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摘   要：衣康酸(itaconic acid, IA)是 12 种高附加值平台化合物之一，广泛应用于涂料、黏合剂、

塑料、树脂和生物燃料等领域。本研究基于前期构建的工程化盐单胞菌 TDZI-08，通过排查阻碍

因素、优化碳源、氮源、诱导剂添加时间和表面活性剂添加量等，建立了一锅法催化柠檬酸合成

衣康酸工艺。在 5 L 发酵罐中利用 TDZI-08 进行开放式不灭菌一锅法合成，最高产生了 40.50 g/L
衣康酸，催化阶段得率为 0.68 g 衣康酸/g 柠檬酸，总得率为 0.42 g 衣康酸/g (柠檬酸+葡萄糖酸)。
本研究探索出的一锅法合成体系工艺简单且无须灭菌和无菌操作，表明盐单胞菌具有较好的衣康

酸工业化生产潜力。 
关键词：盐单胞菌；衣康酸；一锅法合成；工艺优化 
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One-pot synthesis of itaconic acid by engineered Halomonas 
bluephagenesis TDZI-08 
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Abstract: Itaconic acid (IA) is one of the twelve high value-added platform compounds applied 
in various fields including coatings, adhesives, plastics, resins, and biofuels. In this study, we 
established a one-pot catalytic synthesis system for IA from citric acid based on the engineered 
salt-tolerant bacterial strain Halomonas bluephagenesis TDZI-08 after investigating factors that 
hindered the process and optimizing the carbon source, nitrogen source, inducer addition time, 
and surfactant dosage. The open, non-sterile, one-pot synthesis with TDZI-08 in a 5 L fermenter 
achieved the highest IA titer of 40.50 g/L, with a catalytic yield of 0.68 g IA/g citric acid during 
the catalytic stage and a total yield of 0.42 g IA/g (citric acid+gluconic acid). The one-pot 
synthesis system established in this study is simple and does not need sterilization or aseptic 
operations. The findings indicate the potential of H. bluephagenesis for industrial production   
of IA. 
Keywords: Halomonas bluephagenesis; itaconic acid; one-pot synthesis; process optimization 

 
衣康酸(itaconic acid, IA)，也被称为亚甲基

丁二酸，是美国能源部公布的 12 种高附加值平

台化合物之一，在纤维、树脂和橡胶的生产中起

着重要作用[1-2]。衣康酸可通过化学法和微生物

发酵法合成[2-3]，其中微生物发酵法是工业生产

衣康酸的主要方法。生物合成途径是从三羧酸循

环(tricarboxylic acid cycle, TCA)中间产物柠檬

酸出发，经顺乌头酸酶(aconitase, ACN)催化转化

为顺乌头酸，顺乌头酸再由顺乌头酸脱羧酶

(cis-aconitate decarboxylase, CAD)催化成为衣康

酸。目前工业上常用的生产菌株有丝状真菌土曲

霉 (Aspergillus terreus) 和 玉 米 黑 粉 菌 (Ustilago 

maydis)，最高产量分别可达 160 g/L 和 220 g/L

衣康酸[4-5]。然而，丝状真菌具有生长速度慢、

生产效率低、需氧量高、发酵重现性差和遗传背

景复杂等缺点，制约了衣康酸产量和得率的进一

步 提 高 。 近 年 来 ， 多 种 异 源 宿 主 如 黑 曲 霉

(Aspergillus niger)[6-7] 、 大 肠 杆 菌 (Escherichia 

coli)[8-9] 、 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌 (Corynebacterium 

glutamicum)[10-11] 和 解 脂 耶 氏 酵 母 (Yarrowia 

lipolytica)[12-13]等也被改造并利用发酵法合成衣

康酸，但其产量(最高 54.6 g/L[12])远低于天然生

产宿主。 

全细胞催化是利用微生物细胞作为催化剂

进行底物转化的过程，相较于微生物发酵法，具

有条件易控、反应高效、产物易于分离和细胞可

回收利用等优点[14]。近年来，全细胞催化已应

用于衣康酸的合成。通过对大肠杆菌[15-19]、希瓦
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氏 菌 (Shewanella livingstonensis) 和 盐 单 胞 菌

(Halomonas bluephagenesis)等进行代谢工程改

造，并利用工程化菌株细胞作为催化剂，将廉价

底物柠檬酸转化为衣康酸(表 1)。盐单胞菌催化

系统是本课题组前期构建的，通过在盐单胞菌

TD1.0 中引入衣康酸生物合成的必需基因(CAD

编码基因 cadA 和 ACN 编码基因 acn)、共表达

分子伴侣蛋白基因 groESL、增加限速酶基因 acn

拷贝数和弱化竞争途径基因表达，获得了工程菌

株 TDZI-08 (图 1)。在优化条件下，TDZI-08 细

胞催化柠檬酸最高产生 63.60 g/L 衣康酸[20]。尽

管该盐单胞菌催化系统的衣康酸产量和效率低

于大肠杆菌催化系统(表 1)，但由于盐单胞菌具

有嗜盐嗜碱的特性，在工业应用时可进行开放式

不灭菌连续培养，有利于简化生产工艺和降低生

产成本[21]。因此，对盐单胞菌 TDZI-08 催化柠

檬酸生产衣康酸工艺进行深入研究有望为其工

业化生产提供实验基础。 
 

表 1  全细胞催化柠檬酸合成衣康酸 
Table 1  Whole cell catalytic synthesis of IA from citric acid 
Strains Strategies Process Titer (g/L) Yield (g/g)a References 
Escherichia coli 
Rosetta(DE3) 

Self-assembled reaction of aconitase (ACO) and 
CAD via protein-peptide interaction 

Two-step  
cell catalysis 

8.70 0.10 [15] 

E. coli JY002 Overexpression of acn and multiple cadA  41.60 0.48 [16] 
E. coli 
BL-CAR470E-DS/A-CS 

Optimize CAD and synthesizing protein scaffolds to 
co-localize ACO and CAD 

Two-step 
cell catalysis 

51.79 − [17] 

E. coli AtCg Overexpression of cadA and acnA under dual T7 
promoters; optimization parameter and medium 

Two-step 
cell catalysis 

67.00 0.35 [18] 

E. coli Lemo21(DE3) Overexpression of acn and cadA; cold treatment for 
24 h; integration of groESL to chromosome 

Two-step 
cell catalysis 

98.17 0.51 [19] 

H. bluephagenesis 
TDZI-08 

Expression of cadA and acn; co-expression of 
molecular chaperone GroESL; increasing the copy 
number of the acn; downregulation of isocitrate 
dehydrogenase encoding gene icd; optimization the 
reaction conditions 

Two-step 
cell catalysis 

63.60 0.63 [20] 

H. bluephagenesis 
TDZI-08 

Process optimization One-pot 
synthesis 

40.50 0.68 This study 

a: The yield was calculated according to the following formula: concentration of IA produced (g/L)/concentration of citric acid 
consumed (g/L). 

 

 
图 1  盐单胞菌 TDZI-08 以柠檬酸为底物合成衣康酸路径图 
Figure 1  Pathway diagram of the synthesis of IA using citric acid as substrate in Halomonas bluephagenesis 
TDZI-08. 
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利用工程菌株 TDZI-08 两步法催化合成衣

康酸时，需要先在丰富培养基中制备细胞，然后

经过细胞收集、浓缩和洗涤后再转移到反应体系

中进行催化，繁琐的工艺不利于后续的工业化应

用 [20]。为了简化工艺，本研究基于工程菌株

TDZI-08 开发了一锅法合成衣康酸工艺，通过排

查阻碍因素、优化碳源、氮源、诱导剂添加时间

和表面活性剂添加量等，实现了细胞生长、诱导

和催化合成的一体化，在开放式不灭菌条件下通

过一锅法可高效合成衣康酸，从而简化了工艺流

程，有利于提高经济效益，对衣康酸的产业化发

展具有重要参考价值。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

本实验所使用的菌株是前期本课题组构建

的工程化盐单胞菌 H. bluephagenesis TDZI-08[20]。 

1.2  培养基 
LB 培养基(g/L)：酵母抽提物 5.0，胰蛋白

胨 10.0，氯化钠 10.0。 
60-LB 培养基(g/L)：酵母抽提物 5.0，胰蛋

白胨 10.0，氯化钠 60.0。 
60-MM 培养基(g/L)：氯化钠 60.0，酵母提取

物 5.0，Na2HPO4∙12H2O 9.7，KH2PO4 1.5，MgSO4 
0.2，NH4Cl 1.0，溶液Ⅰ 10.0 mL，溶液Ⅱ 1.0 mL，

根据实验需求添加适量柠檬酸钠或葡萄糖酸钠

为碳源，采用 5.0 mol/L NaOH 溶液调 pH 至

8.5−9.0。 
溶液 I (g/L)：柠檬酸铁铵 5.0，CaCl2 2.0，

用 1.0 mol/L HCl 溶液配制。 
溶 液 Ⅱ (mg/L) ： ZnSO4∙7H2O 100.0 ，

CoCl2∙6H2O 100.0，H3BO3 300.0，CuSO4∙5H2O 
10.0 ， MnCl2∙4H2O 30.0 ， NiCl2∙6H2O 20.0 ，

NaMoO4∙2H2O 30.0。 
MM 培养基(g/L)：在 60-MM 基础上去除

60.0 g/L 氯化钠并调整碳源和氮源得到，柠檬酸

钠和葡萄糖酸钠混合物(总钠离子物质的量浓度

不低于 0.68 mol/L 以维持盐单胞菌生长渗透压)
为碳源，酵母提取物 5.0+氯化铵 1.0 或酵母提取

物 2.5+玉米浆干粉 2.5+氯化铵 5.0 为氮源，其余

组分不变。 
培养基使用前添加 50.0 μg/mL 壮观霉素和

25.0 μg/mL 氯霉素。 

1.3  一锅法合成衣康酸方法 
取−80 °C 保藏的 TDZI-08 甘油管液体，在

含抗生素的 60-LB 平板上划线，37 °C 静置培养

24 h；挑取单菌落接种于含抗生素的 60-LB 液体

培养基中，37 ℃、200 r/min 培养 12 h 获得一级

种子液；取一级种子液按 1% (体积分数)接种量

转接至含抗生素的 60-LB 液体培养基中，37 ℃、

200 r/min 培养 10−12 h 获得二级种子液；将二

级种子液按 10% (体积分数)接种量转接至含有

200 mL 60-MM 液体培养基的 2 L 带挡板摇   
瓶中，37 ℃、200 r/min 培养；当细胞 OD600 为    
3 时，加入终浓度为 1 mmol/L 异丙基-β-D-硫代

半乳糖苷(isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG)，
30 ℃、200 r/min 诱导培养 10 h；诱导结束后，

使用柠檬酸溶液(500 g/L)下调并维持 pH 至 6.3 
(同时也起到补加底物柠檬酸的作用)，并添加表

面活性剂曲拉通 X-100 (Triton X-100)以增加

细胞膜通透性促进反应进行 [20]，在 30 ℃、  
200 r/min 条件下进行催化反应。其中培养基的

碳源、氮源、诱导剂添加时间以及表面活性剂添

加量按 2.3 所示进行优化。 

1.4  5 L 发酵罐开放式一锅法合成衣康酸 
二级种子液制备操作同 1.3 所述，将二级种

子液按 10% (体积分数)接种量转接至含有 2 L 
60-MM 液体培养基的 5 L 发酵罐(上海百仑生物

科技有限公司)中，37 ℃、500 r/min 培养，关联

转速(500–800 r/min)和溶氧，维持溶氧在 30%左
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右；培养基、补料液和发酵罐体均不灭菌，接

种和补料在开放式条件下操作；当细胞 OD600

增长至 15 时，加入终浓度为 1 mmol/L 的

IPTG，转至 30 ℃诱导培养 10 h；诱导结束后，

将转速下调至 500 r/min，断开通气，使用柠檬

酸溶液(500 g/L)下调并维持 pH 至 6.3，添加

0.03% Triton X-100，进行催化反应，当衣康酸

产量不再增加时停止反应。 
1.5  细胞生物量和反应物浓度的测定 

细胞生物量使用 600 nm 下的吸光值(OD600)
表示，取培养液适当稀释后，用紫外分光光度计

TU-1801 (北京普析通用仪器有限责任公司)测

定 600 nm 波长下的吸光度。反应物柠檬酸、衣

康酸、顺乌头酸和葡萄糖酸钠的含量采用高效液

相色谱(high performance liquid chromatography, 
HPLC)测定，检测条件为：HPLC 系统(Agilent 
Technologies 公司)，分离柱为 Aminex HPX-87H
色谱柱(300 mm×7.8 mm, 9 μm, Bio-Rad 公司)，
流动相为 0.5 mmol/L H2SO4，流速为 0.4 mL/min，

柱温为 60 ℃，柠檬酸、衣康酸和顺乌头酸采用

紫外检测器(波长为 210 nm)检测，葡萄糖酸钠采

用示差检测器检测。 

2  结果与分析 
2.1  一锅法合成衣康酸初步测试 

为了实现利用菌株 TDZI-08 进行一锅法合

成衣康酸，在 60-MM 培养基中添加 32 g/L 的二

水合柠檬酸三钠(相当于 21 g/L 柠檬酸)作为碳源

进行测试。接种后，分别在细胞密度(OD600)达
到 1 和 3 时，添加 IPTG 进行诱导培养，48 h 后

取样检测细胞生物量、柠檬酸残余量和衣康酸

产量，结果如图 2 所示。在 OD600 为 1 时加入

IPTG 导致细胞生长和代谢迟缓，最高细胞密度

(OD600)为 1.73，且仅消耗了 4.30 g/L 柠檬酸，

几乎没有衣康酸生成(图 2)；当 OD600 为 3 时加

IPTG 诱导培养，细胞生长有明显改善，细胞

OD600 最高为 8.04，消耗了 14.10 g/L 柠檬酸，但

衣康酸产量非常低(0.81 g/L) (图 2)。结果表明

一锅法合成衣康酸的效率很低，为提高其合成

效率，需要对影响因素进行排查和优化。 

2.2  一锅法合成衣康酸影响因素的探索 
前期研究发现，在盐单胞菌细胞催化合成衣

康酸的过程中，维持反应体系中 pH 在 6.0–6.5
和添加表面活性剂 Triton X-100 是衣康酸高效合

成的必要条件[20]。然而，由于 60-MM 培养基的

pH 约为 9.0 且不含表面活性剂，可能会影响一

锅法合成衣康酸的效率。使用初步测试的条件

培养和诱导细胞(生长和诱导阶段)，48 h 后使用

1 mol/L HCl 将培养液 pH 下调至 6.5，并补加

0.5% Triton X-100，以转变为适合细胞催化的条

件(催化阶段)，但衣康酸产量仍没有增加，这表

明还有其他影响因素。 
前期两步细胞催化时发现，在反应体系中

添加高浓度氯化钠会显著降低衣康酸的合成效率。

以96 g/L柠檬酸为底物，当催化体系中不含1 mol/L
氯化钠时，反应正常，催化 47 h 产生 55 g/L 衣

康酸(图 3A)；当催化体系中含 1 mol/L 氯化钠 
 

 
 

图 2  不同细胞密度时 IPTG 诱导对衣康酸合成

的影响 
Figure 2  Effect of IPTG induction at different cell 
density on IA synthesis. 
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时，柠檬酸消耗明显减慢，催化 45 h 仅产生  
15 g/L 衣康酸(图 3B)。由于 60-MM 培养基中含

60 g/L 氯化钠(相当于 1 mol/L 氯化钠)以维持盐单

胞菌生长所需的渗透压，推测可能是高浓度氯

化钠的存在影响了一锅法合成衣康酸的效率。 
盐单胞菌能在高盐环境下生存，高浓度钠离子

是其正常生长所依赖的[22]。为了排除氯化钠对

衣康酸合成的影响，使用柠檬酸钠盐替代氯化

钠以维持盐单胞菌的正常生长。盐单胞菌生长

最 适 氯 化 钠 浓 度 为 40–80 g/L[23] ， 初 步 选 择   
40 g/L 氯化钠对应的钠离子浓度(0.68 mol/L)以
确定柠檬酸钠盐的初始添加量，将 60-MM 培养基

调整为 MM，即用 67 g/L 二水合柠檬酸三钠(含
0.68 mol/L 钠离子)替换 60 g/L 氯化钠，其余成分

不变。以 MM 为培养基进行三阶段培养：(1) 生

长阶段。培养基 pH 用 5 mol/L NaOH 调至 9.0，在

37 ℃、200 r/min 下培养；(2) 诱导阶段。细胞

OD600 增长至 3 时，加入 IPTG，30 ℃、200 r/min
诱导培养至 24 h，pH 维持在 8.5−9.0；(3) 催化

阶段。添加 0.5% Triton X-100，并使用柠檬酸溶

液(500 g/L)将 pH 下调至 6.3，于 30 ℃、200 r/min
下进行细胞催化，其间使用柠檬酸溶液(500 g/L)

维持控制 pH 在 6.3 左右；取样测定柠檬酸、衣

康酸和顺乌头酸浓度以及细胞 OD600，结果如

图 4 所示。细胞诱导培养后(24 h 时)的最高

OD600 为 9.2，转为催化阶段后，OD600 快速降

至 3 左右，到催化结束时降至 2 左右；细胞

OD600 下降的很大原因是 Triton X-100 的添加

导致细胞裂解，因为一定浓度的 Triton X-100
可以破坏细胞膜的结构，使细胞膜中的脂质

层发生溶解导致细胞破碎；生长和诱导阶段

几乎没有衣康酸产生(<0.1 g/L)，调节 pH 为 6.3
后，衣康酸快速积累，最高产生了 3.50 g/L 衣

康酸。以上结果表明经过去除氯化钠、调控

pH 和添加表面活性剂后，可实现一锅法合成

衣康酸。 

2.3  一锅法合成衣康酸工艺优化 
虽然初步确定了一锅法合成衣康酸的工

艺，但与两步细胞催化法相比，衣康酸的产量

仍较低，推测是因为一锅法培养时获得的细胞

量(最高 OD600 仅 9.2)太低所致。为了增加细胞

量，对培养基中的碳源、氮源和 IPTG 添加时

间进行优化。此外，对表面活性剂的添加量也

进行了优化。 
 

 
 

图 3  高浓度氯化钠对细胞催化柠檬酸合成衣康酸效率的影响   A：催化体系中不含 1 mol/L 氯化钠. B：

催化体系中含 1 mol/L 氯化钠 
Figure 3  Effect of high concentration sodium chloride on the efficiency of cell-catalyzed IA synthesis. A: 
Catalytic system without 1 mol/L sodium chloride. B: Catalytic system containing 1 mol/L sodium chloride. 
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2.3.1  优化碳源和氮源 
为了改善盐单胞菌的生长，将培养基中的渗

透压提高，即将总钠离子浓度提高至 0.77 mol/L 
(相当于 45 g/L 氯化钠所含的钠离子浓度)。在改

造盐单胞菌合成其他产品的研究中，发现使用

80 g/L 葡萄糖酸钠为碳源，2.5 g/L 酵母提取物

和 2.5 g/L 玉米浆干粉为氮源时，盐单胞菌生长

良好；此外，本课题组的研究发现，将氯化铵

浓度提高至 5 g/L 可以显著促进盐单胞菌的生长

(相关数据尚未发表)。因此，采用 80 g/L 葡萄糖

酸钠和 40 g/L 二水合柠檬酸三钠(总钠离子浓度

为 0.77 mol/L)混合物为碳源，同时添加 2.5 g/L
酵母提取物、2.5 g/L 玉米浆干粉和 5 g/L 氯化铵

为氮源，培养盐单胞菌 TDZI-08 并测试其细胞

生长和衣康酸产生情况。结果表明，改变碳源

和氮源条件后，细胞生长和衣康酸的合成都有

明显改善 (图 5)。在生长阶段，生物量迅速增

长，培养 17 h 时 OD600 达到 30；在 17 h 时添加

0.5% Triton X-100 并流加柠檬酸溶液(500 g/L)下
调 pH 至 6.3 转为催化阶段，OD600 降至 10 (这是

由于表面活性剂 Triton X-100 导致细胞裂解所

致)；在催化阶段衣康酸快速合成，经过 36 h 的

催化产生了 22.33 g/L 衣康酸(图 5)。 
 

 
 

图 4  一锅法合成衣康酸相关参数 
Figure 4  Characterization of one-pot synthesis of IA. 

 
 
图 5  改变碳源和氮源对底物消耗、细胞生长和衣

康酸产量的影响 
Figure 5  Substrate consumption, cell growth, and 
IA production after changing carbon and nitrogen 
sources. 
 

然而，在上述条件下葡萄糖酸钠仅在生长

阶段有少量消耗，催化阶段不能用于衣康酸的

合成，导致葡萄糖酸钠有大量残留(60−70 g/L) 
(图 5)。这既造成了底物的浪费也增加了产物分

离难度，需要降低混合物中葡萄糖酸钠的添加

量。因此，测试了两种碳源在不同配比条件下

的细胞生长和底物消耗情况：(1) 30 g/L 葡萄糖

酸钠+67 g/L 二水合柠檬酸三钠；(2) 20 g/L 葡萄

糖酸钠+75 g/L 二水合柠檬酸三钠。结果如图 6
所示，配比 1 最高细胞 OD600 (OD600 为 54)虽然

略高于配比 2 (OD600 为 50)，但诱导培养后配比

1 中葡萄糖酸钠剩余约 11 g/L，而配比 2 中葡萄

糖酸钠能够被完全消耗，从而更有利于后续的

分离纯化。综合考虑，优选配比 2 作为 MM 培

养基的碳源。 
2.3.2  优化 IPTG 添加时间 

前期研究表明适当推迟 IPTG 添加有助于增

加诱导培养的细胞量[20,24]。以 20 g/L 葡萄糖酸

钠+75 g/L 二水合柠檬酸三钠为碳源，2.5 g/L 酵

母提取物、2.5 g/L 玉米浆干粉和 5 g/L 氯化铵为

氮源培养盐单胞菌 TDZI-08，当细胞 OD600 分别
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增长至 7、11、14 和 15 时，添加 IPTG 并诱导

培养 10 h，然后添加 0.5% Triton X-100 并流加

柠檬酸溶液(500 g/L)下调 pH 至 6.3，转为催化

阶段并反应 36 h。诱导后的最高 OD600 和衣康

酸产量如图 7 所示。当细胞 OD600 分别为 7、

11、14 和 15 时添加 IPTG，诱导培养获得的最

高细胞 OD600 分别为 25、40、47 和 54；整个过

程中初始添加的 20 g/L 葡萄糖酸钠均被完全消

耗，此外还分别消耗了 56.67、76.27、94.96、

100.90 g/L 柠檬酸；催化 36 h 的衣康酸产量分

别为 28.07、36.51、43.84、44.77 g/L，衣康酸

总得率分别为 0.376、0.387、0.388、0.380 g/g (葡
萄 糖 酸 + 柠 檬 酸 ) 。 以 上 结 果 表 明 适 当 推 迟

IPTG 添 加 有 利 于 改 善 细 胞 生 长 和 衣 康 酸 合

成，选择细胞 OD600 为 15 时作为 IPTG 的添加

时间点。 
 

 
 

图 6  不同碳源配比下底物消耗和细胞生长   A：30 g/L 葡萄糖酸钠+67 g/L 二水合柠檬酸三钠. B：20 g/L
葡萄糖酸钠+75 g/L 二水合柠檬酸三钠 
Figure 6  Substrate consumption and cell growth under different carbon source ratios. A: 30 g/L sodium 
gluconate+67 g/L trisodium citrate dihydrate. B: 20 g/L sodium gluconate+75 g/L trisodium citrate dihydrate. 
 

 
 

图 7  IPTG 诱导时的初始细胞密度(OD600)对细胞

生长和衣康酸产量的影响 
Figure 7  Effect of initial cell density (OD600) 
induced by IPTG on cell growth and IA production. 

2.3.3  优化表面活性剂添加量 
为减少表面活性剂的使用，对 Triton X-100

添加量进行优化。以 20 g/L 葡萄糖酸钠+75 g/L

二水合柠檬酸三钠为碳源，2.5 g/L 酵母提取

物、2.5 g/L 玉米浆干粉和 5 g/L 氯化铵为氮源，

培养盐单胞菌 TDZI-08，当细胞 OD600 增长至 15

时添加 IPTG 并诱导培养 10 h，然后分别添加

0.01%、0.02%、0.03%和 0.05% Triton X-100 并

补加柠檬酸溶液(500 g/L)下调 pH 至 6.3 转为催

化阶段，当衣康酸产量不再增加时终止反应，

结果如图 8 所示。当 Triton X-100 添加量为

0.03% 和 0.05% 时 ， 衣 康 酸 最 高 产 量 分 别 为

43.12 g/L (图 8C)和 44.80 g/L (图 8D)，与添加量 
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0.5%时无差别(图 5)；但当 Triton X-100 添加量

降为 0.02%时，只产生了 33.89 g/L 衣康酸(图
8B)，继续降至 0.01%时，产生的衣康酸仅 11.79 g/L 
(图 8A)。因此，为保证催化的正常进行，Triton 
X-100 添加量选定为 0.03%。 

至此，确定了一锅法合成衣康酸工艺：使用

MM 培养基(20 g/L 葡萄糖酸钠+75 g/L 二水合柠

檬酸三钠为碳源，2.5 g/L 酵母提取物+2.5 g/L 玉

米浆干粉+5 g/L 氯化铵为氮源)进行三阶段培

养。(1) 生长阶段：培养基 pH 用 5 mol/L NaOH
调至 9.0，37 ℃、200 r/min 培养 10 h，此时细胞

OD600 约 15；(2) 诱导阶段：细胞 OD600 为 15 时，

加入 IPTG，30 ℃、200 r/min 诱导培养，pH 维

持在 8.5–9.0，培养 10 h，转为催化阶段；(3) 催

化阶段：使用柠檬酸溶液(500 g/L)将 pH 下调并

维持在 6.3，添加 0.03% Triton X-100，在 30 ℃、

200 r/min 条件下进行催化。 
根据上述条件，TDZI-08 在摇瓶中采用一锅

法催化反应 36 h 合成 43.12 g/L 衣康酸(体积  
200 mL)，生长阶段消耗了 20.0 g/L 葡萄糖酸钠

(实测 17.3 g/L 葡萄糖酸)和 24.75 g/L 柠檬酸，共

计 3.46 g 葡萄糖酸和 4.95 g 柠檬酸，催化阶段共

消耗 13.68 g 柠檬酸，催化阶段的衣康酸得率为

0.63 g/g 柠檬酸，衣康酸总得率为 0.39 g/g (柠檬

酸+葡萄糖酸)；反应体系中只有衣康酸、柠檬酸

和少量中间产物顺乌头酸(<0.20 g/L)，相对纯

净，便于下游分离；整个过程无需细胞收集、浓

缩和洗涤操作，简单便捷。 
 
 

 
 
 

图 8  不同 Triton X-100 添加量对衣康酸合成的影响 
Figure 8  Effect of different Triton X-100 addition amounts on IA production. A: 0.01% Triton X-100. B: 
0.02% Triton X-100. C: 0.03% Triton X-100. D: 0.05% Triton X-100. 
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2.4  开放式不灭菌条件下在 5 L 发酵罐中

一锅法合成衣康酸 
在 5 L 发酵罐中进行开放式不灭菌一锅法

合成衣康酸。初始体积为 2 L，细胞 OD600 增加

至 15 时加 IPTG 并诱导培养 10 h，然后转为催

化阶段并到反应结束，周期时长为 56 h，过程中

补料液的流加使最终体积增加至 2.04 L，期间取

样检测细胞 OD600、底物消耗及衣康酸产量，结

果如图 9 所示。在开放式不灭菌条件下，诱导培

养后的细胞最大 OD600 为 41 (23 h)，添加 0.03% 
Triton X-100 并流加柠檬酸溶液(500 g/L)转为催

化阶段后，OD600 降至 30 左右，到催化结束时

OD600 降低至 15 左右；生长阶段(前 23 h)葡萄

糖酸钠(实测 17.90 g/L 葡萄糖酸)完全耗尽，柠

檬酸(实测 46.69 g/L)消耗了 18.71 g/L (剩余

27.98 g/L)，生长阶段共计消耗了 35.80 g 葡萄糖

酸和 37.42 g 柠檬酸；培养 23 h 时流加柠檬酸溶

液(500 g/L)下调 pH 并维持至 6.3 转为催化阶段，

到催化结束共流加了 160 mL 柠檬酸溶液(共计

80 g 柠檬酸)，最后反应体系中剩余 7.21 g/L 柠檬

酸，催化阶段共计消耗了 121.25 g 柠檬酸；催化

阶段衣康酸快速积累，反应 33 h 产生了 40.50 g/L
衣康酸(共计 82.62 g 衣康酸)，此阶段衣康酸产 

 

 
 

图 9  开放式不灭菌条件下在 5 L 发酵罐中一锅法

合成衣康酸 
Figure 9  One-pot synthesis of IA in a 5 L 
fermentation tank under open and unsterile 
conditions. 

率为 1.23 g/(L∙h)，得率达到了理论值(0.68 g/g
柠檬酸)；整个过程的衣康酸总得率为 0.42 g/g 
(柠檬酸+葡萄糖酸)。 

3  讨论与结论 
本研究基于工程化盐单胞菌 TDZI-08，通过

排查影响因素、优化细胞培养和表面活性剂添加

量等途径，开发了一锅法催化柠檬酸合成衣康酸

工艺。在摇瓶中 TDZI-08 可利用一锅法合成

43.12 g/L 衣康酸，催化阶段的衣康酸得率为 
0.63 g/g 柠檬酸，衣康酸总得率为 0.39 g/g (柠檬

酸+葡萄糖酸) (图 8C)；在 5 L 发酵罐中进行开

放式不灭菌一锅法合成，产生了 40.50 g/L 衣康

酸，催化阶段的衣康酸得率达到了理论值(约为

0.68 g/g 柠檬酸)，总得率为 0.42 g/g (柠檬酸+葡

萄糖酸) (图 9)。与前期的两步细胞催化法相比，

本研究中的一锅法合成过程无须细胞收集、浓缩

和洗涤操作，工艺流程更加简单；与传统大肠杆

菌催化系统相比，盐单胞菌催化系统无须灭菌和

无菌操作，生产成本更加低廉。然而，在发酵罐

中一锅法合成衣康酸时 OD600 出现两次明显的

下降，第一次是转为催化阶段时(23 h)，OD600

从 41 快速降至 30 (图 9)，这可能是因为表面活

性剂 Triton X-100 的添加导致细胞裂解；第二次

是在 28 h 时发酵罐内溶氧从之前的 30%上升至

70%，OD600 从 29 (28 h)降至 15 左右(33 h) (图
9)，这可能与催化环境(包括溶氧和酸性环境)不
利以及长时间搅拌导致细胞衰亡有关。细胞

OD600 的下降反映了细胞裂解的增加，导致更多

的衣康酸合成酶释放至胞外，这会降低酶的稳定

性和催化活性，从而减弱衣康酸的合成效率。因

此，后续需对条件进行优化和调整，以进一步提

高一锅法合成衣康酸的水平。 
近年来随着研究的深入，以大肠杆菌为底盘

的催化系统在衣康酸合成方面取得了显著进展。
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例如，2022 年，Hsiang 等[18]在大肠杆菌 BL21
中过表达 cad 和 acn 构建了工程菌 E. coli AtCg，

经过优化培养基、细胞量、反应时间和反应 pH
等参数后，利用两步细胞催化法以柠檬酸为底物

合成了 67.00 g/L 衣康酸，产率为 8.375 g/(L∙h) 
(表 1)；2023 年，Diankristanti 等[19]在大肠杆菌

Lemo21(DE3)基因组上整合表达分子伴侣基因

groESL，并引入表达 cadA 和 acnA 的质粒，构

建获得的菌株 L21::7G 经−80 ℃低温处理 24 h
后用于细胞催化，最高产生了 98.17  g/L 衣康酸，

产率为 9.82 g/(L∙h)，且经过 4 轮重复催化合成

的衣康酸产量仍保持在 86.9% (表 1)。相比之下，

以盐单胞菌为底盘的催化系统在衣康酸产量

(40.50 g/L)和产率[1.23 g/(L∙h)]方面仍存在较大

差距。为了提高盐单胞菌底盘的催化效率，可以

进一步优化盐单胞菌工程菌株中衣康酸合成关

键酶在转录(主要从启动子工程、密码子优化和

优化蛋白表达系统 [25]等方面展开)和翻译层面

(主要对翻译起始区包括核糖体结合序列、核糖

体结合序列与翻译起始位点之间的连接区域以

及基因编码序列的前 5 个密码子进行优化[26])的
表达，或利用蛋白质工程技术改善衣康酸合成关

键酶的活性和稳定性，以期达到更高的衣康酸产

量和产率。 
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