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从翻译后修饰角度解析人工合成途径与底盘细胞的适配性
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摘要： 揭示工程化设计的人工合成途径与底盘细胞整体代谢网络的交互作用及适配性机制是合成生物学研究的

关键共性科学问题。细胞内酰基CoA是微生物合成生物活性物质如聚酮、芪类及黄酮类、生物碱、生物能源及生

物材料等的前体，提高细胞内酰基CoA供应水平，能够促进微生物合成产率升高；酰基CoA也是蛋白质酰基化修

饰的酰基基团供体，酰基CoA积累导致合成代谢途径相关酶的酰基化水平提高，抑制代谢酶催化活性及合成效

率。本文从酰基CoA平衡及酰基化修饰的角度，重点阐述了酰基CoA双重效应（酰基化供体及代谢前体）的相互

影响与平衡，随后通过红霉素、丁醇、赤松素的实例总结了翻译后修饰代谢工程在调节微生物合成途径各元件

间、合成途径与底盘之间的适配性，促进产物合成方面的实际应用。
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Abstract: The complexity of chassis cell influences the effectiveness of synthetic constructs and resource allocation.

The effect of regulatory systems on the engineered biosynthetic pathways in microorganisms remains incompletely

understood. Acyl-CoAs function as key precursors for the biosynthesis of various natural products as well as the

dominant donors for protein acylation. Increasing supply of acyl-CoAs contributes to the increased yield, while

oversupply also leads to an increase in the global acylation level thereby decreasing the biosynthesis of natural
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products. Here we provide an overview of the host-construct interactions in the view of the intricate balance of cellular

concentrations for acyl-CoAs and the yields of acyl-CoAs-derived products. In particular, we highlight the application

of post-translational modification metabolic engineering (PTM-ME) on the biosynthesis of erythromycin, butanol and

pinosylvin biosynthesis via raising acyl-CoAs supply, and in the same time bypassing the feedback inhibition caused by

acylation. In conclusion, the system-level understanding of PTM with proteins offers a conceptual and technological

framework for creating new metabolic enzymes/pathways to optimize the optimal production of desired products.
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自 20 世纪初创建以来，合成生物学突破了

传统的“自上而下”理念，形成了以人工设计

为主导、系统化和标准化生物技术为手段的

“自下而上”正向工程学思路，构建标准化和通

用型的生物元件模块（如基因线路、酶、代谢

途径等），在简约型底盘细胞中进行整合、测试

和优化，实现定量可控的平台化新生命系统的

高效运行。基于合成生物学的工业生物技术也

成为了解决当前人类健康、资源、能源和环境

等问题最具潜力的技术方法。在合成生物学的

飞速发展过程中，产物合成核心元件的标准化

及其与底盘细胞的适配性则是制约人工生物合

成系统“能力提升”的“卡脖子”问题［1］。为

了克服这一难题，我们必须解决以下几个基础

问题：阐明合成代谢调控机制，建立微生物合

成的理论与方法，设计及构建人工微生物合成

体系（工程化菌种），实现生物合成的定向性和

高效性。

现有的产业化应用菌株主要是通过传统的随

机选育方法或单一代谢途径修饰的方法获得。

生物学家逐渐发现，传统的代谢工程方法仅仅

通过合成途径的优化改造，对于高效生物合成

的作用是非常有限的，甚至导致对细胞行为的

不良影响，危及整个工程菌的性能［2-3］。随着生

命科学技术的发展，系统生物技术方法、网络

调控分子机制、人工元件设计及模型优化已经

越来越渗透到微生物合成体系研究领域［4-6］，微

生物高效合成产物主要取决于合成途径中关键

节点酶的催化效率及前体供应，考虑到合成代

谢通路的动力学控制并不仅仅局限在一个单独

的反应或途径中，而是分布在整个网络甚至整

个系统中，微生物合成的工程改造必须从单个

代谢通路的优化转变到代谢调控网络及生物系

统的优化（图 1）。因此，加深理解微生物合成

代谢与调控的分子基础，揭示工程化设计的

（内源及外源）生物合成体系与细胞整体代谢网

络的交互作用及适配性机制是当前微生物合成

理论与方法研究的重要方向。

微生物拥有极其复杂的调控网络和响应机制

以应对培养环境及胞内代谢状态变化，利用多

种 调 控 模 式 调 节 胞 内 代 谢 网 络 及 代 谢 流 分

布［4，7-12］。已有的研究表明，微生物细胞调控其

（内源性或嵌入性）工程化设计生物合成体系有

以下 3 种方式：基因转录及翻译调节胞内代谢酶

丰度［13-15］；变构效应及翻译后修饰调控胞内代

谢酶活性［16-17］；前体供应及辅因子浓度影响合

成代谢反应速率［18-19］。与此同时，代谢工程及

合成生物学的研究重点也相应地聚焦在：生物

合成元件的挖掘、设计、优化、改造及组装；

调控元件及调控网络优化，维持合成代谢酶的

高表达；前体及辅因子工程，强化前体与辅因

子供应；代谢酶优化改造，解除产物的变构反

馈抑制。这些分工明确的系统性研究深化了对

微生物合成理论与方法的理解，实现了微生物

药物［20-23］、生物燃料及化学品［24-27］、生物基聚合

物［28-30］的高效合成。然而，作为微生物固有体

系 的 组 分 ， 翻 译 后 修 饰 （post-translational

modification， PTM）系统对工程化生物合成途

径的调控机制及合成效率的影响仍缺乏系统研

究，基于翻译后修饰的代谢工程及合成生物学

也鲜有报道。
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1 酰基CoA与蛋白质酰基化修饰

蛋白质翻译后修饰是一种所有生命体都广泛

存在的重要调控机制，主要包括磷酸化、甲基化、

酰基化等。PTM能够通过酶活性调节，改变亚细

胞定位、与分子伴侣间相互作用、蛋白质稳定性

及其与DNA结合能力等方式，赋予其修饰蛋白质

全新的功能和性质。

以酰基化为代表的蛋白质翻译后修饰一直是

广受追捧的研究热点。1964年 Allfrey和同事首次

在真核细胞中，发现了组蛋白的赖氨酸存在乙酰

化修饰，并指出这种乙酰化修饰具有重要的转录

调控功能［31-32］；1997 年非组蛋白（如肿瘤抑制蛋

白 p53）中也发现了赖氨酸乙酰化修饰的存在［33］；

2002年更进一步发现了原核细胞中可逆赖氨酸乙

酰化（reversible lysine acylation， RLA）对乙酰

CoA合成酶活性的调控机制 ［34］。随着高分辨率质

谱技术的发展，越来越多的研究证实RLA是一种

真核细胞及原核细胞中都广泛存在的蛋白质功能

调控模式［34-36］。

蛋白质的乙酰化是一个动态可逆的过程，生

物体存在两种蛋白质乙酰化机制：①酶催化机制，

通过乙酰转移酶将乙酰 CoA上的乙酰基团转移到

赖氨酸侧链氨基；②非酶乙酰化机制，酰基化反

应是高放热反应，且形成的酰胺键非常稳定，细

胞内高浓度的乙酰CoA或乙酰磷酸（AcP）在碱性

pH 条件下可自发乙酰化蛋白质赖氨酸的侧链氨

基［37-38］。由于两种乙酰化机制（酶催化和非酶催

化）在细胞中同时存在，目前尚无有效方法区分

底物蛋白的乙酰化修饰是由哪种机制产生。去乙

酰化反应是蛋白质乙酰化的逆向反应，在酶催化

和非酶催化的乙酰化反应中，有部分能通过去乙

酰化酶的催化脱去乙酰化，另一部分则不能发生

去乙酰化，细胞如何处理这些不能脱去乙酰化的

蛋白质的机理尚不明确。

乙酰化中和了赖氨酸 ε-氨基的正电荷，提高其

疏水性的同时增大赖氨酸侧链体积。因此，赖氨

酸的乙酰化会抑制其侧链形成氢键，及其与负电

荷残基发生静电相互作用的能力，却能增加与其

他蛋白相互作用的范德华力。除了乙酰基基团之

外，其他酰基基团也可以酰基化赖氨酸的侧链氨

基，如丙酰化［39］、丁酰化［40］、琥珀酰化［41］、丙二

酰化［42］、戊二酰化［43］、巴豆酰化［44］、β-羟基丁酰

化［45］，以及最新发现的苯甲酰化［46］、乳酸化［47］

等。不同的酰基化修饰造成了蛋白质结构和性质

的多元性，以调节酶催化活性、蛋白质稳定性或

与其他分子间相互作用的方式影响细胞的代谢过

程。根据酰基基团性质的不同，酰基化修饰可分

为 3类：①疏水非极性酰基化，例如丙酰化、丁酰

化和巴豆酰化，它们在乙酰化赖氨酸残基的基础

图图1 底盘细胞对人工生物合成途径的影响

（基因表达调控、前体及辅因子供应、酶活性调控和产物转运等）

Fig. 1 Effect of chassis cells on artificial biosynthesis pathways

(gene expression regulation, precursor and cofactor supply, enzyme activity regulation, product transport, etc.)
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上，延伸了烃链，进一步增加其疏水性；②极性

酰基化，例如β-羟基丁酰化和2-羟基异丁酰化，其

特点是包含一个可与其他分子形成氢键的羟基；

③酸性酰基化，例如丙二酰化、琥珀酰化和戊二

酰化，这种类型的酰基化修饰能使赖氨酸电荷

由+1 变为-1，电荷改变程度与磷酸化相当（由 0

到-2），因此，这类酰基化修饰与前两类差异显

著。这些修饰基团结构和功能的多样性无疑增加

了蛋白质修饰机制与调控研究的复杂性［36］。

酰基化修饰的发生与基础营养代谢的失衡紧

密相关。微生物细胞内氮源匮乏或碳流溢出导致

胞内 AcP和乙酰 CoA 积累，继而引发高水平的蛋

白质乙酰化，这些乙酰化蛋白多为代谢酶并且大

量分布于 TCA循环、糖酵解、脂肪酸代谢、丙酮

酸代谢等多种中心代谢途径，缓冲碳流过量带来

的压力，反馈影响中心代谢，葡萄糖、乙酸、乳

酸 等 碳 源 的 过 量 均 能 导 致 这 种 乙 酰 化 反 馈

效应［38，48-49］。

随着翻译后修饰蛋白质组学技术的发展，越

来越多的研究证实，蛋白质酰基化水平的改变依

赖于与之对应的酰基 CoA浓度。微生物中不同的

酰基CoA来源也不尽相同，例如，乙酰CoA和琥

珀酰CoA主要来源于TCA循环，丙二酰CoA主要

来源于乙酰CoA羧化酶催化的乙酰CoA羧化反应

（脂肪酸合成的第一步反应）。因此，乙酰化和琥

珀酰化可能与能量代谢关联，丙二酰化修饰则可

能与脂肪酸代谢相关。这种推测在随后的研究中

得到证实，由葡萄糖/丙酮酸添加引起的糖酵解及

TCA循环增强，细胞内乙酰化和琥珀酰化修饰水

平也随之提升［50］；抑制脂肪酸合成酶的情况下，

丙二酰 CoA累积，细胞内蛋白质丙二酰化水平也

随之升高［51］。此外，外源脂肪酸盐的添加同样会

引起细胞内酰基化水平的波动，乙酸盐、丙酸盐、

琥珀酸盐或丁酸盐的添加均能通过增加胞内相应

酰基CoA积累引起酰基化修饰水平的显著提高［52］。

2 酰基CoA与微生物天然产物合成

微生物，是目前已知的天然产物或次级代谢

产物合成的主要底盘细胞，利用微生物生产所得

的次级代谢产物例如抗生素、生物碱、萜类、酚

类等广泛地应用于医药和农业为代表的多种产业

中。葡萄糖、脂肪酸、氨基酸等营养物质的基础

代谢为次级代谢产物合成提供所需的各种酰基

CoA 类前体和辅因子，这些前体物质的供给充足

是产物合成的先决和保障，前体物质的供应能力

也在一定程度上决定和制约着产物的合成能力。

2.1 酰基CoA积累促进产物合成

乙酰CoA不仅是TCA循环的必需组分，也是细

胞内脂质、氨基酸和次级代谢产物合成的重要前体，

乙酰CoA还能通过各种途径转化生成其他酰基CoA，

用于更多代谢产物如聚酮类、芪类、黄酮类、生物能

源类及生物材料等物质的合成。聚酮类化合物具有多

样的分子结构、功能和生物活性，比如抗细菌（红霉

素、四环素）、抗真菌（灰黄霉素、两性霉素）、抗寄

生虫（阿维菌素、奈马克丁）、抗癌（多柔比星）以

及免疫抑制（雷帕霉素）等。聚酮类物质的合成与脂

肪酸合成类似，是一种链延伸式的合成方式：在聚酮

合酶（PKSs）的催化作用下，以酰基CoA为起始单

元，不同类型的其他酰基CoA（如乙酰CoA、丙酰

CoA、丙二酰CoA、甲基丙二酰CoA等）为延伸单

元，重复脱羧缩合形成聚酮链环。例如，红霉糖多孢

菌的红霉素合成，一个起始单元丙酰CoA和六个延

伸单元甲基丙二酰CoA由多个PKSs催化缩合形成红

霉素的主环6-脱氧红霉内酯B（6-dEB）；抗生素链霉

菌的竹桃霉素合成，以乙酰CoA为起始单元，6个甲

基丙二酰CoA为延伸单元；委内瑞拉链霉菌的酒霉

素合成，以丙酰CoA为起始单元，1个丙二酰CoA和

4个甲基丙二酰CoA为延伸单元；诺尔斯链霉菌的制

霉菌素合成，以乙酰CoA为起始单元，3个甲基丙二

酰CoA及15个丙二酰CoA为延伸单元等。植物合成

的芪类和黄酮类化合物（例如赤松素和白藜芦醇），

是由植物特有的PKS Ⅲ催化丙二酰CoA合成，在微

生物中通过合成生物学方法设计合成途径，异源表达

PKS Ⅲ，也能实现这类物质的高效合成。生物能源

类物质（如丁醇、长链脂肪醇、脂肪酸及烷烃等），

多以乙酰CoA、丙二酰CoA及其他酰基CoA为合成

前体。聚羟基脂肪酸酯（PHA）由乙酰CoA及各种

羟基脂酰CoA聚合而成，是一种具有良好的生物相

容性、生物可降解性和热加工性能的天然高分子生物
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材料。

通过代谢工程及合成生物学手段强化酰基CoA

前体的供应，是提高产物合成效率的常用策略。例

如，在黄酮类物质的生物合成中，通过过表达异源乙

酰CoA羧化酶和敲除酰基CoA：甘油二酯酰基转移

酶的方式，优化丙二酰CoA合成途径，增强丙二酰

CoA供应，显著促进泥质链霉菌中光神霉素合成［18］。

在委内瑞拉链霉菌中，敲除前体（2S）-丙二酸乙酯

酰CoA代谢相关基因meaA，共表达泰乐菌素聚酮合

酶与途径特异型调控因子PikD，增强前体供应，使

泰乐酮产量提高了10倍［19］。在红霉素的工业生产中，

利用适量浓度正丙醇的添加，增强丙酰CoA供应，

激活丙酰CoA羧化酶，加速甲基丙二酰CoA的转化

率，可提高红霉素的产量［53-54］；通过敲除丙酰CoA

羧化酶的负调控蛋白PccD，提高丙酰CoA的同化效

率和甲基丙二酰CoA供应，实现了红霉素产量的翻

倍［55］。在天蓝色链霉菌中，敲除G6P脱氢酶和过表

达乙酰CoA羧化酶，增强丙二酰CoA的供应，最终

使放线菌素的产量提高了近5倍［56］。

在芪类物质的合成中，通过增加丙二酰 CoA

供应，同样可以实现白藜芦醇和赤松素生物合成

的显著提高［57-58］。在倍半萜青蒿素的前体紫穗槐二

烯的生物合成中，通过过表达乙醛脱氢酶和乙酰

CoA合成酶，增强乙酰 CoA代谢流，使得紫穗槐

二烯产量提高了一倍［59］。通过重塑中心代谢的方

式，提高胞内乙酰 CoA供应，实现倍半萜烯类化

合物法呢烯 （β-farnesene）发酵单位达 130g/L［60］。

在生物能源类物质的生物合成中，提高乙酰 CoA

供应，可使正丁醇产量提升 2倍，在此基础上继续

敲除乙醇脱氢酶ADH1-5和过表达乙醛脱氢酶突变

体 adeEA267T/E568K，强化乙酰 CoA 供应，正丁

醇产量进一步增加了40%［61］。

除了提高前体酰基CoA的供应之外，消除与产

物合成无关的酰基CoA消耗也是强化前体供应的有

效手段。以常用的底盘细胞大肠杆菌为例，高速生

长期代谢溢出产生的乙酸是有氧发酵的主要副产

物，乙酸积累对细胞生长和产物合成都有负面影

响，是一种碳源的损耗［62］。因此，针对这种碳源损

耗的代谢工程改造有利于提高产物的合成。

乙酸主要来源于两个途径：磷酸转乙酰基酶/乙

酸激酶（Pta/AckA）途径和丙酮酸氧化酶（PoxB）

途径［63］。在大肠杆菌中，敲除 pta能够有效减少乙

酸生成，同时增加产物白介素 -2 和脂肪酶的合

成［64-65］；敲除pta同样能使脂肪酸产量提高20%［66］；

同时敲除 pta 和 ackA 可使乙酸异戊酯产量增加一

倍［67］，在此基础上继续敲除 poxB虽然能进一步降

低乙酸生成，但产物产量却没有随之增加［68］。在真

氧产碱杆菌和棕色固氮菌中采用相同的策略，同样

实现聚羟基丁酸酯（PHB）产量提高 2.5 倍［69-71］。

Mccleary等［72］认为，敲除 Pta/AckA途径能有效减

少乙酸的生成，但也会造成ATP和AcP合成受限，

可能在一定程度上影响细胞的生长代谢。对此，

Kim等［73］采用反义RNA技术降低Pta/AckA表达水

平，也可实现产物产量2倍的增长。

为了实现产物合成的最优化，除了针对 Pta/

AckA途径和 PoxB途径的敲除/敲低之外，也需要

配合其他竞争途径关键酶的敲除改造。例如，组

合敲除 ackA、乳酸脱氢酶和富马酸还原酶，可使

乙醇产量提高 2 倍［74］；组合敲除乳酸脱氢酶、乙

醇脱氢酶和富马酸还原酶，可使正丁醇产量提高

1倍［75］；组合敲除 pta、富马酸还原酶、乳酸脱氢

酶和乙醇脱氢酶，结合培养条件的优化，可使丁

酸盐终产量提高近10倍［76］。

2.2 酰基CoA积累诱发酰基化抑制效应

外源性或内源性因素引起的细胞内酰基 CoA

波动是翻译后修饰调控系统启动的“开关”。胞内

酰基 CoA的累积诱发产物合成相关代谢途径大量

代谢酶和调控蛋白的酰基化，抑制终产物合成，

这种翻译后修饰引发的反馈调控主要表现在两个

层面：转录层面调控和翻译后修饰层面调控。

转录层面的调控主要通过调节相关转录调控

因子的酰基化水平实现。微生物的生长过程往往

伴随着碳、氮、磷等营养物质的供给波动，由不

同转录因子介导的转录调控能够消除营养物质剧

烈波动引起的代谢紊乱，以及由此产生的对细胞

生长、分化、繁殖和次级代谢产物合成的不良影

响。大量的研究发现，胞内许多转录调控因子是

酰基化的修饰底物，其修饰位点多位于DNA结合

结构域，通过改变赖氨酸的电荷，抑制与DNA的

结合活性的方式影响靶基因的转录［77-79］。例如，类
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球红细菌中氧敏调控因子 FnrL的乙酰化抑制其与

靶标DNA的相互作用［80］；沙门氏菌中亮氨酸响应

调控因子 Lrp的乙酰化导致其 DNA 结合活性的显

著降低［81］，毒力调控因子 PhoP的乙酰化能降低其

毒性［82］，毒力调控因子HilD的乙酰化能增强其稳

定性［83］；天蓝色链霉菌中氮调控因子GlnR的多位

点乙酰化显著抑制其DNA结合能力和协同调控能

力［84］；红霉糖多孢菌中磷调控因子 PhoP的丙酰化

强烈抑制其PHO结构域的DNA结合活性，削弱对

靶基因的调控能力［85］。微生物的生长和次级代谢

产物合成过程并非依赖某一调控因子的单线调控，

而是涉及更为复杂的包括全局调控因子和特异性

调控因子在内的多线交互调控［86-87］，这些调控因子

的酰基化修饰，在影响靶基因转录的同时，也可

能对初级代谢和次级代谢产生其他重要的影响。

翻译后修饰层面的调控则是通过酰基化酰基

CoA合成的催化酶，调节其酶活性实现。虽然不同

酰基CoA的来源有所不同，但是内/外源的脂肪酸

同化是其共通的来源途径。微生物细胞脂肪酸的同

化途径有三种：酰基CoA合成酶途径，酰基AcP合

成酶途径和脂肪酸激酶途径。其中，酰基CoA合成

酶途径的催化酶是最为典型的酰基化修饰底物。以

乙酰CoA合成酶（Acs）为例，其活性受到关键位

点的可逆乙酰化调控，乙酰化能够直接抑制有机酸

的腺苷化和乙酰CoA的合成［88］，已有的研究报道

涉及大肠杆菌［89-90］、假单胞菌［91］、枯草芽孢杆

菌［92］、链霉菌［93-96］和分枝杆菌［97］等多种微生物。

除了Acs以外，其他酰基CoA合成酶也存在类似的

翻译后修饰调控，酰基CoA合成酶的活性对于细胞

生长和次级代谢产物合成尤为重要，其活性异常不

仅会导致酰基CoA供应异常、胞内能量失衡、严重

时甚至还会引发细胞的生长缺陷［98-99］。

酰基化修饰对代谢酶或调控因子转录水平和

翻译后修饰水平的双层调控会直接影响酰基 CoA

类前体的有效供应和次级代谢产物的合成。例如，

以丙酰 CoA为前体的红霉素合成途径中，外源添

加正丙醇或丙酸盐会诱发全局调控因子 PhoP以及

红霉素合成途径催化酶丙二酸半醛脱氢酶、丙醛

脱氢酶、SAM 合成酶和丙酰 CoA 合成酶的丙酰

化，抑制红霉素合成基因簇的转录、前体丙酰

CoA的利用和红霉素合成［100］；以丙二酰CoA为前

体的十一烷基灵菌红素生物合成中，丙二酸盐添

加引起高水平的蛋白质丙二酰化，抑制产物的合

成［101］；以丁酰 CoA 为前体的丁醇合成过程中，

丁醇合成途径代谢酶的丁酰化也抑制了终产物的

合成［101］；在人工构建的大肠杆菌细胞工厂用于赤

松素的合成过程中，同样存在由于产物合成途径

催化酶（4-对香豆酸连接酶和芪合成酶）的丙二

酰化抑制了催化活性，从而导致赤松素的产率

下降［16］。

综上所述，酰基 CoA 积累对合成代谢具有双

重效应：一方面，前体供应的增加，能够促进生

物合成效率；另一方面，酰基化供体的增加，会

造成合成代谢途径相关酶的酰基化水平提高，抑

制代谢酶催化活性及产物合成效率。因此，解析

酰基 CoA“双重身份”——酰基化供体及代谢前

体之间的相互影响与平衡，揭示酰基化修饰对合

成代谢酶活性的调控机制，从酰基 CoA平衡及蛋

白质翻译后修饰角度研究微生物（内源或外源）

合成途径与底盘细胞自身代谢网络的互作机制，

协调合成途径各元件之间、合成途径与底盘细胞

之间的适配性等是微生物合成体系设计与优化需

要解决的共性科学问题（图2）。

3 翻译后修饰代谢工程策略及应用

酰基 CoA 的代谢枢纽地位，以及在基础营养

代谢和合成代谢之间“承上启下”的角色，推动

了一系列围绕酰基 CoA展开的代谢工程和生物合

成设计与改造工作。以工程策略侧重点的不同，

分为传统的 “开源节流型”——增加前体供应

的同时消除竞争途径的消耗，和新型的“平衡

型”——翻译后修饰代谢工程改造策略。

翻译后修饰代谢工程（PTM-ME）是 2018 年

由我国科学家提出的一种新型的微生物合成代谢

优化设计策略［16-17］，与传统策略所不同的是，该策

略集合了传统策略“开源节流”的优点，取长补

短，从酰基 CoA平衡及蛋白质翻译后修饰角度分

析微生物内源性或嵌入性工程化设计生物合成体

系与细胞整体代谢网络之间的互作机制，通过调

节和优化代谢酶/酰基化系统，提高合成代谢途径

代谢流以及与底盘细胞的适配性（图 3）。该策略
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的基本路线是：解析酰基化代谢的调控机制→筛

选产物反馈抑制的关键靶点→代谢酶酰基化的脱

敏改造或酰基化系统的优化改造，消除反馈抑制，

强化产物合成。目前，PTM-ME 策略已成功应用

于聚酮化合物（红霉素）、生物能源类物质（丁

醇）以及芪类化合物（赤松素）的高效合成。

3.1 PTM-ME应用于红霉素的高效合成

红霉素是医药和畜牧业中常用的大环内酯类抗

生素。在红霉素的发酵生产过程中，研究者发现蛋

白质丙二酰化和丙酰化会影响菌体生长及红霉素

的合成，且胞内丙二酰化/丙酰化水平与产物合成

效率呈负相关［17，85，100-101］。红霉素合成前体丙二酰

CoA/丙酰CoA的适量供应有利于产物合成，当前

体丙二酰CoA/丙酰CoA积累过量时，又会产生酰

基化效应，抑制产物合成。Xu等［85］运用丙二酰化

修饰组学技术，从 132个蛋白上共鉴定到 192个丙

二酰化修饰位点，结合生物信息学分析发现丙二

酰化修饰蛋白在核糖体及中心代谢途径中显著富

集，其中，乙酰CoA合成酶（Acs）和谷氨酰胺合

成酶的活性受到丙二酰化的显著抑制。由于正丙

醇或丙酸盐添加是提高红霉素发酵单位的常用手

段，研究者随后对丙酰化组学的研究证实，酰基

CoA 浓度的动态改变会引起蛋白质酰基化水平与

图图2 酰基CoA积累对合成代谢的双重效应

Fig. 2 Dual effects of acyl-CoA accumulation on anabolism

图图3 翻译后修饰代谢工程策略原理示意图

Fig. 3 Schematic diagram for the PTM-ME strategy
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红霉素产量随之改变的连锁反应。利用定量酰

基化组学技术，酶学特征分析和酰基化模拟分

析，研究者确定了丙酰化修饰是影响红霉素产

量的关键修饰，从两个层面负调控红霉素的合

成 ： 一 是 通 过 抑 制 丙 二 酸 半 醛 脱 氢 酶

（MmsA2）、、丙醛脱氢酶（Adh）、、 SAM 合成酶

（SAMS）和丙酰 CoA 合成酶（PrpE）的活性阻

碍丙酰 CoA 的合成；二是通过对全局调控因子

PhoP 的抑制，降低其 PHO 结构域的 DNA 结合活

性，削弱靶基因红霉素合成基因簇的转录［13］以

及细胞对碳源的利用。在此基础上，研究者利

用 PTM-ME 策略，对酰基化酶和酰基化修饰系

统分别进行了脱敏和优化改造。通过敲除丙酰

转移酶（GNAT）、、过表达去丙酰化酶（SrtN）

和酰基化不敏感酶（SACE_1780）等方式，消除

丙酰化对红霉素合成的抑制作用，最终实现工

业 高 产 菌 中 红 霉 素 的 产 量 翻

番［81，96-97，99］（图 4）。

3.2 PTM-ME应用于丁醇的高效合成

在生物能源类物质丁醇的生物合成中，丙酮

丁醇梭菌由产酸期到产醇期的过渡伴随着由生长

状态到孢子状态的转变，以及胞内 AcP 和丁酰磷

酸（BuP）含量的升高，从而导致对数中后期胞内

乙酰化和丁酰化水平的升高［97］。研究者通过定量

酰基化组学分析，一共鉴定到 458个乙酰化位点和

1109个丁酰化位点，显著富集于丁醇合成相关的

丙酮酸途径、丁酸盐途径和丁酰 CoA 合成途径。

结合深入的分析挖掘，筛选出了由于活性受到乙

酰化/丁酰化抑制而影响菌体产醇的代谢酶，包括

醇/醛脱氢酶AdhE1、丁醛脱氢酶BdhA、乙酰CoA

酰基转移酶（CA_C2873）、3-羟基丁酰 CoA 脱氢

酶（Hbd）、3-羟基丁酰 CoA 脱氢酶（Crt）、丁基

CoA 脱氢酶（Bcd）等［101］。利用 PTM-ME 策略对

这些代谢酶的进行改造，也能够一定程度上消除

丁酰化的反馈抑制，提高丁醇产量（本文作者团

队未发表的数据）。

3.3 PTM-ME应用于大肠杆菌人工合成赤松素的

高效合成

PTM-ME 除了能应用于内源性生物合成途径

的优化改造，对于嵌入型生物合成途径的优化及

其与底盘细胞适配性的调节同样适用。以赤松素

为例，研究者在底盘细胞大肠杆菌中嵌入了赤松

素的 3个合成元件：苯丙氨酸氨基裂解酶 PAL，4-

对香豆酸 CoA 连接酶 4CL 和芪合成酶 STS。其运

作原理是，PAL利用苯丙氨酸转化生成反式-肉桂

酸，经 4CL催化生成反式-肉桂酰 CoA，再由 STS

催化与三分子丙二酰CoA缩合生成终产物赤松素。

在人工构建的赤松素合成过程中，由于丙二

酰 CoA前体的供应是赤松素合成的限速步骤，因

图图4 PTM-ME应用于红霉素的高效合成示意图

Fig. 4 Efficient synthesis of erythromycin with the PTM-ME strategy
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此添加丙二酰CoA激活剂浅蓝霉素，能有效提高丙

二酰CoA前体的供应和赤松素产量［58］。在随后的浅

蓝霉素添加过程中，研究者再次发现了由于酰基化

抑制导致的产物合成下降的现象，过量的浅蓝霉素

添加诱发了三个合成元件催化酶的丙二酰化修饰，

通过抑制 4CL和 STS的活性，阻碍赤松素的合成。

对此，研究者利用PTM-ME策略，对酰基化敏感的

4CL和STS丙二酰化位点进行改造，采取将赖氨酸

替换为精氨酸的方式，将其改变为对酰基化不敏感

的状态，在一定程度上消除了酰基化抑制效应，使

得赤松素产量提高了近两倍（图5）［16］。这些研究表

明，PTM-ME策略对于解除内源性及外源性产物合

成途径中酰基CoA诱发的酰基化反馈抑制、强化产

物合成，都具有十分可观的成效。

4 总结与展望

基因工程技术和模块元件设计与构建方法的

不断进步，加速了以产物合成最优化为导向的

“量身定做”型合成生物学的发展进程。但是，构

建标准、高效、可控的微生物细胞工厂仍然面临

严峻挑战，究其根本，微生物底盘细胞自身的代

谢网络与产物合成途径/嵌入式产物合成途径的兼

容性一直是亟待解决的核心问题。

虽然已有的代谢工程策略从多个角度，提高

前体供应，阻断竞争旁路，尽最大可能实现产物

合成通路代谢流的最优化，但是不得否认的是，

产量瓶颈极大地阻碍了微生物细胞工厂的开发潜

力。寻求产量的突破，从合成生物学的角度来说，

“平衡”是不容忽视的，在产物合成途径中前体酰

基 CoA的供应一旦超过了底盘细胞利用极限，就

会触发酰基化效应，也可以理解为酰基化作为一

种临时的碳源存储，缓解了碳源过量对细胞的伤

害，这也是产物合成途径与底盘细胞“失配性”

的体现。如何解决“失配性”向“适配性”的转

变，让细胞维持最小的生长所需，实现最大的产

物合成，就必须要考虑酰基化修饰对基础代谢和

合成代谢的反馈作用。

微生物代谢调控网络极其复杂，内源性或嵌

入的工程化设计生物合成体系与细胞整体代谢网

络存在多方面多层次交叉互作，PTM-ME 策略正

是在增强前体供应代谢工程和消除竞争途径代谢

工程的基础上，引入了平衡前体供应和前体利用

的理念，以微生物酰基化修饰调控机制为指导，

设计针对酰基化修饰的改造靶点，减少酰基化修

饰引起的碳损耗及碳流抑制，提高产物合成效率。

如果把整个生物合成系统比作一台“电脑”，那么

图图5 PTM-ME应用于赤松素的高效合成示意图

Fig. 5 Efficient synthesis of pinosylvine with the PTM-ME strategy
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PTM-ME的角色就是“散热器”，缓解过载运行的

热量堆积，保障“CPU”的高速运作。因此，

PTM-ME 策略不应仅仅局限于代谢工程设计，也

可尝试拓展应用于元件工程、线路工程、基因组

与细胞工程等领域的设计，促进蛋白质翻译后修

饰线路在生物技术领域的推广。虽然 PTM-ME 技

术现处于初级阶段，但可以预见的是，若与其他

工程策略的联手组合，结合最新的基因编辑等优

质技术，定能实现“1+1>2”的功效，赋予细胞更

大更强的产能。我们相信，在不久的将来，翻译

后修饰代谢工程及其优化策略能够在智能人工合

成途径与底盘细胞的设计、组装、优化以及工业

化方面做出重要贡献。
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