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食气梭菌的研究进展 

贾德臣 1,2  姜卫红 1  顾阳*1 
1 中国科学院分子植物科学卓越创新中心 植物生理生态研究所 合成生物学重点实验室  上海  200032 

2 中国科学院大学  北京  100039 

摘  要：食气梭菌是一类主要的化能自养微生物，可利用二氧化碳(CO2)和一氧化碳(CO)合成多种化

学品和燃料，具有良好的工业应用前景。天然的食气梭菌吸收、固定和转化一碳气体速率较慢，能量

代谢效率低且高值产物种类少。近年来，随着组学、分子遗传学工具以及生化分析技术的快速发展，

食气梭菌的生理代谢特点及其相关分子机制、代谢工程设计、改造和发酵工艺等方面都得到广泛而深

入的研究。本文针对近年来食气梭菌的研究进展进行了梳理和总结，以期能为这类重要工业微生物的

基础和应用研究，以及一碳气体的生物转化利用提供参考。 

关键词：食气梭菌，一碳气体，分子工具，遗传改造，发酵工艺 

Research progresses in gas-fermenting clostridia 
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Abstract: Gas-fermenting clostridia is a major class of chemoautotrophs that uses CO2 and CO to 
synthesize a variety of chemicals and fuels, thereby exhibiting good industrial application prospects. 
Wild-type gas-fermenting Clostridium species are inefficient in gas uptake, fixation and conversion and 
energy metabolism, and moreover, incompetent to produce high value products. In recent years, with the 
rapid development of omics, molecular genetic tools and biochemical techniques in gas-fermenting 
clostridia of which the physiology and metabolism as well as the underlying molecular mechanisms, 
metabolic design and engineering, and fermentation technologies have been widely studied. Here, we 
review the latest research progresses in gas-fermenting clostridia to provide information on these industrial 
microorganisms and bio-utilization of one-carbon gases.  

Keywords: Gas-fermenting clostridia, One-carbon gases, Molecular tools, Genetic modification, 
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一碳气体(如 CO2、CO)储量巨大，是重要的游

离性碳资源，主要来源于劣质天然气、石化和冶炼

企业排放的尾气，以及生物质加工处理后产生的合

成气等。近年来，一碳气体的转化利用作为前沿研

究领域引起了国内外研究者的广泛兴趣。生物转化

路线为一碳气体的资源化利用提供了除物理化学

催化以外的另一种选择，不仅可有效降低现有生物

制造产业的原料成本，增强市场竞争力，而且有助

于缓解企业一碳废气排放所引发的环境问题，对工

业可持续发展具有重要意义。 

固碳微生物可通过生命活动将游离态的一碳

气体直接转变为含碳有机物加以利用，在地球生物

圈的碳循环中扮演着重要角色，也是目前一碳气体

生物固定和转化利用的主要研究对象。迄今已知的

固碳微生物按能量需求类型的不同主要可分为化

学能、光能以及电能自养微生物[1]。化能型固碳微

生物以氢气或其他还原性化合物作为还原力和能

量供体用于固定一碳气体，其气体发酵过程与传统

工业发酵设备的匹配性较好，因而具有良好的工业

应用前景。 

食气梭菌是一类主要的化能固碳菌，属于革

兰氏阳性的厌氧梭状芽胞杆菌。已报道的食气梭

菌主要包括扬氏梭菌 (又有译名为永达尔梭菌 ) 

(Clostridium ljungdahlii)、自产醇梭菌(Clostridium 

autoethanogenum)、食一氧化碳梭菌(Clostridium 

carboxidivorans)等(表 1)。需要指出的是，“自产 
 

表 1  食气梭菌小结 
Table 1  Summary of gas-fermenting clostridia 

菌种 

Strains 

原料 

Substrate 

最适温度 

Topt (°C) 

最适 pH

pHopt 

产物 

Products 

基因组 

Genome sequence 

分子工具 

Genetic tools 

引文 

References
Clostridium aceticum H2/CO2, CO 30 8.3 Acetate Available Available [2-3] 

Clostridium 
autoethanogenum 

H2/CO2, CO 37 5.8−6.0 Acetate, ethanol,
2,3-butanediol,  
lactate 

Available Available [4-6] 

Clostridium 
carboxidivorans 

H2/CO2, CO 38 6.2 Acetate, ethanol, 
butyrate, butanol, 
lactate 

Available  [7-8] 

Clostridium coskatii H2/CO2, CO 37 5.8−6.5 Acetate, ethanol Available  [9] 

Clostridium 
difficile 

H2/CO2, CO 35−40 6.5−7.0 Acetate, ethanol, 
butyrate 

Available Available [10-11] 

Clostridium 
drakei 

H2/CO2, CO 30−37 5.4−7.5 Acetate, ethanol, 
butyrate 

Available  [12-13] 

Clostridium 
formicoaceticum 

CO 37 8.1 Acetate, formate Available  [14-15] 

Clostridium glycolicum H2/CO2 37−40 7.0−7.5 Acetate   [16] 

Clostridium  
ljungdahlii 

H2/CO2, CO 37 6.0 Acetate, ethanol, 
2,3-butanediol,  
lactate 

Available Available [17-18] 

Clostridium magnum H2/CO2 30−32 7.2 Acetate Available  [19-20] 

Clostridium  
methoxybenzovorans 

H2/CO2 37 7.4 Acetate, formate Available  
 

[21] 

Clostridium ragsdalei H2/CO2, CO 37 6.3 Acetate, ethanol, 
2,3-butanediol,  
lactate 

Available  
 

[4,9] 

Clostridium  
scatologenes 

H2/CO2, CO 37−40 5.4−7.5 Acetate, ethanol, 
butyrate 

Available  [22-23] 

Moorella  
thermoacetica 
(Clostridium  
thermoaceticum) 

H2/CO2, CO 55−60 6.5−6.8 Acetate Available Available [24] 

Note: pHopt: Optimum pH; Topt: Optimum temperature. 
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醇梭菌”和“食一氧化碳梭菌”的表述是根据其学名

意译而来，“永达尔梭菌”的表述是其学名的音译，

而“扬氏梭菌”的表述则来自该菌在中国申请的相

关专利。食气梭菌通过 Wood-Ljungdahl 途径固定

CO/CO2 气体[25]，经一系列催化反应后转化为重要

的代谢中间体——乙酰辅酶 A，此后再通过各分支

代谢途径合成各种产物，如乙醇、丁醇、己醇等。

因此，食气梭菌也是构建一碳气体细胞工厂的理想

宿主之一。 

近年来，国内外研究者在优化和提升食气梭菌

发酵性能方面做了诸多尝试。此外，得益于近几年

分子遗传操作工具的发展，食气梭菌的代谢工程设

计、改造以及合成生物学研究也有了一定的进展

和发现。基于此，本文对这方面的内容进行了比

较系统的梳理和总结，并展望了该研究领域的发

展前景。 

1  食气梭菌的生理和代谢特点 

食气梭菌利用 Wood-Ljungdahl (WL)途径吸收

和固定 CO2 及 CO 气体。WL 途径被称为还原性乙

酰辅酶 A 途径，是定义产乙酸菌的主要依据。此

外，食气梭菌具有独特的能量分配和利用途径，在

不同生长条件下具有不同的能量代谢和产物合成

途径(图 1)，而且不同食气梭菌的产物种类也呈现

差异[4,26-27]。除了最主要的乙酸和乙醇外，一些食

气梭菌可在一碳气体生长条件下合成丁醇、2,3-丁

二醇、己醇等高值化合物，因而具有良好的工业应

用前景。 

1.1  Wood-Ljungdahl (WL)途径 

WL 途径是目前已知的反应步骤最短且能量

消耗最少的一种生物固碳途径[28]。该途径由甲基

分 支 反 应 和 羰 基 分 支 反 应 两 个 通 路 组 成 [2,29]     

(图 2)。在甲基分支反应中，CO2 在甲酸脱氢酶、

甲酰-四氢叶酸合成酶、亚甲基四氢叶酸环化酶/脱

氢酶、亚甲基-四氢叶酸脱氢酶、亚甲基-四氢叶酸

还原酶、甲基转移酶和一氧化碳脱氢酶/乙酰辅酶

A 合成酶(CODH/ACS)复合物等酶的催化下，先后

形成甲酸、甲酰四氢叶酸、亚甲基四氢叶酸、甲基

四氢叶酸等，最终与羰基分支反应中的羰基形成乙

酰辅酶 A。在羰基分支反应中，CO 和 CO2 在一氧

化碳脱氢酶(CODH)的催化下先形成羰基，随后羰

基与辅酶 A 和甲基在一氧化碳脱氢酶/乙酰辅酶 A

合成酶(CODH/ACS)的催化下形成乙酰辅酶 A。

CODH/ACS 复合体是一个 α2β2 的四聚体，可以催

化羰基、辅酶 A 和甲基生成乙酰辅酶 A[2,29]。在催

化过程中，α 亚基催化乙酰辅酶 A 的形成，而 β

亚基则将二氧化碳还原为一氧化碳。此外，该复合

体还可将 CO 氧化为 CO2，从而产生电子。此后，

乙酰辅酶 A 在磷酸乙酰转移酶和乙酸激酶的催化

下形成乙酸，乙酸在醛氧化还原酶(AOR)的作用下

消耗 Fdred 形成乙醛，最后在醇醛脱氢酶的作用下

形成乙醇[30-31]。 

Wood-Ljungdahl 途径生成的乙酰辅酶 A 能够

被代谢生成乙酸、丁酸，以及多种有机醇(乙醇、

丁醇、2,3-丁二醇)。乙酸合成过程中可产生 ATP

作为能量，因而在食气梭菌代谢一碳气体这类“能

量贫瘠”的碳源时是重要的能量供应途径。因此，

食气梭菌发酵一碳气体时会产生大量的乙酸。此

外，在 WL 途径的甲基分支反应中，类咕啉铁硫

蛋白(CH3-CoFeS-P)在一氧化碳脱氢酶/乙酰辅酶 A

合成酶(CODH/ACS)的作用下与等量的 CO 聚合形

成乙酰辅酶 A，该过程需要大量的能量和 CO，因

此，该步反应也被认为是整个 WL 途径的限速   

步骤[30-31]。 

1.2  乙酸、丁酸合成及回用 

目前已被鉴定的食气梭菌在气体发酵过程中均

可以催化乙酰辅酶 A 形成乙酸，并产生 1 分子的

ATP[2]。此外，乙酸可在醛氧化还原酶(AOR)的作用

下消耗 Fdred 形成乙醛，最后在醇醛脱氢酶的作用下形

成乙醇[2]。此外，丁酸也是食气梭菌的主要产物之一。

在 C. carboxidivorans[9]、C. drakei[14]、C. magnum[32]、

C. scatologenes[24]、C. methoxybenzovorans[22]的气
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体发酵产物中均可检测到丁酸的存在。丁酸的合

成主要包括以下步骤：乙酰辅酶 A 在硫酯酶(Thl)、

3-羟基丁酸辅酶 A 脱氢酶(Hbd)、巴豆酸酶(Crt)、

丁酰辅酶 A 脱氢酶(Bcd)、电子转运黄素蛋白

(EtfA, EtfB)、磷酸转丁酰酶(Ptb)和丁酸激酶(Buk)

的作用下形成丁酸。其中，电子转运黄素蛋白

(EtfA，EtfB)对丁酰辅酶 A 脱氢酶(Bcd)的活力起

着至关重要的作用 [33]。已知在解糖型梭菌丙酮  

 

 
图 1  食气梭菌中心代谢网络 
Figure 1  Metabolic pathways of gas-fermenting clostridia 
注：2,3 Bdh：2,3-丁二醇脱氢酶；Ack：乙酸激酶；Acs：乙酰辅酶 A 合酶；AdhE：醇醛脱氢酶；Adi：精氨酸脱亚胺酶；Ald：

乙醛脱氢酶；Als：乙酰乳酸合酶；Aor：醛氧化还原酶；ArcD：精氨酸/鸟氨酸转运蛋白；ATPase：ATP 合酶；BudA：乙偶姻

脱羧酶；Cbk：氨基甲酸激酶；Codh：一氧化碳脱氢酶；Eno：磷酸丙酮酸水合酶；Fda：果糖二磷酸醛缩酶；Fdh：甲酸脱氢酶；

Fhs：甲酰-四氢叶酸合成酶；FolD：亚甲基四氢叶酸环化酶/脱氢酶；FruK：果糖-1,6-二磷酸酶；GapdH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶；

HytA-D：HytABCD 氢化酶；HytA-E：HytCBDE1AE2 氢化酶；Ldh：乳酸脱氢酶；MetF：亚甲基四氢叶酸还原酶；MetTr：甲

基转移酶；Nfn：铁氧还蛋白依赖的电子歧化转氢酶；Otc：鸟氨酸转氨甲酰酶；PEP：磷酸烯醇式丙酮酸；Pfk：磷酸果糖激酶；

Pfor：丙酮酸铁氧还蛋白氧化还原酶；Pgk：磷酸甘油酸激酶；Pgm：磷酸甘油酸异构酶；PRPP：5-磷酸核糖焦磷酸；Prs：磷酸

核糖焦磷酸激酶；Pta：磷酸乙酰转移酶；Pts：磷酸转移酶；Pyk：丙酮酸激酶；Rnf：铁氧还蛋白:NAD+氧化还原酶；Rpe：磷

酸核酮糖异构酶；Rpia：5-磷酸核糖异构酶；Tal：转醛酶；Tkt：转酮酶. 

Note: 2,3 Bdh: 2,3-Butanediol dehydrogenase; Ack: Acetate kinase; Acs: Acetyl-CoA synthase; AdhE: Acetaldehyde/alcohol 
dehydrogenase; Adi: Arginine deiminase; Ald: Acetaldehyde dehydrogenase; Als: Acetolactate synthase; Aor: Aldehyde: ferredoxin 
oxidoreductase; ArcD: L-arginine/L-ornithine transporter; ATPase: ATPsynthase; BudA: Acetoin decarboxylase; Cbk: Carbamate kinase; 
Codh: CO dehydrogenase; Eno: Phosphopyruvate hydratase; Fda: Fructose-1,6-bisphosphate aldolase; Fdh: Formate dehydrogenase; Fhs: 
Formyl-THF synthetase; FolD: Methenyl-THF cyclohydrolase; FruK: Fructose-1,6-bisphosphatase; GapdH: Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase; HytA-D: HytABCD hydrogenase; HytA-E: HytCBDE1AE2 hydrogenase; Ldh: Lactate dehydrogenase; MetF: 
Methylene-THF reductase; MetTr: Methyltransferase; Nfn: Electron-bifurcating and ferredoxin-dependent transhydrogenase; Otc: 
Ornithine transcarbamylase; PEP: Phosphoenolpyruvate; Pfk: Phosphofructokinase; Pfor: Pyruvate:ferredoxin oxidoreductase; Pgk: 
Phosphoglycerate kinase; Pgm: Phosphoglycerate mutase; PRPP: Phosphoribosyl pyrophosphate; Prs: Phosphoribosylpyrophosphate 
synthetase; Pta: Phosphotransacetylase; Pts: Phosphotransferase; Pyk: pyruvate kinase; Rnf: Ferredoxin:NAD+ oxidoreductase; Rpe: 
Phosphoribulose epimerase; Rpia: Ribose5-phosphate isomerase; Tal: Transadolase; Tkt: Transketolase. 
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图 2  Wood-Ljungdahl 通路 
Figure 2  Wood-Ljungdahl pathway 
注：Ack：乙酸激酶；Acs：乙酰辅酶 A 合酶；AdhE：醇醛脱

氢酶；Ald：醛脱氢酶；Codh：一氧化碳脱氢酶；Fdh：甲酸

脱氢酶；Fhs：甲酰-四氢叶酸合成酶；FolD：亚甲基四氢叶酸

环化酶/脱氢酶；MetF：亚甲基四氢叶酸还原酶；MetTr：甲基

转移酶；Pta：磷酸乙酰转移酶. 

Note: Ack: Acetate kinase; Acs: Acetyl-CoA synthase; AdhE: 
Acetaldehyde/alcohol dehydrogenase; Ald: Acetaldehyde 
dehydrogenase; Codh: CO dehydrogenase; Fdh: Formate 
dehydrogenase; Fhs: Formyl-THF synthetase; FolD: 
Methenyl-THF cyclohydrolase; MetF: Methylene-THF reductase; 
MetTr: Methyltransferase; Pta: Phosphotransacetylase. 

 
丁醇梭菌(Clostridium acetobutylicum)中，丁酸合成

相关基因(crt，bcd，etfA/B，hbd)是成簇分布的，

构成了一个操纵子结构(bcs operon)，由 crt 基因上

游的启动子驱动表达[34]。尽管在多数食气梭菌中，

上述丁酸合成途径的基因也是成簇分布的，但有些

基因间存在较长的非编码序列，因此不能确认这些

基因是否也构成一个操纵子结构[2]。此外，通过

TBLASTx 分析发现，在 C. carboxidivorans 和 C. 

scatologenes 的基因组上存在两个 bcs 基因簇，其

中一个基因簇中存在一个水合酶基因，该基因被认

为可能编码一个 R 型的 3-羟基丁酸辅酶 A 脱氢

酶，从而催化 3-羟基丁酸辅酶 A 进一步生成 R 型

3-羟基丁酸[2]。 

1.3  其他产物合成 

许多食气梭菌的产物谱较为丰富。例如，C. 

carboxidivorans 和 C. drakei 不仅能够产生乙酸和

丁酸，还可以合成乙醇、丁醇、己酸和己醇等，因

此，C. carboxidivorans 的发酵又可被称为 HBE 

(Hexanol, Butanol, Ethanol)发酵(图 3)[9,35-36]。在 C. 

carboxidivorans 己酸和己醇代谢通路中，乙酰辅酶

A 和丁酰辅酶 A 在硫解酶(Thl2)的催化下形成 3-

酮基己酰辅酶 A，随后 3-酮基己酰辅酶 A 经三步

反应形成己酰辅酶 A。己酰辅酶 A 在脱氢酶

(AldH，Adh)或磷酸转乙酰酶(Ptf2)和激酶(Fak)的

作用下生成己醇或己酸。在以上反应中，催化 3-

羟基己酰辅酶 A 形成己酰辅酶 A 的酶尚未被鉴

定，但推测丁酰辅酶 A 合成途径所用酶也可在此

发挥功能[36]。 

除 以 上 代 谢 产 物 外 ， C. ljungdahlii 、 C. 

autoethanogenum 和 C. ragsdalei 还可以合成乙偶

姻、2,3-丁二醇和乳酸(图 1)。 

1.4  能量代谢 

在以气体为碳源的食气梭菌培养过程中，

Wood-Ljungdahl 途径中甲酸至甲酰四氢叶酸的催

化过程需要消耗 1 分子 ATP，而在后续的乙酰辅酶

A 至乙酸的催化过程中，则会产生 1 分子 ATP，因

此，整个代谢过程理论上没有多余的能量产生。此

外，Wood-Ljungdahl 途径产生的乙酰辅酶 A 并不

能全部转化为乙酸。因此，为维持菌体生长和代谢，

食气梭菌还需要额外的能量合成机制。 

研究表明，食气梭菌中存在一个参与能量合成

调控的 Rnf 酶复合物[37](图 1)。该复合物可以将

Fd2−转换为 Fd，同时伴随着能量和 NADH 的产生。

此外，该复合物构建了一个跨膜的离子转运通道，

运用 Fd2−转换为 Fd 产生的能量将胞内的质子如

H+、Na+等转运至胞外，使细胞膜内外形成质子 
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图 3  C. carboxidivorans 溶剂合成途径 
Figure 3  Solvent synthesis pathways of C. carboxidivorans 
注：Ack：乙酸激酶；Adh：醇脱氢酶；AdhE：醇醛脱氢酶；Ald：乙醛脱氢酶；AldH：己醛脱氢酶；Aor：醛氧化还原酶；Bcd(Bcd2)：

丁酰辅酶 A 脱氢酶；Buk：丁酸激酶；Crt(Crt2)：巴豆酸酶；Etf：电子转移黄素蛋白；Fak：脂肪酸激酶；Hbd(Hbd2)：3-羟基丁

酸辅酶 A 脱氢酶；Pta：磷酸乙酰转移酶；Ptb(Ptf2)：磷酸乙酰转移酶；ThlA(Thl2)：硫解酶. 

Note: Ack: Acetate kinase; Adh: Alcohol dehydrogenase; AdhE: Acetaldehyde/alcohol dehydrogenase; Ald: Acetaldehyde dehydrogenase; 
AldH: Aldehyde dehydrogenasel; Aor: Aldehyde:ferredoxin oxidoreductase; Bcd(Bcd2): Butyryl-CoA dehydrogenase; Buk: Butyrate 
kinase; Crt(Crt2): Crotonase; Etf: Electron transfer flavoprotein; Fak: Fatty acid kinase; Hbd(Hbd2): 3-Hydroxybutyryl-CoA 
dehydrogenase; Pta: Phosphotransacetylase; Ptb(Ptf2): Phosphotransferase; ThlA(Thl2): Thiolase. 

 
浓度梯度差。此后，膜外的质子可再次回到胞内，

从而产生能量，此部分能量被膜上的 ATP 合酶转

化为 ATP 储存起来，供细胞生长使用。该机制被

认 为 是 胞 内 NADH 的 主 要 来 源 [38-40] 。 在 C. 

ljungdahlii 和 C. autoethanogenum 中，Rnf 酶复合

物将胞内 H+转运至胞外，使得细胞内外形成化学

渗透离子梯度。此后，H+依赖型的 ATPase 将 H+

转运入胞内并伴随 ATP 的合成[37]。Rnf 酶复合物

在 C. ljungdahlii[19,37,40]、C. autoethanogenum[41]和

C. aceticum[4]中都已被发现，而且被证实与长链化

合物的合成有关[42]。此外，在 C. kluyveri 中还发

现了一种新的基于四氢酮醇的电子转运供能模式，

该供能模式在多种产乙酸菌包括食气梭菌中具有

广泛的分布[43-46]。 

精氨酸脱亚胺酶途径(精氨酸水解途径)是食

气梭菌中存在的另外一条能量合成途径。该途径转

换精氨酸为鸟氨酸、CO2 和氨，并伴随着 1 分子

ATP 的产生[47]。精氨酸通过精氨酸脱亚胺酶(Adi，

由 arcA 编码)转化为瓜氨酸和氨。瓜氨酸在鸟氨酸

转氨酶(Otc，由 arcB 编码)的催化下与磷酸结合，

产生鸟氨酸和氨基甲酸乙酯。此后，氨基甲酸乙酯

在氨基甲酸激酶(Cbk，由 arcC 编码)的作用下，产

生 ATP、二氧化碳和氨(图 1)。此外，该途径的关

键酶为精氨酸/鸟氨酸转运蛋白(arcD 或 arcE 编

码)，该酶在精氨酸和鸟氨酸的等量转换中发挥着

重要的功能[48]。已有文献报道，基因 arcA、arcB、

arcC、arcD(arcE)在许多食气梭菌中是成簇分布

的 [2]。有研究者发现，在培养基中添加精氨酸能



380 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

够促进自产醇梭菌(C. autoethanogenum)的生长，

并提升菌株的乙醇合成能力[47]。 

除 ATP 合成途径外，铁氧还原蛋白以及 NADH

或 NADPH 对维持胞内生理代谢发挥着重要的作

用。已有研究表明，当以 CO 或合成气作为碳源

时，食气梭菌氧化 CO 为 CO2 并产生还原性铁氧

还原蛋白[49]。而当以 H2 和 CO2 作为能源和碳源

时，食气梭菌则依赖双功能的电子传递氢化酶催

化氢气产生还原性铁氧还原蛋白以及 NADH 或

NADPH[44,50]。已知在 C. autoethanogenum 中，[FeFe]

氢化酶包括 6 个蛋白亚基(HytCBDE1AE2)且与

NADPH 依赖的甲酸脱氢酶 (Fdh)构成一个大的

复合体，氧化氢气并还原 NAD+合成 NADH[43]。

而对 C. ljungdahlii 全基因组的分析发现，该菌株

中 存 在 4 种 不 同 类 型 的 氢 化 酶 ， 包 括 ： (1) 

HytCBDE1AE2 (CLJU_c07030− CLJU_c07080)；(2) 

HydABCD (CLJU_c14700− CLJU_c14720)；(3) 镍

铁依赖的氢化酶 (CLJU_c28660−CLJU_c28670)；

(4) 3 个 同 源 的 铁 离 子 氢 化 酶 (CLJU_c17280 ，

CLJU_c37220，CLJU_c20290)。然而，C. ljungdahlii

蛋白质组数据表明，可能仅有 HytCBDE1AE2 发

挥了氢化酶的功能[51]。HytCBDE1AE2 氢化酶和

甲酸脱氢酶复合体的形成使得菌株能够直接利

用氢气还原 CO2 为甲酸，并产生还原性铁氧化还

原蛋白，这一机制显著提高了 Wood-Ljungdahli

途径固碳效率 [43]。同时，该过程产生的还原性

铁氧化还原蛋白对 Rnf 复合体离子转运、维持胞

内外离子浓度差并引导 ATPase 合成 ATP 也至关

重要[43]。 

2  食气梭菌的分子操作工具 

近年来，随着多株食气梭菌的全基因组序列陆

续被报道，从分子水平对这类厌氧微生物进行深入

研究已成为可能。过去几年中，研究者们对食气梭

菌分子遗传操作工具进行了优化和改进，并开发出

一些新的基因编辑、基因表达技术和方法。基于此，

本章对食气梭菌遗传操作工具的发展进行了梳理

和总结，主要包括外源 DNA 的导入、基因编辑、

分子元件的发掘和构建三个方面。 

2.1  外源 DNA 导入 

对于梭菌属和大多数革兰氏阳性菌株而言，其

细胞外的肽聚糖细胞壁以及体内的限制修饰系统

是制约外源 DNA 进入细胞的最大障碍[52]。丙酮丁醇

梭菌(C. acetobutylicum)是第一个成功实现电穿孔

转化的梭菌。近年来，该方法也在食气梭菌中得到

应用，如 C. ljungdahlii[53]、C. autoethanogenum[47]、

C. aceticum[54]。 

与此同时，新一代测序技术如单分子实时测

序(Single molecule real-time sequencing)的出现，

为鉴定细菌的限制性修饰位点提供了可靠的帮

助。2014 年，Utturkar 等使用该技术成功鉴定了

C. autoethanogenum 基因组中的甲基化修饰位点，

寻找到相关的甲基化酶并成功在大肠杆菌中表

达，提高了 C. autoethanogenum 的电转化效率[55]。

此外，通过细胞间的直接接触，供体菌 DNA 转

入受体菌的接合转移方法也在食气梭菌中进行了

尝试[41]。 

此外，选用合适的复制子和筛选标记是实现携

带外源 DNA 质粒进入宿主微生物的关键，从而保

证外源质粒能够在新宿主体内正常复制和保留。

2009 年，Heap 等构建了一系列大肠杆菌-梭菌穿梭

质粒[56]，并在食气梭菌中成功应用[53,57]。 

2.2  基因编辑 

2.2.1  基于二类内含子的基因插入失活 

二类内含子是一类由具备自剪切功能的内含子

RNA 和 反 转 录 酶 活 性 的 IEP (Intron-encoding 

protein)蛋白构成的逆转录因子。内含子 RNA 在

IEP 蛋白的协助下可特异性地识别和插入到目标

基因的 DNA 位点，并由 IEP 蛋白协助反转录成

cDNA，随后通过宿主的修复机制修补 DNA 链上

的缺口，最终在该位置植入一段新的 DNA 片段。

2007 年，科研人员利用来自乳酸球菌的二类内含子

分别在丙酮丁醇梭菌和拜氏梭菌中成功实现了基因

敲除，该方法又被称为“ClosTron”[58-59]。目前这一方
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法在食气梭菌 C. autoethanogenum 和 C. ljungdahlii

等菌株中也得到了成功应用[7,41,57]。 

2.2.2  基于同源重组的基因删除 

基于同源重组的基因中断技术已被广泛应用，

但梭菌的低重组效率制约了该方法的应用。近年

来，研究者通过技术改良已经开发了适用于梭菌

的此类技术。除直接将质粒导入宿主菌进行同源

重组的方法外，反向筛选标记的使用也是重要的

辅助手段，有助于快速筛选到目标突变株。例如，

Koepke 等在 C. autoethanogenum 中开发了两个反向

筛选标记 pheS*和 thiK，成功实现了基因的敲除[60]。

此外，Ueki 等将筛选标记和 Cre-lox 系统组合使

用，在 C. ljungdahlii 中实现了基因 pta 的敲除[57]。

2016 年，Walker 等在 C. autoethanogenum 中开发

出了一种“Triple Cross”基因中断工具，该工具同

样应用了同源重组的原理，但与传统的双交换同

源重组不同，该工具运用了一个阳性筛选标记和

两个阴性筛选标记，通过两步同源重组反应来实

现基因的敲除[61] (图 4)。 

2.2.3  CRISPR/Cas 
近年来，CRISPR/Cas 系统被广泛应用于基因

组编辑[63-64]。我们研究组在国际上率先建立了重

要食气梭菌 C. ljungdahlii 的 CRISPR-Cas9 基因组

编辑技术，实现对目标基因的快速删除，为基因

功能研究和代谢工程改造奠定了基础[65]。随后，

该 基 因 编 辑 技 术 也 在 另 一 种 主 要 食 气 梭 菌 C. 

autoethanogenum 中得到建立[66]。此外，dCas9 蛋白

介导的 CRISPR interference (CRISPRi)技术也于近

期被研究者开发用于抑制 C. ljungdahlii 中的乙酸

合成途径[67]，实现对副产物乙酸合成量的调节，

并显著提升了目标产物 3-羟基丁酸的产量。 

2.3  分子元件的发掘和构建 

分子元件的发掘和构建对于食气梭菌的合成生

物学研究具有重要意义。研究者将来源于拜氏梭菌 
 

 
 

图 4  “Triple Cross”遗传操作[61-62] 
Figure 4  “Triple Cross” genetic manipulation[61-62] 
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中的乳糖诱导性启动子 bgaR-PbgaL 进行优化，并

应用于食气梭菌 C. ljungdahlii 的丙酮合成中[68]。此

外，四环素诱导的启动子 Ptet 也于近期在 C. 

ljungdahlii 中得以应用[67]。 

为了有效拓展食气梭菌的启动子资源并应用

于代谢工程及合成生物学研究，我们课题组开发了

一套适用于梭菌的双报告基因系统以及快速构建

启动子突变体文库的技术路线，用于高效筛选、获

取不同强度的人工启动子并构建启动子文库。借助

该技术体系，我们建立了梭菌通用性的人工启动子

文库，文库中的启动子强度覆盖两个数量级，而且

包含多个强启动子[69]。该启动子文库在梭菌中具

有较好的普适性且适用于食气梭菌，有效地扩充和

丰富了现有食气梭菌的基因表达元件[69]。 

3  食气梭菌的遗传改造 

近年来，食气梭菌的研究获得广泛关注，研究

者们已先后完成了 C. autoethanogenum[6,55,70]、C. 

ljungdahlii[19]、C. carboxidivorans P7[8]、C. aceticum[4]

等菌株的全基因组测序，发现和鉴定了食气梭菌中

多个关键功能基因[7,41,43,71-73]。 

基于近年来食气梭菌分子遗传操作工具的发

展，相关的菌株遗传改造已经得以进行。目前已经

实现了丁醇[5,19]、2,3-丁二醇[5]、丙酮[54,68,74]、异丙

醇[10]、3-羟基丁酸[74]、3-羟基丙二酸[75]、甲羟戊

酸、异戊二烯[76]、丁酸丁酯[77]等产物合成途径在

食气梭菌中的构建和表达。例如，将来源于丙酮丁

醇梭菌 C. acetobutylicum 的丁醇合成基因簇导入

C. ljungdahlii 和 C. autoethanogenum 中，并强化电

子转运蛋白编码基因 etfAB 的表达，实现了这两株

食气梭菌中的丁醇合成[19,60]；而将 C. acetobutylicum

的丙酮合成基因簇在 C. aceticum 和 C. ljungdahlii

中表达，也实现了发酵一碳气体合成丙酮[54,68]。此

外，研究人员在 C. ljungdahlii 中以来源于 C. 

acetobutylicum 的丁酸合成基因簇替代其自身乙酸

合成途径中的磷酸乙酰基转移酶基因 pta，实现了

丁酸的合成[78]。 

抑制或敲除旁路途径是提高代谢途径中目

标产物产量的方法之一。研究者利用同源重组

和 二 类 内 含 子 介 导 的 基 因 失 活 方 法 抑 制 了 C. 

autoethanogenum 丁二醇合成途径中乙酰乳酸脱

羧酶基因(budA)的表达，提高了乙醇产量[60]。另一

项研究表明，在 C. autoethanogenum 中抑制乳酸脱

氢酶基因(ldhA)同样使乙醇的产量得到了提高[60]。 

除旁路途径的影响外，菌株对产物的耐受

性同样制约着目标产物产量的提高。为减弱高

浓度乙醇对于菌株的抑制作用，研究者们在 C. 

autoethanogenum 中过表达了两个与蛋白折叠相

关的辅因子 GroES 和 GroEL，提高了菌株对乙醇

的耐受能力[60]。 

2016 年，Jones 等在 C. ljungdahlii 中引入丙酮

丁醇梭菌来源的丙酮合成途径，采用混合碳源(糖/

一碳气体)发酵策略，使得糖酵解途径产生的 CO2

被 WL 途径重新利用，减少了糖酵解途径的碳流

失，提升了菌株的碳固定能力。此外，通过对菌株

的富集，实现细胞的高密度连续发酵，最终使得丙

酮合成量达到 10 g/L[74]。据文献报道，通过过表达

来源于 Bacillus subtilis 的硫酯酶(teII)和 Haemophilus 

influenzae 的 乙 酰 辅 酶 硫 酯 酶 (ybgC) 均 可 提 高      

C. ljungdahlii 合成气发酵时的丙酮产量[54,79]。另一项

研究发现，在 C. ljungdahlii 和 C. autoethanogenum

中存在一个依赖于 NADPH 的次级醇醛脱氢酶基

因(sadh)，能够将丙酮转化为异丙醇 [80-82]，进一

步拓展了食气梭菌的产物谱。此外，通过在 C. 

autoethanogenum 和 C. ljungdahlii 中表达 MVA

途径和异戊二烯代谢途径，证实了食气梭菌生产

倍半萜类化合物如甲羟戊酸、异戊二烯等的可能

性[60,76,83-85]。 

新西兰朗泽公司近年来开发了多个食气梭菌

工程菌株，转化一碳气体合成高附加值产物，如甲

基乙基酮(MEK)[60]、3-羟基丙酸(3-HP)[86]、生物柴

油、1,3-丁二烯[87]等。然而，基于气体转化效率和

生产成本等多方面因素的考虑，目前这些工程菌
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株还远未达到工业化生产水平。因此，对食气梭

菌进行代谢工程改造，提升菌株气体转化效率，

提高产物合成气发酵产率和产量，是目前研究的

重要方向。 

4  食气梭菌的发酵优化 

气液传质效率是一碳气体发酵的主要限速步

骤之一[88]。高效的气液传质效率是气体生物反应

器设计的关键，给予更多的能量供体、加快气体流

通速度或增加发酵罐内压力等均可以提升气液传

质效率。 

连续搅拌釜式反应器是目前实验室使用较多

的气体反应器，可通过机械搅拌将通入的气体变成

微小气泡，从而增大气液接触面积，达到较好的气

液传递效果。与连续搅拌釜式反应器相比，鼓泡塔

反应器通过喷射方式将气体注入培养基，气体分散

效果较好，无需机械搅拌，具有良好的传热和传质

效率。除增大气液接触面积外，提高反应器中气体

压力或在反应液中补加碳酸盐等，也是提高发酵液

中气体溶解度、加速菌株气体利用效率的有效方

法。据文献报道，在以果糖作为碳源时，在 C. 

ljungdahlii 的培养基中补加 CaCO3 等化合物，能显

著提升乙醇和乙酸的合成产量[89]；增加碳源中 CO

的分压也能够显著提升菌株的生长和产物合成

量[90]。此外，为了解决食气梭菌发酵中的低生物

量问题，研究者在气体发酵装置中加入一些吸附

菌体的填料和介质来提升细胞密度。例如，采用中

空纤维膜富集细胞，可有效提高发酵气体时的丙酮

产量[74]。 

多细胞体系利用不同微生物间的共生关系来

提高底物利用率，进而提高产物产量，因此是一种

拓展发酵产物种类以及提升发酵效率的有效策略。

解糖型梭菌，如 C. acetobutylicum 和 C. beijerinckii

与食气梭菌具有良好的互补关系。前者在糖酵解

过程中释放的 CO2 和 H2，恰恰是后者的碳源和能

源。因此，如将两者按一定的比例进行共培养，

在 糖 基 原 料 的 发 酵 中 可 避 免 过 多 的 碳 损 失 (以

CO2 的形式释放)，从而极大地提升碳利用率[91]。

近期，已有研究者尝试了上述发酵策略，通过将

C. acetobutylicum 和 C. ljungdahlii 的共培养，显著

提高了产物得率且检测到新产物的生成[92]。 

培养基成分的优化对于气体发酵同样重要。虽

然食气梭菌以 CO、CO2、H2 为碳源和能源，但仍

需要其他成分如维生素、微量元素、矿物质元素和

还原剂等保持菌种的代谢活性[9,93]。例如，通过降

低 C. ljungdahlii 培养基中 B 族维生素和酵母提取

物的浓度可提升乙醇产量[93]。Kundiyana 等在 C. 

carboxidivorans P7 的培养基中使用棉花籽提取物替

代酵母提取物等成分，使得合成气发酵的乙醇产量

得到明显提高[94]。此外，调整培养基中的微量金

属离子浓度能够提高某些金属离子依赖的氧化还

原酶的活力，可提升食气梭菌中乙醇的产量[95]；优

化发酵培养基中各矿质元素的浓度，同时采用低温

培养的方式能提高食气梭菌的产物合成能力[9]；而

在培养基中加入还原剂，如甲基紫晶、Na2S 等也能

显著提升菌株的气体发酵水平[96-97]。 

pH 值和温度等对食气梭菌的生长也有重要的

影响。研究发现，在 pH 6.8 时，C. ljungdahlii 的

细胞密度和乙醇产量均高于 pH 5.5 时的水平[98]。

食气梭菌最适生长温度在 30−40 °C 之间，培养温

度不仅影响底物利用率、生长率和膜脂组成，而且

影响气体碳源在培养中的溶解度。已经发现，适

当降低培养温度虽然会造成食气梭菌生长速率的

一定延迟，但最终的产物合成量相对于常规培养

温度有显著提高[9]，这一现象背后的分子机制尚

待解析。 

5  展望 

以一碳气体为原料经化学催化合成氨、含氧化

合物和烃类等化学品的生产技术已投入商业运行，

但仍存在局限性。相比于化学催化路线，生物转化

方式有其特色和优点，可为一碳气体的资源化利用
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提供另一种路线选择，是一种创新性的绿色可持续

生产模式。 

在现有的三类主要生物固碳形式中(化学能、

光能和电能)，化能自养菌的气体发酵过程与现有

工业发酵技术及体系的相容性较好，因而具有良好

的工业应用前景。食气梭菌作为化能自养菌的主要

成员，是构建一碳气体生物转化平台的理想宿主微

生物之一。近年来，研究者们已在优化食气梭菌气

体转化利用和发酵技术方面做了诸多尝试，但主要

集中于外部条件。受限于对食气梭菌生理代谢相关

分子机制的有限认识以及分子技术手段的低效，目

前通过理性设计和改造提高菌株气体发酵性能的

研究进展比较缓慢。因此，食气梭菌菌株优化方面

的研究未来需在以下几方面进行重点突破：(1) 进

一步优化现有分子技术平台，尤其是功能更为强大

的分子操作工具。例如，高效的外源大片段 DNA

在染色体上的整合技术，用于快速构建和稳定表达

新产物途径，高效创建一碳细胞工厂合成高值大宗

化学品。(2) 拓展和完善适用于食气梭菌的各类生

物元件和功能模块，从而实现更为精细的分子操

作，为合成生物学研究奠定基础。(3) 加强食气梭

菌的功能基因组学研究，系统发掘与重要表型相关

的功能基因，解析分子机制，从而更全面、深入地

认识和理解食气梭菌，为菌株改造提供有效靶点和

思路。 

此外，相对于传统有机质原料发酵而言，气体

发酵的装置设计和过程控制有一定的特殊性，这一

点对于工业规模的气体发酵而言尤为重要。但目

前，已报道的工业尾气发酵中试运行装置的关键技

术均由国外公司掌握，国内相关科研机构尚未在这

方面进行有效布局和系统研究，其中的技术短板极

有可能成为未来国内气体发酵技术大规模推广时

的主要限制因素，这无疑是未来值得重点关注的一

个研究方向。 
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