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摘要 萜类化合物具有可观的商业价值，但生产过程复杂，产量低，利用微生物异源合成萜

类化合物已成为热点。谷氨酸棒状杆菌内含合成萜类色素的途径，具有异源合成萜类化合物

的天然优势和研究前景。首次对谷氨酸棒状杆菌合成萜类化合物进行了综述，从萜类合成途

径、关键酶和全局调控机制三个方面进行了途经介绍。概述了谷氨酸棒状杆菌中单萜、倍半

萜、四萜类化合物的异源合成，并对利用谷氨酸棒状杆菌高效合成萜类化合物所需解决的问

题进行讨论，为谷氨酸棒状杆菌高效合成萜类化合物提供建议。
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Abstract Terpenoids have considerable commercial value, but the production process is
complex and the yield is low. It has become a hot spot to synthesize terpenoids from
microorganism. Corynebacterium glutamicum contains a pathway to produce carotenoid, which is
a natural advantage for the synthesis of terpenoids heterologously. The synthesis of terpenoids
from C. glutamicum is summarized, including the terpenoids synthesis pathway in C. glutamicum,
key enzymes and global regulatory mechanisms in this pathway. And the advances in this pathway
in synthesis of monoterpenes, sesquiterpenes, and tetraterpenes are summarized. The problems
and advice efficient synthesis of terpenoids by C. glutamicum is discussed.
Key words Corynebacterium glutamicum Terpenoids Heterologous biosynthesis

萜类化合物是异戊二烯的聚合体及其衍生物的统称，广泛应用于食品、化妆

品和医药等领域。按照所含异戊二烯单位的差异，可以分为单萜（C10）、倍半

萜（C15）、二萜（C20）、三萜（C30）和四萜（C40）等[1]。自然界中，萜类化

合物分布广泛，具有镇痛、抗癌、抗氧化等功能[2,3,4]。萜类化合物合成途径包括

甲羟戊酸（MVA）途径和脱氧木酮糖-5-磷酸（MEP）途径，其中MVA途径存在
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于真核生物、古细菌和少数细菌中，MEP存在于大多数细菌和植物质体中[5,6]。

目前萜类化合物主要从植物中提取或化学合成[7,8]。植物原料中萜类的含量低，

制备过程易受杂质干扰，分离困难，而且部分植物对生长环境要求严格，生长缓

慢，造成提取工艺复杂，产量低，成本高，对环境造成污染。化学合成方法则要

面临化石原料的不可再生问题。近年来，随着合成生物学的发展，利用生长快，

遗传背景清晰，易于操作的微生物合成天然产物成为研究热点，并取得了一定进

展[9,10]。谷氨酸棒状杆菌是一种被广泛应用于氨基酸工业生产的革兰氏阳性菌，

近年来也作为合成异丁醇和二元胺等高附加值化合物的底盘[10]，基因组测序的完

成和基因编辑技术的完善，为这一内含萜类色素途径的底盘菌合成萜类提供了良

好的基础。本文针对谷氨酸棒状杆菌异源合成萜类化合物的研究进展进行综述，

并对谷氨酸棒状杆菌高效合成萜类化合物提供建议。

1谷氨酸棒状杆菌萜类化合物生物合成途径

谷氨酸棒状杆菌萜类化合物生物合成途径如图 1所示。谷氨酸棒状杆菌具有

完整的MEP途径，以及下游用于合成自身癸异戊二烯黄素的全部基因。在MEP

途径中，3-磷酸甘油醛和丙酮酸经由 7步反应生成异戊烯基焦磷酸（IPP），在异

构酶 IDI 的作用下生成二甲基烯丙基焦磷酸（DMAPP）。在 idsA和 crtE编码的

香叶基香叶基焦磷酸合成酶（GGPPS）作用下，由 IPP和 DMAPP最终生成香叶

基香叶基焦磷酸（GGPP）[11]。野生型谷氨酸棒状杆菌 ATCC13032 中，癸异戊

二烯黄素合成基因由两组基因簇组成，第一组包含 crtE, cg0722, crtB, crtI, crtYe,

crtYf, crtEb，分别编码香叶基香叶基焦磷酸合成酶、假定的 RND 超家族药物输

出蛋白、八氢番茄红素合成酶、八氢番茄红素脱氢酶、类胡萝卜素 C45/C50-环

化酶以及番茄红素延长酶。第二组包含 crtB2, crtI2-1, crtI2-2，其中 crtB2编码第

二个八氢番茄红素合成酶，余下两个基因无八氢番茄红素脱氢酶活性。IPP 和

DMAPP在两组基因簇编码的酶作用下，最终生成癸异戊二烯黄素[12]。

1.1谷氨酸棒状杆菌萜类化合物前体合成途径中的关键酶

脱氧木酮糖-5-磷酸合酶（DXS）是上游MEP途径中的关键限速酶。以两种

不同的方式过表达 dxs，均能提高谷氨酸棒状杆菌胞内 DXS量，增加产物番茄红

素的积累，其中以 IPTG 为诱导剂的诱导型启动子质粒过表达 dxs，番茄红素从

0.04±0.01mg/g(CDW)提高到 0.06±0.01mg/g(CDW) ，以谷氨酸棒状杆菌自身携
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带用于启动延伸因子 EF-Tu的强启动子 tuf替换基因组上 dxs原始启动子，番茄

红素产量提高两倍，达到 0.08±0.01mg/g(CDW) ，过表达MEP途径中的其他基

因与过表达 dxs无明显的协同作用[13]。

IspG 和 IspH 为 MEP 途径中的两种铁硫蛋白 [14,15]，IspH 催化生成 IPP 和

DMAPP并不等量 [16]，在谷氨酸棒状杆菌 LYC3-MEP中过表达 idi，番茄红素产

量相对于谷氨酸棒状杆菌 LYC3-MEP提高两倍[13]。

谷氨酸棒状杆菌中，IdsA为主要的 GGPPS，CrtE为辅助补充的作用。IdsA

和 CrtE的最适催化温度分别为 30-35℃和 25℃ 。两者均能将 IPP 与 DMAPP、

香叶基焦磷酸（GPP）、法尼基焦磷酸（FPP）缩合合成 GGPP，IdsA 以 IPP 和

DMAPP 为底物时生成 GGPP 的效率最高，CrtE 以 GPP 和 IPP 为底物时生成

GGPP的效率最高。过表达 idsA，谷氨酸棒状杆菌积累番茄红素，同时过表达 idi，

平衡胞内 IPP和 DMAPP的量，可解除番茄红素的积累 [11]。

crtE, idsA

香叶基香叶基焦磷酸

法尼基焦磷酸

3-磷酸甘油醛 丙酮酸

脱氧木酮糖-5-磷酸

dxs

异戊烯基焦磷酸 二甲基烯丙基焦磷酸

甲基赤藓醇-4-磷酸

香叶基焦磷酸

八氢番茄红素

倍半萜

单萜

crtB, crtB2

crtE, idsA

crtE, idsA

癸异戊二烯黄素

番茄红素

crtI

Flavuxanthin

crtYe/f
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-胡萝卜素

玉米黄质

虾青素
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crtW
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二萜

dxr

图 1 谷氨酸棒状杆菌萜类化合物生物合成途径

Fig.1 Biosynthesis pathway of terpenoids in Corynebacterium glutamicum

1.2谷氨酸棒状杆菌萜类化合物生物合成途径中的全局调控机制
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作为 RNA 全酶的亚基，因子在启动子识别和转录启动方面至关重要，调

节因子有利于菌株提高产物耐受性以及产量[17]。 Taniguchi等[18]在谷氨酸棒状

杆菌中过表达了 7种因子编码基因，其中 sigA使番茄红素产量提高 8倍，在谷

氨酸棒状杆菌原始菌中，过表达 sigA，在稳定期谷氨酸棒状杆菌合成癸异戊二烯

黄素的产量提高 2倍。在过表达 sigA的菌株中，有关硫胺素合成和芳香族化合

物降解的基因转录水平提高，硫胺素是脱氧木酮糖-5-磷酸合成酶 DXS的重要辅

因子[19]，在培养基中加入 10g/L的硫胺素或 300mg/L源儿茶酸，癸异戊二烯黄

素产量分别提高 10%和 40%。删除 sigB基因，番茄红素产量提高 5倍。

大多数的多重抗生素抗性（MarR）家族转录调节基因具有转录抑制功能，

其中 crtR在海分支杆菌中起着调节 crt操纵子转录的功能，当 crtR因转位插入失

活时，海分支杆菌的癸异戊二烯黄素积累提高到原来的 3倍[20]。谷氨酸棒状杆菌

中存在其直向同源基因，Henke 等[21]对在 crtE 基因上游约 200bp处的 crtR基因

进行研究表明，删除 crtR使 crt操纵子转录水平提高 10到 70倍，癸异戊二烯黄

素的积累量有 10到 30倍的提升。同时对其作用机理进行了初步研究，发现 CrtR

结合在 crtR和 crtE基因间的 crt操纵子-10和-35启动子区。

2谷氨酸棒状杆菌萜类合成途径的具体应用

谷氨酸棒状杆菌类胡萝卜素生物合成途径的中间代谢物 IPP和DMAPP为萜

类合成共同的前体物质，其中香叶基焦磷酸、法尼基焦磷酸和香叶基香叶基焦磷

酸分别为单萜、倍半萜和二萜类化合物的直接前体。对该途径的解析为谷氨酸棒

状杆菌异源合成萜类化合物提供了理论基础。近年来，以谷氨酸棒状杆菌为底盘

菌合成萜类化合物取得了一定的进展，分别从单萜、倍半萜和四萜三方面进行阐

述。

2.1单萜

单萜类化合物种类繁多，大多存在于植物挥发油中，具有抗菌、消炎和抗癌

等功效，广泛应用于食品、医药和化妆品行业[22]。香叶基焦磷酸（GPP）是单萜

类化合物的直接前体，经由香叶基焦磷酸合成酶（GPPS）催化得到。谷氨酸棒

状杆菌中的 crtE和 idsA基因均为编码香叶基香叶基焦磷酸合酶（GGPPS）的基

因，目前尚无相关研究表明两者是否释放中间物 GPP。

Kang等[23]以野生型谷氨酸棒状杆菌 ATCC13032为出发菌株，构建了异源合

ch
in

aX
iv

:2
01

81
2.

00
14

4v
1

ChinaXiv合作期刊



成蒎烯的工程菌。单独表达蒎烯合酶，不能检测到蒎烯，共表达来自火炬松的蒎

烯合酶基因和大冷杉来源的香叶基焦磷酸合酶基因，过表达 dxs和 idi增加前体

IPP 和 DMAPP的供应，蒎烯产量达到 27±7g/g(CDW)。因单萜类化合物普遍

存在抑菌作用，Kang等对蒎烯在谷氨酸棒状杆菌中的毒性进行了研究，以培养

体系中加入 20%正十二烷作为原位提取的有机相，消除了蒎烯对谷氨酸棒状杆菌

的生长抑制作用。

2.2倍半萜

倍半萜类化合物广泛存在于各种植物中，常以醇、酮、内酯等形式存在于挥

发油中，是挥发油中高沸点部分的主要成分，多具有香气和生物活性。法尼基焦

磷酸（FPP）是其共同前体，目前尚无研究表明谷氨酸棒状杆菌中的 crtE和 idsA

基因具有或释放 FPP的活性。

朱栾倍半萜是一种柑橘类水果中的芳香物质，广泛应用于风味物质和饮品的

制作过程中。除此之外，朱栾倍半萜能氧化成为诺卡酮，一种具有西柚风味的高

价值香料[24]。Frohwitter等[25] 成功在野生型谷氨酸棒状杆菌 ATCC13032中构建

了朱栾倍半萜的异源合成途径，在单独导入来自甜橙的朱栾倍半萜合成酶基因

时，并不能检测到朱栾倍半萜的生成，推断可能是缺少合成前体 FPP的供应。

但将 crtE和 idsA基因替换为来自大肠杆菌的 ispA和来自酿酒酵母的 ERG20基

因时，便能检测到朱栾倍半萜的生成。在删除 crtE和 idsA基因的基础上，共表

达 ispA基因和来自黄扁柏的朱栾倍半萜合成酶基因，朱栾倍半萜的产量达到 2.41

±0.26mg/L，相当于 0.25±0.03mg/g(CDW)。

与单萜类似，倍半萜也存在对菌体生长的抑制作用，Frohwitter 等从转录组

的角度，揭示正十二烷作为谷氨酸棒状杆菌发酵液中朱栾倍半萜提取相对菌体的

生长几乎无影响，并能消除朱栾倍半萜对菌体的抑制作用。并通过对比分析有无

朱栾倍半萜胁迫条件下谷氨酸棒状杆菌转录组，揭示基因 mmpl2编码的蛋白可

能对胞内的朱栾倍半萜有输出作用，从而减轻朱栾倍半萜对菌体生长的抑制。

2.3四萜

分子中含有八个异戊二烯单位的化合物为四萜类化合物，自然界中分布广

泛，很多天然色素如番茄红素、-胡萝卜素和虾青素等类胡萝卜素均属于该类。

类胡萝卜素广泛应用于食品和饲料等行业，具有很高的商业价值 [26]。谷氨酸棒
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状杆菌中含有糖基化的 C50类胡萝卜素癸异戊二烯黄素。癸异戊二烯黄素经谷

氨酸棒状杆菌内含的萜类合成途径生成[19]。

2.3.1番茄红素

番茄红素众所周知是源于番茄的一种红色色素，因其独特的生物活性，在预

防人类心血管疾病方面有突出效果，被广泛应用于食品、医药等行业[27]。谷氨酸

棒状杆菌中番茄红素的前体物质 GGPP经两步反应生成番茄红素。

Heider等[12]删除谷氨酸棒状杆菌 ATCC13032中转化番茄红素流向癸异戊二

烯黄素的基因 crtEb，番茄红素在谷氨酸棒状杆菌中积累达到 0.03±

0.01mg/g(CDW)，同时过表达将 GGPP 转化为番茄红素的途径基因 crtE, crtB,

crtI，番茄红素的产量提高 80倍到 2.4±0.3mg/g(CDW)。通过过表达 MEP途径

基因，优化 IPP 前体供应，在谷氨酸棒状杆菌MB001ΔcrtYeYfEb中，番茄红素

的产量进一步提高到 0.08±0.02mg/g(CDW) [13]。

Matano等[28]在谷氨酸棒状杆菌MB001ΔcrtYEB中，成功构建利用乙酰氨基

葡萄糖的代谢通路，工程菌利用乙酰氨基葡萄糖产番茄红素达到 17.4±

0.4mg/g(CDW)。Hadiati等[29]构建了利用己糖醛酸为碳源的谷氨酸棒状杆菌，利

用半乳糖醛酸合成番茄红素达 0.7±0.1mg/g(CDW)，利用葡萄糖醛酸合成番茄红

素达 0.8±0.3mg/g(CDW)。

2.3.2虾青素

虾青素是一种红色的 C40萜类色素，因其分子结构的特殊性决定了其具有

较高的抗氧化活性，因此，虾青素被广泛应用于保健品、化妆品和药品行业[30]。

Heider 等[13]以积累番茄红素的谷氨酸棒状杆菌为底盘，导入番茄红素环化

酶基因 crtY、-胡萝卜素酮化酶基因 crtW以及羟化酶基因 crtZ，成功合成虾青

素 1.2±0.5mg/g(CDW)。Henke等[31]通过组合不同的核糖体结合位点、位点与基

因间距离和翻译起始密码的手段平衡 crtW和 crtZ的表达水平，进一步将虾青素

产量提高到 1.7±0.3mg/g(CDW)，与目前藻类产虾青素相当。

3谷氨酸棒状杆菌异源合成萜类途径调节新方法

3.1新诱导方式的应用

诱导表达系统经常被用于异源蛋白的生产，为实现产量最大化，传统的诱导

方式需做大量的工作来确定最佳的诱导时间和诱导剂添加量，而以光敏笼困型
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IPTG为诱导剂的新型诱导系统具有容易自动化，无攻击性和污染风险等多种优

势[32]。Binder 等[33]以谷氨酸棒状杆菌为微生物底盘异源合成朱栾倍半萜，以光

敏笼困型 IPTG为诱导剂的新型诱导系统调控朱栾倍半萜的合成，将朱栾倍半萜

的产量提高了 6倍，达到 41.0mg/L。

3.2基因组编辑技术和转录调控的改进

利用微生物为底盘菌异源合成萜类化合物，往往需要导入大量的外源基因，

对底盘菌的代谢造成一定的负担。能简单高效的调节代谢途径中的基因，实现产

量产率最大化，减小代谢负担的方法是必要的。近年来短回文重复序列（CRISPR）

相关技术发展迅猛，为这一目标的实现提供了基础。Kim等[34]利用 CRISPR干扰

技术，实现了在大肠杆菌中异源合成甜没药醇和番茄红素过程的转录调控，成功

将产量提高。Yu等[35]成功在谷氨酸棒状杆菌中构建 CRISPR-Cpf1系统，并在谷

氨酸棒状杆菌中成功实现-谷酰基激酶 G149位点的饱和突变，解除 L-脯氨酸抑

制，为该技术应用于谷氨酸棒状杆菌萜类异源合成的转录调控提供了基础。

4结论和展望

以上研究进展表明，谷氨酸棒状杆菌作为微生物底盘合成四萜类化合物已取

得了一定的成果，但对于单萜、倍半萜和三萜等则处于起步阶段，仍存在诸多的

问题需要解决。

例如，尽管在谷氨酸棒状杆菌中成功合成了单萜和倍半萜，但对 crtE和 idsA

基因所编码的酶是否具有合成或释放 GPP或 FPP的能力尚有待进一步研究。突

变酿酒酵母 ERG20基因，使 GPP游离，单萜产量可以得到显著提升[36]，突变 crtE

和 idsA基因可能会带来同样的效果。谷氨酸棒状杆菌中萜类合成的前体供应研

究仅集中在MEP途径，尝试导入外源MVA途径也是一个值得期待的选择。例

如，Liu 等通过导入来源于粪肠球菌的 MVA 途径上游途径和酿酒酵母来源的

MVA下游途径，使大肠杆菌产鲨烯的产量提高 4.87倍[37]。另一方面，通过截断

和融合蛋白技术，也有望使简单萜类的产量进一步提高。例如 Jiang等[36]通过截

断香叶醇合酶N端并与突变的 ERG20融合，使酿酒酵母香叶醇产量从 43.19mg/L

提高到 523.96mg/L。

此外，不同的外源途径导入底盘菌中，存在适配性的问题。如不同来源的香

叶醇合成酶在酿酒酵母中合成香叶醇的量有很大的差异[36]，而对于同一外源基
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因，在不同的底盘中也会有较大的表达差异[38]。因此探索更多的萜类合成酶以及

扩展更多的生物底盘对于萜类的异源合成也有重要的意义。

另外，仍有很多具有高附加值的萜类化合物的生物合成途径并未被解析清

楚，大量的研究只停留在合成中间体的阶段。例如，蓖麻烯被认为是大戟科中其

它复杂二萜化合物的中间物，如佛波醇等，然而对于如何从蓖麻烯合成佛波醇这

一详细途径缺乏研究[39]。佛波醇是一种应用在抗艾滋病方面的酪氨酸激酶抑制剂

prostratin 的前体，具有更高的价值[40]。因此，对于萜类化合物合成途径解析以

及相关的基础研究也应更进一步。
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