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合成生物技术驱动酪丁酸梭菌细胞工厂开发的研究进展
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摘要：作为一种重要的工业微生物和新型益生菌，酪丁酸梭菌是厌氧条件下代谢多种底物产生丁酸的优势菌株，

在其他精细化学品生产和大健康领域亦具有广泛应用。然而，获取生产效率高、鲁棒性强的高版本酪丁酸梭菌细

胞工厂，仍然面临着遗传转化效率低、遗传操作工具有限、调控手段单一等诸多挑战。近年来，随着合成生物学

的不断发展和酪丁酸梭菌生物信息数据的逐步完善，多种研究策略和技术，包括基因编辑系统等，被用于设计和

构筑酪丁酸梭菌底盘细胞高效合成各种精细化学品。本文首先对酪丁酸梭菌独特的生理特性进行了概述。然后，

对酪丁酸梭菌底盘细胞改造过程中涉及的系统生物学方法以及遗传操作工具的构建方法与技术进行了总结。同

时，探讨了酪丁酸梭菌中多类型代谢调控策略以及群体感应系统的开发及其在合成精细化学品中的应用。最后，

从遗传转化效率提升、基因编辑工具拓展、基因回路设计与重构高通量筛选平台建立、一碳气体利用等方面对酪

丁酸梭菌底盘细胞的创制进行了展望。
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Abstract: As an important industrial microorganism and a novel probiotic, Clostridium tyrobutyricum is a superior 

strain for metabolizing various substrates to produce butyric acid under anaerobic condition, presenting a great 

potential for the valorization of agricultural wastes. Consequently, this bacterium with high yield of butyric acid has 
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also been widely used in other fields, such as fine chemical production and human health. However, there are still many 

challenges in the construction of highly productive and robust C. tyrobutyricum cell factories. For example, the genetic 

transformation efficiency is rather low, due to the presence of restriction-modification systems. Gene editing tools are 

less developed and strain construction suffers from tedious processes and low efficiency. Moreover, genetic 

modification of C. tyrobutyricum is limited to a single mode of metabolic regulation, either knockout or 

overexpression, which is far behind the conventional model hosts. In recent years, with the continuous rapid 

development of synthetic biology and the collection of increasing amounts of C. tyrobutyricum bioinformatics data, a 

variety of research strategies and techniques, particularly the gene editing systems, have been employed to design and 

construct C. tyrobutyricum cell factories for efficient production of various fine chemicals. In this paper, we firstly 

provide an overview of the unique physiological properties of C. tyrobutyricum, including substrate range, 

environmental adaptability, butyric acid synthesis pathway, as well as the one-carbon gas fixation and energy 

metabolism pathways. Subsequently, we summarize the systems biology methods as well as the genetic manipulation 

tools for the modification of C. tyrobutyricum chassis cell, such as biological elements, the conjugation system, and the 

CRISPR/Cas system. Meanwhile, we discuss the static and dynamic metabolic regulation strategies and two types of 

quorum sensing systems (agr-type and RRNPP-type) as well as their applications in the synthesis of fine chemicals in 

C. tyrobutyricum. Finally, we prospect the trends for the creation of C. tyrobutyricum chassis cell, in terms of enhancing 

genetic transformation efficiency, expanding gene editing tools, designing and reconstructing gene circuits, establishing 

high-throughput screening platforms, and utilizing one-carbon gas.

Keywords: Clostridium tyrobutyricum; chassis cells; synthetic biotechnology; systems biology; metabolic engineering
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绿色生物制造已成为全球性的战略性新兴产

业。根据世界经合组织预测，到 2030年约有 35%

的化学品和其他工业产品来自生物制造［1］。其中，

短链脂肪酸/醇（C1～C6）是一类应用广泛的精细

化学品，其在医药、饲料、化妆品、食品、化工

等行业具有巨大的市场容量［2］。作为短链脂肪酸

中的典型代表，丁酸全球的年需求量已达到 8万吨

以上，年市场规模达 1.5亿美元［1］。目前丁酸生产

主要依赖正丁醛作为前体，通过氧化法制备，极

度依赖石油工业产品，同时反应条件苛刻，且生

产过程会造成严重的环境污染问题［3］。随着合成

生物技术的快速发展，通过构筑微生物细胞工厂

合成精细化学品，已经成为生物制造领域的研究

热点。微生物细胞工厂在不破坏原生代谢特征的

基础上构建新的生物合成途径，从而提高目标产

物的产率［4］。然而，如何获得绿色高效、鲁棒性

强的微生物合成系统是目前亟待解决的关键问题

之一。

近年来，分子生物学和发酵工程技术得到高

速 发 展 ， 一 些 模 式 微 生 物 如 大 肠 杆 菌

（Escherichia coli）、 枯 草 芽 孢 杆 菌 （Bacillus 

subtilis）、酿酒酵母 （Saccharomyces cerevisiae）

等已被广泛当作底盘细胞进行改造，使其能够针

对不同目的产物重构并优化代谢途径，提高途径

与宿主细胞的适配性以适应工业化生产。然而对

以丁酸为代表的短链脂肪酸/醇及其衍生物，梭菌

属 微 生 物 如 酪 丁 酸 梭 菌 （Clostridium 

tyrobutyricum）、 丙 酮 丁 醇 梭 菌 （Clostridium 

acetobutylicum）等在丁酸、丁醇生产方面具有较

高的生产力效率及产物耐受性的优势，因此被广

泛认为是短链脂肪酸/醇潜在的细胞工厂［5］。C. 

tyrobutyricum 是一种革兰氏阳性芽孢杆菌，属于

有机化能异养型专性厌氧菌，在乳酪中分离得

到，具有优良的生理特性以及丁酸生产能力。

以五碳糖或六碳糖作为碳源发酵时，其主要产

物为丁酸，同时生成副产物，如乙酸和氢气

等［6］。C. tyrobutyricum 在生长中后期能够形成类

似圆形的巨大芽孢，对强酸、高温、高盐等恶

劣环境具有较高的耐受性，生命力较强，并且

具有培养条件相对简单，丁酸产量、得率、纯

度相对较高，发酵稳定性好等优点［7］。此外，

其发酵产物氢气也是一种清洁、高效的绿色能

源，因此该菌被认为是生产各种精细化学品最

具商业价值的合成生物学厌氧底盘细胞（图

1）。在大健康领域，短链脂肪酸在肠道的能量

供应、肠道高敏感、肠黏膜屏障的维持和肠道
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图图1　C. tyrobutyricum的系统与合成生物学发展路线

Fig. 1　A brief timeline of systems and synthetic biology of C. tyrobutyricum
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动力的调节、免疫调节及抗肿瘤效应等方面发挥

重要作用，而 C. tyrobutyricum 是短链脂肪酸生产

的优势益生菌株，以其为底盘细胞，开发针对短

链脂肪酸靶向调控的工程益生菌用于疾病治疗方

面亦具有巨大的潜力［8］。

尽管目前已经有诸多对C. tyrobutyricum生理、

遗传以及代谢的研究，尤其是已通过基因改造，

拓宽了其底物谱及产物合成谱。然而，与研究相

对成熟的工业模式菌株相比，C. tyrobutyricum在合

成生物元件挖掘与组装、基因编辑系统的开发、

基因线路的构建以及代谢途径的调控等方面的研

究刚刚起步，严重限制了其作为高效底盘细胞的

发展。本文简述了 C. tyrobutyricum 作为潜在的细

胞工厂实现精细化学品生产的独特生理特性，阐

述了包括生物信息数据的丰富以及代谢模型的构

建在内的系统生物学方法的研究进展，进一步探

讨了遗传操作工具的构建方法以及高通量筛选平

台、多类型代谢调控策略以及群体感应系统的开

发，最后探讨了 C. tyrobutyricum 高版本底盘细胞

的构建策略及其在精细化学品生产中的应用，并

对 C. tyrobutyricum 底盘细胞的发展趋势进行了

展望。

1 酪丁酸梭菌的独特生理特性

1.1 独特的丁酸合成途径

C. tyrobutyricum在培养基上的菌落如图2（a）所

示，呈煎蛋样，端圆，中间隆起，直径约为 0.3～

2.0 μm，长约1.5～2.0 μm，菌体呈灰白色，菌落通

常单个或成对存在，偶见长丝状菌体，周身有鞭

毛，可运动。常见于动物消化系统、土壤、废水、

污染或腐败的乳制品中［7］。C. tyrobutyricum扫描电

镜图如图 2（b）所示。目前，由于全基因组测序技

术的不断完善 C. tyrobutyricum 的代谢途径也得到

了详细的阐明。

C. tyrobutyricum 的丁酸代谢是 2 mol 乙酰辅

酶 A 在硫解酶催化作用下生成 1 mol 乙酰乙酰辅

酶 A（acetoacety1-CoA），然后在一系列酶（β-羟

基丁酰辅酶 A 脱氢酶、巴豆酸酶、丁酰辅酶 A 脱

氢酶）催化下形成丁酰辅酶 A （butyryl-CoA），

丁酰辅酶 A 是形成丁酸的关键前体物质［6］，丁

酰辅酶 A：乙酸辅酶 A 转移酶以丁酰辅酶 A 和乙

酸为底物生成丁酸和乙酰辅酶 A［9］。这一丁酸合

成途径尤其是最后一步的合成明显不同于其他

梭状芽孢杆菌，在其他产丁酸梭菌中，丁酰辅

酶A是在磷酸丁酰转移酶（phospho transbutyrylase，

PTB）作用下首先形成丁酰磷酸（butyryl-P），

最后在丁酸激酶（butyrate kinase，BK）催化作

用下生成目的产物丁酸，如 C. acetobutylicum 和

C. butyricum［10-12］。研究发现，由于 ptb/buk 基因

在 C. tyrobutyricum 的基因组中缺失，取而代之利

用丁酰辅酶 A：乙酸辅酶 A 转移酶［13］。因此，丁

酸的代谢由常规的两步反应变为一步反应。然

而，细菌的生长需要更多的 ATP 来提供能量。

如图 3 所示，合成乙酸的过程中会产生更多的

图图2　C. tyrobutyricum菌落图（a）及扫描电镜图（b）

Fig. 2　The colony (a) and scanning electron microscopy (b) pictures of C. tyrobutyricum
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ATP。为了满足对能量的需求，细胞代谢则会朝

着合成乙酸的方向进行，从而导致副产物乙酸

的大量产生，使得丁酸的合成必然会伴随乙酸

的产生［8］。
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图图3　C. tyrobutyricum丁酸代谢合成途径［5］

主要涉及的酶的基因：hyd—氢化酶；pfo—丙酮酸：铁氧还蛋白氧化还原酶；ack—乙酸激酶；pta—磷酸转乙酰酶；

adhE2—乙醛乙醇脱氢酶；adh—乙醇脱氢酶；thl—硫解酶；hbd—β-羟基丁酰辅酶A脱氢酶；

crt—烯酰水合酶；bcd—丁酰辅酶A脱氢酶；cat1—丁酰辅酶A—乙酰辅酶A转移酶

Fig. 3　Metabolic synthesis pathway of butyric acid in C. tyrobutyricum[5]

The genes encode key enzymes in pathway: hyd—hydrogenase; pfo—pyruvate:ferredoxin oxidoreductase; ack—acetate kinase; 

pta—phosphotransacetylase; adhE2—aldehyde-alcohol dehydrogenase; adh—alcohol dehydrogenase; thl—thiolase; 

hbd—beta-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase; crt—crotonase; bcd—butanoyl-coA dehydrogenase; cat1—butyryl-CoA/acetate CoA transferase
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1.2 广泛的底物谱

对于野生型的C. tyrobutyricum，其具有较为广

泛的底物谱，但底物的利用效率仍有待进一步提升。

因此，有研究者预测了C. tyrobutyricum中与底物代

谢有关的基因，并研究其相关的代谢途径，以便对

菌 株 进 行 靶 向 改 造 。 Suo 等［14］ 通 过 在 C. 

tyrobutyricum ATCC 25755中引入 groESL基因，增

强了C. tyrobutyricum对木质纤维素水解液的利用，

以对 C. tyrobutyricum 有较强毒性的玉米秸秆和稻

草水解液为底物进行分批发酵，生产丁酸量分别

为 29.6 g/L 和 30.1 g/L，分别比野生型菌株提高

26.5%和19.4%。Huang等［15］通过重复分批发酵和补

料分批发酵，评价了纤维床生物反应器（fibrous 

bed bioreactor，FBB）固定化 C. tyrobutyricum ZJU 

8235利用菊芋中的果糖和葡萄糖水解液生产丁酸的

可行性和效率，结果表明，丁酸转化率为 0.44 g/g，

产率为2.75 g/h，丁酸浓度为27.5 g/L。为降低发酵

成本，农业和工业废物等低成本底物，如奶酪乳

清［16］、玉米纤维水解物［17］、小麦粉［18］、玉米粉［19］

和甘蔗糖蜜［20］已被应用于诸多研究中。通常 C. 

tyrobutyricum的代谢优先利用葡萄糖，而其他单糖

类物质的利用则会受到强烈抑制。He 等［21］将 C. 

acetobutylicum ATCC 824中的半乳糖代谢分解基因

（galK、 galE、 galT 和 galP） 在 C. tyrobutyricum 

ATCC 25755中进行过表达，得到了葡萄糖和半乳糖

的共同利用的工程菌株，使得半乳糖可以有效利

用，从而免受葡萄糖诱导的碳分解代谢抑制。通

过共表达异源木糖分解代谢基因（xylT、xylA 和

xylB），使得葡萄糖和木糖能够得到同时利用。C. 

tyrobutyricum利用五碳糖（木糖）以及六碳糖（葡

萄糖）作为底物代谢合成丁酸的途径如图 3所示。

综上所述，通过研究了解 C. tyrobutyricum 的潜在

底物来源，尤其是以农业、工业的废弃物作为原

料，不但可以降低发酵成本，也能将废弃物转化

成具有商业价值的发酵产品（表1）。

1.3 较强的环境适应性

当丁酸浓度超过40  g/L时，野生型C. tyrobutyricum

才开始失去生长能力，这一菌株的丁酸耐受性虽然

远远强于大肠杆菌等模式菌株，然而要实现产品

的经济化生产与商业化应用，发酵过程中需满足

目的产物的产量达到 50～100 g/L，生产强度大于

1 g/（L·h），转化率大于 0.5 g/g，且副产物应尽可能

少［1］。因此，仍需要提高 C. tyrobutyricum 对丁酸

的耐受性。此外，C. tyrobutyricum在发酵过程中，

对氧较为敏感，若长时间持续暴露在有氧环境下，

会明显抑制菌株的生长性能和代谢活力，菌株会

停止生长和代谢，甚至完全死亡，这严重影响了

其生产效率，制约了丁酸发酵法生产的工业化发

展。因此，提高菌株的环境胁迫耐受性是提高 C. 

tyrobutyricum细胞工厂产量、转化率和生产效率的

迫切需要。

一般来说，可以通过驯化和物理化学诱变等

传统方法来提高菌株环境适应性。Jiang等［27］采用

纤维床生物反应器固定化 C. tyrobutyricum 并反复

补料分批发酵的同时，对菌株进行适应性进化。

利用 FBB适应培养，将菌株在不同丁酸初始浓度

（0～100 g/L）下进行细胞悬浮培养，得到丁酸耐

受菌株。该菌株对丁酸的耐受性明显提高，当培

养基中加入 40 g/L丁酸时，丁酸耐受菌株的生长速

率仍保持在 50% 左右。此外，通过物理诱变来进

行菌种改良是一种常用的技术，Zhou等［37］利用一

种高线性能量转移的辐照技术，即 12C6+离子束辐

照，对接种后的C. tyrobutyricum ATCC 25755进行

12 h的辐照，结果发现，随着 12C6+离子辐照能量和

剂量的增加，菌株对丁酸的耐受性大大提高。无

机纳米材料的引入可赋予微生物细胞独特的新特

性，包括更强的抗逆性。Liu等［38］通过利用自组装

的 Fe3O4@壳聚糖（Fe3O4@CS）微球包裹细胞，以

提高 C. tyrobutyricum ATCC 25755 的丁酸耐受性。

Fe3O4@CS 涂层的保护大大提高了菌株的耐酸性，

在 pH 为 4和 5 时，包裹涂层的菌株的胞内活性氧

（ROS）、丙二醛（MDA）、乳酸脱氢酶（LDH）和

超氧化物歧化酶（SOD）水平明显低于游离细胞。

利用现代分子生物学技术导入抗逆元器件以

对微生物细胞进行抗逆强化是更为直接和有效的

一种方法［39］。C. tyrobutyricum对丁酸胁迫的响应涉

及多种抗逆基因的调控，过表达上述抗逆基因可

提高丁酸的耐受性和产量。Suo等［24］通过过表达

groESL和 htpG等Ⅰ类热激蛋白基因，使菌株对丁

酸的耐受性显著提高。而通过敲除磷酸乙酰转移
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酶基因 pta 或乙酸激酶基因 ack 也可以提高 C. 

tyrobutyricum 对 丁 酸 的 耐 受 性［28， 40］。 由 于 C. 

tyrobutyricum是一种典型的专性厌氧菌，持续的氧

气暴露是致命的。Wu 等［41］利用海藻糖能够保持

辅酶 A 转移酶天然折叠结构，从而降低氧胁迫和

酸胁迫对菌株细胞的破坏，通过在菌株中引入海

藻糖合成途径，构建了海藻糖合成工程菌。与野

生型菌株相比，工程菌株有更宽的底物谱，同时

表表1　　C. tyrobutyricum底物谱［5］

Tab. 1　　Substrate profile of C. tyrobutyricum[5]

底物

单糖

二糖

农业原料及

农业废弃物

葡萄糖

木糖

果糖

蔗糖

麦芽糖

咖啡残渣水解物

甘蔗糖蜜

甘蔗汁

甘蔗渣水解物

菊粉

玉米秸秆水解物

玉米面粉水解物

玉米纤维水解物

玉米皮水解物

小麦秸秆水解物

稻草水解物

高粱秸秆和甜菜

秸秆水解物

成分

—

—

—

葡萄糖、果糖

葡萄糖

木糖、阿拉伯糖、

半乳糖

果糖、葡萄糖

果糖、葡萄糖

木糖、阿拉伯糖、

半乳糖

果糖、葡萄糖

葡萄糖、木糖

葡萄糖、木糖

葡萄糖、木糖

葡萄糖、木糖

葡萄糖、木糖

葡萄糖、木糖

葡萄糖、木糖

发酵方式

补料分批

FBB反应器

分批

重复FBB反应器

FBB反应器

分批

FBB反应器

FBB反应器

分批

分批

分批

补料分批

分批

补料分批

分批

补料分批FBB

反应器

分批

补料分批FBB

反应器

补料分批FBB

反应器

重复FBB反应器

分批

分批

分批

产物

丁酸

丁醇

丁酸

丁醇

丁酸

丁醇

丁酸

丁酸

丁酸

丁酸

丁酸

丁醇

丁醇

丁酸

丁酸

丁醇

丁酸

氢气

丁酸

丁酸

丁酸

丁酸

丁酸

丁酸

丁酸

丁酸

滴度

/（g/L）

48.2

约45

52.2

约54

—

约10.5

86.9

13.6

—

49.4

45.8

18.8

17.3

34.3

45.71

14.8

20.9

—

60.4

16.1

46.0

29.0

20.8

20.0

16.9

58.8

产率

/[g/（L·h）]

0.50

—

0.41

—

0.20

约0.24

1.1

—

0.22

2.60

—

0.20

0.40

0.36

—

0.15

0.51

620 ml/（L·h）

1.14

0.38

6.8

2.9

0.42

0.21

0.40

1.9

产量

/（g/g）

0.38

0.30

0.37

0.33

0.36

约0.24

0.46

0.44

0.35

0.48

0.43

0.21

0.17

0.37

0.39

0.21

0.48

3.7 mol/mol

0.38

0.35

0.45

0.47

0.39

0.33

0.35

0.52

改造方法

过表达pfkA、pykA

敲除ack，过表达

adhE2

过表达groESL

敲除ack，过表达

adhE2

敲除ptb

敲除 ack，过表达

adhE2、ctfAB

—①

敲除ack

敲除ptb

—

—

敲除ack，过表达

adhE2、ctfABK

敲除ack，过表达

adhE2、aglul

过表达galKETP

过表达 scrBAK

敲除ack，过表达

adhE2、scrBAK

—

过表达外源

菊粉酶

—

过表达groESL

—

—

—

—

过表达groESL

—

参考
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[26]
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[34]

[35]

[14]

[36]

①发酵菌株为野生型菌株。
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改善了代谢途径，并在持续氧气暴露和酸暴露的

条件下比生长速率显著提高。

1.4 理想的一碳气体固定的底盘细胞

一碳底物（one-carbon，C1）是一类具有单个

碳原子的化合物，其储量巨大，是重要的游离性

碳资源，主要来源于劣质天然气、石化化工企业

排放的尾气以及生物质加工处理后产生的合成气

等，具有来源广泛、制备容易、价格低廉的特点。

一碳气体的转化利用在生物制造领域具有巨大的

应用前景。在产乙酸菌中 Wood-Ljugdahl 途径

（WLP）是固定CO2、CO合成乙酸最有效也是反应

步骤最少的途径。与其他微生物固碳方式不同，

WLP并非循环式固碳，而是在严格厌氧的条件下

直接将CO2和CO还原为乙酰基团，这能够明显减

少 CO2的排放［42］。如图 4 所示，WLP 是同时还原

两个CO2分子形成乙酰辅酶A的。第一个CO2分子

被还原为甲基自由基，并与四氢叶酸辅酶结合。

第二个CO2分子被还原为CO，该CO与CO脱氢酶

反应中心的镍自由基结合。CO 脱氢酶（CODH）

和乙酰辅酶 A 合成酶（ACS）能够形成一个复合

物，该复合物是WLP中的关键酶，它从还原态四

氢叶酸中接收甲基，与镍自由基中的CO结合，释

放辅酶A形成乙酰辅酶A分子［43］。目前，只有少数

重组CODH/ACS复合物能够进行异源表达，例如在

C. acetobutylicum 中进行。该菌与 C. tyrobutyricum

有很多相似之处，如均为厌氧、革兰氏阳性异养

型梭状芽孢杆菌， 都有广泛的底物谱，均为重要

的农业废弃物发酵菌株等。C. acetobutylicum是产

溶剂型梭菌，主要产物为丙酮、丁醇、乙醇等溶

剂。Papoutsakis等［44-45］在C. acetobutylicum中发现了

几种能够表达WLP酶的基因，并在该菌中异源表达

了来自永达尔梭菌 （Clostridium ljungdahlii） 中

WLP 的 11 种关键基因以及来自厌氧食气梭菌

（Clostridium carboxidivorans）中的 CODH/ACS复合

物，结果表明两个CO2固定分支在C. acetobutylicum

中都是有效的，且通过同位素标记法证明了CO是

CO2还原的直接产物。与其他固碳途径相比，WLP

的 ATP需求量较低，且途径中消耗 NADH 的量恰

好与糖酵解途径产生 NADH 的量相等［46］，可见

WLP 途径是微生物中理想的固碳途径（见表 2）。

然而，上述以产乙酸菌为代表的自养梭菌虽能直

接利用CO2和CO生产各种高值化学品，但其途径

NADPH
NADPH

ADP+Pi

甲酸脱氢酶
甲基支路

碳酰基支路

甲基转移酶

甲酸

CO

O

C

CO
2

NADP+

甲酰THF合成酶

四氢叶酸+ATP
(THF)

甲酰THF
甲酰THF环化水解酶

次甲基THF

亚甲基THF脱氢酶

NADP+

亚甲基THF

亚甲基THF还原酶

甲基THF

Fd
RED

Fd
OX

CO
2

CO脱氢酶(CODH)/乙酰CoA合酶

Fd
RED

Fd
OX

CODH/乙酰CoA合酶

CoA
CFeSP

THF甲基CFeSP

H
3
C CoA

乙酰CoA

图图4　梭菌属中WLP固碳途径［36］

Fig. 4　WLP carbon fixation pathway in Clostridia[36]
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自身的代谢速率较低，并需要较高的能量供给，

产量和生产强度难以满足工业化需求，而异养梭菌

具有较强的目的产物生产能力，同为厌氧梭状芽孢

杆菌的C. tyrobutyricum中也存在编码WLP部分酶

的基因，如甲酰四氢叶酸合成酶（EC 6.3.4.3）、甲

酰基四氢叶酸环化水解酶（EC 3.5.4.9）以及亚甲基

四氢叶酸脱氢酶（EC 1.5.1.5）。因此，未来若在C. 

tyrobutyricum 中整合 WLP 固碳途径，有望促进

一碳资源高效利用并实现精细化学品的工业化

生产。

1.5 特殊的能量代谢

底物水平磷酸化和氧化磷酸化是微生物中重要

的能量代谢方式，但其无法全面阐述厌氧梭菌在物

质代谢和能量代谢中的所有现象，且厌氧梭菌发酵

过程中缺乏氧化磷酸化途径，因此一般认为厌氧梭

菌中还存在一种基于黄素的电子歧化反应［53］。梭菌

存在的电子歧化酶主要是丁酰辅酶A脱氢酶/电子转

移黄素蛋白（butyryl-CoA dehydrogenase/electron 

transfer flavoprotein complex，Bcd/Etf）以及NADH

依赖的还原型铁氧还蛋白 ：NADP+ 氧化还原

酶（NADH-dependent reduced ferredoxin：NADP+ 

oxidoreductase，NfnAB）。2008 年 Li 等［54］在克氏

梭菌（C. kluyveri）中发现Bcd/Etf，并验证了其反

应机制：巴豆酰辅酶 A 转化为丁酰辅酶 A 偶联

NADH 将氧化态铁氧还蛋白还原为还原态铁氧还

蛋白，还原态铁氧还蛋白又在氢化酶的作用下氧

化同时偶合ATP的形成。Wang等［55］在C. kluyveri

中发现纯化的 NfnAB能够偶联放能反应与吸能反

应，利用放能反应放出的能量来推动吸能反应的

进行，从而达到能量守恒。此外，铁氧还蛋白：

NAD+氧化还原酶（Rnf）偶联跨膜的化学渗透H+

或Na+梯度也可能是嗜酸梭菌（C. aceticum）、永达

尔梭菌（C. ljungdahlii）等产乙酸菌能量守恒的方

式之一［56］。Mayer等［56］发现C. aceticum中同时含

有Rfn复合物以及细胞色素且Rnf复合物偶联跨膜

化学渗透H+或Na+梯度，结果表明该菌利用依赖H+

的能量守恒机制。

2 酪丁酸梭菌系统生物学方法的研究

进展

2.1 基因组序列及注释

目前已报道的 C. tyrobutyricum 共有 28 个菌株

（表3）。其中，C. tyrobutyricum KCTC 5387（ATCC 

25755）是完成了全基因组测序的3个菌株之一，其

基因组由一个3.07 Mb的环状染色体（3 071 606 bp）

以及一个 63 kb 的质粒（pCTK01：62 831 bp）组

成［13］，同大多数 C. tyrobutyricum 一样， KCTC 

5387含有 2段CRISPR列阵。同样，完整测序组装

的还有 L319 和 W428，其中由本课题组完成的

L319的基因组测序联合了第二代和第三代高通量

测序技术，更深入准确地获得了L319的全基因组

表表2　　CO2固定途径比较

Tab. 2　　Comparison of CO2 fixation pathways

固碳途径

WL途径[47-48]

还原性甘氨酸途径[49]

卡尔文循环[50]

还原性TCA循环[50]

DC/HB循环[50]

HP/HB循环[50]

3-HP双循环[51-52]

固碳种类

CO2

CO2

CO2

CO2

CO2/HCO3
-

HCO3
-

HCO3
-

酶总数

8

5

11

8

14

15

18

关键酶

甲酸脱氢酶

CO脱氢酶

还原性甘氨酸裂解复合物

RuBisCO

2-酮戊二酸合酶

ATP-柠檬酸裂合酶

4-羟基丁酰辅酶A脱水酶

4-羟基丁酰辅酶A脱水酶

丙二酰辅酶A还原酶

丙酰辅酶A合酶

酶比活力①

/[µmol/(min·mg)]

439

14 000

—

304.3

35.2

26.7

—

—

80

22

能量来源

氢气

—

光

光和硫

氢和硫

氢和氧

光和硫

产物

乙酰辅酶A

乙酰辅酶A

3-磷酸甘油醛

乙酰辅酶A

乙酰辅酶A

乙酰辅酶A

丙酮酸

ATP

消耗

<1

2

9

2

5

6

7

①所有酶的比活力数据都是从BRENDA数据库中手动获得的。这里显示的是数据库中最大的酶比活力。
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信息。L319基因组大小为 3 086 463 bp，包含一个

环状染色体和一个未命名环状质粒，大小分别为

3 023 639 bp 和 62 824 bp，根据 L319 的基因组注

释，该基因组中含有 3076 个基因和 2989 个 CDS，

rRNA基因数量（5S、16S、23S）分别为 7、6、6，

tRNA基因数量为63［57］。

目前，根据NCBI中所提供的信息，28个菌株

的基因组大小在 2.53～3.32 Mb之间，且 28个菌株

的G+C（%）基本上都分布在30.8%～31.0%。其中

有3株菌株的基因组完成了完整测序组装，1个菌株

处于Chromosome阶段，20个菌株在Scaffold阶段，

4 个 菌 株 处 于 Contig 阶 段 。 上 述 关 于 C. 

tyrobutyricum基因组信息的揭示为后续在其中开发

遗传操作工具以及目的产物代谢途径的设计、构

建与优化提供了信息支撑。例如，通过对基因组

上CRISPR阵列和Cas蛋白的注释与分析，可以在

该菌中构建内源性的CRISPR基因组编辑工具。

2.2 多组学分析方法的建立

近年来，由于DNA/RNA测序以及质谱检测技

术的快速发展，基因组学、转录组学、蛋白质组学

和代谢组学等多组学策略的运用，使得与微生物代

谢相关的数据来源更为丰富且更容易获取，同时也

能够帮助了我们改造、优化和利用工程菌株［58］。

Li 等［59］ 首次将比较转录组学研究应用到

表表3　　C. tyrobutyricum菌株基因组信息

Tab. 3　　Genomic information of C. tyrobutyricum

菌株名称

KCTC 5387

L319

W428

Cirm BIA 2237

FAM22553

FAM22552

DSM 663

1001713B170207_170306_A1

1001713B170207_170306_A10

1001283B150210_160208_G3

1001283B150210_160208_D6

Cl_188

Cl_171

Cl_239

Cl_117

Cl_238

Cl_84

Cl_82

Cl_64

Cl_52

Cl_80

Cl_29

MGYG-HGUT-00125

24853

ATCC 25755

DIVETGP

UC7086

IFP923

测序程度

Complete

Complete

Complete

Chromosome

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Contig

Contig

Contig

Contig

基因组大小/Mb

3.13

3.09

3.07

3.16

3.09

3.05

3.15

3.02

3.05

3.07

3.00

3.01

3.04

3.33

3.11

3.23

3.05

3.01

3.17

3.09

3.09

3.09

3.26

3.00

3.01

3.02

3.06

3.19

G+C/%

31.0

31.0

30.9

30.8

31.0

30.9

30.7

31.0

30.5

30.5

30.5

30.5

30.5

30.5

31.0

30.5

30.5

30.5

31.0

30.5

30.5

30.5

30.5

30.5

30.5

30.5

30.5

30.5

蛋白数量

3015

2922

2945

3069

2992

2923

3091

2831

2881

2869

2791

2876

2938

3219

3034

3115

2954

2916

3087

2940

3049

2988

3101

2664

2908

2907

2943

3090

rRNA

19

19

16

3

18

18

3

4

4

5

4

3

3

4

4

4

3

4

4

2

3

4

9

4

4

4

4

10

tRNA

63

63

51

52

63

68

35

57

60

52

58

40

36

48

46

30

52

45

46

42

34

37

63

59

46

46

48

60

其他RNA

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5
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C. tyrobutyricum 中，将产氢细菌 Ethanoligenens 

harbinense 中 的 氢 化 酶 基 因 （hyd2293） 在 C. 

tyrobutyricum ATCC 25755中进行过表达。得到的

工程菌共检测出 3047 个基因，占 C. tyrobutyricum

全基因组的 97.7%。与野生型菌株相比，在以葡萄

糖为底物的发酵过程中，共发现 666个差异表达基

因，其中上调基因 82 个，下调基因 584 个。通过

比较转录组学确定了编码中心代谢途径的主要基

因，并对其表达变化进行了研究，以解析发酵过

程中发生的变化［59］。转录组分析揭示了基因表达

在中心碳代谢、能量代谢和芽孢形成过程中的变

化，也说明了 C. tyrobutyricum 代谢的复杂性，为

后续代谢工程提高丁酸产量提供了有力的帮助。

通过蛋白组学对不同菌株进行分析，可明确

菌株的代谢机理，帮助改造菌株的环境耐受性。

Janssen 等［60］利用 2DE-MALDI-TOF/TOF-MS 进行

蛋白质组学分析，综合比较C. acetobutylicum的产

酸和产溶剂稳态细胞。Mao等［61］通过比较野生型

和高丁醇耐受菌在产酸阶段和产溶剂阶段的差

异表达蛋白，从而分析了 C. acetobutylicum 的丁

醇耐受机制。Jia 等［62］联合比较基因组学与蛋白

质组学对 SMB_G1518-1519 基因敲除菌株与原始

菌株进行比较，证明了 SMB_G1518-1519 基因是

丁醇耐受性的负调控因子。Sivagnanam 等［63］通

过鸟枪法蛋白组学技术来监测在以木糖为底物

的条件下菌株生长过程中的代谢行为。Ma 等［64］

首 次 对 C. tyrobutyricum 采 用 凝 胶 - 质 谱/质 谱

（GeLC-MS/MS）联用技术，构建了胞内蛋白表

达数据集合，利用比较蛋白质组学方法，确定

出核心代谢途径中调节碳、能量以及氧化还原

平衡的关键蛋白，并研究了宿主细胞对丁醇产

生的调节作用。

有研究者通过转录组学对C. acetobutylicum产

酸期到产溶剂期的转变进行了更详细的了解［65］，

但单一的转录组学数据不足以确定整体的代谢变

化，而利用代谢组学、同位素示踪剂和定量通量

模型，能够得出与产酸-产溶剂转变相关的代谢变

化［66］。通过基于GC-MS的代谢组学分析，可研究

在产酸期以及产溶剂期C. acetobutylicum与丁醇应

激相关的细胞内生化变化，从而解释丁醇对该菌

的胁迫，同时也说明了菌株对于丁醇胁迫适应

性［67］。此外，还可以利用拉曼光谱辅助代谢组学

研究，对C. acetobutylicum发酵进行实时监测，通

过高效液相色谱（HPLC）对发酵培养基进行分

析，开发出偏最小二乘（PLS）模型，从而实时监

测发酵产物成分变化［68］。基因组学解释了微生物

的多种遗传特征、进化历史等，通过比较基因组

学对比已知功能的菌株，能够高效、准确地预测

目标菌株的潜在功能以及得到各菌株之间的表达

调控网络；转录组学通过比较生物过程前后基因

的表达水平，提供菌株在不同状态下的表达情况，

从而推断出目标基因的功能、确定代谢途径的关

键基因以及研究基因调控机制；蛋白质组学通过

分析蛋白质之间的差异以及相互作用来反映微生

物对环境变化产生的代谢变化；相比于上游的基

因组学、转录组学和蛋白质组学研究，代谢组学

能够将“组学”从基因层面扩展至小分子领域，

实现将小分子整合到系统生物学中，并联合其他

组学技术实现系统研究［69］。然而，单一的组学研

究策略往往很难达到理想的结果，通过采用多组

学联合研究策略，从基因水平—转录水平—蛋白

质水平—代谢物水平系统研究细胞的代谢调控规

律，有望更精准地理解并解析微生物细胞的生理

特性，并为后续的代谢工程改造提供靶点。

2.3 代谢模型的构建

微生物代谢模型提供了一种系统的方式来获

得数据，并通过模拟将其转化为表型行为，而基

因组学数据构成了模型开发的基础。基因组规模

的代谢模型（GSM）已成为生物技术中研究代谢

网络的重要工具［70］。在后基因组时代，已经开发

了各种组学技术来收集高通量测序数据，从基因

型到表型水平进行表征。目前，已对部分梭菌建

立了基因组尺度的代谢模型，这些模型通过不同

的方法和角度对各种梭菌的一些生理特性进行模

拟，对于人们更好地理解与应用这些梭菌有着指

导作用。

最早的代谢模型之一是由 Papoutsakis等［71］在

1984年构建出来的C. acetobutylicum代谢模型，在

1999年他们又建立了一个小型化学计量模型，该

模型包括核心糖酵解途径、产酸途径和溶剂化途
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径［72］ 。 通 过 上 述 代 谢 模 型 ， 可 以 解 释

C. acetobutylicum是如何产生丁醇及其副产物醋酸

盐以及丁酸盐的。之后的数年里，构建出了多种

C. acetobutylicum 的代谢模型［10-11］。然而，所有这

些模型都只包括代谢途径，没有任何关于应激反

应中代谢变化的信息。2014年Satyakam等［73］构建

了 C. acetobutylicum 的第二代基因组代谢模型

iCac802。在该模型中增加了前期模型中没有的新

反应和途径，如 TCA循环，完整的脂肪酸合成途

径，以及增加嘌呤、嘧啶和钴胺的生物合成途径。

同时利用 CoreReg 方法将基因表达数据整合到

iCac802中，并预测了细胞对生理应激源丁醇和丁

酸盐反应的基础调节点。

此外，2016 年 Thompson 等［74］构建了嗜热梭

菌（Clostridium thermocellum）的基因组尺度代谢

模型 iAT601，利用优化后的模型预测了在不同纤

维糊精物种被同化的基础上观察到的细胞产量的

差异。该模型能够在各种条件下准确预测复杂的

细胞表型，并作为模型引导菌株设计和代谢工程

的高质量平台构建，以生产需要的工业生物燃料

和化学品。之后在 2020年，Garcia等［75］构建了一

种 更 新 的 C. thermocellum 基 因 组 代 谢 模 型

iCBI655，该模型是一个全面系统的数据库，连贯

地代表了所有可用的遗传、基因组和代谢知识。

然而，遗憾的是，目前关于 C. tyrobutyricum

的代谢模型还未见报道，但其他梭菌代谢模型的

建立和完善对于 C. tyrobutyricum 代谢模型的开发

具有重要指导意义。构建标准代谢模型的过程为：

代谢草图构建、模型修正、数学模型转换、模型

验证、模拟计算［76］。首先，将一一对应的基因-蛋

白质 -代谢反应（GPR）组合成 GPR 耦联，这些

GPR 构成的集合就是代谢网络草图；模型修正过

程主要是对错误信息的修正以及遗漏信息的填补，

从而使代谢模型正确反映菌株的生理表型；通过

将代谢模型的生物形式转换成数学矩阵的形式，

可以实现代谢模型的模拟计算；通过限制某些氨

基酸、维生素或核苷酸通量，预测目标菌株的营

养缺陷型，再通过湿实验过程中的缺失实验来验

证预测的准确性；最后用数学软件对模型进行模

拟计算，从而起到验证、预测功能［77］。传统代谢

模型是以底物的利用作为约束条件，对菌株进行

模拟分析，在底物吸收速率较低的情况下能够较

为精确地预测，然而随着底物吸收速率的增加，

模拟值将远大于实验值。第二代生物网络模型在

传统代谢模型的基础上整合了组学、多生物模型、

全细胞模型、约束条件等方法，从而提高模型预

测的准确性［78］。因此，未来我们可以利用已解析

的 C. tyrobutyricum 全 基 因 组 信 息 ， 并 结 合

ModelSEED（https：//modelseed.org/）等数据和软

件平台进行首个 C. tyrobutyricum 基因组尺度代谢

网络模型（GSM）的搭建，在此基础上可以整合

多组学的分析数据以及各种生理学数据完善上述

的代谢模型，从而开发出完善的 C. tyrobutyricum

基因组尺度的代谢模型，并为目标产物合成速率

的模拟与强化提供理论指导。

3 酪丁酸梭菌遗传操作工具的开发

3.1 合成生物元件的挖掘与表征

通常可以利用一些合成生物元件在基因进行转

录和翻译的过程中发挥作用，从而对基因或者蛋白的

表达进行调控。因此，启动子、核糖体结合位点

（ribosome binding site，RBS）、SD（Shine-Dalgarno）

序列和终止子等基本调节元件的优化是调节相关

基因和蛋白表达的基础［79］。

启动子是最基本的组成部分，是合成生物学

核心元件，是在转录水平上实现基因高效、精准

表达调控的最关键因素之一。目前在梭菌属中已

发现了多种诱导型或组成型启动子（表 4）。Tao

等［80］ 在 C. cellulolyticum 的 mspI 缺陷亲本菌株

（Δ2866）中插入合成启动子（P4）和内源性启

动子（P2），分别产生染色体整合子 P4-2866 和

P2-2866。结果表明，在前 150 h 的发酵过程中，

20g/L的高浓度纤维素抑制了亲代菌株对纤维素的

降解；而 P4-2866 和 P2-2866 分别水解了 29% 和

53% 的纤维素，并且两个工程菌株都表现出更高

的生长速度和更高的细胞生物量。同样，Δ2866亲

本菌株表现出比野生型菌株更好的耐热性，而启

动子的插入进一步增强了菌株的耐热性。进一步

研究发现，在野生型菌株和乳酸产生缺陷突变株

中插入启动子，细胞生长和纤维素降解得到类似
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的改善［80］。此外，来自于控制硫解酶基因表达的

Pthl 启动子广泛存在于多种梭菌中，其目前也是

C. tyrobutyricum 中最常用的组成型强启动子［81］。

除了上述的组成型启动子，在 C. tyrobutyricum 中

还有受到阿拉伯糖、乳糖、木糖等诱导的诱导型

启动子（表4）。

复制子是质粒复制的关键元件，它可以影响质

粒的拷贝数和遗传稳定性，进而对基因表达、宿主

代谢和最终产物的形成产生重要影响。Yu等［89］考

察了不同复制子对C. tyrobutyricum质粒的转化效率、

质粒稳定性、蛋白表达水平和丁醇生物合成的影

响。将质粒 pMAD72中的基因 adhE2以及硫解酶启

动子 Pthl分别连接到质粒 pMTL82151、pMTL83151、

pMTL84151 和 pMTL85151 上，构建出 4 种穿梭质

粒。结果表明在所研究的 4个质粒和复制子中，含

有 pBP1复制子的 pMTL82151质粒具有最高的转化

效率、质粒稳定性、基因表达和丁醇生物合成。

绿色荧光蛋白（GFP）在紫外光照射下能发出

绿色荧光，成为生物学研究和生物过程监测细胞

生长和基因表达的最常用的报告基因之一。然而，

在厌氧条件下 GFP不能作为梭状芽孢杆菌的荧光

报告基团［90］，阻止功能性GFP及其衍生物在梭状

芽孢杆菌等厌氧菌中表达的主要挑战是需要分子

O2来催化形成荧光发色团的氨基酸脱氢。而基于

黄素单核苷酸（FMN）的荧光蛋白（FbFPs），在

没有 O2的情况下也可以显示出强信号［91］。目前，

FbFPs已被成功地用作包括几种梭状芽孢杆菌在内

的厌氧或兼性厌氧细菌的荧光标记，用于蛋白表

达的监测、复制子的评价、启动子强度的评价以及

转录抑制的验证等。Cheng 等［92］利用 FbFP 蛋白

Bs2作为报告蛋白对C. tyrobutyricum基因表达进行

了评估，通过 C. tyrobutyricum 和 C. acetobutylicum

的Pthl启动子分别构建了两个质粒 Ptyr-Bs2和 Pace-

Bs2，用于表达 Bs2，共同接合至 C. tyrobutyricum

和 C. acetobutylicum中，结果发现 Bs2蛋白的表达

显著提升了荧光强度，且与Pace-Bs2相比，Ptyr-Bs2

的荧光强度在C. tyrobutyricum和C. acetobutylicum中

分别增加了 1.2 倍和 1.7 倍，表明 C. tyrobutyricum

来源的 Pth1 启动子比 C. acetobutylicum 来源的 Pthl

启动子强，该结果证明了 FbFP在确认转化、监测

C. tyrobutyricum 和 C. acetobutylicum 基因表达方面

的有效应用。

由于较低的转化效率、限制性修饰系统的存

在，使得高效的基因转化体系受到阻碍。构建新

型穿梭体系，有利于解决这些问题。Bao等［93］开

发了一种新型穿梭质粒（pYL001），用于切去 C. 

celllovorans 的两个主要 RM 系统（Cce743Ⅰ和

Cce743Ⅱ）的所有限制性位点，并构建了三个

pYL001衍生重组质粒，这些质粒通过改进后的电

转化法，在没有甲基化的条件下转化进入 C. 

celllovorans中，大大提高了转化效率。目前，有不

少关于 C. acetobutylicum 与大肠杆菌（Escherichia 

coli）之间穿梭质粒的研究，该类型的质粒至少需要

一个复制起点以及一个可选择标记物，还必须包括具

有接合转化功能的E. coli复制起点。Heap等［94］设计

并构建了Clostridium-E. coli穿梭质粒标准化模块化系

统，极大地提高了质粒的构建效率。Oh等［95］构建了

三种 Clostridium-E. coli 穿梭质粒（pKBA411-MCS，

pKBE411-MCS和 pKBM411-MCS），考察了它们对

拜氏梭菌（C. beijerinckii）转化效率的影响，结果

表明，转化效率主要取决于复制起点。

3.2 遗传转化方法的开发与优化

遗传转化系统是指通过将外源DNA或质粒导入

到宿主细胞中，且进行分子水平的操作，从而使其

宿主性状稳定遗传［96］。目前来说，C. tyrobutyricum

常用的遗传转化方法主要有电穿孔转化法以及接

合转移法。

电穿孔转化法是利用高脉冲电压破坏细胞膜

电位，使外源 DNA 或质粒通过膜上形成的小孔，

表表4　　梭菌表达系统常用启动子

Tab. 4　　Common promoters of Clostridium expression 

systems

启动子

Pptb

Pthl

PhydA

Pptk

PxylA

PbgaL

PcelC

PPcm-2tetO1

类型

组成型

组成型

组成型

诱导型

诱导型

诱导型

诱导型

诱导型

性质

控制ptb的表达

控制 thl的表达

电子代谢关键酶基因hydA的启动子

阿拉伯糖诱导

受木糖诱导

受乳糖诱导

受纤维素诱导

受四环素诱导
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进而导入宿主细胞内。电穿孔转化法的效率高、

适用性广，除了质粒外，还可以转染大的基因组

（>65 kb）。但电穿孔转化会导致细胞的高死亡率，

且外源DNA和细胞用量大，需要根据不同细胞类

型来优化电穿孔的实验条件［97］。接合转移法是一

种自然状态下不同菌种间质粒的相互传递，需要

细胞与细胞之间相互接触从而进行转移的过程。

接合转移广泛应用于细胞尤其是非转化细菌的转

移，具有温和且转化效率高的特点。在接合过程

中，多种E. coli菌株能够将小型自主载体转移到梭

状芽孢杆菌受体中［98］，如利用 E. coli CA434作为

供体菌株将穿梭质粒转移到C. tyrobutyricum中。

然而，与革兰氏阴性细菌不同，C. tyrobutyricum

的细胞拥有丰富的肽聚糖外部网络，这在物理上限

制了外源DNA进入细胞的通道。因此，革兰氏阳性

菌株的电转化效率一般低于革兰氏阴性菌株［99］。此

外，遗传转化的另一个障碍来自宿主细胞的限制性

修饰（restriction-modification，RM）系统。如果在

一个序列上没有宿主特定的修饰，或者含有自然界

不存在的附加修饰，那么该DNA将会被当作是“外

来的”，于是RM系统则会对这些未经天然修饰的外

源 DNA 进行降解。因此， RM 系统可能是 C. 

tyrobutyricum中导致遗传转化效率低的根本原因。

梭菌属的细菌可以通过加入细胞壁弱化剂，使那些

非特异性核酸酶失活或消除以保护外来DNA免受高

度特异的限制性内切酶的影响。

有研究者从 C. tyrobutyricum 的基因组序列中

分析确定了8种可能出现的RM系统，包括1个假定

的Ⅰ型RM系统和7个Ⅱ型RM系统［100］。一般来说，

在染色体上，同一个RM系统的功能亚基（Ⅰ型RM

系统为Rease、MTases和S亚基［101］；Ⅱ型RM系统

为Rease和MTases［102］）位于相同操纵子之间或彼

此相邻，这有助于不同亚基的共表达，形成功

能性 RM 系统。 Zhang 等［100］ 在此基础上预测

C. tyrobutyricum中最有可能是Ⅰ型RM系统。Ⅱ型

系统是最复杂的RM系统，由三个亚基组成，形成

五聚体蛋白（2Rases+2MTases+S）［103］。2MTases+S

部分起甲基转移酶的作用，而Rease亚基是限制性

内切酶活性所必需的。虽然根据蛋白质序列信息

C. tyrobutyricum中的Ⅰ型RM系统的识别序列是未

知的，但是可以合理地推测，缺失 Rease 亚基

（CTK_C27620）可以消除限制性内切酶活性，从

而提高转化效率。研究表明，删除限制性内切酶

也可以提高电转化效率［104］。利用内源性CRISPR-

Cas 系统敲除 Rease 亚基 CTK_C27620，生成突变

体 ΔRMI，然后使用质粒 pMTL82151 测试突变体

ΔRMI的接合效率。接合转化结果为：ΔRMI的接

合效率达到（1.45±0.15）×103 CFU/mL供体，与野生

型菌株（3.95±0.35）×102 CFU/mL 供体相比提高了

3.7 倍。可以发现，通过删除 Rease 亚基可以提高

C. tyrobutyricum 通过接合方式接受外源 DNA 的

能力。

3.3 基于 CRISPR 的基因组编辑工具的开发

簇状规则间隔短回文重复序列（CRISPR）和

CRISPR-associated（Cas）共同组成CRISPR/Cas系

统，该系统是细菌和古细菌中的一种RNA引导的

免疫系统，能够防御外来入侵［105］。CRISPR RNA

（crRNA）与特定的 DNA 序列特异性识别结合，

Cas 蛋白通过引导 RNA（Guide RNA，gRNA）的

引导在特定位点将目标DNA双链切断［106］，产生基

因缺口（double-strand breaks，DSBs），从而实现

“打靶”［107］，最后通过同源定向修复（homology-

directed repair，HDR）或非同源末端连接（non-

homologous end joining，NHEJ）等方式进行基因

修复，达到基因编辑的目的［107］。目前，根据 Cas

蛋白的结构及其进化关系，可将CRISPR/Cas系统

分成 6种类型：Ⅰ型～Ⅵ型，其中Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ
型系统的Cas蛋白均是多亚基蛋白质，Ⅱ型、Ⅴ型

和Ⅵ型系统的Cas蛋白均是单亚基蛋白质［108］。相

较于多亚基的系统，单亚基系统（如Ⅱ型CRISPR/

Cas系统）能够通过单个多功能域的Cas蛋白切割

DNA 或 RNA，且其操作相对简单，得到广泛应

用。在Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统中，CRISPR/Cas9、

CRISPR/Cas12a和CRISPR/Cas13a应用较为成功和

广泛［109］。虽然CRISPR-Cas9/Cas12a是十分强大的

基因组工具，但异源Cas9/Cas12a通常难以引入细

菌中。Michael 等［110］发现在没有 gRNA 的情况下

表达 Cas9 蛋白会显著降低 C. pasteurianum 中基因

的转化效率，将缺少 gRNA 的 Cas9 蛋白编码基因

的 表 达 框 导 入 至 质 粒 pMTL85141 中 ， 生 成
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p85Cas9，导致转化效率降低两个数量级以上，而

通过切除 p85Cas9 中 cas9 基因启动子，构建的

p85delCas9转化至C. pasteurianum，其转化效率恢

复到典型水平，实现了异源Ⅱ型 CRISPR-Cas9 系

统在C. pasteurianum中的基因组编辑。

大多数原核生物都包含天然的CRISPR-Cas系

统，通过基因组工程可以通过利用这些内源性免

疫系统来实现［111］。与CRISPR-Cas9/Cas12a技术相

比，基于内源性CRISPR-Cas系统更容易在原核生

物中构建基因组编辑工具，且这种方法不需要在

细菌或古细菌细胞内异源表达Cas蛋白［112］（图 5）。

Michael 等［110］在 C. pasteurianum 中实现利用内源

性 I-B 型 CRISPR-Cas 系统进行无标记基因改造，

为 C. pasteurianu 的 I-B 型 CRISPR-Cas 机制的原理

性重新调整提供了证据，从而实现高效无标记基因

组编辑。 Zhou 等［113］ 利用特定的内源性 I-B 型

CRISPR-Cas系统成功删除了C. butyricum中的 spo0A

和 aldh基因，敲除效率达到 100%。Zhang等［111］利

用 I-B型CRISPR-Cas系统对C. tyrobutyricum进行基

因组编辑的研究，利用乳糖诱导启动子进行

CRISPR阵列的表达，显著提高了其转化效率，并

切除了 spo0A 基因，证明了利用可诱导的内源性

CRISPR-Cas系统，可以实现 C. tyrobutyricum 有效

的基因组编辑。

然而，除了常见的基因删除和敲入外，对微

生物细胞进行代谢调控往往还涉及对关键基因的

表达进行调节，如基因的激活或抑制等。而外源

性CRISPR-Cas系统为基因的表达调控提供了有效

的工具（图 5）。如上所述，由于表达异源Cas9的

质粒在梭菌中较难转化，有研究者致力于在梭菌属尤

其是C. tyrobutyricum中开发外源性CRISPR-Cas系

统，以提高基因组编辑工具的应用范围。2020年
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Zhang等［100］发现，Ⅰ型限制性核酸内切酶的缺失

可以使接合效率提高3.7倍，由于接合效率的提高，

以前在C. tyrobutyricum中无法实现的CRISPR-Cas9/

Cpf1系统可以成功用于突变体ΔRMIΔNP的基因组

编辑，从而使 C. tyrobutyricum 在生物燃料和生产

方面的潜力得到释放。

4 酪丁酸梭菌高版本底盘细胞的创制与

应用

4.1 代谢调控策略的建立

代谢调控的策略一般包括静态调控和动态调

控（图 6），为了得到目标产物或提高产物产量，

通常利用改变或调控细胞内关键代谢途径或是通

过引入/敲除代谢途径的相关基因等方法。然而，

对细胞资源需求的不断增加，往往破坏了细胞的

正常生理平衡，使得细胞正常生长受到阻碍，进

而降低生产力。因此，对代谢进行精准的调控，

使细胞生长和产物合成达到平衡状态是十分重

要的［114］。

静态调控的基本策略是通过改变启动子的强度

对基因的表达水平进行调节，最终改变代谢通量［115］。

Cheng等［92］开发了一种能够监测C. tyrobutyricum细

胞内启动子的强度并进行转录调控的荧光蛋白Bs2

基因表达报告系统，证明了提高启动子强度能够

提高异丙醇的产量。Yu 等［116］研究对比了不同启

启动子调控
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Fig. 6　Metabolic regulation strategies
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动子对 C. tyrobutyricum 丁醇产量的影响，发现更

强的组成型启动子可用于提高菌中 adhE2基因的表

达，从而得到更高的丁醇产量。Feng等［117］评估了

四种表达 atf1 的启动子，确定 Padh 启动子可以使

atf1基因最适当表达，从而使C. tyrobutyricum产生

更多乙酸丁酯。Yang 等［118］基于双报告子系统

（catP-lacZ）以及广泛应用的强启动子 Pthl，建立了

一种快速生成产溶剂性梭菌合成启动子库的有效

方法，得到的人工启动子包含两个模块组件（核

心启动子区和 RBS与起始密码子之间的间隔区），

结果最强的启动子比原始表达部分 Pthl的活性高 10

倍以上。适当强度的启动子可以在转录水平上提

供强大的开关，对单个基因或基因簇进行微调，

对于构建代谢途径十分重要。动态调控解决了静

态调节基因表达难以满足对目标化学品生产代谢

网络中多基因协同表达的有效精确调节的缺

点［115］，利用诱导型启动子的动态调控，将菌株的

生长期和产物合成期分开，使得细胞能够充分生

长，从而实现产物的按需表达［119］。Feng等［117］发

现，在 C. tyrobutyricum 中催化丁醇和乙酰辅酶 A

缩合形成乙酸丁酯的ATF1并不是表达量越高产生

的乙酸丁酯就越多，通过确定更适合的启动子来

对ATF1的合成进行动态调控，最终使乙酸丁酯的

产量增加到 20.3 g/L。动态调控策略有利于调节细

胞资源的有效消耗，从而保持最佳的产物表达水

平。在 C. tyrobutyricum 中建立静态与动态相结合

的代谢调控策略，将有利于更好地在时空水平上

调控相关代谢途径，发挥其所拥有的优势性能。

4.2 群体感应系统

细菌群体感应系统（quorum sensing system，

QS）是细菌种内与种间的交流系统，通过信号分

子来调控代谢因子的表达［120］。当环境中的信号分

子积累到一定阈值后释放到胞外，就会被相应的

受体蛋白所识别、结合形成复合物，激活下游一

系列基因的表达［121］。利用群体感应系统，梭菌可

以更好地控制溶剂及产物的生成、芽孢的形成以

及减弱毒性等，为获得理想菌株提供了一种策略。

目前，关于梭菌的QS的研究还不是很多，主要的

研究集中在产溶剂梭菌中，产溶剂梭菌是一类能

够广泛利用农业原料作为碳源，产生溶剂（乙醇、

丁醇和丙酮等）的革兰氏阳性厌氧菌［55］，其QS主

要分为以下两种类型：

（1）agr 型系统 发现于葡萄球菌中［122］，由

一种自导肽（AIP）控制，AIP的产生和感知的核

心机制是由 agrbcda 操纵子中组织的基因完成的。

当胞外AIP积累到一定浓度时，能够被组氨酸激酶

（HK）即AgrC以及反应调节元件AgrA组成的双组

分系统所感知，从而使得反应得到调控。AgrA通

过控制HK的表达来影响Spo0A的磷酸化状态，而

磷酸化的 Spo0A能够控制芽孢的形成［123-124］。基于

上述机制，Steiner 等［125］在 C. acetobuylicum 的基

因组中发现了一段假定的 agr位点 agrBDCA，利用

ClosTron技术获得了C. acetobuylicum ATCC 824的

agrB、agrC和 agrA失活突变体，并对其表型进行

了鉴定，发现突变株的芽孢形成能力减弱且几乎

检测不到淀粉样储存化合物颗粒的积累。在 agrB

突变体中发现了一种由 agrBD 表达菌株产生的扩

散因子，可以恢复芽孢的形成。此外，根据 C. 

acetobuylicum的 AgrD序列设计的合成环肽，当外

源加入到培养物中时，也能够弥补 agrB突变体的

缺陷。这些结果都说明了依赖于 agr的群体感应参

与了C. acetobuylicum产孢和颗粒糖形成的调节。

（2）RRNPP 型系统 包含 5 种肽感受调节蛋

白 （Rap、 Rgg、 NprR、 PlcR 和 PrgX）［126-128］ ，

RRNPP型QS由群体感应调节器和同源信号肽组成。

成熟的信号肽可以与调控蛋白相互作用，从而激活

或抑制相关的细胞代谢。Feng等［129］在Clostridium 

saccharoperbutylacetonicum中预测了 5个RRNPP型

的群体感应系统（QS1～QS5），且每个群体感应系统

中都包含一个RRNPP型调节因子（QssR1～QssR5）

以及一个同源信号肽前体（QssP1～QssP5）。利用

CRISPR-CAS9 和 N1-4-DCas9-R4 通过基因缺失构

建了 QssR 缺失突变体 ΔR1、ΔR2、ΔR3 和 ΔR5。

结果表明QS1、QS2、QS3和QS5正向调节溶剂操

纵子的表达，从而调节溶剂的产生，但它们可能

负向调节细胞的运动；相反，QS4不直接调节溶剂

的产生，而是正向影响细胞的迁移。此外，QS3和

QS5 能够正向调节细菌产孢效率。目前关于 C. 

tyrobutyricum群体感应系统的挖掘和应用还未见报

道，而在上述梭菌中，群体感应系统已经应用于
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诸多方面。通过上述群体感应系统在C. tyrobutyricum

中的应用，可调节相应基因的表达，从而解决该

菌在生产发酵过程中所遇到的问题。

4.3 以酪丁酸梭菌为底盘细胞的产物合成

由于 C. tyrobutyricum 具有较强的产丁酸能

力，是研究最广泛的丁酸生产菌株。除了丁酸外，

C. tyrobutyricum目前也是丁醇［23， 116］、氢气［130］、异

丙醇［92］、乙酸乙酯［117］、丁酸丁酯［131］等精细化学品

的生产菌株。

丁酸是一种有机化工原料以及精细化学品，作

为一种主要来源于肠道菌群的短链脂肪酸，丁酸及其

衍生物被广泛应用于食品、化工和医药等领域［132］。

近年来，越来越多的方法用于优化C. tyrobutyricum

的丁酸合成途径，如数学建模、热休克蛋白过表

达以及调控胞内NADH/NAD+等。Du等［133］建立了

C. tyrobutyricum将葡萄糖分批和连续发酵为有机酸

的数学模型，结果表明，分批发酵中，当初始细

胞或葡萄糖浓度较高时，丁酸的选择性较高；在

连续发酵中，降低稀释率可以提高选择性，当稀

释率为 0.028 h-1时，选择性达到 95.8%；模型和实

验数据表明，在全细胞循环条件下，丁酸选择性

可达 97.3%。木质纤维素水解液中存在的抑制因子

会严重抑制工业菌株的细胞生长和生产力，而Suo

等［14］在C. tyrobutyricum中过表达天然Ⅰ型热休克

蛋白GroESL可显著提高其对木质纤维素水解产物

衍生抑制因子的耐受性，尤其是对酚类化合物的耐

受性，特别是在对C. tyrobutyricum有较强毒性的玉

米秸秆和稻草水解液为底物时，分批发酵生产丁酸

分别为29.6 g/L和30.1 g/L，分别比野生型菌株提高

26.5%和19.4%。NADH作为C. tyrobutyricum代谢网

络中的一种关键辅因子，对其形式与浓度的调节可

以实现代谢流最大化、快速化地导向目标代谢产物

丁酸，Zhang 等［134］通过过表达 C. tyrobutyricum 中

NADH合成相关酶，提高了胞内NADH供给水平，

同时过表达丁酸合成途径中 NADH 消耗相关酶，

加快胞内丁酸合成支路上 NADH 的消耗水平，实

现胞内NADH/NAD+比率的调控和丁酸发酵水平的

全面提高，并通过不同发酵模式（批次发酵、批

次流加发酵、固定化发酵）的比较，确定了最优

的丁酸生产工艺。Jiang等［27］利用纤维床生物反应

器（FBB）对C. tyrobutyricum固定，通过反复分批

发酵，成功地产出高浓度的丁酸；在第八次批量发

酵结束时，丁酸浓度高达（86.9±2.17）g/L，该浓度

是在传统生物发酵过程中产生丁酸的最高浓度。

正丁醇（n-butanol）又称丁醇，作为一种先进

的生物燃料，由于其具有高疏水性和能量密度、低

挥发性和低腐蚀性等优点，被认为是比乙醇更好的

替代生物燃料［135］。丁醇是由生产溶剂的梭状芽孢杆

菌发酵产生的，而发酵反应也会产生副产物丙酮和

乙醇［136］。通过adhE2导入不同的C. tyrobutyricum菌

株中，用于葡萄糖生产正丁醇，Yu等［116］通过对接

合质粒表达体系的优化，C. tyrobutyricum Δack-

adhE2可以甘露醇为底物生产正丁醇，转化率为

0.33 g/g。然而，这一过程也产生了大量的醋酸盐

和丁酸盐，为了克服这一问题，将乙酰丁酸链霉

菌的辅酶A转移酶（由 ctfAB编码）与 adhE2在酪

丁酸链霉菌中过表达，以促进丁酸在正丁醇生产

中的再异构化，使丁醇的产量和收率提高一倍以

上。最近，Zhang等［111］利用天然CRISPR-Cas系统

成功地在 C. tyrobutyricum 基因组上敲除了 cat1 基

因，插入了 adhE2基因，突变株Δcat1：adhE2产生

了 26.2 g/L 正丁醇（转化率为 0.23 g/g）以及很少

的丁酸盐，然而，该突变体在发酵中也产生了大

量的乙酸盐和乙醇。

近年来，由于氢作为替代能源以及化工和食

油工业生产原料的需求显著增加，制氢技术在世

界范围内受到越来越多的研究关注。与化学方法

相比，生物制氢可以利用碳水化合物作为底物，

更加经济和环保［137］。 Jo 等［130］ 研究了过表达

［FeFe］-氢化酶基因 hydA对C. tyrobutyricum产氢能

力的影响，结果表明，与野生型菌株相比，工程菌

株的氢化酶活性以及菌株产氢量分别增加了1.7倍和

1.5倍，氢化酶活性的增加明显降低了副产物乳酸

的产生，增加了丁酸的产量。江凌课题组通过导

入菊粉酶基因，构建了一株 C. tyrobutyricum 工程

菌株，无需预处理直接利用菊粉，在同步糖化批

量发酵 96 h 后，得到较高氢产量（3.7 mol/mol 菊

粉糖）［138］。

异丙醇是一种重要的工业化学品，因为其高

能量密度且可以通过生物技术生产的能力也被认
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为是一种潜在的类似于丁醇的可再生生物燃料以

及燃料添加剂［139］。利用微生物从廉价的生物质中

生产这些短链脂肪族醇引起广泛的兴趣。Cheng

等［92］通过Bs2荧光蛋白基因表达报告系统，比较

了 Ct（∆ack）菌株中驱动异丙醇通路的两个独立

启动子。添加来自 C. acetobutylicum 的 ctfA、ctfB

和 adc 基因以及来自 C. beijerinckii 的 adh 基因后，

每个菌株的异丙醇数量大致反映了每个启动子的

荧光比率，结果证明了 C. tyrobutyricum 的表达定

量能力和异丙醇生物合成能力。

通常，酯是通过Ficher酯化反应产生的，会涉

及到高温和无机催化剂。这种反应消耗大量的能

量，产生大量的废物，从而对环境造成破坏［140］。

而通过生物途径生产酯，易得且环保，得到越来

越多的认可。Feng等［117］在产溶剂梭菌中构建酰基

辅酶、酸和醇为前体的途径，通过系统代谢工程

策略，构建了能够生产 20.3 g/L乙酸丁酯和 1.6 g/L

丁酸丁酯的工程菌株。Cui 等［141］将 C. bejerinckii 

与 C. tyrobutyricum 共培养，解决了在利用 ABE发

酵产丁酸丁酯时丁酸不足的问题。与丙酮不同，异

丙醇可以用脂肪酶和酸转化成酯。C. tyrobutyricum

在 pH 为 6时能够产生丁酸，而 C. beijerinckii在相

同 pH值时主要产生溶剂。当两株菌共培养时，产

生更多的丁酸，且丁酸丁酯的产量高于单一培养

菌株。

5 总结与展望

短链脂肪酸/醇及其衍生物在医药、饲料、化

妆品、食品、化工等行业有非常广泛的应用，具

有巨大的市场前景。生物发酵法生产短链脂肪酸/

醇及其衍生物在助力双碳目标的实现和环境友好

度方面起到了重要作用。其中，C. tyrobutyricum

是发酵生产短链脂肪酸/醇的理想厌氧底盘细胞。

然而，目前采用 C. tyrobutyricum 发酵生产上述产

品的最大困难在于生产成本仍居高不下，难以和

化石来源的产物竞争。目前已有诸多研究致力于

提升生物发酵法生产短链脂肪酸/醇的经济性，主

要包括废弃生物质原料的使用、菌株抗逆性能的

提升、产物合成途径的改造、发酵工艺的优化

等。而这其中，针对底盘细胞的定向改造仍是研

究重点。近年来针对 C. tyrobutyricum 底盘细胞的

改造已取得了一系列进展，但使其发展成为高效

的底盘细胞工厂仍然需要在以下方面进行进一步

研究：

（1）丰富 C. tyrobutyricum 系统生物学研究方

法 由于微生物系统的复杂性，难以快速发掘针

对目标产物改造的潜在靶点。而生物信息学和多

组学技术的快速发展，使得研究者逐渐能够从系

统层面解析菌株的代谢特性，从而高效地创制理

想的底盘细胞工厂。未来可以构建C. tyrobutyricum

基因组规模代谢模型，基于模型可帮助解析 C. 

tyrobutyricum在不同培养条件下的细胞生长和胞内

流量分布。运用流量平衡分析（FBA）和流量可变

分析（FVA），确定中心代谢途径和产物合成途径

的显著改变。并进一步通过整合基因组、转录组、

蛋白组等多组学数据，实现基于各种约束的基因

组规模代谢模型构建，从而提升目标基因靶点识

别的效率，帮助研究者快速识别潜在的改造靶

点［142］。此外，C. tyrobutyricum的多组学联合研究

策略仍需要进一步完善，以帮助研究者从系统水

平上解析菌株的生理特性和调控规律。

（2）开发以一碳气体为原料的C. tyrobutyricum

底盘细胞 利用廉价易得的一碳气体作为原料，

通过构建微生物细胞工厂合成多种精细化学品，

不仅可以促进一碳资源的洁净利用，同时可以助

力双碳目标的早日实现，是“一举两得、变废为

宝”的碳中和策略。以一碳气体为原料的微生物

制造的关键挑战是如何有效地固定大气中的二氧

化碳和有效地捕获可再生能源用于生物生产。自

养微生物能直接利用一碳气体生产各种精细化学

品，但产量和生产强度难以满足工业化需求，而

异养微生物虽具有较强的产物合成能力，但吸收、

固定和转化气体速率较慢，能量代谢效率低［143］。

WLP是目前已知的反应步骤最短且能量消耗最少

的一种生物固碳途径，被认为是最适合厌氧固碳

的途径。以异养的 C. tyrobutyricum 为底盘细胞，

基于合成生物学策略的固碳途径的组装与优化、

产物合成的代谢调控，可实现一碳气体高效还原

并转化为精细化学品。此外，具有稳定、可调节

的微生物共培养模式能实现高效生产和工艺放大。

通过联合具有高效固碳能力的自养梭菌和 C. 
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tyrobutyricum，建立“共生模式”的菌株组合，可

以减少菌株间的竞争并增加互惠，最终实现一碳

气体的高效利用和短链脂肪酸/醇高效合成［144］。

（3）丰富 C. tyrobutyricum 合成生物元件库  

 合成生物元件是实现基因高效、精准表达调控

的最关键因素。未来可结合生物信息学及机器学

习等方法从多组学数据和各种生物信息数据库中

挖掘适用于C. tyrobutyricum的各种合成生物元件。

通过启动子工程策略可对 C. tyrobutyricum 的启动

子特征及功能进行发掘与进化改造，使其响应更

多化学分子与物理信号，实现精细、动态、调控

目标基因表达。此外，基于人工智能技术从头合

成启动子，可获得更多的新性能启动子，从而丰

富 C. tyrobutyricum 的启动子库。未来还需要优化

C. tyrobutyricum的报告基因系统。目前厌氧梭菌中

可用的报告基因与传统 GFP等荧光蛋白相比，仍

存在荧光强度低等问题，且可用的报告基因系统

寥寥无几，需要进一步丰富厌氧梭菌中的报告基

因。提升生物元件定量检测的效率。

（4）建立 C. tyrobutyricum 高通量筛选平台  

 高通量筛选（HTS）技术，尤其是微流控芯片

（microfluidic chip）技术对细胞生物学的研究产生

了巨大的促进作用［145］。建立高通量筛选平台将丰

富 C. tyrobutyricum 合成生物元件库。然而，目前

该技术在梭菌属特别是厌氧异养型梭菌中的研究

应用较少，未来有必要建立一系列如微流控技术、

流式细胞术等高通量筛选技术应用于厌氧梭菌中

（图 7）。此外，利用转录因子生物传感器、RNA核

糖开关等基于生物传感器的筛选技术动态筛选目

标菌株和代谢物（图 7），能够解决由于显色或荧

光反应不能检测到目标产物或关键中间体使得微

生物高通量筛选受限的问题。高通量筛选平台的

建立将推动基于生物传感器的高通量筛选策略在

C. tyrobutyricum中的应用，将大大提升该菌候选菌

株的分离筛选效率。

（5）拓展 C. tyrobutyricum 遗传转化方法及基

因组编辑工具 对于非典型模式宿主而言，遗传

转化效率低以及基因编辑工具不足导致了目前底

盘细胞构建效率低下，严重限制了C. tyrobutyricum

的应用。虽然目前在 C. tyrobutyricum 中针对上述
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两个问题已有初步探究并取得了部分的进展，如

通过在 C. tyrobutyricum 中敲除限制性内切酶提高

了外源基因的转化效率，但与传统模式宿主相比，

仍有待提升。遗传操作难以进行的最常见原因是

限制性修饰（RM）系统，针对异源 DNA 普遍存

在的防御机制，在多数细菌中，其阻碍了遗传操

作技术的使用。未来可通过从DNA中消除目标识

别序列来规避RM系统，从而创建简化的RM沉默

遗传工具，如通过 SyngenicDNA 方法可有效规避

RM 系 统［146］。 此 外 ， 虽 然 目 前 已 有 针 对 C. 

tyrobutyricum 开发的内源性和外源性 CRISPR-Cas

基因组编辑工具，但普遍存在编辑效率低、编辑

手段单一等问题。未来需要基于目前已经构建的

外源性 CRISPR-Cas 系统，通过改造 Cas 蛋白、

sgRNA 序列等策略提升其编辑效率，此外还需要

开发针对多基因同时编辑的工具以及基于 dCas9的

基因抑制和激活工具，从而丰富 C. tyrobutyricum

的基因组编辑工具库，实现目前基因的高效、靶

向与精准调控。

（6）开发 C. tyrobutyricum 多类型代谢调控策

略 目前针对 C. tyrobutyricum 的遗传改造仍局限

于简单的基因敲除和过表达，代谢调控策略远远

滞后于传统的模式宿主，难以满足动态精细调控

的目标。未来，需要结合生物传感器和基因组编

辑工具发展适用于 C. tyrobutyricum 的动态调控策

略。如，可通过挖掘不同类型的诱导型号启动子

实现目标基因的精准、按需表达。此外，针对丁

酸合成途径，可通过构建丁酸响应的生物传感器

并结合 CRISPRi 基因抑制系统实现对目的产物丁

酸的动态调控。而依赖于群体感应的动态调控系

统可用于构建产物合成基因线路，调节和分配细

胞生长与产物合成之间的碳流及能量流。

以 C. tyrobutyricum 为底盘细胞，已经在生物

能源、食品和化工等不同工业领域取得了一系列

成果。同时，C. tyrobutyricum具有一系列可用的合

成生物元件以及包括内、外源CRISPR-Cas基因组

编辑系统在内的遗传操作工具，并积累了大量的

生理、生化及生物信息数据，未来有望发展成为

一个高效的底盘细胞，尤其是生产多种短链脂肪

酸/醇及其衍生物的高效微生物细胞工厂。
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