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本期主要选择玉米赤霉烯酮水解酶、聚羟基脂肪酸酯解聚酶、脂肪酶等

酶的设计改造，谷胱甘肽和纤维寡糖的生物催化合成，L-缬氨酸、L-蛋氨酸、

L-谷氨酸等氨基酸和 L-乳酸、丁二酸等有机酸以及酪醇、水杨酸葡萄糖苷等

芳香族化合物的代谢工程，以及啤酒酵母线粒体自噬基因功能等研究论文进

行导读。 
 

 
霉菌毒素污染是全球畜牧业和食品工业面

临的重大挑战，镰刀菌毒素——玉米赤霉烯酮

就是其中的重要一种。来源于粉红螺旋聚孢霉

的玉米赤霉烯酮水解酶(zearalenone hydrolase, 
ZHD) 101 能有效降解饲料中的玉米赤霉烯酮，

但其最适温度为 37−45 °C，50 °C 条件下基本

失活，热稳定性需要提高。目前已经从进化信

息、能量信息、结构信息等不同方面出发，开

发了多种策略用于提高蛋白质的热稳定性，但

是单一策略在改造效果方面仍存在局限。官嫒

林等 [1]首先 通过对多 个蛋白质 的结构进 行比

对，筛选出 ZHD101 的结构灵活区域，进一步

对灵活区域残基进行序列保守性分析和构象自

由能计算，综合结构、进化和能量多方面信息，

筛选获得潜在的提高热稳定性的突变文库，与

野生型比较，两个突变体 S220R 和 S220W 的

Tm 分别提高了 5.6 ℃和 4.0 ℃，45 ℃条件下的

热半失活时间分别延长了 15.4 倍和 3.1 倍，突

变位点及其周围区域的相互作用力增强，表明

结合蛋白质结构比对、序列分析和自由能计算

的理性设计策略，可有效提高酶的热稳定性。 
聚 羟 基 脂 肪 酸 酯 (polyhydroxyalkanoate, 

PHA)是一种由微生物合成的可生物降解聚酯。

PHA 在特定条件下可以降解，但降解速率比较

慢，由此催生了对 PHA 解聚酶的需求。PHA 解

聚酶广泛存在于微生物中，但大部分酶的最适温

度为 30−40 ℃，极少数酶的最适温度为 50 ℃，

在高温环境下的稳定性较差，难以应用。李志刚

等[2]研究了一种来自短须嗜热单孢菌的 PHA 解

聚酶的酶学性质，并通过二硫键理性设计，获得

了热稳定性提升的突变体 A190C/V240C，其最适

温度比野生型提高了 20 ℃，50 ℃条件下的半

衰期比野生型提高了 20 倍，50 ℃条件下聚羟

基丁酸(polyhydroxybutyrate, PHB) 12 h 的降解

率是对照的近 4 倍，表明引入二硫键可以显著

提高酶的热稳定性。 
甘油二酯有 1,2-和 1,3-两种同分异构体，其

中 1,3-甘油二酯由于具有较高的营养价值，是

新型食品开发的热点。但是 1,2-甘油二酯和 
1,3-甘油二酯这两种同分异构体的检测比较困

难，脂肪酶特异催化油脂生成 1,3-甘油二酯的

位置特异性机制也不清楚。马亚迪等[3]模拟了

脂肪酶与三油酸甘油酯的分子对接，分析底物

的结合模型后挑选了 5 个突变位点，并利用超

临界流体色谱方法筛选出 1,3-位置选择特异性

较野生型提高 12%的突变体，为进一步提高 
1,3-甘油二酯的生物催化制备效率奠定了基础。 

很多生物催化过程需要 ATP 提供能量，

ATP 的廉价、可持续供给是决定这些生物合成

过程成本的关键因素。多聚磷酸盐激酶能够以

廉价的聚磷酸盐为底物，为消耗 ATP 的生化反

应提供 ATP。高惠等[4]对哈氏噬纤维菌来源的
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多聚磷酸盐激酶的双底物通道腔进行了理性改

造，以提高其催化活性。筛选得到的突变体其

相对酶活提高了 3 倍多，底物利用范围扩大，

耐热性与耐碱性提高。采用该多聚磷酸盐激酶

的突变体与谷胱甘肽生物合成双功能酶耦合，

在无细胞体系中添加 5 mmol/L ATP 的启动条件

下，可产生 45 mmol/L (14 g/L)的谷胱甘肽，   
L-半胱氨酸的转化率达到 90%以上，表明了该

ATP 再生系统的有效性。 
纤 维 寡 糖 (cello-oligosaccharide) 是 指 由

2‒10 个 D-葡萄糖单体通过 β-1,4 糖苷键连接形

成的线性寡糖，被认为是一种新型的益生元，但

以纤维素为原料直接制备纤维寡糖的收率较低。

蔗糖磷酸化酶催化蔗糖可以生成葡萄糖-1-磷酸 
(G-1-P)，作为纤维寡糖生产的糖基供体。G-1-P
在纤维二糖磷酸化酶催化下，可脱去磷酸基团

与葡萄糖缩合，生成纤维二糖。纤维寡糖磷酸

化酶则能够将纤维二糖与 G-1-P 进一步聚合，

生成聚合度≥3 的纤维寡糖，且聚合度与纤维寡

糖磷酸化酶的活性密切相关。郑棚等[5]在大肠

杆菌中构建了蔗糖磷酸化酶-纤维二糖磷酸化

酶-纤维寡糖磷酸化酶的级联催化路线，以葡萄

糖和蔗糖为底物合成了 97 g/L 的纤维寡糖，聚

合度为 2‒6，纯度为 97%，且能够促进多种乳

杆菌的生长，表明有可能利用廉价底物葡萄糖

和蔗糖来高效生产高纯度纤维寡糖。 
L-缬氨酸在医药、饲料领域具有广泛用途。

近年来，科创板上市公司华恒生物率先采用厌

氧发酵法工业化生产 L-缬氨酸，为 L-缬氨酸工

业生产方式带来重大创新。赵阔等[6]通过在谷

氨酸棒杆菌中强化丙酮酸的供给、改造乙酰羟

酸合酶以及改变乙酰羟酸还原异构酶和支链氨

基酸转氨酶的辅因子偏好性，构建了 L-缬氨酸

的高效生产途径。在 5 L 罐中采用两阶段发酵

策略，发酵 48 h，L-缬氨酸的产量和得率分别

达到 110 g/L 和 0.51 g/g 的较高水平，具有较好

的应用潜力。 
L-蛋氨酸是四大饲料氨基酸之一，目前主

要还是通过化学法生产。蛋氨酸、赖氨酸与苏

氨酸同属天冬氨酸族氨基酸，但由于蛋氨酸是

含硫氨基酸，且生物合成途径复杂，因此发酵

法生产蛋氨酸挑战很大，目前文献报道的较高

水平为 17‒18 g/L。蛋氨酸的生物合成主要包括

3 个模块：碳模块、硫模块和一碳模块，其中

一碳模块决定了蛋氨酸分子上甲基的来源，对

蛋氨酸的合成十分重要。张博等 [7]在大肠杆菌

中过表达亚甲基四氢叶酸还原酶以及活性更高

的丝氨酸羟甲基转移酶，增强了一碳模块甲基

供体的生成；进而过表达了胱醚裂解酶和半胱氨

酸内运基因，有效提高了 L-高半胱氨酸和 L-半
胱氨酸的供应。最后获得的工程菌株在 5 L 罐中

发酵 60 h，可生产 18 g/L 的蛋氨酸，为进一步

提高蛋氨酸发酵生产水平奠定了基础。 
我国 L-谷氨酸年产量近 300 万 t，占全球的

70%，目前 L-谷氨酸的工业生产水平可以达到

220 g/L。刘佳峰等[8]等首先对一株能够产生近

100 g/L 谷氨酸的谷氨酸棒杆菌及其出发菌株

进行转录组分析，进而敲除丙氨酸氨基转移酶

降低副产物丙氨酸含量，弱化 α-酮戊二酸脱氢

酶复合体活性、增加谷氨酸合成的前体、筛选

高活性的谷氨酸脱氢酶来强化谷氨酸代谢流，

并通过优化谷氨酸转运蛋白的结构促进谷氨酸

外排，最后获得的工程菌株，其 L-谷氨酸产量

和得率较原始菌提高了 40%和 10%以上，为工

业菌株的改造提供了新的参考。 
在酸性条件下发酵生产有机酸，可以避免

中性条件下发酵产生的盐对后处理工艺的压

力。但大多数微生物对酸性环境的耐受性较差，

因此提升产酸菌对酸性环境的耐受性是提高酸

性条件下有机酸产量的关键。李静等[9]对乳酸
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产生菌凝结芽孢杆菌 DSM1 及其乳酸脱氢酶双

敲除菌株进行比较转录组分析，筛选出在发酵

12 h 和 24 h 转录水平显著增强的 4 个基因。其

中，过表达 RS10595 基因的菌株，在 pH 4.6 的

弱酸性条件下，其乳酸产量比对照提高 5 倍；

但在 pH 6.0 的近中性条件下，乳酸产量受到抑

制。基因 RS10595 编码一个 ATP 转运家族蛋白，

其在弱酸性环境下显著提升乳酸产量的机制值

得进一步探索。 
丁二酸是聚丁二酸丁二醇酯(polybutylene 

succinate, PBS)的单体，由于材料工业对生物基

单体的追求，生物基丁二酸的生产受到广泛重

视。山东兰典已经率先实现了丁二酸的生物法

生产，科创板上市公司华恒生物也已经公告即

将建设 5 万 t/年的生物法丁二酸生产能力。对

大肠杆菌进行工程改造生产丁二酸，核心是胞

内 ATP 的充足供应和 NADH 的再平衡。王学明

等[10]通过减少 ATP 消耗、强化 ATP 合成、阻断

NADH 竞争途径和构建 NADH 回补路径等策

略，获得的大肠杆菌工程菌株在 1 m3 中试罐中

发酵 72 h，可产生 140 g/L 丁二酸，具有较好

的应用潜力，但其生产成本需结合得率数据进

一步评价。 
酪醇在医药、食品、化工领域具有广泛用

途。其生物合成需引入外源酶催化 4-羟基苯丙

酮酸生成酪醇的前体 4-羟基苯乙醛，后者经醇

脱氢酶还原后生成酪醇。由于酪醇对微生物生

长的抑制作用，目前发酵法生产酪醇的产量在

3‒4 g/L。沈玉平等[11]首先将苯丙酮酸脱羧酶突

变体与醇脱氢酶融合表达在大肠杆菌中，随后

阻断 4-羟基苯乙酸竞争途径，进而通过群体

感应系统动态调控酪醇合成途径，减轻酪醇对

底盘细胞的毒性作用，在 2 L 罐中酪醇产量达

到 4.2 g/L，为提高酪醇生物合成提供了一种新

思路。 

水杨酸和水杨酸葡萄糖苷都具有消炎止痛

的作用，但水杨酸葡萄糖苷的刺激性更小，理

论上也可以减少对细胞生长的抑制作用，因此

其生物合成受到关注。李若松等[12]利用前期构

建的高产 3-脱氢莽草酸大肠杆菌工程菌株，引

入铜绿假单胞菌的异分支酸裂解酶，调控分支

酸下游水杨酸代谢途径及不同芳香族氨基酸代

谢途径关键基因的表达，构建了水杨酸生产菌

株。随后引入植物来源的水杨酸糖基转移酶，

获得了水杨酸葡萄糖苷的生产菌株，5 L 发酵罐

的产量达到 36.5 g/L，是目前水杨酸葡萄糖苷发

酵生产的最高水平。 
线粒体是真核生物的“动力工厂”，也是活

性氧(reactive oxygen species, ROS)的主要来源。

ROS 的积累会导致线粒体损伤，受损或老化的

线粒体则会被细胞选择性地清除，即线粒体自

噬。酿酒酵母的乙醇发酵过程虽然是在无氧条

件下进行的，但是生长过程一般需要有氧存在，

因此会产生 ROS，也会诱导自噬的发生。程万

琪等[13]研究了酿酒酵母中 3 个与线粒体自噬相

关基因的敲除和过表达对其抗氧化性能的影

响，发现缺失这些基因会导致线粒体损伤及细

胞活力显著下降，同时造成胞内 ROS 失衡；而

表达其中 2 个基因可以显著降低 ROS 含量，并

显著提高线粒体膜电位和 ATP 含量，提示线粒

体自噬基因可以作为调控酿酒酵母细胞抗氧化

活性的潜在靶点。 
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