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专论与综述 

不同育种技术在乙醇及丁醇高产菌株选育中的应用 
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江西农业大学生物科学与工程学院 江西农业微生物资源开发与利用工程实验室 江西省菌物资源保护与

利用重点实验室  江西 南昌  330045 

摘  要：利用微生物发酵进行能源物质的生产是开发新型可再生能源的重要手段。在工业化生产过

程中，由于高温、渗透压及产物毒性效应等不良环境因素，常导致生产菌株的多种重要生理功能发

生改变，从而降低产物转化效率。因此，获取高产及抗逆性强的优良菌株是提高生物燃料工业化进

程的重要途径之一。本文以乙醇与丁醇生产菌株为研究对象，系统阐述当前提高生产菌株发酵性能

的各种育种手段，并对其在工业化生产过程中所面临的机遇与挑战进行简要评述。 
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ethanol and butanol producing strains 
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Abstract: The production of energy via fermentation is an important method to develop the renewable 
energy sources. Due to adverse environmental factors such as higher temperature, higher osmotic pressure 
and solvent toxicity in the process of industrial production, the physiological functions of producing 
strains were often changed, then reducing biotransformation efficiency. Therefore, obtaining excellent 
strains with higher yield and higher solvent resistance is of great significance for the current ethanol and 
butanol industrial fermentation. In this paper, we propose to discuss the ethanol and butanol producing 
strains, and the current breeding methods for improving ethanol and butanol fermentation performance 
were systematically reviewed. The opportunities and challenges in the production process of ethanol and 
butanol were also discussed. 
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石油化工技术的进步是推动世界经济飞速发

展的不竭动力之一，然而随着人们对能源需求的不

断增加及化石资源的过度开采与消耗，能源短缺危

机逐渐显现。与此同时，化石资源开采利用所造成

的环境污染问题也不容小视。因此，发展可再生能

源代替化石燃料已逐步成为全球共识。生物质能作

为继煤、石油、天然气后的第四大能源库，具有高

效、环保及可再生性等众多优点。其中，生物乙醇

被视为石油资源的理想代替品，已实现了大规模工

业化生产和应用[1]；而生物丁醇因具有更高的辛烷

值、污染轻及可与汽油任意比混合等优点，成为了

汽油的最佳代替燃料之一[2]。 

与其他工业发酵相比，生物乙醇与丁醇发酵产

物主要为有机溶剂，因此在生产过程中会对菌株产

生毒害作用[3]，从而导致发酵终产物浓度及产率偏

低。虽然近年来通过优化发酵工艺、耦合分离技术

等手段，在减轻有机溶剂的毒性效应及提高生产效

率方面取得了一定的研究进展，但对于产物产量的

提高较为有限。 

另一方面，在传统发酵过程中，生物乙醇与丁

醇的发酵底物主要为淀粉质及糖质原料，如玉米、

小麦、薯类、糖蜜等，而近年来随着世界人口的增

长、气候的变化等因素，以传统粮食作物为底物的

生产模式开始出现生产成本增加以及与人争粮等

问题。为此，开发新型发酵底物如木质纤维、藻类

等进行生物乙醇与丁醇的生产，成为近年生物能源

领域研究热点之一，然而纤维水解液中的抑制剂及

葡萄糖阻遏效应的存在，降低了菌株对廉价底物的

利用效率，因此，获取高效的生产菌株仍是影响生

产效率及成本的关键因素，而从自然界中获取的生

产菌株往往存在突变频率低、幅度小、产物产量无

法满足生产需求等弊端。因此，利用人工育种、组

学技术等育种方法对生产菌株进行改良成为获得

优良菌株的常用方法。本文从常规育种技术及多组

学育种技术出发，系统介绍了近年来生物乙醇与丁

醇生产菌株常用的育种手段，并对其在生物燃料发

酵行业的应用前景进行了展望。 

1  常规育种技术 

1.1  传统育种技术 

利用传统物理、化学手段获取突变菌株是当前

工业诱变育种的常用方式之一，部分传统育种技术

及效果见表 1。其中，物理诱变技术以辐射诱变(如

β-射线、γ-射线、紫外等)最为常见，其主要通过诱

发 DNA 链断裂引起各种交联现象的产生，达到诱

变育种的目的，具有操作简单、突变范围广等优势；

而化学诱变则以著有“超诱变剂”之称的亚硝基胍

(nitroso-guanidin，NTG)最为常见。与物理诱变相

比，化学诱变常用于处理迟发性突变，其造成的染

色体损伤相对较轻，多为基因的点突变，但由于化

学诱变剂大多存在一定的致癌性和挥发性，因此使

用时应严格遵守实验操作规则。 

1.2  新型物理诱变技术 

1.2.1  低能离子束注入 

离子束是指元素经离子注入机加速电离成离

子后，获得的一束具有能量的带电粒子放射线，其

最早被运用于金属材料的表面改性中 [11]，然而  

20 世纪 90 年代以来有研究学者发现，当离子束与

生物体相互作用时，其可作为优质诱变源引发相应

的生物学效应，从而开启了离子束在生物诱变育种

中的运用。与常规辐射诱变原理相同，低能离子束

注入技术可通过能量及电离作用引起生物体中的

染色体畸形或 DNA 链断裂，同时又因存在特有的

能量、质量及电荷三因子协同效应，使其与生物体

的相互作用更为复杂，在诱变过程中还可通过引起

受体原子的重组、位移等多重损伤诱发基因突   

变[12]。有大量研究发现，注入离子作用于生物体

时存在能量沉积及动量传递效应，其可通过对微生

物细胞壁或细胞膜产生不同程度的损伤及刻蚀，在

细胞表面形成多个孔洞，随着注入剂量的增加，刻

蚀程度不断加深，待孔洞连成一定通道后，离子束

将直接作用于遗传物质，产生相应的生物学效   

应[13-14]。目前常用的低能离子束种类主要包括 N+、

H+、Ar+、C2+等，在这诸多的离子束中以 N+离子

束运用最为广泛。Liu 等[15]对 Clostridium beijerinckii 
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表 1  部分传统诱变育种技术及其育种效果 
Table 1  Some traditional mutagenesis breeding techniques and its effects 
诱变手段 

Methods 

菌株 

Strains 

诱变结果 

Mutagenesis effects 

参考文献 

References 
60Co-γ 射线 
60Co-γ irradiation 

树干毕赤酵 CICC1960 

Pichia stipites CICC1960 

乙醇产量较出发菌株提高了 140% 

The ethanol production was 140% higher than the parent strain 

[4] 

60Co-γ 射线 
60Co-γ irradiation 

拜氏梭菌 

Clostridium beijerinckii 

丁醇及总溶剂产量较出发菌株提高了 85.41%和 81.46% 

Butanol and total solvent concentration increased by 85.41% 
and 81.46% compared with the parent strain 

[5] 

紫外诱变 

Ultraviolet 

酿酒酵母 NR1 

Saccharomyces cerevisiae NR1 

乙醇产量及产率较出发菌株提高了 25.7%和 42.9% 

The ethanol concentration and productivity were 25.7%  
and 42.9% higher than the parent strain 

[6] 

紫外诱变 

Ultraviolet 

拜氏梭菌 8052 

Clostridium beijerinckii 8052 

对玉米秸秆水解液中的糖利用率提高了 14% 

Sugar, which obtained from corn stalk hydrolysate,  
utilization was increased by 14%  

[7] 

甲基磺酸乙酯 

Ethyl methyl sulfone  

酿酒酵母 

Saccharomyces cerevisiae 

乙醇产量较出发菌株提高了 17.3% 

Ethanol production increased by 17.3% compared  
to the parent strain 

[8] 

甲基磺酸乙酯 

Ethyl methyl sulfone  

拜氏梭菌 4259 

Clostridium beijerinckii 4259 

可同时利用麦麸水解液中的己糖和戊糖发酵 

The hexose and pentose in which collected form wheat  
bran hydrolysate were simultaneously utilized in  
butanol fermentation. 

[9] 

亚硝基胍 

Nitrosoguanidine 
(NTG) 

丙酮丁醇梭菌 PJC4BK 

Clostridium acetobutylicum 
PJC4BK 

丁醇及总溶剂产量较出发菌株提高了 44.5%和 30.5% 

The butanol and total solvent concentration increased by 
44.5% and 30.5% compared with the  parent strain 

[10] 

 
D64 进行 N+离子束注入诱变处理，获得的突变菌

株 NT642，在分批发酵过程中可产生 15.4 g/L 丁醇

和 22.3 g/L 总溶剂，同时可耐受 3% (体积比)的丁

醇，丁醇耐受性较出发菌株(丁醇耐受性小于 2%)

明显提高。 

1.2.2  重离子束辐照 

重离子就是比质子重的带电粒子，其产生方式

主要有两种：一是宇宙空间中存在的带电粒子束；

二是利用重离子加速器将原子全部或部分外围电

子的带电原子核剥离。与传统诱变源相比，重离子

束因其相对电离密度较大，引起的 DNA 损伤常以

双链断裂为主，而在所有 DNA 损伤类型中，DNA

双键断裂是最为严重的损伤类型，其损伤造成的致

密性及空间复杂性往往会影响 DNA 片段与修复酶

的结合，阻碍细胞修复，从而导致细胞死亡或产生

突变[16-18]。另一方面，重离子束辐照诱变过程中，

细胞存活曲线呈“马鞍型”变化趋势，即细胞存活率

随注入剂量的增加先下降后上升再下降，说明细胞

在高辐射剂量下仍可保持较高的突变率及存活率，

突变谱大大增加 [19]。目前常见的重离子种类有
16O6+、12C6+、36Ar18+等，其中 12C6+主要被用于生

物体诱变育种中。张飞等[20]在研究 C 离子辐照对

Saccharomyces cerevisiae CICC1308 的 DNA 损伤

情况时发现，C 离子辐照可诱发高频率的 DNA 双

链断裂，同时引起一系列的生物学修复过程，而错

误修复可能是导致菌株生物学性状改变而产生突

变效应的主要原因。Matuo 等[21]通过对比 12C5+离

子束辐照和 60Co-γ射线对 Saccharomyces cerevisiae 

URA3 的诱变效果时发现，12C5+离子束辐照诱导的

基因突变频率是 60Co-γ 射线的 10 倍。 

1.2.3  常压室温等离子体诱变 

等离子体又称电浆，是由大量正负离子组成的

离子化气状物质。与传统离子束注入技术相比，常

压室温等离子体(atmospheric and room temperature 

plasma，ARTP)诱变技术去除了复杂昂贵的真空系

统，避免了由真空产生的低温及离子束产生的高温

对细胞造成的损伤，大大提高了细胞的存活率[22]。

同时有研究发现，ARTP 诱变技术在改变遗传物质
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结构的同时，还可诱发 DNA 的多种修复机制，其

中以 SOS 修复最为常见，而 SOS 修复是一种错误

倾向修复，在修复过程中会产生丰富的位点错配，

最终导致细胞具有较高的突变率[23-25]。Zhang 等[26]

通过对比 ARTP、紫外、4-硝基喹啉-1-氧化物、N-

甲基-N-硝基-N-亚硝基胍对细胞 DNA 损伤强度及

突变率的关系时发现，ARTP 诱导的突变率要远高

于其他诱变源。 

本课题组采用 ARTP 诱变技术对 Clostridium 

acetobutylicum 进行诱变处理，获得的突变菌株

ART18 发酵葡萄糖可产生 11.3 g/L 丁醇，较出发

菌株提高了 31%，同时突变菌株 ART18 能以木薯

粉作为唯一底物，在优化发酵条件后，最终可产生

12.9 g/L 丁醇和 20.7 g/L 总溶剂[27]。 

1.2.4  激光诱变 

作为一种新型物理诱变源，激光是一种不同于

自然光的高亮度定向能束，除了可通过直接作用引

起染色体缺失、易位等变化外，还可通过间接作用

产生相应的生物学效应，而由于生物系统的复杂

性，目前对于间接作用引起的诱变机理尚无确切了

解，但普遍接受的解释是，激光通过辐照机体后产

生光活化效应，导致细胞核仁器抑制解除，同时使

大分子遗传物质及蛋白质系统活性提高，机体生物

合成能力增强[28-29]。 

与常规育种技术相比，激光诱变具有选择性

高、回复突变率低及当代变异等优点，在微生物育

种中具有广阔的应用前景。张云野等[30]通过研究

紫外、微波及 He-Ne 激光对 Candida albicans 的影

响时发现，He-Ne 激光诱导的细胞正突变率可高达

48.62%，远超于紫外诱变的 6.62%及微波诱变的

20.44%，同时 He-Ne 激光诱导产生的突变菌株

HN-3 乙醇产量及得率可达到 18.49 g/L 和 0.38 g/g，

较原始菌株均提高最多。 

1.3  适应性实验室进化 

适 应 性 实 验 室 进 化 (adaptive laboratory 

evolution，ALE)是指通过给予选择压力，利用微生

物的自发突变富集高表型菌株的一种育种手段[31]，

而选择压力的存在可实现突变菌株的定向淘汰，因

此与物理、化学诱变相比，ALE 可在短时间内有

效改变菌株的某些表型或生理特征，而对除目的表

型外的其它优良性状不产生影响[32]。 

Shui 等[33]利用高温适应性进化获得了一株可在

40 °C 条件下正常生长的 Saccharomyces cerevisiae，

其乙醇产量较出发菌株提高了0.3%−0.5% (体积比)。

Matsusako 等[34]为解决 Synechocystis sp. PCC6803

对醇类耐受性较低的问题，利用异丁醇作为选择压

力进行定向驯化，获得的突变菌株对各种醇类均有

较强抗性，同时通过全基因组测序及反向遗传技术

分析发现，进化过程中基因 mcpA、hik43 及 envD 的

缺失可能是导致突变菌株具有强耐受性的主要原因。 

1.4  复合诱变 

在微生物育种过程中，单因子诱变技术虽可获

得某些性状优良的突变菌株，但同时也存在着突变

谱简单、易产生“疲劳效应”等问题。因此，在实际

生产过程中，常采用复合诱变技术处理菌株，利用

诱变剂之间的协同效应弥补单一诱变的缺陷，获得

更为丰富的突变菌库。 

随着育种技术的不断发展，育种手段也愈加多

样化，因此，广大学者对于复合诱变剂的多重组合

做了大量探索并取得了一定的研究进展，当中以理

化因子复合诱变最为常见。Pattanakittivorakul 等[35]

为获得高抗及耐高温 Saccharomyces cerevisiae，利

用紫外及甲基磺酸乙酯对出发菌株进行复合处理，

获得的突变菌株 So87E100-265 对糠醛及乙酸耐受

性明显提高，在 40 °C 条件下发酵糖蜜可产生 62.5 g/L

乙醇。本课题组采用 N+离子束注入及 NTG 复合诱

变处理 Clostridium beijerinckii L175 后，获得的突

变菌株 MUT3 发酵性能明显提高，在以糖蜜为底

物进行发酵时可产生 15.1 g/L 丁醇和 22.1 g/L 总溶

剂，较出发菌株分别提高了 34.8%和 48.3%[36]。虽

然复合诱变较单因子诱变具有更大优势，但由于缺

乏对菌株遗传背景的清晰了解，目前对于复合诱变

剂的选择还带有较大盲目性，如何进行诱变剂的有

效组合将是提高复合诱变效率的关键。 
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2  现代生物技术的应用 

2.1  基因组改组 

1998 年 Stemmer 在体外同源重组技术(DNA 

shuffling)基础上，提出了基因组改组技术(genome 

shuffling)，该育种技术是一种针对遗传背景不明确

的微生物育种方式[37-38]，可在不了解整个代谢网络

信息条件下，通过对诱变后的高表型突变菌株进行

亲本融合，以达到改善菌种遗传特性、提高代谢产

物产量的目的[39-41]。Jetti 等[42]利用基因组改组技

术 将 Pichia stipitis 的 特 异 糖 代 谢 基 因 转 移 到

Saccharomyces cerevisiae 中 ， 获 得 的 杂 交 菌 株

SP2-18 对发酵液中木糖的利用率可达到 34%，与

出发菌株完全不能利用木糖发酵相比，底物利用率

显 著 增 加 。 Li 等 [43] 以 NTG 诱 变 处 理 后 的

Clostridium acetobutylicum GX01 和 Lactobacillus 

mucosae M26 为出发菌株进行细胞融合，经 4 轮次

基因组改组后，获得的改组菌株 GS4-3 淀粉酶活

性及热稳定性均有所提升，在分批发酵过程中可产

生 20.1 g/L 丁醇，丁醇得率达到 0.23 g/g，与出发

菌株相比分别提高了 23.3%和 40%。  

2.2  基因组编辑 

基因组编辑技术是指通过对特定 DNA 片段的

高效表达或敲除，以实现目标基因定向改造的一种

遗传操作手段。与常规育种技术相比，基因组编辑

技术可避免随机诱变造成的盲目性和不可控性，有

效提高育种效率。随着近年来各种高效基因编辑工

具的开发利用，基因组水平上的 DNA 序列定向改

造有了强有力的技术支持[44-45]。Zhang 等[46]在转录

激活因子样效应物核酸酶 (transcription activator- 

like effector nucleases，TALENs)技术基础上，设计

构建了一种可特异识别真核生物启动子中 TATA

框及 GC 框的多位点基因组编辑技术(TALENs- 

assisted multiplex editing，TAME)。Gan 等[47]利用

TAME 技术对 Saccharomyces cerevisiae 进行基因

组改造，同时以高温及高渗作为筛选条件，获得的

耐 高 渗 突 变 菌 株 ScY001T 及 耐 高 温 突 变 菌 株

ScY033T，在相应胁迫条件下乙醇发酵性能较出发

菌株分别提高了 1.2 倍和 1.3 倍。Xu 等[48]通过敲

除 Clostridium acetobutylicum ATCC55025 中

cac3319 基因后，获得的突变菌株 HKKO 丁醇耐受

性明显增强，发酵葡萄糖可产生 18.2 g/L 丁醇。 

2.3  代谢工程 

代谢工程作为一门通过构建全新代谢途径来

产生特定目标代谢产物而建立起来的一个新的学

科领域，主要通过多基因重组技术对细胞代谢网络

进行合理设计及改造，实现细胞对目标产物的合成

或提高目标产物合成能力[49]。利用代谢工程育种

时，应先对改造菌株的代谢网络及流量进行系统分

析，待寻找到需要修饰或引进的生化反应后，再利

用相关分子学技术进行遗传改造。Caspeta 等[50]通

过对耐高温突变菌的全基因组测序分析发现，突变

菌株的多基因位点发生了单核苷酸多态性变异，其

中甾醇和 ATP 合成相关基因拷贝数明显增加，以

此为基础，利用代谢工程技术对 Saccharomyces 

cerevisiae 胆固醇合成途径进行改造，获得的工程菌

株在 42 °C 时，葡萄糖消耗速率较亲本菌株提高了

300%。Zhang 等[51]为提高 Clostridium tyrobutyricum

蔗糖利用率，将 Clostridium acetobutylicum 中参与

蔗糖分解代谢途径的 3 种基因(scrA、scrB、scrK)

及 醇 醛 脱 氢 酶 合 成 基 因 导 入 Clostridium 

tyrobutyricum 后发现，与出发菌株完全不能利用

蔗糖发酵相比，工程菌株 Ct(Δack)-pscrBAK 发酵

甘蔗汁可产生 14.8−18.8 g/L 丁醇，且丁醇占比达

到 94%。 

2.4  合成生物学 

合成生物学技术是以工程化的设计理念为基

础，从“元件-模块-系统”角度全方位地对细胞进行

靶向改造或构建新的生物体。因其可创造自然界

中尚不存在的人工生命系统而被誉为“第三次生

物技术革命”[52]。孙欢等 [53]通过将设计构建的

Thermus thermophiles HB8 热激蛋白元件 FBA1p- 

groes-SLM5t 导入 Saccharomyces cerevisiae 后，获
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得的工程菌株 S.c-Gro ES 在 42 °C 条件下的细胞存

活率可达到对照组的 3 倍，同时活性氧自由基水平

较出发菌株降低了 37.6%，菌株抗氧化性明显提

高。Wen 等 [54]通过将梭菌内源性发酵调节元件

(fermentation regulating element，FRE)导入 E. coli

中，成功构建了一个可自我调节的丁醇生产系统，

并发现甲酸脱氢酶(Fdh)与 FREadhE 过表达组合时

可显著提高丁醇产量，在不添加诱导剂及抗生素条

件下，利用高密度发酵可产生 10.0 g/L 丁醇。虽然

近年来利用合成生物学技术赋予了细胞崭新的生

物学功能，但同时也为人类社会及生态环境带来了

潜在风险。因此，如何促进合成生物学技术的健康

是所有研究者需要解决的共同难题。 

3  问题与展望 

随着多组学技术及系统生物学的发展，微生物

育种实现了从自然筛选到人工育种、非理性诱变到

定向诱变的跨越，育种方式也逐步趋于定向化、高

效化和安全化。本文系统回顾了当前微生物育种技

术在生物乙醇与丁醇生产菌株中的应用。其中，常

规育种技术因其操作简单、育种手段多样、收效明

显，成为当前工业生产过程中获取优良菌株的有效

手段，但同时也存在着盲目性大等弊端；而基因编

辑技术及多组学技术虽实现了已知功能基因的高

效定向转移，但其构建菌株多以实验室培养为主，

且由于工程菌株遗传背景较为复杂，代谢机理不够

清晰，因此离工业化生产仍有较长距离。除此之外，

由于突变的不可控性，常常需要花费大量的时间和

精力进行目的菌株的筛选，如何从庞大的突变体文

库中快速高效地获取优良菌株，将是未来广大学者

所要攻破的难关。只有通过理性筛选与育种技术相

结合，才能达到高效获取优良菌株的目的。 

另一方面，生物乙醇与丁醇发酵已有上百年历

史，虽然生物乙醇已步入产业化生产，但两者与化

学合成法相比仍面临着诸多挑战，如低产率、低转

化率、高成本等，针对上述问题，研究者可从以下

几个方面加强研究：(1) 扩大生产菌谱，结合新型

高通量筛选方法，通过对目的菌株的有效筛选，以

期发现更多高产、高抗生产菌株。(2) 利用代谢工

程及合成生物学技术，过表达菌株自身或外源耐受

性相关基因，在解除溶剂毒性效应的同时，有效提

高产物产量。(3) 开发新型廉价可利用底物，通过

构建高水平异源底物降解酶系，增强菌株底物利用

能力，最终提高菌株对廉价底物的转化效率。若能

充分整合各组学信息，准确模拟代谢网络结构，我

们有理由相信，在不久的将来可真正实现优良菌株

的高效生物转化。 
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