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摘  要 : 发酵抑制物对宿主细胞产生毒害作用，是木质纤维素生物炼制的主要瓶颈之一。减少抑制物含量、

解除抑制作用是提高发酵效率的重要环节。本文讨论了木质纤维素发酵抑制物的来源、组成、特点以及相应的

解除方法，提出了“源头降低抑制物—纤维素木质素分级转化”炼制模式和“发酵促进剂设计技术”，为木质

纤维素发酵抑制物的解除及木质纤维素开发利用提供了全新的技术路线。 

关键词 : 木质纤维素，发酵抑制物，源头解除抑制物，分级转化，发酵促进剂  

Application of process engineering to remove lignocellulose 
fermentation inhibitors 
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Abstract:  Fermentation inhibitors are toxic to cells, which is one of the bottlenecks for lignocellulose bio-refinery process. 
How to remove those inhibitors serves a key role in the bioconversion of lignocellulose. This article reviews the sources and the 
types of the inhibitors, especially the updated removal strategies including physical methods, chemical methods, biological 
methods and inhibitor-tolerant strain construction strategies. Based on these, we introduce a new bio-refinery model named 

炼制技术 
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“fractional conversion”, which reduces the production of inhibitors at pretreatment stage, and a novel in situ detoxification 
method named “fermentation promoter exploitation technology”. This review could provide new research ideas on the removal of 
fermentation inhibitors. 

Keywords:  lignocellulose, fermentation inhibitors, reducing inhibitors from the very beginning, fractional conversion, 
fermentation promoter 

木质纤维素是地球上最为丰富的可再生资

源。全球每年由光合作用而产生的木质纤维素

总量约为 1 000亿 t，内含的能量相当于 600亿

至 800 亿 t 石油，即全世界每年石油总产量的

20−27倍。但目前木质纤维素的利用率不到 3%。

我国木质纤维素的年产量就超过 10亿 t[1]，但仅

有少部分被用于饲料、造纸等行业，并且普遍

存在着原料利用率低、环境污染严重等问题。

此外，每年约 2亿 t木质纤维素被就地焚烧，造

成了巨大的资源浪费和严重的环境污染[2]。 

随着石油危机和环境问题的日益突出，开

发秸秆等木质纤维素原料生产能源化工产品对

于促进我国可持续发展、减少温室效应具有非

常重大的意义。由于木质纤维素结构的复杂性，

预处理过程中会产生大量的抑制物，严重制约

着木质纤维素的生物质转化。因此，实现秸秆

基产品的工业化生产，必须首先建立适当的原

料预处理、发酵液脱毒等技术体系。基于此，

本文对发酵液脱毒技术进行了综述，并重点介

绍了本实验室所提出的“源头降低抑制物—纤

维素木质素分级转化”炼制模式和“发酵促进

剂设计技术”，期待对新型脱毒工艺的开发与应

用有一定的启发，助力于木质纤维素生物质转

化产业的发展。 

1  木质纤维素发酵抑制物的来源和抑菌

机制 

秸秆等木质纤维素原料的主要组分是纤维

素、半纤维素和木质素[3]。在采用稀酸、湿式氧

化和蒸汽爆破等方法对纤维原料进行预处理的

过程中，上述物质会发生一系列复杂的理化反

应，产生大量结构复杂的抑制物[4]，如图 1所示。 

纤维素在酸水解过程中产生葡萄糖，并且

在高温酸性条件下，葡萄糖可以继续降解生成

5-羟甲基糠醛 (5-hydroxymethylfurfural，HMF)、

甲酸和乙酰丙酸等物质。半纤维素在汽爆或酸

性预处理条件下发生水解反应，产生木糖、阿

拉伯糖、半乳糖等多种单糖组分，这些单糖组

分在高温酸性条件下会进一步降解生成糠醛、

HMF 和甲酸等产物。此外，半纤维素上的乙酰

基团会被水解，产生乙酸。木质素在预处理过

程中也会发生少量降解，其降解的主要产物是

多种单环芳香族类化合物。 

Palmqvist 等[6]将抑制物分为三大类：弱酸

类、呋喃衍生物和酚类化合物。目前，有关这

些物质的抑菌机制主要是以酿酒酵母为模式微

生物进行研究而得到的。甲酸、乙酸和乙酰丙

酸等弱酸性物质的抑制作用主要是通过破坏存

在于细胞膜上 H+浓度梯度实现的[7]。呋喃类衍

生物主要是糠醛和 5-羟甲基糠醛。醛类物质对

酵母的抑制作用表现在降低酒精体积产率和生

产率、抑制酵母生长。酚类化合物来源于木质

素的降解，其中阿魏酸、3-甲基-4-羟基苯甲酸、

4-羟苯乙酮、香草酸等是典型的酚类化合物，并

且小分子量的酚类化合物的抑菌作用最强[6]，其

毒性大于糠醛[8]。另外，苯酚单体上基团的取代 
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图 1  木质纤维素主要组分及其降解物[5] 
Fig. 1  Main components of lignocellulose and the corresponding degradation products[5]. 

 
位置也影响化合物的毒性，甲氧基团的数目也

与菌种生长的抑制作用有关。酚类物质的抑制

作用一般认为是其渗透到细胞膜内，破坏细胞

膜结构的完整性，从而影响发酵微生物的正常

生长，降低发酵效率。 

2  发酵抑制物解除策 

抑制物解除的基本策略按照处理对象的不

同，可以分为 3 种：木质纤维素物料脱毒、抑

制物耐受菌筛选和过程控制优化。 

2.1  木质纤维素物料脱毒 
木质纤维素物料脱毒是指针对酸解、碱解、

汽爆等预处理后的物料，通过一定手段，去除

抑制物的过程。目前木质纤维素物料脱毒策略

大体上可以分为物理法、化学法和生物法预处

理 3 大类。物理法是直接去除水解液中的有毒

物质，而化学法和生物法在于将有毒物质转化

为无毒物质。 

目前，文献已报道的物理法包括水洗法、

蒸发法、吸附法、萃取法、离子交换法、电渗

析法等。水洗法常用于去除汽爆预处理产生的

可溶性发酵抑制物[9]。蒸发法是一种简单地去除

预处理水解液中乙酸和糠醛等挥发性抑制物的

方法[10]。萃取法则是利用糖类与抑制物在萃取

剂中溶解性的不同，用溶剂将抑制物从发酵溶

液中分离出来，如采用乙酸乙酯萃取可以去除

木质纤维素水解液中 56%的乙酸和所有的糠

醛、香草醛和 4-羟苯甲酸[11]。吸附法主要利用

树脂和活性炭具有的较强的吸附能力，去除水

解液中的抑制物。一般地，脱毒的效果依次为
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阴离子交换树脂>中性树脂>阳离子交换树   

脂[12]。在碱性条件下，阴离子交换树脂能有效

地去除阴离子和中性抑制物。活性炭对抑制物

的去除效果受抑制物性质、水解液 pH、处理温

度和时间以及活性炭浓度的影响[13]。电渗析是

将阴阳离子交换膜交替排列于正负电极之间，

用特质的隔板将其隔开，组成淡化和浓缩两个

系统，在直流电源的作用下，以电位差为推动

力，利用膜材料的选择透过性，把电解质从溶

液中分离出来，从而实现溶质的分离、浓缩、

精制和提纯。双极性膜是一种新型的离子交换

复合膜。它由阳离子交换层 (N型膜) 和阴离子

交换层 (P型膜) 复合而成，在直流电场的作用

下将水离解，在膜两层分别得到氢离子和氢氧

根离子。双极性膜电渗技术目前已经应用于酸

的生产和回收工艺[14-15]。 

化学法主要是通过加入化学试剂使水解液

中的抑制物形成沉淀或者通过调节 pH 使抑制

物解离以去除毒性化合物的方法。目前应用最

广泛的是 1945 年 Leonard 和 Hajny[16]报道的过

量碱法 (Over liming)，即先向预水解液中加入

Ca(OH)2，调节 pH到 9−12，使抑制物沉淀，经

过离心后再向得到的上清水解液中加入稀硫

酸，调节 pH到 5.5。 

生物法是指利用酶或者微生物的降解作用

以达到改变抑制物结构、降低毒性的方法[17]。

生物法可分为酶处理和微生物处理。由于酶具

有专一性，所以酶处理只能去除特定的抑制物。

漆酶对酚类化合物的去除作用是明显的，但对

于乙酸、糠醛和羟甲基糠醛无去除作用[18]。灰

盖鬼伞担子菌 Coprinus cinereus IFO 8371生产

的过氧化物酶在 H2O2存在的情况下，可以将香

豆酸、阿魏酸、4-羟基苯甲酸、香草醛、紫丁香

醛、香草酸 6种化合物转化成高分子量化合物，

从而提高拜氏梭菌 Clostridium beijerinckii利用

木质纤维素水解液发酵丁醇的性能[19]。微生物脱

毒指的是利用丝状软腐菌 Trichoderma reesei等微

生物，去除水解液中乙酸、糠醛和安息香酸衍生

物等的方法。例如，利用丝状软腐菌处理蒸汽爆

破预处理过的柳树半纤维素水解液，乙醇的产率

可以提升 3−4倍[20]。不同抑制物去除方法的优缺

点对比见表 1。 

2.2  抑制物耐受菌选育 

物理、化学或生物等脱毒方法只能部分去

除纤维素水解液中的抑制物，无法完全克服抑

制物对宿主细胞的毒害作用，并且生物脱毒的 

 
表 1  不同抑制物去除方法优缺点对比 
Table 1  Comparison of the different inhibitors removal methods 

Method Principal Advantage Disadvantage 

Physical 
method 

Removing toxic substance from 
fermentation broth directly 

Environmental friendly Needing high amounts of energy and 
special equipment, removing the 
inhibitors incompletely 

Chemical 
method 

Converting the toxic substances 
into non-toxic substances 

Easy operation, being applied 
to a wide range of substrates 

Creation of new impurities 
non-environmentally friendly 

Biological 
method 

Converting the toxic substances 
into non-toxic substances 

High-efficiency, 
environmental friendly 

Only for specific materials, 
high cost 
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费用一般占到总投入的 30%−40%，几乎是木质

纤维素生物转化过程中投入最大的一项工序，

使得诸如丁醇等发酵产物进一步降低了自己在

同类产品中的竞争力[21]。因此，从发酵微生物

本身出发选育高耐受的菌株，则成为解决底物

抑制物问题的另一种有效方法。根据育种方式

的不同，可以分为传统诱变、代谢工程和合成

生物学。 

传统诱变是指通过一些强烈的化学诱变因

子，如甲基磺酸乙酯 (EMS)、亚硝基胍 (NTC)、

丙烯醇等，以及紫外线等物理诱变条件对出发

菌进行诱变以获取抑制物耐受菌株的方法。由

于单一的诱变方法具有菌种性状不稳定、突变

方向随机等缺点，最近几年的研究多集中于复

合诱变和菌种驯化。复合诱变是指利用多种诱

变剂同时或者依次对出发菌进行处理。诱变剂

的复合处理有一定的协同诱变效应，能增强诱

变效果，并能将多种优良性状集中于同一菌  

株[22]。驯化是指让细胞长期在某一环境下生长，

使其能够适应并具有良好性状的进化过程。驯

化是在对机理知识理解不足的情况下获得具有

目标特性菌株的有效方法。丁明珠等以酿酒酵

母为出发菌种，通过紫外诱变结合驯化的方法

筛选出 1 株对于糠醛、苯酚和乙酸都有很强耐

受能力的菌株[23]。Keating等[24]利用糠醛、5-羟

甲基糠醛和乙酸溶液对酿酒酵母进行驯化，得

到了一株在纤维素水解液中具有良好发酵效果

的酵母菌株。Liu等[25]也利用驯化的方法得到了

能耐受糠醛的酵母菌株，从而实现了对纤维素

水解液中糠醛抑制物的原位脱毒。 

分子生物学技术的发展，使得产溶剂梭菌

代谢工程改造成为了可能，外源基因和调控因

子的引入，使代谢工程有别与传统意义上的菌

种改造。利用重组技术调控细胞中酶反应、优

化代谢物的转化与转运，可以有效增强宿主细

胞对于抑制物的耐受能力。杨雪雪[26]对酿酒酵

母同源二倍体单基因缺失株文库进行筛选，经

过初筛、复筛、验证等步骤，得到了 163 个糠

醛抗性相关基因，并成功构造出双倍体单基因

缺失株 siz1/siz1，dep1/dep1，sap30/sap30 和单

倍体单基因缺失株 siz1，dep1，sap30菌株，其

对 10 mmol/L 糠醛的抗性比各自相应的野生型

菌株要高出 100 倍。Li 等[27]利用酵母全基因组

表达谱芯片，研究了酿酒酵母在转录组水平上

对糠醛和醋酸的代谢响应，发现增强 HMG1 基

因可以提高胞内糠醛的转化效率，从而增强菌

体的耐受能力。Gorsich等[28]通过对酿酒酵母单

基因突变体库的筛选找到 62种与糠醛耐受性相

关的基因。过表达其中的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

基因 ZWF1 后，酿酒酵母可以在高浓度的糠醛

下生长，这可能是因为过表达 ZWF1 使得葡萄

糖-6-磷酸脱氢酶的活性增加，为糠醛还原酶或

依赖 NADPH 的胁迫应激酶类提供了更多的还

原动力 (NADPH)，进而提高了菌体耐受性。 

目前为止，所得到的各种抑制物耐受菌大

多是通过驯化或者传统诱变筛选得到的。由于

抑制物对于宿主细胞的抑制机理还不明确，很

难通过定向设计获得具有高耐受性的菌种。因

此，深入了解水解液中抑制物与细胞的相互作

用关系，揭示细胞的脱毒机制，进而定向改造

菌株，是当前代谢工程亟待解决的问题。 

3  新型抑制物解除工艺 

传统预处理方法[29-31]、菌种改造[24]等方法，

对于突破木质纤维素抑制物瓶颈、实现木质素

产业化生产是必不可少的[32]。但它们只专注于
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单一的技术突破，忽略了木质纤维素本身所具

有的结构特点[33]。实际上，木质纤维素独特的

组成特点，可以为我们提供新的研究思路[34]；

基于此，陈洪章课题组提出了“源头降低抑制 

物——纤维素木质素分级转化”炼制模式，为木

质纤维素的开发和利用，探索出了一条全新的

工艺路线；并在此基础上，进一步提出了“原

位脱毒——发酵促进剂设计技术”，它们共同组

成了当前最新型的抑制物解除工艺。 

3.1  源头降低木质纤维素抑制物的分级转化

炼制工艺 
木质纤维素原料具有结构复杂、不均一的

多级结构。从细胞组成上，可以分为纤维状的

纤维细胞和杂细胞 (包括导管、薄壁细胞、表皮

细胞等)。纤维细胞木质素含量较高，具有较发

达的次生壁，因此厚度较大。薄壁细胞腔大、

壁薄、长度短，其成分主要为纤维素[35]。由于

结构和形态上的差异，这两类细胞所要求的预

处理条件也是不同的[21]。纤维细胞，细胞壁木

质化程度高，结构致密，受热过程中传质热阻

力大，且不易被撕裂；薄壁细胞，壁薄而腔大，

即有利于传质传热，有利于水蒸气闪蒸对其物

理撕裂。因此，针对不同组织细胞分别优化处

理条件，开发出了二段汽爆分梳技术。 

其具体的工艺过程如下： 

1) 将汽爆压力控制在 0.5−1.0 MPa、维压  

1−10 min，对秸秆原料进行第一段蒸汽爆破处理。 

2) 通过气流分级装置，将第一段汽爆物料

进行分级，得到薄壁组织和纤维组织。薄壁组

织可以直接用于纤维素发酵。 

3) 将分梳得到的纤维组织在压力为 1− 

1.5 MPa、维压时间为 1−10 min条件下进行二段

蒸汽爆破处理。 

二段汽爆分梳工艺，不同于传统所指的二

段汽爆工艺，前者采用较温和的汽爆条件进行

第一段汽爆，通过气流分梳装置将第一段物料 

(薄壁细胞) 分级，得到薄壁组织和纤维组织，

再将纤维组织在适当的条件下进行第二段汽

爆。该工艺可以实现纤维素组分的有效分离，

即能保证纤维组织达到较好的预处理效果，提

高纤维原料的酶解效果，又能避免薄壁细胞的

过度降解，从源头控制了抑制物的产生，减少

了脱毒单元操作的引入，简化了工艺。 

在二段汽爆以后，将汽爆后的秸秆渣送入

1.2 m3酸水解罐中，同时加入 0.3%−0.5%的稀硫

酸，物料和稀硫酸的体积比控制在 1∶5−1∶7，

在 110−120 ℃的温度下水解 0.5−1.0 h，然后利

用螺旋挤压机将水解液中的液体和固体分开，

分别得到水解液和水解渣。水解液主要成分为非

半纤维素，水解渣中主要为木质素和纤维素。继

而采用 2%的碱液提取残渣中的木质素，提取率

可达 96%，随后利用逐级酸性沉淀 (pH 5−2)分级

木质素的方法，可以制得小于 6 kDa，6−10 kDa，

10−20 kDa和大于 20 kDa等不同分子量范围的

木质素，用于不同功能原料的开发。 

本课题组的研究发现，汽爆秸秆酶解液中

并不存在糠醛、5-羟甲基糠醛与乙酸的抑制问

题，而汽爆秸秆木质素降解物才是抑制丁醇发

酵的主要原因[36]。由于从源头去除了木质素对

于半纤维素和纤维素发酵的干扰，发酵液中的

抑制物种类较少，浓度较低，经过简单脱毒 

(5%−10%的活性炭吸附室温下处理 8−12 h)，即

可用于正常的丁醇发酵。 

基于以上重大技术突破，组建出与其技术

相配套的自主加工的工业化装置系统，完成了

年产 600 t秸秆丁醇中试实验。所建立的技术工
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艺在中国吉林省松原市成功用于“30 万 t/年秸

秆炼制”产业化生产。该生产线将为秸秆作为

工业原料生产能源、材料和化学品提供新的思

路和产业化示范。 

该工艺有以下几个特点：1) 可以从源头降

低抑制物的产生，简化了操作工序，降低了预

处理的成本。2) 通过组分分离，保证了发酵底

物的纯度，提高了溶质的传质速率和酶的接触

面积，提高了发酵效率。3) 实现了秸秆全组分

高价化经济全利用，通过经济分摊，增加了木质

纤维素的经济竞争力。 

本实验室所提出的“源头降低抑制物——纤

维素木质素分级转化”炼制模式，为木质纤维

素发酵抑制物的解除及木质纤维素开发利用提

供了全新的技术路线。 

3.2  基于木质纤维素发酵特点的过程强化工艺 
从发酵微生物本身出发，通过增加发酵液

中特殊的物质，来提高微生物细胞对抑制物的

耐受能力；或者选育出能够耐受木质纤维素水

解液中各种抑制物，并具有较高发酵性能的微

生物，以达到脱毒的目的，这种方法通常被称

为抑制物的原位脱毒。在木质纤维素发酵过程

中，往往微量级别 (mg/L) 的“特殊物质”，就

可以实现目标产物发酵效率的成倍增长，具有

巨大的开发价值。 

这些“特殊物质”称为发酵促进剂，大多

数属于电子穿梭化合物，即具有多种氧化态和

还原态的物质。它们在细菌代谢过程中扮演着

重要的角色。外源添加这种电子穿梭化合物，

可以改变胞内的电子流向，提高电子传递速率，

进而理性调控生物胞内的能量状态和生理状

态，提高菌体的耐受性和目标产物的合成能力。

常见的电子穿梭化合物，包括中性红、亚甲基

蓝、联苄吡啶、二磺酸蒽醌、Fe(OH)3和甲基紫

精等。二磺酸蒽醌常用作腐殖酸的类似物，用

于研究醌类物质在电子传递中的作用。外源添

加还原性的二黄酸蒽醌可以改变 Clostridium 

beijerinckii 的代谢模式，提高 H2 的产量。

Fe(OH)3是最常用的氢氧化物，在厌氧发酵中是

良好的电子载体；甲基紫精同铁氧化还原蛋白

的电势相似，可以参与一系列生化反应过程中

的电子传递过程，通过铁氧化还原蛋白-NAD还

原酶增强 NAD(P)+的电子流。 

1979 年，Hongo 等[37]首次提出了“电子能

方法”(Electroenergizing) 的概念，他们向黄色

短杆菌 Brevibacterium flavum 菌发酵液中添加

中性红 (电子载体)，发现谷氨酸的产量明显提

高，而且从阴极传递的电子几乎全部被宿主细

胞吸收。遗憾的是，他们并没有深入研究这些

电子如何进入生化代谢途径。Yarlagadda 等[38]

通过外源添加甲基紫精，使得 Clostridium sp. 

BC1 的乙醇和丁醇产量分别提高了 28 倍和 12

倍，同时菌体对于丁醇等物质的耐受性明显提

升 。 Liu 等 [39] 认 为 这 些 物 质 与 胞 内 的

NADPH/NADP+和 NADH/NAD+总比例有着直

接的联系，NADPH/NADP+和 NADH/NAD+总比

例是主导胞内代谢状态的最主要因素。生物信

息数据库 KEGG 中包括 855 和 1 064 个氧化还

原反应，分别有 106和 88种以 NAD+和 NADP+

为辅因子的酶催化反应 (到 2012年 10月为止)，

几乎涉及所有细胞骨架类化合物的构建 (如氨

基酸、脂类和核酸)。通过改变胞内 NADH的水

平可以实现胞内代谢流的调控，提高目标产物

的产量，增强菌体的抑制物耐受性[40-42]。 

遗憾的是，目前对于发酵促进剂的研究，

主要集中于抑制物耐受机理的阐明[43-46]，实验
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过程中多采用合成培养基，而实际生产方面的

应用几乎没有开展。基于此，我们率先开展了

电子载体物质、氧化还原物质[47]与木质纤维素

抑制物原位脱毒关联性的研究，利用秸秆水解

液进行了实验验证，取得了良好的发酵结果；

首次提出了“发酵促进剂设计技术”理念，综

合运用前体工程、理论化学、计算化学和计算

机辅助模拟等手段，构建出促进剂开发平台技

术，为传统的发酵工艺提出了新的研究思路。

其主要内容为：首先，运用组合化学手段，对

已有的发酵促进剂进行归类分析，获取其决定

作用的“母核”，然后运用虚拟组合库进行大通

量筛选。虚拟组合库主要出自 3 个来源：一种

是基于分子片段的直接枚举而产生的新的分子

库；一种是基于反合成分析原理的片段化及重

组而产生的新分子库；另一种是基于分子构象

叠合和遗传算法中的杂交原理的分子重组而产

生的新的分子。目前，已经成功完成了系列产

品的研发，即将进行实际发酵的生产验证。 

4  展望 

发酵抑制物制约着木质纤维素的发酵效

率，是木质纤维素生物炼制的主要瓶颈。现有

的物理法、化学法、生物法等方法，只适用于

特定抑制物的去除，而且投入成本较高，难以

实现木质纤维素的大规模发酵。随着抑制物耐

受机理研究的日益深入和以合成生物学为代表

的菌种改造技术的成熟，抑制物耐受菌株的理

性构建将成为可能，同时发展“高效、清洁、

低成本”的抑制物解除工艺，必将助力于木质

纤维素的大规模生产。笔者认为，充分结合原

料的结构特点，发展“分级转化”炼制模式，

从源头降低抑制物的产生，将是今后木质纤维

原料预处理的发展趋势。“分级转化”炼制模式

为木质纤维素的产业化提供了全新的思路和工

艺“范本”，将对生物质炼制产业的发展起到推

动作用。 
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