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摘要:随着工业化进程的发展,不可再生能源的消耗以及环境的污染问题是面临的严峻挑战。 因

此,可再生生物质资源的开发得到了广泛关注。 木质纤维素是一种丰富的可再生生物质资源,可
用于生物化学品和生物燃料的生产。 然而,其复杂的结构阻碍了木质纤维素生物转化的最终效

率。 有效的预处理技术以及合适的转化宿主为木质纤维素的生物转化提供了帮助。 此外,选择

合适的木质纤维素转化工艺更有利于目标产物的合成,其中包括单独水解和发酵、同步糖化和发

酵以及统合生物加工过程。 在这些工艺中,通过统合生物加工过程构建的微生物共培养系统被

认为是高效生产生物化学品和生物燃料的潜在策略。 进一步,将共培养体系与合成生物学和代

谢工程相结合,为未来构建高效稳定的木质纤维素生物转化体系提供了理论指导。
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Abstract:With the progress of industrialization, the consumption of non - renewable energy and the
issue of environmental pollution have intensified. Consequently, the development of renewable biomass
resources has gained significant attention. Lignocellulose, as an abundant renewable biomass resource,
holds immense potential for the production of biofuels and biochemicals. However, its complex structure
presents challenges to achieving optimal efficiency in lignocellulose biotransformation. Effective pre-
treatment techniques and suitable transformation hosts contribute to facilitating the biotransformation of
lignocellulose. Furthermore, the selection of appropriate lignocellulose conversion processes enhances
the synthesis of desired products, including separate hydrolysis and fermentation, simultaneous sac-
charification and fermentation, as well as consolidated bioprocessing. Among these approaches, the uti-
lization of a microbe co-culture system, established through consolidated bioprocessing, is considered
to be a promising strategy for efficiently producing biofuels and biochemicals. Additionally, the integra-
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tion of the co - culture system with synthetic biology and metabolic engineering offers theoretical
guidance for constructing efficient and stable lignocellulose biotransformation systems in the future.
Keywords:Lignocellulose; Biotransformation; Saccharification; Fermentation; Consolidated biopro-
cessing

0　 引　 　 言

化石资源的开发促进了工业和经济社会的发

展;然而,化石资源的使用导致了价格波动、环境

污染以及能源危机等问题[1]。 木质纤维素等可再

生生物质资源具有替代传统煤炭、石油等化石能

源的潜质,大多数生物化学品和生物燃料可以从

可再生的生物质资源中生产出来[2]。 糖基农业资

源通常作为第一代生物转化中生物燃料生产的原

料,包括淀粉、甘蔗或油菜籽等,它们可以通过压

榨、提取、添加淀粉酶等方法轻松提取。 尽管生物

转化技术在生物柴油和生物乙醇生产中取得了显

著发展,但仍然存在“与人争粮,与粮争地”的问

题。 因此,开发非食用农业废弃物作为生物转化

的原料已经引起了越来越多的关注[3]。
木质纤维素资源丰富、可再生且不与人类需

求存在竞争关系,是一种很有前途的可再生生物

质资源(图 1)。 木质纤维素的年产量可达 1 700
亿吨,然而,只有 3%的木质纤维素能够在循环生

物经济中得到有效利用[4]。 因此,如何合理高效

利用木质纤维素一直是研究热点。 目前,来源于

农业和林业的废弃物或残留物的木质纤维素主要

由纤维素(35% ~ 50%)、半纤维素(23% ~ 32%)和
木质素(15%~30%)组成[5]。 纤维素由通过β-1,4
键结合的 D-葡萄糖组成,多个线性纤维素分子通

过分子间氢键和范德华键紧密结合形成高度结晶

的微纤维结构[6-7]。 半纤维素是一种杂聚物,由通

过(1,4) -糖苷键连接的几种不同类型的单糖组

成,如木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖[8]。 木质

素是位于植物细胞壁中的刚性芳香族多相聚合

物,主要由酚类单体组成。 它主要提供结构支持,
并形成一个天然的不可渗透的屏障,以抵抗微生

物的攻击和植物的氧化应激[9]。 此外,木质素通

过氢键和共价键与纤维素和半纤维素连接,形成

坚韧紧密的生物聚合物[10]。
尽管木质纤维素资源被认为是生物化学品和

生物燃料生产的潜在资源,但其复杂的结构限制

了木质纤维素生物转化的发展,并大大降低了高

附加值化学品和生物燃料生产的最终效率[11]。

通常,木质纤维素材料应首先进行预处理,以破坏

其刚性结构并提高微生物和酶催化效率。 然而,
预处理过程只是打破了木质纤维素的刚性结构,
木质纤维素的进一步生物转化仍然依赖于水解酶

和微生物。 因此,本文对降解木质纤维素的水解

酶和微生物进行了综述。 此外,还介绍了利用生

物技术实现木质纤维素降解和转化的现状、瓶颈

和未来发展前景,包括单独水解和发酵、同步糖化

和发酵以及统合生物加工过程,有助于木质纤维

素生物转化的进一步发展。

图 1　 木质纤维素的组分及可转化的高附加值产品

Fig. 1　 Components of lignocellulose and convertible
high value-added products

1　 木质纤维素的预处理技术及降解

1. 1　 木质纤维素的预处理技术

木质纤维素具有复杂的结构,微生物很难能

够直接利用其作为底物[12]。 通常,需要将木质纤

维素等生物质进行预处理,打破紧密度木质素-半
纤维素-纤维素结构,进而去除木质素,获得更利

于降解的半纤维素和纤维素[13]。 常见的木质纤

维素预处理技术有物理法、化学法和生物法。 其

中,物理法主要通过粉碎、水热和爆破等方法降低

木质纤维素的结晶度来提高半纤维素和纤维素的

2



利用率;化学法主要通过酸处理、碱处理等添加化

学试剂的方法破坏木质纤维素的化学结构,从而

提高降解效率[14-15]。 表 1 列举了常用木质纤维素

预处理技术的作用机理及优缺点。
表 1　 木质纤维素的预处理技术[16-17]

Table 1　 Lignocellulose pretreatment technology[16-17]

预处理技术 作用机理 优点 缺点

机械粉碎
破坏木质纤维素内部结构,降低纤维

素结晶度
降低结晶度,增大比表面积 能耗大、成本高

水热法 去除木质素,溶出半纤维素
方法绿色、操作简单,无需外源添加

化学试剂
水解产物复杂,还原糖得率不高

蒸汽爆破 破坏纤维素结构,增大空隙 处理时间短,无污染,效率高 容易产生抑制物,还原糖收率较低

酸处理
破坏木质纤维素中的糖苷键,溶出半

纤维素和木质素
提高半纤维素的水解糖得率 成本高,对设备腐蚀严重,还原糖回收困难

碱处理
去除部分木质素,增大木质纤维素

空隙
提高半纤维素和纤维素水解效率 脱碱液较困难,还原糖回收率低

生物法
增大内部孔隙结构,增加纤维素、半
纤维素的接触面积

反应温和、设备简单、能耗较小和环

境友好
处理时间长、效率低,难以实现工业化

　 　 物理法通过机械粉碎、水热和蒸汽爆破等方

式可以有效破坏木质纤维素的结构,同时降低纤

维素的结晶度,可降解为还原糖的部分损失较少。
化学法中酸和碱的处理虽然可以提高木质纤维素

的水解效率,但是存在污染严重和成本较高的缺

点。 生物法相较于物理法和化学法具有反应温和

的特点,而且具有能耗低、无污染的优点。 然而,
生物法存在预处理时间长、效率低的缺陷,因此,
难以实现大规模工业化生产[18]。 木质纤维素预

处理技术作为高价值产品转化的上游,在考虑高

效率和高产量的同时,也需要考虑设备和生产成

本的问题[19]。 因此,寻找高效经济的预处理技术

对木质纤维素高价值转化的发展具有重要意义。
1. 2　 木质纤维素的酶降解

由于水解酶具有环保和高效的特性,它们已

被广泛应用于木质纤维素的降解。 而水解酶的酶

解效率是木质纤维素转化为可发酵糖的限速步

骤[20]。 迄今为止,对降解机理的分析为进一步提

高木质纤维素的降解效率提供了基础。
纤维素酶已广泛应用于许多工业领域,如食

品加工、医用材料和洗涤剂加工等[21]。 通常,内
切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶是纤

维素降解的主要水解酶[22]。 内切葡聚糖酶作用

于纤维素分子的无定形区域打断 β-1,4 糖苷键,
然后将其水解成低聚糖。 外切葡聚糖酶随机切割

纤维素大分子末端的 β-1,4 糖苷键,释放出纤维

寡糖,包括纤维二糖、纤维三糖、纤维四糖等。 β-
葡萄糖苷酶进而将这些纤维寡糖水解成葡萄糖,
这通常被认为是整个纤维素降解过程中的限速

步骤[23]。
与纤维素不同,半纤维素拥有更复杂的结构。

以木聚糖为例,它不仅含有木糖,其侧链还含有不

同种类的多糖[24]。 因此,半纤维素酶的种类比较

复杂,主要由糖苷酶水解酶(木聚糖酶、木糖苷酶、
阿拉伯糖苷酶、半乳糖苷酶)和糖类酯酶(乙酰木

聚糖酯酶、阿魏酸酯酶等) 组成。 在这些酶中,
β-木聚糖酶和 β-甘露聚糖酶可以随机切割半纤

维素主链结构的内部并产生寡糖。 其它糖苷酶和

水解酶作用于侧链,协助半纤维素的水解并产生

单糖或二糖[25]。 例如,α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶和

α-L-阿拉伯糖酶将阿拉伯聚糖侧链水解成阿拉

伯糖。 在半纤维素酯酶中,乙酰木聚糖酯酶作用

于木糖残基的乙酰基,以消除乙酰基对内切木聚

糖酶的阻碍[26]。 阿魏酸酯酶可以水解多糖和低

聚糖中的酯键,促进细胞壁的降解[27]。
木质素的降解是木质纤维素全组分利用的难

题。 虽然一些化学预处理方法可以有效地去除木

质素,但增加的成本和产生的抑制剂仍然影响其

进一步的应用[28]。 具有木质素降解能力的微生

物有望实现木质纤维素全组分的利用。 木质素酶

主要由木质素过氧化物酶、锰依赖性过氧化物酶

和漆酶组成[29]。 这些酶首先会溶解植物表面的

蜡,然后微生物会使其菌丝体进入植物体内并且

分泌各种酶,进而引发一系列有分子氧参与的自

由基链式反应,使木质素发生自由基氧化[30]。 这

些酶可以破坏木质素结构,降低纤维素的结晶

度[31]。 然而,较低的酶催化反应速率仍然限制了

木质纤维素的全面有效利用,因此,木质素降解的
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机理有待进一步研究。
糖化效率受到酶负载、pH、温度、碳源浓度等

条件的影响[32]。 对水解酶降解机制的深入了解

将指导水解酶降解条件的优化,从而提高木质纤

维素的糖化效率。 通常,协调酶负载和降解效率

是提高经济效益的有效途径。 XU 等[33] 采用补料

分批策略来提高酶水解效率,在底物含量为 22%
(w / V)、纤维素酶用量仅为 4 FPU / g 干物质的条

件下,葡萄糖产量和收率分别达到 122 g / L 和

80%。 类似地,GAO 等[34] 通过优化不同比例水解

酶的添加量,获得了较高的葡萄糖(80%)和木糖

(70%)的收率。
1. 3　 木质纤维素的生物降解

近年来,从农业废弃物、反刍动物胃肠道和一

些昆虫中发现了近 200 种具有降解木质纤维素能

力的微生物。 它们通常以微生物群落的形式存

在,通过协同作用降解木质纤维素来获取营养、抵
御外界不良环境。 例如,瘤胃微生物群落由细菌、原
生动物、真菌、古细菌和小部分噬菌体组成,它们形成

一个复杂的共生系统参与木质纤维素的降解[35]。
这些瘤胃微生物能够厌氧消化稻草,纤维素和半

纤维素的降解效率分别达到 46.2%和 60.4%[36]。
另一个典型的例子是白蚁内脏,它含有丰富的纤维

素酶来降解木质纤维素[37]。 然而,核心降解酶和

菌株之间复杂的木质纤维素转化协同机制尚未阐

明,这限制了木质纤维素降解的稳定性和效率。
与微生物群落相比,用于木质纤维素生物转

化的单个微生物由于其相对清晰的代谢途径和作

用机制而得到更广泛的研究[38]。 细菌具有生长

快、代谢路径清楚等优势,在木质纤维素降解中具

有非常大的潜力[39]。 大部分木质纤维素降解细

菌属于厌氧菌,如梭菌属、瘤胃球菌属、假单胞菌

属、芽孢杆菌属、变形杆菌属和沙雷氏菌属[40-41]。
它们通常具有降解木质纤维素的酶系统,包括纤

维素酶、木聚糖酶和纤维二糖酶等。 在细菌中,纤
维素降解酶是由多种酶组成的纤维素体,可将植

物细胞壁降解为可溶性多糖。 它们还分泌一种结

合纤维素的支架蛋白,与底物紧密接触促进了木

质纤维素的降解[42]。 例如,热纤梭菌具有丰富的

降解酶系统,被广泛应用于木质纤维素的转化。
此外,在高温(50~ 60 ℃)下它的木质纤维素降解

效率更高[43]。
与细菌相比,丝状真菌可以分泌更多种类的

水解酶,并且具有更高的酶活性。 事实上,真菌是

工业纤维素酶的主要生产者,例如木霉属和曲霉

属。 在这些真菌中,里氏木霉由于其优异的纤维

素降解能力已经成为用于纤维素酶商业生产的首

选[44]。 然而,β-葡萄糖苷酶分泌能力的缺乏导致

纤维二糖过量积累,这将造成纤维素降解过程中

的底物抑制[45]。 受天然微生物菌群的启发,另外

结合里氏木霉和其它具有良好 β-葡萄糖苷酶分

泌能力的真菌构建了多种互补共培养体系。 例

如,里氏木霉可与海枣曲霉在多物种生物膜反应

器中共培养,以增强 β-葡萄糖苷酶的活性。 与里

氏木霉单一培养相比,微生物共培养使 β-葡萄糖

苷酶产量增加了 2.5 倍[46]。

2　 传统的木质纤维素生物转化

各种酶和微生物可以将木质纤维素降解为单

糖,而将木质纤维素有效转化为所需的高价值产

品仍是最终目标(表 2)。 迄今为止,木质纤维素

表 2　 木质纤维素生物转化的化学品和燃料

Table 2　 Chemicals and fuels from lignocellulosic bioconversion

底物 技术 宿主 产物 产量 / 收率 参考文献

预处理银胶菊 单独水解和发酵 酿酒酵母 乙醇 0.27 g / g [47]

小麦秸秆
单独水解和发酵

同步糖化和发酵
丙酮丁醇梭菌 丁醇

7.05 g / L
5.05 g / L

[50]

小麦秸秆水解液 同步糖化和发酵 酿酒酵母 乙醇 40.00 g / L [55]

预处理玉米芯 同步糖化和发酵 枯草芽孢杆菌 3-羟基丁酮 12.55 g / L [59]
微晶纤维素

蒸汽爆破玉米秸秆
同步糖化和发酵 里氏木霉、酿酒酵母 葡萄糖二酸

0.54 g / L
0.45 g / L

[60]

碱处理玉米芯 统合生物加工 纤维素梭菌 正丁醇 4.96 g / L [64]

预处理玉米秸秆 统合生物加工 酿酒酵母 乙醇 1.61 g / L [67]
木聚糖

玉米芯
统合生物加工

热解糖高温厌氧杆菌、
产琥珀酸放线杆菌

琥珀酸
32.50 g / L
12.50 g / L

[76]

碱处理脱壳玉米芯 统合生物加工 里氏木霉、玉米黑粉菌 衣康酸 33.80 g / L [78]
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生物转化的传统方法包括单独水解和发酵以及同

步糖化和发酵(图 2)。

图 2　 单独水解和发酵过程以及同步糖化和发酵过程

Fig. 2　 Separated hydrolysis and fermentation process and
simultaneous saccharification and fermentation process

2. 1　 单独水解和发酵

单独水解和发酵可分为两个步骤,即制备可

发酵糖和将这些糖转化为生物化学品和生物燃

料。 首先要在底物中加入各种水解酶以获取可发

酵糖;然后,糖液被分离并转移到发酵体系最终获

得高价值的目标产物[47]。 例如,阿本戈生物能源

公司是世界上最大的商业化纤维素生物炼油厂,
每年可以生产高达 2 500 万加仑的乙醇。 它使用

酸催化蒸汽爆炸法来破坏木质纤维素的结构。 然

后,纤维素和半纤维素被降解成己糖和戊糖,并进

一步发酵成乙醇。 此外,残余的木质素成分可以

为工厂提供动力,使其成为一个能够自给自足的

可再生能源工厂[48]。 此外,科莱恩公司每年可从

小麦和玉米秸秆等残渣中生产 1 000 吨乙醇,实现

了秸秆纤维素糖化和发酵[49]。 总之,由于木质纤

维素降解和生物转化的分离,使得单独水解和发

酵的每个步骤都可以在最佳条件下进行,从而获

得高水解率和高产量。 每千克木质纤维素的纤维

素酶降解成本在 0.31 美元以上,与化石燃料转化

相比不具备竞争力,这意味着水解酶的成本仍然

限制了木质纤维素生物转化的商业应用。 为了降

低酶的成本,WANG 等[50] 培养绿色木霉并利用分

泌的粗纤维素酶来降解纤维素。 粗纤维素酶发酵

糖的最终产量达到 17.32 g / L,糖化效率达到商业

纤维素酶的 82.2%。 丙酮丁醇梭菌利用粗纤维素

酶和商品纤维素酶的丁醇产量分别为 5.05 g / L 和

5.56 g / L。 与外加商业纤维素酶相比,粗酶无需分

离纯化,可大大降低生产成本。
粗酶的回收和再利用是木质纤维素生物转化

的瓶颈,最终造成发酵时间延长和酶资源的浪费。
为了克服这一难题,已经开发了一种磁性纳米颗

粒[51]。 氧化铁磁性纳米颗粒的表面被二氧化硅

和胺基双官能化,可以将纤维素酶、木聚糖酶和

β-1,3-葡聚糖酶固定在氧化铁磁性纳米颗粒上,
实现酶的循环利用。 与游离酶相比,氧化铁磁性

纳米颗粒在 6 批次利用后仍能保持较高活性。 酶

固定化方法可以显著降低生产成本,但颗粒聚集

降低了底物水解速率。 除了水解酶的固定化之

外,细胞的固定化也得到了广泛的研究。 例如,郑
等[52]将酪丁酸梭菌固定在大孔海藻酸钙-木质素

珠中,以从预处理的玉米芯中生产丁酸。 重复 10
批发酵后丁酸产量基本保持不变,同时显著降低

了发酵的成本和时间。 此外,与游离培养相比,固
定化细胞可以呈现更高的应激因子抗性,例如对

pH 和毒性副产物的抗性,并且增加了细胞的生长

速率。
尽管酶和细胞的固定化可以显著降低生产成

本并提高高浓度底物下的耐受性,但在许多研究

中仍然很少涉及与回收技术和操作相关的成

本[53]。 一方面,相关参数会随着生物转化规模的

扩大而变化,如有毒副产物对微生物和酶活性的

影响;另一方面,固定化酶的成本和效率需要作进

一步的经济评估[54]。
2. 2　 同步糖化和发酵

虽然单独水解和发酵是一种相对成熟的工

艺,并已用于许多化学品和生物燃料的生产,但木

质纤维素水解和发酵步骤的分离增加了设备成

本,延长了发酵时间并且增加了对底物的抑制效

果。 因此,为了进一步优化这项技术,KIM 等[55]

提出将水解和发酵步骤合并在一个反应器中,称
为同步糖化和发酵。 该工艺可缓解酶水解产物的

抑制,进而提高水解效率。 许多研究通过增加底

物浓度来提高单独水解和发酵的生产效率,然而,
高浓度的底物会使发酵液的传质效率降低,酶活

性和微生物发酵也将受到高浓度底物的影响[56]。
通过添加表面活性剂或可溶性多糖可以增加细胞

的通透性,提高微生物在高浓度底物环境中的耐

受性。 例如,XIAO 等[57] 在发酵体系中加入聚氧

乙烯(80)山梨醇酐单油酸酯可加快细胞生长速

度,提高糖化效率;与对照组相比,可发酵糖产量

增加了 13.5%。
大多数生产化学品和燃料的微生物是嗜温

的,而木质纤维素水解的适宜温度在 50 ℃以上,
更适合嗜热微生物发酵[58]。 例如,枯草芽孢杆菌

是一种耐热菌株,能同时利用葡萄糖和木糖生产

3-羟基丁酮,最高产量达到 12.55 g / L,比单独水
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解和发酵高 15.27%[59]。 然而,同步糖化和发酵过

程中嗜温微生物的产量远低于单独水解和发酵。
LI 等[60]利用酿酒酵母从木质纤维素中生产葡萄

糖二酸,而在酿酒酵母最适生长温度(30 ℃)下限

制了水解酶的降解效率;相较于单独水解和发酵,
同步糖化和发酵过程的葡萄糖二酸产量较低。 解

决水解和发酵温度不适配问题的关键是通过基因

工程和诱变技术获得耐高温的菌株。 最近,WU
等[61]通过过量表达编码葡萄糖特异性磷酸转移

酶系统的 glcG 开发了一种工程丙酮丁醇梭菌菌

株。 glcG 的过量表达不仅促进了葡萄糖的高效摄

取,而且对 ATP / NADH 的可用性和抗逆性产生了

显着的级联效应。 在 42 ℃下,工程菌株从 48 g / L
玉米秸秆中得到 10.8 g / L 丁醇,与原始菌株相比

产量增加了 40%。

3　 统合生物加工过程

单独水解和发酵以及同步糖化和发酵都需要

额外添加水解酶,这将限制其工业应用。 统合生

物加工过程将水解酶生产、酶水解和微生物发酵

整合到一个生物反应器中,该方法可以消除外源

酶的添加,同时降低木质纤维素生物转化的复杂

性和生产成本[62]。 由于木质纤维素水解酶系统

和产物代谢途径都很复杂,在单一菌株中同时进

行这两个过程将增加代谢负荷,从而显著降低产

物合成的最终效率。 因此,除了单一细菌发酵外,
通过统合生物加工过程的共培养策略受到越来越

多的关注。

3. 1　 单一微生物策略

在单一微生物中直接完成木质纤维素水解和

转化的统合生物加工过程策略可分为两种,包括

“本地策略”和“重组策略” (图 3( a)和(b)) [63]。
前者是通过基因工程的手段在天然纤维素降解微

生物中表达目标产物的代谢途径。 本地策略的主

要挑战是既需要保持较高的水解能力,又需要提

高目标产品的合成能力。 为了实现纤维素梭菌直

接从纤维素中生产丁醇的目的,WEN 等[64] 开发

了一种基于“推拉”策略的代谢工程方法。 首先将

反式烯酰辅酶 A 还原酶过量表达,使得碳流从乙

酰辅酶 A 拉到丁酰辅酶 A。 然后,引入与丙酮生

产不耦合的酸再同化途径,以将碳流从丁酸盐和

乙酸盐重新导向丁酰辅酶 A。 通过该策略,丁醇

的最终产量比野生型提高了 135 倍。 此外,热纤

梭菌是另一种没有丁醇生产能力的纤维素降解菌

珠,将与丁醇生产相关的外源关键基因引入热纤

梭菌,工程菌株便能在 120 h 内从纤维素中生产

357 mg / L 的正丁醇[65]。 “重组策略”是将纤维素

酶或 /和半纤维素酶引入非纤维素分解菌株中,这
可以赋予它们降解木质纤维素的能力[66]。 与“本
地策略”相比,这些菌株具有更好的目标产物转化

能力。 然而,其主要的挑战是需要进一步提高木

质纤维素的降解能力。 例如,CHEN 等[67] 构建了

用于纤维素乙醇转化的二倍体酿酒酵母,其可以

异源表达纤维素酶和木聚糖酶。 工程酿酒酵母在

没有外源添加水解酶的情况下,从 20 g / L 经过蒸

汽爆破的玉米秸秆中生产得到 1.61 g / L 乙醇。

图 3　 统合生物加工过程策略

Fig. 3　 The strategy of consolidated bioprocessing

　 　 虽然“本地策略”和“重组策略”可以实现在

单一菌株中利用木质纤维素进行生物转化的目

的,但是这两种策略的产量往往较低。 其主要原

因是在单一菌株中同时完成木质纤维素的降解和
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转化会导致严重的代谢负担。 例如,细胞的产物

合成代谢途径需要消耗胞内的能量来产生辅酶因

子,这将导致细胞生长所需的能量减少[68]。 通

常,敲除不必要的基因和增强目标产物合成的代

谢途径将提高目标产物的合成能力。 例如,谷氨

酸棒状杆菌是一种应用于琥珀酸生产的微生物,
为了提高其生产琥珀酸的能力,将 pntAB 整合到

谷氨酸棒状杆菌中以增加 NADH 分泌。 此外,有
研究表明,谷氨酸棒状杆菌中的 pgi 会使碳通量流

入双磷酸已糖降解途径,导致副产物的增加。 为

了减少副产物的产生,删除 pgi 以将碳通量重新导

向戊糖磷酸途径。 然而,研究发现,在葡萄糖作为

唯一底物的情况下,pgi 缺陷的谷氨酸棒杆菌生长

不良,这是由于负责葡萄糖分子转运的 ptsG 下调

造成的。 为了解决这个问题,将 ptsG 整合到 pgi
缺陷菌株中。 最后, 与以葡萄糖为底物获得

1.07 mol / mol 琥珀酸的对照菌株相比,工程菌株

的琥珀酸收率达到 1.37 mol / mol[69]。 即便如此,
工程菌株的提高也是有限的。 许多微生物仍然缺

乏完整的代谢机制和成熟的基因编辑工具,这限

制了它们的工业应用[70]。 此外,水解酶系统和代

谢途径的复杂性也将增加单一微生物的代谢负

担,并且,即使通过基因编辑的的工程菌株也仅仅

获得了相对较低的产量和收率。
3. 2　 微生物共培养策略

在自然界中,微生物难以独自在错综复杂的

环境中生存,它们通常以各种微生物团体的形式

存在[71]。 基于此,木质纤维素的水解和转化工作

也可以划分给不同的菌株,通过劳动分工可以有

效减轻细胞代谢负担(图 3( c)) [72]。 然而,建立

劳动分工的微生物菌群通常只能产生 CH4、H2和

少量有机酸等产物[73]。 因此,建立适用于工业生

产的合成微生物群落是一个较有前景的研究

方向。
在微生物群落中不合理的代谢分工会造成对

营养物质的竞争,从而导致菌群比例的失衡[74]。
因此,共培养系统中菌株之间的特定劳动分工对

于有效的木质纤维素降解和转化是必要的。 对于

木质纤维素生物转化而言,合理的劳动分工是:上
游菌株降解木质纤维素,然后水解得到的可发酵

糖被下游菌株转化成目标产物。 最重要的是,可
发酵糖的快速消耗可以解除底物抑制,增强上游

菌株对木质纤维素的降解效率。 例如,一个包含

木质纤维素降解菌、热解糖高温厌氧杆菌 M5 和

丁醇生产菌丙酮丁醇梭菌 NJ4 的微生物共培养系

统成功实现了从木聚糖和未经预处理的玉米芯中

生产丁醇[75]。 菌株 M5 分泌的木聚糖酶和木糖苷

酶将木聚糖降解为木糖,菌株 NJ4 对木糖的快速

消耗解除了木糖对木聚糖酶的抑制。 此外,菌株

M5 可以产生丁酸盐,丁酸盐可以被菌株 NJ4 进一

步同化以产生丁醇。 这两种菌株能产生良好的互

补作用,使发酵过程更加高效,最终从未经处理的

玉米芯中产生 7.61 g / L 丁醇。 类似地,包含热解

糖高温厌氧杆菌 M5 和产琥珀酸放线杆菌 130Z 的

微生物共培养系统也实现了从木质纤维素生产琥

珀酸的目的[76]。 通过单因素和响应面优化从

84 g / L木聚糖和 80 g / L 玉米芯中获得的琥珀酸产

量分别为 32.50 g / L 和 12.5 g / L。 热纤梭菌是另

一种具有纤维素降解能力的嗜热细菌。 CHI
等[77]构建了包含热纤梭菌 ATCC 27405 和热丁酸

梭菌 ATCC 49875 的共培养系统来生产丁酸。 代

谢分析表明,热纤梭菌能降解木质纤维素释放的

可发酵糖并迅速转化为丁酸,以稻草为底物时丁

酸的产量达到 33.9 g / L。 此外,热丁酸梭菌的次

生代谢还能促进丁酸的生产,同时能够将副产物

乙酸和乙醇再同化。
在微生物共培养系统中,相似的生长条件对

于木质纤维素的有效转化是重要的。 里氏木霉和

玉米黑粉菌都可以在 30 ℃的有氧条件下生长,在
这种共培养系统中,里氏木霉负责木质纤维素的

降解,玉米黑粉菌负责衣康酸的产生。 采用补料

分批发酵的策略,衣康酸的产量达到 33.8 g / L[78]。
为了进一步提高共培养系统成员之间的适应性,
采用了基因工程和适应性进化的策略。 例如,
WEN 等[79]设计了一种共培养系统,通过纤维素

梭菌和拜氏梭菌从木质纤维素中生产丁醇。 拜氏

梭菌在较低的 pH 下发酵生产丁醇,而纤维素梭菌

在低于 6.4 的 pH 下不能良好的生长。 因此,纤维

素梭菌被工程化以增强对低 pH 的耐受性,这可以

改善木质纤维素糖化和丁醇发酵。 工程菌最终产

生 3.94 g / L 丁醇,比对照菌株的产量高出 5 倍。
底物降解速率仍然是统合生物加工过程中的

关键限速步骤。 因此,提高木质纤维素的降解速

率和可发酵糖的释放速率是统合生物加工过程所

必需的。 通常,真菌比细菌具有更高的木质纤维

素降解能力[80]。 然而,好氧菌和厌氧菌生长条件

(包括温度和氧气需求)的矛盾也是木质纤维素生

物转化的挑战。 因此,开发了多物种生物膜反应
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器,其可以同时创造有氧和厌氧环境。 首先,丝状

真菌由于其良好的成膜性,容易附着在材料表面。
随着时间的推移,菌丝占据了材料的整个表面,形
成了致密的生物膜。 然后,生物膜上的细胞会消

耗空气中的氧气,阻止氧气渗透到液相中。 一个

典型的例子是在生物膜反应器中构建跨种属共培

养体系,其中包含好氧真菌里氏木霉和厌氧乳酸

菌[81]。 里氏木霉在载体材料上形成生物膜消耗

氧气,分泌的纤维素酶能高效降解纤维素。 厌氧

乳酸菌在获得的可发酵糖中生长并产生乳酸。 以

高温蒸汽预处理后的山毛榉木材为底物,最终乳

酸的产量达到 19.8 g / L。 此外,复杂、稳定且高效的

产乳酸盐共培养系统可用作生产短链脂肪酸的平台。

4　 结语和展望

当前,石油等不可再生资源仍是制备化学品

和燃料的主要原料,但随着化石燃料的枯竭以及

对环境的污染日益加剧,开发一种新的和可再生

的生物质资源变得越来越重要。 木质纤维素作为

一种储量巨大的生物质资源,如果能将其有效开

发,不仅可以缓解能源危机,而且可以减少对环境

的污染,实现绿色、可持续的生产模式。
目前,木质纤维素的降解和生物转化策略已

经取得了很大进展。 然而,由于木质纤维素复杂

的结构,使得其难以降解利用,因此,通过筛选性

能更强的微生物和水解酶,并选择合适的生物转

化策略有望实现更高的生产能力。 单独水解和发

酵可以使木质纤维素水解和发酵在最适的温度等

条件下进行,有利于提高水解效率和发酵产量,但
同时也会增加生产成本。 同步糖化和发酵可以缓

解酶水解产物对酶的抑制,进而提高水解效率,但
酶水解和发酵的温度往往不适配,因此会导致最

终的生产效率较低。 相较而言,统合生物加工过

程实现了不需要外源添加水解酶即可从木质纤维

素中获取产物,有效减少了生产成本。 然而,统合

生物加工过程中单一微生物策略需要对菌株进行

基因工程改造,对于一些非模式微生物来说,由于

基因编辑工具的缺乏,使得改造难度增大。 因此,
开发有效的基因编辑工具是未来研究的方向。 为

了减轻单一微生物需要同时完成水解和发酵的代

谢负担,于是,构建了微生物共培养体系。 这种微

生物共培养策略可以实现上游木质纤维素降解菌

株和下游产物合成菌株的合理代谢分工,提高了

木质纤维素生物转化的效率。 然而,共培养体系

中菌株间的不适配性仍然是制约其工业化应用的

关键因素。 未来,通过筛选相适配的菌株和基因

工程改造提高菌株的耐受性,有望建立稳定、可调

和高效的共培养体系,最终实现木质纤维素生物

质资源的全组分利用以及节能减排和可持续发展

的目标。
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