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摘   要：氨基酸是构成蛋白质的基本单元，被广泛应用于食品、医药、饲料和化工等多个领域。

利用微生物细胞工厂生产氨基酸，具备原料可再生、生产过程条件温和、产品纯度高、环境污染小

等优点，能够助力实现碳中和。借助代谢工程和合成生物学技术，对大肠杆菌(Escherichia coli)和
谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)进行定向设计、改造与优化，创制了高产氨基酸的微生

物细胞工厂，实现了支链氨基酸、天冬氨酸族氨基酸、谷氨酸族氨基酸和芳香族氨基酸的生物炼

制。本文对高产氨基酸的大肠杆菌细胞工厂和谷氨酸棒杆菌细胞工厂创制过程进行分析，以期对高

性能微生物细胞工厂的创制提供参考。 
关键词：微生物细胞工厂；支链氨基酸；天冬氨酸族氨基酸；谷氨酸族氨基酸；芳香族氨基酸 

Engineering of microorganisms for high production of  
amino acids 

GUO Liang1,2*, GAO Xi1,2, ZHANG Hongxia1,2 

1 School of Life Science, Shanxi Normal University, Taiyuan 030031, Shanxi, China  
2 Shanxi Engineering Research Center for Microbial Application Technology, Taiyuan 030031, Shanxi, China 
 
Abstract: Amino acids as the building blocks of proteins are widely applied in food, medicine, 
feed, and chemical industries. Amino acid production by microbial cell factories from renewable 
resources is praised for the environmental friendliness, mild reaction conditions, and high product 
purity, which helps to achieve the goal of carbon neutrality. Researchers have employed the 
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methods of metabolic engineering and synthetic biology to engineer Escherichia coli and 
Corynebacterium glutamicum and optimized the culture conditions to construct the microbial cell 
factories with high performance for producing branched chain amino acids, amino acids of the 
aspartic acid and glutamic acid families, and aromatic amino acids. We review the engineering 
process of microbial cell factories for high production of amino acids, in the hope of providing a 
reference for the creation of high-performance microbial cell factories. 
Keywords: microbial cell factories; branched chain amino acids; amino acids of the aspartic acid 
family; amino acids of the glutamic acid family; aromatic amino acids 

 
氨基酸不仅是构成蛋白质的基本单元，还具

有重要的代谢与生理活动调控功能，广泛应用于

食品、医药、饲料和化工等多个领域 [1-4]。据

Polaris Market Research 统计，2021 年全球氨基

酸市场规模达 261.9 亿美元，预计 2027 年全球

氨基酸市场规模将达到 398.7 亿美元，年均复合

增长率为 7.5%。由于氨基酸的动植物提取法具

有原料受限、工艺复杂、成本高等缺点[5-6]，化

学炼制有原料不可再生、反应条件苛刻、环境污

染大等问题[7]，利用微生物细胞进行物质加工与

合成为氨基酸的绿色生产提供了可能[8-9]。氨基酸

发酵行业是我国发酵工业的支柱产业，其中谷氨

酸、赖氨酸和苏氨酸产量常年居世界首位[10-11]。

与谷氨酸、赖氨酸和苏氨酸等大宗氨基酸相比，

精氨酸、色氨酸和缬氨酸等小品种氨基酸产量仍

然较低，关键生产技术被赢创、希杰等国际巨头

垄断。 
1956 年，日本协和发酵工业株式会社首次开

发了谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)
发酵生产谷氨酸的工艺，展现了该菌在氨基酸生

产中的巨大潜力[12-13]。C. glutamicum 具有生长

速度快、营养需求低、底物谱广等优势，是创制

氨基酸高产菌株的理想底盘微生物 [12,14-15]。与

C. glutamicum 相比，大肠杆菌(Escherichia coli)
具有易培养、遗传背景清晰、基因编辑工具成熟

等优势，是研究最为广泛的模式微生物，也被广

泛应用于氨基酸高产菌株的创制[16-17]。随着合成

生物学与系统代谢工程的发展，对 E. coli 和    
C. glutamicum 进行定向设计、改造与优化，创

制出的氨基酸高产菌株，不仅以可再生资源为原

料，而且其生产过程反应条件温和、产品纯度高、

环境污染小[18-20]。本文综述了以 E. coli 和 C. 
glutamicum 为底盘微生物，创制支链氨基酸、天

冬氨酸族氨基酸、谷氨酸族氨基酸与芳香族氨基

酸高产菌株的关键技术，以期为高性能微生物细

胞工厂的创制提供参考，并展望了氨基酸高产菌

株的研究方向。 

1  创制支链氨基酸高产菌株 
缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸支链氨基酸

(branched-chain amino acids, BCAAs)，参与体内

蛋白质合成与糖脂代谢调节，是人体与哺乳动物

的必需氨基酸，被广泛应用于动物饲料、食品与

药品行业[21-22]。利用系统代谢工程与合成生物学

技术，工程化改造 C. glutamicum，创制了缬氨

酸、亮氨酸、异亮氨酸高产菌株[23-27]；工程化改

造 E. coli，创制了亮氨酸高产菌株[28]。在支链氨

基酸高产菌株的创制过程中，需重点关注辅因

子供给问题。为此，开发了乙酰乳酸异构还原

酶突变、氨基酸转氨酶替换、谷氨酸脱氢酶替

换等改变支链氨基酸合成路径辅因子特异性的

方法。 
C. glutamicum BNGECTMDLD/ΔLDH 能够实

现缬氨酸高产[24,29]。在该研究中，敲除乳酸脱氢
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酶编码基因 ldhA，减少副产物乳酸积累；过表

达乙酰乳酸合酶编码基因 ilvBN、乙酰乳酸异构

还原酶编码基因 ilvC、二羟酸脱水酶编码基因

ilvD 和氨基酸转氨酶编码基因 ilvE，强化缬氨酸

合成途径，获得能够合成缬氨酸的底盘微生物。

在该合成路径中，合成 1 mol 缬氨酸需要消耗  
1 mol 葡萄糖和 2 mol 还原型烟酰胺腺嘌呤二核

苷 酸 磷 酸 (nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate, NADPH)，同时伴随 2 mol 还原型烟

酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 (nicotinamide adenine 
dinucleotide, NADH)生成，导致缬氨酸合成过程

中辅因子不平衡，限制了缬氨酸产量进一步提升

(图 1A，表 1)[24]。为此，用 NADH 依赖型乙酰

乳酸异构还原酶突变体 IlvCS34G, L48E, R49F(IlvCM)
替换本源 NADPH 依赖型的 IlvC，用球形赖氨酸

芽孢杆菌(Lysinibacillus sphaericus)来源的 NADH
依赖型亮氨酸脱氢酶 (leucine dehydrogenase, 
LeuDH)替换本源 NADPH 依赖型氨基酸转氨酶

(IlvE)，将缬氨酸的合成路径的辅因子偏好性从

NADPH 依赖型改造成 NADH 依赖型，实现缬氨

酸合成过程中辅因子的供需平衡。在此基础上，

进一步通过将乙酰乳酸合酶(IlvN)的第 156 残基

从甘氨酸(G)突变为谷氨酸(E)，解除缬氨酸对乙

酰乳酸合酶的反馈抑制。最后，通过在好养条件

培养菌体、离心收集菌体、厌氧条件发酵，使缬

氨酸的产量增加到 172 g/L，葡萄糖转化率达到

0.409 g/g，生产强度为 7.72 g/(L‧h)[24]。 
缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸合成路径紧密相

连，从丙酮酸开始共用乙酰乳酸合酶、乙酰乳酸

异构还原酶、二羟酸脱水酶和氨基酸转氨酶[23-27]。

因此，支链氨基酸高产菌株的创制策略可以相互

借鉴，例如强化合成路径、平衡辅因子供给、解

除反馈抑制等策略，在亮氨酸和异亮氨酸工程菌

株的构建过程中也广泛使用。天津科技大学张成

林课题组改造 E. coli，实现了最高水平的亮氨酸

生产[28]。在该研究中，以 E. coli W3110 为出发

菌株，敲除阻遏蛋白编码基因 lacI，引入由启动

子 Ptrc控制的亮氨酸合成基因簇 leuACPBCD 和由

启动子 P t r c 控制的乙酰乳酸合酶编码基因

ilvBNCP，构建了亮氨酸合成途径；敲除乳酸脱

氢酶编码基因 ldhA、丙酮酸-甲酸裂解酶编码基

因 pflB、丙酮酸氧化酶编码基因 poxB，阻断冗

余代谢支路强化前体丙酮酸供给；引入青春双歧

杆菌(Bifidobacterium adolescentis)来源的磷酸转

酮酶 Fxpk、乙酸激酶 A 编码基因敲除 ackA，利

用启动子 Ptrc 强化乙酰磷酸转移酶编码基因 pta
表达，构建了非氧化糖酵解途径[28]。在此基础

上，利用启动子 PleuBCD 替换柠檬酸合酶启动子

PgltA，动态调控三羧酸循环；敲除 ilvC、引入改

变辅因子偏好性的 ilvCEM、敲除本源 ilvE、引入

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)来源的 bcd (亮氨酸脱

氢酶编码基因)，改变亮氨酸合成途径的辅因子

偏好性；利用 B. subtilis 来源的 NADH 依赖型的

谷氨酸脱氢酶 RocG 替换本源的谷氨酸脱氢酶

GdhA；引入由启动子 PJ23110 控制的亮氨酸转运

蛋白 LeuE，强化亮氨酸转运；敲除 livK (亮氨酸

内转运蛋白编码基因)，阻断亮氨酸内转运，最

终获得工程菌 E. coli LXH-21，使亮氨酸的产量

增加到 63.3 g/L，葡萄糖转化率为 0.370 g/g，生

产强度为 2.64 g/(L‧h) (图 1B)[28]。此外，利用   
C. glutamicum 底盘微生物也实现了亮氨酸高产

菌株的创制，在亮氨酸工程菌株的构建过程中，

利用 IlvCM 替换 IlvC 改变乙酰乳酸异构还原酶

的 辅 因 子 偏 好 性 ， 利 用 赖 氨 酸 芽 孢 杆 菌

(Lysinibacillus subtilis)来源的NADH依赖型亮氨

酸脱氢酶替换本源 NADPH 依赖型氨基酸转氨

酶，将亮氨酸合成路径的辅因子偏好性从

NADPH 依赖型改造为 NADH 依赖型。在此基础

上，通过敲除丙酮酸羧化酶编码基因 pyc 与丙酮

酸缬氨酸转氨酶编码基因 avtA，下调丙氨酸转 
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移酶编码基因 alaT 表达，阻断丙酮酸支路代谢，

增加前体丙酮酸供给；并过表达乙酰乳酸合酶编

码基因 ilvBN、乙酰乳酸异构还原酶编码基因

ilvC 和异丙基苹果酸合酶编码基因 leuA，强化亮

氨酸合成路径。然后，下调柠檬酸合酶编码基因

gl tA，引入大肠杆菌来源的乙酰 CoA 合酶

(acetyl-CoA synthase, Acs)和其调控因子 CobB，

强化乙酰 CoA的供应；敲除转录调控因子 SugR，

解除对特异性转运蛋白酶Ⅱ (PtsG)的转录抑制，

强化磷酸烯醇式丙酮酸 -糖磷酸转移酶系统 

(phosphoenolpyruvate: carbohydrate phosphotransferase 
system, PTS)葡萄糖转运系统，获得工程菌株 C. 

glutamicum JL-3/AcsCobB，使亮氨酸的产量增加

到 40.1 g/L，葡萄糖转化率 0.250 g/g，生产强度

为 0.557 g/(L‧h)[30]。虽然谷氨酸棒杆菌细胞工厂

的亮氨酸生产性能低于大肠杆菌细胞工厂，但谷

氨酸棒杆菌被美国 FDA 认定为 GRAS (generally 

regarded as safe)菌株，在某些行业仍具有独特的

优势。在异亮氨酸工程菌株的构建过程中，通过

引入抗反馈抑制的乙酰羟基酸合成酶(IlvBNfbr) 
 

 
 

图 1  支链氨基酸高产菌株的合成途径 
Figure 1  Designed and optimized the high performance of microbial cell factories for branched chain amino 
acids. A: Schematic of valine biosynthetic pathway. B: Schematic of leucine biosynthetic pathway. C: 
Schematic of isoleucine biosynthetic pathway. The black dashed arrow represents a multistep pathway. Solid 
arrows represent central fermentative pathways. A red X depicts that the corresponding gene was knocked out. 
Arrows along with genes written in green bold letters denote the engineering pathway. Each gene encodes the 
following: ilvBNG156E/ilvBNCP: Acetohydroxy acid synthase; ilvCM/ilvCEM: Acetohydroxy acid isomer reductase 
(NAD-preferring mutant); ilvD: Dihydroxy acid dehydratase; leuDH: Leucine dehydrogenase; fxpk: 
Phosphoketolase; pta: Phosphotransacetylase; gltA: Citrate synthase; leuACP: 2-isopropylmalate synthase; 
leuBCD: 3-isopropylmalate dehydrogenase and 3-isopropylmalate isomerase; bcd: Leucine dehydrogenase; 
ilvE: Branched chain amino acids aminotransferase; leuE: Leucine exporter; ilvK: Leucine importer; ilvA: 
Threonine dehydratase; ppnK1: NAD kinase. Abbreviations: G6P: Glucose 6-phosphate; PEP: 
Phosphoenolpyruvate; PYR: Pyruvate; ACE: 2-acetolactate; DIH: 2,3-dihydroxyisovalerate; KET: 
2-ketoisovalerate; VAL: Valine; HMP: Pentose phosphate pathway; TCA: Tricarboxylic acid cycle; F6P: 
Fructose-6-phosphate; X5P: Xylulose-5-phosphate; E4P: Erythrose-4-phosphate; G3P: 3-phosphoglycerate; 
AcP: Acetyl phosphate; AcCoA: Acetyl coenzyme A; 2ISO: α-isopropyl malate; 2KET: α-ketoisocaproate; 
LEU: Leucine; THR: Threonine; KEB: 2-ketobutyrate; AHD: a-aceto-2-hydroxybutyrate; DIM: 
2,3-dihydroxy-3-methylvalerate; KME: 2-keto-3-methylvalerate; ILU: Isoleucine. 
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表 1  工程菌株的氨基酸发酵性能 
Table 1  Performances of amino acid fermentation by metabolically engineered microorganisms 
Product Engineered strain Titer (g/L) Productivity (g/(L‧h)) Yield (g/g) Reference 

Valine C. glutamicum R BNGECTMDLD/ΔLDH 172.0 7.720 0.409 [24] 
Leucine C. glutamicum JL-3/AcsCobB 40.1 0.557 0.250 [30] 
Leucine E. coli LXH-21 63.3 2.640 0.370 [28] 
Isoleucine C. glutamicum IWJ001/pDXW-8-ilvBN1-ilvA1-ppnk1 32.4 0.450 0.116 [26] 
Homoserine E. coli W-H18/pM2/pR1 111.0 1.820 0.635 [31] 
Homoserine E. coli H28 85.3 1.780 0.430 [32] 
Homoserine E. coli HS15 84.1 1.960 0.500 [33] 
Threonine E. coli TWF083 117.0 2.430 0.486 [34] 
Lysine E. coli Lc(H)‐Fe(M) 194.0 NA 0.740 [35] 
Lysine E. coli LY-4 213.0 5.900 NA [36] 
Methionine E. coli MET17 21.3 0.333 NA [37] 
Arginine C. glutamicum AR6 92.5 1.280 0.400 [38] 
Arginine E. coli ARG28 132.0 2.750 0.510 [39] 
Ornithine C. glutamicum YW06(pSY223) 51.5 1.290 0.240 [40] 
Citrulline E. coli CIT24 82.1 1.710 0.340 [41] 
Proline C. glutamicum PRO-19 142.0 0.310 2.900 [42] 
Tryptophan E. coli TPR11 52.1 1.447 0.171 [43] 
Phenylalanine E. coli Xllp12  72.6 1.450 0.260 [44] 
Tyrosine E. coli HGD 92.5 1.490 0.266 [45] 
NA: Not available. 
 
和抗反馈抑制的苏氨酸脱水酶(IlvAfbr)，强化异

亮氨酸合成途径(图 1C)。并通过强化 NAD 激酶

(NAD kinases, NADK)的表达，增加异亮氨酸合

成途径中的辅因子供给，获得工程菌株 C. 
glutamicum IWJ001/ pDXW-8-ilvBN1- ilvA1-ppnk1，
使异亮氨酸的产量增加到 32.4 g/L，葡萄糖转化率

为 0.116 g/g，生产强度为 0.450 g/(L‧h)[26]。 

2  创制天冬氨酸族氨基酸高产

菌株 
苏氨酸、赖氨酸和甲硫氨酸参与体内蛋白质

合成，是人体与动物必需氨基酸，高丝氨酸属于

非必需氨基酸，是苏氨酸、赖氨酸和甲硫氨酸的

前体[46-50]。天冬氨酸是苏氨酸、赖氨酸、甲硫氨

酸和高丝氨酸的共同前体，因此将苏氨酸、赖氨

酸、甲硫氨酸和高丝氨酸统称为天冬氨酸族氨基

酸[51]。利用系统代谢工程与合成生物学技术工

程化改造 E. coli，创制了苏氨酸、赖氨酸、甲硫

氨酸和高丝氨酸高产菌株(表 1)。在天冬氨酸族

氨基酸高产菌株的创制过程中，利用模块化工

程、无质粒表达系统、动态调控系统、酶约束模

型等，重编程微生物细胞代谢流，增加氨基酸合

成途径与微生物细胞代谢的适配性。 
工程化改造大肠杆菌，实现了最高水平的高

丝氨酸生产[31]。在该研究中，以 E. coli W3110
为出发菌株，敲除二氨基庚二酸脱羧酶编码基因

lysA、高丝氨酸激酶编码基因 thrB、O-琥珀酰高

丝氨酸转琥珀酰酶编码基因 metA，分别阻断赖

氨酸、苏氨酸和甲硫氨酸合成途径；敲除 ldhA、

乙醇脱氢酶编码基因 adhE、pflB，减少副产物乳
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酸、乙醇和甲酸的积累；敲除 lacI，解除 Plac 和

Ptrc 启动子的反馈抑制，并过表达天冬氨酸激酶Ⅱ 
(MetL)和高丝氨酸转运蛋白(RhtA)，构建了合成

高丝氨酸的底盘微生物(图 2A)[31]。在此基础上，

将高丝氨酸的合成路径分为上游途径(葡萄糖转

运和糖酵解 )、中游途径 [三羧酸 (tricarboxylic 
acids, TCA)循环和乙醛酸循环]、下游途径(天冬

氨酸到高丝氨酸合成模块和高丝氨酸分泌)。针

对上游途径，敲除 ptsG 阻断葡萄糖 PTS 转运系

统；利用 Plac 启动子，分别替换半乳糖苷透性酶

(galactoside permeabilization enzyme, GalP)本源

启动子，强化 GalP 表达促进葡萄糖吸收；替换

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(phosphoenolpyruvate 
carboxylase, Ppc)本源启动子，强化 Ppc 的表达

增加草酰乙酸供应。针对中游途径，敲除低氧诱

导因子(ArcA)和异柠檬酸调控蛋白(iclR)，调控

TCA 和乙醛酸循环，并利用 Ptrc 启动子替换天冬

氨酸裂解酶(aspartate lyase, AspA)本源启动子，

强化 AspA 表达，增加天冬氨酸供给。在此基础

上，利用 Plac 启动子替换葡糖激酶(glucokinase, 
Glk)本源启动子，强化糖酵解途径。针对下游途

径，利用 Ptrc 启动子替换天冬氨酸半醛脱氢酶

(aspartic semialdehyde dehydrogenase, Asd)本源

启动子，强化 Asd 表达；利用不同强度的核糖

体结合位点(ribosome binding site, RBS)和启动

子，分别优化天冬氨酸激酶Ⅱ (MetL)与高丝氨酸

转运蛋白(RhtA)表达。最后，利用运动发酵单胞

菌(Zymomonas mobilis)来源的葡萄糖转运蛋白

(Glf)替换本源的半乳糖苷透性酶(GalP)，强化葡

萄糖转运，获得工程菌株 W-H18/pM2/pR1，使

高丝氨酸的产量增加到 111 g/L，葡萄糖转化率

0.635 g/g，生产强度为 1.82 g/(L‧h)[31]。此外，也

可以将高丝氨酸合成途径，分为从磷酸烯醇式丙

酮酸→草酰乙酸→高丝氨酸的 AspC 途径，以及

从葡萄糖→三羧酸循环→富马酸→天冬氨酸→

高丝氨酸的 AspA 途径，其中 AspC 途径具有较

高的高丝氨酸转化率，但合成途径需要较多还原

力，而 AspA 途径可以产生还原力，但由于释放

二氧化碳导致高丝氨酸转化率较低。基于此，研

究人员开发了基于启动子工程和 RBS 文库，协

同优化 AspC 途径和 AspA 途径的策略，获得工

程菌 E. coli HS15，使高丝氨酸产量增加到   
84.1 g/L，葡萄糖转化率 0.500 g/g，生产强度为

1.96 g/(L‧h)[33]。在工程菌株的构建过程中，虽然

质粒表达易于操作，但外源添加抗生素增加了生

产成本，维持质粒稳定增加工程菌株的代谢负

荷，质粒稳定性也会影响生产的稳定性[32]。为

此，开发了无质粒的高丝氨酸生产菌株[52]。在

该研究中，通过在 E. coli 基因组上，敲除 lacI，
利用启动子 PfliC 替换 thrB 本源启动子，同时插

入分别由启动子 Ptrc 控制本源的 thrAfbr、aspC (天
冬氨酸转氨酶编码基因)、aspA、ppc、pntAB (转
氢酶编码基因)，C. glutamicum 来源的 lysCfbr (抗
反馈调节的天冬氨酸激酶编码基因)、运动替斯

崔纳菌(Tistrella mobilis)来源的 Asd，以及铜绿假

单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)来源的 Adh (天
冬氨酸脱氢酶)，获得无质粒工程菌株 E. coli 
H28，在无抗生素条件下，使高丝氨酸产量达到

85.3 g/L，葡萄糖转化率为 0.430 g/g，生产强度为

1.78 g/(L‧h)[52]。 
以大肠杆菌为底盘微生物，实现了苏氨酸高

产菌株的创制 [ 3 4 , 5 3 ]，该研究以产苏氨酸菌株   
E. coli TWF001 (E. coli CCTCC M2017730)为出

发菌株，利用响应苏氨酸的抑制调控元件(ThrR)
调控异柠檬酸调控蛋白(isocitrate regulatory 
proteins, IclR)激活乙醛酸循环。利用响应苏氨酸

的促进调控元件 (P c y s h )调控天冬氨酸转氨酶

(AspC)强化草酰乙酸到天冬氨酸的合成途径。在

此基础上，进一步利用 ThrR，调控脂肪酸代 
谢调控因子(FadR)促进脂肪酸降解强化乙酰辅
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酶 A 供应、调控低氧诱导因子(ArcA)激活 TCA

循环和有氧呼吸、调控细胞质反应调节蛋白

(CpxR)和细胞压力响应调节蛋白(GadE)激活参

与游离或 II 型脂肪酸合成系统的相关基因、调

控丙酮酸激酶 I (PykF)增加前体磷酸烯醇式丙酮

酸供给，获得工程菌 E. coli TWF083，使苏氨酸

产量提高到 116.6 g/L，转化率为 0.486 g/g，生产

强度为 2.43 g/(L‧h)[34]。此外，为了平衡苏氨酸

合成过程中代谢流分布，在 E. coli TWF001 中，

构建了由四环素操纵子阻遏蛋白 TetR 和温度敏

感性调控元件 λcI (ts)组成的温敏动态调节开关，

动态调控丙酮酸羧化酶(Pyc)、苏氨酸转运蛋白

(RhtC)和丙氨酸转氨酶(AlaA)表达[53]。在菌体生

产阶段，将发酵温度控制在 37 ℃，关闭 Pyc 和

RhtC 表达，开启 AlaA 表达，使碳流流向 TCA

循环用于菌体生长；在苏氨酸生产阶段，将发

酵温度控制在 42 ℃，开启 Pyc 和 RhtC 表达，

关闭 AlaA 表达，使碳流流向为丙酮酸→草酰

乙酸→苏氨酸，最终使苏氨酸对葡萄糖的转化

率超过理论转化率 122.47%，达到 124.03% (图

2B)[53]。 

工程化改造大肠杆菌细胞工厂，实现了赖氨

酸高产菌株的创制。以产赖氨酸的 E. coli 

CCTCC M2019435 为 底 盘 微 生 物 ， 通 过

ec_iML1515 酶约束模型分析，预测出 20 个影响

赖氨酸合成的关键靶点[35]。对这些靶点进行实

验验证，发现前体积累(二氢硫辛酰胺脱氢酶

LpdA)、产物合成(二氨基二甲酸脱羧酶 LysA 和

天冬氨酸激酶 LysC)和能量供给(黄素还原酶

Fre)是决定赖氨酸合成的关键[35]。对 fre 和 lysC

的表达水平进行组合优化，使赖氨酸产量提高了

169.1% ；进一步将动态流量平衡分析 (flux 

balance analysis, FBA)模拟与发酵罐实验数据相

结合，对氮源种类和溶氧水平进行优化，最终使

赖氨酸产量提高到 194 g/L[35]。此外，在 E. coli 

CCTCC M2019435 发酵过程中，当赖氨酸浓度

达到 200 g/L 时，将胞内活性氧增加了 226.7%，

导致胞内蛋白质损失增加了 21.9%，E. coli 细

胞活力下降了 80%，表明高浓度赖氨酸通过增

加胞内活性氧积累，加速了 E. coli 细胞死亡，

限制了细胞工厂生产性能的进一步提升[36]。为

此，利用遗传表型分析，发现敲除类组氨酸蛋

白(Hns)和过表达低氧诱导因子(ArcA)，使胞内

活性氧(reactive oxygen species, ROS)浓度分别

降低 28.7%和 22.2%，最终，使赖氨酸产量提高

到 213 g/L，生产强度为 5.90 g/(L‧h) (图 2C)[36]。 

相较于苏氨酸、赖氨酸和高丝氨酸合成路

径，甲硫氨酸代谢合成路径较为复杂，导致以葡

萄糖为底物的微生物细胞工厂难以实现甲硫氨

酸的工业化生产。目前，文献报道的甲硫氨酸最

高产量由 E. coli MET17 实现[37]。在该研究中，

以 E. coli W3110 为出发菌株，敲除负转录因子

编码基因 metJ，在基因组上利用抗反馈调节的

O-琥珀酰高丝氨酸转琥珀酰酶编码基因 metAfbr

替换本源的 metA，并将 Ptrc-metAfbr 插入到高丝

氨酸转运蛋白编码基因 rthA 的基因座上增加

metAfbr 基因拷贝数；利用启动子 Ptrc 替换胱硫醚

裂解酶编码基因 metC 本源启动子，并将

Ptrc-metC 插入到 rthA 基因座上；利用支链氨基

酸转运蛋白 YjeH 替换本源的内转运蛋白 MetD，

在阻断甲硫氨酸吸收的同时强化甲硫氨酸外排；

敲除 pykF 和 pykA (丙酮酸激酶编码基因)；引入

抗反馈调节的丝氨酸乙酰转移酶 CysEfbr 和磷酸

甘油酸脱氢酶 SerAfbr，增加前体半胱氨酸的供

给；引入由Ptrc控制的硫酸腺苷酰转移酶CysDN，

强化前体硫元素的供给，最终获得工程菌株   

E. coli MET17，使甲硫氨酸的产量提高到 21.3 g/L，

生产强度为 0.333 g/(L‧h) (图 2D)[37]。 
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图 2  天冬氨酸族氨基酸高产菌株的合成途径 
Figure 2  Designed and optimized the high performance of microbial cell factories for aspartic acid family of 
amino acids. A: Schematic of homoserine biosynthetic pathway. B: Regulatory mechanism model of thermal 
switch plasmids for threonine production. C: Schematic of lysine biosynthetic pathway. D: Schematic of 
methionine biosynthetic pathway. The black dashed arrow represents a multistep pathway. Solid arrows 
represent central fermentative pathways. A red X depicts that the corresponding gene was knocked out. Green 
along with genes written in letters denote the biosynthesis pathway of homoserine. Orange along with genes 
written in letters denote overexpression in the biosynthesis pathway of methionine. Each gene encodes the 
following: ptsG: Glucose-specific transporter enzyme Ⅱ CBGlc; galP: Galactose permease; glf: Glucose 
facilitator; glk: Glucose kinase; pflB: Pyruvate-formate lyase; ldhA: Lactate dehydrogenase; adhE: Alcohol 
dehydrogenase; ppc: PEP carboxylase; aspC: Aspartate aminotransferase; aspA: Aspartate ammonia-lyase; lacI: 
Lac repressor; arcA: Anoxic redox control; iclR: Isocitrate lyase regulation; metL: Bifunctional 
aspartokinase-homoserine dehydrogenase Ⅱ; asd: Aspartate semialdehyde dehydrogenase; lysA: Meso-DAP 
decarboxylase; thrB: Aromatic amino acid transaminase; metA: Homoserine succinyltransferase; rthA: 
Homoserine exporter; tetR: Tet repressor; rhtC: Export protein; alaA: Alanine-synthesizing transaminases; 
aspB: Aspartate aminotransferase; lysC: Aspartate kinase; dapA: 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase; 
dapB: 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase; dapD: Tetrahydro dipicolinate succinylase; dapC: Succinyl 
diaminopimelate transaminase; dapE: Succinyl-diaminopimelate desuccinylase; dapF: Diaminopimelate 
epimerase; ddh: Diaminopimelate dehydrogenase; cysN: Sulfate adenylyltransferase subunit 1; cysD: Sulfate 
adenylyltransferase subunit 2; cysC: Adenylylsulfate kinase; cysH: Phosphoadenosine phosphosulfate 
reductase; cysI: Sulfite reductase (NADPH) flavoprotein beta-component; cysJ: Sulfite reductase (NADPH) 
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flavoprotein alpha-component; pykFA: Pyruvate kinase; serAfbr: Phosphoglycerate dehydrogenase; serC: 
Phosphoserine aminotransferase; serB: Phosphoserine phosphatase; glyA: Serine hydroxymethylthyltransferase; 
cysEfbr: Serine O-acetyltransferase; metC: Cystathionine lyase; metH: Homocysteine methyltransferase Ⅱ; 
metB: Succinyl homoserine lyase; metF: Methylenetetrahydrofolate reductase; metAfbr: Homoserine 
O-succinyltransferase; metL: Fused aspartate kinase/homoserine dehydrogenase 2; metD: Methionine 
absorption transporter operon; yjeH: Methionine exporter; rhtA: Homoserine exporter. Abbreviations: G6P: 
Glucose 6-phosphate; G3P: Glyceraldehyde 3-phosphate; PEP: Phosphoenolpyruvate; PYR: Pyruvate; For: 
Formate; Lac: Lactate; Eth: Ethanol; AcCoA: Acetyl-CoA; CIT: Citrate; ICI: Isocitrate; SUCC: Succinate; 
FUM: Fumarate; MAL: Malate; GLY: Glyoxylate; OAA: Oxaloacetate; ASP: Aspartate; AspP: Aspartyl 
phosphate; AsA: Aspartate semialdehyde; Hom: Homoserine; Lys: Lysine; MET: Methionine; THR: Threonine; 
PDC: Tetrahydrodipicolinate; SucAKP: N-succinyl-2-amino-6-ketopimelate; SucDAP: N-succinyl-L,L- 
diaminopimelate; LL-DAP: L,L-diaminopimelate; DL-DAP: Meso-diaminopimelate; SH: Succinyl homoserine; 
CT: Cystathionine; HC: Homocysteine; Ser: Serine; OAS: O-acetyl serine: Cys: Cysteine; PYR: Pyruvate; APS: 
Adenosine 5-phosphosulfate; PAPS: 3-phosphoadenosine 5-phosphosulfate. 
 

3  创制谷氨酸族氨基酸高产菌株 
谷氨酸是精氨酸、鸟氨酸、瓜氨酸和脯氨酸

的共同前体，因此将精氨酸、鸟氨酸、瓜氨酸和

脯氨酸统称为谷氨酸族氨基酸[54]。利用系统代谢工

程与合成生物学技术，工程化改造 C. glutamicum
创制了精氨酸、鸟氨酸和脯氨酸的高产菌株，  
改造 E. coli 创制了精氨酸和瓜氨酸的高产菌  
株[38,40-42,55](表 1)。在谷氨酸族氨基酸高产菌株的

创制过程中，需要重点关注氨甲酰磷酸和

NADPH 供给问题。为强化氨甲酰磷酸供给，在

精氨酸和瓜氨酸细胞工厂的创制过程中，都采用

增强氨甲酰磷酸合成路径的策略；针对 NADPH
供给问题，在谷氨酸族氨基酸高产菌株的构建过

程中，均采用调控磷酸戊糖途径的方案。 
目前，文献报道的精氨酸最高产量由 E. coli 

ARG28 实现[39]。在该研究中，以 E. coli MG1655
为出发菌株，通过敲除精氨酸脱羧酶编码基因

speA、精氨酸脱羧酶编码基因 adiA 和精氨酸琥

珀酰转移酶编码基因 astA，阻断精氨酸降解途

径，敲除 argR，解除精氨酸对精氨酸合成路径

的反馈抑制。敲除 lacI，利用 Ptrc 启动子控制的

谷 氨 酸 棒 杆 菌 来 源 的 精 氨 酸 合 成 基 因 簇

argCJBDF 替换 yghX、利用 Ptrc 启动子控制的谷

氨酸棒杆菌来源的精胺琥珀酸合成酶和精胺琥

珀酸裂解酶编码基因 argGH 替换 ygaY、利用谷

氨酸棒杆菌来源的乙酰谷氨酸合成酶 ArgJ 替换

本源的乙酰基鸟氨酸脱乙酰基酶 ArgE，构建了精

氨酸循环合成途径。并引入 B. subtilis F126 来源抗

反馈调节的氨甲酰磷酸合成酶(PyrAA/PyrABE949*)， 
强化前体氨甲酰磷酸供给；增强本源 PntAB 表

达，强化辅因子 NADPH 供给。利用生长偶联型

启动子 rpsT P1 调控 α-酮戊二酸脱氢酶复合体亚

基(SucA)表达，平衡代谢流在细胞生产和精氨酸

合成之间的分布；通过引入谷氨酸棒杆菌来源的

转运蛋白 LysE，强化精氨酸转运。进一步利用相

应精氨酸的生物传感器辅助诱变筛选系统

(biosensor-assisted mutagenesis screening system, 
BHTS)，筛选获得精氨酸高产菌株 E. coli ARG28，
使精氨酸产量提高到 132 g/L，转化率为 0.510 g/g，
生产强度为 2.75 g/(L‧h)。 

利用 C. glutamicum 底盘微生物也实现了精

氨酸高产菌株的创制 [ 3 8 ]。在该研究中，以      
C. glutamicum ATCC 21831 (AR0)为出发菌株，

通过诱变育种获得 C. glutamicum AR1，并敲除

阻遏蛋白 ArgR 和 FarR，解除精氨酸合成途径的

反馈抑制，获得合成精氨酸的底盘微生物(图
3A)。为了强化 NADPH 供给，将磷酸葡糖异构酶 
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(phosphoglucose isomerase, Pgi)的起始密码子从

ATG 变为 GTG，弱化糖酵解途径，同时利用 Psod

启动子上调 tkt、tal、zwf、opcA 和 pgl 基因簇(tkt
和 tal 编码转酮醇酶、zwf 编码葡萄糖-6-磷酸脱

氢酶、opcA 编码假定葡萄糖-6-磷酸脱氢酶组装

蛋白、pgl 编码 6-磷酸葡糖酸内酯酶)，强化磷

酸戊糖途径。在此基础上敲除 Ncgl1221，阻断

精氨酸内转运，并利用 Psod 启动子上调氨甲酰

磷酸合成酶 CarAB，增加前体氨甲酰磷酸供给。

最后利用 Peftu 启动子替换 argGH 本源启动子，

强化瓜氨酸到精氨酸的代谢通量，获得工程菌  
C. glutamicum AR6，使精氨酸的产量增加到 92.5 g/L，
转化率为 0.400 g/g，生产强度为 1.28 g/(L‧h)。 

如图 3B 所示，在精氨酸的合成路径中鸟氨

酸和瓜氨酸都是精氨酸的前体。以 E. coli 底盘微生

物，创制了瓜氨酸高产菌株；以 C. glutamicum 底

盘微生物，创制了鸟氨酸高产菌株。在瓜氨酸高

产菌株的创制过程中，以 E. coli MG1655 为出发

菌株，敲除 argG，阻断瓜氨酸代谢去路；敲除

lacI，解除反馈阻遏；敲除阻遏蛋白 argR 减少

对瓜氨酸合成途径的反馈阻遏，并利用 Ptrc 启动

子控制 C. glutamicum 来源的 argJ、替换 yncI，
解除瓜氨酸反馈抑制。利用 Ptrc 启动子控制    
C. glutamicum 来源的 argCJBDF 替换 yghX，利

用 Ptrc 启动子控制的乙酰谷氨酸激酶编码基因

argB替换 ycjV，并利用C. glutamicum来源的argJ
替换本源的 argE，构建精氨酸循环合成途径。

在此基础上，引入 B. subtilis F126 来源氨甲酰磷

酸合成酶(PyrAA/PyrAB*)强化前体氨甲酰磷酸

供给，过表达本源谷氨酸脱氢酶(Gdh)强化前体

谷氨酸供给，过表达 PntAB 强化 NADPH 供给，

引入 C. glutamicum来源的转运蛋白 LysE强化瓜

氨酸转运；并引入由群体感应系统和蛋白酶元件

组成的动态调控，控制精氨琥珀酸合酶(ArgG)
表达，动态调控精氨酸合成途径，构建非营养缺

陷型菌株，获得工程菌 E. coli CIT24，使瓜氨酸

产量提高到 82.1 g/L，转化率为 0.340 g/g，生产

强度为 1.71 g/(L‧h)[41]。在鸟氨酸高产菌株的创制

过程中，以 C. glutamicum ATCC 13032 为出发菌

株，敲除 γ-谷氨酰转移酶编码基因 proB 和鸟氨

酸氨甲酰转移酶编码基因 argF 阻断竞争支路，

敲除 argR 解除鸟氨酸反馈抑制(图 3C)。为了增

加辅因子供给，将 Pgi 的起始密码子从 ATG 突

变为 GTG，弱化糖酵解途径；将 Zwf 的起始密

码子从 GTG 变为 ATG，并用强启动子 Psod 上调

tkt、tal、zwf、opcA 和 pgl 基因簇，强化磷酸    
戊糖途径，增加 NADPH 供给。在此基础上引入

C. glutamicum ATCC 21831 来源的 argCJBD，获

得工程菌 C. glutamicum YW06 (pSY223)，使鸟氨

酸的产量提高到 51.5 g/L，转化率为 0.240 g/g，
生产强度为 1.29 g/(L‧h)[40]。 

目前文献报道脯氨酸的最高产量由C. glutamicum 
PRO-19 实现[42]。在该研究中，以C. glutamicum ATCC 
13032 为出发菌株，将 ProB 的 150 位氨基酸残

基由缬氨酸(V)突变为天冬酰胺(N)，解除脯氨酸

对 ProB 的反馈抑制，获得合成脯氨酸的底盘微

生物(图 3D)。然后，在基因组上，利用由启动

子 Ppyc-20 控制的 proBV150NAC (脯氨酸合成基因

簇)替换 putA (黄素酶编码基因)，在强化脯氨酸

合成路径的同时阻断黄素酶催化的脯氨酸代谢

支路。在此基础上，过表达谷氨酸脱氢酶(Gdh)
强化前体谷氨酸供给，过表达丙酮酸羧化酶

(Pyc)强化 C4 回补途径，过表达 Streptococcus 
mutans 来 源 的 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GapN)
强化 NADPH 供给，增强脯氨酸合成代谢通量。

最后，对脯氨酸转运系统进行改造，用 Ptrc启动子

替换脯氨酸转运蛋白编码基因 cgl2522 的本源启动

子强化脯氨酸转运，并敲除脯氨酸内转运蛋白编码

基因 cgl1270 阻断脯氨酸内转运，获得工程菌    
C. glutamicum PRO-19，使脯氨酸的产量达到142 g/L，
转化率为 0.310 g/g，生产强度为 2.90 g/(L‧h)[42]。 
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图 3  谷氨酸族氨基酸高产菌株的合成途径 
Figure 3  Designed and optimized the high performance of microbial cell factories for glutamic acid family of 
amino acids. A: Schematic of arginine biosynthetic pathway. B: Schematic of citrulline biosynthetic pathway. 
C: Schematic of ornithine biosynthetic pathway. D: Schematic of proline biosynthetic pathway. Solid arrows 
represent central fermentative pathways. A red X depicts that the corresponding gene was knocked out. Each 
gene encodes the following: pgi: Glucose-6-phosphate isomerase; gdh: Glutamate dehydrogenase; argJ: 
N-acetyltransferase; argB: Acetylglutamate kinase; argC: Acetylglutamate semialdehyde dehydrogenase; argD: 
Acetylornithine transaminase; argF: Ornithine transcarbamylase; argG: Argininosuccinate synthase; argH: 
Arginosuccinase; tkt: Transketolase; tal: Transketolase; zwf: Glucose-6-phosphate dehydrogenase; opcA: 
Putative glucose-6-phosphate dehydrogenase assembly protein; pgl: 6-phosphogluconolactonase; carAB: 
Carbamoylphosphate synthase; ncgl1221: Glutamate exporter; argE: Acetylornithine deacetylase; 
pyrAA/pyrAB*: Carbamoyl phosphate synthase; lacI: Lac repressor; argR: Arg repressor; yntAB: 
Transhydrogenase; lysE: Transport protein; yncI, yjiP, ilvG, ycjV, yghX: Pseudogene; tyrR: Tyr represssor; trpR: 
Trp repressor; proB: γ-glutamyl kinase; proA: γ-glutamyl phosphate reductase; proC: Pyrroline-5-carboxylate 
reductase; putA: Multifunctional proline utilization A flavoenzyme; gapN: Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase; pyc: Pyruvate dehydrogenase; cgl2622: Proline exporter; cgl1270: Proline importer; 
Abbreviations: Glu: Glucose; G6P: Glucose 6-phosphate; F6P: Fructose-6-phosphate; F1,6P: 
Fructose-1,6-bisphosphate; G3P: Glyceraldehyde 3-phosphate; PEP: Phosphoenolpyruvate; PYR: Pyruvate; 
COA: Acetyl-CoA; OAA: Oxaloacetate; α-KG: α-ketoglutarate; GLT: Glutamate; ACTGLT: Acetylglutamate; 
ACTGLT-P: Acetylglutamyl phosphate; ACTGLT-SA: Acetylglutamate semialdehyde; ACTORN: 
Acetylornithine; ORN: Ornithine; ARGSUC: Arginosuccinate; ARG: Arginine; Glu5P: Glutamyl-5-phosphate; 
Glu5SA: Glutamate-5-semialdehyde; Pyr5C: Pyrroline-5-carboxylate; PRO: Proline. 
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4  创制芳香族氨基酸高产菌株 
由于色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸的分子结构

式中含有苯环，因此将色氨酸、酪氨酸和苯丙氨

酸统称为芳香族氨基酸[7,56-57]。利用系统代谢工

程与合成生物学技术工程化改造 E. coli，创制了

色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸高产菌株[43-44,58](表 1)。

在芳香族氨基酸高产菌株的创制过程中，不仅要

强化前体 PEP 与 4-磷酸赤藓糖 (erythrittose 

4-phosphate, E4P)供给，而且要解除芳香族氨基

酸对其合成路径关键酶的反馈调节。 

在色氨酸高产菌株的创制过程中，利用产

色氨酸 E. coli CCTCC M20211388 为底盘微生

物，通过强化色氨酸操纵子 trpEDCBA 表达，

增强色氨酸合成途径；敲除色氨酸酶编码基因

tnaA、预苯酸脱水酶编码基因 pheA 和预苯酸

脱氢酶编码基因 tyrA，阻断色氨酸分解与冗余

代谢支路，构建了工程菌 E. coli TRP3，可积

累 23.2 g/L 的色氨酸。通过启动子工程，优化

胞内色氨酸前体 PEP 与 E4P 的比例，使色氨

酸产量增加到 33.2 g/L (图 4A)。同时，通过引

入丝氨酸合成途径，增加丝氨酸供给，获得了

可合成 40.1 g/L 色氨酸的工程菌 E. coli TPR11。

对工程菌 E. coli TPR11 的胞内代谢产物分析表

明，发现胞内色氨酸浓度增加了 50.1%，过表

达转运蛋白 YddG，使工程菌胞内色氨酸含量降

低了 61.4%，细胞生物量提高了 20.4%，色氨酸

产量提高了 29.9%，在 5 L 发酵罐条件下产

52.1g/L 的色氨酸，转化率为 17.1%，生产强度

为 1.45 g/(L·h)[43]。 

在苯丙氨酸高产菌株的创制过程中，以 E. coli 

W3110 衍生菌株 E. coli Xllp01 为出发菌株，过

表达 3 -脱氧 -阿拉伯庚酮糖酸 - 7 -磷酸合酶

(3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate,  

DAHP 合酶，aroF 编码)和抗反馈调节的分支酸

变位酶(pheA*编码)，强化苯丙氨酸合成途径(图

4B)。敲除 ptsH，阻断 PTS 葡萄糖转运系统，强

化前 PEP 供给。在基因组上，利用启动子 Pm37

替换 GalP 本源启动子，利用 Pm93 启动子替换

Glk 本源启动子，强化葡萄糖转运，弥补 PTS 缺

失对葡萄糖消耗造成的影响。同时将阻遏蛋白

TyrR 的第 495 位氨基酸残基由苏氨酸(T)突变为

异亮氨酸(I)，解除苯丙氨酸对其合成路径的反馈

调控。进一步过表达 3-脱氢奎宁酸脱水酶

(AroD)，增加苯丙氨酸合成途径，获得工程菌

E. coli Xllp12，使苯丙氨酸的产量提高到 72.6 g/L，

转化率为 0.260 g/g，生产强度为 1.45 g/(L·h)[44]。 

在酪氨酸高产菌株的创制过程中，以产酪氨

酸 E. coli WSH-Z06 为出发菌株，敲除阻遏蛋白

编码基因 tyrR、分支酸变位酶编码基因 pheA 和

邻氨基甲酸酯合成酶 I 编码基因 trpE，阻断色氨

酸和苯丙氨酸代谢支路。引入抗反馈抑制的

DAHP 合酶(AroGfbr)、抗反馈调节的分支酸脱氢

酶(TyrAfbr)、转酮酶(transketases, TktA)和磷酸烯

醇丙酮酸合酶(PpsA)，强化酪氨酸合成途径，并

敲除转运蛋白 AroP。进一步将由启动子 PJ23119

控制的 yddG 、 tktA 和 ppsA ，分别插入到

dadX-cvrA 、 tyrP 和 trpE 基 因 座 上 ； 引 入

Bifidobacterium adolescens 来源的磷酸转酮酶

(fpk 编码)和强化 pta 表达；并将由启动子 PJ23119

控制的 udhA (吡啶核苷酸转氢酶)和 pntAB，分

别插入到 ykgH-betA 和 yeeJ-yeeL 基因座上，敲

除 poxB，获得工程菌株 E. coli HGD3，进一步通

过适应性进化，筛选获得耐受乙酸的工程菌株

E. coli HGD，使酪氨酸的产量提高到 92.5 g/L，

转化率为 0.266 g/g，生产强度为 1.49 g/(L‧h)[45]   

(图 4C)。 
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图 4  芳香族族氨基酸高产菌株的合成途径 
Figure 4  Designed and optimized the high performance of microbial cell factories for aromatic amino acids. 
A: Schematic of tryptophan biosynthetic pathway. B: Schematic of tyrosine biosynthetic pathway. C: Schematic 
of phenylalanine biosynthetic pathway. The black dashed arrow represents a multistep pathway. Solid arrows 
represent central fermentative pathways. A red X depicts that the corresponding gene was knocked out. The 
green arrow with genes written in purple letters denote the engineering pathway. Each gene encodes the 
following: aroG*/aroGfbr: 3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate; ppsA: Phosphoenolpyruvate synthase; 
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aroB: 3-dehydroquinate synthase; aroD: 3-dehydroshikimate dehydratase; aroE: Shikimate 5-dehydrogenase; 
aroK: Shikimate kinase; aroA: EPSP synthase; aroC: Chorismate synthase; trpE*/trpE: Anthranilate synthase I; 
trpD: Anthranilate synthase Ⅱ; trpC: (1S,2R)-1-C-(indol-3-yl) glycerol 3-phosphate isomerase; trpB: 
Tryptophan synthase B; trpA: Tryptophan synthase A; yydG: Aromatic amino acid exporter; tyrA/ tyrAfbr: 
Chorismate dehydrogenase; pheA*/pheA: Chorismate dehydratase; ptsH: Phosphoenolpyruvate-sugar 
phosphotransferase system enzyme G-encoding; galP: Galactose permease; glk: Glucose kinase; tyrB: Tyrosine 
aminotransferase; udhA: Pyridine nucleotide transhydrogenase; pntAB: Proton-translocating transhydrogenase; 
fpk: Phosphoketolase; tktA: Transketolase 1; pta: Phosphoacetyltransferase; poxB: Pyruvate oxidase; tyrP: 
Tyrosine:H+ symporter; aroP: Aromatic amino acid:H+ symporter. Abbreviations: G6P: Glucose 6-phosphate; 
G3P: 3-phosphoglycerate; PEP: Phosphoenoypyruvate; PYR: Pyruvate; G3P: Glyceraldehyde-3-phosphate; 
E4P: Erythrose-4-phosphate; DAHP: 3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate; DHQ: 3-dehydroquinate; 
DHS: 3-dehydroshikimate; SHK: Shikimate; S3P: Shikimate-3-phosphate; EPSP: 5-enolpyruvylshikimate 
3-phosphate; CHA: Chorismate; ANTA: Anthranilate; RRAA: N-(5-phosphoribosyl)-anthranilate; I3GP: 
(1S,2R)-1-C-(indol-3-yl) glycerol 3-phosphate; Trp: Tryptophan; PPA: Prephenate; Phe: Phenylalanine; Tyr: 
Tyrosine; Pm37, PJ23119 and Pm93: Promoter; F6P: Fructose-6-phosphate; ATH: Acethlphosphate.  
 

5  总结与展望 
利用系统代谢工程与合成生物学技术，以

C. glutamicum 和 E. coli 为底盘微生物，创制了

支链氨基酸、天冬氨酸族氨基酸、谷氨酸族氨基

酸和芳香族氨基酸高产菌株。目前氨基酸高产菌

株主要以“粮食生物质”淀粉作为底物，存在“与
人争粮，与粮争地”等问题。未来可以扩展氨基

酸微生物细胞工厂的底物谱，开发以木质纤维

素、食品废弃物与畜禽废弃物等非粮生物质为原

料的氨基酸生产技术，创建以一碳(CO2、CO、

CH4 和 CH3OH 等)为底物生产氨基酸的关键技

术，不仅有望解决“与人争粮，与粮争地”等问

题，还减少了温室气体的排放，助力“双碳”目
标[59-60]。但以一碳为底物氨基酸生产菌株的发酵

性能较低，急需开发新的捕碳模块与能量供给模

块，提高固碳效率以增加生产过程的经济性。氨

基酸具有多样化的官能团，已开发超过 1 000 余

种氨基酸衍生物，极大拓展了氨基酸的应用范

围[61-62]。在氨基酸衍生物制备过程中，主要以氨

基酸为底物，利用生物催化或化学催化制备，未

来可在氨基酸高产菌株的基础上，开发以葡萄糖

为底物直接发酵合成氨基酸衍生物的方法，降低

氨基酸衍生物的生产成本。此外，增加氨基酸高

产菌株的鲁棒性，可以减少生产过程中环境扰动

对发酵体系的影响，并简化发酵工艺降低发酵过

程控制成本。研究具有耐受极端环境条件、性能

稳定、鲁棒性强等优异特性的非模式底盘微生

物，可为将来更好地利用细胞工厂生产氨基酸以

及衍生物提供参考。 
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