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逆β-氧化途径工程化：从有机废弃物到中链脂肪酸
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（绿色生物制造全国重点实验室，绿色化学品生物制造北京市重点实验室，国家生物炼制能源研发中心，北京合成生物制造

技术创新中心，北京化工大学，北京，100029）

摘要：全球有机废弃物产生量正逐年攀升，而传统处理工艺却难以实现废弃物中碳资源的高效回收与转化。逆

β-氧化 （RBO） 途径作为一类循环型碳链延长平台，凭借其碳原子经济性高、能量输入形式单一、酶学组成精简

等优势，其工程化改造为有机废弃物的“碳升级”提供了极具前景的合成生物学路径。现有综述多聚焦于工程化

RBO途径的代谢工程改造策略，尚缺乏将其与有机废弃物处理相衔接的策略性视角。本文系统综述了工程化RBO
途径的研究进展，涵盖途径移植与模块化重构、碳流重定向、还原力平衡调控及产物谱拓展等代谢工程策略，并

分析了针对产物毒性的应对方法。在此基础上，本文进一步勾勒出RBO途径“模式底物—废弃物特征组分—真

实复杂废弃物”的递进式研究路线图，并提出以合成共培养体系作为理性设计通向应用落地的衔接桥梁，系统分

析了其弥合纯培养与混菌发酵之间鸿沟的潜力与挑战。最后，围绕途径通量精准调控、新型酶挖掘、工业化应用

菌株构建和开放环境鲁棒性提升等核心瓶颈，展望了未来将工程化RBO途径从实验室推向有机废弃物高值转化

工业应用的研究方向。本文旨在融合合成生物学的设计能力与环境工程的场景认知，为推动工程化RBO途径从

模式研究走向废弃物真实场景的高效应用提供理论支撑。
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achieve efficient recovery and conversion of the carbon resources contained therein. The reverse β -oxidation (RBO) 

pathway, a cyclic carbon chain elongation platform, offers distinct advantages including high carbon atom economy, a 

single energy input form, and a streamlined enzymatic composition. Engineering this pathway thus represents a highly 

promising synthetic biology route for the 'carbon upgrading' of organic waste. Existing reviews have largely focused on 

metabolic engineering strategies for the RBO pathway, yet a strategic perspective that explicitly connects these 

engineering efforts with organic waste processing remains lacking. This review systematically summarizes progress in 

engineering the RBO pathway, covering metabolic engineering strategies such as pathway transplantation and modular 

reconstruction, carbon flux redirection, redox balance regulation, and product spectrum expansion, as well as 

approaches to counter product toxicity. Building upon this, we delineate a progressive research roadmap for the RBO 

pathway—"model substrates → characteristic waste components → real complex wastes"—and propose synthetic co-

culture systems as a bridging link that connects rational design to practical application. We then systematically analyze 

the potential and challenges of such systems in closing the gap between pure-culture rational design and mixed-culture 

fermentation. Finally, focusing on key bottlenecks including precise pathway flux regulation, mining of novel enzymes, 

construction of industrial strains, and enhancement of robustness in open environments, we offer perspectives on future 

research directions to advance the engineered RBO pathway from the laboratory toward industrial applications for high-

value conversion of organic waste. This review aims to integrate the design capabilities of synthetic biology with the 

contextual understanding of environmental engineering, thereby providing theoretical support for moving engineered 

RBO pathways from model studies to efficient application in real waste scenarios.

Keywords: reverse β-oxidation pathway; chain elongation; metabolic engineering; medium-chain fatty acid; organic 

waste; synthetic consortia; co-culture

随着全球废弃物产生量持续增长，富含可利

用碳源的有机废弃物逐渐成为资源化转化研究的

重点对象。以食物垃圾为代表的有机组分在城市

固体废弃物中占据较高比例，其高效处理与高值
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转化有助于缓解环境压力并促进碳资源的循环利

用［1］。在“双碳”战略与有关废弃物循环利用政

策的推动下，发展有机废弃物可持续转化技术已

成 为 污 染 减 排 与 资 源 利 用 协 同 发 展 的 有 效

途径［2， 3］。

目前主流的卫生填埋、焚烧处理、传统堆肥

和厌氧消化工艺对有机废弃物中单糖、短链有机

酸和醇类等低值碳资源利用程度有限，碳流多以

气体形式耗散，难以支撑深度减排目标。为此，

处理理念需由被动“消纳”转向主动“碳升级”：

即对废弃碳骨架实施精准重构与链长延伸，以合

成高附加值产物［4-6］。然而，天然微生物体系下的

碳代谢网络高度耦合且受制于热力学瓶颈，仅凭

自发反应难以高效实现碳链的延伸与产物的定向

合成。此时，合成生物学技术的介入为破解上述

困局提供了系统性的工具支撑：通过对底盘细胞

代谢通路的工程化重构与途径酶的理性设计，合

成生物学能够对废弃碳骨架实施精准的重排、延

长与功能化修饰，从而将碳升级理念从理论构想

转化为可放大的技术现实［7-10］。

在此背景下，碳链延长途径因其具备实现更

高程度的碳固定与价值提升潜力而受到广泛关注

（表 1）。较为常见的碳链延长途径包括脂肪酸生物

合成途径（Fatty acid biosynthesis pathway， FAS）、

萜类合成途径（Terpenoid biosynthesis pathway）以

及 聚 酮 合 成 途 径 等 （Polyketide biosynthesis 

pathway， PKS）［11-13］。然而，这些途径都存在固有

缺陷，如：形成延伸单元的能量消耗高、代谢通

路冗长且调控网络复杂、代谢途径通量普遍较低，

从而导致最终产物的得率与滴度有限。与此形成

鲜 明 对 比 的 是 ， 以 逆 β - 氧 化 （Reverse beta-

oxidation， RBO）途径为代表的循环型链延长途

径展现出独特优势。该途径通过非脱羧克莱森缩

合反应（Claisen condensation reaction）实现酰基

辅酶 A 分子间的缩合，链延长过程无二氧化碳释

放；其核心循环通常由硫解酶（Thiolase， THL）、

3- 羟 酰 基 辅 酶 A 脱 氢 酶 （3-hydroxyacyl-CoA 

dehydrogenase， HACD）、 烯 酰 辅 酶 A 水 合 酶

（Enoyl-CoA hydratase， ECH）、烯酰辅酶A还原酶

（Enoyl-CoA reductase， ECR）等少数酶促步骤组

成，调控相对简明。与依赖 ATP 活化或脱羧缩合

的链延长体系不同，RBO途径在循环延长过程中

不直接消耗ATP，其还原力输入主要集中于 3-羟酰

基辅酶A脱氢反应和烯酰辅酶A还原反应，并可根

据所选酶的辅因子偏好由NADH或NADPH提供。

得益于循环缩合的反应特征，RBO途径可在不同

起始酰基辅酶 A 和延伸循环次数下生成多种链长

的脂肪酸及其衍生物，不仅拓展了产物多样性空

间，也在碳原子保留和能量利用方面体现出优势，

从而为有机废弃物资源化利用中的碳升级目标提

供了具有潜力的技术路径［14， 15］。

当前关于RBO途径的研究多集中于利用天然

链延长菌群转化有机废弃物。然而，这类基于天

然菌群的体系代谢机制尚不明确、过程可控性不

佳，难以满足碳升级对精准调控的要求。合成生

物学虽为RBO途径的工程化改造创造了可行条件，

现有工作却多限于模式底物与纯菌体系，对复杂

真实基质的适应性关注不足。反观环境工程领域，

基于混合菌群的链延长工艺已在餐厨、污泥等场

景中验证了其应用可行性与系统鲁棒性。上述两

类研究恰好互为镜像：前者深耕机制解析却远离

真实场景，后者扎根实践应用却缺乏机理支撑。

本文以工程化RBO途径为主线，辅以传统菌群应

用研究为参照，旨在融合合成生物学的设计能力

表表1　　RBO途径与其他代表性天然链延长途径的比较

Table 1　　Comparison of RBO pathway and other representative natural chain-elongation pathways

链延长途径

逆β-氧化（RBO）

脂肪酸合成途径（FAS）

聚酮合成途径（PKS）

萜类合成途径

延伸单元

乙酰辅酶A

丙二酰辅酶A

通常为丙二酰辅酶A

异戊烯基二磷酸（Isopentenyl diphosphate, IPP）/二甲基烯丙

基二磷酸（Dimethylallyl diphosphate, DMAPP）

每轮净

增碳数

+2C

+2C

通常

+2C

+5C

延伸单元碳保留率

2/2=100%

2/3=66.7%

通常为2/3-66.7%

5/5=100%

能量输入

无ATP消耗

丙二酰辅酶A形成

通常为丙二酰辅酶A

形成

IPP、DMAPP形成
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与环境工程的场景认知，为推动工程化RBO途径

从模式研究走向废弃物真实场景的高效应用提供

理论支撑。

1 RBO途径的反应机制

RBO途径最早被发现于克氏梭菌（Clostridium 

kluyveri）。1942年，Barker和Taha从自然界中分离

获得一株可以利用乙醇和乙酸生长并积累己酸的

C. kluyveri，后续研究表明，该菌株通过RBO途径

实现如乙酸等短链脂肪酸的碳链延伸［16］。除此之

外，RBO途径同样存在于众多具有链延长能力的

微生物中。例如，埃氏巨型球菌（Megasphaera 

elsdenii）利用RBO反应将乳酸及其衍生中间体转

化为短链或中链脂肪酸，而食一氧化碳梭菌

（Clostridium carboxidivorans）则在合成更长链的

酸和醇的过程中，采用类似的链延长反应。此外，

一 些 产 己 酸 细 菌 如 食 半 乳 糖 醇 产 己 酸 菌

（Caproiciproducens galactitolivorans）以及多种瘤

胃和肠道微生物，也都携带有RBO相关的酶和代

谢模块。随着研究的深入，研究人员发现RBO途

径本质上脂肪酸 β-氧化途径的逆过程：二者具有

相同的核心酶类和循环反应步骤，但反应方向相

反——RBO途径以C2单元进行碳链延长，而 β-氧

化途径则以C2单元进行碳链降解［17］。

从酶学组成来看，RBO途径是一个以5种酶协

同驱动的碳链延伸系统，包括 THL、 HACD、

ECH、ECR以及硫酯酶（Thioesterase， TES）。根

据承担的功能差异，这 5种酶可划分为三个模块：

缩合模块、延伸模块和终止模块（图1）［18］。

缩合模块是RBO途径的起始，负责启动碳链

延伸反应。该模块以 THL为核心，可识别不同链

长的酰基辅酶A作为引物（Primer）并以乙酰辅酶

A 作为延伸单元（Extension unit），催化非脱羧克

莱森缩合反应生成 3-酮酰基辅酶 A（3-Ketoacyl-

CoA），从而完成引物与延伸单元之间的碳-碳键

连接［19］。

延伸模块是RBO途径的核心，负责碳链的循

环延伸与中间产物的修饰。该模块由 4种酶依次催

化完成一轮 4步酶促反应。第 1步反应仍由THL催

化。但此时其功能是衔接第 n轮与第 n+1轮循环，

保证新一轮缩合反应的顺利进行。随后的 3步反应

图图1　RBO途径的反应机制

（THL：硫解酶；HACD：3-羟酰基辅酶A脱氢酶；ECH：烯酰辅酶A水合酶；ECR：烯酰辅酶A还原酶；TES：硫酯酶）

Fig. 1　Reaction mechanism of the RBO pathway

(THL: thiolase; HACD: 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; ECH: enoyl-CoA hydratase; ECR: enoyl-CoA reductase; TES: thioesterase)
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则由 HACD、ECH 和 ECR 协同完成，将 3-酮酰基

辅酶 A 转化为可供下一轮循环或终止模块识别的

饱和酰基辅酶A。具体而言，第 2步反应由HACD

催化，将 3-酮酰基辅酶 A 还原为 3-羟酰基辅酶 A

（3-hydroxyacyl-CoA）［20］。该过程消耗还原力，是

RBO途径种的第一次还原力输入，用于调整分子

的还原状态。第 3 步反应由 ECH 催化，使 3-羟酰

基辅酶 A 脱水生成反式 -2-烯酰辅酶 A（Trans-2-

enoyl-CoA），为最终的还原反应引入反应性双

键［21］。第 4步反应由ECR催化，以还原力为驱动，

将反式-2-烯酰辅酶 A 还原为饱和酰基辅酶 A，完

成一轮延伸循环［22］。该步骤是RBO途径中的第二

次还原力输入。

终止模块一般由TES承担，负责将完成延伸的

碳链分子从循环中释放。其作用机制在于，TES可

识别延伸后的酰基辅酶A硫酯，并催化其硫酯键水

解，从而生成游离脂肪酸并释放辅酶A基团。该步

骤标志着RBO途径碳链延伸循环的正式终结［23］。

RBO 途径独特的循环反应机制与能量驱动方

式，赋予其作为合成生物学工程化平台的显著优势。

首先，RBO途径以辅酶A而非酰基载体蛋白（Acyl 

carrier protein， ACP）作为碳链载体，这一机制使

其在延伸过程中不仅无需消耗ATP，还避免了CO2

损失，显著提升了能量利用效率和碳原子经济性。

其次，该途径完全由还原力驱动，这种能量耦合方

式有助于维持细胞的氧化还原平衡与生物量积累。

此外，RBO途径的反应模块具有高度正交性与可编

程性，符合合成生物学“即插即用”的设计理

念［24］。从全局视角来看，RBO途径本身亦具备模块

化特征，其以乙酰辅酶A为核心枢纽代谢物，向上

可耦合多种碳源利用途径如：糖酵解（Embden-

Meyerhof Pathway， EMP）、 WL 途 径 （Wood-

Ljungdahl pathway， WL pathway）等，实现底物谱

的拓展；下可对接不同的下游转化途径，实现从基

础碳源到各种高附加值脂肪酸衍生物的合成。

2 RBO途径的工程化改造进展

2.1 途径的跨宿主移植与模块化重构

尽管部分非模式微生物天然含有内源性 RBO 

途径，使其在理论上具备作为工程化底盘的潜力，

但受限于遗传背景认知不足与高效基因编辑工具

的匮乏，针对该类宿主的理性代谢改造仍面临较

高难度。在代谢工程语境下，本文所称的“黑箱”

是指宿主虽然能够表现出链延长产物的合成能力，

但其关键催化酶、调控节点、通量分配和酶间协

同关系方面尚未被系统阐明，因而难以通过理性

设计实现可预测调控。在这一意义上，非模式宿

主中的天然链延长过程通常仍处于“黑箱”状

态［25， 26］。相比之下，大肠杆菌（Escherichia coli）、

酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）和谷氨酸棒

状杆菌（Corynebacterium glutamicum）等模式宿

主具备成熟的遗传操作体系与相对明晰的代谢调

控网络。因此，将RBO途径从遗传操作受限的原

始宿主中剥离并移植至上述模式宿主平台，是实

现RBO途径工程化调控的更为现实且高效的替代

策略。最早的模式宿主移植研究由Dellomonaco等

人于 2011 年展开，通过敲除 arcA，引入 FadR、

AtoC和Crp蛋白突变体的方式解除了E. coli内源β-

氧化途径的代谢调控，成功实现其功能逆转，在

摇瓶中获得了 2.2 g/L的丁醇［27］。尽管该研究首次

在模式宿主中实现了RBO途径的组成型表达，但

所进行的改造涉及多达 11个基因，其表型是代谢

网络剧烈扰动后的混沌结果，难以明确具体是哪

些基因参与了RBO途径的产物合成过程，因此本

质上仍属于“黑箱反应”。在此基础上，2012 年

Clomburg 等人基于 E. coli 内 β-氧化通路的已知基

因，预先推测出RBO途径的候选功能单元，分别

为 THL、HACD、ECH、ECR 还有终止酶，并对

相关酶进行了体外动力学表征及体内功能验证，

最终阐明了由E. coli内源Ec_atoB、Ec_fadB、纤细

褐 藻 （Euglena gracilis） 来 源 的 Eg_ter 以 及

Ec_yciA组成的RBO途径框架，能够高效进行一轮

碳链延长合成3.43 g/L丁酸。上述研究为RBO途径

作为可调控、可移植的工程化代谢平台奠定了理

论基础［28］。

工程化RBO途径通常可通过三种酶源模式构

建：基于纯内源酶、基于纯异源酶以及内源/异源

混合模式。基于纯内源酶的构建方式得益于与宿

主表达环境更好的相容性以及内源性辅酶A代谢，

但这些酶的天然生理功能通常与脂肪酸降解或相
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关代谢有关，可能会限制通量方向性和对链长的

选 择 性 （如 E. coli 内 源 的 Ec_fadA、 Ec_fadE、

Ec_ydiO 等），难以满足定制化目标产物的合成需

求［29］。基于纯异源酶的构建方式可通过整体引入

外源RBO模块拓展宿主的链延长能力。例如，在

S. cerevisiae 中引入由钩虫贪铜菌 （Cupriavidus 

necator）、产醇梭菌（Clostridium autoethanogenum）

和齿垢密螺旋体（Treponema denticola）等来源酶

组成的异源RBO模块后，己酸滴度由初始的2 mg/L

提高至 33 mg/L［30］。混合模式则保留了部分与宿主

相容性较好的内源酶，同时引入异源RBO途径酶

强化关键反应。如在E. coli中引入富养罗尔斯通氏

菌（Ralstonia eutropha）来源的 Cn_bktB、Eg_ter

并结合 E. coli内源的 Ec_fadB构建混合RBO模块，

可以使橄榄酸（Olivetolic acid， OLA）滴度从

0.1 mg/L提升至 2.8 mg/L［31］。因此，与其认为内源

酶或异源酶本身就具有绝对优势，构建高效的

RBO途径更应侧重于识别那些在催化活性、表达

水平和产物选择性上达到平衡的兼容酶模块。上

述策略充分证明，通过优化RBO途径的酶学组成

能够有效调节其在异源表达系统中的适配性与可

塑性（图2）。

2.2 碳流重定向与乙酰辅酶 A 再分配

在模式宿主中表达RBO途径虽能合成脂肪酸

类目标产物，但也引发了一系列代谢问题，其中

以碳通量失衡尤为突出。具体而言，碳流分布存

在两方面挑战：一是碳源转化问题，葡萄糖、甘

油等碳源除转化为乙酰辅酶 A 外，还可分流至多

种代谢产物，导致碳利用效率降低；二是乙酰辅

酶A的分配问题，该代谢节点既是RBO途径的引

物和延伸单元，也是TCA循环（Tricarboxylic acid 

cycle， TCA cycle）的关键前体，二者竞争同一底

物，直接影响目标产物合成与核心代谢的协同性。

RBO 途径和 TCA 循环均涉及多步酶促反应，

对乙酰辅酶 A 的整体转化速率有限，易导致代谢

溢流，从而通过宿主的原生发酵途径积累大量副

产物（如有机酸和醇类），E. coli发酵中典型的乙

酸积累即为代表［32， 33］。常规策略中，阻断这些竞

图图2　RBO途径工程化改造研究进展

（THL：硫解酶；HACD：3-羟酰基辅酶A脱氢酶；ECH：烯酰辅酶A水合酶；ECR：烯酰辅酶A还原酶；TES：硫酯酶；NOG：非氧化糖

酵解途径；ACS：乙酰辅酶A合成酶；PDHc：丙酮酸脱氢酶系）

Fig. 2　Research progress of engineered RBO pathway

(THL: thiolase; HACD: 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; ECH: enoyl-CoA hydratase; ECR: enoyl-CoA reductase; TES: thioesterase; NOG: non-

oxidative glycolysis pathway; ACS: acetyl-CoA synthase; PDHc: pyruvate dehydrogenase complex)
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争性途径可以有效减少副产物的生成并集中碳流，

但也存在扰动细胞内代谢平衡的风险［34］。针对这

一困境，利用乙酰辅酶 A 合成酶（Acetyl-CoA 

synthase， ACS）将溢出的乙酸重新同化为乙酰辅

酶 A 成为缓解碳损失并维持代谢稳定的可选策

略［35］。值得一提的是，在不同氧气条件及碳源组

合下，宿主呈现出差异化的代谢状态，其原生发

酵途径的活性及碳流分布会随之变化。因此针对

上述途径进行的遗传改造应基于特定的生理代谢

背景指定相应的调控策略，以更精准地实现碳通

量重定向。

另一方面，丙酮酸脱羧反应、磷酸戊糖途径

（Phosphopentose pathway， PPP）以及TCA循环中

的氧化过程均伴随不可逆的CO2释放，这些碳损失

会降低以乙酰辅酶 A 为前体的目标产物的理论得

率［36， 37］。针对这一问题，Wang等人的研究通过引

入一条与糖酵解和磷酸戊糖途径平行的非氧化糖

酵 解 途 径 （Non-oxidative glycolysis pathway， 

NOG pathway），该途径可将 1分子葡萄糖转变为 3

分子乙酰辅酶 A 且不产生 CO2。NOG 途径的引入

优化了三条途径之间的碳分配，有效减少CO2损失

的同时提高目标产物 1，3-丁二醇的产量［38］。然而，

NOG途径的碳原子经济性优势并不意味着其在工

程化宿主中可以无限制地替代天然中心碳代谢。

一方面，NOG途径重构了糖酵解、磷酸戊糖途径

之间的通量关系，其表达强度需要精细调控［39］。

Lin 等人为构建依赖 NOG 途径进行糖分解的 E. 

coli，需要同时进行多基因过表达、基因敲除和适

应性进化，最终获得的菌株含有多处基因组突变，

说明NOG途径作为主要糖分解途径时会对宿主生

长和全局代谢造成较强压力［40］。另一方面，由于

磷酸戊糖途径是细胞NADPH再生和 5-磷酸核糖供

给的重要来源，若过度将碳流从磷酸戊糖途径导

向NOG途径，可能扰乱胞内还原力平衡，进而影

响细胞正常代谢活动［41］。综上所述，NOG途径更

适合作为一种需要与宿主生长、还原力再生和目

标产物合成需求相匹配的碳流重构策略。

在链延长宿主中，乙酰辅酶 A 作为中心代谢

枢纽主要有两个流向：合成目标产物的RBO途径

以及供应能量和生物合成的 TCA循环。如何优化

乙酰辅酶 A 在这两条途径之间的分配比例以实现

产物合成效率的最大化，是亟需解决的代谢权衡

问题［42］。在一项关于 E. coli 生产茶氨酸 （L-

theanine）的研究中，茶氨酸合成途径与TCA循环

在 α-酮戊二酸节点处存在竞争，研究人员利用酶

约束代谢模型分析发现，适度降低 TCA循环通量

有利于将更多 α-酮戊二酸导向茶氨酸合成，但过

度削弱中心代谢又会影响底物利用和能量供应。

因此，该研究选择通过调控 sucAB 表达和两阶段

溶氧控制策略，在细胞生长、能量供给与产物合

成之间实现动态平衡，最终将茶氨酸产量提高了

1.44倍［43］。这一“适度削弱竞争通路、动态平衡

前体与能量分配”的代谢调控逻辑，为解决 RBO

途径与 TCA循环之间的碳通量分配问题提供了可

供借鉴的思路。另一方面，代谢途径的专一性亦

对产物合成构成关键影响。研究表明，E. coli中部

分内源TES因具有较宽的底物谱，可能对RBO途

径中的多种辅酶A硫酯中间体进行非特异性水解，

从而提前终止链延长过程［44］。针对性敲除编码这

些 TES 的基因，已被证实有助于提升目标产物的

产量和纯度［45］。

除碳源转化和乙酰辅酶 A 分配问题外，RBO

途径中的 5种途径酶在宿主内的表达强度、折叠水

平、底物亲和力和催化效率各异，导致各酶促反

应步骤的实际通量并不完全一致。在多酶级联代

谢途径中，若某一反应步骤的有效催化能力明显

低于其他步骤，则该步骤会限制整个途径的最大

通量，这一现象可被称为通量瓶颈效应，亦类似

于“木桶效应”。为此，基于正交诱导型启动子

（Orthogonal inducible promoter）开发的独立基因表

达调控技术可分别调节各途径酶的表达强度，为

识别并缓解限速步骤、提高RBO途径整体通量提

供了有效的解决方案［46， 47］。

2.3 还原力供应与辅因子平衡

RBO途径通过输入 NADH的方式生产还原型

产物，属于 NADH 驱动型途径。因此，发酵过程

中能否充足供应并有效再生 NADH 是实现高效生

产的关键。目前，代谢工程中关于胞内 NADH 供

给策略的研究主要在葡萄糖或甘油两种碳源以及

好氧或微耗氧两种氧气条件下开展，不同碳源与
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氧气条件的组合导致胞内 NADH 的供应与消耗情

况存在显著差异。多数研究选择甘油作为碳源，

原因在于甘油还原程度较高，相较于等碳摩尔数

的葡萄糖，其在氧化为乙酰辅酶 A 的过程中可释

放更多 NADH；结合微耗氧发酵环境限制呼吸链

对 NADH 的消耗，该组合能够最大程度将甘油所

提供的高浓度 NADH 池供给目标合成途径使用，

其优势已在相关研究中得到验证［48-50］。此外，也有

不少工作采用葡萄糖与微耗氧的组合［51， 52］。从机

制上看，微耗氧条件下使用葡萄糖作为碳源，是

在 NADH 供应能力方面做出的妥协，以换取更高

的能量产出、生物量积累以及比生长速率，从缓

解葡萄糖在NADH供应能力上的劣势。

值得一提的是，厌氧条件下RBO途径的运行

是可行的，经典 RBO 天然宿主如 C. kluyveri和 M. 

elsdenii都是严格或兼性厌氧菌。从化学计量角度

看，RBO途径的每一轮延伸循环需要2分子还原力

（通常是NADH）用于还原 3-酮酰基辅酶A和反式

-2-烯酰辅酶A。因此，不同底物转化为乙酰辅酶A

时能产生的 NADH 多寡，是决定理论碳摩尔转化

率的重要因素（表 2）。乙醇、乳酸和甘油等还原

度较高的底物可提供额外的还原当量，因而有利

于支持低氧条件下的链延长；葡萄糖则处于中间

态，碳骨架和还原力的产生相对平衡；而乙酸则

主要充当碳骨架供体，需要外部电子供体才能维

持RBO活性。然而，仅凭底物还原程度的高低并

不能决定基于 RBO 途径的生产体系的真实表现，

其更应被视为一个理论框架，用于评估某一底物

是否能为链延长供应充足的还原力。在工程宿主

中，最优的底物 -氧气组合取决于还原力供应、

ATP生成、生物量形成、酶的表达水平以及产物毒

性等多重因素之间的权衡，因此在实践中要实现

高滴度、高得率和高产率，需要对碳源、氧气可

用性、宿主生理状态以及途径表达进行协同优化。

作为乙酰辅酶 A 的关键前体，丙酮酸的胞内

浓度和转化效率对RBO途径的生产能力十分关键。

丙酮酸向乙酰辅酶 A 的转化由丙酮酸脱氢酶系催

化，同时耦合 NADH 的产生。微好氧环境下通常

伴随着相对较高的胞内NADH/NAD+比值，丙酮酸

脱氢酶系的活性则受到胞内 NADH 浓度的调控，

高浓度NADH会抑制其催化能力［53］。有研究表明，

利用丙酮酸脱氢酶系 （Pyruvate dehydrogenase 

complex， PDHc）的突变体可显著提升其在高

NADH浓度下的活性，从而缓解PDHc活性受限所

导致的丙酮酸积累和乙酰辅酶 A 可用性降低问

题［54］。另外，敲除丙酮酸脱氢酶系调节蛋白 pdhR

解除转录抑制或直接过表达PDHc组分蛋白也被证

明可有效增加宿主的丙酮酸转化能力［55， 56］。

另一方面，对于丙酮酸代谢节点的优化，还

可以通过代谢物响应型调控回路实现实时分流。

Wang等人构建的胞内丙酮酸和对香豆酸浓度的双

层动态调控系统，使细胞能够根据前体积累和下

游转化状态自动协调中心代谢与产物合成，最终

在 5 L反应器中获得 559.7 mg/L的咖啡酸（Caffeic 

acid）［57］。类似地，Li等在 E. coli中将温度响应元

件与丙酮酸响应型生物传感器整合为多层分子开

关，并以异丁胺合成为验证对象，使产物滴度提

高 3.31倍并在发酵罐中达到 46.24 g/L［58］。这些研

究表明，丙酮酸作为乙酰辅酶 A 供应、NADH 生

成与氧化还原平衡的枢纽节点，其理性调控对于

提高RBO途径的产物合成能力具有关键意义。

除了细胞整体的还原力供应能力以外，RBO

途径中控制还原力输入的 HACD与 ECR同样值得

关注。二者对还原力的同化速度及底物选择性，

会显著影响整个途径的代谢通量。HACD 通常为

NADH 依赖型酶，其底物结合口袋较为开放，能

表表2　　不同底物转化为乙酰-CoA过程中的NADH生成情况比较

Table 2　　NADH generation during substrate conversion to acetyl-CoA

碳源

葡萄糖

甘油

乙醇

乙酸

乳酸

等碳摩尔基准下的底物

量，以6 C-mol计

1 mol

2 mol

3 mol

3 mol

2 mol

转化为乙酰辅酶A的简化反应式

1葡萄糖→2乙酰辅酶A+2CO2

2甘油→2乙酰辅酶A+2CO2

3乙醇→3乙酰辅酶A

3乙酸→3乙酰辅酶A

2乳酸→2乙酰辅酶A+2CO2

乙酰辅酶A

生成量

2 mol

2 mol

3 mol

0 mol

2 mol

NADH生成量

4 mol

6 mol

6 mol

0 mol

4 mol

NADH/C-mol

0.667

1.000

1.000

0.000

0.667

NADH/乙酰

辅酶A

2

3

2

0

2
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够稳定容纳不同链长与结构的酰基底物［59］。在酶

表达量充足、NADH 供应充分的前提下，HACD

一般不会成为途径的限速步骤。然而，有研究指

出 HACD 的底物选择性会影响 THL 的底物偏好，

进而对产物的整体选择性产生调控作用［60］。这表

明 HACD 在产物特异性方面具有潜在影响，值得

进一步关注。相比之下，ECR 对途径整体通量的

影响更为关键。在工程化RBO途径中，一类特殊

的反式 -2-烯酰辅酶 A 还原酶（Trans-2-enoyl CoA 

reductase， TER）被广泛应用。这类酶能够直接利

用 NADH 库，在酰基辅酶 A 的生成方向上具有不

可逆性，且热力学驱动力较强（ΔrG ⁰ < -50 kJ/

mol）。目前，多种性能优良的 TER已被验证，并

广泛用于羧酸、丁醇、异丁醇等产物的合成［61， 62］。

由于 TER 催化的反应之后紧接途径的限速步骤

——终止酶反应，因此 TER的活性与匹配程度将

直接影响下游反应的底物供应，筛选并选择合适

的 TER对提高产物的合成效率具有重要意义。值

得注意的是，许多 HACD 与 ECR 展现出了对

NADH和NADPH的共利用能力，但对这两种还原

力供体的利用倾向与利用速率存在差异［63］。

NADH在ATP供应上具有重要价值，而NADPH在

细胞内多种物质合成反应中扮演重要角色。因此

在构建工程化RBO途径时，如何根据还原力供需

合理选择 HACD与 ECR的辅因子偏好，是需要审

慎权衡的设计要点。

2.4 产物链长控制与产物谱拓展

RBO 途径的迭代循环特征决定了底物经该途

径后会产生不同碳链长度的产物，最终以混合物

的形式释放。在发酵生产中，产物混杂不仅会降

低实际得率，还会给的后续分离纯化带来显著困

难。先前的研究已经表明，RBO途径的链长控制

本质上是缩合、延长和终止多个反应步骤共同作

用的结果，其中 THL与终止酶通常构成最直接的

调控节点，而 HACD/ECR则可能作为影响通量和

中间体池分布的重要辅助调控因素。THL与终止

酶分别直接参与链延长起始/缩合和酰基辅酶A中

间体释放，是直接决定产物链长分布和产物特异

性的关键节点。与此同时，HACD 和 ECR 等延伸

酶也不应被忽视：不同来源的 HACD和 ECR可能

对不同链长的 3-酮酰基辅酶A、3-羟酰基辅酶A或

反式-2-烯酰辅酶 A具有不同催化效率，从而通过

改变中间体积累程度、循环通量以及延伸与终止

之间的竞争关系，间接影响最终产物的链长分

布［62， 64， 65］。迄今为止，传统的系统发育树分析以

及酶分子改造结合高通量筛选技术，已成功获得

多种具有目标产物催化活性的 TES 与终止酶，其

中比较经典的如 E. coli 来源的 Ec_atoB 和 Ec_yciA

在丁酸的生产中表现良好［66， 67］；C. kluyveri来源的

Ck_thlA与E. coli来源的Ec_tesA及其截短型或突变

体被证明有利于中链脂肪酸的合成［26， 68］；而 C. 

necator来源的Cn_bktB还可接受丙酰辅酶A作为底

物，合成奇数碳链脂肪酸［44］。Vögeli等人开发的

生物合成酶体外原型设计和快速优化技术（In 

vitro Prototyping and Rapid Optimization of 

Biosynthetic Enzymes， iPROBE），甚至能够在体

外从候选酶中直接筛选出最适合目标产物合成的

RBO途径酶组合，经体内测试效果良好，证明可

移植性极强［65］。

RBO 途径全程以辅酶 A 基团作为碳链载体的

特性使得途径中的任一中间体均可作为终止节点

实现产物释放，并通过选择不同的终止酶或偶联

下游转化途径，能够将产物范围拓展至饱和脂肪

酸以外的多种化合物（表 3）。其中，丁酸与己酸

的生物合成相对较为成熟，针对途径通量进行优

化后可以达到 6.3 g/L和 4 g/L［69］。在更长碳链脂肪

酸的合成方面，已有研究在 E. coli 中实现了 C6-

C10 混合脂肪酸的生产［70， 71］，以及 C10 癸酸的单

独合成。此外，通过在 S. cerevisiae中过表达来源

于 T. denticola的 ter基因还可实现辛酸的合成，产

量为 60 mg/L［30］。相较于饱和脂肪酸，羟基脂肪酸

的合成更为复杂。ω-羟基酸的生产需要依赖末端

羟化酶引入额外的羟基，Clomburg等人于 2015年

利用 RBO 途径实现了 ω-羟基脂肪酸混合物的合

成，总产量超过 0.8 g/L［72］。另一类羟基脂肪酸的

生产，如 3-羟基脂肪酸等，则需要通过人为中断

RBO 途径循环并导出特定中间体来实现［73-75］。在

二酸合成方面，相关研究多利用来源于褐色嗜热

裂孢菌（Thermobifida fusca）的逆己二酸降解途径

（Reverse adipate degradation pathway）酶，且多集
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中于己二酸的生产。Yu、Cheong等人的工作分别

报道了 639 mg/L和 2.5 g/L（生物反应器）的己二

酸产量［76， 77］。近期，有研究首次在 C. glutamicum

中验证了RBO途径生产己二酸的可行性，产量为

37.3 μg/L［78］。对于戊二酸的生产，则通过丙二酰

辅酶 A（Malonyl-CoA）和乙酰辅酶 A 缩合实现，

产量达到4.82 g/L（36.5 mM）［79］。此外，辛二酸的

生产则沿用经典的RBO途径循环反应机制，产量

表表3　　利用RBO途径进行脂肪酸及其衍生物合成的研究案例对比

Table 3　　Research comparison of utilizing the RBO pathway for fatty acid and derivatives synthesis

产物种类

脂肪酸

羟基脂肪酸

脂肪醇

二羧酸

聚合物

产物

己酸

丁酸

丁酸

辛酸

癸酸

己酸

丁酸

己酸

脂肪酸混合物

脂肪酸混合物

ω-羟基酸混合物

(S)-3-羟基丁酸

(R)-3-羟基丁酸

(S)-3-羟基戊酸

(R)-3-羟基戊酸

3-羟基酸混合物

3-羟基己酸

丁醇

丁醇

丁醇

己醇

己醇

己醇

癸醇

1,3-丁二醇

1,3-丁二醇

己二酸

己二酸

己二酸

己二酸

戊二酸

辛二酸

PHA

PHA

PHB

PHA

碳源

甘油

甘油

甘油

葡萄糖

甘油

甘油

甘油

乳酸

甘油

甘油

甘油

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

乙醇、乙酸

乙醇、乙酸

葡萄糖

合成气

甘油

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

甘油

葡萄糖、甘油

葡萄糖

葡萄糖、甘油

葡萄糖

甲醇

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖、丙酸

产量

6.30 g/L（摇瓶）

4.0 g/L（摇瓶）

3.43 g/L（摇瓶）

0.06 g/L（摇瓶）

2.10 g/L（摇瓶）

3.06 g/L（摇瓶）

4.90 g/L（摇瓶）

18 mol%（摇瓶）

1.30 g/L（摇瓶）

15.67 g/L（3 L发酵罐）

＞0.80 g/L（摇瓶）

2.08 g/L（摇瓶）

2.92 g/L（摇瓶）

0.31 g/L（摇瓶）

0.50 g/L（摇瓶）

1.70 g/L（14.5 mM，摇瓶）

0.02 g/L（0.17 mM，摇瓶）

14.00 g/L（700 mL发酵罐）

26.20 g/L（500 mL发酵罐）

0.30 g/L（4.0 mM，摇瓶）

0.40 g/L（3.9 mM，摇瓶）

0.09 g/L（摇瓶）

2.44 g/L（23.9 mM，摇瓶）

10.05 g/L（500 mL发酵罐）

0.86 g/L（摇瓶）

0.03 g/L（摇瓶）

0.64 g/L（摇瓶）

2.50 g/L（摇瓶）

68.00 g/L（5 L发酵罐）

37.30 μg/L（摇瓶）

4.82 g/L（36.5 mM，5 L发酵罐）

0.01 g/L（75 μM，摇瓶）

0.34 g/L（摇瓶）

6.50 g/L（摇瓶）

2.10 g/L（摇瓶）

0.46 g/L（摇瓶）

宿主

E. coli***

E. coli***

E. coli***

S. cerevisiae***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

Clostridiales bacterium BL-6*

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

C. tyrobutyricum**

C. kluyveri*

C. kluyveri*

C. tyrobutyricum**

C. carboxidivorans*

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

E. coli***

C. glutamicum***

E. coli***

E. coli***

M. extorquens**

R. eutropha**

E. coli***

E. coli***
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遗传操作难度中等；“*”表示遗传操作难度高。
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为13 mg/L（75 μM）［80］。

利用RBO途径进行脂肪醇类物质的生产是通

过对酰基辅酶A分子直接进行还原并脱去辅酶A基

团来实现的。由于这类产物普遍对细胞具有毒性，

其生物合成具有难度。为了实现醇类产物的高效

合成，Courtney等人构建了体外的RBO催化体系，

系统考察了 TER 还原步骤、终止步骤和 NADH/

NADPH 比例对醇产物链长的影响［64］。Zhang、

Wang 等借助规律成簇的间隔短回文重复序列

（CRISPR）及其相关蛋白（CRISPR-Cas）的基因编

辑系统对酪丁酸梭菌（Clostridium tyrobutyricum）

进行改造，在分批发酵中实现了 26.2 g/L的丁醇产

量［84］；随后，他们的另一项研究进一步利用该菌

获得了 91 mg/L 的己醇［86］。Chen 等则在癸醇生产

研究中取得了高选择性下的最高产量纪录，达到

10.05 g/L［88］。在二醇生产方面，目前关于 α，ω-二

醇合成的研究鲜有报道，这可能归因于末端羟化

酶的低催化效率以及额外的还原力消耗。与之相

对，1，3-丁二醇的合成已取得若干成功案例，相关

研究多在E. coli中开展，例如Gulevich等人的两项

工作将 1，3-丁二醇的产量由 27 mg/L 逐步提升至

856 mg/L［89， 90］。

RBO 途径还可以用于生产聚酯的生产，这类

材料兼具塑料的理化性能与良好的生物相容性。

其 中 最 具 代 表 性 的 分 子 是 聚 羟 基 脂 肪 酸 酯

（Polyhydroxyalkanoates， PHA）的合成，其核心

在于利用 PHA聚合酶对RBO途径产生的 3-羟基脂

肪酸中间体进行聚合反应。 Huong 等人在 R. 

eutropha内发现了一条依赖 RBO 途径的 PHA 合成

通路，成功获得了由3-羟基丁酸与3-羟基己酸共聚

而成的聚（3-羟基丁酸酯-co-3-羟基己酸酯），产量

可达 6.5 g/L［93］。此外，也有研究将 PHA合成模块

移植至 E. coli 中，用于生产聚 3- 羟基丁酸酯

（Polyhydroxybutyrate， PHB）和聚（3-羟基丁酸

酯-co-3-羟基戊酸酯）［94］。Zhuang等人则首次在E. 

coli中以葡萄糖和丙酸为共底物成功合成同时含有

C6-C14偶数链长、奇数链长单体的中链聚羟基脂

肪酸酯，其中奇数链长单体占比达20.03 mol%［95］。

除上述产物类别外，RBO 途径还可通过在不

同酰基辅酶 A 中间体处引入特异性终止反应，或

利用功能化引物/延伸单元，进一步拓展至酮类、

α，β-不饱和羧酸及支链化合物等产物。例如，Lan

等将辅酶 A 依赖型链延长模块与丙酮生成途径偶

联用于生产 2-戊酮，产量可以达到 240 mg/L［96］。

对于不饱和产物，已有研究通过改造RBO途径并

在 2-烯酰辅酶 A 等中间体处终止反应，实现了如

α，β-不饱和羧酸的合成，如 2-甲基 -2-丁烯酸和

（E）-2-甲基 -2-戊烯酸的产量分别可达 2.5 g/L 和

0.1 g/L［97］。支链化合物生产则是利用支链前体作

为引物来源而实现的。例如 Martin 等通过补加异

丁酸实现了 3-羟基-4-甲基戊酸的合成，产量约为

300 mg/L（2.27 mM）［83］。总体而言，这些研究说

明RBO途径具有较强的产物谱拓展潜力，但除个

别不饱和羧酸产物外，多数非典型产物的研究仍

以途径可行性验证为主，距离高效、稳定生产仍

有较大提升空间。

2.5 产物耐受性与菌株鲁棒性提升

工程化的RBO途径能够产中链脂肪酸、醇类、

酮类等多种产物，其中以中链脂肪酸为主。然而，

中链脂肪酸的胞内积累对细胞具有毒性其毒性机

制主要涉及细胞内环境酸化和膜损伤，尤以后者

为主导［98］。这些损伤限制了工程化RBO宿主的发

酵性能，如何缓解产物毒性成为该领域关注的重

点，多种策略应运而生。

产物外排是一种较为简单且有效的手段，核

心原理在于加速中链脂肪酸从细胞内排出，从而

缓解胞内环境酸化和中链脂肪酸掺入细胞膜所引

发的Mg2+等离子泄露或细胞裂解［99］。Wu等人系统

研究了 E. coli中 17个内源性转运蛋白或参与脂肪

酸运输的转录激活因子对中链脂肪酸转运的影响，

发现 mdtE、mdtC、acrE 过表达联合 cmr基因敲除

的组合有助于中链脂肪酸总产量的提升并降低其

胞内积累［100］。另一项研究则指出敲除OmpF并过

表达 fadL 有助于维持 E. coli 的膜稳定性［101］。此

外，Zhu等人通过对膜转运蛋白 Tpo1进行工程化

改造，使 S. cerevisiae的中链脂肪酸产量显著提高，

提升幅度达0.8至2.1倍［102］。

然而，单一的产物外排无法从根本上增强细

胞对有毒产物的耐受性，当细胞暴露于高浓度有

毒产物的发酵液环境中时，其存活能力仍会受到

严重削弱［103］。相比之下，通过适应性实验室进化

（Adaptive Laboratory Evolution， ALE）对菌株进
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行耐受驯化，使其积累抗性突变才是解决问题的

根本途径［104］。值得注意的是，无论针对酸类还是

醇类产物，其耐受性提升机制具有相似性。一项

关于增加 E. coli对C8辛酸耐受性驯化的研究记录

了长达 714 h的菌株适应性进化过程，结果表明驯

化后菌株 LAR1 相较于亲本 ML115 的辛酸生产滴

度由 32 mg/L提高至 180 mg/L，且最终生物量提高

近三倍。同时，观察到驯化株细胞膜完整性和刚

性显著增强，膜流动性下降［105］。类似地，另外一

项针对异戊醇生产菌株进行的 180天的驯化实验表

明，驯化后的菌株NFG501对异戊醇的耐受能力显

由驯化前的 1.5 g/L提升至 5 g/L，细胞膜厚度与致

密性均有所增加且流动性降低［106］。综上所述，产

物外排可以减轻有毒产物的胞内积累，缓解对细

胞正常生命活动的影响；而适应性实验室进化则

可以显著增加细胞在毒性环境里的存活能力，表

现为最终生物量的提升。二者协同，有望更加有

效地提高工程化菌株的生产性能。

3 工程菌株的底物适配与共培养转化

3.1 简单底物的利用

尽管以乙酰辅酶 A为核心的 RBO途径为多源

低值碳的高值转化提供了潜在代谢桥梁，工程化

宿主在对接真实有机废弃物时仍面临底物杂合性

与适应性的严峻挑战。因此当前研究范式普遍遵

循“由简至繁”策略，自模式底物渐次推进至废

弃物特征组分，以解析宿主的代谢响应规律。本

节沿此递进脉络，综述工程化RBO途径对接低值

碳资源的研究进展，以期为构建面向真实场景的

有机废弃物高值化利用体系厘清研究脉络（图3）。

葡萄糖因其存在广泛、代谢成熟通常被作为

模式底物使用［107］。但相较之下，甘油尤其是纯化

甘油常被用作生物柴油副产物粗甘油的模型组分，

具有成本更加低廉且还原程度高的优势，在工程

化 RBO 途径中更受青睐［108］。从工业化应用角度

看，葡萄糖与甘油的选择并不能仅由还原力供应

能力决定。葡萄糖或糖质水解液具有供应链成熟、

组成稳定、发酵可控性强等优势，适合作为工程

化RBO途径构建、标准化评价和放大验证的模式

底物。但其原料成本相对较高，且第一代糖源可

能面临来自粮食、饲料和土地资源的竞争压

力［109］。另一方面，粗甘油虽然价格较低但通常含

有甲醇、无机盐、皂化物、游离脂肪酸和脂肪酸

甲酯等杂质，且组成随生物柴油原料和工艺波动，

可能增加菌株适应、底物预处理和过程控制的难

度［110， 111］。此外，葡萄糖发酵中常见的乙酸溢流现

图图3　工程化RBO菌株的底物适配策略

Fig. 3　Substrate adaptation strategies of engineered RBO strains

012



第 7 卷 www.synbioj.com

象会导致碳损失和生长抑制，而甘油发酵虽有利

于还原力供应，却更依赖氧化还原平衡和溶氧调

控，并可能伴随乙醇、甲酸、乙酸、琥珀酸等副

产物的形成［112， 113］。因此，工程化 RBO 途径的碳

源选择应综合考虑底物价格、供应链稳定性、杂

质组成、宿主适配性、副产物谱和下游分离纯化

成本。

为拓展RBO途径的底物谱并推动其面向真实

废弃物的应用，研究者已围绕多种补充碳源及有

机废弃物特征组分开展了链延长效率与产物谱系

的探索。丁酸盐与丙酸盐作为RBO途径可接受的

底物，有时被用作补充碳源，以提高链延长的效

率或生产奇数碳链脂肪酸。Martin等人以丁酸盐作

为添加物，生产了 22.5 mg/L的 3-羟基己酸［83］。而

Tseng等人以丙酸盐作为额外添加物，在葡萄糖为

主要碳源的发酵中生产了 358 mg/L 的正戊醇［114］。

乳酸、乙酸等有机酸类底物作为有机废弃物的特

征组分，也被用作碳源进行研究。但相关研究仍

局限于非模式宿主，例如 Liu等人以乳酸为碳源，

利用自行分离出的克氏梭菌属菌株进行发酵，在

混合产物中检测到 18%的己酸［82］；Gois等人则系

统研究了在非模式生物体系下利用乙酸进行链延

长的代谢规则［115］。相比之下，模式宿主对这类底

物适配还需要更深入的研究，因其难以高效利用，

且高浓度下具有毒性［116］。醇类底物如甲醇、乙醇

等作为链延长宿主的碳源也受到关注。甲醇具有

可规模化供应的优势，虽然对细胞存在一定毒性，

但其成本低廉、供应稳定。一项整合了甲醇代谢和

RBO途径的研究在嗜甲基红杆菌（Methylorubrum 

extorquens）成功实现了 PHA的合成，证明了从甲

醇经链延长合成脂肪酸类衍生物的可行性［92］。

SchlaiB等人对克氏梭菌进行基因编辑后以乙醇驱

动链延长，能够产生约 0.3 g/L（4 mM）的丁醇或

0.4 g/L（3.9 mM）的己醇［85］。

此外，多种气体也被作为碳源进行链延长的

尝试，其核心原理在于天然或人工构建的碳固定

途径可以将气态碳源（如二氧化碳）同化，继而

生成乙酰辅酶 A 并与 RBO 途径衔接。WL 途径是

其中最具代表性的碳固定途径。例如，Kottenhahn

等人以非模式生物为底盘整合 WL途径与 RBO 途

径，以合成气（Syngas）为碳源，利用食一氧化碳

梭菌（Clostridium carboxidivorans）成功生产了

2.4 g/L 的己醇［87］。甲烷作为碳源具有储量丰富、

成本低廉及还原程度高等优势，但其分子化学惰

性强、气体传质效率差并且代谢工程工具不完善，

使其应用受到限制。Grag等人利用甲烷为碳源进

行了链延长的研究，结果能够产生 0.06 g/L的反式

-2-丁烯酸（Trans-2-butenoic acid）［117］。

3.2 复杂有机废弃物类型与可进行的预处理

葡萄糖、甘油、短链酸醇等组成明确的简单

底物可为工程化RBO途径的构建、评价和优化提

供标准化研究基础。然而，在真实有机废弃物资

源化场景中，这些底物通常不以单一、稳定和可

直接利用的形式存在，而是嵌入在来源复杂、组

成多变且可降解性差异显著的有机废弃物体系中。

因此，连接简单底物研究与复杂底物转化的关键，

在于如何设计复杂有机废弃物的底物解构过程，

使其由组成多变的复杂基质定向转化为可为 RBO

途径提供的碳骨架和还原力的界面代谢物［118］。

这一底物解构过程首先受到有机废弃物基质

特性的制约。按照来源和组成差异，有机废弃物

可大致分为餐厨垃圾/食品废物、农业残留物、剩

余污泥/市政污泥、废乳清/酿造废水/酒糟等食品加

工副产物，以及粗甘油和油脂类废物等（表 4）。

不同废弃物中可被微生物利用的碳源形态差异较

大：餐厨垃圾/食品废物通常富含淀粉、糖类、蛋

白质和油脂，经水解酸化预处理后可生成葡萄糖、

乳酸、乙酸、乙醇和丁酸等小分子产物；农业残

留物一般需要通过物理、化学或酶法预处理破坏

复杂结构，释放葡萄糖、木糖和乙酸等产物；污

泥则富含细胞碎片、胞外聚合物、蛋白质和多糖，

通常可通过热、碱、超声、游离氨或氧化预处理

方式提高可生物降解 COD 和短链脂肪酸的释放；

废乳清/酿造废水/酒糟等则常含有乳糖、乳酸、乙

酸、乙醇等，成分相对简单，容易与乳酸型或乙

醇型链延长过程衔接［119］。

对复杂有机废弃物进行预处理确实可在一定

程度上降低RBO工程菌利用底物的难度，使复杂

大分子碳源转化为可进入RBO网络的界面代谢物，

然而，这不意味着复杂有机废弃物已经完全被转
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化为可被工程菌高效利用的标准化底物。一方面，

预处理后的水解液中往往同时含有糖类、有机酸、

醇类、氨氮、盐分、酚类化合物和脂肪酸等多种

组分，其浓度比例会随废弃物来源和预处理条件

显著波动，并可能通过改变渗透压、pH和氧化还

原状态等方式对细胞造成胁迫；另一方面，部分

预处理过程还可能引入或释放抑制性物质，进一

步影响细胞的正常生命活动。因此，从“简单底

物”走向“真实废弃物”并不是单纯降低底物利

用难度的问题，而是需要同时解决复杂组分降解、

界面代谢物稳定供给、底物毒性缓解和碳流定向

分配等多重挑战的系统工程［120］。

3.3 复杂有机废弃物的利用与合成微生物群落构建

幸运的是，天然链延长菌群早已在混合培养

条件下实现了对复杂有机废弃物的有效转化，其

底物适应性、群落鲁棒性与开放培养的可行性，

恰为工程化体系的适配研究提供了重要参照。下

文将简要回顾链延长菌群在废弃物处理中的研究

进展，以期为工程菌株突破复杂底物利用瓶颈提

供启示（表5）。

餐厨垃圾与农林残留物等复杂有机废弃物作

为传统链延长菌群的底物受到广泛关注［127］。由于

这类废弃物中富含碳水化合物、纤维素、木质纤

维素等聚合物，同时盐度较高，单一链延长菌通

表表4　　有机废弃物类型、预处理方式及其衍生微生物碳源种类

Table 4　　Organic waste types, pretreatment methods, and the derived categories of microbial carbon sources

有机废弃物类型

餐厨垃圾/食品废物

废乳清/酿造废水/

酒糟/酒糟液

农林残余/木质纤维素水

解液/秸秆/草汁

剩余污泥/市政污泥

粗甘油/油脂类废物

废气/合成气

主要组分

糖类、蛋白质、油脂、纤维

素/半纤维素、无机盐

乳糖、乳酸、乙醇、乙酸、脂

质、纤维素/半纤维素

纤维素、半纤维素、木质

素、果胶、糖类

糖类、蛋白质、细胞碎片、

胞外聚合物

甘油、游离脂肪酸、甲醇、

盐分、皂化物

CO、H2、CO2、CH4、N2

常见预处理手段

分拣除杂、破碎均质、油水分离、热处理、酶

解、酸化

固液分离、过滤/离心、热处理、PH调节、酶

解、酸化发酵

物理破碎、化学/生物解构、酶解水解、脱毒

调质、酸化

浓缩脱水、热水解、超声、碱处理、臭氧氧

化、机械破碎、酶解

脱水、脱盐、脱甲醇、皂化物去除、油水分

离、乳化、酶解

除尘、脱焦油、脱硫、脱卤、脱氮氧化物、除

氧、除湿、压缩、气体组成调节

衍生微生物碳源

葡萄糖、果糖、乳糖、乙酸、挥发性

脂肪酸、乳酸、乙醇

葡萄糖、乳糖、半乳糖、乳酸、挥发

性脂肪酸、乙醇

葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、半乳糖、

甘露糖、果糖、乙酸、乳酸

葡萄糖、甘油、挥发性脂肪酸、甘油

甘油、挥发性脂肪酸、乙醇、1,3-丙

二醇

CO、CO2、H2、CH4

表表5　　真实有机废弃物的链延长转化研究案例

Table 5　　Case studies on chain elongation conversion of real organic waste

底物

食品废物提取液

食品废物

酸乳清提取液

木质纤维素

乙醇酒糟液

剩余污泥/废活性

污泥+乙醇

食品废物+

污水污泥

发酵体系类型

混合菌群；单阶段半连续

厌氧发酵；无外加电子供体

混合菌群；长期厌氧发酵；

无外加电子供体

混合菌群；温度分相开放

培养体系；无外加电子供体

混合菌群；连续厌氧发酵

混合菌群；单阶段厌氧发

酵；乙醇作为电子供体

混合菌群；批式与半连续

共发酵；无外加电子供体

主要结果

第2个运行周期己酸浓度为 4.8 g/L；存在乳酸驱动的链延长

49天时中链脂肪酸浓度达到 29886.10 mg COD/L，其中己酸为主要产物，最高达

到 28191.66 mg COD/L；存在 RBO和FAB两类链延长

实现 111 mmol C/L/d的中链羧酸生产速率，其中己酸生产速率为 81 mmol C/L/d

己酸、辛酸生产速率分别维持在 2.6±0.3 g/L/d和 0.27±0.04 g/L/d，该状态持续 214

天；存在链延长

10天后获得1889 mg/L己酸和3434 mg/L丁酸；存在链延长

在FW/SS=3:1条件下运行 90天，最高中链脂肪酸浓度为 10441.31 mg COD/L，己

酸占总产物的 60.28%；存在链延长

参考
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注：①表中案例多为天然或富集混合菌群，并非严格意义上的工程化RBO宿主，但其链延长核心通常由RBO循环介导，可作为工程

化RBO体系面向真实废弃物应用的参照。
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常难以直接利用［128］。为解决这一问题，菌群采取

分工协作策略：部分微生物将大分子降解为典型

的小分子链延长底物，再由链延长菌转化为中链

羧酸盐等链延长产物。这一方法论在Duber等人的

研究中得到体现：他们针对食品废物进行 173天的

开放培养发酵，分析微生物群落发现前期有多种

需 氧 菌 如 ： 干 酪 乳 酪 杆 菌 （Lacticaseibacillus 

casei）、凝结芽孢杆菌（Bacillus coagulans）、蜡状

葡糖杆菌（Gluconobacter cerinus）等负责分解复

杂组分，产生乳酸、乙酸等物质，随后产己酸菌

属（Caproiciproducens sp.）等链延长菌株利用这

些底物产生己酸［129］。事实上，类似研究中的微生

物群落分析结果均是如此，Battista等人对以食品

废物冷凝液为底物的链延长发酵进行群落分析后

得知卡氏假棒杆菌（Pseudoclavibacter caeni）等菌

能够利用不同糖类产生小分子有机酸，被 C. 

kluyveri等利用产生丁酸和己酸［130］。以废弃乳清、

酿造废水为代表的低聚体废弃物，富含糖类、甘

油、乙酸、乙醇、乳酸等链延长直接底物，但这

类废弃物的特性是酸醇浓度较高且成分动态变化。

传统链延长菌群具备多种缓冲机制，可通过群落

调节降低底物毒性，提升底物利用效率。Zhu等人

基于酿酒废水的链延长发酵研究也证实了这一点：

菌 群 结 构 随 发 酵 液 成 分 动 态 变 化 ， 其 中

Caproiciproducens sp. 等链延长功能菌始终占据主

导地位，而其他菌群的比例则相应调整，以维持

整体功能的稳定［131］。

上述研究表明功能互补机制在一定程度上缓

解了对复杂底物的利用障碍，也体现了天然链延

长菌群在开放培养条件下的底物适应性与群落鲁

棒性。然而，这种优势并不意味着复杂废弃物中

的碳流能够完全定向进入链延长产物。在真实有

机废弃物发酵中，碳流的分配并非仅由链延长反

应本身决定，还会受到产甲烷、产氢和其他竞争

性微生物代谢的显著影响。在开放或半开放的厌

氧菌群体系中，乙酸、H2、CO2等链延长所需的关

键中间体亦可被产甲烷菌利用，并以CH4和CO2等

气态产物形式逸散，使碳流偏离中链羧酸盐等目

标产物［119］；产氢过程虽然不直接导致碳原子流

失，但会造成还原力和电子供体的外排，间接削

弱链延长所需的还原力供给［132］。在面向复杂废弃

物的发酵应用时，仍需通过 PH控制、缩短水力停

留时间、接种物预处理、竞争菌群抑制、原位产

物萃取等策略，尽可能削弱竞争代谢过程，将更

多碳流和还原力导向链延长产物的合成［133， 134］。

将上述情景延伸至基于RBO途径的工程菌体

系，可以发现纯培养体系在对接有机废弃物时面

临的瓶颈在于复杂废弃物中常同时含有聚合物、

糖类、有机酸、醇类和抑制性组分，单一工程菌

株难以兼具广谱降解、底物耐受和高效链延长能

力。因此，面向复杂废弃物的RBO工程体系设计

不应仅局限于单菌的底物谱拓展，而应根据底物

复杂程度在预处理强化、单菌改造、合成共培养

之间进行分层选择。对于成分相对明确或经过预

处理的底物，可优先通过拓宽宿主底物利用能力、

增强有机酸醇耐受性以及提高RBO途径通量来构

建纯培养体系；而对于组成复杂、波动较大或含

有难降解组分的废弃物，则更适合借鉴天然链延

长菌群的功能分工逻辑，构建双菌或多菌的合成

共培养体系（Synthetic consortia）。在这一人工体

系中，上游菌株负责复杂底物的降解，将其转化

为下游菌株可利用的前体；下游菌株则执行链延

长功能，将前体转化为目标产物［135］。这种“上游

底物转化，下游碳链延长”的分工逻辑提示我们，

合成共培养体系的构建应重点关注界面代谢物匹

配、碳流与还原力定向分配、竞争代谢抑制以及

群落稳定性控制。通过合理选择上游底物转化菌

与下游链延长菌，并结合相应的辅助策略，合成

共培养体系有望在保持较高可控性的同时提升对

复杂废弃物的适应能力，成为连接纯培养工程菌

体系与开放混合菌群体系的重要过渡方案。

在上述设计逻辑下，已有的合成共培养研究

为工程化构建RBO共培养体系提供了不同层面的

参考。首先，共培养体系的构建能够显著提升整

体的产物合成能力。例如，一项关于E. coli合成 2-

甲基丁酸的研究表明，功能互补的双菌体系相较

于单菌体系而言可以显著提升目标产物的合成效

率，并缓解中间代谢产物的毒性积累［136］。另外一

项关于白藜芦醇（Resveratrol）的生产研究显示，

合成共培养体系的生产效率较单菌体系提高了 30

倍［137］。此外，共培养体系中各菌种的选择需要谨

慎考虑，为保障系统运行的长期稳定性，必须应
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对如外毒素及有毒副产物所引发的种间排斥

问题［138］。

同时，有机废弃物底物带来的恶劣环境对工

程菌的胁迫同样不容忽视［139］。为了应对环境胁

迫，将合成菌群进行固定化（Immobilization）处

理时提升系统稳定性的有效应对手段之一。例如，

Wang等利用玉米秸秆开发的细胞固定化载体表现

出了良好的生物相容性，细胞在该载体上能够持

续维持良好的产氢性能［140］；近年来，许多水凝胶

材料也被广泛用作微生物群落的固定化基质，在

废水处理、生物修复等恶劣工况条件下展现出应

用潜力［141］。

近年来，基于基因组尺度代谢网络的共培养

建模方法为复杂生物合成体系的理性构建提供了

新的工具。例如，Xue等人开发的CulECpy模型通

过整合化学计量约束与酶约束，可用于预测共培

养体系中的途径分配、瓶颈反应和初始接种比例，

并 已 在 樱 花 素 （Sakuranetin）、 姜 黄 素

（Curcumin）、迷迭香酸（Rosmarinic acid）、红景

天 苷 （Salidroside） 和 尸 胺 （Cadaverine） 等 非

RBO产物的共培养生产体系中显示出较好的预测

能力［142］。此外，OptCom、COMETS、MultiPlus

等模型也分别在多层级优化、动态通量平衡分析、

空间结构和菌间代谢互作模拟方面具有优势，可

为共培养体系中的菌种选择、代谢分工和菌间互

作关系分析提供理论参考［143-145］。需要指出的是，

虽然RBO途径驱动的链延长共培养体系已有实验

报道，如由产乙酸/乙醇菌与链延长菌组成的合成

共培养可实现 C4–C6羧酸和醇类的合成［146］，但

目前尚缺少 CulECpy、OptCom、COMETS或类似

模型直接用于RBO途径共培养体系构建并经湿实

验系统验证的公开案例。因此，这些模型在 RBO

共培养体系设计中的应用现阶段更应被视为一种

具有潜力的理论指导策略，其实际预测精度仍需

结合RBO关键酶动力学、还原力分配、菌间底物

交换和产物毒性等因素进行进一步验证。

4 总结与展望

与天然脂肪酸生物合成途径不同，RBO 途径

作为一类碳原子和能量经济性平台已经从天然链

延长微生物中发掘并广泛移植至模式宿主开展研

究。尽管RBO途径在异源重构和代谢优化层面已

经取得显著进展，但其从实验室工具迈向工业应

用平台仍面临诸多核心瓶颈（图 4）。本文系统梳

理了当前工程化 RBO 途径的代谢改造与优化策

略，同时以天然链延长菌群利用低值废弃物的成

功实践为启示，剖析了工程化RBO宿主适配真实

废弃底物时面临的障碍，并探讨了可行的解决

路径。

图图4　工程化RBO途径未来研究方向

Fig. 4　Future research directions of the engineered RBO pathway
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RBO 途径内部各酶促反应的通量不匹配，仍

是制约其整体代谢通量的核心因素，尽管正交诱

导表达系统的初步应用缓解了这一问题，但目前

学界对于如何精准调控RBO途径各步骤通量以最

大化途径总通量的认知仍较为有限。除RBO途径

内部的通量平衡问题以外，细胞层面的产物合成、

生物质合成、碳源供给、还原力供给四大模块之

间的动态协同匹配也需要开展更加深入的机制研

究［147， 148］。为应对上述问题，基因组规模代谢模型

（Genome-scale metabolic model， GEM）和机器学

习方法（Machine learning method）为RBO途径的

优化提供了新的技术路径：GEM可用于系统评估

RBO途径与宿主核心代谢之间的碳流、能量和还

原力分配，而机器学习方法则有助于从多维实验

数据中识别影响通量提升的关键酶组合和调控参

数，从而指导RBO途径内部通量平衡优化和与宿

主代谢网络的协同整合［149， 150］。

基于 RBO 途径合成的产物仍多局限于丁酸、

丁醇、己酸等常规中链化学品，而高价值衍生物

的产量（滴度）普遍偏低，其核心原因在于目前

已挖掘和表征的非天然产物特异性终止酶匮乏，

且酶催化活性与底物特异性不佳。针对这一瓶颈，

可 基 于 现 有 酶 资 源 ， 借 助 系 统 发 育 分 析

（Phylogenetic analysis）和 Blast序列比对挖掘、表

征更多新型终止酶，拓展工具酶的种类和数

量［151］。在获得候选酶的基础上，传统的理性与半

理性设计酶改造方法虽可用于提升酶性能，但耗

时费力、工作量大，且改造效果高度依赖于研究

者对酶结构与理化性质的认知水平。因此，利用

AlphaFold等蛋白质结构预测模型对现有酶进行结

构解析与改造辅助，有望以较低成本提升酶对目

标底物的选择性和催化活性［152］。同时，将高灵敏

度、高特异性的高通量筛选技术与酶工程相结合，

可进一步降低酶改造过程中的人力、物力与时间

成本［153］。

在底物利用方面，工程化RBO宿主可高效利

用的底物仍主要局限于葡萄糖、甘油等实验室模

式碳源，难以适配实际有机废弃物基质。针对这

一问题，一条可行路径是通过代谢工程改造结合

适应性实验室进化，使工程菌株逐步获得对废弃

物中典型链延长底物的利用能力和环境耐受性；

但该策略仍需要攻克复杂代谢调控网络重构和能

量供应效率不足等难题。另一条可行路径是借鉴

天然微生物群落在真实废弃物环境中通过空间分

隔、互惠共生和功能分工维持稳定代谢的特征，

构建具有明确功能分工的合成共培养体系，以增

强工程体系对复杂废弃物基质的转化能力［154， 155］。

然而，合成共培养体系仍面临诸多技术困境，包

括人工菌群比例的精准调控与稳态维持、中间代

谢产物的高效跨菌传递、毒性代谢产物的抑制缓

解、不同菌种间营养竞争的平衡等，这些因素均

制约了其实现类似天然菌群的空间和功能分化。

此外，现实废弃物基质通常难以实现无菌处理，

工程单菌或混菌体系的开放培养可行性以及对复

杂恶劣环境的长期耐受性，仍需更深入的研究

验证。

工程化RBO途径仍多依托质粒载体实现产物

合成，需要依赖昂贵的抗生素和诱导剂维持质粒

稳定性和目的基因的表达，此类工程菌株无法满

足工业化放大生产的要求。未来亟需开发无诱导

剂、无质粒的稳定表达系统，或将RBO途径关键

基因整合至宿主基因组，以适配工业化大规模生

产。已有研究通过CRISPR介导的多基因组整合构

建了无抗生素、无质粒的E. coli生产菌株，证明了

复杂异源途径染色体整合表达的可行性［156-159］。另

一方面，可结合组成型启动子文库、RBS/5′-UTR

优化、整合位点文库、基因拷贝数调节和CRISPR

干扰（CRISPR interference， CRISPRi）等策略，

对整合型RBO基因进行表达梯度重构，从而在不

使用外源诱导剂的条件下尽可能恢复甚至接近质

粒表达时的通量水平［160］。在此基础上，还需探索

并优化与和工程菌株适配的发酵工艺参数，最大

化工业生产效率。总体而言，工程化RBO途径的

未来研究核心，在于构建代谢可塑性强、底物谱

广、环境鲁棒性强的基因工程菌株，从而更好地

实现脂肪族类高价值衍生物高效、可持续的生物

合成。
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