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摘  要 : 作为一种食品安全级的典型工业模式微生物，枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 由于具有非致病性、胞外分

泌蛋白能力强以及无明显的密码子偏爱性等特点，现已被广泛应用于代谢工程领域。近年来，随着分子生物学和

基因工程技术等的迅速发展，多种研究策略和工具被用于构建枯草芽孢杆菌底盘细胞进行生物制品的高效合成。

文中从启动子工程、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

的研究历程，并总结其在生物制品生产中的相关应用，最后对其未来的研究方向进行展望。 
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Strategies and tools for metabolic engineering in Bacillus 
subtilis 

Xueqin Lü1,2, Yaokang Wu1,2, Lu Lin1,2, Xianhao Xu1,2, Wenwen Yu1,2, Shixiu Cui1,2, 
Jianghua Li1,2, Guocheng Du1,2, and Long Liu1,2 
1 Science Center for Future Foods, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 

2 Key Laboratory of Carbohydrate Chemistry and Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 

Abstract:  As a typical food safety industrial model strain, Bacillus subtilis has been widely used in the field of metabolic 

engineering due to its non-pathogenicity, strong ability of extracellular protein secretion and no obvious codon preference. In 

recent years, with the rapid development of molecular biology and genetic engineering technology, a variety of research 

strategies and tools have been used to construct B. subtilis chassis cells for efficient synthesis of biological products. This 

review introduces the research progress of B. subtilis from the aspects of promoter engineering, gene editing, genetic circuit, 

cofactor engineering and pathway enzyme assembly. Then, we also summarized the application of B. subtilis in the production 

of biological products. Finally, the future research directions of B. subtilis are prospected. 

Keywords:  Bacillus subtilis, metabolic engineering, gene editing, gene circuit 

代谢工程旨在构建稳定高效的细胞工厂，并以

廉价且可持续的生物质资源为原料，生产获得包括

化学品、药品、生物燃料、生物材料等在内的各种

产品[1]。常被用于构建细胞工厂的微生物包括酿酒酵

母、大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌、枯草芽孢杆菌等。

其中，枯草芽孢杆菌因为可以自发形成感受态，早

在 1958 年便被开发出了简单高效的化学转化法，自

此之后它便一直被作为革兰氏阳性菌的模式微生物

进行研究，很多非常实用的数据库如枯草芽孢杆菌

转录调控数据库 DBTBS[2]和枯草芽孢杆菌百科

SubtiWiki[3]等也先后建立起来。枯草芽孢杆菌具有清

晰的遗传背景和完备的基因操作工具，且又被美国

食品和药物管理局 (Food and Drug Adminisration，

FDA)认证为食品安全微生物，因此其在代谢工程

领域有着非常广泛的应用[4-5] (图 1)。本文将从启

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

程领域的研究历程，并总结其在生物产品生产中

的相关应用，最后对其未来的研究方向进行展望，

希望可以为相关领域的研究者提供参考。 

1  启动子工程 

代谢工程可以通过改变遗传调控元器件的表

达强度达到优化代谢途径的目的，进而实现目的 
 

 
 

图 1  枯草芽孢杆菌的研究历史及其在代谢工程领域的应用 
Fig. 1  Research history of B. subtilis and its application in metabolic engineering. 
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产物的高效合成。遗传调控元器件主要包括启动

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。启动子是指一段能使基因进行

转录的 DNA 序列，包括核心启动子区 (−35 区、

−10 区) 和调控区域。在转录起始时，启动子与

RNA 聚合酶、调控基因转录的转录因子产生相互

作 用 ， 进 而 控 制 基 因 转 录 的 起 始 时 间 和 程 度   

(图 2A)。通过启动子调控关键基因的表达强度是

控制碳通量流向目的产物合成途径的一种常见且

较为重要的调控策略。 

为了表征枯草芽孢杆菌内源启动子的强度，

Yang 等[6]通过检测绿色荧光蛋白的强度，确定了

枯草芽孢杆菌 114 个内源启动子的表达水平，同

时根据调控蛋白表达时期的不同，将启动子分为

指数阶段、对数中期和早期平稳阶段、滞后对数

和平稳阶段以及平稳阶段 4 种类型。该研究成果

不仅加深了我们对启动子调控策略的理解，同时

也为研究者如何选用合适的启动子提供了较好的

参考。然而，不少研究发现天然启动子的表达强

度有时难以满足实际的需求。为进一步增强启动

子的转录水平，Zhou 等[7]以内源启动子 Pylb 为出

发启动子，通过优化−35 区和−10 区核心区域、上

游的调控序列以及−16 位的序列，使得半乳糖苷

酶的活性提高了 26 倍；Han 等[8]通过多轮突变 Psrfa

启动子中−35 区和−10 区之间的碱基序列进行启

动子文库构建，最终获得突变启动子 PBH4。相较

于起始启动子，PBH4 的转录活性提高近 3 倍。Lu

等[9]新开发的基于 CRISPR 辅助寡核苷酸退火的

启动子改组策略 (CRISPR-assisted oligonucleotide 

annealing based promoter shuffling，OAPS) 能够产

生高比例的正向启动子突变体，利用该策略，最

终使 BLA 淀粉酶的表达量比对照组 (启动子为

P43 启动子) 提高了 260 倍。此外，核心区域的

碱基序列对启动子的转录强度也具有明显的影

响，这种影响主要归因于 RNA 聚合酶与启动子结

合能力的强弱。 

天然启动子往往还存在渗漏表达的情况，在

细胞生长阶段，启动子的渗漏表达，即使少量的

渗漏表达，也会使外源蛋白过早表达，进而容易

抑制细胞的生长。为了解决这类问题，研究者通

常在启动子中加入新的调控位点，构建双重启动

子以实现降低甚至消除渗漏表达的目的。比如，

刘刚等[10]将噬菌体的启动子 φ105 整合在枯草芽

孢杆菌的基因组上，通过突变 cts-52 使启动子仅

受到温度的诱导，再把目的基因插入到 lacZ-cat

盒中，使 lacZ-cat 受到噬菌体启动子的控制 (图

2B)。Zhang 等[11]将启动子 PfadBA 与 λ 噬菌体启动

子和乳糖操纵子进行杂合，获得受转录因子 FadR

严谨调控的新启动子，并利用不同杂合启动子对

脂肪酸乙酯途径的合成模块进行调控，最终使脂

肪酸乙酯的产量提高了 3 倍。另外，对启动子的

结构进行改造使其受到更严谨的调控是消除渗漏

表达的另一种方法，但由于该法需要对启动子本

身的结构特点具有清晰的了解，因此该类方法的应

用受到了限制。此外，通过反义 RNA 抑制 mRNA

的表达也可以实现消除基因渗漏表达的目的。比

如，Castillo-Hair 等[12]利用反义启动子 P3 消除了

受木糖诱导的启动子 Pxyl 的渗漏 (图 2C)。虽然使

用反义转录消除启动子的渗漏表达，无需明确启动

子的结构特点，但需要对反义启动子[13-14] (反向转

录目的基因的启动子) 的活性进行优化。 

为了增强启动子的特异性以及降低启动子之间

的影响，不少研究者构建了合成启动子。比如，基于

−35 区、−10 区、−16 区和上游调控序列，Liu 等[15]

构建了枯草芽孢杆菌的第一个合成启动子文库，

进一步通过统计模型分析，串联双启动子设计出

重组启动子盒，其强度是组成型启动子 P43 的

2.77 倍；Wu 等 [16]将启动子 PgamA 中转录因子

GamR 的结合位点 gamO2 插入到 Pveg 启动子中，

构建了能够响应胞内 6-磷酸氨基葡萄糖的合成启

动子。合成启动子能够在复杂的代谢环境中，使

启动子仅受到目标代谢物的调控，即可实现更精

准的表达。 
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图 2  启动子的结构与调控 
Fig. 2  Structure and regulation of promoter. (A) The structure of promoter and the mechanism of regulating gene 
expression. (B) The schematic representation of the double crossover recombination events. (C) Gene expression 
regulated by antisense promoters. 

 
核糖体结合位点  (Ribosome binding site，

RBS) 在 RNA 翻译成蛋白的过程中发挥着重要作

用。在枯草芽孢杆菌中，Jiang 等 [17]通过 RBS 

calculator 预测对枯草芽孢杆菌的 RBS 进行优化，

结 合 5′UTR 突 变 ， 使 几 丁 二 糖 脱 乙 酰 酶 

(Diacetylchitobiose deacetylase，Dac) 的表达提高

82 倍，达到 1 548.1 U/mL。 

2  基因编辑系统 

因为在微生物菌株的代谢改造中会涉及大量

的基因修饰，如基因敲除、基因敲入和基因突变

等，所以高效可重复的基因编辑工具对代谢工程

来说是必需的。为了实现对于枯草芽孢杆菌基  

因组的连续可重复性编辑，很多基因编辑系统  

被构建出来，按照其作用原理主要可以被分为    

3 类，分别是基于反向筛选标记的基因编辑系统、基

于位点特异性重组 (Site-specific recombination，

SSR) 的基因编辑系统和基于 CRISPR 的基因编

辑系统。 

2.1  基于反向筛选标记的基因编辑系统 

基于反向筛选标记的基因编辑系统主要利用 

了枯草芽孢杆菌自身较强的同源重组能力，直接

使用双链 DNA 片段来对其基因组进行编辑。如

图 3A 所示，其实现过程如下：首先通过 DNA 片

段两侧同源臂与基因组之间的双交换将所需的修

饰引入基因组上，这一过程通常会使用抗性基因

作为筛选标记来获取阳性克隆；为了实现对基因

组的连续编辑，必须将上一步所使用的抗性基因

从基因组上去除，因此会在抗性基因两端加入一

对同向重复序列诱导基因组发生单交换；为了能

够快速获得正确的克隆，会将反向筛选标记与抗

性基因一起置于同向重复序列之间，利用其条件

性致死作用，筛选发生单交换后抗性基因和反向

筛选标记都被除去的克隆。目前枯草芽孢杆菌中

报 道 的 反 向 筛 选 标 记 基 因 主 要 包 括 upp [ 1 8 ] 、

mazF[19]、hewl[20]和 manP[21]等。然而，使用此方

法时，除了要表达抗性基因外，还要表达反向筛

选标记基因，而反向筛选标记基因一般还需要使

用严谨的诱导型启动子表达，因此通常还要表达

相应的阻遏蛋白。这就使得基因编辑时所需的辅

助片段非常大，这对于 DNA 片段的构建是非常

不利的，同时还会降低该片段在转化枯草芽孢杆 
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菌时的效率。 

2.2  基于位点特异性重组的基因编辑系统 

基于位点特异性重组的基因编辑系统同样使

用含有同源臂的 DNA 片段将所需修饰引入到枯

草芽孢杆菌的基因组上，一般也会使用抗性基因

进行阳性克隆的筛选，但是抗性基因的消除过程

则主要依赖于位点特异性重组酶。在该酶的作用

下，两个反向的特异性识别位点之间的 DNA 片

段会发生 180°的旋转，而两个同向的识别位点之

间的片段则会被消除，因此可以不再使用反向筛

选标记基因。比如常用的 Cre/lox 系统[22]，其基

因编辑原理如图 3B 所示：在抗性基因两端加入

了 2 个同向的可以被 Cre 酶识别的重组位点 lox71

和 lox62，这样完成基因编辑后通过诱导 Cre 酶表

达，便可将 lox71 和 lox62 之间的抗性基因去除，

并形成新的重组位点 lox72。虽然 lox72 位点间发

生重组的效率远低于其他 lox 位点之间重组效率，

但是 lox72 之间仍有一定的几率发生重组(约为

lox71 和 lox62 的 10%)[22]。因此，若基因组上残

留有过多的 lox72 位点，那么稍有不慎就会发生

不可知的 DNA 片段倒置乃至缺失。 

2.3  基于 CRISPR 的基因编辑系统 

CRISPR 是成簇的规律间隔短回文重复序列

(Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats)，它是细菌和古菌抵御外来病毒入侵的一

种获得性免疫系统，可以识别并切割特定的 DNA

或 RNA 序列。根据发挥切割作用的效应蛋白的组

成可以将其分为 2 类 (Class)，根据具体的响应模

式又可将其分为 6 种型 (Type)[23]：第 1 类 CRISPR

系统的效应蛋白组成较为复杂，是由多个亚基组

成的蛋白复合体，因此不太适合被用作构建基因

编辑系统；而第 2 类 CRISPR 系统的效应蛋白的

组成则简单得多，都是具有多结构域的单一蛋白，

因此目前基于 CRISPR 的基因编辑系统绝大部分

都是由第 2 类 CRISPR 系统改造而来的。其中应

用最为广泛的则属第 2 类第Ⅱ型的 CRISPR/Cas9

系统[24]，其作用原理如图 3C 所示：首先包含特异

性靶点信息的间隔重复(Spacers-repeats) 序列被转录

为 前 体 CRISPR RNA (pre-CRISPR RNA ，

pre-crRNA)；然后反式激活 RNA (trans-activating 

crRNA，tracrRNA) 会和 pre-crRNA 中的重复序

列发生互补配对，并引导 RNA 酶Ⅲ (Ribonuclease 

Ⅲ，RNase Ⅲ) 对 pre-crRNA 进行切割，形成成

熟的 crRNA；之后 tracrRNA: crRNA 二聚体与

Cas9 蛋白形成的三元复合体可以识别位于前间区

序列邻近基序 (Protospacer adjacent motif，PAM) 

5′端的目标靶点并对 DNA 的磷酸二酯键进行切

割，产生具有平末端的双链断裂 (Double strand 

break，DSB)；最后通过导入特定的同源修复模板，

便可以在修复该双链断裂的同时将所需的修饰引

入到基因组上，同时将原本的识别靶点进行删除

或突变使得该位点不再被切割；由于双链断裂是

致死的，可以像抗性基因一样直接用来筛选阳性

克隆，而且无需再使用和去除抗性基因。实际应

用 中 为 了 进 一 步 对 该 系 统 进 行 简 化 ， 并 避 免

tracrRNA 及 RNase Ⅲ对基因编辑的影响，常常会

将 crRNA 与 tracrRNA 进行嵌合得到单一引导

RNA (Single guide RNA，sgRNA)，这样只需要表

达一个 Cas9 和一个 sgRNA 便可以对选定的 DNA

位点进行切割 (图 3D)。 

枯草芽孢杆菌中已经有很多利用 CRISPR/Cas9

构建的基因编辑系统，如表 1 所示，既可以将 Cas9

和 sgRNA 放置于同一质粒上，也可以将其分开放

置于两个质粒上，甚至可以将它们整合到基因组

上。由于 Cas9 蛋白自身的长度超过 4 000 bp，

加上为了提高转化效率，基因编辑所需的同源模

板也常会被放置于质粒上，所以单质粒的系统质

粒非常大，因此，质粒的构建上可能存在难度。

对于基因组整合来说，为了实现基因组的连续可

重 复 编 辑 ， 完 成 一 轮 编 辑 后 需 要 将 所 使 用 的

sgRNA 和同源模板去除掉，然后再导入下一轮基

因编辑所需的 sgRNA 和同源模板，因此基因组整 
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图 3  枯草芽孢杆菌的基因编辑系统 
Fig. 3  Gene editing system of B. subtilis. (A) Genome editing system based on counter-selectable marker. (B) Genome 
editing system based on site-specific recombination. (C) Genome editing using CRISPR/Cas9 guided by crRNA array 
and tracrRNA. (D) Genome editing using CRISPR/Cas9 guided by sgRNA. (D) Genome editing using CRISPR/Cpf1 
guided by crRNA array. 

 
合的方式不太利于连续的基因编辑，但是该方

式在其他方面具有较好的应用，如预防噬菌体

感染。因此总体而言，目前最佳的解决方案应

该是双质粒系统，在基因编辑过程中 Cas9 的表

达载体可以一直保留，每轮基因编辑只需要转

化另外一个含有不同 sgRNA 和同源模板的质粒

即可。 

除了 CRISPR/Cas9 以外，在枯草芽孢杆菌中

也开发了基于第 2 类第Ⅴ型 CRISPR/Cpf1 (也称

CRISPR/Cas12a) 的基因编辑系统。如图 3E 所示，

Cpf1 不仅可以像 Cas9 一样对 DNA 进行切割产生

双链断裂，也可以对 pre-crRNA 进行加工产生成

熟的 crRNA，而且这一过程并不需要 tracrRNA 的

参与，最后在 crRNA 与 Cpf1 形成的二元复合物

的作用下完成对目标靶点的识别和切割。因此，

Cpf1 更加适合于多个基因的同时编辑。Wu 等[35]

在枯草芽孢杆菌中构建了一个基于 CRISPR/Cpf1

的双质粒基因编辑系统，分别将 Cpf1 和 crRNA

放置到 2 个载体上，同时，为了提高同源重组的

效率，来自格氏嗜盐碱杆菌 Natronobacterium 

gregoryi 的 Argonaute (NgAgo)蛋白也被放置于

Cpf1 载体上 。通 过设计 包含 多个靶 向序 列 的 
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表 1  枯草芽孢杆菌中基于 CRISPR 的基因编辑系统 
Table 1  Gene editing system based on CRISPR in B. subtilis 

Classification Effector Application (efficient) Reference 

Single plasmid 
system 

Cas9 Single gene inactivation (33%–55%) [25] 

Cas9 Knocking out of a 25.1 kb fragment (89%) and a 4.1 kb 
fragment (97%) 

[26] 

Cas9 Single point mutation (100%) and single gene knock-out (100%) [27] 

Cas9 Single gene editing (76%) [28] 

Cas9 Single gene editing (97%) [29] 

dCas9-AID Base editor: three points mutation (100%) and four points 
mutation (100%) 

[30] 

Genome 
integration 

Cas9 Single gene knock-out (100%), double genes knock-out (85%), 
and single gene knock-in (69%) 

[31] 

Cas9 Prevent phage SPP1 infection [32] 

Double 
plasmid 
system 

Cas9 Single point mutation (68%), single gene knock-out (100%), and 
single gene knock-in (97%) 

[33] 

nCas9 Three points mutation (65%), single gene knock-out (80%), and 
single gene knock-in (90%) 

[34] 

Cpf1 Double genes knock-out (100%), six points mutation (100%), 
and single gene knock-in (100%) 

[35] 

 

crRNA 阵列，该系统可以一次性完成双基因敲除、

6 个位点的突变以及单个基因的敲入；而且他们

还设计了一种 crRNA 阵列的构建方法 SOMACA 

(Synthetic oligos mediated assembly of crRNA 

array)，可以直接利用不超过 59 bp 的核苷酸得到

任何需要的 crRNA 阵列，这大大降低了构建

crRNA 阵列的时间成本和经济成本。 

基于 CRISPR 的单碱基编辑器由于不依赖于

双链断裂和同源模板，近年来受到了人们的广泛

关注[36]。通过将胞嘧啶脱氨酶与 DNA 酶活力失

活的 Cas 蛋白突变体 dCas9 或 dCpf1 进行融合，

然后借助 Cas 蛋白的特异性 DNA 识别作用将胞

嘧啶脱氨酶靶向到基因组的特定位点，便可利用

脱氨作用直接将胞嘧啶转化为胸腺嘧啶。最近由

单质粒组成的单碱基编辑器在枯草芽孢杆菌也被

开发了出来，其中 dCas9 和来自八目鳗的诱导激

活 胞 嘧 啶 脱 氨 酶  (Activation-induced cytidine 

deaminase，AID) 构成的融合蛋白 dCas9-AID 由

IPTG 诱导型启动子 Pgrac 驱动表达，所需的

sgRNA 可以通过 Golden Gate 组装到质粒上，利

用该系统可分别以 100%和 50%的效率实现对于 3 个

和 4 个位点的同时编辑[30]。 

当然，上述基于 CRISPR 的基因编辑系统也

存在一些问题需要解决。首先是潜在的脱靶效应，

即 Cas 蛋白可能会结合到与目标靶点序列相近的

位点。这一问题在经典的基于双链断裂的系统中

一般不会有影响，因为在枯草芽孢杆菌等原核生

物中，这些不存在同源模板处的双链断裂是一定

会致死的，所以只有提供了同源模板的选定位点

才能发生有效的基因编辑。但是不依赖于双链断

裂的单碱基编辑系统则很有可能会受到这一问题

的影响。解决脱靶效应可从以下两个方面入手：

一是通过软件算法来优化引导 RNA 的设计，尽量

避免其与非特异性位点的结合[37]；二是对 Cas 蛋

白进行突变，降低其对不完全匹配序列的容忍度[38]。

另外一个问题是目前枯草芽孢杆菌中构建的基于

CRISPR 的基因编辑系统在进行基因敲入时相对

大肠杆菌效率比较低，这可能还是受限于枯草芽

孢杆菌的同源重组效率，而各式各样的 CRISPR

则为我们提供了潜在的解决方案。比如最近报道

的同样也属于第 2 类第Ⅴ型的 CRISPR 相关的转

座酶系统，可以在 Cas12K 蛋白和转座酶 TnsBC

及 TniQ 形成的复合体的作用下以很高的效率将

外源 DNA 片段敲入到基因组的特定位点[39]，将
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来利用这一系统很有可能在枯草芽孢杆菌中构建

一套便捷高效的基因敲入工具。 

3  基于基因回路的动态调控策略 

传统的代谢工程策略，例如强化产物合成途

径和敲除竞争途径，容易造成胞内代谢流失衡以

及中间代谢物积累，导致难以实现目的产物的高

效合成[40]。随着合成生物学的发展，新兴的动态

调控策略则能够动态平衡胞内代谢流，从而使微

生物细胞工厂高得率、高转化率和高生产强度地

生产目的产物[41-42]。基因回路是动态控制胞内代

谢流的核心装置。一个标准的基因回路由信号输

入、能够响应或传递信号的调控元件以及信号  

输出组成。基因回路可以根据输入的信号强弱，

在调控元件的作用下，输出相应的信号，从而实

现对胞内代谢流的实时监测和调控[43](图 4)。其

中，输入的信号可以为胞外的环境扰动 (光照、

温度和 pH 等)、胞内的产物或中间代谢物浓度以

及细胞密度等；输出的信号大多为荧光强度、抗

生素抗性以及目的基因的表达量等[44]。调控元件

是基因回路行使功能的核心元件，目前常用的调

控元件分为两大类：核糖开关和转录因子，它们

能够接收特定的信号分子、控制和调节输出信号

的强弱[45]。 

3.1  响应发酵环境变化的基因回路 

在发酵过程中，发酵参数的变化将直接影响

目的产物的产量与得率，因此，可以通过控制和

改变发酵参数，激活或抑制胞内转录因子的活性，

从而调控相关基因的表达水平，进而改变菌株的

生长与生产状况。目前已经有多个研究表明，基

于发酵参数的基因回路在胞内代谢流动态调控中

的应用可以促进相应化合物的高效合成[46-47]。相

对于传统的化学诱导剂，由于光信号低毒、廉价

且具有即时性，已被广泛地应用于基因回路的构

建。例如，Castillo-Hair 等[12]通过将来源于集胞藻

Synechocystis PCC6803 的光诱导系统 CcaSR 导入

到枯草芽孢杆菌中，使枯草芽孢杆菌获得响应光

信号的能力。CcaSR 系统包含响应光信号的 CcaS

激酶和效应蛋白 CcaR。其中，CcaS 通过共价结

合线性四吡咯发色团藻蓝蛋白 (PCB) 获得响应

光信号的能力，PCB 能够被绿光 (535 nm) 诱导

使 CcaS 激酶处于激发态，CcaS 激酶活化 CcaR

蛋白，CcaR 调控下游基因的转录。而激发态的

PCB 能够被红光 (672 nm) 诱导重新返回无活性 
 

 
 

图 4  基于基因回路的代谢流动态控制 
Fig. 4  Dynamic control of metabolic flow based on gene circuit. 
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的基态，从而解除 CcaR 蛋白的调控效果，达到

动态调节胞内目的基因表达水平的效果。进一步

优化 CcaSR 系统中 PCB、CcaS 和 CcaR 模块的表

达强度，使基于 CcaSR 系统的基因回路在枯草芽

孢杆菌中的动态范围达到 70 倍[12]。 

3.2  响应胞内代谢物的基因回路 

微生物体内存在复杂的调控网络以调控胞内

代谢流的走向。随着组学技术的发展，胞内的代

谢与调控网络逐渐被揭示，而大量响应不同代谢

物的转录调控因子也成功被挖掘出来，并建立了

RegulonDB、Sigmol 和 TRANSFAC 等[48-49]相应的

数据库。这些转录因子可以作为基因回路的核心

元件，被用以构建能够响应不同代谢物的基因回

路进行代谢网络的动态调控。例如，Wu 等[16]基

于响应 6-磷酸氨基葡萄糖 (GlcN6P) 的转录因子

GamR ， 构 建 了 一 系 列 具 有 不 同 动 态 范 围 的

GlcN6P 响应双功能基因回路，并通过此基因回路

动 态 激 活 枯 草 芽 孢 杆 菌 中 乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 

(GlcNAc) 的合成途径，同时动态抑制 GlcNAc 的

竞争途径，最终构建了依赖于胞内 GlcN6P 浓度

的反馈回路，使 GlcNAc 在 15 L 发酵罐上的产量

由 81.7 g/L 提高至 131.6 g/L。 

除了转录因子，核糖开关也被广泛应用于基

因回路的构建。随着指数富集的配体系统进化技

术 (Systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment，SELEX) 的发展，目前已成功筛选出

多种能够响应不同化合物的 RNA/DNA 适配体，

这些 RNA 适配体被设计和构建成为可以响应相

应化合物的人工核糖开关[50]。比如，Deng 等[51]

基于响应凝血酶的 DNA 适配体构建了凝血酶激

活型基因回路，同时基于响应凝血酶的 RNA 适配

体构建了凝血酶抑制型基因回路，从而获得了可

以响应胞内凝血酶浓度的双功能基因回路，进一

步利用该基因回路，动态上调了枯草芽孢杆菌中

2′-岩藻糖基乳糖合成途径基因的表达水平，并动

态下调了竞争途径基因的表达水平，最终使 2′-岩

藻糖基乳糖产量提高了 27.3 倍，达到 674 mg/L。 

3.3  响应细胞密度的基因回路 

响应细胞密度的基因回路——群体感应系统

(Quorum sensing，QS) 是微生物为维持自身种群

数量而调控胞内相关基因表达的转录调控系统，

这些基因包括生长必需基因、形态分化基因和一

些次级代谢产物合成的相关基因等。相对于上述

的两种动态调控策略，群体响应系统不依赖于外

界信号以及胞内的代谢物浓度，仅受到由自身分

泌的自诱导物调控[52]。目前研究得最深入的群体

响应系统是费氏弧菌 Vibrio fischeri 的 LuxI-LuxR

系统：菌株在生长过程中，LuxI 不断地合成自诱

导 物 酰 基 高 丝 氨 基 内 酯  (N-Acyl-homoserine- 

lactones，AHLs)，当菌群生长到一定密度时，胞

外的 AHL 积累并达到浓度阈值，激活 LuxR 蛋白，

LuxR 进一步调控下游基因的表达。Corrêa 等通过

将 LuxI-LuxR 系统引入到枯草芽孢杆菌中，并用

其调控维生素 B12 合成途径相关基因的表达，结

果显示，与组成型表达维生素 B12 合成途径的相

关基因相比，LuxI-LuxR 系统使维生素 B12 的合

成与细胞的生长相耦合，最终维生素 B12 的产量

也得到了相应的提高[53]。枯草芽孢杆菌自身也存

在群体响应系统 Phr60-Rap60-Spo0A。相对于外

源群体响应系统，内源群体响应系统能够避免外

源蛋白导入对细胞造成的代谢负担。Cui 等[54]通

过重构枯草芽孢杆菌自身的群体响应系统构建了

响应细胞密度的双功能基因回路，并利用其动态

上调维生素 K2 合成途径相关基因的表达，同时

下调竞争途径相关基因的表达，最终使维生素 K2

的产量提高了 40 倍，达到 360 mg/L。 

4  辅因子工程 

酶是细胞生长代谢过程中不可或缺的催化元

件，酶的丰度和活性共同决定了物质合成途径中

的代谢流通量。过表达基因可以在一定程度上提

高酶的丰度，但当基因表达量达到一定阈值后，
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酶的丰度与活性却无法呈正相关性，即随着酶丰

度的提高，酶的催化效率却不会随之增加[55]。同

时，大量的基因过表达会给细胞自身代谢带来负

担，其中一个重要的原因就是忽视了辅因子在代

谢途径中的关键作用[56]。辅因子是能结合特定蛋

白并使其能够实现正常催化活性的一类物质，包

括 NADP (H)、NAD (H)、ATP/ADP、GTP/GDP

等。辅因子工程，指的是基于分子生物学、代谢

工程等技术，通过改造、重构胞内辅因子的生成

途径，调节辅因子的胞内浓度与存在形态，平衡

胞内氧化还原平衡、调控能量供给，进而影响关

键酶的催化活性与效率，最终实现代谢通量最高

效、最大值地流向目标代谢途径的一种代谢工程

策略[4]。辅因子工程主要包括增强辅因子生产途

径、平衡辅因子作用形态、重构辅因子生产途径

等改造策略 (图 5)。 

4.1  增强辅因子生产途径 

辅因子供给不足是限制代谢流通量的主要因

素之一，强化胞内辅因子的合成途径，增加所需

辅因子浓度可以较好地解除代谢流通量瓶颈限

制。GMP、GDP、GTP 等辅因子是细胞 DNA 复

制、转录过程中不可或缺的鸟苷核苷类物质，这

类辅因子在细胞内可以通过生化反应实现相互转

化，且 GTP 可以与 ATP 相互转化，并为许多生

化反应提供能量。在枯草芽孢杆菌发酵产岩藻糖

基寡糖的过程中，GTP 不仅提供了能量，而且还充当

了影响代谢合成效率的关键底物——GDP-L-岩藻糖

合成代谢的 GDP 供体。基于此，Deng 等[57]对

GMP、GTP、GDP 生产途径进行了针对性的改造：

强化表达鸟苷酸激酶、核苷二磷酸激酶、黄嘌呤

磷酸核糖基转移酶，用以提高胞内 GTP 的浓度，

最终使 GDP-L-岩藻糖的浓度提高了 3.97 倍。 

4.2  辅因子平衡 

胞内辅因子浓度的相对平衡是实现酶催化效

率最大值的另一重要条件。单方面强化某一辅因

子的供给途径虽能有效地解除代谢流通量限制，

但会因某一种辅因子浓度过高而造成细胞内环境

稳态失衡。NADP (H)、NAD (H) 是胞内具有代表

性的一类辅因子，它们的相对浓度比决定着胞内

的氧化还原状态，而氧化还原平衡是实现发酵过 

 

 
 

图 5  辅因子工程的三大策略 

Fig. 5  Three strategies of cofactor engineering. G6P: Glucose 6-phosphate; GAP: Glyceraldehyde 3-phosphate; G3P：
3-phosphoglycerate; PYR: Pyruvate; AcCoA: Acetyl-CoA; Isc: isocitric acid; Mal: Malate; OAA: Oxaloacetic acid; 
NMN: beta-nicotinamide mononucleotide; RQ: Reduced quinone. Step Ⅰincludes: pgi (glucose-6-phosphate isomerase); 

pfkA (6-phosphofructokinase); fbaA (fructose-bisphosphate aldolase); Step Ⅱ includes: gapB (glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase); pgk (phosphoglycerate kinase); Step Ⅲ  includes: pgm (2,3-bisphosphoglycerate- independent 

phosphoglycerate mutase); eno (enolase); pyk (pyruvate kinase); Step Ⅳ includes: pdhA (pyruvate dehydrogenase E1 

component subunit alpha); acoC (pyruvate dehydrogenase E2 component); Step Ⅴ  includes: endogenous malate 

dehydrogenase; Step Ⅵ includes: BmqO (malate dehydrogenase). 
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程最大化理论得率的一个重要前提条件。当氧化

力与还原力平衡时，目标产物理论得率较高；当

氧化力与还原力失衡时，多余的氧化力或还原力

则会被用于副产物合成、菌体生长等过程，以重

新实现胞内的氧化还原平衡状态。当 NADH 的浓

度较高时，细胞的呼吸耗氧量较高，细胞处于过

氧化状态，底物消耗加快，经济效益降低。以枯

草芽孢杆菌为出发菌株发酵生产 N-乙酰氨基葡

萄糖时，GlcNAc 的合成代谢会导致 NADH 的过

剩，而过剩的 NADH 会被利用于 NADH 依赖性

副产物 2,3-丁二醇等物质的合成[58]。基于此，Gu

等[58]首先在细胞内过表达 NADH 氧化酶来实现

胞内氧化还原平衡，NADH 氧化酶是以 O2 为电子

受体，能够将 NADH 氧化为 NAD+和水，然而，

当使用强组成型启动子 P43 表达 NADH 氧化酶

时，由于氧化酶表达量过多，胞内无法实现氧化还

原平衡，GlcNAc 的发酵产量仅为 0.86 g/L，因此，

进一步利用启动子工程对 NADH 氧化酶进行调节，

使得 GlcNAc 的发酵产量最终达到了 12.46 g/L。 

4.3  重构辅因子生成途径 

表达 NADH 氧化还原酶是平衡胞内氧化还原

力的常用手段之一，但非代谢偶联表达 NADH 氧

化还原酶会导致细胞内能量的紊乱、损耗，进而

影响菌株的生长代谢，无法实现发酵高产量、高

得率、高生产强度的相对统一。重构辅因子生成

途径能有效避免非代谢偶联表达 NADH 氧化还原

酶所造成的胞内代谢紊乱。研究者发现表达不会

产生额外 NADP (H)、NAD (H) 等辅因子的同工

酶来代替部分内源性酶的催化效果，可以在保证

菌株正常生长代谢的同时，实现辅因子的相对平

衡，比如，在产 GlcNAc 的工程菌中重构还原力代

谢途，引入蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus 来源的丙

酮酸铁氧还蛋白氧化还原酶 PorAB、苹果酸脱氢酶

BmqO 以及海沼甲烷球菌 Methanococcus maripaludis 

KA1 来源的甘油醛-3-磷酸脱氢酶 GoR，分别实现

丙酮酸到乙酰辅酶 A、苹果酸到草酰乙酸和甘油

醛-3-磷酸到 3-磷酸甘油酸的催化过程，避免 NADH

的过剩，进而实现胞内氧化还原平衡，最终使 GlcNAc

的发酵产量提高了 4.06 倍[58]。 

尽管许多研究已运用辅因子工程策略对目标

产物代谢合成进行优化，但我们对细胞内复杂的

辅因子平衡调节机制仍知之甚少。且随着合成生

物学的发展，构建非宿主代谢物合成途径已成为

解决资源可持续问题的有效手段[59]，但重构代谢

途径中的酶催化往往需要特定的辅因子，宿主会

存在辅因子供给不足或缺少适合辅因子等代谢瓶

颈限制。因此，揭示辅因子的合成、分布、运输

和调节机制是建立更加高效的辅因子工程策略的

必要条件。 

5  途径酶组装 

通过外源引入合成途径进行高附加值目标产

物的生物合成已成为代谢工程领域的一项基础性

策略，然而，目标产物结构复杂性的提高决定了

产物合成途径所涉及的途径酶种类和数量也随之

增加，进而容易造成宿主细胞代谢失衡，甚至出

现中间代谢产物对宿主细胞产生毒害作用等系列

问题[60-61]。为了研究上述问题，研究者提出了途

径酶组装策略，该策略指的是在空间上将途径酶

进行组装使其形成多酶复合体，提高途径酶和代

谢物的局部浓度，从而提高途径酶的催化效率，

避免中间产物的累积，同时还可以降低中间产物

与宿主细胞其他组分的交叉反应，甚至可以通过

调控关键酶的化学计量比对生物合成途径进行精

准调控[62-63]。伴随着合成生物学的快速发展，途

径酶组装策略因在代谢通量调控方面的独特优势，

目前已成为代谢工程领域的研究热点之一。常用的

途径酶组装策略主要有无支架酶组装[64-65]、DNA

支架[66-67]、RNA 支架[68]、蛋白支架[69] (图 6A)、

真核细胞的物理隔区[70]以及细菌微区室[71] (图 6B) 

等策略。 

迄今为止，在枯草芽孢杆菌中进行途径酶组

装的相关研究还不多，较为经典的一项研究便是

DNA 支架在枯草芽孢杆菌中的有效应用。Liu 等[72]
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通过利用锌指蛋白 ADB3 和 ADB2 的特异性结合

特性将 N-乙酰氨基葡萄糖 (GlcNAc) 合成途径

中的 2 个关键酶——氨基葡萄糖合酶 (GlmS) 和

氨基葡萄糖-6-磷酸乙酰化酶 (GNA1) 共定位在

DNA 支架上，并将两者的化学计量比和酶催化效

率之间的相关性进行了分析和研究，发现 GlmS

和 GNA1 的共定位和化学计量比调控显著提高了

N-乙酰氨基葡萄糖的产量，产量由 1.83 g/L 增至

4.55 g/L。另外，考虑到已报道的支架结构都是通

过质粒外源引入的，容易加重细胞代谢负担或者引

起代谢过程不稳定，为了避免上述问题，Lv 等[73]

尝试着通过活体单分子技术发掘可用于途径酶组

装的细胞自身结构类物质，最终发现枯草芽孢杆菌

质 膜 上 的 功 能 膜 微 域  (Functional membrane 

microdomains，FMMs) 具有较好的时空稳定性，

可以用作组装途径酶的内源性空间支架。之后，

以枯草芽孢杆菌合成 GlcNAc 为例，利用 SPFH 

(Stomatin-prohibitin-flotillin-HflC/K) 结 构 域 将

GlcNAc 合成所需的途径酶依次锚定在 FMMs 上

获取 FMMs-多酶复合物系统 (图 6C)，结合动力

学模型和代谢动力学分析，发现该系统可以形成

一条较完整的底物通道，最终显著提高 GlcNAc

的产量[73]。在此基础上，对该系统，特别是 FMMs

进行了理性改造，发现 FMMs 在细胞质膜上的占

比提高，可以有效增加途径酶的固定效果，增强

代谢流，从而提高产物的合成量，同时还可以提

升细胞的耐受性[74]。 

6  枯草芽孢杆菌底盘细胞的应用 

天然化合物及其衍生物在食品添加剂、功能

营养品等产品的开发过程中扮演者重要的角色，

然而，目前商业用的天然化合物主要依赖于植物

提取，提取率低，无法满足市场需求。通过在微

生物底盘细胞中重构与优化天然化合物的生物合

成途径，可以实现目标化合物的从头合成，为结

构复杂的植物天然化合物的规模化制备提供了新

策略。目前，选择枯草芽孢杆菌作为底盘细胞合

成各类天然化合物已受到诸多研究者的青睐。迄

今为止，通过基因编辑等代谢工程研究策略和技

术手段获取的各类枯草芽孢杆菌底盘细胞已经成

功地合成了众多具有高价值的产品，如鲨肌醇

(Scyllo-inositol，SI)[75-76]、角鲨烯 (Squalene)[77]、

紫穗槐二烯[78]、N-乙酰氨基葡萄糖[58,79-81]、透明

质酸[82]、硫酸软骨素[83]、七烯甲萘醌[54,84]、核黄

素[85-86]等(图 7)。 

其中，鲨肌醇是一种稀有的肌醇立体异构  

体，被认为是阿尔茨海默氏病的有效治疗剂。

Tanaka 等[75,87-88]以枯草芽孢杆菌为出发菌株，开

发出了由肌肉肌醇 (Myo-inositol，MI) 转化生成

鲨肌醇的细胞工厂。第一代 SI 细胞工厂通过敲除

iolR、iolX 和 iolI 三个基因，并引入错义突变 iolE41

构建的细胞工厂，但该工程菌株只能将一半的 MI

转换成 SI；进一步过表达肌醇-2-脱氢酶 IolG 和

鞘氨醇-2-脱氢酶 IolW 而构建的第二代 SI 细胞工 

 

 
 

图 6  酶组装策略 
Fig. 6  Enzyme assembly strategy. (A) Using protein scaffolds to assemble enzymes. (B) Enzyme assembly using cell 
microchambers. (C) Using functional membrane domains for protein assembly. 
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图 7  枯草芽孢杆菌底盘细胞生产的典型天然化合物 
Fig. 7  Typical bio-chemicals produced by B. subtilis 
chassis cell. 
 

厂，可以将 10 g/L 的 MI 完全转化成等量的 SI[88]。

然而，与葡萄糖相比，选择 MI 作为原料势必具

有更低的商业价值。为了使枯草芽孢杆菌可以利

用葡萄糖直接合成 SI，Michon 等[76]将来源于结

核分枝杆菌的编码肌醇-1-磷酸合酶 (MI1PS) 的

基因 ino1 引入枯草芽孢杆菌中，使 6-磷酸葡萄糖 

(G6P) 可以转化为 MI1P，MI1P 在肌醇单磷酸酶 

(IMP) 的作用下被磷酸化为 MI，随后被异构化为

SI，进一步敲除编码嘌呤转运蛋白基因 pbuE 以助

于提高细胞内 MI1PS 催化所需辅因子 NAD+和

NADH 的浓度，同时过表达葡萄糖转运蛋白 GlcP

和葡萄糖激酶 GlcK 提高 G6P 的浓度，最终可以将

20 g/L 葡萄糖转化生成 2 g/L 鲨肌醇。 

作为一种无环的类异戊二烯，角鲨烯是合成

许多生物活性三萜类化合物的重要中间体，具有

抗氧化、增强免疫系统等多种生理活性，被广泛

作为添加剂用于食品和个人护理行业。角鲨烯是

在角鲨烯合酶 (Squalene synthase，SQS) 的作用下，

将两分子焦磷酸法呢酯 (Farnesyl pyrophosphate，

FPP) 催 化 形 成 角 鲨 烯 焦 磷 酸 酯  (Presqualene 

pyrophosphate，PSPP)，随后在辅因子 NADPH 的

作用下，经碳骨架重排形成角鲨烯。最近，Song

等[77]将来不同来源的 4 种 SQS (BaSQS、BmSQS、

PgSQS 和 ScSQS) 引入至枯草芽孢杆菌 168 中，

并上调 MEP 途径中的 8 个基因 dxs、ispD、ispF、

ispH、ispC、ispE、ispG 和 ispA，结合培养温度

和提取工艺的优化，分批补料发酵结果显示，枯

草芽孢杆菌中的角鲨烯产量高达 2 g/L。 

除了用于众多天然产物的合成外，枯草芽孢

杆菌还被用于各种工业酶的开发，如 β-环糊精糖

基转移酶[25,89]、α-淀粉酶[90-91]、L-天冬酰胺酶[92]、

纳豆激酶[93]、氨肽酶[94]等。其中，β-环糊精是一种

通过 β-环糊精糖基转移酶 (β-CGTase) 催化的环

状低聚糖，被广泛用于医药辅料和食品添加剂行

业。Zhang 等[25]采用 CRISPR-Cas9 编辑系统，构

建了包含靶标特异性的 sgRNA、Cas9 和同源修复

模板的多合一敲除质粒，用于敲除枯草芽孢杆菌 

ATCC 6051a 中 与 孢 子 形 成 相 关 的 5 个 基 因 

(srfC、spoⅡAC、nprE、aprE、amyE)，获得的突

变株 ATCC 6051a BS5 在高密度发酵过程中，孢

子萌发率大幅度降低，能够稳定地产生重组蛋白，

胞外分泌的 β-环糊精糖基转移酶 (β-CGTase) 活

性达到 277.8 U/mL。此外，研究者还开发了双启

动 子 PHpaⅡ -PamyQ' 表 达 系 统 ， 使 报 告 蛋 白

β-CGTase 在枯草芽孢杆菌 CCTCC M 2016536 中

的胞外表达量达到 571.2 U/mL[89]。 

碱性淀粉酶在淀粉和纺织工业中在高 pH 条

件下具有水解淀粉的潜在应用，可作为自动洗碗

机和洗衣店洗涤剂的成分。其中，α-淀粉酶能够

水解淀粉和各种其他类型的寡糖中的 α-1,4-糖苷

键，已广泛用于食品、造纸和纺织工业。Ying 等[90]

通过比较枯草芽孢杆菌中 4 种不同启动子(Pgrac、

PxylA、P43 和 Phag) 的表达强度和 3 种信号肽 

(SPEpr、SPYncM 和 SPamyQ) 的分泌效率，发现

采用启动子 PxylA 和信号肽 SPamyQ 表达 α-淀粉酶 

时，大约 90%的 α-淀粉酶可以分泌到培养基中，
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有效提高了 α-淀粉酶在枯草芽孢杆菌中的胞外分

泌能力。除了启动子和信号肽这两类遗传元件外，

伴侣蛋白、二硫键的形成以及折叠质量也会影响

淀粉酶的产生速率和数量[95]。例如，Chen 等[91]

通过过表达 Sec 分泌途径中的脂蛋白 PrsA 和分子

伴侣 DnaK 可以有效提高 α-淀粉酶 (AmyL 和

AmyS) 的分泌效率，在 7.5 L 发酵罐中分批补料

发酵中，重组枯草芽孢杆菌 1A237 分泌的 AmyL

和 AmyS 可分别达到 1 352 U/mL 和 2 300 U/mL。

由此可见，枯草芽孢杆菌作为底盘细胞用于生产

工业酶制剂也具有很大的应用前景。 

7  总结与展望 

枯草芽孢杆菌作为 GRAS 菌株，在食品、医

药、养殖等行业有着极大的应用市场与前景。利

用代谢工程技术对细胞进行目的性改造，构建高

鲁棒性的底盘细胞是提升其工业化应用潜能与范

围的有效策略之一。基于 CRISPR 基因编辑系统，

利用启动子工程、酶工程、辅因子工程、动态调

控等策略可以实现底盘细胞高产量、高得率、高

生产强度的相对统一。然而当前底盘细胞的设计

与构建过程仍较为烦琐，且经过复杂的测试步骤

后也较难获得具有普适性的代谢规律。因此，如

何提高设计-构建-测试-总结这一循环的效率已

成为亟待解决的难题之一。合成生物学、系统生

物学及多学科的交叉结合将成为解决这一难题

的突破口。一方面，人工智能、机器学习与多组学

学科的交叉结合对注释基因功能、解析调控机制、

揭示生命规律提供了保证；另一方面，通过定向进

化、计算工具或从头合成非天然的酶或调控蛋白也

为构建高版本底盘细胞带来了新的机遇。 
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