
2026 年 第 7 卷 第 XX 期 | www.synbioj.comSynthetic Biology Journal   2026，7（XX）：1-17
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摘要：以番茄红素和 β-胡萝卜素为代表的烃类四萜化合物，因具有着色、抗氧化、营养供给、免疫调节等作用，

被广泛应用于食品、医药及化妆品等行业。目前，烃类四萜化合物获取方法主要有天然提取、化学合成和微生物

合成。其中，天然提取受限于原料供应和提取效率，化学合成则存在副产物多、环境不友好等问题。随着合成生

物学的快速发展，微生物合成烃类四萜化合物的生产效率得到显著提高，并且具有低碳绿色、环境友好等优点，

推动了烃类四萜化合物生物制造的产业化进程。本文总结了微生物合成烃类四萜化合物的相关技术策略和研究成

果，主要从路径优化和底盘改造两方面对这些研究进行归纳分析，并展望了未来微生物合成烃类四萜化合物的研

究前景，如 AI 辅助酶定向进化、机器学习整合多组学数据、构建荧光报告系统耦合烃类四萜化合物产量。以期

进一步推动其生物合成的效能。
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Abstract: Hydrocarbon tetraterpenoids, such as lycopene and β‑carotene, possess diverse physiological functions 

including pigmentation, antioxidant activity, nutritional support, and immunomodulation. Owing to these properties, 

they are extensively used in the food, pharmaceutical, and cosmetic industries. Current production methods include 
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natural extraction, chemical synthesis, and microbial synthesis. Natural extraction is constrained by limited raw 

material availability, seasonal variation, and low extraction efficiency, making large‑scale production difficult. 

Chemical synthesis, while capable of high yields, often generates undesirable by‑products and relies on non‑renewable 

resources and organic solvents, raising environmental concerns regarding pollution and chemical residues. With the 

rapid advances in synthetic biology, microbial synthesis has emerged as a highly promising and sustainable alternative. 

It offers significantly improved production efficiency, mild reaction conditions, a low carbon footprint, and 

environmental friendliness, thereby accelerating the industrialization of tetraterpenoid biomanufacturing. This article 

systematically reviews recent technical strategies and research progress in the microbial synthesis of hydrocarbon 

tetraterpenoids, with an emphasis on two complementary aspects: pathway optimization and chassis engineering. 

Regarding pathway optimization, key strategies include the screening and rational engineering of rate‑limiting 

enzymes, redirection of metabolic flux toward the target pathway, and disruption of competing branches. For example, 

heterologous enzymes from different sources are often subjected to codon optimization, site‑directed mutagenesis, or 

subcellular relocalization to enhance their activity and substrate specificity. Pathway balancing via promoter 

engineering or modular assembly further improves product titers. In terms of chassis engineering, effective approaches 

involve the selection of appropriate host strains, cofactor balancing to support redox demands, optimization of 

regulatory elements, and engineering of efflux systems to relieve product toxicity and feedback inhibition. Additionally, 

adaptive laboratory evolution and transcriptome‑guided target discovery have enabled the identification of 

non‑pathway genes that significantly enhance production. Finally, this article discusses future directions for further 

improving the efficiency of hydrocarbon tetraterpenoid synthesis. Emerging technologies such as dynamic metabolic 

regulation, high‑throughput screening of enzyme variants, biosensor‑based strain development, and cell‑free 

biosynthesis systems hold great potential. These advances will provide theoretical guidance and technical support for 

sustainable green biomanufacturing in the field of natural product synthesis.

Keywords: Hydrocarbon tetraterpenoids; chassis engineering; pathway optimization; biosynthesis; synthetic biology

引 言

烃类四萜化合物如番茄红素和 β-胡萝卜素等

是一类只含碳和氢的四萜化合物。它们是自然界

中最普遍存在的天然色素之一，属于天然化合物

家族，存在于红色、橙色和深绿色的蔬菜和水果

中。烃类四萜化合物作为强抗氧化剂，能够淬灭

单线态氧［1］和清除自由基使细胞免受氧化损伤［2］。

因具有着色、抗氧化和营养增强等功能［3， 4］，被广

泛应用于食品、饲料、医药及化妆品等工业领

域［5-7］。2025年，全球烃类四萜化合物市场规模为

12.36 亿美元，预计到 2034 年将增长至 18.02 亿美

002



第 7 卷 www.synbioj.com

元，复合年增长率为4.28%。

随着烃类四萜化合物的市场规模不断扩大，

人们对烃类四萜化合物的需求也在不断提高［8］。

目前，用于得到烃类四萜化合物的方法有天然产

物萃取法、化学合成法及微生物合成法［9］。天然

产物萃取法是最传统的方法，直接从植物或藻类

中提取烃类四萜化合物，但原料中烃类四萜化合

物含量低，提取工艺复杂，导致生产成本高昂，

难以满足大规模工业化需求［1］。化学合成法通过

化工原料进行复杂的化学反应来合成。但化学合

成存在反应步骤多，副产物生成等问题，以及产

品毒性等问题［10， 11］。而微生物发酵法得到的产品

是天然构型，生理活性高，生产成本低，生产周

期短，不受季节和原料限制，环境友好。微生物

发酵法因其平衡了成本与天然性的优势，正成为

学术界和工业界研发的热点，代表着未来的发展

方向。

近年来，随着合成生物学的高速发展，其核

心工具如代谢工程、基因编辑使得研究人员能够

精准改造微生物，将其转化为高效的烃类四萜化

合物生产者［12， 13］。微生物合成烃类四萜化合物主

要依赖于两类底盘：以大肠杆菌为代表的原核系

统和以酿酒酵母、解脂耶氏酵母为代表的真核系

统［14， 15］。目前已在多种微生物中实现了烃类四萜

化合物的异源合成，但普遍存在前体代谢流竞

争［16， 17］、异源酶与宿主适配性差［18， 19］、脂溶性产

物储存受限［20］、中间代谢物累积毒性以及底物抑

制等问题［16， 21］，严重阻碍了产量突破。

为突破上述瓶颈，近年来的研究策略逐渐聚

焦于两大维度：一是合成路径的精细优化，包括

筛选高活性酶［22］、利用启动子文库和拷贝数优化

途径酶的表达量［23］、以及通过定向进化改造关键

酶以消除产物抑制［24， 25］；二是底盘细胞的代谢重

构，即从宿主全局出发，强化乙酰辅酶 A 或丙酮

酸的供给［26］，平衡 NADPH 等辅因子［27， 28］，或通

过调控脂质合成来扩大产物的储存空间［29， 30］，从

根本上提升底盘对异源途径的支持能力。

本文将从微生物合成烃类四萜化合物的生物

合成途径与限速步骤、路径优化策略、底盘的适

配性改造三方面展开论述。其中微生物合成烃类

四萜化合物的生物合成途径与限速步骤方面包括

烃类四萜化合物合成途径，关键限速步骤与竞争

路径；路径优化策略方面包括关键酶的筛选与适

配，路径酶基因的表达和代谢平衡，酶的改造优

化和组装，合成路径的动态调控；底盘的适配性

改造方面包括增加前体供给，辅因子工程，储存

空间与亚细胞工程。并根据本文综述内容和目前

研究情况做了总结和展望。

1 微生物合成烃类四萜化合物的生物合
成途径与限速步骤

1.1 烃类四萜化合物合成途径

1.1.1 上游模块：前体供应途径

烃类四萜化合物（C40）合成路径通常分为上

游前体供应与下游异源模块两部分［31］，上游途径通

过甲基赤藓醇磷酸（methyl erythritol phosphate， 

MEP）或甲羟戊酸（mevalonic acid， MVA）途径

合成异戊二烯焦磷酸（isopentenyl pyrophosphate，

IPP） 和 二 甲 基 丙 烯 焦 磷 酸 （dimethylallyl 

diphosphate， DMAPP）［32， 33］，其中MVA途径存在

于大多数真核微生物如酿酒酵母、解脂耶氏酵母

以及部分古菌和细菌中［34］，该途径以乙酰辅酶 A

为起始底物，经多步反应生成 IPP［35］，IPP在异戊

烯 基 二 磷 酸 异 构 酶 （isopentenyl diphosphate 

isomerase， IDI） 的催化下异构化为 DMAPP；

MEP途径存在于大多数细菌如大肠杆菌以及植物

质体中［14］，该途径以丙酮酸和甘油醛-3-磷酸为底

物，经 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合酶（1-deoxy-D-

xylulose-5-phosphate synthase， DXS）、 脱 氧 木

酮糖磷酸盐还原异构酶（1-deoxy-D-xylulose-5-

phosphate reductoisomerase， DXR） 催 化 生 成

MEP，随后MEP在多种酶催化生成 IPP和DMAPP

（图 1）。在不同宿主中往往有不同的途径选择策

略，酵母内源MVA途径完整，且易于通过过表达

途径基因来提升 IPP通量，因此选择保留并强化内

源MVA途径。而大肠杆菌内源MEP途径产量较低

且调控复杂，工业上通常引入外源的MVA途径来

获得更高的 IPP通量。

1.1.2 下游模块：烃类四萜化合物特异性合成途径

IPP和DMAPP在法尼基焦磷酸合酶（farnesyl 
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pyrophosphate synthase， ERG20）催化下缩合生成

香叶基焦磷酸（geranyl pyrophosphate， GPP），并进

一步生成法尼基焦磷酸（farnesyl pyrophosphate， 

FPP），从 FPP到终产物 β-胡萝卜素，需要经过四

步 反 应 ， 首 先 由 香 叶 基 香 叶 基 焦 磷 酸 合 酶

（geranylgeranyl pyrophosphate synthase， GGS1/

CrtE） 催 化 生 成 香 叶 基 香 叶 基 焦 磷 酸

（geranylgeranyl pyrophosphate， GGPP）。随后八氢

番茄红素合酶（phytoene synthase， CrtB）催化两

分子GGPP发生缩合反应，生成八氢番茄红素，这

一步标志着烃类四萜化合物特异性结构的形成［36］。

八氢番茄红素脱氢酶（phytoene desaturase， CrtI）

在八氢番茄红素分子上连续引入多个双键，通过

一系列中间产物如六氢番茄红素、ζ-胡萝卜素等，

最终生成番茄红素，CrtI是一种多步脱氢酶，不同

微生物来源的CrtI催化脱氢步数不同，例如荚膜红

细菌来源的CrtI主要催化 3步连续脱氢反应生成链

孢红素［37］，欧文氏菌来源的CrtI主要催化 4步连续

脱氢反应生成番茄红素［38］，而粗糙脉孢菌来源的

CrtI则能催化5步连续脱氢反应生成3，4-脱氢番茄

红素［39］。因此它是番茄红素合成的限速酶和产量

决 定 因 素 之 一［40］。 最 后 由 番 茄 红 素 环 化 酶

（lycopene cyclase， CrtY）催化番茄红素两端的末

端基团环化，生成具有商业价值和维生素 A 原活

性的橙黄色 β-胡萝卜素［41， 42］（图 1），这一步的成

功与否直接决定了最终产物是停留在番茄红素，

还是进一步转化为β-胡萝卜素［43， 44］。

1.2 关键限速步骤与竞争路径

尽管已在多种微生物中成功构建烃类四萜化

合物异源合成途径，但其产量仍受制于前体供应、

中间代谢物积累、竞争途径分流、产物反馈抑制

和储存空间限制［45］等多个层面的瓶颈因素［46， 47］，

且合成途径中存在多个限速节点（图1）。

1.2.1 前体供应途径的限速节点

在酵母等真核微生物中，MVA 途径是 IPP/

DMAPP 的唯一来源。作为甲羟戊酸途径的核心

酶，有研究表明羟甲基戊二酰辅酶 A 合成酶

（hydroxymethylglutaryl-CoA synthase， ERG13）通

过乙酰辅酶A和辅酶A的竞争性抑制，直接控制进

入烃类四萜化合物合成的代谢总通量［48］。3-羟基-3-

甲基戊二酰辅酶 A还原酶（hydroxymethylglutaryl-

CoA reductase， HMGR）则被公认为该途径的重

要限速酶［49， 50］，其催化 MVA 途径中第一个不可

逆 反 应 ： 3- 羟 基 -3- 甲 基 戊 二 酰 辅 酶 A 

（hydroxymethylglutaryl-CoA， HMG-CoA）向甲羟

戊酸的转化，该步骤的代谢通量最小，是整条路

径的瓶颈。其N-末端截短的形式为 tHMG1。研究

表明，过表达 tHMG1可显著提升酿酒酵母和解脂

耶氏酵母中的萜类产量［51］。tHMG1表达不足会导

致HMG-CoA积累，使流向番茄红素和 β-胡萝卜素

图图1　烃类四萜化合物的生物合成路径和限速酶。红色字体表示限速酶。

Fig. 1　Biosynthetic pathway and rate-limiting enzymes of hydrocarbon tetraterpenoids. Red font indicates rate-limiting enzymes.
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的碳流减少［52］。

在大肠杆菌等原核宿主中，MEP途径负责前

体供应。DXS催化MEP途径的第一步反应，也是

第一个不可逆反应，决定了进入整个途径的碳通

量。IDI催化 IPP和DMAPP的互相转化，它通过控

制产物比例和供给速率，直接影响了整个下游萜

类化合物的合成能力。早期研究已证实DXS和 IDI

是该途径的关键限速酶［53］。

1.2.2 烃类四萜化合物合成途径的限速节点

下游途径的限速酶同样重要，CrtE/GGS1负责

将 FPP转化为GGPP，是连接上游前体供应与下游

烃类四萜化合物合成的关键节点［54］。FPP 是萜类

合成的关键分支节点，除流向GGPP合成烃类四萜

化合物外，还参与甾醇、泛醌、萜醇、角鲨烯等

多种产物的合成［55， 56］。研究表明，GGS1表达不足

会导致FPP积累，使流向烃类四萜化合物的碳流减

少［52］。CrtI 催化八氢番茄红素向番茄红素的多步

脱氢反应，不同微生物来源的CrtI催化脱氢步数不

同，常被视为途径的限速酶［57］。有研究指出，在

CrtI催化效率不足的情况下，八氢番茄红素在脂滴

中大量储存，无法有效转化为下游产物［58］。CrtY

则催化番茄红素环化生成 β-胡萝卜素，番茄红素

对CrtY存在底物抑制作用。

2 路径优化策略

异源合成途径自身的催化效率与表达平衡是

制约烃类四萜化合物产量的关键因素。针对外源

基因适配性差、多基因表达失衡、关键酶活性不

足及静态调控带来的代谢负担等问题，研究者分

别从基因筛选与适配、表达平衡、蛋白工程和动

态调控四个层面优化路径，实现烃类四萜化合物

的高效合成（表1）。

2.1 关键酶的筛选与适配

异源酶的筛选和组合适配是合成途径构建的

首要环节。不同生物来源的酶在催化效率、底物

亲和力及宿主适配性上存在显著差异［75］，因此高

性能酶的筛选和底盘适配是路径优化的基础［图 2

（a）］。同时四萜类化合物的合成路径长，关键路

径酶的性能和多个路径酶的协同催化适配成为生

物合成的重要瓶颈。

对此，Verwaal等人在酿酒酵母中筛选并组合

表达了红法夫酵母来源的路径酶基因 crtE与 crtYB、

crtI，并进一步过表达关键限速酶基因 tHMG1 和

crtI，提高了前体供给和转化，使 β-胡萝卜素产量

提高到 5.9 mg/g［61］。进一步地，Chen 等人在酿酒

酵母中系统比较了多个来源的CrtI，发现三孢布拉

氏霉来源的 CrtI（BtCrtI）表现最优，其催化底物

八氢番茄红素的脱氢产物转化率高达 80%，是番

茄红素合成的关键限速酶；通过结构分析还揭示

了 S311位点对酶活的关键作用，为酶的理性改造

提供了靶点［76］。Watcharawipas等人发现在酿酒酵

母中 Sporidiobolus pararoseus来源的 crt变体表现出

最高的烃类四萜化合物生产活性，在番茄红素生

产能力上，SpCrtI比三孢布拉氏霉来源的BtCrtI的

活性高出四倍。与红法夫酵母来源的组合酶相比，

当 SpCrtE、SpCrtYB、SpCrtI组合表达时，β-胡萝

卜素产量提高了7倍［59］。

密码子优化也是基因适配的重要手段，Li等

人通过对 crtI和 crtYB的特定位点进行优化，合理

突变 crtI的五个密码子和 crtYB的八个密码子，使

酿酒酵母中 β-胡萝卜素的产量提高了约 200%，并

引入异源的HMG-CoA还原酶，最终 β-胡萝卜素产

量达到390 μg/g［62］。这些研究表明，通过跨物种基

因筛选高活性同源酶，并结合密码子优化提升异

源表达效率，是构建高效烃类四萜化合物合成途

径的首要步骤。

2.2 路径酶基因的表达和代谢平衡

路径基因表达平衡是代谢途径优化的核心环

节。外源合成途径通常包含多个基因（如 crtE、

crtB、crtI、crtY），各基因的表达强度需要精细匹

配，以避免中间代谢物积累或代谢流失衡［77， 78］。

启动子工程是实现表达平衡的常用策略。近期，Li

等人在酿酒酵母中开发了多重位点特异性反转系

统 Rci51-5/multi-sfxa101，对 β-胡萝卜素合成途径

中的 crtE、crtYB、crtI三个外源基因进行启动子替

换，系统评估了 pTDH3、pTEF1等 10个不同强度

启动子的组合效果，并通过 qPCR验证了表达水平
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与产量的相关性，使 β-胡萝卜素的产量增加超过 7

倍［图 2（b）］，为多基因协同优化提供了高通量

工具［63］。

此外，拷贝数优化同样关键。Du等人开发了

多拷贝整合方法（Targeted Integration of Multicopy 

Systems， TIMS），利用机器学习理性计算代谢途

径基因的最佳拷贝数组合，通过非重复序列构建

高遗传稳定性的大肠杆菌番茄红素细胞工厂，使

番茄红素产量提高 9.5倍［69］，实现快速、稳定、高

性能的工业菌株构建。Liu等人通过降低 FPP积累

水平，提高CarRA和CarB的表达水平来降低八氢

番茄红素和番茄红素的积累量从而提高 β-胡萝卜

素产量，最终 β-胡萝卜素产量达到 1.7 g/L［52］。Luo

等人利用 26S rDNA 介导的多拷贝随机整合策略，

在过表达HMG1和GGS1的背景下表达番茄红素合

成关键基因 crtE、crtB和 crtI；进一步通过非同源末

端连接（NHEJ）介导的多轮迭代转化，过表达

MVA合成关键基因使番茄红素产量达到430.5 mg/L，

在5L补料发酵系统中产量为121 mg/g DCW［65］。

RBS 文库和组合优化则为精细调控提供了新

思路。Liu等人建立 bsBETTER多位点碱基编辑系

统，在染色体原位对番茄红素合成途径的 12个关

键基因同时进行核糖体结合位点强度调控，每个

位点获得高达 256种理论组合中的 255种变体，高

通量筛选鉴定出的变体在番茄红素产量上相较于

对照组提高了 6.2倍［74］，这种方法虽非直接改变拷

贝数，但通过原位调控实现了等效于多拷贝优化

的代谢通量重编程。

此外，多模块协同调控也是表达平衡的重要

维度。Tu 等人以产油酵母解脂耶氏酵母为底盘，

表表1　　路径优化策略合成烃类四萜化合物

Table 1　　Pathway optimization strategies for the synthesis of hydrocarbon tetraterpenoids

菌株

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

解脂耶氏酵母

解脂耶氏酵母

解脂耶氏酵母

解脂耶氏酵母

解脂耶氏酵母

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

毕赤酵母

枯草芽孢杆菌

优化策略

·筛选不同来源的 crt变体并组合表达

·CrtI的定点突变

·筛选并组合表达了红法夫酵母来源的路径酶

·过表达关键限速酶

·对 crtI和 crtYB进行密码子优化

·引入异源的HMG-CoA还原酶

·开发多重位点特异性反转系统并对β-胡萝卜素合成途径中多个基因启动子进行替

换和优化

·CrtI重定位：从内质网定位到细胞质

·构建CrtI、CrtB、CrtY三结构域融合酶

·26S rDNA介导的多拷贝随机整合表达番茄红素合成基因

·非同源末端连接（NHEJ）介导的多轮迭代转化过表达MVA合成关键基因

·构建特征工程驱动的机器学习框架来采集 β-胡萝卜素合成过程中前体供应、产物

合成、产物储存的关系并预测产量

·降低HMG-CoA 和 FPP 的积累

·提高CarRA和CarB的表达水平

·DO-stat补料发酵

·模拟结构，理性设计改造CarRP

·开发GGPPS介导的流量控制器

·开发多拷贝整合方法，计算代谢途径基因的最佳拷贝数组合

·通过非重复序列提高菌株遗传稳定性

·IPP生物合成途径的关键酶组装到基于α-羧酶体改造的蛋白笼外表面

·定向进化结合RBS优化限速酶

·自调控启动子PfliC动态调控mvaE

·膜耐受性改造和前体模块优化

·开发了基于甾醇响应启动子的动态调控系统来调节角鲨烯合酶的表达

·建立bsBETTER多位点碱基编辑系统对关键基因进行核糖体结合位点强度调控

产物

番茄红素

番茄红素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

番茄红素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

番茄红素

番茄红素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

番茄红素

番茄红素

产量

232.9 mg/L

476 mg/L

5.9 mg/g

390 μg/g

1.4 μg/mg

79 mg/g

\

430.5 mg/L

1.3 g/L

1.7 g/L

2.1 g/L

39.5 g/L

118 mg/L

12.6 mg/g

136.76 mg/L

3.93 g/L

8.4 g/L

4.21 mg/L

来源

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[58]

[64]

[65]

[66]

[52]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]
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创新性地构建了一套特征工程驱动的机器学习框

架来采集 β-胡萝卜素合成过程中前体供应（甲羟

戊酸途径）、产物合成（β-胡萝卜素基因簇）与产

物储存（脂质合成）三大模块之间既协同又竞争

的复杂关系，并基于基因组合预测 β-胡萝卜素产

量，通过系统性地多轮基因整合构建工程菌株，

使β-胡萝卜素产量提高了7倍［66］。

2.3 酶的改造优化和组装

蛋白工程与定向进化是突破关键酶活性瓶颈、

改善底物抑制和空间组织问题的核心手段［79， 80］。

针对番茄红素和 β-胡萝卜素合成途径中的限速酶，

研究者发展了多种改造策略。Liang等人通过构建

CrtI突变体文库并进行系统筛选，成功确认了两个

能够显著调控催化特异性的关键突变位点H136和

H453，通过主成分分析 （PCA） 和 k-means 对

H136和H453的饱和突变体的功能进行了聚类。根

据聚类结果，对CrtI的定点突变实现对烃类四萜化

合物合成的特异性调控［81］，这项研究丰富了酶进

化理论，并指导了烃类四萜化合物合成路径酶CrtI

的功能优化，其中最优 CrtI 突变体 （Y160F/

N576S），使番茄红素的产量提高到 476 mg/L［60］ 

［图2（c）］。

另外，在烃类四萜化合物合成中解除酶的底

物抑制也是一种重要策略。Ma等人在解脂耶氏酵

母中首次发现，番茄红素环化酶存在底物抑制效

应：高浓度番茄红素强烈抑制酶活，成为 β-胡萝

卜素合成的关键瓶颈。为解除底物抑制，研究者

利用 Transform-restrained Rosetta （TrRosetta） 平

台模拟了 CarRP的 R结构域的模型，通过 Position 

Specific Scoring Matrix（PSSM）确定突变位置，

使用 PAM30和凝聚聚类对变体进行聚类和细分序

列，最终获得 50个突变体，其中突变体Y27R完全

解除底物抑制且不降低酶活性，使 β-胡萝卜素产

量显著增加，选择性达 98%［图 2（d）］，同时建立

流量控制器策略，最终产量达到 39.5 g/L，是目前

报道的最高水平［68］。作者在结构未知的情况下，

基于计算生物学工具预测三维结构，并进行理性

改造，成功消除了酶的底物抑制效应。

此外，定向进化结合翻译调控也取得了显著

进展。Liu等人在大肠杆菌中通过易错PCR构建了

crtY基因的突变库，基于颜色强度进行高通量表型

筛选获得三个单点突变体，随后组合突变产生的

双突变体 CrtY（F49Y/T271I）有最好的 β-胡萝卜

素合成能力，结合 RBS优化，使 β-胡萝卜素产量

提升 3.4 倍，为后续视黄醛的高效合成奠定了基

础［71］。作者通过非理性的随机突变结合高通量筛

选成功获得高性能突变体。

酶亚细胞定位改造是近年来的新策略。Arhar

等人发现，酿酒酵母中八氢番茄红素储存在脂滴

中，而催化其转化的CrtI位于内质网，这种空间隔

离限制了催化效率。通过去除CrtI的C端膜锚定结

构域，使其定位于胞质，显著改善了底物可及性，

β-胡萝卜素含量达 79 mg/g细胞干重，较起始菌株

提升 76倍，揭示了细胞器间转运对烃类四萜化合

物合成的重要影响［58］。

酶融合策略为代谢通量优化提供了另一思路。

Zhou 等人将 IPP 生物合成途径的三个关键酶

（ScCK、AtIPK、MxanIDI）组装到基于 α-羧酶体

改造的蛋白笼外表面，形成 IPP合成纳米笼。将该

纳米笼与 CrtE/CrtB/CrtI在大肠杆菌中共表达使番

茄红素产量比对照菌株提高 1.7倍；证明了多酶空

间 共 定 位 对 代 谢 通 量 提 升 的 有 效 性［70］。

Rabeharindranto等人利用酶的空间邻近性高效传递

代谢物从而减少中间代谢物的积累，他们将CrtI、

CrtB、CrtY 构建为三结构域融合酶，通过优化结

构域顺序和连接肽，使 β-胡萝卜素产量翻倍，同

时减少中间代谢物积累，证明酶融合可以有效改

善代谢通量［64］。从进化视角看，BBA综述系统阐

述了烃类四萜化合物途径的起源与多样性，指出

基因突变改变酶的底物和产物特异性是途径多样

化的根本原因，这为理性设计酶的底物谱和反应

特异性提供了理论指导［82］。

2.4 合成路径的动态调控

动态调控是解决"细胞生长与产物合成的代谢

竞争"的关键策略，通过实时响应细胞状态或环境

信号，在适当时机开启或调整合成途径，避免前

期代谢负担过重［83， 84］。实现这一策略的核心在于

设计可编程的动态调控元件，常见的设计方法包
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括利用合成转录因子或调控 RNA 如核糖开关、

CRISPRi/dCas9系统构建人工感应模块，实现对代

谢通路的可预测调节；在蛋白质水平上设计别构

调控或蛋白酶靶向降解系统，以实现更快速的代

谢流响应。其调控原理往往借鉴控制论中的前馈

策略：通过底物或中间代谢物信号提前调整通量，

避免有害中间体的积累；基于天然响应启动子如

环境 pH、温度、溶氧、代谢物浓度等的理性改造，

例如将甾醇响应启动子用于角鲨烯合酶的动态

控制。

在大肠杆菌中，Ji等人开发了针对mvaE基因

的动态调控策略，使用自调控启动子 PfliC 调控

mvaE，在对数生长期高表达mvaE，推动甲羟戊酸

积累和 β-胡萝卜素快速合成；在对数后期至稳定

期下调 mvaE 表达，使过量的甲羟戊酸被 MvaKD

转化为 β -胡萝卜素，同时将乙酰辅酶 A 分流向

TCA循环和脂肪酸合成，增强细胞膜完整性和对

β-胡萝卜素的耐受性［图 2（e）］。实现了对乙酰辅

酶 A 进入 MVA 途径和甲羟戊酸合成的同步控制，

使 β-胡萝卜素产量提升 45.75%，同时细胞生长提

升 11.43%。结合膜耐受性改造和前体模块优化，

最终在"瞬态"连续发酵中产量达 3.93 g/L，为目前

大肠杆菌中 β-胡萝卜素的最高报道之一［72］。该研

究还采用两阶段温度控制发酵，在生长阶段维持

图图2　路径优化提高烃类四萜化合物产量

Fig. 2　Pathway optimization increases hydrocarbon tetraterpenoids production
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适宜温度促进生物量积累，在生产阶段切换温度

诱导合成，有效平衡了生长与生产。

Ma等人在解脂耶氏酵母中针对番茄红素环化

酶的底物抑制效应，创新性地建立了香叶基香叶

基焦磷酸合酶介导的流量控制器。该策略通过调

控代谢流量限制番茄红素合成速率，将其浓度控

制在抑制水平之下，同时确保足够代谢流量用于

β-胡萝卜素合成，最终产量达 39.5 g/L，与蛋白质

工程策略同等有效［68］。Zhou等人在毕赤酵母中开

发了基于甾醇响应启动子的动态调控系统，用于

调节角鲨烯合酶的表达。该策略通过感知细胞内

甾醇水平变化，自动平衡细胞生长与番茄红素合

成之间的代谢流分配，避免因完全阻断竞争途径

而导致的生长缺陷，番茄红素产量达到 8.4 g/L［73］。

此外，Lv等人通过DO-stat补料发酵以特定速率补

料来控制溶解氧（DO）浓度恒定，该策略基于

DO值的在线反馈，当底物完全耗尽时，DO值往

往会升高，从而指示向发酵罐自动补加葡萄糖，

DO-stat补料发酵减少了Crabtree效应，提高了ATP

和NADPH水平，并促进了 β-胡萝卜素合成相关基

因的表达，β-胡萝卜素产量提升到2.01 g/L［67］。

3 底盘的适配性改造

在优化烃类四萜化合物合成路径后，我们还

要面对所有底盘细胞中都存在的基础瓶颈：前体

供应不足，无论是MVA途径还是MEP途径，其固

有的低通量以及来自中心碳代谢的碳流竞争，都

严重限制了 IPP/DMAPP的生成，进而制约下游烃

类四萜化合物的合成。因此，中心碳代谢的重定

向成为底盘改造中首要且最通用的任务，通过重

构宿主的核心代谢网络，将更多碳流导向烃类四

萜化合物前体合成途径，为后续的辅因子平衡和

空间工程奠定物质基础（表2）。

3.1 增加前体供给

烃类四萜化合物合成前体通过MEP或MVA途

径提供。酵母中的HMGR和 ERG20，大肠杆菌中

的DXS和 IDI是途径内的限速酶，影响前体合成。

在明确了合成途径的限速步骤后，研究者们首先

从宏观角度出发，致力于底盘细胞的代谢重构

［图 3（a）］，Lin 等人强化了甲羟戊酸（MVA）途

表表2　　底盘适配性改造合成烃类四萜化合物

Table 2　　Chassis engineering strategies for the synthesis of hydrocarbon tetraterpenoids

菌株

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

解脂耶氏酵母

解脂耶氏酵母

解脂耶氏酵母

解脂耶氏酵母

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

枯草芽孢杆菌

优化策略

·ARTP诱变结合适应性实验室定向进化

·强化MVA途径

·CrtI重定位：从内质网定位到细胞质

·引入异源的非氧化糖酵解（NOG）途径

·木糖和乙酸的共利用

·推动磷酸戊糖途径通量

·引入NADP⁺依赖的甘油醛-3-磷酸脱氢酶

·强启动子和多基因拷贝

·利用天然存储优势

·通过删除Mhy1和Cla4基因构建具有酵母样形态的底盘

·过表达编码限速酶的基因GGS1和 tHMG1

·构建番茄红素与β-丙氨酸的协同联产系统

·辅因子工程将氧化还原流从NADH转向NADPH

·敲除 zwf基因阻断磷酸戊糖途径、删除ptsHIcrr操纵子使磷酸转移酶系统失活

·删除 yjgB并过表达nadK

·改造基因靶点增加前体供应

·过表达膜弯曲蛋白和膜合成途径基因

·IspG和 IspH的平衡激活

·过表达编码限速酶的基因dxs

·筛选不同来源的GGPPS酶

产物

番茄红素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

番茄红素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

β-胡萝卜素

番茄红素

产量

530 mg/L

34.93 mg/L

79 mg/g

776.9 mg/L

809.2 mg/L

4 g/L

47.36 mg/g

3.61 g/L

266.4 mg/L

619.8 mg/L

19.6 mg/g

41.6 mg/g

55 mg/L

来源

[60]

[85]

[58]

[86]

[87]

[88]

[51]

[89]

[90]

[72]

[91]

[92]

[93]

009



合成生物学 第 7 卷

径，过表达 IDI1、ERG20、 tHMG1 基因并进一步

增加编码限速酶的基因 tHMG1的拷贝数使酿酒酵

母中 β-胡萝卜素产量提高至 34.93 mg/L［85］；Xu等

人通过过表达编码限速酶的基因GGS1和 tHMG1，

使解脂耶氏酵母中的 β-胡萝卜素产量相比对照菌

株提升了 45.32 倍［94］。Rehman 等人在枯草芽孢杆

菌中构建异源番茄红素合成途径，通过系统代谢

工程筛选高效多功能香叶基香叶基焦磷酸合酶，

并过表达MEP途径中编码限速酶的基因 dxs，证实

DXS 是 MEP 途径的主要限速酶，过表达 dxs 使番

茄红素产量提高5倍［93］。

此外，Li等人的系统研究表明，MEP途径中

其他基因同样构成重要瓶颈。通过构建启动子文

库调控 dxr、ispD、ispE、ispG 和 ispH 的表达，发

现 ispG基因表达量与细胞生长及 β-胡萝卜素产量

呈反比关系。进一步研究发现，IspG 活性过高会

导致其中间代谢物羟基甲基丁烯基 -4- 磷酸

（HMBPP）积累，这是一种有毒代谢物，会显著下

调核酸和蛋白合成相关基因的表达，抑制细胞生

长。过表达 ispG下游的 ispH基因可以避免HMBPP

积累，解除生长抑制，并将 β-胡萝卜素产量提高

73%。这一发现表明，ispG 和 ispH 需要协同表达

才能发挥作用，是MEP途径中另一个重要的限速

步骤［92］。

中心碳代谢的重定向是提升前体供应的另一

重要策略，如何让更多的碳流量流向乙酰辅酶 A

（酵母）或丙酮酸/甘油醛-3-磷酸（大肠杆菌）成为

研究的重要方向。Zhou等人在酿酒酵母生产菌株

中，通过ARTP诱变结合适应性实验室定向进化提

高了萜烯类产物上游平台化合物乙酰辅酶 A 的供

给，分析和挖掘了提高前体供给的内源靶点，提

升了番茄红素前体 GGPP 的代谢通量［60］。这种底

盘细胞进化与酶工程协同的策略有效打破了目标

产物合成的天花板，对烃类四萜化合物的合成具

有重要借鉴意义。

有研究者通过改造基因靶点来增加前体供给，

如在大肠杆菌中，Ji等人为增加 β-胡萝卜素前体的

供应，对 16个基因靶点进行了改造，以加强乙酰

辅酶 A、 IPP/DMAPP、FPP 和 GGPP 节点的代谢

流，从而使 β-胡萝卜素达到 619.79 mg/L［72］。在酵

母底盘尤其是解脂耶氏酵母中，策略更为多样化。

Lee等人通过在解脂耶氏酵母中推动磷酸戊糖途径

通量并引入 NADP⁺依赖的甘油醛-3-磷酸脱氢酶，

实现了碳流和氧化还原平衡的双重优化，β-胡萝卜

素最终产量达到 809.2 mg/L［87］。此外，引入异源

的非氧化糖酵解（NOG）途径，并结合木糖和乙

酸的共利用，被证明可以重塑中心碳代谢网络，

显著提升 β-胡萝卜素的产量［86］。Liu等人在视黄醛

的合成研究中，证实了多水平工程策略包括重布

线中心碳代谢对萜类化合物高效合成的必要性［71］。

3.2 辅因子工程

烃类四萜化合物的生物合成是高度还原的过

程，每分子烃类四萜化合物需要消耗大量的

NADPH［95］，如合成 1分子番茄红素需要消耗 16分

子的NADPH，因此辅因子供给成为合成效率的关

键限制因素之一。研究者们开发了多种策略来增

强胞内NADPH的可用性［图3（b）］。

在大肠杆菌中，一种直接有效的策略是敲除

竞争性旁路途径并过表达 NADPH生成酶。Wu等

敲除 zwf基因阻断磷酸戊糖途径、删除 ptsHIcrr操

纵子使磷酸转移酶系统失活，并基于比较转录组

和还原辅因子的分析，评估了几种增加NADPH供

应的策略以增强β-胡萝卜素的产量，通过删除 yjgB

并过表达NAD激酶 nadK，最终摇瓶中的 β-胡萝卜

素产量达到 266.4 mg/L［90］。Wang等人构建番茄红

素与 β-丙氨酸的协同联产系统，利用番茄红素生

物合成消耗脂肪酸氧化和 β-丙氨酸合成过程中产

生的过量 NADH和 FADH₂。进一步通过辅因子工

程将氧化还原流从NADH转向NADPH，动态管理

细胞内的氧化还原平衡，番茄红素产量提高

74.43%［89］。

在酵母体系中，Lee等人通过在解脂耶氏酵母

中通过戊糖磷酸途径推动通量［图 3（c）］以及引

入NADP⁺依赖的甘油醛-3-磷酸脱氢酶增加NADPH

的再生并降低 ATP 的消耗，同时提高了脂质生物

合成通路的通量以更好地适应增加的 β-胡萝卜素

库，最终产量达到 809.2 mg/L［87］。Shi等人在酿酒

酵母中通过过表达线粒体 NADP 激酶 POS5Δ17

（缺乏线粒体靶信号）增强 NADPH库，使 β-胡萝

卜素及其下游产物维生素 A 的产量显著提升了
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46%，充分证明了辅因子工程在萜类合成中的潜

力［96］，可为β-胡萝卜素生物合成提供有效策略。

3.3 储存空间与亚细胞工程

烃类四萜化合物是强疏水性分子，储存在细

胞膜或脂质体中会饱和，导致反馈抑制，其高效

合成不仅需要充足的前体供应，还需要足够的胞

内储存空间以及合理的酶-底物空间分布［97-99］。针

对这一问题，研究者发展了多种策略。在大肠杆

菌中，Wu等人开创性地提出了膜工程策略，通过

过表达膜弯曲蛋白和膜合成途径基因，使细胞内

膜向内堆积，显著增加了 β-胡萝卜素的储存空间

［图 3（d）］，产量提升 2.9倍，首次从实验上证实了

细胞膜是疏水萜类的主要储存场所［91］。

在酵母体系中，空间组织问题更为复杂。

Arhar等人发现，酿酒酵母中 β-胡萝卜素的中间体

八氢番茄红素储存在脂滴中，而催化其转化的酶

CrtI位于内质网，这种空间分离限制了催化效率。

通过去除CrtI的膜锚定结构域使其定位于胞质［图3

（e）］，成功改善了底物可及性，使产量提升

76倍［58］。

针对终产物的储存，Gao等人在解脂耶氏酵母

中证实，β-胡萝卜素主要储存在脂滴中，利用产油

酵母丰富的脂滴作为天然“仓库”，实现了 4 g/L的

高产［88］。Hao等人通过在不同酵母株中删除CLN3

（G1周期蛋白）实现了G1期的调控。细胞体积增

加 83%，细胞的脂含量和膜组分显著增加，为脂

溶性胡萝卜素产物的胞内积累提供更好的载体，

研究结果显示四萜化合物产量增加 41%，为烃类

四萜化合物生物合成提供优良的底盘改造方

案 ［100］。

更进一步的策略是动态调控储存细胞器。Lin

等人的研究工作中，针对 β-胡萝卜素储存于脂滴

而裂解酶位于胞质的催化隔离的问题，设计了时

序性脂滴降解策略：先在发酵前期让 β-胡萝卜素

在脂滴中充分积累，随后诱导表达脂滴降解基因

TGL3/TGL4，释放β-胡萝卜素供酶催化，使萜类化

合物产量提升 10倍以上［101］。这类脂滴降解时序调

控策略对 β-胡萝卜素合成具有重要借鉴意义。此

外，通过内质网工程扩大酶附着表面也是提升膜

结合酶催化效率的有效途径［102］。

在底盘改造过程中，研究人员主要通过过表

达限速酶、底盘细胞进化、底盘靶基因的改造等

策略使得底盘细胞内的代谢流发生改变，从而使

底盘细胞更加适配烃类四萜化合物的生产。烃类

四萜化合物合成过程中需要消耗大量的 NADPH。

大肠杆菌中合成 NADPH的途径有磷酸戊糖途径、

TCA循环和NADH的转化［103］。而酿酒酵母和解脂

耶氏酵母主要通过磷酸戊糖途径和线粒体合成

NADPH。推动磷酸戊糖途径和过表达 NADPH 激

酶是提高底盘细胞NADPH积累的常用策略，未来

可聚焦于TCA循环和NADH的转化。增加底盘细

胞中烃类四萜化合物的存储空间或是底盘改造促

进底物与酶的接触也是提高烃类四萜化合物产量

的有效策略。

针对不同的底盘细胞要采取不同的设计原则，

大肠杆菌作为一种不含内膜系统的原核生物，缺

乏产物合成所需的天然疏水储存区室。因此核心

设计原则是通过膜形态改造、膜合成途径强化以

及细胞膜组成优化来创造并扩展疏水界面以容纳

产物。酿酒酵母拥有完整的细胞内膜系统，但酶

与底物之间存在空间隔离且内源的甾醇合成途径

会与产物合成途径争夺前体FPP，其核心设计原则

是重构代谢流与区室化精准调控。解脂耶氏酵母

具备卓越的脂质积累能力，其核心设计原则是放

大天然优势，通过脂质合成途径强化和全局碳流

与辅因子再平衡协同脂质代谢与产物合成。理解

这些设计差异，对于选择合适的宿主平台、构建

高效的β-胡萝卜素细胞工厂至关重要。

4 总结与展望

尽管微生物合成烃类四萜化合物已取得显著

进展，许多产量已达克级水平，甚至高达 39.5 g/

L，但距离工业化大规模生产仍面临以下挑战：目

前多数改造策略仍基于静态调控，难以实时响应

胞内代谢状态的变化。动态调控虽有尝试，但可

用的代谢物响应启动子有限，且调控的精准性和

鲁棒性仍有待提升。烃类四萜化合物合成涉及多

个外源基因，各基因的最佳表达强度并非简单叠

加。研究表明，单基因筛选的最优强度未必是组
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合调控的最优强度，多基因协同优化需要高通量

筛选工具的支持。此外，烃类四萜化合物虽为细

胞自身代谢产物，但过高浓度的积累可能干扰膜

结构完整性或引发氧化应激反应。产物耐受性机

制尚不明确，限制了产量进一步提升的空间。不

同宿主底盘存在局限性，大肠杆菌作为原核宿主，

缺乏细胞器和脂质储存结构，疏水产物储存能力

受限；酿酒酵母虽具脂滴，但内源甾醇合成与烃

类四萜化合物途径竞争前体；解脂耶氏酵母脂质

积累能力强，但遗传操作工具相对有限。最后是

发酵工艺与代谢工程的脱节，多数研究聚焦于菌

株构建，对发酵工艺的优化关注不足。DO-stat、

两阶段培养等动态发酵策略虽被证实有效，但与

代谢工程的协同设计仍待深入。在工业生产方面

同样存在关键瓶颈：发酵放大培养方面，烃类四

萜化合物的合成属于典型的高耗氧过程，工业发

酵中局部溶氧低于临界值时会显著抑制细胞生长

和产物合成，而且大型发酵罐中葡萄糖的梯度分

布易导致局部碳溢流和乙酸积累，抑制菌体活性；

产物碳产率方面，以 β-胡萝卜素为例，从乙酰辅

酶 A 出发的理论质量产率约 0.27 g/g 葡萄糖。然

而，实际发酵液中的碳产率通常远低于理论值。

碳流失主要发生在三羧酸循环中的CO₂释放、细胞

生长与维持代谢、副产物生成；产物毒性方面，

烃类四萜化合物积累到一定浓度时会对细胞产生

毒性效应，如通过插入细胞膜改变膜流动性和通

透性从而影响质子驱动力和底物转运，或者诱发

细胞氧化损伤。分离纯化方面，烃类四萜化合物

通常积累于细胞内，高压匀浆或珠磨法的破壁效

率、能耗及对产物的降解影响需平衡，产物疏水

图图3　底盘适配性改造提高烃类四萜化合物产量

Fig. 3　Chassis adaptability modification increases hydrocarbon tetraterpenoids yield
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性强，常用溶剂如乙酸乙酯、己烷等存在安全与

环保压力，类胡萝卜素同分异构体分离困难，纯

度要求高时成本陡增。基于上述工业化瓶颈的分

析和当前技术的快速发展，烃类四萜化合物的微

生物法生产正站在产业化的门槛上。

面向未来，微生物合成烃类四萜化合物的研

究将向智能化、系统化、经济化方向发展：随着

蛋白质结构预测和机器学习算法的快速发展，AI

辅助的酶定向进化将成为突破关键酶活性瓶颈的

有力工具。对于促进前体增强的基因靶点，可以

通过基因的验证和组合优化，对底盘细胞进行更

精准的适配性改造，促进烃类四萜化合物的高效

合成。同时，机器学习可整合多组学数据，预测

最优代谢网络改造方案，实现从“试错法”到

“预测设计”的跨越。微流控、液滴微反应器与流

式细胞分选技术的结合，将极大加速“设计-构建-

测试-学习”循环。通过构建荧光报告系统耦合烃

类四萜化合物产量，可在单细胞水平实现百万级

文库的高通量筛选，快速获得最优的启动子组合、

RBS 强度和突变体。开发更多可响应胞内代谢物

浓度如FPP、番茄红素的生物传感器，构建精细的

动态调控回路。为降低生产成本，利用木质纤维

素水解液、甘油、乙酸等廉价碳源合成烃类四萜

化合物成为重要方向。通过代谢工程拓展底物谱，

使工程菌株能够利用农业废弃物等可再生资源，

是实现绿色制造和循环经济的关键。β-胡萝卜素下

游衍生物如虾青素、玉米黄质、维生素 A 等具有

更高的附加值。在高效 β-胡萝卜素平台菌株基础

上，引入裂解双加氧酶或羟化酶，可构建“即插

即用”的模块化平台，实现多种高值产物的灵活

生产。针对产物毒性，利用适应性实验室进化与

全基因组测序鉴定关键耐受基因，结合CRISPR介

导的定向进化，构建具有高产物耐受性的工业底

盘菌。开发与发酵耦合的渗透萃取、膜分离或两

相发酵，实现产物连续移除，缓解产物抑制和细

胞毒性，同时简化下游处理流程。设计基于代谢

状态或产物浓度的自适应负反馈回路，实时调节

碳流向生长与生产之间的分配，提升碳产率并减

少副产物积累。整合低能耗破壁技术与绿色溶剂

萃取，建立连续化、低排放的分离纯化流程。未

来 3-5年，通过代谢通路的系统优化和发酵工艺的

迭代升级，预计 β-胡萝卜素和番茄红素在工业发

酵罐中的产量能达到 30~50 g/L，成本压缩至 50-80

元/千克，使其从高附加值保健品原料逐步向食品

添加剂、饲料添加剂等大宗应用领域拓展。综上

所述，微生物合成烃类四萜化合物的研究已从单

一途径优化走向多维度系统整合。未来，随着合

成生物学工具库的持续丰富和智能化技术的深度

渗透，构建高效、鲁棒、经济的烃类四萜化合物

细胞工厂将不再是遥不可及的目标，烃类四萜化

合物产业的绿色制造格局有望全面实现。
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