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摘   要：本文对 2021 年《生物工程学报》在合成生物制造领域发表的综述和论文进行了评述。

重点讨论了大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌、酿酒酵母、丝状真菌以及非模式细菌、

非传统酵母等主要底盘细胞的设计改造，氨基酸、有机酸、维生素、高级醇、天然化合物  (萜

类、黄酮类、生物碱类)、抗生素类、酶与生物催化产品、生物聚合物等产品的生物制造及生

物质和一碳原料利用，以及构建细胞工厂所用到的调控、进化、高通量筛选等关键技术的进展

情况。 
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Abstract: This article summarized the reviews and research articles published in Chinese Journal of 

Biotechnology in the field of biomanufacturing in 2021. The article covered major chassis cells such as 

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, Saccharomyces cerevisiae, 

filamentous fungi, non-model bacteria and non-conventional yeasts. Moreover, this article summarized 

the advances in the production of amino acids, organic acids, vitamins, higher alcohols, natural 

compounds (terpenoids, flavonoids, alkaloids), antibiotics, enzymes and enzyme-catalyzed products, 

biopolymers, as well as the utilization of biomass and one-carbon materials. The key technologies used 

in the construction of cell factories, such as regulation, evolution, and high-throughput screening, were 
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also included. This article may help the readers better understand the R&D trend in biomanufacturing 

driven by engineered microbes. 

Keywords: synthetic biology; biomanufacturing; engineered microbes; primary metabolites; secondary 
metabolites; cell factories 

 
 
 

2021 年被称为合成生物学投资元年，全年

合成生物学领域融资超过了前十年，一批合成

生物领域初创企业进入市场。同年，“碳达峰、

碳中和”正式成为国家战略目标，具有“碳中和”

属性的生物制造产业备受关注。“合成生物学”

加持“生物制造”，使得“合成生物制造”成为推

动新一代生物技术在工业领域应用的主力军。 

2021 年，《生物工程学报》继续关注合成

生物技术与合成生物制造领域的发展。承蒙中

国科学院天津工业生物技术研究所王钦宏研究

员组织出版了代谢工程 30 年专刊[1]、江南大学

邓禹教授和上海交通大学赵心清教授组织出版

了工业微生物创新与突破专刊[2]以及北京化工

大学袁其朋教授和中国医学科学院药物研究所

孔建强研究员组织出版了天然产物的生物合成

专刊[3]，《生物工程学报》全年在合成生物制造

领域发表了一批优秀的综述和研究论文。这些

综述和研究论文覆盖了主要的底盘细胞，如大

肠杆菌、枯草芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌、酿酒

酵母、丝状真菌以及非模式细菌、非传统酵母

等，涉及到氨基酸、有机酸、维生素、高级醇、

天然化合物 (萜类、黄酮类、生物碱类)、抗生

素类、酶与生物催化产品、生物聚合物等主要

产品类型及生物质和一碳原料利用，以及构建

细胞工厂所用到的调控、进化、高通量筛选等

关键技术。 

从这些综述和研究论文中，基本可以了解

到各领域国内外相关研究的最新进展。需要说

明的是，本文所评述的相关产品和技术，主要

是 2021 年发表在《生物工程学报》上相关论文

中所提到的产品和技术，只是合成生物制造众

多产品和技术中很小的一部分；同时，合成生

物制造领域的发展非常迅速，很多产品的技术

指标不断被刷新，本文所提到各种产品的技术

指标，站在今天看，很多可能也已经不是最新

或者最高的技术指标。但是，当我们把《生物

工程学报》2021 年全年发表的合成生物制造相

关文章放在一起梳理时，还是能够发现一些共

性的规律。因此希望本文能够有助于本刊读者

了解合成生物制造研究的现状和发展趋势，也

期待本刊的读者和作者能够继续将优秀的研

究论文和综述文章投稿给《生物工程学报》，

为推动中国合成生物制造研究和产业的发展

一起努力。 

1  细胞工厂和底盘细胞 

1.1  大肠杆菌 

大肠杆菌由于遗传操作工具成熟，是目前

合成生物制造领域使用最广泛的底盘细胞。合

成生物学的发展，使大肠杆菌从一种模式微生

物，发展成为一种非常重要的细胞工厂。中国

科学院天津工业生物技术研究所张学礼团队创

制的厌氧生产 L-丙氨酸、L-缬氨酸、D-乳酸、

丁二酸的大肠杆菌细胞工厂，近年来已经在国

内实现万吨级产业化，具有示范意义。除此之

外，国内外相关企业利用大肠杆菌细胞工厂生

产 1,3-丙二醇、L-赖氨酸、L-苏氨酸也已经达到

数十万吨到百万吨的规模。于勇等[4]从途径设
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计、合成途径创建与优化和细胞全局优化 3 个

方面，总结了构建大肠杆菌细胞工厂的重要技

术。在途径设计方面，主要是优化大肠杆菌自

身代谢途径、引入外源代谢途径以及创建自然

界中不存在的全新途径。在合成途径创建方面，

需要用到 DNA 片段组装技术、基因组编辑技术

和基因表达调控技术，其中单基因调控、多基

因调控和基因动态调控这些基因表达调控技

术，对提高代谢途径效率至关重要，也是构建

高效大肠杆菌细胞工厂的重要技术壁垒。在细

胞全局优化方面，最重要的因素是要考虑如何

实现辅因子平衡，为此经常需要根据途径中所

使用酶的特性，或改变辅因子的偏好性，或改

变辅因子的再生途径，在此基础上通过自适应

进化，不断提高目标产品的生产效率。目前，

以大肠杆菌为底盘生产特定的大宗化学品，对

葡萄糖得率可以达到 0.8 g/g 以上，体积浓度普

遍超过 100 g/L。考虑到大肠杆菌在较长时间之

内仍然会是最容易进行遗传操作的微生物，预

期未来将有更多非天然的全新途径在大肠杆菌

中实现，这些全新途径可能会带来更高的产品

得率，而大肠杆菌抗逆性能的不断提升，则有

可能将大宗化学品的体积浓度提升到数百 g/L

的水平，并带动一批生产精细化学品的大肠杆

菌细胞工厂实现产业化。 

1.2  枯草芽孢杆菌 

枯草芽孢杆菌在过去较多用于生产 α-淀粉

酶、β-环糊精糖基转移酶、L-天冬酰胺酶、纳豆

激酶、氨肽酶等工业酶以及核黄素。由于其公

认安全 (Generally regarded as safe, GRAS) 的

特性，近年来也被逐渐改造成为枯草芽孢杆菌

细胞工厂。吕雪芹等 [5]从启动子工程、基因编

辑、基因回路、辅因子工程以及途径酶组装等

方面介绍枯草芽孢杆菌在代谢工程领域的应

用，康倩等[6]则重点从基因组精简及优化、全

局调控、多位点和多维度调控、动态调控、膜

工程改造、蛋白表达以及分泌调控方面，总结

了枯草芽孢杆菌细胞工厂的进展。相对于大肠

杆菌而言，枯草芽孢杆菌可使用的启动子、核

糖体结合位点、终止子以及其他一些调控基因

表达的元件相对较少，近年来的工作使这些元

件不断丰富。基于反向筛选标记、基于位点特

异性重组和基于 CRISPR 的枯草芽孢杆菌基因

编辑系统以及碱基编辑器也已经开发出来，并

构建了可响应发酵环境变化、响应胞内代谢物

浓度变化以及响应细胞密度的基因回路。针对

枯草芽孢杆菌，还发展了基于无支架、DNA 支

架、RNA 支架、蛋白支架以及微区化的酶组装

策略。经过改造的枯草芽孢杆菌细胞工厂，可以

发酵生产鲨肌醇等单糖衍生物、角鲨烯等萜类化

合物、透明质酸、硫酸软骨素等活性多糖、核黄

素等产品，其中乙偶姻的产量可达到 56.7 g/L，

N-乙酰氨基葡萄糖产量超过 130 g/L。 

1.3  谷氨酸棒杆菌 

谷氨酸棒杆菌是一种重要的氨基酸生产菌

株。自 20 世纪 50 年代日本味之素公司采用谷

氨酸棒杆菌生产 L-谷氨酸以来，目前每年用该

菌株生产的 L-谷氨酸和 L-赖氨酸超过 600 万 t。

由于其 GRAS 的特性，生长速度快、营养需求

低、底物谱广等优势，除了氨基酸之外，据报

道谷氨酸棒杆菌也用于生产有机酸、醇类、植

物天然产物、蛋白质等 70 余种产品，年产值超

过千亿元。王钰等[7]总结了针对谷氨酸棒杆菌

开发的基因组编辑和碱基编辑技术，CRISPR

干扰和人工小 RNA 等基因表达调控技术，用于

提高生长速度、胁迫耐受性和底物利用能力的

适应性进化技术，以及用于氨基酸高通量筛选

的生物传感器等代谢工程使能技术。谷氨酸棒
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杆菌基因组的 3 000 余个基因中，仍有超过 40%

的基因功能未知或缺乏实验证，开发能够高通

量发掘谷氨酸棒杆菌基因功能的技术是该领域

重要的努力方向。此外，由于谷氨酸棒杆菌生

产氨基酸已经超过 100 g/L 的水平，谷氨酸棒杆

菌在生产过程中经常会受到高渗透压胁迫、pH

波动导致的胁迫、氧胁迫以及大规模培养中生

物反应器不均一性产生的氧气和底物浓度变

化。徐美娟等[8]总结了谷氨酸棒杆菌应对发酵

过程中各种胁迫的耐受机制，并总结了通过功

能基因元件增强耐热、耐酸、耐碱、耐氧、耐

高渗性能，通过分泌转运蛋白工程增强氨基酸

或有机酸外排，通过转录调控因子和小 RNA 调

控目标基因表达提高抗逆性，以及利用适应性

进化策略或设计基因线路来提高谷氨酸棒杆菌

的工业鲁棒性。 

1.4  非模式细菌 

除了为人熟知的大肠杆菌、枯草芽孢杆菌

和谷氨酸棒杆菌等模式细菌，需钠弧菌 (Vibrio 

natriegens) 、 拜 氏 不 动 杆 菌  (Acinetobacter 

baylyi)、运动发酵单胞菌 (Zymomonas mobilis)、

扬氏梭菌 (Clostridium ljungdahlii)、产乙醇梭菌 

(Clostridium autoethanogenum)、真氧产碱杆菌

(Cupriavidus necator) 和盐单胞菌 (Halomonas 

bluephagenesis) 等非模式细菌近年来也被广泛

用作底盘细胞改造，杨永富等[9]对此进行了总

结。这些非模式细菌都有一些特点。例如，需

钠弧菌生长速度快，生长周期不到 10 min，底

物谱很宽，能在低氧环境中固定氮气。拜氏不

动杆菌转化效率高，能够在自然状态下摄取线

性 DNA 并发生同源重组，能够天然积累脂质。

运动发酵单胞菌具有特殊的乙醇生产模式，是

唯一能够在厌氧条件下利用 ED 途径的微生物，

乙醇得率高，还能够固定氮气。扬氏梭菌和产

乙醇梭菌能够利用一氧化碳 (或二氧化碳和氢

气) 等一碳化合物生产乙醇等化学品，近期经

改造的产乙醇梭菌还实现了以一氧化碳生产丙

酮和异丙醇[10]。真氧产碱杆菌和盐单胞菌能够

生产聚羟基烷酸酯，而盐单胞菌表现出更适应

工业生产 PHA 的潜力。非模式微生物一般分离

自一些特殊的生长环境，具有一些特殊的代谢

途径、生理性状及理想细胞工厂的优良特点，

从底物利用、产物合成、抗逆性能方面，有可

能可以和模式细胞工厂形成一个很好的互补。

将模式细菌与非模式细菌的优势结合起来，有

可能设计出功能更加强大的细胞工厂。 

1.5  酿酒酵母 

作为一种典型的模式真核生物，酿酒酵母

由于其对苛刻发酵条件的耐受性、基因工程操

作的高效性和公认的安全性，在真核生物中最

先被发展成为细胞工厂。江丽红等[11]首先总结

了酿酒酵母的经典代谢工程方法，包括以启动

子工程、终止子工程和基因拷贝数、辅因子平

衡、转运子工程、调控蛋白改造为核心的基因

表达调控技术和基因组靶向改造技术，随后讨

论了基于基因组学、转录组学、蛋白质组学、

代谢组学以及代谢通量组学分析，在基因组代

谢网络模型指导下的系统代谢工程，进而归纳

了以组合途径优化、代谢途径酶共定位、动态

调控工程、组合基因组工程、全基因组进化等

策略为核心的合成生物学驱动的代谢工程方

法。李宏彪等[12]则讨论了以酿酒酵母为对象的

基因编辑技术进展，包括经典的酿酒酵母基因

编辑技术，基于归巢核酸内切酶 (MegNs)、锌

指蛋白核酸酶 (ZFNs)、转录激活因子样效应物

核酸酶 (TALENs) 的基因组编辑系统，以及基

于 CRISPR/Cas 系统、碱基编辑器、异源代谢

途径多拷贝整合和基因组规模基因编辑的研究
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进展。酿酒酵母除了被越来越多地用于生产有

机酸、氨基酸、核苷酸、药用蛋白、工业酶制

剂，经过合成生物学改造的酿酒酵母能够生产

130 g/L 的 β-法尼烯、25 g/L 的青蒿酸、33.6 g/L

的游离脂肪酸，还可以生产大麻素、灯盏乙素、

阿片类药物，以及多种萜烯类、黄酮类、生物

碱类、芳香氨基酸等多种植物次生代谢产物。

这些典型案例显示出在酿酒酵母中组装复杂途

径和合成复杂化合物的潜力。 

1.6  非传统酵母 

酿酒酵母和裂殖酵母是最为人熟知的传统

酵母，非传统酵母一般指解脂耶氏酵母 (Yarrowia 

lipolytica)、克鲁维酵母 (Kluyveromyces)、毕赤

酵母 (Pichia)、假丝酵母 (Candida)、汉逊酵母

(Hansenula) 等。这些非传统酵母或者能够代谢

甲醇或废乳清等特殊底物，或具有很宽的底物

谱，生长通常比较快，抗逆性比较强，有些酵

母胞内的乙酰-CoA 和 NADPH 供应充分。由于

这些特点，非传统酵母被广泛用于生产蛋白质、

油脂或生物合成不同的化学品。苏立秋等[13]首

先介绍了 CRISPR-Cas 基因编辑技术在非传统

酵母中的应用进展，然后总结了在改造非传统

酵母以拓宽底物利用谱、增强乙酰-CoA 前体供

应、强化目标产物合成代谢通量以及细胞生理

全局优化方面的进展。马克斯克鲁维酵母能够

以木糖和甘油为碳源生产超过 300 g/L 的木糖

醇，以菊粉为原料生产 203 g/L 的柠檬酸；解脂

耶氏酵母可以甘油为原料生产 160 g/L 的丁二

酸。近年来一些以非传统酵母生产萜类化合物

的例子，显示出这些非传统酵母作为底盘细胞

的潜力，以及进一步开发和利用酵母生物多样

性的意义[14]。 

1.7  丝状真菌 

丝状真菌是重要的工业微生物，已经被用

于生产纤维素酶、糖化酶等重要工业酶、柠檬

酸、衣康酸等大宗有机酸以及抗生素等次级代

谢产物。相对于原核生物和酵母等真核生物，

对丝状真菌的工程改造相对缓慢。由于丝状真

菌的重要应用价值，丝状真菌相关的合成生物

学与代谢工程研究发展也非常快。李金根等[15]

总结了丝状真菌的遗传转化方法、基因敲除技

术、基因组编辑技术、组学技术等技术的发展，

并在代谢网络模型构建的基础上，总结了丝状

真菌的相关应用。郑小梅等[16]则重点讨论了针

对黑曲霉的基因组编辑技术，介绍了 Cas 蛋白、

sgRNA、供体 DNA 与转化方式等方面不同的设

计策略，打破了黑曲霉高效遗传操作的屏障，

使黑曲霉基因组中的基因失活、基因插入、碱

基编辑与启动子替换等基因编辑与表达调控得

以实现。黑曲霉生产柠檬酸是丝状真菌最重要

的工业应用之一，全球每年产量近 200 万 t。目

前已经可以在 3 d 内生产 170 g/L 的柠檬酸，转

化率接近理论值。土曲霉生产衣康酸的水平也

可达到 160 g/L，满足每年 10 万 t 左右的衣康酸

市场。稗黑粉菌 (Ustilago trichophora) 能够以

甘油生产 196 g/L 的苹果酸，江南大学改造的米

曲霉可以生产 165 g/L 的苹果酸，天津科技大学

改造的黑曲霉可以生产超过 200 g/L 的苹果酸，

而中国科学院天津工业生物技术研究所改造的

嗜热毁丝霉，能够直接以纤维素为原料生产 180 

g/L 的苹果酸。丝状真菌也是生产工业蛋白质的

重要宿主，也可以用于生产他汀类、黄曲霉毒

素等聚酮类、青霉素、头孢菌素和环孢菌素等

非核糖体肽类抗生素、胡萝卜素等萜类化合物

等。丝状真菌一般存在多核现象，因此遗传操

作仍然是改造丝状真菌的限速步骤。丝状真菌

存在多个细胞器，如果代谢途径分布在不同细

胞器中，也会给代谢途径工程带来困难。鉴于
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丝状真菌对多种底物的利用能力和丰富的代谢

多样性，增强对丝状真菌的基因组编辑能力，

有望进一步推动丝状真菌细胞工厂的改造。 

2  生物制造 

2.1  氨基酸 

我国是氨基酸生产大国。马倩等[17]详尽地

总结了近年来合成生物学与代谢工程结合改造

优化氨基酸生产菌株的进展。2019 年，我国氨

基酸发酵产品总产量约为 609 万 t，其中，L-谷

氨酸 286.6 万 t，L-赖氨酸 253.3 万 t，L-苏氨酸

60.6 万 t，L-色氨酸 1.7 万 t，其他氨基酸 6.9 万 t。

氨基酸菌种生产水平不断提升，谷氨酸棒杆菌

工程菌生产 L-谷氨酸发酵水平可达 220 g/L、  

L-缬氨酸 227 g/L、L-亮氨酸 40 g/L。大肠杆菌

工程菌生产 L-赖氨酸可达 240 g/L、L-苏氨酸   

120 g/L、L-丙氨酸 120 g/、L-异亮氨酸 60 g/L、

L-酪氨酸 55 g/L、L-苯丙氨酸 73 g/L、L-色氨酸

49 g/L，L-高丝氨酸产量也可以达到 40 g/L[18]，

表现出超越谷氨酸棒杆菌的趋势。这些进展主

要是通过代谢工程、系统代谢工程和基于合成

生物学的代谢工程实现的。动态调控细胞代谢

过程，实现细胞生长与氨基酸生产的平衡重构，

对于提高目标氨基酸的转化率与生产效率具有

重要的作用，应在氨基酸育种研究中予以充分

重视。此外，传统的氨基酸发酵一般采用好氧

发酵，目标氨基酸的转化率较低。近年来，L-

丙氨酸和 L-缬氨酸的厌氧发酵已实现产业化，

其技术关键在于实现辅因子平衡。氨基酸的厌

氧发酵对减少能源消耗、提高原料利用率、有

效降低成本意义重大，也是氨基酸工程菌株构

建新的方向。 

2.2  有机酸 

有机酸是一类重要的生物制造产品，其中

含有一个或两个羧酸官能团的四碳有机酸，如

反丁烯二酸  (富马酸 )、2-羟基丁二酸  (苹果

酸)、丁二酸 (琥珀酸) 是重要的平台化学品，

在于食品、制药、化妆品、洗涤剂、聚合物和

纺织等领域具有广泛的用途。四碳有机酸的生

物合成理论上具有较高的得率。以葡萄糖为原

料生物合成琥珀酸为例，在生物合成过程中还

能固定 CO2，因此总的得率超过 1 g/g。王颖珊

等[19]以富马酸、苹果酸、琥珀酸为例，总结了

四碳有机酸的不同生物合成路线和代谢工程策

略。经工程改造的解脂耶氏酵母、琥珀酸放线

杆菌和大肠杆菌，琥珀酸的产量都可以超过  

100 g/L。目前工程菌生产富马酸的水平相对还

比较低，基本上在 50–60 g/L 的水平，得率最高

可达到 0.88 g/g，还无法与化学法竞争。四碳有

机酸作为大宗化学品和平台化学品，生产成本

控制非常重要。若以葡萄糖为原料，得率达到

0.9 g/g 以上，体积浓度达到 100 g/L 以上，可具

有工业化生产的潜力。新的代谢途径设计、高

效的关键酶筛选以及精细的途径调控，对构建

四碳有机酸高产工程菌十分关键。 

2.3  维生素 

维生素在医药、食品添加剂、饲料添加剂、

化妆品等领域具有广泛用途。近年来合成生物

学与代谢工程技术的发展，极大地推动了维生

素的生物合成不断替代化学合成。王岩岩等[20]

总结了维生素 B1、B2、B3、B5、B6、B7、B9、

B12 和维生素 C 的前体等水溶性维生素以及维

生素 A、维生素 D 的前体、维生素 E、维生素

K 等脂溶性维生素的生物合成研究现状。维生

素 B1 (硫胺素) 的生物活性形式为焦磷酸硫胺

素 (TPP)，目前生物合成产量还不到 1 mg/L，

而化学合成维生素 B1 的成本很低。维生素 B2 

(核黄素) 发酵生产水平可以达到 30 g/L 左右，



 
 

李寅/合成生物制造 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1273

已经替代化学合成。维生素 B3 包括 3 种形式：

烟酸、烟酰胺和烟酰胺核糖核苷，目前尚无发

酵生产路径，化学合成结合生物催化是一个发

展方向。维生素 B5 (泛酸) 可以通过 D-泛解酸

和 β-丙氨酸酶法合成获得，水平超过 100 g/L，

但是 D-泛解酸的获取比较困难，发酵法直接生

产泛酸的技术也正在发展中。维生素 B6 包括吡

哆醇、吡哆醛和吡哆胺及其相应的磷酸酯衍生

物，发酵法目前可以达到 1 g/L 的水平；发酵法

生产维生素 B7 (生物素) 可以达到 15 g/L 的水

平；但发酵法生产维生素 B9 (叶酸) 目前仅在

mg/L 的水平。这 3 种维生素的生物合成路线都

无法与化学合成竞争。维生素 B12 (钴胺素) 的

发酵水平为 200–300 mg/L，已经可以支撑工业

生产。维生素 C 是一种大宗维生素，全球每年

需求 10 万 t 以上[21]，两步发酵法生产水平可以

达到 100 g/L 以上，一步发酵法也在进展中。 

在脂溶性维生素中，维生素 A 主要通过化

学合成生产。维生素 D 根据其侧链结构的不同

有 D2、D3、D4、D5、D6 和 D7 等多种形式，其

中有些形式，如 D2 的前体麦角固醇可以通过发

酵法生产；一些微生物也可以合成 25-羟基维生

素 D3，产量在 0.5 g/L 左右。维生素 E 是一组

亲脂化合物，包含生育三烯醇和生育酚共 8 种

自然形式。以微生物发酵合成的 β-法尼烯为中

间体可以合成异植物醇，进而合成维生素 E，

这一路线已经实现产业化。一些光合微生物在

胞内也会积累维生素 E。维生素 K 则主要包括

K1 (叶绿醌/叶绿基甲萘醌) 和 K2 (甲萘醌)，其

中 MK-7 被认为是维生素 K2 最具生物活性的形

式，微生物最高可以合成到 400 mg/L。未来，

哪些维生素的生物合成能够实现产业化，主要

取决于生物合成途径设计、关键酶活性、途径

调控水平和底盘细胞能力。 

2.4  高级醇 

碳原子数大于 2 的醇，如丙醇、丁醇、戊

醇、己醇、庚醇等高级醇，具有与汽油接近的

能量密度，同时兼备不吸湿与腐蚀性低的特性，

可以与汽油以任意比例混合甚至完全取代汽

油，因而被认为是最具前景的燃油替代品。近

十年来，大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、巨大芽孢

杆菌、恶臭假单胞菌、丙酮丁醇梭菌、丁酸梭

菌、扬式梭菌、聚球藻、酿酒酵母等菌株被用

于改造生产正丙醇、异丙醇、正丁醇、异丁醇、

2-丁醇、2-甲基-1-丁醇、3-甲基-1-丁醇等，马

晓焉等作者[22]对此进行了总结。采用气体吹提

与发酵耦合的方式，高级醇的产量可以超过 

100 g/L，但这样的方式难以在工业上放大。限

制微生物生产高级醇的主要因素是其对葡萄糖

的得率比较低。除此之外，胞内还原力的供应

和平衡，以及高级醇对细胞的毒性也是高效生

产高级醇需要解决的问题。在油价较低的情况

下，发酵法生产的高级醇还难以在经济上有竞

争力。因此也发展出了以木质纤维素水解液、

蛋白质废弃物、一碳化合物为原料的高级醇生

产技术，这些技术在理论上可以将成本降低到

比以葡萄糖为原料更低的水平，例如酿酒酵母

将木糖转化为高级醇或其他有用化学品[23]。孙

中贯等[24]则对酿酒酵母中高级醇的代谢途径进

行了总结，相关知识在改造生物合成高级醇的

工程菌时也可以参考。 

2.5  天然化合物 

植物来源的天然活性产物在医药、农药、

日化、护肤和保健品等领域具有重要用途，例

如广为人知的抗疟药青蒿素、抗肿瘤药紫杉醇、

心脑血管疾病药物丹参酮以及镇痛药吗啡等[25]。

这些天然化合物在植物中含量很低，提取分离

困难。同时，这些天然化合物一般结构复杂，
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化学合成不仅难度大，还容易造成环境污染。

利用合成生物学技术通过微生物细胞工厂来重

建这些植物来源天然化合物的生产方式，具有

环境友好且不受外界环境影响、生产速度快、

易于大规模实现等多种优势，是未来合成生物

制造产业的重要方向。植物来源的天然化合物，

最广为人知的是萜类化合物、黄酮类化合物和

生物碱类化合物。姜逢霖等作者[25]选择了一些

最典型的植物来源的药用化合物，总结了合成

生物学生产这些物质的进展。这些物质包括青

蒿素、紫杉醇、人参皂苷、丹参酮等药用萜类

化合物，长春新碱、吗啡等生物碱类化合物，

以及灯盏花素等黄酮类化合物。植物天然化合

物很多也都是芳香族化合物的衍生物。 

2.5.1  萜类化合物 

萜类化合物的生物合成通常经历 3 个阶

段。第一阶段是通过莽草酸途径、糖酵解途径、

甲羟戊酸 (mevalonic acid, MVA) 途径或甲基

赤藓醇 4-磷酸途径 (methylerythritol 4-phosphate, 

MEP) 途径，生成异戊烯基焦磷酸 (isopentenyl 

diphosphate, IPP) 及其异构体二甲基烯丙基焦

磷酸 (dimethylallyl diphosphate, DMAPP)。第二

阶段是在异戊烯基转移酶的催化下，不同数目

的 IPP 和一分子 DMAPP 可分别生成单萜化合

物的前体——10 牻碳的 牛儿基焦磷酸 (geranyl 

diphosphate, GPP)、倍半萜和三萜化合物的前 

体——15 碳的法尼基焦磷酸 (farnesyl diphosphate, 

FPP) 以及二萜和四萜化合物的前体——20 碳

的牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸  (geranylgeranyl 

diphosphate, GGPP)。第三阶段是 GPP、FPP 和

GGPP 通过不同的萜类合酶的催化及细胞色素

P450 单加氧酶 (CYP450 酶) 催化的羟化、环氧

化、氮氧化、脱胺等氧化还原反应，形成多种

多样的萜类化合物。陈明凯等[26]对改造酿酒酵

母生产萜类化合物进行了总结。本文按照单萜、

倍半萜和三萜、二萜和四萜的顺序进行评述。 

以 GPP 为前体，引入不同的合酶，同时阻

断目标化合物的降解或利用途径，可以合成不

同的单萜化合物。如引入香叶醇合成酶生产无

环单萜醇——香叶醇，产量 1.6 g/L 以上；引入

柠檬烯合成酶，生产环状单萜——柠檬烯，产

量接近 1 g/L。以 FPP 为前体，引入广藿香醇合

酶，则可以合成超过 400 mg/L 的倍半萜醇——广

藿香醇，在化妆和医药领域中具有重要用途。 

姜龙瑜等[27]对杜松烷型倍半萜天然产物生

物合成途径的解析情况进行了总结。根据杜松

烷型倍半萜化合物取代基以及氧化还原程度的

不同，可以分为简单杜松醇类、芳环杜松烷类、

杜松烷内酯/内酰胺类、杜松醛酮酸类以及复杂

杜松烷衍生物共 5 大类，这些化合物具有抗菌、

抗炎、降糖等活性。青蒿素和棉酚是两种具有

代表性的杜松烷型倍半萜化合物，它们的生物

合成途径已经被阐明。紫穗槐二烯合酶催化

FPP 环化生成紫穗槐二烯，随后在 CYP450 酶

催化下逐次生成青蒿醇、青蒿醛和青蒿酸，再

通过化学半合成生成青蒿素。目前紫穗槐二烯

的产量可以达到 40 g/L，青蒿酸的产量可以达

到 25 g/L。天然的青蒿素合成过程，是通过青

蒿醛还原酶生成双氢青蒿醛，再由醛脱氢酶生

成青蒿素的直接前体双氢青蒿酸，最后经过一

步非酶促的光氧化步骤生成青蒿素。这一植物

自然过程，目前还没有能在微生物中实现。棉

酚则是在 FPP 生成-杜松烯的基础上，经过

P450 单加氧酶、双加氧酶、醇脱氢酶等催化，

生成带有 α,β-不饱和羰基的中间体，再通过芳

构化最终偶联形成。 

角鲨烯是合成三萜化合物和类固醇等工业

产品的重要前体，目前已知的三萜化合物有   
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3 万种之多。李宁等[28]所在实验室在天然含有

MEP 途径的大肠杆菌中引入 MVA 途径，过量

表达法尼基焦磷酸合酶基因 ispA，显著提高了

从 IPP 和 DMAPP 生产 FPP 的效率。在此基础

上导入来自嗜热蓝细菌的角鲨烯合酶 (其转化

数是人源角鲨烯合酶的 3 倍以上)，发酵液中角

鲨烯浓度达到 167 mg/L，单位干重细胞生产能

力为 16.5 mg/g。采用分批补料发酵，角鲨烯的

水平可以超过 10 g/L。通过角鲨烯环氧化酶催

化的 NADPH 依赖的环氧化反应，可以将角鲨

烯转变为环氧角鲨烯，环氧角鲨烯再经过一系

列环化酶的催化，可以形成如齐墩果烷型、乌

苏烷型、木栓烷型、羽扇豆烷型等五环三萜衍

生物。邵喜喜等[29]发现将大鼠角鲨烯环氧化酶

截短，可以在大肠杆菌中实现较高活性表达，

并借助大肠杆菌内源类细胞色素 P450 还原酶

蛋白，在大肠杆菌中实现了环角鲨烯的生物合

成。香树脂醇是一种五环三萜类化合物，主要

分为 α-和 β-两种构型，都具有抗炎、抗肿瘤、

抗氧化等生物活性，可从 FPP 出发，经过两步

反应生成 (3S)-2,3-氧化喹烯，再经香树脂醇合

酶催化得到。α-香树脂醇水平已经超过 1 g/L，

β-香树脂醇水平接近 300 mg/L。 

另一方面，FPP 经鲨烯合酶和鲨烯环氧酶连

续催化，碳链延长并被氧化、环化，形成 2,3-氧

化鲨烯，该化合物是合成三萜和甾醇的分支点。

2,3-氧化鲨烯经不同的氧化鲨烯环化酶催化，形

成环阿屯醇和羊毛甾醇等甾醇类物质的合成前

体，经多步氧化和成环反应，生成薯蓣皂素[30]。

薯蓣皂素经结构修饰后得到多种甾体激素类药

物。高产 FPP 和胆固醇的工程酵母可以作为薯

蓣皂素生物合成的底盘细胞。人参皂苷是由两

分子 FPP 催化形成的鲨烯和 2,3-氧化鲨烯逐步

转化而成原人参二醇或原人参三醇，经 UDP-糖

基转移酶催化形成不同类型的皂苷化合物。酵

母由于能够产生人参皂苷最重要的前体 2,3-氧

化鲨烯而被用于构建生产人参皂苷的工程菌

株，关键中间产物原人参二醇的水平可以达到

10 g/L 以上，Rh2 型人参皂苷的水平可以达到

几 g/L。糖基转移酶的种类和活性决定了不同类

型人参皂苷的生产水平，甚至可以合成出非天

然人参皂苷。由于人参皂苷的类型众多，大量生

产功能明确的稀有皂苷，或者生产与天然人参成

分接近的皂苷混合物，是进一步努力的方向。 

紫杉醇是一种二萜化合物。首先由紫杉烯

合酶将 GGPP 环化为紫杉烯，随后在一系列羟

化酶、加氧酶和酰基转移酶催化下生成紫杉醇。

目前大肠杆菌工程菌已经可以生产超过 1 g/L

的紫杉烯，由于从紫杉烯到紫杉醇的途径非常

复杂，目前尚未在微生物中实现紫杉醇的从头

合成。丹参酮 (tanshinones) 是一类松香烷二萜

化合物，是丹参酮 AⅡ 、丹参酮 BⅡ 、丹参酮Ⅰ、

隐丹参酮等一类化合物的总称。从 GGPP 开始，

先经柯巴基焦磷酸合酶催化生成柯巴基焦磷

酸，然后在类贝壳杉烯合酶催化下生成次丹参

酮二烯，再经过杂环化、芳香化、去甲基化等

形成相应的丹参酮类化合物。目前次丹参酮二

烯产量可以达到 3.5 g/L。雷公藤甲素是一种松

香烷内酯型二萜化合物。夏梦等[31]研究发现，

在雷公藤甲素的生物合成过程中，MVA 与 MEP

途径间存在 IPP 转运，表明 MVA 和 MEP 途径

共同参与了雷公藤甲素的生物合成，且二者间

存在交互作用。另一个比较有代表性的二萜衍

生物是香紫苏醇，可用于合成重要的龙涎香替

代品降龙涎醚。从 GGPP 出发，经 8-羟基-柯巴

基焦磷酸，再由香紫苏醇合酶催化生香紫苏醇，

目前可以达到替代植物提取的水平。 

四萜化合物有为人们熟知的番茄红素、  
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β-胡萝卜素、虾青素等。从 GGPP 出发，经过

八氢番茄红素合酶和八氢番茄红素脱氢酶可合

成番茄红素，水平可达 5 g/L 以上。以番茄红素

为底物，在番茄红素环化酶的催化下两端 β-环

化，即可生成 β-胡萝卜素，可达到 2%细胞干重

的水平。β-胡萝卜素经过羟化和酮基化反应可

合成虾青素。提高虾青素的生产水平，需要平

衡好 β-胡萝卜素羟化酶和酮化酶的活性和偏好

性，工程菌株生产虾青素可以达到数百 mg/L

的水平。番茄红素经过氧化裂解等步骤，经胭

脂素醛、降胭脂素，可以合成脱辅基类胡萝卜

素——胭脂素。胭脂素又称红木素，是一种重

要的食品着色剂和第二大天然色素[32]。 

2.5.2  芳香族天然化合物 

以糖酵解途径产生的磷酸烯醇式丙酮酸

(phosphoenolpyruvate, PEP) 和磷酸戊糖途径产

生的赤藓糖 -4-磷酸  (D-erythrose 4-phosphate, 

E4P) 为前体，缩合生成 3-脱氧-D-阿拉伯庚

酮糖-7-磷酸 (3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7- 

phosphate, DAHP)，采用这种“3+4”的方式可以

合成莽草酸，经 3-脱氢莽草酸，进而生成分支

酸。从 3-脱氢莽草酸出发，可以合成原儿茶酸、

儿茶酚、粘康酸、己二酸等，还可以合成没食

子酸、香草醛、苯酚、3-氨基苯甲酸、熊果苷

等。从分支酸出发，一个方向可以合成苯丙氨

酸和酪氨酸，另外一个方向可以合成色氨酸。

从苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸出发，又可以合

成数十种在医药、化工、食品和饲料等领域具

有重要应用价值的芳香族化合物。吴凤礼等[33]

总结了芳香族化合物代谢工程的进展。从葡萄

糖出发，谷氨酸棒杆菌工程菌可以生产 141 g/L

莽草酸、83 g/L 原儿茶酸、43 g/L 对氨基苯甲

酸，大肠杆菌工程菌可以生产 117 g/L 的 3-脱氢

莽草酸、64 g/L 顺,顺-粘康酸、73 g/L 苯丙氨酸、

55 g/L 酪氨酸以及 49 g/L 色氨酸。大肠杆菌工

程菌可以生产超过 100 g/L 的 3-脱氢莽草酸，

在高产 3-脱氢莽草酸的底盘细胞基础上，合成

的原儿茶酸、酪氨酸、左旋多巴产量分别可以

达到 85 g/L、55 g/L、70 g/L。刘堂浩等[34]建立

了基于酪氨酸前体甜菜黄素荧光强度变化的酪

氨酸生物合成高通量筛选方法，可以用于筛选

酪氨酸或其下游对香豆酸生产菌株的筛选。 

芳香类天然产物是一类来自生物界具有苯

环结构的有机化合物，包括对羟基肉桂酸及其

衍生物、黄酮类、芪类、香豆素类和芳香类生

物碱等，其种类繁多，数量庞大，已知的有数

万种以上。根据芳环数量和侧链碳链长度的不

同，主要分为 C6-C1 型，如香草酸、原儿茶酸、

没食子酸和苯甲酸等；C6-C2 型，主要指羟基苯

乙酮类化合物；C6-C3 型，主要指阿魏酸、咖啡

酸、对香豆酸、芥子酸和香豆素等对羟基肉桂

酸及其衍生物，这类化合物聚合后可形成木质

素；C6-C2-C6 型，主要指白藜芦醇、银松素、

紫檀芪、松芪和银松素甲醚等芪类化合物；

C6-C3-C6 型，即黄酮、异黄酮、新黄酮等黄酮

及其苷类，以及原花青素和综合性单宁等化合

物；C6-C7-C6 型，主要指姜黄素类化合物。刘

良叙等[35]、庄以彬等[36]、李玲玲等[37]总结了芳

香类天然产物的合成生物学研究进展。 

C6-C3 型对羟基肉桂酸及其衍生物，是由苯

丙氨酸和酪氨酸衍生而来，核心是从苯丙氨酸

到对羟基肉桂酸 (对香豆酸) 的苯丙烷途径。

苯丙烷途径占光合固碳的 20%左右，形成数量

庞大、广泛分布、结构复杂的酚类化合物。从

葡萄糖从头合成咖啡酸、阿魏酸和肉桂酸可以

达到数百 mg/L 到 g/L 的水平，对香豆酸从头合

成最高可以达到 12 g/L，酪氨酸生物转化则可

以达到近 40 g/L。从对香豆酸出发，可以合成
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近 100 mg/L 的覆盆子酮 (又称树莓酮)。牛文清

等 [38]在莱茵衣藻中克隆表达了 4-香豆酰-CoA

连接酶和聚酮合酶，莱茵衣藻中的覆盆子酮含

量可以达到 6.7 μg/g 湿重。香豆酰-CoA 和阿魏

酰-CoA 羟化后自动成环，可以合成香豆素类衍

生物伞形酮、东莨菪素和七叶皂素，水平接近

100 mg/L。以水杨酸为中间体的对羟基香豆素

产量接近 1 g/L。苯丙烷类衍生物还包括酚类化

合物香兰素，从阿魏酸生物转化而来的香兰素

可以达到数十 g/L，从头合成的香兰素也超过了

100 mg/L；也可以衍生合成对苯二酚苷类化合

物熊果苷，大肠杆菌生产水平可以超过 10 g/L。

其他芳香族天然产物，如大肠杆菌工程菌可以

从头合成 2 g/L 的苯乙醇、4 g/L 间苯三酚，为

合成重要玫瑰香味物质三甲氧基苯奠定了基础。 

对香豆酸和咖啡酸是酚酸类合成的关键前

体，丹参素是丹酚酸类产物的另一个苯环的结

构来源。丹参酚酸类是中药丹参中的水溶性活

性成分，包括丹参素、迷迭香酸、原紫草酸、

丹酚酸等。丹酚酸可以看成是丹参素和咖啡酸

的衍生物或酯化的聚合物。大肠杆菌工程菌可

以合成 5.6 g/L 的丹参素。丹参素也可以由    

L-多巴和苯丙酮酸酶法转化而来，转化率在

85%以上。丹参素与咖啡酰 CoA 酯化反应可以

生成迷迭香酸，目前在工程酵母中迷迭香酸的

合成水平还未超过 10 mg/L。 

对香豆酰 CoA 和丙二酰 CoA 在芪合酶催

化下，可以将苯丙烷类代谢物引向 C6-C2-C6 型

芪类化合物合成支路，又称二苯乙烯类多酚化

合物，主要包括白藜芦醇及其羟基化衍生物白

皮杉醇、甲氧基化产物松芪和紫檀芪、糖基化

产物虎杖苷。解脂耶氏酵母可以合成 12 g/L 的

白藜芦醇。白藜芦醇的 5-位和 3,5-二位顺序发

生甲氧基化反应，可以生成松芪和紫檀芪，后

者从头合成的水平可以达到 30 mg/L。白藜芦醇

在 3-位和 4′-位发生糖基化反应，可以分别生成

白藜芦醇-3-O-葡萄糖苷 (即虎杖苷)，以及白藜

芦醇-4′-O-葡萄糖苷。 

2.5.3  黄酮类和聚酮类化合物 

对香豆酰 CoA 和丙二酰 CoA 在查尔酮合

酶催化下，可以将苯丙烷类代谢物引向 C6-C3-C6

型黄酮类合成支路。已知的黄酮类化合物主要

在植物中发现，有 9 000 多种，根据苯环位置

和羟基数目可以分为黄烷酮、黄酮、异黄酮、

黄酮醇、二氢黄酮类和花色素类，通常以糖苷

的形式存在，多为 O-糖苷，也有 C-糖苷，具有

多样的生物学活性和药理活性。 

黄烷酮主要包括柚皮素、圣草酚、甘草素和

根皮素等。在工程菌中最高可以生产 500 mg/L

左右的柚皮素。圣草酚是 3′-羟基-柚皮素，在柚

皮素途径基础上表达黄酮-3′-羟化酶和细胞色

素 P450 酶，即可合成圣草酚，产量可达到   

100 mg/L。若在柚皮素途径基础上表达查耳酮

还原酶，则可生成 5-去羟基-柚皮素，即甘草素。

对香豆酰 CoA 在双键还原酶催化下生成 p-二氢

香豆酰 CoA，然后在查耳酮合成酶的作用下生

成根皮素。从黄烷酮途径出发，表达异黄酮合

成酶和细胞色素 P450 酶可合成异黄酮，例如催

化甘草素生成大豆苷元；若表达黄酮合成酶，

则合成黄酮产物，例如分别催化柚皮素和圣草

酚，生成芹菜素和木犀草素。 

从黄烷酮出发，经过一步或几步黄烷酮羟

化酶催化生成二氢黄酮醇，然后在黄烷酮合酶 

催化下合成黄酮醇，包括山萘酚、槲皮素、杨

梅黄酮和菲瑟酮等。以柚皮素为前体，可以合

成了超过 1 g/L 的山萘酚，山奈酚 3′-羟基化后

可生成槲皮素。山奈酚和槲皮素都实现了在酿

酒酵母中的从头合成。杨梅黄酮是山萘酚的  
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3′-和 5′-二羟基化产物。以甘草素为前体，则可

以合成菲瑟酮。 

黄酮类化合物经糖基化、异戊烯基化、甲

基化等后修饰反应，形成黄酮衍生物，如黄酮

糖苷、异戊二烯柚皮素和甲基柚皮素等产物，

其中槲皮素糖苷、根皮素糖苷和花色苷、芹菜

素糖苷等黄酮糖基化产物研究较多。槲皮素含

有 5 个羟基 (3-OH、5-OH、7-OH、3′-OH、4′-OH)，

均可发生 O-糖基化反应。槲皮素 3-O-糖苷是糖

基以糖苷键和槲皮素 C 环上的 C3 位相连形成

的槲皮素衍生物。不同类型的糖基基团连接在

槲皮素 C3 位上，可以形成种类繁多的 3-O-糖

苷，具有广泛的药理活性。酰基化修饰可以提

高槲皮素 3-O-糖苷的脂溶性，增强生物利用度。

由于槲皮素 3-O-糖苷的多羟基特性，使得酶法

酰基化修饰比化学法更具优势。王雪凝等[39]总

结了槲皮素 3-O-糖苷体外酶法修饰和全细胞生

物转化法修饰的进展，所使用的酶包括酰基转

移酶、脂肪酶、蛋白酶以及酯酶，来源于南极

假丝酵母的脂肪酶 CAL-B 酰化效果最好。 

根皮素的糖苷包括根皮苷、诺瑟法根和三

叶苷。花色苷是花青素的糖基化形式，可通过

拓展黄酮醇合成途径得到。灯盏花素是一种分

离自灯盏花的治疗心血管疾病药物，其生物合

成始于 L-苯丙氨酸或 L-酪氨酸，经脱氨、羟化、

氧化、异构等反应生成柚皮苷。柚皮苷在黄酮

合酶Ⅱ催化下生成芹菜素，再经过羟化和葡糖醛

酸转移生成灯盏花乙素，即灯盏花素的主要成

分。目前工程菌柚皮苷的产量可以达到 400 mg/L，

灯盏花乙素和芹菜素-7-O-葡糖醛酸实现了从

头合成，产量超过 100 mg/L。 

姜黄素类化合物属于聚酮化合物，主要通

过丙二酰辅酶 A 的中心碳单元将两个苯丙氨酸

单元连接而成[40]，主要包括姜黄素、去甲氧基

姜黄素和双去甲氧基姜黄素等。其中，姜黄素是

由两个芳香族丙烯酸聚合而成的二酮类化合物。

阿魏酰-CoA 或香豆酰-CoA 与丙二酰-CoA 在二

酮-CoA 合成酶催化下形成阿魏酰二酮-CoA，然

后在姜黄素合酶催化下，水解成为酮酸，再与

另一分子的起始底物阿魏酰-CoA 或香豆酰-CoA

缩合形成不同的姜黄素类化合物。添加不同羧酸

时，大肠杆菌工程菌的产量可以超过 100 mg/L；

直接以阿魏酸为底物时，姜黄素产量可以达

到 300–500 mg/L[41]。对解脂耶氏酵母、恶臭

假单胞菌和米曲霉进行工程改造也可以生产

姜黄素，但是产量不及大肠杆菌。以酪氨酸为

前体时，可以从头合成 50 mg/L 的双去甲氧基

姜黄素。 

植物大麻素是由脂肪酸和异戊二烯为前

体，经过混合生物合成途径合成的一系列次生

代谢产物，根据其异戊烯残基、间苯二酚核和

侧链之间的差异可以分为 11 种亚型。高萍等[42]

总结了大麻素的生物合成主要包括 3 个阶段：

聚酮合成、异戊烯化和氧化环化。己酰-CoA 与

三分子丙二酰-CoA 首先缩合生成橄榄醇，然后

环化生成橄榄酸，即大麻素的聚酮核部分，也

是大麻素生物合成的第一个节点。橄榄酸随后

与 GPP 发生异戊烯化反应，缩合生成大麻萜酚

酸，然后在9-四氢大麻酚合成酶和大麻二酚合

成酶催化下，单萜部分氧化环化，分别转化为

9-四氢大麻酚酸和大麻二酚酸，再通过非酶脱

羧过程生成大麻二酚和9-四氢大麻酚，即大麻

的主要药理成分。途径优化的大肠杆菌工程菌

可以合成 80 mg/L 橄榄酸；工程酵母中的大麻萜

酚酸可以达到 136 mg/L，9-四氢大麻酚酸水平

达到 8.0 mg/L，大麻二酚酸的水平为 4.2 μg/L，

为大麻素的从头生物合成奠定了基础。 

鬼臼毒素是来源于中药八角莲、山荷叶和
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桃儿七等鬼臼属植物的芳基四氢萘类木脂素，

含有 5 个环和 4 个连续手性中心，其衍生物是

重要的抗肿瘤药物。鬼臼毒素的生物合成途径

可分为 5 个模块：由苯丙烷途径合成木脂素前

体松柏醇；罗汉松脂酚合成；脱氧鬼臼毒素合

成；4′-去甲基表鬼臼毒素合成；鬼臼毒素糖基

化修饰。孟振等[43]总结了鬼臼毒素及其衍生物

生物合成研究进展，目前在烟草中已经可以合

成 4.3 mg/g 叶片干重的(–)-脱氧鬼臼毒素，而且

还可检测到 4′-去甲基表鬼臼毒素。目前已发现

了多种可以产生鬼臼毒素的内生真菌，工程酵

母可以合成松柏醇的重要前体对香豆酸，大肠

杆菌工程菌中则已经可以实现松柏醇和罗汉松

脂酚的生物合成，为建立植物来源鬼臼毒素乃

至木脂素类化合物新的生产方式奠定了基础。 

2.5.4  生物碱类化合物 

生物碱类化合物主要可分为有机胺类、异

喹啉类、吡啶类、吲哚类和莨菪烷类，有 1.2 万

种之多。其中吲哚类的抗肿瘤药长春新碱以及

异喹啉类的镇痛药吗啡相关的合成生物学研究

已有所进展。长春碱和长春新碱是分离自药用

植物长春花的二萜类吲哚生物碱。吲哚生物碱

的生物合成始于莽草酸途径 (吲哚途径) 和类

甲羟戊酸途径 (类萜途径)。前者主要是通过色

氨酸生成色胺，后者经过 GPP 产生裂环马钱子

苷。色胺和裂环马钱子苷在异胡豆苷合酶催化

下缩合产生异胡豆苷。异胡豆苷在糖苷酶、一

系列氧化还原酶和酰基转移酶催化下生成单萜

类长春质碱和水甘草碱。水甘草碱再经过一系

列氧化还原反应生成文多灵，然后和长春质碱

缩合生成长春碱和长春新碱。工程酵母可以合

成 2 g/L 的异胡豆苷以及文多灵，但长春新碱的

从头合成尚未实现。 

来自罂粟的吗啡属于苄基异喹啉类生物碱，

其生物合成从 L-酪氨酸衍生物多巴胺和 4-羟苯

乙酯缩合成去甲乌药碱，经一系列甲基转移、

羟化、异构化生成 (R)-牛心果碱，再经过若干

步反应生成可待因和吗啡的前体蒂巴因。牛心

果碱的生物合成途径在大肠杆菌和酵母中都已

经构建成功，产量在 50 mg/L 左右。在酵母中

已经实现蒂巴因和氢可酮等阿片类化合物 μg/L

级的从头合成，并且在酵母中也已经可以将蒂巴

因转化为吗啡、可待因、氢吗啡酮、羟考酮等苄

基异喹啉类生物碱，总产量可以达到 130 mg/L。 

在天然产物的生物合成中，羟基化、糖基

化、甲基化和戊烯基化这些后修饰反应，极大

地扩展了天然产物的分子多样性。其中，依赖

于 S-腺苷甲硫氨酸 (SAM) 的甲基化修饰，对

改善天然产物的稳定性、溶解性和生物活性非

常重要，是生成阿魏酸、杜鹃花素、木质素等

天然产物的关键步骤。张香燕等[44]总结了甲基

转移酶在天然产物生物合成中的作用。前述苯

丙烷途径中，大多数苯丙烷类化合物含有多个

羟基结构。通过甲基转移酶对羟基的甲基化修

饰，可以显著改善其代谢稳定性和细胞膜穿透

性，形成具有生理和药理活性的化合物。在苯

丙氨酸和酪氨酸转化为咖啡酸、香豆酸、阿魏

酸、芥子酸、类黄酮、花青苷等多种生物活性

物质的过程中，氧-甲基转移酶都发挥重要作

用。例如通过咖啡酸-O-甲基转移酶和咖啡酰

CoA-O-甲基转移酶，可以将咖啡酸转变为咖啡

醇和松柏醇。利用咖啡酰 CoA-O-甲基转移酶，

还可以将 5-羟基松柏醛转化为芥子醛，5-羟基

松柏醇转化为芥子醇，5-羟基阿魏酸转化为芥

子酸，进而参与 S-木质素的合成。黄酮类-O-甲

基转移酶可以将槲皮素转化为不同的槲皮素甲

基醚，增加了鼠李素类化合物的多样性。有些

甲基转移酶能够特异性地将 C-7 羟基转化为甲
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氧基，将芹菜素、山奈酚、木犀草素和槲皮素

转化为相应的 7-O-甲基化化合物。在香草醛的

生物合成中，原儿茶酸的甲基化是香草醛合成

途径中的限速步骤。利用儿茶酚-O-甲基转移

酶，不仅可以提高香草醛的产量，还可以扩展

产物谱，例如合成香草醇。羧甲基转移酶可以

催化形成水杨酸甲酯、苯甲酸甲酯、茉莉酸甲

酯和邻氨基苯甲酸甲酯等植物中常见的甲酯类

化合物香味成分，邻氨基苯甲酸甲酯的产量已

经超过 5 g/L。N-乙酰血清素氧甲基转移酶参与

将 5-羟色胺转化为褪黑素，在芳香族聚酮抗生

素、氨基醌类生物碱、苯酞异喹啉类生物碱等

天然产物的生物合成中也发挥重要作用。甲基

转移酶的底物专一性较差，一方面这导致催化

活性较低，限制了天然产物的高效合成；另一

方面，较差的底物专一性，也是天然产物结构

多样性的来源。提高甲氧基转移酶的稳定性和

底物特异性，可以拓展其在天然产物微生物合

成中的应用。 

酰基化反应与羟基化、甲基化、糖基化相

结合，是形成植物天然化合物结构多样化的分

子基础。酰基转移酶主要有依赖于 CoA 以及依

赖于葡萄糖酯的酰基转移酶两种，王宇等[45]总

结了这类酶的结构、功能和应用。依赖葡萄糖

酯的酰基转移酶与丝氨酸羧肽酶，称为丝氨酸

羧肽酶样酰基转移酶。这类酶仅参与植物次生

代谢途径，例如形成具有抗虫活性的酰化葡萄

糖酯，具有抗氧化活性的芥子酰类化合物包括

芥子酰苹果酸酯、芥子酰葡萄糖酯、芥子酰胆

碱，与多羟基酚类化合物花色素苷发生酰化反

应以提高其颜色稳定性，三萜类皂苷化合物酰

基化修饰提高抗病活性，黄烷-3-醇的没食子酸

酰化提高抗氧化活性，形成生长素吲哚-3-乙酰

基肌醇等。在构建单糖和氨基酸开始生物合成

生物碱莨菪碱和东莨菪碱的途径研究中，通过

酰化莨菪碱中间体，重现了植物中托烷生物碱

的空间组织定位合成。 

有观点认为，未来将有 300 万种化合物可

以通过合成生物学实现生产。其中很多是植物

来源的天然化合物。植物源天然化合物种类繁

多、结构多样，合成途径复杂，对原生植物的

基因组测序和天然化合物生物合成途径的解析

是构建微生物细胞工厂的基础。用于构建植物

来源天然化合物合成途径的底盘细胞，最好能

够产生目标化合物的前体；由于大多数植物来

源天然化合物将用于医药、食品和化妆品领域，

底盘细胞的安全性也是一个重要的考量指标。

在微生物中引入大量外源基因之后，对基因表

达水平进行动态调节，优化细胞生长和产物合

成之间的平衡，对提高天然产物的微生物生产水

平至关重要。萜类、生物碱类和黄酮类化合物的

生物合成途径，通常都有一个重要的节点前体化

合物，生物合成的关键是要提高节点前体化合物

的胞内产量，然后通过具有明确功能的异源酶的

组合，来扩展目标天然化合物的种类。 

2.6  抗生素和抗菌肽 

大环内酯类抗生素是指由一个多元碳的内

酯环附着一个或多个脱氧糖所构成的聚酮类抗

生素，常见的大环内酯类抗生素有 14–16 元环

的红霉素类衍生物和乙酰螺旋霉素等。大环内

酯类抗生素发展的方向是提高胃酸稳定性和生

物利用度、扩大抗菌谱和降低耐药性。大环内

酯类抗生素的生物合成，首先是通过Ⅰ型聚酮

合酶合成大环内酯骨架，之后是对大环内酯骨

架进行Ⅰ型聚酮合酶后修饰，包括糖基化、羟

基化、氧化和甲基化等。Ⅰ型聚酮合酶催化的

终产物碳链的长度及立体化学构型是由单元的

组成和数目决定的，每个单元均含有酮基合成
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酶、酰基转移酶、酰基载体蛋白、酮基还原酶、

烯醇还原酶、羟基脱氢酶中的一个或几个，对

这些酶进行改造，可以改变对底物的选择性和

催化效率。郝天怡和赫卫清[46]总结了利用代谢

工程方法来获得新的大环内酯类抗生素衍生物

以及提高产量，包括如何利用代谢工程构建和

改造 16 元环大环内酯类新药可利霉素，包括如

何利用 CRISPR-Cas9 系统与核糖体工程获得新

型可利霉素产生菌[47]。 

链霉菌产生的天然产物是抗生素的主要来

源，如链霉素、四环素和万古霉素。目前临床

上超过一半抗生素来源于链霉菌。基因组分析

发现，每个链霉菌菌株平均有 20–40 个天然产

物生物合成基因簇，显示链霉菌具有巨大的生

物合成潜力。但是这些天然产物的合成，很大

程度上受到途径特异性调控因子的影响。研究

清楚这些途径特异性调控因子的功能，就有可

能来提升它们调控的天然产物的产量。过表达

正调控基因，或敲除负调控基因，都可以较大

幅度地提高对应天然产物的产量。熊婉等[48]综

述了对链霉菌中 TetR 家族、SARP 家族、LuxR

家族等途径特异性调控因子的操控来提升其活

性天然产物产量的研究进展。在异源宿主中通

过合理操控调控基因以及启动子重组等策略，

也有望大幅度提升目标代谢物产量，或激活沉

默的天然产物生物合成基因簇，创制抗生素生

产细胞工厂。Angucycline/angucyclinone 类天然

产物广泛存在于放线菌中，是一类芳香聚酮类

化合物，主要由Ⅱ型聚酮合酶利用 1 个乙酰辅

酶 A 作为启动单元和 9 个丙二酰辅酶 A 作为

延伸单元来合成其分子骨架。 Angucycline/ 

angucyclinone 类天然产物最早于 20 世纪 60 年

代已经发现，张景琰等[49]总结了这类天然产物

近 10 年来的最新研究进展，包括新发现的此类

化合物的结构、活性和发现策略，结合基因编

辑、药物设计、靶点预测等技术，将有助于通

过合成生物学的方法发现具有独特分子结构或

具有新作用机制的化合物，促进此类天然产物

的临床开发。 

微生物源农用抗生素在生物农药中占据重

要地位，是植物病虫害防治和绿色可持续发展

农业领域的研究热点。已经广泛应用的农用抗

生素主要包括井冈霉素、阿维菌素、中生菌素、

南昌霉素、春雷霉素、浏阳霉素、多抗霉素、

申嗪霉素、武夷霉素、宁南霉素、多杀菌素、

灭瘟素等。近十年来又发现了一批新的农用抗

生素，如含氮杂环结构的吩嗪类抗生素，包括

吩嗪-1-羧酸 (申嗪霉素)、吩嗪-1-甲酰胺、2-羟

基吩嗪；聚酮类抗生素如疏螺体素、米尔贝霉

素、藤黄绿脓菌素、茴香霉素；多肽类抗生素

如杆菌霉素 D、恩拉霉素；核苷类抗生素——

新奥霉素。崔佳佳和张雪洪[50]总结了微生物源

农用抗生素近年来的研发进展，包括诱变育种、

基因工程育种、基因组删减、核糖体工程等技

术的应用。虫草素也是一种核苷类抗生素，又

名 3′-脱氧腺苷，其生物合成途径被认为是腺苷

磷酸化形成 3′-磷酸腺苷，然后去磷酸化生成 

2′-羰基-3′-脱氧腺苷，再还原生成虫草素。霍春

红等[51]在酿酒酵母中导入磷酸水解酶和氧化还

原酶，并经过发酵条件优化，6 d 可以生产近

140 mg/L 的虫草素。 

微生物来源的非核糖体肽类天然产物是临

床抗感染、抗肿瘤以及免疫抑制类药物的重要

来源，如万古霉素、棘白菌素、达托霉素和环

孢霉素等。非核糖体肽由模块化的非核糖体肽

合 成 酶  (non-ribosomal peptide synthetase, 

NRPS) 组装合成，每个模块主要包含识别和活

化氨基酸装配单元的腺苷化结构域 A，运载氨
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基酸和新生肽链的硫酯化结构域 T，以及催化

肽键形成的缩合结构域 C，有时也会选择性地

包括一些甲基化、氧化、杂环化、异构化结构

域。不同结构域的排列组合形成了 NRPS 的多

样性，造就了非核糖体肽天然产物丰富的结构

和多样的功能。王辰和徐玉泉[52]总结了不同类

型的 NRPS 的腺苷化结构域特异性调整、多结

构域交换以及对接结构域改造等工程改造策

略。确保杂合 NRPS 具备完整功能，提升杂合

NRPS 的合成效率，以及以理想的结构形式释

放非核糖体肽终产物，是未来 3 个主要努力的

方向。杆菌肽就是一种主要由地衣芽胞杆菌和

枯草芽孢杆菌产生的环肽类抗生素，由 NRPS

催化合成。L-半胱氨酸是杆菌肽的 11 种组成氨

基酸之一。李凌峰等[53]通过强化 L-半胱氨酸及

其前体物合成途径、改造胱氨酸转运途径等，提

高了地衣芽胞杆菌的杆菌肽产量。Oxysterlin 1

是从蜣螂中分离得到的具有 39 个氨基酸的两

亲性阳离子抗菌肽，属于昆虫抗菌肽中的天蚕

素类，具有线性的 α-螺旋结构且不含有半胱氨

酸。由于抗菌肽对细菌宿主细胞的高毒性和对

细胞内蛋白酶的敏感性，抗菌肽的重组生产存

在较大挑战。郭丽等[54]采用存在温度相变的弹

性蛋白样多肽  (elastin-like polypeptide, ELP) 

与改进了对 pH、温度的敏感性以及 C-末端的

断裂活性的蛋白质内含肽与抗菌肽融合表达，

通过降低 pH 和提高温度，触发可控的 C-端断裂

以释放靶蛋白，从而最大程度上保证目标蛋白的

活性。 

天然生物活性多肽源自天然蛋白质，一般

由 2–50 个氨基酸组成，例如从蛇毒中分离的具

有降血压作用的替普罗肽 (pyroGlu-Trp-Pro-Arg- 

Pro-Gln-Ile-Pro-Pro)，其末端 7–9 位的 Ile-Pro-Pro

序列能够抑制血管紧张素转化酶，达到降压效

果。从酸奶中也分离到了具有体内降血压活性

的 Ile-Pro-Pro 和 Val-Pro-Pro 两种三肽序列。对

目前已知序列及功能的多肽进行改造，可获得

功效更好的新型活性多肽，例如提高半衰期。

王彦珺等[55]总结了天然活性多肽的发掘策略和

生产技术。活性多肽可以“自上而下”，通过直

接提取、酶解和微生物发酵制备，也可以“自下

而上”，以氨基酸为基本原料，通过化学合成或

生物合成方法制备。两种方法各有优缺点，结合

起来可以加速活性多肽的发掘和生产研发进程。 

2.7  酶与生物催化 

糖苷酶水解不同糖的糖苷键可生成一系列

具有高附加值的糖及其衍生物，在食品、医药、

能源、纸浆等领域具有重要用途。糖苷酶在工

业领域的应用一般需要在较高温度下进行，因

此提高糖苷酶的耐热性，是改善糖苷酶工业生

产性能的重要工作。刘蕊等[56]总结了糖苷酶的

催化机制与耐热性改造方法，包括定向进化与

高通量筛选方法、基于蛋白质结构与分子动力

学模拟分析的理性设计与定点突变、结合定向

进化与理性设计的半理性设计，并对不同糖苷

酶的耐热性改造结果进行了比较。未来，利用

计算设计辅助分子改造，将是一个包括糖苷酶

在内的工业酶耐热性改造的重要方向。α-L-鼠李

糖苷酶可以特异性地水解聚糖或者糖苷类化合

物末端的多种 α 糖苷键，释放 L-鼠李糖，产生

新的聚糖或糖苷类化合物，在药物、化妆品和

食品等领域用途广泛。朱小冲和唐双焱[57]总结

了不同来源的 α-L-鼠李糖苷酶的最适 pH、最

适反应温度、热稳定性和底物特异性，概括了

α-L-鼠李糖苷酶的催化机制和影响鼠李糖苷酶

的因素，为 α-L-鼠李糖苷酶的工业应用奠定基

础。N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶是一种几丁质

酶，能特异性水解 β-1,4-糖苷键，从壳二糖及其
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聚合物和衍生物等的末端水解产生 N-乙酰氨基

葡萄糖。由于 N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶是外

切水解，且酶活性较低，因此需要先用内切几

丁质酶把几丁质切割为几丁寡糖，或由外切几

丁质酶将几丁质水解为几丁二糖，然后再由  

N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶产生 N-乙酰氨基

葡萄糖。李丛娜等[58]在大肠杆菌中克隆表达来

凝结芽孢杆菌来源的 N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖

苷酶并报道了其酶学特性，偶联外切几丁质酶

可以实现 87%的几丁质水解率。前面总结天

然化合物的部分提到，白藜芦醇在 3-位发生

糖基化反应，可以生成白藜芦醇-3-O-葡萄糖

苷，即虎杖苷。虎杖是一种蓼科植物中药，其

中虎杖苷含量为 1.5%–3.0%，白藜芦醇含量仅

为 0.2%–0.4%。因此，采用 β-葡萄糖苷酶将植

物来源的虎杖苷水解为白藜芦醇，也是制备白

藜芦醇的一种方法。何成等[59]从来自海洋的芽

胞杆菌中克隆表达了一个新型 β-葡萄糖苷酶，

35 ℃催化 2 h 虎杖苷的水解率可以达到 86%，

具有一定的应用潜力。 

偶合糖，又称呋喃葡萄糖基蔗糖，是在蔗

糖分子的葡萄糖一侧通过 α-1,4-糖苷键连接数

个葡萄糖而形成的多种低聚糖的总称，是一种

可替代蔗糖的新型甜味剂，可通过环糊精葡萄

糖基转移酶的偶合或歧化反应，将供体环糊精

或淀粉链上的葡萄糖单元以 α-1,4-糖苷键连接

到受体蔗糖的葡萄糖单元上来生产。黄燕等[60]

在食品级的枯草芽孢杆菌中克隆表达了环状芽

胞杆菌的重组 β-环糊精葡萄糖基转移酶，胞内

酶活达到 570 U/mL。添加 13.5 U/g 固定化    

β-环糊精葡萄糖基转移酶与 45.0 U/g 异淀粉酶，

可将 105 g/L 的马铃薯淀粉和 95 g/L 的蔗糖  

95 g/L 以 90%左右的产率转化为偶合糖。菊糖

蔗糖酶能够以蔗糖为底物合成菊糖。菊糖的

β-(2,1) 糖苷键不能被人体消化，故可以视作一

种益生元。微生物胞内通过菊糖蔗糖酶合成的

菊糖，其分子量要比植物来源的菊糖高出两个

数量级以上，在凝胶性能和稳定性方面具有更

大优势。倪大伟等 [61]通过截断 N-端的信号肽 

和 C-端的细胞壁结合序列，在大肠杆菌中克隆

表达了鹦鹉热乳杆菌的假定菊糖蔗糖酶并验

证了其功能，可在 7 h 内催化 700 g/L 的蔗糖

以 41%的转化率生产 287 g/L 的菊糖。蔗糖磷

酸合酶是一种糖基转移酶，也是蔗糖合成的限

速酶。植物中蔗糖磷酸合酶的活性会影响淀粉

和蔗糖的比例。苏纪勇等[62]对蔗糖磷酸合酶的

活性测定、抑制与激活、共价修饰调节，以及

蔗糖磷酸合酶如何调节植物碳水化合物分配，

如何促进植物生长和增加果实甜度的机制进

行了总结。 

静息巯基氧化酶是一种 FAD依赖型巯基氧

化酶家族蛋白，其同时包含了硫氧还蛋白结构

域、富含螺旋结构结构域和 FAD 结合结构域，

是目前已知唯一能够直接催化未折叠蛋白或小

分子底物二硫键交联的多结构域蛋白质。含有

FAD 结合结构域的内质网氧化还原酶可以增强

面团粘弹性，强化面筋网络结构以及提高面包、

馒头等终端面制品品质的特性，静息巯基氧化

酶理论上具有更高效的改良面制品品质的潜

力。杜念等[63]在大肠杆菌中重组表达了小麦静

息巯基氧化酶，并证明该酶具有改善面包加工

品质的能力。L-天冬酰胺酶催化 L-天冬酰胺水

解生成 L-天冬氨酸和氨。在食品工业中，可以

通过减少原料中 L-天冬酰胺的含量，降低生成

丙烯酰胺的风险。在医药领域，L-天冬酰胺酶

具有抗肿瘤活性。朱曼迟等[64]对米黑根毛霉来

源 L-天冬酰胺酶的活性中心、保守区域以外的

部分位点进行定点突变，将酶活提高了 50%，
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并提高突变酶在枯草芽孢杆菌中的表达量，最

终发酵酶活达到近 500 U/mL。 

2,5-二甲基吡嗪是一种重要的香味化合物

和药物中间体。从 L-苏氨酸出发，在苏氨酸脱

氢酶的催化作用下生成 2-氨基-3-酮丁酸，再经

3 步自发反应即可形成 2,5-二甲基吡嗪。于海波

等[65]通过选择大肠杆菌来源的苏氨酸脱氢酶、

引入 NADH 氧化酶、敲除参与分解 L-苏氨酸

的途径以及甘氨酸合成途径和丙酮醛合成途

径等策略，构建的大肠杆菌工程菌可以在含有

5 g/L 的 L-苏氨酸体系中生成 1.1 g/L 的 2,5-二

甲基吡嗪。 

卤醇脱卤酶可通过相邻羟基和卤素分子进

行亲核取代，催化卤代醇底物的可逆反应，脱

卤形成相应的环氧化物和卤化氢。卤醇脱卤酶

还可以催化环氧化物的不可逆开环反应，形成

新的 C-C、C-N 或 C-O 键，因此可用于降解环

境中的卤代醇类污染物，以及制备环氧化合物

和 β-取代醇等重要的手性药物、农药化学品及

有机化学品合成中间体。徐纹静等 [66]报道了  

一种来源于红螺菌科细菌新型卤醇脱卤酶，该

酶低温稳定性较好，30–40 ℃下半衰期 60 h，

具有一定的应用潜力。 

金属有机框架是一种由有机配体和金属离

子或团簇通过配位键自组装形成的具有分子内

空隙的有机-无机杂化纳米材料，能为不同酶分

子创造稳定的微环境，提高酶负载率的同时限

制酶分子的泄露，已被广泛应用于酶的固定化。

林超平等[67]利用金属有机框架固定化酰胺酶转

化 N-苯乙酰-4-氟苯甘氨酸合成止吐药阿瑞匹

坦的手性中间体 (S)-4-氟苯甘氨酸，反应转化

率达到 49.9%，e.e.为 99.9%，重复使用 20 次，

固定化酶仍保留 95.8%的原始酶活力，表现出

良好的操作稳定性，为工业生产奠定了基础。 

2.8  生物质利用 

里氏木霉是使用最为广泛的纤维素酶生产

菌，工程菌株的产酶水平可以达到 80 g/L，对

结晶纤维素具有较强的降解能力。曲霉酶系通

常具有较高的淀粉酶、半纤维素酶、果胶酶及

β-葡萄糖苷酶活，但对结晶纤维素的降解能力

较弱。青霉在生态位上介于曲霉和木霉之间，

其所产酶系通常具有较高的 β-葡萄糖苷酶活

性，其纤维二糖水解酶 CBHⅠ和 CBHⅡ对结

晶纤维素的降解能力均强于里氏木霉来源的

同类蛋白，木质素吸附能力相对较弱，可以较

少受到木质素“无效吸附”的影响。此外，青霉

酶系中半纤维素酶、果胶酶含量一般较为丰富。

对于玉米皮、麦麸、甜菜粕、木薯渣等组分复

杂的原料，以及预处理后半纤维素保留较多的

秸秆、木材原料，利用青霉木质纤维素降解酶

系来构建糖平台，比木霉体系更有潜力。刘国

栋等[68]总结了青霉酶系的研究进展。对青霉菌

株进行深度改造，提高各种酶的表达和生产水

平，是青霉酶系是否有希望走向应用的关键。 

在木质纤维素中，木质素与纤维素、半纤维

素直接交联，还能形成碳水化合物-阿魏酸酯-木

质素交联结构。阿魏酸能够通过酯键和醚键分

别与半纤维素和木质素连接，构成半纤维素-酯

键-阿魏酸-醚键-木素桥；而对香豆酸不仅通过

酯键和木质素侧链相连，还通过氢键和范德华

力粘附在纤维素表面。这些交联结构都增加了

木质纤维素细胞壁的复杂性和抗降解性。为了

利用木质纤维素，首先需要使纤维素从木质素

与半纤维素的包覆中暴露出来，降低纤维素的

结晶度和聚合度，提高酶对纤维素的可及性。

这就需要对木质纤维素进行预处理，去除或减

少阻碍糖化和发酵的木质素，打破木质素形成

的致密结构。酸法、碱法和有机溶剂法是化学
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预处理的 3 种主要方法。酸法预处理中，由于

酸对半纤维素降解，戊糖和己糖脱水分别形成

糠醛和 5-羟甲基糠醛，过程中还会形成甲酸、

乙酸和乙酰丙酸。碱法预处理产生的抑制物主

要是甲酸、乙酸和酚类，包括酚醛、酚酸、酚

酮和酚醇类，其中对香豆酸和阿魏酸含量相对

较高。有机溶剂预处理产生的抑制物与酸处理

类似，主要为甲酸、乙酸、乙酰丙酸以及糠醛、

5-羟甲基糠醛等，以及一些酚类物质。蒸汽爆

破和氨纤维膨胀 /爆破是两种常用的物理预处

理方式。前者会产生一些酚类和糠醛类物质，

后者则会产生一些酚类物质和弱酸类物质。杨

莉等[69]总结了不同预处理方式产生抑制物的种

类，对酶和微生物的抑制机制，以及如何降低

和去除抑制剂。孙慧敏等[70]也总结了如何利用

微生物和酶法来去除木质纤维素水解液中的呋

喃醛抑制物。 

在木质纤维素预处理中希望去除的木质

素，是由对羟苯基丙烷、愈创木基丙烷和紫丁

香基丙烷等苯丙烷单元通过 C-O-C 和 C-C 键连

接，经自由基聚合反应而形成的无定形网状高

聚物，约占木质纤维素干重的 10%–20%，是自

然界可直接提供芳香环结构的储量丰富的可再

生资源。张思莹等[71]总结了木质素高值转化的

研究进展。理想的预处理技术应该最大限度地

保留木质素，并能够实现分级分离，以实现高

效利用。木质素经过热化学转化、气化、加氢

还原、氧化和生物转化，是实现其高值化利用

的主要方式。木质素是一种复杂的芳香聚合物，

其利用的难点在于结构复杂且不均一，所以生

物质组分的高效分离和分级是实现木质素高值

化利用的前提和关键。 

2.9  一碳生物技术 

以二氧化碳和含能的一氧化碳、甲烷、甲

醇等一碳化合物为原料进行生物加工和转化，

生产蛋白质、燃料、材料和化学品，在“碳达峰、

碳中和”的背景下得到空前关注。 

自然界中能够好氧转化甲烷的细菌，首先

通过甲烷氧化途径将甲烷氧化为甲醇、甲醛和

甲酸，然后分别通过单磷酸核酮糖循环、丝氨

酸循环和卡尔文循环来实现甲烷的同化。郭树

奇和费强[72]总结了工程改造嗜甲烷菌利用甲烷

生产化学品的研究进展。天然嗜甲烷菌利用甲

烷就可以生产单细胞蛋白、聚羟基丁酸酯和四

氢嘧啶等。经过改造的嗜甲烷菌可以初级代谢

产物包括乳酸、3-羟基丙酸、丁烯酸、黏糠酸、

脂肪酸、异丁醇、2,3-丁二醇、1,4-丁二醇以及

异戊二烯和萜类化合物 (如柠檬烯、法尼烯、

番茄红素、角黄素、虾青素等)，但生产水平还

比较低，在数百 mg/L。嗜甲烷菌的低代谢活性

和低碳源转化效率可能是制约甲烷生物转化最

主要因素，甲烷高效生物转化的实现，不仅要

从微生物角度做工作，还应多从工程角度考虑，

解决甲烷溶解度低、生物量低导致转化效率低

的问题。 

甲醇本身是一种重要的煤化工产品，也可

以通过二氧化碳加氢制备。我国甲醇的产能就

超过 8 千万 t，如能用于作为生物制造的原料，

可以显著扩展原料路线。目前有很多研究尝试

把模式微生物改造成能够利用甲醇进行生物合

成的细胞工厂，但是收效甚微。因此另一条路

线是对天然能够利用甲醇的微生物进行工程改

造，如甲基营养型酵母。高琳惠等[73]选择分布

在毕赤酵母属、汉逊酵母属和假丝酵母属中的

代表性甲基营养型酵母——巴斯德毕赤酵母、

多形汉逊酵母和博伊丁假丝酵母为例，总结了

改造这 3 种甲基营养型酵母生产重组蛋白和化

学品的进展。博伊丁假丝酵母产生 86 g/L 的乳
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酸及巴斯德毕赤酵母产生 75 g/L 的 2,3-丁二醇，

是甲基营养型酵母合成初级代谢产物中水平较

高的。甲基营养型酵母也可以合成聚酮类、萜

类、脂肪酸衍生物等次级代谢产物，如在巴斯

德毕赤酵母中合成倍半萜化合物诺卡酮、三萜

化合物人参皂苷前体达玛烯二醇-Ⅱ、四萜化合

物番茄红素和 β-胡萝卜素，但水平都不及酿酒

酵母。由甲醇异化率高导致的甲醇同化效率低

是一个迫切需要解决的关键问题。 

由甲醇脱氢酶  (methanol dehydrogenase, 

MDH) 将甲醇氧化为甲醛，是甲醇生物利用的

一个必经之路。天然甲基营养菌中存在 3 类

MDH ， 即 吡 咯 喹 啉 醌  (pyrroloquinoline 

quineone, PQQ) 依赖型 MDH、氧依赖型醇氧化

酶及烟酰胺腺嘌呤双核苷酸  (NAD) 依赖型

MDH。PQQ 依赖型 MDH 催化甲醇氧化产生的

还原力较弱，因此应用范围受限。氧依赖型醇

氧化酶 (alcohol oxidase, AOX) 具有较高的甲

醇氧化效率。NAD 依赖型的 MDH 底物谱较广

泛，对甲醇的亲和性较差，催化甲醇氧化的活

性较低。在非甲基营养菌中也发现了一些具有

较好酶学性质的 MDH。利用 NAD 依赖型的

MDH 已经构建了多株人工甲基营养菌，也有学

者针对 MDH 对甲醇的 Km 值较高、催化甲醇氧

化反应的活性较低开展分子改造研究。凡立稳

等[74]总结了 MDH 的研究进展。要提高甲醇利

用效率，除了提高 MDH 的活性，MDH 产生的

甲醛如何被细胞快速同化而不产生抑制作用，

也是一个重要的问题。 

蓝藻 (又称蓝细菌) 是生长最快的光合生

物，聚球藻 UTEX 2973 的倍增时间不到 2 h。

通过对蓝藻的代谢途径进行改造，可以使蓝藻

利用二氧化碳和光能，生产烯烃、醇类、羧酸

等不同的聚合物单体。钱美文等 [75]和肖建勋  

等[76]对此进行了总结。烯烃方面，蓝藻利用二

氧化碳可以生产乙烯、异戊二烯、柠檬烯、水

芹烯，每克干细胞最多可生产 5–10 mg 的目标

烯烃。醇类方面，蓝藻利用二氧化碳可以生产

乙醇、1,2-丙二醇、1,3-丙二醇、2,3-丁二醇，

产量最高可以达到数 g/L 的水平。羧酸方面，

蓝藻利用二氧化碳可以生产琥珀酸、乳酸、   

3-羟基丙酸，其中 D-乳酸可以达到 26 g/L 的水

平，L-乳酸也可以达到数 g/L 的水平。提高蓝

藻利用二氧化碳生产化学品水平有几个关键点

需要考虑，一是如何提高对光能的利用能力，

二是如何将蓝藻胞内的碳代谢流更多引向目标

化学品。 

2.10  生物聚合物 

产油微生物主要包括细菌、酵母、丝状真

菌及藻类等，其油脂积累量从细胞干重的 20%

到 80%以上不等[77]。产油酵母合成的脂肪酸以

十六碳和十八碳的饱和、不饱和脂肪酸为主，

而产油丝状真菌以十八碳以上的多不饱和脂肪

酸为主，如亚油酸、-亚麻酸、花生四烯酸及

二十碳五烯酸等。产油藻类能够合成高附加值

的长链多不饱和脂肪酸，尤其是二十二碳六烯

酸。产油细菌胞内合成的脂质以类脂为主，主

要成分为聚羟基烷酸酯 (polyhydroxyalkanoate, 

PHA)。陈心宇等[78]和袁恺等[79]总结了近 30 年

来 PHA 的研究进展，包括 PHA 的单体组成、

生物合成途径和分类，提高 PHA 的合成通量，

构建利用蔗糖蜜、木薯和玉米淀粉、木质纤维

素水解物、乳清以及废弃物的代谢路径，改造

β-氧化途径利用脂肪酸高效合成不同链长

PHA，以及设计能够生产非天然 PHA 的代谢路

径。为了降低 PHA 的成本，研究人员通过形态

工程[80]或自絮凝发酵技术简化细胞的分离，以

及发展以更少淡水消耗、节能和持久为特点的
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开放式发酵技术。聚 3- 羟基丁 酸 乳 酸 酯

P(3HB-co-LA) 是 PHA 的一种，在 PHA 合酶

的作用下将 3-羟基丁酰辅酶 A 和乳酰辅酶 A

聚合而成，兼具了 PLA 和 P(3HB) 的优点，具

有更优的弹性和透明度。魏香菊等[81]发现缺失

硫酯酶，可提高木糖发酵中 P(3HB-co-LA) 的

含量。鉴于 PHA 目前的生产成本还无法与聚乙

烯等传统塑料竞争，发展成本更低的原料路线，

提高 PHA 对原料的得率，是推进 PHA 大规模

产业化的必经之路。 

3  关键技术 

在底盘细胞中引入新酶、构建新途径后，

打破了细胞原有的生理平衡。为了使引入的新

酶和新途径发挥预期作用，必须对代谢途径进

行精细调控，使之与底盘细胞相互适应[82]。代

谢途径的精细调控一般在转录水平和翻译水平

进行，代谢途径调控技术是构建高效细胞工厂

的关键技术，也是形成技术壁垒的关键。代谢

途径调控包括静态调控和动态调控，其中动态

调控是根据蛋白质按需表达的原则对途径进行

精细调控，更加满足细胞实际生理状态的需求，

包括通过创建基因回路来进行动态调控[83]。代

谢途径调控技术主要通过设计改造启动子直接

调控基因的表达水平，利用小 RNA、核糖开关、

RNA 干扰和反义 RNA 等 RNA 调控元件调控靶

基因的表达水平，基于核糖体识别与结合核糖

体识别位点调控目标蛋白的翻译水平，以及通

过翻译后修饰来调控蛋白质的降解水平。代谢

工程应用导向的智能化动态调控系统是微生物

细胞工厂代谢调控的发展方向。 

完成工程菌株构建后，增加对底物和产物

的耐受性、提高生长速率、增加底物利用率和

提高产物产量是提升工程菌株性能的目标，这

时候可以通过延长微生物细胞的时序寿命来提

升微生物细胞工厂的生产性能[84]，或使用非理

性的适应性进化技术[85]，作为快速高效构建优

良菌株的补充策略。适应性进化技术的特点是

耗时，进化产生的表型可能与预期相反，进化

菌株的遗传特性也可能不稳定。适应性进化依

赖基于筛选压力的自然突变，或者依赖化学或

物理诱变建立突变体库进行高通量筛选[86]，需

要进行多轮突变和筛选，难以实现连续的突变

进化。而体内连续进化技术不依赖外界人工干

预，可以实现体内的连续突变和进化，大大加

速了进化筛选过程。其基本思路是通过对 DNA

复制、修复、重组等过程进行干预，实现高频

率的基因组随机突变，突破自然进化过程中突

变率低、进化过程漫长的限制，加速微生物的

进化过程[87]。连续进化技术不仅可以通过基因

组突变来快速提高微生物的环境耐受性，也可

以针对某个或某几个特定靶蛋白的编码基因进

行进化，主要思路是设计一些能够特异性识别

目标基因表达水平的分子生物学元件。无论采

用哪种进化技术，高通量筛选技术的发展都至

关重要，例如基于液滴微流控分选技术[88]和荧

光激活细胞分选技术[89]的超高通量筛选方法。

利用基于荧光的筛选方法，可以快速获得重组

蛋白表达水平提高的毕赤酵母菌株[90]。 

传统生命科学研究是基于实验观测的科

学。随着物种基因组数据的不断增加，数据驱

动的科学逐渐成为生命科学研究的一种新范

式，帮助生命科学从纯实验科学，走向数据驱

动和假设驱动相结合的新生命科学。基于基因

组数据构建基因组尺度代谢网络模型，对基因

组、代谢反应和蛋白三者之间的关系进行表征，

使解析工业微生物复杂代谢网络和调控机制成

为可能，可以增强对细胞功能的预测、模拟和
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仿真，加速细胞工厂的构建[91]。为了提高基因

组尺度代谢网络模型的预测精度，需要增加一

些约束条件，以使模型能够更真实地反映细胞

实际的生理状态。这些约束条件包括基于基因

表达的转录组约束、基于酶量水平的蛋白组学

约束和基于热力学数据的约束[92]。增加约束条

件后的代谢网络模型，能够更加接近于反映细

胞的真实代谢状态，因此在化学品生产能力预

测方面表现出更高的可信度。但由于生物体系的

非线性和高度复杂性，对生命体系的模拟和预测

尚处在早期阶段。提高对生命体系各种参数的精

细、实时、动态检测能力，探索生命体系与环境

的相互作用关系，不仅有利于对生命体系获得更

深入的定量理解，也有助于建立实验-数据-模型

一体化驱动的生物体系放大新方法[93]，对加速

合成生物制造产业的发展作出贡献。 

4  结束语 

高通量、低成本的 DNA 合成和编辑技术，

有可能从根本上重塑生物技术的发展面貌。从

核酸元件的设计和改造，到酶的设计和改造，

再到细胞工厂和生物体系的设计和改造，合成

生物的物种和功能多样性将得到极大的拓展，

细胞工厂的生物制造能力将得到极大的提升。

2021 年《生物工程学报》在合成生物制造领域

发表了近百篇论文，我们有理由相信随着合成

生物制造领域优秀人才的不断增加，合成生物

制造领域的原创成果将会不断涌现，以颠覆性

的合成生物学技术，支撑一个快速成长的合成

生物制造产业，助力经济社会的绿色发展。 
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