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综  述                                                               

工业微生物中 NADH 的代谢调控 

秦义, 董志姚, 刘立明, 陈坚 
江南大学 工业生物技术教育部重点实验室, 无锡 214122 

摘  要: NADH 是微生物代谢网络中的一种关键辅因子。调节微生物胞内 NADH 的形式与浓度是定向改变和优化微生

物细胞代谢功能, 实现代谢流最大化、快速化地导向目标代谢产物的重要手段之一。以下在详尽总结了 NADH 生理功

能的基础上, 从生化工程(添加外源电子受体、不同氧化还原态底物及 NAD 合成前体物、调节培养环境和氧化还原电势)

和代谢工程(过量表达 NADH 代谢相关酶、缺失 NADH 竞争途径及引入 NADH 外源代谢途径)两方面分析、归纳了 NADH

代谢调控策略, 进而凝练出调控NADH/NAD+比率调节微生物细胞代谢功能研究方面亟待解决的 3个科学问题及可能的

解决途径。 
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Manipulation of NADH metabolism in industrial strains 

Yi Qin, Zhiyao Dong, Liming Liu, and Jian Chen 

The Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi 214122, China 

Abstract: Nicotinamide adenine nucleotide (NADH), the key cofactor in the metabolic network, plays an essential role in 
biochemical reaction and physiological function of industrial strains. Manipulation of NADH availability and form is an efficient and 
easy way to redirect the carbon flux to the target metabolites in industrial strains. We reviewed the physiological function of NADH. 
Detailed strategies to manipulate NADH availability are addressed. NADH manipulation to enhance metabolic function of industrial 
strains was discussed and potential solutions were suggested. 
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利用源于生物质的己糖或戊糖为原料生产重要

生物基化学品的工业发酵, 是工业生物技术的核心

研究领域之一。在利用微生物过量合成生物基化学

品的过程中, 需要考虑的问题是: 如何优化或改变

微生物的代谢网络和表达调控网络, 以提高目标代

谢产物的产量和积累速度或合成新的代谢物？实际

上, 对微生物代谢过程的理解、开发和利用是否能

达到或者超过化学加工水平, 是提高发酵过程经济

性的关键。基因工程技术的进步, 为菌株改良和生

理学特性的认识提供了比传统诱变技术更为合理的
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手段。基因工程所采取的主要手段是: 1) 阻断目标

代谢产物的降解途径; 2) 强化目标代谢产物的生物

合成途径; 3) 解除生物合成途径的代谢调节。这些

手段在提高目标代谢产物的产量、产率和生产强度

方面已被证实是非常有效的。然而, 并不是从途径

中任意选择某个基因进行过量表达或基因敲除就能

够实现代谢工程的目标。举例来说, 提高糖酵解速

度是所有以糖质原料为底物的工业发酵过程共同关

心的问题。但单独或者共同过量表达糖酵解途径的

限速酶的基因, 并不能显著提高酵解速度。同时, 在

代谢流改造过程中, 目标代谢产物的得率降低、副

产物大量积累的问题也日益显现 [1]。上述问题的实

质在于: 除了采用代谢工程重构代谢网络外, 还应

当在对微生物代谢网络结构和工程进行准确分析的

基础上, 重视细胞表达调控网络的研究。也就是说, 

不仅要定向改变代谢流的方向并使通量最大化, 还

要定向改变和优化微生物的功能。而调节微生物细

胞内辅因子的形式和浓度是改变和优化微生物功能

的关键性因素之一。 

1998 年, 荷兰 Delft 大学 Hugenholtz J 研究小组

在乳酸乳球菌 (Streptococcus lactis) 中过量表达来

源 于 变 异 链 球 菌  (Streptococcus mutans) 编 码

NADH 氧化酶的 nox-2 基因, 使 NADH 氧化酶活性

提高 150 倍, 导致重组菌迅速转入混合酸发酵, 且

转换程度取决于 NADH 氧化酶酶活水平 [1]。由于

NADH 是碳代谢和氮代谢的关键辅因子 , 这一研

究借助于基因工程手段直接操纵 NADH 等辅因子

在微生物细胞内的含量和形式 , 比改进代谢网络

中若干节点处的酶活性对碳代谢流的影响更为有

效 [2]。而这种过量表达多种碳代谢途径所共享的

NADH 氧化酶系统 , 在 NADH 层面上调控碳代谢

流的策略, 形成了代谢工程的一个重要分支——辅

因子工程。 

辅因子工程是采用分子生物学的手段, 改造细

胞内辅因子的再生途径, 调控微生物细胞内辅因子

的形式和浓度, 定向改变和优化微生物细胞代谢功

能, 实现代谢流最大化、快速化地导向目标代谢产

物。辅因子工程所涉及的辅因子有: ATP/ADP/AMP、

NADH/NAD+、NADPH/NADP+、乙酰辅酶 A 及其衍

生物、维生素和微量元素。其中, NADH/NAD+作为

重要的辅因子全程参与了微生物细胞内 300 多个氧

化还原反应[3,4](图 1)。以下在详尽分析 NADH 和

NAD+及其比率的生理作用的基础上 , 从生化工程

和代谢工程两个方面详述了 NADH、NAD+含量及其

比率的调控策略, 并就 NADH 调节研究中遇到的难

题, 提出了可能的手段。 

 

图 1  辅因子 NADH/NAD+全程参与微生物细胞合成各类代谢产物 
Fig. 1  NADH/NAD+ was involved in 300 metabolic reactions. 
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1  NADH 生理代谢功能 

NADH 作为重要的辅因子, 参与了微生物细胞

内 300 多个氧化还原反应[3−6], 其生理代谢功能体现

在: 1) 调控能量代谢: NADH 通过线粒体内的电子

传递链, 利用氧作为最终电子受体, 产生大量 ATP[7, 8]; 

2) 调节微生物胞内氧化还原状态: NADH/NAD+比

率反映了微生物细胞内的氧化还原状态; 3)调控碳

代谢流: NADH 通过自身或所产生的 ATP 激活或抑

制代谢途径中关键酶的活性实现对碳代谢流流向及

其通量的调控; 4) 调节线粒体功能: NADH 通过影

响线粒体通透性[9]、控制线粒体膜上的电压依从性

阴离子通道 [10]和增加线粒体膜电位 [11]等途径改变

线粒体活性; 5) 调控细胞生命周期[12]。 

分析 NADH 的生理功能表明, 调控 NAD (H/+)

代谢能有效地调节微生物细胞的生长及其代谢功 

能[13]。调控 NAD (H/+)代谢的方式包括外源和内源

两种(表 1): 外源调节主要是指采用生化工程的方法, 

通过添加外源电子受体 [14]、不同还原态碳源 [15]和

NAD+前体物[16], 改变溶氧[17]、温度[18]及胞外氧化还

原电位[19]等实现对 NADH 代谢的调控; 而内源调节

则是指通过代谢工程的策略调节与 NAD(H/+)代谢

相关酶的活性, 如删除 NADH 竞争代谢途径或构建

NAD (H/+)代谢途径[20]。 

2  基于生化工程的 NADH 代谢调控 

好氧条件下, 微生物以分子氧为最终电子受体, 

通过线粒体内的电子传递链将 NADH 氧化为 NAD+, 

而在微氧或者厌氧条件下, NADH 的氧化则主要通

过发酵途径实现。与电子传递链比较, 发酵途径氧 

表 1  NADH 代谢调控方式 
Table 1  The manipulation strategies of NADH 

Manipulation strategies Results/conclusion Ref erence 

Biochemical engineering   

Feeding external electron acceptors   

Acetaldehyde Decreased NADH/NAD+ ratio [7] 

Fumarate or nitrate Decreased NADH/NAD+ ratio [21] 

Acetoin Decreased NADH level [22, 23] 

Pyruvate, citrate, O2, or fructose Decreased NAD(P)H level [24] 

Furfural Decreased NADH level [25] 

Carbon sources with different oxidation states  

Sorbitol Increased NADH availability [15] 

Gluconate Decreased NADH/NAD+ ratio [3] 

NAD+ precursor   

Nicotinic acid Increased NAD+ level [7] 

Culture conditions   

Lower temperature Increased NADH/NAD+ ratio [18] 

Increased dissolved oxygen level  Increased NADH availability  [17] 
Extracellular oxidoreduction potential  Decreased NAD+/NADH ratio at relatively oxidative environment [26] 

Metabolic engineering   

Overexpressing enzymes association with NADH metabolism  

Nicotinic acid phosphoribosyltransferase Increased NAD+ levels and decreased NADH/NAD+ ratio [27] 

Eliminating NADH competition pathways  

Inactivating aldehyde dehydrogenase Increased NADH availability [28] 

Deactivating adhE, ldhA and ack-pta, simultaneously Increased NADH availability [29] 

Introducing heterogeneous NADH metabolic pathways  

H2O-NADH oxidase Decreased NADH level and NADH/NAD+ ratio [30] 

Alternative oxidase Decreased NADH/NAD+ ratio [31] 

NAD+-dependent formate dehydrogenase Increased NADH availability [3, 5] 
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化 NADH 效率较低, 导致胞内 NADH/NAD+比率升

高[22,24]。为了在微氧或厌氧条件维持微生物细胞内

最佳的 NADH/NAD+比率或为进一步调节微生物代

谢功能 , 以促进目标代谢产物的生产 , 通常采用添

加电子受体、改变底物氧化还原状态和调节环境条

件等策略以实现对 NADH/NAD+比率的调节。 

2.1  添加外源电子受体调控 NADH 代谢 
已有研究表明, 醛、酮、酸、分子氮或硝酸盐

均能作为外源电子受体, 加速 NADH 氧化, 维持细胞

处于最佳氧化还原状态 (NADH/NAD+比率) [21, 25, 32, 33]。

在利用异型发酵乳酸菌发酵己糖生产有机酸的过程

中, 添加一定的外源电子受体 (果糖、丙酮酸或柠檬

酸等) 有效地加速了NAD(P)H代谢速度, 降低副产物

赤藻糖醇和甘油的积累, 显著加速乳酸菌的生长[24]。

另 一 方 面 , 在 利 用 Saccharomyces cerevisiae 

TMB3001 和 Fusarium oxysporum 发酵木糖生产乙醇

的过程中添加乙偶姻作为外源电子受体, 有效地增

加了胞内 NAD+含量, 提高了乙醇的产率[22, 23, 25]。光

滑球拟酵母呼吸缺陷型突变菌株在电子传递链阻断

条件下, 添加 4 mmol/L 的外源电子受体乙醛, 将

NADH/NAD+降低到 0.22, 使葡萄糖消耗速度和丙

酮酸产量提高了 26.3%和 22.5%[7]。机会致病菌

Pseudomonas aeruginosa PA14 能以吩嗪作为外源电

子受体以有效降低胞内 NADH 水平[32]。 

2.2  添加不同还原态底物对 NADH 代谢的调控 
碳源根据其在代谢过程中所产的 NADH 量不同

而分为−1、0 和+1 氧化态(图 2)。美国 Rice 大学 San 

KY 研究小组在稀释率为 0.1 h−1 恒化厌氧培养系统

中发现, 随着碳源氧化态的增大, NADH/NAD+比率

从 0.51(葡萄糖酸)增加到 0.75(葡萄糖)和 0.94(山梨

醇), 导致中心代谢流产物乙醇(消耗 2 mol NADH)

对乙酸(不消耗 NADH)的比率随之改变。以葡萄糖

酸、葡萄糖和山梨醇为碳源时, 乙醇对乙酸(Et/Ac)

比率分别为 0.29、1 和 3.62。而在好氧条件下, 这

一比率为 0、0 和 0.81[3]。基于上述发现, Sánchez AM

在恒化培养系统中以不同氧化态碳源为调节 NADH

含量的手段, 以研究 NADH 对碳代谢流流向和通量

的影响[5]。而在琥珀酸的发酵过程中添加山梨醇, 增

加重组 E. coli 胞内 NADH 的含量, 使琥珀酸的产量

和产率分别提高了 96%和 81%[15]。 

2.3  NAD+合成前体促进胞内 NAD(H/+)代谢 
微生物细胞利用自身合成的或从培养基中吸收

的烟酸、烟碱作为前体, 在磷酸核糖转移酶的作用

下经 3 步反应合成 NAD+(图 3)。为此, Liu LM 等在

光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸过程添加 8 mg/L 

NAD+合成前体烟酸 , 使葡萄糖消耗速度和丙酮酸

产量分别增加了 48.4%和 29%[7]。此外, 烟碱核糖通

过烟碱核糖激酶的磷酸化作用和腺苷裂解酶的腺苷

酰作用合成 NAD+[16,34], 从而为提高胞内 NADH 和

NAD+含量提供了新的思路 (图 3)。 

2.4  环境条件对 NADH 代谢的调控 
微生物细胞所处的外部环境条件, 如溶氧、温 

 

图 2  葡萄糖、山梨醇及葡萄糖酸的氧化还原状态 
Fig. 2  The difference of the oxidation state of carbon source. 
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图 3  球拟假丝酵母中 NAD+生物合成途径 
Fig. 3  Pathways of NAD+ biosynthesis in Candida glabrata. 
 

度的变化导致与之相关的 NADH、ATP 合成和消耗, 

从而使微生物细胞内的物质代谢途径发生显著变 

化[35]。在氧限制的条件下 Aspergillus niger 主要通过

依赖于 NAD+的甘露醇-1-磷酸脱氢酶实现 NADH 的

氧化[35]。当溶氧水平从 1%增加到 10%时, T. glabrata 

IFO 0005 胞内 NADH 浓度增加了 50%, 继续增加溶

氧水平, 则不能增加胞内 NADH 含量[17]。而在高溶

氧的条件下, 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、苹果酸酶和依

赖 NADP+的异柠檬酸脱氢酶活性和表达量明显上调, 

而 TCA 循环中合成 NADH 的相关酶的活性明显抑

制[36,37]。Singh R 发现, 高溶氧条件下荧光假单胞菌

调整 NAD+激酶和 NADP+磷酸化酶 , 以增加胞内

NADPH 的供给, 限制 NADH 的合成[36]。根据不同

溶氧条件下细胞代谢对 NADH 的需求, Liu L 等在高

浓度溶氧条件下添加外源电子受体乙醛对细胞的碳

和能量代谢并不产生影响, 但在低溶氧条件下(20%)

会降低 NADH/NAD+的比率, 导致丙酮酸产量、产率

和生产强度与没有添加乙醛的对照组比较, 分别提

高了 68%、44%和 45%[7]。在温度调控胞内 NADH

方面, 王翠华等发现较低的发酵温度能维持较高的

胞内 NADH/NAD+水平[18]。 

2.5  氧化还原电势(ORP)的改变对 NADH 代谢的

调控 
氧化还原电位作为反映微生物培养环境氧化还

原状态的物理参数, 通过影响电子传递链中具有金

属活性位点的关键酶活性, 影响 NADH/NAD+比率, 

进而影响微生物代谢途径[19, 26, 38, 39]。Du 等通过改变

Klebsiella pneumoniae 发酵液的氧化还原电位, 使胞

内 NAD+/NADH 比率大于 4, 显著提高了细胞的比

生长速率和 1,3-丙二醇的产量[26]。 

3  基于代谢工程的 NADH 代谢调控 

根据微生物细胞内 NADH 合成与代谢的途径, 

利用 DNA 重组技术加强、削弱、删除或者构建新的

与 NADH 代谢相关的代谢途径 , 从而实现胞内

NADH 含量的调控。 

3.1  过量表达 NADH 代谢相关酶调控 NADH 代谢 
在促进 NAD+合成方面, 发现 E. coil 中由 pncB

基因编码的烟酸磷酸核糖转移酶 (NAPRTase; EC 

2.4.2.11)催化生成烟酸单核苷酸 (NAMN)的反应是

NAD 回补途径中的关键限速步骤。过量表达 pncB

基因, 导致胞内 NAD+、NADH 和总 NAD+分别提高

了 81.8%、29.8%和 41.7%, 而 NADH/NAD+比率降

低了 41.6%[27]; 类似地, 在过量表达未突变及操纵

子区突变的 pncB基因突变株 E. coil DH10B中, NAD 

(H/+)水平相应地提高了 26%和 216%[3]。Heuser F 等

通过在 E. coli 中同时过量表达编码烟酸转磷酸核糖

激酶和 NAD合成酶的 pncB和 nadE基因, 使 NAD(H)
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和 NADP(H)总量分别增加 7 倍和 2 倍[40]。 

在过量表达依赖于 NAD+的脱氢酶方面, Cordier 

H 等在酿酒酵母中过量表达编码胞质依赖 NAD+的

乙醛脱氢酶基因 ALD3, 实现了 NADH高效再生; 与

此同时 , 敲除编码依赖于 NAD+的乙醇脱氢酶基

因 ADH1, 有效地降低了胞内 NADH 消耗 , 使甘油

产率和生产强度在好氧条件下分别达到 0.46 g/g 和

3.1 mmol/(g·g)[20]。而在酿酒酵母中过量表达内源苹

果酸酶, 解决了酿酒酵母中 NADH 和 NADPH 之间

的不能自由转换, 实现了木糖还原酶、木糖醇脱氢

酶氧化还原的平衡, 促进了酿酒酵母高效利用木糖

为碳源发酵生产乙醇[41, 42]。 

3.2  缺失竞争利用 NADH 途径调控 NADH 代谢 
如图 4 所示, 在利用工业微生物发酵生产目标

代谢产物的过程中, 如何缺失或削弱 NADH 竞争代

谢途径, 将 NADH 导向目标代谢途径, 是代谢工程

研究的主要内容之一 [28,43,44] 。在利用 Klebsiella 

pneumoniae 以甘油为底物合成 1,3-丙二醇的代谢途

径中 , 敲除竞争利用 NADH 的乙醛脱氢酶 , 增加

NADH 导向 1,3-丙二醇氧化还原酶的通量, 使 1,3-

丙二醇生产强度达到 14.05 mmol/(L·h)[28]。 

 

图 4  丙酮酸节点处 NADH 竞争代谢途径 
Fig. 4  The NADH competing pathway at pyruvate node. 
 

在葡萄糖发酵生产甘油的过程中 , Geertman 

JMA 等综合采用了维持 1,6-磷酸果糖激酶和磷酸丙

糖异构酶活性、削弱与甘油竞争 NADH 的代谢途径

和加强线粒体基质氧化分解速度等策略, 以及添加

甲酸促进胞质 NADH 生成速度, 使酿酒酵母生产甘

油产率突破理论值(1 mol 甘油/mol 葡萄糖), 达到

1.08 mol/mol 葡萄糖[43]。类似地, Sánchez AM 通过删

除 E. coil 中竞争利用 NADH 的乙醇及乙酸合成途径, 

并过量表达丙酮酸羧化酶 , 使琥珀酸产率达到  

1.31 mol/mol 葡萄糖[44]。在此基础上“开启”对 NADH

需求较小的乙醛酸循环途径, 将琥珀酸对 NADH 需

求量从 2 mol 降为 1.5 mol, 实现了葡萄糖到琥珀酸

的高效转化[29]。 

3.3  引入外源代谢途径调控 NADH 代谢 
调控胞内 NADH 代谢的另一重要策略是在微生

物细胞内引入外源氧化还原代谢相关酶, 改变胞内

NADH 生成或氧化途径, 从而改变 NADH/NAD+的

比率, 实现微生物细胞内氧化还原状态的调控。 

胞质 NADH 需通过“穿梭”途径进入线粒体, 实

现 NADH 再氧化。如能在胞质中表达形成水的

NADH 氧化酶, 可直接将胞质中的 NADH 氧化为

NAD+, 提高 NADH 氧化速度和效率。de Felipe FL

等将来源于 Streptococcus mutans 中的 NADH 氧化酶

过量表达于 Lactococcus lactis 中 (NADH 氧化酶活

性提高了 150倍), 在胞质中实现 NADH的直接氧化, 

提 高 了 NADH 氧 化 速 度 和 效 率 , 显 著 降 低

NADH/NAD+的比率 , 使乳酸菌从单一的乳酸发酵

转 为 混 合 酸 发 酵 [1] 。 同 样 , 在 Saccharomyces 

cerevisiae 中过量表达来源于乳酸菌  (Lactococcus 

lactis) 编码形成水的 NADH 氧化酶 noxE 基因, 导

致胞内 NADH和 NADH/NAD+分别下降 5和 6倍, 而

葡萄糖消耗速度增加了 10% [30]。此外, 在线粒体内

表达更高氧化效率的 NADH 选择性氧化酶 , 将

NADH 氧化途径从电子传递链导向选择性氧化酶途

径, 显著降低 NADH/NAD+比率和 ATP 含量[31]。为

了提高厌氧条件下 NADH 氧化效率, Costenoble R 等

在一株 Gpd1p 和 Gpd2p 双重缺陷的 Saccharomyces 

cerevisiae 中, 引入源于 E. coli 的编码依赖 NADH 的

1-磷酸甘露醇脱氢酶, 实现了 NADH 氧化途径的转

变[45]。 

除加速 NADH 氧化外, 某些代谢产物合成过程

中需要大量的 NADH, 因此, 如何提高 NADH 生成

效率是提高目标代谢产物生产效率的关键因素。为

此 , Zhao HM 等过量表达来源于 Pseudomonas 

stutzeri 的亚磷酸脱氢酶 (PTDH), 在催化亚磷酸氧

化为磷酸的同时将 NAD+还原为 NADH[46,47]。类似
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地, Berríos-Rivera 将来源于 Candida boidinii 依赖

NAD 的甲酸脱氢酶取代 E. coli 中不依赖任何辅因子

的甲酸脱氢酶, 构建了一条 NADH 高效再生途径, 

使 NADH 合成效率从每摩尔葡萄糖提高到了 4 mol 

(好氧条件)和 3 mol(厌氧条件) [4,48,49]。 

4  结论与展望 

综上 , 针对微生物细胞的氧化还原状态 , 目前

的研究主要通过添加外源电子受体和不同氧化还原

态底物、调节氧化还原电势、缺失 NADH 竞争途径

及引入 NADH 外源代谢途径等策略调节胞内

NADH/NAD+ 比率而调节碳代谢流。然而, 将调控

胞内 NADH/NAD+ 作为技术手段以优化微生物细胞

生理代谢功能以促进微生物合成目标产物的代谢流

最大化和快速化或合成新的代谢产物的研究则更

少。就调控 NADH/NAD+ 比率以加强微生物细胞代

谢功能还有 3 个关键科学问题亟待解决: 首先, 如

何 采 用 系 统 生 物 学 和 高 通 量 的 方 法 定 量 研 究

NADH/NAD+ 比率对微生物代谢组学、流量组、蛋

白质组和转录组的影响; 其次, 在掌握碳代谢流和

辅因子流的变化规律基础上, 揭示 NADH/NAD+ 比

率控制代谢流流向和通量分配的作用机制, 透彻理

解微生物细胞的调控网络与代谢网络之间的关系 ; 

再次, 发展基于 NADH/NAD+ 比率的碳代谢流最大

化、快速化地导向目标代谢产物的策略？最新发展

起来的系统生物学和高通量测定技术, 为研究不同

NADH/NAD+ 比率下代谢指纹、代谢通量、蛋白表

达、转录水平和信号转导的改变, 阐明微生物细胞

调 控 网 络 与 代 谢 网 络 之 间 的 关 系 , 揭 示 胞 内

NADH/NAD+ 比率与控制微生物功能的生理学机制

奠定了坚实基础; 同时, 已公布的 650 株微生物的

全基因组序列(updated, 2008 年 2 月 20 日)以及不断

增加的模式微生物的转录组数据、蛋白质组数据和

代谢组数据, 为从功能基因与蛋白、网络、调控、

适应等方面透彻理解微生物代谢与调控网络, 提供

了丰富的背景信息。 
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