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生物丁醇制造技术现状和展望 
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摘  要: 丁醇是大宗基础化工原料，并有望成为新一代生物燃料。利用可再生原料通过微生物发酵生产丁醇受到人们

的很大关注。然而，与石油原料制造丁醇相比，目前生物丁醇的制造成本偏高。生物丁醇制造技术按重要性排序：在

廉价原料替代、低丁醇浓度及存在丙酮、乙醇低值副产物 3 个方面有改进空间。上海生物丁醇协作组设定了由易到难

的技术路线图：通过代谢工程提高丁醇比例；在丁醇高耐受菌株中导入和优化丁醇合成途径；去除葡萄糖阻遏效应使

之可利用复杂原料。协作组相信，通过与国内外广泛的产学研合作，应可在不远的将来开发出有经济竞争力并可持续

发展的生物丁醇生产工艺。 

关键词 : 生物丁醇，生物燃料，丙丁梭菌，代谢工程  

Current status and prospects of biobutanol manufacturing  
technology 
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Abstract:  Butanol is not only an important chemical feedstock but also expected to become a new generation biofuel. Thus, 
biological butanol production using renewable feedstocks has attracted renewed attention due to the worries of global oil supply and 
its impact on social and economic development. However, compared with petrochemical-derived butanol, biological butanol 
production is still not economically competition, because of its major drawbacks: high cost of the feedstocks, low butanol 
concentration in the fermentation broth and the co-production of low-value byproducts acetone and ethanol. Recently, Shanghai 
cooperative bio-butanol group (SCBG) developed a simple-to-complex technical route to improve bio-butanol production with a 
focus on: increasing butanol ratio in the solvent through metabolic engineering of Clostridia spp.; introducing and optimizing the 
butanol synthetic pathway in the species with high butanol tolerance; overcoming the glucose repression effect to utilize low-cost 
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non-grain based feedstocks. SCBG believes that, through extensive domestic and international industry-university-research 
cooperation, a sustainable and economically viable process for biological butanol production can be established in the near future. 

Keywords:  biobutanol, biofuel, Clostridia, metabolic engineering 

丁醇既是重要的大宗化工原料，又是继乙醇后

的一种极具发展前景的新一代液体燃料，通过产溶

剂梭菌 Clostridia 的厌氧发酵，可将合适的碳水化合

物转化为丙酮  (Acetone)、丁醇  (Butanol) 和乙醇 

(Ethanol) 等溶剂，此类溶剂生产技术因而也被简称

为 ABE 发酵。 

1  生物丁醇制造的历史和现状 

生物法制备丁醇可追溯到第一次世界大战期

间，以产溶剂梭菌厌氧发酵产生的丁醇为起始原料

合成丁二烯橡胶是当时生产合成橡胶的最理想路

线。因此，在合成橡胶大规模生产的同时，以玉米

粉等碳水化合物为底物的溶剂发酵得到快速发展，

一度发展为仅次于酒精发酵的世界第二大发酵工

业。但是，从 20 世纪 50 年代开始，由于受到石油

工业的冲击，ABE 发酵逐渐衰落，在欧洲、北美和

日本等地逐步停止了生产。而中国，由于当时特殊

的经济和政治环境，是少数几个仍然进行 ABE 发酵

生产的国家之一。 

1955 年，中国第一家 ABE 发酵工厂——上海溶

剂厂开始使用玉米发酵生产 ABE。随后的二、三十

年间，在北京、江苏、天津、云南、山西、浙江、

河北、山东、吉林等省市，又陆续建立了约 30 家规

模在年产 3 000~10 000 t 的 ABE 发酵工厂，使得国

内 ABE 年生产能力达到 17 万 t[1-2]。然而，随着石

油合成化工的蓬勃兴起，发酵法生产 ABE 在生产成

本上越来越没有竞争优势，国内 ABE 发酵企业自上

世纪 90 年代开始逐步关闭。 

近年来，随着国际石油价格的剧烈波动以及基

于石油资源不可再生性的共识，发酵法生产 ABE 技

术重新引起了广泛关注[2-3]。近几年，国内已有 11

家 ABE 发酵企业建成或恢复生产，另有 5 家还在筹

建中 (表 1)，预计投产后，国内 ABE 发酵生产将达

到年产 100 万 t 的规模[2]。尽管 2008 年底的金融危

机使得丁醇价格从每吨 1.3 万元下跌到 5 000 元，

丙酮从每吨 9 000 元下跌到 4 000 元 (http://www.
 
表 1  中国 ABE 发酵企业[2] (产能数据统计截止日期为 2008 年 6 月) 
Table 1  Summary of some ABE plants in China (capacity data updated to June, 2008) 

Plants 
Current capacity

(ten thousand 
tons/year) 

Starting date Proposed capacity 
(ten thousand tons/year) Location 

Ji-An Biochemical Co. Ltd 10 2007.12 15 Jilin 

Guiping Jinyuan Alcohol Industry Co. Ltd 5 2007.8 10 Guangxi 

Lianhai Biological Technology Co., Ltd 5 2008.10 15 Jiangsu 

Lianhua Chemicals Co., Ltd 4 2008.10 − Jiangsu 

Cathay Industrial Biotech Co. Ltd (Jilin plant) 3 2008.3 30 Jilin 

Jinmaoyuan Biochemical Co. Ltd 3 2008.3 6 Jiangsu 

Tongliao Zhongke-Tianyuan Chemical Co. Ltd 1 2007.10 (Rebuilt) 2 Inner Mongolia

Jilin Zhonghai Chemical Co. Ltd 0.5 2007.3 (Restored) − Jilin 

Heilongjiang Haocheng Chemical Co. Ltd 0.5 2007.8 (Restored) − Heilongjiang 

Tangshan Ji-Dong Solvent Co. Ltd 0.5 2007.9 (Restored) − Hebei 

Hebei Jizhou Solvent Plant 0.3 2007.9 (Restored) − Hebei 

Kailu Liniu Biochemical Co. Ltd − (Under construction) 3 Inner Mongolia

Xibei Yongxin Co. Ltd − (In designing) 10 Gansu 

Henan Tianguan Group Co. Ltd − (In planning) 10 Henan 

Anhui Rufuxiang Food Co. Ltd − (In planning) 3 Anhui 

Shijiazhuang Huaying Co. Ltd − (In planning) 1.5 Hebei 
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bioindustry.cn/info/view/13122)，迫使这些工厂停产，

但随着近期丁醇市场价格的回升，目前吉安生化、

江苏联化和江苏联海的丁醇装置均已复产，河南天

冠的丁醇装置也将于年底建成投产。 

梭状芽胞杆菌 Clostridia 是产溶剂工业菌种的

唯一来源，传统的 ABE 发酵中使用的工业菌种名目

繁多，有关产溶剂梭菌的分类学和系统发育相关性

含糊不清，比较混乱。近年来，通过系统学[4-5]、基

因组 DNA/DNA 杂交和 DNA 指纹图谱[4]以及发酵性

能[6]等方面的比较研究和分析认为，工业用的产溶

剂梭菌归为 4 个“种”(Species)，所有原来的淀粉

发酵型菌株属于单独一个种，即丙酮丁醇梭菌

Clostridium acetobutylicum。该类菌呈现较强的淀粉

酶活力，适用于发酵玉米和谷类等淀粉质原料，同

时具有独特的系统发育特性，与其他 3 个紧密相关

的种，即拜氏梭菌 Clostridium beijerinckii、糖丁酸

梭菌 Clostridium Saccharobutylicum 和糖乙酸多丁醇

梭菌 Clostridium saccharoperbutylacetonicum 的亲缘

关系较远。已被鉴定的糖-发酵菌株大多数属于拜氏

梭菌。除了南方少数企业外，针对我国以谷、薯类

为主的农业生产状况，溶剂发酵菌种多为丙酮丁醇

梭菌，且由国内的研究所或工厂自行选育驯养而来，

如中国科学院微生物研究所的 AS 1.70，上海溶剂厂

的具有抗噬菌体能力的新抗-2 号。这些菌种所产溶

剂中 3 种组分丁醇∶丙酮∶乙醇均为 6∶3∶1。“七

五”期间，中国科学院上海植物生理生态研究所的焦

瑞身、杨蕴刘研究员等通过土样分离和诱变筛选获得

到了高丁醇比例菌株 EA 2018，其溶剂中 3 种组分丁

醇：丙酮：乙醇为 7∶2∶1，淀粉转化率比传统菌种

高 5％[1]。此外，其他溶剂厂也结合自身特点，选育

出适用于特定原料如糖蜜、水解液的菌种 (表 2)。 
 
表 2  中国 ABE 发酵所用菌种 
Table 2  Strains used in ABE fermentation in China 

Strains Characteristics Substrates 

C. acetobutylicum AS 1.70 Local isolation Starch 

C. acetobutylicum No. 2 Phage-resistant Starch 

C. acetobutylicum EA 2018 70% butanol Starch 

CLS004 Using molasses Molasses 
C. butanoiacetonicus G.V. 
(guard-Vim) 

Using 
hydrolysates  

Lignocellulosic 
hydrolysates 

C. acetobutylicum C375 Using 
hydrolysates 

Lignocellulosic 
hydrolysates 

2  当前生物丁醇制造中面临的问题 

如上所述，由于石油化工的快速发展，面对石

油基丁醇的激烈竞争，ABE 发酵产品在经济上处于

不利地位。导致丁醇发酵缺乏经济竞争力的主要原

因是：1) 用作发酵的碳源成本偏高；2) 发酵液中的

丁醇浓度低；3) 发酵过程中的丁醇选择性不高。现

就这些问题分述如下：  

2.1  粮食原料的高成本  
传统发酵法生产丁醇的工艺主要包括溶剂的连

续发酵、产物及副产物的蒸馏法分离提取，生产过

程中的环境保护措施等等。目前，国内厌氧发酵生

产生物丁醇的主要原料为玉米、谷物、薯干等淀粉

质粮食资源。根据 2009 年的文献数据，ABE 工业化

发酵生产 1 t 溶剂需要消耗玉米约 4.0~4.5 t，蒸汽约

13~25 t，水约 20~30 t，电约 700~100 kw·h[2]。近年

来由于国内以玉米等粮食作物为原料的生物炼制行

业发展迅速，一定程度上促成了全国粮食价格的较

快上升，致使生物丁醇生产成本大幅度增加。同时，

国家出于维护粮价稳定和粮食安全战略的考虑，开

始限制大规模使用玉米等粮食作物发展生物能源。

因此，如何通过提高丁醇的原料转化率和利用廉价

非粮类原料生产丁醇来降低其生产成本，成为该产

业所必须直面的瓶颈问题。 

2.2  丁醇毒性造成的低产物浓度  
传统 ABE 发酵中生成的是三联产物 (丙酮、丁

醇和乙醇)，提高溶剂三成分中主产物丁醇的浓度是

降低发酵法制造丁醇成本的手段之一。据分析，如

果丁醇发酵的产物浓度由 12 g/L 提高的 19 g/L，产

物分离的后续蒸馏成本将可降低一半[7]。然而，传

统的丙酮丁醇梭菌发酵生产中的丁醇终浓度维持在

13~14 g/L 左右，难于超过这一阈值的原因在于所

生成的溶剂特别是丁醇对产溶剂梭菌细胞的毒害作

用[8]。研究表明丁醇的亲脂性使其比其他产物在破

坏细胞膜的磷酯组分并增加膜流动性方面显示更强

的作用[9]。高浓度的丁醇严重破坏细胞质膜的结构，

干扰细胞膜的正常生理功能。当丙酮丁醇梭菌的生

长环境中添加 1％的丁醇时，细胞膜流动性相应提

高 20％~30％[10]，由此破坏了细胞内外的 pH 梯度，
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降低了胞内 ATP 水平和影响葡萄糖的吸收，继而抑

制梭菌细胞的生长繁殖乃至杀死梭菌细胞 [9]。虽然

国外报道的拜氏梭菌 C. beijerinckii BA101 在 MP2

培养基以及发酵调控条件下的丁醇产物浓度可达到

20.9 g/L (总溶剂为 32.6 g/L)，是目前报道的产溶剂

最高的菌株[11]，但这是在特殊培养基和培养条件下

得到的结果，还不具备工业应用的可能。为了提高

产溶剂梭菌本身的丁醇耐受性，Tomas 等在丙酮丁

醇梭菌中过表达编码热激蛋白的 groESL 基因，使丁

醇对菌体细胞的抑制作用降低了 85％，并最终使产

物浓度提高了 33％[12]。Borden 等在丙酮丁醇梭菌

中过表达来源于基因组 DNA 文库中筛选过程中确

定的 2 个与丁醇耐受性相关的基因，即可使重组菌

体细胞的丁醇耐受水平分别提高了 13％和 81％[13]。

上海丁醇协作组的赵静波与俄亥俄州立大学的杨尚

天等合作，利用纤维床固定化生物反应器对丁醇生

产菌株进行驯化，使固定在其中的菌体细胞不断提

高在产溶剂时期对丁醇、有机酸和自溶素等抑制物

的抵抗能力，最终获得了丁醇耐受性和丁醇产量均

显著提高的突变株。该菌株在 P2 培养基中发酵的丁

醇终浓度可达 21 g/L。当该突变株与纤维床反应器

固定化发酵技术相结合时，在 P2 培养基中的丁醇发

酵终浓度可达 24~29 g/L[14]。总体说来，通过基因工

程和代谢工程的手段虽可一定程度上提高产溶剂梭

菌的丁醇耐受性，但这种“提高”很大程度上也受

到菌株自身条件的限制。就目前工业规模的溶剂发

酵而言，发酵液中的总溶剂达 20 g/L 时，梭菌细胞

的代谢即刻停止[15]，按丁醇比为 60％或 70％计，

最终丁醇浓度在 12~14 g/L 之间，这是现有工业菌种

很难进一步超越的丁醇耐受性水平。因此，传统 ABE

发酵中的低产物浓度已成为影响发酵经济性的重要

因素之一。 

2.3  发酵产物中的丙酮和乙醇副产物 
目前传统丙酮丁醇梭菌 ABE 发酵过程中，

除了 60％为丁醇外，同时还会有 30％的丙酮和 10％

左右的乙醇 [2]。ABE 发酵的产物中丁醇的商业价

值最高，现今价格维持在 12 000 元/t 左右，副产

物丙酮和乙醇属于低值产物，价格分别在 8 500 元/t

和 5 000 元/t 左右。同时，所产生的乙酸和丁酸既无

法回收，更是降低了原料的转化效率增加了生产成

本。因此，在无法进一步大幅提高发酵产物浓度的

情况下，提高发酵过程中作为主发酵产物丁醇生物

合成的选择性，减少副产物量来提高丁醇比例，降

低粮耗不失为提升生物丁醇发酵产业经济性和竞争

力的有效手段。但丁醇耐受性仍是一个不可避免而

必须考虑的关键问题。中国科学院上海生命科学研

究院的科研人员通过传统诱变方法，尽管获得了高

丁醇比丙酮丁醇梭菌 EA2018[16]，产物丁醇∶丙酮∶

乙醇为 7∶2∶1，比传统菌种的丁醇比例提高 10％，

但从其发酵总溶剂浓度看，丁醇的浓度尚处在

14 g/L 左右，如要突破所述丁醇耐受性的阈值，还

需作出更大的努力。 

3  研究进展与应用 

中国科学院上海植物生理生态研究所的研究

人员从上世纪 50 年代起研究丙酮丁醇连续发酵制

备技术，国家“七五”攻关期间通过诱变筛选获得

了高丁醇比例的 EA2018 菌株，曾在河北、山东

等地成功投入工业化连续发酵生产应用，规模达到

6 000 t/年。近年来，该所中国科学院合成生物学重

点实验室的杨蕴刘、姜卫红、杨晟研究组协作攻关，

开始进行产溶剂梭菌的遗传改造研究，并形成上海

生物丁醇协作组。该协作组的主要技术思路是针对

当前生物丁醇制造中面临的问题，通过产丁醇发酵

菌株的遗传改造以及发酵、产品回收工艺的优化实

现以下 3 方面目标：1) 提高产品中的丁醇比例；2) 

寻找廉价的替代原料；3) 提高发酵产物的浓度。从

而克服传统发酵法制造丁醇过程中的限制性瓶颈，

继而提高生物丁醇的生产经济性。 

3.1  提高丁醇比例 
提高丁醇比例可以通过对微生物丁醇途径的重

构和优化实现。经典的丁醇代谢途径来源于产溶剂

梭菌。产溶剂梭菌除生成 60％~70％的丁醇外，还

有 20％~30％的丙酮和 10％的乙醇这 2 种低值副产

物。通过对丁醇途径的重构和优化有可能降低丙酮

和乙醇的合成量，在保持菌株原有的较高转化效率

的基础上进一步提高丁醇在总溶剂中所占的比例，

增强丁醇生产的经济竞争力。 
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为降低副产物丙酮的生物合成量，Janati-Idrissi

等通过传统化学诱变手段，获得了不产丙酮的突变

株 C. acetobutylicum 2-BrBu1，但是丁醇比例也同时

降低[17]。美国 Eleftherios Terry Papoutsakis 实验室于

2003 年报道了利用反义 RNA 技术抑制丙酮丁醇梭

菌中的乙酰乙酸脱羧酶基因 adc 的转录，但丙酮浓

度并未减少；接着用相同的方法抑制该菌中辅酶 A

转移酶基因 ctfAB 的转录，虽然抑制了丙酮的产生，

但该法同时抑制了和 ctfAB 同处一个操纵子的乙醇

脱氢酶 E 基因 adhE 的转录，鉴于该酶是丁醇和乙

醇合成途径的关键酶，因此几乎无乙醇和丁醇的产

生[18]；该项目组继而在抑制 ctfAB 转录基础上回补

adhE，但只提高了乙醇的产量，丁醇产量没有提高，

丁醇比例反而下降[19]；而在丢失大质粒 pSOL 的不

产溶剂的丙酮丁醇梭菌退化菌株 M5 或 DG1 中通过

过表达 adhE 基因重构丁醇途径可恢复丁醇产生，丁

醇比例可达到 90％以上，但是丁醇浓度为野生型的

1/2[20-21]。 

上海生物丁醇协作组蒋宇等通过敲除 EA2018

菌株的丙酮合成途径关键酶 (乙酰乙酸脱羧酶) 基

因，基本阻断了丙酮的产生，并经代谢流分析与发

酵优化将丁醇的比例提高到 85％以上[22]。尽管生物

化学和分子生物学研究业已证明，丁醇/乙醇的生物

合成共用醛-醇脱氢酶，但如何进一步降低乙醇比

例，成功报道甚少。这是由于无法通过基因敲除的

手段阻断乙醇产生而不影响丁醇生产。Papoutsakis

实验室通过对在 M5 中过表达 adhE 基因的重组菌的

发酵优化，使丁醇比例达到 85％且浓度和野生型菌

株相当，但进一步的代谢调控效果甚微[23-24]。上海

生物丁醇协作组蒋宇等正在通过代谢调控和酶特异

性改造，进一步提高丁醇/乙醇比例。  

3.2  拓宽生物丁醇制备中的原料源 
3.2.1  薯类、菊芋等非粮原料 

薯类是淀粉含量很高的农作物，包括木薯、红

薯、马铃薯等，在世界各地以及我国均有大量种植。

薯类原料的市场价格较玉米、小麦等粮食类原料低

廉，因此已被大量用于生物乙醇的生产。一些生物

丁醇生产企业也在玉米原料中混入薯类原料进行发

酵，以减少玉米的用量。由于薯类原料中淀粉以外

的营养成分，如蛋白质等含量要明显低于玉米，因

此完全以薯类原料进行发酵的丁醇产量较低，需

要通过培养基和发酵条件的优化实现木薯等薯类

原料对玉米的完全替代，真正实现生物丁醇的非粮

发酵[25]。 

菊芋是一种多年生草本植物，俗称洋姜、鬼子姜。

菊芋生物量极大，每公顷可产菊芋块茎 30~75 t。鲜

菊芋块茎中富含多聚果糖，是一种极具开发潜力的

半野生资源，是微生物发酵生产生物基化学品的良

好糖源。国外以菊芋为原料发酵制备丁醇的研究多

有报道。Marchal 等在调控 pH 的条件下，使得菊汁

水解液发酵的总溶剂浓度达到 23~24 g/L[26]。大连化

学物理研究所杜昱光研究员课题组提供的菊芋原

料，经上海生物丁醇协作组试验证明，经菊粉酶处

理后的水解液能被梭菌发酵产生丁醇，总溶剂浓度

接近玉米原料水平。如果能够实现原料的规模化供

应并进一步控制原料处理成本，相关研究成果具备

工业化生产的可能。 

小麦 B 淀粉又称尾淀粉、淤渣淀粉、刮浆淀粉

或淀粉糊精，是小麦淀粉加工以及以小麦为原料发

酵酒精的副产物，可用于发酵生产丁醇。国内的天

冠 集 团 受 让 了 上 海 生 物 丁 醇 协 作 组 的 C. 

acetobutylicum EA 2018 菌株，并开发了 B 淀粉浆和

玉米的混合发酵丁醇工艺，进而实现了单独以 B 淀

粉浆为原料进行生物丁醇的生产。 

3.2.2  木质纤维原料 

木质纤维素被普遍认为是一种最具应用潜力的

发酵原料。近年来，国外围绕木质纤维素发酵制

备 ABE 溶剂的研究多有报道。Qureshi 等采用

C. beijerinckii P260 菌株测试了麦草水解液的溶剂发

酵情况，在分步糖化发酵和同步糖化发酵 2 种工艺

条件下，ABE 产物浓度分别达到 13.12、11.93 g/L[27]；

采用分批-补料发酵工艺时，C. beijerinckii P260 菌

株的丁醇生产强度为 0.36 g/(L·h)，高于批式发酵的

0.31 g/(L·h)[28]。C. beijerinckii BA101 菌株也被

用于玉米皮水解液的发酵测试，ABE 溶剂浓度

可达 9.3 g/L[29]。相比较国外而言，国内的相关研

究较少，早期的如陈守文等利用丙酮丁醇梭菌

C. acetobutylicum C375 菌株发酵稻草酶法水解液，
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分别研究了氮源、生长因子、pH 等因素对发酵的

影响，最终的总溶剂浓度为 12.8 g/L，溶剂生成率

为 29.9％ [30]；近年来中国科学院过程研究所的李

冬敏等利用汽爆秸秆膜循环酶解耦合技术进行了

丙酮丁醇发酵的研究，实现了酶解与发酵的同步进

行 [31]。国内的吉安新能源集团有限公司受让了上

海生物丁醇协作组的 C. acetobutylicum EA 2018 菌

株，并与中国科学院过程研究所的陈洪章课题组联

合开发了秸秆半纤维素发酵丁醇技术，完成了年产

600 t 燃料丁醇的工业示范生产线 (http://www.ipe. 

cas.cn/xwdt/ttxw/200910/t20091022_2586814.html)。 

综合目前的研究进展来看，木质纤维素转化制

造丁醇的工艺路线可以概括为：原料预处理和水解

为单糖；糖液发酵生成丁醇；产物蒸馏回收等。尽

管上述工艺路线具备可行性，但仍有诸多技术瓶颈

需要克服。仅就菌种而言，纤维水解液中五碳糖和

六碳糖的同等利用是迫切需要解决的难点之一。 

1) 五碳糖代谢 

木质纤维原料中的六碳糖主要是葡萄糖 (纤维

素的主要组分)，五碳糖主要是木糖以及阿拉伯糖 

(半纤维素的主要组分)[32]。其中，葡萄糖是最主要

成分，其次为木糖，阿拉伯糖的含量较少。产溶剂

梭菌 (C. acetobutylicum，C. beijerinckii) 具备天然

的木糖利用能力，但与葡萄糖相比，木糖代谢能力

不足，具体表现为在以木糖为唯一碳源发酵时，溶

剂得率和生成速率低[33]。鉴于木糖是木质纤维原料

中含量仅次于葡萄糖的最主要五碳糖，因此，开展

产溶剂梭菌的木糖代谢工程研究具有重要意义。 

对于大多数细菌来说，木糖被转运入细胞后首

先通过木糖异构酶和木酮糖激酶两步催化反应生成

5-磷酸木酮糖，随后进入磷酸戊糖途径  (Pentose 

phosphate pathway，PPP)，过程中涉及 4 个关键酶：

转醛酶、转酮酶、5-磷酸-核糖异构酶以及 5-磷酸-

核酮糖差向异构酶，最后以产物 6-磷酸果糖和 3-磷

酸甘油醛进入糖酵解途径。Cynkin 等研究者早先提

出在梭菌中木糖也经由这条途径代谢[34-35]，但限于

基因组信息以及遗传操作手段的匮乏，在分子水平

上对该途径上关键酶基因的解析工作一直未见报

道，因而也就无法给菌株的木糖代谢工程改造提供

相关信息。随着近年来丙酮丁醇梭菌模式菌株

C. acetobutylicum ATCC 824 全基因组信息的公布[36]，

以及产溶剂梭菌遗传操作技术上的突破[37-38]，上述

木糖途径解析的研究工作也迎来了契机。上海生物

丁醇协作组顾阳等通过比较基因组学以及分子生物

学实验鉴定了 C. acetobutylicum ATCC 824 木糖代谢

途径中的木糖异构酶基因 xylA 和木酮糖激酶基因

xylB[39]，并通过在 C. acetobutylicum ATCC 824 中过

量表达 E. coli 来源的转醛酶基因 A (talA)，提高了

该菌株的木糖利用率，从而证明了在丙酮丁醇梭菌

C. acetobutylicum 中转醛酶是 PPP 途径的限速酶之

一[40]。由此可见，采用代谢工程实验方法增强产溶

剂梭菌中木糖代谢通量是提高其木糖利用能力的有

效手段。 

2) 葡萄糖阻遏效应 (Carbon catabolite repression，

CCR) 的解除 

微生物在利用复杂碳源过程中普遍存在 CCR效

应[41]，即速效碳源的快速利用对非速效碳源的代谢

产生抑制作用。这一现象在产溶剂梭菌发酵木质纤

维素水解液过程中同样存在[42]。换言之，水解液中

同时存在的葡萄糖抑制了细胞对其他糖源 (木糖、

阿拉伯糖等五碳糖) 的有效利用，降低了物料转化

效率和发酵的经济性。因此，解除产溶剂梭菌中的

CCR 效应、实现其对五碳糖和六碳糖的同等利用是

木质纤维素制备生物丁醇中的一个关键科学问题。 

在 革 兰 氏 阳 性 菌 模 式 菌 株 枯 草 芽 胞 杆 菌

Bacillus subtilis 中的已有研究表明，CCR 效应的发

生是由多效调控因子 CcpA 介导的[43]。作为重要的

工业菌种，有关产溶剂梭菌 CCR 效应的相关机理性

研究极少，其中是否也存在与 B. subtilis 中相似的

CcpA 调控元件以及 CCR 效应的作用模式，这些问

题 都 有 待 深 入 研 究 。 2001 年 丙 酮 丁 醇 梭 菌

C. acetobutylicum ATCC 824 全基因组序列的公布为

上述研究提供了信息平台[36]。英国 Heriot-Watt 大学

的 Mitchell 教授等 2003 年通过生物信息学分析预测

了 C. acetobutylicum ATCC 824 中存在参与 CCR 效

应的调控元件 CcpA[44]。本协作组的任聪等对

C. acetobutylicum ATCC 824 中的 CcpA 蛋白作了鉴

定，并证明该蛋白确实与 CCR 效应相关[45]。同时，
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通过敲除 ATCC 824 中的 ccpA 基因，菌株固有的

CCR 效应得以解除，实现了对葡萄糖-木糖混合碳源

的同等利用[45]。上述研究结果为通过代谢工程手段

构建适用于木质纤维水解液混糖发酵的工程菌株提

供了新思路。上海生物丁醇协作组现在已经获得一

株能耐受玉米秸秆蒸汽爆破酶解糖液中的抑制物，

并能同时利用其中葡萄糖和木糖高产丁醇的菌株 

(结果未发表)。 

3.2.3  合成气 

合成气主要是由 CO、H2、CO2 组成的混合气体，

来源广泛，包括煤、油页岩、焦油沙、重残渣、劣

质天然气以及生物质。以合成气为原料合成氨、含

氧化合物和烃类等化工原料的生产技术已投入商业

运行。近年来，以生物技术主导的合成气综合利用

技术引起广泛关注，尤其是通过厌氧发酵方法将合

成气转化成各种有用的燃料和化学品已成为新的研

究热点[46]。 

能够利用合成气的微生物都是厌氧菌，其可分

为两种类型，一种以 C1 化合物 (CO 或 CO2) 作为碳

源，而以氢作为能源；另一种同时利用 C1 化合物作

为碳源和能源。大多数能够利用合成气的微生物的

主要产物为乙酸、乙醇和 H2
[46]，其中，微生物利用

合成气厌氧发酵生产乙醇是迄今为止唯一成功实现

产业化的技术。Clostridium ljungdahlii 是目前合成

气发酵产乙醇最具潜力的菌株。Phillips 等[47]通过发

酵条件和培养基优化，使得该菌株乙醇发酵的产物浓

度上升到 23 g/L。此外，Clostridium carboxidivorans 

P7 对合成气的利用能力也受到广泛关注，该菌株发

酵合成气产生的乙醇浓度可达 10 g/L[48]。 

目前已知的可利用合成气发酵生产丁醇的微生物

菌株仅有 Clostridium carboxidivorans P7 (DSM15243) 

和 Butyribacterium methylotrophicum (DSM3468)，丁

醇产量分别为 1.776 g/L 和 2.7 g/L[49]。实现微生物利

用合成气发酵生产丁醇的可行技术路线主要包括：

1) 在 Clostridium ljungdahlii 等乙醇生产菌株中引入

乙醇到丁醇的代谢途径；2) 对天然的可利用合成气

发酵生产丁醇的微生物进行代谢工程改造，提高丁

醇的生产强度；3) 在传统的利用糖源的丁醇生产菌

株中导入合成气代谢途径。上海生物丁醇协作组肖

晗等已初步建立了合成气丁醇产生菌的遗传操作系

统，正在尝试进行基因工程改造。 

3.3  提高 ABE 发酵液中的丁醇浓度 
3.3.1  低温发酵和产物气提回收技术 

丁醇对菌体细胞具有较大毒性，通过菌株遗传

改造增强其丁醇耐受性仅为提高丁醇生物合成的选

择性和产物浓度创造了有利条件。为降低发酵产物

丁醇对生产菌种的抑制作用，尚可通过发酵和下游

工艺的改进来减轻发酵液中的丁醇毒性，进而提高

发酵终点的丁醇浓度。Glassner 等采用发酵温度调

控的方法来提高丁醇产物浓度，取得良好的效果[50]，

在产溶剂阶段的发酵温度由 37℃下调至 30℃甚至更

低，产物丁醇浓度可以达到 16.5 g/L 以上。本协作

组刘旭东等通过变温发酵实现溶剂产量的大幅提

高，丙酮丁醇梭菌 EA2018 的玉米单批发酵总溶剂

产量可达 28.0 g/L，其中丁醇 20.1 g/L、乙醇 3.4 g/L、

丙酮 4.5 g/L (数据未发表)。不过，采用温控技术实

现丁醇高产过程中，由于温度降低使得梭菌细胞代

谢减缓，因此发酵周期会延长，细胞生产强度会降

低；此外，降温操作从工业应用角度来说要增加能

耗，并增大设备的前期投资，因此，要综合考虑丁

醇产量提高和生产运行成本之间的经济平衡。 

采用发酵-产物气提法回收  (Gas-stripping) 耦

合技术也是降低溶剂毒性的有效方法[51-53]。该方法

利用发酵产生的气体 (H2、CO2) 或者外界通入惰性

气体来捕捉发酵产物，降低发酵液中的溶剂量，收

集到的溶剂传送至冷凝装置回收，而气体可以回流

到发酵体系中继续回收发酵产物。同一协作组的陈

军等通过 C. acetobutylicum EA 2018 批式玉米醪发

酵-气提耦合技术将 ABE 发酵产物的浓度提高至

30 g/L，其中丁醇 20 g/L (数据未发表)。 

3.3.2  在高耐丁醇菌株中构建异源丁醇途径 

传统丁醇发酵中产物浓度的提高主要受制

于 菌 株 丁 醇 耐 受 性 差 。 主 要 的 产 溶 剂 梭 菌

C. acetobutylicum 的丁醇耐受极限低于 2％ (V/V)[54]。

从菌体细胞对丁醇耐受性的研究结果来看，该表

型是由多基因决定的，并且拥有十分复杂的调控网

络[55]，这使得对目前菌株的丁醇耐受性改造存在一

定的困难。 
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已有的研究发现，某些菌株如 Lactobacillus 

brevis、Lactobacillus delbrueckii[56]具有明显高于目

前的产溶剂梭菌的丁醇耐受性，表明高丁醇耐受性

的菌株在自然界中是存在的。协作组的李键等通过

驯化及筛选等策略获得 2 株丁醇耐受菌株，经鉴定

均属于乳酸杆菌属 Lactobacillus。在此基础上，通

过对一个乳酸菌库的丁醇耐受性检测，发现其中大

部分菌株具有明显高于产溶剂梭菌的丁醇耐受性，

暗示了乳酸杆菌属作为一个整体，可能具有较高

丁醇耐受性。同时，获得的数株丁醇耐受极限高

于 3％ (V/V) 的菌株，有潜力成为构建丁醇途径的

宿主菌。 

丁 醇 合 成 途 径 已 被 成 功 导 入 Escherichia 

coli[57-58]、Saccharomyces cerevisiae[59]、Pseudomonas 

putida[60]和 Bacillus subtilis[60]、Lactobacillus brevis[61]

中，并用于丁醇生物合成的研究，所有上述菌株发

酵后都能够获得微量的丁醇，证明由非自然宿主生

产丁醇是可行的。当然，异源丁醇合成也存在诸多

困难，如：酶蛋白编码基因的合理选择，基因的有

效表达，代谢中间产物的平衡以及完全敲除竞争性

途径等，未来仍然需要合成生物学、代谢工程、蛋

白质工程等手段来提高丁醇的产物浓度。 

4  展望 

丁醇作为一种重要的化学品和新一代的生物燃

料，其生物法制备方法已逐渐成为世界范围内的研

究热点。当前迫切需要解决的是进一步降低生物丁

醇的制造成本，以获得相对于石化合成路线的市场

竞争优势。 

根据我国农产品种植结构，传统 ABE 发酵中最

常用的底物主要是玉米、薯干、谷物等淀粉质原料，

这些农产品一定程度上可作为日常口粮，也用作禽

畜饲料和工业用粮。考虑到国家的粮食安全问题，

生物丁醇产业发展的出路在于非粮类底物的高效利

用以及木质纤维素用于溶剂发酵并达到工业化规模

生产的水平。在纤维丁醇生产工艺处于尚难产业化，

有待完善的条件下，以木薯、菊芋等非粮作物替代

玉米进行溶剂发酵也是一条可供选择的措施。但是

随着人们对木质纤维素水解研究的深入和纤维素酶

成本的下降，此类可再生资源用于丁醇的发酵生产

将成为必然的发展趋势。 

为增强丁醇发酵的经济竞争力，除了采用廉价

原料及其相适应的生产菌外，不论是提高发酵的丁

醇浓度 (Concentration)、底物转化效率 (Yield) 还

是生产强度 (Productivity)，培育和构建新型生产菌

种至关重要，而基因工程和代谢工程等近代分子生

物学技术为此目标的实现提供了可能性。 
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