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摘要：N-糖基化是自然界中主要的翻译后修饰之一，对蛋白质结构和功能的影响十分重要。随着糖工

程领域的快速发展，在大肠埃希菌(Escherichia coli)中完成治疗性蛋白的N-糖基化修饰变得更加普遍。

利用基因编辑技术对大肠埃希菌基因组进行编辑，使大肠埃希菌获得新的性状和生产能力，可以提高

目标糖蛋白的产量。本文综述了通过基因编辑技术改造大肠埃希菌基因组来构建大肠埃希菌底盘

细胞，及在此基础上优化N-糖基化效率以提高N-糖基化蛋白产量的研究进展，为构建具有N-糖基

化修饰功能的工程菌株提供依据，为更好地进行糖蛋白生产，及进一步高效开发“糖蛋白工厂”提供

策略。
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Abstract: N-glycosylation is one of the major post-translational modifications in nature, and its effects on
protein structure and function are important. With the rapid development in the field of glycoengineering, it has
become more common to accomplish N-glycosylation modifications of therapeutic proteins in Escherichia coli
(E. coli). Through the use of gene editing technology, E. coli genome can be modified to gain new features and
productivity, which can boost the production of target glycoproteins. Using gene editing technology to modify
the E. coli genome and create E. coli chassis cells, as well as improving N-glycosylation efficiency to increase
the synthesis of N-glycosylated proteins, are discussed in this study. In addition to providing a foundation for
the creation of engineered strains with N-glycosylation modification, this work offers techniques for increasing
the efficiency of ″glycoprotein factories″ and improving glycoprotein output.
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大肠埃希菌(Escherichia coli)也称大肠杆菌，

是目前研究最清晰、分析最全面的一种微生物。

以大肠埃希菌为模式生物进行重组蛋白质糖基化

修饰研究是细菌糖工程领域发展的重要方向之

一。N-糖基化修饰可以增强治疗性药物的稳定

性、延长血浆半衰期、提高生物活性和免疫原性
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等。自 2 0 0 2年Wa k e r等 [ 1 ]将空肠弯曲杆菌

(Campylobacter jejuni)的N-糖基化pgl基因簇导入大

肠埃希菌获得成功后，利用大肠埃希菌生产N-糖
基化的重组异源蛋白已经逐步成为现实。尽管该

技术具有生长周期短、成本低等优势，但仍存在

局限性。目前研究人员依赖于应用多个质粒实现

这一过程，即将N-糖基化蛋白合成所需的包含各

基因簇的不同质粒共转化入大肠埃希菌。虽然能

实现蛋白的N-糖基化修饰，但需要抗生素的选择

压力；另一方面寡糖合成所需众多酶蛋白同时表

达，导致了表达宿主稳定性差、目的蛋白总表达

量低等问题。为了克服上述问题，研究人员不断

的将目的基因整合到大肠埃希菌的基因组上以构

建适用于表达N-糖基化蛋白的底盘细胞[2]。2018
年，Strutton等[3]将N-糖基化途径整合入基因组实现

了糖蛋白的生产。近几年来，研究人员已通过多

种高效、特异的基因组编辑策略构建了不同大肠

埃希菌底盘细胞来提高N-糖基化蛋白的产量，详

见表1。

1 利用基因组编辑技术高效构建合成N-糖基

化蛋白的底盘细胞

应用多种基因编辑方法可在大肠埃希菌基因

组中实现无标记突变，主要分为3类：同源重组、

位点特异性重组及基于人工核酸内切酶“DNA剪
刀”的基因组编辑技术。对于N-糖基化系统而

言，现已取得了一定的进展。尽管Strutton等[3]可通

过“克隆整合”位点特异重组，将寡糖转移酶转

移至大肠埃希菌基因组，展示了基因编辑技术在

糖蛋白合成中的可行性，但是单独运用此技术通

常面临编辑效率低、抗生素依赖性强、重组位点

存在脱靶效应等问题。目前许多研究者对基因编

辑技术正进一步的优化、完善，以实现高效的无

痕敲除，从而构建合成N-糖基化蛋白的底盘细

胞，如Egger等[4]将λ-red重组系统和特定位点的归

巢核酸内切酶Ⅰ-SceⅠ结合起来，构建了新质粒

“All-in-One”，使基因重组过程只需4步便可完

成，无需抗生素标记，显著加快基因组整合新菌

株的产生(表1)。
高效的基因无痕敲除技术主要通过多种编辑

策略联合应用来实现。晁双英等[10]总结了常用基

因编辑技术和复合基因编辑技术的基本原理及应

用，可为原核生物基因编辑方法的选择提供依

据。另外，针对不同的大肠埃希菌菌株也可以选

择不同的基因组编辑工具以提高效率，比如基于

CRISPR(clustered regularly interspaced short
palindromic repeats)的pCas/pTargetF系统在大肠埃

希菌MG1655中广泛应用；pEcCas/pEcgRNA可以

高效地对BL21(DE3)进行基因组编辑[11]。然而，

CRISPR/Cas系统应用的最大阻碍之一是“体型”

过大。有研究则系统性地表征了一种极小型

CRISPR核酸酶——AsCas12f1(422个氨基酸)的
DNA识别和切割机制，并探究了其作为一种新型

基因编辑工具的可能性，成功地在细菌和哺乳动

表1 应用不同基因编辑技术构建合成N-糖基化蛋白底盘细胞

大肠埃希菌菌株 方法 被修饰的蛋白质 糖链来源 产量
参 考

文献

CLM24
“Clonetegration”
site-specific
recombination

AcrA C. jejuni hexasaccharide The glycosylation efficiency
increased by 85% [3]

MG1655 λ-red
spDsbA-MBP-
hGHv138DQNAT142 C. jejuni heptasaccharide 5.7±0.2 mg/L(-2-foldgreater) [5]

BL21(DE3)
HMS174(DE3) λ-Red+I-SceⅠ GFP ‒ ‒ [4]

(APEC)χ7122 λ-red+suicidevector，
pSECpgl NetB C. jejuni heptasaccharide Improved [6]

SDB1 λ-red+suicidevector,
pSECpgl

G-SodB、G-FlpA、
G-ExoA

C. jejuni heptasaccharide Increaseglycosylationefficiency
at 30 °C

[7]

Falcon λ-red+CRISPR ExoA S. pneumoniae Serotype 4 glycosylationexpression>95% [8]

EagleSparrowhawk λ-red+CRISPR AcrA S. pneumoniae Serotype 4 4×and14×moreglycansthanthe
basestrain [9]

· 368 · 《生命的化学》 2023年43卷3期 综述



物细胞中实现了高效的基因编辑[12]。目前基因编辑

技术在设计、编码启动子、核糖体结合位点

(ribosomebinding site，RBS)等糖工程元件方面，需

要大量计算机辅助设计工具，存在无法满足普适

性序列设计需求的困境。近来，Yang等[13]开发了

首个面向微生物遗传操作的全流程自动化高通量

编辑序列设计在线工具AutoESD(https://autoesd.
biodesign.ac.cn/)，使基因编辑获得了更高的技术迭

代能力。

精确的基因编辑技术为构建糖合成底盘细胞

和探索聚糖功能提供了巨大的机会。虽然将不同

来源的基因簇敲入工程菌株基因组中是复杂的过

程，但数据显示以大肠埃希菌为底盘细胞是代谢

工程的最佳选择，且在糖蛋白合成领域日益显示

出了巨大的潜力[10,14,15]。目前，基因编辑技术还没

有完全普及应用于N-糖基化蛋白底盘细胞的构建

研究，仍需结合新型基因编辑工具对大肠埃希菌

基因组进一步改造，以实现高效的蛋白质N-糖基

化定向修饰，从而实现均一性糖蛋白的生产。

2 适用于N-糖基化蛋白合成的大肠埃希菌底

盘细胞构建

本部分综述了近来对大肠埃希菌菌株进行基

因添加、移除、上调或降低的情况，以推进菌株

适应性进化，提高糖基化效率，最终合成多种治

疗性重组N-糖基化蛋白(图1)。目前还没有公认的

适用于糖工程研究的大肠埃希菌底盘细胞库，重

要的原因是在所选宿主中生产所需聚糖的必要条

件是存在适量的活性糖供体及其转运体、内源基

因的转录活性，以及整合外源基因的核苷酸成分

等，这些都会影响菌株的生产能力。将合成糖蛋

白的代谢途径整合至大肠埃希菌基因组中是减少

菌株代谢负担的良好策略；底盘菌株还需被深度

改造以适应外源“新途径”的代谢需求，如加强

前体或辅助因子的充足供应、底物的有效流入或

产物的有效流出，以及途径中多种酶的功能性表

达[16]。另外，大肠埃希菌菌株基因组存在着天然

内毒素、竞争性干扰因子等不良因素，因此需对

其进行“设计-构建-测试-学习”的编辑策略，以

调整代谢途径提高糖基化效率，产生均质的目标

糖蛋白。

2.1 大肠埃希菌基因组敲除

底盘工程细胞的构建可以通过敲除相关通路

基因来减少代谢非必需基因，或增加聚糖前体的

产生等，同时保持细菌的正常活性。在大肠埃希

菌工程菌株中，蛋白质糖基化修饰受脂质载体可

用量及核苷酸激活的糖底物可用量的影响。因此

提高蛋白质糖基化效率的可行策略是优化这些关

键反应中间体及其相关生物合成途径的水平[17]，

主要包括4个方面：降低内毒素、去除竞争通量、

糖前体的生物合成和细胞结构改造。

2.1.1 降低内毒素

内毒素是存在于革兰氏阴性菌细胞壁上的一

种脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)，主要由特异多

图1 大肠埃希菌生产N-糖基化重组蛋白机制示意图
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糖、非特异核心多糖和脂质A组成。阻碍脂质A核
心寡糖的生物合成可以防止O-抗原的耦合，从而

增加在脂质A上新合成聚糖的数量，并显示在细胞

表面[18]。lpxL、lpxM、pagP、lpxP、eptA、kdsD和
gutQ基因等与LPS生物合成高度相关。研究显示，

7个基因不可逆的缺失会破坏LPS核心区域3-脱氧-
D-甘露-2-辛酮糖酸的生物合成，大大减少了最终

产物内毒素残留。同时通过CRISPR/Cas9与同源定

向修复结合，特异性的突变脂质A脂肪酸链合成的

msbA52和msbA148基因可使大肠埃希菌K-12和
BL21(DE3)来源的细胞保持活力[19]。另有实验证

实，将外源基因表达框的3~5个拷贝整合到细菌

LPS相关基因座中，不仅可以提高靶蛋白的产量，

还可以减少内毒素的产生[20]。

2.1.2 去除竞争通量

在开发糖工程底盘菌株时，经常引入的突变

之一是删除表达O-抗原连接酶的waaL基因，以阻

断脂联多糖(lipid-linked oligosaccharide，LLO)向
LPS外核心糖的非特异性转移[21]。虽然这对糖工程

改造不是必需的，但它大大增加了可以被O-寡糖

基转移酶聚合并转移到目标蛋白的LLO含量。一些

途 径 酶 如 大 肠 埃 希 菌 的 肠 杆 菌 共 同 抗 原

(enterobacterialcommon antigen，ECA)基因簇编码的

WecB和WecG酶，它们分别竞争有限的尿苷二磷

酸-N-乙酰氨基葡萄糖胺(uridine dipho-sphate-N-
acetylglucosamine，UDP-GlcNAc)和负载N-乙酰氨

基葡萄糖胺(N-acetylglucosamine，GlcNAc)的十一

烯基焦磷酸(undecaprenylpyrophosphate，Und-PP)
中间体，从而耗尽重要的底物池，或以其他方式

将中间产物转化为非必需的最终产物[5]。因此，

Yates等[5]删除了ECA基因簇中的wzzE-yifK基因簇，

以消除其对目标多糖组装的影响。此外十一烷基

磷酸α-N-乙酰葡萄糖胺基转移酶基因wecA的敲除

也可以消除ECA的产生，还可以确保还原糖不被

GlcNAc取代。

2.1.3 糖前体的生物合成

通过重新编程大肠埃希菌天然代谢网络，可

引导更多的碳通量用于糖核苷酸的合成，如核苷

酸激活前体中的单糖被糖基转移酶添加到Und-PP
连接单糖中，可提高LPS合成过程中糖前体的产

量。Jiang等[22]通过结合λ-Red重组系统和CRISPR/

Cas9系统连续无痕地敲除zwf、pfkAB、pykFA和
gldA基因，为葡萄糖的转运和磷酸化保留了更多的

磷酸烯醇式丙酮酸酯；同时敲除nagB基因消除了

UDP-GlcNAc合成途径中β-D-果糖-6-磷酸和D-葡萄

糖胺6-磷酸之间的无效循环。另外使用建模和模拟

退火相结合方法，通过实验验证了 Δ g n d和
Δ s dhCΔgnd可显著增加野生菌株聚糖的生物

合成[17]。

2.1.4 细胞结构改造

通常，外源途径的优化表达会导致目标产物

在底盘细胞内的积累，对细胞生长和代谢产生有

害影响。对于底盘细胞来说，脂质成分的改变，

如改变细胞膜的通透性或耐受性，可以导致目标

产物产量的提高。阮瑶等[23]通过敲除外膜LPP脂蛋

白，构建了适合胞外生产N-糖基化重组蛋白的大

肠埃希菌菌株CLM37Δlpp，成功进行了N-糖基化

重组蛋白的细胞外生产，提高了蛋白收率和糖基

化效率。

除此之外，通过删除表达糖链相关脱水酶基

因(如Δgmd)能促进聚糖产量的提高；通过改变氧

化条件(如ΔdsbC、ΔdsbB)来调节蛋白二硫键的合

成速率也能优化不同蛋白糖基化的效率[24,25]。还有

其他优化糖合成的待敲除基因正处于探索阶段。

2.2 大肠埃希菌基因组添加或取代

为了使改造后的大肠埃希菌适用于糖蛋白生

产，菌株应积累足量的代谢前体，可通过将“必

要”基因置于大肠埃希菌基因组上创造一种“即

插即用”的体系来实现。大肠埃希菌蛋白质糖基

化 有 两 种 必 需 的 酶 。 一 种 是 寡 糖 转 移 酶

(oligosaccharidetransferase，OST)，将聚糖转移至靶

蛋白的特定位点。Strutton等[3]通过在大肠埃希菌

基因组上插入密码子优化的弯曲杆菌 O S T
pglB，创建了一个适用于构建糖蛋白生产平台

的菌株。另一种是参与聚糖合成的糖基转移酶

(glycosyltransferases，GT)，如C. jejuni pgl基因

簇，将其取代部分基因组已被证明可以减轻宿主

的负担，最终提高糖基化效率。基因组整合还可

以用来减少基因操作的总数量，例如通过将一个

被删除的基因替换为一个被上调的靶基因，可同

时达到两个目的。用这种方法进行基因组整合可

以增加异源途径的产量[26]。
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在大肠埃希菌K-12菌株中，有多个非必需多

糖生物合成基因簇，比如促进胞外多糖合成相关

基因：wca操纵子、pgaABCD操纵子、dfc伪操纵

子、yjbEFGH操纵子、参与O-抗原合成的基因簇

等[27]，可被替换为正交糖基化组分，用于外源糖

链的生物合成和特异性糖链与靶蛋白的结合。

通过基因编辑将所需的糖基化途径重新组合

到大肠埃希菌基因组位点后，只需转化入编码受

体蛋白的单个质粒就可以生产不同糖蛋白，这些

菌株的糖基化效率可达到或接近100%，可与质粒

系统获得的最佳糖基化效率相媲美[28]。

2.3 大肠埃希菌基因上调

利用逆代谢工程策略，可选择出特定蛋白从

而构建更有效的大肠埃希菌宿主菌株以高效生产

糖蛋白。Pandhal等[29]通过基因组DNA库筛选来识

别基因(malQ、rseP、ptsA、rffE和dxs)，虽然没有

显著提高糖基化效率，但这些基因在大肠埃希菌

中的过度表达增加了异源表达的C. jejuni聚糖和整

体糖蛋白的产量。其中ptsA基因是编码磷酸烯醇式

丙酮酸酯依赖的磷酸转移酶系统酶Ⅰ，它在大肠

埃希菌细胞中过表达使得糖蛋白AcrA的产量几乎

增加了7倍。dxs基因是编码1-脱氧木酮糖-5-磷酸合

成酶，其过表达可促使十一异戊烯磷酸的产生，

参与细菌表面多糖的合成[30]。Wzx蛋白是Und-pp连
接的低聚糖重复单元在内膜翻转中的核心角色，

在正常条件下，Wzx翻转酶的表达量非常有限，过

表达wzx基因通常可以在很大程度上弥补原本效率

低下的翻转，还可以消除生长缺陷，提供一种提

高外源寡糖重复单元产量的手段[31]。

大肠埃希菌基因组庞大，有多种可促进糖蛋

白合成的基因，如WecA蛋白是一种完整的膜蛋

白，作为GlcNAc-1-磷酸转移酶参与ECA和O-抗原

脂多糖的生物合成，有研究表明其过度表达可提

高糖基化效率[32]；在鸟苷二磷酸甘露糖途径中编

码磷甘露酶的manB基因和甘露糖-1-磷酸胍基转移

酶的manC基因的过度表达可将Man3GlcNAc2聚糖

的产量增加约50倍，达到13.9 μg/L[33]；异柠檬酸裂

解酶是乙醛酸途径中的一个关键酶，通过在大肠

埃希菌中过表达，其糖基化效率提高了3倍[34]。值

得注意的是，GalU是合成糖链前体UDP-葡萄糖的

关键酶，也是唯一阻止糖链合成的非致命性敲除

蛋白质[17]。

3 以大肠埃希菌为底盘细胞高效生产N-糖基

化蛋白的优化策略

为了优化大肠埃希菌底盘细胞生产N-糖基化

蛋白的产量，通常需要对通路中每个基因的表达

进行微调，可通过使用不同强度的启动子、核糖

体结合位点或通过改变通路中每个基因的拷贝数

来实现，同时优化表达条件以达到最佳产量。

作为基因转录的“开关”，启动子在调控基

因表达和恢复代谢通量方面发挥着重要作用。当

外源性代谢途径被纳入基因组时，基因表达可能

因拷贝变化而减少，在这种情况下，需要编辑整

合适当强度的启动子，以调节基因表达到所需的

拷贝水平[10]。Yang等[35]开发了一种新的PLICable启
动子工具箱，它可以从十个启动子(T7、A3、lpp、
tac、pac、Sp6、lac、npr、trc和syn)中鉴定出最适

合蛋白质高水平生产的启动子。Yates等[5]将N-糖基

化途径基因簇整合至大肠埃希菌基因组后，在组

成型启动子家族BBa_J23100-J23119中筛选了

J23110，使得N-糖基化效率提高了82%。Jiang等[22]

设计构建了一个糖链合成优化的底盘菌株，应用

了中等强度的启动子P11-BCD15来生产糖缀合物，

明显提高了糖缀合物的修饰效率(最高可达90.7%)
及产率(38.6 mg/L)。另外，双启动子或多启动子整

合到基因组内也可以提高蛋白质糖基化效率及糖

蛋白的表达量。

RBS是调节翻译效率的关键元件，RBS的序列

很大程度上决定了翻译起始率。Chen等[36]运用了

RBS工程方法重新设计RBS，较原始菌株有更高的

翻译效率，改善了玉米黄质的糖基化。同时在大

肠埃希菌中，通过RBS文库设计优化还促进了番茄

红素、异戊二烯、氢溴酸等产量的提高[37-39]。另

外，2019年Jervis等[40]开发了机器学习算法，以实

现对大型组合RBS库的代表性子集RBS序列-表型

关系进行建模，从而可以准确预测最佳生产者。

在此基础上，Zhang等[41]使用高斯过程回归，对体

内测试的遗传变异设计使用上置信界多臂老虎机

算法，得到高翻译起始率的RBS，超过基准RBS达
34%。这为大肠埃希菌中糖蛋白的高效生产奠定了

基础，有望加速其工业化生产进程。
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当通路中一个或多个底物，或中间体都参与

宿主生物的正常代谢时，低基因拷贝数有一定的

优势，尽管伴随产量减少的问题，但可以通过改

造或引入额外的启动子元件，或根据需要调整基

因拷贝数来解决[5,42]。实验证明，当30 °C时pgl基
因簇整合到大肠埃希菌菌株SDB1的基因组中，需

要有一个以上的PglB拷贝可用，才能获得更高的

糖基化效率及产量。另外数据显示，温度、诱导

时间都影响PglB对其底物糖基化的能力[7,43]；并且

通过密码子优化提高PglB的表达量也可以提高糖

基化效率[32]。

对于蛋白N-糖基化修饰来说，目前主要在周

质腔中完成将糖链转移至受体蛋白的过程，因此

选择合适的信号肽将目的蛋白定位至周质，且提

高目的蛋白的周质分泌量也是提高糖基化效率及

产量的一种方法。比如，通过一般分泌途径(Sec依
赖途径)、双精氨酸易位途径(Tat依赖途径)和信号

识别粒子途径(Srp途径)这三个不同输出途径的信

号肽分别将蛋白质靶向周质并与N-聚糖受体肽标

签结合使用，会产生细菌N-糖基化效率及产量的

不同[44]。

另外，糖蛋白的产量也受不同表达部位的影

响[45]。培养条件、环境压力或代谢负担在不同的

表达部位对于糖蛋白的影响是完全不同的。还可

以通过自动诱导替代异丙基硫代半乳糖苷诱

导[46]、在生长培养基中添加GlcNAc[43]、在ΔdsbB
菌株中添加化学氧化剂胱氨酸[25]等方法实现糖蛋

白产量的增加。此外，借助基于流式细胞术的荧

光筛选及对细胞进行全面的数学描述以精确调控

糖基化修饰，可以实现异源宿主中糖蛋白产量的

优化。

4 展望

大肠埃希菌底盘细胞构建技术的迅猛发展为

糖蛋白合成带来了新的机遇。但因为涉及到基因

工程、代谢工程、合成生物学等多个领域，也具

有很大的挑战性。在糖基化修饰中，唾液酸化尤

为重要，因为唾液酸位于糖基末端，并具有与细

胞和分子相互作用相关的独特负电荷部分，可以

增加药物的稳定性和生物活性。目前研究显示唾

液酸修饰糖基化的效率不高，很难达到100%，这

导致唾液酸修饰的糖基化重组蛋白的均质化、规

模化生产非常困难[47]。nanKETA基因簇是大肠埃希

菌基因组中的一段保守序列，参与唾液酸的分解

代谢。因此，Zhu等[47]提出了在大肠埃希菌基因组

中敲入唾液酸合成途径相关基因簇neuBCA的同时

敲除nanKETA基因簇，从而提高唾液酸修饰效率。

同时将唾液酸化N-糖基化过程所需的唾液酸合成

与修饰功能模块、寡糖合成功能模块、寡糖修饰

重组蛋白功能模块等整合到大肠埃希菌基因组，

通过协调各模块功能，有望构建出可高效、工业

化生产N-糖基化重组蛋白的底盘细胞[48]。

Lu等[14]描述了人乳低聚糖合成的微生物工程

路线，主要提供了针对宿主菌株的选择及适应不

同的代谢途径生产人乳低聚糖的路线，给我们带

来很多启发和借鉴。虽然不确定的代谢模式和合

适宿主菌株的选择仍是当前构建大肠埃希菌底盘

菌株中的难点，而且针对异源途径/模块的功能、

特性还有待探索，但是近来开发的基于图数据库

的大肠埃希菌的代谢调控知识图谱ERMer(E. coli
regulation miner)给未来糖工程菌株的开发提供一

个弯道超车的机会，使我们看到操纵细胞/生物体

内糖基化及利用糖工程底盘细胞生产治疗性糖蛋

白等生物制剂的良好前景。
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