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合成生物学驱动非天然产物的光生物合成
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摘要：光生物催化是一种整合了光催化和生物合成的强大合成策略，能够驱动许多非天然反应。然而，其规模化

应用受限于酶载量高、辅因子昂贵以及反应稳定性差等问题。近期，伊利诺伊大学厄巴纳-香槟分校的赵惠民团

队利用合成生物技术成功将光酶反应整合到细菌的代谢通路中，构建了首个能够通过发酵放大生产非天然产物的

大肠杆菌“生产工厂”。该技术成功实现了对苯酚-吲哚类化合物 4-［2-（3a，7a-二氢-1H-吲哚-3-基）乙基］ 苯酚

（DIEP） 的完全生物合成。该研究不仅展示了光酶反应在活细胞中实现完全生物合成和工程化放大的可能性，还

验证了所合成的非天然产物具有生物活性，这表明该技术具有工业应用潜力。本文将介绍该研究成果，并结合相

关研究工作提出见解，以期推动光生物催化从概念验证迈向工业生产。
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Abstract: Photobiocatalysis is a synthetic strategy that integrates photocatalysis and biosynthesis, which has a 

capacity to drive the biosynthesis of non-natural products. However, its large-scale application is constrained by 

challenges such as high enzyme loading, the consumption of expensive cofactors, and poor reaction stability. Recently, 

the research team led by Hui-Min Zhao at the University of Illinois Urbana-Champaign achieved a significant 

milestone in this regard by successfully integrating photoenzymatic reactions into bacterial metabolic pathways. This 
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pioneering advancement, responded highly in the scientific community, has established the first “E. coli production 

factory” capable of amplifying the production of unnatural products through the fermentation process, and has 

demonstrated to be capable of synthesizing the phenol-indole compound 4-[2-(3a,7a-dihydro-1H-indol-3-yl)ethyl] 

phenol (DIEP) in its complete biosynthetic route, which not only highlights the feasibility of achieving complete 

biosynthesis and engineered amplification of photoenzymatic reactions within living cells, but also validates the 

biological activity of the synthesized non-natural product, indicating its potential for industrial applications. The 

present paper comments on the research findings and offers insights on related studies, with a view to advancing 

photobiocatalysis from the proof-of-concept stage towards industrial production.

Keywords: synthetic biology; ene-reductases; photobiocatalysis; total biosynthesis; dual-phase fed-batch 

fermentation

生物合成能够精确组装复杂分子，但受限于

自然界中酶的种类，而将非天然反应性整合到生

物系统中则提供了一种强大的手段，能够扩展化

学空间并实现非天然产物的理性设计［1-3］。光酶催

化通过耦合酶的选择性和光驱动自由基中间体，

为这种反应性提供了一种变革性的途径，支持了

一系列新的生物转化反应，例如氨基酸合成［4-5］、

多组分偶联反应［6］以及环加成反应［7-8］。这些转化

反应利用了天然和人工合成的光活性组分，例如

黄素辅因子、化学光催化剂和光活性非天然氨基

酸［9-13］。尽管前景广阔，当前的光酶催化平台仍面

临可扩展性方面的重大限制，例如酶高负载量、

反应稳定性差等问题。大多数此前的研究集中于

体外或全细胞系统中扩展反应类型，却并未解决

如何将其转化为稳健且可扩展生产流程等问

题［14-16］。若想发挥光酶催化在合成生物学和工业生

物技术中的应用潜力，必须克服这些限制。

合成生物学提供了一个强大的框架，用于设

计和改造生物系统，以构建活性更高、反应性更

强的酶、遗传通路和微生物细胞工厂［17-21］。这种方

法在可持续生产高价值天然产品（例如青蒿酸［22］、

大麻素［23］、紫杉醇［24］）方面发挥了关键作用。若
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要进一步拓展生物合成，使其超越天然反应性，

一个有效的策略是将体外的非天然酶反应整合到

体内的生物合成途径中，从而高效地生产高附加

值的非天然化合物。一个突出的例子是Hartwig和

Keasling团队最近开发出的微生物平台，该平台成

功地将非天然的卡宾转移反应整合到了生物合成

过程中［25-27］。

近期，美国伊利诺伊大学厄巴纳 -香槟分校

（UIUC）的赵惠民教授团队［28］在Nature Catalysis杂

志上发表了一篇研究论文，题为“Harnessing 

photoenzymatic reactions for unnatural biosynthesis in 

microorganisms”。该研究首次将光激发的烯烃还原

酶（ene-reductases，ERED）所催化的反应整合进

工程化改造后的大肠杆菌细胞中，实现了光驱动

非天然反应与细胞代谢的耦合；并使用合成生物

学策略，在大肠杆菌细胞工厂中实现了反应底物

（4-乙烯基苯酚、苯乙烯和吲哚）的内源性合成、

辅因子（FMN和NADPH）的原位再生，以及最终

复杂的非天然产物苯酚-吲哚类化合物 4-［2-（3a，

7a-二氢-1H-吲哚-3-基）乙基］苯酚（DIEP）的全

生物合成。本文将对该研究成果进行介绍，并结

合相关研究工作提出一些见解，以期推动光生物

催化从“理念验证”向“工业生产”的转化。

作者首先进行了大肠杆菌胞内光生物合成平

台的构建与优化，结果表明，烯还原酶在体外反

应中表现出了广泛的底物普适性，能够催化不同

的自由基反应。因此，该研究以ERED为切入点，

以 4-乙烯基苯酚（4-vinylphenol）和三氟碘乙烷

（TFIE）为模型底物进行了筛选。结果表明 ，

OYE3N194Y在蓝光照射下对该反应表现出了较高的

催化活性（48%）。作者接下来在大肠杆菌中重构

了 4-乙烯基苯酚的合成通路，使细胞能够从葡萄

糖中自养合成 4-乙烯基苯酚。随后，作者将光酶

表达途径整合至上述包含 4-乙烯基苯酚合成途径

的工程化大肠杆菌中（图 1）。该光生物合成菌株

（PBS6）在蓝光照射和无氧条件下，使用 TFIE 进

行发酵，产生了 2.14 mg/L的 4-（4，4，4-三氟丁基）

苯酚（TFBP）产物。还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸（NADPH）是ERED中还原性FMN再生的

关键辅因子，引入异源的葡萄糖脱氢酶（GDH）

或过表达内源的异柠檬酸脱氢酶（ICD）可显著提

高产量。作者在光酶合成系统中使用强 Trc 启动

子，并在 NADPH 再生系统中使用弱 Lac 启动子，

从而显著提高了 TFBP 的产量（13.78 mg/L）。此

外，作者通过调整质粒的复制起始位点来控制基

因的拷贝数，以评估底物供应和光酶的产生情况。

当底物合成使用中拷贝质粒，而光合酶生产使用

高拷贝质粒时，产率提高到了 41.41 mg/L。这充分

证明，可以通过胞内辅因子供应以及生物合成途

径的优化，显著提高胞内原位光反应的效率。

为了验证该光生物平台的普适性，作者重新

构建了苯乙烯（styrene）的生物合成途径，并测试

了多种外源性自由基前体（烷基、对磺酰基和酰

基）。首先，作者在工程化大肠杆菌中重构了苯乙烯

的合成通路，实现了该光生物合成菌株（PBS32）

在LB培养基中高效生产苯乙烯（75.17 mg/L）。接

着作者评估了该光生物平台与各种酶促反应的兼

容性，包括哌啶-1-基苯甲酸酯、2-溴苯乙酮、对

甲苯磺酰氯、4-（溴甲基）吡啶与 2，2-二氯-1-吡咯

烷-1 基-乙酮，产量在 4.5～98.3 mg/L 之间。特别

是氮杂芳烃（azaarene）类型的自由基加成反应，

其产量最高，达到 98.3 mg/L。其中，手性产物

α -氯代酰胺与体外反应的立体选择性存在差距

［86% e.e.（体内）vs. 91% e.e.（体外）］，降低的立体

选择性可能归因于大肠杆菌内源性光酶在催化反

应时催化活性相对较低。该结果表明，该微生物

工程平台能够催化多种类型的自由基反应，极大

地拓宽了微生物合成的化学空间。

为了实现完全不依赖外源前体的全生物合成，

作者在大肠杆菌的代谢通路中，共同表达了自由

基前体（吲哚）合成系统、4-乙烯基苯酚合成系统

以及光酶合成系统（图 2），实现了非天然代谢产

物的全生物合成，即 4-［2-（3a，7a-二氢-1H-吲哚-3-

基）乙基］苯酚（DIEP）。作者首先设计了一条模

型光酶催化途径，其中吲哚与 4-乙烯基苯酚耦合

表达。在大肠杆菌细胞内，光酶催化吲哚与 4-乙

烯基苯酚的偶联，产生DIEP。随后，作者通过优

化外源核黄素磷酸钠（FMN-Na）的添加、调控质

粒拷贝数以及结合定向进化策略，得到了发酵催

化效力最佳的光生物合成菌株（PBS46），其产量

达到 94.06 mg/L。为进一步提高发酵产量，作者采

用了分阶段补料和双相发酵的过程（图 3）。通过

295



合成生物学 第 7 卷

优化溶氧比例、光照时间和诱导代谢途径，DIEP

的生产量得到了显著提高。进一步的调控结果表

明，通过解耦不同底物诱导的代谢物，可以有效

缓解代谢竞争，从而显著提高发酵效率，使DIEP

的滴度达到 0.62 g/L。此外，对 DIEP 的生物活性

评估表明，其具有广谱抗菌活性，能够有效杀伤

革兰氏阳性和革兰氏阴性菌。

综上所述，该研究建立了一个理性且可调控

的微生物光生物合成框架，突破了生命体的合成

能力限制。这一发现将光酶反应从体外整合到活

细胞内，实现了非天然产物的半生物合成甚至全

生物合成，为未来可持续生产高附加值药物和复

杂天然产物奠定了工业化应用的基础。然而，光

酶催化的工业化进程仍面临着多重技术瓶颈，主

要体现在以下两个方面：

（1）在工业化生产的高密度发酵中，光在浑

浊发酵体系中的穿透深度有限。光生物合成系统

的光穿透性将成为限制其高浓度发酵的关键因素

之一。目前已报道的策略包括：优化细胞膜成分

（使用尾长更短的磷脂，因为其吸光度比长尾链磷

脂更低，光衰减更小）；降低光衰减效应［29］；引入

“光控放大器”，使细胞对微弱的光信号产生强烈

图图1　光生物合成菌株示意图

［质粒 p-OYE3N194Y包含GDH或 ICD。aroF—3-脱氧-D-阿拉伯糖-庚糖酸-7-磷酸（DAHP）合成酶基因；Ori—复制起点；palY—苯丙氨酸氨

裂酶基因（来自圆红冬孢酵母）；padA—脱羧酶基因（来自植物乳杆菌）；PLac—乳糖启动子；ppsA—磷酸烯醇式丙酮酸合成酶基因；PT7—

T7启动子；PTrc—Trc启动子；RBS—核糖体结合位点；Tλ0—λ0终止子；tktA—转酮醇酶基因；TT7—T7终止子；tyrA—酪氨酸合成酶基因］

Fig. 1　Schematic diagram for the photobiological synthesis strain

[p-OYE3N194Y contains GDH or ICD. aroF—3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate (DAHP) synthetase gene; Ori—origin of 

replication; palY—phenylalanine ammonia lyase gene (from R. toruloides); padA—decarboxylase gene (from L. plantarum); PLac—Lac promoter; 

ppsA—phosphoenolpyruvate synthase gene; PT7—T7 promoter; PTrc—Trc promoter; RBS—ribosome-binding site; Tλ0— λ0 terminator; tktA—

transketolase gene; TT7—T7 terminator; tyrA—tyrosine synthase gene]
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的响应［30］；此外，还可以通过改变光的供给方式，

使细胞自身发光，从而解决光穿透性的问题［29］。

（2）部分非天然底物或产物对发酵底盘细胞具

有较强的毒害作用。当其浓度较高时，会显著抑制

细胞生长，从而限制细胞的生产产量。可以在底盘

细胞的细胞膜上增加外排泵，将细胞表达的、对其

自身具有毒副作用的非天然产物排出，从而有效提

高菌株对有毒化学品的耐受性［31］；还可以将菌株置

于浓度逐渐增加的有毒物质环境中进行长期培养，

使其在进化压力下自发产生有益的突变［32］。

光酶催化融合了光化学的高反应性与酶催化

的精准选择性，正成为合成生物学变革的重要驱

动力。展望未来，光酶催化技术在合成生物学领

域的发展将专注于解决大规模生产中的光传递和

物料传递问题，同时结合蛋白质工程和代谢通路

优化，致力于将其应用于高附加值药物、手性化

学品以及生物燃料的可持续生产。
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