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摘  要: 工业发酵过程中，当细胞遭受到极端环境胁迫或剧烈环境变化时，细胞必须要作出必要的举动来适应环

境的剧烈变化。细胞的自适应行为有可能不能应对剧烈的环境变化，导致发酵失败；但也有可能产生意想不到的

效果，改善发酵性能。文中以毕赤酵母 Pichia pastoris 生产异源蛋白和丁醇发酵过程为例，阐述了环境变化条件

下的细胞自适应行为及其基于自适应行为的发酵过程优化方法和策略，为利用基于细胞自适应行为的发酵过程优

化提供参考。 
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Abstract:  In industrial fermentation processes, bacteria have to adapt environmental stresses. Sometimes, such a 

self-adaption does not work and will cause fermentation failures, although such adaptation also can generate unexpected 

positive effects with improved fermentation performance. Our review introduces cell self-adaption to environmental variations 

or stress, process optimization based on such self-adaptions, with heterologous proteins production by Pichia pastoris and 

butanol fermentation as examples. Our review can sever as reference for fermentation optimization based on cell self-adaption. 
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工业发酵产业在我国国民经济中占重要地

位，如何深化工业发酵的内涵和外延是发酵领域

科研工作者需要深思的重要问题。近年来，通过

先进生物技术的创新实现工业发酵的系统优化得

到了广泛关注，而微生物菌株是工业发酵的核心

要素。但是，在工业发酵过程中，操作模式经常

需要进行改变 (如温度、底物切换、操作环境、

环境胁迫等)，微生物细胞必须对上述环境变化作

出适应，以确保自我生存。上述细胞自适应行为

将导致细胞内部基因转录、关键生物酶活性、代

谢流、电子流等发生变化，并最终在发酵性能上

得到体现。有时发酵性能可以得到提高，有时则

恶化。如何充分利用“细胞自适应行为”，改善或

稳定发酵性能是本综述所要探讨的主要内容。 

1  环境变化下的细胞自适应行为与系统 

优化 

1.1  环境变化下的细胞自适应行为 

细胞自适应行为有两种类型：1) 隐性自适应，

也就是说即使由于细胞自适应、其内部结构发生了

变化，但表观发酵参数却没什么变化[1-2]，很长时

间以后发酵性能的差异才能得到体现；2) 显性自

适应，当环境条件或操作变量发生后，表观发酵参

数很快就会发生显著变化。比较典型的例子包括：

在高浓度乙醇连续发酵过程中，将稀释速率直接设

定为 0.04 h−1，发酵过程可以达到稳态；而将稀释

速率由 0.027 h−1 切换至 0.04 h−1 后，过程则在较短

的时间内进入到周期振荡状态[3]；在丁醇发酵进入

产酸期后添入废弃毕赤酵母 Pichia pastoris 处理悬

浊液，发酵产气量迅速大幅增加[4]。细胞的这种自

适应行为对于提高发酵性能指标，有时是有利   

的[3-4]，有时则是有害的，必须通过一定的控制手

段将其抑制或排除，以确保发酵性能的稳定[2]。 

1.2  利用细胞自适应行为的过程优化 

利用细胞的这种自适应行为改善发酵过程性

能是可能的。以显性自适应行为为例，在高浓度

乙醇连续发酵过程中，细胞自适应所引发的周期

振荡状态可以降低残糖浓度、提高乙醇平均浓度

和生产强度 [3]。在利用带遗传质粒的酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae 分批补料发酵生产-半

乳糖苷酶时，利用周期控制策略强行将葡萄糖浓度

从“过量”向“匮乏”的状态进行切换，并重复 4–5 个

周期，可将细胞遗传质粒的脱落率控制在较低水

平，提高-半乳糖苷酶的产量[5]。具有隐性自适
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应特征的发酵过程也可以利用数据聚类、代谢分

析等手段[1-2]找出原因后，对有害的细胞自适应行

为加以抑制，同样也可以优化发酵过程[2]。 

2  利用细胞自适应行为的优化 

2.1  毕赤酵母高效生产异源蛋白 

甲醇营养型毕赤酵母能够在以甲醇为唯一碳

源的条件下生长，基于这一特性开发出的表达系

统是一种应用广泛的异源蛋白表达系统。毕赤酵

母 蛋 白 表 达 系 统 通 过 诱 导 醇 氧 化 酶 启 动 子 

(Alcohol oxidase，AOX)进行异源蛋白的合成。在

异源蛋白表达过程中，甲醇起着碳源、能源和诱

导剂的三重作用。与大肠杆菌 Escherichia coli 等

原核表达系统相比，毕赤酵母表达系统除了具有

遗传操作简单、细胞生长快、易于培养等原核生

物的特点外，还具有真核生物特有的加工、修饰

蛋白的功能。毕赤酵母表达系统具有表达效率高、

外源基因遗传稳定、易实现高密度培养、蛋白翻

译后可被正确加工、蛋白产物分泌于胞外等众多

优点，已经成为极受青睐的外源蛋白表达宿主，

产品种类涉及药物蛋白、抗体、酶制剂、食品添

加剂等。毕赤酵母表达宿主菌株主要包括两种表

型，即甲醇利用慢型菌 (MutS) 和甲醇利用快型

菌 (Mut+)。Mut+型菌的 AOX 由 aox1 和 aox2 基

因共同编码，胞内 AOX 活性高、细胞利用甲醇

速度快；而 MutS 型菌 aox1 基因缺失，AOX 仅由

aox2 一个基因编码，因此其胞内 AOX 活性较低，

细胞利用甲醇的速度较慢。 

典型的、利用重组毕赤酵母高密度培养生产

异源蛋白的发酵过程可以大致分为细胞培养和甲

醇诱导两个阶段。在培养阶段，适宜的环境条件 

(如溶解氧浓度 DO、甘油浓度等) 是细胞快速生

长，同时保证细胞以较高生理活性状态进入诱导

阶段的前提条件[6]。诱导阶段中的环境条件 (如

温度、甲醇浓度、DO 等) 则决定了异源蛋白的表

达水平[7-9]。毕赤酵母对培养和诱导阶段环境的综

合自适应调节能力决定了细胞自身的生理状态，

并最终影响到异源蛋白的转录、翻译、折叠、分

泌，特别是最终的发酵性能指标。 

2.1.1  细胞高密度培养条件下异源蛋白表达主要

抑制物乙醇的控制方法 

在使用 MutS 型毕赤酵母表达猪干扰素

(pIFN-) 的过程中，即便采用相同的甘油流加策

略和甲醇诱导控制策略，发酵性能也会表现出很

大的差异[1]。“正常发酵”批次的 pIFN-抗病毒活

性在 106–107 IU/mL，而“异常发酵”批次的 pIFN-

抗病毒活性只有 105 IU/mL，甚至更低。 

在细胞培养阶段，所有 10 个发酵批次的 DO

变化、最终细胞浓度和甘油耗量是基本一致的。

将诱导期内的各种表观数据的组合 (O2 摄取速度

OUR、CO2 释放速度 CER、呼吸商 RQ、甲醇浓

度和流加速度 ) 在二维平面上进行聚类分析发

现，“正常”发酵批次的表观数据基本聚类于几个

特定区域，而“异常”发酵批次的表观数据则散落

于平面的各处 (图 1)。 

葡萄糖效应 (Crabtree effect) 是细胞高密度

培养时普遍存在的现象。有报道指出，在重组酿

酒酵母和大肠杆菌表达外源蛋白的过程中，葡萄

糖过量流加会导致代谢副产物乙醇和乙酸的积

累，这本身就是细胞对于培养环境的一种隐性自

适应行为，其结果最终导致目标蛋白表达水平和

发酵稳定性显著下降[10–11]。即便乙醇或乙酸被耗

尽，这种发酵性能恶化也无法避免。细胞长时间

处在高乙醇或高乙酸浓度环境，其功能骨架受到

严重破坏，进而抑制目标产物的表达，而且这种

抑制作用还是不可逆的。重组菌功能骨架因代谢

副产物的严重积累而受到破坏是一种典型的和具

有负面效应的“细胞隐性自适应”现象。因此，必

须在细胞培养期遏制住上述“细胞隐性自适应”现

象，才能保证发酵性能的稳定。 
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图 1  诱导期“正常”和“异常”发酵批次的表观 (在线测量) 数据在二维平面上的聚类 (纯甲醇诱导) 

Fig. 1  2D-plane data clustering of normal and abnormal runs during induction phase. ○, , □, ,  ,△ △  ▽: “normal” runs 

(run #1, 2, 3, 4, 5, 6); ●,▲,,  : “abnormal” runs (run #7, 8, 9, 10). 
 

毕赤酵母表达 pIFN-过程中，上述“细胞隐

性自适应”行为 (葡萄糖效应) 也会出现。在细胞

流加培养期，使用传统 DO-Stat 甘油流加策略时，

某些批次的最终 pIFN-浓度也可以达到相当高

的水平。如批次 #1，最大乙醇浓度相对较低  

(4.37 g/L) 且细胞处于高乙醇浓度环境的时间比

较短 (图 2，表 1)。有时乙醇浓度高 (7.08 g/L) 且

细胞处于高乙醇浓度环境的时间较长，进入诱导

期后 AOX 根本无法正常启动，pIFN-浓度很低 

(批次#3)。pIFN-发酵性能不稳定的原因就在于

此。商业化的甲醇电极，可以同时在线检测甲醇

和乙醇：细胞培养阶段发酵液只含有乙醇；进入

到诱导阶段后，由于前期积累的乙醇全部消耗殆

尽，发酵液中仅含有甲醇。因此，甲醇电极可以

分别用于在线检测细胞培养阶段的乙醇和诱导阶

段的甲醇浓度，且互不干扰。在此基础上，提出

了一种基于乙醇/DO 在线测量的“改良型”DO-Stat

甘油流加控制策略，根据乙醇浓度测量值自动调

节 DO-Stat 策略的流加延迟时间，交替利用甘油

和积累的乙醇作为碳源，可以将培养期内的乙醇

浓度控制在任意水平。控制乙醇浓度在低水平 

(约 2.0 g/L)，则 AOX 被激活，pIFN-表达顺利稳

定地进行；控制乙醇浓度在高水平 (约 10.0 g/L)，

则 AOX 被抑制，pIFN-表达无法进行 (图 2，   

表 1)。高效稳定的 pIFN-表达控制策略得到了实

验验证[2]。 

2.1.2  联合操控 DO 和甲醇诱导浓度促进异源蛋

白表达 

在确保重组菌达到高密度，且其功能骨架完

整健全后，发酵就进入到甲醇诱导阶段。诱导阶
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段的主要目标就是通过合理地控制诱导条件，实

现目标产物产量或活性的最大化。甲醇诱导体系

的一个最主要的特征就是高耗氧，甲醇浓度和溶

解氧浓度 DO 是影响诱导性能和目标代谢产物表

达水平的主要操作或控制参数。甲醇消耗与 O2

消耗相互耦联，在使用空气的条件下很难同时将

甲醇和 DO 控制在相应的设定水平。这时，只能

选择其中一个参数并将其优先控制于设定水平。

因此，可行的甲醇和 DO 控制模式就只有以下两

种，即“高甲醇浓度/低 DO”或“高 DO/低甲醇浓

度”。Mut+和 MutS 型的毕赤酵母是两种最常用的

表达宿主，但是，两种模式菌株对不同控制环境

的自适应行为是不同的[12-15]，难以形成统一的最

优控制标准。有研究者针对利用 Mut+和 MutS 型

毕赤酵母表达目标产物提出了不同的、但具有一

定普适效果的 DO/甲醇浓度“次优 (Sub-optimal)”

联合操控方案，并对“次优控制”条件下的细胞自

适应行为与系统优化机理进行了归纳总结[16–17]。 
 

 
 

图 2  使用不同甘油流加控制策略时，培养期内的乙醇、DO、甘油流加速度和细胞浓度的变化模式 

Fig. 2  Ethanol concentrations, DO variation patterns, glycerol feeding rates and cells concentrations when adopting different 
glycerol feeding strategies. □: Fermentation run#1; ▲: run#2; : run#3, using traditional DO△ -Stat glycerol feeding strategy; 

●: run#4; ○: run#5; ■: run#8, using “improved” DO-Stat glycerol strategy controlling ethanol concentration at 2 g/L; ▼: run 

#6; : run#7, using “improved” DO▽ -Stat glycerol strategy intently controlling ethanol concentration at 10 g/L. (A–C) 
Ethanol concentrations. (D–F) DO variation modes (runs #3, #4, #6). (G–I) Glycerol feeding rates and cells concentrations. 
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表 1  不同控制策略下的猪干扰素的发酵性能和甲醇代谢关键酶的基因转录水平 

Table 1  Performance of porcine interferon- fermentations and genes transcriptional levels of the key enzymes 

in methanol metabolism using different control strategies 

Run 
number 

Cultivation 
time (h) 

Cells 
(g-DCW/L) 

Max. ethanol 
(g/L) 

Max. protein 
(g/L) 

Max. pIFN-α 
(g/L) 

aox2† fld1† cat1† das2†

1 27 132.5 4.37 3.92 2.08 N/A N/A N/A N/A 
2 29 137.5 5.97 2.25 1.14 24.6 15.0 134.6 86.3
3 31 151.0 7.08 1.19 0.20 2.0 6.7 68.9 57.9 
4 29 136.0 1.17 5.85 3.65 31.4 23.8 147.2 156.6
5 30 140.8 1.37 4.71 2.70 N/A N/A N/A N/A 
6 28 132.8 11.45 0.77 0.32 5.1 10.2 88.2 46.3 
7 32 146.5 15.30 0.84 0.22 N/A N/A N/A N/A 
8 30 147.5 1.50 4.13 2.89 29.2 13.5 92.6 71.3 

Note: 1) †: Refers to the gene transcriptional data collected at 40 h after initiating methanol induction; 2) Methanol/sorbitol 

co-feeding induction mode was adopted; 3) Methanol/sorbitol co-feeding ratio of 1:1 was applied for runs #1–#7, but 4:1 for 

run #8; 4) N/A presented no measurements. 
 

MutS和 Mut+型毕赤酵母在“高甲醇/低 DO”和

“高 DO/低甲醇”诱导模式下显示出不同的显性自

适应行为表征。有研究[16-17]以一株产人血清白蛋

白-人粒细胞集落刺激因子突变体融合蛋白(HSA- 

GCSFm) 的 Mut+型和一株产 pIFN-的 MutS 型重

组毕赤酵母为模式菌株，探讨了二者在 “高甲醇/

低 DO”和“高 DO/低甲醇”模式下的发酵性能差

异，并与文献结果[12-13,18-21]进行了综合分析比较。

对 Mut+型毕赤酵母而言，通过限制甲醇流加的方

式可将 DO 控制在 10%左右，此时甲醇浓度降低

到接近于 0 g/L 的水平，形成了“高 DO/低甲醇”

的诱导环境，诱导 50 h 后 HSA-GCSFm 浓度达到

587.5 mg/L。而利用在线甲醇电极将甲醇浓度控

制在 5–8 g/L 的较高水平，由于甲醇供应充足、

耗氧剧烈，DO 迅速降至接近于 0%的低水平，形

成了“高甲醇/低 DO”的诱导环境，诱导 50 h 后

HSA-GCSFm 浓度仅有 88.5 mg/L。但是，MutS 型

菌却表现出与 Mut+型菌截然相反的特性：同样，

在限制甲醇流加的条件下，可将 DO 控制在 10%

左右，甲醇浓度自然降低到接近于 0 g/L 的水平，

形成了“高 DO/低甲醇”的诱导环境，但诱导 70 h

后 pIFN-浓度仅有 0.79 g/L。而将甲醇浓度控制

在 5–8 g/L 的较高水平，DO 自然降低到接近于 0%

的低水平，形成“高甲醇/低 DO”的诱导环境，诱

导 70 h 后 pIFN-浓度则高达 1.86 g/L。 

Mut+型毕赤酵母生产异源蛋白时，用限制碳

源流加的方式来提高 DO 水平，甲醇浓度虽然很

低，但细胞消耗利用甲醇速率的变化不大 (仅降

低 10%左右)，这增加了甲醇利用效率，促进了异

源蛋白的高效表达。而 MutS 型毕赤酵母生产异源

蛋白时，限制碳源流加虽然提高了 DO 水平，但

同时会导致甲醇消耗速率大幅下降 (超过 50%)，

进而减少异源蛋白合成过程所需的碳源供给，显

著降低了异源蛋白的表达水平。以上结果总结归

纳在表 2 中，总的结论就是：Mut+型毕赤酵母的

“次优诱导控制”策略是“高 DO/低甲醇”；而 MutS

型毕赤酵母的“次优诱导控制”策略则是在“高甲

醇/低 DO”。从转录组学分析的角度研究了 Mut+

型和 MutS 型毕赤酵母应对不同“次优控制”诱导

环境的自适应调节机制：Mut+型菌在“高 DO/低甲

醇” (甲醇/山梨醇共混诱导) 的诱导环境下，上调

的基因主要集中在甲醇主代谢、TCA 循环和过氧

化物酶体合成途径中，下调的基因则主要集中在

蛋白水解过程中。表明在该诱导条件下，甲醇和

山梨醇的代谢活性高，细胞抗高 DO 冲击能力强，

错误折叠的蛋白减少。而 MutS 型菌在“高甲醇/低

DO”的诱导环境下，上调基因主要集中于甲醇代

谢、过氧化物酶体合成和核糖体蛋白合成途径中，  
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表 2  “高甲醇浓度-低 DO”和“低甲醇浓度-高 DO”诱导模式下 Mut+和 MutS 型毕赤酵母异源蛋白表达量比较 

Table 2  Comparison of heterologous proteins production by Mut+ and MutS P. pastoris under “high methanol 
concentration/low DO” and “low methanol concentration/high DO” induction patterns 

Types Products Induction strategy DO (%) Methanol (g/L) Proteins (g/L) References

Mut+ HSA-GCSFm Methanol/sorbitol 5–15 ~0 0.59 [17] 

  Co-feeding ~0 5–10 0.09 

Mut+ Porcine circovirus Methanol/sorbitol 5–15 ~0 0.20 [18] 

 Cap protein Co-feeding ~0 5–10 0.00 

Mut+ Monoclonal antibody Methanol induction ~20 N/A 0.48 [13] 

   <6 ~10 0.30 

Mut+ ROL Methanol induction ~10 N/A 315 U/mL† [19] 

   ~5 ~3 195 U/mL† 

MutS pIFN-α Methanol/sorbitol 5–15 ~0 0.79 [17] 

  Co-feeding ~0 5–10 1.86 

MutS Human lysozyme Methanol/sorbitol 5–15 ~0 1.18105 U/mL† [20] 

  Co-feeding ~0 5–10 2.90105 U/mL† 

MutS SAM Methanol induction N/A ~1 3.94 [12] 

   N/A ~6 5.28 

MutS A33AscFv Methanol induction N/A ~1 0.26 [21] 

   N/A ~5 4.30 

Note: 1) N/A represented that the data not found; 2) †: Using the enzymatic data to replace the concentrations data. 
 

甲醇代谢和异源蛋白合成得到促进[17]。 

2.1.3  甲醇浓度周期控制强化 MutS 型毕赤酵母

表达外源蛋白 

将状态变量 (如浓度、比生长速度、底物比

消耗速度等) 定值控制在恒定水平，是实现发酵

过程优化的普遍控制方法。但是，周期控制

(Periodic control)，无论是自发式的[22]还是强制式

的[5]，在某些特定情况下比定值控制具有优势。

所谓周期控制，就是将状态变量以一定的频率在

两种不同的状态之间反复切换，并具有一定数量

的周期重复循环次数。 

周期控制在发酵过程控制领域也有一定的应

用和研究报道[4-5,23-24]。实际上，周期控制与细胞自

适应行为和基于自适应行为的过程优化密切相关。

比如，Ye 等[23]利用费氏丙酸杆菌 Propionibacterium 

freudenreichii 发酵生产维生素 B12，发现细胞在厌

氧环境中生长较快，但是长期在厌氧环境中培养，

生成的丙酸浓度较高，会抑制细胞生长。细胞长

期处在有氧环境下会造成细胞生长速率和产物合

成大幅下降。因此，采用一种周期性的、在有氧

和厌氧环境进行切换的操作方法来解决上述问

题。与传统厌氧发酵相比，利用上述“周期控制”

发酵的细胞浓度提高了 189%，丙酸控制在较低水

平(5.08 g/L2.78 g/L)，维生素 B12 产量提高了   

1 倍左右。马善康等[24]通过大幅改变发酵环境，

利用双碳源 (甲醇和甘油) 交替刺激毕赤酵母高

效表达人尿激酶原，5 L 罐上的发酵结果表明，与

对照相比 (单纯流加甲醇)，双碳源交替刺激法的

人尿激酶原酶活可以提高 57%。 

MutS 型毕赤酵母嗜好“高甲醇/低 DO”的诱导

环境，在利用 MutS 型毕赤酵母表达生产 pIFN-

和人源溶菌酶 (hLYZ) 的过程中，通常将甲醇浓

度控制在 5–10 g/L。但是如果细胞长期处于“高甲

醇/低 DO”的诱导环境，由于 O2 匮乏，由 AOX 催

化的甲醇代谢的第一步反应  (甲醇+O2甲醛 ) 

成了律速反应步骤。这时，甲醇 (有毒物质) 不

断地跨膜进入细胞体内，却又无法高效消耗利用，

胞内积累严重，最终造成细胞代谢活性和目标蛋

白合成能力逐步下降，限制了目标产物诱导表达

效率的提升。为解决这一问题，有研究提出了一



 
 

丁健 等/典型工业发酵过程环境变化下的细胞自适应行为与系统优化 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1993

种新颖的周期甲醇诱导控制策略，并将其用于

MutS 型毕赤酵母表达生产 pIFN-和 hLYZ 的过程

中[25]。研究的基本思路如图 3 所示。使用传统的

“高甲醇/低 DO”诱导策略，甲醇和 DO 长时间处

于高浓度和低浓度，会造成毒性物质甲醇在胞内

的积累；而在“高 DO/低甲醇”的极端诱导环境下，

细胞可以吸收并有效利用胞内的毒性物质甲醇

合成目标产物。甲醇周期诱导控制就是利用上述

两种极端诱导环境下的细胞自适应特性，在“高

甲醇/低 DO”的诱导环境下，增强诱导强度 (T1=   

7 h)；而在“高 DO/低甲醇”的诱导环境下，旨在

解除胞内甲醇毒性作用，恢复细胞的代谢活性 

(T2=4 h)。图 5 对每一完整控制周期内的 T1 和 T2

进行了优化。以此循环往复，持续 5–6 个周期。

相比于传统的定值控制策略 (甲醇浓度和 DO 定

值控制)，使用该甲醇周期控制策略进行甲醇诱

导，两种目标蛋白的产量和活性都有大幅提升。

表达生产 pIFN-时，使用传统的甲醇浓度定值

控制策略 (8–10 g/L)，胞内甲醇浓度最高可达    

0.014 g/g DCW，诱导后期 pIFN-不能持续表达。

而使用周期诱导控制时，甲醇诱导强度并没有受

到太大影响，胞内甲醇浓度控制在极低水平 
 

 
 

图 3  甲醇周期诱导控制提高发酵性能的概念图 

Fig. 3  The concept of improving proteins production 
performance by periodic methanol induction control. 

(≤0.003 g/g DCW)，pIFN-抗病毒活性达到水平

3.90×107 IU/mL，比使用“甲醇浓度定值控制”策

略时提高了 86%，与低温、通纯 O2 进行甲醇诱

导时的水平相当[26] (图 4)。代谢强度 (OUR、CER) 

维持在较高水平，甲醇比消耗速率也有提高。表

达生产 hLYZ 时，使用周期诱导控制也可将胞内

甲醇浓度控制在低水平，最终 hLYZ 酶活达到

2.15×105 IU/mL，比使用“高甲醇/低 DO”诱导控

制策略提高了 69%。周期诱导控制策略能提高

MutS 型毕赤酵母生产异源蛋白的通用性得到了

一定程度的验证。甲醇周期诱导控制策略有效整

合了“高甲醇/低 DO”和“高 DO/低甲醇”两种极端

诱导环境下细胞自适应行为的优点，使得目标蛋

白的产量和活性得到大幅改善。 

2.2  丁醇 (丙酮 A-丁醇 B-乙醇 E，ABE) 发酵

过程中的细胞自适应行为及其优化 

丁醇和丙酮都是重要的平台化合物。另外，

它们也都是清洁/高效的液态燃料或燃料添加剂。

丁醇作为燃料添加剂使用时，其许多性能均优于

乙醇[27-31]。丙酮也是高效的柴油助燃剂，可以大

幅改善柴油的燃烧性能，燃烧后产生的尾气中

SOX 和 NOX 含量低[32-33]。丙酮是丁醇发酵的主要

副产物 (丁醇 60%、丙酮 30%)。随着化石资源的

日益枯竭，微生物发酵法生产丁醇和丙酮重新受

到人们的重视。目前国内外科研人员对丁醇发酵

的研究主要包括代谢工程改造微生物细胞、利用

廉价原料发酵生产丁醇、通过分离耦合技术解除

丁醇对微生物细胞的抑制作用以及发酵过程优化

与控制策略改善丁醇发酵性能等。关于上述几个

方面的相关综述和成果最近几年已有较多论文发

表[34-35]，在此不再赘述。这里，主要针对丁醇发

酵过程环境变化下的细胞自适应行为与系统优化

方面进行探讨，为丁醇发酵过程优化提供新的思
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路和参考。 

2.2.1  电子受体添加条件下的梭菌生理代谢自适

应特征以及丁醇合成的强化 

提高丁醇产量、丁醇/丙酮比或丁醇占总溶剂

比例是改善丁醇发酵性能的主要目标。添加电子

载体  (如中性红、甲基紫等 ) 可导致丙丁梭菌

Clostridium acetobutylicum 胞内的代谢流发生变

化，是提高丁醇/丙酮比的比较公认的手段[36]，但

是，丁醇/丙酮比的提升实际上是以降低丙酮浓度

或总 ABE 浓度为代价的。另外，电子载体一般是

对细胞有毒的化学染料或色素，其添加增加了产

品分离纯化过程的操作成本。 

 
 

图 4  甲醇周期控制策略下的 pIFN-发酵性能 

Fig. 4  pIFN- production performance using the periodic methanol induction control strategy. 
 

 
 

图 5  理论确定每一诱导周期内的 T1 和 T2 

Fig. 5  Theoretical determination of T1 and T2 during each periodical control cycle. 
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最近，有研究提出了电子受体添加策略强化丁

醇合成的新型发酵策略[37]。外添 Na2SO4/CaSO4 等

电子受体后，梭菌胞内发生硫还原反应，少量的

SO4
2–被还原成 H2S。该反应打破了胞内 H+/e–的原

有平衡，造成 e–相对过剩和 H+相对匮乏。这时，

细胞为了自身正常生存，必须要恢复 H+/e–的原有

平衡。在梭菌胞内电子穿梭传递系统中，NADH

再生反应和 H2 合成反应都需要 H+和 e–，并因此产

生竞争。但 NADH 再生反应中 e–的需求量是 H2

合成反应中 e–需求量的 2 倍，在 H+相对匮乏的情

况下，为了消耗过量的 e–，更多的 e–/H+ (电子/质

子对) 必须向 NADH 再生途径迁移，使得丁醇合

成得到强化 (图 6)。在此过程中，细胞应对环境变

化的自适应行为得到了充分体现。7 L 厌氧发酵罐

下，当发酵进入到产溶剂期后，在发酵液中添加

2.0 g/L 的 CaSO4 或 Na2SO4，最终丁醇浓度分别达

到 12.80 g/L 和 12.94 g/L，比不添加电子受体的发

酵批次的相应值提高 35%左右，丁醇/丙酮比也有

一定幅度的增加 (15%)。添加 Na2SO4 等廉价电子

受体提高了丁醇浓度，虽然提高幅度有限，但通过

合理地利用细胞自适应行为，可为改善丁醇发酵性

能提供一条新的途径和优化模式。 

 

 
 

图 6  电子受体添加条件下的丙丁梭菌代谢简图 

Fig. 6  C. acetobutylicum metabolism map with electron receptors addition. BtOH: butanol; ACE: acetone；EtOH: 

ethanol. Val: valine; Phe: phenylalanine; Leu: leucine; Cys: cysteine; Met: methionine; …: Indirect induction or 
promotion. 
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2.2.2  梭菌/酿酒酵母混菌培养改善丁醇发酵性能 

混菌培养作为一种重要的发酵技术，广泛应

用于食品生产、生物降解和生物燃料生产等领域。

近几年，在实验室规模，研究者们已经将混菌培

养技术用于丁醇的发酵生产。Tran 等[38]将丁酸梭

菌 Clostridium butyricum 和枯草芽孢杆菌 Bacillus 

subtilis 进行混菌培养，由于芽孢杆菌分泌-淀粉

酶，并在其生长过程中消耗培养液中的氧气，而

自产的-淀粉酶可以将淀粉分解为单糖，在无需

对可溶性淀粉进行预处理的前提下改善了丁醇的

发 酵 性 能。 Li 等 [39] 将 拜 氏 梭菌 Clostridium 

beijerinckii 和 酪 丁 酸 梭 菌 Clostridium 

tyrobutyricum 混合培养，拜氏梭菌可以将酪丁酸

梭菌产生的丁酸直接用于丁醇合成。在某些混合

培养体系中，“辅菌”被置于恶劣的生存环境之下。

“辅菌”为了生存，通过其自适应行为被迫释放出

某些有益于“主菌”生存或代谢的物质或辅因子，

而“主菌”则通过充分利用上述物质，提高其自身

的发酵性能。Ashe 等[40]发现，在 10 g/L 的高浓度

丁醇环境下，酿酒酵母会发生适应性改变，胞内

翻译过程中的真核起始因子 2B 活性被抑制，胞

内氨基酸存留在“氨基酸池”中。如果将酿酒酵母

置于高丁醇胁迫环境下，使其从“氨基酸池”中分

泌一定量的有益于丁醇合成和梭菌耐受生存的氨

基酸，将有望提高丁醇发酵性能。 

基于以上分析，Luo 等提出了混菌培养丁醇

发酵策略：当丁醇发酵进入到产溶剂期后，添加

少量活性酿酒酵母 (辅菌，0.2 g DCW/L)。酿酒

酵母在恶劣的生存环境 (37 ℃、严格厌氧) 下，

可释放出苯丙氨酸、酪氨酸、蛋氨酸和赖氨酸    

4 种有益于丁醇合成的氨基酸，但释放量 (浓度) 

有限；总葡萄糖消耗速度提高，但梭菌 (主菌) 的

葡萄糖消耗速度反而有所下降；总 ABE 产量提

高，ABE 产量的提高完全得益于乙醇浓度的大幅

上升 (2.0–3.0 g/L8.4 g/L)，混菌培养的优越性

没有得到体现。于是，在添加活性酿酒酵母的同

时外添 4.0 g/L 的丁酸，这时，丁醇发酵性能得到

了极大的改善。首先，在丁醇/丁酸同时存在的情

况下，酿酒酵母生存环境更加恶劣，被迫释放出

更多的上述 4 种“有益”氨基酸，氨基酸浓度大幅

度提高，可以进入到梭菌胞内，强化梭菌对高丁

醇浓度环境的耐受能力；其次，丁酸的添入压制

住了酿酒酵母的乙醇合成和对葡萄糖的消耗；最

后，丁酸虽然是丁醇的合成前体之一，但它对梭

菌细胞具有毒性。丁酸进入梭菌胞内后，必须通

过代谢反应 ButyrateButyryl-CoA Butanol 将

其排出胞外，而 Butyryl-CoA Butanol 这步反应

又依赖于 NADH。过量的 NADH 需求，必然诱发

和刺激梭菌对葡萄糖的利用消耗和 NADH的再生 

(速率)。以上因素造就了如下结果：在 7 L 厌氧发

酵罐中，实施上述“丙丁梭菌/酿酒酵母混菌培养

耦联丁酸外添”的发酵策略 (图 7)，丁醇浓度从对

照的 11.63 g/L 大幅提高至 15.74 g/L，丁醇/丙酮

比也从对照的 1.98 猛增至 2.83[41]。为降低发酵成

本，使用酪丁酸梭菌厌氧发酵浓缩液替代化学合

成丁酸，丁醇浓度可提高到 16.34 g/L 的最高水

平，丁醇/丙酮比达到 3.02[42]。充分利用“主菌”和

“辅菌”的自适应举动，极大地提高了丁醇发酵的

性能。 

2.2.3  调控还原力再生速率提高丙酮生物合成和

丙酮/丁醇比 

丁醇是丁醇发酵或 ABE 发酵的主产物，提高

丁醇浓度和丁醇/丙酮比是 ABE 发酵的首要性能

指标。但是，在维持原有丁醇浓度基本不变的基

础上，提高主要副产物丙酮浓度也可以认为是改

善 ABE 发酵性能的另一个重要指标[43]。目前，自

然界中还没有专一性合成丙酮的微生物，从生命

周期评价 (LCA) 角度上看，强化 ABE 发酵中丙

酮合成具有显著的环保和工业需求意义[44–46]，还

可以实现 ABE 发酵的产品多样化。 
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图 7  丙丁梭菌/酿酒酵母混合培养外添少量丁酸体系下的 ABE 发酵代谢网络简图 

Fig. 7  Simplified metabolic network map of C. acetobutylicum/S. cerevisiae co-culturing based ABE fermentation. 
Broken lines: weakened metabolic pathway; bold solid lines: enhanced metabolic pathway; light dot line: beneficial 
amino acid secretion and accumulation pathway. 

 

有研究提出了“混菌培养同时外添少量乙酸

(4.0 g/L) 的高效合成丙酮的 ABE 发酵策略”[47]。

与“丙丁梭菌 /酿酒酵母混菌培养耦联丁酸外添”

的发酵策略基本类似，该策略也可以充分利用“主

菌”和“辅菌”的自适应举动，改善 ABE 发酵性能，

在此不再赘述。与后者唯一不同的是：外添的乙酸

可以直接通过反应途径 AcetateAcetyl-CoA 

Acetoacetyl-CoAAcetone 合成丙酮，而无需

NADH 的参与；乙酸对梭菌细胞也具有毒性，但

其毒性小于丁酸，外添乙酸可以适度降低梭菌的葡

萄糖消耗速度和 NADH 再生速率，使较多碳流走

向不依存 NADH 的丙酮合成途径，造成丁醇和丙

酮比例的改变；适中的 NADH 再生速率还可以缓

解细胞能量周转负荷，延长有效发酵时间。在 7 L

厌氧发酵罐中实施“混菌培养外添少量乙酸的ABE

发酵策略”，丙酮和丁醇浓度同时达到 8.27 g/L 和

13.91 g/L 的较高水平，分别比对照提高了 41%和

20%。在此基础上，Luo 等[48]又提出了“葡萄糖受

限条件下葡萄糖/乙酸双底物耦联混菌培养”的更

加新型的高效丙酮发酵策略。该策略可以将丙酮浓

度和丙酮/丁醇比自由控制在 6–12 g/L 和 0.5–1.0 之

间，最大丙酮浓度和丙酮/丁醇比达到了 11.74 g/L

和 1.02，且丁醇浓度不受影响。上述策略为 ABE

发酵的产品多样化和供需灵活化等目标的实现提

供了重要信息。 

2.2.4  使用废弃酵母进行丁醇发酵实现玉米原料

的资源化和生物质废料的减量化 

利用玉米原料生产丁醇存在原料成本高和与
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人争粮的问题，用廉价基质替代或部分替代粮食

原料是目前解决该问题的有效方法。目前这方面

的研究主要集中在利用秸秆、木屑等农业废弃物

发酵生产乙醇和丁醇等液态燃料方面。2.1 章节所

论述的高密度毕赤酵母细胞 (400 g-DCW/L，干

物质约 35%) 属于难以处理的半固态废弃生物

质，严重污染环境，但却拥有农业废弃物所不具

备的高能量密度化特征，其组成除了含有 36%的

多糖 (碳水化合物) 外，还含有 46%的蛋白质 (氮

源) 和 12%的脂肪等物质[49]。利用废弃毕赤酵母

部分替代玉米原料也颇具发展前景。 

有研究报道显示，用 NaOH 处理半固态废弃

酵母，形成废弃酵母处理悬浊液，并在 ABE 发酵

进入产溶剂期后向玉米粉培养基发酵液中投入悬

浊液，发酵产气量增加约 30%，有机酸积累量最

大提高了近 300%，总糖 (以葡萄糖为结构单位)

利用效率从低于 50%提高到超过 90%的水平，这

是一个典型的具有显性自适应特征的发酵过程。

这种细胞自适应行为或特征极大地改善了丁醇发

酵性能，特别是整个发酵体系的资源化率 (玉米

淀粉 /固态废弃酵母) 和半固态废弃酵母的减量

化率 [4,50]。这种显性的细胞自适应特征行为显著

改善丁醇发酵性能和促进半固态废弃酵母的利用

主要得益于：1) 投入废弃酵母处理液后所自然形

成的高 SO4
2–和氨基酸浓度环境 (在酸碱中和与蛋

白质分解中产生)，根据章节 2.2.1 和 2.2.2 所述，

上述因素均有利于丁醇合成；2) 丙丁梭菌有分泌

糖化酶的能力，减少初始玉米粉用量、并在葡萄糖

浓度降低到较低水平后投入废弃酵母处理液后，糖

化酶得到诱导、混合培养基中的二糖/三糖可以得

到有效利用，有利于总糖利用效率的提升；3) 废

弃酵母处理液的某些特定物质 (尚未能确定) 直

接刺激了玉米淀粉中多糖和还原糖的利用，这是总

糖利用效率大幅提升的最主要原因，还需今后进一

步的研究和探索。 

2.2.5  木质纤维素预处理抑制物对梭菌生理代谢

的干扰及胁迫响应规律 

利用来源更广泛的木质纤维素废弃原料进行

液态燃料的发酵生产，依旧是相关研究的主流。

在利用最常用的稀硫酸法预处理木质纤维素得到

可被微生物利用的可发酵糖的过程中，也伴随有

弱酸 (如甲酸、乙酸、糠醛等)、呋喃类衍生物和

酚类物质 (如丁香醛、香草醛、香草酸、阿魏酸

等) 的产生 (图 8)[34,51]。上述物质对微生物细胞

的正常生理代谢均有抑制作用，导致细胞发生适

应性改变。 

低浓度糠醛可促进拜氏梭菌利用葡萄糖产丁

醇的效率，这与胞内还原力再生有关[52]。随着糠

醛浓度的提高，菌株抑制逐渐显现出来，且需要

更长的解毒时间用于恢复发酵能力。高浓度的呋

喃类物质可以引发丙丁梭菌的 DNA 损伤和细胞

膜结构的破坏，严重扰乱胞内氧化还原平衡，最

终导致发酵效能低下。有研究表明[53]，预处理过

程产生的甲酸会导致丁醇发酵的“酸崩溃”现象的

发生，最终造成发酵失败。Cho 等[54]评估了六类

酚化合物对拜氏梭菌的代谢干扰特征，结果显示

当酚类物质的含量达到 1.0 g/L 时，菌体生长降低

64%–74%，丁醇发酵完全停止。丁香醛和香草醛

对细胞毒性较小，但对于丁醇合成的毒性却非常

高。在另一篇研究报道中[55]，对拜氏梭菌 BA101

毒性最大的酚类物质是阿魏酸，其次是对香豆酸。

近期的研究结果表明[56]，在合成培养基条件下，

添加少量的香兰素或香草酸 (0.2 g/L) 可以提高

丙丁梭菌的产酸能力，在丁醇浓度基本不变的前

提下，实现了有机酸和溶剂的共生产，这主要是

由于梭菌为了适应酚类胁迫必须强化菌体和能量

物质 ATP 的合成。这种现象为基于环境变化下的

细胞自适应行为的过程优化提供了借鉴。为了揭示

发酵抑制物对产溶剂梭菌生理代谢的影响，国内外

研究者进行了大量工作。如俄亥俄州立大学的 
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图 8  木质纤维素预处理过程中产生的各类发酵抑制物 

Fig. 8  Fermentative inhibitory formation during pretreatment of lignocellulosic biomass. 
 

Ezeji 教授团队基于转录组学技术首次解析了拜

氏梭菌对糠醛的胁迫响应机制[52]。结果表明，在

产溶剂期，糠醛的存在使得 721 个基因出现差异

性表达，而这些基因与辅因子水平调控、膜转运、

糖代谢、热激蛋白表达等因素关联密切。中国科

学院成都生物研究所的赵海研究员团队发现，硫

化钠可以解除小麦秸秆水解液对丁醇发酵的抑制

作用，并利用基于 RNA-seq 技术揭示了硫化钠添

加后丙丁梭菌 CICC8012 在转录水平上的变化特

征[57]。未来的工作需要分析梭菌胁迫环境下的细

胞自适应特征：通过宏观生理生化参数的测定、

发酵性能的比较以及系统生物学的分析，进而全

局性地揭示发酵抑制物对丁醇合成的影响特征，

并明确关键的抑制靶点；通过代谢工程和基因编

辑技术提高微生物细胞对抑制物的耐受能力，拓

宽产溶剂梭菌对多种可发酵糖的利用能力，最终

实现利用木质纤维素原料高效生产丁醇的目标。 

3  总结与展望 

围绕“典型工业发酵过程环境变化下的细胞

自适应行为与系统优化”这一主题，结合介绍国内

外的研究者以及本研究团队在该领域的研究成

果，以毕赤酵母高效生产异源蛋白和丁醇发酵过

程为例，阐述了环境变化条件下的细胞自适应行

为及其基于自适应行为的过程优化方法和策略。

目前，基于细胞自适应行为的发酵过程优化方法

和策略的研究例证并不很多，发酵性能的提升幅

度有限，分子机制研究的还不透彻。这些问题有

待今后进一步的深入研究加以解决。 
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