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生物合成法生产麦角硫因的研究进展 

李亮  徐姗姗  姜艳军
（河北工业大学化工学院，天津  300130）

摘 要 ： 麦角硫因（ergothioneine, ERG）作为一种稀有的天然含硫组氨酸衍生物，已被证明具有强大的抗氧化性和诸多生物

学功能。因此，ERG 受到越来越多研究人员和产品开发人员的关注。目前，ERG 已被广泛应用于食品、化妆品和医疗等行业。研

究表明只有少数细菌和真菌可体内合成 ERG，植物、动物和人类自身均不能直接合成 ERG，只能从其他来源获取。ERG 可通过生

物提取法、化学合成法以及生物合成法获得，但由于传统生产方式（生物提取法和化学合成法）存在产量低、生产效率差和生产

成本较高等问题，限制了该产品的规模化生产和应用。因此，亟需开发一种高效、经济且安全、可靠的 ERG 生产方式以满足市场

的需求。近年来合成生物学快速发展，利用基因工程、蛋白质工程和代谢工程等技术提高生物合成法生产 ERG 的能力已逐渐成为

研究热点。本文将论述 ERG 的生物学活性和功能，介绍 ERG 生物合成途径和 ERG 在食品、化妆品和医疗等行业的应用前景，比

较 ERG 主要的生产方式，总结并梳理近年来采取各种工程策略通过生物合成法生产 ERG 的研究进展 ；并就如何利用基因工程、

蛋白质工程和代谢工程提高 ERG 产量提出几点工程策略，以期为生物合成法高产 ERG 提供理论参考和研究思路。
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Research Progress in the Production of Ergothioneine by  
Biosynthesis 

LI Liang XU Shan-shan JIANG Yan-jun
（School of Chemical Engineering and Technology, Hebei University of Technology, Tianjin  300130）

Abstract:  Ergothioneine（ERG）, a rare natural sulfur-containing histidine derivative, has been proved to have strong antioxidant 
property and many biological functions. Therefore, ERG has been received much more attention from researchers and product developers. 
Currently, ERG has been widely used in food, cosmetics and medical industries. Research shows that ERG only can be synthesized by a few 
bacteria and fungi. Plants, animals and humans cannot synthesize ERG directly, but it could be obtained by other sources. ERG can be obtained 
by bioextraction, chemical synthesis, and biosynthesis. However, because of the low yield and poor production efficiency of the traditional 
methods（bioextraction and chemical synthesis）, the large-scale production and application of ERG is limited. Therefore, there is an urgent 
need for an efficient, economical, safe and reliable ERG synthesis method to meet market needs. With the rapid development of synthetic biology, 
the use of genetic engineering, protein engineering and metabolic engineering to improve the ability of ERG biosynthesis has gradually become an 
increasingly favored method. This paper will elaborate the biological characteristics and functions, briefly introduce the biosynthetic pathways of 
ERG and application prospects of ERG in food, cosmetics and medical industries, compare the main production methods of ERG, and summarize 
and sort the research progress of adopting various engineering strategies to produce ERG by biosynthesis in recent years, and propose several 
engineering strategies on how to use genetic engineering, protein engineering and metabolic engineering to increase the yield of ERG, which aims 
to provide theoretical reference and research ideas for biosynthesis high-yield of ERG.
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1909 年，Tanret［1］ 在 黑 麦 谷 物 的 麦 角 真

菌（Claviceps purpurea）中发现并分离出麦角硫因

（ergothioneine, ERG），ERG 学名为 2- 巯基组氨酸三

甲基内盐，无色无味，易溶于水（25℃时溶解极限

值为 0.9 mol/L）［2］，是一种公认安全、无毒、功能

强大的含硫组氨酸衍生物。自然界 ERG 的来源主要

通过特定的细菌和真菌合成，属于一种稀有的天然

手性氨基酸［3］。植物、动物和人体自身不能合成，

只能从其他来源获取［4］。ERG 作为机体内重要的生

理活性物质，具有强大的抗氧化特性以及诸多生物

学功能，目前已被广泛用于食品、化妆品和医疗等

不同行业［2, 5-12］。

传统 ERG 生产方式主要是生物提取法［13］和化

学合成法［14］，目前市场来源主要依靠化学合成法。

传统 ERG 生产方式存在产量低、生产效率差等问题，

因此，开发高效、经济且绿色、可靠的 ERG 生产方

式成为主要的研究方向。随着生物学技术的不断发

展和进步，利用生物合成法生产 ERG 得到广泛关注

和重视。生物合成法包括微生物液体深层发酵［15］、

生物转化［16］以及借助代谢工程、发酵工程和合成

生物学等技术构建 ERG 工程菌进行发酵［17］3 种方 
式，其中利用 ERG 工程菌株进行发酵是生物合成法

中最具潜力的生产方式，有望实现生物合成法高效

生产 ERG，这也是目前 ERG 生物合成研究的热点。

本文总结了 ERG 广泛的生物学功能、应用前景

以及生产方式，从不同底盘菌株出发，梳理了近年

来通过构建 ERG 工程菌生产 ERG 的研究进展，比

较了不同底盘菌株的构建策略和 ERG 生产效率，提

出几点工程策略，为后续选择合适底盘菌株和工程

策略提供更清晰的方向，为高效和绿色生产 ERG 提

供理论参考和研究思路。

1 ERG 的生物学功能及应用

1.1 ERG的生物学功能

ERG 是一种对细胞具有高度保护作用的天然

抗氧化剂，在溶液中，ERG 以硫醇（thiol）和硫酮 
（thione）的互变异构体形式存在（图 1）［2］，由于巯

基的稳定性不如硫羰基高，故在生理条件下主要以

硫酮的形式存在。其次，ERG 具有较高的氧化还原

电位（-0.06 V），相比其他硫醇抗氧化剂如谷胱甘肽

（-0.2- -0.32 V）更稳定，具有更好的抗氧化性能［10］，

这两种特性结合赋予 ERG 在生理条件下更高的稳

定性。目前已有较多关于 ERG 抗氧化特性和作用机

制的相关报道。简而言之，ERG 抗氧化特性主要表

现在 4 个方面［2, 7-8, 11-12, 18-19］：（1）通过其高氧化还

原电位清除自由基、结合多种自由电子发挥强抗氧

化特性 ；（2）与其他天然抗氧化酶相互作用（激活

或抑制）发挥抗氧化功能 ；（3）螯合各种二价金属

阳离子形成无氧化还原活性的络合物，抑制活性氧

（ROS）的形成，保护细胞免受炎症 ；（4）抑制肌红

蛋白和血红蛋白的过氧化，保护细胞免受氧化损伤。

由于具有抗氧化特性，ERG 在维持生物体氧化还原

稳态过程中发挥重要作用。
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图 1 麦角硫因的互变异构体

Fig. 1 Tautomers of ergothioneine 

大量研究表明，ERG 除了具有强大的抗氧化特

性，还具有吸收紫外线、护色、调节细胞能量、抗

炎、抗抑郁、促进神经元分化、调节免疫和抗衰老

等多种生物学功能［10-12, 19］。自从 ERG 被发现以来，

科研工作者对其性质和生物学功能不断探索，但其

更多生理功能仍有待于进一步挖掘 ；另外目前的研

究仍以体外研究为主，其发挥生物学功能的体内分

子作用机制尚不清楚。

1.2 ERG的应用

ERG 因其独特而显著的生物学功能，在各个行

业具有广泛的应用和市场前景（图 2）。

首先，ERG 作为一种新型、无毒的天然食品

防腐剂，在食品行业具有广阔的应用前景。Kitsan-
ayanyong 等［6］和何鑫怡等［7］指出 ERG 具有护色、

抗脂质过氧化和保护其他生物活性成分等作用，在

各类食品中起到保鲜和延长贮藏期的效果。除此之

外，ERG 还可抑制蘑菇、鱼类以及虾类中相关酶基

因的表达，利于蘑菇和鱼虾的保存。ERG 的安全性

生
物
技
术
通
报



生物技术通报 Biotechnology  Bulletin 2024,Vol.40,No.188

已经得到欧洲食品安全局和美国食品药品监督管理

局的认可，被批准用于食品添加剂和补充剂，并可

以加入到婴幼儿、孕妇和哺乳期女性的食品中［18］。

其次，在化妆品行业中，ERG 被证明是安全的、

无致痘风险且对皮肤有益的活性成分［8］。研究表明，

ERG 具有一定的美白功效，能够抑制黑色素过度产

生［20-21］和酪氨酸酶的活性［22］，避免色素形成和沉着，

起到美白和提亮肤色的作用。此外，ERG 还可通过

抑制肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和 MMP-1 的表达［23］，

调节线粒体 ROS 水平［9］，抵抗光老化，起到抗衰老

的功效。国家市场监督管理总局将 ERG 列入《已使

用化妆品原料目录》（2015 版），作为功效成分添加

到不同类型化妆品中，并且不受特定配方体系的限

制［8］。但因 ERG 原料成本较高，目前仅局限在高端

品牌化妆品中，这表明更安全、可靠且经济、高效

的 ERG 生产技术有待研发。
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图 2 麦角硫因的功能和应用

Fig. 2 Functions and applications of ergothioneine 

另外，研究表明 ERG 在预防眼部疾病［24］、治

疗心血管、癌症、糖尿病、神经退行性疾病［25］和先

兆子痫［26］等方面起着积极的作用。现已有多个文

献阐明 ERG 干预氧化应激相关疾病的作用机制及研

究进展［2, 10-12］，表明 ERG 对许多氧化应激相关疾病

的预防和治疗具有巨大潜力。通过研究 ERG 与新型

冠状病毒感染（Corona virus disease 2019, COVID-19）

病理的相关性，表明 ERG 可能会缓解 COVID-19 患

者的症状并改善愈后效果［27］。总之，ERG 作为安全、

天然的抗氧化剂，其对于人体疾病的治疗潜力巨大，

但仍需要开展更多关于体内作用机制的研究和足够

有效的临床试验结果来验证，以期推进 ERG 在医疗

上的应用。

2 ERG 的生产方式

尽管 ERG 已在食品、化妆品和医疗等行业展现

出广阔的应用前景，但市场上 ERG 产品纯度良莠不

齐、价格昂贵，问题关键在于没有成熟的 ERG 生产

技术。因此亟需开发一种安全、可靠且经济、高效

的生产方式，以便提高产品纯度并降低原料成本大

规模生产 ERG。

ERG 生产方式主要分为 3 种 ：生物提取法、化

学合成法以及生物合成法。目前一些生产商已利用

化学合成法和微生物液体深层发酵生产 ERG，其中

化学合成法仍是 ERG 的主要来源［28］。本文对 3 种

生产方式的优缺点进行了比较（表 1）。

2.1  生物提取法

生物提取法的原料一般是食用菌的子实体、植

物种子和动物组织细胞等。首先通过选用合适正确

的提取方式有效提高提取效率，再对粗提取液进一

步分离纯化，从而获得高纯度 ERG。近年来应用广

泛的提取方式有回流提取法、酶解提取法以及超声

微波联合法［13］。但提取方式存在局限，提取原料来

源不足且其含量较低、含有大量杂质，并且由于原

料可能存在农药和重金属超标等问题，即在保证产

品质量的同时势必要增加提取成本，因此利用提取

法仍无法大规模获得 ERG。

2.2 化学合成法

化学合成法目前报道主要有 5 种［14］：路线（1）

以 L- 组 氨 酸 甲 酯 盐 酸 盐（L-histidine methyl ester 
dihydrochloride）为原料，经过 5 步反应产生 ERG，

总 收 率 31.66% ；路 线（2） 以 组 氨 酸（L-histidine, 
L-His）为起始原料，经过 8 步反应获得 ERG，总收

率 21.39% ；路线（3）原料为 N- 叔丁氧羰基 -1- 苄

基 -L- 组 氨 酸（N-tert-butoxycarbonyl-1-phenylmethyl-
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表 1 麦角硫因生产方式对比

Table 1 Comparison of ergothioneine production methods

生产方式

Production method

分类

Classification

优点

Advantages

缺点

Disadvantages

参考文献

Reference

生物提取法

Bioextraction

回流提取法

Reflux extraction

针对性强，收率较高 High pertinence, and 
high yield

相对耗时 Relatively time-consuming ［13］

酶解提取法

Enzymatic extraction

提取速度快，条件温和 Fast extraction 
speed, and moderate conditions

酶活范围较窄，提取条件苛刻 Narrow enzyme 
activity range, hash extraction condition 

［13］

超声微波联合法

Ultrasonic and 
microwave extraction

减少萃取溶剂和能耗，提取效率高 Lower 
extraction solvent and energy consumption, 
and high extraction efficiency

产量低 Low yield ［13］

化学合成法

Chemical synthesis

路线（1）和（2）

Route（1）and（2）

—— 路线冗长复杂，反应温度较高，资源浪费，

收率低 Long and complex route, high reaction 
temperature, waste of resource, and low yield

［14］

路线（3）Route（3） 收率高于路线（1）和（2）Yields higher 
than that in route（1）and（2）

原料昂贵 ；中间体纯化使用两次反向层析

柱，导致成本增加 ；毫克级别 High feedstock 
cost; intermediate purification uses two reverse 
chromatography columns, which increases cost; 
milligram level

［14］

路线（4）Route（4）“一锅法”制备，路线短 ；无中间纯化过

程 Prepared by one-pot method, short route; 
no intermediate purification

原料昂贵且来源少 Expensive and few feedstock ［14］

路线（5）Route（5） 操作简单，原料低廉易得，步骤简短，

条件相对温和可控，产量较高 Simple 
operation, cheap and readily available 
feedstock, short route, relatively moderate 
and controllable conditions, and high yield

使用具有危害性的化学试剂，增加废液和废

物处理成本 Use hazardous chemical reagents, 
increase waste liquid and waste disposal costs

［14］

生物合成法

Biosynthesis

微生物液体发

酵 Microbial liquid 
fermentation

可食用菌发酵，天然属性，安全性

高 Edible mushroom fermentation, natural 
properties and high safety

发酵周期长，产率低 Long fermentation period, 
and low yield

［15］

生物转化 
Biotransformation

直接以前体氨基酸作为底物，原料成

本低 ；工艺简单 ；产品浓度较高 Direct 
precursor amino acids as substrates, low 
feedstock cost; simple technology; higher 
product concentration

产率低 ；表达复合酶体外催化，经济适用性差 
Low yield, in vitro catalysis of expression complex 
enzymes, and low economic practicality

［16］

ERG 工程菌株的

发酵 Fermentation 
of ERG engineered 
strains

以常见菌株作为底盘菌，方便获得 ；减

少外源添加，原料成本低 ；无有害试

剂，环境友好 ；发酵周期短 ；操作简单 
Common strains are chassis bacteria, which 
are readily available; reduce exogenous 
additions, low feedstock cost; no hazardous 
chemical reagents, environment-friendly; 
short fermentation period; simple operation

- ［17］

L-histidine）， 经 过 5 步 反 应 产 生 ERG， 总 收 率 为

51.53% ；路线（4）直接以组氨酸甜菜碱（hercynine, 
HER）为原料，与半胱氨酸（L-cysteine, L-Cys）、3-
巯基丙酸（3-mercaptopropionic acid, 3-MPA）经“一

锅法”产生 ERG，总收率 40.00% ；路线（5）采用

仿生合成法在路线（4）的合成工艺上进行改进，以

L-His 为原料，先与稀硫酸、氢气和甲醛发生还原

氨化，再与碘甲烷发生甲基化得到中间体，最后与
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L-Cys、3-MPA 经“一锅法”制得 ERG。其中稀硫酸

作为质子化试剂，甲醇作为 ERG 的重结晶溶剂，此

时收率提高到 50.03%，化学纯度为 99.56%。其中

路线（1）和（2）均采取巯基化 - 巯基保护 - 甲基

化 - 脱保护策略，导致路线复杂冗长，同时，脱保

护过程反应温度较高，3-MPA 用量过大造成资源浪

费。路线（3）和（4）均存在合成复杂、原料价格

昂贵和收率较低等缺点。路线（5）具备一定的优势，

适用于百克级 ERG 的制备，可代替先前的化学合成

路线，能够作为 ERG 大规模制备的一种合成方式。

2.3 生物合成法

生物合成法分为 3 种 ：（1）利用具有 ERG 合成

能力的天然微生物直接进行液体深层发酵，如可食

用蕈菌［15］；（2）通过质粒表达 ERG 合成酶类，以

L-His、L-Cys 和蛋氨酸（L-methionine, L-Met）为底

物，通过生物转化的方式合成 ERG［16］；（3）利用

ERG 工程菌株进行发酵［17］，将合成生物学技术引入

ERG 合成模块，对 ERG 合成酶和前体氨基酸合成

代谢途径中的关键酶进行合理改造以期达到高效组

合，并结合代谢工程、发酵工程调控前体物质代谢

通量和发酵培养条件，有望实现生物合成法高效生

产 ERG。相比化学合成法中的路线（5），生物合成

法最大的优势就是 ERG 产品的安全性得到了保证，

无需使用工艺中涉及的甲醛、碘甲烷和甲醇等有毒、

有害和腐蚀性的有机合成试剂，大大减少了对人体

和环境产生的不良影响，并且降低了化学合成中产

生的废液和废物处理成本。生物合成法中 ERG 生产

路线愈加简短，生产周期不断缩短，未来可利用合

成生物学技术构建稳定高产的 ERG 工程菌，并结

合现代化基因工程、代谢工程和发酵工程技术实现

ERG 规模化生产。

利用生物合成法合成 ERG 涉及到微生物中的

ERG 生物合成途径。如今，许多微生物中的 ERG

生物合成途径已经被阐明，少数细菌如耻垢分枝杆

菌（Mycobacterium smegmatis）、大多数真菌如粗糙

脉孢菌（Neurospora crassa）以及厌氧菌如泥生绿菌

（Chlorbium limicola）生物合成途径所涉及的酶也被

不断揭示和解析。迄今为止已被报道的 ERG 生物合

成途径主要有 4 种［15］，均以 L-His、L-Cys 和 L-Met

作为前体物质（图 3），其中研究最广泛的两种生物

合成途径为具有 egtABCDE 基因簇（分别编码 EgtA、

EgtB、EgtC、EgtD 和 EgtE 五 个 ERG 合 成 酶 ） 的 
M. smegmatis 途径与具有 Egt1 和 Egt2 的 N. crassa 途

径。N. crassa 途径中的 Egt1 酶包含两个功能结构

域，分别对应 EgtB 和 EgtD 的功能，免除了谷氨酸

（L-glutamic acid, L-Glu）的参与，即真菌途径比细菌

途径更加简短，同时 N. crassa 途径又消除了中间体 γ-
谷氨酰 - 半胱氨酸（γ-glutamyl-cysteine, γGC），从而

摆脱了 ERG 和 GSH 之间的生物合成竞争，显著的

促进了 ERG 生物合成效率［29］。

3 工程菌株的构建

虽然多种微生物已被报道具有合成 ERG 的能

力，但野生型菌株的自我生产远远不能满足工业化

生产的需要。将微生物的生物合成途径与基因工程、

代谢工程和合成生物学等相关技术结合，是构建工

程菌提高目标产物产量的常用方法。目前 ERG 工程

菌的构建一方面可以选择本身具有 ERG 生产性能的

菌株如 Methylobacterium 作为基础菌，直接对 ERG

合成途径的关键酶进行强化，增强 ERG 的合成通路；

另一方面可以选择大肠杆菌（Escherichia coli）、酵母

和谷氨酸棒状杆菌（Corynebacterium glutamicum）这

类遗传背景清晰、基因改造方便和代谢能力优越的

菌株作为底盘菌，将各种细菌和真菌 ERG 合成酶重

新组合，在优良宿主内表达。很多研究者已尝试用

各种微生物生产 ERG，其中在一些模式微生物体内

成功实现了 ERG 合成酶的异源表达，并且基于理性

和非理性设计对前体氨基酸的合成代谢通路进行改

造，构建了一系列高效生产 ERG 的工程菌，显现出

低成本、高产量、易纯化的优势（表 2）。

3.1 E. coli底盘中的ERG合成

E. coli 是一种应用广泛的模式菌株，因其具有

遗传系统清晰、分子遗传学背景清楚、易于培养以

及操作简单等优势，常被用于基因工程受体菌。

Osawa 等［17］在 E. coli 异源表达 EgtBCDE 合成

酶和 EgtA 同工酶 GshA，通过鉴定中间体，优化前

体供应，发酵培养 72 h 后 ERG 产量由 0.2 mg/L 提高

到 24 mg/L，提高了 120 倍。由于中间体 HER 存在

积累的情况，怀疑可能是 L-Cys 供应不足抑或是天
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然 EgtB 酶活性较低。该团队为进一步改进 ERG 生

产系统，在该菌株中共表达 EgtA ；过表达反馈抑制

不敏感的丝氨酸乙酰基转移酶 CysE 和磷酸甘油酸脱

氢酶 SerA 获得高产 L-Cys 菌株 ；同时破坏转录抑制

基因 metJ，增强 L-Met 和 SAM 的代谢通量 ；进一步

添加营养因子，分批补料发酵培养 216 h 后，ERG

产量达到 1.31 g/L，生产效率为 6.1 mg/（L·h）［34］。

经过对前体氨基酸合成代谢途径改造获得较高 ERG

产量，但该过程 HER 仍然积累，猜测可能是 EgtB

的活性较弱。为解决这个问题，该团队筛选甲基杆

菌属中的 EgtBs，在野生菌株中共表达来自假痣甲

基杆菌（Methylobacterium pseudosasicola）的 EgtB 酶 
（Mp_EgtB） 和 来 自 M. smegmatis 的 EgtDE， 其 中

Mp_EgtB 功能类似真菌的 Egt1，摇瓶培养 192 h 后

ERG 产量为 657 mg/L［31］。相比之前研究［34］，ERG

产量并没有进一步提高，并且由于重组体生长出现

抑制甚至死亡，无法进行分批补料发酵。分析原因

可能是外源基因在不产 ERG 的菌株过量表达，导致
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SAM ：S- 腺苷蛋氨酸 ；γ-GC ：γ- 谷氨酰 - 半胱氨酸 ；HER ：组氨酸甜菜碱 ；γGC-HER ：γ- 谷氨酰 - 组氨酸甜菜碱亚砜 ；Cys-HER ：组氨酸甜菜碱半胱氨酸亚砜 ；

MetK：S- 腺苷蛋氨酸合成酶；黑色代表两条或两条以上的公共生物合成途径；红色代表 ERG 在 M. smegmatis 中的生物合成途径（EgtA：γ- 谷氨酰半胱氨酸连接酶；

EgtB ：单核非血红素依赖性氧化酶 ；EgtC ：酰胺转移酶 ；EgtD ：SAM 依赖性组氨酸甲基转移酶 ；EgtE ：PLP 依赖性 C-S 裂解酶）；紫色代表 ERG 在 N. crassa 中

的生物合成途径［Egt1 ：双功能酶（SAM 依赖性组氨酸甲基转移酶和单核非血红素依赖性氧化酶）；Egt2 ：PLP 依赖性 C-S 裂解酶］；橙色代表 ERG 在甲基杆

菌等细菌中的生物合成途径（EgtB ：类似真菌 Egt1）；粉色代表 ERG 在厌氧菌中的生物合成途径（EanA ：甲基转移酶 ；EanB ：硫转移酶）；绿色代表 L-Glu 在 M. 
smegmatis 生物合成途径中的参与

SAM: S-adenosylmethionine; γ-GC ：γ-glutamyl-cysteine; HER: hercynine; γGC-HER: hercynyl-γ-glutamyl-cysteine sulfoxide; Cys-HER: hercynyl-cysteine sulfoxide; 
MetK: S-adenosylmethionine synthetase. Black represents two or more public biosynthetic pathways. Red represents biosynthetic pathways of ERG in M. smegmatis（EgtA: 
γ-glutamyl cysteine synthase; EgtB: mononuclear non-heme iron enzyme; EgtC: amidotransferase; EgtD: SAM-dependent histidine methyltransferase; EgtE: PLP-mediated 
C-S lyase）. Purple represents biosynthetic pathways of ERG in N. crassa［Egt1: Bifunctional enzymes（SAM-dependent histidine methyltransferase and mononuclear non-
heme iron enzyme）; Egt2: PLP-mediated C-S lyase］. Orange represents biosynthetic pathways of ERG in Methylobacterium（EgtB: Similar to fungi Egt1）. Pink represents 
biosynthetic pathways of ERG in anaerobic bacteria（EanA: Methyltransferase; EanB: rhodanese-like sulfur transferase）. Green represents the participation of L-Glu in M. 
smegmatis biosynthetic pathway

图 3 麦角硫因的生物合成途径

Fig. 3 Biosynthetic pathway of ergothioneine
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表 2 麦角硫因基因工程菌株的发酵水平

Table 2 Fermentation levels of genetically engineered strains for ergothioneine

菌株

Strain

关键策略

Key strategy

发酵时间

Fermentation period/h

产量

Yield

生产效率 Production 
efficiency/（mg·L-1·h-1）

参考文献

Reference

大肠杆菌 E. coli 
BW25113

过表达 egtBCDEMs 和 gshA 基因 72 24 mg/L 0.3 ［17］

大肠杆菌 E. coli 
MG1655

优化表达 egtABCDE 基因 60 437.6 mg/L 7.3 ［30］

大肠杆菌 E. coli 
BW25113

过表达 egtDEMs 和 egtBMp 基因 ；表达 cysE*、

serA* 和 ydeD 基因 ；敲除 metJ 基因

192 657 mg/L 3.4 ［31］

大肠杆菌 E. coli BL21

（DE3）

表达 egtBCDEMs、egt1Sp 和 egtA 基因 ；过表达

thrA 和 serA T410STOP 基因

108 710.53 mg/L 6.6 ［32］

大肠杆菌 E. coli BL21

（DE3）

过表达 egtBCDEMs、egt1Sp、egtA、thrA 和
serAT410STOP 基因

108 1.1 g/L 10.2 ［33］

大肠杆菌 E. coli 
BW25113

过表达 egtABCDEMs 基因 ；表达 gshA、cysE*、

serA* 和 ydeD 基因 ；敲除 metJ 基因

216 1.31 g/L 6.1 ［34］

大肠杆菌 E. coli BL21

（DE3）

表达 egtBCDEMs 和 egt1Sp 基因 ；过表达 egtAMs、

thrA 和 serA T410STOP 基因

108 2.01 g/L 18.6 ［35］

大肠杆菌 E. coli 
MG1655

表达 egtBCDEMs、egtB*
Ms、egt2Nc 和 hisG* 基因 ；

双拷贝表达 gshA ；过表达 hisDBCHAFI 基因

52 2.9 g/L 55.8 ［36］

大肠杆菌 E. coli 
BW25113

过表达 tregt1 和 tregt2 基因 143 4.34 g/L 30.4 ［37］

大肠杆菌 E. coli BL21

（DE3）

表达 egtEMs 基因 ；半理性设计和随机突变 EgtD 
和 TNcEgt1

96 5.4 g/L 56.3 ［38］

酿酒酵母

Saccharomyces 
cerevisiae

过表达 Poegt1、Peegt1 和 Ptegt1 基因 — 2.5 mg/L — ［39］

酿酒酵母

S. cerevisiae
过表达 egt1Gf 和 egt2Gf 基因 168 20.61 mg/L 0.1 ［40］

酿酒酵母

S. cerevisiae
共表达双拷贝 egt1Nc 和 egt2Cp 基因 84 598 mg/L 7.1 ［41］

圆红冬孢酵母

Rhodotorula toruloides

表达 egt1Nc 基因 96 1.5 g/L 15.6 ［42］

解脂耶氏酵母

Yarrowia lipolytica
共表达双拷贝 egt1Nc 和 egt2Cp 基因 220 1.63 g/L 7.4 ［43］

酿酒酵母

S. cerevisiae
共表达双拷贝 egt1Nc 和 egt2Cp 基因 ；过表达 
MET14 ；敲除 spe2 基因

160 2.4 g/L 15 ［44］

粟酒裂殖酵母

Schizosaccharomyces 
pombe

经过多轮紫外线和氯化锂突变处理 148 12.5 g/L 84.5 ［45］

谷氨酸棒状杆菌

C. glutamicum
过表达 egtDEMs 和 egtBMp 基因 336 100 mg/L 0.3 ［46］

谷氨酸棒状杆菌

C. glutamicum
表达 egt1Sp 和 egt2Sp 基因 ；过表达 cysE、cysK
和 cysR 基因 ；加强硫同化和磷酸戊糖途径 ；敲

除 sdaA 基因

36 264 mg/L 7.3 ［47］

甲基杆菌属

Methylobacterium 
aquaticum

过表达 egtBDMs 基因 ；敲除 hutH 基因 168 7.0 mg/g

干重 Dry 
weight

— ［48］
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菌株本身难以承受高浓度的产物而出现生长抑制和

裂解死亡，因此后期可对 E. coli 开展 ERG 转运蛋白

的挖掘研究，促进 ERG 输出等方面工作促进重组体

生长，提高 ERG 产量。

康 振 等［32］ 以 E. coli 为 出 发 菌 株， 引 入

EgtABCDE 合成酶和来自 S. pombe 的 Egt1，构建重

组菌株 E1-A1，过表达天冬氨酸激酶 ThrA 和反馈

抑制不敏感的 SerA，分批补料发酵 108 h 后，获得

710.53 mg/L 和 1.1 g/L［33］的 ERG，生产效率分别为

6.58 mg/（L·h）和 10.2 mg/（L·h）。为了使该菌

株具有更高的代谢通量，进一步提高 ERG 的生产效

率，该团队以菌株 E1-A1 为出发菌株，外源添加前

体氨基酸和营养因子，增强前体氨基酸和甲基供体

供应，ERG 产量明显提高 ；添加 CaCl2 提高胞内外

物质的运输速率，培养 108 h 后，ERG 产量达到 2.01 
g/L，生产效率为 18.61 mg/（L·h）［35］。另一研究

团队［36］在 E. coli 引入不同来源的 ERG 合成酶，重

构了一条非天然 ERG 合成途径，通过在宿主基因组

整合 hisG* 以及增加 L-His 操纵子基因的拷贝数，获

得高产 L-His 工程菌株，在无需外源添加 L-His 的

5 L 生物反应器中培养 52 h，产得 ERG 2.9 g/L，同

时可产 L-His 14.77 g/L。由此看来，增强胞内前体

氨基酸供应和提高胞内外物质运输速率能够有效

提高 ERG 生产效率，极大地促进了目标产物合成。

Chen 等［37］直接在 E. coli 异源共表达来自真菌里氏

木霉（Trichoderma reesei）的 ERG 合成基因 tregt1 和

tregt2，分批补料发酵 143 h 后，ERG 产量达到 4.34 

g/L，生产效率为 30.35 mg/（L·h）。然而目前报道

的 ERG 合成酶大多为野生型，存在催化活性差、表

达水平低的缺陷，研究人员可利用酶工程、蛋白质

工程和机器学习等技术挖掘改造 ERG 合成酶，提高

其酶活和表达水平。Zhang 等［38］在 E. coli 异源表达

EgtE 以及基于蛋白质工程改造的 EgtD 和双功能酶

NcEgt1（TNcEgt1），分批补料发酵 96 h 后，获得 5.4 g/L

的 ERG，生产效率为 56.3 mg/（L·h）。这是目前利

用 E. coli 发酵生产 ERG 的最高水平，该研究通过随

机突变和理性设计相结合的方法对 ERG 合成关键酶

进行修饰，获得高酶活、高催化性能的酶，显著提

高了 ERG 产量，在短时间内实现了 ERG 高效生产。

目前，利用 E. coli 作为底盘菌株生产 ERG 的

研究主要集中在合成酶的筛选与异源表达、促进前

体物质合成相关基因的过表达以及支路代谢途径的

调控，但 E. coli 体内前体物质的合成代谢途径涉及

众多其他代谢，对于如何合理协调多个前体物质合

成代谢模块与细胞生长代谢平衡需要借助基因组学

技术、代谢网络模型等系统生物学方法展开深入的

研究 ；以 E. coli 作为出发菌株，其产生的内毒素对

细胞生长和后续产品提纯有很大影响，需要借助层

析方法和过滤法多种组合方式降低样品中的内毒素

杂质提高产品安全性 ；并且利用 E. coli 发酵时，其

发酵条件比较复杂，需要添加前体氨基酸和各种微

量元素，显著增加了生产成本，后期可针对培养条

件进行优化，降低成本。但以上研究综合表明通过

筛选和异源表达高催化活性 ERG 合成关键酶［37-38］、

菌株

Strain

关键策略

Key strategy

发酵时间

Fermentation period/h

产量

Yield

生产效率 Production 
efficiency/（mg·L-1·h-1）

参考文献

Reference

米曲霉

Aspergillus oryzae
过表达 egt1Nc 和 egt2Nc 基因 — 231 mg/kg

培养基 
Medium

— ［49］

蛹虫草

Cordyceps militaris
过表达 EgtDMs、CmE1B 和 CmEgt2 — 2.5 g/kg

干重 Dry 
weight

— ［50］

枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis 
优化表达 egtABCDE 基因 60 568.4 mg/L 9.5 ［30］

新金色分枝杆菌

Mycolicibacterium 
neoaurum

过表达 egtABCDEMn、hisG、hisC 和 allB1 基因 ；

敲除假定裂解酶基因 Mn_3042 ；过表达 metK 
和 ahcY 基因

216 1.56 g/L 7.2 ［51］

续表 2 Table 2 continued
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过表达或敲除前体物质合成代谢相关基因促进前体

氨基酸代谢通量［52-54］以及优化培养条件［34-35, 38］可

以有效提高 ERG 产量，增强生产效率。

3.2 酵母菌底盘中的ERG合成

据 报 道， 在 一 些 酵 母 菌 株 中 检 测 到 微 量 的

ERG［55］。酵母作为一种单细胞真菌，具有遗传系统

简单、培养方法简单、技术成熟和安全等优点，已

成为广泛用于构建真核表达系统的工程菌。

Yu 等［40］ 发 现 灰 树 花（Grifola frondosa） 是 一

种含有多种活性物质的蘑菇，ERG 含量较高（0.29-

1.11 mg/g），随即 Yu 等［40］在 S. cerevisiae 成功表达 G. 
frondosa 中的两个 ERG 合成酶（GfEgt1 和 GfEgt2）。

通 过 发 酵 工 艺 的 优 化， 培 养 168 h 后，ERG 产 量

为 20.61 mg/L。随后该团队［39］ 还在 S. cerevisiae 成

功 表 达 侧 耳 属 平 菇、 杏 鲍 菇 和 白 灵 菇 ERG 合 成

酶 PoEgt1、PeEgt1 和 PtEgt1， 产 量 为（2.5±0.08）

mg/L。 尽 管 ERG 产 量 很 低， 但 上 述 研 究 表 明

GfEgt1［40］和 PoEgt1、PeEgt1 和 PtEgt1［39］具有单基

因合成 ERG 的活性，从大型真菌中克隆一个或两个

ERG 合成酶基因便可在 S. cerevisiae 成功合成 ERG，

比构建表达 5 个基因的工程菌更简单［17］，这为高效

经济合成 ERG 提供了新的研究方向。

van der Hoek 等［41］ 优 化 真 菌 和 细 菌 ERG 合

成酶的各种组合，在 S. cerevisiae 菌株中表达了 N. 
crassa 来源的 Egt1 和 C. purpurea 来源的 Egt2，分批

补料发酵 84 h 后，ERG 产量达到 598 mg/L，生产效

率为 7.12 mg/（L·h）。该团队为进一步提高 ERG

生产效率，对 S. cerevisiae 氮代谢调节系统的众多靶

基因进行筛选，最终确定了增强 ERG 产量的靶基

因。此外，通过表达假定的 ERG 转运蛋白，分批

补料发酵 160 h 后，ERG 产量达到 2.4 g/L，生产效

率为 15 mg/（L·h）［44］。由此说明合理调节前体物

质代谢网络，能够保证合成目标产物所需的前体充

足，达到简化培养基成分、节约成本，提高 ERG 产

量的要求，并且改造 ERG 转运蛋白能有效促进其输

出，避免在胞内积累。浙江华睿生物技术有限公司

根据文献筛选能够产生 ERG 的食品安全性微生物，

锁定 R. toruloides，在该菌株表达不同来源的 Egt1 发

现，N. crassa 来源的 Egt1 最优，在不添加前体物质

的前提下培养 120 h 获得 1.5 g/L 的 ERG，生产效率

为 12.5 mg/（L·h）［42］。另一研究团队直接选择具

有 ERG 合成能力的 S. pombe，经过多轮紫外和氯化

锂突变，筛选出高效合成 ERG 的菌株 OMK-79，优

化培养 148 h 后，ERG 产量为 12.5 g/L，生产效率为

84.5 mg/（L·h）［45］。这是目前利用酵母作为底盘菌

株生产 ERG 的最高水平，但其突变伴随世代积累会

产生大量不理想的突变体，并且大多数菌株都是营

养缺陷型和遗传不确定性的，阻碍了菌株的进一步

改良。

以上研究表明利用酵母作为真核底盘菌株生产

ERG，更多集中于挖掘新的 ERG 合成酶［39-40］和具

有 ERG 生产能力的酵母菌株［42-43］，这在丰富 ERG

合成酶种类的同时也扩大了宿主细胞选择范围，但

较少地针对菌株本身进行工程改造，这可能跟真核

生物的复杂代谢调控系统有关 ；其次通过对酵母菌

株的筛选以及工程改造后，其发酵条件相比 E. coli
工程菌株发酵更加简化，避免了前体氨基酸添加，

降低了生产成本［43-44］。但整体而言，其总体 ERG

生产水平低于上述 E. coli 工程菌株 ERG 生产水平，

发酵周期也相对较长。因此，利用酵母作为底盘菌

株生产 ERG，在筛选表达高效 ERG 合成酶的同时

可深入挖掘优化菌株本身的前体物质合成代谢途径，

缩短发酵周期，提高 ERG 产量。

3.3 C.	glutamicum底盘中的ERG合成

除了利用 E. coli 和酵母合成 ERG，研究人员

还挖掘了新的表达宿主。C. glutamicum 具有更好的

抗逆性、更高的安全性、更低的致病性，且高效产

生前体氨基酸，可作为 ERG 生物合成的优秀宿主

菌。Kim 等［47］首次报道将来自 S. pombe 的 egt1 和

egt2 基 因 导 入 C. glutamicum ；通 过 增 强 硫 代 谢 和

磷酸戊糖途径（PP 途径）以及过表达 cysEKR，敲

除 sdaA 基因以积累 L-His 和 L-Cys，分批补料发酵

36 h 后， 获 得 264 mg/L 的 ERG， 生 产 效 率 为 7.3 
mg/（L·h）。这项研究仅使用葡萄糖为碳源，通过

增强前体氨基酸代谢通量消除外源添加，大大缩短

了培养时间。在 C. glutamicum［46］引入其他 ERG 合
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成基因［31］，获得 100 mg/L ERG 需要两周（336 h）

的时间，这比 E. coli（100 mg/L 为 120 h）［34］ 和 S. 
cerevisiae（106 mg/L 为 72 h）［44］更耗时。经过工程

改造的 C. glutamicum 底盘菌株有效简化了发酵条件，

但其 ERG 产量仍较低，周期也很长。考虑到工业应

用，C. glutamicum ERG 生产水平有待进一步提高。

利用 C. glutamicum 作为底盘生产 ERG 的研究相比 E. 
coli 和酵母较少，研究人员可以采取更多的工程策

略，如筛选并表达高酶活 ERG 合成酶、挖掘菌体转

运蛋白增加胞外 ERG 输出、优化培养基条件以及进

一步改造菌株增加前体物质代谢通量等方式提高 C. 
glutamicum 生产 ERG 的效率。

3.4 其他底盘菌株中的ERG合成

除了以上常用的底盘菌株，其他菌株也被改

造 用 于 生 产 ERG， 如 M. aquaticum、A. oryzae、M. 
neoaurum 和 C. militaris 等。最初，Alamgir 等［56］根

据代谢组学分析，从苔藓中发现了高产 ERG 的菌株

（甲基杆菌菌株 22A），它在 38 d 产生 6.3 mg/g（干

重）ERG。随后通过增加 egtBD 的基因拷贝数，敲

除组氨酸氨化酶基因（hutH），将 ERG 产量提高到

7.0 mg/g（干重）［48］。研究表明在丝状真菌 A. oryzae
基因组中整合多拷贝 egt1 和 egt2 基因，最终于培

养基中获得 231 mg/kg 的 ERG，这是野生型产量的

20 倍［49］，同时也高于 E. coli 工程菌（24 mg/L）的

ERG 含量［17］。另有研究表明在 M. neoaurum 过表

达自身 ERG 合成基因簇和促进 L-His 合成的关键

酶，ERG 产量提高到 100 mg/L ；通过敲除假定的

ERG 裂解酶，过表达同型半胱氨酸水解酶，培养

216 h 后，ERG 产量达到 1.56 g/L，生产效率为 7.2 
mg/（L·h）［51］。这是通过对分枝杆菌菌株内源性途

径代谢修饰改造后获得的最高 ERG 产量，该研究为

高效生产 ERG 提供了一种可行的天然内源性途径改

造策略。此外，研究人员在 C. militaris 中发现 ERG

合成酶，并对其基因进行修饰，进而构建了一条新

的 ERG 合成途径，成功提高了 ERG 产量，达到 2.5 
g/kg（干重）［50］。ERG 代谢途径的发现和调节提高

了 C. militaris 中 ERG 产量，揭示了可食用蕈菌生产

ERG 的潜力，同时也表明合理修饰真菌菌体内 ERG

合成酶，并将其改造为高产 ERG 的优秀宿主将任重

道远。

4 总结与展望

目 前 ERG 工 程 菌 的 生 产 周 期 整 体 已 控 制 在 
2-9 d，最高生产水平已达到 12.5 g/L，但生产周期

较长（6 d），且菌株工程策略为多轮的随机突变，

其有利突变具有不确定性［45］。

通过上述综合比较，生物提取法存在提取效率

低、耗费时间长、难以产业化等问题，化学合成法

存在产品安全难以保证、原料成本高昂等缺点，难

以满足 ERG 市场需求，因此借助基因工程、蛋白质

工程和代谢工程等技术利用生物合成法生产 ERG 在

缩短周期，增加产量方面具有广阔前景。根据已有

报道，E. coli 构建的工程菌获得的 ERG 产量较高，

C. glutamicum 和酵母作为食品安全菌株，具有更高

的安全性。然而，已报道的工程菌培养周期仍偏长，

且获得的 ERG 产量偏低，难以实现规模化生产，无

法推进 ERG 的商业化。这些工程菌株的 ERG 生产

性能偏低的主要原因是天然 ERG 合成酶的酶活较

低，异源表达存在问题；ERG 前体氨基酸的需求量大，

但它们在菌株中的合成通量较低 ；整个 ERG 合成通

路复杂，涉及菌株中心代谢、分支代谢、能量代谢

以及辅酶代谢，平衡细胞生长和产物合成，协同提

高前体氨基酸合成通量难度较大 ；ERG 作为异源合

成产物，在体内过度积累影响细胞生长。

基于上述文献梳理，本文提出几点提高 ERG 产

量的工程策略（图 4）。首先基于细菌途径，EgtB 酶

和 EgtD 酶是合成途径中的关键酶，可结合基因信息、

人工智能和大数据分析等方法，通过对基因组深入

挖掘，获得更高催化活性的酶 ；也可利用其结构信

息、人工智能和蛋白质定向进化等方法对已有 ERG

合成酶设计改造，提高酶的催化性能［28］。相比于 M. 
smegmatis 等原核细菌，N. crassa 以及天然可食用蕈

菌等真菌具备更加简短的 ERG 生物合成途径，可挖

掘鉴定更多与 Egt1 功能相似的酶［15］，为真菌合成

ERG 的理论研究提供借鉴。这是通过基因工程和蛋

白质工程提高 ERG 产量的有效方法之一。

另外，L-His、L-Cys 和 L-Met 作为 ERG 合成的

前体，它们的供应直接影响 ERG 的合成。可借助基

因元件调控、高通量筛选等技术优化和改善底盘菌

生
物
技
术
通
报



生物技术通报 Biotechnology  Bulletin 2024,Vol.40,No.196

株前体氨基酸合成和代谢，保证生物体代谢平衡。

同时，近年来，基于 CRISPR 衍生的基因组编辑技

术［57-58］为基因工程研究提供了新的技术支持，利用

此技术可提高前体物质的代谢通量和阻断前体物质

其他竞争性代谢途径以增加 ERG 积累。此外，挖掘

底盘菌株新的特异性 ERG 转运输出蛋白［44］或 ERG

降解酶［51］，使工程菌大部分产物分泌到胞外，这不

仅避免了细胞内 ERG 积累或降解，增加胞外 ERG

产量，而且还简化了后续 ERG 的分离纯化过程［59］。

最后可通过优化培养基组成，添加适量外源营养因

子并改善底盘菌株细胞膜通透性等方式提高 ERG 
产量［35］。

麦角硫因作为一种独特的氨基酸衍生物，因其

在食品、化妆品和医疗等方面具有广泛应用前景，

人们对其需求也不断增加，这就要求研究人员对

ERG 生产给予更多的投入。相信随着研究不断深入，

各个瓶颈问题不断突破，ERG 生产水平将会不断提

高，满足市场的多方面需求，并将促进 ERG 在更多

行业的应用开发。
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