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摘   要：甲醇来源丰富、价格低廉，已成为生物制造行业极具吸引力的底物之一。构建微生物细

胞工厂实现甲醇到增值化学品的生物转化，具有过程绿色、条件温和、产品体系多样等优势，不

仅能拓展基于甲醇的产品链，还能缓解当前生物制造“与民争粮、与粮争地”的问题，是实现绿色

生物制造的重要手段。因此，阐明不同天然甲基营养菌中涉及甲醇氧化、甲醛同化和异化途径对

于后续基因工程改造工作至关重要，也更有利于构建新型非天然甲基营养菌。本文讨论了甲基营

养菌中甲醇代谢途径的研究现状，并结合近年来天然和人工合成甲基营养菌在甲醇生物转化中的

应用进展及面临的挑战。 
关键词：甲醇生物转化；天然甲基营养菌；合成甲基营养菌；生物基化学品 

·一碳生物合成及原料拓展· 
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Advances in biotransformation of methanol into chemicals 
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Abstract: Methanol has become an attractive substrate for the biomanufacturing industry due to 
its abundant supply and low cost. The biotransformation of methanol to value-added chemicals 
using microbial cell factories has the advantages of green process, mild conditions and 
diversified products. These advantages may expand the product chain based on methanol and 
alleviate the current problem of biomanufacturing, which is competing with people for food. 
Elucidating the pathways involving methanol oxidation, formaldehyde assimilation and 
dissimilation in different natural methylotrophs is essential for subsequent genetic engineering 
modification, and is more conducive to the construction of novel non-natural methylotrophs. 
This review discusses the current status of research on methanol metabolic pathways in 
methylotrophs, and presents recent advances and challenges in natural and synthetic 
methylotrophs and their applications in methanol bioconversion. 
Keywords: bioconversion of methanol; natural methylotrophs; synthetic methylotrophs; bio-based 
chemicals 

 
通过合成生物学技术构建微生物细胞工

厂，利用可再生原料生产有价值的化学品是绿

色生物制造的主要目标。目前，生物制造业高

度依赖于糖类为主要原料，导致食品和饲料行

业的恶性竞争。因此，开发非粮和低成本的替

代原料来取代糖类对于生物制造的可持续发展

至关重要。甲醇作为一种非食品原料，因其储

量丰富、价格低廉而被认为是下一代碳源[1]。

同时，通过二氧化碳加氢合成甲醇的进展也为

可再生的甲醇生产开辟了一条途径[2]。与葡萄

糖和甘油等传统碳源相比，甲醇的还原性更强，

含有更高的能量，这将有利于细胞生长和生物

合成[3]。 
甲基营养菌是一种能够利用包括甲醇和甲

烷在内的 C1 化合物作为唯一碳源进行生长的

微生物。在所有的甲基营养菌中，甲醇在胞内

首先会被氧化为有毒的甲醛，然后通过同化途

径进入中心碳代谢途径进行甲基营养生长，与

此同时部分甲醛会通过异化途径氧化成 CO2

进行脱毒反应 [4]。由于生物多样性，不同的甲

基营养菌具有不同的同化和异化途径。目前，

天然甲基营养菌已被开发用于将甲醇转化为

多种增值化学品，如萜类、有机酸及氨基酸等，

但由于存在遗传背景不清晰及缺乏有效的基

因编辑工具等局限，制约了天然甲基营养菌的

广泛应用发展 [3]。随着 CRISPR-Cas9 等高效

基因编辑技术的出现，天然甲基营养菌的传统

局限性也正被打破。与此同时，随着对甲醇代

谢机制的深入了解，以模式菌株为底盘细胞通

过遗传操作与工程化改造将其代谢网络重塑
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为能以甲醇作为碳源合成高附加值化学品的

合成甲基营养细胞工厂也成为了另一重要发

展方向 [5-6]。而由于自身代谢网络与甲醇代谢

模块适配性较差，合成甲基营养菌也面临着甲

醇利用效率低下及需要辅助碳源的窘境。与传

统碳源相比，甲醇的转化效率相对较低，尚不

能实现工业化利用。因此本文对目前在甲基营

养菌中已发现的甲醇代谢途径进行了综合讨

论，为构建人工合成甲基营养菌提供了方案；

此外还总结了目前天然和合成甲基营养菌将

甲醇生物转化成各种增值化学品的重要进展，

并探讨了甲基营养细胞工厂所面临的机遇与

挑战。 

1  甲醇氧化成甲醛 
在所有甲基营养细胞中，甲醇氧化成甲醛

是甲醇代谢中的第一步，该步骤主要是由甲醇

脱氢酶(Methanol dehydrogenase, MDH)与醇氧

化酶(Alcohol oxidase, AOX)进行催化。基于它

们的不同电子受体，MDH 被分为 3 种：吡咯并

喹啉醌(Pyrroloquinoline quinone, PQQ)依赖型

甲醇脱氢酶、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD+)依
赖型甲醇脱氢酶和 O2 依赖型 AOX (图 1)。 

 

 
 

图 1  两种甲醇脱氢酶与醇氧化酶 
Figure 1  Two classes of methanol dehydrogenases 
and alcohol oxidase. 

1.1  PQQ 依赖型的 MDH 
革兰氏阴性甲基营养菌中的 MDH 包含

PQQ 辅基，该辅基从甲醇氧化过程中捕获电子，

并将它们传递给细胞色素 c。PQQ 辅基将氧化

还原反应连接到呼吸链 [7]。在扭脱甲基杆菌  
(M. extorquens) AM1 中，15 个基因参与甲醇氧

化，其中 14 个基因被共转录，包括 MDH 的大

小亚单位(mxaF 和 mxaI)、电子受体细胞色素 c 
(mxaG)和参与运输和装配的辅助蛋白(mxaJR- 
SACKLD)等[8]。然而，PQQ 的生物合成需要氧

分子[9]，这将限制 PQQ 依赖型 MDH 的应用，

因为一些代谢物必须在厌氧条件下产生。 

1.2  NAD+依赖型的 MDH 
在嗜热性革兰氏阳性甲基营养细胞中，

NAD+依赖型的 MDH 利用 NAD+作为辅因子。

目前，大多数研究集中在嗜热芽孢杆菌(Bacillus 
thermophilus)和甲醇芽孢杆菌(Bacillus methanolicus)
中 MDH 的识别和表征上[10-11]。与 PQQ 依赖型

MDH 介导的甲醇氧化不同，NAD+依赖型 MDH
仅需要一个基因来实现其功能[12]。甲醇芽孢杆

菌 MGA3 是一种众所周知的甲基营养菌，包含

3 个 NAD+依赖型 MDH 基因(mdh、mdh2 和

mdh3)，这 3 个 MDH 的活性受到 MDH 激活蛋

白(ACT)的调控。体外研究表明，ACT 可提高

NAD+依赖型 MDH 的甲醇亲和力、氧化率和活

性[11,13]，但在体内并无明显效果[14]。与依赖 PQQ
的 MDH 相比，依赖 NAD+的 MDH 利用普遍存

在的辅因子 NAD+为代谢产物提供电子，并以

NADH 的形式产生还原力。此外，它可以在有氧

和无氧条件下实现功能，而依赖 PQQ 的 MDH 仅

限于有氧条件。鉴于此，依赖 NAD+的 MDHs 可

能是合成甲基营养菌更好的候选者。 

1.3  O2 依赖型的 AOX 
真核甲基营养菌，如毕赤酵母 (Pichia 

pastoris)，主要利用依赖 O2 的 AOX 来氧化甲
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醇[15]。与 PQQ 依赖型 MDH 或 NAD+依赖型

MDH 不同，依赖 O2 的 AOX 位于酵母的过氧化

物酶体中。甲醇被 AOX 氧化，并转化为对细胞

具有高毒性的甲醛和过氧化氢。然后，位于过氧

化物酶体中的二羟基丙酮合酶(Dihydroxyacetone 
synthase, DAS)和过氧化氢酶(Catalase, CTA)会将

其转化为无毒化合物，这是甲醇利用中最重要的

步骤之一。类似于 PQQ 依赖的 MDH，O2依赖的

AOX 仅在有氧条件下实现功能，然而，O2依赖型

的 AOX 的电子守恒不如 PQQ 依赖的 MDH。与依

赖 NAD+的 MDH (ΔrG′=34.2 kJ/mol)和依赖 PQQ
的 MDH (ΔrG′=–24.8 kJ/mol)相比，依赖 O2的 AOX 
(ΔrG′=–99.2 kJ/mol)具有更高的甲醇氧化效率。 

2  甲醛同化为生物质 
甲醛是甲醇氧化中的第 1 个中间体，会被

进一步同化为生物质。虽然甲醛是甲醇代谢的

重要中间体，但是它有剧毒，毒性来源于甲醛

与蛋白质和核酸的高水平非特异性反应[16]。因

此，甲醛必须迅速被转化为生物质或者二氧化

碳来进行脱毒作用。目前已经发现了 3 种不同

的同化循环途径，分别是：核酮糖单磷酸途径

(RuMP)、丝氨酸途径和木酮糖单磷酸途径

(XuMP)。前两条通路主要存在于原核生物中，

最后 1 条通路出现在酵母中。虽然 3 个通路的途

径不同，但是 3 种途径的最终产物都是由 3 个

C1 化合物合成的三碳化合物。 

2.1  通过 RuMP 途径吸收甲醛 
RuMP 途径是由 3 个甲醛分子合成三碳化

合物，可以分为 3 个部分：固定部分、裂解部

分和重排部分(图 2A)。在固定部分中，甲醛与

核酮糖-5-磷酸(Ru5P)反应，最终在 3-己糖-6-磷
酸合成酶(HPS)和 6-磷酸-3 己糖异构酶(PHI)
两种关键酶的催化下形成果糖 6-磷酸(F6P) [17]；

然后 F6P 通过主要的代谢细胞途径代谢：糖酵

解途径、2-酮-3-脱氧-6-磷酸葡糖酸(KDPG)途
径，或者磷酸戊糖途径。裂解部分主要含有由三

碳化合物和 3-磷酸甘油醛(G3P)转化而来的 F6P。
该部分发现了两个变体，其中 1 个是果糖-1,6-二
磷酸醛缩酶变体(FBPA)，另外 1 个是 KDPG 醛

缩酶变体(KDPGA)。在 FBPA 中，F6P 被转化

为 FBP，随后被 FBPA 裂解为 GAP 和磷酸二羟

基丙酮(DHAP)，后者可以进一步转化为丙酮

酸，生成 1 分子 NAD(P)H 和两个 ATP。但是，

在 KDPGA 中，F6P 被几种酶转化为 KDPG，

然后被 KDPGA 裂解为 GAP 和丙酮酸。但是，

在这个变体中只能生成 1 分子 NAD(P)H。 
Ru5P 的再生对于保持循环的运行至关重要，

在重排部分存在两种变体：转醛醇酶(TA)和景天

庚酮糖 1,7-二磷酸酶(SBPase)。但是，最后几个

步骤在两种变体中是相同的，也就是 GAP 和景

天庚酮糖 1,7-二磷酸(S7P)通过转酮醇酶(TK)重
排为两个五碳糖磷酸：木酮糖 5-磷酸(Xu5P)和核

糖 5-磷酸(Ri5P)，后者进一步转化为 Ru5P，完成

再生途径。TA 变体表现出更有效的化学计量：

3HCHO+NAD++ADP=Pyruvate+NADH+ATP[18]。

其中，温度的影响是非常重要的，因为 NAD+依

赖型 MDH 和 FBA 都在 50 ℃时具有最佳活性，

这也是甲醇芽孢杆菌的最佳生长的温度[19]。 

2.2  通过丝氨酸途径吸收甲醛 
丝氨酸循环是甲基营养菌型细菌中另一种

吸收甲醛的途径(图 2B)。在丝氨酸循环途径中，

甲醛生成亚甲基四氢叶酸有两种途径，一种是甲

醛和四氢叶酸自发转化为亚甲基四氢叶酸[20]。

在另一种途径中，甲醛首先通过依赖四氢甲烷

喋呤(H4MPT)的酶转化为甲酸，随后甲酸通过

依赖四氢叶酸的酶进一步转化为亚甲基四氢叶

酸。虽然在前一种途径中，涉及的酶较少，消

耗的 ATP 也较少，但研究表明亚甲基四氢叶酸

主要是通过第二条途径形成的[21]。 
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图 2  自然界中 3 种甲醇同化路径图   A：RuMP 路径. B：XuMP 路径. C：丝氨酸路径 
Figure 2  Schematic representation of naturally occurring methanol-assimilation pathways. A: RuMP. B: 
XuMP. C: Serine cycle. HCHO: Formaldehyde; Ru5P: Ribulose 5-phosphate; H6P: Hexulose 6-phosphate; 
F6P: Fructose 6-phosphate; DHAP: Dihydroxyacetone phosphate; GAP: Glyceraldehyde phosphate; HPS: 
3-hexulose-6-phosphate synthase; PHI: 6-phospho-3-hexuloisomerase; Xu5P: Xylulose 5-phosphate; DHA: 
Dihydroxyacetone; DAS: Dihydroxyacetone synthase; DAK: Dihydroxyacetone kinase; H4F: 
Tetrahydrofolate; GLY: Glycine; SER: Serine; HPA: Hydroxypyruvate; 2PGA: Glycerate-2-phosphate; PEP: 
Phosphoenolpyruvate; OAA: Oxaloacetate; GlyA: Serine hydroxymethyl transferase; SGA: Serine-glyoxylate 
aminotransferase; HPR: Hydroxypyruvate reductase; GCk: Glycerate kinase; Eno: Enolase; PPC: 
Phosphoenolpyruvate carboxylase; MDH: Malate dehydrogenase; MtkAB: Malate-CoA ligase; MCLA: 
L-malyl-CoA lyase. 
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2.3  通过 XuMP 途径吸收甲醛 
所有甲基营养型酵母都具有相同的甲醛同

化途径，也就是 XuMP 途径(图 2C)。在该途径

中，甲醛首先与 Xu5P 结合，形成二羟基丙酮

(DHA)和 GAP。然后 DHA 和 GAP 在细胞质中

进一步被吸收[22]。DHA 被磷酸化形成磷酸二羟

基丙酮，它可以与 GAP 缩合形成果糖-1,6-二磷

酸(FBP)。随后 FBP 将被去磷酸化形成 F6P，其

中一部分用于 Xu5P 的再生，而剩下的部分将

用于细胞生物质的合成。甲醛同化途径中的两

个关键酶 AOX 和 DAS，在甲醇上生长时会在

体内高度表达，但在其他碳源(如葡萄糖或甘油)
上生长时，它们的酶活性几乎检测不到[23]，表

明它们是底物诱导性的。此时，该循环的总体

碳平衡为： 
3HCHO+NAD++2ADP=Pyruvate+NADH+2ATP。 

3  天然甲基营养菌用于化学品

生产 
3.1  萜类化合物的生产 

萜类化合物是自然界中结构最多样化的化

学品之一，在香料及药品等领域有着广泛应用。

以甲醇为底物来合成萜类化合物的策略主要是

在天然甲基营养菌中引入外源性甲羟戊酸

(MVA)途径[24]。虽然大肠杆菌是目前生产甲羟

戊酸的主要工业微生物，但是一些天然甲基营

养菌也具有一定的生产潜力，如扭脱甲基杆菌

等[25] (表 1)。由于扭脱甲基杆菌 AM1 上游乙酰

辅酶 A 的供给受到限制，因而导致下游 MVA 途

径代谢通量不足，限制了 MVA 的高效生产。为

了解决这一限速问题，Zhao 等[24]采用了一种名

为甲羟戊酸传感器辅助转录调控工程(SATRE)
的策略，以控制代谢通量的重新分配，从而增

加从甲醇到 MVA 生产过程中的乙酰辅酶 A 通

量。通过在 QscR 转录调控文库中进行基于传

感器的高通量筛选后，MVA 的产量提高了

60%。最后，在 5 L 生物反应器中进行补料分批

发酵，MVA 的终产量达到 2.67 g/L。 
在另一项研究中，Sonntag 等[26]在扭脱甲基

杆菌 AM1 引入了来自黄色粘球菌(Myxococcus 
xanthus)的 MVA 途径，结合 RBS 优化 α-蛇麻烯

合成酶和法尼基焦磷酸合成酶，使得扭脱甲基杆

菌中 α-蛇麻烯的滴度从 18 mg/L 增加至 54 mg/L。
进一步在甲醇浓度限制下进行分批补料发酵，

并添加十二烷进行原位萃取，将产量提高至

1.65 g/L，与工业平台菌株相比，这些研究中描

述的 MVA 和 α-蛇麻烯的产品滴度已经处于具

有竞争力的范围，表明通过天然甲基营养菌利

用甲醇生产高价值萜类化合物是具有前景的。 

3.2  聚羟基脂肪酸的生产 
聚羟基脂肪酸(PHAs)作为不可降解石油基

塑料的潜在可持续替代品，因其具有良好的生

物相容性和生物降解性而受到广泛关注[27-28]。

PHAs 可以由部分微生物利用多种碳源进行生

物合成。基于甲醇作为底物的优点，甲基营养

菌的应用被认为是甲醇生物合成 PHAs 的一种

很有前途的途径[29]。近些年，人们专注于提高

聚羟基脂肪酸的含量，控制聚羟基脂肪酸的结

构，形成均聚物、随机共聚物和嵌段共聚物，

来满足材料性能的多样性。扭脱甲基杆菌 AM1
菌株能以甲醇为唯一碳源生产聚-3-羟基丁酸酯

(PHB)，其最高生产滴度可达到 149 g/L[30]。扭

脱甲基杆菌 ATCC 55366 对 PHB 的积累可达

46%，PHB 的产率为 0.09 g/g 甲醇。由于 PHB
结构的刚性和脆性有限，因此以不饱和羧酸为

辅助碳源生成含 C‒C 双键的功能化 PHA 的研

究也被进一步开展。当以甲醇与戊酸为共底物

时，甲基乳杆菌(Lactobacillus methyl) GW2 可

积累共聚酯聚-3-羟基丁酸酯-聚-3-羟基戊酸酯

(PHB/HV)。此外，在甲醇限制条件下会产生较 
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表 1  使用天然甲基营养菌生产的各种产品 
Table 1  Various products produced using natural methylotrophs 
Product category Product Substrate Fermentation method Production Strain References 
Terpenoids α humulenee Methanol Flask 58 mg/L M. extorquens AM1 [26] 

α humulene Methanol Fed-batch culture 1.65 g/L M. extorquens AM1 [31] 
Mevalonate Methanol Fed-batch culture 2.67 g/L M. extorquens AM1 [32] 

Organic acid Pyruvic acid Methanol+Glucose  0.26 g/L Pichia pastoris [33] 
Malic acid Methanol+Glucose Fed-batch culture 2.79 g/L Pichia pastoris [34] 
Mesaconic acid Methanol  70 mg/L M. extorquens AM1 [35] 
Methyl succinic acid Methanol  60 mg/L M. extorquens AM1 [35] 

Fatty acids Fatty acid Methanol Fed-batch culture 15.9 g/L Hansenula polymorpha [36] 
Fatty acid Methanol Fed-batch culture 23.4 g/L Pichia pastoris [37] 

Polyhydroxy  
fatty acids 

Poly β hydroxybutyric 
acid 

Methanol  149 g/L M. extorquens AM1 [29] 

Amino acids Glutamic acid Methanol+Yeast  
Extract 

Fed-batch culture 59 g/L Methanol bacillus [38] 

Lysine Methanol Fed-batch culture 0.4 g/L Methanol bacillus [39] 
Serine Methanol Fed-batch culture 54.5 g/L M. extorquens AM1 [39] 
Glutamic acid Methanol Fed-batch culture 38.8 g/L Methanol bacillus [40] 
Glutamic acid lysine Methanol Fed-batch culture 37 g/L 

8 g/L 
Bacillus methanol  
mutants DHL 122 

[40] 

Glutamic acid lysine Methanol Fed-batch culture 28 g/L 
35 g/L  

Bacillus methanol  
mutants 13A52-8A66 

[38] 

Other chemicals Monacolin Methanol+Yeast  
Extract+Glucose 

Fermentation tank 593.9 mg/L Pichia pastoris [41] 

Lovastatin Methanol+Yeast  
Extract+Glucose 

Fermentation tank 250.8 mg/L Pichia pastoris [41] 

Chondroitin sulfate Methanol+Yeast  
Extract 

Fermentation tank 2.1 g/L Pichia pastoris [42] 

 
高分子量的 PHB (900–1 800 kDa)。在缺氮和镁

的条件下，扭脱甲基杆菌 DSMZ 1340 的 PHB
产量可达 9.5 g/L，产率为 0.16 g/g。扭脱甲基

杆菌 AM1 菌株在钴限制条件下，能以甲醇为唯

一碳源合成聚羟基脂肪酸。经过基因工程改造

后，重组菌株可生产由 3HB、3HV 和 c6 单体

(R)-3-羟基己酸酯组成的聚羟基烷酸三元共聚

物，这表明甲基营养菌可以以甲醇为原料生产

实用的聚羟基脂肪酸共聚物[29]。由于甲醇成本

低，因此用甲基营养菌生产聚羟基脂肪酸可以降

低成本。但值得注意的是，细胞利用甲醇生产的

聚羟基脂肪酸含量 (46%细胞干质量 )低于糖

(50%‒88%细胞干质量) [43]。由于发酵过程中甲醇

的浓度在 100 mol/L 以下，因此需要提高菌株对

甲醇的耐受性，才能更好地实现工业化的应用。

此外，在工业化生产之前，还需要进一步研究如

何提高 PHA 的含量和收率。 

3.3  有机酸 
有机酸，特别是低分子量羧酸，在食品、

制药、化妆品、洗涤剂、聚合物、纺织等行业中

有着广泛的应用[44]。鉴于化石燃料的危机和对

环境污染的担忧，人们越来越重视利用可再生原

料生产有机酸。在过去的 10 年里，人们利用各

种微生物通过生物精炼生产出了多种有机酸，
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比如大肠杆菌 [45-46]或解脂耶氏酵母 (Yarrowia 
lipolytica)[47-48]产生琥珀酸，米曲霉生产苹果酸[49-50]，

黑曲霉生产柠檬酸[51]和地曲霉生产衣康酸[34]。

采用廉价的甲醇为原料生产有机酸是实现工业

化生产和提高生物工艺经济性的一种很有前途

的选择。 
Guo 等[52]通过在毕赤酵母中合理分配代谢

通量，构建了以甲醇为原料生产苹果酸的重组

菌株。首先在毕赤酵母中对不同的苹果酸积累

模块进行系统优化使得重组 PP-CM301 能利用

葡萄糖为碳源生产 8.55 g/L 苹果酸，比出发菌

株提高 3.45 倍。然而，当以甲醇为碳源时，并

未检测到苹果酸的产生。为了释放滞留在

XuMP 循环中的代谢流量，对甲醇同化途径中

的一个关键节点-葡萄糖-6-磷酸异构酶进行了

基因敲除，最终实现了从单一甲醇补料发酵中

积累 2.79 g/L 的苹果酸。 
一些不常见的二元羧酸，如乙基丙二酸、

甲基琥珀酸、中康酸和甲基苹果酸，也可以用甲

醇生产[35]。扭脱甲基杆菌 AM1 中的乙基丙二酰

辅酶 A 通路(EMCP)被发现含有几个饱和或不饱

和羧化 C4 和 C5 酰基辅酶 A 酯[53]。通过在扭脱

甲基杆菌 AM1 中异源表达酰基辅酶 A 硫酯水解

酶，可实现从甲醇中生产 70 mg/L 的介康酸和

60 mg/L 的甲基琥珀酸。这项工作为其他甲基营

养菌生产 EMCP 衍生的二元羧酸提供了可能性。 

3.4  醇类的生产 
由于正丁醇具有许多优点，已被认为是一种

更好的乙醇替代品。如正丁醇在水中的溶解度

低于乙醇，减少了地下水污染的可能性，这一

特点也使得在工业发酵中采用液-液萃取回收

正丁醇可行。此外，正丁醇与目前的石油基础

设施兼容，可以与汽油以高比例混合。虽然梭

状芽孢杆菌是发酵生产正丁醇的主要工业微生

物，但梭状芽孢杆菌的工业发酵仍存在一些局

限性，如伴随副产物形成、孢子形成和低细胞

密度。Hu 等[54]通过将齿密螺旋体(Treponema)
的 TER 基 因 和 丙 酮 丁 醇 梭 菌 (Clostridium 
acetobutylicum)的 adhE2 基因在扭脱甲基杆菌

AM1 进行外源表达，尽管在甲醇上生长的细胞

并不能产生正丁醇，但工程菌在乙胺上生长时

能够产生 15.2 mg/L 的正丁醇。进一步采用适应

性进化(adaptive evolution，ALE)策略，在 200 代

后分离到一株对正丁醇耐受性高达 0.5%的突变

株。突变菌株能够生产 25.5 mg/L 的正丁醇，比

原始菌株增产 87%[55]。全基因组测序显示，突

变菌株中编码钾/质子逆向转运蛋白的基因 kefB
存在 SNP 突变。对该基因中的一个基因敲除突

变的分析证实，该突变确实是导致正丁醇耐受

性增加的原因。全局代谢组学分析进一步发现，

适应菌株对正丁醇胁迫的反应中，包括脂肪酸、

氨基酸、二糖和类胡萝卜素在内的多种关键代

谢物受到影响。总体而言，这项研究揭示了扭

脱甲基杆菌 AM1 对溶剂压力的一系列细胞反

应，从而为进一步合理设计该菌株的衍生物以

增加正丁醇产量提供了遗传蓝图。 
3.5  脂肪酸的生产 

脂肪酸及其衍生物是制造先进生物燃料、

洗涤剂、润滑剂和表面活性剂等的重要原料[56]。

由于脂肪酸的生产需要还原力的参与，因此还

原力更高的甲醇相比糖类是更具吸引力的底

物。巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)由于其优

秀的甲醇利用能力，可利用甲醇进行高密度发

酵，被认为是以甲醇为基础的生物制造的理想

宿主。最近，Cai 等[37]在毕赤酵母中通过重新

连接中心代谢和代谢转化，以单一甲醇为碳

源，在最低限度的培养基中高水平生产脂肪酸

和脂肪醇。他们首先通过敲除脂肪酸下游代谢

路径来增加脂肪酸的积累，并进一步增加前体

物质乙酰辅酶 A 和辅因子 NADPH 的供应来增
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加脂肪酸的产量。最终，通过分批补料发酵，

工程菌株能积累 23.4 g/L 脂肪酸和 2.0 g/L 脂肪

醇，甲醇消耗率为 1.2 g/(L·h)，细胞密度(OD600)
可达到 163。这一产量与酿酒酵母利用葡萄糖

的产量相当，并且远远高于其他几种由甲醇生

物合成的化学品。Gao 等 [36]通过将适应性进

化、合理的代谢工程和多组学分析(基因组学、

转录组学和脂类组学)相结合，也成功在天然

甲基营养酵母汉逊酵母 (Hansenula)中实现从

甲醇到脂肪酸的合成。他们首先发现，阻断脂

肪酸的下游代谢途径会使得酵母失去在甲醇

中生长的能力。通过在葡萄糖和甲醇的比例逐

渐降低的最小培养基中进行菌株适应性进化

使得菌株恢复了甲醇生长能力。进一步增加乙

酰辅酶 A 和 NADPH 的供应，结合分批补料发

酵策略，使得游离脂肪酸产量达到 15.9 g/L。这

些工作为开发高效定制的甲基营养型酵母细

胞工厂，用于以甲醇为基础的生物制造脂肪酸

衍生燃料和化学品提供了重要基础。  

3.6  氨基酸的生产 
氨基酸被广泛用于食品和饲料添加剂、风

味增强剂、药品和高分子材料[40]。目前，规模

化生产氨基酸的主要途径还是微生物发酵，谷

氨酸棒状菌(Corynebacterium glutamate)是其主

要的生产菌株。为了降低生产成本，人们开发

了许多廉价的底物，如糖蜜和淀粉来生产氨基

酸。同时，一些微生物利用更便宜的非食品底

物来降低生产成本。 
许多天然甲基营养菌被用于从甲醇中生产

不同的氨基酸，包括谷氨酸、赖氨酸、丝氨酸

和苏氨酸[38-39,57-62]等。例如，甲醇芽孢杆菌 RV3
可以生产 38.8 g/L 的 L-谷氨酸。经过化学诱变

后，突变体 AL119 可以分泌 11 g/L 的 L-苏氨酸。

突变体 DHL 122 可以产生 3.1 g/L 的 L-赖氨酸

和 5.6 g/L 的 L-苏氨酸[57]。在突变体 DHL 122 中

过量表达内源性羧酸合酶后，可以产生 37 g/L
的谷氨酸和 8 g/L 的赖氨酸[58]。甲醇芽孢杆菌

同样是一种具有从甲醇中生产氨基酸潜力的菌

种。因为在甲醇芽孢杆菌参与甲醇代谢的基因是

由质粒编码的，在使用甲醇的细胞中可以被上

调，因此甲醇芽孢杆菌 MGA3 有很高的甲醇消耗

率。以甲醇为碳源时，在 50 ℃条件下分批补料

培养可生产 59 g/L 谷氨酸和 0.4 g/L 赖氨酸[38-39]。

由于缺乏有效的遗传工具，随机化学诱变是菌

株工程的主要方法。例如，高丝氨酸脱氢酶突

变体 13A52-8A66 能分泌 35 g/L 的 L-赖氨酸和

28 g/L 的 L-谷氨酸[38]。 
细胞中分泌转运系统对氨基酸的生产至关

重要。当在嗜甲烷菌(Methanotroph)中过量表达

来源于谷氨酸棒杆菌的 L-赖氨酸/L-精氨酸输出

蛋白(LysE)后，L-赖氨酸产量提高至 11.3 g/L，表

明氨基酸输出体系有利于氨基酸的生产[60]。由于

丝氨酸循环的存在，扭脱甲基杆菌可以从甲醇和

甘氨酸中生产丝氨酸。在扭脱甲基杆菌静息细胞

中，适当条件下 L-丝氨酸可达到 54.5 g/L[61]。同样，

在甲基杆菌(Methyloba cterium sp.) MN43 静息细

胞中，当丝氨酸降解被阻断时，从 104 mg/mL 甲醇

和 50 mg/mL 甘氨酸中获得 65 mg/mL L-丝氨酸[62]。 
底物消耗率和产物收率是微生物生产过程的

重要指标。据报道，甲醇芽孢杆菌 MGA3 的细胞

生长速率和甲醇消耗速率可达 0.4/h 和 7 g/(L·h)，
这接近谷氨酸棒杆菌的细胞生长速率 (0.53/h)
和葡萄糖消耗速率[6.6 g/(L·h)][63-64]。此外，甲

醇芽孢杆菌从甲醇中生产 L-赖氨酸的理论产率

(0.71 g/g)与谷氨酸棒杆菌从葡萄糖中生产 L-赖
氨酸的理论产率(0.78 g/g)相当[40]。重要的是，

甲基营养菌能够在 35–60 ℃的温度下生长，最

佳生长温度在 50–55 ℃左右[65]。基于以上优点，

利用甲醇酵母生物合成甲醇氨基酸是一种有前

景和可持续发展的方法。 
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3.7  其他化学品的生产 
以甲醇来生产更高附加值的精细化学品也

具有一定的前景。Liu 等[41]通过在毕赤酵母中

组装莫那可林 J 和洛伐他汀的生物合成模块，

在 pH 控制下以甲醇为底物进行培养，莫那可

林 J 的产量为 60.0 mg/L，洛伐他汀的产量为

14.4 mg/L。为了缓解细胞在单培养条件下的代

谢失衡和代谢应激，对其进行了通路拆分并重

新分配。结果表明，莫那可林 J 和洛伐他汀的

产量分别提高了 55%和 71%。最终在生物反应

器中发酵得到莫那可林 J 的浓度为 593.9 mg/L，

洛伐他汀的浓度为 250.8 mg/L。Jin 等[42]同样以

毕赤酵母为底盘细胞实现从甲醇到硫酸软骨素

的合成，硫酸软骨素被广泛应用于医疗、临床、

保健等领域。首先，研究人员将来源于大肠杆

菌和枯草芽孢杆菌中的软骨素合成途径关键基

因在毕赤酵母进行外源表达，实现了 5.5 mg/L
软骨素的合成。通过密码子优化、启动子工程及

整合磺化模块，在补料分批发酵中产生 2.1 g/L
硫酸软骨素。以上研究验证了甲基营养菌还可

以用于药品的生产，为甲醇转化为化学品提供

了新的思路方法。 

4  合成甲基营养菌用于化学品

生产的研究进展 
尽管天然的甲基营养菌能利用甲醇进行生

长并产生多种化学品，但仍然存在一些问题，

如缺乏有效的基因编辑工具用于菌株改造，不

能产生高水平的代谢物。此外，大多数天然的

甲基营养菌是强制好氧菌，更多的还原能量被

电子传递链消耗而影响了所需代谢物的积累。 
合成生物学为设计微生物细胞工厂以制造

化学品和其他高附加值产品提供了巨大机会，

不仅可用于组装复杂的合成途径以生产次级代

谢物，而且还可用于扩展底物谱甚至改变菌株

营养模式。因此，一些遗传背景清晰且基因编

辑工具成熟的模式菌株，如大肠杆菌、谷氨酸

棒杆菌和酿酒酵母，可以通过为它们配备上游

甲醇代谢模块改造为人工合成甲基营养菌，实

现从甲醇到高附加值产物的生物转化(表 2)。 

 
表 2  使用合成甲基营养物生产的各种产品 
Table 2  Various products produced using synthetic methylotrophs 
Product Substrate Fermentation method Production Strain References 
Propyl alcohol 
Butanol 

Methanol+Glucose Fed-batch culture 2.6 g/L acetone 
1.8 g/L butanol 

Escherichia coli [66] 

Flavanone 
Naringenin 

Methanol+Yeast powder   Escherichia coli [67] 

Acetic acid  
Ethanol 

Methanol+Xylose  2.2 g/L acetic acid 
1.6 g/L Ethanol 

Escherichia coli [68] 

Succinic acid Methanol+Glucose Fed-batch culture (0.9±0.1) g/g Escherichia coli [69] 
Fructose 6  
phosphate 

Methanol+Mdh, Hps  
and Phi Supramolecular  
enzyme complexes 

  Escherichia coli [70] 

Propylene glycol Methanol+Glucose  32.7 mg/L Escherichia coli [71] 
Glutamic acid Methanol+Xylose  90 mg/L Corynebacterium glutamicum [72] 
Cadaveramines Methanol+Glucose  1.5 g/L Corynebacterium glutamicum [73] 
Pyruvic acid Methanol+Yeast powder  2.3 g/L Saccharomyces cerevisiae [33] 
Succinic acid Methanol+Xylose Two-stage fermentation 0.9 g/L Yarrowia lipolytica [74] 
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4.1  大肠杆菌 
大肠杆菌(Escherichia coli)自 2015 年首次

被 Müller 等[67]开发为合成甲基营养菌以来，已

成为甲醇生物转化领域研究最为广泛的底盘细

胞。在大肠杆菌中构建甲醇代谢途径通常选择

RuMP 途径，因为该途径大多数所需的酶在大

肠杆菌中是天然存在的。只有 3 个关键酶 Mdh、
Hps、Phi 是大肠杆菌完成功能性 RuMP 途径所

需要进行外源表达的。此外，由于具备成熟的

基因编辑工具，大肠杆菌中的基因敲除过程快

速且简单。通过敲除甲醇异化途径中的 S-(羟甲

基 )谷胱甘肽脱氢酶 (Hydroxymethylglutathione 
dehydrogenase, FrmA)，可以有效减少甲醇到

CO2 的流失，提高甲醇同化到中心碳代谢途径

的代谢通量。 
由于甲醇在大肠杆菌中通过 RuMP 代谢过

程中需要核酮糖五磷酸(Ru5P)的参与，而 Ru5P
的再生由于涉及多个循环反应，难以通过代谢

工程改造手段实现有效再生，因此，通常会添

加葡萄糖或木糖等辅助碳源来促进甲醇的吸收

利用。Bennett 等[66]在敲除了 FrmA 的大肠杆菌

中外源性表达 RuMP 途径中的关键酶，并进一

步敲除磷酸葡萄糖异构酶为 Ru5P 提供更多代

谢通量。当以葡萄糖与甲醇为共底物发酵时，产

生了 2.6 g/L 的丙酮和 1.8 g/L 的丁醇。然而，当

使用 13C 标记甲醇时，结果显示终产物的标记碳

相当低，其丙酮和丁醇分别约为 3.6%和 0.7%。 
决定甲基营养型大肠杆菌能否高效利用甲

醇的一个关键因素是 MDH 是否具备优良的酶

动力。Whitake 等[67]利用来自嗜热脂肪芽孢杆

菌(Bacillus stearothermophilus)的 NAD+依赖型

MDH 和来自甲醇芽孢杆菌的 RuMP 途径关键

酶，改造大肠杆菌使其能利用甲醇。通过 13C
甲醇标记实验，证明构建的甲基营养型大肠杆

菌能有效将甲醇转化为生物质。例如，关键的

TCA 循环中间产物琥珀酸和苹果酸的标记率高

达 39%，而较低的糖酵解中间产物 3-磷酸甘油

酸的标记率高达 53%。每种化合物都标记了多

个碳，证明了甲醇同化支持生长的循环途径。进

一步通过整合黄烷酮柚皮素的合成途径，实现以

甲醇为底物生产 3.5 mg/L 的柚皮苷元。 
除了 RuMP 途径，丝氨酸循环也被证明能

在大肠杆菌中实现甲醇的同化。Yu 等[68]基于营

养缺陷型选择平台和逐步优化开发了一种用于

甲醇同化的修饰性丝氨酸循环。在这条修饰性

丝氨酸循环中，甲醇首先氧化成甲酸，甲酸变

成亚甲基四氢呋喃，与甘氨酸缩合产生丝氨酸，

丝氨酸随后转化为草酰乙酸，然后还原为苹果

酸，苹果酸随后分解成乙醛酸和乙酰辅酶 A，

乙醛酸作为这条途径的终产物。工程大肠杆菌

利用该途径在含有木糖的培养基中，可利用甲

醇生产 2.2 g/L 乙酸和 1.6 g/L 乙醇。13C 甲醇标

记结果表明，甲醇同化为乙酸的比例约为 38%，

乙醇的同化比例约为 25%。Zhang 等[69]利用来

自甲醇芽孢杆菌的 NAD+依赖型的 MDH和来自

不同供体来源的 RuMP 途径将甲醇同化模块引

入产琥珀酸的大肠杆菌中。在厌氧发酵下，以

甲 醇 和 葡 萄 糖 为 共 底 物 ， 琥 珀 酸 收 率 从

(0.91±0.08) g/g 提高到(0.98±0.11) g/g。进一步

的 13C 标记实验表明，重组菌株成功地将甲醇

转化为琥珀酸。 
虽然上述环状通路在功能上得到了证明，

但环状通路在体内的功能性表达需要精细的调

控。因此，线性路径具有易于实施的潜在优势。

Siegel 等[75]借助计算机模拟系统构建了一种名

为甲醛酶(Formaldehydease, FLS)的途径，可直

接将 3 个甲醛分子缩合成一分子的二羟基丙

酮。这一途径已在体外进行了功能验证，并且

能够在含有甲醇的复杂培养基中促进大肠杆菌

的生长。另一种不同的线性途径被称为合成乙
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酰辅酶 A 途径(Synthesis of acetyl-CoA, SACA)，
它利用乙醛酸合酶将两个甲醛分子转化为一分

子乙醛酸[76]，随后乙醛酸通过磷酸酮醇酶的次

要反应转化为乙酰磷酸，乙酰磷酸通过磷酸乙

酰转移酶(PTA)可以被高效转化为乙酰辅酶 A
进入中心碳代谢途径。SACA 途径首先是通过
13C 标记在体外被证明的，获得了大约 50%的碳

产率。重要的是，SACA 途径也在体内得到了

证实。在添加 1 g/L 酵母粉和 2 g/L 胰蛋白胨的

最低限度的培养基中，添加甲醇对菌体生长具

有促进作用，甲醇的生物产量为 0.03 g CDW/g。
然后用 13C 甲醇通过 SACA 途径验证甲醇的同

化作用，在磷酸烯醇式丙酮酸中得到约 17%
的平均碳标记。尽管与其他研究相比，这些结

果并不显著，但这一线性途径能在细胞内发挥

作用，进一步的适应性进化可能导致改进的途

径动力学、速率和产量，以实现自主的甲基化

营养。 

4.2  谷氨酸棒杆菌 
与大肠杆菌相比，谷氨酸棒杆菌被大众认为

是安全的，所以其适合于生产与人类消费相关的

生化制品。目前，微生物发酵仍然是大规模生产

氨基酸的主要途径。例如，谷氨酸棒杆菌在工程

化后，可以在甲醇和木糖作为底物条件下产生谷

氨酸。由此产生的谷氨酸滴定度[72]达到 90 mg/L。
通过进一步的 ALE 提高工程菌株对于甲醇的耐

受性，提高甲醇浓度至 15 g/L 进行发酵发现谷氨

酸产量也随之提高至 230 mg/L，表明 ALE 对于

提高甲醇的生物转化效率有明显的促进作用[77]。 
除了与食物相关的化合物之外，尸胺(一种

赖氨酸脱羧产物)也实现了以甲醇为原料的生

产。Lessmeier 等[73]设计了一株工程化谷氨酸棒

杆菌，它能代谢非天然碳底物甲醇，并将甲醇

至少部分转化为非原生产物尸胺。工程菌株表

达了来自大肠杆菌的赖氨酸脱羧酶、来自甲醇

芽孢杆菌的 MDH、来自枯草芽孢杆菌的 Hps
和 Phi 并敲除了内源性乙醛脱氢酶基因 ald 和

fadH 来阻断甲醇的异化途径。在这种情况下，

当使用甲醇与葡萄糖为共底物时，工程谷氨酸

棒杆菌产生 1.5 g/L 的尸胺，其中 15%的碳被 13C
甲醇所标记。 

4.3  合成甲基营养型酵母 
除了原核甲基养菌外，酿酒酵母也表现出

了作为甲醇转化微生物底盘的巨大潜力，因为

它对高浓度甲醇的耐受能力很强。Dai 等[33]将

源自甲基化酵母毕赤酵母的甲醇氧化途径[包
括醇氧化酶(AOX)、过氧化氢酶(CAT)、二羟丙酮

合酶(DAS1/2)和二羟丙酮激酶(Dihydroxyacetone 
Kinase, DAK)]整合到酿酒酵母的染色体中。这

些来自毕赤酵母的具有靶向信号的甲基化酶被

发现能够在重组的酿酒酵母的过氧化物酶中定

位并功能性地表达。当使用甲醇作为唯一碳源

时，经过富集培养后的工程酿酒酵母显示出

1.04 g/L 的甲醇消耗和 3.13%的细胞生长增加，

并成功生产 260 mg/L 的丙酮酸。最近，解脂耶

氏酵母经过改造后，也可以在甲醇作为碳源的

条件下实现琥珀酸的生产[78]。研究团队首先在

解脂耶氏酵母的过氧化物酶体中构建了来自于

毕赤酵母的甲醇利用模块，初步赋予其甲醇同

化利用能力。随后为了提高甲醇代谢效率，作

者采取了两种策略：(1) 构建前体供给模块，通

过外源表达木糖利用途径并以木糖作为辅助碳

源，来提供甲醇代谢过程中必不可少的前体物

木酮糖五磷酸(Xu5P)。(2) 构建前体再生模块，

在解脂耶氏酵母的过氧化物酶体内构建来源于

毕赤酵母的 Xu5P 循环。这种区室化策略使得

甲醇消耗从 3.4 g/L 提高至 4.5 g/L。随后，13C
甲醇同位素标记实验证明甲醇被成功同化进入

中心碳代谢途径。此外，转录组学分析挖掘到

了多个甲醇代谢相关元件，通过强化相关元件
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进一步提高甲醇消耗至 5.2 g/L。为了验证甲醇

到化学品的生物转化，作者通过敲除琥珀酸脱

氢酶来实现琥珀酸的积累，最终通过富集发酵

的方式，实现以甲醇为唯一碳源生产 0.92 g/L 丁

二酸。利用甲醇作为唯一碳源、提高甲醇的利用

率和增值化学品产量的研究仍然是一项巨大的

挑战，但是这些研究初步显示了在工程化非甲基

营养型真核微生物中甲醇的利用以及在未来将

其应用扩大到大规模工业化工厂的潜力。 

5  甲醇生物转化的潜在问题及

解决策略 
5.1  甲醇的氧化 

甲醇在甲基营养菌中的氧化主要依赖上述

所提及的 3 种酶(PQQ 依赖型 MDH、NAD+依赖

型 MDH 与 O2 依赖型 AOX)。从能量消耗角度

来看，NAD+依赖型 MDH 由于比其他两种类型

更经济，形成的 NADH 可用于促进产物的合成，

因而受到广泛研究。然而，其较差的热动力学

是构建高效甲基营养细胞工厂的一个重大瓶

颈，亟需开发更加高效的 MDH。蛋白质设计

和定向进化技术有助于这一过程的推进。例

如，Chen 等 [70]利用定向分子进化技术，构建

了来源于钩虫贪铜菌(Cupriavidus necator) N-1 的

MDH2 变体，与原始 MDH2 相比，甲醇氧化的催

化效率提高了 6 倍。此外，Roth 等[79]用甲醛传感

器开发噬菌体辅助非连续进化 (phage-assisted 
non-continuous evolution, PANCE)方法，对来自

甲醇芽孢杆菌的 MDH2 进行进化，使其最大反

应速度提高了 3.5 倍，为 MDH 进一步改造提供

了理论基础。 

5.2  碳通量的合理分配 
甲基营养菌中的甲醇异化途径既是细胞免

受甲醛毒害作用的自我保护机制，也是 NADH

和 ATP 的重要来源。然而，甲醇的过度异化会

产生过量 CO2 造成碳原子流失，从而影响生物

质和目标化学品的产量。例如，对巴斯德毕赤

酵母的化学计量模型分析表明，在甲醇补料分

批发酵过程中，会有 70%‒80%的碳原子经异化

途径流失[80]。对异化途径进行敲除虽然能够减

少碳原子的流失，但也会使得甲醛积累，并且

造成 NADH 与 ATP 的供给失衡，从而抑制细胞

的生长[34]。由于只有不能被及时同化的甲醛才

会进入异化途径进行脱毒作用，因此通过强化

甲醛同化途径来合理分配碳通量以达到产品产

量和生物量增长之间的平衡似乎是一种更优策

略。由于 RuMP 和 XuMP 等天然甲醇同化途径

是循环性的，因此前体物 Ru5P 或 Xu5P 的再生

对于提高整个途径的效率非常重要，这意味着

可能需要一个活跃的非氧化戊糖-磷酸途径来

驱动碳重排过程，从而提高整体生产力。对天

然甲基营养菌和合成甲基营养菌的研究证实了

这种再生过程对有效同化甲醛的重要性。 
最近，线性化甲醛同化途径的开发也受到

广泛关注。基于FLS或乙醇醛合酶(glycolaldehyde 
synthase, GALS)等计算设计酶的甲醛缩合线性

途径已被证实具备可行性，并应用于化学品的

合成。例如，FLS 被成功开发用于将甲醛转化

为 L-赤藓酮糖的高效全细胞生物催化工艺中，

最终生产滴度为 252 g/L，产率为 126 g/(L·h)。
然而，由于 FLS 和 GALS 的 Km 值较高，这些

酶的催化效率仍需进一步提高，才能将这些

人工线性途径用于构建更高效地合成甲基营

养菌。 

5.3  甲醇同化与产物合成模块的适配性 
无论是在天然甲基营养菌还是合成甲基营

养菌中，如何提高甲醇同化与产物合成模块的

适配性一直是构建高效甲醇细胞工厂亟需解决



 
 

刘康 等/甲醇生物转化合成化学品的研究进展  

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2443 

的瓶颈问题。单一地在天然甲基营养菌中引入

产物合成模块或在模式菌株中引入甲醇同化模

块通常难以实现甲醇的高效生物转化。这种模

块间适配性差的问题可以通过以下两种策略来

解决。首先，在深入了解甲醇代谢及其与中心

代谢途径联系的基础上，实施合理的设计与代

谢工程改造。例如，Guo 等[34]在毕赤酵母在引

入苹果酸合成模块，当以葡萄糖为底物进行发

酵时，工程菌株能够生产 8.55 g/L 苹果酸。然

而，当以甲醇为底物进行发酵时，却并未检测

到苹果酸的产生，这表明大量进入同化途径的

碳原子被限制在 XuMP 循环中，并未流入到产

物合成模块中。随后，通过敲除葡萄糖-6-磷酸

异构酶(GPI)来修饰甲醇同化模块使其与产物

合成模块具有良好适配性，最终实现了甲醇到

苹果酸的生物合成。其次，基于 ALE 和系统生

物技术相结合的逆向工程策略也已被证明是改

善甲醇同化模块与甲醇同化模块之间适配性的

有效策略。ALE 是构建工程菌株过程中经常使

用的方法，在特定的生长条件下长期培养微生

物，直到它们产生具有所需表型的突变株。Gao
等[37]发现在天然甲基营养型酵母多形汉逊酵母

中构建了产脂肪酸模块后，菌株失去了在甲醇

中的生长能力，这可能归因于产物合成模块的

引入干扰了甲醇同化模块。通过引入 ALE策略，

工程菌株恢复了以甲醇为唯一碳源生长和生产

游离脂肪酸的能力。通过逆向工程发现 lpl1 (编
码假定的脂肪酶)和 izh3 (编码与锌代谢相关的

膜蛋白)的失活是恢复菌株生长的关键元件，为

后续构建生物细胞工厂实现从甲醇到脂肪酸高

效合成提供了重要指导。 

6  展望与总结 
从经济、生态和工艺的角度来看，甲醇在

生物技术过程中是一种具有吸引力的非食品替

代原料。甲基营养菌被广泛用于生产各种产品，

如 PHB 和一些氨基酸等。新一代生物技术的快

速发展，特别是机器学习和代谢网络模型的发

展，为基于甲醇的生物制造开辟了新的机遇。

特别是随着高效基因编辑工具的开发，如

CRISPR-Cas9 系统，使得构建更高效的甲基营

养菌成为可能。因此，利用这些天然甲基营养

菌开发基于甲醇作为替代碳源的具有经济竞争

力的生物工艺将更加现实。此外，随着合成生

物学的发展，代谢工程变得更加高效且多样化，

使得我们可以在非天然的甲基营养菌中创造新

的甲醇代谢，以便它们可以利用甲醇作为碳水

化合物的共底物来产生代谢物作为生物燃料和

化学品。虽然目前在甲醇的生物转化领域取得

了许多进展，但仍然存在一些局限性和挑战。

首先是甲醇同化途径的关键酶催化效率低。例

如，MDH 的动力学是设计合成甲基营养菌时要

考虑的一个关键限制因素，除了寻找替代酶和

合理的代谢工程改造外，还需要借助计算机辅

助蛋白质设计来提高酶的催化效率并克服这一

限制。此外，利用甲醇的甲基营养菌，尤其是

合成甲基营养菌在甲醇或有辅助碳源的甲醇培

养基中的生长速度都低于在传统碳源培养基中

的生长速度。主要原因是甲醇的代谢中间物甲

醛对细胞具有毒性作用。通过蛋白组装策略构

建的多酶复合物，可以快速固定甲醛，显著提

高甲醛同化效率，从而缓解细胞毒性[70]。鉴于

ALE 可以选择有利于所需表型的突变，通过

ALE 提高细胞对甲醇的耐受性同样是解决上述

问题的重要策略。总之，随着合成生物学的快

速发展和对天然甲基营菌的深度学习认知，以

天然 /合成甲基营养菌进行的甲醇生物转化过

程在不久的将来有着更有前景的应用。 
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