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摘  要 : 作为类异戊二烯化合物中四萜的代表性产品番茄红素，在生物体中是典型的多酶参与催化的反应产

物，在 2-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸盐 (MEP) 和甲羟戊酸 (MVA) 合成途径中起着至关重要的作用。从番茄红

素在原核和真核中的多酶合成途径出发，针对番茄红素合成途径的各种优化策略，首先介绍了多酶合成中的常

规调控方法，包括多基因共表达质粒构建、基因顺序调控、启动子与核糖体结合位点调控及基因敲除和替换等

方法。之后介绍了一些新型的多酶调控方法，包括多片段组装技术、人工支架自组装方法等。最后重点介绍了

这些多酶调控方法在番茄红素合成中的应用。这些多酶合成调控方法为构建高产番茄红素菌株提供了极大的启

发和研究基础。 
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Abstract:  Lycopene plays a crucial role in the biosynthesis pathway of 2-methyl-derythritol-4-phosphate (MEP) and 

mevalonic acid (MVA). It is a representative product of isoprenoid family, and a typical product of multi-enzyme catalytic 

reaction in organism. In this paper, we first introduced the general regulation methods in multi-enzyme synthesis reaction, 

including the construction of multi gene co-expression plasmid, gene order regulation, promoter and ribosome binding site 

regulation, gene knockout and replacement, aiming at the optimization strategies of multi-enzyme catalytic reaction in 

lycopene synthesis pathway. Meanwhile, we introduced several new regulation methods in multi-enzyme reaction, 

including multi-fragment assembly technology, artificial scaffold self-assembly methods and so on. At last, we summarized 

the application of these multi-enzyme regulation methods in lycopene synthesis. These methods provide a great inspiration 

and research foundation for the construction of lycopene-producing strains with high yield. 

Keywords:  lycopene, multi-enzyme regulation, scaffold, genetic engineering, multi-fragment assembly 

 

番茄红素是一类 C40的异戊二烯类化合物，

其研究起始于 1873 年，由 Hartsen 首次分离得

到番茄红素的晶体。1910年，Willstaller和 Escher

首次确定番茄红素分子式 C40H56，分子量为

536.85[1]，番茄红素具有 11 个共扼双键及 2 个

非共扼双键的非环状平面多不饱和脂肪烃链，

经过环化后可形成 β-胡萝卜素[2]。作为自然界中

被发现的最强抗氧化剂之一，番茄红素具有预

防心脑血管疾病、提高免疫力、延缓衰老等功

效，在癌症的防治方面效果显著[3-4]，被广泛应

用于食品、药剂、保健品以及化妆品等行业中[5]。 

目前已报道的番茄红素生产方法有化学合

成法、天然提取法和微生物发酵法[6]。化学合成

法步骤繁琐、存在毒副作用，制约了番茄红素

的规模化生产。从天然植物中提取番茄红素可

利用常规溶剂提取、超声辅助提取、有机溶剂浸

提、酶反应、微波辐射萃取及超临界 CO2萃取等

方法[7]。这些方法中以有机溶剂浸提法提取番茄

红素最为普遍，但这种方法提取效率低，工艺复

杂且成本高。除此之外，天然提取法提取番茄红

素还易受番茄红素产量及季节性变化的影响。 

现阶段随着基因工程技术的迅速发展，以

及代谢工程和合成生物学方法的引入，人们越

来越关注利用微生物发酵法生产番茄红素。迄今

为止，已有噬夏孢欧文氏菌 Erwinia uredovora、

草生欧文氏杆菌 Erwinia herbicola、卷枝毛霉

Mucor circinelloides、布氏须霉 Phycomyces 

blakesleeanus、产朊假丝酵母 Candida utilis、三
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孢 布 拉 氏 霉 菌 Blakeslea trispora 、 藻 类

Dunaliellasalina 和基因工程改造的酵母和细菌

等微生物被应用于番茄红素的生产[6,8-9]。随着番

茄红素合成途径的阐明和相关酶基因的克隆，

基因重组、基因敲除等技术手段被广泛应用于

番茄红素合成过程中关键酶的改造、调节和修

饰，再结合番茄红素代谢过程的调控，以此构

建的番茄红素基因工程菌，生产番茄红素的能

力大大提升[10-12]。利用微生物发酵法生产番茄

红素安全无毒，并能解决番茄红素产量和产率

低、提取成本高等一系列问题，具有巨大的实

用价值和开发前景，是未来的研究热点[13]。 

1  番茄红素的生物合成途径 

番茄红素属于异戊二烯类化合物，在生物

体中是一个多酶参与的复杂代谢产物，它有两

种合成途径，分别是 2-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸

盐 (MEP) 途径和甲羟戊酸(MVA)途径[14] (图 1)。

MEP 途径存在于原核生物中，由丙酮酸和甘油

醛-3-磷酸经催化生成 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸

(DXP)，后转化为 MEP，再经过一系列酶的催化，

生成番茄红素的合成前体异戊二烯焦磷酸 (IPP) 

和二甲基丙烯焦磷酸酯(DMAPP)。MVA 途径存

在于真核生物和植物的内质网中，起始于乙酰辅

酶 A，生成乙酰乙酰辅酶 A后再经羟甲基戊二酸

单酰辅酶 A (HMG-COA) 生成 MVA，之后再经

几步激酶催化反应生成 IPP。在这两种途径中，

直接前体 IPP和 DMAPP在法尼基焦磷酸合成酶

的催化下生成法尼基焦磷酸 (FPP) 牻，之后通过

牛儿基二磷酸合成酶 (GGPS)、八氢番茄红素合

酶 (PSY) 和八氢番茄红素脱氢酶 (PDS) 这 3

个关键酶合成番茄红素，这 3 个酶分别由基因

crtE、crtB 和 crtI 编码。之后番茄红素可以继续 

 
 

图 1  生物体中番茄红素的合成途径 

Fig. 1  Biosynthesis pathway of lycopene. 
 

进行环化、加氧和脱氢等修饰反应形成多种结构

独特的类胡萝卜素及其衍生物。 

2  多酶调控技术与方法 

2.1  多酶合成体系常规调控方法 

多酶体系指催化机体内的一些连续反应的

酶互相联系在一起，形成的反应链体系。类似

于番茄红素这种萜类大分子，合成路线长，涉

及代谢途径众多，因此许多原始番茄红素产生

菌并不是理想的生产宿主，目前研究主要是以

传统基因工程手段对番茄红素合成途径中的关

键酶进行鉴定和过表达，并优化 MEP或者 MVA

途径，增加前体途径的供给和限速酶的表达量，

这主要通过体外构建多基因共表达质粒导入到

表达宿主中进行关键基因的异源表达来实现。

现在有很多成熟的表达系统用于基因的过表

达，例如大肠杆菌和酵母[15]。但是在这些微生

物体内引入多个基因甚至整条或者多条代谢途

径的过程中，难以保持各步代谢流量的平衡，

中间有毒代谢物质的大量积累会严重影响宿主



徐加莉 等/番茄红素基因工程菌多酶调控研究进展 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

555

细胞的生长，导致代谢流量失衡，从而影响产

物产量。因此在共表达质粒基础上对多基因表

达进行多层次的控制是必要的，主要策略包括

基因顺序调控及上游调控元件优化。基因顺序

的调控方式运用在多基因表达产物中很常见，

通过改变关键基因的顺序影响基因表达量，能

够提高表达蛋白的催化效率，增加产物单位产

量。上游调控元件的优化包括启动子和核糖体

结合位点 (RBS) 调控。启动子在代谢工程中所

起的作用非常重要，不同系统中采用的启动子

完全不同，启动子强弱影响基因的转录水平，

从而影响到蛋白的表达。对于共表达质粒，一

般策略是使用强启动子 (如 T7、T5 和 Trc 等)

替换原载体上的弱启动子，增强基因的转录，

同时将基因的表达置于严密控制的条件下，从

而提高目标产物的产量。从翻译水平方面，目

的基因上游的核糖体结合位点可以影响翻译的

起始水平和翻译速率，改变或调整 RBS序列通

常也是对多基因表达调控比较有效的方法。 

除了通过过表达代谢途径中关键基因外，

增加最终产物的另一种方式是阻断竞争性分支

途径，类异戊二烯化合物番茄红素的合成会受

到宿主内源代谢途径的干扰，除了合成途径下

游的 FPP、牻 牻牛儿基 牛儿基二磷酸 (GGPP) 存

在分支代谢外，还有相应的其他代谢途径如胞

质乙酰 CoA 的合成途径，会与番茄红素竞争合

成前体。阻断分支途径的方法一般是基因的敲

除或替换。在敲除或替换基因的方法中，λ-Red

重组技术是近年来应用较广的DNA同源重组技

术，该技术可以简单、快速地对任意大小的 DNA

分子进行插入、敲除和突变等多种修饰，碱基突

变率很小。此外基因编辑方法——CRISPR/Cas9

技术也应用到了类异戊二烯的代谢途径改造

中，CRISPR/Cas9技术是一种由向导 RNA引导

Cas9蛋白对靶序列 DNA进行切割的技术手段，

该系统以接近 100%的编辑效率对基因进行插入、

敲除和替换，可引入多种类型的基因修饰，方便

快捷。与传统基因敲除技术相比，CRISPR/Cas9

技术在具有完整的错配修复系统的细胞中有较高

编辑效率，有利于细胞基因组稳定遗传。 

2.2  多酶合成体系调控技术的新策略 

上述内容已经介绍了在转录水平、翻译水

平、阻断竞争性分支代谢途径等层面对多酶合

成进行调控的方法，随着生物技术的进步，一

些新的调控策略应运而生。 

2.2.1  多片段组装技术 

以番茄红素为代表的复杂天然产物都是多

酶参与的顺序合成产物，前一个酶催化反应的

产物 (中间产物) 歩是下一 酶催化反应的底物，

但在细胞工厂中，这些酶分子之间的距离很难

控制，通常情况下处于游离状态，从而制约了

其催化效率。通过 Linker 将两个或多个蛋白连

接起来的融合蛋白技术[16]可以很好地解决这类

问题。在构建基因工程菌的过程中，多个片段

的连接是非常重要的，Linker 在其中起到了关

键作用，这关系到基因片段的高效连接，以及

融合蛋白中的不同蛋白是否能够分别形成正确

的空间结构、发挥各自的生物学活性。 

目前新兴起来的 Gibson Assembly®组装方

法是另一种简单的等温一步拼接法，由

Gibson[17]开发，对于多片段组装，只需要对待

克隆的 DNA片段 (包括载体) 进行 PCR扩增，

片段两端添加 15 bp到 30 bp的同源臂。之后在

Gibson Assembly的孵育体系中，依靠同源臂之

间的重叠序列退火，即可按正确的顺序进行拼

接，形成完整的双链 DNA分子，实现无痕拼接。
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该方法能直接使用 PCR片段，不需要回收步骤，

并且可以同时快速处理多个片段，因此在多片

段组装中广泛使用。 

随着多片段组装技术的进步，娄春波等[18]

开发出了一种新型的 DNA 片段组装技术

Oligo-linker mediated assembly (OLMA) 方法，

此方法引入多个寡核苷酸双链片段作为 linker，

依靠这样的短片段，可以将 DNA片段按照预先

设计好的顺序进行组装，该技术在模块化组装

多个片段以及额外添加调控元件如 RBS及启动

子片段方面颇具成效。 

2.2.2  支架介导的多酶组装技术 

近年来随着生物技术与材料科学的快速发

展，新一批的多酶组装方法随之产生，这就是支

架介导的多酶组装方法。这些方法是通过人工合

成的支架固定催化反应中的酶，在缩短酶与酶的

空间距离，以及实现底物通道效应的基础上，还

可通过调整支架对酶结合数量进行精确控制，从

而平衡整体代谢流量[19]。人工合成支架的构建形

式包括蛋白支架、RNA支架及 DNA支架等。 

蛋白支架通常是相互作用的蛋白对，或是

蛋白质多聚物，生物体中存在着许多具备自组

装性质的蛋白，因此可以按照实验设计所需合

理地将这些蛋白组装起来，构建蛋白支架。在

人类基因组中，RNA 也占据了很大的份额，高

达 90%的基因组会被转录成 RNA，在生物活动

中起着重要作用。近年来，RNA 也被应用于胞

内组装多酶，合成 RNA 支架与 RNA 配基

Aptamer结合使用，其中 RNA配基 Aptamer是

一种能与 RNA结合的适配体蛋白，通过适配体

蛋白与目标蛋白或目标酶结合，将多酶体系中

的不同酶定位至 RNA上，实现酶与酶之间空间

距离的缩减。DNA 支架的构建形式不同于其他

两种支架，是将目的蛋白与锌指蛋白融合表达，

以锌指蛋白的锌指结构为结合域特异性识别

DNA 支架上碱基序列并与之结合，实现目的蛋

白按照底物-产物的催化顺序在支架上的“自组

装” (图 2)。相较于蛋白支架和 RNA支架，DNA 

 

 
 

图 2  DNA 支架的构建模式 

Fig. 2  Construction mode of DNA scaffold. 
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支架不会存在错误折叠、容易聚集及降解等问题。

DNA支架可以通过碱基互补配对实现精准控制，

因此可被广泛应用于固定化、自组装目的蛋白等

方面。 

3  多酶调控技术在番茄红素合成中的应用 

3.1  常规方法构建番茄红素工程菌 

在利用共表达质粒异源表达番茄红素关键

基因的方法中，番茄红素合成基因 crtE、crtB

和 crtI 大多来源于噬夏孢欧文氏菌 Erwinia 

uredovora、草生欧文氏杆菌 Erwinia herbicola 

和泛菌属等微生物，将这 3 个基因构建共表达

质粒后导入到酵母或者大肠杆菌中表达生产番

茄红素。如 Yoon 等[20]分别从成团泛菌 Pantoea 

agglomerans 和凤梨泛菌 Pantoea ananatis 两株

菌中扩增出番茄红素合成的关键基因 crtE、crtB

和 crtI，整合到质粒 pTrc99A 上并导入到大肠杆

菌中。在 2YT培养基中，无 IPTG诱导剂情况下，

携带来源于 Pantoea agglomerans crt基因的菌株

番茄红素的产量为 27 mg/L。加入 0.1 mmol/L的

IPTG诱导剂时，携带来源于Pantoea agglomerans 

crt 基因的菌株，番茄红素的产量是 12 mg/L，

是携带 Pantoea ananatis crt基因的 2倍多。Jin

等 [21]将来源于耐辐射奇异球菌 Deinococcus 

wulumiqiensis R12的 crtE、crtB、crtI基因克隆

至表达载体 pET22b上，获得重组质粒 pET-EBI，

导入大肠杆菌后番茄红素的产量为 49 mg/g 

DCW，发酵液中产量为 417 mg/L。刘天罡等[22]

从 Pantoea ananatis中扩增出 crtE、crtB和 crtI

基因，构建了 6个质粒和 3个菌株，其中菌株 L3

获得的番茄红素最高产量为 1 440 mg/L。Miura

等[23]在产朊假丝酵母Candida utilis中导入了外源

Erwinia uredovora的 crtE、crtB、crtI基因，获得

重组菌株的番茄红素产量达到 758 μg/g DCW。

Matthäus等[24]将 Pantoea ananatis的 crtB、crtI

和解脂耶氏酵母的 TEF1启动子、终止子控制元

件插入质粒 pUCBM21，转入到解脂耶氏酵母

Yarrowia lipolytica中产生了 16 mg/g DCW的番茄

红素。Araya-Garay等[25]将来源于 Erwinia uredovora

的 crtE、crtB、crtI基因插入到质粒 pGAPZB中，

构建了表达番茄红素合成过程中 3 个关键酶质

粒 pGAPZB-EBI，将此质粒导入毕赤酵母 Pichia 

pastoris X33后番茄红素的产量为 1 141 μg/g DCW。

Bhataya等[26]也以毕赤酵母 Pichia pastoris X33作

为宿主，从不同细菌中扩增出番茄红素的关键基因

构建到 pGAPZB 质粒上，所构建的酵母工程菌在

甲醇等有机物条件下高密度培养，菌体番茄红素

产量达 4.6 mg/g DCW，发酵液中番茄红素产量

达 73.9 mg/L。Sun等[27]从三孢布拉霉 Blakeslea 

trispora中克隆出 β-类胡萝卜素合成途径中的关

键基因 ipi和 carG基因，两者分别表达异戊烯

牻焦磷酸异构酶和 牛儿基二磷酸合成酶，在大

肠杆菌中异源表达后，β-类胡萝卜素的产量由

0.5 mg/g DCW上升到 0.95 mg/g DCW。以上例

子都说明，通过基因工程技术构建多顺反子表

达番茄红素合成基因，使得原本不产生色素的

大肠杆菌、酵母等菌株产生色素，从而生产发

酵得到番茄红素，利用不同来源的番茄红素合

成基因构建的基因工程菌及其产量总结见  

表 1。 

多酶合成体系中多基因表达的协同作用非

常必要，因此基因顺序的调控在番茄红素合成

体系中也至关重要。Jin 等[31]构建了 24 个含有

番茄红素合成关键基因顺序不同的重组质粒，

讨论基因顺序对番茄红素合成的影响，结果发

现基因顺序的不同对番茄红素的合成具有很大 
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表 1  重组大肠杆菌和酵母生产番茄红素能力的比较 

Table 1  Comparison of lycopene production capacity between recombinant Escherichia coli and yeast  

Gene sources Recombinant strains 
Lycopene production

Fermentation type References
(mg/L) (mg/g)

Pantoea agglomerans E. coli 60 – Shake-flask fermentation [20] 

Pantoea ananatis E. coli 35 – Shake-flask fermentation [20] 

Pantoea agglomerans E. coli 1 350 32.0 Fed-batch fermentation [28] 

Erwinia herbicola E. coli – 7.6 Shake-flask fermentation [10] 

Erwinia herbicola E. coli 102 22.0 Shake-flask fermentation [12] 

Pantoea agglomerans E. coli 1 050 – Shake-flask fermentation [29] 

Erwinia herbicola E. coli 78 33.4 Shake-flask fermentation [30] 

Deinococcus wulumiqiensis R12 E. coli 1 288 157.1 Fed-batch fermentation [31] 

Pantoea agglomerans E. coli 3 520 50.6 Fed-batch fermentation [32] 

Pantoea ananatis E. coli 1 440 32.1 Fed-batch fermentation [22] 

Erwinia uredovora Candida utilis – 0.8 Shake-flask fermentation [23] 

Erwinia uredovora Pichia pastoris – 1.1 Shake-flask fermentation [25] 

Pantoea ananatis Yarrowia lipolytica – 16.0 Fed-batch fermentation [24] 

Erwinia uredovora Saccharomyces cerevisiae – 3.3 Shake-flask fermentation [33] 

Different bacterial species Pichia pastoris X33 74 4.6 Fed-batch fermentation [26] 

 

的影响，筛选获得的最高产菌株 IEB11，其番茄

红素的产量是菌株 EBI11的 2倍多。Zhang等[18]

构建了 11个番茄红素合成基因顺序不同的菌株，

其中菌株 BIE 的番茄红素产量是菌株 EIB 的    

3 倍，证明了基因顺序对番茄红素的合成有较大

影响。Xie等[34]在酿酒酵母中异源表达合成 β-胡

萝卜素，通过对上下游及 FPP 竞争途径的顺序

调控，以预定的顺序排列萜类化合物生物合成过

程中的关键代谢节点的基因，由此发酵液中类胡

萝卜素的产量为 1 156 mg/L (20.79 mg/g DCW)。

Ye等[35]通过改变基因的顺序构造了 10个高效的

多顺反子的质粒，通过蛋白电泳分析得出其中

酶活最高的是质粒 pET-P-B。 

启动子的置换是调控多基因表达体系的常

见手段，启动子的强度对目的基因在工程菌中

的表达发挥了重大作用，由此影响整个代谢流。

翁志明等[11]将 dxs 基因的天然启动子置换为 T5

启动子，导致重组大肠杆菌中番茄红素的产量提

高了 103%。Bahieldin 等[33]在酿酒酵母中外源表

达来自欧文氏菌的 crtE、crtB、crtI三个关键基因，

并在此之前加入了葡萄糖阻遏型启动子 ADH2，

重组菌株番茄红素产量达到了 3.3 mg/g DCW，远

远高于异源表达同样 3 个基因的其余菌株。Suh

等[36]用强启动子 T5 调控 MEP 途径中的关键基

因 dxs、idi和 ispDF后，类胡萝卜素产量比对照

提高了 4.5 倍。Zhao 等[14]采用 6 个不同强度的

人工启动子调控元件对大肠杆菌MEP途径中的

7个基因进行调控，最终使 β-胡萝卜素产量提高

3.5倍，并提出替换强启动子对于获得目的产物

的最大代谢流量来说并不一定是最优的。这些

例子说明，不同启动子对于产物的合成是具有

显著影响的，但并不表示使用强启动子就能获

得最高的酶活和最大的产物产量，因此在后期

研究中，往往需要考察不同启动子及宿主的适
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配性，从而选择出最优的启动子。 

对 RBS序列进行优化能够提高蛋白的表达

量，将此方法应用到番茄红素多酶合成调控中，

能够有效地提高番茄红素的产量，如 Kang等[37]

从 Erwinia herbicola基因组中扩增出 crtE、crtB、

crtI 和 ipi 基因，由此构建质粒 pAC-LYCO4，

在质粒 pAC-LYCO4 基础上使用强 RBS序列调

控，经调控优化后番茄红素的产量是未调控的

3倍。Wang等[38]采用“多重自动基因组改造技术” 

(Multiplex automated genome engineering, 

MAGE)，定向改造大肠杆菌中番茄红素合成过

程中的 20个基因的 RBS序列，最终筛选得到高

产菌株，番茄红素产量提高了 5 倍。Jin 等[21]

在基因 crtB 和 crtI 之前插入了两种不同的 RBS

调控序列，导入大肠杆菌经优化后番茄红素的

最高产量为 88 mg/g DCW，比未插入 RBS调控

序列重组菌的番茄红素产量提高了 2倍。Ye等[35]

在一个高效的多顺反子质粒上构建多级酶联反

应，通过改变 RBS 序列及其与起始密码子之间

的序列 aligned spacing (AS)，在最佳 RBS及 AS

序列条件下，质粒 pET-B-SD2-AS1-P所表达酶的

酶活比原始质粒高4 U/mg。戴冠苹等[39]通过RBS

文库对 MEP合成途径中关键基因 dxs、idi和 crt

进行调控，使 β-胡萝卜素产量相对于出发菌株提

高了 35%，并且发现通过 RBS调控，可调控范围

较广，这种调控方法从某种程度上比使用多个固

定强度调控元件更有利于类胡萝卜素的生产，同

时也为基因表达的精确调控提供一种新的思路。 

在萜类物质的合成过程中， IPP 转化为

DMAPP 是限速步骤，通过对此环节关键基因的

过表达，可以显著提高番茄红素的产量，如 

Zhu[22,40]在质粒 pFZ110的基础上插入 idi片段，

由此获得菌株 L3的番茄红素产量是原菌株 L2的

2 倍。Zhao 等[14]过表达 MEP 途径中限速步骤中

的 idi、dxs 和 ispDF 基因，使得番茄红素产量从

0.89 mg/g DCW提高到 5.39 mg/g DCW。 

在利用 λ-Red 重组技术阻断番茄红素合成

途径中的中间产物流向分支途径的方法中，翁

志明等[11]利用 λ-Red 重组技术敲除谷氨酸脱氢

酶编码基因 gdhA、丙酮酸脱氢酶基因 aceE、甲

醛脱氢酶编码基因 fdhF，阻断了丙酮酸分解支

路，增加了 MEP途径中起始物丙酮酸的积累，

并提高了 NADPH供给，促进了产物番茄红素的

合成，产物产量提高了 103%。Lu等[41]利用 λ-Red

重组技术将 lacZ 基因的启动子用文库中的启动

子和信使 RNA替换掉，通过测定 β-半乳糖苷酶

的产量确定了最强启动子，之后将此启动子应用

到番茄红素的合成之中。Sun等[32]敲除了 β-胡萝

卜素生产菌中的玉米黄素糖基转移酶 (crtX) 和番

茄红素环化酶基因 (crtY)，阻断了 β-胡萝卜素的合

成，敲除后番茄红素产量达到 50.6 mg/g DCW。

Zhou 等[10]将中心碳代谢途径中葡萄糖-6-磷酸脱

氢酶基因 (zwf) 进行敲除后，番茄红素的产量

提高了 130%。 

最新的基因编辑方法 CRISPR/Cas9 技术也

已被应用于番茄红素及其相关产物合成途径的

优化中，如Li等[42]将来源于Pantoea agglomerans

菌株的番茄红素和 β-类胡萝卜素合成关键基因

crtE、crtB、crtI、crtY整合到大肠杆菌染色体上，

通过 CRISPR/Cas9技术对 MEP途径、产物合成

途径以及中心碳代谢途径中的 33处进行优化来

改变代谢通路，获得了 100 多个突变体，最终

获得了能产生 2 g/L β-类胡萝卜素的高产菌株。

EauClaire等[43]应用 CRISPR/Cas9技术从斯氏泛

菌Pantoea stewartii DC413菌株中扩增出 tHMG1、

crtE、crtB、crtI和 crtY 基因，导入到酿酒酵母
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Saccharomyces cerevisiae中，作为过表达番茄红

素合成基因的另一途径。Ronda 等 [44]通过

CRISPR/Cas9技术将 β-胡萝卜素合成的相关 3条

途径的基因精确而高效地整合到酿酒酵母基因

组上的相应位点，超过 84%的都是正确克隆。

Tadas 等[45]应用此技术以一步转化的方法对基因

组上 5 个不同的位点同时进行编辑，成功构建

了 MVA高产菌株，相较于野生型酿酒酵母，高

产菌株的产量提升了 41倍。这些相关研究的最

新进展表明这项高效的多重基因组编辑技术的

应用渐趋成熟，在功能基因组学和代谢工程中

具有极大的应用潜力。 

3.2  多酶调控新技术在番茄红素合成体系中

的应用 

多片段组装技术在番茄红素多酶体系中常

用于酶与酶的连接及调控元件的引入，Linker

序列的设计和选择十分重要。Arai 等[46]在两个

不同功能的蛋白结构域之间插入了不同类型和

不同长度的 linker 序列，研究结果表明随着

linker长度的增加，会形成更多的螺旋，这些螺

旋 linker 会控制两个结构域之间的距离并且能

够减小两者之间的干扰。Heider 等[47]在构建重

组质粒时，使用 Gibson assembly 方法将 MEP

途径中的多个基因，2个操纵子片段和 RBS调控

片段同时组装到质粒上，方便快捷。Zhang等[18]

运用独特的 OLMA 方法 (Oligo-linker mediated 

assembly method)，将番茄红素合成途径中的 4个

基因和不同强度的 RBS 调控片段，以及不同的

基因顺序进行 DNA模块化组装，无需测序即可

一步构建至载体上。 

而一些由支架介导的多酶调控技术也应用

到番茄红素合成途径中，主要是增加 MVA途径

中 MVA 的产量：Dueber 等[48]设计了一个蛋白

支架，利用支架与目标蛋白相结合的能力，将

MVA 途径中的 3 个关键酶硫解酶  (AtoB)、

HMG-CoA 合成酶 (HMGS)和 HMG-CoA 还原

酶  (HMGR) 按一定的比例组装固定在蛋白支

架上，形成了可控的代谢途径，成功将番茄红

素合成前体甲羟戊酸的产量提高了 77倍，并减

少了宿主的代谢负荷。Conrado 等[49]利用 DNA

支架，在大肠杆菌中进行了甲羟戊酸的途径优

化。从酶的配比、酶结合序列之间的碱基数等

方面进行研究，将 MVA 途径中的 3 种关键酶

AtoB、HMGS 和 HMGR 进行顺序调控，并通过

改变支架碱基序列从而调整代谢途径中酶的化学

计量数比 (图 3)，最终MVA的产量达到 1.7 g/L，

比无支架体系提高了 3–5倍，解决了酶和代谢物

的简单扩散和随机碰撞导致的低效率问题。目

前，利用支架应用在番茄红素、β-胡萝卜素等类

胡萝卜素产物合成体系中的研究还鲜见报道。 

 

 

 
 

图 3  DNA 支架中锌指蛋白的作用机理 

Fig. 3  Mechanism of zinc finger protein in DNA scaffold. 
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除此之外，这些支架体系也应用于一些其

他的典型多酶合成体系中：Mingardon等[50]将来

源于解纤维素梭菌 Clostridium cellulolyticum中

的各种纤维素酶  (CelA/E/F/G/M) 和来源于新

美鞭菌 Neocallimastix patriciarum 的纤维素酶 

(CelA/D) 组装在蛋白支架上，体外高效降解纤维

素的活力是未组装的游离酶系统的 2.6倍，实验

数据表明蛋白支架能够有效提高酶的催化效率。

Rahman 等[51]在正烷烃的生产中引入了 DNA 支

架，在考察了脂酰-ACP还原酶 (AARs) 和醛脱

甲酰基氧化酶 (ADOs) 两个酶的配比后，在两

种酶数量以 3∶1比例结合到 DNA支架上时，产

生正烷烃 44 mg/L，与对照相比，提高了 8.8倍。

Funabashi 等[52]将丙酮酸磷酸双激酶 (PPDK) 和

荧光素酶 (Fluc) 分别连接到锌指蛋白上，考察

了 DNA 支架上锌指蛋白结合序列分别间隔 0、

10、20和 30 bp的碱基数目对 ATP循环的影响，

结果证实当间隔为 10 bp时效果最好。在此情况

下，两个酶在支架上的空间距离较近，由于邻

近效应提高了ATP从 PPKD到 Fluc的扩散效率。

Lee 等[53]在大肠杆菌中将 L-苏氨酸合成途径中的

关键酶采用 DNA支架进行固定，考察了锌指蛋

白结合区之间的距离和酶的化学计量配比对催

化效率的影响，在最终优化过的支架体系中，

酶反应的速率显著提高，L-苏氨酸的生产时间减

少了 50%，并且支架的引入减少了有毒中间代谢

物的积累，提高了宿主细胞生长的速率。Liu等[54]

首次将DNA支架运用到枯草芽孢杆菌生产乙酰

氨基葡糖体系中，产物的产量由原先的 1.83 g/L

提升至 4.55 g/L。哈佛大学的 Delebecque 等[55]

选用 PP7、MS2 两种锚定蛋白分别与氢化酶、

铁氧还蛋白融合，以 RNA支架为载体催化质子

还原成氢分子，结果氢分子的输出量相比改造

前分别提高了 11 倍和 48 倍，酶的催化效率显

著提高。 

以上研究表明，支架介导的调控技术在一

些多酶合成体系中的应用得到了较好的效果，

虽然在番茄红素等类胡萝卜素的合成中还鲜有

应用，但这些研究对类似于番茄红素多酶合成

途径的调控具有一定的借鉴意义，为类似的多

酶合成体系中多基因表达协同作用机制奠定了

研究基础。基于支架构建的优点，蛋白、DNA

等支架的构建模式可作为一个平台技术应用到

多酶催化大分子化合物的模块化合成的精确调

控之中，为解决多酶催化合成复杂大分子化合

物中的共性问题提供参考及示范，为其他生物

基化工产品代谢途径的构建及优化提供强而有

力的基础。  

4  总结 

目前在针对番茄红素等多酶催化复杂生物

大分子合成途径的常规改造方法中，一方面是

通过替换合成途径中关键酶调控元件，增强酶

的活力及产物合成途径；另一方面是通过基因

敲除技术，降低支路合成效率，削弱代谢支流，

确保番茄红素合成途径中有足够的前体和能量

供应。但这些传统的基因工程及代谢调控技术

往往需要引入多基因表达甚至整套的代谢途

径，从而忽略了“底物通道”在多酶合成体系中不

可或缺的作用，导致细胞中游离酶之间距离较

远，制约了酶的催化效率。在研究多酶调控的

新策略后，多酶自组装、人工支架的构建等新

兴方法为提高这类生物大分子的产量以及多酶

合成的效率提供了新的研究技术手段，极大地

提升了整个多酶合成体系的能动性和精确性。

将多酶自组装、人工支架等方法引入到以番茄
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红素为代表的烯萜类大分子的合成之中，可建

立起多酶合成调控的新方法，以实现催化体系

中目的蛋白顺次线性化的自组装，提高多酶的

催化效率。同时为阐明番茄红素多酶合成体系

中多基因表达协同作用机制奠定理论研究基

础，也对其他多酶催化复杂大分子化合物的高

效快速合成具有一定的指导借鉴作用。 
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