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化合物代谢新途径构建及微生物糖代谢网络
改造的研究进展
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摘摇 要: 随着环境的恶化和化石能源的萎缩,以石油为原料通过化学方法合成化合物的生产受到了极大的抑制,代
谢工程的出现为这些石油衍生物的生产提供了一种极具前景的选择。 现阶段代谢工程主要通过代谢工程及合成

生物学方法对工业微生物的天然代谢途径进行理性改造,然而在利用代谢工程生产这些化合物时仍然普遍存在一

些问题,一些天然或非天然的化合物的生产受到限制。 本文主要介绍本课题组针对目前微生物代谢工程生产中普

遍存在的问题所采取的解决方案,以及关于生物合成芳香族化合物、改造微生物自身糖代谢网络和提高原子经济

性的最新研究进展,以期为相关研究提供参考和方向。
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引言

近年来,随着环保要求的提高和化石能源的减

少,一些以石油为原料通过化学方法合成的化合物

的生产受到了极大抑制,而低成本低功耗的代谢工

程为这些石油衍生物或化合物的生产提供了一种极

具前景的选择。 现阶段的代谢工程主要通过分子生

物学手段将工业微生物的天然代谢途径进行理性改

造,从而实现由简单前体化合物如葡萄糖、甘油等

可再生生物质资源到生物燃料或复杂天然大分子

化合物的合成,同时满足了环境友好和低成本生

产的要求。 然而目前通过代谢工程生产这些化合

物时普遍存在一些问题:一些天然化合物的代谢

路径中的部分关键酶缺乏;一些天然化合物的天

然代谢通路未知;一些非天然化合物没有微生物

代谢路径;已有代谢路径中的原子经济性不高,目
的产物产率低。 针对这类共性问题,本课题组深

入研究相关石油衍生品或化合物生物合成途径中

关键酶的催化机理,分析目的化合物的结构相似

性,并通过寻找和创造新的关键酶构建这些化合

物新的合成途径,来弥补代谢通路中关键酶的缺

乏和非天然化合物代谢通路的缺失;通过改造微

生物自身的糖代谢网络来保证在维持微生物基本

生长的同时使碳流最大限度流向目标产物,提高

代谢通路中的原子经济性。

1摇 酶已知但代谢途径未知的化合物生
物合成

1郾 1摇 熊果苷的生物合成

熊果苷是一种存在于植物中的对羟基苯酚糖苷

类化合物,具有美白、抗氧化、消炎、抗菌等生物活

性,被广泛应用于化妆品及医学领域,是一种具有高

附加值的天然化合物[1 - 3]。 但是,目前熊果苷的生

产方法主要集中于植物提取或酶催化法,这两种方

法都面临工艺成本高且收率较低的问题。 Shen
等[4]通过合成生物学“由下而上冶的设计理念,在大

肠杆菌中设计了一条可以生产熊果苷的外源代谢途

径;利用大肠杆菌中存在的可以生产对羟基苯甲酸

的天然途径,通过在 KEGG、BRENDA 等酶学数据库

中寻找 1鄄羟化酶并结合文献检索,发现近平滑假丝

酵母(Candida parapsilosis CBS604)中的 4鄄羟基苯甲

酸 1鄄羟化酶(MNX1)可以催化对羟基苯甲酸生成对

羟基苯酚;通过进一步检测发现蛇根木(Rauvolfia
serpentina)中存在的糖苷转移酶(AS)可以将 UDP鄄
葡萄糖的糖苷配基特异性转移到对羟基苯酚上生成

对羟基苯酚糖苷-熊果苷。 对 MNX1 和 AS 进行饲



喂实验和体外酶学性质检测发现,这两种酶的催化

活性及底物专一性都非常高;然后利用 MNX1 和 AS
的特性,在大肠杆菌中成功地构建了一条由葡萄糖

从头合成熊果苷的外源代谢途径(图 1) [4]。 最终

通过对羟基苯甲酸高产菌的构建和代谢途径优化等

手段,得到可在摇瓶中高产熊果苷的大肠杆菌,产量

达到 4郾 2 g / L。

图 1摇 熊果苷人工合成代谢途径[4]

Fig. 1摇 Anabolic pathway of arbutin[4]

1郾 2摇 粘糠酸的生物合成

己二酸是一种主要依靠石化产品(例如苯)进

行化学合成的重要平台化合物,可用于尼龙鄄6,6 和

聚氨酯的生产。 对苯二甲酸是合成聚对苯二甲酸乙

二醇酯及其他聚酯的主要原料,而粘糠酸经过简单

的转化(如加氢)就可以生成这些重要的化合物,目
前己二酸和对苯二甲酸的全球年产量分别为 280 万

吨和 7 100 万吨[5]。 己二酸、对苯二甲酸主要依赖

于石化产品(如苯)化学合成的方法生产,但这些石

化产品通常被认为具有环境不友好且不可再生的缺

点[6],因此利用可再生原料开发这些化合物的绿色

合成途径至关重要。 Sun 等[7] 发现邻氨基苯甲酸

(AA)是色氨酸合成代谢途径中的一种重要的代谢

产物,有些细菌可以使 AA 在邻氨基苯甲酸 1,2鄄加
双氧酶(ADO)和儿茶酚 1,2鄄加双氧酶(CDO)的催

化作用下经儿茶酚降解为粘糠酸。 他们首先搜索蛋

白质数据库筛选得到高效的 ADO 和 CDO;然后通

过过表达莽草酸途径中的关键酶并敲除掉生成色氨

酸的关键酶来构建高产 AA 的菌株;最后将谷氨酰

胺合成酶引入谷氨酰胺再生系统来进一步提高 AA
的产量。 他们在大肠杆菌中构建的粘糠酸生物合成

的途径如图 2 所示,其中通过引入 ADO 和 CDO 构

建的一条完整的从头合成粘糠酸的途径如图中

A[7],从而实现了从简单碳源产生了 389郾 96 mg / L
的粘糠酸。

粘糠酸和水杨酸都是天然代谢产物,其中粘糠

酸是芳香化合物微生物降解的中间体,而水杨酸不

仅是一种植物激素还是合成细菌铁载体的前体。 迄

今为止,仍几乎无法利用微生物代谢工程生成水杨

酸,只有本课题组通过在大肠杆菌中表达异分支酸

合成酶(ICS)和异分支酸丙酮酸裂解酶( IPL)合成

了水杨酸,并以水杨酸为前体生物合成了 4鄄羟基香

豆素[8]。 Sun 等[9]发现只需两个酶( ICS 和 IPL)就
可实现由分支酸合成水杨酸,同时一些细菌如假单

胞菌属能够利用水杨酸作为唯一碳源和能源,在这

一过程中水杨酸经儿茶酚和粘糠酸进行降解。 他们

首先通过引入 ICS 和 IPL 将原来高产苯丙氨酸的菌

株改造成高产水杨酸菌株,可产 1郾 2 g / L 的水杨酸;
接着通过引入水杨酸 1鄄加单氧酶(SMO)和 CDO 来

降解水杨酸生成粘糠酸;然后通过对水杨酸合成途

径及水杨酸降解为粘糠酸途径的整合和优化,构建

了粘糠酸的从头合成途径(图 2B);最后经过模块优

化,实现了由简单碳源合成粘糠酸,摇瓶实验中产量

可达 1郾 5 g / L。
氧化脱羧酶(ODCs)和非氧化脱羧酶(NODCs)鄄

脱羧酶是一类重要的酶,广泛参与芳香化合物的降

解过程。 Sun 等[10] 发现,与 ODCs 不同,NODCs 具

有独特的催化机制,可以不需要氧气及辅因子直接

移除羧基并发挥活性,其中可以催化 2,3鄄二羟基苯

甲酸(2,3鄄DHBA) 脱羧形成儿茶酚的脱羧酶(BDC)
属于 NODC 的一种;通过对比前两种粘糠酸的生物

合成途径发现,找到一种高效的 BDC 酶就可能设计

出一条新的粘糠酸生物合成途径。
目前,仍未有在原核生物中发现 BDC 的报道,

只从几种真核微生物(如 Aspergillus niger 和 Trichos鄄
poron cutaneum)中鉴定了几个 BDC。 由于原核生物

具有更广泛的底物利用性能,从原核生物中鉴定

BDC 是非常迫切的。 Sun 等[10] 经过大量的工作从
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K. pneumoniae 中鉴定出一个新的 BDC(kpBDC);基
于该酶,再经由连接 2,3鄄DHBA 的合成和降解途径

构建了一条新的粘糠酸生物合成途径(图 2C),最终

通过途径整合实现了粘糠酸的生物合成,摇瓶产量

为 480 mg / L。
芳香族化合物降解中的很多阶段都由脱羧酶作

催化剂,Sun 等[10]通过鉴定一系列与芳香族降解相

关的酶,如氧化脱羧酶(ADO 和 SMO)和非氧化脱

羧酶(BDO)等,为粘糠酸的生物合成提供了 3 条新

的代谢途径(图 2),同时也为其他代谢及降解菌株

的构建提供了选择途径。

图 2摇 粘糠酸生物合成的途径[10]

Fig. 2摇 Biosynthetic pathways for muconic acid production[10]

2摇 由产物或底物的相似性来创造化合
物的新途径

2郾 1摇 焦性没食子酸的生物合成

焦性没食子酸是一种简单的酚类化合物,常被用

于食品、农业、染料、印刷、化妆品等行业[11 - 13]。 目前

焦性没食子酸的生产主要由没食子酸脱羧制备,反应

条件复杂,环境污染严重,因此焦性没食子酸的生物

合成途径一直以来备受关注。 生物法合成焦性没食

子酸的方法至今只有一篇文献报道,Kambourakis
等[14]于 2000 年开始尝试利用大肠杆菌表达脱羧酶

来催化没食子酸脱羧,再生产焦性没食子酸;但是该

脱羧酶对没食子酸的上游中间物 3,4鄄二羟基苯甲酸

的催化效果更强,并生产了大量的儿茶酚,因此从头

合成并没有得到相应的焦性没食子酸。 Wang 等[15]

通过结构比对发现,焦性没食子酸与 2,3鄄二羟基苯甲

酸(2,3鄄DHBA)都有底物相似性,如果将 2,3鄄二羟基

苯甲酸的 C1 位上的羧基还原为羟基,就可以得到焦

性没食子酸;但是通过检索 KEGG、BRENDA 等酶学

及代谢通路数据库,他们并没有发现能催化这种反应

的酶,因此找到 2,3鄄二羟基苯甲酸 1鄄羟化酶成为其研

究的重点;最后通过底物及产物类似的生物勘探法找

到了 5 种羟化酶来进行测试(图 3) [15],结果表明在 5
种羟化酶中,水杨酸 1鄄羟化酶(NahG)可以作用于

2,3鄄二羟基苯甲酸将 C1 位上的羧基还原为羟基,并
生成焦性没食子酸。

图 3摇 生物勘探法筛选 2,3鄄DHBA 1鄄羟化酶[15]

Fig. 3摇 Bioprospecting method for screening
2,3鄄DHBA 1鄄 hydroxylase[15]

图 4摇 焦性没食子酸生物合成途径[15]

Fig. 4摇 Biosynthesis pathway of coke gallic acid[15]

在得到可以高效催化 2,3鄄二羟基苯甲酸生产

焦性没食子酸的酶后,Wang 等[15] 又在大肠杆菌中

成功构建了相应的代谢通路,从葡萄糖先生产 2,3鄄
二羟基苯甲酸再进一步生产焦性没食子酸(图 4)。
通过降低竞争性途径碳通量、增加目标代谢通路的
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通量、将模块优化组合、缓解焦性没食子酸的自氧化

等策略,最终在摇瓶中得到了产量为 1郾 04 g / L 的焦

性没食子酸。
2郾 2摇 香草醇的首次生物合成

香草醇(4鄄羟基鄄3鄄甲氧基苄基醇)是一种天然

酚类化合物,也是一种应用广泛的调味剂,存在于天

麻、香草等多种植物中,具有多种生物活性[16]。 迄

今为止,香草醇的主要生产途径是从各种植物中提

取。 本课题组在构建高产熊果苷、没食子酸及焦性

没食子酸的基础上,成功得到了 3 种产物共同的前

体———4鄄羟基苯甲酸 ( 4鄄HBA) 的高 产 菌。 Chen

等[17]通过分析 4鄄羟基苯甲酸和香草醇结构并对比

咖啡酸甲基转移酶(COMT)的天然底物咖啡酸、咖
啡醇和 3,4鄄二羟基苯甲醇的结构,发现其相似性极

高。 他们首先对 COMT 以 3,4鄄二羟基苯甲醇为底

物的催化活性进行了表征,结果证明该酶可以催化

3,4鄄二羟基苯甲醇的甲基化;然后通过对比底物和

产物的相似性,引入羧酸还原酶(CAR)构建了 3,4鄄
二羟基苯甲酸到 3,4鄄二羟基苯甲醇的生产途径;最
后通过引入对羟基苯甲酸羟化酶(PobA)加强上游

途径,在大肠杆菌中实现了香草醇的首次从头合成

(图 5) [17],摇瓶产量达到 240郾 69 mg / L。

图 5摇 香草醇人工合成代谢途径[17]

Fig. 5摇 Synthetic metabolic pathway for vanillol[17]

2郾 3摇 咖啡醇和松柏醇的首次生物合成

木质素单体是重要的芳香族化合物,也是植物

重要的代谢产物,可以在植物中用于木质素的生物

合成。 木质素单体的衍生物具有多种多样的物理特

性和医药应用价值[18]。 目前化学法生产这些单体

时需要还原对应的氢化肉桂酸,但是该方法存在底

物价格昂贵、反应条件苛刻以及总体得率很低的

缺点。
Chen 等[19]对比了对-香豆醇、咖啡醇及松伯醇

等的结构,发现它们的相似性极高,然后通过对酶的

筛选和对-香豆素的生物合成途径的优化,仅利用

几种酶的相互组合和延伸就构建了这 3 种木质素单

体化合物的代谢网络,并成功组建了木质素单体化

合物的生产平台(图 6)。 他们利用此木质素单体化

合物的生产平台提高了对-香豆醇的生物合成产

量,达到 501 mg / L,相比之前报道的 52 mg / L 提高

了近 10 倍;在此基础上进一步对该平台进行延

图 6摇 对-香豆醇、咖啡醇和松柏醇的

生物合成途径[19]

Fig. 6摇 The biosynthetic pathways for coumarin,
caffeol and conifrol[19]
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伸,克服了 4鄄羟基丙酸 3鄄羟化酶(HpaB)对前体的

氧化,首次构建了咖啡醇的生物合成途径,通过共

培养的方式使摇瓶产量达到 401 mg / L。 另外,分
析了咖啡醇和松伯醇的结构的相似性,通过引入

咖啡酸甲基转移酶(COMT)引入了一个甲基,使得

咖啡醇被进一步催化为松柏醇,从而首次实现了

松柏醇在大肠杆菌中的生物合成,摇瓶产量达到

125 mg / L。
2郾 4摇 4鄄羟基香豆素产量的提高方法

4鄄羟基香豆素是一种高附加值的抗血栓天然产

物,是制备口服抗凝剂(如乙酰香豆酚和扑热息痛)
和杀鼠剂的关键成分[20 - 21],目前 4鄄羟基香豆素生物

合成过程中的代谢物降解仍然是待解的难题。 Shen
等[8]发现酰基鄄CoA 是生物合成高附加值产品过程

中的一种重要的中间代谢物,而当这些外源代谢

途径被重组进宿主细胞后,酰基鄄CoA 会被宿主细

胞自身存在的硫酯酶降解,从而导致细胞能量的

浪费和中间代谢物可利用程度降低(图 7 ( a))。
为此他们构建了一个可以筛选特定酰基鄄CoA 的平

台,用以特异性地定位到降解酰基鄄CoA 的相应酶;
同时在其之前构建的 4鄄羟基香豆素代谢途径

中[22] ,一种重要的中间代谢物水杨酰鄄CoA 也遭受

到了严重的降解(图 7(b)),所以他们利用这条生

物合成途径来验证水杨酰鄄CoA 降解带来的负面影

响,并验证他们新构建的筛选特定酰基鄄CoA 平台

的有效性[8] 。

图 7摇 酰基鄄CoA 生物降解示意图[8]

Fig. 7摇 Acyl鄄CoA biodegradation diagram[8]

Shen 等[8]共筛选了 16 种硫酯酶,并且通过体

内和体外活性鉴定确定了 1,4鄄二羟基鄄2鄄萘甲酰辅

酶 A 水解酶(YdiI)是直接介导水杨酰鄄CoA 降解的

关键酶;通过敲除 YdiI 的表达基因,使 4鄄羟基香豆

素的产量提高了 300% 。 经过模块优化,最终得到

了 935 mg / L 的 4鄄羟基香豆素,这是目前为止的最高

产量。
2郾 5摇 龙胆醇和水杨醇的生物合成

水杨醇又名 2鄄羟基苯甲醇,是一种广泛应用于

制药工业的药物或前药,具有杀菌、抗菌和解热作

用,并且作为一种局部麻醉剂已使用了很长时

间[23];与抗炎药阿司匹林相比,水杨醇具有相似的

药理作用,但对人体的副作用较小[24]。 龙胆醇也被

命名为 2,5鄄二羟基苯甲酸(2,5鄄DHBA),是另一种

重要的生物活性化合物,它被认为是一种具有清除

自由基活性的强效抗氧化剂,还可以诱导新的血管

形成,并抑制依托泊苷诱导的细胞凋亡。
为了构建水杨醇和龙胆醇的生物合成途径,

首先需要确定其合适的前体。 Shen 等[25] 考虑到

底物结构的相似性,选择水杨酸和 2,5鄄DHBA 作

为直接前体,将这两种芳香羧酸进行还原生成相

应的醇,为水杨醇和龙胆醇的生物合成提供了极

具前景的思路。 然而迄今为止催化这种生物反应

的酶尚未有报道,为了解决这一问题,他们通过研

究类似的催化反应发现,从海鱼分枝杆菌中得到

的羧酸还原酶(CAR)能够将一系列芳香和短链羧

酸转化成相应的醛类,然后利用大肠杆菌内源性

醇脱氢酶自动还原成相应的醇类。 考虑到 CAR 具

有广泛的底物特异性,他们选择以 CAR 为催化剂

还原水杨酸和 2,5鄄DHBA 合成水杨醇和龙胆醇,
并在此基础上鉴定了一种新的水杨酸 5鄄羟化酶可

以催化水杨酸生成 2,5鄄DHBA;之后通过改写碳代

谢流将碳通量引入到莽草酸通路,首次实现了水

杨醇和龙胆醇的生物合成(图 8) [25] ,最终在摇瓶

中得到了产量分别为 594郾 4 mg / L 和 30郾 1 mg / L 的

水杨醇和龙胆醇。
2郾 6摇 羟基酪醇的生物合成

羟基酪醇(HT)又称 3,4鄄二羟基苯乙醇,有“液
体白金冶、“地中海甘露冶等美誉,是一种天然多酚类

化合物,具有很强的抗氧化活性,在疾病预防、食品

补充剂、功能性食品及药品等的生产中都有应用。
HT 是由橄榄苦苷降解的天然产物,主要从橄榄树中

提取,也有通过全细胞生物转化从酪氨酸溶胶中产

生的报道[26]。
Li 等[27]发现酪醇转化为 HT 只需要一个羟基

化步骤,利用铜绿假单胞菌的 4鄄羟基苯乙酸 3鄄羟
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图 8摇 水杨醇和龙胆醇的人工生物合成途径[25]

Fig. 8摇 Artificial biosynthesis pathway for salicylic
alcohol and gentian alcohol[25]

摇 摇

化酶(HpaBC)可进行这一步反应。 基于此,他们

选择具有广泛的底物活性并已用于各种芳香化合

物的羟基化的大肠杆菌 HpaBC 使酪醇羟基化为

HT(酪醇是 HT 生物合成的关键中间体);然后对

酪氨酸酶的生产进行了优化:通过在培养基中添

加抗坏血酸来防止 HT 的氧化,用双向培养法原位

萃取来解除 HT 对细胞生长的抑制作用;最终通过

引入 芳 香 氨 基 酸 转 氨 酶 ( TyrB)、 酮 酸 脱 羧 酶

(KDC)、乙醇脱氢酶(ADH)、4鄄羟基苯乙酸 3鄄羟化

酶(HpaBC)4 种酶设计了一条用简单的碳源生物

合成 HT 的 新 途 径 ( 图 9 ) [27] , 摇 瓶 产 量 达 到

1 243 mg / L。由此实现了 HT 在生物体内的高产,
为以后 HT 的工业化打下了坚实的基础,同时该途

径所采用的相关方法也为其他天然药物的生物合

成提供了科学依据。

图 9摇 羟基酪醇的生物合成新途径[27]

Fig. 9摇 A new biosynthesis pathway for hydroxy tymol[27]

3摇 新酶的挖掘及酶分子结构的研究和
改造

3郾 1摇 3鄄苯基丙酸和 3鄄4鄄羟基苯基丙酸的生物合成

3鄄苯基丙酸 (3鄄phenylpropionic acid, 3PPA) 和

3鄄4鄄羟基苯基丙酸 (3鄄(4鄄hydroxyphenyl) propionic
acid,HPPA)是两种广泛应用于食品、制药和化工产

品的芳香酸类,3PPA 常被用来生产调味料、香水和

香料,而 HPPA 则具有抗菌活性,是一种重要的药物

中间体[28]。 目前这两种化合物都通过化学法合成,
需要经过复杂的合成步骤,所用试剂和催化剂具有

毒性,并且污染环境。
Sun 等[29]从 9 种微生物中筛选了 11 种不同的

2鄄烯酸还原酶(ER),首次证明了在严格厌氧条件下

来自梭状芽胞杆菌中的 ER 可以催化肉桂酸和 p鄄香
豆酸生成 3PPA 和 HPPA,并基于这一新酶的发现在

大肠杆菌中构建了一条从头合成两种高附加产物的

代谢途径(图 10)。 同时他们尝试将该酶在厌氧及

好氧条件下进行表达,发现在有氧气条件下该酶已

可以保持活性,这是首次实现该酶在好氧条件下的

表达及应用;但是最初的表达策略使这两种底物的

前体———肉桂酸和 p鄄香豆酸在大肠杆菌中大量积

累,并导致了细胞毒性;因此他们尝试了不同的表达

策略来克服这一难题,最终实现了这两种产物在大

肠杆菌中的高效生产,使 3PPA 和 HPP 的摇瓶产量

分别达到 366郾 77 mg / L 和 225郾 10 mg / L。
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图 10摇 3PPA 和 HPPA 的新生物合成途径[29]

Fig. 10摇 De novo biosynthetic pathways for 3PPA and HPPA[29]

3郾 2摇 1,4鄄丁二醇的生物合成

1,4鄄丁二醇(1,4鄄BDO)是一种有价值的商品化

化学品,常用于塑料、溶剂、纤维以及其他化学品的

制造,其全球年市场总价值超过 40 亿美元,全球年市

场超过 250 万吨[30],因此利用生物方法生产 1,4鄄BDO
具有极高的商业价值。 Wang 等[31]发现文献[32]构
建的 1,4鄄丁二醇合成途径中积累了大量的 1,2,4鄄
丁三醇,考虑到 1,2,4鄄丁三醇是 1,4鄄丁二醇的结构

类似物,因此他们拟将 1,2,4鄄丁三醇转化为 1,4鄄丁
二醇。

尽管自然界中存在很多可以转化三醇到二醇的

酶,但是并没有催化多元丁醇间互相转化的酶。 在

分析了来自克雷伯氏菌(Klebsiella oxytoca)中的丙

二醇脱水酶后,考虑到该酶可以天然催化 1,2鄄丙二

醇和甘油(丙三醇)脱水生产 1鄄丙醇和 1,2鄄丙二醇,
Wang 等[31]尝试通过理性设计的方法改造二醇脱水

酶(PpdACB),使其可以催化 1,2,4鄄丁三醇转化为

1,4鄄丁二醇。 首先,他们通过体内和体外酶活测试

鉴定了该酶对 1,2,4鄄丁三醇的催化活性,发现虽然

二醇脱水酶可以在体外以纯化酶的方式微弱催化

1,2,4鄄丁三醇转化为 1,4鄄丁二醇,但是在大肠杆菌

体内并不能完成这一步转化。 然后基于该酶的晶体

结构分析了酶与底物之间的相互作用,发现当甘油

作为底物时,甘油中一个羟基可以和活性位点中

301 位丝氨酸的羟基形成氢键,导致空间位阻增大;
将 301 位的丝氨酸突变为结构类似但不含羟基的丙

氨酸(PpdACB S301A)可以减少酶对底物 1,2,4鄄丁
三醇的空间位阻,但是当添加 1,2,4鄄丁三醇作为底

物时依然没有在大肠杆菌的培养基中检测到 1,4鄄

丁二醇生成。 考虑到 1,2,4鄄丁三醇是四碳醇,与甘

油相比空间结构更大,由此通过测量催化中心的通

道距离将 336 位的谷氨酸突变为丙氨酸,进而将通

道由 7郾 93 魡 增大至 8郾 47 魡 生成二突变体 PpdACB
S301AQ336A; 饲 喂 试 验 显 示, 含 有 PpdACB
S301AQ336A 突变体的大肠杆菌将 1,2,4鄄丁三醇成

功转化成了 1,4鄄丁二醇。 最后,根据催化中心金属

离 子 与 底 物 的 最 佳 距 离 优 化 了 PpdACB
S301AQ336A 对于 1,2,4鄄丁三醇的距离,并通过模

拟测算得出,将 300 位的缬氨酸突变为甲硫氨酸可

以得到最佳的催化距离, 进而得到突变体 Pp鄄
dACBS301AQ336AV300M;饲喂试验显示,带有突变

体 PpdACB S301AQ336AV300M 的大肠杆菌可以生

产 1,4鄄丁二醇,产量达到 224 mg / L。
在成功改造了原本不能催化 1,2,4鄄丁三醇生成

1,4鄄丁二醇的脱水酶后,Wang 等[31] 将已经构建好

的木糖非磷酸化途径(图 11)引入到 1,4鄄丁二醇的

合成途径中, 结合二醇脱水酶突变体 PpdACB
S301AQ336AV300M 最终成功构建了一条全新的 1,
4鄄丁二醇合成途径(图 11);通过敲除竞争性途径,
在大肠杆菌中生产了 209 mg / L 的 1,4鄄丁二醇。
3郾 3摇 没食子酸的生物合成

没食子酸(GA)是一种天然存在的植物化学成

分,广泛存在于蓝莓、核桃、苹果、栎树皮、石榴和茶叶

中,具有很强的抗氧化、抗癌、抗炎及抗菌能力;没食

子酸同时也是一种生产高附加值产物的平台化合物,
具有极高的工业化价值[33]。 在研究对羟基苯酚及对

羟基苯甲酸等芳香族化合物的生产中,Chen 等[34] 发

现来自绿脓假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)的对
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图 11摇 一种新的在大肠杆菌中从木糖和天然竞争途径合成 1,4鄄丁二醇的途径[31]

Fig. 11 摇 Schematic representation of a novel 1,4鄄butanediol pathway from xylose and native competing pathways in
Escherichia coli[31]

羟基苯甲酸羟化酶(PobA)可以催化对羟基苯甲酸

(4鄄HBA)生成 3,4鄄二羟基苯甲酸(3,4鄄DHBA)。 据已

知文献报道,该酶的突变体 PobA*可以进一步催化

3,4鄄二羟基苯甲酸临位加羟基生成没食子酸[35];但是

另有研究表明 PobA*对于 3,4鄄二羟基苯甲酸的体外

转化率很低,在体内从头合成中由于 PobA*的活性

不高,3,4鄄二羟基苯甲酸被大量积累而不能生产没食

子酸[36]。 Chen 等[34] 通过对 PobA 及 PobA*两个蛋

白的晶体结构解析及酶活位点分析,发现 PobA 及

PobA*的氨基酸残基 Y201、P293、T294、Y385 和对羟

基苯甲酸 4 位上的羟基形成一个氢键环(hydrogen鄄
bond loop),该氢键环可以将底物稳定地绑定在活性

中心(图 12)。 基于此他们针对 PobA*进行理性设

计,通过将 PobA*294 位的苏氨酸突变为丙氨酸得到

突变体 PobA**,使该酶的催化中心与 3,4鄄二羟基苯

甲酸形成一个新的氢键环,再由氢键环来帮助催化

3,4鄄二羟基苯甲酸生产没食子酸;实验结果表明,Po鄄
bA**可以成功催化 3,4鄄二羟基苯甲酸生产没食子

酸。 在此基础上,他们最终构建了一条以葡萄糖为底

物,高效生产没食子酸的外源代谢通路(图 13) [34],
摇瓶产量达到 1郾 2 g / L。

4摇 突破已知代谢网络,提高原子经
济性

摇 摇 大肠杆菌中糖代谢所涉及的中央代谢途径可以

经过人工改造而摆脱冗余的代谢步骤和复杂的调控

措施。 在糖苷类化合物及多糖类化合物的生产中,
葡萄糖的利用一直以来存在一个极大的问题,即大

量的葡萄糖都用于菌体生长而挤压竞争了产物的生

产,若彻底阻断生长代谢则会导致菌体死亡,而额外

图 12摇 分子对接模型的催化小孔[34]

Fig. 12摇 Catalytic pockets of molecular docking models[34]

添加第二碳源又会因碳分解代谢物阻遏(carbon ca鄄
tabolite repression, CCR )效应而导致第二碳源难以

被吸收利用。 因此如何平衡二者的关系是糖苷类及

多糖类生产的研究重点,而提高原子经济性是解决

这一问题的关键。
4郾 1摇 木糖代谢网络优化及木糖非磷酸化代谢的平

台建立

微生物自身存在的葡萄糖或木糖代谢途径受到

严格的多级调控,其目的是最大限度地供应菌体生

长,而构建外源途径的原则是最大限度地利用碳源
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图 13摇 GA 生物合成新途径[34]

Fig. 13摇 The novel biosynthetic pathway for GA[34]

生产目的产物,这与菌体自身存在的糖类代谢调控

相违背,因此如何使菌体高效生产目标产物成为亟

待解决的问题。 目前常见的调控都集中于敲除竞争

性副产物途径,或者动态调控整个代谢通路甚至代

谢网络。 敲除竞争性副产物途径虽然可以将更多的

碳流引入目标代谢途径,但并不能减少菌体在生长

上消耗的能量,因此仍然造成大量的能源浪费;而动

态调控的最大缺点是调控范围较窄、调控效果不明

显。 这两种调控都没有从根本上对菌体自身糖的核

心代谢进行改造和调整,因此都不能从根本上节约

碳源。 Wang 等[37]通过改造微生物自身的糖代谢网

络,使细菌在维持基本生长的同时将碳流最大限度

流向目标产物。

图 14摇 大肠杆菌原有木糖代谢与非磷酸化木糖代谢的区别[37]

Fig. 14摇 The difference between xylose metabolism and non鄄phosphorylated xylose
metabolism in E. coli[37]

大肠杆菌原有的木糖代谢途径是磷酸戊糖途

径,从木糖到 琢鄄酮戊二酸再进入三羧酸循环需要十

余步反应,同时受到非常严格和复杂的调控,使理论

最大摩尔得率仅为 83% 。 基于此,Wang 等[37] 通过

改造大肠杆菌的木糖代谢途径构建了一条非磷酸化

的木糖代谢途径,该途径仅通过 5 步反应就可以将

木糖转化为 琢鄄酮戊二酸。 在这条通路上没有碳损

失,理论摩尔得率可以达到 100% ;同时这条途径还

不存在调控,是一条非常具有潜力的代谢通路(图
14),可从根本上提高原子经济性。
摇 摇 3鄄羟 基鄄酌鄄丁 内 酯 ( 3鄄hydroxy鄄酌鄄butyrolactone,
3HBL)是一种很有应用前景的基础材料,被广泛应

用于制药领域,目前市场价格在 450 美元 / kg,(约合

人民币 3 000 元 / kg),被美国能源部列为最具价值

的化合物之一[38]。 目前 3鄄羟基鄄酌鄄丁内酯主要以石

油为原料,利用有毒的底物和苛刻的反应条件进行

生产;3,4鄄二羟基丁酸是 3鄄羟基鄄酌鄄丁内酯的直接前

体,仅经过一步简单酸化就可以生产 3鄄羟基鄄酌鄄丁内

酯[39]。 Wang 等[37] 首先通过筛选一系列的酶构建

上述非磷酸化的代谢通路,以保证代谢通路可以高

效转化木糖进入目标代谢途径;然后以木糖为底物,
仅经过 5 步反应就构建了高效的木糖非磷酸化生产

3,4鄄二羟基丁酸的代谢通路(图 15);接着通过敲除

竞争性途径进一步将碳代谢流引入目标代谢途径,
使 3,4鄄二羟基丁酸产量达到 1 270 mg / L,这是目前
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报道的最高产量。 这条高效的生产途径为大规模生

产 3,4鄄二羟基丁酸奠定了基础,同时该非磷酸化代

谢通路也可以应用于 1,4鄄丁二醇的生物合成。

图 15摇 木糖非磷酸化代谢途径生产 3,4鄄
二羟基丁酸[37]

Fig. 15摇 Production of 3,4鄄dihydroxybutyric acid by the non鄄
phosphorylated metabolic pathway of xylose[37]

在成功构建了一条高效的木糖非磷酸化利用途

径的基础上,Wang 等[37] 生产了 3,4鄄二羟基丁酸和

1,4鄄丁二醇这两种不同的高附加值产物。 为了比较

新构建的木糖非磷酸化代谢途径与大肠杆菌自带的

磷酸戊糖途径的效率,他们探究了 3 种木糖的代谢

途径———isomerase 途径,Weimberg 途径和 Dahms 途

径之间的关系。 Isomerase 途径是大肠杆菌的主要

戊糖代谢途径即磷酸戊糖途径和糖酵解途径,We鄄
imberg 途径是 Wang 等[40]构建的非磷酸化木糖代谢

途径,Dahms 途径是连接前两个途径的分支途径,这
3 种途径都可以生产 琢鄄酮戊二酸和乙酰鄄CoA 使之

进入三羧酸循环。 为了更好地研究 3 种途径之间

的关系,他们将以 琢鄄酮戊二酸和乙酰鄄CoA 为前体

生产的高附加值产物戊二酸作为目标产物进行进

一步研究(图 16) [40] 。 首先,他们用大肠杆菌自带

的 isomerase 途径生产戊二酸,这是首次在大肠杆菌

中以木糖为底物生产戊二酸,戊二酸产量仅为 104
mg / L,说明利用大肠杆菌自身的 isomerase 途径生产

TCA 循环的衍生物是非常低效的。 相较于 isomer鄄
ase 途径,他们构建的 Weimberg 途径仅用 5 步就可

以生成 琢鄄酮戊二酸,但是该途径并不能生产戊二酸

的必需前体乙酰鄄CoA,而 Dahms 途径作为分支途径

则可以通过产生丙酮酸进入糖酵解途径生产乙酰鄄
CoA。 基于此他们将两者组合生产了 209 mg / L 的

戊二酸,这一结果说明相较于 isomerase 途径,Weim鄄
berg 途径对生产 TCA 循环的衍生物具有更高的效

率,但与葡萄糖生产戊二酸相比,效率还不够高。
通过分析发现,Weimberg 途径与 Dahms 途径组

合的通路是以消耗 琢鄄酮戊二酸为代价来生产乙酰鄄
CoA 的。 尽管 Weimberg 途径可以更有效地生产 琢鄄
酮戊二酸,但是 Dahms 途径并不是一个生产乙酰鄄
CoA 的较优途径。 在本研究中,Weimberg 途径因可

以高效提供 琢鄄酮戊二酸而成为大肠杆菌的固有途

径,isomerase 途径可以更好地合成乙酰鄄CoA,因此

Wang 等[40] 选择以 isomerase 途径代替 Dahms 途径

与 Weimberg 途径组合,最终生产了产量为 602 mg /
L 的戊二酸,高于葡萄糖生产戊二酸的产量(420
mg / L);结果说明 isomerase 途径与Weimberg 途径的

组合产生了良好的协同效应,从而提高了原子的经

济性。
4郾 2摇 葡萄糖和甘油协同利用的新平台建立

在探究了木糖非磷酸化途径与大肠杆菌固有

的木糖代谢途径的关系后,本课题组发现,大肠杆

菌中糖代谢所涉及的中央代谢途径可以经过人工

改造而摆脱冗余的代谢步骤和复杂的调控过程。
在糖苷类化合物及多糖类化合物的生产中,如何

提高碳源的利用效率始终是一个待解的难题。 Wu
等[41]以海藻糖为目标产物对葡萄糖的代谢网络进

行了改造,以解决产物生产与菌体生长的竞争问

题并提高原子的经济性。 他们敲除了葡萄糖进入

中央代谢途径的所有相关基因,包括葡萄糖鄄6鄄磷
酸脱氢酶( zwf)和磷酸葡萄糖异构酶(pgi),还敲除

了磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)生成丙酮酸( PYR)及

进入三羧酸循环的所有基因,如丙酮酸激酶域( py鄄

·78·第 5 期摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 程摇 瑶等: 化合物代谢新途径构建及微生物糖代谢网络改造的研究进展



图 16摇 糖代谢的 3 个主要途径及戊二酸生物合成途径[40]

Fig. 16摇 Schematic representation of three different xylose metabolic pathways and
the glutaric acid biosynthetic pathway[40]

kA)、丙酮酸激酶玉(pykF)和磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶( ppc);进行基因敲除后,细胞即使利用甘油

也会因中间代谢产物进入三羧酸循环的途径被阻

断而无法生长。 培养实验证明,在仅含葡萄糖或

仅含甘油的培养基中,大肠杆菌不能正常生长。
由于葡萄糖转运进细胞的方式是消耗 PEP 生成

PYR,因此该平台菌株利用甘油为第二碳源支持

PEP 生成,再由 PEP 转运葡萄糖生成 PYR 来支持

菌株的生长,而转运进细胞的葡萄糖则作为底物

来生产目标产物,同时由此生成的 PYR 进入中央

代谢途径提供生长的必需能量。 甘油与葡萄糖协

同利用平台如图 17 所示,该协同利用机制可以使

甘油解除 CCR 效应先于葡萄糖被利用来支持菌体

自身生长,通过这种方式将碳流及能量引入到中

央代谢途径来提供生长能量。 该协同利用机制的

优势在于菌体吸收甘油以支持自身生长,而大量

的葡萄糖则直接进入目标产物合成途径来生成多

糖类或糖苷类化合物。
海藻糖是一种非还原型二糖,具有非常稳定的

特性,可以作为甜味剂、保湿剂和器官防腐剂等,还
可以治疗脂肪肝、糖尿病和阿兹海默症,具有重要的

商业化价值[42],因此选用海藻糖来验证其改造甘油

与葡萄糖协同利用平台的功效。 在文献[41]中,不
仅首次构建了甘油与葡萄糖的协同利用平台,还首

图 17摇 甘油与葡萄糖协同利用平台及海藻

糖生物合成途径[41]

Fig. 17摇 Glycerol and glucose utilization mechanism and
the trehalose biosynthesis pathway[41]

次实现了海藻糖的生物合成(图 17),其产率达到最

大理论得率的 91% ,摇瓶产量达到 8郾 2 g / L,具有极

高的工业化价值。
4郾 3摇 葡萄糖和木糖协同利用的新平台建立

木糖的代谢途径可以与葡萄糖的中央代谢途径

通过 3鄄磷酸甘油醛高效偶联来实现五碳糖向三碳、
七碳或六碳的转化。 因此,Wu 等[43] 假设将木糖或

半纤维素水解液作为底物,通过改造大肠杆菌的中

央代谢途径来生产糖苷类或多糖类的高附加值产
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品,并仍然选择海藻糖为目的产物验证该假设;他们

通过阻断葡萄糖的主要代谢途径和改造 PEP 到丙

酮酸的反应途径,成功地构建了葡萄糖和木糖的协

同利用平台(图 18),并在摇瓶中实现了海藻糖的生

产,产量达 5郾 5 g / L。 这一结果不但证明了葡萄糖和

木糖协同利用平台可以提高两种单糖的利用效率,
还为木质纤维素水解液的高效利用和海藻糖的生物

合成提供了新的方法。

图 18摇 葡萄糖和木糖协同利用平台

生物合成海藻糖[43]

Fig. 18摇 Synergetic utilization platform of glucose and
xylose for trehalose biosynthesis[43]

5摇 结论与展望

本文介绍了本课题组解决目前代谢工程存在问

题的具体方法,如通过分析已知酶的作用机理设计

目前未知的从头合成的代谢通路来进行熊果苷、粘
糠酸的生物合成;通过分析底物或产物的结构相似

性筛选酶设计从头合成的代谢途径来进行焦性没食

子酸、香草醇等的生物合成;通过酶分子结构的分析

改造创造出从头合成的代谢途径来进行 1,4鄄丁二

醇、没食子酸的首次生物合成;通过改造微生物体内

自身的糖代谢网络实现海藻糖、3,4鄄二羟基丁酸等

的高产等。
为了降低工业化的生产成本、提高生产效率,通

过创造新的微生物代谢途径来实现化合物的高产和

碳源高效利用的策略对于工业化生产非常关键。 随

着代谢工程和基因工程的发展,在微生物代谢水平

上进行改造的策略也会逐渐增多,诸如动态调控、基
因编辑、基因线路设计组装以及人工细胞的构建等

都提供了很有前景的方向。
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Advances in the construction of new pathways of
chemical compound metabolism and modification of

microbial sugar metabolism network

CHENG Yao摇 ZHAO QianJing摇 WANG Jia摇 SUN XinXiao摇 SHEN XiaoLin* 摇 YUAN QiPeng
(State Key Laboratory of Chemical Resource Engineering, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China)

Abstract: In order to reduce harmful effects on the environment, sustainable development of the modern chemical
industry requires an alternative to fossil fuels as the source of organic compounds. Metabolic engineering has be鄄
come a promising alternative approach for synthesis of compounds originally derived from petroleum. Currently, a
variety of compounds can be synthesized on an industrial scale by using both metabolic engineering and synthetic bi鄄
ology methods in microorganisms. However, some limitations still exist in metabolic engineering and synthetic biolo鄄
gy approaches. In order to further the development of metabolic engineering and synthetic biology methods, our re鄄
search group in Beijing University of Chemical Technology has developed many new methods for the production of a
wide range of target compounds. Using these novel methods, our group has reported the biosynthesis of aromatic
compounds, rearrangement of microbial glycometabolic networks and improvements in atom economy. Our work of鄄
fers ways to address the drawbacks in current methods for the biosynthesis of products originally derived from petro鄄
leum using engineered microorganisms.
Key words: metabolic engineering; aromatic compounds; glycometabolic network; atomic economy
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