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摘　 要　 核苷作为核酸分子的基本结构单元和重要的生物调控因子，在医药、食品和化工等多个领域展现出

广泛的应用价值。 核苷的生物合成途径主要包括从头合成途径和补救合成途径。 近年来，随着合成生物学和

代谢工程技术的飞速发展，通过对核苷产生菌进行代谢调控解除、关键酶表达强化以及竞争与降解途径阻断

等策略的应用，显著提升了核苷的生产效率。 然而，核苷的高效生物合成仍面临前体供应不足、反馈抑制、代
谢流分配不均以及潜在毒性产物积累等多重挑战。 本文系统综述了核苷的生物合成途径，重点梳理了代谢工

程技术在改造嘌呤核苷（腺苷、鸟苷、肌苷）和嘧啶核苷（胞苷、尿苷、胸苷）产生菌方面的最新研究进展，深入

探讨了基因编辑（如 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统）、动态调控、启动子工程和外排蛋白改造等先进策略，以及优化核苷合

成途径、提升代谢通量、增强产物积累所取得的最新成果。 同时对核苷生物合成的调控机制进行了剖析，并针

对当前面临的瓶颈问题，提出了未来的研究方向和技术展望，旨在为高效核苷工程菌株的开发提供理论指导

和策略参考，以期加速其工业化进程，满足日益增长的多元化产业需求。
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　 　 核苷是核酸的基本组成单位，由碱基和五碳

糖通过糖苷键连接而成。 根据碱基结构的差异，
核苷主要分为嘌呤核苷（腺苷、鸟苷、肌苷）和嘧

啶核苷（胞苷、尿苷和胸苷）两大类。 其中，嘌呤

核苷的碱基为双环结构的嘌呤，而嘧啶核苷的碱

基为单环结构的嘧啶。 作为生命活动中不可或缺

的关键分子，核苷在自然界中广泛存在，不仅参与

遗传信息的存储与传递，还在能量代谢、信号转导

以及辅酶合成等生理过程中发挥重要作用［１⁃２］。
因此，核苷不仅在基础生命活动中至关重要，作为

食品增味剂和医药中间体，在食品和医药化工等

领域也展现出重要的应用价值［３］。 传统的核苷生

产主要依赖化学合成法和酶解法，但两者均存在

一定缺陷。 化学合成法通常需要在高温、高压等

苛刻条件下进行，并消耗大量有机溶剂和重金属

催化剂，不仅能耗高，还会产生有毒副产物，对环

境和生产安全构成威胁［４］。 酶解法虽然具有反应

条件温和的优势，却面临成本高昂、稳定性差以及

副产物复杂等技术瓶颈，制约其工业化应用［５］。
相比之下，微生物发酵法兼具高效、可控与经济等

多重优势。 如典型发酵法可在 ２４ ～ ４８ ｈ 内完成

核苷合成，较化学法缩短 ５０％ ～ ７０％ 的生产周

期，且能显著降低原料成本，已成为现代核苷生产

的主流方法，展现出广阔的应用前景［６］。 近年来，
合成生物学和代谢工程技术的快速发展，为核苷

生产开辟了全新路径。 然而，代谢流分配失衡仍

是限制核苷高效积累的关键瓶颈。 枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）中仅 ３８％ 的 ５⁃磷酸核糖流向肌

苷酸（Ｉｎｏｓｉｎｉｃ ａｃｉｄ，ＩＭＰ），６２％被组氨酸与色氨酸

旁路分流。 静态敲除旁路基因虽使 ＩＭＰ 通量提高

２８％ ，但菌体生长受到抑制（ＯＤ６００下降 ５２％ ）。 通

过构建三磷酸腺苷（Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）

响应型 ＣＲＩＳＰＲｉ，动态抑制编码嘌呤合成阻遏蛋

白的基因 ｐｕｒＲ 与编码色氨酸合成酶的基因 ｔｒｐＥ，
可在 ４８ ｈ 内将 ＩＭＰ 通量提升 ４０％ ，旁路占比降至

１９％ ［４］。 通过对微生物代谢网络的理性设计与系

统改造，实现了核苷的高效生物合成与绿色制造，
有力推动了核苷产业的可持续发展。 本文系统梳

理了核苷的生物合成途径，除特别注明外，均统称

其为核糖及脱氧核糖形式，分类依据嘌呤与嘧啶

碱基类型展开。 重点探讨了代谢工程技术在改造

核苷产生菌中的研究进展，旨在为核苷相关的基

础研究与产业应用提供依据。 通过系统剖析代谢

通路优化、关键酶改造和合成途径重构等策略的

应用效果，本文针对当前存在的技术瓶颈和挑战，
提出了未来的发展方向，为推动核苷生物合成的

创新发展提供参考。

１　 核苷的生物合成途径

微生物合成嘌呤核苷与嘧啶核苷主要依赖两

种途径。 其一为从头合成途径，该途径以核糖磷

酸、特定氨基酸、ＣＯ２ 和 ＮＨ３ 等小分子为前体，通
过一系列酶促反应直接生成核苷，整个过程不依

赖游离碱基中间体。 其二为补救合成途径，该途

径利用细胞内游离的碱基重新合成核苷。 研究表

明，从头合成途径易受环境因素影响，环境胁迫可

能导致该途径中关键酶活性缺失，致使核苷合成

速率不足以满足细胞快速增殖的需求［１］，在此情

况下，补救合成途径便发挥关键的补偿作用，对维

持细胞正常生理功能不可或缺。
１． １　 嘌呤核苷的从头合成途径

嘌呤核苷的合成起始于 ５⁃磷酸核糖焦磷酸

（Ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＲＰＰ） 的生成，首
先由磷酸核糖焦磷酸激酶催化核糖⁃５⁃磷酸（Ｒｉ⁃
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ｂｏｓｅ ５⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｒ５Ｐ） 与 ＡＴＰ 反应生成 ＰＲＰＰ，
ＰＲＰＰ 与谷氨酰胺（Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）在谷氨酰胺⁃５⁃
磷酸核糖焦磷生成生成 ＰＲＰＰ，ＰＲＰＰ 酸酰胺基转

移酶作用下发生构型转变生成核糖胺⁃５⁃磷酸（Ｒｉ⁃
ｂｏｓｙｌａｍｉｎｅ⁃５Ｐ）。 在 ＡＴＰ 供能下，核糖胺⁃５⁃磷酸

与甘氨酸结合生成甘胺酰胺核苷酸（Ｇｌｙｃｉｎａｍｉｄｅ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＧＡＲ），ＧＡＲ 经甲酰基转移酶催化

（以甲酰基为供体）转化为甲酰甘胺酰胺核苷酸

（Ｆｏｒｍｙｌｇｌｙｃｉｎａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ， ＦＧＡＲ）， ＦＧＡＲ
进一步在甲酰甘胺脒核苷酸（Ｆｏｒｍｙｌｇｌｙｃｉｎａｍｉｄｉｎｅ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＦＧＡＭ）合酶作用下（引入 Ｇｌｎ 的氨

基）生成 ＦＧＡＭ。 ＦＧＡＭ 脱水闭环生成 ５⁃氨基咪

唑核苷酸（５⁃ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｒｉｂｏｔｉｄｅ，ＡＩＲ），ＡＩＲ 在

羧化酶作用下利用 ＣＯ２ 生成 ５⁃氨基咪唑⁃４⁃羧酸

核 苷 酸 （ ５⁃ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ⁃４⁃ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｒｉｂｏｔｉｄｅ，
ＣＡＩＲ），ＣＡＩＲ 与天冬氨酸缩合，生成琥珀酰甲酰

胺核苷酸（５⁃ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ⁃４⁃（Ｎ⁃ｓｕｃｃｉｎｏ）⁃ｃａｒｂｏｘ⁃
ａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｔｉｄｅ，ＳＡＩＣＡＲ），ＳＡＩＣＡＲ 经裂解脱去延

胡索酸，生成甲酰胺核苷酸（５⁃ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ⁃４⁃
ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｔｉｄｅ，ＡＩＣＡＲ）。 最终，ＡＩＣＡＲ 通过

甲酰化及闭环反应生成肌苷酸，完成嘌呤核心结

构合成（图 １）。

图 １　 嘌呤核苷的从头合成途径

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｐｕｒｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ

　 　 ＩＭＰ 作为关键分支点，通过两条分支途径分

别生成腺苷酸 （ Ａｄｅｎｙｌｉｃ ａｃｉｄ， ＡＭＰ） 和鸟苷酸

（Ｇｕａｎｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＧＭＰ）。 ＡＭＰ 合成途径：ＩＭＰ 与天

冬氨酸在腺苷琥珀酸合成酶作用下消耗鸟苷三磷

酸（Ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＧＴＰ）供能生成腺苷琥

珀酸，腺苷琥珀酸经裂解酶分解为 ＡＭＰ；ＧＭＰ 合

成途径：ＩＭＰ 首先由 ＧＭＰ 催化氧化生成黄嘌呤核

苷酸（Ｘａｎｔｈｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＸＭＰ），ＸＭＰ 在鸟苷酸合成

酶催化下，利用谷氨酰胺提供氨基，生成 ＧＭＰ。
ＡＭＰ 和 ＧＭＰ 进一步脱磷酸化转化为对应的核

苷［７⁃８］。 整个嘌呤核苷的合成通路涉及 １０ 余种

酶、多种辅因子（ＡＴＰ、ＧＴＰ、Ｍｇ２ ＋ 等）及前体物质

（天冬氨酸、谷氨酰胺等）的协同作用。 其中，反
馈抑制是主要的调控方式， 终产物 （ ＡＭＰ 和

ＧＭＰ）能够抑制途径中关键酶的活性，从而动态

维持细胞内嘌呤代谢通量的平衡。 最近的研究进

一步揭示了磷酸核糖焦磷酸合成酶（Ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏ⁃
ｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＰＲＰＳｓ）作为核苷酸生

物合成途径中的限速酶，其活性受到多种因素的

精细调控，这对于理解和优化核苷合成的瓶颈至

关重要［３］。
１． ２　 嘧啶核苷的从头合成途径

微生物嘧啶核苷（尿苷、胞苷、胸苷）的生物

合成展现出显著的代谢特异性，其从头合成途径

起始于核苷酸前体的生成，最终通过核苷酸的去

磷酸化形成相应核苷。 该途径的核心是尿苷一磷

酸（Ｕｒｉｄｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＵＭＰ）的合成，首先 Ｇｌｎ 和 ＣＯ２ ／
ＨＣＯ －

３ 在受 ＵＭＰ 反馈抑制的氨甲酰磷酸合成酶
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（Ｃａｒｂａｍｏｙｌ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＣＰＳ，通常为单一

多功能酶）催化下，消耗 ２ 分子 ＡＴＰ 生成氨甲酰

磷酸。 氨甲酰磷酸与天冬氨酸经天冬氨酸转氨甲

酰酶（Ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓｃａｒｂａｍｙｌａｓｅ，ＡＴＣａｓｅ）作用缩

合为氨甲酰天冬氨酸，后者再由二氢乳清酸酶环

化脱水生成二氢乳清酸（Ｄｉｈｙｄｒｏｏｒｏｔａｔｅ，ＤＨＯ）。
二氢乳清酸脱氢酶（Ｄｉｈｙｄｒｏｏｒｏｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＤＨＯＤＨ）利用醌类电子受体（如泛醌）氧化 ＤＨＯ
生成乳清酸。 乳清酸与 ＰＲＰＰ 在乳清酸磷酸核糖

转移酶（Ｏｒｏｔａｔｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＯＰＲＴ）
作用下生成乳清苷酸（Ｏｒｏｔｉｄｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＯＭＰ），ＯＭＰ 脱羧酶催化 ＯＭＰ 脱羧生成 ＵＭＰ。 由

ＵＭＰ 经 ５′⁃核苷酸酶直接去磷酸化生成尿苷（Ｕｒｉ⁃
ｄｉｎｅ）。 ＵＭＰ 经激酶磷酸化生成三磷酸尿苷（Ｕｒｉ⁃
ｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＵＴＰ），ＵＴＰ 在胞苷三磷酸（Ｃｙｔｉ⁃
ｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＣＴＰ）合成酶作用下，经氨基化

生成 ＣＴＰ，ＣＴＰ 经磷酸酶逐步去磷酸化最终形成

胞苷（Ｃｙｔｉｄｉｎｅ）。 胸苷（Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ）的合成路径与

胞苷显著不同且效率较低，ＵＭＰ 经磷酸化生成二

磷酸尿苷（Ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＵＤＰ），由核糖核苷

酸还原酶 （ Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ＲＮＲ） 还原

ＵＤＰ 生成脱氧二磷酸尿苷（Ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ，ｄＵＤＰ），ｄＵＤＰ 去磷酸化生成氧二磷酸尿苷

（Ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＵＭＰ），ＴｈｙＡ 编码

的胸苷酸合酶以 Ｎ５，Ｎ１０ ⁃亚甲基四氢叶酸（ＣＨ２ ⁃
ＴＨＦ）为甲基供体，催化 ｄＵＭＰ 甲基化生成脱氧胸

苷 一 磷 酸 （ Ｄｅｏｘｙｔｈｙｍｉｄｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｄＴ⁃
ＭＰ），ｄＴＭＰ 去磷酸化生成胸苷（图 ２）。 与胸苷合

成路径相比，胞苷及其脱氧衍生物的从头合成表

现出更高的代谢效率与途径直接性。 在胞苷三磷

酸的生物合成中，并非通过单磷酸核苷的还原途

径，而是由胞苷三磷酸合酶（ＣＴＰ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ）直接

催化尿苷三磷酸（ＵＴＰ）发生氨基化反应生成。 微

生物中，游离胞苷和胸苷主要通过核苷酸补救或

降解途径产生，其从头合成通量相对有限，且胸苷

合成严格依赖叶酸代谢［９］。

图 ２　 嘧啶核苷的从头合成途径

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ

１． ３　 核苷的补救途径

当微生物的核苷酸从头合成途径受阻时，补
救途径被激活。 该途径通过高效回收核酸降解产

物并利用外源前体，维持细胞代谢稳态。 嘌呤核

苷补救途径主要依赖两种核心机制。 首先，嘌呤

碱基（如腺嘌呤、次黄嘌呤）在特异性转移酶催化

下，直接与 ＰＲＰＰ 反应生成相应的核苷一磷酸。
其中，腺嘌呤磷酸核糖转移酶（Ａｄｅｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉ⁃
ｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＰＲＴ）催化腺嘌呤生成 ＡＭＰ；次
黄嘌呤⁃鸟嘌呤磷酸核糖转移酶 （Ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ⁃
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ｇｕａｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＧＰＲＴ）则催化

次黄嘌呤生成 ＩＭＰ 或鸟嘌呤生成 ＧＭＰ；然后，碱
基与核糖⁃１⁃磷酸结合形成核苷。 相较于从头合

成，补救合成途径显著降低了能量消耗并简化了

代谢步骤。 研究表明不同的微生物演化出独特的

策略，大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）可利用外源腺

嘌呤经 ＡＰＲＴ 途径合成 ＡＭＰ，以弥补腺嘌呤营养

缺陷；而芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）则形成独特的嘌呤

环形代谢网络，ＩＭＰ 可经 ＸＭＰ→ＧＭＰ 或 ＳＡＭＰ→
ＡＭＰ 两条路径转化，再分别通过 ＧＭＰ 还原酶或

ＡＭＰ 脱氨酶重新生成 ＩＭＰ，实现嘌呤核苷的动态

循环利用（图 ３） ［５］。

图 ３　 嘌呤碱基、核苷和核苷酸相互转变的补救途径

Ｆｉｇ． ３　 Ｓａｌｖａｇｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ
ｐｕｒｉｎｅ ｂａｓｅｓ， ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

　 　 嘧啶核苷补救合成途径主要依赖于嘧啶磷酸

核糖转移酶或核苷磷酸化酶系统，首先，嘧啶碱基

在嘧啶核苷磷酸化酶（Ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ Ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｒｙｌａｓｅ，ＰＮＰ）的作用下，与 １⁃磷酸核糖发生转

糖基反应，生成相应的嘧啶核苷（如尿苷、胸苷）。
特定的微生物中存在更专一的酶，如大肠埃希菌

的尿苷磷酸化酶和胸苷磷酸化酶，分别催化尿嘧

啶→尿苷和胸腺嘧啶 ＋ 脱氧核糖⁃１⁃磷酸→脱氧

胸苷。 这些嘧啶核苷在相应的嘧啶核苷激酶的催

化下，利用 ＡＴＰ 提供磷酸基团，被磷酸化生成相

应的嘧啶核苷一磷酸（如 ＵＭＰ、ｄＴＭＰ）。 值得注

意的是，微生物中催化磷酸化步骤的激酶底物特

异性存在显著差别，一些激酶高度专一，如大肠埃

希菌的脱氧胸苷激酶仅磷酸化脱氧胸苷生成

ｄＴＭＰ，其尿苷激酶专一催化尿苷生成 ＵＭＰ。 而

另一些激酶则具有较宽的底物谱，如许多微生物

如大肠埃希菌和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｌｓ）
的胞苷激酶，不仅能利用胞苷，也能利用脱氧胞苷

甚至尿苷作为底物进行磷酸化反应，这种底物识

别机制的多样性反映了微生物在利用不同嘧啶前

体时的代谢灵活性。

２　 核苷产生菌代谢工程改造研究进展

随着合成生物学和代谢工程技术的不断发

展，对核苷产生菌进行精准高效地改造已成为提

升核苷产量的主要策略。 本节将重点阐述在嘌呤

核苷和嘧啶核苷生产菌株改造方面的最新进展。
２． １　 嘌呤核苷产生菌代谢工程改造

嘌呤核苷（腺苷、鸟苷、肌苷）作为重要的生

物分子，其高效生物合成一直是代谢工程领域的

研究热点。 通过解除反馈抑制、强化关键酶表达、
阻断竞争与降解途径以及优化前体供应等策略的

应用，显著提升了嘌呤核苷的产量。
２． １． １　 腺苷产生菌代谢工程改造　 腺苷作为一

种重要的嘌呤核苷，其高效生物合成是代谢工程

的研究热点。 主要通过解除反馈抑制、强化关键

酶表达、阻断竞争或降解途径等策略提高腺苷产

量。 其中解除嘌呤合成途径的反馈抑制是最常用

的方法。 嘌呤操纵子受 ｐｕｒＲ 编码蛋白的转录阻

遏调控，而 ｐｕｒＦ 编码的酰胺基转移酶和 ｐｕｒＡ 编

码的腺苷酸琥珀酸合成酶分别受到嘌呤核苷酸的

反馈抑制，因此，敲除 ｐｕｒＲ 或对 ｐｕｒＦ、ｐｕｒＡ 进行定

点突变以解除抑制，可显著增强嘌呤合成的整体

代谢通量［１０］。 此外，强化 ｐｒｓ 编码的 ＰＲＰＰ 合成

酶的表达或使用抗反馈抑制的突变体，可以增加

关键前体 ＰＲＰＰ 的供应，进一步促进腺苷合成。
腺苷合成的关键在于增强 ＩＭＰ 向 ＡＭＰ 转化的代

谢通量，这通常通过过表达 ｐｕｒＡ 和 ｐｕｒＢ 编码的

腺苷酸琥珀酸裂解酶来实现。 梅漫莉［１１］ 将枯草

芽孢杆菌的嘌呤合成操纵子及其下游基因簇

ｐｕｒＡ、ｐｕｒＢ 异源表达至大肠埃希菌 Ｗ３１１０，同时敲

除竞争性分支代谢通路及产物降解途径基因，最
终使腺苷摇瓶产量达 ４． ９ ｇ ／ Ｌ。 对枯草芽孢杆菌

的核苷代谢通量分析显示，ＩＭＰ 节点处流向 ＡＭＰ
的代谢通量占比高达 ８７． ５％ ，这从代谢层面佐证

了 ｐｕｒＡ 与 ｐｕｒＢ 在该菌株中的高催化特性。 阻断

竞争途径和降解途径是促进腺苷积累的关键策

略。 作为合成 ＡＭＰ 和 ＧＭＰ 的共同前体，ＩＭＰ 的
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代谢流向决定了核苷酸的产量分布。 为了提高

ＡＭＰ 的比例，可通过削弱 ＩＭＰ 向 ＧＭＰ 的代谢流，
即敲低 ／敲除次黄嘌呤单核苷酸脱氢酶（ Ｉｎｏｓｉｎｅ
５′⁃ｍｏｎｏ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＩＭＰＤＨ）， 从而

实现代谢流向的重定向。 研究发现腺苷或腺苷

酸容易被细胞内的核苷酶或磷酸化酶降解，例
如，ａｄｄ 编码的腺苷脱氨酶催化腺苷脱氨生成肌

苷，ｄｅｏＤ 编码的嘌呤核苷磷酸化酶催化腺苷磷

酸化裂解生成腺嘌呤［１２］ ，因此，敲除 ａｄｄ、ｄｅｏＤ、
ｕｄｐ 等降解途径相关基因是阻断产物流失、提高

腺苷积累的必要手段。 优化中心碳代谢网络、保
障前体供应是提高腺苷产量的另一关键。 强化

磷酸戊糖途径（ Ｐｅｎｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙ，ＰＰＰ）
可增加 ＰＲＰＰ 前体的生成。 例如，敲除 ｐｇｉ 编码

的磷酸葡萄糖异构酶可强制碳流进入 ＰＰＰ 途

径［１３］ 。 此外，宿主细胞的整体代谢状态优化也

至关重要，如辅因子 ＡＴＰ、ＧＴＰ 的平衡供给及

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ 或 ＮＡＤ（Ｐ） ＋ 氧化还原状态调控，对
腺苷高效合成也具有促进作用。 腺苷产生菌的

改造现状见表 １。
表 １　 腺苷产生菌的改造

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 关键改造 产量 ／ （ｇ·Ｌ － １）

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｗ３１１０ 异源表达 ｐｕｒＡ、ｐｕｒＢ，敲除分支代谢通路及产物降解途径 ４． ９０

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＭＧ１６５５ 引入操纵子，敲除分解、分支途径以及解除相关酶的反馈抑制 ４． ５０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＴＣＣ６０５１ ＡＲＴＰ 与 ５⁃溴尿嘧啶复合诱变，结合抗性筛选 １１． ９４

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＸＷ２１０ Ｎ ＋ 离子束注入和二乙基硫酸复合诱变 １６． ３７

２． １． ２　 鸟苷产生菌代谢工程改造　 鸟苷及其衍

生物（如 ＧＭＰ）是重要的食品增味剂和药物前体。
多轮诱变（物理诱变或化学诱变）结合抗性标记

筛选是传统改造鸟苷产生菌的方法。 其中，两种

关键抗性筛选策略被广泛应用［１４］。 甲硫氨酸亚

砜（Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＭＳＯ）抗性筛选：该策略

一方面通过降低谷氨酰胺合成酶活性破坏 ＧＭＰ
合成所需的谷氨酰胺（氮源）供应，另一方面通过

诱导 ｇｕａＢ 突变或改变调控网络，削弱 ＧＭＰ 对

ＩＭＰＤＨ 的反馈抑制，从而解除代谢限制，增强

ＧＭＰ 合成通量。 例如，Ｈｉｒｏｓｈｉ 等对枯草芽孢杆菌

Ｎｏ． １４１１ 进行 ＭＳＯ 筛选获得突变株 Ｎｏ． １４１１９，其
ＩＭＰＤＨ 活性显著增强，核苷酸酶活性受到抑制，
鸟苷产量达 ９． ６ ｇ ／ Ｌ。 磺胺胍 （ Ｓｕｌｆａｇｕａｎｉｄｉｎｅ，
ＳＧ）抗性筛选：该策略通过改变受 ＳＧ 抑制的二氢

叶酸合成酶（影响嘌呤甲酰基转移反应），或促使

ＧＭＰ 合成酶发生活性提升或调控解除的突变，从
而协同增强嘌呤合成代谢通量。 该研究进一步筛

选获得的 ＳＧ 抗性突变株，其 ＧＭＰ 合成酶与 ＩＭＰ⁃
ＤＨ 活力显著提高，鸟苷产量提升至 １１． ０ ｇ ／ Ｌ［１５］。
近年来，代谢工程和合成生物学技术为鸟苷高效

合成提供了精准、高效的改造策略。 首先，解除反

馈抑制与强化主干途径。 通过敲除 ｐｕｒＲ 编码的

全局调控因子，或对 ｇｕａＢ 和 ｐｕｒＦ 进行抗反馈抑

制的定点突变，解除代谢抑制从而提升基础通

量［１６］，并在此基础上，过表达 ｇｕａＢ 和 ｇｕａＡ 编码

的 ＧＭＰ 合成酶，强化 ＩＭＰ 至 ＧＭＰ 的代谢流，同时

增强上游 ｐｒｓ 及嘌呤途径基因表达，保障前体供

应。 Ａｓａｈｉ 等［１７］ 在枯草芽孢杆菌 ＡＪＩ ／ ＧＭＰ⁃６ 中，
通过敲除全局调控因子 ｐｕｒＲ 解除嘌呤操纵子阻

遏，并引入 ｇｕａＢ Ｇ２０６Ｄ 和 ｐｕｒＦ Ｇ２１６Ｒ 的定点突

变，使 ＩＭＰ 向 ＧＭＰ 转换的通量较 ΔｐｕｒＲ 菌株提高

３． ８ 倍。 其次，阻断竞争与降解途径。 为获得最

大化代谢定向效率，需敲除竞争途径基因（如 ＩＭＰ
向 ＡＭＰ 分支中 ｐｕｒＡ 编码的关键酶）和降解回流

途径基因，如 ｄｅｏＤ、ｇｓｋ 编码的鸟苷降解酶，ｎｕｐＧ、
ｎｕｐＣ 编码的转运蛋白，以及 ｇｕａＣ 编码的 ＧＭＰ，
消除副反应与产物流失［１８⁃１９］。 最后，优化前体与

辅因子供应，进一步通过中心碳代谢改造（如强

化 ＰＰＰ）提升 ＰＲＰＰ 水平，并确保关键辅因子（如
供 ＧＭＰ 合成的 ＡＴＰ、供 ＩＭＰ 脱氢的 ＮＡＤ ＋ ）的充

足供应与再生能力［２０］。 此外，先进工具的整合也

显著提升了调控精度与效率，如利用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 实现高效多基因编辑，开发动态调控系统平

衡生长与生产，应用启动子工程优化关键酶的表

达强度与时机，以及过表达如 ｙｇｇＵ 编码的外排

蛋白来强化产物分泌［２１］。 鸟苷产生菌的改造现

状见表 ２。
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表 ２　 鸟苷产生菌的改造

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 关键改造 产量 ／ （ｇ·Ｌ － １）

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｎｏ． １４１１９ ＭＳＯ 筛选 ９． ６０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｎｏ． １４１１９ ＭＳＯ ＋ ＳＧ 筛选 １１． ００

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｗ３１１０ 缺失 ｄｅｏＤ、ｘａｐＡ、ｇｓｋ、ｐｕｒＲ，过表达 ｇｕａＢ、ｇｕａＡ、ｓｕｒＥ、ｐｒｓＡ，异源表达 ｐｕｒＦ、ｐｕｒＭ 等 ３５． ００

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＪＩ 敲除 ｐｕｒＡ，过表达 ｐｒｓ、ｐｕｒＦ 和 ｇｕａＢ ４２． ００

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＪ２０６６ 优化发酵条件，添加谷氨酸钠和次黄嘌呤 ３３． ２４

２． １． ３　 肌苷产生菌代谢工程改造　 肌苷及其磷

酸化形式 ＩＭＰ 作为嘌呤合成途径的核心中间体

和重要的食品鲜味剂，与 ＧＭＰ 协同，其高效生产

主要依赖于解除反馈抑制、增强前体供应及阻断

下游分支等代谢工程策略［２２］。 其中，解除嘌呤合

成途径的调控限制是基础，敲除 ｐｕｒＲ 可解除对嘌

呤操纵子的转录抑制，显著增强 ＩＭＰ 合成相关酶

的表达水平。 Ａｓａｈａｒａ 等［２３］通过敲除枯草芽孢杆

菌 ＫＭＢＳ２９２ 的 ｐｕｒＲ，解除了对嘌呤操纵子的转

录抑制，嘌呤操纵子表达水平提高了近 ４ 倍。 刘

铁重［２４］在大肠埃希菌 Ｗ３１１０ 中采用类似策略，
敲除 ｐｕｒＲ 后，４８ ｈ 发酵次黄嘌呤产量较原始菌株

增加了 １ 倍以上，解除 ｐｕｒＦ 的反馈抑制也至关重

要，对谷氨酸棒杆菌 ＡＴＣＣ１３０３２ 的 ｐｕｒＦ 进行定

点突变，引入 Ｋ３４８Ｑ 突变后，肌苷产量提升了 ２． ９
倍。 强化前体 ＰＲＰＰ 的供应是提升肌苷产量的核

心策略。 ｐｒｓ 受到 ＡＤＰ 和 ＧＤＰ 的反馈抑制，Ｚａｋａ⁃
ｔａｅｖａ 等［２５］ 通过理性设计改造解淀粉芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ） 的 ｐｒｓ，筛选出 Ｎ１２０Ｓ
与 Ｌ１３５Ｉ 双突变体，使肌苷积累量增加了 ８１％ ，

证实过表达抗反馈抑制的 ｐｒｓ 突变体是提高

ＰＲＰＰ 供应的有效手段。 优化中心碳代谢以提供

充足的 Ｒ５Ｐ 也是提高肌苷产量的有效途径。 Ｒ５Ｐ
是 ＰＲＰＰ 合成的直接前体，主要由 ＰＰＰ 提供。 通

过 阻 断 糖 酵 解 途 径 （ Ｅｍｂｄｅｎ⁃Ｍｅｙｅｒｈｏｆ⁃Ｐａｒｎａｓ
ｐａｔｈｗａｙ，ＥＭＰ）或 Ｅｎｔｎｅｒ⁃Ｄｏｕｄｏｒｏｆｆ （ ＥＤ）途径，可
以将更多的碳流导入 ＰＰＰ 途径。 Ｓｈｉｍａｏｋａ 等［２６］

通过阻断大肠埃希菌 ＦＡＤＲａｄｄ ／ ｐＭＷＫＱ 的 ＥＤ
途径（敲除 ｅｄｄ），将肌苷产量从 １． １ ｇ ／ Ｌ 提升至

１． ４ ｇ ／ Ｌ，进一步敲除 ｐｇｉ 以增强 ＰＰＰ 的碳通量分

配后，肌苷产量显著提升至 ３． ７ ｇ ／ Ｌ。 阻断 ＩＭＰ
下游分支及降解途径是促进 ＩＭＰ 积累的必要条

件。 敲除 ｐｕｒＡ 和 ｇｕａＢ 可阻断 ＩＭＰ 向 ＡＭＰ 或

ＧＭＰ 的分流，敲除 ｄｅｏＤ 可以防止肌苷降解为次

黄嘌呤，敲除相关的 ｎｕｐＧ、ｎｕｐＣ 编码的核苷转运

蛋白可以减少肌苷的再摄取和代谢，敲除 ａｄｄ 可

避免腺苷合成途径的产物转化干扰［２７］。 此外，需
注意 ＩＭＰ 或肌苷对上游酶的潜在反馈抑制，其解

除策略仍需进一步研究。 肌苷产生菌的改造现状

见表 ３。
表 ３　 肌苷产生菌的改造

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｏｓｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 关键改造 产量 ／ （ｇ·Ｌ － １）

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＫＭＢＳ２９２ 敲除 ｐｕｒＲ ５． ６０
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｗ３１１０ 敲除 ｐｕｒＲ ０． ８３
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＢＡ⁃５ ｐｒｓ Ｎ１２０Ｓ ／ Ｌ１３５Ｉ 定点突变 １． ８１
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＪＩ 敲除 ｅｄｄ １． ４０
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＪＩ 敲除 ｅｄｄ、ｐｇｉ ３． ７０
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＩＳＷ１２２ 敲除 ｐｕｒＡ、ｇｕａＢ、ｄｅｏＤ、ｐｕｒＲ，过表达 ｐｒｓ、ｐｕｒＦ，优化核糖供应 ４５． ２０
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＩＮＯ００３ 敲除 ｐｕｒＡ、ｇｕａＢ、ｄｅｏＤ、ａｄｄ、ｎｕｐＣ、ｎｕｐＧ、ｐｕｒＲ，过表达 ｐｒｓ、 ｐｕｒＦ，

优化核糖供应，过表达转运蛋白
６１． ５０

２． ２　 嘧啶产生菌代谢工程改造

嘧啶核苷（胞苷、尿苷、胸苷）是核酸合成和

多种生理功能必需的分子。 嘧啶产生菌代谢工程

改造主要围绕解除反馈抑制、强化关键酶表达、优
化前体供应和阻断降解途径展开。
２． ２． １ 　 胞苷产生菌代谢工程改造 　 胞苷作为

２２１ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷



ＲＮＡ、辅酶及抗病毒药物的重要前体，其生物合成

较尿苷更为复杂（需 ＵＴＰ 氨化为 ＣＴＰ）且受严格

调控。 提升胞苷产量的核心策略在于解除嘧啶核

苷酸合成途径上游关键节点的反馈抑制，主要体

现在 ＣＰＳ（由 ｃａｒＡＢ 编码）和 ＡＴＣａｓｅ（由 ｐｙｒＢＩ 编
码）两个关键酶，前者受 ＵＭＰ 或 ＵＴＰ 强烈反馈抑

制，后者受 ＣＴＰ 抑制并被 ＡＴＰ 激活，因此，改造这

些酶以解除抑制是提升前体通量的首要目标［２８］。
在大肠埃希菌代谢工程研究中，通过 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 介导的染色体整合技术引入枯草芽孢杆菌

Ｆ１２６ 来源的突变型氨甲酰磷酸合酶 （ ｐｙｒＡＡ ／
ｐｙｒＡＢ Ｅ９４９∗），利用该无义突变导致的 ＣＰＳ 大亚

基 Ｃ 端变构结构域截断，可有效解除 ＵＭＰ 的反馈

抑制， 从 而 显 著 增 强 氨 甲 酰 磷 酸 的 合 成 通

量［２９⁃３０］。 基于此策略，配合 ｐｙｒ 操纵子的过表达、
降解途径的阻断以及外排转运能力的强化，工程

菌株在 ５ Ｌ 发酵罐中实现了 ７０． ３ ｇ ／ Ｌ 的尿苷高产

（产率 １． １ ｇ （Ｌ·ｈ））。 此外，也有研究通过常压

室温等离子体（ＡＲＴＰ）诱变结合高通量筛选策

略，从枯草芽孢杆菌 Ｆ１２６ 中选育出解除氨甲酰磷

酸合酶反馈抑制的突变株，其发酵产量在 ５ Ｌ 规

模下达到 ３０． ３ ｇ ／ Ｌ［３１⁃３２］。 在解除 ＣＰＳ 反馈抑制

的基础上，进一步优化 ＡＴＣａｓｅ 的抗反馈抑制能力

（如突变 ｐｙｒＢ 或 ｐｙｒＩ 以削弱 ＣＴＰ 抑制、增强 ＡＴＰ
激活）至关重要。 敲除枯草芽孢杆菌的 ｐｙｒＲ 基因

或破坏其 ｍＲＮＡ 结合位点可解除 ｐｙｒ 操纵子的转

录衰减调控，从而全面释放嘧啶核苷酸合成通

量［３３⁃３４］。 为了将增强的前体供应有效导向胞苷

合成，还需强化主干途径关键酶（过表达 ｃａｒＡＢ、
ｐｙｒＢＩ、ｐｙｒＣ⁃Ｆ），并特异性增强 ＣＴＰ 合成这一关键

节点［３５］。 这包括过表达 ＣＴＰ 合成酶 ｐｙｒＧ，以及

解除 ｐｙｒＨ 编码的 ＵＭＰ 激酶受 ＵＴＰ 的反馈抑制

（如通过定点突变），从而优化 ＵＭＰ→ＵＴＰ→ＣＴＰ
的代谢流。 ２０１９ 年的一项研究通过在大肠埃希

菌 ＭＧ１６５５ 中综合应用多重代谢工程策略，实现

了胞苷的高效生产［３６］。 该研究在质粒上过表达

了关键的抗反馈突变基因 （ ｐｙｒＨ Ｄ９３Ａ 和 ｐｙｒＧ
Ｄ１６０Ｅ ／ Ｅ１６２Ａ ／ Ｅ１６８Ｋ），同时优化了前体物供给

途径并敲除胞苷降解相关基因。 在此基础上，通
过 ５ Ｌ 发酵罐的补料分批发酵工艺，在 ４８ ｈ 内实

现了 ７． ８４ ｇ ／ Ｌ 的胞苷产量，刷新了当时的行业记

录。 为阻断下游胞苷的流失，还需敲除编码的胞

苷脱氨酶（阻止胞苷转变为尿苷）、ｕｄｐ 编码的尿

苷磷酸化酶（抑制核苷降解）及 ｎｕｐＣ ／ ｎｕｐＧ（防止

胞苷重吸收）。 尽管传统诱变筛选如抗 ５⁃氟胞嘧

啶（５⁃Ｆｌｏｕｒｏｃｙｔｏｓｉｎｅ，５⁃ＦＣ）是高产菌株选育的主

要手段，但现代代谢工程通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因

编辑、系统生物学分析与多靶点理性改造已实现

胞苷合成途径的精准优化。 然而当前工程菌株

（如大肠埃希菌）的胞苷产量仍低于传统宿主（如
某些枯草芽孢杆菌菌株） ［３６⁃３７］，这一现象提示，要
突破胞苷生产的产量瓶颈，需进一步解析宿主特

异性调控网络（如未知降解途径），并开发更具宿

主适配性的工程策略。 最新的研究通过多变量模

块化代谢工程在枯草芽孢杆菌中高效生物合成胞

苷，强调了模块化设计在复杂代谢途径优化中的

作用。 此外，通过转录因子工程调控枯草芽孢杆

菌的嘧啶代谢和碳代谢调控网络，也促进了胞苷

生物合成，表明了多层次调控的重要性。 胞苷产

生菌的改造现状见表 ４。
表 ４　 胞苷产生菌的改造

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｉｄｉｎｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 关键改造 产量 ／ （ｇ·Ｌ⁃１）

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＭＧ１６５５ 过表达 ｐｙｒＨ、 ｐｙｒＧ，强化 ｐｒｓ、 ａｓｄ，敲除 ｃｄｄ、 ｕｄｐ、 ｄｅｏＡ、 ｄｅｏＣ、 ｅｎｄＡ、 ｒｅｃＢＣＤ、
ｒｅｌＡ、 ｓｐｏＴ，优化核糖供应

７． ８４

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ １６８ 引入 ｐｙｒＡＡ 或 ｐｙｒＡＢ Ｅ９４９∗突变，敲除 ｃｄｄ、 ｕｄｐ、 ｄｅｏＤ、 ｐｙｒＲ，过表达 ｐｙｒＧ、
ｐｒｓ，优化核糖供应

１５． ６０

谷氨酸棒杆菌
（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｕｉｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ） ＣＲＳ⁃７

过表达 ｐｙｒＦ、 ｐｙｒＥ、 ｐｙｒＤＡ、 ｐｙｒＣ、 ｐｙｒＢ、 ｃａｒＢ、 ｃａｒＡ、 ｐｙｒＧ、 ｐｒｓ，敲除 ｃｄｄ、 ｕｄｐ、
ｐｙｒＲ，优化核糖供应

１２． １０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＦＣ⁃７ ＡＲＴＰ 诱变 ＋ ５⁃ＦＣ 抗性筛选 ９． ５０

　 注：∗表示任意突变，表 ５ 同

２． ２． ２　 尿苷产生菌代谢工程改造　 尿苷作为嘧

啶核苷酸合成途径的第一个核苷产物，是合成其

他嘧啶核苷（胞苷、胸苷）和某些糖基化反应的前

体。 提高尿苷产量主要依赖于解除嘧啶合成途径

的反馈调控、强化关键酶表达、优化前体供应以及

阻断降解途径策略。 其中解除反馈调控是核心策

３２１４ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



略，方海田等［３８］通过对 ＣＰＳ 的 ｐｙｒＡＡ 或 ｐｙｒＡＢ 进

行 Ｔ９４１Ｆ ／ Ｔ９７０Ａ ／ Ｋ９８６Ｉ 多点突变，破坏了 ＵＭＰ
及 ＵＴＰ 变构抑制位点，显著提升了前体供应；Ｆａｎ
等［３２］进一步构建 Ｅ９４９ 截短突变体，使枯草芽孢

杆菌尿苷产量提升 ８． ７ 倍，达 ３０． ３ ｇ ／ Ｌ。 解除全

局调控基因抑制是提升尿苷产量的重要策略，敲
除全局调控基因 ｐｙｒＲ 及 ｒａｐＣ，后者通过稳定 ｐｙｒ
ｍＲＮＡ 发挥作用，使尿苷产量从 ０． ０１ ｇ ／ Ｌ 大幅提

升至 １． １８ ｇ ／ Ｌ，并使副产物尿嘧啶降低 ７５％ ［３９］。
强化关键酶表达是提升通量的直接手段，利用强

启动子过表达 ｐｙｒ 操纵子（ｃａｒＡＢ⁃ｐｙｒＢＩ⁃ｐｙｒＣ⁃Ｆ）可
使嘧啶通量提升 ３． ５ 倍；过表达抗反馈 ｐｒｓ 突变体

（非野生型）使 ＰＲＰＰ 合成能力增加 ９６％ ，尿苷产

量较出发菌株提高 １． ７ 倍［４０］。 前体供应优化与

阻断降解途径是支撑高产的关键环节，敲除 ｐｇｉ
迫使碳流进入 ＰＰＰ 途径，Ｒ５Ｐ 增加 ４． ２ 倍；过表达

ａｓｐＣ 并调控糖酵解，使天冬氨酸浓度提升 ２． ３
倍［４１］。 阻断降解途径则有效减少产物损失，敲除

ｕｄｐ 和 ｃｄｄ，可减少尿苷降解损失 ９０％ ；改造转运

系统 （ ΔｎｕｐＣ、 ｎｕｐＧ ＋ ｙｄｄＧ），使分泌效率超过

８５％ ［４２］。 此外，弱化竞争分支和利用表型筛选也

是有效策略，定向弱化 ｐｙｒＧ 或 ｔｈｙＡ，可引导代谢

流至尿苷。 而 ５⁃ＦＵ 抗性筛选（如 ＡＲＴＰ 诱变菌株

Ｆ１２６），则利用了高产菌嘧啶代谢紊乱特性实现

高通量富集［４３］。 最终，应整合多级策略是实现工

业级产量的关键，菌株 Ｆ１２６（ΔｐｙｒＲ ＋ ｐｙｒＡＢ Ｅ９４９ ＋
Δｕｄｐ）成功实现了 ３０． ３ ｇ ／ Ｌ 尿苷工业化量产，验
证了多级策略协同优化的必要性［４４］ 。 此外，通
过调节细胞代谢和形态，加强尿苷合成途径，也
实现了透明质酸的高产，表明尿苷合成与细胞整

体代谢状态具有关联性。 尿苷产生菌的改造现

状见表 ５。
表 ５　 尿苷产生菌的改造

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｄｉｎｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 关键改造 产量 ／ （ｇ·Ｌ⁃１）

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｆ１２６ ＡＲＴＰ 诱变 ＋ 高通量筛选获得 ｐｙｒＡＡ 或 ｐｙｒＡＢ Ｅ９４９∗突变 ３０． ３０

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｗ３１１０ 整合 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｐｙｒＡＡ 或 ｐｙｒＡＢ Ｅ９４９∗， Ｐｔｒｃ 启动子过表达 ｐｙｒ 操纵子，敲除
ｕｄｐ、ｃｄｄ、ｎｕｐＣ、ｎｕｐＧ，过表达外排泵 ｙｄｄＧ ７０． ３０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 敲除 ｒａｐＣ １． １８

过表达野生型 ｐｒｓ １． ４０ｘ

过表达突变型 ｐｒｓ １． ９６ｘ

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｕｉｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 过表达 ｐｙｒ，引入抗反馈抑制 ｐｙｒＢ 突变，敲除 ｃｄｄ、 ｕｄｐ、 ｎｄｒＲ，优化核糖供应 ４８． ６０

　 注：ｘ 表示原产量

２． ２． ３ 　 胸苷产生菌代谢工程改造 　 胸苷作为

ＤＮＡ 的关键组成成分和多种抗病毒（如齐多夫

定）、抗肿瘤药物（如氟尿苷）的重要前体，其生物

合成途径与其他核苷不同，该合成高度依赖脱氧

核糖代谢路径。 该过程首先由 ｎｒｄ 编码的 ＲＮＲ
还原 ＵＤＰ 或二磷酸胞苷 （ Ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＣＤＰ），分别生成 ｄＵＤＰ 或脱氧二磷酸胞苷（Ｄｅ⁃
ｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｄＣＤＰ）。 ＲＮＲ 的活性和

底物特异性受到严格调控，以维持脱氧核糖三磷

酸（Ｄｅｏｘｙ⁃ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＮＴＰ）库的

平衡。 ｄＣＤＰ 可经脱氨酶转化为 ｄＵＭＰ，而 ｄＵＤＰ
则先磷酸化为 ｄＵＴＰ，再由 ｄｕｔ 编码的 ｄＵＴＰ 酶水

解为 ｄＵＭＰ，这一关键步骤有效防止了脱氧三磷

酸尿苷（Ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＵＴＰ）错误掺

入 ＤＮＡ。 ｄＵＭＰ 在由 ｔｈｙＡ 或 ｔｈｙＸ 编码的胸苷酸

合成酶（Ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＴＳ）催化下，以四氢

叶酸为甲基供体甲基化生成脱氧一磷酸胸苷

（Ｄｅｏｘｙｔｈｉｏｐｕｒｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｄＴＭＰ）。 ｄＴＭＰ 可进

一步磷酸化为脱氧二磷酸胸苷（Ｄｅｏｘｙｔｈｉｏｐｕｒｉｎｅ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＴＤＰ）和脱氧三磷酸胸苷（Ｄｅｏｘｙｔｈｉｏ⁃
ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＴＴＰ）参与 ＤＮＡ 合成。 此

外，ｄＴＭＰ 或胸苷本身可通过核苷酸酶或磷酸化

酶或激酶（如 ｔｄｋ 编码的胸苷激酶，ｄｅｏＡ 编码的胸

苷磷酸化酶）进行转化，ｄｅｏＡ 可逆催化胸苷降解

为胸腺嘧啶和脱氧核糖⁃１⁃磷酸。 提高胸苷产量

的代谢工程策略主要聚焦增强脱氧核苷酸前体供

应、强化胸苷酸合成以及阻断降解途径三个核心

方向。 增强前体供应可通过优化 ＲＮＲ 的调控或

使用活性更高的突变体实现 ｎｒｄ 过表达，以增加

ｄＵＤＰ 或 ｄＣＤＰ 的供应。 同时需确保上游嘧啶核

４２１ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷



糖核苷酸（ＵＤＰ 或 ＣＤＰ）的充足供应，这通常涉及

解除 ＣＰＳ、ＡＴＣａｓｅ 调控或强化 ｐｙｒ 基因表达［４５］。
强化胸苷酸合成的核心是过表达 ｔｈｙＡ 或 ｔｈｙＸ，最
大化将 ｄＵＭＰ 转化为 ｄＴＭＰ，同时需关注辅因子四

氢叶酸的再生与供应，可能涉及叶酸代谢途径的

优化。 阻断降解途径至关重要，首要目标是敲除

ｄｅｏＡ 或 ｔｐｐ 以阻止胸苷降解。 ｔｄｋ 在补救途径中

催化胸苷磷酸化为 ｄＴＭＰ，其作用具有两面性（既
可利用外源胸苷，也可能促进内源胸苷代谢），因
此 ｄｅｏＡ 或 ｔｐｐ 敲除或保留需根据具体策略权衡；
此外，敲除 ｕｄｐ、ｒｉｈＡ、ｒｉｈＢ、ｒｉｈＣ 可进一步减少潜在

的核苷降解。 Ｋｉｍ 团队［４６］对一株胸苷高产菌株进

行发酵试验，发酵 １２０ ｈ 胸苷产量达到 １３． ２ ｇ ／ Ｌ，
基因操作的累加效应表示敲除 ｄｅｏＡ、ｔｄｋ、ｕｄｐ 三个

基因的工程菌株 ＢＳ０３，胸苷产量达 ２１６ ｍｇ ／ Ｌ；进
一步敲除 ｐｇｉ 和 ｐｙｒＬ（增加前体 Ｒ５Ｐ 和 ＮＡＤＰＨ）
胸苷产量提升至 ９０． ５ ｍｇ ／ Ｌ；过表达 ｕｓｈＡ、 ｔｈｙＡ、
ｄｕｔ、ｎｄｋ、ｎｒｄＡＢ 五个基因的工程菌株 ＢＳ０８，胸苷

产量达 ２７２ ｍｇ ／ Ｌ，通过补料发酵胸苷产量达到

１ ２４８． ８ ｍｇ ／ Ｌ。优化氧化还原平衡（ＲＮＲ 反应依

赖硫氧还蛋白）也是关键，例如通过敲除 ｕｄｈＡ（可
溶性转氢酶）调节 ＮＡＤＰＨ 与 ＮＡＤＨ 比率。 此外，
阻断竞争途径（如确保 ｄＵＭＰ 优先流向 ｄＴＭＰ 合

成）和优化发酵条件也是成功策略的重要组成部

分，如 Ｋｉｍ 等［４６］ 通过组合敲除 ｄｅｏＡ、 ｔｄｋ、 ｕｄｐ、
ｒｉｈＡＢＣ 及 ｕｄｈＡ 并结合发酵优化，最终实现胸苷

产量达 １３． ２ ｇ ／ Ｌ。 胸苷产生菌的改造现状见

表 ６。
表 ６　 胸苷产生菌的改造

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 关键改造 产量 ／ （ｇ·Ｌ － １）

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 敲除 ｄｅｏＡ、 ｔｄｋ、 ｕｄｐ、 ｒｉｈＡ、 ｒｉｈＢ、 ｒｉｈＣ，敲除 ｕｄｈＡ １３． ２

过表达 ｎｒｄＡＢ、 ｔｈｙＡ、 ｄｕｔ，敲除 ｄｅｏＡ、 ｕｄｐ、 ｔｄｋ，优化嘧啶前体供应，优化核糖供应 ２１． ５

过表达 ｎｒｄＥ、 ｎｒｄＦ、 ｎｒｄＩ、 ｔｈｙＡ、 ｄｕｔ，敲除 ｄｅｏＡ、 ｕｄｐ，优化嘧啶前体供应，优化核糖供应 １５． ８

３　 展　 望

近年来核苷产生菌的代谢工程改造取得了显

著进展。 研究人员针对不同核苷产生菌，如大肠

埃希菌、枯草芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌等，从多方

面进行改造。 在核心结构优化层面，通过强化

ＰＲＰＰ 等通用前体供应（如过表达 ｐｒｓ 基因或敲除

ｐｕｒＲ 抑制因子）、突破限速酶瓶颈（如过表达嘌呤

途径 ｐｕｒＦ 与强化嘧啶途径 ｐｙｒＢ⁃ｐｙｒＩ）及优化辅因

子再生系统（如动态调控烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

激酶平衡 ＡＴＰ ／ ＮＡＤＰＨ 供应），构建了跨宿主的共

性改造策略［４７⁃４９］。 不同宿主因代谢特性差异呈

现出策略分化，大肠埃希菌需依赖 ｐｒｓ 过表达弥

补 ＰＲＰＰ 不足，枯草芽孢杆菌需解除 ｐｙｒ 操纵子反

馈抑制以释放嘧啶合成潜力，而谷氨酸棒杆菌则

凭借谷氨酰胺合成优势成为嘌呤类核苷生产的优

选宿主［５０⁃５１］。 针对下游特异性合成，研究聚焦关

键酶强化与分解途径抑制的协同调控，例如通过

ｐｕｒＡ 过表达结合 ａｄｄ 敲除实现大肠埃希菌中的

腺苷合成量达 １５ ～ ２０ ｇ ／ Ｌ，依赖 ｇｕａＢ 或 ｇｕａＡ 协

同表达及 ｄｅｏＤ 敲除使枯草芽孢杆菌中鸟苷产量

提升至 ３０ ｇ ／ Ｌ，但核苷合成仍面临腺苷需维持

ＮＡＤＨ ／ ＮＡＤＰＨ 平衡的特异性挑战，鸟苷需规避

多步磷酸化导致的代谢流失衡，胸苷则需解决

ｄＴＴＰ 毒性与生长速率的动态平衡［５２］。
当前代谢工程改造的限速瓶颈呈现共性与特

异性交织特征，ＰＲＰＰ 供应不足与嘌呤或嘧啶途

径反馈抑制构成共性障碍，而 ＳＡＩＣＡＲ 等中间产

物积累、核苷外排效率低及宿主生理耐受性差异

则形成特异性限制。 例如大肠埃希菌生产胸苷时

需同步优化 ｔｈｙＡ 表达强度与膜转运蛋白活性，谷
氨酸棒杆菌合成尿苷需突破 ｐｙｒ 操纵子的转录抑

制壁垒［５３⁃５４］。 未来，合成生物学与人工智能技术

的深度融合正推动核苷生物合成进入智能化时

代。 ＡＩ 驱动的深度学习模型可解析多组学数据

并预测最优基因编辑组合，结合虚拟细胞模型模

拟代谢流分配，指导途径模块化重构，解决传统试

错法无法预判的酶表达失衡问题，如 ｐｒｓ 过表达

导致 ＰＲＰＰ 堆积引发的 ＡＴＰ 耗竭［５５］；高通量筛选

技术如微流控单细胞分选与拉曼激活细胞分选，
将关键酶突变体筛选效率提升百倍以上［５６］；基于

代谢传感器⁃Ｒｉｂｏｓｗｉｔｃｈ 的动态调控系统，可实时

５２１４ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



响应前体或产物浓度并平衡细胞生长与合成代

谢［５７］。 此外，多组学整合分析将揭示非编码

ＲＮＡ 等隐性调控节点，合成共生体系与细胞区室

化设计可突破单菌代谢极限，从而规避单菌中前

体合成与产物积累的互斥性（ＰＲＰＰ 合成需还原

力，而肌苷分泌需膜质子梯度） ［５８⁃６０］，而 ＣＲＩＳＰＲ
基因驱动与自动化菌株构建平台将加速高产菌株

迭代。 这些技术的协同应用，不仅为核苷类药物

及功能分子的工业化生产提供高效细胞工厂，更
将推动生物制造向智能化、绿色化方向深度发展，
为食品、医药、化工等领域的核苷应用奠定基础。
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［６０］ Ｗａｎｇ Ｃ， Ｃａｏ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｓｕｒｆａｃｔｉｎ ｐｒｏｄｕｃ⁃
ｔｉｏｎ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ＣＲＩＳＰＲｉ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ
Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ， ２０１９， １８（１）： ９０．
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