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摘   要：L-高丝氨酸及其衍生物 (O-琥珀酰-L-高丝氨酸和 O-乙酰-L-高丝氨酸) 是生物合成 L-甲
硫氨酸的前体，同时也是合成多种 C4 化合物 (异丁醇、γ-丁内酯、1,4-丁二醇、2,4-二羟基丁酸等) 
和 L-草铵膦等的平台化合物。因此，发酵法生产 L-高丝氨酸及其衍生物成为近年内研究的热点。

然而，利用生物法合成 L-高丝氨酸及其衍生物仍存在一些不足之处，如发酵产量不高或糖酸转化

率过低等。此外，对 L-高丝氨酸及其衍生物合成的总体代谢和调控机制鲜有报道。本文综述了大

肠杆菌代谢工程改造合成 L-高丝氨酸及其衍生物 O-琥珀酰-L-高丝氨酸和 O-乙酰-L-高丝氨酸的研

究进展，从底物摄取、关键节点碳流分配改造、辅酶 NADPH 的循环供应以及目标产物的外运输

出等方面，系统分析了大肠杆菌全发酵法生产 L-高丝氨酸及其衍生物的代谢途径及改造策略，为

其后续代谢改造及生物法生产提供一定的研究思路。 

关键词：L-高丝氨酸；O-琥珀酰-L-高丝氨酸；O-乙酰-L-高丝氨酸；大肠杆菌；代谢工程  

Advances in the biosynthesis of L-homoserine and its 
derivatives by metabolic engineering of Escherichia coli 
NIU Kun, GAO Liping, GE Lirong, LIU Zhiqiang, ZHENG Yuguo 
 
College of Biotechnology and Bioengineering, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, Zhejiang, China 

Abstract: L-homoserine and its derivatives (O-succinyl-L-homoserine and O-acetyl-L-homoserine) are 

·综  述· 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4386 

precursors for the biosynthesis of L-methionine, and various C4 compounds (isobutanol, 
γ-butyrolactone, 1,4-butanediol, 2,4-dihydroxybutyric acid) and L-phosphinothricin. Therefore, the 
fermentative production of L-homoserine and its derivatives became the research hotspot in recent years. 
However, the low fermentation yield and conversion rate, and the unclear regulation mechanism for the 
biosynthesis of L-homoserine and its derivatives, hamper the development of an efficient production 
process for L-homoserine and its derivatives. This review summarized the advances in the biosynthesis 
of L-homoserine and its derivatives by metabolic engineering of Escherichia coli from the aspects of 
substrate uptake, redirection of carbon flow at the key nodes, recycle of NADPH and export of target 
products. This review may facilitate subsequent metabolic engineering and biotechnological production 
of L-homoserine and its derivatives. 

Keywords: L-homoserine; O-succinyl-L-homoserine; O-acetyl-L-homoserine; Escherichia coli; metabolic 
engineering 

 
 

L-高丝氨酸 (L-homoserine, L-HS) 又名 2-
氨基-4-羟基丁酸，广泛应用于 γ-丁内酯、L-高
丝氨酸内酯、1,4-丁二醇等化合物的合成，并可

以作为合成农药草铵膦的原料[1]。L-高丝氨酸作

为一种非必需氨基酸，存在于细菌的肽聚糖中，

也是微生物细胞内多种必需氨基酸，如 L-苏氨

酸、L-异亮氨酸和 L-甲硫氨酸等生物合成的中

间代谢产物[2]。传统的 L-高丝氨酸生产方法主

要是化学合成法，但该方法存在反应步骤长、

反应条件苛刻和安全性低等问题，逐渐被取代。

由于对气候变化和环境问题的日益关注，用于

化学品绿色生产的生物合成技术越来越受到关

注，特别是近年来合成生物学的发展，更为 L-
高丝氨酸及其衍生物的生物合成提供了有效的

代谢工程改造策略[3-8]。通过代谢途径的理性设

计和代谢改造，已实现了多种氨基酸的发酵法生

产，如 L-苏氨酸、L-赖氨酸和 L-谷氨酸等。与化

学合成法相比，微生物发酵合成氨基酸具有工艺

环保、成本低、生产效率高等优点，逐渐成为氨

基酸生产的主流方式[9]。大肠杆菌 (Escherichia 
coli) 和 谷 氨 酸 棒 杆 菌  (Corynebacterium 
glutamicum) 作为重要的工业微生物，已被用于

生产 L-天冬氨酸家族氨基酸，如 L-苏氨酸和 L-

异亮氨酸，从而显示出生产 L-高丝氨酸的巨大

潜力[10]。相较于谷氨酸棒杆菌，大肠杆菌因具

有清晰的遗传背景、繁殖迅速、高效的基因操

作和相对简单的培养条件，而被大多科研工作

者选作底盘菌株。因此，大肠杆菌 L-高丝氨酸

高产菌株的代谢改造具有重要的研究意义。 
O-乙酰-L-高丝氨酸 (O-acetyl-L-homoserine, 

OAH) 和 O-琥珀酰-L-高丝氨酸 (O-succinyl-L- 
homoserine, OSH) 是 L-高丝氨酸下游代谢合成

的重要衍生物，分别由高丝氨酸乙酰基转移酶 
(由 metX 编码) 和琥珀酰基转移酶 (由 metA 编

码) 催化生成[11]。前者的酰基供体为乙酰-CoA，

后者的酰基供体为琥珀酰-CoA。在微生物代谢

过程中，OAH 和 OSH 可以合成多种 C4 化合物，

在工业生产琥珀酸、1,4-丁二醇、高丝氨酸内酯、

γ-丁内酯、2,4-二羟基丁酸及其衍生物等化合物

过程中占据重要地位[12-13]，同时也是合成含硫

和含磷氨基酸的重要前体物质，如 L-甲硫氨酸、

L-草铵膦等。由于汽油价格的上涨、石油储量

的枯竭和发酵成本的降低，OSH 和 OAH 有望

成为一系列 C4 化学品的生物合成平台。随着基

因编辑技术的发展和代谢工程理论的完善，人

们已深入研究利用大肠杆菌发酵合成 L-高丝氨
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酸及其衍生物[14-17]。本文介绍了 L-高丝氨酸及

其衍生物的生物合成途径，并进一步综述了该

类氨基酸生物合成的途径改造策略及相关研究

进展[18-19]。 

1  L-高丝氨酸及其衍生物的代谢合

成途径 
生物法合成 L-高丝氨酸 早是通过谷氨酸

棒杆菌发酵生产 L-苏氨酸和 L-赖氨酸的过程中

获得的，该菌株在含 80 g/L 玉米浆和 150 g/L
蔗糖的培养基中发酵 72 h， 终得到 14.5 g/L 的

L-高丝氨酸。在大肠杆菌中，以葡萄糖为底物合

成 L-高丝氨酸的代谢途径如图 1 所示，菌株首先

通过磷酸转移酶系统 (phosphotransferase system, 
PTS) 吸收葡萄糖，后经糖酵解途径 (glycolytic 
pathway, 又称 Embden-Meyerhof pathway, EMP) 
转化为磷酸烯醇式丙酮酸 (phosphoenolpyruvate, 
PEP)，一部分 PEP 转化为丙酮酸 (pyruvic acid, 
PYR)，并进一步代谢为乙酰-CoA (acetyl-CoA) 
进入三羧酸循环 (tricarboxylic acid cycle, TCA 
cycle)，另一部分转化为天冬氨酸家族氨基酸的

前体——草酰乙酸  (oxalacetic acid, OAA)。
OAA 首先在天冬氨酸转氨酶 (由 aspC 编码) 
作用下转化为天冬氨酸，然后分别在天冬氨酸

激酶 (由 thrA、metL 和 lysC 等基因编码)、天

冬氨酸半醛脱氢酶 (由基因 asd 编码) 和高丝

氨酸合成酶 (由 thrA 和 metL 基因编码) 作用下

催化为 L-高丝氨酸[20]。L-高丝氨酸会进一步和

乙酰-CoA 在高丝氨酸乙酰转移酶 (由 metX 编

码) 的作用下生成 OAH；琥珀酰-CoA 在琥珀酰

基转移酶 (由 metA 编码) 的作用下生成 OSH。 

2  大肠杆菌代谢工程改造合成 L-高
丝氨酸及其衍生物的研究进展 

基于 L-高丝氨酸及其衍生物的重要用途，

近年来国内外研究团队对其生物法合成开展了

大量的研究工作，进展如表 1 所示。目前虽然

在底物利用、代谢途径中关键节点的改造、代谢

途径中反馈抑制的解除、辅酶 NADPH 的循环供

应、产物外运系统的增强等方面已开展了大量研

究工作，但其发酵产量尚未达到工业化水平。 

2.1  底物的选择和摄取途径的改造 
葡萄糖是大肠杆菌 适宜的发酵底物，大

肠杆菌通常利用自身的 PTS 系统摄取葡萄糖，

但此过程在吸收 1 分子葡萄糖转化为葡萄糖-6-
磷酸的同时，会消耗 1 分子 PEP 转化为 PYR，

从而消耗了合成 L-高丝氨酸的前体，使其理论

转化率降低。当大肠杆菌在以葡萄糖为唯一碳

源培养基中生长时，PTS 系统会消耗细胞内约

50%的可用 PEP，而其他酶，如 PEP 羧化酶、

PYR 激酶、UDP-N-乙基葡萄糖胺烯醇转移酶和

3-脱氧-D-阿拉伯庚酮糖-7-磷酸合成酶 (DAHP 
synthase) 所催化的反应分别消耗约 16%、15%、

16%和 3%的剩余 PEP[33-34]。因此，采用非 PTS
系统取代 PTS 葡萄糖转运系统可以有效利用葡

萄糖，提高 L-高丝氨酸前体 PEP 的供应，提升

底物转化率。但实验发现 PTS 系统的破坏会影

响菌株的生长，为解决该问题，本团队在敲除

PTS 系统的大肠杆菌中引入半乳糖渗透酶系统 
(galP-glk 系统)，发现过表达 galP，并且利用原

位启动子替换将 glk 启动子替换为 Ptrc 启动子

后，可以增强菌体对葡萄糖的利用率，稳定菌

体生长，提高 L-高丝氨酸产量，摇瓶中 L-高丝

氨酸产量提高了 19%，达到 6.27 g/L[11]。 
改变碳源也是增加目标产物的一种方法，

除葡萄糖外，不少研究学者还尝试采用其他底

物合成高丝氨酸及其衍生物。Hong 等通过过表

达 scrKABR 操纵子以利用蔗糖作为碳源发酵生

产 OSH，其糖酸转化率为 0.66 g/g，接近氨基

酸工业化生产水平[1]。本团队也开展了以蔗糖 
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图 1  L-高丝氨酸及其衍生物合成途径 
Figure 1  Biosynthesis pathway of L-homoserine and its derivatives. Glu: glucose; G6P: 
glucose-6-phosphate; PEP: phosphoenolpyruvate; PYR: pyruvate; LAC: lactic acid; Ace-CoA: acetyl-CoA; 
ACE: acetic acid; OAA: oxaloacetic acid; CIT: citric acid; ICL: isocitric acid; α-KG: α-ketoglutaric acid; 
SuCoA: succinyl-CoA; SUC: succinic acid; FUM: fumaric acid; MAL: L-malate; GLU: glutamic acid; ASP: 
L-aspartic acid; ASP-P: aspartyl-phosphate; ASP-SA: L-aspartate-4-semialdehyde; HS: homoserine; OSH: 
O-succinyl-L-homoserine; OAH: O-acetyl-L-homoserine; LYS: lysine; THR: threonine; 6PGL: 
6-phosphogluconic acid; MET: methionine; galP: encoding galactoside symporter; ptsG: encoding 
α-glucoside PTS system EⅡCB component; glk: encoding glucokinase; zwf: encoding glucose-6-phosphate 
dehydrogenase; pykA/pykF: encoding pyruvate kinase; ldhA: encoding lactate dehydrogenase; ppc: encoding 
phosphoenolpyruvate carboxylase; pck: encoding phosphoenolpyruvate carboxykinase; pyc: encoding 
pyruvate carboxylase; PDH: encoding pyruvate dehydrogenase; pta: encoding phosphate acetyltransferase; 
ackA: encoding acetate kinase; gltA: encoding citrate synthase; sucAB: encoding α-ketoglutaric acid 
dehydrogenase; sucC: encoding Succinate dehydrogenase; sucD: encoding succinyl-CoA synthetase; aceA: 
encoding isocitrate lyase; aceB: encoding malate synthase; iclR: encoding IclR family transcriptional 
regulator; lacI: encoding LacI family transcriptional regulator; rhtA: encoding inner membrane transporter; 
gltBD: encoding glutamate synthase; aspC: encoding aspartate aminotransferase; aspA: encoding aspartate 
oxidase; lysC: encoding aspartate kinase; thrA: encoding aspartokinase Ⅰ and homoserine dehydrogenase Ⅰ; 
metL: encoding bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase; asd: encoding aspartate-semialdehyde 
dehydrogenase; lysA: encoding diaminopimelate decarboxylase; thrB: encoding homoserine kinase; rhtB: 
encoding homoserine/homoserine lactone efflux protein; eamA: encoding O-acetylserine/cysteine efflux 
transporter; metA: encoding homoserine-O-succinyltransferase; metX: encoding homoserine-O- 
acetyltransferase; metB: encoding O-succinylhomoserine lyase; pntAB: encoding proton-translocating 
NADP+ transhydrogenase; sthA: encoding NADP transhydrogenase; fpr: encoding NADP+ reductase; fabI: 
encoding enoyl-[acyl-carrier protein] reductase. 
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表 1  代谢工程改造 L-高丝氨酸及其衍生物的研究现状 
Table 1  Summary of production of L-homoserine and its derivatives by metabolic engineering 
Chassis cell Genotype Titer (g/L)  Yield (g/g)  Reference 
E. coli W3110 ΔJIB* ΔthrB ΔmetA ΔlysA ΔiclR ΔptsG ΔgalR 

ΔlacI::Ptrc-rhtA Ptrc-rhtA Ptrc-eamA Ptrc-metL 
Ptrc-thrA Ptrc-glk Ptrc-gltB/pACYC-pyc-thrA-lysC 

37.57 (HS, 5 L 
fermentor)  

0.31 [21] 

E. coli BW25113 ΔmetA ΔlysA ΔthrB ΔlacI 
ΔsthA::Ptac-pntAB ΔldhA ΔpoxB ΔpflB 
ΔfliK::Ptac-rhtB ΔyeeJ::P119-rhtB ΔptsG::P119-glk Δ 
galR::P119-zglf ΔompT:: Ptac-ppc ΔiclR 
ΔyjiV::Ptac-aspC-gdhA/pS95s-thrA* asd aspA 

84.10 (HS, 5 L 
fermentor)  

0.50 [22] 

E. coli W3110 Ptrc-ppc Ptrc-aspA Ptrc-thrAfbr Ptrc-pntAB PfliC-thrB 60.10 (HS, 5 L 
fermentor)  

0.42 [23] 

E. coli W3110 ΔlysA ΔmetA ΔthrBC ΔiclR ΔgltA ΔpykA 
ΔpykF/pKK-miniPtac-thrA 

35.80 (HS, 7 L 
3fermentor)  

0.35 [24] 

E. coli W3110 ΔlacI ΔlysA ΔthrBC ΔmetA 
ΔtdcC/pBRmetL–pNrhtA 

39.54 (HS, 15 L 
fermentor)  

0.29 [25] 

E. coli W3110 ΔmetI ΔmetJ ΔthrB ΔmetB ΔmetA ΔlysA Ptrc-metL 
Ptrc-ppc ΔiclR/ PACP-Ptrc-thrA*lysC*pyc* and 
PSCR-Ptrc-scrA scrB scrK 

11.10 (HS, shake 
flask)  

0.16 
 (sucrose) 

[20] 

C. glutamicum ATCC 
13032 

ΔmcbR ΔthrB ΔmetD Psod-lysCT311I Psod-asd 
Psod-hom Psod-pycP458S  Δpck::Psod-aspC 
Psod-brnFE/ pEC-thrAS345F 

8.80 (HS, shake 
flask)  

0.09 [26] 

E. coli W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔmetB ΔthrB 
Ptrc-metL/pTrc99A-metA-yjeH-thrAfbr 

102.50 (OSH, 5 L 
fermentor)  

/ [27] 

E. coli W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔmetB ΔthrB ΔsucD Ptrc-thrAfbr 
Ptrc-sucA Trc-metL/pTrc99A-metA11-yjeH 

24.10 (OSH, shake 
flask)  

0.61 [28] 

E. coli W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔmetB 
Ptrc-metL/pTrc99A-metAfbr-thrAfbr-yjeH 

9.31 (OSH, shake 
flask)  

0.47 [29] 

E. coli W3110 ΔmetB ΔthrB ΔmetA ΔlysA  
Pppc::PM1-46/pTrc-M18TLA pACYC-ADAEFLm 

62.70 (OAH, 7.5 L 
fermentor)  

0.45 [30] 

E. coli W3110 ΔmetJ ΔmetI ΔmetB ΔthrB ΔmetA ΔlysA ΔlacI:: 
Ptrc-rhtA ΔiclR Ptrc-metL Ptrc-thrA Ptrc-rhtA 
Ptrc-eamA J23100-glpD /pTrc99A-metXcg 

9.42 (OAH, shake 
flask)  

0.31 [31] 

C. glutamicum 
ATCC13032 

∆mcbR ∆metD ∆thrB ∆NCgl2360::Psod-thrAS345F 
∆NCgl2688  ∆metY ∆pck::Psod-aspC Psod-pycP458S 
Psod-lysCT311I Psod-asd Psod-homV59A 
Psod-brnFE-icdM1V-dapAM1V 
∆NCgl2688::PNCgl1676-metXr ∆Cas9 
∆recET/pEC-thrAS345F-PNCgl1676-metXr 

17.40 (OAH, 5 L 
fermentor)  

/ [32] 

“/”means no data. 
 

为底物发酵合成高丝氨酸的研究，在大肠杆菌

中过表达蔗糖代谢基因 scrA、scrB 和 scrK，发现

菌株在摇瓶中的高丝氨酸产量达到了 11.1 g/L，
高于利用葡萄糖时的发酵产量[20]。虽然蔗糖代

谢基因的导入对菌株本身造成了一定的负担，

但实验发现蔗糖作为碳源进行发酵时更利于菌

株的生长与产物的合成。除此之外，随着生物

柴油产业的发展，粗甘油作为生物柴油的一种

副产物，其产量越来越高，价格也日趋下降[35]。

本团队考察了以甘油为底物代谢合成 OAH 的

可行性，在前期构建的葡萄糖利用菌株基础上，

过表达与甘油转运和降解相关的基因，并修饰

甘油氧化途径，可以使大肠杆菌很好地利用甘

油进行生长，且 OAH 在摇瓶中的发酵水平达到

9.21 g/L[36]。因此，除葡萄糖外，其他廉价底物

的有效利用也是 L-高丝氨酸及其衍生物工业化
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开发过程中需要研究的重点方向。 

2.2  代谢途径中关键节点的改造 
2.2.1  PEP-PYR-OAA 节点的代谢分配 

在大多数细菌中，EMP 途径和 TCA 循环

是碳源中心代谢的主要途径，是碳水化合物分

解为 PEP、PYR 和乙酰-CoA 的主要途径，为细

胞的合成提供能量和前体物质。TCA 循环在分

解代谢和合成代谢中发挥双重作用，它催化乙

酰-CoA 完全氧化为 CO2，并为生物合成提供前

体代谢物、ATP 和 FADH2
[37]。如图 1 所示，上

述途径由 PEP、PYR 和 OAA 三个节点连接，

涉及系列反应，在 EMP 途径中，PEP 和 PYR
终产物通过生成乙酰-CoA (氧化丙酮酸脱羧

获得) 和 OAA (C3-羧化获得) 进入 TCA 循环。

在糖异生条件下，TCA 循环中间产物 OAA 或

苹果酸 (malic acid, MAL) 又可以通过脱羧作

用  (C4-脱羧) 转化为 PYR 和 PEP。因此，

PEP-PYR-OAA 节点又为糖异生提供了直接前

体，是与新陈代谢中心碳流分布高度相关的切

换点。合理调控关键节点处的代谢分配是提高

目的产物生物合成的关键。 
在 PEP-PYR-OAA节点处生成 OAA的有限

可用性可能是 L-高丝氨酸合成的瓶颈，OAA 是

合成 L-天冬氨酸家族氨基酸 (包括 L-高丝氨酸) 
的关键前体，文献中已报道增强 OAA 含量可以

促进 L-高丝氨酸的合成[24,38]。在大肠杆菌中，

由 PEP 羧化酶 (由 ppc 编码) 催化的补缺途径

是 OAA 的重要来源[39]。Zhang 等将 Ptrc 启动子

介导的 ppc 基因整合到大肠杆菌基因组中过表

达该基因，增加了从葡萄糖到 OAA 的碳通量，

所得菌株生物量显著提高，且 L-高丝氨酸的产

量提高了 61.1%[23]。本团队分别通过原位启动

子替换和质粒导入的方法过表达了 ppc 基因和

抗反馈基因 pyccg
P458S (编码 PYR 羧化酶)，实验

结果表明 ppc 基因的过表达使 PEP 到 OAA 的

代谢通量增加；pyccg
P458S 基因的过表达能将部

分 PYR 转化为 OAA，使副产物乙酸的积累显

著下降，当分别过表达 ppc 和 pyccg
P458S 基因时，

高丝氨酸摇瓶产量为 5.5 g/L 和 4.4 g/L，将两个基

因进行叠加时，高丝氨酸产量提高至 5.9 g/L[20]。 
乙醛酸循环途径作为 TCA 循环中的回补

途径，可以将异柠檬酸 (isocitric acid, ICL) 直
接转化成延胡索酸 (fumaric acid, FUM) 和苹

果酸 (MAL)，加快中心碳代谢到目标产物的转

化。IclR (异柠檬酸裂解酶抑制因子，由 iclR 编

码) 是乙醛酸循环途径中的转录调控因子，该

因子会抑制途径中相关基因的表达，敲除 iclR
基因可以解除乙醛酸循环途径关键基因的转录

负调控作用[3,40]。为了将更多的碳代谢通量引入

L-天冬氨酸合成途径中，本团队对 iclR 基因进

行了敲除。发酵结果显示敲除 iclR 基因的菌株

生长并未受到影响，这表明敲除 iclR 基因没有

对菌株的 TCA 循环造成负面影响，而解除乙醛

酸循环途径关键基因的转录负调控作用后，该

循环增强，TCA 循环中的无效循环减弱，提高

了关键前体 OAA 的供应，从而使菌株合成 L-
高丝氨酸的水平提高[11]。 
2.2.2  天冬氨酸前体的供应 

L-天冬氨酸是大肠杆菌中 L-高丝氨酸及其

衍生物生物合成的关键前体。L-天冬氨酸可由 3 个

酶催化的三步反应合成 L-高丝氨酸，第一步反

应由 L-天冬氨酸转化生成 L-天冬氨酸磷酸，该

反应由 3 种天冬氨酸激酶同工酶催化，即天冬

氨酸激酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ (AKI、AKⅡ和 AKⅢ)，分别

由基因 thrA、metL 和 lysC 编码，这 3 种酶的活

性分别受到 3 种不同代谢支路产物的抑制，但

在这 3 种同工酶中，AKI 的胞内含量远高于其

他两种酶[41-42]。第二步反应由 L-天冬氨酸磷酸

转化生成 L-天冬氨酸-β-半醛，该步骤由天冬氨

酸半醛脱氢酶 (Asd，由 asd 基因编码) 催化完
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成，所需辅酶为还原型辅酶Ⅱ (NADPH)。第三

步反应由 L-天冬氨酸-β-半醛进一步转化生成 L-
高丝氨酸，该步骤由高丝氨酸脱氢酶 (由 thrA、

metL 编码) 催化完成，所需辅酶也是 NADPH，

同时，L-天冬氨酸-β-半醛还会被二氨基二庚酸

脱羧酶 (由 lysA 基因编码) 催化生成副产物 L-
赖氨酸。以上酶催化反应中，基因 thrA 和 thrB、

thrC 属于同一个操纵子，即苏氨酸操纵子，由

同一个启动子转录，它的转录受到先导序列

thrL 的调节。因此理论上，L-高丝氨酸的产率

应随 L-天冬氨酸碳通量的增加而增加。 
在大肠杆菌中，L-天冬氨酸可以通过天冬

氨酸氨基转移酶 AspC (由 aspC基因编码) 催化

的转氨作用由 OAA 形成，或者通过天冬氨酸氧

化酶 AspA (由 aspA 基因编码) 催化的胺化作用

由 FUM 转化合成[43-44]。AspC 催化的反应通常

用于生产 L-天冬氨酸衍生的产物，该反应与 α-
酮戊二酸  (α-KG) 的还原相结合产生 L-谷氨 
酸[43,45-46]。L-天冬氨酸通过固定 1 mol CO2 后由

AspC 途径获得，可以得到 L-高丝氨酸的 高理

论得率 2 mol/mol 葡萄糖， 高糖酸转化率为

1.32 g/g 葡萄糖，其化学反应方程如式 (1) 所示[22]。

而通过分析发现，以该路径获得 高理论得率

2 mol L-高丝氨酸需要消耗 6 mol NADPH，远高

于 1 mol 葡萄糖代谢所产生的还原力 (2 mol 
NADH)，因此该路径存在严重的还原力不足 
问题，从而导致 L-高丝氨酸无法达到 高理论

得率。 
Glucose+6 NADPH+2 CO2= 
2 L-Homoserine+2 NADH            (1) 
与上述途径相比，AspA 催化的反应被认为

是 AspC 催化的有效替代反应。葡萄糖经过代

谢 终生成乙酰-CoA 后进入 TCA 循环，产生

的 FUM 通过 AspA 途径得到 L-天冬氨酸，该途

径 L-高丝氨酸理论得率为 1 mol/mol 葡萄糖，

理论糖酸转化率为 0.66 g/g 葡萄糖，其化学反

应方程见式 (2)[22]。 
Glucose+2 NADPH=L-Homoserine+2 CO2+ 
5 NADH+FADH2                   (2) 
通过分析发现在该途径中消耗 2 mol 

NADPH，可生成 5 mol NADH 和 1 mol FADH2，

还原力大量剩余。因此，如果将上述两条途径

结合，用 AspA 途径生成的还原力弥补 AspC 途

径还原力的不足，则可以获得相对平衡的还原

力，是理想的 L-高丝氨酸合成途径，其化学反

应方程如式 (3) 所示[22]。 
2 Glucose+8 NADPH=3 L-Homoserine+ 
7 NADH+FADH2                   (3) 
在该反应中没有碳原子损失，L-高丝氨酸

的理论得率是 1.5 mol/mol 葡萄糖，糖酸转化率

为 0.99 g/g 葡萄糖。 

目前文献中对前体 L-天冬氨酸的合成途径

已经做了大量研究[45,47]。Zhang 等为了增加 L-

天冬氨酸的供应，将 Ptrc 驱动的 aspA 基因整合

至基因组中，菌株的 L-高丝氨酸产量提高了

58.6%[23]。Piao 等通过 TCA 循环的还原分支设

计了一株大肠杆菌来合成 L-天冬氨酸和 β-丙氨

酸，在底盘菌中过表达 ppc 基因来强化 PEP 羧

化酶，增加了前体 OAA 的供应，通过过表达

aspC 基因固定 CO2，并通过氧化还原与谷氨酸

脱氢酶 (GdhA) 平衡，驱动 α-KG 和 L-谷氨酸

循环并再生 NADPH， 终可得到 L-高丝氨酸

高理论产量 2 mol/mol 葡萄糖[48]。研究表明，

在分别过表达 aspC 和 aspA 基因时，L-高丝氨

酸产率分别为 0.42 g/(L·h) 和 0.94 g/(L·h)，在

同时过表达 aspC 和 aspA 基因后，可平衡两条

途径中的还原力，使 L-高丝氨酸生产效率提高

至 1.69 g/(L·h)，并产生 81.2 g/L 的 L-高丝氨酸[22]。 

2.2.3  代谢副产物调控 
L-高丝氨酸在野生型大肠杆菌中不易积

累，需要通过阻断或弱化竞争及降解途径使 L-
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高丝氨酸在菌株发酵过程中得到积累[49]。天冬

氨酸-β-半醛是生物合成 L-赖氨酸和 L-高丝氨酸

的中间体，因此，L-赖氨酸的生物合成会与 L-
高丝氨酸的合成竞争碳通量。同时，L-高丝氨

酸作为代谢中间体，也是 L-甲硫氨酸和 L-苏氨

酸的共同前体[50]。通过敲除或弱化编码高丝氨

酸琥珀酰转移酶的 metA 基因以及编码高丝氨

酸激酶和苏氨酸合成酶的 thrBC 基因可以减少

L-高丝氨酸的进一步代谢，提高其合成效率。

Li 等将敲除 lysA 和 thrBC 基因的大肠杆菌

W3110 进行培养，发现当无外加必需氨基酸时，

菌株无法生长，表明基因敲除成功，在培养基

中添加 L-赖氨酸、L-苏氨酸以及 L-甲硫氨酸后，

发现有少量 L-高丝氨酸的积累，进一步对 L-高
丝氨酸的运输系统进行了改造，并通过质粒

pBR322 过表达代谢途径中的 metL 基因，在 15 L
发酵罐中发酵得到 39.54 g/L 的 L-高丝氨酸，糖酸

转化率达到 0.29 g/g 葡萄糖[25]。本团队在构建初始

菌株时，成功敲除了 lysA 和 thrB 基因，构建获得

了 L-高丝氨酸合成菌株，摇瓶产量从 1.85 g/L 提

高到 2.01 g/L，细胞干重为 0.33 g/g CDW[21]。 
由上述研究可知，敲除副产物氨基酸合成

途径虽然可以提高目标氨基酸的产量，但所构

建菌株大都为营养缺陷型，需要在发酵期间额

外添加必需氨基酸以保证菌体的正常生长，这

无疑增加了发酵成本，也会对氨基酸的发酵调

控过程造成一定的困难[51]。因此，除了敲除副

产物氨基酸代谢途径外，采用启动子工程将原

始启动子静态弱化或动态调控也是目前重要的

研究方向。Zhang等在以野生型大肠杆菌 W3110
为底盘菌株构建 L-高丝氨酸生产菌株时，为不

破坏 thrABC 操纵子的天然结构并实现 thrB 和

thrC 的弱化，将该操纵子的启动子替换为不同

强度的弱启动子，但发现启动子的替换同时会

引起 L-高丝氨酸合成关键基因 thrA 的弱化，故

在出发菌株基因组中先整合 1 个拷贝强启动子

Ptrc 调控的 thrAC1034T (解除 L-苏氨酸反馈抑制)。
发酵结果表明，菌株在不添加 L-苏氨酸的培养

基中能够生长，说明 thrABC 启动子替换为弱启

动子未造成其 L-苏氨酸缺陷，并且有效降低了

thrBC 的转录，进行摇瓶发酵积累了 1.5 g/L L-
高丝氨酸[52]。 

动态调控的方式有人工诱导的动态调控和

细胞自主诱导的动态调控。人工诱导的动态调

控是指在人工控制的物理或化学信号 (如光、

温度和化学诱导剂等诱导因子) 存在下，利用

响应该信号的启动子等元件调控代谢途径下游

基因的表达[53]。目前在酶制剂、有机酸和氨基

酸等的代谢合成过程中均有广泛地应用[54-55]。

人工诱导的动态调控虽操作方便，可以实时控

制，但也存在一定的缺陷，如在封闭或无氧系

统中，由于大范围细胞受光不均匀，光诱导强

度不均一和添加诱导剂为细胞非吸收物质时，

会使诱导持续进行，导致反应不可逆或损害菌

体。细胞自主诱导的动态调控有响应胞内代谢

物的启动子、转录因子和核糖核酸开关以及群

体感应系统。Long 等设计了群体感应基因线路

动态调控 α-酮戊二酸脱氢酶 (由 sucAB 基因编

码) 活性，以 PesaS 启动子取代 sucA 基因的天然

启动子。不存在高丝氨酸内酯 (acylhomoserine 
lactone，AHL) 时，PesaS 启动子可与转录调节

子 EsaRI70V 结合，触发该启动子引导的目的基

因转录，AHL 含量随着细胞浓度的增加而增加，

当 AHL 浓度达到一定阈值可与转录调节子

EsaRI70V 结合，阻碍 PesaS 与转录调节因子结合，

抑制目的基因转录，进而用于调节 α-酮戊二酸

脱氢酶活性，改造后的菌株经补料分批发酵后

的反式-4-羟基-L-脯氨酸产量达 43.2 g/L，为对

照菌的 2.75 倍[56]。 
在大肠杆菌中，OSH 由 metA 编码的高丝
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氨酸琥珀酰基转移酶专一性催化合成，包括高

丝氨酸-γ-羟基的激活和琥珀酰-CoA 的酰基化

过程。在此过程中若无碳原子损失，则 高理

论转化率为 0.75 mol/mol 葡萄糖， 高理论糖

酸转化率为 0.91 g/g 葡萄糖。但在其合成过程

中，存在多条副产物合成途径，从而降低其理

论转化率。例如，L-苏氨酸的合成会与 OSH 竞

争前体物质 L-高丝氨酸，因此有必要阻断或降

低 L-苏氨酸的代谢通量。此外，由 metB 基因编

码的胱硫醚-γ-合成酶可以将 OSH 分解生成半

胱氨酸，通过敲除 metB 基因可以阻断 OSH 的

降解途径。琥珀酰-CoA 是合成 OSH 的重要底

物，高丝氨酸琥珀酰基转移酶 (MetA) 首先激

活 L-高丝氨酸上的羟基，再将琥珀酰基基团转

移至被激活的 L-高丝氨酸上， 终合成 OSH。

在 TCA 循环中，由 sucAB 基因编码的 α-酮戊二

酸脱氢酶可将 α-KG 转化成琥珀酰-CoA，进一

步由 sucCD 基因编码的琥珀酰-CoA 合酶将琥

珀酰-CoA 降解为琥珀酸，sucAB 和 sucCD 是影

响琥珀酰-CoA 合成过程中重要的基因[57]。据报

道，单独敲除 sucD 基因能够增加胞内琥珀   
酰-CoA 的含量，用于提高己二酸的产量[58]。本

团队以 L-高丝氨酸生产菌株为底盘菌株，通过

敲除 thrB 基因来阻断 L-苏氨酸的生物合成，敲

除 metB 阻断 OSH 的降解，构建 OSH 高产菌株，

通过发酵优化使 OSH 产量达到 102.5 g/L[27]。

同时，本团队研究了前体琥珀酰-CoA 对 OSH
生产的影响，发现敲除 sucD 基因和过表达 sucA
基因，虽然增加了前体琥珀酰-CoA 的供应，但

该操作阻断了菌体的中心代谢 TCA 循环，严重

影响了菌体的生长，即使发酵过程中补加了琥

珀酸，但仍然使 OSH 产量降低[28]。 

2.3  代谢途径中反馈抑制的解除 
在大肠杆菌中，参与 L-高丝氨酸代谢合成

的多数基因都会受到其终端代谢产物的反馈调

控。如图 2 所示，L-高丝氨酸代谢途径中的 thrA、

metL、lysC、asd 和 metA 基因的转录受转录因

子 MetJ 的负调控作用[59]；关键基因 thrA 的转

录水平受到 L-异亮氨酸与 L-苏氨酸的协同反馈

阻遏调控[60]；基因 lysC 的转录水平受到 L-赖氨

酸的反馈阻遏调控；基因 metL 的转录水平受到

L-甲硫氨酸的反馈阻遏调控；基因 asd 的转录 
水平受到 L-赖氨酸、L-甲硫氨酸和 L-苏氨酸 3 个

氨基酸的共价反馈阻遏调控。分子生物学的发

展使得在分子水平上研究氨基酸生物合成的代

谢调控成为可能，thrA 和 lysC 的反馈抑制表达的

机制已在大肠杆菌遗传水平上得到解释[61]，反馈

抑制天冬氨酸激酶Ⅲ的机制，已经在其三维蛋

白质结构上得到阐明[62]。这些信息可作为合理

酶修饰的理论基础，使用遗传方法进行酶的变

构调节，使得它们失去对抑制剂的敏感性，同

时它们的活性不受位点修饰的影响甚至可以增

强其活性。在染色体上，由于 thrABC 这 3 个基

因相邻排列组成了 thrABC 操纵子，thrBC 是 L-
苏氨酸合成的关键基因。苏氨酸的过量积累会

反馈抑制 AK I 的活性，其抑制机制是变构的并

且与 L-天冬氨酸竞争，该酶的表达还受到过量

积累的 L-异亮氨酸的协同阻遏；L-甲硫氨酸的

过量积累会反馈抑制 AK Ⅱ的活性；L-赖氨酸的

过量积累会反馈抑制 AK Ⅲ的活性，抑制作用

是完全的，其抑制机制是非竞争性和协同作用。

生物信息学分析表明，AK Ⅲ可能是AK I和AK Ⅱ
的原型[63]。高丝氨酸脱氢酶 I 也被 L-苏氨酸部

分抑制，但抑制机制是非竞争性的[60]。此外，

AK Ⅲ和高丝氨酸脱氢酶 I 含有相同的区域，L-
赖氨酸和 L-苏氨酸对高丝氨酸脱氢酶 I 均具有

一定的抑制作用[64]。在获得 AK I 和高丝氨酸脱

氢酶 I 的高分辨率结构之前，抑制机制仍然不

清楚。在代谢改造过程中，可以通过突变编码

酶的基因实现其抗反馈抑制作用[65]。 
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图 2  L-天冬氨酸到 L-高丝氨酸关键基因的反馈抑制 
Figure 2  Feedback inhibition of key genes involved in the reactions converting L-aspartic acid into 
L-homoserine. FUM: fumaric acid; ASP: L-aspartic acid; ASP-P: aspartyl-phosphate; ASP-SA: 
L-aspartate-4-semialdehyde; HS: homoserine; OSH: O-succinyl-L-homoserine; OAA: oxaloacetic acid; LYS: 
lysine; THR: threonine; ISO: isoleucine; OAH: O-acetyl-L-homoserine; MET: methionine; MetJ: MetJ family 
transcriptional regulator; aspA: encoding aspartate oxidase; aspC: encoding aspartate aminotransferase; lysC: 
encoding aspartate kinase; metL: encoding bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase; thrA: 
encoding aspartokinase I and homoserine dehydrogenase I; asd: encoding aspartate-semialdehyde 
dehydrogenase; metX: encoding homoserine-O-acetyltransferase; metA: encoding 
homoserine-O-succinyltransferase; metB: encoding O-succinylhomoserine lyase. 

 
 
本 团 队 对 编 码 抗 反 馈 抑 制 AK I 的

lysCcg
C932T 基因和编码抗反馈抑制 AK Ⅲ和高丝

氨酸脱氢酶 I 融合蛋白的 thrAC1034T 基因进行了

过表达，以提高产物 L-高丝氨酸的合成速率，

发酵产量从 5.9 g/L 提高到 8.6 g/L，且乙酸、草

酰乙酸和 α-酸酮戊二酸的积累下降[20]。Kim 等

使用随机突变和代谢工程等组合策略，已经构

建了一系列能够高产 OSH 的菌株[66]。Kim 等以

E. coli W3110 为底盘菌，通过敲除 metB、thrB

和 metJ 和过表达抗反馈抑制的 metAfbr 基因后，

获得 OSH 摇瓶发酵产量为 1.8 g/L[67]。Hong 等

以 L-苏氨酸高产菌株 E. coli FTR2533 为出发

菌株，在阻断 OSH 的降解途径后，通过过表

达 metA 和抗反馈抑制的 thrAfbr 基因，增强了

L-天冬氨酸的代谢途径， 终在含蔗糖培养基

的 1 L 发酵罐中发酵 25 h 后得到 100 g/L 的

OSH[1]。  

E. coli W3110 细胞本身不含有高丝氨酸乙

酰转移酶 MetX，研究者将外源 metX 基因转入

产 L-高丝氨酸菌株中， 终得到产 OAH 菌株，
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但 metX 受到多水平调控机制的严格控制[68-69]。

例如，metX 在谷氨酸棒杆菌中的表达被转录调

节因子 McbR 严格下调，而其活性被 S-腺苷甲

硫氨酸和 L-半胱氨酸抑制 [69]。更重要的是，

MetX 的活性受到 终产物 OAH 的强烈反馈抑

制，极大地限制了 OAH 的生物合成[70]。因此，

寻找一种高效的 MetX 对大肠杆菌中 OAH 的合

成至关重要。对酶进行理性设计或半理性设计以

改善其热稳定性、增加活性和改进选择性，进而

提高目标产物产量是目前研究的常用方法[71-73]。

Kase 等分离出了谷氨酸棒状杆菌 L-甲硫氨酸类

似物耐受突变体，该突变体可产生 10.5 g/L 的

OAH[74]。Willke 等利用代谢工程技术在 E. coli

中阻断了 OAH 的降解途径并引入不受反馈调

控的 metX 基因，利用葡萄糖在摇瓶培养条件

下，发酵得到 6.5 g/L 的 OAH，该菌株在补料

分批培养条件下产生 55 g/L 的 OAH[75]。Wei 等首

先通过敲除 metB、thrB 和 metA 等基因，并进一

步过表达反馈不敏感的 thrA 基因，重建了 OAH

代谢途径，在摇瓶发酵 48 h 后产生了 1.68 g/L   

的 OAH，并发现有高丝氨酸、赖氨酸以及乙酸

等副产物的积累，后通过敲除 lysA 基因，OAH

产量提高了 33.93%，进一步通过不同的人工启

动子调节元件调控 ppc 基因的表达，过表达反

馈不敏感的 lysCcg 基因，使 OAH 产量提高到

4.61 g/L，另外有 2.44 g/L 的高丝氨酸积累，副

产物乙酸降低了 43.2%。 后通过对迈氏钩端

螺旋体 (Leptospira meyeri) 来源的 MetX 进行

酶分子改造并结合 OAH 代谢途径的改造， 终

在 7.5 L 发酵罐中经过 60 h 的葡萄糖补料发酵

得到 62.7 g/L 的 OAH，糖酸转化率达到 0.45 g/g

葡萄糖，是目前报道的 OAH 发酵产量 高的菌株，

也是补料分批发酵中糖酸转化率 高的菌株[30]。 

本团队在改造 OAH 发酵菌株的过程中，对途径

中 thrA 基因进行脱敏，解除了途径中 L-异亮氨

酸与 L-苏氨酸的协同反馈阻遏调控，并结合关

键酶 MetX 的代谢改造和调控，使 OAH 摇瓶发

酵产量从原来的 6.24 g/L 提高至 13.18 g/L，糖酸

转化率提高至 0.33 g/g 葡萄糖[76]。若不考虑碳原

子损失，OAH 的 高转化率为 1 mol/mol 葡萄

糖，理论糖酸转化率为 0.89 g/g 葡萄糖，但由

于整体代谢过程中还原力平衡、能量供应、副

产物合成等问题的存在，使糖酸转化率远未达

到理论水平。 

2.4  辅酶 NADPH 的循环供应 
在胞内代谢反应的过程中，辅酶 NADPH/ 

NADP+等是胞内能量传递的重要物质，为细胞

生物合成与分解反应提供氧化还原载体，因此

控制胞内辅酶平衡是维持细胞正常代谢，实现

目标代谢物高效生产的重要前提[77-79]。 

在 L-高丝氨酸及其衍生物合成过程中，高

丝氨酸脱氢酶和天冬氨酸半醛脱氢酶催化的反

应需要辅酶 NADPH[52]。研究证明，过表达吡

啶核苷酸转氢酶编码基因  (pntAB) 可有效促

进 NADPH 的再生，已成功应用于 L-赖氨酸、

L-缬氨酸等氨基酸的代谢改造中，提高目标代

谢物的产量[80-82]。如图 3 所示，与 NADPH 生

物合成相关的基因有 zwf、fpr、fabI、pntAB 和

sthA 等，研究表明过表达 pntAB 可显著提高大

肠杆菌生产 L-高丝氨酸的能力 [22-23,52]。PntAB

酶活性的提高可以显著增加 NADPH 的代谢通

量，但在代谢过程中酰基 -ACP/CoA 会对

PntAB 酶产生反馈抑制，因此，研究学者尝试

动态调控 fabI 基因以降低烯酰基-ACP 还原酶

的表达水平，从而减轻该抑制提高 NADPH 通 
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图 3  辅酶 NADPH/NADP+相关代谢途径[83] 
Figure 3  Metabolic pathways related to regeneration of NADPH/NADP+[83]. ydbK: encoding 
pyruvate-ferredoxin oxidoreductase; fpr: encoding ferredoxin/flavodoxin--NADP+ reductase; fabI: encoding 
enoyl-ACP reductase; udhA: encoding soluble transhydrogenase. 
 
 

量[84-85]。由 udhA 基因编码的可溶性反氢酶会消

耗代谢过程中所产生的 NADPH，因此，降低

UdhA 酶表达水平可以增加 NADPH 通量[85]。如

图 3 所示，降低 zwf 基因编码的葡萄糖-6-磷酸

脱氢酶水平会激活 SoxRS 调控的 NADPH 库，

并增加丙酮酸铁氧还蛋白氧化还原酶  (YdbK) 
的表达，导致乙酰-CoA 通量增加[86]。此外，通

过 YdbK 氧化丙酮酸生成的还原铁氧还蛋白可

用于还原NADP+ (通过 fpr基因编码的铁氧还蛋

白 NADP+还原酶的作用)，这可使 NADPH 通量

增加[87-90]。Li 等构建了 ydbK 和 fpr 缺失菌株，

结果表明 ydbK 和 fpr 的敲除，确实会引起

NADPH 通量升高[87]。中国科学院微生物研究

所于波课题组系统地分析了大肠杆菌中 L-高丝

氨酸的代谢网络，设计了一条由葡萄糖发酵高

产 L-高丝氨酸的辅酶平衡路线。采用乙醛酸循

环途径作为 TCA 循环的回补途径，提高延胡索

酸到 L-天冬氨酸的通量，并以此满足代谢过程

中的氧化还原平衡，进一步通过微调途径中

aspA、aspC 和 pntAB 基因的表达来平衡辅酶供

应，构建了一株 L-高丝氨酸高产菌株，在补料

分批发酵中 L-高丝氨酸产量达到 84.1 g/L，生

产效率和糖酸转化率分别达到 1.96 g/(L·h) 和
0.50 g/g，是目前报道的 L-高丝氨酸 高发酵水

平[22]。综合上述研究可知，在 L-高丝氨酸及其

衍生物细胞工厂构建过程中，胞内氧化还原平

衡是必须要考虑的重要问题，而其中辅酶

NADPH 的再生也是影响目标产物合成的关键，

新型辅酶再生基因的挖掘和应用也是该领域研

究的重要方向。 

2.5  产物外运系统的增强 
为了防止目标产物在细胞内大量积累，出现

产物抑制，氨基酸产物必须迅速运出细胞，目标

产物转运系统的改造可以有效增加目标产物的产

量[91]。1974 年，Templeton 等首次证明 L-高丝氨

酸和 L-苏氨酸是通过同一个系统运输的，然而，

这 2 种氨基酸的转运体在当时并没有被鉴定出

来，随着对氨基酸转运系统研究的不断深入，在
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大肠杆菌中至少发现了 3 种 L-苏氨酸转运体[92]。

1990 年，在大肠杆菌中发现了 L-苏氨酸转运系

统由 tdcC 基因编码[93]。Sumantran 等对比 tdcC
基因失活和过表达情况发现，当 tdcC 基因失活

后，L-高丝氨酸的利用率由 13.78 mg/(L·h·g DCW)
下降至 10.55 mg/(L·h·g DCW) ，而过表达   
tdcC 基因时， L-高丝氨酸的利用率提高至  
18.34 mg/(L·h·g DCW)[93]，上述结果表明 TdcC
转运蛋白在大肠杆菌 L-高丝氨酸摄取中具有重

要作用。Livshits 和 Kruse 等发现了两个与 L-
苏氨酸同源的 L-高丝氨酸输出基因 rhtA 和

rhtB[94-95]，RhtA 被认为是药物/代谢物转运蛋白

超家族的成员，而 RhtB 属于 RhtB 转运蛋白超

家族成员[96]，研究结果表明 rhtA 基因的过表达

和 rhtA23 基因的突变提高了 L-高丝氨酸的输出

能力，显著降低了细胞内 L-高丝氨酸积累，使

菌株 L-高丝氨酸生产能力和细胞生长速率均得

到显著提高[25,94,97]。Zakataeva 等在重组大肠杆

菌 NZ10 中过表达 rhtB 基因，提高 L-高丝氨酸

输出能力，弥补了 L-高丝氨酸高产菌株有限的

产物外排能力，使菌株在 48 h 积累 10.6 g/L 的

L-高丝氨酸 [98]。Zhang 等构建了过表达质粒

pTrc99A-rhtA，摇瓶发酵 L-高丝氨酸产量提高

60.2%，达到 12.5 g/L，生物量提高 12.6%，表

明增强  L-高丝氨酸输出可有效提高其产量并

增强菌株对 L-高丝氨酸的抗性[52]。本研究团队

研究表明增强 rhtA 和 eamA 基因 (编码丝氨酸

外运蛋白) 的表达都可以提高菌株生产 L-高丝

氨酸的能力[11]。 
谷氨酸棒杆菌中已发现有多种氨基酸输出

系统，包括 L-赖氨酸输出系统 (LysE)、L-苏氨

酸输出系统 (ThrE) 和支链氨基酸双组分输出

系统 (BrnFE)[99]。这些系统在输出相应的氨基

酸时消耗大量的能量，而且需要调节因子的调

节。LysE 蛋白的生物合成受 LysG 因子调控[100]，

而 BrnFE 则负责 L-甲硫氨酸和支链氨基酸 (L-
缬氨酸、L-亮氨酸和 L-异亮氨酸) 的输出，受

Lrp 家族的调控因子调控[101]。Li 等发现编码双

组分输出系统的 brnFE 操纵子负责 L-高丝氨酸

的输出，在 C. glutamicum ATCC13032 菌株中过

表达 brnFE 后，L-高丝氨酸产量提高了 2 倍[26]。于

波课题组在前期研究的基础上采用 Ptac启动子驱动

rhtB 基因，促进 L-高丝氨酸的外排，发现其效果并

不明显，进一步过表达来源于 C. glutamicum 
ATCC13032 的 brnFE 基因后，发现该菌株在含

有高浓度 L-高丝氨酸的 LB 培养基中细胞生物

量增加了 335%，表明该基因对 L-高丝氨酸耐受

性具有显著的影响[22]。 
综上所述，转运蛋白是生物合成 L-高丝氨

酸及其衍生物的研究热点之一，目前已发现了

若干 L-高丝氨酸的外运蛋白，包括 RhtA、RhtB、

EamA 和 BrnFE 等，这些转运蛋白对 L-高丝氨

酸产量的提高有着重要的意义，也为解决高浓

度 L-高丝氨酸胁迫下如何提高产量和缩短发酵

时间等问题指明了方向。 

3  总结与展望 
L-高丝氨酸及其衍生物 (O-乙酰-L-高丝氨

酸和 O-琥珀酰-L-高丝氨酸) 是合成多种 C4 化

合物的前体，并可以合成含硫氨基酸 (L-甲硫氨

酸) 与含磷氨基酸 (L-草铵膦)，也与微生物细

胞内多种必需氨基酸的合成相关联，是重要的

工业平台化学品。本文综述了代谢工程改造大

肠杆菌高效生产 L-高丝氨酸及其衍生物的生物

合成途径和代谢改造策略，并结合本实验室前

期的研究工作阐明了高丝氨酸及其衍生物合成

途径中关键途径改造后的效果，为提高 L-高丝

氨酸及其衍生物的生产效率，下游产品的延伸

奠定了一定的研究基础。 
氨基酸的微生物合成系统是一个精密的细
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胞工厂，目标产物的合成是由整个代谢网络中

多种酶的协同作用实现的。在现有研究基础上

可以结合代谢网络分析、转录组学分析和代谢

通量分析等技术对细胞的 L-高丝氨酸及其衍生

物的代谢合成途径进行全局分析和优化，找到

不同代谢通路之间的联系，进而理性地设计细

胞代谢通路，从而协调目标产物积累与中间产

物生成、目标产物积累与菌体生长之间的关系，

进一步提高菌体 L-高丝氨酸及其衍生物的生产

性能。我们相信，随着代谢工程技术的不断发

展，L-高丝氨酸及其衍生物将在微生物细胞中

实现高效生物合成和工业化生产。 
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