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摘   要：D-甘露醇是一种六碳糖醇，是自然界中含量最丰富的多元醇之一，具有抗氧化保护、调

节渗透压和不可代谢等特性，已广泛应用于功能性食品和制药行业中。目前工业化生产 D-甘露醇

的主要方法为化学加氢法。D-甘露醇也可由微生物代谢或者微生物催化生成，相比化学加氢法，

生物法合成甘露醇不产生副产物山梨醇，且具有条件温和、专一性强、转化率高的优点。其中微

生物发酵法的微生物菌种和发酵原料来源广泛易得，产物易于分离。微生物催化法采用多酶偶联

的反应策略，利用工程菌产酶进行全细胞催化，同时引入辅因子循环途径使得昂贵的辅因子得到

补充，可以在温和的条件下利用廉价底物获得较高的产率且没有副产物生成。然而，限制利用微

生物法进行工业化生产 D-甘露醇的一个主要因素是成本昂贵，包括发酵培养基和底物成本高、耗

费时间长等。本文综述了微生物法生产 D-甘露醇的方法，包括使用的高产发酵菌株及其发酵工艺、

低成本底物的利用、全细胞催化法工程菌株开发策略以及高生产率的工艺调控等。生物法合成甘

·功能食品配料生物合成· 
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露醇不仅对促进产业升级、实现绿色制造具有重要意义，同时也为开发新型生物基产品、满足日

益增长的市场需求提供了有力支持。随着技术创新和产业链的不断完善，未来其有望成为甘露醇

生产的主要方式之一。 
关键词：甘露醇生产；微生物发酵；全细胞催化；合成生物学；辅因子循环 
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Abstract: D-mannitol is a six-carbon sugar alcohol and one of the most abundant polyols in the 
nature. With antioxidant and osmotic pressure-regulating effects and non-metabolism by the human 
body, D-mannitol has been widely used in functional food and pharmaceutical industries. At present, 
a major way for industrial production of D-mannitol is chemical hydrogenation. In addition, 
D-Mannitol can be produced by microbial metabolism or catalysis. Compared with the chemical 
hydrogenation, the microbial methods for synthesizing mannitol do not produce sorbitol as a 
by-product and have the advantages of mild reaction conditions, strong specificity, and high 
conversion rate. Microbial fermentation is praised for easy access of strains and raw materials and 
simple separation of the product. Microbial catalysis usually adopts a multi-enzyme coupling 
strategy, which uses enzymes produced by engineered bacteria for whole-cell catalysis, and the 
cofactor recycling pathway is introduced to replenish expensive cofactor. This method can achieve 
high yields with cheap substrates under mild conditions without the formation of by-products. 
However, the application of microbial methods in the industrial production of D-mannitol is limited 
by the high costs of fermentation media and substrates and the long reaction time. This article 
reviews the reported microbial methods for producing D-mannitol, including the use of 
high-yielding strains and their fermentation processes, the utilization of low-cost substrates, 
whole-cell catalytic strategies, and the process control for high productivity. The biosynthesis of 
mannitol is not only of great significance for promoting industrial upgrading and realizing green 
manufacturing, but also provides strong support for the development of new bio-based products to 
meet the growing market demand. With the continuous improvement of technological innovation 
and industrial chain, it is expected to become one of the main ways of mannitol production in the 
future. 
Keywords: mannitol production; microbial fermentation; whole-cell catalysis; synthetic biology; 
cofactor recycling 
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D-甘露醇是一种无环六碳糖醇，是 D-山梨

糖醇的同分异构体。D-甘露醇是自然界中含量

最丰富的多元醇之一，存在于植物、地衣、藻

类、真菌和细菌中[1-2]。多种海藻都可以积累甘

露醇，其中褐藻光合作用能够产生约 10%–20%
甘露醇，可占到干重的 20%–30%[3]。一些藻类

可能存在多个 D-甘露醇合成途径，还有一些藻

类含有多个 D-甘露醇合成代谢过程中的同工酶

基因，编码的酶具有不同的细胞定位。多代谢

合成途径和多拷贝同功能基因表明 D-甘露醇生

物合成在藻类中具有重要的生理功能[4]。已经

有研究证明 D-甘露醇作为碳源和渗透压调节

剂，能够帮助生物体应对环境压力[5]。 
D-甘露醇是第一个被发现的天然结晶糖

醇，其结晶为无色或白色针状或菱形，具有极

低的吸湿性 [6]，25 ℃时在水中的溶解度仅为

18% (质量体积比)，远低于大多数其他类型糖

醇[7-8]，甜度为蔗糖的 50%–70%，具有溶解水

吸热性能，入口有清凉感。D-甘露醇的热量值

为 1.6 kcal/g，比蔗糖(4.0 kcal/g)的低。另外，甘

露醇的血糖指数(glycemic index, G.I.)为 0 (以葡

萄糖 G.I.为 100)，热量值和 G.I.低于其他多元醇，

例如山梨醇(2.7 kcal/g 和 9)和木糖醇(2.4 kcal/g
和 13)[9]。由于这些特性，D-甘露醇可广泛应用

于食品、化工、临床医疗等领域。人类身体不

能代谢甘露醇，因此甘露醇可作为代糖类的食

品添加剂[10]，有研究发现甘露醇还有清除自由

基的作用[2]。D-甘露醇在欧盟被批准为营养甜味

剂 E421，并获得了美国食品药品监督管理局

(Food and Drug Administration, FDA)授权[11]。

D-甘露醇也可作为药物配方剂[12]，还可以作为

特种化学品应用于化工行业[13]。 
目前，全球每年消耗约 15 万 t 的 D-甘露醇，

占多元醇消耗总量的 11%左右。近年来，D-甘
露醇作为功能性糖醇和低热量甜味剂的需求持

续增长。全球甘露醇市场较为集中，大型跨国

公司为该行业的主要生产者，国外生产商主要

包括嘉吉、罗盖特、SPI Polyols, Inc.等。我国主

要生产商包括山东天力药业有限公司、石家庄华

旭药业有限责任公司、广西南宁化学制药有限责

任公司、青岛明月海藻集团有限公司等。D-甘露

醇的生产方法包括自然提取、化学合成、微生

物发酵和微生物催化。 
D-甘露醇广泛存在于自然界许多植物的

叶、茎、根中，其中提取效果比较好的是海藻，

尤其是褐藻中含有 10%–20%的 D-甘露醇[14]，

海带是褐藻的一种，从海带中提取是 D-甘露醇

的传统生产方法。国内厂家如青岛明月海藻集

团有限公司是国内最大的以植物提取法生产 D-甘
露醇的企业。以新鲜或干海带为原料，将提碘后

的海带浸泡液多次除杂、蒸发浓缩、冷却结晶

得到 D-甘露醇[15]。通过自然提取法可以得到高

纯度的甘露醇产品，工艺流程简单，但该法也

存在很多的不足，如原料受季节影响较大，原

料供应稳定性不高且整体收率较低、产品生产

成本高。近年来，提取原料来源种类不断丰

富。2021 年，Huang 等[16]以张氏马尾藻为原料

对甘露醇提取工艺进行研究优化，得到最优提

取条件，拓宽了甘露醇提取来源。在传统工艺

提取得到甘露醇的过程中，除产物外，还含有

大量的泥沙、悬浮物、糖胶、有机物及色素、盐

分等杂质，仅靠传统悬系和活性炭吸附很难将杂

质处理完全。因此，随着技术的迭代进步，目

前采用膜集成技术辅助甘露醇的生产，苗钧魁

等[17]采用纳滤浓缩技术可使甘露醇收率由 65%
提高至 75%，生产成本降低至 8 000 元/t 以内，

并在中试规模进行了测算验证。提取法产品天

然，但其工艺成本高、环境友好性差。在该工

艺路线中，后续新技术的开发聚焦于提高收率

和降低成本等方向。 
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化学合成法生产的 D-甘露醇是在高温

(120–160 ℃)和高压(70–140 个大气压)条件下，

使用雷尼镍催化剂，将 50% (体积分数)的果糖

葡萄糖浆氢化转化为 30%的甘露醇和 70%山梨

醇混合物[14]，之后通过低温结晶可得到甘露醇。

化学加氢法优点是工艺可靠、原料利用率高且

不受地理和季节限制，成本较低，但缺点是副

产物山梨醇的高比例伴生导致甘露醇收率低，

并由于需要使用高温高压，会有一定安全性问

题[14]。由于化学法的诸多缺点，生物法合成 D-甘
露醇的生产工艺正在受到越来越多的关注。生

物法生产工艺可促进甘露醇更广泛的应用，也

有希望促进作为原料的淀粉产业的发展。 

1  微生物发酵法 
自然界微生物能够代谢合成甘露醇，用于

胞内渗透压调节、物质转运、辅酶再生等生理

活动[6,18]。利用人工定向选育的优良微生物菌种

可将葡萄糖、果糖、蔗糖、甘油等不同底物直

接发酵转化为甘露醇，进一步分离精制发酵液

可获得甘露醇成品。相比化学加氢合成甘露醇，

发酵法具有专一性强、转化率高、副产物少(不
产生副产物山梨醇)、条件温和、原料来源广泛、

产物易于分离等特点[19-20]。 
高产菌株和发酵工艺是发酵生产甘露醇的

关键。目前，研究采用筛选诱变和代谢工程策略

已获得了大量高产甘露醇的菌种，在此基础上通

过优化发酵工艺条件显著提高了甘露醇的产量。

发酵生产甘露醇的微生物主要包括：(1) 细菌：

主要是乳酸杆菌属(Lactobacillus sp.) B001、肠

膜明串珠菌属(Leuconostoc mesenteroides)等；

(2) 酵母菌：如木兰假丝酵母(Candida magnolia)、
假丝酵母 (Torulopsis mannitofaciens)和易变球

拟酵母(Torulopsis versatilis)等；(3) 真菌(主要是

丝状真菌)：白曲霉(Aspergillus candidus)、黑曲霉

(Aspergillus niger)、土生须壳孢菌(Pyrenochaeta 
terrestris)、稻瘟病菌(Pyricularia oryzae)、核盘

菌 (Sclerotinia sclerotiorum) 、近平滑念珠菌

(Candida parapsilosis)等。 
不同微生物发酵生产甘露醇进展如表1所示。 

1.1  细菌发酵产甘露醇 
细菌发酵生产甘露醇主要由乳酸菌进行。

乳酸菌是工业应用最广泛、最重要的微生物之

一，被界定为是 GRAS (Generally Recognized as 
Safe)菌株，在发酵乳制品和益生菌等领域的研

究历史悠久。在化工领域主要用于生产乳酸、

甘露醇、1,3-丙二醇等精细化学品[38]。 
根据己糖代谢途径的不同，乳酸菌发酵被

分为同型乳酸发酵和异型乳酸发酵(图 1)，两种

途径都可以合成甘露醇，但异型乳酸发酵要比

同型乳酸发酵合成甘露醇的能力强[20]。 
1.1.1  同型乳酸发酵 

葡萄糖作为底物进行同型乳酸发酵合成甘

露 醇 过 程 中 ， 经 过 磷 酸 转 移 酶 系 统

(phosphotransferase system, PTS)首先将葡萄糖

磷酸化为 6-磷酸葡萄糖，然后 6-磷酸葡萄糖被磷

酸葡萄糖异构酶催化异构为 6-磷酸果糖，6-磷酸

果糖再通过甘露醇-1-磷酸脱氢酶转变为 1-磷酸

甘露醇，最后在甘露醇磷酸酶作用下脱磷酸生

成甘露醇[10]。 
同型发酵合成甘露醇的乳酸菌有变形链球

菌 (Streptococcus mutants)、莱氏曼氏乳杆菌

(Lactobacillus leichmanii) 、 乳 酸 乳 球 菌

(Lactococcus lactis)等，这些野生型的同型发酵

乳酸菌能够利用葡萄糖合成极少量的甘露醇，

因而相关研究较少[6]。 
通过失活乳酸脱氢酶可提高甘露醇产量。

Neves 等[39]报道了利用乳酸脱氢酶缺陷的植物

乳杆菌促进甘露醇的合成。Kim 等[40]发现当乳

酸脱氢酶失活不能再生烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 
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表 1  微生物发酵生产甘露醇 
Table 1  Microbial fermentation for the production of mannitol 
Organisms Culture 

type 
Substrates Temperature 

(℃) 
pH Time 

(h) 
Mannitol 
(g/L) 

Productivity 
(g/(L·h)) 

Yield 
(g/g) 

References 

Mannitol production by homofermentative LAB 
Lactobacillus 
fermentum NRRL 
B-1932 

Batch Glucose (50 g/L) 
Fructose (100 g/L) 

40 5.0 11 83.1 7.60 0.90 [21] 

Lactobacillus 
fermentum 
CRL 573 

Batch Glucose (10 g/L) 
Fructose (65 g/L) 

37 5.0 24 56.8 2.40 0.93 [22] 

Lactobacillus 
intermedius 
NRRL B-3693 

Batch Fructose (300 g/L) 37 5.0 136 198.0 1.45 0.66 [23] 
Fed-batch Glucose: fructose (1:2) 37 5.0 92 202.5 2.20 0.68 
Batch SM and fructose syrups 37 5.0 22 104.8 4.76 0.69 [24] 
Batch Fructose syrup  

(300 g/L) 
37 5.0 67 201.0 2.98 0.65 [25] 

Batch Inulin hydrolysate 
(initial inulin, 150 g/L) 

37 5.0 34 106.0 3.12 ND [26] 

SSF Inulin (300 g/L) 37 5.0 72 207.0 2.88 0.69 
SSF Inulin and fructose 

(TS, 400 g/L) 
37 5.0 110 228.0 2.07 0.57 

Mannitol production by yeasts 
Candida 
magnoliae  
HH-01 

Batch Glucose (50 g/L) 
Fructose (250 g/L) 

30 5.0 200 151.0 0.74 0.50 [27] 

Fed-batch Fructose (30–120 g/L) 
Glucose (50 g/L) 

30 5.0 200 209.0 0.99 0.83 

Fed-batch Glucose (50 g/L) 
Fructose (250 g/L) 

35 5.0 110 213.0 1.94 0.85 [28] 

Fed-batch Glucose (10 g/L) 
Fructose (200 g/L) 

30 5.0 110 66.0 0.60 0.33 [29] 

Candida 
magnoliae R9 

Two-stage 
fermenter 

Glucose (100 g/L) 
Fructose (300 g/L) 

28 
37 

5.0 60 240.0 4.00 0.81 [30] 

Candida 
parapsilosis 
SK26.001 

Batch Glucose (200 g/L) 30 4.0 72 80.3 1.12 0.40 [31] 
Fed-batch  Glucose (284 g/L) 30 4.0 120 97.1 0.81 0.34 

Candida magnoliae 
NCIM 3470 

Batch Fructose (100 g/L) 28 NM 96 44.5 0.46 0.44 [32] 

Yarrowia 
lipolytica AUV’1 

Batch Glycerol (150 g/L) 29.5 3.0 65 27.6 0.46 0.16 [33] 
Fed-batch  Glycerol (250 g/L) 29.5 3.0 131 38.1 0.29 0.15 

Candida azyma 
NBRC10406 

Batch  Raw glycerol 28 6.0 168 50.8 0.30 0.30 [34] 

Mannitol production by filamentous fungi 
Asergillus candidus Batch Glucose (32 g/L) 31 5.5–6.0 288 22.0 0.08 0.69 [35] 
P. scabrosum  
IBT JTER4 

Batch Sucrose (150 g/L) 25 6.2 288 43.0 0.15 0.40 [36] 

Penicillium sp. 
T2-M10 

Batch Glucose (24 g/L) 28 ND 168 1.26 0.75×10−2 0.05 [37] 

SM: Sugarcane molasses; SSF: Simultaneous saccharification; TS: Total sugar concentration; NM: Not mentioned; ND: Not 
determined. 
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图 1  同型乳酸发酵和异型乳酸发酵己糖代谢途径   A：同型乳酸发酵. B：异型乳酸发酵. PTS：磷

酸烯醇丙酮酸依赖性糖磷酸转移酶系统；PGI：磷酸葡萄糖异构酶；M1PDH：甘露醇 1-磷酸脱氢

酶；M1Pase：甘露醇 1-磷酸酶；PFK：6-磷酸果糖激酶；FDP：果糖二磷酸酶；FBA：果糖 1,6-二磷

酸醛缩酶；TPI：磷酸三糖异构酶；G3PDH：3-磷酸甘油醛脱氢酶；PGK：磷酸甘油酸激酶；PGM：磷

酸甘油变位酶和烯醇化酶；PK：丙酮酸激酶；LDH：乳酸脱氢酶；PDH：丙酮酸脱氢酶；PTA：磷酸

乙酰转移酶；ACK：乙酸激酶；PFL：丙酮酸-甲酸裂解酶；ALDH：乙醛脱氢酶；ADH：乙醇脱氢

酶；ALS：α-乙酰乳酸合酶；GP：葡萄糖透过酶；FP：果糖透过酶；GK：葡萄糖激酶；G6PDH：葡

萄糖 6-磷酸脱氢酶；6PGDH：6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶；EP：差向异构酶；PKET：磷酸酮醇酶；FK：果

糖激酶；MDH：甘露醇脱氢酶. Co-A：辅酶 A；Acetyl-CoA：乙酰辅酶 A 
Figure 1  Pathway for hexose metabolism of homofermentative and heterofermentative LAB. A: Homofermentative 
LAB. B: Heterofermentative LAB. PTS: Phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase system; 
PGI: Phosphoglucose isomerase; M1PDH: Mannitol 1-phosphate dehydrogenase; M1Pase: Mannitol 
1-phosphatase; PFK: 6-phosphofructokinase; FDP: Fructose-diphosphatase; FBA: Fructose 1,6-biphosphate 
aldolase; TPI: Triosephosphate isomerase; G3PDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; PGK: 
Phosphoglycerate kinase; PGM: Phosphoglyceromutase and enolase; PK: Pyruvate kinase; LDH: Lactate 
dehydrogenase; PDH: Pyruvate dehydrogenase; PTA: Phosphate acetyltransferase; ACK: Acetate kinase; PFL: 
Pyruvate-formate lyase; ALDH: Acetaldehyde dehydrogenase; ADH: Alcohol dehydrogenase; ALS: 
α-acetolactate synthase. GP: Glucose permease; FP: Fructose permease; GK: Glucokinase; G6PDH: Glucose 
6-phosphate dehydrogenase; 6PGDH: 6-phosphogluconate dehydrogenase; EP: Epimerase; PKET: 
Phosphoketolase; FK: Fructokinase; MDH: Mannitol dehydrogenase; Co-A: Coenzyme A; Acetyl-CoA: 
Acetyl coenzyme A.  
 
(nicotinamide adenine dinucleotide, NAD)，氧化

还原失衡时，菌株才会生成一些甘露醇。综上

所述，同型发酵乳酸菌的甘露醇产量低，不是

理想的甘露醇发酵菌株。 
1.1.2  异型乳酸发酵 

异型乳酸发酵主要通过磷酸解酮酶途径，

以果糖或葡萄糖和果糖的混合物为底物代谢合

成甘露醇。若单独以果糖为底物时，3 分子的

果糖可以生成 2 分子的甘露醇，因此最大理论

摩尔产率约为 66.7%[2,6]；若采用摩尔比 2:1 的

果糖/葡萄糖为底物时，2 分子果糖理论上能够

生成 2 分子的甘露醇，果糖的摩尔转化率比单

独使用果糖要高，该过程中果糖主要作为合成

甘露醇的底物和产生 NAD+，葡萄糖主要作为

碳源被利用后产生能量和还原力 NAD(P)H 以

供细胞生长，由于葡萄糖价格低于果糖，所以

利用葡萄糖 /果糖混合物共同发酵合成甘露醇

更为经济 [6]。同型乳酸发酵和异型乳酸发酵的

生物途径差异较大，异型乳酸发酵产生的甘露

醇远大于同型乳酸发酵[41]。 
异型乳酸发酵产甘露醇的主要是乳杆菌属

(Lactobacillus)、明串珠菌属(Leuconostoc)、酒球

菌属(Oenococcus)等菌属的乳酸菌，其中明串珠

菌是典型的高产甘露醇菌株。例如，Saha 等[23-26]

筛选了一株中间型乳杆菌(Lactobacillus intermedius 
NRRL B-3693)，以 300 g/L 果糖为底物进行分

批发酵，控制 pH 5.0，37 ℃发酵 136 h 获得了

198.0 g/L 甘露醇；相同果糖浓度进行分批补料发

酵，发酵 92 h 甘露醇产量达到 202.5 g/L；进一步

优化培养基，采用糖蜜和糖浆为混合碳源，发酵

22 h 后可生产甘露醇 104.8 g/L，采用菊粉为原料

发酵 110 h 甘露醇产量高达 228.0 g/L[23-26]。 
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虽然乳酸菌发酵能够高产甘露醇，但过程

中需要富含营养素(肽、氨基酸、生长因子等)
的辅料，因此成本较高。 

1.2  酵母菌发酵产甘露醇 
研究早已证实大多数酵母菌能够产生一系

列的糖醇[27]，且酵母本身具有耐高糖、高渗等

特点，利用高浓度葡萄糖、甘油等原料进行工业

化大规模发酵生产糖醇类物质具有一定优势。在

酵母中，合成甘露醇的途径通常为果糖被

NADPH依赖型的甘露醇脱氢酶直接转化为甘露

醇[28]。也有酵母中同时存在两种甘露醇合成途

径，另一种合成途径为 6-磷酸果糖被催化生成

1-磷酸甘露醇，之后脱磷酸生成甘露醇(图 2)[42]。 
目前，研究用于发酵产甘露醇的酵母菌主

要包括木兰假丝酵母(C. magnolia)、假丝酵母 
(T. mannitofaciens)和易变球拟酵母(T. versatilis)等。

早在 1968 年，Onishi 等[43]以甘油为碳源发酵培养

球拟酵母获得了甘露醇。2002–2003 年，韩国 Hyun
研究团队[27-29]针对木兰假丝酵母(C. magnolia)发 

 

 
 
图 2  酵母和真菌内的甘露醇合成途径   GPI：葡
萄糖磷酸异构酶；FK：果糖激酶；MDH：甘露醇

脱氢酶；M1PDH：甘露醇 1-磷酸脱氢酶；M1Pase：
甘露醇 1-磷酸酶. 
Figure 2  Mannitol biosynthetic pathways in yeast 
and fungi. GPI: Glucose phosphate isomerase; FK: 
Fructokinase; MDH: Mannitol dehydrogenase; 
M1PDH: Mannitol 1-phosphate dehydrogenase; 
M1Pase: Mannitol 1-phosphatase.  

酵产甘露醇进行了深入研究，2002 年，该团队

首先从发酵污泥中筛选获得了一株木兰假丝酵

母(Candida magnoliae) HH-01，该菌株能够利用

葡萄糖和果糖的混合糖发酵高产甘露醇，摇瓶发

酵(初始果糖 150 g/L)甘露醇浓度能够达到 67 g/L，
采用 5 L 发酵罐，使用 250 g/L 果糖和 50 g/L 葡

萄糖进行分批发酵 200 h 甘露醇达到 151.0 g/L，
果糖转化率 50%，时空产率 0.74 g/(L·h)，过高

的果糖浓度(>200 g/L)导致渗透压增加从而降低

果糖的转化率[43]。研究进一步采用分批补料发

酵，将果糖浓度控制在 30–120 g/L，发酵 200 h
后甘露醇的产量高达 209.0 g/L，果糖转化率

83%，时空产率 1.03 g/(L·h)[27]。在此基础上，Lee
等[28]通过进一步优化发酵条件，使甘露醇产量达到

213.0 g/L，果糖转化率 85%，时空产率 1.94 g/(L·h)。
利用葡萄糖和果糖混合发酵比单独使用果糖甘

露醇产量更高，原因可能是葡萄糖能够通过戊糖

磷酸途径促进 NADPH 再生，从而为甘露醇脱氢

酶提供还原力并提高酶活力[29]。 
相比异型发酵乳酸菌，利用酵母菌生产甘

露醇其时空产率总体上不如乳酸菌异型发酵，

而且存在发酵过程中甘露醇再次利用的问题。 

1.3  丝状真菌发酵产甘露醇 
一些丝状真菌的菌丝体中含有少量的甘露

醇[44]，如烟草赤星病菌(Alternaria alternata)菌体

含有 110 mg/g (干重)甘露醇[45]，米曲霉(Aspergillus 
oryzae)固态发酵过程中菌体中甘露醇含量为

135–166 mg/g (干重)[46]，这主要与胞内甘露醇

的生物合成途径有关。早在 1961 年，Yamada
等[47]发现稻瘟病菌(Piricularia oryzae)能够利用

葡萄糖产生甘露醇，对其机制进行研究发现，

菌体胞内代谢酶先将葡萄糖转变为果糖-6-磷酸

(fructose-6-phosphate, F-6-P)，然后还原为甘露

醇-1-磷酸(mannitol-1-phosphate, M-1-P)，最后

在辅酶 NADH 存在时 M-1-P 经过脱磷酸作用生
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成甘露醇。除此途径之外，另一种由 6-磷酸果

糖出发经过甘露醇 1-磷酸脱氢酶再脱磷酸的途

径也被发现存在于丝状真菌中[47] (图 2)。 
研究发现，许多丝状真菌能够利用葡萄糖、

蔗糖等原料发酵产甘露醇(表 1)。通过人工分离

筛选、紫外诱变和化学诱变剂处理等手段可提

升丝状真菌生产甘露醇的能力。Hendriksen 等[1]

通过分离筛选获得了 11 个青霉属(Penicillium 
sp.)的不同菌株，其中一株高产糙梗青霉菌   
(P. scabrosum) IBT JTER4 利用蔗糖(150 g/L)和酵

母粉于 25 ℃发酵 12 d 后甘露醇产量最高达到了

43.0 g/L。Duan等[37]对一株青霉菌(Penicillium sp.) 
T2-8 进行紫外(UV)和亚硝基胍(nitrosoguanidine, 
NTG)诱变处理，筛选获得稳定的突变株 Penicillium 
sp. T2-M10，以葡萄糖为原料进行发酵时甘露醇产

量相比出发菌株提高了 125%，达 1.26 g/L。 
通 过 以 上 异 型 发 酵 中 间 型 乳 杆 菌       

(L. intermedius) NRRL B-3693 和木兰假丝酵母

(C. magnolia) HH-01 的例子可以看出，分批补

料发酵最终得到的产物浓度相对而言较高。分批

补料发酵可以克服高底物浓度造成的限制，且

可以防止发酵后期产生的甘露醇的消耗，有利于

甘露醇的积累。发酵过程中的甘露醇的产率还

会受 pH 值的影响。在异型乳酸发酵中，1 mol
葡萄糖或果糖代谢为 1 mol乳酸和 1 mol乙酸或

乙醇，该过程产生的有机酸会降低发酵液的 pH
值，显著抑制菌体生长和甘露醇的生产。因此，

pH 调控在提异型乳酸发酵生产甘露醇中有着重

要的作用。在控制 L. intermedius NRRL B-3693
的 pH 为 5.0 进行发酵后，48 h 内甘露醇产量约

为非最适 pH 发酵条件下的 3 倍[48]。温度也是

甘露醇发酵过程需要考虑的重要因素，在一种

分段式发酵木兰假丝酵母(C. magnolia) R9 的尝

试中，将细胞生长和产物生成分为两个阶段，

并在产物生成阶段提升发酵温度至 37 ℃，将最

终甘露醇产量提升了约 20%，达到了木兰假丝

酵母发酵产甘露醇的最高产量 240 g/L[30]。 
综上，微生物发酵生产甘露醇的研究较多，

目前已开发出大量的高产菌株和相适应的发酵

工艺。相比于细菌和酵母菌，采用丝状真菌发

酵生产甘露醇周期较长，产量普遍较低，优势

不足，限制了在实际工业生产中的应用。然而，

为了获得高浓度的甘露醇，发酵生产时需要添加

果糖，生产甘露醇的最大瓶颈在于发酵过程需要

添加果糖等高成本原料，尽管研究采用廉价的农

业、工业废弃物进行发酵降低了发酵成本，相对

甘露醇的市场价格，总体成本仍然较高。 

2  微生物催化法 
2.1  酶法制备甘露醇的关键酶和辅酶再生

方法 
在甘露醇脱氢酶 (mannitol dehydrogenase, 

MDH)催化下，D-果糖直接转化为 D-甘露醇，该

过程需要辅因子 NADH 或 NADPH 的参与(图 3)。 
首次被报道的 MDH 晶体结构来源于真菌

双孢蘑菇(Agaricus bisporus)，结构解析显示

AbMDH 是短链脱氢酶家族的成员，在溶液中存

在形式为四聚体，催化辅因子为 NADPH，具有

金属离子 Ni2+结合位点，其催化残基为 Ser149、
Tyr169 和 Lys173[49]。在蜡叶枝孢霉(Cladosporium 
herbarum)中发现的MDH也是一种NADP+/NADPH
依赖性的短链脱氢酶，大小为 28.5  kDa。
ChMDH 可以在溶液中以单体、二聚体和四聚

体的形式存在，并相应地以两种晶体结构的形

式形成四聚体和更多的聚合体，具有金属离子

Na+和 Zn2+的结合位点。分析证实 Zn2+对四聚体

的组装具有稳定作用[50]。与之相对地，来自于荧

光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)的 MDH 为

长链醇脱氢酶，存在形式为二聚体或四聚体，

辅因子为 NAD+/NADH，其不包含保守的 Tyr 位 
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图 3  酶法催化合成 D-甘露醇   A: 甘露醇脱氢

酶(MDH)转化 D-果糖生成 D-甘露醇. B: 甘露醇脱

氢酶转化 D-果糖生成 D-甘露醇并通过葡萄糖脱氢

酶(GDH)再生辅因子 NADH. C: 甘露醇脱氢酶转

化 D-果糖生成 D-甘露醇并通过甲酸脱氢酶(FDH)
再生辅因子 NADH. 
Figure 3  Enzymatic synthesis of mannitol. A: 
Conversion of D-fructose to D-mannitol by MDH 
(mannitol dehydrogenase). B: D-mannitol production 
from D-fructose by MDH and the recycling of 
NADH through GDH (glucose dehydrogenase). C: 
D-mannitol production from D-fructose by MDH 
and the recycling of NADH through FDH (formate 
dehydrogenase). 

 
点，并且不依赖 Zn2+或其他金属离子来催化反

应。序列分析表明，与 PfMDH 结构相似性较高

的 是 甘 油 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3- 
phosphate dehydrogenase, GAPDH)、N-(1-D-羧
乙基)-L-正缬氨酸脱氢酶、UDP-葡萄糖脱氢酶

(UDP-glucose dehydrogenase, UGDH)和 6-磷酸葡

萄糖酸脱氢酶(glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
G6PDH)，表明这些酶之间可能存在进化关系[51]。 

参与反应的辅因子 NADH 或 NADPH 价格

昂贵，是限制酶法催化甘露醇产量的主要因素。

因此，需要补充 NADH 或 NADPH 来解决这个问

题。辅因子再生策略通常用添加辅助酶的方法来

实现，该方法具有专一性强、与整个反应体系相

容性好的优点，如图 3 所示。其中一种方法是通

过葡萄糖脱氢酶(glucose dehydrogenase, GDH)氧
化葡萄糖生成葡萄糖酸而再生辅酶 NADH[52]。

此方法中，葡萄糖廉价易得，存在的问题是副

产物葡萄糖酸和甘露醇难以分离，且随着反应

的进行，反应体系的 pH 逐渐下降，需要调控

pH[53]。另一种辅酶再生方法是 MDH 偶联甲酸

脱氢酶(formate dehydrogenase, FDH)，甲酸在

FDH 的催化下转化为 CO2，同时伴随着 NADH
的生成，用于 MDH 催化生成 D-甘露醇。该方

法的缺点是甲酸成本相较葡萄糖要高，FDH 稳

定性较差，优点是副产物 CO2 容易与产物分离，

便于下游的提取纯化。 
原核生物中发现的 MDH (EC 1.1.1.67)通常

为 NADH 依赖性，在真核真菌和酵母中发现的

MDH (EC 1.1.1.138)通常为 NADPH 依赖性，

但是也存在例外[54]。目前已经有许多微生物来

源的 NADH 依赖性的甘露醇脱氢酶被纯化和表

征，例如肠膜乳杆菌(L. mesenteroides)[55]、荧光

假单胞菌(P. fluorescens) DSM 50106[56]，其酶学

性质详情见表 2。大多数目前被报道的酶的最适

温度为 30 ℃左右，最适 pH 多为中性偏酸。对

于各种 MDH 金属偏好性的研究结果表明，金

属离子对于 MDH 的催化活性具有较大的影响，

通常来说，添加 Zn2+可以提高催化活性，其他

具有促进催化作用的金属离子还包括 Ni2+、

Cu2+、Ca2+和 Mn2+[57-59]。 
在生产过程中经常会用到高温条件，能在

高温下工作的超嗜热酶在工业应用中具有多种

优势，包括减少染菌的可能性、降低反应介质

的黏度、促进反应正向进行等[60]。来自于超嗜
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热微生物的酶可以作为研究酶反应分子机制的

范例来探究其热稳定性和功能性的机理[61]。目

前仅有少数的研究报道了从超嗜热微生物发现

的 MDH 的一些酶学性质(表 2)。2008 年，Song
等[59]首次报道了一种来自超嗜热微生物海栖热

袍菌 (Thermotoga maritima)的甘露醇脱氢酶

TmMDH，其在 90–100 ℃之间具有最佳催化活

性，120 ℃时可以保留 63%的催化活性，但在室温

时未检测到催化活性，热稳定性实验表明该酶在

80 ℃时半衰期为 57 min，在 95 ℃时为 6 min。
使用来自那不勒斯栖热袍菌 (T. neapolitana)
的木糖异构酶 TnXI 和 TmMDH 两步酶促转化

180 mmol/L 葡萄糖，最终生成了 19.0 mmol/L   
D-甘露醇，该反应过程没有添加辅因子再生机

制，可能是导致最终反应生成 D-甘露醇较少的

原因。另一种来自超嗜热微生物那不勒斯栖热

袍菌(T. neapolitana) DSM4359 的 TnMDH 也已

经被报道，用大肠杆菌表达的重组 TnMDH 的

最佳反应 pH 值为 6.5，最适反应温度为 90 ℃，

在 75 ℃下具有较好的热稳定性，在 90 ℃下孵

育 1 h 后可保持初始活性的一半，利用大肠杆

菌重组纯化的 TnMDH 可以用 1% (质量体积比) 
D-果糖为原料生产 D-甘露醇，转化率为 40%，

TnMDH 酶的专一性较高，高温下对木糖醇、肌

醇、山梨醇、鼠李糖、甘露糖和木糖均没有催化

活性[62]。目前报道的热稳定性最好的 MDH 来自

一种热解纤维素菌(Caldicellulosiruptor morganii) 
Rt8.B8，75 ℃孵育 3 h 后酶活可保留 90%以上，

95 ℃孵育 2.5 h 后相对酶活保持 50%以上，在

pH7.5，温度 70 ℃时，CmMDH 和来自近多形汉

逊酵母(Ogataea parapolymorpha)的 FDH 添加比

例 2:1 的条件下反应后，400 mmol/L D-果糖转化

率达到 80.0%，表明该酶在工业化制备 D-甘露

醇方面具有巨大潜力[58]。 

2.2  微生物催化法制备 D-甘露醇 
1998 年，Slatner 等[63]首次报道了利用大肠

杆菌表达的来自荧光假单胞菌(P. fluorescens) 
DSM 50106 的 NADH 依赖型的 PfMDH 和来自

博伊丁假丝酵母(Candida boidinii)的甲酸脱氢

酶 CbFDH 进行辅酶循环的策略，在自制反应

器中利用纯化的酶进行催化反应实现了 D-果
糖转化为 D-甘露醇(表 3)，D-甘露醇的产率达到 

 
表 2  不同来源的甘露醇脱氢酶的性质比较 
Table 2  Comparison of properties of mannitol dehydrogenase (MDH) from different sources 
Species Topt (℃) pHopt Km (mmol/L) Specific activity (U/mg) Cofactor Metal ion References 
Agaricus bisporus NM NM 29.3 NM NADPH Ni2+ [49] 
Leuconostoc mesenteroides 30 5.4 35.0 70.0 NADH Ni2+ [55] 
Pseudomonas fluorescens 25 7.0–7.5 25.0 46.0 NADH None [56,63-64] 
Pseudomonas sp. 1109 80 8.5 20.0 97.0 NADH Zn2+ [57] 
Caldicellulosiruptor 
morganii Rt8.B8 

75–80 8.0 18.0 115.0 NADH Mn2+ [58] 

Thermotoga maritima 95 5.5–6.0 51.0 54.0 NADH Zn2+ [59] 
Thermotoga neapolitana 90 6.5 20.0 86.0 NADH Co2+ [62] 
Rhodobacter sphaeroides NM 6.5 16.3 68.3 NADH None [65] 
Candida magnolia 37 7.5 28.0 314.0 NM NM [66] 
Leuconostoc 
pseudomesenteroides 

30 6.5 44.0 450.0 NADH Zn2+ [67] 

Leuconostoc intermedius 35 5.5 25.0 331.0 NADPH Zn2+ [68] 
Platymonas subcordiformis NM 7.0 43.0 NM NADH Zn2+ [69] 
NM: Not mentioned. 
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表 3  微生物转化法制备甘露醇的策略 
Table 3  Biotransformation strategies in the production of D-mannitol 
System Catalyst Substrates Yield Enzyme amount Conversion 

rate (%) 
Time 
(h) 

References 

LpMDH 
BaGDH 

Whole cell 
E. coli BL21(DE3) 

D-fructose 
100 g/L 

81.9 g/L OD600=30.0 81.0 24 [53] 

CmMDH 
OpFDH 

Pure enzyme D-fructose 
100 mmol/L 

95.0 mmol/L 20% (V/V) 95.0 40 [58] 

400 mmol/L 320.0 mmol/L  80.0  
TmMDH 
TnXI 

Pure enzyme D-glucose 180 mmol/L 19.0 mmol/L 1.0 mg/mL TmMDH 10.6 5 [59] 
0.772 mg/mL TnXI 

PfMDH 
CbFDH 

Pure enzyme D-fructose 
500 mmol/L 

72.0 g/L 1.0 U/mL 80.0 48 [63] 

IA 
αGP 
PGM 
PGI 
M1PDH 
M1Pase 
FDH 
4GT 
PPGK 

Pure enzyme Maltodextrin 
10 g/L and 50 g/L 

214.3 mmol/L 1/2 000 IA  
7.5 U/mL αGP  
10.0 U/mL PGM 
2.5 U/mL PGI  
5.0 U/mL M1PDH 
2.5 U/mL M1Pase 
5.0 U/mL FDH 
0.1 U/mL 4GT 
1.0 U/mL PPGK 

86.0 48 [71] 

LpMDH 
CbFDH 

Pure enzyme D-fructose 
100 mmol/L 

80.0 mmol/L 25.0 U/L 80.0 50 [66] 

LpMDH 
MvFDH 

Whole cell 
Bacillus 
megaterium 

D-fructose 
90 g/L 

39.3 g/L 2.9 g /L (dry cell) 43.7 48 [72] 

LpMDH 
MvFDH 
ZmGLF 

Whole cell 
E. coli BL21(DE3) 

D-fructose 
500 mmol/L 

362.0 mmol/L 3.0 g/L (dry cell) 72.0 8 [73] 

Streptomyces 
rubiginosus GI 

D-glucose 
1 000 mmol/L 

821.0 mmol/L 5 g /L (dry cell) 
2 g/L SrGI 

82.0 40 [70] 

LpMDH 
MvFDH 
ZmGLF 

Whole cell 
Corynebacterium 
glutamicum 

D-fructose 
500 mmol/L 

87.0 g/L 2.9 g/L (dry cell) 95.0 24 [74] 

MDH: Mannitol-2-dehydrogenase; FDH: Formate dehydrogenase; XI: Xylose isomerase; GI: Glucose isomerase; IA: 
Isoamylase; αGP: α-glucan phosphorylase; PGM: Phosphoglucomutase; PGI: Phosphoglucose isomerase; M1PDH: 
Mannitol-1-phosphate 5-dehyrogenase; M1Pase: Mannitol 1-phosphatase; 4GT: 4-α-glucanotransferase; PPGK: Polyphosphate 
glucokinase. 
 
2.25 g/(L·h)，终浓度达到 72.0 g/L，底物 D-果
糖转化率为 80.0%。2005 年，Kaup 等[70]首次报

道了利用大肠杆菌工程菌进行全细胞生物催化

的反应系统，在大肠杆菌中过表达来自假肠膜

明串珠菌(L. pseudomesenteroides) ATCC 12291
的甘露醇脱氢酶 LpMDH 和来自母牛分枝杆菌

(Mycobacterium vaccae) N10 的甲酸脱氢酶基因

MvFDH，利用工程菌细胞可催化 D-果糖合成

D-甘露醇。进一步过表达葡萄糖转运蛋白基因

(glucose-facilitated diffusion transporter, glf)，使

细胞能够有效吸收 D-果糖而减少磷酸化。用过

表达 3 种蛋白的工程菌休止细胞作为催化剂，
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在菌体添加量为 3 g/L (干重计)并添加甲酸进行

pH 控制的条件下，24 h 后 D-甘露醇产率为

84%，进一步研究以葡萄糖为底物合成 D-甘露

醇的工艺，在反应体系中加入葡萄糖异构酶，

使得最终底物转化率达到了 82.0%。 
在用葡萄糖脱氢酶 GDH 作为辅酶再生的

尝试中，已经实现了利用大肠杆菌共表达

LpMDH 和来自于解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens)的葡萄糖脱氢酶 BaGDH转化

D-果糖合成 D-甘露醇。通过调节两种酶的比例，

提高 BaGDH 的拷贝量来提高辅酶的循环能力，

在反应温度 30 ℃，初始 pH 值 6.5，添加菌体

量 OD600=30.0，主底物 D-果糖 100 g/L，辅底物

D-葡萄糖与主底物 D-果糖摩尔比 1:1 的条件下，

在 5 L 发酵罐转化 24 h，D-甘露醇的最高产量

为 81.9 g/L[53]。Wei 等[71]报道了一种以淀粉为

底物生产 D-甘露醇的新方法，该反应体系为纯

酶催化体系，由 3 个反应模块组成，在模块 1
中，淀粉的 α-1,6-糖苷键水解生成直链淀粉，

模块 2 包括了用 FDH 进行辅因子再生的 D-甘露

醇生成过程，包含 6 个酶催化反应；模块 3 中，

淀粉完全转化为葡萄糖，用于直接合成 D-甘露

醇，在优化酶添加量、磷酸添加量、NAD+添加

量的条件下，使用 10 g/L 和 50 g/L 的麦芽糖糊

精作为底物实现了 95%–98%的高产品收率，为

工业化合成 D-甘露醇奠定了一定的基础。然而，

多酶反应的系统调控复杂，每个酶的最适反应

条件均有差异，在工艺上操作需要摸索较多的

因子以达到一个最优条件，这一过程会使得有

些酶难以发挥其最优功能，实现起来有一定的

难度。 

3  总结与展望 
尽管 D-甘露醇可以通过天然提取、化学合

成、微生物发酵和酶法催化获得，然而出于经

济成本考虑，目前市售 D-甘露醇主要通过提取

和化学加氢方法生产。近年来，随着工业绿色

低碳转型，低碳、清洁的工业生产方式越来越

受到重视。因此，未来 D-甘露醇采用低成本、

低能耗、低污染、低排放的生物制造将是趋势，

通过对低成本底物的利用、工程菌株的开发以

及发酵和催化工艺调控策略的深入研究，使得

以更经济的方式生产 D-甘露醇成为可能。 
微生物发酵和微生物催化是 D-甘露醇主要

的生物合成方法，对比不同的几种微生物的发

酵情况来看，几种异型发酵型乳酸菌和木兰假

丝酵母(C. magnoliae)是目前研究较多、发酵工

艺最成熟的具有商业化生产潜力的菌种。异型

发酵乳酸菌产量高，但是使用该菌种存在的问

题是耗时长，且发酵过程中需要富含各种营养

的辅料，培养基成本高，在发酵过程中也容易

有副产物有机酸的积累，导致产物难以分离，

因此对于发酵的 pH 的精确调控尤为重要。木

兰假丝酵母(C. magnoliae)发酵最终甘露醇产量

和异型乳酸菌相当，并且耐高渗条件，因此可

利用高浓度碳源进行培养。酵母发酵时长通常

较异型发酵乳酸菌长，相比较而言时空产率低，

且在发酵过程中存在甘露醇被再次利用的问

题。但是通过精确控制温度和 pH，也可以达到

较高的时空产率。整体来看，微生物发酵法生

产甘露醇耗时较长，在添加正常碳源的同时也

需要添加底物果糖，且约 1/3 的底物果糖用于

辅因子再生，因此最大理论摩尔产率约为

66.7%，需要同时添加果糖和葡萄糖来提高底物

的摩尔转化率，且发酵过程为了菌体快速生长

需要添加较为昂贵的辅料，导致原材料和能源

成本增加。随着合成生物学技术的广泛应用，

未来有望从廉价原料出发，设计开发新型高效

的基因表达调控元件用于构建经济高效的甘露

醇微生物细胞工厂，在提高甘露醇产量的同时
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降低发酵成本，但是开发新菌种的不确定性大、

耗时长，目前降低成本难度仍然较高。 
酶催化方法主要采用多酶偶联反应策略，

通过多个连续反应模块直接将淀粉逐步分解成

葡萄糖，并以其为底物通过酶催化法生成 D-甘
露醇，此方法为实现高效生产提供了有力的技

术支持。纯酶催化反应存在较高的反应条件要

求和获得难度，因此不适于大规模生产。全细

胞催化法因其反应条件温和、对环境要求不苛

刻、产率高、副产物少等特点，成为目前较为

理想的 D-甘露醇制备方法。然而，全细胞催化

法仍需要解决一些挑战，其中最主要的问题之

一是辅因子的再生，尤其在野生菌株中难以实

现。目前已经开发出了用于全细胞催化的工程

菌，在表达甘露醇脱氢酶 MDH 的同时，表达

葡萄糖脱氢酶 GDH 或甲酸脱氢酶 FDH 进行辅

因子的再生的方法来减少昂贵的辅因子添加，

并已成功应用于大肠杆菌、巨大芽孢杆菌和谷

氨酸棒状杆菌中。为了解决底物 D-果糖较为昂

贵的问题，通过构建工程菌株，使菌株能够直

接利用更廉价的葡萄糖作为底物来转化生成 
D-甘露醇，并在大肠杆菌中实现。全细胞催化

法还存在另一个问题是反应耗时长，需要挖掘

酶活更高的酶，优化工程菌的表达系统，以提

高酶的表达量和催化效率。另外，尽管添加了

辅酶循环系统，辅因子的平衡仍可能受到影响，

需要更多的尝试，如挖掘更高效的辅助酶、优

化辅助酶拷贝数、提升表达量等。固定化酶可

能是一种解决方案，延长了酶的保存时间和使

用寿命，从而使得催化过程在实际生产中更加

稳定。 
总体来看，微生物发酵法和微生物催化法

各有优劣，在实际应用中可根据实际情况选择

适合的生产工艺。微生物发酵法的菌种可以为

野生菌种，考虑到基因工程菌改造的设备要求

和较高的改造成本，发酵法的菌种获得性相比

较于微生物催化法更容易。然而，为了得到更

高产的菌株，通常也要用到诱变筛选或基因工

程菌，这也增加了菌种获取难度。另外，微生

物催化法的操作需要发酵产酶和酶催化两个步

骤，相比较而言微生物发酵法的操作可能更简

单。但是发酵法生产 D-甘露醇的决定因素在于

发酵条件的精准控制，包括温度、pH 和溶氧等，

以减少培养基改变对于微生物细胞生长和副产

物的积累。而对于微生物催化法的工程菌而言，

如果设计得当，其效率和产率相较于微生物发

酵可以具有较大的优势。这就需要在最初设计

时就考虑到实际的应用场景，例如需要底盘微

生物在生长快、耐受性好的同时具有较好的产

酶效率，反应的关键酶也要进行筛选优化，并

且需要摸索一系列的反应条件等，使得微生物

催化过程达到较为理想的效果。在这一领域仍

需持续努力，以进一步推动 D-甘露醇的生产工

艺的创新与发展。 
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