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一碳化合物生物利用的合成生物学研究进展

李健1，2，陈云1，2，刘海艳1，2，谭在高1，2

（1 上海交通大学微生物代谢全国重点实验室，上海 200240； 2 上海交通大学生命科学技术学院生物工程系，上海 

200240）

摘要：一碳化合物 （C1，包括 CO2、CO、甲烷、甲醇及甲酸） 作为重要的含碳资源，凭借其来源广泛、经济及可

再生特性，已成为生物制造领域的新型战略原料。近年来，合成生物学与代谢工程技术的突破性进展显著推动了

C1 化合物的生物转化路径创新，为碳中和目标下的绿色生物制造开辟了新范式。本文聚焦天然 C1 利用微生物的

代谢网络优化、非天然 C1 利用途径的开发以及人工合成甲基营养菌的理性设计，系统比较评估了不同微生物底

盘在 C1 生物转化中的应用潜力及关键 C1 同化途径的代谢特征，并综述了 2022-2025 年间该领域的前沿策略与技

术成果。进一步对比分析了甲基营养菌的应用领域，探讨了各类宿主在产物合成中的适配性，探讨了当前存在的

生物固碳效率低、人工固碳途径在体内难以高效运行、毒性中间体限制甲醇同化、人工甲基营养菌生长缓慢等难

题。在此基础上，进一步讨论了实验室进化、酶工程、人工途径设计等多种手段协同提升 C1 利用效率的潜力，

以及多学科交叉与人工智能在该领域发展中的重要作用，以期为 C1 驱动的可持续生物经济体系构建提供理论

支撑。
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Abstract: One-carbon (C1) compounds—including CO2, CO, methane, methanol, and formate—have emerged as 

strategic feedstocks for next-generation biomanufacturing owing to their abundance, economic viability, and 

renewability. However, the efficient biological conversion of C1 substrates into valuable products is hampered by 

several fundamental challenges, including the low intrinsic efficiency of natural carbon fixation pathways, the 

thermodynamic and kinetic barriers in engineering efficient de novo artificial assimilation routes, the cytotoxic effects 

of reactive intermediates like formaldehyde, and the generally suboptimal industrial robustness and slow growth of 
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both native and synthetic C1-utilizing microbes. Recent breakthroughs in synthetic biology and metabolic engineering 

have substantially mitigated these constraints, thereby accelerating C1 bioconversion and establishing a novel paradigm 

for carbon-neutral, green biomanufacturing. This review systematically examines state-of-the-art strategies and 

technological milestones reported between 2022 and 2025, with a focus on (i) Metabolic rewiring of native C1-utilizing 

microorganisms to enhance both C1-assimilation efficiency and product-synthesis capacity, (ii) de novo design of non-

natural C1 assimilation pathways  to provide more efficient route for the construction of C1-utilizing cell factories, and 

(iii) engineering artificial C1-utilizing cell factories through reconstituting natural or artificial C1 assimilation modules 

in well-established industrial fermentation strains to establish platform strains for C1-based bioproduction. Moving 

beyond strategy description, we provide a comparative analysis of the metabolic characteristics, advantages, and 

limitations of key natural and synthetic C1 assimilation pathways. We further evaluate the applicability of various 

microbial hosts for the synthesis of target products ranging from biofuels and bulk chemicals to specialized 

metabolites. A critical discussion addresses the persistent technical bottlenecks, such as low activity of key C1 

assimilation enzymes, poor biomanufacturing capabilities of natural C1-utilizing bacteria, and the challenges in 

achieving high flux through artificial pathways in vivo. Finally, we explore the synergistic potential of integrated 

solutions—combining adaptive laboratory evolution, enzyme engineering, computational modeling, and systems-level 

analysis—to boost C1 utilization. We conclude by highlighting the transformative role of interdisciplinary convergence 

and artificial intelligence in accelerating the design-build-test-learn cycle, thereby paving the way for a sustainable, C1-

driven bioeconomy.

Keywords: one-carbon compounds; methylotrophy; synthetic biology; metabolic engineering; green 

biomanufacturing

随着化石资源日趋枯竭、碳循环失衡问题日

益加剧，全球能源结构转型正推动生物制造范式

向可持续方向加速变革。在此进程中，以CO2、甲

醇及甲酸为代表的C1化合物，凭借其可再生属性、

碳闭环潜力及储运兼容性优势，已成为重构绿色

化工产业链的核心要素［1］。特别是甲醇，兼具液

态高能量密度（32 MJ/L）与成熟工业化生产体系

（全球年产量超 1亿吨），在碳捕获与生物精炼技术

耦合中展现出独特的媒介价值，为负碳生物技术

提供了关键切入点［2］。这一技术变革的实现，本

质上源于合成生物学与系统代谢工程的协同创新：

通过深度解析天然C1代谢网络或者创制非天然C1

同化模块，研究者成功构建了具有代谢鲁棒性的

合成甲基营养菌［3-7］；同时，基于动态调控、辅因
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子工程及毒性中间体分流策略的整合应用，工程

化天然C1利用型微生物，实现CO2/甲醇向高附加

值产物（如萜类、有机酸及生物材料）的高效定

向转化，标志着C1生物制造正从概念验证向工业

应用迈进［8-13］。

当前C1生物转化研究呈现“天然代谢网络工

程化”与“人工代谢模块理性设计”协同并进的

技术格局。在天然体系优化层面，以毕赤酵母

（Komagataella phaffii， K. phaffii）及多形汉逊酵

母（Ogataea polymorpha， O. polymorpha）为代

表的甲基营养菌，通过对内源木酮糖单磷酸

（Xylulose monophosphate，XuMP）途径的代谢流重

编程，已在氨基酸、萜类及脂肪醇等高附加值产物合

成中展现工业化潜力［11， 13-15］。然而，其基因组规模代

谢模型不完善、基因编辑效率低及表型异质性显著等

问题，严重制约了精准代谢调控与规模化生产。与之

形成互补的是，通过在大肠杆菌（Escherichia coli， 

E. coli）、酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae， S. 

cerevisiae） 等模式底盘内植入核酮糖单磷酸

（Ribulose monophosphate， RuMP）途径、丝氨酸 -

苏氨酸循环（Serine threonine cycle， STC）、合成

甲醇利用（Synthetic methanol assimilation， SMA）

途径等C1同化模块，研究者成功构建了可高效同

化甲醇的“合成甲基营养菌”［3，7，16，17］。值得关注

的是，适应性实验室进化（Adaptive laboratory 

evolution， ALE）通过施加甲醇选择压力，驱动合

成菌株关键酶的协同表达优化，能够显著提高合

成甲基营养菌的甲醇转化率并且增强其代谢网络

鲁棒性［3，6，7］，为优化C1代谢网络的稳定性提供了

新思路。这些系统性突破不仅验证了“设计-构建-

测试 -学习”（Design-build-test-learn， DBTL）循

环在C1代谢工程中的普适性，更推动了生物制造

从实验室规模到中试生产的产业化跨越［18］。

本文系统评述 2022-2025 年间 C1 生物转化领

域的技术突破。首先从代谢机理层面解析RuMP途

径、Wood-Ljungdahl（WL）途径等天然C1同化体

系，对比评估C1固定模块、产物合成模块等策略

的能效边界及工业适配性；其次，对比甲基营养

菌的应用领域：横向比较基于大肠杆菌、酿酒酵

母等构建的合成甲基营养菌与天然甲基营养菌的

特点，讨论了各类宿主的产物适配性；最后探讨

了C1化合物的生物利用的机遇和挑战。

1 C1利用途径

C1的生物利用途径分为天然途径与人工途径

两类。天然途径以自养微生物及甲基营养菌经长

期进化形成的 C1 同化途径为主体，包括 Calvin-

Benson-Bassham （CBB） 循 环 、 RuMP 途 径 、

XuMP途径及丝氨酸循环（Serine Cycle， SC）等

（（图 1）。相比之下，基于酶元件挖掘与途径重设

计原则创制的人工合成途径具有突破自然进化限

制的潜力，如 STC、SMA途径等（图 2）。下文将

对这些途径进行详细介绍。

1.1 CO2利用途径

目前已经明确微生物内源的CO2固定途径有六

种 ， 分 别 是 CBB 循 环 、 还 原 性 三 羧 酸 循 环

（Reductive tricarboxylic acid， rTCA）、 Wood-

Ljungdahl（WL）途 径 、 3- 羟 基 丙 酸 （3-

hydroxypropanoate， 3-HP）循环、3-羟基丙酸/4 羟

基 丁 酸 （3-hydroxypropanoate/4-hydroxybutanoate， 

3-HP/4-HB） 循 环 、 二 羧 酸 酯/4- 羟 基 丁 酸 酯

（Dicarboxylate/4-hydroxybutanoate， DC/4-HB） 循

环［19］。此外，人工固碳途径也展现出良好应用前

景。德国马克斯·普朗克陆地微生物研究所的

Tobias J. Erb团队在该领域做出了系统性贡献。继

开 发 CETCH （Crotonyl-CoA/ethylmalonyl-CoA/

hydroxybutyryl-CoA）循环后，其团队近三年又成

功 构 建 了 THETA （The reductive tricarboxylic 

acid branch/4-hydroxybutyryl-CoA/ethylmalonyl-CoA/

acetyl-CoA）、 HOPAC （Hydroxypropionyl-CoA/

acrylyl-CoA）和CORE（CO2-reduction）等高效固

碳循环［20-22］。 James C. Liao 教授团队则开发了

rGPS-MCG （Reductive glyoxylate and pyruvate 

synthesis-malyl-CoA-glycerate）循环固碳途径［23］。

1.1.1 天然固碳途径

CBB 循环是研究最深入的固碳途径（图 1），

因其碳同化效率与代谢网络兼容性优势，在光驱

生物制造和合成自养体系构建中展现出独特价

值［24-26］。该途径的核心酶是核酮糖-1，5-二磷酸羧
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化酶（RubisCo），催化 CO2和核酮糖-1，5-二磷酸

（ribulose-1，5-bisphosphate， RuBP）结合生成 2 分

子 3-磷酸甘油酸（3-phosphoglycerate， 3-PGA）。

代谢流分配方面，约83.3%的3-PGA通过糖异生重

排再生RuBP以维持循环稳态，剩余 16.7%进入中

心碳代谢，为细胞的生长繁殖提供碳骨架。利用

此途径固定 1 分子 CO2，需消耗 3 分子 ATP 和 2 分

子NADPH［27］。

rTCA循环是绿色硫细菌等化能自养微生物的

核心固碳途径（图 1），其通过逆向运行标准 TCA

循环的部分反应实现 CO2的还原性同化［28］。此途

径的有两个关键不可逆步骤：铁氧还蛋白依赖的

α-酮戊二酸合酶（KOR）催化琥珀酰-CoA 与 CO2

缩合生成 α-酮戊二酸和 ATP依赖型柠檬酸裂解酶

（ACL） 催 化 柠 檬 酸 裂 解 为 草 酰 乙 酸 与 乙 酰

CoA［28， 29］。

WL 途 径 以 Harland G. Wood 与 Lars G. 

Ljungdahl两位科学家命名（图 1），是现存最古老

的生物固碳途径，广泛分布于乙酸生成菌等严格

厌氧自养微生物中。该途径通过双支路偶联实现

CO2的完全还原：1）甲基支路：1分子CO2在甲酸

脱氢酶催化下形成甲酸，然后与四氢叶酸（THF）

结合并通过一系列氧化还原反应生成甲基四氢叶

酸（CH3-THF），最终通过铁硫簇依赖的甲基转移

酶形成甲基钴胺素（CH3-CoFeSP）；2）羰基支路：

1分子CO2在羰基氢酶/乙酰CoA合成酶复合体的催

化下形成羰基中间体，后与甲基支路产生的 CH3-

CoFeS结合形成乙酰CoA。此途径将CO2直接还原

为乙酰 CoA，因此又将其称为还原性乙酰 CoA 途

径［30］。与其它途径相比，Wood-Ljungdahl 途径所

需的能量极低（仅需 1 ATP/mol 乙酰 CoA），在生

物燃料的合成中得到了广泛的应用。

3-HP循环是光能自养型绿弯菌特有的固碳途

径（图 1），其以特征中间产物 3-HP而命名。此途

径为偶联的双循环反应，涉及 19步反应，需要 13

个酶催化完成。此途径的关键固碳反应由乙酰

CoA 羧化酶和丙酰 CoA（propionyl-CoA）羧化酶

催化，每轮循环可固定 3分子CO2生成 1分子丙酮

酸，为细胞生物合成提供核心碳骨架［31］。此途径

具有高能量效率（1ATP/CO2）和高 CO2亲和力的

特点，这种代谢特性使其成为开发体外固碳系统

的理想模块［22］。然而，其复杂的反应拓扑结构、

嗜热酶的最适温度及中间代谢物积累毒性，导致

异源重构效率低下。目前，合成生物学研究主要

聚焦于关键模块的局部利用，例如 3-HP 的生物

合成［32］。

3-HP/4-HB循环是嗜热古菌特有的自养固碳途

径（图 1），以其标志性中间产物 3-HP 和 4-HB 而

得名，通过线性单循环机制实现CO2的高效还原。

途径与 3-HP循环具有部分相同反应，例如，这两

条途径的关键固碳反应都由乙酰 CoA羧化酶和丙

酰CoA羧化酶催化。通过 16步酶促反应，每轮循

环可固定 2分子CO2生成 1分子乙酰CoA，为古菌

的生长发育提供核心驱动力。与 3-HP 循环类似，

此途径能量需求低（1ATP/CO2）且具有高 CO2亲

和力，可被模块化用于体外构建体外固碳途径［33］，

但是由于途径复杂、嗜热、厌氧等特点，难于在

异源微生物胞内重构。

DC/4-HB 循环是极端嗜热嗜酸菌特有的高效

的固碳途径（图 1），通过 7步与 3-HP/4-HB循环共

享的反应（琥珀酰 CoA→乙酰乙酰 CoA→乙酰

CoA）及独特的羧化步骤实现碳同化：丙酮酸-铁

氧还原蛋白氧化还原酶催化的乙酰 CoA 和 CO2的

羧化反应以及磷酸烯醇式丙酮酸（PEP）羧化酶催

化的 PEP 和 CO2的羧化反应［34］。此途径条件更为

苛刻，需要高温、强酸、厌氧环境，因此，此途

径在合成生物学的应用案例较少。

1.1.2 人工固碳途径

THETA（图 2）循环是由 9种不同宿主来源的

17种酶构建的固碳循环。磷酸烯醇式丙酮酸羧化

酶（Ppc）和巴豆酰 CoA 羧化酶（Ccr）是该途径

的关键固碳酶。每轮循环可固定 1分子CO2并同化

1分子HCO3
-，生成 1分子乙酰CoA。THETA循环

在体外可高效运行，固碳效率远高于CBB循环等

天然固碳途径。构成THETA循环的三个模块均能

够再大肠杆菌体内运行，这使它成为目前最有潜

力在体内实现固碳的人工途径［20］。

HOPAC循环则整合了来自 6个不同物种的 11

种酶（图 2）。该循环包含氧化和还原两个部分：

氧化部分将丙二酰 CoA 转化为甲基丙二酰 CoA

（methylmalonyl-CoA），其关键固碳步骤为丙烯酰

CoA（acrylyl-CoA）的羧化反应；还原部分则将甲
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基丙二酰 CoA 还原为丙二酰 CoA，关键固碳步骤

是乙酰 CoA 羧化合成丙二酰 CoA。每轮循环可固

定 2 分子 CO2，其中一分子 CO2 需在碳酸酐酶

（CA， carbonic anhydras）催化下形成 HCO3
-，再

被同化利用，生成1分子乙醇酸（glycolate）。该循

环与 3-HP 循环存在相似性，但其能量效率更高，

固碳效率与 rGPS-MCG循环相当。

CORE 循环仅需 6 步反应，即可将 1 分子 CO2

固定为 1 分子甲酸（formate），同时消耗 1 分子

NADPH 和 1分子 ATP。该循环的核心固碳步骤是

乙酰 CoA 羧化生成丙二酰 CoA。其最关键的步骤

则由 β-酮酸裂解酶催化，实现乙酰 CoA 与 3-氧代

丙酸反应生成甲酰 CoA（formyl-CoA）和乙酰乙

酰辅酶 A（acetoacetyl-CoA）。此途径与丝氨酸途

径结合，可使大肠杆菌实现依赖CO2的生长［21］。

rGPS-MCG循环整合了还原性乙醛酸与丙酮酸

合成途径和苹果酰CoA-甘油酸途径，并因此得名

（图 2）。该循环是一种氧耐受的自催化固碳循环。

其核心固碳反应由磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

（Ppc）和巴豆酰辅酶A羧化酶（Ccr）催化。每轮

循环可同化 1分子CO2和 1分子HCO3
-，生成 1分子

乙酰 CoA。该途径的固碳效率显著高于自养生物

和光合生物的内源途径［23］。

1.2 甲醇、甲醛、甲酸同化途径

甲醇和甲酸可通过CO2加氢制备，是潜在的清

洁碳原料，具有生产工艺成熟稳定、价格低廉、

易溶于水、细胞毒性低以及易于储存运输等优势，

是理想的微生物发酵原材料［35， 36］。甲醛虽然具有

强细胞毒性，但它是多条 C1代谢必须中间体［37］。

在相关酶的催化下，甲醇、甲醛和甲酸可以相互

转化，随后通过以下途径实现碳同化（表1）：

1.2.1 天然同化途径

核酮糖单磷酸（RuMP）途径（图 1）：以核酮

糖-5-磷酸（Ru5P）为缩合受体，经己酮糖-6-磷酸

合酶（Hps）催化甲醛与 Ru5P生成己酮糖-6-磷酸

（H6P），经异构化生成果糖-6-磷酸（F6P）后，通

过转酮醇酶/转醛醇酶介导的碳重排再生Ru5P，每

同化 3 分子甲醇净输出 1 分子甘油醛 -3- 磷酸

（GAP）［4］。

木酮糖单磷酸（XuMP）途径（图 1）：毕赤酵

图图1　天然的C1化合物代谢途径

（虚线表示多步反应。Ser，丝氨酸；Gly，甘氨酸；PEP，磷酸烯醇式丙酮酸；DC，二羧酸；4-HB，4-羟基丁酸；3-HP，3-羟基丙酸；

Malyl-CoA，苹果酰CoA；H6P，己酮糖-6-磷酸；Xu5P，木酮糖-5-磷酸；DHA，二羟丙酮；RuBP，核酮糖-1，5-二磷酸；PGA，3-磷酸甘

油酸；α-KG，α-酮戊二酸；SHMT，丝氨酸羟甲基转移酶；Ppc，PEP羧化酶；PFR，丙酮酸-铁氧还原蛋白氧化还原酶；Pcc，丙酰CoA羧

化酶；ACC，乙酰CoA羧化酶；HPS，己酮糖-6-磷酸合酶；DAS，二羟丙酮合酶；RuBisCo，核酮糖-1，5-二磷酸羧化酶；IDH，异柠檬酸

脱氢酶；KOR，α-酮戊二酸合酶；ACL，ATP依赖的柠檬酸裂解酶。）

Fig. 1　Natural metabolic pathways of one-carbon compounds

(Dotted lines indicate multi-step reactions. Ser, serine; Gly, glycine; PEP, phosphoenolpyruvate; DC, dicarboxylate; 4-HB, 4-hydroxybutanoate; 3-

HP, 3-hydroxypropanoate; H6P, hexulose 6-phosphate; Xu5P, xylulose 5-phosphate; DHA, dihydroxyacetone; RuBP, ribulose-1, 5-bisphosphate; 

PGA, 3-phosphoglycerate; α -KG, α -ketoglutarate; SHMT, serine hydroxymethyltransferase; Ppc, PEP carboxylase; PFR, pyruvate-ferredoxin 

oxidoreductase; Pcc, propionyl-CoA carboxylase; ACC, acetyl-CoA carboxylase; HPS, hexulose-6-phosphate synthase; DAS, dihydroxyacetone 

synthase; RuBisCo, ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase; IDH, isocitrate dehydrogenase; KOR, α -ketoglutarate synthase; ACL, ATP-depentent 

citrate lyase.)
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母等甲基营养型酵母内源的甲醇同化途径，其特

征中间体为木酮糖-5-磷酸（xylulose 5-phosphate， 

Xu5P），关键酶为二羟丙酮合酶（Das），催化甲

醛 和 Xu5P 缩 合 裂 解 生 成 GAP 和 二 羟 丙 酮

（dihydroxyacetone， DHA），然后，二羟丙酮被磷

酸化形成磷酸二羟丙酮，磷酸二羟丙酮和GAP通

过糖异生作用和后续一系列的碳架重排反应重新

生成Xu5P。此途径同样可以将三分子甲醇同化生

成一份子GAP［38］。

丝氨酸循环（SC）（图 1）： 甲酸经四氢叶酸

（THF）介导生成甲烯-THF（Methylene-THF），在

丝氨酸羟甲基转移酶（SHMT）催化下与甘氨酸缩

合生成丝氨酸，继而转化为磷酸烯醇式丙酮酸PEP

并同化CO2形成草酰乙酸，最终再生甘氨酸并输出

乙酰CoA。利用此途径同化1分子C1化合物和1分

子CO2能够产生1分子乙酰CoA。

还原性甘氨酸途径（rGlyP）（图 1）：甲酸与

THF 的结合后经一系列氧化还原反应生成的衍生

产物甲烯 -THF 通过甘氨酸裂解系统（Glycine 

Cleavage System， GCS）固定CO2合成甘氨酸并且

重新生成一分子 THF，甘氨酸经丝氨酸途径生成

乙酰CoA，为细胞生长提供碳架和能量来源［39， 40］。

1.2.2 人工同化途径

丝氨酸算算循环（STC）（图 2）：在丝氨酸循

环的基础上，重构苏氨酸裂解模块，将毒性中间

体羟基丙酮酸替换为 L-2-氨基-3-氧代丁酸，实现

低CO2依赖的甘氨酸再生。此途径更适配于大肠杆

菌等模式生物［17］。

甲酰辅酶 A 延伸（FORCE）途径（图 2）：甲

酸在酰辅酶 A合成酶的作用下形成甲酰-CoA，甲

酰 -CoA 和 甲 醛 在 2- 羟 基 酰 -CoA 裂 解 酶 （2-

hydroxyacyl-CoA lyase，HACL）的催化下缩合形

图图2　人工设计的C1代谢途径

（（a）人工固碳途径。虚线表示多步反应。PEP，磷酸烯醇式丙酮酸；3-HP，3-羟基丙酸；Ppc，PEP羧化酶；Ccl，柠檬酰辅酶A裂解酶；

Pcc，丙酰CoA羧化酶；Ccr，巴豆酰辅酶A羧化酶；Mcl，苹果酰CoA裂解酶；CA，碳酸酐酶。（b）人工甲醇同化途径。虚线表示多步反

应。MeOH，甲醇；FLAD，甲醛；GALD，羟乙醛；H6P，己糖 -6-磷酸；F6P，果糖 -6-磷酸；AcP，乙酰磷酸；AcCoA，乙酰 CoA；

DHAP，磷酸二羟丙酮；Eu1P，赤酰酮糖-1-磷酸；Eu4P，赤酰酮糖-4-磷酸；E4P，赤酰糖-4-磷酸；GAP，甘油醛-3-磷酸；Ru5P，核酮糖

-5-磷酸；Xu5P，木酮糖-5-磷酸；R5P，核糖-5-磷酸；S7P，景天庚酮糖-7-磷酸；FDP，果糖-1，6-二磷酸； PYC，丙酮酸羧化酶；HACL，

2-羟基酰-CoA裂解酶；GLAS，羟乙醛合酶；HAS，己糖-6-磷酸醛缩酶；PFK，磷酸解酮酶；EPS， 赤酰酮糖-1-磷酸合酶。）

Fig. 2　Artificial metabolic pathways of one-carbon compounds

((A) Artificial carbon fixation pathways. Dotted lines indicate multi-step reactions. PEP, phosphoenolpyruvate; 3-HP, 3-hydroxypropanoate; Ppc, PEP 

carboxylase; Ccl, citramalyl-CoA lyase; Pcc, propionyl-CoA carboxylase; Ccr, crotonyl-CoA carboxylase; Mcl, malyl-CoA lyase; CA, carbonic 

anhydras. (B) Artificial methanol assimilation pathways. Dotted lines indicate multi-step reactions. MeOH, methanol; FLAD, Formaldehyde; GALD, 

glycolaldehyde; H6P, hexose-6-phosphate; F6P, fructose 6-phosphate; AcP, acetyl-phosphate; AcCoA, acetyl-CoA; DHAP, dihydroxyacetone 

phosphate; Eu1P, erythrulose 1-phosphate; Eu4P, erythrulose 4-phosphate; E4P, erythrose 4-phosphate; GAP, glyceraldehyde 3-phosphate; Ru5P, 

ribulose 5-phosphate; Xu5P, xylulose 5-phosphate; R5P, ribose 5-phosphate; S7P, sedoheptulose 7-phosphate; FDP, fructose-1,6-bisphosphate; PYC, 

pyruvate carboxylase; HACL, 2-hydroxyacyl-CoA lyase; EPS, erythrulose 1-phosphate synthase.)
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成乙醇酰-CoA，后者通过一系列氧化还原反应形

成乙醛，然后甲酰-CoA在HACL的催化下迭代缩

合进行碳链延长。利用 FORCE途径每轮迭代缩合

反应可以使碳链延伸一个碳原子，生成的产物可

以通过一系列转化生成细胞生长所需的中心代谢

物或者工业需要的化学品［41， 42］。

赤酰糖单磷酸（EuMP）途径（图 2）：类似于

RuMP和XuMP途径，EuMP途径以磷酸二羟丙酮为

缩合底物，经赤酰酮糖-1-磷酸合成酶催化生成赤酰

糖 -4-磷酸（E4P），通过碳重排再生底物并输出

GAP［43］。EuMP途径与RuMP途径催化模式相似，且

能量效率相当，为C1化合物的生物利用提供了补充。

合成甲醇利用（SMA）途径（图2）：利用乙醇

醛合酶催化两个乙醛缩合生成羟乙醛，后者与E4P

缩合形成己糖-6-磷酸（H6P），然后异构化形成果糖

-6-磷酸（F6P），F6P在磷酸解酮酶催化下生成E4P

和乙酰磷酸，乙酰磷酸由磷酸乙酰基转移酶催化形

成中心代谢物乙酰CoA，E4P可循环用于乙醇醛的

缩合转化［3］。SMA途径与2019年发表的SACA途径

的功能相似［44］，均能够将甲醇转化为 acetyl-CoA。

尽管 SMA 途径反应步骤较多，需要的酶种类较

SACA途径更复杂，但是其体内兼容性更好，能够

使大肠杆菌以甲醇为唯一碳源进行生长。

1.3 甲烷利用途径

甲烷同化途径存在于嗜甲烷菌中，此途径的

关键酶是甲烷单加氧酶，催化甲烷氧化生成甲醇

的反应，甲醇在醇脱氢酶的催化下形成甲醛，后

者经由SC或者RuMP途径被细胞利用［15］（图1）。

2 C1利用途径的底盘宿主

2.1 自养微生物

自养微生物驱动的CO2生物固定技术是实现负

碳制造的核心路径，通过整合光合或化能自养代

谢网络，可将温室气体直接转化为高附加值化学

品。然而，现有自养底盘细胞的工业化应用仍面

临多重瓶颈，例如，嗜极生理特性限制常规发酵

工艺适配；倍增时间长（典型蓝藻>8 h vs 大肠杆

菌<0.5 h）；基因组注释完整度不足（如非编码

RNA 功能注释率<30%）；基因编辑效率低下等。

尽管如此，通过合成生物学工具创新与代谢模型

优化，部分光合蓝藻、绿藻和化能异样菌的工程

化研究获得了阶段性成功［45-49］，其中细长聚球藻

（Synechococcus elongatus，S. elongatus），莱茵衣

藻（Chlamydomonas reinhardtii，C. reinhardtii）和

钩虫贪铜菌（Cupriavidus necator，C. necator）具

有较强的工程化应用前景［47，50，51］，下面将对这三

种底盘细胞进行简要介绍（表2）。

细长聚球藻：原核蓝藻模式生物，依赖完整

的光系统 II（PSII）与 CBB 循环实现光驱 CO2 固

定，其光合自养生长特性及高度清晰的基因组注

释，使其成为光合合成生物学研究的理想平

台［51， 52］。目前，该底盘已成功应用于醇类、脂肪

酸、糖类、萜类的光自养合成，并展现出极端环

境耐受性的工程化优势［52-56］。

莱茵衣藻：单细胞真核绿藻模式底盘，其叶

绿体驱动的光自养代谢与乙酸异养生长的双重能

力，为真核合成生物学研究提供了更多选择性。

表表1　　人工甲基同化途径与天然途径的对比

Table 1　　Comparison between artificial and natural pathways of methylotrophy

Pathways

XuMP

RuMP

rGlyP

SC

STC

FORCE

EuMP

SMA

C1 substrates

Methanol

Methanol

Formate、CO2

Formate、CO2

Formate、CO2

Methanol

Methanol

Methanol

Products

GAP

GAP

Acetyl-CoA

Acetyl-CoA

Acetyl-CoA

Organic acid

GAP

Acetyl-CoA

ATP consumption

1

1

1

3

4

0

1

0

NAD(P)H 

consumption

0

0

3

3

4

-

0

0

steps

10

8

7

12

14

-

11

6

others

-

-

-

-

Adaptability to low CO2 concentration

Wide product spectrum

-

No ATP consumed
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其完备的蛋白翻译后修饰系统及高效的固碳效率，

使其在重组蛋白、脂质、多糖等产品的生物合成

细胞工厂构建中受到青睐［57， 58］。

钩虫贪铜菌：也称为富养罗尔斯通氏菌。是

变形菌门中罕见的兼性化能自养菌，通过氢气或

者甲酸氧化提供能量，利用 CBB 循环实现固碳。

通过基因组尺度代谢模型指导下的理性设计，结

合CRISPR-Cas编辑系统，已推动其向多功能负碳

细胞工厂转型，实现了糖类、氨基酸、生物材料、

萜类等化学品的负碳制造［48，50，59］。

2.2 天然甲基营养菌

甲醇、甲烷、甲酸、甲醛等C1化合物均可由

CO2直接制备，具有清洁可再生的优点。天然甲基

营养菌内源的C1利用途径可高效利用这些C1底物

作为唯一碳源，为负碳生物制造提供了天然底盘。

基于CRISPR-Cas基因组编辑与合成基因线路设计，

研究者已构建出多维度工程化的甲基营养菌，其代

表性工业底盘包括：毕赤酵母、扭脱甲基杆菌

（Methylorubrum extorquens， M. extorquens）、甲醇芽

孢杆菌（Bacillus methanolicus， B. methanolicus）［60］，

此外，多形汉逊酵母凭借其出色的甲醇转化能力，

逐步获得了合成生物学家的青睐［61］。下面将对上

述底盘进行详细介绍（表2）：

毕赤酵母是美国食品药品管理局认证的“一般

认为安全（generally recognized as safe， GRAS）”

的非常规酵母，具有强大的蛋白质合成和分泌能

力，是工业上最常用的异源蛋白表达宿主之一［62］。

内源性的XuMP途径使毕赤酵母具有天然的甲醇利

用能力，有效的基因编辑技术和丰富的基因工程

工具的开发使它成为一个最有前景的甲基营养

菌［63］。目前利用毕赤酵母已经实现甲醇到脂肪酸

及其衍生物、有机酸、萜类化合物等多种高价值

化学品的转化［62］。

扭脱甲基杆菌是甲基营养型模式菌株，第一

次对它的报道要追溯至 1961年，截至目前，已经

对它的生理、代谢、遗传与分子机制进行了全面

的研究。此外，内源的丝氨酸循环使扭脱甲基杆

菌可能灵活利用甲醇、甲酸等多种C1底物，这些

优势使它成为一个非常有应用前景的甲基营养

菌［64］。目前，利用扭脱甲基杆菌已成功实现由甲

醇或甲酸合成萜类、有机酸、重组蛋白等高价值

产品［35］。

甲醇芽孢杆菌是一种嗜热、甲基营养型的革

兰氏阳性细菌，最适生长温度为 50-55 ℃，这一特

性使其在高温发酵中展现出独特工业优势：降低

冷却能耗和染菌风险［60］。近年来，甲醇芽孢杆菌

的基因组信息、生长特性、遗传工具的开发有了

较大进展，这为代谢网络精准调控奠定了基础［65］。

目前，已经成功实现基于甲醇芽孢杆菌的维生素、

氨基酸合成的甲醇营养型细胞工厂的构建［60］。

多形汉逊酵母是美国食品药品管理局认证的

GRAS非常规酵母，利用XuMP途径进行甲醇的同

化，因其具有耐高温、高密度发酵能力强、生长

速率高、甲醇同化效率高等优点，近年来在合成

生物制造领域得到越来越多的应用，已经实现由

甲醇到萜类、脂肪酸及其衍生物、有机酸等多种

高值化合物的合成［61］。与其它三种甲基营养菌相

比，多形汉逊酵母的遗传工具较少、基因编辑效

率低［66］。随着研究的深入，技术问题逐步得到解

决，多形汉逊酵母将成为更有竞争力的工业微生

物底盘［61］。

除了上述介绍的菌株之外，在不同生态环境

中分离新型更适合作为细胞工厂底盘的甲基营养

菌，能够为甲基营养型细胞工厂的开发提供更多

的选择性［67， 68］。

2.3 合成甲基营养菌

大肠杆菌与酿酒酵母作为合成生物学与工业

生物制造的经典模式底盘（表 2），凭借其高度成

熟的基因编辑技术、规模化发酵体系及全基因组

注释完整性，在代谢工程应用中展现出显著优

势［35， 69］。相较于自养与天然甲基营养菌，其核心

优势体现在：1）模块化遗传工具库完备；2）代

谢网络可塑性高，支持超过 200 种化学品异源合

成；3）工业适配性强，已建立FDA认证的大规模

生产工艺［35， 70］。因此，基于大肠杆菌和酿酒酵母

构建合成甲基营养菌，成为负碳生物制造的另一

个热点研究领域［7， 71］。

天然C1同化途径在甲基营养型大肠杆菌的构
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建中起到了重要的作用，例如，Madeleine Bouzon

教授团队在大肠杆菌中重构了 rGlyP，使其能够在

以甲酸为唯一碳源的培养条件下进行生长［72］；陈

振教授团队在大肠杆菌中重构XuMP途径，然后通

过 ALE，得到了高效利用甲醇的工程菌，但是此

菌株并不能以甲醇为唯一碳源进行生长，需要以

0.1 g/L 的酵母提取物作为甲醇的共同底物［73］；

Julia A. Vorholt教授团队在基于 RuMP途径的大肠

杆菌基础上，进行了 285代的ALE，进一步提高甲

醇同化能力，得到的甲基营养型大肠杆菌在甲醇

为唯一碳源的培养条件下倍增时间为 8.5 h［16］，在

上述工作的基础上继续进行ALE，传代 1240次后

得到的甲基营养型大肠杆菌的倍增时间达到 4.3 h，

优于甲基营养菌甲醇芽孢杆菌（5 h），此合成甲基

营养型大肠杆菌可利用甲醇合成乳酸、聚羟基丁

酸、衣康酸、对羟基苯甲酸等多种化学品［7］；

James C. Liao 团队利用开发的新型工具 BAC 

（bacterial artificial chromosome），有效解决了甲醇

利用途径中间体甲醛引起的 DPC （DNA-protein 

cross-linking） 致死问题，显著提高了ALE过程中

有益突变积累效率，最终得到的依赖于RuMP途径

的甲基营养型大肠杆菌倍增时间缩短到到 3.5 h，

是倍增时间最短的合成甲基营养型大肠杆菌［5］。

此外，人工C1同化途径在甲基营养型大肠杆菌构

建中也发挥了重要的作用，例如Arren Bar-Even教

授团队在大肠杆菌中构建了丝氨酸-苏氨酸循环，

然后通过 200天的ALE，得到的工程菌可以在甲酸

和 CO2为碳源的培养条件下进行生长［17］。江南大

学刘立明教授团队利用人工设计的 SMA途径，使

大肠杆菌在甲醇为唯一碳源的培养条件下，倍增

时间达到4.5 h［3］。

甲基营养型酿酒酵母的构建也取得了重大进

展，引入 rGlyP、XuMP途径能够使酿酒酵母高效

利用甲醇或者甲酸等C1化合物合成多种高价值天

然产物［6，40，74，75］。江南大学白仲虎教授团队在酿

酒酵母中重构XuMP途径，然后通过能量平衡，区

室化改造、ALE等改造策略，得到了以甲醇为唯

一碳源进行生长的工程酵母，并且实现了聚酮化

合物合成，［6］。

此外，基于非传统底盘微生物特殊生理特性

的C1这为甲基营养型酿酒酵母细胞工厂的构建提

供了基础利用细胞工厂开发正成为合成生物学研

究的前沿方向［76-78］。解脂耶氏酵母（Yarrowia 

lipolytica， Y. lipolytica）凭借卓越的脂质积累能力

及过氧化物酶体代谢区室化特性，在甲醇转化合

成琥珀酸方面取得了显著的效果［77］。粘质沙雷氏

菌（Serratia marcescens， S. marcescens）对萜类

和甲醇有很强的耐受性，这使其能够利用甲醇高

效地合成萜类化合物［76］。这些案例表明，非传统

底盘的代谢多样性（如次级代谢物合成、极端环

境适应）为C1生物炼制提供了超越模式菌株的独

特解决方案。

2.4 无细胞系统

除细胞工厂外，无细胞的体外生物转化

（ivBT， in vitro biotransformation）在 C1化合物利

用方面也展现出巨大潜力。中国科学院天津工业

生物技术研究所马延和教授团队在该领域处于国

际领先地位。继开创性实现CO2合成淀粉之后，该

团队进一步建立了化学-酶耦合的 CO2至己糖的合

成途径：首先对关键酶进行改造，提升了天然酶

活性、底物特异性，然后通过构建的C1→C3→C6

的功能模块，体外实现了葡萄糖的高效合成，其

转化率高于传统植物，产量达到了 11.4 g/L［79］。在

此基础之上，该团队进一步设计了 C6→Cn模块，

通过对途径关键酶的理性改造以及 ivBT反应体系

的条件优化，成功实现了蔗糖、淀粉等多种较高

分子量糖类的合成。其中，蔗糖的产量达到了

14 g/L超越了工程酵母的发酵水平，显示出良好的

应用前景［80］。德国马克斯·普朗克陆地微生物研

究所的Tobias J. Erb团队在体外固碳领域做出了系

统性的工作，其团队利用构建的THETA、HOPAC 

和CORE等高效固碳循环［20-22］，实现了CO2的高效

固定，效率远高于天然的CBB循环。

3 C1利用途径的应用案例

3.1 基于 C1 的生物制造研究进展

自养型微生物细胞工厂、甲基营养型细胞工

厂以及体外催化平台的建立，为基于C1的生物制
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造奠定了基础。相关研究进展总结如表3所示。

表中所涉及的产物依据其化学形式和用途分

为糖类及衍生物（甘露醇、蔗糖、葡萄糖、D-阿

洛酮糖、赤藓糖醇、N-乙酰葡糖胺、肌醇）、有机

酸类（乳酸、3-羟基丙酸、丁酸、琥珀酸、苹果

酸、乙醇酸、乙醛酸、衣康酸、5-氨基乙酰丙酸、

大麻酚酸）、萜类及挥发油类（法尼烯、柠檬烯、

α -红没药烯、乔松素、Zealexin A1）、氨基酸类

（异亮氨酸、缬氨酸）、生物活性物质与次生代谢

产物（虾青素、番茄红素、虫草素、聚 3-羟基丁

酸、核黄素、红没药醇、单细胞蛋白）、脂类及脂

肪酸衍生物（脂质、脂肪醇、脂肪酸）六大类。

其商用价值概述如下：食品/保健品领域（蔗糖、

D-阿洛酮糖、乳酸、虾青素、虫草素等）主打健

康替代（低糖、抗氧化）和功能性需求；日化/香

料工业（柠檬烯、法尼烯、脂肪醇）依赖其天然

溶解性与香气；医药/生物材料（甘露醇、N-乙酰

葡糖胺、聚乳酸）侧重安全辅料与组织修复；能

源与环保（法尼烯生物燃料、可降解塑料）契合

可持续发展趋势。高附加值产品如虾青素（$5000-

6000/kg）、虫草素（抗癌研究）和稀有人参皂苷驱

动生物技术产业创新。

表表3　　基于C1的生物制造研究进展

Table 3　　Progress in biomanufacturing research based on C1

S. elongatus

C. reinhardtii

C. reinhardtii + E.coli

C. necator

CBB

CBB

CBB

CBB

CBB

CBB

CBB

CBB

CBB

CBB

CO2

CO2

CO2

CO2

CO2

CO2

CO2

CO2

CO2

CO2

Mannitol

α-Farnesene

Sucrose

Limonene

Astaxanthin

Lipid

Lycopene

N-acetylglucosamine

Myoinositol

L-isoleucine

701 mg/L

12.87 mg/L

3.8 g/L

117 µg/L

23.5 mg/L

672 mg/L

1.48 mg/L

75.3 mg/L

1054.8 mg/L

105 mg/L

[54]

[56]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

Hosts C1 pathway Carbon source Products Titer Ref.

表表2　　本文提及的C1利用途径的宿主

Table 2　　The hosts of C1 utilization pathways mentioned in this paper

Hosts

S. elongatus

C. reinhardtii

C. necator

K. phaffii

M. extorquens

B. methanolicus

O. polymorpha

E. coli

S. cerevisiae

Y. lipolytica

S. marcescens

Cell free

C1 pathway

CBB

CBB

CBB

XuMP

SC

RuMP

XuMP

RuMP、FORCE、SMA、

rGlyP、EuMP、STC

XuMP、RuMP、rGlyP

XuMP

XuMP

THETA、ACSP

Safety

To be evaluated

GRAS

Industrial safety

GRAS

Industrial safety

Industrial safety

GRAS

Industrial safety

GRAS

GRAS

Opportunistic infection

-

Doubling Time

6-12 h

6-8 h

4-6 h

2-3 h

3-5 h

1-1.5 h

1.5-2 h

20-30 min

1.5-2 h

1.5-2 h

0.5-1 h

-

Features

Photoautotrophic, salt-tolerant

Photoautotrophic, eukaryotic expression system

facultative autotrophy, high metabolic flexibility, clear 

genetic background

Efficient expression of proteins, high density 

fermentation, natural methylotroph

Natural methylotroph, clear genetic background

Natural methylotroph, high temperature resistance

Wide substrate spectrum, natural methylotroph, high 

robustness

Clear genetic background, rapid growth, wide 

substrates spectrum

Clear genetic background, eukaryotic expression 

system, wide products spectrum,

high lipid synthesis flux

High robustness

High orthogonality, high efficiency
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S. elongatus + V. natriegens

S. elongatus + E. coli

S. elongatus + E. coli

B. methylotrophicum

K. phaffii

M. extorquens

E. coli

O. polymorpha

S. cerevisiae

S. marcescens

Cell free

CBB

CBB

CBB

CBB

WL

XuMP

XuMP

XuMP

XuMP

XuMP

XuMP

rGlyP

XuMP-RuMP

XuMP

XuMP

XuMP

SC

SC

RuMP

RuMP

RuMP

rGlyP

RuMP

RuMP

FORCE

XuMP

XuMP

XuMP

XuMP

XuMP

XuMP

XuMP

rGlyP

XuMP

THETA

ACSP

ACSP

CO2

CO2

CO2

CO2

Methanol, HCO3
-

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol, HCO3
-

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol, xylose

Formate, CO2

Methanol, xylose

Methanol, xylose

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol

Methanol, CO2, 0.1% yeast extract

Methanol, HCO3
-

Methanol, xylose

CO2, HCO3
-

CO2

CO2

Valine

Lactate

3-HP

Pinocembrin

Butyric acid

α-Bisabolene

Zealexin A1

Lactate

Itaconic acid

Fatty alcohol

Fatty acid

Fatty alcohol

Erythritol

Cordycepin

3-HP

single cell protein

3-HP

Polyhydroxyalkanoate

Riboflavin

Itaconic acid

D-allulose

Lactate

3-HP

D-glucaric acid

Glycolate

Succinate

Malate

3-HP

Fatty alcohol

Fatty acid

Lactate

Cannabigerolic acid

5-aminolevulinic acid

Bisabolol

Glyoxylate

Glucose

sucrose

319 mg/L

472.1 mg/L

120.3 mg/L

152.7 mg/L

3.69 g/L

1.1 g/L

102.5 mg/L

5.18 g/L

28 g/L

5.6 g/L

23.4 g/L

0.21 g/L

31.5 g/L

8.11 g/L

27 g/L

0.506 g/g DCW

1.75 g/L

11.07 g/L

2579 mg/L

1 g/L

98 mM

1.2 mM

437 mg/L

3.0 g/L

5.2 g/L

0.35 g/L

13 g/L

7.10 g/L

3.6 g/L

15.9 g/L

3.8 g/L

18 μg/L

1.67 mg/L

1256.41 mg/L

760.3 μM

11.4 g/L

14 g/L

[88]

[89]

[26]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[12]

[9]

[74]

[96]

[97]

[98]

[10]

[99]

[100]

[101]

[7]

[102]

[103]

[104]

[105]

[42]

[27]

[14]

[106]

[13]

[107]

[108]

[75]

[74]

[76]

[20]

[79]

[80]

C. necator

续表

Hosts C1 pathway Carbon source Products Titer Ref.

3.2 促进 C1 转化的合成生物学策略

近年来，合成生物学技术成功突破了自养微

生物、天然/合成甲基营养菌及无细胞系统等各类

平台在 C1 生物制造工业化进程中的多重技术瓶

颈，成效显著。

3.2.1 光合自养微生物的改造策略

自养微生物细胞工厂的光驱代谢特性虽为CO2

直接转化提供了碳中和路径，但其工业化应用面

临双重限制：

（1） 光依赖性制约：光合自养体系（如蓝藻、

绿藻）依赖光能输入，高密度发酵导致光穿透深
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度受限；且光敏感产物易发生光降解，严重制约

反应器放大与产物多样性［90］；

（2） 代谢网络局限性：天然自养途径（如

CBB循环）的碳通量集中于生物量合成，次级代

谢产物谱狭窄，难以满足复杂化学品（如聚酮、

生物碱）的合成需求。

针对上述瓶颈，合成生物学领域提出跨物种

共培养策略：通过构建光合自养菌与异养工程菌

的代谢分工系统，实现光能→有机碳源→高值产

物的级联转化［26， 89， 90］。此类系统不仅突破光限制

与产物多样性壁垒，更通过模块化代谢分工实现

碳/能流的高效再分配，为自养生物制造的工业化

转型提供了创新范式。

3.2.2 甲基营养菌的改造策略

在甲基营养菌的工程化进程中，甲醛代谢平

衡的精准调控是亟待突破的关键瓶颈。内源性甲

醛脱氢酶（FrmA）介导的解毒途径虽可防止甲醛

毒性积累，但其将甲醛氧化为CO2的过程导致高达

30%的碳损失，严重制约原料利用效率力［38］。然

而，完全敲除该途径会引发甲醛过度积累，通过

交联DNA-蛋白质（DPC）抑制细胞生长并破坏代

谢活性力［38］。此外，合成甲基营养菌对单一碳源

（尤其是甲醇）的代谢适应性和独立性一直是工业

化进程中的关键挑战。针对上述难题，合成生物

学家们采用了一下集中策略：

（1） 代谢优化缓解甲醛积累：构建甲醇氧化

酶（Aox）/Das复合体，使甲醛生成与消耗形成代谢

通道，将胞内甲醛浓度控制在安全阈值［38］；过表

达磷酸戊糖途径限速酶（如转酮醇酶TktA），提高

同化途径前体 Xu5P 或 Ru5P 的供给，为甲醛同化

提供充足受体，或者额外引入甲醇同化途径都能

够有效地促进甲醛消耗［6，9，38，75，93，101］。

（2） 提升宿主对甲醛的耐受性：本课题组针

甲醛毒性问题，系统地修复了由甲醛引起的细胞

膜损伤，构建了细胞膜上含有磷脂酰胆碱的大肠

杆菌，使大肠杆菌对甲醛的耐受性提高 64%，甲

醇利用效率提升 23 倍［104］；通过引入 ROS 清除系

统，修复了由甲醛引起的活性氧（ROS）损伤，使

甲醇利用效率提升 30倍［109］；通过协同表达修复蛋

白，修复了由甲醛引起的DNA和蛋白质损伤，使

甲醇利用效率提升50倍［110］。

（3）ALE策略促进甲醇的同化及细胞的生长：

多数工程化菌株需依赖木糖等辅助碳源维持基础代

谢活性，这可能导致细胞对甲醇利用率降低。通过

ALE与系统代谢工程的协同策略，可显著提升碳源

代谢独立性，甚至可以使其在以甲醇为唯一碳源的

培养条件下进行生长［5-7，16，17，40，73，75，103，111］，建立合

理的实验室进化策略和有效的工具能够达到事半

功倍的效果［5，111］。

（4） 酶的挖掘和工程化改造：关键酶的挖掘

和改造对提高甲醇利用学效率至关重要。例如，

依赖于NAD+的甲醇脱氢酶（Mdh）催化的反应在

热力学上是不利的，催化效率过低使其成为甲醇

利用的限速步骤，天津工业生物技术研究所王钰

研究员团队构建了 Mdh突变体文库，利用高通量

筛选手段得到了高活性突变体MdhT153P，使甲醇同

化效率提高了 6.5 倍［112］。Ramon Gonzalez 教授团

队通过构建的体内筛查平台，成功挖掘到了更高

效的2-羟酰基辅酶A合酶，并通过合理的改造使其

催化速率提高了 7倍，FORCE 途径的通量因此提

高 14倍，乙醇酸的产量达到了其它工业菌株的同

等水平［42］。

（5） 其它策略

除了上述针对性策略外，还有一些其它的促

进甲醇同化的方法，例如，设计更高效的人工C1

利用途径：FORCE途径、SMA途径等相较于天然

途径通常具有更高的通量或更精简的设计，更加

适合用于构建合成甲基营养型细胞工厂；底物通

道策略提高途径效率：通过构建途径中关键酶的

多酶复合体或者将合成途径区室化可有效提高甲

醇的利用效率［4，6，13］。

4 机遇和挑战

温室气体如甲烷与CO2浓度的持续攀升对全球

气候构成严峻威胁，开发能够高效捕获与转化此

类气体的生物技术已成为当务之急。在此背景下，

来源广泛、成本低廉的C1化合物被视为推动负碳

生物制造战略资源［113］。其中，甲醇和甲酸因其良

好的水溶性与固有的生物代谢途径而备受关注。

甲醇更以其高能量密度和低细胞毒性，被认为是

一种理想的生物制造碳源，其生物转化取得了重
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大进展［18，35，114］。当前研究主要聚焦两个方向：

（1）以系统代谢工程策略改造天然甲基营养菌，

提升甲醇同化速率与目标产物合成能力［96，108］；

（2）在模式微生物中重构天然或人工甲醇同化途

径，“自下而上”的创制合成甲基营养菌［5，71］。这

两种策略均受限于甲醇同化效率低下以及甲醛等

毒性中间体的累积抑制。针对上述瓶颈，挖掘并

定向进化高效C1同化酶、系统优化代谢通量或者提

高底盘细胞的甲醛耐受性、理性设计人工途径及

ALE等手段已显示出显著成效，可有效提升细胞工

厂的甲醇利用效率和鲁棒性［5，73，104，109，110，112］。特别

是 ALE技术，通过在长期进化中施加底物选择压

力，可大幅提升C1利用工程菌的性能表现，而建

立合理的进化策略与高效工具对该技术的成功实

施至关重要。

以CO2为代表的温室气体的利用一直是科学研

究的重要方向。然而，因其化学惰性、低能量密

度及溶解性等固有特性使其直接生物利用面临诸

多挑战。例如，CO2还原固定需要高昂的能量输

入；经济高效的CO2捕集技术是前提条件；CO2的

低溶解度限制了生物固碳速率。目前，CO2的直接

生物利用主要依托两种策略：一是基于工程化自

养菌。天然自养菌普遍存在生长缓慢、基因编辑

工具匮乏等局限［115］。近年来，合成生物学工具的

突破（如高效基因编辑系统与新型遗传工具的开

发）为改造自养型细胞工厂提供了关键技术支

撑［116，117］，推动了以 CO2为唯一碳源合成甘露醇、

蔗糖、法尼烯等高价值化学品的进程［54，56，81，118］。

此外，“异养底盘自养化”作为一种补充策略展现

出巨大潜力，例如，Diethard Mattanovich教授团队

将 CBB 循环引入毕赤酵母，成功实现了以 CO2为

碳源合成衣康酸和乳酸，开创了人工自养新范

式［119］。二是依托于人工构建的固碳途径进行 CO2

的体外生物利用，例如，Tobias J. Erb团队设计的

THETA循环，整合了来自 9个物种的 17种酶，可

在体外将CO2高效转化为 acetyl-CoA，其固碳效率

优于天然系统［20］，然而，该类多酶系统难以实现

体内应用，我们猜测主要源于以下原因：途径中

关键中间代谢物被宿主内源酶催化产生分流，导

致固碳循环中断［20］；细胞能量供应不足以支撑

CO2的持续固定；体内环境导致固碳循环中特定酶

的活性降低，固碳循环通量降低。

除了直接生物利用外，通过电催化或光催化

将CO2转化为高能量密度的甲烷或甲醇，再将其作

为发酵底物进行生物制造，被认为是另外一种颇

具前景的负碳制造方案［79，80，120］。该“两步法”路

线的成功实施，不仅依赖于合成生物学构建高效

利用C1底物的细胞工厂或者体外转化平台，还依

赖于上游CO2的低成本捕获与高效化学转化技术的

突破。这构成了一个典型的交叉学科研究体系：

材料学致力于开发新型吸附剂以实现空气中CO₂的

富集［121］，化学催化领域需设计高选择性、高活性

的催化剂以实现CO2至C1载体的高效转化［122，123］，

而合成生物学则肩负着优化C1底物生物利用途径

的最终环节［124］。因此，推动化学、材料学与合成

生物学等多学科的深度融合，对系统性推进CO2生

物利用至关重要。

展望未来，人工智能的深度介入正逐渐为C1

生物制造注入变革性力量，一方面，新型遗传操

作系统与AI辅助的基因编辑策略，将极大提升对

非模式C1底盘的精准操控能力［125，126］。另一方面，

高通量自动化工作站与高通量筛选平台的构建将

显著加速 DBTL 循环，提升 C1 生物制造研发效

率［127］。更为重要的是，随着AI驱动的蛋白质从头

设计及酶工程技术的日益成熟［128，129］，未来有望持

续产出高活性、高稳定性的C1同化关键酶，并催

生更具碳效率与热力学优势的人工转化途径。这

些技术突破的协同演进，将共同构筑C1生物制造

的创新基石，推动其从实验室走向规模化应用，

为实现碳中和与可持续发展目标提供强有力的科

技支撑。
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