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摘   要：他克莫司(FK506)是一种具有免疫抑制活性的 23 元大环内酯类化合物，临床上广泛用于

防止器官移植术后的免疫排斥反应。生物合成法是他克莫司制备方法的研究热点，但他克莫司生物

合成的研究还存在一定生产技术上的瓶颈。基于此，本文主要从他克莫司代谢途径改造和发酵过程

控制等方面对他克莫司生物合成进展进行综述，以期为今后突破他克莫司生物合成的技术瓶颈提供

参考，进而利用代谢工程、发酵工程等技术提升他克莫司的生物合成水平。 
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Abstract: Tacrolimus (FK506) is a 23-membered macrolide with immunosuppressant activity 
that is widely used clinically for treating the rejection after organ transplantation. The research on 
tacrolimus production was mainly focused on biosynthesis methods, within which there are still 
some bottlenecks. This review summarizes the progress made in tacrolimus biosynthesis via 
modification of metabolic pathways and control of fermentation process, with the hope to address 
the technical bottlenecks for tacrolimus biosynthesis and improve tacrolimus production by 
fermentation engineering and metabolic engineering. 
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他克莫司(tacrolimus, FK506)是一种 23 元大

环内酯类化合物，是第二代免疫抑制剂之一，也

是第一个被发现的大环内酯类免疫抑制剂。他克

莫司于 1984 年首次由日本藤泽制药公司在筑波

链霉菌(Streptomyces tsukubaensis) No. 9993 的发

酵培养物中发现。 
自 1994 年他克莫司被美国食品药品监督管

理局(Food and Drug Administration, FDA)批准用

于肝移植治疗以来，已广泛用于肾脏、肝脏和心

脏同种异体移植的术后治疗，也广泛用于炎症性

皮肤病[1-2]。与以往的免疫抑制剂环孢素相比，

他克莫司的疗效是环孢素的 10 至 100 倍，并且

在多项临床试验中已被证明更有效[3-4]，同时他

克莫司没有环孢素引起的高血压、高血脂等副作

用[5-6]，除免疫抑制活性外，他克莫司还具有抗

真菌[7]、抗病毒[8]、促神经再生[9]等活性。 
他克莫司在器官移植治疗中的疗效是其应用

重要性的基础。目前，国内的免疫抑制剂市场已经

达到 100 亿元的规模，他克莫司全球销售额已达到

30 亿美元，市场规模庞大，且逐年提高。由于他

克莫司的分子量大、手性及结构复杂，化学合成法

的合成效率相对较低[10-11]，国内外主要采用生物发

酵法合成他克莫司。许多工作者研究不同的策略以

提高他克莫司产量，但仍然存在一定的瓶颈，研究

表明发酵工艺优化、基因工程改造等策略对他克莫

司产量有重要影响。基于此，本文重点对他克莫司

生物合成途径及生物合成基因簇、发酵过程控制和

代谢途径改造等方面进行了综述，进而对提高他克

莫司产量的研究方向及研究思路进行了展望。 

1  他克莫司生物合成途径和基

因簇 
1.1  他克莫司生物合成途径 

默克制药公司(美国)的工作人员于 20 世纪 
90 年代首次对他克莫司的生物合成途径进行了研

究[5,12-14]，后经许多工作者的深入研究，他克莫

司生物合成过程已被逐步阐明。 
如图 1 所示，他克莫司生物合成过程可分

为 4 个部分。第一部分是他克莫司合成起始单

元的生成：来自莽草酸途径的分支酸水解为

(4R,5R)-4,5-二羟基环己-1-烯羧酸[(4R,5R)-4,5- 
Dihydroxycyclohex-1-enecarboxylic acid, DHCHC]，
其作为他克莫司生物合成过程的起始单元[17]；

第二部分是基于起始单元延伸聚酮链：DHCHC
在聚酮合酶(FkbA、FkbB 和 FkbC)的催化下组装

延伸聚酮链，2 个丙二酰-CoA、5 个甲基丙二   
酰-CoA、2 个甲氧基丙二酰-ACP 和 1 个烯丙基

丙二酰-CoA 作为链的延伸，依次组装到碳链  
上[18]；第三部分是聚酮链与 L-哌啶酸缩合成他

克莫司内酯环：L-赖氨酸衍生的 L-哌啶酸残基通

过酰胺键与聚酮链结合而闭合，形成他克莫司内

酯环；第四部分是内酯环经 2 步修饰形成他克莫

司：一步修饰是由 FkbM 催化的 C31 处羟基的

甲基化，另一步修饰是由细胞色素 P450 蛋白

FkbD 催化的 C9 氧化，这 2 个修饰对他克莫司

的生理活性至关重要[5,13,19-20]。值得注意的是，

FkbB 中第 4 酰基转移酶 AT4 (AT4FkbB)相对宽松

的底物选择性是他克莫司合成过程中产生副产

物的主要原因。当它选择烯丙基丙二酰-CoA 作

为下一个延伸链，最终产物是他克莫司；如果选

择乙基丙二酰-CoA 作为下一个延伸链，最终产

物为副产物子囊霉素(FK520)[21]；如果选择丙基

丙二酰-CoA 作为下一个延伸链，最终产物为副

产物二氢他克莫司(FK506D)，而相较副产物子

囊霉素，二氢他克莫司所占的比重非常低[22-23]。

综上所述，他克莫司生物合成过程中共有 6 种直接

前体依次参与：DHCHC、丙二酰-CoA、甲基丙二

酰-CoA、甲氧基丙二酰-ACP、烯丙基丙二酰-CoA、

L-哌啶酸，其中甲氧基丙二酰-ACP 和烯丙基丙二

酰-CoA 是不常见的聚酮链延伸单元，需要通过特

殊的生物合成基因簇[24-26]，这 2 种不常见的延伸单

元合成过程如图 2 所示。 
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图 1  他克莫司生物合成途径   CAS：辅酶 A 合成酶；KS：酮酰合成酶；AT：酰基转移酶；DH：脱水

酶；ER：烯酰还原酶；KR：酮基还原酶；ACP：酰基载体蛋白[15-16] 
Figure 1  Biosynthetic pathway of tacrolimus. CAS: CoA synthetase; KS: Ketoacyl synthase; AT: Acyl 
transferase; DH: Dehydratase; ER: Enoyl reductase; KR: Keto reductase; ACP: Acyl carrier protein[15-16]. 

 

 
图 2  他克莫司不常见的延伸单元烯丙基丙二酰-CoA (A)和甲氧基丙二酰-ACP (B)的生物合成途径[16] 
Figure 2  Biosynthetic pathway of the unusual extension unit of tacrolimus: Allylmalonyl-CoA (A) and  
methoxymalonyl-ACP (B)[16]. 
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1.2  他克莫司生物合成基因簇 
他克莫司是由 fkb 基因簇编码的典型 I 型聚

酮合酶(polyketone synthase, PKS)-非核糖体肽合

成酶(non-ribosomal peptide synthetase, NRPS)杂
合系统合成的聚酮化合物。近些年，整个他克莫

司生物合成基因簇，在不同的生产菌株中得到了

表征[18,25,27-28]。他克莫司的生物合成基因簇如图

3 所示。目前有 2 类他克莫司生物合成基因簇被

报道[26]。其中一类他克莫司生物合成基因簇有

19 个基因：fkbQ、fkbN、fkbM、fkbD、fkbA、fkbP、

fkbO、fkbB、fkbC、fkbL、fkbK、fkbJ、fkbI、fkbH、

fkbG、allD、allR、allK 和 allA，主要存在于他

克莫司链霉菌(Streptomyces tacrolimicus)和卡那

霉素链霉菌(Streptomyces kanamyceticus) KCTC 
9225 中；而另一类不仅包含前者的 19 个基因，

还包括 fkbG 基因 5′区域的 5 个额外基因

allMNPOS (tcs12345)和 fkbQ 基因 3′区域的 2 个

额外基因 tcs6-fkbR (tcs67)[29]，并主要存在于    
S. tsukubaensis NRRL 18488、S. tsukubaensis L19
和链霉菌(Streptomyces sp.) KCTC 11604BP 中。 

在 2 类他克莫司生物合成基因簇都包含的

19 个基因中， fkbO 负责将分支酸水解成环     
己-1,5-二烯羧酸(cyclohex-1,5-dienecarboxylic acid, 
DCDC)和丙酮酸，DCDC 进一步转化得到合成

起始单元 DHCHC[17]；fkbB、fkbC 和 fkbA 负责

组装他克莫司的内酯环碳链；allAKRD (tcsABCD)
负责合成烯丙基丙二酰-CoA；fkbGHIJK 负责合

成甲氧基丙二酰-ACP；fkbL 负责 L-哌啶酸的生

物合成；fkbP 负责 L-哌啶酸与内酯链缩合成环；

fkbD 负责他克莫司 C9 的氧化；fkbM 负责他克

莫司 C31 的羟基化；fkbN 是通路特异性调控基

因，具有正调节作用[26,30-32]；fkbQ 负责合成具有

编辑功能的“诊断修复”II 硫酯酶，该酶可以在他

克莫司生物合成过程中去除错误的底物[16,33]。 
对于其中一类基因簇中额外的 7 个基因，研

究表明在他克莫司生物合成过程中 allMNPOS
的转录水平很低，并且这 5 个基因的敲除对他克

莫司的产量没有显著影响[18]，因此这些基因的

存在可能对他克莫司的生物合成并不重要[28,30]；

tcs6 的功能目前尚未明确[31-32]；fkbR (tcs7)是通 

 

 
 

图 3  他克莫司生物合成基因簇   A：来自 S. tsukubaensis NRRL18488 和 Streptomyces sp. KCTC  
11604BP 的生物合成基因簇. B：来自 S. kanamyceticus KCTC 9225 的生物合成基因簇[18] 
Figure 3  The biosynthesis gene cluster of tacrolimus from Streptomyces tsukubaensis NRRL18488 and 
Streptomyces sp. KCTC 11604BP (A) and from Streptomyces kanamyceticus KCTC 9225 (B)[18]. 
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路特异性调控基因，但有趣的是，Mo 等[32]在

Streptomyces sp. KCTC 11604BP 中发现 fkbR 负

调节他克莫司生物合成，而这与 Zhang 等[31]和

Goranovič 等[26]分别在 S. tsukubaensis L19 和 S. 
tsukubaensis NRRL 18488 中研究的结果相反，可

见不同他克莫司生产菌株的生物合成基因簇虽

然高度相似，但调控机制可能不同。 

2  他克莫司生物合成的研究现状 
尽管他克莫司在器官移植治疗中效果显著，

但在临床治疗中使用成本高。这使得他克莫司产

量的提升成为其进一步广泛应用的必要前提。 
目前已报道超过 15 种产生他克莫司的菌 

株 [15] ， 包 括 S. tsukubaensis No.9993[34-35] 、

Streptomyces sp. MA6858[14]、Streptomyces sp. 
ATCC 53770[36]、Streptomyces sp. MA6949[37]、淡

青 链 霉 菌 (Streptomyces glaucescens) MTCC 
5115[38]、Streptomyces sp. ATCC 55098[39]、棒状链

霉菌(Streptomyces clavuligerus) CKD1119[40]等。

由于天然菌株产量低，不足以满足庞大的市场需

求，因此提高他克莫司产量对于满足工业生产至

关重要。自他克莫司发现以来，许多研究者们致

力于生产菌株选育、发酵过程工艺优化和基因工

程改造等不同优化策略来提高他克莫司的生产。 

2.1  他克莫司生物合成的发酵过程控制 
2.1.1  生产菌株的选育 

近年来，研究人员为得到高产他克莫司的

菌株，主要采用了适应性驯化、诱变育种等方

法进行选育。Jung 等[41]通过适应性驯化方法，

将紫外诱变得到的菌株 Streptomyces sp. TST8 在

含有逐步增加他克莫司浓度的培养基中传代，

增加菌株对产物的耐受性，最终筛选得到高产

菌株 Streptomyces sp. TST10，且在 5 L 发酵罐中

他克莫司产量达到 972 mg/L。Mo 等[42]利用亚

硝 基 胍 (nitrosoguanidine, NTG) 与 紫 外 线 对

Streptomyces sp. KCCM 11116P 孢子悬浮液进行

复合诱变，再结合其对黑曲霉(Aspergillus niger)
的抗真菌活性和对 T 细胞增殖的抑制能力，经

过多轮筛选，最终获得突变菌株 Streptomyces sp. 
RM7011，其他克莫司产量达到 94.24 mg/L，比

野生型菌株提高 11.63 倍。Du 等[43]通过紫外和

NTG 诱变出发菌株 S. tsukubaensis TJ-01，结合

丙二酸二钠和甲基丙二酸二钠的抗性筛选，获

得几株高产突变菌株，随后将突变菌株进行原

生质体融合，成功获得高产菌株 S. tsukubaensis 
TJ-P325，其产量达到 365.6 mg/L，比出发菌增

加 11 倍。Yang 等[44]选择 S. tsukubaensis LLZ-1
作为出发菌株，通过 NTG 诱变和 4-氨基丁酸

(他克莫司前体结构类似物)适应获得突变菌株 
S. tsukubaensis CZ-19，其产量比野生型菌株提高

65.13%，产量达到 532.44 mg/L。本团队[45]采用抑

菌圈法筛选紫外-常压室温等离子体(atmospheric 
and room temperature plasma, ARTP)复合诱变的  
菌 株 ， 最 终 获 得 突 变 菌 株 S. tsukubaensis 
ZJBH1901，其他克莫司产量为 100 mg/L，较出发

菌株提高1倍。Ye等[46]针对出发菌株S. tsukubaensis 
No. 9993 采用 ARTP 诱变技术和原生质体融合

技 术，经过多轮筛选，最终获得突变菌株         
S. tsukubaensis R3-C4，其产量为 335 mg/L，是出

发菌株的 2.6 倍。本团队[47]利用紫外线处理出发

菌株 S. tsukubaensis S1，并选择 2,5-二硝基苯甲

酸和链霉素作为抗性筛选剂，经过多轮筛选，

最终获得突变菌株 S. tsukubaensis SCLX0001，
其摇瓶发酵水平比出发菌株提高 1.54 倍。 
2.1.2  发酵过程工艺优化 

发酵过程工艺优化是提高他克莫司生产菌

株产量的重要一环。近年来，许多研究者通过他

克莫司生产菌株发酵过程培养条件优化和前体

物质添加策略来提高产量。 
Kim 等 [48] 优 化 突 变 株 S. clavuligerus 
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Tc-IX-12303 发酵工艺，通过发酵培养基中补充   
3 g/L 玉米油，发酵 8 d 后，他克莫司产量从 145 mg/L
提高到了 235 mg/L。邱观荣等[49]以 S. tsukubaensis 
FIM-16-06 作为出发菌株，采用单因素试验和正

交试验方法，优化摇瓶发酵培养基组成及温度、

转速等操作条件，最终在最优条件下摇瓶发酵的

他克莫司产量从 352 mg/L 提高到 586 mg/L，较

原生产工艺提高了 66%。Patel 等[50]优化了菌株   
S. tsukubaensis NBRC 108819 的摇瓶发酵培养基

成分，采用单因素试验和响应面方法，使得他克

莫司摇瓶发酵产量从 205 mg/L 提高至 604 mg/L。
Yan 等[51]诱变得到菌株 S. tsukubaensis FIM-16-06，
通过响应面分析法优化摇瓶发酵培养基，确定 3 个

显著因素(可溶性淀粉、蛋白胨和吐温 80)及其最

佳浓度，最终他克莫司的摇瓶发酵产量从 670 mg/L
提高到 1 293 mg/L，在 1 000 L 发酵罐中，他克莫

司产量从 406 mg/L 提高到 1 522 mg/L，是初始培

养基的 3.7 倍。Zhang 等[52]采用响应面方法优化工

程菌株 S. tsukubaensis L24 的发酵培养基，确定培

养基重要组分(酵母提取物、棉籽粕和 KH2PO4)，
优化得到最优发酵培养基，使得他克莫司摇瓶发

酵产量从 434 mg/L 提高至 757 mg/L。 
前体供应对于次级代谢物生物合成起着重

要的作用，因此，添加不同类型化合物促进相关

前体合成是提高他克莫司产量较为有效且直接

的手段之一[53]。目前，有关报道能够补充前体

供应并增加他克莫司产量的化合物添加案例如

表 1 所示。 
从表 1 不同类型化合物添加研究中我们可

以发现，对于同一化合物，其最适添加量与最适

添加时间都会因菌株的差异而有所不同，并且其

增产效果也会因出发菌株生产能力的不同而存

在较大的差异，相对而言初始产量较低的菌株往

往会有更好的增产效果。研究表明通过添加莽草

酸可以直接强化莽草酸途径，促进前体 DHCHC

的合成，在不同菌株中均有明显增产效果[54-56,59]，

Wang 等[56]在发酵 30 h 添加终浓度 0.05 g/L 莽草

酸，他克莫司产量较对照提高了 52.99%。在 FkbL
的作用下，添加赖氨酸可以强化前体 L-哌啶酸

供应，使他克莫司产量提高[54,56,58]，Huang 等[54]

在发酵 48 h 添加终浓度 1 g/L 赖氨酸，他克莫

司产量较对照提高 12.91%。在不同菌株发酵过

程中添加大豆油，也有不错的增产效果[54-56]，

通过添加大豆油可以强化脂肪酸代谢，促进

CoA 类前体生成，促使碳通量定向到聚酮化合

物生产[48,63-64]。 
为了实现产量的进一步提高，多种类型化合

物联合添加是一种快速有效的增产方式。Xia 等[55]

针对菌株 S. tsukubaensis TJ-04，设计了一种前体

补充策略：24 h 添加 5 g/L 豆油；48 h 添加 8.5 g/L
乳酸、0.5 g/L 莽草酸、0.1 g/L 苯丙氨酸、0.1 g/L
色氨酸和 0.1 g/L 酪氨酸；72 h 添加 0.5 g/L 亮氨

酸、0.5 g/L 脯氨酸、0.25 g/L 苏氨酸和 0.5 g/L
缬氨酸；96 h 添加 0.5 g/L 琥珀酸钠，最终他克

莫司产量从 251 mg/L 增加到 405 mg/L，较对照

提高 61.4%。同样地，Huang 等[54]和 Du 等[43]分

别针对另两种不同的筑波链霉菌设计系统性化

合物补充方案，最终分别提高 29.5%和 21.4%，

他们通过添加不同类型化合物在一定程度上将

菌株的生产能力挖掘到了最大。 
链霉菌的生物合成不仅受相关前体合成[54-55]

的控制，还受到复杂的代谢调控网络的控制[31-32]，

然而，由于链霉菌中细胞内调控网络的复杂性，

一些未知因素(例如，某些隐秘途径或基因、氧

化应激等环境信号)也可能在次级代谢物的生物

合成过程中发挥重要作用[65-67]。诱导剂可以定义

为能够在链霉菌培养物中诱导隐秘途径和/或分

化的可扩散信号[68]。近些年，激活链霉菌隐秘

途径的诱导剂引起了广泛的研究关注，其中许多

团队针对筑波链霉菌的诱导剂进行了研究。 
 
 
 



 
 

金利群 等/免疫抑制剂他克莫司生物合成的研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3101 

 

表 1  添加不同化合物提高他克莫司产量的案例汇总 
Table 1  Cases for improving tacrolimus production by adding different compounds 
Compounds Concentration (g/L) Time (h) Initial yield (mg/L) Final yield (mg/L) Improvement (%) References 
Succinate 1.50 96.00 353.20 388.70 10.05  [54] 
Sodium succinate 1.50 96.00 251.00 321.00 27.89  [55] 
Citrate 0.05 30.00 78.26 103.01 31.63  [56] 
Picolinic acid 0.03 / 7.00 33.28 375.43  [57] 
Pipecolate 0.25 48.00 353.20 394.90 11.81  [54] 
Lysine 1.00 48.00 353.20 398.80 12.91  [54] 
Lysine 2.50 / 10.00 29.00 190.00  [58] 
Lysine 0.05 30.00 78.26 133.49 70.57  [56] 
Threonine 2.00 72.00 251.00 279.60 11.39  [55] 
Nicotinic acid 0.03 / 7.00 16.05 129.29  [57] 
Nicotinamide 0.05 / 7.00 24.24 246.29  [57] 
Proline 2.00 72.00 251.00 294.17 17.20  [55] 
Alanine 0.20 / 202.00 228.00 12.87  [59] 
Leucine 2.00 72.00 251.00 284.13 13.20  [55] 
Valine 2.00 72.00 251.00 301.20 20.00  [55] 
Valine 1.50 96.00 353.20 395.60 12.00  [54] 
Isoleucine 1.00 96.00 353.20 389.90 10.39  [54] 
Chorismate 0.25 48.00 353.20 406.90 15.20  [54] 
Shikimate 1.50 72.00 251.00 321.00 27.89  [55] 
Shikimate 0.40 / 202.00 232.00 14.85  [59] 
Shikimate 0.50 48.00 353.20 402.80 14.04  [54] 
Shikimate 0.05 30.00 78.26 119.73 52.99  [56] 
Salicyl alcohol 0.23 / 278.50 423.80 52.17  [60] 
Propanol 2.50 / 6.70 10.60 58.21  [61] 
Propylene glycol 7.50 / 2.40 9.00 275.00  [61] 
Malonate 0.05 30.00 78.26 127.32 62.69  [56] 
Propionic 2.50 / 5.00 12.70 154.00  [61] 
Vinyl propionate 0.61 / 37.96 mg/g 71.61 mg/g 88.65  [42] 
Soybean oil 10.00 24.00 251.00 361.44 44.00  [55] 
Soybean oil 5.00 24.00 353.20 391.10 10.73  [54] 
Soybean oil 1.00 24.00 54.03 106.42 96.96  [56] 
Lactate 15.00 36.00 251.00 281.00 11.95  [55] 
Lactate 15.00 36.00 353.20 382.30 8.24  [54] 
Tween 80 6.16 / 37.96 mg/g 62.31 mg/g 64.15  [42] 
Methyl oleate 5.00 / 6.00 15.00 150.00  [62] 
/ means no data. 

 

孙燕等[69]在发酵 96 h 添加 10 mg/L 氯化镧，

他克莫司产量较对照提高 37.5%，通过 RT-PCR
验证 fkbP 的表达量显著增加。Wang 等[65]发现丁

酸钠(sodium butyrate, SB)、二甲亚砜(dimethyl 
sulfoxide, DMSO)和 LaCl3 可使他克莫司的产量

提高 30%以上。不同化学诱导剂的组合添加结

果表明，与对照相比，DMSO 和 LaCl3 处理后的

他克莫司产量提高了 64.7% (303.6 mg/L)。
Poshekhontseva 等 [70]将灭活的低等真菌作为诱

导剂加入发酵培养基中使得筑波链霉菌的他克
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莫司生产能力得到了惊人的提高。20 g/L 的灭活

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)干粉和褐曲

霉(Aspergillus ochraceus)干粉分别使得筑波链

霉菌的他克莫司生产能力提高 125%和 115%。 

2.2  基于代谢途径的基因工程改造 
虽然优化他克莫司发酵过程控制可以促进

他克莫司的有效生产，但国内外研究人员仍致力

于构建高产他克莫司的基因工程菌株。 
基因工程菌株改造主要分为 2 个方面：他

克莫司生物合成基因的改造和旁路代谢途径基

因的改造。而在他克莫司生物合成基因簇中，

编码聚酮合酶的基因 fkbABC 长达 10 000 bp 左

右甚至更长，可能因为过表达的操作存在困

难，目前尚未有文献报道 fkbABC 过表达的相

关研究，但是基于计算机模拟的基因组代谢模

型指出，这些基因的过表达可以有效提高他克

莫司的生产效率[71]。目前较为常见的是集中于

他克莫司生物合成基因的改造：DHCHC 合成

基因 fkbO[54]、成环基因 fkbP 与成环前体合成

基因 fkbL[54]、修饰基因 fkbM 和 fkbD[54]、烯丙

基丙二酰-CoA 合成基因 allAKRD[22,72-74]、甲氧

基丙二酰-ACP 合成基因 fkbGHIJK[22]以及调控

基因 fkbN 和 fkbR[26,31-32]。具体改造案例如表 2
所示。 

从表 2 可以看出，对于同一基因，其过表

达后的增产效果因初始菌株的不同而存在较大

的差异。过表达调控基因 fkbN 对他克莫司产量

提高有比较好的效果，是能够大幅提高产量的

单基因操作[26,31-32]。Huang 等[54]针对出发菌株    
S. tsukubaensis D852，分别过表达基因 fkbO、

fkbL、fkbP、fkbD 和 fkbM，他克莫司产量提高

10%–40%，通过同时过表达多基因 fkbOLPDM，

发现产量较对照提高 146.13%，获得了比单基因

过表达更好的增产效果，可见单基因过表达的增 
 
表 2  他克莫司生物合成基因改造提高他克莫司产量的案例 
Table 2  Cases for improving tacrolimus production by modifying genes involved in tacrolimus biosynthesis 
Gene name Strain Engineering 

strategy 
Yield before 
modification (mg/L) 

Yield after 
modification (mg/L) 

Improvement 
(%) 

References 

fkbO S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 200.10 39.44 [54] 
fkbL S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 186.30 29.83 [54] 
fkbP S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 161.90 12.82 [54] 
fkbD S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 173.10 20.63 [54] 
fkbM S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 178.30 24.25 [54] 
fkbOLPDM S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 353.20 146.13 [54] 
allAKRD Streptomyces sp. RM7011 Overexpression 95.30 238.10 149.84 [73] 
allAKRD S. tsukubaensis ZJU01 Overexpression 46.90 95.70 104.05 [22] 
fkbGHIJKL S. tsukubaensis ZJU01 Overexpression 46.90 61.30 30.70 [22] 
tcs2 Streptomyces sp. 

KCTC 11604BP 
Overexpression 5.22 5.18 –0.77 [32] 

fkbN Streptomyces sp. 
KCTC 11604BP 

Overexpression 5.22 11.10 112.64 [32] 

fkbN S. tsukubaensis L19 Overexpression 143.70 252.20 75.50 [31] 
fkbN S. tsukubaensis NRRL 

18488 
Overexpression 32.00 48.00 50.00 [26] 

tcs7 Streptomyces sp. 
KCTC 11604BP 

Overexpression 5.22 4.51 –13.60 [32] 

tcs7 S. tsukubaensis L19 Overexpression 143.70 204.10 42.03 [31] 
tcs7 Streptomyces sp. 

KCTC 11604BP 
Knockout 5.22 9.89 89.46 [32] 

fkbR S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Overexpression 32.00 39.50 23.44 [26] 
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产效应是存在可以叠加的情况，并且这种增产能

力可表现为 1+1>2。发现在菌株 S. tsukubaensis 

NRRL18488和 S. tsukubaensis L19中表现为他克

莫司产量提高，而在菌株 Streptomyces sp. KCTC 

11604BP 中则结果相反。此外，allAKRD 同时过

表达也能达到一个比较可观的增产效果，这说明

烯丙基丙二酰-CoA 的供应是他克莫司合成的主

要限制性因素之一，并且研究表明通过过表达

allAKRD 基因也可以减少副产物子囊霉素在产

物中所占的比例[22,73]。 

针对生物合成基因改造可以直接有效加强

他克莫司的生物合成途径，使得他克莫司产量提

高。而由于链霉菌代谢网络的复杂性，许多旁路

代谢途径也影响他克莫司的生产，因此，通过改

造旁路代谢途径可以间接实现他克莫司产量的

提高。Wu 等[75]基于基因组测序和分析，阻断了

竞争常见酰基前体的 PKS 途径，成功构建了菌

株 S. tsukubaensis L19-2，其他克莫司产量从

140.3 mg/L 增加到 170.3 mg/L，也有不少学者通

过改造旁路代谢途径来考察对他克莫司产量的

影响，具体改造案例如表 3 所示。 

从表 3 可以看出，过表达 pcc 基因(编码丙

酰-CoA 羧化酶)、bulZ (编码链霉菌抗生素调节

蛋白 BulZ)等操作均能有效促进他克莫司生产。

Mo 等[42]在菌株 Streptomyces sp. RM7011 中异源

表达 pcc 基因，强化前体甲基丙二酰-CoA 供应，

最终他克莫司产量从94.2 mg/L提升至164.9 mg/L，

他克莫司产量显著提高了 75.05%。Ma 等[76]过表

达 bulZ 及其靶基因 bulS2，发现他克莫司的产量

达到 154 mg/L，与对照菌株 S. tsukubaensis T-04

相比提高了 67.39%。Pires 等[77]将 S. tsukubaensis 
NRRL18488 作为出发菌株，构建 ahpC 突变缺

陷菌株，而过氧化氢酶 AhpC 在降解菌内产生的

H2O2 中起着关键作用，通过调节菌内氧化代谢

环境，促进他克莫司生产，最终他克莫司产量提

高至 29.77 mg/L，较出发菌株提高 22.51%，验

证了利用氧化应激反应调节他克莫司生产的推

测[71,78]。 

对于旁路代谢途径的改造，确定合适的靶

基因是改造过程中的难点与关键点。基于基因

组代谢模型确定改造靶基因是合理有效的手段

之一。天津大学团队先后通过该种方法确定了

若干靶基因，并进行实验验证[56,59,71,79]，相关改

造案例如表 4 所示。 

 
表 3  旁路代谢途径改造提高他克莫司产量的案例 
Table 3  Cases for improving tacrolimus production by modifying bypass metabolic pathways 
Gene name Strain Engineering 

strategy 
Yield before  
modification  
(mg/L) 

Yield after  
modification 
(mg/L) 

Improvement 
(%) 

References 

mutAB S. clavuligerus CKD 
1119 

Overexpression 6.00 9.00 50.00 [62] 

pcc Streptomyces sp. 
RM7011 

Overexpression 94.20 164.90 75.05 [42] 

bulZ S. tsukubaensis TJ-04 Overexpression 92.00 127.00 38.04 [76] 

bulS2 S. tsukubaensis TJ-04 Overexpression 92.00 133.00 44.57 [76] 

bulZ, bulS2 S. tsukubaensis TJ-04 Overexpression 92.00 154.00 67.39 [76] 

ahpC S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Knockout 24.30 29.77 22.51 [77] 
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表 4  基于基因组代谢模型的代谢途径改造提高他克莫司产量的案例 
Table 4  Cases for improving tacrolimus production by metabolic pathway modification based on 
genome-scale metabolic models 
Gene name Strain Engineering 

strategy 
Yield before  
modification  
(mg/L) 

Yield after  
modification 
(mg/L) 

Improvement 
(%) 

References 

dahp S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 216.80 51.08  [71] 
pntAB S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 205.00 42.86  [71] 
accA2 S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 200.50 39.72 [71] 
zwf2 S. tsukubaensis D852 Overexpression 143.50 193.20 34.63 [71] 
tktB S. tsukubaensis NRRL 

18488 
Overexpression 55.10 73.21 32.87 [79] 

msdh S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Overexpression 55.10 71.20 29.22 [79] 

ask S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Overexpression 55.10 65.17 18.28 [79] 

aroC S. tsukubaensis D852 Overexpression 78.26 109.87 40.39 [56] 
dapA S. tsukubaensis D852 Overexpression 78.26 96.37 23.14 [56] 
trpA S. tsukubaensis NRRL 

18488 
Overexpression 151.00 182.00 20.53 [59] 

panD S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Overexpression 151.00 188.00 24.50 [59] 

aroK S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Overexpression 151.00 183.00 21.19 [59] 

aroD S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Overexpression 151.00 173.00 14.57 [59] 

gdhA S. tsukubaensis D852 Knockout 143.50 197.70 37.77 [71] 
ppc S. tsukubaensis D852 Knockout 143.50 189.80 32.26 [71] 
gcdh S. tsukubaensis NRRL 

18488 
Knockout 55.10 77.49 40.64 [79] 

ldhD S. tsukubaensis NRRL 
18488 

Knockout 151.00 171.00 13.25 [59] 

 
从表 4 可以看出，通过过表达或敲除代谢模

型预测的旁路代谢途径基因，他克莫司产量都得

到了提高，并且大部分单基因操作都有 20%以

上的增产效果。Huang 等[71]基于 KEGG 等公共

数据库，并手动精炼代谢网络，建立基因组代谢

模型(GSMM)，其中包括 865 个化学反应和 621 个

代谢物，用于预测靶基因。通过模型进行单基因

敲除和过表达模拟，确定了潜在靶标(用于敲除

的 gdhA 和 ppc；用于过表达的 dahp、pntAB、 
accA2 和 zwf2)，在菌株 S. tsukubaensis D852 中

验证，发现过表达编码 3-脱氧-D-阿拉伯庚糖酮

酸-7-磷酸合成酶基因 dahp，他克莫司产量提高

至 216.8 mg/L，较对照提高 51.08%，是增产效

果最好的单基因操作。Wang 等[79]结合静态优化

方法(static optimization methods, SOA)和动态通

量 平 衡 分 析 (dynamic flux balance analysis, 
DFBA)优化上述基因组代谢模型，成功构建了

S. tsukubaensis NRRL18488 的 GS-DFBA 模型，

在代谢调整最小化(MOMA)的帮助下预测了靶

基因(gcdh、tktB、msdh 和 ask)，验证发现敲除
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或过表达预测的靶基因能够成功提高他克莫司

产量，其中敲除 gcdh 使得他克莫司产量显著提

高 40.64%。以上结果证明了基于基因组代谢模

型指导基因工程改造的可行性，通过基因组代谢

模型模拟可以成功地发现他克莫司生物合成中

的一些重要限制因素。 

3  总结与展望 
自筑波链霉菌及其产物他克莫司被发现以

来，有关他克莫司生物合成的研究工作颇有成

效，他克莫司产量从最初的每升几毫克到目前公

布的 1 522 mg/L[51]，实现了显著的产量跃进。但

是，在实现更高规模的他克莫司工业生产水平的

过程中仍存在一定的问题：(1) 他克莫司合成过

程中有关代谢调控网络的认识尚有模糊点。(2) 
目前菌株代谢途径改造方法具有局限性，例如过

表达合成途径中的基因、阻断竞争代谢途径等，

虽然能获得产量的提高，但由于代谢网络的复杂

性，容易使细胞积累过量中间产物，对细胞造成

毒害，最终抑制目的产物进一步积累。(3) 关键

酶不具有高度特异性，使得产物中存在杂质。(4) 
他克莫司为胞内产物，存在严重的反馈抑制。 

为构建更加稳定高效的他克莫司生产菌株，

可以在现有研究基础上考虑从代谢调控网络、合

成途径以及细胞等方面进行多维度研究，从以下

几个方向进行探索：(1) 加强他克莫司代谢调控

网络的认识：结合转录组学、蛋白质组学等技术

对他克莫司生产菌株进行分析，鉴定潜在的调控

基因，并探究其作用机理，以期能够通过调控网

络改造促进他克莫司生产。(2) 系统性强化合成

过程：利用合成生物学策略，对他克莫司的合成

途径以及代谢调控过程进行全局分析和优化，理

性地强化合成过程中关键的节点，使目标产物高

效合成。(3) 优化关键酶的酶学性质：加深对关

键酶催化的机理研究，并利用酶工程策略对关键

酶的底物选择性进行改造，进而减少甚至消除不

需要的副产物。(4) 产物外排途径强化：利用蛋

白质工程技术优化筛选他克莫司转运蛋白，并使

用合成生物学策略导入他克莫司生产菌株内，来

改善他克莫司向胞外转运的效率，缓解他克莫司

积累对细胞的毒害。 
他克莫司相较传统免疫抑制剂具有更高的

疗效和更小的副作用，决定了它在医药行业具有

广阔的应用前景。随着我们对他克莫司生物合成

过程认识的不断加深，运用代谢工程、合成生物

学等手段逐步解决合成过程中所遇到的问题，最

终实现他克莫司高水平的工业生产，进而可以促

进他克莫司在更多领域的应用开发，充分发挥其

多种活性，涌现更多的相关产品，满足多方面市

场需求。 
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