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摘  要：生物法获取乙醇与丁醇过程中有机溶剂的毒性是生产菌重要环境胁迫因素之一，且当

有机溶剂超过一定浓度时便会抑制微生物的生长，甚至引起微生物的死亡，因此提高工业微生

物的有机溶剂耐受性对工业生产具有重要的意义。对微生物乙醇及丁醇耐受机制的研究可为选

育具有较强溶剂耐受菌提供理论基础。本文系统介绍了微生物耐受乙醇与丁醇的机制，并对其

在生物燃料生产及生物转化中面临的机遇与挑战等问题进行简要的评述。 
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Abstract: Solvent toxicity to producing microorganisms is one of the key stress elements during 
ethanol and butanol production by microbial fermentation. Furthermore, ethanol and butanol inhibit 
microbial growth and even cause cell death when the concentration reaches a certain value. 
Improvement of solvent tolerance of these microorganisms is important for industrial applications. 
Research on the ethanol and butanol tolerance mechanisms of microorganisms can provide basis for 
breeding of producing strains with improved solvent tolerance. In this paper, we reviewed ethanol 
and butanol tolerance mechanisms of microorganisms. The opportunities and challenges in the 
applications for biofuel and biotransformation are also discussed. 
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随着化石燃料资源供给日益紧张，以及人们对

环境保护意识的持续提高，以可再生原料生产能源

物质成为全球优先发展的战略。由于乙醇能以淀粉

和蔗糖类物质为底物通过微生物发酵法生产，因此

乙醇是被认为是一种可替代的燃料物质[1]。除乙醇

之外，丁醇被认为是另一种潜在的可替代的新型生

物燃料；无论是燃烧值还是辛烷值丁醇与汽油最为

接近。此外丁醇还具备许多优于生物乙醇的特点，

如亲水性弱、腐蚀性小、便于管道输送，且能与汽

油任意比混合，无需对汽车发动机进行改造，将是

替代汽油最理想的生物燃料。因此，近年来以发酵

法生产丁醇重新受到人们的重视[2-3]。 

从已有文献可知常用的乙醇生产菌主要为酿

酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)。而目前丁醇发

酵工业主要采用厌氧梭状芽孢杆菌如 Clostridium 

acetobutylicum、Clostridium beijerinckii等(见表 1)。

然而，与其它发酵工业相比，乙醇、丁醇发酵产物

主要为有机溶剂，研究表明当乙醇在培养液中累积

到一定浓度时，便对酵母细胞产生毒性效应[4]。而

当进行丙酮丁醇发酵时，在分批发酵过程中，通常

当发酵液中丁醇浓度超过 13.0 g/L 时便抑止生产

菌的生长，而当浓度超过 20.0 g/L时则对细胞产生

毒性效应[5]。有机溶剂对细胞产生毒性的结果将限

制乙醇及丁醇在发酵液中的累积，从而当发酵结束

时出现低产物浓度及低产率现象，而提高生产菌的

溶剂耐受性可以保证微生物细胞在发酵过程中保

持较好的细胞活性和较高的发酵性能；因此，微生

物细胞的乙醇与丁醇耐受性重新成为世界范围内

的研究热点。各国科学工作者从细胞和分子水平对

微生物细胞的溶剂耐受性进行了较为全面的研究，

发现了很多与溶剂耐受性相关的细胞形态及细胞

膜脂肪组成的变化和与溶剂耐受性相关的特定基

因，并在此基础上对微生物细胞进行了相应的改

造，成功提高了微生物细胞的溶剂耐受性。本文系

统介绍了近年乙醇与丁醇的溶剂耐受机制研究进

展，并展望了其在生物燃料发酵行业与移除严重污

染的环境微生物技术等方面的应用前景。 

1  微生物耐受乙醇与丁醇机制 

1.1  一般应激反应 

在有机溶剂存在的胁迫环境中，耐受菌普遍会

被诱发大量应激蛋白以抵抗有机溶剂的毒性侵害。

Isar等[10]通过蛋白印迹分析(Western blot analysis) 

Clostridium beijerinckii ATCC 10132及其溶剂耐受性

突变菌时发现，将野生菌与突变菌置于 025%浓度

的丁醇环境中，丁醇耐受菌的热激蛋白表达量明显

高于野生菌。Mann 等 [3]研究发现当 Clostridium 

acetobutylicum 过量表达相应编码应激反应蛋白基

因 groESL、grpE 和 htpG 时其重组菌的丁醇耐受性

大大提高，将重组菌与野生菌置于 2%丁醇环境 2 h 

表 1  已报道的部分常用乙醇和丁醇生产菌 
Table 1  Some strains for producing ethanol or butanol 

菌株 

Strains 

丁醇耐受性 

Butanol tolerance (%, V/V) 

乙醇耐受性 

Ethanol tolerance (%, V/V) 

参考文献

References 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 2.0 − [6] 

Clostridium acetobutylicum P262 2.0 − [7] 

Clostridium beijerinckii MUT3 4.3 − [2] 

Saccharomyces cerevisiae − 18.0 [8] 

Enterobacter sp. VKGH12 1.5 − [9] 

Clostridium beijerinckii ATCC 10132 3.1 − [10] 

Clostridium beijerinckii BA101 1.96 − [11] 

注：−：未实施相关耐受性试验. 

Note: −: No tolerance test performed. 
 



1866 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

后，野生菌不能存活而工程菌仍能保持较高的活

力，进一步研究证明重组菌 groESL、grpE和 htpG

基因的表达量较野生菌分别提高 45%、25%和

56%。而酵母菌的乙醇耐性同样与热休克蛋白质

(Heat shock protein)的合成有关。Alexandre 等[12]

研究了酿酒酵母在含有 7% (体积比)乙醇的培养基

中处理 30 min 后细胞全局的基因转录分析

(Transcriptional analysis)结果；而随后 Chandler  

等[13]研究了酿酒酵母在含有 5% (体积比)乙醇的培

养基中 好氧培养 的基因微 阵列分析 (Gene 

microarray analysis)结果，两者的分析结果均表明，

热休克蛋白质基因 Hsp104、Hsp26、Hsp30、Hsp70

和 Hsp12 在乙醇环境胁迫下转录水平提高幅度较

大。池振明等[14]指出通过热冲击产生的蛋白能使

酵母菌获得热抗性外，还能提高它们的乙醇耐受能

力。一旦酵母细胞在乙醇环境胁迫下产生热冲击蛋

白，它们在乙醇环境下的存活力便得到提高，因此，

可以通过热冲击处理获得耐乙醇的酵母菌。例如，

利用热冲击和乙醇胁迫处理技术获得一株耐受高

浓度乙醇酵母菌 37(5)，该突变菌能在含 15%17% 

(体积比)的乙醇培养基中生长，与原始菌相比，乙

醇的耐受能力有较大的提高。Michel 等[15]通过二维

凝胶电泳技术(Two-dimensional gel electrophoresis) 

([35S]蛋氨酸标记的多肽)分析 Zymomonas mobilis

对乙醇的应激反应时发现，有 7 种多肽(66、54、

38、31、18.5、16.5和 14 kD)参与了该应激反应，

其中 6种多肽效应热击反应。 

除产生应激蛋白以降低有机溶剂对细胞的毒

害外，海藻糖与脯氨酸的合成也是微生物耐受乙醇

与丁醇的应急策略之一。Pereira 等[16]对海藻糖合

成酶基因 TPSI的突变体进行热处理，结果发现酿

酒酵母对热激和乙醇的耐受性明显降低，从而推测

海藻糖合成酶基因对乙醇耐受性的重要性。Lucero

等[17]研究发现在乙醇胁迫诱导下出现海藻糖的积

累。Lei等[18]通过研究自絮酵母 SPSC01的乙醇耐

受机制时也证明了海藻糖的积累与乙醇耐受性具

有一定的相关性。Sekine 等[19]研究发现编码酿酒

酵母-谷氨酰蛋白激酶的基因 PROI 的点突变

(D154N)导致细胞过量积累脯氨酸，同时此种酵母

突变体的乙醇耐受性得到提高，显示了胞内脯氨酸

含量与酵母细胞乙醇耐受性之间有一定的相关性。

张穗生等 [20]研究认为脯氨酸是一种渗透保护物

质，而海藻糖在逆境环境胁迫下对细胞具有保护作

用，脯氨酸与海藻糖可以减少膜的渗透性改变、防

止蛋白质变性，当微生物细胞受到有机溶剂胁迫

时，细胞会增加胞内脯氨酸与海藻糖的含量以增强

细胞的溶剂耐受性。 

1.2  细胞形态的变化 

微生物细胞在有机溶剂压力下，通过改变细胞

比表面积，减少细胞壁疏水性成份，造成其与有机

溶剂亲和力大大降低，以避免溶剂毒性 [21]。

Chakravarty 与 Banerjee[22]研究发现，当细胞生长

在含有 3-甲基-1-丁醇的培养基中，B. licheniformis 

S-86细胞体积增加到初始值的 4.7倍，导致细胞比

表面积大大减少，从而减少其与有机溶剂接触面

积，同时也能激发其它溶剂耐受机制，如提高毒物

排泄泵的工作效率。Torres等[23]通过透射电镜进一

步证实，当 B. licheniformis S-86细胞存在于有机

溶剂中其细胞壁明显增厚，细胞壁与质膜之间形成

一层隔膜从而阻挡有机溶剂渗透入胞内。Zhang 

等[24]发现，当 E. coli 及突变株 MT5 处于 1.2%丁

醇环境中，MT5 的生长速率是其原始菌的 2 倍，

通过油气微生物粘附试验证明 MT5的细胞表面疏

水性低于原始菌。当微生物细胞处于有机溶剂环境

中，细胞对其做出不同的应激反应，产生不同的细

胞形貌特征。说明改变细胞比表面积，减少细胞壁

疏水性成份，这种细胞形态特征的变化也是微生物细

胞自身应对环境胁迫变化的一种重要的适应机制。 

1.3  细胞膜调节机制 

微生物细胞膜既是细胞与外界物质交换的通

道，而且对细胞内能量传导有着特殊的意义，同时

直接影响到微生物的溶剂耐受性[25-26]。微生物细胞

在适应有机溶剂进化的过程中，通过增加细胞膜饱

和/不饱和脂肪酸的比率、细胞膜不饱和脂肪酸的
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顺-反异构化及磷脂极性头部的变化等来提高其溶

剂耐受性[27,10]。 

Mishra[28] 研 究 发 现 富 含 磷 脂 酰 丝 氨 酸

(Phosphatidylserine, PS)的酿酒酵母对乙醇具有抗

性，而富含磷脂酰乙醇胺(Phosphatidylethanolamine, 

PE)和卵磷脂(Phosphatidylcholine, PE)的酿酒酵母

对乙醇的抗性较差。Arneborg 等[29]根据他们的研

究结果推测磷脂酰肌醇(Phosphatidylinositol, PI)可

能在酵母细胞适应乙醇胁迫过程中起主要的作用。

当增加革兰氏阳性溶血性葡萄球菌(Staphylococcus 

haemolyticus)所处环境有机溶剂浓度时，研究者发

现其细胞膜脂肪酸组成中反式脂肪酸比例由 25.8%

增加到 33.7%，而 20:0的直链脂肪酸的比例从 19.3%

下降至 10.1%[30]。Vollherbst-Schneck 等 [31]研究    

发现当向培养液中添加 1%的丁醇时，Clostridium 

acetobutylicum ATCC 824 细胞膜的流动性大约增加

20%30%，当 Clostridium acetobutylicum ATCC 824

处于丁醇环境胁迫时，其细胞膜会增加饱和脂肪酸

的合成水平，相反会减少不饱和脂肪酸的合成速率。

Michel 等[32]通过研究发现，当 Zymomonas mobilis

处于乙醇环境时，其细胞膜蛋白将做出相应的   

改变。 

1.4  细胞能量代谢调节 

微生物细胞可以通过多种生理功能的改变来

提高其对乙醇及丁醇的耐受能力，这些生理功能包

括营养物质与离子的运输及细胞代谢等。Jia 等[33]

研究发现，当微生物细胞处于丁醇环境时，胞内

pH 降低而导致跨膜 pH 梯度消失，最终细胞膜

ATPases 活力受到抑制；同时丁醇还能抑制葡萄糖的

吸收，从而影响细胞能量代谢，导致胞内ATP水平下

降。Zheng等[34]研究发现Clostridium acetobutylicum

丁醇耐受突变菌在产溶剂阶段能通过非磷酸转移

酶系统更高效摄取葡萄糖。因此，Zheng等认为葡

萄糖摄取方法的改变可能与 Clostridia的丁醇耐受

性具有相关性。Ezeji 等[35]认为当溶剂耐受菌处于

丁醇环境压力之下，耐受菌会通过细胞膜的改变以

降低葡萄糖吸收、TCA 循环的使用以及氧化还原

辅因子的再生率等，从而达到降低细胞维持的能量

需求。Alexander等[12]和 Chandler等[13]通过研究酿

酒酵母的乙醇耐受性试验发现，当酿酒酵母受到乙

醇胁迫后其与糖酵解相关基因GLK1、HXK1、TDH1、

ALD4和 PGM的转录水平均得到提高。Guimaraes

等[36]通过研究酿酒酵母发酵过程中酵母胞内及发

酵液 ATP、ADP和 AMP的浓度变化时发现，能荷

｛Adenylate energy charge, EC; EC=([ATP] + 0.5 

[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP]｝的维持依赖于葡萄

糖甙的主动运输；同样，葡萄糖的主动运输也依赖

于能荷的维持。进一步分析证实，当发酵液中的葡

萄糖甙浓度很低时，细胞的能荷不能正常维持，细

胞活性将急剧下降，因此说明了细胞能量代谢与乙

醇耐受性的重要关系。 

2  乙醇与丁醇耐受菌在生物燃料生产及生
物转化中的应用 

2.1  在乙醇与丁醇发酵工业中的应用 

由于代谢工程、分子生物学及发酵耦合分离技

术等在发酵工业中的应用，微生物发酵法生产有价

值的代谢产物(如乙醇、丁醇等)才具有明显的商业

价值。目前由微生物产生有价值的生物燃料或其衍

生物如图 1 所示[37]，从图 1 可知不同的底物通过

微生物转化能产生不同的代谢产物。然而，由于发

酵液中有机溶剂(乙醇及丁醇)的毒性，最终会影响

发酵终产物的产率及生产成本。因此，通过对微生

物溶剂耐受性机制的研究，以较为理性方式寻找溶

剂耐受性菌是解决此关键问题的一种重要且简便

的方法。 

Basso 等[38]通过不断提高生产菌的乙醇耐受

性时发现，乙醇的产率也相应得到提高，从而使生

物乙醇更具商业价值。当然人们还可以通过其它的

工艺过程来提高生物乙醇的竞争力，比如采用较高 
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图 1  由“生物燃料底物”合成生物燃料及其潜在衍生产品简图 
Figure 1  A general schematic demonstrating the catabolic incorporation of “biofuel substrates” and potential products 

generated therefrom 

 
的发酵温度，同时及时移除发酵液中的乙醇从而降

低乙醇带来的不利影响，尽管如此，如何提高微生

物细胞的乙醇耐受性仍是科学工作者研究的热  

点[39]。丁醇的毒性和较高的沸点是限制发酵法生

产丁醇的主要障碍。然而，近年来在中国和俄罗斯，

科学工作者通过连续培养及逐级驯化的方法筛选

出丁醇高产菌，丁醇生产企业相继投产[40-41]。Shi

等[42]对酿酒酵母 SM-3进行了基因组改组工作，最

终获得了可耐受 25% (体积比)乙醇和 55 °C高温突

变株，远优于原始菌[耐受 10% (体积比)乙醇和

40 °C 高温]。Alper 等[43]采用全转录工程(Global 

transcription machine engineering，gTME)方法，成

功地对关键转录因子 spt15进行了改造，获得了乙

醇耐受性大大提高的突变菌，进一步研究发现突变

菌的生长速度与原始菌相比也得到了很大的提高。

Ting 等[44]从自然环境筛选一株丁醇高耐受性菌株

[能耐受 2.5%3.0% (质量体积比)丁醇]，经 16S 

rRNA基因鉴定为 Enterococcus faecium。后经研究

发现该菌在有氧与无氧条件下均能生长且在厌氧

条件下能产生丁醇，与严格厌氧 Clostridium 

acetobutylicum 相比，该菌无论在有氧或无氧条件

下均没有丁酸生成且无两阶段发酵现象，因此，研

究者推测 Enterococcus faecium的代谢途径有别于

Clostridium acetobutylicum；除开高丁醇耐受性外，

该菌株还能经受10%乙醇(质量体积比)和3.0%异丁

醇(质量体积比)的冲击，因此研究者认为此菌可开

发为一种潜在的丁醇生产菌。 Jang 等 [45]以

Clostridium acetobutylicum PJC4BK为出发菌株，通过

亚 硝 基 胍 (N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, 

NTG)诱变并结合理性筛选模型，获得丁醇高耐受

性菌 BKM19，经分批发酵试验发现其总溶剂产量

为 32.5 g/L (17.6 g/L丁醇，10.5 g/L乙醇，丙酮   

4.4 g/L)，其总溶剂产量较原始菌提高30.5%；以高

密度连续发酵工艺进行丁醇生产，当稀释率为0.85 h−1

时，其最大的丁醇及总溶剂产率分别为 9.6 g/(L·h)

和 20.0 g/(L·h)。Guo等[46]以Clostridium acetobutylicum

为出发菌株，通过 N+束注入诱变技术(Low-energy 

ion implantation)进行诱变，获得一株高耐受性菌株

IB4，经研究发现当以葡萄糖为碳源时，IB4 的丁

醇及总溶剂产量分别为 9.1 g/L和 12.4 g/L，分别较
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原始菌提高 28%和 17% (原始菌 7.1 g/L丁醇，10.6 g/L

总溶剂)。且当 IB4 以除毒后的玉米纤维稀硫酸水

解液为碳源进行丁醇生产时发现，与原始菌相比其

表现出良好的丁醇产率。本实验室以 Clostridium 

beijerinckii L175为出发菌株，通过 N+束注入耦合

NTG 诱变技术，同时结合理性筛选模型获得一株

高丁醇耐菌 MUT3，当以葡萄糖为碳源时其丁醇产

量为 15.8±0.7 g/L，较原始菌高出 46% (同等条件

下原始菌丁醇产量 10.8±0.6 g/L)，当 MUT3以糖蜜

为碳源时，在分批发酵时其丁醇与总溶剂产量分别

为 15.1±0.8 g/L和 22.1±0.9 g/L；而相同发酵条件

下，原始菌丁醇与总溶剂产量分别为 11.2±0.8 g/L

和 14.9±0.7 g/L[2]。Malaviya 等[47]以 Clostridium 

pasteurianum 突变株为生产菌，以甘油为主要碳

源，通过高密度连续发酵工艺进行丁醇发酵，当稀

释率为 0.9 h−1 时，总溶剂及丁醇的产率分别为  

8.3 g/(L·h)和 7.8 g/(L·h)。Yang等[48]通过过量表达

ADP1基因时发现，在 5.0%7.5%的乙醇环境中，

突变菌的生长速率及乙醇产率均高于原始菌，进一

步研究发现突变株的乙醇产率及产量分别高出原

始菌 20%–50%。 

2.2  在生物转化领域中的应用 

由于各国在工业化过程中未对环境保护产生

足够的重视，导致全球很多地方出现严重的环境问

题，有机溶剂是各种污染的主要来源之一。由于乙

醇与丁醇耐受菌及其它溶剂耐受菌具备在极端环

境中生存及生长的能力，因此，乙醇与丁醇耐受菌

及其它溶剂耐受菌不但可以用于生物燃料的生产，

而且在生物修复与污水处理，特别是在生物转化领

域有着重要的用途[49]。Lim 等[50]研究发现，利用

有机溶剂耐受菌 Pseudomonas putida对被酮类、醇

类及醚类等有机溶剂污染过的土壤及水环境进行

生物修复，取得了一定的效果。Ramos-Gonzalez

等[51]研究发现，高有机溶剂耐受菌 Pseudomonas 

putida是一些剧毒化合物理想的生物转化载体，并

通过改造已经成功将甲苯转化为 4-羟基苯甲酸

(4-Hydroxybenzoate，4-HBA)，而 4-HBA广泛用于

有机合成和液体玻璃行业中，因此利用有机溶剂耐

受微生物进行生物修复，通过其生物转化，不但能

消除环境污染，而且有时还能变废为宝。然而我国

在此领域尚属起步阶段。本实验室以乙醇发酵废水

为主要原料，以丁醇耐受菌为生产菌进行丁醇发酵

试验，经前期试验证明此种清洁生产模式可行。 

3  问题与展望 

本文系统回顾了微生物耐受乙醇及丁醇的主

要机制，其中细胞膜的调节机制是最为普遍的。其

主要通过改变细胞膜脂中胞和/不胞和脂肪酸的比

例、细胞膜不饱和脂肪酸的顺-反异构化及磷脂极

性头部的变化等来调节细胞的溶剂耐受性。然而，

除了有机溶剂毒性外，乙醇与丁醇生产菌在发酵过

程中还受到许多其它胁迫因素的影响，如高渗透

压、高温等，有机溶剂耐受性与其它胁迫耐受性具

有一定的联系[52]。随着各种“组学”(Omics)技术(特

别是蛋白质组学技术，Proteomics)及系统生物学

(Systems biology)的发展，人们可以更为广泛的了

解溶剂耐受菌的生理反应。因此有理由相信在不久

的将来更多的溶剂耐受机制将被人们发现。 

在过去的近二十年中，由于受到化学与制药行

业启发，人们已经系统研究了有机溶剂环境下生物

催化这一领域。然而，在有机溶剂环境下酶的稳定

性与催化效率仍是一个不可回避的问题。有机溶剂

耐受菌所产生的酶类具有耐受极端条件的能力，因

此有机溶剂耐受菌被认为是解决这一问题的有效

途径。另外，开发环境修复和全细胞催化剂的溶剂

耐受性菌，用于移除严重污染的环境技术，将具有

广泛的应用前景。 
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