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摘   要：丙酸是一种重要的 C3 平台化合物，在食品、药品和化工等领域应用广泛。以石油等化

工产品为原料通过化学途径合成，环境污染严重且不可持续。近些年，利用微生物转化可再生资

源生产丙酸受到了广泛关注。本文聚焦丙酸生物制造技术，首先综述了传统丙酸杆菌代谢工程改

造和在大肠杆菌及酿酒酵母等异源宿主中重构丙酸合成途径的研究；其次重点讨论了基于合成生

物学技术，通过对恶臭假单胞菌 KT2440 的途径设计和改造，实现其利用 L-苏氨酸或生物基 1,2-丙
二醇为原料的高效生物催化合成高纯度丙酸的最新进展。 
关键词：丙酸；代谢工程；L-苏氨酸；生物制造 
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Biomanufacturing of propionic acid 
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Abstract: Propionic acid as an important C3 platform chemical has been widely used in food, 
pharmaceutical, and chemical fields. The chemical synthesis of propionic acid from petroleum 
and other chemical products has serious environmental pollution and is not sustainable. In 
recent years, the production of propionic acid by microbial transformation of renewable 
resources has received extensive attention. Focusing on the biomanufacturing of propionic acid, 
this paper firstly reviews the studies about the metabolic engineering of Propionibacterium and 
the pathway reconstruction in heterogeneous hosts such as Escherichia coli and Saccharomyces 
cerevisiae. Secondly, this paper reviews the recent progress in the synthesis of high-purity 
propionic acid from L-threonine or bio-based 1,2-propanediol by the design and modification of 
the pathway of Pseudomonas putida KT2440 based on synthetic biology. 
Keywords: propionic acid; metabolic engineering; L-threonine; biomanufacturing 

 
 

丙酸是一种重要的平台化学品，可作为广

谱的微生物抗菌剂[1-2]、防腐剂[3]、人造香料和

药物前体等[4]。工业生产丙酸主要是通过化学

合成，以石油等化工产品为原料，经过加温、

加压催化合成丙酸。合成方法包括轻油低碳烃

氧化法、乙烯羰基化法(Reppe 法)、乙醇羰基化

法(Larson 法)、丙醛氧化法、丙烯腈法和丙烯

酸加氢法等[5]。 
由于石油原料的不可再生性，开发基于生

物基原料的丙酸合成方法受到广泛关注[6]。微

生物发酵法是最常用的生物合成丙酸方法，以

丙酸杆菌属 (Propionibacterium)为主要生产菌

株，利用葡萄糖、甘油、乳酸等生物基碳源为

底物，通过厌氧发酵工艺合成丙酸[6]。丙酸的

生物合成途径分为琥珀酸途径、丙烯酸途径和

丙二醇途径，其中琥珀酸途径是丙酸杆菌最常

见的发酵途径。在丙酸杆菌中，丙酸的合成主

要由糖酵解、磷酸戊糖途径、三羧酸循环

(tricarboxylic acid cycle, TCA)和 Wood-Werkman
循环结合完成，主要副产物为乙酸和琥珀酸。

虽然丙酸生物发酵的研究和工业生产具有悠久

的历史，但利用丙酸杆菌生产丙酸依然存在以下

几个技术问题：(1) 发酵终产物丙酸对发酵菌

株有着很强的抑制作用，造成丙酸产量难以达

到理想水平；(2) 丙酸杆菌是一种厌氧菌，在

厌氧发酵过程中，由于能量供应不足，细菌的

生长速度较慢，因此导致发酵周期较长，最终

影响了丙酸的生产强度；(3) 丙酸发酵液中含有

乳酸、乙酸、琥珀酸等副产物，造成终产物纯

度不高。受制于目前丙酸杆菌缺乏高效的遗传

操作工具，通过基因工程改造丙酸杆菌提升丙

酸产量的研究进展缓慢。 
近年来，随着合成生物学技术的发展，国

内外学者从异源宿主重构发酵合成途径和构建

新催化合成途径等方面开展了丙酸合成研究，

推动了丙酸生物合成技术的发展。通过对自然
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界中存在的丙酸代谢途径进行研究，识别并选

取关键途径，并将这些途径重构到选定的宿主

微生物中(例如大肠杆菌和酵母)，实现了丙酸

的高效生产。在这个过程中，优化代谢流通向

丙酸生产，减少副产物的生成，是提高丙酸产

量和生产效率的关键。合成生物学在丙酸生物

合成技术的发展中有着举足轻重的作用，它不

仅推动了丙酸生产途径的创新和优化，还为实

现更加环保和可持续的化工生产提供了新的策

略和方法。本文聚焦丙酸合成途径的设计，从

丙酸杆菌的代谢工程改造、非天然宿主异源途

径重构及假单胞菌生物转化合成 3 个方面综述

了丙酸合成生物制造的研究进展。 

1  代谢工程改造丙酸杆菌发酵

合成丙酸 
利用微生物发酵生产丙酸的研究可追溯至

20 世纪初[7]。早期用于发酵合成丙酸的菌种全

部来源于自然界，包括丙酸杆菌[8]、同型丙酸

梭菌[9]、反刍硒菌[10]、环状微孔菌[11]以及新丙

酸梭菌等[12]。丙酸杆菌属是目前最为熟知的丙

酸生产菌属，其体内存在天然的丙酸合成途径

Wood-Werkman 循环(图 1)[13]。此外，丙酸杆菌

能够利用多种碳源合成丙酸，包括葡萄糖、木

糖、甘油、乳酸和纤维素水解物等，可降低丙

酸合成的原料成本[7]。然而，丙酸杆菌属生产 
 

 
 
图 1  Wood-Werkman 循环合成丙酸途径   1：甲基丙二酰辅酶 A 羧化转移酶；2：丙酮酸羧化酶；3：
苹果酸脱氢酶；4：延胡索酸酶；5：琥珀酸脱氢酶；6：丙酰辅酶 A:琥珀酸辅酶 A 转移酶；7：甲基丙

二酰辅酶 A 变异酶；8：甲基丙二酰辅酶 A 差向异构酶；9：丙酮酸脱氢酶；10：磷酸乙酰转移酶 
Figure 1  Schematic diagram of the synthesis of propionic acid through the Wood-Werkman cycle pathway. 1: 
Methylmalonyl-CoA carboxyltransferase; 2: Pyruvate carboxylase; 3: Malate dehydrogenase; 4: Fumarase; 5: 
Succinate dehydrogenase; 6: Propionyl-CoA:succinate CoA transferase; 7: Methylmalonyl-CoA mutase; 8: 
Methylmalonyl-CoA epimerase; 9: Pyruvate dehydrogenase; 10: Phosphotransacetylase. PEP: Phosphoenolpyruvate. 
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丙酸也具有发酵时间长、菌株生长慢、产物浓

度低、副产物乙酸和琥珀酸多等问题，导致生产

成本较高[14]。为了提高微生物生产丙酸的经济

性和可持续性，大量研究聚焦于改造丙酸生产菌

株，提升丙酸的产量和转化率。表 1 总结了目前

改造丙酸杆菌发酵合成丙酸的技术进展。 
1.1  基因工程改造丙酸杆菌实现对廉价底

物的利用 
利用廉价生物质可显著降低丙酸发酵生产

成本，并提高生物过程的可持续性[31]。丙酸杆 
 
表 1  丙酸杆菌厌氧发酵合成丙酸的研究总结 
Table 1  Summary of propionate production by propionibacteria in anaerobic fermentation processes 
Strain Genotype Process Substrate Titer 

(g/L) 
Yield 
(g/g) 

Productivity 
(g/(L·h)) 

Purity 
(%) 

References 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Fed-batch Glycerol 22.60 0.45 0.03 96.0 [15] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Fed-batch Glucose 16.00 0.22 0.02 90.0 [16] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Deletion of ack Batcha Glycerol 106.00 0.53 0.04 86.0 [17] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Batch Lactate 15.10 0.44 0.12 73.0 [8] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Co-fermentation Glycerol+ 
Glucose 

29.20 0.57 0.15 91.6 [18] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Fermentation Glucose 53.10 0.53 0.32 63.6 [19] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Sequential  
batch 

Glycerol 27.30 0.63 1.42 80.0 [20] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Fed-batch Corn stover 
hydrolysate 

64.70 0.50 0.77 70.0 [21] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

Wild type Sequential  
batch 

Soy 
molasses 

33.00 0.42 0.81 63.5 [22] 

Propionibacterium 
freudenreichii 

Wild type Fed-batcha Glucose 67.00 0.43 0.14 78.0 [23] 

Propionibacterium 
freudenreichii 

Wild type Fed-batcha Cane 
molasses 

92.00 0.46 0.36 80.0 [24] 

Propionibacterium 
jensenii ATCC 4868 

Overexpression  
of gldA  

Fed-batchb Glycerol 39.50 N/A 0.18 N/A [25] 

Propionibacterium 
freudenreichii 

Overexpression  
of CoA transferase 

Batch Glycerol 35.00 0.62 0.41 N/A [26] 

Propionibacterium 
freudenreichii 

Overexpression  
of ppc 

Batch Glucose 20.00 0.51 0.15 N/A [27] 

Propionibacterium 
acidipropionici 
NRRL B-3569 

Wild type Continuous Glycerol 13.90 0.57 0.77 N/A [28] 

Propionibacterium 
freudenreichii C.I.P. 59.32 

Wild type Batch Glucose 21.80 0.31 0.57 N/A [29] 

Propionibacterium 
freudenreichii DSM 4902 

Wild type Batch Sorghum 
bagasse 
hydrolysate 

22.00 0.45 0.17 N/A [30] 

a: Fed-batch fermentation in fibrous-bed bioreactor; b: Fed-batch fermentation by engineered strain with an oxidoreduction 
potential-shift control strategy. N/A: The data could not be obtained from the reference. 
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菌已被证实可高效利用纤维素，且预处理过程

中产生的某些抑制剂和纤维素水解产物还可促

进丙酸杆菌的生长[32]。将菌株性能强化和廉价

生物质利用相结合，会进一步提高丙酸杆菌厌

氧发酵丙酸的经济性。Wei 等[33]在不能利用木

糖的费氏丙酸杆菌中过表达了酸性丙酸杆菌中

木糖异构酶(xylose isomerase, xylA)、木糖转运蛋

白(xylose transporter, xylT)和木糖激酶(xylokinase, 
xylB)等木糖分解代谢途径基因，使其即使在葡

萄糖存在的情况下也能有效地利用木糖，而不

会引起葡萄糖诱导的碳分解代谢抑制，经过改造

的费氏丙酸杆菌以木质纤维素为原料生产丙酸

时，产量可达到 13.50 g/L，生产率为 0.14 g/(L·h)，
转化率为 0.41 g/g。除纤维素外，粗甘油也可作

为丙酸工业生产的一种原料。虽然目前甘油发

酵合成丙酸的产率较低，但通过与葡萄糖共发

酵可以克服上述问题，Zhang 等[17]改造的工程菌

在分批补料发酵模式下，利用甘油和葡萄糖共

发酵合成丙酸，产量提高到 71.00 g/L，转化率

为 0.44 g/g。因此，未来利用廉价而丰富的甘油

和纤维素水解产物进行组合发酵，将显著降低

丙酸的发酵成本[31]。 

1.2  基因工程改造增强菌株的丙酸合成能力 
除了原料成本外，微生物自身发酵性能也

是决定丙酸发酵经济性的重要因素。Luna-Flores
等[34]将两个野生型丙酸菌株进行基因组重组，

重组后菌株的丙酸产量比野生型菌株提高 25.0%。

Baur 等[35]在糖丁酸梭状芽胞杆菌(Clostridium 
saccharoperbutylacetonicum)中重构丙烯酸酯途

径来合成丙酸，该途径包含 8 步酶反应，包括

丙酸辅酶 A 转移酶、乳酸辅酶 A 脱水酶、丙烯

酰辅酶 A 还原酶和 D-乳酸脱氢酶，但改造后的

工程菌株仅能产生 0.7 mmol/L 的丙酸。Baur 等[35]

认为是代谢通量的不平衡导致丙烯酰辅酶 A 在

细胞中积累，从而使得丙酸的产量较低；为了实

现胞内丙烯酰辅酶 A 的代谢平衡，研究人员重新

优化了丙酸合成操纵子的表达，使得丙酸的浓度

增加了近 4 倍；该研究首次报道了利用重组梭状

菌株生产丙酸的研究，为生物基丙酸的生产开

辟了一条新的途径。Liu 等[36]通过研究发现了詹

氏丙酸杆菌代谢甘油合成丙酸的关键限速步骤；

甘油首先经甘油脱氢酶(glycerol dehydrogenase, 
GDH)转化为二羟丙酮，二羟丙酮进一步转化为

磷酸二羟丙酮和丙酮酸，在厌氧条件下丙酮酸

通过苹果酸脱氢酶(malate dehydrogenase, MDH)
转化为草酰乙酸，然后转化为苹果酸，在富马

酸水合酶(fumarate hydratase, FUM)的催化下继

续转化为富马酸；富马酸通过琥珀酰辅酶 A、

甲基丙二酰辅酶 A、丙酰辅酶 A 等多个中间产

物转化为丙酸；在整个代谢反应中 GDH、MDH
和 FUM 均为限速酶，因此研究人员通过过表达

3 个关键酶提高了丙酸产量，其中 GDH 和 MDH
的共表达使丙酸浓度从(26.95±1.21) g/L 增加到

(39.43±1.90) g/L。Ammar 等[27]在弗氏丙酸杆菌中

表达了大肠杆菌来源的磷酸烯醇丙酮酸羧化酶

(phosphoenolpyruvate carboxylase, PPC)，与野生

型相比，过表达 PPC 的菌株生长速度更快，丙

酸的产量显著提升。 

1.3  增强菌株的酸胁迫抗性 
丙酸生产是一个典型的产物抑制过程，因

此提升菌株对丙酸的耐受性是提高丙酸合成效

率的关键。Guan等发现了 2个关键的抗酸因子，

分别是精氨酸脱氨酶和谷氨酸脱羧酶系统，它

们通过维持细胞内 pH 稳态来保护丙酸杆菌免

受丙酸胁迫[37-38]。Guan 等[39]尝试通过改造这些

元件来提高詹氏丙酸杆菌 ATCC 4868 的耐酸性

和丙酸产量；将 5 个编码精氨酸脱氨酶和谷氨酸

脱羧酶系统的基因(arcA、arcC、gadB、gdh 和

ybaS)在詹氏丙酸杆菌中过表达，经测试后 5 种

酶活性比野生型高 26.7%−489.0%。虽然工程菌
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株的生长速率降低，但是丙酸产量显著增加。

过表达谷氨酸脱羧酶基因 gadB 对丙酸抗性和产

量的提高最为有效；工程菌株对丙酸的抗性比野

生型菌株提高了 10 倍以上，丙酸的产量和转化

率分别达到 10.81 g/L 和 0.56 g/g 甘油，与野生菌

株相比分别提高了 22.0%和 21.7%[39]。 
丙酸杆菌的丙酸合成与细胞生长部分相

关，因此细胞高密度培养也是解决丙酸产量低

的有效策略。纤维床生物反应器能够维持较

高的细胞密度与活力。此外，细胞的固定化也

可以减少丙酸对细胞的酸胁迫。Zhang 等[17]首先

敲 除 了 产 丙 酸 丙 酸 杆 菌 (Propionibacterium 

acidipropionici)的乙酸激酶，然后将工程菌固

定于纤维床生物反应中；在纤维床生物反应器

中驯化 3 个月后，工程菌对丙酸耐受的浓度提

升到 100.00 g/L，远高于野生菌耐受的最高浓度

(约 71.00 g/L)；同时为了解析耐酸机制和影响因

素，对驯化菌株的细胞形态、蛋白质表达谱、

H+-ATP 酶活性等进行了表征，探究了丙酸对菌

株生长的抑制机理；研究结果表明，从纤维床

生物反应器中获得的适应性进化突变株具有更

佳的棒状形态和更高的 H+-ATP 酶活性，赋予了

菌株更强的耐酸能力。 

1.4  降低发酵副产物，提升丙酸合成性能 
丙酸在合成的同时会产生乙酸和琥珀酸等

副产物，使转化率降低。Navone 等[40]为了提高

能量供给和抑制乙酸形成，在费氏丙酸杆菌亚

种 Propionibacterium shermanii 中过表达戊糖-磷
酸途径的葡萄糖-6-磷酸-1-脱氢酶和 6-磷酸葡

萄糖醇内酯酶，来调控氧化还原平衡，提升丙

酸的合成能力；结果表明，在指数生长阶段，

工程菌株产生的丙酸与乙酸的比值增加了 4 倍，

丙酸的生产速率提高了 13.0%，而琥珀酸的含

量没有显著增加；进一步过表达 ATP 依赖性磷

酸烯醇丙酮酸羧激酶和甲基丙二酰辅酶 A 脱羧

酶来提高丙酸生产的能力，延长了菌株指数生

长阶段，为丙酸生物合成过程中减少副产物形成

提供了新思路。Wang等[26]在P. shermanii中过表

达了琥珀酸辅酶 A 转移酶来研究菌株利用葡萄

糖、甘油及其混合物为碳源发酵生产丙酸的影

响；研究结果表明，工程菌的丙酸产量显著增加，

转化率由原来的 0.56 g/g 增加到 0.62 g/g，丙酸生

产速率由原来的 0.28 g/(L·h)增加到 0.41 g/(L·h)，提
高了 46.0%；在以葡萄糖和甘油为混合碳源的发酵

中，丙酸与乙酸的比值提高了 50.0%，丙酸与琥

珀酸的比值也提高了 23.0%，这表明工程菌产生

的副产物乙酸和琥珀酸也显著降低；代谢通量分

析结果表明，琥珀酸辅酶 A 转移酶的过表达能够

将更多的碳通量转向丙酸，并且与葡萄糖利用相

比，工程菌株更倾向利用甘油作为碳源。 
综上所述，通过理性设计可以增强丙酸合

成，并减少最终产物的抑制。同时，使用廉价

可再生生物原料可以提高丙酸杆菌丙酸发酵的

经济性。虽然通过菌株改造、生物工艺开发和

廉价碳源利用能够一定程度上克服丙酸发酵的

缺点，但是丙酸杆菌较低的生长速率和较长发酵

周期仍然是限制因素。因此，为了进一步提升丙

酸合成效率，需要构建性能更优的合成菌株。 

2  代谢工程改造非天然宿主发酵

生产丙酸 
除了改造丙酸杆菌，近年来，也有部分报

道改造非天然宿主发酵生产丙酸的案例(表 2)，
本章节主要介绍在大肠杆菌和酿酒酵母宿主导

入异源丙酸合成路径的代谢工程进展。 

2.1  产丙酸大肠杆菌菌株的构建 
大肠杆菌是工业生产中最重要的微生物底

盘，具有生长繁殖速度快、培养基需求简单、遗

传操作成熟和易于生产放大等优势。近年来，也

有部分研究人员尝试采用大肠杆菌系统开展丙 
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表 2  菌株代谢工程改造发酵合成丙酸的研究总结 
Table 2  Summary of propionic acid production by metabolic engineered strains 
Strain Genotype Substrate Titer  

(g/L) 
Molar 
yield (%) 

References 

Escherichia coli BW25113-∆ldhA, Ptrc::sbm, ΔgldAΔdhaKΔptsI Glycerol 11.00 50.0 [13] 
E. coli MG1655seq+/pBRPBAD and RBS‐optimized version of the 

Wood-Werkman cycle 
Glucose 0.62 − [41] 

E. coli MG1655-ΔldhA ΔpflB ΔptsI Ppck-galP-pckaΔducBΔducC Glucose 4.95 49.0 [42] 
E. coli BW25113-∆ldhA, Ptrc::sbmΔsdhΔiclR Glucose 30.90 49.7 [43] 
Saccharomyces 
cerevisiae 

PPYK1::PQCR10, Y22-tdcB-kivD-aldH, YCplac33, 
PPGK1-ThrA-TCYC1, PADH1-ThrB-TRPS2, PTDH3-ThrC-TADH1, 
PPGK1-HOM3-TCYC1, PADH1-ppc-TRPS2, PTDH3-aspC-TADH1 

Glucose 1.05 − [44] 

 
酸合成途径的改造和优化。由于大肠杆菌缺乏

催化丙酮酸异化为丙酸的天然酶，因此普遍认

为野生大肠杆菌不具有合成丙酸的能力。Stine
等[45]在前期开发了一个生物网络集成计算资源

管理器(bionetwork integrated compute explorer, 
BNICE)的计算程序，它可以根据生化反应数

据库的广义反应规则来预测混杂酶的活性并设

计合成途径。天然途径合成丙酸会产生副产物

乳酸和琥珀酸，而通过 BNICE 对丙酮酸合成丙

酸的新途径进行预测，获得了 5 个不会有副产

物生成的新途径，同时大多数途径中包括中间

产物丙烯酸。Stine 等[45]重点探究了丙烯酸还原

为丙酸的酶催化过程，最终通过实验验证了来

自酿酒酵母的 Oye2p 酶可以完成这一反应；通

过验证发现，在大肠杆菌中过表达 oye2p 基因

后，丙烯酸可被还原为丙酸；然而，利用 oye2p
还原丙烯酸生产丙酸的产率仅为 0.17%，相对于

多数已知丙酸合成途径的效率存在不足，仍需

要开发更有效率的预测工具来为大肠杆菌的丙

酸合成途径设计提供新的思路。Kandasamy 等[46]

首次通过在大肠杆菌内引入丙烯酸酯途径，

实现了 D-乳酸到丙酸的转化；这一途径由 7 个

基因组成，分别编码丙酸辅酶 A 转移酶、乳酸

辅酶 A 脱水酶和丙烯酰辅酶 A 还原酶，经改造

后的大肠杆菌能够以葡萄糖为底物发酵合成丙

酸，但产量远低于丙酸杆菌，仅为 0.30 g/L。也

有研究人员将 Wood-Werkman 循环在大肠杆菌中

异源表达，经过多轮优化后仅合成了 0.70 g/L 的

丙酸[41]。近年来发现大肠杆菌中存在一类新的

由琥珀酸转化为丙酰辅酶 A 的代谢途径，该途

径通过睡美人变位酶操纵子(sleeping beauty 
mutase, sbm)进行调控，其在天然大肠杆菌中

处于休眠状态。如图 2 所示，sbm 操纵子由

sbmA、ygfD、ygfG 和 ygfH 这 4 个基因组成，

除 ygfD的功能尚不明确外，其他基因分别编码

sbm 途径的关键酶。目前，活化 sbm 操纵子并

加强 sbm 代谢途径已成为构建产丙酸大肠杆菌

的主要方法。Gonzalez 等[41]通过活化 sbm 操纵

子实现了琥珀酰辅酶 A 到丙酰辅酶 A 的转化，

随后表达外源的双功能辅酶 A 脱氢酶，将丙酰

辅酶 A 转化为丙醇和丙酸。随后研究发现，在

葡萄糖为唯一碳源的条件下，简单活化 sbm 操

纵子并不能使大肠杆菌生产丙酸，而在大肠杆

菌中表达甲基丙二酰辅酶 A 差向异构酶基因

后，可实现利用葡萄糖生产丙酸[13]。Akawi等[42]

敲除了参与甘油异化途径的甘油-3-磷酸脱氢酶

与 ATP 依赖性甘油激酶，工程菌株的丙酸产量

达到 11.00 g/L。其他研究人员通过增强 sbm 循

环前体供应、启动子优化、引入外源甲基丙二

酰辅酶 A 差向异构酶等多种代谢途径改良策 
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图 2  依赖于 sbm 操纵子的大肠杆菌丙酸合成途径构建 
Figure 2  Construction of propionic acid synthesis pathway in Escherichia coli based on sbm operon. 
 
略，改造后大肠杆菌的丙酸产量达到 4.95 g/L，

葡萄糖到丙酸的转化率达到 0.49 mol/mol[36]。

Miscevic 等[43]发现还原型 TCA 循环的琥珀酸到

琥珀酰辅酶 A 的转化效率是强化 sbm 途径通量

并提高丙酸生物合成的关键；通过阻断氧化型

TCA 循环和解除乙醛酸分流，构建的菌株发酵

产生丙酸的浓度达到 30.90 g/L，这也是目前报

道的大肠杆菌发酵合成丙酸的最高产量。 

2.2  产丙酸酿酒酵母菌菌株的构建 
由于丙酸对微生物的强抑制活性，丙酸积

累会严重影响菌株生长，因此提高菌株对酸胁

迫的抗性，增强其在酸性环境下的生存能力与

产酸效率，已成为丙酸生产亟须解决的难点。

虽然大肠杆菌的生长率高，但是耐酸性差，导

致大肠杆菌工程菌株丙酸产率不高。为了克服

上述问题，研究人员也尝试在其他底盘细胞中

重构丙酸合成途径并取得了一定进展。酿酒酵

母通常被认为是生物安全菌株，且对发酵抑制

成分和 pH 有较强的耐受性，被广泛用于生物

技术工业生产[47-49]。Ding等[44]强化了酿酒酵母

L-苏氨酸合成和整合 L-苏氨酸到丙酸的合成途

径；构建的工程菌株在摇瓶中利用葡萄糖好氧

发酵产生 0.21 g/L 丙酸盐；随后强化途径基因、

消除竞争途径、弱化丙酮酸激酶和过表达磷酸

烯醇式丙酮酸羧化酶，将碳流引入丙酸合成途

径从而提高产量；在分批补料发酵工艺中，丙

酸产量达到 1.05 g/L。上述结果显示酿酒酵母有

望成为丙酸好氧发酵生产的潜在宿主。 

3  途径设计与优化实现丙酸的

生物转化合成 
丙酸是一种强生长抑制剂，在低至 1% (质

量体积比)的浓度下能够将丙酸杆菌生长速率

降低 50%[50]，这对丙酸发酵生产菌株提出了巨

大挑战[51]。如前文所述，尽管在酿酒酵母异源

重构丙酸发酵合成路径，但产量仍然非常低。

除发酵法生产丙酸外，生物催化法也是一个有

前景的技术方向。采用生物催化过程，避免丙

酸合成对菌体生长的抑制，可以有效提高丙酸

生物合成的效率。恶臭假单胞菌以其对一系列

化学胁迫的显著耐受性而闻名，并已广泛用于

有毒底物的生物转化[52-53]，例如将呋喃化合物
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转化为糠酸等[54]。恶臭假单胞菌 KT2440 不含内

毒素和抗性基因，已被证实为生物安全的菌株[55]。

与大肠杆菌相比，恶臭假单胞菌由于其代谢多

样性、低营养需求、较好的抗逆性及生物安全

性而成为构建丙酸生物转化底盘细胞的更优选

择。本章节主要综述了改造恶臭假单胞菌

KT2440催化 L-苏氨酸和 1,2-丙二醇等底物合成

丙酸的研究进展(表 3)。 

3.1  L-苏氨酸转化路径合成丙酸的途径设计

与优化 
L-苏氨酸是大宗氨基酸，目前国内的年产

能超百万吨。以 L-苏氨酸为原料生产丙酸具有

原料成本优势和经济性。大肠杆菌和假单胞菌

等体内存在天然的 L-苏氨酸降解合成丙酸的途

径。如图 3 所示，L-苏氨酸经过脱氨酶作用合成

2-酮丁酸，进一步在裂解酶或支链酮酸脱氢酶

的催化下合成丙酰辅酶 A，随后被转化为丙酸。

不同的是，大肠杆菌的 L-苏氨酸降解途径产生甲

酸[60]，而恶臭假单胞菌 KT2440 降解 L-苏氨酸

合成丙酸的过程中，CO2为唯一副产物[57]。由于甲

酸与丙酸分离纯化困难，甲酸的存在会造成终产

物丙酸纯度不高。因此，改造假单胞菌的 L-苏氨

酸降解途径可以合成高纯度的生物基丙酸。 
3.1.1  假单胞菌苏氨酸降解天然途径改造合成

高纯度丙酸 
Mu等[57]通过改造恶臭假单胞菌 KT2440的

L-苏氨酸降解途径，率先实现转化 L-苏氨酸合

成丙酸；在恶臭假单胞菌菌株 KT2440 中，分

别敲除分支代谢途径的甲基柠檬酸合酶和 L-苏
氨酸醛缩酶，阻断催化 L-苏氨酸裂解为甘氨酸

和乙醛，构建的初代菌株实现了丙酸的积累；

接下来将大肠杆菌来源的 L-苏氨酸通透酶

(TdcB)整合到菌株基因组以加强 L-苏氨酸的内

运速率，随后将第二步反应中支链 α-酮酸脱氢

酶复合物的天然启动子更换为强启动子 J23119，
提高 2-酮丁酸脱羧反应活性；进一步导入大肠

杆菌来源的脱氨酶和异源表达来自流感嗜血杆

菌的 HiYciA 硫酯酶显著增强了丙酸的合成能力；

最后敲除丙酰辅酶 A 合成酶 PrpE，构建的工程

菌 PS10 在 48 h 内将 400 mmol/L L-苏氨酸转化为

399 mmol/L 丙酸，摩尔转化率达到 99.8%。 
值得注意的是，在上述假单胞菌菌株的改

造过程中，中间菌株 PS06 可以催化 L-苏氨酸合

成较高浓度的丙酸盐，但该菌株并未进行硫脂 
 
表 3  改造假单胞菌宿主实现丙酸生物转化合成的研究 
Table 3  Summary of propionic acid production by engineered Pseudomonas strains via transformation 
Strain Genotype Substrate Titer  

(g/L) 
Molar yield 
(%) 

Productivity  
(g/(L·h)) 

References 

Pseudomonas 
putida PS10 

ΔprpC, ΔltaE::Plac-tdcBC, ΔltaE, 
ΔbkdR::P119-bkd, ΔltaE::Plac-ilvA, 
ΔlacI::Plac-HiYciA, ΔprpE 

L-threonine 50.3 99.8 0.60 [56] 

P. putida PS34 PS10ΔtesBΔpp_4975ΔlacI::Plac-kivD; 
PUCP18-kiv>D-RBS25 

L-threonine 62.0 >98.0 1.07 [57] 

P. putida 
TVG02 

PS10-Δ3458Δ2213Δ4487Δ4702 
Δ5331Δ4975ΔvdlDΔ3807Δ1466 
ΔtesBΔtesAΔ1218Δ2308ΔpaaY 
ΔpaaIΔ1980Δ2050Δ0262Δ4180−4181 
Δ4105Δ0254Δ0301ΔLacI::PBAD-KPpdu 

1,2-propanediol 46.5 >99.0 1.55 [58] 

P. putida EM42 ΔprpC:ΔprpE 
pPROBE_LvaR/PlvaA_yciA_ygfH 

Levulinic acid 26.8 83.0 0.30 [59] 
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图 3  大肠杆菌和假单胞菌 L-苏氨酸降解途径的

比较 
Figure 3  The differences of L-threonine degradation 
pathways in Escherichia coli and Pseudomonas 
putida. 

 
酶的强化[57]，这证明 KT2440 菌株体内存在天

然催化丙酰辅酶 A 水解的酶。Ma 等[61]通过对

KT2440 菌株体内的 13 个基因注释的硫酯酶进

行测试，开展系统的基因迭代缺失实验，成功

地发现了 KT2440 体内负责丙酸生产的主要硫

酯酶，特别是缺失硫酯酶 PP_4975 显著降低了

丙酸产量，而经基因回补后恢复了性能；与来

自流感嗜血杆菌的硫酯酶 HiYciA 相比，硫酯酶

PP_4975 在体外显示出更快的底物转化速率；

该研究完善了恶臭假单胞菌 KT2440 的 L-苏氨

酸代谢过程，也为进一步改进菌株丙酸合成效

率提供了新靶点。另一方面，为了提高假单胞

菌的丙酸耐受性，研究人员通过比较转录组分

析确定了恶臭假单胞菌 KT2440 的丙酸耐受关

键因子，通过实验证实易化超家族 (major 
facilitator superfamily, MFS)转运蛋白基因簇

PP_1271、PP_1272 和 PP_1273 参与恶臭假单胞

菌 KT2440 菌株的丙酸耐受性 [62]。过表达

PP_1271−1273 基因簇提高了菌株对丙酸的耐

受性，并提升了丙酸的合成速率，该结果为恶

臭假单胞菌丙酸胁迫响应研究提供了新的见

解，并为开发丙酸催化合成高效菌株奠定了分

子基础。 
3.1.2  L-苏氨酸合成高纯度丙酸的人工途径设计

与优化 
上述改造实现了 L-苏氨酸到丙酸的高效生

物转化，证实恶臭假单胞菌 KT2440 是有潜力

的丙酸催化合成的底盘细胞。虽然上述催化工

艺可以产生 29.6 g/L 的丙酸，L-苏氨酸的摩尔转

化率达到 99.8%，但生产周期需要 48 h，效率

仍有待进一步提升[62]。在假单胞菌降解 L-苏氨

酸的天然途径中，催化裂解 2-酮丁酸的支链 α-酮
酸脱氢酶复合物(BKD，由 bkdAa、bkdAb、bkdB
和 lpdV 编码)是由 3 种催化组分组成的多酶复

合物：二磷酸硫胺素依赖性脱羧酶/脱氢酶(E1)、
硫辛酰转酰酶(E2)和二氢硫辛酰胺脱氢酶(E3)。
E3 与丙酮酸脱氢酶共享相同亚基，BKD 的巨大

复杂结构通常会阻碍其过表达[63]。此外，该 L-苏
氨酸降解途径需要辅酶 A 参与。虽然途径中辅

酶 A 可以在最后一步实现自循环，但作为细胞

代谢中的重要辅因子之一，辅酶 A 胞内浓度很

难提升到较高水平以满足丙酸工业合成的效

率 [64-65]。为了进一步提高丙酸生产效率，应设

计一条不涉及辅酶 A 参与的丙酸合成途径。研究

报道甜瓜的丙酮酸脱羧酶可以裂解 2-酮丁酸形

成丙醛和 CO2，而丙醛可以被生物氧化为丙酸[66]。

根据这些数据，本课题组提出了从 L-苏氨酸生产

丙酸的新途径：即 L-苏氨酸首先被脱除氨基生

成 2-酮丁酸，然后通过脱羧酶丙醛和 CO2，然

后氧化成丙酸。这种不依赖辅酶 A 且仅 CO2 作

为副产物的途径可以促进从 L-苏氨酸以高生产

率生产高纯度丙酸。基于上述设计思路，本课

题组在改造天然 L-苏氨酸降解途径合成丙酸的
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底盘菌株基础上，导入乳酸乳球菌来源的 2-酮
异戊酸脱羧酶，实现了 2-酮丁酸的高效裂解，

构建的工程菌株可在 24 h 内催化 600 mmol/L  
L-苏氨酸产生 580 mmol/L (43.0 g/L)的丙酸[57]。

此外，在补料分批模式中实现了 62.0 g/L 丙酸

的高滴度，生产速率达到 1.07 g/(L·h)，对 L-苏
氨酸的摩尔转化率>0.98[57]。进一步建立了直接

利用 L-苏氨酸发酵液转化合成丙酸的新工艺，

避免了 L-苏氨酸的纯化，可大幅降低丙酸的生

产成本。 
值得注意的是，上述改造虽然实现了假单

胞菌从 L-苏氨酸到丙酸的高效生产，但并未强

化丙醛氧化成丙酸的步骤，仍不清楚其体内氧

化丙醛形成丙酸的内源酶。恶臭假单胞菌

KT2440 拥有较大的基因组，进化出复杂调控系

统以适应各种环境胁迫。本课题组通过全基因

组筛选，发现 KT2440 体内含有 32 个醛脱氢酶，

这解释了 KT2440 对丙醛表现出超氧化活性的

原因[59]。然而，迄今为止，只有少数几种醛脱

氢酶被定性，对这 32 个注释的醛脱氢酶进行详

细分析，通过测量在丙醛胁迫条件下的各个醛

脱氢酶基因转录水平变化，结合相关基因的缺

失和回补实验，以及在大肠杆菌异源表达醛脱

氢酶基因等实验过程，确定了至少 8 个醛脱氢酶

对丙醛具有高氧化能力，在分子水平上揭示了恶

臭假单胞菌 KT2440 的强氧化能力，并再次证实

了它是一种优良的有毒化合物生产宿主[67-69]。 

3.2  1,2-丙二醇转化路径合成丙酸的途径

设计与优化 
虽然利用 L-苏氨酸催化合成生物基丙酸具

有经济性，但该途径的理论质量得率较低。L-苏
氨酸经过 2 个连续的脱氨和脱羧反应后，丙酸的

理论得率仅为 0.62 g/g[57]。除了 L-苏氨酸之外，

1,2-丙二醇也是一种廉价的大宗化学品。这两种

化合物都是三碳原子骨架，从 1,2-丙二醇得到

丙酸的理论产率可达 0.97 g/g，在该反应中仅损

失 2 个氢原子且无任何副产物，因此利用 1,2-丙
二醇生产丙酸的途径具有高原子经济性的优

势；目前已经实现利用甘油氢化还原或葡萄糖

裂解合成生物基 1,2-丙二醇的工业化生产[70]。

因此，利用生物基 1,2-丙二醇原料可以满足生

物基丙酸的合成需求。我们进一步设计了 1,2-丙
二醇合成丙酸的生物路径，即通过甘油脱水酶

将 1,2-丙二醇脱水获得丙醛，然后利用恶臭假单

胞菌 KT2440 自身超强氧化能力将丙醛氧化为

丙酸；在设计的新途径中，仅需要表达外源甘油

脱水酶，这将显著减轻工程菌株的代谢负担[58]。

研究人员首先筛选了不同来源的甘油脱水酶，

最 终 选 定 了 来 自 肺 炎 克 雷 伯 菌 (Klebsiella 
pneumoniae)的甘油脱水酶(KPpdu)；当前期采用

强启动子驱动 KPpdu 在恶臭假单胞菌中表达时，

菌株总是产生等量的丙酸和副产物 1-丙醇[58]。生

物体对醛类物质的生物解毒过程是催化合成有

机醇或有机酸化合物；研究人员推测是甘油脱

水酶活性过高导致丙醛积累，激发菌株对醛类

物质的解毒机制，从而产生副产物 1-丙醇；积

累的丙醛易挥发，从而造成转化率偏低；通过精

细调控甘油脱水酶 KPpdu 的表达，实现了 1,2-丙
二醇脱水反应与胞内氧化能力相平衡；改造后的

工程菌株可在 24 h 内将 400 mmol/L 1,2-丙二醇

完全转化为丙酸，且无明显的丙醛或 1-丙醇的

积累[58]。这一结果表明，甘油脱水酶基因的表

达水平对该途径至关重要。此外，丙醛还原为

1-丙醇需要辅酶 NADH 的参与。恶臭假单胞菌

KT2440 菌株具有强的有氧呼吸系统，且具有抵

抗不同应激的高缓冲能力[71]。在好氧条件下，

细胞内 NADH 可以迅速被氧化为 NAD+，这也有

助于消除副产物 1-丙醇的合成[47]。在进一步的分

批转化工艺中，丙酸的产量达到 46.5 g/L，生产

速率和质量得率分别为 1.55 g/(L·h)和 0.96 g/g[57]。
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需要注意的是，甘油脱水酶的活性需要维生素

B12 维持。据报道，恶臭假单胞菌 KT2440 可以

产生微量的维生素 B12，但浓度太低(<50 μg/L)，
无法支持甘油脱水酶的活化[72]。因此，进一步

改造恶臭假单胞菌菌株以增加维生素 B12 的细

胞内供应是菌株改进的方向。虽然目前的 1,2-丙
二醇路线合成丙酸的滴度略低于 L-苏氨酸路线，

但实现了 0.96 g/g 的高质量产率，也显示出较好

的工业应用潜力，后续可以通过进一步优化菌

株以及生物转化过程来提高滴度[58]。 
综上所述，在丙酸的生物合成制造技术发

展过程中，第一代技术改造假单胞菌天然途径，

实现转化 L-苏氨酸高效合成丙酸；第二代技术

人工设计转化路径，突破了天然途径的辅酶 A
限制，实现了转化 L-苏氨酸合成丙酸技术的跃

升。考虑到 L-苏氨酸为四碳氨基酸，合成三碳

的丙酸需要经过脱氨和脱羧步骤，原子经济性

不高，研究人员进一步设计了以 1,2-丙二醇为

原料的第三代丙酸生物催化合成新技术并实现

了高得率的转化过程(图 4)。 

3.3  乙酰丙酸转化路径合成丙酸 
除了本课题组开展的 L-苏氨酸和 1,2-丙二

醇为底物转化合成丙酸的研究外，Tiwari 等[59]

也阐述了改造恶臭假单胞菌 EM42 利用生物质

衍生的乙酰丙酸生产丙酸。恶臭假单胞菌 EM42
是 KT2440 菌株的基因组删减菌株，具有更快

的生长速率。乙酰丙酸是一种 γ-酮酸(C5)的平

台化合物，可以通过酸催化脱水和水解木质纤

维素糖而获得，也是一种廉价的生物基原料。

研究人员首先删除恶臭假单胞菌 EM42 的甲基

柠檬酸合酶(metheyl-citrate synthase, PrpC)和丙

酰辅酶 A 合酶(propionyl CoA synthase, PrpE)基
因，随后，采用 LA 诱导型表达系统表达来自

流感嗜血杆菌的硫酯酶(YciA)和大肠杆菌的来 

 

 
 
图 4  生物催化合成丙酸技术水平的迭代提升 
Figure 4  Schematic diagram of the synthesis of propionic acid via biotransformation route. 
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源 的 琥 珀 酸 辅 酶 A 转 移 酶 (succinyl-CoA 
transferase, YgfH)，在摇瓶培养条件下，丙酸产

量提高了 10 倍；进一步优化发酵工艺，改造的

恶臭假单胞菌在 5 L 发酵罐中，补料分批发酵

生产丙酸的滴度和合成速率分别为 26.80 g/L 和

0.30 g/(L·h)；虽然该研究也取得了较好的结果，

但仅实现了 83.0%的摩尔转化率，还需进一步

改造提升经济性，同时乙酰丙酸到丙酸的理论

质量得率仅为 0.64 g/g，与 L-苏氨酸路线一样存

在理论得率低的缺陷[59]。 

4  结论与展望 
丙酸是应用非常广泛的食品添加剂、人工

香料和防腐剂。作为重要的工业产品，丙酸在

涂料、化妆品、药物和农药等方面也有着广泛

应用。产物生产速率过低和下游提取成本高是

目前限制丙酸生物发酵过程经济性的主要因

素。由于丙酸对微生物的强抑制活性，丙酸会

严重影响菌株生长，因此提高菌株对酸胁迫的

抗性，增强其在酸性环境下的生存能力与产酸

效率，已成为技术提升亟须解决的问题。研究

人员通过开发生物催化工艺，实现了高纯度丙

酸的生物合成。随着合成生物学的发展，有机

酸分子转运蛋白的挖掘和非传统耐酸底盘细胞

工厂的构建也将是实现丙酸高效发酵生产和提

高经济性的有效手段。例如，库德里阿兹氏毕

赤酵母(Pichia kudriavzevii)是一种优秀的耐酸

酵母，可以在 pH 低于 2.0 的恶劣环境中生长。

与丝状真菌相比，库德里阿兹氏毕赤酵母具有

更快的生长速度、液体培养过程中更好的细胞

形态均一性和更简单的遗传操作等优势，可以

作为有机酸生产的优良宿主 [73]。近期，Zhang
等[74]改造了库德里阿兹氏毕赤酵母菌株 E1 实

现了无中和剂的 L-乳酸的低 pH 值发酵生产。

该研究思路也为工程化耐酸菌株绿色生产高纯

度生物基丙酸提供了可能。 
综上所述，代谢工程和生物催化在生产丙

酸等化学品方面的应用展现出了巨大的潜力。

随着合成生物学和人工智能技术的不断进步，

通过合成途径优化和菌株抗性工程改造能够极

大拓展丙酸合成底盘细胞的性能，大幅提升丙

酸发酵技术水平，更广泛地应用于生物制造。

目前，丙酸的生物合成主要依赖于少数几种微

生物宿主，如丙酸杆菌、大肠杆菌和酵母。未

来可以探索和开发更多种类的微生物宿主，特

别是那些具有独特代谢特性、原料利用能力强、

耐受高浓度产品的非传统底盘微生物。通过对

这些微生物的代谢途径和基因组进行深入研究

和优化，可以实现更高效、更具成本效益的丙

酸生产。同时，许多丙酸生产过程依赖于糖或

其他传统农业原料作为碳源，因此需要拓展其

他原料来源，包括使用非食用生物质(如农业废

弃物、木质纤维素)和二氧化碳等可再生资源，

这不仅可以降低生产成本，还有助于减少对食

品供应的竞争和环境影响，对提高丙酸发酵的

经济可行性和可持续性具有重要意义。 
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