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摘 要 生物丁醇是一种清洁的新型能源，已应用于与汽油调合，乙醇一柴油混合燃料的助溶剂等，成为替代石

油能源的新型燃料之一。文中阐述了利用丙酮丁醇梭菌(Clostridium acetobutylicum)发酵生产ABE(丙酮、丁

醇、乙醇)的生物合成途径、代谢途径中的关键酶及基因工程技术改造其基因的最新研究进展，分析了提高溶剂

产量和构建基因工程菌过程中存在的问题，井展望了未来的发展前景和研究方向。
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丁醇是重要的精细化工原料，也是新型的可再生

能源，有着十分广泛的用途。生物丁醇具有高能量、可

混合性、低挥发性、污染少等优点，可以取代乙醇作为

一种可再生的燃料添加剂[1]。现今丁醇生产主要依靠

化学法，需要消耗大量石油，但随着石油储量的减少和

价格持续上涨，加上石油化工造成的环境污染问题；另

外，生物乙醇和生物柴油等其它生物燃料自身也存在

许多不足，使生物丁醇展示了良好的发展前景比]。

作为发酵主要产物的丁醇，虽然比乙醇具有更光

明的发展前景，然而实际发酵过程中丁醇转化碳源的

产率要比乙醇低的多，因此限制了丁醇燃料的发展。

为了让ABE发酵在工业生产上较化学法生产更具有

竞争力，ABE发酵必须在短时间内达到较高产量。从

长远利益看，提高溶剂产量首要考虑的方法是改良菌

种，以达到提高ABE产量的目的[3]。随着代谢工程、

基因工程技术的迅速发展，丙酮丁醇梭菌基因组测序

研究的完成[4]，构建高转化率，遗传稳定的基因工程菌

成为研究热点，深入理解和分析丙酮丁醇发酵代谢途

径，为工程菌的构建和代谢调控提供理论依据。

1 丙酮丁醇的生物合成途径

丙酮丁醇发酵包括2个不同的时期：产酸期和产

溶剂期。产酸阶段，细胞处于指数生长期，主要产生

乙酸、丁酸、H：和CO：，有机酸的产生引起了发酵液

pH的下降；随着有机酸积累到一定阶段(pH达到

4．3)，发酵进入产溶剂期，此时细胞处于稳定期，产生

的乙酸和丁酸在这一阶段转变为ABE，随着发酵的

进行，丙酮丁醇梭菌开始衰老，活力下降，加上底物的
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消耗，溶剂的毒害作用，使菌体开始自溶或生成孢子，

发酵逐渐由微弱最终达到静止结束‘5|，具体代谢途径

见图1。

1一硫解酶(THL，thl)I 2、乙酰乙酰一coA：乙酸／丁酸：COA转移

酶(CoAT，“，A—B)；3一乙酰乙酸脱羧酶(AADC·adc)14—3‘

羟基丁酰一CoA脱氢酶(BHBD，hbd)；5一巴豆酸酶(CRO，crt)；6

一丁酰一CoA脱氢酶(BCD，bcd)；7一磷酸丁酰转移酶(PTB，

ptb)；8一丁酸激酶(BK．buk)；9一丁醛脱氢酶(BAD·aad)；10

一丁醇脱氢酶(BDH。bdhAB)，11一磷酸乙酰转移酶(PTA．

pta)’12一乙酸激酶(AK，ack)l 13一乙醛脱氢酶(ALDH，aad)

；14一乙醇脱氢酶(EDH，edh)

图1丙酮丁醇发酵代谢途径

ABE是丙酮丁醇代谢途径的终产物，整个代谢

途径有3个重要的中间代谢产物：乙酰一CoA、乙酰乙

酰一CoA和丁酰-CoA，这3个产物引起了有机酸和溶

剂的产生，对中间代谢产物的分析，有助于全面深刻

了解丁醇的生物合成。乙酰一CoA在辅酶A和丙酮

酸一铁氧化还原酶(PFOR)的存在下，由糖酵解的产物

丙酮酸生成；乙酰-CoA经过硫解酶(THL)的催化生

成乙酰乙酰一CoA，乙酰乙酰一CoA再经过3一羟基丁

  



魏一eo焱聪氯酶(BHBD)、悉鼙酸簿(CRO)、T魏一

CoA脱氢酶(黔D)催化进iili生成丁酝一CoA，这3个
串瓣捷落产糖经嗲代落途径夔分蹇淼，在产酸寝产溶

剂避罄串趣藩重要寝麓。

醛，簿脱氯麟鞣乙簿爨氢酶≤嚣转嚣)熬藉蓑簧撵潮。

丙酮≯酵梭麓DSM 792中，EDH由1个驻基缀成，

努子繁犬，j、隽莲4 kll，蠢基隧edh编秘。乙醇脱鬣黪

鬟鞍赢pH T不稳定，蕞逶pH巍7。8"--8，5。

2 雨鞭T簿发酵代谢途径串产漆裁瞬疑键酶 3 产褥醺丁酵嫠嚣王糕螫的槠建

弱裁，隧蓿嚣黼丁簿我滋主纂途餐详缎瓣懿逮巍

渫入酌研究，入靛发蠛喜睾多对溶剡产生具赣熬键作用

豹瓣，热z‘酸艺鼗襞羧酶≤AADC≥，T黪藤燕瓣

<黔转醚≥等，稳瘫予整个掩瓣途径涉及鼹产褥褥鬟多，

案凝少，因此对代谢途径中酶的研究变褥魄较困难。

Lee等授蕹萋溪趱寒剃分撵拇建7惫捶502个爱崖

秘479释代谢产耪翡代澍瓣络箝j，运蒋骞稠予磷究代

谢途径巾酶秘蛋巍懿特性及信髑，蒸巾丙粼丁醛援越

我港童瑟途柽渗爱裂瓣关缝酶圭螫毒袋下惩静。

2．1丙酮禽成巾豹关键酶

从乙醚愁酰一CoA催纯生成瓣酮购钱谢中，CoA

转移蘸≤＆A零>耧艺醚艺酸麓羧藤整撵藿熏要黪溪，

它们被认为艇诱导溶荆产擞的哭键酶嘲。渤A转移

麟啦建、§盈然缀成，结构兔程。＆，2亚基分乎爨因术

戆襻嚣雾，在嚣甏丁簿竣薏ATCC 824孛，囊蘧基分

子掇分捌为22．?ku猢23．7 ku讳j。ctfA、B分羽编

褥CoA转移酶g、8受蕊，宅霸裁舳Z操缎子熬一群

分。CoA转移黪蕤够啜牧发鼙禳裳产垒戆己酸嚣芋

激，以减少艺酸翻丁酸辩细胞的毒害槔用独3。乙躐葱

黢脱羧酶分子量330 ku，壶12个搁餍的篮鏊缓戚，每

个囊蒸努子薰海28 kd谳，乏鬟己簸虢羧錾镬德菱惑

荔黢生成谢酮和C02，嫩适pH为6．0。

叁震了醇裔菇索斡荚键酶

霭鬻了蘸栽鬟途径串，获T藏-CoA釜藏下葵，T

黻脱氢酶剩麟／醇脱戴酶(AAD)超着重簧作用。丁

醇麓氯酶分子量势82士2 k娃，蠡2个阏功酶<至穰珏》

缀成，势予赣舔舞42 k菇醚3，冀孛下簿鬟氢酶至在了

酵形成较低浓度时发挥作朋，醚／髀脱氢酶翱了醇脱

鏊臻嚣在丁静黪裁滚震鞍枣黠越拣藤，莽藏醛／醇聪

鬣臻蕤蓑韵始藩鬻熬移瘫，蘩了酵麓蒸酶嚣粼麓了酵

继续生成。下醇脱氢瓣王、珏势剐出bdhA翻bdhB

壤鼹，窀孵螃最逶pH都燕5．5￡2勰。醛／簿腿氯簿分

子鬣太枣蠹骖6瓣，赛藜嚣aad(魄箨adhE)缡翳，箕

瓤基酸序列岛大肠杆蒲醛／醇脱氮酶具有56％的同

潦蛙‘1鼬。

：．3瑟蒜禽残审豹蓑键蘸

乙醇代谢会成过獠中，从艺溅辅黪A生成乙酵，

蒜蓠鸯燕，丙溺了簿萋瓣王纛鏊煞褥究在鏊瓣竟

隆、定健、功能分析翻袭达调控方睡取褥了较抉进展。

冀串蠢荧王程蕊瓣稳罐在嚣灏彳醇梭蕊纛炎翳耪藩

主分嬲鞭褥了戚璃，妻妥裘残在鞭下2努甏：纂l，纛

耀基毽海效裘达翔基嚣敲除技术改造掰醚丁醇梭蓠；

繁2，将控籍溶热产垒辫代谢途径葶l入遗稼壤露旗熬

韵太黼耔蘸，在～定藏謦斑瘦燹夭赫秆蘸翡我落途

径，健大髓辖菌魏够产生菇黼、丁磐，为构建高产褥酮

≯棼鍪遴王蓬蘧爨禊了囊瓣葱黪。

3．1丙酮T醇梭蔼i毽甍魏襁建

邋强年来，涉及魏予澎戒、溶剂衬爨憔稳赫遗抗

镶等影瓣漆裁产燕瓣萋嚣蕊驽器究热点。其孛洛多

鏊送谶克隧并程瓣酮丁薛梭菡串离散表达，麴编褥

CoA转移酶豹蒸阻ctfA、B，编粥乙魏艺酸脱羧瓣憋

基嚣adc，缡玛T搭麓錾酶懿基躐bdh簿；舞羚，译多

耕究糟采用基烈敲徕方法，能编码乙虢、了羧寅藕关

键酶的糕因凌醚逡丙瞩、丁孵合成的基因失滔，嘏锯

囊垒蔽艺酸、了酸楚捷灌支豁或壤豫薅两甏、丁醚会

成的阻遥，如编确丁酸激酶(BUK)酌潺嚣6龉蠢、溶翔

抑豢j蒸嫒solR簿。黧今，遂赣纂因糍散表达H4j鞭基

嚣藏豫蒺缝泌。旗鹣逐蘧发爨，蕤鬟蒸因羔程稳建蔫

产丙醚丁酵精的研究弓i越了越来越多研究者的蔑注。

1990年代戳寒，隧着爵黼、T醇懿广趟应磁麓景

鼗势予堡餐学技零瓣爱曩，涛多鬻羚学誊嚣始辩霭鬻

丁醇梭菌进行糕网王程的研究。1993年，Mermel-

stein薄人秘7】梅建了1个惫鸯ace操擞子(adc，ctfA

纛afro瓣囊藏pFNK6，并藏羲转纯褥熬丁黪攘蓦

AT∽824，首次构建了丙酮丁游基糊工獠菌，该菌
株援：对照蘸株ABE的产量分别挺嵩7 9S菇，3≯簇纛

鼹籍，辫究裘囊了运篱鏊嚣王翟譬覆熊够鬟赛港裁产

爨。

巍戮究隧／麟麟鬣黪搓掰酮了酵辍黪枣静垒瓣撬

蓑，Nair等天￡驺3攥蔑毒aad鏊鬻翳黉粒pCAAD转

化不产丙酮和■拣的缺陷捌丙嗣丁拣梭菌M5(敞失

pSOLl屣黢>，缝聚萎承aad赫表达恢复?T蘸髓萋

藜≤BYDH)懿添奔，一定程囊羔捷赛了乏夔淼氯蘩

(ALDH)、T醇巍氯酶靼我醇脱氮酶的活性，王程菌

鎏墼錾篓楚整憋茎冀≤整蒌至戆蠢≥|童{琴
l

  



也恢复了产丁醇的能力，但并未产生丙酮，也未提高

乙醇产量，表明了醛／醇脱氧酶在丁酵形成中具有重

要俸翔。另终，Harris等mo在SolR缺失型丙酮丁醇

梭菌So／RH中克隆表达aad基因，构建了工程菌株

So／RH(pTAAD)，发酵后ABE产量分别达到8．2 g／

己、17．6 g／L、2。2 g／L，总溶剂达到28 g／L，ABE的浓

度有了较大的提高，但aad在野生菌中的表达并不

能提高溶剂产量，表盟溶剂抑制基蹬SolR失殛对

aad过鬣表达黻提高溶裁产量是必要的。Harris等

人[2叩将含有aad基因的质牧pTAAD转化丁酸激酶

缺陷囊菌株PJC4BK，构建的工程菌株PJC4BK

(pTAAD)发酵詹丁醇、丙酮的产量和对照菌株产量

基本一致，表明aad的表达并不影响丙酮、丁醇的产

量，值褥注意的燕2菌株发酵产生的丁醇都能达翔

17 g／L，远远超过了丁醇发酵的毒害限制13 g／I。，同

时乙醇的产量由原来的2．6 g／L提高到4．5 g／L，这

说暖丁酸激酶的失活能够提高溶荆产爨。

目前，溶剂抑制基因、热休克蛋白表达基因的研

究报道相对较少，但研究表明它们对溶剂的产生及其

菌蒋瓣生理特性都有重要影镌。Nair等人口玎通避同

源重组沉默了丙酮丁醇梭菌溶剂抑制基因SolR，构

建了基因工程菌SolRB和SolRH，2株工程菌产生

了较高浓度的ABE，其产量分别为8．王g／L，17．8 g／

L，1．0 g／L，总溶剂能够达到26．9 g／L，表明通过解

除抑制基因作用能够明显提高溶剂的产量。Tomas

等久【2粕祷建了携菊控裁热体尧蛋自翡groESL搡缎

子的质粒pGROEl，并转入丙酮丁醇梭菌ATCC 824

使groESL得到离效表达，构建了基因工程菌株

pGROEl，过量表达groESL撵高7辩醺、丁醇的产

量和细胞对丁醇的耐受性，同时该菌株细胞内代谢活

性周期的持续时间比对照菌株延长了2．5倍。

另外，孢子形成一定稷度主也畿影响溶荆的产

生[2引，Harris等人【2们通过将控制孢子形成的基因

spoOA在丙酮丁醇梭菌ATCC 824失活和高效表达，

分别构逵了SKOl和pMPSOA工程蘸株，结果裘骥

SK01纂本不产丙酮、丁醇，发酵后期细胞呈杆状，不

形成梭状孢子；麓pMPSOA产生较多的丁醇，并且

能够形成梭状孢予，说明spoOA是控镪溶剂产生和

孢子形成的一个转录调控因子。为了研究SpolIE在

控制溶剂产生和孢子形成的作用，Scotcher等人‘z5)

梅建了工程菌株pMSpo和pASspo，分剐高效裘达

SpolIE和降低SpoIIE的表达，结果姓示SpolIE过

量表达不能提高溶剂产量；糨反，SpolIE的下调使丙

118 2—009 V01．35 No—,2(Total 254)

酮、丁醇和乙醇的产爨分别提高了43％，110％和

225％，并且使孢子延期形成，形态也发生了改变，这

表明SpoIIE并不直接影响溶翔产生，僵它影响雍子

形成。

为了提搿发酵后丁醇／丙酮比率，使发酵利于向

着更其吸弓l力的产物了醇发展，Tummala等人口6】利

用反义RNA(asRNA)技术抑制编码CoA转移酶的

基因ctfB表达的同时，构建了禽有aad基因的质粒

pAADBl+转入丙酮了醇梭菌并高效表达，构建了基

因工程菌株pAADBl，发酵后结果显示，丁醇／丙酮

魄率4．89，比对照比攀1．83有了较大的提高，丁醇

的产量比对照菌株高2．8倍，乙醇的产量比对照菌株

高23倍，能够达到9．2 g／L，是迄今为止报道过最高

的乙簿产量。戴终，Ryan等人[27]研究也发现，在ptb

旃动子下aad的过量表达稚ctfAB的减麓调节，构

建的工程菌株824(pCASAAD)提高了丁醇产量，减

少了嚣酮生残，总溶翔达到30 g／L，同时也提高了

醇／丙酮的比率，但进～步研究发现thl的过量表达

和ctfAB的减量调节并没有引起溶剂产量和醇／丙

酮毖率的提高，j爹}戳瑟使丁醇产蹩缛到提嵩，必须运

用代谢调控手段提高丁酰一CoA，减少乙酰一CoA的积

累。总之，通过基因工程技术修饰丙酮丁醇合成的代

谢途径，更肖穰于我镅得到嘉产基鳇丁醇，提高生物

发酵法生产ABE的竞争力。

3．2大肠杆菌{Escherichia coli)工程菌的构建

近年来，入餐裂簿基因王程技术对大肠秆菌酶健

谢途径进行加工改造，构建的大肠杆菌工稷菌能够产

生丙酮、丁醇。Bermejo等人[28]构建了一个包含合成

丙酮懿操纵子cet4(adc，ctfAB秘thl)的爱越

pACT，并成功转化大肠杆菌，首次在大肠杆菌中构

建了产丙酮的工程菌，工程菌发酵后能够产生大约

2。32 g／L的丙酮。另外，Atsumi、Inui等秘钆3司分剐

克隆了丙酮丁醇梭菌中合成丁醇途径的关键基因

thl、hbd、crt、bcd-etfB-etfA、adhE，使其控制的硫鳃

酶、3一羟基了酰一CoA脱氢酶、巴驻酸酶、了魏～CoA脱

氢酶和醛／醇脱氢酶在大肠杆菌中成功表达，工程菌

发酵后分别产生1．03 g／L、1．18 g／L丁醇，结果表明

克隆丁醇合成中编码关键酶的基因，进一步在大肠杆

菌中进行表达，构建的大肠杆菌正程菌能够产生丁

醇。目前剩耀大肠扦蒴工程菌生产丁醇的产量虽然

不离，但这为产丙酮丁醇大肠杆菌的基因z程研究奠

定了良好的基础。在犬肠杆菌巾构建新的丁醇生产

系统，作为一静薪型生产丁酵的途径，必将成为今后

  



研究高产丁醇的发展方向之一。

4 问题和震望

发酵法生产ABE由予能够解决能源危机、可利

蕉再堡资源、黯环境友努等优熹，震承了其美好懿应

用前景。但在实际生产过稷中也存在蓠许多待戳解

决的难题，如原料价格高、蒲种溶剂产鬣低、产物分离

难等。嚣戴，舞对以主主要麓逮，奔撵商丁醇静产搴，

可从以下几个方筒考虑：l，选用能被菌株利用的廉价

原料，如木薯、甘罄等；对于难以被菌株利用的纤维质

嚣辩，如夺麦秸_秆、农监残余耪等器“32]，是霹再生资

源，它来源丰富，腻不与入争粮，可黻利用重组DNA

遗传技术构建能够利用纤维质的工程菌株，同时结合

酸稻酶畚舞蘸箍理技术，转变野维素淹糖类，获瓣减

少丙酮丁醇发酵对粮食的消耗，降低燕产成本。2。利

用基因工程和代谢工程技术，构建耐丁醇和高产附酮

丁醇基因工翟菌株，鳃除产耱对秀醺丁醇梭蓉的撺键

作用。3，针对发酵丙酮丁醇过程中产物分离回收难

韵问蹶，可采用气提法、液液浸提、渗透萃取等圆收技

术器”，一方蠢减少代漪产耪对菌饕的毒害律霜，另一

方面熊降低丙酮、丁醇分离成本。尽管目前丙酮T醇

基因工程菌的生产能力还没有达到预期的目标，但随

着基霹工程纛我谢工程懿不薮发震秘戎熬，基因工毳

茵将在生物法生产丙酮丁酵的工业化生产中发挥重

要豹体趣。相信狸不久的将来，剩用凝因工程鼓以可

再垒资潦势蘸辩生产丙醺、丁酵盛将愈传统静诧学法

提出强有力的挑战，成为运用生物技术生产重要化工

原料的重要途径志一。
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Progress in Crucial Enzymes and Gene Involved in Biobutanol Synthesis

He Jingchang，Zhang Zhengbo，Qiu Juanping

(College of Biological and Environmental Engineering，Zh《iang University of Technology，Hangzhou 310014，China)

ABSTRACT Biobutanol is a clean，new-style energy which can be substitute for gasoline。and widely ap—

plied to mixing with gasoline and used aS a co-solvent of ethanol—diesel blend fuel．This paper introduces the

latest research progress on biosynthetic pathway，crucial enzymes and gene modification during ABE fermen—

ration by Clostridiurn acetobutylicurn；also discussed the problems on increasing solvent yield and construc-

tion of engineering strains．Finally，the developing prospect and research direction were also predicted．

Key words biobutanol，new-style energy}biosynthesis pathway，gene engineering strain
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