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摘  要: 木质纤维素在预处理过程产生的降解产物对后续的酶水解和微生物发酵过程产生了强烈的抑制。因此，

这些抑制物的脱除即所谓的“脱毒”步骤是正常进行后续酶解和发酵的前提条件。我们对本实验室筛选的丝状真

菌 Amorphotheca resinae ZN1 的糠醛的代谢路径进行了研究。丝状真菌 A. resinae ZN1 转化糠醛的降解代谢途径

可以简述为：糠醛首先快速地转化为毒性较低的糠醇；在有氧条件下，糠醇又再度生成不致对微生物产生危害的

低浓度糠醛，糠醛继续氧化为糠酸。推测糠酸可能继续进入 TCA 循环，进而完成糠醛的完全降解。研究结果为

将来加快丝状真菌 A. resinae ZN1 生物脱毒速率、改善木质纤维素生物转化的限速步骤提供了重要的实验依据。 
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Abstract:  Some degradation products from lignocellulose pretreatment strongly inhibit the activities of cellulolytic 
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enzymes and ethanol fermentation strains, thus the efficient removal of the inhibitor substances (“detoxification”) is the 
inevitable step for the biotransformation processes. In this study, the biological detoxification of furfural by a newly 
isolated fungus, Amorphotheca resinae ZN1, was studied and the metabolic pathways of furfural degradation was analyzed. 
The metabolic pathway of furfural degradation in A. resinae ZN1 was described as follows: first, furfural was quickly 
converted into the low toxic furfuryl alcohol; then the furfuryl alcohol was gradually converted into furfural again but under 
the low concentration under aerobic condition, which was not lethal to the growth of the fungi; furfural continued to be 
oxidized to furoic acid by A. resinae ZN1. It is likely that furoic acid was further degraded in the TCA cycle to complete the 
biological degradation of furfural. The present study provided the important experimental basis for speeding up the 
biodetoxification of furfural by A. resinae ZN1 and the rate-limiting step in the lignocellulose biotransformation to 
ethanol. 

Keywords:  metabolic pathway, biodetoxification, furfural, lignocellulose 

在木质纤维素的生物转化过程中，预处理是

破坏木质纤维素致密结构、提高纤维素酶解效率

的必需步骤[1]。高温、强酸或强碱的预处理在破

坏木质纤维素结构的同时，不可避免地生成了多

种对后续酶解和微生物发酵过程具有强烈抑制

作用的降解产物，主要包括有机酸类化合物、呋

喃类化合物和酚类化合物[2-6]，因此，要实现对

木质纤维素的有效生物转化，必须对预处理后的

原料进行脱毒处理。 

目前常用的脱毒方法有水洗法 [7]、过碱化

处理 (Overliming)[8]、活性炭或离子交换树脂吸

附 [9]、真空蒸发[2]以及生物降解等[10-13]。这些方

法中具有实际应用价值的仅有水洗法和过碱化

方法，但都存在着大量耗水和大量废水产生、物

料损失严重、处理后物料高含水等严重问题[14]。

与其他脱毒方法相比，生物脱毒法条件温和、抑

制物转化彻底、耗能低且废水少，而且脱毒后的

物料可以直接进入乙醇发酵，但脱毒效率低[15-16]

是制约生物脱毒法广泛应用的核心问题。因此，

得到一株能够高效降解各种抑制物的微生物是

生物脱毒法的关键[17]。 

糠醛由于含有呋喃环，不易受到代谢过程的

破坏，生物降解较为缓慢。Gerhard 等从含有亚

硫酸盐的连续发酵罐中分离出了一株能够转化

糠醛的菌株 Desulfovibrio sp. F-1[18]。这株菌能够

在无机盐和生长因子受限制的硫酸盐培养基中，

以糠醛作为唯一的碳源和能源生长，得率为

1.6~1.8 mmol 乙酸/mmol 糠醛。Mohammad 等对

有氧及厌氧情况下的驯化酿酒酵母 CBS 8066 降

解糠醛进行了研究[19]，在有氧或者厌氧的分批发

酵中，糠醛主要代谢为糠醇 (产率约为 70％)，

而且在指数期生长期代谢能力最强，稳定期较

弱；糠醛使酵母的比生长速率和乙醇产率下降，

而当糠醛完全代谢完后有所回升。Belay 等对一

株产甲烷球菌属的突变株 Methanococcus deltae 

LH 厌氧转化糠醛进行了研究[20]，该菌株代谢糠

醛的主要产物是糠醇，同时生成甲烷和二氧化碳

气体，但它不能以糠醛为唯一碳源及能源生长。

Nichols 等从被糠醛污染过的土壤中分离到了一

种可以代谢呋喃衍生物、有机酸以及酚类化合物

的真菌 Coniochaeta ligniaria NRRL30616，可以

把毒性强的糠醛转化为弱毒性的相应醇的形式，

即糠醇，然后再氧化为相应的酸，从而使得酵母

的后续发酵生产乙醇得以进行[21]。 
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近两年，荷兰 Delft University of Technology

的一个研究组对糠醛的代谢路径进行了较为深

入的研究。Wierckx 等从土壤中分离获得的

Cupriavidus basilensis HMF14 能够代谢转化 5-羟

甲基糠醛和糠醛，但却不能利用葡萄糖、木糖、

阿拉伯糖以及甘露糖[22]；进一步的代谢路径研究

表明，C. basilensis HMF14 代谢糠醛的产物分别

是糠醇和糠酸，并最终进入支持细胞生长的代谢

路径；在这 3 种呋喃衍生物中，糠醛对微生物的

毒性最大，因此在微生物转化糠醛时，首先将它

快速地转化为糠醇，从而使糠醛含量保持在一个

低水平浓度范围内，然后再分批少量地通过将其

氧化为糠醛作为过渡阶段，最终将其氧化为糠

酸，通过细胞摄入，将糠酸大量地运输到细胞中，

支持菌体生长，因此在这个过程中，糠醛、糠醇

和糠酸是相互转化的，且这个过程中只能看到少

量的糠酸积累。Koopman 等建立了 C. basilensis 

HMF14 的突变体转座子文库，鉴定出了呋喃衍

生物代谢途径涉及的基因，并在假单胞菌

Pseudomonas putida 体内重构了糠醛和 5-羟甲基

糠醛的代谢途径[23]。 

Zhang 等从稀酸预处理后的玉米秸秆中筛选

到了一株脱毒真菌 Amorphotheca resinae ZN1，

并对其作了分子生物学和微生物学鉴定，而且在

玉米秸秆发酵乙醇过程中得到了有效利用[15]。本

实验主要是以糠醛作为唯一碳源对这一煤油真

菌 A. resinae ZN1 的抑制物代谢路径进行了研

究。所提出的煤油真菌 A. resinae ZN1 转化糠醛

的降解代谢途径跟前人提出的细菌中的代谢途

径基本一致，糠醛首先快速地转化为毒性较低的

糠醇，糠醇又再度生成不致对微生物产生危害的

低浓度糠醛，糠醛继续氧化为糠酸。推测糠酸的

进一步降解路径可能与其他微生物类似[23]，通过

进入 TCA 循环完成糠醛的完全降解。研究结果

对将来加快煤油真菌 A. resinae ZN1 生物脱毒速

率、改善木质纤维素生物转化的限速步骤提供了

重要的实验依据。 

1  材料与方法  

1.1  试剂和药品 
糠醛购自上海德默化学技术有限公司 (上

海，中国)，糠醇和糠酸购自国药集团化学试剂

有限公司 (上海，中国)。磷酸二氢钾、硫酸镁、

硫酸铵、氯化钙购自上海凌峰化学试剂有限公司 

(上海，中国 )，酵母提取物购自 Oxoid Ltd 

(Basingstoke Hampshire，England)。所有试剂和

药品均为分析纯。 

1.2  脱毒菌株及培养 
脱 毒 菌 种 为 本 实 验 室 筛 选 和 保 存 的

Amorphotheca resinae ZN1，该菌的分子生物学和

微生物学鉴定见文献[8]。A. resinae ZN1 菌株在

PDA 试管斜面保存和传代。PDA 培养基的制备

简述：取去皮马铃薯 200 g，切成小块，加水

1 000 mL。煮沸 l h，用 8 层纱布过滤，然后补足

水至 1 L，并添加葡萄糖 20 g，琼脂粉 20 g，121 ℃

灭菌 20 min，贮存备用。该培养基为菌株的传代

保存培养基。 

1.3  A. resinae ZN1 的培养和发酵 
种子培养基：KH2PO4 2 g/L， (NH4)2SO4 

1 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L，CaCl2 0.5 g/L，酵母

提取物 1 g/L，葡萄糖 40 g/L。 

发酵培养基：KH2PO4 2 g/L，(NH4)2SO4 1 g/L，
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MgSO4·7H2O 1 g/L，CaCl2 0.5 g/L，酵母提取物

1 g/L，葡萄糖 20 g/L。灭菌后分别添加过滤除菌

的糠醛 (约 0.6 g/L)。 

无机盐培养基：KH2PO4 2 g/L，(NH4)2SO4 

1 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L，CaCl2 0.5 g/L。灭菌

后加入过滤除菌的糠醛 (约 0.6 g/L)。 

发酵菌种的培养：用无菌水从培养好的 PDA

斜面试管洗下孢子悬液，然后按照 10％ (V/V) 

的接种量接入含有种子培养基的三角瓶中，置于

28 ℃的恒温培养箱里静止培养 3 d。 

发酵操作是在 3 L 发酵罐 (保兴生物科技有

限公司，上海，中国) 中进行的，装液量为 1 L，

20％ (V/V) 接种量，温度 26 ℃，转速 100 r/min，

并通过调节通气量来控制不同的溶氧水平。在发

酵过程中，用 2 mol/L 的 HCl 和 NaOH 维持发酵

体系的 pH 在 5.5，并不时取样，取样后立即用

0.22 µm 的滤膜过滤样品，然后保存在 4 ℃的冰

箱，以备后续的分析。 

1.4  分析方法 
呋喃衍生物 (包括糠醛、糠醇、糠酸) 通过

RP-HPLC (Reversed-phase HPLC，LC-20AT，

UV/VIS detector SPD-20A；Shimadzu，Kyoto，

Japan) 和 GC-MS (QP5000，Shimadzu，Agilent 

19091S-433) 进行定性分析，并用 RP-HPLC 进

行定量分析。 

RP-HPLC 的配置和工作条件为：YMC-Pack 

ODS-A柱 (LC-20AT，UV/VIS detector SPD-20A；

Shimadzu，Toyoto，Japan)，流动相流速 1 mL/min；

进样量 20 µL；柱温 35 ℃，流动相为乙腈∶超纯

水=50:50；检测波长为：糠醛、糠醇和糠酸为

220 nm。 

葡萄糖和乙酸是通过 HPLC (LC-20AD，

refractive index detector RID-10A；Shimadzu，

Toyoto，Japan)测定的。HPLC 的配置和工作条件

为：Bio-Rad HPX-87H 柱，流动相为 5 mmol/L

硫酸，柱温为 65 ℃流速为 0.6 mL/min。所有从

发酵罐中取的样品，进样前均在 14 000 r/min 的

条件下离心 7 min，并通过 0.22 μm 的滤膜过滤。

以上所有糠醛代谢过程均有两个重复实验。 

2  结果与分析 

2.1  A. resinae ZN1 的糠醛代谢分析 
为了更清楚地了解 A. resinae ZN1 生物脱除

糠醛的代谢路径，也为了验证糠醛能否作为丝状

真菌 A. resinae ZN1 的唯一碳源，本研究采用了

含糠醛的无糖无机盐离子培养基。种子扩培后用

500 mL 的无菌水洗菌膜 2 次，将洗去残糖的菌

膜接种到含糠醛的无糖无机盐离子培养基中进

行发酵，结果见图 1。该实验是采用的无糖无机 

 

图 1  A. resinae ZN1 以糠醛为唯一碳源的代谢转化 
Fig. 1  Metabolism of furfural as the sole carbon source 
by A. resinae ZN1. Conditions: 20% incaution, 26 °C, 
pH 5.5, 100 r/min, ventilation of 0.91 vvm. 
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盐离子培养基对 A. resinae ZN1 进行培养，从培

养情况来看，A. resinae ZN1 依然可以很好地进

行生长繁殖，从接种发酵开始到糠醛转化期间，

发酵罐内从刚开始接种的少量菌片到发酵罐内

壁周围贴满黑色的成片状菌丝、发酵罐搅拌桨上

缠满菌丝片，发酵液从初始的澄清透亮状态到发

酵液变成黑色、浑浊状态，菌体生物量大量增加。

但是，由于菌体生长的不规则性，准确地定量测

定生物量较为困难。从图 1 可以看出，糠醛可以

作为 A. resinae ZN1 的唯一碳源及能源进行生长

和发酵，首先，糠醛快速地向糠醇转化，随后进

一步转化为糠酸。由于糠酸可以顺利进入后续的

代谢步骤，糠酸积累不显著，并最终被完全代谢，

所以在代谢进行到 42 h 后，已经看不到糠酸的积

累；而糠醛还原为糠醇的速度要远远快于糠醇进

一步氧化的速度，所以在糠醛快速转化的阶段 

(16 h 至 42 h 之间)，糠醇的积累量要大于糠酸的

积累量。对于微生物而言，糠醛对其生长的抑制

作用最大，而糠醇的毒性最弱，A. resinae ZN1

将高浓度的糠醛先快速地还原为糠醇，在一定程

度上就大大减弱了糠醛对其生长的强抑制作用，

然后再将弱毒性的糠醇进一步氧化为糠酸，并将

之彻底代谢掉。在有氧状态下，A. resinae ZN1

不需要特殊的营养因子可以很好地降解糠醛。

A. resinae ZN1 可以以少数几种无机盐作为营养

代谢糠醛，表现出了与以往研究中脱毒菌种所不

具有的独特性质[18,24]。 

溶氧水平对真菌的液体培养非常重要。本研

究对不同溶氧水平的 A. resinae ZN1 代谢糠醛的

情况进行了考察，结果见图 2。图 2 中糠醛的转

化曲线 error bar 跨度比较大，分析原因可能是由

于菌种接种时的生长状态存在一定差异。本文中

的保藏菌种是在 PDA试管斜面培养基上培养的，

斜面上菌种的生长状态很难测定其生长曲线，每

批种子接种时的生长状态可能不同，因此 A. 

resinae ZN1 对糠醛的转化速率可能会存在一定

差异。 

分析图 2A 可知，不通空气时，糠醛转化和

糠醇生成速率较慢，而且生成糠醇后几乎不向糠

酸转化，也检测不到糠酸的积累。由于糠醇对微

生物的毒性很小，生物脱毒进行到这一步，即可

以进行下一步的酶解和乙醇发酵过程。由此可

见，A. resinae ZN1 可以在厌氧状态下进行生物

脱毒。图 2A 还表明，在糠醛代谢完全之前葡萄

糖几乎不消耗，而在糠醛被完全代谢后，葡萄糖

的消耗速度大大加快，表明当有抑制物存在时，

A. resinae ZN1 优先转化其生长抑制物。 

分析图 2B 可知，在较低的溶氧状态下 

(0.45 vvm)，糠醛转化和糠醇生成速率显著增加，

并出现有糠酸积累的阶段。与厌氧状态下糠醛代

谢一致的是，糠醛首先快速转为毒性较低的糠

醇，然后再氧化成为糠酸，而氧的存在是糠醇进

一步快速氧化为糠酸的必要条件。在糠醛被完全

转化前，葡糖糖的消耗速度不大；当糠醛被完全

转化为糠醇后，葡萄糖的消耗速度大大增加。 

分析图 2C 可知，在较高的溶氧水平下 

(1.88 vvm)，糠醛的转化非常迅速，而由于高溶

氧的存在，糠醇向糠酸的转化也更为快速；而且

糠醇和糠酸积累的阶段持续时间很短。高溶氧条

件下的葡萄糖利用情况与低溶氧状态时相近。 
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图 2  不同溶氧水平下 A. resinae ZN1 对糠醛的代谢

状况 
Fig. 2  Influence of metabolic mechanism of furfural 
degradation by the kerosene fungus strain, A. resinae 
ZN1 at different oxygen dissolved levels. Conditions: 
20% incaution, 26 °C, pH 5.5, 100 r/min. 

上述实验结果表明，溶氧在糠醇向糠酸转化

过程中起着至关重要的作用，较高的溶氧不仅可

以促进糠醇向糠酸的转化，而且有利于糠酸在胞

内被彻底代谢为终产物。溶氧虽然不是 A. resinae 

ZN1 进行糠醛降解的限制因素，但却是糠醇进一

步向糠酸氧化的重要条件；溶氧可以显著影响糠

醛降解的速率，尤其是糠醇向糠酸氧化以及糠酸

后续代谢的速率。提高溶氧水平可以大大加快

A. resinae ZN1 进行糠醛脱除的速率。 

为了进一步确定溶氧在糠醛转化过程中的

作用，本研究设计了一个两阶段通气法来研究溶

氧对糠醛转化的影响，所用培养基为发酵培养

基，成分如下：KH2PO4 2 g/L，(NH4)2SO4 1 g/L，

MgSO4·7H2O 1 g/L，CaCl2 0.5 g/L，酵母提取物

1 g/L，葡萄糖 20 g/L。灭菌后分别添加过滤除菌

的糠醛 (约 0.6 g/L)。灭菌后添加过滤除菌的糠

醛 (约 0.6 g/L)。两阶段通气法是指在发酵开始

前，先通入足量的氮气，以置换发酵液中的溶解

氧，在发酵开始后、糠醛完全转化的这段时间内，

不通空气，即在糠醛完全转化的这段时间内是完

全厌氧培养，之后则以 0.91 vvm 的通气量通入空

气进行有氧培养 (图 3)。分析图 3 可知，厌氧培

养时糠醛缓慢地向糠醇转化，在糠醛完全转化为

糠醇并开始有氧培养时，糠醇开始向糠酸氧化。

与图 2 不同的是，两阶段通气法中糠醛是在完全

厌氧的环境中还原的，此时糠醇的生成速率很

慢，糠酸的积累一直很少。原因可能是由于 A. 

resinae ZN1 在长时间的厌氧生长状态下，细胞活

力大大下降，即使重新开始通气进行有氧培养，

糠醇的氧化速度依然很慢，糠酸的利用速度也很

慢。结合图 2 中的实验结果，有氧培养是提高细

胞活力进而提高生物脱毒速率的有效途径。 
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图 3  两阶段通气法对 A. resinae ZN1 代谢糠醛的影响 
Fig. 3  Influence of metabolic mechanism of furfural 
degradation by A. resinae ZN1 with the control method 
of the second stage. The experiment conditions: 20% 
incaution, 26 oC, pH 5.5, 100 r/min. 

 

2.4  A. resinae ZN1 降解糠醛代谢路径的初步

解析 
综合上述实验结果，本文对丝状真菌

A. resinae ZN1 转化糠醛和 5-羟甲基糠醛的降解

代谢途径进行了分析，结果见图 4。糠醛首先在

醛还原酶作用下快速地转化为毒性较低的糠醇；

然后糠醇在醇脱氢酶作用下，再度生成不致对微

生物产生危害的低浓度糠醛；然后，糠醛在醛脱

氢酶作用下，继续氧化为糠酸。推测糠酸的进一

步 降 解 路 径 可 能 与 Koopman 等 [23] 提 出 的

Cupriavidus basilensis HMF14 代谢路径相似，通

过进入 TCA 循环完成糠醛的完全降解，即糠酸

在糠酰辅酶 A 合成酶的作用下，结合一分子的

HSCoA 转化为 2-糠酰辅酶 A (2-Furoyl-CoA)；在

钼依赖糠酰辅酶 A 脱氢酶的作用下，结合一分子

水后转化为 5-羟基-2-糠酰-辅酶 A；通过酮-醇互

变异构化，以及自发的内酯水解或者在一般的内

酯水解酶的作用下转化为 2-氧化戊二酸和辅酶

A，2-氧化戊二酸最终进入 TCA 循环。 

本研究推测，A. resinae ZN1 的糠醛生物降

解路径与前人提出的细菌中的代谢途径基本一

致[23,25]。在本研究中，无论是厌氧状态还是有氧

发酵，均发现糠醛也是被 A. resinae ZN1 的细胞

摄取并且进行转化的，我们分析，发酵液中糠醛

的减少应该是被 A. resinae ZN1 的细胞一点一点

地摄入细胞内，胞外的糠醛浓度才逐渐降低，然

后糠醛被快速地还原为糠醇后，高浓度的糠醇又

被分泌到胞外，从而能在胞外检测到。我们认为，

A. resinae ZN1 的细胞是定量分批地摄入糠醛，

并分泌糠醇的。因此，糠醛是被 A. resinae ZN1

的细胞摄取并在胞内转化的，其转化产物分别是

糠醇、糠酸。考虑到糠醛的高生物毒性，A. resinae 

ZN1 首先是将其进行快速地还原为较弱生物毒

性的糠醇，然后再进行氧化反应，将高毒性抑制

物的浓度维持在不影响 A. resinae ZN1 细胞正常

生长的水平，这种脱毒方式被认为是经典的非特

异性的呋喃醛脱毒机制[22]。中间产物糠醇的大量

积累充当无毒性的底物泵，以供糠酸的氧化生

成，糠酸是 A. resinae ZN1 细胞进行生长的实际

底物。在本文的各项实验中，糠酸的浓度一直都

不高，说明糠酸被 A. resinae ZN1 的细胞作为碳

源以供生长繁殖所需。 

本文中丝状真菌 A. resinae ZN1 对糠醛的降

解代谢分析的结论只是初步的研究，准确的代谢

路径确认还需要更多的实验数据和代谢组学研

究支持。后续的工作包括 A. resinae ZN1 对木质

纤维素预处理后的有机酸类 (乙酸、甲酸、乙酰

丙酸等)、苯酚类衍生物 (香兰素、对羟基苯甲醛

等) 的代谢路径分析，以及在全基因组测序基础 
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图 4  A. resinae ZN1 的糠醛生物降解路径[23] 
Fig. 4  Biodegradation pathway of furfural by A. resinae ZN1[23]. 

 
上的荧光定量 PCR 和生物芯片分析等，最终的

目标是将这一生物脱毒技术应用于真实木质纤

维素加工过程，提高木质纤维素生物炼制的过程

效率、降低纤维素乙醇的成本。 

3  结论 

本研究中的丝状真菌 A. resinae ZN1 在厌氧

或者有氧状态下均可以很好地降解木质纤维素

预处理后产生的呋喃抑制物糠醛。丝状真菌 A. 

resinae ZN1 转化糠醛的降解代谢途径跟前人提

出的细菌中的代谢途径基本一致：糠醛首先快速

地转化为毒性较低的糠醇，糠醇则再度生成不致

对微生物产生危害的低浓度糠醛，糠醛继续氧化

为糠酸。推测糠酸可能继续进入 TCA 循环，进

而完成糠醛的完全降解。结果为将来加快丝状真

菌 A. resinae ZN1 生物脱毒速率、改善限速步骤

提供了重要的实验依据。 
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