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热纤梭菌在生物质能源开发中的合成生物学研究进展
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摘要：农林废弃物、能源植物、微藻等生物质是唯一同时具备“能源”和“物质”双重属性的可再生资源，在替

代不可再生的化石能源方面具有巨大的潜力。木质纤维素生物转化的核心之一在于高效生物催化剂的构建。热纤

梭菌是高效降解木质纤维素的嗜热厌氧菌，是多种木质纤维素生物转化策略的理想底盘菌株，在生物质能源开发

中具有重要价值。经过近二十年的研究和开发，针对热纤梭菌已经建立了多种遗传改造技术，并构建了可以生产

多种能源分子及化学品的热纤梭菌细胞工厂。本文首先介绍了热纤梭菌及其纤维素降解与利用特性，简述了热纤

梭菌的系统生物学研究和遗传改造工具开发的现状，随后重点回顾和总结了热纤梭菌在生产乙醇、丁醇、异丁

醇、氢气、乳酸、中/短链脂肪酸酯和可发酵糖等生物能源开发中的合成生物学研究进展。最后对热纤梭菌的合

成生物学发展方向进行了展望，并强调了合成生物学技术在未来生物质能源开发中的重要作用。
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Abstract: Biomass, including agricultural and forestry waste, energy plants, and microalgae, possesses both “energy” 

and “substance” properties, making it a promising renewable resource that can potentially replace fossil fuels. The 

efficient lignocellulose bioconversion relies on the development of effective biocatalysts. Clostridium thermocellum 

(also known as Ruminiclostridium thermocellum, Hungateiclostridium thermocellum, and Acetivibrio thermocellus) is a 

thermophilic anaerobic bacterium that can efficiently degrade lignocellulosic biomass. Over the past two decades, 
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extensive research and development have led to the potential of using C. thermocellum as a cell factory to produce 

various energy and chemicals from lignocellulose. C. thermocellum has been used to produce ethanol, butanol, 

isobutanol, hydrogen, lactic acid, medium/short-chain fatty acid esters, and fermentable sugars from lignocellulosic 

biomass. The degradation and utilization process of lignocellulosic biomass by C. thermocellum mainly involves 

substrate recognition and hydrolysis through the cellulosome, hydrolysate uptake through ABC transporters, and 

intracellular metabolism via atypical glycolytic pathways. C. thermocellum possesses dynamic regulation of 

cellulosome production adapting extracellular substrates, which enables the high capability of degrading various 

lignocellulosic substrates. The cellulosome consists of non-catalytic scaffoldins and multiple enzymatic subunits with 

distinct catalytic activities and has broad applications in synthetic biology as well as lignocellulose degradation. In 

addition to lignocellulose refinery, the thermophilic C. thermocellum also has great potential in synthetic biology 

research under high-temperature conditions. Several genetic manipulation tools have been developed for C. 

thermocellum, although greater challenges have been encountered compared to model organisms such as Escherichia 

coli. The genetic tools include homologous recombination technology, Thermotargetron technology, and CRISPR/Cas 

systems, which enable gene knockout, insertion, replacement, mutation, and expression regulation of target genes in the 

strain. C. thermocellum has been used as the whole-cell biocatalyst for lignocellulose bioconversion through 

consolidated bioprocessing (CBP) and consolidated bio-saccharification (CBS). CBS follows the concept of sugar 

platform construction and shows great potential in real-world applications. The synthetic biology research targeting the 

CBS strategy still requires future development. For example, we need to explore new genetic tools and thermophilic 

functional elements for C. thermocellum and improve the efficiency of gene editing. We need to strengthen research on 

the genetic, physiological, and metabolic aspects of C. thermocellum, and the molecular mechanisms underlying 

lignocellulose degradation. It is noteworthy that, as a strict anaerobe, C. thermocellum cannot be used as the chassis for 

catalyzing oxygen-involved reactions. Selecting suitable metabolic pathways and target products will be the focus in 

future developments of synthetic biology based on C. thermocellum. Therefore, we need to investigate additional target 

pathways and products for synthetic biology development. In recent years, automation methods and artificial 

intelligence (AI) technologies are being developed rapidly and have been applied in various synthetic biology research 

fields. Such technologies may also be employed to promote research on thermophilic and anaerobic microorganisms.
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农林废弃生物质作为全球公认的零碳可再生

能源，在我国能源转型和双碳战略中具有举足轻

重的作用。我国农林废弃生物质的产量巨大，目

前，通过化学转化、生物化学转化、电化学转化

和光化学转化等多种技术可以将生物质转化为电、

热、气、液体燃料、固体燃料等生物质能，但目

前生物质能源与化石能源相比仍很难具有经济竞

争力［1-2］。其中，生物化学转化技术具有条件温和、

能量需求小、排污少等优点，但是也存在转化效

率不高、周期较长、生物催化剂稳定性不足等

问题［2-4］。

木质纤维素是农林废弃生物质中的主要成分，

结构致密复杂，导致其难以被生物降解和转化。

因此，木质纤维素生物转化的核心之一在于高效

生物催化剂的创建。木质纤维素生物转化主要包

括原料预处理、纤维素酶生产、纤维素酶解糖化

和糖化液发酵等技术环节［5］。基于对这些过程的

不同程度的整合，研究者提出了不同的转化策略：

分步糖化发酵（SHF）、同步糖化发酵（SSF）、整

合生物加工（CBP）和整合生物糖化（CBS）［6］。

CBP策略由美国达特茅斯学院 Lee R. Lynd教授提

出，将纤维素酶的生产、纤维素酶解及可溶性糖

发酵等反应整合在一个反应器中进行，通过过程

的整合降低过程成本和污染的风险，得到了广泛

的关注［7-10］。自然界中的天然菌株中尚未发现能够

直接完成CBP策略所有步骤的菌株，而木质纤维素

的降解又是整个生物转化过程中最困难的一步，所

以 Lynd 认为热纤梭菌（Clostridium thermocellum）

等自然界中的高效降解木质纤维素的微生物是极

具潜力的 CBP候选菌株，通过改造它们有望实现

CBP策略［4， 11-12］。热纤梭菌是目前已知的自然界中

最高效的纤维素降解厌氧细菌之一［13］，它通过分

泌一种被称为纤维小体（cellulosome）的复杂多酶

复合体来降解木质纤维素中的多糖组分，降解效

率高于真菌分泌的游离纤维素酶系统［14-15］。同时，

热纤梭菌具有将糖代谢生成乙醇、氢气、有机酸

等能源化合物的代谢途径，但产量和产率较低，

因而Lynd研究组及其合作者对热纤梭菌进行了大

量的改造，期望将其构建成为CBP工程菌株［16-18］。

但另一方面，由于在一个微生物中同时整合产酶、

糖化和发酵的能力，存在微生物改造程度大、不

同步骤最佳条件不兼容等问题，CBP 工程菌株往

往只能在牺牲部分性能的条件下进行生产，同时

经过复杂的改造获得的一种菌株也只能生产特定

的产品，缺乏灵活性。为解决这些问题，本文作

者提出了CBS策略，将发酵步骤从CBP中剥离出

来，通过高效降解木质纤维素的细菌将纤维素和

半纤维素降解为可发酵糖，然后以可发酵糖作为

平台化合物与其他发酵技术对接。由于糖化和下

游产品发酵由不同的菌株完成，两类菌株可以分

别在其最优条件下进行工作，可生产的产品种类

也不再受到单一菌株的限制，因而将能生产多种

多样能源产品和化学品，具有更为灵活的应用前

景［4］。在 CBS策略中，需要生产较高浓度的可发

酵糖，而通常情况下纤维素降解菌的降解能力受

到产物糖的反馈抑制，因此需要对纤维素降解菌

进行改造，降低产物糖分子对其酶系统的反馈抑

制。热纤梭菌作为高效降解木质纤维素的菌株，

也是 CBS策略中极具潜力的底盘菌株。本文作者

通过对热纤梭菌的迭代改造，成功构建了具有良

好糖化性能的 CBS工程菌株，并实现了与下游多

种菌株的发酵偶联［19-21］。

近年来，合成生物学技术发展迅速，为提升

生物催化剂性能、构建细胞工厂进行生物能源炼

制提供了新的思路、方法和工具，已经成为生物

质能开发领域的研究热点［22］。热纤梭菌作为最有

潜力的CBP和CBS技术的底盘初始菌株，也存在

许多天然的不足之处，包括生物量低、无法有效

利用戊糖、纤维素降解产物对纤维小体存在反馈

抑制、终产物乙醇和有机酸对细胞有很大的毒性、

自身合成能源分子的产量较低等问题［18， 23-25］。因

此，要利用热纤梭菌实现生物质能源的高效生产，

需要应用合成生物学技术对其进行系统的改造，

构建以量产能源分子或可发酵糖为目标的高温生

物质炼制细胞工厂。热纤梭菌作为一种嗜热厌氧

的非模式微生物，其遗传操作相对困难。幸运的

是，经过数十年的研究，目前研究者已经针对热

纤梭菌建立了稳定的遗传转化技术和基因编辑技

术［4， 11-12］，也已开展了热纤梭菌生理特性、代谢途

径优化、底物谱拓展、能源产品衍生等领域的研

究，为热纤梭菌的合成生物学开发提供了基础，

但与成熟的工业模式微生物相比，热纤梭菌的合
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成生物学研究还在初始发展阶段，未来还有巨大

的发展潜力［18］。本文总结了热纤梭菌这一高温厌

氧菌在木质纤维素生物质降解中的独特生理特性，

及其纤维素底物识别、转运及利用的过程，简述

了热纤梭菌系统生物学研究和遗传操作技术的开

发，重点讨论了热纤梭菌在乙醇、丁醇、异丁醇、

氢气、乳酸、中/短链脂肪酸酯合成和糖平台中的

合成生物学应用，最后对热纤梭菌的合成生物学

开发进行了展望。

1 热纤梭菌简介

热纤梭菌是一种嗜热、严格厌氧的革兰氏阳

性细菌，在 45～65 ℃之间可以生长，最适生长温

度为 55～60 ℃，是目前最高效的纤维素降解细菌

之一，其降解效率比嗜中温的解纤维梭菌和极端

嗜热的热解纤维素菌高 10倍以上［26-27］，比产纤维

素酶的真菌高 2～4倍［14］。热纤梭菌最初分类为梭

菌属，但后续的研究发现其属于梭菌纲中不同于

梭菌属的一个分支，其拉丁名共经历了 3 次更

名，从 Clostridium thermocellum 依次被更改为

Ruminiclostridium thermocellum（热纤瘤胃梭菌）、

Hungateiclostridium thermocellum（热纤亨氏梭菌）

和Acetivibrio thermocellus（热纤醋弧菌）［28］。由于

Clostridium thermocellum的名称已被使用多年，目

前大多数文献仍然采用这一名称，因此本文也仍

然采用“热纤梭菌”这一中文译名。目前已有十

余株不同的热纤梭菌菌株基因组得到测序［29］，其

中 DSM 1313 和 ATCC 27405 是研究最多的热纤梭

菌菌株。DSM 1313菌株具有完整的基因组信息［30］

和高效可靠的遗传操作方法［31-32］，而 ATCC 27405

的遗传转化更加困难［33］，目前在代谢工程方面的

进展主要是以热纤梭菌DSM 1313菌株为主。热纤

梭菌可以利用 β-1，4和 β-1，3葡聚糖快速生长，但

是在以葡萄糖、果糖和山梨醇为底物时适应期较

长［29］。热纤梭菌的一个最大的特色是降解纤维素

的机制与真菌不同，真菌来源的纤维素酶以游离

形式独立起作用，热纤梭菌的纤维素酶则通过形

成超分子复合体即纤维小体来高效协同降解纤维

素，降解产物主要是可溶性的纤维寡糖，同时有

少量的葡萄糖。

2 热纤梭菌的纤维素降解与利用

热纤梭菌的木质纤维素降解与利用过程主要

包括三个步骤（图 1）：底物识别与降解，降解产

物的摄取，以及胞内代谢。首先，利用纤维小体

将纤维素底物降解为不同聚合度的可溶性纤维寡

糖；其次，通过 ABC 转运蛋白将其转运到胞内；

最后，通过非典型的糖酵解途径进行胞内糖

代谢。

2.1 热纤梭菌的木质纤维素降解

热纤梭菌通过具有复杂组装的纤维小体降解

木质纤维素。纤维小体是由无催化活性的脚架蛋

白亚基（scaffoldin）和具有不同催化活性的多种

酶亚基通过自组装形成的复合体（图 2）［34］。一级

脚架蛋白亚基通常包含多个串联的Ⅰ型粘连模块

（cohesin），可以和酶亚基上带有的Ⅰ型对接模块

（dockerin）形成非常强的非共价相互作用，从而

将多个酶串联组装在一起形成大复合体。不仅如

此，热纤梭菌中还含有二级脚架蛋白，上面包含

有串联的Ⅱ型粘连模块，而一级脚架蛋白上带有

的Ⅱ型对接模块可以结合于二级脚架蛋白，从而

使多个纤维小体串联起来形成整体分子量超大的

多纤维小体复合体。除此之外，部分脚架蛋白和

酶亚基上还带有纤维素结合模块 （cellulose-

binding module），可以增加纤维小体与底物的亲和

力从而促进纤维小体的活力［34］。部分脚架蛋白上

还带有一个细胞壁结合模块，可以将纤维小体挂

在细胞表面，这样纤维小体降解产生的寡糖可以

立即被细胞所吸收，减少产物反馈抑制和扩散损

失。纤维小体的这种组装架构，产生了酶-酶、酶-

底物和酶-细胞三个层面的协同作用，这些协同作

用是纤维小体高效降解纤维素的关键因素之一［35］。

纤维小体具有的这种模块化和自组装的特性，使

其除了用于木质纤维素降解转化之外，各类组装

模块在合成生物学中还具有广泛的应用［36］。

纤维小体除了具有高度复杂的自组装结构，

还具有高度的异质性和动态性，这也是纤维小体

高效降解纤维素的关键因素之一。热纤梭菌的纤

维小体酶亚基达 70多个，包括一系列的糖苷水解
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图图1　热纤梭菌对纤维素底物降解、可溶性糖转运及胞内糖代谢的过程

Fig. 1　The whole process of substrate degradation, sugar uptake, and cellular metabolism by C. thermocellum
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酶（glycoside hydrolase，GH）家族。根据催化底

物的不同，这些纤维小体酶可以分为纤维素酶、

木聚糖酶、甘露糖酶、几丁质酶和地衣酶等，其

中纤维素酶主要来源于 GH5、GH9、GH48 家族，

木聚糖酶主要来源于GH10、GH11家族［11］。目前，

热纤梭菌纤维小体中关键酶的生化功能都已得到

了解析［37-41］，不仅如此，这些关键酶的酶活性、结

合特性、底物特异性和水解产物都得到了在相同

条件下的系统比较［42］。Yuan等［43］还对热纤梭菌中

同时具有一个 β-1，4-内切葡聚糖酶和一个 β-1，4-木

聚糖酶催化结构域的双功能酶Cel5E进行了生化功

能与结构解析。以纤维素类的底物培养热纤梭菌

时，来源于GH48家族的Cel48S是纤维小体中含量

最大的酶。Cel48S 是一种外切葡聚糖酶，通过酶

切纤维素链还原端产生纤维二糖，对纤维素的降

解起到了重要作用。该酶基因的缺失导致热纤梭

菌对纤维素底物的降解速率降低 60%，证明

Cel48S在纤维小体中的重要性［44］。作者所在课题

组利用热纤梭菌无疤基因组编辑技术将表达的

Cel48S蛋白的催化结构域从纤维小体上释放出来，

从而直接从热纤梭菌的发酵液中纯化获得了天然

的可溶性 Cel48S催化结构域蛋白，并对其进行了

系统的活性表征［45］。结果表明Cel48S催化结构域

蛋白对微晶纤维素具有较高的降解活性，进一步

证明了Cel48S在纤维小体中的重要作用［45］。

目前的研究认为热纤梭菌纤维小体酶亚基与

脚架蛋白上不同的粘连模块的结合基本是随机的，

因而组装出的纤维小体所包含的酶组分及其位置

可能是千变万化的［35］。纤维小体亚基的各个模块

之间通过具有柔性的区域连接，因而组装后的纤

维小体的各个模块之间仍可进行一定程度的相对

运动，这使纤维小体可以随着降解过程中固体底

物的形貌变化而变化［46-47］。热纤梭菌具有感知不可

溶多糖底物类型，并动态调控纤维小体酶组分的

表达和分泌的自适应能力，这种底物适应能力是

热纤梭菌可以高效降解不同木质纤维素底物的关

键原因之一［48-51］。目前，热纤梭菌的底物自适应机

制研究已取得积极进展，以色列的研究者发现了

多对特殊的 σ/anti-σ因子可感应胞外底物类型，招

募 RNA 聚合酶启动特定纤维小体组分的基因表

达［50， 52-53］。本文作者所在课题组也和以色列研究

者合作对这些转录调控因子的机制进行了研究，

揭示了它们特殊的底物耦联调控机制［48， 54-55］。

2.2 热纤梭菌的糖转运

2009 年以色列研究者 Nataf 等［56］在热纤梭菌

基因组中发现了 5个转运蛋白基因簇，推测它们可

能负责纤维寡糖、葡萄糖和昆布二糖的转运，但

图图2　热纤梭菌纤维小体组装模式示意图

Fig. 2　Schematic representation of the assembly of cellulosome in C. thermocellum
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缺乏明确的功能验证实验。本文作者所在课题组

构建了 5个可能的寡糖转运蛋白基因簇的敲除和回

补突变株，通过生长表型实验表明转运蛋白B是唯

一的纤维寡糖转运蛋白，而转运蛋白 A 是唯一的

葡萄糖转运蛋白。此外，还鉴定到一个孤立的基

因 clo1313_2554是转运蛋白B基因簇中缺失的ATP

酶亚基基因，补全了这个唯一的纤维寡糖转运蛋

白的全部组分［17， 56］。在该研究中本文作者还发现

寡糖转运蛋白的敲除导致热纤梭菌纤维小体的表

达失去了底物耦联特性，表明寡糖的转运或代谢

也参与了纤维小体的底物耦联表达调控，但具体

的机制还有待研究。

2.3 热纤梭菌的胞内碳源代谢

与典型的 EMP途径相比，热纤梭菌的糖代谢

具有独有的特征，这些特征决定了代谢过程的热

力学驱动力［12， 23， 57-58］：①在 6- 磷酸果糖激酶

（Pfk）催化 6-磷酸果糖生成 1，6-二磷酸果糖的反应

中，使用焦磷酸（PPi）参与磷酸基团转移，而不

是ATP；②葡萄糖激酶（Glk）催化葡萄糖产生 6-

磷酸葡萄糖的反应使用 GTP 作为高能磷酸供体，

而不是ATP；③磷酸甘油酸激酶（Pgk）催化 1，3-

二磷酸甘油酸生成 3-磷酸甘油酸，这是无氧糖酵

解过程中第一次产生 ATP 的过程，这一过程也会

产生 GTP；④丙酮酸磷酸二激酶（Ppdk）或“苹

果酸分流器途径”催化磷酸烯醇式丙酮酸（PEP）

合成丙酮酸，而缺乏经典的丙酮酸激酶（Pyk）。

由丙酮酸磷酸二激酶和AMP参与催化磷酸烯醇式

丙酮酸生成丙酮酸的同时会产生ATP。苹果酸分流

器的作用是产生丙酮酸和GTP和NADPH。苹果酸

分流器途径生成的丙酮酸约占 33% 的代谢流［12］。

苹果酸分流器途径主要由 3个催化反应串联构成，

首先磷酸烯醇式丙酮酸经过磷酸烯醇式丙酮酸羧化

酶（Pepck）催化生成草酰乙酸（OAA）和 GTP，

草酰乙酸由苹果酸脱氢酶（Mdh）催化进一步生成

苹果酸（MA），苹果酸再经过苹果酸酶（Me）催

化最终形成丙酮酸。丙酮酸是重要的前体化合物，

通过以下 3条代谢途径进一步合成能源分子和化学

品，包括：通过乳酸脱氢酶（Ldh）催化生成乳

酸，通过丙酮酸甲酸裂解酶（Pfl）催化生成甲酸

和乙酰辅酶 A 以及通过丙酮酸铁氧还蛋白氧化还

原酶（Pfor）催化生成二氧化碳和乙酰辅酶A。其

中，生成的乙酰辅酶 A 作为重要的前体物质，可

以通过磷酸转乙酰酶（Pta）和乙酸激酶（Ack）催

化进一步生成乙酸和ATP，也可以通过乙醛脱氢酶

（Aldh）和乙醇脱氢酶（Adh）催化进一步生成乙

醇，还可以通过氨同化作用生成氨基酸。

除了胞内糖的利用，美国国家可再生能源实

验室Katherine J. Chou教授课题组Xiong等［59］发现

碳酸氢盐也可促进热纤梭菌的生长。他们利用 13C同

位素示踪、质谱和核磁共振方法详细研究了热纤梭

菌利用二氧化碳的途径，发现添加碳酸氢钠的细胞

生物量比不添加时提高了 40%（42.9 mmol/L vs. 

63.8 mmol/L），且碳回收率也相应提高（75.5%>

65.7%），研究还发现合成的甲酸是从碳酸氢钠而

来。热纤梭菌没有甲酸脱氢酶（FDH），但存在丙

酮酸甲酸裂解酶基因（pfl），pfl敲除菌株失去了利

用二氧化碳合成甲酸的能力，所以 PFL 可催化丙

酮酸生成甲酸，而丙酮酸是由丙酮酸：铁氧还蛋白

氧化还原酶（PFOR）催化完成的，而不是丙酮酸

代谢相关酶（如磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶、核酮

糖二磷酸羧化酶/加氧酶等）的作用。Xiong 等［59］

将 5个 PFOR编码基因单独敲除并检测丙酮酸的合

成，最后确定了 2个主要的 PFOR编码基因，最终

证实热纤梭菌利用 PFOR 和 PFL，PFOR 催化二氧

化碳得到丙酮酸，PFL 进一步催化丙酮酸生成甲

酸。这一研究说明热纤梭菌可以利用二氧化碳为

碳源，热纤梭菌在固碳中的潜在价值值得后续进

一步挖掘。

3 热纤梭菌的系统生物学研究

组学数据是合成生物学开发的重要基础，丰

富的组学数据既为合成生物学开发提供了各种功

能元件，也为合成生物学改造提供靶点和策略。

热纤梭菌的基因组最早于 2007年完成测序（菌株

ATCC 27405），在之后的十多年里，文献中报道了

大量从系统生物学角度进行的关于热纤梭菌的转

录组、蛋白质组、代谢组以及多组学结合和代谢

模型研究，部分代表性的重要研究见表1。
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3.1 基础组学研究

目前在NCBI的Genome数据库中已有 12个菌

株的基因组。除了菌株 ATCC27405，另一个重要

的能够有效进行遗传操作的菌株DSM 1313于 2011

年完成基因组测序［30］，为后来的代谢工程和合成

生物学研究奠定了基础。伴随着基因组测序的开

展，蛋白质组和转录组研究也几乎同时在不同的

研究组开展。2005 年，德国慕尼黑工业大学的

Zverlov 等［37］对菌株 ATCC27405 的基因组草图进

行了分析，发现热纤梭菌基因组中编码了至少 71

个纤维小体组分，其中 47个组分是之前的研究未

曾鉴定的新组分，他们对一株热纤梭菌的纤维小

体进行了蛋白质组鉴定，确定了含量最高的 13个

组分，包括3种之前未曾鉴定到过的组分。2007年，

美国橡树岭国家实验室的Brown等［60］首次报道建

立了有效的微阵列（microarray）方法用于热纤梭

菌ATCC27405的转录组研究。2015年美国佐治亚

大学的Chou等［66］利用转录组数据通过机器学习方

法对热纤梭菌的转录单元进行分析，预测了2590个

转录单元，其中 44% 具有多个基因，这一结果为

热纤梭菌基因转录调控和转录后调控研究提供了

基础。热纤梭菌的代谢组研究略微滞后，2014年美

国达特茅斯学院的Lynd课题组［65］首次报道了热纤

梭菌 DSM 1313 在高载量底物下的胞外代谢组分

表表1　　热纤梭菌的系统生物学研究中的部分代表性工作

Table 1　　Representative studies of systematic biology of C. thermocellum

热纤梭菌菌株

F7 (VKMB 2203)

ATCC 27405

ATCC 27405

ATCC 27405

DSM 1313

ATCC 27405

ATCC 27405

DSM 1313

ATCC 27405

DSM 1313突变株

ATCC 27405

DSM 1313

ATCC 27405

DSM1313 Δhpt ΔhydG 

Δldh Δpfl Δpta-ack

KJ335(整合了木糖利用

基因的工程菌株，

来自DSM 1313)

DSM 1313

DSM 1313

主要方法

蛋白质组

转录组

蛋白质组

构建代谢模型

基因组

转录组

转录组

代谢组

通过机器学习预测转录单元

转录组，蛋白质组

转录组，代谢组，蛋白质组

构建代谢模型

转录组，蛋白质组

转录组，代谢组

转录组

代谢流分析、构建动力学模型

构建代谢模型

研究内容、结果或结论

在热纤梭菌基因组草图中发现了超过 71个编码纤维小体蛋白

的基因；蛋白质组鉴定了纤维小体中含量较高的13个组分

建立了有效的微阵列方法用于热纤梭菌的转录组研究

多通过蛋白质组分析了热纤梭菌纤维小体的组分以及在纤维素

和二糖上生长时的变化

构建了基因组尺度代谢模型 iSR432，包含了577个反应

热纤梭菌DSM1313基因组测序结果

对比纤维素和纤维二糖稳态培养的基因表达对比分析。3189个

基因中检测到2846个，分析了底物依赖的基因表达变化

在稀酸预处理的杨树和柳枝稷上生长的不同时间（12 h和 37 h）

的热纤梭菌的基因转录

高纤维素载量（50～100 g/L）下的热纤梭菌胞外代谢产物分析

根据转录组数据，使用机器学习方法预测了 2590个转录单元，

44%有多基因

在热纤梭菌中敲除不同脚架蛋白后，检测热纤梭菌的各种基因

表达变化，揭示各种脚架蛋白的重要性以及与其他基因之间的耦

联关系

稀酸预处理的柳枝稷上生长的不同时间下三种组学的情况，分

析在降解过程中抑制物造成的代谢变化

建立基因组尺度代谢模型 iCth446，并在此基础上构建了核心代

谢动力学模型k-ctherm118

分析了纤维素附着细胞和游动细胞的基因表达和蛋白差异

分析了当时已知的产乙醇最高的菌株在不同 pH稳态培养下的

代谢物和基因表达变化

分析了木糖利用工程菌株的在木糖和纤维二糖上的转录组差

异，揭示了木糖的转运与代谢相关基因以及热纤梭菌趋化与运动

相关基因的表达变化

基于代谢流分析建立核心代谢动力学模型 k-ctherm138，鉴定了

限制乙醇生产的67种底物水平抑制机制

构建基因组尺度代谢模型 iCTH669，包含了 913 个代谢反应，

837种代谢物，669个基因，模型的可靠性得到巨大的提升

年份

2005

2007

2007

2010

2011

2011

2013

2014

2015

2016

2017

2017

2017

2018

2020

2022

2023

文献

[37]

[60]

[61]

[62]

[30]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]
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析， 2020 年美国橡树岭国家实验室的 Jacobson

等［57］首次报道了热纤梭菌的代谢流研究。

3.2 野生菌株的比较组学研究

热纤梭菌纤维小体的表达与底物密切相关，

同时其底物降解性能以及发酵性能和底物或代谢

产物的抑制相关，因此通过比较分析不同条件下

的组学数据，可以深入理解热纤梭菌的底物降解

机制与调控机制，揭示可能导致性能下降的关键

瓶颈因素，为热纤梭菌的改造和应用工艺开发提

供基础。2007 年加拿大康考迪亚大学的 Glod 和

Martin［61］对热纤梭菌ATCC 27405在纤维二糖和纤

维素上生长产生的纤维小体组分进行了定量蛋白

质组分析，共检测到了 41个纤维小体蛋白，并发

现纤维素外切酶和 GH9家族的内切酶在纤维素上

的丰度显著增加，GH5家族的内切酶和半纤维素

酶的丰度则显著降低。2011年，美国威斯康星大

学麦迪逊分校的 Fox课题组［63］研究了分别以纤维

素和纤维二糖为底物稳态培养时热纤梭菌的转录

组，在 3189个基因中检测到 2846个，分析了底物

依赖的基因表达变化。2017年，美国橡树岭国家

实验室的 Poudel等［68］报道了热纤梭菌在稀酸预处

理的柳枝稷上生长的不同时间下，转录组、蛋白

质组和代谢组三种组学的情况，分析了在底物降

解过程中抑制物造成的代谢变化。对热纤梭菌的

比较组学研究最多的是不同底物条件下的研

究［61， 63， 68， 75-79］，其他还有不同生长阶段［64， 80-81］、

是否存在抑制物［82-85］、不同细胞状态［70， 86］下的各

种比较组学研究。这些比较组学研究加深了对热

纤梭菌的纤维小体表达和代谢调控的理解，解决

底物降解和产物生成过程中的关键瓶颈，为热纤

梭菌的改造和应用工艺开发提供了基础。

3.3 突变株或工程菌株的组学研究

除了野生型菌株的组学研究，人们还通过定

向进化筛选或遗传改造获得了许多具有不同性能

的突变菌株，对这些菌株的组学研究揭示了热纤

梭菌突变株表型的分子机制。美国田纳西大学和

橡树岭国家实验室的研究人员曾分离获得一株可

以耐受杨树水解液的热纤梭菌突变菌株［87］，他们

对该菌株和野生型菌株进行了转录组分析和比较，

发现耐受性的提升主要得益于非关键基因的下调

和能量生产基因的上调，而不是来源于针对特定

水解物产生的耐受性［88］。美国国家可再生能源实

验室的研究人员构建了热纤梭菌的多种纤维小体

脚架蛋白敲除突变株，通过转录组和蛋白质组分

析了纤维小体及其他基因表达的变化情况，发现

了许多与纤维小体不直接关联的基因表达的变化，

揭示了纤维小体与热纤梭菌生理代谢之间复杂的

耦联调控关系［67］。美国橡树岭国家实验室的研究

人员对当时文献中报道的产乙醇最高的菌株

LL 1210进行了转录组和代谢组研究，分析了在不

同 pH稳态培养下的代谢物和基因表达变化，为进

一步菌株改良提供了新的靶点［71］。美国国家可再

生能源实验室的研究人员构建了一株可利用木糖

的热纤梭菌工程菌株KJC 355［23］，随后分析了该菌

株在木糖和纤维二糖作为碳源时的转录组差异，

揭示了木糖的转运与代谢相关基因以及热纤梭菌

趋化与运动相关基因的表达变化［72］。这些基于突

变株的比较组学研究，揭示了热纤梭菌中复杂的

基因调控网络，也为进一步的菌株迭代开发提供

了新的方向。

3.4 代谢模型研究

基于约束的基因组尺度代谢模型包含了一个

生物体的所有代谢反应，并具有物质和电荷的平

衡。通过建立这一模型，可以实现对生物体在特

定条件下代谢行为的预测，并通过一些分析方法

揭示实现特定目标（如生物量）最大化的关键点。

2010年，美国弗吉尼亚联邦大学的Fong课题组［62］

就首次建立了热纤梭菌的基因组尺度代谢模型

iSR432，包含了 577个代谢反应、525种胞内代谢

物、432个基因，并利用这一模型对基因组中的 27

个基因重新进行了注释，鉴定了需要进一步研究

的代谢反应，预测了单个基因删除和条件变化导

致的代谢表型和对乙醇生产的影响。之后，随着

对热纤梭菌生理代谢研究的逐渐深入以及各类组

学数据的积累，热纤梭菌的全基因组代谢模型被

不断更新［69， 89-91］，最近的一个是 2023 年 5 月发表

的 iCTH669，包含了 913个代谢反应、837种代谢
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物、 669 个基因，模型的可靠性得到了巨大的

提升［74］。

上述的基因组尺度代谢模型为稳态模型，除

此之外也有研究基于代谢流分析为热纤梭菌建立

代谢的动力学模型。2017年宾夕法尼亚州立大学

的研究者在建立基因组尺度代谢模型 iCth446的基

础上，构建了热纤梭菌中心代谢的核心代谢动力

学模型 k-ctherm118［69］，该模型包含了 118 个反应

和 93种代谢物。2022年研究者进一步利用代谢流

分析数据和突变体代谢分析数据，构建了包含 138

个代谢反应的核心代谢动力学模型 k-ctherm138，

并利用这一模型鉴定了限制乙醇生产的 67种底物

水平抑制机制，为后续代谢工程改造提供了新的

靶点和路线［73］。

4 遗传工具开发

微生物的遗传改造技术是合成生物学开发的

基础。热纤梭菌作为嗜热、严格厌氧的革兰氏阳

性细菌，其遗传操作相对于大肠杆菌等模式生物

来说更加困难。经过近二十年的发展，目前已报

道的可用于热纤梭菌的遗传操作技术包括同源重

组技术、Thermotargetron 技术、基于 CRISPR/Cas

系统介导的基因编辑技术等，可以实现靶基因的

敲除、插入、替换、突变、表达调控等各种分子

操作［31， 92-94］。

4.1 转化技术与筛选标记

外源遗传物质向细胞内的导入是实现遗传改

造的前提，热纤梭菌的细胞壁较厚，常规的电转

化难以获得成功。美国达特茅斯学院 Lee R. Lynd

教授课题组 2004年首次报道了热纤梭菌的电转化

技术，其核心之一是使用他们实验室自制的电转

化仪，这导致在相当长时间里世界上仅有Lynd一

个课题组能够实现热纤梭菌的遗传改造。为了克

服这一技术垄断问题，本文研究组［35］也自主研发

了高效电转化仪，与传统电转仪相比具有可高度

定制化的脉冲波形、能量、次数和间隔时间，可

以针对微生物的细胞壁特征进行精确的脉冲设置

与优化，并于 2013年实现了热纤梭菌的遗传转化。

除了电转化设备，还有多种因素会影响转化效率。

Guss等［95］报道了质粒的Dam、Dcm甲基化修饰与

转化效率有关，因而适当的甲基化修饰可以提升

转化的成功率。有效的筛选标记是进行异源表达

和基因组编辑的必要条件，目前已报道的可以在

热纤梭菌中使用的筛选标记有甲砜霉素、尿嘧

啶合成途径关键基因 pyrF、反向筛选标记 hpt 和

tdk［31， 96-97］。

4.2 基于同源重组的基因组编辑技术

同源重组技术是一种经典的遗传操作技术，

通过设计同源区域并与筛选标记联用，可以实现

在基因组上对靶基因的无痕点突变、精准插入、

删除等基因编辑操作（图 3）。2010年，美国麦斯

科玛公司Tripathi等［31］首次报道了在热纤梭菌中基

于尿嘧啶营养缺陷型（ΔpyrF）的同源重组基因敲

除方法，成功敲除了热纤梭菌磷酸转乙酰基酶基

因（phosphotransacetylase，Pta）。美国麦斯科玛公

司 Argyros 等［97］使用同源重组方法敲除了热纤梭

菌磷酸转乙酰基酶基因（Pta）、乳酸脱氢酶基因

（lactate dehydrogenase，Ldh）和 cel48S基因。本课

题组张杰等［96］首先通过同源重组技术实现了热纤

梭菌DSM1313菌株 pyrF基因的敲除，获得了重要

的营养缺陷性底盘细胞ΔpyrF突变株，在此基础上

基于等位基因耦联交换（allele-coupled exchange，

ACE）策略实现了基因组无疤编辑，成功使用该

技术在基因组特定位点插入外源基因。这一无疤

同源重组技术在本文课题组的后续研究中多次使

用，证明该技术可以实现基因组的精准编辑［17， 45］，

为热纤梭菌的分子机制研究与合成生物学开发奠

定了基础。

4.3 Thermotargetron 系统

Ⅱ型内含子是一类具有酶催化功能的内含子，

当其转录成RNA后会通过自我剪接与内含子编码

蛋白形成复合体，将内含子RNA插入到宿主染色

体的特定位点，经过反转录，实现在目的基因内

部 插 入 一 段 DNA 序 列 ， 使 目 的 基 因 失 活 。

Targetron系统正是基于Ⅱ型内含子的这种“归巢”

原理实现的基因失活方法［98-101］。Targetron 系统具
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有操作简单、效率高等优点，已应用于基础研究

和工程菌株的改造［102］，然而，目前的Targetron系

统都是利用嗜中温（37～42 ℃）微生物来源的Ⅱ
型内含子元件构建的，不能在嗜热微生物中应用。
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本文课题组通过与美国得克萨斯大学奥斯汀分校

Alan M. Lambowitz院士课题组合作，利用嗜热蓝

细菌（Thermosynechococcus elongatus BP-1）来源

的Ⅱ型内含子，成功构建了嗜热 Targetron 靶向基

因失活系统（称为Thermotargetron）（图 3），基因

打靶效率达到 67%～100%［92］。Thermotargetron 可

以同时失活一个多顺反子上的多个基因，且具有

实现无痕基因敲除的潜力［35， 103］。Thermotargetron

技术也存在一定的不足，如小于 400 bp 的基因序

列在设计时可能难以找到合适的插入位点，且内

含子可能会插入宿主基因组的非靶标基因，需要

通过Southern blot方法筛选出单插入菌株［35］。

4.4 CRISPR/Cas 基因组编辑系统

CRISPR/Cas系统是原核生物抵抗外源遗传物

质入侵的一种免疫系统。CRISPR/Cas 系统中的

Cas蛋白可以精准定位在靶标序列进行DNA剪切，

而宿主则启动DNA修复系统促进同源重组，因此

利用这一机制可以提高同源重组筛选阳性重组菌

图图3　热纤梭菌遗传改造技术

（EBS1，EBS12，IBS1和 IBS2为DNA识别序列；SpeI，BsiWI为酶切位点；cat为氯霉素乙酰转移酶基因，是氯霉素和甲砜霉素的抗性基

因；tdk是用于FUDR反向筛选选择的标记；hpt是用于 8AZH反向筛选的标记；HR-up是目的基因上游序列；HR-down是目的基因下游序

列；HR-short是目的基因上游或下游序列；int是部分目的基因）

Fig. 3　Genetic modification technology of C. thermocellum

(EBS1, EBS12, IBS1and IBS2 are DNA recognition sequences; SpeI, BsiWI are restriction cleavage sites; cat is the resistance gene to 

chloramphenicol and thiamphenicol; tdk is the marker used for counterselection with FUDR; hpt is the marker used for counterselection with 8AZH; 

HR-up is the upstream sequence of target gene; HR-down is the downstream sequence of target gene; HR-short is the upstream or downstream 

sequence of target gene; int is partial sequence of target gene.)
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株的效率，进而提高基因组编辑效率［104］。

热纤梭菌中存在已知 6 类 CRISPR/Cas 系统中

的 I-B型系统［105-108］，其PAM序列已经解析［107］，而

且热纤梭菌的 I-B型复合物已经完成了体外重构和

表征［109］。在此基础上，科罗拉多大学 Carrie A. 

Eckert教授课题组的Walker等建立了内源 I-B型和

外源Ⅱ型CRISPR/Cas基因组编辑系统，但是这两

种系统都受限制于同源重组效率。为了突破热纤

梭菌同源重组效率低这一瓶颈，Walker等［93］从喜

温嗜酸硫杆菌（Acidithiobacillus caldus）筛选到耐

热重组酶 exo/beta同系物 Redα 和 Redβ，并在热纤

梭菌中进行表达，发现内源 I-B 型 CRISPR/Cas 系

统的基因编辑效率从 40% 提高到 70%，外源Ⅱ型

GeoCas9 系统的基因编辑效率从 12.5% 提高到

94%，然而该技术所需周期仍较长，不具有明显优

势。荷兰瓦赫宁根大学Ganguly等［94］进一步开发了

可用于热纤梭菌基因表达调控的CRISPRi系统，实

现了乳酸脱氢酶（Ldh）和磷酸转乙酰酶（Pta）的表

达下调，降低了乳酸和乙酸的产量。然而，CRISPRi

系统的稳定性是一个亟待解决的问题［110-111］。

5 基于热纤梭菌的生物能源炼制细胞工
厂构建

5.1 纤维素乙醇

生物燃料乙醇具有绿色清洁和可再生的特性，

可作为石化能源替代品和燃油增氧剂，具有减少

对环境的污染和碳排放优势，已经成为我国大力

发展的战略性新兴产业之一。第一代生物燃料乙

醇以粮食来源的淀粉糖为原料生产，存在“与人

争粮”的问题。第二代生物燃料乙醇以木质纤维

素农林废弃物为原料，因此，发展纤维素乙醇是

解决粮食安全问题、能源安全问题的重要途径。

通过生命周期分析可知，纤维素乙醇替代汽油

可以使全生命周期温室气体减排最高达到 115%，

远高于粮食乙醇（19%～48%减排量）［112］，从长远

发展来看，发展二代生物燃料乙醇更加符合我国

“双碳”战略需求［113］。

热纤梭菌不仅能够高效降解纤维素，还具有

产乙醇的能力［114］。然而，野生型热纤梭菌的乙醇

滴度低于 15 g/L，产率只有理论最大值（1 mol己

糖产生 2 mol 乙醇）的 30%，在 10 g/L 乙醇存在

下，热纤梭菌的生长受到抑制，20 g/L的乙醇存在

时，热纤梭菌不能生长［25］。乙醇生产需要达到至

少 40 g/L 滴度和 90% 的理论最大值才有工业应用

的可能［115］。热纤梭菌代谢的天然产物除了乙醇还

包括乙酸、乳酸、甲酸、氢气、氨基酸（主要是

缬氨酸和丙氨酸）和其他产物（包括丙酮酸、苹

果酸盐、富马酸盐和异丁醇），这些副产物的产生

会对乙醇产量和产率造成影响。

为了解决以上问题，科研人员开展了大量代

谢工程和合成生物学研究，提升热纤梭菌的乙醇

产量和产率，包括：去除副产物竞争途径、调节

还原力供给、增加异源途径、提升菌株耐受性。

例如，美国麦斯科玛公司Tripathi等［31］通过敲除磷

酸转乙酰酶基因（pta）减少乙酸合成，美国麦斯

科玛公司 Argyros 等［97］通过敲除乳酸脱氢酶基因

（ldh）去除乳酸合成，美国橡树岭国家实验室

Rydzak 等［116］通过敲除丙酮酸甲酸裂解酶基因

（pfl）消除甲酸，这些工作都是通过减少热纤梭菌

副产物的产生，提高乙醇的合成能力。美国达特

茅斯学院Deng等［58］通过引入外源丙酮酸激酶，强

化了丙酮酸合成途径，美国橡树岭国家实验室

Rydzak 等［117］ 通过敲除谷氨酰胺合成酶基因

（glnA），减轻了氨基酸外泌，这些研究都不同程度

提高了乙醇的产量。还原力供给是乙醇合成的重

要因素，通过敲除氢化酶基因（hydG）、高浓度氢

气抑制氢化酶活性或过表达铁氧还蛋白：NAD+氧

化还原酶基因（Rnf）以提高热纤梭菌中的还原力

供给［118-120］，可以提高乙醇的产量。另外，通过引

入外源乙醇脱氢酶或者通过突变改变热纤梭菌乙

醇脱氢酶的辅因子，也能有效提高乙醇的合成

能力［118， 121］。

不仅如此，实验室适应性进化也被证明是提

高菌株的耐受性和乙醇产量的有效手段［97， 122-123］。

在高固体底物含量时，乙醇产率往往降低，可能

是热纤梭菌对产物或者其他抑制物的耐受程度较

低造成的。目前热纤梭菌的一些突变株在 40 g/L的

乙醇中稳定生长［25， 124］，甚至可在高达 80 g/L的乙

醇中存活［124］。然而，高耐受乙醇的菌株乙醇产量

通常很低。可见，乙醇耐受性成为利用热纤梭菌
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为生物催化剂生产 CBP 乙醇的重要生物学壁垒。

除了乙醇，预处理衍生物以及菌株代谢产物也可

能 产 生 抑 制 作 用 。 美 国 佐 治 亚 大 学 Janet 

Westpheling教授课题组Kim等［125］发现外源添加亚

精胺可以增强热纤梭菌DSM 1313对呋喃和醋酸的

耐受性，过表达内源性亚精胺合成酶可以在不添

加亚精胺的情况下增加菌株对呋喃和醋酸的耐受

性，乙醇产量提高1.2倍。

热纤梭菌虽然可以降解生物质中的半纤维素

（占生物质含量的 30% 左右），但不能利用木糖为

碳源生长，导致生物质的糖利用率不高。通过引

入外源基因增加热纤梭菌对半纤维素中戊糖的利

用从而提高乙醇产量的研究也取得了一些研究进展。

美国国家可再生能源实验室Xiong等［23］将来自嗜热

厌氧乙醇杆菌（Thermoanaerobacter ethanolicus）

的木糖异构酶基因（xylA）和木酮糖激酶基因

（xylB）导入热纤梭菌DSM1313，实现了该热纤梭

菌对木糖和聚合度为 2～7的低聚木糖的同步利用。

研究发现该菌株具有同步利用木糖、葡萄糖、纤

维二糖和纤维素碳源的能力，而且没有出现碳代

谢阻遏现象，该菌同时利用木糖和纤维素时，H2

和乙醇的产量是单独利用纤维素时的 2倍。除了引

入戊糖代谢途径之外，另一种增强对半纤维素降

解产物戊糖利用的方法是与其他能利用戊糖的厌

氧高温菌共培养，进而提高乙醇产量。嗜热厌氧

杆菌可发酵半纤维素和木聚糖，还能发酵纤维二

糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳糖和阿拉伯糖

等，可以产生 70 g/L的乙醇［126］。因此，如何利用

嗜热厌氧杆菌的优势进一步增强热纤梭菌的乙醇

产量和突破耐受极限，是非常值得研究的方向。

美国麦斯科玛公司的 Argyros 等［97］率先将嗜热厌

氧杆菌与热纤梭菌共培养，通过同时阻断热纤梭

菌和热厌氧杆菌的乳酸和乙酸合成途径，并进行

了 2000 h 的菌株实验室适应性进化，使用进化后

的热纤梭菌和热厌氧杆菌共培养发酵 92 g/L的纤维

素，在 146 h内产生了 38 g/L的乙醇，达到理论最

大值的 80%，而且超越了热纤梭菌耐受乙醇的极

限。这些研究表明，热纤梭菌与半纤维素发酵菌

株共培养可以提高底物利用率、增加乙醇产量，

这种分工合作的共培养模式为提高生物质炼制效

率提供了新的研究方向［127］。

实验室适应性进化研究发现，尽管可以获得

高乙醇耐受的热纤梭菌菌株，但其在乙醇产率上

并没有优势，这说明热纤梭菌乙醇滴度的提高存

在其他的代谢瓶颈。具有高度正向驱动糖酵解途

径的细菌，如大肠杆菌、热厌氧杆菌、运动发酵

单胞菌（Zymomonas mobilis）和酿酒酵母，具有

较高的乙醇滴度（分别为 40 g/L、70 g/L、86 g/L

和 94.8 g/L）［126， 128-130］。美国威斯康星大学麦迪逊分

校Daniel Amador-Noguez教授课题组与合作者的研

究发现，热纤梭菌糖酵解的热力学驱动力极小，

通过简单的酶过表达来增加糖酵解通量和乙醇产

量的代谢干预是无效的，因此纤维素降解菌中有

限的糖酵解驱动力可能是其乙醇合成能力低的主

要原因［57， 131］。美国宾夕法尼亚州立大学帕克分校

Costas D. Maranas 教授课题组 Foster 等［73］分析了

热纤梭菌以纤维二糖为底物的细胞内代谢通量，

并构建了核心代谢的动力学模型，评估了酶的调

控对乙醇产量的影响，研究发现了代谢网络中存

在的67种可能限制乙醇生产的底物水平抑制机制。

综上所述，采用 CBP策略以热纤梭菌作为底

盘细胞直接降解纤维素制备乙醇的研究已经有近

20 年的历史，虽然经过了大量的代谢工程改造，

但是离可以实际生产和应用仍有相当远的距离。

其中的一个原因是 CBP策略只使用一种菌株，而

在产酶、糖化和乙醇发酵这一全链条过程中的每

个步骤对菌株的生理代谢要求可能存在一定的矛

盾，这是CBP策略的固有缺陷。针对CBP策略的

这种内在缺陷，本文作者实验室提出了CBS策略，

从理论上解除乙醇发酵对产酶与糖化的限制，因

而可能具有更接近实际应用的潜力，初步试验表

明，CBS 技术获得的可发酵糖可以用于酿酒酵母

的乙醇发酵，因而有望突破热纤梭菌通过 CBP策

略所能达到的最高乙醇滴度，从而推动纤维素乙

醇的工业化实现。

5.2 生物丁醇、异丁醇

丁醇是四碳醇，具有高燃烧性能、低挥发性

和低腐蚀性，而且无需改性或者与汽油混合便可

以直接用作燃料。到目前为止，关于高温菌产丁

醇的报道较少，可用于构建热纤梭菌产丁醇的工
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程菌的酶基因有限［132-133］。美国达特茅斯学院 Lee 

R. Lynd 教授课题组的 Tian 等［134］通过在热纤梭菌

中引入其他细菌丁醇合成途径的酶，使得改造后

的热纤梭菌可以产生 88 mg/L的丁醇，之后将关键

途径酶进行蛋白质工程优化，丁醇滴度提高了

2.2倍，最后通过添加适量乙醇到培养基中，最终

获得了 357 mg/L的丁醇。热纤梭菌野生菌可以耐

受5 g/L的丁醇，经过耐受适应后，可以耐受15 g/L

丁醇［135］。然而，改造后热纤梭菌的丁醇滴度很

低，推测改造后热纤梭菌丁醇滴度低的原因可能

是乙酰辅酶A到乙酰乙酰辅酶A的这一限速步骤，

另一个原因可能是乙醇的产生对还原力NADPH的

竞争性消耗［134］。

除了基于 CBP策略对热纤梭菌进行复杂的代

谢工程改造，利用热纤梭菌与产丁醇菌的两段式

发酵也是一种方便可行的方法，可以用于生物质

生产丁醇［6， 136］。东京农工大学 Shunichi Nakayama

课题组 Kiyoshi等［137］将热纤梭菌 NBRC 103400和

产丁醇梭菌（Clostridium saccharoperbutylacetonicum 

N1-4，30 ℃培养）进行两段式发酵，降解 40 g/L

碱预处理后的稻秆，获得 5.5 g/L的丁醇，额外添

加100 U/g生物质的纤维素酶，可将丁醇滴度提高到

6.9 g/L。浙江大学闻志强等［138］将热纤梭菌 ATCC 

27405 （60 ℃ 培养） 与拜氏梭菌（Clostridium 

beijerinckii NCIMB 8052，37 ℃培养）进行两段式

发酵，先接种热纤梭菌降解 90 g/L碱预处理的玉米

芯，发酵 1～5 d产糖后，降温到 37 ℃再接入拜氏

梭菌进行产物发酵，这种两段式发酵获得了总量

为 19.9 g/L的丙酮、乙醇和丁醇，其中丁醇滴度为

10.9 g/L，乙醇滴度为5 g/L，丙酮滴度为4 g/L。这

些两段式发酵研究在思路上类似于我们提出的

CBS 策略，但由于使用的热纤梭菌菌株未经过改

造，其积累糖的能力不足，因此影响了第二阶段

发酵所能产生的最大丁醇滴度。除了两段式发酵

方法，Begum 与 Dahman［139］探索了原生质体融合

的方法，将热纤梭菌和丙酮丁醇梭菌（37 ℃培

养）、热纤梭菌和拜氏梭菌（37 ℃培养）分别进行

原生质体融合，获得的融合菌株 CaCt 和 CbCt 在

45 ℃降解预处理后的麦秆，分别获得 12.92 g/L和

14.13 g/L丁醇，丙酮的滴度是丁醇的50%左右。

异丁醇是丁醇的同分异构体，可以作为高能

燃料和生产多种化学品的骨架，其生物合成受到

了非常多的关注［140］。天然的热纤梭菌具有产异丁

醇的途径，可以产 1.6 g/L的异丁醇［65］。热纤梭菌

中的丙酮酸铁氧还蛋白氧化还原酶基因（pfor4）

参与了异丁醇的生物合成，敲除该基因后，异丁醇产

量降低［141］。热葡糖苷酶地芽孢杆菌（Geobacillus 

thermoglucosidasius）的异丁醇合成途径已有报

道［142］，美国加州大学洛杉矶分校 James C. Liao教

授课题组Lin等［8］对热纤梭菌DSM 1313进行代谢

工程改造，通过引入热葡糖苷酶地芽孢杆菌的异

丁醇代谢途径，证实热纤梭菌自身的酮异戊酸氧

化还原酶和异源表达的酮异戊酸脱羧酶的表达负

责产异丁醇，改造后的菌株CT 24可以降解 80 g/L

纤维素，并产生 5.4 g/L的异丁醇（50 ℃，72 h），

达到 41% 的理论最大值。野生型热纤梭菌耐受的

异丁醇小于 10 g/L，删除 adhE 基因可以进一步提

高菌株对异丁醇的耐受［135］，菌株CT 24的异丁醇

产量已接近野生型热纤梭菌对异丁醇的耐受极限。

Lee R. Lynd 教授课题组 Holwerda 等［123］通过删除

乙酸和乳酸合成途径以及突变 AdhED4949G，获得了

突变株 LL 1043，经过进化后，该菌株最终获得

5.1 g/L的异丁醇滴度。

目前已报道的通过热纤梭菌进行丁醇和异丁

醇的生产，离可以产业化应用所需的滴度还有相

当大的距离。然而，文献中已报道的产丁醇和异

丁醇的菌株可以获得更高的滴度。例如，改造后

的大肠杆菌等可以产生 20 g/L 以上的丁醇［143-144］，

改造后的地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）可

以产生 10.80 g/L 异丁醇［145］，改造后的大肠杆菌

（Escherichia coli JCL 260）甚至可以产生高达 50 g/L

的异丁醇［146］。是否可以对热纤梭菌通过CBP策略

来改造，或者是否可以通过 CBS策略与这些菌株

联用获得这种丁醇和异丁醇滴度，仍需要后续进

一步的研究。

5.3 生物制氢

氢具有燃烧时零碳排放、高能产率、可循环

利用等优点，被认为是最佳的清洁替代能源之一，

与传统化学制氢方法相比，利用木质纤维素进行

生物制氢具有可再生、环境友好和易于操作的优

1069



合成生物学 第 4 卷

势，但是，目前生物制氢的产量低、生产率

低［147-148］。热纤梭菌是一种具有完整氢气合成途

径 的 高 温 生 物 催 化 剂 ， 但 是 氢 气 产 量 并 不

高［23， 149-150］。在发酵过程中，来自产物二氧化碳和

氢气的气压具有影响整体反应动力学的作用［151］。美

国劳伦斯伯克利国家实验室Eric Sundstrom课题组

的Kim等［152］通过调节通氮速率（通N2移除H2）和

CO2分压之间的平衡，在 45 g/L纤维素条件下，将

H2滴度提高到 181.3 mmol/L，同时不影响其中心代

谢，证明H2移除和CO2供给存在耦合作用。产氢是

热纤梭菌的“电子池”，用于平衡细胞氧化还原状态

的代谢［153］，通过N2喷射从溶液中去除H2，可以有

效地降低溶解氢的浓度，改变热力学动态平衡，有

利于提高H2产量［152］。热纤梭菌与非纤维素产H2菌

共培养制H2是另一种生物制氢策略。中国科学院过

程工程研究所 Li 等［154］将热纤梭菌与热解糖梭菌

（Clostridium thermosaccharolyticum）共培养，降解

玉米秸秆制备H2的得率为 74.9 mL/g玉米秸秆。华

南理工大学An等［155］将热纤梭菌与嗜热解糖厌氧杆

菌（Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 

MJ1）共培养，降解过氧化氢-乙酸预处理的甘蔗

渣获得H2的得率为 226 mL/g底物。基于现有的生

物制氢技术，制备 H2的成本和产量还无法和传统

的煤、天然气来源的 H2竞争，生物制氢技术还有

很长的路要走。

5.4 发酵产乳酸

乳酸（LA）是应用广泛的化学品，用作食品

防腐剂、风味增强剂、乳化剂、药物前体、可生

物降解的溶剂以及合成可降解塑料的聚合物［如

聚乳酸（PLA）］等［156］。LA可由化学合成或微生

物发酵，微生物发酵生产的LA与化学合成相比具

有更低的能耗和更高的纯度［156］。高产 LA 的菌株

通常来源于芽孢杆菌属和根霉属，不能直接发酵

木质纤维素［157］。热纤梭菌可以直接发酵纤维素，

但是其主要分解产物是乙醇和乙酸，LA产率很低

（0.01 mol/mol 己糖当量）［158］。美国达特茅斯学院

Lee R. Lynd教授课题组 Mazzoli等［159］通过删除热

纤梭菌的双功能醇/醛脱氢酶基因（adhE）和表达

突变乳酸脱氢酶基因（ldhS161R）获得了菌株LL 1111

（DSM 1313 ΔhptΔadhE ldhS161R）。菌株LL 1111几乎

不产乙醇，碳通量流向了LA的生产，产生 9.9 g/L

的 LA，达到理论最大值的 40% ［159］。LL 1111 的

ldh基因发生了突变，导致 ldh的活性不依赖于果糖

1，6-二磷酸的变构激活（F1，6BP）［158］。然而，在

工业发酵中，菌株满足 100 g/L的乳酸滴度才具有

实用性［160］。已有研究指出有多种途径可以提高热

纤梭菌中乳酸产量，比如热纤梭菌通过产 H2、乳

酸或乙醇将NADH氧化为NAD+，当氢化酶被抑制

时，乳酸的产量增加，底物过多会导致 1，6-二磷

酸果糖增加，从而触发热纤梭菌中乳酸的产

生［119］。热纤梭菌的生长受到 pH的抑制［71］，乳酸

产量过多会抑制菌株生长，通过实验室进化、代

谢工程等方法增加菌株耐酸性有望提高乳酸产

量［71， 161-162］。然而，通过CBP策略对热纤梭菌遗传

改造实现 100 g/L乳酸的目标仍有很多问题需要解

决，如细胞对高浓度乳酸的耐受性、碳源到乳酸

的引流程度等等。

5.5 中链脂肪酸酯、短链脂肪酸酯

中链脂肪酸酯（C6～C10）可用于食品添加剂、

香料、溶剂和生物燃料，具有广泛工业用途［163-164］。

美国田纳西大学 Cong T. Trinh 教授课题组 Seo

等［165］通过在热纤梭菌中表达热稳定性的氯霉素乙

酰转移酶（CAT），实现了中链脂肪酸酯的直接生

物合成。乙酸异丁酯是一种可生物降解的溶剂，

在许多配方中可替代甲基异丁基酮和甲苯，热纤

梭菌具有多种碳水化合物酯酶（CEs），Seo等［166］

证实 clo1313_0613和 clo1313_0693是热纤梭菌负责

乙酸异丁酯降解的关键基因，敲除后减缓了乙酸

异丁酯的降解，但是不影响生长性能。天然的热

纤梭菌不具有产生短链脂肪酸酯的能力，但是可

以合成短链脂肪酸酯的前体代谢物乙酰辅酶A、异

丁酰辅酶A、乙醇和异丁醇，通过删除热纤梭菌内

源的酯降解酶基因 -碳水化合物酯酶基因（CEs）

和引入外源性的耐热醇酰基转移酶基因（AAT），

利用乙酰辅酶 A 和乙醇合成乙酸乙酯，利用乙酰

辅酶 A 和异丁醇合成乙酸异丁酯，利用异丁酰辅

酶A和乙醇合成异丁酸乙酯，利用异丁酰辅酶A和

异丁醇合成异丁酸异丁酯，搭建多种短链脂肪酸
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酯生产途径［166-167］。美国田纳西大学 Cong T. Trinh

教授课题组 Seo 等［168］通过敲除碳水化合物酯酶

和过表达耐热醇酰基转移酶基因 CATec3 Y20F 构

建的突变株 HSCT2108 产生 4 种脂肪酸酯的总滴

度约为 200 mg/L，占比为：乙酸异丁酯>异丁酸

异丁酯>乙酸乙酯≈异丁酸乙酯。研究还发现删除

乳酸生物合成途径后，利用不同预处理方式的杨

树为底物可以进一步提高短链脂肪酸酯产量。目

前，使用热纤梭菌为底盘细胞生产脂肪酸酯的产

量仍然很低，还需要更精细的途径设计和更加复

杂的改造。

5.6 糖平台

本文课题组提出的 CBS技术采用热纤梭菌为

全菌催化剂实现木质纤维素到可发酵糖的高效转

化，然而，由于热纤梭菌纤维小体降解纤维素的

主要产物是纤维二糖，而纤维二糖对纤维小体活

性存在显著的反馈抑制，必须通过菌株改造解除

这种反馈抑制才有可能积累较高浓度的可发酵糖。

通过 β-葡萄糖苷酶将纤维二糖进一步降解为葡萄

糖，是解除纤维小体反馈抑制的有效手段。为此，

本文课题组首先通过筛选得到来源于热解纤维素

菌（Caldicellulosiruptor sp. F32）耐热高效 β-葡萄

糖苷酶（CaBglA），并将该酶插入到热纤梭菌纤维

小体外切酶 Cel48S 的催化模块和对接模块之间，

获得了将Cel48S和CaBglA融合表达的第一代全菌

催化剂，其产糖能力比对照菌株提高了 2.2倍［96］。

然而，Cel48S和CaBglA的融合表达导致Cel48S的

表达量显著下降，影响了纤维小体的整体性能。

为保证 Cel48S这一关键酶的表达量，本课题组又

将CaBglA与热纤梭菌中的一个外切酶Cel9K融合

表达，构建了第二代全菌催化剂［169］。第二代全菌

催化剂 100 g/L微晶纤维素存在条件下，经过 18 d

降解，产生 72.5 g/L还原糖，糖化率为 65.9%，显

著高于底盘菌株以及第一代全菌催化剂［169］。本课

题组进一步成功获得基于质粒的CaBglA高表达和

外泌的第三代全菌催化剂，糖化率超过 90%，糖

化时间也显著缩短［170］。这三代热纤梭菌全菌催化

剂的构建验证了 CBS策略进行糖化的可行性，为

CBS策略的进一步开发和实现奠定了基础。

CBS 策略中，使用热纤梭菌全菌催化剂将底

物转化获得的非粮可发酵糖，需要进一步对接下

游各类发酵菌株，实现不同种类的产品的生产［4］。

事实上，本文课题组已经成功实现 CBS糖化液与

普鲁兰多糖、乳酸、多元醇酯等高值产品的耦

联［19-21］，实验室的小规模试验也表明 CBS 糖化液

对绝大多数的模式菌株和工业菌株的发酵没有抑

制性，因而适用于各类下游产品的发酵。例如，

研究表明，通过 CBS技术获得的糖化液，无需中

间灭菌、补充营养物或调节发酵条件，直接接种

与 CBS 条件匹配的高温乳酸生产细菌 Geobacillus 

stearothermophilus 2H-3 即 可 实 现 高 光 学 纯 度

（99.5%）、高产量（51.36 g/L）和高收率（0.74 g/g

生物量）的木质纤维素基乳酸的生产［19］。我们使

用 CBS技术获得的糖化液直接与好氧的深海红酵

母 Rhodotorula paludigena P4R5 （28 ℃培养）对

接，可以生产高滴度（41.1 g/L）和生产率的脂肪

酸多元醇酯［8.22 g/（L·d）］及细胞内单细胞油脂，

这与 P4R5使用纯糖的发酵效果相当，CBS技术获

得的纤维素源糖化液可以替代纯糖，实现了利用

纤维素碳源来生产高值化学品的构想［20］。我们使

用 CBS技术获得的糖化液无需补充营养物，直接

与海洋真菌产黑色素短梗霉菌 Aureobasidium 

melanogenum TN2-1-2 对 接 ， 可 以 生 产 高 滴 度

（55.1 g/L）和高产量（0.5 g/g CBS水解液）的无色

素普鲁兰多糖，开发了利用纤维素碳源制备普鲁

兰多糖的可行路线［21］。这些研究证明，CBS技术

可以与下游细菌和真菌发酵相结合，生产不同种

类的化学品，这与 CBP 技术相比具有显著的优

势（图4）。

自 2020年我们研究组提出CBS策略以来，其

思路也在逐渐被国际同行认可和接受［171-174］。日本

的小杉昭彦课题组［175］也提出了使用热纤梭菌产

糖，并对接下游菌株的类似策略。Lynd 虽然是

CBP 概念的提出者，但在近年的研究中也因为热

纤梭菌乙醇耐受性限制以及热动力学平衡问

题［57， 176］，逐渐过渡到热纤梭菌与其他厌氧菌的共

培养研究［177-179］，乃至开始使用热纤梭菌进行木质

纤维素糖化的思路上来［180-181］，这和我们提出的

CBS策略在思路上是完全一致的。这表明 CBS策

略的理念越来越多地被国际上的研究者所接受和
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认可。另一方面，虽然我们已经对 CBS策略的可

行性以及具体路线进行了探索和验证，但在实际

的工业化应用中仍然存在一些问题需要克服。例

如，热纤梭菌纤维小体体系容易受到木质素的抑

制，这对预处理过程提出了更高的要求，因此，

仍需要开发低成本的适配于 CBS全菌催化剂的底

物预处理技术，或者改造热纤梭菌的纤维小体系

统提升其对木质素的耐受性，以进一步降低整个

过程成本。在对接下游发酵方面，通常高浓度糖

液可以提高下游发酵的产率，从而降低下游发酵

的成本，这也需要进一步提升 CBS全菌催化剂在

高固底物情况下的糖化性能。

6 总结和展望

热纤梭菌是自然界中高效利用生物质的高温

厌氧细菌，在生物能源领域具有极其重要的研究

和应用价值。经过包括本文作者课题组在内的国

内外多个研究组十余年的努力，热纤梭菌的遗传

改造技术以及组学研究已有深厚的积累，这使得

热纤梭菌成为潜在的生物能源分子生产底盘，也

成为木质纤维素生物炼制合成生物学研究的热点。

热纤梭菌作为严格的厌氧菌，在实验室研究时需

要配套厌氧手套箱进行操作，相比于好氧菌操作

的难度稍有增加，但在工业应用上，发酵过程的

厌氧环境比较容易实现，同时厌氧特性使得在通

气和搅拌方面的需求大大降低，从而可以大大节

约成本，这反而是热纤梭菌这类厌氧菌的工业应

用的一个优势。目前以热纤梭菌为底盘细胞采取

CBP 策略可以生产的能源产品包括乙醇、丁醇、

异丁醇、H2、中/短链脂肪酸酯、乳酸等。其中，

热纤梭菌制备乙醇的研究开展得最早也最多，目

前能够达到的最高滴度为 29.9 g/L，热纤梭菌和其

他菌株共培养制备乙醇的最高滴度为 38 g/L。这虽

然接近于乙醇工业化需要达到的 40 g/L的目标，然

而由于这一结果是经过了非常系统复杂的改造获

得的，进一步的改造和提升变得非常困难甚至是

几乎不可能的。同时，热纤梭菌通过 CBP策略获

得的其他能源产品的产量都不高，难以在成本上

和化石来源的产品竞争。因此，CBS 策略通过糖

平台来生产下游能源产品和化学品，可能是可以

超越 CBP 策略的极限的有效新策略。目前由于

CBS策略提出的时间不长，针对 CBS策略所进行

的合成生物学改造研究仍比较有限，后续还有较

大的研究和发展空间。

热纤梭菌的合成生物学开发除了可以为生物

燃料和化学品的生产提供嗜热底盘细胞，还可以

图图4　木质纤维素生物转化策略的比较

Fig. 4　Comparison of lignocellulose bioconversion strategies
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应用于木质纤维素降解以外的领域。笔者实验室

通过将嗜热角质酶 LCC在热纤梭菌中进行异源表

达，成功构建具有 PET 塑料降解功能的嗜热全菌

催化剂，实现了目前最高效的全菌 PET 塑料降解

策略［182］。热纤梭菌的纤维小体模块还可以为合成

生物学技术提供丰富的元件［36］，进一步扩展了热

纤梭菌在合成生物学中的应用潜力。但是，由于

热纤梭菌是一种厌氧菌，对于合成路径中需要氧

气参与的反应将无法实现，这限制了使用热纤梭

菌作为合成生物学平台的开发潜力。如何选择合

适的代谢通路获得新型目标分子，将是未来基于

热纤梭菌合成生物学开发中首要解决的问题。

值得注意的是，虽然近年来对热纤梭菌的合

成生物学研究取得了一定的进展，但热纤梭菌作

为一种嗜热厌氧的非模式微生物，以热纤梭菌为

底盘开展合成生物学理性改造、生产能源产品的

研究中仍面临一些科学和技术瓶颈需要克服，包

括：许多生理、生化与代谢的分子机制还不清楚，

遗传操作技术的效率较低，不能有效利用半纤维

素，生物量较低等。目前对热纤梭菌的大部分研

究仍然只是处于简单的代谢工程的思路，系统的

围绕 DBTL 开展的合成生物学研究和开发仍然较

少。基于目前的研究和对热纤梭菌及其纤维小体

体系的认识，我们认为未来基于热纤梭菌的合成

生物学的研究和技术开发可以重点关注以下几个

方面：

①热纤梭菌具有较为独特的生理、遗传和代

谢机制，前期Lynd课题组的研究已表明热纤梭菌

的胞内代谢具有许多独特之处，我们最近的研究

也发现了热纤梭菌在寡糖摄取和代谢方面的一些

新机制［17， 183］，同时热纤梭菌的许多代谢过程仍未

清晰阐明。因此，需要加强热纤梭菌降解生物质

和自身遗传、生理和代谢的分子机理研究，为合

成生物学开发提供更多靶点。

②虽然目前已有多种可用于热纤梭菌的遗传

操作工具，但总的来说效率仍然不高，遗传操作

的周期较长，导致合成生物学开发的速度较为缓

慢。因此仍然需要针对热纤梭菌挖掘新的遗传操

作工具，提高热纤梭菌基因编辑的效率。

③目前热纤梭菌中可以使用的各类合成生物

学功能元件数目仍相对较少，种类不够丰富。系

统挖掘和筛选嗜热功能元件，如启动子、外泌信

号肽、终止子、诱导表达元件、各类多糖降解酶

类、各类生长与抗逆相关的调控因子、嗜热报告

基因等，可以大大加速热纤梭菌的合成生物学

开发。

④随着热纤梭菌组学数据的不断丰富，未来

的合成生物学开发需要整合各类组学数据，在全

基因组代谢模型的基础上开展更为精准的针对目

标产物的代谢工程。

⑤近年来自动化方法与人工智能技术迅速发

展，但能够适用于嗜热微生物和厌氧微生物的技

术相对较少。开发适用于嗜热厌氧菌的自动化工

具，整合最新的人工智能方法，将会有效推动热

纤梭菌合成生物学从制造进化到智造。

⑥在热纤梭菌的合成生物学开发策略方面，

CBP 策略经过二十余年的发展，目前已发现许多

难以克服的瓶颈。因此在未来的合成生物学开发

中，应当更加关注分段式的CBS策略或类似策略，

从而减少或避免不同过程或阶段中相互矛盾的需

求，实现整体效益的最大化。

生物质能作为唯一的可再生碳资源，在未来

的能源结构中具有不可替代的作用。热纤梭菌在

高效降解木质纤维素生物质中的优势，以及近十

余年研究所积累的相对成熟的遗传操作工具和丰

富的组学、生理生化与代谢机制数据，使其成为

生物质能源的合成生物学开发的重要底盘细胞之

一。基于热纤梭菌的合成生物学开发将为生物质

能源的发展注入新的动力，为实现绿色、可持续

的人类社会发展做出贡献。
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