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生物燃料高效生产微生物细胞工厂构建研究进展

晏雄鹰，王振，娄吉芸，张皓瑜，黄星宇，王霞，杨世辉

（湖北大学生命科学学院，省部共建生物催化与酶工程国家重点实验室，湖北 武汉 430062）

摘要：生物燃料替代化石燃料可解决当前全球正面临的能源危机和环境危机。通过筛选、改造微生物，利用可再

生资源高效生产具有经济效益和社会效益的生物燃料已成为可持续生物制造的重大发展方向。基于系统生物学理

解并设计细胞工厂生物燃料的合成途径与调控网络，利用合成生物学手段开发高产稳产微生物细胞工厂是实现生

物燃料经济生产的重要手段。本文概述了当前生物燃料的主要种类及对应的代谢途径，并总结了当前主要生物燃

料的生产情况。重点介绍从微生物物质代谢、能量代谢、生理代谢和信息代谢四个方面去认识、改造、开发微生

物底盘细胞使其成为高产稳产的生物能源细胞工厂。此外，本文也对当前生物能源的生产瓶颈和挑战进行了总

结，并从酶元件库的挖掘、合成途径的创建与优化、底盘细胞的理解和性能改善、发酵工艺的智能控制等方面提

出了未来的发展方向和目标任务，强调了在未来的研究中，信息技术 （IT） 和生物技术 （BT） 交叉融合是能源细

胞工厂构建的发展趋势，可为高效生物燃料细胞工厂的构建提供工具和资源，加速生物能源的产业化进程。
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Abstract: Biofuels are important supplements and alternatives to fossil fuels, which can alleviate the current global 

energy crisis and environmental pollution. Using microbes mined from nature or engineered in the lab to produce 

biofuels from renewable biomass of both economic and social benefits has become a major direction of sustainable 

biomanufacturing. It is necessary to develop robust microbial cell factories through synthetic biology for efficient and 

economic biofuel production, combining the strategy of systems biology to understand and design the synthetic 

pathways for biofuels and regulatory networks in microbes. This review discussed the major types of biofuels, the 
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corresponding metabolic pathways, and current progress for producing these biofuels, including bioethanol, higher 

alcohols, biodiesel, fatty acid derivatives and isoprenoid derivatives. The strategies to understand, construct, and 

engineer synthetic microbial chassis as cell factories for diverse biofuel production were summarized, especially from 

substance metabolism, energy balance, physiological modification, and information regulation. In addition, current 

status and challenges for microbial biofuel production were analyzed. The insufficient understanding of natural 

biosynthetic pathways and the functions of biological components, lack of genetic manipulation tools for non-model 

biofuel chassis cells, low efficiency of gene editing, incompatibility between different heterologous pathways and 

chassis cells, toxicity of heterologous products and metabolic intermediates to cell factories, inhibition of many stress 

factors when using cheap renewable resources as raw materials, and engineering obstacles in industrial scale-up are the 

barriers and challenges to the industrial biofuel production. However, the rapid development of artificial intelligence 

and bioinformatics provides new solutions to these challenges. Finally, this review proposed future directions and key 

tasks based on the need for biofuel commercialization, emphasizing the combination of information technology and 

biotechnology as the trend in developing biofuel cell factories, which can provide tools and resources for strain 

engineering and accelerate the industrialization process of biofuels.

Keywords: synthetic biology; biofuels; microbial cell factories; metabolic engineering; information technology; 

biotechnology
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石油资源短缺以及化石燃料燃烧所引发的环

境污染问题，对人类社会可持续发展造成了严重

冲击。开发清洁高效的替代能源以减少化石能源

的使用已成为全球共识。绿色生物制造是以工业

生物技术为核心技术手段，使用微生物和廉价、

可持续的生物资源，如木质纤维素、藻泥、二氧

化碳等实现原料、过程及产品绿色化的新生产模

式。生物能源由于其可再生性、环境友好性和高

效性而受到越来越多的关注。生物能源根据其原

料和生产方式的不同可分为固体成型燃料、液体

燃料（燃料乙醇、生物柴油、生物丁醇、生物脂

肪烃等）、气体燃料（生物氢气、生物甲烷、生物

质合成气等）和生物电等不同产品类型，其中受

到最多关注的是生物液体燃料［1］。生物液体燃料

可补充或替代汽油、柴油、重油，用于公路运输、

海洋运输、航空运输等交通领域，其原料可来自

于谷物或植物油等可食用生物质，也可来自于农

业废弃物、禽畜粪便、工业有机废水、城市生活

垃圾等廉价生物质。近年来，全球主要国家为积

极应对能源短缺、保障经济社会可持续发展，均

将大力发展合成生物液体燃料纳入了国家重大战

略规划。

随着基因工程、代谢工程、系统生物学与合

成生物学等生物技术的不断发展，研究人员逐渐

开辟了一条利用微生物合成生物液体燃料的绿色

生产模式。生产原料逐渐由第一代淀粉和油脂原料向

第二代非粮生物质原料（如木质纤维素等）转变，生

物燃料产品也由传统的燃料乙醇、生物柴油扩展至生

物高级醇、生物脂肪烃等品种。生物燃料绿色生产的

核心是获得高产稳产微生物细胞，将可再生原料高效

转化为目标产品，微生物细胞工厂的性能是决定生物

燃料经济生产的关键。通过代谢工程改造策略，许多

微生物尤其化能异养型微生物已被成功开发用于生

物 燃 料 生 产 ， 包 括 酿 酒 酵 母 （Saccharomyces 

cerevisiae）、大肠杆菌（Escherichia coli）、谷氨酸棒

杆菌（Corynebacterium glutamicum）等模式工业微

生物及运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis）、解脂

耶 氏 酵 母 （Yarrowia lipolytica）、 热 纤 梭 菌

（Clostridium thermocellum）、 丙 酮 丁 醇 梭 菌

（Clostridium acetobutylicum）等非模式工业微生物。

在利用微生物生产生物燃料的放大过程中，

严酷的工业发酵环境常会导致工程菌株的生产速

率和产量明显降低，有时甚至完全丧失。因此，

还需要对微生物细胞继续设计、优化和适配以提

高重组菌株的生产性能与鲁棒性。进一步深入系

统研究模式底盘细胞，同时挖掘更多具有不同优

良特性的非模式微生物底盘细胞，进而合理设计、

优化生物燃料合成途径与底盘细胞，可以提高产

品产量，拓展生物燃料品种，并可为其他生物基

产品的绿色生物制造提供理论依据与改造工具［2-3］。

基于系统生物学，可以深入解析微生物底盘细胞

代谢途径、调控网络及调控机制，结合合成生物

学“设计—构建—测试—学习”（design-build-test-

learn，DBTL）策略，对能源微生物底盘细胞进行

多维度的理性或半理性改造，挖掘、设计生物元

件与线路，构建、优化能源产品合成途径，系统

整合代谢途径的时空调控，构建高效的生物燃料

微生物细胞工厂，最终实现多元化燃料产品的理

性设计及产业化发展［3］。

对此，本文聚焦生物液体燃料，对不同生物

燃料品种的代谢路径和生产现状进行了总结，回

顾了微生物底盘细胞和途径优化的数据和合成生

物学驱动的方法，并着重介绍了高效能源细胞工

厂构建的方向及策略，探讨了制约高效能源微生

物底盘细胞理性设计与细胞工厂应用的瓶颈与

对策。

1 生物液体燃料

生物液体燃料是以液体为储能方式的可再生

能源形式，是指以生物质为原料经发酵提纯或者

生化合成方式制得的乙醇或油类等液体燃料。目

前主要包括生物柴油、生物乙醇、生物航煤等，

生产制造方式各异，其中以生物柴油、生物乙醇

在全球范围内的应用及研发最广泛和成熟［4］。本

部分就当前主要的生物液体燃料产品类型、合成

途径及其生产状况进行概述。

1.1 生物乙醇

生物乙醇是目前世界上应用最广泛的可再生

能源，可以单独或与汽油混配制成乙醇汽油用作
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汽车燃料，最高混合含量达 85%。目前，全球生

物乙醇的产量约 9000万吨，市值约 6000亿元，且

呈逐年递增趋势［5］。目前，燃料乙醇主要生产国家

为美国（4600万吨/年）和巴西（约 2500万吨/年），

分别以玉米、甘蔗等粮食与经济作物为原料，存

在“与人争粮，与粮争地”的问题，增长空间有

限。因此，越来越多的研究转向以木质纤维素等

可再生非粮生物质为原料的第二代生物乙醇的

生产。

目前应用于乙醇大规模工业化生产的微生物

菌株主要是酿酒酵母。酿酒酵母具有完整的糖酵

解途径（Embden-Meyerhof-Parnas pathway， EMP途

径），在葡萄糖代谢过程中，糖酵解产生的丙酮酸

经丙酮酸脱羧酶（pyruvate decarboxylase， PDC）

催化脱羧生成乙醛，随后在乙醇脱氢酶（alcohol 

dehydrogenase， ADH）催化下还原乙醛生成乙醇。

酿酒酵母因其长期工业应用而成为以玉米淀粉等

粮食作物为原料进行乙醇生产的主要菌株。运动

发酵单胞菌是另一种具有工业应用前景的天然乙

醇生产菌株，该菌株通过转运蛋白 Glf（glucose 

facilitator）以协助扩散的方式进行糖的转运，此过

程不需要消耗能量，可以转运葡萄糖、果糖、木

糖、阿拉伯糖和甘露糖等。与酿酒酵母的EMP途

径相比，运动发酵单胞菌特殊的厌氧（Entner-

Doudoroff， ED）途径具有较低的产能效率，在发

酵过程中产生更少的生物质，同时实现葡萄糖向

乙醇的高效转化（98% vs 90%～93%）。此外，运

动发酵单胞菌乙醇发酵速率［5.67 g/（g·h）］比酿

酒酵母［0.67 g/（g·h）］更高，并且具有耐受酸性

pH等优点［6-7］，成为优良的纤维素乙醇生产菌株，

美国DuPont公司曾使用此菌株实现了年产 8.3万吨

纤维素乙醇的工业化生产。

木质纤维素是目前地球上储量最丰富的可再

生生物质资源，经过预处理和酶解糖化后能产生

可发酵糖，如葡萄糖、木糖和阿拉伯糖等。然而，

在以木质纤维素为原料生产生物乙醇时，严苛的

预处理释放可发酵糖的过程中会产生有机酸和酚

醛类化合物等不利于工业菌株生长的抑制物，这

些抑制物的存在不仅会破坏菌株的细胞膜与核酸

结构，影响乙醇工业菌株的生长，还会降低乙醇

的产量［8］。为实现纤维素水解液的高效利用，传

统的物理、化学诱变以及实验室适应性进化策略

和近代基因工程手段均已被用于发酵菌株的抑制

物耐受性改造。本课题组通过在酸性 pH条件下适

应性进化运动发酵单胞菌获得了两株耐受 pH 3.5

的菌株 3.5M和 3.6M，并通过全基因组测序和转录

组学研究揭示了其耐酸性机制与改造靶点［9］。此

外，还发现在运动发酵单胞菌中全局转录调节因子

Hfq对菌株抗逆性具有重要的作用［10］。Tang等［11］证

实Hfq通过上调硫酸盐同化和半胱氨酸合成来降低

乙醇诱导下的活性氧，并通过酵母内质网隔离

筛选系统（yeast endoplasmic reticulum sequestration 

screening system， YESS）鉴定了 DnaK 和 DnaJ 与

Hfq互作来调节细胞热休克反应以应对乙醇胁迫。

Geng等［12］删除运动发酵单胞菌中的四个内源质粒

后获得重组菌株ZMNP，该菌株具有更好的木糖母

液利用率和抑制物耐受性，有望成为下一代纤维

素乙醇底盘细胞。工程菌株的改造提高了微生物

菌株的环境适应性（鲁棒性），为其在纤维素乙醇

生产中的应用奠定了基础。

除了天然产乙醇的酿酒酵母和运动发酵单胞

菌外，在大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌中引入来自运

动发酵单胞菌中编码丙酮酸脱羧酶和乙醇脱氢酶

的基因，也实现了乙醇的异源生产［13］。为了提高

重组菌株的稳定性及乙醇产量，将乙醇生产相关

基因整合到大肠杆菌基因组上，并阻断琥珀酸的

合成途径能有效提高乙醇产量至 54.4 g/L，达到理

论产量的 95%［14-15］。但异源乙醇生产重组菌株的乙

醇耐受性、利用废弃生物质能力及生产强度较低，

明显弱于天然产乙醇的酿酒酵母和运动发酵单胞

菌，需要进一步通过合成生物学手段提高重组菌

株的生长与生产性能。

1.2 生物高级醇

生物高级醇一般是指含有三个及三个以上碳

的直链或支链醇。与乙醇相比，多碳高级醇的辛

烷值更接近汽油，具有和汽油相似的能量密度，

同时具备不吸湿与腐蚀性低的优良特性，能与汽

油达到更高的混合比，提高车辆的燃油效率，被

认为是最具前景的燃油替代品。可用作液体燃料

的多碳高级醇主要包括三碳醇（正丙醇、异丙
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醇）、四碳醇（正丁醇、异丁醇、2-丁醇和 2，3-丁

二醇）、五碳醇（正戊醇、2-甲基-1-丁醇和3-甲基-1-

丁醇）等。这些高级醇具有可观的市场价格和广

阔的市场前景（表1）。

正丙醇和异丙醇是化工生产中重要的产品和

原料，可用作汽油添加剂，工业生产的正丙醇和

异丙醇主要用于涂料、医药、农药、化妆品等领

域。正丙醇与异丙醇均可以通过微生物发酵法获

得，正丙醇的生产通过酮酸途径实现，2-酮丁酸是

氨基酸生物合成途径中的中间体，几乎在所有生

物体中都能合成， 2-酮丁酸在 2-酮酸脱羧酶

（KdcA）和醇脱氢酶（ADH）的作用下生成正丙

醇（图1）。以葡萄糖为底物，在大肠杆菌中将天然

苏氨酸途径与异源柠檬酸合成酶结合可产生3.5 g/L

正丙醇［17］。与正丙醇不同，异丙醇以乙酰辅酶 A

作为合成中间体在酶的催化下生成丙酮，再在二

级醇脱氢酶的作用下生成异丙醇。将异丙醇天然

生产微生物拜氏梭菌（Clostridium beijerinckii）的

异丙醇生产途径引入大肠杆菌中可以实现异丙醇

生产（最高13.6 g/L）［19］（表1）。

正丁醇具有与汽油非常相似的理化性质和热

力学性质，具有比乙醇更高的能量密度，可以在

未改性的汽油管道中运输，并且在无需改进发动

机的条件下可与汽油以更高的比例混合。正丁醇

生物合成途径主要包括 3 类：CoA 依赖的合成途

径、 ACP 依赖的合成途径和 2-酮酸合成途径

（图 1）。产丁醇梭菌是天然的正丁醇生产菌株，即

通过糖酵解或磷酸戊糖途径将各种单糖化合物转

化为乙酰辅酶A，并通过进一步的碳链延伸来合成

丁醇等长碳链产物。从乙酰辅酶 A 到丁醇需要经

过多步反应，其中最直接控制丁醇合成的是一类

醛/醇脱氢酶，可催化丁酰辅酶A至丁醛以及丁醛

至丁醇这两步反应。相对而言，利用 2-酮酸和

ACP 依赖的途径合成丁醇的研究报道相对较少，

表表1　　微生物生产多碳醇总结

Table 1　　Summary of microbial production of higher carbon chain alcohols

产物

Product

Propanol

Isopropanol

1-Butanol

Isobutanol

2,3-Butanediol

2-Methy-1-butanol

3-Methy-1-butanol

价格

Price

/（元/t）

7000～7400

6500～7500

8550

8100

10 000

15 500

22 000

宿主

Host

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

C. acetobutylicum

E. coli

C. tyrobutyricum

E. coli

E. coli

Z. mobilis

C. thermocellum

C. glutamicum

S. cerevisiae

S. marcescens

S. marcescens

Z. mobilis

B. flavum

E. coli

C. crenatum

E. coli

B. flavum

C. crenatum

发酵方式

Fermentation

Fed-batch

Shake flask

Fed-batch with gas stripping

Shake flask

Bioreactor

Bioreactor with gas stripping

Bioreactor

Capped flask

Bioreactor

Shake flask

Consolidated bioprocessing

Shake flask

NA

Shake flask

Fed-batch

Shake flask

Shake flash

Shake flask

Shake flask

Shake flask; two-phase fermentation

Shake flask

Shake flask

原料

Substrate

Glucose or glycerol

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Mannitol

Glucose

Glucose

Glucose

Cellulose

Glucose

Glucose

Glucose

Sucrose

Glucose

Glucose; duckweed

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose; duckweed

Glucose

滴度

Titer

/(g/L)

10.3

3.5

143

13.6

20.3

30

20.5

22

56

4

5.4

20.8

5.8

42.5

152

13.3

19.5/17.5

1.25

5.26

9.5

0.79/0.78

3.78
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主要是聚焦于一些不具备天然丁醇合成能力的底盘细

胞，但丁醇产量普遍较低［36］，尚不具备工业生产价

值，如恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）［37］、枯草

芽孢杆菌（Bacillus subtilis）［37］、丁醇耐受性高的短小

乳杆菌（Lactobacillus brevis）［38］，乙酰辅酶A前体丰

富的解脂耶氏酵母［39］、肺炎克雷伯菌 （Klebsiella 

pneumonia）［40-41］、集胞藻（Synechocystis）［42-43］、酿酒

酵母［44-46］等（表 1）。而产丁醇梭菌，包括丙酮丁

醇梭菌和拜氏梭菌，是迄今唯一实现量产的一类

丁醇合成微生物，在丁醇发酵的稳定性以及操作

简便性方面具有优势。

异丁醇、2-甲基-1-丁醇和 3-甲基-1-丁醇等支

链高级醇的生物合成依赖于支链氨基酸代谢途径。

在支链氨基酸代谢途径中，相应的中间体 α-酮酸

可以通过脱羧和还原的方式合成支链醇（图 1）），

例如，缬氨酸与亮氨酸的中间体 α-酮异戊酸在 α-

酮酸脱羧酶和醇脱氢酶的作用下合成异丁醇，在

亮氨酸合成途径中合成 3-甲基-1-丁醇；异亮氨酸

合成中间体 2-酮-3-甲基戊酸也通过相应的脱羧还

原合成 2-甲基-1-丁醇。自然界中还没有高产异丁

醇的天然菌株，一般利用缬氨酸代谢途径，在大

肠杆菌［47］、枯草芽孢杆菌［48］、酿酒酵母［49］和谷

氨酸棒状杆菌［50］等宿主微生物中构建人工异丁醇

合成途径（Ehrlich途径）。近年来，异丁醇的生物

合成备受关注，其中大多数都集中在通过改造各

种菌株，使其异丁醇产量更高或原料利用率更高

（表 1）。美国加州大学洛杉矶分校 James C. Liao教

授课题组［23］筛选了来自不同物种的 α-酮酸脱羧酶

并将其与酿酒酵母的醇脱氢酶ADH2组合引入大肠

杆菌，在大肠杆菌中成功构建异丁醇合成代谢途

径，并通过削弱竞争途径，加强丙酮酸向缬氨酸

的代谢流，取得了异丁醇最高产量 22 g/L及理论转

化率 86% 的成果。美国 Gevo 公司与该团队合作，

利用酿酒酵母作为底盘细胞实现了淀粉到异丁醇

的商业化生产，并将其用作航空燃料原料。目前

通过合成生物学手段，在梭菌、枯草芽孢杆菌、

运动发酵单胞菌和真氧产碱杆菌 （Ralstonia 

eutropha）、谷氨酸棒杆菌等不同底盘细胞中异源表

达异丁醇代谢途径相关基因以及代谢途径优化，实

现了异丁醇的异源合成和产量提升［25］。与异丁醇生

产类似，通过在钝齿棒杆菌（Corynebacterium 

crenatum）中引入非天然代谢途径生产支链醇，组

合碳链延伸途径、异亮氨酸生物合成途径和脱羧

反应实现了 2-甲基-1-丁醇和 3-甲基-1-丁醇的高效

图图1　生物燃料合成代谢途径

Fig. 1　Metabolic pathways for biofuel production

ED—Entner-Doudoroff pathway; EMP—Embden-Meyerhof-Parnas pathway; FAB—Fatty acid biosynthesis; 

IUP—Isopentenol utilization pathway; MEP—2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate pathway; MVA—Mevalonate pathway
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生产，产量分别为5.26 g/L和3.78 g/L［34］。

2，3-丁二醇（2，3-butandieol， 2，3-BDO）是

另外一种航空燃料的添加剂，具有和其他液体燃料如

乙醇（29.1 kJ/ g）类似的高燃烧热（27.2 kJ/g）。天

然的 2，3-BDO生产微生物有克雷伯菌属、黏质沙

雷氏菌、产气肠杆菌和假单胞菌等［30， 51-52］（表 1）。

通过离子束突变构建的肺炎克雷伯菌 SDM菌株在

葡萄糖补料分批发酵中可产生 150 g/L 的 2，3-

BDO，产率为0.48 g/g，生产速率为4.21 g/（L·h）［51］。

微生物中的 2，3-BDO生物合成途径有三种酶：乙

酰乳酸合酶（Als）、乙酰乳酸脱羧酶（AldC）和

丁二醇脱氢酶（Bdh），它们依次将丙酮酸转化为

α-乙酰乳酸、乙酰脲，然后是 2，3-丁二醇（图 1）。

2，3-BDO 途径具有较好的生物适配性，通过在大

肠杆菌、蓝藻、运动发酵单胞菌中这些非天然的

微生物中引入 2，3-BDO途径均可以实现 2，3-BDO

生产［31， 53-55］。

1.3 生物柴油

生物柴油是一类长链脂肪酸甲酯（fatty acid 

methyl ester， FAME）/乙酯（fatty acid ethyl esters，

FAEE），由植物、动物或微生物源油脂与短链醇

（甲醇和乙醇）通过酯交换反应生成，可作为石油

柴油的替代品［56-57］。2021 年以来生物柴油价格上

涨至 10 500元/吨，年均价 8740元/吨；出口均价上

涨至1535美元/吨，年均价1320美元/吨。

生物柴油制备的原料包括食用植物油、非食

用植物油、动物脂肪以及微藻和真菌油，大约

95% 的生物柴油由可食用作物生产，然而粮食作

物价格的飙升使这些原料成本增加［58-59］，因此工业

废弃油脂以及厨余废弃油脂成为生物柴油制备的

主要原料，另外产脂质的藻类、真菌也作为生物

柴油生产的第三代原料［60-61］。

微生物合成脂肪酸以乙酰辅酶 A 为前体，经

乙酰辅酶 A 羧化酶（ACC）催化生成丙二酰辅酶

A，然后在脂肪酸合成酶的作用下经过酰基转移、

缩合、还原、脱水、再还原等连续反应进行碳链

的循环延伸合成，该过程需要 ATP 及辅因子

NADPH的参与（图 1）。脂肪酸的生物合成对生物

膜合成至关重要，显著的扰动可能导致微生物膜

组分改变造成严重的生长缺陷［62］。因此脂肪酸的合

成和降解受到严格调控，是代谢工程改造的关键靶

点［63-64］。大肠杆菌脂肪酸生物合成受到酰基-ACP的

反馈抑制，但这种抑制可以通过硫代酯酶的过表达

释放，从而使游离脂肪酸（free fatty acid， FFA）

积累［65］。积累的 FFA可以通过酰基-CoA连接酶转

化为酰基-CoA，进而通过脂肪酰基辅酶 A还原酶

转化为脂肪醇，或者通过酯合酶与内源性合成的

乙醇酯化为脂肪酸乙酯。脂肪酸的生物合成研究

在众多微生物中都有研究（表 2），其中以天然的

产油酵母以及模式微生物中研究较为深入。

传统的脂肪酸合成途径存在高能量需求和复

杂调控问题，但是脂肪酸降解途径，即逆向 β-氧

化途径能够与辅酶 A 硫酯中间体作用，直接使用

乙酰辅酶 A 进行酰基碳链延伸，不需要 ATP 依赖

激活丙二酰辅酶 A，也不需要 NADPH 作为辅因

子，这一特性使相关能源产品的合成具有最大的

碳利用效率。如最早被发现能够利用乙醇和乙酸

为底物生产丁酸的克氏梭菌（Clostridium kluyveri）

可以通过天然 β-氧化途径合成中链脂肪酸［2］。通

过突变E. coli的 fadR、atoC以及 crp基因，并敲除

arcA、adhE、pta和 frdA基因构建的逆向 β-氧化途

径可产生至少 6 g/L 的脂肪酸［90］。通过整合硫解

酶、水解酶、脱氢酶、还原酶以及来自高等植物

湿地萼距花（Cuphea palustris）的硫酯酶 CpTE，

在酿酒酵母中构建出了人工逆向 β -氧化途径，

可以生产中链脂肪酸（C8～C10），但是目前产量仍

较低［91］。

目前，最常用于脂质积累的产油微生物包括

微藻、细菌和酵母，例如解脂耶氏酵母［92］、弯曲

隐球菌（Cryptococcus curvatus）［93］、内脏隐球菌

（Cryptococcus vishniaccii）［94］、斯达油脂酵母

（Lipomyces starkeyi）［95］ 、 圆 红 冬 孢 酵 母

（Rhodosporidium toruloides）［96］ 、 黏 红 酵 母

（Rhodotorula glutinis）［97］ 、 星 云 湖 酵 母

（Rhodosporidiobolus fluvialis）［98］、浅白隐球菌

（Cryptococcus albidus）［99］。其中解脂耶氏酵母由

于遗传工具可行性与完备性，是当前 70种产油酵

母中研究最为广泛的，而且在生长速率和脂质产

量方面通常比细菌和微藻更有优势［100］。通过使用

“Push-and-Pull”策略，联合过表达ACC1和DGA1
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显著提高了解脂耶氏酵母的脂质产量，在生物反

应器中脂质含量达到 61.7%，葡萄糖转化率和生产

强度分别为 0.195 g/g和 0.143 g/（L·h）［101］。Lazar等

通过增加胞内G3P浓度增强 TAG合成，同时过表

达己糖激酶改善果糖代谢和引入转化酶更好地利

用蔗糖，实现了以蔗糖为唯一碳源的 9.15 g/L的脂

质产量［67］，此菌株也被证实可从糖蜜和粗甘油中

生产脂质［102］。除此之外，大肠杆菌作为模式微生

物也被用作脂肪酸生产的底盘细胞。Davis 等［103］

通过过表达脂肪酸合成的关键酶 ACC，有效提高

大肠杆菌中脂肪酸生物合成速率。通过敲除 fadD

和过表达ACC与一种植物来源的硫脂酶，在大肠

杆菌中实现了脂肪酸的高效生产（2.5 g/L），并用

于生物柴油生产［64］。

酯交换法是目前生物柴油制备应用最广泛的

方法，主要包括化学催化和酶催化法。与化学催

化相比，酶法酯交换具有反应条件温和，环境友

好，易于分离副产物甘油等优点。脂肪酶（lipase）

是酶法催化生产生物柴油使用最广泛的酶，主要

是从细菌、真菌中分离，催化羧基酯键的断

裂［104］。尽管酶法催化制备生物柴油已取得了很大

进展，但其在使用过程中需要进行脂肪酶的提取、

纯化和固定化等工序，造成了生物柴油生产成本

的提高。与酶法催化相比，以微生物为载体进行

全细胞催化生产生物柴油可免去上述工序，更具

有成本优势。Kyotani等［105］将米曲霉菌丝体固定

在由聚氨酯泡沫制成的生物质支撑颗粒里进行生

物柴油的全细胞催化，通过向培养基中添加橄榄

表表2　　微生物生产脂肪酸和脂肪烃总结

Table 2　　Summary of microbial production of fatty acids and alkanes

类别

Class

Fatty acids

Alkanes

产物

Product

Lipid

Fatty acid

Fatty acid ethyl esters

Wax ester

Methyl ketone

Heavy oils

Short chain alkane

(C2～C5)

Medium chain alkane

(C6～C12)

Long chain alkane

(C13～C22)

宿主

Host

Y. lipolytica

E. coli

L. starkeyi

Thraustochytrid T18

S. cerevisiae

R. opacus

C. glutamicum

Y. lipolytica

R. toruloides

A. baylyi

E. coli

P. putida

A. melanogenum

E. coli

Synechocystis sp. PCC6803

E. coli

R. opacus

A. melanogenum

S. cerevisiae

发酵方式

Fermentation

3-L bioreactor

Shake flask

Shake flask

2-L bioreactor

3-L, fed-batch

0.45-L, fed-batch

Shake flask

7-L, fed-batch

1-L bioreactor, fed-batch

6.6-L, fed-batch

Shake flask

Shake flash

1-L, fed-batch

Shake flask

2-L, fed-batch

Test tube

10-L bioreactor

Bioreactor

Bioreactor

5-L, fed-batch

6.6-L, fed-batch

5-L, fed-batch

Shake flask

6.6-L, fed-batch

10-L bioreactor

NA

底物

Substrate

Glucose

Fructose

Sucrose

Galactose

Hydrolysate

Glucose

Glucose and xylose

Glucose and xylose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glycerol

CO2

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

产量

Titer/(g/L)

90.00

5.51

9.15

3.22

16.50

21.50

12.60

87.00

33.40

50.20

1.07

0.137

9.97

1.82

3.40

1.10

43.00

0.11～0.14

0.026

1.01

0.58

2.5

0.26

5.2

32.5

86 μg/g
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油和油酸能显著增强脂肪酶的活性。Matsumoto

等［106］通过开发一种酵母表面展示系统，将米曲霉

来源的脂肪酶展示在细胞表面，经 72 h实现了效

率 78.3%的脂肪酸甲酯酵母全细胞催化合成。近年

来，采用代谢工程改造已经在酵母和大肠杆菌等

模式微生物中实现了生物柴油的从头合成。

Kascheuer 等［107］通过引入运动发酵单胞菌来源的

丙酮酸脱羧酶和醇脱氢酶实现乙醇生产；进一步

表达贝氏不动杆菌（Acinetobacter baylyi）来源的

非特异性酰基转移酶ADP1，以葡萄糖和油酸为底

物，FAEE 生产滴度为 1.28 g/L，占细胞重 26%；

其次，通过共表达来自植物荷荷巴的产醇双功能

酰基辅酶A还原酶和来自A. baylyi的ADP1，大肠

杆菌在油酸条件下可产生脂肪酸丁酯。Steen等［108］

通过在大肠杆菌中引入乙醇和脂肪酸生产途径，

实现了以葡萄糖为唯一碳源的FAEE合成，产量为

674 mg/L。

1.4 生物脂肪烃

长直链烃类化合物（脂肪烃）是液体化石燃

料的主要组成部分，具有高能量密度、低吸湿性

和低挥发性等优点。根据碳原子数不同，烃类分

为短链烃（C2～C5）、中链烃（C6～C12）、长链烃

（C13～C22）以及超长链烃（C23～C32）。不同碳链长

度的脂肪烃也有不同的功能，典型的油类燃料如

汽油的主要组成成分是 C4～C10的中链及短链烃，

柴油及航空燃料的主要成分是C8～C18的中链及长

链烃［109］。目前，已经发现许多天然微生物具有合

成脂肪烃的能力，包括藻类、细菌、酵母、丝状

真菌等［110］。从产业规模分析，2021年全球脂肪烃

溶剂和稀释剂市场规模达到 207.3亿元，市场年复

合增长率预估为6.17%，具有一定的发展前景。

微生物合成脂肪烃是在脂肪酸合成代谢途径

的基础上，以脂肪酰-酰基载体蛋白、脂肪酸或脂

肪醛等物质为基础，可通过脂肪醛脱羰基、脂肪

酸脱羧、头对头的烃类化合物生物合成及聚酮合

酶（polyketide synthase， PKS）途径四种方式合

成。利用脂肪醛脱羰基合成烃类存在于大多数产

烃微生物中，以脂肪醛为底物，经过醛脱羰酶

（aldehyde decarbonylase， AD）催化脱去羰基，生

成脂肪烃和CO2或CO，其中AD广泛存在于植物、

昆虫、蓝藻中。Kang等［109］在酿酒酵母中对植物、

昆虫和蓝藻来源的AD酶进行鉴定，研究发现来自

细长聚球藻（Synechococcus elongatus）和瓦氏鳄

球藻（Crocosphaera watsonii）的醛脱甲酰化加氧

酶（aldehyde deformylating oxygenase， ADO）具

有与蓝藻AD相同的功能，能将脂肪醛转化为相应

的 Cn-1烷烃和烯烃，其中过表达 CwADO烷烃浓度

最高为 0.13 mg/L（OD600），动态调控CwADO表达

使脂肪烃的产量增加到 0.2 mg/L（OD600）。脂肪烃

生物合成途径在多种蓝藻中被发现和报道，除了

上述利用酰基还原酶（acyl reductase， AAR）和

AD 催化脂肪酰-ACP 生成脂肪烃外，还可以通过

烯烃合酶（olefin synthase， OLS）从脂肪酸合成

烯烃［111-112］。

脂肪酸脱羧反应得到的产物主要是末端烯烃。

脂肪酸氧化脱羧通过脂肪酸脱羧酶催化完成，常

见的脂肪酸脱羧酶包括 Jeotglicoccus species来源的

细胞色素 P450 酶 OleTJE和非血红素单核铁氧化酶

UndA及UndB［113-114］。上述脂肪酸脱羧酶被用于在

许多细胞工厂（如大肠杆菌和酿酒酵母）中产生

末端烯烃。Liu等［115］通过删除酰基辅酶 A合成基

因（fadD）和过表达酰基辅酶A羧化酶、硫脂酶A

和OleTJE，使用工程化大肠杆菌产生 96.7 mg/mL的

脂肪烃。Zhou 等［116］在生产脂肪酸的酵母菌株中

过表达OleTJE、UndA和UndB，均能实现 1-烯烃的

合成，但是产量较低，仅有 1～6 mg/L，进一步将

酿酒酵母中的电子转移系统与UndB共表达，1-烯

烃的产量提高了 50%。此外，引入来源于 Homo 

sapiens 的长链脂肪酸转运蛋白 FATP1 实现了

35 mg/L 1-烯烃的生产，其中 80%烯烃分泌至培养

基中。

除了上述两种方式，在一些细菌如藤黄微球

菌 （Micrococcus luteus）、 野 油 菜 黄 单 胞 菌

（Xanthomonas campestris）和希瓦氏菌（Shewanella 

aneidensis）中还能通过脂肪酸头对头缩合进行内

部烯烃的生物合成，此反应在OleABCD复合体作

用下进行，OleA将 β-酮酰基CoA转化为中间体后

与脂肪酰CoA缩合形成 β-酮酸，随后在NADPH依

赖性的OleD作用下还原成 β-羟基酸，最终在OleC

作用下形成烯烃，此过程需要辅因子 NADPH 和
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ATP 参 与 ， 其 中 OleB 的 功 能 仍 未 有 明 确 解

析［117-118］。 Beller 等［119］ 在 大 肠 杆 菌 中 过 表 达

OleABCD酶编码的基因，获得了40 µg/L的烯烃。

许多天然产烃微生物都存在产量过低的问题，

因此，改造天然的脂肪烃生产的微生物底盘细胞

或将脂肪烃生物合成途径导入到常见的模式底盘

细胞（如大肠杆菌、酿酒酵母）中是当前脂肪烃

研究的主要方法。通过对野生型不透明红球菌

（Rhodococcus opacus）中参与烃类化合物降解的单

加氧酶基因 alk-1进行敲除，使长链烃的产量达到

了 5.2 g/L［74］。十七烷和十七烯是集胞藻属中脂肪

烃的主要成分，含量约为细胞干重的 0.1%［120］。将

Calvin-Benson-Bassham 来源的 3-磷酸甘油醛（3-

PGA）重新定向至酰基 ACP，并增强烷烃生物合

成基因的表达，能提高集胞藻烷烃的产量和生产

效率，与野生型菌株相比提高了 8.3倍［83］。将来自

蓝藻的烷烃生物合成基因在大肠杆菌和聚合球菌

中异源表达，大肠杆菌中产生烷烃的浓度范围为

5～40 mg/L［110］。通过优化参与脂肪烃合成的遗传

元件，结合代谢模型对脂肪烃合成的靶点改造预

测，并对相关基因进行过表达和敲除，获得了

425 mg/L 的脂肪烃产量，最终脂肪烃产量在补料

分批发酵条件下提高到 2.5 g/L［86］。除此之外，一

些非模式底盘细胞如解脂耶氏酵母也被用于生产

各种烷烃化合物。解脂耶氏酵母具有高效的脂肪

酸合成能力，将其酰基-ACP和酰基辅酶A代谢进

行定向分配，并将脂肪生成与氮饥饿反应解耦，

改造后的菌株烷烃产量为 23.3 g/L，脂肪醇产量为

2.15 g/L［76］。不同微生物脂肪烃合成案例见表 2。

但是当前脂肪烃的合成还处于实验室阶段，离工

业化还有一段距离。

1.5 生物萜类

萜类化合物是分子骨架以异戊二烯单元（C5

单元）为基本结构单元的化合物及其衍生物。萜

类化合物具有作为生物燃料和其他商业产品应用

的广阔前景，目前很多公司如美国 Amyris、瑞士

Evolva、荷兰 Isobionics 等都以细菌或酵母作为底

盘细胞来生产商用萜类物质。萜类化合物中的单

萜（C10）以及倍半萜（C15）具有替代柴油和汽油

的潜力，如单萜中的蒎烯、桧烯和柠檬烯，倍半

萜中的法尼烯与甜没药烯等，特别是法尼烯因其

良好的低温性能、高十六烷值和低温室气体排放

被认为是合适的航空燃料替代品，引起了广泛的

研究兴趣［121-125］。预测至 2027年，全球法尼烯市场

规模将达到 40.7 亿元，全球法尼烯市场复合增长

率预估为 0.51%，具有一定的市场前景，但其大规

模发酵生产的实现及成本是商业化经济生产的制

约因素。武汉大学刘天罡教授团队［126］进一步将法

尼烯拓展为维生素E家族的前体物质，拓宽了法尼

烯在生物医药领域的应用。

萜类化合物的生物合成途径主要包括甲羟戊

酸途径（mevalonate pathway， MVA途径）和 2-甲

基赤藓糖醇 -4-磷酸途径（2-C-methyl-D-erythritol 

4-phosphate pathway， MEP途径）（图 1）。MVA途

径普遍存在于古细菌、真核微生物、植物以及包括哺

乳动物细胞在内的真核生物中。乙酰辅酶A首先经不

同的酶催化得到甲羟戊酸，然后甲羟戊酸转化生成异

戊烯基焦磷酸（isopentenyl pyrophosphate，IPP）和

二甲基丙烯基焦磷酸（dimethylallyl pyrophosphate，

DMAPP）。MEP 途径主要存在于大多数细菌、藻

类和植物的叶绿体中。丙酮酸和甘油醛-3-磷酸在

1-脱氧-D-木酮糖-5磷酸合酶（1-deoxy-D-xylulose-

5-phosphate synthase， DXPS）的催化下缩合生成

1- 脱氧 -D- 木酮糖 -5 磷酸（1-deoxy-D-xyulose-5-

phosphate， DXP）；DXP经异构、磷酸化、环化等

步骤形成 MEP，然后再经相关酶催化磷酸化、环

化形成 IPP；IPP被异戊烯基焦磷酸异构酶催化为

其同分异构体 DMAPP。与 MEP 途径相比，MVA

途径需要的辅因子量更低［127］。上述两个途径生

成的 DMAPP 和 IPP 经缩合产生香叶酰焦磷酸

（geranyl pyrophosphate， GPP），GPP 作为萜类化

合物生物合成的重要前体物质进入后续途径。研

究人员还构建了一条以异戊二烯醇或者戊二烯醇

作为起始底物的异戊醇利用途径（isopentenol 

utilization pathway， IUP），利用来源于酿酒酵母

的胆碱激酶（choline kinase， ScCK）和MVA途径

自身的异戊基激酶（isopentenyl phosphate kinase， 

IPK）依次催化两步磷酸化反应合成 IPP和DMAPP，

可用于萜类化合物的生产。相较于MVA和MEP途

径，IUP途径只需要ATP作为辅因子，仅需两步反
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应，途径更简单，不和中心碳代谢竞争碳流［128］。

目前通过代谢工程改造，已经实现了多种萜类化

合物的微生物生产（表3）。

单萜化合物蒎烯、桧烯、柠檬烯（C10）的生

物合成通常由MEP或MVA途径生成GPP，然后在

蒎烯、桧烯和柠檬烯合酶的催化作用下生产。通

过引入外源MVA代谢途径并整合不同来源的蒎烯

合成酶（pinene synthases），在大肠杆菌中实现了

不同类型蒎烯的生物合成，之后结合诱变和优化

蒎烯合成途径，蒎烯产量提升至 140 mg/L［145］。利

用生物合成途径正交优化，在解脂耶氏酵母中蒎

烯产量为 19.6 mg/L，比初始产量显著提高 218倍。

以废食用油和木质纤维素水解液为原料时成功获

得 33.8 mg/L和 36.1 mg/L蒎烯［130］。在大肠杆菌中

引入外源 MVA 途径，并表达来自大冷杉（Abies 

grandis）的 GPP 合成酶以及来自鼠尾草（Salvia 

pomifera）的桧烯合成酶（sabinene synthase），桧烯

摇瓶产量达 82.18 mg/L，发酵罐中达 2.65 g/L［133］。

在酿酒酵母中表达鼠尾草的桧烯合成酶，桧烯的

滴度可达 17.5 mg/L。同样，通过引入异源代谢途

径以及代谢工程和合成生物学改造，实现了大肠

杆菌和酿酒酵母中以葡萄糖为碳源的柠檬烯合成，

产量分别为 1.29 g/L 和 917.7 mg/L［135，138］。倍半萜

化合物法尼烯、甜没药烯的生物合成是在法尼烯、

甜没药烯合酶作用下催化MEP或MVA来源的 FPP

产生。通过利用来自青蒿（Artemisia annua）和挪

威云杉（Pieca abies）的萜类合成酶，以及 MVA

代谢途径，美国Amyris公司利用大肠杆菌和酿酒酵

母生产法尼烯，产量达到1.1 g/L和728 mg/L。在毕

赤酵母中，通过非同源末端连接（non-homologous 

end joining， NHEJ）介导染色体基因整合构建过

表达 MVA 途径和 α-法尼烯合酶基因的菌株文库，

经优化筛选得到的最佳毕赤酵母菌株的 α-法尼烯

产量也达到了 2.56 g/L［141］。将来自于大冷杉的甜

没药烯合酶［（E）-α-bisabolene synthase］基因Ag1

在大肠杆菌中异源表达，甜没药烯的产量可达

400 mg/L 左右，经过一系列代谢工程手段，在大

肠杆菌和酿酒酵母中的产量最终能达到 900 mg/L

左右［143］。另外，在大肠杆菌中过表达 nudB 和

nemA能将C5中间体 IPP和DMAPP转化为异戊烯醇

和异戊醇，通过 MVA 途径获得 2.23 g/L 3-甲基-3-

丁烯-1-醇、150 mg/L 3-甲基-2-丁烯-1-醇和300 mg/L 

表表3　　微生物生类异戊二烯类燃料总结

Table 3　　Summary of microbial production of isoprenoid-derived fuels

产物

Product

Pinene

Sabinene

Limonene

Farnesene

Bisabolene

宿主

Host

E. coli

Y. lipolytica

C. glutamicum

R. sphaeroides

E. coli

S. cerevisiae

E. coli

Y. lipolytica

S. cerevisiae

E. coli

S. cerevisiae

P. pastoris

Y. lipolytica

E. coli

S. cerevisiae

R. capsulatus

发酵方式

Fermentation

Shake flask

Shake flask

Shake flask

Shake flask

5-L bioreactor

Shake flask

Shake flask

3.1-L，two-phase

1.5-L；fed-batch

Shake flask

Shake flask

NA

Shake flask

1-L；fed-batch

200 t；fed-batch

Shake flask

Shake flask

Shake flask

底物

Substrate

Glucose

Hydrolysate

Glucose

CO2

Glycerol

Glucose

Glucose

Glycerol

Glycerol

Glucose

Glycerol

NA

Oleic acid; sorbitol

Glucose

Cane syrup

Glucose

Mannose; glucose

Glucose

产量

Titer/(g/L)

0.14

0.036

27 μg/g

0.54 mg/L

2.65

0.018

1.29

3.6

0.17

0.92

8.74

104.3

2.56

2.56

130

0.91

0.99

1.08
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3-甲基-1-丁醇，而通过MEP途径获得的异戊烯醇

产量为 60 mg/L，其效率远低于使用酮酸途径产生

的4.4 g/L 3-甲基-1-丁醇［146-147］。

在生物燃料候选化合物中，倍半萜化合物具

有高能量密度、高燃烧热和低冰点特性，被认为

是未来新型的高能液体燃料，然而其应用于航空

燃料领域的可行性分析仍处于理论阶段。武汉大

学刘天罡教授团队［148］从现有文献报道中收集了

122种倍半萜骨架化合物并进行饱和化处理，结合

基团贡献法和高斯量子化学方法，对化合物的体

积热值、燃烧热、密度、冰点、闪点、比冲等 6种

性能参数进行计算评估，根据不同性能筛选标准，

筛选出 17 个具有良好预测性能的倍半萜化合物。

随后在酿酒酵母中实现了 17个化合物的生物合成，

通过途径优化、关键基因拷贝数调整、增加前体

供应，构建了 9种化合物的高效合成菌株。该研究

系统评估了倍半萜作为航空燃料的潜力，对倍半

萜应用于燃料领域具有重要的指示。另外，该团

队致力于萜烯类化合物微生物合成，确定了三萜

生物合成的新酶机制，增强了对自然界萜烯类化

合物生物合成的理解［149］。

2 生物燃料合成微生物底盘

长链醇、脂肪酸酯、萜类及烷烃等化合物由

于其各自拥有特殊的性质，成为生物乙醇之外的

理想生物燃料。尽管可以利用微生物天然代谢途

径或通过代谢工程改造实现这些化合物及其前体

的生产，但这些途径往往需要进行重新设计、优

化、适配以提高生产效率。因此，系统研究已知

模式底盘细胞，同时挖掘更多具有不同优良特性

的非模式微生物底盘细胞，通过系统生物学方法

理解与合成生物学手段进行设计、构建和优化，

可以拓展生物燃料的品种，提高微生物燃料细胞

工厂的生产性能，推动生物燃料向产品多元化与

产业化方向发展。

用于生物燃料合成的模式微生物底盘细胞包

括酿酒酵母、大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌等。这些

模式微生物具有清晰的遗传背景和完善的基因编

辑工具，被广泛用于生物燃料的生产。此外，一

些非模式微生物如高生长速率的需钠弧菌（Vibrio 

natriegens）、 高 转 化 效 率 的 拜 氏 不 动 杆 菌

（Acinetobacter beijerinckii）、天然乙醇生产菌株运

动发酵单胞菌、一碳化合物利用菌株杨氏梭菌

（Clostridium ljungdahlii）、产乙醇梭菌（Clostridium 

autoethanogenum）等也被广泛用于生物燃料的生

产。然而，与模式菌株相比，非模式菌株的遗传

改造工具相对缺乏，导致其代谢工程改造较为困

难。上述模式微生物与非模式微生物的详细特性、

进展与应用可参考相关综述［150］。部分生物燃料生

产的模式微生物与非模式微生物底盘细胞的特性

见表4。

大肠杆菌是研究最为广泛和深入的模式原核

微生物，生长速度快，可利用多种底物进行有氧

或厌氧生长。其遗传背景清晰、遗传操作工具多

样的优点使其成为生产多种能源产品的重要模式

微生物底盘细胞［151］。大肠杆菌自身不具备生产生

物燃料的能力，通过代谢工程手段将异源生物燃

料合成引入大肠杆菌中能实现相应生物燃料的合

成，如乙醇、正丙醇、丁醇、异丁醇、脂肪酸以

及各种萜类化合物等。

酿酒酵母是研究最为广泛且深入的模式真核

微生物，酿酒酵母除了拥有一系列合成生物学技

术体系、丰富的生物元件库以及海量数据库外，

其长期作为工业生产菌株已经建立成熟的商业模

式，是生物燃料生产的高效微生物底盘细胞。在

酿酒酵母中已经实现了生物乙醇、生物异丁醇的

工业化生产。

谷氨酸棒杆菌是氨基酸生产的重要模式菌株，

具有广泛的底物谱，可以同时利用混合物中的各

种碳源，包括糖类（如葡萄糖、蔗糖、麦芽糖

等），醇类（如乙醇和肌醇等），有机酸及其盐

（如乙酸、柠檬酸盐、乳酸盐、丙酸盐和丙酮酸盐

等）。目前，在谷氨酸棒杆菌中建立了完备的基因

组代谢网络模型、单链DNA重组、碱基编辑等基

因编辑工具以及代谢途径组装方法。这些工具和

方法的开发使得谷氨酸棒杆菌的底物利用谱得到

了进一步扩展，同时也成功设计了许多代谢途径

与调控策略，用于生产有机酸、醇类、蛋白质等

多种生物化学品［152］。谷氨酸棒杆菌体内存在的独

特的脂质稳态机制也有望使它成为脂肪酸类生物

能源生产的潜在主力［75］。
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解脂耶氏酵母是天然脂质生产的非模式真核

微生物，具有丰富的底物利用谱，如利用葡萄糖、

甘油、蔗糖、淀粉、菊粉、纤维二糖等碳源进行

生长［153］。其丰富的乙酰辅酶A能为大量的生物燃

料化合物提供充足的前体［154-155］，使得解脂耶氏酵

母被设计用于如脂质类衍生物、法尼烯、番茄红

素等生物燃料和高价值化学品的生产。很多重要

的合成生物学工具和元件在解脂耶氏酵母中得到

了开发和应用，如DNA组装技术、编辑技术和计

算工具［156］。这些工具的开发进一步加快了以解脂

耶氏酵母为底盘细胞的微生物细胞工厂的构建。

运动发酵单胞菌是天然的乙醇生产菌株，是

目前已知唯一可在厌氧条件下利用ED途径的微生

物，具有葡萄糖代谢速率快、乙醇产量高（可达

理论最高产量的 98%）、对高浓度乙醇（体积分数

16%）耐受性好等工业生产特性［157］。运动发酵单

胞菌遗传操作工具也相对完备，除了常规的同源

重组和 CRISPR-Cas9 基因编辑方法，本课题组已

经成功开发了基于外源 CRISPR-Cas12a 以及内源

Ⅰ-F型CRISPR-Cas系统的基因编辑体系［158-159］。另

外，通过对组学数据的研究，挖掘并鉴定了不同

强度的启动子、 RBS 以及抗逆相关的生物元

件［157］。运动发酵单胞菌还可被改造用于 2，3-丁二

醇、异丁醇等能源产品的生物合成［25， 31］；同时，

运动发酵单胞菌在利用纤维素类生物质进行生物

炼制生产生物能源的优势逐渐显现，具有作为木

质纤维素生物燃料微生物细胞工厂的潜力［160］。

丙酮丁醇梭菌和拜氏梭菌是丁醇生产的主要

工业菌株，能够利用淀粉、糖蜜等糖原料发酵生

产大宗化学品丁醇、丙酮和丁酸等。相比于模式

微生物，产丁醇梭菌的遗传改造操作更加匮乏，

仅靠自身的重组系统实现基因删除的难度大。针

对这一问题，研究人员开发了不依赖同源重组的

基因编辑工具，优化了产丁醇梭菌的同源重组效

率以及突变体筛选方式。基于CRISPR-Cas系统的

基因编辑技术也使产丁醇梭菌遗传操作效率显著

提升［161］，极大推进了丙酮丁酸梭菌作为生物燃料

底盘细胞的发展。

热纤梭菌是高效降解木质纤维素的主要菌株

之一，其分泌的纤维小体这一超分子酶系复合物

受到广泛关注和研究［162］。热纤梭菌作为厌氧、嗜

热的革兰氏阳性细菌，能够将糖化和发酵过程整

表表4　　部分模式与非模式微生物底盘细胞特性

Table 4　　Characteristics of partial model and non-model microbial chassis cell

类别

Class

Model 

microbes

Non-

model 

microbes

菌株

Strain

E. coli

S. cerevisiae

C. glutamicum

Y. lipolytica

Z. mobilis

C. thermocellum

C. acetobutylicum

生长条件

Growth 

condition

Facultative 

aerobic

Facultative 

aerobic

Facultative 

aerobic

Facultative 

aerobic

Facultative 

anaerobic

Strictly 

anaerobic

Strictly 

anaerobic

安全性

Safety 

status

Not GRAS

GRAS

GRAS

GRAS

GRAS

Not GRAS

Not GRAS

基因组大小

Genome size

/Mb

4.64

11.8

16 chromosomes

3.28

20.5

6 chromosomes

2.2

4 plasmids

3.56

4.1

底物

Substrates

Pentose, hexose, 

glycerol, starch

Starch, sucrose, 

hexose

Sugars, alcohols, 

organic acid

Glucose, glycerol, 

sucrose, starch, 

inulin, cellobiose

Glucose, sucrose, 

fructose

Hydrolysate

Glucose

基因组修饰工具

Genome manipulation tools

Various tools

Various tools

HR, CRISPR-Cas9

CRISPR-Cpf1/dCpf1

NHEJ, ZFN, TALEN

CRISPR-Cas9 

(CRISPRi/CRISPRa)

HR, CRISPR-Cas9,

CRISPR-Cas 12a,

Endogenous Type-Ⅰ-F 

CRISPR-Cas system

Endogenous Ⅰ-B CRISPR 

system; Heterologous Ⅱ 

CRISPR system

CRISPR-Cas9/dCas9

产物

Products

Alcohols, fatty 

acids and 

terpenoids

Terpenoids, 

nature products

Alcohols, 

aminol acid

Lipid, FAAE, 

terpenoids, 

Alkanes

Ethanol, 

isobutanol, 

2,3-butanediol, 

PHB

Ethanol, 

isobutanol

Acetone, 

ethanol, butanol
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合为一步，即纤维素分解和乙醇生产同时进行，美国

达特茅斯学院Lee Lynd教授课题组以该菌株为模式，

提出一体化生物加工（consolidated bioprocessing，

CBP）的概念。在此基础上，中国科学院青岛生物

能源与过程研究所的崔球研究员和冯银刚研究员

团队［163］另辟蹊径，提出了基于纤维小体全菌催化

剂的木质纤维素“整合生物糖化”（consolidated 

bio-saccharification， CBS）策略，一方面采取类

似 CBP方式有机整合酶的生产和水解步骤，节约

了酶成本；另一方面在下游发酵步骤上进行一定

程度分立，将可发酵糖作用于下游平台化学品，

相比CBP具有显著的产品出口灵活性［163］。在以木

质纤维素为原料生产异丁醇时，异丁醇生产途径

被引入到热纤梭菌中，实现了以纤维素为底物生

产5.4 g/L异丁醇［26］。

为了生产所需的生物燃料，必须将燃料合成

途径引入至微生物中，微生物宿主的选择通常由

几个因素决定，包括碳源（木质纤维素、二氧化

碳、甲醇、甲烷等）、底物和产物毒性以及培养条

件。非模式微生物需要在模式微生物大肠杆菌和

酿酒酵母表现不佳的特定条件下进行生物燃料生

产。因此，一系列的生物燃料代谢途径被引入到

不同的宿主中，构建高效的微生物细胞工厂成为

生物燃料工业化生产的关键问题。

3 生物燃料微生物细胞工厂改造方向及
策略

微生物细胞工厂是生物绿色制造的核心，综

合系统生物学与合成生物学对微生物底盘细胞进

行理性设计、改造与重构能够实现以廉价生物质

为原料的能源化学品、营养化学品、医药中间体

以及生物塑料等多种化学品的生产，能有效解决

传统化学合成带来的环境污染和化石原料过度使

用造成的能源枯竭等问题。物质代谢和能量代谢

是微生物的主要代谢活动，是微生物细胞工厂构

建过程中的主要改造靶点。通过物质代谢改造能

提高细胞工厂对底物的利用速率，拓宽其底物利

用多样性，降低产品生产过程中冗余副产物的产

生，使碳代谢流最大程度地流向目标产品。通过

能量代谢改造能为细胞的化学品生产过程提供充

足的能量及辅因子，平衡还原力，促进目标化合

物的高效生产。近年来，生物信息与测序技术的

快速发展产生了大量的组学数据，通过对这些组

学数据进行整理和分析，越来越多与微生物生长、

形态、胁迫耐受性相关的关键基因被挖掘、鉴定，

并指导微生物细胞工厂的设计与改造。与此同时，

合成生物学的发展为细胞工厂的改造赋予了大量

的使能技术，包括基因组的合成与组装、基因编

辑、蛋白质结构预测和从头设计、细胞和基因回

路工程、无细胞合成等，大大缩短了细胞工厂的

开发迭代周期，同时使得研究人员可以更精确地

进行细胞工厂的理性设计与改进［164］。

本部分从微生物自身的物质代谢和能量代谢

出发，总结了当前生物燃料细胞工厂的改造策略；

并结合微生物在实际生产过程中的瓶颈问题，就

微生物生理代谢提出改造策略；最后结合信息技

术、组学数据、代谢网络模型以及动态调控提出

优化微生物细胞工厂的信息代谢策略。

3.1 物质代谢改造

3.1.1 中心碳代谢改造

中心碳代谢（central carbon metabolism，CCM）

是微生物细胞生长的主要能量来源，同时可为燃

料及其他化学品的合成提供前体和辅因子。传统

意义上，CCM主要包括糖酵解（glycolysis）、三羧

酸循环（tricarboxylic acid cycle， TCA循环）以及

戊糖磷酸途径（pentose phosphate pathway， PPP），

在某些缺乏完整EMP途径的微生物中，则以2-酮-3-

脱氧-6-磷酸葡糖酸途径（Entner-Doudoroff pathway，

ED途径）代替。CCM系统由复杂的代谢反应网络

组成并受到多种因子的调控。因此，对CCM的改

造与工程设计将碳通量重新分配到需要的代谢物

前体至关重要。

磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 - 磷 酸 转 移 酶 系 统

（phosphoenolpyruvate-phosphotransferase system，PTS）

是广泛存在于细菌、真菌和一些古细菌中的一种碳水

化合物转运系统，能够转运葡萄糖、果糖、甘露糖、

乳糖和半乳糖等多种糖类物质［165］。在以PTS介导糖

转运的微生物中，1 mol葡萄糖转运需要消耗1 mol磷
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酸烯醇式丙酮酸（phosphoenolpyruvate， PEP），而

PEP是合成许多重要化合物的关键前体物质，因此

为了提高化合物的产量，通常的方法是降低或失

活PTS转运系统表达以提高PEP供给使代谢流更多

流向目标代谢产物［166］。然而，PTS糖转运系统的

降低或失活会严重抑制菌株在葡萄糖中的生长，

通过适应性进化则能够提高葡萄糖的利用能力。

除此之外，调节半乳糖透性酶（GalP）和葡萄糖

激酶（Glk）在 PTS失活菌株中的表达也能有效提

高葡萄糖利用速率及生长速率［167］。此外，通过引

入运动发酵单胞菌来源的葡萄糖促扩散蛋白（Glf）

和葡萄糖激酶（Glk）也能有效提高大肠杆菌葡萄

糖利用效率［168］。

EMP途径和ED途径是异养微生物细胞中最丰

富的碳水化合物异化途径，为异养微生物的物质

代谢建立了基础［169］。EMP途径由10个酶促步骤组

成，每摩尔葡萄糖产生 2 mol 丙酮酸、NADH 和

ATP。而 ED 途径仅需要 5步酶促反应将葡萄糖氧

化产生 2 mol 丙酮酸，但每摩尔葡萄糖仅产生

1 mol NADH（NADPH）和 ATP。实际上，尽管

ED途径在能量获取方面效率较低，但在热力学上

比EMP途径更有利。此外，ED途径葡萄糖定量酶

促反应所需的蛋白质量更少［170］。因此，ED 途径

在辅因子平衡以及葡萄糖消耗速率上更优于 EMP

途径，被广泛设计和应用于化合物的高效生

产［27，171］。在大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌中引入来自

运动发酵单胞菌ED途径的相关基因，提高了葡萄

糖的消耗速率，促进了丙酮酸的积累，分别实现

了13.6 g/L与20.8 g/L异丁醇的生产［27，172-173］。

三羧酸循环和戊糖磷酸途径是微生物中辅因

子NADPH再生的主要来源。为了提高NADPH再

生效率，常见的策略是通过 PPP删除葡萄糖-6-磷

酸异构酶（PGI）或 6-磷酸果糖激酶（PFK）来重

新引导碳流量，但是会抑制细胞生长。通过引入

NADPH 消耗途径，如聚羟基丁酸酯 （poly-3-

hydroxybutyrate， PHB）合成途径，能在一定程度

上恢复细胞生长，并通过控制葡萄糖浓度实现

PHB增产［174］。其次，过表达葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

（Zwf）或 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶（Gnd）也能增加

胞内 NADPH浓度。Kim等［175］在大肠杆菌中共表

达 zwf 与 glpX 显著增加了 NADPH 依赖型的氢气

生产。

丙酮酸作为重要的中间代谢物，可用于乙醇、

乙酰辅酶 A、乳酸及多种多碳高级醇的合成

（图 1）［23］，通过增强丙酮酸的合成速率和降低丙酮

酸的消耗速率可有效提高目标化合物的产量。对

运动发酵单胞菌中的丙酮酸脱羧酶进行调控，削

弱碳源向乙醇的合成，使乳酸、异丁醇的产量分

别提高至 64 mmol/L（65% 最大理论转化率）和

160 mmol/L（70%最大理论转化率）［176］。

乙酰辅酶A是微生物物质代谢的关键中间体，

既是 TCA循环的起始，也是脂肪酸生物合成的重

要前体，同时也可以被转化成多种化学物质，包

括正丁醇、1，4-丁二醇、丁酸酯、聚 3-羟基丁酸酯

及萜类化合物等［177-181］。微生物胞内乙酰辅酶A的

积累主要受到丙酮酸脱氢酶复合体（PDHC）的活

性影响。由于乙酰辅酶 A 在胞内的合成受到丙酮

酸和还原性烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）的影

响，在厌氧条件下 PDHC 活性较低，通过对编码

PDHC复合酶的 lpd基因进行突变，能有效地增强

PDHC在厌氧条件下的活性，降低其对NADH的敏

感性［182］。将大肠杆菌中的 lpd 基因替换成肺炎克

雷伯菌非敏感性基因 lpdA，可提高菌株积累乙酰

辅酶 A 的能力，显著提高了大肠杆菌在微氧条件

下 1，4-丁二醇的产量［183］。其次，过表达 PDHC中

的相关基因（aceEF、lpd）同样可提高PDHC的活

性。该改造策略已经被应用并实现了正丁醇、脂

肪酸和其他化学品的产量提升［184-185］。除此之外，

乙酰辅酶 A 通量还可以通过乙酸途径进行调

控［186］，Zha等［187］通过敲除 ackA-pta基因降低了乙

酰辅酶A向乙酸的生成，在同时过表达乙酰辅酶A

合成酶（Acs）基因的条件下使得丙二酰辅酶A的

产量提高了 4倍。其次，过表达Acs和TesA基因可

使大肠杆菌以乙酸为底物生产 1 g/L脂肪酸，在木

质纤维素稀酸水解液中可产生 0.43 g/L脂肪酸［188］。

因此，强化乙酸向乙酰辅酶 A 的转化，也是提高

目的产物合成的有效策略之一。

3.1.2 底物利用宽泛性改造

为了积极应对原料价格的波动对生物燃料市

场的影响，有必要开发不同底物利用的微生物细

胞工厂，以最大限度地利用生物质中的碳源提高

生物燃料的产量。木质纤维素是地球上最丰富的
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可再生资源，也是第二代生物炼制的主要原料。

木质纤维素经过预处理与纤维素酶水解后会释放

可被微生物发酵利用的单糖，包括 D-木糖、L-阿

拉伯糖等五碳糖和D-葡萄糖、D-甘露糖、D-半乳

糖等六碳糖，但是绝大多数微生物只能利用其中

的部分糖作为碳源。因此，引入不同碳源的代谢

途径，扩大微生物底物利用谱，实现对纤维素水

解液中多种碳源的共利用，有助于实现生物能源

的经济生产。

早期研究显示，酿酒酵母具有木糖代谢途径的

相关基因［189］，包括木糖还原酶（xylose reductase，

XR） 和木糖醇脱氢酶 （xylitol dehydrogenase，

XDH）。木糖运输至胞内主要通过非特异性的转运

系统，包括以浓度差为推动力的、低亲和性的促

进扩散系统和以质子动力势为推动力的木糖-质子

同向运输系统。进入胞内的木糖经过异构途径转

化为木酮糖，再被木酮糖激酶（xylulokinase，

XKS）磷酸化为木酮糖-5-磷酸，从而进入下游代

谢途径［190］。但是，在以木糖为唯一碳源的条件

下，酿酒酵母菌株生长极其缓慢，不能利用木糖

产生乙醇［191］。相关研究显示，酿酒酵母不能有效

利用木糖的主要原因是由于内源性的 XR 和 XDH

活性太低，同时代谢生成的磷酸化木酮糖-5-磷酸

对细胞有抑制毒性。通过引入外源的 XR 和 XDH

编码基因或者引入异源XI途径，即引入木糖异构

酶编码基因，可以重构酿酒酵母菌株的木糖代谢

途径［192-193］。依赖于辅因子的XR和XDH在酿酒酵

母重组菌株中可以提高乙醇产量，但不依赖辅因

子的 XI 途径的木糖发酵菌株具有更高的乙醇得

率［194-195］。此外，为提高木糖转化为乙醇的效率，

还可同时考虑引入木糖转运系统，如引入来源于

季也蒙迈耶氏酵母（Meyerozyma guilliermondii）

的己糖转运体突变体 Mgt05196、Gal2-N376F 和

Hxt7-F79S等［196-199］。

运动发酵单胞菌作为天然的乙醇生产菌株，野

生型只能以葡萄糖、果糖和蔗糖为发酵底物。为了

扩大运动发酵单胞菌的底物利用谱，Zhang等［200-202］

将来源于大肠杆菌的木糖异构酶（xylose isomerase，

XI）、木酮糖激酶（xylulokinase，XK）、酮糖转移

酶 （transketolase， TKT） 和 转 二 羟 丙 酮 基 酶

（transaldolase， TAL）基因在运动发酵单胞菌中进

行异源表达，得到的重组菌株能够直接利用木糖

生产乙醇。此外，通过过表达来自大肠杆菌的阿

拉伯糖代谢途径的 5个基因：L-阿拉伯糖异构酶基

因（araA）、核酮糖激酶基因（araB）、5-磷酸核酮

糖异构酶基因（araD）、转二羟丙酮基酶基因

（talB）和酮糖转移酶基因（tktA），得到了能直接

发酵阿拉伯糖的重组菌株［203］。野生型谷氨酸棒杆

菌只携带一个编码木酮糖激酶的基因 xylB，缺乏木

糖异构酶基因，因而不能利用木糖，但可以从环

境中吸收木糖［204］。在谷氨酸棒杆菌中重构木糖同

化途径，使其能够生长，并产生有机酸和氨基酸

等产物［204-206］。经代谢工程改造后的谷氨酸棒杆菌

可以以和葡萄糖相当的消耗速率利用戊糖，因此

被认为是一种以木质纤维素生物质生产燃料和化

学品的优良底盘细胞［204， 207-209］。尽管野生型谷氨酸

棒杆菌不产生乙醇，但通过引入运动发酵单胞菌

中的丙酮酸脱羧酶基因（pdc）和乙醇脱氢酶基因

（adhB），实现了厌氧条件下以葡萄糖为原料的乙

醇生产。同时，通过提高糖酵解酶，包括葡萄糖-6-

磷酸异构酶（PGI）、6-磷酸果糖激酶（PFK）、甘

油醛 -3- 磷酸脱氢酶 （GAPDH）、丙酮酸激酶

（PYK）和磷酸丙糖异构酶（TPI）的表达水平，

进一步提高了乙醇的产量和产率［210］。该代谢工程

策略也被应用于由葡萄糖、木糖和阿拉伯糖组成

的混合糖生产乙醇的重组菌株构建［210］。

除了利用木质纤维素为原料外，C1 分子如

CO2、甲醇、甲酸盐也是生物技术过程中极具潜力

的合成生物制造原料。目前能够利用 C1分子的微

生物包括：可以利用甲基化合物作为唯一碳源进

行生长和代谢的天然甲基营养微生物，以及经代

谢工程改造和/或适应性进化获得的甲醇营养菌株

（如大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌）。通过对天然甲醇

酵母进行代谢工程改造，实现了初级代谢产物乙

醇、异丁醇、2，3-BDO 和次级代谢产物包括聚酮

类、萜类、脂肪酸衍生物等的合成［211-215］。对天然

甲基营养微生物研究发现其代谢网络大致分为三

个模块：氧化模块（单碳化合物的氧化）、同化模

块（单碳化合物进行中心代谢途径）和异化模块

（一碳化合物转化为二氧化碳）。其中甲醇脱氢酶

（MDH）能将甲醇氧化为甲醛，甲醛则能进一步通

过乙醛酸再生途径（GLRP）、核酮糖单磷酸途径
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（ribulose monophosphate， RuMP）、还原乙酰辅酶

A途径（Wood-Ljungdahl pathway， WLP）、丝氨酸

途径（serine pathway）、木糖单磷酸途径（xylulose 

monophosphate， XuMP）和 CBB 循环（Calvin-

Benson-Bassham cycle，CBB cycle，Calvin 循环）

被同化进入中心碳代谢［216-217］，其中 RuMP是使用

最广泛的甲醇同化途径。Keller等［218］通过在缺失

磷酸异构酶（TpiA）和 S-（羟甲基）谷胱甘肽脱氢

酶（FrmA）的大肠杆菌中引入甲醇脱氢酶、3-己

酮糖-6-磷酸合酶（Hpi）、6-磷酸-3-己酸异构酶后，

经过 250代实验室进化，实现了以甲醇为唯一碳源

的甲基化营养型大肠杆菌。Yu 等［219］通过对大肠

杆菌的丝氨酸循环进行修饰，实现了甲醇到乙醇

的合成。然而，由于甲醇对细胞具有一定的毒性，

且甲醇同化效率低，所以目前甲醇生物转化合成

生物化学品的效率远远低于葡萄糖生物合成效率。

西湖大学曾安平教授课题组提出了一种无 ATP 和

NADPH参与的化学酶系统，依赖于重新设计的甘

氨酸裂解系统，通过甲醇和CO2偶联进行氨基酸和

丙酮酸的生物合成，实现了从甲醇和 CO2到甘氨

酸、丝氨酸和丙酮酸克级水平的合成［220］，为使用

低廉生物原料生产高价值化学品提供了指导。

二氧化碳（CO2）是第三代生物制造的主要原

料，设计和开发微生物底盘细胞直接利用二氧化碳生

产燃料和化学品能极大程度地缓解能源枯竭与环境问

题。自然界中存在 6种二氧化碳固定途径：Calvin

循环、 3-羟基丙酸双循环（3-hydroxypropionate 

bicycle， 3-HP）、还原乙酰辅酶 A 循环（Wood-

Ljungdahl pathway， WLP）、还原性三羧酸循环

（reductive TCA，rTCA）、二羧酸/4-羟基丁酸循环

（dicarboxylate/4-hydroxybutyrate cycle，DC/4-HB）、

3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环（3-hydroxypropionate/

4-hydroxybutyrate cycle，3HP-4HB），其中Calvin循

环分布最广，研究最为透彻，但是耗能多、途径复

杂、酶活低，WLP途径耗能最少、途径最短，但是

途径不成环。此外，最新的研究又报道了三种以前未

知的天然固碳途径：还原性己酮糖磷酸途径

（reductive hexulose-phosphate pathway， RHP）、天

然还原性甘氨酸循环（natural reductive glycine，

nrGly）以及逆向氧化 TCA 循环（reverse oxidative 

TCA cycle， roTCA）［221］。为了提高CO2固定的效率，

减少过程中CO2的损失，多种人工固碳途径也被开发

与应用，包括巴豆酰辅酶 A/乙基丙二酰辅酶 A/羟

基丁酰辅酶 A 循环［crotonyl-coenzyme A（CoA）/

ethylmalonyl-CoA/hydroxybutyryl-CoA，CETCH cycle］、

还原甘氨酸途径（reductive glycine pathway，rGlyP）、

合成苹果酰辅酶 A 甘油酸途径（synthetic malyl-

CoA-glycerate pathway）、合成乙酰基辅酶 A 循环

（synthetic acetyl-CoA cycle， SACA cycle）以及甲

酰胺酶途径（formalase pathway）［221］。Gleizer等［222］

在大肠杆菌中引入 RuBisCO 固碳酶后经过实验室

连续进化，实现了大肠杆菌的自养生长。通过在

甲基营养性毕赤酵母中添加 8 个外源基因和删除

3个天然基因，能够将过氧化物酶体甲醇同化途径

设计成类似Calvin循环的二氧化碳固定途径，此菌

株可以以 0.008 h−1的比生长速率在CO2作为唯一碳

源的条件下生长，进一步通过适应性进化，比生

长速率提高至 0.018 h−1［223］。最新研究报道，通过

耦合电催化与生物合成方式，先将CO2和水转化为

化学小分子乙酸，后经工程改造的酿酒酵母生物

催化可合成葡萄糖和游离的脂肪酸等高附加值产

物，该新途径为人工和半人工合成“粮食”提供

了新的技术［224］。尽管目前已经实现了二氧化碳人

工合成“粮食”和以二氧化碳作为唯一碳源的异

养微生物的自养生长，当前二氧化碳捕捉效率和

微生物生长速率仍有待于进一步研究和优化［225］，

电化学与生物技术的结合有望突破二氧化碳的高

效利用。

3.2 能量代谢改造

还原力和 ATP 是能量代谢的关键调控因素。

细胞在代谢葡萄糖等底物时产生还原力和ATP，在

合成生物燃料等化学品时需要还原力和ATP。还原

力和 ATP 供给量若小于需求量，会影响产品的转

化率和合成效率。此外，细胞生长和稳态维持也

需要足够的还原力和ATP［226］。

胞内 ATP 主要由 ATP 相关酶代谢调控以及氧

化磷酸化水平调控［227］。胞内NADH、电子传递链

（electron transfer chain， ETC）、ATP 合酶的活性

是胞内 ATP 水平调节的主要位点。为了增强 ATP

供应，可以通过添加 ATP 能量底物、控制 pH、
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ATP生成与消耗代谢工程改造以及调控电子传递链

实现。在发酵体系中添加能量底物柠檬酸后，地

衣芽孢杆菌中聚-γ-谷氨酸的产量提升至 35 g/L［228］。

研究表明，在酿酒酵母中引入拟南芥来源的线粒

体ATP6基因能显著提高ATP合酶的活性从而导致

胞内ATP水平升高和抗逆性增强［229］。在大肠杆菌

中异源表达来自琥珀酸放线杆菌的磷酸烯醇式丙

酮酸羧激酶（PCK）基因能促进 ADP 向 ATP 的转

化，使细胞生长得到明显的改善，琥珀酸的产量

提升约 60%［230］。在蓝藻中重构ATP驱动的丙二酰

辅酶 A 合成途径同样显示有利于正丁醇产量的提

升［42］。提高胞内NADH水平也是增加胞内能量水平

的有效策略之一，如在枯草芽孢杆菌中过表达转氢酶

UdhA，能有效提高胞内NADH和ATP水平，使细胞

生长速率提高83%，异丁醇产量提高至6.12 g/L［231］。

电子传递链对于 ATP 合成至关重要，但是电子传

递链调节机制复杂，破坏其中任一环节都会影响

ATP合成，目前电子传递链活性调控主要用于下调

胞内 ATP 水平，通过添加抑制剂阻止电子传递从

而阻碍ATP合成。

细胞内的还原力主要来源于糖酵解、脂肪酸

氧化以及 TCA循环。还原力的胞内含量和所处的

状态会影响生物合成途径中关键酶的效率。在生

物燃料生产中，很多代谢途径需要NADH/NADPH

的参与，如异丁醇、2-甲基-1-丁醇、3-甲基-1-丁

醇等支链醇的合成需要 2个NADPH参与，正丁醇

与脂肪酸合成途径需要 4个NADH提供还原力，利

用 MEP 或 MVA 途径合成萜类化合物则需要大量

NADPH的参与。因此，平衡胞内还原力能最大限

度地维持细胞的稳态，有利于反应向特定的方向

进行，促进目标产物的积累。

为了优化生产过程中还原力的供给，可从采

取下四个策略进行，包括：调节胞内还原力的合

成与再生，改变关键酶的辅因子偏好性，消耗冗

余的辅因子，以及引入非天然辅因子。在调节胞

内辅因子合成与再生方面，通过激活转氢酶和

NAD 激酶的联合表达能有效提高胞内 NADPH 水

平，实现异丁醇产量的提升［232］；单独过表达转氢

酶基因 udhA 能催化 NADP+转换为 NAD+，使胞内

NADH含量增加，最终丁醇产量提高 25.6%。过表

达NADP+依赖性的基因也能有效提高胞内NADPH

水平。Zhan等［233］在地衣芽孢杆菌中过表达来自苏

云金芽孢杆菌的NADP+型甘油醛-3-磷酸脱氢酶基

因 gapN，成功实现了胞内 NADPH/NADP+水平的

提高，并使异丁醇产量提升至 7.81 g/L。此外，ED

途径也常因其高效的 NADPH 生成效率，被用作

EMP的替代途径，如通过在大肠杆菌中构建运动

发酵单胞菌来源的ED代谢途径并利用RBS文库调

控相关基因的表达，重组大肠杆菌的NADPH水平

较野生型提高 25倍，有效提升了萜类化合物的产

量［171］，该途径同时也适用于大肠杆菌和谷氨酸棒

杆菌中异丁醇产量的提升［172］。由于糖酵解途径产

生的 NADH 与部分生物燃料合成路径辅因子偏好

性不匹配会导致胞内氧化还原力的不平衡，如将

异丁醇代谢途径中的NADPH偏好的醇脱氢酶替换

成 NADH 偏好性，可以部分提高异丁醇在微氧条

件下的产量［234］。为了进一步平衡异丁醇代谢路径

的还原力，对路径中NADPH依赖性的酮酸还原异

构酶 IlvC进行定向改造，使其变成NADH偏好性，

实现了异丁醇的完全厌氧发酵生产［235］，相关策略

与途径也被用于缬氨酸的高效生产［236］。

当细胞中还原力过剩时，细胞通常会合成依

赖 NADH 的副产物以消耗多余的 NADH，或者可

通过吸收氧气氧化多余的 NADH。为了避免碳源

的流失，常需要引入额外的途径消耗冗余的辅因

子。由于辅因子受到严格的调节并参与复杂的代

谢网络，引入人工非天然辅因子有助于调节胞内

的氧化还原稳态。中国科学院大连化学物理研究

所赵宗保研究员团队［237］通过交叉筛选获得了偏好

性 非 天 然 辅 因 子 烟 酰 胺 胞 嘧 啶 二 核 苷 酸

（nicotinamide cytosine dinucleotide， NCD）的苹果

酸酶突变体，成功构建依赖于NCD的正交氧化还

原体系，并将NCD关联的氧化还原配对拓展至亚

磷酸脱氢酶、乳酸脱氢酶、甲酸脱氢酶等氧化还

原元件。该团队进一步创制了细胞内源胞嘧啶核

苷三磷酸 CTP（cytidine triphosphate）和烟酰胺单

核苷酸 NMN（nicotinamide mononucleotide）原位

合成 NCD 的 NCD 合酶，构建了 NCD 自给平台菌

株，并将其成功用于构建高选择性物质的代谢途

径。该策略有助于在代谢水平进行正交氧化还原

途径调控，为生物能源产品的高效生产提供了新

策略［238］。
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3.3 生理代谢改造

微生物作为重要的能源燃料细胞工厂，在利

用廉价的可再生资源为原料进行目的产品的发酵

生产过程中会受到诸多生理或非生理胁迫压力，

包括高温、氧气、渗透压、pH扰动、抑制物、高

浓度底物、有毒的代谢产物或副产物等，这些胁

迫因子会造成微生物生长缓慢、代谢失衡，有时

甚至完全丧失生产性能等问题（图 2）。因此对微

生物进行生理代谢改造以增强菌株的鲁棒性是提

高微生物细胞工厂产量（titer）、转化率（yield）

和生产速率（productivity）的关键。

传统的诱变和实验室适应性进化（adaptive 

laboratory evolution， ALE）是提高菌株鲁棒性的

一种行之有效的策略［239］（图 2）。Royce 等［240］在

使用辛酸驯化大肠杆菌的过程中得到了 1 株对辛

酸、己酸、癸酸、正丁醇和异丁醇耐受性都增强

的菌株。本课题组通过 ALE方法得到了运动发酵

单胞菌耐酸菌株 3.6M，所得菌株在酸性 pH条件下

生长和乙醇产量都有明显改善［9］。何明雄教授团队通

过全局转录机制工程 gTME（global transcription 

machinery engineering）使用易错 PCR 对转录因子

RpoD进行突变，得到了 3株糠醛耐受菌株，揭示

了全局转录因子对抑制物耐受性和乙醇生产的重

要性［241］，该课题组后续研究还通过对运动发酵单

胞菌进行多轮ARTP诱变，得到了能够耐受乙酸和

低 pH的菌株AQ8-1和AC8-9［242］。运动发酵单胞菌

改造增强木质纤维素水解物抑制剂耐受性的研究

进展可参考相关综述文章［243］。此外，在酿酒酵母

中，基于非理性方法，首先使用Golden Gate组装

进行包含多个抗逆基因线路的多重抗逆防御系统

的菌株库构建，然后模拟燃料乙醇工厂发酵的培

养基、高温、高糖、乙醇毒害等环境，筛选得到

了 1株抗逆高产乙醇酿酒酵母菌株 A233，糖利用

率提升近50%，乙醇产量提升6.9%［244］。

由于适应性实验室进化存在筛选复杂、周期

长、工作量大等问题，挖掘抗逆性元件和潜在靶

点，对微生物细胞进行理性改造，成为提高微生

图图2　微生物底盘细胞物质代谢、能量代谢和生理代谢改造策略

Fig. 2　The modification strategies of material metabolism、energy metabolism 

and physiological metabolism for microbial chassis cell

1100



第 4 卷 www.synbioj.com

物抗逆性的一种重要策略（图 2）。随着下一代测

序（next generation sequence， NGS）与系统生物

学方法的发展，越来越多的抗逆元件在微生物中

被挖掘与应用，这些抗逆元件主要包括调控细胞

壁和细胞膜、DNA修复、氧化应激、相容性溶质、

能量产生和信号转导的相关基因以及外排泵、热

激蛋白和全局转录因子等［245］。过表达与细胞壁合

成相关的植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）来

源的UDP-N-乙酰氨基葡萄糖-1-羧基乙烯基转移酶

的 murA2 基因不仅能增强大肠杆菌对乙醇、正丁

醇、异丁醇的耐受性，而且能使乙醇工业生产菌

株KO11在发酵过程中保持良好的活力，进而合成

更多的乙醇［246］。由于外界胁迫会造成微生物细胞

膜损伤，因此，对细胞膜合成和代谢相关的基因

操作在增强微生物对胁迫的耐受性和提高其生产

性能方面有着较为显著的效果。过表达磷脂酰丝

氨酸合酶PssA和顺反异构酶Cti增强了大肠杆菌对

有机酸的耐受性并提高重组菌株的辛酸和总脂肪

酸产量；除此之外，过表达 pssA对酸处理的木质

纤维素预处理过程中产生的抑制物也表现出更强

的耐受性［247-248］。外排泵作为一类通过质子动力将

有毒物物质排到胞外的膜转运蛋白，对增强微生

物鲁棒性具有较好的效果。过表达ABC转运蛋白

超家族耐多药转运体亚基MdlB能提高大肠杆菌对

异戊烯醇的耐受性，产量也随之提高了 12%，但

是对其他醇类物质的耐受性没有明显改善［249］。除

了上述相关策略，对热激蛋白编码基因（groELS、

dnaK、dnaJ、htpJ 等）［250-251］、DNA 修复相关基因

（recA、uvrD）［252-253］、氧化应激基因（fpr、gsh1、

glt1 等）和全局转录因子（crp、rpoD）过表达都

可以在一定程度上提高微生物对抑制物的耐受性。

近年来，大量研究表明微生物硫代谢与众多

胁迫压力相关，胞内含硫化合物的浓度与微生物

抗逆性密切相关。强化硫同化路径有利于增强胞

内半胱氨酸的积累，降低胁迫条件下胞内活性氧

积累，增强微生物对胁迫因子的耐受性［254-255］。外

源添加半胱氨酸能增强运动发酵单胞菌对糠醛、

乙酸和乙醇的耐受性，实现有毒水解液中乙醇产

率的提升（45%）［254］。半胱氨酸还可用于合成谷胱

甘肽参与胞内氧化还原的稳定。在酿酒酵母中过

表达双功能谷胱甘肽合成基因能提高酿酒酵母在

胁迫环境中的耐受性，过表达与谷胱甘肽合成相

关的基因 GSH1、CYS3、GLR1能显著提高酿酒酵

母对纤维素水解液抑制物的耐受性，乙醇产量从

8.2 g/L提高到14 g/L［256］。除此之外，H2S作为重要

的硫代谢中间产物，主要通过硫酸盐同化以及含

硫氨基酸的异化分解产生，越来越多的研究表明，

H2S在动植物和细菌中作为一种内源性信号分子与

ROS在胁迫响应和耐药性中有着广泛且复杂的相

互作用，共同参与调节胞内氧化应激反应［257-258］。

在大肠杆菌中，半胱氨酸异化分解产生的H2S能螯

合游离的Fe2+来抑制芬顿反应产生有毒的羟基自由

基，降低胞内的氧化压力。这一现象在运动发酵

单胞菌中也有类似发现，对H2S合成的相关基因进

行过表达和敲除，发现H2S含量的变化与菌株抑制

物耐受性成正相关关系［254， 259］。

3.4 信息代谢改造

微生物物质、能量及生理代谢的调整受到外

界环境及内部信息系统的调控。当环境条件发生

变化或细胞处于胁迫环境时，微生物胞内代谢网

络能够迅速响应环境的变化并调控相应的基因表

达以适应环境的改变，提高细胞在不同环境下的

抗逆性。这种全局性的基因表达调控系统通常会

受到某些有特定功能的蛋白质或者 RNA 的调控。

例如，微生物接收内外物理、化学与生理信号，

通过双组分系统（two-component systems， TCS）

将感知特定环境的刺激传递给相应的反应调节蛋

白（response regulator）以调控相应的基因表达，

适应环境改变。另外，微生物也常常有多个Sigma

（σ）因子，可以通过引导RNA聚合酶转录不同的

基因来实现基因表达水平的调控［260］。此外，一种

非编码功能的 sRNA和 6S RNA也可作为全局调控

工具介导微生物的抗逆性［261］，对DNA进行表观遗

传修饰也能实现全局基因的表达调控［262］。对这些

全局调控因子的挖掘和微生物代谢调控机制的理

解能更好地指导高效微生物细胞工厂的设计与

构建。

测序技术和生物信息技术的发展，为理解微

生物细胞工厂并实现高效构建和发展提供了技术

支撑（图 3））。生物信息技术的发展为通过构建微
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生物全局代谢网络模型更精确确定代谢瓶颈、精

细调控微生物代谢合成路径、提高代谢路径与底

盘细胞的适配性、改善工业化学品的生产提供了

技术支撑。组学数据的积累与数据整合挖掘为提

高底盘细胞应对复杂的工业生产环境提供了可改

造靶点及大规模的生物元件库，为更好地理解和

构建高效底盘细胞提供了数据基础。

3.4.1 系统生物学信息挖掘和应用

挖掘和应用底盘细胞基因组信息是能源微生

物底盘改造的关键。自 20世纪以来，高通量基因

测序和质谱技术的建立与发展，大大降低了微生

物组学研究成本，同时也积累了大量的基因组、

转录组、蛋白质组、代谢组学数据及全基因组代

谢模型资源，建立了各种不同的公共数据库和数

据分析平台，这些资源为生物燃料底盘细胞基因

组信息的研究提供了重要基础。

传统的基因组学数据挖掘主要聚焦于发现与

特定代谢产物合成相关的代谢途径及合成基因。

在数据挖掘和应用过程中，通常以负责该代谢产

物合成的合成酶为靶点，运用系统进化树分析相

关序列的酶基因。例如，通过对酸性条件下大肠

杆菌的基因组学数据挖掘发现双组分系统 CpxRA

通过CpxA周质组氨酸残基的质子化可直接感知酸

化环境，进而激活配对的调控蛋白CpxR启动不饱

和脂肪酸合成，同时上调 fabA和 fabB的表达提高

了细胞膜磷脂中不饱和脂肪酸的比例，降低了细

胞膜流动性和质子通透性，从而提高 pH耐受性和

增加不饱和脂肪酸产量［263］。

比较基因组学则是利用基因组图谱和测序技

术对系统发育中代表性物种之间的基因和基因家

族进行比较分析，从而揭示基因功能和表达机理；

也可以对整个基因簇或相关区域进行分析，研究

图图3　微生物底盘细胞信息代谢改造策略

Fig. 3　The modification strategies of information metabolism for microbial chassis cell
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不同分子之间的相互关系［264］。通过对发酵丝孢酵

母（Trichosporon fermentans）CICC136、圆红冬孢

酵母（Rhodotorula toruloides）NP11和解脂耶氏酵

母 CLIB122 进行基因组学比较发现发酵丝孢酵母

具有高度的基因重复和独特基因，与脂肪酸延伸

和降解相关的基因多出 3～4倍，这可能是其能利

用工农业废弃物更有效积累脂质的关键原因。与

其他产油微生物的系统发育分析表明，发酵丝孢

酵母菌的产脂能力是在属分化后的进化过程中获

得的［265］。

基因组数据的积累及其与转录组学、蛋白组

学的整合为生物功能与调控元件的挖掘奠定了基

础，通过对 sRNA转录组学数据及生物信息预测分

析，Contreras课题组［266］发现了运动发酵单胞菌中

15个新的 sRNA，经过实验验证确定 Zms2、Zms6

和Zms18这 3种 sRNA与乙醇胁迫相关。进而利用

转录组数据和生物信息学分析筛选了运动发酵单

胞菌中的天然顺式调控区域，根据长度、基因功

能、相对基因技术以及在其他生物中的保守性，

确定了 36个具有潜在调控功能的 5′ UTR，通过功

能验证发现 UTR-ZMO0347可调控下游基因 hfq的

表达，使其在乙醇胁迫条件下表达下调［267］。这一

结果为运动发酵单胞菌胁迫条件下细胞响应调控

网络提供了新的思路。

除此之外，随着下一代测序技术与系统生物

学方法的发展，越来越多的抗逆元件在微生物中

被挖掘与应用来应对微生物在工业应用中的胁迫

环境，提高微生物工业生产中的产物浓度与生产

强度。对耐酸谷氨酸棒杆菌转录组学分析发现，

与原始菌株相比，耐酸菌株在酸胁迫条件下硫代

谢、铁转运和中心碳代谢途径相关基因出现了不

同程度的差异表达，进一步实验发现 KatA 和 Dps

协同介导细胞内 ROS清除，过表达转录调控因子

McbR 有助于提高菌株酸的耐受性［268］。为了提高

运动发酵单胞菌对木质纤维素水解液中抑制物的

耐受性，对运动发酵单胞菌木糖利用菌株在糠醛

条件下的转录组学数据分析发现，硫同化路径表

达上调，过表达操纵子基因 cysCND能有效增强菌

株对糠醛的耐受性。因此，对组学数据的深入分

析和挖掘推进了微生物工业化应用进程。

另外，基于组学数据也可以挖掘代谢途径构

建需要的启动子及 RBS等生物元件，例如，结合

双荧光报告基因系统的建立及转录组与蛋白组学

数据的挖掘，对运动发酵单胞菌中的启动子、RBS

进行了预测与鉴定，成功鉴定了 19 个强启动子、

9个中等强度启动子、10个弱启动子以及 4个不同

强度的 RBS，进而在此工作的基础上，成功挖掘

并鉴定了 3个乙醇诱导性启动子 P0405、P0435和 P0038。

此研究为运动发酵单胞菌代谢工程改造提供了更

多可用生物元件［269-270］。基于甲醇芽孢杆菌全基因

组转录组数据，挖掘并鉴定了 1个赖氨酸核糖开关

和 10个启动子［271］。Zhou等［272］根据转录组学数据

筛选并鉴定了 104 个来自大肠杆菌的天然启动子

5′ UTR 复合物，在转录水平上强度为 PBAD 启动

子的0.007%～4630%，在翻译水平上变化为0.1%～

137%，这些表征和构建的 PUTR （promoter-5′- 

UTR complexes）可以作为即插即用的合成生物学

工具箱用于微调代谢网络以生产目标化合物。

3.4.2 动态调控网络的构建与应用

代谢工程中的调控方式分为静态调控和动态

调控，静态调控是指通过设计和改造基因编码的

组件对目标代谢通路进行代谢流的改变以期达到

目标产物合成的目的［273］。启动子类型和强度、核

糖体结合位点强度以及载体的拷贝数改变均属于

静态调控范围。除此之外，敲除影响目标代谢产

物积累的竞争途径来最大限度提高目标代谢产物

的产量也是典型的静态调控的方式。静态调控因

其设计简单、效果显著、周期短的特点在底盘细

胞构建中被广泛应用，但是细胞在生长过程中会

因为生长资源、发酵条件、辅因子平衡和中间代

谢物及代谢终产物积累而受到抑制导致代谢负担，

最终降低了整体 TRY 性能［274］。因此，构建高产

量、高产率和高效价的微生物细胞工厂需要细胞

生长和产物生产之间的平衡，为此，基因表达的

时空精准调控对于优化和精确控制复杂的代谢通

量至关重要。在应对发酵过程中 ATP 或辅因子失

衡以及代谢物积累到毒性水平等代谢失衡问题时，

动态调控是代谢途径优化中最有效的策略之一。

动态控制是通过控制阀（例如启动子）实现的，

该控制阀由相应的传感器（例如转录因子）调节，

该传感器监测信号分子并将其传达给控制器。信

号分子可以是反映细胞代谢状态的中间副产物或
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与途径无关的分子［275］。

为了应对有毒代谢中间产物和外界环境变化

对细胞生长和代谢造成的影响，一些能在某些特

定的物理或化学信号刺激后的启动子被开发和应

用。天然响应外界调控包括常见的各类化学药品

诱导型启动子如 Plac和 Ptet，Qiu等［25， 276］使用 Ptet启

动子在运动发酵单胞菌中对异丁醇合成途径中乙

酰乳酸合成酶Als进行调控，降低有毒的乙酰乳酸

积累，提高异丁醇产量至 4.01 g/L。对外界环境响

应型启动子包括响应 pH 的 PGAS，热诱导的融合启

动子 PL，溶解氧响应的启动子 Pnar，光诱导型启动

子 Pc120和蓝光诱导AraC二聚体家族等［277-281］。通过

将发酵过程分为高氧诱导生产阶段和低氧诱导生

产阶段，溶解氧响应的启动子 Pnar已经成功应用于

大肠杆菌 D-乳酸、2，3-丁二醇和 1，3-丙二醇合成

的动态调控，产量分别为 113.12 g/L、48.0 g/L、

15.8 g/L［279］。另外，响应胞外 pH扰动的跨膜单组

分调节器CadCΔ被应用于解决D-木糖氧化途径中

D-木糖酸瞬时积累所造成的培养基酸化问题，可

以最大程度地减少过多D-木糖酸积累对细胞生长

的影响，使得乙二醇产量提高了 170%［282］。在酿

酒酵母中构建的OptoEXP光控制开关的启动子Pc120

在黑暗状态下失活无法开启转录，在蓝光照射下

可以启动下游基因的表达，从而实现了蓝光和黑

暗诱导的生产模式间的细胞代谢状态切换，异丁

醇的产量达到3.37 g/L［280］。

基于启动子-转录因子构建的动态调控是目前

研究最多的，转录因子能与特定的代谢物及启动

子区域特定的DNA结合，从而达到激活或抑制下

游基因表达的效果。脂肪酸合成过程中丙二酰辅

酶A是重要的中间产物，调节丙二酰辅酶A途径中

响应丙二酰辅酶A传感器的核心是转录因子FapR。

FapR及其同源操纵子序列在大肠杆菌中异源表达，

将该传感器应用于负反馈调节脂肪酸合成途径，使

产量提高了33%［283］。Xu等［284］使用Fap和PGAP的

顺式作用模块构建了基于 FapR的丙二酰辅酶A调

控因子型生物传感器，实现了有毒中间体丙二酰

辅酶 A 的平衡调控，使脂肪酸产量提高了 2.1 倍。

Keasling课题组［285］基于酰基辅酶A响应性开发了

动态传感器-调节系统（DSRS）以调节脂肪酸乙酯

生产基因的表达，FapR传感器动态调节乙醇生产

的丙酮酸脱羧酶和醇脱氢酶以及脂肪酸积累的酰

基辅酶 A 合酶和蜡酯合酶。最终使脂肪酸乙酯产

量提高 3倍（达到 1.5 g/L），效价由最大理论产量

的8%提升到28%。

基因表达调控是生物体内基因表达的控制调

节，是一个具有多层次性和复杂性的过程。基因

表达调控包括基因水平、转录水平、翻译水平、

转录后水平和翻译后水平等多个层次的调控，在

时间和空间上对细胞中基因的表达起到调节作用。

然而，由于基因表达调控过程十分复杂，在基因

表达过程中可能对宿主细胞产生毒害或致死作用，

制约了基因功能的研究或细胞模型的建立等相关

研究。尽管不同的原核细胞或真核细胞表达调控

系统得到了发展，但是目前的表达调控系统仍存

在一定的局限性。例如，对于原核生物而言，其

调控表达系统诱导过程缓慢、效率低，缺乏诱导

特异性和表达的精确调控等，限制了表达系统的

应用。故而期望出现更丰富严谨的基因调控系统，

使基因的时空表达受到高效的严谨控制，有效使

用细胞的资源。基于 T7 RNA 聚合酶（T7 RNAP）

及 PT7启动子之间特异性和高效性识别而建立的T7

表达系统是目前在大肠杆菌中表达外源蛋白最强

大的表达系统之一，已经被广泛应用于蛋白质的

表达［286-287］。用阿拉伯糖启动子（ParaBAD）、鼠李糖

启动子（PrhaBAD）和四环素启动子（Ptet）替换 PlacUV5

来启动 T7 RNAP，与 BL21（DE3）相比，构建的

工程菌株对诱导剂具有更高的敏感性、更低的渗

透能力，并成功用于提高膜蛋白的生产［288］。

动态调控需要筛选关键的调控位点和转录因

子，人工筛选十分复杂，借助人工智能设计构建

代谢网络和模拟代谢动力学可以快速寻找。调控

网络描述了转录因子、相关蛋白及其靶基因之间

的相关关系。Liu等［289］借助人工智能在大肠杆菌

中设计、构建并绘制了一个全面的调控网络库，

调节网络通过重新编程细胞代谢来应对环境和遗

传的干扰；预测了 110120个特定突变 82个调节因

子，在首轮筛选中表明调控网络库是普遍适用的，

其中变体OmpR_S181K产生 10.6 g/L异丁醇，比对

照提高 1.4倍。清华大学邢新会教授和张翀副教授

团队［290］通过对胞内色氨酸产生响应的前导肽类传

感器TnaC协调RNA聚合酶、核糖体和Rho转录终
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止因子三种大分子在转录翻译过程中的动力学行

为，调节重要的细菌种间信号分子吲哚的合成，

并且通过构建的流式-测序（FACS-seq）高通量分

析流程验证了TnaC的功能，提出了背后可能的动

力学机制。

随着对微生物群体感应机制（quorum sensing，

QS）的深入研究，基于群体感应的动态调控也被

用于细胞生长与生产过程解耦。群体感应调控是

原核生物中来自费氏弧菌（Vibrio fischeri）的

LuxR和产生酰基高丝氨酸内酯的LuxI酶组合，通

过调控细胞密度依赖性基因 luxI 和 luxR 的表达水

平，改变触发基因表达的切换时间，目前该系统

已应用到 1，4-丁二醇、甜没药烯及通过触发切换

三羧酸循环重定向为异丙醇的生产研究中［291-293］。

3.4.3 代谢网络模型的构建和应用

随着微生物的全基因组序列等高通量数据持

续增加，生物信息学策略也不断涌现，从而使全

局性和系统性解析、设计和调控微生物生理代谢

功能成为可能（图 3）。基于基因组序列注释和详

细生化信息整合的基因组规模代谢网络模型

（genome scale of metabolic network model， GSMM）

的出现，可以更准确地预测和理解微生物胞内的

代谢微观机理，并对设计行为做出响应。以

GSMM 为基础，已经开发了大量计算算法（包

括 Optknock、 OptForce、 OptCouple、 OptORF、 k-

OptForce、CiED、MOMA、ROOM、RobustKnock、

ReacKnock、FSEOF、EMILiO、OptReg、OptGene、

RegKnock、 FOCuS、 GACOFAB、 OptSTrain） 来

预测基因修饰或精确定位提高目标代谢产物产量

的基因改造靶点［294］。此外，利用比较基因组学分

析方法，可以在不同背景条件下进行代谢假设分

析，以寻找潜在的代谢工程改造靶点。目前，基

于基因组规模代谢模型的菌株设计和表型预测分

析已在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌

和酿酒酵母等多种微生物中得到实现［4-5］（表 5），

经过多年的修正和完善之后，模型预测的准确性

表表5　　典型微生物代谢网络模型及其应用总结

Table 5　　Summary of typical microbial metabolic network models and their application

菌株

Strain

E. coli

B. subtilis

C. glutamicum

S. cerevisiae

模型

Model

iJE660

iJR904

iAF1260

iJO1366

iML1515

iBsu1103

iBsu1103V2

iBsu1147

iBsu1144

ec-iY0844

iCW773

iJM658

iFF708

iND750

iLL672

iLN800

iMM904

Yeast1

Yeast8

基因、反应与代谢物

Genes, reactions and 

metabolites

660、627、438

904、931、625

1260、2077、1039

1366、2251、1136

1515、2719、1192

1103、1437、1138

1147、1742、1456

1147、1742、1456

1144、1955、1103

844、1020、988

773、1207、950

658、1065、984

708、1175、584

750、1149、646

672、1038、636

800、1446、1013

904、1412、1228

832、962、813

1133、3949、2680

时间

Time

2000

2003

2007

2011

2017

2009

2013

2013

2017

2019

2017

2016

2003

2004

2005

2008

2009

2008

2019

应用

Applications

NR

1,4-BDO production

Fatty acid production

NR

NR

NR

NR

Riboflavin, cellulase, 2,3-butanediol and isobutanol production

Serine alkaline protease production

Poly-γ-glutamic acid production

L-lysine and hyaluronic acid production

NR

Ethanol production

NR

NR

NR

2,3-BDO production

NR

NR

参考文献

Reference

[295]

[296]

[297]

[298]

[299]

[300]

[301]

[48]

[302]

[303]

[304-305]

[306]

[307]

[308]

[309]

[310]

[311]

[312]

[313]

注：NR represents no report.
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已显著提高。结合基因组规模的代谢网络模型，

预测菌株改造靶点，实现相关基因的敲除和过表

达能更大程度提高菌株改造的效率，提高目的化

合物的产量［314-316］。

OptKnock是代谢网络模型算法中的首批方法

之一，已成功用于大肠杆菌中使乳酸产量提高

25%～75%［317］，并将厌氧条件下酿酒酵母 2，3-丁

二醇的产量提高至 2.3 g/L［318］；在 GSMM指导下，

筛选并敲除了包括乙醇脱氢酶（AdhE）、丙酮酸甲

酸裂解酶（Pfl）、乳酸脱氢酶（Ldh）和苹果酸脱氢

酶（Mdh）在内的 4个基因位点，实现了 1，4-BDO

在大肠杆菌的异源高效生产［183］。Ranganathan等［319］

采用OptForce算法针对大肠杆 iAF1260模型对脂肪

酸合成进行预测，通过过表达 fadZ、tesA以及敲除

fadD基因，使脂肪酸（C14～C16）的产量达到1.7 g/L，

得率为 0.14 g/g 葡萄糖。另外，Kim 等［74］通过在

Rhodococcus opacus中构建了由 1316个代谢反应和

1270个代谢物组成的代谢网络模型，发现三酰甘

油、脂肪酸、脂肪酸酯和长链烃类化合物的实际

最高产率分别是理论最高产率的 93.8%、80.4%、

31.8%和10.3%。

酿酒酵母作为乙醇天然生产的真核模式微生

物，已经构建了 13个基因组规模的代谢网络模型。

Bro使用 iFF708模型和 MOMO 算法，对乙醇作为

目标产物进行代谢调控，利用LIGANS数据库中的

生化反应，对每个基因插入进行模型评估，从而

筛选出 56个可能的代谢反应；再经过热力学限制

分析，引入外源酶GapN这一策略可完全消除甘油

形成，乙醇收率提升 10%［316］；基于酿酒酵母

iMM904 模型，使用 OptKnock 算法设计生产 2，3-

丁二醇的酿酒酵母菌株，通过破坏乙醇脱氢酶途

径，并引入B. subtilis和E. aerogenes的 2，3-丁二醇

生物合成途径，最终在厌氧条件下获得 2.29 g/L产

量以及0.113 g/g得率［318］。

同样作为乙醇发酵模式菌株的运动发酵单胞

菌，已建立了 5个基于不同约束方法和条件的中小

型代谢模型和 4个全基因组代谢网络模型。这些模

型从不同角度对运动发酵单胞菌的相关生理特征

进行模拟，为更好地理解和改造运动发酵单胞菌

提供了新的设计策略和指导［320］。

4 总结与展望

就生物燃料而言，乙醇由于代谢途径简单及

市场规模大等原因相较于其他生物燃料更有优势，

在较长时间内仍然是一种重要的生物燃料。生物

技术的进步将推动异丁醇等多碳醇、脂肪酸及其

衍生物、萜类及其衍生物等具有更好燃烧性能生

物燃料的发展，其中一些长链生物燃料可以用作

或转化为市场需求不断增长的航空燃料或生物柴

油。本文着重介绍了各类生物燃料的生物合成情

况，提出了从微生物物质代谢、能量代谢、生理

代谢以及信息代谢四个方面着手设计与构建高效

生物燃料微生物细胞工厂的策略。

结合系统生物学、合成生物学和代谢工程等

技术，以模式或非模式微生物底盘构建细胞工厂

合成生物燃料已取得显著成果，然而现阶段绝大

部分目标产品的合成还远没有达到工业化生产的

要求，亟待实现产量及产率的突破。因此，还需

要继续深入挖掘和研究生物燃料合成路径中的关

键生物元件，设计并重构底盘细胞的代谢模式，

优化合成路径与代谢网络的适配性，同时结合过

程工程技术，研发配套的发酵工艺和智能控制策

略。系统与合成生物学时代下，不断革新的生物

技术（biotechnology， BT）和飞速发展的信息技

术（information technology， IT）为生物燃料高效

生产微生物细胞工厂的构建与优化提供了丰富的

工具和资源。

酶是细胞进行代谢催化、实现目标产品合成

的基本功能单元，是细胞工厂构建的关键。基于

深度学习、分子动力学分析、AlphaFold2结构预测

等方法，结合蛋白质功能的理解，并借助蛋白质

的保守位点和晶体结构分析，开发生物燃料合成

关键酶的定向改造及理性/半理性设计技术，可获

得具有高活性、高选择性以及高稳定性的功能酶

元件。例如，将异丁醇合成途径中酮酸还原异构

酶 IlvC 的辅因子偏好性从 NADP 向 NADH 的转变

能平衡胞内还原力水平，实现异丁醇厌氧条件生

产［235］。借助人工智能技术与人工神经网络，对庞

大的生物信息学数据进行分析及结构模拟，不仅

能辅助定向进化，还可以实现蛋白质的从头设计，

以此为基础可以创造非天然代谢途径和产品，拓
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展生物合成产品的边界。谭天伟院士团队［321］利用

葡萄糖为底物、天冬氨酸为前体物质，设计了一

条无需添加昂贵的维生素 B12 的 1，3-PDO 生产途

径，为全新 1，3-PDO 生物合成提供了重要的技术

支持，有望在工业中发挥重要作用。

对酶元件的高通量组装以及基因组高效编辑

技术为微生物细胞工厂的构建提供了有效工具。

通过现有工具的整合开发新的适合于非模式底盘

细胞的遗传改造工具；挖掘新型核酸编程酶，采

用定向进化结合计算机辅助设计改造酶活性，开

发高效基因编辑及多元基因编辑技术；同时结合

基因组合成与基因组迭代编辑与进化，有望实现

高产菌株的高效构建。例如，对 SpCas9 蛋白进

行基因工程改良后，其突变体 VRQR-SpCas9、

VRER-SpCas9、EQR-SpCas9可以识别不同的 PAM

序列；突变体 eSpCas9和 SpCas0-HF降低了与目标

DNA之间的非特异性结合，能够实现 85%的靶向

效率［322-323］。提高 Cas 蛋白和 gRNA 表达水平、降

低重复序列之间 gRNA同源重组能有效提高多基因

编辑效率［324］。破坏微生物限制-修饰系统的防御系

统能提高转化效率和基因编辑效率，编辑质粒的

循环迭代消除能大大缩短编辑周期和烦琐的操作

步骤［325］。最近，有研究表明，人工智能可以预测

靶向 RNA 而非 DNA 的 CRISPR-Cas工具的靶向和

脱靶活动，将深度学习模型与 CRISPR-Cas 结合，

能够以不同方式控制基因表达，开发基于CRISPR-

Cas的新疗法［326］，相关原理也可以用于微生物底

盘细胞高效基因编辑工具的开发和应用中。除此

之外，高效基因编辑工具的开发能加速对生物燃

料底盘细胞的基因组精简，去除非必需DNA区域可

以赋予微生物很多有益性状，例如基因型稳定性和

表型有效性。基因组精简后的微生物基因组更稳定，

生长速率及细胞密度、产品产量更高［327-328］。

理性设计构建获得的工程菌株需通过全局系

统优化技术进一步提升其生产性能。借助人工智

能技术，整合生物燃料生产菌株生理、代谢及组

学数据构建高精度数学模型。基于数学模型和代

谢预测信息，围绕生物燃料底盘细胞生长与生产

耦联/解耦联，解除底盘细胞生长与生产过程中的

代谢流竞争，调节还原力供给与氧化还原平衡，

有助于增强目的产品合成途径与底盘细胞的适配

性，提升产物合成能力，增强菌株生产性能。此

外，利用生物支架与人工细胞器及群体感应系统、

核糖开关等策略实现途径的时空调控，构建动态

感应细胞内、外信号输入的多向性转录调控系统，

实现生长与生产的精准调控，同样有助于提高异

源人工代谢途径与底盘细胞的适配性。再者，还

可以借助各种计算机辅助设计（computer aided 

design， CAD）工具增强理性设计，提高设计的

可预测性［329-330］；并结合代谢网络模型精准预测异

源途径的代谢效率和催化活性，降低异源途径对

底盘细胞内源代谢途径的影响，实现高效的生物

燃料代谢途径的构建。例如，通过高通量蛋白质

和途径工程促进底物利用和生物燃料的合成，包

括木糖代谢酶筛选［331］、木糖代谢途径优化［332］和

提升酵母抗逆性，提高纤维素乙醇产量［333］。

异源生物燃料与中间代谢产物对底盘细胞的

毒性以及以廉价可再生资源为原料时胁迫因子对

菌株的抑制作用是现阶段高效微生物细胞工厂构

建和优化所面临的难题。一方面可通过传统诱变

和实验室适应性进化手段获得对应目的产品的耐

受菌株；另一方面，基于进化代谢工程的高通量

筛选技术，构建能够感知目标产物、细胞中间代

谢物浓度信号的生物传感器，同时基于目标产物

的合成规律，优化生物传感器的响应灵敏度与阈

值，构建高效响应的进化筛选体系，有助于获得

性状稳定、抗逆性高的工程菌株。除此之外，结

合多组学数据分析，挖掘抗逆性元件和潜在靶点

也是提高微生物细胞工厂抗逆性的关键［245］。通过

对这些抗逆元件的应用能有效提高底盘细胞对胁

迫因子的耐受性，缩短工业化进程和成本。

计算机辅助下的自动化、智能化检测有助于

实现对生物燃料放大生产过程中菌株的在线监测，

为菌株的高产稳产改造提供原位实时数据支撑。

通过建立生物过程多尺度参数分析理论与技术体

系，结合自动化和智能化的检测设备如远红外、

拉曼在线光谱分析及原位定量质谱等，对菌种在

工业生产中的数据进行收集与实时反馈，开发一

套批量化和实时自动化的数据预处理程序，实现

对发酵过程的及时反馈调节控制，将有助于提高

发酵过程的控制效率，显著加快生产工艺的开发

进度。此外，利用大数据与人工智能方法，筛选
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发酵过程关键敏感参数作为监测点，整合实时监

测数据，建立数学模型，动态模拟分析底盘细胞

与环境的适配，进一步提高功能模块与工业菌株

的适配性，有助于强化工业菌株高强度生产的功

能稳定性。

可以预期，在未来的研究中，随着现代生物

技术（BT）和信息技术（IT）的进一步发展和交

叉融合，各项技术日渐成熟；底盘细胞理解逐步

深入，生物元件库不断扩充，人工代谢途径的设

计、构建、优化和适配更加合理、便捷，发酵工

艺优化与控制日趋智能化；这些都将为生物燃料

的高效、绿色、低成本合成带来重大突破，推动

产业化可持续发展。
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