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大肠杆菌合成生物基1，4-丁二醇的研究进展与发展趋势

王博文，屈梦圆，李华南，程万里，刘家书，江正兵

（湖北大学生命科学学院，湖北 武汉 430062）

摘要：1，4-丁二醇 （1，4-BDO） 作为一种重要的化工原料，广泛应用于医药、材料、纺织、军工等多个领域。随

着全球各国环保政策日趋严格，传统 1，4-BDO合成中催化剂昂贵、能耗大等弊端日益凸显。以可再生资源木质纤

维素生物质制备可发酵糖，基于合成生物学策略开发低碳、经济、可持续的 1，4-BDO生物合成途径显得愈发重

要。然而，木质纤维素水解液中多种可发酵糖共存的情况降低了碳源利用效率，木质纤维素预处理后所产生的发

酵抑制物同样影响微生物代谢活性。本文综述了以大肠杆菌为底盘细胞，利用不同可发酵糖作为碳源合成

1，4-BDO途径的构建思路，总结了提高大肠杆菌耐受多种发酵抑制物的遗传工程策略，探讨了通过构建分工协

作、互利共生的多功能模块微生物体系以实现混合糖共利用、原位脱毒以及 1，4-BDO高产的可能性。在此基础

上，通过计算机辅助 1，4-BDO合成途径的挖掘与理性设计、开展基因组尺度代谢网络模型的模拟与优化、对

1，4-BDO合成关键酶进行智能设计，在未来将进一步改善 1，4-BDO合成效率，为稳定、高产 1，4-BDO的大肠杆菌

多细胞联合体的构建提供可行性见解与思路。
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Abstract: As a key chemical raw material, 1, 4-butanediol (1, 4-BDO) is widely utilized in industries, including 

pharmaceuticals, materials, textiles, and the defense industry sector. With increasingly stringent environmental 

protection policies worldwide, the shortcomings of conventional 1,4-BDO synthesis, such as the use of costly catalysts 

and high energy consumption, have become more apparent. Lignocellulosic biomass that is abundant and renewable 

has great potential in the production of clean fuels and chemicals, but the preparation of fermentable sugars from 

lignocellulosic biomass is the key step in biorefinery. Based on synthetic biology approaches, the development of a low-

carbon, cost-effective, and sustainable route for 1,4-BDO synthesis gains great interest. However, the coexistence of 
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multiple fermentable sugars in lignocellulosic hydrolysates compromises carbon source utilization efficiency. On the 

other hand, fermentation inhibitors that are generated during the pretreatment process can impair microbial metabolic 

activity as well, thereby lowering the fermentation efficiency. With Escherichia coli as the microbial chassis, this 

review outlines strategies for constructing 1,4-BDO biosynthesis pathways with different fermentable sugars as carbon 

sources. Moreover, this review also summarizes genetic engineering approaches to enhance the tolerance of E. coli to 

those fermentation inhibitors, including furfural, 5-hydroxymethylfurfural, organic acids, and phenolic substrates. We 

discuss the possibility of efficient co-utilization of mixed sugars, in situ detoxification, and enhancing the production 

yield of 1,4-BDO via the development of a multifunctional and modular microbial consortium through individual labor 

and mutualism. Furthermore, by employing computational tools to mine and rationally design 1, 4-BDO synthesis 

pathways, conducting simulations and optimizations based on genome-scale metabolic network models, and applying 

intelligent design to key enzymes involved in 1,4-BDO biosynthesis, it is expected that 1,4-BDO synthesis efficiency 

can be further improved in the future. Overall, this review provides valuable insights and prospects for the construction 

of robust, high-yield E. coli-based microbial consortia for the production of 1,4-BDO.

Keywords: Escherichia coli; synthetic biology; lignocellulosic hydrolysate; 1, 4-butanediol; bacterial consortia; 

in-situ detoxification and fermentation

1，4-丁二醇（1，4-BDO）是化工领域重要的精

细化工原料之一［1］。1，4-BDO 不仅可以作为聚丁

二酸丁二醇酯、聚对苯二甲酸丁二醇酯、四氢呋

喃等多种化学品生产的前体［2］，还可直接用作色
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谱分析试剂、无毒抗冻剂、吸湿剂等，在医药、

材料、纺织、军工等多个领域均有广泛的应用［3］。

1，4-BDO 市场前景广阔，2025年全球总消费量市

场规模已超过 79 亿美元，预计到 2030 年将突破

147亿美元［4］。目前，1，4-BDO的生产主要依赖于

炔醛法、顺酐加氢法、丙烯醇法等传统工艺［5-7］。

尽管目前主流的 1，4-BDO生产方法能够保证较高

的产物得率，但随着全球各国环保政策的不断收

紧，相关生产企业可能面临更加严格的碳排放限

制［8］，不利于社会经济可持续发展。在碳中和、

碳达峰战略背景的影响下，生物基材料产业的快

速发展已然成为趋势，生物基 1，4-BDO的制备较

石油基 1，4-BDO更具绿色环保、节能减排等优势，

高度契合社会经济低碳发展需求。近年来，随着

合成生物学的迅猛发展，研究者们广泛利用大肠

杆 菌 （Escherichia coli）、 谷 氨 酸 棒 杆 菌

（Corynebacterium glutamicum）、 枯 草 芽 孢 杆 菌

（Bacillus subtilis）、毕赤酵母（Pichia pastoris）等

多种底盘细胞进行平台化学品的生物合成并取得

良好效果［9-12］。其中，E. coli遗传背景清晰、代谢

途径较为明确、培养条件相对简单、易于基因编

辑，是合成1，4-BDO的理想底盘细胞之一［13-15］。

木质纤维素是地球上最丰富的有机资源之一，

具有来源广泛、可再生性强的特点［16］。基于木质

纤维素来源的葡萄糖、木糖等可发酵糖制备生物

基化学品是避免“与人争粮”的有效途径之一［17］。

为获得可发酵糖，往往需要对木质纤维素进行预

处理［18-20］。然而，水解液中混合糖分离较为困难，

且 E. coli 细胞内存在碳代谢阻遏效应（carbon 

catabolite repression， CCR），导致E. coli对混合糖

的利用效率较低［21-23］；另外，预处理过程往往伴随

糠醛、5-羟甲基糠醛、有机酸以及酚类化合物等发

酵抑制物的产生，显著抑制E. coli的生长和代谢活

性［24-26］。因此，改善E. coli对可发酵混合糖的利用

效率并增强其对发酵抑制物的耐受，是实现生物

基1，4-BDO高效合成的关键前提。

本综述系统总结了近年来以 E. coli 为底盘细

胞，采用代谢工程策略，利用可发酵糖合成 1，4-

BDO 的研究进展。同时，围绕提高 E. coli耐受发

酵抑制物的目标阐述了代谢工程改造策略的研究

进展。随后探讨了深入优化 E. coli 合成 1，4-BDO

的现状以及需要面对的挑战。为进一步高效利用

木质纤维素生物质合成生物基 1，4-BDO提供了见

解与思路。

1 大肠杆菌以不同可发酵糖合成 1，4-

BDO的代谢工程策略

1.1 葡萄糖为碳源合成 1，4-BDO 的代谢工程策略

由于 β-1，4-糖苷键线性连接葡萄糖形成的纤维

素在木质纤维素中占比达 40%～50%［27］，这意味

着葡萄糖是木质纤维素水解液中含量最大的可发

酵糖［28］。葡萄糖通过糖酵解等途径产生大量能量

和中间代谢产物，为微生物细胞生长、繁殖以及

各种生理活动提供必要的物质和能量支持［29］。与

其他碳源相比，E. coli利用葡萄糖的效率更高，当

E. coli处于多种碳源共存的环境中时，优先选择葡

萄糖作为主要碳源进行生长和代谢［30］。因此，实

现混合糖共发酵产 1，4-BDO的前提是构建可行的

以葡萄糖为底物的1，4-BDO合成途径。

作为一种非天然二元醇，目前尚未发现已知

微生物具有天然合成 1，4-BDO 的能力。近年来，

以E. coli为底盘细胞，通过不同的代谢工程策略成

功构建了 1，4-BDO 生物合成途径。2011 年，Yim

等［31］首次在E. coli K-12 MG1655中引入两条异源

合成路径［图 1（a）］。第一条路径以琥珀酸酯为起

点，通过内源琥珀酰辅酶A合成酶（SucCD）、外

源琥珀酸半醛脱氢酶（SucD）和 4-羟基丁酸脱氢

酶（4Hbd）催化生成 4-羟基丁酸；第二条路径以

α-酮戊二酸为底物，利用外源 2-氧葡萄糖酸脱羧酶

（SucA）和 4-羟基丁酸脱氢酶生成 4-羟基丁酸，继

而在外源 4-羟基丁基辅酶 A 转移酶（Cat2）、4-羟

基丁基辅酶 A 还原酶及内源醇脱氢酶催化下合成

1，4-BDO。代谢工程改造的 E. coli 以葡萄糖为底

物，在 2 L生物反应器中进行微氧补料分批发酵，

5 d 后 1，4-BDO 的滴度达到 18 g/L。 2014 年 ，

Hwang等［32］对该 1，4-BDO合成途径的最后两步进

行了优化［图 1（b）］，通过丁醛脱氢酶（Bld）突

变 体 L273I 与 L273T 替 代 双 功 能 醇 脱 氢 酶

（AdhE），并后续通过共表达 CS4C 模块（组成型

表达 cat1、sucD、4hbd 和 cat2）、Bld273T 和丁醇
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图图1　大肠杆菌利用葡萄糖合成1，4-BDO的代谢途径

（黑色为内源酶，红色为外源酶。 SucCD—E. coli 琥珀酰辅酶 a 合成酶； SucD—Clostridium kluyveri 琥珀酸半醛脱氢酶； SucA—

Mycobacterium bovis α-酮戊二酸脱羧酶；4Hbd—Porphyromonas gingivalis 4-羟基丁酸脱氢酶；Cat2—P. gingivalis 4-羟基丁基辅酶A转移酶；

Cat1—E. coli琥珀酸辅酶A转移酶；Bld—Clostridium saccharoperbutylacetonicum丁醛脱氢酶；Bdh—C. saccharoperbutylacetonicum丁醇脱

氢酶；Car—Mycobacterium marinum羧酸还原酶；YqhD—E. coli乙醇脱氢酶）

Fig. 1　The metabolic pathway through which E. coli uses glucose to synthesize 1, 4-BDO

(Black represents endogenous enzymes and red represents exogenous enzymes. SucCD—E. coli succinyl-CoA synthetase; SucD—Clostridium 

kluyveri CoA-dependent succinate semialdehyde dehydrogenase; SucA—Mycobacterium bovis α -ketoglutarate decarboxylase; 4Hbd—

Porphyromonas gingivalis 4-hydroxybutyrate dehydrogenase; Cat2—P. gingivalis 4-hydroxybutyryl-CoA transferase; Cat1—E. coli succinate CoA 

transferase; Bld—Clostridium saccharoperbutylacetonicum butyraldehyde dehydrogenase; Bdh—C. saccharoperbutylacetonicum butanol 

dehydrogenase; Car—Mycobacterium marinum carboxylate reductase; YqhD—E. coli alcohol dehydrogenase)
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脱氢酶（Bdh），E. coli W023工程菌生产 1，4-BDO

的滴度达到（660±40）mg/L。2024 年，Ni 等［33］通

过筛选出外源基因 MmCar（来自海洋分枝杆菌的

羧酸还原酶）和EcYqhD（来自E. coli的乙醇脱氢

酶）构建双酶级联反应，实现琥珀酸向 1，4-BDO

的转化 ［图 1（c）］，并通过四酶级联反应 、

NADPH 和 ATP 循环系统的建立，使 E. coli BL21

（DE3）工程菌在摇瓶和 5 L生物反应器中发酵 48 h

所得 1，4-BDO滴度分别达到 201 mg/L与 1555 mg/L。

同 年 ， 姜 君 逸 等［34］ 通 过 过 表 达 E. coli K-12 

MG1655的乙醇脱氢酶（YqhD），同时引入外源的

羧酸还原酶（Car）、磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶

（Sfp）、α-酮酸脱羧酶（SucA），构建出一条完整

的以葡萄糖为底物合成 1，4-BDO 的途径［图 1

（d）］，并通过敲除乳酸脱氢酶（LdhA）、丙酮酸甲

酸裂解酶（PflB）基因阻断旁路代谢途径，随后通

过强化底盘细胞辅酶因子NADPH合成、优化α-酮酸

脱羧酶、羧酸还原酶和醇脱氢酶的比例为1∶3∶2、

增加关键限速酶 α-酮酸脱羧酶和羧酸还原酶的表

达量，可以显著提高转化率。最终实现在 48 h的

摇瓶发酵培养中 1，4-BDO滴度达到 770 mg/L，5 L

生 物 反 应 器 发 酵 60 h 后 1，4-BDO 滴 度 达 到

4.22 g/L，相较于最初导入 1，4-BDO完整合成途径

的工程化菌株，终产量提高了 148.4%。尽管天然

E. coli不具备合成1，4-BDO的代谢途径，但已有研

究表明，通过内源基因修饰、表达元件优化以及

外源功能基因过表达等策略，可以在底盘细胞 E. 

coli中成功实现 1，4-BDO合成，这为有效利用水解

液中可发酵糖主要成分葡萄糖进行 1，4-BDO合成

奠定了基础。

1.2 木糖为碳源合成 1，4-BDO 的代谢工程策略

木糖是木质纤维素中仅次于葡萄糖的第二大

可发酵糖［35］。不同于酿酒酵母（S. cerevisiae）等

不具有木糖代谢能力的微生物底盘细胞，E. coli天

然具备转运及代谢木糖的能力，是利用木糖进行

平台化学品合成的理想底盘细胞［36］。为实现木质

纤维素水解液可发酵糖的充分利用，依据E. coli木

糖分解代谢途径的特点重塑细胞代谢网络，是实

现混合糖发酵产1，4-BDO策略的重要组成。

据报道，以E. coli为底盘细胞已成功构建得到

利用木糖为碳源转化生产 1，4-BDO的代谢工程菌

株。2015 年，Liu 等［37］以 E. coli W3110 为底盘细

胞进行代谢工程改造，使木糖在内源酶木糖酸脱

氢酶（YihG、YagF）、醇脱氢酶（Sadh、Adh），

以及外源的木糖脱氢酶（Xdh）、2-脱氢-3-脱氧-D-

木酸脱氢酶（XylX）和酮酸脱氢酶（MdlC）的作

用下成功转化为 1，4-BDO［图 2（a）］，重组菌株以

10 g/L木糖为底物进行发酵，48 h时 1，4-BDO的滴

度达到 0.44 g/L。 2016 年， Tai 等［38］ 在 E. coli 

BW25113中建立上述类似反应途径［图 2（b）］。通

过对酶的筛选和改造，提高了 α -酮酸脱羧酶

（KDC）和醇脱氢酶（ADH）对底物的选择性，使

得前体物质向 1，4-BDO的转化效率得到提升，同

时为了减少副产物 1，2，4-丁三醇的产生，还对外

源导入的 2-酮酸脱水酶（KivD）进行了定点突变，

KivD V461I对 2，5-二氧代戊酸的脱羧反应选择性

进一步提高，大大减少了副产物 1，2，4-丁三醇的

积累，使其在以 20 g/L木糖为碳源的摇瓶培养条件

下将 1，4-BDO 的滴度提高至 3.83 g/L。2017 年，

Wang 等［39］在 E. coli BW25113 中构建了木糖转化

合成 1，4-BDO的途径［图 2（c）］，即木糖依次在外

源 的 木 糖 脱 氢 酶 （XylBC）、 木 酸 盐 脱 水 酶

（XylD）、α-酮异戊酸脱羧酶（KivD）、醇脱氢酶

（YqhD）的催化下转化为 1，2，4-丁三醇，并最终在

改造的二醇脱水酶以及醇脱氢酶的催化下转化合

成 1，4-BDO。为了促进 1，2，4-丁三醇向 1，4-BDO

的转化，通过对二醇脱水酶进行了组合定点突变，

得到突变体S301AQ336AV300M，在减少该酶对底

物抑制作用的同时，增大了酶的催化口袋空间，

使其与天然二醇脱水酶相比酶活性提高近 5倍，最

终实现了由木糖到 1，4-BDO的从头合成，滴度达

到209 mg/L。

针对 E. coli中因 CCR 对木糖利用产生的抑制

作用，目前普遍采用解除CCR的改造策略主要围

绕其核心调控机制展开，具体可分为三类：一是

改造木糖转运与代谢相关元件，过表达木糖转运

蛋白以增强微生物对木糖的摄取能力，同时强化

木糖代谢关键酶的表达，提升木糖在细胞内的代

谢通量，从而缓解葡萄糖的竞争抑制；二是调控

碳代谢阻遏关键因子，通过基因敲除或定点突变
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弱化碳分解代谢物阻遏蛋白（Crp）与 cAMP的结

合能力［40］，或敲除磷酸转移酶系统（PTS）中参

与葡萄糖转运与信号转导的关键基因（如 crr

等）［41］，阻断葡萄糖对木糖代谢途径的抑制信

号［42］；三是构建非 PTS葡萄糖转运系统，通过异

源表达葡萄糖转运蛋白（Glf）与葡萄糖激酶

（Glk）组成的非磷酸化葡萄糖转运途径，替代天

然PTS系统，减少葡萄糖代谢引起的 cAMP浓度下

图图2　大肠杆菌利用木糖合成1，4-BDO的代谢途径

（黑色为内源酶，红色为外源酶。Xdh—Caulobacter crescentus木糖脱氢酶；YjhG、YagF—E. coli木糖酸脱氢酶；XylX—C. crescentus2-脱

氢-3-脱氧-D-木酸脱氢酶；Sadh—E. coli 醇脱氢酶；MdlC—Pseudomonas putida 酮酸脱氢酶；Adh—E. coli 醇脱氢酶；XylB、XylC—C. 

crescentus木糖脱氢酶；XylD—C. crescentus木酸盐脱水酶；KivD—Lactococcus lactis α-酮异戊酸脱羧酶；YqhD—E. coli醇脱氢酶；ppdA-

C-B—改造的二醇脱水酶）

Fig. 2　The metabolic pathway trhough which E. coli uses xylose to synthesize 1,4-BDO

(Black represents endogenous enzymes and red represents exogenous enzymes. Xdh—Caulobacter crescentus D-xylose dehydrogenase; YihG and 

YagF—E. coli D-xylonic acid dehydratases; XylX—C. crescentus 2-dehydro-3-deoxy-D-xylonate dehydrogenase; Sadh—E. coli alcohol 

dehydrogenase; MdlC—Pseudomonas putida ketoacid dehydrog enase; Adh—E. coli alcohol dehydrogenase; XylB and XylC—C. crescentus D-

xylose dehydrogenases; XylD—C. crescentus xylonate dehydratase; KivD—Lactococcus lactis α -ketoisovalerate decarboxylase; YqhD—E. coli 

alcohol dehydrogenase; ppdA-C-B—fusion diol dehydratase)
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降，进而解除对木糖代谢相关基因的阻遏作用［43］。

上述策略均为突破CCR限制、实现葡萄糖与木糖

混合糖共发酵并合成 1，4-BDO提供了重要的技术

支撑。

1.3 其他碳源合成 1，4-BDO 的代谢工程策略

由于半纤维素是由五碳糖和六碳糖共同组成

的多聚物［44］，木质纤维素经预处理后，水解液中

除了占绝大多数可发酵糖的葡萄糖（40%～70%）

和木糖（10%～40%）之外，往往还存在少量的阿

拉伯糖、甘露糖以及半乳糖等其他糖类［45-46］。除了

葡萄糖、木糖等典型的水解产物之外，甜菜渣、

柑橘皮等废弃物水解之后还存在一定比例的半乳

糖醛酸（20.7%～26%），半乳糖醛酸的存在对微生

物发酵产生负面影响，也可能导致水解液中可发

酵糖的不充分利用［47］。进一步构建以上碳源转化

合成 1，4-BDO的途径，有利于消除水解液组分对

发酵过程的抑制作用，从而促进可发酵糖的利用

最大化。

2016 年，Tai 等［38］设计出一个基于细胞生长

的选择平台，并通过该平台成功鉴定出几个能在

E. coli BW25113 体 内 发 挥 作 用 的 基 因 簇 如

araCDABE、udh-garD-ycbC等，可以在不到 6步内

将 L-阿拉伯糖和 D-半乳糖醛酸非磷酸化代谢为

2-酮戊二酸，从而进入 TCA 循环。例如，将多噬

伯克霍尔德氏菌（Burkholderia multivorans）中的

基因簇 araCDABE导入至E. coli中可实现L-阿拉伯

糖的非磷酸化代谢；将来自 P. putida 的基因 udh、

E. coli 的基因 garD 以及枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis）的基因 ycbC 一起导入至 E. coli 中可实现

D-半乳糖醛酸的非磷酸化代谢。为了证明该平台

的普适性，成功构建出利用 L-阿拉伯糖、D-半乳

糖生成 1，4-BDO的工程化E. coli［图 3（a）和（b）］，

通过假设2，5-二氧代戊酸（DOP）可经2-酮酸脱羧

酶（KDC）和醇脱氢酶（Adh）转化为 1，4-BDO，

筛选出初始最佳酶组合 L. lactis的 Kiv 和 E. coli的

YqhD，并基于其晶体结构改造出 Kiv V461I 突变

体，将下游途径与非磷酸化同化途径相偶联，最

终得到的 E. coli能够分别以 L-阿拉伯糖和 D-半乳

糖醛酸为底物产生 15.6 g/L和 16.5 g/L的 1，4-BDO。

因此，深入探究上述碳源转化合成 1，4-BDO的生

物合成途径，有利于实现木质纤维素水解液全糖

组分的高效利用。

表 1汇总了不同工程化E. coli以木质纤维素水

解液中不同糖组分为唯一碳源时，1，4-BDO 生物

合成的相关参数和结果。结合上述相关代谢网络

途径比较不难发现，从木糖、阿拉伯糖等出发的

合成路径与三羧酸循环偶联较少，合成路径相对

较短；而从葡萄糖出发的合成路径与三羧酸循环

表表1　　工程化E. coli利用不同碳源生产1，4-BDO的情况汇总

Table 1　　Summary of 1,4-BDO production by engineered E. coli using different carbon sources

Strain

E. coli ECKh-422

E. coli W023

E. coli BL21 (DE3) N20

E. coli BL21 (DE3) N20

E. coli W3110（BDO-7）

E. coli W3110（BDO-7）

E. coli EWCB3

E. coli BDO03

E. coli BDO03

E. coli JW177

E. coli BDO05

E. coli BDO05

E. coli BDO07

E. coli BDO07

Carbon source

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Xylose

Xylose

Xylose

Xylose

Arabinose

Arabinose

Galacturonic acid

Galacturonic acid

Titer /(g/L)

18.000

0.660

0.201

1.555

0.770

4.220

0.440

3.830

12.000

0.209

5.650

15.600

2.340

16.500

Yield 

/(g/g)

0.310

0.033

0.020

0.150

0.008

0.012

0.044

0.190

0.260

0.010

0.280

0.220

0.120

0.330

Fermentation 

time/h

120

48

48

48

48

60

48

48

30

48

48

72

48

90

Fermentation 

method

Bioreactor

Shake flask

Shake flask

Bioreactor

Shake flask

Bioreactor

Shake flask

Shake flask

Bioreactor

Shake flask

Shake flask

Bioreactor

Shake flask

Bioreactor

Reactor 

scale/L

1.000

—

—

—

0.030

2.000

0.100

0.005

0.500

0.020

0.005

0.500

0.005

0.500
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高度关联，合成 1，4-BDO则需要更多反应步骤的

参与，这意味在设计不同可发酵糖合成 1，4-BDO

路径时，还需要考虑 1，4-BDO合成途径的增加对

底盘细胞内碳代谢、能量供给以及还原力平衡的

影响。尽管在碳源单一的培养体系中可以实现生

物基 1，4-BDO的有效合成，但实际木质纤维素水

解液中往往伴随预处理过程产生的一系列发酵抑

制物［26， 48］，在发酵前进行水解液脱毒会导致潜在

成本的增加，降低经济性；正如上文所述，CCR

作用也是E. coli在实际水解液中混合糖利用效率不

充分的主要因素［21］，导致 1，4-BDO的实际得率较

理论值仍有较大差距。

2 大肠杆菌耐受发酵抑制物的代谢工程

策略

在预处理过程中，半纤维素中戊聚糖经酸或

高温水解生成的戊糖进一步脱水形成糠醛［49］；纤

维素水解产生的己糖在酸热条件下脱水生成 5-羟

甲基糠醛［50］；半纤维素乙酰基脱乙酰化生成乙酸

等有机酸［51］；糖类氧化分解可能产生甲酸［52］；木

质素解聚释放各类酚类单体［53］。预处理工艺释放

的多种发酵抑制物对E. coli的生长和代谢表现出抑

制作用［54］。目前，利用 E. coli进行 1，4-BDO生物

合成的同时提升其发酵抑制物耐受性的研究鲜有

图图3　大肠杆菌利用阿拉伯糖、半乳糖醛酸合成1，4-BDO的代谢途径

（黑色为内源酶，红色为外源酶。AraA—B. multivorans L-阿拉伯糖脱氢酶；AraB—B. multivorans L-阿拉伯糖内酯酶；AraC—B. 

multivorans L-阿拉伯糖酸脱水酶；AraD—B. multivorans 2-酮-3-脱氧-L-阿拉伯糖酸脱水酶；KivD—L. lactis α-酮异戊酸脱羧酶；YqhD—E. 

coli醇脱氢酶；Udh—P. putida糖醛酸脱氢酶；GarD—E. coli半乳糖酸脱水酶；YcbC—B. subtilis 5-酮-4-脱氧-D-葡糖二酸脱水酶）

Fig. 3　The metabolic pathway through which E. coli synthesizes 1,4-BDO from arabinose and galactose

(Black represents endogenous enzymes and red represents exogenous enzymes. AraA—B. multivorans L-arabinose dehydrogenase; AraB—B. 

multivorans L-arabinolactonase; AraC—B. multivorans L-arabonate dehydratase; AraD—B. multivorans 2-keto-3-deoxy-L-arabonate dehydratase; 

KivD—L. lactis α -ketoisovalerate decarboxylase; YqhD—E. coli alcohol dehydrogenase; Udh—P. putida uronate dehydrogenase; GarD—E. coli 

galactarate dehydratase; YcbC—B. subtilis 5-keto-4-deoxy-D-glucarate dehydratase)
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报道，而提高该耐受性是维持菌株发酵过程中良

好生理活性、缩短发酵周期、提升发酵效率的关

键，有助于实现木质纤维素水解液原位脱毒发酵

合成1，4-BDO。

2.1 提 高 对 于 糠 醛 （FF） 和 5- 羟 甲 基 糠 醛

（5-HMF） 耐受的策略

糠醛与 5-羟甲基糠醛均具有细胞毒性，可破

坏E. coli细胞膜完整性导致胞内物质泄漏，低浓度

下干扰代谢途径、影响酶活性及基因表达，高浓

度则直接导致细胞死亡；其中 5-羟甲基糠醛由于

羟甲基结构的存在，其毒性较糠醛通常更强，二

者联合作用会加剧抑制效果［55］。

2012 年 ， Wang 等［56］ 以 耐 辐 射 奇 球 菌

（Deinococcus radiodurans）的外源全局调控因子

irrE为研究对象，通过易错PCR构建突变体文库并

导入 E. coli DH5α，在高浓度糠醛 0.075%～0.2%

（体积分数）压力下筛选获得 F1-37、F2-1 等突变

体。这些突变体的生长在糠醛胁迫下较对照提升

了 4～16 倍，同时交叉耐受 HMF、香草醛等常见

抑制物，显著缩短延滞期，深入分析表明 irrE突变

体的引入可显著降低 E. coli 胞内活性氧水平。

2019 年，Jung 等［57］通过将来源于罗尔斯通氏菌

（Ralstonia eutropha） H16 中合成聚羟基丁酸酯

（PHB）的基因 bktB（编码 β -酮硫解酶）、phaB

（编码乙酰乙酰辅酶A还原酶）和 phaC（编码PHB

聚合酶）外源导入至 E. coli KSYH （DE3），来改

善其对发酵抑制物糠醛的耐受性。结果发现，该

策略不仅提高了工程菌对糠醛的耐受能力，还促

进了 PHB 的产生。2020年，Wang等［58］通过构建

含有突变型 HMF 氧化酶（HMFO）基因的重组

E. coli HMFOMUT，重组菌株可耐受 150 mmol/L

的 5-羟甲基糠醛和 50 mmol/L 的糠醛，在 30 ℃、

pH 7.0的条件下可将高底物浓度的糠醛和 5-羟甲基

糠醛高效转化为呋喃基羧酸。本团队前期基于短

小芽孢杆菌（Bacillus pumilus）ZB1漆酶和盘长孢

状刺盘孢（Colletotrichum gloeosporioides）醇氧化

酶［59］、盘长孢状刺盘孢（C. gloeosporioides）醇氧

化酶和伯克霍尔德菌（Burkholderia sp.）脂肪酶等

构建了多条体外多酶级联催化体系［60］，成功实现

5-羟甲基糠醛酶催化转化合成呋喃二甲酸，为发酵

抑制物高值化利用提供了思路。因此，在提升 E. 

coli 5-羟甲基糠醛耐受性的同时，将抑制物转化途

径整合至菌株中实现平台化学品同步合成，是提

高木质纤维素水解液资源化利用的有效途径［61］。

此外，2022年，Zheng等［62］通过整合适应性实验

室进化（adaptive laboratory evolution， ALE）与基

于 CRISPR 的可追踪基因组工程技术（CRISPR-

enabled trackable genome engineering， CREATE），

构建了全局调节因子文库，大幅提升菌株遗传多

样性，仅 27 d（53 代）即获得了相较于亲本菌株

E. coli MG1655 耐受发酵抑制物糠醛性能提升近

2倍的突变菌株KQ52。

2.2 提高对于有机酸耐受的策略

甲酸、乙酸等有机酸对E. coli的影响主要体现

在抑制生长与干扰代谢两方面［63］。未解离的有机

酸可透过细胞膜进入细胞，在胞内释放氢离子，

降低细胞质 pH，破坏酸碱平衡，抑制酶活性与蛋

白质合成［64-66］。同时还会迫使 E. coli 启动应激响

应，消耗能量用于维持胞内环境稳定，进而影响

菌株正常生理功能及发酵性能［67］。

2024年，Yilmaz等［68］通过对已构建和进化的

产甲酸E. coli K4、K4e和K4e2进行代谢建模、基

因组和蛋白质组分析，从优化能量辅因子再生途

径、调整中心碳代谢相关酶表达、调控特定基因

表达以及改变蛋白质分配等方面，提出敲除或下

调 zwf（编码葡萄糖-6-磷酸脱氢酶）、gltA（编码柠

檬酸合酶）、 sucAB（编码 α -酮戊二酸脱氢酶）、

ppsA（编码磷酸烯醇式丙酮酸合酶）、ppc（编码磷

酸烯醇式丙酮酸羧化酶）和 aceB（编码苹果酸合

酶）等内源基因，上调 pntAB（编码烟酰胺核苷酸

转氢酶）、maeB（编码苹果酸酶）和 lpd（编码二

氢硫辛酰胺脱氢酶）等内源基因，引入更高效的

金属辅助因子依赖的甲酸脱氢酶（Fdh）等策略，

以优化其利用甲酸生长的代谢途径，提高其对甲

酸的耐受性和生长效率。同年，Wenk等［69］通过构

建“选择菌株”、模块化表达丝氨酸苏氨酸循环途

径模块、ALE以及引入关键突变，如 thrABC（编

码苏氨酸生物合成途径中的关键酶）操纵子上游

39 bp 缺失、 lon 基因（编码一种 ATP 依赖的蛋白
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酶）上游转座子插入、pntAB启动子区域点突变、

thrA（编码天冬氨酸激酶）编码区域点突变等策

略，使 E. coli SIJ488 能够以甲酸为唯一碳源进行

生长。

2008年，Mordukhova等［70］通过随机诱变获得

热稳定的E. coli高丝氨酸O-琥珀酰转移酶（MetA）

突变体MetAE.coli-333，其中 I229T突变可提高MetA

稳定性，工程化E. coli MetAE.coli-333在乙酸环境中

表现出更强的生长能力，且该突变体在高乙酸环

境下细胞内蛋白质聚集程度显著降低，进而增强

了对发酵抑制物乙酸的耐受性。2013 年，Chong

等［71］通过易错 PCR 技术对 E. coli DH5α 全局调控

因子 cAMP受体蛋白（CRP）进行随机突变，构建

突变文库并在含乙酸钠的M9培养基中筛选，获得

突变体 A2（D138Y），A2 在 15 g/L 乙酸钠中的生

长速率显著高于对照菌株，实现对发酵抑制物乙

酸耐受性的提高。同年，Lu等［72］利用酸性环境下

由酸激活的谷氨酰胺酶（YbaS）将 L-谷氨酰胺转

化为 L-谷氨酸并释放出气态氨，通过氨中和质子

的过程以提高细胞内的 pH。同时，氨基酸反向转

运体GadC协助L-谷氨酰胺进入细胞，二者共同作

用 增 强 E. coli MG1655 对 酸 性 环 境 的 耐 受 。

2015 年，Zheng 等［73］通过构建重组质粒 pMV24-

uvrA，将来自巴氏醋杆菌（Acetobacter pasteurianus）

AC2005基因组中负责识别DNA损伤并启动修复过

程的关键UvrA蛋白的编码基因 uvrA基因外源导入

E. coli JM109使其表达修复核酸内切酶，从而提高

其对发酵抑制物乙酸的耐受性。

为提高E. coli对甲酸、乙酸等有机酸的耐受，

前提是解析有机酸对E. coli细胞生理活性的影响机

制，弱酸在低 pH 环境中解离，破坏细胞内 pH 平

衡，抑制E. coli生长代谢［54］。采用代谢途径优化、

基因突变和外源基因导入等手段，可以达到显著

增强菌株对有机酸等发酵抑制物耐受的目的。

2.3 提高对于酚类物质耐受的策略

酚类物质不仅破坏细胞膜的完整性，还能特

异性抑制酶活性并引起氧化应激［74］。通过基因工

程强化外排系统、抗氧化系统及 DNA 修复系统，

利用代谢工程重构酚类降解途径或敲除敏感基因，

结合添加保护物质及适应性进化等多种手段，能

够提升E. coli对酚类物质的耐受。

2022 年， Ikehata 等［75］发现向培养基中添加

1～2 mmol/L 香兰素，可以激活由 marR、marA 和

marB三个基因组成、参与调控AcrAB-TolC外排泵

表达的 MarRAB系统，进而提升 AcrAB-TolC外排

泵（抗性-结节-细胞分裂 RND 家族的转运蛋白）

的表达水平，并且通过调节相关转录因子发现

MarRAB系统中的关键转录激活因子MarA在香兰

素作用下显著升高，通过调控相关基因的表达，

促进AcrAB-TolC外排泵的合成或增强其功能，提

高了 E. coli BW25113对香兰素的耐受能力，随后

将编码外排转运蛋白的内源基因 acrB导入 acrB缺

失的突变体，即可恢复其对香兰素的耐受性。同

年，Yang等［76］比较了两条 3，4-二羟基苯甲醇合成

途径（3-脱氢莽草酸衍生途径和 4-羟基苯甲酸衍生

途径），选择 3-脱氢莽草酸衍生途径以优化代谢

流、降低细胞代谢负担来提升 E. coli BW25113及

其衍生菌株对香草酸等物质的耐受能力，同时采

用强化 S-腺苷甲硫氨酸循环提高甲基化效率减少

中间产物积累，设计 E. coli BW25113 及 Lab02、

Lab03共培养体系并敲除内源基因 aroE（编码莽草

酸脱氢酶）改变代谢流向，最终增强了对香草酸

等相关物质的耐受性。2024年，Wu等［77］通过敲

除内源基因 ptsG（编码磷酸烯醇式丙酮酸磷酸转

移酶）、ptsI（编码磷酸烯醇式丙酮酸依赖性磷酸

转移酶系统酶Ⅰ）和 aroE（编码莽草酸脱氢酶），

筛选出羧酸还原酶（Car）和儿茶酚-O-甲基转移酶

（Omt）最优组合，并通过敲除 3 个内源性醛酮还

原酶（AKR）基因（dkgB、yeaE 等）和 3 个醇脱

氢酶（ADH）基因（yqhD、yahK、yjgB）来阻断

香草醛及其中间体的非特异性还原，减少香草醇

等副产物的生成。同时采用单载体系统表达通路

基因以及优化发酵条件，减少了副产物生成和细

胞代谢负担，增强了菌株对香草醛的耐受性。

在发酵抑制物存在条件下，E. coli如何维持利

用可发酵糖的生物活性是实现高效生物炼制的关

键。现阶段针对 E. coli耐受糠醛、5-羟甲基糠醛、

甲酸、乙酸等单一发酵抑制物耐受机制的解析和耐

受菌株的构建策略取得了一定进展（表 2）。然而，

在实际木质纤维素水解液体系中，多种抑制物共存
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并形成复合胁迫环境，导致单一抑制物耐受策略的

适用性显著受限。其主要局限性体现在以下方面：

第一，针对某一抑制物的“专一性”改造往往难以

应对其他抑制物的协同或叠加毒性，甚至可能因代

谢资源分配失衡而加剧胞内生理紊乱［78］；第二，不

同抑制物可能作用于菌株的相同脆弱节点（如膜完

整性、辅酶平衡、呼吸链功能等），单一耐受性提

升策略往往提升部分损伤修复能力，难以实现细胞

的系统性防护［64］；第三，过多引入外源基因或强化

特定通路易增加代谢负担，影响菌株生长与产物合

成效率，在复合胁迫下更易导致菌株适应性下

降［79］。因此，尽管单一抑制物耐受机制解析不断深

入，其在真实水解液体系中的效果往往大打折扣。近

年来，基于CRISPR介导的CREATE等技术，能够实

现高效、多位点的基因组编辑，针对全局调控网络或

多重应激相关基因进行改造，快速构建耐受性提升的

突变体文库，并可通过高通量筛选获得在复合抑制剂

环境下适应性增强的菌株［80］。该策略不仅关注单一

毒性分子的解毒，更注重强化细胞整体的稳态维持能

力、膜修复效率、活性氧清除能力及能量再生水平。

因此，为实现E. coli在实际木质纤维素水解液中高效

合成1，4-BDO，有必要在现有基础上进一步解析复

合抑制物影响代谢网络的关键节点与分子机制，识别

其协同毒性作用的共同靶标，并开发集成化的耐受解

决方案。通过整合系统生物学分析、动态应激响应监

测与多维度工程策略，增强菌株在复合环境中的防

御、修复与代谢再平衡能力，从而突破多重抑制物共

存下可发酵糖高效利用的瓶颈［81］。

3 计算机辅助 1，4-BDO合成途径的设
计与优化

正如前文所述，1，4-BDO是已知微生物无法合

成的非天然二元醇。尽管目前已有多项研究以 E. 

coli为底盘细胞，通过将不同物种来源的酶分子进

行组装并构建出多条1，4-BDO合成途径，但仍然存

在1，4-BDO合成效率较低、副产物多等问题。究其

根本，可能引起合成效率下降的原因有：①目前已

报道人工构建途径中的代谢中间体（如 4-羟基丁

醛）以及目标产物1，4-BDO均会损伤细胞膜，继而

对细胞产生毒性作用［82］；②1，4-BDO是一种还原性

物质，这意味着合成1，4-BDO通常需要消耗大量的

还原力以及ATP［83］，这与细胞生长的需求形成了竞

争关系，导致细胞难以维持正常的能量供给与氧化

表表2　　E. coli耐受不同发酵抑制物的代谢工程策略

Table 2　　Metabolic engineering strategies for E. coli to tolerate different fermentation inhibitors

Fermentation 

inhibitors

Furfural and

5-hydroxymethy

lfurfural

Formic acid

Acetic acid

Phenolic substances

Metabolic engineering strategies

Construct modules for screening tolerant mutants and modularizing stress-resistance pathways

Exogenous introduction of functional genes

Construct recombinant strains containing mutant enzyme genes

Constructed in vitro multi-enzyme cascades with multi-source enzymes for 5-HMF conversion to FDCA

Integrate adaptive laboratory evolution and genomic engineering technologies

Optimize metabolic pathways (knockout/down-regulation, up-regulation of specific endogenous genes) 

and introduce exogenous enzymes

Construct modules for selecting strains and modularizing expression pathways, combining adaptive 

evolution with key mutations

Mutants are obtained through random mutagenesis

Random mutation screening was conducted for global regulatory factors

Regulating intracellular pH through material metabolism (the effect of binding transport proteins)

Exogenous introduction of genes related to repair

Activate the exhalation system and introduce exhalation-related genes

Optimize metabolic pathways, strengthen the circulatory system, design co-culture systems and 

knockout related genes

Knock out specific endogenous genes, screen enzyme combinations, and optimize the expression system 

and fermentation conditions
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还原平衡，继而生长与生产都受到抑制；③外源引

入的1，4-BDO合成途径中酶分子可能存在催化效率

以及特异性不足等问题，继而导致催化反应速率不

足、副产物出现等问题。近年来，随着人工智能的

快速发展，计算机辅助设计和优化技术在细胞工厂

构建中的应用日益广泛，为生物催化合成高值化合

物提供了强大的工具。在计算机辅助设计和优化技

术的帮助下，通过高效合成1，4-BDO途径的挖掘与

设计、代谢通量平衡与优化、酶分子的精准设计与

改造等策略，可以实现E. coli为底盘细胞 1，4-BDO

生物合成的智能制造。

3.1 1，4-BDO 合成途径的挖掘与理性设计

2014年，Hwang等［32］通过代谢路径导向的数

据库构建、多维度序列筛选、功能验证和结构驱

动的理性改造，从梭菌属中精准筛选丁醛脱氢酶

（Bld），经BLASTP比对和Pfam结构域分析确定同

源性后，采用易错 PCR结合Schiff试剂筛选进行定

向进化，获得的突变体L273I酶活提升 4倍。通过

密码子优化和T7启动子工程增强异源表达，实现

了酶对E. coli 1，4-BDO合成路径的适配。2015年，

Liu 等［37］在 E. coli 中设计从头合成 1，4-BDO 的模

块化路径，分为木糖专用的“碳源分流模块”和

群体感应调控的“生产控制模块”。通过理性设计

改造醇脱氢酶（YqhD）的NADH结合位点，使其

对 NADPH 亲 和 力 提 升 5 倍 ， 并 引 入 SpyTag/

SpyCatcher蛋白支架增强多酶复合物稳定性，半衰

期延长至 72 h。同时整合毒素-抗毒素系统（hok/

sok）维持质粒稳定性达 98% 以上，最终在 5 L 发

酵罐中实现 1.8 g/L 1，4-BDO的生物合成，较传统

诱导系统合成效率提升 50 %。2024 年，Ni 等［33］

开发从琥珀酸出发的双酶催化途径，利用羧酸还

原酶（Car）与乙醇脱氢酶（Adh）构建两步转化

路径，并结合 COBRA 工具包进行通量平衡分析

（FBA）优化理论产率至 0.95 g/g。通过引入葡萄

糖-6-磷酸脱氢酶（Zwf）强化 NADPH 循环系统，

提升辅因子利用率48.9%，降低能量消耗。

3.2 基因组尺度代谢网络模型的模拟与优化

2011 年，Yim 等［31］基于 E. coli iAF1260 基因

组尺度代谢模型，通过通量平衡分析（FBA）预测

最优路径，敲除乳酸脱氢酶基因（LdhA）、丙酮酸

甲酸裂解酶基因（PflB）以阻断竞争代谢流，过表

达二醇脱水酶（Ddh）等关键酶；且利用模型分析

氧化还原平衡与能量代谢，指导厌氧条件下 TCA 

循环通量重定向，强化还原力供应，在工程菌中

实现 18 g/L的 1，4-BDO 产量。2016年，Andreozzi

等［84］采用ORACLE框架整合转录组数据与代谢通

量数据，构建E. coli 大规模动力学模型以辅助1，4-

BDO合成途径优化。通过灵敏度分析定位中央糖

酵解、TCA循环下游分支及 1，4-BDO合成路径的

关键调控节点（如Glt、Mdh），结合通量平衡分析

（FBA）预测酶过表达策略（如增强 Zwf、PntAB

表达）以提升NADPH供应。模型指导下的代谢工

程改造使NADPH再生效率提高 40%，重组 E. coli 

中 1，4-BDO 产量提升至 1.2 g/L。2019 年，Pooth

等［85］以基因组尺度代谢网络模型为核心工具，结

合通量平衡分析构建含氧环境约束的模拟体系，

系统探究底物与氧可用性对重组 E. coli 1，4-BDO

合成的代谢敏感性。模型纳入微好氧等关键约束，

模拟不同葡萄糖供应（过剩/限制）和氧浓度下的

代谢网络状态，揭示氧水平对碳通量分配的决定

性作用——微氧（0.1 VVM）条件可减少乙酸副产

物生成，使碳通量向 1，4-BDO 分配提升至 30%，

而氧供应增加会导致产物产量下降 77%。基于模

型预测的动态氧调控策略，在 5 L 发酵罐中实现

1.8 g/L 1，4-BDO的合成，验证了GEM（基因组尺

度代谢模型）指导环境参数优化与代谢网络重编

程的有效性。

3.3 计算机辅助关键酶设计

2015年，Barton等［86］借助 Genomatica集成平

台设计从葡萄糖到 1，4-BDO的代谢途径，通过 13C

代谢通量和多组学数据分析，精准解析了醛脱氢

酶（Ald）和醇脱氢酶（Adh）催化瓶颈、4-羟基

丁酸辅酶 A（4HB-CoA）自发降解导致碳流失、

高NADH水平下TCA循环通量不足等一系列问题。

并进一步通过建模指导染色体整合路径基因、定

向进化Ald酶、优化OUR（oxygen uptake rate）等

发酵参数，同时将实验数据反馈至模型迭代调整，
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成功构建一种高产且稳定的生产 1，4-BDO 的 E. 

coli。2017年，Wang等［39］首先通过整合KEGG代

谢数据与BRENDA酶数据库，确定了产酸克雷伯

菌（Klebsiella oxytoca）的二醇脱水酶（Ddh）为

核心催化酶，并基于 Swiss-model的酶结构预测理

性设计突变体 D276N，其活性较野生 Ddh 提升

5倍。同时，底物特异性扩展至C4三醇，构建出较

传统化学法缩短 30%长度的 7步酶促反应路径，并

降低了 15 %的 ATP 消耗。2024 年，Ni 等［33］针对

BRENDA 数据库和文献中筛选出的 MmCar 和

EcYqhD，利用 AlphaFold2预测酶结构并分析催化

机制，并通过酶位点突变和高通量筛选获得高效

突 变 体 MmCARI922V/C983I/Y952R， 最 终 使 得

1，4-BDO的产量增加了48.9%。

随着AI的快速发展，计算机辅助技术深度融

入合成路径设计、代谢网络优化及酶分子改造多

个环节，为突破微生物合成 1，4-BDO过程中非天

然途径适配性差、代谢网络调控复杂以及关键酶

催化效率不足等核心难题提供了重要理论支撑和

解决方案，也为其他非天然高值化合物（如长链

二元醇、特种聚酯单体等）的微生物合成提供了

可复制、可推广的研究范式。然而，不同来源非

粮生物质原料经不同预处理工艺处理，所得到的

混合糖比例以及抑制物种类和水平均有较大差异。

利用AI模型预测混合碳源下底盘微生物的代谢流

分配、预测对复合抑制物耐受及脱毒途径，有望

在实现代谢途径、网络调控与酶分子精准设计的

同时，进一步增强 1，4-BDO 规模化生物炼制的

能力［87］。

4 总结与展望

综上，以E. coli为底盘细胞利用不同碳源合成

生物基 1，4-BDO展现出显著潜力，但基于木质纤

维素水解液实现规模化生产仍面临若干核心挑战，

主要体现在以下方面：

其一，不同碳源代谢路径存在固有差异与协

同障碍。葡萄糖代谢合成 1，4-BDO的路径已相对

成熟且产物滴度相对较高［82］，但由于该路径与中

心代谢高度偶联、步骤较长，容易导致代谢失衡

及中间产物（如丙酮酸、琥珀酸等）积累，从而

降低了碳源利用及发酵效率［88］。木糖、阿拉伯糖

等戊糖代谢路径相对简短，但受到E. coli天然PTS

系统的限制，葡萄糖转运时引起的信号转导会降

低细胞内 cAMP浓度，进而抑制木糖、阿拉伯糖等

次级碳源代谢相关基因的表达，导致水解液混合

糖难以充分利用［89］。

其二，发酵抑制物共存引发多重胁迫。木质

纤维素预处理产生的糠醛、5-羟甲基糠醛、乙酸及

酚酸类物质共存，不仅直接干扰E. coli的生长与代

谢活性，还通过干扰糖代谢关键酶活性、破坏辅

因子平衡等作用间接抑制 1，4-BDO 的合成效

率［90］，针对单一抑制物耐受性改造策略往往难以

应对复合抑制物引起的胁迫毒性。

针对上述瓶颈，基于功能模块化策略构建多

细胞混菌体系，可以有效缓解单一E. coli细胞在同

步利用混合糖或协同耐受复合抑制物时面临的代

谢负担过重、辅因子失衡及中间产物积累等问题，

为高效利用木质纤维素水解液合成 1，4-BDO提供

了新思路。相关研究表明，通过敲除木糖代谢关

键转录激活因子XylR使得E. coli专一利用葡萄糖，

通过敲除葡萄糖转运与磷酸化相关基因、引入

XylR突变体以增强木糖代谢，使得 E. coli专一利

用木糖，最终通过代谢分工实现E. coli共培养体系

对葡萄糖与木糖混合糖的高效利用，总糖利用率

约 91%［91］。在实现多细胞体系对可发酵糖的共利

用后，进一步提高体系稳定性是持续改善产物合

成效率的重要研究方向。也有研究表明，在E. coli

中进行代谢互补性设计可以实现从葡萄糖和木糖

混合底物出发合成高值化合物，例如通过分别敲

除苯丙氨酸合成与酪氨酸合成相关基因，使两个

菌株通过相互交换苯丙氨酸和酪氨酸进行代谢互

补，确保整个混菌体系更加稳定［92］。尽管目前针

对复合抑制物的耐受改造报道相对较少，但通过

深入解析发酵抑制物对于微生物细胞的作用机制

发现，糠醛和乙酸均能在糖酵解、ABC转运蛋白

等方面表现出协同抑制作用［93］。这意味着在明确

不同抑制物作用靶点的基础上，结合特定途径强

化、靶点改造以及实验室适应性进化等技术，有

望 提 升 底 盘 细 胞 对 多 重 抑 制 物 的 整 体 耐

受性［13， 94-95］。

为使功能模块化的多细胞混菌体系更好地适
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配木质纤维素水解液高效合成 1，4-BDO的工业应

用，在未来的研究中应重点解决以下挑战：

首先，由于木质纤维素生物质来源广泛，生

物质预处理水解液中的组分因原料以及预处理工

艺的不同而具有较大差异，针对不同来源、不同

预处理方式获得的木质纤维素水解液，基于随机

森林、梯度提升决策树、卷积神经网络及人工神

经网络等机器学习模型预测不同预处理工艺的糖

产量与抑制物水平，从根本上改变预处理条件的

优化策略并降低生产成本［96-99］。

其次，针对抑制物共存引起的多重胁迫，通

过高通量筛选获取具有强耐受性与高效脱毒能力

的发酵抑制物降解菌株，深入探究其对于抑制物

耐受的分子机制，识别脱毒的关键途径，基于脱

毒代谢途径构建专一性发酵抑制物脱毒模块菌株，

在实现发酵抑制物原位脱毒的同时，避免不同微

生物细胞因生长温度、pH以及溶氧需求差异引起

的混菌体系失调［100-102］，从而提升 1，4-BDO合成效

率。此外，针对混合糖利用效率不一致、优势菌

株积累的代谢废弃物干扰其他菌株代谢活性所导

致代谢途径整体效率不足、代谢途径与底盘细胞

适配性等问题，在计算机辅助指导与AI技术的驱

动下，整合多组学数据，挖掘催化效能更高、与

底盘细胞更适配的 1，4-BDO合成途径，并指导新

酶挖掘与精准理性设计。通过全局代谢调控网络

分析混合糖代谢流速率，可构建分工合理、鲁棒

性强的多细胞混菌体系。结合智能算法预测混合

碳源下的代谢流分配，可进一步指导多细胞体系

构建及路径优化，从而增强 1，4-BDO合成路径中

的碳通量、提高还原力供给并提升 1，4-BDO生物

合成效率，为高效生物炼制提供可行性方案。
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