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摘　要：单萜及其衍生物是重要的植物天然产物，且具有多种生物学功能。该类物质在多个领域中均表现出较高的

开发利用价值，目前已被作为优质香精香料广泛应用于食品、饮料、化妆品和医药工业中，市场需求日益增长。

从植物中提取这些单萜芳香产品存在着来源少、含量低和分离困难等缺点，很难满足市场需求。因此，开发生产

单萜芳香产品可再生的微生物资源来补充甚至代替原有的植物资源就具有重要的理论意义和应用价值。近年来，

研究人员利用代谢工程技术已经成功构建了合成单萜芳香产品的微生物细胞工厂，达到了利用微生物合成法生产

该类工业产品的目的。本文主要从菌株改造、发酵优化及产物分离等角度总结了相关产物合成的代谢工程实例，

并分析了目前利用代谢工程改造微生物合成单萜芳香产品所面临的瓶颈问题及其可能的解决方法，旨在为构建异

源、廉价、高效生产单萜芳香产品的微生物细胞工厂并最终实现其绿色制造提供参考。
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Abstract：Monoterpenes are an important class of plant natural products that exhibit a broad range of biological activities.
Some monoterpenes and related derivatives have shown great potential for various industrial applications (e.g., one of the
world ’s  most  commonly  used  flavour  and  fragrance  additives  in  foods,  medicines  and  cosmetics),  which  lead  to  an
increasing market demand for them. However, the low abundance or yield of most monoterpenes and derivatives in plants
renders  their  isolation  from  plant  sources  non-economically  viable.  To  meet  the  rapidly  rising  market  demand  for
monoterpenes  and  derivatives,  producing  them  by  engineering  microbial  cells  into  microbial  factories  is  becoming  an
attractive  alternative  approach  which  can  overcome  the  aforementioned  bottleneck,  making  it  more  sustainable  and
environmentally friendly. In recent years, these value-added products have successfully been obtained using metabolically
engineered microbes. Here the latest examples of biosynthesis of monoterpene aroma products in the engineered microbes
are  reviewed .  Furthermore,  the  current  bottleneck  issues  and  potential  solutions are  discussed.  It  is believed  that  the
information  provided  here  will  make  a  significant  contribution  to  further  advancement  of  the  microbial  production  of  
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monoterpene aroma products through metabolic engineering.
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从代谢工程概念的首次提出到现在的 30 年左

右的时间里，在分子生物学、基因组学、生物化学和

基因工程等相关学科和技术的推动下，经过几代人的

努力，目前代谢工程已经形成了一套比较完备的理论

体系和技术方法。现阶段，代谢工程技术的基本路线

就是首先利用先进的生物理论和技术对细胞的代谢

途径及调控网络进行分析并提出合理的设计策略，再

结合基因重组技术对相关途径和网络进行修饰、改

造、扩展或者引入，从而实现改变细胞特性或者提高

特定代谢产物产量的目的。

近年来，越来越多的科研人员投身于利用代谢

工程技术构建微生物细胞工厂的研究工作。所谓的

微生物细胞工厂如同一般意义上的工厂一样[1]，由微

生物细胞作为制造产品的生产厂房，代谢通路担任生

产线，培养基提供生产原料和动力来源，而细胞内复

杂的反馈和调控机制则是生产管理系统，工厂内各个

部门之间密切配合，最终目的是实现目标产品产量的

最大化。这其中最热门的研究就是利用代谢工程技

术在不同微生物底盘中成功构建了包括单萜及其衍

生物在内的多种植物天然产物的生物合成途径，如柠

檬烯、紫苏醇、香叶醇、芳樟醇等。

单萜类植物天然产物是一类从植物体内分离出

来的次生代谢产物，由两个异戊二烯骨架结构单位组

成[2]，具有丰富的药理学或生物学活性，广泛应用于

食品、饮料、化妆品和医药工业中，其市场需求也日

益增长。例如，柠檬烯就是一种典型的天然活性单萜

物质，分子式为 C10H16，属于单环单萜。它很早就被

国际权威组织认定为“公认安全”（generally regarded
as safe，GRAS）化合物，作为前体物可以转化合成多

种高附加值的药物和香精化学品[3−4]。氢化后的柠檬

烯由于凝固点较低而且不溶于水，在低温条件下作为

添加剂能够有效改善燃料的性能[5]，因此在能源领域

也有很大的发展潜力。作为柠檬烯衍生物的紫苏

醇、香叶醇是很好的香精原料，目前已被广泛应用于

配制食品和日用产品；除此之外，这两种物质都有着

非常出色的药理功效，如紫苏醇入药可以抑制癌细胞

的迁移，逆转人体内已形成的肿瘤[6]，而香叶醇作为

抗炎剂在治疗炎症方面疗效显著[7]。另一种柠檬烯

衍生物芳樟醇几乎每年都居于香料消费名单的榜首，

实验表明芳樟醇也具有抑制细菌、真菌、病毒等微生

物的活性[8−9]，并且还具备缓解压力、提高睡眠质量

等功效[10]。

迄今为止，人们获取活性植物天然产物的主要

方法是植物提取分离法和有机合成法[11]，但植物提取

分离法存在植物生长周期长、产物提取难度大和效

率低等问题，而化学合成法也存在着严重依赖化石燃

料、反应效率低以及极易造成环境污染等缺点。近

年来，随着代谢工程等相关技术取得了一系列的突破

性发展，利用微生物细胞工厂异源合成植物天然产物

有望成为替代植物提取分离法和化学合成法的一种

有效策略。从环保和生态的角度来看，微生物合成法

具有节约成本、减少环境污染等优势，因此是建设节

约型社会，实现可持续发展的绿色生产方式，发展前

景广阔。本文综述了近年来在不同的微生物底盘细

胞中利用代谢工程技术构建细胞工厂从而生物合成

一些单萜类植物天然产物方面的研究进展，并讨论了

该方法目前所面临的瓶颈问题及其可能的解决措施，

以期为在微生物细胞工厂中实现单萜类化合物的规

模化、效益化工业生产提供可能的理论依据。 

1　在微生物底盘中所构建的单萜化合物异源

合成途径
大多数微生物细胞本身并不具备合成单萜类植

物天然产物的能力，研究人员利用代谢工程技术手段

通过引入部分或完整代谢途径的方法重构了微生物

的代谢网络，在不同微生物底盘中成功构建了单萜类

化合物的异源合成途径（图 1）。为了便于研究，大多

数研究者会把单萜类化合物在微生物底盘中的合成

过程分成三个模块：首先，由自然界中两种代谢路

径合成植物单萜的共同前体物异戊烯基焦磷酸

（isopentenyl pyrophosphate，IPP）和二甲基烯丙基焦

磷酸（dimethylallyl  pyrophosphate，DMAPP）；随后，

在单萜生物合成途径中关键酶——香叶基二磷酸合

酶（geranyl  diphosphate  synthase，GPPS）的催化下，

1 分子 IPP 和 1 分子 DMAPP 合成直接前体香叶基

焦磷酸（geranyl diphosphate，GPP）；最后，GPP 在一

系列单萜合酶作用下生成各种单萜类化合物[11]。其

中，IPP 和 DMAPP 互为同分异构体，合成这两种物

质的天然生物合成途径有两种，分别为甲羟戊

酸（mevalonate，MVA）途径和甲基赤藓醇磷酸

（methylerythritol phosphate，MEP）途径。MVA 途径

和 MEP 途径在合成场所、合成原料和途径酶等方面

均存在明显差异：MEP 途径主要存在于原核生物和

植物的质体中，它以丙酮酸（pyruvate）和 3-磷酸甘油

醛（glyceraldehyde-3-phosphate，G3P）为合成原料，关

键限速途径酶包括 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合酶（1-

deoxy-D-xylulose  5-phosphate  synthase， DXS） 、 1-

脱氧 -D-木酮糖 -5-磷酸还原异构酶（ 1-deoxy-D-

xylulose-5-phosphate  reductoisomerase， DXR） 、 4-

羟基 -3-甲基丁 -2-烯基二磷酸合酶（4-hydroxy-3-

methylbut-2-enyl diphosphate synthase，HDS）和 4-羟

基 -3-甲基丁 -2-烯基二磷酸还原酶（4-hydroxy-3-

methylbut-2-enyl diphosphate reductase，HDR）等[12−13]；

MVA 途径则主要存在于真核生物细胞质中，它以乙
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酰辅酶 A（acetyl-CoA）为合成原料，关键限速酶为乙

酰乙酰辅酶 A 硫解酶（ acetoacetyl-CoA  thiolase，

AACT）、羟甲基戊二酰乙酰辅酶 A 合酶（hydroxy-

methylglutaryl-CoA  synthase，HMGS）、羟甲基戊

二酰辅酶 A 还原酶（ hydroxymethylglutaryl-CoA

reductase， HMGR） 、甲羟戊酸激酶（ mevalonate

kinase， MK）和磷酸甲羟戊酸激酶（ phosphome-

valonate kinase，PMK）等[14]。尽管这两种代谢途径

的合成逻辑完全不同，但是合成过程中却都产生了

IPP、DMAPP、GPP 这样的末端产物，并且都是通过

中间产物交换和反馈调节作用来对微生物代谢网络

进行调控，甚至在合成某些代谢物时彼此之间还会发

生协同作用[15]。这些发现极大地激发了研究人员的

探索兴趣，一方面驱使研究者去探寻是否在自然界中

存在一条甚至多条有着更高生产效率的单萜类产物

合成途径，另一方面启迪研究者通过合成生物学的手

段去构建全新的非天然代谢途径来合成单萜类产物，

为未来彻底解除限制目的产品高产的代谢瓶颈提供

了更多的可能。 

2　代谢工程改造微生物合成单萜芳香产品的

策略及应用实例 

2.1　代谢工程改造思路

近年来，通过利用代谢工程技术对特定微生物

的代谢途径进行改造，研究者们已经成功实现了多种

单萜芳香产品的微生物异源合成（表 1）。代谢工程

中的具体调控方式有很多种，大致可分为转录水平、

翻译水平和蛋白质水平上的调控等。经过一代又一

代科研工作者的努力，目前代谢工程改造过程中所使

用到的技术和方法已经取得了很大的进步和突破。

但目前在利用微生物合成单萜芳香产品的研究工作

中，主要采用的还是强化目标产物合成途径中代谢通

量的思路来对微生物底盘细胞进行改造，以实现目标

产物产量的提高（表 1），具体改造思路总结如下： 

2.1.1   过表达关键酶基因　目前的研究结果基本能够

确定单萜类产物合成的前体物 GPP 就是 MVA 途径

的主要限速瓶颈，因此实现前体底物 GPP 的充足供

应是提高单萜芳香产品产量的关键，而过表达 MVA
途径中的关键酶基因则是提高合成途径代谢通量的

重要手段和方法。

羟甲基戊二酰辅酶 A 还原酶（HMGR）是 MVA
途径中的关键限速酶之一，其催化 HMG-CoA 生成

甲羟戊酸的生化反应的强弱是决定微生物细胞内

GPP 产量的重要因素之一。华东理工大学花强团

队[16] 首先在解脂耶氏酵母产芳樟醇工程菌株中单基

因过表达 HMGR 的编码基因 HMG1，芳樟醇的产量

与初始菌株相比显著增加，达到了 0.52 mg/L。为了

进一步促进产物的合成，该团队研究人员紧接着探讨

了 HMG1 基因与 MVA 途径中磷酸甲羟戊酸激酶基

因 ERG8、乙酰乙酰辅酶 A 硫解酶基因 ERG10、甲

羟戊酸激酶基因 ERG12 或甲羟戊酸二磷酸脱羧酶

基因 ERG19 组合表达时对芳樟醇产量的影响，发现

与单独过表达 HMG1 的菌株相比，各基因组合过表

达菌株合成芳樟醇的产量有了进一步的增加，其中共

过表达 HMG1 和 ERG12 的工程菌株合成芳樟醇的

能力最强，产量提升至 0.84 mg/L。
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由 IDI1 基因编码的异戊烯基二磷酸异构酶能

够催化 IPP 异构化为 DMAPP，并调整 GPP 和法尼

基焦磷酸（Farnesyl diphosphate，FPP）的通量分布，

在 GPP 合成途径中也具有重要的意义。华东理工大

学花强团队[16] 在解脂耶氏酵母产芳樟醇工程菌株中

引入 3 个拷贝的 IDI1 基因，芳樟醇产量为 0.75 mg/L；
当共过表达 HMG1 和 IDI1 基因时，芳樟醇产量提高

至 1.44 mg/L，几乎是对照菌株的 16 倍，是单独过表

达 HMG1 菌株的 2.8 倍。

天津科技大学于爱群团队[17] 同样在解脂耶氏酵

母产柠檬烯工程菌株中采用相似的策略，分别单基因

过表达 MVA 通路中涉及到的十个酶的编码基因

ACOAAT1、ACOAAT2、HMGS、HMGR、MK、PMK、

PMVADO、IPPDI、GGPPS 和 FPPS，其中单基因过

表达 HMGR 基因的菌株合成 D 型和 L 型柠檬烯的

产量最高，分别达到 0.256 和 0.316 mg/L，该研究确

定了柠檬烯合成过程中的关键限速酶为 HMGR。 

2.1.2   关键酶的改造和调控　单萜产量的最大化由单

位菌体生产能力和菌体总量决定，通过对关键酶蛋白

进行直接改造和调控的方式来提高关键酶的活性可

有效解除 MVA 途径中的关键酶限速步骤，从而提高

单位菌体的生产能力。该方法也有利于避免由基因

过表达对细胞所产生的代谢负担。

微生物中缺乏特异性的 GPPS，在法尼基焦磷酸

合酶（ERG20）催化 IPP 和 DMAPP 生成 GPP 的反

应过程中，它会再次以 GPP 为底物生成 FPP，这也是

造成在微生物细胞中合成单萜类化合物的直接前体

GPP 供给不足的主要原因。华东理工大学花强团队[16]

在解脂耶氏酵母初始菌株中引入 ERG20F88W-N119W 基

因，造成了 ERG20 的氨基酸残基发生了突变，从而

改变了 GPP 和 FPP 通量的分布，大大提高了 GPP
的积累量。与对照菌株相比，以改造后的工程菌株作

为出发平台，其异源合成芳樟醇的产量大大提升。

浙江大学叶丽丹团队[18] 通过对 F96W、N127W 和

K197G 这三个突变位点进行组合诱变以进一步改变

了 ERG20 的底物选择性，结果表明在线粒体和细胞

质中表达改造型 ERG20F96W-N127W 基因的酿酒酵母工

程菌株合成芳樟醇的产量最高，达到 2.69 mg/L，与

表达野生型 ERG20 基因的菌株相比增加了 2 倍。

GPPS 和柠檬烯合酶（ limonene  synthesis，LS）
的 N 端都含有一段靶向序列，对这段靶向序列进行

的截短修饰有利于提高酶的催化活性[19]。美国劳伦

斯伯克利国家实验室 Taek Soon Lee 团队[20] 在大肠

杆菌中构建出 L-柠檬烯的合成途径后，通过对

GPPS 和 LS 这两种酶进行截短优化，使得 L-柠檬烯

的产量从 2 mg/L 提升到了约 40 mg/L。其次，使用

 

表 1    微生物单萜及其衍生物的产量和相关的途径改造策略

Table 1    The production of monoterpenes and the related engineering strategies in microorganisms

宿主 产品 最高产量（mg/L） 改造策略和发酵方式 参考文献

解脂耶氏酵母 柠檬烯 165.3
1）增加tNDPS1和tLS基因拷贝；
2）发酵条件优化；
3）分批补料发酵。

[22]

解脂耶氏酵母 柠檬烯

D型11.705 1）单基因过表达基因HMGR；
2）发酵条件优化；
3）厨房废油作为单一碳源；
4）摇瓶培养。

[17]

L型11.088

大肠杆菌 柠檬烯 L型435

1）单质粒异源表达多个基因；
2）提高酶MK和PMK的含量；
3）表达外源基因HMGS和HMG1和截断型GPPS酶；
4）摇瓶培养。

[20]

酿酒酵母 柠檬烯

D型0.12 1）戊烷萃取；
2）固相微萃取；
3）十二烷覆盖；
4）顶空捕捉。

[23]

L型0.49

酿酒酵母 香叶醇 1680

1）过表达基因tHMG1和IDI1；
2）利用计算机结构分析和建模来截短CrGES氮端的转运肽；
3）将GES和Erg20偶联为融合蛋白表达；
4）分批补料发酵。

[2]

大肠杆菌 香叶醇 2000

1）添加十四酸异丙酯形成水-有机两相培养体系；
2）过表达乙酰酯酶Aes基因，验证了大肠杆菌能够水解乙酸香叶酯；
3）采用葡萄糖饥饿策略；
4）摇瓶培养。

[21]

大肠杆菌 紫苏醇 105
1）诱导剂IPTG和阿拉伯糖诱导细胞来提高P450表达水平；
2）Amberlite树脂回收产品；
3）摇瓶培养。

[20]

解脂耶氏酵母 芳樟醇 6.96
1）共过表达HMG1、IDI1、ERG20F88W-N119W三个基因；
2）添加混合碳源、辅助碳源来优化培养基；
3）摇瓶培养。

[16]

酿酒酵母 芳樟醇 23.45

1）突变基因ERG20的K197位点；
2）线粒体区室化；
3）添加辅助碳源来优化培养基；
4）分批发酵。

[18]
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强启动子提高 MK 和 PMK 的表达水平，并用来自金

黄色葡萄球菌的 HMGS 和 HMGR 来替换大肠杆菌的

内源酶，L-柠檬烯的产量从 2 mg/L 提升到了 70 mg/L。
最后，结合使用上述两种策略，L-柠檬烯的产量从

2 mg/L 又提升到了 335 mg/L。
天津大学元英进团队[2] 在改造酿酒酵母菌株生

产香叶醇的过程中依托计算机应用软件去认识和理

解关键酶的结构，通过理性设计达到了对酶进化和修

饰的目的。首先基于计算机对导肽结构的预测结果，

在香叶醇合酶（CrGES）N 端 4 个不同的位置（S14、
L28、S43 和 S52）分别进行截断，并通过建模分析发

现在 S43 处去除导肽序列的香叶醇合成酶（t3CrGES）
的二级结构稳定性比其余 3 种酶更高，结果表明

t3CrGES 截短型菌株合成香叶醇的产量最高，达到

191.61 mg/L，是未截短型菌株的 4.45 倍，说明了导

肽和蛋白质结构稳定性对酶活性有重大影响。之后

在蛋白质相互作用理论的指导下，用短柔性连接体

GSG（微蛋白支架）分别从正向和反向两个角度来连

接法尼基焦磷酸合酶 ERG20F96W-N127W 和 t3CrGES
以产生融合蛋白质，使得两种酶表现出更高的催化活

性并减少了中间产物的损耗，结果表明组合型为

t3CrGES-ERG20F96W-N127W+ERG20F96W-N127W 的 菌 株

合成香叶醇的产量最高，达到 523.96 mg/L，体现出

在合成途径中缩短多个酶的空间距离，能够有效地提

高酶的催化反应效率。该实验结果体现出了酶工程

作为关键方法改造微生物底盘合成单萜类产物的重

要性，对进一步提高香叶醇产量很有指导意义。 

2.1.3   区室化工程　在酵母亚细胞域细胞质内采用

组合共表达 MVA 途径中的途径基因、突变关键酶

ERG20 的基因位点，以及对关键酶进行融合表达（如

利用蛋白支架连接）等方法目前已经成为了代谢工程

改造微生物异源合成单萜芳香产品研究中比较常态

化的策略，而把异源途径转移到微生物其它亚细胞区

室中的报道却很少看到。浙江大学叶丽丹团队[18] 在

酿酒酵母不同亚细胞区室（如线粒体和细胞质）中构

建了双重 MVA 代谢途径，在双向 GAL1/GAL10 启

动子的作用下，以单顺反子形式在线粒体和细胞质中

同时表达芳樟醇合酶（linalool synthase，LIS）基因和

ERG20F96W-N127W 基因，合成芳樟醇的产量达到 7.61
mg/L，与仅在细胞质中表达 MVA 途径相比，芳樟醇

的产量得到明显提升，这种区室化工程策略为今后芳

樟醇和其它单萜类化合物的高水平生产提供了较好

的思路。 

2.2　发酵优化策略

根据微生物在生长繁殖过程中对外界环境的要

求，对微生物的发酵条件和营养条件进行优化，能够

有效提高其细胞生长速率和代谢产物合成速率，进而

实现利用微生物生产更多特定代谢产物的目标。在

经代谢工程改造后能够异源合成单萜芳香产品的菌

株中，原有的代谢途径及调控机制已被改变，此时的

发酵优化就显得尤为重要。 

2.2.1   优化发酵条件　天津科技大学于爱群团队[17]

利用代谢工程技术改造解脂耶氏酵母异源生产柠檬

烯后，设计实验验证了镁离子对解脂耶氏酵母工程菌

株合成柠檬烯的促进作用，并利用单因素实验法（温

度、pH、转速、初始细胞密度、添加剂）对工程菌株进

行发酵优化试验，确定了最佳的工艺条件：发酵温度

20 ℃，转速 250 r/min，初始 OD600=2.0，pH 5.74 和培

养基体积 50 mL（250 mL 摇瓶中），正十二烷体积

10%，培养时间 5 d，MgSO4·7H2O 浓度 0.2%。实验

过程中获得的 D-柠檬烯和 L-柠檬烯的最高产量分

别达到 11.705 和 11.088 mg/L。
中科院青岛生物能源与过程研究所咸谟和刘会

洲团队[21] 从优化发酵培养方式和培养环境入手来提

升大肠杆菌工程菌株的生产性能，进而提高香叶醇的

产量：a.对大肠杆菌工程菌株进行摇瓶发酵培养

（OD600=2），48 h 后产量达到 68.6 mg/L；另外对该菌

株进行分批补料发酵培养，IPTG 诱导 5 h，产量提高

到 78.8 mg/L。b. 在没有葡萄糖的情况下，大肠杆菌

细胞会重复利用醋酸盐，从而促进乙酰基酯酶

（Acetylesterase，Aes）催化乙酸香叶酯转化生成香叶

醇。于是，通过对大肠杆菌工程菌株采用葡萄糖饥饿

策略（在 48 h 停止葡萄糖供应，在葡萄糖不足的条件

下继续培养）进行培养，分批补料发酵后成功将浓度

为 1.27 g/L（88.8%）的乙酸香叶酯转化为香叶醇，香

叶醇的终产量达到 2.0 g/L。 

2.2.2   优化培养基碳源　华东理工大学花强团队[16]

利用解脂耶氏酵母产芳樟醇工程菌株来探究葡萄

糖、甘油、果糖或柠檬酸（各 20 g/L）分别作为单一碳

源对细胞生长和合成芳樟醇的影响，结果表明柠檬酸

盐组合成芳樟醇的产量最高，产量和细胞干重（dry
cell weight，DCW）分别达到 2.52 mg/L 和 356 μg/g。
另外还探究了 10 g/L 柠檬酸盐与 10 g/L 葡萄糖、甘

油或果糖的混合碳源对细胞生长和合成芳樟醇的影

响，观察到柠檬酸盐和葡萄糖作为混合碳源的细胞生

长情况最好，而芳樟醇的产量与以 20 g/L 柠檬酸盐

作为唯一碳源组相比几乎保持不变。最后，工程菌株

在以 20 g/L 柠檬酸盐和 8 g/L 丙酮酸盐为碳源时

进行摇瓶培养合成芳樟醇的产量最高，达到了

6.96 mg/L（939 μg/g DCW）。

在此基础上，华东理工大学花强团队[22] 继续对

解脂耶氏酵母工程菌株生产柠檬烯的发酵条件进行

了优化，首先探究了 8 种初始浓度为 20 g/L 的碳源

（甘油、葡萄糖、柠檬酸、果糖、麦芽糖、蔗糖、甘露

糖和半乳糖）对解脂耶氏酵母合成柠檬烯的影响，结

果表明以甘油为碳源时合成柠檬烯的产量最高，达

到 1.74 mg/g DCW。再通过在培养基中添加不同初

始浓度（10、20、30、40、50 g/L）的甘油来探究碳源

浓度对解脂耶氏酵母生产柠檬烯的影响，结果表明，

初始浓度为 20 g/L 的甘油组合成柠檬烯的产量最
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高，达到 1.47 mg/g DCW；并观察到随着甘油初始浓

度的升高，柠檬烯产量达到峰值的时间点会出现向后

推迟的现象。此外，该团队还探究了不同初始浓度（0~
4 g/L）的柠檬酸盐、乙酸盐、丙酮酸盐和苹果酸盐作

为辅助碳源对解脂耶氏酵母生产柠檬烯的影响情况，

结果表明初始浓度为 4 g/L 的柠檬酸盐组作为辅助

碳源时合成柠檬烯的产量最高，达到 58.4 mg/L，比
对照组高 1.39 倍。最后该团队以甘油作为主要碳

源，并补充辅助碳源柠檬酸，在 1.5 L 发酵罐中进行分

批补料发酵培养，柠檬烯的终产量达到了 165.3 mg/L，
这也是目前为止解脂耶氏酵母异源合成柠檬烯的最

高产量。

浙江大学叶丽丹团队[18] 同样采用分批发酵培养

方式，将酿酒酵母产芳樟醇工程菌株在尿嘧啶缺陷型

培养基中进行培养，并对辅助碳源进行了优化。结果

表明补充辅助碳源对提高细胞生产芳樟醇的性能有

很大：添加丙酮酸（4 g/L）组芳樟醇的最高产量达到

21.01 mg/L，添加甲羟戊酸内酯（70 mg/L）组芳樟醇

的最高产量达到 23.45 mg/L。
众所周知，不同菌体对原料的利用能力不同，各

种原料的利用效率之间也相差很大，并且原材料组分

的差异导致各种类型培养基的价格相去甚远，因此在

满足微生物生长生产要求的前提下，应该优先选择价

格低、效果好的培养基。天津科技大学于爱群团

队[17] 探究了不同添加量（0、10%、30%、50% 和 70%）

的厨房废油替代葡萄糖为唯一碳源对解脂耶氏酵母

工程菌株生产柠檬烯的影响，结果表明：工程菌株在

添加浓度为 70% 的厨房废油的培养基中发酵效果最

好，D 型和 L 型柠檬烯的产量分别达到 2.514 和
2.723 mg/L，比初始产量提高了 20倍，这一研究成果

也为今后利用微生物转化廉价碳源合成高附加值产

品的研究带来了希望。 

2.3　产物分离方法

随着微生物细胞中生化反应的进行，微生物生

长环境中代谢产物的浓度会不断升高，从而对细胞产

生毒害或者代谢负担[24−25]，最终导致单萜产品的产量

和细胞生物量之间呈现反比例关系。在微生物发酵

工程中，对目标产物进行有效、及时地分离可有助于

解决该问题。

中国科学院青岛生物能源与过程研究所咸谟和

刘会洲团队[21] 对大肠杆菌产香叶醇工程菌株进行分

批补料发酵培养时发现，向生产系统中加入香叶醇标

准品，在发酵过程的前 5 个小时内，生产系统因挥发

作用损失了 81.4% 的香叶醇。该团队还发现向生产

系统中添加十四酸异丙酯形成的水、有机两相系统

可有效防止目标产物的挥发，也同时降低了目标产物

对细胞的毒性，产物产量大大提升。

荷兰瓦赫宁根大学植物生理学实验室的 Harro
Bouwmeester 团队和荷兰瓦赫宁根国际植物研究中

心的 Jules  Beekwilder 团队 [23] 利用酵母菌 ERG20

基因突变株 AE9K197G 探索在培养系统中（1.7 g/L
酵母氮基（不含氨基酸）、5 g/L（NH4）2SO4、20 g/L D-
葡萄糖、20 g/L 琼脂）捕获目标产物柠檬烯的有效手

段，比较了包括戊烷萃取、固相微萃取、十二烷覆盖

萃取、特殊吸收器吸收在内的四种不同的捕获方法，

证明了在微生物发酵系统中同步采取捕获产品的措

施可有效地将柠檬烯提取出来，并且获得的产品与基

于植物的提取系统相比更加稳定、也达到了食品级

的要求。该研究成果也展现了利用微生物合成法生

产挥发性单萜芳香产品的优势。

美国劳伦斯伯克利国家实验室 Taek Soon Lee
团队[20] 以大肠杆菌产紫苏醇工程菌株为研究对象，

探究了基于阴离子交换树脂的原位产品回收方法对

目标产物紫苏醇生产的影响，发现了树脂 Amberlite
IRA 410 Cl（A）能够特异性捕获紫苏醇，也最大限度

地提高了工程菌株的生产能力，使得紫苏醇的终产量

达到 105 mg/L。但该树脂的添加也会引起细胞毒性

或机械应力从而降低细胞密度。 

3　结论与展望
综上所述，本文从代谢工程改造思路、发酵优化

策略及产物分离方法等角度出发综述了利用代谢工

程技术改造不同微生物宿主合成天然单萜芳香产品

的研究进展。从目前报道的结果来看，利用代谢工程

改造策略来优化或改变微生物宿主已有的代谢和表

达调控网络，有助于大大提高目标产物产量。总之，

通过代谢工程手段所构建的能够合成单萜芳香产品

的微生物细胞工厂为这一重要植物天然产物的绿色

生产提供了一条新路线。

但是，目前利用代谢工程技术改造微生物直接

发酵生产各类单萜芳香产品的研究还面临诸多挑战，

主要包括：a. 所用微生物底盘的不同对目的产物的终

产量是有明显影响的，而目前的研究还主要局限于大

肠杆菌、酿酒酵母和解脂耶氏酵母中（表 1）；b. 相关

产物在这几种微生物底盘中的产量基本都是毫克级

（表 1），还很难满足产业化生产的实际要求。因此，

在这一背景下，为了构建更高效合成单萜芳香产品的

微生物细胞工厂并最终实现其绿色制造，亟需深入探

究影响不同微生物底盘高效生产特定目标产物的关

键机制及核心问题。要进一步明确不同微生物底盘

中合成单萜芳香产品的关键控制节点和与之相对应

的控制策略，应从以下几个层面入手： 

3.1　培养基方面

众所周知，培养基是由人工配制的营养基质，是

微生物各种生命活动的物质基础。不同微生物底盘

对各种培养基原料的利用能力和效率之间相差很大，

因此培养基成分是决定微生物底盘合成目标产物（尤

其是异源产物）能力高低的重要因素之一。例如，之

前的研究已经证实了在 YPD 培养基中添加适量镁

离子能够提高解脂耶氏酵母 D-柠檬烯合酶（d-
limonene synthase，DLS）和 L-柠檬烯合酶（l-limonene
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synthase，LLS）的催化活性同时提高柠檬烯的产

量[17]；在 YPD 培养基中补充适量丙酮酸有利于增加

酿酒酵母的菌体浓度同时提高芳樟醇的产量[18]。因

此，为了获得更高的目标产品产量，从培养基方面可

以从进一步优化发酵培养基成分和筛选产品合成途

径中相关限速酶激活剂两方面着手。 

3.2　底盘细胞方面

底盘细胞是各种生化反应发生的直接场所，因

此它的重要地位不言而喻。近些年，依托基因测序技

术和生物信息学的高速发展，对各种微生物底盘细胞

自身特征的认识已经取得了很大突破。例如，研究者

对作为原核模式微生物代表的大肠杆菌的生理和代

谢特征了解最为充分，应用最为广泛，其生产的许多

转基因产品也已经取得了商业化。虽然在包涵体形

成以及蛋白翻译后修饰等方面存在缺陷，但凭借遗传

背景清晰、易培养、遗传操作性强、异源蛋白产量高

等特点，大肠杆菌往往成为代谢工程中底盘细胞的首

选[26−27]。对于单萜芳香产品来说，相比酿酒酵母和解

脂耶氏酵母，目前大肠杆菌底盘中相关产物（柠檬烯

和香叶醇）的产量也是更高的，显示出很好的应用前景。

与大肠杆菌相比，真核模式微生物酿酒酵母具

有遗传稳定性更高（如能够在基因组中同时插入多个

外源基因片段）、表达真核来源功能蛋白（如植物源

细胞色素 P450 酶和单萜合酶）的能力更强[28] 等特

点。此外，酿酒酵母本身就具有催化产生单萜芳香产

品合成所需前体物 GPP 的 MVA 途径。因此，酿酒

酵母成为了异源合成单萜芳香产品的理想微生物

底盘。

解脂耶氏酵母是一种新型的非模式微生物底盘

细胞。相比于酿酒酵母，它具有更适合高密度发酵、

碳源谱范围更广泛以及对恶劣生长环境的适应度更

高等特点，使得该酵母在工业领域具有很大的应用前

景[29−30]。另外，解脂耶氏酵母已经具有了 MVA 途

径，且作为产油酵母其胞内乙酰辅酶 A 的积累量较

高；因此在生产单萜芳香产品方面具有明显优势，应

用前景同样广阔。然而由于对解脂耶氏酵母的研究

及应用起步较晚，因此目前尚未完全掌握该底盘细胞

内的基因表达调控等分子机制，遗传操作系统也迄待

完善。

总之，目前利用代谢工程技术生产各类单萜芳

香产品的研究还主要集中在大肠杆菌、酿酒酵母和

解脂耶氏酵母这几种微生物底盘中。值得关注的是，

依托基因测序技术和生物信息学的高速发展，近年来

对许多非模式微生物底盘细胞（如蓝细菌[31−32] 等）特

征的认识已经取得了很大的突破，再加上 CRISPR/
Cas9 等基因编辑技术的不断完善，有利于研究者为

单萜芳香产品的微生物合成发掘新的、更有工业应

用前景的非模式微生物底盘细胞，并找到不同产物与

微生物底盘之间的最大兼容性。另外，利用合成生物

学技术构建微生物基因组精简优化的底盘细胞[33] 也

有望成为提高单萜芳香产品产量的重要策略。 

3.3　代谢工程策略方面

从之前的研究结果来看，利用适宜的代谢工程

策略来增大代谢网络中通向目标产物合成途径的代

谢流有利于提高单萜芳香产品的产量。但是，目前仍

然存在很多挑战，比如：a. MVA 途径自身的代谢通

量过低；b. MVA 途径中存在有多个分支代谢途径；

c.中间体和产物的积累会造成严重的代谢负担以及

毒害作用；d.对某些微生物底盘生理和代谢机制的认

知还不够充分；e.无法真正意义上对微生物底盘的代

谢网络进行动态调控和实现目标代谢通量的最大

化。因此，很多研究者认为可以把单萜芳香产品代谢

工程的优化工作分成上、中、下游三个模块来分别进

行[34]：a.增加起始物质——乙酰辅酶 A、丙酮酸和 3-
磷酸甘油的供应量[35−37]；b.强化直接前体物 GPP 合

成途径的代谢流 [38−39]；c.敲除或弱化直接前体物

GPP 的竞争性途径[18]。

目前的研究结果表明，GPP 的供应不足可能是

造成单萜芳香产品合成量不高的主要限速瓶颈，因此

实现 GPP 的充足供应是提高目标产品产量的重中之

重。另外，单萜芳香产品合成后存在的内源性转化现

象也是导致产物产量无法大幅度提升的重要因素[23]。

另外，研究者需要利用更理性全面的策略（如系统生

物学）和更先进的技术和方法（如合成生物学）来深入

探究影响不同微生物底盘高效生产特定目标产物的

限速步骤、关键机制及核心问题。只有明确了关键

限制因素，才能找准目标、有的放矢，最终实现目标

产物产量、产率的大幅度提高。 

3.4　代谢产物耐受性方面

随着产物的不断积累，微生物生长环境中单萜

芳香产品的浓度不断升高，就产生了对微生物底盘细

胞的毒害作用。单萜芳香产品对微生物细胞造成毒

害的机制非常复杂，目前已知的主要原因是单萜物质

引起了微生物细胞壁、细胞膜和细胞器膜等结构的

破坏[40−41]；降低了细胞内某些酶的活性；并阻碍了细

胞生理活动的正常进行，最终导致微生物死亡。以下

策略可以提高微生物底盘对代谢产物的耐受性问题：

a.利用诱变育种或适应性进化等技术筛选出耐受性

更强的菌株作为出发的底盘细胞；b.首先利用转录组

学或蛋白质组学等方法探索微生物耐受单萜物质的

机制，然后采用分子育种手段（比如引入特异性转运

蛋白）来提高微生物底盘细胞对单萜产物的耐受性；

c.采用萃取、树脂吸收或膜过滤等分离技术及时地把

单萜产物从培养环境中分离出来，实现“边产生边分

离”，阻止毒害现象的发生。

最后，利用构建多种微生物底盘细胞组成的混

合发酵系统[42−43] 以及无细胞表达系统[44] 等策略来

突破现有的一些限制性因素，从而提高代谢工程设计

和改造的效率，也有助于提高利用微生物细胞工厂合

成单萜芳香产品的生产水平。
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