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摘  要: 氨基酸发酵是我国发酵工业的支柱产业，近年来，随着代谢工程的快速发展，氨基酸的代谢工程育种蓬

勃发展。传统的正向代谢工程、基于组学分析与计算机模拟的反向代谢工程以及借鉴自然进化的进化代谢工程，

都有越来越多的应用。在氨基酸的工业生产中涌现出了一系列具有高效生产、抗逆性强等优良性状的菌株。日益

剧烈的市场竞争对菌株的选育提出了新的要求，如开发高附加值氨基酸品种、菌株代谢的动态调控、适应新工艺

的要求等。文中介绍了氨基酸生产相关的代谢工程研究进展以及未来的发展趋势。 
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Advances and prospects in metabolic engineering for the 
production of amino acids 

Qian Ma*, Li Xia*, Miao Tan, Quanwei Sun, Mengya Yang, Ying Zhang, and Ning Chen 

College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China 

Abstract:  Fermentative production of amino acids is one of the pillars of the fermentation industry in China. Recently, with 
the fast development of metabolic engineering and synthetic biology technologies, the metabolic engineering for production of 
amino acids has been flourishing. Conventional forward metabolic engineering, reversed metabolic engineering based on 
omics data and in silico simulation, and evolutionary metabolic engineering mimicking the natural evolution, have shown 
increasingly promising applications. A series of highly efficient and robust amino acids-producing strains have been developed 
and applied in the industrial production of amino acids. The increasingly fierce market competition has put forward new 
requirements for strain breeding and selection, such as developing high value-added amino acids, dynamic regulation of 
cellular metabolism, and adapting to the requirements of new process. This review summarizes the advances and prospects in 
metabolic engineering for the production of amino acids. 
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民以食为天，这是亘古不变的自然法则。在

追求美好生活的新时代，人们对于营养与健康的

需求日趋高涨。氨基酸作为重要的营养与功能元

素，与我们的生活息息相关，其应用领域涉及食

品、医药、饲料、化妆品等多种行业。目前，氨

基酸发酵已成为我国发酵工业的支柱产业。据中

国生物发酵产业协会统计，2019 年，我国氨基酸

发酵产品总产量约为 609 万 t，其中，L-谷氨酸

286.6 万 t，L-赖氨酸 253.3 万 t，L-苏氨酸 60.6 万 t，

L-色氨酸 1.7 万 t，其他氨基酸 6.9 万 t。与大宗氨

基酸品种 L-谷氨酸、L-赖氨酸、L-苏氨酸相比，

小品种氨基酸、高附加值氨基酸  (L-组氨酸、    

L-丝氨酸、L-酪氨酸等) 的产量仍然较低，具有广

阔的市场提升前景。随着代谢工程育种技术的快

速发展，氨基酸优良生产菌株的选育发展也越来

越迅猛，为大宗氨基酸的低成本高效生产、高附

加值小品种氨基酸的市场开拓提供了有力保障。

本文将对代谢工程在氨基酸生产菌株选育方面的

研究与应用进展进行综述，并对氨基酸代谢工程

育种的一些新的发展趋势进行介绍。 

1  代谢工程育种 

1956 年，日本协和发酵公司木下祝郎博士选

育出了可以积累 L-谷氨酸的谷氨酸棒杆菌

Corynebacterium glutamicum，随后，L-谷氨酸工

业发酵的成功推动了其他氨基酸的发酵研究与生

产，自此氨基酸的工业发酵生产正式拉开帷幕。

传统的氨基酸生产菌株主要基于代谢控制发酵原

理，通过诱变筛选获得。诱变菌株在氨基酸工业

发酵中发挥了非常重要的作用，极大地推动了氨

基酸发酵工业的发展。然而，诱变菌株在工业发酵

过程中容易存在营养缺陷、发酵不稳定、产能难以

继续提升等问题。近年来，代谢工程育种在氨基酸

生产菌株选育中的应用越来越多，成为诱变育种的

有力补充。C. glutamicum、大肠杆菌 Escherichia 

coli 等模式微生物成为氨基酸生产代谢工程改造

的主要宿主，一系列小品种、高附加值氨基酸产

品及其衍生物生产菌株得到开发。 

1.1  基于理性设计的正向代谢工程 

基于一定的理性设计原则，从宿主菌株出

发，进行目标合成途径构建与强化[1]、前体物供

应强化 [2]、旁路代谢阻断与弱化 [3]、辅因子平衡

优化[4-6]、目标产物输出系统强化[7]等，以实现目

标产物的高效生产，这是一种自上而下的正向代

谢工程策略。 
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氨基酸作为初级代谢产物，在微生物中的合成

通常存在复杂的调控系统，包括反馈调节、弱化调

节等。如分支链氨基酸合成途径中的关键酶乙酰羟

酸合酶容易受到产物 L-缬氨酸的反馈抑制[8]，色氨

酸操纵子存在受 L-色氨酸调节的弱化子结构[9]。因

而，在氨基酸生产菌株的正向代谢工程中，解除关

键酶受到的反馈调节作用对于强化目标氨基酸的

合成通常有较为明显的作用[10]。除了关键酶的强

化，目标氨基酸合成途径上的非限速酶通常也需要

调整其表达强度，通过启动子优化、核糖体结合位

点优化，以及合成途径上多基因表达强度的组合优

化等，进行最佳生产强度合成途径的构建与强化。 

如图 1 所示，多数氨基酸的合成需要以中心碳

代谢过程的中间代谢产物为前体物[11]，如 L-谷氨

酸、L-谷氨酰胺等以三羧酸 (TCA) 循环的 α-酮戊

二酸为前体物；L-缬氨酸、L-亮氨酸以糖酵解过程

的产物丙酮酸为前体物；天冬氨酸族氨基酸以三

羧酸循环的草酰乙酸为前体物；芳香族氨基酸需

要以糖酵解中的磷酸烯醇式丙酮酸 (PEP) 与磷

酸戊糖途径的赤藓糖-4-磷酸 (E4P) 为前体物。因

此，在进行前体物供应强化时，需要对目标氨基

酸合成途径与中心碳代谢进行平衡重构，使代谢

流尽可能多地流向目标氨基酸合成，以实现在对

细胞生长不构成严重损害的条件下，尽可能地提

高目标氨基酸的合成效率。近些年来，动态调控、

精确调控成为代谢工程领域研究的重要方向，这

也是代谢工程改造更加精细化的一种表现。 

辅因子在细胞代谢的诸多过程都发挥重要作

用，许多氨基酸的合成途径也依赖特定的辅因子，

如 L-谷氨酸、L-赖氨酸、L-苏氨酸、L-缬氨酸等的

合成需要依赖 NADPH；L-组氨酸、L-丝氨酸等的

合成需要依赖 NAD+。辅因子的供应与平衡对于

目标氨基酸的合成效率也起着至关重要的作用，辅

因子的供应平衡也是氨基酸代谢工程改造中的重

要方面。近年来，研究者尝试通过改变氨基酸合成

路径上相关酶的辅酶依赖性，实现发酵工艺的改

变。Hasegawa 等[4]通过对 C. glutamicum 中相关酶

的辅酶依赖性由 NADPH 改变为 NADH，实现了

在无氧条件下进行 L-缬氨酸的生产，生产强度与

转化率都有明显的提升。此外，调控辅因子的合

成，以及调控辅因子不同形态之间的转变[12]，也

是辅因子平衡调控的重要方式。 

目前，基于理性设计的正向代谢工程仍然是

氨基酸代谢工程育种的主要方式，通过组合运用

不同的代谢工程策略，通常可以获得菌株发酵水

平的提升。但由于微生物系统的复杂性，有时理 
 

 
 

图 1  氨基酸合成途径[11] 
Fig. 1  Biosynthesis pathway of amino acids[11]. 
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性设计并不总能产生预期的效果，基于组学分析与

计算机模拟的反向代谢工程，以及借鉴自然进化的

进化代谢工程可作为正向代谢工程的有力补充。 

1.2  基于组学分析与计算机模拟的代谢工程 

在传统的氨基酸工业中，很多生产菌株是通

过诱变育种的方式获得的，与出发菌株相比，诱变

菌株往往在基因、mRNA、蛋白质、代谢物等水平

存在差异，而这些差异很可能是菌株高产的原因。

基于不同菌株 (如诱变菌株与出发菌株) 的表型

差异，利用组学技术反向解析导致表型差异的代

谢水平、蛋白水平、mRNA 水平、DNA 水平差异，

以获得影响目标性状的关键基因位点，作为代谢

工程改造的潜在靶点[13-14]。随着生物信息学与计

算机模拟技术的不断发展，基于组学分析获得的

潜在改造靶点，可先利用计算机模拟进行代谢预

测[15]，再进行实验室代谢工程改造，这样可以使

后续的代谢工程更加具有方向性、更加高效。 

1.3  进化代谢工程 

进化是大自然丰厚的馈赠，适者生存是高效

的筛选法则。于是，人们尝试在实验室中模拟自

然进化，并进行进化加速，以高效获得理想的生

物表型。进化在代谢工程中的应用，形成了进化

代谢工程，涉及酶的定向进化、代谢进化、适应

性进化等内容[16]。通过代谢工程构建，将目标基

因型的筛选与容易识别的表型 (如生长偶联[17]、

抗性偶联 [17]等 ) 或易于识别的信号  (如荧光信  

号[18]等) 相关联，实现了理性与随机策略的结合，

可通过高通量筛选，以提高筛选效率。近年来，

进化代谢工程育种在氨基酸生产中的应用越来越

多。Long 等[17]将鸟氨酸环化脱氨酶的定向进化与

抗生素抗性基因表达偶联起来，通过在抗性培养

基中筛选生长快速的菌株，获得了高效催化鸟氨

酸合成 L-脯氨酸的鸟氨酸环化脱氨酶，并最终在

L-精氨酸生产菌钝齿棒杆菌 Corynebacterium 

crenatum 中实现了 38.4 g/L 的 L-脯氨酸产量。随

着生物传感技术的迅速发展，其在进化代谢工程

中的应用越来越广泛[19]。在氨基酸的进化代谢工

程研究方面，生物传感器的主要应用如表 1 所示。

构建响应目标氨基酸浓度的生物传感器，可将胞

内目标氨基酸浓度与荧光信号强度相偶联，通过

筛选高强度的荧光信号，获得高产目标氨基酸的

菌株。目前，基于转录调控因子 Lrp 响应分支链

氨基酸/甲硫氨酸浓度[20]、转录调控因子 LysG 响

应 L-赖氨酸浓度产生转录调控作用构建的生物传

感器已在相应氨基酸的生产菌选育中应用。除基

于转录调控因子构建的生物传感器之外，基于

RNA 调控的核糖开关也是构建生物传感器的重

要基础，目前已发现的响应氨基酸的核糖开关有

L-赖氨酸核糖开关[21]与甘氨酸核糖开关[22]。随着

新型生物传感器的研发，进化代谢工程在氨基酸

育种中将会发挥越来越重要的作用。 

 
表 1  生物传感器在氨基酸代谢工程中的应用 
Table 1  Application of biosensors in metabolic engineering for production of amino acids 

Amino acid Type of biosensor Output Host Reference

L-valine Transcriptional regulation based on Lrp eYFP C. glutamicum [18] 

L-tyrosine Transcriptional regulation based on TyrR mCherry E. coli [23] 

L-lysine Transcriptional regulation based on LysG eYFP C. glutamicum [24] 

L-lysine Riboswitch based on lysC tetA-sGFP E. coli [25] 

L-tryptophan Synthetic riboswitch tetA-sGFP E. coli [25] 

L-phenylalanine Transcriptional regulation based on screening of mtr 
promotor 

Venus E. coli [26] 

 

 
 



 
 

马倩 等/氨基酸生产的代谢工程研究进展与发展趋势 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1681

 

2  大宗氨基酸代谢工程育种 

2.1  L-谷氨酸的代谢工程育种 

L-谷氨酸作为最大宗的氨基酸品种，具有成熟

的发酵生产工艺。目前，L-谷氨酸的工业生产主

要采用 C. glutamicum 生物素亚适量控制工艺与

温度敏感突变株发酵工艺，应用的菌株大多通过诱

变筛选获得，发酵产量最高可达 220 g/L 以上。   

L-谷氨酸的高效生产与细胞内代谢状态变化、细

胞的高效分泌过程密切相关，多种处理方式都可以

促进 C. glutamicum 高效分泌 L-谷氨酸，如生物素

亚适量控制、表面活性剂添加、青霉素添加、温

度提升等。但对于 C. glutamicum 中 L-谷氨酸快

速分泌的机制仍然未有清晰阐释，这也限制了 

L-谷氨酸代谢工程育种的应用。目前人们多利用组

学分析手段比较诱变菌株与出发菌株的基因组、转

录组、蛋白组等差异，探索影响 L-谷氨酸快速合

成与分泌的关键所在。Shi 等[27]通过对温度敏感的

C. glutamicum TCCC 11822 与野生型菌株 ATCC 

13032 进行基因组比较，发现 TCCC 11822 中存在

细胞膜合成基因的突变以及细胞壁合成基因

murAB 的缺失。在野生型菌株 C. glutamicum ATCC 

13032 中敲除 murAB 基因[27]，或引入相应突变基

因 [28]，可以激发 C. glutamicum ATCC 13032 中    

L-谷氨酸的温度敏感分泌。 

随着基因组编辑技术的快速发展，其在    

C. glutamicum 中的应用研究也陆续开展，Krumbach

等[29]利用 CRISPR/Cas12a 技术对 C. glutamicum

基因组上表达 L-谷氨酸输出机械通道蛋白 MscCG

的基因进行了密码子饱和突变，最终筛选到一系列

可以促进 L-谷氨酸输出的 MscCG 突变体。Cleto  

等[30]尝试在 C. glutamicum 中利用 CRISPRi 技术

对磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶编码基因 pck 与丙酮酸

激酶编码基因 pyk 进行转录干扰，并探索其对 L-谷

氨酸生产的影响；结果表明，相比于 pck 与 pyk 的

直接敲除，转录干扰可更加有效地提升 L-谷氨酸的

产量。未来随着 CRISPRi 技术在 C. glutamicum

中的成熟应用，可更方便地进行代谢过程的精确

调控与动态调控。 

2.2  L-赖氨酸的代谢工程育种 

L-赖氨酸是饲料中最常用的氨基酸添加剂，

具有促进动物生长发育、提高肉质品品质等重要

功能，市场需求非常广泛。近年来，L-赖氨酸的

发酵生产水平不断提升，实现了在 C. glutamicum、

E. coli 中的高效生产，最高发酵产量可达 240 g/L[31]，

转化率在 68%以上。 

传统的 L-赖氨酸生产菌是通过诱变筛选获

得，基于组学分析与计算机模拟的反向代谢工程

在 L-赖氨酸的生产中也发挥了重要的作用。

Ohnishi 等[13]通过对诱变菌株 C. glutamicum B-6 与

其原始菌株进行比较基因组学分析，确定了 L-赖

氨酸高产菌中存在 3 个突变基因对 L-赖氨酸的高

产有重要作用，于是将 lysCT311I、homV59A、pycP458S

这 3 个突变基因引入野生型菌株中，达到了 80 g/L

的 L-赖氨酸产量。 Ikeda 等 [32]后来同样基于     

C. glutamicum B-6 与其原始菌株的比较基因组学

分析，确定了 L-赖氨酸末端合成、中心碳代谢中

的 5 个突变基因对于 L-赖氨酸的高产有重要作

用，在野生型菌株中引入这些突变基因，构建的

工程菌株不仅获得了 L-赖氨酸高产量与高转化

率，同时具有良好的发酵稳定性与耐热性。除组

学分析之外，代谢模拟也是反向代谢工程改造的

有效手段。Ye等[33]基于 E. coli代谢模型 iML1515，

构建了酶约束模型 ec_iML1515，并基于此模型对

20 个高需求蛋白的表达水平进行了优化，使 L-赖

氨酸产量达到 95.7 g/L，进一步优化 NH4
+及溶氧

水平使 L-赖氨酸产量达到 193.6 g/L，葡萄糖转化

率高达 0.74 g/g，展现了代谢模拟在指导代谢工程

改造方面的强大功能。 

目前，L-赖氨酸生产菌的正向代谢工程选育

工作主要涉及酶的反馈抑制解除、前体物与辅酶

NADPH 供应增强、阻断竞争代谢途径等。其中，

辅酶平衡对于 L-赖氨酸的合成有非常重要的作
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用，因为合成 1 mol L-赖氨酸需要消耗 4 mol 的

NADPH。一系列代谢工程工作针对辅酶的平衡展

开，一种策略是提高胞内 NADPH 的供应，如增

强磷酸戊糖途径 (PPP 途径) 以增加 NADPH 的

合成 [1]；通过引入吡啶核苷酸转氢酶编码基因

pntAB 强化 NADH 与 NADPH 之间的转换；或者

构建新的 NADPH 合成途径[5,34]；另一种策略是将

L-赖氨酸合成中的 NADPH 依赖改变为 NADH 依

赖，减少对 NADPH 的需求。Wu 等 [6]尝试在     

C. glutamicum中使用不同来源的NADH依赖的脱

氢酶，以减少对于 NADPH 的消耗需求。结果表

明，这种辅酶改造可有效地促进 L-赖氨酸的生产。 

代谢过程的动态调控是提升目标氨基酸合成

效率的有效方式。在 L-赖氨酸的正向代谢工程中，

利用 L-赖氨酸核糖开关进行相关基因的调控可以

实现在不依赖外加诱导剂的条件下，利用胞内  

L-赖氨酸对相关途径进行自调控，以促进 L-赖氨酸

的生产。在 E. coli 与枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis

中发现的 L-赖氨酸核糖开关位于 lysC基因的5′非翻

译区，在 L-赖氨酸存在时，会抑制 lysC 的翻译起

始过程，是一种“lysine-OFF”开关。Zhou 等[21]在

C. glutamicum中分别引入来自 E. coli与 B. subtilis

的 L-赖氨酸核糖开关，使其控制柠檬酸合酶 (gltA) 

的翻译过程，从而对三羧酸循环产生负调控作用，

使更多的前体物草酰乙酸用于 L-赖氨酸的合成过

程。所构建的菌株分别使 L-赖氨酸的产量提高了

63%与 38%。后来，他们通过进行 tetA-依赖的双重

基 因 筛 选 ， 从 “lysine-OFF” 开 关 构 建 出 了

“lysine-ON”开关[35]，并在 C. glutamicum 中对 L-赖

氨酸输出蛋白 (lysE) 进行“lysine-ON”控制，对柠

檬酸合酶 (gltA) 进行“lysine-OFF”控制，因而通过

L-赖氨酸对目标合成途径与竞争代谢途径实现了协

同的动态调控，有效提高了 L-赖氨酸的转化率。 

目前，响应 L-赖氨酸浓度构建的生物传感器

在 L-赖氨酸生产菌进化代谢工程育种中应用较

多。一种传感器类型是基于转录调控因子 LysG

响应高浓度 L-赖氨酸促进 lysE 基因的表达，将

lysE 基因与荧光蛋白基因融合，通过荧光激活细

胞分选技术 (Fluorescence-activated cell sorting，

FACS) 筛选荧光信号强的细胞，获得高产 L-赖氨

酸的菌株[36]。Kortmann 等[37]利用此 L-赖氨酸传

感器进行 C. glutamicum 中丙酮酸羧化酶突变体

的筛选，通过 FACS 筛选获得了有利于 L-赖氨酸

产 量 提 升 的 丙 酮 酸 羧 化 酶 突 变 体 ， 突 变 体

PCxT132A 与 PCxT343A 的基因组整合，可使 L-赖氨

酸的产量提升 6%–14%。Wang 等[38]在 E. coli 中

利用 L-赖氨酸传感器从常压室温等离子体 

(Atmospheric Room Temperature Plasma，ARTP)

诱变突变体库中筛选到了产量、转化率相比于出

发菌株分别提升 21%与 9.05%的突变菌株 MU-1。

另一种传感器类型是基于 L-赖氨酸核糖开关与 

L-赖氨酸的结合，产生调控作用。如前所述，     

L-赖氨酸核糖开关识别细胞内的 L-赖氨酸，并抑制

所调控基因的翻译过程。Yang 等[25]利用 E. coli

来源的 L-赖氨酸核糖开关调控 tetA 的表达，当细

胞内 L-赖氨酸浓度高时，tetA 表达受阻，细胞不

具有四环素抗性；TetA 可以转运 Ni2+进入细胞，

导致细胞死亡，若其表达受阻，则可避免 Ni2+的

胞内转运，此时细胞可以在 NiCl2 环境中生长。

通过选择适当浓度的 NiCl2 作为选择压力，可以

筛选 L-赖氨酸产量高的菌株；他们利用此生物传

感器，对 L-赖氨酸生产中对代谢流分配起关键作

用的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 (ppc 基因编码) 进

行了启动子优化，从构建的 ppc 启动子文库中筛

选对 L-赖氨酸生产有利的启动子。 

2.3  L-苏氨酸的代谢工程育种 

L-苏氨酸是人类与动物所必需的一种氨基

酸，常作为饲料添加剂使用。目前，L-苏氨酸的

工业生产主要利用 E. coli 发酵进行，发酵产量可

达 120 g/L 以上[31]。E. coli 中 L-苏氨酸的代谢工程

育种工作主要集中在正向代谢工程方面[39]：(1) 解

除关键酶受到的反馈抑制 [3,40]。众多研究通过在
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天冬氨酸激酶编码基因 thrA以及 lysC[41]中引入定

点突变，解除天冬氨酸激酶Ⅰ与Ⅲ受到的反馈抑

制，可有效提升 L-苏氨酸的产量。(2) 通过启动子

替换、增加拷贝数等强化 L-苏氨酸合成途径中酶

的表达。(3) 竞争代谢途径及 L-苏氨酸利用途径的

阻断。L-甲硫氨酸与 L-赖氨酸的合成需要以 L-苏氨

酸合成途径中的代谢物为前体物，高丝氨酸琥珀酰

转移酶编码基因 metA、二氨基庚酸脱羧酶编码基

因 lysA 的敲除，可增强 L-苏氨酸的合成。甘氨酸、

L-异亮氨酸的合成需要以 L-苏氨酸为前体物，苏氨

酸脱氢酶编码基因 tdh 的敲除、苏氨酸脱水酶编码

基因 ilvA 的突变可以减少 L-苏氨酸的降解。     

(4) NADPH 供应的平衡优化。1 mol L-苏氨酸的合

成需要 3 mol NADPH，辅因子的平衡供应是 L-苏

氨酸高效合成的有效保障[42-43]。(5) 强化输出蛋白

RhtA、RhtB、RhtC 的表达，增强 L-苏氨酸的胞外

输出过程[3]；敲除 thcC、丝氨酸/苏氨酸运输蛋白

编码基因 sstT[44]，阻断 L-苏氨酸的胞内摄取途径。 

这些正向代谢工程策略的综合应用，获得了

许多 L-苏氨酸高产菌株，Lee 等[3]利用系统代谢工

程构建的 E. coli 工程菌具有 82.4 g/L 的产量。然

而，L-苏氨酸的合成需要以 TCA 循环的草酰乙酸

为前体物，因此，细胞生长与 L-苏氨酸生产存在

碳流竞争，影响转化率的进一步提升。Liu 等[43]

进行了碳流分布的双阶段动态调控，将发酵过程

分为细胞生长阶段与产物生产阶段。在细胞生长

阶段异源表达丙酮酸羧化酶、磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶与柠檬酸合酶，促进 TCA 循环的进行，加

快葡萄糖利用与细胞生长；在生产阶段，利用

IPTG 诱导异源柠檬酸合酶的表达关闭，将碳代谢

流引向 L-苏氨酸的合成途径；同时，进行了

NADPH 再生系统的构建，最终使 L-苏氨酸的生产

在摇瓶和发酵罐水平分别提升了 2.02倍和 1.21倍。

Fang 等[45]利用 cIts-pR-pL 温度感应开关控制丙酮

酸羧化酶 (pyc) 与 L-苏氨酸输出蛋白 (rhtC)，动

态调控碳代谢在丙酮酸与草酰乙酸之间的分配，

实现碳代谢流的动态平衡调控，显著提高了 L-苏

氨酸的转化率；他们进一步利用此温度开关关闭

L-丙氨酸合成途径后，使 L-苏氨酸的摩尔转化率

达到 124.03%，展现了碳代谢流动态调控对 L-苏

氨酸转化率的有效提升。 

3  分支链氨基酸代谢工程育种 

3.1  分支链氨基酸育种策略 

分支链氨基酸 (BCAAs)，即 L-亮氨酸、L-异亮

氨酸和 L-缬氨酸，是哺乳动物的必需氨基酸[46]，主

要生产菌株包括 E. coli[47-48]和 C. glutamicum[47,49-50]。

分支链氨基酸在 C. glutamicum 中的合成途径如 

图 2 所示。三种分支链氨基酸合成过程中存在非常

紧密的联系，合成途径存在若干共用的酶与前体

物，并且利用相同的转运蛋白进行胞外输出。因此，

3 种分支链氨基酸在代谢工程改造中有很多相似

的策略，如 C. glutamicum 中分支链氨基酸输出蛋

白 BrnFE 的强化 [51-56]、分支链氨基酸摄取蛋白

BrnQ 的敲除[54,56]、乙酰羟酸合酶 IlvBN 的反馈抑

制解除[49,57-58]、前体物丙酮酸的供应增强[49,59]等基

于理性设计的正向代谢工程策略 (表 2)，以及基于

组学分析与计算机模拟的反向代谢工程与基于生

物传感器的进化代谢工程[60-61]。 

3.2  L-亮氨酸的代谢工程育种 

由于 3 种分支链氨基酸在合成途径上密切相

关，它们的代谢工程策略存在很多相似之处，本文

将主要以 L-亮氨酸的代谢工程研究为代表进行介

绍。目前，L-亮氨酸的代谢工程研究主要集中在正

向代谢工程方面 (表 2)：(1) 解除关键酶的反馈抑

制是高效生产 L-亮氨酸最重要的一步。众多研究

通过筛选解除反馈抑制的异丙基苹果酸合酶编码

基因 leuA 突变体，提升了 L-亮氨酸的产量[46,49,62]。

Vogt 等[49]通过对野生型菌株 C. glutamicum B018

的 leuA 点突变 (G1586A, G1595A)，消除 L-亮氨酸

对异丙基苹果酸合酶的反馈抑制，增强了 L-亮氨

酸生产的碳通量。(2) 合成途径相关基因的强化。 
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图 2  C. glutamicum 中分支链氨基酸的合成途径 
Fig. 2  Biosynthesis pathway of branched-chain amino acids in C. glutamicum. Blue dashed lines indicate feedback 
inhibition, red dotted lines indicate feedback repression. 
 

包括 leuA、leuBCD 等基因的直接过表达，以及抑

制 leuBCD转录的转录调控因子 LtbR的敲除[63]等。

(3) 前体物的供应增强。丙酮酸是产生 BCAA 的常

见中间体，也用于生产其他竞争副产品，如乳酸、

乙酸、L-丙氨酸等[46,59]。Huang 等[59]通过敲除 ilvA

基因、丙氨酸转氨酶编码基因 alaT、乳酸脱氢酶

编码基因 ldh、羟基酮泛酸甲基转移酶和 D-泛酸合

酶编码基因 panBC，以减少副产物 L-异亮氨酸、

L-丙氨酸、乳酸、D-泛酸的形成，获得的工程菌株

MDLeu-19 产量比对照菌株高出 54.1%，在分批补

料条件下，可积累 38.1 g/L 的 L-亮氨酸。另一方面，

大量的丙酮酸需要用于 TCA 循环，因此许多研究

尝试通过弱化 TCA 循环，使更多的丙酮酸用于分

支链氨基酸的合成。崔毅[12]将 TCA 循环中柠檬酸

合酶 (gltA 编码) 启动子替换为 L-亮氨酸生产菌

C. glutamicum CP 中的特异性启动子 PCp-2928，从而

使碳源在乙酰辅酶 A 代谢节点流向 TCA 循环的通

量降低，获得了 L-亮氨酸工程菌 AL13，L-亮氨酸

产量达 (13±0.1) g/L，比出发菌株提升了 21 倍。

Vogt 等[49]通过将较弱的启动子 PdapA-L1 替换为柠檬

酸合酶编码基因 gl tA 的启动子，获得的菌株

MV-LeuF2 比对照菌株 L-亮氨酸产量增加了 15%，

副产物 L-缬氨酸减少了 69.3%。(4) 提高 L-亮氨

酸的转运能力。Kutukova 等[64]报道在 E. coli 中过

表达编码 L-亮氨酸输出蛋白编码基因 yeaS (leuE)，

可以提高 L-亮氨酸的产量。在 C. glutamicum 中，

brnFE 基因受到转录调控因子 Lrp 的正调控，研究

报道 brnFE 和 lrp 过表达有利于 L-亮氨酸的生物合 
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表 2  分支链氨基酸生产菌株的正向代谢工程研究进展 
Table 2  Summary of forward metabolic engineering for production of branched-chain amino acids 

Amino acid Approaches Host 
Titer 
(g/L)

Yield 
(g/g) 

Productivity 
(g/(L·h) 

References

L-leucine 

ilvEmut, tyrB E. coli  2.70  0.038 [65] 

leuAmut E. coli  5.20  0.108 [62] 

leuAfbr, ΔilvE, Ptac-21-sucAB/pACYC-tyrB E. coli 11.40  0.158 [66] 

ΔilvE/pEC-XK99E-aspB C. glutamicum 20.81 0.174 0.289 [57] 

ΔltbR, AHAIRmut, rocG, ilvABNCmut, leuDH C. glutamicum 23.31 0.191 0.324 [63] 

ΔavtA, ΔiolR, ΔltbR, ΔgltA, ilvBNmut, 
Ptuf-leuA_B018, ΔPgltA::PdapA-L1 

C. glutamicum 24.00 0.218 0.330 [49] 

ΔilvA, ΔalaT, Δldh, ΔpanBC, ΔltbR, pZ8-1leuAfbr C. glutamicum 38.10 0.305 0.794 [59] 

ilvBNXV, leuCDCP, leuACP, bcdBsu, leuBCD, 
PgapA-pntABE. coli, Δldh, ΔilvA, ΔPgltA::Pcp_2928 

C. glutamicum 39.80 0.158 0.829 [12] 

L-isoleucine 

ilvAmut, ilvIHmut, thrABC, ygaZH, ilvCED, lrp  E. coli  9.46 0.140 0.157 [52] 

SGr, α-ABAr, pTHR101 with a thr operon and 
ilvA, carbon source and glucose feeding strategy 

E. coli  11.95   [67] 

MH20-22Bmut, ilvAfbr, homfbr, dapAmut, ilvAmut, 
hommut, ΔPhom::PcspB 

C. glutamicum 14.30 0.137 0.184 [68] 

thrABC, ΔalaT C. glutamicum 15.40   [69] 

JHI3-156/pDXW-8-lrp-brnFE C. glutamicum 26.90 0.122 0.374 [7] 

pDXW-8-fusA-frr-ilvA-ilvB-ilvN-ppnk C. glutamicum 28.50 0.139 0.360 [70] 

pDXW-8-gnd-pgl-fbp C. glutamicum 28.96 0.138 0.345 [71] 

ΔbrnQ, brnFE C. glutamicum 29.00 0.240  [53] 

TDfbr, AHASfbr C. glutamicum 30.70 0.120 0.426 [58] 

TDfbr, AHASfbr, ppnk C. glutamicum 32.30   [72] 

hom  C. glutamicum 36.50   [73] 

 
ΔlacI, attilvG::ptac, attilvB::ptac, ilvHG41A,C50T, 
ΔilvA, ΔpanB, ΔleuA, ΔaceF, Δmdh, ΔpfkA::KmR, 
pKBRilvBNmutCED, pTrc184ygaZHlrp 

E. coli 32.30  0.580 [15] 

 
ΔlacI, ΔilvA, overexpressing ilvBNmut, ilvCED, 
ygaZH, lrp 

E. coli 60.70 0.220 2.06 [74] 

 
ICDmut(G407S), Δppc, Δpyc, pJC4ilvBNCE, MGE 
analysis 

C. glutamicum 8.50 0.220  [60] 

 ΔaceE/pJC4ilvBNCE, Δpqo C. glutamicum 35.20 0.130  [75] 

L-valine ΔaceE, Δpqo, Δpgi/pJC4ilvBNCE C. glutamicum 48.00 0.490 0.656 [76] 

 ΔaceE, ΔalaT, 
ΔilvA/pJYW-4-ilvBNCVWB-1-lrpVWB-1-brnFE 

C. glutamicum 51.00 0.307 0.533 [55] 

 ΔldhA Δppc Δpta ΔackA ΔctfA ΔavtA, ilvNGEC™, 
gapA, pyk, pfkA, pgi, tpi, /pCRB-BNGEC™, 
pCRB-DLD, oxygen deprivation conditions 

C. glutamicum 149.90 0.572  [77] 

 ΔldhA, pCRB-BNfbrCmut, pCRB-DLD, oxygen 
deprivation conditions, 24 h 

C. glutamicum 172.20 0.409  [4] 

 ΔldhA, pCRB-BNfbrCmut, pCRB-DLD, oxygen 
deprivation conditions, 48 h 

C. glutamicum 227.20   [4] 
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成[51]。(5) 辅酶供应的平衡优化。合成 1 mol L-亮

氨酸需要消耗 2 mol NADPH。而在糖酵解过程中

产生 3 mol NADH。因此，NADH 过剩和 NADPH

不足也会抑制 L-亮氨酸的产生[78]。目前报道的策

略主要有两种类型：一种是增强 NADPH 的供应；

另一种是改变相关酶的辅酶依赖性，改变对

NADPH 的需求。Cui 等[12]引入了 E. coli 中的吡

啶核苷酸转氢酶编码基因 pntAB，并由启动子 PgapA

控制转录，以提高胞内 NADPH 的转化合成。构建

的 L-亮氨酸工程菌产量达到 12.5 g/L，是出发菌

株的 19.8 倍。Wang 等[63]通过引入异源 NADH 依

赖的亮氨酸脱氢酶 LeuDH和谷氨酸脱氢酶 RocG，

替换内源性依赖 NADPH 的支链氨基酸转氨酶 TA

和谷氨酸脱氢酶 GDH，有效地利用 NADH 生产

L-亮氨酸，最终菌株积累了 (23.31±0.24) g/L 的  

L-亮氨酸，葡萄糖转化效率达到 0.191 g/g。 

在进化代谢工程方面，除前面提到的利用基于

转录调节因子 Lrp 的生物传感器[51]进行筛选外，

Zheng 等[79]报道了利用稀有密码子从 E. coli 突变体

库中筛选 L-亮氨酸菌株。分别将抗性基因 (kanR 和

specR) 和颜色蛋白编码基因 (gfp 和 ppg) 中的 L-亮

氨酸密码子替换为稀有密码子，建立以生长水平和

颜色标记为指示的两类筛选体系。当细胞内 L-亮

氨酸合成增强时，稀有密码子对应的 tRNA 得以被

额外的氨基酸“装载”，从而恢复了由稀有密码子编

码的抗性蛋白的翻译，菌体生长得以恢复，这种基

于稀有密码子的筛选策略为氨基酸高产菌株的筛

选和改造提供了一种不同于类似物筛选的新系统，

克服了使用类似物筛选存在的高毒性、低阳性率和

适用种类有限等缺点，理论上可以用于任何一种天

然氨基酸高产菌株的筛选；同时也为氨基酸高产机

制的发现和高产菌株的构建提供了新的思路。 

4  芳香族氨基酸代谢工程育种 

4.1  芳香族氨基酸育种策略 
芳香族氨基酸包括 L-色氨酸、L-苯丙氨酸、  

L-酪氨酸，它们在高分子材料、食品、保健品、药

品等领域有重要的应用，是一类具有高附加值的氨

基酸品种，目前主要利用模式微生物 E. coli[80-82]、

酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae、C. glutamicum[83]

等进行生产。其中，E. coli 中芳香族氨基酸的代谢

工程研究报道最多。芳香族氨基酸在 E. coli 中的

合成途径如图 3 所示，从图中可以看出，芳香族氨

基酸的合成过程主要由共同的莽草酸途径与各自

的分支途径组成，其中，L-苯丙氨酸与 L-酪氨酸的

合成途径更为相似，而 L-色氨酸的合成途径则更

为复杂，存在终产物 L-色氨酸的反馈阻遏、反馈

抑制、弱化调节等多重调控机制。目前，芳香族氨

基酸的正向代谢工程研究 (表 3) 主要集中在两方

面[84]，一方面是中心碳代谢的改造，增强前体物

PEP 与 E4P 的供应，同时提高 PEP 与 E4P 的缩合

效率，提高莽草酸途径强度；另一方面是解除分支

途径关键酶受到的反馈调节，强化分支合成效率。 

PEP 与 E4P 是莽草酸途径的前体物，而这两种

物质的来源均与中心碳代谢过程有关。增强 PEP

供应的策略包括阻断或减弱 PEP 的消耗途径 (如

敲除 ppc、pykA、pykF 基因，用非磷酸烯醇式丙酮

酸-糖磷酸转移酶系统 (non-PTS) 系统替换 PTS

系统进行糖利用等)，以及增强 PEP 的合成 (如过

表达 pps、pck 基因等)。E4P 是磷酸戊糖途径的中

间产物，已有报道表明，增强转酮醇酶 (tktA 编

码)[85]的表达，可以增强 E4P 的供应，利于芳香族

氨基酸的合成。除此之外，也有阻断糖酵解途径，

以强化磷酸戊糖途径的尝试，但往往对于细胞生长

有损害[86]。因此，如何动态重构中心碳代谢与芳

香族氨基酸合成之间的平衡，在保障细胞正常生长

前提下，使更多的代谢流用于芳香族氨基酸的合

成，是提升芳香族氨基酸产量与转化率的关键。 

响应芳香族氨基酸的生物传感器构建已有文

献报道，如 Yang 等[25]在构建 L-赖氨酸响应核糖

开关时，采用类似的方法构建了 L-色氨酸响应的

核糖开关；Chou 等[23]基于 TyrR 响应 L-酪氨酸对

aroF 的转录调控，在 E. coli 中构建了表型进化的反

馈控制 (Feedback-regulated evolution of phenotype， 
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图 3  E. coli 中芳香族氨基酸的合成途径 
Fig. 3  Biosynthesis pathway of aromatic amino acids in E. coli. Blue dashed lines indicate feedback inhibition, and red 
dotted lines indicate feedback repression. The shared chorismate synthesis pathway and the three branched synthesis 
pathways are highlighted in different colors. 

 
FREP) 系统，随着 L-酪氨酸胞内浓度的升高，不

断减慢基因突变速率，最终获得了 L-酪氨酸产量

提高了 5 倍的菌株。Mahr 等[26]基于 mtr 基因 (编

码 L-色氨酸转运蛋白) 的启动子，成功构建了响应

L-苯丙氨酸的生物传感器，并从 E. coli K-12 

MG1655 突变体库中筛选到了 L-苯丙氨酸产量提

升的菌株。未来随着这些生物传感器的不断发展，

它们将在芳香族氨基酸进化代谢工程中发挥重要

的作用。 

4.2  L-色氨酸的代谢工程育种 

三种芳香族氨基酸在代谢工程育种策略上存

在很多相似之处，在此主要以 L-色氨酸的代谢工

程育种进展为代表，进行详细介绍。在 E. coli 中，

AroF、AroG 与 AroH 为 3 个同工酶，共同催化莽

草酸途径的第一步缩合反应，它们分别受到 L-酪

氨酸、L-苯丙氨酸、L-色氨酸的反馈抑制，其中

AroG 与 AroF 分别占据 80%、20%的 DAHP 合成

酶活性[87]，因此很多研究中进行 AroG、AroF 解 
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表 3  芳香族氨基酸生产菌株的正向代谢工程研究进展 
Table 3  Summary of forward metabolic engineering for production of aromatic amino acids 

Amino 

acid 
Approaches Host 

Titer 

(g/L) 

Yield 

(g/g) 

Productivity

(g/(L·h) 
References

L-Tyr 

ΔtyrR/pCL1920::PLtetO−1aroGfbrtyrAfbrppsAtktAb E. coli   9.70 0.102  [88] 

Global transcription machinery engineering E. coli   13.80 0.120  [82] 

Small regulatory RNAs engineering E. coli   21.90   [89] 

ΔtnaA, Δmtr, yjiv::Ptrc-aroG, yghx::Ptrc-trpE, 

yyrk::Plac-trpD, ycjv::Pser-serA, repeated batch 

fermentation 

E. coli   45.60 0.301 2.53 [90] 

aroGfbr, tyrRmut, ΔpheLA, Ptrc-tyrA E. coli   55.00 0.300  [91] 

ΔpheA, ΔtyrR/pAP-aroGfbr-tyrAfbr E. coli  55.54 0.250 1.38 [92] 

L-Phe 

ΔpheA, ΔtyrA, ΔaroF, Δlac::Ptac::aroFBL+, 

Δrbs::Ptac::glpX, 

Δgal::Ptac::tktA-cat/pF81(Ptac::aroF, pheAfbr, 

aroB, aroL, AmpR, lacI) 

E. coli   10.10  0.37 [85] 

ΔptsI::iolT2-ppgK, ΔaroP, ΔaceE, Δldh C. glutamicum 15.76   [93] 

pheAfbr, ydiB, aroK, aroG15 E. coli   23.80 0.154 0.073 [94] 

ΔpheA, ΔtyrA, ΔaroF, aroFfbr, pheAfbr E. coli   32.00   [95] 

ΔpheA, ΔtyrA, 

ΔaroF/pJF119EH-aroFmut-pheAfbr-aroLmut 

E. coli   35.00   [96] 

L-tyrosine auxotrophic E. coli   35.38 0.238 0.61 [97] 

Multiple random mutagenesis, aroFmut, pheAfbr E. coli   57.63 0.242 1.153 [98] 

Multiple random mutagenesis, aroFmut, 

pheAfbr, aroA 

E. coli   62.47 0.236  [99] 

L-tyrosine auxotrophic, ΔtyrR, aroFmut, aroD, 

pheAfbr, galP, glk 

E. coli   72.90 0.259  [100] 

L-Try 

ΔtrpR, ΔtraA, ΔptsG, with tryptophan 

attenuator deletion and trp promoter swapping 

by 5CPtacs promoter cluster, ΔaroP, ΔtnaB, 

Δmtr/pCL1920-aroGfbr-trpEfbr-tktA 

E. coli   16.30   [101] 

ΔtnaA, trpEDCBA, yddG E. coli   36.30   [102] 

aroGfbr, trpEDCBA, ΔpykF, ΔptsH, ΔtrpR, 

Δattenuator, ΔtrpL, galP, glk, repressing pta 

E. coli   39.70 0.167 1.6 [103] 

ΔlacU169, gal490λC1857, Δ(cro-bioA), rpsL, 

(StrR), ΔaroF, ΔaroG, Δmtr, ΔtnaA, ΔtnaB, ∆λa, 

ΔaroH::PJ23119-rpsL-tac-(aroGS180F-serAH344A/N364A) 

Ptrc-trpES40FDCBA 

E. coli   40.30 0.150 0.6 [10] 

serA6 lacU169 

tna2/pBE7-PlacUV5-aroGfbr-PlacUV5-trpEfbr 

E. coli   42.30 0.176  [104] 

ΔtrpR, ΔtnaA, ΔpheA, ΔtyrA, 

pta::pta1/pSTV-03-aroFfbr-trpEfbrD 

E. coli   44.00 0.130 0.82 [105] 

ΔtnaA, ΔgltA, Δpta, ΔackA, ΔpoxB, trpEDCBA E. coli   47.18 0.156  [106] 

ΔtrpR, ΔtnaA, Δpta, Δmtr, aroGfbr 

trpERDCBA, serA, tktA, ppsA, yddG 

E. coli   48.68 0.218  [107] 
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反馈抑制基因的强化表达来增强莽草酸途径[108]。

L-色氨酸分支合成途径中的酶以 trpEDCBA 操纵

子结构存在，基因表达受到 L-色氨酸的反馈阻遏

与弱化调节。因此，筛选解除反馈抑制的突变体酶

被众多研究表明是芳香族氨基酸合成途径强化的

有效手段 [82,94,108-110]。除此之外，转录调控因子

TrpR 对 trpEDCBA、aroH、trpR、mtr、aroL 存在

L-色氨酸依赖的转录阻遏调控[108]，可以通过敲除

trpR 基因或者引入突变解除阻遏。由于这些反馈

抑制、转录调控都依赖 L-色氨酸，降低细胞内    

L-色氨酸的浓度，也可以缓解负面调控的影响。

Zhao 等[111]比较发现 E. coli 中 L-色氨酸摄取蛋白

Mtr、TnaB、AroP 的敲除对于 L-色氨酸生产都有

促进作用，其中 mtr 基因的敲除作用作为明显，使

L-色氨酸的产量相比对照提高了 34%。Liu 等[102]

在一株 L-色氨酸生产菌 E. coli TRTH 中表达芳香

族氨基酸分泌蛋白 YddG，增强输出过程，进而影

响细胞代谢流分布，促进 L-色氨酸的生产。 

2018 年，Chen 等[112]发现 E. coli 中的 L-色氨

酸合成分支中不仅存在以上的反馈调节，还存在

前馈调节，trpC 编码的吲哚甘油磷酸合成酶受到

邻氨基苯甲酸的非竞争性前馈抑制，trpC 中邻氨

基苯甲酸结合位点突变后提高了 L-色氨酸的合

成。而在黑曲霉 Aspergillus niger 中的 trpC 则受

到邻氨基苯甲酸的前馈激活调节，在 L-色氨酸生

产菌 E. coli 中引入来自 A. niger 的 trpC，使 L-色

氨酸产量与转化率分别由 19 g/L、0.15 g/g 提高到

29 g/L 与 0.18 g/g[112]。 

L-色氨酸合成的复杂性，一方面是由于存在上

述复杂调控；另一方面，L-色氨酸的合成除了需要

PEP 与 E4P 作为前体物之外，还需要 L-丝氨酸、

谷氨酰胺以及 5- 磷酸 -α-D- 核糖 -1- 二磷酸盐 

(PRPP) 作为前体物，前体物的协调供应涉及众多

代谢过程。Li 等[113]对这些前体物的供应进行了增

强；同时进行了辅因子平衡，获得了 L-色氨酸产

量比出发菌株高 2.76 倍的 E. coli 工程菌。 

5  其他氨基酸代谢工程育种 

随着氨基酸产业的快速发展，小品种氨基酸

作为高附加值氨基酸，其市场应用不断拓展，市

场需求不断上涨，成为氨基酸行业发展的新型趋

势。近年来，采用系统代谢工程方法进行高附加

值氨基酸微生物生产的研究不断涌现。Wu 等[114]

在 E. coli 中解除 L-组氨酸的反馈抑制、强化    

L-组氨酸合成途径的酶表达、增强磷酸核糖焦磷

酸的供应、改变嘌呤核苷酸合成路径、引入来自

B. subtilis 的 NADH 依赖的谷氨酸脱氢酶以及来自

C. glutamicum 的 L-赖氨酸输出蛋白等，最终在 5 L

发酵罐中获得了高达 66.5 g/L 的 L-组氨酸产量。

Zhang 等[115]利用 CRISPR-Cpf1 基因组编辑系统

进行了 C. glutamicum 13032 中 L-脯氨酸生产的系

统代谢工程构建。通过解除谷氨酸 5-激酶 ProB

受到的反馈抑制并增强其表达、敲除脯氨酸脱氢

酶以阻断 L-脯氨酸的分解、增强谷氨酸合成、增

强 NADPH 供应、减少副产物 L-丙氨酸合成等策

略，获得了菌株 ZQJY-9，在 3 L 发酵罐中获得了

120.18 g/L 的 L-脯氨酸产量。由于高浓度的 L-丝氨

酸对 E. coli 具有毒性，因此限制了 L-丝氨酸的高

效生产。Mundhada 等[116]利用适应性进化策略，

首先阻断 E. coli 中的 L-丝氨酸利用途径，然后在

适应性进化中逐渐将 L-丝氨酸浓度由 3 g/L 上升

到 100 g/L，最终获得的优势菌株在 thrA、rho、lrp、

pykF、eno、rpoB 基因存在突变，产量达到 37 g/L，

展示了适应性进化在代谢工程中的巨大应用潜

力。后来，Rennig 等[117]在 E. coli 中将 L-丝氨酸

合成途径中的 serAmut、serC、serB 基因构建在   

一个操纵子上，并利用抗生素抗性作为筛选标记

对 serAmutCB 操纵子进行了翻译起始区域文库筛

选，最终在 1 L 发酵罐中获得了 50 g/L 的 L-丝氨

酸。四氢嘧啶，是一种特殊的环化氨基酸，具有

保湿抗衰老等功能，在化妆品行业具有重要应用。

传统采用“细菌挤奶”技术从嗜盐菌中生产，Ning
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等 [118]在 E. coli 中质粒表达源自伸长嗜盐菌

Halomonas elongata 的 四 氢 嘧 啶 合 成 基 因 簇

ectABC，并进行前体物供应协调，在 7.5 L 发酵

罐获得了 25.1 g/L 的四氢嘧啶。未来随着代谢工

程技术的不断发展，必将有更多的高附加值氨基

酸及其衍生物实现微生物的高效率生产。 

6  氨基酸代谢工程育种的发展趋势 

近 30 年来，代谢工程在中国迅速发展，在氨

基酸与其他化学品的生产菌株选育中发挥着与日

俱增的作用。在氨基酸的代谢工程育种方面，正

向代谢工程、反向代谢工程与进化代谢工程都获

得了一系列高产优势菌株。随着相关技术的不断

发展，氨基酸代谢工程育种主要有以下发展趋势。 

(1) 动态代谢工程 

氨基酸作为初级代谢产物，它们的合成通常

伴随细胞的生长过程，以中心碳代谢过程的中间物

质作为前体物，因此，细胞生长是目标氨基酸生产

的重要保障；然而，在氨基酸快速生产阶段，流向

中心碳代谢的代谢流势必会导致目标氨基酸转化

率的降低。因此，在氨基酸代谢工程育种的未来发

展中，动态调控细胞代谢过程，实现细胞生长与氨

基酸生产的平衡重构，对于提高目标氨基酸的转化

率与生产效率具有重要的作用。近年来，动态代谢

工程的应用越来越多，一系列基于温度[45]、诱导

剂[119]、胞内代谢产物[120]等诱导因素进行的动态调

控不断涌现，在提高目标产品的高效合成方面有非

常显著的作用。因此，动态代谢工程是氨基酸代

谢工程育种的一个重要发展方向。 

(2) 高附加值氨基酸及衍生物的代谢工程育种 

随着大宗氨基酸品种的市场不断趋于饱和，

小品种氨基酸、非蛋白质氨基酸、环化氨基酸、

氨基酸衍生物等新型产品的需求不断增长，具有

广阔的市场应用前景。因此，这些新品种氨基酸

的代谢工程育种将成为氨基酸行业发展的热点。

综合运用系统代谢工程策略，选育高产量/高转化

率/高生产强度、稳定遗传的新产品生产菌株是氨

基酸行业发展的重要趋势。 

(3) 系统代谢工程的综合应用 

尽管基于组学分析与计算机模拟的代谢工程

与进化代谢工程在氨基酸的代谢工程育种方面展

现出了强大的功能，但目前氨基酸的代谢工程育种

仍然以基于理性设计的正向代谢工程为主。进一步

开发组学数据的整合分析方法，完善计算机模拟技

术方法，开发构建新的生物传感技术等对于充分发

挥反向代谢工程与进化代谢工程的作用，推动氨基

酸的代谢工程育种效率具有重要的意义。 

(4) 基于工艺革新的代谢工程改造 

传统的氨基酸发酵一般采用好氧发酵，依赖

TCA 循环提供能量、进行辅酶循环。L-缬氨酸、

L-丙氨酸等氨基酸需要以丙酮酸为前体物，在好

氧发酵时，大量丙酮酸进入 TCA 循环，进行细胞

代谢，从而导致目标氨基酸的转化率较低。近年

来，通过基因改造改变相关酶的辅酶依赖性或者

引入异源酶实现厌氧发酵或双阶段发酵，对于氨

基酸的转化率有显著的提升作用。新的工艺可以

减少能源的消耗，提高原料的利用率，有效降低

成本。未来基于工艺革新需求，开发与节能减排、

低成本原料利用等相匹配的菌株，是氨基酸代谢

工程育种的新趋势。 

代谢工程在中国快速发展的 30 年来为氨基

酸行业注入了新的活力，同时也带来了新的挑战

与机遇，在市场竞争日趋剧烈的今天，优良菌株

的选育成为氨基酸生产企业制胜的法宝，随着科

研力量的不断投入，氨基酸行业必将迎来更加蓬

勃的发展。 
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