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摘  要 : β-胡萝卜素是自然界中最重要的商业化生产的植物色素之一，具有多种生理功能和生物活性。自上世

纪 60 年代开始，随着系统生物学概念的提出以及对类胡萝卜素合成途径研究的不断深入，系统代谢工程在提

高类胡萝卜素产量方面发挥了重要作用。文中在介绍 β-胡萝卜素传统生产方法的基础上，重点介绍了如何运

用系统代谢工程手段构建 β-胡萝卜素高产菌株，并分析了进一步提高工程菌 β-胡萝卜素产量所面临的主要问

题及可能的解决方案，为 β-胡萝卜素的高效生产提供了思路。 
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Abstract:  β-carotene is an important natural plant pigment and has various physiological functions in organisms. With 

the proposition of systematic biology and progress in carotenoids biosynthesis since the 1960s, metabolic engineering has 

played a significant role in enhancing carotenoid production. In this review, we present β-carotene’s traditional production 

methods and metabolic engineering strategies for constructing β-carotene-producing strains. Meanwhile, main problems 

and corresponding solutions to improve β-carotene yield of engineered strains were further analyzed, for further efficient 

microbial production of β-carotene. 
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β-胡萝卜素，分子式为 C40H56，相对分子质

量 536.85，含有 8 个异戊二烯单位的类胡萝卜

素 (图 1)，主要有全反式、9-顺式、13-顺式及

15-顺式 4 种形式，是一种紫红色至暗红色有光

泽的结晶粉末，稀溶液呈橘黄色。不溶于水，

可溶于许多有机溶剂，如氯仿、二硫化碳、丙

酮、癸烷和十二醇等，但在甲醇、乙醇中几乎

不溶解。由于分子内含有共轭双键，β-胡萝卜素

在高温、强酸、氧气和光照条件下不稳定，易

发生氧化还原反应，但在碱性条件下较稳定[1]。

自然界所有光合生物中均含有 β-胡萝卜素，用

于促进光吸收，防止光能破坏氧自由基并能吸

引昆虫传粉以促进种子传播[2]。 

β-胡萝卜素具有优越的生理功能，不仅是合

成人体维生素 A 的前体物质，具有较强的抗氧

化活性，而且对于增强人体免疫力、预防慢性

疾病、促进细胞缝隙间连接交流、减少动脉硬

化、延缓衰老以及有效抑制癌细胞的增殖等都

具有重要意义[3]，广泛用于药品、化妆品、保健

品和食品添加剂等[4]。近年来，采用直接提取法、

化学合成法和微生物发酵法等生产 β-胡萝卜素

的工作都相继展开，但都有其限制因素，人们

一直探索新方法，力求实现 β-胡萝卜素的大规

模生产。随着系统生物学概念的提出，代谢工

程的迅猛发展以及对类胡萝卜素合成途径研究

的不断深入，β-胡萝卜素的产量有了大的突破，

但仍存在一些问题。 

本文在介绍 β-胡萝卜素传统生产方法的基

础上，将重点对系统代谢工程手段构建 β-胡萝

卜素高产菌株的研究进行深入探讨，分析存在

的主要问题并提出解决办法。 

1  天然 β-胡萝卜素生产方法的研究 

1.1  采用植物生产 

高等植物的光合色素为叶绿素 A、叶绿素 B

和类胡萝卜素，类胡萝卜素作为辅助色素广泛存

在于叶绿体中，对叶绿素捕获光能加以补充。自

然界中，许多植物包括绿叶蔬菜、水果、块根块

茎、花卉等均含有丰富的 β-胡萝卜素 (表 1)。工

业上，一般采取将胡萝卜皮粉碎通过有机溶剂或

超临界流体萃取的方法生产 β-胡萝卜素，但面临

高消耗、低产出、环境污染等问题。 

1.2  采用藻类生产 

β-胡萝卜素在藻类中广泛存在[7]，如佛氏绿

胶藻 Chlorogloca frisschi、杜氏藻 Dunaliella、泥

生颤藻 Oscillatoria limosa等。目前，杜氏盐藻

Dunaliella salina因其能生成大量 β-胡萝卜素而

成为工业上最重要的杜氏藻物种[8]，产量高达细

胞干重的 16%。Gómez 等[9]发现，D. salina 合

成的天然 β-胡萝卜素是顺式 (主要是 9-顺式) 

 

 
 

图 1  β-胡萝卜素的结构式 

Fig. 1  Structure of β-carotene. 
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表 1  几种常见食物中类胡萝卜素和 β-胡萝卜素的含量[5-6] 

Table 1  Content of total carotene and β-carotene in some food[5-6] 

Names 
Carotenoids content 

(mg/100 g) 
β-carotene content 

(mg/100 g) 
β-carotene percentage in carotenoids 

(%) 

Sweet potato 2.23±0.23 1.87±0.14 84.10±5.07 
Carrot 8.85±2.00 6.50±1.46 69.70±6.96 
Pumpkin 2.06±0.77 1.16±0.57 55.10±8.19 
Mango 2.21±1.15 1.71±0.95 76.90±7.55 
Tomato 3.09±0.10 0.06±0.01 19.00±1.41 
Green chillies 2.44±0.46 1.13±0.80 49.60±8.82 
French beans 1.26±0.03 0.39±0.02 31.00±1.79 

 

和全反式的混合物，这两种异构体的比例受环

境条件的影响，如温度、辐射、盐度等。终产

品中，由于全反式-β-胡萝卜素容易结晶，而 9-

顺式结构不形成晶体，所以，两种异构体的相

对比例在提取和后处理过程中也会发生变化[8]。

该法在澳大利亚和以色列首先达到工业规模，

科宁 (属巴斯夫公司) 成为世界上最重要的利

用 D. salina 生产天然 β-胡萝卜素的公司，中国、

美国、印度等国家也在逐渐尝试。但该法生产 β-

胡萝卜素需要高浓度的盐水湖、强烈的光照、

干旱的气候，不适用于许多国家。 

1.3  采用微生物发酵生产 

自然界中，除植物、藻类外，微生物也能

大量合成 β-胡萝卜素，如部分真菌和细菌。在

真菌中，目前主要利用丝状真菌如三孢布拉氏

霉菌 Blakeslea trispora[10]和酵母如红法夫酵母

Phaffia rhodozyma、白球拟酵母 Torulopsis 

candida 等生产 β-胡萝卜素。Roukas 团队[11-13]证

明，通过氧胁迫、改良提取方法和优化培养条

件可以提高三孢布拉氏霉菌合成 β-胡萝卜素的

产量。细菌中，主要利用欧文氏菌 Erwinia 

uredovora、成团泛菌 Pantoea agglomerans等生

产 β-胡萝卜素，其本身含有存在于染色体上的

β-胡萝卜素合成基因——牻牛儿基牻牛儿基焦

磷酸合成酶基因 (crtE)、八氢番茄红素合成酶

基因 (crtB)、八氢番茄红素脱氢酶基因 (crtI)、

番茄红素环化酶基因 (crtY)。利用这些野生菌株

生产 β-胡萝卜素周期短、代谢快、相对安全，

比植物、藻类效率更高，但野生菌株生活性能

差，终产量低，难以实现工业化。 

2  系统代谢工程策略生产 β-胡萝卜素 

随着高通量技术迅猛发展，逐渐阐释了基

因组学、转录组学、蛋白质组学、代谢组学和

通量组学，再结合新颖的计算技术，萌生了系

统生物学的概念。因此，系统代谢工程 (Systems 

metabolic engineering) 被定义为系统层面的代

谢工程——整合了系统生物学的组学和计算技

术、合成生物学的精细化设计能力以及进化工

程的随机突变方法[14-15]，即通过大数据和模型

的使用，组合不同来源的多种酶分子来构建新

的代谢路径，以达到改善细胞表型的目的。 

系统代谢工程的实施流程[16]通常有以下环

节：首先理性设计宿主菌生产目标产物的代谢

路径；然后加以实验，评估细胞的生长和代谢

水平；通过测定中间代谢产物的积累量和每个

反应的活性，找出代谢路径的限速步骤并利用

计算技术来预测流量分布情况。上述检测和评

估获得的信息用于构建新一轮生产目标产物的

优化途径。系统代谢工程对于开发出目标产物
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产量及效率最大化、过程消耗最小化的微生物

菌株具有重要的意义。 

近年来，以模式生物如大肠杆菌 Escherichia 

coli、酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae等为出

发菌株，综合运用系统代谢工程策略来生产   

β-胡萝卜素的方法已成为大量合成多种类胡萝

卜素产品的新模式，利用工程菌提高 β-胡萝  

卜素的产量有了很大进展。如 Yang等[17]通过在

E. coli中共表达外源基因同时引入 MVA途径，

使得 β-胡萝卜素产量达到 3.2 g/L，是目前报道

的最高产量；Zhao等[18]调整代谢过程中各模块

相关基因的表达以增强前体物和能量供应，产

量为 2.1 g/L；Nam等[19]在合成培养基中补充氨

基酸从而取代复合培养基，得到 2.47 g/L 的 β-

胡萝卜素；Li等[20]利用 CRISPR/Cas9的方法对

E. coli中的各基因进行改造并组合调控，β-胡萝

卜素的产量达到 2.0 g/L。由此可见，利用工程

菌生产 β-胡萝卜素具有其独特的优势。 

以下将详细介绍利用系统代谢工程构建 β-

胡萝卜素工程菌时 β-胡萝卜素生物合成路径的

设计、路径的优化以及宿主菌的基因工程改造

等措施。 

2.1  β-胡萝卜素生物合成路径的设计与优化 

目前用于生产 β-胡萝卜素的微生物主要是

E. coli、S. cerevisiae 等，在这些微生物中构建

β-胡萝卜素合成途径通常包括 3 个功能相对独

立的模块：糖酵解模块、前体物质合成模块和 β-

胡萝卜素合成模块，如图 2 所示。类胡萝卜素 
 

 
图 2  β-胡萝卜素生物合成路径 

Fig. 2  β-carotene biosynthesis pathways. G3P: glyceraldehyde-3-phosphate; DXP: 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate; 
MEP: 2C-methyl-D-erythritol-4-phosphate; IPP: isopentenyl diphosphate; DMAPP: dimethylallyl diphosphate; FPP: 
farnesyl diphosphate; GGPP: geranylgeranyl diphosphate; HMG-CoA: 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A; dxs: 
1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase; dxr: 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase; ispD: 
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-Derythritol kinase; ispE: 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-Derythritol synthase; ispF: 
2-C-methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphate synthase; ispG: 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate 
synthase; ispH: 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase; idi: isopentenyl diphosphate isomerase; ispA: 
geranyltranstransferase; crtE: GGPP synthase; crtB: phytoene synthase; crtI: phytoene desaturase; crtY: lycopene 
cyclase; atoB: acetoacetyl-CoA thiolase; mvaS: HMG-CoA synthase; mvaA: HMG-CoA reductase; mvaK1: 
mevalonate kinase; mvaK2: phosphomevalonate kinase; mvaD: diphosphomevalonate decarboxylase. 
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通过一系列的异戊二烯化合物合成，其前体物

是异戊二烯焦磷酸 (IPP)，共有 2条合成途径即

甲羟戊酸 (MVA) 途径和 2-甲基-D-赤藻糖醇-4-

磷酸(MEP)途径。E. coli 及其他原核生物通过

MEP 途径缩合丙酮酸 (Pyruvate) 和甘油醛-3-

磷酸 (G3P) 为 IPP[21]；真核细胞、细胞质以及

植物线粒体利用MVA途径转换乙酰辅酶A生成

IPP。 

IPP (C5) 及其同分异构体二甲基丙烯焦磷

酸 (DMAPP) (C5)，在 FPP 合成酶 IspA的催化

下经两步连续反应合成 FPP (C15)，再通过 crtE 

编码的 GGPP合成酶产生 GGPP (C20)，接下来

由八氢番茄红素合成酶  (CrtB) 催化两分子的

GGPP 形成无色的八氢番茄红素 (C40)，在八氢

番茄红素脱氢酶 (CrtI) 作用下，生成红色的番

茄红素 (C40)，再由番茄红素环化酶 (CrtY) 催

化生成黄色的 β-胡萝卜素 (C40)。 

2.1.1  利用 MEP途径合成 IPP 

E. coli 及其他原核生物通过 MEP 途径为  

β-胡萝卜素的合成提供前体物质 IPP。葡萄糖或

甘油通过糖酵解产生丙酮酸和 G3P，二者经 1-

脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合成酶 (Dxs) 形成 1-脱

氧-D-木酮糖-5-磷酸 (DXP)，再由一系列类异戊

二烯酶——DXP 还原异构酶 (Dxr)、4-焦磷酸胞

苷-2-C-甲基-D-赤藓糖醇合成酶 (IspD)、4-焦磷

酸胞苷-2-C-甲基-D-赤藓糖醇激酶 (IspE)、2-C-

甲基-D-赤藓糖醇-2,4-环焦磷酸合成酶 (IspF)、

1-羟基 -2-甲基 -2-(E)-丁烯基 -4-焦磷酸合成酶 

(IspG) 和 4-羟基-3-甲基-2-丁烯基焦磷酸还原

酶 (IspH)，将 DXP 转化为 C5 异戊二烯亚单  

位——IPP 和 DMAPP，这两种物质通过异戊烯

焦磷酸异构酶 (Idi) 相互转化[22]。 

前体物丙酮酸和 G3P 等量利用，缺少任何

一种物质都会减少体内萜类的合成[23]。如，敲

除丙酮酸激酶  (PykFA) 能够平衡二者的利用

率，调控异戊二烯途径的代谢流来增强类胡萝

卜素的产量[24]；敲除葡萄糖-6-磷酸脱氢酶基因 

(zwf) 来阻断G6P到磷酸戊糖途径 (PPP) 的转化，

通过 qRT-PCR (Quantitative real-time polymerase 

chain reaction) 得到的转录组分析结果显示，zwf 

敲除菌株中MEP代谢路径的限速基因 dxs和 idi 

显著上调[25]。磷酸烯醇式丙酮酸 (PEP) 也是重

要前体物之一，当碳水化合物加入时，PEP 通

过磷酸转移酶系统  (PTS) 被消耗，所以敲除

PTS相关基因能够增加 PEP和 G3P的浓度[26]。

Das 等[23-27]发现，从 G3P 到丙酮酸过程中通过

相关酶的过表达或钝化 (如过表达磷酸烯醇式

丙酮酸合成酶 (Pps)) 来控制 G3P 和丙酮酸的

代谢流平衡后，均能显著增加 β-胡萝卜素的产

量。由于丙酮酸是生物体的主要代谢产物，参

与许多生理反应，若要使代谢流尽可能多地走

向 β-胡萝卜素合成方向，必须减少副产物如乳

酸、乙酸的生成。 

通过调节MEP 途径提高 β-胡萝卜素产量的

几个方法：1) 过表达类异戊二烯关键基因[28-29]，

如 dxs和 idi。Dxs和 Idi被认为是类异戊二烯合

成途径的限速步骤，一般通过基因修饰来增加

这两个酶的活性[30]。Yuan研究小组[22,31]使用强

启动子 T5 对 MEP途径中 dxs、ispD、ispF、ispE 

和 idi 等基因调控后，可以增强目的途径代谢 

流，导致 β-胡萝卜素产量增加 4.5倍。Alper等[32]

构建启动子文库来调控MEP代谢路径上酶的表

达水平，结合流式细胞仪  (Becton Dickinson 

FACScan) 筛选出最优表现型，通过转录组分析

进行验证。Zhao等[33]使用多个不同强度的调控

元件对 E. coli 中 MEP 途径的 8 个基因组合调
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控，β-胡萝卜素产量提高的幅度比仅使用强启动

子效果要好得多；2) 抑制竞争路径异戊二烯焦

磷酸的利用，减弱或敲除旁路代谢过程。 

2.1.2  利用 MVA途径合成 IPP 

真核生物、植物的线粒体等利用 MVA途径

提供前体物[34]。MVA途径可分为上游和下游两

部分 [35]，上游途径通过乙酰辅酶 A 硫解酶 

(AtoB)、HMG-CoA合成酶 (MvaS)、HMG-CoA 

还原酶 (MvaA) 三种酶将三分子的乙酰辅酶 A 

(Acetyl-CoA) 转化为甲羟戊酸 (MVA)；下游途

径通过甲羟戊酸激酶 (MvaK1)、磷酸甲羟戊酸

激酶  (MvaK2) 和二磷酸甲羟戊酸脱羧酶 

(MvaD) 3种酶将 MVA转换为 IPP。 

整个 MVA 途径开始于细胞中丰富的乙酰

辅酶 A，可能比MEP途径供应 IPP 的效率更高，

而且在 E. coli中引入外源MVA途径可以避免细

菌自身的反馈抑制[36-37]，生产大量的异戊二烯

化合物。代谢工程上一个巨大的进步是将来自

肺炎双球菌 Streptococcus pneumonia 和肠球菌

Enterococcus faecalis 的杂合 MVA 途径引入   

E. coli DH5α，结果重组的宿主细胞产生 465 mg/L 

β-胡萝卜素[35]。Pitera团队[38]指出 MVA 上游路

径中 atoB、mvaS的过表达抑制细胞生长，通过

液质联用技术得到的代谢组数据表明，随着

HMG-CoA的积累，呈现明显的生长抑制性状，

推测对 E. coli产生毒性反应，由此可知，MvaA

是 MVA途径的限速酶，可以通过增强 mvaA同

时减弱 mvaS 的表达促使细胞正常生长。      

S. cerevisiae本身具有 MVA路径，Verwaal等[39]

通过引入 GGPP合成酶基因，产生更多的碳流，合

成5.9 mg/g β-胡萝卜素；Yan等[40]通过过表达mvaA

并添加麦角固醇抑制剂使 β-胡萝卜素细胞干重 

(DW) 达到 6.3 mg/g；Xie等[41]通过对类胡萝卜素

基因插入可控双功能启动子 GAL10-GAL1，β-胡

萝卜素增加到 7.4 mg/g；最近，利用顺序控制

FPP的上游、下游以及竞争路径，即通过葡萄糖

的浓度来控制类胡萝卜素合成途径、MVA途径

和鲨烯合成途径中基因的表达水平，在 120 h发

酵后，S. cerevisiae 中 β-胡萝卜素产量达到  

20.8 mg/g (即 1.156 g/L) [42-43]。 

2.1.3  β-胡萝卜素合成模块及其优化 

野生菌——欧文氏菌、成团泛菌和三孢布拉氏

霉菌中均含有 β-胡萝卜素的结构基因——crtEYIB 

基因簇，利用基因工程将其整合到模式生物染

色体上，以实现由前体物质到 β-胡萝卜素的转

化。FPP是类胡萝卜素生物合成和其他类异戊二

烯分子合成的共同前体物和分支点，其在 ispB 

编码的八聚异戊二烯焦磷酸合成酶催化下形成

泛醌[22]，理论上，ispB 的表达会将代谢流量引

向泛醌的合成方向，但令人吃惊的是，过表达

ispB 反而导致 β-胡萝卜素产量的增加。由于编

码GGPP合成酶的基因 crtE具有序列多样性[44]，

所以在 β-胡萝卜素合成结构基因的起始处应当

选择一个较为有效的 crtE基因。Yoon等[45]表明，

成团泛菌 Pantoea agglomerans 比菠萝泛菌 

Pantoea ananatis中的 crtE 基因效率高，在这个

模块中高效 crtE 控制代谢流走向终产物，β-胡

萝卜素的产量很大程度上取决于 CrtE的活性。 

蛋白翻译速率及表达量和 RBS 的序列密切

相关，并且 RBS 文库可以较大范围地调控基因

表达[46]，故能够通过构建 crtYIB的 RBS文库，

筛选出使 β-胡萝卜素产量较高的菌株，如系统

生物学中崭新的计算方法 RedLibs (Reduced 

libraries)，即在优化代谢路径过程中，理性设计一

种巧妙的组合文库，可以大量减少实验操作[47]。 

目的产物的高产经常被自身酶限制，如较
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低的转化率和副产物的积累，而蛋白质工程能

提供提高酶的特殊性质和底物特异性的方法，

包括定向进化和理性设计[48-49]。定向进化是在

实验室条件下筛选突变基因的理想表现型，易

错 PCR可以产生突变文库，DNA改组被用来重

新组合存在的突变体。蛋白的理性设计建立在

生物信息学的模拟和预测之上，极大地减轻了

科研工作者的筛选任务[50]，遗憾的是，疏水性 β-

胡萝卜素合成酶类均定位在细胞膜上，理化性

质和晶体结构理解不够透彻[51]，用这种方法有

较小的进展。这些理性设计尽管能够适度地增

加 β-胡萝卜素其他模块中代谢流强度，但是忽

略了非特异性的影响，比如中间代谢产物的毒

性，隐藏的代谢途径对主要路径产生竞争，用

于表达的载体对细胞产生不利影响，抑制目标

产物的产量等，而组合调控能够提供更多的机

会来选择样本空间并绕过这些复杂的非线性相

互作用，克服以上这些问题[52]，但组合调控需

要高通量，经常对许多天然产物不适用。 

2.1.4  能量供应的调节 

β-胡萝卜素生物合成能量供给过程分为

ATP途径、TCA循环途径和 PPP途径。ATP和

NADPH是萜类化合物合成的 2个重要辅因子。

生物体中，ATP 通过 ATP 合成酶和电子转移链

生成，电子首先从糖酵解和 TCA循环过程产生

的 NADH 传递到泛醌氧化还原酶，形成电化学

梯度 [53]，最终传递给细胞色素氧化酶。合成

NADPH主要有 3种方式——TCA循环、PPP途

径和 NADH到 NADPH的转换。TCA循环能够

产生ATP和NADH，PPP途径能够产生NADPH，

TCA 循环比其他 2种途径对 β-胡萝卜素产量的

提高发挥更大作用[18]。在 3 种途径中电子传递

需要各种氧化还原酶的参与，为了增加 ATP 和

NADPH的供应，需要利用调控元件来调节基因

操纵子[18,54]。 

Ajikumar 等[21,55]通过多元模块化途径工程 

(Multivariate-modular pathway-engineering) 方法

证明，MVA途径每生产 1 mol IPP，消耗 1.5 mol 

葡萄糖或 3 mol甘油，产生 4 mol NADH (葡萄

糖) 或 7 mol NADH (甘油)，导致细胞体内辅因

子含量极度不平衡，而 MEP途径生产 1 mol IPP 

消耗 1.196 mol葡萄糖或 2 mol甘油，且不产生

额外的 NADH，达到氧化还原平衡。由此可见，

在转化葡萄糖或甘油到 IPP时，MEP途径更有效。 

另一方面，TCA 循环产生 1 mol ATP、2 mol 

NADH、3 mol FADH2相当于 9 mol ATP，但仅

生成 1 mol NADPH。经验证，TCA和 PPP模块

的组合调控产生协同效应而组合调控 TCA循环

与 ATP 途径不产生协同作用，这表明在提高类

胡萝卜素产量方面增加 NADPH 的供应比 ATP

更为重要[18]。 

2.2  宿主菌的基因工程改造策略 

生物反应过程中，要想达到最有效地提高

β-胡萝卜素产量的目的，宿主的生物系统也需要

被优化，如将细胞内碳流导向 β-胡萝卜素生物

合成途径。 

RNAi (RNA interference) 的出现，使生物

合成途径上某些基因如 β-胡萝卜素酮化酶、羟化

酶基因沉默，阻断 β-胡萝卜素的进一步代谢，使

之在细胞内积累[56-57]。由于 β-胡萝卜素具有抗氧

化性，适应性进化已经成功地应用到 S. cerevisiae

中，通过周期性地加入过氧化氢使 β-胡萝卜素

的产量有了 3倍的提高，达到 18 mg/g[56,58]。多元

自动化基因组工程 (Multiplex automated genome 

engineering，MAGE) 可以靶向单细胞染色体的

许多位点，或者在 DNA 复制过程中通过将
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ssDNA导向复制叉的后随链来穿过细胞群，这种

修饰涵盖了基因沉默、表达调控等[52]。随后，可循

迹的多元重组 (Trackable multiplex recombineering，

TRMR) 结合 DNA 合成、重组工程和分子条码

技术快速修饰大肠杆菌的所有基因[59]。 

为改善菌株的生产能力，能够提前鉴定出

需要删除或扩增的基因是十分必要的。一种基于

电脑的基于强化目标流量的通量扫描  (Flux 

scanning based on enforced objective flux，FSEOF) 

技术[60]，在代谢模块中浏览所有的代谢流，以

目标化合物流量的增加作为约束条件，当流量

增加时筛选出该基因，这种计算方法成功地运用

到提高 β-胡萝卜素产量上来，FSEOF 作为一个

全局的策略在全基因组复制过程中筛选目标基

因。随着科技的发展，鉴定需操作基因的计算方

法逐渐增多，多目标进化算法 (Multiobjective 

memetic algorithm，MOMA)[61]，通过代谢调节量

的极小化来确定需敲除的基因；OptForce[62]，通

过比较代谢流的改变来确定目的基因；然而，

双层次的优化方法——OptKnock[63]，利用细胞

生长速率和产物的产生速率相结合来确定敲除

基因，最近又出现了 OptFlux 软件[64]。未来，

这些应用到挖掘目标基因的计算方法，将会在

精确快速提高 β-胡萝卜素产量的研究中发挥重

要作用。 

目标产物的代谢工程常常依赖于质粒，但

质粒系统易丢失且会额外引入抗体，因此染色

体整合成为必要，λ-Red同源重组技术使无质粒

系统的 E. coli能够生产 β-胡萝卜素。近来，出现

一个新颖的策略——化学诱导染色体进化技术 

(Chemically inducible chromosomal evolution，

CIChE)，即在将靶基因整合到染色体的过程中，

减少每次只能整合一个基因的重复步骤。CIChE

允许宿主通过增加目的化合物的浓度来获得一

个高基因拷贝数 (到 40个拷贝) 的表达，并且删

除 recA基因能保证所增加拷贝数的稳定性[65-66]。 

2.3  系统代谢工程提高 β-胡萝卜素产量的全

局性调控  

β-胡萝卜素的合成涉及多种酶，多基因回路

上所有化合物的表达应该被组合起来去优化整

个代谢流。BioBrick™范式能够快速地组合出一

个杂合的类胡萝卜素合成途径，且途径上的每

个酶拥有正确的转换率，然而，BioBrick™组装

不是用高通量的方式构建大量的组合表达，这

对于筛选类胡萝卜素基因的最好组合没有优 

势[58,67]。最近，几种使用同源重组的组装方法，

例如序列和连接独立的克隆  (Sequence and 

ligation-independent cloning，SLIC)、Gibson DNA 

assembly和反复重组 (Reiterative recombination) 

等已经应用到构建多基因回路上 [65,68-69]，这些

方法随机组合途径上的化合物，包括基因、启

动子、RBS 区等，构建出大量的基因组合用

来高通量筛选。多元模块工程  (Multivariate 

modular metabolic engineering，MMME) 是将

一个长而复杂的途径模块化为不同子集，每个

子集包含转换率相同的酶，调控各个子集比调

控整个代谢路径上的所有化合物更加方便高

效 [21]。中间代谢产物过多积累会对细胞产生毒

性，有些是竞争路径的底物，加速竞争路径的

相关反应，因此，中间代谢产物的扩散能够缓

解细胞压力，例如，生物学家通过引入蛋白骨

架在空间上调控 MVA 途径上的酶类来缩小

对扩散作用的限制，使甲羟戊酸产量增加     

77 倍 [70]。 

发酵条件的优化对于全局性调控发挥着不

可比拟的作用，尽管利用系统代谢工程手段构
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建宿主菌来提高 β-胡萝卜素产量已有很大进

步，但对发酵条件优化研究还很少。在对生长

培养基 (如复合培养基、合成培养基等) 进行优

化时，要想检测不同环境下所有成分的组合是不

现实的，Zhang 等[26]使用响应曲面法 (Response 

surface methodology，RSM) 筛选关键化合物的

最优浓度，使类胡萝卜素产量相对于野生菌株

有了几倍的提高。研究发现，对于 β-胡萝卜素

产量的提高，甘油作为碳源优于葡萄糖、半乳

糖、木糖等，并且 1%的甘油和 1%的葡萄糖对

于增加类胡萝卜素的产量优于 2%的甘油[35]。 

3  系统代谢工程改造 β-胡萝卜素工程菌

存在的主要问题及解决思路 

正如前文提到的，许多代谢工程方法可以

提高 β-胡萝卜素产量，但实验操作中会遇到诸

多问题，如：过量表达产类异戊二烯的基因，

会影响细菌体内其他代谢路径，致使菌体不能

正常生长；β-胡萝卜素合成过程有许多副产物如

乳酸、醋酸；β-胡萝卜素是胞内产物，产生后如

何在菌体内大量储存等。 

针对上述各种问题，我们可以从以下方面

着力改进：一是针对 Dxs 是类异戊二烯合成途

径限速酶的事实，对大肠杆菌自身 dxs进行 RBS 

优化，以使 MEP途径上游代谢路径限速酶过量

表达，β-胡萝卜素产量提高 13 倍 (工作尚未发

表)。二是考虑到过表达关键基因可能会导致中

间代谢产物大量积累产生细胞毒性，因此，可

根据 kcat、Km以及 kcat/Km值，在异源菌株中找

出特异性强且比活高的同工酶，将基因引入    

E. coli染色体基因组。三是针对细胞生长过程中

伴随碳源消耗产生大量的乙酸，阻碍细胞生长

的问题，可以考虑给乙酰辅酶 A 合成酶基因 

(acs) 更换强启动子，以使大量乙酸转化为乙酰

辅酶 A，减少乙酸的同时加快 TCA循环，为生

物体代谢提供能量。四是对于胞内产物 β-胡萝

卜素存储问题，我们可以尝试选择一个更为合

适的宿主，有文献报道，解脂耶氏酵母 Yarrowia 

lipolytica 是一种产油酵母，包含一个较大的脂

质体，可以给脂溶性 β-胡萝卜素化合物提供较

为充足的存储空间[56,71]。 

另一方面，对工程菌 β-胡萝卜素合成路径

的优化还需要有更为可行的分析和评估方法，

如完整的蛋白质组、代谢组等，以指导对工程

菌的改造。在系统生物学迅猛发展的今天，生

物信息学计算技术层出不穷，但目前还有很多尚

未应用于 β-胡萝卜素工程菌的构建，如代谢的概

率性调节 (Probabilistic regulation of metabolism，

PROM)，能够直接地、自动地、定量地整合高

通量数据到一个有限制条件的模型 [72]，通过

PROM，将来我们能为 β-胡萝卜素宿主菌构建一

个完整的转录组调控和相应的代谢网络模型，

这种自动化推理方法更精确，更全面；迭代线

性优化法强化代谢 (Enhancing metabolism with 

iterative linear optimization，EMILiO)，计算各

个优化的代谢流反应[73]，在优化代谢流时，可

以定量预测产生最高 β-胡萝卜素产量时的最优

流量范围等。如此多的算法能够更精确地预测

细胞的生理功能，快速地确定需要操作的基因，

大大减少工作量，在提高 β-胡萝卜素产量方面

为我们提供了新思路。 

4  展望 

随着经济的发展、人们的健康意识增强和

对功能性食品的需求不断增加，β-胡萝卜素以其

抗氧化、抗癌变等特性受到消费者的青睐，其
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产量远远无法满足市场需求，建立高效的生产

方法对于促进 β-胡萝卜素的应用具有十分重要

的意义。 

利用系统代谢工程手段构建 β-胡萝卜素高

产菌株，在其合成路径各模块进行组合优化时，

遇到一些瓶颈问题，如，碳通量经常变得不平

衡，这是影响整个代谢体系反应效率的根本，

对于代谢工程或者一个细胞生长体系，整体平

衡调控显得尤为重要，因此，利用基因工程菌

生产 β-胡萝卜素的研究重点应该围绕如何有效

平衡细胞工厂的碳流以及能量供应问题来开

展；此外，由于 β-胡萝卜素合成基因均定位在

细胞膜上，其理化性质及晶体结构研究较少，

这样会阻碍对相关基因的全局调控。未来推广

过程中，成本仍是制约工厂能否大规模生产的

关键因素，应当充分考虑缩减原料成本，用工

农业废渣废气等代替葡萄糖或甘油，以耗费低、

时间短、产量高的标准来生产 β-胡萝卜素；随

着生活水平不断提高，环境保护已成为工业生

产所追求的目标，工业上要求尽可能地减少对

环境如水体、土壤等的污染，以提高生活质量，

所以研究者应当以环境友好型菌株 (如枯草芽

胞杆菌) 作为宿主菌进行基因操作，达到环境无

公害，同时发酵废液应该做合适的处理以求能

够循环利用。 

未来系统代谢工程不仅依赖于新路径的构

建，更重要的是选择合适的调控手段来改善这

些路径，如 RBS 区的改造、密码子优化、Red

两步重组、CRISPR/Cas9 等，结合基因组学、

转录组学、蛋白质组学、代谢组学等一系列数

据及计算技术必能达到平衡调控，使 β-胡萝卜

素的生产更加经济、快速、实用，在食品、医

药、保健等各方面发挥更佳的性能。 
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