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大肠杆菌乙酸耐受性菌株的构建及其耐受机制研究进展 
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1 天津大学化工学院  天津  300350 
2 天津大学系统生物工程教育部重点实验室  天津  300350 

摘  要：乙酸是微生物发酵生产常见的副产物，也可作为碳源存在于木质纤维素水解液等非粮原

料发酵培养基中。培养基中含有高浓度的乙酸/乙酸盐时会抑制细胞生长、降低生物量，影响目标

产品的产量和产率。研究乙酸耐受性机制，改进菌株的乙酸耐受性，构建具有高乙酸耐受性工程

菌株，对于以乙酸为碳源或利用含乙酸的原料进行高附加值产品发酵生产具有重要意义。本文综

述了通过代谢工程、实验室适应性进化、全局转录机器工程和基于 CRISPR 可追踪基因组工程等

方法构建大肠杆菌乙酸耐受性菌株的研究进展，进一步从乙酸同化代谢、氨基酸依赖型代谢、离

子转运系统调节和细胞膜成分修饰等 4个方面阐述了大肠杆菌乙酸耐受性菌株的耐受性应答机制，

总结了大肠杆菌乙酸耐受菌株的生产应用，展望了提高大肠杆菌乙酸耐受方法和大肠杆菌乙酸耐

受机制的研究方向。 
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Abstract: Acetic acid is a promising carbon source, as a common by-product in microbial fermentation. It 
widely exists in non-food fermentation feedstock media such as lignin-cellulose hydrolysates. However, 
high concentrations of acetic acid or acetate in media inhibit cell growth, biomass, yield and productivity. 
It is significant to transform acetic acid into value-added chemicals efficiently through engineered strains 
with improved acetic acid tolerance. This paper reviews the state-of-the-art progresses in the strategies of 
improving Escherichia coli acetic acid tolerance via metabolic engineering, adaptive laboratory evolution, 
global transcription machine engineering and CRISPR traceable genome engineering. Furthermore, we 
summarize the acetic acid tolerance response mechanisms in E. coli, including acetic acid assimilation 
metabolism, amino acid-dependent metabolism, ion transport system regulation, and cell membrane 
component modification in E. coli. Finally, we discuss the application of improved acetic acid tolerance 
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strains and the future direction in this field. 

Keywords: Acetic acid/Acetate, E. coli, Tolerance, Tolerance Mechanism 
 

乙酸是一种二元弱酸，是微生物发酵生产多种

化学品时常见的副产物，也存在于木质纤维素水解

液等非粮发酵原料中。近年来，廉价的乙酸作为原

料逐渐被开发应用于高附加值产品的生产，如聚羟

基脂肪酸[1]、异丙醇[2]、乙醇酸[3]等。然而，在以

乙酸为原料时，高浓度的乙酸或乙酸盐会抑制细胞

生长，从而降低生物量，影响目标产品的产量和产

率。为解决乙酸毒性问题，研究者采用多种物理化

学方法脱毒，包括活性炭吸附[4]、电渗析[5]和添加

碱性物质(CaCO3、NaOH 和 NH4OH)中和等[6-7]，

这些方法虽可降低游离乙酸产生的负面影响，但却

不能转化利用乙酸而造成碳源浪费。因此，研究乙

酸耐受性机制，改进菌株的乙酸耐受性，构建具有

高乙酸耐受性工程菌株，对于含乙酸原料的利用或

以乙酸为碳源的微生物发酵生产具有重要意义。 
大肠杆菌是一种重要的工业微生物菌株，具有

碳源利用谱广、生长速度快、遗传背景清晰、基因

操作便捷等优势，被广泛用于生产大宗化学品及高

附加值产品。目前，提高大肠杆菌乙酸耐受性的方

法有多种，包括化学/紫外诱变[8]、代谢工程[9-11]、

实验室适应性进化[12-13]以及基于文库设计的多种

基因组尺度方法，如全局转录机器工程 (global 
transcription machinery engineering，gTME)[14]、结

合文库富集定量分析法(scalar analysis of library 
enrichments ， SCALES)[15] 、 可 追 踪 的 多 元 重 组

(trackable multiplex recombineering，TRMR)[16]、基

于 CRISPR 可追踪基因组工程[CRISPR(clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats) 
enabled trackable genome engineering，CREATE][17]

等。随着基因组学、转录组学、蛋白组学、代谢组

学等系统生物学研究方法的快速发展，研究工作也

从最初的乙酸耐受性菌株的选育，拓展到乙酸耐受

机制的解析。本文围绕大肠杆菌乙酸耐受性菌株的

构建、大肠杆菌乙酸耐受机制及其应用展开综述和

展望，以期对乙酸耐受性菌株构建和乙酸耐受机制

的深入研究提供启发。 

1  乙酸耐受性大肠杆菌的构建 

构建乙酸耐受性大肠杆菌工程菌的方法随着

科研水平的发展而不断被开发。传统的代谢工程方

法可以实现目的基因的准确编辑，但是近些年新兴

发展的高效技术可以更加高效地实现乙酸耐受性

大肠杆菌的筛选与构建。目前，构建乙酸耐受性大

肠杆菌的方法主要包括：代谢工程、实验室适应性

进化(adaptive laboratory evolution，ALE)、全局转

录机器工程和基于 CRISPR 可追踪基因组工程等

(表 1)。 

1.1  基于代谢工程构建大肠杆菌乙酸耐受性菌株 
通过代谢工程构建大肠杆菌乙酸耐受性菌株

是基于乙酸耐受性机制的研究，定向修饰与大肠

杆菌乙酸耐受性相关的基因，达到乙酸耐受性提

高的目的。Han 等根据乙酸会抑制甲硫氨酸的合

成且可通过补充甲硫氨酸提高菌株乙酸耐受性的

原理[26]，分别对 E. coli JW3973 的甲硫氨酸合成酶

MetA[9]和 MetE[10]进行定点突变，获得乙酸耐受菌

株。Xiao 等[27]从乙酸代谢角度出发，在 E. coli BL21
中通过 lac 启动子诱导过表达乙酰辅酶 A 合成酶

(acetyl-CoA synthetase，ACS)，获得的突变菌株在

8.3 g/L 乙酸钠胁迫条件下表现出更好的乙酸耐受

性。此外，Zheng 等[11]将来源于 A. pasteurianus 
AC2005 的 uvrA (编码核酸切除酶复合物 ABC 的亚

基 A)克隆到 E. coli JM109 中，获得的工程菌在  
5.2 g/L 乙酸刺激处理 20 min 和 40 min 条件下，

存活率分别提高 17.5 倍和 10.2 倍。Jensen 等[18]

通过分别同时敲除 E. coli W 和 E. coli K-12 的

evgA-ptsP-yciW-ackA-yobF，突变株均在 15 g/L 乙

酸钠胁迫条件下表现出更好的耐受性。然而，由于

耐受性通常是由多基因协同控制的复杂表型，基于

耐受性相关基因的过表达或敲除所实现的表型搜

索空间有限。 
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表 1  乙酸耐受性大肠杆菌的构建 
Table 1  Methods for constructing acetic acid-tolerance E. coli 
菌株 
Strain 

方法策略 
Method 

胁迫条件 
Stress 

表型 
Phenotype 

参考文献 
References 

E. coli JW3973 metAI229T, metAN267 1.8 g/L acetic acid, M9 Greater cell density [9] 

E. coli JW3973 metE(V39A, R46C, T106I, C645A, K713E) 1.7 g/L acetate, M9 18.5% increase of specific growth rate [10] 

E. coli W, 
E. coli K-12 

∆(evgA−ptsP−yciW−ackA− 
typA−yobF−rfe) 

15 g/L acetate, M9 Signifcantly higher growth rates [18] 

E. coli JM109 pMV24-uvrA 5.2 g/L acetic acid shock 10.2–17.5 fold increase of the survival 
rates 

[11] 

E. coli MG1655 IdhA::pssA 1.8 g/L acetate, MOPS  21% increase of specific growth rate [19] 

E. coli CL3 GM(∆xylFGH, ∆ldhA, 
PpflB::pdcZm−adhBZm), ALE 

10−40 g/L acetate, AM1 Obtain an acetate tolerant strain MS04 [12] 

E. coli DH5α GREACE (PQ−lib, ALE) 1.0 g/L acetate, LB 8-fold increase of OD600 in mutant  
AR5 cells 

[20] 

E. coli ATCC8739 ALE 7.1 g/L acetate defined medium 25% increase of growth rate in mutant 
MEC136 

[13] 

E. coli DH5α ∆crp gTME, crp 15 g/L acetate, M9 5-fold increase of growth rate in the 
variant A2 

[21] 

E. coli DH5α ∆crp gTME, crp Acetic acid (final pH 5.35) Obtain an acetate tolerant strain ACM1 [22] 

E. coli K-12 SCALES 1.75 g/L acetate, MOPS Enriched high fitness genes for  
acetate tolerance 

[23] 

E. coli K-12 TRMR 16 g/L acetate, MOPS 50% increase of growth rate in the 
variant 

[24] 

E. coli MG1655 CREATE 10 g/L acetate, M9 Enriched high fitness genes for acetate 
(fis, fadR, rho, and fnr) 

[17] 

BGgxk4P4 iCREATE 30 g/L acetate, HM Still grew in reconstruction strain [25] 

Note: GM: Gene manipulation; GREACE: Genome replication engineering assisted continuous evolution; gTME: Global transcription 
machinery engineering; SCALES: Scalar analysis of library enrichments; TRMR: Trackable multiplex recombineering; CREATE: 
CRISPR enabled trackable genome engineering; iCREATE: Iterative CRISPR enabled trackable genome engineering. 
 
1.2  实验室适应性进化构建大肠杆菌乙酸耐受

性菌株 
实验室适应性进化是在人为设置的选择压力

下模拟自然进化中的变异和选择过程，并通过富集

筛 选 获 得 优 良 性 状 目 的 菌 株 的 技 术 。

Fernández-Sandoval 等[12]在以木糖为筛选条件下，

对乙醇生产菌株 E. coli CL3 进行代谢进化，提升

菌株的乙酸钠耐受和利用能力，获得的菌株 E. coli 
MS04 在 10 g/L 乙酸钠条件下，与不添加乙酸钠相

比，比生长速率(0.28±0.013 h−1)提高了 75%，且乙

醇产率提高近 6 倍；此外，当比生长速率同时减少

50% (IC50)时，菌株 E. coli MS04 的乙酸钠补加浓

度为 40 g/L，而对照菌株仅为 10 g/L。Rajaraman
等[13]将大肠杆菌 ATCC8739 菌株在以 2.9 g/L 乙酸 
盐为唯一碳源的培养条件下进行适应性进化，获得

了 3 株乙酸钠耐受突变菌株，且在以 7.1 g/L 乙酸

盐为碳源的培养条件下，3 株突变株中最大的比生

长速率高达 0.50±0.01 h−1，比对照提高 21.9%。Luan

等[20]开发了一种新型进化工具 GREACE (genome 
replication engineering assisted continuous evolution)
即通过引入一组缺失校正功能的 DNA 聚合酶复合

物实现细胞连续诱变，可达到应激条件下加速进化

的一种新型进化工具，该方法中诱变和筛选同时进

行，可极大地减少迭代操作和冗长的人为干预。

Luan 等 [20]应用 GREACE 进化工具即通过易错

PCR 构建了 dnaQ (编码 DNA 聚合酶 ε 亚基)的突

变文库 PQ-lib 并将其导入 E. coli DH5α 细胞中，依

次提高乙酸盐浓度进行转接培养，成功进化出在  

1 g/L 乙酸盐浓度下 OD600 提高了 8 倍的 AR5 突变

菌群。虽然实验室适应性进化取得一些成效，但由
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于基因组的突变空间很大，也很难评估每种突变对

特定进化表型的贡献，因而需进一步开发缩小突变

范围的适应性进化筛选方法。 

1.3  利用全局转录机器工程构建大肠杆菌乙酸

耐受性菌株 
2006 年，Alper 等[28]报道了全局转录机器工程

技术，即通过易错 PCR (error-prone polymerase 
chain reaction)或 DNA 重排(DNA shuffling)的方法

突变菌株的全局转录调控因子，从而改变转录因子

与其众多基因启动子序列的结合状态，以达到基因

组尺度的转录扰动，进一步结合一定的筛选压力，

定向获得目标表型菌株。Alper 等[14]成功地利用全

局转录机器工程策略构建 rpoD 突变文库，筛选到

大肠杆菌乙酸耐受性菌株。Chong 等[21]利用全局

转录机器工程策略构建 crp 突变文库，在 5−10 g/L
乙酸钠条件下筛选大肠杆菌乙酸耐受突变菌株

A2，且在 15 g/L 乙酸钠测试条件下，突变菌株的

生长速率(0.083 h−1)比对照菌株提高 418.75%。基

于同样的策略，Basak 等[22]也利用全局转录机器工

程方法改造 crp 转录调控因子，并获得了乙酸耐受

性菌株 ACM1。Chen 等[29]利用全局转录机器工程

方 法 构 建 了 来 自 耐 辐 射 奇 球 菌 (Deinococcus 
radiodurans)的全局调控因子 IrrE 突变文库并转化

到大肠杆菌中，在含有 0.7 g/L 乙酸盐的 LB 培养

基中筛选得到乙酸耐受性菌株 A15，该菌株也表现

出耐低 pH 的特性。全局转录机器工程将调控目标

拓展到全局转录因子，克服有关乙酸耐受性表型与

基因型复杂关系认识的不足，实现从全局水平上强

化微生物的目标性能，是一种在基因和细胞水平上

改造微生物细胞的新途径。 

1.4  利用基于 CRISPR 可追踪基因组工程构建

大肠杆菌乙酸耐受性菌株 
基于 CRISPR 可追踪基因组工程[17]是 Gill 课

题组在 CRISPR 基因组编辑技术的基础上，结合文

库富集定量分析法[15,23]和可追踪的多元重组[16,24]

构建的可追踪基因组工程技术；该技术通过突变文

库理性自动设计、突变库芯片高通量合成、基于

CRISPR 原理基因组尺度快速高通量突变修饰、胁

迫条件下的耐受性筛选和适应度分析，实现突变  
型-表型高通量快速关联分析。Gill 课题组[17]利用

CREATE 技术构建了含有 35 个基因的 52 356 个突

变的突变文库，将突变文库导入 E. coli MG1655，

并在 10 g/L 乙酸盐浓度条件下富集筛选，最终富

集到了与乙酸耐受性相关的高适应度基因如 fis、

metA、fadR、marA、rho 等。Liu 等[25]通过对该系

统 的 优 化 得 到 了 iCREATE (iterative CRISPR 
enabled trackable genome engineering)，实现 gRNA
质粒的消除；基于该系统构建靶向 30 个基因的(约
40 000 个)突变文库，获得了既耐受糠醛又耐受乙

酸盐的突变菌株。本课题组[30]通过 CREATE 技术

突变了大肠杆菌 20 个全局调控因子，成功构建了

含有 34 340 个位点饱和突变的突变文库，并在

10−30 g/L 乙酸钠条件下，筛选获得了高耐受乙酸

的大肠杆菌 CRP-G142I；在 30 g/L 乙酸钠条件下，

该耐受性菌株的比生长速率提高了 313.82%。

CREATE 可以单次实现数万个位点的突变，即仅通

过一轮质粒转化便可完成对多个细胞靶点的编辑，

通过测序追踪，缩短了突变构建与分析的周期，大

大节约了时间和成本。CREATE 系统的可追踪性，

为高通量鉴定突变基因与进化表型之间的关系提

供了有利的支持。 

2  大肠杆菌乙酸耐受性机制研究及相关 
应用 

随着生物技术(基因组学、转录组学、蛋白质

组学和代谢组学等)的发展，研究者发现耐乙酸的

大肠杆菌会进化出多种不同机制来应对乙酸的毒

性。主要包括：乙酸同化代谢；氨基酸依赖型代谢；

离子转运系统调节；细胞膜成分修饰(图 1)。 

2.1  乙酸同化代谢 
大肠杆菌天然存在乙酸的同化代谢途径。乙酸

为碳源通过中心碳代谢途径转化为生物量，但与糖

利用途径相比效率低很多，所以对乙酸同化代谢途

径的改造是加强乙酸利用和减少乙酸积累的重要
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方式。在大肠杆菌中，最重要的一条乙酸利用途径

是 ACS 途径即通过乙酰辅酶 A 合成酶(acs 编码)
将乙酸转化为乙酰辅酶 A，然后进入三羧酸(TCA)
循环或者乙醛酸循环等被消耗(图 1A)[31]。acs 编码

的乙酰辅酶 A 合成酶是参与乙酸同化吸收的关键

酶[27,32]。Lin 等[33]在大肠杆菌中过表达 acs 获得的

工程菌株，在以乙酸盐为唯一碳源的基本盐培养基

(M9 培养基，乙酸盐浓度 5.3 g/L)和丰富培养基(LB

培养基，乙酸盐浓度 10.3 g/L)培养条件下，乙酸盐

的消耗速率、生长速率以及生物量的积累均显著高

于对照菌株。此外，通过敲除乙醛酸循环表达的负

调控因子 iclR[34]和 fadR[35]也可提高乙酸的消耗。

这些研究均表明激活 ACS 途径有利于提高乙酸的

消耗，但对于可逆途径 PTA-ACKA [通过磷酸乙酰

转移酶(phosphate acetyltransferase，PTA)和乙酸激

酶 (acetate kinase，ACKA)将乙酸转化为乙酰 
 

 
 
图 1  大肠杆菌的乙酸耐受性机制 
Figure 1  The different mechanisms of acetic acid tolerance in E. coli  
注：A：乙酸同化代谢[31-35]；B：氨基酸依赖型代谢[9-10,36]；C：离子转运系统调节[37-39]；D：细胞膜成分修饰[19,40]. 蓝色斜体字代

表过表达，红色斜体字表示敲除. acs：编码乙酰辅酶 A 合成酶；iclR：编码抑制乙醛酸转录调控因子；fadR：编码 DNA 结合转

录双调控因子；GABA：谷氨酸-γ-氨基丁酸；metE：编码同型半胱氨酸转甲基酶；metA：编码高丝氨酸琥珀酰转移酶；actp：编

码乙酸/乙醛酸：阳离子转运蛋白；satp：编码乙酸/琥珀酸：H+同向转运蛋白；SFA：饱和脂肪酸；TUFA：反式不饱和脂肪酸；

pssA：编码磷脂酰丝氨酸合酶. 
Note: A: Acetic acid assimilation metabolism[31-35]; B: Amino acid dependent metabolismt[9-10,36]; C: Iontransport system regulation[37-39]; 
D: Cell membrane component modification[19,40]. Overexpression/knockout gene in blueItalic and red italic. acs: Encoding acetyl-CoA 
synthetase; iclR: Encoding DNA-binding transcriptional repressor; fadR: DNA-binding transcriptional dual regulator; GABA: 
γ-aminobutyric acid; metE: Encoding homocysteine transmethylase; metA: Encoding homoserine O-succinyltransferase; actp: Encoding 
acetate/glycolate: cation symporter; satp: Encoding acetate/succinate: H+ symporter; SFA: Saturated fatty acids; TUFA: Trans unsaturated 
fatty acids; pssA: Encoding phosphatidylserine synthase. 
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辅酶 A]的影响却并不清楚。研究发现过表达 ackA
和 pta 的大肠杆菌在乙酸盐利用过程中不仅没有

提高乙酸利用，反而生长速度明显减慢[27,34]。综上，

通过乙酸的利用来缓解乙酸毒性是有效的策略，但

仍需要进一步研究更高效的乙酸利用途径。 

2.2  氨基酸依赖型代谢 
氨基酸的正常代谢与合成是微生物维持正常

活动的必要条件。大肠杆菌可通过氨基酸合成和代

谢的调节来应对外界环境的胁迫与压力，从而提高

对不利条件乙酸的耐受性。目前研究者对大肠杆菌

氨基酸依赖型的耐酸性机制分析部分适用于乙酸

耐受性研究，主要包括 4 个依赖于氨基酸脱羧反应

的氨基酸(谷氨酸、精氨酸、赖氨酸、鸟氨酸)依赖

型耐酸系统和 1 个依赖于氨基酸脱氨基反应的谷氨

酰胺依赖型的耐酸系统(图1B)。这些耐酸性系统的

调控和作用机制在陈卓逐等[36]和 Guan 等[41]的综述

中有详细阐述，主要是包括脱羧或脱氨和转运两个

过程，氨基酸脱羧或脱氨反应将乙酸进入细胞发生

解离产生的 H+消耗，转运是将产物输出细胞交换

新的氨基酸进入细胞，如此循环，提高细胞内 pH，

缓解乙酸引起的细胞质酸化，防止细胞致死[42-45]。

此外，研究发现乙酸会抑制大肠杆菌甲硫氨酸的

合成，积累有毒的中间体同型半胱氨酸，影响大

肠杆菌的生长[46]。Han 等[26]和 Sandoval 等[23]也证

明补加甲硫氨酸可提高大肠杆菌的乙酸耐受性。

Mordukhova 等对甲硫氨酸合成相关酶 MetA[9]和

MetE[10]进行改造，促进同型半胱氨酸转化为甲硫

氨酸，缓解乙酸对甲硫氨酸合成的抑制，提高了大

肠杆菌的乙酸耐受性。 

2.3  离子转运系统调节 
通过离子转运系统来缓解乙酸的毒性主要涉

及两个方面：一方面是阻止乙酸/乙酸盐进入胞内，

另一方面是通过离子通道或者流体泵将细胞内的

H+或者阴离子(CH3COOH−)排出细胞。乙酸能以乙

酸小分子的形式自由扩散进入细胞，也能以阴离子

(CH3COOH−)的形式借助转运蛋白[乙酸/乙醇酸转

运蛋白(acetate/glycolate: cation symporter，ActP)、
琥 珀 酸 / 乙 酸 盐 转 运 蛋 白 (acetate/succinate: H+ 
symporter，SATP)等]进入细胞(图 1C)，所以阻止

乙酸进入细胞的一个潜在有效策略就是通过修饰

这些转运蛋白来影响乙酸盐的摄取。Gimenez 等[37]

发现敲除 actP 的突变菌株只能降低大肠杆菌对乙

酸的摄取能力，因此推测还存在另外的转运体。

Sá-Pessoa 等[38]证明了 SATP 与 ActP 一起影响乙酸

作为碳源的利用，同时敲除这 2 个转运蛋白可阻止

大肠杆菌对乙酸的转运和摄取。通过控制质子的输

入输出细胞来维持胞内 pH 的稳态，也是大肠杆菌

耐受乙酸的重要组成部分。阳离子转运体 K+/H+

和 Na+/H+转运蛋白，可将质子排出细胞并吸收阳

离子，进而减少胞内质子的积累和维持细胞膜电势

的稳定，提高大肠杆菌的乙酸耐受性[39]。有研究

报道，过表达 ABC (ATP-binding cassett)转运家族

的外膜蛋白也有助于提高大肠杆菌的乙酸耐受性，

这可能与减少乙酸进入细胞相关，从而降低乙酸的

毒害[47-48]。 

2.4  细胞膜成分修饰 
细胞膜是大肠杆菌抵御乙酸胁迫的第一道屏

障，大肠杆菌会通过调整细胞膜中脂肪酸组成和含

量的变化改变细胞膜的流动性、稳定性等来应答乙

酸环境胁迫，增加对乙酸的抵抗力(图 1D)。在    
E. coli K-12 CSH1 中，乙酸浓度增加至 2.5×10−2 g/L
导致脂肪酸从 C161׃ 转变为 C181׃，表明脂肪酸链

延长有助于提高大肠杆菌的乙酸耐受性[49]。Choi
等[50]通过在 E. coli BL21(DE3)中过表达来自嗜盐

单胞菌(Halomonas socia)的环丙烷脂肪酸酰基磷

脂合成酶(cyclopropane fatty acid，CFA)，证明提高

大肠杆菌细胞膜内环丙烷脂肪酸的含量有助于提

高大肠杆菌的乙酸耐受性。据报道，顺式和反式不

饱和脂肪酸的异构化对于提高大肠杆菌的乙酸耐

受性具有重要的作用[51]。Tan 等[40]在大肠杆菌中过

表达来自铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)
的顺反异构合成酶(cis-trans isomerase，Cti)，增加
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了 大 肠 杆 菌 细 胞 膜 中 反 式 不 饱 和 脂 肪 酸 (trans 
unsaturated fatty acids，TUFA)的含量，使得细胞膜

的流动性降低、细胞膜的刚性提高，从而获得在

2.5 g/L 乙酸盐胁迫条件下比生长速率提高 5.6%的

大肠杆菌突变菌株。Tan 等[19]进一步通过磷脂酰丝

氨酸合酶(phosphatidylserine synthase，PSSA)过表达

增加了磷脂头部磷酸乙醇胺(phosphoethanolamine，

PE)的含量，获得大肠杆菌乙酸耐受性菌株；此外，

该菌株也同时具有辛酸、低 pH 和糠醛等多重耐受

性。磷脂工程设计的成功应用表明通过改变细胞膜

中磷脂极性头部基团成分的含量可增加细胞膜的

稳定性，从而降低乙酸对大肠杆菌的伤害。 

2.5  大肠杆菌乙酸耐受性菌株的应用 
大肠杆菌乙酸耐受性菌株可以抵抗乙酸胁迫，

促进大肠杆菌在以乙酸为唯一碳源或者是富含乙

酸的纤维素水解液等非粮发酵原料碳源的利用，提

高目标产品的生产。Noh 等[34]通过将不同遗传背

景的大肠杆菌菌株(W、BL21、W3110 和 MG1655)
置于含 10 g/L 乙酸盐的培养基中，以比生长速率

和乙酸盐的消耗速率为指标，筛选到乙酸耐受性

最 强 的 W 菌 株 ，然 后 异 源 过 表 达 来 自 土 曲 霉     
(A. terreus)的顺式脱羧酶基因(cad)和乙酸同化途

径基因(acs)，敲除抑制乙醛酸途径基因(iclR)，获

得可以快速摄取乙酸和高乙酸耐受性的工程菌株

WCIAG4，该工程菌株在以乙酸盐为唯一碳源的培

养基中，发酵 88 h 后生产了 3.57 g/L 的衣康酸。

Xiao 等[27]在大肠杆菌 BL21 中通过过表达 acs 和

tesA 以及敲除 fadE 构建的乙酸耐受性菌株，在以

乙酸为唯一碳源的培养基中生产了 1 g/L 的脂肪酸，

进一步将该菌株在富含乙酸的木质纤维素酸性水

解液和厌氧消化的污泥中发酵并分别获得 0.43 g/L
和 0.17 g/L 的脂肪酸。最近，Liu 等 [25]将通过

iCREATE 方法筛选到的乙酸和糠醛高耐受性的组

合突变位点(SoxR S26G，SoxR E32V)引入产 3-羟
基丙酸(3-hydroxypropionic acid，3-HP)的菌株中获

得突变菌株，该菌株分别在含有糠醛、乙酸和木糖

的培养基中发酵，3-HP 的最终产量是对照菌株的

7−8 倍。Jo 等[52]通过代谢工程改造乙酸耐受性菌

株 的 乙 醛 酸 碳 流 分 布 ， 获 得 酪 氨 酸 产 量 提 高

1.6−1.8 倍的突变菌株。总之，大肠杆菌乙酸耐受

菌株的开发不仅提高了菌株对乙酸胁迫的适应

性，也为大肠杆菌以乙酸为唯一碳源高产高附加

值产品成为可能。除了大肠杆菌外，在恶臭假单

胞菌[53]、酵母[54]等菌株的发酵生产中，也成功获

得并应用乙酸耐受性菌株，加速对乙酸的利用，进

而获得高附加值产品。 

3  结语与展望 
目前关于构建大肠杆菌乙酸耐受性菌株及相

关耐受机理解析的研究很多，在实际应用研究上也

取得了突破。在乙酸耐受性菌株构建方面，代谢工

程大肠杆菌乙酸耐受性菌株具有靶标明确的优点，

但是由于乙酸的耐受性是多基因控制的复杂表型，

因而存在自身的局限性。全局转录机器工程将靶向

的调控目标拓展到全局转录因子，达到对多基因控

制的性状进行有效的改造，避免了单个基因操作的

局限性，使其成为当前研究的热点之一。基于

CRISPR 可追踪基因组工程的提出大大缩短了突

变构建与分析的周期，但是可追踪基因组工程操作

手段要求很高、普及性差。因此，迫切需要开发一

种可追踪或可视化的基因组工程操作技术。在自然

界中有一些菌株能够天然耐受乙酸/乙酸盐，甚至

高效利用乙酸。例如，在微生物发酵生产食醋过程

中用到的葡糖醋杆菌属具有较高的耐酸性，可以达

到 100 g/L 以上 [55]。研究者发现在醋酸杆菌的

Gluconacetobacter 中 存 在 群 体 感 应 调 控 系 统

(quorum sensing，QS)，菌群通过 QS 可以增强微

生物体系对乙酸的耐受[56]。由于大肠杆菌的基因

操作方法比较成熟，被广泛应用于生产化学品。因

此，构建大肠杆菌 QS 系统应用于提高菌群对于乙

酸耐受以及乙酸的转化率也是一种可借鉴的方法，

同时也启发我们可以进一步挖掘自然界中天然的

大肠杆菌乙酸耐受菌株。 
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大肠杆菌通过乙酸同化代谢、氨基酸依赖型代

谢、离子转运系统的调节以及细胞膜成分修饰等响

应机制来应答乙酸胁迫条件的迫害，增加了对乙酸

的耐受性。随着对大肠杆菌耐乙酸作用机制的深入

了解，也引出了新的问题。微生物细胞代谢与耐受

通常是多方面共同作用的结果，而目前耐受性机制

的解析通常是从单一角度解析，对于不同模块之间

的相互作用以及整个细胞的耐受性机制网络的调

控机制尚不清楚，所以需要进一步从系统水平、全

局调控等角度进行进一步研究。大肠杆菌乙酸耐受

性菌株可以高效利用富含乙酸的发酵原料甚至以

乙酸为唯一碳源来生产高附加值产品，而乙酸也是

微生物利用 CO2、甲烷和甲醇等一碳化合物生长和

发酵生产化学品过程的中间体，因此，构建大肠杆

菌乙酸耐受性菌株对提高大肠杆菌对一碳单位化

合物的利用与实现可持续生产具有重要意义。 
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