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吃进“废气”，吐出“宝贝”

——记代谢工程改造光合细胞工厂生产异戊二烯
高　翔

(中国科学院上海植物生理生态研究所，上海 200032)

编者按：异戊二烯主要用于生产合成橡胶，还用于生产多种

精细化工品及黏合剂和润滑剂。目前异戊二烯完全由石化原

料生产。随着全球气候变暖和化石资源的日益短缺，构建以

廉价生物质或CO2为原料的异戊二烯生物法合成线路已引起

研究者的极大关注。中国科学院上海植物生理生态研究所杨

琛课题组在蓝细菌中构建异戊二烯合成途径，利用代谢流量

分析和代谢组学分析指导蓝细菌中异戊二烯合成途径的设计

和改造，通过循环鉴定合成途径限速步骤和解除限速步骤，

逐步提高异戊二烯合成途径的代谢通量，最终经过一系列改

造后获得的工程菌可将光合作用所固定的碳的40% 用于异戊

二烯的合成，产量高达1.26 g/L。除了高效合成异戊二烯，

该研究所构建的工程菌还可以作为平台，构建光合自养细胞工厂，合成各种萜类化合物。

异戊二烯是重要的大宗基础原料，主要用于生

产合成橡胶，用以制造轮胎；另外，异戊二烯还用

于生产黏合剂和润滑剂。目前世界上绝大部分异戊

二烯是利用石油基原料进行生产，即利用溶剂萃取

蒸馏分离炼油副产物中的 C5 馏分进行分离提取。

该方法依赖于不可再生的化石原料，成本高且 C5
馏分分离异戊二烯纯度低。而随着人类社会和世界

经济的迅速发展，对能源的消耗也越来越大，80%
以上的能源来自不可再生的石化能源 [1]，有限石化

能源不断枯竭，在将来会被耗尽；同时，伴随着化

石燃料大量消耗，大气中的 CO2 浓度在过去 150 年

内提高了 25%，可能造成全球变暖并导致环境问题。

因此，研究人员开始积极探索可再生的清洁能源作

为石化能源的替代品，并发展新的技术来降低大气

中 CO2 的浓度，从而缓解人类社会对能源需求的压

力以及环境污染问题，而生物法合成异戊二烯是一

条可能的途径。自然界中异戊二烯可以通过多种植

物，包括苔藓植物、被子植物和裸子植物，在热胁

迫条件下合成和释放到空气中 [2]。然而，收集植物

释放的异戊二烯在经济上不可行，因此寻找一种

可持续的、利用微生物改造生产异戊二烯的方法

引起研究者的广泛关注。异戊二烯是疏水小分子，

沸点低 (34℃ )，因此很容易通过细胞膜而和微生

物细胞快速分离，可以避免高产异戊二烯对细胞

产生毒性，同时简化产物分离过程，有利于利用

微生物的方法来生产异戊二烯。目前已通过遗传改

造大肠杆菌 (Escherichia coli)，成功地建立了一种高

效合成高纯度异戊二烯的发酵法 [3]。发酵法利用葡

萄糖作为底物来合成异戊二烯，其底物成本较高，

而且存在与人争粮的争议。

本研究选择利用光合法来合成异戊二烯，即利

用光能固定 CO2 来直接生产异戊二烯。不仅可以减

少对化石资源的依赖，还可以降低大气中 CO2 的浓

度从而缓解温室效应。光合微生物，尤其是蓝细菌，

因其光合效率显著高于植物 ( 目前报道蓝细菌光合
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作用的效率为 3%~9%，而植物≤ 0.25%~3%)[4]，无

需占用农作物使用的耕地，易于规模化培养，而且

遗传操作简单便于改造，受到广泛的关注 [5]。目前，

通过代谢工程改造蓝细菌细胞工厂可以高效利用

CO2 合成多种生物燃料和生物基化学品。因此，本

研究选择遗传改造蓝细菌来生产异戊二烯。

异戊二烯是最简单的萜类化合物，通过定位在

叶绿体中的异戊二烯合酶 (IspS) 直接催化二甲基丙

烯基焦磷酸 (DMAPP) 裂解生成焦磷酸和和异戊二

烯 [2]。现有两条途径来合成萜类化合物的五碳通用

前体异戊二烯基焦磷酸 (IPP) 和 DMAPP ：一条是甲

羟戊酸 (MVA) 途径，主要位于植物的细胞质以及

其他所有真核生物细胞中，以乙酰辅酶 A (Acetyl-
CoA) 为底物；另一条是甲基赤藓糖醇磷酸途径 
(MEP) 途径，主要位于细菌、蓝细菌、绿藻和植物

的质体中。遗传改造微生物合成萜类化合物的研究

把 MEP 途径和 MVA 途径作为重要的改造靶点来提

高前体 DMAPP 和 IPP 的供应 [6-7]，进而提高萜类化

合物的产量。在 E. coli 中，通过导入外源的 MVA
途径提高萜类化合物的产量显著高于改造内源的

MEP 途径 [8-9]，如在 E. coli 中引入外源的 MVA 途

径和表达异戊二烯合酶基因，合成异戊二烯的产量

高达 60 g/L [3] ( 产量约为改造 MEP 途径的 10 倍 )。
但是，研究表明异氧微生物 E. coli 和光自养的蓝细

菌之间有很大的差异，包括胞内代谢物的浓度、辅

因子的丰度和内源或 ( 和 ) 外源表达的酶活性，这

导致 E. coli 代谢工程研究的成功案例通常不能直接

应用于蓝细菌 [10-11]。向蓝细菌集胞藻6803 (Synechocystis 
sp. PCC 6803) 中引入外源的 MVA 途径和异戊二烯

合酶，光合法生产异戊二烯的产量仅有 0.3 mg/L，
与优化内源的 MEP 途径相比，产量仅提高 2.5 倍 [12]。

另一方面，E. coli 中 MEP 途径的遗传改造也取得

一些重要进展 [13-14]，主要包括过表达 MEP 途径中

多个限速酶来提高 MEP 代谢通量，最终提高萜类

化合物的产量。但是原核生物内源的 MEP 途径由

于受到宿主细胞严谨调控，且其调控机制还未完全

解析，因此解除调控和优化 MEP 途径来高产萜类

化合物仍有很大的挑战。而与 E. coli 等异氧微生物

快速高效的代谢工程改造相比，光合微生物其代谢

工程改造周期较长，因此基于对代谢途径通量控制

的分析来理性指导代谢途径改造尤为关键。

首先，通过分析比较蓝细菌中利用 MEP 途径

和 MVA 途径合成萜类化合物通用前体 IPP 和 DMAPP
发现：合成 1 分子的 IPP 或 DMAPP，MEP 途径仅

需要核酮糖 -1,5- 二磷酸羧化酶 / 加氧酶 (Rubisco)
固定 6 分子的 CO2，而 MVA 途径却需要固定 9 分

子的 CO2 ( 图 1)。考虑到卡尔文循环 (Calvin cycle)
中的 Rubisco 底物转换数 (turnover number) 较低 [15]，

MEP 途径可以有效提高蓝细菌 C 利用效率，从而

有利于快速合成萜类化合物。同时，本研究分别测

定了光自养蓝细菌聚球藻 7942 (Synechococcus elongatus 
PCC7942) 和异氧微生物 E. coli BL-21 ( 被用于导入

MVA 途径高产异戊二烯的宿主菌 ) 胞内 MEP 途径

直接前体 ( 丙酮酸 (Pyruvate) 和 3- 磷酸 - 甘油醛

(GAP)) 和 MVA 途径直接前体 (Acetyl-CoA) 的浓度。

聚球藻 7942 中 GAP 和 Pyruvate 浓度分别是 E. coli
的 5 倍和 11 倍，相反，其 Acetyl-CoA 的浓度却仅

为 E. coli 的 5%。考虑到聚球藻 7942 胞内 Acetyl-CoA
浓度较低，而且 MVA 途径的第一步反应 (i.e., 缩合

2 分子的 Acetyl-CoA) 在热力学上是不利的反应 [16]，

因此推测在聚球藻 7942 推动 MVA 途径的驱动力不

足。另一方面，GAP 和 Pyruvate 的浓度相对较高，

在聚球藻 7942 中有利于推动 C 流进入 MEP 途径。

因此，本研究选择 MEP 途径在蓝细菌中利用 CO2

生产异戊二烯。

异戊二烯合酶 (IspS) 催化 DMAPP 直接生成异

戊二烯，其由 ispS 基因编码，分布在多种植物中 [2]。

本研究分别克隆多种不同植物来源的 ispS 基因，并

进行密码子优化和启动子优化，总共获取 20 株工

程菌。获得的 3 株产量较高的工程菌，其中使用

Ptrc 控制表达蓝桉 (Eucalyptus globulus) 来源的经过

密码子优化的 ispS 的工程菌合成异戊二烯的产量最

高：7.7 mg/L。而野生型的聚球藻 7942 检测不到异

戊二烯的生成。对表达 ispS 工程菌中的 IspS 粗酶

液酶活和合成异戊二烯的产量进行相关性分析，发

现 IspS 酶活与异戊二烯的产量正相关，该结果也说

明 IspS 催化的反应是合成异戊二烯的限速步骤。

为提高前体 DMAPP 和 IPP 的供应来进一步提

高蓝细菌合成异戊二烯的产量，可过表达编码 1-
脱氧木酮糖 -5- 磷酸合酶 (DXS) 的基因 dxs。之前

研究显示，在蓝细菌中，过表达 dxs 可以提高萜类

化合物的产量 [18-19]。但本研究发现过表达 dxs 之后，

工程菌的产量仅提高 20%，而且菌株的生长受到严

重抑制。为分析其原因，通过 LCMS 定量测定了工

程菌胞内 MEP 途径中间代谢物的浓度，发现胞内

IPP 浓度高达 773 μmol/L，是野生型聚球藻 7942 胞

内 IPP 浓度 (7.5 µmol/L) 的 100 倍，而工程菌胞内

DMAPP/IPP 的比值仅为 0.02，这一比值要远低于
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之前报道的可释放异戊二烯的葛藤叶片中 DMAPP/
IPP 的比值 (i.e., 2.04)[20]。如此低的 DMAPP/IPP 的

比值可能影响异戊二烯合酶的活性。为验证这一推

测，在 E. coli 中表达并纯化 IspS，体外条件下测试

DMAPP/IPP 的比值对 IspS 酶活的影响。体外酶反

应体系中 DMAPP 浓度 (10 µmol/L) 固定不变，IPP
浓度由 0 µmol/L 梯度增加到 800 µmol/L。发现添加

IPP 之后，IspS 活性受到不同程度的抑制。当 IPP
浓度为 400 µmol/L 时，IspS 的比酶活降低了 90%，

说明高浓度的 IPP 严重抑制 IspS 的活性。因此，推

测提高胞内 DMAPP/IPP 的比值可以提高合成异戊

二烯的通量。为提高工程菌胞内 DMAPP/IPP 的比

值，本研究过表达不同物种来源的 IPP 异构酶 (IDI)，
催化 IPP 与 DMAPP 相互转化。通过 LCMS 定量测

定胞内代谢物发现，同时过表达 DXS 和 IDI 的工

程菌胞内 IPP 的浓度显著降低，仅为 1.8 µmol/L，
而 DMAPP/IPP 的比值提高至 2.67，与仅表达 dxs
的工程菌相比提高了 130 倍，这一比值与葛藤叶片

中 DMAPP/IPP 的比值相当。相应地，与仅表达 DXS
的工程菌相比，同时过表达 DXS 和 IDI 的工程菌

合成的异戊二烯产量提高 65%，与推测相吻合。而

且研究还发现，过表达 IDI 之后，菌株的生长恢复

正常。

由于 IspS 催化效率很低，特别是对 DMAPP
的亲和力很低 (Km 值很高：0.5~8 mmol/L)。推测

IDI 和 IspS 的融合蛋白可能会使 IspS 活性位点附近

DMAPP 的局部浓度提高，从而提高 IspS 催化效率，

进而提高异戊二烯的产量。本研究构建了 IDI 与
IspS 的融合蛋白，IDI 与 IspS 之间通过连接肽连接，

有两种不同的连接方式：IDI 位于 IspS 的 N 端或 C
端。通过对融合蛋白进行同源模建分析发现，当

IDI 位于 IspS 的 N 端 (IDI-IspS) 时，IDI 与 IspS 活

性位点之间距离仅为 39 Å，而 IDI 位于 C 端的融合

蛋白 (IspS-IDI)，其 IDI 与 IspS 活性位点之间的距

离为 56 Å，显然 IspS 位于融合蛋白 C 端时，两个

酶的活性位点之间的距离更近，催化效率可能更高。

为了验证这一推测，本研究构建了表达融合蛋白的

工程菌，发现利用组成型启动子 Pcpc 表达杨树来源

的 IspS 和酿酒酵母来源的 IDI 的工程菌中，表达融

合蛋白的菌株合成异戊二烯的产量显著高于非融合

蛋白菌株，特别是 IDI-IspS 融合蛋白，产量提高 3.3
倍，证实 IDI-IspS 融合蛋白可溶性表达活性更高。

而之前有研究表明融合蛋白之间的连接肽会影响融

合蛋白的催化效率，因此本研究利用 4 种不同连接

肽来表达融合蛋白，有长链的、短链的、柔性的和

刚性的，结果发现，表达不同连接肽的融合蛋白菌

株中，异戊二烯的产量并没有显著的差异。为解析

表达融合蛋白提高异戊二烯产量的机制，在 E. coli
中分别过表达和纯化 IDI-IspS、IspS-IDI、IspS、IDI
这四种蛋白。在体外测试中添加等摩尔的 IDI-IspS、
IspS-IDI 和游离的 IspS 与 IDI 蛋白分子，定量分析

单位时间内合成异戊二烯的分子数。通过向反应体

系中添加 IPP 起始由 IDI 与 IspS 催化的连续反应，

然后测量单位时间内释放异戊二烯的量。IDI-IspS

代谢工程改造表达IspS蓝细菌工程菌胞内GAP、Pyruvate (PYR)、Acetyl-CoA (ACoA)以及IPP和DMAPP的浓度用黄色圆圈指

示，黑色圆圈表示代谢流量分析实验中13C标记的C来自Pyruvate。
图1  蓝细菌中MEP途径合成异戊二烯[17]
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融合蛋白合成异戊二烯的速率是两个混合的游离蛋

白的 2.2 倍，可能是该融合蛋白中 IDI 与 IspS 之间

形成分子通道，使得 DMAPP 分子可以快速地由

IDI 的活性中心进入 IspS 的活性中心。同时，利用

Western Blot 分析表达融合蛋白的工程菌，发现融

合蛋白可以显著提高 IspS 可溶性表达量，这也是工

程菌提高异戊二烯产量的重要机制之一。

为鉴定表达融合蛋白工程菌中 MEP 途径的限

速步骤，本研究利用动态流量分析方法 (kinetic flux 
profiling, KFP) 来分析 MEP 途径中每一步酶反应的

动态流量变化 [21]。首先用滤纸在 BG11 平板上培养

表达 IDI-IspS 的工程菌，生长至对数中期将滤纸快

速切换至 BG11 + 10 mmol/L 3-13C-Pyruvate 平板上，

在不同的时间点 (e.g.，10、30、60、120 s) 迅速收

集细胞，提取胞内代谢物，利用 LC-MS/MS 检测细

胞内 MEP 途径各个中间代谢物的浓度及其同位素

标记异构体分布的变化。13C-Pyruvate 会进入 MEP
途径，第一个代谢物 (DXP) 到最后一个代谢物 (IPP/
DMAPP) 都会依次被带上 13C 标记 ( 图 1)，各个代

谢物未被标记的浓度 (X U) 与总浓度 ( 标记和未标记

代谢物总浓度 : X T) 的比值 (X U/X T) 会随时间增加

而逐渐降低，X U/X T 变化的速率由每一步酶反应

的流量和该代谢物的胞内浓度决定。结果显示，

MEcPP 未标记的比值降低的速率要显著低于其上游

的代谢物，如脱氧 -D- 木酮糖 -5- 磷酸 (DXP)。随后，

通过计算每一步酶反应的相对流量，发现 IspG 的

流量最低，说明 IspG 为表达融合蛋白的工程菌中

MEP 途径的限速步骤。为了疏通 IspG 限速步骤，

分别表达两种不同物种来源的 IspG，发现可以显著

提高异戊二烯的产量。同时，对表达 IspG 的工程

菌进行动态流量分析发现，IspG 的限速被疏通。

最后，为了进一步提高最终获取的两株工程菌

( 一株 Ptrc 启动子控制诱导型表达，一株 Pcpc 启动子

控制组成型表达 ) 合成异戊二烯的产量，本研究设

计了一个小型的光反应器，连续通入 5% CO2 进行

连续培养，并对培养温度、通气速率、光照强度进

行优化。其中诱导型的工程菌需要添加 IPTG，培

养 21 d 后异戊二烯的产量高达 1.26 g/L, 合成速率

达 4.26 mg/L/h。而组成表达的工程菌，不需要添加

任何诱导剂，可以有效降低规模化培养的成本，在

培养 21 d 之后其产量也能达到 0.79 g/L，合成速率

为 2.46 mg/L/h。同时，研究发现一个有趣的现象，

工程菌在培养的前 3 d，细胞快速生长，为生长期；

3~9 d，异戊二烯的合成速率最高。这一特征对工业

上利用高浓度的蓝细菌合成异戊二烯非常理想。随

后分析工程菌中光合作用固定的 CO2 用于合成生物

质组分和生产异戊二烯之间的 C 流量分配。在整个

21 d 的培养过程中，诱导型工程菌和组成型工程菌

中分别有 40% 和 22% 的光合作用固定的 C 用于生

产异戊二烯；而与野生型聚球藻 7942 相比，两株

高产异戊二烯的工程菌用于合成生物质组分的 C 流

量并没有受到显著的影响，其光合作用固定的 CO2

的总 C 流量分别提高了 55% 和 28%。对应地，本

研究分析了工程菌光合作用过程中 O2 的释放能力，

发现与野生型相比，诱导型工程菌和组成型工程菌

中 O2 的释放速率分别提高了 20%~80% 和 40%~ 
180%，说明高产异戊二烯可以显著提高蓝细菌光

系统的活性。最后通过 13C 标记的 NaHCO3 实验分

析 Rubisco 固定 CO2 的产物 3- 磷酸 - 甘油酸未标记

比率随时间的变化来指示碳固定速率，发现和野生

型相比，诱导型工程菌和组成型工程菌固定 CO2 的

速率分别提高了 76% 和 48%，该结果说明生产异

戊二烯的工程菌可以提高光合效率，这可能是工程

菌中提高异戊二烯产量的一个有利因素。

本研究通过代谢工程设计和改造蓝细菌细胞工

厂，其合成异戊二烯的产量高达 1.26 g/L，平均合

成速率为 4.26 mg/L/h。该速率远超过目前文献中报

道的光自养微生物合成萜类化合物的合成速率 (3 × 
10-4~ 4 × 10-2 mg/L/h)[17]，而且与目前文献中报道的

基因工程蓝细菌合成产量较高的化合物，如脂肪酸

和异丁醇的合成速率相当。随后，在此基础上预估

了工程菌规模化培养之后合成异戊二烯的理论产量

值，为每年 0.16~0.32 kg/m2 ；而用于生产天然橡胶

(cis-1,4-polyisoprene) 的橡胶树，其每年异戊二烯的

产量约为 0.03~0.15 kg/m2 [22]，所以获得的蓝细菌工

程菌株应用前景很好。最后，因为本研究获取的工

程菌可以高效利用光合作用合成萜类化合物的前体

DMAPP 和 IPP，所以该工程菌还可以作为平台宿

主菌，构建光合细胞工厂合成各种萜类化合物，为

利用光合细胞工厂直接将 CO2 转化为高价值萜类化

合物打下良好的基础。

后记

2009 年春天，作为一名听众在台下聆听师兄

师姐们考研成功的经验，当时我就想：如果明年的

今天我也能站在台前是多么美好的一件事。那一年

夏天武汉特别热，但也正因为暑假坚持每天去图书

馆复习，最终才有机会进入中国科学院上海生命科
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学研究院的大家庭。2010 年，我很幸运地进入了上

海植物生理生态研究所。那年秋天，同样是坐在台

下首次聆听第一作者讲坛一位师姐的故事，当时我

在想着，几年后我也能够站在第一作者讲坛该多好

啊。幸运的是我来了，虽然是经历了六年之久。这

几年让我从对科研生活懵懵懂懂，到现在真正体验

到科研生活的喜怒哀乐：有收获时的欣喜和激动，

是它让我对自己的实验充满了无限的动力；也有多

次失败后的失落和挫败感，让我有时对自己的能力

产生怀疑，最终克服困难，收获不一样的喜悦。这

也是科研生活最大的吸引力，充满各种不确定因素，

让我不断思考，并坚定地沿着最初的设想走下去。

经历了这几年的科研生活，我对科研的很多方面都

有了一些新的认识。

第一，关于勤劳。我一直深信勤能补拙，因为

我一直认为自己不是一个聪明的人，所以多学一点、

多做一点才有可能更好。刚进入实验室实习和轮转

的时候，主要是学习和掌握实验技能，这个时候我

总是让师兄多给我安排些实验，让我尝试更多的实

验技术。这样在实验室的每一天都很充实，很开心，

也学到很多东西。但师兄跟我说：做实验的时候你

要多想想，不要只顾着埋头去做。当时觉得科研不

就是多做实验吗，做的越多出成果越多吗？以至于

在一年级的时候还去跟杨老师说，我这个实验是不

是太少。但后来的实验让我逐渐深刻地体会到这样

做的弊端：没有充分的文献调研就开始做实验，结

果一直做不出来，最后发现问题出在实验设计或实

验方法本身；更有甚者，发现自己辛辛苦苦做出来

的实验结果，其实前人的文献里就可以直接查到。

所以，课题确定前，自己要详细查阅相关领域文献，

要清楚该领域目前的研究现状，包括已有的基础和

存在的问题，清楚课题的意义和创新性。从而初步

设想需要用哪些预实验达到什么目的，最好能用最

少的预实验来获得最多的信息，来确定这个课题的

可行性。而不是一开始还没有想清楚就去做，最后

得到一堆无用数据。所以研究不能盲目，要合理分

配时间和精力，要把自己的勤奋和努力用的恰到好

处；在实验之前和之后多思考，这样才会使实验更

加高效。

第二，关于实验中出现负面结果和其他问题。

随着课题研究的深入，开展的实验越来越多，会发

现有时候总是得到一些负面结果，这个时候先不要

气馁，不要在心理上排斥这些负面结果。要静下心

来分析，在排除技术性的问题之后，去思考是什么

原因造成与实验预期或者文献报道不一样的结果。

通过重复实验去思考可能的原因，也可以尝试其他

的方法，做到胆大心细，大胆假设、小心验证。对

于实验中遇到的各种各样的问题，同样要学会去面

对，分析问题出现的可能原因，然后设计实验针对

性排除，最终找到解决方法。

第三，要经常与导师和同学之间讨论和交流。

我很高兴能遇到杨琛老师，从她的身上可以感受到

她对科研的热爱和执着的追求，充满了正能量。她

给了我比较自由的空间，自己合理设计和安排实验，

而且每周进行一次讨论，分析实验结果和出现的问

题，讨论下一步的实验计划。在这几年的时间里，

每周我最期待的就是周一和她讨论，得到正面结果

时会迫不及待地想和她分享，得到负面结果或出现

问题时更想和她讨论，因为每次总会得到她的鼓励，

指导我去怎样分析。所以每周讨论完之后，我总感

觉浑身充满了力量，特别想去做实验，而且觉得自

己的工作很有意义。平时和同学之间讨论的时候，

大家会从不同的角度思考问题，非常利于培养良好

的科研思维。

这几年对我来说最重要和最宝贵的是做科研的

经历和体会：让我体验到真实科研生活中的酸甜苦

辣，让我明白怎样去合理分配自己的时间和精力，

让我学会怎样去分析问题、解决问题，让我体会到

与导师和同学讨论交流的乐趣。这些让我对自己有

一个清晰的定位，并相信自己的科研生活会越来越

精彩。
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