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木质素生物漏斗驱动芳香化学品绿色合成

杨晶茹 1，2，王雨佳 1，2，刘志华 1，2

（1 合成生物技术全国重点实验室， 天津 300072； 2 天津大学合成生物与生物制造学院， 天津 300072）

摘要： 木质素作为自然界储量最丰富的可再生芳香聚合物，木质素“生物漏斗”路线通过多酶级联将结构各异

的木质素解聚产物定向汇聚为少数或者单一平台化合物。系统综述了基于“生物漏斗”策略的木质素生物转化

研究进展，重点阐述了香兰素、原儿茶酸、对羟基苯乙烯等芳香化学品的合成途径与工程化策略，并讨论了合

成生物学、人工智能辅助酶工程和代谢调控等前沿技术在推动木质素生物转化应用中的关键作用。该综述有望

为木质素生物转化合成高价值产物提供基础理论和关键技术支撑。
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Lignin biological funneling drives green synthesis of aromatic chemicals

YANG Jingru1,2, WANG Yujia1,2, LIU Zhihua1,2

(1 National Key Laboratory of Synthetic Biotechnology, Tianjin 300072, China; 2 School of Synthetic Biology and 
Biomanufacturing, Tianjin University, Tianjin 300072, China)

Abstract: Lignin, as the most abundant renewable aromatic polymer in nature. The "biological funnel" pathway 
directs structurally diverse depolymerization products into a few platform compounds via multi-enzyme cascade. 
Recent advances in lignin valorization based on the biological funnel strategy are systematically reviewed, with an 
emphasis on the biosynthetic routes and engineering strategies for aromatic chemicals such as vanillin, 
protocatechuic acid, and 4-hydroxystyrene. Furthermore, the applications of synthetic biology, artificial 
intelligence, and enzyme engineering in pathway reconstruction and key enzyme modification are analyzed. To 
address challenges such as product toxicity and the low conversion efficiency of S-type monomers, future directions 
including adaptive evolution, intelligent enzyme design, and full-chain synergistic conversion are discussed. This 
review provides theoretical guidance and a technical reference for the systematic engineering of lignin biological 
funnel pathways.
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引 言

生物制造已成为全球战略性新兴产业。据经

济合作与发展组织预测，至 2030 年全球将有 35% 的

化学品实现生物基替代，但这一进程长期受限于芳

香族碳源的结构性短缺。木质素是一类结构复杂
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的天然芳香族聚合物，由紫丁香基（S）、愈创木基

（G）和对羟基苯基（H）三种苯丙烷结构单元经自由

基耦合反应聚合而成[1]。其分子结构单元之间以

碳-氧键、碳-碳键等多种键型连接，分子链上含有

丰富的甲氧基、羰基、羟基和羧基等活性官能团[2]。

木质素是木质纤维素生物质的三大核心组分之一，

也是工业生物制造领域极具应用潜力的天然芳香

族可再生原料。然而，其单体聚合形成的致密三维

网状结构、分子间复杂的键合方式及固有的抗降解

特性，导致资源潜力远未被充分挖掘[3]。自然界中

微生物经过亿万年进化，获得可以实现木质素生物

转化代谢的完整途径，可将结构各异的木质素及其

衍生物定向转化为高值化合物[4]。因此，优化木质

素生物转化路径不仅有望突破解聚产物组成分散

的转化瓶颈，也为推动生物经济发展和实现“双碳”

目标提供技术支撑[5][6]。

目前，木质素生物转化已形成一条较为成熟的

路线，包含胞外解聚、胞内定向转化与目标产物合

成三个关键阶段[7]。在胞外解聚阶段，生物法解聚

主要依赖于漆酶、锰过氧化物酶、木质素过氧化物

酶、多功能过氧化物酶及脱色过氧化物酶等关键降

解酶的协同作用，将复杂的大分子聚合物转化为可

被微生物同化的小分子芳香族衍生物[8]。随后，这

些衍生物通过木质素分解菌株转运系统跨越细胞

膜进入胞内，利用菌株特有的代谢网络进行分解代

谢。在目标产物合成阶段，菌株以上述中间代谢物

为前体，通过特异性的转化途径，定向产出各类高

附加值精细化学品[9]。“生物漏斗”路线是胞内定向

转化阶段关键环节，通过多酶级联催化反应，将结

构各异的芳香族解聚产物定向汇聚为原儿茶酸、儿

茶酚或没食子酸等单一的芳香族平台化合物。这

一完整的生物转化体系，不仅揭示了非粮生物质从

复杂聚合物向单一化学品转化的内在机制，也为实

现木质素资源的高效化利用提供了创新的解决思

路[10]。然而，尽管木质素生物转化策略具有显著优

势，该策略的工程化构建仍面临诸多难题[11]。首先，

木质素复杂的异质聚合结构导致解聚产物呈高度

混合性，天然菌株难以将结构繁杂的芳香族混合物

高效汇聚为单一目标平台分子。其次，“生物漏斗”

路线中关键酶系的催化效能不足，制约级联反应效

率[12]。最后，宿主代谢网络的复杂性导致调控目标

产物合成的效率低下[13]。因此，亟需通过重构“生物

漏斗”路线、强化关键酶效能及调控细胞全局代谢

网络，以提高芳香产物的合成效率。针对木质素生

物转化领域的上述瓶颈，本文主要系统综述“生物

漏斗”路线在木质素生物转化中的应用。首先，系

统总结异质木质素高值化利用的关键路线。接着，

以不同微生物底盘，综述“生物漏斗”途径合成各类

平台化合物生物的最新进展。然后，阐述合成生物

学与人工智能等前沿技术在该转化体系优化升级

中的核心作用。本综述以“生物漏斗”路线为基础，

通过整合合成生物学与人工智能的前沿策略，为木

质素生物转化体系中代谢通路的重构与关键酶元

件的定向进化提供了具体的理论依据。上述三类

瓶颈，包括产物混杂汇聚、关键酶催化效能不足和

宿主代谢网络调控低效，分别对应漏斗途径的路线

设计、催化元件改造和细胞全局调控三个层面的工

程化挑战，后文将在各产物合成体系的具体案例与

前沿技术应用中分别呈现针对性解决方案的突破

进展。

1 异质木质素“生物漏斗”高值化利

用路线

细胞外木质素解聚后，多种异质性的木质素衍

生芳香化合物会被转运至木质素分解微生物细胞

内，并通过“生物漏斗”路线代谢为关键中间产物。

这些异质性木质素混合物通常由愈创木酚（G）、丁

香酚（S）和羟基苯酚（H）亚单元组成。这些芳香族

化合物的代谢首先经过漏斗式途径，生成中心芳香

中间体，如原儿茶酸、儿茶酚或没食子酸[14]。随后，

这些芳香环中间体通过芳香环裂解途径进一步裂

解，产生乙酰辅酶 A 和琥珀酰辅酶 A，可以用于细胞

生长并最终转化为高附加值产品。

H 型木质素单元在小麦秸秆和玉米秸秆等禾本

科生物质中含量丰富[15]。对香豆酸（p-CA）通常代

表木质素衍生的 H 型芳香族化合物。如图 3 粉色模

块所示，细菌降解对香豆酸涉及四种途径，包括辅

酶 A 依赖性 β 氧化途径、辅酶 A 依赖性非 β 氧化途

径、辅酶 A 非依赖性途径以及脱羧途径[16]。辅酶 A
依赖性 β 氧化途径广泛存在于变形菌门的部分细菌

中，如芳香杆菌属、假单胞菌属及谷氨酸棒杆菌[17]。

该途径起始于对香豆酸辅酶 A 连接酶（PhdA）催化

的辅酶 A 连接反应，生成羟基肉桂酰辅酶 A 硫酯；继

而由烯酰辅酶 A 水合酶（PhdE）催化硫酯双键的水

合反应，引入羟基；随后，羟基中间体经羟基酰基辅
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酶 A 脱氢酶（PhdB）氧化生成酮基，最终被苯甲酰辅

酶 A 裂解酶（PhaC）裂解生成苯甲酰辅酶 A 和乙酰辅

酶 A[18]。研究在谷氨酸棒杆菌中鉴定了负责对香豆

酸、阿魏酸和咖啡酸等苯丙烷类化合物利用的 phd
基因簇，证明该菌可通过 Phd 通路将对香豆酸导向

4-羟基苯甲酸等中间体，进一步解析了羟基肉桂酸

降解，证实对香豆酸和阿魏酸诱导相关降解基因，

并通过辅酶 A 依赖性非 β 氧化途径进入 4-羟基苯甲

酸和原儿茶酸节点[19]。辅酶 A 依赖性非 β 氧化途径

分布于不动杆菌属、假单胞菌属、红球菌属及鞘氨

醇菌属中。如图 3 中由对香豆酸经对羟基苯甲醛导

向原儿茶酸的路径所示，在假单胞菌属中，该途径

前两步反应与辅酶 A 依赖性 β 氧化途径相同；区别

在于后续利用酰基辅酶 A 合成酶（Fcs）和烯酰-CoA
水合酶（Ech）催化对香豆酸并形成羟基。该羟基中

间体可直接经烯酰辅酶 A 水合酶直接裂解，生成对

羟基苯甲醛和乙酰辅酶 A。对羟基苯甲醛随后在香

兰素脱氢酶和 4-羟基苯甲酸 3-单加氧酶的催化下

生成原儿茶酸，后者是木质素转化过程中的核心平

台 中 间 体 之 一[20]。 利 用 伯 克 霍 尔 德 氏 菌

Burkholderia glumae BGR1 中天然对香豆酸转化途

径，通过删除 β-酮己二酸途径中降解对羟基苯甲酸

的关键基因，实现对香豆酸向对羟基苯甲酸的积累

量提高超过 100 倍，表明阻断下游芳环开裂可有效

强化 H 型单体向芳香酸平台化合物的积累[21]。在辅

酶 A 非依赖途径中，H 型芳香族化合物无需形成辅

酶 A 硫酯即可生成羟基苯基-β-羟基丙酸，后者经

氧化反应生成对羟基苯甲酸。芽孢杆菌属中 H 型

芳香族化合物脱羧途径已得到深入研究。如图 3 中

由对香豆酸经酚酸脱羧酶直接催化生成对羟基苯

乙烯的路径所示，对羟基苯甲醛可被对羟基苯甲醛

脱羧酶（pHBDC）直接脱羧，生成对羟基苯乙烯和二

图 1 木质素解聚与高值芳香产物合成的生物转化策略（植物通过光合作用固碳生成木质纤维素，包含纤维素、半纤维素和木

质素，其中木质素由 H、G、S 三类苯丙烷单体构成。借助合成生物学构建工程菌株、AI 优化催化酶、代谢调控分配通量等生物

转化技术降解生物质，可产出芳香醛、芳香酸、芳香烯、开环衍生物、聚合物等多类高附加值芳香产物。最终产物完成资源化回

收，形成生物质碳资源循环利用体系）

Fig. 1 Bioconversion strategies for targeted lignin depolymerization and high-value aromatic product synthesis (Plants synthesize 
lignocellulose via photosynthetic carbon fixation, which contains cellulose, hemicellulose and lignin consisting of H‐, G‐, S‐type 

phenylpropane monomers. Biomass bioconversion adopts synthetic biology to fabricate engineered strains, artificial intelligence to 
refine catalytic enzymes, and metabolic regulation to redistribute carbon flux. This workflow produces high‐value aromatics covering 
aldehydes, acids, olefins, ring‐opened derivatives as well as polymers. Product recycling establishes a circular utilization system for 

biomass carbon resources)
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氧化碳。芳香族双加氧酶（Ado）能进一步催化对羟

基苯乙烯生成对羟基苯甲醛。该途径已被用于生

产对羟基苯乙烯。研究推测，脱羧途径也可能将对

羟基苯甲醛转化为原儿茶酸，后者可进一步由原儿

茶酸脱羧酶（AroY）催化，生成儿茶酚。对香豆酸可

在酚酸脱羧酶催化下生成对羟基苯乙烯和二氧化

碳，该路径已被用于对羟基苯乙烯的生物合成。从

解淀粉芽孢杆菌 Bacillus amyloliquefacien 中筛选得

到 对 对 香 豆 酸 具 有 较 高 催 化 效 率 的 酚 酸 脱 羧 酶

（BAPAD），其 kcat/Km 可达到 9.3 mM-1 s-1，但表达酚

酸脱羧酶（BAPAD）的重组大肠杆菌在单相体系中

对香豆酸向对羟基苯乙烯的转化率仅为 22.7%，主

要受产物抑制限制[22]。由此可见，H 型单体转化效

率不仅取决于核心降解酶活性，也受到产物毒性、

下游降解竞争及底物与产物跨膜转运效率等因素

共同影响。

G 型木质素结构单元在生物质中分布广泛，尤

其在软木类生物质中占比超过 95%[23]。阿魏酸通常

作为典型的 G 型芳香族化合物代表。如图 3 蓝色模

块所示，细菌对阿魏酸的代谢主要经由三条途径实

现，包括辅酶 A 依赖性 β 氧化、辅酶 A 依赖性非 β 氧

化、非氧化性脱羧。其中，辅酶 A 依赖性 β 氧化途径

的关键酶系与前述 H 型对香豆酸的代谢酶系高度

相似。以谷氨酸棒杆菌为例，首先对香豆酸辅酶 A
连接酶将阿魏酸活化生成阿魏酰辅酶 A，随后经烯

酰辅酶 A 水合酶/醛缩酶催化发生水合反应；生成的

羟基中间体经羟基酰基辅酶 A 脱氢酶作用下氧化生

成酮基，最终由苯甲酰辅酶 A 裂解酶裂解，生成香草

酸与乙酰辅酶 A[24]。在假单胞菌属中，辅酶 A 依赖

性非 β 氧化途径同样与对香豆酸代谢途径的酶系相

同，并最终导向香草酸。通过分别插入失活恶臭假

单胞菌 KT2440 中的阿魏酰辅酶 A 合成酶基因 fcs、
水合酶/醛缩酶基因 ech 和香草醛脱氢酶基因 vdh，证

明这三个基因分别参与阿魏酸活化、侧链裂解和香

草醛氧化，是阿魏酸经香草醛转化为香草酸的关键

功能模块[25]。在香草醛生物制造方面，以恶臭假单

胞菌 KT2440 为底盘，通过删除香草醛脱氢酶基因

vdh 并增强阿魏酰辅酶 A 合成酶基因 fcs 与水合酶/
醛缩酶基因 ech 表达，构建了无质粒工程菌株，使阿

魏酸向香草醛的摩尔产率在 3 h 内达到最高 86%，

且副产物水平较低，说明阻断香草醛再氧化并增强

上游通量是提高 G 型单体定向转化效率的关键策

略[26]。近年来，该路径还与原位产物移除策略结合

用 于 缓 解 香 草 醛 毒 性 。 研 究 构 建 恶 臭 假 单 胞 菌

KT2440 衍生菌株可由阿魏酸积累 0.64 g/L 香草醛，

此前工程化恶臭假单胞菌由阿魏酸生产香草醛的

最高报道滴度约为 1.3 g/L，说明产物毒性和再催化

仍是限制香草醛积累的主要瓶颈[27]。在非氧化性脱

羧途径中，如图 3 中阿魏酸经 4-乙烯基愈创木酚转

化为香兰素的路径所示，脱羧酶可催化阿魏酸生成

4-乙烯基愈创木酚[28]，后者经乙烯基愈创木酚脱氢

酶（VGDH）氧化生成香草醛，该途径已被成功重构

于大肠杆菌中用于香草醛的生物合成。在异源重

构方面，研究将阿魏酸脱羧酶与来源于惰性柄杆菌

Caulobacter segnis 的辅酶非依赖型类胡萝卜素裂解

加氧酶 2（Cso2）组合，在大肠杆菌中构建了辅酶非

依赖的脱羧级联反应，使阿魏酸经 4-乙烯基愈创木

酚转化为香草醛，总体转化率可达到约 80%[29]。此

外，有研究从萎缩芽孢杆菌 Bacillus atrophaeus 中表

征了新的酚酸脱羧酶（BaPAD），并利用表达酚酸脱

羧酶（BaPAD）的大肠杆菌全细胞在双相体系中进行

阿魏酸脱羧，实现高浓度 4-乙烯基愈创木酚生产，

进一步说明通过提高脱羧酶有机溶剂耐受性、热稳

定性和双相传质效率，可显著改善 G 型单体向乙烯

基芳香族化合物的生物转化。此外，在厌氧环境

下，阿魏酸可通过侧链还原途径代谢，首先在芳香

还原酶催化下生成二氢阿魏酸，再经脱羧酶催化生

成乙酸和香草酸。通过上述多样化的代谢网络中，

G 型木质素衍生物均可转化为香草酸，并进一步经

O-去甲基化酶（O-DML）催化生成原儿茶酸[30]。如

图 3 中 香 草 酸 经 香 草 酸 O- 去 甲 基 化 酶（VanAB/
LigM）转化为原儿茶酸的节点所示，研究通过在谷

氨酸棒杆菌 ATCC 21420 中表达来源于高效棒杆菌

Corynebacterium efficiens 的 香 草 酸 脱 甲 基 酶 基 因

vanAB，将阿魏酸经香草酸进一步转化为原儿茶酸，

工程菌 FVan 在 48 h 内可将 4.57 mM 阿魏酸转化为

2.87 mM 原儿茶酸，摩尔产率为 62.8%，补料转化体

系中原儿茶酸产量达到 6.91 mM，表明 G 型单体可

作为原儿茶酸等芳香族平台化合物的有效前体[31]。

S 型木质素衍生物主要源于硬木及禾本科植物

木质素的解聚过程。此类单元的芳香环上通常连

有两个甲氧基，其典型代表化合物为丁香酸。丁香

酸不仅是微生物生物转化中常用的碳源，也是 S 型

木质素单体解聚后的主要产物[11]。然而，受限于木

质素分解菌的去甲基化能力不足，目前 S 型芳香族

化合物的微生物代谢效率仍不尽人意[32]。在已报道
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的菌种中，鞘氨醇单胞菌属是研究最为深入的 S 型

芳香族化合物降解菌株。如图 3 黄色模块所示，该

菌降解丁香酸的途径始于四氢叶酸依赖性 O-去甲

基 化 酶 催 化 的 反 应 ，生 成 3- 甲 氧 基 没 食 子 酸

（3MGA）。随后，3-甲氧基没食子酸通过生成 3-甲

氧基没食子酸，再经四氢叶酸依赖型 O-去甲基化酶

图 2 利用生物法转化木质素分子获取高附加值产品（从路径分类维度，将木质素生物转化归纳为四种核心代谢路线，分别是

“生物漏斗”路线、原子经济性功能化路线、芳香环开环路线以及开环聚合路线。四种路线在转化逻辑、催化策略、产物类型和

应用方向上各有侧重，共同构成木质素高值化利用的完整体系）

Fig. 2 Exploiting biological lignin conversion routes (BCLRs) to obtain value-added products from lignin valorization (From a 
pathway-classification perspective, lignin bioconversion can be categorized into four core metabolic routes, namely the biological 
funneling route, the atom-economic functionalization route, the aromatic ring-opening route, and the ring-opening polymerization 

route. These four routes differ in their transformation logic, catalytic strategies, product types, and application directions, collectively 
constituting a comprehensive system for the high-value utilization of lignin)
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（LigM）催化再次去甲基化生成没食子酸；而在降解

途径中，3-甲氧基没食子酸与没食子酸共同构成了

丁香酸代谢的两个核心中间体[33]。鞘氨醇单胞菌

SYK-6 中四氢叶酸依赖型 O-去甲基化酶（LigM）的

基因功能研究表明，其对香草酸和丁香酸代谢至关

重要，相关突变会显著影响菌株对这些甲氧基芳香

酸的利用，说明 O-去甲基化是 S 型单体生物漏斗转

化的关键限速步骤。近年来，S 型芳香族代谢研究

进一步从通路解析拓展到转录调控和转运强化层

面。研究利用定量 RT-PCR 发现，鞘氨醇单胞菌

SYK-6 中参与香草酸及丁香酸代谢的丁香酸 O-脱

甲 基 酶（DesA）、四 氢 叶 酸 依 赖 型 O- 去 甲 基 化 酶

（LigM）和没食子酸双加氧酶（DesB）在香草酸和丁

香酸诱导下转录水平提高 5.8 至 37 倍，并鉴定了

MarR 型调控因子 DesR。后续研究进一步证明，编

码丁香酸 O-去甲基化酶基因 desA 受 IclR 型调控因

子 DesX 调控，表明 S 型单体代谢不仅受酶催化效率

影响，也受到底物诱导和转录调控网络的限制[34]。

除胞内去甲基化外，芳香酸转运也会影响 S 型单体

转化速率。已有研究证明鞘氨醇单胞菌 SYK-6 中

的 MFS 家族转运蛋白 PcaK 不仅参与原儿茶酸和香

草酸摄取，也介导 4-羟基苯甲酸、丁香酸和阿魏酸

摄取，PcaK 缺失使丁香酸转化能力在 90 min 内降至

野生型的 46%，而在 pH 9.0 条件下丁香酸转化速率

进一步降至野生型的 14%；相反，提高 Sl-pcaK 表达

可使丁香酸、香草酸和阿魏酸转化速率分别提高约

1.33、1.31 和 1.13 倍。这些定量结果说明，提高 S 型

单体转化效率不能仅依赖 O-去甲基化酶的挖掘，还

需同步优化芳香酸摄取、底物诱导表达和下游开环

代 谢[35]。 除 鞘 氨 醇 单 胞 菌 SYK-6 外 ，Rhodococcus 
jostii RHA1 等菌中也发现了参与甲氧基芳香族化合

物降解的 O-去甲基化和芳环开裂酶系，且部分酶表

现出底物谱重叠和功能冗余，提示通过挖掘跨属来

源的去甲基化模块并进行组合表达，可能是提高 S
型木质素单体转化效率的重要策略[36]。

上述研究结果表明，木质素分解菌能够利用

“生物漏斗”路线将三种类型的木质素衍生芳香族

化合物转化为关键中间体。图 3 以三种颜色模块系

统汇总了上述三类单体的完整代谢网络，清晰地呈

现了各条途径的底物、酶系、中间体及汇聚节点。

如前所述，不同木质素分解菌对木质素衍生芳香族

化合物存在显著的代谢偏好性，这可能源于其酶系

组成与代谢通路的差异。目前，尚无单一菌株能够

同步高效代谢所有类型的木质素衍生芳香族化合

物；即便某些菌株具备代谢不同芳香族化合物的通

路，三类化合物也难以同时实现高效的同速转化。

因此，利用合成生物学等前沿技术，设计与调控针

对这三类木质素单元的“生物漏斗”路线，是突破当

前细菌木质素转化瓶颈的必要策略。

2 微生物转化木质素制备高价值芳

香平台化合物

基于生物漏斗策略提供的代谢汇聚体系，结合

经筛选与理性设计的适配性微生物底盘，木质素生

物转化可实现一系列平台化合物的高效生物合成。

目前，相关研究围绕该转化体系下几类核心产物的

高效合成，已取得系列重要研究进展。

2.1 木质素基芳香醛类化合物生物合成

以香兰素为代表的芳香醛类化合物作为全球

产量最高的香料单体及关键的医药合成中间体，其

市场需求巨大。目前，芳香醛类化合物的生产主要

依赖于不可再生的石化原料或者通过天然植物提

取，存在过程不环保以及原子经济性差等问题。因

此开发绿色高效的生物制造路线可满足可持续发

展以及绿色制造产业升级。利用木质素作为生产

芳香醛的原料可充分利用其独特的资源禀赋。目

前 香 兰 素 的 生 物 合 成 主 要 依 托 三 类 微 生 物 底 盘

展开。

在利用天然木质素降解菌合成香兰素的代谢

工程中，核心策略是强化内源木质素单体转化网络

并阻断产物降解支路，以积累目标芳香化学品。以

假单胞菌为底盘，针对对香豆酸、阿魏酸和香草酸

三种主要解聚单体，研究进行了系统的工程改造。

在荧光假单胞菌 BF13 中，通过靶向失活香兰素脱氢

酶编码基因 vdh，并表达阿魏酰辅酶 A 合成酶基因

fcs 与水合酶/醛缩酶基因 ech，赋予菌株积累香兰素

的能力，将该途径导入恶臭假单胞菌并以 tac 启动子

表达，3 h 内摩尔转化率即达 86%，并且副产物极

少[25]。为进一步提升底盘性能，研究通过适应性实

验室进化（ALE）对恶臭假单胞菌进行预优化，在选

择性压力下获得的进化菌株携带香草酸 O-脱甲基

酶基因 vanB、甲酰亚胺谷氨酸水解酶基因 fghA 及全

局调控因子的协同突变，其香草酸代谢通量提升 5
倍，为后续途径工程提供了高耐受性、代谢通畅的

出发菌株[37]。基于该进化底盘，系统代谢工程通过
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敲除原儿茶酸开环关键基因 pcaGH 阻断前体旁路代

谢，敲除香兰素脱氢酶基因 vdh 抑制产物降解，并优

化香草酸 O-脱甲基酶（VanAB）的表达，将碳流导向

香兰素合成，产量达 4.47 g/L。为提高转化效率，后

续研究对内源阿魏酰-CoA 合成酶/水合酶-醛裂解

酶（FCS-ECH）操纵子的核糖体结合位点进行理性

设计并共表达分子伴侣 GroEL/GroES，使关键酶复

合体的催化效率提升了 2.6 倍；同时系统敲除 8 个醛

类降解相关基因含醛还原酶基因 areA 及钼酸盐转

运蛋白簇，彻底阻断钼辅因子依赖与非依赖的两条

产物降解途径。结合树脂原位吸附缓解产物抑制，

摇 瓶 水 平 下 阿 魏 酸 到 香 兰 素 的 摩 尔 转 化 率 超

90%[38]。该系列研究完整展现了从底盘预适应、途

径重构到降解网络根除的系统工程逻辑，为利用天

然降解菌实现木质素单体的高值化转化提供了清

晰的技术范式。

在以红球菌为底盘合成香兰素的研究中，首先

针对红球菌内源 P450 酶（PbdA），在 Ser87 与 Ser237
位点引入定点突变以重塑底物结合口袋，首次实现

该酶对香草醛、对甲氧基苯甲醛等醛类底物的高效

脱甲基催化，为香兰素的一步法合成提供了全新的

酶催化工具[39]。随后，通过敲除浑浊红球菌 RHA1
的香兰素脱氢酶基因 vdh，阻断了香兰素向香草酸

的转化。以小麦秸秆木质纤维素为底物，经“一锅

图 3 木质素生物漏斗路线生产芳香平台化合物（蓝色、粉色及黄色模块分别代表 G 型、H 型及 S 型木质素单体在菌株中的代

谢路径）

Fig. 3 Biological funneling pathway of lignin for the production of aromatic platform chemicals (Blue, pink, and yellow modules 
represent the metabolic pathways of G-, H-, and S-type lignin monomers in engineered strains)
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法”发酵即获 96  mg/L 香兰素，首次证明了从天然

木质纤维素直接生物合成香兰素的可行性。进一

步研究发现，大量香兰素被内源还原酶还原为香草

醇。通过敲除关键香兰素还原酶基因 Pd630_LPD0
3722 并引入外源香兰素脱氢酶，以香兰素为底物时

粘康酸的摩尔产率从 10% 大幅提升至 97.8%[40]。松

柏醇脱氢酶基因 calA 与松柏醛脱氢酶基因 calB，以

及香草醇氧化酶基因 vaoA，构建了从丁香酚经阿魏

酸再到香兰素的完整级联代谢通路，显著拓宽了木

质素解聚单体的转化范围[41]。上述工作从催化元件

开发、代谢网络重塑及底物谱拓展等方面，证实了

红球菌作为木质素源香兰素合成底盘的系统潜力。

鉴于天然菌株内源代谢网络复杂，在遗传背景

清晰、抑制物耐受性强的模式工业菌株酿酒酵母中

从头构建简化的人工生物漏斗途径成为另一条重

要技术路线。研究首先通过系统性敲除醛还原酶

基 因 ari1、醛 酮 还 原 酶 基 因 gre2 与 醛 脱 氢 酶 基 因

hfd1，构建了可稳定积累香兰素及其前体的底盘菌

株。在此基础上，引入以阿魏酸和对香豆酸为底物

的香兰素合成途径，过表达 4-香豆酰辅酶 A 连接酶

基因 4cl 与烯酰-CoA 水合酶基因 ech，实现了底物的

定向转化。为突破限速步骤，进一步耦合蛋白质工

程与代谢调控策略，采用柔性连接肽将羟基化酶组

分 HpaC 与 HpaB 融合表达，并强化 S-腺苷甲硫氨酸

循环以保障甲基供体供给，香兰素最高产量达 2.49 
mM。随后，通过构建己糖与戊糖的协同利用途径

并协同调控分支酸与莽草酸途径，首次实现了酿酒

酵母对葡萄糖、木糖与木质素单体的同步代谢，以

玉米秸秆水解液为底物获得 1.97 mM 的香兰素。后

续研究构建了工程化酿酒酵母全细胞催化剂，经过

培养基成分与转化条件系统优化，在分批补料发酵

中香兰素产量达 15.3  mM，约 2.32  g/L，摩尔产

率 71%[42]。 引 入 壳 聚 糖 膜 介 导 的 原 位 产 物 分 离

（ISPS）技术，利用膜上氨基与香兰素醛基形成席夫

碱实现特异性捕获与洗脱有效缓解产物抑制，产量

提升 2.6 倍；最终，以麦麸提取的真实木质素水解液

为底物进行验证，香兰素滴度达 21.1  mM，相当于

每克麦麸产 1.8  mg 香兰素，为木质素基香兰素的

工业化生产提供了高效、可放大的技术路径[43]。综

上所述，通过底盘代谢背景精简、途径重建、辅因子

工程及原位产物分离技术的系统集成，酿酒酵母成

功实现了从木质素单体到香兰素的高效定向转化，

展现了模式工业菌株在木质素芳香化学品合成中

的巨大潜力。

目前，香兰素的生物合成研究已从早期的单一

路径功能验证，发展至多底盘细胞中融合途径重

构、代谢网络调控与酶工程定向改造的系统优化阶

段。然而，目前微生物合成香兰素领域仍存在一些

问题。多数高效合成体系严重依赖价格较高的纯

化单体作为底物，对真实的木质素原料的适配性和

转化效率仍有待突破。此外，产物香兰素对宿主细

胞固有的毒性抑制作用，以及其在内源代谢网络中

易被降解的问题仍是限制最高产量和生产率的关

键瓶颈。此外，微生物底盘代谢网络复杂，导致对

合成途径进行理性设计和优化成为主要难点。针

对上述问题，未来研究可从以下几个方面寻求突

破。在原料利用层面，需着力开发能直接高效利用

木质素粗原料或复杂水解液的菌株与体系，其中涉

及构建具有广谱底物利用能力的工程酶、设计解聚

菌株与转化菌株分工协作的混菌体系等。在宿主

细胞层面，必须系统性研究解聚产物抑制与降解问

题，具体策略包括通过蛋白质工程理性设计或敲除

内源降解酶编码基因以阻断副反应，利用适应性进

化与外排泵过表达等策略强化宿主耐受性，并结合

原位分离耦合发酵等工艺解除产物抑制。在代谢

网络层面，应避免对单一途径的简单叠加，充分利

用基因组尺度代谢模型与多组学分析等工具理性

地识别瓶颈，并通过模块化工程与动态调控策略对

细胞生长、产物合成途径、竞争途径之间的关系进

行平衡。最终，面向产业化应用，将上述合成生物

学改造策略与适配复杂原料的发酵工艺、反应器设

计及高效回收工艺进行多尺度整合实现香兰素合

成的全过程优化。

2.2 木质素基芳香酸类化合物生物合成

在木质素“生物漏斗”代谢途径中，原儿茶酸与

对羟基苯甲酸是密切联系的两类芳香酸产物。原

儿茶酸处于“生物漏斗”路线的核心汇聚节点，可由

G/H/S 三类木质素单体通过各自代谢支路汇聚而

得。对羟基苯甲酸则位于 H 型单体代谢支路的下

游节点，在对羟基苯甲酸羟化酶催化下进一步羟化

为原儿茶酸。基于此，本节先以原儿茶酸为对象，

再以对羟基苯甲酸为对象，系统综述二者在天然降

解菌与模式工业菌株两类底盘中实现多类型单体

汇聚的工程化策略。

原儿茶酸是木质素“生物漏斗”路线定向汇聚

的核心芳香平台化合物，更因其兼具抗氧化、抗菌
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和抗炎等多种生物活性。目前，其生产主要依赖于

从植物中提取或利用石油基原料化学合成，存在收

率低及成本高等问题。木质素结构单元本身含有

合成原儿茶酸所需的芳香环骨架，是合成原儿茶酸

理想且廉价的生物基原料。然而，木质素结构的高

度复杂性与解聚产物的异质性阻碍其定向高效转

化为单一目标产物。当前研究的核心技术路线是

依托“生物漏斗”路线，并聚焦于关键酶催化的定向

脱甲基化与羟化反应，将结构各异的木质素衍生单

体高效转化为原儿茶酸。目前，构建高效合成原儿

茶酸的微生物细胞工厂主要围绕两类底盘微生物

深入展开。

在天然木质素降解菌底盘中，以恶臭假单胞菌

为宿主的研究成果显著。该菌内源的香草酸 O-脱

甲基酶（VanAB）是催化 G 型木质素单体转化的核心

限 速 酶 。 研 究 通 过 敲 除 原 儿 茶 酸 开 环 降 解 基 因

pcaHG、过表达香草酸 O-脱甲基酶基因 vanAB 并重

构甲醛代谢途径，敲除全局调控因子 Crc 消除分解

代谢物阻遏、并利用不同强度的启动子精细调控限

速酶基因 pobA 与 vanAB 的染色体整合表达，成功消

除了中间体对羟基苯甲酸和香草酸的积累；构建的

无质粒工程菌株 PCA1601 在 H/G 型木质素单体混

合物中产生 22.7 mM 原儿茶酸，摩尔产率 94.5%，补

料分批发酵进一步提升至 113.6 mM，并在真实木质

素水解液中展示了 2.4 g/L 的实际转化能力，实现了

从木质素流到单一芳香平台化合物的高效生物漏

表 1　通过“生物漏斗”路径微生物利用异质木质素衍生物合成芳香醛

Table 1　Aromatic aldehydes transformed from heterogeneous lignin derivatives via microbial “biological funnel” pathways

芳香化

学品

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

香兰素

宿主菌株

荧光假单胞菌

BF13

恶臭假单胞菌

恶臭假单胞菌

恶臭假单胞菌

KT2440

红球菌 HR199

酿酒酵母

酿酒酵母

嗜木质素芽孢

杆菌 L1
短小芽孢杆菌

ZB1
桑南链霉菌 
MTCC 6637

脓肿分枝杆菌

梭形芽孢杆菌

CGMCC1347

底物

阿魏酸

阿魏酸

对香豆酸

阿魏酸

阿魏酸

丁香酚

阿魏酸

阿魏酸/对
香豆酸

真实木质

素水解液

麦秆

异丁香酚、丁香酚、香草醇

脱淀粉小麦麸

香草酸

异丁香酚

基因

vdh; fcs; ech

Vdh; vanAB; calA; PP_3827
–3832

calA; calB; vaoA

ARI1; GRE2; HFD1; 4CL; 
ech; HpaC; HpaB

vdh

工程化策略

1. 靶向失活香兰素脱氢酶基因 vdh
2. 过表达阿魏酰辅酶 A 合成酶基因 fcs 与水合酶/醛缩

酶 ech

1. 过表达阿魏酰辅酶 A 合成酶基因 fcs 与水合酶/醛缩

酶基因 ech
2. 使用强启动子 tac 表达途径基因

适应性实验室进化

1. 敲除香兰素脱氢酶基因 vdh、香草酸 O-脱甲基酶基因

vanAB、松柏醇脱氢酶基因 calA 及钼酸盐转运蛋白簇

PP_3827–3832
2. 引入非 CoA 依赖型通路

3. 利用 SpyTag/SpyCatcher 系统

引入松柏醇脱氢酶基因 calA、松柏醛脱氢酶基因 calB
及香草醇氧化酶基因 vaoA

1. 敲除醛还原酶基因 ARI1
2. 过表达 4-香豆酰辅酶 A 连接酶基因 4CL 与烯酰-CoA
水合酶基因 ech
3. 采用柔性连接肽融合表达等

1. 构建工程化全细胞催化剂

2. 优化培养基成分与转化条件

3. 引入壳聚糖膜介导的原位产物分离技术

敲除香兰素脱氢酶基因 vdh

将菌株置于基础培养基中培养 24 小时

对阿魏酸酯直接进行生物转化

异源表达并测试十四种肉桂酰辅酶 A 还原酶（CARs）
1. 从土壤中分离出新型梭形芽孢杆菌菌株 CGMCC1347
2. 通过添加 HD-8 树脂避免产物抑制

产量

8.41 mM

—

—

4.47 g/L

—

2.49 mM
1.97 mM

21.1 mM

352 mg/
L

71.99 
mg/L

0.708 g/
L

2.86 g/L
8.10 g/L

产率

—

86%

—

—

—

—

1.8 mg/g

—

61.1%

—

—

78.4%

参考

文献

[36]

[25]

[37]

[38]

[40]

[40]

[43]

[96]

[98]

[99]
[100]
[101]

··9



第 XX 卷化 工 学 报

斗转化[44]。针对 S 型木质素单体代谢瓶颈，研究通

过染色体水平组成型表达香草酸 O-脱甲基酶基因

vanAB 构建了 Sy-1 菌株，使其在丁香酸为唯一碳源

的条件下实现生长，并进一步通过适应性实验室进

化将生长速率提升 7 倍，基因组测序与反向工程揭

示了 agmR、gbdR 等多个关键调控位点的突变，证实

了香草酸 O-脱甲基酶 VanAB 介导的 S 型底物去甲

基化途径的可行性，为三种木质素类型的同步转化

奠定了酶学基础[45]。

红球菌属凭借其卓越的芳香族化合物耐受性

与高度互联的天然降解网络，已成为木质素解聚单

体高值化转化的特色底盘。早期研究通过阻断内

源性原儿茶酸 3,4-双加氧酶编码基因并异源导入原

儿茶酸 4,5-双加氧酶基因，成功将原儿茶酸的代谢

流向从 β-酮己二酸途径重定向至 2,4-吡啶二羧酸

合成支路，利用小麦秸秆木质纤维素为底物实现了

330 mg/L 的产物积累，较原始菌株提升近 3 倍，不仅

证实了原儿茶酸作为木质素降解枢纽中间体的可

行性[46]。在此基础上，针对遗传操作系统尚不完善

的菌株，研究开发了基于选择性羟肟酸类酶抑制剂

的化学干预策略，利用对原儿茶酸 3,4-双加氧酶具

有高抑制活性的小分子 D13，在不进行基因编辑的

前提下直接阻断原儿茶酸的开环降解，成功在野生

型菌株中实现原儿茶酸的积累，这种无需遗传操作

即可精准调控代谢通量的方法，为木质素降解菌的

代谢调控提供小分子开关[47]。之后的研究首次在菌

株红球菌 Rhodococcus jostii RHA1 中发现并完整解

析了一条以羟基氢醌为核心的原儿茶酸替代代谢

途径，通过基因敲除证实经典途径阻断后该菌仍能

代谢原儿茶酸，进而鉴定出中间代谢物羟基氢醌，

并 成 功 定 位 与 功 能 验 证 了 关 键 基 因 簇 ro01857-
ro01860，体外重构了其编码的单加氧酶与脱羧酶协

同催化原儿茶酸转化为羟基氢醌的关键步骤，这一

发现证明原儿茶酸-羟基氢醌这一新节点可作为代

谢工程的全新改造靶点[48]。

在模式工业菌株中构建人工途径也取得了成

功。在大肠杆菌中构建以油棕空果串木质素衍生

物为底物的全细胞催化系统，通过整合阿魏酰辅酶

A 合成酶/烯酰辅酶 A 合成酶（Fcs/Ech）-香草酸 O-
去甲基化酶（VanAB）-4-羟基苯甲酸 3-单加氧酶

（PobA）途径，实现将香草酸、阿魏酸、对香豆酸等多

种 G 型和 H 型芳香族化合物汇聚为对香豆酸，在模

拟天然比例的底物混合物中实现了 400 mg/L 的产

量[49]。以高产莽草酸菌株 E. coli SA09 为底盘，阻断

莽草酸积累，使前体 3-脱氢莽草酸（DHS）在 30L 发

酵罐中积累达 126.4 g/L[50]。之后研究以大肠杆菌 E. 
coli SA09 为出发菌株，筛选高活性 3-脱氢莽草酸脱

水酶（ApAroZ），并通过分子动力学模拟进行定点突

变（R363A），缓解了产物抑制，结合适应性实验室进

化（ALE）和基于生物传感器的高通量筛选，最终在

5 L 发酵罐中，原儿茶酸滴度达 46.65 g/L，葡萄糖产

率 0.23 g/g[51]。值得注意的是，上述两项研究均主要

验证了 H 型和 G 型单体的高效转化，对于 S 型单体

的转化仍需引入额外的去甲基化酶，如鞘氨醇单胞

菌 Sphingobium sp. SYK-6 的原儿茶酸 4,5-双加氧酶

（LigAB）以实现 3-O-甲基没食子酸到原儿茶酸的

转化。

研究在酿酒酵母中系统构建木质素单体向原

儿茶酸的“生物漏斗”途径。首先通过敲除除乙醇

脱氢酶 6（ADH6）、乙醇脱氢酶 7（ADH7）等副产物代

谢基因构建底盘菌株，并引入源自欧芹的 4-香豆酸

辅酶 A 连接酶（4CL）、恶臭假单胞菌的烯酰辅酶 A
水合酶（Ech）及香草醛脱氢酶（Vdh）组成的辅酶 A
依赖非 β-氧化途径，实现了对香豆酸（H 型）向原儿

茶酸的转化，产量 125 mg/L；针对 G 型单体阿魏酸路

径 中 香 草 酸 O- 去 甲 基 化 酶（LigM）受 四 氢 叶 酸

（THF）代谢限制的瓶颈，通过过表达同型半胱氨酸

甲基转移酶（MET6）、敲除同型半胱氨酸 S-甲基转

移酶（MHT1）/S-腺苷甲硫氨酸合成酶（SAM4）及引

入外源 5-甲基四氢叶酸脱氢酶（Metf1）重构辅因子

循环，使 G 型单体的原儿茶酸产量提升 5 倍至 60 
mg/L；最终通过多拷贝整合 4-羟基苯甲酸 3-单加氧

酶（PobA）及代谢调控模块，实现了 H 型与 G 型单体

的协同转化，并在真实的碱性木质素预处理液中验

证了工艺可行性，原儿茶酸产量达 810 mg/L[52]。

在木质素生物漏斗途径中，对羟基苯甲酸是由

H 型单体定向转化而来的关键芳香中间体，是合成

香兰素等高值化学品的重要前体。目前，其工业生

产主要依赖于不可再生的石油基原料甲苯、苯酚等

进行化学合成，面临过程能耗高、选择性低及环境

压力大等问题。因此发展以可再生资源为原料的

生物制造路线对于实现化学品绿色生产具有重要

意义。木质素结构单元中富含可直接导向对羟基

苯甲酸合成的对羟基肉桂醇结构，是合成该产物的

天然前体。当前研究的核心技术在于构建“生物漏

斗“路线，通过微生物细胞工厂内高度特异性的酶
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催化网络，将木质素解聚产生的结构多样的 H 型及

其他相关芳香单体，高效、专一汇聚为对羟基苯甲

酸。近年来，基于不同微生物底盘的途径构建已取

得重要进展。

假单胞菌因具备完整的芳香代谢网络，是该领

域研究最广泛的底盘。研究系统阐明了野生型恶

臭假单胞菌 KT2440 中 H 型木质素单体向 4-对羟基

苯甲酸的天然汇聚机制，证实对香豆酸、对羟基苯

甲醛和对羟基苯甲酸通过 Fcs/ Ech/ Vdh 途径分别在

4- 对 羟 基 苯 甲 酸 节 点 汇 聚 ，摩 尔 转 化 率 分 别 达

97.7%、98.5% 和 93.1%。在真实木质素流验证中，

玉米芯水解液经工程菌株转化产生 253.88 mg/g 原

儿茶酸，产率 70.85%，为后续敲除对羟基苯甲酸羟

化酶基因 pobA 将 4-对羟基苯甲酸截获为终产物提

供了理论基础。类似地，以台湾假单胞菌 VLB120
中敲除对羟基苯甲酸羟化酶基因 pobA 和 4-羟苯丙

酮酸双加氧酶 hpd 基因以消除降解支路和代谢旁

路，并结合启动子工程强化前体供应，可使工程菌

利用木质素衍生单体在补料分批发酵中生产 3.8 g/L
的对羟基苯甲酸[53]。之后一系列研究从分子机制到

系统代谢层面揭示了恶臭假单胞菌 KT2440 中 4-对

羟基苯甲酸积累的代谢逻辑，首先通过生化分析与

X 射线晶体结构解析证实，对羟基苯甲酸羟化酶

（PobA）严格依赖 NADPH 且完全无法利用 NADH，

导致高通量条件下 NADPH 供不应求，进而造成 4-
对羟基苯甲酸积累；随后的多组学全景分析进一步

发现以 4-对羟基苯甲酸为碳源时对羟基苯甲酸羟

化酶表达上调超 200 倍，同时细胞通过丙酮酸羧化

酶（Pyc）上调 30 倍及乙醛酸分流激活实现代谢重

塑，产生 50%-60% NADPH 与 6 倍 ATP 盈余，并通

过 13C 示踪验证了多种底物共存时的碳通量分配规

律，共同为敲除对羟基苯甲酸羟化酶基因 pobA 截获

4-对羟基苯甲酸终产物提供了理论链条[56]。

大肠杆菌虽缺乏天然木质素代谢途径，但凭借

清晰的遗传背景，可通过异源途径实现定向转化。

研究采用模块化策略。整合了木质素衍生物转化

模块、莽草酸途径强化模块与对羟基苯甲酸合成模

块。通过异源表达关键酶并强化合成通量，最终工

程菌株以阿魏酸与对香豆酸混合底物发酵，产量达

8.7 g/L，转化率达 89%。酿酒酵母凭借其真核表达

系统与发酵稳定性，成为另一理想宿主。一项以酿

酒酵母为底盘构建能将 H 型和 G 型木质素单体统一

转化为原儿茶酸的研究中，对羟基苯甲酸是该途径

的关键中间体，通过异源表达假单胞菌来源的 fcs、
ech、vdh 基因构建辅酶 A 依赖非 β 氧化途径，可将对

香豆酸转化为对羟基苯甲醛，进一步氧化为对羟基

苯甲酸，接着被引入的对羟基苯甲酸羟化酶（PobA）

羟化生成原儿茶酸，并敲除多个副产物合成基因，

首次在酵母中构建了针对木质素单体的对羟基苯

甲酸人工生物漏斗途径[51]。

目前原儿茶酸的生物合成研究已形成针对不

同底盘特性的差异化策略。对假单胞菌等天然菌

株，重在强化内源代谢网络与关键酶系；对酵母、大

肠杆菌等模式底盘，则侧重异源合成途径的从头构

建与关键酶的异源表达优化。然而，该领域仍存在

若干瓶颈。从木质素到原儿茶酸的“生物漏斗”途

径较长，多步氧化还原反应涉及辅因子 NADPH、O2
等，其整体热力学效率与代谢通量存在固有约束。

合成的原儿茶酸自身化学性质活泼，在发酵体系中

易发生非酶促氧化或聚合，导致产物损失并增加下

游分离纯化的难度。且目前多数研究仍以模型底

物为起点，工程菌株对真实木质素水解液中复杂不

稳定的芳香混合物的耐受性与转化效率严重不足。

未来的研究针对途径长、辅因子依赖性高的问题，

可通过构建与关键酶空间偶联的工程化辅因子再

生模块，并利用蛋白质工程改造关键酶的辅因子偏

好性，以提升整体热力学效率。针对产物易降解的

问题，最有效的策略是开发原位产物稳定化技术，

例如在发酵过程中耦合原位吸附分离，或通过酶法

将其即时转化为更稳定的衍生物。为提升对真实

木质素水解液的适应性，可用复杂原料直接驯化工

业菌株，并解析其耐受性机制加以强化。总而言

之，突破原儿茶酸生物合成的现有瓶颈，不仅将直

接获得一种高价值的生物基化学品，更能验证并完

善从非均相生物质到化学品的生物漏斗策略，推动

整个生物炼制产业的成熟。

在对羟基苯甲酸的生物合成研究中，针对大肠

杆菌底盘的研究侧重于系统代谢工程改造与动态

调控，以优化整体通量；而酿酒酵母底盘则利用其

真核系统优势，侧重于异源途径的从头构建与整合

验证。然而，现有体系仍面临独特挑战。对羟基苯

甲酸的酸性会导致胞内 pH 失衡，在大肠杆菌中尤

为突出，将直接抑制细胞生长。且工程菌对真实木

质素水解液中复杂的 H 型单体混合物的利用效率

低，其中抑制剂严重干扰细胞代谢。在大肠杆菌中

分支酸供应受限，酿酒酵母中存在内源代谢物竞争
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表 2　通过微生物“生物漏斗”途径从异质木质素衍生物转化而来的芳香酸

Table 2　Aromatic acids transformed from heterogeneous lignin derivatives via microbial “biological funnel” pathways

芳香

化学

品

原儿

茶酸

原儿

茶酸

原儿

茶酸

原儿

茶酸

原儿

茶酸

原儿

茶酸

吡啶

-2,4-
二甲

酸

吡啶

-2,4-
二甲

酸

4-羟

基苯

甲酸

没食

子酸

宿主菌

株

恶臭假

单胞菌

KT2440

恶臭假

单胞菌

KT2440

恶臭假

单胞菌

KT2440
恶臭假

单胞菌

KT2440
恶臭假

单胞菌

KT2440

酿酒酵

母

红球菌

RHA1

红球菌

RHA1

台湾假

单胞菌

VLB120

大肠杆

菌

底物

木质素衍生单体；

真 实 玉 米 秸 秆 木

质素水解液

丁香酸

水 解 木 质 素 衍 生

单体

乙 醇 解 聚 木 质 素

衍生物

对香豆酸、阿魏酸

对 香 豆 酸 、阿 魏

酸；玉米秸秆碱性

预处理液

1% 小麦秸秆木质

纤维素

1% 小麦秸秆木质

纤维素

木质素衍生单体

丁香酸

基因

pcaGH; pobA; vanAB

vanAB; agmR; gbdR; fleQ; gstB

pcaGH; vanAB

pcaGH

pobA; vanAB; HcnK

ADH6; ADH7; BDH2; FDC1; 4CL; ech; 
vdh; pobA; vanAB; ligM; MET6; MHT1; 

SAM4; metf1

ligAB; praA

ligAB; pcaHG; dyp2

pobA; hpd

desA; ligM; lpdc

工程化策略

1. 敲除原儿茶酸 3,4-双加氧酶基因

pcaGH，阻断降解

2. 强启动子 Ptac 及整合至 pcaGH 位

点过表达限速酶 PobA 和香草酸 O-脱

甲基酶 VanAB，

3. 构建无质粒菌株 PCA1601
1. 染色体组成型过表达内源香草酸

O-脱甲基酶基因 vanAB
2. 进行适应性实验室进化 ALE
3. 全基因组测序 agmR、gbdR、fleQ 及

gstB-yadG 基因间区等突变

1. 敲除原儿茶酸 3,4-双加氧酶基因

pcaGH
2. 过表达香草酸 O-脱甲基酶基因

vanAB

敲 除 原 儿 茶 酸 3, 4- 双 加 氧 酶 基 因

pcaGH

共 表 达 对 羟 基 苯 甲 酸 羟 化 酶 基 因

pobA；香 草 酸 O- 脱 甲 基 酶 基 因

vanAB；氢化肉桂酸辅酶 A 连接酶 K
亚基 HcnK
1. 敲除 ADH6/ADH7/BDH2 和 FDC1
引入 CoA 依赖型非 β-氧化途径

2. 表达对羟基苯甲酸羟化酶基因

pobA，筛选 4-羟基苯甲酰辅酶 A 还原

酶基因 ligM，过表达甲硫氨酸合成酶

基因 MET6、敲除 S-腺苷甲硫氨酸合

成酶基因 MHT1/SAM4、引入亚甲基四

氢叶酸还原酶基因 metf1

质 粒 异 源 表 达 4, 5- 双 加 氧 酶 基 因

ligAB 和 2,3-双加氧酶基因 praA

1. 敲除原儿茶酸 3,4-双加氧酶基因

pcaHG 并染色体整合 4,5-双加氧酶基

因 ligAB 用组成型及廉价诱导型启动

子驱动 ligAB 表达

3. 引入外源过氧化物酶基因 dyp2 并

添加金属离子促进木质素解聚

1. 敲 除 对 羟 基 苯 甲 酸 羟 化 酶 基 因

pobA 和羟基苯乙酸脱氢酶基因 hpd 消

除降解支路和代谢旁路

2. 结合启动子工程强化前体供应

共表达丁香酸 O-脱甲基酶基因 desA，

香草酸 O-脱甲基酶基因 ligM 及原儿

茶酸脱羧酶基因 lpdc

产量

17.5 g/L
2.4 g/L

进化菌株生长速

率较原始工程菌

提高 30%

253.88 mg/L

6.73 mg/L

12.7 g/L

720 mg/L
120 mg/L
810 mg/L

80 mg/L

330 mg/L

3.3 mmol

59.6 mg/L

产率

94.5%
72.9%

70.85
%

17.5%

—

—

—

产率

提高>
10 倍

—

—

参考

文献

[43]

[44]

[53]

[54]

[77]

[51]

[45]

[46]

[55]

[102]
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导致通量难以进一步提升。未来解决方案可聚焦

以下核心突破。在大肠杆菌中应通过蛋白质工程

改造关键酶解除反馈抑制以强化分支酸供应，并引

入群体感应系统动态调控途径表达。在酿酒酵母

中需将合成途径靶向过氧化物酶体，以隔离宿主竞

争并利用其特有的辅因子环境。可尝试构建混菌

体系，用工程菌先将复杂水解液专一化为对香豆

酸，再由其他优化后的菌株高效转化。实现从复杂

生物质到单一高值化学品的完整生物漏斗转化途

径，将为整个木质素高值化产业提供关键的可验证

范例与技术范式。

2.3 木质素基芳香烯类化合物生物合成

对羟基苯乙烯是木质素衍生芳香烯类单体中

最具代表性的化合物，兼具乙烯基和酚羟基两个活

性官能团，具有抗真菌、抗氧化等生物活性，在医药

和食品防腐领域前景广阔，且其生物合成对替代石

油基苯乙烯、推动绿色高分子材料转型具有重要意

义。对羟基苯乙烯的生物合成主要包括两条途径。

其一为对香豆酸经酚酸脱羧酶（PAD）催化的一步非

氧化脱羧反应，阿魏酸和芥子酸同样可经此路径分

别转化为 4-乙烯基愈创木酚和 4-乙烯基丁香酚，此

路线步骤最短、原子经济性最高。其二为 H 型和 G
型木质素单体先经 O-脱甲基化、羟化等修饰反应转

化为对羟基苯甲酸、香草酸等中间体，再经脱羧生

成对应芳香烯产物，体现了生物漏斗途径将不同芳

香单体统一转化为芳香烯的代谢逻辑。上述两条

途径的核心优势在于酚酸脱羧酶具有宽底物谱特

性，能够催化 H、G、S 三类木质素单体分别转化为对

应的乙烯基芳香化合物，从而将原料结构异质性的

瓶颈转化为产物多样性的优势。

目前对羟基苯乙烯的微生物合成主要依托恶

臭假单胞菌与大肠杆菌两类底盘展开。恶臭假单

胞菌凭借其天然芳香族化合物代谢能力、对酚类化

合物的良好耐受性以及成熟的合成生物学操作体

系，已成为对羟基苯乙烯生物合成的核心底盘[57]。

在途径构建层面，研究者提出了阻断降解与原位替

代相结合的策略，直接利用麦秆或蔗渣水解液进行

发酵，无需外源诱导剂[58]。在过程强化层面，建立了

三丁酸甘油酯与水两相萃取体系，通过原位萃取持

续移除产物以解除反馈抑制，使对羟基苯乙烯产量

达 235.3 g/L，生产速率为 3.0 g/L/h，4-乙烯基愈创木

酚和 4-乙烯基丁香酚产量分别达 203.0 g/L 和 35.8 
g/L，为目前木质素衍生芳香烯的最高产量记录[59]。

在前体供应方面，有研究筛选了来源于胶红酵母的

苯丙氨酸解氨酶（RmXAL），将关键前体反式肉桂酸

的滴度提升至 29.88 g/L，产率达 5.99 g/L/h[61]。上述

进展表明，以恶臭假单胞菌为底盘的生物漏斗策略

已能实现异质性木质素底物向对羟基苯乙烯的汇

聚式转化。

大肠杆菌虽不具备天然的木质素衍生芳香酸

脱羧途径，但凭借其清晰的遗传背景与成熟的异源

表达体系，已成为酚酸脱羧酶筛选与表征的重要平

台。在关键酶挖掘方面，肺炎克雷伯菌来源的非辅

因子依赖型酚酸脱羧酶 AFDKP 具有较低的米氏常

数，研究通过结构建模，从甘蔗渣水解液中转化对

香豆酸生成对羟基苯乙烯的转化率为 55%[62]。另有

研究构建了以甘油为碳源的无细胞体外五酶级联

催化体系，精确调控各酶配比与辅因子供给，突破

了活细胞传质限制与产物毒性抑制，实现对羟基苯

乙烯产达到 30.32 mM，摩尔产率达到 84.2%[63]。

综上，恶臭假单胞菌与大肠杆菌作为对羟基苯

乙烯的核心生产底盘与酶元件筛选平台，构建了从

途径工程、关键酶挖掘到过程强化的完整技术体

系。然而，该领域仍面临产物毒性持续抑制细胞活

性、S 型木质素单体转化效率低等核心瓶颈。未来

需借助蛋白质语言模型，加速高性能酚酸脱羧酶的

定向进化，结合耐受性底盘构建与两相萃取等策

略，突破反馈抑制与底物利用不均衡的双重制约。

随着关键酶性能与底盘耐受性同步提升，木质素衍

生芳香烯有望为生物基高分子单体绿色制造提供

核心原料支撑。

2.4 木质素基多酚类化合物生物合成

多酚类化合物是木质素生物漏斗途径中经脱

甲基和羟化反应生成的核心芳香中间体。其中，儿

茶酚是 G 型和 S 型木质素单体经完全脱甲基后形成

的关键节点代谢物，也可经开环裂解进一步转化为

顺,顺-粘康酸等平台化学品[1]；羟基酪醇则可由酪醇

经羟化生成，也可由对香豆酸经羟化和还原反应合

成，是自然界中活性最强的天然抗氧化剂之一，具

有极高的增值潜力[1][64]。目前，研究者已在恶臭假单

胞菌、大肠杆菌及酿酒酵母等多类底盘体系中实现

了儿茶酚和羟基酪醇的高效生物合成，代表性研究

汇总于表 4。

恶臭假单胞菌凭借其芳香族代谢网络与毒性

耐受优势，已成为木质素衍生儿茶酚生产的核心底

盘。在生物漏斗途径设计层面，已有研究通过协同
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表达原儿茶酸脱羧酶 AroY 与限速脱甲基酶、辅以辅

因子再生，构建了多底物汇聚的儿茶酚合成漏斗，

将儿茶酚滴度从 8.8 mM 提升至 14.1 mM，摩尔产率

达 98.5%[65]。在底物谱拓展层面，研究者通过模块

化移植策略，将丛毛单胞菌属来源的对苯二甲酸双

加氧酶基因导入恶臭假单胞菌 KT2440，打通了对苯

二甲酸到儿茶酚的转化路径，产量达 8.51 mM，摩尔

产率 86.0%[66]。在脱甲基途径优化方面，研究者系

统性比较了 VanAB 与 LigM 两条脱甲基途径，组合正

向突变后香草酸消耗速率达野生型的 5 倍，为 G 型

和 S 型单体的高效汇聚奠定了酶学基础[67]。此外，

通过一锅法多酶级联策略，儿茶酚向羟基酪醇的转

化率达到 89.0%，展示了平台化合物向下游高值产

品拓展的潜力[68]。

以大肠杆菌为底盘，研究者同样在儿茶酚和羟

基酪醇的生物合成方面开展了系统研究，并取得了

系列进展。在动态调控层面，香草醛自诱导启动子

ADH7 耦合转运蛋白 CouP，无需外源诱导剂，将产量

提升 30% 至 40%[69]。在关键酶筛选改造层面，针对

羟化酶 HpaBC 的效率瓶颈，研究者通过跨物种组合

筛选与半理性设计，获得的突变体使含儿茶酚骨架

化合物的产量较野生型提升 4.6 至 10.1 倍，为儿茶

酚及羟基酪醇的酶促合成提供了通用方案[64]。

在羟基酪醇生产方面，以大肠杆菌为底盘的生

物合成主要包括两条代谢路线：其一为转化合成路

线，以 L-酪氨酸或左旋多巴为底物，经脱氨、脱羧、

还原和羟化等步骤生成羟基酪醇；其二为从头合成

路线，以葡萄糖或木质素衍生物对香豆酸为碳源，

通过莽草酸途径从头构建合成通路。在多模块协

同层面，四酶级联模块化策略将各模块独立优化后

串联，产量达到 32.35 mM,转化率达 97.1%[70]。辅因

子自循环策略针对 NADH 依赖型反应与胞内辅因

子供给之间的矛盾，提出在多酶级联体系中引入葡

萄糖脱氢酶，利用底物葡萄糖驱动 NADH 持续循环

再生，8 h 内产量达 36.33 mM[71]。在此基础上，有研

究进一步提出不可逆级联驱动策略，利用不可逆脱

氨反应从热力学层面将反应平衡持续拉向产物方

向，同时通过质粒拷贝数梯度优化实现各酶表达水

平的精确配比，6 h 内产量提升至 55.53 mM[72]。

酿酒酵母可依托内源莽草酸途径与埃利希途

径，将葡萄糖或木质素衍生芳香单体经 L-酪氨酸和

酪醇中间体汇聚至羟基酪醇，构成一条天然的生物

漏斗路线。由于酿酒酵母需以 L-酪氨酸为中间体

经酪醇羟基化生成羟基酪醇，导入高效异源羟化酶

并建立精准调控机制是实现从头合成的关键。在

羟化酶筛选适配方面，已有研究系统比较并确定铜

绿假单胞菌来源的 PaHpaB 与大肠杆菌 EcHpaC 为

最优组合，同步解除莽草酸途径反馈抑制，产量达

6.97 g/L[73]。在动态自主调控方面，针对静态代谢工

程中酪醇过量积累导致的生长抑制瓶颈，已有研究

表 3　通过微生物“生物漏斗”途径从异质木质素衍生物转化而来的芳香烯

Table 3　Aromatic alkenes transformed from heterogeneous lignin derivatives via microbial “biological funnel” pathways

芳香化学品

对羟基苯乙烯

对羟基苯乙烯

对羟基苯乙烯

对羟基苯乙烯

对羟基苯乙烯

对羟基苯乙烯

宿主菌株

恶臭假单胞菌

KT2440

恶臭假单胞菌

KT2440

恶臭假单胞菌

KT2440

大肠杆菌

大肠杆菌

BL21

—

底物

小麦秸秆

甘蔗渣

阿魏酸

对香豆酸

芥子酸

真实木质素水

解液

葡萄糖

甘蔗渣

粗甘油

基因

ech; padC

fcs; pad

fcs; pad

PhpCAT

afdkp

工程化策略

1. 敲除羟基肉桂酰辅酶 A 水合酶-裂解酶基因 ech
2. 引入酚酸脱羧酶基因 padC

1. 敲除编码阿魏酰辅酶 A 合成酶基因 fcs,引入酚酸脱羧

酶基因 pad
2. 三丁酸甘油酯/水双相原位萃取

3. 将木质素单体一锅法转化

1. 敲除编码阿魏酰辅酶 A 合成酶基因 fcs,引入酚酸脱羧

酶基因 pad
2. 三丁酸甘油酯/水双相原位萃取

1. 双菌共培养策略，强化前体供给

2. 表达酪氨酸转运蛋白 PhpCAT，增强酪氨酸传质效率

1. 引入肺炎克雷伯菌来源的非辅因子依赖型酚酸脱羧

酶基因 afdkp
2. 利用 AlphaFold Multimer 和 SWISS-MODEL 进行结构

建模

1. 构建了无细胞五酶级联反应系统

2. 采用两阶段反应策略

产量

—

235.3 g/L

12.4 g/L

298 mg/L

—

30.32 mM

产率

—

提高 96%

—

84.2%
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挖掘出了酿酒酵母内源酪醇响应启动子 PYOR153
W，将其与 CRISPR/dSpCas9-VPR 转录激活系统偶

联，首次构建了酪醇响应型自主调控生物传感器，

产量在 5 L 反应器中达 4.26 g/L，提升 1.53 倍[75]。在

代谢网络重塑层面，已有研究采用[U-¹³C]-葡萄糖

全标记示踪技术，首次系统解析了酿酒酵母中羟基

酪醇的完整代谢网络，发现除经典酪醇羟化途径

外，还存在经左旋多巴和儿茶酚的非经典合成通

路，为通过双重通路实现碳流多通道汇聚提供了全

新靶点[76]。

总而言之，儿茶酚与羟基酪醇已在多种底盘中

实现了途径构建与过程调控的体系化研究，为清晰

对比各类技术方案的路径设计与合成表现，将两类

产物的代表性研究统一汇总于表 4，系统呈现宿主、

底物、关键基因、工程化策略及产量产率等核心指

标，为后续菌株定向改造提供参考。尽管两种产物

的产量已突破克升级水平，其生物合成仍面临产物

毒性持续抑制细胞活性、S 型单体转化效率显著偏

低等核心瓶颈。未来可通过蛋白质语言模型加速

关键酶的定向进化，结合动态调控回路实现产物合

成与细胞生长的自主平衡，强化多底物协同转化，

推动多酚类平台化合物产业化应用。

3 合成生物学与人工智能驱动木质

素生物转化新范式

合成生物学整合了生物学、工程学与信息科

学，使木质素代谢途径的理性设计与重构成为可

能，人工智能则凭借数据驱动学习与预测能力，为

关键酶定向进化与代谢网络优化提供了新手段，前

沿合成生物技术及交叉学科策略进一步拓展了木

质素增值的技术边界。这些集成策略共同为设计

用于木质素增值的高效细胞工厂提供了系统框架，

推动木质素定向转化工程化变革。

3.1 合成生物学助力高效细胞工厂构建

木质素生物漏斗的核心价值在于将结构异质

的解聚产物定向汇聚为少数平台化合物，而合成生

物学的核心任务正是构建和强化这一漏斗的转化

效率。其核心在于将复杂的代谢系统解耦为可预

测、可组合的标准化功能模块，通过设计、构建、测

试、学习的工程化循环实现漏斗途径的系统优化。

途径的模块化重构是合成生物学构建高效细

胞工厂的核心方法，其基本策略是将木质素生物转

化的完整代谢通路拆解为底物转运、催化转化、通

量调控、产物耐受等标准化、可替换的功能模块，通

过理性拼接与调试替代盲目式单基因改造，大幅提

升菌株构建的可预测性与工程化效率。在底物感

知模块，已有研究在恶臭假单胞菌中开发了对香豆

酸和阿魏酸的自调控系统，将生物传感器与羟化

酶、脱甲基酶及转运蛋白的表达相偶联，原儿茶酸

产量 12.7 g/L，省去了外源诱导剂的使用[77]，生物传

感器示意图如图 4c 所示。在催化转化模块中，途径

去冗余化是核心策略。已有研究通过强化限速酶、

匹配辅因子并消除竞争支路，构建了高汇聚度的人

工生物漏斗[65]。在自适应调控模块中，以原儿茶酸

为枢纽代谢物构建反馈回路，实现罗尔斯通氏菌从

木质素到 PHB 的一步转化[78]。底盘与途径的适配性

设计追求底盘代谢网络与异源途径之间的全局双

向适配。在计算设计层面，已有研究构建了恶臭假

单胞菌的高质量基因组尺度代谢模型，系统预测芳

香代谢通量分布，指导敲除方案设计[79]。在基因组

精简层面，精简 8.35% 基因组的恶臭假单胞菌底盘

以对香豆酸为唯一碳源实现 PHA 产量 1685 mg/L，

含量 82.19 wt% [80]。在适应性进化层面，长期驯化使

菌株在 20 g/L 对香豆酸中延滞期缩短 37 小时，且外

排泵基因为关键耐受靶点[37]。

合成生物学通过途径模块化重构与底盘适配

性设计，正将木质素生物漏斗从天然代谢途径提升

为可理性设计的工程化体系。然而，当前途径模块

的标准化组装与全局通量调控仍缺乏通用方案，未

来需结合定向进化与自动化平台加速迭代，推动通

用底盘搭载功能模块的工程范式成熟。

3.2 人工智能赋能关键酶设计与优化

木质素生物转化路径中的限速步骤主要集中

于脱甲基、脱羧和羟化三类关键酶反应。人工智能

技术通过对酶序列、结构与功能之间复杂映射关系

的学习与预测，为关键酶的理性设计与定向进化提

供了新的技术途径[81]。

芳香族 O-脱甲基化是 G 型与 S 型木质素单体

进入分解代谢网络的首要限速步骤[14]。蛋白质语言

模型 EvoZymePro-Cat 将 ESM1b 嵌入位点饱和突变

设计，仅需少量数据即可锁定高性能突变体，实现

对突变效应的高精度预测[82]。在此基础上，ESM-2
与多层感知机迭代优化结合，在 10 天内完成四轮进

化，获得活性提升 2.4 倍的突变体[83]。在脱甲基酶的

结构机理层面，分子动力学与量子化学计算揭示第

··15



第 XX 卷化 工 学 报

二配位球残基对选择性的调控机制，指导理性改

造[84]。超高通量筛选与机器学习结合，可在短时间

内完成数万突变组合的功能扫描，将酶的催化效率

常数提升至野生型的 24 倍[85]。此外，以密度泛函理

论计算的活性位点几何构型为输入条件的蛋白质

骨架生成工具，已突破天然序列限制，为定制化脱

甲基酶的从头创建提供了可能[86]。

脱羧酶是木质素生物漏斗途径中连接芳香酸

中间体与高值烯烃产物的关键催化节点。在酚酸

脱羧酶的结构动态解析方面，有研究通过 AI 辅助末

端结构域工程调控分子柔性，拓宽对 S 型单体的催

化效率[87][88]。针对定向进化中序列空间巨大而筛选

表 4　通过微生物“生物漏斗”途径从异质木质素衍生物转化而来的木质素多酚类化合物

Table 4　Lignin-derived polyphenols transformed from heterogeneous lignin derivatives via microbial “biological funnel” 
pathways

芳香化

学品

儿茶酚

儿茶酚

儿茶酚

儿茶酚

羟基酪

醇

羟基酪

醇

羟基酪

醇

羟基酪

醇

羟基酪

醇

宿主菌株

恶臭假单胞菌

KT2440

恶臭假单胞菌

KT2440

恶臭假单胞菌

KT2440

大肠杆菌

DH1

大肠杆菌

大肠杆菌

BL21

大肠杆菌

BL21

酿酒酵母

酿酒酵母

底物

阿 魏 酸 、对 香 豆 酸 、苯

酚 、愈 创 木 酚 、苯 甲 酸

钠、对苯二甲酸

对苯二甲酸

玉米麸水解液制备的对

香豆酸

香草醛

L-酪氨酸

L-3,4-二羟基苯丙氨酸

L-3,4-二羟基苯丙氨酸

葡萄糖

葡萄糖

基因

aroY; vanAB; pobA; catA/A2

tphBAabc; tphB; pcaHG; aroY; catA/
A2; tpaK

catA/A2; pcaHG

ligV; ligM; aroY; CouP

laad; ARO10; par; hpaBC

tyrB; gdh; PmKDC; yahK

laad; PmKDC; yahK; gdh

PaHpaB; EcHpaC; tyrAfbr; TRP2;

—

工程化策略

1. 敲除原儿茶酸 3,4-双加氧酶基

因 pcaHG 与儿茶酚 1,2-双加氧酶

基因 catA/catA2
2. 引入原儿茶酸脱羧酶基因 aroY，

过表达香草酸 O-脱甲基酶基因

vanAB 与对羟基苯甲酸羟化酶基因

pobA
3. 引入辅助蛋白基因 kpdB，构建共

培养混菌体系

引入对苯二甲酸 1,2-双加氧酶基

因 tphAabc，脱氢酶基因 tphB， aroY
转运蛋白基因 tpaK，敲除 pcaHG 及

catA1/catA2

敲除 catA/catA2 与 pcaHG

1. 采用香草醛自诱导型启动子

ADH7
2. 异源表达香草醛脱氢酶 ligV，香

草酸 O-脱甲基酶基因 ligM 与 aroY
3. 共表达芳香转运蛋白 CouP
1. 构建四酶级联催化途径

2. 全细胞催化并优化酶的表达配

比

1. 构建转氨酶介导的的四酶级联

途径

2. 双质粒调控酶表达配比

3. 耦合辅酶与氨基供体循环再生

1. 构建脱氨酶介导的三酶氧化脱

氨途径

2. 双质粒调控酶表达配比

3. 耦合 NADH 循环再生

1. 筛选最优羟化酶组合 HpaBC；下

调邻氨基苯甲酸合酶基因 TRP2，

异源表达抗反馈抑制突

2. 变体分支酸变位酶/预苯酸脱氢

酶基因 tyrAfbr

筛选酪醇诱导/抑制启动子 P^YOR
153W，控 制 dSpCas9-VPR 靶 向 激

活 4‐羟 基 苯 乙 酸 3‐单 加 氧 酶

HpaBC 表达，促进酪醇转化

产量

14.1 
mM

8.51 
mM

—

380 mg/
L

32.35 
mM

36.33 
mM

55.3 
mM

6.97 g/L

4.26 g/L

产率

98.5
%

86.0
%

58%

95%

97.1
%

—

—
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通量有限的矛盾，已有研究提出了小样本数据驱动

适应度景观建模的策略，实现底物偏好的高效重

塑[89]。在计算虚拟设计层面，ProteinMPNN 虚拟生

成、AlphaFold2 结构过滤与分子动力学模拟评估的

计算闭环使突变体在 350 K 高温下维持良好结构稳

定性，底物结合自由能较野生型提升约 22%[90]。多

目标优化框架还可同步权衡热稳定性、底物特异性

与催化效率，突破单目标优化局限[91]。

羟化酶通过区域选择性引入羟基直接决定木

质素衍生芳香化合物的结构多样性。在底物识别

方面，已有研究将蛋白质语言模型与图注意力网络

深度融合，构建了端到端的底物预测框架，对五种

P450 亚型预测准确率达 0.882[92]。在定向进化层面，

已有研究提出了先稳定化再功能化的两步进化策

略，利用 ProteinMPNN 仅进行三轮定向进化即获 80
倍功能增益变体[93]。在功能创建层面，新一代生成

式 AI 蛋白质设计工具仅需输入 DFT 计算的活性位

点几何构型，即可自动生成完整蛋白质骨架，首轮

设计的最优突变体催化效率达 16,000 M⁻¹·s⁻¹，较此

前设计提升三个数量级[86]。这一零样本设计能力将

为定制化羟化酶提供不依赖天然序列的从头创建

路径。

人工智能辅助设计正系统性地重塑木质素生

物转化关键酶的改造范式。当前面临的瓶颈在于

高质量酶功能数据的匮乏与稳定性-功能权衡效应

的制约。未来需构建木质素代谢酶专属数据库，结

合生成式 AI 与自动化实验闭环迭代，推动酶改造从

试错驱动转向预测驱动。

3.3 前沿生物技术协同推进木质素生物增值利用

合成生物学与人工智能的深度融合，正构成木

质素生物漏斗工程化的核心引擎。通过空间区室

化重构、辅因子网络重编程等合成生物学核心策略

的系统优化，木质素生物增值正从传统生物催化范

式迈向多维技术协同的新阶段。本节聚焦合成生

物学范畴内的催化强化手段，以及可与合成生物学

体系耦合的交叉协同技术，与图 4 中展示的技术框

架对应。

合成凝聚体区室化技术依托液-液相分离原理

图 4 合成生物学与人工智能驱动木质素生物增值利用新范式（第三章内容从技术体系维度，从三方面介绍木质素生物转化

的核心支撑技术，三类技术在改造尺度、作用靶点、优化策略和应用方向上各有侧重，共同构成木质素高效生物高值化利用的

完整技术体系）

Fig. 4 A new paradigm of lignin biological valorization driven by synthetic biology and artificial intelligence (Chapter 3 outlines three 
core enabling technologies for lignin bioconversion from a technical system perspective. Varying in scale, targets, strategies and 

applications, they form an integrated system for efficient lignin valorization)
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构建仿生化无膜微反应器，其过程如图 4h 所示。短

阳离子肽标签轻量化设计可驱动蛋白自发组装为

人工细胞器，为多酶催化与辅因子循环提供了通用

工具[94]。

辅酶偏好重编程是辅因子代谢调控的核心手

段，辅因子重编程流程示意图如图 4i 所示。通过定

点突变修饰辅酶结合域，可实现酶对辅酶识别偏好

的定向反转，构建适配目标通路的辅因子供给系

统 ，为 代 谢 网 络 适 配 提 供 了 可 复 用 的 分 子 改 造

范式[95]。

除合成生物学核心改造策略外，微生物光电催

化体系可作为合成生物学细胞工厂的外延补充手

段，拓展木质素增值的技术边界。微生物光电催化

体系以可再生电能或光能替代传统化学氧化剂，在

室温水相中实现木质素电化学-酶法解聚，为木质

素温和精准解聚提供了绿色路径，其反应示意图如

4g 所示[96]。

上述前沿生物技术的持续积累，正为木质素生

物增值提供超越传统范式的技术储备。随着多酶

体系理性设计与杂化系统稳定化等核心难题的逐

步攻克，建立从催化单元设计到全细胞系统集成的

标准化工程闭环日益成为可能。因此，多技术融合

驱动的系统集成正成为推动木质素高值化利用从

点状突破迈向系统化工业实践的重要现实策略。

4 结论与展望

木质素作为自然界储量最丰富的可再生芳香

族聚合物，其高效生物转化对于降低化石资源依

赖、实现生物炼制全组分增值具有重要的战略意

义[1]。本文围绕生物漏斗这一核心策略，从代谢机

制解析与底盘体系构建出发，系统综述了香兰素、

原儿茶酸、对羟基苯乙烯、儿茶酚和羟基酪醇等关

键芳香化学品的生物合成进展，阐述了合成生物学

通过途径模块化重构与底盘适配性设计将木质素

转化从被动发现提升为主动设计，人工智能通过虚

拟筛选、机器学习辅助进化与生成式从头设计将限

速酶改造从试错推向预测驱动。

然而，该领域在迈向工业化的道路上仍面临多

重挑战。需要指出的是，当前研究多基于木质素单

体类模型化合物开展途径优化，与工业场景下木质

素解聚产生的复杂混合降解产物存在显著差距。

木质素的高效低成本定向解聚、解聚产物与生物转

化的底物适配，以及两大过程的工艺耦合，是核心

上游瓶颈。产物毒性对细胞活性的持续抑制尚未

从菌株层面根本消除[59]，S 型木质素单体因双甲氧基

屏障导致转化效率远低于 G 型和 H 型单体[67]，天然

脱甲基酶、羟化酶和脱羧酶的底物谱与稳定性仍难

以满足工业需求，不同代谢途径模块之间缺乏统一

的标准化组装规范。针对上述瓶颈，未来需在多个

方向持续突破。需推动木质素解聚工艺与生物转

化体系的协同设计，开发适配复杂降解产物的广谱

代谢通路。通过耐受性适应性进化与产物外排泵

的协同构建提升底盘对芳香族产物的耐受能力。

建立木质素代谢酶专属的“序列-结构-功能”数据

库以支撑人工智能模型的精准训练，并借助生成式

AI 与量子化学计算的深度融合实现不依赖天然序

列的催化功能从头创建。

随着合成生物学与人工智能融合深度的持续

增加，生物漏斗策略所建立的异质性可再生原料向

标准化平台产品转化的通用设计逻辑，不仅适用于

木质素，也为更广泛的复杂生物质资源高值化利用

提供了可迁移的方法论框架。这一领域的持续突

破将推动木质素成为替代石油的绿色原料，为全球

生物经济的可持续发展和双碳目标的实现提供坚

实的技术支撑。
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