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芳香族氨基酸及其衍生物的细胞工厂构建策略
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摘要：芳香族氨基酸及其衍生物由于其特定的生理活性，已广泛应用于医药、食品、饲料和化工等行业。利用重

组微生物发酵生产芳香族氨基酸及其衍生物是满足全球日益增长需求的有效途径。通过将代谢工程策略与合成生

物学、系统生物学和生物工程的发展相结合，在菌株的改造及优化方面取得了显著的进展。然而，合成芳香族氨

基酸及其衍生物的代谢途径长且调控机制复杂，通过简单的代谢途径改造难以大幅提高产量，因此，近年来出现

了很多相关的改造方法，为克服代谢途径中的限速问题提供了很好的借鉴意义。本文回顾和比较了最近在芳香族

氨基酸及其衍生物合成方面应用的成熟技术和策略，包括常用的代谢途径改造策略（如增加前体供给、解除关键

酶和阻遏蛋白的反馈抑制和阻遏抑制、改造转运系统、全局调节系统）以及菌株生长与生产产品耦联和菌株构建

方法（如基于生物传感器的高通量筛选以及对培养基和培养条件的优化等），未来相关前沿技术如计算机辅助途

径酶改造技术和筛选高产菌株的定向进化技术将助力芳香族氨基酸及其衍生物高产菌株的构建。
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Abstract: Aromatic amino acids (including L-tryptophan, L-phenylalanine and L-tyrosine) and their derivatives have been

widely used in medicine, food, feed and chemical industry due to their specific physiological properties. The production of

aromatic amino acids and their derivatives by recombinant microbial fermentation is an effective way to meet the increasing

global demand. By combining metabolic engineering strategy with the developments of synthetic biology, systems biology
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and bioengineering, remarkable progress has been made in the strains modifications and improvements. However, the

metabolic pathways for the synthesis of aromatic amino acids and their derivatives are long and their regulatory mechanisms

are complicated, so it is very difficult to significantly improve the yield through simple metabolic pathway-modification.

Therefore, many relevant modification methods have emerged in recent years, providing a good reference for overcoming

the rate limit problem in the metabolic pathways. In this paper, we review and compare the recent mature technologies and

strategies applied in the synthesis of aromatic amino acids and their derivatives, including the commonly used metabolic

pathway modification strategies, such as increasing the supply of precursors, removing the feedback inhibition for key

enzymes, eliminating the repression of repressor proteins, regulating the transport system and global metabolic network, the

coupling of strain’s growth and product’s production and introducing exogenous related enzymes and so on. Various

methods of strain construction are also included, such as the high-throughput screening based on biosensors and optimization

of culture medium and culture conditions and so on. Finally, we also discuss the prospect of relevant cutting-edge

technologies such as computer design of protein, computer de novo design of enzyme, computer design of metabolic

pathway, alphafold algorithm for accurate prediction of protein structure and bifunctional enzyme, and the directed evolution

technology for screening high yield strains such as the batch and continuation of the directed evolution.

Keywords: aromatic amino acids; precursors; feedback inhibition; strain construction; aromatic amino acid derivatives
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芳香族氨基酸是指分子结构式中含有苯环的

氨基酸，包括色氨酸（L-Trp）、酪氨酸（L-Tyr）

和苯丙氨酸（L-Phe），存在于绝大多数生命体中，

也可从食物中获得。此外，芳香族氨基酸的生物

学功能对于改善人们生活具有重要的推动作用，

目前已被广泛应用于食品、医药、饲料和化工等

多个行业。其中，L-Trp具有提高睡眠质量、抗兴

奋以及预防胃溃疡和提高免疫力的生理功能［1］；

L-Tyr常被用作营养补充剂来治疗脊髓炎、结核脑

炎和甲状腺机能亢进等疾病［2］；L-Phe可用于生产

新型甜味剂阿斯巴甜，也是复配氨基酸输液的重

要成分之一，还可作为抗癌药物的中间体和良好

载体［3］。

芳香族氨基酸衍生物是由芳香族氨基酸衍生

出的一类具有高附加值的化合物，这些衍生物大

多通过化学化工合成或从天然产物直接提取［4］。

随着合成生物学的发展，人们利用生物合成技术

可将芳香族氨基酸直接转变为其衍生物，既保护

环境，又避免了天然产物提取困难的问题［5］。芳

香族氨基酸是其衍生物的重要前体，由此可见，

探究芳香族氨基酸生物合成的同时也促进了其衍

生物合成的发展，两者在现代市场中都具有较大

的商业价值，所以研究其生物合成必不可少。

1 芳香族氨基酸的合成途径及生产方法

1.1 合成途径

研究表明，芳香族氨基酸合成途径主要分为三

大模块：中心碳代谢途径 （CCM）、莽草酸

（SHIK）途径和分支酸（CHA）途径，如图 1 所

示。芳香族氨基酸合成途径，以葡萄糖（Glc）为

起点，经过CCM途径，相继生成磷酸烯醇式丙酮

酸（PEP）和赤藓糖-4-磷酸（E4P），紧接着二者缩

合生成 3-脱氧-α-阿拉伯庚酮糖-7-磷酸（DAHP），

DAHP 经过 SHIK 途径依次生成 SHIK 和 CHA，最

终由CHA分别生成L-Trp、L-Tyr和L-Phe［6］。

1.2 合成方法

芳香族氨基酸的生产方法有天然蛋白质水解

法、化学合成法、转化法（酶转化法和微生物转

化法）和微生物发酵法等。每种方法都有各自的

优缺点，见表 1。目前微生物发酵法是最常用的芳

香族氨基酸生产方法，由于芳香族氨基酸合成途

径相对较长且复杂，获得工业化高产菌株是微生

物发酵法生产芳香族氨基酸的一大瓶颈［12-13］。随着

现代生物技术的发展，利用代谢工程与合成生物

学等相关知识对生产菌株进行改造，是提高芳香

族氨基酸产量的一种重要方式。

2 芳香族氨基酸生物合成的影响因素及
改造策略

2.1 芳香族氨基酸生物合成的影响因素

由于合成芳香族氨基酸的代谢途径较长，中

间产物繁多且复杂，所以影响芳香族氨基酸合成

的因素也多种多样，主要包括基于代谢途径的影

响因素，例如前体的供给水平、关键酶受到的反

表表1 芳香族氨基酸生产方法的比较

Tab. 1 Comparison of production methods of aromatic amino acids

生产方法

天然蛋白质水解法

化学合成法

酶法

微生物转化法

微生物发酵法

原理

利用盐酸使蛋白质发生水解

添加化学试剂，改变碳链结构

利用微生物中的芳香族氨基酸合成酶系

以糖类为碳源，同时添加芳香族氨基酸的前体

以葡萄糖为碳源，利用微生物发酵生产芳香

族氨基酸

优点

最初的提取方法

快速、高效

产物转化率高、副产

物少、操作简便

耗能少、纯化简便

成本低、环保、工艺流

程易控制

缺点

方法原始、产率极低、产物易

被破坏

工艺复杂、成本高、副产物多

筛选强活力酶困难、反应平衡

难操控

前体价格昂贵、改造周期较长

获得工业化高产菌株较难
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馈抑制、调控蛋白对合成途径的转录调节、转运

蛋白的转运效率以及基于菌株个体的改造方法等。

基于代谢途径的常见影响因素见表2。

2.2 芳香族氨基酸生物合成的改造策略

2.2.1 改造中心碳代谢途径，增加前体供给水平

（1）增加PEP供给水平

PEP是芳香族氨基酸合成途径中的重要前体之

一，研究表明，流向PEP的碳通量要比流向E4P的

碳通量高一个数量级［31］。PEP 在糖酵解（EMP）

途径中是一个多种酶共同竞争的底物，其生成量

和消耗量会对 SHIK 途径的碳通量造成显著影响。

当大肠杆菌以葡萄糖为唯一碳源生长时，负责葡

萄糖摄取和磷酸化的PTS系统消耗 50%的PEP［18］，

进而导致进入莽草酸的碳通量降低了一半。在此

前提下，以葡萄糖为碳源生成 DAHP 的最大理论

产量为 0.43 mol/mol葡萄糖。如果单纯去除 PTS系

统，细胞内的PEP的积累量会有相对的提高，但葡

萄糖的转运速率却随之降低，甚至还会影响细胞的

生长状态［14］。所以，研究者多采用非PTS系统来降

低 PEP的消耗。Patnaik等［32］以木糖为碳源，发现

DAHP 的最大理论产量可达到 0.71 mol/mol 木糖。

Carmona 等［33］与 Chen 等［34］的研究证明了使 PTS

的胞质成分失活（例如 ptsHIcrr操纵子）已成为取

图图1 芳香族氨基酸的合成途径

PTS—磷酸转移酶系统；G6P—葡萄糖-6-磷酸；3PG—3-磷酸甘油酸；PYR—丙酮酸；ACoA—乙酰辅酶A；Cit—柠檬酸；Oxa—草酰琥珀酸；

AKG—α-酮戊二酸；OAA—草酰乙酸；6PGNL—6-磷酸葡萄糖内脂；ANT—邻氨基苯甲酸；Indole—吲哚；PRE—预苯酸；

PPN—苯丙酮酸；HPP—4-羟基苯丙酮酸；ptsGHIccr—编码磷酸转移酶基因；ppc—编码PEP羧化酶基因；pckA—编码PEP羧激酶基因；

tktA—编码转酮酶基因；aroG/F/H—编码DAHP合酶基因；trpE/D—编码ANT合酶基因，tyrA/pheA—编码CHA变位酶基因

Fig. 1 Synthesis of aromatic amino acids

PTS—phosphotransferase system; G6P—glucose-6-phosphate; 3PG—3-phosphoglyceric acid; PYR—pyruvic acid; ACoA—acetyl coenzyme A;

Cit—citrate; Oxa—oxalylsuccinic acid; AKG—α-ketoglutarate; OAA—oxaloacetic acid; 6PGNL—glucose 6-phosphate endolipid;

ANT—o-aminobenzoic acid; PRE—prephenic acid; PPN—phenylpyruvic acid; HPP—4-hydroxyphenylpyruvic acid

Gene: ptsGHccr—ecoding phosphotransferase; ppc—encoding PEP carboxylase; pckA—encoding PEP carboxykinase; tktA—encoding transketolase;

aroG/F/H—encoding DAHP synthase; trpE/D—encoding ANTA synthase; tyrA/pheA—encoding CHA mutase
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消 PTS促进的葡萄糖转运系统的代表策略。但是，

PTS缺陷型菌株的生长能力通常严重受损。为了恢

复 PTS 缺陷菌株中的葡萄糖转运，激活其他潜在

的糖转运蛋白或载体，例如半乳糖通透酶（GalP）

和葡萄糖激酶（Glk）途径，可以作为一种有前途

的策略［34-35］。Chen等［36］提到GalP/Glk依赖菌株的

最大理论产量经计算为 0.45 g/g，约为 PTS依赖菌

株的 2倍，这为增加PEP供给水平提供了一个很好

的研究方向。吴涛等［37］利用Red同源重组系统构

建了一株 PTS 突变菌株（敲除基因 ptsHI、crr 和

glf，过表达 glk），在 50 L发酵罐中进行分批发酵，

对照原菌株L-Trp产量提高了25.9%。

除此之外，与 PEP 合成和消耗相关的基因主

要有 ppsA（编码 PEP 合酶）、pckA、ppc、pykA 和

pykF（编码丙酮酸激酶）［16］（图 2）。研究者多采用

敲除或者过表达的基因改造方法来提高 PEP 的积

累量。例如，Berry 和 Gosset 等［38-39］通过实验发

现，单独敲除编码丙酮酸激酶的基因 pykA或 pykF，

对 DAHP 的产量不会造成任何的影响，但如果同

时敲除两个基因（pykA和 pykF），DAHP的产量会

增加到原来的 3倍。近年来有学者结合前人的改造

方法，同时替换相应基因的启动子，如 Du 等［40］

选择TRP1为出发菌株，先是敲除基因 tnaA和mtr，

阻止 L-Trp 的降解和运输，其次分别把 Ptrc-trpE、

Ptrc-aroG整合至 trplE和 tyrR的基因座中，提高了色

氨酸操纵子活性并减轻了TyrR蛋白对ANT合酶的

反馈抑制，接着过表达基因 pps、pck和 citT，增加

了 PEP 供应和增强了柠檬酸的运输，最后使用基

因大片段整合方法使 PacnB启动串联基因 acnBA 和

icd的转录，以增强 TCA循环，并在 5 L生物反应

器中发酵36 h，L-Trp的浓度达到49 g/L。

（2）增加E4P的供给水平

E4P是芳香族氨基酸合成途径中另一个重要前

体［41］，其是在磷酸戊糖途径（PPP）中由转酮酶和转

醛酶催化生成。转醛酶是由基因 talB编码，转酮酶是

由基因 tktA和 tktB编码，其中只有 tktA对E4P的生成

起主要的调节作用［19］。此外，通过弱化EMP途径，

可以增强PPP途径的碳通量，这也是一种提高E4P积

累量的有效策略。

Tyagi 等［42］通过在缺失 aroB 基因的大肠杆菌

菌株中过表达 tktA基因，发现DAHP的积累量有一

定的提高，之后又同时过表达 aroGfbr和 tktA基因，

发现从葡萄糖到芳香族氨基酸的碳通量额外增加

两倍；除此之外，Mascarenhas等［43］通过敲除编码

磷酸葡糖异构酶基因 pgi，发现 EMP途径被阻断，

进而造成碳通量转移到 PPP 途径中，最终导致

L-Trp在发酵罐中的产量提高了 2倍，但是此种方

法降低了菌株的生长率。Liu等［18］与Guo等［44］通

过在酵母中引入异源磷酸酮醇酶实现了前体E4P通

量的提高，进而增强芳香族氨基酸的生产，大肠

杆菌中也可尝试此方法进行。

2.2.2 解除关键酶的反馈抑制作用和消除 TrpR、

TyrR蛋白的阻遏作用

为了提高芳香族氨基酸的产量，解除终端产

物对关键酶的反馈抑制作用也是十分有效的方法。

在芳香族氨基酸合成途径中，最关键的酶是DAHP

合酶、ANT 合酶以及 CM-PDT。大多研究者都是

通过诱变育种随机筛选突变菌株或分析关键酶的

表表2 芳香族氨基酸合成的影响因素

Tab. 2 Factors affecting synthesis of aromatic amino acids

影响因素

前体的供给

关键酶的反馈抑制

调控因子TyrR和TrpR对合成途径的转录调节

转运系统

其他因素

详情

PEP，涉及其生成和消耗的系统和酶有：PEP 合酶、PEP 羧激酶[14]、磷酸转移酶系统

（PTS）[15]、PEP羧化酶[16]、丙酮酸羧激酶[17]

E4P，涉及其生成的酶有转酮酶、转醛酶[18-19]

DAHP合酶、ANT合酶[20]、分支酸变位酶/预苯酸脱水酶（CM-PDT)[21]

TyrR调控蛋白调节8个非连续操纵子的表达[22]

TrpR调控蛋白调节基因aroH、mtr和色氨酸操纵子[23]

分泌系统：转运基因 tnaB、mtr、aroP负责芳香族氨基酸的运输[24-25]

膜蛋白YddG[26]：参与芳香族氨基酸由胞内向胞外的转运

L-Trp分支途径：色氨酸酶（tnaA）[27]、磷酸甘油酸脱氢酶（serA）[28]

L-Tyr分支途径：SHIK脱氢酶（aroB)、SHIK激酶（aroK）[29]

L-Phe分支途径：全局调节系统——Csr[30]
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蛋白三维结构对其进行定点突变，从而达到解除

终端产物对其反馈抑制的目的［45］。如表 3 所示，

Dodge 等［55］将含有色氨酸操纵子的组成型质粒

（trpEfbr、trpDfbr）转化到缺失 trpR和 tnaA基因的宿

主菌中，经过 27 h的发酵罐发酵，L-Trp的产量达

到 6.2 g/L，之后，在该菌株的基础上，对其进行

多次诱变育种，L-Trp的产量达到30 g/L，为了继续

提高L-Trp的产量，又在发酵中期添加了一定量的

表面活性剂 L61，最终 L-Trp的产量达到 54.5 g/L，

这是现在为止报道的大肠杆菌产 L-Trp 的最高产

量。刘双平等［56］先通过灭活 ccr 基因减少了 PEP

的损耗，其次通过设置基因开关控制 phefbr、

aroG15、ydiB、aroK 和 tyrB 的表达，以增加前体

的供应，接着使用含有 tyrA 突变体的大肠杆菌菌

株来减少碳的转移，最后通过过表达 yddG基因促

进 L-Phe的外排，在发酵罐中进行发酵，L-Phe的

积累量可达到 47 g/L，此产量是在没有优化发酵条

件的情况下的最高产量。 Fernstrom 等［57］ 利用

DNA 重组技术，构建了一株含有基因 trpEfbr、

aroFBL和 serAfbr的大肠杆菌生产菌株，同时敲除基

因 sdaB、 tnaA、 trpL 和 tnaA，并将多拷贝质粒

pF112-aroFBL-kan 转化至菌体中，在 15 L 全自动

搅拌釜式生物反应器中发酵，L-Trp 浓度可达

12.5 g/L。Zeng 等［36］通过纯理性改造，将解除反

馈抑制的 serA 基因插到 DAHP 合酶的基因座中，

通过分批补料方式在发酵罐中进行发酵，L-Trp的

产量可达 34～40 g/L，而对于纯理性改造 L-Trp，

其产量和生产力几乎是以往研究的两倍。

消除阻遏蛋白的阻遏作用也是提高芳香族氨

基酸产量的常用方法（图 3），古鹏飞［58］通过敲除

图图2 PEP和E4P合成途径的改造

（“绿色箭头”表示过表达，“红色叉号”表示敲除）

F6P—果糖-6-磷酸；FBP—果糖1，6-二磷酸；G3P—甘油醛-3-磷酸；1，3-2PG—1，3-二磷酸甘油酸；3PG—3-磷酸甘油酸；2PG—2-磷酸甘油酸；

Isocit—异柠檬酸；AKG—α-酮戊二酸；6PG—6-磷酸葡萄糖酸；RU5P—核酮糖-5-磷酸；X5P—木酮糖-5-磷酸；R5P—核酮糖-5-磷酸；

S7P—景天庚酮糖-7-磷酸；G3P—甘油醛-3-磷酸；acnBA—编码乌头酸酶基因；icd—编码异柠檬酸脱氢酶基因；zwf—编码葡萄糖-6-磷酸脱氢酶基因

Fig. 2 Modification of synthesis route of PEP and E4P

(''Green arrow'' indicates overexpression, ''red cross'' indicates knockout)

F6P—fructose-6-phosphate; FBP—fructose 1,6-diphosphate; G3P—glyceraldehyde-3-phosphate; 1,3-2PG—1,3-diphosphoglyceride; 3PG—3-phosphoglyceric

acid; 2PG—2-phosphoglyceric acid; Isocit—Isocitric acid; AKG—α-ketoglutarate; 6PG—6-phosphogluconic acid; RU5P—ketose-5-phosphate;

X5P—xylulose-5-phosphate; R5P—ketose-5-phosphate; S7P—sedum heptanulose-7-phosphate; G3P—glyceraldehyde-3-phosphate

Gene: acnBA—encoding aconitase; icd—encoding isocitrate dehydrogenase; zwf—encoding glucose-6-phosphate dehydrogenase
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trpR、 tnaA，既解除了 TrpR 蛋白的阻遏作用，又

降低了 L-Trp胞内的降解，最终提高了 L-Trp的产

量。在此基础上他使用 5CPtacs启动子取代了色氨

酸操纵子野生型启动子，进一步增强启动子强度，

接着采取一步法敲除了色氨酸衰减子，消除了其

衰减作用，最后通过摇瓶发酵，L-Trp的产量可达

10.15 g/L。Muñoz等［59］在 PTS-大肠杆菌生产菌株

中敲除了 tyrR 基因，不仅提高了前体 PEP 的积累

量，还解除了TyrR蛋白的反馈阻遏，经过进一步

发酵，L-Tyr的产量相比原菌株提高了 1.9倍。Kim

等［60］在大肠杆菌菌株中通过敲除编码TyrP通透酶

的 tyrP基因，并过表达 aroGfbr、aroL和 tyrC基因，

在发酵罐中进行发酵，L-Tyr的产量可达 43.1 g/L。

刘丽娜等［47］通过敲除 fruR基因，使阻遏蛋白FruR

失活，提高了大肠杆菌 FB-04中L-Trp的产量。通

过敲除关键酶以及限速酶，既解除了其对芳香族

氨基酸合成途径的反馈抑制，也增强了合成途径

的碳通量，是提高芳香族氨基酸产量的常用改造

策略，同时，敲除 TrpR 和 TyrR 这两个阻遏蛋白，

消除了其对芳香族氨基酸合成途径的阻遏作用，

根据以上改造策略，生物合成芳香族氨基酸的研

究取得了一定的进展，见表4。

表表3 芳香族氨基酸合成途径中抗反馈抑制的关键酶

Tab. 3 Key enzymes in aromatic amino acid synthesis against feedback inhibition

菌种

大肠杆菌

关键酶

DAHP合酶

ANT合酶

CM-PDT

编码基因

aroF（占比19%)

aroG（占比80%)

aroH（占比1%)

trpE

pheA

tyrA

终端产物反馈抑制

L-Tyr

L-Phe

L-Trp

L-Trp

L-Phe

L-Tyr

定点突变

Pro148Leu

Gln152Ile

Asn8Lys（N末端)

Leu76Val

Pro150Leu

Asp146Asn

Ser40Phe

Met1293Thr

Glu39Lys

Gly309Cys

缺失305～386位基因

Ala354Val, Met53Ile

Gla534Val, Phe357Leu, Tyr263His

参考文献

[14, 16]

[16, 46]

[14, 16]

[16]

[16, 47]

[16, 47]

[16]

[48-49]

[49-50]

[51]

[52]

[51, 53]

[51, 53]

[54]

图图3 关键酶的反馈抑制和调控蛋白的阻遏作用

（“虚线”表示反馈抑制，“红色实线箭头”表示阻遏作用）

Fig. 3 Feedback inhibition of key enzymes and repression of regulatory proteins

(“Dotted line” indicates feedback inhibition, “red solid line arrow” indicates inhibition)
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2.2.3 改造转运系统

转运系统关系到终端产物向胞外分泌的程度，

相关的在转运基因有mtr、tnaB和 aroP，其中 aroP

可运输 L-Phe、L-Trp 和 L-Tyr，而 mtr 和 tnaB 只对

L-Trp 的转运起作用［74-75］，有报道显示 YddG 蛋白

也参与了芳香族氨基酸的运输［76］。目前为止，对

转运系统改造的报道有很多，研究者大多采用基

因敲除或者使相关酶失活的方法来阻止芳香族氨

基酸向胞内的转运，如Yanofsky等［24］研究了在大

肠杆菌中 3个转运基因 mtr、tnaB、aroP的失活对

L-Trp产量的影响，首次得到当大肠杆菌在酸水解

酪蛋白的培养基中培养时，敲除基因 tnaB对L-Trp

的产量影响最大，接着是 mtr，而敲除 aroP 对

L-Trp的产量几乎没有任何影响的重要结论，但当

培养基中没有 L-Phe和 L-Tyr存在时，aroP的失活

就会对L-Trp的吸收产生重要影响的重要结论。赵

志军［13］通过敲除mtr转运基因，使得L-Trp的产量

得到相应提高。古鹏飞［58］对 mtr、tnaB 和 aroP 基

表表4 芳香族氨基酸及其衍生物生产概况

Tab. 4 General profile of production of aromatic amino acids and their derivatives

芳香族氨基酸

及其衍生物

L-Phe

S/R-扁桃酸

苯乳酸

肉桂酸/醛

肉桂醇

苯乙烯

L-Trp

生长素

紫色杆菌素

脱氧紫色杆菌素

血清素

靛红、靛蓝

L-Tyr

丹参素

对羟基肉桂酸

4-羟基苯乙烯

L-多巴

宿主细胞/

生产菌株

E.coli W3110

突变菌株

E.coli

E.coli (L-Phe

高产菌株)

E.coli

S.cerevisiae

E.coli

E.coli W3110

E.coli

C.glutamicum

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli MG1655

衍生菌株

E.coli

Yeast

E.coli

E.coli

改造策略

pheAThr326Pro、aroF、galp、glk、aroD、tyrRT495I、ΔptsH

引入 A. orientalis的 HamS、ΔtyrA和共表达 S. coelicolor的 hmo、Rhodotorula

graminis的dmd

ldhA、来自Wickerhamia fluorescens的pprA

pal/pal、ccl、ccr

pal2、acar、entD、Adh6

pal2、fdc1

多次随机诱变

aspC、ipdC、iad1

vioA、vioB、vioC、vioD、vioE

vioA、vioB、vioC、vioE

T-5H、共表达来自Catharanthus roseus的TDC

tnaA、引入来自Methylophaga aminisulfidivorans的 fmo

tyrA、ΔpheA、ΔpheL

d-ldhY52A、hpaBC

TAL、用SET3p、CDC24p和ALD5p替换PFK1、PFK2和PYK1天然启动子

pal、pdc

引入来自Zymomonas mobilis的 tyrC、hpaBC

发酵

方式

分批

补料

摇瓶

发酵

分批

发酵

摇瓶

发酵

摇瓶

发酵

摇瓶

发酵

分批

补料

催化

转化

分批

补料

摇瓶

发酵

催化

转化

催化

转化

分批

补料

分批

补料

分批

补料

分批

补料

分批

补料

产量

/(g/L)

72.9

0.74/0.68

29

0.287/

0.075

0.0278

0.26

54.5

3

5.436

0.3241

24

5/0.92

55

7.1

12.5

0.4

1.51

参考

文献

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[55]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[50]

[72]

[18]

[73]

[59]
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因进行全敲除，发现对L-Trp的积累有明显的促进

作用，并在摇瓶发酵中 L-Trp 产量可达 2.79 g/L。

Liu 等［56］通过分别在大肠杆菌 L-Trp 生产菌株和

L-Phe生产菌株中过表达 yddG基因，发现L-Trp和

L-Phe的积累量都有明显的提高。

2.2.4 全局代谢网络

人们在大肠杆菌中发现了一个独特的全局调

节系统——Csr，它能通过全局代谢网络来调节

CCM途径的碳通量，而这种调节主要是通过一种

小 RNA 结合蛋白 CsrA 来实现的。CsrA 蛋白能正

向调节丙酮酸激酶，负向调节PEP羧激酶和PEP合

酶，且这 3种酶都与前体PEP的合成密切相关，直

接影响芳香族氨基酸的产量，除此之外，破坏

csrA 基因能够增强糖异生和糖原生物合成酶的活

性，并减弱 EMP途径等［30］。其中，以 L-Phe为典

型代表，Tatarko等［77］通过在大肠杆菌菌株中敲除

csrA基因，并过量表达 tktA基因，最终对比原菌株

发现L-Phe的产量提高了 3.4倍。Yakandawala等［78］

分别检测了 csrA和 csrD突变以及过表达 csrB基因

对大肠杆菌L-Phe生产菌株的影响，结果表明，过

表达 csrB 基因导致的 L-Phe 产量明显高于 csrA 和

csrD突变。

2.2.5 菌株生长与产品生产偶联

微生物合成是一种很有前景的方法，可以持

续生产工业上重要的产品，很大幅度地提高了产

品产量。然而，代谢负担和各种基因操作往往会

给菌株带来生产性能限制表型，这是现在生物制

造的主要挑战之一［79］。为了解决这个问题，一个

优越的策略是将产品合成与细胞生长耦合起来，

这使得细胞生存必须生产产品，两者相互依存，

缺一不可［80］。Wang等［81］在工程大肠杆菌中创建

了一种丙酮酸驱动的代谢方案，用于生长耦合产

品生产，从而证明其在促进邻氨基苯甲酸酯及其

衍生物生产方面的应用，并促进了两种邻氨基甲

酸酯衍生的高价值产品的生产，包括L-Trp，这为

提高L-Trp产量提供了很好的借鉴意义。

2.3 芳香族氨基酸高产菌株筛选方法

2.3.1 基于生物传感器的高通量筛选

生物传感器可感知自然界中的众多信息，比

如环境变化、危险信号等，此功能在人类发展史

上已经得到应用，比如人们会利用狗的嗅觉来帮

助查案等。现代生物传感器应用了类似的原理，

它可响应并感知被检测对象，并按照一定的规律

将感知信号转换成与之对应的易于观察的输出信

号，已广泛应用于生物技术和合成生物学中［82-83］。

体内生物传感器作为传感器的一种类型，能够实

时感知并响应体内的目标小分子，对代谢工程和

代谢网络调控有重要作用。近些年，生物传感器

已广泛应用于菌株筛选方面，面对采用各式各样

基因手段改造出的菌株，生物传感器可以对改造

效果进行高通量且快速的评价，并从中确定出优

质菌种［84］。比如，在芳香族氨基酸菌株改造方面，

Fang等［85］通过建立 L-Trp生物传感器，该传感器

调控由 L-Trp 诱导的 tnaCAB 操纵子的转录，还可

响应代谢途径中产生的 L-Trp，为了增强 L-Trp 代

谢途径，引入了 InterSPPS策略（以顺序推拉的方

式平衡 L-Trp代谢途径上游和下游的碳通量），并

结合流式筛选技术，筛选到了大肠杆菌性能优质

的菌株 B8，从而达到提高色氨酸产量的目的。

Zhang 等［86-87］开发了一种基于转录调控因子 TyrR

的L-Phe生物传感器，该装置能够特异地感知胞内

的 L-Phe，并将 L-Phe浓度转化为易于观察的黄色

荧光，该荧光信号可利用多功能酶标仪或流式分

析仪进行快速测定，从而实现对发酵过程中L-Phe

的浓度进行实时监测；利用此元件，他们成功从

一个核糖核苷酸结合位点库和一个菌株随机突变

库中筛选出了 L-Phe高产表型，达到了提高 L-Phe

产量的目的。Chen等［88］则将CRISPR/Cas9促进的

靶基因工程与生长耦联和传感器引导的体内筛选

（CGSS）整合在一起，该方法已成功用于工程化

一种关键酶——DAHP 合酶 AroG。二者结合可以

更快速地得到芳香族氨基酸的高产菌株。

2.3.2 优化培养基和培养条件

培养基是微生物赖以生长繁殖的环境，主要

包括碳源、氮源、无机盐以及维生素、水等，见

表 5。研究者多采用优化培养基的各组分的方法，

使菌种的生长状态达到最佳，进而达到提高芳香

族氨基酸产量的目的。

张婷婷［93］分别检测了 6种不同碳源对菌体生

长的影响，结果显示，当以葡萄糖为唯一碳源时，
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且当葡萄糖的初始浓度为 30 g/L时，L-Trp产量可

达到最大值。在此基础上，她还检测了多种氮源

对菌体生长和色氨酸发酵的影响，发现以酵母粉

为有机氮源，以NH4NO3为无机氮源时，菌体的生

长量和色氨酸的产量达到最大。娄秀平［92］采用单

因素实验和正交实验设计，探究了不同浓度的盐

离子对大肠杆菌 L-Trp 生产菌株的影响，结果表

明，6 g/L的KH2PO4和2 g/L的MgSO4为最佳组合。

流加式（fed-batch）培养已经成为一种生产芳

香族氨基酸的流行方法，并且还被广泛应用于发

酵工程中［94］。在芳香族氨基酸生物合成途径中，

底物的抑制作用、终端产物的反馈抑制以及阻遏

蛋白的阻遏效应都无法避免，但是采用流加式培

养，在一定程度上能够减缓这些不利于芳香族氨

基酸生产的负面反应。同时，流加式培养能够更

好地控制反应过程中溶氧，既解决了因一次性投

放葡萄糖造成的细胞耗氧过多的问题，还能使菌

种始终保持正常的生理状态。Jing等［95］通过构建

新型动态控制策略，该策略将优化的ANT进料纳

入溶解氧（DO-stat）葡萄糖进料框架，实现了大

规模生产过程中报道的最高的葡萄糖至L-Trp产量

（0.244 g/g），接近最大理论产量 0.277 g/g。除此之

外，接种量、培养温度、培养基的初始 pH以及补

料方式等对生产芳香族氨基酸的生产也具有重要

的影响。

3 芳香族氨基酸衍生物的生物合成

3.1 LL--苯丙氨酸衍生物的生物合成

L-Phe分支途径中的苯丙酮酸和 L-Phe在相应

酶的催化下可衍生为不同化合物，如扁桃酸、

D-苯甘氨酸、D-苯丙氨酸、苯乳酸、苯乙烯、肉

桂酸、肉桂醛、肉桂醇等，这些衍生物都具有其

独特的应用价值。

扁桃酸主要应用于制药行业，是药物合成的重

要前体［96］。扁桃酸的合成主要是由4-羟基扁桃酸合

酶（由 hamS编码）催化苯丙酮酸完成［图 4（a）］。

Sun等［62］构建了以葡萄糖为碳源的大肠杆菌菌株，

为了提高扁桃酸的生成量，引入了来自A. orientalis

的HamS，同时还敲除了竞争途径基因 tyrA，经过

发酵，S-扁桃酸的产量可达 0.74 g/L。接着他又在

该菌株的基础上，共表达了来自 S. coelicolor对羟

基扁桃酸氧化酶（由hmo编码）和来自Rhodotorula

graminis对羟基扁桃酸脱氢酶（由 dmd编码），得

到了0.68 g/L的R-扁桃酸。

苯乳酸在一定程度上能够抑制使食品发生腐

败变质的细菌和使人类患病的致病菌的生长，所

以其在食品和制药行业中有很大的发展潜力［97］。

在乳酸脱氢酶（由 ldhA编码）的催化作用下，苯

丙酮酸可生成苯乳酸［图 4（b）］。Fujita等［63］在高

产 L-Phe 大肠杆菌菌株中表达来自 Wickerhamia

fluorescens的苯丙酮酸还原酶（由 pprA编码），结

合发酵条件的优化，最终 D-苯乳酸的产量可达

29 g/L。

3.2 LL--色氨酸衍生物的生物合成

L-色氨酸在相关酶催化作用下可衍生成多种具

有独特功能的芳香性化合物，如生长素（吲哚-3-

乙酸）、紫色杆菌素、脱氧紫色杆菌素［85］、靛红、

靛蓝和血清素等。相比于L-Phe和L-Tyr，L-Trp分

支途径中前体较多，所以，提高 L-色氨酸衍生物

产量是现阶段人们应该关注的焦点。

血清素，又叫5-羟色胺，在动物中可作为神经

递质，具有丰富的药用价值［98］，其还可以在相应

酶催化下生成具有商业价值的褪黑素［57］。在动物

中，L-色氨酸先后由色氨酸 5-羟化酶（TPH）和色

氨酸脱羧酶（TDC）催化生成血清素［图 4（c）］。

而在植物中，L-色氨酸先后由 TDC和色胺 5-羟化

表表5 培养基中各组分的优化

Tab. 5 The components optimization in the medium

影响组分

碳源

氮源

无机盐

作用

提供能量和碳链骨架

合成氨基酸、蛋白质和含氮代谢物

调节pH，维持渗透压

不同种类

葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、淀粉

酵母粉、牛肉膏、蛋白胨、酵母膏、NH4Cl、NH4NO3、(NH4)2SO4、NH4H2PO4

MgSO4、MgCl、CaCO3、KCl、KH2PO4
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酶（T-5H）催化生成血清素［99］。Park等［70］构建了

一种重组大肠杆菌菌株，即去除 T-5H 的 N 末端，

将优化后的 T-5H 和谷胱甘肽硫转移酶（GST）标

签进行融合后共表达，并过表达来自Catharanthus

roseus的 TDC，结果表明，该菌株可生产 24 mg/L

的血清素。

靛红和靛蓝被广泛应用在食品、医药和化妆

品等行业中，靛红被用于治疗白血病、癌症和阿

尔兹海默症等疾病，靛蓝可被用作天然着色

剂［100］。以 L-色氨酸为起始物，先后经过色氨酸

酶、单加氧酶或双加氧酶的催化，可生成互为同

分异构体的靛蓝和靛红［图 4（d）］。韩晓红等［71］

在能够产 2 g/L的L-色氨酸的大肠杆菌菌株中，引

入来自Methylophaga aminisulfidivorans的黄素单加

氧酶（由 fmo 编码），经过分批培养，得到了

920 mg/L 的靛蓝和 5.0 mg/L 的靛红。接着，在该

菌株的基础上，加入 0.36 g/L半胱氨酸，由于半胱

氨酸能够影响 Fmo的区域选择性，进而增强了靛

红前体 2-羟基吲哚的合成，最后通过发酵，靛红

产量可达223.6 mg/L［101］。

3.3 LL--酪氨酸衍生物的生物合成

以 L-酪氨酸和 4-羟基苯丙酮酸为前体能够衍

生出多种具有重要商业价值的芳香性化合物，如

图图4 几种芳香族氨基酸衍生物的具体合成途径

Pdh—苯丙氨酸脱氢酶；HamS—4-羟基扁桃酸合酶；LdhA—乳酸脱氢酶；TPH—色氨酸5-羟化酶；TDC—色氨酸脱羧酶；

DDC—芳香族L-氨基酸脱羧酶；ASMT—乙酰羟色胺O-甲基转移酶；SNAT—芳烷基胺N-乙酰基转移酶；TnaA—色氨酸酶；

Fmo—黄素单加氧酶；TAL—苯丙氨酸解氨酶；TYR—酪氨酸酶

Fig. 4 Full synthetic routes of several aromatic amino acid derivatives

Pdh—phenylalanine dehydrogenase; HamS—4-hydroxymandelate synthase; LdhA—lactate dehydrogenase;

TPH—tryptophan 5-hydroxylase; TDC—tryptophan decarboxylase; DDC—aromatic L-amino acid decarboxylase;

ASMT—acetyl hydroxytryptamine O-methyltransferase; SNAT—arylalkylamine N-acetyltransferase; TnaA—tryptophan enzyme;

Fmo—flavin monooxygenase; TAL—phenylalanine ammonia lyase; TYR—tyrosinase
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4-羟基苯乳酸、4-羟基苯乙酸、4-羟基苯乙醇、

4-羟基苯乙烯、4-羟基苯甲酸、L-多巴、对羟基肉

桂酸、咖啡酸、丹参素和黑色素等。

对羟基肉桂酸，又叫对羟基香豆酸，被广泛

应用于食品、化工和医药等领域。在苯丙氨酸解

氨酶（TAL）的催化下，L-酪氨酸可转化为对羟基

肉桂酸［图 4（e）］［102］。Yu等［18］构建了一个酵母菌

菌株，通过引入一个基于磷酸转酮酶的途径，并

替换EMP和芳香族氨基酸合成途径中几个重要基

因的启动子，如用SET3p、CDC24p和ALD5p替换

PFK1、PFK2和 PYK1天然启动子，经过发酵，对

羟基肉桂酸的产量可达12.5 g/L。

L-多巴是一种重要的生物活性物质，还是生成

儿茶酚和黑色素等的重要中间产物，多被用来治

疗帕金森症［图 4（f）］［103］。Muñoz等［59］通过在大

肠杆菌中引入来自 Zymomonas mobilis的环己二烯

脱氢酶 （由 tyrC 编码），并同时过表达 tktA、

aroFfbr、 tyrA 和 tyrC 基因，得到了大肠杆菌高产

L-酪氨酸菌株，又通过过表达 hpaBC 基因（编码

4-羟基苯乙酸 3-羟化酶），实现L-酪氨酸向L-多巴

胺的转化，经过发酵，L-多巴产量可达1.51 g/L。

4 结论与展望

随着社会的快速发展，芳香族氨基酸及其衍

生物已经广泛应用于食品、化工、饲料、化妆品

和医药等行业，极大提高了人民的生活水平。近

年来，现代生物技术、生物信息学、合成生物学

以及代谢工程等在提高芳香族氨基酸及其衍生物

产量方面也做出了巨大贡献。本文主要从增加前

体供给水平、解除关键酶的反馈抑制、消除阻遏

蛋白的阻遏作用、敲除或者过表达相应酶基因、

菌株生长与生产产品偶联、基于生物传感的高通

量筛选、优化培养基和培养条件以及引入外源相

关酶等方面总结了提高芳香族氨基酸及其衍生物

产量的常用方法，为芳香族氨基酸及其衍生物的

进一步发展提供了一定的理论依据。但是，由于

各种改造策略涉及的反应机制和代谢途径较为广

泛，所以其面临的问题也是多种多样。前体供给

中，PEP与 E4P供给平衡是一个有待解决的难点，

最大程度降低消耗 PEP 相关酶的活性、在不影响

菌株生长情况下去除PTS系统以及增加流向PPP途

径的碳通量是提高PEP和E4P供给的一个很好的解

决策略；芳香族氨基酸转运系统，则是对其向胞

内运输的研究较为全面，向胞外运输的研究却少

之甚少，因此更高效的外排芳香族氨基酸也是有

待解决的问题，而通过转录组分析挖掘转运蛋白

可以有效解决这一问题；高产菌株获取困难，则

是因为缺乏快速有效的筛选方式，通过构建特异

性的生物传感器并结合液滴微流控以及流式细胞

仪可以得到很好的解决。

在过去的十几年里，芳香族氨基酸及其衍生

物的生物合成技术已经逐渐趋于成熟，但是大幅

度提高芳香族氨基酸产率仍然是研究的热点。对

于L-Trp，其生产途径较长，导致其前体增多，因

此，就算是现在一些商业化L-Trp生产菌株的产率

也很难满足市场的需求；对于L-Tyr，其相关生产

技术尚不成熟，导致L-Tyr还没有真正实现工业化

生产；对于 L-Phe，由于其途径的复杂程度较高，

另外，乙酸等副产物积累和糖酸转化率低的问题，

都间接影响着L-Phe的产率。对于芳香族氨基酸衍

生物，芳香族氨基酸是其主要的前体，提高芳香

族氨基酸的产量直接影响着其衍生物的产量。此

外，引入外来菌种相关酶的活性低也是影响芳香

族氨基酸衍生物产量的一个重要因素。随着一些

新技术在合成生物学领域的广泛应用，实现大幅

度提高芳香族氨基酸及其衍生物产量的目标指日

可待。近年来，有学者结合蛋白质组学和生物信

息学的相关理论，采用计算机蛋白设计软件分析

酶、改造酶等方法来解除芳香族氨基酸途径中关

键酶的反馈抑制［104］。此外，双功能酶的概念逐渐

深入人心，它极大地提高了酶的催化效率，部分

学者通过对大肠杆菌高产菌株的转录组进行研究，

发现 SHIK 途径中相关酶（比如脱氢奎尼酸合酶、

莽草酸脱氢酶）的代谢通量都比较低，严重降低

了芳香族氨基酸的产率，Lee等［105］通过在大肠杆

菌中引入一种来自木本植物的双功能酶脱氢奎宁

酸脱水酶 -莽草酸脱氢酶（DHQ-SDH）来提高

SHIK代谢通量，从而达到提高芳香族氨基酸的产

量的目的。近年来，随着计算机技术的迅速发展，

以计算机为辅助工具改造酶的方法也层出不穷，

比如AlphaFold算法精准预测蛋白结构的功能为酶
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改造提供了一个很好的平台，其改造酶的方法有

助于解决合成途径中关键酶反馈抑制的问题，有

望应用到芳香族氨基酸的改造生产中。代谢工程

的发展让人们意识到其对芳香族氨基酸工业化生

产的重要性，并且计算机从头设计酶为其提供了

一定的技术支撑［106］，为设计新途径提供了一种很

好的方法，如 Yang等［107］利用 C1化合物生产化学

品，通过对代谢反应进行计算机分析，并进行动

力学评估，构建出了一个新的 C1同化途径，最终

获得了 88% 的碳产率。在芳香族氨基酸合成途径

中，PEP和E4P合成DAHP的这步反应，主要前体

PEP在生成的同时，也会被消耗一部分，可以仿照

上述方法构建一个新途径来提高 PEP 的供给，从

而达到提高 DAHP 的产量的目的。另外，利用计

算机设计分析代谢途径和体外反应也是一种新潮

的技术。在芳香族氨基酸菌株构建方面，理性改

造虽然是芳香族氨基酸高产菌株构建的研究热点，

但非理性筛选是高产菌株构建的主流方式，例如

定向进化，d’Oelsnitz和Ellington［108］发现连续性定

向性进化可以将所有操作无缝集成到一个完整的

进化周期中，在精确控制培养参数的同时，还可

以在线检测和监控相关参数细胞生长或生产力。

至于突变菌株的产生，则可以通过易错 PCR和位

点饱和诱变等方式在目的基因上进行体外随机诱

变。此外，Bryson等［109］与Song等［110］构建了体内

全基因组诱变的方法。Song等［110］使用DNA聚合

酶-复制子系统（OrthoRep）构建了一种简化的加

速定向进化的生物工程学方法。Badran等［111］则使

用质粒突变体进行定向进化，可以分别在目的基

因上和目的基因外发生突变，这对解决需要同时

调节多个基因的多种靶标的问题有很大意义。随

着基因靶向技术（例如 CRISPR/Cas9 技术）的出

现，已开发出在特定基因座进行基因工程改造的

更精确的技术，例如 Jakočiūnas 等［112］ 开发了

CasPER，Halperin等［113］则开发了EvolvR。这些前

沿技术有望能应用于芳香族氨基酸的生产，为提

高其产量和改变其合成途径提供借鉴意义。以

L-Trp合成为例，利用计算机分析设计新的高效合

成途径以减少碳损失；对合成途径中的关键酶进

行定向改造，提高其催化效率；通过新型的多基

因碱基编辑技术大幅缩短菌株构建周期，即可在

短期内获得转化率与产量显著提高的菌株。虽然

只是一种设想，但在目前的技术条件下，具有很

高的可行性。期待在不久的将来，随着人们对五

大组学研究的不断深入，同时结合生物信息学、

结构生物学和合成生物学等的相关理论，可以真

正实现芳香族氨基酸及其衍生物高产菌株的快速

构建。
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