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摘  要 : 利用高温细菌发酵，纤维素乙醇生产有望实现“生物质降解-乙醇发酵-乙醇蒸馏”过程的同步化，从

而最大限度地降低纤维素乙醇的生产成本；这是一个目标更高、道路更远、科学性更强的可再生能源发展策略。

纤维素乙醇高温发酵研究已经取得了重要进展，目前面临的主要挑战包括发酵乙醇的高温细菌的遗传转化系统

不够稳定、缺少内源的高活性和耐热性纤维素酶，以及乙醇代谢调控机理有待进一步解析。这些科技难题将会

在 DNA 生物合成和进化技术、细胞生物学技术，以及合成生物学技术的发展中得到解决。 
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Advances in and challenges for thermophilic fermentation 
of cellulosic ethanol 
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Abstract:  Thermophiles can produce cellulosic ethanol at a high temperature where ethanol is directly distillated from 
fermentation, and biodegradation of lignocellulose can be simultaneously achieved when these thermophiles carry and 
express cellulase and hemicellulase genes. The simultaneous biodegradation, fermentation and distillation, a three-in-one 
process, can result in low production costs of cellulosic ethanol. We reviewed the advances and challenges in the approach 
to the three-in-one process, which refer to lignocellulases, regulation mechanisms, and genetic transfer systems.  
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石油、煤炭等石化能源的生成需要经历上万

年的时间；近代工业的飞速发展使石化能源被迅

速消耗、日渐枯竭，成为相对意义上的不可再生

资源。20 世纪 70 年代以来，世界经历了数次能

源危机和经济危机，人们已经认识到开发可再生

的替代能源已经成为人类社会可持续发展的战

略任务。地球上绿色植物的光合作用，每年产生

大约 1 500~2 000 亿 t 的碳水化合物，其中绝大

部分是构成植物支撑组织的木质纤维；仅我国农

业，每年产生的秸秆就多达 7 亿 t。据估算，如

果 5％的木质纤维中所含的生物质能得到开发利

用，人类对能源的需求就能够得到满足[1-2]。因

此，木质纤维原料的开发利用在现代生物技术领

域已经形成了研究热点。 

木质纤维原料水解产生的戊糖和己糖可以

用作发酵原料生产各种发酵产品，如乙醇、乙酸、

丙酮-丁醇、柠檬酸、氨基酸等。以木质纤维为

原料生产燃料乙醇是最早提出的可再生能源发

展策略，也是投入最大、研究最多的科学技术。

近年来，世界各国都在加强纤维素乙醇的研发，

例如，美国国家资源保护委员会提出，在不减少

食品和饲料生产的前提下，到 2050 年全部运输

燃料的 50％将是燃料乙醇[1]。 

1  纤维素乙醇的转化途径和策略 

1.1  一般工艺流程及面临的问题 
从木质纤维到燃料乙醇的转化通常要经过

一个复杂的工艺流程，例如，最早提出并且研究

得最多的稀酸水解工艺至少包含生物质降解、乙

醇发酵、乙醇蒸馏这 3 个过程 (图 1)。人们用目

前通用的工艺生产纤维素乙醇[1]，所面临的主要

挑战是生产成本居高不下，其中构成生产成本的

关键因素包括： 

1) 秸秆等原料分散于农田且比容很低，其

收集与运输的成本相对很高。 

2) 木质纤维经过预处理，破坏了天然结构

以后才能被酶进一步水解。预处理过程中需要消

耗大量的化学品或热能，并且增加了设备投资或

污水处理成本。 

3) 纤维素酶的生产成本高，应用效率低。 

4) 常用的乙醇发酵菌株缺少利用和转化戊

糖的能力或转化效率很低。 

5) 以木质纤维水解液为原料，发酵液中的

乙醇含量一般低于 5％ (W/V)，这种低浓度乙醇

的精馏能耗很高。 

国内外科学家经过种种努力，对通用工艺中

的各个环节进行了卓有成效的优化和改进，取得 
 

 

图 1  用酸处理木质纤维生产纤维素乙醇的工艺流程 
Fig. 1  Procedures for the production of cellulosic ethanol via acid pre-treatment of lignocellulose. 
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了可喜的进展。2012 年 8 月 11 日的中国化工报

上有报道称：纤维素乙醇的生产成本已经接近粮

食乙醇[3]。然而，与一般工艺流程相比较，利用

高温菌进行纤维素乙醇的发酵会形成一个不同

的工艺；通过高温发酵工艺有望实现“生物降解-

发酵-蒸馏”同步化，从而最大限度地降低纤维素

乙醇的生产成本。 

1.2  高温菌发酵可带来的有利因素 
嗜高温微生物 (简称高温菌) 是指最适生长

温度高于 45 ℃的各种古菌、细菌、霉菌、酵母

等微生物[4]。高温菌的遗传、代谢机理和常温菌

一样，能够通过发酵代谢生产多种目标产品；所

不同的是它们适应高温环境，所产生的蛋白质具

有高度的活性和稳定性。随着科学研究技术的不

断发展，越来越多的高温菌得到分离培养，为人

们选择利用其细胞功能和酶功能提供了丰富的

资源。美国 Wiegel 和 Ljungdahl 教授于 1986 年

发表了一篇题为“嗜高温细菌在生物技术中的重

要性”的经典性论文，并在这篇论文中总结了高

温菌用于生物工程可能带来的有益效果[4]。这些

潜在的有益效果包括： 

1) 高温下代谢活性较高，可加速产物的转化。 

2) 高温条件可杀灭杂菌或抑制杂菌的生

长，减少发酵污染。 

3) 减少灭菌后对降温的需求；无需通过降

温 (＜20 ) ℃ 终止生物反应。 

4) 高温提高化合物的分散度、离子化和溶

解度。 

5) 高温菌能耐受或利用生物降解代谢和搅

拌产生的热量。 

6) 发酵液的密度、表面张力和粘度有所降低。 

7) 挥发性的目标产物能够在发酵过程中得

到收集和提取。 

8) 高温菌产生热稳定性酶和蛋白质。 

9) 高温菌产生较少细胞残体，提高产物与

底物之比例。 

1.3  高温菌用于纤维素乙醇生产的潜力分析 
正如 Taylor 等指出，许多高温菌具有很强的

降解纤维素、半纤维素的能力并且能够非常有效

地发酵戊糖[5]。即使是常温菌所产生的酶，其最

适反应温度也通常在 45 ℃以上，因此，高温发

酵为充分发挥酶的催化活性提供了有利条件。纤

维素乙醇是典型的挥发性目标产物，在 50 ℃以上

的发酵时略加减压，乙醇就能够被蒸发回收[4-5]。

综合而言，高温菌发酵生产纤维素乙醇的优势发

挥到极致时，人们能够将常规的三大步骤合为一

步，即：同步进行原料的生物降解、乙醇发酵和

产物分离。不难看出，如果利用高温菌实现生物

降解、发酵、蒸馏的同步化，纤维素乙醇的生产

能够通过以下方法削减投入或降低消耗。 

1) 高温菌自身产酶，不需要产酶设施，不

需要纤维素酶发酵原料和能耗。 

2) 乙醇能在发酵过程中被蒸馏，可减少对

蒸馏装置的需求和降低蒸馏能耗。 

3) 工序简化后减轻装备，能够多处设置作

坊，降低原料运输成本。 

4) 高温菌转化戊糖的能力与转化葡萄糖的

能力相当，不需要代谢工程改造。 

5) 原料预处理中，低温氨爆处理法的耗能

和投资需求较低，较少产生抑制物质[1]，但是处

理后半纤维素较完整，需要用酶水解。高温菌能

够产生所需要的半纤维素酶。 
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自 20 世纪 80 年代初，美国科学家就提出用

高温菌发酵乙醇的策略，并且开始尝试将高温细

菌运用于燃料乙醇的工业发酵过程[6-7]。此后，

很多欧美科学家围绕乙醇高温发酵相关的课题

展开全方位的研究。最近几年，由于解糖嗜热

厌 氧 芽 胞 杆 菌 Thermoanaerobacterium 

saccharolyticum 、 马 瑞 氏 嗜 热 厌 氧 杆 菌

Thermoanaerobacter mathranii、嗜热葡糖苷酶芽

胞杆菌 Geobacillus thermoglucosidasius 等高温菌

株的代谢途径工程取得了研究进展，在美国诞生

了数家以纤维素乙醇高温发酵为主体技术的生

物公司[5]。 

2  纤维素乙醇高温发酵的研究进展 

2.1  乙醇高温发酵菌株 
有些高温菌能够利用半纤维素和淀粉生

长、高效转化木糖，并且以乙醇为主要发酵产

物，它们被推荐为乙醇发酵工程菌 (表 1)；为

了实现纤维素的水解和转化，产生高活性纤维

素酶的菌株粪堆梭状芽胞杆菌 Clostridium 

stercocarium 或 热 纤 梭 状 芽 胞 杆 菌

C. thermocellum 被组合到乙醇发酵过程中，进

行纤维素乙醇的共发酵[3]。随着代谢工程技术的

发展，美国科学家对能够利用半纤维素快速生

长但是产生混合酸的菌株如 T. saccharolyticum、

T. mathranii、G. thermoglucosidasius 等进行了乳

酸、乙酸途径的阻断，获得了以乙醇为主要发酵

产物的基因工程菌[4,8]。 

高温菌中有很多菌株能够降解利用木聚糖

类半纤维素；绝大多数菌株具有混合酸发酵途

径，其中的乙醇发酵途径较弱。人们根据所要达

到的目标来选择起始研究菌株。如果最终目标是

构建一个能够同步完成“生物降解-发酵-蒸馏”

过程的菌株，首先需要考虑如何充分利用菌株固

有的优势，如降解纤维素和半纤维素的能力、产

物以乙醇为主、高于乙醇沸点的生长温度等等。

同样重要的是要善于发现和运用最前沿的科学

技术和前人的工作基础，例如，Wiegel 研究组分

离和鉴定了 T. saccharolyticum JW/SL-YS485；

Shao 等研究了该菌株的半纤维素酶系统，发现多 

表 1  有效转化木糖发酵乙醇的重要高温菌 
Table 1  Important thermophiles able to convert xylose to ethanol 

Strains Growth temperaturea (°C) Polymer substrates Main products References

Clostridium thermosaccharolyticum 35-(55)-67 Xylan, starch Ethanol [3] 

Geobacillus stearothermophilus 35-(65)-78  Mixed-acid [3] 

Geobacillus thermoglucosidasius 42-(63)-69  Mixed-acid [4] 

Thermoanaerobacter ethanolicus 35-(69)-78 Xylan, starch Ethanol [9] 

Thermoanaerobacter mathranii 35-(69)-78  Ethanol, lactate [4] 
Thermoanaerobacterium saccharolyticum 
JW/SL-YS485 45-(60)-69 Xylan, starch Mixed-acid [8] 

Thermoanaerobium brockii 35-(68)-77 Xylan, starch Mixed-acid [3] 
a Growth temperature ranges are indicated with optimum temperatures in brackets. 
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种新型高效酶[10-13]；Mai 等构建了该菌株的遗传

转化系统[14]；最后，Lynd 研究组将该菌株成功地

构建成基因工程菌株，其利用混合糖发酵的乙醇产

量高于经过代谢工程的酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae 和运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis

菌株[8]。进入 21 世纪以来，对于纤维素乙醇高温

发酵菌株的研究再次掀起热潮，并且在分子水平

上形成了几个重要的研究焦点：嗜热厌氧乙醇杆

菌 Thermoanaerobacter ethanolicus 的基因组学和

乙醇代谢调控机理研究，C. thermocellum 和

T. saccharolyticum 的纤维素酶和半纤维素酶研

究，以及 T. mathranii、T. saccharolyticum 和

G. thermoglucosidasius 的代谢工程研究。 

2.2  半纤维素水解能力 
半纤维素是木质纤维中可利用的主要碳水

化合物之一，可以被酸水解；经过其他方法预处

理的木质纤维中，半纤维素成分需要在一系列的

半纤维素水解酶的作用下才能产生可利用的单

糖。仅木聚糖类半纤维素水解酶就需要内切木聚

糖酶、木糖苷酶、阿拉伯糖苷酶、α-葡萄糖醛酸

酶等多种酶的共同作用，才能得到充分水解和利

用，因此，发酵工程菌自身具备利用木聚糖的能

力是降低产品成本的一个重要环节。 

T. ethanolicus JW200 是最早发现的以乙醇

为 主 要 发 酵 产 物 的 极 端 嗜 热 细 菌 [9,15] 。

T. ethanolicus JW200 能够以木聚糖为唯一碳源

生长，但是生长速度较慢；Shao 等研究了其中的

木聚糖水解酶的活性，发现该菌株虽然能够产生

一种木糖苷酶/阿拉伯糖苷酶活性很高的双功能

酶[16]，但是它产生的木聚糖内切酶的活性较低。

为了加强 T. ethanolicus JW200 利用木聚糖的能

力，Wiegel 研究组开始分离新菌株，寻找新型热

稳定性木聚糖酶酶系统以及相应的外源基因。随

后，该研究组获得了菌株 T. saccharolyticum 

JW/SL-YS485 及其独特的木聚糖水解酶系。 

T. saccharolyticum JW/SL-YS485 的最高及

最适生长温度比 T. ethanolicus 低大约 9 ℃；发酵

产 生 乳 酸 、 乙 酸 和 少 量 乙 醇 ； 但 是 它 比

T. ethanolicus 易于培养，其木聚糖水解酶活性高、

系统完整、热稳定性较好。该菌株产生一种结合

在细胞表面的木聚糖酶，能够有效地防止酶的流

失；还产生 2 种乙酰酯酶和 1 种α-葡萄糖醛酸酶，

有效分解源自双子叶植物的木聚糖的侧枝[10-12]。

更有趣的是该菌株同时产生 3种性质不同的木糖

苷酶，其中 1 种木糖苷酶能够耐受高浓度木糖

的反馈抑制，它的酶学性状不同于所有已知的

糖苷水解酶家族的特征，因此建立了 1 个独立

的 新 家 族 —— GH120[13] 。 这 些 性 状 表 明 ，

T. saccharolyticum JW/SL-YS485 不仅能够为基

因工程菌株的构建提供优选的外源基因，它自身

也是构建代谢工程菌的优选菌株。 

2.3  乙醇高温发酵条件与乙醇产量问题 
20 世纪 80 年代初，美国科学家对能够利用

半纤维素产生乙醇的高温菌天然菌株及其突变

体进行了大量的乙醇发酵试验；他们积累了丰富

的经验也观察到一些当年不能解释的现象。早年

所用的发酵菌株主要包括嗜热产硫化氢梭状芽

胞杆菌 Clostridium thermohydrosulfuricum 39E 

(现用名：T. ethanolicus 39E[17])，T. ethanolicus 

JW200 及其衍生菌株、布洛克嗜热厌氧非芽胞菌

Thermoanaerobium brockii 等；用 C. thermocellum

与上述菌株进行共发酵时，可以直接利用纤维素
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为碳源产生乙醇[3]。试验结果表明，T. ethanolicus

转 化 木 糖 产 生 乙 醇 的 产 物 / 底 物 比 值 达 到

1.5 (mol/mol)；混合底物发酵的优选配方为 20％

淀粉、10％葡萄糖、6％木糖或木聚糖，发酵

乙醇的产量接近 4％。  

高温菌利用戊糖和己糖的混合底物发酵时，

乙醇产量与基因改造后的 S. cerevisiae 或

Z. mobilis 相似，但是用高浓度葡萄糖发酵时乙醇

最 终 发 酵 浓 度 远 远 低 于 S. cerevisiae[3-4] 。

Ben-Bassat 等 1981 年研究发现，T. brockii 的生

长受到乙醇的抑制，因此形成的观念是：高温菌

对乙醇的耐受力低，从而导致乙醇产量低[4,18]。

Burdete 等通过对 T. ethanolicus 39E 进行化学诱

变获得一个能够在 8％乙醇的培养基中生长的突

变株，最近也有一些关于分离耐受高浓度乙醇的

新型高温菌的报道和溶剂耐受机理的研究[4,19-20]。

有趣的是 T. ethanolicus 39E的突变株对生长环境

中的乙醇的耐受性虽然有了大幅度提高，其发酵

产生内源乙醇的能力却没有增加；其他新分离的

乙醇耐受性菌株在乙醇发酵能力方面也未见新

的突破。 

迄今为止，高温菌和常温菌之间在代谢途

径、代谢生理方面没有发生本质上的差异。然而，

特别的例子是 Z. mobilis 和 S. cerevisiae 的发酵乙

醇的方式：它们通过丙酮酸脱羧酶产生乙醛，

再由醇脱氢酶将乙醛转化为乙醇；而在其他常

温或高温细菌中，丙酮酸脱羧酶尚未见报道。

一般常温菌和高温菌的发酵途径大多为混合酸

发酵途径，虽然有些高温细菌如 T. ethanolicus

等的主要发酵产物是乙醇，它们仍然会产生少

量乳酸、乙酸等；即使这些有机酸消耗底物不

多，但可能足以改变生存环境或诱导细胞休眠

和凋亡。高温菌代谢途径工程在近几年取得了

较大的突破：T. mathranii、T. saccharolyticum、

G. thermoglucosidasius 分别经过基因敲除阻断了

乳酸、乙酸发酵途径，其纤维素乙醇发酵水平已

经赶上或超过了目前最好的 S. cerevisiae 代谢工

程 菌 株 [4,8] 。 这 些 实 例 充 分 证 明 高 温 菌 和

Z. mobilis 以外的常温细菌一样，乙醇发酵产量达

不到工业化要求的重要原因之一是它们具有混

合酸发酵途径。 

2.4  代谢途径与调控机制研究 
2.4.1  同功酶的发现与生理功能的解析 

除 Z. mobilis 以外，细菌厌氧发酵中的乙醇

发酵途径通常是由醛脱氢酶和醇脱氢酶催化的从

乙酰辅酶 A (Ac-CoA) 经乙醛产生乙醇的代谢支

路 (图 2A)。20 世纪 80 年代末，人们开始研究

T. ethanolicus 体系中的醛脱氢酶和醇脱氢酶，至

2000 年，先后纯化了 2 种醇脱氢酶 (酶 A 和酶

B)，并克隆了相应的基因 adhA 和 adhB[21-23]。由

于在常规条件下醛脱氢酶活性很脆弱，而酶 B 又

显示兼有醛脱氢酶活性，美国科学家 Zeikus 等认

为酶 B 是催化产生乙醇的关键酶 (图 2B)[22]。

Peng 等 2008 年报道了醛脱氢酶 (酶 E) 及其基

因 adhE，并发现它仅出现于以乙醇为主要产物

的菌株中；Pei 等发现 adhE 具有醛/醇脱氢酶双

功能，从而揭示乙醇转化途径中包含 2 个醛/醇双

功能脱氢酶和 1 个醇脱氢酶，大多数催化反应都

可能有 2~3 种同功酶的参与 (图 2C)[24-25]。 

要在一个多酶体系中进行代谢工程，首先必

须了解各个酶的生理功能和重要性。在生理条件

下分析酶的生理功能时发现，纯化的酶 B 和酶 E 
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图 2  嗜热厌氧杆菌的乙醇发酵途径及关键酶[25] 
Fig. 2  Schemes for the ethanol pathway in 
Thermoanaerobacter spp. (A) Reactions in the final 
steps of the ethanol pathway in anaerobes. (B) The 
scheme proposed before adhE was identified. (C) The 
new scheme based on observed enzyme activities [25]. 
 
虽然在酶学条件下都具有醛/醇脱氢酶双重活性，

但是在模拟的生理条件下，酶 B 只有微弱的醛脱

氢酶活性，其主要功能是催化乙醛与乙醇之间的

可逆反应；酶 E 具有很高的醛脱氢酶活性而没有

醇脱氢酶活性[25]。细胞提取液中脱氢酶活性的分

析表明，酶 E 是保证乙醛快速生成或消耗的关键

酶，在细胞中的比活性比来自酶 A 和 B 的醇脱

氢酶总活性高 10 倍左右；酶 B 的功能与美国学

者的推断不同，它在乙醇浓度较高时主要催化消

耗乙醇的逆反应。但是，酶 B 在发酵早期具有微

弱的醛脱氢酶活性，可启动乙醇的少量生成[25]，

这可能是将代谢流导向乙醇发酵途径、减少乙酸

或乳酸发酵的必要条件。 

2.4.2  脱氢酶的转录调控现象及调控因子的研究 

通过实时定量 PCR 测定 3 种脱氢酶基因的

转录情况，结果表明 adhB 的转录不需要乙醇的

诱导，而 adhA 和 adhE 需要少量乙醇的诱导才能

进行表达；但是，adhB 和 adhE 的转录水平随着

乙醇浓度的进一步提高而逐步下降。葡萄糖对基

因转录水平没有直接影响，但是稍后所产生的内

源乙醇引起同样的效应 (图 3)[25]。 

通过以 adhB和 adhE上游的转录及调控区域

的 DNA 制备特异性的亲和层析载体发现，细胞

提取液中有 3 种蛋白质与 DNA 发生特异性的结

合 [26]。Pei 等从中发现 1 种还原力感应蛋白 

(RSPTet)，与已研究报道的同类蛋白的同源性不到

41％；它在凝胶阻滞试验中能够分别与 adhB 和

adhE 上游的转录调控区域的 DNA 结合；浓度低

至 1 μmol/L 的 NADH 就能够解除 RSPTet 与 DNA

的结合。体外转录试验证明，adhB 和 adhE 的转

录能够被 RSPTet 完全阻遏，但是 NADH 的出现

导致解阻遏，NAD+又能够干扰 NADH 的解阻 

 
图 3  通过实时定量 PCR 测定乙醇对静息细胞中

adhA，adhB和 adhE基因转录水平的影响[25] 
Fig. 3  Relative abundance of mRNA transcribed from 
adhA, adhB, and adhE. The cells were incubated under 
anaerobic conditions at 69 ℃ for 0.5 h in the presence 
of 0%, 0.25%, 0.75%, and 1% ethanol [25]. 
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遏作用[26]。此前报道过的还原力感应蛋白都源自

好氧微生物，它们的调控节点是将还原力导入电

子传递链的 NADH 脱氢酶；而 RSPTet 不参与

NADH 脱氢酶的转录调控，它是糖酵解途径与发

酵途径之间的调控枢纽。微生物在厌氧发酵中只

能从糖酵解途径获得生存所需的 ATP，这个过程

中产生的大量还原力需要通过发酵途径倾泻，

RSPTet 能够控制发酵途径的强弱以保持还原力的

平衡。 

2.4.3  调控基因和调控机理的解析 

Pei 等在 adhA、adhB、adhE 上游的基因转

录-翻译元件区域共发现 4 个 RSPTet 结合位点，

典 型 操 纵 基 因 具 有 完 全 互 补 的 回 文 序 列

-ATTGTTANNNNNNTAACAAT-，它的 20 个碱

基正好涵盖 DNA 双螺旋的两周，形成立体结构

上完全对称的反向重复[26]。试验证明，序列不完

全互补的操纵基因的出现是因为回文两端的重

复序列中的有些碱基可以被特定的碱基所取代，

然而这些碱基的取代产生的异型操纵基因与

RSPTet 的亲和力明显低于典型操纵基因。操纵基

因的分析表明，操纵基因在各个基因的表达调控

区的分布是实现系统性调控的基础，而不同操纵

基因之间序列的差异是实现精密调控的必要条

件。adhB 的上游有 1 个异型操纵基因，与 RSPTet

的亲和力较低，低浓度的 NADH 就能够解阻遏；

而 adhA 和 adhE 的上游都有 1 个典型操纵基因，

adhE 的上游还存在着另一个异型操纵基因，

NADH 积累较多时它们才被诱导表达。 

3  面临的挑战 

3.1  乙醇发酵途径需要优化改造 
关键酶的催化功能和基因转录调控研究表

明：嗜热厌氧菌属的乙醇产生菌株中存在一种对

乙醇代谢途径进行系统性精确调控的机制，而乙

醇代谢途径中的关键酶能够实时调整乙醇的生

成与消耗反应。在分批发酵中，乙醇的生成和消

耗可能经历这样一个动态变化过程：1) 酶 B 在

发酵初期表达，此酶在 pH≥7.2 时活性高，及时

催化 Ac-CoA 将代谢引入乙醇发酵途径；2) 随着

乙醇的增加和 NADH 积累，脱氢酶 A 和 E 得到

诱导表达；3) 酶 E 快速催化 Ac-CoA 到乙醛的

转化，酶 A 和 B 共同催化从乙醛到乙醇的之间

的可逆反应，此时以乙醇的生成为主要反应；

4) 随着乙醇浓度的提高，酶 B 和 E 基因的转录

减缓，乙醇消耗反应加强，使乙醇的最终浓度停

留在特定的水平上。 

解析代谢途径及其调控机理的目的不仅仅

是为了认识相关的自然规律或基础科学问题，更

重要的目的是了解如何打破代谢途径的自然调

控，如何设计和改造自然系统，建立更为有效的

新体系。例如，Peng 等用带有 adhE 的质粒转化

T. ethanolicus，证明增加 adhE 拷贝数能够提高乙

醇产量[24,27]。但是截至目前，代谢调控网络中还

有一些问题没有得到明确的解释，例如：在耐乙

醇的突变菌株中，酶 A 的活性明显下降[19]，而

酶 A 的生物活性极不稳定，其生理功能难以解

析；从图 3 中可以看出，静息细胞中酶 B 和酶 E

的基因转录明显受到乙醇的抑制，这种反馈抑制

的机理还不明了。进一步阐明这些问题是正确设

计代谢工程或合成生物学技术方案的必要条件。 

3.2  热稳定性的高活性纤维素酶和半纤维素酶 
木质纤维的降解利用过程中，结晶态纤维素

的水解是主要瓶颈。纤维素酶的研究在国内外已

经有大量的成果积累，研究得最多的是木霉产生
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的纤维素酶系和热纤梭菌 C. thermocellum 的纤

维素酶小体。这些酶的活性比其他来源的纤维素

酶的活性相对较高，但是它们的催化速度、稳定

性还达不到工业化应用的要求，从而使酶的应用

成本偏高。将外源基因克隆到发酵乙醇的高温菌

中适时表达和分解纤维素底物，可以节省纤维素

酶生产的费用；但是这些基因所编码的酶在高温

生长条件下必须具有较强的稳定性。 

许多高温菌具有很好的半纤维素酶活性。但

是，这些酶通常都是诱导酶，在单糖浓度较高

的条件下，基因转录和酶的活性通常会受到抑

制[13,16]。与此相反，高糖发酵液是实现高浓度乙

醇发酵的必要条件。因此，人们一方面要采用各

种耐受高糖的高活性酶，另一方面要打破这些酶

的自然表达调控机制，使这些酶的基因成为持家

基因；同时，还希望这些酶的催化活性比较持久，

或者说有较强的热稳定性。所有这些目标都期待

着通过基因重组来实现。 

3.3  高温细菌缺少稳定的遗传转化系统 
对高温菌实施基因重组和代谢途径工程

已经成为迫切需要。美国 Wiegel 研究组首先

构 建 了 适 用 于 高 温 厌 氧 芽 胞 杆 菌

Thermoanaerobacterium 的穿梭质粒和整合质粒

pIKM1[14,28] ； Peng 等 对 高 温 厌 氧 杆 菌

Thermoanaerobacter 发展了的基因转化质粒

pTE16 和相应的基因转化技术[27]；为了提高转化

率，Lin 等将超声波转化技术应用于嗜热厌氧细

菌的基因转化，提高了质粒转化的效率[29]。这些

遗传转化系统和基因转化技术的发展为当前高

温菌的分子生物学研究和基因敲除试验奠定了

基 础 [8,24] 。 但 是 ，这些 遗 传转化 系 统是在

E. coli-Clostridium acettobutylicum 的穿梭质粒

pIMP1 的基础上构建的，它们在高温细菌宿主细

胞中很不稳定，甚至不能筛选到转化子的单菌

落；只能靠转化后的一次混合培养来分析目标基

因所表现的性状。迄今为止，还没有产生稳定性

更好的适合于高温细菌基因转化的新型质粒。因

此，遗传转化系统的缺乏是对高温乙醇发酵菌株

实施大规模基因修饰和改造所面临的技术瓶颈。 

4  展望 

通过分子改造或生物合成将高温菌的优异

性状组合到发酵工程菌株中，能够实现纤维素乙

醇工艺中的“生物降解-发酵-蒸馏”的同步化，

从而尽可能降低纤维素乙醇的生产成本。同步进

行“生物降解-发酵-蒸馏”是纤维素乙醇发展中

的一个目标更高、道路更远、科学性更强的可再

生能源发展策略。欧美科学家在 30 多年前就开

始研究以高温细菌进行乙醇发酵和高温细菌水

解利用纤维素、半纤维素的能力和机理，所取得

的科学进展为今后的研究和发展奠定了良好的

基础。目前面临的主要挑战包括发酵乙醇的高温

细菌的遗传转化系统的不够稳定、缺少内源的高

活性和耐热性的纤维素酶，以及代谢途径及其调

控机理有待于进一步解析。这些科技难题将会在

DNA 生物合成和进化技术、细胞生物学技术，

以及合成生物学技术的发展中得到解决。同时，

虽然有些国际公司已经在尝试用高温菌生产纤

维素乙醇，其技术前沿与人们的最高目标之间还

有相当的距离；我们在该领域有很大的发展空间

和机遇。但是我们应当注意到，欧美国家的学者

对本领域科技前沿信息的接受与拓展速度是非
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常惊人的，例如，关于乙醇代谢途径调控机理的

论文发表以后，很快就被引用到不同菌株或不同

产物的研究中，新的研究结果已见报道[30-36]。我

们需要更多有志解决科学问题、有发明创造能力

的科技工作者的参与。 
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