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摘  要 : 木质纤维素材料具有储量丰富、原料成本低及可再生等优点，人们期望其能替代石油作为原料来生产多种

燃料和化学品，如生物柴油、生物氢、生物乙醇等，而木质纤维素解聚过程的高成本成为实现这一过程的主要障碍。

一体化生物加工过程 (Consolidated bioprocessing，CBP) 是指在不添加任何外源水解酶的情况下，直接将木质纤维

素原料一步转化为生物化学品的生物加工过程。通过基因工程，将水解酶的生成、木质纤维素的降解和生物产品的

生产等功能集成到一个生物体上。对于 CBP，人们通常有两种策略可供选择，即本地策略和重组策略。文中重点介

绍了基于重组策略的 CBP 的原理、两种不同的应对方式、合成生物学及代谢工程对其的贡献以及未来所面临的挑战

与展望。 

关键词 : 一体化生物加工过程，木质纤维素，重组策略，酶复合体，合成生物学，代谢工程  
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Abstract:  Lignocellulosic biomass represents an abundant, low-cost and renewable source of potentially fermentable 

sugars. It is acandidate besides petroleum as feedstock for fuel and chemical production. Recent researches on utilizing 

lignocellulosicsas feedstock boost development of numerous-promising processes for a variety of fuels and chemicals, such 

as biodiesel, biohydrogen and ethanol. However, high cost in depolymerization is a primary obstacle preventing the use of 

lignocellulosic biomass as feedstock. Consolidated bioprocessing (CBP), refers to the bioprocess without any exogenous 

cellulolyotic enzymes added, converting the lignocellulosic material into biochemicals directly, which could potentially 

avoid the cost of the dedicated enzyme generation step by incorporating enzyme-generating, biomass-degrading and 

bioproduct-producing capabilities into a single organism through genetic engineering. There are two CBP strategies, native 

strategy and recombinant strategy. We mainly introduce the recombinant strategy, including its principle, the two 

responding styles, the contributions of synthetic biology and metabolic engineering and the future challenges. 

Keywords:  consolidated bioprocessing, lignocellulose, recombinant strategy, enzyme complex, synthetic biology, metabolic 
engineering 

目前随着能源危机及环境问题的日益恶化，

人们对于绿色替代能源的需求越来越大，也进行

了许多卓有成效的探索。其中木质纤维素材料作

为世界上储量最丰富的碳源及实体能源，尤其受

到人们的青睐[1]。作为一种固态物质，木质纤维素

材料的能源密度较小，从而限制了其广泛应用。

如果可以将其高效地转化为液体燃料，则可以在

很大程度上缓解甚至彻底解决目前所面临的能源

紧缺问题[2-3]。生物加工过程即是实现这一转化过

程的最佳选择，但是由于木质纤维素材料的结构

复杂性，其很难被微生物和酶所解构，因此对于

生物加工过程而言，木质纤维素材料的转化面临

巨大的挑战。 

针对以上问题，人们进行了许多尝试，尤其

是近年来在木质纤维素材料的生物转化上取得了

许 多 成 果 ， 并 提 出 了 一 体 化 生 物 加 工 过 程 

(Consolidated bioprocessing，CBP) [1]这一概念。要

使木质纤维素材料高效地转化为生物化学品，必

须依靠多学科的交叉与配合，包括生物学尤其是

代谢工程和合成生物学、化学及化学工程等各领

域的整合。本文将从一体化生物加工过程的概念

和原理开始，主要综述基于重组策略的一体化生

物加工过程，指出研究发展的目标以及基于重组

策略的一体化生物加工过程所面临的机遇和    

挑战。 

1  一体化生物加工过程原理 

对于木质纤维素材料的生物转化过程而言，

一般首先需要通过一系列物理、化学方法 (如酸水

解、超声处理、离子液体预处理等) 对木质纤维素

材料进行预处理[4]。预处理可以在一定程度上解构

木质纤维素材料，利于随后进一步的生物水解及
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转化。但预处理后，木质纤维素材料的纤维素聚

合程度并没有显著降低，必须通过酶水解才能将

其解聚成为微生物可利用的单糖类底物，进而实

现其对生物化学品的转化。 

经预处理的木质纤维素材料向生物化学品的

转化共需 4 步生物过程，即水解酶的生产、木质

纤维素材料的酶解、纤维素水解物即己糖的发酵

以及半纤维素水解物即戊糖的发酵。以上 4 个过

程可以分步进行，也可以进行局部或全过程的整

合。分别糖化发酵  (Separate hydrolysis  and 

fermentation，SHF) 是将这 4 步独立进行，相应地

需要多种生物催化剂参与各个过程。同时糖化发

酵  ( S i m u l t a n e o u s  s a c - c h a r i f i c a t i o n  a n d 

fermentation，SSF) 则整合了木质纤维素材料的水

解和纤维素水解物的发酵这两个过程，同时糖化

共发酵  (S imul taneous  sacchar i f ica t ion  and 

co-fermentation，SSCF) 整合了木质纤维素材料的

水解、己糖的发酵以及戊糖的发酵过程 (图 1A) 。

由于需要复杂的纤维素酶生产步骤，使得这种多

步骤生物加工过程在经济性上并不占优势[5]。而一

体化生物加工过程作为一种高度整合的生物加工

过程，与其他几种方法不同，它不需要独立的水

解酶生产过程，而是将 4 个生物过程集成为一步，

在一个反应器中同时进行水解酶的生产、木质纤

维素材料的水解、己糖的发酵以及戊糖的发酵等 4

步生物过程 (图 1B)，因此是一种非常有潜力的低

成本、高效率的生物加工方法。尽管 CBP 这一概

念在广义上是指一切“直接生物转化过程”，但随

着目前木质纤维素水解的研究受到日益关注，该

概念已被更多地在木质纤维素的生物转化过程方

面所使用。与那些需要独立步骤进行水解酶生产

的生物过程相比，CBP 由于减少了与之相关的设

备投资及运营成本，因此可以显著降低生物加工

过程的成本。事实上，这样的一体化生物加工过 

 
 

图 1  分别糖化发酵过程 (A) 和一体化生物加工过程 

(B) 进行木质纤维素材料的生物转化的过程示意图 

Fig. 1  Processes of seperated saccharification and 
fermentation process (A) and consolidated bioprocess (B) 
for bioconversion of lignocellulosic materials. 

 
程已被公认为是低成本水解和纤维素生物质发酵

的最终配置[5]。其中，高活力的水解酶的高效生产

以及菌株的高效转化是实现一体化生物加工过程

的关键。 

2  一体化生物加工过程的两种菌株改造

策略 

作为 CBP 微生物，必须可以在工业条件下同

时高效地水解木质纤维素材料和高转化率地生产

高浓度的目的产品。事实上，目前还没有在自然

界中发现同时具备这两个特性的微生物，因此需

要利用遗传工具来进行微生物菌株的改造以实现

CBP。对于 CBP 菌株的构建，主要有两个不同的

策略，即所谓的“本地策略” (Native strategy) 以

及“重组策略” (Recombinant strategy) [5-6]。前者
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是以能天然利用不溶性纤维素生物质成分的微生

物作为出发菌株，而后者则是以不能天然利用不

溶性纤维素生物质成分的微生物作为出发菌株。 

本地策略的瓶颈在于水解单糖向生物化学品

的转化。尽管这些菌株天然就具备水解木质纤维

素材料的能力，但是受基因改造工具及方法的限

制，对于这些菌株的代谢改造比较困难，水解单

糖不能有效地向目的产品进行转化[7-10]。目前利用

本地策略进行 CBP 菌株构建的工作多集中于乙醇

生产 [11-12]。对于本地策略而言，当前的主要挑战

在于基因改造工具的开发及应用 [11,13]，以及对菌

株代谢网络的分析与研究等[14]。 

重组策略的瓶颈则是多种类型纤维素酶和/或

半纤维素酶的足量表达分泌，高效地水解经预处

理的木质纤维素材料，以供给菌体生长和目的化

学品的转化[15]。采用重组策略改造的菌株大都是

模式微生物，如大肠杆菌、枯草芽胞杆菌以及酿

酒酵母等，这些微生物的基因改造工具较为完备，

基因工程方法也较为成熟，因此可以很容易地通

过代谢工程改造或结合合成生物学方法使水解单

糖以较高的得率转化为目的产品[15]。因此对于重

组策略而言，当前主要的挑战在于高活性水解酶

的表达与分泌[16]。 

随着生物技术的不断进步，尤其是合成生物

学领域取得的众多成就，使得人们对于微生物特

别是那些模式微生物的改造越来越容易。在重组

策略中，人们可以通过合成生物学手段赋予出发

菌株本不存在的特性或代谢通路，模拟能天然进

行木质纤维素材料水解的微生物的水解酶系统，

从而使其可以完成从木质纤维素材料到生物化学

品的有效转化[17]。 

3  模拟游离酶系统的重组策略 

在自然界中，纤维素水解菌的水解酶系统主

要有两种，其中之一是以里氏木霉 Trichoderma 

reesei 为代表的好氧真菌的游离水解酶系统[18]。这

些菌株可以向胞外分泌不同类型的游离水解酶，

通过这些酶的相互协同作用，实现木质纤维素材

料的有效水解。 

对于游离酶系统而言，木质纤维素材料的水

解效率与培养液中的总酶活力密切相关，而后者

又取决于不同类型的水解酶在胞外环境的分泌水

平，各种酶的比活力以及酶系统各组分的配比等，

因此模拟游离酶系统的重组策略的研究重点在于

如何提高水解酶的分泌效率、比活力以及探究合

适的酶配比，以求能更好地水解木质纤维素材料。

由于这种水解酶系统只是单纯地将细胞所生产的

水解酶以游离的形式分泌到胞外，易于模拟，因

此目前有多种微生物通过模拟游离酶系统来实现

重组策略的 CBP 改造，包括大肠杆菌、枯草芽胞

杆菌以及酿酒酵母。 

大肠杆菌是最常规的实验室模式微生物和最

优良的蛋白表达宿主之一，但是受其分泌能力的

限制，无法高效地将水解酶运输到胞外。Shin 等[19]

通过敲除大肠杆菌外膜蛋白 Lpp 编码基因，使大

肠杆菌的外膜结构发生改变，从而可以将胞内表

达的半纤维素酶高效地分泌到胞外，通过一个共

培养体系的建立，在不添加外源水解酶的情况下，

大肠杆菌可以将 63％的桦木木聚糖转化为乙醇，

实现了由木质纤维素材料向生物燃料的转化。由

于采用的是添加木聚糖的 LB 复合培养基，因此在

一定程度上该 CBP 过程缺乏说服力。Steen 等[20]

则通过构建大肠杆菌胞外蛋白 OsmY 与半纤维素

酶的融合蛋白，将两种木聚糖酶在 OsmY 的协助

下运输到胞外，从而使大肠杆菌可以以桦木木聚

糖为底物生成 FAEE。在此基础上，Bokinsky 等[21]

进一步改造大肠杆菌，使其同时表达葡聚糖内切

酶、木聚糖内切酶、葡萄糖苷酶以及木糖苷酶，
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并通过采用大肠杆菌的内源启动子对其表达水平

进行优化，使其能够以经离子液体预处理过的柳

枝稷为底物进行生长，同时转化纤维素和半纤维

素组分，得到 3 种生物燃料产品。以上两篇报道

均为 Keasling 课题组所完成，他们成功地实现了

在不添加外源水解酶和复合营养物质的前提下，

以大肠杆菌为 CBP 发酵菌株，以木质纤维素材料

为底物直接进行生物化学品的转化，具有里程碑

式的意义。本课题组[22]同样是借鉴 OsmY 蛋白的

辅助，结合合成生物学方法，在 12 个不同的木聚

糖酶组合中快速筛选出活性最强且对菌株生长影

响最小的一组，并进一步通过过表达周质空间蛋

白伴侣，优化木聚糖酶的表达水平以及过表达支

链半纤维素酶来提高了大肠杆菌对半纤维素的水

解能力，最终实现了由桦木木聚糖向琥珀酸的有

效转化，其琥珀酸产率达到了 0.08 g/(h·L)，尽管与

以葡萄糖等单糖作为底物时还有较大的差距，但在

目前的基于重组策略的 CBP 中处于最高水平。 

枯草芽胞杆菌被广泛地用于酶的生产，它可

以在寡糖包括纤维糊精上生长。尽管枯草芽胞杆

菌可以编码葡聚糖内切酶 BsCel5 和葡萄糖苷酶，

但它并不能在纤维素上生长。Zhang等[23]将 BsCel5

进行易错 PCR 突变后，筛选出比活力最强的突变

酶，然后通过在枯草芽胞杆菌中单一的高水平过

表达该基因 (约占细胞总蛋白的 5.9%)，可以在

144 h 内将 7 g/L 的再生非晶纤维素 RAC 转化为  

4 g/L 的乳酸。由于枯草芽胞杆菌的分泌能力较强，

再加上其自身可以内源表达一部分水解酶，如

Zhang 等的工作所示，仅需过表达突变的 BsCel5

这一种酶即可以完成 CBP 系统的构建，因此在

CBP 菌株构建上日益受到重视。 

Den Haan 等[24]通过在酿酒酵母中过表达葡聚

糖内切酶以及葡萄糖苷酶，使之可以在 10 g/L 的

磷酸疏松纤维素 PASC 上生长，厌氧生长速率为

0.03 h-1，同时还可以同时产生 1.0 g/L 左右的乙醇。 

除以上 3 种模式微生物外，在其他菌株中也

有类似的基于游离酶系统的重组策略的实施，如 Hu

等[25]在牛胃微生物中获得木聚糖酶 XynR8 的编码

基因，并将其转入短乳杆菌 Lactobacillus brevis 中

表达，在以木聚糖为主要碳源时，可发酵得到   

1.7 g/L 乳酸和 0.44 g/L 乙醇。 

4  模拟酶复合体系统的重组策略 

尽管在模拟游离酶系统的重组策略上人们取

得了许多成果，但是由于缺乏有效的协同机制，

高水解效率往往需要以水解酶的高水平分泌作为

保障，而重组策略的多种出发菌株与本地策略的

大多数菌株相比，分泌能力上处于劣势。自然界

中存在的另一种纤维素水解菌的水解酶系统是以

热纤梭菌 Clostridium thermocellum 为代表的厌氧

菌的水解酶复合体系统[26]。与 C. thermocellum 的

纯纤维素酶制剂相比，酶复合体对于纤维素的比

水解速率是前者的 2.7~4.7 倍[27]。通过锚定蛋白与

粘合蛋白之间相互作用的组装，在纤维素水解时，

纤维素酶复合体被固定在细胞表面，形成纤维素-

酶-微生物的三维复合体，从而提高了酶活性及协

同效果。因此在分泌水平不占优势的情况下，可

以模拟酶复合体系统，通过多聚糖底物-酶-微生物

的协同作用来提高水解效率。 

Ryu 等[28]通过细胞表面展示技术将来自于解

纤维梭菌 Clostridium cellulolyticum 的 3 种纤维素

酶，包括葡聚糖内切酶 Cel5A、葡聚糖外切酶 Cel9E

以及葡萄糖苷酶与锚蛋白 PgsA 融合，从而固定在

在大肠杆菌表面。该菌株可以实现以 PASC 为底物

进行乙醇的生产，在 10 g/L PASC 底物浓度下可得

到 3.59 g/L 的乙醇，约为理论得率的 95.4%。受分

泌策略选择的影响，该 CBP 体系并不能得到固定

在外膜表面的水解酶复合体，但是依然为该目标
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的最终实现迈出了重要一步。 

You 等[29]通过在枯草芽胞杆菌细胞表面展示

了一个微支架，将 3 个带有锚定结构域的纤维素

酶组分组装成一个纤维素酶复合体。与未结合在

细胞表面的纤维素酶复合体相比，结合在细胞表

面的纤维素酶复合体对微晶纤维素 Avicel 和 RAC

的水解能力比未结合的分别高 4.5 倍和 2.3 倍，说

明酶复合体与微生物之间的协同作用不仅仅在于

水解产物被游离细胞所利用，更可能是由于水解的

长链产物被定位在其边界层的邻近细胞所吸收。 

酿酒酵母的自身蛋白分泌能力较强，因此已

有多项研究在酿酒酵母中进行表面展示或水解酶

复合体的构建，并验证有水解酶的活性[30]。Jeon

等[31]将葡聚糖内切酶 EngD 以及葡萄糖苷酶 BglI

的编码基因与酿酒酵母的α-配对因子的分泌信号

区域融合后，在酿酒酵母中过表达。该菌株可在

50 h 内以 20 g/L 葡聚糖为底物时生成 9.15 g/L 乙

醇，是理论得率的 80.3%。Wen 等[32]在酿酒酵母

细胞表面展示了一系列包括单功能，双功能以及

三功能的纤维素酶复合体，这些复合体包括一个

包含纤维素结合域的微支架，3 个粘合蛋白结合模

块，通过酵母的α-凝集亲和受体连接在酵母细胞

表面，以及 3 种带有 C 端锚标的纤维素酶 (葡聚

糖内切酶、纤维二糖水解酶以及葡萄糖苷酶) 。与

单功能和双功能的纤维素酶复合体相比，三功能

的复合体的酶之间协同及邻近作用更强，在以

PASC 为底物时，可得到 1.8 g/L 的乙醇。Hyeon

等[33]将来自于 C. thermocellum 的葡聚糖内切酶 E

与来自于食纤维梭菌 Clostridium cellulovorans 的

葡聚糖内切酶 B 的锚定域融合，然后与酿酒酵母

表面的来自于 C. cellulovorans 的重组支架蛋白进

行组装，得到微纤维素酶复合体，同时该菌还可

表达分泌来自于扣囊复膜酵母 Saccharomycopsis 

fibuligera 的β-葡萄糖苷酶。该菌可以以羧甲基纤

维素 CMC 为底物进行发酵产生乙醇，16 h 在    

10 g/L CMC 底物浓度下可得到 3.45 g/L 的乙醇，

乙醇得率为 0.34 g/g。同样，Hyeon 等[34]将此纤维

素 酶 复 合 体 系 统 移 植 到 谷 氨 酸 棒 杆 菌

Corynebacterium glutamicum 中，该菌株可以有效

地降解纤维素。与同样组分的游离酶系统相比，

纤维素酶复合体对于 CMC 的活性提高了 2.8 倍。

Fan 等[35]将利用两个独立的微支架，同时过表达来

源于 C. cellulolyticum 的葡聚糖内切酶、纤维二糖

酶以及葡萄糖苷酶，从而在酿酒酵母细胞表面构

建出一个纤维素酶复合体。在锚定微支架的长度

优化后，酿酒酵母可以在以微晶纤维素为底物时

得到 1.412 g/L 的乙醇。Goyal 等[36]则是通过多菌

株共培养的方式构建了纤维素酶复合体，其中 3

株酿酒酵母分别表达分泌葡聚糖内切酶，葡聚糖

外切酶以及葡萄糖苷酶，另一株酿酒酵母则是通

过 Agα1 锚标系统将 Scaf-ctf (包括 3 个不同的粘

合蛋白以及一个纤维素结合域) 表面展示在细胞

表面，最终在这 4 个菌株的共同作用下，构建成

了纤维素酶复合体。 

乳酸乳球菌 Lactococcus lactis 也是一种被广

泛研究的模式微生物，被用于生产多种大宗化学

品，包括乳酸和生物活性物质，此外还可以有效

分泌不同大小的重组蛋白和酶。Wieczorek 等 [37]

利用支架蛋白 CipA 展示在细胞表面，该支架包含

一个纤维素结合域，并通过另外一个锚标与纤维素

酶结合，一个细胞表面可展示大约 10 000 个复合体。 

5  合成生物学对于一体化生物加工过程

的贡献 

合成生物学是指将工程学原理应用到生物学

上的一门多学科交插的方法，研究人员通过设计

或合成基因改造过的微生物来获得目的产品[38]。

随着这个学科的迅猛发展，合生生物学的许多思
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想被应用于 CBP 菌株的构建改造上，并取得了许

多相应成果[7,20,22]。 

DNA 合成技术已经成为现代分子生物学的基

石，并在合生生物学领域起着关键的作用，全基

因合成、全途径合成乃至全基因组合成已不再是

梦想[39-40]。随着技术的发展及竞争的激烈，DNA

合成价格逐年下降，2008 年初进行全基因合成的

每对碱基价格平均约为 1 美元[41]，而 4 年后这个

价格已经降到不足 30 美分。基因合成不仅为 CBP

菌株构建提供了各种高质量的水解酶基因材料，

也使得符合工程设计原理的标准化基因格式得以

实现，即所谓的“生物砖” (Biobrick)，使得木质

纤维素水解途径的构建变得越来越容易。 

合成生物学的中心思想是工程化和模块化，

模块化是生物元件标准化原则的天然延伸。DNA

合成价格的下降意味着整个木质纤维素水解途径

模块可以 de novo 合成，并用于随后的生物学测试

与分析[42]。运用模块代谢工程可以将水解途径重

新定义为一组组不同模块的集合，来重新评估并

消除代谢及调控途径中的瓶颈[42-43]，从而筛选出

最优的水解酶组合[22]。 

6  结论与展望 

在过去的 5 年中，CBP 菌株开发方面已经取

得了许多关键的进步，人们开始重视起在工业条

件下实现高性能的 CBP 过程。对于基于重组策略

的 CBP 而言，纤维素酶系统的高效分泌依然是其

中最具挑战性的任务。蛋白质分泌机制的高度复

杂性和多样性还没有得到充分了解。虽然目前诸

多基于重组策略的 CBP 研究表明，原则上可以通

过重组酶系统对木质纤维素材料进行水解，但大

都采用的是模式底物，如 CMC、PASC，而非结晶

纤维素。而未来在工业生产过程中所使用的底物

不可能是无定形的或者像那些模式底物一样易于

水解。以模式底物作为底物进行的 CBP 菌株开发，

会在一定程度上掩饰了对水解木质纤维素材料所

面对的困难与挑战。纤维素酶系统对于结晶纤维

性的水解机制依然还存在许多不确定之处[44]。纤

维素结合域和纤维素酶的催化结构域之间的协同

作用在木质纤维素材料水解中起到关键作用，但

其详尽的分子机制依然并不清晰[45]。而这个信息

对于生物技术领域中水解酶及酶复合体的设计是

至关重要的，尤其是对于基于重组策略的 CBP 菌

株的构建。 

在过去的 20 年里，代谢工程通过对代谢及其

他途径的系统分析与分子生物学技术相结合，加

以理性设计并实施基因操作，从而改善了细胞性状，

为工业微生物菌株的选育做出了重要贡献[46-47]。而

随着合成生物学的发展，其与代谢工程的密切联

系，使得这两个学科领域在 CBP 菌株构建方面所

发挥的作用越来越大。在未来的 CBP 菌株构建方

面，合成生物学与代谢工程将在以下领域对 CBP

策略的发展继续发挥着影响：1) 低成本的 DNA

合成技术及高质量的水解酶途径基因材料的提

供；2) de novo 水解途径及生物化学品转化途径的

构建；3) 最优水解酶的筛选及途径的协调表达；

4) 微生物的代谢网络分析及目标靶点的选择；5) 

新型遗传工具及基因改造方法的发展等。相信随着

人们对于木质纤维素材料水解机理的理解，以及合

成生物学及代谢工程技术的不断发展，人们必将在

可预见的未来攻克 CBP 领域所存在的种种壁垒，

最终实现对于木质纤维素材料的完美利用，使人类

度过石油资源匮乏所带来的这一次能源危机。 
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