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本期主要选择酶的超分子聚集体、生化反应和酶的计算设计、酶的改造

和生产、化合物生物合成、一碳气体生物转化以及合成生物学教育等文章进

行导读。 

 

 

本期亮点 

在酶的生产过程中，希望分离纯化过程尽

量简单，且酶能够被重复利用。如果能在细胞

内使酶分子聚集成为微米级的无载体超分子结

构，之后又将这种超分子结构全部或部分转化

为寡聚态酶分子，就有可能同时实现酶的分离

纯化及催化性能提升，对酶的实际应用具有重

要意义。铁蛋白是一类将铁储存在蛋白聚集体

内并能够保护细胞免受氧化损伤的蛋白聚集

体，可在高离子强度下组装成二十四聚体，但

在较低的离子强度下则形成二聚体。葛慧华  

等[1]根据铁蛋白的这一特征，将其引入地衣多

糖酶的 C 端，发现融合蛋白可在胞内自发聚集，

形成微米级无载体固定化酶，经低速离心即可

获得纯度较高的地衣多糖酶活性聚集体。这样

的活性聚集体在 30 ℃储存 25 d 活力也无明显

损失，且重复使用 10次后仍有 50%的活性保留。

更重要的是，该地衣多糖酶活性聚集体能在缓

冲液中自发复溶，形成纳米级多聚地衣多糖酶，

其催化效率等参数均显著高于游离地衣多糖

酶，为一体化实现酶的分离纯化、固定化重复

使用和催化性能提升提供了一种新的方法，在

多个应用领域具有潜在的价值。 

计算设计 

利用合成生物学和代谢工程手段构建细胞

工厂，首先就是要进行途径设计。途径设计主

要包括两方面的问题：对于那些在底盘微生物

中没有的代谢途径，如何“从无到有”设计一条

高效的生化反应路径。对于那些已经存在于底

盘微生物的代谢途径，如何“从有到优”地进行

优化，提高效率。最早的途径设计，都是基于

生化反应知识，通过“肉眼”观察得出。随着基

因组信息的不断丰富，已经有很多包含丰富生

化反应途径信息的数据库。通过基于图论的途

径设计和基于约束优化的途径设计两类方法，

可以快速获得目标产品的生物合成路径，供研

究者进一步比较筛选。但这些数据库和计算设

计方法，对没有计算生物学背景的普通生物学

研究者来说，仍显艰深。余文童等[2]详细介绍

了用于途径设计的数据库以及如何基于图论和

约束进行途径设计，并根据实际应用场景讲解

了途径设计的具体流程，是一篇实用性很好的

综述，对初学者具有很好的参考价值。 

通常理解的细胞工厂的代谢网络，是指以

碳流转化为主体的生化反应途径组成的网络。

在这些生化反应中，经常伴随的 ATP/ADP/ 

AMP、NADH/NAD+、NADPH/NADP+，以及用

于转氨反应的代谢物对，本身并不参与碳骨架

的转化，这些物质被称为流通代谢物，其相互

转化反应在构建代谢网络模型时应该被成对去

除。研究者面临的问题是，在构建一个由上千

个生化反应构成的基因组尺度代谢网络模型

时，如何快速、准确、没有遗漏地将这些流通

代谢物去除。高雅杰等[3]综合分析比较了目前

各种去除流通代谢物方法的优缺点，提出以某
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种代谢物在特定反应中的功能和作用来定义其

是否为流通代谢物，并根据基团转移对和代谢

物对的不同优先级顺序来去除流通代谢物。作

者根据这些原则编写了一套程序，提高了途径

搜索的准确性，可以更好地支撑途径设计。 

基于结构和序列信息对酶进行理性设计，

始终是蛋白质工程的重要方向。其中，酶的热

稳定性改造是关注的焦点之一。针对酶的热稳

定性改造，已经发展了很多计算机辅助的计算

设计策略。这些计算设计实际上是一些基于不

同函数的打分策略，在达到某些目标功能的同

时，往往会损失另外一些功能。因此，张碧飞

等[4]以提高脂肪酶的热稳定性为目标，将不同

的计算设计策略整合在一起，以期进一步提高

计算设计的有效性，减轻实验工作量。作者将

应用统计能量函数的 ABACUS、基于序列保守

性分析与蛋白质构象自由能计算的 PROSS 以

及利用经验力场建立打分函数的 FoldX 三种方

法结合起来进行正向筛选，采用共进化分析和

位置特异性评分矩阵进行负向筛选，通过这样

的策略，从设计的 18 个单点突变中获得了 7 个

热稳定性提高的突变体，正向突变效率达到

38.9%。最终获得的五点组合突变体，不仅热稳

定性比野生型提高了 10 ℃以上，酶活也提高

了 40%，取得了不错的效果，其他酶的热稳定

性改造也可以借鉴这样的组合策略。 

酶的改造与生产 

催化柚皮素异戊烯基化反应生成 8-戊烯基

柚皮素的异戊烯基转移酶一般都来自植物，这

些酶在植物中大多是一些定位于叶绿体等不同

细胞器的膜结合蛋白。在其天然宿主中，这些

用于定位的信号肽可被信号肽前肽酶切割。然

而在异源宿主中表达时，由于没有类似的细胞

器和信号肽前肽酶，这些无法被识别并切除的

信号肽可能就成了冗余序列，影响成熟酶的结

构和功能。郭超杰等[5]以一个来自苦参的异戊

烯基转移酶为对象，从 N 端选择了 13 个位点

分别截短侧链，发现 K62 截短的异戊烯基转移

酶催化合成 8-戊烯基柚皮素的效率最高。对

K62 截短的异戊烯基转移酶突变体进行了分子

对接并经实验验证，发现 K185 是一个关键的催

化位点。作者进一步通过强化 DMAPP 供给等策

略，使 8-戊烯基柚皮素的产量达到 45 mg/L，为

进一步合成淫羊藿素等产品奠定了基础。 

使用金属离子作为辅因子的金属酶，在生

物体内具有重要作用。金属酶的设计改造主要

有两种策略。一是通过对金属酶的定向进化，

改变所使用的金属元素类型，同时赋予其催

化非天然反应的能力。二是在天然酶结构中

导入人工合成的金属复合物作为非天然催化

中心，从而催化新反应。毕悦欣等 [6]以依赖锌

离子的醇脱氢酶为对象，研究了与锌离子绑定

的氨基酸位点是否有可替换性。结果发现，固

定锌离子的 3 个关键氨基酸位点的三突变体

Cys37Asp/His59Asp/Asp150Glu，对催化底物的

转化率以及产物手性均和野生型一致，仅 ee 值

略有下降。作者还证明，突变后位点仍然参与

了对锌离子的绑定，说明锌离子的绑定位点替

换不会影响醇脱氢酶的催化性能，为后续测试

醇脱氢酶是否能够以其他金属离子为辅因子奠

定了基础。 

解淀粉芽胞杆菌是工业酶的常用生产菌

株，但在高密度发酵过程中，其菌体容易发生

自溶，导致产酶能力也相应下降。肽聚糖水解

酶与细菌自溶有关。在枯草芽胞杆菌的研究已

经表明，肽聚糖水解酶存在部分冗余基因，敲

除之后可以有效地减缓细胞自溶，并提高胞外

蛋白的生产能力。徐小健等[7]研究了敲除解淀

粉芽胞杆菌 5 个肽聚糖水解酶对生长和产酶的

影响，发现敲除酰胺酶 LytC 和肽链内切酶 LytE

可以减少菌体自溶、提高产酶，但是敲除另外

一个肽链内切酶 LytF，以及两个氨基葡萄糖苷
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酶 LytD 和 LytG，则没有什么影响。敲除 LytC

和LytE的解淀粉芽胞杆菌有望成为更好的工业

酶生产底盘菌株。 

化学品生物合成 

合成生物学与代谢工程的快速发展，使得

我们改造单一菌株生产化学品的能力空前增

强。但是，在很多情况下，一个微生物完成不

了所有的工作。例如，代谢途径过长造成代谢

负担，以及特定代谢产物对特定微生物的毒性

等。在这些情况下，将一个代谢途径分解成不

同的模块，并在不同微生物中构建，创建一个

人工微生物组，有可能取得更好的效果。庞庆

霄等[8]总结了以模块化方式构建微生物组进行

共培养以生产特定化学品的研究进展。这样的

模块化可以在不同的原核生物间进行 (如大肠

杆菌-大肠杆菌、大肠杆菌-链霉菌、链霉菌-芽

孢杆菌、拜氏梭菌-丁酸梭菌、枯草芽胞杆菌-铜

绿假单胞菌)，也可以在不同的真核生物间进行 

(如酿酒酵母-巴斯德毕赤酵母)，甚至在原核生

物-真核生物间进行 (如大肠杆菌-酿酒酵母、乳

酸乳球菌-解脂耶氏酵母、丙酮丁醇梭菌-酿酒

酵母)，所生产的产物既有醇、酸类产物  (如

乙醇、丁醇、粘糠酸、羟基苯甲酸)，更多的则

是代谢途径较长的萜烯、黄酮和生物碱类天然

化合物，如咖啡醇、迷迭香酸、白藜芦醇、红

景天苷、紫杉烷、柚皮素、姜黄素、樱花素、

木兰花碱等。 

解脂耶氏酵母是一种非常规酵母，但由于

其较宽的底物谱、对各种环境胁迫的耐受性、

胞内乙酰辅酶 A 供应充分、可进行高密度发酵

以及对人体安全的特性，近年来在合成生物制

造领域得到很多关注。经工程改造的解脂耶氏

酵母在生产羧酸方面具有很大的潜力，荣兰新

等[9]对此进行了总结。解脂耶氏酵母工程菌株

以粗甘油为原料可以生产 160 g/L 的丁二酸，得

率为理论得率的 64%；以甘油为原料可以生产

186 g/L 的 α-酮戊二酸，得率为理论得率的

37.8%；以橄榄油为原料可以生产 136.7 g/L 的

异柠檬酸，得率为理论得率的 36.2%；以葡萄

糖为原料可以生产 97.1 g/L 的柠檬酸，得率为

理论得率的 46.9%。由此可以看出，解脂耶氏

酵母工程菌株由于其较强的胁迫耐受能力，目

标有机酸可以比较容易地达到 100 g/L 以上。但

由于是高密度培养，且是好氧发酵，因此得率

一般都比较低。由于这些大宗有机酸的价格一

般都不高，所以决定其成本的关键还是原料的

价格以及对原料的得率。设计能够提高原料得

率的生物转化路线，这是后续研究应当重点关

注的地方。 

四吡咯化合物是由 4 个吡咯环通过不饱和

次甲基连接而产生的大环化合物，主要包括血

红素、叶绿素、维生素 B12、胆色素和辅酶 F430

等，在农业、食品、医疗保健和化妆品等行业

具有广泛用途。5-氨基乙酰丙酸是四吡咯化合

物生物合成的前体，目前生物合成已经可以达

到 20 g/L 以上的水平。从 5-氨基乙酰丙酸出发，

经不对称缩合、聚合、脱氨基和环化反应后，

可生成环状中间体尿卟啉原Ⅲ。尿卟啉原Ⅲ是

两类四吡咯化合物的共同起点：甲基化后进入

西罗血红素、钴胺素以及辅酶 F430 的生物合成

途径；脱羧之后则进入血红素、叶绿素以及胆

色素的生物合成途径。潘斐等[10]综述了近年来

这些四吡咯化合物生物合成取得的进展。由于

合成途径长，目前这些化合物的产量很少有超

过 1 g/L 的报道，需要加强关键酶的筛选、代谢

途径平衡和解决产物抑制 3 个方面的研究，或

采用模块化人工微生物组的方式。 

非天然氨基酸主要指那些不由遗传密码编

码、不参与蛋白质合成的氨基酸，在医药、农

药领域具有重要的用途。已发现的非天然氨基

酸大约有几百种，很多也是天然氨基酸的衍生

物，如苯丙氨酸、酪氨酸、谷氨酰胺、丙氨酸、
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半胱氨酸、丝氨酸和赖氨酸等的衍生物。汤晓

玲等[11]综述了近年来改造大肠杆菌和谷氨酸棒

杆菌生产非天然氨基酸进展，包括从葡萄糖生 

产 L-2-氨基丁酸 (9.3 g/L)、β-丙氨酸 (37.7 g/L)、

5-氨基乙酰丙酸 (18.5 g/L)、O-乙酰-高丝氨酸 

(62.7 g/L)，其中 O-乙酰-高丝氨酸达到的水平

具有产业化的潜力。另外一种重要的非天然氨

基酸是麦角硫因，它是一种 2-硫代咪唑氨基酸，

具有很强的抗氧化能力，因此在高端化妆品行

业具有重要用途。刘琦等[12]综述了麦角硫因生

物合成的进展情况。真核微生物中的麦角硫因

生物合成途径要比原核微生物简单，且与谷胱

甘肽的生物合成不存在竞争关系。最近报道在

厌氧微生物中也发现了麦角硫因的生物合成途

径，其中有一个酶能够将无机硫原子直接转移

到组氨酸三甲基盐的咪唑环上，生成麦角硫因。

厌氧合成途径更加简单，但是关键酶的催化速

率比好氧途径要低 1–2 个数量级，因此尚无实

际应用意义。近期，国内已经有数家企业，采

用不同的微生物，开始在工业规模上生产麦角

硫因。 

一碳气体转化利用 

甲烷是富含能量的一碳气体化合物，除了

在天然气和煤层中广泛存在，高浓度废水经过

厌氧消化产生的沼气中也含有大量甲烷，如果

能够以其为原料合成高价值生物产品，可以产

生比燃料更高的价值。自然界中存在多种甲烷

氧化菌，能够将甲烷氧化为甲醇-甲醛，一部分

甲醛进入生物质合成，另一部分甲醛氧化为甲

酸，并通过甲酸脱氢酶氧化为二氧化碳。从甲

醛节点通过 5-磷酸核酮糖途径生成生物质，或

从甲酸节点通过丝氨酸循环生成生物质或聚羟

基烷酸酯，是甲烷好氧代谢生产生物产品的两

个主要出口。严程等[13]总结了甲烷氧化菌的工

程应用进展。生活垃圾填埋场产生的甲烷浓度

虽然不高，但总量非常大。在生物覆盖层、生

物过滤器中优化适宜甲烷氧化菌生长代谢的条

件，是促进甲烷氧化的重要措施，富含甲烷氧

化菌的生物过滤器也可以用于处理煤矿通风气

中的甲烷。利用甲烷生产单细胞蛋白是目前的

一个主要应用出口，但还远远没有把甲烷富含

的能量发挥出来。未来的合成生物学工作，需

要考虑如何实现甲烷中高能碳-氢键的高效断

裂和后续利用。 

基于合成生物学技术，提高自养微生物固

定二氧化碳的能力，或构建能够高效固定转化

化碳的异养微生物，近年来取得很多进展。二

氧化碳中的碳是最高价态，如果要将其还原为

低价态的碳，意味着必须输入还原力。因此，

除了那些不改变碳的价态的固定方式 (如生产

尿素或聚碳酸酯材料)，二氧化碳的高效生物固

定、利用和转化，一方面需要高效的酶，另一

方面需要高效、低成本的能量输入。多数自养

微生物，依赖于光或无机物提供的能量生长，

由于能量利用效率较低，其固碳效率较低。在

异养微生物中，也存在固碳效率很高的酶，比

较典型的有磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶，能够利

用高能磷酸化合物中蕴含的能量实现羧化反

应。改造异养微生物的固碳能力，主要是希望

利用异养微生物胞内高效的代谢网络，找到固

碳速率与其匹配的高效固碳酶，在能够提供高

效、低成本能量输入的情况下，实现二氧化碳

的高效还原转化。胡贵鹏等[14]总结了近年来异

养微生物固定二氧化碳的研究进展。以糖为原

料的发酵过程，只要经历丙酮酸脱羧反应，或

者在好氧下通过三羧酸循环获取能量，均会释

放二氧化碳，此时如能通过外部能量的输入，将

一部分二氧化碳回收固定，可以提高目标化学品

的转化得率。可以考虑的外源能量系统包括光

能、氢能和电能，相关概念都已在不同研究中得

到验证。由于二氧化碳的气态特征，利用异养
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微生物直接固碳，面临着在一个气-液-固三相体

系中的传质障碍，因此，将二氧化碳先还原为

含能一碳化合物，再利用异养微生物进行转化，

可能是更容易实现规模化的一条路径。 

微囊藻与医学成像 

临床诊断和生物学研究中经常要用到超声

成像和超声造影剂。目前临床上使用的造影剂

一般为人工合成的微泡，直径为 1–8 m，体积

较大，因此在医学应用中有不少限制。蓝藻和

古菌中存在一种蛋白外壳的气囊，能显著增强

超声成像的效果，且由于其纳米级尺寸，因此

在超声成像中有很大应用潜力。传统使用高渗

裂解法从蓝藻中提取气囊，费时费力且收率低。

许瑞等[15]开发了一种非常简便的过氧化氢提取

法，操作时间可缩短 2/3，得率提升了 3 倍，提

取获得的气囊结构保持正常。这种方法可用于

从多种微囊藻中提取气囊，并且所提取的气囊

均能表现出造影信号，具有放大应用的潜力。 

合成生物学教育 

本期还刊登了两篇与合成生物学教学相关

的论文。浙江大学将合成生物学作为面向全体

本科生的通识课程，要求选课学生选择 iGEM

竞赛中的一个项目进行讲解，并通过实验搭建

一个简单的合成生物学系统。来自文、理、工、

医等多个学部的电气与自动化、化工与高分子、

能源、信息、计算机、控制工程、经济学、新

闻学、统计学、医学等专业的学生选修了这门

课程，在课程学习中打破了学科壁垒，促进学

科交叉融合，很好地起到了通识教育的作用，

也在不同专业本科生中播撒了合成生物学思想

的种子，他们中间或许有人会因为这门课程的

激励，而走上合成生物学的研究道路。杨帆和

杨劲树[16]对在浙江大学开设合成生物学通识课

程的背景、设计思想和实施效果进行了总结，

这对在其他高校推广这门课程，也具有很好的

借鉴意义。西南交通大学的简甜甜等[17]则详细

总结了 iGEM 竞赛的获奖评审条件和近几年

iGEM 竞赛各赛道的选题情况，作者结合在学

校与美国合作高校联合组队参加 iGEM 竞赛的

经历，认为组织本科生参加 iGEM 竞赛，有助

于学生体验多学科交叉碰撞的精彩，培养学生

的创新能力和团队合作能力，助力学生成长为

一名复合型人才。我们期待有更多合成生物学

方面的教学和科研经验总结投稿本刊，共同推

动合成生物学人才的培养。 
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