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摘  要：木质素是由苯丙烷结构单元通过多种化学键交联组成的复杂芳香族高聚物。由于其结构

的复杂性和异质性，使得木质素的高效降解与经济转化成为了一个世界性的难题。近年来，科学

研究发现微生物特有的非特异性氧化还原体系及芳香族化合物多元代谢降解能力，为解决木质素

的资源化利用提供了新的思路和方向。由于大部分木质素衍生的芳香族单体在苯环不同位置上都

含有甲氧基，使得脱甲基化成为了木质素衍生芳香族化合物代谢的关键限速步骤。本综述就近年

来在木质素生物降解过程中的脱甲基生物学和酶学机制研究进行了较为全面的总结，并以利用芳

香族脱甲基酶进行木质素高值转化方面的典型研究案例进行分析，阐明了微生物脱甲基过程机制

解析以及新型脱甲基酶的挖掘对于木质素降解与转化的重要意义。 
关键词：脱甲基酶；木质素；生物降解；代谢工程；生物质  
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Research progress in the demethylation mechanism of lignin 
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Abstract: Lignin is a heterogeneous aromatic biopolymer composed of diverse aromatic 
monomers linked by various types of chemical bonds, which make the efficient degradation and 
cost-effective transformation of lignin a formidable global issue. Recent studies have discover 
unique non-specific redox systems inherent in microorganisms and the metabolic capacity of 
microorganisms for degrading aromatic compounds, shedding light on lignin valorization. 
Given that most of lignin-derived aromatic monomers contain methoxy groups, demethylation 
emerges as a rate-limiting step in the metabolism of these compounds. This review offers an 
extensive summary of the latest studies about the biological and enzymatic mechanisms of 
demethylation during the biodegradation of lignin. Meanwhile, by examining exemplary studies 
on lignin valorization with novel aromatic demethylases, this paper highlights the pivotal role of 
understanding microbial demethylation mechanisms and mining new demethylases in lignin 
degradation and transformation. 
Keywords: demethylase; lignin; biodegradation; metabolic engineering; biomass 

木质素是广泛存在于植物组织中的一种甲

氧基芳香族高聚物。天然木质素结构极其复杂、

分子量高，具有高度支化和无定形的特点[1]。木

质素由多种芳香烃单体通过自由基偶联反应而

成，按其典型特征可将单体分为 3 种基本类型：

松柏醇、对香豆醇和芥子醇，分别对应愈创木

基丙烷结构基本单元(G 型)、对羟基苯基丙烷结

构基本单元(H 型)和紫丁香基丙烷结构基本单 
元(S 型)[2-4](图 1)。这些木质素单元通过各种醚键

和碳-碳键相连，并被包括脂肪羟基、羰基、酚

羟基、甲氧基和苯甲醇基团在内的各种官能团修

饰[5]。基于这些特性，木质素进一步被分为 G 型木

质素、S 型木质素和 H 型木质素，其中 G 型木

质素和 S 型木质素在芳香环上存在一个或两个甲 

氧基，在自然界的木质素结构中占据绝大多数。

木质素降解时，往往生成包括愈创木酚、阿魏酸、

丁香酸、芥子酸在内的较为复杂的含甲氧基芳

烃混合物，这些甲氧基的脱甲基化是木质素衍

生芳香族化合物能被微生物进一步代谢的关键

步骤[6-7]。因此，几乎所有木质素衍生的化合物都

必须先 O-脱甲基化生成二醇，然后才能氧化裂解

生成开环化合物，最终进入中心碳代谢途径[8]。 

1  微生物对木质素的主要降解

过程 
在自然界降解利用木质素的漫长过程中，某

些微生物进化出了解聚和转化木质素的能力和 
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图 1  木质素基本结构类型示意图(改编自参考文献[4]) 
Figure 1  Basic structure of lignin (adapted from reference[4]). 

 
特性，从而使得木质纤维素中的碳得到有效释

放，以维持自然界重要的碳循环。在自然环境下，

木质素是通过个体或群落微生物以及环境等非

生物因素之间的协同作用完全降解的[9]，其中，

这些微生物具有不同的木质素降解酶和芳烃分

解代谢途径。例如，木腐真菌进化出更全面和协

调的木质素解聚胞外酶，而细菌进化出更多样化

和高效的木质素衍生型芳香族化合物分解代谢

途径[10]。木质素解聚过程研究较多的是木腐真

菌，主要通过苯基香豆满和松脂醇降解、β-芳基- 
乙醚氧化两条途径和所产生的漆酶、木质素过氧

化物酶等多种胞外氧化还原酶及其产生自由基

的辅助酶系实现对木质素的解聚[11-12]。然而，木

质素解聚后复杂的芳香族化合物代谢研究主要

集 中 于 好 氧 细 菌 ， 其 中 研 究 较 多 的 有

Rhodococcus opacus、Pseudomonas putida KT2440、
Sphingobium sp. SYK-6 等[13]。此外，微生物对

木质素键的断裂和芳香族化合物代谢的选择性

和偏好也极为多样化[14-15]。最近的研究表明，在

协同微生物的共同培养中补充细胞外酶或通过

代谢工程操纵基因表达可以显著促进发酵过程

中木质素的利用[16-17]。为了克服木质素及其复合

超分子构成的生物降解抗性屏障，许多微生物进

化出协同的胞外酶来有效地解聚木质素，并发展

出多种代谢途径[13]。这些途径的发现与解析，

尤其是对其中功能酶的详细研究，使得越来越多

的科研工作者投身于利用天然菌株或者人工合

成菌株实现木质素定向转化为高值化合物的研

究当中[18-20]，为微生物在木质素降解与高值化利

用中打开了新局面。 
微生物降解木质素可分为 4 个阶段：(1) 通

过分泌锰过氧化物酶、木质素过氧化物酶、漆酶

等[21]，将致密复杂的大分子结构解聚成小分子

芳烃物质，如愈创木酚、阿魏酸、香草酸等，这

个过程大多发生在真菌当中，只有少数细菌可以

产生相关的酶[22]；(2) 小分子芳烃物质通过脱甲

氧基机制、脱羧机制等上游代谢途径生成固定的

几种平台化合物，如儿茶酚、原儿茶酸、没食子

酸、龙胆酸、羟基喹啉、邻苯三酚等，很多细菌

中都发现了这类酶[6]；(3) 几种平台化合物再通

过开环转化成中心代谢产物，如乙酰辅酶 A、丙

酮酸等；(4) 这些物质经中心代谢途径进入三羧
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酸循环等，为生物体供能并生成其他高值化合物

(图 2)。微生物这种利用木质素的方式被称为“生
物漏斗降解”，使得复杂异质性的木质素逐步降

解并高值化利用[5,18,21,23-24]，为木质素的工业化应

用提供了新思路[25]。虽然在微生物降解木质素

方面已经有了一定的研究基础，但是木质素衍生

型芳香族化合物上游代谢途径中脱甲基机制的

研究仍缺乏突破性的进展。 

 
图 2  微生物降解木质素过程简要概括图(改编自参考文献[5]) 
Figure 2  A concise overview of the microbial degradation process of lignin (adapted from reference[5]). 
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2  木质素衍生型芳烃物质脱甲

基化的主要催化酶类 
木质素，特别是那些富含 G 或 S 单元的木

质素，经过常规的化学和物理处理或微生物解聚

后，可以产生多种含甲氧基的化合物(即愈创木

酚、丁香醇、香草酸、丁香醛、香兰素和丁香酸

盐)[26]。芳香族 O-脱甲基化是微生物转化木质素

的关键上游通路反应[27]，微生物利用自身特有

的脱甲基化酶进行 O-脱甲基化，可以将多种含

甲氧基木质素衍生的芳香烃化合物转化为重要

的中间产物，如儿茶酚或原儿茶酚酸、没食子酸

等，为中心代谢途径的启动积累足够的前体物

质，这是整个木质素降解过程的关键步骤，为下

游进行氧化等一系列反应从而生成中心代谢产

物进入三羧酸循环做准备[28]。虽然近年来的研究

证明了芳香烃苯环上甲氧基的脱甲基化是木质

素降解以及高值化利用的主要限速步骤[7,29-30]，但

是关于木质素解聚产物转化成上述重要中间产

物的机制研究仍十分有限，对木质素衍生物脱甲

基机制的研究主要还是集中在个别脱甲基酶的

表征上。木质素解聚产生的低分子芳香衍生物的

种类和数量取决于解聚方法和木质素的不同，包

含丁香酸、香草酸、阿魏酸、原儿茶酸、愈疮木

基丙酮酸、愈疮木基甘油-β-松柏醚、松柏醛、愈

疮木基甘油、对羟基苯酸、对羟基苯乙酸、对香

豆酸等几十种以上，而目前关于不同芳烃化合物

的脱甲基化机制研究比较清晰的仅有 11 种(表 1)，
从表 1 中可知，不同木质素衍生芳香族化合物的

脱甲基酶主要分为三类：血红素铁细胞色素 P450
酶(P450s)[7,31-32,45-46]、Rieske 非血红素铁单加氧酶

(ROs)[47] 和四氢叶酸 (tetrahydrogen folic acid, 
THF)依赖性脱甲基化酶[28,48-49]。其中，研究较为

深入的脱甲基酶主要有 VanA/VanB、LigM 和

DesA。VanA/VanB 是一种双组分 Rieske 单加氧

酶，最初发现于 Acinetobacter baylyi ADP1，主

要针对香草醛及其类似物进行脱甲基化 [35]；

LigM 和 DesA 是一种四氢叶酸依赖型的单加氧

酶，源于 Sphingobium sp. SYK-6，可以对香草酸

盐、3-甲基没食子酸盐和丁香酸盐进行 O-脱甲基

化[49-50]。然而，P450 家族的脱甲基酶对多种含甲

氧基的木质素衍生型单芳烃均有脱甲基作用，近

年来也受到研究者的广泛关注。ROs 和 P450 的

加氧酶组分分别含有一个单核非血红素铁中心

和血红素铁，它们通常需要 O2 的参与，随后在

一个或多个额外的伴侣蛋白的配合下，在

NAD(P)H 中获得电子，甲氧基转化为羟基，生

成甲醛或乙醛等醛类[51-52]。对于 THF 依赖性脱

甲基化酶不需要 O2 激活，主要依赖于辅酶

THF，并将木质素衍生的芳香化合物中甲氧基

的甲基转移到 THF 辅助因子上而不氧化[37,48,53]。

这些酶的催化循环需要额外的成分来再生辅 
因子。在自然界中，ROs 和 P450 都能催化多种

氧化反应，这使它们成为蛋白质工程和定向进

化的有吸引力的元件，以增强木质素的微生物

降解[54-55]。 

2.1  血红素铁细胞色素 P450 酶 
细胞色素 P450 酶是一类血红素依赖型单加

氧酶，含有典型铁卟啉环结构，在铁卟啉环的附

近有一个底物结合袋，其氧化还原伴侣蛋白

(redox partner protein)是类似于 ROs 的铁氧还蛋

白-NADP+还原酶组分(FNRN)，含有一个 N 端

[2Fe-2S]铁硫结构簇区域、黄素腺嘌呤二核苷酸

(flavin adenine dinucleotide, FAD)结合位点和

NADH 结合位点[51]。当底物附着时，伴侣蛋白

从 NAD(P)H 获得电子，然后将其传递给 P450
酶进行底物催化[52]，其基本反应式如图 3 所示。

脱甲基类 P450 酶广泛存在于木质素降解类细菌

与真菌中，一般需要 1‒2 个伴侣蛋白辅助完成电

子传递，共同进行脱甲基作用[7]。最开始，在细 
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表 1  木质素主要芳烃衍生物的脱甲基反应 
Table 1  Demethylation reaction of main aromatic derivatives of lignin 
木质素衍生化合物 
Lignin-derived 
compounds 

脱甲基反应 
Demethylation reactions 

代表性脱甲酶 
Representative 
demethylases 

宿主菌株 
Strains 

愈创木酚乙醚 
2-ethoxyphenol 

 

P450RR1 Rhodococcus rhodochrous 
116[31] 

愈创木酚 
Guaiacol 

 

P450RR1; GcoA R. rhodochrous 116[31]; 
Amycolatopsis sp. ATCC 
39116[7]; R. rhodochrous EP4 [32] 

烷基愈创木酚 
Alkylguaiacol 

 

AgcA R. rhodochrous EP4[32] 

香草酸 
Vanillate 

 

VanAB; MtvB; 
LigM; DesA 

Pseudomonas sp. HR199[33]; 
Rhodococcus jostii RHA1 [34]; 
Acinetobacter baylyii ADP1[35]; 
Moorella thermoacetica[36]; 
Sphingomonas paucimobilis 
SYK-6[37]; Novosphingobium 
aromaticivorans DSM 12444[38] 

丁香酸 
Syringate 

 

VanAB; DesA Pseudomonas putida KT2440[39]; 
S. paucimobilis SYK-6[37] 

3-O-甲基没食子酸 
3-O-methy1gallate 

 

VanAB; DesA; 
DmtS; MtvB; 
LigM 

P. putida KT2440[39]; 
N. aromaticivorans DSM 
12444[38]; M. thermoacetica[36];  
N. aromaticivorans DSM 12444[38] 

4-甲氧基苯甲酸乙酯 
4-methoxybenzoate 

 

P450RR1 R. rhodochrous[31] 

4-乙基苯甲酸 
4-ethylbenzoic acid 

 

CYP199A2 Rhodopseudomonas palustris[40] 

5,5′-脱氢二香草酸酯 
5,5′-dehydrodivanillate 

 

LigX Sphingobium sp. SYK-6[41] 

阿魏酸 
Ferulic acid 

 

VanAB P. putida WCS358[42] 

藜芦酸 
Veratric acid 

 

VanAB 
CYP199A4 

Streptomyces sp. NL15-2K[43]; 
R. palustris[44] 
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图 3  脱甲基酶 GcoAB 蛋白结构及酶促反应式(PDB：蛋白质数据库) 
Figure 3  Structure and reaction of demethylase GcoAB (PDB: Protein Data Bank). 
 
菌 Rhodococcus rhodochrous 116 中 发 现 了    
第一个与木质素衍生型芳香族化合物 O-脱甲基

化作用相关的细胞色素 P450 酶，可将 2-乙氧基

苯酚和 2-甲氧基苯酚进行脱甲基化[31,56]。其他

P450 酶，如 CYP199A2 和 CYP199A4，随后也

被证明能使 Rhodopseudomonas palustris 中的对

甲氧基苯甲酸酯化合物脱甲基化[40,44-45]。最近，

在 Amycolatopsis sp. ATCC 39116 中发现了 O-脱
甲基化 P450 酶(GcoA 及其还原酶 GcoB)，该酶

可以催化多种芳香底物的 O-脱甲基化，尤其是

愈创木酚[7]。同时，在 R. rhodochrous EP4 和

Rhodococcus jostii RHA1 中发现了另一种具有较

强木质素衍生型芳香族化合物脱甲基酶——细

胞色素 P450 脱甲基酶 AgcA 及其伴侣蛋白

AgcB；与 GcoA 不同的是，AgcAB 不是催化愈

创木酚，而是催化烷基愈创木酚的 O-脱甲基化，

在 4-烷基愈创木酚的分解代谢中起重要作用[32]。

此外，我们还在 Rhodococcus opacus PD630 中鉴

定了一对 P450 芳香脱甲基酶 GcoAR 和 GcoBR，

它们能有效地对愈创木酚和 4-甲氧基苯甲酸进

行 O-脱甲基化[57]。 
根据氨基酸序列相似性，P450 酶已被划分

为 2 200 多个家族[58]。与木质素增值相关的最具

特征的 P450 酶是细菌酶，属于以下 2 个家族：
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CYP255A 和 CYP199A，这两类酶首先以其在污

染物降解中的作用而闻名，它们分别启动对愈创

木酚和甲氧基苯甲酸酯的分解代谢[56]。GcoA 属

于 CYP255A 家族，有一个广泛的疏水口袋，愈

创木酚进入底物口袋后，底物的两个氧原子分别

由残基 Val241 和 Gly245 的主碳基和酰胺氮基配

位，一系列的疏水性氨基酸负责固定愈创木酚的

芳香环(图 4)。在水溶液中，GcoA 与 GcoB 形成

异源二聚体。GcoA 表面有一个特征性的基本口

袋，GcoB 上有相应的酸性补丁，使 GcoAB 的

结合成为可能。在整个催化过程中，GcoA 与底

物结合后，GcoB 的 NAD(P)结合域与 NAD(P)H
结合，NAD(P)H 传递电子到 FAD 区域，再传递

到[2Fe-2S]铁硫结构簇区域，最后传递给 GcoA
的血红素中心，完成氧化还原反应[7]。除愈创木

酚外，GcoAB 还能催化多种芳香底物的 O-脱甲

基化[7,30]。这种混杂性，结合对 GcoA 活性位点

的全面结构研究，使其成为具有很大改造潜力的

脱甲基酶元件[29-30]。 
 

 
 

图 4  愈创木酚在 GcoA 催化中心的结构示意图

(PDB ID: 5NCB) 
Figure 4  Structure diagram of guaiacol in GcoA 
catalytic center (PDB ID: 5NCB). 

2.2  Rieske 型非血红素铁单加氧酶 
Rieske 型非血红素铁单加氧酶广泛存在于

多种木质素分解代谢的土壤细菌中[33-35,39,42-43]，

一般作为双组分或三组分系统发挥作用。在双组

分系统中，黄素辅酶——黄素单核苷酸(flavin 
mononucleotide, FMN)或 FAD 在还原酶的作用

下将 NAD(P)H 的还原等效物转移到加氧酶。三

组分体系有一个额外的铁氧还原蛋白，它将电子

从还原酶转移到加氧酶。加氧酶本身有一个

Rieske 型铁氧还原蛋白，它将电子引导到单核铁

上。铁离子附近的底物结合先于氧在单核铁上

的结合和还原活化。随后，高价铁离子在活性

甲基基团上使底物羟基化，进而重排生成最终

产物[59]。Rieske 结构域的特征是 2 个保守的 His
和 2 个保守的 Cys 残基，它们协调了[2Fe-2S]簇
为反应储存和提供额外的电子。 

参与木质素相关化合物分解代谢甲氧基的

ROs 包括 VanAB 和 LigX，它们分别催化香草酸

和 5,5′-脱氢双苯乙烯酸的脱甲氧基(图 5)。最近，

通过随机编码转座子插入测序技术(RB-TnSeq)
鉴定出的 Rieske 非血红素铁单加氧酶 GdmA 是

一种愈创木酚脱甲氧酶[48]。VanAB 是一种典型

的双组分酶，其中 VanA 是加氧酶，而 VanB 是

将电子从 NAD(P)H 转移到 VanA 进行氧化脱甲

氧基的还原酶，含有 Rieske 型[2Fe-2S]簇和单核

铁[48]。香草酸到原儿茶酸的 O-脱甲基化主要依

赖 于 VanAB 脱 甲 氧 基 酶 ， 该 酶 最 早 在

Pseudomonas sp. strain ATCC 19151 中通过测序

技术和克隆技术发现[60]。后来，在 Pseudomonas 
sp. strain HR199 和 P. putida WCS358 中也发现

了类似功能的 VanAB[33,42]。接着，Segura 等从

A. baylyi ADP1 中鉴定的 VanAB 单加氧酶针对

香草酸及其类似物进行 O-脱甲基化反应，该酶

含有 Rieske 非血红素铁中心，可将阿魏酸盐或香

草酸盐转化为原儿茶酸盐[35]。产自 Streptomyces 
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sp. NL15-2K 的 vanAB 基因在 Streptomyces 
lividans 1326中的表达会导致体内的藜芦酸脱甲

氧基，生成香草酸，然后生成原儿茶酸[43]。利用

基因敲除手段和酶表征方法在R. jostii RHA1 中发

现了编码香兰素脱氢酶(vanillin dehydrogenase, 
VDH)和香兰素脱甲氧基酶(VanAB)的基因，R. 
jostii RHA046 vanAB 缺失型突变体不能在含有

香草醛或香草酸作为唯一碳源的培养基上生长，

而能在丙酮酸上生长，加以体外试验验证，表明

缺失型突变体失去了将香草酸进行 O-脱甲基化

的能力[34]。虽然已经有部分 Rieske 型非血红素

铁单加氧酶结构解析的相关研究，但目前尚无关

于可以去除香草酸中甲氧基 VanAB 晶体结构的

报道，这使得我们对其更详细的作用机制了解不

够全面，为进一步开展酶的设计以拓宽底物增加

了一定难度。 
 

 
 

图 5  脱甲基酶 LigX 及 VanAB 酶促反应式 
Figure 5  Reaction of demethylase LigX and VanAB.  
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2.3  四氢叶酸(THF)依赖性脱甲基化酶 
四氢叶酸(THF)依赖性脱甲基化酶常见于木

质素衍生芳香族化合物的厌氧降解中，其中 THF
作为甲基的受体，可由 5,10-亚甲基四氢叶酸还

原酶(5,10-methylene-H4folate reductase, MetF)和
甲 酰 四 氢 叶 酸 合 成 酶 (10-formyl-H4folate 
synthetase, LigH)再生[37,61]。该脱甲基化酶系统的

优点是可以使底物脱甲基化而不产生甲醛作为

副产物，从而避免与甲醛相关的细胞毒性和酶抑

制[62-63]，而其主要缺点是确保其正常工作的辅助

因子 THF 或额外的 THF 再生系统具有较大的限

制性 [48]。最初，研究人员发现了一个来自

Acetobactenum woodii ATCC 29683 菌株的依赖

THF 和 ATP 的可溶性厌氧脱甲基酶系统[64]。随

后，在 Acetobacterium dehalogenans 和 Moorella 
thermoacetica 中分离出的醚裂解 O-脱甲基酶系

统组分中，发现其具有香草酸盐脱甲基酶[36,65]。

研究最多的THF依赖性脱甲基化酶——LigM和

DesA 及其同源物已在 Sphingomonas paucimobilis 
SYK-6 和 Novosphingobium aromaticivorans DSM 
12444 中被鉴定。最近，利用转座子诱变技术，

在 N. aromaticivorans DSM 12444 中发现了一种

新的脱甲基酶 DmtS，它能催化 3-O-甲基没食子

酸 酯 生 成 没 食 子 酸 酯 [38] 。 研 究 发 现 S. 
paucimobilis SYK-6 中编码丁香酸脱甲基酶的

desA 的转录受 IclR 型转录调节剂 DesX 的调  
控[49]。desA 基因位于 ferA 基因下游 929 bp，编

码阿魏酰辅酶 A 合成酶，由一个 1 386 bp 的开  
放阅读框组成，编码分子量为 50 721 Da 的多肽，

S. paucimobilis SYK-6 中 desA 的破坏会导致   
S. paucimobilis SYK-6 无法利用丁香酸，但不影

响其对香草酸的利用，表明 DesA 对丁香酸的降

解至关重要[53]。LigM 通常使香草酸和 3-O-甲基

没食子酸酯 O-脱甲基化为原儿茶酸酯和没食子

酸，而 DesA 优先使丁香酸酯 O-脱甲基化，并

且存在互调关系。在这些反应中，甲氧基中的

甲基从含甲氧基芳烃物质转移到 THF，产生  
5-甲基-四氢叶酸盐，这是甲硫氨酸生物合成所需

的 C1 代谢中间体[28,37]，其结构与反应如图 6 所示。 
LigM 的晶体结构显示，该酶由 4 个结构域

组成。结构域 I 和结构域 II 之间具有一个大的

中心腔以结合 THF，此中心腔是 LigM 的活性

位点[28,50]。底物香草酸和 3-O-甲基没食子酸位

于 THF 的蝶啶环和 LigM 活性位点腔的内表面

之间(图 7)。香草酸甲氧基的氧原子与 His60 和

Tyr247 形成氢键，Tyr247 羟基的质子和香草酸

甲氧基的孤对电子相互作用，取代甲基部分。同

时 THF N5 原子的孤对电子攻击甲基部分，和

Tyr247 一起促进甲基从香草酸转运到THF 形成原

儿茶酸和 5-甲基-四氢叶酸[50]。对 LigM 突变体的

生化分析结果表明，His60Ala 和 Tyr247Phe 这    

2 个突变体可以结合香草酸和 THF，但会丧失催

化活性。His60 和 Tyr247 可能既参与底物结合，

也参与催化反应。对 LigM 进行 Tyr31Ala 突变，

突变体对香草酸的结合变弱，且突变体的酶活降

低，说明Tyr31对于LigM的催化活性至关重要[50]。 

3  芳烃化合物脱甲基酶的人工

设计改造 
将木质素衍生型芳烃物质脱甲基酶通过基

因工程技术导入到微生物，极大地促进了木质素

的增值化利用。此外，该酶的理性设计与改造也

为更高效地利用木质素提供了关键的元件。通过

结构引导蛋白工程对 GcoA 进行理性设计，可以

扩大 GcoA 的底物范围，有效地对邻香兰素、香

兰素和丁香醇进行脱甲基。通过对其晶体结构的

分析，发现其活性位点的打开和关闭与 75、165
和 395 位的苯丙氨酸的侧链运动和底物结合相

关，296 位的苏氨酸则可以跟芳烃中的醛基形成
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氢键[7]。紧接着根据对 GcoA 这些关键位点具体

作用的进一步探究，进行一系列针对性设计与改

造，不仅得到可以对邻香兰素和香兰素进行脱甲

基 化 的 突 变 体 GcoA-Phe169Ser 和 GcoA- 
Thr296Ser，还获得了可以对丁香醇进行脱甲基

作用的突变体 GcoA-Phe169Ala，并将其转入  
P. putida KT2440 中，使菌株获得了对这些木质

素衍生型芳烃物质的脱甲基能力，从而增强   
P. putida KT2440 对木质素的降解[29-30]。此外，

野生型 GcoA 的 Thr296 与香兰素醛基之间的位

阻阻碍了与香兰素的结合。对 GcoA 进行突变得

到 GcoA-Thr296Ala，使其具备对香兰素的 O-脱
甲基化，从而赋予 P. putida KT2440 更强的木质

素降解能力[29]。 
来自 R. palustris 的细胞色素 P450 酶

CYP199A2，仅可对羧酸类苯环对位上的甲氧基

进行去除，通过结构解析发现，其 97 位和 247 位

的丝氨酸残基的羟基侧链与底物的羧基之间的

相互作用赋予了该酶底物特异性，通过蛋白质工

程设计和构建 CYP199A2 突变体，将两个位点

的丝氨酸分别变成具有羧基侧链的酸性氨基酸

天冬氨酸和谷氨酸，成功得到了可以对羟基芳

香族化合物进行识别并进行脱甲基反应的突变

体[62,66]。其中，Ser247Asp 突变体可以迅速氧化对

甲酚，整个细胞在短短 1 min 内可将 30 mmol/L
对甲酚完全转化为对羟基苯甲醇[66]。另外，R. 
palustris 中表达的细胞色素 P450 酶 CYP199A4，
仅对苯基环对位(羧酸)上的甲氧基进行脱甲基

化，在邻位和间位上对其他取代基具有耐受性，

通过构建该酶活性位点的 Ser244Asp 突变体，消

除了对羧酸盐的依赖，并将底物范围扩展到苯衍

生物[62]。 
 

 
 

图 6  脱甲基酶 LigM 蛋白结构及酶促反应式 
Figure 6  Structure and reaction of demethylase LigM. 
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图 7  脱甲基酶 LigM 活性位点及催化机理示意图(改编自参考文献[50])   A：在 LigM-四氢叶酸复合体

中与四氢叶酸结合模型. B：在 LigM-香草酸复合体中与香草酸结合模型. C：LigM 催化机理示意图 
Figure 7  Schematic diagram of the active sites and catalytic mechanism of demethylase LigM (adapted from 
reference [50]). A: Tetrahydrofolate binding model in LigM-tetrahydrofolate complex. B: Vanillic acid binding 
model in LigM-vanillic acid complex. C: Schematic diagram of LigM catalytic mechanism. 

 
除了在已探究功能的基础上对具备脱甲基

功能的 P450 酶进行设计与改造，也有研究工作

者利用已有的非芳烃物质脱甲基细胞色素 P450
酶 P450BM3 进行设计与改造，成功地应用双功

能小分子(dual-functional small molecules, DFSM)
促进的 P450BM3 过加氧酶系统实现对各种芳香

族醚的区域选择性 O-脱甲基化，这是使用过氧

化物驱动的细菌 P450酶进行芳烃物质 O-脱甲基

化的首次报道，不仅扩展了 H2O2 依赖性 P450
过加氧酶的功能，也为木质素生物转化的关键步

骤开辟一条新途径[67]。这些实例都表明，不同

功能的细胞色素 P450 酶的设计改造可为人工设 
计木质素高价值转化途径提供有效元件，并加速 

木质素经济化利用的进程。因此，研究者们不应

只倾向于依靠转录组和 RT-PCR 的结果来优化

相关产物的转化途径而削弱了对这些功能酶的

机制研究，对酶本身的催化机制和结构功能区域

的研究可以帮助我们通过对酶的理性设计获得

更高效的催化剂，这将更有助于木质素衍生芳香

化合物的高值转化。 

4  芳烃化合物脱甲基化在木质

素高值化利用中的应用与开发 
许多芳香族化合物在工业、食品和医药等领

域有着广泛的应用和较大的市场份额[68]。微生
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物合成方法为天然芳香族聚合物提供了一种可

持续的商业生产策略[69]。木质素是一种可持续

的可再生资源，作为最丰富的芳香族聚合物，具

有生产芳香族化合物的巨大潜力[25]。通过整合

选择性解聚系统和生物芳香漏斗系统、重新设计

天然木质素生物降解途径或构建新的人工途径，

可促进木质素的高值化利用。木质素中的芳香单

元可以用于目标芳香化合物的生产，能有效降低

能耗和减少碳损失。其中，新的脱甲氧基方案也

可以用于木质素衍生化合物的高值化利用[70]。

近 10 年来，木质素解聚制备精细化学品的催化

策略研究取得了很大进展[23,25,71]。其中脱甲氧基

反应将产生羟基化芳烃，这些芳烃可以作为基础

产物，通过各种合成策略生产增值化学品。例如，

愈创木酚衍生物的脱甲氧基会产生儿茶酚，儿茶

酚可以应用于许多药物、杀虫剂和香料中[72]。

此外，儿茶酚还可以氧化转化为黏康酸，黏康  
酸可以用来作为抗紫外线防护剂及军工特种用

品[73]。黏康酸又可以氢化成己二酸衍生物，用

于聚酯树脂合成[23,62,74]。又如可以利用木质素合

成 聚 羟 基 脂 肪 酸 酯 (polyhydroxyalkanoates, 
PHA)，这些高价值的化合物的生产都需要突破

脱甲氧基这个限速步骤，因此脱甲基酶的作用显

得至关重要。 
在设计用于木质素增值的微生物细胞工厂

时，可以利用野生型和工程型 P450 酶来增强宿

主菌株对木质素衍生芳香族化合物的转化能力，

并促进目标产物的合成。这一策略使我们能够从

生物质资源中提炼出其他方法难以获取的化学

物质，进一步拓宽生物质的应用领域。例如，来

自 R. rhodochrous J3 的 GcoABJ3 和 GcoABAmyc

都可以在 P. putida 中异源表达，从而使恶臭假

单胞菌获得在愈创木酚中生长的能力，这为我们

提供了新的木质素转化途径[46,75]。此外，在 P. 
putida KT2440 中表达的 GcoAAmyc蛋白突变体可

以对丁香酚进行 O-脱甲基化，生成 3-甲基儿茶

酚和邻苯三酚[30]。研究表明，Pseudomonas sp. 
HR199 的 VanAB 系统在 P. putida KT2440 中异

源表达，可以使 P. putida KT2440 获得以丁香酸

为唯一碳源生长的能力，以补充细菌木质素衍生

型芳族化合物的分解代谢能力，最终使其获得可

以同时转化 S 型、G 型和 H 型 3 种木质素衍生

单体的能力[76]。此外，VanAB 被证明具有广泛的

底物范围，如间茴香酸盐、间甲苯酸盐和 4-羟基- 
3,5-二甲基苯甲酸盐[77]，这体现出通过木质素生物

漏斗整合不同功能 O-脱甲基酶的巨大潜力[76]。迄

今为止，在优化和设计脱甲基酶特异性和活性方

面所做的工作表明，P450 酶在克服木质素活化

的关键瓶颈方面具有广阔前景。显然，如何利用

这些酶催化木质素衍生芳香族化合物并优化它

们在微生物细胞工厂中的酶学性能是木质素增

值技术的核心[26]。 
没食子酸是一种具有广泛药理特性的高价

值化学品，在医药、食品和化妆品等行业有着广

泛的应用[78]。传统的 S 型木质素单体生产没食

子酸的方法效率低，最近的一项研究提出了一种

新的策略，以 R. opacus PD630 为基础，通过引

入外源性生物催化途径和增强内源性生物催化

系统，整合 3 种主要的生物催化反应(即羟基化、

脱甲氧基和芳基侧链氧化)，选择性地将木质素

组分转化为没食子酸盐，包括以天然 Rieske 非

血红素铁单加氧酶为基础的脱甲氧基体系从 G
型木质素化合物生产没食子酸酯，及引入四氢叶

酸依赖的脱甲氧基体系从 S 型木质素化合物生

产没食子酸盐[17]。引入多种内源性成分作为一

个集成的微生物生物催化系统，为将木质素衍生

的芳香混合物转化为目标增值产品提供了宝贵

的策略。丁香醛是木质素衍生的芳香分子之一，

通过在大肠杆菌中异源表达脱甲基酶 desV 或

LigV 可以生产丁香酸[79]。此外，丁香酸可以通
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过脱甲基酶(DesA 和 LigM)转化为没食子酸。 
原儿茶酸(protocatechuic acid, PCA)天然存

在于各种香料、水果、坚果和蔬菜中，是一种具

有多种药理活性的化学品，也被认为是合成聚合

物和塑料的前体。原儿茶酸作为一种商业上重要

的平台化学品，在塑料、药品、食品配料和化妆

品等领域具有潜在的应用前景[80-83]。通过在大肠

杆菌中表达 Sphingobium sp. SYK-6 中的香草酸

脱甲基化酶(LigM)和植物蛋氨酸合成酶(MetE)，
实现了在大肠杆菌中以香草酸为底物生成PCA，

并且仅在辅因子 THF 存在的情况下，使得脱甲

基酶具有相似活性。在优化条件下，双酶体系

与单酶工艺相比，辅因子与底物的摩尔比降低

到原来水平的五百分之一，这是第一个在生物

催化过程中再生 THF 的方法[84]。通过双酶系

统使用低化学量的 THF 作为辅助因子，可以

有效地将香草酸转化为其他化合物，从而大大

降低总成本。 
黏康酸(muconic acid, MA)作为重要的精细

化工中间体，是生产尼龙和聚对苯二甲酸乙二醇

酯(polyethylene terephthalate, PET)聚合物中重

要的组成部分，也是合成己二酸和对苯二甲酸的

前体[85]。传统的 MA 生产工艺分别以石油基、

高浓度的重金属为原料和催化剂，会造成环境污

染。最近的研究表明，可以模式微生物大肠杆菌

为研究对象，通过引入一条人工合成途径，异源

表达一条含有脱甲基酶 LigV、LigM、AroY 表

达基因的合成路线，从香兰素中生产 MA[86]。 
脱甲基化作为木质素高值化利用中的关

键步骤，通过选择性解聚系统和生物芳香漏斗

系统的整合，以及脱甲基酶的优化和设计，可

以成功地将木质素转化为高价值的芳香族化

合物。这不仅拓宽了生物质的应用领域，也为

医药、食品、化妆品等多个行业提供了可持续

的原料来源。 

5  木质素衍生芳烃化合物脱甲

基机制研究的机遇与挑战 
目前的研究主要聚焦于解析几种典型芳烃

化合物的脱甲基机制，而对于脱甲基酶的催化机

制，我们的理解也仍然停留在极少数酶的水平

上。然而，针对结构复杂的木质素，这样的研究

深度和广度显得捉襟见肘。木质素脱甲基酶在木

质素降解及脱甲基过程中的独特性和复杂性，在

很大程度上给我们的研究带来了极大的挑战，主

要表现在 3 个方面。 
(1) 木质素的复杂性和解聚后芳烃化合物

的多样性意味着不同的微生物、生态环境在代谢

过程、产物和分子机制上存在的显著差异。因此，

仅凭少数几种微生物的研究来全面解析脱甲基

机制是远远不够的。为了更深入地探索木质素降

解菌株在不同生态环境中的脱甲基机制，需要结

合多组学高通量筛选等先进技术进行深入的研

究，在不同环境中筛选菌株。然而在筛选菌株的

过程中，一个关键挑战是许多微生物难以在实验

室条件下进行培养。为了克服这一难题，我们可

以采用不依赖培养的方法，如宏基因组学技术，

直接从环境样本中提取和分析微生物的遗传信

息。这种方法允许我们获取那些难以培养的微生

物的脱甲基酶的基因信息，从而更全面地揭示木

质素降解菌株在不同生态环境中的多样性。除了

宏基因组学方法外，我们还可以结合代谢组学和

蛋白质组学技术[87]，对木质素降解过程中的代

谢物和蛋白质进行全面分析。这些技术可以帮助

我们揭示微生物在不同环境条件下的代谢途径

和调控机制，从而更深入地理解脱甲基机制。 
(2) 近年来，众多研究揭示了新型芳烃化合

物的脱甲基酶多数属于 P450 酶家族。然而，针

对 P450 酶的研究面临多重挑战。该酶家族成员

种类繁多、遗传多态性显著[88]，导致功能确定
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困难。传统的序列比对方法难以准确锚定和注释

P450 酶，增加了其解析的复杂性。为了深入挖

掘和解析这些新型木质素衍生芳烃化合物的脱

甲基酶，我们可以进一步结合菌株降解特性表征

和酶的高通量筛选技术以深入挖掘新型木质素

衍生芳烃化合物的脱甲基酶[89]。首先，通过全

面表征菌株在木质素降解过程中的表现，我们能

够筛选出具有优异脱甲基能力的菌株。随后，利

用高通量筛选技术，我们可以从众多候选酶中迅

速识别出具有潜在脱甲基活性的酶。在挖掘

P450 酶的过程中，通过利用基因组学和转录组

学的方法，我们可以系统分析菌株中 P450 酶基

因的表达模式，进而筛选出与木质素降解和脱甲

基过程相关的候选酶。为了验证这些候选酶在木

质素降解中的具体功能，可以构建基因敲除或基

因过表达系统，以深入探究其生物学作用。此外，

为了深入解析 P450 酶的结构和功能，可以利用

X 射线晶体学和冷冻电镜技术来揭示其三维结

构和催化机制[90]。同时，基于量子化学的计算

模拟方法，可以从分子水平深入理解 P450 酶与

底物的相互作用过程。 
(3) 脱甲基酶的复杂性还在于其多为双组

份或多组分的氧化酶结构，例如 VanAB 等蛋白。

这些蛋白难以通过异源表达进行纯化，这给此类

脱甲基酶的结构和催化机制解析带来了巨大挑

战。利用 AI 辅助的蛋白质结构解析技术，可以

更有效地解析难以表达的蛋白的结构。这种技术

通过机器学习和大数据分析，能够预测蛋白质的

三维结构，从而帮助科学家更好地理解其功能和

催化机制[91]。除了 AI 辅助的解析方法外，还有

其他一些技术可以用于解决难以表达的蛋白的

结构解析问题。例如，利用化学合成的方法可以

合成出与天然蛋白质具有相似结构和功能的合

成蛋白质，从而进行结构和功能的研究[92]。此

外，利用分子动力学模拟和同源性建模等方法，

可以根据已知的相似蛋白结构来预测未知蛋白

的结构[93]。通过综合运用多种技术和方法，我

们可以更深入地了解脱甲基酶的结构和催化机

制。这不仅有助于深化我们对生物催化过程的理

解，也为木质素的微生物转化和高值利用提供了

重要的理论支持。 
综上所述，木质素生物降解酶的脱甲基机制

及其相关途径的研究将为木质素的增值提供丰

富的途径，这将有助于建立木质素转化为新化学

品的人工途径。近年来，尽管在微生物降解木质

素方面已经取得了一定的研究进展，但是对木质

素衍生型芳烃化合物上游代谢途径中的脱甲基

机制的研究还不全面。本文归纳比较了来源于不

同菌株的脱甲基酶的特点，并深度解析其结构与

反应机制，阐述了木质素降解与高值化利用中脱

甲基机制的重要性。利用结构引导蛋白工程手

段，通过理性设计可以拓宽其底物，可以增强微

生物对含甲氧基木质素衍生型芳烃化合物的降

解与转化。将来自不同微生物的木质素解聚系统

和漏斗代谢系统整合到工程系统中，重新设计天

然木质素生物降解途径或构建新的人工途径，结

合合成生物学和无细胞转化技术为开发木质素

增值提供新途径。 
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