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张学礼  中国科学院天津工业生物技术研究所研究员，主要从事合成生物学和微生

物代谢工程研究。在 Nature Biotechnology、Proc Natl Acad Sci USA 等国际期刊上

发表文章 72 余篇，授权专利 36 项，包括 10 项 PCT 专利。成功构建了生产揽香烯、

番茄红素、β-胡萝卜素、人参皂苷等植物天然产物及 L-丙氨酸、D-乳酸、丁二酸等

大宗化学品的微生物细胞工厂。揽香烯、番茄红素、β-胡萝卜素实现技术转让。L-

丙氨酸、D-乳酸和丁二酸技术实现发酵法产业化，打破荷兰和日本公司垄断，新增

产值 10 亿元。 
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摘  要 : 大肠杆菌作为一种重要的模式工业微生物，在医药、化工、农业等方面具有广泛的应用。近 30 年来，

多种代谢工程改造的新策略和新技术，被用于设计、构建和优化大肠杆菌化学品细胞工厂，极大地提高了生物法

合成化学品的生产速率和产量。文中将从大肠杆菌途径设计、合成途径创建与优化和细胞全局优化三个方面，对

大肠杆菌代谢改造起重要推动作用的技术进行综述，并对大肠杆菌代谢工程中关键技术的应用进行了展望。 
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Construction of Escherichia coli cell factories 
Yong Yu, Xinna Zhu, Changhao Bi, and Xueli Zhang 

Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Science, Tianjin 300308, China 

Abstract:  As an important model industrial microorganism, Escherichia coli has been widely used in pharmaceutical, 

chemical industry and agriculture. In the past 30 years, a variety of new strategies and techniques, including artificial 

intelligence, gene editing, metabolic pathway assembly, and dynamic regulation have been used to design, construct, and 

optimize E. coli cell factories, which remarkably improved the efficiency for biotechnological production of chemicals. In this 

review, three key aspects for constructing E. coli cell factories, including pathway design, pathway assembly and regulation, 

and optimization of global cellular performance, are summarized. The technologies that have played important roles in 
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metabolic engineering of E. coli, as well as their future applications, are discussed. 

Keywords:  Escherichia coli, metabolic engineering, metabolic pathway, pathway optimization 

代谢工程是以基因工程为基础发展起来的一个

新的学科领域，是指利用基因工程技术对细胞代

谢途径进行有目的的修饰与改造，改变细胞特性，

生产出特定的目标产物。 

大肠杆菌因研究历史悠久、遗传背景清晰、

厌氧生长速度快、能利用简单的无机盐培养基并

可利用多种底物 (葡萄糖、木糖、甘油) 等特点，

成为了一种优秀的工业模式微生物。代谢工程改

造大肠杆菌，可用于生产有机醇、氨基酸、有机

酸、有机胺、维生素、天然产物及聚羟基脂肪酸

酯 (Polyhydroxyalkanoates，PHA) 等多种产品，

并应用于 L-丙氨酸[1]、L-赖氨酸[2]、L-苏氨酸[3]、

1,3-丙二醇[4]、D-乳酸[5]、丁二酸[6]、戊二胺[7]等

大宗化学品的绿色生物合成。 

代谢工程发展至今已有 30 年的历史 (图 1)，

从早期的敲除副产物生成途径、解除产物合成抑

制、过表达合成途径中的关键酶等传统改造技术，

发展出了代谢反应数据库建立与网络模型计算、

代谢途径组装、基因表达动态调控等新的代谢改

造技术 (图 2)。本文将从代谢途径设计、合成途

径创建与优化、细胞全局优化三方面，介绍代谢

工程发展的 30 年间对大肠杆菌代谢改造起重要

推动作用的技术，并对大肠杆菌代谢工程中关键

技术的应用进行了展望。 

1  大肠杆菌代谢途径设计 

随着基因组测序技术的发展，越来越多的生

物全基因组序列公布，提高了研究人员从自然界

中挖掘新功能基因的速度，积累了大量的代谢反

应数据，开发和建立了代谢网络模型[8]和代谢反

应数据库包括 KEGG、MetaCyc、Brenda 等，它

们为大肠杆菌的代谢途径设计提供了改造策略 

 

 
 

图 1  大肠杆菌代谢工程 30 年发展历程 
Fig. 1  30-year development of metabolic engineering in Escherichia coli. 
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图 2  大肠杆菌代谢工程技术 
Fig. 2  Technology of metabolic engineering in Escherichia coli.  

 
 

和参考。 

以 KEGG 中存储的大肠杆菌代谢数据为基

础，Zhang 等[9]构建了包含 7 316 个反应的大肠杆

菌代谢网络模型，再结合大肠杆菌外源的代谢反

应数据，发现了 1 777 种以葡萄糖为底物发酵合

成的异源发酵产品。这些研究提高了研究人员设

计新反应、新途径的效率。 

设计的大肠杆菌代谢途径依据来源可分为 3 种



 
 

于勇 等/大肠杆菌细胞工厂的创建技术 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1567

情况：(1) 仅利用大肠杆菌自身代谢途径。如丁

二酸、丙酮酸、L-苏氨酸、L-缬氨酸等代谢产物

的合成途径本就存在于天然的大肠杆菌代谢途径

中。对大肠杆菌自身的代谢途径进行适当改造与

调控，如解除关键位点的反馈抑制、提高限速酶

的表达量、调控辅因子代谢平衡等，将代谢流最

大程度地引向目标产品，得到相应的大肠杆菌细

胞工厂。(2) 引入外源代谢途径。大肠杆菌自身

拥有的基因有限，常常需要利用外源基因将代谢

途径补充完整或提高原有代谢途径的效率。例如

在产 1,3-丙二醇大肠杆菌细胞工厂中引入了来源

于酿酒酵母的甘油-3-磷酸脱氢酶、甘油-3-磷酸酶

以及肺炎克雷伯氏菌的甘油脱水酶[4]；在 L-丙氨酸

细 胞 工 厂 中 引 入 了 来 自 嗜 热 脂 肪 地 芽 孢 杆 菌

Geobacillus stearothermophilus 的丙氨酸脱氢酶[1]；

1,4-丁二醇大肠杆菌细胞工厂中则整合了 5 个不

同来源的外源基因[10]。(3) 创建自然界中不存在

的代谢途径。在蛋白质理性改造与从头设计等技

术的加持下，代谢途径的设计也突破了天然途径

的限制，逐步发展出了非天然的合成途径。例如，

中国科学院天津工业生物技术研究所、中国科学

院微生物研究所和山东大学设计并制造了乙醇醛

合酶，继而创造了一个合成乙酰辅酶 A 的碳一 (甲

醛) 代谢途径[11]。 

随着人工智能等先进技术的不断发展，未来

代谢途径的设计范围会更广泛，可以像化学合成

一样基本实现所有化学品的生物合成，不断降低

生物制造的成本，实现化学品的绿色生产。 

2  大肠杆菌合成途径的创建与优化 

2.1  DNA 片段组装技术 

DNA 片段组装技术是实现大肠杆菌途径创

建的重要前提。传统的 DNA 片段组装主要依靠

限制性核酸内切酶和 DNA 连接酶，但这种组装

方式有一定的局限性，如接头处会留下酶切位点

“疤痕”，需组装的基因片段内部不能存在相应的

酶切位点，使可选择的内切酶范围变少。近年来，

研究人员开发出新的 DNA 片段组装技术，这些

技术简单、可操作性强，能实现 DNA 的高效无

痕组装。 

(1) Golden Gate 组装技术[12]：需要使用 SⅡ 类

限制性核酸内切酶，这类酶具有识别和切割双链

DNA 位置不一致的特性。这种特性使其在识别位

点之外切开 DNA，产生的粘性末端在连接酶的作

用下按照顺序连接，组装成不含酶切位点的 DNA

片段，实现多个片段的无缝连接。 

(2) Gibson 组装技术[13]：不需使用限制性内

切酶，但各 DNA 片段末端上互含 15–20 bp 的同

源序列，据此，按照同源序列的顺序进行组装。

组装由多个酶协同参与，DNA 5′核酸外切酶首先

切出一个粘性末端，各粘性末端间根据同源关系

互补，再由 DNA 聚合酶将缺失的碱基重新复制

合成，最后由 DNA 连接酶连接粘性末端。该方

法可以将一个或多个 DNA 片段按照预定的方向

快速、高效、精确地插入到线性化载体中，实现“无

缝”组装。 

(3) CPEC 技术[14]：CPEC (Circular polymerase 

extension cloning) 是环形聚合酶延伸克隆的简

称。其对 DNA 片段的要求类似于 Gibson，末端

互含同源序列。CPEC 是一种通过 PCR 实现 DNA

片段组装的技术：DNA 片段及载体经过变性解链，

退火时末端同源序列互补，序列间互为模板和引物

在 DNA 聚合酶的作用下延伸为含有缺口的环状

DNA 分子，该缺口可在大肠杆菌中得到修复从而得

到完整的质粒。总的来说，CPEC 是一种更为简单、

高效且经济的 DNA 组装技术，应用更加广泛，但不

适合高 GC 含量 DNA 片段的组装。 

除此以外，为了方便引物设计，基于 Golden 

Gate、Gibson 等组装方法，新一代 DNA 组装的辅

助设计软件 J5 Device Editor 也逐渐得到普及[15]。 

2.2  大肠杆菌基因组编辑技术 

在基因组上创建代谢途径，获得遗传性状稳
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定的大肠杆菌，离不开基因组编辑技术。通过基

因编辑，实现外源基因的插入、内源基因敲除以

及关键基因的表达调控。 

同源重组系统是大肠杆菌基因组编辑技术

的基础。大肠杆菌中最为常用的系统是 Red 同源

重组系统[16]，它来源于 λ 噬菌体，包括 3 个蛋白

Exo、Beta、Gam[17]，在这 3 种蛋白的协同下，

实现外源片段的同源重组。其同源重组效率较

高，同源臂可短至 50 bp，操作简单，广泛地应

用于大肠杆菌基因编辑中。基于 Red 同源重组系

统，结合不同的策略，研究人员开发出了无抗性

的基因组编辑技术，常用的有以下 3 种：(1) 基

于 Flp 重组酶的两步同源重组[18]：Flp 重组酶能

够识别短翻转酶识别位点序列，并能切除位于两

个翻转酶识别位点 (Flippase recognition target，

FRT)之间的序列。结合 Red 同源重组系统，先

将两端带有 FRT 序列的抗性基因整合进基因组

上的目标位点，再在 Flp 重组酶的介导下将抗性

基因敲除。该技术的缺点是会在目标位点上留下

一段 FRT 序列，并非无痕编辑，在多轮编辑后

会影响基因的编辑效率。(2) 基于 sacB 基因的两

步正负筛选法 [19]：sacB 基因编码分泌性蔗糖果

聚糖酶，能催化蔗糖水解成葡萄糖和果糖，并将

果糖合成为高分子量的果聚糖，对大肠杆菌产生

致死作用，是一种负筛选标记。在 Red 同源重

组系统介导下，先将带有抗性基因和 sacB 基因

的片段整合进目标位点，再将靶片段整合进目标

位点，替换掉带有抗性基因和 sacB 基因的基因

片段，在含有蔗糖的培养基中培养，通过反向筛

选策略，获得替换掉抗性基因和 sacB 基因片段

的正确转化子。(3) 基于 CRISPR/Cas9 的一步同

源重组：Cas9 蛋白在 gRNA 介导下在靶位点发

生剪切，使大肠杆菌基因组双链断裂，产生致死

效果。Red 同源重组系统可将供体片段整合进 

靶位点，修复断裂的 DNA 双链，或是在 Cas9

蛋白剪切前发生同源重组，使 Cas9 丢失靶位   

点而不发生剪切。2013 年张锋课题组 [20]证实了

CRISPR/Cas9 对大肠杆菌进行基因编辑的可行

性。2015 年中国科学院上海植物生理生态研究所

在大肠杆菌中建立了完善的 CRISPR/Cas9 双质粒

编辑系统[21]，将 Cas9、Red 建立在一个质粒上，

将 N20-gRNA、供体 DNA 片段构建在另一个质粒

上，利用该系统，大肠杆菌单基因编辑的效率可

达 100%。 

除同源重组外，研究人员开发出了对碱基直

接实现编辑的技术。David Liu 团队 [22]通过将

CRISPR/Cas9 和脱氨酶融合表达，实现了 C·T、

A·G 的碱基转换；新型 GBE 碱基编辑器还能在大

肠杆菌中实现 C·A 的颠换[23]，从而实现大肠杆菌

中碱基的任意编辑。这些新技术拓展了大肠杆菌

基因编辑的类型，提高了基因编辑的效率。 

2.3  基因表达调控技术 

基因表达调控是优化代谢途径的重要手段，

是代谢工程改造的核心。在大肠杆菌中创建途径

之后，需要对关键节点的基因进行表达强度的调

控，包括增强产物合成途径和辅因子合成途径，

或弱化一些敲除后会导致菌体不生长但对产品生

产有不利影响的基因。根据技术层次，分为单基

因调控、多基因调控以及基因动态调控技术。 

(1) 单基因调控：单基因调控是在染色体上

对代谢途径某个特定基因的表达进行调控。代谢

工程早期，常用强启动子进行单基因调控，如

IPTG 诱导型 Tac 启动子、T7 启动子等。但对于

代谢途径，单基因的强表达可能不是最优方式，

会导致代谢负荷。为实现单基因的最优表达，Lu

等[24]在大肠杆菌中构建了启动子文库，获得了不

同强度的启动子，用于葡萄糖转运蛋白基因 galP

和葡萄糖激酶基因 glk 的调控，组合调控菌株

GalP93-Glk37 显著提高了葡萄糖的消耗速率[25]。

除了启动子文库，Chen 等[26]利用 RBS 文库对丁

二酸转运蛋白 DcuB 和 DcuC 单基因调控，提高

了向细胞外转运丁二酸的能力和产量。 
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随着人工智能的发展，Wang 等[27]探索了大

量的潜在有效序列，开发了一种新型的基于 AI

的大肠杆菌启动子从头设计框架。通过深度学习

技术建立启动子产生模型，创建新的人工启动子。

这一技术的应用将提高单基因调控的效率，降低

成本。 

(2) 多基因调控：单基因调控只能在单基因

维度上操作，即使组合调控，其文库的容量也大

大减小，很难筛选出多个基因的最优组合。在代

谢途径的优化中，为实现目标化学品的高效生产，

常需要多个基因的协同表达才能达到代谢途径的

优化。Keasling 团队[28]开发了一种可调控基因间

区域 (Tunable intergenic region，TIGRs) 文库技

术。该技术基于基因间序列改变会对基因表达强

度产生影响的原理，实现了在一个操纵子内同时

对多个基因的表达强度调控的目的。使用这一技

术，大肠杆菌中甲羟戊酸途径的多个基因实现了

协同表达，甲羟戊酸产量提高了 7 倍。Isaacs 等[29]

开 发 了 多 重 自 动 基 因 组 编 辑 技 术 (Multiplex 

automated genome engineering，MAGE)，该技术

利用 Red 同源重组系统，通过自动化循环设备，

对多个基因位点进行循环编辑，提高了基因编辑

效率。基于 CRISPR/Cas9 技术，Zhu 等[30]在染色

体上实现对木糖代谢途径 3 个基因文库调控，筛

选到的最优菌株，其木糖代谢速率提高了 3 倍。 

(3) 基因动态调控：动态调控是代谢途径优

化中最有效的策略之一。虽然静态调控如单基因

和多基因调控易操作、效果显著，但细胞内代谢

物是动态的，若相关基因表达量过高会浪费细胞

资源，过低表达又会限制代谢通路，最终目标产

物的产率和产量受细胞代谢失衡而难以提升。为

了适时地平衡产物合成所需的基因表达与全局代

谢水平的关系，基因动态调控的引入能够实时响

应代谢信号，并及时进行反馈调节，适应细胞内部

代谢和环境的变化。例如，研究人员开发了一种动

态 感 知 - 调 控 系 统  (Dynamic sensor-regulator 

system，DSPS)，能够在大肠杆菌中根据宿主的代

谢 状 态 调 节 代 谢 途 径 ， 进 而 控 制 脂 肪 酸 乙 酯 

(Fatty acid ethyl ester，FAEE) 的生产。这一策略

使用了一个检测胞内代谢中间产物乙酰辅酶 A 的

检测器，并且它的同源调控因子——响应传感器

的启动子被设计用来控制 FAEE 生物合成途径相

关基因的表达。该系统根据胞内乙酰辅酶 A 的浓

度动态调控整条代谢途径的生产与消耗，最终不

仅将 FAEE 的产量提高了 3 倍，还降低了有毒代谢

中产物的浓度，并且提高了菌株的遗传稳定性[31]。

除脂肪酸外，动态调控策略已经应用于番茄红素、

氨基酸、肌醇等[32]高附加值生物化学品的合成，

实现了目标产物的大幅度增产。 

3  细胞全局优化 

大肠杆菌经过途径改造，还需要通过全细胞

优化来实现产量、生产速率及转化率的提高，这

些技术手段包括辅因子工程、全局转录因子工

程、生物传感器、适应性进化和生理改造。全细

胞优化后的菌株产业化优势更显著：菌株环境耐

受性更强，生产的稳定性更好，产品的经济性更

优 (图 3)。 

3.1  辅因子工程 

辅因子包括还原力 NADH/NAD+、NADPH/ 

NADP+及能量 ATP/ADP 等。它们为生物合成与分

解反应提供氧化还原载体，是细胞内能量传递的

重要代谢因子[33]。辅因子在胞内的形式及浓度，

将影响代谢网络、信号转导和物质转运，进而影

响细胞全局的生理功能。控制辅因子所采用的分

子生物学手段称为辅因子工程，它通过改造细胞

内辅因子的再生途径，调控辅因子的形式和浓度，

定向改变和优化微生物细胞代谢功能，最终实现

目标产物碳代谢流的最大化[34]。常用的辅因子工

程技术策略如表 1 所示。  

3.1.1  还原力 

在代谢途径中，作为底物或产物，还原力

NADH 和 NADPH 参与了化合物的分解或合成反 
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图 3  细胞全局优化 
Fig. 3  Optimization of global cellular performance. 

 
表 1  辅因子工程 
Table 1  Cofactor engineering strategies 

Cofactor Strategy Case Reference 

NAD(P)H 

Increase 
Activate PPP pathway to synthesize succinate [36] 

Activate the ED pathway to synthesize terpenoids [37] 

Balance 
Activate pntAB+yfjB(NADH→NADPH) to synthesize isobutanol [38] 

Activate udhA(NADPH→NADH) to synthesize butanol [39] 

Change the bias 

2, 5-diketo-D-gulonic acid reductase(NADPH→NADH) [41] 

Ketate reductase(KARI) 
(NADPH→NADH) 

[42] 

Computational simulation CSR-SALAD [44] 

ATP Proton-motive force Synthesis of succinate from glycerol [45] 

 
应。研究表明，还原力供给与需求的平衡是维持

细胞正常代谢的一项基本需求[34]。实现代谢途径

还原力的平衡，是提高终产物的产量和转化率的

先决条件。 

(1) 利用磷酸戊糖途径 (PPP) 和 2-酮-3-脱

氧-6-磷酸葡萄糖酸途径 (ED) 供给还原力 

丁二酸是一种重要的平台化合物，在大肠杆

菌中创建丁二酸合成途径，利用还原性三羧酸循

环，厌氧条件下合成 1 mol 丁二酸需要消耗 2 mol 

NADH，尽管糖酵解能提供 2 mol NADH，但糖酸
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转化率只有 1 mol/mol[35]。若用 C5 磷酸戊糖途径

代替 C6 糖酵解途径，使 85.7%的碳流向 PPP 途径，

理论上每 1 mol 葡萄糖通过 PPP 途径产生 2 mol 

NADPH，结合转氢酶 SthA，将葡萄糖代谢产生

的还原力从 2 mol 提高到 3.67 mol，丁二酸理论

转化率可达到 1.71 mol/mol [6]。 Tan 等[36]在大肠

杆菌中激活 PPP 途径，结合转氢酶 SthA 的转化，

将丁二酸的糖酸转化率从 1.12 mol/mol 提高到  

1.61 mol/mol (理论最大转化率的 94%)，实现了

PPP 途径作为还原力供给合成丁二酸的新途径。 

ED 途径，将 1 mol 葡萄糖代谢生成 2 mol 丙

酮酸时，能产生 1 mol ATP、1 mol NADH 和 1 mol 

NADPH。相比于糖酵解途径，其途径短、效率高；

相比于 PPP 途径，其没有碳损失。因此，ED 途

径也常作为 NADPH 的来源。Ng 等[37]将来源于运

动假单胞菌的 ED 途径在大肠杆菌中组装，并利

用了 RBS 库调控 ED 途径基因的表达，结果显示，

使用了 ED 途径的大肠杆菌，产生的 NADPH 比

野生型提高了 25 倍，用于类异戊二烯化合物合成

途径 MEP 生产萜类化合物，链孢红素 (一种萜类

化合物) 的产量提高了 97%。 

(2) 利用转氢酶实现代谢途径还原力需求类

型的转化和平衡 

Shi 等[38]在大肠杆菌中创建了异丁醇的合成

途径，该途径需要使用 NADPH 作为还原力，但

细 胞 在 糖 酵 解 的 过 程 中 产 生 的 还 原 力 类 型 是

NADH 形式，导致还原力的供给类型与需求类型

之间不平衡，影响了异丁醇的最终产率。为解决

这个问题，作者对转氢酶基因 pntAB (将质子 H 从

NADH 转到 NADP+上生成 NADPH) 和 NAD 激酶

基因 yfjB (将 NAD+转化为 NADP+) 用人工调控元

件 和 组 合 方 式 增 强 表 达 ， 实 现 还 原 力 类 型 从

NADH 到 NADPH 的高效转化。经过辅因子工程

改造的菌株，在厌氧条件下，异丁醇产量提高了

80%，产率提高了 39%，达到 0.92 mol/mol，接近

理论最大值。类似地，在大肠杆菌中构建的梭菌

丁醇合成途径需要还原力 NADH 的参与，且合成

1 mol 丁醇需要消耗 4 mol NADH，但糖酵解分解

1 mol 葡萄糖仅仅产生 2 mol NADH，导致还原力

的供给和需求的不平衡。为产生更多的 NADH 来

驱动丁醇的合成，Saini 等[39]过表达转氢酶基因

udhA (催化 NADPH 转换为 NADH)，实现还原力

类型从 NADPH 到 NADH 的转化，胞内的 NADH

的含量增加了 36%，丁醇产量增加了 25.6%。 

(3) 利用酶工程改变辅因子的偏好性 

代谢途径中，还原力供给或需要类型的转化

除了通过转氢酶来实现，还可以通过酶工程的手

段实现。即对相关的氧化还原酶进行定点或随机

突变，改变其对辅因子的偏好性 (如从 NADH 到

NADPH 或反之)，从而实现代谢途径还原力的平

衡[40]。例如，2,5-二酮基-D-古龙酸还原酶 (2, 5-DKG) 

是 维 生素 C 合 成途 径中 的 关键 酶， 辅 因子 为

NADPH，但途径供给的还原力类型为 NADH。为

实现辅因子供给和需求类型的平衡，Banta 等[41]

利 用 酶 工 程 进 行 定 点 突 变 ， 获 得 的 四 突 变

F22Y/K232G/R238H/A272G 2,5-DKG 对 NADH 的

亲和力提高了 2 倍，成功实现了 2,5-DKG 辅因子

偏好性由 NADPH 向 NADH 的转变，解决了胞内

辅因子的平衡问题，提高了维生素 C 的生产。类

似的改造如异丁醇合成途径中的关键酶酮酸还原

酶 (KARI) 辅 因 子 偏 好 性 从 NADPH 改 变 为

NADH，实现了途径还原力平衡，使大肠杆菌厌

氧异丁醇合成达到 100%的理论转化率[42]。 

随着计算机科学的发展，酶工程辅因子改造

的效率得以极大地提升。利用计算机程序化的模

拟、计算和分析，自动化高通量地设计出辅因子

偏好性改变的酶。Cui 等利用计算机程序，评估

酶和辅因子相互作用的氢键强弱，结合分子动力

学参数，获得需要改造的蛋白质位点实现辅因子

偏好性的转化[43]。近来一个新的用于辅因子偏好

性改变的计算工具，称为辅因子特异性逆转-结构

分 析 和 库 设 计  (CSR-SALAD) ， 计 算 网 站 为



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

1572 

http://www.che.caltech.edu/groups/fha/CSRSALAD
/index.html，其可操作性强，为代谢途径中酶辅因

子偏好性改造提供了良好的工具，极大地减少了

酶辅因子改造的工作量[44]。  

3.1.2  能量 ATP 

在代谢途径中除了考虑还原力的因素外，还

需要考虑能量 ATP 的合成。细胞需产生足够的

ATP 供细胞生长和产物合成。甘油是一种高还原

力碳源，用于丁二酸生产有较大优势：1 mol 甘油

与 1 mol CO2 理论上可合成 1 mol 丁二酸。但在厌

氧条件下，从甘油到丁二酸的合成途径不能产生

足够的 ATP，导致丁二酸产量和生产速率相当低。

Yu 等[45]使用来自克雷伯氏菌的 ATP 依赖型二羟

基丙酮激酶 (DhaK) 替代了大肠杆菌原有的 PEP

依赖型二羟基丙酮激酶 (DhaKLM)，在大肠杆菌

中创建出一条新的甘油厌氧代谢途径。和原有途

径相比，新途径能产生质子动力势为细胞生长和

丁二酸外排提供额外能量。丁二酸产量、比生产

速率和胞内 ATP 含量分别增加了 282%、63%和

338%。利用质子动力势提高 ATP 供给也为途径中

能量代谢调控提供了思路。 

3.2  全局转录因子工程 

在优化细胞生理性能时，很多情况下无法确

定明确的靶基因和调控因子。过去科学家们大多

是通过随机诱变的方法获得生理性能优化了的

突变菌株。然而这种方法会在细胞基因组上造成

随机突变，其中很多对细胞生长代谢不利。突变

菌株虽然提高了特定的生理性能，但同时也伴随

了 很 多 负 面 的 作 用 。 细 胞 全 局 转 录 因 子 工 程 

(Global transcription machinery engineering ，

gTME) 通 过 对 转 录 复 合 体 成 分 ， 尤 其 是 负 责

DNA 序列识别从而决定 RNA 聚合酶结合偏好性

的转录因子进行定性进化，对细胞整体的转录发

生扰动，筛选相应细胞性状的策略。该策略可以

有针对性地在细胞基因组上造成改变，筛选目标

生理性能，获得遗传背景清晰的代谢工程菌。

Alper 等[46]利用易错 PCR，对大肠杆菌关键转录

机器组分 sigma 因子 (rpoD 基因编码) 突变，获

得乙醇的耐受突变株。在 50 g/L 乙醇条件下倍增

时间为 3.5 h，而前人所得到的乙醇耐性最好的

E. coli 菌株在同等条件下倍增时间为 4–6 h。转

录水平分析显示，在 20 g/L 乙醇条件下，培养突

变株的 354 个基因的转录水平有变化，这些基因

都与逆境胁迫响应有关，其中也包括乙醇胁迫。

同遗传改造相比，细胞全局转录因子工程不需要

制备感受态，操作方法简单，着眼于调控细胞整

体基因转录，定向性强，具有较强的工业菌株应

用前景。 

3.3  生物传感器 (Biosensor) 

经过内源性代谢途径优化或异源性途径的整

合和调控，大肠杆菌细胞内的物质和能量重新分

配，最大限度地生产特定化合物。但同时也会出

现细胞“逃逸”现象：代谢途径中基因的过表达会

对细胞造成代谢负荷，造成代谢失衡；中间代谢

物的积累或耗竭可能会损害细胞活力[47]；过表达

的异源蛋白会消耗额外的能量，引起细胞应激反

应[48]；实验室工程菌株无法适应工业生产环境维

持代谢稳态，发生变异[49-50]。解决的方案之一就

是设计生物传感器 (感应-传导-执行)，让细胞能

接收反馈信号，自主调整通路的表达，对抗代谢

异质性和环境压力，实现全细胞优化。 

代谢负荷生物传感器：Ceroni 等[51]利用转录

组分析，得到了细胞负荷感应启动子 htpG，它能

对细胞的非天然状态 (如基因过表达) 发生信号

响应。利用该启动子控制 sgRNA (靶向需要控制

的基因启动子) 的表达，当细胞中基因过表达产

物过多，对细胞造成负荷，htpG 启动子接收信号，

启动 sgRNA 的表达，在 dCas9 的协助下，负控制

基因启动子的表达，解除基因过表达对细胞产生

的代谢负荷。 

群体质量控制生物传感器(PopQC)：群体质量

控制系统包括一个基于转录调控因子(FadR/TryR) 
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的生物传感器，该生物传感器可以正向响应中间

代谢物或终产物 (游离脂肪酸/酪氨酸) 的浓度。

在低产细胞或非生产细胞内，转录调控因子可以

结合在启动子 (PAR/PT1/2) 上，抑制抗性基因 tetA

的表达，从而清除低产菌株；而在高产细胞内，

转录因子解除对启动子的阻遏，抗性基因表达，

高产菌株富集。Xiao 等[52]将该策略用于酪氨酸合

成，使酪氨酸的产量提高了 2.6 倍。 

除了上述的生物传感器，还有代谢物-成瘾生

物传感器[53]，以及基于群体感应系统建立的多层

级生物传感器[54]等，这些生物传感器的开发和应

用，为大肠杆菌细胞工厂发酵性能优化提供了更

多的思路。 

3.4  适应性进化 

对细胞生理性能的优化，当通过代谢工程的

理性改造达不到目标时，可通过非理性的适应性

进化实现。即通过在发酵反应器中连续传代培养

微生物，在一定压力条件或生长偶联方式累积目

标突变，获得生理性能显著提高或代谢途径更加

优化的菌株。 

通过适应性进化，可以获得适合工业化环境

的大肠杆菌工程菌株，如在低 pH、高浓度盐和高

温等压力环境条件下进行适应性进化，可获得耐

酸[55]、耐高渗[6,56]和耐高温[57]等优良性能的菌株。

同时，结合突变技术，如化学诱变[58]、紫外诱变[59-60]

和改变细胞的 DNA 修复系统[61-62]等，可加快适

应性进化的效率。 

组学 (重测序、转录组、蛋白质组和代谢组)

技术的发展为适应进化菌株的深度表征提供了方

法[63-65]。对适应进化菌株，通过基因组重测序对

突变进行基因型表征；对突变基因进行转录组和

酶活分析，建立表型和基因型合理的联系。在研

究过程中，多种分析策略组合应用，将有助于合

理解释观察到表型的潜在机制[65]，也有助于用理

性的方式对细胞生理进行改造。 

3.5  生理改造 

改变细胞膜或细胞形态的大小等生理性状将

有效提高目标代谢产物的装载量，是提高微生物

细胞工厂效率的有效策略之一。 

Wu 等[66]研究了大肠杆菌细胞膜改造对提高

萜类化合物合成能力的影响。过表达与膜小泡合

成相关的单葡萄糖甘油二酯合成酶 Almgs，将 β-

胡萝卜素的单位细胞含量提高了 70%，进一步增

强了细胞膜主要成分甘油磷脂的合成途径，将 β-

胡萝卜素的单位细胞含量提高了 2.9 倍(由 6.7 mg/g 

CDW 提高至 19.6 mg/g CDW)。经过膜工程改造

的大肠杆菌细胞，其电镜图像有明显的膜堆积，

膜的形态改变与 β-胡萝卜素储存容量相关。为提

高 β-胡萝卜素的外排能力，作者进一步对膜囊泡

系统进行了改造，构建了人工膜囊泡系统(Artificial 

membrane vesicle trafficking system，AMVTS)。含

有 AMVTS 系统的菌株，使 β-胡萝卜素的分泌量

提高 13.7%，产量与对照菌株相比提高 35.6%；

使 高 产 菌株 CAR025 中 β-胡 萝 卜 素 产 量提 高

61%[67]。膜形态的改变和 AMVTS 膜囊泡转运系

统提高了疏水萜类化合物在细胞内的产量和外排

能力，为创建高产疏水化合物的细胞工厂提供了

新的思路，有广泛的应用前景。   

Chen 等[68]研究了大肠杆菌细胞形态的大小

对提高聚羟基脂肪酸酯 (Polyhydroxyalkanoates，

PHA) 产量的影响。大肠杆菌通常的直径大小为

0.5–2 μm，通过降低 mreB 基因 (参与细胞骨架的

形成)的表达，细胞的大小增加，直径约为 10 μm；

进一步诱导 sulA 基因 (参与抑制细胞的分裂) 的

表 达 ， 细 胞 成 为 细 长 型 ， 聚 羟 基 丁 酸

(Poly-hydroxybutrate，PHB) 积累增加了 100%。

与此类似，Ding 等[69]通过调控大肠杆菌的细胞分

裂实现了化学品的生产：过表达与分裂相关的蛋

白 (FtsZA) 和核糖核苷还原酶 (NrdAB)，有效缩

短细胞分裂周期，缩小细胞形态，提高比表面积

(SSA)，用于大肠杆菌乙偶姻发酵，产量增加到

67.2 g/L，比野生型提高了 39.19%；核糖核苷还
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原酶的弱表达或分裂蛋白抑制剂 SulA、MinC、

MinD、MinE 和 FtsH 的过表达，可延长细胞分裂

周期，扩大细胞形态，提高平均细胞体积(Mean 

cell volume，MCV)，用于聚乳酸-co-3-羟基丁酸

(Polylactate-co-3-hydroxybutrate，PLH) 合成，大

肠杆菌的 PLH 含量增加至 53.8 wt%，是出发菌株

DQ0 的 2.01 倍。改变细胞形态提高细胞目标产物

的策略，为细胞工厂的构建提供了新的方法。 

4  总结与展望 

自然界中单一生命已有合成途径的化学品，

相对得到了比较深入的开发，工业化应用案例较

多。随着基因测序与解析技术的发展，越来越多

的未知代谢途径得到解析，更多的功能基因也得

到发掘。对不同来源的代谢途径进行组合，可以

合成一系列自然界中没有的化学品生物合成途

径。在计算生物学、化学生物学、蛋白质科学的

交叉融合下，甚至可以获得一系列催化非天然反

应的酶，从而进一步拓展代谢工程的应用范围。

大肠杆菌由于遗传背景清晰，又具备极为丰富的

代谢元件库和完备的基因组编辑技术，成为了最

适合进行代谢工程改造实验的底盘菌株之一。近

年来，大肠杆菌在 CO2 固定和甲醇利用方面取得

了一系列的新进展[11]，经过代谢工程改造的大肠

杆菌甚至能够以甲醇为唯一碳源生长，在碳的循

环利用方面作出了突出贡献[70]。相信随着人工智

能以及工程化理性设计的发展，结合日益丰富先

进的生物技术，大肠杆菌代谢工程将实现理性化、

工程化、智能化的革命，化学品的生物制造成本

更低，具有更强的竞争力。但大肠杆菌亦存在诸

多不足，如不具有某些关键辅因子如维生素 B12

的合成途径；糖基化和磷酸化修饰能力弱、不易

形成复杂的二硫键导致外源基因表达困难等。随

着 CRISPR/Cas9 等基因组编辑技术的发展，酵母

菌、丝状真菌以及其他原核生物的代谢改造工具

也日趋完备，未来将有更多的宿主菌可供选择，

便于构建更具竞争力的细胞工厂。 
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