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谷氨酸棒杆菌中双产烃路径构建生产纤维素烃类化合物

摘要
烃类化合物是航空燃油的主要成分，目前全部来自于石油、煤炭等不可再生的化石

燃料。以可再生的资源为原料实现航空燃油的生物制造，是后石油时代和碳中和经济的

重要方向。产烃微生物的烃得率较低，需要消耗大量的碳水化合物原料。因此，以来源

广泛的木质纤维素原料进行烃类化合物的发酵生产具有重要意义。木质纤维素必须经过

预处理后才能有效酶解糖化产生可发酵单糖，产烃微生物必须对预处理产生的抑制物具

备强大的耐受性。谷氨酸棒杆菌具有独特的抑制物耐受性和完整的遗传操作系统，是木

质纤维素原料进行烃类发酵生产的重要宿主菌。

本文以常规工业菌株谷氨酸棒杆菌 Corynebacterium glutamicum S9114为出发菌株，

首先在C. glutamicum中引入了的来自蓝藻的AAR (酰基-ACP还原酶)-ADO (醛去甲酰化

加氧酶)产烃路径，成功构建了一株具备产烃能力的谷氨酸棒杆菌；对构建的产烃路径

进行了多层次的代谢改造和路径优化后，发现增加辅因子 NADPH的供给可以使烃类化

合物的产量比原始菌株提高约 8.3%。

其次，为了提高谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum的烃产量，本文在 C. glutamicum中构

建了第二条脂肪酸直接脱羧路径。C. glutamicum的突出代谢特征是缺少磷脂酸磷酸酶

（PAP）和二酰基甘油酰基转移酶（DGAT），从而无法合成三酰甘油等微生物油脂，

大量脂肪酸在胞外形成高浓度积累。为了有效利用脂肪酸，本文在 C. glutamicum中异

源表达了来自 Macrococcus caseolyticus的脂肪酸脱羧酶 OleTMC，构建了一条直接将游

离脂肪酸脱羧生成烃类化合物的途径。为了避免烃类化合物的跨膜运输对细胞膜磷脂和

蛋白的伤害，本文将胞内表达的脂肪酸脱羧酶 OleTMC通过 Sec路径引导分泌到了胞外，

成功地将烃类化合物的产量提高到胞内表达 OleTMC时的 3倍左右。

再次，本文将构建的 AAR-ADO路径和 OleT分泌表达路径等两条产烃路径整合到

了同一株 C. glutamicum菌株中，形成了一株具备双产烃路径的 C. glutamicum工程菌，

将烃产量提高到了 AAR-ADO路径工程菌的 3.3倍，以及 OleT分泌表达路径工程菌的

6.7倍。

最后，通过对该双产烃路径工程菌株的发酵条件进行优化，烃产量提高了 81.3%，

达到了 29.1 mg/L。在玉米秸秆水解液中进行初步产烃，产量达到 10.8 mg/L，成功实现

了木质纤维素生物质发酵生产烃类化合物，为纤维素烃类化合物的工业生产奠定了重要

的应用基础。

关键词：木质纤维素水解液；谷氨酸棒杆菌；生物产烃；脂肪酸脱羧酶；代谢工程
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Cellulosic Hydrocarbons Production by Engineering Dual Synthesis
Pathways in Corynebacterium glutamicum

Abstract
Hydrocarbons are the main components of aviation fuel, which all come from

non-renewable fossil fuels such as oil and coal. Biomanufacturing of aviation fuel from
renewable resources is an important direction for the post-oil era and carbon neutral economy.
Hydrocarbon-producing microorganisms have low hydrocarbons yield and require the
consumption of large amounts of carbohydrate feedstock. Therefore, it is of great significance
to use the most available lignocellulose feedstock for the production of hydrocarbons.
Lignocellulose must be pretreated before effective enzymatic saccharification to produce
fermentable monosaccharides, and hydrocarbon-producing microorganisms must have a
strong tolerance to the inhibitors produced by pretreatment. Corynebacterium glutamicum is
an important host strain for the production of hydrocarbons from lignocellulose feedstock due
to its unique inhibitor tolerance and complete genetic operating system.

In this study, the conventional industrial strain Corynebacterium glutamicum S9114 was
used as the starting strain. Firstly, the AAR (acyl-acyl carrier protein ACP reductase)-ADO
(aldehyde deformylating oxygenase) hyrdocarbons synthesis pathway from cyanobacteria was
introduced into C. glutamicum and a hydrocarbon-producing strain was successfully
constructed. After multi-level metabolic modification and optimization of the constructed
hydrocarbons synthesis pathway, it was found that increasing the supply of cofactor NADPH
could increase the hydrocarbons production by about 8.3% compared with the original strain.

Next, in order to improve the hydrocarbons production of C. glutamicum, the pathway of
fatty acid decarboxylation was constructed in C. glutamicum. The prominent metabolic
characteristic of C. glutamicum is the lack of phosphatidate phosphatase (PAP) and
diacylglyceryl acyltransferase (DGAT), which makes it impossible to synthesize microbial
lipids such as triacylglycerol, and a large number of fatty acids accumulates in the
extracellular space. In order to efficiently utilize fatty acids, the fatty acid decarboxylase
OleTMC from Macrococcus caseolyticus was heterologously expressed in C. glutamicum to
construct a pathway of directly decarboxylating free fatty acids to generate hydrocarbons. To
avoid the damage of the transmembrane transport of hydrocarbons to the phospholipids and
proteins of the cell membrane, the fatty acid decarboxylase OleTMC was secreted to the
extracellular through the Sec pathway, and the yield of hydrocarbons was successfully
increased to about 3 times of that when OleTMC was expressed intracellularly.

Then the dual synthesis pathways, including the AAR-ADO pathway and the OleT
secreting expression pathway, were integrated into one C. glutamicum strain to form an
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engineered C. glutamicum strain with dual synthesis pathways of hydrocarbons. The
hydrocarbons production was increased to 3.3 folds of the engineered strain with AAR-ADO
pathway and 6.7 folds of the engineered strain with the secreting expression OleT.

Finally, by optimizing the fermentation conditions of the strain with dual synthesis
pathways, the production of hydrocarbons was increased by 81.3% to 29.1 mg/L. The
preliminary cellulosic hydrocarbons generation was carried out in the corn stover hydrolysate,
and the yield reached 10.8 mg/L, which successfully realized the production of hydrocarbons
from lignocellulose biomass and laid an important application foundation for the industrial
production of cellulosic hydrocarbons.
Keywords: Lignocellulose hydrolysate; Corynebacterium glutamicum; Biological
hydrocarbons production; Fatty acid decarboxylase; Metabolic engineering
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第 1章 文献综述

1.1 木质纤维素生物炼制

现代工业社会是建立在对化石燃料的勘探、开采、加工和利用上的，因此随着全球

经济的不断发展，人们对化石燃料的需求也与日俱增。化石燃料是一种不可再生资源，

且在开采和使用的时候会产生大量的污染，所以考虑逐渐过渡到以生物原料为基础的社

会很有必要。现在已经出现了包括生物质在内的一系列新能源，其中化学品的生产将日

益尤其依赖于植物生物质[1]。我国是一个农业大国，来自农业和林业的木质纤维素生物

质是来源广泛、含量丰富的生物资源，非常适合作为原料进行生物炼制[2]。从目前的形

势来看，利用木质纤维素替代化石燃料并进行化学品的生产，具有非常广阔的应用前景。

木质纤维素的主要成分为纤维素（40～50%）、半纤维素（25～35%）和木质素（15～
20%）[3,4]。在纤维素的骨架上的羟基会形成致密的晶体构造，因此纤维素在水和大多数

有机溶剂中溶解度较低[5]。半纤维素也是一种多糖聚合物，对操作条件比较敏感，所以

必须控制好处理的时间和温度等条件，避免形成糠醛等抑制物，抑制后续的发酵过程[6]。

木聚糖则是地球上含量最丰富的半纤维素[7]。木质素是一种复杂的聚合物[8]，部分与半

纤维素共价结合，可以使植物细胞壁变得更为坚韧[9]。

将木质纤维素转化为微生物可利用的糖的最佳策略之一是酶解糖化，这一过程不会

消耗大量能源并且污染较小。但是木质纤维素结构复杂不易被分解，这一特性使得酶水

解变得十分困难。因此，预处理在生物炼制的过程中的重要性便不言而喻了，其根本目

标是破坏木质纤维素致密的构造，从而提升之后酶水解的效率[10]。一个高效且低成本的

预处理方法应该考虑以下几个要点：(1) 不同的预处理方法都有各自最适宜的原料，碱

式预处理方法能有效降低农业废渣中木质素的含量，但是对于较难降解的底物（例如软

木）则处理效果不佳，酸式预处理效果更好但成本较高；(2) 在酶活低于 10 FPU/g纤维

素的情况下，经过预处理的纤维素五天内酶水解得率应高于 90%；(3) 不会出现明显的

糖降解，造成单糖和寡糖的流失；(4) 尽可能减少抑制物的生成[11]。目前预处理的方式

主要有四大类。其中，物理法是通过破碎、冷冻、辐射等手段增加原料的表面积，减小

其颗粒直径从而降低原料的聚合度[12]。化学法通过化学试剂将各组分进行溶解分离[13-16]

等。物理-化学法是将物理法和化学法结合起来破坏木质纤维素的结构，主要包括蒸汽

爆破、氨纤维爆破预处理（AFEX）、CO2爆破预处理等。生物法是一种环境友好型预

处理方法，该方法利用白腐真菌、软腐真菌等微生物生产木质素降解酶对木质素进行降

解[17]。这种方法虽然能耗低，作用条件温和，但由于其耗时久和所需空间较大等缺点，

并不适用于大规模的使用。在以上方法中，稀酸预处理应用最多，该方法强度大效率高，

并且原料成本较低[18]。但同时也存在很多弊端：(1) 会有大量废水的生成，从而提高了

生产成本；(2) 酸液具有腐蚀性，容易给设备造成损坏；(3) 在预处理过程中会产生影



第 2页 华东理工大学 硕士学位论文

响细胞生长的抑制物，对于后续的发酵会造成较为严重的影响[19]。针对传统稀酸预处理

方法中存在的这些问题，本课题组对其进行了改进，研发出一种新型的干酸预处理方式。

干酸预处理可以将硫酸和水的用量最大幅度地减少，成功实现预处理的零废水产生，也

很好地解决了酸液易对设备造成腐蚀这一问题，极大地降低了预处理成本，是一种实际

应用潜力巨大的技术手段[20]。

预处理是在高温高压的条件下进行的，所以会产生大量的抑制物，这些抑制物不仅

会影响之后纤维素酶的酶水解效率，还会明显抑制菌株的生长和发酵性能[6]。抑制物一

般有以下几类，分别为酚类、弱酸类和呋喃醛及其衍生物类[21]。酚类化合物会作用于细

胞膜破坏其完整性，使细胞膜的功能受损[22]。弱酸类也有很多种类，未分解的弱酸会从

培养基中扩散至胞内分解，导致胞内 pH降低，细胞通过 ATP水解将质子泵出胞外，因

此用于生物质形成的 ATP便大大减少影响到了菌株的生长[23]。呋喃醛类包括糠醛和 5-
羟甲基糠醛等，此类抑制物会降低胞内参与能量代谢过程酶的活性，从而抑制菌株生长

或增加生长的延滞期[24]。预处理完成后需要将原料中存在的这些有毒物质去除，这便是

脱毒。目前常用的脱毒方法有物理法、化学法和生物法等三种[6]。物理法包括水洗、蒸

发；化学法包括中和、萃取等；这些方法会不可避免地使用大量化学品和能源并生成大

量废水，因此，生物法简单、温和、能耗低等优势便体现了出来。本实验室通过筛选得

到了一株可以在低 pH条件下降解抑制物的脱毒菌株 Paecilomyces variotii FN89，该菌株

在脱毒过程中无需添加额外的营养物质，不会产生任何废水和固体废弃物，具有很高的

实际应用价值。

糖化是生物炼制的一个主要限速步骤[25]。物料在经过复杂的预处理反应后剩下的多

糖中，纤维素占据绝大部分，糖化的作用就是将这些纤维素分解为可被菌株生长发酵时

利用的单糖。酶水解是目前应用较多的一种糖化方法，利用由内切葡聚糖酶、外切葡聚

糖酶以及β-葡糖苷酶等组成的纤维素酶将长链纤维素分解为单糖。另外，纤维素酶中还

含有半纤维素酶和木质素酶，它们的催化可以使更多的纤维素与纤维素酶结合，从而提

高酶水解的效率[26]。这种方法具备条件温和、效率高等优点，但同时也存在纤维素酶价

格昂贵且酶的用量比较大等缺点，所以酶水解的成本很高。针对这一问题，本课题组研

发的一种生物反应器可以将物料和纤维素酶充分混合，减少酶的用量，生产成本也会因

此明显降低[27]。

糖化和发酵可以分开进行，即分步糖化发酵，这样可以在各自的最适条件下进行。

但是在这种情况下，底物浓度相对较高，容易产生纤维素酶的底物抑制，影响酶活使得

酶水解不充分效率变低，从而需要消耗更多的酶以及造成纤维素的浪费[28]。这两个步骤

也可以同时进行，即同步糖化共发酵。在这种情况下，纤维素水解后生成的单糖可以马

上被利用，在减轻底物抑制的同时也能减少酶的用量，提高糖化效率，缩短整个过程的

所需时间[29]。尽管同步糖化发酵有相当大的优势，但是当酶水解的条件和菌株的最适发

酵条件存在比较大的差异时，这种方式并不适用，所以还是需要具体问题具体分析。不

管采用哪种糖化发酵形式，固态和液态的分离都是不能缺少的一个环节。将高固含量的
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发酵液进行固液分离存在一定的难度，并且其中各种复杂的成分也会进一步增加固液分

离的成本。针对这个问题，本实验室开发了在短时间内升高温度进行加热的方法，可以

实现快速固液分离，降低难度提高效率，为产品的纯化提供更多保障，有非常广阔的应

用前景。

1.2 谷氨酸棒杆菌和生物炼制

谷氨酸棒杆菌是一株革兰氏阳性菌，由于其不会产生内毒素而被公认为是一种安全

菌株，现在已经大面积应用于各种氨基酸的生产[30]。除此之外，谷氨酸棒杆菌的细胞代

谢灵活[31]，对碳源和目标产物的耐受度高[32]，并且具有较好的遗传稳定性[33]，因此利用

该菌株生产化学品是非常有潜力的。现在大量的研究都集中于谷氨酸棒杆菌，为其基因

组学[34]、转录组学[35]、中心碳代谢、系统生物学和生理学等方面提供了深入的见解。

在预处理的过程中会不可避免地产生各类不同的分子量较小的抑制物。虽然后续会

进行进一步的的脱毒处理，抑制物的浓度也会因此有大幅度的下降，但是将抑制物全部

脱除会造成部分糖类的损失，不利于之后的发酵，所以在脱毒处理结束后依然会有少量

抑制物残余。谷氨酸棒杆菌耐受性较强，相比于其他菌株，它在木质纤维素体系中可以

较好地生长[36]。有研究表明，通过驯化或对其进行基因改造等手段能够进一步提高耐受

性从而更好地适应存在有毒抑制物的木质纤维素体系[37]，因此谷氨酸棒杆菌是一种非常

适合生物炼制的菌株。虽然谷氨酸棒杆菌无法利用水解后的全部糖类，但是它不会优先

利用大量的葡萄糖，因此通过引入其它糖类的利用途径可以使谷氨酸棒杆菌具备利用混

合糖进行发酵的能力[38]。

谷氨酸棒杆菌是工业生物技术的主要研究对象之一，在过去主要被用来生产 L-谷氨

酸和 L-赖氨酸，年平均产量高达 600万吨。如今随着合成生物学的不断发展，利用谷氨

酸棒杆菌生产的产品已经从传统的食品和饲料行业发展到各行各业，包括氨基酸衍生

物、生物燃料等[39]。此外，谷氨酸棒杆菌作为一株兼性厌氧菌，在缺氧条件下菌株的生

长会变得缓慢，但细胞的代谢仍旧十分活跃，可以更多地将碳源转化为有机酸[35]。在缺

氧并且有抑制物存在时，细胞内的各种酶还是会有高度活性[40]。综上所述，谷氨酸棒杆

菌在木质纤维素生物炼制体系中有着巨大的优势，通过对其进行更深入的研究一定能挖

掘出更多的工业应用价值。

在谷氨酸棒杆菌中不存在合成甘油三酯等微生物油脂的途径，同时也不具备脂肪酸

的β-氧化路径，因此在其生长过程中产生的脂肪酸有极大部分难以被分解，分泌到胞外

之后会造成发酵液中有大量脂肪酸的累积。这是谷氨酸棒杆菌中比较独特的一种现象。

而烃类化合物的生成正是基于脂肪酸合成的，其合成前体可以是脂肪酸，也可以是脂肪

酸的前体脂酰-ACP，只是需要不同的酶催化烃类化合物以不同的路径生成。例如以脂肪

酸脱羧酶进行产烃只需一步脱羧反应即可完成，而蓝藻中的产烃路径则需分两步进行。

总的来说，利用谷氨酸棒杆菌生产纤维素烃类化合物具有众多得天独厚的优势，对于烃

类化合物未来的大规模产业化生产来说是一个良好的基础。



第 4页 华东理工大学 硕士学位论文

1.3 生物燃料简介

在 20世纪，人类社会的研究重点是建造以石油、煤和天然气为基础的炼油厂来开

发化石原料。这些原料在工业上被用来生产多种产品，如各种燃料、精细化工、焦炭、

沥青等，以满足全世界人类日益增长的需求[41]。不可再生的化石燃料一旦被使用，在长

时间内无法再次生成，而人们的需求量却越来越大，这样便出现了相当大的矛盾，直到

能源危机的出现才让人们注意到问题的存在。此外，化石燃料的过度使用也会对环境造

成无法挽回的伤害。燃烧化石燃料是使空气中温室气体含量增加的一个重要因素，温室

气体的排放令气候变暖，让人们赖以生存的地球负担越来越重，如果继续这样下去，情

况会变得越来越糟糕。因此，生物燃料的开发和应用迫在眉睫。生物燃料是满足运输、

发电和供暖部门对能源需求的一种非常有希望的替代产品。生物燃料可以直接用作化石

燃料的替代品，也可以与化石燃料混合后使用[42]。不仅如此，燃烧生物燃料时所产生的

温室气体远远低于传统化石燃料燃烧所产生的排放量。因此，利用可再生物质生产的生

物燃料有助于减少化石燃料的燃烧，缓解全球气候变暖，对环境非常友好，同样也有助

于减弱现代社会对石油等燃料的依赖，为走上可持续发展的道路贡献一份强大的力量。
根据原料的不同，生物燃料被分为了四大类[43]。第一代生物燃料的原料包括油籽、

甘蔗和其他含油的食品和动物饲料作物等产品。工业上大规模生产和使用的第一代生物

燃料主要有生物乙醇以及生物柴油。其中，第一代生物乙醇绝大多数以含糖植物或谷物

作物为原料进行工业生产，其中 80%的原料来自玉米和甘蔗这两种粮食作物。之前有学

者研究了采用不同生长阶段的甘蔗作为原料生产生物乙醇的情况，结果表明在甘蔗种植

300-325天之后，利用其作为原料生产乙醇的产量会有所提高[44]。它不仅可以直接作为

汽油燃料的替代品，也可以作为更容易与汽油混合的乙叔丁基醚(ETBE)的原料。第一代

生物柴油是指脂肪酸甲酯或其它酯类油，是由动植物油脂等可再生资源与醇类进行酯交

换得到的。这一反应的催化剂可以是液态酸，也可以是液态碱。但是脂肪酸含量较高的

油脂要进行基本的酯交换反应是非常困难的，所以对于这一类油脂，使用固相催化剂进

行反应的效果更好。固体催化剂可以将催化甘油三酯和游离脂肪酸酯化生成甲酯同时进

行，这样也可以解决分离难、易对环境造成影响等问题[45]。有研究用 20%的甲醇和 0.5%
的氢氧化钠从棉籽油中获得了 77%的生物柴油产量[46]。

渐渐人们对第一代生物燃料产生了质疑，调查显示有人认为这些燃料产量的增加是

导致食品价格上涨的原因之一，并且影响到了众多发展中国家的粮食安全，因此第二代

生物燃料便应运而生。生产第二代生物燃料的原料则是木质纤维素，木质纤维素原料是

地球上含量最多但是并未被人们充分利用的生物资源之一，因此具有巨大的工业生产潜

力。最具典型特征的第二代生物燃料便是生物乙醇。生物乙醇具有高汽化热的特点，是

非常合适的汽油替代品[47]。有研究人员尝试了用三种不同的木糖/纤维素分离策略对玉

米芯处理，然后进行发酵生产生物乙醇。结果表明玉米芯中有 40-70%的半纤维素以及

72-90%的纤维素可以通过不同的分馏方法转化为乙醇[48]。利用农业生产的废弃物生产第
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二代生物乙醇也可以与生产沼气相结合。有学者研究了在生物炼制时利用小麦秸秆生产

生物乙醇和生物氢，接着利用产出的废水生产甲烷，不仅提高了生物质利用率，也减少

了生产成本，是一种更经济的生产方式[49]。此外，费托柴油也属于第二代生物燃料。费

托合成（Fischer-Tropsch Synthesis）是指以合成气为底物，在合适条件下催化生成液态

碳氢化合物的过程[50]。以利用生物质制备的合成气为原料制备的费托柴油可以应用于交

通、化工等行业，而且不含硫元素，不仅环境友好，也有望在一定程度上缓解能源危机。

图 1.1 用于生产第一、第二、第三和第四代生物燃料的技术[43]

Fig. 1.1 Technologies involved for production of the first, second, third and forth generation of biofuel[43]
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第二代生物燃料虽然相比于第一代有众多突出的特点，但是需要大面积土壤湿润的

土地是比较麻烦的一点，因此最近几年将藻类作为生物燃料生产的宿主引起了研究者们

的兴趣。藻类是一种的光自养生物。它们可以将大气中的二氧化碳转化为有机物，也可

以从太阳光中吸收能量用于生长以及各种化合物的生产[51]。由于它们总是进行光合作

用，所以属于类植物的有机体。而且它们通常是生长在水中的。光合作用效率要好于其

他植物。据报道，藻类的光合作用效率范围从 3%到 8%不等，处于一个相对较高的范围，

而许多陆生作物的光合作用效率仅为 0.5%。另一方面，绝大部分藻类含有高达 70%的

基于细胞干重的脂质[52]，并可以利用不同的废水流在液体介质中生长，从而减少淡水的

使用量。藻类可作为潜在的多种生物燃料的生产原料，包括在生物质的厌氧降解过程中

产生的沼气和藻类细胞中积累的油脂生产的生物柴油，这是藻类生产的最常见的生物燃

料类型[53]。藻类的生物量由有机物组成，厌氧降解的过程是将这些有机物转化为最终产

物，即甲烷、二氧化碳新生物质和无机残留物。通常该过程可以简化为三组生化反应：

水解、乙酰化和甲烷生成。对于生物柴油，在收集藻类生物质后将其进行干燥处理，之

后使用相应的溶剂提取脂质。有文献表明，如果在提取前将藻类进行机械研磨处理或热

处理使脂质暴露于溶剂，与溶剂接触更充分，则提取效果会更佳。己烷由于其沸点低和

油脂在其中的溶解度高的特性，成为了大规模从藻类中提取脂质时的最常用溶剂。生物

柴油可以通过以下任意方法从油脂中获得：(1)碱催化油与醇的酯交换反应；(2)酸催化

油与甲醇的酯交换反应；(3)油脂先转化为脂肪酸，然后脂肪酸在酸催化下转化为烷基酯。

与使用其它生物质生产柴油相比，利用藻类作为原料生产柴油优势更为明显。例如藻类

的含油量更高，不与粮食食品等产品的生产竞争农业用地以及在藻类生长过程中会对废

气二氧化碳进行生物固定等。但同时也有生物量浓度低、生产成本高以及提取难度大等

不足。

最近几年的研究集中在寻找高油脂含量藻类和各自对应的最佳生长条件，一些藻类

例如 Botryococcus braunni, Chaetocero scalcitrans，还有几种小球藻等，都已经被认为是

未来的生物燃料来源[54,55]。其中，小球藻的油脂含量和生物量最高，但甘油三酯含量较

低。而另外一些藻类物种，可以生产高达基于细胞干重 77%的甘油三酯，但是它们的生

物量都比较低，所以最终的产量水平不算很高。生长快速的藻类含油量低，油脂含量高

的藻类生长缓慢，这是一个很普遍的现象。因此，开发具有快速生长的高生物量和高脂

质含量的物种在藻类生物燃料的商业化进程中是非常重要的。另外也有研究表明，不同

的培养方式会影响同一种微藻菌株的生物量和油脂产量[55]。对此，研究者们也正在为这

些微藻寻找最适合的培养策略，进一步提高其油脂含量，努力开发更具成本效益和环境

友好的可持续生产的生物燃料。在如今生物技术飞速发展的情况下，基因改造技术应该

是增加藻类油脂产量最理想的手段。这种利用生物技术改造藻类细胞内的相关代谢途径

让其高产油脂而得到的生物燃料便是第四代生物燃料。提高光合作用效率、增加光透射

以及减少光抑制也是藻类基因工程中的一些常用手段[56]。扩大藻类光合作用的吸收光谱

范围，可以使微藻的光合作用效果得到显著的提升[57]。要增加致密藻类培养物的光透射
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可以通过缩短叶绿体的叶绿素天线来实现[58]。此外，藻类中油脂含量的增加也是提高藻

类生物量得率的关键因素[59]。已经有文献研究了藻类细胞内的脂质合成和分解代谢途

径，以鉴定和修饰这些途径的关键酶[60]。在一株不产淀粉的衣藻工程菌中，AGPase的
失活使三酰甘油(TAG)的产量增加了十倍，这表明将碳代谢流从淀粉转移到 TAG合成可

能是比直接改造脂质合成路径来生产 TAG更有效的策略[61]。此外，利用微藻直接从 CO2

生产化学品和燃料也是一个解决能源紧缺和环境问题的好方法。有研究表明，在蓝藻

Synechococcus elongatus中引入改造后的 CoA依赖型 1-丁醇生产途径后，该菌株可以直

接利用 CO2产生丁醇[62]。

毋庸置疑，在未来，发展生物燃料的大规模生产及运用一定是将来的发展趋势。每

一代生物燃料都有自己的优势，同时也都面临着挑战。为了持续进行燃料的供给，不间

断的原料供应必须要实现的。第一代生物燃料来源的物质的产量取决于地理位置、人们

经济状况和粮食燃料的需求量，这使得它不适合替代化石燃料，因为容易引起食品和燃

料原料的竞争。相比之下，第三、第四代生物燃料更适合作为替代品。要制造经济和环

境友好型的可持续生产的生物燃料，另一个关键因素便是生物燃料生产技术的进步。为

了实现生物燃料的商业化生产，需要建立具有成本效益和高产率的转化系统。利用代谢

工程也可以提高转化率。代谢工程可以被用来改善现有的生物产品代谢途径，从数量和

质量上改善生物燃料。该方式在原料的改进或改造微生物以获得更大的转化率方面也发

挥着重要作用，不过要实现高收率和低成本的生产工艺还需要进行更多的研究。

1.4 烃类化合物

近些年随着生物技术的发展，各种类型的生物燃料已经投入日常使用，但是由于其

化学性质，许多生物燃料都存在着一些致命的缺点。例如，生物乙醇的能量密度比化石

燃料低得多，而且它高度的吸水性和挥发性让它如何保存成了一个令人头疼的问题[63]。

相比之下，烷烃和烯烃等烃类化合物作为来源于微生物脂肪酸代谢途径的生物燃料，不

存在这样的缺点。烃类化合物的链长、饱和度以及直链或支链的结构等特征是决定它使

用途径的关键因素。根据其链长，烃类化合物构成了大多数石油基燃料，例如汽油、航

空燃料等。不饱和和支链烃类化合物的存在确保了燃料在高海拔地区的低凝固点[64]。另

一方面，烃类化合物还被用于生产洗涤剂和润滑剂等化学品，产品范围非常广泛。目前

使用的烃类化合物大多数来自化石燃料，而化石燃料是不可再生能源，在短时间内不可

能会形成，因此全世界每天巨大的消耗量让其储存量越来越少，使得目前的情况并不乐

观。除此之外，现在用于生产烃类化合物的方法主要是化石燃料的高温蒸馏，不仅反应

条件严苛，还会产生大量温室气体，严重时可能会造成酸雨的形成，对环境极其不友好，

会造成极大的不可逆转的损害。所以从各方面来看，利用可再生的原料和可持续的方式

生产燃料是一个急需发展并推广的产业。

1.4.1 烃类化合物的生物合成
自从研究人员确定了蓝藻中合成烃类化合物的路径，有许多研究都试图在其它菌株
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中构建这条烃类化合物的生物合成途径，以提高烃的产量并改变其性质。烃类化合物的

合成路径包括两个主要步骤，需要两种关键酶。其中一种酶的作用底物是宿主菌的脂肪

酸代谢提供的前体，而另一种酶则负责将上一步催化的产物转化为烃类化合物[65]。烃类

生物合成的第一步通常是将碳源导向三种前体，大多数情况下是通过酰基-ACP还原酶

（AAR）催化合成的脂肪醛，另外还有脂肪酸和酰基-ACP。这一步骤非常容易受到细

胞内存在的原有途径的影响。例如，当以醛类作为底物时，会生成副产物脂肪醇。在某

些情况下，副产物脂肪醇的产量甚至会比目标产物烃类化合物更多[66]，这主要是因为在

大肠杆菌和酿酒酵母等菌株中存在多种脂肪醛还原酶同系物，对底物的竞争更强[67]。另

外，实验证明在 Aspergillus carbonarius中引入生产烃类化合物的路径后，伴随着烃类化

合物的生成，胞内的脂肪酸和三酰甘油的含量也会增加，这是因为胞内还存在一条脂肪

醛的脱氢路径，脂肪醛脱氢酶会将脂肪醛转化为脂肪酸[68]。因此现在有很多研究都着手

于敲除这些竞争途径，通过增加前体物质脂肪醛的积累从而增加目标产物烃类化合物的

产量。然而有研究表明，完全敲除醛还原酶可能不是生产烃类的最佳方案。当烃和醇浓

度的比值在 1.5-3.3时，烃的产量才是最高的，副产物脂肪醇的大量减少将在一定程度

上降低烃的产量[69]。为了提供充足的前体物质，有很多研究人员尝试着引入了不同类型

的硫酯酶。这些硫酯酶的表达成功地将胞内脂肪酸浓度提高了三倍以上，并最终生成了

烷烃[70,71]。此外，不同来源的硫酯酶对于不同链长的底物有不同的偏好性，所以硫酯酶

也是控制最终烃类产物链长的一个关键点。烃类化合物的合成是基于脂肪酸生成路径

的，因此脂肪酸代谢与烃类化合物的生物合成密切相关。脂肪酸相关途径的改变往往会

影响烃类合成前体的供应。有研究人员将脂肪酸代谢路径通过代谢工程进行改造，成功

地使大肠杆菌中烃的产量达到 580.8 mg/L[72]。另外有人将大肠杆菌中的醛还原酶敲除并

过表达了一个脂肪酸合成酶，得到的改造菌烃的产量达到 255.6 mg/L[73]。大多数研究者

都致力于优化脂肪酸代谢路径从而促进烃类的合成。一些研究甚至设计了一种理论效率

更高的反向β-氧化途径来增加短链烃的产生[74]。这些改造手段大部分被证明是有效的。

烃类化合物生物合成的第二步是限速步骤，因为从前体到目标产物的转化率很低
[65]。有研究选择了几种能够将脂肪醛转化为烃类化合物的酶在一株高产脂肪酸的酿酒酵

母中进行异源表达，这些酶分别是来自不同蓝藻的醛去甲酰化加氧酶（ADO）以及来自

昆虫和植物中的同类型酶[75]。虽然来自昆虫和植物的酶对于底物脂肪醛是有活性的
[76,77]，但此研究的结果表明只有 ADO才能催化生成最终的烃类。各类实验表明 ADO在

不同的宿主中都能发挥作用，所以现在更倾向于利用 ADO催化生产烃类的最后一步。

另外也有大量的研究表明来源于不同种类蓝藻的 ADO，其催化能力往往具有显著差异
[65,75]。对 ADO进行改造可以提高其性能。例如，ADO-过氧化氢酶融合蛋白可以减轻过

氧化氢的抑制[78]；不同 ADO的点突变可能会改变其对底物链长的偏好[70,79]；设计改善

AAR和 ADO的空间结构也可使烃类化合物的产量提高 8.8倍[80]。以脂肪酸为底物催化

生产烃类的酶(OleT/UndA/UndB)不是近年来研究的热点，但是当利用脂肪酸为底物时，

催化过程相对较短，只需脱去一个羧基，因此这可能是高效合成烯烃的一个方向。UndA
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和 UndB两者的区别在于 UndA是普遍存在的，而 UndB是仅存在于膜结合的脂肪酸脱

羧酶。在 E. coil中异源表达 UndB的同系物 Pmen_4370可以产生 55 mg/L的 1-十一烯，

是表达 OleT或 UdhA产量的 3倍[81,82]，并且有超过 95 %的月桂酸被转化为目标产物，

表明其相比 ADO在生成烯烃方面有很大的优势。

图 1.2 烃类化合物生产的改造策略[83]

Fig.1.2 Metabolic strategies of alkane/alkene production[83]

1.4.2 合成烃类化合物的微生物平台
许多生物都有合成烃类的能力。有研究表明，烃类化合物也许可以为宿主菌提供应

对恶劣天气的能力或交流方式(如信息素)[77,84]。一般来说，天然的产烃菌株产率较低[85]，

所以利用这些菌株进行工业规模的生产是不现实的。不过鉴于自然界中存在着大量微生

物，不能排除存在某些菌株可直接作为微生物产烃平台的可能性[86,87]。

由于脂肪酸代谢对于烃类化合物的生产至关重要，所以从理论上来讲任何具有高效

脂肪酸代谢的微生物都有潜力成为生成烃类的生产平台。目前实验最多的是利用 E. coil
作为产烃菌株，经过改造之后产量可以达到 580.8 mg/L。

以酵母作为宿主菌生产烃类的产量通常会比大肠杆菌低。研究表明，一些酵母中含

有至少 12种会导致烃类降解的基因[89]。此外，真核细胞的结构较为复杂，各种细胞器

的区室化往往会阻碍代谢进程[90]。生成烃类化合物的关键酶所需的辅因子通常来自线粒

体和过氧化物酶体[91]，而人为构建的产烃途径通常是在细胞质中进行的，所以有研究人

员将产烃途径转移至酿酒酵母的过氧化物酶体中，烃类化合物和脂肪醇的产量提高了 7
倍[92]。再加上某些基因的敲除会使过氧化物酶体变多，于是产量又能提高 3倍。

关于蓝藻产烃的报道可以追溯到 1960年。蓝藻通过光合作用获取能量，并且能够

将 CO2当成唯一碳源。只要有阳光和通气，蓝藻就可以快速生长，在短时间内积累大量
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的生物质[93]。通过多拷贝表达 AAR和 ADO，蓝藻可以生产占细胞干重 12.9%的烷烃[94]。

经代谢工程改造的化能自养菌 Cupriavidus necator也可以将 CO2转化为烃类[95]。由于大

气中 CO2含量丰富，所以使用蓝藻或 C. necator等可以利用 CO2作为碳源的菌株进行烃

类化合物的生物合成也有较大的应用前景。

目前生物合成烃类的产量还维持在较低的生产水平，其中一个很大的原因便是烃类

化合物对细胞有较大的毒性。烃类化合物是一种胞外产物，在进行跨膜运输时会溶解细

胞膜上的磷脂，并沉淀细胞内和膜上的蛋白质，对细胞膜有一定程度的损害，会抑制细

胞的生长甚至造成细胞的死亡。针对这个问题，研究者们尝试了增强细胞对产物的耐受

性，确实起到了一些作用。也有文献研究了细胞中烃类化合物的相关转运体，通过降低

胞内的烃类化合物水平来提高其耐受性。因此，要实现烃类化合物的工业化生产，烃类

化合物对细胞的毒性是一个必须考虑在内的重要因素。

1.4.3 生成烃类化合物培养条件的优化

培养条件（碳源、温度、pH等）也是影响烃类化合物生成系统整体性能的关键因

素。在某些情况下，基因改造的效果只有在最合适的培养条件下才会显现出来。然而培

养条件的调整往往最容易被忽视。

以碳源为例，用菊粉代替葡萄糖作为碳源时，Aureobasidium melanogenum的烷烃产

量可以提高将近 30%[86]。如果碳源从葡萄糖变为燕麦，经代谢工程改造的 Aspergillus
carbonarius表现出了 13倍的烷烃产量差异[68]。这些例子都表明，碳源的选择对烃类化

合物的生产十分重要。然而在很多研究中，无论选择哪一条产烃途径，都以葡萄糖作为

唯一碳源。为了将葡萄糖转化为烃类，通常都会依赖于脂肪酸生物合成途径。这条代谢

路径会受到多种反馈抑制所带来的潜在障碍，从而阻碍宿主菌积累脂肪酸[96]，最终可能

会抑制烃类的合成。由于烃类化合物并不是传统意义上的高附加值产品，所以从节约成

本和提高产量的角度来看，筛选葡萄糖以外的非食品原料非常重要。微生物油脂或废油

或许可以作为合成烃类化合物的廉价底物。利用油脂或脂肪酸为底物生产烃类化合物不

仅可以缩短代谢过程，避开脂肪酸合成路径的反馈抑制，还可以增加产物的多样性。例

如，通过向培养基中添加支链脂肪酸，大肠杆菌可以生产相应的支链烷烃[71]。

除了碳源的选择，其它培养条件也十分重要。将培养基的 pH维持在相对较高的水

平，可以使烃类的前体物质脂肪醛的浓度增加 212.7倍，从而使烃类的产量增加了 110
倍(<3-337 μg/L)[97]。当在限氮或高盐浓度下时，改造后的蓝藻中烃类的产量可以提高 11
倍[94,98]。虽然利用大肠杆菌生产烃类化合物时，培养温度大多为 37°C，但是有研究表明

培养温度调整为 24°C时烃类的产量可以增加 6倍[73]。虽然这种现象背后的机理还未清

晰，但是有三个可能的原因：(1)较低的温度会使大肠杆菌生长得更好；(2)低温可能会

改变天然脂肪酸的组成，更符合生成烃类关键酶的催化特性；(3)来自蓝藻的酶可能在较

低温度下催化效果更好，因为野生型蓝藻的最适生长温度为 30°C，而不是 37°C。
当今市场上，最常见的可再生生物燃料是生物乙醇和生物柴油。目前微生物生产烃

类的产率较低，要实现工业化还有很长的路要走。继续寻找高效的烃类生物合成途径以

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/necator
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及适合的微生物宿主是一项艰巨任务。目前的代谢工程改造主要集中在大肠杆菌，但即

使是经过代谢工程改造的大肠杆菌也很难积累大量的脂肪酸。相比之下，谷氨酸棒杆菌

是一个更好的宿主菌。由于谷氨酸棒杆菌中不存在β-氧化路径[99]，所以烃类的生成不会

出现前体不足的情况。并且谷氨酸棒杆菌对抑制物有较强的耐受性[100]，所以相比其他

菌株，利用谷氨酸棒杆菌在木质纤维素体系中进行烃类化合物的生产具有很大的优势。

1.5 本课题研究意义与研究内容

由于全世界每年都会产生大量的农业废弃物，所以利用可再生原料进行生物燃料的

可持续生产意义重大。烃类化合物作为航空燃料的主要组成成分，是能源系统中非常重

要的一位成员。在传统工业中，烃类化合物都是来自不可再生的化石燃料，因此利用可

再生的木质纤维素进行烃类化合物的可持续生产至关重要。现在烃类的生物合成大多采

用葡萄糖为碳源，如果采用成本低廉的木质纤维素原料替代葡萄糖进行生产，将会大幅

度地降低成本，为将来烃类的大规模产业化生产打一个良好的基础。

因此，本研究选用了对木质纤维素体系耐受性很强的谷氨酸棒杆菌作为研究对象，

在其中构建两条不同的路径进行烃类化合物的生物合成。之后通过对路径和培养条件进

行优化，提高了烃类化合物的产量，最后实现了在水解液中生产纤维素烃类化合物。

本文的研究内容主要包括以下几点：

（1）在 C. glutamicum中引入了来自蓝藻的产烃路径后，针对此路径进行优化，使

得烃类化合物的产量得到了小幅度的提高。

（2）在 C. glutamicum中异源表达脂肪酸脱羧酶构建产烃路径，随后为了减少烃类

对细胞的毒性从而将其进行分泌表达，提高了菌株中烃类化合物的产量。

（3）将上述两条产烃路径构建到同一株 C. glutamicum中，并对培养条件进行优化，

以此提高烃类化合物的产量。最后在玉米秸秆水解液中进行烃类的发酵，实现利用可再

生原料进行烃类化合物的可持续生产。

图 1.3 本论文技术方案示意图

Figure 1.3 The technical schematic diagram of this paper
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第 2章 蓝藻产烃路径在谷氨酸棒杆菌中的构建及优化

2.1 引言

烃类是一种非常重要的碳氢化合物，它不仅是航空燃料的主要组成成分，而且可以

作为生产塑料、活性剂等产品的原料。与其它生物燃料相比，烃类化合物具有很多优势，

例如高能量密度、疏水性等。然而，为了获得性质合适的烷烃和烯烃，不可避免地要将

石油在特定的条件下进行裂化裂解。这一复杂的过程不仅要消耗大量化石能源，还会对

环境造成极大的影响，加剧温室效应。面对这样的情况，烃类化合物的生物合成已经成

为了现在的热门研究。微生物可以直接利用木质纤维素等可再生原料产烃，不仅减轻了

人类社会不可再生资源的依赖，也减少了对环境的损害并大大降低了生产成本，是一种

非常具有前景的可持续生产方式。

目前研究最多的是来自于蓝藻的由脂酰-ACP 还原酶(AAR)与醛去甲酰化加氧酶

(ADO)组成的产烃途径。这条产烃路径的前体是脂酰-ACP，它是脂肪酸合成路径中的重

要的中间产物，因此烃类化合物的合成与脂肪酸的生成息息相关。这些天然的产烃菌株

一般产量都相对较低，很难达到大规模工业生产的需求。因此为了增加烃类的产量，很

多研究者在大肠杆菌和酿酒酵母中构建了产烃途径，并进行相关的代谢工程改造进一步

提高其产烃能力。大多数研究的改造重点都是围绕菌株中的脂肪酸合成路径进行的，包

括对关键酶进行过表达或敲除；也有一部分研究选取了醛还原酶进行敲除，因为它会和

ADO竞争同一底物脂肪醛生成脂肪醇；另外也有文献研究了脂肪醛和脂肪醇之间的浓

度比例对生成烃类的影响，并指出完全阻断副产物脂肪醇的生成对于产烃没有任何帮

助。但是这些研究选择的宿主菌无法在木质纤维素体系中正常生长，更加无法合成烃类

化合物。谷氨酸棒杆菌则是一个很好的选择。谷氨酸棒杆菌对木质纤维素体系中存在的

抑制物有很强的耐受性，在木质纤维素体系中的生长发酵不会受到很大的抑制，因此非

常适合以木质纤维素作为原料进行各种产品的生产。除此之外，谷氨酸棒杆菌中不存在

合成微生物油脂的路径，不含有β-氧化路径，所以它可以积累大量的脂肪酸，为烃类化

合物的合成提供了重要的前体物质。

在本章节中，我们的出发菌株是实验室之前就构建好的具备烃类化合物合成路径的

菌株 C. glutamicum HW4。将细长聚球藻 Synechococcus elongatus PCC7942 中编码产烃

路径两个关键酶的基因 aar和 ado整合到 C. glutamicum S9114基因组上的 fasR位点，

便得到了菌株 HW4。但是之前的研究表明，菌株 HW4中烃的产量比较低，说明其产烃

能力不够，代谢较弱。所以我们从强化代谢路径以及优化代谢路径两个方面入手，对其

进行代谢工程改造来提高菌株 HW4中烃类化合物的产量。
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2.2 材料与方法

2.2.1 实验菌株

本章节研究所使用的出发菌株和改造菌株均列于表 2.1中。本章节的出发菌株是 C.
glutamicum HW4，是将蓝藻中的 aar、ado基因整合到 C. glutamicum S9114基因组上的

fasR位点得到的。构建质粒所用的宿主菌为 E. coli BL21。以上菌株均保存于本实验室。

2.2.2 培养基和培养条件

培养基

（1）LB培养基：10 g/L蛋白胨，5 g/L酵母粉，10 g/L氯化钠。固体培养基则需要额外

添加 17 g/L琼脂粉。

（2）CM2B培养基：10 g/L蛋白胨，10 g/L酵母粉，10 g/L氯化钠。固体培养基同样需

要额外添加 17 g/L琼脂粉。

（3）CGXII-NL培养基：60 g/L葡萄糖，1.0 g/L (NH4)2SO4，2.5 g/L尿素，1.0 g/L KH2PO4，

1.0 g/L K2HPO4，42 g/L 3-吗啉代丙磺酸，0.25 g/L MgSO4，0.01 g/L CaCl2，0.01 g/L
FeSO4·7H2O，0.01 g/L MnSO4·H2O，0.001 g/L ZnSO4·7H2O，0.0002 g/L CuSO4·5H2O，
0.00002 g/L NiCl2·6H2O，0.0002 g/L biotin，0.0005 g/L thiamin，0.03 g/L原儿茶酸。

（4）LBG培养基：10 g/L蛋白胨，5 g/L酵母粉，10 g/L氯化钠，3 g/L甘氨酸，0.1 g/L
吐温 80。
（5）SOC培养基：20 g/L蛋白胨，5 g/L酵母粉，0.5 g/L氯化钠，20 mM 葡萄糖，10 mM
氯化镁，2.5 mM氯化钾。

培养条件

E. coli BL21与 60 %（v/v）的甘油中按 1:1的体积比混合后保存于-80°C冰箱。活

化时取甘油管解冻后，蘸取适当菌液在 LB平板划线。在 37 °C恒温培养箱中培养 12-24
h。之后挑取适宜的单菌落接至液体 LB中进行培养。培养条件为 37°C，200 rpm。

C. glutamicum HW4与 60%（v/v）的甘油中按 1:1的体积比混合后保存于-80°C冰

箱。活化时取甘油管解冻后，蘸取适当菌液在 CM2B平板上划线。在 30°C恒温培养箱

中培养 36-48 h。之后挑取大小合适的单菌落接至液体 CM2B中进行培养。培养条件为

37°C，200 rpm。
以上菌株若有质粒，则需要在培养基中额外加入 50 μg/mL的硫酸卡那霉素来维持

质粒防止其丢失。
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表 2.1 本章所使用的菌株、质粒和引物

Table 2.1 Strains, plasmids and primers used in this study
Strains Character istics Sources

E. coli BL21 Host for plasmid construction Lab stock

C. glutamicumHW4 C. glutamicum S9114 with fasR gene deleted and carrying aar and ado Lab stock

HW4-pH36-aar C. glutamicumHW4 carrying pH36-aar This study

HW4-pH36-ado C. glutamicumHW4 carrying pH36-ado This study

HW4-pH36-pntAB C. glutamicumHW4 carrying pH36-pntAB This study

HW4-pH36-udhA C. glutamicumHW4 carrying pH36-udhA This study

HW4-pH36-sgdh C. glutamicumHW4 carrying pH36-sgdh This study

HW4-pH36-aasS C. glutamicumHW4 carrying pH36-aasS This study

HW4-pH36-fdh1 C. glutamicumHW4 carrying pH36-fdh1 This study

Plasmids Character istics Sources

pH36mob Overexpression vector, kanamycin resistance Lab stock

pH36-aar

pH36-ado

pH36mob carrying aar

pH36mob carrying ado

This study

This study

pH36-pntAB pH36mob carrying pntAB This study

pH36-udhA pH36mob carrying udhA This study

pH36-sgdh pH36mob carrying sgdh This study

pH36-aasS

pH36-fdh1

pH36mob carrying aasS

pH36mob carrying fdh1

This study

This study
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Pr imers Sequence(5’-3’) Restr iction enzyme

aar-F

aar-R

ado-F

ado-R

pntAB-F

pntAB-R

udhA-F

udhA-R

sgdh-F

sgdh-R

aasS-F

aasS-R

fdh1-F

fdh1-R

CCGGAATTCATGTTTGGCCTGATTGGCC

GCTCTAGATTAAATCGCCAGCGCCAGC

CGAGCTCATGCCGCAGCTGGAAGC

GCTCTAGATTACACCGCCGCCAGGCCATAC

CGAGCTCATGCGAATTGGCATACCAAG

GCTCTAGATTACAGAGCTTTCAGGATTGCA

CGAGCTCATGCCACATTCCTACGATTAC

GCTCTAGATTAAAACAGGCGGTTTAAACC

CCGGAATTCATGCCTGCCCCTTACAAAGA

GCTCTAGATTACGAGGACCAGTTGTTTTCG

ACGCGTCGACATGAACCAGTATGTGAACGA

AACTGCAGTTATTACAGATGCAGTTTACGC

CCGGAATTCATGTCGAAGGGAAAGGTTTTGCT

GCTCTAGATTATTTCTTCTGTCCATAAGCTCTGGTG

EcoRI

XbaI

SacI

XbaI

EcoRI

XbaI

EcoRI

XbaI

EcoRI

XbaI

SalI

PstI

EcoRI

XbaI



第 16页 华东理工大学 硕士学位论文

2.2.3 重组质粒的构建及转化

本章节研究所使用的质粒和引物均列于表 2.1 中。以上质粒均为表达质粒，都以

pH36mob 质粒为载体。pH36mob 质粒则来自于 PTRCmob 质粒，将质粒上原有的 Trc
启动子替换为人工合成的强启动子 H36启动子即可得到。利用引物 aar-F/R和 ado-F/R
将片段进行扩增，并分别插入到 pH36mob质粒的 EcoRI/XbaI和 SacI/XbaI位点得到质

粒 pH36-aar和 pH36-ado。利用引物 pntAB-F/R、udhA-F/R、sgdh-F/R、fdh1-F/R分别将

来自 E.coil 的 pntAB、udhA 基因、来自 G. oxydans DSM 2003 的 sgdh 基因和来自 S.
cerevisiae S288c 的 fdh1 基因从基因组扩增下来，并分别插入到 pH36mob 质粒的

EcoRI/XbaI位点得到质粒 pH36-pntAB、pH36-udhA、pH36-sgdh和 pH36-fdh1。来自 Vibrio
harveyi B392的 aasS基因是上海捷瑞生物工程有限公司人工合成的。利用引物 aasS-F/R
扩增得到相应片段，并分别插入到 pH36mob的 SalI/PstI位点构建质粒 pH36-aasS。

大肠杆菌感受态细胞的制备：挑取合适大小的 E. coli BL21单菌落至 5 mL LB培养

基中过夜培养，条件为 37°C，200 rpm。然后吸取 200 μL菌液于 5 mL新鲜 LB培养基

中，37°C培养至 OD为 0.4～0.6。从摇床拿出后立即转移至冰上冰浴 10 min。接着吸取

1mL培养液至灭过菌的 EP管，4°C下 5000 rpm离心 10 min。接着倒掉上清，使用冰凉

的 0.1M氯化钙溶液重悬，相同条件下再次离心。最后弃去上清，加入 100 μL 0.1M氯

化钙溶液重悬，4°C下可保存 2～3天。

重组完成的表达质粒通过热激法转至 E. coli BL21。LK（含有卡纳的 LB）平板上长

出阳性克隆后，选取单克隆子进行菌落 PCR验证。提取跑胶条带位置正确的单菌落中

的质粒，测序无误即质粒构建成功。

2.2.4 重组菌株的构建

本章节研究所使用的宿主菌为 C. glutamicum HW4，转化方式为电转化法。从划线

平板上挑取单菌落至 5 mL CM2B中培养一夜，条件为 30°C，200 rpm。然后转接 3 mL
菌液到 30 mL LBG培养基中，30°C，200 rpm培养 5～6 h。之后把菌液转移至 50 mL离

心管中，冰浴 15 min，在 4°C下 5000 rpm离心 10 min。倒掉上清后加入适量 10 %（v/v）
甘油重悬，再次离心，重复两次。加入少量冰冷的甘油重悬沉淀即为感受态细胞，每

EP管分装 100 μL备用。
将 20 μL质粒与 100 μL感受态细胞轻柔地混匀，冰浴 30 min后转至预冷电击杯中

进行电转。电转条件为 2000 V，200 Ω、25 μF。完成后立即加入 800 μL SOC培养基混

匀，46°C下热激 6 min，取出后冰浴 2 min。最后 30°C，200 rpm培养 2 h，吸取 100 μL
菌液涂布。培养至长出单菌落后，利用菌落 PCR对电转结果进行验证。

2.2.5 产烃发酵
取菌株在平板上划线，于 30°C恒温培养箱中培养 36-48 h。然后挑单菌落至 20 mL

CM2B培养基中，30°C，200 rpm培养 16 h后得到种子液。发酵在含有 30 mL发酵培养

基 CGXII-NL的 250 mL摇瓶中进行，接种量为 5%。发酵条件为 30°C，200 rpm，用 5M
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NaOH调节 pH至 7.0左右，发酵时间为 72 h。发酵过程中每 12 h进行 OD600和葡萄糖

的测定。

2.2.6 烃类的提取与测定
发酵完成后将两瓶发酵液合并至一个摇瓶中，即一共 60 mL发酵液。向 60 mL发酵

液中加入 30 mL甲醇-氯仿（体积比 2:1）萃取液。接着使用橡胶塞密封，200 rpm萃取

24 h。萃取完成后将液体倒入离心杯中，10000 rpm离心 10 min。离心完成之后用针头

吸取下层的有机相于旋蒸瓶中，35°C旋蒸至全部挥发，然后加入 1 mL氯仿即可获得烃

类化合物的样品。

样品使用气相色谱-质谱联用仪进行检测，仪器型号为 Agilent 6890 GC- MS（Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA），配置 HP-5-MS 色谱柱。检测程序设置如下：进

样温度为 280°C，通氦气速率 1 mL/min；初温为 50°C，维持时间 2 min；之后升温至 80°C，
升温速率为 15°C/min，维持时间 3 min；最后以同样的速率升温至 280°C，保持时间 8 min。
在无分流条件下进样，进样量为 0.4 μL。定性分析采用 NIST MS Search 2.0谱库，样品

与标准品的匹配度达到 95%以上。定量分析采用内标法，以 100 mg/L十二烷(C12)作为

内标，根据内标物与样品峰面积比值计算样品浓度。

2.3 结果与讨论

在本章研究中，我们以本实验室之前就构建好的 C. glutamicum HW4为出发菌株，

这是一株具有产烃能力的谷氨酸棒杆菌。通过将 S. elongatus PCC7942中产烃途径的两

个关键基因 aar和 ado整合到原始 C. glutamicum S9114基因组的 fasR位点，便得到了

菌株 HW4。FasR是 C. glutamicum中的一种 TetR型转录调控因子，对游离脂肪酸的合

成具有负调控作用[99]。换而言之，fasR的敲除会导致游离脂肪酸的大量生成，理论上来

说会对菌株的产烃起到帮助作用。

之前对菌株HW4发酵产物的 GC-MS检测结果表明，菌株 HW4确实具备产烃能力，

且生成的烃类化合物链长为 C21、C23、C28、C29、C30，都是一些超长链烃。但是该

菌株中烃类化合物产量较低，因此本章的研究重点就在于通过代谢工程改造提高菌株

HW4中烃的产量。

图 2.1 烃类增产的改造策略

Figure 2.1 Metabolic engineering strategies for increasing alkane production
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2.3.1 强化烃类的合成路径提高烃的产量
首先我们考虑到将 aar和 ado整合到基因组上之后，基因的拷贝数会比使用表达质

粒进行表达时低，表达量也会因此下降，所以我们尝试的第一个方法就是在菌株 HW4
中分别再次利用表达质粒过表达基因 aar和 ado，增加它们的拷贝数从而增强产烃路径。

除此之外，在很多研究中都会通过增加前体物质的供给来增加目标产物的产量。因此我

们也从这方面入手，希望通过增加烃类的合成前体脂酰-ACP的供给来提高烃的产量。

有文献表明，来自 Vibrio harveyi B392的脂酰-ACP合成酶 AasS可以以游离脂肪酸为底

物，将其转化为脂酰-ACP[101]。而菌株 HW4中没有 FasR，会有大量的脂肪酸生成，恰

好为 AasS 的催化提供了足够的底物。因此，构建好的质粒 pH36-aar、pH36-ado 和
pH36-aasS以及空质粒 pH36mob都通过电转的方式转入菌株 HW4中。菌落 PCR验证通

过的工程菌株用于发酵验证，其中对照菌为带有 pH36mob空载质粒的菌株。

图 2.2 过表达 aar, ado和 aasS后烃类的产量

Figure 2.2 Alkane production under overexpression of aar, ado and aasS
注：aar, ado, aasS分别代表异源表达对应基因的菌株 HW4。发酵在 250mL摇瓶中进行，发酵体系为

30 mL，30°C，200 rpm，pH 7.0。

各菌株中烃类的产量如图 2.2所示。过表达 aar和 ado的菌株 HW4-pH36-aar和菌

株 HW4-pH36-ado均未表现出烃产量的上升。其中，菌株 HW4-pH36-aar烃的产量(4.5
mg/L)与对照菌株(4.8 mg/L)相差不大，有一些略微的下降；而菌株 HW4-pH36-ado中烃

的产量只有 1.7 mg/L，比对照菌株下降了 64.6%。这一结果表明，过表达烃类合成路径

的关键基因对于菌株 HW4的产烃没有帮助。据文献报道，ADO催化的步骤是产烃路径

的限速步骤，而我们的数据表明将其进行过表达并不能增加产烃效率，因此可能需要对

ADO进行改造才可以进一步提高其催化效率。此外，异源表达 aasS的菌株

HW4-pH36-aasS中烃的产量为 2.8 mg/L，仅为对照菌株产量的 58%，表明增加前体脂酰

-ACP的供给对于产烃也没有帮助作用，说明在菌株 HW4中烃的合成路径并不存在前体

供给不足的情况。

2.3.2 增加辅因子供给并减少有毒副产物的积累提高烃的产量
由于对烃类合成路径的强化没有起到作用，所以我们接下来对烃类的合成路径进行

了优化。优化同样是从两个方面入手。首先我们注意到在烃类合成的过程中需要消耗大
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量的 NADPH，为了防止 NADPH供应不足导致产烃有限，所以我们尝试了在菌株 HW4
中异源表达 NADPH还原酶基因 pntAB、udhA以及 sgdh来提供额外的 NADPH。PntAB
和 UdhA都来自于大肠杆菌，两者均可催化 NADH生成 NADPH[102]。sGDH则是来自 G.
oxydans DSM 2003的葡萄糖脱氢酶，在其进行催化时会有 NADPH的生成。除此之外，

我们发现在 ADO催化脂肪醛生成烃类的过程中，会有副产物甲酸的生成。甲酸对细胞

的伤害比较大，会对细胞的生长和代谢等方面造成不利影响。有研究结果表明，在大肠

杆菌中表达来自 Xanthobacter sp. 91的甲酸脱氢酶 XaFDH后，烃的产量有了一定的增加
[103]。因此，我们选择了来自 S. cerevisiae S288c 的甲酸脱氢酶 FDH1进行异源表达来降

解细胞内的甲酸。

图 2.3 过表达 pntAB，udhA，sgdh，fdh1后烃类的产量

Figure 2.3 Alkane production under overexpression of pntAB, udhA, sgdh, fdh1
注：pntAB、udhA、sgdh、fdh1分别代表异源表达对应基因的菌株 HW4。发酵在 250 mL摇瓶中进

行，发酵体系为 30 mL，30°C，200 rpm，pH 7.0。

具体的烃类化合物的产量如图 2.3所示。在增加 NADPH供给的策略中，我们发现

异源表达 udhA和 sgdh的菌株 HW4-pH36-udhA和 HW4-pH36-sgdh，烃的产量略微有些

提高，分别达到了 5.3 mg/L和 5.2 mg/L，比对照增加了 8.3%左右，说明 NADPH的增

加对产烃有一定的帮助，但效果不是特别明显。虽然做了平行实验，但是也不能排除存

在实验误差的情况。在降解有毒副产物甲酸方面，我们发现 fdh1的异源表达对于产烃也

没有帮助，反而使烃的产量有了一定幅度的下降。推测原因可能是因为细胞中烃的产量

本来就比较少，因此也不存在大量甲酸的积累，所以降解甲酸不会对烃产量的提高有很

大作用。

2.4 本章小结

本章以 C. glutamicum HW4为研究对象，针对细胞内的 AAR-ADO产烃合成路径，

从两方面对其进行代谢工程改造提高其产量。本章的主要结论如下：

（1）通过过表达烃类化合物生成路径的两个关键基因 aar和 ado，以及通过异源表

达脂酰-ACP合成酶 AasS来增加前体物质的供给这两个方法来强化菌株 HW4中的产烃

路径，对于菌株 HW4的烃类化合物产量的提高没有明显的帮助作用。表明要增加关键
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酶的催化效率并没有那么简单，可能需要对关键酶进行改造才能实现；除此之外，烃类

化合物在菌株 HW4中的合成也不存在前体不足的问题，因此增加前体物质的供给不能

提高烃类的产量。

（2）通过增加辅因子 NADPH的供给，菌株 HW4中烃类化合物的产量有一定的增

加，但是幅度不大，效果并不明显。另外，将副产物甲酸进行降解也没有对产烃有太大

的帮助，可能是因为细胞中生产的甲酸本来就不多，没有对细胞造成太大的伤害。
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第 3章 谷氨酸棒杆菌分泌表达脂肪酸脱羧酶生成烃类化合物

3.1 引言

在目前有关烃类化合物的研究中，除了上一章节提到的蓝藻中的 AAR-ADO产烃路

径，另外研究较多的则是利用脂肪酸脱羧酶进行烃类化合物的生产。脂肪酸脱羧酶 OleT
是一种细胞色素 P450酶，隶属于 CYP152家族，其催化需要利用 H2O2作为电子和 O2

的供体或依赖于 RhFRed、Fdr/Fdx或 CamAB等辅因子系统 [104]。在目前已知的脂肪酸

脱羧酶中，OleTJE是最具特征的烯烃的生物合成酶。OleTJE来源于 Jeotgalicoccus sp.
ATCC 8456，相对偏好 C12～C20链长的饱和脂肪酸。此外，对于低成本、大规模生产

烯烃，使用不依赖于 H2O2的脂肪酸脱羧酶（例如 OleTJE）是有利的，因为可以避免 H2O2

的使用，避免其对细胞产生毒性。除了 OleTJE，来自 Macrococcus caseolyticus的脂肪酸

脱羧酶OleTMC也受到了关注。有研究表明OleTMC在体外不存在H2O2的情况下，对C10～
C18链长的饱和脂肪酸能表现出一定的催化活性，其中对 C16～C18脂肪酸活性更高。

在大肠杆菌中异源表达 OleTMC后可以成功生产烯烃，引入还原系统之后烯烃的产量可

以进一步增加 2.8倍[105]。

鉴于在C. glutamicum中不存在合成微生物油脂的途径，也不存在脂肪酸的β-氧化路

径，导致有大量游离脂肪酸的积累。对于脂肪酸脱羧酶OleT来说，C. glutamicum中含有

足够的催化底物，因此是一个很好的宿主菌的选择。
现在烃类化合物的生产还停留在较低的水平，难以满足工业大规模生产的需求，而

主要原因之一便是烃类化合物等生物燃料会对细胞产生毒性[106]。烃类化合物会破坏细

胞膜的结构，而细胞膜的损坏将导致其某些重要功能的受损，如离子、脂质、蛋白质的

流失和细胞膜 pH梯度及电势差的消散。到目前为止，适应性进化、全局转录调控以及

细菌的外排泵系统已被应用于提高菌株对生物燃料的耐受性[107]。其中，外排泵可以将

胞内的烃类泵出到胞外，从而减轻其对细胞的毒性并提高生产力[108]。

为此，本章研究以 C. glutamicum S9114为出发菌株，选择了不同的脂肪酸脱羧酶进

行异源表达，初步实现通过脂肪酸的脱羧反应生成烯烃。然后在编码脂肪酸脱羧酶的基

因前端加上一段信号肽使其进行分泌表达，将烃类的生成转移至胞外，减小了烃类化合

物对细胞的毒害，显著提高了谷氨酸棒杆菌中烃类化合物的产量。

3.2 材料与方法

3.2.1 实验菌株

本章节研究所使用的出发菌株和改造菌株均列于表 3.1中。本章节的出发菌株是 C.
glutamicum S9114，从上海微生物研究所购买，注册编号 B460。构建质粒所用的宿主菌

为 E. coli BL21，保存于本实验室。
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3.2.2 培养基和培养条件

本章使用的培养基和培养条件与上一章节相同，详情请参考 2.2.2。
3.2.3 重组质粒的构建及转化

本章节研究所使用的质粒和引物均列于表 3.1 中。以上质粒均为表达质粒，以

pH36mob、pEftumob 质粒为载体。来自 Jeotgalicoccus sp. ATCC 8456 和 Macrococcus
caseolyticus的 oleTJE和 oleTMC基因由上海捷瑞生物工程有限公司人工合成。利用引物

oleTJE-F/R 和 oleTMC-F/R 分别扩增得到相应片段，并分别插入到 pH36mob 的 SalI/PstI
位点得到质粒 pH36-oleTJE和 pH36-oleTMC。

对于分泌表达质粒，首先利用引物 NsoleTJE-F1/R1将 Ncgl1289 基因的信号肽从 C.
glutamicum ATCC13032 扩增下来，然后利用 NsoleTJE-F2/R2 将 oleTJE 基因从质粒

pH36-oleTJE上扩增下来，将这两个片段融合后插入到质粒 pH36mob的 XbaI/SalI位点，

得到质粒 pH36-NsoleTJE。利用引物 RsoleTJE-F1/R1 将 cgR_0949 基因的信号肽从 C.
glutamicum S9114扩增下来，然后利用 RsoleTJE-F2/R2将 oleTJE基因从 pH36-oleTJE扩增

下来，将这两个片段融合后插入到质粒 pH36mob 的 XbaI/SalI 位点，得到质粒

pH36-RsoleTJE。利用同样的方法构建另外两个质粒 pH36-NsoleTMC和 pH36-RsoleTMC。
对于表面展示质粒，首先利用引物 NCgl1221-F1/R1、NCgl1337-F1/R1、PorB-F1/R1、

PorC-F1/R1将载体蛋白 NCgl1221、NCgl1337、PorB、PorC基因从 C. glutamicum S9114
基因组上扩增下来，然后 NCgl1221 与 oleTMC 片段融合后插入到质粒 pH36mob 的

SacI/SmaI位点，其他三个片段与 oleTMC融合后插入到质粒 pH36mob的 SalI/PstI位点，

得 到 质 粒 pH36-NCgl1221-oleTMC 、 pH36-NCgl1337-oleTMC 、 pH36-PorB-oleTMC 、

pH36-PorC-oleTMC。对于 Eftu启动子的表面展示质粒，首先利用引物 NCgl1221MC-F/R、
NCgl1337MC-F/R、PorBMC-F/R、PorCMC-F/R将载体蛋白与 oleTMC基因融合的片段从

pH36-NCgl1221-oleTMC、pH36-NCgl1337-oleTMC、pH36-PorB-oleTMC、pH36-PorC-oleTMC
扩增下来，然后将片段 NCgl1221-oleTMC通过无缝克隆连接到经 XbaI/PstI酶切过的质粒

pEftumob上，就可以得到质粒 pEftu-NCgl1221-oleTMC。剩下的三个片段分别插入到质

粒 pEftumob 的 SalI/PstI 位点，得到质粒 pEftu-NCgl1337-oleTMC、pEftu-PorB-oleTMC、
pEftu-PorC-oleTMC。

大肠杆菌感受态细胞的制备及质粒的转化详见 2.2.3。
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表 3.1 本章所使用的菌株、质粒和引物

Table 3.1 Strains, plasmids and primers used in this study
Strains Character istics Sources

E. coli BL21 Host for plasmid construction Lab stock

C. glutamicum S9114 Wild-type strain SIIM

S9114-pH36-oleTJE C. glutamicum S9114 carrying pH36-oleTJE This study

S9114-pH36-oleTMC C. glutamicum S9114 carrying pH36-oleTMC This study

S9114-pH36-NsoleTJE C. glutamicum S9114 carrying pH36-NsoleTJE This study

S9114-pH36-RsoleTJE C. glutamicum S9114 carrying pH36-RsoleTJE This study

S9114-pH36-NsoleTMC C. glutamicum S9114 carrying pH36-NsoleTMC This study

S9114-pH36-RsoleTMC
S9114-pH36-NCgl1221-oleTMC

S9114-pH36-NCgl1337-oleTMC
S9114-pH36-PorB-oleTMC
S9114-pH36-PorC-oleTMC

S9114-pEftu-NCgl1221-oleTMC

S9114-pEftu-NCgl1337-oleTMC

S9114-pEftu-PorB-oleTMC

S9114-pEftu-PorC-oleTMC

C. glutamicum S9114 carrying pH36-RsoleTMC
C. glutamicum S9114 carrying pH36-NCgl1221-oleTMC

C. glutamicum S9114 carrying pH36-NCgl1337-oleTMC
C. glutamicum S9114 carrying pH36-PorB-oleTMC
C. glutamicum S9114 carrying pH36-PorC-oleTMC

C. glutamicum S9114 carrying pEftu-NCgl1221-oleTMC

C. glutamicum S9114 carrying pEftu-NCgl1337-oleTMC

C. glutamicum S9114 carrying pEftu-PorB-oleTMC

C. glutamicum S9114 carrying pEftu-PorC-oleTMC

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Plasmids Character istics Sources

pH36mob

pEftumob

Overexpression vector, kanamycin resistance

Overexpression vector, kanamycin resistance

Lab stock

Lab stock

pH36-oleTJE
pH36-oleTMC

pH36mob carrying oleTJE
pH36mob carrying oleTMC

This study

This study
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pH36-NsoleTJE
pH36-RsoleTJE
pH36-NsoleTMC
pH36-RsoleTMC
pH36-NCgl1221-oleTMC
pH36-NCgl1337-oleTMC
pH36-PorB-oleTMC
pH36-PorC-oleTMC
pEftu-NCgl1221-oleTMC
pEftu-NCgl1337-oleTMC
pEftu-PorB-oleTMC
pEftu-PorC-oleTMC

pH36mob carrying oleTJE with signal peptide of Ncgl1289

pH36mob carrying oleTJE with signal peptide of RS04950

pH36mob carrying oleTMC with signal peptide of Ncgl1289

pH36mob carrying oleTMC with signal peptide of RS04950

pH36mob carrying oleTMC with signal peptide of Ncgl1221

pH36mob carrying oleTMC with signal peptide of Ncgl1337

pH36mob carrying oleTMC with signal peptide of PorB

pH36mob carrying oleTMC with signal peptide of PorC

pH36-NCgl1221-oleTMC with H36 promoter replaced by Eftu promoter

pH36-NCgl1337-oleTMC with H36 promoter replaced by Eftu promoter

pH36-PorB-oleTMC with H36 promoter replaced by Eftu promoter

pH36-PorC-oleTMC with H36 promoter replaced by Eftu promoter

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Pr imers Sequence(5’-3’) Restr iction enzyme

oleTJE-F

oleTJE-R

oleTMC-F

oleTMC-R

NsoleTJE-F1

NsoleTJE-R1

NsoleTJE-F2

NsoleTJE-R2

RsoleTJE-F1

RsoleTJE-R1

ACGCGTCGACAAGGAAGGCGCTGAAATG

AACTGCAGCATCATGCGTTGTACCATAAAC

ACGCGTCGACATGAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAG

AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTC

CCTCTAGAATGAAATATGAATTTAATAATAGATTCCGAAC

CTTAAGTGTTGCCATAAAGAGCTCCTGATCATGTAGGTGTC

GATCAGGAGCTCTTTATGGCAACACTTAAGAGGGGATAAG

GCAGGTCGACTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGTTCTGTCTACAACTTCGC

GAACA

CCTCTAGAATGCAAATAAACCGCCGAGG

TCCCTCTTAAGTGTTGCCATTGCTCCCTGGGCGTTG

SalI

PstI

SalI

PstI

XbaI

SalI

XbaI
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RsoleTJE-F2

RsoleTJE-R2

NsoleTMC-F1

NsoleTMC-R1

NsoleTMC-F2

NsoleTMC-R2

RsoleTMC-F1

RsoleTMC-R1

RsoleTMC-F2

RsoleTMC-R2

NCgl1221-F1

NCgl1221-R1

NCgl1221-F2

NCgl1221-R2

NCgl1337-F1

NCgl1337-R1

GCCAACGCCCAGGGAGCAATGGCAACACTTAAGAGGGATAAGG

GCAGGTCGACTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGTTCTGTCTACAACTTCGCG

TAGAGTCGACATGAAATATGAATTTAATAATAGATTCCGAAC

GGAACTCTTTTACTCATAAAGAGCTCCTGATCATGTAGGTGTC

ATGATCAGGAGCTCTTTATGAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAGAGGTATTGA

TAATTCA

GCCTGCAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGTTTTGTACGGTCGATATTCACCCT

TATATTTTC

TAGAGTCGACATGCAAATAAACCGCCGAGG

TTAGGAACTCTTTTACTCATTGCTCCCTGGGCGTTG

AGGCCAACGCCCAGGGAGCAATGAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAGAGGTA

GCCTGCAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGTTTTGTACGGTCGATATTCACCCT

CGAGCTCATGATTTTAGGCGTACCCAT

CTCTTTTACTCATCACCGTAGTGGGCACTGT

GCCCACTACGGTGATGAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAGAGGTATTGATAAT

TCCCCCGGGTTATTTTGTACGGTCGATATTC

ACGCGTCGACATGGCTCAGCGAAAACTGGCCTCTGTGA

ACTCTTTTACTCATAGCCACACCACCACTTGAG

SalI

SalI

PstI

SalI

PstI

SacI

SmaI

SalI

NCgl1337-F2

NCgl1337-R2

PorB-F1

PorB-R1

PorB-F2

PorB-R2

TGGTGGTGTGGCTATGAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAGAGGTATTGATAAT

AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTCAC

ACGCGTCGACATGAAGCTTTCACACCGCA

GGAACTCTTTTACTCATGGAAGAGAAGTTGGAGGACAGCT

CTCCAACTTCTCTTCCATGAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAGAGGTATTGATA

AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTCAC

PstI

SalI

PstI
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PorC-F1

PorC-R1

PorC-F2

PorC-R2

NCgl1221MC-F

NCgl1221MC-R

NCgl1337MC-F

NCgl1337MC-R

PorBMC-F

PorBMC-R

PorCMC-F

PorCMC-R

ACGCGTCGACATGGAAAACGTTTTGGAATTC

CTCTTTTACTCATGCCAACCAGACCGATGAGG

CGGTCTGGTTGGCATGAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAGAGGTATTGATAAT

AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTCAC

ATCCTCTAGAGTCGAATGATTTTAGGCGTACCCATTCAATATTTGC

CCAAGCTTGCATGCCTTATTTTGTACGGTCGATATTCACCCTTATATTTTCAAT

ACGCGTCGACATGGCTCAGCGAAAACTGGCCTCTGTGA

AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTCAC

ACGCGTCGACATGAAGCTTTCACACCGCA

AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTCAC

ACGCGTCGACATGGAAAACGTTTTGGAATTC

AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTCAC

SalI

PstI

SalI

PstI

SalI

PstI

SalI

PstI
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3.2.4 重组菌株的构建
本章节研究所使用的宿主菌为 C. glutamicum S9114，转化方式详见 2.2.4。

3.2.5 产烃发酵
发酵方式及条件与上一章节相同，详见 2.2.5。

3.2.6 烃类的提取与测定
提烃方法及计算方式与上一章节相同，详见 2.2.6。

3.3 结果与讨论

3.3.1 脂肪酸脱羧酶在谷氨酸棒杆菌中的异源表达

C. glutamicum中不存在合成微生物油脂的途径，也不存在脂肪酸的β-氧化路径，因

而有大量脂肪酸的积累。为了有效利用这些脂肪酸，我们在 C. glutamicum S9114中异源

表达编码脂肪酸脱羧酶的基因 oleT，构建了一条直接将脂肪酸进行脱羧反应从而生成烃

类化合物的 OleT路径。我们选择了两个不同来源的脂肪酸脱羧酶进行异源表达，分别

是来自 Jeotgalicoccus sp. ATCC 8456 的 OleTJE 和来自 Macrococcus caseolyticus 的
OleTMC。目前有关 OleTJE的研究较多，有很多研究表明 OleTJE在大肠杆菌中的异源表达

可以使其具备产烃能力；OleTMC则是最近发现的另一种与 OleTJE的催化机制略有不同

的脂肪酸脱羧酶。我们构建了这两个基因的表达质粒，然后分别转入 C. glutamicum
S9114中，菌落 PCR验证成功之后得到相应的过表达脂肪酸脱羧酶的改造菌株。发酵

72 h后对各菌株的产烃情况进行检测。
实验结果如图 3.1(b)所示，在携带空质粒的对照菌株 S9114-pH36中没有检测到烃类

物质，进一步证明了原始的菌株 C. glutamicum S9114没有产烃能力。此外，在异源表达

两种脂肪酸脱羧酶的改造菌株中都发现有烯烃的生成，并且生成的种类相同，分别是

C12、C14的双烯烃和 C15、C17的单烯烃。另外，从 GC-MS谱图上可以明显地看到菌

株 S9114-pH36-oleTMC 的发酵液样品中烃类的色谱峰面积更大，这也意味着来自

Macrococcus caseolyticus的脂肪酸脱羧酶 OleTMC在 C. glutamicum S9114中的催化效果

更好，烃的产量更高。
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图 3.1 (a) C. glutamicum S9114-pH36-oleTJE/MC中烃类合成路径；(b) C. glutamicum S9114-pH36,
S9114-pH-oleTJE and S9114-pH-oleTMC中的产烃情况

Figure 3.1 (a) The alkane biosynthesis pathway in C. glutamicum S9114-pH36-oleTJE/MC.
(b) GC-MS result of alkane production in C. glutamicum S9114-pH36, S9114-pH-oleTJE and

S9114-pH-oleTMC.
注：发酵在 250mL摇瓶中进行，发酵体系为 30 mL，30°C，200 rpm，pH 7.0。

3.3.2 脂肪酸脱羧酶在谷氨酸棒杆菌中的分泌表达

烃类化合物在胞内合成会被运输到胞外，而这一过程会对细胞膜造成一定的伤害。

为了尽可能减小烃类化合物对细胞膜的损害，我们尝试了 OleT的分泌表达，将烃类的

生成转移到胞外进行，同时也可以避免烃类化合物的跨膜运输。再加上谷氨酸棒杆菌生

产的脂肪酸大部分都分泌到了胞外，所以 OleT即使分泌到胞外进行表达也不会出现底

物不足的问题。在本研究中，我们选择了 C. glutamicum中的两条分泌路径，分别是 Sec
路径和 Tat路径。Sec路径分泌未折叠的蛋白，而 Tat路径分泌已经折叠的蛋白[109]。我

们将 C. glutamicum ATCC 13032中引导 Sec途径的信号肽 Ncgl1289[110]和 C. glutamicum
S9114中引导 Tat途径的信号肽 cgR_0494[111]，分别将它们与基因 oleTJE和 oleTMC融合，

并构建到表达质粒 pH36 上，将质粒分别导入 C. glutamicum S9114，得到重组菌株

S9114-pH36-NsoleTJE ， S9114-pH36-RsoleTJE ， S9114-pH36-NsoleTMC 和

S9114-pH36-RsoleTMC。
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图 3.2 (a)脂肪酸脱羧酶在 C. glutamicum S9114中的分泌表达；(b)烯烃的产量

Figure 3.2 (a) Secretive expression of fatty acid decarboxylase in C. glutamicum S9114.

(b) Alkene production.

注：oleTJE、oleTMC代表异源表达对应基因的 C. glutamicum S9114；NsoleTJE、NsoleTMC代表融合 Sec

路径信号肽分泌表达对应基因的 C. glutamicum S9114；RsoleTJE、RsoleTMC代表融合 Tat路径信号肽

分泌表达对应基因的 C. glutamicum S9114。发酵在 250 mL摇瓶中进行，发酵体系为 30 mL，30°C，

200 rpm，pH7.0。

我们以胞内表达 oleT的菌株为对照，以分泌表达 oleT的重组菌株为实验组在摇瓶

中进行了产烃发酵验证。在整个发酵过程的 72 h内，实验组和对照组菌株的生长和糖耗

情况相差不大，没有明显的区别。但是在发酵结束后烃类的产量上，这些菌株的表现有

很大的不同。首先，从两组胞内表达脂肪酸脱羧酶的对照菌株中的产烃情况来看，表达

OleTMC的菌株 S9114-pH36-oleTMC中烃的产量更高，达到了 2.4 mg/L，而表达 OleTJE的

菌株 S9114-pH36-oleTJE中烃的产量只有 0.2 mg/L，仅为另一株菌株的 1/12。说明 OleTMC

在 C. glutamicum S9114中有更好的表达效果，与之前 GC-MS谱图的结果也是一致的。

此外，在通过不同分泌途径分泌表达 OleTJE 的菌株 S9114-pH36-NsoleTJE 和菌株

S9114-pH36-RsoleTJE中，烃的产量分别达到了 1.4 mg/L和 1.1 mg/L，产量都比胞内表达

OleTJE的对照组菌株(0.2 mg/L)要高，并且 Sec路径的分泌效果更好一些。同样，在通过

不同分泌途径分泌表达OleTMC的菌株S9114-pH36-NsoleTMC和S9114-pH36-RsoleTMC中，
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烃类化合物的产量分别为 9.6 mg/L和 7.1 mg/L。相比胞内表达 OleTMC的对照菌株，烃

类化合物的产量提高了 3倍和 2倍。从以上实验结果来看，无论是胞内表达还是分泌表

达，都是 OleTMC催化产烃更多。另外，从我们所选择的两条分泌路径来看，都是通过

Sec路径分泌表达脂肪酸脱羧酶的两种菌株中烃的产量更高，因此 Sec路径比 Tat路径

更适合用于脂肪酸脱羧酶的分泌表达。

3.3.3 脂肪酸脱羧酶在谷氨酸棒杆菌中的表面展示
在上一节研究中我们尝试了脂肪酸脱羧酶的分泌表达，发现分泌表达可以在一定程

度上提高烃类化合物在谷氨酸棒杆菌中的产量。但是后面我们考虑到，如果将脂肪酸脱

羧酶分泌到胞外进行表达的话，它的活性可能会受到影响，从而影响其催化效率。因此

针对这个问题，我们又尝试了细菌的表面展示技术。表面展示的原理就是使载体蛋白的

基因与目标基因融合到一起，连接到表达质粒上后导入宿主细胞进行表达，此时目标蛋

白便会跟着载体蛋白定位于宿主细胞的表面进行表达，从而实现目标蛋白的表面展示
[112]。这样的表达方式同样可以避免烃类化合物在细胞内积累以及跨膜运输，减少烃类

对宿主的细胞膜造成的损伤。通过查阅文献，我们选择了谷氨酸棒杆菌中的四个载体蛋

白来进行脂肪酸脱羧酶的表面展示，分别为 NCgl1221[113]，NCgl1337[114]，PorB[115]和

porC[116]。之前的实验数据表明，在我们所选择的两种脂肪酸脱羧酶中，OleTMC的催化

效率比OleTJE的催化效率高，所以我们分别将编码这四个载体蛋白的基因与编码OleTMC

的基因进行融合，融合后的片段连接到质粒 pH36mob 上，之后再导入 C. glutamicum
S9114中，菌落 PCR验证无误后便得到了四株不同的将 OleTMC进行表面展示的重组菌

株。

我们以胞内表达 OleTMC的菌株 S9114-pH36-oleTMC作为对照，将上述构建的四个表

面展示菌株在摇瓶中进行产烃发酵验证。从生长情况来看，OleTMC的表面展示对于菌株

的生长和糖耗没有产生很大的影响。如图 3.3(a)所示，从各菌株的产烃情况来看，将

OleTMC进行表面展示后，菌株中烃的产量都有不同程度的下降。对照菌株中烃的产量为

2.4 mg/L，而实验组中产烃相对较多的菌株 S9114-pH36-NCgl1337-oleTMC产量达到了 0.5
mg/L，仅为对照组的 1/5。产烃最少的菌株 S9114-pH36-PorB-oleTMC产量只有 0.1 mg/L，
相比对照组菌株有一个大幅度的下降。

之后我们考虑到启动子的选择可能会对基因的表达效果产生一定的影响，所以我们

尝试了将 H36启动子替换为 Eftu启动子进行表面展示。产烃结果如图 3.3(b)所示，Eftu
启动子的表达效果与 H36启动子结果类似，实验组的产烃依然比对照组低，实验组中产

烃最多的菌株 S9114-pH36-NCgl1337-oleTMC产量仅为对照组菌株的 1/6。这些实验结果

表明，OleTMC的表面展示结果与预期结果完全相反，应该与启动子的选择无关，但是其

中具体的原因还不得而知。我们推测可能是因为脂肪酸脱羧酶与载体蛋白融合后影响了

它的表达效果，从而导致了烃产量的下降。
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图 3.3 OleTMC表面展示后烃的产量 (a)H36启动子；(b)Eftu启动子

Figure 3.3 Alkene production of displaying fatty acid decarboxylase OleTMC on the cell surface.
(a) Alkane/alkene production under the control of H36 promoter. (b) Alkane/alkene production under the

control of Eftu promoter. Fermentation was carried out in shake flask.
注：NCgl1221、NCgl1337、PorB、PorC分别代表融合对应载体蛋白表达 OleTMC的菌株。发酵在 250

mL摇瓶中进行，发酵体系为 30 mL，30°C，200 rpm，pH 7.0。

3.4 本章小结

本章实验以 C. glutamicum S9114 为研究对象，通过异源表达脂肪酸脱羧酶使 C.
glutamicum S9114具备了产烃能力，并通过进一步的脂肪酸脱羧酶的分泌表达实现了烃

类化合物产量的明显提高。本章的主要结论如下：

（1）异源表达我们所选择的来自 Jeotgalicoccus sp. ATCC 8456 的 OleTJE和来自

Macrococcus caseolyticus的 OleTMC后，C. glutamicum S9114能够通过脂肪酸的脱羧成功

生产烯烃。并且在两种不同来源的脂肪酸脱羧酶的催化下，菌株生成的烯烃的种类是一

致的。其中，OleTMC的表达效果更好，在菌株中产烃更多。

（2）将脂肪酸脱羧酶通过 Sec路径或 Tat路径分泌至细胞外进行催化反应，直接在

胞外利用谷氨酸棒杆菌生成的大量游离脂肪酸进行脱羧产烃，同时也避免了烃类化合物

的跨膜运输，各菌株烃类化合物的产量都有较为明显的提高。其中，通过 Sec路径分泌

表达脂肪酸脱羧酶的效果更好，最终烃类化合物的产量可以达到 9.6 mg/L，比胞内表达

脂肪酸脱羧酶的对照菌株产量提高了 3倍左右。而将脂肪酸脱羧酶 OleTMC进行表面展

示后，对于菌株中烃类化合物产量的提高没有帮助，反而造成了产量有一个比较大幅度

的下降。并且我们尝试了替换启动子之后也是同样的实验结果。对于这个现象，暂时还

不清楚其中具体的原因。我们推测可能是因为脂肪酸脱羧酶与载体蛋白融合后，基因的

表达效果受到了影响，从而导致了烃产量的下降。
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第 4章 双产烃路径在谷氨酸棒杆菌中的构建

4.1 引言

在前面两个章节的实验中，我们分别在谷氨酸棒杆菌中尝试了两条不同的烃类化合

物的合成路径。两条路径分别是由 AAR、ADO组成的将脂酰-ACP作为合成前体经过

两步反应生成烃类的 AAR-ADO路径，以及直接将脂肪酸进行脱羧生成烃类的 OleT路

径。虽然我们针对这两条路径都进行了一些优化，烃类化合物的产量也有了一些提高，

但是其生产水平依然在比较低的一个范围内，与实现烃类化合物的产业化大规模生产之

间还存在着非常大的差距。此外，C. glutamicum对木质纤维素体系有较强的耐受性，在

其中可以生长得非常好。因此，对 C. glutamicum进行代谢工程改造后，实现了利用来

源广泛并且可再生的木质纤维素原料生产纤维素烃类化合物，可以降低生产成本，具有

非常大的实际应用优势。

在本章研究中，为了进一步提高 C. glutamicum中烃类化合物的产量，我们尝试了

在具备 AAR-ADO产烃路径的菌株 HW4中构建 OleT产烃路径，通过将两条路径结合

到一起从而提高菌株的产烃能力。接下来尝试了将脂肪酸脱羧酶分泌到胞外进行表达，

烃类化合物的产量也有了进一步的提高。之后我们针对发酵条件进行了优化，发现溶氧

对于 OleT路径非常重要，增加溶氧可以使烃类化合物的产量有比较大的提高。最后我

们利用玉米秸秆水解液进行烃类化合物的生产，为利用廉价的木质纤维素原料工业化生

产烃类化合物奠定了基础。

4.2 材料与方法

4.2.1 实验菌株及质粒
本章节研究所使用的出发菌株和改造菌株均列于表 4.1中。本章节的出发菌株是 C.

glutamicum HW4，构建质粒所用的宿主菌为 E. coli BL21，生物脱毒菌株为 Paecilomyces
variotii FN89，由本实验室自主筛选得到。以上菌株均保存于本实验室。

4.2.2 培养基和培养条件

Paecilomyces variotii FN89保存培养于 PDA斜面培养基。PDA培养基中各成分及含

量为 200 g/L土豆汁，20 g/L葡萄糖和 15 g/L琼脂。

本章节使用的其余培养基和培养条件与前两个章节相同，详情请参考 2.2.2。
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表 4.1 本章所使用的菌株、质粒和引物

Table 4.1 Strains, plasmids and primers used in this study
Strains Character istics Sources

E. coli BL21 Host for plasmid construction Lab stock

C. glutamicumHW4 C. glutamicum S9114 with fasR gene deleted and carrying aar and ado Lab stock

HW4-pH36-oleTJE C. glutamicumHW4 carrying pH36-oleTJE This study

HW4-pH36-oleTMC C. glutamicumHW4 carrying pH36-oleTMC This study

HW4-pH36-NsoleTJE C. glutamicumHW4 carrying pH36-NsoleTJE This study

HW4-pH36-RsoleTJE C. glutamicumHW4 carrying pH36-RsoleTJE This study

HW4-pH36-NsoleTMC C. glutamicumHW4 carrying pH36-NsoleTMC This study

HW4-pH36-RsoleTMC
HW4-pEftu-NsoleTMC

C. glutamicumHW4 carrying pH36-RsoleTMC
C. glutamicum S9114 carrying pEftu-NsoleTMC

This study

This study

Plasmids Character istics Sources

pH36mob

pEftumob

Overexpression vector, kanamycin resistance

Overexpression vector, kanamycin resistance

Lab stock

Lab stock

pEftu-NsoleTMC pH36-NsoleTMC with H36 promoter replaced by Eftu promoter This study

Pr imers Sequence(5’-3’) Restr iction enzyme

NsoleTMC(Eftu)-F

NsoleTMC(Eftu)-R

ACGCGTCGACATGAAATATGAATTTAATAATAGATTCCGAAC

AACTGCAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGTTTTGTACGGTCGATATTCACCCTTA

TATTTTC

SalI

PstI
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4.2.3 重组质粒的构建及转化
本章节研究新构建的质粒及其引物列于表 4.1，其余均列于表 3.1中。以上质粒均为

表达质粒，以 pH36mob、pEftumob质粒为载体。利用引物 NsoleTMC(Eftu)-F/R将 Ncgl1289
基因信号肽与 oleTMC融合后的片段从质粒 pH36-NsoleTMC上扩增下来，然后插入到质粒

pEftumob的 SalI/PstI位点，从而得到质粒 pEftu-NsoleTMC。
大肠杆菌感受态细胞的制备及质粒的转化详见 2.2.3。

4.2.4 重组菌株的构建
本章节研究所使用的宿主菌为 C. glutamicum HW4，转化方式详见 2.2.4。

4.2.5 木质纤维素原料预处理及生物脱毒
预处理方法采用干酸预处理。首先将玉米秸秆洗净晾干，然后进行粉碎。粉碎后的

玉米秸秆与 3.5%（w/w）的稀硫酸以 2:1（w/w）的比例混合，一起加到预处理反应器

中进行预处理，反应条件为 175°C，50 rpm，5 min。经过预处理的原料中固含量约为 50%
（w/w），整个预处理过程中没有废水的产生。预处理过后的玉米秸秆原料每 g干物料

含有 41.5 mg葡萄糖、115.6 mg木糖、20.4 mg乙酸、1.8 mg糠醛、4.8 mg 5-羟甲基糠醛。

物料经过预处理后，使用固态生物脱毒方式。首先利用 20%（w/w）的氢氧化钙溶

液将物料的 pH调至 5.5左右，接着进行磨浆。然后在物料中以 10%（w/w）的接种量接

入 Paecilomyces variotii FN89的种子，混合均匀，在密封盒中进行脱毒。在室温下脱毒

三到四天即可脱除抑制物。

4.2.6 玉米秸秆水解液的制备
本研究中用到了 15%（w/w）的玉米秸秆水解液，水解液的制备在 5L发酵罐中进

行。将脱毒后的玉米秸秆原料基于干物料 15%（w/w）的装载量加入发酵罐中，纤维素

酶添加浓度为 10 mg蛋白/g干物料。糖化条件为 50°C，150 rpm，pH为 4.8，时间为 48
h。结束后将发酵醪 10,000 rpm离心 10 min，上清灭菌后在无菌条件下进行过滤，滤液

即为水解液。通过检测，水解液中含有 58.9 g/L葡萄糖，25.6 g/L木糖，0.78 g/L乙酸，

0.08 g/L糠醛和 0.02 g/L 5-羟甲基糠醛。

4.2.7 产烃发酵
发酵种子液的培养以及摇瓶发酵的条件与前两章节相同，详见 2.2.5。
条件优化的发酵在 1 L发酵罐中进行，发酵体系为 600 mL，温度为 30°C，转速 600

rpm，接种量为 10%，通气量为 1.4 vvm。发酵过程中通过自动补加 2M H2SO4和 5M NaOH
使 pH维持在 7.0。

在使用水解液进行上罐发酵之前，我们对菌株 HW4-pH36-NsoleTMC进行了短期的适

应性进化。驯化在装有 30 mL 15%玉米秸秆水解液的 250 mL摇瓶中进行，并额外添加

了营养盐保证菌株可以正常生长。营养盐各组分在培养基中的浓度为 5 g/L (NH4)2SO4，

1.0 g/L KH2PO4，1.0 g/L K2HPO4以及 0.25 g/L MgSO4。以 5%（v/v）的接种量每 72 h转
接一次，期间使用 5M NaOH调节 pH维持在 7.0左右。
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利用水解液生产纤维素烃类化合物的发酵在 3 L罐中进行，培养基为 800 mL添加

了营养盐的 15%玉米秸秆水解液，发酵温度设置为 30°C，转速 600 rpm，接种量为 10%，

通气 1.4 vvm。发酵过程中通过自动补加 2M H2SO4和 5M NaOH使 pH维持在 7.0。发酵

期间取样测定 OD600及葡萄糖消耗情况。

4.2.8 烃类的提取与测定
提烃方法及计算方式与前两个章节相同，详见 2.2.6。

4.2.9 分析方法
葡萄糖通过生物传感分析仪 SBA-90测定。乙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛通过高效液

相色谱检测，配备的色谱柱为 Bio-Rad Aminex HPX-87H柱，示差折光检测器 RID-10A。
检测时柱温为 65°C，流动相为 5mM H2SO4，流速为 0.6 mL/min。菌株的生长情况通过

分光光度计在 600 nm下测定光密度（OD600），然后制作生长曲线。

4.3 结果与讨论

4.3.1 双产烃路径在谷氨酸棒杆菌中的构建
之前的研究结果表明，利用谷氨酸棒杆菌生产烃类化合物是可行的，但是目前的产

量还维持在较低的水平。因此为了进一步提高谷氨酸棒杆菌的产烃能力，我们尝试了在

具备 AAR-ADO产烃路径的菌株 HW4中构建了另外一条 OleT产烃路径，将这两条路

径结合到同一株菌株中。我们将之前构建好的两个脂肪酸脱羧酶表达质粒电转到菌株

HW4中，构建了菌株 HW4-pH36-oleTJE和 HW4-pH36-oleTMC。之后以带有空载质粒的

菌株 HW4-pH36为对照进行发酵，72 h后对发酵液中的烃类化合物进行检测。

图 4.1 菌株 HW4-pH36, HW4-pH36-oleTJE and HW4-pH36-oleTMC中的产烃情况

Figure 4.1 GC-MS result of alkane production in C. glutamicum HW4-pH36, HW4-pH36-oleTJE and
HW4-pH36-oleTMC.

发酵液的检测结果如图 4.1所示，在菌株 HW4中异源表达两种脂肪酸脱羧酶后都

有烯烃的生成，分别是 C12、C14的双烯烃和 C15、C17的单烯烃，并且同样是 OleTMC

催化生成的烯烃更多，与在菌株 S9114中的结果是一致的。另外，在对照菌株中，没有

上述四种烯烃的生成，进一步表明菌株 HW4中脂肪酸脱羧酶的导入可以使其产烃能力
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有进一步的增强。

在第二章的研究中，我们针对菌株 HW4中烃类化合物合成路径进行的代谢工程改

造没有取得明显的效果。在第三章的研究中，我们将脂肪酸脱羧酶分泌到胞外进行表达

后，烃类化合物的产量有了一定的提高。接下来便于菌株 HW4中尝试了 OleT的分泌表

达。由于菌株 HW4中缺乏脂肪酸的转录调控因子 FasR，脂肪酸的生成不会受到反馈抑

制，所以菌株 HW4相比 C. glutamicum S9114在发酵过程中会更多的游离脂肪酸，这也

刚好为脂肪酸脱羧酶提供了足量的底物，所以在底物供给方面会比 C. glutamicum S9114
更具优势。

图 4.2 (a) C. glutamicum HW4-pH36-Ns/RsoleTJE/MC中的烃类合成路径示意图；(b)各菌株中烃类化

合物的产量

Figure 4.2 (a) The alkane biosynthesis pathway in C. glutamicum HW4-pH36-Ns/RsoleTJE/MC.
(b) Alkane/alkene production.

注：发酵在 250mL摇瓶中进行，发酵体系为 30 mL，30°C，200 rpm，pH 7.0。

我们将之前构建好的4个分泌表达脂肪酸脱羧酶的质粒转入菌株HW4中，菌落PCR
验证无误后进行发酵。我们以胞内表达两种脂肪酸脱羧酶的菌株为对照，在摇瓶中对重

组菌株进行了产烃发酵验证。在这里，菌株中存在两条产烃路径，为了便于区分，我们

将这两条路径的产量分开进行统计计算。C12、C14的双烯烃和 C15、C17的单烯烃为

OleT产烃路径的产量，其余的烃类为 AAR-ADO产烃路径的产量，菌株中烃类化合物
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的总产量则为这两条产烃路径的总和。

实验结果如图 4.2(b)所示，从 OleT产烃路径来看，不管有没有分泌表达，依然是表

达 OleTMC的菌株产烃更多。其中，对照菌株 HW4-pH36-oleTMC的 OleT路径产量为 3.5
mg/L，通过 Tat途径分泌表达的菌株 HW4-pH36-RsoleTMC产量为 8.9 mg/L，通过 Sec途
径分泌表达 OleTMC的菌株 HW4-pH36-NsoleTMC烃的产量达到了 10.1 mg/L，比对照提高

了 1.9倍。而从 AAR-ADO路径来看，这条路径的产烃情况依然不稳定，各菌株平行实

验组之间烃的产量都出现了差距较大的情况。从烃的总产量来看，菌株

HW4-pH36-NsoleTMC产量最高，达到了 16.0 mg/L。所以在后续实验中，我们都以菌株

HW4-pH36-NsoleTMC进行。

4.3.2 利用葡萄糖为碳源优化烃类化合物的生产
在确定了合适的脂肪酸脱羧酶及其最佳分泌途径之后，我们尝试了另外两个策略来

进一步提高烃类化合物的产量。一方面是替换启动子，提高脂肪酸脱羧酶的分泌表达效

果；另一方面是针对产烃发酵时的各个条件进行优化，从而提高烃类化合物的产量。

图 4.3 通过优化启动子和发酵条件来提高烃的产量 (a) 启动子; (b) NADPH; (c) 温度; (d) pH;
(e)溶氧

Figure 4.3 Improving alkane/alkene production by promoter optimization and optimizing culture
conditions. (a) Promoter; (b) NADPH; (c) Temperature; (d) pH; (e) DO.

注：启动子的优化及额外添加 NADPH的发酵是在 250 mL摇瓶中进行的，发酵体系为 30 mL，30°C，
200 rpm，pH 7.0。温度、pH和转速的优化是在 1L发酵罐中进行的，发酵体系为 600 mL。
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对于启动子的优化，我们现在使用的是 H36启动子，后面选择了组成型强启动子

Eftu进行替换。构建好对应的质粒后电转菌株HW4中进行产烃验证。实验结果如图4.3(a)
所示，采用 H36启动子的对照菌株 HW4-pH36-NsoleTMC中 OleT路径产烃为 9.2 mg/L，
而 Eftu启动子控制下 OleT路径产烃为 9.7 mg/L，略高于对照菌株。这一结果表明，将

启动子替换为 Eftu对于产烃没有明显的影响，或许后续可以考虑换成弱启动子验证一下

表达效果。

之后我们针对发酵条件进行了一系列优化来提高烃类化合物的产量。首先我们考虑

到脂肪酸脱羧酶 OleT属于 P450酶系，P450酶的催化需要电子传递系统从 NADPH中

获得电子传递给 P450蛋白。而我们将脂肪酸脱羧酶分泌到胞外表达的话，可能会存在

还原力不足的问题，因此我们尝试着直接在培养基中添加 0.5 mM NADPH。实验结果如

图 4.3(b)所示，在额外添加 NADPH之后，菌株中 OleT路径的产烃反而略微有些下降，

产量从 7.1 mg/L下降到了 5.8 mg/L，这一结果表明NADPH在正常的情况下也是足量的。

对此，我们推测原因可能是目前烃类化合物的产量还停留在较低的水平，在脂肪酸脱羧

酶的催化过程中并不需要消耗大量的还原力。

接着我们对发酵时的温度进行了优化。通过查阅资料我们发现 OleTMC来源的菌株

M. caseolyticus的最适生长温度为 26°C，因此选择了 26，30，35°C三个不同的温度进

行发酵验证。在发酵过程中，我们发现菌株在 30 °C下生长得最好。烃类的产量如图 4.3(c)
所示，从 OleT产烃路径来看，菌株在 30和 35 °C下的产量相差不大，都达到了 10mg/L
左右，而 26°C下烃类的产量仅为 5.5 mg/L，。可能是因为谷氨酸棒杆菌在 26°C下的生

长情况不是很好，所以产烃能力也有一定幅度的降低。从各发酵温度下烃类的总产量来

看，菌株在 30°C时产烃最多，产量有 16.3 mg/L。
然后我们在不同的 pH下进行了产烃发酵的尝试。谷氨酸棒杆菌发酵时 pH一般维

持在 7左右，因此我们选择了 6，7，8三个不同 pH进行发酵。从生长情况来看，当 pH
为 6或 8时，菌株生长得很差，因此菌株中的两条产烃路径的产量都比较低。如图 4.3(d)
所示，pH为 6时菌株中烃类的总产量仅为 7.8 mg/L；pH为 8时菌株中烃类的总产量为

13.8 mg/L；在 pH为 7时，菌株中烃类的产量达到最高，有 24.8 mg/L。这一结果表明

发酵时的 pH对于 C. glutamicum的生长是非常重要的，同时也与目标产物的产量息息相

关。

最后我们考虑到，在脂肪酸脱羧酶的催化过程中需要有氧气的参与，所以溶氧对于

烃类化合物的生产应该是一个比较重要的影响因素。因此，我们通过设置发酵罐搅拌桨

400，600，750 rpm等不同的转速来改变产烃发酵时的溶氧。实验数据表明，随着转速

的增加，发酵时的溶氧越高，菌株的生长情况越好，耗糖速率也越快。实验数据如图

4.3(e)，从 OleT路径的产烃情况来看，当搅拌桨转速为 400 rpm时，OleT路径的产量只

有 3.3 mg/L。相比之下，转速为 600 rpm时，OleT催化生成的烯烃产量为 9.0 mg/L；在

750 rpm转速时，OleT路径产烃高达 21.8 mg/L，比 400 rpm时提高了 5.6倍。从AAR-ADO
产烃路径来看，溶氧的变化对于烃类化合物的产量没有太大的影响。因此产烃最多的是
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转速为 750 rpm下的发酵，菌株中烃类产量为 29.2 mg/L。这一结果同时也证明了菌株的

生长对于烃类化合物的最终产量来说是比较重要的。

4.3.3 以木质纤维素原料进行烃类化合物的生产
为了充分发挥谷氨酸棒杆菌的优势并且进一步降低生产成本，我们利用目前产烃最

多的改造菌株 HW4-pH36-NsoleTMC在木质纤维素体系中进行了产烃发酵。考虑到我们的

重组菌株是在原始谷氨酸棒杆菌的基础上做了很多代谢工程改造的，对木质纤维素体系

的耐受性可能会变弱，因此为了增强其适应性，我们将改造菌株在玉米秸秆水解液中进

行了一个短期的适应性进化。驯化在 15%（w/w）的玉米秸秆水解液中进行，并额外添

加营养盐来帮助菌株生长。待菌株的各方面都得到稳定，我们便将其在的玉米秸秆水解

液中进行纤维素烃类化合物的发酵，并向水解液中额外添加 5 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L
KH2PO4, 1 g/L K2HPO4以及 0.25 g/L MgSO4。

图 4.4 (a) 菌株 HW4-pH36-NsoleTMC在 15%玉米秸秆水解液中的生长和糖耗情况；(b) 各时间段

的产烃情况

Figure 4.4 (a)The cell growth and glucose consumption of the strain HW4-pH36-NsoleTMC in 15% corn
stover hydrolysate; (b) Alkane/alkene production

注：发酵在 3 L罐中进行，发酵体系为 800 mL。发酵时向水解液中额外添加了营养盐，具体成分及

发酵条件见 4.2.7。
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如图 4.4所示，菌株在水解液中进行了短期的驯化之后，对木质纤维素体系的适应

性得到一定程度的提高。在发酵进行到 48 h时，OD600达到了 25以上，之后略微有些

下降，可能是发酵液中的葡萄糖耗尽导致的结果。从产烃情况来看，在整个发酵过程中，

纤维素烃类化合物的产量表现出慢慢增长的走势。在发酵结束时的 72 h时，纤维素烃类

化合物的总产量达到了 10.8 mg/L。其中，OleT路径的产量为 7.8 mg/L，AAR-ADO路

径的产量为 3.0 mg/L。
虽然相较于在合成培养基中的最终产量，这个结果相对较低，但是也有力地证明了

利用木质纤维素原料进行可持续生产纤维素烃类化合物是可行的。基于上面的实验结

果，后续可以考虑在水解液中从增加溶氧等方面对菌株的产烃进行优化，进一步提高烃

类化合物的产量。

以当前报道的技术来看，利用大肠杆菌产烃的产量从 1.3至 1310 mg/L 不等，而在

酿酒酵母中的产量会相对更低一些。本文以葡萄糖为碳源时最高产量达到 29.2 mg/L，
这一结果比大部分大肠杆菌的产量低一些，但是比酿酒酵母的产量高。此外，本文以木

质纤维素生物质为碳源进行初步产烃，烃类化合物的产量达到 10.8 mg/L，目前还具有

很大的提升空间。

4.4 本章小结

本章将 AAR-ADO路径和 OleT路径结合到一起，在 C. glutamicum中构建了双产烃

路径，并通过对培养条件进行优化提高了以葡萄糖为碳源时烃类化合物的产量，最后在

玉米秸秆水解液中实现了纤维素烃类化合物的生产。本章的主要结论如下：

（1）在具备 AAR-ADO产烃路径的 C. glutamicum中进行 OleTMC的分泌表达，我

们成功构建了一株具备双产烃路径的 C. glutamicum；
（2）在以葡萄糖为碳源的合成培养基中针对培养条件进行优化，我们发现通过增

加发酵罐搅拌桨的转速来增加溶氧能够提高烃类化合物的产量，最高可达 29.1 mg/L；
（3）在 15 %（w/w）的玉米秸秆水解液中，菌株 HW4-pH36-NsoleTMC中烃类化合

物的产量达到了 10.8 mg/L，成功实现了纤维素烃类化合物的生产。
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第 5章 结论与展望

5.1 结论与创新点

随着不可再生化石资源的日益紧缺，人们加快了对各类替代燃料的研究与开发。生

物燃料作为一种非常有希望的替代产品引起了极大的关注，而利用来源广泛的木质纤维

素原料进行生物燃料的生产则是更具有不可多得的实际应用意义。本研究选择的 C.
glutamicum对木质纤维素体系中的各类抑制物耐受性较高，在菌株中构建生产烃类化合

物的路径之后对其进行了优化，显著提高了菌株的产烃能力。最后在水解液中进行产烃

发酵，成功实现利用可再生木质纤维素生产烃类化合物。此外，根据我们对已发表文献

的多次检索及查阅，在本文成文前未有利用谷氨酸棒杆菌生产烃类化合物的论文发表。

本论文的主要结论如下：

（1）在具有 AAR-ADO产烃的路径的谷氨酸棒杆菌 HW4中，烃类化合物的产量并

不理想。通过过表达烃类合成路径的两个关键基因，以及通过异源表达脂酰-ACP合成

酶 AasS来增加前体物质的供给这两个方法来强化菌株 HW4中的产烃路径，对于菌株

HW4的烃类化合物产量的提高没有明显的帮助作用。通过增加辅因子 NADPH的供给，

菌株 HW4中烃类化合物的产量有一定的增加，但是幅度不大，效果并不明显。另外，

将副产物甲酸进行降解也没有对产烃有太大的帮助，可能是因为细胞中生产的甲酸本来

就不多，没有对细胞造成太大的伤害。

（2）在C. glutamicum S9114中异源表达来自不同菌株的脂肪酸脱羧酶OleT能够实

现烯烃的生产。OleT通过 Sec路径或 Tat路径分泌到胞外进行表达，直接在胞外利用谷

氨酸棒杆菌生成的大量游离脂肪酸进行脱羧产烃，同时也避免了烃类化合物的跨膜运

输，各菌株烃类化合物的产量都有较为明显的提高。其中，通过 Sec路径分泌表达脂肪

酸脱羧酶的效果更好，最终烃类化合物的产量可以达到 9.6 mg/L，比胞内表达脂肪酸脱

羧酶的对照菌株产量提高了 3倍左右。而将脂肪酸脱羧酶 OleTMC进行表面展示后，对

于菌株中烃类化合物产量的提高没有帮助，反而造成了产量有一个比较大幅度的下降。

并且尝试了替换启动子之后也是同样的实验结果。对于这个现象，暂时还不清楚其中具

体的原因。推测可能是因为脂肪酸脱羧酶与载体蛋白融合后，基因的表达效果受到了影

响，从而导致了烃产量的下降。

（3）为了进一步提高谷氨酸棒杆菌中烃类化合物的产量，我们在具备 AAR-ADO
路径的菌株HW4中引入了另外一条OleT产烃路径，将这两条路径结合到同一株菌株中。

之后同样将脂肪酸脱羧酶进行分泌表达，发现同样是通过 Sec路径分泌表达 OleTMC的

菌株产烃更多，总产量达到了 16.0 mg/L。接着我们在以葡萄糖为碳源的合成培养基中

对温度、pH、转速等几个方面对发酵条件进行了优化。我们发现增加转速可以明显增加

脂肪酸脱羧酶催化生成的烯烃。因为脂肪酸脱羧酶的催化过程需要有氧气的参与，转速
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的增加使得溶氧增加，提高了脂肪酸脱羧酶的催化效率。在合成培养基中，烃的产量最

高可达到 29.2 mg/L。最后，本研究还利用了木质纤维素原料实现了纤维素烃类化合物

的可持续生产。虽然这个结果与大肠杆菌中烃的产量相比较少，但是为利用可再生的木

质纤维素进行烃的生产奠定了基础，具有实际应用的意义。

根据 GC-MS谱图的峰面积计算烃类化合物的产量，是导致产量测定不准确的重要

因素。由于样品中大量脂肪酸的存在，GC-MS谱图的基线漂移过高且不规则，使得烃

类化合物的产量比实际的偏低。我们也尝试过将样品进行甲酯化处理，但是这一过程会

导致烃类化合物的损失。所以在高浓度脂肪酸存在的情况下，需要研发一种更为准确的

检测方法。

5.2 展望

本研究在谷氨酸棒杆菌中构建了生产烃类化合物的途径，并对菌株进行了代谢工程

改造提高烃类化合物的产量。但是还存在一些问题需要进行深入研究：

（1）aar和 ado虽然被整合到了基因组上，但是菌株 HW4中烃类化合物的产量并

不稳定，并且对其进行的改造也没有太大的效果。可能与这两个基因整合的位点有关，

所以后续可以尝试更换整合位点。

（2）在其他菌株中，OleT催化生成的都是奇数链长的单烯烃；而在谷氨酸棒杆菌

中还出现了偶数链长的双烯烃，这可能与谷氨酸棒杆菌生成的脂肪酸种类有关。所以之

后可以对其生成的脂肪酸种类进行研究，探究其脂肪酸生成机制与其他菌株的不同。

（3）在玉米秸秆水解液中，烃类化合物的产量还处在较低的水平。后续可以考虑

优化其在水解液中的各种发酵参数等，提高纤维素烃类化合物的产量。
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