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本期主要围绕 DNA 重组技术，生物活材料，可控裂解系统，酶的快速

检测、理性设计和高效表达，酶的金属有机框架固定化技术，血红素、胶原

蛋白和甾体化合物，电活性微生物和金属生物浸出进行导读。 
 

 

DNA 重组技术 

微生物中一些代谢产物的生物合成，往往

由一个长度为几 kb 到几十 kb 的基因簇负责完

成。若希望实现这些代谢产物的异源生物合成，

除了通过质粒进行重组 DNA 操作，研究者更希

望能够将大片段 DNA 整合到染色体中，以获得

具有稳定表型的工程菌株。吴雨薇等[1]总结了

近年来微生物大片段 DNA 染色体整合技术取

得的进展，详细介绍了基于同源重组的染色体

基因整合技术、整合酶介导的染色体基因定

点整合、转座子介导的染色体基因随机整合、

Ⅱ类 内 含 子 介 导 的 染 色 体 基 因 整 合 以 及 结 合

CRISPR-Cas 系统的染色体基因定向整合。作

者还比较了这些大片段 DNA 染色体整体技术

的效率、整合位点和操作容易程度，对构建需

要进行大片段 DNA 操作的细胞工厂具有参考

意义。 

生物活材料 

基于生物被膜的形成机制，可以开发出不

同的功能活性材料。为了开发能够将微生物菌株

持久滞留在肠道的活性材料，张明慧等[2]将一个

稳定共价连接系统中的 SpyTag 和 SpyCatcher 分

别展示在两个不同菌株表面，两菌株之间通过

SpyTag 和 SpyCatcher 的结合发生原位交联，可

以形成大的网格状聚集体，从而构建出一种双

菌“锁扣”型生物活材料生产系统。作者利用共

聚焦成像和微流控平台证实了体外聚集效果，

并通过小鼠实验证明该双菌体系在肠道内的滞

留效果优于单一菌株，为生物活材料的体内应

用提供了一种新的思路。 

可控裂解系统 

许多由微生物宿主合成的功能蛋白需要释

放至胞外以发挥作用。除了分泌表达，诱导宿

主裂解也是释放功能蛋白的一种方式。这种方

式没有宿主的限制，而且可以限制环境中宿主

微生物的数量，在疾病治疗等特定场景下具有

应用价值。裂解基因盒子通常由穿孔素、内溶

素和跨膜蛋白组成，表达裂解基因的理想诱导

系统需要足够低的背景表达量和足够高的诱导

表达量，因此诱导系统的系统表征，对在不同

的宿主内构建裂解系统十分重要。付生伟和金

帆[3]深入分析了阿拉伯糖和鼠李糖两类诱导系

统 5 个裂解基因盒子引发的细菌裂解行为，在

此基础上，利用可在近红外光照射下合成第二

信使分子 c-di-GMP 的光遗传学工具和一个裂

解基因盒子，展示了如何通过光遗传学技术控

制一种可裂解的工程化铜绿假单胞菌进行表面
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修饰，研究结果增加了对裂解基因盒子在不同

条件下引发宿主裂解行为的认识。 

酶的快速检测、理性设计和高效

表达 

α-淀粉酶是最重要的工业酶之一，人类胰

腺和唾液产生 α-淀粉酶也常被用作医学诊断和

治疗的生物标志物。很多应用场景下需要对 α-淀

粉酶活性进行快速准确的检测，但常用的 α-淀

粉酶检测方法都是基于分光光度法测定淀粉含

量的降低或还原糖含量的增加，这些方法通量

比较低，也无法实现实时监测。张娜英和杨广

宇[4]总结了近年来高通量、高精度 α-淀粉酶检

测方法的进展。这些方法包括基于葡萄糖氧化

酶/过氧化物酶的紫外光谱法-级联酶法，基于荧

光底物氟硼二吡咯染料-淀粉之间关系、基于饱

和碘-淀粉络合物与荧光素钠之间关系的荧光

光谱法以及基于四苯乙烯与麦芽三糖共价连接

的荧光探针，以及在线毛细管电泳法、高效液

相色谱-光二极管阵列检测器-质谱法、等温定量

热法、电化学分析法、免疫传感法、纸基传感

法、基于液滴的一次性传感器贴片等。其中，荧

光信号偶联液滴微流控筛选技术的 BODIPY-淀

粉荧光法，可以用于高通量筛选 α-淀粉酶突变

菌株；四苯乙烯与麦芽三糖共价连接的荧光探

针检测限低，线性范围宽，只需要 3 min 即可

完成检测，已用于临床检测。α-淀粉酶在不同

领域的广泛应用，带动了对其快速灵敏检测方

法的需求，研发更加灵敏的底物和更加通用的

方法，不仅对 α-淀粉酶的检测十分重要，对其

他酶活性的检测也具有参考价值。 

D-塔格糖甜度略低于蔗糖，但其热量还不

到蔗糖的 40%，因而是一种低热量的甜味剂，

可在 L-阿拉伯糖异构酶催化下，由 D-半乳糖异

构得到。由于 L-阿拉伯糖异构酶的天然底物是

L-阿拉伯糖(5 碳)，当 L-阿拉伯糖催化非天然底

物 D-半乳糖(6 碳)异构反应时，酶和底物的结合

存在空间位阻，导致亲和性差、催化效率和转

化率低。李娟等[5]对来自发酵乳杆菌的 L-阿拉

伯糖异构酶的底物结合口袋进行理性设计，将

与底物结合的氨基酸残基进行定点突变，发现

将 279 和 185 位点突变为侧链较小氨基酸，其

对 D-半乳糖转化率均有不同程度的提高，但改

变相互作用力的突变都无法提高对 D-半乳糖的

转化率。185 位点突变为丙氨酸且 279 位点突

变为异亮氨酸的突变株对 D-半乳糖的活性最

高，催化效率达到野生型的 8 倍。作者采用枯

草芽孢杆菌表达重组酶，M185A/F279I 突变体

对 D-半乳糖的转化率可接近 23%，比野生型的

转化率(不到 20%)提高了 3 个百分点。异构化

效率是制约 D-塔格糖等功能糖生产的关键瓶

颈，进一步提高糖异构转化率需要有新的思路

和策略。 

L-天冬酰胺酶可降解血液中的 L-天冬酰胺

从而抑制肿瘤细胞生长，或减少丙烯酰胺的合

成，因此在医药和食品安全方面具有重要应用

价值。目前 L-天冬酰胺酶较低的酶活水平限制

了其应用。大肠杆菌、毕赤酵母、枯草芽胞杆

菌是 L-天冬酰胺酶的常用异源表达宿主，摇瓶

酶活超过 100 U/mL。杨新愿等[6]采用食品级的

地衣芽胞杆菌为表达宿主，通过测试 5 种信号

肽、4 种强启动子与 3 种不同的地衣芽胞杆菌

宿主，发现枯草芽胞杆菌 168 中果聚糖酶 SacC

的信号肽 SPSacC 更适宜于分泌表达，采用地
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衣芽胞杆菌 BL10 和串联启动子 PykzA-P43 时，摇

瓶酶活接近 500 U/mL，为 L-天冬酰胺酶的工业

生产奠定了基础。 

酶的金属有机框架固定化技术 

酶的固定化技术是提高酶的催化稳定性和

使用寿命的重要手段。采用传统固定化方法制

备的固定化酶，仍存在浸出、变性、传质与传

热效率受限等问题。金属-有机框架(MOFs)是由

金属离子或金属簇与有机配体通过配位键等作

用自组装形成的一种多孔结晶骨架，具有活性

部位多、比表面积大、孔隙率高、热稳定性好

等特点，越来越多地用于酶的固定化研究。大

多数 MOFs 只有小于 2 nm 的微孔结构，近年来

出现的具有微孔(<2 nm)、介孔(2−50 nm)、大孔

(>50 nm)中任意两级或三级孔结构的多级孔

MOFs，其中的介孔和大孔结构更有利于酶的固

定化。陈雅维等[7]总结了多级孔 MOFs 固定化

酶的策略以及多级孔 MOFs 固定化酶在生物催

化、生物传感和生物医药等方面的最新应用进

展。可用于固定化酶的多级孔 MOFs 的材料仍

十分有限，多级孔 MOFs 大规模制备的高成本

是限制工业应用的最主要瓶颈，较有可能在高

值的生物医药领域先取得突破。 

丙谷二肽是一种特殊的生物活性肽，已被

多国批准上市作为注射液的主要营养成分，用

于术后患者的康复。非核糖体肽合成酶、L-氨

基酸连接酶和 α-氨基酸酯酰基转移酶这 3 种蛋

白酶能够以非保护的氨基酸作为底物催化合成

丙谷二肽。其中，非核糖体肽合成酶的肽生物

合成机制认识还不清楚，L-氨基酸连接酶的催

化效率低且底物特异性较差。α-氨基酸酯酰基

转移酶催化合成丙谷二肽的效率较高，但催化

过程稳定性较差。为解决这一问题，张营康等[8]

利用类沸石咪唑酯骨架材料兼具传统沸石和金

属有机框架材料的优点，在比表面积、孔体积、

孔道结构、稳定性等方面都具有很好的优势，

将含有 α-氨基酸酯酰基转移酶的大肠杆菌细胞

与形成类沸石咪唑酯骨架材料的原料液直接混

合，获得了具有 α-氨基酸酯酰基转移酶的纳米

颗粒，重复使用 7 次后，其相对活性仍能保持

67%左右；储存 4 d 后，仍能保留有初始酶活的

50%左右，为提高生物催化和生物转化过程中

酶的稳定性提供了一种新方法。 

血红素、胶原蛋白和甾体化合物 

关于替代蛋白肉中呈色剂的需求催生了对

血红素的关注。血红素是一种含铁的卟啉化合

物，生物合成途径比较复杂。刘佳萌等[9]采用

食品级的解淀粉芽胞杆菌生产血红素。与通过

改造已经能够合成血红素的大肠杆菌和谷氨

酸棒杆菌不同，在解淀粉芽胞杆菌中，血红素

生物合成基因分布在 4 个基因簇上，少于大肠

杆 菌 的 8 个 和 谷 氨 酸 棒 杆 菌 的 5 个 。 在

hemAXCDBL 基因簇上，谷氨酰-tRNA 还原酶

HemA 的表达水平和血红素合成的关键前体

5-氨基乙酰丙酸呈正相关，而细胞色素组装蛋

白 HemX 则对 HemA 的浓度具有负调节作用。

作者敲除 hemX 基因，发现 hemACDBL 以及

hemQ 基因的转录水平上调，且血红素产量有所

提高；添加 5-氨基乙酰丙酸可以进一步提高血

红素产量。 

胶原蛋白是是由多个原胶原组装形成的纤

维状蛋白质，占机体总蛋白含量的 30%。原胶
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原由 3 条多肽链通过链间氢键彼此盘绕形成稳

定的三螺旋结构，其肽链一级结构具有(甘氨 

酸-X-Y)n 重复单位，其中 X 和 Y 常为脯氨酸和

羟脯氨酸，有些时候为赖氨酸和羟赖氨酸。已

经发现 29 种不同类型的胶原蛋白，可分为四大

类：纤维型胶原、三螺旋纤维型胶原、网状型

胶原和间断螺旋型胶原。细胞的核糖体合成   

1 000 多个氨基酸残基的胶原蛋白肽链后，转入

内质网中通过羟基化和糖基化修饰形成溶胶原

蛋白，然后形成三股螺旋的前胶原分泌至细胞

外。经内切酶作用后，形成原胶原蛋白并自动

聚合成胶原纤维，经过一系列生化反应，最终

形成不溶性的胶原纤维。传统的胶原蛋白主要

从动物源中提取，通过基因工程的方法可以生

产重组人源化胶原蛋白，或重组类胶原蛋白，

这些胶原蛋白作为Ⅱ类或Ⅲ类医疗器械均有重

要应用价值。叶滔等[10]总结了近年来胶原蛋白

的研发和应用进展。胶原蛋白领域发展非常快，

目前有巨子生物、华熙生物等头部企业在生产

销售不同类型的胶原蛋白，但是真正的重组人

胶原蛋白，即制备人胶原蛋白特定型别基因编

码的全长氨基酸序列，且有三螺旋结构，在技

术上还存在相当大的挑战。 

甾体化合物是一类广泛存在于自然界中重

要的特殊多元环萜类化合物，经过 C1,2 双键、

酮基、羟基、烷基或卤素原子等系统修饰后形

成的甾体药物，具有显著的抗炎、抗过敏、抗

病毒、抗感染、抗肿瘤以及抗休克等药理活性

作用，是仅次于抗生素的第二大类化学药。传

统上，甾体药物通过“薯蓣皂素-双烯醇酮”的化

学半合成路线生产，污染较大。近年来，已经

可以用廉价的植物甾醇为原料，通过微生物降

解代谢生产所需要的关键甾药中间体，如 4-雄

烯二酮，“植物甾醇-雄烯二酮-甾体药物”的生物

合成新路线正在逐渐形成。植物甾醇在微生物

体内的代谢途径可简化甾体侧链降解途径Ⅰ和

甾体母核降解途径Ⅱ。分枝杆菌和红球菌是两类

能够对植物甾醇进行特异性降解获得目标甾体

药物中间体的主要微生物，这类微生物自身具

有完善的甾醇降解基因簇以及丰富的 β-氧化酶

系，细胞壁特殊的亲脂性结构也有利于对甾醇

分子的摄取与转化。宋士奎等[11]对分枝杆菌底

盘细胞和代谢途径改造进行了总结，可为甾体

药物的绿色生物制造提供参考。 

电活性微生物和金属生物浸出 

电活性微生物能够通过双向电子传递介导

化学能与电能的相互转化，以电活性微生物为

催化核心已经发展了多种生物电化学系统。电

活性微生物主要包括产电菌和噬电菌。产电菌

的功能主要是实现化学能(光能)向电能的转变，

噬电菌主要是实现电能向化学能的转变。电活

性微生物菌群界面电子传递和种间电子传递机

制是其中最核心的科学问题，理解这一科学问

题的核心目标是希望实现人工电活性微生物的

设计构建。具有天然电活性的微生物已经被应

用于转化廉价生物质产电、生物光伏固碳产电，

以及光驱噬电生物菌群固氮的研究中，张保财

等[12]对人工电活性微生物菌群的设计与应用进

行了总结。电能的生物利用是一个重要的方向，

可以解决多数生物合成过程中还原力不足的问

题，包括驱动人工生物固碳，电极与生物反应体

系兼容以及如何放大，是需要解决的核心问题。 

奥奈达希瓦氏菌(Shewanella oneidensis MR-1)
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是一种具有代表性的产电微生物，该菌通过在

阳极表面堆积形成多层致密的生物被膜，从不

同的能源中获得能量产生电能和较高的导电特

性，其电活性生物被膜是实现电子传递的优良

载体。姜淼和李艳冉[13]总结了奥奈达希瓦氏菌

电活性生物被膜的研究进展，包括“粘附-微菌

落-生物被膜-消解”这 4 步电活性生物被膜从形

成到分离的动态过程，电极材料、混菌体系、

环二鸟苷酸、外源电子介质、环境信号等影响

电活性生物被膜形成的主要因素，并介绍了奥

奈达希瓦氏菌在生物能源、重金属污染场地生

物修复和生物传感器方面的应用。 

电活性微生物的应用场景之一就是用于金

属污染场地的生物修复。有很多自养微生物也

可以用于从固体废物中浸出金属，如嗜酸氧化

硫硫杆菌、嗜酸氧化亚铁硫杆菌以及多种硫化

叶菌，主要通过接触浸出和非接触浸出机制来

实现金属的浸出。也有很多异养微生物可以从

固体废物中浸出金属，包括曲霉、青霉、酵母、

芽孢杆菌、假单胞菌等，通过产生有机酸，进

而通过酸解、络合、氧化还原、生物积累和形

成螯合物等方式浸出金属。另外一类独特的氰

化细菌，通过有机酸氧化脱羧形成氰化物，促

进金属溶解。贾瑞雪等[14]总结了典型固体废物

中冶金微生物及其浸出机理。目前微生物浸出

金属效率还不高，需要加强浸出机制、环境条

件影响方面的研究。由于固体废物种类繁多，

需要考虑微生物浸出的应用场景并开展研究。 
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