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摘  要: 2,3-丁二醇在食品、化妆品、医药和运输燃料等行业具有广泛的应用, 因而提高 2,3-丁二醇的产量一直

备受研究者们关注。目前, 研究的热点主要集中于利用微生物发酵可再生资源生产 2,3-丁二醇以取代传统的化

学合成法, 并取得了较大的进展。常见的 2,3-丁二醇产生菌有克雷伯氏菌属和芽孢杆菌属, 它们能有效利用可

再生资源高效生产 2,3-丁二醇。然而这些细菌被认为是潜在的病原菌, 难以应用于大规模生产。因此, 研究者

们又将目光转向了酿酒酵母。就安全性和工业化生产要求而言, 酿酒酵母是生产 2,3-丁二醇的理想菌种。本文

对国内外的相关研究进行了总结, 介绍了酿酒酵母产 2,3-丁二醇的优势和不足, 2,3-丁二醇合成代谢途径及其

基因工程菌株构建的方向, 以及通过代谢工程将酿酒酵母改造成能高效、高质、高量产生 2,3-丁二醇的理想菌

株的研究关键。 
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Research progress in production of 2,3-butanediol by Saccharomyces 
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ABSTRACT: 2,3-Butanediol (2,3-BD) is a compound of significant importance which has an extensive 

application in the fields of food, cosmetics, medicine and transport fuel. Thus it has being a hot topic about how 

to improve the 2,3-BD yield in the world. The utilization of renewable resources by microbial fermentation to 

produce 2,3-BD has been continuously focused on and great advancements have been made by researchers as 

an alteration of traditional chemical synthesis. Most bacteria such as Klebsiella.sp and Bacillus.sp used as 

2,3-BD producers can make full use of renewable resources to produce 2,3-BD efficiently. However, most of 

Klebsiella.sp and Bacillus.sp are considered as potential pathogenic which is not suitable for a large-scale 

production of 2,3-BD. To this end, Saccharomyces cerevisiae is a competent alternative microorganism in terms 
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of the security and the demand for industrial production. This paper reviews the relevant research all over the 

world. The advantages and disadvantages of S. cerevisiae as 2,3-BD producer, the metabolism and synthesis 

routes of 2,3-BD, the directions of enhancing the 2,3-BD yield by S. cerevisiae and key factors to produce 

2,3-BD with high efficiency, high quantity and high yield by S. cerevisiae engineering strains using metabolic 

engineering are introduced in detail. 
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1  引  言 

目前, 整合了生物量转化过程和先进仪器设备的生

物精炼系统, 能大量利用每年剩余的可再生资源生产燃

料、能源和化学产品, 并在全球范围内迅速发展。之前通

过化学过程生产的一些化学物质现在都能通过生物学方法

生产, 利用微生物发酵可再生物质生产 2,3-丁二醇就是其

中一个很好的例子[1]。2,3-丁二醇是一类使用价值很高的物

质, 在化工、食品、燃料和航空航天等领域都有广泛的应

用[2,3]。它可作为良好的燃料和燃料添加剂, 脱水生产 1,3-

丁二烯从而用于橡胶合成并可作为抗凝剂使用。研究表明, 

2,3-丁二醇主要是通过化学法和微生物发酵法生产。化学

法是以石油裂解时产生的四碳类碳氢化合物在高温高压下

水解得到 2,3-丁二醇, 这种方法花费高、过程繁冗、操作

不便, 难以实现大规模生产[4-6]。代谢过程中可以积累 2,3-

丁二醇的微生物有很多种, 它们广泛分布在自然界中且大

都具有广泛的底物谱, 可以利用葡萄糖、甘露糖、半乳糖、

木糖、阿拉伯糖等, 在不同的环境条件下, 除了对渗透压敏

感外, 它们均能保持相对稳定[7]。但是目前常用的 2,3-丁二

醇产生菌如克雷伯氏菌属等是病原菌, 而工业化规模的生

产必须遵从安全法规, 意味着这类细菌不适合作为生产菌

株。因此, 对 2,3-丁二醇的渴望迫切要求人们寻找到适合

的菌株, 此时利用酿酒酵母生产 2,3-丁二醇成为目前的热

点[8]。酿酒酵母已经成功应用于现代工业, 用于发酵生产

许多产品, 如乙醇, 有机酸, 氨基酸, 酶类以及蛋白质等
[9]。因此, 本论文以酿酒酵母为对象, 借鉴成功应用的代谢

工程策略, 希望可以指导代谢流朝着 2,3-丁二醇方向移动, 

论述酿酒酵母作为 2,3-丁二醇生产菌株的可行性, 为相关

研究提供一个参考。 

2  酿酒酵母细胞内 2,3-丁二醇代谢途径解析 

在酵母菌体内, 2,3-丁二醇的产生于有几个重要的前

体物质, 即发酵过程中产生的乙醛、丙酮酸和 α-乙酰乳酸, 

该过程是通过双乙酰和乙偶姻进行转换的(图 1)。在酿酒酵

母糖酵解过程中产生的丙酮酸通过两个途径转换成 2,3-丁

二醇 [10-12]。一条途径是丙酮酸在 α-乙酰乳酸合酶

(α-acetolactate synthase/α-ALS)催化作用下经过脱羧反应形

成 α-乙酰乳酸, α-乙酰乳酸只需要利用较少的 NADH就可

以生成。在无氧条件下, α-乙酰乳酸脱羧酶(α-acetolactate 

decarboxylase/α-ALDC)催化 α-乙酰乳酸转化成乙偶姻。当

有 O2存在时, α-乙酰乳酸会自发脱羧形成双乙酰, 双乙酰

在双乙酰还原酶(DAR, 也被称为乙偶姻脱氢酶)作用下能

转变成乙偶姻。另一条途径是丙酮酸在丙酮酸脱羧酶

(PDCs)催化下转化成乙醛, 乙醛在 PDCs 催化下通过缩合

反应转化成乙偶姻。最后 , 丁二醇脱氢酶 (butanediol 

dehydrogenase/BDH)催化乙偶姻生成 2,3-丁二醇。 

除了 2,3-丁二醇外, 还会生成一些其他副/终产物, 如

乙醇、乙酸、甲酸、琥珀酸和甘油等, 这些产物的产生因

微生物种类和发酵条件的差别而不同。首先, 由于酵母中

活性较高、数量较多的乙醇脱氢酶的存在, 发酵时会主要

合成乙醇[13]; 其次, 在 pH较低时, 形成的醋酸盐是 α-ALS, 

α-ALDC, DAR和 BDH这几种重要酶的抑制诱导物, 会严

重抑制丙酮酸转变为 2,3-丁二醇, 而且醋酸对于酵母细胞

的生长和代谢都具有较强的抑制作用[14-16]。此外, α-ALS

在有 O2 时会迅速的不可逆失活, 阻碍 2,3-丁二醇的合成, 

丙酮酸则在丙酮酸脱氢酶多酶复合物作用下裂解形成乙酰

-CoA, 乙酰-CoA 随后进入三羧酸循环。而在无氧环境下, 

由于受辅酶 NADH量的限制, 乙酰-CoA就不会生成[17-19]。

最后, 在微有氧条件下, 丙酮酸-甲酸裂解酶和乙酰乳酸合

酶作用于丙酮酸生成甲酸和 2,3-丁二醇。甲酸最终被进一

步代谢生成 CO2和水。琥珀酸则形成于磷酸烯醇式丙酮酸

(PEP)分支代谢, 在严格厌氧条件下, PEP经 PEP羧化酶作

用形成草酰乙酸, 最后转变为琥珀酸[20,21]。甘油是酿酒酵

母代谢过程中的主要副产物。葡萄糖在甘油三磷酸脱氢酶

(GPD)的催化下, 在辅酶 NADH 的参与下被转变成甘油三

磷酸 , 进而在甘油-3-磷酸酯酶(GPP)作用下转化成甘油 , 

这是酵母合成甘油的唯一代谢支路, 对于酵母的正常代谢

有着重要的作用[22-24]。首先甘油可以维持细胞内外渗透压

平衡, 使细胞生长在均衡的渗透压环境中, 其次甘油可以

维持细胞内氧化还原的平衡, 保证酵母细胞的正常代谢。 

3  利用酿酒酵母生产 2,3-丁二醇的优势和不足 

3.1  利用酿酒酵母生产 2,3-丁二醇的优势 

选择酿酒酵母作为 2,3-丁二醇的生产菌株, 是出于多

方面的考虑。酿酒酵母培养条件普通, 能有效降低生产成

本。生长繁殖迅速, 代谢旺盛, 碳源消耗速率快, 可以实现 
 
 
 



3930 食品安全质量检测学报 第 6卷 
 
 
 
 
 

  

 
 
 

图 1  酿酒酵母利用葡糖糖产 2,3-丁二醇代谢途径[12] 

Fig. 1  Metabolic pathways of 2,3-BD production from glucose by Saccharomyces cerevisiae 

 
 
大规模生产; 酿酒酵母对底物和产物耐受性强, 对环境压

力抗性较高, 用于表达基因工程产品时, 工艺简单, 最重

要的它不会产生毒素, 安全可靠[25,26]; 在现代分子生物学

和细胞生物学中, 酿酒酵母与动植物细胞有诸多相同的结

构, 被用作真核模式生物。人们已经完成了酿酒酵母全基

因组测序工作, 遗传背景非常清晰, 遗传操作技术也十分

成熟[27]; 而且酿酒酵母在表达外源基因时, 具有一定的翻

译后修饰能力, 收获的外源蛋白质具有一定程度上的折叠

加工和糖基化修饰, 特别适合于表达真核生物基因, 这有

利于保持生物产品的活性和稳定性[28-30]。目前对酿酒酵母

的研究主要集中在代谢调控机制, 高通量研究技术手段包

括基因组学, 转录组学, 蛋白质组学和代谢组学及现代生

物信息学对结果的分析和处理几个方面[31,32]。 

刘继栋[33]等通过代谢工程对改造酿酒酵母生产单萜

的关键问题进行分析, 改造酿酒酵母甲羟戊酸(MVA)途径, 

使得单萜香叶醇的产量从 0.68 mg/L提高到了 44.13 mg/L, 

为进一步研究提供了依据。杨静[34]等对酿酒酵母进行基因

组水平的分泌蛋白及信号肽结构的生物信息学分析后发现, 

该研究可更好的为表达分泌型的外源蛋白研究提供参考信

息。这些代谢工程策略的成功运用为我们提供了参考。有

鉴于此, 酿酒酵母成为 2,3-丁二醇生产的首选真核微生物

而受到广泛关注。但是利用酿酒酵母作为 2,3-丁二醇生产

菌株, 还存在着一些问题需要解决。 

3.2  利用酿酒酵母生产 2,3-丁二醇的不足 

首先, 酿酒酵母分支代谢路径限制了 2,3-丁二醇产量: 

野生型的酿酒酵母菌株虽然能产生 2,3-丁二醇, 但是产量

很低, 难以直接应用。甘油是酵母糖代谢过程中的的主要

副产物, 可以消耗 4%~10%的总碳源, 因而会降低碳源向

2,3-丁二醇途径的转化率。丙酮酸是产生 2,3-丁二醇的关键

性前体物质, 而在酿酒酵母实际代谢过程中, 丙酮酸会在

乙醇脱氢酶催化下被优先利用生成乙醇, 此外还有乙酸, 

琥珀酸等副产物, 这些都是限制大 2,3-丁二醇量产生的因

素; 其次酿酒酵母本身 2,3-丁二醇代谢酶系并不完整。丙

酮酸是整个代谢过程的关键中间体, 丙酮酸到 2,3-丁二醇

的形成途径有 3 种酶[21], 包括 α-乙酰乳酸合成酶、α-乙酰

乳酸脱羧酶和 3-羟基丁酮还原酶(又名 2,3-丁二醇脱氢酶)。

在酿酒酵母体内, 由于不存在 α-ALDC, 故只能在微有氧

条件下产生微量的 2,3-丁二醇。同时人们还发现, 在酿酒

酵母体内, 丙酮酸可以在丙酮酸脱羧酶(PDCs)催化下通过

乙醛转化成乙偶姻[23], 然而其合成乙偶姻的代谢能力却十

分低下, 难以大量产生 2,3-丁二醇。 

4  利用酿酒酵母生产 2,3-丁二醇的改进方法 

因此若想增加 2,3-丁二醇的合成, 首要的是改变碳代

谢流, 减少副产物的合成。首先要减少代谢过程中副产物
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甘油、乙酸和乙醇的生成, 增加碳源的转化率和中间代谢

产物的积累, 促进碳源朝 2,3-丁二醇合成的方向流动。通

过代谢工程理论, 阻断副产物合成途径必须敲除关键酶基

因。研究表明, 缺失 GPD1 基因的酵母单倍体突变菌株的

甘油产量与亲本相比减少了近 50%而 GPD2基因缺失菌株

与亲本相比, 甘油产量减少了近 40%。GPD1 和 GPD2 全

缺失的酵母突变菌株基本不产生甘油, 对高渗透压环境条

件高度敏感, 并且在厌氧条件下基本不能正常生长[35]。此

外, 2,3-丁二醇合成途径中, 消耗 2分子的 NAD+产生 2分

子的丙酮酸, 而 2分子的丙酮酸只能产生 1分子的乙偶姻, 

因此, 在 BDH催化下, 1分子的乙偶姻被还原生成 1分子

的 2,3-丁二醇的过程中, 只有 1分子的 NAD+被再生。这样

就使得体内的 NAD+缺乏, 造成氧化还原失衡, 此时必须

通过外界提供 1分子的 NAD+才会使体内的氧化还原平衡, 

2,3-丁二醇才会正常的产生。而甘油的产生正是伴随着

NADH 的氧化反应, 可以充当电子穴, 因此对于 2,3-丁二

醇的产生至关重要 [36]。研究表明 , 过表达甘油途径的

GPD1 基因, 会使乙醇的产量大幅度减少而乙偶姻和 2,3-

丁二醇的产量得到增加 , 2,3-丁二醇的产量可达到

4.85g/L[37-38], 这大概是因为 2,3-丁二醇途径和乙醇途径有

着共同的中间代谢产物, 二者存在竞争机制的缘故。因此, 

抑制编码乙醇脱氢酶的 ADH1, ADH3和 ADH5三个基因的

表达或者直接敲除这三个基因, 可以减少乙醇的产量并增

加 2,3-丁二醇的产量。Ng[12]等敲除这三个基因之后发现

2,3-丁二醇的产量比原始菌株提高了 20 倍, 表明这是一个

可行的方案, 但 2,3-丁二醇的产量依然不高, 仅有 2.29g/L。

因此 , 人们将目光转而投向乙醇途径上游的酮酸脱羧酶

(PDCs)失活策略或者是敲除控制 PDCs 的基因[39]。丙酮酸

脱羧酶活性主要受 3 个结构基因调控, 即 pdc1、pdc5 和

pdc6, 这三个基因的表达又依赖于转录因子 pdc2, 这是一

个关键步骤, 敲除 pdc1、pdc5或者三个基因后会使菌株的

丙酮酸脱羧酶缺乏乃至消失, 从而会使得中间产物丙酮酸

大量积累, 乙醇的产量会降到最低, 而 2,3-丁二醇的产量

能最大化。 

但是, PDC 缺陷菌株(pdc—菌株)却有着生长缺陷问

题。首先, pdc—菌株的生长强烈依赖二碳(C2)物质如乙酸和

乙醇, 如果缺乏 C2物质, pdc—菌株将不能合成赖氨酸和脂

肪酸, 导致细胞质中缺乏乙酰-CoA, 从而影响发酵进程。

其次, pdc—菌株在葡萄糖为唯一碳源的培养基中无法生长, 

这是因为葡萄糖会抑制 pdc—菌株的呼吸作用导致其体内

氧化还原失衡, 而呼吸作用对于细胞质中 NADH的再氧化

过程是必不可少的[40-41]。野生酵母体内, NADH 产生于糖

酵解过程, 乙醇发酵的主要功能就是再氧化 NADH 产生

NAD+, 而 pdc—菌株中乙醇发酵过程被终止 , 导致了

NADH 的过剩, 使得体内氧化还原的不平衡, 从而阻碍细

胞生长[42]。另外, 内部敲除 mth1 基因编码序列也可以使

pdc—菌株在葡萄糖为唯一碳源的培养基上生长。因为对葡

萄糖敏感的菌株, 体内己糖转运基因(HXTs)的表达会受到

抑制, 而 mth1基因是导致葡萄糖敏感型基因的转录因子。

因此, mth1基因编码序列的缺失会使 pdc--菌株重新摄取葡

萄糖[43-45]。这种内部序列敲除导致与蛋白质降解有关的特

定位点被移除, 并在此基础上增加基因功能的稳定性, 维

持细胞内葡萄糖浓度在一个较低的水平并能因此而减轻葡

萄糖对菌株的抑制作用。 

邓旭衡[46]通过基因工程手段构建 pdc1和 pdc5双缺失

的酿酒酵母菌株, 并进行培养基优化, 丙酮酸的积累达到

24.85 g/L。王志坤[47]针对 pdc-酿酒酵母菌株进行了驯化, 

并优化发酵条件, 使得丙酮酸的积累达到 66.4 g/L, 然后

通过辅酶工程进一步对菌株进行分子改造, 进行辅酶因

子的调控, 使得丙酮酸的积累达到 74.83 g/L。这些结果表

明 , 可以通过基因工程手段改造酿酒酵母碳代谢流 , 使

其乙醇产量降到最低并积累 2,3-丁二醇途径的关键中间

产物丙酮酸。 

在酿酒酵母中, 2,3-丁二醇的转化有两个途径, 但都

是通过乙偶姻转化的。因此, 必须提高丙酮酸转成乙偶姻

的代谢能力。此时, 可以将控制 2,3-丁二醇合成途径的关

键酶过量表达, 从而提高 2,3-丁二醇的产量。能够高产 2,3-

丁二醇的细菌中, 芽孢杆菌由于生长更迅速、代谢较旺盛、

菌体形体较大, 而且常见的产 2,3-丁二醇的多粘类芽孢杆

菌和枯草芽孢杆菌被认为是 GRAS 细菌, 因而更适合用于

2,3-丁二醇的批量生产。此外, 2,3-丁二醇的三种构型中, 人

们最期望得到的是(2R,3R)-丁二醇, 自然条件下, 唯有芽

孢杆菌可以生产得到。其中枯草芽孢杆菌产生的 2,3-丁二

醇以该构型为主[48]。因此, 在构建过量表达的 2,3-丁二醇

工程菌株时, 关键酶基因都是从枯草芽孢杆菌中扩增得到

的。Maryam等[49]构建了一株过表达 BDH和甘油、低产乙

醇酿酒酵母工程菌株, 在补料分批发酵中, 2,3-丁二醇产量

最高可达到 33.2 g/L。Lian等[50]将枯草芽孢杆菌的 BsalsD

导入敲除了 mth1基因的 pdc-酿酒酵母, 在补料分批发酵中, 

2,3-丁二醇产量最高可达到 100g/L。Kim 等[41]将枯草芽孢

杆菌 2,3-丁二醇合成途径的 alsS 和 alsD 基因导入 pdc—酿

酒酵母, 在最优通气条件下, 进行流加发酵培养, 2,3-丁二

醇的产量达到 96.2g/L。这些结果表明, 工程化的酿酒酵母

菌株可以成为高效利用可再生资源生产 2,3-丁二醇的最适

宿主菌株。 

5  展  望 

自然界中可用来发酵生产 2,3-丁二醇的菌种较多, 为

菌种的选择提供了较大的空间, 但由于 2,3-丁二醇属于菌

体的次级代谢产物, 因而其产量受到了一定的限制。若要

提高微生物发酵工艺相对于化学合成工艺的竞争力, 必须

通过分子生物学, 微生物代谢工程等现代生物技术, 提高
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2,3-丁二醇发酵水平, 同时开发高效率, 低成本的 2,3-丁二

醇产品提取工艺。进一步探索 2,3-丁二醇生物合成路径中

关键酶的酶学性质, 尤其是参与不同构型 2,3-丁二醇合成

的酶及关键限速酶, 以为 2,3-丁二醇的高产及其相关构型

的有效控制奠定基础。在对发酵过程进行动力学分析的基

础上研究 2,3-丁二醇的产生优化发酵过程, 改进发酵工艺, 

充分挖掘菌株的生产潜力, 尽可能提高转化率与发酵液中

产物浓度, 并在此基础上开发高效、廉价、低耗的提取工

艺。都是获得高产工程菌株的有效途径。酿酒酵母作为生

产 2,3-丁二醇的理想菌株, 要加大这方面的研究力度。在

现有的过量表达、基因敲除、导入新基因甚至直接在体内

构建新的代谢路径的基础之上, 还要开发新技术, 新手段, 

以保证对产 2,3-丁二醇酿酒酵母改造能完全成功。此外, 已

知的全基因序列为新技术的发展铺平了道路, 比如高通量

技术的大量应用。尽管现在通过基因工程来改变酿酒酵母

的代谢途径还存在某些方面的限制, 而且关于利用酿酒酵

母工程菌株生产 2,3-丁二醇的报道很少。现有的数据表明

利用基因工程手段改造酿酒酵母可以使其成为 2,3-丁二醇

的产生菌株。随着大量的新技术在未来将会应用到酿酒酵

母上, 加上现在已经研究清楚的各种技术, 酿酒酵母必将

成为一个重要的有潜力的 2,3-丁二醇生产的细胞工厂。 
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“食品加工与贮藏保鲜新技术”专题征稿函 
 
 

民以食为天。食品的安全与质量, 直接关系到民族的健康和体质, 影响到国家或地区的政治安定和社会进

步。而食品的加工质量与贮藏安全性与食品加工与贮藏保鲜技术的成熟与革新息息相关。近年来, 基因工程、

酶工程、发酵工程、细胞工程、辐照技术、超临界流体萃取技术、微胶囊技术、膜分离技术、超高压技术、

脉冲电场技术等被广泛应用于食品的加工与贮藏保鲜, 为食品工业的发展注入了新活力。 

 

鉴于此, 本刊特别策划“食品加工与贮藏保鲜新技术”专题, 慜由江南大学的张 教授担任专题主编。专题将

围绕食品工业中食品微细化处理、食品混合、食品干燥、食品成分提取与分离、食品浓缩与结晶、食品膨化、

食品杀菌、食品低温处理与贮藏保鲜、食品包装等各个环节中的高新技术展开, 探讨技术原理、技术特点、

优势与局限性、影响因素、工艺及设备、应用实践等各个方面展开讨论, 计划在 2015年 11月正式出版。 

 

本刊主编 吴永宁 研究员与 慜张  教授 与本刊特邀请您撰稿, 展示您的研究成果与学术发现, 以期为食

品加工与贮藏保鲜新技术的推广应用、科研开发提供理论和实践指导。请您请在 2015年 11月 10日前通过网

站或 E-mail投稿。我们将快速处理并优先发表。 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


