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摘  要：能量代谢调控在代谢工程领域发挥重要作用，主要通过调控细胞内ATP、还原型电子载体

的供给强度和方式来实现物质和能量代谢的平衡或物质和能量利用最大化。能量代谢既可以通过改

变物质代谢流分配提升生产效率，也可以通过改变酶催化反应的热力学参数，影响反应平衡减少能

量消耗，从而降低生产成本。因此能量代谢调控有望成为微生物细胞工厂改造的有力工具，用于提

高细胞生产目标代谢物的生产能力，降低生产成本。本文重点论述了目前常用能量代谢调控方式及

其对细胞工厂的影响，为微生物细胞工厂的高效构建提供了参考。 
关键词：细胞工厂；能量代谢设计；底物水平磷酸化；氧化磷酸化 
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Research progress in energy metabolism design of cell factories 

YANG Yiqun, LIU Qingqing, TIAN Shuo, YU Tao* 

Shenzhen Institutes of Advanced Technology, Chinese Academy of Sciences, Shenzhen 518055, Guangdong, China 
 
Abstract: Energy metabolism regulation plays a pivotal role in metabolic engineering. It mainly 
achieves the balance of material and energy metabolism or maximizes the utilization of 
materials and energy by regulating the supply intensity and mode of ATP and reducing electron 
carriers in cells. On the one hand, the production efficiency can be increased by changing the 
distribution of material metabolic flow. On the other hand, the thermodynamic parameters of 
enzyme-catalyzed reactions can be altered to affect the reaction balance, and thus the production 
costs are reduced. Therefore, energy metabolism regulation is expected to become a favorable 
tool for the modification of microbial cell factories, thereby increasing the production of target 
metabolites and reducing production costs. This article introduces the commonly used energy 
metabolism regulation methods and their effects on cell factories, aiming to provide a reference 
for the efficient construction of microbial cell factories. 
Keywords: cell factory; energy metabolism design; substrate level phosphorylation; oxidative 
phosphorylation 

 
物质和能量代谢是生命活动的基本特征。

生物通过分解代谢将物质内的能量释放出来，

同时这些能量可以用于细胞的合成代谢。微生

物细胞需要各种能源以维持代谢能量稳态，以

实现复杂的生理功能，例如物质的吸收，细胞

生长、生产，代谢物运输和应激耐受等。当微

生物细胞工厂参与高强度生物生产并面临严重

的环境压力时，由于细胞中能量需求高，常常

因为能量供给不足导致产量或转化率降低[1]。

之前提高微生物细胞工厂的效率的研究主要集

中在加强目标化合物的代谢通量，主要包括利

用传统代谢工程手段引入外源基因，过表达、

弱化或者敲除代谢途径中的一个或多个基因。

然而现在越来越多的研究表明，通过上述简单

的改造已经很难实现目标产物的产量和转化率

的进一步提升。其中很重要的一点是忽视了能

量代谢在物质合成中的重要性。 

化能营养生物将营养物质如葡萄糖等通过

分解代谢及有氧氧化释放出能够用于做功的能

量。这种能量一般贮存在三磷酸腺苷(adenosine 

triphosphate, ATP)中，也可以形成还原型电子载

体烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotinamide adenine 

dinucleotide, NADH)、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 

NADPH)和黄素腺嘌呤二核苷酸(flavine adenine 

dinucleotide, FADH2)，一般由 ATP 以磷酸基团

转移的形式将贮存的能量加以利用。还原型电

子载体既能够以还原力的形式给需要还原力

的生化反应提供电子，又可以通过电子传递链

和氧化磷酸化产生 ATP。由此可以看出，ATP

是细胞能量代谢的最重要表现形式。细胞必须

产生足够的 ATP 以满足其生物合成和细胞维

持需求[2-3]。 

在工业生物技术中，细胞内 ATP 供应对微
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生物过程生产的目标产品的产量、转化率和生

产强度具有重要影响。增加 ATP 供应可以提高

生物合成对 ATP 需求量大的产品的产量。例如

增加胞内 ATP 供应可以促进氨基酸和多糖等目

标代谢物的合成[4-6]，细胞内环境控制也需要充

足的 ATP 供应[5,7]。在有机酸生产菌株中，为维

持胞内稳态，细胞需要通过 H+-ATPase 和外排

泵输出质子和酸性阴离子，此过程需要消耗大

量的 ATP[8-10]。 

细胞产生 ATP 的方式多种多样，依据其直

接产生方式可分为 2 种：底物水平磷酸化和氧

化磷酸化。前者主要通过高能磷酸化合物的高

能磷酸键的转移实现 ATP 的生成，后者主要通

过氧化 NADH 形成质子梯度，通过 ATP 合酶实

现 ATP 合成[11-13]。近年来随着合成生物学的发

展，针对上述 2 种 ATP 的生产方式的人工设计

和改造已取得较大进展，表 1 列举了近些年细

胞能量供给调控方面的研究进展。本文将从能

量代谢调控策略及其在合成生物学中的应用进

行论述，同时介绍其在人工智能设计方面的最

新研究进展，以期为细胞工厂能量代谢设计提

供参考。 

1  调控底物水平磷酸化实现的

能量供给调控 
底物水平磷酸化是细胞能量供应的最直接

方式，它可以通过简单的酶催化反应将高能磷

酸化合物的高能磷酸键转移至 ADP 中，合成

ATP。因此通过简单的基因敲除、弱化或过表

达可以直接控制 ATP 的合成和消耗。 

1.1  ATP 或高能磷酸化合物相关酶的

调控 
在糖酵解途径中，能量的生成由两步底物

水平磷酸化实现，分别涉及甘油酸-3-磷酸激酶

(由 pgk 基因编码)催化的 1,3-二磷酸甘油酸和

ADP 生成 ATP 和 3-磷酸甘油酸，以及丙酮酸激

酶(由 pyk 基因编码)催化的磷酸烯醇式丙酮酸和

ADP 生成的 ATP 和丙酮酸。对于这 2 个基因的

调控，可以增加细胞能量的直接供给，明显提

升产品的产量和转化率。通过在谷氨酸棒杆菌

中过表达 pgk，L-精氨酸或 L-鸟氨酸的转化率得

到明显提高[5,47]。在解淀粉芽胞杆菌中单独过表

达 pgk 或 pyk，提高了发酵过程中 ATP 的供给

水平，实现了腐胺生产强度的大幅提升[48]。在

地衣芽胞杆菌中过表达 ATP 合成关键基因 purB 

(编码腺琥珀酸裂解酶)和 adk (编码腺苷酸激酶)

亦能提升 ATP 产量[14]。Zhang 等[15]通过实验室

进化，获得了磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶(由 pck

基因编码)的突变体，该突变使磷酸烯醇式丙酮

酸羧激酶途径(phosphoenolpyruvate carboxykinase 

pathway)成为大肠杆菌中主要的羧化途径，同

时利用该途径与原本利用磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶(由 ppc 基因编码)途径相比可净增加 1分子

ATP 合成。通过在乙醇梭菌中引入乙酸激酶，

将乙酰磷酸转化为乙酸的同时驱动 ADP 合成

ATP，增加细胞内的 ATP 供给，最终使该菌的

乙醇生产强度增加了 180%[16]。Milne 等[17]通过

替换酿酒酵母的 ATP 依赖性脲酶(由 dur1,2 基

因编码)为粟酒裂殖酵母的 ATP 非依赖性脲酶

(由 ure2 基因编码)和其附属基因 ureD、ureF、

ureG，使得酿酒酵母在转运氮源时消耗更少的

ATP。 

改善底物水平磷酸化是增强能量供应的

有效策略，相比于氧化磷酸化，它可以更加

快速地增加能量供应，并且不需要外部电子

受体或膜结合 ATP 合酶。但是其能量效率低、

原料浪费严重，并且可利用的高能磷酸化合

物较少。  
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表 1  细胞能量设计调控策略及其应用 
Table 1  Cellular energy regulation strategies and applications 
Regulation strategy Strain Product Yield References 
Regulating by substrate-level phosphorylation     
Strengthening or 
Introduction 
energy-producing 
metabolic 
pathways 

Overexpression of pgk or 
pyk genes 

Corynebacterium 
glutamicum 

L-Arg and L-ornithine – [5] 

Overexpression of purB  
and adk genes 

Bacillus licheniformis γ-polyglutamic acid – [14] 

Overexpression of pck 
gene 

Escherichia coli Succinic acid – [15] 

Heterologous expression 
of ack gene 

Clostridium Ethanol – [16] 

Adding high 
energy compounds  

Adding ATP Streptomyces albulus ε-poly-L-lysine 2.3 g/L [17] 

Replacing energy 
consumption 
pathway  

ure2 replaces dur1,2 Saccharomyces cerevisiae – – [18] 

Regulating by oxidative phosphorylation    
Regulating pH pH 4.5 Streptomyces albulus ε-poly-L-lysine ~1.5 g/L [19] 
Regulating oxygen 
supply 

Adding n-heptane Pichia pastoris S-adenosylmethionine 1.4 g/L [20] 
Adding n-dodecane Rhodosporidium toruloides Lipids 0.2 g/L [21] 
Overexpression of yhb  
and fhb genes 

Yarrowia lipolytica Erythritol 55.8 g/L [22] 
Aureobasidium 
melanogenum P16 

Amylopectin 101.4 g/L [23] 

Bacillus licheniformis γ-polyglutamic acid 46.4 g/L [24] 
Regulating 
precursor supply 

Feeding sodium citrate Bacillus licheniformis γ-polyglutamic acid 35.0 g/L [25] 
Saccharomyces cerevisiae S-adenosylmethionine 2.8 g/L [26] 

Feeding formic Escherichia coli – – [27] 
Knockout of frd1, frd2  
and noxA genes 

Corynebacterium 
glutamicum 

L-Arg and L-ornithine – [5] 

Knockout of amn gene Corynebacterium glutamicum L-Arg and L-ornithine – [5] 
Escherichia coli – – [28] 

Regulating  
electron  
transport chain 
activity 

Regulating by nuo, cyd,  
cyo, atp operon  

Escherichia coli β-carotene 2.1 g/L [29] 

Knockout of cydB and  
cydC genes 

Bacillus subtilis N-acetylglucosamine 20.6 g/L [30] 
Bacillus licheniformis γ-polyglutamic acid 43.8 g/L [14] 

Regulating of cell 
membrane 
components 

Overexpression of fabB 
gene 

Escherichia coli – – [31] 

Regulating proton 
pump  

Heterologous expression  
of rhodopsin 

Saccharomyces cerevisiae ATP – [32] 
Escherichia coli ATP – [33-35] 

Transcription  
factor regulation 

arcA, fur, pdhR, ihfA,  
ihfB genes regulation 

Escherichia coli – – [36] 

Knockout of arcA Escherichia coli Lactic acid – [37] 
Overexpression of fnr gene Bacillus licheniformis γ-polyglutamic acid 40.0 g/L [38]      

(待续) 
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(续表 1) 

Regulation strategy Strain Product Yield Reference  
hap1 and hap2/3/4/5 genes 
regulation 

Saccharomyces cerevisiae – – [39] 

oca3 gene regulation Saccharomyces cerevisiae – – [40] 
oca5 gene regulation Saccharomyces cerevisiae Fatty acid 2.7 g/L [41] 

Construction of new metabolic pathways    
Construction of 
new energy supply 
system 

PPP pathway combined  
with mitochondrial outer 
membrane NADH 
dehydrogenase (NDE I/II) 

Saccharomyces cerevisiae Fatty acid 20 g/L [42] 

Overexpression of xfpk  
gene 

Saccharomyces cerevisiae Farnesene – [43] 

Thiolase reverse reaction Escherichia coli Fatty acid and its 
derivatives 

– [44] 

Computer model optimization    
Fermentation 
process 
optimization 

Computer dynamic 
simulation balances  
growth and production 

Escherichia coli Lactic acid 266.8 mmol/L [45] 

Optogenetic 
regulation 

Dynamic constraint model 
combined with 
optogenetic control 

Escherichia coli Lactic acid 1 567.8 mmol/L [46] 

 
1.2  外源添加高能化合物调控细胞能量

供给 
外源添加高能磷酸化合物也可以调控细胞

内的能量供给。添加的高能磷酸化合物主要为

廉价的多聚磷酸或直接添加 ATP。直接在培养

基中添加适量 ATP 可以显著影响细胞内的 ATP
水平，在白色链霉菌培养基中外源添加 0.5 mmol/L 
ATP，其目标产物 ε-聚赖氨酸产量增加了

13.64%[18]。多聚磷酸在多聚磷酸激酶的作用下

可以将 1 分子高能磷酸键转移至 ADP 中生成

ATP。外源添加多聚磷酸配合多聚磷酸激酶异

源表达可以快速提高细胞内的 ATP 水平，提高

目标产品产量。通过在大肠杆菌中过表达多聚

磷酸激酶同时外源添加多聚磷酸，Cho 等[49]实

现了茶氨酸的高效合成，其产量可达 41.6 g/L。

同样地，在大肠杆菌中过表达多聚磷酸激酶同

时外源添加多聚磷酸，Chen 等[50]实现了谷胱甘

肽和 S-腺苷甲硫氨酸的高效生产，其产量较原

始菌株分别提升了 137.40%和 82.18%。尽管高

能化合物种类比较多，但可供选择的应用于细

胞生产的非常少且成本非常高。这也极大限制

了该方法的使用。 

2  调控氧化磷酸化实现的能量

供给调控 
氧化磷酸化是细胞能量供应的最重要方

式，通过细胞代谢或环境摄取的还原性物质提

供电子，并通过电子传递 (electron transport 
chain, ETC)传递至终端电子受体，伴随生成的

质子梯度被用于合成细胞能量“通货”ATP。电子

传递链由复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组成，对于许多

微生物，均以脂溶性辅酶 Q 作为电子载体，以

氧作为最通用的终端电子受体。此外，亦有许

多原核生物利用氮氧化合物作为电子受体。在

电子传递过程中，驱动质子的转运进而形成质

子梯度，由 ATP 合酶催化形成 ATP，动态维持
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细胞内部能量动态稳定。依据氧化磷酸化原理，

已开发出多种形式的调控模式，调控细胞的能

量供给，图 1 展示的是目前常用的通过调控氧

化磷酸化调控细胞能量供给的几种方式。 

2.1  微环境调控 
对于异养微生物而言，在生长和生产过程

中，其胞外微环境显著影响着代谢能量的供应。

其中，pH 和溶氧量是胞外微环境优化的重点。

此外，亦可在培养基中直接添加 ATP 提升代谢物

产量[51-52]。质子梯度在电子传递过程中产生，并

作为 FoF1-ATP 合酶合成 ATP 的动力。控制原核

微生物培养条件为酸性有利于质子梯度的形成， 
 

 
 

图 1  能量代谢调控策略   A：细胞胞外微环境调控强化能量供应；B：调控电子传递链优化能量代

谢；C：代谢分流加强胞内能量代谢途径；D：外源能量转化系统增强能量供应；E：富电子前体物转

化增强氧化磷酸化增加能量供应。 
Figure 1  Energy metabolism regulation strategies. A: Optimize the extracellular microenvironment by 
adjusting pH and dissolved oxygen to enhance metabolic energy supply; B: Regulate the electron transport 
chain and ATP synthase to optimize the cell’s background energy metabolism; C: Transcription factors and 
signal molecules regulate cell fermentation and respiration to enhance intracellular energy metabolism 
pathways; D: Exogenous energy conversion system enhances energy supply; E: Electron-rich precursors 
enhances oxidative phosphorylation and increases energy supply. OXPHOS: Oxidative phosphorylation; Suc: 
Succinic; Fum: Fumaric. 
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从而显著增强微生物 ATP 的供应[3]。Yamanaka
等[19]在利用白色链霉菌生产 ε-聚赖氨酸时，发

现在酸环境培养下，胞内的 ATP 供应显著提

升，进一步激活 ATP 依赖的 ε-聚赖氨酸合酶活

性，使 ε-聚赖氨酸高水平生产。Zhang 等[53]进

一步探究了白色链霉菌在酸性条件下 ε-聚赖氨

酸高产机制与耐酸性机制，发现细胞胞内 pH
会维持在 7.5 而非环境酸度；此时，细胞增加

了不饱和脂肪酸比例、延长了脂肪酸链长度并

提升了 H+-ATP 酶活性，该酶作为 ATP 依赖型

酶，促使细胞加强了电子传递链相关基因的表

达，以供应充足的 ATP 维持其胞内 pH 稳态。

氧作为大多数微生物电子的最终受体，研究者

常通过发酵工程控制或引入氧载体等方法提升

溶氧量。Zhang 等[20]在毕赤酵母产 S-腺苷甲硫

氨酸 (S-adenosylmethionine, SAM)研究中，发

现氧载体正庚烷和正己烷可增强氧气传递，协

同增强细胞 ATP 供应，显著提升 SAM 产量。

在生物反应器发酵过程中，高通气量并添加

1%正十二烷协助氧气扩散等方法显著提升了

产油酵母的脂积累[21]。Rossatto 等[54]在关于透

明质酸(hyaluronic acid, HA)生产的综述中，也表

明溶氧量对 HA 合成的重要作用。此外，在解脂

耶氏酵母[22,55]、黑酵母菌出芽短梗霉 P16[23]和地

衣芽胞杆菌[24]中过表达血红蛋白用于协助胞内

氧的运输，均有效提升了胞内 ATP 供应。 

2.2  电子传递链调控 
电子传递链对于细胞能量稳态至关重要，

该途径涉及的基因数量较多，研究者主要通过

多个相关基因的操控或低效电子传递分支途径

的敲除来提升胞内 ATP 供应。Zhao 等[29]通过调

控呼吸链中 NADH:辅酶 Q 氧化还原酶(nuo)、
细胞色素 bd-Ⅰ氧化酶(cyd)、细胞色素 bo 氧化酶

(cyo)和 ATP 合酶(atp)操纵子，提升了大肠杆菌

β-胡萝卜素的产量。Liu 等[30]为了减少低效电子

传递分支途径所消耗的代谢能，在枯草芽胞杆

菌敲除细胞色素 bd 辅酶 Q 氧化酶 cydB 和 ATP
结合的细胞色素 bd 合成蛋白 cydC，有效提升了

电子传递链效率和 N-乙酰葡糖胺产量。类似地，

Cai 等[14]通过敲除 cydBC 提升胞内 ATP 含量，

在地衣芽胞杆菌中实现 γ-聚谷氨酸的高效生产。 
细胞膜作为电子传递链复合物的载体，细

胞膜黏度的降低可使辅酶 Q 在膜内有效扩散，

进而提高电子传递速率。Budin 等[31]通过加强

大肠杆菌中不饱和脂肪酸 (unsaturated fatty 
acids, UFA)合成路径限速酶 FabB 的表达，提升

细胞膜 UFA 含量有效提升了细胞呼吸速率。此

外，在酿酒酵母中，UFA 合成的操控亦影响了

线粒体呼吸作用。Gligonov 等[56]发现，耻垢分

枝杆菌休眠细胞中甲基化卟啉的积累会伴随细

胞膜流动性的降低，从而导致呼吸链功能障碍。

Persson 等[57]发现酿酒酵母在响应低 ATP 水平

时，会增加糖原和海藻糖的合成从而调节细胞

质黏度，协助细胞适应外界温度的改变并提升

能量利用率。 

2.3  外源能量转化系统的能量供给调控 
电子传递链形成 ATP 主要依赖其复合物形

成的质子梯度。质子梯度的形成还可以通过光

驱动的离子泵系统实现。微生物视紫红质可作

为光驱动膜离子泵、阳离子通道或光传感器，

广泛分布于细菌和古菌中[58-59]。微生物离子泵

视紫红质可作为光驱动质子泵，利用光能产生

质子动力用于 ATP 生成[60]。通过异源表达离子

泵视紫红质相关基因，可以在目标菌株中实现

光驱动的 ATP 再生。通过在大肠杆菌中表达变

形菌来源的视紫红质相关基因，同时整合表达

合成视黄醛相关基因，Martinez 等[33]实现了重

组大肠杆菌通过视紫红质利用光能驱动 ATP 再

生。同样地，Toya 等[34]在大肠杆菌中异源表达

合成 δ 视紫红质的相关基因，实现了在光照条
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件下，工程菌株合成谷胱甘肽(glutathione, GSH)
和 3-羟基丙酸(3-hydroxypropionic acid, 3-HP)
的能力显著提升。通过在大肠杆菌中引入土库

曼盐藻的 δ-视紫红质基因和异戊二醇合成相关

基因，Sano 等[35]实现了光驱动的异戊二烯合成

异戊二醇。在酿酒酵母中，细胞为了维持液泡

内的酸化环境消耗大量的 ATP，通过液泡 ATP
酶(vacuolar-type ATPase, V-ATPase)将质子从液

泡溶胶泵送至液泡腔，液泡 ATP 酶位于液泡膜

中，Daicho 等 [32]通过在液泡膜中引入非消耗

ATP 的光驱动 H 泵视紫红质，减少了 V-ATPase
维持液泡酸化所需的 ATP 消耗，增加用于生物

生产的细胞内 ATP 供应。 

2.4  代谢分流控制 
发酵和呼吸均是细胞代谢获取能量的有效途

径，在微生物细胞工厂中，发酵与呼吸的关系是

研究者关注的重点。代谢能量稳态是微生物细胞

工厂生存和正常工作的关键，然而，在生物生产

过程中，由于无效的能量供应和过量的能量消耗

往往导致稳态失衡。因此，如何调节细胞能量稳

态是当前微生物工厂亟待解决的问题。近年来，

通过转录因子控制中心碳代谢分流来实现对能量

代谢的调控成为重要研究方向。 
对于原核微生物，关于中心碳代谢分流的

转录因子调控研究较为常见。Haverkorn 等[36]通

过对比大肠杆菌呼吸和发酵代谢，发现 arcA、

fur、pdhR、ihfA 和 ihfB 等转录因子直接或间接

控制乙酰 CoA 进入呼吸途径。类似地，

Matsuoka 等[37]在大肠杆菌中敲除 arcA 基因，发

现其发酵乳酸产量显著高于野生型。Cai 等[38]

在利用地衣芽胞杆菌 WX-02 厌氧生产 γ-聚谷氨

酸时，通过过表达厌氧调控因子 Fnr 有效提升

了硝酸盐转运蛋白和硝酸还原酶表达水平，进

一步加强用于 γ-聚谷氨酸生产的 ATP 供应。 
真核生物由于不同细胞器的存在，其代谢

调控也较为复杂。作为模式生物和工业微生物

的酿酒酵母，其代谢转录调控研究较为广泛。

转录激活因子 HAP1 和复合物 HAP2/3/4/5 可结

合至 CYC1 启动子的 CCAAT 盒，激活细胞色

素 c1 的表达，进一步激活电子传递链[61-62]。

Barba-Aliaga 等 [39]发现酵母的翻译延长因子

TIF51A 受到 Hap1 的调控，在呼吸作用下，

Hap1 结合 TIF51A 启动子激活其转录，但在非

呼吸条件下，则通过募集 Tup1 抑制其转录，

进而调控线粒体呼吸作用。Steidle 等[40]和 Qin
等[41]先后发现，Oca3 和 Oca5 作为肌醇焦磷酸

酶可催化 5-二磷酸肌醇 1,2,3,4,6-五磷酸生成六

磷酸肌醇，将其敲除可以在 Crabtree 阴性的丙

酮酸脱羧酶缺失菌株中解除葡萄糖引发的细胞

呼吸抑制；推测 5-二磷酸肌醇 1,2,3,4,6-五磷酸

可通过转录因子 Gcr1 和 Hap4 实现对呼吸和糖

酵解的中心调控，而六磷酸肌醇作为 ATP 的感

应器，可通过转录因子控制中心碳代谢流动来

实现对能量代谢的调节。 

2.5  前体供给调控  
外源添加还原性物质同样可以快速为细胞

供能，一方面还原性物质氧化产生的 NADH 可

以直接作为合成过程中的还原力；另一方面，

产生的 NADH 可以经过氧化磷酸化产生大量

ATP 为细胞供应能量。常见的外源添加还原性

物质有甲酸、柠檬酸和亚磷酸等，甲酸和亚磷

酸在甲酸脱氢酶或亚磷酸脱氢酶作用下可以快

速产生 NADH，添加柠檬酸钠可提高异柠檬酸

脱氢酶活性，而异柠檬酸脱氢酶活性与细胞内

ATP 水平相关。通过流加柠檬酸钠，Yoon 等[25]

实现了在地衣芽胞杆菌中高产 γ-聚谷氨酸。类

似地，研究人员通过外源添加柠檬酸钠，增加

了胞内 ATP 供给，在酿酒酵母中 S-腺苷甲硫氨

酸的产量较之原始菌株提升了 19%[26]。通过 
外源添加甲酸作为细胞能量供给，Antonovsky
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等[27]实现了大肠杆菌转化二氧化碳合成糖类分

子。细胞内部调控前体供给同样可以调控胞内

ATP 水平。aox 基因编码的交替氧化酶能使用

分子氧将 NADH 转化为 NAD+，过表达 aox 基

因能增加 NADH 的直接氧化，增加呼吸作用，

Hou 等[63]在黑曲霉中过表达 aox 基因，细胞的

生长速率和柠檬酸得率都有所增加。黄素还原酶

Frd181 (由 frd1 基因编码)和 Frd188 (由 frd2 基因

编码)的失活可以减少不产生能量的 NADH 氧

化，因此，更多的 NADH 可以通过电子传递链

用于 ATP 再生。noxA 基因编码 NADH 氧化酶催

化 NADH 向 NAD+的非产能氧化，AMP 核苷酶

(由 amn 基因编码)的存在减少了用于 ATP 合成

的 ADP 供应，敲除 noxA 和 amn 能提高胞内 ATP
水平，利用以上策略，Man 等[5]在谷氨酸棒杆菌

中有效促进了精氨酸的生产。类似地，Morrison
等[28]通过敲除大肠杆菌的 AMP 核苷酶(由 amn
基因编码)，使得胞内 ATP 水平增加了 30%，细

胞对于低温的耐受性也显著提升。 

3  合成生物学设计构建的能量

供给调控 
3.1  新代谢途径设计构建的 ATP 调控  

近年来，“合成代谢”的概念被越来越多的

研究者重视，合成代谢旨在通过实现全新的代

谢网络来克服自然代谢的局限性[64-65]。新型网

络是根据简单的物理化学参数(例如动力学和

热力学)，从第一原理设计的。在设计过程中，

需要定义起始化合物和目标分子，并确定连接  
2 个分子的反应步骤少、热力学可行且能量高效

的路线。随着合成生物学相关技术的不断进步，

目前已有许多新型代谢途径被开发出来，它们

或在能量利用率上具有很大优势，或在能量供

给效率上有显著提升。Bar-Even 等[66]通过对自

然界已知的 5 000 多个生化反应进行分析，通

过增加能量约束条件，理论上实现了二氧化碳

转化为乙醛酸的最低能耗途径设计。通过利用

磷酸转酮酶(phosphoketolase, xfpk)直接催化果

糖-6-磷酸/木酮糖-5-磷酸(fructose-6-phosphate/ 
xylulose-5-phosphate, F6P/Xu5P)转化为乙酰磷

酸的特性，Bogorad 等[43]设计了非氧化糖酵解

(non-oxidative glycolysis, NOG)途径，该途径可

转化 1 分子葡萄糖为 3 分子乙酰辅酶 A 而不产

生 ATP 或 NADH，且比 EMP 途径少消耗 1 分

子 ATP。通过在酿酒酵母中过表达 xfpk，在减

少 ATP 消耗的同时，增加了还原力供给，最终

实现了金合欢烯产量提升 25%。脂肪酸或其衍

生物主要通过丙二酰辅酶 A 聚合而成，丙二酰

辅酶 A 则通过乙酰辅酶 A 转化而来，此过程需

要消耗 1 分子 ATP。通过利用硫解酶(thiolase)
的逆反应，Gonzalez 团队设计构建了反向 β-氧
化循环(reversal of the β-oxidation cycler-box)，
该循环可以直接利用乙酰辅酶 A 缩合合成脂肪

酸或其衍生物，大大降低了合成目标产品的

ATP 消耗，在大肠杆菌中实现了通过该途径合

成脂肪酸及其衍生物等[67-69]。利用同样的原理，

该团队通过改造聚酮酰辅酶 A 硫解酶，实现了

乙酰辅酶 A 直接聚合成多种聚酮化合物[44]。同

样是针对丙二酰辅酶 A 衍生物合成途径的改

造 ， Tan 团 队 利 用 β- 丙 氨 酸 - 丙 酮 酸 
(β-alanine-pyruvate)转氨酶实现了丙酮酸转化

为丙二酸半醛后直接转化为丙二酰辅酶 A，并

在褐黄孢链霉菌和刺糖多孢菌中利用该途径实

现了纳他霉素和刺糖素合成[70]。然而，上述针

对代谢途径的改造往往只对细胞的局部代谢进

行改造，对整个细胞的能量供给影响不大。本

研究团队首次提出在细胞中构建人工合成的能

量供给系统实现对天然能量系统的替换并将其

应用于生物合成；通过理性设计，组合途径磷

酸戊糖途径(pentose phosphate pathway, PPP)、
转氢循环和线粒体外部呼吸链这 3 个模块，在
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酵母细胞内构建了一个合成能量系统，如图 2
所示，该系统可以替换天然能量供应系统支持

细胞生长，同时与天然的三羧酸(tricarboxylic 
acid, TCA)循环相比，该途径可以大大增加酿酒

酵母细胞质中 ATP 和 NADPH 的供给，实现高

还原性化合物的高效率生产，通过以脂肪酸为

实例，证实了新型能量供给系统在生物合成中

的优势，实现 40%的自由脂肪酸转化率，该转

化率为目前酿酒酵母中报道的最高水平[42]。 

3.2  ATP 的动态调控  
最近 Mu 等[71]构建了一个胞内 ATP 动态监

测的方法，通过对细胞不同生长阶段胞内 ATP
的动态观察，发现在细胞的不同生长阶段，胞内

的 ATP 水平存在较大差异，且利用不同碳源时，

胞内的 ATP 浓度差异也非常大；尤其在乙酸培

养的大肠杆菌中，其在对数生长后期到稳定期

前期存在明显的 ATP 浓度峰值；该团队利用这

种 ATP 浓度的差异，实现了在大肠杆菌中脂肪

酸合成效率提高 1.7 倍；并且该团队发现，与

基于细胞生长的传统方法相比，监测 ATP 动力

学为评估代谢负担提供了更灵敏的指标。这一

新发现为后续细胞生产高耗能产物提供了新的

思路[71]。 

3.3  计算机代谢模型优化控制 
随着可持续生物技术生产的蓬勃发展，许多

生物工艺成功商业化[72]，但由于与传统生物技术

相比竞争性较弱，许多研究在早期就被迫中断，

问题的关键在于生物发酵工艺如何优化。 
 

 
 

图 2  人工合成能量供给系统   G6P：葡萄糖-6-磷酸；6PGL：6-磷酸葡萄糖酸内酯；6PG: 6-磷酸葡萄

糖酸；Ru5P：核酮糖-5-磷酸；R5P：核糖-5-磷酸；S7P：景天庚酮糖-7-磷酸；F6P：果糖-6-磷酸；AKG：

α-酮戊二酸；CoQ：辅酶 Q；E4P：赤藓糖-4-磷酸；Xu5P：木酮糖-5-磷酸；Acetyl-CoA：乙酰辅酶 A；

Glu：谷氨酸；NDE1/2 线粒体外膜 NADH 脱氢酶 1/2。 
Figure 2  Artificial energy supply system. G6P: Glucose-6-phosphate; 6PGL: 6-phosphogluconolactone; 
6PG: 6-phosphogluconic acid; Ru5P: Ribulose 5-phosphate; R5P: Ribose-5-phosphate; S7P: Sedoheptulose 
7-phosphate; F6P: Fructose-6-phosphate; AKG: α-ketoglutarate; CoQ: Coenzyme Q; E4P: Erythrose 
4-phosphate; Xu5P: Xylulose-5-phosphate; Acetyl-CoA: Acetyl coenzyme A; Glu: Glutamate acid; NDE1/2 
Mitochondrial external NADH dehydrogenase 1/2. 
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在胞外或宏观水平上，生物反应器操控、

设计及培养条件优化可对细胞代谢整体进行调

控[73]，但无法针对特定代谢元素，而动态模型

优化和预测控制策略可最大化特定代谢物生产

效率。ATP 作为能量“通货”在调节微生物发酵

工艺过程发挥着重要作用，通过无效循环强制

ATP 的消耗，可增强 ATP 合成生物生产途径的

通量。但 ATP 强制消耗将导致细胞生长速率  
减慢和较低的体积生产率。因此，Espinel-Ríos

等[74-75]通过计算机动态模型模拟和预测控制平

衡生长与生产之间的关系，并成功用于提升大

肠杆菌生产乳酸工艺。 
在胞内或微观水平上，典型静态代谢工程改

造可增加细胞产量，但也会导致生物量的降低，

其设计往往是基于稳态假设，常导致代谢失   
衡[45]；通过外部输入信号诱导代谢途径相关蛋白

表达对于生物工艺优化有较大前景，其中光遗传

学可利用光作为调控代谢途径的开关，操纵细胞

的生长和代谢物合成[76]，但其缺乏在线反馈或纠

正机制，表现出较差的再现性和产品质量[77]。

Espinel-Ríos 等[46]基于动态约束模型，整合代谢

反应动力学、资源分配和诱导基因表达，实现光

遗传控制 ATP 酶复合物，继而动态调节 ATP 浪

费，并成功优化了大肠杆菌产乳酸工艺。 

4  结语与展望 
随着对细胞能量和物质代谢理解的不断加

深，通过能量代谢调控设计，增加目标产品产

量和转化率已成为一种重要改造手段，越来越

受到研究人员的重视。通过对 ATP 相关酶的简 
单表达调控及对呼吸相关基因和转录因子的协

调，合成生物学已经实现在不同层面对细胞的能

量供给进行调控，展现出了对于传统生物制造的

巨大优势。近些年，随着酶工程、代谢工程和计

算机等学科的不断发展和不断交叉融合，构建更

加高效的、全新的并且能量经济的能量代谢途径

或者能量代谢系统方兴未艾，已经发展出了通过

重构细胞的代谢途径实现对细胞能量供给模式

的切换。尽管细胞的能量代谢调控得到了极大的

发展，且已广泛应用于提高细胞工厂效率，但依

旧存在许多挑战。首先，尽管可以对能量代谢系

统进行深入改造，但是能量的最终来源仍然是葡

萄糖等传统发酵原料，无法大幅降低原料成本，

尽管也有利用甲酸、电能和太阳能等进行能量供

给的报道，但能量利用效率都太低。因此大量的

研究正聚焦于提高新型供能系统的效率并将其

应用于细胞工厂。其次，设计构建的新型能量代

谢系统与宿主菌的适配性较差，相较于内源性能

量代谢系统，其在能量代谢效率或能量利用率方

面并无优势。最后，细胞工厂在不同的阶段对于

能量的需求是不一样的，但目前的能量调控模式

只针对生产过程，忽视了菌体生长与生产能量供

给差异。利用光电信号或诱导剂等，调控细胞代

谢模式，使细胞在不同条件下采用最经济的能量

代谢模式也越来越受到研究者的关注。 
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