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遗传改造微生物代谢途径生产新型柴油燃料的研究进展 

付爱思, 刘然, 朱静, 刘天罡 

武汉大学药学院, 组合生物合成与新药发现教育部重点实验室, 武汉 430071

摘要: 生物柴油是一种能替代柴油的可再生燃料，然而通过植物油料化学转酯化生产的第一代生物柴油在

性能和生产工艺上有很多缺点。近年来随着合成生物学和代谢工程的迅速发展 , 通过选择合适的微生物并

利用各种生物技术改造其代谢合成途径 , 如脂肪酸合成途径、异戊二烯合成途径 , 研究人员能利用微生物

直接生产性能更加优越、品质更高的新型第二代生物柴油——长链烷烃。文章总结了目前遗传改造微生物

代谢途径生产新型柴油的研究进展 , 并指出目前该领域存在的问题以及今后的发展方向。  
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Abstract:  Biodiesel is a renewable biofuel and alternative diesel, but the first generation of biodiesel, which 
has many defects in properties and in production methods, mainly comes from the chemical transesterification of 
triglyceride from plant oil. With the fast development in the field of synthetic biology and metabolic 
engineering, the researchers can choose suitable microbes and engineer its metabolic pathways, such as fatty 
acid biosynthesis pathway and isoprenoid biosynthesis pathway, to directly produce the second generation of 
advanced biodiesel---long chain hydrocarbons, which have better properties and quality using the newest 
biotechnology techniques. In this review, we summarized the research progress about microbial production of 
advanced biodiesel and also pointed the deficiencies and future direction in this new field. 
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几个世纪以来, 常规的化石能源一直支撑着人
类文明的发展。但是由于化石能源的不可再生性 , 
地球亿万年积存下的宝贵资源在人类高强度开采与

消费下最终会消耗殆尽[1]。我国不是化石资源大国, 

这不仅使我国今后可能面临资源枯竭所带来的种种

社会问题, 同时过度使用化石资源所带来的气候变
化、环境污染等问题也将使我国付出巨大的代价。

能源供应问题将成为制约我国未来社会经济可持续

http://www.youbianku.com/430000
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发展的重要因素。 
为了实现国家能源的独立性和可再生性, 目前

世界各国掀起了一场能源和化工领域的绿色革命 , 
即用“细胞工厂与生物合成”[2]代替传统的化工工艺。

与化工合成相比较, 生物合成具有高效、环保等优
点, 是可持续发展的必然方向。用生物合成代替化
工合成 , 也就是在细胞工厂内改造各种代谢途径 , 
以达到高效生产目标产物的目的。目前, 各国的科
研人员都在尝试利用生物技术以可再生生物资源为

原料生产生物燃料和各种化工原料和产品, 并已经
取得了一定的成功。在燃料方面, 市场上已经有两
种产品汽油的替代品生物乙醇和柴油的替代品生物

柴油; 在化工领域, 通过对微生物的遗传改造可以
利用再生生物资源生产多聚羟基丁酸[3](一种生物可
降解塑料)1,3-丙二醇 [4](地毯纤维的单体)和异戊二
烯 [5](合成橡胶的前体)等化工原料 , 而且已经产业
化, 并创造着巨大的利润和带来良好的社会效益[6]。 

与传统的化石柴油相比 ,  生物柴油具有可再
生、无毒、可降解的特点。根据所用柴油机的不同, 
其既可以单独使用 , 又可以与化石柴油混合使用 , 
并能有效减少有害气体和颗粒物的排放, 是优质的
化石柴油替代品[7], 故又称其为“绿色柴油”。目前上
市的生物柴油主要来源于大豆、油菜籽或者棕榈油

中三酰甘油的体外转酯化反应 [8] , 我们称其为第一
代生物柴油, 其成分为脂肪酸甲酯或乙酯。这种利
用粮食作物为原料生产生物柴油的方法会产生与人

争粮的情况并且会占用大量的耕地 [9] ; 此外这种方
法需要额外的化学或生物转酯化过程, 生产成本较
高, 生产工艺较为复杂, 而且产生的生物柴油分子
在结构上取决于原料中三酰甘油的酰基部分, 因此
不易进行进一步改造进而提高其使用性能。为了提

高生物柴油的实用性和应用范围, 一部分科研人员
着力于开发新的催化方法和工艺流程 [10~16], 寻找更 

高效的转酯酶以及优化酶的使用方法[17~23], 扩展可
利用的原料范围[24~29]。以上这些方法是在传统的生

物柴油生产路线上进行的改进和优化, 虽然能产生
一定的效果, 但仍然不能摆脱一系列的高能耗生产
过程, 这甚至可能导致生产生物燃料的能量投入大
于其能量产出[30]。因此另一些科研人员希望通过改

造微生物的代谢途径 , 使其能利用非粮油类原料 , 
如纤维素生物质, 直接在生物体内生产生物柴油。
目前, 利用遗传改造的微生物, 研究人员不但能生
产第一代生物柴油, 而且能生产出两类新型生物柴
油：脂肪烷烃、法尼烯。其燃烧效率更高, 结构和性
质上更接近甚至优于化石柴油, 并且经过进一步的遗
传改造, 其结构和性能有可能得到进一步提升(表 1)。 

1  生产新型柴油代谢途径的选择 

目前研究人员主要利用生物体内广泛存在的一

些主代谢途径来生产生物燃料, 这些途径的代谢速
率和碳利用效率都较高, 并且人们对其了解较为深
入, 易于进行相应改造。例如, 利用微生物的发酵途
径生产生物乙醇, 利用氨基酸生物合成途径生产一
系列高级醇(目前能产生的最大碳链长度为 7)[31~33]。

但现有柴油是由碳 9至碳 23的烃类组成, 平均碳链
长度为 16, 其中 75%为烷烃, 25%为芳香族化合物。
其凝固温度在−9.5℃左右, 十六烷值 50～60。以上
两条代谢途径的产品均不能满足这些柴油燃料的基

本要求, 目前能用于生产生物柴油的代谢途径只有
脂肪酸合成途径以及异戊二烯合成途径(图 1)。 

2  脂肪酸代谢途径生产新型柴油 

脂肪酸合成途径在细胞内主要用于合成细胞膜

的基本成分, 是细胞生长和存活的必要途径。如何
在相应的细胞工厂中提高脂肪酸合成途径的转化率

和生产效率, 是利用该途径生产新型柴油的关键。 
 
表 1  3 种柴油燃料的比较 

名称 来源 生产过程 可再生性 产品 结构可优化潜力 

化石柴油生产方式 石油 化学合成 不可再生 
烷烃与芳香族化合物

的混合物 
无 

第一代生物柴油生产方式 植物油 
生物合成结合化

学合成 
可再生 

脂肪酸乙酯或脂肪酸

甲酯 
小 

新型生物柴油生产方式 
纤维素/太阳能
和二氧化碳 

生物合成 可再生 
脂肪酸乙酯或脂肪酸

甲酯/脂肪烷烃/法尼烯 
很大 
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图 1  利用微生物合成途径生产生物燃料等化学成分 
A：天然代谢途径生产生物燃料; B：氨基酸代谢途径生产生物燃料; C：异戊二烯合成途径; D：脂肪酸合成途径; E：改造异戊二烯途径生产生
物燃料; F：改造脂肪酸途径生产生物燃料。虚线箭头代表多酶催化过程, 实线箭头代表单一酶催化过程; 括号内产物代表新型柴油燃料或其
前体。 

 
2.1  脂肪酸代谢过程及其调节 

脂肪酸合成途径的催化酶主要包括乙酰辅酶A
羧化酶(ACC)、脂肪酸合成酶, 以及释放脂肪酸的硫
酯酶。其中ACC和脂肪酸合成酶分为Ⅰ型和Ⅱ型, Ⅰ
型以酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)为代表, 其
多个催化活性中心在一条多肽链上; Ⅱ型以大肠杆
菌(Escherichia coli)为代表, 其多个催化活性中心以
独立的蛋白存在[34,35]。作为研究最为透彻的生物代

谢途径之一, 特别是在模式生物大肠杆菌中, 脂肪
酸合成途径中的每一个蛋白的活性都被很系统的研

究, 甚至每一个蛋白的晶体结构都被解析[35~37]。 
以大肠杆菌为例, 脂肪酸合成首先是乙酰辅酶

A 在 ACC 的作用下形成丙二酰辅酶 A, 然后脂肪酸
合成酶以丙二酰辅酶 A和乙酰辅酶 A为起始单位进
行第一步的合成, 然后再以丙二酰辅酶 A 为延伸单 

位进行连续的碳碳键聚合反应并同时进行还原反应

进而合成脂肪酰酰基载体蛋白(ACP)。绝大多数的脂
肪酰基通过甘油-3-磷酸酰基转移酶从载体蛋白上转
移下来形成磷脂, 成为合成细胞膜的原料; 而一小
部分转化为脂质A和硫辛酸。多余的脂肪酰ACP通过
硫酯酶将自由脂肪酸从脂肪酰ACP上释放出来, 过
剩的脂肪酸很快通过β-氧化途径降解, 最终又生成
乙酰辅酶A[38]。 

因为大肠杆菌不会无限的繁殖而迅速的消耗所

有的营养, 所以脂肪酸合成途径在多个层面上被严
格的调控[39,40]。在转录层面上, 脂肪酸合成各基因被
FabR和FadR蛋白严格调控[39]; 而在蛋白水平上, 长
链的脂肪酸ACP对ACC、FabH和FabI的活性有反馈
抑制作用[41~43]。在这样多层次的严格调控下, 大肠
杆菌在自然条件下不会积累脂肪酸。 
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因此, 如果我们要利用脂肪酸合成途径来生产
新型生物柴油就必须突破这些调控, 使大肠杆菌为
生产新型柴油提供充足的原料。 

2.2  脂肪酸合成途径的改造 

2.2.1  乙酰辅酶 A 羧化酶是关键限速酶 

ACC催化脂肪酸合成的第一步反应, 是整个脂
肪酸合成的关键限速酶, 其活性极大的影响了整个
脂肪酸合成的速度。原核生物和植物质体中的ACC
属于同一类型, 称为原核型ACC。它具有 4个亚基：
生物素羧基载体蛋白亚基, 生物素羧化酶亚基, 转
羧酶的两个亚基α和β。酵母、人、大多数植物胞质
溶胶中的ACC属于同一类型, 称为真核型ACC。其生
物素羧化酶、转羧酶和生物素羧基载体蛋白均位于

同一条肽链上[44]。 
Cronan等[45]将编码大肠杆菌ACC的 4 个亚基的

基因按照accB、accC、accD、accA的顺序克隆到同
一个质粒上, 并在噬菌体T7 启动子的控制下表达, 
能显著提高大肠杆菌体内丙二酰辅酶A的含量。但是
单独提高ACC的含量对于提高脂肪酸产量这一目标
是远远不够的。高表达ACC并且引入硫酯酶以缓解
长链脂肪酰ACP对整个系统的反馈抑制能将菌体内
的丙二酰辅酶A的浓度提高 100 倍, 但是脂肪酸的
合成效率却只提高了 6倍。 

2.2.2  抑制 β-氧化降解途径以积累脂肪酸 

如果我们想要利用微生物细胞内的脂肪酸以及

脂肪酸代谢中间产物生产生物柴油, 我们就必须抑
制甚至中断其脂肪酸降解途径——β-氧化降解途径。 

根据前人研究经验, 中断β-氧化降解途径的第
一个或第二个基因都可以积累脂肪酸。吕雪峰等[46]

在大肠杆菌中敲除了编码该途径第一步反映酶——

脂酰辅酶A合成酶的基因fadD, 脂肪酸的产量提高
了 3倍。此外, 敲除编码β-氧化降解途径第二步反应
酶——脂酰辅酶A脱氢酶的基因 fadE对脂肪酸的合
成也有很大的影响。Steen等[47]在大肠杆菌中敲除了

fadE基因, 脂肪酸的产量提高了 4倍, 在表达硫酯酶
的情况下达到了 1.2 g/L的产量。 

2.2.3  利用代谢工程的方法提高脂肪酸产量 

根据前人积累的研究成果, 吕雪峰等 [46]利用代

谢工程的方法对大肠杆菌实验室菌株BL21(DE3)进
行了 4步遗传改造(图 2)：第一步, 过量表达大肠杆
菌ACC以增加底物丙二酰辅酶A的量; 第二步, 过量
表达去掉前导肽的大肠杆菌硫酯酶来减弱脂肪酰

ACP对脂肪酸合成的抑制作用; 第三步, 异源表达
一种以中链脂肪酰ACP为最适底物的植物硫酯酶从
而调节产物组分, 且进一步解除抑制作用; 第四步,
敲除编码脂肪酸脂酰辅酶A合成酶的fadD基因中断 

 

 
 

图 2  利用代谢工程对大肠杆菌进行改造生产脂肪酸 
图中数字对应文中描述的改进步骤, 实线箭头和交叉代表能符合预期提高脂肪酸产量的改造步骤, 虚线箭头和交叉代表没能符合预期提高脂
肪酸产量的改造步骤。 
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β-氧化途径以积累自由脂肪酸。通过改造使得大肠
杆菌脂肪酸含量达到了 2.5 g/L, 产量提高了上百
倍。2010 年, 刘天罡等[38]在上一代改造菌株的基础

上又有做了一系列改造(图 2), 分别为：第五步, 异
源表达ACC; 第六步, 过量表达酰基乙酰载体蛋白; 
第七步 , 提高大肠杆菌中乙酰辅酶A的浓度 ; 第八
步, 调整体内硫酯酶的浓度。第二代大肠杆菌脂肪
高产菌株产量能达到 4.5 g/L, 生产效率达到 0.04 
g/h/g细胞干重, 产物转化率达到理论值的 20%, 是
目前世界上报道的脂肪酸产量最高的大肠杆菌。同

年,  Keasling等 [47]在大肠杆菌K系列菌株中敲除了
fadD基因和fadE基因, 并过量表达大肠杆菌硫酯酶, 
得到的突变株有 1.2 g/L的脂肪酸产量。由于相关工
作的巨大成功, 美国LS9 能源公司已经在佛罗里达
建立工厂, 使利用微生物发酵生产脂肪酸新型生物
柴油进入商业化论证阶段。 

2.3  利用脂肪酸及其代谢中间物生产生物柴油 

脂肪酸及其代谢中间物并不是我们进行生物合

成的最终产物。在“细胞工厂”中的生物合成过程可
以分为两个阶段：首先我们对脂肪酸合成途径进行

改造, 使其产生大量的脂肪酸或者其中间产物; 其
次我们需要引入一些修饰酶, 将脂肪酸或者其中间
代谢产物转化为我们需要的目的产物(图 3)。 

2.3.1  脂肪酸甲酯或乙酯的生产 

原料来源和生产技术等问题严重限制了第一代

生物柴油的可应用范围[48]。利用微生物体内的酶催

化酯化反应直接生产生物柴油能省去成本很高的体

外转酯步骤[49]。2003年, Kalscheuer等[50]在一种不动

杆菌(Acinetobacter baylyi)中发现了生物柴油生产的
关键酶——蜡酯合成酶 /二酰基甘油酰基转移酶
(WS/DGAT), 其具有广泛的底物选择性, 能够催化
不同链长的脂酰辅酶A与乙醇反应生成脂肪酸乙酯。
将编码WS /DGAT的a t fA基因与运动发酵单胞菌
(Zymomonas mobilis)中产生乙醇的两个关键酶——
乙醇脱氢酶和丙酮酸脱羧酶的adhE和pdc基因引入
大肠杆菌中, 重组菌株在提供脂肪酸的情况下脂肪
酸乙酯的浓度可达 1.28 g/L [51]。通过进一步优化发

酵条件 ,  脂肪酸乙酯产量最终达到细胞干重的
25.4±1.1%[52]。而通过遗传改造提高脂肪酸产量的同

时共表达WS/DGAT的重组菌株, 在提供乙醇的情况 
 

 
 

图 3  在大肠杆菌中利用脂肪酸代谢途径生产新型柴油等化学成分 
虚线代表多酶催化过程, 实线代表单一酶催化过程;  单箭头表示大肠杆菌中原本具有的代谢途径, 双箭头代表人为引入的代谢途径; 括号内
的产物代表生物柴油。 
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下, 脂肪酸乙酯的产量得到了大幅度提升[53]。目前, 
结合前人的研究成果, 人们能在大肠杆菌中构建出
一条高效的脂肪酸乙酯从头合成代谢途径：过表达

accBCDA基因提高脂肪酸合成水平; 敲除fadE基因
中断β-氧化途径, 过表达硫酯酶释放更多的自由脂
肪酸, 解除脂肪酸合成途径抑制; 过表达fadD基因
以提高脂酰辅酶A产量; 过表达adhE和pdc基因构建
乙醇合成途径; 同时过表达atfA基因将产生的脂肪
酸和乙醇缩合产生生物柴油。通过优化培养条件 , 
脂肪酸乙酯的产量可达到 0.92 g/L [54]。通过构建不

同的从头合成途径, 人们还能调控大肠杆菌利用不
同的原料, 如半纤维素、生产脂肪酸乙酯[47]。此外, 吕
雪峰等[55]成功地在集胞藻(Synechocystis sp. PCC6803)
中构建了产生脂肪酸乙酯的生物合成途径。 

目前, 利用生产效率较高的产油微生物(如微藻), 
合成油脂再进行体外转酯生产脂肪酸甲酯的产量平

均可达到 1 200加仑/英亩/年(不考虑藻类的收集, 油
料的提取纯化, 体外转酯反应等消耗的能量)[7], 与
之相比直接利用微生物生产生物柴油的能力还较低, 
因此各国的研究者还在不断的寻找生产脂肪酸乙酯

的新方法以及优化原有方法使其适用于大规模工业

生产。 

2.3.2  脂肪烷烃的生产 

脂肪酸除了能转化为脂肪酸酯外还可以转化为

脂肪烷烃。从结构上看, 脂肪烷烃更加接近于现有
的化石来源柴油, 是十分理想的柴油替代物。 

Dumesic等 [56]利用化学催化的方法将来源于纤

维素的糖类转化为液体烷烃。但是利用化学的方法

进行这种转化的成本高、工艺复杂, 不是理想的烷
烃生产方法。威斯康辛大学的Lennen等[57]通过代谢

工程的手段, 将大肠杆菌中的fadD基因敲除, 过量表
达ACC的 4 个亚基, 以及引入加州月桂(Umbellularia 
californica)的酰基-酰基载体蛋白硫酯酶, 并通过对
代谢途径的调整和优化使大肠杆菌的脂肪酸产量提

高了 6倍; 同时, Lennen等将脂肪酸的生物合成与化
学催化结合起来, 利用Pd/C催化的方法将大肠杆菌
产生的脂肪酸转化为烷烃(主要成分为 11 碳烷烃), 
产量达到了 0.44 g/L。 

考虑到烷烃广泛存在于自然界中, 例如植物表
皮的蜡质层、昆虫的信息素, 在很多生物体内都应

具有利用脂肪酸代谢产物生产烷烃的代谢途径。最

近Schirmer等 [24]成功鉴定了蓝细菌中烷烃的合成途

径：脂肪酰ACP首先在脂肪酰ACP还原酶的作用下
形成脂肪醛, 然后脂肪醛经醛脱羰基酶催化脱羰基
生成相应的烷烃。他随后又将存在于各种蓝细菌中

的一系列脂肪酰ACP还原酶和醛脱羰基酶基因分别
导入到大肠杆菌中, 成功地在大肠杆菌中生产出了
含奇数碳的烷烃。其中最高产量菌株的烷烃产量能

达到 300 mg/L, 并且产生的烷烃 80%是位于细胞外, 
这将有利于烷烃产物的提取。 

另一方面, 考虑到烷烃的生物合成的直接原料
脂肪酰ACP是脂肪酸合成途径的中间产物, 吕雪峰
等[58]直接在蓝细菌中过量表达ACC以提高细胞内脂
肪酰ACP的含量, 也能提高蓝细菌脂肪烷烃的产量。
并且通过对不同的蓝细菌生产的烷烃成分比较, 证
明了通过选择不同种类的蓝细菌与操控代谢途径的修

饰酶, 我们能调节和控制生产出来的烷烃的性质。 
烷烃合成途径的鉴定使人们具备了利用基因工

程手段改造微生物生产烷烃的基本条件。目前利用

大肠杆菌直接生产烷烃还处在起步阶段, 最高产量
为 0.3 g/L, 并且产生的烷烃中还含有一定比例的烯
烃[59]。因此对该合成途径中各步反应催化机理和调

控手段等问题的研究, 将有助于对该合成途径的改造
进而提高烷烃的产量以及控制产物的成分比例[60,61]。 

3  异戊二烯途径生产新型柴油 

以前, 人们主要关注的是异戊二烯类化合物的
药学或者营养学价值。在大肠杆菌和酿酒酵母中 , 
科研人员已经成功的利用异戊二烯途径生产出青蒿

酸(一种抗疟有效成分)[62,63], 而这些工程菌同样可
被用于新型柴油的生产。目前, 利用异戊二烯生物合
成途径能够产生多种产品, 包括α-法尼烯、β-法尼烯、
桧烯、γ-蛇麻烯、长叶烯、β-红没药烯等。其中一些化
合物可被用于生物燃料的生产, 如法尼烯, 其经过氢
化产生的法尼烷被认为是很好的生物柴油分子[31]。 

利用异戊二烯途径生产生物柴油首先需要解决

的是如何更好的生产通用前体异戊二烯焦磷酸(IPP)
和二甲基烯丙基焦磷酸(DMAPP)。在自然条件下有
两条代谢途径能生产这两种前体物质：甲羟戊酸途

径和非甲羟戊酸途径。大肠杆菌采用的是后一种途 
径, 该途径以丙酮酸和 3-磷酸甘油醛作为原料。通
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过优化大肠杆菌中原有的非甲羟戊酸途径[64~67]或者

将外源的甲羟戊酸途径引入大肠杆菌中[68]可以提高

IPP和DMAPP的产量。产生的IPP和DMAPP按照头尾
牻相连的机制可依次形成 牛儿基焦磷酸(C10)、法尼

基焦磷酸(C15) 牻 牻、 牛儿基 牛儿基焦磷酸(C20)。这
3 种代谢产物再经过不同的萜烯合成酶和萜烯修饰
酶作用可转化为各种产品。例如：在大肠杆菌中引

入来自枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的异戊二烯焦
磷酸磷酸酶可将异戊二烯焦磷酸转化为异戊烯 醇
[69]; 牻引入不同的萜烯合成酶可将 牛儿基焦磷酸转

化为多种结构的单萜类化合物(图 4), 其中蒎烯、桧
烯以及萜品烯被认为是潜在的下一代航空燃料成分
[70]; 而引入来自酵母的磷酸酶[71]和植物来源的萜烯

合成酶[72]可将法尼基焦磷酸分别转化为法尼醇和法

尼烯, 其中法尼烯可以作为新型生物柴油的前体[73], 
其被氢化后生成法尼烷, 在大肠杆菌中法尼烯的产
量可达到 14 g/L以上; 另外, 碳链长度大于 30的异戊
二烯类化合物同样能被用作生产燃料的原料[74,75]。 

但是单独地提高某种酶的活性, 一味地增加代
谢效率或者将外源的甲羟戊酸途径引入大肠杆菌 ,  
都可能导致大肠杆菌自身的调节功能和代谢系统的

紊乱。过度表达某一基因可能会耗尽原料或者某些

前体物质[76], 过多的外源蛋白表达会增大微生物的
生存压力[77], 引入外源的代谢途径虽然能克服原有
代谢途径的相关调控限制, 但也容易导致代谢途径
中各种酶活力的失衡从而限制了碳流动和 /或者导
致有毒中间产物的积累[31], 这些对于整个代谢途径
的正常运行都是有害的。因此仍然需要对改造后的

代谢途径进行进一步的优化。 
同时, 考虑到萜烯合成酶和萜烯修饰酶主要是

来源于植物, 而植物基因编码使用的密码子与原核
生物有所不同, 使得这些酶更容易在真核生物的体
系内表达。目前, 通过改造酵母的异戊二烯途径也
能生产多种产品, 并且其中一些产品的产量优于在
大肠杆菌中的产量[62]。 

4  异戊二烯途径和脂肪酸途径生产新型生
物柴油的比较 

异戊二烯途径和脂肪酸途径均可以产生多种生

物燃料或者生物燃料前体。其中异戊二烯途径来源

的法尼烯经过氢化后形成的法尼烷以及脂肪酸途径

来源的脂肪烷烃或脂肪酸酯(如十五烷和棕榈酸乙 

 

 
 

图 4  利用异戊二烯途径生产新型生物柴油等生物燃料 
虚线代表多酶催化过程, 实线代表单一酶催化过程; 括号内产物为新型生物柴油。 



 
1128 HEREDITAS (Beijing)  2011 第 33卷 

  

 

酯)都是良好的柴油替代品。相比传统的短链醇, 它
们在水中的溶解性较低, 如果产生的生物柴油能够
分泌到细胞外, 我们能够用离心分离的方式将这些
产物从发酵菌提取液中分离, 因此减少了原来采用
蒸馏的方式提取所消耗的大量能量[53,70]。同时它们

都具有更高的燃烧值且便于运输, 是理想的柴油替
代品[78]。 

但由于具有多个不饱和双键, 法尼烯的辛烷值
和抗氧化稳定性都较低, 只能作为生产柴油分子的
前体, 必须经过氢化转化为具有很高辛烷值且良好
低温流动性的法尼烷后才能作为柴油燃料直接使

用。但是化学的氢化过程会增加生产的花费并导致

产量的总体下降。 
相比之下, 脂肪酸途径来源的脂肪酸酯类, 可

以通过引入不同的修饰酶来改变其组成成分进而调

节其辛烷值和低温流动性。由于不同燃料的成分各

有不同, 人们希望可以根据不同的使用需求对生物
燃料分子进行相应的改造。第一代生物柴油, 由于其
脂肪酸部分来源于植物油, 结构不易进行改变, 这被
认为是改造优化人工设计柴油(Designer Biodiesel)的
一大障碍[79]。在微生物中, 通过表达不同的硫酯酶
可以产生不同碳链长度的自由脂肪酸, 从而进一步
生成不同链长的脂肪酸酯[80]。脂肪酸酯的不饱和度

也能通过操控不饱和脂肪酸生物合成的关键调控因

素来进行调节[39]。通过表达脂肪酸支链合成的相关

酶, 还可以在碳链上引入支链[81]。总的来说, 通过不
同的代谢工程操作, 能够使微生物产生出多种不同
结构的脂肪酸酯类化合物[53]。 

相比脂肪酸乙酯, 脂肪酸途径来源的十五烷具
有更高的辛烷值(95)。虽然十五烷的合成过程需要
经过脱羰基作用, 使其碳利用率有所下降。但十五
烷完全是由碳、氢两种元素组成, 并且碳链长度适

中, 结构上与现有的化石柴油十分相似, 具有更高
的燃烧值和良好的流动性。而与法尼烯相比, 两者
具有相似的燃烧值, 但脂肪烷烃的理论生产效率更
高 , 能更充分的将原料转化为产品 ; 从结构上看 , 
法尼烯含有一些支链和不饱和双键, 这虽然能提高
其流动性但是却降低了其十六烷值, 因此其作为新
型柴油使用前需要额外的化学氢化步骤以保证其十

六烷值达到柴油使用标准(表 2)。 

5  宿主微生物的选择 

对微生物进行遗传改造生产新型柴油还需要考

虑的问题是选择合适的宿主菌。根据不同的生产需

求权衡以下 3 个方面：(1)宿主菌自身具有的代谢能
力和效率。例如, 宿主菌是否具有较快的生长速度
和高效的原料转化效率, 是否能直接利用廉价、广
泛存在的原料; (2)生产新型柴油的发酵环境以及新
型柴油分子本身对宿主的影响。例如, 柴油分子或
代谢中间物的积累是否会影响宿主细胞膜的稳定性

从而抑制其大量生长。在大规模的生产发酵过程中, 
人们希望宿主菌能够忍耐较高的产物浓度同时能承

受较低的pH值和较高的培养温度以提高发酵过程中
的抗污染能力; (3)对宿主代谢相关知识的了解和对
其基因改造的可能性。例如, 虽然自然界存在着大
量的产油微生物, 但是其不具备直接生产生物柴油
的代谢途径, 同时人们缺乏对其进行基因改造的工
具和相关知识[82]。这也就限制了人们利用和进一步

改造产油微生物生产生物柴油的可能。总的来说 , 
理想宿主应该同时具有以下特点：生长速率快, 代
谢效率和原料转化率高, 可利用底物广泛, 对大规
模发酵的生存环境和高浓度的代谢产物耐受性高 , 
易于进行遗传代谢改造[83]。根据所利用生产原料的

不同, 我们可以选择不同的宿主菌。 
 
表 2  利用不同的代谢途径以葡萄糖为底物生产新型柴油的理论产量 

产品 代谢途径 代谢总产率 
利用葡萄糖产量 

(加仑/吨) 
燃烧热 

(兆焦耳/公斤) 
燃烧热产率 

是否需要进一步

化学转化 

法尼烯 甲羟戊酸途径 25% 71 −47.0℃ 75% 需要 

法尼烯 非甲羟戊酸途径 29% 83 −47.0℃ 87% 需要 

软脂酸乙酯 脂肪酸途径 35% 98 −39.4℃ 88% 不需要 

十五烷 脂肪酸途径 29% 90 −47.0℃ 87% 不需要 

注：表格的数据部分来自文献[78]。理论总产率和燃烧热产率是通过利用代谢流分析方式计算得出。燃烧热数值并不适用于表格内的
所有烷烃, 47兆焦耳/公斤只是一个适用于长链的烷烃的近似数值。 
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5.1  淀粉和单糖 

目前的生物燃料生产中, 甘蔗来源的蔗糖, 玉
米来源的淀粉都是良好的发酵原料, 能被各种微生
物直接利用, 并且具有很高的转化效率, 但是考虑
到粮食问题, 该方法在很多地区都无法应用。其只
能为我们提供一个生产效率的标准, 以此来评价利
用其他原料生产生物燃料的效率水平。 

5.2  纤维素生物质 

相比食物性来源的淀粉, 纤维素生物质的来源
更丰富、价格更低廉, 是生产新型柴油理想的原料。
虽然自然界存在着一些能降解纤维素的微生物, 但
其往往不适用于大规模工业生产[84], 且不易进行基
因改造[85]。而适用于工业大规模生产的大肠杆菌等

菌株则不能直接利用纤维素。因此, 一些科学家着
重研究如何提高植物的纤维素产量 [86,87], 另一些科
学家着重研究如何将植物生产的纤维素和木质素降

解为工业生产菌能直接利用的简单碳水化合物[88,89]。

此外, 随着生物技术的飞速发展, 在掌握了大量的
大肠杆菌代谢信息和基因改造工具的基础上, 利用
代谢工程、系统生物学[90]和合成生物学[91]的方法人

们能在大肠杆菌中人为构建出以不同物质, 如纤维
素生物质为起始原料的生物柴油合成途径。目前 , 
Steen等 [47]通过基因工程已经得到了能直接利用植

物半纤维素生产生物柴油的大肠杆菌菌株。 

5.3  太阳能和二氧化碳 

以上这些微生物宿主都是异养型的微生物, 不
具有光合作用的能力, 这也就意味着生物柴油生产
所需的原料最初都是来源于植物的光合作用。虽然

这种方式生产的生物柴油是利用植物近期固定的二

氧化碳, 燃烧这种生物柴油不会引起碳循环的失衡, 
但是这种方式会把生物柴油的生产分成原料的生

产、制备和微生物的发酵生产两个阶段并且会提高

生产成本(原料的成本占生产成本的很大部分)[83,90]。

因而如何更好的衔接这两个阶段成为了生产生物柴

油的又一挑战。目前, 利用藻类生产生物燃料在这
方面取得了一定的进展。与植物相比较, 藻类具有
更高的光和作用效率, 更重要的是其具有更高的遗
传可操作性[7]。目前, 随着基因测序技术和生物信息
学的飞速发展, 人们能鉴定某一藻类中与生物柴油

生产相关的代谢途径以及这些途径中所涉及的基因
[92], 这为人们通过代谢工程手段对藻类进行改造生
产生物柴油提供了可能。 

此外, 原核藻类中的蓝细菌自身具有生产脂肪
烷烃的代谢途径, 同时其繁殖速度快, 容易进行遗
传改造。因此人们希望能在蓝细菌体内构建出高效

的生物柴油生产途径, 从而在一个生物体系内将光
合作用途径和生物柴油合成途径结合起来, 实现直接
利用太阳能和二氧化碳生产生物柴油的目的[55,93,94]。

虽然该方法还处在理论探索阶段, 但这为以后的新
型柴油生产提供了新的思路。也许在未来我们可以

利用这种光能生产方式在海洋、荒漠等不适宜种植

粮食作物的广大区域生产生物柴油。 

6  展  望 

6.1  代谢途径的进一步改造 

虽然关于脂肪酸合成途径的文献非常多, 表面
上已经被研究得很透彻, 但仍有很多研究工作与我
们的预期存在较大的差异。我们在脂肪酸合成途径

改造过程中所提到的八个步骤的基础上构建了近百

种的突变株 , 其中只有几个步骤产生了一定的效
果。而且在第二代高产脂肪酸菌株的基础上, 我们
很难再进一步大幅度地提高产量。这也就说明了我

们距离全面掌握和认识这个众所周知的生物代谢途

径还有很大一段距离。 
为了进一步认识脂肪酸合成途径, 刘天罡等[38]

针对大肠杆菌中的脂肪酸合成途径的研究建立了一

套无细胞系统, 该系统不但能准确地确定大肠杆菌
脂肪合成途径的限速步骤, 并定量的指示该系统为
达到最大反应效率所需要的特定因子的量。通过该

系统, 很多已有的结论得到了验证, 还揭示了很多
脂肪酸合成途径中的新现象, 而且这些体外实验的
结论都被相应的体内实验所验证。无细胞系统还能

被广泛应用于其他微生物体内脂肪酸合成途径甚至

是其他的代谢途径的分析, 为我们进一步改造微生
物的代谢途径提供有针对性的准确信息。 

6.2  合成生物学在生产新型柴油中的应用 

为了满足工业化生产的需求, 我们还需要对构
建的生物柴油合成途径进行进一步的调节和改造。

利用无细胞系统提供的信息, 我们能够推测整个代 
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谢途径中的限速步骤和调控机理并进行有目的的定

向改造。而合成生物学为我们实现这一定向的改造

提供了一种有效的方法, 其能有效的减少用于构建
基因的时间并且提高改造的可预测性和可靠性[95]。

合成生物学将不同的催化过程和调节机理看作是执

行特定功能的生物模块, 通过人工合成一些生物模
块并将这些模块引入到原有的代谢途径或者按一定

顺序组装起来构建全新的代谢、调控途径可以改变

原有代谢途径的平衡水平或者产生符合人们需求的

特定结构的化合物。虽然目前该方法还不够成熟 , 
不能完全准确的预测所构建代谢途径的产物和产量, 
但也取得了很多的进展。例如, 在蛋白质水平上, 通
过外源基因密码子优化能提高外源基因的表达 [96], 
采用不同强度的启动子, 不同拷贝数的质粒调节基
因的表达水平 [97,98], 使用人工合成的核糖体结合位
点或改造转录因子的方式调控基因表达过程 [99,100], 
在代谢途径水平上, 通过在异戊二烯途径中引入不同
的萜烯合成酶, 可以生产不同结构的萜类化合物[70]; 
在脂肪酸合成途径中引入具有不同的底物特异性的

硫酯酶, 可以产生各种链长的脂肪酸 [80], 在微生物
中表达人为设计的蛋白质骨架将合成途径中的各种

酶组合起来构成酶催化复合体, 能大幅度提高合成
途径的效率 [101]; 而在代谢途径中采用具有不同催
化反应机理的酶, 能促进整个生物反应进行的更加
完全[102]。此外, 系统生物学的使用, 例如基因组学, 
转录组学 , 蛋白组学 , 代谢组学 , 代谢流组学都将
有助于人们鉴定、整合、设计新的代谢途径。目前

新型生物柴油应用于生产的最大障碍就在于其产量还

不能达到工业生产的要求, 因此如何利用好合成生物
学这一手段, 是构建高效生物合成途径的关键所在。 
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