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摘要 食品功能因子作为功能性食品制造的基础素材, 是食品中真正起生理作用的有效成分, 在调节人体机能,
改善睡眠和促进生长发育等方面发挥着重要作用. 合成生物学作为一种更安全、更健康和绿色可持续的食品获

取方式, 已经成为推动食品行业发展的重要技术支撑. 食品合成生物技术主要通过采用合成生物学技术设计构建

食品组分的合成途径, 创建具有食品工业应用能力的智能化细胞工厂, 大幅提升食品功能因子等高附加值产品的

合成效率. 目前, 以大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌和酿酒酵母等模式微生物作为合成载体, 通过对其

生长进行精细调控, 食品功能因子的生物制造已取得重大进展. 本文主要从转运蛋白工程改造提高细胞生长速

率、重编程细胞能量代谢和平衡细胞生长与产物合成方面总结了基于模式微生物生长特性调控合成食品功能因

子的研究策略和进展, 提出了目前所面临的挑战, 并对其未来发展做出展望.
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随着社会发展和人们对安全、健康、营养饮食的

追求, 功能性食品的研发成为食品领域的研究热点
[1].

其中, 食品功能因子是功能性食品制造的基本原料,
也是赋予食品特定生理功能的关键成分. 食品功能因

子种类丰富
[2], 根据其化学结构主要分为11类: 活性多

糖, 功能性低聚糖和功能性单双糖, 功能性脂类, 糖醇

类, 多糖类, 氨基酸、肽与蛋白质, 维生素和维生素类

似物, 矿物元素, 植物活性成分, 益生菌和低能量食品

成分. 这些功能因子在调节人体机能, 改善睡眠和促进

生长发育等方面发挥重要作用.

合成生物学作为一种更安全、更健康和绿色可持

续的食品获取方式, 为功能性食品组分和重要功能营

养因子的生产提供了技术支撑, 成为推动食品行业发

展的重要手段. 以大肠杆菌(Escherichia coli, E.
coli)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis, B. subtilis)、谷

氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum, C. glutami-
cum)和酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae, S. cerevi-
siae)等为代表的典型模式微生物具有生长速度快、营

养要求简单、遗传操作简便和工业发酵培养模式相对

成熟等优势
[3,4], 已广泛用于合成各种生物能源和生物
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医药等
[5~7], 同时在食品领域也被开发用于高效合成各

种营养组分, 如N-乙酰氨基葡萄糖
[8,9]

、母乳中的关键

成分2′-岩藻糖基乳糖
[10]

、血红蛋白
[11]

以及乳蛋白
[12]

等. 其中, 细胞的生长调控是实现高效生物制造的关键

控制点, 因此以模式微生物底盘细胞作为食品功能因

子的合成载体, 充分利用合成生物学原理和技术对细

胞的生长进行有效精细调控, 有望实现食品功能因子

的高效合成. 本文主要从转运蛋白工程改造提高菌株

生长速率、重编程细胞能量代谢、细胞生长与产物合

成偶联以及细胞生长与产物合成解偶联四个方面系统

总结了目前基于模式微生物生长调控合成食品功能因

子的研究策略和进展(图1), 并指明微生物合成食品功

能因子面临的挑战及未来发展方向, 以期为功能因子

的高效生物制造提供新思路.

1 优化底盘细胞生长速率

发酵过程中微生物有效吸收和代谢关键营养基质

的能力直接影响细胞的生长. 因此, 提高碳源利用率或

扩大可利用碳源的范围能够优化底盘细胞的生长速

率, 增加细胞密度, 从而实现食品功能因子的高效合

成
[13].

1.1 碳源转运蛋白工程

微生物可以利用多种碳源, 它们对碳源的选择主

要取决于胞内相关碳源转运蛋白的表达, 因此高效表

达碳源转运蛋白是提高碳源利用率的一种直观快速

方法 . 研究较为广泛的是S . cerevisiae [14~18]和E .
coli[19~23]中的各种内源和外源糖类转运蛋白. S. cere-
visiae对己糖特别是葡萄糖的转运机制已被很好地表

征, 它通过内源的Hxt家族己糖转运蛋白介导的转运

系统来利用己糖
[18,24]. 目前, 已鉴定出约20种编码己

糖转运蛋白的Hxt基因, 研究表明, 通过调节一种或几

种转运蛋白的表达可提高细胞对葡萄糖的摄取能力,
以S. cerevisiae CEN.PK m850作为出发菌株, 经过改

造使其具备乳酸合成能力 , 乳酸的生产强度为

0.77 g/(L h), 后通过强化HTX1基因的表达, 提高菌株

对葡萄糖的消耗速率, 使得乳酸生产强度达到(0.85±
0.02) g/(L h)[25]. 考虑到发酵成本和环境保护等因素,
越来越多的糖组分成为微生物可利用的替代碳源

[26].
在无特异性转运蛋白存在时, 添加非天然碳源会明显

减弱底盘细胞的生长速率. 而Wang等人
[27]

通过引入

低亲和力的阿拉伯糖转运蛋白araE基因, 使得S. cere-
visiae在以蔗糖为碳源的培养基中高效合成白藜芦醇,
产量达2.3 mg/L. 因此, 研究人员可通过引入外源转运

蛋白或改造内源Hxt转运蛋白, 使得S. cerevisiae在以

蔗糖、果糖或纤维二糖等非天然碳源为营养基质的

条件下进行有效生长, 从而赋予其高产果聚糖
[28]

、柠

檬酸
[29]

等食品功能因子的能力. Bruschi等人
[30]

在不

能以蔗糖为碳源的E. coli基因组上整合表达蔗糖利用

图 1 目前基于模式微生物生长特性调控合成食品功能因子的研究策略
Figure 1 Research strategies in the synthesis of food functional factors based on regulating cell growth of model microorganisms
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基因表达盒, 发现菌株以蔗糖为碳源和以葡萄糖为碳

源时的生长速率一致, 这为以蔗糖或含蔗糖的廉价原

料为碳源有效合成产品提供了可能. 一方面, 通过调

节转运蛋白表达强度或继续挖掘其他碳源转运蛋白

有利于提高碳源摄取率并扩大可利用碳源种类, 从而

改善底盘细胞的生长性能和生产潜力. 另一方面, 转

运蛋白可能受到转录因子及其效应物的调控
[31,32]. 因

此, 深入了解其调控机制可为合成食品功能因子底盘

细胞的改造提供理论依据.

1.2 适应性实验室进化

适应性实验室进化(adaptive laboratory evolu-
tion, ALE)是一种在特定生长环境或选择压力下, 通

过长期培养筛选获得具有某种更优特性菌株的技术.
它无需深入了解细胞错综复杂的代谢网络, 只需根

据目标表型设计选择压力来筛选获得较优突变株 ,
具有适用范围广、实用性强等优点

[33~35]. 适应性实

验室进化已被广泛用于优化微生物底盘细胞的生长

表型, 以改善菌株的生产性能
[36~39]. B. subtilis作为

GRAS(generally recognized as safe)菌株, 已广泛用

于高效合成多种功能性低聚糖
[40,41]

、功能性单糖
[42]

及蛋白质
[43]

等食品功能因子. Liu等人
[44]

将野生型B.
subtilis 168在M9基本培养基中传代超过1000代, 进

化菌株A40的比生长速率提升43.5%, 乙偶姻和卵清

蛋白生物合成分别提高54.5%和20%. 多层次组学技

术可用于阐明进化株的进化机制及其基因型和表型

之间的关联, 后者可用于指导构建或优化高效合成

目标产物的细胞工厂 . LaCroix等人
[45 ]

对E . coli
MG1655进行为期81天的进化后获得一株生长速率

提高1.6倍的菌株. 全基因组测序发现, 主要是pyrE/
rph基因间隔区、全局转录基因rpoB和DNA结构基

因hns/tdk间隔区发生突变, pyrE/rph突变与菌株的嘧

啶生物合成相关. 经转录组学分析, rpoB和hns/tdk突
变导致与蛋白合成、葡萄糖转运和糖酵解途径相关

基因的表达水平上调, 增加中心碳代谢途径的通量,
从而提高底盘细胞的生长速率. 研究表明, C. gluta-
micum在以葡萄糖为唯一碳源的基本培养基中经过

1500代培养后, 其生长速率提高了42%. 经基因组测

序和反向代谢工程发现 , 转录调控因子GntR1和
RamA的突变导致菌株生长性能的改善

[46]. 因此, 适

应性实验室进化结合组学分析可鉴定出提高底盘细

胞生长适应性的关键突变点, 有助于实现食品功能

因子的高效生物合成.
适应性实验室进化也可被用于优化微生物对碳源

的摄取率, 或者扩大微生物对替代碳源, 如木糖、乙酸

盐和柠檬酸盐等的利用范围以提高细胞生长速

率
[34,47]. 木糖作为木质纤维素中含量第二丰富的糖类,

如何高效转化为功能营养品等高附加值产品是研究热

点. Promdonkoy等人
[48]

在以木糖作为唯一碳源的培养

基中对S. cerevisiae进行适应性实验室进化, 提高了其

对木糖的摄取能力, 并鉴定出一株生长速率提高58%
且异丁醇产量提升110%的菌株. Seong等人

[49]
以E. coli

DSM01作为出发菌株, 在以乙酸钠为唯一碳源的M9
培养基中传代培养 4 0天后获得一株生长速率为

0.14 h−1
的进化株, 而DSM01在该培养条件下几乎无法

生长. 随后验证该进化菌株合成萜类化合物中间体甲

羟戊酸(mevalonate, MVA)的能力, MVA的生产强度达

到1.32 g/(L h), 相比出发菌株提高14.3倍, 这加速了乙

酸盐作为碳源生产功能营养品、生物燃料和重组蛋白

等的研究进展. 适应性实验室进化也可用于实现微生

物对混合碳源的吸收利用. 例如, Reider Apel等人
[16]

对引入木糖利用途径的S. cerevisiae BY4742菌株以木

糖为碳源进行培养进化, 进化后菌株经全基因组测序,
发现己糖转运蛋白HXT7(F79S)发生突变, 该突变一方

面提高了S. cerevisiae在以木糖为唯一碳源时对木糖的

摄取率, 从而展现出显著的生长; 另一方面, 在存在双

碳源——葡萄糖和木糖时显示出可同时利用两种碳源

的优良特性, 从而减少培养时间并提高生产效率. 由此

可见, 适应性实验室进化可以有效提高微生物对不同

底物的利用率和对环境的适应性, 进化得到的高生长

速率底盘细胞在改善产物合成方面具有很好的潜力

(表1).
适应性实验室进化与合成生物学和系统生物学工

具相结合是一种优化菌株表型和性能的有效策略, 删

除有害突变、保留有益突变可重构性能优异的微生物

底盘细胞. 适应性实验室进化通过非直观的方式提高

微生物的适应性, 但是由于突变本身很难达到精准预

测, 同时较长的进化周期可能导致错失获得最优表型

的突变株. 而基因组规模代谢模型
[62~64]

可揭示表型与

基因型的相关性并用于预测生理变化, 两者相互结合

补充可以更好地用于优化菌株表型或开发新的微生物

平台.
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2 重编程细胞能量代谢

能量代谢在细胞生长和中心代谢途径中发挥重要

作用, 操纵能量代谢是优化微生物生长适应性和实现

产物高产量、高产率和高生产强度相统一的有效策

略
[65,66]. ATP作为最重要的能量来源, 调控ATP供应是

调节细胞工厂代谢流分布、生物量积累和产物合成的

重要手段
[67,68]. 有氧条件下细胞主要通过氧化磷酸化

途径合成ATP, 因此操纵该途径可以有效调节细胞内

ATP的浓度, 其中主要通过调控NADH水平、ATP合
酶活性和电子传递链来调节ATP代谢.

2.1 调控NADH供给

细胞内NADH主要来源于糖酵解、脂肪酸氧化和

三羧酸循环, 所以可以根据NADH代谢来调控NADH
相关酶的活性进而调节胞内ATP水平. Zhu和Shimi-
zu[69]敲除E. coli中编码丙酮酸甲酸裂解酶的pfl基因,
从而导致胞内NADH/NAD+

比率显著升高, ATP/AMP
水平降低, 同时在以葡萄糖为碳源时菌株的糖酵解通

量显著增加. 研究人员通过调控E. coli TCA循环中相

关基因的表达, 增强了TCA循环的碳通量和胞内ATP
水平, 导致β-胡萝卜素

[70]
和番茄红素

[71]
产量显著增加.

为实现异丁醇的快速高效生产, 研究人员对合成异丁

醇的B. subtilis进行代谢网络分析, 揭示了NADPH对
异丁醇生物合成的重要性

[72]. 因此在氧化还原失衡且

NADPH过量的情况下, 强化表达来源于E. coli的udhA
基因提高胞内NADH和ATP浓度, 最终细胞生长性能

得到优化, 异丁醇产量提高. 敲除S. cerevisiae中消耗

表 1 利用适应性实验室进化优化微生物对碳源的利用以改善细胞生长的主要代表性实例

Table 1 The major examples of optimizing carbon source utilization of microorganism through ALE to improve cell growth

进化后菌株 营养基质 进化时间 进化菌株特性 参考文献

E. coli SBA01 以乙酸盐为碳源的M9培养基 40天
出发菌株几乎无法生长, 进化菌株生长速
率达到0.14 h−1; 甲羟戊酸的生产强度提高

14.3倍
[49]

E. coli CY02 以甘油为碳源的M9培养基 1300代 菌株比生长速率提高40%; γ-氨基丁酸产
量提高2.6倍 [50]

E. coli SCD78 以葡萄糖/木糖为碳源的AM1
最小培养基

78代 葡萄糖和木糖的消耗率分别增加3.4倍和3
倍; 乙醇产量提高3倍 [51]

E. coli SM1 以甲醇为碳源的最小培养基 180天 以甲醇为唯一碳源进行生长 [52]

B. subtilis E72
以木糖为碳源的M9培养基 72代 菌株比生长速率为0.445 h−1; 乙偶姻产量

7.6 g/L [53]

以阿拉伯糖为碳源的M9
培养基

72代 菌株比生长速率为0.429 h−1, 比野生型菌
株提高1.38倍 [53]

C. glutamicum WMB2evo 以木糖为碳源的最小培养基 35代 菌株比生长速率为(0.26±0.02) h−1,提高2.6
倍

[54]

C. glutamicum ATCC 13032
工程菌进化6代后菌株

以木糖为碳源的CGXII最小
培养基

6代 菌株比生长速率为0.26 h−1, 未进化菌株无
法生长

[55]

C. glutamicum MX-11 以甲醇和木糖为碳源的CGXII
最小培养基

27代 菌株比生长速率为 0.0121 h−1, 提高20倍;
谷氨酸产量为90 mg/mL [56]

C. glutamicum MX-11进化
7代后菌株

以甲醇和木糖为碳源的最小培
养基

7代 甲醇耐受能力增强; 菌株生长速率提高3.2
倍

[57]

C. glutamicum GluA T7 以葡萄糖为碳源的最小培养基 8代 菌株最大比生长速率提高1.7倍; 戊二酸生
产强度提高2倍 [58]

S. cerevisiae HXT5 以木糖和葡萄糖为碳源的合成
培养基

50天 解除葡萄糖(50 g/L)对木糖(10 g/L)转运的
抑制作用

[17]

S. cerevisiae
CEN.PK JL1 以甘油为碳源的合成培养基 60代 菌株比生长速率为0.164 h−1, 提高31.2% [59]

S. cerevisiae CEN.PK113-7D
进化后菌株

以甘油为碳源的MG培养基 80代/300代 增强菌株对甘油利用能力; 菌株生长速率
提高4倍 [60]

S. cerevisiae BN-91 以甘露醇为碳源的合成培养基 1500 h 菌株比生长速率加倍 [61]
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NADH的乙醇脱氢酶的同时过表达生成NADH的乙醛

脱氢酶, 可提高胞内NADH的水平和甘油的产量
[73]. 此

外, 在培养基中补充依赖NAD+
脱氢酶的相关底物

[74],
可以有效调控胞内ATP浓度, 从而提高产物合成效率.
通过调控NADH供给实现上调或下调胞内ATP水平的

策略较为清晰简便, 且调控效果显著, 但NADH浓度的

变化可能会破坏胞内氧化还原的平衡, 因此需要考虑

细胞的氧化还原状态是否利于产物合成.

2.2 调控F0F1-ATP合酶表达

在氧化磷酸化过程中, 电子传递链产生的质子动

力通过ATP合酶驱动ATP生成, 因此操纵F0F1-ATP合酶

表达是调控ATP水平最直接有效的方法. 在E. coli中强

化ATP合酶基因操纵子的表达提升胞内ATP水平, 可

有效提高β-胡萝卜素的产量
[70]. Zhang等人

[75]
在S. cer-

evisiae中表达来源于拟南芥(Arabidopsis thaliana)的
ATP6基因, 提高了ATP水平; 后将该基因在产朊假丝

酵母(Candida utilis)中进行表达, 提高了胞内F0F1-ATP
合酶的活性和胞内ATP水平, 同时菌株的生物量提高

且S-腺苷甲硫氨酸和谷胱甘肽的合成增强
[76].

由于ATP合酶的F1亚基具有水解ATP的功能, 因此

表达该亚基会促进ATP水解从而降低ATP的浓度. 在E.
coli中表达ATP合酶的F1亚基降低了胞内ATP水平, 并

显著提高菌株对葡萄糖的摄取速率和乳酸合成能

力
[77]. 利用类似的策略, 在糖多孢红霉菌(Saccharopo-

lyspora erythraea)表达F1亚基导致较低的[ATP]/[ADP]
比, 维持了细胞的氧化还原平衡状态, 红霉素合成能力

提高28%[78], 同样该策略提高了乳酸乳球菌(Lactococ-
cus lactis)的乙偶姻合成能力

[79]. 因此对于可产生质子

动力的菌株, 操纵ATP合酶活性可有效调控胞内ATP
的供应, 并改善生产菌株生物量的累积和与ATP合成

相关的目标代谢物的生产.

2.3 调控电子传递链

在氧化还原反应中, 电子传递链上电子转移过程

中产生的质子梯度可用于胞内ATP合成. 在有氧发酵

中, 氧气是电子传递链的最终电子受体, 因此氧气浓

度是影响胞内ATP含量的关键因素
[80]. 尤其是某些高

密度、高能量的发酵体系中氧气的丰度是ATP合成的

重要条件
[81]. 调控发酵罐的搅拌速度或在发酵过程通

入氧气是较为简单的氧气供给策略
[82]. 另一种策略是

添加一定浓度的正己烷、正庚烷、血红蛋白和正十六

烷等携氧载体, 该策略也可提高氧浓度
[83~86]. E. coli发

酵过程中血红蛋白的添加使细胞生物量提高约

11%[85]. Li等人
[86]

在培养基中加入正十六烷, 促进S.
cerevisiae胞内ATP积累, S-腺苷甲硫氨酸的产量达到

2.27 g/L. 此外, 调控pH维持在酸性条件下可以提高胞

内ATP水平. 因为较低pH产生的质子梯度可驱动呼吸

链中的F0F1-ATP合酶活性
[87,88]. 虽然通过调控电子传

递链可以调节ATP代谢, 但由于其涉及多个基因的调

控, 难以通过简单的单基因或几个相关基因的调控来

调节胞内ATP水平.
ATP作为一类重要的辅因子, 对代谢反应的速

率、细胞的生长和产物合成具有重要的调控意义. 胞

内ATP水平对不同产物的影响不同, 胞内高浓度的

ATP可以促进多糖等食品功能因子的合成
[89], 而谷氨

酸等代谢物的合成则需要维持低浓度ATP, 因此需要

平衡宿主胞内ATP水平和细胞生长之间的关系, 从而

实现产品的高效合成.

3 细胞生长与产物合成偶联

采用传统微生物代谢工程策略对细胞工厂进行改

造可能会导致代谢通量失衡或代谢负担, 从而使得细

胞生长性能受损和生产性能减弱, 特别是具有高度工

程化或遗传回路的微生物往往会在长期发酵中失去生

产表型
[90,91]. 为了解决该问题, 一种策略是将细胞生长

与产物合成相偶联, 使生产适应细胞的生长, 实现生长

和产物合成之间的平衡
[92,93].

3.1 营养缺陷系统与产物合成偶联

营养缺陷与产物合成进行偶联是一种生长与生产

偶联的方法, 其中产物合成对于细胞生长是必需的.
Atsumi和Liao[94]在异亮氨酸营养缺陷型E. coli中引入

柠苹酸途径合成α-酮戊二酸, 从而为1-丙醇和1-丁醇

的合成提供前体, 且α-酮戊二酸可进一步转化为异亮

氨酸, 使得该菌株能够恢复生长能力, 但生长速率仍

低于直接添加异亮氨酸的情况. 后对该途径的关键酶

CimA进行定向进化, 筛选得到生长速率高于野生型的

突变株, 并显著提高1-丙醇和1-丁醇产量. Ye等人
[95]

发

现, 合成番茄红素的S. cerevisiae在继代培养时出现白

色菌落, 猜测可能是由于GAL调控系统的破坏导致途
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径基因转录被抑制从而不能合成番茄红素, 所以出现

菌株表型退化的现象. 菌株是需要表达URA3才能正

常生长的尿嘧啶缺陷型菌株, 编码番茄红素合成的基

因由GAL启动子驱动表达. 为了实现生长与合成偶联,
研究人员利用GAL启动子同时控制URA3和番茄红素

途径基因的表达, 从而导致在长期培养中GAL系统破

坏的菌株无法正常生长. 当葡萄糖存在时, 葡萄糖诱

导的启动子PHXT1开启URA3的表达, 细胞正常生长. 当
葡萄糖耗尽时, PGAL启动子激活产物合成相关基因和

偶联的URA3基因表达, 从而赋予生产细胞生长优势.
将该策略用于S. cerevisiae高效合成(+)-瓦伦亚烯, 产

量达到16.6 g/L.
此外, 研究人员拓展了模块化细胞(modular cell,

MODCELL)[96]的设计原理以优化生长偶联效果. 模块

化细胞是一种营养缺陷型细胞, 包含必要但不足以支

持细胞生长和维持代谢的中心代谢途径, 因此必须与

可变的产物合成模块偶联. 该模块可以辅助细胞生长,
维持细胞代谢并增强产物的合成, 通过优化两者之间

的偶联强度可以快速筛选最优生产宿主, 并通过乙醇

的生物合成进行了验证
[97].

3.2 基于群体质量控制和代谢产物成瘾系统的生
长与产物合成偶联

代谢负担常常导致生产细胞表现出降低的生长

适应性, 由于遗传和不可遗传变异导致的非生产细胞

亚群由于缺乏代谢负担而恢复生长适应性, 并可以快

速占据细胞群体, 从而降低生产能力
[98,99]. 对抗代谢

异质性的一个策略是将代谢产物的合成与细胞生长

进行偶联, 从而解决非生产亚群导致的细胞群体生产

能力流失的问题. 对此, Xiao等人
[100]

提出了群体质量

控制系统(population quality control, PopQC)的概念.
首先在E. coli中开发一种基于调控因子FadR且响应目

标产物的生物传感器, 该传感器响应游离脂肪酸的浓

度, 在低产细胞或者非生产细胞中转录调控因子FadR
与PAR启动子结合, 抑制编码四环素外排蛋白基因tetA
的表达; 而在高产细胞内, 随着游离脂肪酸浓度的增

加, 其会解除FadR对相应启动子的阻遏作用, tetA基
因正常表达. 因此, 在四环素存在的情况下, PopQC富
集高产细胞并使之占据主导地位, 最终游离脂肪酸的

产量提高3倍(图2), 相同的策略使得酪氨酸产量提高

2.6倍. 同样, Rugbjerg等人
[101]

利用胞内必需过程, 在

E. coli中设计了正向响应产物MVA的遗传回路以调控

必需基因的表达. 当MVA产量较高时, 生物传感器与

MVA结合从而激活必需基因的转录表达, 导致菌株具

有较高的生长速率; 而当不存在MVA时, 必需基因的

表达也会被限制, 从而导致较低的生长速率. 因此在

整个细胞群体中, 生长缓慢的非生产细胞比例逐渐减

少, 具有高生长速率生产细胞逐渐占主导. 最终, 未改

造的菌株在经过50次传代后MVA合成能力逐渐丧失,
而引入产物成瘾系统的菌株在传代95次后仍然拥有

高产能力, 并且该系统无需使用抗生素并且不存在宿

主受限的问题. 研究人员还将产物柚皮素成瘾与负向

自调控系统相结合, 使得成瘾酵母细胞培养324代后

仍拥有90.9%的柚皮素生产能力, 而正常细胞在传代

300代后丢失94.5%的生产能力 , 且恢复了正常生

长
[102]. 该策略同样适用于以E. coli为底盘细胞合成柚

皮素的研究
[103].

代谢异质性已成为影响细胞生产性能的主要问

题, 通过激励生产细胞和惩罚非生产细胞的方式可以

用于对抗这种限制, 从而通过富集生产细胞亚群稳定

维持生产表型.
食品功能因子的可持续生物合成面临的一个主

要挑战是扩大生产规模并维持高产性能. 但是, 异源

基因表达引起的代谢负担会产生选择性压力, 从而

导致培养体系中非生产种群的自发形成, 使得高生

产能力但适应性较低的细胞丧失优势, 最终导致整

体生产性能下降. 因此, 将细胞生长与产物合成偶联

可以很好地解决这类矛盾, 从而提升细胞群体的生

产性能.

图 2 PopQC的设计原理
Figure 2 The design principle of PopQC
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4 细胞生长与产物合成解偶联

产物的高效合成往往与底盘细胞生长竞争资源,
在底物充足的条件下, 对菌株生产力的最大限制来自

用于支持细胞生长和内源性基础代谢所需资源的持续

消耗. 当导向目标代谢途径的资源不足时, 大量的底物

主要用于细胞的生长, 从而导致生产能力下降. 相反,
过度的分流会影响细胞的生长从而降低生产强度. 微

生物底盘细胞的这种局限性可通过将细胞生长与产物

合成解偶联来解决
[104~106]. 将发酵过程解耦成生长和

生产两个阶段进行动态调控, 通过严格控制细胞的基

础生长, 在发酵早期最大程度地积累生物量, 然后通

过诱导激活合成途径将资源转向生产途径, 这样细胞

可在半衰老状态下工作, 吸收利用底物进行产品合成.

4.1 化合物诱导调控系统

特定化学物质和营养成分可以作为用于解偶细胞

生长的诱导剂
[107,108]. IPTG和无水四环素是常用的诱

导剂, 已被用于1,4-丁二醇
[109]

、异丙醇
[110]

和苹果

酸
[111]

等的生物合成调控. 营养成分如甲硫氨酸被用于

抑制PMET3启动子驱动的基因表达以解偶细胞生长, 提

高青蒿素前体紫穗槐二烯的生物合成
[112]. Tan等人

[113]

在S. cerevisiae中利用四环素转录激活系统将碳通量转

向产物合成, 使得葡萄糖酸和异丁醇产量分别提高10
倍和3倍. 外源性诱导剂的动态调节是有效的, 但需要

精确控制诱导时间和诱导强度.

4.2 群体感应系统

基于内源性压力感应机制, 开发可自发调节的遗

传回路以控制代谢是解偶细胞生长的另一种策略. 群

体感应(quorum sensing, QS)系统是一种响应细胞密度

的基因回路, 可以根据细胞密度自适应地将碳通量从

生长转移到生产途径
[114,115]. 目前研究最为广泛的群

体感应系统主要是来自费氏弧菌的luxI/luxR系统
[116]

和来自玉米细菌性枯萎病菌的esaI/esaR系统
[117]. 研究

人员在E. coli中构建基于luxI/luxR的群体感应系统用

于红没药烯的生物合成, 其生产能力比需要添加诱导

剂的工程菌株提高44%[118]. 天然QS回路虽然可以响

应不同细胞密度进行动态调控, 但是其动态调控的范

围较为狭隘. 因此, Ge等人
[119]

通过优化luxR-luxI基因

间序列创建了一个具有高动态调控范围和低泄漏率的

QS突变体库, 将其应用于以E. coli作为底盘细胞合成

4-羟基香豆素, 其产量提高11.3倍. 此外, 该QS系统也

广泛用于改善E. coli合成柚皮素
[120]

和中链脂肪酸
[121]

等. Corrêa等人
[122]

在B. subtilis中构建了基于luxI/luxR
的群体感应系统自诱导基因回路(图3), 并用于核黄素

的生产. 该系统包括两大模块, 一个模块是包含2种变

体的诱导模块——luxR和luxI基因以及各自的启动子,
另一个模块是包含7种变体的应答模块——产物合成

相关基因和控制基因表达的群体感应启动子. 由LuxI
合成的信号分子AHL扩散进入细胞, 当AHL浓度达到

一定阈值后与LuxR结合, 从而激活应答模块中靶基因

的表达. 最终, 最强响应元件S1-R6的转录水平是B.
subtilis内源启动子Pveg的3.2倍, 筛选得到的工程菌株

显示出响应细胞密度的核黄素生产曲线. 然而, 该群

体感应系统只能正向响应信号分子的浓度, 需要利用

负调控元件才可进行双向调节, 这会导致菌株代谢负

担加重和灵敏性降低等问题.
与luxI/luxR不同的是, esaI/esaR系统中的信号分子

受体EsaR具有同时产生激活和抑制的双重作用. 在低

细胞密度和信号分子AHL不存在时, EsaR可与启动子

PesaR的转录调控区结合抑制下游基因表达, 也可与启

动子PesaS的转录调控区结合激活下游基因表达; 而在

高细胞密度和AHL浓度积累到一定阈值后, AHL与
EsaR作用使其无法再结合到转录调控区, 因此开启

PesaR启动子下游基因的表达和抑制PesaS启动子下游基

因的表达
[117]. Gupta等人

[123]
通过微调EsaI的表达,利用

该系统控制1-磷酸果糖激酶和莽草酸激酶的表达, 成

功实现了细胞生长与产物合成途径碳通量的平衡, 并

有效提高E. coli中肌醇、葡萄糖二酸和莽草酸的产量.

图 3 在B. subtilis中构建的luxI/luxR QS系统工作原理
Figure 3 The working principle of luxI/luxR QS system in B. subtilis
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由于真核生物的转录抑制需要染色质重塑, 所以将这

两类群体感应系统应用于S. cerevisiae仍具有挑战性.
因此, 已经设计了信息素群体感应系统用于改善羟基

苯甲酸(para-hydroxybenzoic acid, PHBA)[124,125]、2′-岩
藻糖基乳糖和3′-岩藻糖基乳糖

[126]
的合成. 此外, 研究

人员还在B. subtilis中构建了基于Phr60-Rap60-Spo0A
的双功能群体感应系统基因回路, 通过解耦生长和合

成将维生素K2产量提高40倍[127]. 群体感应系统的深

入研究为动态调控代谢途径提供了新的指导, 但仍有

不足之处. 基于群体感应的动态调控存在泄露表达,
无法实现对目标基因的严谨调控, 仍需对基因元件进

行优化或挖掘更多的动态调控元件等. 其次, 由于群

体感应系统的复杂性, 其调控机制尚未完成解析明了,
实现完全的宿主解偶联也仍需进一步研究.

近年来, 利用基于代谢物响应转录因子的生物传

感器来重编程细胞活性也已取得重大研究进展
[128]. 通

过将传感器——制动器与底盘细胞集成, 以动态调控

关键酶的表达并驱动碳通量转向目标途径. 其中, 丙

二酰辅酶A是脂肪酸生物合成的前体, 开发响应丙二

酰辅酶A的生物传感器在克服限速途径和优化产量方

面具有巨大的希望. FapR可以特异性响应丙二酰辅酶

A的浓度并调节B. subtilis脂肪酸生物合成途径中相关

基因的表达
[129]. Xu等人

[130]
设计响应丙二酰辅酶A的

双启动子传感器动态调控胞内丙二酰辅酶A的通量以

优化E. coli中脂肪酸的生物合成. 在E. coli中, 丙二酰

辅酶A是通过accABCD基因编码的乙酰辅酶A羧化酶

催化乙酰辅酶A合成 , 而低水平的丙二酰辅酶A使

FapR处于活性状态, 由pGAP启动子驱动的accABCD
基因被激活, 同时由T7启动子驱动的脂肪酸合成途径

被抑制, 从而使丙二酰辅酶A得以在胞内积累. 随着细

胞生长,丙二酰辅酶A积累到一定浓度时,开-关状态被

转换从而开启脂肪酸的生物合成, 使得细胞生长与产

物合成解偶联. 后通过优化FapR阻遏物结合位点fapO
的数量, 使得脂肪酸产量提高至3.86 g/L. 另外也有研

究通过设计分层遗传回路
[106]

和代谢转换开关
[110]

实现

细胞生长与生产解偶联, 从而提高目标产物的合成. 细
胞生长与产物合成解偶联可以通过严格控制非必需基

因的基础表达, 使得代谢负担最小化, 从而在发酵早期

阶段最大限度积累生物量. 一旦达到一定的细胞密度

时, 便可将资源转移至产物合成途径从而实现高产.
同时, 生长与生产解偶联可以很好地避免有毒中间体

的积累或对细胞有毒性的酶的过量表达, 抑制合成毒

性中间体的上游途径并在适当时间激活利用它的下游

产物合成途径, 从而更好地平衡细胞生长和产物合成.

5 结论与展望

微生物细胞的生长调控在高效生物制造过程中有

举足轻重的作用, 构建优化模式微生物底盘细胞高效

合成食品功能因子已取得一定的进展, 几种功能性低

聚糖、多种有机酸、氨基酸、维生素以及植物活性成

分等均通过调控相应底盘细胞的生长实现产物有效合

成(表2). 快速有效地生长和高效地产物合成是微生物

底盘细胞的两个重要特性, 但由于细胞资源分配的局

限性、异源途径与细胞代谢竞争导致的代谢通量失衡

和代谢异质性等问题会严重影响微生物细胞工厂的生

长特性, 进而降低其合成性能. 基于合成生物学原理和

技术已开发出多种通过调控细胞生长改善生物合成的

策略, 通过碳源转运蛋白工程和适应性实验室进化提

高底盘细胞的生长速率; 通过调控NADH供给、F0F1-
ATP合酶的表达以及电子传递链以重编程细胞能量代

谢; 构建营养缺陷系统、开发基于群体质量控制和代

谢产物成瘾系统使得细胞生长与产物合成偶联; 构建

化合物诱导调控系统和群体感应系统将细胞生长与产

物合成解偶联, 这些策略在优化细胞生长的同时可以

有效增强产物的合成. 而进一步提升细胞生长速率或

挖掘具有更好生长潜能的新型微生物宿主, 优化适应

性进化方法以及完善动态调控工具将更好地促进高效

合成食品功能因子细胞工厂的构建.
基于微生物的生长调控高效合成食品功能因子已

取得重大进展, 但仍然存在一些亟待解决的问题. 目前

已有多种策略可以有效提高底盘细胞的生长速率, 但

由于细胞自身的局限和代谢负担等问题, 工程菌株的

生长可能会仍低于野生型菌株, 阻碍其工业应用. 再

者, 目前研究对象主要局限于模式微生物底盘细胞,
因此挖掘生长性能更优的微生物对实现产物的高效合

成具有重大意义. 随着新的微生物不断被发现, 需要评

估其生长代谢能力和产品合成效率. 目前, 一种快速生

长的微生物——需钠弧菌(Vibrio natriegens)已被分离

得到, 其倍增时间小于10 min[131]并且相应的遗传操作

工具
[132~134]

也已被开发, 因此该菌株作为潜在的微生

物合成平台具有远大前景, 但该菌株作为合成食品功
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能因子细胞工厂的潜能仍需进一步验证, 因为任何适

用于食品合成的微生物底盘细胞的安全性最为重要.
动态调控可以有效减弱或避免传统代谢工程改造

策略造成的细胞代谢负担、中间代谢物或有毒物质积

累、辅因子失衡和细胞生长受损等问题. 但目前开发

的动态调控元件数量不多, 且元件响应的灵敏性、正

交性和稳定性仍需进一步优化. 对此, 可利用不同的

调控元件构建逻辑线路, 高效精细地调控代谢流; 也

可通过定向进化优化已有元件的响应性能, 或者挖掘

和开发新型调控元件. 为了进一步扩展细胞生长调控

方法的适用范围并且避免胞内代谢物干扰的问题, Liu
团队

[135]
引入了基于密码子扩展的正交翻译系统, 该系

统可以实现在代谢流调控和细胞生长关键酶中插入非

天然氨基酸(ncAA), 并通过精确调控必需基因的表达

来精准控制代谢流量和细胞生长. 应用该策略, 研究

人员分别在基因组重编码的E. coli中将N-乙酰氨基葡

萄糖产量提高了4.5倍, 在基因组未重编码的B. subtilis
中将燕窝酸产量提高了2.2倍, 为创建生长与代谢精准

可控的高版本底盘细胞提供了新策略. 但该策略仍存

在成本较高、难以大规模应用的问题, 因此需要进一

步优化. 总之, 基于系统生物学和合成生物学的代谢

工程策略发展迅速, 对微生物的各种机制进行深入挖

掘, 开发各种工具调控细胞生长, 为实现食品功能因

子的高效、绿色、稳定合成提供了潜力.

表 2 模式微生物底盘细胞高效合成食品功能因子的主要示例

Table 2 The prime examples of synthesizing food functional factors efficiently by model microbial chassis cells

食品功能因子类别 产物 生产宿主 产量/产率/生产强度 改造策略 参考文献

活性多糖 果聚糖 S. cerevisiae 7.74 g/L 碳源转运蛋白工程 [28]

功能性低聚糖
2′-岩藻糖基乳糖 S. cerevisiae 3.37 g/L 群体感应系统 [126]

3′-岩藻糖基乳糖 S. cerevisiae 2.36 g/L 群体感应系统 [126]

功能性脂类 脂肪酸 E. coli 21.5 g/L 代谢产物成瘾 [100]

有机酸

乳酸
E. coli 乳酸合成速率比对照菌

株提高70% 调控NADH供给 [69]

S. cerevisiae (0.85±0.02) g/(L h) 碳源转运蛋白工程 [25]

甲羟戊酸 E. coli 39.5 mg/L 适应性实验室进化; 代谢产物成瘾 [49,101]

戊二酸 C. glutamicum 4.3 g/L 适应性实验室进化 [58]

苹果酸 E. coli 36 g/L 化合物诱导调控系统 [111]

葡萄糖酸 S. cerevisiae 1.8 g/L 化合物诱导调控系统 [113]

水杨酸 E. coli 2.1 g/L 群体感应系统 [119]

对羟基苯甲酸 S. cerevisiae 148 mg/L 群体感应系统 [125]

氨基酸
及其衍生物

γ-氨基丁酸 E. coli (0.39±0.03) g/L 适应性实验室进化 [50]

谷氨酸 C. glutamicum 90 g/L 适应性实验室进化 [56]

S-腺苷甲硫氨酸 S. cerevisiae 2.27 g/L 调控电子传递链 [86]

维生素

肌醇 E. coli (0.27±0.01) g/g DCW 群体感应系统 [123]

维生素B2 B. subtilis 489 μg/OD 群体感应系统 [122]

维生素K2 B. subtilis 360 mg/L 群体感应系统 [127]

植物活性成分

白藜芦醇 S. cerevisiae 2.3 mg/L 碳源转运蛋白工程 [27]

β-胡萝卜素 E. coli 2.1 g/L 调控NADH供给; 调控F0F1-ATP合酶表达 [70]

番茄红素 E. coli 3.52 g/L 调控NADH供给 [71]

(+)-瓦伦亚烯 S. cerevisiae 16.6 g/L 营养缺陷系统与
产物合成偶联

[95]

柚皮素
E. coli (352.3±45.5) mg/L 代谢产物成瘾 [103]

E. coli 1073.8 mg/L 群体感应系统 [120]

红没药烯 E. coli 1.1 g/L 群体感应系统 [118]
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Advances in bio-manufacturing of food functional factors based on
regulating cell growth of model microorganism
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As the basic materials of functional food manufacturing, food functional factors are the physiological activators which play a vital
role in regulating human performance, improving sleeping and accelerating growth. Synthetic biology, as a safer, healthier and
sustainable approach to obtain food, has become the important technical support to promote the development of food industry. The
synthetic pathway of food components is designed and constructed by synthetic biological technology in food synthetic biology, then
an intelligent cell factory with food industry application capability is created. The synthesis efficiency of food functional factors and
other high value-added products will be greatly improved. At present, the model microorganisms such as Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Corynebacterium glutamicum and Saccharomyces cerevisiae are regarded as synthetic carriers of food functional factors. The
bio-manufacturing of food functional factors has made great progress by finely regulating cell growth. This review summarized the
current research strategies and progress in the synthesis of food functional factors based on regulating cell growth of model
microorganism. We mainly focused on the aspects of improving the growth rate by transporters engineering, reprogramming cell
energy metabolism, balancing cell growth and product synthesis. Finally, the current challenges were put forward and the future
development was prospected.
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