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摘   要：单萜类化合物是萜类化合物的一种，一般具有挥发性和较强的香气，部分单萜还具有抗

氧化、抗菌、抗炎等生理活性，是医药、食品和化妆品工业的重要原料。近年来，利用微生物异

源合成单萜类化合物的研究引起了科研人员的广泛关注，但因产量低、生产成本高等限制了其大

规模应用。合成生物学的迅猛发展为微生物生产单萜类化合物提供了新的手段，通过改造微生物

细胞可以得到不同种类的重组菌株，用于生产不同性能的单萜类化合物。文中将围绕单萜类化合

物生物合成途径的设计与改造、高产单萜类化合物底盘细胞的设计与优化等几个方面阐述合成生

物学应用于微生物生产单萜类化合物中的最新策略与进展。 
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Abstract: Monoterpenoids that belong to the terpenoids family are usually volatile and have strong 

aroma. Some monoterpenoids also have antioxidant, antibacterial and anti-inflammatory activities, which 

make them important raw materials for medicine, food and cosmetics industry. In recent years, the 
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heterologous synthesis of monoterpenoids by microorganisms has attracted extensive attention. However, 

its large-scale application is greatly hampered by the low yield and high production cost. Nowadays, the 

rapid development of synthetic biology provides new approaches for enhancing the production of 

monoterpenoids by microorganisms. Different kinds of recombinant strains can be obtained via 

engineering of microbial cells to produce a variety of monoterpenoids with different properties. This paper 

summarized the latest strategies and progress in the application of synthetic biology to produce 

monoterpenoids by microorganisms, including the design and modification of biosynthetic pathway, as 

well as the design and optimization of high-yield monoterpenoids producing chassis cells. 

Keywords: monoterpenoids; metabolic pathway; microorganism; synthetic biology 

 
 

单萜类化合物是指分子骨架由两个异戊二

烯单位构成、含 10 个碳原子的化合物，可以分

为无环单萜、单环单萜、双环单萜及三环单   

萜[1]。单萜类化合物是萜类化合物中分子量最

小的成员，一般具有挥发性和较强的香气，普

遍存在于天然植物中 [2]，因其在药物、生物燃

料和农业等方面的广泛应用以及在精油、香料

生产上的大量需求而受到了人们的极大关注。

比如，作为最大的植物天然产物之一的薄荷醇，

就是环状单萜的一种。目前，薄荷醇的价格为

96.8 元/100 g，市场需求量较大，预计到 2030 年，

全球合成薄荷醇市场规模将增长至 3.09 亿美

元。柠檬烯是另一种具有重要生理学活性的环

状单萜，近几年在我国的市场需求量也呈现逐

年上升的趋势，据调查显示，2020 年全球柠檬

烯市场总值超过了 20 亿元，预计 2026 年可以

增长至 25 亿元。 

研究者发现，单萜类化合物易被人体吸收

然后转移到血液中，具有治疗多种疾病的功能。

例如，左旋薄荷醇具有镇咳、抑菌等作用，外用

可以清凉止痒，内服可以治疗头痛及鼻咽喉炎症

等[3]。香叶醇是一种无环单萜，具有玫瑰香气和

广泛的药理作用，常被用于香水、化妆品和临床

抗癌药物的生产[4]，其价格为 522 元/100 g，市

场需求量也较大，新思界产业研究中心发布的

《2020–2025 年中香叶醇市场分析及发展前景

研究报告》显示，预计 2025 年中国香叶醇需

求量将达到 1 000 t[5]。某些单萜烯及其衍生

物，如单萜蒎烯和柠檬烯，具有较高的燃烧

热值、较低的凝固点，使它们可以成为汽油、

柴油等传统燃料的环保替代品 [6]。此外，还

有一些单萜类化合物，如香芹酚和香叶烯，对

微生物和昆虫的毒害作用比较大，经常被用作

抗生素和杀虫剂 [7]。因此，单萜化合物的高效

合成在工业、农业、医药等领域都具有重要的

意义。 

目前，几种重要单萜类化合物的主要来源

是植物提取或化学合成。单萜类化合物一般存

在于高等植物的分泌组织中，大部分是沸点较

低的挥发油中主要的组成部分[8]，可通过热分

解等方法提取获得。然而，植物提取的方法存

在含量低、植物培养周期长、提取成本高等缺

陷，对生态环境也有较大破坏，无法满足当今

社会绿色可持续生产的要求。随后开发的化学

合成方法，虽然相对提高了单萜类化合物的生

产效率，但反应过程复杂、环境污染风险高。

另外，由于单萜类化合物的分子结构复杂、具

有特异的亲和力，所以化学特异合成以及高效

分离的难度较大。为了解决这些问题，实现单

萜类化合物的绿色可持续合成与应用，研究者
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利用代谢工程、合成生物学和发酵工程等方法，

开发出了具有自组装、反应条件温和、环境友

好特性的生物合成策略，利用微生物来生产高

附加值的单萜类化合物[9]。近年来，多种微生

物 (例如大肠杆菌和酿酒酵母) 已经被用作生

产单萜类化合物的底盘宿主，设计改造为高效

微生物细胞工厂，用于生产不同的单萜[10]，如

柠檬烯和香叶醇。某些单萜类化合物如薄荷醇

虽然微生物合成的报道较少，但其生物合成途

径已经获得解析[11]，具有广阔的生物合成前景。 

合成生物学作为一门多学科交叉科学，使

用合成线路和其他工程组件来实现对动态调节

系统的控制，从而探究自然生物现象，开发新

的细胞功能，极大地推动了代谢工程、生物工

程等研究的发展[12-14]。在天然产物代谢的背景

下，研究者可以利用传感器和调节元件的多样

性，将它们整合到基因网络中，并应用自己的

设计来构建、优化特定的天然产物代谢途径和

宿主细胞[15]。随着合成生物学的发展，越来越

多的代谢工程策略和生物工艺优化方法被应用

于提高单萜的产量[16]。具体案例见表 1。 

1  单萜类化合物的生物合成途径 

与其他萜类化合物的生物合成途径相比，

单萜类化合物的生物合成途径较短，可以分为

3 个模块：从碳源到异戊烯焦磷酸酯 (isopentenyl 

pyrophosphate, IPP) 和二甲基丙烯焦磷酸酯 

(dimethylallyl diphosphate, DMAPP) 的“上游”

合成途径、从 IPP 和 DMAPP 到目标单萜的“中

游”合成途径以及从目标单萜到其他化合物的

“下游”合成途径 (图 1)。 

在“上游”合成途径中，微生物利用碳源

代谢合成 IPP 和 DMAPP 主要是通过两条途

径 ： 4- 磷酸甲基赤藓糖醇  (methylerythritol 

4-phosphate, MEP) 途径和甲羟戊酸 (mevalonate, 

MVA) 途径。MEP 途径已被证实存在于原核生

物、绿藻以及高等植物中，MVA 途径主要存在

于真核生物体内。之后，微生物可以利用 IPP 和

DMAPP 合成香叶基焦磷酸 (geranylpyrophosphate, 

GPP)，通过环化、甲基化等反应进一步合成单

萜类化合物，即本文中所提到的“中游”合成途

径。但是，单萜类化合物在微生物体内往往会

继续被代谢成其他化合物，自动形成了“下游”

合成途径。 

通过将单萜类化合物的生物合成途径进行

模块化分析可以得出目前在微生物中合成单萜

类化合物所面临的主要问题：上游途径的前体

供应不足、中游途径的关键酶限速以及下游途

径的目标单萜发生内源代谢。本文将按照“上、

中、下” 3 个模块对单萜类化合物微生物合成中

的相关研究进行总结，并围绕单萜类化合物生

产中存在的问题及解决策略展开讨论。 

2  单萜类化合物上游合成途径的强化 

如上文所述，本文中所说的上游途径是指

碳源进入微生物体内被代谢合成 I P P 和

DMAPP 的过程 (图 1)。在原核生物中可通过自

身的 MEP 途径合成：以丙酮酸 (pyruvate) 和

3-磷酸甘油醛 (DL-glyceraldehyde 3-phosphate, 

G3P)  为前体，在 5-磷酸脱氧木酮糖合成酶 

(1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase, Dxs) 

催化下缩合形成脱氧木酮糖-5-磷酸 (1-deoxy-D- 

xylulose 5-phosphate, DXP)，5-磷酸脱氧木酮糖

还原异构酶 (1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 

reductoisomerase, Dxr) 催化 DXP 发生分子内

重排和还原反应生成甲基赤藓醇 - 4 - 磷酸 

(MEP)。随后，MEP 经 4-二磷酸胞嘧啶-2-甲

基赤藓糖醇合酶 (2-C-methyl-D-erythritol-4- 

phosphate cytidylyhransferase, Ispd)、4-二磷酸

胞嘧啶 -2-甲基赤藓糖醇激酶  (2-C-methyl-D-  
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图 1  微生物体内的单萜类化合物合成途径 
Figure 1  Biosynthesis of monoterpenoids in microorganisms. 
 
erythritol-4-phosphate kinase, Ispe)、甲基赤藓 

醇-2,4-环焦磷酸合酶  (2-C-methyl-D-erythritol- 

2,4-cyclodiphosphate synthase, Ispf)、甲基赤藓  

醇-2,4-环焦磷酸还原酶 (2-C-methyl-D-erythritol- 

2,4-cyclodiphosphate reductase, Ispg) 和羟甲基-丁

烯 -4-焦磷酸还原酶  (hydroxy-2-methyl-2-(E)- 

butenyl-4-diphosphate reductase, Isph) 5 个酶

的催化反应生成 IPP 和 DMAPP。在真核生物



 
 

张帆 等/单萜类化合物的微生物合成 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

431

中则是通过内源的 MVA 途径进行合成：乙酰

辅酶 A (acetyl-CoA) 在乙酰乙酰辅酶 A 硫

解酶  (acetoacetyl-CoA thiolase, Erg10) 的

催化作用下生成乙酰乙酰辅酶 A，乙酰乙酰

辅 酶 A 在 羟 甲 基 戊 二 烯 辅 酶 A 还 原 酶 

(hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, Erg13)的

催 化 作 用 下 生 成 羟 甲 基 戊 二 酰 辅 酶 A 

(hydroxymethylglutaryl-CoA, HMG-CoA)，HMG- 

CoA 接下来被羟甲基戊二酰辅酶 A 还原酶 

(hydroxymethylglutaryl-CoA reductase, Hmgr) 
还原生成甲羟戊酸  (MVA)，甲羟戊酸在甲羟

戊酸激酶 (mevalonate kinase, Erg12)、磷酸甲

羟戊酸激酶 (phosphomevalonate kinase, Erg8)、

甲 羟 戊 酸 焦 磷 酸 脱 羧 酶  (mevalonate 

pyrophosphate decarboxylase, Mvd1) 以及异戊

烯 焦 磷 酸 异 构 酶  (isopentenyl diphosphate 

isomerase, Idi) 的 催 化 作 用 下 生 成 IPP 和

DMAPP。 

然而，由于仅通过微生物自身的内源反应合

成的单萜产量远不足以用于工业生产。因此，研

究者通过设计和改造微生物的内源代谢途径或

者引入异源代谢途径来优化上游途径模块，以获

得更多的前体物质，从而强化微生物细胞中目标

单萜类化合物的生产能力。 

2.1  内源代谢途径的设计与优化提高前体

供应 

通过设计优化微生物体内的内源代谢途

径，提高前体供应量，是提高单萜类化合物产

量比较常见的策略之一。它的优点是利用微生

物自身的代谢反应，操作相对容易、成功率高。 

大肠杆菌 (Escherichia coli, E. coli) 是微

生物合成中常用的模式菌株，主要通过 MEP 途

径进行类异戊二烯的生物合成，在引入单萜合

酶后可以实现部分单萜化合物的合成[16]。然而，

大肠杆菌内源的 MEP 途径所提供的前体供应

量不足，导致单萜合成产量很低。在 MEP 途径

中，Dxs、Dxr、Idi 被证明是此途径中的限速   

酶[17]。研究者通过启动子工程等过表达限速酶

基因提高其表达水平或引入经密码子优化的高

效外源限速酶等手段，重新设计优化 MEP 途

径，成功地增加了前体供应，从而提高了目标

单萜的产量。例如，Du 等在大肠杆菌中引入编

码香叶基焦磷酸合酶的基因  (gpps) 和柠檬烯

合酶的基因 (ls)，实现了柠檬烯的合成，但产

量仅为 4.87 mg/L。随后，他们通过过表达 MEP

途径中的关键酶 Dxs 和 Idi，使柠檬烯的产量最

终提高至 17.4 mg/L[18]。过表达 MEP 途径中的

关键酶是萜类合成中的常用手段，如 Matthews

等在大肠杆菌中过表达 Dxs，使类胡萝卜素产

量提高了 10.8 倍[19]。 

在 Gibson 组装等技术出现之后，通过把强

度不同的调控元件与目的基因进行装配，可以

获得多样化的改造方案，从而提高了对目标途

径优化的效率[20]。Zou 等通过运用交叉体外重

叠 (cross-lapping in vitro assembly, CLIVA) 的

DNA 组装技术，成功对铁硫簇合成的相关基因

以及 MEP 途径的多个关键酶基因进行了快速

组装，提高了 MEP 途径的代谢通量[21]。 

酿酒酵母  (Saccharomyces cerevis iae ,    

S. cerevisiae) 在萜类化合物的合成中发挥着重

要作用，因其可以利用内源 MVA 途径合成较多

的前体化合物 IPP 和 DMAPP，被广泛用于单萜

类化合物的生产中。例如，芳樟醇是链状单萜

类化合物，具有抗病毒感染、镇静等作用。

Herrero 等在酿酒酵母中表达了来源于仙女扇

的 (S)-芳樟醇合酶的基因，成功引入了芳樟醇

的合成代谢通路，构建了能有效生产芳樟醇的

重组酿酒酵母[22]。芳樟醇在酿酒酵母中的合成

前体来源于 MVA 途径，目前已经发现羟甲基戊

二酸甲酰辅酶 A 还原酶 (Hmgr) 是 MVA 途径 
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表 1  大肠杆菌和酿酒酵母工程菌生产单萜的实例 
Table 1  Examples of Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae engineered to produce monoterpenoids  

Hosts Monoterpenoids Metabolic engineering strategies Titer (mg/L) References 

E. coli Pinene · Adaptive laboratory evolution and overexpression of the efflux pump 166.50 [23] 

· Error-prone PCR and DNA shuffling 

· Creating TIGR libraries and screening 

· Pinene biosynthesis in shake flasks 

α-pinene · Heterologous MVA pathway from Enterococcus faecalis and  

S. cerevisiae 

970.00 [24] 

· GPP synthase from Abies grandis 

· α-pinene synthase from Pinus taeda 

Geraniol · Heterologous MVA pathway from Enterococcus faecalis and  

S. cerevisiae 

2 000.00 [25] 

· GPP synthase from Abies grandis 

· Geraniol synthase from Osmium basilicum 

Limonene · Heterologous MVA pathway from S. cerevisiae 2 700.00 [26] 

· GPP synthase from Abies grandis 

· Limonene synthase from Mentha spicata, codon-optimized and 

truncated 

Myrcene · Heterologous MVA pathway from S. cerevisiae 58.19 [27] 

· Isopentenyl diphosphate isomerase Idi from E. coli 

· GPP synthase Gpps2 from Abies grandis, codon-optimized and 

truncated 

· Myrcene synthase from Quercus ilex, codon-optimized and truncated 

S. cerevisiae Pinene · Erg20 F96W-N127W overexpressed 11.70 [28] 

· Pinus taeda pinene synthase expressed 

· N-terminus truncation (from 2A to 51P) of PtPS (obtaining tPtPS) 

· Idi1 and Maf1 overexpressed 

· Using the strong promoter 

Geraniol · Thmgr and Idi1 overexpressed 1 680.00 [29] 

· Erg20 F96W-N127W overexpressed 

· Tailoring truncation of CrGES 

· Enhancing GPP accessibility for t3CrGES 

Limonene · Catalyzing IPP and DMAPP to NPP (cis-GPP) 917.70 [30] 

· Planting LS that converts NPP to limonene 

· Orthogonal limonene biosynthetic (OLB) pathway composed of 

SlNDPS1 

· Regulating gene erg20 by the glucose-sensing promoter HXT1 

Linalool · Selecting the truncated linalool synthase t67OMcLIS 53.14 [31] 

· The whole MVA pathway overexpressed 

· Introduction of an Erg20F96W/N127W variant 

· Directing evolution of t67OMcLIS 
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的限速酶。Rico 等在酿酒酵母中成功表达芳樟

醇合酶后，通过过表达 3-羟基-3-甲基戊二酸单

酰辅酶 A 还原酶的催化结构域，进一步增强了

该菌株的 MVA 途径，最终使芳樟醇的产量得到

明显提高[32]。Zhou 等为了提高前体化合物 GPP

的合成量，在酿酒酵母中过表达了整个 MVA 途

径，使芳樟醇在酿酒酵母中的产量成功提高到

36.48 mg/L[31]。增强上游途径前体供应是很多萜

类化合物合成的关键步骤，笔者课题组通过过表

达 MVA 途径的关键酶基因，提供了足够的前体，

使最终构建的菌株在摇瓶中产生了 213.7 mg/L

左右的 α-香树脂醇[33]。 

2.2  异源代谢途径的设计与优化提高前体

供应 
除了对微生物的内源代谢途径进行设计改

造之外，研究者们开发出了在微生物体内引入

异源代谢途径或表达多个异源蛋白的方法，提

高单萜类化合物合成的前体供应。这种方法的

优点在于异源代谢途径不易受微生物的内源性

调控，从而达到减少耗损的效果，进而增加前

体 IPP、DMAPP 的供应量。Martin 等首次把异

源 MVA 途径引入大肠杆菌中，使紫穗槐二烯的

最终产量提高了 6.5 倍，达到 112.2 mg/L[34]。

Alonso-Gutierrez 等通过引入编码 MVA 途径的

7 个 全 部 基 因 和 编 码 香 叶 基 焦 磷 酸 合 酶 

(geranylpyrophosphate synthase, Gpps)、柠檬烯

合酶 (limonene synthase, Ls)、细胞色素 P450 酶

的中下游合成基因来改造大肠杆菌，在补料分批

发酵的培养条件下，最终柠檬烯和紫苏醇的生物

合成量分别可累积到 400 mg/L 和 100 mg/L[35]。

Yang 等在大肠杆菌中引入了异源 MVA 途径，

并且共表达了香叶基焦磷酸合酶基因  (gpps2) 

和 α-蒎烯合酶基因  (pt30)，成功构建了带有  

α-蒎烯生物合成途径的工程菌株，在摇瓶和补

料分批发酵条件下，分别累积 α-蒎烯的产量为

5.44 mg/L 和 0.97 g/L[24]。 

虽然在微生物体内引入异源代谢途径能够

有效地提高上游化合物的供应量，但是由于微

生物本身缺乏对异源代谢途径的调控，所以可

能会引起微生物自身代谢通量的失衡，积累对细

胞不利的中间产物，最终产生有害的影响。因此，

上游合成途径的调控可以与中、下游合成途径

的调节结合，以达到最优的代谢调控效果。 

3  单萜类化合物中游合成途径的优化 

单萜类化合物的中游合成途径是指 DMAPP

与 IPP 在香叶基焦磷酸合酶 (geranylpyrophosphate 

synthase, Gpps) 的作用下缩合生成异戊烯基二磷

酸前体化合物-香叶基焦磷酸 (GPP)，然后在单萜

合酶 (monoterpene synthase, Mts) 的作用下通

过环化、甲基化、乙酰化、重排等反应生成各

种单萜类化合物。所以，外源基因的表达在中

游合成途径中起到了关键作用。现代生物技术

和生物工程的快速发展为研究者们提供了不同

来源的基因表达系统，包括细菌、真菌和动植

物细胞等。随着合成生物学的强势加入，可以

进一步改善宿主的合成水平，从而开发了一系

列的单萜高产工程菌株。 

中游合成途径的设计与优化主要包括途径

的解析、关键酶的挖掘与表征，以及这些酶催

化特性的加强等。本文重点对后两个方面进行

介绍。 

3.1  关键酶的挖掘与功能验证 
在中游合成途径中，GPP 的合成与利用决

定了单萜类化合物的最终产量。因此，香叶基焦

磷酸合酶 (GPP 合酶，Gpps) 与单萜合酶作为单

萜合成的关键酶，其挖掘与功能验证是单萜生物

合成过程中的重要环节。 

3.1.1  香叶基焦磷酸合酶的挖掘与功能验证 

香叶基焦磷酸合酶是单萜生物合成途径中
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的限速酶，催化 IPP 和 DMAPP 缩合反应生成

GPP，为单萜类化合物的合成提供直接前体。

绝大多数 Gpps 都是同型二聚体，底物结合位点

包含“DDXXD”和“FQXXDDXD” 2 个区域。

Burke 等第一次从薄荷属植物中分离得到了由 

2 个亚基组成的二聚体 Gpps 蛋白，筛选 cDNA

文库后得到了 gpps 基因的序列[36]。Yu 等从品种

为“738”的薄荷中克隆得到了 gpps基因的全长序

列，对其序列特征、结构和功能等进行生物信息

学分析后，初步比较了 gpps 基因大亚基在薄荷

不同组织中的表达强度，为 gpps 基因表达载体

的构建奠定了基础[37]。 

在大肠杆菌中，Gpps 通常是异源表达。

Burke 等以加拿大红豆杉的 gpps 序列为杂交探

针，从大冷杉  (Abies grandis, A. grandis) 的

cDNA 文库中分离出 4 个具有较高序列同源性

的基因，随后在大肠杆菌中表达时，他们发现

大冷杉来源的 Gpps 可以催化 IPP、DMAPP 只

产生 GPP[38]。此外，Zhou 等发现法尼基焦磷酸

合酶基因 ispa 的突变可以避免法尼基焦磷酸 

(farnesyl pyrophosphate, FPP) 的合成，提高 GPP

的积累量，从而提高单萜类化合物的产量[39]。 

在酿酒酵母中，没有专一的 Gpps，而是由

法尼基焦磷酸合酶  (farnesyl pyrophosphate 

synthase, Fpps/Erg20) 催化 IPP 与 DMAPP 缩合

生成 GPP 之后，继续催化 GPP 与 IPP 缩合生成

FPP。由于 GPP 与 Erg20 的活性位点结合紧密，

几乎不会被释放出来，因而大部分 GPP 进一步

合成了 FPP，导致 GPP 积累不足。因此，对酿

酒酵母内源的 FPP 合酶进行改造或挖掘特异性

强的 Gpps 是增强 GPP 供应的重要措施。Deng

等将啤酒花中的 Gpps 引入到酿酒酵母中合成 

(S)-芳樟醇，最终产量增加了 69.7%[40]。Liu 等

在酿酒酵母中表达了改造后的 Erg20K197G 突变

体，增加了 GPP 的合成量，最终检测到目标产

物香叶醇的产量增加至 36.04 mg/L[41]。 

3.1.2  单萜合酶的挖掘与功能验证 

单萜合酶  (Mts) 是单萜类化合物生物合

成过程中的另一个关键酶，一般来说，它们可

以直接利用微生物体内少量的 GPP 合成相应的

化合物。到目前为止，已经有大量的单萜合酶

被成功鉴定，如柠檬烯合酶、香叶醇合酶、蒎

烯合酶、薄荷醇合酶等。例如，Sarria 等在大肠

杆菌中分别表达了来自大冷杉 (A. grandis)、火

炬松 (Pinus taeda, P. taeda)、欧洲云杉 (Picea 

abies, P. abies)的蒎烯合酶基因，发现来自    

A. grandis 的蒎烯合酶的活性最高，产生的蒎烯

也最多[42]。 

目前，单萜合酶大多来源于植物，如冷杉、

柠檬、罗勒、鼠叶草等。虽然不同来源单萜合

酶的基因序列相似性不高，但是它们都有 2 个

基本的保守基序：“DDXXD”的天冬氨酸富集区

和“NSE/DTE”序列。这 2 个基序都与二价金属

离子的结合有关，进而影响底物活化的水平。 

单萜合酶发挥功能需要二价金属离子的参

与，催化过程包括使 GPP 形成香叶基碳正离子

中间体，然后去质子化形成月桂烯、香叶醇等

无环单萜，或者经过环化、重排、脱氢等反应

形成单环单萜。Kim 等根据文献筛选得到了   

3 个有潜力的月桂烯合酶  (myrcene synthase, 

Ms) 并导入大肠杆菌中进行功能验证，发现只

有栎树来源的 Ms 可以合成月桂烯[27]。Cheng

等利用 UniProt 数据库获得了多种柠檬烯合酶 

(Ls) 的信息，他们选择了柑橘属植物的柠檬烯

合酶 (limonene synthase from Citrus, LSs)、茄属

植物的柠檬烯合酶  (limonene synthase from 

Nightshades, ShLs) 以及藿香属植物的柠檬烯合

酶  (limonene synthase from Agastache rugosa, 

ArLS) 作为候选酶，导入酿酒酵母后，发现只

有截短的 LSs 可以合成柠檬烯[30]。 
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3.2  关键酶的优化  
由于单萜的异源生物合成途径比其他萜类

化合物的途径短得多，所以关键酶对产物积累

的影响更为显著。目前，已经报道了许多提高

关键酶活性和表达水平的策略，比如酶的定向

进化、融合蛋白表达等。 

3.2.1  关键酶的定向进化 

酶的定向进化依赖于随机诱变和高通量筛

选，可以赋予酶更强大的催化效率和有效克服

代谢通量节点的功能。单萜合酶活性和稳定性

的提高有利于从 Fpps中竞争获得更多的必需中

间体 GPP，使碳流流向单萜类化合物，最终提

高目标产物的产量。Tashiro 等通过实验室进化，

在大肠杆菌和蓝细菌中分离出了比野生型酶性

能更好的蒎烯合酶变体，成功将前体化合物

GPP 更有效地引入单萜生产的代谢通道，最终

蒎烯的产量提高至 140 mg/L[43]。该课题组还通

过改造香叶醇合酶 (geraniol synthase, Ges)，提

高了 Ges 的表达水平，使香叶醇产量提高 3 倍左

右[44]。Keasling 团队通过计算机辅助设计对蛇

麻烯合酶 (hempene synthase, Hum) 进行突变

后，促进 Hum 的正确折叠，从而使得 Hum 的可

溶性表达增加，蛇麻烯产量提高了 1 000 倍[45]。 

3.2.2  关键酶的融合表达 

关键酶的融合表达可以增强底物隧道效

应、提高酶的底物浓度和减少底物传递过程的

消耗，是生物工程菌构建中的常用策略。融合

蛋白表达和生物支架的构建是常见的融合表达

手段，在单萜类化合物的合成中也得以应用。 

融合蛋白是一种多功能蛋白质，来源于可能

含有不同酶基因的单核苷酸序列。这种结构使得

一种酶的活性位点面向另一种酶，从而通过连续

的催化生物反应直接引导中间产物。融合蛋白

之间的空间距离降低了底物的传输损失，加快

了反应速率。Sarria 等将来源于 A. grandis、    

P. taeda、P. abies 的 Gpps 和 Ps 分别进行蛋白

质融合，构建了 9 个蛋白质融合体，其中有 5 个

融合蛋白显著提高了蒎烯的产量，最高提高了

52%。微生物利用融合酶系统使化合物实现高

度的局部积累和交换，从而克服必需中间体 

(如 GPP) 渗漏造成的代谢负担，减轻甚至消除

其对宿主的反馈抑制作用和毒性[42]。 

将催化同一代谢途径的酶通过可编程的支

架方式在宿主细胞的特定区域进行空间共定位

也是一种有效的融合表达方式。这一策略可以

平衡整个途径的流量，减轻代谢负担，从而优

化目标产物的产量[46]。 

生物合成支架策略最初受展示底物通道和

可编程核苷酸-蛋白质相互作用的天然合成酶

复合体的启发，典型的 3 种类型是基于核酸的

分子支架、基于蛋白质的分子支架和基于微室

的分子支架。Dueber 等在大肠杆菌中构建了

以肌动蛋白聚合开关 N-WASP 的 GTPase 结合

域 (the GTPase binding domain from the actin 

polymerization switch N-WASP, Gbd)、接头蛋白

CRK 的同源结构域  (Src homology 3 domain 

from the adaptor protein CRK, Sh3) 和接头蛋白

syntrophin 的同源结构域 (the PSD95/DlgA/Zo-1 

domain from the adaptor protein syntrophin, Pdz) 
蛋白为基础的分子支架，在这个支架上连接乙

酰辅酶 A 硫解酶  (acetoacetyl-CoA thiolase, 

Atob)、酶羟甲基戊二酰辅酶 A 合酶 (hydroxy- 

methylglutaryl-CoA synthase, Hmgs) 和 Hmgr 

(甲羟戊酸途径中的 3 个酶)，可以拉近这 3 个酶

的空间距离，然后通过改变分子支架的个数来

优化途径酶的表达量，最终，将甲羟戊酸的滴

度提高了 77 倍，达到 5 mmol/L[47]。Kang 等通

过使用具有极强亲和力但长度较短的“肽对”，

开发了无支架的模块化酶组装体。在大肠杆菌

中，将外源引入的上游 MVA 途径的最后一种酶
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与下游类胡萝卜素途径的第一种酶组装，形成

通路节点，使类胡萝卜素产量增加 5.7 倍；采

用相同的策略使酿酒酵母中番茄红素产量增加

58%[48]。Conrado 等通过基因融合将单个酶转化

为特定结合独特 DNA 序列的锌指结构域，然后

将其表达在带有一个合理设计的包含锌指位点

的 DNA 支架的细胞中，锌指结构域与相应的

DNA 序列特异性结合，使代谢物白藜芦醇、   

1,2-丙二醇和甲羟戊酸的效价分别增加了 5 倍、  

4.5 倍和 2.5 倍[49]。 

虽然生物支架在单萜类化合物生产中的应

用研究尚不多，但在很多萜类化合物的合成中

已有成功应用，为该类化合物的高效合成提供

了很好的借鉴。 

4  单萜类化合物下游合成途径的弱化 

为了减轻单萜类化合物对微生物的毒性，

细胞一般会通过内源性异构化、脱氢或酯化作

用把单萜转化为其他化合物。Ferrara 等发现柠

檬烯在解酯耶氏酵母中会被氧化成紫苏酸[50]；

Chubukov 等也发现柠檬烯会被大肠杆菌有氧

呼吸过程中形成的活化氧氧化成柠檬烯-1-氢过

氧化物  (或柠檬烯-2-氢过氧化物)[51]。Tashiro

等发现酿酒酵母具有将体内的单萜转化为其他

化合物的能力，比如可以将香叶醇转化为芳樟

醇、橙花醇、香茅醇[43]。Pardo 等发现香叶醇在

微生物体内会被转化为乙酸香叶酯，而香茅醇

会被转化为乙酸香茅酯等[52] (图 2)。 

因此，在代谢工程中，通过阻止单萜的体

内生物转化、截断或弱化单萜的下游途径，可

以有效地提高目标单萜的产量。Zhao 等通过分

别敲除 NADPH 氧化还原酶的编码基因 (ore2) 

和醇乙酰转移酶的编码基因 (atf1) 后，降低了香

叶醇的内源代谢，分批发酵后香叶醇的产量分别 

 

 
 
图 2  单萜类化合物在微生物体内的生物转化途径 
Figure 2  Bioconversion pathways of monoterpenoids in microorganism. Orange: from S. cerevisiae, blue: 
from E. coli. 
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提高了 1.7 倍和 1.6 倍[53]。Zhou 等通过敲除与

植物香叶醇脱氢酶高度同源的大肠杆菌体内的

yjgb 基因后，香叶醇的消耗率显著降低，其产

量达到 129.7 mg/L[39]。Liu 等探索了一种逆转

化方法获得了香叶醇的近似理论生产率，他们从

大肠杆菌中鉴定出了乙酰酯酶  (acetylesterase, 

Aes)，可以将乙酸香叶酯转化为香叶醇，在分批

补料发酵条件下香叶醇产量增加至 2.0 g/L[25]。 

5  底盘细胞的改造 

大多数单萜的毒性会抑制底盘细胞的生

长，降低途径酶的生物活性，影响代谢通路的

生产效率，从而最终导致目标单萜的生物合成

量不高。在利用合成生物学技术对单萜异源体

系的上中下游途径各自优化后，单萜产量的持

续增加会加剧产物对细胞的影响，最终导致总

产量不高，限制了其工业化应用。因此，如何

增强底盘细胞的鲁棒性，提高细胞对单萜类化

合物的耐受性也成为了构建高效单萜生产菌株

的关键问题。提高细胞耐受性的方法可以分为   

2 种：增强毒性分子流出的外排工程和提高底盘

细胞对毒性产物的耐受性工程。 

5.1  外排工程 
利用外排泵是减少细胞内有毒化合物积累

和促进下游分离的一种有效策略。Dunlop 等发

现，在大肠杆菌中，AcrAB-TolC 系统作为外排

泵，可以将溶剂、抗生素和其他药物分子通过

双层膜输送到培养基中。该系统由作为内膜转

运蛋白的 AcrB、作为膜融合蛋白的 AcrA 和作

为外膜蛋白的 TolC 组成[54]。Foo 等研究表明，

通过定向进化得到的大肠杆菌天然 AcrB 中   

4 个突变 (N189H、T678S、Q737L 和 M844L) 可

以提高正辛烷和 α-蒎烯的流出效率[55]。其他一

些工程研究集中于 AcrB-TolC 外排泵的调节因

子上，如 Aono 等发现 MarA 是一种转录激活因

子，而 AcrR 是一种转录抑制因子[56]。MarA 的

过表达或 AcrR 的缺失均可显著增强大肠杆菌

中香叶醇的流出。与此同时，在大肠杆菌中引

入异源耐溶剂外排泵也取得了成功。Tomko 等

在筛选了疏水物/两亲物外排泵  (HAE1) 家族

的 43 个非天然泵后，确定了几个可能增加大

肠杆菌在香叶醇、乙酸香叶酯、α-蒎烯和柠檬

烯排出的候选泵[57]。在酿酒酵母中，没有发现

单萜的天然外排泵，但可以引入异源转运蛋白

来运输单萜。异源转运蛋白通常来自具有天然

烃耐受特性的微生物 (如古菌域、恶臭假单胞

菌属、水生海洋杆菌属和博库姆碱杆菌属)。

Wang 等表达了来自古菌域的 ATP 转运蛋白

GcABC-G1，使酿酒酵母对 (+)-3-蒈烯、D-柠檬

烯和 β-蒎烯的耐受性分别增加了 30 倍、7 倍和

3 倍[58]。因此，由相关压力诱导或负责微生物

在高碳氢化合物浓度下存活的转运蛋白，也将

是单萜耐受工程的潜在候选物。 

另外，研究者们开发了一种基于阴离子交

换树脂的智能策略，称为原位产物回收 (in situ 

product removal, ISPR)。这种方法使用一个包含

树脂流化床和生物反应器的柱子，专门捕获有

毒产物并将其从培养基中去除[59]，有利于减轻

化合物毒性对底盘细胞的影响，可以应用于单

萜类化合物的生物合成中。 

5.2  耐受性工程 
外排工程是将胞内产物排到胞外，从而降

低胞内产物的积累，而耐受性工程则是提高宿

主对有细胞毒性产物的抵抗力，这一策略需要

全面了解单萜的细胞毒性机制。Hu 等发现，作

为小的疏水化合物，单萜倾向于粘附或渗透到

细胞膜上，导致膜流动性、渗透性和饱和脂肪

酸比率增加，最终导致膜功能受损[60]。然而，

Brennan 等称，柠檬烯对酵母的胁迫并未导致细

胞膜流动性、结构完整性或脂肪酸组成以及麦
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角固醇生物合成的改变，但观察到细胞壁损伤

以及与细胞壁完整性 (cell wall integrity, CWI) 

信号通路相关的几个基因的上调，表明细胞壁

而非细胞膜是柠檬烯细胞毒性的目标。他们还

通过适应性进化确定，截短蛋白 Tcb3p 可以减

轻细胞壁损伤以及抑制柠檬烯胁迫下的 CWI信

号通路，使酿酒酵母对柠檬烯的耐受性提高了

9 倍[61]。Liu 等观察到柠檬烯氢过氧化物和未氧

化的柠檬烯对大肠杆菌会产生不同的毒性，这

两种细胞毒性所造成的影响可能是由培养条

件、细胞状态、单萜的滴度及其组成决定的[62]。

据报道，在许多情况下，单萜通过活性氧在大

肠杆菌和酿酒酵母中的细胞内积累诱导氧化应

激[63]。例如，柠檬烯提高了抗氧化酶的活性，

并提高了酿酒酵母中抗氧化剂的水平。随后添

加活性氧清除剂，如酿酒酵母的谷胱甘肽和半

胱氨酸以及大肠杆菌的半胱胺和硫脲，显著减

轻了单萜对细胞生长的抑制。然而，Chueca 等

又发现在香芹酚和柠檬醛的合成细胞中，活性

氧使大肠杆菌失活的机理并不遵循与柠檬烯相

同的途径，因为在有氧条件下，既没有观察到芬

顿反应，也没有观察到通过三羧酸循环产生烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸  (nicotinamide adenine 

dinucleotide, NADH)，这表明了单萜细胞毒性机

制的复杂性[64]。同时，通过筛选大肠杆菌基因

库，研究人员发现通过同源重组 DNA 修复和诱

导 SOS 反应来维持 DNA 序列的正确性，可以

提高香叶醇耐受性[65]。 

综上，单萜的细胞毒性机制可能与细胞膜

和细胞壁的损伤或氧化应激有关，但具体机制

尚未解析，许多现有的理论也不一致。鉴于此，

研究者们虽然开发了几种通过操纵外排泵、改

变膜特性和激活应激反应基因来耐受细胞毒性

的策略，但主要还是通过文库筛选而不是理性

设计来确定的。因此，解析单萜细胞毒性的分

子机制并通过理性设计开发减轻细胞毒性的方

法是未来的研究方向之一。 

6  其他策略 

除上述常用策略以外，还有很多可以提高

单萜产量的方法。改变目标产物的合成场所是

一种有效的微生物生产复杂结构天然产物的策

略，比如将目标单萜的代谢途径定位到线粒体

中。Yee 等将香叶醇的合成途径靶向到线粒体，

以防止 GPP 被细胞质中的麦角甾醇途径消耗，

与香叶醇的细胞质生产菌株相比，线粒体香叶

醇生产菌株的产量提高了 6 倍[66]。单萜类化合

物多具有较强的挥发性，所以微生物的培养过

程及条件同样重要，在培养基上层加入有机相，

可以将单萜类化合物萃取到有机相中，既减少

了对细胞的毒害，也降低了因产物挥发造成的

损失[67]。例如，在生产过程中加入邻苯二甲酸

丁二酯作为溶剂后，柠檬烯的最小抑菌浓度与

不加有机溶剂的系统相比提高 700 倍[68]。Liu 等

在发酵时添加了肉豆蔻酸异丙酯，形成两相系

统，减少了产物的挥发，产量有明显提升[25]。 

组合设计与优化也是构建复杂合成系统的 

一种有效策略。Song 等在酿酒酵母中构建了两

条香叶香叶醇  (geranylgeraniol, GGOH) 的生

物合成途径，通过启动子强度微调、整合位点

变异等组合策略，得到一系列 GGOH 产量在

18.45–161.82 mg/L 之间的菌株，最后通过优化培

养基，最高产量进一步提高到 437.52 mg/L[69]。 

随着生物信息学的快速发展，近年来对微

生物天然产物的生物合成途径解析也取得了重

大突破，有利于为单萜类化合物的合成发掘更

具有生产前景的底盘细胞。比如，链霉菌基因

组中包含着极为丰富的天然产物生物合成基因

簇资源，包括单萜类化合物[70]。Yamada 等在工

程链霉菌宿主中对 13 个萜类化合物的合成基
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因簇进行了异源表达，用来研究了对应活性物

的生化特征[71]。综上，我们需要根据不同的生

产需要及目的产物，选择合适的底盘微生物和

合适的策略。 

7  总结与展望 

近年来，单萜类化合物的微生物生产取得

了很大的进展。在早期的研究中，天然的 MEP

途径作为主要的调节目标获得了较大的关注，

大多数研究集中在该途径关键酶的过表达上，

然而单纯依靠这种策略未能实现单萜的工业生

产。引入更强的异源 MVA 途径，弥补了 MEP

途径的不足。该策略随后与一系列优化方法相

结合，例如限速酶的功能改善、代谢流的控制

以及宿主鲁棒性的提高，可以进一步提高生产

效率。 

虽然以上方法很大程度上提高了单萜类化

合物的产量，但目前大多数单萜生物合成离大

规模生产还有很大的距离。为了解决这一问题，

在单萜生产的未来研究中，可以考虑对复杂的

代谢系统进行系统分析，利用合成生物学理念

和技术，结合基因组学、蛋白组学、代谢组学

等方法，从基因改造到过程优化进行系统整合

以更有效地提高目标产物的生产效率和产量。

此外，由于单萜类化合物大多对细胞毒性较强，

限制了其积累，而且微生物耐受高浓度单萜类

化合物的机制也尚不清晰，如何获得可以耐受

高浓度单萜类化合物的底盘细胞也是提高该类

化合物产量的关键之一。通过对不同环境中微

生物的筛选、对已有底盘微生物的诱变，结合

高通量检测方法获得对单萜类化合物耐受性较

强的微生物，并基于此进行分析和改造，可以

进一步阐释微生物耐受高浓度单萜类化合物的

机制，获得高耐受性的工程菌，从而提高单萜

类化合物的产量。在单萜类化合物的合成中，

不仅很多终产物对细胞有较强毒害作用，某些

中间代谢物如 GPP 对细胞也有一定的毒性。在

常规代谢调控中增加了前体化合物 GPP 的合成

量以后，还要关注 GPP 积累造成的毒性，避免

细胞遭受毒害。因此，挖掘更高效的单萜合酶，

提升 GPP 向单萜转化的速率，平衡整个单萜类

化合物的代谢合成通路或充分利用细胞器工程

降低中间代谢物对细胞生长的影响也是以后研

究的重要方向之一。 

综上，合成生物学的发展将进一步为单萜

类化合物的生物合成提供先进的技术手段，将

微生物构建成高效的细胞工厂。微生物底盘宿

主的改造、基因线路从头设计与重构和代谢改

向等，将不仅为单萜类化合物的合成，也为其

他萜类化合物的合成提供思路和借鉴。随着生

产瓶颈和限制因素的不断突破，我们可以预期

单萜类化合物的微生物合成将取得更大的  

发展。 
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