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摘   要：1,3-丙二醇(1,3-propanediol，1,3-PD)可用于工业合成多种化合物，包括聚酯、聚醚和聚

氨酯。发酵法生产 1,3-PD 具有巨大潜力。本文从代谢途径分析入手，梳理了肺炎克雷伯氏菌厌氧

代谢途径的相关酶及催化作用，较详细地综述了其产 1,3-PD 关键酶的分子改造、基因工程菌株

的构建和关键酶基因表达、副产物相关代谢酶基因敲除等方面的最新进展，并展望了其今后的发

展前景。 
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Abstract: 1,3-propanediol (1,3-PD) can be used for chemical synthesis of a variety of compounds, 
including polyesters, polyethers and polyurethanes. Fermentation has great potential to improve 1,3-PD 
production. This study summarized the enzymes in the anaerobic metabolic pathways of Klebsiella 
pneumoniae and the catalysis, and reviewed the molecular modification of key enzymes in 1,3-PD 
production of K. pneumoniae, construction of genetically engineered strains and the expression of key 
enzyme genes, and knockout of by-product-related metabolic enzyme genes. Moreover, we also 
described the development prospects of 1,3-PD. 
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1,3-丙二醇(1,3-propanediol，1,3-PD)常作为

聚酯多元醇的生产原料，也作为聚醚多元醇的

起始剂和聚氨酯扩链剂 [1]。在有机化工领域，

1,3-PD 作为单体可合成聚对苯二甲酸丙二醇酯

(polytrimethylene terephthalate， PPT)[2]。目前

1,3-PD 的生产仍然主要靠化学合成法，其合成

条件苛刻、成本高、易造成环境污染。例如，

荷兰 Shell 公司以乙烯为原料，在 280 °C 高温

下，以贵重的金、银作为催化剂，先将底物氧

化成环氧乙烷，再通过加氢和 CO 才能转化为

3-羟基丙醛，后者再经氢化作用，最终完成

1,3-PD 的合成[3]。相比之下，微生物发酵法生

产 1,3-PD 具有明显优势，其优点是经济环保，

符合绿色化工的要求，因此越来越受到人们的

重视[4]。尽管如此，生物合成法也会受到一些

环境胁迫的影响，如甘油和 1,3-PD 的浓度、3-
羟基丙醛积累及副产物的合成，这些问题亟须

解决。然而，利用分子生物学技术，采用基因

工程、酶工程和代谢工程等方法，可望解决上

述问题[5]。利用代谢工程策略能很好地解决环

境胁迫问题[6]；通过对相关酶蛋白进行改造，

过表达或共表达相关酶基因，对氧化途径中相

关副产物合成基因进行敲除，可以大幅度提高

1,3-PD 的产量 [7]，是未来微生物发酵法生产

1,3-PD 的必然趋势。 

1  产 1,3-丙二醇代谢途径和关键酶 
1.1  肺炎克雷伯氏菌产 1,3-丙二醇代谢途

径和相关酶 
肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)甘

油厌氧代谢是一个歧化反应，包括还原和氧化   
2 个途径。如图 1 所示，在还原途径中，菌体将

甘油转化为 1,3-PD，需要甘油脱水酶(glycerol 
dehydratase) 和 1,3- 丙 二 醇 氧 化 还 原 酶 (1,3- 
proppanediol oxydoreductase)参与。作为关键

酶，1,3-丙二醇氧化还原酶将中间的代谢产物 
3-羟基丙醛转化为最终产物 1,3-PD。在氧化反应

途径中，在甘油脱氢酶(glycerol dehydrogenase) 
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图 1  甘油转化成 1,3-丙二醇的主要途径 
Figure 1  Main pathway for bioconversion glycerol to 1,3-propanediol. 
 
作 用 下 ， 甘 油 被 转 化 为 二 羟 基 丙 酮

(dihydroxyacetone)，同时辅酶 NAD+被还原为

NADH。产物二羟基丙酮在二羟基丙酮激酶

(dihydroxyacetone kinnase)作用下，被转化为磷

酸-二羟基丙酮(dihydroxyaccetone phosphate)，
同时消耗 1 分子 ATP[8]。 

如图 2 所示，磷酸-二羟基丙酮之后进入糖

酵解途径，依次代谢被转化为 3-磷酸甘油醛、

磷酸烯醇式丙酮酸和丙酮酸，同时产生乙酸、

乙醇和乳酸等副产物，并伴随细胞的生长。 
上述发酵过程中的 4 种酶，即甘油脱水

酶、甘油脱氢酶、二羟基丙酮激酶和1,3-丙二醇

氧化还原酶，分别由 dhaB、dhaD、dhaK 和

dhaT 基因编码，并且都由 dha 系统调控[9]；而

且只能在厌氧条件下被 dha 调节子诱导[10]。因

此，了解代谢途径和酶功能特点可为相关酶或

酶基因的改造奠定基础。 

1.2  甘油脱水酶及其改造 
肺炎克雷伯氏菌甘油脱水酶(Dha B)的 α、

β、γ 亚基的 3 个编码基因由一个启动子控制，

启动子有再激活特性 [11]。Jiang 等 [12]克隆了编

码甘油脱水酶的基因，并在细胞内外对甘油脱

水酶基因进行了表达，结果发现其酶活性有不

同幅度的提高；改变 β 亚基氨基酸能调节

Co-N 键长度，影响 Co-C 键均裂速率，进而改

变甘油脱水酶的活性；构建了不含编码 β 亚基

基因的质粒 pET-32a-gldAC 的突变文库，发现

突变菌株的甘油脱水酶表达活性均有所提高；

通过半柔性对接模型模拟，结果发现，再激活

因子与 ATP、CTP或 GTP的结合无显著差异，

这为寻找廉价配体取代 ATP 提供了依据。Qi
等 [13]克隆了编码甘油脱水酶的基因，并完成

了在大肠杆菌 XL10 Gold 中的表达；通过

PoPMuSiC 程序预测了该酶的突变位点，并基

于同源性建模构建 3D 结构的位点突变，经合

理设计开发了 2 个基因突变体，突变酶的 pH
稳定性比野生菌株相同酶更强。可见，通过突

变文库构建酶 β 亚基缺失突变株或经同源建模

构建该酶 3D 结构位点的突变，能显著提高甘

油脱水酶的活性和稳定性，这为其他关键酶的

改造供了有益参考。 

1.3  产 1,3-丙二醇关键酶的结构和功能研究 
1.3.1  1,3-丙二醇氧化还原酶纯化及特性研究 

纯化酶蛋白分子或克隆表达酶蛋白是其结 
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图 2  甘油代谢途径和氧化过程 
Figure 2  Main pathway for glycerol metabolism and oxidation process. 
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构和性质研究的基础。Johnson 等[14]在厌氧发酵

条件下以甘油为底物纯化了 1,3-丙二醇氧化还

原酶(Dha T)，该酶是由 45 000+/–3 000 Da 多肽

组成，构成八聚体或六聚体，在有氧代谢过程中

其不具活性，在厌氧条件下该酶才起作用。

Wang 等[15]以肺炎克雷伯氏菌 DNA 为模板，通

过 PCR 扩增获得该酶的编码基因 dhaT，并将

其克隆到 pMD18-T 载体中，测序后于大肠杆菌

表达载体中亚克隆 dhaT 并表达，获得分子量为

42 kDa 的酶蛋白，该酶在 pH 9.5 和 30 °C 时活

性最高。Lama 等 [16]克隆、表达、纯化了肺炎

克雷伯氏菌 J2B 的 DhaT，发现该酶对底物 3-

羟基丙醛 (3-hydroxypropionaldehyde， 3-HPA)

的活性比乙醛、丙醛和丁醛等类似底物均高；

在生理条件下，DhaT 主要催化正向反应，但

Dha T 与自身底物 3-HPA 孵育时高度不稳定。

可见，关键酶存在稳定性差的问题亟需解决。 

1.3.2  对 Dha T 同源建模或结晶的研究 
同源建模(homology modeling)是从蛋白质

的氨基酸序列出发，研究目标蛋白 3D 结构的可

信度较高的方法。Zheng 等[17]通过同源建模预

测了 1,3-丙二醇氧化还原酶的二级和三级结

构，推断该酶属于铁激活脱氢酶 NAD(P)依赖性

的醇脱氢酶 III 族。可见，同源模建的方法简便

易行。Marçal 等[18]进一步研究发现该酶单体结

构与其他醇脱氢酶结构密切相关。酶整体排列

呈十聚体结构，组成酶催化形式。二聚体通过

离子强烈相互作用相结合，这是该酶在体内高

度稳定的原因。Marçal 等[19]进一步在大肠杆菌

过表达重组制备物中获得 DhaT 单晶，研究表

明，该酶晶体属于空间群 P21，晶胞参数为

a=91.9、b=226.6、c=232.6 Å、[beta]=92.9°；晶

体不对称单位中可能含有 2 个十聚体，其 VM

值为 3.07 Å3 Da-1，估计溶剂含量为 59%；利用

同步辐射收集了衍射数据，晶体分辨率达到 2.7 Å。

我们对红球菌腈水合酶进行了纯化、结晶和酶

学性质研究，并应用分子模拟实现了底物和酶

的对接，发现酶催化底物具有宽泛性[20-21]。肺

炎克雷伯氏菌代谢途径相关酶蛋白分子性质和

功能研究都可以借鉴上述方法。 

1.3.3  产 1,3-丙二醇代谢关键酶蛋白的改造  
在甘油歧化氧化途径中，改造酶蛋白分子

可消除 1,3-PD 形成过程中的 NADH 提供限

制。Ma 等[22]在代谢通量分析基础上发现，“松
弛”DhaT 对 NADH 和 NADPH 的专一性可增加

1,3-PD 的产量，维持 NADH-NAD+循环；因

此，通过蛋白质合理设计计算丙氨酸(Ala)扫描

突变活性位点残基，进而发现 Asp41 是辅酶保

持特异性的关键残基，与 Asp41Ala 相比，

Asp41Gly 能减弱 Asp41 与 NADPH 腺嘌呤端核

糖 2′-羟基酯化磷酸基之间的排斥作用，通过定

点突变实现了对 Dha T 的“松弛”，减弱了酶对

NADH 和 NADPH 的专一性，进而增加了

1,3-PD 产量。Li 等[23]研究发现，底物 3-羟基丙

醛能与 DhaT 的半胱氨酸(Cys)残基上的巯基反

应，导致酶的失活；丙氨酸是其他 DhaT 中半

胱氨酸位置上的常见氨基酸，使用定点突变法

将肺炎克雷伯氏菌 J2B 的 DhaT 的 4 个半胱氨

酸残基分别或组合替换成丙氨酸，结果双突变

和三突变体酶活性显著高于野生型，而且双突

变体动力学特性也多于野生型。可见，酶的定

点突变可以改变酶的性质，甚至一个特定氨基

酸的改变就能改变酶的性质，进而提高酶的稳

定性。经过定点突变对酶进行改造，不仅能

“松弛”酶对 NADH 和 NADPH 的专一性，也可

以提高酶对底物 3-HPA 的稳定性、还原当量的

利用率和 1,3-PD 的产量。 
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2  肺炎克雷伯氏菌甘油代谢途径的

关键酶基因、辅酶基因的表达研究 
2.1  肺炎克雷伯氏菌关键酶基因的表达  
研究 
2.1.1  在原核或真核宿主中的异源表达 

肺炎克雷伯氏菌甘油脱水酶基因 dhaB 和

1,3-PD 氧化还原酶基因 dhaT，分别由 2 个不同

启动子控制以不同方向转录。Skraly 等[24]在单

个启动子控制下，将 dhaB 和 dhaT 基因重组到

操纵子中并在大肠杆菌中表达；在甘油和葡萄

糖补料分批共发酵中，含有操纵子的大肠杆菌

1,3-PD 的产量得以提高，实现了以甘油和葡萄

糖共底物产 1,3-PD 的初步设想。同样地，肺炎

克雷伯氏菌 dhaB、dhaT 及编码甘油脱水酶的再

激活因子 gdrA 也受到不同启动子控制，并以不

同方向转录。Wang 等使用 2 种不相容质粒

pET28a 和 pET22b，通过质粒相互竞争，构成

大肠杆菌内选择性压力下，使用这 2 种不相容

的质粒共表达了 dhaB 和 dhaT 基因，结果提高

了重组大肠杆菌 1,3-PD 的产量；在编码大肠杆

菌乙醇脱氢酶基因 yqhD 替代 dhaT 的情况下，

重组大肠杆菌的最终 1,3-PD 浓度高达 13.2 

g/L；可见，相关基因“串联”共表达可提高工程

化大肠杆菌 1,3-PD 的产量；将不同宿主来源的

同源基因进行替换，能进一步提高酶的活性表

达[25]。Ma 等[26]克隆了肺炎克雷伯氏菌 dha 操纵

子，分别在大肠杆菌和酿酒酵母 W303-1A 中异

源表达，结果发现，含有 dha 操纵子的重组大

肠杆菌能以甘油为原料合成 1,3-PD，但重组酵

母 W303-1A-dha 却不能，因此重新构建了含有

pZ-BT 质粒的重组酿酒酵母 W303-1A-BT，重

组酵母中均检测到了 DhaB 和 DhaT 活性，并产

生了 1,3-PD[26]；可见，关键酶基因异源表达可

在原核或真核微生物中进行，对启动子和酶基

因进行修饰、替换能有效提高重组酶活性。 

2.1.2  以菌体自身细胞为宿主的基因工程改造 
在肺炎克雷伯氏菌自身宿主的还原途径中

引入其他途径，通过增加中间产物耐受性可以

提高终产物产量。3-羟基丙醛积累常导致细胞

死亡和发酵异常，从而限制了 1,3-PD 产量的提

高。Guo 等[27]将聚羟基丁酸途径引入肺炎克雷

伯氏菌中提高了 1,3-PD 产量，具体方法是构建

含聚-β-羟基丁酸合成酶基因(phbC)、3-酮硫裂

解酶基因(phbA)、乙酰乙酰 CoA 还原酶基因 

(phbB) 这 3 个基因的 pDK 质粒，并转化自身宿

主肺炎克雷伯氏菌，经 IPTG 诱导，检测到聚

-β-羟基丁酸 (PHB)的生成；然后再通过优化

IPTG 浓度，使肺炎克雷伯氏菌工程菌株不仅

能正常生产 1,3-PD，同时也积累聚-β-羟基丁

酸；当初始葡萄糖为 70 g/L 时，野生型菌株即

可停止生长和发酵，而工程菌发酵正常，72 h

时后 1,3-PD 浓度和产量均得到了提高；在肺炎

克雷伯氏菌中过表达 1,3-丙二醇氧化还原酶同

功酶 yqhD 基因，也可提高 1,3-PD 浓度。朱建

国等 [28]以大肠杆菌基因组为模板，经过 PCR

扩增获得 1,3-丙二醇氧化还原酶的同功酶 yqhD

基因，并与四环素抗性基因 TetR 一起插入

pUC18 质粒，构建重组 pUC18-yqhD-TetR 载

体，并转化 Klebsiella pneumoniae ME308，结

果发现，重组菌中 1,3-丙二醇氧化还原酶活力

远高于对照菌株。 

一般来说，将 3-HPA 转化为 1,3-PD 是提

高甘油合成 1,3-PD 产率且避免 3-HPA 积累的

重要策略，这取决于 1,3-丙二醇氧化还原酶活

性和甘油氧化途径中的还原当量。如表 1 所

示，Zhuge 等[29]利用双 tac 启动子构建了 3 个

重组菌，分别为 K. pneumoniae/pEtac-yqhD、 
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表 1  菌株的基因共表达提高 1,3-丙二醇产量 
Table 1  Co-expressing genes for the enhancement of 1,3-propanediol synthesis in bacterial strains 
Host strains Co-expressed 

genes 
Fermentation 
types 

Glycerol 
types 

Titer 
(g/L) 

Yield 
(mol/mol) 

Productivity 
(g/(L·h)) 

References

Klebsiella pneumonia  
CICIM B0057 

dhaT and yqhD Batch Refined 18.30 0.57 – [29] 

Klebsiella pneumoniae KG1 dhaD and dhaT Fed-batch Refined 90.76 0.64 3.03 [30] 
Klebsiella pneumoniae KCTC 
2242 

Fah, gdh and udh Fed-batch Refined 86.00 0.59 2.69 [31] 

Note: -: Not detected. 
 

K. pneumoniae/pEtac-dhaT 和 K. pneumoniae/ 
pEtac-dhaT-tac-yqhD，分别或共表达了大肠杆

菌氧化还原酶同工酶 yqhD 基因和肺炎克雷伯氏

菌 dhaT 基因，结果表明，3 株重组菌发酵液中

3-HPA 产生峰值均小于亲本菌株；dhaT 的表达

减少了副产物乙醇和乳酸等形成，1,3-PD 的摩

尔产率略微提高；yqhD 表达尽管未提高 1,3-PD
的摩尔产率，但增加了发酵液中的乙醇浓度；

推测是 NADPH 参与将 3-HPA 转化为 1,3-PD，

使更多 NADH 用于乙醇生产；2 个基因共表达

的工程菌副产物生产减少，并通过 NADH 和

NADPH 两个辅助因子催化 3-HPA 向 1,3-PD 转

化，提高了 1,3-PD 摩尔产率。 
Zhao 等 [30]发现在微需氧条件下，共表达

dhaD 和 dhaT 基因不影响 1,3-PD 浓度，但能提

高 1,3-PD 的摩尔产率，降低副产物浓度，其

中，乳酸、乙醇和琥珀酸的浓度均有所降低，

3-羟基丙醛浓度能显著降低。Wang 等[31]为了提

高肺炎克雷伯氏菌中的 1,3-PD 浓度和耐受性，

利用多模块工程方法提高 1,3-PD 浓度、降低副

产物浓度、提高 1,3-PD 的耐受性；通过调控共

底物转运系统，使突变体 1,3-PD 浓度、产率和

产量进一步提高；最后，引入 NADH 再生途

径，获得了产率高达 2.69 g/L 的重组菌株。可

见，增加关键酶基因的表达和增加还原当量同

样重要，能促使代谢流量向 1,3-PD 方向流动，

使目标产物的提高成为可能。 
在肺炎克雷伯氏菌代谢甘油合成 1,3-PD 过

程中，存在乙酸溢流、TCA 循环活性低等问

题，影响了 1,3-PD 的合成。谢梦梦等[32]敲除了

乙醛酸循环抑制因子 iclR，过表达了 TCA 循环

中琥珀酸脱氢酶基因(sdhC)和苹果酸脱氢酶基

因(mdh)，缓解了乙酰辅酶 A 节点碳流溢出，结

果发现，敲除 iclR 后乙酸积累量降低，1,3-PD
产量提高；在 Klebsiella pneumonia Lric 中单独

过表达 sdhC 或 mdh 基因，1,3-PD 产量均得以提

高；共表达 sdhC 和 mdh 基因后，菌株甘油利用

能力增强，与 K. pneumonia Lric相比，1,3-PD产

量显著提高；敲除 iclR激活乙醛酸循环，过表达

sdh C 和 mdh 能强化 TCA 循环，弱化乙酸溢流，

增强甘油利用率，促进合成 1,3-PD。由此可

见，乳酸合成代谢流是复杂的，因此实验中要

仔细分析代谢流去向和相关酶的代谢机制，采

用基因删除或过表达和共表达手段有目的地增

加 1,3-PD 产量。 
2.1.3  以肺炎克雷伯氏菌突变菌株为宿主的基

因工程改造 
与野生菌株相比，突变菌株相关代谢途径

关键酶基因已经有不同程度的改造。因此，使

用突变菌为宿主，进一步构建工程菌株提高

1,3-PD 产量可能会更具有优势。Oh 等[33]对肺炎

克雷伯氏菌突变株 AK 进行遗传改造，建立了

以甘油为原料生产 1,3-PD 的高效方法，利用噬

菌体 t5p (DE20)启动子和 rho 非依赖性转录终止

信号，设计了能表达 dhaB 基因和/或 dhaT 基因

的重组菌株；研究发现表达 dhaT 的 AK/pConT
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重组菌，副产物形成被消除，IPTG 诱导被免

除，1,3-PD 产率达到最大。Seo 等[34]发现大肠

杆菌多拷贝 yqhD 同源物基因引入，恢复了肺炎

克雷伯氏菌 DhaT 缺陷突变株生产 1,3-PD 的能

力；而且由于甘油氧化途径被破坏，副产物不

再生成，重组菌依赖 NADP 的 1,3-PD 氧化还原

酶活性显著增强；可见，突变菌株为宿主的再

度工程化，不仅能消除副产物的形成、提高

1,3-PD 的产量，而且减少了后续 1,3-PD 纯化的

难度。Zhu 等[35]表达了肺炎克雷伯氏菌乳酸和

乳酸/2,3-丁二醇缺陷株中编码醛脱氢酶的基因

puuC，研究发现，过表达该基因抑制了乳酸和

乳酸/2,3-丁二醇缺陷菌株中 1,3-PD 生成，增加

了 3-羟基丙酸生成；同时发现，在乳酸缺陷菌

株中，只有适度表达 puuC 才能提高 1,3-PD 产

量；代谢通量分布比较还发现，3-羟基丙酸形

成可能在细胞代谢中起重要作用，经适度表达

puuC 能提高乳酸缺陷菌株 1,3-PD 产量。可见，

突变株是研究代谢通路变化机理的理想宿主，

通过在突变株中过表达代谢酶的相关基因，能

探索代谢通路、研究催化机制。 

2.2  运用辅因子 (NADH/NAD+)工程策略

对不同宿主细胞进行改造 
适当地添加 NADH 有利于提高肺炎克雷伯

氏菌 1,3-PD 的产量。Lu 等[36]在肺炎克雷伯氏菌

中分别或同时过表达大肠杆菌木糖异构酶基因

(xylA)和木酮糖激酶基因(xylB)，发现与亲本相

比，xylA 和 xylB 过表达及共表达显著增加了木

糖消耗量，提高了 1,3-PD 浓度，甘油转化率、

NADH 和 NADH/NAD+比值均有提高。为了提

高肺炎克雷伯氏菌的还原力，强化 1,3-PD 的合

成，付晓萌等[37]在肺炎克雷伯氏菌中异源表达

了 xylA 基因，发现在添加不同浓度辅助底物木

糖情况下，重组菌甘油共发酵代谢产物和

NADH 呈规律性变化；与对照相比，重组菌内

NADH 和 1,3-PD 均大幅度提高。可见，表达木

糖代谢途径中关键酶基因，如强化木糖异构酶

基因将导致木糖经磷酸戊糖途径积累大量还原

力，因此促进了 1,3-PD 的生成，同时表明以辅

助底物和生理底物共发酵能解决还原力不足的

问题，增加 1,3-丙二醇的产量；ED 途径能将葡

萄糖分解生成乙醇，其中吡啶核苷酸转氢酶能

直接催化 NADP(H)与 NAD(H)之间氢负离子可

逆转移，调控分解代谢和合成代谢过程中

NADH 与 NADPH 之间的动态平衡。Wang 等[38]

采用辅因子工程策略，构建以 ED 通路和转氢

化酶(吡啶核苷酸氧化还原酶)为基础的 NADH
再生体系，应用于葡萄糖和甘油混合物制备二

醇，研究发现，NADH/NAD+比值的提高将直

接影响中枢碳途径基因转录水平和细胞生长；在

工程化菌体 KP-APZDUT 内，NADH/NAD+比值

比初始工程菌株 KP-T 提高了 92.8%，二醇浓

度、转化率和产率均有所提高。Lu 等[39]发现，

敲除 arcA 基因能激活 TCA 循环中相关基因的转

录水平，使 NADH/NAD+比率增加，从而使 PD
浓度和菌体产量都得到提高；进一步敲除 ldhA
基因消除乳酸积累，使 1,3-PD 浓度继续提高；

删除 crr 基因增强葡萄糖和甘油共同利用，进而

削弱葡萄糖效应，促使 1,3-PD 产量和甘油转化

率继续提高。arcA 和 crr 基因缺失对 TCA 循环

活性及葡萄糖和甘油的共同利用产生了积极影

响，导致摇瓶中还原当量生成增强。这些发现

为肺炎克雷伯氏菌经强化 TCA 循环减弱葡萄糖

效应、增加 1,3-PD 生物合成的还原当量提供了

新信息。 

2.3  以葡萄糖为底物生产 1,3-丙二醇工程

菌株的改造 
截至目前尚无直接以葡萄糖为底物转化生

成 1,3-PD 天然微生物的报道，因此有必要构建

能以葡萄糖为底物直接转化 1,3-PD 的工程菌。
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Zheng 等[40]将在各自 lac 启动子控制下编码 3-磷
酸甘油脱氢酶的基因(gpd1)和 3-磷酸甘油酯酶

的基因(gpp2)重组到质粒 pUC18K中，并将其转

化野生型肺炎克雷伯氏菌，使重组菌表达了这

2 种重组酶。尽管在摇瓶培养中 1,3-PD 浓度偏

低，但为直接以葡萄糖作为底物转化 1,3-PD 提

供了新思路。Liang等[41]构建了一株大肠杆菌工

程菌株，通过表达酿酒酵母 gpd1和 gpp2基因及

肺炎克雷伯氏菌操纵子 dha，创立了一条以葡

萄糖为底物生产 1,3-PD 的应激代谢途径，分批

培养表明，在不添加任何诱导剂情况下，

1,3-PD 积累量达到 12.1 g/L。Lama 等[42]研究发

现，肺炎克雷伯氏菌 J2B 能将甘油转化为

1,3-PD，并合成辅酶 B12；为了将糖酵解途径

与甘油合成 1,3-PD 途径连接起来，他们过表达

了酵母 gpd1 和 gpp2 基因，破坏了甘油氧化途

径，通过甘油脱水酶基因和 1,3-PDO 氧化还原

酶基因同源过表达提高了甘油对 1,3-PD 转化

率。可见，为了构建以葡萄糖为底物直接生产

1,3-PD 的应激代谢途径，对 gpd1 和 gpp2 进行

表达，同时对脱水酶基因和 1,3-PD 氧化还原酶

基因过表达，可显著提高 1,3-PD 的转化率。 

3  氧化途径中相关基因的敲除策略 
在肺炎克雷伯氏菌中，氧化途径产生的副

产物消耗碳源，严重抑制菌体生长。同时，乙

酸、乙醇和丁酸等副产物积累也会形成反馈抑

制作用，不利于还原途径目标产物的生成。Lee

等[43]通过代谢工程策略，敲除肺炎克雷伯氏菌

的副产物形成途径，然后在培养基中加入甘露

醇并消除甘油同化途径，而且对转录调控 dha

操纵子进行修饰，从而提高了 1,3-PD 产量；经

添加少量甘露醇的分批发酵结果表明，1 mol 甘

油原料可获得 0.76 mol 1,3-PD。 

3.1  肺炎克雷伯氏菌氧化途径的初始相关

基因敲除策略 
3.1.1  甘油脱氢酶和二羟丙酮激酶基因敲除对

1,3-PD 合成的影响 
肺炎克雷伯氏菌生产 1,3-PD 过程中受氧化

途径中形成副产物的影响。甘油脱氢酶和二羟

丙 酮激酶是甘油氧化途径初始步骤的重要酶。

Seo等[44]为了消除副产物的合成，构建了 2个甘

油氧化代谢支链失活的突变株，一个从染色体

DNA 中敲除编码甘油脱氢酶(Dha D)和二羟丙

酮激酶 (Dha K)结构基因，另一个从染色体

DNA 中敲除了推断的表达转录激活因子基因，

结果发现 2 个重组菌株的 1,3-PD 产量均高于野

生型 Cu 菌株。Horng 等[45]采用同源重组的方法

使肺炎克雷伯氏菌 dhaD 和 dhaK 基因失活，从

单交换或双交换同源重组突变体中筛选得到经

PCR 证实的 dhaD/dhaK 双突变菌株 TC100，实

验发现菌株 TC100 的乳酸和 2,3-丁二醇合成停

止，但积累了乙醇；经阿拉伯糖 P (BAD)启动子

调控，1,3-PD 产率得到迅速提高。可见，副产

物基因敲除并利用合适启动子调控可提高

1,3-PD 产量。 
3.1.2  丙酮酸乙酰辅酶 A 开关或系统的酶基因

敲除对 1,3-丙二醇合成的影响 
丙酮酸脱氢酶复合物(AcoABCD)和丙酮酸

甲酸裂解酶(PFL)是丙酮酸到乙酰辅酶 A 的开

关。Zhou 等[46]在肺炎克雷伯氏菌中分别删除这

2 条通路，研究“开关”在 1,3-PD 生产中的作

用，结果发现在野生型菌株中 2 个酶均有活

性，并在乙酰辅酶 A 形成中活性相同；而且丙

酮酸甲酸裂解酶基因(pflB)突变菌株能产生高水

平乳酸；乳酸脱氢酶基因(ldh)缺失能消除乳酸

的合成；pflB-ldhA 突变菌株中甘油与 1,3-PD 转

化率均比野生型菌株高，但 1,3-PD 产量却有所

下降；相比之下，AcoABCD 突变菌株 1,3-丙二
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醇产率有所提高，但底物转化率却降低，最后通

过合理调节丙酮酸乙酰辅酶 A 开关提高了

1,3-PD 转化率或产率。可见，提高 1,3-PD 产量

需综合考虑代谢流量的分配和再分配及生物量

变化问题。正常情况下，缺乏丙酮酸甲酸裂解

酶(PFL)会使肺炎克雷伯氏菌厌氧生长受限。

Bao 等[47]结合正常细胞内的氧化还原状态并考

虑到乙醇脱氢酶基因(adhE)缺失并未抑制菌株

生长的事实，推测 PFL 缺陷型肺炎克雷伯氏菌

生长缺陷很可能归因于从丙酮酸到乙酰辅酶 A
的碳通量缺乏；同时考虑到丙酮酸相应的转录因

子(pdhR)作为乙酰辅酶 A 生成的负转录调节基

因能促进缺乏 PFL 肺炎克雷伯氏菌厌氧生长，

因此对 pdhR 进行了缺失改造，通过改造 PFL 缺

陷型肺炎克雷伯氏菌工程菌株表现出高效

1,3-PD 生产能力。可见，删除丙酮酸转录因子

pdhR 降低乙酰辅酶 A 生成的负调节作用，也能

有效提高 1,3-PD 的产量。 

3.2  肺炎克雷伯氏菌不同副产物相关基因

的敲除策略 
3.2.1  乙酸合成途径的基因敲除策略 

副产物乙酸是影响 1,3-PD 产量提高的瓶

颈。在肺炎克雷伯氏菌生产 1,3-PD 过程中，如

何减少有毒副产物乙酸的积累是一个重要课

题。近年有报道可以通过敲除相关基因提高

1,3-PD 的产量。如表 2 所示，Lin 等[48]删除了参

与乙酸合成 2条途径的 3个关键酶基因，即丙酮

酸氧化酶基因(poxB)、磷酸转乙酰激酶基因(pta)
和乙酸激酶基因(ackA)，结果发现，poxB 缺失

严重抑制细胞生长，在需氧培养中 poxB 突变体

出现异常高的乙酸盐积累，在厌氧培养中无法

产生内源性 CO2 供应；另外，进一步敲除 pta 和

ackA，poxB 突变株的需氧和厌氧生长缺陷都得

到了纠正，并阻断了乙酸合成的其他途径，

poxB-pta-ackA 突变株乙酸分泌减少、1,3-PD 生

产提高。 
3.2.2  乳酸脱氢酶基因或乙醛脱氢酶基因敲除

对 1,3-丙二醇合成的影响 
如表 2 所示，Chen 等[49]敲除乳酸脱氢酶基

因 (ldhA)和参与乙醇合成的乙醛脱氢酶基因

(aldH)，获得 2 个单突变株和 1 个双突变株；经

分批补料发酵，与原菌株相比，突变菌株的产

1,3-PD 能力增强，副产物浓度降低。Oh 等[50]发

现乳酸脱氢酶基因 ΔldhA 突变体经重复补料分

批培养，最大 1,3-PD 产量和生产率分别达到

81.1 g/L 和 3.38 g/(L·h)；使用乙酰乳酸合酶基因

缺失突变菌株 Δ(ldhA als)降低了主要的副产物

2,3-BD 水平，1,3-PD 水平达到 50%。Xu 等[51]

通过敲除 D-乳酸脱氢酶的 ldhA 基因，构建了肺

炎克雷伯氏菌 HR526 缺乏 D-乳酸途径突变菌

株，活性最低突变型 1,3-PD 浓度、转化率和产

率均有提高；在指数后期切断 D-乳酸途径，

NADH/NAD+增加一半以上，最终导致产物浓

度变化。 
3.2.3  乳酸脱氢酶基因和其他脱氢酶基因双敲

除对 1,3-丙二醇合成的影响 
乳酸脱氢酶能以 NADH 为辅因子催化丙酮

酸还原生成乳酸，同时 NADH 被氧化为 NAD+。 

 
表 2  菌株的基因共敲除提高 1,3-丙二醇产量 
Table 2  Co-deleted genes for the enhancement of 1,3-propanediol synthesis in bacterial strains 
Host strains Co-deleted genes Fermentation type Glycerol type Titer 

(g/L) 
Yield  
(mol/mol) 

Productivity 
(g/(L·h)) 

References 

Klebsiella pneumoniae KG5 Pox, pta, ackA Fed-batch Refined 76.80 0.66 2.56 [48] 
Klebsiella pneumoniae 2-1 ldhA, aldH Fed-batch Refined 87.50 0.70 3.60 [49] 
Klebsiella pneumoniae ldhA, ldhA als Fed-batch Crude 81.10 - 3.38 [50] 
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利用 λRed 重组对肺炎克雷伯氏菌乳酸脱氢酶基

因 (ldhA)[52]或乙醛脱氢酶基因 (aldH)[53]进行改

造，能获得 ldhA 或 aldH 基因缺失菌株，缺陷菌

株乳酸或乙醇浓度显著降低，1,3-PD 浓度、甘

油转化率均有所提高。Park 等[54]在生物信息学

基因模拟敲除基础上，敲除了肺炎克雷伯氏菌

乳酸脱氢酶基因 (ldhA)和苹果酸脱氢酶基因

(mdh)，最大限度地增加二醇产量，减少副产物

生成，解决了细胞生长迟缓问题。Park 等[55]敲

除了肺炎克雷伯氏菌乳酸脱氢酶基因(ldhA)和苹

果酸脱氢酶基因(mdh)，并优化搅拌速度，以纯

甘油为底物生产出 125 g/L 二醇，5 L 生物反应

器补料分批发酵，产率高达 2.0 g/(L·h)；以工业

生物柴油厂获得的粗甘油为底物进行了 5 000 L
生物反应器中试，其中 1,3-PD 浓度达 70 g/L。

Xin 等[56]协调了产酸克雷伯氏菌甘油代谢的氧

化和还原分支，选择乳酸生产途径与 1,3-PD 生

产途径耦合，然后依次阻断 2,3-丁二醇、乙

醇、乙酸盐和琥珀酸盐等途径，使 D-乳酸生物

合成改善，反过来促进了 1,3-PD 生产，通过用

凝结芽孢杆菌的 ldhL 代替 ldhD，实现了 1,3-PD
和 L-乳酸高效共生产。可见，通过基因工程方

法敲除副产物相关基因，无论是单基因还是双

基因敲除均可能提高 1,3-PD 浓度。 
3.2.4  抑制乙酰乳酸合成酶(ALS)提高 1,3-丙
二醇的产量 

肺炎克雷伯氏菌从甘油发酵产 1,3-PD 过程

中 2,3-丁二醇是主要副产物之一。负责编码 2,3-
丁二醇(BD)合成的 3 个酶基因分别是乙酰乳酸

脱羧酶基因(budA)、乙酰乳酸合成酶基因(budB)
和 2,3-丁二醇脱氢酶基因(budC)。丙酮酸盐形成

2,3-BD 的第一步由乙酰乳酸合成酶(ALS)催化，

这是一种与 1,3-PD 氧化还原酶竞争辅因子

NADH 的酶。Zhou 等[57]利用 Red 重组酶辅助基

因替换技术，获得肺炎克雷伯氏菌 ALS 突变体 

(ΔALS)，乙酰乳酸合成酶比活力显著低于野生

型菌株；通过补料分批发酵，该突变株 1,3-PD
浓度、产率和转化率比亲本都有所提高。Lu等[58]

设计 3 个单独反义 RNAs 抑制 BudA-C 表达，与

亲本相比，BudB 和 BudC 活性降低的同时，

BudA 的 mRNA 水平大幅度降低；BudC 活性降

低对细胞生长和碳分布无影响，但 BudA 和

BudB 活性的降低却使 BD 浓度降低了 35%，有

效提高了 1,3-PD 产率；bud 操纵子编码 2,3-丁二

醇合成相关基因，其中包括 BudB、BudA、

BudC 及转录调节因子 BudR。陆信曜等[59]采用

过量表达和反义 RNA 抑制实验发现，过表达

budR 使得 BudB 和 Bud C 酶活提高、1,3-PD 产

量下降、2,3-丁二醇含量增加，同时乙酸含量显

著降低；然而反义RNA抑制 budR表达后，BudB
和 BudC 酶活分别降低，重组菌生物量、2,3-丁
二醇、乙酸、乳酸等均略有降低，而 1,3-PD 产

量却提高约 10%。肺炎克雷伯氏菌乙酰乳酸合

成酶 ALS 缺陷突变株甘油代谢存在缺陷，不能

产生 1,3-PD 或 2,3-丁二醇[60]。为了恢复 1,3-PD
生产，Lee 等[60]将运动发酵单胞菌丙酮酸脱羧

酶基因(pdc)和醛脱氢酶基因(aldB)导入 ALS 缺

陷突变体中，以激活丙酮酸向乙醇的转化；pdc
和 aldB 异源表达有效地恢复了缺陷突变体的甘

油向 2,3-BD 合成的代谢，阻止丙酮酸的积累，

提高了 1,3-PD 产量。肺炎克雷伯氏菌利用甘油

生产 1,3-PD 过程中，伴随乳酸和 2,3-丁二醇等

有害副产物形成。Lee 等[61]利用代谢工程方法

删除了副产物形成途径基因，并消除甘油同化

途径，将甘露醇共同添加到培养基的同时对

dha 操纵子转录调控进行了基因改造，结果显

著提高了 1,3-PD 的产量；在分批发酵与少量甘露

醇共投料发酵过程中，1 mol 甘油能产 0.76 mol
的 1,3-PD。可见，删除 ALS 相关基因，或在

ALS 突变菌株中导入某些脱氢酶基因，并对 
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适当的操纵子基因进行调控，可以作为 1,3-PD
生产的重要途径。 

4  新途径的研究和拓展 
4.1  磷酸转移酶系统(PTS)相关酶基因敲

除对 1,3-丙二醇合成的影响 
肺炎克雷伯氏菌甘油代谢受到相关代谢途

径影响，需要对这些途径进行深入探索。Jeng
等[62]发现磷酸烯醇丙酮酸盐(PEP)碳水化合物磷

酸 转 移 酶 系 统 (PTS) 中 的 EIIA 同 系 物

KPN00353，在微需氧条件下能够与甘油激酶

(GlpK)结合，对 1,3-PD 产生起负调节作用；通

过结构模拟发现其上的 H65 残基是问题的关键，

这个组氨酸残基突变为天冬氨酸、谷氨酸盐、

精氨酸和谷氨酰胺后，其对肺炎克雷伯氏菌产

生 1,3-PD 负调控消失。可见，通过分子生物学

技术对这种负调控加以抑制有望提高 1,3-PD 的

产量。肺炎克雷伯氏菌 PTS 参与了葡萄糖转运

及碳代谢调控。陆竞争等[63]利用 Red 重组技术

分别敲除了 PTS 系统中与葡萄糖特异性转运相

关基因，即编码葡萄糖特异性转运膜透性酶

EⅡBCGl 的 cptsG 基因和编码胞浆可溶性葡萄糖

特异性转运酶 EⅡAGlc 的 crr 基因，结果发现，

敲除 ptsG 和 crr 基因后甘油转化率较野生菌分

别 提 高 26.2% 和 42.7% ， 其 中 突 变 株 K. 
pneumoniae Δcrr 的 1,3-PD 的产量提高 35.8%。

可见，敲除 ptsG 和 crr 基因改造 PTS 系统能够

有效提高底物甘油利用率，强化 1,3-PD 合成。 

4.2  新代谢途径的发现和代谢网络的进展 
在产 1,3-PD 相关代谢途径中，甘油三磷酸

(G3P)是另一种代谢产物。Zhu 等[64]发现，在以

甘油为底物进行厌氧生长时，大肠杆菌工程菌

菌体内 G3P 水平明显高于天然产 1,3-PD 的肺炎

克雷伯氏菌，并且 G3P 水平随着甘油浓度增加

而增加，而在肺炎克雷伯氏菌中，G3P 浓度却保

持相对恒定；向发酵培养基中添加延胡索酸能刺

激厌氧 G3P 脱氢酶活性，使厌氧 G3P 脱氢酶比

活力提高；细胞内 G3P 浓度降低，1,3-PD 产量

显著提高。在缺乏外源电子受体下 G3P 积累使

G3P 脱氢酶活性降低，E. coli Lin6 突变株负责将

甘油转化为 G3P 的甘油激酶浓度降低，1,3-PD
产量显著提高。可见，G3P 积累是厌氧发酵抑

制 1,3-PD 产量的重要原因。Pan 等[65]研究了肺

炎克雷伯氏菌代谢途径中通量变化与 1,3-PD 产

量的关系，在动态通量平衡分析基础上，结合基

因组尺度通量平衡分析和胞外代谢物动力学模

型，构建了一种优化计算方法；通过优化计算；

获得更为扩展的代谢途径，包括 3 条途径或位

点，即在二羟丙酮(DHA)节点处引出一条磷酸戊

糖途径(PPP)以提供更多还原当量和 3-磷酸甘油

酯(3PG)节点处合成氨基酸分支，以及三羧酸循

环(TCA)中 α-酮戊二酸位点引出谷氨酸和其他

氨基酸的合成代谢途径；在此基础上，分析了代

谢途径中重要节点动态通量分布与 1,3-PD 收率

的关系，发现从 DHA 到 PPP 动态通量变化与产

量呈正相关，TCA 循环中流量变化与 1,3-PD 产

率呈正相关。 
肺炎克雷伯氏菌甘油分解代谢能产生中间

产物二羟丙酮。Sun 等[66]利用葡萄糖分解代谢

途径的重定向构建了肺炎克雷伯氏工程菌，使

用葡萄糖产生甘油和二羟基丙酮：首先敲除编码

磷酸丙糖异构酶的 tpiA 基因，过表达谷氨酸棒

杆菌的二羟基丙酮磷酸脱磷酸化酶(hdpA)后，

工程菌株能以高水平利用葡萄糖生产二羟基丙

酮和甘油；敲除编码甘油醛 3-磷酸脱氢酶的酶

(gapA)基因后，进一步增加产物的形成。由此

可见，代谢途径编织成复杂的代谢网络。代谢

网络新代谢途径的发现，必然对甘油歧化代谢

途径的氧化和还原代谢网络有更清晰的认识，

同时结合代谢路径的新发现，通过合理设计对
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肺炎克雷伯氏菌进行改造，将促进以甘油或辅

助底物生产 1,3-PD 的动力。 

5  展望 
野生菌株转化碳源为 1,3-PD 的效率较低，

构建基因工程菌株是必然趋势。提高 1,3-PD 产

量涉及复杂的发酵代谢网络和途径，其中网络途

径中许多酶的作用也十分复杂。提高 1,3-PD 产

量取决于代谢流、还原当量和生物量总体平衡。

代谢途径复杂多变，新途径有待发现，因此需要

从代谢网络整体把握基因的改造和酶的调节。可

以经代谢流量平衡和控制分析，寻找关键节点和

关键酶，有针对性地对野生菌进行改造。这需要

多种分子生物学技术结合和集成才能完成，单一

技术无法实现 1,3-PD 产量的突破。菌种改造需

要遵循系统生物学原则，从基因组、蛋白组、代

谢组入手进行全面控制和改造。随着代谢网络分

支和途径的更新，发酵控制研究的深入势必会更

新和优化分子改造的方法和策略。 
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