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摘   要：L-脯氨酸 (L-proline, L-Pro) 是构成生物体蛋白质 20 种氨基酸中唯一的一种亚氨基酸，

其羟基化后的产物主要是反式-4-羟基-L-脯氨酸 (trans-4-hydroxy-L-proline, T-4-Hyp)，两者均具有

独特的生物活性，在生物医药和食品美容方面发挥着不可替代的作用。随着对 L-Pro 和 T-4-Hyp 功

能的深度挖掘，这两者的需求与日俱增，传统生物提取和化学合成的方法已无法满足当今社会“绿
色、环保、高效”的需求。近年来，合成生物学迅猛发展，通过深入解析 L-Pro 和 T-4-Hyp 的合成

途径，构建了微生物细胞工厂用于规模化生产，为绿色高效生产 L-Pro 和 T-4-Hyp 开启了新的篇章。

本文综述了 L-Pro 和 T-4-Hyp 的应用与生产方法、微生物合成 L-Pro 和 T-4-Hyp 的代谢途径以及微

生物生产 L-Pro 和 T-4-Hyp 的改造策略与研究进展，旨在为 L-Pro 和 T-4-Hyp 的“绿色生物制造”提
供理论基础，促进其工业化生产。 

关键词：L-脯氨酸；反式-4-羟基-L-脯氨酸；生物合成；代谢工程；微生物生产  
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Abstract: L-proline (L-Pro) is the only imino acid among the 20 amino acids that constitute biological 
proteins, and its main hydroxylated product is trans-4-hydroxy-L-proline (T-4-Hyp). Both of them have 
unique biological activities and play important roles in biomedicine, food and beauty industry. With the 
in-depth exploration of the functions of L-Pro and T-4-Hyp, the demand for them is gradually increasing. 
Traditional methods of biological extraction and chemical synthesis are unable to meet the demand of 
“green, environmental protection and high efficiency”. In recent years, synthetic biology has developed 
rapidly. Through the intensive analysis of the synthetic pathways of L-Pro and T-4-Hyp, microbial cell 
factories were constructed for large-scale production, which opened a new chapter for the green and 
efficient production of L-Pro and T-4-Hyp. This paper reviews the application and production methods 
of L-Pro and T-4-Hyp, the metabolic pathways for microbial synthesis of L-Pro and T-4-Hyp, and the 
engineering strategies and advances on microbial production of L-Pro and T-4-Hyp, aiming to provide a 
theoretical basis for the “green bio-manufacturing” of L-Pro and T-4-Hyp and promote their industrial 
production. 

Keywords: L-proline; trans-4-hydroxy-L-proline; biosynthesis; metabolic engineering; microbial 
production 

 
 
 

L-脯氨酸  (L-proline, L-Pro)，分子式为

C5H9NO2，简称为脯氨酸，是 20 种常见氨基酸

中唯一一种亚氨基氨基酸，具有香甜味，属于

中性氨基酸，其侧链以环状形式 (四氢吡咯环) 
连接在 α-碳原子上；反式 -4-羟基 -L-脯氨酸 
(trans-4-hydroxy-L-proline, T-4-Hyp)，也可简称

为羟脯氨酸 (hydroxyproline, Hyp)，其分子式为

C5H9NO3，它不属于 20 种常见的氨基酸，是亚

氨基酸 L-Pro 羟基化后最重要最普遍的一种产

物，L-Pro 和 T-4-Hyp 的理化性质见表 1。L-Pro

和 T-4-Hyp 主要存在于胶原蛋白中，是结缔组

织、皮肤、软骨等组织的主要胞外成分，在细

胞生长、蛋白质折叠和稳定性中发挥着重要作

用，尤其是在胶原蛋白三螺旋结构的稳定中作

用显著，三螺旋结构的异常变化或不稳定都可

能导致疾病[1-3]，例如肌腱和韧带的结缔组织断

裂[4]。随着对 L-Pro 和 T-4-Hyp 功能的深入挖掘，

发现 L-Pro 和 T-4-Hyp 除了构成胶原蛋白外，在

医药、农业、化工、食品和美容等方面都具有

重要作用。 
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表 1  L-脯氨酸和反式-4-羟基-L-脯氨酸的理化性质 
Table 1  Physicochemical properties of L-Pro and T-4-Hyp 
Properties L-proline (L-Pro) trans-4-hydroxy-L-proline (T-4-Hyp) 
Molecular formula C5H9NO2 C5H9NO3 

Molecular weight (g/mol） 115.13 131.13 

Water-solubility (%, 25 ℃) 162.30 36.10 
Boiling point (℃) 252.20 355.20 
Melting point (℃) 228.00 273.00 
Isoelectric point (pI) 6.30 5.83 
Dissociation constant (pK) pK1:1.99, pK2:10.60 PK1:1.82, PK2:9.65 
Specific rotation –84.50– –86.00 –74.00– –77.00 
Refractive index –85.00 –75.50 
Density (g/cm3) 1.35 1.39 

 

1  L-脯氨酸和反式-4-羟基-L-脯氨酸

的应用与生产 
1.1  L-脯氨酸和反式-4-羟基-L-脯氨酸的 
应用 
1.1.1  L-脯氨酸的应用 

L-Pro 因其独特而广泛的生理生化功能，在

医药、农业、食品和化工等领域具有广泛的作

用，尤其是在生物医药领域功能众多。L-Pro 可

以制备氨基酸输液，作为蛋白质缺乏症和肠胃

道疾病等的营养补充[5-8]；L-Pro 可以通过减轻

氧化损伤和减少下游细胞凋亡来保护小鼠肾脏

免受黄曲霉毒素的侵害[9]；L-Pro 可降低小鼠血

液和组织 (肺、肝和脾) 感染肺炎克雷伯菌的

载量，提高其存活率[10]；补充 L-Pro 可改善视

网膜色素上皮 (retinal pigment epithelium, RPE) 
引发的视力丧失[11]；L-Pro 可以作为渗透保护

剂，维持适当的渗透压并参与平衡氧化还原电

位和 pH 值[6]，以平衡膨胀压力并减轻水分胁

迫 [12-13]，防止其在冷胁迫下变性、聚集或解   
离[12,14]，具有降低冰点和抑制冰晶生长的特点，

可以与海藻糖联合使用，以冷冻保存红细胞，

用于贫血、白血病以及创伤和外科手术中[15]；

L-Pro 同样可用于冷冻保存哺乳动物卵母细胞

和精母细胞[13,16]。 
L-Pro 还可以作为原料合成多种药物用于

医药领域。以 L-Pro 为原料可以合成依那普利

用于预防心力衰竭[17]；合成维格列汀用于 2 型

糖尿病[18]；合成美法仑 (melphalan) 用于预防

黑色素瘤[19]。L-Pro 形成的多种氨基酸类衍生物

也具有独特的生物医药价值[20]：L-硫代脯氨酸 
(L-thioproline) 具有控制药物毒性、抗肿瘤、抗

实验性心律失常等功能，它还能延长机体寿命、

抑制血小板凝结、阻止血栓形成[21]；N-乙酰-L-
脯氨酸  (N-acetyl-L-proline) 用作药物中间体

参与预防和治疗与神经、血管、肌肉骨骼或皮

肤 相 关 的 疾 病 和 综 合 征 [22] ； 甲 琉 丙 脯 酸 
(captopril) 作为药物卡托普利原料用于治疗顽

固性高血压、充血性心力衰竭、甲亢、肾衰竭

和糖尿病等 [23-24]。L-硫代脯氨酸乙酯盐酸盐 
(ethyl L-thiazolidine-4-carboxylate hydrochloride) 
可用于合成匹多莫德，该药物是一种免疫调节

剂，可增强淋巴细胞的功能 [25-27]；Boc-L-脯氨

酸  (Boc-L-proline) 可作为药物中间体合成达

卡他韦  (daclatasvir)[28]，该药物与索非布韦 
(sofosbuvir) 联 合 可 用 于 治 疗 丙 型 肝 炎 
(hepatitis C)[29]。L-Pro 类似物：L-氮杂环丁烷-2-
羧酸 (L-azetidine-2-carboxylic acid, AZC) 可以
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抑制白色念珠菌菌丝的形成；AZC 还可以与

L-Pro 衍生物 α-N-甲基-L-脯氨酸 (α-N-methyl-L- 
proline, mPro) 一起抑制胎牛血清中菌丝的形

成[30]。由 L-Pro 衍生的三肽也具有特殊功能：

Pro-Leu-甘氨酰胺、Gly-Pro-Glu、Pro-Gly-Pro
等多肽类药物有望用于治疗帕金森氏症[23,31-32]；

Ile-Pro-Pro和 Ile-Ala-Pro等都具有抑制血管紧张

的功能[23]。 
此外 L-Pro 在其他领域也发挥着独特的作

用，在农业上，L-Pro 可以作为信号分子[33]，参

与植物细胞的渗透调节，对其抗逆性有重要作

用[34]，可抵御极端环境[35-36]；在食品工业中，

由于 L-Pro 的氨基能与糖发生反应，产物具有

特殊香味，因而可作为食品级的香料，此外还

可以作为食品添加剂和风味剂[23]；在化工行业

中，L-Pro 作为结构简单、来源广泛的手性分子，

能充当催化剂用于多种不对称反应，并且具有

良好的对映选择性[37-40]。 
1.1.2  反式-4-羟基-L-脯氨酸的应用 

T-4-Hyp 在医药、化工、食品、美容等多个

领域都具有独特而重要的作用，尤其在医药行

业扮演着不可或缺的角色。T-4-Hyp 具有抗氧

化、抗超氧阴离子以及抗羟基自由基的能力[41]，

可通过芬顿反应抑制羟基自由基的产生[42]，调

整细胞氧化还原状态，从而保护细胞免受氧化

损伤以延缓衰老[43-44]。此外，T-4-Hyp 对治疗风

湿性关节炎和各种皮肤性疾病有一定的疗效[45]；

T-4-Hyp 还能够促进骨骼愈合[45]。口服 T-4-Hyp
可促进小鼠的胶原蛋白生物合成[46]；T-4-Hyp 可

以作为白癜风胶原损伤以及肝纤维化、硬皮病和

银屑病的重要生化指标[4,47]。此外，T-4-Hyp 还可

以被氧化为活性氧簇  (reactive oxygen species, 
ROS)，用于抑制癌细胞的生长并促进其死亡[48]，

从而抑制肿瘤发生[49]。 
T-4-Hyp 还是合成多种药物的原料，如碳青

霉烯类抗生素、抗肿瘤药物、抗高血压药物、

消炎药和新型胃药等[50]。T-4-Hyp 也可作为原

料合成 N-烷基吡咯[51]和 N-芳香基吡咯，这些吡

咯类药物具有显著的抗肿瘤、免疫抑制剂、抗

艾滋病毒、抗炎、抗氧化等活性 [52]；T-4-Hyp
还可以合成低聚大环化合物，用于抑制肺癌细

胞[53]。T-4-Hyp 可以作为原料合成聚碳酸酯等

生物医学材料用作药物输送系统[54]；作为原料

合成具有胆碱能活性的生物碱[55]。T-4-Hyp 类

似物还有望用于治疗高草酸尿症[56]。 
T-4-Hyp 的衍生物也功能众多，其衍生物

1,4-二棕榈酰羟脯氨酸能刺激胶原纤维收缩、抑

制弹性蛋白酶活性并清除氧自由基[57]；衍生物

N-乙酰-T-4-Hyp 是无毒副作用药物奥沙西罗的

有效成分，它对治疗骨关节炎等结缔组织疾病

有一定的疗效[58-59]。由 T-4-Hyp 衍生的二肽三

肽等具有特殊功能，例如脯氨酰羟脯氨酸 
(prolyl-hydroxyproline) 是一种胶原衍生的二

肽，能抑制软骨细胞分化为矿化细胞，改善骨

关节炎；同时也可促进小鼠海马细胞的增殖，

从而产生抗抑郁药样作用 [60]。其他二肽，如

Leu-4-Hyp 和 Ile-4-Hyp 具有清除羟基和超氧阴

离子自由基的能力 [44] ； Gly-X-Y 胶原肽中

T-4-Hyp 可以降低中性粒细胞的趋化性并阻断

细胞凋亡[49]；Gly-Pro-Hyp 可通过抑制核转录因

子 κB (nuclear transcription factor kappa B, 
NF-κB) 信号传导和氧化应激改善急性葡聚糖

硫酸钠结肠炎小鼠的临床症状和组织病理学结

肠变化[49,61]。由于其多种多样的功能，膳食补充

剂含有 T-4-Hyp 或其小肽可以改善哺乳动物和

鱼类的肠道、关节、皮肤和骨骼健康，同时改善

消化系统、心血管系统、免疫系统和骨骼系统的

氧化应激[44,49]。 
此外，T-4-Hyp 在其他领域的独特功能也不

容忽视，在化工行业，T-4-Hyp 是合成多种化合
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物必不可少的手性原料[51]；在食品行业，可以

弥补丙酮酸、甘氨酸和葡萄糖的摄入不足[1,62]；

在美容行业，口服含 T-4-Hyp 的胶原蛋白肽可以

改善面部皮肤的水分、弹性、粗糙度等状况[63]。 

1.2  L-脯氨酸和反式-4-羟基-L-脯氨酸的生

产方法 
L-Pro 的生产方法主要包括化学合成法、生

物提取法和微生物发酵法。由于 L-Pro 结构特

殊是环亚氨基羧酸，因此化学合成路线长、效

率低、成本高，难以投产[23,64]。生物提取法工

艺简单，其原料包括鱼皮、鸡毛以及明胶[65]等，

但成本高、得率低，不适合工业化生产。微生

物发酵法原料成本低，反应条件温和，不需要

高温高压强酸强碱等极端条件，且产物单一，

成为了大规模生产 L-Pro 的主要途径[66]。国际

上微生物发酵法生产 L-Pro 始于 1965 年前后，

我国相对较晚，始于 20 世纪 80 年代，源于中

国科学院微生物研究所和上海市工业微生物研

究所[23]。发酵法的生产菌株包括两类，一类是

利用产谷氨酸的生产菌株，即在产生谷氨酸的基

础上对其培养条件或者发酵途径进行改造，使其

朝着有利于产生 L-Pro 的方向进行；另一类是在

非谷氨酸生产菌的基础上，采用人工诱变或者代

谢途径改造，选育营养缺陷型和/或抗反馈调节

突变株，以糖质作为原料发酵生产 L-Pro[67]。 
T-4-Hyp 的生产方法有 3 类，分别是胶原蛋

白提取法、化学合成法及微生物法。其中，微

生物法包括以 L-Pro 为底物的生物转化法 (酶
法) 和以葡萄糖 (glucose, Glc) 为底物的直接

发 酵 法 。 哺 乳 动 物 胶 原 蛋 白 蕴 含 丰 富 的

T-4-Hyp，采用酸水解获取 T-4-Hyp 工艺简单，

技术门槛低，提取流程为：先获得胶原蛋白，

依次用盐酸、亚硝酸盐、盐酸进行处理，脱色

后利用离子交换层析进行纯化，最终得到精制

的 T-4-Hyp[23]。但其成品得率低，产量一般低

于 10%[68-70]，无法满足当今急剧增加的需求。

化学法合成 T-4-Hyp 相较于生物提取法，其转

化 率 得 到 了 很 大 的 提 高 ， Takano 等 和

Mehlfuhrer 等分别将 T-4-Hyp 的转化率提升至

25.2%和 67.5%[71-72]。但是化学合成 T-4-Hyp 步

骤繁琐，需多次经过取代、还原、水解等化学

反应才能完成，产物存在多种同分异构体，难

以分离，废弃物污染严重，因而止步于实验室

研究，无法用于工业化大规模生产。随着微生

物发酵技术的兴起，在微生物体内可将 L-Pro
催化为 T-4-Hyp，由于这种生物转化法 (酶法) 
具有绿色环保、产率高、产物专一、无同分异

构体、杂质少利于后期的分离纯化等一系列的

优点成为了研究热点。但是 L-Pro 作为底物成

本较高，因此研究者逐渐采用以 Glc 为底物从

头合成 T-4-Hyp，极大地降低了生产成本。但以

Glc 为底物使得代谢路径变长，增加了能量损

耗，导致转化率偏低，还存在较大的提升空间。 
综上所述，以 Glc 为底物从头合成是目前

生产 L-Pro 和 T-4-Hyp 的发展趋势，也最具有应

用前景，但是由于从头合成 L-Pro 和 T-4-Hyp

代谢路径长、转化率低，因此利用代谢工程手

段，在分子水平对代谢途径进行重新设计和定

向改造，通过关键酶的筛选及代谢流的精细调

控，精准地建构细胞工厂，高效专一性合成

L-Pro 和 T-4-Hyp 已成为研究热点。 

2  微生物合成 L-脯氨酸和反式-4-羟
基-L-脯氨酸的代谢途径 

在以 Glc 为底物合成 L-Pro 的过程中，Glc
首先经过糖酵解途径 (glycolytic pathway, EMP) 
和三羧酸循环 (tricarboxylic acid cycle, TCA) 
产生 α-酮戊二酸 (α-ketoglutarate, α-KG)，α-KG
在 谷 氨 酸 脱 氢 酶  (glutamate dehydrogenase, 
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GDH) 的作用下生成 L-谷氨酸 (L-glutamic acid, 
L-Glu)， L-Glu 再经过一系列酶的催化产生

L-Pro[73]。从 L-Glu 生成 L-Pro 包括两大途径：

最常见的是谷氨酸途径，它以 L-Glu 为底物通

过 3 个酶促反应和一个自发环化过程形成

L-Pro。另一类途径是精氨酸途径[74]，即某些微

生物能够以 L-Glu 合成精氨酸 (arginine, Arg) 
的代谢途径中间产物 N-乙酰 -γ-谷氨酸半醛 
(N-acetyl-γ-glutamyl semialdehyde, AGASA) 或

鸟氨酸 (ornithine, Orn) 为底物合成 L-Pro，整

个过程存在 4 条途径 (见图 1，后面详细阐述)。 
以 Glc 作为底物生产 T-4-Hyp 则需要先借

助以上途径生成 L-Pro，再利用脯氨酸羟化酶 
(proline hydroxylase, P4H) 一 步 催 化 产 生

T-4-Hyp。该催化过程需要以游离的 L-Pro 和

α-KG 为共底物，在有氧条件下，利用 P4H 的

立体专一性，羟化 L-Pro 合成 T-4-Hyp，同时将

α-KG 脱羧生成琥珀酸 (succinate, Suc) (图 1)。 
 
 

 
 

图 1  微生物产生 L-脯氨酸和反式-4-羟基-L-脯氨酸的代谢途径   红色箭头表示葡萄糖合成 L-脯氨酸

和反式-4-羟基-L-脯氨酸途径；黄色箭头表示 L-谷氨酸合成精氨酸和尿素循环；4 条蓝色系列箭头表示

精氨酸途径合成 L-脯氨酸 
Figure 1  Metabolic pathways of microbial production of L-Pro and T-4-Hyp. Red arrows indicate L-Pro and 
T-4-Hyp synthesis from glucose; yellow arrows indicate L-Glu to arginine and the urea cycle; blue arrows 
indicate the synthesis of L-Pro by the arginine pathway. 
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2.1  L-脯氨酸的代谢途径 
2.1.1  谷氨酸途径中 L-脯氨酸的合成与分解代谢 

谷氨酸途径是微生物合成 L-Pro 最重要的

环节也是学者改造最多的关键途径。在谷氨酸

途径中，L-Glu 被 proB 编码的 γ-谷氨酰激酶 
(γ-glutamyl kinase, GK) 磷酸化为 γ-谷氨酰磷

酸  (γ-glutamyl phosphate, GP)，消耗一分子

ATP；随后，GP 通过 proA 编码的 γ-谷氨酰磷

酸还原酶 (γ-glutamyl phosphate reductase, GPR) 
还 原 为 L- 谷 氨 酸 -γ- 半 醛  (L-glutamate-γ- 
semialdehyde, GSA)，消耗一分子 NADPH；GSA
进 而 自 发 环 化 为 Δ1- 吡 咯 啉 -5- 羧 酸 
(Δ1-pyrroline-5-carboxylate, P5C)；最后，通过

proC 编 码 的 Δ1- 吡 咯 啉 -5- 羧 酸 还 原 酶 
(Δ1-pyrrolin-5-carboxylate reductase, P5CR) 将
P5C 还原形成 L-Pro，消耗一分子 NADPH[75]，

见图 2。其中，GK 是谷氨酸途径中的第一个酶，

它既是限速酶并且对最终产物 L-Pro 的反馈抑

制也很敏感，是 L-Pro 合成的主要调控位点。 
L-Pro 在 相 关 酶 的 催 化 下 可 以 分 解 成

L-Glu，其合成和分解代谢过程的中间产物

P5C/GSA 相同，但参与催化反应的酶却不同，

因此并非完全为合成过程的逆反应，见图 2。
首先，脯氨酸脱氢酶  (proline dehydrogenase, 
PRODH) 催化 L-Pro 生成 P5C，同时 FAD 接受

电子形成 FADH2；随后 P5C非酶水解生成 GSA；

GSA 在 L-谷氨酸-γ-半醛脱氢酶 (L-glutamate-γ- 
semialdehyde dehydrogenase, GSADH) 的作用

下被氧化成 L-Glu，同时 NAD+接受电子形成

NADH[76-77]。上述途径中的 2 个重要酶 PRODH
和 GSADH 共同由 putA 基因编码，同时，putA
在脯氨酸缺失的情况下会作为转录阻遏因子抑

制 putA 和 putP 的表达[78]。putA、putP 和 putC
共同组成 L-Pro 利用基因簇[79-80]，putP 编码的

蛋白是一个 Na+-Pro 共转运蛋白[81]，putC 基因

的产物则可调控 PRODH 的合成[78]。L-Glu 除了

在 proBAC 基因的指导下合成 L-Pro，也可以作

为底物合成 Arg、γ-氨基丁酸 (γ-aminobutyric 
acid, γ-GABA) 以 及 谷 氨 酰 胺  (glutamine, 
Gln)。在 L-Glu 合成 L-Pro 的代谢通路下，Arg、
γ-GABA 以及 Gln 作为竞争性旁路途径，会影

响代谢流的走向，导致 L-Pro 合成减少，见图 1。 
 

 
 

图 2  谷氨酸途径合成 L-脯氨酸及其分解代谢 
Figure 2  Synthesis and catabolism of L-Pro by glutamate pathway.  
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2.1.2  精氨酸途径合成 L-脯氨酸的相关代谢 
除了最常见的谷氨酸途径合成 L-Pro 外，

Fichman 等和 Adams 等在其研究中提到某些生

物可通过精氨酸的代谢途径合成 L-Pro[82-83]。包

括以下 4 种途径，见图 1。第 1 种途径是在 proBA
基因缺失的大肠杆菌  (Escherichia coli) 和鼠

伤寒沙门氏菌  (Salmonella typhimurium) 中，

argD 编码的 N-乙酰鸟氨酸氨基转移酶失活时

会导致 AGASA 过量积累；过量的 AGASA 在

N-乙酰鸟氨酸酶  (N-acetylornithinase, NAO) 
的催化下形成 GSA，自发环化为 P5C，在 P5CR
的催化下形成 L-Pro[82,84]。第 2 种途径是在枯草

芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) 的 proA 缺失的突

变 体 中 ， 发 现 鸟 氨 酸 -δ- 转 氨 酶  (ornithine 
δ-aminotransferase, δ-OAT) 使用辅因子吡哆 
醛 -5-磷酸  (pyridoxal-5-phosphate, PLP) 催化

Orn 和 α-KG 可逆地形成 GSA/P5C，进而合成

L-Pro[85-86]。第 3 种途径是在缺失精氨酸阻遏蛋

白  (argR) 和鸟氨酸转氨甲酰酶  (argF) 的谷

氨 酸 棒 杆 菌  (Corynebacterium glutamicum) 
中，由 ocd 编码的鸟氨酸环化脱氨酶 (ornithine 
cyclodeaminase, OCD) 催 化 Orn 一 步 形 成

L-Pro[82-83,87]。第 4 种途径是鸟氨酸 α-氨基转移

酶  (ornithine α-aminotransferase, α-OAT) 将

Orn 转 化 为 5- 氨 基 -2- 氧 戊 酸  (5-amino-2- 
oxopentanoate, AOP)，自发环化成 Δ1-吡咯啉-2-
羧酸(Δ1-pyrroline-2-carboxylate, P2C)，再由 Δ1-
吡 咯 啉 -2- 羧 酸 还 原 酶  (Δ1-pyrroline-2- 
carboxylate reductase, P2CR) 还原成 L-Pro[82]。 

2.2  反式-4-羟基-L-脯氨酸的代谢途径 
微生物合成 T-4-Hyp需要先合成 L-Pro作为

底物，并在脯氨酸羟化酶 (proline hydroxylase, 
P4H) 的催化下完成。P4H 也被称为 Fe(Ⅱ)/α-KG
依赖性双加氧酶，该反应的顺利进行除了需要

L-Pro的供应外，还需要充足的 α-KG和 O2参与，

见图 3。在微生物利用 L-Pro 合成 T-4-Hyp 的过

程中，α-KG 作为共底物发挥着重要作用[88-89]，

因此需了解相关代谢途径中对 α-KG 代谢流产

生影响的因素。α-KG 在 TCA 循环中会依次被

sucAB 和 ipdA 编码的 α-酮戊二酸脱氢酶 
(α-ketoglutarate dehydrogenase, AKGDH) 复合

体催化生成琥珀酰辅酶 A (succinyl-coenzyme A, 
Suc-CoA) 随后被 sucCD 编码的琥珀酰辅酶 A
合成酶  (succinyl-CoA synthase, SCS) 催化生

成琥珀酸；而在微生物中导入 p4h 后，α-KG 可

直接被 P4H 催化生成琥珀酸[90]，见图 1 和图 3。
在微生物中，还有两种情况会影响 α-KG 的代

谢流：(1) 异柠檬酸通过 
 

 
 

图 3  脯氨酸羟化酶催化 L-脯氨酸合成反式-4-羟基-L-脯氨酸 
Figure 3  T-4-Hyp is synthesized by proline hydroxylase from L-Pro. 
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乙醛酸途径在 aceA 编码的异柠檬酸裂解酶 
(isocitrate lyase, ICL) 的作用下直接产生琥珀

酸，而越过 α-KG 的合成；(2) aceK 编码的异柠

檬 酸 脱 氢 酶 激 酶  (isocitrate dehydrogenase 
kinase, IDHK) 使异柠檬酸脱氢酶  (isocitrate 
dehydrogenase, IDH) 被磷酸化[91]而失去活性，

不能催化异柠檬酸转化为 α-KG，见图 1。 

3  微生物生产 L-脯氨酸的代谢改造

策略与研究进展 
鉴于 L-Pro 需求量不断增长及其规模化生

产水平还不能满足当今社会需要的现状，以及

对 L-Pro 代谢途径及其关键酶的深入了解，研

究者不断探索提高微生物生产 L-Pro 产量的策

略，并取得了较大突破。目前普遍采用的是谷

氨酸途径生产 L-Pro，研究者大多选择以 Glc 为

底物从头合成 L-Pro，而早期需要外源添加

L-Glu；微生物生产 L-Pro 的工程菌株主要是谷

氨酸棒杆菌 (Corynebacterium glutamicum)，前

期也有一部分研究者对其他几种菌株生产

L-Pro 的能力进行了研究。随着对精氨酸途径的

了解，一些研究者也探索了精氨酸途径生产

L-Pro 的情况，并取得了显著的成果，见表 2。 
3.1  谷氨酸途径生产 L-脯氨酸 

在微生物发酵生产 L-Pro 的研究中，     
C. glutamicum 作为生产 L-Pro 的重要工程菌株

被认为是安全无害的 (generally recognized as 
safe, GRAS)[92-94]。起初研究者主要通过营养缺

陷型或反馈型抑制的诱变选择获得高产 L-Pro
的 C. glutamicum 菌株，比如 Araki 等筛选到异

亮氨酸  (isoleucine, Ile) 营养缺陷菌株 ATCC 
19223 和核酸碱基突变菌株 R-412，其 L-Pro 产

量均在 15–30 g/L 左右[95]。随着 L-Pro 代谢途径

的深入解析，近些年研究者的改造焦点包括

L-Pro 的全合成途径、辅因子循环系统和转运蛋

白的优化。Zhang 等构建了 C. glutamicum 全基

因组代谢模型，该模型仅需改造 putA、proB 和

acn 编码的顺乌头酸酶 (aconitase, ACO) 基因

就能实现碳代谢流流向 L-Pro，最优菌株 pro6 发

酵 60 h 合成 L-Pro 达 66.43 g/L[96]。Zhang 等在优

化 了 C. glutamicum 遗 传 改 造 系 统 
(SacB-assisted CRISPR-Cpf1 system) 的基础

上，过表达了 proBG149K 和 gdhA 以提高 L-Pro
的代谢流，弱化了 α-KG 脱氢酶基因 (odhA) 以
调控 TCA 循环，敲除了丙酮酸氨基转移酶基因

avtA 和 putA 以解除旁路途径和分解途径的影

响，突变了磷酸戊糖途径中的葡萄糖-6-磷酸-
脱氢酶基因 zwf 和 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶基因

gnd 以提高 NADPH 的供应，最终高产菌株

ZQJY-9 以 Glc 为底物发酵 76 h 合成 L-Pro 
120.18 g/L[97]。Liu 等进一步改造了 C. glutamicum
的 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑系统，利用饱

和突变筛选出了具有 proBV150N 的重组菌株，借

助代谢流分析发现丙酮酸羧化酶基因 pyc 和甘

油醛-3-磷酸脱氢酶基因 gapN 的加强有利于

ATP 和 NADPH 的供应，进一步采用启动子文

库在基因组上强化了 gdh、pyc 和 gapN 的表达，

同时在 putA 位点替换并加强了 proBV150NAC 的

表达，最后在基因组上过表达了一个拷贝的

L-Pro 转运蛋白基因 cgl2622 并且敲除了 L-Glu
转运蛋白基因 cgl1270；利用以上过程构建出不

含质粒、不用抗生素和诱导剂的菌株 PRO-19 在

5 L 发酵罐中利用生物素限制法分批补料发酵  
49 h 产生 L-Pro 达 142.4 g/L，产率为 2.90 g/(L·h)[98]，

是目前 L-Pro 发酵法的最高产量。 
除了用 C. glutamicum 作为工程菌株发酵生

产 L-Pro ，嗜醋酸棒杆菌  (Corynebacterium 
acetoacidophilum)、黄色短杆菌 (Brevibacterium 
flavum)、粘质沙雷氏菌  (Serratia marcescens) 
以及缺陷短波单胞菌 (Brevendimonas diminuta) 
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也被用于微生物发酵生产 L-Pro 的研究中。卢伟

宁等获得一株高产 L-Pro 的 C. acetoacidophilum，

50 L 发酵罐中获得 82.1 g/L 的 L-Pro[99]。全冰华

同样以 C. acetoacidophilum 作为工程菌，通过

优化培养条件、补料方式、底物添加实现在 50 L
发酵罐中 75 h 产生 L-Pro 112 g/L[100]，使得产量

有了进一步的提高。Nakamori 等以 B. flavum 
2247 为出发菌株，经亚硝基胍处理获得异亮氨

酸营养缺陷型和磺基鸟苷抗性突变株，在含有

10%葡萄糖、6%硫酸铵、无机盐等组分的条件

下，菌株 B. flavum P-390 产 L-Pro 40 g/L[101]。

Masuda 等使用 S. marcescens SP511 生产 L-Pro，
在以铵作为氮源的培养基中，在连续添加蔗糖

至终浓度 32%条件下，培养 4 d，L-Pro 可达到

100 g/L[102]。此外，在早期发酵生产 L-Pro 的研

究中，许多研者会外源添加 L-Glu，以提高 L-Pro
产量。张伟国等以 C. acetoacidophilum XQ3 作为

工程菌，外源添加 L-Glu，发酵 96 h 产 L-Pro 约

为 52 g/L[103]。Nakanishi 等从 C. acetoacidophilum 
ATCC 13870 菌株中筛选到不依赖于生物素浓

度或高盐浓度 (超过 4%) 的 L-Pro 产生菌，在

2 L 发酵罐中，L-Glu 浓度为 6%、硫酸铵浓度

为 2.5%，发酵 42 h 可积累 L-Pro 108.3 g/L，Glc
转化率达到 30%以上。该研究中硫酸铵扮演着

两个重要的角色：一是作为铵离子来源供给氮

源；二是在调节渗透压的同时其硫酸根离子可

作为钠离子中和剂，使调节 pH 的氨水顺利进

入介质[104]。在外源添加 L-Glu 的研究中，工程

菌株除了 C. acetoacidophilum 外，赵世杰还鉴

定了一株 B. diminuta，进行抗性筛选、生长优

势筛选、耐盐筛选、复合诱变后，获得高产菌

株在含 Glc 的 5 L 发酵罐中流加 L-Glu，61 h 可

生产 L-Pro 57.6 g/L，产率为 0.944 g/(L·h)[105]。 

3.2  精氨酸途径生产 L-脯氨酸 
随着精氨酸代谢途径产 L-Pro 的发现及其 

深入研究，采用精氨酸途径生产 L-Pro 也逐渐

引起研究者的重视。Csonka 等发现在 argD proB

或 argD proA 双突变体中，L-Pro 的生物合成受

到 Arg 的调节而不再对 L-Pro 的反馈抑制作出

反应，proBA argD argR 突变体在缺乏 Arg 的培

养基中分泌 L-Pro[75]，这激发了研究者探索精氨

酸途径合成 L-Pro 的兴趣。方佩静等使用北京

棒状杆菌  (Corynebacterium pkinense) 的鸟氨

酸缺陷型突变株在含精氨酸、生物素和高浓度

铵离子的条件下，30 ℃培养 5 d，可产生 L-Pro 

25 g/L[106]，虽然产量不高，但却有力地证明了

该途径的可行性。Jensen 等将来自恶臭假单胞

菌 (Pseudomonas putida) 的基因 ocd 导入 C. 

glutamicum 中，并过表达编码 N-乙酰谷氨酸激

酶 (N-acetylglutamate kinase, NAGK) 的基因，

在含 Arg 的培养基中 30 h 内可由 Glc 合成 L-Pro 

12.7 g/L，转化率为 0.36 g Pro/g Glc[87]，极大地

缩短了发酵时间，提高了转化率。龙梦飞进一

步优化酶与代谢途径，利用定向进化技术 

(pEvolvR-rara codons selection) 筛 选 到 P. 

putida 来源的突变基因 ocdK205G/M86K/T162A并导入

高产 L-Arg 的 C. crenatum (a subspecies of C. 

glutamicum) 中，使用 sRNA 干扰 argF 的表达

使其下调到 41.6%的同时结合核糖体结合位点

(ribosome binding site, RBS) 优 化

ocdK205G/M86K/T162A 的表达量，以 Glc 为底物采用

分批补料技术在 5 L发酵罐中 60 h产生 38.4 g/L 

L-Pro，同时 L-Arg和 L-Orn的浓度均小于 1 g/L[74]。

精氨酸途径虽然代谢路径长、反应过程复杂，

但整个过程可以同时合成多种代谢产物，且可

以很好地避免产物抑制效应，因此这一途径 

可作为新的契机深入探究。此外，也有研究证

明精氨酸途径在 T-4-Hyp 的合成中也具有重要

意义[84]。 
\  
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表 2  L-脯氨酸的生产研究现状 
Table 2  Current status for microbial production of L-Pro 
Metabolic 
pathways 

Substrate Microorganism Metabolic engineering 
strategies 

Culture 
system 

L-Pro production Reference 
C (g/L) P (g/(L·h)) R (%) 

Glutamate 
pathway 

Glucose; Ile C. glutamicum (1) Ilem; (2) 200 μg/mL Ile NA 14.80 NA NA [95] 

Glucose; 
Sugarcane 
molasses 

C. glutamicum (1) Nucleic acidsm; (2) 
POESA 

Fed-batch;  
5 L 

30.00 0.50 NA 

Glucose C. glutamicum (1) +proBo; (2) ΔputA,  
(3) acno 

Fed-batch;  
7.5 L 

66.43 1.11 26.00 [96] 

Glucose C. glutamicum (1) +proBm; (2) proBoe, 
gdhAoe; (3) ΔputA; ΔavtA; 
(4) odhAw; (5) zwfm, gndm 

Shake-flask 19.68 NA NA [97] 
Fed-batch; 
3 L 

120.18 1.58 20.00 

Glucose C. glutamicum (1) +proBm;  
(2) Fine-tuned:gdh, 
proBAC, pyc, gapN; (3) 
ΔputA; (4) Cgl2622oe; 
Δcgl1270 

Fed-batch;  
5 L 

142.40 2.90 31.00 [98]   

Glucose C. acetoacidophilum (1) Mutagenesis;  
(2) Recombination;  
(3) Screening 

Shake-flask 75.60 1.05 NA [99]   
Fed-batch;  
50 L 

82.10 1.03 NA 

Glucose C. acetoacidophilum Optimizing conditions Fed-batch;  
50 L 

112.00 1.56 42.20 [100]  

Glucose; Ile B. flavum (1) Ilem; (2) Nucleic 
acidsm;  

NA 40.00 0.56 NA [101]   

Sucrose S. marcescens Optimizing conditions Fed-batch 100.00 1.04 NA [102]  

Glucose; 
Glutamate 

C. acetoacidophilum  Optimizing conditions Batch  
shake-flask 

52.00 0.54 NA [103]   

Glucose; 
Glutamate 

C. acetoacidophilum  (1) Mutagenesis; (2) 
Screening; (3) Optimizing 
conditions 

Fed-batch; 
2 L 

108.3  2.58 30 [104] 

Glucose; 
Glutamate 

B. diminuta   (1) Screening; (2) 
Mutagenesis; (3) 
Optimizing conditions 

Fed-batch; 
5 L 

57.60 0.94 NA [105]   

Arginine 
pathway 

Glucose; 
Arginine 

C. pkinense Optimizing conditions Shake-flask 25.00 0.21 NA [106]   

Glucose; 
Arginine 

C. glutamicum (1) +ocdoe; (2) NAGK 
geneoe 

Batch 12.70 0.42 36 [87]   

Glucose C. crenatum (1) ocdK205G/M86K/T162A; 
(2) argFw 

Fed-batch;  
5 L 

38.40 0.64 NA [74]   

C: concentration; P: productivity; R: the conversion rate of substrate; NA: not available; o: optimization of the gene codon 
usage or promoters or expression vectors; oe: overexpression; m: mutation of gene; +: expresstion of the gene; w: weakening; 
POESA: polyoxyethylenestearylamine; NAGK: N-acetylglutamate kinase. 
 

4  微生物生产反式-4-羟基-L-脯氨酸

的代谢改造策略与研究进展 
T-4-Hyp 的生产主要以大肠杆菌 (Escherichia 

coli) 作为工程菌株，此外也有以 C. glutamicum

作为工程菌株的报道。研究者重点从筛选羟化

酶、优化 L-Pro 的合成和降解途径、提高 α-KG
供应和增加溶解氧等方面进行了深入探究和优

化。在底物选择上，研究者起初是在 Glc 的基

础上外源添加 L-Pro 或者利用 L-Pro 作为全细胞
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催化的底物直接产生 T-4-Hyp，随后进一步将代

谢途径延伸至 Glc，从头合成 T-4-Hyp。此外，

还有用甘油或玉米芯替代 Glc 作为底物或者以

自养形式合成 T-4-Hyp 的研究，见表 3。 

4.1  微生物以常见底物生产反式-4-羟基-L- 
脯氨酸 
4.1.1  脯氨酸羟化酶的探索与筛选 

采用以 L-Pro 为底物的生物转化法生产

T-4-Hyp 的核心是找到合适的羟化酶使其在微

生物体内催化 L-Pro 生成 T-4-Hyp。由于常用的

工程菌株不存在脯氨酸羟化酶基因 p4h 或者表

达较弱，一般需要外源引入高活性的 P4H。

Shibasaki 等对 8 株不同种类的菌株进行全细胞

酶 活 测 定 ， 发 现 来 源 于 指 孢 囊 菌 RH1 
(Dactylosporangium sp. RH1) 的 P4H酶活最高，

将该基因 Dsp4h 在 E. coli 中重组表达，其酶活

提高了约 12.6 倍[107]。Shibasaki 等随后利用色

氨酸串联启动子在 E. coli 中过表达密码子优化

后的 Dsp4h，以 L-Pro 和 Glc 作为共底物，在 5 L
发酵罐中发酵 100 h，获得 T-4-Hyp 41 g/L[108]。

刘合栋在 E. coli 中进一步改进发酵条件，以 Glc
和 L-Pro 作为底物并流加 Glc，44 h 后 T-4-Hyp
产量达到 42.5 g/L，产率为 0.966 g/(L·h)，极大

地缩短了发酵时间[109]。Falcioni 等将 Dsp4h 引

入异亮氨酸  (isoleucine, Ile) 营养突变型菌株

C. glutamicum 中，发现 Glc/Ile 摩尔比为 46︰1 时，

23 h 内可以产生 7.1 g/L T-4-Hyp，转化率为

98.5%[110]。此外研究者也通过不断探索和筛选

发现来源于小单孢菌属  (Micromonospora sp. 
CNB394)、地中海交替单胞菌  (Alteromonas 
mediterranea)、蜡样芽孢杆菌 (Bacillus cereus) 
以及未培养细菌  (uncultured bacterium) 等的

P4H 也都能有效地将 L-Pro 转化为 T-4-Hyp。 
4.1.2  优化 L-Pro 的合成和降解途径 

若采用以 Glc 为底物的直接发酵法，则还

需在优化羟化酶相关基因的基础上进一步优化

Glc 合成 L-Pro 的途径，尤其是谷氨酸合成途径

中的 proB 和分解代谢中的 putA 两种基因。

Shibasaki 等将定点突变优化后的 proB74A 导入

含有 Dsp4h 的质粒中，同时无义突变了 E. coli
基因组中 L-Pro 降解途径的关键基因 putA，以

Glc 为单一底物，在 5 L 发酵罐中 96 h 合成

T-4-Hyp 25 g/L[111]。Wang 等同样优化了谷氨酸

合 成 与 分解 代 谢 途径 ， 并 筛选 到 来 自 A. 
mediterranea 的 p4h，将其与优化后的 proB74A
串联表达，导入高产 L-Pro 的 E. coli/∆putA 中，

以 Glc 为底物 36 h 积累 45.83 g/L T-4-Hyp[112]，

产量提高了 1.8 倍，时间缩短至原来的 37.5%。

李强等同样敲除 putA、基因组整合表达 proBA
并在此基础上进一步增加 NADPH 供应，这些

措 施 强 化 了 L-Pro 的 合 成 ， 加 上 导 入 从

Micromonospora sp.中获得的 p4h，使得优化后

的 E. coli 培养 40 h 后 T-4-Hyp 达到 48.6 g/L[113]。 
4.1.3  优化 α-KG 的供应 

在优化羟化酶和谷氨酸途径的基础上，研

究者进一步发现 TCA 循环中 α-KG 的代谢流也

会影响 T-4-Hyp 的合成，具体表现为 α-KG 作为

共底物被大量消耗或其供应不足，都会降低

T-4-Hyp 的产量。考虑到 P4H 的双加氧酶特性，

当在微生物中导入 p4h 后，P4H 催化 L-Pro 生

成 T-4-Hyp 的同时，也会催化 α-KG 直接生成琥

珀酸[90]，切断 TCA 循环中由 α-KG 到琥珀酸的

代谢流而通过 P4H 连接，既联通了 TCA 循环，

保证其完整性，又可以促进 T-4-Hyp 的合成，

以提高其产量，见图 1。Zhang 等以实验室已有

的高产 L-Pro 的 C. glutamicum 作为基础菌株[96]，

敲除 sucCD 以减少 α-KG 的消耗，并结合羟化

酶和谷氨酸途径的优化，即利用 Ptac 启动子串

联表达 RBS 微调后的 Dsp4h 和 proB，得到的工

程菌株 Hyp-7 在摇瓶中以 Glc 为底物补料 
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表 3  反式-4-羟基-L-脯氨酸的生产研究现状 
Table 3  Current status on microbial production of T-4-Hyp 
Optimizing 
strategies 

Substrate Microorganism Source of p4h Metabolic 
engineering strategies 

Culture 
system 

T-4-Hyp production Reference 

C (g/L) P (g/(L·h)) R (%) 

Hydroxylase Glucose; 
L-proline 

E. coli Dactylosporangium 
sp. 

(1) +Dsp4ho; 
(2) Promoterso 

Batch; 5 L 41.00 0.41 87.00a [108]    

Glucose; 
L-proline 

E. coli Dactylosporangium 
sp. 

(1) +Dsp4ho; 
(2) Fermentationo 

Fed-batch 42.50 0.97 81.10a [109]  

Glucose; 
Isoleucine 

C. 
glutamicum 

Dactylosporangium 
sp. 

(1) +Dsp4h;  
(2) Ilem;  
(3) Glc: Ile (46:1) 

Fed-batch; 7.10 0.31 98.50a [110]   

Hydroxylase; 
pathways of 
L-Pro 

Glucose E. coli Dactylosporangium 
sp 

(1) +Dsp4ho;  
(2) +proB74o,  
(3) + proAo;  
(4) Δput A 

Batch; 5 L 25.00 0.26 NA [111]   

Glucose E. coli A. mediterranea  (1) ΔputA;  
(2) +alp4hgm; 
(3) +proB74oeAco+ 
alp4hco 

Fed-batch; 
5 L 

45.83 1.27 NA [112]    

Glucose E. coli Micromonospora sp. (1) +PT7-mp4hgm;  
(2) +Ptrc-pro;  
(3) operono;  
(4) NADPHo;  
(5) Δput A 

Fed-batch; 
5 L 

48.60  1.22 21.60 [113]  

Hydroxylase; 
pathways of 
L-Pro;  
supply of 
α-KG 

Glucose C. 
glutamicum 

Dactylosporangium 
sp 

(1) ΔsucCD;  
(2) +RBSo- Dsp4h;  
(3) RBS+proBm; 
(4) +Dsp4hco- 
proBco 

Shake-flas
k 

21.72 0.36 27.00 [114]  

Glucose E. coli Dactylosporangium 
sp. 

(1) ΔputA;  
(2) ΔsucAB;  
(3) ΔaceAK;  
(4) +Trc-Trp;  
(5) +p4hco-proBAco 

Fed-batch; 
5 L 

31.00 0.60 NA [115]   

Glucose E. coli B. cereus (1) +bp4h;  
(2) Ptrc99a+ 
proBAco+bp4hco;  
(3) +E. coli 
3ΔW3110 

Fed-batch; 
5 L 

46.20 0.96 NA [116]    

Glucose E. coli Uncultured 
bacterium  

(1) +Ubp4hm;gm;  
(2) +proBm;  
(3) ΔputA; ΔputP; 
ΔproP;  
(4) ΔaceA;  
(5) PesaSre+sucA 

Fed-batch; 
7.5 L 

54.80 0.91 23.60 [117]    

Glucose; 
α-KG 

E. coli Micromonospora sp. Fed-batch α-KG and 
glucose 

Fed-batch; 
30 L 

62.14 1.64 22.37 [118]    

 
        (待续) 
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        (续表 3) 

Optimizing 
strategies 

Substrate Microorganism Source of p4h Metabolic 
engineering strategies 

Culture 
system 

T-4-Hyp production Reference 
C (g/L) P (g/(L·h)) R (%) 

 

 
    

14.40 0.25 NA [122]    

Glucose; 
L-proline 

E. coli Dactylosporangium 
sp. 

(1) +p4hco+vgbco;  
(2) Δput A; (3) 
Fermentationo 

Fed-batch; 
7 L 

45.23 0.57 NA [81]    

Glucose; 
L-proline 

E. coli Dactylosporangium 
sp. 

(1) +Dsp4hoe;  
(2) ΔputA; (3) 
ΔsucCD; (4) +vgb; 
(5) RBSo 

Batch;5 L 49.80 1.38 87.40a [124]   

Glucose; 
L-proline 

E. coli Dactylosporangium 
sp. 

(1) +Dsp4hoe;  
(2) Kinetic 
parameterso; (3) 
Fermentationo;  
(4) Substrateo 

Whole-cell 
catalysis;  
5 L 

99.90  2.77 99.90a [125]   

Glucose E. coli NA Optimal protease, 
concentration,  
addition time 

Fed-batch; 
5 L 

45.30 1.19 18.10 [126]    

Glucose E. coli NA Dissolved oxygen 
stage control 
strategy 

Fed-batch; 
30 L 

45.30 1.42 20.70 [127]    

New 
exploration 

Glycerin E. coli Dactylosporangium 
sp. 

(1) +Dsp4ho;  
(2) +Dsp4hm;  
(3) Fermentationo; 

Fed-batch; 
5 L 

25.40 0.53 NA [130]    

Corncob C. glutamicum Uncultured 
bacterium 

(1) +Ubp4hgm;  
(2) +ocd; 
(3) ΔputA 

Shake-flask 0.33 NA NA [131]    

Photoauto
trophy 

Synechocystis 
sp. 

Dactylosporangium 
sp. 

NA NA NA NA NA [132]    

C: concentration; P: productivity; R: conversion rate of substrate; a: conversion rate of L-Pro to T-4-Hyp; NA: not available; o: 
optimization of the gene codon usage or promoters or expression vectors; oe: overexpression; m: mutation of gene; w: 
weakening; +: expresstion of the gene; Δ: deletion of the gene; co: coexpression; gm: genome mining; re: replacement of the 
gene. 
 
分批发酵 60 h，T-4-Hyp 产量可达 21.72 g/L，

容积产率为 0.36 g/(L·h)[114]。此外乙醛酸途径的

存在和 IDH 的磷酸化会导致 α-KG 的供应减少，

相应地可以敲除 aceA 和 aceK 以增加 α-KG 的

供应。Zhang 等在敲除 putA 的基础上，进而敲

除了 TCA 途径中的关键基因 sucAB 和 aceAK，

并导入利用串联杂交启动子 (Trc-Trp) 共表达

Dsp4h 和 proBA 的质粒，最优菌株 52 h 产

T-4-Hyp 31 g/L[115]。Wang 等分离到来源于 B. cereus
的 p4h 基因，合成 pTrc99a-proBA-bp4h 串联表

达质粒，导入到 E. coli/ΔputAΔsucAB ΔaceAK 菌

株中，48 h 后 T-4-Hyp 产量为 46.2 g/L，产率为

1.0 g/(L·h)[116]，和前者相比其羟化酶的来源不

同，结果缩短了发酵时间，增加了 T-4-Hyp 产

量，说明新筛选到的 B. cereus 来源的羟化酶活

性优于 Dsp4h。Long 等利用稀有密码子体内进

化 技 术  (rare-codon selection-based in vivo 
evolution) 获得了一株 L-Pro 高产菌株，对其进

行转录组分析后继续敲除 putA、putP、proP 
(L-Pro 转运系统) 和 aceA 以获得 L-Pro 合成代
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谢流的最大化；引入 3-氧代己酰基高丝氨酸内

酯(3-oxohexanoylhomoserine lactone, AHL) 调
控系统，以 PeaS 替换 sucA 原有启动子动态控

制 TCA 循环保证 a-KG 的供应，最后利用基因

组挖掘技术 (genome mining) 得到未培养细菌

的 p4hL170A/P172N基因提高羟化酶酶活，在 7.5 L 发

酵罐中 60 h 可产 T-4-Hyp 54.8 g/L[84,117]。蔡萌

萌等发现 α-KG 对菌体生长有一定的抑制作用，

在以 Glc 为底物的发酵过程中随糖流加 5 g/L 
α-KG，使 T-4-Hyp 的产量在 30 L 发酵罐中达到

62.14 g/L[118]。 
4.1.4  提高溶解氧，增加反式-4-羟基-L-脯氨酸

产量 
进一步的研究发现，由于 P4H 是依赖 α-KG

的双加氧酶这一特性，整个羟基化过程除了保

障 α-KG 的供应外，还需要充足的氧气。此外，

微生物在培养过程中形成的高黏度也阻碍了氧

气转移[110]。发酵液溶解氧降低还会导致副产物

乙酸积累，抑制细胞生长和产物积累[119-120]。研

究者发现了一种由 vgb 编码的透明颤血红蛋白 
(vitreoscilla hemoglobin, VHB)，它具有极高的氧

解离速率，能很好地解决细胞溶解氧的问题[121]。

Zhao 等将 vgb 整合到表达启动子优化后的

Dsp4h 的 E. coli 染色体中，以避免质粒在发酵

过程中丢失，在 1.4 L 反应器培养 57 h 后可产

T-4-Hyp 14.4 g/L，同时也发现 VHB 的表达使乙

酸浓度降低 77%[122]。张胜利等进一步将优化溶

解氧与优化羟化酶和谷氨酸途径相结合，即在

E. coli/ΔputA 中引入 Dsp4h 和 vgb 共表达质粒

pUHVT4 以提高溶解氧，在 Glc︰甘油︰玉米浆

为 8︰10︰8 的 GC 培养基中以 1.6 g/(L·h)补糖，外

源添加L-Pro，80 h后T-4-Hyp产量为45.23 g/L[81,123]。

Chen 等在 E. coli 中过表达了 Dsp4h 和 RBS 微

调后的 vgb 以实现细胞呼吸和 T-4-Hyp 合成的

平衡，敲除了 putA 和 sucCD 以提高 L-Pro 和

α-KG 的供应，最终在以 L-Pro 和 Glc 作为共同底

物的 5 L 发酵罐中 T-4-Hyp 产量达到 49.8 g/L[124]。

Chen 等进一步利用全细胞催化法，以 L-pro 作

为底物生产 T-4-Hyp，在对温度、pH、培养基

成分、诱导时间、诱导剂浓度以及催化体系等

一系列因素进行优化后，5 L 反应器中 36 h 可

生产 T-4-Hyp 99.9 g/L，L-pro 合成 T-4-Hyp 的转

化率为 99.9%，产率为 2.77 g/(L·h)[125]。此外，

也有研究者采用了其他的策略以提高溶解氧，

比如 Liu 提出在 T-4-Hyp 发酵过程中加入蛋白

酶水解可溶性蛋白以增加溶解氧，且加入的蛋

白酶不会破坏 T-4-Hyp，最佳条件下，5 L 发酵

罐中发酵液可溶性蛋白含量降低 43.5%，

T-4-Hyp 产量达到 45.3 g/L，Glc 转化率为

18.1%[126]。蔡萌萌等采用分阶段控制溶氧，30 L
发酵罐中 T-4-Hyp 的产量为 45.3 g/L，Glc 转化

率为 20.7%[127]。 

4.2  微生物以其他底物生产反式-4-羟基- 
L-脯氨酸 

除了以 Glc 或 L-Pro 为底物，一些学者也探

究了使用廉价副产物或者可再生资源作为碳源

生产 T-4-Hyp，既可减少环境污染，又能避免资

源浪费，体现了绿色环保的理念。甘油可作为

天然碳源，用于微生物生产 T-4-Hyp，而且以甘

油为碳源还能避免乙酸的积累[128-129]。Wang 等

将 密 码 子 优 化 后 的 Dsp4h 导 入 E. coli 
BL21(DE3) 中，通过诱变处理筛选到以甘油为

唯一碳源的菌株 NA45，优化培养基后在 5 L 发

酵罐中 48 h 可产 25.4 g/L T-4-Hyp[130]。李浩以

玉米芯酶解液作为底物，以导入 ocd、p4h，同

时敲除 putA 的 C. glutamicum 作为工程菌株，

摇瓶发酵 92 h 后，T-4-Hyp 产量为 327 mg/L[131]。

Brandenburg 等 将 Dsp4h 导 入 集 胞 蓝 藻 
(Synechocystis sp. PCC 6803) 中，首次引入光能

作为能源物质生产 T-4-Hyp[132]，但由于人们对
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光自养细菌的理解和设计能力有限，以及实验

所需反应器生产技术的限制，其研究尚不够成

熟，产量仍有待进一步提高。 

5  总结与展望 
近年来，合成生物学的飞速发展为氨基酸

及其衍生物的工业化生产打开了新的局面。通

过对微生物代谢网络的深入解析，L-Pro 和

T-4-Hyp 的合成和降解途径、旁路途径及其与三

羧酸循环的关联都已经研究透彻，对代谢途径

中关键酶的结构与功能也已经基本阐明。由于

L-Pro 和 T-4-Hyp 独特而广泛的生理生化功能，

将现有微生物细胞工厂的成果用于工业化大规

模生产仍然无法满足其日益增长的需求。这就

需要我们在前人的基础上继续采用“绿色生物

制造”的理念，结合基因组学、蛋白组学、代谢

组学与合成生物学等先进手段，对代谢途径进

行重新设计和定向改造，筛选出具有更高催化

效率的关键酶，精准地控制 L-Pro 和 T-4-Hyp
生产过程中的碳通量，建构出更加高效专一地

合成 L-Pro 和 T-4-Hyp 的细胞工厂。 
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