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在大肠杆菌中从头生物合成3-苯丙醇

高虎涛，王佳，孙新晓，申晓林，袁其朋

（北京化工大学，化工资源有效利用国家重点实验室，北京 100029）

摘要：3-苯丙醇是一种具有芳香味的高价值香料，在医药、化妆品、食品等领域有广泛用途，是生产多种药品和

化学品的重要前体。其目前的生产方法主要依赖于植物提取和化学合成，存在产物得率低、生产周期长和环境不

友好等缺点。为解决这些问题，构建微生物细胞工厂利用可再生资源合成 3-苯丙醇具有重要的意义。本研究通过

将目标化合物与微生物自身代谢网络建立联系，基于底物或中间体与产物的结构类似性以及化合物间的基团转移

关系，设计并构建了两条不同的 3-苯丙醇的人工生物合成途径。其中，依赖羧酸还原酶的苯丙醇生物合成途径具

有较高的生产效率。在大肠杆菌中实现了以甘油为碳源，从头生物合成 3-苯丙醇，产量达 91 mg/L。通过消除限

速步骤，增加莽草酸途径碳通量以及敲除竞争途径等代谢工程策略的实施，将苯丙醇的产量提高到了 841 mg/L，
较初始菌株产量提高了9.2倍，为苯丙醇的绿色、可持续、大规模生产提供了基础。
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De novo biosynthesis of 3-phenylpropanol in E. coli
GAO Hutao，WANG Jia，SUN Xinxiao，SHEN Xiaolin，YUAN Qipeng

（State Key Laboratory of Effective Utilization of Chemical Resources， Beijing University of Chemical Technology， Beijing 100029，China）

Abstract: With the increasing consumption of fossil fuels and growing depravation of environment, development of

substitutes for petroleum-derived compounds is becoming more and more important. In the past few years, bio-based

production of chemicals, fuels, nutraceuticals and pharmaceuticals from renewable raw materials via metabolic

engineering has gained significant attention. As a high-value fragrance with aromatic taste, 3-phenylpropanol has been

widely used in the production of food additives, cosmetics and etc. It also acts as the precursor and reactant in

pharmaceutical and chemical industries. Because of its high efficiency in promoting bile secretion and mild

antispasmodic function, 3-phenylpropanol is widely used in the treatment of cholecystitis, gallstones and biliary

surgery syndrome. The current production method mainly relies on plant extraction and chemical synthesis, which,

however, are challenging due to the high cost of catalyst, strict reaction condition and low product yield. Recently,

engineering microorganisms has become an attractive alternative to efficient production of high-value compounds, such
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as flavors, fragrances, cosmetics, pharmaceuticals, solvents, biofuels and other chemicals. It is of great significance to

construct a microbial cell factory to synthesize 3-phenylpropanol from renewable resources. In this study, we designed and

constructed two different artificial 3-phenylpropanol biosynthetic pathways by establishing a connection between the target

compound and the microorganism’s own metabolic network. Especially, the pathway that relies on carboxylic acid reductase

exhibited high efficiency in the production of 3-phenylpropanol. When using glycerol as the sole carbon source, the

recombinant strain successfully generated 91 mg/L 3-phenylpropanol in shake flask experiments. By eliminating the rate-

limiting steps, increasing the carbon flux towards the shikimate pathway and knocking out the competitive pathways,

the titer of 3-phenylpropanol in the shake flask fermentation culture was finally increased to 841 mg/L, representing a

9.2-fold increase compared with the titer generated by the original strain. This work provides a green and sustainable

approach for the production of 3-phenylpropanol.

Keywords: phenylpropanol; metabolic engineering; the shikimate pathway; artificial pathway design

3-苯丙醇又名氢化肉桂醇、利胆醇，天然存在

于草莓、茶叶等植物中，它是一种无色、略带油

性的液体，具有温和、芳香的花香气味和中等强

度的甜味［1］。由于消费者对天然食品添加剂的偏

好，因此市场对天然芳香化合物的需求不断增加。

长期以来，高等植物的精油是天然香料的唯一来

源［2］。3-苯丙醇作为精细化的芳香氨基酸衍生物广

泛应用于化妆品、食品等领域。此外 3-苯丙醇是

一种高效促胆汁分泌剂和温和的解痉剂。临床上

用于治疗胆囊炎、胆石症、胆道术后综合征等，

且对肝细胞的保护具有重要作用。胆石症是指胆

道系统发生结石的疾病，在急腹症中发病率高居

第二，仅次于急性阑尾炎。Lü等［3］在 2017年的一

份报告指出，中国胆囊结石的发病率在 5.7%，其

中女性患者几乎是男性患者的两倍，因此利胆类

药物市场需求量巨大。

目前苯丙醇的生产主要由肉桂酸乙酯催化加

氢制得［4］，贵金属催化剂本身性质的不同常导致
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副产物的产生［5］，反应一般在高温高压及重金属

催化剂的条件下进行。随着国家碳达峰目标的深

入贯彻执行，较低的生产效率、高污染的化工生

产方式将会逐步被取代［6-7］，微生物生产因其温和

的生产条件、绿色清洁的生产周期在未来的可持

续发展中极具竞争力［8］。在过去的几十年中，利

用微生物作为平台菌生产高附加值化合物的绿色

生产方式已逐渐替代利用石油基合成化合物的高

风险、高污染的方式。随着科学工作者对各种微

生物系统、深入且明晰的研究以及基因编辑方

法［9-11］、高通量筛选方法的不断成熟［12-13］，改造微

生物使其利用廉价碳原料合成高附加值化学品的

合成生物学已经广泛用于医疗［14-15］、食品［16］、化

妆品［17-18］、化学品［19-20］、环境保护［21］等重要领域，

中国“十三五”规划中明确把合成生物学作为重

点创新发展领域。到 2030年，将基本形成比较完

整的合成生物技术创新体系，合成生物产业初具规

模，国际竞争力大幅提升。本课题以合成生物学和

代谢工程学的理论为基础设计了两种3-苯丙醇的合

成方式，这两种合成方式共享同样的上游代谢途

径，即以甘油为基本碳源，经糖异生途径和磷酸戊

糖途径分别生成重要前体磷酸烯醇式丙酮酸

（PEP）和D-赤藓糖-4-磷酸（E4P），经DAHP合酶

催化合成莽草酸途径的第一个化合物 3-脱氧-D-阿

拉伯糖庚酸七磷酸酯。通过调控基因表达、削弱竞

争途径、调节碳流量分配等方式，不断改善菌株的

生产性能，最终实现3-苯丙醇的高产。

1 材料和方法

1.1 实验原料和仪器

甘油、甲醇（色谱纯）、乙腈（色谱纯），Fisher

Scientific；CaCl2、MgSO4，J.T.Baker；琼脂糖，Omnipur

Calbiochem；溴化乙锭、氨苄青霉素、卡那霉素，

Fisher BioReagents；琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒

提取试剂盒、基因组提取试剂盒，Zymo research；

核酸连接酶、核酸内切酶，New England Biolabs。

高速离心机，Eppendorf centrifuge 5424；冷冻离

心机，Eppendorf centrifuge 5430R；凝胶成像仪，

UVP Digidoc-It Darkroom；CTO-10AS高效液相色谱，

岛津；紫外可见分光光度计，Beckman DU650；电

转仪，Eppendorf Electroporator 2510。

1.2 基因及质粒构建

提取大肠杆菌（Escherichia coli）基因组，设

计引物 PCR 得到上游代谢途径中的 4 个基因：

aroL，ppsA，tktA，aroGfbr；实验室保存有来源于黏

胶红杆菌（Rhodobacter glutinis）的苯丙氨酸氨裂

解酶基因 tal、来源于拟南芥（Arabidopsis thaliana）

的香豆酸辅酶A连接酶基因 4CL1、来源于银合欢

（Leucaena leucocephala）的肉桂酰辅酶A还原酶基

因CCR；另外，通过NCBI查找得到的来源于丙酮

丁醇梭菌（Clostridium acetobutylicum）的烯酸还

原酶基因 er在生工生物工程（上海）股份有限公

司合成；文献中已报道催化效果较好的来源于海

洋分枝杆菌（Mycobacterium marinum）的羧酸还

原酶 car编码基因在华大基因公司合成；提取枯草

芽孢杆菌（Bacillus subtilis）基因组，设计引物

PCR得到编码4'-磷苯丙胺转移酶基因 sfp。

通过多克隆位点 KpnI、BamHI 分别将 aroL、

ppsA、tktA、aroGfbr构建到中拷贝质粒载体 pCS27

上；通过多克隆位点 KpnI、BamHI、XbaI分别将

4CL1和CCR、tal和 er、car和 sfp构建到高拷贝质

粒载体 pZE12-luc上；通过KpnI、XbaI分别将 tal、

er、car-sfp 构建到高拷贝质粒载体 pZE12-luc 上；

通过 SacI、BcuI 将 car-sfp 构建到 pZE-TAL-ER 的

第2个阅读框中。

1.3 摇瓶培养发酵

挑取抗生素筛选培养皿上的单菌落到装有

4 mL LB培养基的试管中，于 37 ℃，220 r/min培

养过夜，取 1 mL大肠杆菌悬液接种于盛有 50 mL

发酵培养基的 250 mL锥形瓶中进行摇瓶发酵培养，

待菌体密度在 600 nm 处的光密度（OD600）为 0.6

时加入终浓度为 0.5 mmol/L 的异丙基硫代半乳糖

苷（IPTG）诱导，于37 ℃，220 r/min继续培养48 h，

每隔12 h取样用于高效液相色谱分析。

LB培养基：10 g/L蛋白胨、10 g/L氯化钠、5 g/L

酵母粉，溶于去离子水，于 115 °C下灭菌 30 min，

制备固体培养基时加入2%的琼脂粉。
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M9培养基：20 g/L甘油，7 g/L酵母粉，2 g/L

MOPS，6 g/L Na2HPO4，0.5 g/L NaCl，3 g/L KH2PO4，

2 g/L NH4Cl，1 g/L（NH4）2SO4，溶于去离子水，

于115 °C下灭菌30 min。

所有培养基在使用时加入所需的抗性，卡那霉

素、氯霉素、氨苄青霉素终浓度均为 0.5 mmol/L。

M9 培养基在接种菌液时需额外添加终浓度为

0.5 mmol/L的MgSO4和0.05 mmol/L的CaCl2。

1.4 HPLC检测

将购买的苯丙氨酸、肉桂酸、肉桂醇、苯丙

酸、3-苯丙醇标准品配制成呈梯度的标准样品。标

准样品和发酵液样品经 HPLC 检测并定量。使用

DIKMA C18反相柱以及自动进样岛津高效液相色谱

仪，色谱柱的规格为 250 mm×4.6 mm，ID 5 μm，

流动相为混合物甲醇∶乙腈∶水∶乙酸=30∶16∶

54∶0.1。柱温为 40 ℃，总流速为 0.8 mL/min，检

测时间为25 min，检测波长为205 nm、254 nm。

1.5 实验菌种和质粒

本实验用到的菌株、质粒、引物等情况见

表1～表3。

2 结果

2.1 转化肉桂酸生产3-苯丙醇途径的设计

通过查阅文献发现，Chen等［22］利用香豆酸辅

酶 A 连接酶（4CL1）和肉桂酰辅酶 A 还原酶

表表2 本实验所用到的基础质粒

Tab. 2 Plasmids used in this study

Plasmids

pZE12-luc

pCS27

pZE-CCR-4CL1

pZE-ER

pCS-ER

pCS-carsfp

pZE-RgTAL-ER

Description

pLlacO-1; luc; ColE1 ori; Ampr

pLlacO-1, P15A ori, Kanr

pZE-luc carrying CCR from Leucaena leucocephala , and 4CL1 from Arabidopsis thaliana

pZE-luc carrying ER from Clostridium acetobutylicum

pCS27 carrying ER from C. acetobutylicum

pCS27 carrying Car from Mycobacterium marinum and Sfp from Bacillus subtilis

pZE-luc carrying TAL from Rhodobacter glutinis and ER from C.acetobutylicum

Source

Lab Stock

Lab Stock

This study

This study

This study

This study

This study

表表1 本实验所用到的菌株

Tab. 1 Strains used in this study

Strains

Trans 5α

BW25113(F′)

BW25113(F′) ∆pykA ∆pykF

G01

G02

G03

G04

G05

G06

G07

G08

G09

G10

G11

G12

Genotype

BW25113(F′) harboring pZE-CCR-4CL1

BW25113(F′) harboring pCS-ER

BW25113(F′) harboring pZE-CCR-4CL1 and pCS-ER

BW25113(F′) harboring pZE-ER

BW25113(F′) harboring pCS-Carsfp

BW25113(F′) harboring pZE-ER and pCS-Carsfp

BW25113(F′) harboring pZE-RgTAL-ER and pCS-Carsfp

BW25113(F′) harboring pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp

BW25113(F′)∆pykA∆pykF harboring pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp

BW25113(F′) harboring pCS-lac-APTA and pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp

BW25113(F′) harboring pCS-tac-APTA and pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp

BW25113(F′)∆pykA∆pykF harboring pCS-tac-APTA and pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp

Source

Lab Stock

Lab Stock

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

1049



合成生物学 第2卷

（CCR）催化底物 4-香豆酸得到了 501.8 mg/L 的

4-香豆醇，肉桂酸与 4-香豆酸的分子结构相似（苯

环对位少一个羟基）；我们推测4CL1和CCR也能够

催化肉桂酸生成肉桂醇。另外，Sun等［23］利用烯酸

还原酶（ER）催化底物肉桂酸得到了 366.77 mg/L

的苯丙酸，而肉桂醇和肉桂酸结构类似（侧链 2、

3位碳之间存在一个双键）；我们推测ER也能够催

化肉桂醇得到 3-苯丙醇。基于这些推测，设计了

一条依赖于辅酶A还原酶的催化肉桂酸生产3-苯丙

醇的生物途径 1。该途径上，肉桂酸经 4CL1 和

CCR将羧基还原为肉桂醇，接着在ER的催化下将

双键还原生成目标产物3-苯丙醇。

另外，根据已发表文献报道，发现来源于

M. marinum的羧酸还原酶Car能够将短链或芳香族

羧酸还原为对应的醛类化合物［24-25］，而大肠杆菌天

然存在的醇脱氢酶可以将醛类化合物转化为相应

的醇类化合物，鉴于Car的底物谱比较广泛，推测

它能够将苯丙酸转化为苯丙醛；Sfp是来源于枯草

芽孢杆菌的磷酸泛肽基转移酶，相关文献报道其

与Car共同表达时明显增强后者活性［26］。由此，设

计了另一条依赖于羧酸还原酶Car的生产 3-苯丙醇

的生物途径 2。该途径上，肉桂酸经 ER催化将双

键还原生成苯丙酸，接着在Carsfp的催化下将羧基

还原为醇。我们通过分步添加实验验证这两条途

径（图1）是否能顺利生成目标产物。

2.2 筛选转化肉桂酸生产3-苯丙醇的最佳途径

2.2.1 辅酶A依赖的还原途径1
为验证途径 1是否可行，首先通过添加实验来

分别测试 4CL1 和 CCR 对肉桂酸的催化活性以及

ER对肉桂醇的催化活性。由于4CL1催化肉桂酸所

得到的中间产物肉桂酰辅酶 A 标准品难以纯化得

到且价格昂贵，所以本实验将 4CL1和CCR联用催

化肉桂酸，得到产物肉桂醇，肉桂醇标品易得到，

也便于液相检测。

将携带有 pZE-CCR-4CL1的BW25113（F′）菌

株 G01 进行摇瓶培养，为减弱较高浓度肉桂酸对

表表3 本实验所用到的引物

Tab. 3 Primers used in this study

Primer

CCR-4CL1-1-F-KpnI

CCR-4CL1-1-R-BamHI

CCR-4CL1-2-F-BamHI

CCR-4CL1-2-R-XbaI

ER-KpnI-F

ER-XbaI-F

ER框-SpeI-F

ER框-SacI-R

TAL框-SpeI-F

TAL框-SacI-R

Car-KpnI-F

Car-BamHI-R

sfp-BamHI-F

sfp-XbaI-R

AP-NheI-R

TA-NheI-F

APTA-XbaI-F

APTA-BamHI-R

pCS-tac-反-BamHI-F

pCS-tac-反-XbaI-R

tac-Car框-F-SpeI

tac-Car框-R-SacI

Sequence 5′-3′

gggaaaGGTACCatgcctgctgcggctccagc

gggaaaGGATCCttatttggtcggcagcggcaggtg

gggaaaGGATCCaggagatataccatggcgccacaagaacaagcagt

gggaaaTCTAGAttacaatccatttgctagttttgccctc

gggaaaGGTACCatgaacaaatacaagaaattatttgaaccaatcaaaattgg

gggaaaTCTAGAttatatatggtttgcaacttcaaaagcatccc

gggaaaACTAGTaattgtgagcggataacaattgacattgtga

gggaaaGAGCTCacaacagataaaacgaaaggcccagtc

gggaaaACTAGTctcgagaattgtgagcggataacaattga

gggaaaGAGCTCcgacaaacaacagataaaacgaaaggcc

gggaaaGGTACCatgtcacctatcacccgcgagg

gggaaaGGATCCtcacagcaagcccagcagac

gggaaaGGATCCaggagatataccatgaagatttacggaatttatatgg

GGGAAAtctagattataaaagctcttcgtacgagactattgtgat

gggaaaGCTAGCttatttcttcagttcagccaggcttaacc

gggaaaGCTAGCaggagatataccatgtcctcacgtaaagagcttg

gggaaaTCTAGAatgacacaacctctttttctgatcggg

gggaaaGGATCCttacccgcgacgcgctttta

gggaaaGGATCCgtcgccaatcacgcgtgaagagc

gggaaaCATATGttataaaagctcttcgtacgagacta

gggaaaACTAGTctcgagttgacaattaatcatcggctcg

gggaaaGAGCTCcgacaaacaacagataaaacgaaaggcc
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工程菌的生长抑制（下述苯丙酸、肉桂醇同理），

分 3次（分别为添加诱导剂时、添加诱导剂后 3 h、

添加诱导剂后 6 h）添加终浓度为 1.5 g/L 的肉桂

酸，24 h后得到 91 mg/L的肉桂醇［图 2（a）］，这

表明 4CL1 和 CCR 能够接受肉桂酸为催化底物，

但催化活性较低。分析原因可能是肉桂酸与 4-香

豆酸相比 4 位上少了羟基，活性基团缺失导致酶

的催化活性大幅减弱；同样，为验证烯酸还原酶

ER 对底物肉桂醇的催化活性，向携带有 pCS-ER

的 G02 菌株的发酵摇瓶里分 3 次添加终浓度为

1.5 g/L 的肉桂醇，24 h 后得到 129 mg/L 的 3-苯丙

醇［图 2（b）］，这表明 ER 能够接受肉桂醇为底

物，同样的对肉桂醇的催化活性也较低。有文献

报道，当与双键相连的碳原子上有羰基或者硝基

等活性基团存在时，ER 的催化活性会更高［27］，

我们推测烯酸还原酶ER对苯丙酸的催化活性相对

会更高。从上述这两个添加实验来看设计的途径

1 可行，但是由于酶对底物的催化活性较低所以

产量不高。整体的转化效率还待进一步添加实验

验证。

通过双转化得到同时携带 pZE-CCR-4CL1 和

pCS-ER的 G03菌株进行添加实验，同样分 3次添

加终浓度为 1.5 g/L 的肉桂酸， 48 h 后检测到

16.6 mg/L 肉桂醇以及 287.5 mg/L 苯丙酸，但没有

检测到最终产物 3-苯丙醇［图 2（c）］。分析造成这

种情况的原因是ER对肉桂酸的催化活性相对于肉

桂醇较高，当体系中同时存在肉桂酸和肉桂醇时，

ER会优先将肉桂酸还原为苯丙酸，而实验结果表

明 4CL1和 CCR不能将苯丙酸转化生成 3-苯丙醇，

导致产物主要积累在了苯丙酸。

为探究烯酸还原酶ER对肉桂酸、肉桂醇转化

效率的差别，向携带有 pCS-ER的G02菌株的发酵

摇瓶里分 3次添加终浓度为 1.5 g/L的肉桂酸，24 h

后得到 578 mg/L的苯丙酸［图 2（d）］，这表明 ER

对肉桂酸的催化活性更高，羰基等活性基团的存

在确实提高了ER对底物的催化活性。

2.2.2 羧酸还原酶途径2
接着验证途径 2的可行性。由上述实验可知，

相对于催化肉桂醇生成 3-苯丙醇，ER催化肉桂酸

生成苯丙酸的效率更高。途径 2中由肉桂酸生成苯

丙酸的通路打通后，接着要通过添加实验来测试

Carsfp对苯丙酸的催化活性。将携带有 pCS-Carsfp

的 G05 菌株进行摇瓶培养，分 3 次添加终浓度为

1.5 g/L的苯丙酸，24 h后得到 1.51 g/L的 3-苯丙醇

［图 3（a）］，实验结果表明羧酸还原酶 Carsfp 实现

了对苯丙酸的完全转化。为了验证当 ER和Carsfp

联用时肉桂酸能否顺利转化为 3-苯丙醇，将ER构

建到了高拷贝质粒上并进行添加实验，携带有

图图1 3-苯丙醇合成途径的设计RgTAL

RgTAL—来自Rhodobacter glutinis的苯丙氨酸氨裂合酶；4CL1—来自Arabidopsis thaliana香豆酸辅酶A连接酶；

CCR—来自Leucaena leucocephala的肉桂酰辅酶A还原酶；ER—来自Clostridium acetobutylicum的烯酸还原酶；

Car—来自Mycobacterium marinum的羧酸还原酶；sfp—来自Bacillus subtilis的磷酸泛肽基转移酶

Fig. 1 Design of synthetic routes of 3-phenylpropanol

RgTAL—phenylalanine ammonia lyase from Rhodobacter glutinis; 4CL1—from Arabidopsis thaliana coumarate-CoA ligase;

CCR— cinnamoyl-CoA reductase from Leucaena leucocephala; ER—enoic acid reduction from Clostridium acetobutylicum Enzyme;

Car—carboxylic acid reductase from Marine Mycobacterium; sfp—phosphoubiquitin transferase from Bacillus subtilis
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pZE-ER的G04菌株在 24 h内将 1.5 g/L的肉桂酸转

化得到 1.26 g/L的苯丙酸［图 3（b）］，转化率相比

其在中拷贝质粒上时提高了 123%。接着，通过双

转化得到同时携带有 pZE-ER和 pCS-Carsfp的 G06

菌株进行摇瓶培养，分 3次添加终浓度为 1.5 g/L的

肉桂酸，在 48 h 内合成了 429 mg/L 的 3-苯丙醇，

这表明依赖羧酸还原酶Carsfp的途径 2可行。同时

也检测到副产物肉桂醇和苯丙酸分别积累了

319 mg/L和113 mg/L［图3（c）］。

分析造成副产物肉桂醇积累的原因是羧酸还

原酶Car的杂泛性，导致Car催化肉桂酸生成了大

量肉桂醇。为验证猜想，将携带有 pCS-Carsfp 的

G05菌株进行摇瓶培养，24 h后将 1.5 g/L的肉桂酸

转化得到 375 mg/L 的肉桂醇［图 3（d）］。这表明

Car能够接受肉桂酸为底物，但相较于催化苯丙酸

而言，催化肉桂酸的活性较低。上述实验结果表

明依赖羧酸还原酶Car的还原途径能够将肉桂酸转

化为目标产物 3-苯丙醇，为了达到利用廉价碳源

生产高附加值化合物的目标，将使用基本培养基

培养宿主菌实现对3-苯丙醇的从头合成。

2.3 从头合成3-苯丙醇

大肠杆菌自身代谢通过莽草酸途径能够产生

L-苯丙氨酸，而来源于Rhodobacter glutinis的苯丙

氨酸氨裂解酶基因 tal能够催化L-苯丙氨酸脱氨基

生成肉桂酸。根据现有的报道可以发现该酶的应用

已经非常成熟，如 Wang 等［28］利用来自红车轴草

（Trifolium pretense）的 tal 基因，在饲喂 3 mmol/L

图图2 验证辅酶A依赖的还原途径1

Fig. 2 Validation of coenzyme A-dependent reduction pathway 1
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苯丙氨酸的条件下，得到 241.3 mg/L 的肉桂酸。

将 tal 和烯酸还原酶基因 er 构建到 pZE12-luc 载体

上得到 pZE-RgTAL-ER，与 pCS-carsfp一起双转入

大肠杆菌BW25113（F′）中得到生产菌株G07，以

甘油为基本碳源从头合成3-苯丙醇（图4）。

实验结果表明，当将 3-苯丙醇的外源合成途

径转入大肠杆菌后，摇瓶培养 48 h 从头合成了

91 mg/L的 3-苯丙醇，表明设计的 3-苯丙醇的微生

物合成途径可行。然而该产量远低于向培养基中

直接添加肉桂酸时得到的产量，这表明整个途径

中肉桂酸的供应不足。为了实现 3-苯丙醇的高产，

需要通过基因调控使更多碳流量流向肉桂酸。为

了方便接下来对上游基因的修饰，通过模块优化

等行距将下游途径中 3个关键基因均整合到同一个

高拷贝质粒上，具体而言，即将羧酸还原酶Carsfp

整合到 pZE-RgTAL-ER的第 2个阅读框上；同时为

了强化苯丙氨酸氨裂合酶TAL及烯酸还原酶ER的

表达，将上述这两个基因置于更强的 tac启动子控

制下，得到 pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp。将该质粒

转化到野生型大肠杆菌BW25113（F′）中得到菌株

G08并进行从头合成实验，发现 48 h得到 189 mg/L

3-苯丙醇的最高产量，相比基因整合前提高了1倍，

但这一产量仍远低于向培养基中直接添加肉桂酸时

得到的产量，进一步说明充分扩大上游代谢通路碳

通量对提高 3-苯丙醇的产量至关重要。

图图3 验证羧酸还原酶依赖的途径2

Fig. 3 Validation of carboxylic acid reductase-dependent pathway 2
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2.4 敲除竞争途径对33-苯丙醇产量的影响

据报道，多种植物、藻类、真菌和细菌皆可以

通过莽草酸途径产生芳香化合物［29-30］。莽草酸酯途径

由来源于糖酵解途径（EMP）中的磷酸烯醇式丙酮

酸（PEP）和来源于磷酸戊糖途径（PPP）中的D-赤

藓糖-4-磷酸（E4P）缩合形成3-脱氧-D-阿拉伯糖庚

酸七磷酸酯（DAHP）开始，如何增加这两种关键前

体的供应成为亟待解决的问题。大肠杆菌的PTS转运

途径需要消耗大量PEP作为磷酰基供体参与葡萄糖的

跨膜运输［31］，因此当使用葡萄糖为碳源生产芳香化

合物时，一般会构建PTS缺陷型宿主菌以节省PEP供

莽草酸途径使用［32-34］，而甘油是葡萄糖的替代底物，

更有利于通过莽草酸途径实现高附加值的芳香化合物

的生物合成［35-36］。本课题在从头合成3-苯丙醇时均采

用甘油为单一基本碳源，故不考虑PTS缺陷型的构

建。重要的是磷酸烯醇式丙酮酸作为莽草酸途径的关

键前体，它还参与由丙酮酸激PykA、PykF催化的反

应，这些酶催化PEP产生丙酮酸，同时生成ATP为

细胞内代谢活动供能。有文献报道缺失丙酮酸激酶使

PEP的可用性提高［37-38］，我们用了同样的策略在宿主

菌BW25113（F′）的基因组上敲除了 pykA、pykF，

得到了丙酮酸激酶缺失菌株 BW25113（F′）ΔpykA

ΔpykF作为新的宿主菌［图 5（a）］。接着，将 pZE-

图图4 在菌株G07和菌株G08中从头合成3-苯丙醇

Fig. 4 De novo production of 3-phenylpropanol in strains

G07 and G08

图图5 pykA/F敲除对3-苯丙醇产量的影响

DHAP—磷酸二羟丙酮；PYR—丙酮酸；PEP—磷酸烯醇式丙酮酸；E4P—D-赤藓糖-4-磷酸；DAHP—3-脱氧-D-阿拉伯糖庚酸七磷酸酯；

TktA—转酮酶；PykA/F—丙酮酸激酶；PpsA—磷酸烯醇式丙酮酸合酶；AroF/AroGfbr/AroH—3-脱氧-D -阿拉伯糖庚酸七磷酸酯合酶

Fig. 5 Production of 3-phenylpropanol in pykA/F knockout strain

DHAP—dihydroxyacetone phosphate; PYR—pyruvate; PEP—phosphoenolpyruvate; E4P—D-erythrose-4-phosphate;

DAHP—3-deoxy-D-arabinoheptanoate heptaphosphate; TktA—Transketolase; PykA/F—pyruvate kinase; PpsA—phosphoenolpyruvate synthase;

AroF/AroGfbr/AroH—3-deoxy-D-arabinoheptanoate heptaphosphate synthase
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tac-RgTAL-ER-Carsfp 转入 BW25113 （F′） ΔpykA

ΔpykF中得到生产菌株G09，以基本培养基从头合

成3-苯丙醇。

实验结果如图 5（b）所示， 48 h 内产生了

439 mg/L的 3-苯丙醇，相比敲除 pykA、pykF前提

高了 130%［图 5（b）］，这充分说明 PEP 竞争途径

的敲除显著提高了 PEP 的供应。但敲除 pykA、

pykF大幅阻断了大肠杆菌的糖酵解途径，导致宿

主菌的生长速度明显降低，使发酵周期被延长。

有文献报道了一种既不影响宿主菌正常的糖酵解

途径又能有效增加 PEP 供应的策略——碳储存调

节系统（Csr）的调节。具体而言，CsrA是一种调

节碳代谢和能量代谢相关基因转录的蛋白质［39］，

丙酮酸激酶（PykF）受到CsrA的正调控，而由丙

酮酸产生PEP的PpsA受到CsrA的负调控，研究发

现，CsrA 的缺失可增强糖异生代谢流量，促进

PEP的积累。Yakandawala等［42］敲除了 csrA基因，

并观察到 PEP 浓度增加［40-41］，因此 csrA 的删除导

致细胞内 PEP 浓度在整个指数生长期和稳定期升

高。另外，csrB（编码一种来自碳储存调节器的小

的未翻译 RNA）的过表达也能提高大肠杆菌内

PEP的供应［42］。

除了 PEP，另一个关键前体 E4P 的供应也同

样需要提高，否则两种前体的供应不平衡将导致

无法充分利用碳源生产目标产物。D-赤藓糖-4-磷

酸（E4P）是磷酸戊糖途径（PPP）的中间产物，

增加 E4P 通量的最常见方法是过表达转醛醇酶和

转酮酶基因，以促进景天糖-7-磷酸（S7P）和甘

油醛 -3-磷酸（G3P）转化为 E4P 和果糖 -6-磷酸

（F6P）［43-44］。

2.5 关键基因的过表达对3--苯丙醇产量的影响

Knop 等［45］ 在 大 肠 杆 菌 中 过 表 达 转 酮 酶

（TktA）后，观察到莽草酸产量从 38 g/L 增加到

52 g/L；另外，Lu和 Liao［46］在已经过表达转酮酶

基因的菌株中，继续过表达转醛醇酶基因并没有

显示芳香化合物产量的进一步增加，这一结果可

能与 tktA过表达时E4P供应饱和有关，得出结论转

酮酶比转醛醇酶更有效地将碳通量引导到芳香途

径。因此我们设计引物扩增得到转酮酶基因 tktA。

Chandran等［47］在早前的报道中提到编码 PEP合成

酶（催化丙酮酸转化为 PEP）的基因 ppsA 的过表

达提高了胞内PEP的供应，在阻断PEP降解途径的

同时，增强它的合成途径将进一步提高 PEP水平。

莽草酸途径是将中心碳代谢与芳香族氨基酸（包

括L-Trp、L-Tyr和L-Phe）的生物合成联系起来的

代谢中枢。随着莽草酸途径中两个关键前体可用

性的提高，莽草酸途径内部的代谢步骤成为新的

瓶颈，为使重要中间体芳香氨基酸 L-苯丙氨酸大

量积累，接下来工作的焦点将转移到增加莽草酸

途径碳通量。莽草酸途径的第 1步是由DAHP合成

酶催化PEP和E4P合成DAHP，而DAHP合酶活性

受莽草酸途径下游产物芳香族氨基酸浓度的反馈

调节，这是细胞为避免积累过量芳香化合物长期

自然进化形成的反馈调节机制。大肠杆菌有 3种不

同的 DAHP 合酶同工酶（分别由 aroF、 aroG、

aroH编码，其中 aroG对DAHP合酶的活性贡献达

80%［48］），分别受到产物酪氨酸、苯丙氨酸和色氨

酸不同程度的反馈抑制，0.1 mmol/L的L-苯丙氨酸

或酪氨酸就可以完全抑制 aroG或 aroF［49］。为使更

多的碳通量被引导至L-苯丙氨酸，编码AroG的抗

反馈抗性（fbr）酶基因aroGfbr被克隆。另外，aroK

编码的莽草酸激酶Ⅰ的Km值（20 mmol/L）比AroL

高 100倍，AroL是莽草酸途径中的限速酶［50］。尤

其是当工程菌内芳香氨基酸浓度较高的情况下

AroL 的催化活性很可能受到限制，而其同工酶

AroK 功能良好［51］。此外， aroG、 aroF、 aroH、

aroL的转录被 TyrR抑制［52-53］。为了增加 L-苯丙氨

酸的积累，tyrR通常被灭活。以大肠杆菌基因组为

模板克隆得到莽草酸激酶基因 aroL，与上述提到

的PEP合酶ppsA、转酮酶 tktA以及DAHP抗反馈合

酶 aroGfbr共同构建到中拷贝质粒 pCS27上，得到质

粒 pCS-AroGfbr-PpsA-TktA-AroL［图 6（a）］，下面

简称为 pCS-APTA；同时，为强化上述关键基因的
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图图6 增强莽草酸途径对3-苯丙醇产量的影响

DHQ—3-脱氢奎尼酸；DHS—3-脱氢莽草酸；SHK—莽草酸；CHOR—分支酸；

AroB—脱氢奎尼酸合成酶；AroD—脱氢奎尼酸脱水酶；AroE—莽草酸脱氢酶；

AroK/AroL/AroA/AroC—脱氢莽草酸脱水酶；PheA—预苯酸脱水酶

Fig. 6 Strengthening of shikimate pathway on production of 3-phenylpropanol

DHQ—3-dehydroquinic acid; DHS—3-dehydroshikimate; SHK—shikimic acid; CHOR—chorismate;

AroB—dehydroquinic acid synthase; AroD—dehydroquinic acid dehydratase, AroE—Shikimate dehydrogenase;

AroK/AroL/AroA/AroC—dehydroshikimate dehydratase; PheA—prephenate dehydrogenase
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表达，将上述 4个基因置于强启动子 tac控制下得

到pCS-tac-APTA。

为观察不同强度启动子控制莽草酸途径关键

基因对苯丙醇产量的影响，将 pCS-lac-APTA、

pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp 及 pCS-tac-APTA、pZE-

tac-RgTAL-ER-Carsfp分别双转化到BW25113（F′）

菌株中得到G10和G11菌株并进行从头合成实验，

48 h后，G11菌株产生了 474 mg/L的 3-苯丙醇，而

G10菌株的产量仅为 247 mg/L［图 6（b）］。结果表

明在强启动子 tac的控制下过表达的莽草酸途径关

键基因能够有效加强莽草酸途径的碳通量。于是

将 pCS-tac-APTA、pZE-tac-RgTAL-ER-Carsfp 的组

合转化到双敲除菌BW25113（F′）ΔpykA ΔpykF中

得到 G12，以从头合成 3-苯丙醇， 48 h 后得到

841 mg/L 的产量，与未过表达莽草酸途径关键基

因时相比产量提高了90%［图6（c）］。

3 结果与讨论

利用酿酒酵母作为底盘细胞，用来源于

Photorhabdus luminescens 的苯丙氨酸氨裂合酶

（PAL）、来源于诺卡氏菌 Nocardia sp. 的芳基羧

酸还原酶（Car）和大肠杆菌内源的磷酸泛烯基

转移酶（PPTase）生产了 212.9 mg/L 的 3-苯丙醇

已见报道［54］，虽然该报道中并没有探究肉桂醇

的双键被何酶催化加成生成还原产物 3-苯丙醇，

但使得 3-苯丙醇的微生物合成得以实现。随着

3-苯丙醇潜在价值的不断挖掘和应用的不断发

展，工业化生产成为被关注的焦点。大肠杆菌

因其充分的研究背景和易于基因工程操作、繁

殖迅速等优势，成为最常使用的基因工程底盘

菌株。2021 年 6 月，天津大学的 Liu 等［55］利用

反转录生物合成的分析策略，通过逆合成的思

路搭建出目标产物 3-苯丙醇可能的代谢途径，

通过优化培养条件最终在工程大肠杆菌里得到

847.97 mg/L的 3-苯丙醇。同期我们也致力于将

大肠杆菌作为工程菌生产 3-苯丙醇，根据已发

表文献的报道，理性设计了两条 3-苯丙醇的合

成途径并对其分别进行验证。依赖于辅酶 A 的

途径一未能将 1.5 g/L 的肉桂酸转化为 3-苯丙醇，

而依赖于芳基羧酸还原酶的途径二在添加相同

量的肉桂酸后成功检测到 3-苯丙醇，表明了途

径二的可行性。利用途径二，以甘油为基本碳

源从头合成 91 mg/L 的 3-苯丙醇，经过分析确定

出瓶颈所在，通过模块优化整合、对竞争途径

的敲除以及对上游关键基因的过表达，最终在

48 h 的摇瓶发酵培养中得到 841 mg/L 的目标产

物。3-苯丙醇的产量得到了大幅提升，但距离工

业化仍有一定距离。我们尝试从酶本身的性质

以及辅因子供给出发，探索进一步提高 3-苯丙

醇产量的策略。因为肉桂酸经过两步连续的还

原反应被代谢生成 3-苯丙醇，这需要额外的还

原力。理论上为反应体系提供更多的还原力对

提 高 反 应 产 量 有 正 向 作 用 。 据 报 道 来 源 于

Candida boidinii 的甲酸脱氢酶（基因 fdh）能够

催化甲酸根阴离子氧化为 CO2，同时 NAD+还原

为 NADH［56-57］，因此，将 fdh 引入质粒表达体系

来增加 NADH 的供应，为烯酸还原酶 ER 的催化

提供更多辅因子，甲酸根阴离子以甲酸钠的形

式外源添加，然而最终产量仅有引入前的一半，

细胞密度也较引入前低，推测甲酸根阴离子对

底盘细胞的生长呈抑制作用，应分批次逐步添

加以降低对细胞的影响。另外，莽草酸通路末

端的分支酸除能转化为 L-苯丙氨酸外，还将生

成 L-酪氨酸等芳族化合物，将合成 L-酪氨酸的

基因 tyrA 敲除将使碳通量最大化流向 L-苯丙氨

酸，也就意味着更多目标产物的生成。另外，

本课题所进行的研究均建立在质粒载体表达的

基础上，众多基因给宿主菌带来了沉重的负担，

一方面细菌传代影响质粒的稳定遗传，另一方

面也导致菌本身生长活性的降低，随着 CRISPR

基因编辑技术的迅猛发展，将异源基因引入到

宿主菌基因组上的整合方法变得高效，可以将

途径下游的 3 个基因均整合到宿主菌基因组上，

并由强启动子控制，也可以通过增加拷贝数的

方法来增强基因的表达以实现 3-苯丙醇的高产，

进而实现工业化生产的目标。
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