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摘　 要　 发展可再生能源，尤其是生物能源，具有显著的能量收益和碳减排效益。 随着石油等不可再生资源

的减少，许多大宗传统石油化工产品正不断被使用可再生原料的生物制造产品替代。 生物发酵法生产 １，３⁃丙
二醇（１，３⁃ＰＤＯ）顺应了这一潮流，具有广阔的发展前景。 提高微生物发酵竞争力，优化发酵法生产 １，３⁃ＰＤＯ
水平，势必增加 １，３⁃ＰＤＯ 的生产效益。 对肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）发酵法进行 １，３⁃ＰＤＯ 生产的

代谢机理、菌株筛选和利用、发酵参数的选择和优化以及发酵工程策略的设计和监测等进行综述，为利用生物

柴油副产物甘油生产有重要工业价值的 １，３⁃ＰＤＯ 产品提供参考。
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题，生物柴油产业应运而生，然而生物柴油生产过

程中又必然产生副产物甘油［２］，如何处理废弃的

甘油成为目前棘手的新问题。 粗甘油作为一种廉

价碳源，可被微生物转化为有经济价值的化合物，
如 １，３⁃丙二醇（１，３⁃ＰＤＯ）、乳酸、乙醇、３⁃羟基丙

酸、２，３⁃丁二醇和琥珀酸。 其中 １，３⁃ＰＤＯ 具有开

发价值，可作为生产聚酯新产品———聚对苯二甲

酸 １． ３ 丙二醇酯（ＰＴＴ）的单体［３⁃４］。 微生物发酵

法生产 １，３⁃ＰＤＯ 操作简便，反应温和，副产物少，
污染少，且容易处理［５］。 肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂ⁃
ｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）是微生物甘油转化的重要菌株。
利用肺炎克雷伯氏菌以粗甘油为底物生产 １，３⁃
ＰＤＯ 具有广阔的应用前景。

１　 产 １，３⁃ＰＤＯ 的微生物

早在 １８８１ 年，Ａｕｇｕｓｔ［６］ 首次报导梭状芽胞杆

菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｍ） 进行甘油发酵能产

１，３⁃ＰＤＯ，为微生物法生产 １，３⁃ＰＤＯ 开辟了新途

径。 微生物发酵法生产 １，３⁃ＰＤＯ 既可利用天然微

生物转化底物甘油途径实现，又可以通过重组大

肠埃希菌转化葡萄糖途径完成［７⁃８］。 肺炎克雷伯

氏菌也是能够高效转化甘油生产 １，３⁃ＰＤＯ 的

菌株。
１． １　 产 １，３⁃ＰＤＯ 的细菌

经自然分离获得的菌株通常只能以甘油为底

物发酵生产 １，３⁃ＰＤＯ。 在厌氧条件下，仅少数兼

性厌氧肠细杆菌，如克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）中

的肺炎克雷伯氏菌［９］、产酸克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｏｘｙｔｏｃａ） ［１０］；肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ），如絮凝肠细

杆菌 （ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｇｇｇｌｏｍｅａｎ） ［１１］；柠檬酸菌属

（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ），如弗式柠檬酸菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｆｒｅｕｎ⁃
ｄｉｉ） ［１２］、乌克曼枸橼酸杆菌 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｗｅｒｋｍａ⁃
ｎｉｉ） ［１３］；乳酸杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ），如罗伊氏乳杆

菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ） ［１４］ 以及完全厌氧菌梭菌

属（ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ），如丁酸梭菌 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒｉ⁃
ｃｕｍ） ［１５］、 巴氏芽胞梭菌 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐａｓｔｅｕｒｉａ⁃
ｎｕｍ） ［１６］和糖丁基梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉ⁃
ｃｕｍ） ［１７］等可将甘油转化为 １，３⁃ＰＤＯ。 可见，研究

微生物发酵特性，阐明肺炎克雷伯氏菌代谢途径，
不仅能为菌株选育和改良提供参考，也能为甘油

生物转化生产 １，３⁃ＰＤＯ 提供重要菌种资源和应用

基础。
１． ２　 常用产 １，３⁃ＰＤＯ 两种细菌的特点

肺炎克雷伯氏菌与梭状芽胞杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ⁃
ｕｍ）是两种重要的 １，３⁃ＰＤＯ 生产菌，前者对底物

甘油和产物 １，３⁃ＰＤＯ 具有很强的耐受性，后者的

耐受性较弱。 从代谢流量、细胞内酶以及生长状

况上看，前者甘油脱水酶 （ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ，
ＧＤＨ′ｔ）和丙酮酸激酶（ＰＫ）是两个关键酶；后者甘

油脱水酶是限速酶；前者在有氧、微氧或厌氧条件

下均以甘油为底物快速生长，而后者为典型严格

厌氧菌，生长较慢［１８⁃１９］。

表 １　 不同微生物菌株发酵产 １，３⁃ＰＤＯ
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ １，３⁃ｐｒｏｐａｎｅｄｉｏｌ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株 发酵类型
Ｃ１，３⁃ＰＤＯ ／

（ ｇ·Ｌ － １）
Ｑ１，３⁃ＰＤＯ ／

（ ｇ·（Ｌ·ｈ） － １）
Ｙ１，３⁃ＰＤＯ ／

（ ｍｏｌ·ｍｏｌ － １）
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件致病菌的前提下，肺炎克雷伯氏菌是发酵法生

产 １，３⁃ＰＤＯ 的最理想菌株，通过发酵条件优化提

高其 １，３⁃ＰＤＯ 产量，具有十分广阔的前景。

２　 肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 的厌

氧代谢途径

　 　 肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 厌氧代谢途径
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的阐明是对其进行应用的重要环节。 由于肺炎

克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 的强度、产率均较高，近
年来对其厌氧代谢途径、代谢机理、关键酶等已

经进行了较为详细的研究，现总结归纳如下作为

参考。
２． １　 产 １，３⁃ＰＤＯ 的厌氧代谢途径

如图 １ 所示，肺炎克雷伯氏菌厌氧代谢途径

中甘油歧化有两条途径，一是生成 ＡＴＰ 和还原当

量的乙酸 ／乙醇途径，该途径伴随菌体细胞的生

长；二是利用前一途径生成的过量还原型辅酶 Ｉ，
将甘油转化为 １，３⁃ＰＤＯ，其产率与丙酮酸代谢途

径密切相关，该途径对于调节还原当量的平衡起

着重要作用。 在生物转化中，甘油被转化为 １，３⁃
ＰＤＯ 的同时，还生成乙酸、２，３⁃丁二醇、乙醇或丁

酸等副产品；主要副产物为乙酸和乙醇，次要副产

物为 ２，３⁃丁二醇、乳酸和琥珀酸［２５］。 如何更有效

地使甘油转化为 １，３⁃ＰＤＯ，减少副产物的积累，是
该菌株应用的关键。

图 １　 肺炎克雷伯氏菌厌氧代谢相关途径

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｃｌ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ

２． ２　 产 １，３⁃ＰＤＯ 厌氧代谢的重要酶

在厌氧条件下，甘油脱水酶、１， ３⁃ＰＤＯ 氧化

还原酶 （１，３⁃ｐｒｏｐａｎｅｄｉｏｌ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＰＤＯＲ）、
甘油脱氢酶（ ｇｌｙｃｅｒｏｌｄｅｈｙｄｏｇｅｎａｓｅ，ＧＤＨ）和二羟

丙酮激酶（Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｎｅ ｋｉｎａｓｅ）四种酶起重要

作用。 甘油进入细胞后除了为自身生长提供能量

和原料外，还经还原和氧化两个途径进行代

谢［２６］。 在还原支路中，甘油进入细胞，部分被甘

油脱水酶催化，生成 ３⁃羟基丙醛和水，产物 ３⁃羟
基丙醛再经 １，３⁃ＰＤＯ 氧化还原酶作用，消耗还原

力 ＮＡＤＨ 生成终产物 １，３⁃ＰＤＯ。 在限制底物情况

下，甘油脱水酶是产物生成的限速酶；当底物过量

时，１，３⁃ＰＤＯ 氧化还原酶是限速酶，生成的 ３⁃ＨＰＡ
抑制细胞生长和代谢［２７］。 在氧化途径中，另一部

分甘油在甘油脱氢酶作用下，转化为二羟基丙酮，
后者再经磷酸化脱氢进入丙酮酸代谢途径，生成

各种副产物［２８］。 因此，在 １，３⁃ＰＤＯ 生产中，要合

理利用菌株，减少副产物积累，优化工艺设计，提
高 １，３⁃ＰＤＯ 产量。
２． ２． １　 厌氧发酵中的“振荡”现象　 在肺炎克雷

伯氏菌甘油厌氧连续发酵中，当底物浓度、ｐＨ 或

稀释速率发生变动时，菌体生物量、比生长速率以

及副产物生成呈规律性“振荡”。 推测“振荡”可
能归因于参与代谢的丙酮酸甲酸裂解酶（ＰＦＬ）和
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丙酮酸脱氢酶（ＰＤＨ）作用的不同步性，以及还原

当量（ＮＡＤ ／ ＮＡＤＨ２ ）的不平衡所致［２９］。 而且副

产物和还原当量通量“振荡”之间存在明显关系。
在振荡条件下，受影响的主要是丙酮酸代谢，所有

丙酮酸代谢产物的比生成速率差异显著。 相反，
在振荡期间，底物摄取、ＡＴＰ 生成和直接来自甘油

衍生的 １，３⁃ＰＤＯ 或丙酮酸代谢上游衍生产物形

成的特定速率几乎不受影响。 在振荡和稳态条件

下，除了丙酮酸甲酸裂解酶外，其他酶系统同时参

与丙酮酸脱羧代谢；而在振荡条件下，这些酶活性

都会发生振荡。 因此，“振荡”和“滞后”可能是由

于底物过量和环境剧变，触发了丙酮酸代谢中酶

的调控失调所致［３０］。
２． ２． ２ 　 厌氧发酵中“振荡”的酶学基础 　 在稳

态、振荡和瞬态厌氧连续培养中，对甘油脱氢酶、
甘油脱水酶和 １，３⁃ＰＤＯ 氧化还原酶三种酶的体

内外活性分析表明，尽管甘油浓度对上述三种酶

的体外活性都有负面影响，但对体内活性却有促

进作用。 在甘油浓度较低的情况下，生长速率显

著影响体外和体内酶活性的比率；但在甘油过量

的情况下，生长速率不影响酶活性比率。 甘油氧

化途径流量主要由代谢水平上体内酶活性调节控

制，而还原途径流量主要由酶合成控制。 高甘油

浓度下，甘油脱水酶是甘油消耗和 １，３⁃ＰＤＯ 生成

的关键酶，振荡培养中该酶的体外和体内活性都

发生“振荡”。 菌体生长和产物生成对底物浓度

变化十分敏感，这种敏感性是遗传和代谢网络动

态变化的结果［３１］。 可见，阐明代谢网络动态变化

与 １，３⁃ＰＤＯ 产量相关性是亟需解决的问题。
２． ２． ３　 １，３⁃ＰＤＯ 产量与代谢流量变化之间的关

系　 基因组尺度（Ｇｅｎｏｍｅ ｓｃａｌｅ）代谢网络分析，
是从基因组序列出发，结合基因、蛋白质、代谢数

据库及实验数据，从系统角度定量研究代谢过程，
阐明各个组分之间相互作用的有效方法［３２］。 为

了研究肺炎克雷伯氏菌 １，３⁃ＰＤＯ 产量与代谢途

径中流量变化之间的关系，Ｐａｎ 等［３３］ 将基因组尺

度流量平衡分析与细胞外代谢物动力学模型相结

合，构建了一种基于动态流量平衡分析的方法，扩
展了三条新的代谢途径或位点，即在二羟基丙酮

（ＤＨＡ）节点引出的戊糖磷酸途径（ＰＰＰ），提供更

多还原当量；３⁃磷酸甘油酯（３ＰＧ）节点上的合成

氨基酸分支；三羧酸（ＴＣＡ）循环中的 α⁃酮戊二酸

位点导出的通向谷氨酸和其他氨基酸合成的代谢

途径。 通过代谢途径中重要节点动态流量分布与

１，３⁃ＰＤＯ 产率之间的关系分析表明，ＤＨＡ 到 ＰＰＰ
动态通量变化和 ＴＣＡ 循环中流量变化与 １，３⁃
ＰＤＯ 产量均呈正相关。 辅助因子四氢叶酸形成

反馈环，对氨基酸合成代谢途径中 ＴＣＡ 通量变化

也有影响。 可见，对产 １，３⁃ＰＤＯ 肺炎克雷伯氏菌

关键酶的深入研究，也可采用分子生物学技术对

关键酶性质做更深入研究。 随着代谢网络途径和

节点同 １，３⁃ＰＤＯ 产量相关性的阐明，以及甘油代

谢途径的拓展，肺炎克雷伯氏菌发酵生产 １，３⁃
ＰＤＯ 将发挥更大的优势。

３　 产 １，３⁃ＰＤＯ 肺炎克雷伯氏菌的筛

选和培养

３． １　 产 １，３⁃ＰＤＯ 肺炎克雷伯氏菌的筛选

在筛选产 １，３⁃ＰＤＯ 肺炎克雷伯氏菌时，可采

用酸碱度和温度变化的方法进行。 Ｒａｇｈｕｎａｎｄａｎ
等［３４］利用 Ｍ９ 培养基，设置不同 ｐＨ 和温度条件，
使用纯甘油底物，对 １２ 株菌进行摇瓶发酵，考察

其对底物利用能力，筛选到甘油降解率 ＞ ８０％ 的

菌株 ＳＭ７，经鉴定为肺炎克雷伯氏菌，该菌最大甘

油耐受质量浓度达 １１０ ｇ ／ Ｌ。 可见，传统筛选法仍

然可行，合理利用能获得优良的菌株。 菌株的耐

受性一直是人们关注的热点。 赵红英［３５］ 通过提

高培养基中甘油浓度和平板包埋培养驯化，提高

了肺炎克雷伯氏菌甘油耐受力和厌氧生长能力，
１，３⁃ＰＤＯ 发酵终浓度和甘油转化率均有所提高。
Ｗａｎｇ 等［３６⁃３７］在研究产腈水合酶红球菌底物耐受

性时发现，提高底物丙烯腈浓度的驯化，能获得较

高丙烯酰胺产量。 通过复合诱变和双亲灭活原生

质体融合，可有效改良菌株。 可见，在筛选产

１，３⁃ＰＤＯ肺炎克雷伯氏菌时，为了提高菌株的底

物耐受性也可以借鉴传统的筛选方式和菌种选育

策略。 Ｍａ 等［３８］ 在肺炎克雷伯氏菌 ２ｅ 分批发酵

粗甘油转化 １，３⁃ＰＤＯ 时发现，粗甘油及其主要杂

质对该菌生长、关键酶活性和 １，３⁃ＰＤＯ 几乎无影

响。 该菌含 ３０ 个与甘油无氧代谢及 １，３⁃ＰＤＯ 合

成相关基因。 实时定量 ＰＣＲ 分析表明，与纯甘油

相比，在粗甘油中编码甘油代谢和 １，３⁃ＰＤＯ 生物

合成关键酶的多数基因显著上调。 该菌株存在一
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种新甘油摄取促进蛋白，比其他肺炎克雷伯氏菌

应激反应蛋白数量更多。 可见，获得耐受粗甘油

的肺炎克雷伯氏菌，并对甘油耐受性分子机制进

行研究，不但能提高 １，３⁃ＰＤＯ 产量，而且对基因

工程菌株构建，优化代谢途径都有理论和应用

价值。
３． ２　 产 １，３⁃ＰＤＯ 肺炎克雷伯氏菌的培养优化

对培养基和培养条件进行优化是提高 １，３⁃
ＰＤＯ 产量的常用方法。 Ｓｕｐａｐｏｒｎ 等［３９］ 采用统计

学方法，推导出甘油、（ＮＨ４ ） ２ＳＯ４、微量元素、ｐＨ
值和培养时间等因子对 １，３⁃ＰＤＯ 浓度、产量、选
择性和生产力等单一效应和交互效应的统计学模

型，确定了产 １，３⁃ＰＤＯ 的最佳条件。 Ｈｉｒｅｍａｔｈ
等［４０］对肺炎克雷伯氏菌 ＡＴＣＣ１５３８０ 利用麻疯树

生物柴油产生的粗甘油为底物生产 １，３⁃ＰＤＯ 反

应条件进行优化，优化后的 １，３⁃ＰＤＯ 产量高达 ５６
ｇ ／ Ｌ，甘油转化率达 ０． ８５ ｍｏｌ ／ ｍｏｌ。 Ｒｏｓａｒｉｎ 等［４１］

采用常规方法，研究了表达融合蛋白的新型重组

大肠埃希菌 ＢＰ４１Ｙ３，优化了生产 １，３⁃ＰＤＯ 的环

境和营养条件。 在 １０ 个营养变量中，选择富马酸

盐、（ＮＨ４） ２ＨＰＯ４ 和蛋白胨，研究它们之间的交互

作用，获得最佳培养基。 通过厌氧培养 ２４ ｈ 后，
“振荡”最大质量浓度为 １１． ９２ ｇ ／ Ｌ。 可见，利用

统计学、采用响应面等方法对培养基成分和条件

进行优化，仍然是常规有效的方法。

４　 影响肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ
的因素

４． １　 氧气对肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 的影响

肺炎克雷伯氏菌属于兼性厌氧菌。 作为重要

发酵参数的氧气，对菌株发酵生产 １，３⁃ＰＤＯ 具有

重要影响。 在低、中、高甘油浓度下，Ｗａｎｇ 等［４２］

在厌氧和有氧条件下，研究了肺炎克雷伯氏菌连

续发酵生产 １，３⁃ＰＤＯ。 在有氧高甘油浓度发酵条

件下（通气量为 ０． ０４ ｖｖｍ），１，３⁃ＰＤＯ 随甘油浓度

增加而增加，最高可达 ２６６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ（此时甘油浓

度达 ７６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。 然而，在厌氧条件下，随着甘

油浓度增加，１，３⁃ＰＤＯ 产率却逐渐降低；在较低甘

油浓度条件下（２７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），１，３⁃ＰＤＯ 最高产率

为 ５２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 在高甘油浓度条件下进行有氧

发酵，甘油脱水酶比活性最高为 ０． ０４ Ｕ ／ ｍｇ。 在

实验设置的所有甘油浓度和有氧条件下，甘油脱

氢酶和 １，３⁃ＰＤＯ 氧化还原酶的比活性都有所提

高，这意味着在微需氧条件下 ｄｈａ 操纵子不会受

到抑制。 随着甘油浓度增加，更多碳通量转移到

氧化途径，导致 １，３⁃ＰＤＯ 生成通量降低，该途径

氧化分支中碳通量增加并不均匀分布。 Ｃｈｅｎ
等［４３］研究了肺炎克雷伯氏菌在微需氧条件下分

批发酵，发酵结束时，产生的乙醇比厌氧条件下

少，间歇微需氧发酵时间明显短于厌氧发酵，导致

１，３⁃ＰＤＯ 产率增加。 Ｌｉｕ 等［４４］ 在微需氧条件下，
利用肺炎克雷伯氏菌，以甘油为原料生产 １，３⁃
ＰＤＯ，补料分批发酵工艺的发酵罐体积已成功扩

大到 １ ｍ３。 在微需氧条件下，１，３⁃ＰＤＯ 的最终浓

度和产率（７２ ｇ ／ Ｌ ～ ２． １ ｇ ／ （Ｌ·ｈ））与厌氧条件

下相近。 可见，研究不同氧气环境对发酵的影响，
应该有针对性地设计 １，３⁃ＰＤＯ 生产发酵工艺。
Ｍａ 等［４５］在不同曝气方式下，研究了肺炎克雷伯

氏菌 ＸＪＰＤ⁃Ｌｉ 分批发酵甘油转化，发现 １，３⁃ＰＤＯ
产量和产率分别呈“厌氧条件﹥无曝气条件﹥好

氧条件” 的规律减少。 在好氧条件下，甘油对

１，３⁃ＰＤＯ产率最低，但生物量最高。 在补料分批

培养中，就 １，３⁃ＰＤＯ 产量而言，好氧条件﹥厌氧

条件﹥无曝气条件；就产率而言，厌氧条件﹥好氧

条件﹥无曝气条件。 三种条件下，在最初 １２ ｈ
内，１，３⁃ＰＤＯ 产量均较好。 可见，发酵形式不同，
获得的 １，３⁃ＰＤＯ 最终浓度和产率也不同。 因此

应根据不同需要，采取不同的氧气控制的发酵形

式。
４． ２　 ｐＨ 对肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 的影响

Ｊｉ 等［４６］ 在不同分批发酵条件下进行 ｐＨ 静

态补料分批发酵研究，发现副产物 ２，３⁃丁二醇和

乳酸产量与 ｐＨ 值密切相关，发酵结束时副产物

和残余甘油浓度较高，不利于 １，３⁃ＰＤＯ 产生。
ｐＨ 值为 ５． ０ ～ ６． ５ 时，主要副产物为 ２，３⁃丁二

醇，而在 ｐＨ 值 ７． １ ～ ８． ０ 时，主要副产物为乳酸，
说明菌体产生了自我保护机制，在环境 ｐＨ 值变

化时，菌体细胞会对代谢途径进行更改。 采用周

期性 ｐＨ 值波动（６． ３ ～ ７． ３）投喂策略，在 ｐＨ 周

期性低或高胁迫下，２，３⁃丁二醇和乳酸代谢途径

处于亚活跃状态，采用该种分批补料策略，实现

了 １，３⁃ＰＤＯ 高效生产（质量浓度达 ７０ ｇ ／ Ｌ，每摩

尔甘油获得 ０． ７００ 毫摩尔 １，３⁃ＰＤＯ，产率达 ０． ９７
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ｇ ／ （Ｌ·ｈ），两个主要副产物和残甘油浓度均较

低。 ｐＨ 是影响发酵的一个重要参数，对 ｐＨ 的合

理调控就可达到增加生成量，减少副积累的目

的。 Ｐｅｔｒｏｖ 等［４７］研究发现，采用“强制 ｐＨ 波动”
分批发酵，以一定 ΔｐＨ（振幅范围 １． ０ ～ ２． ０）连

续升高 ｐＨ 值，不仅可提高肺炎克雷伯氏菌的

１，３⁃ＰＤＯ产量，而且产生副产品较少。 方法是按

照 ΔｐＨ ＝ １． ０ 的增加量，每隔 ３ ｈ 增加一次 ｐＨ。
与相应进料批次（恒定 ｐＨ ＝ ７． ０）发酵相比，１，３⁃
ＰＤＯ 最高增加 １０％ ；副产物显著减少。 可见，掌
握周期性变化规律，遵循 ｐＨ 的周期性规律，能
提高 １，３⁃ＰＤＯ 产量。
４． ３　 底物和产物对肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ
的影响

４． ３． １　 底物甘油对产 １，３⁃ＰＤＯ 的影响　 为了使

发酵过程稳定、重复性好，可精确控制底物甘油的

投料来提高 １，３⁃ＰＤＯ 产量。 Ｈｕａｎｇ 等［４８］ 设计了

一种基于发酵动力学的甘油自动进料策略，采用

转基因肺炎克雷伯氏菌 ＬＤＨ５２６，以甘油为唯一

碳源，使 １，３⁃ＰＤＯ 生产质量浓度﹥ ９０ ｇ ／ Ｌ。 将底

物投料速率与 ｐＨ、发酵时间等变量耦合，进行甘

油自启动投料和甘油浓度动态控制，７２ ｈ 后 １，３⁃
ＰＤＯ 最终质量浓度﹥ ９５ ｇ ／ Ｌ。 可见，利用自动化

技术准确地进行底物的投放，可有效提高 １，３⁃
ＰＤＯ 产量。
４． ３． ２　 辅助底物对产 １，３⁃ＰＤＯ 的影响　 除了甘

油底物，添加辅助底物进行共底物生产 １，３⁃ＰＤＯ
是一种改良的新方法。 添加半纤维素水解物，能
使菌株获得更多的生物量和还原力，从而提高

１，３⁃ＰＤＯ产量。 Ｊｉｎ 等［４９］发现，木糖和甘露糖能促

进 １，３⁃ＰＤＯ 产生和细胞生长；低浓度糠醛和醋酸

钠能促进菌体生长和 １，３⁃ＰＤＯ、乙酸盐生成。 以

半纤维素水解物为共底物的补料分批发酵，最终

１，３⁃ＰＤＯ 产量、甘油转化率和生产率比单一底物

甘油发酵均有所提高。 ＮＡＤＨ 消耗量是调节还原

当量平衡的关键，甘油和木糖共发酵可提高 １，３⁃
ＰＤＯ 还原当量。 Ｊｉｎ 等［５０］ 添加木糖作为共底物，
发现可产生更多还原当量，提高细胞生长速度。
在微需氧分批发酵中，共发酵相关的 １，３⁃ＰＤＯ 浓

度、甘油转化率和生物量都有提高。 陈琳等［５１］研

究表明，肺炎克雷伯氏肺杆菌经过磷酸戊糖途径

可利用 Ｄ⁃木糖为菌体代谢提供大量还原力，促进

１，３⁃ＰＤＯ 的合成。 在以木糖作为辅助底物的微氧

批次补料发酵中，１，３⁃ＰＤＯ 质量浓度、甘油转化率

及产量均明显提高。 吴家鑫等［５２］ 研究了辅助碳

源蔗糖与葡萄糖对重组肺炎克雷伯氏菌批式发酵

生产 １，３⁃ＰＤＯ 的影响。 对发酵工艺进行放大，并
优化流加策略，发现葡萄糖作为辅助碳源优于蔗

糖。 以葡萄糖为辅助碳源，采用指数流加策略，３０
Ｌ 发酵罐中 １，３⁃ＰＤＯ 的产量显著提高。 可见，共
底物发酵比甘油单一底物发酵能显著提高 １，３⁃
ＰＤＯ 产量。
４． ３． ３　 产物对 １，３⁃ＰＤＯ 生成的影响　 不同代谢

产物对 １，３⁃ＰＤＯ 生产影响不同。 Ｂａｒｂｉｒａｔｏ 等［５３］

发现，无论初始甘油含量如何，聚团肠杆菌甘油

发酵在消耗大约 ４３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘油后会产生 ３⁃羟
基丙醛，阻止了菌体生长和产物 １，３⁃ＰＤＯ 生成。
经质子核磁共振证实 ３⁃羟基丙醛对菌体生长具

有抑制作用。 Ｌｉｎ 等［５４］ 发现，在肺炎克雷伯氏菌

培养液中添加 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 延胡索酸，甘油消耗率

和 １， ３⁃ＰＤＯ 生 成 均 有 提 高； 同 时， ＮＡＤ ＋ 与

ＮＡＤＨ 比值下降。 Ｚｈｏｎｇ 等［５５］ 研究了乳酸和 ３⁃
羟基丙醛对肺炎克雷伯氏菌发酵产 １，３⁃ＰＤＯ 的

影响，发现它们对正常和乳酸途径缺陷菌株生

产 １，３⁃ＰＤＯ 均有影响。 直接抑制 １，３⁃ＰＤＯ 产生

的原因是 ３⁃羟基丙醛的早期积累，而非发酵后

期产生的乳酸。 通过减少发酵初期 ３⁃羟基丙醛

的积累，１，３⁃ＰＤＯ 浓度和产率分别比初始实验水

平提高了 １８％和 １６％ 。 可见，正是由于 ３⁃羟基

丙醛的早期积累，而非发酵后期乳酸积累，才导

致了 １，３⁃ＰＤＯ 最终浓度的降低。 刘龙飞等［５６］ 分

析了产乳酸和 ２，３⁃丁二醇途径基因敲除菌的乳

酸代谢特性，结果发现，前期添加乳酸能使 １，３⁃
ＰＤＯ 产量迅速降低；而发酵 １０ ｈ 后添加乳酸，几
乎对 １，３⁃ＰＤＯ 的生产无抑制作用。 乳酸敲除菌

株发酵后期能够消耗培养基中的乳酸，对乳酸

具有耐受性。 副产物 ２，３⁃丁二醇基因工程敲除

菌前期乳酸过早积累被解除后，１，３⁃ＰＤＯ 的产量

大幅度提高。 可见，分析代谢途径中导致 １，３⁃
ＰＤＯ 产量下降的真正原因，然后适当删除或过

表达副产物产生的关键酶基因，构建基因工程

菌株有望提高 １，３⁃ＰＤＯ 产量；了解乳酸在发酵

过程中的变化规律，不但有利于工艺的合理设

计，而且也有利于对基因工程菌株的构建提供
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科学指导。
４． ４　 盐对菌体产 １，３⁃ＰＤＯ 的影响

无机盐是培养基的重要成分。 Ｘｕ 等［５７］ 发现

在低盐浓度下，细胞生长和产物形成率较高；高盐

浓度下细胞生长缓慢，１，３⁃ＰＤＯ 最终浓度、甘油的

１，３⁃ＰＤＯ 转化率以及 １，３⁃ＰＤＯ 氧化还原酶活性

均有所降低。 李莉莉等［５８］ 发现在肺炎克雷伯氏

菌（ＨＳＬ４）发酵生产 １，３⁃ＰＤＯ 的培养基中，磷酸

盐对发酵过程影响较大。 利用 ５ Ｌ 发酵罐进行补

料发酵，在培养基中高、低初始磷酸根浓度条件

下，１，３⁃ＰＤＯ 终质量浓度均在 ７５ ｇ ／ Ｌ 左右。 在低

磷条件下，底物甘油消耗量较少，１，３⁃ＰＤＯ 转化率

较高；除 ２，３⁃丁二醇外，其他副产物积累均比高

磷条件下少。 高磷促进乙酸、乙醇、乳酸等副产物

生成，且改变中、后期发酵环境，增加下游分离提

取 １，３⁃ＰＤＯ 压力。 Ｚｈｅｎｇ 等［５９］ 采用含有过量甘

油的铵和磷酸盐限制的恒化培养基，研究了肺炎

克雷伯氏菌 １，３⁃ＰＤＯ 生产。 结果发现，在限氨和

限磷酸盐培养基中，大约 ５０％分解代谢通量直接

作用于 １，３⁃ＰＤＯ 合成。 在 ３６ ｈ 内，限氨分批培养

产生的 １，３⁃ＰＤＯ 明显高于有机酸产量。 但是，限
磷酸盐分批培养产生 １，３⁃ＰＤＯ 小于乳酸产量。
可见，在肺炎克雷伯氏菌甘油发酵生产 １，３⁃ＰＤＯ
过程中，要控制培养基中无机盐的种类和含量。

５　 肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 的工

程技术策略

５． １　 单一辅因子工程和多模块工程策略

单一辅因子策略能提高 １，３⁃ＰＤＯ 和 ２，３⁃丙
二醇的产量。 Ｗａｎｇ 等［６０］ 采用辅因子工程策略，
构建糖酵解中具有较高 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ 再生率的 ＥＤ
途径和转氢化酶为基础的 ＮＡＤＨ 再生体系，通过

调节细胞内 ＮＡＤＨ ／ ＮＡＤ ＋ 比值，利用葡萄糖和甘

油混合物提高 １， ３⁃ＰＤＯ 和 ２， ３⁃丙二醇浓度。
ＮＡＤＨ ／ ＮＡＤ ＋ 比值提高能影响中枢碳途径基因转

录水平和细胞生长。 构建后菌体 ＮＡＤＨ ／ ＮＡＤ ＋

比值比原始菌丙二醇质量浓度增加到 １１０. ８ ｇ ／ Ｌ，
增加了 ９２. ８％ ；摩尔产率和生产强度分别增加到

０． ７８ ｍｏｌ ／ ｍｏｌ 和 ３． ４６ ｇ ／ （Ｌ·ｈ）。 联合使用若干

策略，形成叠加效应能更好地提高 １，３⁃ＰＤＯ 的产

量。 Ｗａｎｇ 等［６１］利用多模块工程技术，提高了肺

炎克雷伯氏菌 １，３⁃ＰＤＯ 产量和耐受性。 首先采

用集中在甘油途径进化，使 １，３⁃ＰＤＯ 产量增加

２５％ ，副产物显著降低，１，３⁃ＰＤＯ 耐受性提高到

１５０ ｇ ／ Ｌ；接着对共底物转运体系进行调控，突变

体 １，３⁃ＰＤＯ 浓度、产量和产率进一步提高（分别

达到 ７６． ４ ｇ ／ Ｌ、０． ５３ ｍｏｌ ／ ｍｏｌ、２． ５５ ｇ ／ （Ｌ·ｈ））；
最后引入 ＮＡＤＨ 再生体系，重组菌株获得了最高

的 １，３⁃ＰＤＯ 产量、摩尔产率和生产强度（８６ ｇ ／ Ｌ、
０． ５９ ｍｏｌ ／ ｍｏｌ、２． ６９ ｇ ／ （Ｌ·ｈ））。 可见，不同模块

组合不断升级，可一步步增加 １，３⁃ＰＤＯ 产量，比
单一模块工程更有潜力。
５． ２　 采用集成建模预测和优化策略

动力学模型固有的不确定性限制了其产物的

预测能力。 利用数学模型和计算机模拟优化是目

标产物形成的优化策略。 Ｐａｎ 等［６２］ 以甘油为底

物，对肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 产量提高进行

了优化，采用集成建模技术降低了模型对发酵过

程的不确定性，提高了其预测性能。 ①通过灵敏

度分析，确定了对模型有显著影响的参数作为集

成建模可调参数。 ②确定合适模型误差阈值系

数，并采用抽样方法生成尽可能多的等效参数集。
③每一组参数分别应用于模拟，并将所有预测值

整合为加权平均值，得到预测期望值。 与传统单

参数模拟相比，集成建模预测值与实验值相对误

差小，模型预测性能显著提高，获得了 １，３⁃ＰＤＯ
最佳产率和收率。 集成建模补偿了模型不确定

性，预测更准确。
５． ３　 采用肺炎克雷伯氏菌产 １，３⁃ＰＤＯ 的生产监

测策略

５． ３． １　 化学计量学模型和荧光光谱技术优化产

１，３⁃ＰＤＯ 的监测　 Ｒｏｓｓｉ 等［６３］ 应用化学计量学模

型和荧光光谱技术，监测了肺炎克雷伯氏菌在不

同通气条件下的代谢过程。 在需氧和厌氧条件

下，将多波长荧光技术应用于培养过程参数在线

监测，观察到光谱差异可反映细胞代谢不同的状

态。 为了预测生物量、甘油和 １，３⁃ＰＤＯ 等工艺变

量，根据连续测量荧光光谱建立了化学计量模型。
虽然甘油和 １，３⁃ＰＤＯ 不是荧光化合物，但可作为

变量应用于在线监测代谢过程以提高 １，３⁃ＰＤＯ
产量。
５． ３． ２　 ＯＲＰ 监测优化 １，３⁃ＰＤＯ 生产　 细胞外氧

化还原电位 （ ＯＲＰ） 可作为科学监测指标。 Ｄｕ
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等［６４］在分批发酵过程中，利用 ＯＲＰ 监测肺炎克

雷伯氏菌 １，３⁃ＰＤＯ 生产。 研究发现 － １９０ ｍＶ 的

ＯＲＰ 水平下，细胞生长快，１，３⁃ＰＤＯ 浓度较高。
测定了不同 ＯＲＰ 水平下 ＮＡＤ ＋ ／ ＮＡＤＨ 比值，确
定 ＮＡＤ ＋ ／ ＮＡＤＨ 比值关键点为 ４，将大于这一关

键点的发酵环境设为相对氧化环境，反之为相对

还原环境。 在氧化环境中 １，３⁃ＰＤＯ 产率和比生

长速率均高。 Ｄｕ 等［６５］ 也提出了基于 ＯＲＰ 的突

变体筛选新方法。 具体步骤：①确定野生型菌株

生长和生产 １，３⁃ＰＤＯ 的首选 ＯＲＰ 范围；②将化学

诱变培养物置于对野生型菌株有害的低 ＯＲＰ 水

平内；③选择在有害 ＯＲＰ 水平下表现出高比生长

率的菌落，并研究其产生 １，３⁃ＰＤＯ 能力。 当 ＯＲＰ
控制在 － ２８０ ｍＶ，从 １１ 个分离菌株中筛选出 ４ 个

阳性突变株。 补料分批发酵中，突变体首选 ＯＲＰ
水平（ － ２８０ ｍＶ）显著低于其亲本（ － １９０ ｍＶ）。
突变体细胞内还原通量增强，促进了 １，３⁃ＰＤＯ 的

生成。 可见，充分利用 ＯＲＰ 监测特点和规律或通

过 ＯＲＰ 筛选突变菌可有效获得高产突变菌株，有
效提高 １，３⁃ＰＤＯ 产量。

６　 展　 望

　 　 生物柴油在全球大规模生产，给其副产物甘

油的利用带来了挑战。 与化学合成法相比，微生

物法可有效利用剩余的甘油副产物生产 １，３⁃
ＰＤＯ，具有明显的优势，微生物法也有助于解决甘

油过剩带来的环境污染问题，并有利于生物柴油

行业的可持续发展。 随着发酵工艺研究的进展，
对甘油生物转化过程的代谢途径、动力学特征和

动态行为的认识逐渐深入，今后一方面要通过控

制培养条件改变代谢途径，在保持高转化率的情

况下提高 １，３⁃ＰＤＯ 浓度和生产强度；进一步优化

甘油或辅助底物代谢中还原当量的分布和平衡，
减少副产物的积累和抑制作用，提高 １，３⁃ＰＤＯ 产

率和浓度；另一方面要重视通过基因工程、蛋白质

工程和代谢网络工程等方法构建优良工程菌株，
阐明更多的代谢途径和相关机理，为 １，３⁃ＰＤＯ 的

产生开辟新途径。 相信微生物发酵法在生物技术

领域生产 １，３⁃ＰＤＯ 将成为新范例。
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