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代谢工程改造微生物利用甲酸研究进展
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摘要：微生物利用甲酸生产高附加值产品，是实现碳资源回收利用与绿色产业发展的重要策略之一。然而，在微

生物利用甲酸过程中存在甲酸利用效率偏低、细胞生长速率缓慢、目标代谢物产量不高等问题。为了解决上述问

题，本文从甲酸利用的微生物、代谢路径与代谢工程策略三个方面，系统总结分析了代谢工程改造微生物利用甲

酸的研究进展。在甲酸利用微生物方面，概述了天然甲酸利用微生物的代谢特点以及模式微生物的代谢工程改造

潜能；在甲酸利用代谢路径方面，梳理了天然的甲酸利用路径、重构与优化的甲酸利用路径与人工的甲酸利用路

径的关键步骤、能量/还原力消耗与特点；在甲酸利用代谢工程策略方面，阐述了提高甲酸同化效率与改善甲酸

利用微生物细胞生长的关键方法。最后，从甲酸利用的微生物、代谢路径与代谢工程策略三个方面，展望了微生

物利用甲酸的发展方向，为甲酸生物经济的发展奠定了基础。
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Abstract: One carbon resources are expected to become the next generation raw materials for the production of high 

value-added chemicals to achieve the recycling and utilization of carbon resources and promote the development of 

green industries. To achieve this aim, microbial utilization of formate produced from various one carbon resources, is 

one of the important strategies to build a green and sustainable platform for one-carbon biomanufacturing. However, 

there are many problems in the process of microbial utilization of formate, such as the low efficiency of formate 

utilization, the slow growth rate of formate-utilizing microorganisms, and the low yield of target metabolites and so on. 
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To solve these problems, in this paper we systematically summarize and analyze the research progress in metabolic 

engineering of microorganisms for the utilization of formate from following three aspects: formate-utilizing 

microorganisms, metabolic pathways and metabolic engineering strategies. For formate-utilizing microorganisms, we 

summarize the metabolic characteristics and applicative advantages of natural formate-utilizing microorganisms, as 

well as the potential and advantages of model microorganisms for the application of metabolic engineering. For 

formate-utilizing metabolic pathways, we review the key steps, energy/reducing power consumption and characteristics 

of natural formate-utilizing pathways, reconstruction and optimization of formate-utilizing pathways and artificial 

formate-utilizing pathways, and then discuss the potential of metabolic engineering modification of these pathways. For 

formate-utilizing metabolic engineering strategies, we describe the useful strategies to improve the metabolic efficiency 

of formate assimilation pathways, such as optimizing the expression level of pathway genes, engineering key pathway 

enzymes, blocking the competitive pathways, reconstructing cofactor regeneration system, and modular pathway 

engineering, and then summarize the key approaches to improve the cell growth of formate-utilizing microorganisms, 

such as adaptive laboratory evolution, enhancing the cell growth of formatotrophs and improving the ability of 

microorganisms to synergistically utilize formate. Finally, we prospect the developmental direction of microbial 

utilization of formate from three aspects of formate-utilizing microorganisms, metabolic pathways and metabolic 

engineering strategies, which would lay the foundation for the development of formate bio-economy.

Keywords: formate; microorganisms; metabolic pathway; energy regeneration; metabolic engineering
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传统化工行业依赖于化石燃料或糖类资源，

在实际生产过程中不仅产生了大量温室气体，对

环境造成了巨大压力，而且还会与食品行业竞争，

影响粮食安全［1-2］。近年来，随着微生物细胞工厂

的开发与应用，二氧化碳（CO2）、一氧化碳

（CO）、甲烷（CH4）、甲醇与甲酸等一碳资源的生

物炼制备受关注。相比于化石燃料与传统碳源，

一碳资源天然储备丰富且生产成本相对低廉，因

此，一碳资源有望成为下一代原料用于制备高附

加值化学品［3-5］，如生物能源［6-7］、生物基材料［8-9］、

生物医药［10-11］等，从而推动碳资源的可持续循环

利用。CO2、CO 与 CH4作为气态底物，在气液传

质上具有一定的局限性［4，12］，不利于微生物的细

胞生长与产物合成；甲醇与甲酸作为液态底物，

很好地绕过了这些限制条件［13］。甲醇作为一种大

宗化学品，产能丰富且生产成本低，但是受到易

燃性的限制，甲醇在微生物培养过程中的安全性

明显低于甲酸［14］。因此，甲酸的工业应用逐步展

现出了巨大的潜能［15］，从而凸显了甲酸生物经济

的优势。

甲酸生物经济的发展关键在于甲酸营养型微

生物的构建与应用。目前，甲酸营养型微生物的

构建方式主要有两种：①优化天然甲酸利用微生

物，提高甲酸代谢能力。例如，在钩虫贪铜菌

（Cupriavidus necator）中，采用低能耗的异源还原

性甘氨酸途径取代高能耗的本源卡尔文循环，有效

提高了菌株的甲酸代谢潜力［16］。虽然天然甲酸利用

微生物具有一定的甲酸代谢基础，能够进行代谢工

程改造，但是天然甲酸利用微生物的分子遗传学操

作工具与方法相对较少，从而在很大程度上限制了

其改造与应用的空间。②构建人工甲酸利用微生物，

人工赋予模式微生物甲酸代谢能力。例如，通过在

大肠杆菌（Escherichia coli）中引入还原性甘氨酸

途径与能量再生模块，使得工程菌株能够利用甲酸

为唯一碳源和能源进行细胞生长［17-18］。类似地，通

过在酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）中强化

还原性甘氨酸途径，获得的工程菌株可以同化利

用甲酸与 CO2
［19］。相比于天然甲酸利用微生物，

模式微生物的代谢工程改造难度小且应用范围广，

但是却面临甲酸代谢能力不足与生长速率偏低等

问题，因此，需要采用合适的代谢工程策略进行

相应的改造与优化，提高甲酸的利用效率。

本综述围绕微生物同化利用甲酸过程中的关

键问题，从甲酸利用的微生物、代谢路径和代谢

工程策略三个方面，阐述了微生物同化利用甲酸

的改造与优化策略，并展望了甲酸生物经济进一

步发展与应用的方向。

1 甲酸利用的微生物

甲酸生物经济的发展有利于推动一碳生物炼

制的工业化进程，现阶段甲酸生物经济的首要任

务是开发出能够高效利用甲酸的微生物。然而，

在提高微生物的甲酸利用效率方面仍然存在很多

挑战，如：天然甲酸利用微生物的甲酸代谢机制

研究尚不完善、代谢工程改造的微生物甲酸耐受

性偏低等。因此，需要在解析微生物甲酸代谢机

制的基础上，结合代谢改造策略进一步强化微生

物甲酸耐受性，提高微生物的甲酸利用效率。

1.1 天然甲酸利用微生物

天然甲酸利用微生物广泛存在于各种环境中，

能够通过多种代谢途径，以甲酸为碳源或能源进

行细胞生长（图 1，表 1）。近年来，随着甲酸生物

经济的快速发展，天然甲酸利用微生物展现出了

广阔的开发空间与独特的研究价值，不仅可以进

行代谢改造提高甲酸利用效率与目标代谢物生产

能力，而且还能借鉴所具有的天然甲酸利用路径，

拓展模式微生物的代谢工程改造空间。

1.1.1 产乙酸菌

产乙酸菌（acetogen）为专性厌氧微生物，可

以利用还原性乙酰辅酶A途径进行CO2固定，在完

成终端电子接受和能量代谢的同时，将CO2转化为

乙酰辅酶A［20］［图 1（a）］。甲酸作为还原性乙酰辅

酶 A 途径中的重要代谢物之一，对于产乙酸菌的

生长与代谢具有重要意义，可以被多种产乙酸菌

同化利用，如伍氏醋酸杆菌 （Acetobacterium 

woodii）、永达尔梭菌（Clostridium ljungdahlii）和

热醋穆尔氏菌（Moorella thermoacetica）等［20，37］。

近年来，随着甲酸营养型微生物的开发与研究，

产乙酸菌可天然利用甲酸的这一特征引起了研究
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人员的极大重视。其中，以 A. woodii作为产乙酸

菌模式菌株，通过定量生理学、转录组学、蛋白

质组学和代谢模型计算等策略，分析了菌株的甲

酸利用水平与甲酸代谢路径，结果表明 A. woodii

具有良好的单一营养/混合营养型甲酸利用能力与

能量利用效率［21-22］，从而充分证明了 A. woodii 作

为甲酸天然利用微生物所具有的巨大应用潜能。

1.1.2 产甲烷菌

产甲烷菌（methanogen）是一种专性厌氧的古

菌，可将CO2、甲酸、乙酸或含甲基的简单化合物

等还原为CH4，并从中获取能量［23］［图 1（b）］。根

据代谢底物类型的不同，可将产甲烷菌分为氢营

养型、甲基营养型和乙酸营养型［38］。其中，氢营

养型产甲烷菌具有最高的产能效率［39］，部分氢营

养型产甲烷菌可以利用甲酸作为主要的电子供体，

将CO2还原为CH4进行细胞生长［38，40-41］。氢营养型

海沼甲烷球菌（Methanococcus maripaludis）作为

产甲烷菌的模式菌株，不仅能利用氢气与甲酸作

为电子供体，还能以高转化率将甲酸转化为氢

气［24］。目前，基于M. maripaludis已经开发出了一

系列分子遗传学操作工具与技术［25-26］，如基于

CRISPR/Cas9系统［42］与CRISPR/Cas12a系统［43］的

基因编辑工具，充分显示出了产甲烷菌进行代谢

工程改造的潜能与应用优势。

1.1.3 硫酸盐还原菌

硫酸盐还原菌（sulfate-reducing bacteria，SRB）

为专性厌氧微生物，能够以有机物、氢气等作为电子

供体，以硫酸盐、亚硫酸盐、硫代硫酸盐等作为末端

图图1　天然甲酸利用微生物

CBB cycle—Calvin-Benson-Bassham循环；THF—四氢叶酸；THMPT—四氢甲基蝶呤

Fig. 1　Natural formate-utilizing microorganisms

CBB cycle—Calvin-Benson-Bassham cycle; THF—tetrahydrofolate; THMPT—tetrahydromethanopterin
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电子受体，通过异化作用获取能量来进行细胞生长

［图1（c）］。部分SRB可以利用甲酸作碳源或电子供

体，如普通脱硫弧菌（Desulfovibrio vulgaris）［44］、巴

氏脱硫弧菌（Desulfovibrio baarsii）［45］、脱硫脱硫弧

菌（Desulfovibrio desulfuricans）［46］ 和巴氏脱硫菌

（Desulfarculus baarsii）［47］等。在 SRB 可利用的众

多底物中，甲酸被认为是生物制氢的最佳底物之

一［27-28］。以D. vulgaris作为SRB的模式菌株，验证

了以甲酸为底物驱动产氢的可行性［27，29，48］，证明

了 SRB在生物制氢方面所具有的优势与未来发展

空间。

1.1.4 甲基杆菌

甲基杆菌属（Methylobacterium）细菌为好氧或

兼性厌氧的甲基营养型微生物，能够在甲酸、甲醛、

甲醇或甲胺等一碳化合物上进行生长，也能利用二

碳、三碳和四碳等多碳化合物进行生长［30］［图1（d）］。

扭脱甲基杆菌 AM1（Methylobacterium extorquens 

AM1）为甲基杆菌的模式菌株，能够利用甲醇作

唯一碳源和能源。以往关于 M. extorquens AM1的

研究，多集中于以甲醇为底物生产聚羟基丁酸酯、

有机酸和精细化学品等［49］。近年来，随着甲酸为

底物的优势逐步凸显出来，M. extorquens AM1 可

通过丝氨酸循环利用甲酸的特性也引起了研究人

员的重视［31］。特别是对M. extorquens AM1的5，10-

次甲基四氢叶酸环化酶的研究，为甲酸同化分子机

制的研究奠定了生物化学基础［50］。另外，通过甲醇

与甲酸的耦合利用，提高了M. extorquens AM1的甲

羟戊酸产量、产率和甲醇消耗速率［32］，充分体现

了 M. extorquens AM1代谢利用甲酸的优势，为一

碳化合物转化为高附加值化学品提供了一种切实

可行的途径。

1.1.5 其他天然微生物

除了上述天然甲酸利用微生物之外，近年来

研究人员逐步分离与鉴定出更多新的天然甲酸利

用微生物，如能够通过丝氨酸循环同化甲酸合成

单 细 胞 蛋 白 的 共 生 副 球 菌 MA5 （Paracoccus 

communis MA5）［51］，这在一定程度上拓宽了甲酸

利用微生物的应用范围。另外，除了还原性乙酰

辅酶 A 途径、丝氨酸循环以及还原性甘氨酸途径

之外，部分天然甲酸利用微生物还可以通过还原

性磷酸戊糖循环利用甲酸，如C. necator H16［33-34］、

苜蓿中华根瘤菌（Sinorhizobium meliloti）［52］、亚硝

酸盐氧化细菌（Nitrolancetus hollandicus）［53］、嗜二

氧杂环乙烷假诺卡氏菌 CB1190（Pseudonocardia 

表表1　　天然甲酸利用微生物

Table 1　　Natural formate-utilizing microorganisms

微生物种类

产乙酸菌

产甲烷菌

硫酸盐还原菌

甲基杆菌

CBB循环

依赖型微生物

需氧类型

专性厌氧

专性厌氧

专型厌氧

好氧或

兼性厌氧

好氧

模式菌株

伍氏醋酸杆菌

氢营养型海沼

甲烷球菌

普通脱硫弧菌

扭脱甲基杆菌

AM1

钩虫贪铜菌H16

天然甲酸

代谢路径

还原性乙酰

辅酶A途径

还原性乙酰

辅酶A途径

还原性乙酰

辅酶A途径

丝氨酸循环

还原性磷酸

戊糖循环

应用优劣势

优势：能够天然利用甲酸和CO2合成乙酸、乙醇等化合物

劣势：在厌氧条件下生长，不利于工业应用；代谢研究尚不完善，

代谢改造工具少

优势：能够天然利用甲酸和CO2合成甲烷，在清洁能源产业方面具

有应用潜能

劣势：在厌氧条件下生长，不利于工业应用；代谢研究尚不完善，

代谢改造工具少

优势：具有非常高的氢化酶活性，能够天然利用甲酸产氢，在清洁

能源产业方面具有应用潜能

劣势：厌氧条件下生长，不利于工业应用；代谢研究尚不完善，代谢

改造工具少

优势：能够天然利用甲酸、CO2与甲醇等一碳底物进行细胞生长；

模式菌株的研究与改造相对充分，具有一定的改造潜能

劣势：所具有的甲酸代谢路径的能量利用效率偏低，不利于工业应用

优势：具有甲酸脱氢酶，能够利用甲酸作为唯一碳源和能源；模式

菌株的研究与改造相对充分，具有一定的应用潜能

劣势：甲酸的氧化供能存在能量浪费，因此微生物的细胞生长速率

与工业生产潜能均偏低

参考

文献

[20-22]

[23-26]

[27-29]

[30-32]

[33-36]

注：CBB循环为还原性磷酸戊糖循环的别称。
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dioxanivorans CB1190）［54］ 和 嗜 硫 偶 氮 螺 旋 菌

（Azospirillum thiophilum）［55］等，它们都具有甲酸

脱氢酶，能够在甲酸氧化为 CO2的同时产生还原

力，并通过还原性磷酸戊糖循环固定CO2进行细胞

生长与代谢［图 1（e）］。C. necator H16作为这一类

型微生物的模式菌株，已经开发出一系列相应的

分子遗传学操作工具与技术，并结合代谢工程改

造策略将其应用于开发微生物细胞工厂生产多种

代谢产物［35-36］，极大地拓宽了生物固碳与甲酸生物

经济的发展空间。

1.2 代谢工程改造的微生物

天然甲酸利用微生物具有同化甲酸的代谢途

径，可以直接将甲酸作为碳源或能源。然而，大多

数天然甲酸利用微生物并不像E. coli、S. cerevisiae

等模式微生物适用于代谢工程改造与工业化生产。

与代谢工程改造模式微生物相比，天然甲酸利用

微生物仍然存在一定的不足，如：对环境条件更

为敏感、培养条件更加复杂、生长速度较为缓慢

等。此外，由于天然甲酸利用微生物的代谢机制

研究尚不清晰，因此对其进行代谢工程改造仍然

存在挑战。相比而言，E. coli、S. cerevisiae等模式

微生物（图 2，表 2）的研究更加充分，不仅更适

用于代谢工程改造与工业化生产，而且更有利于

甲酸生物经济的进一步发展。

1.2.1 大肠杆菌

E. coli作为常用的原核模式微生物，近年来已

有多项研究聚焦于改造E. coli利用甲酸。在这些研

究中，通过构建甲酸利用路径［图 2（a）］，并结合

代谢工程策略与实验室适应性进化等策略，使得

E. coli能够利用甲酸（或甲酸与CO2）进行细胞生

长［56］，充分体现了实验室改造模式微生物利用甲

酸的可行性。然而，这种甲酸营养型E. coli的生长

图图2　代谢工程改造的微生物

PAOX1—醇氧化酶启动子；THF—四氢叶酸

Fig. 2　Metabolically engineered microorganisms

PAOX1—alcohol oxidase 1 promoter; THF—tetrahydrofolate

761



合成生物学 第 4 卷

速率与细胞密度显著低于使用常规碳源培养的 E. 

coli，主要原因在于甲酸营养型E. coli对甲酸的同

化效率与耐受性均偏低。

1.2.2 酿酒酵母

相比于E. coli，S. cerevisiae作为真核模式微生

物，虽然生长周期较长，但是其拥有高效的内源

性NAD+依赖型甲酸脱氢酶，因此对甲酸的耐受性

更高。此外，已有研究表明 S. cerevisiae中存在还

原性甘氨酸途径所需的酶，将该途径所涉及的酶

进行强化表达之后，能够实现 S. cerevisiae同化利

用甲酸与 CO2［图 2（b）］，并且在 1～500 mmol/L

甲酸范围内生长速率均能保持恒定［19］，这表明 S. 

cerevisiae具有成为高效利用甲酸宿主的潜力。

1.2.3 其他微生物

甲酸营养型微生物的开发与应用在一碳生物

炼制方面展现出了巨大潜能。除了 E. coli 与 S. 

cerevisiae之外，通过改造其他模式微生物进行甲

酸代谢，有利于开发更高效的甲酸营养型微生物

细胞工厂。巴斯德毕赤酵母（Pichia pastoris）作

为天然的甲基营养型酵母，在一碳生物炼制方面

有望成为代谢工程改造的关键底盘微生物。甲醇

作为诱导物，可以触发 P. pastoris 的醇氧化酶

（alcohol oxidase 1，AOX1）启动子 PAOX1 所调控的

异源蛋白表达。然而，由于甲醇具有一定的毒性、

易燃性和爆炸性，从而限制了P. pastoris在食品与

生物医药等产业的大规模应用。与甲醇相比，甲

酸被认为是更安全的 PAOX1的诱导物［68］。利用甲酸

作为诱导物，可以增强P. pastoris木聚糖酶的表达

［图 2（c）］，体现了该系统在异源蛋白表达与安全

性方面的潜力［68-69］。此外，通过在恶臭假单胞菌

（Pseudomonas putida）中引入异源的还原性甘氨酸

途径［图 2（d）］，并结合模块化工程、代谢工程改

造与实验室适应性进化等多项策略，获得了能够

同化利用甲酸的工程菌株［70］，从而证明了P. putida

在甲酸利用方面的潜能。

2 甲酸利用的代谢路径

甲酸代谢路径是甲酸营养型微生物利用甲酸

的基础，根据甲酸代谢路径的来源与特点可分

为 3 类：天然的甲酸利用路径、重构与优化的甲

酸利用路径以及人工设计的甲酸利用路径。然

而，天然的甲酸利用路径存在明显的应用局限

性，人工设计的甲酸利用路径则面临路径酶催

化效率低等问题。因此，现阶段甲酸代谢路径

的研究仍聚焦于天然甲酸利用路径的重构与

优化。

表表2　　代谢工程改造的微生物

Table 2　　Metabolically engineered microorganisms

微生物

大肠杆菌

酿酒酵母

毕赤酵母

恶臭假单胞菌

非天然甲酸代谢路径

重构的卡尔文循环；

改良的丝氨酸循环；

高丝氨酸循环；

rTHF-rgcv途径及关键模块

合成乙酰辅酶A途径等

rTHF-rgcv途径

的关键模块

以甲酸作为PAOX1

的诱导物

rTHF-rgcv途径

主要的应用优势

生长周期短；

遗传背景清晰；

代谢工程改造工具种类丰富且高效

遗传背景清晰；

分子遗传操作工具与技术成熟且高效；

具有内源性甲酸脱氢酶，对甲酸的耐

受性较高

能够利用甲醇作为唯一碳源和能源进

行细胞生长；

在生物医药产业和工业酶生产方面具

有巨大潜力

能够编码多种天然甲酸脱氢酶；

具有灵活的代谢机制，能够抵抗氧化

应激和多种有毒化合物

改造潜能

设计并构建更加高效的甲酸利用路径；

通过实验室适应性进化与培养条件优

化等策略提高菌株对甲酸的耐受性

通过代谢改造进一步提高 rTHF-rgcv途

径对甲酸的利用效率，开发以甲酸为唯一

碳源和能源的工程菌株

通过代谢改造进一步提高菌株对甲酸

的利用效率；

基于菌株的代谢网络，设计并构建更加

高效的甲酸利用路径

开发更高效的分子遗传操作工具，进一

步完善菌株的甲酸代谢网络

参考文献

[17-18,

56-67]

[19]

[68-69]

[70]

注：rTHF-rgcv途径为重组THF循环-反向甘氨酸裂解途径（reconstructed THF cycle-reverse glycine cleavage pathway）。
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2.1 天然甲酸利用路径

根据微生物利用甲酸的方式，可将天然甲酸

利用路径分为 2类（图 3）：①甲酸分子并不直接参

与到细胞代谢中，而是在氧化为CO2过程中产生还

原力，从而为微生物的生长与固碳代谢提供能量，

如还原性磷酸戊糖循环；②甲酸分子作为碳源，

被直接同化进入到微生物的中心代谢之中，但是

部分甲酸分子仍可能被氧化用于供能，如丝氨酸

循环、还原性乙酰辅酶 A 途径和还原性甘氨酸

途径。

2.1.1 还原性磷酸戊糖循环

还 原 性 磷 酸 戊 糖 循 环 （reductive pentose-

phosphate cycle），也称为 Calvin-Benson-Bassham

（CBB）循环，是唯一已知的能够利用甲酸进行微

生物自养生长的天然碳同化途径［71］。CBB循环主

要包括三个过程［图 3（a）］：首先是羧化作用，在

关键酶核酮糖 -1，5-二磷酸羧化酶/加氧酶的作用

下，1 分子 CO2与 1，5-二磷酸核酮糖（ribulose-1，

5-bisphosphate，RuBP）分子进行反应，生成一个

不稳定的六碳化合物，随之分解为 2分子 3-磷酸甘

油酸；其次是还原作用，2分子 3-磷酸甘油酸先转

化为 2分子 1，3-二磷酸甘油酸，随之生成 2分子 3-

磷酸甘油醛；最后是RuBP的再生，在经过一系列

多碳糖之间复杂的生物转化后，5分子 3-磷酸甘油

醛先转化为 1分子 5-磷酸核酮糖，随之再生得到 1

分子RuBP。综上所述，每轮CBB循环固定 1分子

CO2，三轮循环后生成 1分子 3-磷酸甘油醛，共计

消耗 6分子 NAD（P）H 与 9分子 ATP。CBB循环依

赖型微生物可以将甲酸作为唯一碳源和能源进行

细胞生长。然而，CBB循环途径仍然存在一定的

不足，如该循环是 ATP 利用效率最低的固碳途径

之一［72］。与甲酸直接同化相比，甲酸的氧化供能

存在着能量浪费，因为电子从甲酸转移到氧化还

原载体的过程需要消耗额外的能量［71］。因此，

CBB循环依赖型微生物的细胞生长速率与生产潜

能仍然不够高，与实际的工业化生产仍然存在

差距。

2.1.2 丝氨酸循环

丝氨酸循环（serine cycle）是多种甲基营养型

微生物（如M. extorquens AM1［31］）同化利用甲酸

的代谢途径。该循环包含了二碳、三碳及四碳化

合物之间的相互转化［图 3（b）］：首先是四氢叶酸

（tetrahydrofolic acid，简称 THF）循环，即甲酸分

子在甲酸四氢叶酸连接酶、次甲基四氢叶酸环水

解酶和亚甲基四氢叶酸脱氢酶的先后作用下，生

成5，10-亚甲基四氢叶酸，随后5，10-亚甲基四氢叶

酸的甲基转移到二碳化合物甘氨酸上，生成三碳

化合物丝氨酸；其次，丝氨酸依次转化为羟基丙

酮酸、甘油酸、2-磷酸甘油酸与磷酸烯醇式丙酮酸

（phosphoenolpyruvate，PEP），随后 PEP 经羧化作

用固定 1 分子 CO2生成四碳化合物草酰乙酸；然

后，草酰乙酸依次转化为苹果酸与苹果酰辅酶A；

最后，苹果酰辅酶 A 裂解为两个二碳化合物乙酰

辅酶 A 与乙醛酸，其中乙醛酸能够再次转化为甘

氨酸用于维持丝氨酸循环。综上所述，每轮丝氨酸

循环能够同化1分子甲酸并固定1分子CO2，最终生

成1分子乙酰辅酶A，共计消耗3分子NAD（P）H与

3分子ATP。与甲酸氧化供能相比，丝氨酸循环可

以同化甲酸并固定CO2，不仅避免了碳损失，而且

还能在一定程度上减少能量浪费。通过在E. coli中

引入异源的天然丝氨酸循环，同时结合实验室适

应性进化策略，获得了能够同化利用甲酸合成乙

醇的工程菌株［73］，从而验证了丝氨酸循环在模式

微生物中同化利用甲酸的可行性。然而，天然丝

氨酸循环所涉及的酶和代谢反应比较多，且 ATP

利用效率仍然比较低，因此，利用该循环同化甲

酸的微生物，目标代谢物的产量偏低，目前还不

适合用于工业化生产。

2.1.3 还原性乙酰辅酶A途径

还原性乙酰辅酶 A途径（reductive acetyl-CoA 

pathway），也称为 Wood-Ljungdahl（WL）途径，

是一种广泛存在于产乙酸菌、产甲烷菌与硫酸盐

还原菌等厌氧微生物中的固碳途径。不同类型的

厌氧微生物所具有的 WL 途径结构相似但有所差

别，如产乙酸菌与产甲烷菌的WL途径存在着一碳

载体、辅酶与路径酶等方面的差异［74］。以产乙酸

菌的 WL 途径为例［图 3（c）］，WL 途径由甲基分

支与羰基分支两条支路组成。在甲基分支中，甲

酸到5，10-亚甲基四氢叶酸的部分与丝氨酸循环一致，

随后5，10-亚甲基四氢叶酸先转化为5-甲基四氢叶酸，

再实现甲基与钴铁硫蛋白（corrinoid ironsulfur 
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图图3　天然甲酸利用路径

（绿色底色的化合物为路径底物，粉色底色的化合物为路径产物）

Ack—乙酸激酶；Acs—乙酰辅酶A合成酶；COdh—CO脱氢酶；CoFeSP—钴铁硫蛋白；Eno—烯醇化酶；Fch—次甲基四氢叶酸环水解酶；

Fdh—甲酸脱氢酶；Ftl—甲酸四氢叶酸连接酶；Fts—甲酰四氢叶酸合成酶；Gapdh—3-磷酸甘油醛脱氢酶；GCS—甘氨酸裂解系统；Gk—甘油

酸激酶；GlyA—丝氨酸羟甲基转移酶；GR—甘氨酸还原酶复合体；Hpr—羟基丙酮还原酶；Madh—苹果酸脱氢酶；Mcl—苹果酰辅酶A裂

解酶；Metr—甲基转移酶；Mtd—亚甲基四氢叶酸脱氢酶；Mtk—苹果酸裂解酶；Mtr—亚甲基四氢叶酸还原酶；PFOR—丙酮酸铁氧还蛋

白氧化还原酶；Pgk—磷酸甘油酸激酶；Ppc—PEP羧化酶；Prk—磷酸核酮糖激酶；Rubisco—核酮糖-1，5-二磷酸羧化酶/加氧酶；Sda—丝

氨酸脱氨酶；Sgt—丝氨酸-乙醛酸转氨酶；THF—四氢叶酸

Fig. 3　Natural formate-utilizing pathways

(compounds with a green background are pathway substrates; compounds with a pink background are pathway products)

Ack—Acetate kinase; Acs—acetyl-CoA synthase; COdh—CO dehydrogenase; CoFeSP—corrinoid ironsulfur protein; Eno—enolase; Fch—methenyl-

tetrahydrofolate cyclohydrolase; Fdh—formate dehydrogenase; Ftl—formate-tetrahydrofolate ligase; Fts—formyl-tetrahydrofolate synthetase; 

Gapdh—glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GCS—glycine cleavage system; Gk—glycerate kinase; GlyA—serine hydroxymethyltransferase; 

GR—Glycine reductase complex; Hpr—hydroxypyruvate reductase; Madh—malate dehydrogenase; Mcl—malyl-CoA lyase; Metr—methyltransferase; 

Mtd—methylene-tetrahydrofolate dehydrogenase; Mtk—malate thiokinase; Mtr—methylene-tetrahydrofolate reductase; PFOR—Pyruvate ferredoxin 

oxidoreductase; Pgk—Phosphoglycerate kinase; Ppc—phosphoenolpyruvate carboxylase; Prk—phosphoribulo kinase; Rubisco—Ribulose-1,5-

bisphosphate carboxylase/oxygenase; Sda—serine deaminase; Sgt—serine-glyoxylate transaminase; THF—tetrahydrofolate

764



第 4 卷 www.synbioj.com

protein，CoFeSP）间的连接，生成 5-甲基钴铁硫

蛋白；在羰基分支中，CO2在一氧化碳脱氢酶的作

用下转化为CO；最后，甲基分支的产物 5-甲基钴

铁硫蛋白提供甲基，羰基分支的产物 CO 提供羰

基，两者连接生成乙酰辅酶A。综上所述，WL途

径能够同化 1 分子甲酸与 1 分子 CO2，最终生成 1

分子乙酰辅酶 A，共计消耗 3 分子 NAD（P）H 与 1

分子ATP。与丝氨酸循环相比，WL途径生成 1分

子乙酰辅酶A仅仅消耗了 1分子ATP，且该途径不

存在碳损失，是 ATP 利用效率最高的天然甲酸同

化路径。然而，WL途径的蛋白质组学十分复杂，

且包含对氧气非常敏感的路径酶，因此，该途径

仅仅能够在严格厌氧的条件下运行，且代谢改造

难度比较大［75-76］，实现工业应用仍然存在挑战。

2.1.4 还原性甘氨酸途径

还原性甘氨酸途径（reductive glycine pathway，

简称为 rGly途径），主要存在于硫酸盐还原菌（如

D. desulfuricans）［46］和产乙酸菌（如梭状芽孢杆菌

Clostridium drakei）［77］中。该途径主要包括三个模

块［图 3（d）］：首先，由甲酸到 5，10-亚甲基四氢

叶酸的转化；其次，5，10-亚甲基四氢叶酸在甘氨

酸裂解系统（glycine cleavage system，GCS）的催

化下，固定 1分子CO2生成甘氨酸；最后，甘氨酸

可通过两种路线转化为丙酮酸，一种为还原甘氨

酸（reductive glycine，RG）路线，即 5，10-亚甲基

四氢叶酸的甲基转移到甘氨酸上生成丝氨酸，随

后丝氨酸脱氨基形成丙酮酸，另一种为甘氨酸还

原酶（glycine reductase，GR）路线，即甘氨酸依

次转化为乙酰磷酸、乙酸与乙酰辅酶A，随后固定

1分子 CO2生成丙酮酸。综上所述，依赖于 RG 路

线的 rGly 途径能够同化 2 分子甲酸和 1 分子 CO2，

最终生成1分子丙酮酸，共计消耗3分子NAD（P）H

与 2分子ATP；依赖于GR路线的 rGly途径能够同

化 1 分子甲酸和 2 分子 CO2，最终生成 1 分子丙酮

酸，共计消耗2分子NAD（P）H与1分子ATP。rGly

途径是一种能够高效同化甲酸的代谢路径，具有

许多优势：rGly途径对ATP的利用效率仅次于WL

途径；rGly 途径为线性途径，降低了代谢改造的

难度，且多种微生物具有内源性的 rGly 途径［78］；

rGly 途径与中心代谢途径的重叠较少，因此异源

引入或改造内源 rGly途径对本源代谢网络的干扰

比较小；与丝氨酸循环和WL途径相比，rGly途径

具有更高的代谢物灵活性，可以进一步转化为多

种化学品。基于上述优势，rGly 途径成为目前最

具发展潜力的甲酸代谢路径，与此同时，对路径

关键酶 GCS 的深入研究［79-80］，有望进一步优化

rGly 途径。然而，对于具有天然 rGly 途径的微生

物研究仍然较少，还不能满足现阶段甲酸生物经

济的发展要求。

2.2 重构与优化甲酸利用路径

目前，对于天然甲酸利用路径的应用，还存

在着许多缺点与限制条件，因此，为了提高甲酸

利用路径的效率与应用潜能，研究人员在E. coli等

模式微生物中重构与优化了天然甲酸利用路径，

获得了一系列新型甲酸利用路径（图 4），并分析

了新型路径的特点与可行性。

2.2.1 重构的卡尔文循环

通过在E. coli中重构卡尔文循环，首次实现了

异养微生物向自养微生物的转化［57］。通过敲除糖

酵解途径中的磷酸果糖激酶和戊糖磷酸途径中的葡

萄糖-6-磷酸脱氢酶，并异源表达核酮糖-1，5-二磷酸

羧化酶、磷酸核酮糖激酶、碳酸酐酶和甲酸脱氢

酶，实现了在E. coli中重构卡尔文循环［图 4（a）］。

重构的卡尔文循环（reconstructed Calvin cycle）可

以固定CO2合成生物量，同时氧化甲酸实现供能。

在此基础上，将该循环与实验室适应性进化相结

合，进化获得了自养型E. coli，这种基于甲酸供能

的生物固碳模式在甲酸生物经济发展和未来工业

生物制造方面具有极大的潜力［81］。此外，随着近

年来电化学法还原CO2生产甲酸［82-84］的深入研究，

该自养系统中由于甲酸氧化速率高于固碳速率而

导致的CO2净排放也有望得到优化与解决。

2.2.2 改良的丝氨酸循环

基于源自 M. extorquens AM1 的天然丝氨酸循

环，通过在E. coli中进行表达与改良丝氨酸循环，

获得的工程菌株能够利用甲醇、甲酸和CO2合成乙

酰辅酶 A［58］。改良的丝氨酸循环（modifed serine 

cycle）同化甲酸的过程主要分为以下几个步骤

［图 4（b）］：首先，甲酸在甲酸四氢叶酸连接酶和

5，10-亚甲基四氢叶酸合成酶的作用下转化为
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图图4　重构优化甲酸利用路径

（绿色底色的化合物为路径底物，粉色底色的化合物为路径产物）

Acdh—乙醛脱氢酶；Acs—乙酰辅酶A合成酶；Agt—丙氨酸-乙醛酸转氨酶；CA—碳酸酐酶；Faldh—甲醛脱氢酶；Fch—次甲基四氢叶酸

环水解酶；Fdh—甲酸脱氢酶；Fthfl—甲酸四氢叶酸连接酶；Ftl—甲酸四氢叶酸连接酶；GCS—甘氨酸裂解系统；Gldh—谷氨酸脱氢酶；

GlyA—丝氨酸羟甲基转移酶；Gpt—谷氨酸-丙酮酸转氨酶；Hal—HOB醛缩酶；Hat—HOB转氨酶；Hsk—高丝氨酸激酶；Lta—苏氨酸醛

缩酶；Madh—苹果酸脱氢酶；Mcl—苹果酰辅酶A裂解酶；Medh—甲醇脱氢酶；Mtd—亚甲基四氢叶酸脱氢酶；Mthfs—5，10-亚甲基四氢

叶酸合成酶；Mtk—苹果酸硫激酶；Oxidative PPP—氧化戊糖磷酸途径；Pfk—磷酸果糖激酶；Ppc—PEP 羧化酶；Pps—PEP 合成酶；

Prk—磷酸核酮糖激酶；Rubisco—核酮糖-1，5-二磷酸羧化酶；Sal—丝氨酸醛缩酶；Sda—丝氨酸脱氨酶；THF—四氢叶酸；Ts—苏氨酸合

成酶；Zwf—6-磷酸葡萄糖脱氢酶

Fig. 4　Reconstruction and optimization of formate-utilizing pathways

(compounds with a green background are pathway substrates; compounds with a pink background are pathway products)

Acdh—acetaldehyde dehydrogenase; Acs—acetyl-CoA synthase; Agt—alanine-glyoxylate transaminase; CA—carbonic anhydrase; Faldh—formaldehyde 

dehydrogenase; Fch—methenyl-tetrahydrofolate cyclohydrolase; Fdh—formate dehydrogenase; Fthfl—formate-tetrahydrofolate ligase; Ftl—formate-

tetrahydrofolate ligase; GCS—glycine cleavage system; Gldh—glutamate dehydrogenase; GlyA—serine hydroxymethyltransferase; Gpt—glutamate-

pyruvate transaminase; Hal—4-hydroxy-2-oxobutanoate aldolase; Hat—4-hydroxy-2-oxobutanoate aminotransferase; Hsk—homoserine kinase; 

Lta—threonine aldolase; Madh—malate dehydrogenase; Mcl—malyl-CoA lyase; Medh—methanol dehydrogenase; Mtd—methylene-

tetrahydrofolate dehydrogenase; Mthfs—5,10-methylene-tetrahydrofolate synthase; Mtk—malate thiokinase; Oxidative PPP—Oxidative pentose-

phosphate pathway; Pfk—phosphofructokinase; Ppc—phosphoenolpyruvate carboxylase; Pps—phosphoenolpyruvate synthase; Prk—phosphoribulo 

kinase; Rubisco—ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase; Sal—serine aldolase; Sda—serine deaminase; THF—tetrahydrofolate; Ts—threonine 

synthase; Zwf—glucose-6-phosphate dehydrogenase
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5，10-亚甲基四氢叶酸，随后在丝氨酸羟甲基转移

酶的催化下，5，10-亚甲基四氢叶酸的甲基转移至

甘氨酸上，生成丝氨酸；其次，丝氨酸在丝氨酸

脱氨酶的催化下脱氨生成丙酮酸，再经 PEP 合成

酶、PEP羧化酶的作用，固定 1分子CO2生成草酰

乙酸；再次，草酰乙酸在苹果酸脱氢酶和苹果酸

硫激酶的作用下转化为苹果酰辅酶A；最后，苹果

酰辅酶A经苹果酰辅酶A裂解酶的催化，裂解为乙

醛酸与乙酰辅酶A。其中，乙酰辅酶A作为该循环

的输出产物，而乙醛酸则转化为甘氨酸用于完成

新一轮循环。综上所述，当甲酸作为底物时，改

良的丝氨酸循环与天然丝氨酸循环一致，每轮循

环能够同化 1分子甲酸并固定 1分子CO2，最终生

成 1 分子乙酰辅酶 A，共计消耗 3 分子 NAD（P）H

与 3分子ATP。相比于天然丝氨酸循环，改良的丝

氨酸循环具有一定生物优势。通过甲醇脱氢酶和

甲醛脱氢酶，不仅简化了甲醇转化为甲酸的路径，

而且还利用丙氨酸-乙醛酸转氨酶、谷氨酸-丙酮酸

转氨酶和谷氨酸脱氢酶进行氨同化，以丙氨酸代

替丝氨酸成为氨基供体，从而避免了有毒中间代

谢物羟基丙酮酸的生成。然而，改良的丝氨酸循

环路径比较复杂，涉及多个酶促反应，且与中心

代谢途径的重叠较多。因此，仍存在 ATP 利用效

率偏低的问题，不利于进一步的代谢工程改造与

工业应用。

2.2.3 高丝氨酸循环

基于丝氨酸循环，在E. coli中构建了高丝氨酸

循环（homoserine cycle）［59］［图 4（c）］。首先，甲

酸在乙酰辅酶 A 合成酶和乙醛脱氢酶的作用下转

化为甲醛，甲醛作为一种高活性化合物，更易于

被同化进入代谢系统［56，85］；其次，在丝氨酸醛缩

酶的作用下，甲醛与甘氨酸反应生成丝氨酸，随

之丝氨酸脱氨形成丙酮酸；然后，另一分子甲醛

与丙酮酸在 4- 羟基 -2- 氧代丁酸 （4-hydroxy-2-

oxobutanoate，HOB）醛缩酶的作用下，生成非天

然代谢物HOB；随后，氨基被结合到HOB上生成

高丝氨酸，高丝氨酸在高丝氨酸激酶与苏氨酸合

成酶的作用下转化为苏氨酸；最后，在苏氨酸醛

缩酶的催化下，苏氨酸裂解为甘氨酸与乙醛。其

中，甘氨酸重新进入循环，而乙醛分子经乙醛脱

氢酶的催化，生成乙酰辅酶 A 并输出循环。综上

所述，每轮高丝氨酸循环能够同化 2分子甲酸，最

终生成 1分子乙酰辅酶A，共计消耗 1分子NADH

与 3分子ATP。高丝氨酸循环是在改良丝氨酸循环

的基础上，对天然丝氨酸循环进行的更深层的优

化，具有明显的优势：以甲醛替代CO2进入同化路

径，改善了羧化反应所造成的限速作用，减少了

还原力的使用，有利于支持更高的生物量产量；

该循环路径所涉及的酶均为E. coli的内源酶，保证

了酶的催化活性；相比于丝氨酸循环，该循环所

包含的酶促反应较少，且与中心代谢途径的重叠

也较少［59］。然而，甲醛与高丝氨酸对 E. coli都具

有一定的毒性作用。因此，深入探究E. coli的毒性

机理与解毒机制［86-88］，对于进一步优化高丝氨酸循

环具有重要意义。

2.2.4 重组THF循环-反向甘氨酸裂解途径

近年来，依赖于RG路线的 rGly途径已被应用

于多种微生物的代谢改造。在这些研究中，rGly

途径通常被分为两个模块［图 4（d）］：重组THF循

环（reconstructed THF cycle， rTHF）模块与反向

甘氨酸裂解（reverse glycine cleavage， rgcv）模

块。通过组合 rTHF模块与 rgcv模块，验证了甲酸

同化在 E. coli中的可行性。随后，rTHF-rgcv途径

以及关键模块被进一步从E. coli拓展到多种微生物

中，通过组合和优化异源路径酶与微生物内源酶

之间的适配性，实现了 rTHF-rgcv途径在多种微生

物中的应用（表 3），从而证明了该途径所具有的

优势与工业应用潜能。

2.3 人工设计甲酸利用路径

随着计算机辅助路径设计［90］与酶工程［91-92］等

技术的发展，研究人员在开发新型甲酸利用路径

（图 5）时不再局限于自然界已有的酶促反应，这

不仅有利于简化甲酸利用路径，而且还能够拓展

甲酸营养型微生物的改造空间。

2.3.1 甲醛酶途径

以荧光假单胞菌（Pseudomonas fluorescens）

的苯甲醛裂解酶为基础，设计并优化获得了一种

新酶：甲醛酶（formolase）［93］。在此基础上，重

构了一条新型甲酸同化路径，即甲醛酶途径

（formolase pathway），该途径由四步酶促反应组成
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［图 5（a）］：首先，甲酸在乙酰辅酶 A合成酶与乙

醛脱氢酶的作用下转化为甲醛；其次，在甲醛酶

的催化作用下，3分子甲醛缩合生成 1分子二羟基

丙酮；最后，二羟基丙酮在二羟基丙酮激酶的作

用下转化为微生物的中心代谢物磷酸二羟丙酮。

综上所述，该路径能够同化 3分子甲酸生成 1分子

磷酸二羟丙酮，共计消耗 3 分子 NADH 与 4 分子

ATP。甲醛酶路径为线性反应路径，仅需 4种酶即

可完成路径催化，然而，甲醛酶的酶促反应效率

比较低，从而限制了该路径的应用潜能。通过酶

工程策略对甲醛酶途径的甲醛酶与乙醛脱氢酶进

行改造，能够有效提高该路径对甲酸的利用

效率［94-95］。

2.3.2 合成乙酰辅酶A途径

通过定向进化 P. putida的苯甲酰甲酸脱羧酶，

获得了乙醇醛合成酶（glycolaldehyde synthase）［67］。

在此基础上，构建了一条合成乙酰辅酶 A 途径

（synthetic acetyl‑CoA pathway），该途径仅有 3步酶

促反应［图 5（b）］：首先，在乙醇醛合成酶的作用

下，两个甲醛分子缩合生成 1分子乙醇醛；其次，

在乙酰磷酸合成酶的催化下，实现了乙醇醛到乙

酰磷酸的转化；最后，乙酰磷酸在磷酸转乙酰酶

的催化下生成乙酰辅酶A。综上所述，该路径能够

同化 2分子甲醛生成 1分子乙酰辅酶A，且不存在

ATP与还原力的消耗。合成乙酰辅酶A途径同样为

线性反应路径，仅需 3种酶即可完成路径催化。然

表表3　　rTHF-rgcv途径的路径酶来源

Table 3　　Source of pathway enzymes of the rTHF-rgcv pathway

菌株

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

（Bang等[63]研究的进一步拓展）

Escherichia coli

（Döring等[64]研究的进一步拓展）

Escherichia coli

（Kim等[17]研究的进一步拓展）

Saccharomyces cerevisiae

Cupriavidus necator

Clostridium pasteurianum

Pseudomonas putida

路径酶来源

Ftl、Fch、Mtd（源自Clostridium ljungdahalii）

GCS、GlyA、Sda（内源酶）

Ftl、Fch、Mtd（源自Methylobacterium extorquens AM1）

GCS、GlyA（内源酶）

Ftl、Fch、Mtd（源自Methylobacterium extorquens CM4）

GCS、GlyA、Sda（内源酶）

Fdh（源自Candida boidinii）

Ftl（源自Clostridium kluyveri）

FolD（Fch/ Mtd）、GCS、GlyA（内源酶）

Ftl、Fch、Mtd（源自Methylobacterium extorquens AM1）

GCS、GlyA、Sda（内源酶）

Fdh（源自Pseudomonas sp.）

Ftl、Fch、Mtd（源自Methylobacterium extorquens CM4）

GCS、GlyA、Sda（内源酶）

Fdh（源自Candida boidinii、Arabidopsis thaliana）

Ftl（源自Clostridium kluyveri）

FolD（Fch/ Mtd）、GCS、GlyA（内源酶）

Ftl、Fch、Mtd（源自Methylobacterium extorquens AM1）

GCS、GlyA、Sda（内源酶）

Fdh（源自Pseudomonas sp. ）

MIS1（Ftl/ Fch/ Mtd）、GCS（内源酶）

Fdh（内源酶）

Ftl、Fch、Mtd（源自Methylobacterium extorquens AM1）

GCS、GlyA、Sda（内源酶）

Fdh（内源酶）

GCS（源自Gottschalkia acidurici）

Ftl、Fch、Mtd、GlyA、Sda（内源酶）

Ftl、Fch、Mtd（源自Methylobacterium extorquens AM1）

GCS、GlyA、Sda（内源酶）

Fdh（内源酶）

参考文献

[61]
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[63]

[64]

[17]

[18]

[65]

[66]

[19]

[16]

[89]

[70]

注：FolD为Fch/ Mtd双功能酶；MIS1为Ftl/ Fch/ Mtd三功能酶。
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而，该途径尚未被拓展到直接利用甲酸作为路径

的起点，尚需参考甲醛酶途径以实现甲酸到甲醛

的转化。另外，由于甲醛毒性以及乙醇醛合成酶

和乙酰磷酸合成酶对底物的亲和力比较差，因此

在E. coli中引入合成乙酰辅酶A途径后，菌株的生

物量偏低［67］，从而限制了该路径在现阶段的应用

范围。

3 甲酸利用的代谢工程策略

代谢工程改造在提高微生物细胞工厂的应用

方面具有重要意义。甲酸营养型微生物的工业应

用主要面临着甲酸同化路径效率低、甲酸利用微

生物生长速率缓慢等问题。因此，需要开发合适

的代谢工程策略，提高甲酸同化路径的代谢效率，

改善甲酸利用微生物的细胞生长，从而推动甲酸

生物经济的发展。

3.1 提高甲酸同化路径的代谢效率

甲酸同化路径的代谢效率决定了微生物利用

甲酸的效率。然而，不同类型的甲酸利用微生物

具有不同的代谢特征，因此，需要选择合适的代

谢工程策略来提高甲酸同化路径的代谢效率。近

年来，提高甲酸同化路径代谢效率的策略，主要

包括：路径基因表达水平优化、路径关键酶改造、

竞争路径阻断、辅因子再生系统重构、路径模块

化优化等。

3.1.1 路径基因表达水平优化

甲酸同化路径的构建方式主要包括两种：一

种是将异源路径基因与微生物的内源基因进行理

性组合；另一种是仅对微生物内源基因进行系统

优化。然而，上述两种构建方式均会影响微生物的

本源代谢网络，从而影响甲酸同化效率。因此，需

要对路径基因的表达水平进行合理优化［图6（a）］。

采用的策略主要包括两种：①选择合适的异源基

因，用于构建甲酸同化路径。例如，当在E. coli中

引入甲酸四氢叶酸连接酶（Ftl）、次甲基四氢叶酸

环水解酶（Fch）和亚甲基四氢叶酸脱氢酶（Mtd）

等基因构建 THF循环［图 4（d）］时，同时将源自

C. ljungdahlii和A. woodie的基因操纵子Cl和Aw分

别引入丝氨酸营养缺陷型菌株中，结果显示Cl操

纵子可以回补菌株的丝氨酸营养缺陷，使其以甲

酸为碳源进行生长，但是Aw操纵子却不能实现上

述效果。上述结果表明，Cl操纵子有利于异源Ftl、

Fch和 Mtd以及内源丝氨酸羟甲基转移酶（GlyA）

图图5　人工设计甲酸利用路径

Acdh—乙醛脱氢酶；Acs—乙酰辅酶A合成酶；Acps—乙酰磷酸合成酶；Dhak—二羟基丙酮激酶；

Fls—甲醛酶；Gals—乙醇醛合成酶；Pta—磷酸转乙酰酶

（绿色底色的化合物为路径底物，粉色底色的化合物为路径产物）

Fig. 5　Artificial formate-utilizing pathways

Acdh—acetaldehyde dehydrogenase; Acs—acetyl-CoA synthase; Acps—acetyl phosphate synthase; 

Dhak—dihydroxyacetone kinase; Fls—formolase; Gals—glycolaldehyde synthase; Pta—phosphate acetyltransferase

(compounds with a green background are pathway substrates, compounds with a pink background are pathway products)

769



合成生物学 第 4 卷

的催化作用，实现甲酸到丝氨酸的转化［61］。然而，

上述研究所构建的 THF循环对甲酸的同化效率明

显低于源自 M. extorquens 的 THF 循环［62-63］，这也

进一步证明了选择合适的异源基因对于构建甲酸

同化路径的重要性。②优化路径基因水平，实现

路径与宿主的最优适配。例如，采用高拷贝数、

中拷贝数和低拷贝数的质粒，在E. coli中表达Ftl、

Fch、Mtd与两种甲酸脱氢酶，结果显示含有低拷

贝数质粒的菌株生长速率明显高于中含有高拷贝

数的菌株。上述结果表明，低拷贝数质粒有利于

实现菌株路径基因的最优表达［18］。除了利用不同

拷贝数的质粒外，启动子工程也可以用于优化路

径基因表达水平。例如，通过将不同启动子组合

的质粒 pC1（表达 Ftl、Fch、Mtd）和 pC2（表达

GCS）分别导入E. coli甘氨酸营养缺陷型菌株，结

果显示当采用弱启动子时菌株生长最好。上述结

果表明，弱启动子组合有利于实现路径基因的最

优表达［16］。另外，值得注意的是，虽然使用质粒

过表达路径基因相对简捷，但是过多质粒的使用

会影响微生物的生长，相比而言基因组的过表达

图图6　提高甲酸同化效率的关键方法

FDH—甲酸脱氢酶；Hint—H蛋白的氨甲基化形式；Hox—H蛋白的氧化形式；

Hred—H蛋白的还原形式；TCA cycle—三羧酸循环；THF—四氢叶酸

Fig. 6　Key methods to improve the efficiency of formate assimilation

FDH—formate dehydrogenase; Hint—aminomethylated form of H protein; Hox—oxidized form of H protein; 

Hred—reduced form of H protein; TCA cycle—tricarboxylic acid cycle; THF—tetrahydrofolate; 
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更加稳定。例如，首先在E. coli的基因组上过表达

GCS，随后导入 rTHF 循环，获得了菌株 E. coli 

RG3。与使用质粒过表达 GCS 的菌株 E. coli RG2

相比，E. coli RG3 具有更高的生长速率与产物

产率［63］。

3.1.2 路径关键酶改造

甲酸同化路径的代谢流通量受到路径关键酶

活性的直接影响。因此，结合路径关键酶的催化

特点并进行理性改造，能够减少甚至消除路径表

达的限制性因素，从而提高甲酸同化路径的催化

效率。以 rTHF-rgcv途径的关键酶GCS为例，GCS

是由四种蛋白质（T/H/P/L）组成的多酶复合体，

催化的甘氨酸代谢为可逆反应［图 6（b）］，但是在

E. coli等多数微生物中的GCS更倾向于催化甘氨酸

的裂解而非合成，因此，在构建 rTHF-rgcv途径的

过程中，不仅需要改造 GCS的催化反应方向，而

且还需要提高 GCS的催化活性。例如，通过在 E. 

coli中过表达内源 GCS 和敲除 gcvR 基因（抑制编

码蛋白 T/H/P 的基因转录），工程菌株 E. coli RG1

能够更好地转化甲酸与CO2生成甘氨酸，从而证明

了改造 GCS 有利于提高甲酸同化路径的代谢

通量［63］。

3.1.3 竞争路径阻断

由于甲酸同化路径与微生物的本源代谢网络

存在一定的交叉性，所以不可避免地存在着路径

代谢流的泄露，因此，需要对甲酸同化路径的竞

争路径进行合理阻断。以 rTHF-rgcv 途径为例

［图 6（c）］，一方面阻断本源代谢网络中能够合成

甲酸同化途径中间产物的路径。例如，通过在

serA 基因（编码 3-磷酸甘油酸脱氢酶）缺陷型 E. 

coli中构建 rTHF-rgcv途径，促进 5，10-亚甲基四氢

叶酸的合成，使得 rTHF-rgcv途径的丙酮酸合成通

量达到了总丙酮酸合成通量的 12.9%，而在未敲除

serA基因的菌株中仅为 7.3%［63］。另一方面阻断能

够代谢甲酸同化途径中间产物的路径。例如，C. 

necator能够通过乙醛酸路径同化甘氨酸，即甘氨

酸先氧化生成乙醛酸，随后乙醛酸通过甘油酸途

径转化为生物量。然而，相比于 rTHF-rgcv途径中

的丝氨酸路径，乙醛酸路径同化甘氨酸的效率更

低，故丝氨酸路径取代乙醛酸路径更有利于菌株

在甲酸上生长［16］。

3.1.4 辅因子再生系统重构

辅因子NAD（P）H可以为甲酸同化路径提供还

原力，而甲酸能够在甲酸脱氢酶（Fdh）的催化下

将NAD（P）+转化为NAD（P）H，从而无需添加其他

底物即可完成还原力供应［图 6（d）］。因此，辅因

子再生系统重构不仅有利于提高甲酸同化路径的

催化效率，而且对于甲酸营养型微生物的还原力

和能量供给至关重要。例如，通过在E. coli中异源

引入能够再生 NADH 的 Fdh（来自博伊丁假丝酵

母 Candida boidinii）和能够再生 NADPH 的 Fdhmut

（来自拟南芥Arabidopsis thaliana），构建了能够将

NAD（P）+转化为NAD（P）H的能量再生模块，结合

rTHF-rgcv途径，使得工程菌株能够利用甲酸为唯

一碳源和能源进行生长［18］。

3.1.5 路径模块化优化

路径模块化优化作为一种理性的代谢工程策

略，通过将甲酸同化路径划分为几个代谢模块，

并利用相应的营养缺陷型菌株测试各个模块的活

性与限制性瓶颈，通过解除瓶颈最终实现甲酸同

化路径的整体优化与适配［96］［图 6（e）］。例如，借

助模块化工程策略，通过组合 rTHF模块与丝氨酸-

苏氨酸循环，验证了甲酸同化在E. coli中的代谢可

行性［60］。首先，通过在一碳与甘氨酸营养缺陷型

菌株中过表达异源 Ftl，甲酸能够回补菌株的一碳

营养缺陷，从而证明了一碳模块的活性；其次，

通过在丝氨酸营养缺陷型菌株中过表达 rTHF模块

的 Fch/ Mtd双功能酶（FolD）与 GlyA，工程菌株

实现了在甲酸与甘氨酸上进行生长；最后，通过

在丝氨酸营养缺陷型菌株中引入丝氨酸-苏氨酸循

环，使工程菌株能够在甲酸与葡萄糖上进行细胞

生长，不再需要提供外源甘氨酸。上述研究为后

续甲酸同化路径的构建提供了重要参考，模块化

工程不仅实现了甲酸营养型 E. coli的构建［17］，而

且还完成了 P. putida甲酸代谢改造［70］等，从而拓

展了同化甲酸的底盘微生物。

3.2 改善甲酸利用微生物的细胞生长

为了充分发挥甲酸利用微生物在工业生产中

的应用潜能，需要甲酸利用微生物在保持较高细

胞生长水平的前提下进行目标产物的高效合成。
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因此，研究人员采用了一系列代谢工程与生化工

程策略用于提高甲酸利用微生物的细胞生长水平，

主要包括实验室适应性进化、强化甲酸营养型微

生物的细胞生长、提高微生物协同利用甲酸的能

力等。

3.2.1 实验室适应性进化

实 验 室 适 应 性 进 化（adaptive laboratory 

evolution，ALE）是工业微生物领域常用的方法之

一，能够在实验室条件下模拟自然进化对有益的

遗传突变进行富集［97］［图 7（a）］。与理性代谢工程

策略相比，ALE无需对微生物复杂的代谢系统进

行改造，不仅在一定程度上减少了工作量，而且

还能够绕开现阶段代谢工程改造的理论与技术限

制（尤其是非模式微生物）。因此，ALE在甲酸营

养型微生物的构建与应用方面具有明显优势，主

要包括两种进化方式：①ALE用于推动甲酸利用

路径在代谢网络中的运行，在提高路径代谢流通

量的同时改善菌株的细胞生长［57，64］。例如，在

E. coli 中引入异源 Ftl（来自克氏梭菌 Clostridium 

kluyveri）后，采用 Turbidostat 培养方法对菌株进

行定向进化，提高了重构 rTHF-rgcv途径在代谢网

络中的代谢流通量，最终获得的菌株E. coli G4670

和E. coli G4671能够利用甲酸和CO2合成甘氨酸和

丝氨酸［64］。在此基础上，通过进一步的长期进化，

获得的菌株E. coli G5222和E. coli G5225能够利用

甲酸与 CO2为唯一碳源进行细胞生长［65］。②ALE

用于提高菌株在甲酸上的细胞生长与代谢能力，

主要针对经过一系列代谢改造后具有一定甲酸代

谢能力的工程菌株［16-17，70，73］，或者本身不经改造即

可天然利用甲酸的菌株（如 C. necator H16［36］）。

例如，通过在E. coli中构建 rTHF-rgcv途径与能量

再生模块，实现了菌株利用甲酸为唯一碳源和能

源进行细胞生长。随后，在补料-分批模式下对菌

株进行短期进化，在 13 个进化周期内，菌株的

倍增时间缩短至不到 8 h，生物量产量提高至

2.3 g CDW/mol甲酸［17］。在此基础上，采用类似的

进化方式，将菌株的倍增时间进一步缩短至 6 h，

生物量产量提高至 3.3 g CDW/mol甲酸，同时也提

高了菌株对甲酸的耐受性［66］。

3.2.2 强化甲酸营养型微生物的细胞生长

对于人工构建的甲酸营养型菌株而言，合适的

培养条件对于提高菌株对甲酸的耐受性与利用效率

至关重要。甲酸营养型微生物的培养条件优化主要

包括两种方式［图7（b）］。①培养基成分的调整。例

如，基于以甲酸为唯一碳源和能源进行生长的

E. coli工程菌株，通过在培养基中添加 100 mmol/L

图图7　改善甲酸利用微生物细胞生长的关键方法

Fig. 7　Key methods to improve the cell growth of formate-utilizing microorganisms
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的碳酸氢钠，可以使菌株在更高的甲酸浓度下进

行生长，甚至可以耐受 300 mmol/L甲酸。菌株对

甲酸耐受性的增加可能是由于含有碳酸氢盐的溶

液具有更好的 pH缓冲性能，从而减少了由于甲酸

消耗所引起的生长环境局部 pH波动［17］。②培养过

程的优化。例如，通过在 E. coli中构建 rTHF-rgcv

途径与能量再生模块，并降低菌株的培养温度

（由 37 ℃降至 32 ℃），提高了菌株细胞色素Cyo的

表达水平并降低了 Cyd 的表达水平，使得还原力

NAD（P）H能够更有效地转化为ATP，从而解决了

菌株生长过程中能量供应不足的问题［18］。

3.2.3 提高微生物协同利用甲酸的能力

利用甲酸与其他碳源对微生物进行共底物培

养也是实现甲酸有效利用的方法之一，如甲酸与

其他一碳化合物（如甲醇和甲醛等）可以实现协

同代谢。在甲酸与甲醇的协同代谢过程中，甲醇

脱氢酶能够催化甲醇转化为甲醛，而甲醛经甲醛

脱氢酶的催化可进一步转化为甲酸，上述过程均

能够产生还原力，从而为甲酸营养型微生物的生

长提供更多能量。然而，传统碳源（如葡萄糖和

蔗糖等）与甲酸的协同代谢具有更大的优势，不

仅有利于传统生物经济向甲酸生物经济的过渡，

而且更加适用于现阶段的工业应用［图 7（c）］。

曼氏产琥珀酸菌（Mannheimia succiniciproducens）

是公认的高效生产琥珀酸的菌种之一，以阻断副产

物合成途径的M. succiniciproducens为底盘微生物，

通过过表达源自M. extorquens的甲酸脱氢酶后，实

现了工程菌株协同代谢葡萄糖（或蔗糖）和甲酸，

使得琥珀酸得率达到了 1.41 mol/mol，接近于琥珀

酸的最大理论得率1.5 mol/mol［98］。另外，传统碳源

与甲酸的协同代谢也拓展了模式微生物（如E. coli）

的工业应用范围。例如，通过在E. coli中构建能够

协同代谢葡萄糖和甲酸的合成途径SMGF，使得工

程菌株由葡萄糖合成丙酮酸的得率达到了理论糖酵

解得率的94%（达到1.88 mol/mol）［95］。

4 结 语

针对微生物利用甲酸的研究，研究人员采用

合成生物学与代谢工程等策略，提高了天然甲酸

利用微生物的甲酸同化能力，赋予了模式微生物

甲酸代谢能力，推动了甲酸生物经济的发展。然

而，目前微生物利用甲酸的研究尚处于初始阶段，

仍然存在许多不足，例如：微生物利用甲酸的效

率偏低，细胞生长速率较慢，目标代谢物产量尚

未达到工业化要求等。因此，未来的研究重点可

以继续围绕甲酸利用的微生物、代谢路径和代谢

工程策略三个方面进行。

在甲酸利用的微生物方面，深入探究天然甲

酸利用微生物的甲酸代谢机制，针对微生物的生

化特征与代谢特性，开发相应的分子遗传学操作

工具与检测技术，如高通量测序技术［99］与同位素

标记检测技术［100］等，从而拓展天然甲酸利用微生

物的应用空间。目前，模式微生物利用甲酸的研

究主要聚焦于E. coli，需要进一步拓展至改造与提

高其他模式微生物（如 S. cerevisiae 与 P. pastoris

等）的甲酸代谢能力。此外，通过挖掘与开发新

型甲酸利用微生物，也能够进一步拓宽甲酸利用

微生物底盘与代谢产物范围。

在甲酸利用的代谢路径方面，结合新型的基

因编辑工具与路径酶改造技术，进一步优化现有

的甲酸利用路径与路径酶。结合生物信息学与计

算机算法，进一步设计与构建更加简单高效的甲

酸利用路径。另外，通过构建微生物细胞微区室

等方式，提高氧气敏感性路径酶在甲酸同化过程

中的可实用性。在E. coli中设计能够封存丙酮酸甲

酸裂解酶和磷酸酰基转移酶的微区室，可以有效

地将甲酸和乙酰磷酸转化为丙酮酸［101］。这类微生

物细胞微区室的构建，不仅能够降低其他路径对

甲酸同化路径的代谢干扰，而且对氧气敏感性路

径酶在需氧生物中的应用具有重要的借鉴意义。

在甲酸利用的代谢工程策略方面，开发更有

效的代谢工程改造策略，优化微生物的甲酸代谢

网络。通过探究 sRNA对微生物基因表达的微调机

制，并将该机制应用于微生物的甲酸代谢网络改

造，有利于进一步优化相关基因在甲酸同化过程

中的表达水平，从而提高甲酸营养型微生物的甲

酸同化效率［102-103］。此外，通过优化甲酸脱氢酶的

催化性能、建立能够评估辅因子再生系统的微生

物体内平台等策略，进一步完善甲酸代谢的能量

再生机制。例如，通过在E. coli中敲除二氢硫辛酸

脱氢酶基因，消除了丙酮酸脱氢酶和 α-酮戊二酸
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脱氢酶的活性，从而构建了 NADH 和 ATP的营养

缺陷型菌株，并用于评估NAD+依赖型甲酸脱氢酶

和甲醇脱氢酶，为甲酸代谢的能量机制评估提供

了一种有效的策略［104］。在此基础上，进一步采用

实验室适应性进化等策略，提高甲酸利用微生物

的工业化生产潜能。
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