，菌株的 OD600 逐

渐降低，当乙醇酸浓度达 70 g/L 时，菌体 OD600

随培养时间的延长并无明显变化。由此可见，本

研究获得的高产菌株 RMGly-20 可耐受 60 g/L
的乙醇酸，可为后续乙醇酸的上罐提供指导。 

2.4  5 L 发酵罐高效生产乙醇酸 
为进一步提高乙醇酸的产量，利用 5 L 发

酵罐对菌株 RMGly-20 进行培养及发酵。结合

2.3 发酵优化的条件进行催化。如图 9A 所示，

至培养 16 h，葡萄糖消耗殆尽，此时以 1 g/(L·h) 

 
 
图 8  不同乙醇酸浓度下菌株 RMGly-20 的生长

曲线 
Figure 8  Growth curves of RMGly-20 under 
different concentrations of glycolic acid. 
 
的速度流加葡萄糖补充菌体生长所需碳源，培

养 48 h 时对菌液进行离心，用磷酸盐缓冲液重

悬菌体以替换原有的种子上清液，避免菌株利

用葡萄糖代谢生成乙醇酸对催化结果造成干

扰，随后加入 20 g/L 乙二醇进行发酵。之前的 
 

 
 
图 9  菌株 RMGly-20 在 5 L 发酵罐中培养生产乙醇酸   A：菌体培养期间生长曲线及残糖浓度. B：菌

体发酵期间乙醇酸及乙二醇的含量 
Figure 9  Glycolic acid production of RMGly-20 in 5 L bioreactor. A: Growth curve and residual sugar 
concentration during cell culture. B: Concentration of glycolic acid and ethylene glycol during cell fermentation. 
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研究发现，在全细胞催化乙二醇合成乙醇酸的

过程中，良好的溶氧条件有利于乙醇酸的合成，

因此，发酵期间通过关联转速保证罐内溶氧维

持在 30%以提高催化效率。与此同时，通过流

加补料的方式控制罐内乙二醇残留浓度，避免

乙二醇浓度过高时抑制催化速率，结果如图 9B
所示，发酵 72 h 时乙醇酸产量为 61.1 g/L，共

消耗乙二醇 58.9 g/L，产率为 84.3%，继续延长

发酵时间至 96 h，乙醇酸产量并无明显提升，

分析原因可能是发酵液中高浓度的乙醇酸抑制

了菌体催化活性。相较于利用葡萄糖酸杆菌产

乙醇酸[15]，红酵母生产乙醇酸时使用价格低廉

的葡萄糖对菌株进行培养，成本低且转化率高，

更适用于工业化生产。 

3  讨论与结论 
在本研究中，首先以实验室现有菌株为基

础，筛选获得了一株可以全细胞催化乙二醇生

产乙醇酸的红酵母，实现了以乙二醇为底物的

乙醇酸的生物合成。随后，基于乙醇酸生物传

感器通过紫外诱变对红酵母进行随机突变，获

得了一株乙醇酸高产菌株 RMGly-20。在此基础

上，从摇瓶层面对温度和装液量进行了优化。

进一步地，在 5 L 发酵罐放大实验中，以葡萄

糖为碳源培养菌体，通过补料分批流加乙二醇，

最终乙醇酸的产量达到 61.1 g/L，产率为 84.3%。

尽管目前报道的全细胞催化法合成乙醇酸的最

高产量为 113.8 g/L[15]，但其菌体培养过程中需

要添加大量价格昂贵的山梨醇作为碳源，不利

于大规模工业化推广。 
作为一种非模式菌株，红酵母的遗传操作

方法尚不完善，利用代谢工程的手段对其进行

改造存在一定的困难。诱变育种通过随机突变

的方式改变菌株的性状，该方法不受限于菌株

种属，是提高非模式菌株生产性能的有效途径。

然而，育种过程往往伴随大量的菌株筛选工作，

因此，高效的菌株筛选方法对提高育种效率尤

为重要。随着合成生物学领域的兴起，基于生

物传感器的高通量筛选方法逐步为人们熟知并

应用。本研究首先对乙醇酸生物传感器应用于

筛选红酵母菌的可行性进行了分析，确立了红

酵母诱变菌株的高通量筛选方法。随后采用紫

外诱变对获得的红酵母进行随机突变，通过高

通量筛选获得了具有优良性状的正突变株

RMGly-20，对温度和装液量进行优化后，72 h
该菌株的乙醇酸产量达 17.8 g/L，相较于原始菌

株提高了 10.1 倍，为非模式菌株的遗传改造提

供了新的思路。 
为进一步提高菌株 RMGly-20 的乙醇酸产

量，推动其工业化生产，在后续的研究中，可

从以下方面展开实验。(1) 5 L 发酵罐工艺优化：

从种子培养时间及乙二醇补加方式等方面入

手，通过发酵优化提高乙醇酸产量及生产效率；

(2) 实验室适应性进化提高菌株性能：由于乙醇

酸酸性较强，催化过程中需要补加氨水以调节

pH，菌株的耐酸性及产物耐受性可能也是限制

乙醇酸产量的原因。因此，可通过适应性进化

提高菌株耐酸性及对乙醇酸的耐受性，以期减

少催化过程中碱的添加量并改善菌株生产性

能；(3) 深入挖掘菌株催化机理：目前红酵母催

化产乙醇酸的机理尚不清晰，可通过转录组

学、代谢组学等手段对该菌株的催化机理展开研

究[28]，解析乙醇酸合成的基本通路及关键基因，

将其异源表达于其他模式菌株体内，通过基因工

程等手段对其进行改造以进一步提高产量。 
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