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摘  要：本文对 2023–2024 年《生物工程学报》发表的合成生物制造相关的综述和研究论文进行了

评述，内容涉及底盘细胞，基因(组)编辑，设施、工具和方法，生物传感器，蛋白质设计与改造，

肽与蛋白质，酶的筛选、表达、表征和改造，生物催化，生物活性物，植物天然产物，微生物天然

产物，微生物资源开发与生物农药，甾体化合物，氨基酸及衍生物，维生素及衍生物，核苷，糖、

糖醇、寡糖、多糖和糖脂，有机酸和生物基材料单体，高聚物材料生物降解与生物可降解材料，肠

道微生物、活菌药物与合成微生物组，微生物抗逆工程，木质纤维素的生物降解和转化利用，一碳

生物技术，生物电子转移与生物氧化还原，生物环保，合成生物制造的风险和监管等 26 个方面的数

百种技术和产品，以期为读者了解合成生物制造相关研发和产业化的最新进展情况提供参考。 
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Abstract: This article reviews the review articles and research papers related to 
biomanufacturing driven by engineered organisms published in the Chinese Journal of 
Biotechnology from 2023 to 2024. The content covers 26 aspects, including chassis cells; gene 
(genome) editing; facilities, tools and methods; biosensors; protein design and engineering; 
peptides and proteins; screening, expression, characterization and modification of enzymes; 
biocatalysis; bioactive substances; plant natural products; microbial natural products; 
development of microbial resources and biopesticides; steroidal compounds; amino acids and 
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their derivatives; vitamins and their derivatives; nucleosides; sugars, sugar alcohols, 
oligosaccharides, polysaccharides and glycolipids; organic acids and monomers of bio-based 
materials; biodegradation of polymeric materials and biodegradable materials; intestinal 
microorganisms, live bacterial drugs and synthetic microbiomes; microbial stress resistance 
engineering; biodegradation and conversion utilization of lignocellulose; C1 biotechnology; 
bioelectron transfer and biooxidation-reduction; biotechnological environmental protection; 
risks and regulation of biomanufacturing driven by engineered organisms, with hundreds of 
technologies and products commented. It is expected to provide a reference for readers to 
understand the latest progress in research, development and commercialization related to 
biomanufacturing driven by engineered organisms. 
Keywords: synthetic biology; biomanufacturing; engineered organisms 

 
2022 年 4 月，本刊发表了第一篇以“合成生

物制造”为题的评述文章[1]，对 2021 年度本刊

发表的所有与合成生物制造相关的综述和研究

论文进行评述。这是“合成生物制造”一词的最

早使用，主要目的是为了推动由合成生物驱动

的生物制造产业发展，当时的表述是：“2021 年

被称为合成生物学投资元年，全年合成生物学

领域融资超过了前 10 年，一批合成生物领域初

创企业进入市场。同年，‘碳达峰、碳中和’正式

成为国家战略目标，具有‘碳中和’属性的生物制

造产业备受关注。 ‘合成生物学’加持‘生物制

造’，使得‘合成生物制造’成为推动新一代生物

技术在工业领域应用的主力军”[1]。 
随着社会各界对生物制造关注度的不断提

升，“合成生物制造”也开始成为一个高频词，

成为规划、会议和赛事主题。例如，2024 年 9 月，

北京出台了《北京市加快合成生物制造产业创

新发展行动计划(2024–2026 年)》并成立北京市

合成生物制造技术创新中心，随后常德等地也

发布了合成生物制造产业规划；2024年 11–12月，

北京举办合成生物制造技术创新发展论坛，深

圳举办合成生物制造产业大会(原名为工程生

物创新大会)；2025 年 1 月，常德举办合成生物

制造创新创业大赛等。这反映出“合成生物制

造”已经进入了从科技赛道向产业赛道转换的

时期。以“合成生物”的科技创新，促进“生物制

造”的产业发展，这正是发展新质生产力的应有

之义。合成生物制造，正在成为一个以科技创

新促进产业创新、科技创新和产业创新融合发

展的标志性产业。 
继 “合成生物制造 ”[1] 和 “合成生物制造

2022”[2]两篇评述之后，在 2025 开年之际，本

文对 2023 年和 2024 年《生物工程学报》发表

的与合成生物制造相关的综述和研究论文进行

评述，以帮助本刊读者了解合成生物制造相关

研发和产业化的最新进展情况。 

底盘细胞 
酿酒酵母作为真核微生物，拥有完整的细

胞内膜系统，演变出了多样化的细胞器，包括

线粒体、过氧化物酶体、高尔基体、内质网、

脂滴和液泡等[3]。不同细胞器具有不同的功能，

其内部环境的理化性质和代谢产物分布也有很

大不同，恰好可为生产不同类型的化学品提供

多样化的舞台。根据不同细胞器的特点，研究

人员将酶、代谢途径等靶向定位到特定细胞器，

从而提升对应化学品的合成效率。例如，线粒

体中乙酰辅酶 A、丙酮酸等前体物质充足，有

利于合成萜类化合物和醇类化合物；过氧化物

酶体中进行脂肪酸 β-氧化，产生大量乙酰辅酶
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A，可为合成萜类化合物、黄酮类化合物和脂

肪酸衍生物提供充足底物，过氧化物酶体较强

的鲁棒性，也可为生产和隔离对细胞有毒性的

化合物提供适宜的环境；内质网中适合异源表

达细胞色素 P450 酶，用于催化羟化、环氧化、

脱烷基化、碳-碳偶联、氧化裂解等多种反应；

高尔基体的蛋白分泌途径优化后，有利于提高

重组蛋白的生产；脂滴环境适合亲脂性化合物

的合成和积累；液泡内酸性环境可为 pH 敏感

的化学品提供理想的合成场所。 
酿酒酵母是异源合成天然产物的最常用微

生物底盘。近年来，如解脂耶氏酵母、巴斯德

毕赤酵母、马克斯克鲁维酵母、圆红冬孢酵母、

多形汉逊酵母等非常规酵母也逐步被开发用于

生产特定的天然产物 [4]。如用解脂耶氏酵母来

生产油脂和脂肪酸，用毕赤酵母来生产聚酮和

萜类等。相比于酿酒酵母，非常规酵母底物利

用谱更广、环境耐受性更强，且可以利用廉价

的废弃资源，从而降低生产成本。研究人员也

逐步建立了非常规酵母的遗传操作方法，为代

谢工程改造提供了遗传工具。其代谢改造策略

主要有途径酶的筛选、代谢途径的调控、合成

前体与辅因子的供给等。此外，诱变育种和适

应性进化也是效果较好的改造策略。 
毕赤酵母能够以甲醇为唯一碳源，且具有

丰富的翻译后修饰机制，同时是美国食品药品

监 督 管 理 局 (Food and Drug Administration, 
FDA)认定的安全菌株。因此，毕赤酵母在抗原、

工业酶等重组蛋白生产方面具有显著优势，同

时在利用一碳原料生产化学品方面具有较大潜

力。目前针对毕赤酵母的工程化改造技术主要

有基于线性化质粒载体的同源重组、基于

CRISPR/Cas9 的基因编辑和基于 CRISPR/Cas12a
的基因编辑[5]。研究人员也初步开发了针对毕

赤酵母启动子 PAOX1 的 CRISPRi 和 CRISPRa 技

术，用于调控基因表达。但是，相比于大肠杆

菌和酿酒酵母等模式底盘，毕赤酵母基因编辑

效率低，缺乏多样的启动子和筛选标记，这限

制了对毕赤酵母的复杂代谢工程改造。未来需

进一步提高同源重组效率，挖掘丰富的合成生

物学元件；通过对代谢通路的改造和优化，不

断提高甲醇同化率，推动毕赤酵母细胞工厂的

开发和应用。 
圆红冬孢酵母(Rhodotorula toruloides)是最

先在我国分离获得的一种非模式酵母，其野生

型菌株能合成类胡萝卜素等一系列高附加值化

合物和酶[6]。该菌株能够进行高细胞密度培养，

可耐受渗透胁迫、氧化胁迫和低 pH 胁迫，还能

直接利用木质纤维素水解液，是一种极具潜力的

微生物底盘。为提升对圆红冬孢酵母的工程改造

能力，近年来陆续开发了多种基因工程使能工

具，如启动子、终止子、筛选标记等基因表达元

件，表达外源基因的整合型质粒，根癌农杆菌介

导的遗传转化技术，CRISPR/Cas 介导的基因组

编辑技术，用于表达调控的 RNA 干扰技术等。

经改造的圆红冬孢酵母能够合成不饱和脂肪酸、

脂肪醇、生物柴油等油脂衍生物，以及红酵母红

素、β-胡萝卜素、γ-胡萝卜素等萜类化合物。此

外，圆红冬孢酵母还可用于生产苯丙氨酸解氨

酶、D-氨基酸氧化酶、头孢菌素酯酶和环氧化物

水解酶等多种具有工业应用价值的酶。 
丝状真菌作为高效细胞工厂常用于生产酶

制剂、重组蛋白、有机酸和天然产物等。研究

发现，丝状真菌的菌体形态对发酵产品的产量

及发酵过程控制有显著影响[7]，如里氏木霉菌

丝分枝后总蛋白分泌量显著提高。总的来说，

菌体形态对菌种发酵性能有 3 方面的影响，包

括影响发酵产品产量、影响发酵过程控制以及

影响代谢产物种类。通过基因工程诱导菌丝分

枝，可以显著提高丝状真菌生产酶制剂的产量。
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菌体形态对发酵过程的影响体现在传质效率上，

菌丝在搅拌式发酵中会缠绕搅拌桨和控制电极，

对发酵控制产生负面影响，而菌丝分枝后，发酵

液黏度降低，有利于发酵控制。研究还发现，分

散的菌丝体有利于丝状真菌呼吸，适用于生产酶

制剂和抗生素等产品，而规则、大小适宜的球状

真菌则有利于生产有机酸等产品。顶体、G 蛋白

偶联系统、细胞周期蛋白依赖性激酶、肌球蛋白

等内在因素，以及活性氧、营养物质、金属离子

等外在因素都会影响菌丝形态变化。研究菌丝形

态发育机制，开发相应的调控策略，对提升丝状

真菌细胞工厂性能具有重要意义。 
热 葡 糖 苷 酶 地 芽 胞 杆 菌 (Geobacillus 

thermoglucosidasius)属于革兰氏阳性、兼性厌氧

菌。该菌在 42–70 ℃之间均能生长，最适生长温

度为 60 ℃，且生长速度与大肠杆菌相当。该特

征使其在工业生产中有利于节能降耗、降低染菌

风险，因此是一种极具应用潜力的嗜热微生物底

盘。但是，该菌的遗传改造工具还很缺乏，特别

是缺乏高效的遗传转化技术，限制了该菌的开发

和应用。卜瑞红等 [8]通过敲除限制性内切酶基

因，组合添加细胞壁弱化剂甘氨酸、DL-苏氨酸

和细胞膜抑制剂吐温 80，建立了一种针对热葡

糖苷酶地芽胞杆菌的高效电转化技术，转化效率

达到 6×106 CFU/(μg DNA)，比野生型菌株提高

了 3 个数量级。这为代谢工程改造热葡糖苷酶地

芽胞杆菌，推动其潜在应用奠定了重要基础。 
嗜热蓝细菌是能够在 45 ℃以上高温环境中

正常生长和代谢的蓝细菌，是研究光合生物高温

适应机制的模式生物[9]。嗜热蓝细菌主要分布于

全球范围内的温泉和热泉环境中。相比于普通蓝

细菌，嗜热蓝细菌具有特殊的胶质鞘及胞外被膜

结构，有时可以产生特殊的聚集形态或形成生物

结皮，这种特殊结构是其在高温下能够生存的原

因之一。目前，只有个别嗜热蓝细菌完成了基因

组测序，转录组学和蛋白质组学研究非常有限。

嗜热蓝细菌对高温环境的适应能力，可能与其光

合系统修复能力、光合色素稳定性、抗氧化能力、

细胞相容性溶质等相关，这些能力提示其在生物

固碳、生物燃料生产、生物修复、生物活性物发

现等方面具有较大的应用价值。 
小球藻属于单细胞绿藻，既可进行光合自

养生长，也可进行高密度异养发酵。小球藻是

国际公认的安全藻株，其胞内蛋白含量占细胞

干重的 50%−65%，因此成为生产替代蛋白的重

要微生物底盘。但是，野生型小球藻因富含叶

绿素而具有较浓的藻腥味，导致其干粉产品感观

和气味欠佳。通过萃取、浸提等化学方法可以一

定程度除腥除味，但成本高、污染大。为此，陈

霄等 [10] 利用常压室温等离子体 (atmospheric 
pressure room temperature plasma, ARTP)诱变技

术对凯式小球藻进行随机突变，筛选获得 4 株

叶绿素合成缺陷的突变株；最优突变株中细胞

蛋白含量达 39%，叶绿素 a 含量基本下降到零，

且不含叶绿素 b，含有少量叶黄素使藻体呈金

黄色。这表明该突变株成功实现了脱色降腥，

成为生产替代蛋白的重要藻种。 

基因(组)编辑 
基于 CRISPR/Cas 系统的单基因编辑与调控

工具已经在合成生物学领域得到广泛应用。这些

工具主要有碱基编辑器、先导编辑器、基于

CRISPR/Cas 系统的基因抑制或基因激活等[11]。对

应地，基于 CRISPR/Cas 系统的多重基因编辑与调

控技术也在不断发展。在基于双链断裂的多重基

因编辑技术方面，开发了基于 CRISPR/Cas 系统的

单细胞多位点编辑技术、基于 CRISPR/Cas 系统的

可追踪基因编辑技术。在基于单链断裂的多重基

因编辑技术方面，开发了基于碱基编辑器的多重

基因编辑技术、基于先导编辑器的多重基因编辑
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技术。在多重基因调控技术方面，发展了基于

CRISPR/Cas 系统的多重基因抑制技术、基于

CRISPR/Cas 系统的多重基因激活技术，以及基于

碱基编辑器的多重基因调控技术。相比于单一位

点，多重基因编辑与调控技术效率还比较低，脱

靶效应严重。与计算机辅助设计及深度学习的结

合，是未来发展基因编辑调控技术的重要方向。 
CRISPR/Cas9 系统介导的基因编辑技术已

被广泛应用于动物、植物和微生物基因工程领

域。借助外源双链 DNA 供体为模板的同源重

组，可以实现对基因组目标位点的精准编辑和

基因敲入。高等真核细胞中的同源重组效率较

低，限制了该基因编辑策略的应用。为此，马

宝霞等 [12]利用大肠杆菌乳糖操纵子阻遏蛋白

LacI 与操纵序列 LacO 能够特异性结合的特点，

以 LacI 蛋白作为适配器与 Cas9 蛋白融合表达，

以 LacO 序列作为适配子和双链 DNA 供体序列

进行嵌合，开发了一种新型的双链 DNA 供体适

配基因编辑系统。借助 LacI 与 LacO 的特异性

识别和结合能力，供体 DNA 模板与 DNA 双链

断裂的时空共定位效率得以进一步提高。研究

人员利用该系统，在 HEK293T 细胞中实现了对

VEGFA 位点的精确编辑，30%的编辑效率显著

高于野生型系统，为提高对高等真核生物基因

编辑效率提供了强有力的工具。 
CRISPR/Cas9 基因编辑技术因其高效、简便

和精确的特性，已成为食用菌分子育种的重要工

具，并在双孢蘑菇、灰盖鬼伞等多种食用菌育种

中广泛应用[13]。该技术通过高效表达 sgRNA 和

Cas9 蛋白，实现基因的精确修饰。启动子选择

和递送策略是关键，常用的有 U6 启动子和 Pol Ⅱ
启动子。此外，Cas9-RNP 复合物递送方式，可

以提高编辑效率且无外源基因插入。遗传转化方

法主要为 PEG 介导法，筛选标记常使用抗药性

和营养缺陷型标记。靶点修复策略包括非同源末

端连接(non-homologous end joining, NHEJ)和同

源重组(homology directed repair, HDR)修复机

制，通过抑制 NHEJ 提高 HDR 效率，实现基因

定向编辑。目前，CRISPR/Cas9 技术在食用菌育

种中的应用还面临着编辑效率低、脱靶效应、突

变体筛选困难和生物安全问题等挑战。优化策略

包括改进遗传转化体系、提高 Cas9 和 sgRNA 表

达水平、优化 sgRNA 靶向效率、降低脱靶风险、

开发新的筛选标记和确保生物安全性。通过提高

基因编辑效率和特异性，建立科学监管体系，来

确保食用菌育种的安全性和有效性，推动食用菌

产业的现代化发展。 
基于 CRISPR/Cas 系统开发的碱基编辑器

近年来取得了快速发展[14]。第一代碱基编辑器

将 Cas9 蛋白与一种作用于长单链 DNA 的脱氨

酶融合，在不产生 DNA 双链断裂的情况下实现

精确的点突变。胞嘧啶碱基编辑器和腺嘌呤碱

基编辑器是两类主要的单碱基编辑器，前者编

辑 C•G→T•A 碱基转换，后者编辑 A•T→G•C
的碱基转换。这两种编辑器可以引入 4 种突变，

占目前已注释的人类致病遗传变异位点的

30%。除了单碱基转换器，单碱基颠换器也得

到了不同程度开发，用于嘧啶与嘌呤之间的碱

基颠换。针对碱基编辑器的优化主要聚焦于 Cas
蛋白、脱氨酶和其他小元件，目的是提高编辑

效率、扩大基因组靶向范围、改变编辑活性窗

口等。利用单碱基编辑器，可以构建多种疾病

模型用于疾病治疗，在农业领域进行家畜繁殖

性能改良、异体器官移植、农作物经济性状改

良等研究，未来应用值得期待。 
脱靶效应是 CRISPR/Cas 基因编辑过程中

面临的主要问题之一。运用深度学习算法预测

CRISPR/Cas9 脱靶效应有助于实现更高效的基

因编辑，近年来受到广泛关注。现有预测模型使

用的脱靶数据集大多存在数据不平衡的问题，在
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预测准确性上有待提高。谢焕增等[15]通过重采样

法整合不同平台的数据集，构建脱靶基准数据

集，然后运用不同的编码方式对 DNA 与 sgRNA
序列对进行独热编码；最后运用多尺度卷积神经

网络构建脱靶预测模型。实验结果表明，新模型

的性能优于现有的深度学习脱靶预测模型。 
基因组大尺度遗传操纵，通过对基因组进

行大片段敲除、整合、易位等遗传改造，可实

现更多遗传信息的同步改造，为揭示基因型与

表型之间的关系和基因调控机制提供了强有力

工具[16]。酿酒酵母作为真核模式菌株，其基因

组大尺度遗传操纵工具已得到充分开发。根据

工作原理的不同，分为重组酶介导、核酸酶介

导、从头合成大片段 DNA 介导的大尺度遗传操

纵，以及其他大尺度遗传操纵工具。位点特异

性重组酶通过识别并结合到特定的 DNA 序列，

并诱导发生 DNA 链切割和交换，从而实现基因

组 DNA 的敲除、重组、倒置和置换等操作；核

酸内切酶通过对目标基因序列造成双链断裂，

进而对其进行定点基因组编辑，使用最多的核

酸酶系统是 CRISPR-Cas 系统。重组酶和核酸

酶介导的大尺度遗传操纵工具主要针对原有基

因组进行大尺度改造。随着 DNA 合成技术和大

片段组装技术的发展，从头合成大片段 DNA 技

术日趋成熟，促成了人工合成酵母染色体这一

重大科学突破。借助大尺度遗传操纵工具，有

望推动酵母底盘生物制造产业的迭代升级。 
大片段 DNA 染色体整合是构建微生物底

盘细胞的重要使能技术。相比于质粒表达系统，

染色体整合工程菌株遗传稳定，不需要额外添

加抗生素，不受限于 DNA 片段长度。质粒系统

和大片段 DNA 染色体整合技术互为补充，是两

种相辅相成的遗传改造技术。目前，大片段

DNA 染色体整合技术主要有 5 种，包括基于同

源重组介导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技术、转座子介导的

染色体基因随机整合技术、Ⅱ类内含子介导的染

色体基因整合技术、结合 CRISPR/Cas 系统的染

色体基因定向整合技术[17]。其中，CRISPR/Cas
与转座系统的结合是一种新的技术，在效率、

精准度以及便利性方面整体优于其他技术。应

用时，应具体结合不同底盘细胞的特点，选择

可用的、高效的染色体整合技术。 
多片段组装可以将启动子、编码序列和终

止子等元件按顺序组装到载体上构成特定的表

达模块，以及用于引入点突变、片段缺失突变

或插入突变等。目前常用的多片段组装方法有

重叠延伸 PCR、Golden Gate 组装、Gibson 组装

和酵母体内组装等。当片段数量增加时，Gibson
组装的重组效率会显著降低。Golden Gate 多片

段组装虽然准确度高，但对载体有一定的限制。

饶欣悦等[18]结合 Golden Gate 组装和 Gibson 组

装技术，开发了一种多片段载体组装技术，即

片段间的组装采用 Golden Gate 法，片段与载体

的连接采用 Gibson 组装法。相较于用 Gibson
法一步组装多个片段，该方法的组装成功率大

幅提高。与 Golden Gate 一步组装相比，该策略

不受载体酶切位点的限制。因此该方法兼具

Gibson 载体兼容性强和 Golden Gate 组装准确

度高的特点，具有很好的应用潜力。 

设施、工具和方法 
重大科技基础设施是由国家层面统筹建设

的大型复杂科学研究系统，对突破重大科学前

沿、解决经济社会发展和国家安全等重大科技

问题具有重要意义[19]。生命科学领域的重大科

技基础设施大致可以分为 2 种类型。第一类是

以研究对象聚类的设施，如种质资源库、蛋白

质设施、海洋生命设施和转化医学设施等；第

二类是以研究手段聚类的设施，如大型电镜中



 
 

朱华伟 等 | 合成生物制造 2025 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

7 

心、核磁中心、生物成像设施和生物信息设施

等。在资金投入、设施寿命、数字化程度、组

织形式、项目风险和发展效应等方面，生命领

域设施与传统的物理、天文等领域设施有较大

的不同。我国生命科学领域重大科技基础设施

发展相对滞后。缺乏对大科学问题的凝练、投

入水平不足、管理机制不健全、设备国产化率

较低，是我国生命科学领域建设重大科技基础

设施面临的主要问题。针对这些问题，未来需

强化对生命科学领域重大科技基础设施的部

署、投入和管理创新，推进以重大科技基础设

施为支撑的现代大生命科学研究。 
自下而上构建人工细胞是合成生物学领域

一个非常宏伟的目标，对理解生命起源和细胞

功能，开发人工细胞底盘、组织模型和药物递

送系统等生物技术具有重要意义。人工细胞的

一大特征是区室化，通过构建囊泡结构等细胞

膜类似物，将胞内环境与胞外环境分隔起来。

微流控芯片是制备囊泡结构的一种有效工具，

它不仅可以制备人工细胞膜，还能构建胞内区

室化间隔、装载细胞非膜组分，甚至形成细胞

骨架这样的胞内复杂微结构[20]。在操作方面，

微流控芯片可以实现囊泡的分选、捕获、移动、

局部注射，满足对人工细胞的分析和功能研究。

基于囊泡结构，可以研究细胞生长、细胞分裂、

跨膜转运、物质代谢、能量代谢和细胞间通讯

等单细胞行为，甚至构建由人工细胞为结构单

元的多细胞结构和组织，在创建人工细胞的研

究方面能够发挥非常重要的作用。 
脂质体是一种由磷脂双分子层构成的囊

泡，具有良好的生物相容性和低毒性，广泛用

于药物递送和食品工业，也可以用于制备人工

细胞的研究。其制备方法多样，包括薄膜分散

法、逆相蒸发法、溶剂注入法和冷冻干燥法，

每种方法都会影响脂质体的结构和特性，各有

优劣。刺激响应型脂质体是一种通过外部刺激

调控结构和性能的特殊脂质体，广泛应用于生

物医学领域，如药物递送、基因治疗和生物成

像。其优势在于能够减少药物在非靶部位的释

放，提高靶部位药物浓度，降低不良反应[21]。 
随着合成生物学发展，涉及细胞器、外泌

体、纳米脂质体等纳米颗粒的研究越来越广泛，

这些纳米颗粒的大小在几十纳米到几百纳米不

等。由于光学显微镜的极限分辨率在 200 nm 左

右，因此无法满足这些纳米颗粒的检测和分析。

目前，已有很多不同的纳米分析技术和仪器被

逐渐开发出来，并应用于生物纳米颗粒的研究

中。基于光学原理的分析技术有纳米流式细胞

术、动态光散射技术、纳米颗粒示踪和表面反

射光干涉成像等[22]。纳米流式灵敏度、准确性

高，可以检测 100 nm 以下的颗粒，缺点是选择

性差、对样品纯度要求高，且样品浓度需严格

控制。动态光散射技术基于布朗运动原理开发，

通过干涉光进行颗粒大小和浓度的测量，依赖

于较高的颗粒浓度。在非光学检测技术方面，

电子显微镜和原子力显微镜因分辨率高，在生

物纳米颗粒分析中发挥着不可替代的作用。电

子显微镜分辨率可以达到亚埃米级(10–10 m)，原
子力显微镜的横向分辨率和纵向分辨率分别可

达到 1.0 nm 和 0.2 nm。这些技术各有优劣，在

实际应用过程中应根据情况灵活选择。 
无细胞转录翻译系统(cell-free transcription 

and translation, TXTL)能够利用活细胞提取物

组分，在体外实现蛋白质的表达[23]。TXTL 系

统主要包含 3 种组分：细胞提取物；氨基酸、

辅因子、ATP 等补充成分；质粒或线性 DNA 模

板。相比于细胞系统，TXTL 系统省去了细胞

转化、克隆筛选和细胞裂解等过程，可以更便

捷地控制底物浓度，灵活度高。近年来，TXTL
系统被广泛用于 CRISPR 技术研究中，包括表
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征 PAM 序列、快速筛选 gRNA、表达多种 Cas
蛋白和筛选抗 CRISPR 相关蛋白等。基于 TXTL
系统开发的 CRISPR 生物传感器已用于检测病

原体核酸标志物。与生物医学工程材料如纸质、

可穿戴柔性材料结合，可以制备便携式冻干试

剂，加入水即可激活，便于运输和携带，有助

于在偏远地区提供快速便捷的检测。 
裂解基因盒子是合成生物学中的常见功能

模块，通常由穿孔素、内溶素、跨膜蛋白组成。

当穿孔素累积到一定浓度时，在细胞膜上形成较

大孔洞，释放内溶素至周质空间，破坏肽聚糖层，

引起细菌裂解。裂解模块常用于诱导宿主裂解促

进功能蛋白的释放。相比于分泌释放，裂解释放

不受限于蛋白体积和蛋白性质，还可以限制环境

中活细菌的数量，增强系统的安全性和可控性。

例如，一株具有群体感应系统的大肠杆菌工程

菌，当周围铜绿假单胞菌密度达到一定密度时，

就可以启动裂解模块并释放铜绿假单胞菌毒素，

杀死铜绿假单胞菌。裂解模块可用于构建靶向载

药工程菌、制造减毒活疫苗、生产高分子化合物

等。付生伟等[24]对若干裂解基因进行表征，发

现 5 种裂解基因盒子(S105, A52G, C51S S76C, 
LKD, LUZ)在大肠杆菌和铜绿假单胞菌内都能

引起宿主裂解，但裂解能力具有较大差异，整体

上 LUZ 具有较强的裂解能力。研究人员进一步

将裂解基因盒子与光遗传学工具结合，开发了一

种光遗传学调控的铜绿假单胞菌裂解系统，拓展

了合成生物学底层工具箱。 
酵母表面展示技术是生物技术和生物医学

领域的蛋白质工程工具，主要用于展示各种真核

蛋白，包括抗体、受体、酶和抗原肽等。目前研

究人员已经开发了酿酒酵母、毕赤酵母、解脂耶

氏酵母和多形汉逊酵母的表面展示系统[25]。酵母

表面展示系统的构建主要采用凝集素系统和絮

凝素系统，将目的蛋白与锚定蛋白融合表达。这

一表面展示技术在酶的定向进化、全细胞催化系

统开发和多酶级联体系构建方面具有独特优势。 
米曲霉是一种用于传统食品酿造的丝状真

菌。随着基因组学和基因编辑技术的发展，米曲

霉也成为代谢工程生产高附加值化学品的重要

底盘，用于生产麦角甾醇、神经酰胺和曲酸等物

质。米曲霉具有复杂的生物膜结构，发展适用于

米曲霉的蛋白质亚细胞定位技术对研究代谢途

径和外源基因表达具有重要意义。尚怡彤等[26]

将荧光蛋白与不同的亚细胞定位信号融合后转

入米曲霉中，分别构建了定位于细胞核、线粒体、

内质网、液泡、脂滴、过氧化物酶体和高尔基体

的荧光报告菌株。通过与细胞器特异性小分子荧

光染料共定位，进一步证明该定位技术的适用

性，为研究米曲霉的生长代谢提供了重要工具。 
乳酸菌作为食品级微生物，广泛应用于发

酵食品、保健产品、饲料工业以及化妆品等领

域。基因工程改造是改良乳酸菌性能的关键技

术，而高效稳定的表达载体是实现乳酸菌基因

工程改造的基础。肖路遥等[27]对分离自西藏灵

菇的副干酪乳酪杆菌 ZY-1 进行基因组测序，发

现存在 4 个内源性质粒；分别利用内源质粒

pLPZ3 和 pLPZ4 的复制子 rep，结合大肠杆菌

复制子 ori、氯霉素筛选标记、启动子和荧光蛋

白报告基因，构建了 2 个大肠杆菌-乳酸菌穿梭

载体；2 个穿梭载体可成功转化至副干酪乳酪杆

菌中，并观察到了荧光蛋白的表达，为副干酪乳

酪杆菌基因工程菌株的开发提供了重要工具。 
铜绿假单胞菌是研究致病和生物被膜的重

要模式菌株。传统的基因敲除方法一般要进行

两次筛选，进而获得无痕敲除菌株，缺点是比

较耗时。李飞旋等[28]为了简化基因操作流程，

构建了一个只有 1 800 bp 的整合型质粒 pln2，
只需将目标基因内部一段 200 bp 的同源序列克

隆到该质粒并导入铜绿假单胞菌，通过单次等
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位基因交换将质粒 DNA 片段整合到基因组上，

就可以切断目的基因使其失去活性。基于该原

理，研究人员构建了一整套质粒用于融合荧光

蛋白的构建、基因元件的替换以及原位转录型

荧光报告系统的构建。利用该工具还实现了一

次性敲除 270 kb 的大片段，这对于研究铜绿假

单胞菌最小化基因组具有重要意义。 
蛋白质组是指一个细胞和组织所表达的所

有蛋白质，通常利用质谱技术进行研究。首先，

通过特异性蛋白酶对提取的蛋白质进行酶切，产

生肽段混合物。然后，利用液相色谱-质谱联用

技术对混合肽段进行分离，进入质谱仪电离后，

经质荷比检测获得一级谱图[29]。一级谱图中的

母离子经质量分析器选择并碎裂为碎片离子，经

质荷比检测后获得二级谱图。数据采集和分析是

研究蛋白质组学的关键一环。通过数据非依赖采

集(data-independent acquisition, DIA)的质谱数据

理论上包含所有母离子的碎片，具有准确性高、

重复性好的特点，可用于分析低丰度蛋白质。但

DIA 数据复杂，特别是二级图谱的解析较为困

难。对 DIA 数据的分析可以分为两类，即以肽

为中心和以谱图为中心的分析。其中，以肽为中

心的分析方法理论上更灵敏，定量更准确，但目

前还缺乏精准高效的DIA数据分析算法及软件。 
毕赤酵母兼具原核生物与真核生物的优

点，是广泛使用的蛋白表达系统。信号肽影响

毕赤酵母异源蛋白分泌效率，其中酿酒酵母的

α 交配因子信号肽常用，但并非适用于所有外

源蛋白。近年来越来越多研究尝试利用毕赤酵

母内源信号肽表达外源蛋白且效果较好，但还

没有系统分析 GS115 菌株的内源信号肽。朱淩

宣等[30]对该菌株进行生物信息学分析，筛选可

能高效表达外源蛋白的内源信号肽序列；作者

分析了毕赤酵母 GS115 菌株的信号肽特征，发

现该菌株中约 5%的蛋白具有潜在信号肽，且这

些信号肽的长度和氨基酸组成具有一定规律；

该研究还筛选出 162 个无跨膜区且含有信号肽

的蛋白序列，并通过转录组测序技术验证了部

分蛋白的高表达水平；实验数据验证显示，在

预测得到的信号肽中，有 10 个信号肽所表达的

蛋白与实际胞外含量最高的蛋白相一致，表明

这些信号肽可能适用于高效表达外源蛋白，为

高效表达外源蛋白提供了候选内源信号肽。 
细胞培养过程中，对细胞增殖与活力分析通

常采用细胞计数法、荧光染色法、酶联免疫吸附

法等检测手段。这些传统方法耗时耗力，无法满

足高通量检测的需求，并且属于有损检测技术，

影响后续实验研究。近年来，结合微流控技术和

细胞阻抗传感器，集成了一种可以实时监控细胞

状态的微流控阻抗传感器[31]，其工作原理是将

正弦电压施加到特定频率，并经由交流电测量细

胞与电极之间的电容和电阻变化，以研究细胞的

生理响应。例如，在接种细胞后，细胞逐渐附着

在电极层上，细胞的绝缘特性会影响细胞-电极

界面的局部环境。随着细胞更多地黏附到电极表

面，通过细胞的电流将受到阻碍，阻抗也随之逐

渐增加；而当环境中存在有毒药物时，细胞会发

生凋亡或从电极表面迁移，阻抗则随之逐渐下

降。利用该技术可以研究细胞的生长、增殖、迁

移等生命活动，也可以用于药物筛选。 

生物传感器 
氨基酸生物传感器是选育高产菌株、加快氨

基酸工业菌株迭代升级的新型手段。根据工作原

理，氨基酸生物传感器可分为基于转录调控因

子、核糖体开关、蛋白质相互作用，以及蛋白质

翻译元件这 4 种类型[32]。应用较多的一类是基

于转录调控因子构建的生物传感器，其可响应的

氨基酸种类最多，但特异性较差。基于核糖体开

关和蛋白质相互作用开发的生物传感器特异性
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高，但响应范围窄，可响应的氨基酸种类较少。

基于蛋白质翻译元件如稀有密码子、氨酰 tRNA
合成酶和 tRNA 开发的新型氨基酸生物传感器，

兼具特异性和通用性，开发潜力较大，有望填补

部分氨基酸传感器空白。氨基酸生物传感器还可

用于高附加值氨基酸衍生物工程菌株的高通量

筛选。提高大宗氨基酸衍生物的生产水平，有助

于延长氨基酸产业链，促进产业健康发展。 
生物传感器在检测脂联素等生物标志物方

面具有重要应用。脂联素是一种大小约 30 kDa
的单体糖蛋白，仅存在于脂肪细胞中，是一种新

定义的脂肪细胞因子，参与胰岛素、葡萄糖和脂

肪细胞代谢过程。血浆脂联素水平与 2 型糖尿病

和代谢综合征直接相关，因此，准确测定人血浆

中的脂联素浓度有助于实现 2 型糖尿病和代谢

综合征的早期筛查和干预。尽管通过 ELISA、

免疫比浊法、胶金体试纸条等方法可以进行脂联

素检测，但操作复杂、检测时间长、灵敏度不高。

近年来，以电化学原理为主的生物传感器被开发

用于检测脂联素。安家莹等[33]对脂联素生物传

感器的原理和研究进展进行了系统总结，为脂联

素生物传感器的进一步开发和应用提供了参考。 
全细胞生物传感器是检测环境污染物的重

要手段，主要由可特异性应答目标污染物浓度变

化的基因调控元件和报告基因组成。现有调控元

件不能满足环境中所有潜在污染物的检测需求，

这是开发全细胞生物传感器的主要限制。在有机

磷农药检测方面，目前还没有可以直接响应有机

磷的调控元件。因此，有机磷生物传感器主要基

于有机磷水解酶和降解产物基因调控元件进行

构建。甲基对硫磷可被水解酶降解为对硝基酚，

马钊等[34]前期鉴定了一个可灵敏响应对硝基酚

的基因元件 pobR，进一步筛选了甲基对硫磷水

解酶基因 mpd，将两者联合在一起，构建了全细

胞生物传感器。该生物传感器不仅可以分析土壤

提取样品，还可用于田间土壤样品的实地检测，

具有方法简单、成本低、检测速度较快等特点。 
生物发光是自然界中广泛存在的生物学现

象，近年来发现了真菌来源的新生物发光途径。

真菌发光途径(fungal bioluminescence pathway, 
FBP)以咖啡酸为底物，最终产生波长约为 520 nm
绿色荧光[35]。FBP 途径需要 4 种酶，包括牛奶

树碱合酶 HispS、牛奶树碱-3-羟化酶 H3H、荧

光素酶 Luz 和咖啡丙酮酸水解酶 CPH。首先，

咖啡酸在 HispS 催化下生成牛奶树碱；牛奶树

碱在 H3H 催化下发生羟基化反应，生成 3-羟基

牛奶树碱；3-羟基牛奶树碱在 Luz 催化下，氧

化形成单线电子激发态的高能中间体，随即发

出荧光，同时产生咖啡丙酮酸。在 CPH 催化下，

咖啡丙酮酸水解形成丙酮酸和咖啡酸，咖啡酸

作为 FBP 底物继续参与新一轮发光反应。整个

发光过程净消耗丙二酰辅酶 A、NADPH、ATP
和 O2。FBP 途径中的基因以基因簇形式存在，

在进化上具有保守性。提高前体物咖啡酸供给

或增强 FBP 途径，可以提高发光亮度和时长，

在生物检测、生物传感器、发光园艺植物培育

和绿色照明等领域具有广阔的应用前景。 

蛋白质设计和改造 
蛋白质结构研究在生命科学和医学领域具

有举足轻重的地位，AlphaFold2 (AF2)的问世代

表人类在蛋白质结构预测方面取得了重大突

破，具有里程碑意义。传统蛋白质结构预测采

用同源建模和从头建模两种算法。同源建模基

于同源蛋白质结构相似的原理，以已知同源蛋

白质结构为模板预测目的蛋白结构，该技术简

单快速，但不能预测尚未确定同源的蛋白质结

构[36]。从头建模基于第一性原理和自由能全局

最小这一事实，不依赖于数据库信息，通过能

量函数模拟构象来预测目的蛋白结构，对算力
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需求大，目前只适用于预测氨基酸残基数在

10−80 之间的小蛋白。而 AF2 采用深度学习算

法，根据给定的氨基酸序列，通过多序列比对，

从与目的蛋白质具有共进化关系的蛋白质序列

中获取保守性和协变性信息，并结合氨基酸残基

空间结构约束信息特征，通过使用神经网络架构

模型 Evoformer 预测目的蛋白质结构，有效提高

了预测准确性。AF2 利用了自注意力机制、自蒸

馏的训练方式，结合高效的搜索算法，从大量的

蛋白质序列和结构数据中深度学习蛋白质的特

征和规律，高效地预测未知蛋白质结构，为生物

学和医学发展提供了强大工具。当然，AF2 也有

局限性，比如对蛋白质精细结构预测能力不足，

预测结构与结构域的相对位置存在不确定性，因

此需要实验数据来辅助蛋白结构预测结果。 
蛋白质功能预测对生物学和医学领域研究

具有重要指导意义。目前开发的蛋白质功能预

测方法可划分为 3 个方向：基于蛋白质序列进

行功能预测、基于蛋白质结构进行功能预测，以

及基于蛋白质相互作用网络进行功能预测[37]。

基于蛋白质序列的功能预测方法通过分析蛋白

质的氨基酸序列，利用序列之间的相似性和特

征来推测蛋白质的可能功能。基于蛋白质结构

的功能预测方法主要关注蛋白质的三维结构，

通过模拟和预测蛋白质结构来推测其功能。基

于蛋白质相互作用网络的功能预测，侧重于分

析蛋白质与其他生物分子之间的相互作用，以

揭示其在生物系统中的功能和作用。未来可以

探索综合利用蛋白质序列、结构和相互作用等

多方面数据，对蛋白质结构进行更精准的预测。 
机器学习在蛋白质功能预测领域具有重要

应用潜力[38]。UniProt 数据库所收录的蛋白质序

列已达 2 亿多条，而通过实验进行功能注释的

蛋白质序列仅有近 1%。在目前已获得结构解析

的蛋白质中，仍未获得功能注释的蛋白质还有

30%以上。传统蛋白质功能预测主要有基于序

列和基于结构两种方法，前者利用序列相似性

对应于蛋白质同源性，是广泛应用的蛋白质功

能注释手段。基于结构的方法以“结构决定功

能”为理论基础，空间结构相似的蛋白质通常具

有相同的功能。基于机器学习的蛋白质功能预

测可以极大提高预测能力，但机器学习的准确

性需要依赖于大量可信的数据作为训练数据

集。机器学习可以关注更多的参数，如等电点、

分子量、表面张力、极性、疏水性、电荷数以

及蛋白质相互作用等。在机器学习方面，深度

学习比传统机器学习能够更高效地处理复杂且

高度非线性的大数据，预测结果更加准确。 
天然酶在活性、稳定性和底物选择性等方

面常常难以满足工业生产需求，因此需要对酶

分子进行改造以提高其催化特性。酶分子改造

技术主要有定向进化、理性设计、半理性设计

和人工智能辅助设计等[39]。定向进化模拟自然

选择过程，利用易错 PCR 等技术对目标基因进

行随机突变，利用高通量筛选方法积累有益突

变，循环往复，直至筛选到优良的突变体。该

技术依赖于成熟的高通量筛选方法，工作量较

大。理性设计基于蛋白质空间结构及功能信息，

在计算机的辅助下，运用分子对接、分子动力

学模拟、第一性原理计算等方法，选择较少的

关键氨基酸位点进行突变，构建小而精的突变

文库。相比于定向进化，该技术工作量大幅减

小，不依赖高通量筛选技术，但依赖于对酶分

子空间结构和催化机理的理性认知。半理性设

计介于定向进化和理性设计之间，通过对几个

关键靶点进行组合突变，构建突变文库，降低

了对已有知识的依赖和筛选规模。人工智能辅

助的酶分子改造，是通过数据驱动方式构建序列

/结构-酶性能的预测模型，依据预测模型挑选优

良突变体，从而大幅提高酶分子改造效率。该技
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术目前主要受限于可供机器学习的数据有限。 
蛋白半理性改造是在获得酶的序列、结构、

催化机理等信息的基础上，找出具有改造潜力

的氨基酸位点，以定点突变、组合突变等策略

构建相对较小的突变文库，从而提高蛋白改造

的针对性。脂肪酶水解油脂可制备甘油二脂 
(diacylglycerol, DAG)。DAG 具有 1,2-DAG 和

1,3-DAG 两种异构体，其中 1,3-DAG 具有较高

的营养价值，可以促进脂肪代谢、抑制脂肪堆

积。因此，脂肪酶的催化特异性对制备 1,3-DAG
十分重要。马亚迪等[40]首先利用超临界流体色

谱与蒸发光散射检测器，开发了一种可以区分

检测 1,2-DAG 和 1,3-DAG 的方法；然后将疏棉

状嗜热丝孢菌脂肪酶与三油酸甘油酯进行分子

对接，找到了 5 个与底物特异性结合相关的氨

基酸残基；通过定点饱和突变，利用上述开发

的检测方法进行突变体筛选，最终获得了一个

特异性提高 11.7%的脂肪酶突变体，为进一步

改造脂肪酶的特异性奠定了基础。 
生长激素释放肽(ghrelin)有两种形式——

辛酰基化 ghrelin (AG)和去辛酰基化 ghrelin 
(DAG)，这两种形式在体内比例的变化对糖脂

代谢有重大影响，而人丁酰胆碱酯酶(hBChE)
是催化 AG 去辛酰基化生成 DAG 的关键酶。蔡

应婷等[41]通过计算机辅助设计和实验结合的方

法，在已有原核表达 hBChE 突变体 BChE-M47
的基础上，进一步优化其催化 AG 去辛酰基化

的活性，为相关代谢性疾病的治疗提供新的候

选分子；作者通过计算机辅助设计选择了 10 个

突变位点，构建并纯化了重组 BChE 突变体，

其中 E197D 和 A199S 两个突变显著提高了 AG
催化活性；催化动力学和热稳定性测试显示，

E197D 和 A199S 在 AG 水解中表现出更高的

kcat/Km 值和热稳定性，分子动力学模拟进一步揭

示了这些突变提高了酶与底物的结合稳定性。 

除蛋白质功能预测和酶分子改造外，人工智

能在生物学领域的应用还包括预测蛋白质-配体

结合亲和力、蛋白质从头设计等。预测蛋白质-
配体结合亲和力有助于了解蛋白质功能、辅助药

物发现和指导酶的改造[42]。在辅助药物发现方

面，研究人员利用蛋白质-配体亲和力预测模型

从 400 多万化合物中发现了一种非小细胞肺癌

的潜在抑制剂[43]；通过对 SARS-CoV-2 病毒蛋白

靶点与配体药物相互作用的预测，成功筛选出

20 种潜在抑制剂[44]；另外从 FDA 批准药物库中

筛选到针对不同 SARS-CoV-2 病毒蛋白的 49 种

药物，促进了相关药物的再利用[45]。蛋白质从

头设计可以设计出具有特定功能的全新蛋白质，

在疾病治疗、生物制造、纳米技术等方面将产生

重大影响。随着人工智能技术的发展，蛋白质从

头设计已由基于第一性原理的传统方式转变成

了运用深度学习的现代方法。基于深度学习的蛋

白质从头设计主要分为两类，包括基于骨架结构

的蛋白设计和不依赖于结构的直接序列生成[46]。

前者包括固定主链和可变骨架的序列优化，后者

用于探索序列空间和蛋白质生成。 

肽与蛋白质 
环二肽，也称为二酮哌嗪类化合物，由 2 个

α-氨基酸缩合而成，是一类重要的活性天然产

物。它具有稳定的二酮哌嗪环状骨架结构，含

2 个氢键供体与氢键受体，具有良好的蛋白结

合与功能调节活性[47]。环二肽骨架及氨基酸侧

链基团具有良好的可修饰性，可通过酶催化衍

生出更多结构新颖、活性多样的环二肽类药用

先导化合物。放线菌是环二肽类化合物的生产

菌，具有非核糖体肽合成酶和环二肽合酶，负

责催化合成二酮哌嗪骨架。除此之外，放线菌

中还发现了一系列骨架结构修饰酶，这为从自

然界放线菌中挖掘更多新型环二肽分子提供了
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理论支撑。未来要构建生产环二肽的细胞工厂，

需要设计新型的非核糖体肽合成酶和环二肽合

酶，人工设计开发新型环二肽化合物。 
丙谷二肽，即 L-丙氨酰-L-谷氨酰胺，是一

种特殊的生物活性肽。丙谷二肽的生产主要依

赖传统的化学合成，近年来酶法合成丙谷二肽

也成为研究热点。目前发现 3 种酶可以将非保

护的氨基酸底物催化合成丙谷二肽，包括非核

糖体肽合成酶、L-氨基酸连接酶和 α-氨基酸酯

酰基转移酶。前两种酶催化效率低，难以实现

丙谷二肽高效合成。α-氨基酸酯酰基转移酶属

于丝氨酸蛋白酶家族，能够以丙氨酸甲酯盐和

L-谷氨酰胺为底物，高效催化合成丙谷二肽，

但该酶的催化稳定性还不能满足工业生产要

求。为提高酶的催化稳定性，张营康等[48]选择

金属有机骨架材料(metal organic frameworks, 
MOFs)对表达 α-氨基酸酯酰基转移酶的全细胞

催化剂进行固定化。具体地，选择金属有机沸

石咪唑骨架结构即 ZIF-8 作为固定材料，采用

一锅法将 ZIF-8 与全细胞催化剂直接混合，获

得全细胞催化剂包裹在骨架内部的纳米颗粒；

重复使用 7 次后，固定化细胞仍能保持 67%左

右的初始酶活，室温下放置 4 d，还保留 50%的

初始酶活，表明 MOF 固定化提高了酶的稳定

性，为利用全细胞催化剂稳定高效制备丙谷二

肽提供了解决方案。 
多肽自组装是多肽链在多种非共价作用力

驱动下自发组装形成特定结构的过程，如纳米纤

维、纳米层状结构、胶束、囊泡、纳米管、微球、

水凝胶等不同形貌。多肽自组装借助的非共价作

用力有氢键、亲水/疏水相互作用、静电作用、π-π
堆积等。氨基酸序列是决定多肽自组装的内在因

素，通过调整氨基酸组成，改变非共价作用力可

以调控自组装行为。此外，pH、温度、离子强

度、多肽浓度、酶等外在因素也会影响分子间非

共价作用力，从而影响自组装过程。多肽自组

装在生物医学领域用途广泛，如肽类药物设计、

靶向载药、创伤修复、组织工程支架、医学成

像等[49]，为疾病诊断和治疗带来了新的机遇。 
蛋白质在生产、运输和储存的过程中，容

易受内外多种因素的影响发生蛋白质聚集。蛋

白质聚集导致生产效率降低，严重影响产品稳

定性，尤其是在生物医药领域。蛋白质聚集过

程十分复杂，目前公认的有 3 种途径，包括：

3D 结构域交换诱导聚集、链内/链间盐桥破坏

诱导聚集、氧化应激诱导聚集[50]。控制蛋白质

聚集主要有内因控制和外因控制两种。内因方

面，通过改变蛋白质结构以控制蛋白表面电荷，

或对蛋白质进行糖基化修饰减少蛋白疏水区域

的暴露。外因方面，主要是在生产、运输和存

储过程中控制温度、pH、离子强度、光照等溶

液环境参数稳定，或添加一定量的表面活性剂、

糖苷酶抑制剂、甜菜碱、甘油、聚山梨酯 80 等

抗聚集保护剂。未来可应用人工智能预测蛋白

质聚集趋向，指导蛋白质改造以减少聚集。 
金属硫蛋白(metallothionein, MT)是一类存

在于生物体内的富含半胱氨酸的低分子量蛋白，

半胱氨酸中的硫醇基团对多种重金属如镉、铜和

锌具有高度亲和性。MT 参与体内多种重要生理

活动，如解毒重金属、清除自由基、调节体内微

量元素浓度等。相比于组织提取法，微生物异源

表达是生产 MT 的理想方式。在大肠杆菌中表达

MT 时通常需要融合一些促溶标签或纯化标签，

但标签会影响 MT 的金属结合能力。类弹性蛋白

(elastin-like polypeptides, ELPs)是一种人工设计

的由五肽重复序列串联而成的多肽，具有相转变

特性，即达到一定温度时，ELP 蛋白能发生从溶

液到凝聚态的可逆转变。利用这一特性，ELP
可与目标蛋白融合表达，用于离心分离重组蛋

白。刘龙英等[51]将 MT 与 ELP 蛋白融合表达，
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显著促进了 MT 的可溶性表达，采用多次可逆相

变循环纯化工艺，获得了纯度达 97%的重组

ELP-MT 蛋白。纯化蛋白具有较强的自由基清除

效率，说明 ELP 融合表达不影响 MT 的活性。 
乳铁蛋白是一种非血红素铁结合糖蛋白，主

要由哺乳动物的乳腺上皮细胞生产。乳铁蛋白具

有抗菌、消炎及提高婴幼儿免疫力等功能，主要

用作食品营养强化剂添加到婴幼儿配方食品和

含乳饮料中。目前乳铁蛋白的生产主要从牛奶中

分离提取，成本非常高，而且牛源乳铁蛋白与人

乳铁蛋白在结构和翻译后修饰上存在差异。目

前，微生物生产人乳铁蛋白产量非常低，并且很

难实现全长分泌表达。张予婷等[52]选择一株胞外

蛋白酶失活的枯草芽孢杆菌 G601 作为人乳铁蛋

白表达宿主，通过启动子筛选、RBS 和信号肽优

化等策略，实现了全长人乳铁蛋白的分泌表达，

总表达量达到 1.1 mg/L，胞外分泌量约 0.6 mg/L。 
大肠杆菌等异源表达体系也为植物生物学

研究提供了重要工具。硝酸转运蛋白 (nitrate 
transporter, NRT) 与 铵 转 运 蛋 白 (ammonium 
transporter, AMT)是小麦无机氮素吸收、转运、

分配的一类重要跨膜蛋白。阐明 NRT 和 AMT
在小麦中的组织定位，对于研究小麦的无机氮

利用至关重要。组织定位研究的常用方法是利

用特异性抗体开展免疫组化实验，但目前缺乏

有效的小麦 NRT、AMT 抗体。为此，韦一昊

等 [53]从前期在小麦基因组中鉴定到的数百个

NRT 和 AMT 基因中筛选并克隆了 4 个表达量

较高的基因；通过对跨膜转运蛋白进行跨膜结

构域预测，确定非跨膜表达区段；进一步在大

肠杆菌中对非跨膜区段进行了表达，其中 1 个

为可溶性表达，3 个不可溶表达；蛋白纯化后

进行抗体制备，其中 3 个成功制备了抗体，为后

续研究 NRT 和 AMT 的定位和功能奠定了基础。 
植 物 脱 落 酸 不 敏 感 蛋 白 5 (abscisic 

acidinsensitive 5, ABI5)是介导种子萌发的关键

调控因子，主要介导脱落酸在细胞内的一系列

信号转导反应。研究发现，小麦 TaABI5 基因与

小麦穗发芽密切相关。为研究 TaABI5 蛋白在小

麦籽粒中的功能，韩洋等[54]将编码完整 TaABI5
蛋白的基因 TaABI5-D3 在大肠杆菌中进行了异

源表达，经包涵体纯化获得 His-TaABI5-D3 重

组蛋白；进一步使用重组蛋白免疫 Balb/c 小鼠

制备了多克隆抗体，该多克隆抗体可用于

Western blotting 检测分析，为进一步研究该基

因的功能奠定了基础。 
胶原蛋白是由多个原胶原组装形成的纤维

状蛋白质。原胶原是胶原蛋白的基本单位，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[55]。胶原蛋白生物合成分为细胞内

和细胞外两个阶段。在细胞内，经核糖体翻译形

成的肽链在内质网中完成羟基化和糖基化修饰，

羟基化修饰能够提高三股肽链螺旋的坚固性，糖

基化修饰有利于纤维的定向排列。分泌至细胞外

后，经核酸内切酶作用形成原胶原蛋白，进一步

发生非共价聚合与共价交联，最终形成具有韧性

的不溶性胶原纤维。传统胶原蛋白生产主要从陆

生动物和水生生物组织中提取，纯化工艺复杂，

存在病毒感染风险。目前，通过合成生物学技术

已经实现了重组胶原蛋白的规模化生产和应用，

主要用于创面愈合与组织修复、化妆品与医学美

容、食品包装材料、生物医学材料等领域。重组

胶原蛋白的产量、羟脯氨酸羟化率、三螺旋结构

特性及纯度，还有待进一步提升。 
蛛丝蛋白是一类高分子蛋白纤维，具有优

越的机械性能和生物相容性，作为医用材料和

药物递送载体被广泛应用于医疗领域，在军工、

芯片制造、环境等领域也具有极高应用价值。

由于蜘蛛是残食性节肢动物，无法大规模饲养，

因此异源宿主表达是实现蛛丝蛋白大量生产的
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唯一方式。研究人员已尝试在家蚕细胞、植物

细胞、哺乳动物细胞、酵母、沙门氏菌和大肠

杆菌中表达蛛丝蛋白[56]。其中，大肠杆菌表达

系统获得了目前最高产量即 14.5 g/L，最有潜力

成为重组蛛丝蛋白异源表达平台[57]。在大肠杆

菌中表达蛛丝蛋白采取的策略主要有：提升蛛

丝蛋白基因稳定性、提升蛛丝蛋白溶解性、上

调大肠杆菌细胞中甘氨酰-tRNA 含量，以及与

内含肽融合表达等，这些策略一定程度上提高

了蛛丝蛋白的表达量和表达质量。目前，重组

蛛丝蛋白还难以复刻天然蛛丝的力学性能，其

表达量的进一步提升也有很大挑战，对蛛丝蛋

白序列进行重新设计可能是一种解决思路。 
在细菌表达系统规模化生产重组蛋白过程

中，内毒素是必须要去除的一种物质。内毒素

是革兰氏阴性细菌细胞壁中的脂多糖组分，具

有诱导促炎反应和引发严重生理反应的能力，

通常表现为高烧、低血压和感染性休克[58]。内

毒素的基本结构由 3 个单元组成，即 O-抗原、

核心多糖和脂质 A。核心多糖是内毒素的核心

成分，由一系列保守的低聚糖组成。脂质 A 由

疏水性脂肪酸组成，与核心多糖共价连接并嵌

入外壁，主要决定内毒素毒性；O-抗原与亲水

性核心多糖共价连接，位于细胞外侧，产生抵

抗力物质，使细菌能够逃逸宿主免疫系统。重

组蛋白产品有严格的内毒素限值要求。内毒素

的检测分为鲎试剂检测法与非鲎试剂检测法，

后者又分为直接检测法与间接检测法。直接检

测法采用气相色谱质谱联用仪或酶联免疫吸附

试验，间接检测法是通过检测在内毒素影响下

不同免疫细胞产生促炎细胞因子的生物活性，

进而推断内毒素水平。破坏内毒素结构需要

180 ℃以上高温或酸碱处理，目前主要采用离

子交换色谱、凝胶过滤色谱、超滤等分离手段

从蛋白质制品中去除内毒素。 

酶的筛选、表达、表征和改造 
多聚磷酸激酶(poly phosphate kinase, PPK)

能够以多聚磷酸盐作为磷酸基供体，催化 AMP
或 ADP 生成 ATP。由于底物廉价，利用 PPK
构建 ATP 再生体系是生物催化反应的重要选

择。PPK 主要有 PPK1 和 PPK2 两大家族。程

峰等[59]介绍了两种 PPK 的结构特征和催化机

理，以及不同来源 PPK 在催化效率、稳定性和

底物偏好性等方面的差异，总结了针对提高

PPK 催化效率、稳定性和底物偏好性的分子改

造方法，为在生物催化体系中应用 PPK 构建高

效 ATP 再生体系提供了重要参考。高惠等[60]

选择哈氏噬纤维菌来源的 ChPPK，通过分子对

接和定点突变，扩大了多聚磷酸盐激酶的多聚

磷酸盐和 ADP 双底物通道腔，提高了底物利用

范围和底物耐受性。相比于野生型 ChPPK，突

变体酶活提高了 3.2 倍，酶的耐热性与耐碱性

也得到了提升；将该 ATP 再生系统与生产谷胱

甘肽的无细胞催化体系结合，谷胱甘肽产量提

高了 41.9%，同时降低了反应成本。 
儿茶酚是一种重要的化工和医药中间体，

主要用于显影剂、偶氮染料、橡胶防老剂、食

品稳定剂、涂料抗氧化剂、石油抗凝剂等，我

国每年市场需求超过 2 万 t。化学法生产儿茶酚

采用苯酚羟基化法，以苯酚、过氧化氢等为原

料，存在化石资源依赖和污染大等问题。生物法

合成儿茶酚分为发酵法和全细胞催化法。由于儿

茶酚具有细胞毒性，会抑制细胞生长，因此发酵

法产率较低。全细胞催化法以原儿茶酸作为底

物，通过原儿茶酸脱羧酶催化合成儿茶酚，目前

主要受限于原儿茶酸脱羧酶的活性较低。田立岩

等[61]从 21 个不同来源的原儿茶酸脱羧酶中筛选

获得一个催化活性较好的酶，全细胞催化合成了

13.54 g/L 儿茶酚；对该酶的稳定性相关位点进

行突变改造，产量提高了 12%；进一步表达 3-脱
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氢莽草酸脱水酶和原儿茶酸脱羧酶，实现以 3-脱
氢莽草酸发酵液为底物，催化合成了 29.55 g/L 儿

茶酚，为目前报道的最高水平。 
酪氨酸酶是一种含铜多酚氧化酶，具有单酚

酶活性和二酚酶活性，在黑色素、酚类、木质素

等物质的生物合成中具有关键作用。酪氨酸酶可

应用于食品、环境、医药、组织工程、生物传感

器等领域，其中一个特别应用是使用酪氨酸酶进

行生物染发。区别于化学染发，酶法生物染发更

加温和、环保。实现酪氨酸酶的应用需要满足高

酶活、低成本两个先决条件。目前酪氨酸酶的生

产主要从蘑菇中提取，成本非常高。郑依琳等[62]

将 5 种不同来源的酪氨酸酶在大肠杆菌中异源

表达，获得了一个酶活高、稳定性好、底物专一

性强的细菌来源的酪氨酸酶。进一步利用纯化后

的酪氨酸酶，建立了酶法生物染发体系，实现了

原位催化染发，且水洗色牢度较好，为开发基于

酪氨酸酶的生物染发剂奠定了基础。 
L-天冬酰胺酶(L-asparaginase, L-ASN)在医

药和食品领域具有重要的应用价值。L-ASN 可

催化 L-天冬酰胺水解生成 L-天冬氨酸，一方面

可用于降解血液中的天冬酰胺，抑制肿瘤细胞

生长；另一方面，可降低天冬酰胺到丙烯酰胺

的副反应风险，用于生产低丙烯酰胺食品。已

用于异源表达 L-ASN 的宿主有大肠杆菌、毕赤

酵母和枯草芽孢杆菌，但生产性能均未达到产

业化水平。杨新愿等[63]通过筛选用于酶分泌表

达的信号肽、测试多个强启动子、对比不同芽

孢杆菌作为宿主，最终在地衣芽胞杆菌 BL10
中构建了工程菌株，使 L-ASN 的酶活提高了约

80%，达到目前报道的摇瓶最高水平。 
小牛胰凝乳酶是一种来自于小牛皱胃的酸

性蛋白酶，属于天冬氨酸蛋白酶家族。小牛胰

凝乳酶常被用于奶酪的生产制备，其功能是水

解牛乳中 κ 酪蛋白的 Phe105-Met106 肽键，从

而导致酪蛋白不稳定生成絮凝状固体。小牛胰

凝乳酶的加工修饰相对复杂，其高效生产依赖

于酶的高效表达。宋悦辰等[64]对小牛胰凝乳酶

酶原基因进行密码子优化，整合至乳酸克鲁维

酵母基因组中，实现了异源表达；进一步构建

了多拷贝菌株，并利用紫外诱变技术获得一株

高产小牛胰凝乳酶的重组酵母；其摇瓶中小牛

胰凝乳酶发酵酶活力达到 270 U/mL；5 L 罐中

酶活力达到最高值 600 U/mL。 
氨肽酶是一类外肽酶，可以从蛋白质或肽链

的 N 端选择性水解氨基酸残基。氨肽酶的水解

产物为短肽和游离氨基酸，是食品中重要的营养

风味物质，因此氨肽酶在食品工业中具有重要应

用价值。氨肽酶 A 是一种金属蛋白酶，能够专

一性地水解 N 末端为谷氨酸或天冬氨酸的多肽，

应用于富含谷氨酸 /天冬氨酸的食物蛋白的水

解，如面筋和酪蛋白等。田鑫等[65]将乳酸乳球

菌来源的氨肽酶 A 在毕赤酵母中进行了异源分

泌表达；结果显示，该酶具有较强的底物特异性，

对谷氨酸对硝基苯胺和天冬氨酸对硝基苯胺均

具有催化活性；其最适反应温度为 60 ℃，最适

pH 为 8.0，并具有宽泛的热稳定性和 pH 稳定性。

该酶对常规蛋白酶抑制剂不敏感，但能被金属蛋

白酶抑制剂、EDTA 等抑制，表明该酶确实是一

种金属蛋白酶，并具有较高的应用价值。 
疯草是一类草原毒草，其主要毒性成分为

苦马豆素，对马、牛、羊等大型家畜具有较大

毒害作用。但同时疯草中含有多种优质营养物

质，因此降低疯草中的苦马豆素含量，对草原

畜牧业益处很大。研究发现，节杆菌 HW08 对

苦马豆素具有高效的降解能力，其中依赖

NADP 的乙醇脱氢酶、谷胱甘肽合酶、酯酶/酰
基水解酶、糖基转移酶在其中发挥了重要作  
用[66]。滕君洋等[67]在食品级微生物乳酸乳球菌

中表达了上述 4 个关键降解酶，发现单独表达
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的乙醇脱氢酶对苦马豆素具有降解能力，联合

使用谷胱甘肽合酶、酯酶/酰基水解酶和糖基转

移酶对苦马豆素也有一定降解作用，为疯草脱

毒利用提供了新的思路。 
需钠弧菌是一种新型的蛋白表达宿主，其生

长速度比大肠杆菌快 2 倍，对环境耐受性也更强。

目前已有 150 余种蛋白在需钠弧菌中实现了异源

表达，且其可溶性表达优于大肠杆菌。普鲁兰酶

是一种淀粉脱支酶，可以水解普鲁兰多糖和较低

分子量的分支糊精，主要用于生产淀粉糖、抗性

淀粉、环糊精等。由于分子量较大，普鲁兰酶的

胞外分泌表达较为困难。张玉华等[68]首次尝试使

用需钠弧菌异源表达普鲁兰酶，分析了信号肽、

发酵温度、诱导剂浓度等条件对胞外产酶的影响，

在需钠弧菌中实现了普鲁兰酶的胞外分泌表达。 
多磷酸肌醇-5-磷酸酶(inositol polyphosphate 

5-phosphatases, 5PTases)广泛存在于真核生物

中，主要介导磷脂酰肌醇信号传导和 IP3 信号通

路等，调节多种生命活动过程。明确肌醇磷酸水

解酶的作用底物有助于解析该类酶的分子作用

机制。研究人员分析大豆耐盐转录组，发掘出一

个受盐胁迫诱导的多磷酸肌醇-5-磷酸酶基因，

命名为 Gs5PTase8，功能鉴定表明其为大豆耐盐正

调节基因。为了从生物化学层面解析 Gs5PTase8
的水解底物特性，陈媛等[69]在大肠杆菌中采用

His-tag 和 GST-tag 标签融合表达 Gs5PTase8，成

功诱导表达了 GST-Gs5PTase8 重组蛋白。体外

分析表明，Gs5PTase8 可以水解水溶性肌醇多磷

酸和脂溶性肌醇多磷酸等多种肌醇多磷酸底物，

为进一步研究大豆耐盐分子机制奠定了基础。 
内质网是真核细胞中蛋白质折叠和质量控

制的主要场所，其内部驻留的分子伴侣通过特异

性识别葡萄糖基化的 N-寡糖结构与糖肽结合，

进而促进相应蛋白的折叠。多萜醇磷酸葡萄糖

(dolichol phosphate glucose, Dol-P-Glc)或其类似

物是内质网腔内葡萄糖基化反应的糖基供体，对

解析 N-寡糖生物合成途径具有重要意义。栗瑞

杰等[70]在大肠杆菌表达阴道毛滴虫来源的多萜

醇磷酸 β-葡萄糖基转移酶，以化学合成的一系

列多萜醇类似物(phytanol)作为底物，合成了结

构简单、水溶性好的 Phy-P-Glc，为多萜醇寡糖

合成途径中葡萄糖基转移酶的研究奠定了基础。 
己糖激酶是血糖检测中的重要试剂，己糖

激酶法也是国际上公认的血糖检测标准方法。

己糖激酶将葡萄糖磷酸化生成葡萄糖-6-磷酸，

后者经葡萄糖-6-磷酸脱氢酶催化可将 NAD+还

原为 NADH，通过在 340 nm 处检测 NADH 的

吸光值变化，可以对葡萄糖含量进行定量。目

前，国内己糖激酶主要依赖进口，价格昂贵且

稳定性差。李倩妮等[71]在大肠杆菌中对一种来

源于嗜热细菌的己糖激酶进行了异源表达、纯

化和酶学性质研究；发现该酶对葡萄糖具有较

好的底物特异性，最适 pH 和最适温度分别为

8.5 和 80 ℃，在 30−37 ℃下保存 1 周后，酶活损

失不超过 10%，表明该酶具有较好的热稳定性。 
具核梭杆菌是结直肠癌发生和发展过程的

致病因子，被称为“肿瘤细菌”。其外膜上的黏

附素能够促进肿瘤细胞的增殖与转移，协助肿

瘤细胞抵御抗生素，保护肿瘤细胞不被免疫细

胞杀死。具核梭杆菌的双组分系统 ModRS 负责

调控氧化应激防御途径中关键酶的表达，保护

该菌在免疫细胞中免受氧胁迫损伤，并通过附

着和侵袭多个靶组织获得毒力。李竺婷等[72]对

CarRS 系统中组氨酸激酶蛋白 CarS 进行了重组

表达和性质研究，截取 CarS 蛋白的胞内域片

段，与麦芽糖结合蛋白 MBP 标签融合，成功实

现了异源表达。纯化蛋白同时具有激酶活性和

磷酸转移酶活性，能够发生自身磷酸化，并将

磷酸基团传递到应答调节蛋白 CarR 上。这为进

一步理解 CarRS 双组分系统的工作原理和发现



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chinese Journal of Biotechnology 
 
 

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

18 

具核梭杆菌致病性关键靶点奠定了基础。 
人溶菌酶是人体内天然存在的能够降解微

生物细胞壁的碱性蛋白，主要作用于革兰氏阳

性菌细胞壁肽聚糖中 N-乙酰氨基葡萄糖与 N-
乙酰氨基甲酸之间的 β-1,4 糖苷键，从而导致革

兰氏阳性菌破裂死亡[73]，在抗菌、抗病毒、抗

炎、抗癌和调节免疫活性方面具有广泛应用。

重组人溶菌酶的生产主要通过转基因动物、转

基因植物和微生物细胞工厂进行。目前开发的转

基因动物有转基因小鼠、转基因牛、转基因猪、

转基因山羊等，最高产量为 35 mg/mL[74]。转基因

水稻所制备的面粉中人溶菌酶含量为 5.4 g/kg[75]，

转基因胡萝卜中人溶菌酶蛋白含量占总可溶蛋白

的 0.5%[76]。微生物生产人溶菌酶主要利用大肠

杆菌、毕赤酵母、酿酒酵母和乳酸双歧杆菌，例

如乳酸双歧杆菌中产量可以达到 187 U/mL[77]。下

一步还需从基因工程、生产工艺等方面提高重

组人溶菌酶的产量和批次稳定性。 
桔黄赛多孢霉是一种侵袭性和致病力较强

的条件致病真菌，比其他赛多孢霉更具耐药性、

高温和高盐耐受性。小鼠实验表明，桔黄赛多

孢霉是毒性最强的赛多孢霉。研究发现，弹性

蛋白酶和胰蛋白酶是桔黄赛多孢霉关键的毒力

因子[78]。由于弹性蛋白酶分泌量很小，限制了对

该酶的酶学特性和毒性机制研究。彭元怀等[79]

通过底物诱导表达提高了弹性蛋白酶的分泌

量，测定了纯酶的蛋白质序列，进一步考察了

其酶学特性，发现该菌分泌的弹性蛋白酶对肺

组织中的弹性蛋白具有降解作用，为研究桔黄

赛多孢霉的侵染性和毒性奠定了基础。 
Taq DNA 聚合酶是分子生物学中进行 PCR

扩增的重要工具酶，对实验研究、DNA 测序、

医学诊断都十分重要。为提高 Taq DNA 聚合酶

的扩增效率，常对 Taq DNA 聚合酶的 5′→3′核
酸外切酶结构域进行缺失，但会导致扩增片段

长度受到限制。王亚平等[80]将前期基于大肠杆

菌素失活改造获得的核酸结合蛋白标签 dCE 与

Taq DNA 聚合酶融合，利用 dCE 的核酸结合能

力提高 Taq DNA 聚合酶的扩增能力；结果表明，

融合 dCE8 标签能够在 1 min 内扩增 8 kb 的

DNA 片段，展示出融合改造策略的有效性。 
莨菪碱 6β-羟化酶(hyoscyamine 6β-hydroxylase,  

H6H)属于 2-酮戊二酸/Fe2+依赖双加氧酶，能够

催化 L-莨菪碱的 6 位羟化生成山莨菪碱，随后

催化山莨菪碱形成具有环氧结构的东莨菪碱。

H6H 是托品烷类生物碱合成途径中的最后一个

酶，也是关键限速酶。相比于其他 2-酮戊二酸/
亚铁离子依赖的羟化酶和卤化酶，H6H 的底物

谱较为宽泛。如将 H6H 天然底物 L-莨菪碱的羟

甲基基团去除后，H6H 还有 81%的催化活力。

H6H 对 6β-OH 莨菪碱、7β-OH 莨菪碱和 6,7-脱
氢莨菪碱都具有催化活性，且产物均为东莨菪

碱。除了莨菪碱的结构，当底物结构拓展到八

元环时，H6H 同样具有催化转化能力，产物为

6 位、7 位和 8 位的单羟基或双羟基化产物。

H6H 均为植物来源，在大肠杆菌中表达存在一

定困难，通过融合表达可以提高可溶表达量。

关于 H6H 的蛋白质改造研究较少，仅有 1 例采

用随机突变构建突变文库，筛选获得比活力提

高 4.4 倍的双突变体[81]。 
右旋糖酐酶催化右旋糖酐中的 α-1,6 糖苷键，

生成小分子量的右旋糖酐。分子量在 10–70 kDa

的右旋糖酐是国际公认的代血浆首选药物，小

于 10 kDa的右旋糖酐可与铁络合用于治疗缺铁

性贫血。在制糖工业中，右旋糖酐酶被用于去

除蔗糖生产过程中产生的右旋糖酐。因此，右

旋糖酐酶在食品和医药中具有重要用途。夏冰

冰等[82]对海洋氧化节杆菌 KQ11 来源的右旋糖

酐酶进行定点突变研究，获得一个催化效率显

著提升的突变体 W507Y，其 kcat 相比野生型提
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高了 3.6 倍，Km 下降了 54%，催化效率 kcat/Km

提高了近 9 倍，具有较好的应用潜力。 

玉米赤霉烯酮是一种镰刀菌毒素，常发现于

饲料和食品行业，严重危害牲畜和人类健康。物

理法和化学法脱毒容易破坏饲料营养成分，生物

法脱毒条件温和，更具应用价值。来源于粉红螺

旋聚孢霉的玉米赤霉烯酮水解酶 (zearalenone 
hydrolase, ZHD)能有效降解饲料中的玉米赤霉

烯酮，是生物法脱毒的潜在催化剂。但是，该酶

热稳定性差，饲料加工中的高温环境限制了该酶

的实际应用。官嫒林等[83]采用理性设计对该酶

实施热稳定性改造；首先通过多蛋白质结构比对

筛选出结构灵活区，基于序列保守性打分以及构

象自由能计算，确定了针对 2 个氨基酸残基位点

的 9 种突变选择；发现突变体 S220R 和 S220W
热稳定性最好，Tm 分别提高了 5.6 ℃和 4.0 ℃，

45 ℃下的热半失活时间分别延长了 15.4 倍和

3.1 倍，有效增强了 ZHD 的热稳定性。 
骨化二醇和骨化三醇是维生素 D3 的主要

活性形式，用于预防和治疗骨质疏松，在抗肿

瘤、调节炎症因子、抑制氧化应激等方面也有

功效。目前主要采用化学合成法生产骨化二醇

和骨化三醇，路线复杂、成本高、环境污染大。

生物催化采用细胞色素 P450 酶，包括 P450 单加

氧酶(cytochrome P450 monooxygenases, CYPs)和
P450 过加氧酶(unspecific peroxygenases, UPOs)，
以维生素 D3 为底物催化生成骨化二醇和骨化

三醇[84]。天然 P450 单加氧酶活性低、稳定性差、

底物特异性不强，通过理性设计和定向改造，

一定程度上提高了酶的催化效率、稳定性和底

物特异性。其次，P450 单加氧酶催化过程中存

在辅因子 NADPH 供应不足、氧化还原伴侣与

CYPs 比例不适配等问题。通过在宿主细胞内构

建辅因子再生系统以提供充足 NADPH，是解决

限速步骤的关键。相比于 CYPs，UPOs 不需要

辅因子，也不需要氧化还原伴侣，具有更高区

域选择性。但目前可用的 UPOs 很少，且 UPOs
的异源表达非常困难，这些问题需要在进一步

的研究中予以解决。 

生物催化 
谷氨酸脱羧酶(glutamate decarboxylase, GAD)

可将谷氨酸一步转化为 γ-氨基丁酸，因此 γ-氨基

丁酸的生产主要采用含 GAD 的全细胞催化剂进

行。绝大多数 GAD 催化反应在偏酸性条件下进

行，且反应 pH 范围较窄。但是，在 GAD 催化的

生物转化过程中，随着 γ-氨基丁酸的生成，溶液

pH 会逐渐上升，不利于 GAD 酶的持续催化。肖

杰文等[85]基于蛋白表面电荷的理性设计，将经

ARTP 诱变的植物乳杆菌来源的谷氨酸脱羧酶

LpGAD 进行定点突变和组合突变，获得一个三突

变体 S24R/D88R/Y309K；该突变体在 pH 6.0 条件

下的酶活是野生型的 1.68 倍，且在 pH 6.5 时仍具

有一定的酶活力，而野生型在该条件下完全无催

化活性；将该突变体置于谷氨酸棒杆菌中表达，

在不调节 pH 情况下，5 L 发酵罐全细胞催化反应

中 γ-氨基丁酸产量达到 400 g/L，相比对照菌株提

高了 1.63 倍，表明了该突变体的潜力。 
磷酸吡哆醛(pyridoxal phosphate, PLP)是维

生素 B6 的活性形式，是多种酶促反应中的辅因

子。PLP 依赖型酶能够催化消旋、脱羧、β-加
成、β-消除、反羟醛裂解、转氨和 α-消除等多

种化学反应，是生物法合成多种天然氨基酸、

非天然氨基酸的重要催化剂[86]。PLP 依赖型酶

可分为五种类型，包括 ω-转氨酶、赖氨酸脱羧

酶、苏氨酸醛缩酶等 I 型酶；L-酪氨酸裂解酶等

II 型酶；α-氨基 ε-己内酰胺消旋酶等 III 型酶；

胱硫醚 β-裂解酶等 IV 型酶，以及糖原磷酸化酶

等 V 型酶。天然 PLP 依赖型酶催化效率低、立

体选择性差、底物耐受性低、热稳定差，研究
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人员通过随机突变和理性改造等策略，不同程

度地提高了 PLP 依赖型酶的催化效率、稳定性、

底物特异性和产物选择性，使其能够适应工业

生产需求。由于 PLP 辅因子的生产成本相对较

高，且在生产过程中会被消耗，需要开发 PLP
辅因子的再生系统，但目前这方面的研究较少。 

胞磷胆碱是一种重要的神经保护药物和膳

食补充剂，市场需求随老龄化加剧而增长。因

生物合成法具有高转化效率和环保优势，故成

为胞磷胆碱的主要生产方式。胞磷胆碱的生物

合成法主要包括生物催化法和发酵法[87]，目前

生物催化法高效、环保且成本效益较高。生物

催化法的关键在于筛选和改造催化酶——磷酸

胆 碱 胞 苷 酰 转 移 酶 (choline phosphate 
cytidylyltransferase, CCT)，以及优化底物组成

和反应条件。研究者通过比较不同来源的 CCT
酶活性，发现某些微生物来源的 CCT 具有更高

的催化效率。CCT 的耐盐性和催化活性可通过

分子改造和酶固定化技术进一步提高，从而提升

胞磷胆碱的合成效率和产量。在大肠杆菌和毕赤

酵母中优化关键酶表达和代谢途径，如过表达胆

碱转运蛋白和阻断降解途径，发酵法生产胞磷胆

碱的产量最高可达 32.2 g/L[88]。新式灌流系统的

应用能够进一步提升产量和生产率，但成本控制

和分离提纯等方面仍需进一步优化。 
最近风靡于市场，有“长生不老药”之称的

NMN，学名为烟酰胺单核苷酸 (nicotinamide 
mononucleotide)。NMN 是 NAD+的关键前体之

一，而 NAD+参与线粒体功能、能量代谢、细

胞衰老和死亡等关键细胞代谢过程。由于胞内

NAD+水平随着年龄增长而降低，人体内主要通

过以 NMN 来补充 85%的 NAD+，其中 β-NMN
是其主要活性形式。NMN 的主要功能基团是核

糖基与烟酰胺基。在生物催化法合成 NMN 的

过程中，这两个基团可以由不同的物质来提供。

第一种是以磷酸核糖焦磷酸(5-phosphoribosyl- 
1-pyrophosphate, PRPP)和烟酰胺(NAM)为核心

底物，以烟酰胺磷酸核糖转移酶为关键酶；第

二种是以烟酰胺核糖为核心底物，以烟酰胺核

糖激酶为关键酶。NMN 的生物合成，主要是通

过增强磷酸核糖焦磷酸、烟酰胺核糖的前体供

应，以及对单一酶的优化、多酶催化系统的优

化、辅因子循环体系的优化，来提升 NMN 的

生物合成效率。这些生物合成途径也存在于微

生物中，通过代谢工程改造，也可以实现以葡

萄糖和烟酰胺为原料，发酵法生产 NMN。在陈

宇娴等[89]的综述中，发酵法生产 NMN 的最高

滴度达 16.2 g/L，底物转化率为 97%。 
ω-转氨酶(ω-TA)，是合成手性胺类化合物

的重要催化剂，可立体选择性地催化氨基酸、

烷胺、芳香胺等氨基供体到醛、酮、酮酸等氨

基受体的氨基转移。近 10 年来，我国在基于

ω-TA 的手性胺生物合成研究方面取得了较大

进展，主要聚焦在 ω-TA 新酶资源挖掘、ω-TA
蛋白工程改造、手性胺合成应用以及催化转化

工艺等方面[90]。比如从公开数据库中挖掘了多

个立体特异性 R 型 ω-TA，经改造后用于降糖药

西他列汀的催化合成；利用芽孢杆菌来源的 S
型 ω-TA 高酶活突变体，实现了除草剂农药中间

体(S)-1-甲氧基-2-丙胺的生物合成。除了合成手

性胺，ω-TA 还通过与其他酶偶联催化，用于合

成氨基醇、氨基酸、羟基酪醇等物质。针对 ω-TA
的蛋白工程改造主要有非理性和半理性策略。

半理性策略借助分子对接、分子动力学模拟等计

算生物学技术，可以提高蛋白工程改造的有效

性。针对天然 ω-转氨酶热稳定性差、催化效率

低等问题，蔡婷婷等[91]对来自土曲霉属的 ω-转
氨酶(AtTA)进行了不同温度下的分子动力学模

拟，预测影响其热稳定性的关键氨基酸区域；随

后采取随机突变与组合突变相结合的策略，对
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ω-转氨酶进行半理性分子改造，获得了一个最佳

突变体 M3，其热稳定性提高了近 5 倍，催化效

率提高了约 50%。分子改造后的 ω-转氨酶 M3
对多种芳香酮类化合物的催化效率全面提升，提

示其在手性胺类合成方面具有很好的潜力。 
手性胺类化合物(S)-1-(2-氟苯基)乙胺作为

关键手性砌块，可用于多种药物合成。尽管新型

ω-TA 不断被发现，但其工业应用仍受限于热稳

定性和底物谱。蛋白质工程改造可提高酶活性和

稳定性，而解决不利反应平衡的策略包括氨基供

体过量法和多酶偶联法。于双嵘等[92]通过半理

性设计改造 ω-转氨酶 PfTA，以提升其对 2-氟苯

乙酮的催化活性；作者通过同源建模和分子对接

技术，对 PfTA 酶进行半理性设计，筛选出 Y168R/ 
R416Q 突变体，其催化活性较野生型(WT)得到

了显著提升。Y168R/R416Q 在高温和碱性条件

下表现出更强的耐受性，且催化效率大幅提高。

实验结果显示，该突变体在催化 2-氟苯乙酮合

成(S)-1-(2-氟苯基)乙胺时，产率显著高于 WT，

且在较高底物浓度下仍能有效催化，表明其在工

业应用中的潜力。结构模拟分析进一步揭示了突

变位点对酶活性提升的机制，主要通过优化底物

结合和减少空间位阻实现，揭示了酶活性提升机

制与活性口袋拓宽和空间位阻减少相关。 
多酶级联催化反应是近年来合成精细化学

品的重要路线，根据酶反应环境不同，可分为

体内级联反应、体外级联反应和混合级联反应，

最普遍的是体外级联反应[93]。从路线设计上又

可分为线性级联、平行级联、正交级联和循环

级联。构建级联反应的通用流程是“设计路线-
招募酶元件-系统测试-重构优化”。辅酶再生是

构建多酶级联催化反应体系的关键环节。涉及

最 多 的 辅 酶 是 ATP 和 烟 酰 胺 类 辅 酶 即

NAD+/NADH、NADP+/NADPH。多酶级联反应

在双官能团功能化学品的生物合成中应用广

泛，包括 ω-氨基脂肪酸、烷基内酰胺、α,ω-二
元羧酸、α,ω-二胺、α,ω-二醇、ω-氨基醇等化学

品。郑棚等[94]构建了一个由两个大肠杆菌工程

菌联合的体内三酶级联反应，用于催化葡萄糖

和蔗糖合成纤维寡糖，产量可达 97 g/L，纯度

约为 97%，证明了多级酶联法可以将廉价底物

高效转化为高纯度的纤维寡糖。对益生菌进行

生长测试发现，所生产的纤维寡糖可以促进肠

道益生菌的增殖。 

生物活性物 
生物活性物是对生物体生理或细胞功能具

有重要影响的活性成分的总称。研究和应用较多

的活性成分主要有：动物来源的功能糖、活性氨

基酸、蛋白质、肽类和脂类，植物来源的萜类、

黄酮类、酚类和生物碱，微生物来源的酶和维生

素等。生物活性物在医药健康、食品保健、个人

护理领域被广泛应用[95]。随着合成生物技术的

发展，生物活性物的生产方式已基本实现从传统

的天然提取、化学合成完全过渡到以工业菌种为

核心的生物制造模式，越来越多的生物活性物实

现了从产量提升到产业升级的变革。 
在功能糖领域，糖胺聚糖(如透明质酸和硫

酸软骨素)受到极大关注。其中，透明质酸产业

化已达到国际较高水平，预计未来 5 年国内透明

质酸市场规模将突破 50 亿元。硫酸软骨素生产

菌株目前还存在产量低、磺酸化水平低等问题。 
在活性氨基酸领域，γ-氨基丁酸、麦角硫

因、5-氨基乙酰丙酸的研究和产业化较为集中。

γ-氨基丁酸具有安神、助眠、中枢神经系统抑

制性神经递质等功能，被用于开发抗焦虑的精

神类药物和具有抗皱、抗衰老、美白等功效的

化妆品。目前生物发酵法生产 γ-氨基丁酸产量

已非常高，最高达到 500 g/L，国际市场竞争激

烈。麦角硫因作为一种稀有的天然手性氨基酸，
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具有清除自由基、细胞免疫、抗辐射、美白及

抗衰老等生理活性。目前，生物发酵法生产麦

角硫因主要以大肠杆菌、酿酒酵母作为底盘细

胞，报道的发酵罐最高产量为 7.2 g/L，还有较

大的提升空间[96]。5-氨基乙酰丙酸是生物体合

成血红素、叶绿素、维生素 B12 等四吡咯化合

物的前体，具有提高基础代谢水平、缓解疲劳、

提高运动机能、增强免疫力、抵抗光老化和色素

沉着等生理活性，作为第二代光敏剂用于光动力

学治疗。5-氨基乙酰丙酸的全球市场规模已超过

7.7 亿元，其微生物发酵技术也日趋成熟。 
在活性蛋白质方面，胶原蛋白、弹性蛋白、

免疫球蛋白和乳铁蛋白研究较多。胶原蛋白具有

保湿美白、紧致祛皱、保湿抗衰和屏障修复等功

能；弹性蛋白可促进伤口愈合，刺激皮肤微循环；

免疫球蛋白包括注射用人免疫球蛋白、狂犬病人

免疫球蛋白等；乳铁蛋白具有结合并转运铁的能

力，用于促进铁的吸收。活性蛋白的微生物发酵

法在不断发展中，如重组胶原蛋白技术还需攻克

如何进行修饰实现胶原的三螺旋结构。其他类别

的生物活性物合成技术也在不断开发中。 
近年来，医美产业发展迅猛。全球医美行

业 2022 年市场规模约 926 亿美元，化妆品行业

市场规模达 8 000 亿美元，并且还在以较高的

增长率持续攀升[97]。医美产品功效主要包括保

湿、修复、补水、舒缓、美白和抗衰等，涉及

的功能性护肤原料主要包括蛋白质和肽类、多

糖类、酚酸类、萜烯类、维生素类和氨基酸类。

随着合成生物技术的发展，大部分医美活性成

分都实现了微生物合成，部分成分如重组胶原

蛋白、透明质酸、泛酸、红景天苷、角鲨烯等

已实现工业化生产。当然，大部分医美原料的

生物合成技术有待提高，更多天然活性成分有

待挖掘。从关键酶到工程菌株，从发酵工艺到

分离纯化，都还有巨大的发展空间。 

生物活材料具有可编程、能够自我调节等

特点，被用于生物催化、皮肤修复、污染治理、

仿生器官以及疾病诊疗等方面[98]。目前，基于

生物被膜的活材料主要使用单一菌株，应用到

体内时，容易发生逃逸，滞留时间短。为此，

研究人员在大肠杆菌表面分别展示 SpyTag 和

SpyCatcher，通过 SpyTag 与 SpyCatcher 形成共

价连接系统，构建了一种锁扣型生物活材料系

统。体外实验发现两菌株混合后发生明显沉降，

在微流控流动系统中依然保持黏附效果，体内

实验表明，相比于非结合菌株，锁扣双菌系统

可以在小鼠肠道滞留更长时间[98]。这为开发体

内应用生物活材料提供了新的思路。 
碳酸酐酶(carbonic anhydrase, CA)是一类

含锌金属酶，参与调节机体环境 pH、电解质平

衡等生理过程[99]。目前，哺乳动物中累计分离

出 16 种 CA 亚型，其中碳酸酐酶 CAIX 在肿瘤

演变过程中发挥着重要的作用。CAIX 在多种缺

氧肿瘤细胞膜表面特异性高表达，因此以 CAIX
作为靶点开发造影剂有望获得高灵敏度和高分

辨率的肿瘤成像效果。此外，CAIX 通过调节肿

瘤细胞内外酸碱度，酸化细胞外基质，从而促

进肿瘤的生长、侵袭和转移，并抵抗外来干预

治疗。因此，CAIX 也成为肿瘤治疗的重要靶点。

基于 CAIX 开发的肿瘤成像技术主要有放射性

核素成像、超声成像、光学成像，以及综合多

种成像技术的多模态成像。在基于 CAIX 的肿

瘤治疗方面，目前已开发小分子药物、单克隆

抗体、shRNA 等靶向抑制剂来降低 CAIX 的表

达和活性。同时，上述靶向抑制剂可以结合免

疫疗法、放射疗法、化学疗法、PTT 及 PDT 疗

法，开展肿瘤联合治疗。将基于 CAIX 肿瘤成

像和肿瘤治疗结合起来，开发靶向 CAIX 的诊

疗一体化制剂，可以减少用药次数，降低毒副

作用，并通过肿瘤成像实时评估治疗效果，这
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是基于 CAIX 的抗肿瘤研究的发展趋势。 
光动力学治疗(photodynamic therapy, PDT)

是一种新型的肿瘤治疗方法。目前光动力治疗

一般使用光动力治疗仪从人体外部给予光照，

因组织吸收和散射，光照到达肿瘤位置时发生

了较大衰减，导致光动力疗法的使用范围只能

限定在浅表肿瘤，限制了对组织深处肿瘤治疗

的应用。微针是一种高效的药物递送技术，它

以非侵入性方式将靶向药物输送到皮肤和其他

组织，其中可溶性微针以生物相容性较好的水

溶性材料为基质制备而成。刘俸溢等[100]将微针

技术应用于光动力学治疗中，设计了一种基于

壳聚糖的可溶性微针；在微针尖端搭载药物，

在微针基底搭载 LED 光源，制备出搭载高能光

子的可溶性缓释微针贴片用于光动力治疗。在

使用过程中，利用电磁感应原理通过无线供电

技术给 LED 光源供电，从而可以将微针贴片植

入皮下肿瘤甚至更深位置的器官上。该技术具

有可控缓释特性和长效光辅助治疗效果，为肿

瘤光动力学治疗提供了一种新的途径。 
重组腺病毒载体(adenoviral vector, Adv)因

具有高效的入核机制和较低的致病性，被广泛

应用于疫苗开发和免疫治疗[101]。生产重组腺病

毒载体的主要宿主细胞系是 HEK 293 细胞。相

比传统的分批和补料-分批培养，灌流培养单位

体积产量较高，是 HEK 293 细胞生产 Adv 的主

要工艺。原因是灌流培养可以稳定维持较高的

营养物质水平，同时保持较低的代谢副产物水

平，有效克服细胞密度效应。在传统培养方式下，

发现高渗胁迫可以将 Adv 产量提高 2–3 倍。研究

人员进而将高渗胁迫工艺与灌流培养相结合，即

在细胞生长阶段使用高渗透压培养基，在病毒生

产阶段使用等渗透压培养基。将该工艺应用到生

物反应器中，Adv 产量相比单独的灌流培养工艺

提高了 3 倍[101]。这为利用 HEK 293 细胞生产其

他类型 Adv 的工艺优化提供了参考。 

植物天然化合物 
萜类化合物，又称类异戊二烯类化合物，

是一类以异戊二烯五碳单元为碳骨架连接起来

的碳氢化合物。萜类化合物是目前种类最丰富

的一类天然化合物，生物活性多样，在医药、

食品和化工等领域具有重要应用价值。根据异

戊二烯单元数量，萜类化合物又分为单萜

(C10)、倍半萜(C15)、二萜(C20)、三萜(C30)、
四萜(C40)、多萜等。酿酒酵母因具有真核表达

修饰系统，利于细胞色素 P450 酶表达，因此是

生产萜类化合物的优势底盘细胞[102]。萜类化合

物的生物合成途径较长，从乙酰辅酶 A 出发，

经过 MVA 途径的转化为异戊烯焦磷酸酯 
(isopentenyl pyrophosphate, IPP) 和二甲基丙烯

焦磷酸酯 (dimethylallyl diphosphate, DMAPP)，
随后进入麦角甾醇合成途径，合成萜类化合物前

体物质，最后由外源萜类合成酶催化产生萜类化

合物。代谢工程改造酿酒酵母的主要目标有增加

乙酰辅酶 A 供应、强化 MVA 途径、调控麦角甾

醇合成途径、筛选或改造萜类合成酶[103]、优化

P450 酶的表达和提高对萜类化合物的耐受性

等。酿酒酵母在合成香叶醇、法尼烯、紫杉二烯、

甘草次酸、番茄红素等多种萜类化合物方面已取

得很大进展，接近或具备工业化生产水平。 
柠檬烯及其衍生物紫苏酸，属单萜类天然

产物的一种，以异戊二烯为骨架进行生物合成。

其香味宜人、活性独特、理化性质优良，广泛

应用于食品、药品、护肤品等领域。近年来全

球柠檬烯产量大幅增长，2024 年市场规模预计

超过 19 亿美元。由于植物提取和化学合成受到

不同因素的限制，微生物合成柠檬烯具有较大

发展潜力。酿酒酵母已成功用于生物合成 β-法
尼烯(130 g/L)、青蒿酸(25 g/L)等类异戊二烯化
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学品，是合成异戊二烯的优良底盘细胞。近期，

研究人员在酿酒酵母过氧化物酶体内区室化

表达柠檬烯合酶，利用模块化工程鉴定了参与

柠檬烯合成的关键基因，并采用高拷贝质粒表

达这些关键基因 [104]；最终，柠檬烯产量达到

86.74 mg/L，进一步引入细胞色素 P450 酶将柠

檬烯转化为紫苏酸。 
二萜类化合物(diterpenoids)是一类由 4 个

异戊二烯单元构成，含 20 个碳原子的化合物。

植物源二萜类化合物结构多样，具有抗癌、抗

炎和抗菌等药理活性，在药品、化妆品和食品

添加剂方面具有广泛应用。植物源二萜类化合

物具有较高的药用价值，许多二萜类药物已应

用于临床治疗，比如用于治疗冠心病、中风和

关节炎的含丹参酮 IIA，用于治疗肿瘤疾病的紫

杉醇，用于治疗缺血性脑卒中的银杏内酯，用

于治疗类风湿性关节炎的雷公藤甲素 [105]。目

前，二萜类天然产物的生产还依赖于植物提取

和化学合成。植物提取资源稀缺、含量极低、

分离难度大，而复杂的化学结构也限制了化学

合成的得率。因此，研究人员探索利用微生物

合成法生产二萜类化合物。 
二萜类化合物的生物合成途径被人工分为

上游、中游和下游 3 个模块。在上游模块，葡

萄糖经 4-磷酸甲基赤藓糖醇 (methylerythritol 
4-phosphate, MEP)途径或甲羟戊酸(mevalonate, 
MVA)途径生成 IPP)和 DMAPP。随后，IPP 和

DMAPP 缩合形成二萜类化合物前体香叶基香叶

基二磷酸酯[(E,E,E)‐geranylgeranyl diphosphate, 
GGPP]。在中游途径，GGPP 在二萜合酶催化下

生成结构多样的二萜化合物骨架，如次丹参酮

二烯、左旋海松二烯和紫杉二烯。在下游途径，

二萜化合物骨架经多种结构修饰酶修饰合后形

成结构多样的二萜类化合物。结构修饰酶主要

有：细胞色素 P450 酶、糖基转移酶、2-酮戊二

酸依赖性双加氧酶和酰基转移酶等。 
在合成途径改造方面，研究人员针对上游、

中游和下游途径存在的问题，分别采取不同的改

造策略。针对上游途径，通过强化上游途径基因

或抑制竞争途径基因，用于提高 GGPP 产量；通

过阻断乙酰辅酶 A 旁路或增强 CoA 供给，用于

提升乙酰辅酶 A 代谢通量。针对中游途径，通

过密码子优化和增加拷贝数，用于提高二萜合酶

的表达水平；通过对 N 端信号肽进行截短或构

建融合蛋白，用于改善二萜合酶的可溶性表达和

催化效率。针对下游途径，由于植物来源的结构

修饰酶具有独特的跨膜结构域、信号肽和辅因子

依赖，在微生物底盘中的活性表达受到了限制。

为此，主要采用增加拷贝数、截短信号肽、构建

融合蛋白、提升辅因子供给和蛋白定向进化等策

略进行改造，以提高修饰酶在微生物底盘中的可

溶性表达和催化效率。由于二萜类化合物生物合

成途径较长，近年来还发展了微生物共培养技

术，将生物合成模块构建在不同宿主中，以减轻

宿主代谢负担。该策略还处于前期研究阶段，但

有望成为二萜类化合物生产的重要方式。 
橘烯(valencene)是一种存在于柑橘属植物

中的倍半萜类化合物，具有独特的柑橘类香气，

被广泛应用于食品、化妆品等行业。目前已实现

橘烯在集胞藻、谷氨酸棒杆菌、球状红杆菌等微

生物中的异源合成，但产量较低。为了构建遗传

稳定的产橘烯工程酵母，陈东莹等[106]首先在酿

酒酵母基因组中鉴定到了 16 个基因组整合位

点，全部位于基因间区，其中 14 个位点可以成

功整合外源基因并且对细胞生长无影响；进一步

将橘烯合成酶基因迭代整合至酵母染色体中，结

合启动子和终止子元件优化，发酵罐中橘烯产量

达到 9.5 g/L，较出发菌株提高了 100 倍，展现

了利用稳定整合位点构建酵母工程菌株的优势。 
红没药烯是一种单环倍半萜类化合物，具
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有木香和果香味。红没药烯具有抗疟疾、抗肿

瘤、抑制溃疡、抑菌和调节神经活动等功效，

被应用于香料、化妆品和洗涤剂中。红没药烯

的生物合成以乙酰辅酶 A 作为关键前体，而甘

油作为辅助底物可以增加乙酰辅酶 A 的供给。

臧瑜等 [107]以产红没药烯的酿酒酵母工程菌为

出发菌株，通过异源表达甘油转运通道和甘油

脱氢酶基因，强化了甘油代谢能力；进一步敲

除葡萄糖抑制转录因子 MIG1，减弱葡萄糖对甘

油利用的抑制作用；红没药烯摇瓶发酵产量达

到 866 mg/L，比出发菌株提高了 82%，表明增

强甘油代谢可以提高红没药烯产量，为酵母合

成其他萜类物质提供了新策略。 
脱落酸是一种具有倍半萜结构的植物激

素，因其能促使叶子脱落而得名，是植物五大

天然生长调节剂之一。脱落酸在农业上具有增

强作物抗旱、耐盐以及减少果实褐变等作用，

在医药领域对免疫系统、心血管细胞、干细胞

和糖尿病有广泛的调节功能。植物提取含量低、

成本高，化学合成一直是脱落酸工业生产的主

要方式。但化学合成无法区分两种异构体，导

致效价较低。随着脱落酸生物合成途径的解析，

研究人员开始使用微生物发酵法进行生产[108]。

由于生物合成比较复杂，脱落酸的异源微生物

合成研究还较少，主要集中在酿酒酵母、解脂耶氏

酵母这 2 种微生物底盘，最高产量为 263.5 mg/L，
还未达到可商业化生产水平。 

灵芝三萜是具有重要药用价值的灵芝活性

物质，具有抗肿瘤、抗氧化等药理活性。目前灵

芝三萜主要从野生子实体、人工栽培子实体、孢

子粉和液态发酵菌丝体中提取。其中，野生子实

体比较稀少、较难获取；人工栽培技术不稳定、

生产周期较长；孢子粉产量低、需要破壁浸提；

液态发酵周期短、条件可控、稳定性较好。目前

液态发酵主要有液态深层发酵和振荡-静置两阶

段发酵两种工艺。在两阶段发酵工艺中，振荡阶

段有利于菌丝体生长，静置阶段有利于代谢物积

累，通过收取上层菌皮获得灵芝三萜。但是，该

工艺菌皮得率低。姜幸怡等[109]采用振荡-静置循

环培养方式，可以获得更多的上层菌皮，兼顾生

物量与灵芝三萜的含量，有效提高了液态发酵中

灵芝三萜的得率，同时缩短了培养周期。 
人参皂苷 Compound K (CK)是一种具有抗

癌、抗炎、抗氧化等药理活性的三萜糖苷类化合

物。人参皂苷 CK 是原人参二醇型皂苷去糖基化

的主要产物，酶催化法是生产人参皂苷的主要方

式。原人参二醇型皂苷中的糖基主要位于 C-3
和 C-20 位置，糖基类型主要有 β-D-吡喃葡萄糖

基、β-D-吡喃木糖基、α-L-阿拉伯呋喃糖基和 α-L-
阿拉伯吡喃糖基。原人参二醇型皂苷水解酶，是

一类可以水解原人参二醇型皂苷的糖苷水解酶。

根据作用糖基位置的不同，杨文华等[110]将原人

参二醇型皂苷水解酶分为 I、II、III 三个类型，

其中 I 型水解酶仅能水解 C-3 上的糖基，II 型水

解酶仅能水解 C-20 上的糖基，III 型水解酶可以

同时水解 C-3 和 C-20 上的糖基。酶催化合成人

参皂苷可以采用天然酶，也可以采用重组酶，后

者更便于大规模制备。为降低成本，提高酶的重

复利用率，研究人员制备了固定化酶。由于底物

原人参二醇型皂苷具有一定的疏水性，通过溶剂

工程改善底物溶解性可以提高酶的催化转化效

率。下一步还需通过筛选或蛋白质改造获得耐高

温、耐高浓度底物、底物谱更广泛、催化效率更

高、易于异源表达的酶催化剂。 
岩藻黄素是一种类胡萝卜素(四萜)，主要存

在于大型褐藻和单细胞硅藻等藻类中，具有抗

炎、抗肥胖、预防癌症、抗糖尿病、脂肪肝等

功效。当前主要从大型褐藻中提取，存在原料

含量低(0.02−1.01 mg/g)、提取纯化困难、成本

高等问题。单细胞硅藻胞内岩藻黄素含量远高
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于大型褐藻。其中，三角褐指藻最高含量可达

59.2 mg/g。研究表明，富氮条件更有利于三角

褐指藻积累岩藻黄素，光照条件对三角褐指藻

的生长和岩藻黄素积累也有重要影响[111]。杨泽

雄等[112]优化了补氮策略和光照模式，促进了光

发酵条件下岩藻黄素的积累。诸德斐等[113]优化

了对三角褐指藻光发酵过程中的初始光强、氮

源种类、氮源浓度以及光质等条件，生物量浓

度、岩藻黄素含量比优化前分别提高了 1.41 倍

和 1.33 倍。这些研究为培养三角褐指藻生产岩

藻黄素提供了技术支持。 
黄酮是一类植物来源的以 2-苯基色原酮为

核心衍生的一系列次级代谢产物，一般以糖苷的

形式存在，具有极高的药用价值。糖基化修饰通

常赋予骨架分子更好的生物活性、溶解性以及生

物利用度。新橙皮苷是一种黄酮糖苷，在高血糖、

糖尿病和人乳腺癌的治疗中发挥重要作用。新橙

皮苷还是合成新橙皮苷二氢查尔酮的前体，后者

是一种低热量甜味剂，其甜度是蔗糖的 1 500倍，

但热量只有蔗糖的 1/2 000。因此，新橙皮苷在

医药和食品行业具有重要用途。新橙皮苷的生物

合成以橙皮素为底物，在 7-O-葡萄糖转移酶催

化下，利用 UDP-葡萄糖作为糖基供体，形成橙

皮素-7-O 葡萄糖苷；橙皮素-7-O 葡萄糖苷在 1,2-
鼠李糖转移酶的催化下，以 UDP-鼠李糖作为糖

基供体，糖基化形成新橙皮苷。张萱等[114]以强

化 UDP-葡萄糖的工程菌株 EG11 为出发菌株，

通过筛选糖基转移酶和鼠李糖基转移酶，构建了

新橙皮苷的生物合成路径；重组菌株在发酵罐中

合成新橙皮苷产量达到 4.64 g/L，为目前微生物

异源合成新橙皮苷的最高产量。 
黄酮类化合物灯盏乙素及前体野黄芹素已

被临床应用于治疗心脑血管疾病。尽管在酿酒

酵母和解脂耶氏酵母中已实现野黄芹素的发酵

全合成，但由于发酵产物存在比例较高的副产

物芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸苷，使得产物无法直

接满足灯盏花素口服药物的国家标准。该副产

物是由于黄酮 7 位糖基化酶和黄酮 6 位羟基化

酶竞争底物芹菜素所产生的。白杰等[115]对 2 种

黄酮 6 位羟基化酶 CYP82D4 与 CYP706X 进行

分子动力学模拟与量子化学计算，发现底物进

出通道是影响这两个酶催化效率产生差异的主

要因素；为此，将 CYP82D4 的 L540A 进行突

变，其催化效率提高了 1.37 倍，并用于提高灯

盏乙素发酵生产效率。 
Ⅲ型聚酮合酶属于查尔酮合成酶(chalcone 

synthase, CHS)家族，主要存在于植物中。CHS
主要催化丙二酰辅酶 A 和 4-香豆酰辅酶 A 缩合

生成柚皮素查尔酮，进而生成类黄酮化合物。

虎杖来源的 III 型聚酮合酶 PcPKS1 不仅具有查

尔酮合酶活性，还具有苯亚甲基丙酮合酶

(benzylidene acetone synthase, BAS)催化活性，

能够催化生成苯亚甲基丙酮，进而合成覆盆子

酮等活性天然产物。因此，PcPKS1 对研究 III
型聚酮合酶催化机理具有重要价值。贺志敏  
等[116]通过分析虎杖 PcPKS1 和其他不同种属来

源的 CHS、BAS 序列，确定了 3 个可能决定催

化活性的氨基酸位点：Thr133、Ser134、Ser339；
对上述关键氨基酸进行定点突变，发现突变体

T133LS134A 和 S339V 能维持 BAS 和 CHS 双

重活性，但 BAS 活性显著高于野生型 PcPKS1。
这为利用 PcPKS1 选择性合成黄酮类或覆盆子

酮化合物提供了相关依据。 
熊果苷是一种糖苷类化合物，由葡萄糖和

对苯二酚通过糖苷键连接而成。熊果苷通过抑

制酪氨酸酶活性，阻断多巴及多巴醌的合成，

进而抑制黑色素的合成。鉴于熊果苷具有美白

效果，被广泛应用于化妆品和医药领域。植物

提取和化学合成熊果苷存在产率低、分离难度

大等问题，因此生物法合成熊果苷成为了重点
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研究方向。熊果苷的生物合成有植物转化法、

酶催化法、全细胞催化法和微生物发酵法 4 条

路线[117]。植物转化法是利用植物细胞进行体外

培养，如植物细胞悬浮培养法和植物组织转化

法。全细胞催化法和微生物发酵法产量高、成

本低廉、易于规模扩大，较适用于熊果苷的工

业化生产。酶催化法利用糖基转移酶的催化作

用，将底物氢醌转化为熊果苷，具有催化条件

简单、耗时短等优势。目前共有 7 类酶可用于

熊果苷的合成，包括蔗糖磷酸化酶、α-淀粉酶、

环糊精糖基转移酶、α-葡萄糖苷酶、葡聚糖蔗

糖酶、淀粉蔗糖酶和蔗糖异构酶。环糊精糖基

转移酶能够特异性地以麦芽糊精和对苯二酚作

为底物，催化转糖基反应合成 α-熊果苷。应用

环糊精糖基转移酶催化生产 α-熊果苷的主要

问题是产酶水平低，酶的催化活性和热稳定性

差。刘嘉琦等 [118]通过同源建模、分子对接等

技术，对戈特沙尔克厌氧分枝杆菌来源的环糊

精糖基转移酶进行分子改造；其中，突变体

F235G-N166H 的催化活力相比野生型提高了

2.48 倍，在最适反应条件下，催化合成 α-熊果

苷 15.4 g/L，对苯二酚转化率达到 63%，表明

该突变体在合成 α-熊果苷方面具有较大潜力。 
苯丙氨酸解氨酶催化氨从 L-苯丙氨酸中非

氧化消除生成反式肉桂酸，是植物苯丙烷类生

物合成途径的分支关键酶。反式肉桂酸进一步

转化为多酚类天然产物，包括苯醌、黄酮/花青

素、香豆素、羟基肉桂酸酯、木脂素、单木酚

及其聚合物木质素等。同时，苯丙氨酸解氨酶

对于抗肿瘤木脂素即鬼臼毒素的生物合成具有

重要影响。胡迪等[119]克隆了桃儿七来源的苯丙

氨酸解氨酶基因，在大肠杆菌重组表达后进行

酶学性质表征；该酶最适温度为 41 ℃，最适

pH 为 9.0，pH 稳定性较好，但热稳定性差；此

外，还发现第 130 位的苯丙氨酸是影响苯丙氨

酸解氨酶底物特异性的关键残基，为后续对酶

分子改造奠定了基础。 
植物天然产物在多个领域应用广泛，但天

然合成存在含量低和提取困难的问题。合成生

物学技术提供了低成本、短周期和可持续的解

决方案，选择合适的底盘细胞尤为重要。高等

植物如烟草在基因改造和产物生产方面具有独

特优势，但操作周期长和改造难度大限制了其

应用。张方晴等[120]通过开发本氏烟草悬浮细胞

底盘系统 NBS-1，并比较其与烟草细胞系 BY-2
在多个方面的差异，系统描述生理代谢特征并

分析次级代谢产物合成差异；结果显示，NBS-1
在分散度和生物量上显著优于 BY-2，且瞬时转

化效率更高；转录组学分析进一步揭示 NBS-1
在黄酮类化合物合成通路中基因表达显著高于

BY-2，而在生物碱合成通路中显著低于 BY-2，表

明 NBS-1更适合作为黄酮类化合物合成的底盘。 
东莨菪素又称东莨菪内酯，属香豆素类天

然化合物，具有抗肿瘤、抗炎镇痛、降血压血

脂、保肝、增强记忆等药理活性，还具有杀虫、

杀螨等农药活性。东莨菪素主要存在于丁公藤、

拟南芥、茯苓等植物组织中。东莨菪素的生产

主要依赖植物提取法，但目前提取效率较低。

研究发现，植物组织中同时存在东莨菪苷和东

莨菪素两种结构类似物，且东莨菪苷含量大于

东莨菪素的含量。因此，通过酶水解或酸水解

将东莨菪苷的末端葡萄糖基去除，有可能提高

东莨菪素的提取得率。于坤朋等[121]测定了 16 个

黑曲霉来源的 β-葡萄糖苷酶水解性能，发掘了

1 个可以水解东莨菪苷的 β-葡萄糖苷酶；对其

进行异源表达和酶学分析，发现该酶对东莨菪

苷亲和力较好；利用该酶对丁公藤粗提物进行

处理，东莨菪素含量提高了近 50%，表明该酶

对东莨菪苷具有较好的特异性，将东莨菪苷水

解为东莨菪素具有较大的可行性。 
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水杨酸葡萄糖苷是植物中水杨酸主要存在

形式之一，具有水杨酸类化合物的消炎止痛效

果。与水杨酸和阿司匹林相比，水杨酸葡萄糖

苷对受体细胞的刺激性更小，表现为更低的一

氧化氮浓度，因此是一种极具潜力的消炎药物。

微生物生产水杨酸从莽草酸途径分支酸出发，

经过变位得到异分支酸，之后在异分支酸裂解

酶的催化下裂解产生水杨酸和丙酮酸。由于水

杨酸的抑菌作用，其微生物生产受到了限制。

引入水杨酸糖基转移酶，将水杨酸转化为水杨

酸葡萄糖苷，可以减弱产物对细胞生长的抑制。

李若松等 [122]以一株高产 3-脱氢莽草酸的大肠

杆菌工程菌作为出发菌株，引入铜绿假单胞菌

的异分支酸裂解酶基因，进一步调控下游芳香

族氨基酸代谢途径关键基因表达，并引入植物

来源水杨酸糖基转移酶，构建了水杨酸葡萄糖

苷生产菌株；该菌株摇瓶发酵生产水杨酸葡萄

糖苷达到 5.7 g/L，在 5 L 发酵罐中产量达到

36.5 g/L，是目前报道的最高水平。 
四乙酰基植物鞘氨醇是一种天然化合物，具

有保湿、抗氧化、美白祛斑等功效[123]。四乙酰基

植物鞘氨醇是合成有“植物软黄金”之称的植物鞘

氨醇的关键前体，后者主要用于合成保湿护肤品

神经酰胺。四乙酰基植物鞘氨醇脱乙酰化已成为

植物鞘氨醇合成的主流路线。目前，四乙酰基植

物鞘氨醇的合成主要采用微生物发酵法。自然界

目前发现的唯一可分泌四乙酰基植物鞘氨醇的

微生物是威克汉姆西弗酵母 (Wickerhamomyces 
ciferrii)，该酵母也自然成为科学研究和工业生产

的底盘菌株。经过几十年的努力，经历单倍体筛

选、诱变育种和代谢工程改造，四乙酰基植物鞘

氨醇的产量从最开始的 0.23 g/L 提升到 22.1 g/L。
该菌株还有较大的提升空间，特别是要开发高效

的遗传改造工具，挖掘新的合成生物学元件，从

而更系统地进行菌株改造。 

酪醇是一种多酚类天然产物，是合成羟基酪

醇、红景天苷和橄榄苦苷等天然产物的重要前体，

在医药领域用于合成倍他洛尔、美托洛尔等心血

管药物，具有抗氧化、抗炎症等多种生物活性。

微生物发酵法生产酪醇是一条成本低廉的绿色合

成路线，主要使用大肠杆菌和酿酒酵母作为底盘。

刘英杰等[124]解析了酪醇的生物合成路径，总结了

酪醇从头合成途径中的调控节点，讨论了大肠杆

菌和酿酒酵母合成酪醇的研究进展，并介绍了羟

基酪醇和红景天苷的代谢工程研究进展；以葡萄

糖为原料，大肠杆菌最高产量为 3.9 g/L，酿酒酵

母最高产量为 9.9 g/L。在酪醇发酵过程中，普遍

存在菌体密度低的问题，这可能是限制其产量提

升的重要因素。为此，研究人员应用群体感应系

统动态减轻酪醇对底盘细胞的毒性，以实现酪醇

的高效合成；最终，群体感应动态调控工程菌的

酪醇产量达到 4.22 g/L，为大肠杆菌中的最高水

平；相比静态诱导表达工程菌，产量和菌体密度

分别提高了 38%和 43%，表明菌体感应动态调控

可以有效缓解生长抑制[125]。 
红景天苷是从高寒植物红景天中提取的一

种功能性成分，具有刺激神经系统、消除疲劳、

防治高原反应、保护心脑血管以及抗肿瘤抗辐

射等功能。植物提取法生产红景天苷受到资源

稀缺的限制，化学合成法存在过程复杂、成本

高等问题。生物合成法以酪醇为底物，以尿苷

二磷酸葡萄糖为糖基供体，在尿苷二磷酸-葡萄

糖基糖基转移酶的催化下发生糖基化反应生成

红景天苷。魏晨昱等[126]从不同来源的糖基转移

酶中筛选出具有较强催化活性的 UGT33，进一

步引入蔗糖合酶，构建尿苷二磷酸葡萄糖循环

再生系统；通过优化全细胞催化条件，在 5 L
发酵罐中红景天苷最高产量达到 8.17 g/L；由于

底物酪醇价格较高，未来可开展利用更廉价底

物生产酪醇，以降低红景天苷的生产成本。 
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微生物天然产物 
很多微生物天然产物具有抗生素、抗真菌药

物、抗病毒药物等抗感染作用，直接杀伤肿瘤细

胞和调节肿瘤微环境等抗肿瘤作用，以及免疫抑

制和免疫增强等免疫调节作用，在医药工业中用

途广泛。抗生素是治疗细菌感染的主要手段。替

加环素作为第三代四环素类药物，抗菌谱广，是

应对多重耐药菌的重要抗生素。药物修饰酶

Tet(X)能对四环素类药物分子 C11a 位点进行羟

基化修饰，导致该类药物失活，使细菌产生耐药

性。最令人担忧的是，大肠杆菌的接合型质粒上

携带 tet(X)基因变异体 tet(X4)，可通过水平基因

转移在不同细菌种属间进行传播，加速 tet(X4)

基因的蔓延。前期研究发现，抗生素佐剂如齐多

夫定、雪兰醌等能够与 tet(X4)活性中心结合，

抑制其催化活性，进而降低细菌对替加环素的耐

药性，但均未进入临床阶段。张慕琛等[127]通过

对天然化合物库进行高通量筛选，发现 β-桧木

醇联合替加环素对携带 tet(X4)基因的大肠杆菌

具有协同抗菌效果；研究发现，β-桧木醇的抗菌

作用主要是通过干扰细胞铁稳态，增大细菌细胞

膜通透性实现的。β-桧木醇作为单萜类天然化合

物，生物安全性较好，未来可进一步研究其联合

替加环素治疗体内感染的效果。 
阿维拉霉素是一种由绿色产色链霉菌分泌

的抗生素，通过抑制细菌蛋白质合成来抑制革

兰氏阳性细菌生长。吴江雪等[128]利用代谢组学

技术分析阿维拉霉素突变菌株和出发菌株的代

谢差异，旨在揭示高产阿维拉霉素的机制，为

优化其发酵工艺提供新思路；作者通过核糖体工

程选育出高产阿维拉霉素的突变菌株绿色产色

链霉菌(Streptomyces viridoehrongenes) gs77-54，
利用 GC-MS 代谢组学技术分析了突变菌株与

出发菌株的胞内代谢产物差异。结果显示，突

变菌株在发酵过程中 pH 变化较小，糖消耗和

生物量增长更快，阿维拉霉素产量显著提高。

通过 GC-MS 和多元统计分析，发现突变菌株通

过优化三羧酸循环、氨基酸和脂肪酸代谢途径，

显著提高了阿维拉霉素的产量。该研究还确定了

6 种关键差异代谢物，这些代谢物作为阿维拉霉

素合成的前体物质，为后续工艺优化和工业化

生产提供了基础。 
Xanthocillin 是一种含有异腈基即碳氮三键

(−N≡C)的天然化合物，具有广谱抗菌活性，而

且对耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌以及多重耐

药的鲍曼不动杆菌也展现出抑菌活性，具有很

高的应用价值。目前发现的 Xanthocillin 的生物

合成途径有两条。第一条途径基于 Type I 型异

腈合酶，以核酮糖-5-磷酸作为异腈基中碳原子

的供体；第二条途径基于 Type II 型异腈合酶，

依赖铁和 2-酮戊二酸，通过激活甘氨酸的氮原

子引发脱水、脱羧形成异腈基。王雯静等 [129]

通过对前期分离的蛇足石杉内生真菌产黄青霉

菌 MT-40 进行基因组分析，发现该菌株存在一

个潜在的 Xanthocillin 类似物的生物合成基因

簇，进一步利用米曲霉异源表达系统对该基因

簇中的关键基因进行鉴定。结果表明，forB 编

码的异腈基合成酶和 forG 编码的 P450 酶可以

催化合成一种 Xanthocillin 类似物，这为解析

Xanthocillin 生物合成途径提供了参考。 
他克莫司是一种二十三元大环内酯类化合

物，作为免疫抑制剂主要用于肾脏、肝脏和心

脏等器官移植的术后治疗，防止免疫排斥反 
应[130]。他克莫司的免疫抑制活性很强，是传统

免疫抑制剂环孢素的 10–100 倍，目前其全球销

售额已达到 30 亿美元。他克莫司分子量大、结

构复杂，化学合成效率低，目前主要采用生物

发酵法生产。经过几十年研究，他克莫司的生

物合成从最初的几毫克每升提高到目前最高的
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约 1.5 g/L。生物合成研究主要围绕菌株选育和

发酵工艺优化两方面展开。其中，菌种选育多

采用传统的适应性驯化和诱变育种等手段。由

于生物合成途径复杂，代谢工程改造主要在天

然菌株中进行。通过过表达部分合成途径基因

或敲除旁路途径基因，他克莫司的产量得到一

定幅度提升。代谢工程改造主要面临以下问题，

一是对他克莫司生物合成的调控机制认识有

限，二是在非模式底盘下代谢改造工具有限，

三是关键酶的催化活性和特异性受限，四是产

物外排效率受限。 
Gadusol 是一种天然紫外吸收剂，主要分布

于海洋生物如斑马鱼、鲑鱼、鲟鱼的鱼卵以及

珊瑚礁中。Gadusol 是环己烯酮类化合物，具有

显著的紫外吸收和抗氧化能力。天然提取

gadusol 受到资源短缺的限制，且含量非常低，

因此微生物合成法受到关注。易崇华等[131]在毕

赤酵母中引入斑马鱼来源的 gadusol 合成途径，

主要包括糖磷酸环化酶和甲基转移-氧化还原

酶；进一步强化了木糖同化途径，以提高关键

底物景天庚酮糖-7-磷酸的含量；重组菌株在纯

木糖培养基中的产量达到 141.8 mg/L，并首次

在酵母细胞外检测到目标产物。合成产物具有

明显的抗氧化能力，表明利用毕赤酵母底盘生

产 gadusol 具有可行性。 

微生物资源开发与微生物农药 
植物内生菌是一类在植物体内度过部分或

全部生命周期且不会对植物产生病害的微生

物，包括细菌、真菌和古菌。比较经典的植物

内生菌有：豆科植物分离出来的根瘤菌，起固

氮作用；从短叶红豆杉分离的内生菌，可以产

生抗癌活性成分紫杉醇。植物内生菌是重要的

微生物资源，其挖掘利用具有重要意义。植物

内生菌的早期研究主要采用 Sanger 测序技术。

随着测序技术不断发展，二代和三代高通量测

序技术逐步应用到植物内生菌的研究过程中。

相比 Sanger 测序，高通量测序可以获取到更多

的植物内生菌信息，如时空多样性、群落功能

特性和生物活性物质等[132]。三代测序技术如单

分子实时测序技术具有读长长、准确性高的特

点，有助于解析植物内生菌基因组的复杂性，

构建植物内生菌基因组库，还可以研究 DNA 甲

基化等表观遗传调控机制。未来可以扩展到非

培养植物内生菌基因组解析和植物内生菌相互

作用网络等领域。 
极端环境微生物是对在极端环境生存的微

生物的总称。极端环境如高温、高压、高盐、高

酸、高碱、寡营养和高重金属等，通常分布在深

海、极地、冰川、盐湖、酸性采矿废水、深海热

液口、温泉、油田和沙漠等区域。极端环境微生

物地球上重要的微生物资源，对发掘独特代谢途

径、极端耐受性酶和结构独特次级代谢产物具有

重要作用。在活性代谢物方面，已从极端环境微

生物中挖掘了具有抗菌、抗肿瘤、抗氧化、抗炎

和抗虫等活性的新型结构化合物，为创新药物研

究提供了宝贵资源[133]。极端微生物资源挖掘目

前面临两大困难，一是极端环境采样工作困难，

二是极端微生物培养困难。遥感技术、机器人、

特殊培养技术等的发展，有望对极端微生物资源

的挖掘和应用作出新的贡献。 
大曲含有细菌、酵母和丝状真菌等酿造微

生物，是白酒酿造中的糖化发酵剂和生香剂。

大曲生产分为粉碎、混合、成型、自然发酵和

成熟 5 个阶段，其中成熟过程是生产高品质大

曲的关键步骤。已有研究分析了大曲成熟前后

微生物群落组成的变化，但对大曲成熟过程中

微生物群落功能变化的探索不足。刘文虎等[134]

以成熟前后的中温大曲为研究对象，采用宏基

因组学解析微生物组成和功能的差异。结果表
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明，大曲成熟前毛霉菌目和散囊菌目等真菌丰度

较高，进而提高了 α-淀粉酶、α-葡萄糖苷酶、乙

醇脱氢酶的基因丰度，使其具有较高的液化力、

糖化力、发酵力，以及更高的芳香醇类物质。大

曲成熟后，酵母菌目、乳杆菌目和芽孢杆菌目等

微生物丰度升高，乙酰基转移酶、羧酸酯酶、乙

酰乳酸脱羧酶、R-乙偶姻脱氢酶和 S-乙偶姻脱

氢酶的基因丰度相应提高，使其酯化力和吡嗪类

物质含量显著提高。这为解析大曲成熟的作用和

机理，理性调控大曲生产提供了参考。 
昆虫致病性真菌是一种新型微生物农药，

但对家蚕业也会造成重大影响。许多昆虫致病

性真菌都会分泌类枯草杆菌蛋白酶，而家蚕内

很多富含半胱氨酸的结构域的类蛋白酶抑制剂 
(trypsin inhibitor-like cysteine-rich domain, TIL) 
会在家蚕感染真菌后上调表达，提示 TIL 类蛋

白酶抑制剂可能参与家蚕的免疫过程，因此重

组表达 TIL 类蛋白酶抑制剂，有可能提高家蚕

抗真菌感染的能力。李游山等[135]在前期研究中

发现，家蚕蛋白酶抑制剂 BmSPI38 易自发多聚

化，形成二聚体、三聚体和四聚体。该研究设

计了 BmSPI38 的串联多聚体，发现基于接头的

串联三聚体化和四聚体化能提高 BmSPI38 对微

生物蛋白酶的抑制能力，以及对酿酒酵母和白

色念珠菌的抑制能力。这不仅可为培育抗真菌

转基因家蚕提供依据，也可用于发展 BmSPI38
在医疗领域的应用。 

核盘菌是一种可侵染 600 多种植物的植物

病原菌，有菌核和菌丝两种生活形态，菌核在

病原菌抵抗外界胁迫中占据核心位置。研究表

明，热休克蛋白在生物体对抗外界不良环境方

面发挥重要作用[136]，而核盘菌中的热休克蛋白

功能尚未见报道。基于前期发现的热休克蛋白

Hsp70 在核盘菌菌核形成过程中大量表达这一

现象，吕蕊花等[137]研究了核盘菌 Hsp70 基因在

不同生长阶段和胁迫条件下的表达特征，发现

Hsp70 在核盘菌菌核形成及对抗不良环境中发

挥了重要作用。这为以 Hsp70 为靶点的新型杀

菌剂开发和核盘菌病害防控提供了参考。 

甾体化合物 
甾体化合物又名类固醇，是一类以环戊烷

多氢菲式为母核结构的多元环萜类化合物。甾

体药物具有抗炎、抗过敏、抗病毒、抗感染、

抗肿瘤和抗休克等药理活性，全球已上市的甾

体药物超过 300 种，年销售额超 100 亿美元，

是仅次于抗生素以外的第二大药物[138]。甾药中

间体的生产主要采用微生物转化法，以廉价的

植物甾醇为原料，通过微生物分解代谢，产生

关键甾药中间体如 4-雄烯二酮、1,4-雄烯二酮。

甾药中间体再经过化学修饰或酶修饰，产生具

有药理活性的甾体药物。 
甾醇是一类含有环戊烷骈多氢菲母核结构

的化合物，几乎所有生物体都能自身合成，令人

熟知的胆固醇就属于甾醇化合物。天然甾醇通过

不同基团修饰，可获得抗炎、抗感染、抗过敏、

抗病毒和抗休克等不同药理活性的甾体激素类

药物，比如氢化可的松、地塞米松等常见药物。

在代谢工程中，通常使用酿酒酵母作为底盘生产

甾醇类化合物。甾醇是疏水性大分子，容易积累

在酵母细胞膜结构中而引发细胞毒性，一定程度

上限制了甾醇产量的进一步提升。王钰等[139]系

统总结了酵母中甾醇转运蛋白的研究进展，对下

一步改造甾醇转运途径，提高酵母细胞中甾醇合

成能力提供了重要参考。 
分枝杆菌天然具有甾醇降解关键酶，是工

业上生产甾药中间体的主流菌株。随着对分枝

杆菌甾醇分解代谢途径的解析，研究人员开始

对分枝杆菌底盘进行代谢工程改造，如阻断副

产物代谢途径、表达其他微生物来源的高活性
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酶、基因改造提高细胞膜和细胞壁通透性等，

对底盘进行改造以生产不同的甾药中间体。如

通过敲除羟酰基辅酶 A 脱氢酶 Hsd4A 或酰基辅

酶 A 硫解酶 FadA5 基因，使新金分枝杆菌生产

22-羟基-23,24-双降甾-4-烯-3-酮。何建新等[140]

发现将新金分枝杆菌 FadA5 基因敲除后，发酵

产物中出现了一种未知的代谢产物。经结构鉴

定、蛋白同源序列比对和系统发育树分析，确

定该代谢产物为 24-norchol-4-ene-3,22-dione 
(简称为 3-OPD)，可能是由硫酯酶催化产生的。

该发现揭示了分枝杆菌中一条新的甾醇代谢支

路途径，对开发新的甾类中间体提供了线索。 
17α 羟化酶属细胞色素 P450 单加氧酶，能

够催化孕酮进行 17α 羟化反应，将孕酮制备成各

种孕激素药物中间体。研究较多的 17α 羟化酶是

来自芽孢杆菌的 CYP106A2 和来自纤维素黏性

细菌的 CYP260A1，它们表现出对孕酮不同位置

的羟基化能力。P450 酶催化反应需要氧化还原

伴侣蛋白的参与，氧化还原伴侣负责将电子从辅

因子传递到 P450 酶活性中心。因此，氧化还原

伴侣蛋白与 P450 酶的适配性是影响催化特异性

的关键因素。王蓝蓝等[141]选择可以在大肠杆菌

可溶性高表达的 CYP260A1，通过选择性突变获

得 17α 羟化酶活性显著提高的突变体 S276I；在

突变体 S276I 基础上，引入来自大肠杆菌和牛肾

上腺的氧化还原伴侣蛋白 Fpr 和 Adx4-108T69E，

组建了一条新的电子传递系统，增强了羟化酶对

孕酮 C17 位的特异性，17α-OH 孕酮的产率最终

提高到 74%，为进一步开发孕激素类药物生物

转化体系提供了参考。 

氨基酸及衍生物 
近年来，氨基酸代谢工程技术进展很快。

郭亮等 [142]综述了以大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌

为底盘微生物，通过合成生物学与系统代谢工

程技术创制氨基酸高产菌株的关键技术，旨在

为高性能微生物细胞工厂的创制提供参考，并

展望了氨基酸高产菌株的研究方向。在创制支

链氨基酸高产菌株方面，研究者通过系统代谢

工程和合成生物学技术，采用平衡辅因子供给、

解除反馈抑制和强化合成路径等策略，如使用

NADH 依赖型酶替换 NADPH 依赖型酶以优化

辅因子利用，将大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌改造

为缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的高产菌株，缬

氨酸产量达到 172 g/L，亮氨酸产量为 63.3 g/L，

异亮氨酸产量为 32.4 g/L，支链氨基酸的生产效

率显著提高。通过优化代谢路径、解除反馈抑

制、强化关键酶表达和动态调控代谢流，创制

了苏氨酸、赖氨酸、甲硫氨酸和高丝氨酸等天

冬氨酸族氨基酸的高产菌株，如通过敲除特定

基因、替换启动子和过表达关键酶，高丝氨酸

产量可达到 111 g/L。通过解决氨甲酰磷酸和

NADPH 的供给问题，并通过基因敲除、替换和

表达调控等手段优化了各氨基酸的合成路径和

代谢流，创制了高产精氨酸、鸟氨酸、瓜氨酸

和脯氨酸等谷氨酸族氨基酸的菌株。如大肠杆

菌 ARG28 菌株通过多重基因改造，精氨酸产量

提高到 132 g/L，转化率为 0.510 g/g，生产强度

为 2.75 g/(L‧h)[143]。通过强化前体物质供给，解

除反馈调节，并通过基因敲除、过表达和启动子

工程等手段，创制了高产色氨酸、酪氨酸和苯丙

氨酸等芳香族氨基酸的菌株。如通过多重基因改

造，色氨酸产量从 23.2 g/L 提高到 52.1 g/L[144]，

苯丙氨酸和酪氨酸的产量也分别达到了 72.6 g/L
和 92.5 g/L[145-146]。下一步的工作可考虑扩展底物谱、

开发新型捕碳模块、提高氨基酸衍生物合成效率

以及增强菌株鲁棒性，进一步降低生产成本。 
L-谷氨酸是世界第一大宗氨基酸产品，每

年全球产量超过 400 万 t[147]。L-谷氨酸广泛应

用于制药、食品、畜牧等领域，也是合成焦谷

氨酸钠、聚谷氨酸等高值化学品的前体。尽管
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L-谷氨酸已经是一个百万吨级的氨基酸产品，

但 L-谷氨酸高产菌株的迭代升级也非常重要。

刘佳峰等 [147]以实验室前期选育的氨基酸高产

菌株谷氨酸棒杆菌 G01 作为出发菌株，综合运

用多种代谢工程策略，包括降低副产物丙氨酸

的生成，优化 α-酮戊二酸脱氢酶活性以强化谷

氨酸支路代谢流，筛选谷氨酸脱氢酶强化 α-酮
戊二酸到谷氨酸的转化，以及对谷氨酸转运蛋

白进行理性设计提高产物外排能力；最终，工

程菌株在 5 L 发酵罐中的产量达到 136 g/L，比

出发菌株 G01 提高了约 40%，同时转化率提高

了 11%，达到 55%，为谷氨酸高产菌株的代谢

改造提供了参考。 
赖氨酸是一种重要的饲料氨基酸。许雪晨

等[148]通过一系列代谢工程策略，包括强化 L-
赖氨酸合成路径基因、增强前体合成基因、关

键酶蛋白质工程改造和辅因子工程，显著提高

了大肠杆菌中 L-赖氨酸的产量和转化率；随后，

通过改造氮代谢路径和引入硝酸盐同化路径，

进一步优化了菌株对底物的利用效率，最终使

L-赖氨酸产量达到 204.00 g/L，转化率达到

72.32%，生产强度达到 5.67 g/(L·h)，对 L-赖氨

酸生产企业具有一定价值。 
支链氨基酸，包括 L-缬氨酸、L-亮氨酸与

L-异亮氨酸，属于人体必需氨基酸。全球支链

氨基酸市场在 2020 年达到了 2.33 亿美元，预计

到 2026 年突破 3 亿美元，市场前景广阔。支链氨

基酸的生产主要通过谷氨酸棒杆菌发酵进行。相

比于其他氨基酸，支链氨基酸在谷氨酸棒杆菌中

的生产水平还有较大差距。如支链氨基酸产量普

遍低于 120 g/L，而 L-赖氨酸产量已超过 200 g/L[149]。

乙酰羟酸合酶(acetohydroxyacid synthase, AHAS)
是支链氨基酸合成的关键限速酶，研究表明增

强 AHAS 表达可以提高支链氨基酸产量。乔倩

倩等 [150]利用实验室前期构建的靶基因表达调

控报告系统，筛选获得一个表达强度提高近 23

倍的强启动子，以及 36 个不同强度的核糖体结

合位点(ribosome binding site, RBS)。利用筛选

获得的启动子和 RBS 调控 AHAS 的表达，发现

L-缬氨酸产量随着元件增强逐步提高，为进一

步改造谷氨酸棒杆菌生产支链氨基酸提供了丰

富的表达调控元件。 
L-缬氨酸属于支链氨基酸，也是人体必需

氨基酸之一，广泛应用于食品、医药和饲料等

领域。微生物生产 L-缬氨酸的底盘微生物主要

有大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌。文献报道的大肠

杆菌最高产量为 92 g/L，谷氨酸棒杆菌最高产

量为 227 g/L[151]。赵阔等[152]利用多种代谢工程

策略，在谷氨酸棒杆菌中构建了一个新的 L-缬
氨酸细胞工厂；所使用的代谢工程策略主要有：

增强糖酵解途径、减弱副产物途径、强化前体

丙酮酸供给、关键酶定点突变提高抗反馈抑制

能力、启动子工程优化基因表达水平、辅因子

工程改变关键酶的辅因子偏好等；最终，在 5 L
发酵罐中进行两阶段发酵，L-缬氨酸产量达到

110 g/L，得率为 0.51 g/g，是目前报道的微生物

法一步发酵生产 L-缬氨酸的最高水平。 
L-色氨酸是人体必需氨基酸之一，在食品、

饲料和医药等领域具有广泛用途，市场规模已

经超过 2.8 万 t/年，因此开发高效生产 L-色氨酸

的工程菌株具有重要意义。L-色氨酸的生物合

成途径可以分为 3 部分，包括前体代谢途径、

芳香族氨基酸共有途径和 L-色氨酸分支途径。

在前体代谢途径中，底物葡萄糖经糖酵解途径

和磷酸戊糖途径，分别生成磷酸烯醇式丙酮酸 
(phosphoenolpyruvate, PEP) 和赤藓糖 -4- 磷酸 
(erythrosis-4-phosphate, E4P)。PEP 和 E4P 催化

生 成 3- 脱 氧 -α- 阿 拉 伯 庚 酮 糖 酸 -7- 磷 酸 
(3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate, 
DAHP)。在芳香族氨基酸途径中，DAHP 经一

系列酶反应分别形成 3-脱氢莽草酸、莽草酸和

5-烯醇丙酮酰莽草酸-3-磷酸，最终形成分支酸
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进入 L-色氨酸、L-酪氨酸和 L-苯丙氨酸分支途

径，经过各自代谢途径生成相应的芳香族氨基

酸。L-色氨酸的生物合成过程受到严谨的反馈

调节，代谢去路较多。改造策略一是增强代谢

途径，包括增强前体物质 PEP、E4P 和 DAHP
合成、提高共有代谢途径通量、强化 L-色氨酸

分支途径；策略二是阻断 L-酪氨酸和 L-苯丙氨

酸分支途径；策略三是改造 L-色氨酸转运系统；

策略四是通过适应性进化提高菌株生产性能。以

L-色氨酸为前体还可以合成一系列高附加值衍

生物，如 5-羟色胺、褪黑素、靛红和靛蓝等[153]。

微生物发酵法已成为生产 L-色氨酸的主要方式，

研究较多的底盘菌株有大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌

和酿酒酵母。其中，酿酒酵母主要用于研究 L-
色氨酸的生产机制，谷氨酸棒杆菌生产 L-色氨

酸产量高，但生产周期较长，约是大肠杆菌的两

倍。因此，大肠杆菌是工业上生产 L-色氨酸的

主要菌株。大肠杆菌生产 L-色氨酸主要存在转

化率低的问题。丁爽等[154]在实验室前期构建的

L-色氨酸生产菌株基础上，运用多种代谢工程策

略，有效降低了副产物如乙酸、乳酸、3-脱氢莽

草酸和莽草酸的生成，进一步通过强化 L-色氨

酸操纵子的表达以及提高前体物质的供给，获得

高产菌株；工程菌株在 5 L 发酵罐中产量和糖酸

转化率分别达到 36 g/L 和 18.55%，转化率比出

发菌株提高了 30%。叶慧敏等[155]在大肠杆菌中

建立了一种能够特异性响应 L-色氨酸的拟荧光

蛋白传感器，能够实现对胞质 L-色氨酸的实时

监测；通过常压室温等离子体诱变技术构建了随

机突变文库，利用上述拟荧光蛋白传感器进行高

通量筛选，获得一株 L-色氨酸高产菌株，其摇

瓶产量为 1.99 g/L，较出发菌株提高了约 40%，

表明基于拟荧光蛋白传感器的高通量筛选技术

在筛选高产 L-色氨酸菌株方面具有较大潜力。 
L-甲硫氨酸又名 L-蛋氨酸，是八大必需氨

基酸中唯一的含硫氨基酸，L-甲硫氨酸不仅参

与细胞内转甲基反应，也是合成谷胱甘肽、S-
腺苷蛋氨酸和肾上腺素的前体，在人体免疫、

抗氧化和脂质代谢等方面发挥重要作用，广泛

用于饲料、医药、食品等领域，其中 90%以上

的 L-甲硫氨酸应用于饲料行业，对稳定全球禽

肉市场具有重要意义。工业生产 L-甲硫氨酸主

要以化学法为主，尚未发现可工业化生产的 L-
甲硫氨酸工程菌株。L-甲硫氨酸的生物合成是

一个典型的多模块途径，可分为碳骨架模块、

一碳供给模块和硫源供给模块。其中，一碳模块

负责提供甲基供体 CH3-THF，一碳途径通量大

小直接影响 L-甲硫氨酸的生物合成。张博等[156]

利用模块化代谢工程策略改造了大肠杆菌一碳

模块，构建了一株 L-甲硫氨酸高产菌株；首先，

过表达亚甲基四氢叶酸还原酶，外源引入酶活

较高的丝氨酸羟甲基转移酶，增强了一碳模块

甲基供体的生成；其次，过表达胱醚裂解酶和

半胱氨酸转运蛋白，提高了 L-高半胱氨酸和 L-
半胱氨酸的供应；最终，工程菌株摇瓶发酵 L-
甲硫氨酸的产量从 2.80 g/L 提高到 4.05 g/L，5 L
发酵罐产量达到 18.26 g/L。牛坤等[157]使用前期

构建的 L-甲硫氨酸高产大肠杆菌进行发酵优

化，研究了 pH 反馈补料、溶氧反馈补料、恒

定残糖浓度补料和恒速补料策略的发酵情况，

确定了发酵前期采用溶氧反馈补料、发酵中后

期采用不同恒速补料的组合策略，使 L-甲硫氨

酸产量从优化前的 18.2 g/L 提升到 31.7 g/L，发

酵时间缩短到 68 h，为目前报道的最高产量。 
S-腺苷-L-甲硫氨酸(S-adenosyl-L-methionine, 

SAM)是生物体内一种重要的代谢中间体，参与

细胞内转甲基、转硫和转氨丙基等生物过程。

SAM 相关药品在肝病、抑郁症和癌症等疾病的

治疗中具有良好的疗效，市场规模已达 100 亿

元，生产需求巨大。目前生产 SAM 主要采用微
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生物发酵法，通过 SAM 合成酶将底物 L-甲硫

氨酸转化为 SAM，相比酶法成本更低。针对

SAM 生产菌株的改良主要采用传统育种和代

谢工程两种手段[158]。传统育种包括紫外辐照、

ARTP 和 γ-射线辐照等物理诱变，以及亚硝基

胍、硫酸二乙酯、甲磺酸乙酯等化学诱变。随

着代谢工程技术的发展，更多研究聚焦于在酵

母菌或大肠杆菌中通过代谢工程策略对 SAM
生产菌株进行改造，如过表达 SAM 合成酶等相

关基因，调控支路代谢途径，增加 ATP 生成。

下一步还需加强相关菌株的代谢工程改造，开

发可响应 SAM 的生物传感器用于菌株高通量

筛选和发酵过程控制。SAM 不仅是绝大多数生

物甲基化反应中的甲基供体，也是生命体内除

ATP 之外的第二大辅因子。SAM 依赖型甲基转

移酶(methyltransferases, MTase)通过将甲基从

SAM 分子特异性转移到底物，从而改变底物分

子的结构和理化性质。在药物开发过程中，往

往需要引入甲基基团来改善药物分子的亲脂

性、代谢稳定性和靶向性。近年来，SAM 依赖

的甲基转移酶成为甲基化修饰底物分子的重要

工具。通过设计合成具有替代 S-甲基取代基的

SAM 类似物，可以在底物分子上引入不同官能

团或者新的烷基修饰[159]。目前，利用 SAM 甲

基类似物进行 MTase 催化反应主要有 3 方面应

用，包括：作为生物正交探针工具研究核酸和

蛋白质的甲基化表观遗传修饰；对天然产物进

行甲基化修饰以调节其理化性质和生物活性；

基于 SAM 甲基类似物开发特异性的甲基转移

酶抑制剂。其中，对天然产物的多样性甲基化

修饰将有助于开发新型的活性天然产物，同时

可以实现更多天然产物的生物催化合成。 
L-高苯丙氨酸(L-homophenylalanine, L-HPA)

属非天然氨基酸。作为重要的医药中间体，

L-HPA 主要用于合成普利类降压药用于治疗高

血压，合成 β-内酰胺类抗生素用于治疗细菌感

染，合成中性内肽酶抑制剂用于治疗心血管疾

病，合成乙酰胆碱酯酶抑制剂用于治疗阿尔茨

海默病和路易体痴呆症[160]。L-HPA 的合成有化

学法和生物酶法。根据催化机理的不同，生物

酶法分为 4 条路线，包括转氨酶法、海因酶法、

脱羧酶法和脱氢酶法。转氨酶法以 2-氧代-4-苯
基丁酸(2-oxo-4-phenylbutanoic acid, OPBA)为
底物，通过转氨反应合成 L-HPA，目前最高产

量 141.2 g/L，转化率为 94%，但底物成本非常

高。海因酶法将 L-海因酶与 L-氨甲酰水解酶级

联，以苯乙基海因作为底物合成 L-HPA，目前

最高产量 17.9 g/L，存在底物合成复杂、涉及有

毒试剂等问题。脱羧酶法利用 L-天冬氨酸 β-脱
羧酶，以 3(R)-3-苄基-L-天冬氨酸为底物，进

行 β-脱羧反应合成 L-HPA，目前最高产量只有

1.31 g/L。脱氢酶法以 OPBA 为底物，利用氨基

酸脱氢酶如苯丙氨酸脱氢酶、谷氨酸脱氢酶等

将 OPBA 通过还原氨化反应合成 L-HPA，该过

程需要消耗辅因子 NADH。脱氢酶法最高产量

达 174.0 g/L，转化率为 90.2%，但也面临底物

成本高的问题。为降低底物 OPBA 成本，刘立

明课题组通过逆合成分析得到一条级联路线，实

现以苯甲醛和丙酮酸为原料合成 OPBA，原料成

本下降了近 90%，L-HPA 产量达到 100.9 g/L，

转化率为 94%。该技术在大幅降低底物成本的

同时保持了较高产量，具有较大的应用潜力。 
由 L-谷氨酸脱羧产生的 γ-氨基丁酸(GABA，

或称 4-氨基丁酸)是一种重要的中枢神经系统抑

制性神经递质，其衍生物因能穿过血脑屏障，被

广泛用于治疗癫痫、焦虑等疾病，具有重要的临

床价值。詹侃等[161]总结了几种典型 GABA 衍生

物(加巴喷丁、普瑞巴林和布瓦西坦)的化学-酶法

合成进展。化学-酶法合成加巴喷丁，通过区域

选择性腈水解酶在温和条件下进行水解反应，避
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免了传统化学合成中的高毒性和高污染步骤，操

作简便且相对环保，但收率不高，尚未实现工业

化放大生产。化学-酶法合成普瑞巴林，通过使

用脂肪酶或腈水解酶进行手性选择性转化，避免

了传统化学合成中的复杂步骤和高成本，实现了

高产率和高纯度的普瑞巴林制备，同时减少了废

物排放，符合绿色化学理念。化学-酶法合成布

瓦西坦，通过使用酶催化剂如醇脱氢酶和定向改

造的腈水解酶，实现了关键中间体的高效合成，

避免了传统复杂和高成本的贵金属催化剂，降低

了环境影响。总的来说，化学-酶法合成 GABA
衍生物因其反应条件温和、选择性好和环保特

性，正逐渐成为工业合成的重要选择，尽管存在

收率低的问题，但通过异构体循环利用正逐步提

高总体效率，并应用于工业化生产。 
靛蓝是一种水溶性非偶氮类着色剂，广泛

应用于纺织品染色、食品、制药、化学传感器

和半导体材料等领域。全球每年靛蓝生产规模

超过 8 万 t，市场需求巨大。化学合成法存在严

重环境污染，植物提取法受限于植物资源短缺。

靛蓝的生物合成以 L-色氨酸为底物，色氨酸酶

将 L-色氨酸催化产生吲哚，吲哚被黄素依赖性

单加氧酶氧化生成 3-羟基吲哚，3-羟基吲哚经

自发的烯醇酮式互变异构和氧化缩合生成靛

蓝。罗诗琪等[162]将大肠杆菌来源的色氨酸酶和

噬甲基菌来源的黄素依赖性单加氧酶组合，在

大肠杆菌中构建了靛蓝生产途径；进一步对单

加氧酶进行蛋白质改造，获得催化效率提升的

突变体；最后获得的重组菌株在发酵罐中可生

产约 1.2 g/L 靛蓝，底物转化率为 0.86 g/g。 
四氢嘧啶是一种亲水性环状氨基酸衍生物，

是由微生物在高渗、高盐和高温等极端环境胁迫

下分泌的一种细胞保护剂。由于四氢嘧啶具有优

良的渗透保护和大分子稳定作用，广泛应用于化

妆品、生物制剂、酶制剂和医疗等领域。四氢嘧

啶市场价格约 1000 美元/kg，全球每年市场需求

量达 1.5 万 t。四氢嘧啶的生产主要采用微生物

发酵法，嗜盐菌是生产四氢嘧啶的天然宿主，但

高盐发酵条件对设备腐蚀非常大[163]。四氢嘧啶

的生物合成起始于 L-天冬氨酸，经天冬氨酸激

酶和天冬氨酸半醛脱氢酶催化合成 L-天冬氨  
酸 -β-半醛，后者在 L-2,4-二氨基丁酸转氨酶

(EctB)、L-2,4-二氨基丁酸乙酰转移酶(EctA)和四

氢嘧啶合成酶(EctC)的顺序催化下合成四氢嘧

啶。除了嗜盐菌，大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌是代

谢工程生产四氢嘧啶的主要底盘。除了外源引入

四氢嘧啶合成基因簇 ectBAC，其他代谢工程策

略的主要目标是提高前体物质如草酰乙酸、天冬

氨酸、天冬氨酸-β-半醛和 L-2,4-二氨基丁酸的供

给。目前，大肠杆菌产四氢嘧啶的最高产量为

131.8 g/L，产率为 1.37 g/(L‧h)，谷氨酸棒杆菌的

最高产量为 65.3 g/L，具有工业生产潜力。 
胍基乙酸(guanidoacetic acid, GAA)是人体

内能源性物质肌酸的直接前体，由甘氨酸和 L-
精氨酸通过 N-脒基衍生化反应生成。GAA 在治

疗关节炎、急性和慢性脊髓灰质、运动神经元

疾病和神经肌肉等疾病方面具有效果。GAA 主

要作为膳食补充剂和动物营养添加剂，用于促

进机体生长，补充慢性肾功能衰竭患者的 GAA
缺乏，恢复肌酸代谢障碍相关疾病中的细胞生

物能。化学法生产 GAA 需要在高温高压下进

行，产品纯度低，近年来研究人员开始转向利

用微生物转化法制备 GAA，目前还未实现规模

化生产。廖雅芯等[164]筛选获得一个酶活较高的

L-精氨酸：甘氨酸脒基转移酶，利用枯草芽孢

杆菌实现了高表达，进一步引入鸟氨酸循环途

径，缓解 L-鸟氨酸对酶的反馈抑制，并敲除 L-
精氨酸降解途径，强化底物再生；最后通过改

善膜通透性和发酵条件优化，胍基乙酸产量达

到 13.1 g/L，底物甘氨酸的转化率达到 92.7%，
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有效提高了胍基乙酸的生产效率。 
血红素是一种含铁的卟啉化合物，具有氧

气运输、电子传递等多种生理功能。微生物合

成血红素主要利用大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌等

工业常用底盘为宿主，但目前血红素产量还较

低。解淀粉芽胞杆菌是一种革兰氏阳性细菌，

被 FDA 认定为安全菌株。在解淀粉芽胞杆菌

中，除了革兰氏阴性菌的原卟啉依赖性途径外，

还存在一条特有的血红素合成途径，即粪卟啉

依赖性途径[165]。这两条合成途径的相关基因仅

位于 4 个基因簇上，而大肠杆菌单一途径相关

基因位于 8 个基因簇，谷氨酸棒杆菌相关基因

位于 5 个基因簇上。这使得解淀粉芽胞杆菌更

易于进行模块元件优化。在血红素合成基因簇

上，hemX 基因编码的蛋白 HemX 是一种细胞色

素组装蛋白，该蛋白对 HemA 即谷氨酰-tRNA
还原酶的表达具有负调控作用，可能会影响血

红素合成前体即 5-氨基乙酰丙酸的供给。研究

人员以一株产血红素的解淀粉芽胞杆菌工程菌

作为研究对象，发现敲除 hemX 基因对细胞生

长没有影响，但血红素产量得到了显著提高，

表明 hemX 基因是提高血红素产量的重要靶点。 
2-苯乙醇是一种广泛应用于化工、医药和

食品行业的重要香料，具有多种生物学功能，

包括作为植物保鲜剂和天然杀菌剂，且可通过

生物合成方法提高其产量和环保性[166]。2-苯乙

醇主要存在于玫瑰、番茄等植物中，但天然提

取量低且成本高，促使研究人员探索其合成路

径。在番茄中，通过芳香族氨基酸脱羧酶和苯

乙醛还原酶的催化，将苯丙氨酸转化为 2-苯乙

醇；在玫瑰中主要通过艾氏途径合成，涉及芳

香族氨基酸脱羧酶和苯乙醛还原酶。此外，葡

萄和甜瓜中也有相关合成路径的研究，结果显

示不同植物中 2-苯乙醇的合成机制存在差异。

微生物合成 2-苯乙醇具有绿色环保、成本低廉

等优势，主要通过艾氏途径和莽草酸途径进行。

为提高产量，研究人员采用基因工程和代谢工

程调控合成路径，优化发酵培养基和条件，并

通过原位产品分离技术控制发酵液中 2-苯乙醇

浓度。此外，提高菌株对 2-苯乙醇的耐受性也

很关键。通过基因突变和多组学分析，发现抗

氧化系统和膜转运蛋白的调控对耐受性至关重

要。微生物合成 2-苯乙醇的研究已取得显著进

展，通过基因工程手段优化大肠杆菌、地衣芽

胞杆菌、酿酒酵母等微生物的代谢途径，显著

提高了 2-苯乙醇的产量。例如，大肠杆菌通过

基因敲除和异源表达，产量达到 2.15 g/L[167]；

地衣芽胞杆菌通过多基因改造，产量提升至

6.52 g/L[168]；酿酒酵母通过基因过表达和敲除，

产量达到 1.59 g/L[169]。这些研究不仅展示了微

生物合成 2-苯乙醇的潜力，也为未来开发更高

产菌株提供了新方向。 
尸胺(1,5-戊二胺)是一种多领域应用的生

物胺，其生物合成主要通过生物转化和发酵两

种方法实现。生物转化法利用 L-赖氨酸和赖氨

酸脱羧酶进行单步酶促反应，而发酵法通过代

谢工程改造大肠杆菌或谷氨酸棒杆菌，实现低

成本碳源的尸胺合成。尽管现有方法各有成果，

但辅酶 5ʹ-磷酸吡哆醛的供应和复杂培养基的使

用限制了其生产效率提升。刘存萍等[170]通过引

入双路径协同优化的辅酶合成系统和优化发酵

工艺，在 5 L 发酵罐中实现了尸胺的高效发酵生

产，产量达到 54.43 g/L，生产强度为 1.13 g/(L·h)，
为解决辅酶供应问题提供了新思路。 

维生素及衍生物 
维生素是维持人体正常生理功能所必需的

一种微量有机化合物。根据其溶解性分为水溶

性维生素和脂溶性维生素两大类。水溶性维生

素包括 B 族维生素与维生素 C，脂溶性维生素
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包括维生素 A、维生素 D、维生素 E 和维生素

K。水溶性维生素因其易溶于水，在体内储存

少、易排出，摄入需求较大。 
水溶性维生素占据了全球维生素市场份额

的一半以上[171]。其合成方法可分为化学合成法

与生物合成法两大类。目前，发酵法生产维  
生素 B2 技术相对成熟，2023 年全球产能突破

1 万 t，主要生产企业有中国的广济药业、荷兰

的 DSM、德国的巴斯夫。维生素 B5、维生素

B12 也实现了发酵法生产，但还有较大提升空

间。而维生素 B1、维生素 B6、维生素 B7 和维 
生素 B9 的生物合成技术仍处于研究阶段。维生

素 C 的生物合成目前采用“三菌两步”法，但第

二步的混菌发酵对发酵控制有较高要求，“一菌

一步”发酵法的生产效率还不能满足工业生产

需求。脂溶性维生素易溶于有机溶剂而不溶于

水，能被脂肪吸收并储存在体内。脂溶性维生

素的生产目前基本依赖化学合成法，生物合成

法产量普遍非常低[172]。维生素 A 和维生素 E

占据了脂溶性维生素市场的 45%。维生素 A 细

胞工厂虽然实现了规模化生产工艺，但由于自身

细胞生长对维生素的需求，还不能实现高产。维

生素 E 在酿酒酵母中实现了完整的从头合成，

但产量非常低，约 320 mg/L。由于维生素生物

合成途径复杂多样，对合成途径相关酶的了解不

够深入，制约了维生素生产效率的提升。蒲春香

等[173]系统介绍了不同维生素合成途径酶的研究

现状，包括代谢特性和动力学性质等方面，总结

了维生素合成途径中催化效率和底物亲和力的

特点，为维生素的高效生物合成提供参考。 

七烯甲萘醌 (menaquione-7, MK-7)是脂溶

性维生素 K2 的重要亚型，在生物体中参与骨骼

维持和心脑血管健康，在功能食品领域有广泛

应用前景。枯草芽孢杆菌中存在完整的 MK-7

生物合成途径，分为糖酵解-磷酸戊糖模块、分

支酸模块、甲基-4-磷酸赤藓糖醇模块和甲萘醌

合成模块 [174]。由于整个合成途径涉及的酶较

多，区室化可以提高底物和酶浓度，加快整体

反应速率。细菌中的常见的膜区室化是功能膜

微域(functional membrane microdomains, FMMs)。

研究人员发现，MK-7 是形成 FMMs 的聚异戊

二烯类关键组分，明确了 MK-7 与 FMMs 的相

关性。进一步将 MK-7 合成过程中的胞内游离

关键酶定位至 FMMs 中，实现 MK-7 合成途径

的膜区室化。改造获得的 MK-7 生产菌株摇瓶

产量达 300 mg/L，相比对照菌株提高了 73.4%，

表明利用功能膜微域构建区室化细胞工厂具有

重要作用。 

核苷 
胸苷作为抗艾滋病药物的关键前体物，现

有生产工艺存在产量低、环境污染和成本高等

问题。基于微生物发酵的胸苷生产工艺通过优

化从头合成和补救途径，阻断降解途径等策略，

显著提升了胸苷产量。姚卓越等[175]通过系统代

谢工程策略，通过阻断胸苷分解和回补途径、

增强前体物 UMP 供应以及优化关键酶表达，优

化了大肠杆菌的胸苷合成途径，最终在发酵罐

中实现了胸苷产量、转化率和生产强度的显著

提升，使其分别达到 11.10 g/L、0.04 g/g 葡萄糖

和 0.23 g/(L·h)。 

假尿苷是 RNA 上最丰富的修饰核苷，是尿

苷的 5 位核糖异构体。通过将假尿苷替换尿苷

加入 mRNA，可以解决 mRNA 药物容易被免疫

系统识别清除、产生免疫副反应的问题。组织

中假尿苷含量非常低，直接提取法不适用。化

学合成法收率低，而且存在 α 和 β 两种异构体。

王倩倩等 [176]在大肠杆菌中设计了一条新的酶
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级联反应路线，实现全细胞催化尿苷制备假尿

苷；具体地，使用质粒过表达大肠杆菌内源的

假尿苷-5-磷酸糖苷酶基因 yeiN、核糖激酶基因

rbsK 以及核糖核苷水解酶基因 rihA，构建出尿

苷到假尿苷的高效转化途径；进一步整合内源

核苷渗透酶基因 nupC，并敲除假尿苷转运蛋

白编码基因 psuT，强化了底物向胞内的转运，

减少了产物向胞内的转运；以工程菌株作为全

细胞催化剂，在 24 h 内将 30 g/L 尿苷转化为

27.2 g/L 假尿苷，转化率达到 90%，达到目前

报道的最高水平。 

糖、糖醇、寡糖、多糖和糖脂 
稀少糖是一类在自然界中存在但含量极少

的单糖及其衍生物，常见的有 D-阿洛酮糖、D-

塔格糖、D-甘露糖、海藻糖、L-阿拉伯糖等。

D-阿洛糖是一种结构类似于 D-葡萄糖和 D-阿洛

酮糖稀有糖，它是一种低卡路里甜味剂，具有

食用糖 80%的甜度，还可以发生美拉德反应用

于提升食物香气和色泽，大剂量、长期服用 D-

阿洛糖未见毒副作用，在食品领域具有广泛应

用[177]。此外，D-阿洛糖具有抗氧化、抗炎、抗

肿瘤、免疫抑制和冷冻保护作用，因此作为药

物制剂在临床治疗中也有很好的应用潜力。目

前生物法生产 D-阿洛糖还停留在研究阶段，存

在底物成本高、酶的催化活性和特异性不足等

问题。 

D-塔格糖是一种稀有己糖，热量较低，是

优良的低热量代糖。生物合成 D-塔格糖的通常

以乳糖为原料，经 β-半乳糖苷酶水解得到 D-半
乳糖，再经 L-阿拉伯糖异构酶 (L-arabinose 
isomerase, L-AI)异构化生成塔格糖。L-AI 的天

然底物是 L-阿拉伯糖，当 D-半乳糖作为底物时，

C6 位存在空间位阻，导致底物亲和力差，催化

转化效率低。为提高 L-AI对 D-半乳糖的亲和力，

李娟等[178]针对底物结合口袋中与 D-半乳糖 C6
位可能存在空间位阻的氨基酸残基进行突变，

发现 F279I、F279V、M185A 突变体可以减小

空间位阻，提高对 D-半乳糖的转化率；双突变

体 M185A/F279I 底物亲和力显著提高，催化效

率是野生型的 8.2 倍；以乳糖为底物，偶联 β-
半乳糖苷酶进行级联催化，转化率达 22.8% (理
论 50%)，为进一步改造 L-AI 高效生产塔格糖

提供了参考。 
N-乙酰神经氨酸(N-acetylneuraminic acid, 

NeuAc)是一种带负电荷的功能性单糖，是人体

唾液酸的主要存在形式，主要应用于营养化学

品和药物中间体。微生物发酵法可以实现葡萄

糖到 NeuAc 的从头合成，成本上优于酶法和全

细胞催化。在构建高效细胞工厂过程中，生物

传感器可用于筛选高活性酶突变体和高产菌

株，是重要的合成生物学工具。孙佳琦等 [179]

以枯草芽孢杆菌为底盘，将 NeuAc 转运蛋白基

因和不同强度启动子结合，获得 4 株 NeuAc 转

运能力不同的枯草芽孢杆菌；选择响应 NeuAc
的转录因子 Bbr_NanR，与不同组成型启动子结

合，获得多个有活性的杂合启动子，在上述枯

草芽孢杆菌中测试其响应性能；最终获得响应

倍数比文献报道高 2 倍的 NeuAc 生物传感器，

具有较广的动态范围。后续可用于枯草芽孢杆

菌中 NeuAc 合成途径的优化、高活性酶突变体

的筛选以及代谢调控，为构建更高效 NeuAc 细

胞工厂奠定了基础。 
D-甘露糖是一种低甜度、低热量的单糖，

其甜度是蔗糖的 60%，主要用于减轻炎症性肠

病、治疗类风湿性关节炎、预防哮喘性气道炎

症、治疗癌症、治疗先天性糖基化障碍等，可

作为蔗糖替代品、糖质营养素应用于食品、医

药领域。生物转化法合成 D-甘露糖有不同的路
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线，如利用 D-甘露糖异构酶或 D-来苏糖异构酶

将 D-果糖转化成 D-甘露糖；利用纤维二糖 2-
差向异构酶将 D-葡萄糖转化成 D-甘露糖；或通

过双酶催化将 D-葡萄糖首先转化为 D-果糖，再

进一步转化成 D-甘露糖。由于异构酶催化的可

逆反应，上述路线的转化率普遍在 10%–20%之

间，难以满足工业生产需求。刘祖怡等[180]以食

品安全级菌株枯草芽孢杆菌为底盘细胞，选择

最优来源甘露糖异构酶，构建获得了全细胞催化

菌株；在最适全细胞催化条件下，分别以 500 g/L
果糖和 600 g/L 果糖为底物，转化生成 D-甘露

糖浓度分别为 138 g/L 和 163 g/L，转化率均达

到 27%以上，为目前利用食品级菌株中产 D-甘
露糖的最高水平。此外，以 D-甘露醇为底物，

利用 D-甘露醇氧化酶催化合成 D-甘露糖是一个

不可逆反应。李冉等[181]从类芽孢杆菌 HGF5 中

发现了一个具有 D-甘露醇氧化活性的氧化酶

PsOX；酶活分析发现，PsOX 比先前报道的来

源于天蓝链霉菌的 D-甘露醇氧化酶 AldO 的底

物亲和性和催化效率更高；由 PsOX 构成的全

细胞催化体系对甘露醇的转化率达到 95%以

上，而 AldO 的底物转化率约为 30%，表明 PsOX
相较于 AldO 更具应用潜力。由于 D-甘露醇成

本较高，下一步可考虑利用廉价底物合成 D-甘
露醇，再偶联 D-甘露醇氧化酶合成 D-甘露糖。 

D-甘露醇是一种六碳糖醇，是 D-山梨醇的

同分异构体。D-甘露醇作为功能性糖醇和低热

量甜味剂，应用于食品、化工和医疗领域。D-
甘露醇的全球市场规模约为 15 万 t，占多元醇

总量的 11%。化学法合成 D-甘露醇会伴随 D-
山梨醇副产物的大量积累，产率低。生物法合

成 D-甘露醇主要包括微生物发酵法、体外酶催

化法和全细胞催化法[182]。微生物发酵法使用人

工选育的菌株，以葡萄糖、果糖、蔗糖、甘油

等廉价底物直接发酵为 D-甘露醇。使用较多的

菌株有乳酸菌、酵母和丝状真菌，其中异型发

酵型乳酸菌和木兰假丝酵母发酵工艺较为成

熟。体外酶催化法和全细胞催化法以 D-果糖为

底物，通过甘露醇脱氢酶催化生成 D-甘露醇。

由于甘露醇脱氢酶需要辅因子 NADH 或

NADPH 的参与，因此生物催化法需要构建辅酶

再生系统。三种生物合成方法各有优缺点，在

实际应用中需要根据情况选择合适工艺。 
半乳糖醇是一种稀少糖醇，具有热值低、

不被人体胰岛素识别利用等特点，可作为新型

甜味剂应用于糖果、面包等食品中。化学法生

产半乳糖醇存在生产条件苛刻、成本高、污染

大等问题。木糖还原酶可以催化半乳糖转化为

半乳糖醇。邓连妹等[183]对丝状真菌和酵母来源

的 8 种木糖还原酶进行筛选，确定来源于黑曲

霉的木糖还原酶 AnXR 具有最高的催化活性；

进一步研究了其酶学性质发现最适 pH 和最适

温度分别为 8.0 和 25 ℃；将 AnXR 在酿酒酵母

中表达，同时敲除半乳糖激酶阻断半乳糖分解

途径，在全细胞催化条件下，半乳糖醇最高产

量达到 12.1 g/L。由于木糖还原酶依赖 NADPH
作为辅因子，后续构建 NADPH 再生系统有望

进一步提高半乳糖醇生产效率。 
赤藓糖醇是一种新型天然无热量甜味剂，

具有零热量、不被人体代谢吸收的特点，广泛

应用于食品和添加剂领域，目前国内产能已达

数十万吨。目前主要通过微生物发酵法进行工

业化生产，特别是利用解脂耶氏酵母进行生产。

随着合成生物技术的发展，赤藓糖醇的生产正

从传统方法转向定向设计重构，以提高生产效

率和产量。解脂耶氏酵母通过复杂的代谢途径

合成赤藓糖醇，主要利用葡萄糖和甘油作为碳

源，通过戊糖磷酸途径和糖酵解途径生成赤藓

糖醇的前体，最终在赤藓糖还原酶的作用下合

成赤藓糖醇。解脂耶氏酵母还具有利用包括甘
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油在内多种碳源的能力。目前研究人员从碳摄

取和同化模块、副产物模块、PPP 氧化模块与

非氧化模块和合成模块对解脂耶氏酵母合成赤

藓糖醇进行改造 [184]。通过多模块组合强化策

略，显著提升了赤藓糖醇的产量和生产效率。

赤藓糖醇产量可以达到 180 g/L，得率在 0.6 g/g
左右，生产强度超过 2 g/(L·h)。此外，通过高

通量筛选、氮源饥饿响应改造、耐热性提升和

形态工程等辅助策略，进一步优化了菌株的工

业属性，使其适应不同发酵条件，提高了赤藓

糖醇的生产性能和稳定性，为大规模工业生产

提供了有力支持。 
人 乳 寡 糖 (human milk oligosaccharides, 

HMOs)是母乳中天然存在的复合碳水化合物，

在婴幼儿肠道健康和免疫系统发育中具有重要

作用，重组 HMO 已被批准用于婴幼儿奶粉和

功能性食品中，市场需求巨大，预计 2028 年全

球 HMO 市场规模将突破 18 亿美元，国内市场

规模将突破 2.2 亿美元。其中唾液酸型 HMO，

如 3′-唾液酸乳糖(3′-sialactose, 3′-SL)和 6′-唾液

酸乳糖(6′-sialactose, 6′-SL)具有免疫调节、肠道

保护、促进大脑发育、抗病毒、抗肿瘤等多种

生物活性[185]。生物合成是 3′-SL 和 6′-SL 的主

要生产方式，其中利用微生物发酵法从廉价底

物发酵直接生产 3′-SL 和 6′-SL 最具前景。从内

源代谢途径产生的 UDP-GlcNAc 开始，引入外

源 NeuC、NeuB、NeuA 和唾液酸转移酶进行级

联催化，同时敲除竞争性途径，从而实现 3′-SL
和 6′-SL 的积累，3′-SL 和 6′-SL 的最高产量分

别为 31.4 g/L 和 34 g/L，未来应寻找新酶或改

进现有酶提高催化效率，使用染色体整合技术

增强菌株的遗传稳定性。唾液酸乳糖合成过程

中需要消耗三磷酸胞苷 (cytidine triphosphate, 
CTP)和 N-乙酰神经氨酸 (N-acetylneuraminic 
acid, Neu5Ac)。由于 CTP 和 Neu5Ac 价格十分

昂贵，直接以 CTP 和 Neu5Ac 为原料生产唾液

酸乳糖没有经济价值。已有研究开发了 CTP 再

生体系解决了 CTP 成本问题，但仍依赖 Neu5Ac
作为原料。为此，周文等[186]提出以 N-乙酰基

葡萄糖胺 (N-acetyl-glucosamine, GlcNAc)和乳

糖为底物合成唾液酸乳糖，建立了一种五菌株

两步法生物合成唾液酸乳糖的新工艺；第一步

采用两株大肠杆菌进行全细胞催化，将 GlcNAc
转化为 Neu5Ac。第二步以 Neu5Ac 为底物，引

入再生 CTP 的面包酵母，通过另外两株大肠杆

菌耦合发酵生产出唾液酸乳糖；发酵条件优化

后，最高产量达到 55.04 g/L，开辟了一条低成

本生产唾液酸乳糖的技术路线。 
细菌纤维素是由 β-D-吡喃葡萄糖通过 β-1,4

糖苷键聚合形成的胞外聚合物。相比植物纤维

素，细菌纤维素具有持水性强、比表面积大、

纯度和结晶度高、生物相容性和柔韧性好等优

异性能，广泛应用于医疗、食品、化妆品、功

能膜等领域。细菌纤维素合成过程主要包括 β-
葡聚糖链形成、聚合以及胞外分泌。细菌纤维

素合成酶(bacterial cellulose synthase, BCS)是一

个多亚基复合体，是细菌纤维素合成过程的关

键酶。目前关于细菌纤维素合成途径的研究已

较为透彻，但是 BCS 对细菌纤维素合成的调控

研究不够深入。聂雯霞等[187]总结了不同菌株中

BCS 各亚基之间的相互作用，分析了其对高度

有序纤维结构的形成的影响，为 BCS 的强化表

达和理性改造提供了参考。木葡糖酸醋杆菌是

研究细菌纤维素的模式菌株，也是工业生产细

菌纤维素的主要底盘。早期研究发现，细胞运

动与细菌纤维素合成有关，但木葡糖酸醋杆菌

中这两者的关系尚不清楚。刘嘉恒等[188]将木葡

糖酸醋杆菌 CGMCC 2955 中与细胞运动相关的

3 个基因进行敲除，发现 motA 和 motB 双敲菌

株细胞运动性降低，但细菌纤维素含量却提高
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了 24%，力学性能即杨氏模量提升了 31%。这

表明细胞运动与细菌纤维素合成之间具有相关

性，但具体机制有待进一步研究。 
骆 驼 刺 泛 菌 NX-11 胞 外 多 糖 (Pantoea 

alhagi NX-11 exopolysaccharide, PAPS)在农业

中具有广泛应用前景，但其高黏度发酵过程限

制了产量和质量的提升。李全飞等[189]通过研究

不同氧载体对发酵过程的影响，旨在提高 PAPS
的生产效率和质量；在骆驼刺泛菌 NX-11 发酵

过程中，添加 Tween 20 作为氧载体显著提高了

PAPS 的产量和质量；最佳添加浓度为 0.5%，

最佳添加时间为发酵初期，发酵罐实验表明

PAPS 产量提高了 17%；微观形貌和流变特性分

析显示，Tween 20 处理后的 PAPS 具有更高的

黏度和更光滑的表面，且未改变其化学结构，

为高耗氧发酵体系提供了一种优化策略。 
纤细裸藻是一类介于动物和植物之间的单

细胞真核生物，没有细胞壁，可进行光合作用，

具有光合自养、异养和兼性营养 3 种营养方式[190]。

纤细裸藻是一种极具经济价值的微藻，能合成

一系列重要产物，比如特有的裸藻多糖、胡萝

卜素和维生素等抗氧化物质。裸藻多糖具有多

种医疗功效，包括降低尿酸水平、抗流感病毒

与 HIV 病毒、增强免疫力、抗炎、抗肿瘤、抗

氧化、降血糖血脂、抑制肝损伤和益生元等活

性。此外，纤细裸藻在食品、饲料、化妆品等

领域有重要应用，比如裸藻多糖作为抗氧化剂

与保湿剂用于化妆品中。目前，纤细裸藻的开

发和应用主要存在培养工艺不成熟、裸藻多糖

提取效率低和消费者对相关功能产品认知度低

等问题。 
鼠李糖脂是一类低毒、易降解的生物表面

活性剂，具有抗肿瘤、抑制生物被膜和免疫调

节等活性，应用于医药、环境修复和农业等领

域。研究发现，单、双鼠李糖脂比例不同，其

物理化学性质具有较大差异。在生物体内，鼠

李糖基转移酶催化单鼠李糖脂与另 1 分子的

dTDP-L-鼠李糖缩合成为双鼠李糖脂。赵敏等[191]

将铜绿假单胞菌 PAO1 中编码鼠李糖基转移酶

的基因进行敲除，然后使用阿拉伯糖诱导启动

子进行回补，从而获得可控生产不同比例单、

双鼠李糖脂的菌株。随着诱导剂浓度的增加，

菌株中单鼠李糖脂所占比例逐渐降低，表面张

力和临界胶束浓度逐渐升高，乳化能力逐渐减

弱。相反，未诱导的菌株合成的鼠李糖脂表面

性能更优。这为鼠李糖脂的生产和组成调控提

供了参考。 

有机酸和生物基材料单体 
有机酸是一类应用广泛的生物基化学品。

目前，通过微生物发酵法已实现柠檬酸、丁二

酸、葡萄糖酸、苹果酸、衣康酸、富马酸、丙

酮酸和丙酸等 20 多种有机酸的规模化生产。微

生物生产有机酸主要采用大肠杆菌、霉菌等底

盘。近年来，利用酵母作为底盘生产有机酸也

受到关注。相比其他底盘，酵母具有较强的低

pH 耐受性，并且不存在噬菌体污染。目前研究

较多的酵母底盘有酿酒酵母、解脂耶氏酵母、

毕赤酵母、鲁氏酵母、假丝酵母、接合酵母、

乳酸克鲁维酵母等，生产的有机酸主要有丁二

酸、苹果酸、富马酸、乳酸、己二酸、乙醇酸、

3-羟基丙酸、衣康酸等[192]。相比大肠杆菌等底

盘，酵母生产有机酸还存在产量低、副产物多

等问题，还未有规模化生产的实例，但采用耐

酸酵母生产丁二酸、苹果酸等有机酸已经成为

一个重要的技术方向。 
乙醇酸是一种重要的化学品和有机合成中

间体。预计未来 5 年，全球乙醇酸市场规模将

突破 16 万 t/年，70%乙醇酸水溶液的价格为   
2 万元/t，晶体级的价格更高。尽管在多种微生
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物如乳酸克鲁维酵母、莱茵衣藻、大肠杆菌及

谷氨酸棒杆菌中实现了乙醇酸的发酵生产，但

存在产率低、成本高的问题。全细胞催化法生

产效率高，但需要添加价格相对昂贵的山梨醇。

为此，鲍青青等[193]从实验室保藏菌株中筛选了

一株产乙醇酸的红酵母，通过紫外诱变和生物

传感器筛选，获得一个突变株其乙醇酸产量比

原始菌株提高了 10 倍；通过发酵罐补料发酵，

该菌株可生产 61.1 g/L 乙醇酸；尽管该产量低

于全细胞催化法合成乙醇酸的最高产量即

113.8 g/L，但该菌株生产过程不需要添加山梨

醇，更有利于工业化生产。后续结合定向进化、

代谢工程改造和发酵工艺优化等策略，有望进

一步提高乙醇酸产量。 
丙酸可用作面包防霉剂，传统通过化学合

成生产，但微生物生产的丙酸因被视作天然来

源而受到重视。丙酸杆菌发酵法可以生产丙酸，

但存在发酵抑制、生长缓慢和副产物问题。代

谢工程改造丙酸杆菌提高发酵生产效率和经济

性的方法包括利用廉价底物、增强合成能力、

提高酸胁迫抗性及减少副产物。经基因工程和

生物工艺优化，丙酸产量、转化率提升，成本

和副产物生成降低，以甘油为碳源时丙酸产量

可达 106 g/L、转化率 0.53 g/g，但其生长速率

和发酵周期待优化[194]。在改造大肠杆菌、酿酒

酵母等非天然宿主生产丙酸方面，大肠杆菌引

入异源途径、活化操纵子，酿酒酵母强化 L-苏
氨酸合成及整合途径后，丙酸产量均有提升，

但生产效率和耐酸性仍需优化。 
光学纯乳酸是合成可降解塑料聚乳酸的前

体。在乳酸发酵过程中，乳酸积累导致发酵液

pH 降低，对微生物细胞生长造成了严重抑制。

为应对酸性环境胁迫，微生物通过生成碱性物

质、改变细胞膜组分或启动应激蛋白等机制来

调节胞内 pH，保护胞内生物大分子。近期，李

静等[195]对产乳酸的凝结芽孢杆菌 DSM1 进行

比较转录组分析，发现了一批可能与酸耐受相

关的转运蛋白。在 pH 4.6 的酸性条件下，过表

达转运蛋白 RS10595 后乳酸产量比对照组显著

提高，表明该转运蛋白与菌株的酸耐受性直接

相关。这为后续探究凝结芽孢杆菌酸耐受机制

提供了参考。微生物发酵法生产 D-乳酸存在菌

株耐受性差、生产成本高等问题。利用固定化

细胞进行连续发酵已被证明可以改善菌株耐受

性，提高 D-乳酸产量，而且催化剂的循环使用

可以降低成本。郭勇鑫等[196]首次以结冷胶作为

细胞固定化材料，对保加利亚乳酸杆菌 T15 进

行固定化，建立了菌株循环连续发酵工艺；相

比于常用的固定化材料如海藻酸钠，结冷胶固

定工艺使 D-乳酸产量提高了 33%，比游离工艺

提高了 37%，经过 10 次循环发酵后凝胶磨损

低于 5%，表明结冷胶是一种良好的细胞固定

化载体。 
二元羧酸是合成生物可降解塑料的重要单

体，分为直链二元羧酸和环状二元羧酸。常见

的直链二元羧酸有丁二酸、己二酸和十二烷二

元羧酸，环状二元羧酸有 2-吡喃酮-4,6-二元羧

酸和呋喃-2,5-二元羧酸[197]。二元羧酸不仅可以

合成生物塑料，二元羧酸的合成也可以通过生

物法实现。丁二酸是一种重要的 C4 平台化合

物，是生产 1,4-丁二醇、四氢呋喃和聚丁二酸

丁二醇酯的主要原料，也是美国能源部认定的

12 种最具潜力大宗生物基化学品之一。2022 年，

全球对丁二酸的需求量为 7 万 t，预计到 2032 年

需求量将翻一番。丁二酸的生物合成主要有还

原 TCA 途径、乙醛酸支路途径和 3-羟基丙酸循

环途径。其中，还原 TCA 途径可以羧化固定   
1 分子 CO2，其理论碳转化率更高。目前绝大多

数高产丁二酸菌株均采用还原 TCA 途径，使丁

二酸产量和转化率达到较高水平。大肠杆菌生
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产丁二酸需要辅因子 ATP 和 NADH 参与。已有

不少研究通过增加 NADH 或 ATP 供给，平衡

NADH/NAD+或 ATP/ADP 水平，提高了丁二酸

产量。但这些研究仅单独提高辅因子供给或调

节辅因子平衡，没有将两种策略组合考虑，导

致丁二酸发酵过程中大量积累乙酸、乳酸和丙

酮酸等副产物。王学明等[198]对大肠杆菌丁二酸

生产过程进行化学计量学分析，借助代谢工程

策略组合调控胞内 ATP 与 NADH 水平；工程菌

株经发酵条件优化，5 L 发酵罐中丁二酸产量为

139.52 g/L，比出发菌株提高了 17.81%，副产

物乙酸浓度为 1.40 g/L，降低了 67.59%，表明

组合调控胞内 ATP和 NADH水平可以有效降低

副产物生成，提高丁二酸产量。尽管大肠杆菌

等细菌宿主已经实现了丁二酸的工业化生产，

但酵母细胞因为较强的耐酸能力，有望成为丁

二酸产量进一步突破的重要底盘。此外，酵母

的耐酸性还使得丁二酸发酵过程无须进行 pH
调节，减少了中和剂如氨水的使用。丁二酸以

游离酸的形式存在，有利于后续的提取纯化。

目前研究较多的产丁二酸酵母有酿酒酵母、东

方伊萨酵母和解脂耶氏酵母，其最高产量目前

分别达到 45 g/L、89 g/L 和 198 g/L，极具发展

潜力[199]。另外，酵母底盘在利用非粮原料方面

也具有优势，研究人员已探索利用纤维素木糖、

甘油、乙酸、甲醇等更廉价碳源生产丁二酸，

以降低生产成本。 
衣康酸(亚甲基丁二酸)是 12 种高附加值平

台化合物之一，主要用于生产纤维、树脂和橡

胶。微生物发酵法是工业生产衣康酸的主要方

式，使用丝状真菌如土曲霉和玉米黑粉菌等天然

生产宿主，最高产量分别可达 160 g/L 和 220 g/L。
但是，丝状真菌生长速度慢、生产效率低、需

氧量高，近年来研究人员更多关注异源生产宿

主如大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌和盐单胞菌等。

张静等 [200]基于前期构建的产衣康酸的工程化

盐单胞菌，通过排查阻碍因素、优化碳氮源、

诱导条件等工艺优化，建立了一锅法催化柠檬

酸合成衣康酸的新工艺；在 5 L 发酵罐中利用

开放式一锅法工艺，最高产生了 40.5 g/L 衣康

酸。与两步细胞催化法相比，一锅法工艺无须

细胞收集、浓缩和洗涤操作，工艺流程更加简

单。相比其他微生物底盘，盐单胞菌的开放式

工艺无须灭菌操作，成本更加低廉。 
己二酸是一种具有重要工业应用价值的二

元羧酸，被美国能源部列为 12 种最具市场价值

生物基化学品。己二酸在医药、化工和材料等

领域有广泛应用，特别是作为合成尼龙-66 的关

键前体。全球年产量达 285 万 t，产值约 47 亿

美元。生物合成己二酸主要有酶催化和微生物

发酵两种途径，酶催化产量极低，生物发酵法

更具工业应用潜力。生物发酵法主要有 3 条代

谢路径，包括逆向 β 氧化途径、碳链衍生途径

和 逆 己 二 酸 降 解 (reverse adipate-degradation 
pathway, RADP)途径。刘洁等[201]以一株高产丁

二酸的野生型大肠杆菌 FMME N-2 为底盘，引

入 RADP 途径实现己二酸的生物合成；通过优

化合成路径中限速酶的表达和平衡己二酸合成

前体供应两种策略，提高了己二酸的产量；工

程菌株经 72 h 分批补料发酵，己二酸产量达

22.3 g/L，转化率为 0.25 g/g。下一步还需提高

限速酶的活力、强化己二酸的合成路径和外运

能力，以进一步提高己二酸的产量和转化率。 
除 了 二 元 羧 酸 外 ， 5- 氨 基 戊 酸

(5-aminovalanoic acid, 5AVA)也是一种重要的

生物基塑料单体，主要用于合成聚酰胺材料如

尼龙 5 和尼龙 56。5AVA 可以通过二氧化铈负

载纳米金催化哌啶氧化物进行化学合成，但生

产过程在高温下进行，产率低且污染大。因此，

绿色生物法合成 5AVA 受到关注。康雅琦等[202]
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在大肠杆菌中组合表达 L-赖氨酸 α-氧化酶、α-
酮酸脱羧酶和醛脱氢酶，建立了一条以 L-赖氨

酸为原料合成 5AVA 的途径；补料分批发酵表明，

5AVA产量达到57.52 g/L，摩尔得率为0.62 mol/mol，
且该途径无需使用乙醇和双氧水，优于其他已

报道的 5AVA 生产工艺。 
1,3-丙二醇(1,3-PDO)是合成聚酯和聚氨酯

的重要单体，在化工和医药行业应用广泛。其

生产经历了从化学合成到微生物发酵的转变，

尤其是从粮食原料葡萄糖到非粮原料甘油和甲

醇的转变，以实现更可持续和环保的生产[203]。

葡萄糖作为广泛使用的生物质原料，因其供应

量大且价格稳定，成为多种工业发酵过程的首

选底物。然而，自然界中没有微生物能直接利

用葡萄糖合成 1,3-PDO，因此研究者通过工程

化菌株来实现这一目标。代表性的工程化策略

包括整合葡萄糖至甘油和甘油至 1,3-PDO 的生

物合成模块，以及通过敲除和上调特定基因来

优化代谢路径。如杜邦公司研发的大肠杆菌工

程菌株能够高效生产 1,3-PDO，转化率高达

0.51 g/g 葡萄糖[204]。尽管如此，由于葡萄糖的

碳还原度低于 1,3-PDO，导致理论得率不够高。

甘油作为生物柴油生产的主要副产物，可转化

为包括 1,3-PDO 在内的多种化学品，从而提高

生物柴油产业的经济效益。自然界中多种微生

物能够在厌氧或微耗氧条件下通过歧化途径将

甘油转化为 1,3-PDO，但通常伴随大量副产物。

研 究 者 通 过 敲 除 副 产 物 合 成 途 径 和 增 强

1,3-PDO 合成通量来提高转化率，同时采用辅

因子工程策略来维持氧化还原平衡。在甘油发

酵生产 1,3-PDO 的过程中，产物积累所造成的

高渗透压会严重抑制菌体生长及产物合成。为

此，张少伦等 [205] 以 实验室分离的天然产

1,3-PDO 的克雷伯氏菌作为出发菌株，采用

ARTP 诱变技术，成功获得一株能耐受 100 g/L

浓度 1,3-PDO 的突变株；进一步强化合成途径

并阻断支路途径，工程菌在 5 L 发酵罐中的

1,3-PDO 产量达到 118 g/L，较出发菌株提高了

57%，具有较强的应用潜力。尽管甘油比葡萄

糖具有更高的碳还原度，但其价格受生物柴油

产业影响波动较大。随着生物制造产业和“双
碳”目标的发展，甲醇、甲烷和 CO2 等非粮 C1
原料因其可持续性和低成本特性受到关注。甲

醇 作 为 高 能 量 密 度 原 料 ， 已 被 用 于 生 产

1,3-PDO，但当前产量和转化率仍需提高。CO2

通过光合作用和工程菌株也可用于 1,3-PDO 的

生产，但产量还比较低。开发高效利用甲醇和

CO2 等 C1 原料的工程菌种，以实现 1,3-PDO 等

生物基材料单体的高效生产，是下一步研究的

重点。 
1,4-丁二醇是一种重要的化工原料，其市场

前景广阔，但传统生产方法依赖于不可再生资

源。姜君逸等 [206]提出了一种新的生物合成路

径，以葡萄糖为底物经三羧酸循环先合成 α-酮
戊二酸，再通过 α-酮酸脱羧酶生成丁二酸半醛，

然后通过乙醇脱氢酶生成 4-羟基丁酸，再经羧

酸还原酶作用生成 4-羟基丁醛，最后再由乙醇

脱氢酶作用生成 1,4-丁二醇；作者通过构建和

优化 1,4-丁二醇的生物合成路径，成功实现了

大肠杆菌以葡萄糖为底物从头合成 1,4-丁二

醇；通过酶法转化验证了新路径的可行性，并

将其导入大肠杆菌中进行发酵实验，最终在 5 L
发酵罐中产生了 4.22 g/L 的 1,4-丁二醇。尽管

实际得率低于理论值，但该路径无需额外的乙

酰辅酶 A 参与，且避免了副产物乙酸的积累，

为 1,4-丁二醇的生产提供了新的思路和方法。 
1,4-环己烷二甲胺是一种重要的生物基材

料单体，主要应用于有机合成、医药、化工和

材料等领域。目前其工业生产主要采用化学合

成法，包括苯二甲腈法和环己烷二甲醇氨化法，
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存在反应条件苛刻、分离成本高和存在一定安

全风险等问题。生物催化法是化学合成法的潜

在替代方案，但目前还没有相关研究报道。韩

业挺等 [207]以大肠杆菌来源的转氨酶作为生物

催化剂，以 1,4-环己烷二甲醛为底物，以谷氨

酸为氨基供体合成 1,4-环己烷二甲胺；为了促

进谷氨酸再生，作者引入酿酒酵母来源的谷氨

酸脱氢酶，将 α-酮戊二酸还原为谷氨酸；进而

引入博伊丁假丝酵母来源的甲酸脱氢酶，用于

再生 NADH；将三酶级联体系在两株大肠杆菌

中表达，通过蛋白质改造提高了转氨酶催化效

率；最终重组菌株可催化 40 g/L底物生成 27 g/L
产物，摩尔转化率 27%，实现了 1,4-环己烷二

甲胺的生物催化合成。 

聚合物材料的生物降解与生物

可降解材料 
当前，全球塑料年产量超过 80 亿 t，所消耗

的石油总量占据全球石油总消耗量的 8%[208]。这

不仅带来巨大的碳排放量，大量的塑料废弃物

已成为环境污染的主要源头。近 10 年来，在循

环生物经济背景下，美国、欧盟、日本、中国

等世界主要经济体先后出台支持塑料污染治理

的相关政策，推动了塑料回收降解和生物塑料

的研究和发展。 
聚烯烃类塑料是全球使用最广泛的塑料聚

合物，占据了全球塑料制品的 77%[209]。聚烯烃

类塑料主要包括聚乙烯(polyethylene, PE)、聚苯

乙烯 (polystyrene, PS)、聚丙烯 (polypropylene, 
PP)和聚氯乙烯(polyvinyl chloride, PVC)。其中，

PE 是全球产量最高的塑料聚合物，占据全球塑

料产量的近三成[210]。PE 塑料相对分子质量大、

分子链长、链段结晶度高，疏水性较强，是最

难降解的塑料之一。相比于传统的塑料处理方

法，如填埋、焚烧、机械回收和化学回收，生

物降解是一种生态友好的处理方式。目前已从

环境中分离到多种微生物具有 PE 降解能力，包

括假单胞菌、罗尔斯通氏菌、寡养单胞菌属、

克雷伯氏菌属等超过 20 个属的细菌，以及曲霉

菌属、青霉菌属和根霉菌属等真菌。特别地，

从一些昆虫肠道中也分离到能够降解 PE 的菌

株，这可能是昆虫食用了塑料外包装后驯化产

生的。目前发现的参与 PE 塑料降解的酶主要有

木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶等木

质素降解酶，以及烷烃羟化酶、细胞色素 P450
酶等。PE 塑料的生物降解过程包括定殖、解聚、

同化和矿化，经历长链断裂、低聚物降解、胞

内代谢、完全氧化等阶段。下一步还需加强 PE
降解微生物的高通量筛，深入挖掘 PE 降解酶并

进行分子改造，建立级联酶降解体系和合成菌

群体系，提高 PE 塑料的生物降解效率。 
聚氨酯(polyurethane, PUR)塑料是一类由

多异氰酸酯和多元醇缩合而成的聚合物材料。

我国每年生产和消费的 PUR 塑料超过 1 000 万 t，
如何降解废弃 PUR 成为了一道难题。目前，PUR
废弃物的主要处理方法是填埋、焚烧、机械回

收和化学回收。利用微生物或酶进行降解是处

理 PUR 废弃物的最理想方案，但目前还未挖掘

到具有应用潜力的生物催化剂。江志通等[211]从垃

圾填埋场成功分离到一株拟无枝杆菌属微生物

G-11，该菌能够降解 PUR 类似物 Impranil DLN。

使用商业聚酯型 PUR 泡沫塑料测试发现，G-11
处理后的 PUR 表现出结构被破坏、亲水性增、

热稳定性下降，表明 G-11 具有一定的商业 PUR
降解能力。曾彩婷等[212]同样从垃圾填埋场聚氨

酯废弃物表面成功分离到一株可降解 PUR的高

地芽孢杆菌 YX8-1；该菌株不仅能降解自行合

成的 PUR 寡聚物 PBA-PU，还能在 1 个月内将

商品化 PUR 降解失重 32%，具有较大的应用潜

力。PUR 塑料降解产物如己二酸、1,4-丁二醇、
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乙二醇，可以被一些微生物如假单胞菌利用，

用于生产可降解生物塑料如 PHA。这种塑料内

循环的方式被称为“降塑再造”[213]。 
聚 对 苯 二 甲 酸 乙 二 醇 酯 (polyethylene 

terephthalate, PET)是一种石油基高分子热塑性

材料，由对苯二甲酸和乙二醇在催化剂的作用

下酯化反应制得。PET 具有透明度高、重量轻、

抗冲击性强、耐化学腐蚀和可加工等特性，是

目前使用最广泛的塑料之一，主要应用于容器

包装、纺织业和工程塑料等领域[214]。废弃 PET
对环境造成了巨大污染，同时废弃 PET 也是潜

在的资源。因此，实现 PET 塑料的完全降解对

减轻环境污染，实现塑料单体的循环利用具有

重要意义。降解 PET 塑料的方法包括物理法、

化学法和生物法，其中生物法是降解 PET 的最

绿色环保手段。 
目前已从自然环境中分离到多株可以降解

PET 塑料的微生物，包括细菌和真菌。直接利

用 PET 水解酶降解 PET 理论上比全细胞催化剂

更高效，但也存在稳定性差、降解性能不足等

问题。能够降解 PET 的酶主要是羧酸酯酶、脂

肪酶和角质酶等水解酶类[215]。研究较多的 PET
水解酶来自大阪伊德氏杆菌、嗜热放线菌、真

菌以及宏基因组。近年来，通过分子改造，扩

大底物结合口袋、改善表面亲水性、减少中间

产物抑制作用，有效提高了 PET 降解酶的降解

能力，增强了其热稳定性。在分子改造过程中，

对突变体的筛选通常涉及复杂的蛋白纯化和产

物色谱分析步骤，因此，酶活检测技术对 PET
水解酶的高效改造非常关键。张晗笑等[216]总结

了目前 PET 水解酶的检测方法，主要有高效液

相色谱法、琼脂板培养快速筛选法、比色法、

吸光度法、浊度法、荧光法，以及更高通量的

生物传感器法。这些检测方法原理不尽相同，

都存在一定的局限性，可以根据不同需求选择

最合适的检测方法，或者将不同检测方法联合

使用。赵夷培等[217]对从海洋宏基因组中发现的

塑料降解酶 Ple629 进行热稳定性改造；基于已

解析的 Ple629 蛋白结构及底物复合体结构，确

定了潜在影响蛋白热稳定性的氨基酸残基位

点，引入二硫键，突变体 D226C/S281C 的熔点

温度提升了 6.9 °C，催化活性也随之提高了 1.5倍。

碳水化合物结合结构域 (carbohydrate binding 
module, CBM)是一类非催化活性的折叠蛋白，

分为表面结合型(type A)、链式结合型(type B)
和寡糖结合型(type C)3 类。研究发现，在 PET
降解酶中引入 CBM 模块可以增加酶与底物之

间的亲和力，提高酶的降解能力 [218]。姚佳鑫  
等[219]系统研究了 3 种类型 CBM 模块与 PET 降

解酶融合后对 PET 降解性能的影响。结果表明，

引入 A 型和 C 型 CBM 可以提高 PET 降解酶对

膜状 PET 塑料的降解率和热稳定性，而 B 型

CBM 反而降低了 PET 的降解速率，这为 PET
降解酶的改造提供了新的思路。 

在 PET 降解酶作用过程中，其中间产物即

对苯二甲酸单羟乙酯 MHET 和对苯二甲酸双羟

乙酯 BHET 的积累会抑制 PET 降解酶的活性。

研究人员发现 MHET 降解酶可以特异性降解

MHET，生成乙二醇和对苯二甲酸。因此，PET
降解酶和 MHET 降解酶的联合使用有望实现

PET 的完全降解。相比 PET 降解酶，针对 MHET
降解酶的研究稍显滞后。杨媚媛等[220]对 MHET
降解酶的三维结构、底物结合模式、催化反应

机理和蛋白改造进行了系统总结，为 MHET 降

解酶的下一步研究提供了理论参考。MHET 和

BHET 是 PET 水解酶的竞争性抑制剂。动力学

研究表明，MHET 的进一步水解可极大推动

PET 塑料的降解过程。目前唯一发现的能高效

降解 MHET 的酶是来源于大阪伊德氏杆的

IsMHETase，对 MHET 表现出高度的底物特异
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性。发掘更多 MHET 降解酶对研究其降解机理、

定向改造、构建高效 PET 降解酶体系至关重要。

刘欣悦等[221]利用 IsMHETase 的序列和结构分

析来挖掘新的 MHET 降解酶，成功发现了一种

来自伯克霍尔德菌科细菌的 MHET 降解酶，该

酶具有高效的 MHET 降解活性，最适 pH 和最

适温度分别为 7.5 和 40 ℃，在低温下有较好活

性。这为 MHET 降解酶类增加了一个新成员，

有助于开展酶的进化、结构、功能及应用研究。

BHET 的累积会抑制 PET 水解酶的催化效率，

因此对 BHET 水解酶的挖掘和改造也非常重

要。陈阳阳等[222]发现嗜热氢化杆菌来源的双烯

内酯酶可以水解 BHET，大肠杆菌重组表达后，

该酶对短链酯类如对硝基苯酚乙酸酯具有较高

的催化活性，80 °C 下处理 1 h 仍能保持 80%活

性，展现出较好的热稳定性。张洁等[223]发现来

源于浅黄糖丝菌中的 PET 水解酶 Sle 对 BHET
也有降解活性，降解产物为单(2-羟乙基)对苯二

甲酸酯和对苯二甲酸，属于典型的 BHET 水解

酶。下一步，将 BHET 水解酶和 PET 水解酶联

合使用，有望进一步提升 PET 的降解效率。 
聚酰胺是一类线型高分子材料，其聚合物

主链含有重复的酰胺基团(–CO–NH–)。常见的

聚酰胺材料有尼龙 6 和尼龙 66，具有强度高、

刚性好、耐热、耐化学物质等特点，广泛应用

于服装、医疗、汽车和建筑等行业。相比 PET、

PU 等塑料的生物降解研究，聚酰胺的生物降解

研究比较少。郑芷然等[224]以 4-硝基丙酰苯胺为

聚酰胺模式底物，从实验室前期构建的塑料解

聚 酶 酶 库 中 筛 选 到 一 种 来 源 于 嗜 热 菌

(Meiothermus ruber)的 α/β 水解酶 MrABH。该

酶具有酰胺酶活性，作用于聚酰胺中的酰胺键，

将尼龙 6 和尼龙 66 解聚成单体和寡聚物，具有

潜在应用价值。 
聚乳酸(polylactic acid, PLA)是一种以乳酸

作为单体，通过酯键连接的新型聚酯材料。PLA
是典型的生物基塑料和生物可降解塑料。PLA
具有良好的机械和物理性能，但抗冲击能力差、

脆性高。2020 年，我国 PLA 产能约 18.5 万 t，
预计到 2025 年达到 100 万 t以上，占据全球 PLA
产能的 2/3 [225]。乳酸单体主要通过微生物发酵

法生产，乳酸的聚合过程分为化学法聚合和生

物法聚合。生物法聚合存在聚合物含量低、聚

合物分子量低等问题，目前工业化生产主要采

用化学聚合法。聚乳酸虽然是一种生物可降解

塑料，但只有在温度高于 58 °C 和高湿度的密

闭工业堆肥环境中才可以降解，在自然条件下

同传统塑料一样难以降解。针对废弃聚乳酸塑

料，谢彬等[225]提出 2 种处理方式。对于易于回

收的 PLA 塑料，采取集中生物降解再聚合的方

式，循环利用乳酸；对于难以回收的 PLA 塑料，

进行生物原位降解。 
聚羟基丁酸酯(polyhydroxybutyrate, PHB)

是一种具有优良物理、机械和免疫学性能的热

塑 性 生 物 塑 料 ， 是 聚 羟 基 脂 肪 酸 酯

(polyhydroxyalkanoate, PHA)的代表。随着 PHB
的应用越来越广泛，PHB 的高效降解也非常重

要。虽然 PHB 在特定条件下可以被降解，但降

解条件苛刻、降解速率慢、能耗大。PHA 解聚

酶可用于 PHA 的降解回收，但存在高温下酶活

低、稳定性差等问题。李志刚等[226]在大肠杆菌

中表达来自短须嗜热单孢菌的 PHA 解聚酶

TumPHAD，并通过二硫键理性设计获得了热稳

定性提升的突变体 A190C/V240C；该突变体表

现出耐高温、热稳定性好、PHB 降解能力强等

特点，其最适温度为 60 ℃，比野生型提高了

20 ℃，同时在 50 ℃下稳定性提高了 21 倍，对

PHB 的降解率提高了约 2-4 倍。这为开发高效

稳定的 PHB 降解工艺提供了重要催化剂。 
聚己二酸/对苯二甲酸丁二醇酯(poly(butylene 
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adipate-co-terephthalate), PBAT)是一种优异的

热塑性生物降解塑料。由于其具有较好的延展

性、断裂伸长率、耐热性和抗冲击性能，特别

适合应用于食品包装和农业薄膜。目前，PBAT
产量占据了全球生物可降解塑料产量的 30%，

远高于其他生物可降解塑料。虽然是具有生物

可降解性，但 PBAT 的生物降解条件比较苛刻，

比如要在湿度 70%、温度 55 °C 的堆肥中，才

具有相对快的降解速率。在海水中的降解速率

更是非常缓慢，由此带来的环境威胁巨大。角

质酶是一类可降解多种人工聚酯的多功能酶，

王慧等[227]经过筛选，发现来源于枝叶堆肥的角

质酶突变体 ICCG 对 PBAT 具有较好的降解效

果；在最优条件下，ICCG 在 2 d 内对 PBAT 的

降解率达到了 77.5%，表明该酶具有较强的塑

料降解能力。 

肠道微生物、活菌药物与合成

微生物组 
人体肠道微生物影响宿主代谢、免疫及情

绪行为，其组成和功能紊乱与疾病的发生和发

展密切相关。建立肠道微生物资源库有助于研

究微生物与宿主互作的分子机制，挖掘新型抗

菌肽与活性酶，加快活体药物的开发。国内外

研究团队运用传统的分离培养技术，分为前处

理、梯度稀释、固体分离培养、液体增菌培养

和分子鉴定技术，已构建 10 余个肠道微生物资

源库，包含 1 000 多个种，分属于 12 个门、22 个

纲、39 个目、96 个科和 358 个属。其中，厚壁

菌门、拟杆菌门、变形菌门及放线菌门物种数

较多 [228]。随着分离培养技术和组学技术的发

展，肠道微生物资源库将在可培养菌株、基因

组信息、生理生化特征和功能等方面日趋完善，

并覆盖更多地域和不同健康状态人群，为人体

健康研究提供资源和信息支撑。 

肠道微生物对维持宿主肠道平衡和健康起

着重要作用。研究发现，肠道菌群和中枢神经

系统之间存在相互作用关系。比如，一些肠道

微生物可直接作用于肠神经系统并激活其支配

的迷走神经，也可以通过调节免疫功能来影响

中枢神经系统，或通过内分泌系统与大脑相互

调节[229]。神经系统疾病如抑郁症、阿尔茨海默

病、帕金森病和孤独症谱系障碍等的发生通常

伴随肠道菌群的失调。基于神经系统疾病和肠

道菌群间的相互作用，研究人员开始尝试以粪

菌移植作为神经疾病的治疗手段。粪菌移植通

过将健康供体的粪便移植到患者胃肠道内，重

建肠道生态系统，在肠易激综合征的治疗中已

得到广泛应用。通过大量动物实验和初步临床

试验表明，粪菌移植对治疗神经系统疾病如抑

郁症、阿尔茨海默病和帕金森病等具有非常显

著的效果，粪菌移植有望成为临床神经系统疾

病的新型治疗手段。 
肠芯片技术通过微工程和细胞结合，模拟

体内三维结构、机械应变、氧气梯度等生理条

件来模拟人体肠道微生理系统，为体外研究肠

道与微生物互作提供了高仿生平台[230]。该技术

能够评估单一及多重微环境因素对肠道功能的

影响，通过形态和功能特征的评估，验证其高

仿生和高集成的优势，显著提升了对宿主-微生

物相互作用的理解以及肠道微生理系统的体外

研究的仿真度和应用价值，且成功应用于肠道

疾病模拟和药物评价，为肠道疾病模拟和药物

评价提供了新途径，促进了宿主-微生物互作的

研究，揭示了宿主-微生物互作在肠道健康中的

重要性。然而，肠芯片仍需在仿生度和评价体

系上进一步改进，以提升其真实性和应用价值。 
活体生物药是一类含有活的生物体(如细

菌)且具有预防、治疗人类疾病或适应症的功能

的生物制剂[231]，因其具有疗效好、成本低、应
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用范围广等优势，极具开发潜力和应用价值。

目前，与活体生物药研发相关的疾病有癌症、

炎症性肠病、艾滋病、糖尿病、焦虑症、苯丙

酮尿症等。活体生物药可分为 3 类：单菌药物、

复合菌药物、工程菌药物。单菌药物即利用单

一天然微生物制成，成分单一，药效明确；复

合菌药物是由两种或多种天然微生物复配而

得，药效更好，但药效模型更为复杂，稳定性

是关键；工程菌药物是人工设计改造后的微生

物制剂，药物靶向性、针对性更好。通过合成

生物学改造，赋予其智能响应、高效表达、靶

向明确、功能多样等优势。单菌药物研究集中

在肿瘤和消化道疾病领域，复合菌药物在免疫

疾病方面研究较多，而工程菌药物在治疗代谢

疾病、抗感染、炎症性肠病等方面具有优势。

稳定性、安全性是未来开发活体生物药需关心

的两大问题。 
药物递送是肿瘤治疗中的关键步骤。活细

菌因具有肿瘤靶向性和良好的生物相容性，是

肿瘤药物递送的优良载体。此外，专性和兼性

厌氧菌可以选择性地在肿瘤组织中定殖，通过

竞争营养物质、诱导细胞凋亡和免疫激活等多

种机制进一步发挥抗肿瘤作用。用于药物递送

的细菌须满足毒性低、肿瘤靶向性强的要求。

一方面可通过突变毒力基因等手段获得减毒细

菌，另一方面可利用基因工程活化学修饰提高

细菌肿瘤靶向性 [232]。药物在细菌上的负载有  
3 种方式，包括基因工程改造细菌使其原位生

产抗肿瘤药物，通过物理或化学手段在细胞表

面负载药物，或者通过细菌内化作用，使药物

进入细胞内，这样可以提高负载量和负载稳定

性。比如将光敏剂内化到蓝藻细胞中，用于肿

瘤光动力学治疗。细菌作为药物递送载体的局

限在于其免疫原性会引起机体的不良反应，其

临床安全性受到挑战。 

合成功能菌群，亦称合成微生物组，是将

两种或两种以上微生物在特定环境条件下组成

共培养体系。菌群成员通过分工、通讯等相互

作用，共同执行单一菌株无法实现的复杂功能。

在自然生态系统中，物种间共有 6 种相互作用

模式，包括偏利共生、偏害共生、互利共生、

捕食、竞争和无利害共栖，这些相互作用模式

也是构建人工菌群的理论基础[233]。在构建功能

菌群过程中，为减少种群成员间资源竞争，研

究者开发了许多空间分隔技术，比如微流控装

置、生物打印、模具/封装等。合成功能菌群在

生物合成、生物降解、生物计算、生物能源和

肠道健康等领域具有广泛应用前景。在生物合

成方面，合成菌群可以减轻宿主代谢负担、拓

宽底物利用谱、具有更高的稳定性和鲁棒性，

并且可以合成单菌体系无法合成的化学品。比

较典型的合成功能菌群例子有：木质纤维素生

产化学品、多环芳烃污染物降解、微生物组生

物光伏等。 
在微生物合成 PHA 工艺中，生产原料占据

了近一半的成本，因此利用低成本原料实现

PHA 的高效合成是持续推动 PHA 产业化的关

键。通过构建合成微生物组，研究人员已分别

实现从一代原料、二代原料和三代原料生产

PHA[234]。比如将枯草芽孢杆菌与真养产碱杆菌

共培养，实现以蔗糖为原料生产 PHA；通过构

建大肠杆菌和恶臭假单胞菌合成菌群，实现以

玉米秸秆水解液生产 PHA；通过构建由蓝藻与

高效合成 PHA 的细菌组成的合成微生物组，实

现了 CO2 到 PHA 的合成。 

微生物抗逆工程 
工业环境下微生物细胞面临高渗透压、高

底物/产物浓度以及高酸碱物质等胁迫，表现出

抗逆性差、工程放大效率低等问题[235]。适应性
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进化是提高微生物细胞工厂环境耐受性和生产

效率的重要手段。通过人为施加定向选择压力，

使微生物经过短期或长期驯化，累积有益突变

应对选择压力，获得适应特定环境的生理性能。

相比针对单一基因或单一途径的传统定向进

化，微生物适应性进化是基因组全局进化，通

常发生多基因突变，以应对多重选择压力。当

前，适应性进化依托微流控、生物传感器、多

组学分析等技术，实现了突变库的快分离、快

筛选、快解析，同时摆脱了传统复杂的操作过

程，降低了过程污染风险。通过适应性进化，

微生物细胞可以获得更快的生长速率，更高的

底物 /产物耐受性，更好地平衡生长和生产过

程，更强的环境压力适应性。 
酵母自溶是一种发生在酵母生长后期的生

理现象。当生长环境恶化或受到环境压力胁迫

时，胞内能量代谢发生紊乱，最终导致细胞膜、

细胞壁破裂，胞内蛋白质、核酸等大分子释放

到胞外。酵母自溶现象在工业啤酒酿造中经常

发生，给啤酒的风味和品质带来不同程度的影

响。柠檬酸循环是细胞代谢产生 NADH、

NADPH 以及 ATP 的主要途径。研究发现，柠

檬酸循环与酵母细胞活力有密切关系。异柠檬

酸脱氢酶是柠檬酸循环的关键限速酶，其活力

直接影响 NADH 和 NADPH 的供应。叶可嘉等[236]

研究了拉格啤酒酵母中异柠檬酸脱氢酶 IDP1
和 IDP2基因对酵母自溶的影响；发现破坏 IDP1
基因提高了胞内 NADPH 和 ATP 水平，

NADPH/NADP+比例上调，活性氧水平下降，

细胞抗自溶指数提高了 1.5 倍；相比 IDP1，IDP2
基因的缺失导致 NADPH 和 ATP 水平下降，

NADPH/NADP+比例下调，活性氧水平升高，

酵母发生快速自溶。这表明柠檬酸循环相关基

因对酵母自溶具有调控作用，为构建抗自溶能

力酵母细胞提供了理论基础。 

在真核细胞如酿酒酵母中，线粒体通过氧

化磷酸化为细胞提供能量。同时，线粒体也是

胞内产生 ROS 的主要场所，ROS 的积累会导致

线粒体损伤，损伤的线粒体会产生更多的 ROS，
如此恶性循环破坏了胞内氧化还原平衡。为维

持细胞正常状态，细胞会选择性地清除受损线

粒体，该过程称为线粒体自噬。研究表明，线

粒体自噬相关基因与氧化应激相关，但关联机

制尚不清楚。程万琪等[237]在酿酒酵母中分别缺

失或过表达自噬相关基因 ATG8、ATG11、

ATG32。在过氧化氢诱导的氧化胁迫下，过表

达 ATG8 和 ATG11 显著降低了胞内活性氧，并

且 ATP 水平得到了显著提高，表明抗氧化性能

更强。对应地，ATG8、ATG11 和 ATG32 基因缺

失导致胞内活性氧水平显著上升，细胞抗氧化

能力减弱。因此，自噬相关基因 ATG8、ATG11
和 ATG32 可能是调控酵母抗氧化能力的潜在

靶点。 
蓝细菌是地球上唯一进行放氧光合作用的

原核微生物。作为光合自养微生物，蓝细菌在

合成生物学领域可用于构建光合固碳系统，实

现二氧化碳到燃料或化学品的直接合成。当前，

以蓝细菌为底盘可生产近百种燃料和化学品，

包括乙醇、丙酮、丁醇、异丙醇、乳酸、法尼

烯、虾青素等。蓝细菌在自然条件下面临高光、

高温、高盐和重金属离子等胁迫，在工业生产

中存在耐受性差、产量不稳定问题。近年来，

实验室适应性进化技术被应用到蓝藻底盘菌株

中，成功获得了耐受高光、重金属离子、高盐

和高浓度有机溶剂胁迫的进化藻株，有效提高

了藻株生产性能[238]。未来需构建更大的突变文

库，筛选获得耐多重胁迫的工程藻株，研究藻

株耐受性分子机制，助力高产、高鲁棒性藻株

的理性设计与改造，推动光合细胞工厂的规模

化应用。 
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细菌耐酸机制在许多生物技术过程中发挥

着重要作用，如酸性化学品的生产、酸性污染

物的处理以及耐酸致病菌的防治[239]。在酸性胁

迫下，细菌通过酸信号转导系统调控胞内耐酸

机制，如氨基酸脱羧反应和脲酶代谢，产生碱

性物质提高细胞内外 pH。酸信号转导系统主要

有 EvgS/EvgA、PhoQ/PhoP 和 ArsS/ArsR 等双

组分系统，以及 CadC 单组分系统。细胞膜上

的感应蛋白感知到外界低 pH 胁迫时，通过自

磷酸化作用，将酸胁迫信号转导至胞内调节蛋

白，激活调节蛋白进而调控耐酸相关基因的转

录，从而抵抗酸性胁迫。双组分转导系统

EvgS/A和 PhoQ/PhoP主要激活谷氨酸脱羧系统

以及伴侣蛋白的修复功能，双组分转导系统

ArsS/R 主要调控脲酶代谢途径，单组分转导系

统 CadC 可以激活赖氨酸脱羧系统。细菌内有  
4 种基于氨基酸脱羧的耐酸系统，包括谷氨酸

依赖耐酸系统、赖氨酸依赖耐酸系统、精氨酸

依赖耐酸系统和鸟氨酸依赖耐酸系统。氨基酸

脱羧后生成的碱性产物消耗胞内 pH，同时一部

分碱性产物转运到细胞外中和胞外 H+。周质伴

侣蛋白 HdeA 和 HdeB 在中性 pH 时处于二聚体

非活性状态，当 pH<3.0 时解离为活性单体，与

酸变性的蛋白结合发挥蛋白伴侣功能，防止变

性蛋白聚集并促进蛋白活性恢复。应用方面，

在耐酸生产菌株如产乳酸菌、产丁酸菌或产丙

酸菌中增强耐酸系统的表达，可以显著提高菌

株的酸耐受能力，提高酸性产物的积累量。在

生物修复领域，将耐酸基因元件引入中性污染

物降解细菌中，可以提高细菌对酸性污染物的

修复效率。在疾病预防方面，通过抑制致病菌

的耐酸系统，可以防治肠道致病菌的感染。利

用细菌耐酸机制作为作用靶点开发新药是未来

重要的研究方向。 
木质纤维素水解液中常含有糖、盐、酚、

醛等抑制性化合物，因此以木质纤维素为原料

的生物转化需要微生物具有较强的耐受性。吴

娜莎等[240]研究了克鲁斯假丝酵母对底物、盐、

高温冲击的耐受性，发现适应性驯化获得的克

鲁斯假丝酵母可以耐受 200 g/L 的葡萄糖，其在

海水中的发酵能力显著优于淡水发酵，通过热

冲击和亚硫酸钠的诱导，甘油产量得到了提高；

使用巨菌草酶解液进行发酵，葡萄糖生成甘油

及乙醇的总转化率可达 0.45 g/g，表明该菌具有

直接利用复杂的木质纤维素酶解液的能力，并

具有较强的耐受性。 
植物蛋白激酶是参与逆境胁迫应答的重要

调控蛋白。蛋白激酶分子上的丝氨酸、苏氨酸

或酪氨酸通过磷酸化和去磷酸化，调控下游信

号传递，进而介导胁迫响应。植物蛋白激酶参

与的逆境胁迫主要有高光、高盐、干旱、低温、

营养匮乏等。李旺宁等[241]研究了莱茵衣藻中丝

氨酸 /苏氨酸蛋白激酶在蓝光胁迫下的应答机

制。发现在蓝光胁迫下，莱茵衣藻中失活丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶导致光合作用、碳代谢和色

素合成相关基因显著上调，表明该蛋白激酶的

缺失加快了光合电子传递，增强了光合作用和

碳代谢水平。这不仅揭示了藻类光胁迫应答机

制，也为提高微藻细胞工厂生产能力提供了新

的调控元件。 
超低温保存法通过使用适宜的冻存保护剂

和冷冻程序将细胞降至极低温度以保持其活性

和功能，但冰晶形成和再结晶是主要挑战；近

年来，微纳米材料和生物技术工具的发展为抑

制冰晶提供了新方法。许淼等[242]通过制备不同

尺寸和形貌的微纳米粒子，评估了它们对细胞

生物相容性和冷冻保存性能的影响。结果表明，

碳复合体微粒和金纳米粒子在低浓度下具有良

好的生物相容性，且能显著提高细胞冷冻复苏

后的存活率。相比于球形结构的碳复合体微粒，
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不对称纳米粒子和纳米花材料展现出更优异的

细胞冻存保护效果，并能与商用冷冻保护剂联

合使用，进一步提升细胞冻存效果，显示出较

好的应用潜力。 

木质纤维素的生物降解和转化

利用 
来自反刍动物瘤胃的厌氧真菌是降解植物

纤维的重要菌种资源。瘤胃厌氧真菌主要分泌

碳水化合物活性酶，如纤维素酶、半纤维素酶、

果胶酶和酯酶，用于植物细胞壁的降解。分离 
的厌氧真菌可以用于体外发酵提高粗饲料利用

率，或作为青贮饲料添加剂帮助动物改善对摄

入饲料的干物质消失率。研究发现，在葡萄糖

诱导条件下，牦牛瘤胃源厌氧真菌 Orpinomyces 
sp. YF3 的羧甲基纤维素酶、微晶纤维素酶、滤

纸酶和木聚糖酶等活性升高，同时乙酸比例显

著升高[243]。这表明通过一定的底物诱导，厌氧

真菌的底物降解能力可以得到提高，其代谢产

物如乙酸的变化更有利于奶牛乳脂率的提升。 
在木质纤维素降解过程中，木聚糖酶和 β-

木糖苷酶负责水解半纤维素。木聚糖酶将木聚

糖水解为木寡糖、木二糖等低聚木糖，β-木糖

苷酶进一步将低聚木糖水解为木糖。但是，目

前发现的 β-木糖苷酶与木糖的亲和力较高，容

易受到产物木糖的反馈抑制，严重限制了其催

化效率。因此，挖掘具有高木糖耐受性的 β-木
糖苷酶对木质纤维素生物转化应用具有重要价

值。李乐等[244]从茶梗培养的黑曲霉胞外酶液中

发现了一个高活性的 β-木糖苷酶。通过分子对

接发现该酶与木糖的亲和力较低，预示其木糖

耐受性较好。酶学表征证明该酶较其他同为

GH3 家族的 β-木糖苷酶木糖耐受性更高。同时，

该酶具有很好的温度稳定性和 pH 稳定性，是

一个非常有应用潜力的 β-木糖苷酶资源。 
β-葡萄糖苷酶属纤维素分解酶系中的一类

酶，能够水解 β-葡萄糖苷键并释放出葡萄糖，

应用于生物燃料、制药、食品、饲料和纺织等

领域。β-葡萄糖苷酶的应用环境比较复杂，常

面临溶剂胁迫、盐胁迫、高温胁迫和产物抑制

等情况，因此挖掘耐受性强、酶活稳定的 β-葡
萄糖苷酶资源非常关键。何金见等[245]对嗜酸古

菌来源 GH1家族的 β-葡萄糖苷酶进行了异源表

达和酶学性质研究；发现该酶的最适温度为

55 ℃，最适 pH 为 5.5，在 pH 5.5−11.0 范围内

具有较好的稳定性。同时，该酶对金属离子、

乙醇等有机溶剂、NaCl 和葡萄糖均具有很好的

耐受性，表明其具有较强的工业应用潜力。 
木糖是木质纤维素中含量仅次于葡萄糖的

第 2 大可发酵糖，构建高效代谢木糖的微生物

细胞工厂对木质纤维素的充分利用具有重要意

义。与葡萄糖相比，微生物对木糖的代谢能力

较弱，加之存在葡萄糖对木糖的碳分解代谢物

抑制效应(carbon catabolite repression, CCR)，限

制了木质纤维素原料的利用。目前，大多数针

对木糖利用的研究聚焦于如何实现木糖和葡萄

糖的共利用，主要有 3 种改造策略[246-247]。策略

一是改造糖转运系统，提高木糖利用能力。一

方面，通过阻断葡萄糖磷酸转移酶系统，进而

削弱 CCR，解除葡萄糖对木糖转运和代谢过程

的阻遏。其次，通过提高木糖转运和代谢相关

基因的表达水平，进一步提高木糖的摄取和利

用效率。策略二是开发共培养体系，利用代谢

途径区室化缓解 CCR 抑制。通过构建专一利

用葡萄糖和专一利用木糖的工程菌株，进行共

培养，葡萄糖和木糖代谢互不干扰，还能将复

杂的代谢模块划分到两种菌株中，减轻代谢负

担。策略三是构建平行代谢途径，解耦代谢通
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路。将一种碳源如葡萄糖专门用于目标产物的

生产，而另一种碳源如木糖专门用于细胞生

长，避免了两种底物的代谢交叉。虽然工程菌

株已实现木糖和葡萄糖的共利用，但在利用木

质纤维素原料过程中还会面临一个问题，即木

质纤维素水解液中存在大量有毒物质，严重抑

制细胞生长代谢。为此，部分研究探索了外源

添加解毒剂或构建内源解毒系统来提高微生

物对水解液的耐受性。下一步可结合适应性实

验室进化，进一步提高木糖-葡萄糖共利用菌株

的代谢速率，以及提高对木质纤维素水解液的

耐受性[247]。 

一碳生物技术 
地质层为二氧化碳封存提供了巨大空间和

反应环境。在地质层中，部分微生物可以通过

生物甲烷化、生物液化、生物矿化等生物活动

过程，将 CO2 转化为甲烷、有机酸和碳酸盐，

从而实现 CO2 的资源化利用和长久固定[248]。因

此，微生物地质封存二氧化碳是一条重要的生

物减碳和负碳途径。生物甲烷化在产甲烷菌的

作用下，通过 CO2 还原型产甲烷途径，将 CO2

转化为甲烷。目前，能量供应不足限制了生物

甲烷化的效率，研究人员提出可利用地质层中

低价态天然铁化物或生物电化学系统作为电子

来源。CO2 生物液化由同型产乙酸菌主导，经

生物固碳反应，将 CO2 转化为乙酸、丙酮酸等

有机物质，这些有机酸物质可作为地质微生物

生长代谢的底物。CO2 生物矿化是在微生物作

用下，环境 pH 升高，CO2 溶解形成 CO3
2−，与

金属离子形成碳酸盐固体的过程。在此过程中，

微生物细胞表面的负电官能团能够吸引金属离

子富集，从而以细胞作为成核点，促进碳酸盐

矿物的生成。CO2 生物矿化已用于去除超标重

金属、修补混凝土裂缝、修复破损文物等实际

场景。微生物 CO2 地质封存目前还处于起步探

索阶段，在转化机理、转化效率、转化成本、

转化工艺上还需要深入研究和长期探索。 

光能是自然界固定二氧化碳的主要能量形

式。构建人工光能固碳系统，对二氧化碳资源

化利用具有重要价值。人工光能固碳系统主要

将捕光纳米材料与固碳酶或固碳微生物相结

合，可分为酶杂合系统和生物杂合系统[249]。在

酶杂合系统中，光生电子通过直接电子传递或

辅因子介导转移到酶活性中心。直接电子传递

理论效率更高，但目前可以将光生电子直接转

移到反应中心的固碳酶较少。为了增强酶杂合

系统中酶的稳定性，可以采用不同的固定化方

法对酶形成保护作用，如多孔涂层固定化、仿

生微囊膜固定化。生物杂合系统相比酶杂合系

统具有更高的稳定性，但代谢网络复杂、还原

力和能量供应不足。杂合系统目前主要应用于

转化二氧化碳生产一碳化合物、生物燃料以及

食品等高附加值化学品，但产率非常低。要进

一步增强杂合系统的光能捕获效率，提高界面

电子传递效率，改善杂合系统的生物相容性和

鲁棒性。 
一碳气体(包括 CO、CO2 和 CH4)的微生物

转化是温室气体减排的重要途径。天然能够利

用一碳气体的微生物主要有甲烷营养菌、合成

气发酵微生物、氢营养菌等[250]。甲烷营养菌以

CH4 作为唯一的碳源和能量进行生长，可分为

好氧甲烷营养菌和厌氧甲烷营养菌，代谢产物

有甲醇、乙醇、乙酸和乳酸等。合成气发酵微

生物以 CO2、CO 或 H2 作为碳源和能量，代谢

产物以乙酸、乙醇、丁酸为主。氢营养菌是一

类化能兼性自养微生物，既可以在有机碳源上

生长，还可以使用 H2 作为能源，CO2 作为碳源，

通过氢气的快速氧化获得同化所需的能量。近
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年来，研究人员开发了一系列基因工程改造技

术用于基因失活、DNA 大片段插入，实现了对

相关微生物的代谢工程改造，提高了转化通量，

扩大了产物谱。虽然针对一碳气体利用微生物

的研究取得了一定进展，但依然存在底物利用

速率慢、产物得率低、产物单一等不足。 
利用一碳气体合成油脂类化学品在生物制

造领域备受关注。天然可以利用一碳气体合成

油脂的微生物主要有好氧性嗜甲烷菌、微藻和

产乙酸菌 [251]。其中，好氧性嗜甲烷菌以 CH4

为碳源合成丙二酰辅酶 A，随后通过脂肪酸合

酶复合体催化，合成长链脂酰酰基载体蛋白即

ACP。脂酰 ACP 在硫脂酶的水解作用下释放游

离脂肪酸。嗜甲烷菌内膜与核心代谢相关联，

但其合成的磷脂是功能性脂质，积累有限。微

藻以 CO2 为底物，经肯尼迪途径或 PDAT 途径

合成甘油三酯。微藻油脂类化学品种类丰富，

包括游离脂肪酸、脂肪醇、烷烯烃、甘油二酯、

甘油三酯等。微藻具有光合效率高的优势，但

在大规模培养中面临生产成本高等问题。产乙

酸菌以 CO 为底物，通过 WL 途径合成乙酰辅

酶 A，进而生产脂肪酸和脂肪醇等化合物。将

光能或电能与产乙酸菌耦合，可以促进 CO 的

转化和产物形成。 
目前，通过热化学和电化学技术将 CO2 转

化为简单低碳(C1–3)化合物的研究已取得巨大

进展。将 CO2 衍生的 C1–3 化合物作为发酵原料，

通过微生物细胞工厂生产碳水化合物、蛋白质

等粮食类化合物，是一条极具价值的 CO2 资源

化路线。近 5 年来，该技术路线取得了多项重

大突破性进展，比如利用 CO2 人工合成淀粉、

利用 CO2 直接合成葡萄糖与脂肪酸等，体现了

该技术路线在保障粮食安全、促进经济社会低

碳发展方面的重要意义。除合成葡萄糖和淀粉

外，该技术路线在合成糖类衍生物和单细胞蛋

白等方面也取得了许多进展[252]。糖类衍生物包

括氨糖、肌醇、甘露糖、木糖醇等。未来还需

进一步提高微生物对低碳原料的转化效率、转

化率，以期实现产业化应用。 
酶催化 CO2 合成甲酸、甲醇等一碳中间体

是 CO2 生物转化的重要途径。甲酸脱氢酶 
(formate dehydrogenase, FDH)、甲醛脱氢酶 
(formaldehyde dehydrogenase, FADH)和醇脱氢

酶 (alcohol dehydrogenase, ADH)是 CO2 生物法

制备甲酸/甲醇的 3 个关键酶。通过酶的固定化，

可以提高酶的稳定性和重复利用率，解决多酶

级联反应体系中催化效率低的问题。目前应用

于 CO2 生物转化关键酶固定的载体主要有膜、

无机材料、金属有机框架(MOF)和共价有机框

架(COF)等[253]。除了固定作用，膜材料还可以

降低气液传质阻力，提高 CO2 传质效率；部分

MOF 材料可以促进底物 CO2 的吸附，从而推动

反应的进行。此外，将固定化酶与电化学系统

或光敏剂结合，构建酶-电耦联或酶-光耦联 CO2

反应体系，为反应过程直接提供电子或还原性

辅酶，可以提高酶的催化效率，降低辅酶带来

的高昂成本。 
将 CO2 转化为乙酸是 CO2 资源化利用的重

要途径。在自然界中，产乙酸菌能够利用 H2

和 CO2/CO 进行自养生长，主要产物为乙酸，

因此产乙酸菌是 CO2 生物转化的重要微生物底

盘。常用的产乙酸菌有永达尔梭菌(Clostridium 
ljungdahlii) 、 自 产 醇 梭 菌 (Clostridium 
autoethanogenum)、食一氧化碳梭菌(Clostridium 
carboxidivorans)、拉格斯代尔梭菌(Clostridium 
ragsdalei)、克萨氏梭菌(Clostridium coskatii)和
伍氏醋酸杆菌(Acetobacterium woodii)等[254]。产

乙酸菌通过 Wood-Ljungdahl 固碳途径将碳一气

体转化为乙酸，并通过电子歧化反应偶联氧化

和还原反应，最大限度减少能量损失。目前在
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产乙酸菌中已开发出一系列遗传改造技术，如

外源 DNA 转化技术、穿梭载体技术、基因编辑

技术，并用于改造固碳途径、扩大产物谱等。

其他方面，通过优化反应器设计，控制发酵工

艺也可以显著提升产乙酸菌的气体发酵效率。

考虑碳原子经济性，将气体发酵与电化学系统

或生物电化学系统耦合，可以提高碳原子的转

化率。 
甲醇是重要的一碳原料，来源丰富、价格

低廉。强还原性使甲醇比葡萄糖、甘油以及其

他一碳化合物具有更高的能量，有利于细胞生

长和生物合成。甲醇的生物利用可分为两个步

骤：一是甲醇氧化为甲醛，二是甲醛同化为生 
物质。甲醇氧化成甲醛由甲醇脱氢酶 MDH 或

醇氧化酶 AOX 完成[255]。根据辅酶不同，MDH
又分为 PQQ 依赖型和 NAD+依赖型，而 AOX
为 O2 依赖型。甲醛同化为生物质有 3 种代谢途

径，包括核酮糖单磷酸途径(RuMP)、丝氨酸途

径和木酮糖单磷酸途径(XuMP)，前两条途径主

要存在于原核生物中，XuMP 途径主要存在于

酵母中。在天然甲基营养菌研究方面，目前已

开发了不同产物的细胞工厂，主要有萜类化合

物、聚羟基脂肪酸、有机酸、脂肪酸、氨基酸

和醇类。受限于有限的基因编辑工具，近年来

甲醇生物利用研究更多聚焦到合成甲基营养菌

方面。采用的代谢工程底盘有大肠杆菌、谷氨

酸棒杆菌和酿酒酵母。无论是天然甲基营养菌

还是合成甲基营养菌，甲醇生物转化都面临甲

醇氧化速率不够快、甲醇异化比例高导致产物

得率低等共性问题。线性化甲醛同化途径可能

是提高甲醇同化率的重要方向，但催化效率还

有待大幅提高。 
相比非天然甲醇细胞工厂，天然甲醇营养

菌在甲醇利用效率方面具有显著优势，短期内

更有可能实现产业化。天然甲醇营养菌主要有

甲醇芽孢杆菌、扭脱甲基杆菌等细菌，以及巴

斯德毕赤酵母和多形汉逊酵母等。通过在这些

微生物中引入化学品合成途径，可以获得高效

代谢甲醇的细胞工厂。然而，天然甲醇细胞工

厂存在甲醇同化率低这一根本问题，限制了化

学品生产得率。其次，相比糖类原料，甲醇利

用效率还可以进一步提升。目前针对天然甲醇

细胞工厂的研究主要有：开发高效基因编辑技

术、弱化甲醇异化途径、加强甲醇同化途径、

与其他碳源共底物利用和适应性进化等[256]。整

体来看，天然甲醇细胞工厂距离产业化还有一

定距离。 

生物电子转移与生物氧化还原 
细菌表面有一些突出的纤维结构，主要包

括菌毛、淀粉样纤维和纳米线。其中，菌毛是

一种线状结构聚合物，由共价或非共价相互作

用的重复菌毛亚基组成，广泛存在于革兰氏阴

性菌、革兰氏阳性菌及古细菌中。IV 型菌毛

(type IV pili, TFP)可以通过 ATP 驱动其反复伸

展、黏附和收缩，参与细胞运动、细胞黏附、

生物被膜形成、辅助摄取细胞外 DNA 和电子传

递等不同的生理功能[257]。作为一种分子机器，

TFP 还可以跨越两层革兰氏阴性菌膜，每秒完

成约 1 000 个亚单位的伸展和收缩，并以纳米

级(6–9 nm)的亚细胞结构承受超过 100 pN 的
力[258-259]。DNA 摄取是 TFP 的保守功能，但由

于 TFP 的复杂结构，目前还未能实现 TFP 对

DNA 摄取功能的异源重构。TFP 还能在细胞和

细胞外电子受体间传递电子。最著名的例子是

硫还原地杆菌(Geobacter sulfurreducens)。该菌

的菌毛能够将电子从细胞表面转移到氧化物表

面，具有“金属样”导电性，且这种导电性可能

主要与 TFP 负载的细胞色素相关。若通过基因

编辑改变 TFP 的结构和组成，可以产生功能多
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样的生物纳米线，用于纳米线传感装置，在细

胞之间或细胞与传统电子设备之间建立电子连

接，从而实现新的生物电子应用。 
希瓦氏菌广泛存在于土壤、地下水、活性

污泥、海洋沉积物等缺氧或还原环境中，参与

了重要的生物地球化学循环过程，是研究微生

物胞外电子传递、开发生物电催化系统的模式

菌株。希瓦氏菌在固体表面可自发形成电活性

生物被膜，其在细胞电子传递和物质交换中发

挥着重要作用。电活性生物被膜的形成主要经

历黏附和原位增殖过程，由浮游细胞逐步演化

为细胞聚集体。影响希瓦氏菌生物被膜形成的

因素主要有：电极材料、胞内代谢水平、外源

电子介质、环境信号等[260]。这些因素也成为人

工调控生物被膜的重要参考。成熟的电活性生

物被膜在微生物电池、微生物电合成、纳米材

料合成、环境修复等领域有着广泛的应用。 
电活性微生物通过双向跨膜电子传递实现

化学能与电能之间的相互转化，在生物电池、

环境修复、生物制造等领域具有应用潜力。然

而，纯培养电活性微生物体系底物谱窄、电子

传递效率低、稳定性差、功能单一，限制了其

应用范围。近年来，人工电活性微生物菌群受

到关注。人工电活性菌群由电活性微生物和非

电活性微生物组成，基于劳动分工原则，通过

物质、能量的级联代谢，可以有效拓宽电活性

微生物的底物谱、提高整体电子传递效率、增

强系统稳定性，并拓宽电活性微生物的应用边

界。张保财等[261]从设计原理、构建策略与应用

实例方面系统总结了近年来人工电活性微生物

菌群的研究进展，介绍了生物-非生物界面电子

传递、微生物-微生物种间电子传递机制，重点

阐述了菌群分工和级联设计、菌群生态位优化

与控制策略。人工电活性微生物菌群在利用廉

价生物质产电、生物光伏产电、光电驱动固碳/

固氮等方面展现了优势，具有较大的开发价值。

未来可利用适应性共进化策略强化菌群内部协

调，加强器件开发提高人工菌群性能。 
微生物胞外电子传递催生了微生物电化学

技术(microbial electrochemical technology, MET)
的发展。MET 的应用从污水处理拓展到生物脱

盐、生物合成、生物产氢、生物传感和生物太阳

能电池等多个领域。微生物燃料电池(microbial 
fuel cell, MFC)是最早的微生物电化学系统，阴

极和阳极之间的电子传递由电阻分隔。微生物

电化学呼吸管(microbial electrochemical snorkels, 
MES)是一种短路的 MFC，阴极和阳极之间没

有明确的物理界限[262]。如早期的呼吸管大多使

用石墨棒，阳极端插入活性污泥或沉积物中，

阴极端暴露于废水或上覆水中。相比 MFC，

MES 结构简单、成本低。它既不产生电能也不

消耗电能，但具有比 MFC 更小的电子传递阻

力，电子传递效率高。MES 主要应用于环境污

染治理方面，如有机污染物降解、氮硫元素转

化、重金属回收。MES 也在实地应用中取得了

一定效果，如西班牙 MES 系统可以处理 25 m3

生活污水，出水可满足欧盟城市污水标准。MES
在生物电合成、温室气体减排等方面的潜力也

有待开发。 

生物环保 
微生物脱氮是将氨氮化合物转换为氮气排

放到空气中，涉及氮原子多种价态的互变，是

一个十分复杂的过程。微生物脱氮路径主要有

好氧反硝化、同步硝化反硝化、短程硝化反硝

化、厌氧氨氧化和直接氨氧化[263]。这些路径涉

及到的氮转化反应包括硝化、反硝化、厌氧氨

氧化、氨化、硝酸盐异化成铵和直接氨氧化等。

参与上述反应的酶主要有氨单加氧酶、羟胺氧

化还原酶、亚硝酸盐氧化还原酶、硝酸还原酶、
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亚硝酸盐还原酶、一氧化氮还原酶、一氧化二

氮还原酶、肼合成酶等。由于污染物种类和代

谢反应复杂，单一微生物难以完成整个脱氮过

程，采用人工多细胞体系进行脱单更具优势。

人工多细胞体系通过代谢协同、能量耦合和微

环境协调，能够建立起相对稳定的共生体系。

目前，脱氮人工多细胞体系多是基于自上而下

方法建立的，通过富集培养、人工选择和定向

进化，获得脱氮性能稳定的人工菌群。通过自

下而上方法构建人工多细胞体系的例子还比较

少，主要受限于纯培养物种较少、鲁棒性不足

以及菌株间相互作用关系不明确。 
厌氧氨氧化是一种无需外加碳源的低能耗

脱氮工艺，但存在副产物硝酸盐积累的问题。

将电化学系统与厌氧氨氧化工艺结合，可以利

用充足的电极电子，驱动硝酸盐和亚硝酸盐的

生物电化学还原，从而强化厌氧氨氧化过程。

之前的研究同时在电化学系统中接种厌氧氨氧

化污泥和反硝化污泥，启动 20 余天，可以获得

较高的总氮去除率。谢莱等[264]仅利用厌氧氨氧

化菌接种电化学系统，发现外电压可以富集电

化学活性微生物，富集的微生物主要有反硝化

菌、氨氧化菌、亚硝化菌等脱氮功能菌群，共

同构成了厌氧氨氧化菌-氨氧化产电菌-反硝化

噬电菌微生物群落，总氮去除率达到 97%以上，

具有快速启动和脱氮强化双重优势。 
异养硝化-好氧反硝化(heterotrophic nitrification- 

aerobic denitrification, HN-AD)菌是一类可以在

低温低碳条件下脱氮的微生物，尤其在 2−15 ℃
低温条件下保持较高的脱氮速率 [265]。HN-AD
菌通常需要固定化进行富集，以在水处理系统

中成为优势菌种。为长期保持其优势菌种地位，

可采用固体碳源作为固定化材料。常见的固体

碳 源 有 3- 羟 基 丁 酸 酯 -co-3- 羟 基 戊 酸 酯

(PHBV)、聚己内酯(PCL)、聚丁二酸丁二醇酯

(PBS)和聚乳酸(PLA)。阐明 HN-AD 菌对固体碳

源的代谢机制，有助于设计更合适的固定化材

料，提高其富集水平。刘欢等[265]研究了 HN-AD
菌不动杆菌 TAC-1 在基因水平上的碳水化合物

代谢通路，证实 TAC-1 菌株存在糖酵解途径、

磷酸戊糖途径、乙醛酸循环和三羧酸循环，揭

示了 TAC-1 利用 PHBV 的代谢途径为：PHBV
通过磷酸戊糖转化为葡萄糖酸，后者通过糖酵

解途径生成乙酰辅酶 A，并进入三羧酸循环氧

化产生 CO2。这将为开发基于 HN-AD 和固体碳

源的脱氮新工艺提供依据。 
厌氧颗粒污泥是由微生物、无机矿物及胞

外多聚物聚集形成的固定化聚集体[266]。由于具

有良好的沉降性能和相对稳定的微生物代谢活

性，厌氧颗粒污泥广泛应用于工业废水处理，

尤其是高浓度有机废水的厌氧消化。厌氧颗粒

污泥是一个复杂的小型生态系统，常见的微生

物门类有绿弯菌门、变形菌门、拟杆菌门及厚

壁菌门。其中，绿弯菌门作为网状结构被其他

微生物包围，促进厌氧颗粒污泥的形成和稳定；

变形菌门主要与小分子化合物的代谢有关；拟

杆菌门中主要有产酸细菌、发酵细菌和蛋白质

水解细菌，在有机物分解和酸化过程中起重要

作用；厚壁菌门与复杂聚合物的降解有关，是

厌氧消化过程前期的主要参与者。除细菌外，

产甲烷古菌也是厌氧消化反应器中的常见微生

物，在厌氧污泥颗粒化中发挥重要作用。微生

物在厌氧颗粒污泥中的空间分布具有一定的异

质性，比如中温条件下形成的厌氧颗粒污泥具

有 3 层异质空间结构，外层主要由产酸菌和氢

营养型产甲烷菌组成；中间层主要由产乙酸菌、

氢营养型产甲烷菌以及乙酸营养型产甲烷菌组

成；内层则以球状乙酸营养型产甲烷菌为主。

整体看，空间分层呈现出一定的氧化还原梯度

和溶质渗透梯度。当然，厌氧颗粒污泥的微生
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物组成和空间分布变化较大，主要受接种源、

有机负荷、剪切力、温度等因素的影响。随着

对厌氧颗粒污泥微生物群落结构和功能研究的

深入，有望发展出人工调控技术，保障厌氧颗

粒污泥反应器的高效稳定运行。 
在南方离子型稀土开采过程中，需要向山

体注入大量(NH4)2SO4，闭矿后产生高浓度氨氮

尾水。据统计，开采 1 t 稀土将产生约 2 万 t 稀
土尾水，造成严重的水体污染。微藻可以直接

吸收太阳光、利用空气中 CO2 进行生长。因此

利用微藻进行生物修复无需补充有机碳源，成本

低，但目前研究多处于实验室水平。郭旭等[267]

近期报道了利用微藻中试反应器户外处理稀土

氨氮尾水的能力；使用的藻株为稀土氨氮尾水

中分离到的衣藻，反应器分别为 50 L 柱式光生

物反应器和 5 m3 开放式跑道池光生物反应器；

结果表明，衣藻在柱式光生物反应器中具有更

好的修复性能，氨氮去除率约 25%。对藻粉成

分分析发现，生物修复获得的藻粉富含蛋白质

和油脂，必需氨基酸指数显著高于大豆蛋白。

该中试处理工艺兼具污水处理、生物固碳和饲

料开发价值。 
芳香化合物如苯、甲苯、多环芳烃等污染

物对人体健康和生态环境造成了严重威胁。灵

敏监测和高效治理是污染物防控的主要目标。

针对芳香化合物的传统检测方法如色谱法依赖

于大型仪器设备，成本高、操作复杂，而微生

物全细胞传感器可以实现原位检测，成本低、

操作简单。因此，全细胞传感器是芳香化合物

检测的重要方式。基于工作原理，芳香族化合

物全细胞传感器可分为 3 种类型，包括电活性

生物膜型、转录因子型和降解基金启动子依赖 
型[268]。电活性生物膜型以电活性生物被膜为感

应元件，芳香族化合物存在时，作为电子供体

引起胞外电信号变化。转录因子型又分为正调

控型和负调控型，前者涉及的转录因子包括

NtrC、AraC、LysR 和 IcIR 等家族，后者涉及

的转录因子包括 MarR、TetR 和 GntR 家族。这

些转录因子能够被芳香族化合物诱导，进而调

控下游报告基因的表达。为提高全细胞传感器

性能，研究人员应用了表面展示技术、逻辑门

基因线路构建、群体感应信号放大等策略。 
多环芳烃等芳香族化合物是造成环境污染

的重要源头。微生物修复通过将污染物吸附、

转运到细胞内进行降解，是处理环境污染的重

要方法。能降解芳香族化合物的微生物主要有

不动杆菌属、产碱杆菌属、红球菌属、假单胞

菌属、分枝杆菌属、棒状杆菌属和芽孢杆菌属

等。由于芳香族化合物疏水性较强，吸附和转

运是限制微生物修复的主要因素[269]。为此，部

分微生物通过分泌表面活性剂增强污染物与细

胞表面的相互作用，也可以人工添加表面活性

剂提高化合物的溶解度，从而促进吸附过程。

另外，部分微生物通过形成生物被膜，降低难

溶化合物的传质限制，进而扩大细菌与污染化

合物的接触界面，提高生物利用度。在转运阶

段，微生物通过 FadL 家族、TonB 依赖性受体

蛋白、OmpW 家族等外膜通道蛋白，以及 MFS
超家族和 ABC 转运蛋白超家族等内膜通道蛋

白，共同将吸附至表面的化合物转运到细胞内，

进入生物降解过程。 
1,4-二噁烷是一种新型水体污染物，属于

2B 类潜在致癌物质，在工业上主要用作稳定

剂、溶剂、增塑剂和净化剂。由于高水溶性和

低辛醇水分配系数，1,4-二噁烷在土壤中难以滞

留，会迅速扩散至地下水中，世界卫生组织将

其在饮用水中的指导限值定为 50 μg/L。微生物

降解是去除 1,4-二噁烷的关键技术，前提是发

掘强环境适应性的高效降解菌株。张玥等 [270]

从 1,4-二噁烷污染的地下水中富集分离到一株
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高效降解菌株，鉴定为觧胺胺杆菌。该菌株能

在 1 d 内完全降解 200 mg/L 的 1,4-二噁烷，在

低温、低 pH 条件下仍能保持高效降解活性。

基因组分析发掘了其关键降解基因是丙烷单加

氧酶基因簇和醇脱氢酶基因。该菌株不仅扩充

了 1,4-二噁烷降解的微生物资源库，也非常有

潜力在实际污染水体中应用。 
石油污染对全球生态环境造成了恶劣影

响，如降低土壤肥力、减少生物多样性、污染

海洋与地下水以及威胁人类健康等。微生物修

复利用微生物的降解能力将石油污染物分解为

无害或低毒性的物质，是一种减污降碳的绿色

修复方式。分子生物学技术，如扩增子技术和

多组学技术，在挖掘石油降解微生物资源、解

析石油降解微生物菌群、研究微生物功能和相

互作用关系等方面发挥了重要作用[271]。微生物

修复通常与其他技术相结合提高修复效率，比

如使用生物表面活性剂提高石油烃的可利用

性，利用生物刺激剂如电子受体激活微生物好

氧或厌氧降解途径，利用固定化技术提高微生

物的重复使用性，或将微生物与植物联合使用

提高修复效率等。微生物修复技术的实际使用

需综合考量污染物降解率、修复周期以及成本。 
土壤镉污染对生态环境和人类健康造成巨

大威胁，微生物在修复镉污染中的潜力也越来

越受到重视。土壤镉污染的传统修复方法有翻

耕、植物修复法和生物炭法，修复效果不佳。

微生物通过吸附、矿化、沉淀等作用降低镉的

生物有效性从而缓解镉污染，或通过促生、活

化等作用促进超富集植物对 Cd2+的吸收从而达

到去除土壤中 Cd2+的目的 [272]。在吸附作用方

面，微生物主要是通过胞外聚合物中的负电性

官能团与 Cd2+进行结合，或 Cd2+透过细胞膜运

输到胞内进行积累。在矿化沉淀方面，微生物

通过产生脲酶，分解土壤基质生成 CO3
2−，与

Cd2+结合产生 CdCO3 沉淀，或者硫酸盐还原菌

将 SO4
2–还原为 S2–，进而与 Cd2+结合产生 CdS

沉淀。在结合固定方面，微生物通过表达富含

巯基的金属硫蛋白，可特异性结合 Cd2+，从而

降低镉污染。在溶解与活化方面，微生物通过

产生并释放有机酸如草酸、乳酸、乙酸到胞外，

使土壤酸化，促进镉的溶解。溶解与活化作用

通常与植物联合使用，活化后的 Cd2+通过超富

集植物转移到植物体内，降低土壤镉含量。大

多数镉污染修复微生物在土壤中的竞争力较

弱，可通过添加具有多孔结构的生物炭为微生

物提供生存空间，同时生物炭还可以提供营养

物质促进微生物的生长。期待微生物与植物、

生物炭的多重联合未来在实地污染修复中发挥

作用。 
天然具有镉污染修复能力的微生物多为细

菌和真菌，如铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌和

曲霉等[273]。相比之下，利用光合自养藻类进行

镉污染生物修复更具安全性和经济性。廖谭聪

等 [274]在莱茵衣藻的细胞表面表达了镉结合蛋

白 CADR，通过 CADR 对 Cd2+的特异性吸附，

镉吸附量相比对照菌株提高了 33%；同时工程

藻株具有更强的镉耐受性，在 200 μmol/L 镉浓

度下，工程藻株的生长速度是野生型的 3 倍。

该研究为提高微藻重金属修复能力提供了思

路，未来可利用其他金属特异性结合蛋白，开

发出更多的微藻生物修复体系。 
群集运动是细菌以群体方式在半固体表面

迁移的过程，是细菌的群体行为[275]。细菌群集

运动主要由鞭毛和Ⅳ型菌毛介导，鞭毛通过质

子或钠离子运输产生的跨膜势能驱动自身马达

转动，鞭毛逆时针旋转成束，驱动细菌向前移

动；Ⅳ型菌毛是细菌表面的动态丝状附件，通

过伸出和缩回影响细菌运动。细胞第二信使即

环二鸟苷酸和群体感应对群集运动有重要影
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响。群集运动与生物被膜、微生物扩散、病原

体入侵等过程密切相关，因此群集运动在生物

技术应用方面具有较大开发价值。如肠杆菌通

过群集运动创造厌氧环境，有助于富集修复肠

道炎症的厌氧益生菌；枯草芽孢杆菌通过群集

运动在农作物根部更有效地定殖，用于刺激植

物生长和预防植物病害；环境修复微生物通过

趋化行为和群集运行向污染源方向移动，有助

于土壤污染物的降解。 

合成生物制造的风险和监管 
合成生物学产品在食品制造、药物生产、

基因治疗、农业增产、环境监测、新能源和新

材料等不同领域落地，逐步渗透到人类生活的

各个方面。合成生物学产品商业化可能对人类

健康和环境安全带来新的风险，比如合成生物

学组分如遗传物质可能进入人体，工程菌株扩

散到环境中破坏生态平衡。针对合成生物学商

品化，世界各国出台了相关监管政策，但还有

待细化和完善。针对合成生物学产品商业化安

全风险，曾小美等[276]提出应进行多层次、全过

程监管，包括入市前产品严格审批、分类标识、

市场主体准入严格筛选审批，入市后加强安全

监管，加强事故应急处理和责任追究。 
光合微藻在二氧化碳封存、重金属污染处

理、燃料和化学品生产等方面具有广泛应用，

但同时基因工程藻株面临环境逃逸和扩散风

险。特别地，工程微藻的大规模培养通常在开

放环境中如池塘、海洋附近或海水中进行，加

剧了扩散风险。为此，必须强化工程微藻的生

物安全风险管控，并开发相应的生物风险防控

技术。近年来，利用合成生物学技术开发了不

同的微藻生物封存技术[277]。在基因层面，构建

了核苷酸合成酶缺陷型或必需营养缺陷型菌

株；在转录层面，引入基因电路设计，通过条

件诱导启动子控制毒素/抗毒素含量；在翻译层

面，引入非天然氨基酰-tRNA 合成酶，使蛋白

质翻译必须依赖于人工添加的非天然氨基酸。

这些防逃逸技术可以降低工程藻株的逃逸频

率，但可能会在菌株进化过程中失效，因此需

不断开发新的生物遏制技术。 

结语 
本文对 2023–2024 年《生物工程学报》中

合成生物制造相关的综述和研究论文进行了全

面且深入的评述，内容涉及底盘细胞、基因(组)
编辑等多达 26 个方面的数百种技术和产品。通

过对这些论文的梳理和分析，为读者系统呈现

了合成生物制造领域的研究成果和发展态势。

合成生物制造作为一个新兴领域，正以科技创

新为驱动力，促进生物制造产业的蓬勃发展，

这无疑契合了发展新质生产力的要求，对推动

新一代生物技术在工业领域的应用具有深远意

义。希望本文能够助力广大读者把握合成生物

制造领域的最新动态和发展趋势，激发更多科

研人员在该领域开展深入研究，推动相关技术

的创新和突破，同时也为产业界提供有益的参

考，促进合成生物制造产业的健康、快速发展，

为实现经济可持续发展和社会进步贡献力量。 
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