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生物合成己二酸的代谢工程研究进展 

刘少奇#, 耿  娜#, 孙新晓, 袁其朋* 

(北京化工大学化工资源有效利用国家重点实验室, 北京  100029) 

摘  要: 己二酸是一种重要的大宗化学品, 主要用于合成尼龙和聚氨酯泡沫塑料, 市场需求巨大, 其高效生物

合成至今还未实现。本文概括了酿酒酵母中构建和优化新的己二酸合成途径研究进展。首先, 通过体内及体外

活性测试, 对催化每一步反应的酶进行筛选, 构建初步的代谢途径。利用组学分析诊断和定位生物合成途径的

瓶颈。对于途径中的限速酶采用蛋白质工程手段进行改造。其次, 利用合成生物学和代谢工程手段优化代谢途

径。优化手段具体包括: 通过模块化优化, 平衡各个基因之间的表达; 利用蛋白支架, 构建酶反应的流水线, 减

少中间产物的扩散, 提高反应效率; 通过 RNA干扰技术抑制竞争代谢途径的流量, 提高目标代谢途径的通量。

最后, 利用 CRISPR/Cas9 及全局转录机器工程(gTME)等最新技术进行基因组编辑、重排转录网络, 最终获得

己二酸的高产菌株及适用于高效生产其他芳香族化合物的底盘酵母菌株。 
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Metabolic engineering research progress of biosynthesis of adipic acid 

LIU Shao-Qi#, GENG Na#, SUN Xin-Xiao, YUAN Qi-Peng* 

(Beijing University of Chemical Technology, State Key Laboratory of Chemical Effective Utilization of Resources, 
Beijing 100029, China) 

ABSTRACT: Adipic acid is an important bulk chemical and is mainly used for the synthesis of nylon and 

polyurethane foam. It has a huge market, but the efficient total biosynthesis of this compound has not been achieved 

yet. This paper summarized the fabrication and optimization of novel artificial adipic acid biosynthetic pathway from 

Saccharomyces cerevisiae. First, the in vivo and in vitro assays were carried out to screen for efficient enzymes. The 

initial biosynthetic pathways for adipic acid production were constructed. The possible bottlenecks of the biosynthetic 

pathways were detected using transcriptomics, proteomics and metabolomics tools. The rate-limiting steps in the 

pathways were eliminated using protein engineering methods. Then, the metabolic pathways were optimized and 

adipic acid overproducing strains were obtained through strategies of synthetic biology and metabolic engineering. 

The strategies included: balancing gene expression using modular optimization; building enzyme pipelines using 

protein scaffolds, reducing the diffusion of intermediates, and improving the reaction efficiency; using anti-sense 

RNAs to turn down competing pathways and increase the carbon flux through target pathway. In the end, the most 

advanced technologies, such as genome editing and global transcription machinery engineering were used to obtain 

chassis yeast platform for the production of adipic acid and other aromatic compounds. 
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1  引  言 

己二酸是一种重要的石油化工原料和有机合成中间

体, 近年来, 其需求量出现了稳定的增长趋势。2010年, 全

球己二酸的需求量约为 260 万吨[1]。己二酸主要用于合成

尼龙 66、增塑剂、润滑剂和聚氨酯等[2]。 

已二酸的天然合成途径在自然界中尚未发现。目前, 

己二酸的生产主要以苯为原料, 通过化学方法合成, 原料

和中间产物毒性很强, 而且过程中产生大量的 N2O等温室

气体, 环境污染严重且不可持续, 因此, 近年来国内外加

快探究环保的己二酸生产方法, 生物合成以其工艺流程简

单、总投入成本低、可循环利用的优势成为了已二酸生产

的主要突破方向。现今有很多通过生物合成物质的先例, 

Paddon 等 [3]利用基因工程酿酒酵母生产青蒿酸, 产量可

以达到 25 g/L; 通过优化异戊二烯途径, 在大肠杆菌中紫

杉醇的前体紫杉烯的产量可以达到 1 g/L[4]; Atsumi 等[5]利

用非发酵途径生产支链高级醇, 异丁醇产量可以达到 22 

g/L。研发绿色环保、可持续的己二酸及其前体生产的新方

法具有重大现实意义。基于组合生物合成策略, 在微生物

体内构建相关合成途径, 通过生物合成的方法来生产这些

产品, 无论从资源利用还是从环境保护的角度来看, 都是

非常有前景和应用价值的研究方向。 

2  已二酸的性质 

己二酸又名肥酸 ( adipic acid, 简称 AA), 分子式

C6H10O4, 相对分子质量 146.14, 溶点 152 , ℃ 沸点

330.5 , ℃ 常温下为白色单斜晶体; 微溶于水、环己烷和苯, 

可溶于丙酮, 易溶于醇、醚等大多数有机溶剂[6], 是脂肪族

二元羧酸中最有应用价值的二元酸之一, 在医药、农药和

染料等方面均有着广泛的应用。 

3  大肠杆菌生物合成己二酸的研究进展及途径

构建 

虽然己二酸的天然合成途径不存在, 但是己二酸可

以由粘糠酸经过化学催化加氢制得。在假单胞菌等微生物

中存在降解芳香化合物的代谢途径, 粘糠酸是降解过程的

中间体。表 1列举了通过生物转化法将儿茶酚、苯甲酸等

底物转化成粘糠酸的实例。但是, 这些底物仍来源于石油, 

仍没有解决其资源不可持续获得的问题。 

John Frost等[7]于 1994年首次报道了利用基因工程大

肠杆菌由葡萄糖合成粘糠酸, 再经过化学催化加氢生产己

二酸。经过菌株改造在摇瓶中通过两步发酵, 产量可以达

到 2.4 g/L, 通过进一步发酵条件优化, 在发酵罐中的产量

可以达到 38.6 g/L。该方法提供了可持续生产己二酸的思

路, Frost 也因为这项工作获得了 1997 年的美国绿色化学

奖。此代谢途径在过去 20年中成为了唯一可行的生物合成

途径。但是, 这个方法依然存在缺陷。例如高产菌株需要

敲除莽草酸脱氢酶基因, 阻断许多生长必需物质的合成, 

因此需要在培养基中添加多种昂贵底物(包括苯丙氨酸、酪

氨酸、色氨酸、对氨基苯甲酸、对羟基苯酸), 增加了培养

基的复杂性以及生产成本。 

 
表 1  利用生物转化法生产粘糠酸 

Table 1  Producing furoic acid by the biological manufacturing 
method 

菌株 底物 浓度(g/L) 时间(h)

E.coli BL21(DE3) 儿茶酚 59 12 

P. putida BM014 苯甲酸 32 40 

Arthrobacter 苯甲酸 44.1 48 

P. putida KT2440-JD1 苯甲酸 18.5 80 

 
2014年, Yu等[8]报道了一条以乙酰辅酶A和琥珀酰辅

酶A为前体的己二酸生物合成途径, 该途径需要 10步以上

的酶促反应, 途径冗长且存在可逆反应, 最终己二酸的产

量极低(低于 1 mg/L)。另外, 2015年, Clomburg等[9]报道了

利用脂肪酸反向 β氧化途径合成 C6~C10二元羧酸, 该途径

的不足之处在于产物为混合物, 无法避免副产物和竞争产

物的产生, 而且己二酸的产量较低(约 150 mg/L)。这两条

途径目前均不具备生产使用价值。 

Sun 等[10]陆续开发了 3 条生物合成黏糠酸的新途径, 

并在大肠杆菌中进行了验证和优化。首先, 设计了一条以

邻氨基苯甲酸为前体的粘糠酸合成途径(图 1A)。邻氨基苯

甲酸是色氨酸合成的前体, 通过引入两个外源酶, 可以将

其顺次转化为儿茶酚和粘糠酸。第二条途径是以水杨酸为

前提的途径(图 1B), 在该途径中, 分支酸经异分支酸合成

酶(ICS)和异分支酸丙酮酸裂解酶(IPL)催化合成水杨酸 , 

再经水杨酸单加氧酶(SMO)和儿茶酚双加氧酶(CDO)催化

生成粘糠酸。经过优化, 摇瓶实验中水杨酸产量可以达到

1.2 g/L, 粘糠酸产量可以达到 1.5 g/L[11], 该途径不需要添

加昂贵底物, 在生产成本上更具竞争优势。第三条途径(图

1C)以 2,3-二羟基苯甲酸为前体。2,3-二羟基苯甲酸是大肠

杆菌自身的代谢产物, 在 2,3-二羟基苯甲酸脱羧酶(BDC)

和儿茶酚双加氧酶(CDO)的催化下即可生成粘糠酸。大肠

杆菌摇瓶实验粘糠酸产量可以达到 480 mg/L。该途径的优

点是BDC不需要任何辅因子, CDO也只需要氧气就可催化



3874 食品安全质量检测学报 第 7卷 
 
 
 
 
 

反应。这就使得粘糠酸的生物合成变成非生长依赖型[12]。 

尽管大肠杆菌生物合成己二酸研究方面取得了阶段

性的进展, 但仍存在 3方面的不足。首先, 大肠杆菌作为宿

主存在如下问题: (1)易感染噬菌体。一旦感染, 去除将十分

困难, 导致长时间停产, 损失不可估量; (2)虽然已经有不

少利用大肠杆菌生产乳酸、琥珀酸等的文献报道[13,14], 但

是大肠杆菌生长条件接近中性, 因此在产酸过程中需不断

加入碱以调节 pH, 产生的盐会增加渗透压, 不利于菌株的

高密度生长, 而且在后续纯化工程中又要对发酵液进行酸

化, 增加了生产成本。其次, 工程菌株需敲除莽草酸脱氢酶

基因, 阻断了下游多种生长必需物质的合成, 因此需要在

培养基中添加这些昂贵成分(包括苯丙氨酸、酪氨酸、色氨

酸、对氨基苯甲酸、对羟基苯酸), 增加了培养基的复杂性

以及生产成本。第三, 化学加氢存在催化剂昂贵难以回收

的问题。 

4  酿酒酵母生物合成己二酸研究进展及研究策略 

4.1  酿酒酵母生物合成己二酸研究进展 

在宿主选择上, 与大肠杆菌相比, 酿酒酵母是更好的

生产有机酸的宿主, 因为其可耐受低 pH且不易染菌, 不存

在噬菌体污染的问题, 对有机化合物有较高的耐受性, 适

合大规模发酵。例如, Myriant、BioAmber、Reverdia 3家

公司已经构建了高产琥珀酸的酿酒酵母菌株以取代大肠杆 

 
 

 

 
图 1  己二酸合成途径 

Fig. 1  The synthesis pathway of adipic acid 
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菌生产琥珀酸, 有望减少碳源及能源消耗, 提高生产的可

操作性[15], 已经意识到利用酿酒酵母生产粘糠酸的潜力。

最近, 研究人员在酿酒酵母中重新构建了上述途径。然而

粘糠酸的产量很低, 分别为 1.56 mg/L和 141 mg/L[16,17]。

其原因主要是酿酒酵母莽草酸途径的通量很低, 仅占总代

谢通量的 3%。虽然通过关键限速酶的表达可以增加途径

通量, 但仍达不到满意的产量及得率。 

粘糠酸到己二酸还存在化学加氢催化剂昂贵且难以

回收的问题, 故筛选出一个酶法加氢需要的高效还原酶仍

是关键问题。基于本课题组已经从丙酮丁醇梭菌中筛选到

一个烯酮还原酶, 且该酶能有效还原肉桂酸和香豆酸中的

C=C 双键, 通过途径整合优化实现了苯丙酸的生物合成, 

在此基础上, 拟通过筛选及蛋白质工程改造, 获得高效还

原粘糠酸的烯酮还原酶, 替代化学催化加氢, 以期实现己

二酸的高效全生物合成。 

4.2  酿酒酵母生物合成己二酸的研究策略 

针对酿酒酵母生物合成存在的问题, 本课题组拟通

过转录组学、蛋白组学及代谢组学系统分析酿酒酵母代谢

网络, 确定关键的调控靶点, 利用最新的 CRISPR 技术结

合其他代谢调控手段, 重构酿酒酵母代谢网络, 最大限度

提高莽草酸途径通量, 为己二酸及其他芳香化合物的高效

合成提供平台。 

4.2.1  蛋白质工程研究进展及应用 

生物催化剂已经被广泛用于大宗化学品以及药物的

生产。然而, 许多天然酶的性质包括底物选择性、对映体

选择性、稳定性等, 并不能满足实际应用的要求。蛋白质

工程的出现克服了天然酶作为生物催化剂的诸多缺陷, 已

经成为设计和改变酶性质的强有力工具。蛋白质工程存在

两种策略: 蛋白质的理性设计和定向进化。这两种策略均

有许多成功应用的实例。例如, Marcus等[18]运用理性设计

的 方 法 , 通 过 简 单 的 点 突 变 就 改 变 了 来 源 于

Thermoanaerobacter ethanolicus 的二级醇脱氢酶的异构体

选择性。Di Nardo 等[19]通过定向进化的方法筛选得到了

Bacillus megaterium P450 BM-3 的突变体 , 显著提高了

astemizole 的选择性和活性。一系列用于构建突变文库的

分子生物学工具的出现 , 加上合适的高通量筛选方法 , 

使定向进化变得简单可行。定向进化已经成为蛋白质工程

的标准方法, 与蛋白质理性设计互补使用将大大加快蛋

白质改造的进程。酿酒酵母全生物合成己二酸的关键问题

之一, 就是寻找一个可以将粘糠酸还原成己二酸的烯酮

还原酶。除了在自然界中筛选烯酮还原酶, 将蛋白质工程

运用于改造已有的烯酮还原酶, 也是获得高效烯酮还原酶

的有效途径。 

4.2.2  以 NAD(P)H 为辅因子的氧化还原酶筛选平台的研

究进展及应用 

最近, 以 NAD(P)H 为辅因子的氧化还原酶筛选平台

已经在大肠杆菌中建立。该菌株敲除了 adhE、ldhA 和 frd

基因, 但在厌氧条件下胞内会积累 NAD(P)H, 抑制糖酵解

和三羧酸循环, 导致细胞无法在厌氧条件下生长。通过导

入消耗 NAD(P)H 的酶并在培养基中加入相应底物, 胞内

NAD(P)H 得到消耗, 细胞即可以恢复生长, 而且细胞生长

的快慢与外源酶的活性存在正相关性。因此, 该菌株可以

作为筛选平台用于突变文库的筛选。含有高活性突变酶的

细胞生长较快而逐步得到富集。该筛选平台已经成功应用

于提高正丁醇和己醇的生物合成中关键酶的催化活性
[20,21]。该平台也可以应用于高活性的烯醇还原酶的筛选。 

4.2.3  模块适配性研究的进展及应用 

在构建外源途径的过程中, 仅仅具有高催化活性的

酶还是不足以保证获得高效的生物合成。如果途径中的酶

之间以及外源途径和自身代谢之间不能相互协调, 会导致

中间代谢产物积累, 菌体生长受到抑制, 最终影响目标产

物的产量。模块化优化提供了一种简单有效的途径优化的

方法。首先把整个代谢途径中的基因分配到几个模块中, 

然后通过调整质粒的拷贝数、启动子的强度、核糖体结合

位点的强度以及 RNA的稳定性, 达到模块之间的协调, 最

终实现代谢途径的顺畅。Xu 等[22]利用该方法优化大肠杆

菌脂肪酸的生产, 摇瓶实验中脂肪酸的产量提高了 20 倍, 

在分批补料发酵实验中, 脂肪酸的产量可以达到 8.6 g/L。

Juminaga 等[23]利用该方法优化大肠杆菌中酪氨酸的生产, 

摇瓶实验中酪氨酸的产量达到 2 g/L。Ajikumar等[4]利用该

技术成功提高了紫杉醇前体紫杉烯的产量。Lin 等[24,25]运

用该技术优化大肠杆菌合成粘糠酸以及香豆素, 有效提高

了产量, 积累了相关经验。在酿酒酵母全生物合成己二酸

的研究中, 也可以应用该技术协调模块间适配性, 达到优

化代谢途径的目的。 

4.2.4  蛋白质支架技术的研究进展及应用 

除了模块化优化, 蛋白质支架技术也可用于途径的

优化。在多步酶催化的代谢途径中, 中间产物的过多积累

会对宿主细胞产生毒害, 此外, 中间产物在胞液中任意扩

散会降低目标产物的产量。为此, 加州大学研究人员受支

架蛋白和基因簇结构的启示, 将各个酶锚定在蛋白支架上, 

代谢流得到协调, 目标产物甲羟戊酸的产量提高了 77 倍
[26]。由于胞内表达支架蛋白需要消耗转录和翻译的相应资

源, 对细胞代谢产生负担, 哈佛大学 Delebecque 等[27]设计

并构建了 RNA 自组装支架, 该支架同样可将代谢途径中

的若干酶聚拢在一起, 提高整体催化效率。与蛋白支架和

RNA支架集结酶的原理相似, DNA支架特异性地结合锌指

蛋白结合域, 后者再与酶结合, 使各个酶依照顺序进行催

化, 避免了中间代谢产物的积累及扩散, 提高了目标产物

的产量[28]。Wang 等[29]利用蛋白质支架技术使酿酒酵母白

藜芦醇的产量提高了 5 倍, 证明了该技术在酿酒酵母中应

用的可行性。此技术和模块化优化技术协同解决途径中可

能出现的限速步骤。 
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图 2  CRISPR/Cas9技术原理及应用[32] 

Fig. 2  The technical principle and application of CRISPR/Cas9 [32] 
A: 靶向目标 DNA及剪切原理; B: 激活/抑制基因表达的设计原理 

A:Targeted target DNA and shear principle; B:The design concept of the activation/inhibition of gene expression 
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4.2.5  RNA 干扰技术的研究进展及应用 

芳香族氨基酸及其他一些菌体生长必需的代谢产物

均来自于莽草酸途径。一方面, 这些产物的合成造成了碳

流量的分流, 另一方面, 它们对上游途径的一些酶具有反

馈抑制作用, 限制了目的产物的产量。传统的基因敲除手

段删除相关的竞争途径虽然可行, 但是存在一些弊端, 即

需要在培养基中添加额外的氨基酸等营养物质以维持菌体

的正常生长, RNA干扰技术提供了替代的解决方案。RNA

干扰通过促进目标 RNA 的降解以及阻碍蛋白质的翻译下

调目的蛋白在细胞内的丰度。与基因敲除方法不同, 该方

法并不完全阻断目标蛋白的合成, 在削弱竞争途径的同时, 

也解决了向培养基中添加氨基酸的问题。Dokyun 等[30]利

用 RNA干扰技术使尸胺在大肠杆菌里的产量提高了 55%。

此技术可以用于调控和限制酿酒酵母中芳香族氨基酸的合

成, 达到提高目的代谢流量的目的。 

4.2.6  CRISPR/Cas9 及 gTME 技术的进展及应用 

一些最新技术的出现, 为从基因编辑和全局转录调

控水平改造酿酒酵母代谢网络, 进一步提高目标产物产量

提供了可能。例如, 哈佛大学 Church 课题组发明了 RNA

指导下的 Cas9 核酸酶大量剪切基因序列的新技术

(CRISPR/Cas9)。利用该技术进行基因敲除具有无物种选择

性(尤其适合真核细胞的基因敲除), 可同时敲除多个基因, 

属于无痕敲除, 不需进行蛋白质工程操作, 比 RNAi 的脱

靶率低等优点[31], 并已成功应用于酿酒酵母基因组的改造
[32](图 2)。Alper等利用全局转录机器工程 (gTME) 重排转

录网络, 成功获得了耐受高浓度葡萄糖以及乙醇的酿酒酵

母菌株[33]。利用这两项技术对宿主网络进行系统改造, 最

终获得己二酸的高产菌株及适用于高效生产其他芳香族化

合物的底盘酵母菌株。 

5  结  论 

传统的己二酸生产虽然技术比较成熟, 但对环境危

害较大, 无法满足绿色化工的要求。因此, 研发绿色环保而

且具有可持续性的新的生产方法来生产己二酸及其前体具

有重大现实意义。基于组合生物合成策略, 在酿酒酵母体

内构建相关合成途径, 通过生物合成的方法来生产这些产

品, 无论从资源利用还是从环境保护的角度来看, 都是非

常有前景和应用价值的研究方向。 
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