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摘要 甲醇生物转化是CO2转化和可再生能源利用的有效方式, 是低碳生物转化研究领域的热点. 然而微生物

在甲醇代谢模式下面临甲醇生物毒性大、甲醇耐受性低、代谢适配性差等诸多挑战, 导致了较低的生物合成效

率. 本文综述了甲醇微生物转化近年来的研究现状, 重点总结了天然甲基营养型菌株与人工甲基营养型菌株的代

谢途径改造与设计, 甲醇代谢过程的理性改造与进化工程策略, 甲醇发酵工艺现状等内容. 最后, 探讨了当前甲醇

生物转化面临的挑战, 并为甲醇生物转化的产业化提出了可行的发展方向.
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1 引言

生物制造被被誉为推动“第四次工业革命”的引

擎, 也是国家规划的新质生产力的重要发展方向. 因

此, 对生物制造产业提出了更加严格的要求, 亟需拓

展新型非粮生物转化路线. 甲醇是一种价格低廉、来

源广泛的大宗化学品, 我国每年产能近亿吨. 近年来,
基于甲烷或二氧化碳(CO2)催化大规模制造绿色甲醇

的工艺路线不断成熟, 为石化资源的可再生替代提供

了稳定保证
[1]. 甲醇具有较高的能量和还原力, 是良好

的生物发酵底物, 甲基营养型微生物可以利用甲醇作

为碳和能量的唯一来源, 是建立未来甲醇生物转化循

环经济的潜在细胞工厂
[2].

采用甲基微生物进行甲醇生物转化研究始于20世
纪70年代飞利浦石油公司的单细胞蛋白(single cell

protein, SCP)项目, 随后甲醇酵母长期作为重组蛋白

生产的标准菌株, 并积累了丰富的产业化经验
[3,4]. 甲

醇细菌的工业潜力则源于其天然的化学品积累能力,
如聚羟基丁酸(polyhydroxybutyrate, PHB)[5]和L-谷氨

酸
[6], 均获得了较高产量. 然而, 受制于遗传背景知识

的局限及基因编辑手段的缺乏, 甲醇细胞工厂改造严

重滞后, 限制了碳转化效率以及产品谱拓展. 于是, 甲
醇生物转化的研究部分转向基于模式生物底盘的人工

甲基营养型菌株构建, 然而人工甲基营养型菌株研究

同样面临困难, 大部分报道中甚至无法实现甲醇为唯

一碳源的生长, 距离化学品生产仍有较大距离
[7]. 此

外, 甲醇是一种易挥发且有毒的化合物, 需要针对甲

醇的底物特性对生物发酵过程进行全面优化.
本文对甲醇生物转化过程的进展进行了全面综

述, 主要包括天然甲醇微生物代谢途径、人工设计甲
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醇代谢途径、甲醇代谢改造策略以及甲醇发酵工艺

等, 重点探讨了甲醇生物转化过程面临的科学问题, 并
对未来进行了展望, 以期为甲醇生物转化研究提供新

的思路.

2 天然甲醇微生物代谢途径

天然利用甲醇的微生物主要分为甲醇细菌和甲醇

酵母, 具有不同的甲醇代谢模式. 其中甲醇细菌分布广

泛 , 最具代表性的菌株为甲醇芽孢杆菌(Bacil lus
methanolicus)和扭脱甲基杆菌(Methylobacterium extor-
quens)[8], 而甲醇酵母仅分布于有限的几个属, 如毕赤

酵母属(Komagataella)、汉逊酵母属 (Ogataea)和假丝

酵母属(Candida)等, 其中最具代表性的菌株为毕赤酵

母(Komagataella phaffii)和汉逊酵母(Ogataea polymor-
pha)[9].

与葡萄糖代谢时多碳底物分解模式相比, 甲醇的

生物利用则是通过缩合反应实现碳-碳链的延伸来获

得代谢中间体, 同时需要消耗部分碳源来提供反应能

量, 因此甲醇生物转化合成化学品面临更大的挑战.
甲醇代谢途径中甲醛是核心物质, 其生物毒性大, 限

制了代谢过程强化.

2.1 甲醇氧化过程

甲醇氧化为甲醛是甲醇代谢的第一步, 主要由甲

醇细菌中的甲醇脱氢酶(methanol dehydrogenase,
Mdh)或甲醇酵母中的醇氧化酶(alcohol oxidase, Aox)
进行催化(图1). 在甲醇酵母中, Aox是一种含有 FAD
辅因子的同型八聚体, 定位于过氧化物酶体. Aox通过

两步氧化还原机制催化甲醇的氧化, 首先是还原性半

反应, 甲醇被氧化, FAD被还原为FADH2, 然后是氧化

性半反应, FADH2被氧气(O2)再氧化, 产生过氧化氢

(hydrogen peroxide, H2O2), 同时生成甲醛
[10]. Aox对甲

醇和氧的亲和力较低, 因此K. phaffii进化出了严格的

甲醇诱导系统, 以甲醇为唯一的碳和能量来源生长时,
会大量合成Aox蛋白

[11].
Mdh根据电子受体不同主要分为革兰氏阴性菌的

吡咯喹啉醌(pyrro-quinoline quinone, PQQ)依赖型

Mdh、革兰氏阳性菌的NAD依赖型Mdh两大类. 在M.
extorquens中, Mdh具有异四聚体α2β2结构, 其中每个

α-亚基含有一个Ca2+离子和一个PQQ作为辅基
[12]. 在

甲醇氧化过程中, Mdh结合的PQQ所吸收的电子被转

移到独特的细胞色素cL上, 然后进一步通过I型细胞色

素cH转移到细胞色素c氧化酶上, 最终转移到O2上
[5].

PQQ依赖型Mdh需要特定的细胞周质区域, 在M. ex-
torquens中PQQ生物合成的6个基因位于两个不同的簇

中
[13]. 大多数模式微生物缺乏复杂的PQQ生物合成途

径
[14], 限制了其在甲醇细胞工厂中的应用. 在B. metha-

nolicus等菌株中Mdh使用紧密连接的NAD作为辅因

子,另外含有Ca2+和Mg2+用于增加辅酶亲和力. NAD依
赖型Mdh位于细胞质中, 通常为十聚体结构

[15]. NAD
依赖型Mdh催化过程遵循Ping-Pong类型的反应机制,
其中NAD(H)辅因子用作临时电子载体,底物的结合和

产物的释放交替进行
[16]. NAD依赖型Mdh使用常规辅

因子且没有特定的区域限制, 因而广泛用于合成甲基

营养菌株构建.

2.2 甲醛的同化

在甲醇细菌和甲醇酵母中发现主要存在3种不同

的甲醛同化代谢途径: 核酮糖单磷酸(ribulose mono-
phosphate, RuMP)途径、木酮糖单磷酸(xylulose
monophosphate, XuMP)途径和丝氨酸循环(Serine cy-
cle) (图1).

在B. methanolicus等甲醇细菌中甲醛通过RuMP循
环途径被同化, 其中甲醛首先通过3-己糖-6-磷酸合酶

(3-hexulose-phosphate synthase, Hps)与5-磷酸核酮糖

(ribulose 5-phosphate, Ru5P)缩合, 然后在6-磷酸-3-己
糖异构酶(6-phospho-3-hexuloisomerase, Phi)催化下异

构形成果糖6-磷酸(fructose 6-phosphate, F6P), 经

RuMP循环最终进入中心碳代谢
[7]. 在K. phaffii等甲醇

酵母中甲醇氧化生成的甲醛一部分直接与5-磷酸木酮

糖(xylulose 5-phosphate, Xu5P)进行反应, 在二羟基丙

酮合酶(dihydroxyacetone synthase, Das)催化下生成二

羟基丙酮(dihydroxyacetone, DHA)和3磷酸甘油醛(gly-
ceraldehyde 3-phosphate, GAP). Das是一种硫胺素焦磷

酸(thiamine pyrophosphate, TPP)依赖型转酮醇酶,催化

产物GAP可直接进入中心代谢用于细胞或产物合成.
两种途径都利用非氧化磷酸戊糖途径(pentose phos-
phate pathway, PPP)进行五碳糖的再生

[17].
丝氨酸循环首先在M. extorquens AM1中发现, 该

途径中核心一碳供体为亚甲基四氢叶酸, 可以与甘氨

酸缩合生成丝氨酸, 随后经丝氨酸循环进入中心代谢.
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图 1 (网络版彩图)天然甲醇代谢途径.
Figure 1 (Color online) Natural methanol metabolism pathway. Abbreviations: Aox, alcohol oxidase; Mdh, methanol dehydrogenase; PQQ,
pyrroloquinoline quinone; Xu5P, xylulose-5-phosphate; Das, dihydroxyacetone synthase; DHA, dihydroxyacetone; GAP, glyceraldehyde-3-phosphate;
Dak, dihydroxyacetone kinase; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; Tpi, Triosephosphate isomerase; Fba, fructosebisphosphate aldolase/
sedoheptulose-bisphosphate aldolase; F1,6BP, fructose-1,6-bisphosphate; Fbp, fructose bisphosphatase; F6P, fructose-6-phosphate; E4P, erythrose-4-
phosphate; S7P, sedoheptulose-7-phosphate; S1,7BP, sedoheptulose-1,7-bisphosphate; Shb17, sedoheptulose bisphosphatase; R5P, ribose-5-phosphate;
Rki, Ribose-5-phosphate ketol-isomerase; Ru5P, ribulose-5-phosphate; Rpe, ribulose-phosphate 3-epimerase; Hps, 3-hexulose-6-phosphate synthase;
H6P, hexulose-6-phosphate; Phi, 6-phospho-3-hexuloisomerase; Tkt, transketolase; Pfk, 6-phosphofructokinase; GlpX, bifunctional fructose
bisphosphatase/sedoheptulose bisphosphatase; Fthfl, formate THF ligase; GlyA, serine hydroxymethyltransferase; Sga, serine glyoxylate
aminotransferase; Hpr, hydroxypyruvate reductase; Gck, glycerate kinase; PGA, 2-phosphate-glycerate; Eno, enolase; PEP, phosphoenolpyruvate;
Ppc, phosphoenolpyruvate carboxylase; OAA, oxaloacetate; Madh, malate dehydrogenase; Mtk, malate thiokinase; Mcl, malyl-CoA lyase; H4MPT,
tetrahydromethanopterin; MFR, methanofuran; GSH, glutathione; Fdh, formate dehydrogenase.
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亚甲基四氢叶酸可以通过直接或间接途径合成, 直接

途径中甲醛直接与四氢叶酸(tetrahydrofolic acid, H4F)
自发缩合生成亚甲基四氢叶酸. 间接途径是亚甲基-
H4F生成的主要途径, 该途径中甲醛在甲酸四氢叶酸

连接酶(formyl-H4F ligase, FtfL)催化下, 经四氢甲基蝶

呤(tetrahydromethanopterin, H4MPT)依赖途径与H4F发
生ATP依赖的缩合, 产生的甲酰基H4F在亚甲基H4F环
化水解酶(methenyl-H4F cyclohydrolase, Fch)的催化下

转化为甲基H4F, 随后由NAD(P)依赖型亚甲基-H4F脱
氢酶(methylene-H4MPT/methylene-H4F dehydrogenase,
MtdA)催化转化为亚甲基-H4F.亚甲基-H4F与甘氨酸在

丝氨酸羟甲基转移酶(serine hydroxymethyltra nsferase,
GlyA)催化下生成丝氨酸,随后通过一系列与糖异生和

TCA循环部分共享的催化步骤生成苹果酸, 经苹果酸

硫激酶(malate thiokinase, MtkAB)生成苹果酰辅酶A
(Malyl-CoA). Malyl-CoA经苹果酰辅酶A裂解酶(Mal-
yl-CoA lyase, Mcl)催化生成乙酰CoA和乙醛酸. 乙酰

CoA通过乙基丙二酰辅酶A途径进入中心代谢, 而乙

醛酸通过再生为甘氨酸进入下一个循环
[5,13].

天然甲醇代谢途径分布广泛, 不同菌株代谢特点

差异显著, 不同菌株基于三种主要甲醇代谢途径的生

长参数如表1所示
[18~27]. 其中, 来源于B. methanolicus

等甲醇细菌中的RuMP途径在物质和能量利用效率上

具有一定优势, 且B. methanolicus等甲醇细菌能够耐受

较高的温度, 因此能够以甲醇以较快的生长速率进行

生物量的积累(表1), 在单细胞蛋白生产领域具有一定

的应用潜力.

2.3 甲醛异化

甲醇酵母的甲醛异化过程中, 甲醛与还原形式的

谷胱甘肽发生非酶促反应, 生成S-羟甲基谷胱甘肽(S-

hydroxymethylglutathione, GS-CH2OH), 随后通过谷胱

甘肽依赖性氧化途径, 包括NAD和谷胱甘肽依赖型甲

醛脱氢酶(formaldehyde dehydrogenase, Fld)、S-甲酰

谷胱甘肽水解酶(S-formylglutathione hydrolase, Fgh)
和NAD依赖型甲酸脱氢酶(formate dehydrogenase,
Fdh)的催化, 最终氧化为CO2. 在M. extorquens AM1中
甲醇脱氢酶产生的甲醛进一步被H4MPT依赖途径氧

化, 最终甲酸也在Fdh的催化下生成CO2. M. extorquens
AM1中存在三种非同源的甲酸脱氢酶: Fdh1、Fdh2和
Fdh3.无论甲醇酵母还是甲醇细菌中,甲醛氧化每生成

1分子CO2的同时生成2分子NADH, 因此甲醛异化途

径兼具了解毒与提供能量的功能.

3 人工甲醇代谢途径设计

天然甲基营养型微生物分布广泛, 具有丰富的一

碳代谢途径, 为合成甲基营养细胞工厂构建提供了重

要参考. 然而天然甲醇代谢途径存在代谢速率慢、利

用效率低的问题, 导致微生物难以利用甲醇为唯一碳

源高效生成生物量或化学品. 例如, 在RuMP循环中,
甲醛与Ru5P缩合后经一系列反应生成丙酮酸, 丙酮酸

脱羧成乙酰CoA过程中释放一分子CO2, 导致最大理

论碳得率为67%[8]; 利用CBB循环去固定甲醇氧化产

生的CO2, 需要消耗大量的ATP[28]; 丝氨酸途径也需要

额外的ATP供应来平衡和驱动热力学反应
[29].

为了提高碳转化效率, 降低能量消耗, 目前已经开

发出许多人工甲醇同化途径, 以期弥补天然途径的不

足, 实现更高效的甲醇生物转化. 人工创制途径包括

甲醇缩合循环(methanol condensation cycle, MCC)、
甲醛酶(formolase, Fls)途径、修饰丝氨酸循环(modi-
fied serine cycle, MSC)、高丝氨酸循环(homoserine

表 1 甲醇微生物甲醇培养时生长参数

Table 1 Growth parameters of methylotrophic microorganisms cultivated on methanol as a C-source

Assimilation
pathway Strain Biomass productivity

(gCDM L−1 h−1)
Dry cell weight
(DCW, g L−1)

Cell yield in
gCDM/gMeOH

Specific maximum
growth rate μmax (h

−1)

XuMP cycle K. phaffii
O. polymorpha 0.26~11.6[18,19] 26.6~105[18~20] 0.43[20] 0.15[21]

RuMP cycle B. methanolicus,
Methylophilus methylotrophus 28.4[18,22,23] 30~144[18,22,23] 0.48~0.55[18,22,23] 0.25~0.55[18,22]

Serine cycle M. extorquens,
Methylobacterium organophilum 1.2~3.6[24,25] 56.1~172[24,26] 0.28~0.34[24,27] 0.19[24]
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cycle)、羟酰辅酶A裂解酶(2-hydroxyacyl-CoA lyase,
Hacl)途径、合成型乙酰CoA(synthetic acetyl-CoA,
SACA)途径和赤藓糖单磷酸(erythrulose monopho-
sphate, EuMP)循环等(图2).

3.1 甲醇缩合循环

MCC途径通过将RuMP循环与非氧化性糖酵解相

结合, 通过碳守恒和ATP不依赖的催化过程将甲醇转

化为乙酰CoA衍生物
[28]. 两个甲醛与两个Ru5P缩合进

入同化途径生成乙酰CoA是MCC的核心. 其中甲醛被

RuMP循环同化生成F6P或Xu5P, 最后经F6P (F6P-
phosphoketolas, Fpk)或X5P (X5P-phosphoketolase,
Xpk)的催化生成乙酰磷酸, 最后经磷酸乙酰转移酶

(phosphate acetyltransferase, Pta)催化形成乙酰CoA,
裂解下的磷酸糖继续转化为Ru5P进入下一个循环.
MCC途径避免了由丙酮酸脱羧过程生成乙酰CoA, 具

有高度的碳守恒性和ATP不依赖性, 大大提高了甲醇

的碳转化效率. 此外NAD依赖的甲醇脱氢酶催化甲醇

氧化过程生成的NADH可以作为还原力驱动高级醇的

生成, 在体外酶催化体系中成功将甲醇转化为乙醇或

正丁醇. 因此, MCC具有良好的工业应用潜力, 但尚未

有效证实该途径在微生物细胞内的应用效果.

3.2 甲醛酶途径

研究人员在计算辅助蛋白质设计指导下, 基于卡

宾催化剂ThDP催化原理, 人工创制了甲醛缩合酶Fls,
可以催化3分子甲醛聚合生成1,3-二羟基丙酮. 1,3-二
羟基丙酮进一步被二羟基丙酮激酶(dihydroxyacetone
kinase, Dhak)磷酸化生成二羟基丙酮磷酸(dihydroxya-
cetone phosphate, DHAP)[30]. FLS途径通过极少的催化

步骤可将一碳(one carbon, C1)化合物快速同化至中心

碳代谢网络, Fls酶的设计理念也开创了人工设计C1化
合物高效代谢元件的先例, 并构建了全新的C1化合物

同化途径, 且已成功应用于CO2的固定. 然而, 装载FLS
途径的人工甲基营养型大肠杆菌(Escherichia coli)工
程菌株仍然无法在以甲醇为唯一碳源最小成分培养基

中生长
[31].

3.3 修饰丝氨酸循环

丝氨酸循环途径是一种氧不敏感的C1同化途径,
可以将多种C1底物转化为乙酰CoA. 修饰丝氨酸循环

(MSC)途径正是通过对来自M. extorquens的天然丝氨

酸循环进行优化设计而来, 并在E. coli中进行了重构.
MSC途径使用NAD依赖的甲醛脱氢酶(formaldehyde
dehydrogenase, Faldh)简化了天然异化途径中甲醛氧

化为甲酸盐的过程. 与天然丝氨酸循环不同, 修饰丝

氨酸循环使用丙氨酸而非丝氨酸作为氨基供体, 在丙

氨酸-乙醛酸转氨酶(alanine-glyoxylate transaminase,
Agt)催化下将乙醛酸与丙氨酸通过转氨作用形成甘氨

酸. 接着在丝氨酸羟甲基转移酶(serine hydroxymethyl-
transferase, Shmt)催化下与来自甲醇的一碳供体亚甲

基-H4F发生缩合反应生成丝氨酸. 丝氨酸通过丝氨酸

脱水酶(serine dehydratase, Sdh)脱氨生成丙酮酸, 并进

一步再生磷酸烯醇式丙酮酸(phosphoenolpyruvate,
PEP), 随后以此转化为草酰乙酸和苹果酸, 最后在苹

果酸硫激酶(malate thiokinase, Mtk)催化下生成乙酰

CoA, 同时再生乙醛酸, 完成循环. 修饰丝氨酸循环使

用内源性谷氨酸-丙酮酸转氨酶(glutamate-pyruvate
transaminase, Gpt)和谷氨酸脱氢酶(glutamate dehy-
drogenase, Gldh)进行氨同化. MSC途径消耗2个
NADH、1个NADPH和3个ATP产生一个乙酰CoA[32].
理论上, MSC途径可以赋予大肠杆菌以甲醇或甲酸盐

为唯一碳源生长, 然而, 带有MSC途径的大肠杆菌工

程菌仍依赖木糖或葡萄糖等辅助碳源进行C1化合物

生物转化.

3.4 高丝氨酸循环

高丝氨酸循环途径(homoserine cycle)是以天然丝

氨酸循环为基础, 基于最大化生物质产量和热力学有

利性人工设计获得. 主要核心反应依赖于两种混杂的

甲醛凝聚醛缩酶——大肠杆菌内源丝氨酸醛缩酶(ser-
ine aldolase, Sal)和4-羟基-2-氧代丁酸酯醛缩酶(4-hy-
droxy-2-oxobutanoate aldolase, Hal). 在高丝氨酸循环

中Sal催化甘氨酸直接与甲醛缩合生成丝氨酸, Sal催化

反应绕过了亚甲基-H4F, 然后丝氨酸被丝氨酸脱氨酶

(serine deaminase, Sda)脱氨为丙酮酸, 避免了更长的

甘油酸途径以及有毒中间体的生成. 然后丙酮酸与甲

醛在Hal作用下再次缩合生成非天然代谢物4-羟基-2-
氧代丁酸酯(4-hydroxy-2-oxobutanoate, HOB), 随后经

转氨酶(HOB aminotransferase, Hat)催化生成高丝氨酸.
高丝氨酸经高丝氨酸激酶(homoserine kinase, Hsk)和
苏氨酸合酶(threonine synthase, Ts)连续催化产生苏氨
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图 2 (网络版彩图)人工合成甲醇利用途径. (a) 甲醛缩合循环; (b) 修饰丝氨酸循环; (c) 高丝氨酸循环途径; (d) 单磷酸赤藓酮
糖循环; (e) 甲醛酶途径; (f) 合成乙酰CoA途径; (g) 2-羟酰基-CoA裂解酶途径
Figure 2 (Color online) Synthetic metabolic networks of methanol. (a) Methanol condensation cycle, MCC; (b) modified serine cycle, MSC; (c)
homoserine cycle; (d) erythrulose monophosphate pathway, EuMP; (e) formolase pathway, FLS; (f) synthetic acetyl-CoA pathway, SACA); (g) 2-
hydroxyacyl CoA lyase pathway, HACL.
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酸. 最后, 苏氨酸被苏氨酸醛缩酶(threonine aldolase,
Lta)裂解, 再生甘氨酸并产生乙醛, 乙醛可以进一步氧

化为乙酰CoA进入中心代谢
[33]. 高丝氨酸循环有效利

用甲醛同化反应取代了羧化反应, 并且与中枢代谢正

交, 避免了复杂的代谢调节. 高丝氨酸循环途径只

消耗1分子ATP生成乙酰CoA, 其效率优于修饰丝氨酸

循环MSC. 然而目前醛缩酶催化活力较低, 未来采用

蛋白质工程策略进一步提高其活力, 有望实现C1化合

物经高丝氨酸循环途径高效生产乙酰CoA衍生化

学品.

3.5 2-羟酰基CoA裂解酶途径

2-羟酰基-CoA裂解酶(2-hydroxyacyl CoA lyase,
Hacl)是一种参与哺乳动物α-氧化的酶, 可催化不同链

长的羰基分子和甲酰-CoA反应生成延长一个碳单元

的2-羟酰基-CoA. 因此, HACL途径被设计用于全细胞

生物转化系统中同化C1底物, 且不需要额外的能量输

入. 甲醛可以通过酰基CoA 还原酶(acyl-CoA reduc-
tase, Acr)转化为甲酰CoA. 甲醛与甲酰CoA在Hacl催
化下与甲醛发生缩合反应, 生成乙二醇酰基CoA, 随

后被Acr还原形成乙醇醛, 再经醛脱氢酶(aldehyde de-
hydrogenase, Adh)还原为乙醇酸盐, 进而可以作为细

胞生长的底物
[7,34]. 该途径在动力学上有利, 具有一定

的C1化合物生物转化潜力.

3.6 合成乙酰CoA途径

上述人工甲醇同化途径很大程度上与天然甲醇代

谢网络重叠, 因此人工设计途径与内源代谢途径之间

物质分配存在竞争挑战. 合成乙酰CoA途径(synthetic
Acetyl-CoA, SACA)则仅通过4个步骤即可从甲醇生物

合成乙酰CoA, 且不与已知甲醇代谢网络重叠. 首先,
甲醇被Mdh氧化为甲醛. 随后, 通过乙醇醛合酶(glyco-
laldehyde synthase, Gals)将两分子甲醛缩合成乙醇醛,
再经乙酰磷酸合酶(acetyl-phosphate synthase, Acps)以
无机磷酸盐为辅因子生成乙酰磷酸(acetyl-phosphate,
Acp). 最终, AcP在磷酸乙酰转移酶(acetyltransferase,
Pta)催化下合成乙酰CoA进入中心代谢

[35]. SACA途径

中, 甲醛转化为乙酰CoA在热力学上非常有利
[29]. 然

而, 由于Gals和Acps的催化活性较低, 在大肠杆菌中

SACA途径没有明显的甲醇利用效果, 该途径在工业

宿主中的应用仍然是一个挑战.

3.7 单磷酸赤藓酮糖循环

单磷酸赤藓酮糖循环(erythrulose monophosphate,
EuMP)的起始步骤为赤藓酮糖1-磷酸合成酶(erythru-
lose 1-phosphate synthase, Eps)催化的DHAP与甲醛的

缩合反应, 生成一个四碳化合物——赤藓糖1磷酸(ery-
thrulose 1-phosphate, Eu1P), 产物可以有D型或L型, D
型产物在D-赤藓糖1-磷酸3-差向异构酶(D-erythrulose
1-phosphate 3-epimerase, EryC)催化下转化为L-Eu1P.
随后, 在L-赤藓糖1-磷酸异构酶(L-erythrulose 1-phos-
phate isomerase, LerI)和D-赤藓糖4-磷酸异构酶(D-ery-
thrulose 4-phosphate isomerase, DerI)催化的连续异构

化反应下, L-Eu1P转化为D-赤藓糖4-磷酸(E4P), 随后

经PPP和糖酵解途径反应生成GAP, 同时再生

DHAP[36]. EuMP具有高效节能的特点, 理论上经三次

循环可以由3分子甲醛生成1分子三碳化合物GAP. 然

而, 该途径需要的代谢步骤较多, 且体内验证仍需要

木糖作为辅助碳源.
当前, 人工设计的甲醇代谢途径大多数仅在体外

多酶反应体系中实现了甲醇的同化, 而在细胞工厂实

际应用中未得到有效验证. 其存在的主要问题是与底

盘细胞的适配性, 细胞内复杂的代谢环境与众多代谢

物可能干扰人工途径元件的催化过程, 降低了甲醇的

生物转化效率. 未来仍然需要进一步解析甲醇代谢关

键元件的催化机制, 强化代谢元件的环境适应性, 使

其适用于不同底盘的胞内微环境, 发挥最大的催化效

率. 另一方面还需考察途径各元件或代谢模块之间的

适配性, 解析甲醇代谢途径的调控规律, 为人工甲醇

代谢新途径的创制提供理论指导.

4 甲醇代谢理性改造

尽管天然甲基营养型菌株能够利用甲醇作为唯一

原料进行生长, 但过去受制于对其遗传背景、生理过

程以及代谢调控认知的不足, 以及遗传操作工具的缺

乏, 甲基营养型菌株长期仅用于转化甲醇合成单细胞

蛋白、PHB和氨基酸等少数产物. 虽然近年来, 甲醇

酵母基因编辑工具有了较大的发展, 但天然甲醇代谢

菌株改造经验积累依然十分有限. 对于甲醇细胞工厂

的研究逐渐发展出人工甲基营养型的思路, 即在模式

生物中人工构建和优化甲醇代谢途径
[7]. 尽管目前人
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工甲基营养型菌株所报道的甲醇利用率通常比其天然

菌株低1~2个数量级,但模式生物清晰的遗传背景及代

谢规律使其在改造策略评估方面有着诸多优势, 大量

在人工合成甲基营养型菌株构建方面的努力同样为天

然甲醇细胞工厂的改造提供了宝贵的借鉴.

4.1 甲醇氧化效率改善

通常在甲醇细菌中Mdh负责甲醇代谢的第一步,
其较低的催化活性是限制甲醇代谢效率提升的关键因

素之一. 此外, 异源基因与宿主底盘存在着适配性问

题, 进一步凸显了高效元件筛选在甲醇代谢研究中的

重要性. 在E. coli中异源表达不同来源的Mdh蛋白, 筛
选性能最佳的甲醇脱氢酶, 能够有效提高人工甲基营

养型E. coli的甲醇利用效率
[37,38]. Mdh存在内源性的

激活蛋白, 属于Nudix水解酶家族, 能够与Mdh相互作

用导致构象变化, 使NAD和甲醇结合更紧密, 从而有

利于实现电子转移. 过表达来自B. methanolicus的Act
蛋白或来自E. coli的NudF, 在调节甲醇利用方面均存

在积极作用
[39]. 人工合成甲基营养型E. coli的甲醇消

耗速率达到每小时7.7 mg L−1 [40]. 甲醇酵母通常使用

Aox来催化甲醇氧化, 然而该过程生成H2O2, 造成了电

子的浪费. 针对这一问题, Zhan等[41]
在酿酒酵母(Sac-

charomyces cerevisiae, S. cerevisiae)中设计了一种由

Aox(来自K. phaffii X-33)和Mdh3(来自B. methanolicus,
伴随Act1激活蛋白)组成的甲醇氧化“双催化引擎”系
统,成功构建S. cerevisiae人工甲基营养型细胞,实现了

在1%甲醇为唯一碳源的MM培养基中生长. 与Aox-
XuMP单途径菌株相比, 含有甲醇氧化双引擎重组菌

株的最终生物量和甲醇利用率分别增加了28%和

152%. 在K. phaffii中, 1分子甲醛经异化途径能够高效

地生成2分子NADH, 进行甲醛解毒的同时, 为细胞提

供能量和还原力. 然而S. cerevisiae中甲醛的异化过程

显著弱于K. phaffii, 因此使用BmMdh3催化甲醇氧化

的同时生成NADH, 可以在一定程度上保护甲醇中的

电子. 另一方面, Aox的甲醇氧化效率比BmMdh3高2.3
倍, 在“双催化引擎”系统中Aox可以提供更多的甲醛

用于同化. 最近一项关于酵母甲醇同化的研究中, 在

Yarrowia lipolytica中构建了由甲醇细菌RuMP通路和

部分甲醇酵母XuMP通路组成的嵌合途径, 该人工甲

基营养型菌株在葡萄糖和甲醇的混合培养基中72 h消
耗了0.42 g L−1

甲醇
[42]. 部分酵母XuMP途径驱动的快

速甲醛同化缓解了BsMdh催化的热力学不利的甲醇氧

化反应.
NAD依赖型Mdh的异源催化效率十分有限, 一方

面由于其对甲醇底物亲和力较差, 反而更容易催化更

长链的醇类, 如丙醇和丁醇
[43]. 另一方面, Mdh的甲醛

还原活性远超过甲醇氧化活性. 对来自B. methanolicus
的6种Mdh进行酶动力学测试发现, 其对于甲醛的亲和

力比甲醇高24~330倍, 对应的催化效率高970~4500
倍

[38]. 这表明下游甲醛同化途径必须足够有高效, 才

能驱动Mdh催化甲醇氧化反应, 同时避免甲醛在细胞

中的积累.

4.2 甲醇同化途径碳通量优化

甲醇细菌来源的RuMP通路是E. coli和谷氨酸棒

状杆菌(Corynebacterium glutamicum)等模式宿主中构

建人工甲基型细胞最常用的途径. 由于RuMP和XuMP
甲醇同化途径能够形成代谢循环, 因此途径中戊糖-5-
磷酸化合物的再生对提高整个途径的效率至关重要.
多项研究均证实E. coli中Ru5P的再生不足以维持甲醇

的高效同化. 针对这一问题目前主要通过两种策略来

增强甲醛同化循环. 第一种策略是调节非氧化PPP途
径. 由于RuMP和XuMP循环与PPP途径共享大多数步

骤, 从理论上讲, 只需要Hps和Phi两种酶即可同化甲

醛. 通过引入异源的非氧化PPP途径, 以及敲除磷酸葡

萄糖异构酶(glucose phosphate isomerase, Pgi)基因和

甲醛脱氢酶(formaldehyde dehydrogenase, FrmA)基因,
增加甲醛受体Ru5P的再生, 显著改善了甲醇同化

[44].
第二种策略是弱化下游糖酵解途径. 在工程化大肠杆

菌MG1655ΔfrmAΔtalAΔtalB中使用碘乙酸盐抑制其

GAP下游的糖酵解途径, 结合景天庚酮糖二磷酸酶(se-
doheptulose bisphosphatase, glpX)基因的过表达, 使细

胞内的Ru5P含量增加4倍, 同时甲醛积累减少3倍, 13C
标记证实甲醇同化能力提高了2倍[45].

甲基营养微生物的甲醇异化途径是应对甲醛生物

毒性的一种保护机制, 同时生成NADH为细胞提供一

定的能量. 然而, 解毒过程通常导致甲醇过度异化生

成CO2, 造成严重碳损失, 进而影响目标化学品得率.
有研究显示在分批补料发酵期间, 甲醇经异化途径的

碳通量甚至可以达到70%以上
[46]. 然而, 甲醇异化途

径的完全阻断会导致甲醛快速积累, 从而抑制整个细

胞活力, 不利于甲醇代谢
[47,48]. 为了平衡甲醇同化、
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细胞解毒以及能量供应三方面的物质分配, 必须对异

化途径进行精准微调. 利用E. coli天然的甲醛诱导启

动子Pfrm及frmRAB操纵子
[49]

可以构建一套甲醛传感

器Pfrm-FrmR, 对MDH、HPS和PHI基因的表达水平进

行动态调控, 该系统利用甲醇合成生物质产量高达

0.35 gCDW/g甲醇
[50]. 然而, 在甲醇酵母中通常缺乏类似

的生物传感器, 为了将甲醛异化途径调整至更合理的

水平, Wu等[51]
采用启动子工程下调了K. phaffii异化途

径关键基因FLD的转录水平, 该策略将甲醇生物转化

合成3-羟基丙酸的产量提高了12% (图3). 调节甲醇氧

化、甲醛同化及甲醛异化之间的平衡对于提高甲醇利

用率至关重要. 未来在甲醇酵母中开发高效且灵敏的

甲醇传感器系统, 根据细胞内甲醛浓度实时变化情况,
利用动态调控机制调节同化与异化途径的碳分配, 有

望实现甲醇高效利用.

4.3 代谢途径的空间布局

与原核生物相比, 真核生物拥有亚细胞器, 区室化

将有毒中间体与细胞其他部分隔离, 同时提高酶底物

浓度和建立代谢通道效应. 甲醇酵母的甲醇代谢途径

主要定位于过氧化物酶体, 并且过氧化物酶体会在甲

醇下诱导大量增殖. K. phaffii的过氧化物酶体实际上

含有甲醇同化所需的整套酶
[52]

系统, 其中Das可以催

化甲醛与Xu5P聚合, 未被同化的甲醛会从过氧化物酶

体溢出至细胞质进行异化反应. 这种自然进化的空间

隔离能保甲醛在细胞中的最大化利用, 同时保持细胞

的稳健性.
在甲醇酵母和S. cerevisiae中存在着类似的过氧化

物酶体调控机制, 均由PEX基因家族控制过氧化物酶

体的大小和数量以及跨过氧化物酶体膜的蛋白质输

入
[53~55]. Zhan等[41]

在S. cerevisiae中敲除过氧化物酶体

蛋白基因PEX31和PEX32, 结合PEX5和XuMP循环的

表达, 成功观察到过氧化物酶体体积和数量的增加,
并导致了甲醇利用的增强. 在甲醇细菌或E. coli中缺

乏过氧化物酶体结构, 因此通常采用蛋白融合或是人

工自组装策略来缩短催化酶之间的物理距离, 增加底

物通道效应并驱动碳通量朝着同化方向进行. 例如,
使用柔性连接肽(GGGGS), 将Mdh、Hps和Phi三个蛋

白融合表达, 成功将甲醇氧化Vmax提高了5.8倍, 甲醇

至F6P的转化率提高了1.3倍[56] (图3). Price等[57]
开发

了一种无支架的自组装策略, 使用SH3-配体对间的相

互作用将Mdh、Hps和Phi组装成超分子酶复合物, 从

而将甲醇向F6P的转化效率提高了50倍. 不同酶的表

达水平还可以通过改变其特定配体的数量来调节. 这

种空间工程改造提供了更稳定的酶结构, 强化了活性

位点之间的底物通道, 提供了将途径平衡拉向中枢代

谢的关键驱动力. 该策略不仅有助于克服甲醇脱氢热

力学不利条件, 还可有效防止有毒中间体甲醛积累.

4.4 甲醇代谢氧化还原平衡

NAD依赖型Mdh和RuMP循环组成的通路由于

ATP和NAD(P)H再生水平较高, 通常被认为适合于构

建人工甲基营养型菌株
[58~62]. 然而, 细胞的氧化还原

状态也会直接影响Mdh活性, 较高的NADH/NAD比例

图 3 (网络版彩图)甲醇代谢理性改造. 甲醇代谢的理性改
造策略包括: (1) 酶的筛选; (2) 糖酵解途径的下调; (3) 蛋白
融合策略; (4) 同化途径强化; (5) 异化途径下调
Figure 3 (Color online) Rational design of methanol metabolism.
Rational modification strategies of methanol metabolism include: (1)
enzyme screening; (2) down-regulation of glycolytic pathway; (3)
protein fusion; (4) assimilation pathway strengthen; (5) attenuation of
dissimilation pathway.
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反而不利于甲醇氧化过程. 尤其是在合成甲基营养型

菌株额外补充葡萄糖等辅助碳源的情况下, 由TCA代
谢通量产生的NADH进一步加剧了细胞内的还原力堆

积. 目前降低甲基营养细胞中的NADH/NAD比值的策

略主要从增加NADH的消耗与减少NADH生成两个方

面入手.
在E. coli中, 当NAD依赖型苹果酸脱氢酶基因

maldh被敲除时, 菌株检测到更高的NAD/NADH比值,
并且在混合碳源(甲醇和葡萄糖)下的生长得到改善,
高达24%的甲醇碳进入中心代谢

[62]. 此外, 该研究筛选

到一个参与NAD转运和从头合成的转录调节因子

nadR基因突变, 导致抑制因子活性降低, 进一步凸显

了甲醇生长过程中NADH/NAD比例的重要性. 细胞工

厂合成化学品时通常需要大量的NAD(P)H提供还原

力, 因此引入NADH依赖的合成途径, 可以将细胞内积

累的NADH快速再生为NAD, 并偶联促进Mdh催化的

甲醇氧化及化学品的合成. 例如, 使用乳酸脱氢酶将

NADH回收为NAD, 从而防止了甲醛的可逆还原, 有

效提高了基于RuMP循环的甲醇氧化速率
[57].

细胞中存在着一类NADH激酶, 可以实现NADH
与NADPH的转换. Wang等[40]

在E. coli中表达来自S.
cerevisiae的NADH激酶(NAD kinase, Pos5), 并构建了

NADPH的再生体系, 显著降低了细胞内的NADH水
平, 并将甲醇合成赖氨酸的产量提高了两倍. Wu等[51]

在K. phaffii甲醇代谢中测试了一系列内源及来自S.
cerevisiae的NADH激酶, 其中内源的NADH激酶基因

KpUTR1的过表达效果最佳, 改善了甲醇同化并将3-羟
基丙酸产量提升12.8%.

5 甲醇利用的进化工程

过去数年中, 大量的研究尝试建立高效人工甲基

营养型菌株, 然而理性策略指导下尚无法有效实现甲

醇同化. 随着合成生物学技术的快速发展, 已经在几

种代表性天然甲醇微生物中建立起媲美模式微生物的

基因编辑系统, 一定程度上突破了甲醇代谢改造的主

要障碍. 然而, 由于甲醇代谢与葡萄糖代谢存在着巨

大的差异, 甲醇代谢的复杂性以及调控规律认知的严

重不足仍然制约着甲醇细胞工厂的改造与优化. 借鉴

于自然进化过程中基因突变积累导致物种演化的机

制, 酶的定向进化及实验室适应性进化(adaptive la-

boratory evolution, ALE)技术在近年来的甲醇代谢改

造研究中扮演了重要角色.

5.1 甲醇脱氢酶Mdh的定向进化

酶是生物体中负责催化功能的大分子, 几乎参与

细胞内所有代谢过程. 酶作为生命活动的主要执行者,
也是微生物细胞工厂中的主要生产者, 其催化效率与

底物结合特异性对代谢过程有着重要影响. 然而, 蛋

白质的结构非常复杂, 且性能受到诸多环境参数的影

响, 增加了改造难度. “酶的定向进化”通过快速随机

突变结合高效筛选方法，能够在短时间内实现酶分子

功能的优化或改造.
由于甲醇细菌的基因编辑系统发展尚不完善, 因

此对于其甲醇代谢改造往往集中在培养过程与途径元

件的优化上.如前文所述, NAD依赖型Mdh是大多数甲

醇细菌同化途径的第一个酶, 其催化动力学性能较差,
并且倾向于氧化其他醇, 极大限制了甲醇代谢途径通

量. Mdh的性能也被认为是在E. coli等模式微生物中

构建人工甲基营养型菌株的重要障碍之一. 因此, 有

研究者尝试采用定向进化技术来提高Mdh的催化性

能. 为了提高来自Cupriavidus necator N-1的CnMdh2
的催化性能, Liao等[39]

开发了一种基于Nash反应的高

通量筛选方法, 通过体外文库生成、自动菌落挑选和

测定 , 成功发现三个位点突变 (A26V、A31V和

A169V), 组合变体CT4-1的kcat/km较野生型提高了6倍.
由于甲醛能够通过细胞膜扩散, 该方法无需细胞裂解,
通过与乙酰丙酮和乙酸铵反应来检测甲醇氧化产生的

甲醛, 并根据颜色反映酶的催化效率, 大大简化了筛选

程序, 并有效避免了细胞粗提取物中的背景干扰. 然

而, 该方法基于单克隆采集鉴定, 每代进化筛选通量

仍然十分有限, 对于酶的定向进化而言, 通量往往决

定着发现优异表型的概率 . 为了解决这一瓶颈Liu
等

[63]
开发了噬菌体连续辅助进化(phage-assisted con-

tinuous evolution, PACE)策略,理论上培养一代耗时约

10 min即可产量>109突变体. 基于甲醛生物传感器, 通
过将噬菌体增殖速度与甲醇氧化生成甲醛的量相偶

联, 对来自B. methanolicus的甲醇脱氢酶2 (BmMdh2)
进行了噬菌体辅助非连续进化(phage-assisted non-con-
tinuous evolution, PANCE), BmMdh2突变体(Q5L、
A363L)催化能力较野生型提升了3.5倍, 构建的工程菌

株甲醇同化能力是CnMdh2 CT4-1的两倍. 此外, 该研

蔡鹏等: 甲醇微生物转化最新进展

2208



究也发现所有关键突变氨基酸都位于Mdh蛋白NAD
辅因子结合口袋附近的区域, 也为后续进一步改造提

供了理论指导.
“定向进化”不仅仅适用于单一的酶, 还可以对一

些重要的生物代谢途径中不同酶进行协同优化. 2023
年, Tian等[64]

在原核微生物中建立了正交DNA复制系

统, 命名为BacORep. 该系统利用一种天然存在于苏

云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)的溶源性噬菌体

复制机器, 设计了相应的易错正交DNA聚合酶, 能

够在不影响宿主基因组突变水平的情况下, 实现体内

代谢途径的连续定向进化. 研究人员首先构建了一种

基于异源RuMP通路的人工甲基营养型B. thuringiensis
底盘, 将来自B. methanolicus MGA3的Mdh和Mdh激活

因子Act, 来自枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的Hps、
Phi以及NADH脱氢酶(NADH dehydrogenase, Ndh)分
为两个基因簇,构建一个长度为12.3 kb的线性质粒. 连
续进化20代后 , 获得的突变菌株甲醇消耗量由

0.7 g L−1
提升至8.3 g L−1, 增加了7.4倍. 研究结果显示

用于驱动第一个基因簇(包括Hps、Phi和Ndh蛋白)的
低水平表达更有利于甲醇同化. 基于正交复制的体内

连续进化系统能够以高于基因组突变率6700倍的速度

进化正交线性质粒上的目的基因, 并在进化长基因簇

时展现出优势, 未来有望进一步应用于甲醇代谢途径

的优化.

5.2 实验室适应性进化

菌株理性设计通常不足以实现所需的表型和生产

能力, 尤其理性改造及单元件优化策略无法支持高效

的甲醇生物转化过程. ALE是在自然进化的基本原则

指导下, 研究适应性遗传变化分子机制常用方法之一.
通过有益突变的积累, 可以在实验室中快速获得目标

表型菌株
[65], 尤其是在面对“甲醇代谢黑箱模型”时,

ALE可以克服知识与经验不足的缺陷, 展现出巨大的

优势, 被应用到几乎所有人工甲基营养型菌株研究中

(图4).
人工甲基营养型菌株的理性构建通常无法支持甲

醇的有效同化, 需要借助ALE策略对代谢进行全局非

理性强化. 合成甲基营养型菌株ALE策略的一个关键

因素是建立甲醇依赖性生长模式. 通过对中心代谢关

键基因阻断, 将细胞生长与甲醇同化直接关联, 一般

需要另一种辅助碳源(如葡萄糖
[66]

、木糖
[67,68]

、核

糖
[69,70]

、葡萄糖酸
[62]

或丙酮酸等), 底盘细胞不消耗甲

醇时无法单独利用辅助碳源生长. 通常在ALE初期阶

段, 大部分碳通量来自糖类等辅助碳源, 而甲醇代谢

通量极低. 在计算机辅助分析下, Meyer等[62]
在E. coli

中敲除了Entner-Doudoroff通路的6-磷酸葡萄糖酸脱水

酶(phosphogluconate dehydratase, Edd)和PPP途径的核

糖-5-磷酸异构酶(ribose-5-phosphate isomerase, Rpi),
细胞仅能通过6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶(6-phosphogluco-
nate dehydrogenase, Gnd)催化的脱羧作用将葡萄糖酸

分解代谢重定向到Ru5P的形成, 进一步支持甲醛的同

化过程. 结合RuMP通路整合, 工程菌株经ALE以及一

系列优化后, 在葡萄糖酸辅助下, 甲醇吸收能力达到天

然甲基营养生物相似水平(13.7 mmol gCDW
−1 h−1)[71].

Chen等[69]
将甲醇同化与五碳(C5)糖利用下的细胞

生长相结合. 通过敲除PPP途径的Rpi或磷酸核酮糖-3-
差向异构酶(ribulose-phosphate 3-epimerase, Rpe),建立

了Mdh-Hps-Phi途径依赖的木糖或核糖利用模式, 经

ALE成功筛选到比生长速率(μ)达到0.17 h−1
的菌株, 甲

醇和木糖以约1:1的摩尔比共同化. 在此基础上进一步

同时表达各种同功能酶, 以最大限度地提高代谢通量

平衡的灵活性, 通过甲醇/木糖/氨基酸培养基的连续

传代驯化, 最终实现了人工甲基营养型E. coli菌株在

单一甲醇培养基中的生长, 倍增时间为8.5 h, 尽管最

大光密度(optical density, OD)值仅达到2.0[60]. 测序结

果显示基因组拷贝数变异(copy number variation,
CNV)是缓解细胞内DNA-蛋白质交联致死性的主要方

式. 最新的一项研究将人工甲基营养型E. coli的倍增

时间缩短为4.3 h, 并实现了多种化学品的甲醇生物转

化合成
[72]. Espinosa等[73]

将天然S. cerevisiae在含有2%
甲醇和0.1%酵母提取物的培养基中进行进化以增强

甲醇的生长,经过230代后,与对照相比,甲醇培养物的

生物量增加了44%. Zhan等[41]
使用一种工程模块电路

(engineered module circuit, EMC)策略与ALE相结合,
成功建立了能够利用甲醇作为唯一碳源S. cerevisiae.
EMC策略包括3个步骤: 在S. cerevisiae中重构异源甲

醇利用途径以确定最佳甲醇利用模式; 将甲醇利用途

径分隔到S. cerevisiae过氧化物酶体中以减轻甲醛和

H2O2的毒性; 模块途径的优化. 进化的乙醛酸-丝氨酸

(gSerine)途径被确定为S. cerevisiae菌株吸收甲醛的关

键互补途径
[41], 并从甲醇实现了黄酮类化合物的合成.

对于天然甲基营养型微生物, 尤其是甲醇酵母而
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言, 自然进化下的甲醇代谢途径足以支持自身细胞利

用甲醇积累生物质. 然而, 当构建甲醇细胞工厂引入

外源途径时, 往往带来严重代谢压力. 甲醇本身并非

微生物的适宜碳源, 代谢过程中有毒中间物不可避免

地会对细胞造成一定损伤, 需要消耗额外碳源及能量

进行修复, 才能维持细胞基本生命活动. 构建化学品

细胞工厂, 通常使用强启动子强化代谢途径, 从而对

细胞带来代谢扰动, 此外, 甲醇代谢与产物合成的双

重胁迫可能会使细胞陷入代谢紊乱, 造成不可逆死亡.
例如,在O. polymorpha脂肪酸合成的研究中,当阻断脂

肪酸活化途径后细胞便无法在甲醇培养基中生长 ,
Gao等[66]

采用葡萄糖与甲醇混合碳源合ALE策略, 逐

渐减少葡萄糖添加比例, 最终实现了脂肪酸生产菌株

在甲醇培养基中的“起死回生”. 测序结果显示驯化菌

株降低了磷脂分解从而维持了磷脂稳态及细胞膜结

构, 增加了菌株的鲁棒性
[74]. Moser等[75]

使用ALE的方

法将K. phaffii进化了250代, 提高其利用甲醇的生长速

度, 进化菌株重组蛋白的产量增加了2.5倍.
尽管截至目前, 仅有E. coli和S. cerevisiae实现了

完全意义上的人工合成甲基营养型代谢模式, ALE仍

图 4 (网络版彩图)甲醇代谢的进化工程.甲醇代谢的进化工程主要研究方法包括:酶的定向进化、正交的体内持续进化、噬
菌体辅助进化、实验室适应性进化等, 可以显著提升甲醇代谢元件或途径的催化效率
Figure 4 (Color online) Evolutionary engineering of methanol metabolism. The primary research methods for evolutionary engineering of methanol
metabolism include enzyme-directed evolution, orthogonal in vivo continuous evolution, phage-assisted evolution, and laboratory-adaptive evolution.
These approaches can significantly enhance the catalytic efficiency of methanol metabolic elements or pathways.
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然在甲醇代谢强化研究中展现了无可比拟的优势与重

要性, 结合成本不断降低的高通量DNA测序技术, 解

析表型优化的内在分子机制, 能够为甲醇代谢改造提

供大量全新的见解.
定向进化通常针对特定基因元件进行诱变, 然后

筛选感兴趣表型的变异, 而ALE可用于积累和发现全

基因组水平的有益突变, 并提高细胞的全局适应性.
尽管“ALE”与“定向进化”属于不同的范畴, 却都是提

高酶或菌株甲醇代谢性能的重要技术, 尤其是ALE已
成为提高合成途径与细胞底盘之间兼容性的有力工

具
[76].

6 甲醇微生物发酵

甲醇是一种还原的C1化合物, 甲醇的单位碳还原

度(CH3OH, 每碳的还原度κ值为6)高于葡萄糖(C6H12

O6, 每碳的还原度κ值为4)[7], 甲醇等摩尔碳的能量

(ΔG0′ = −2870 kJ mol−1)也远高于葡萄糖(ΔG0′ =
−4276.6 kJ mol−1)[17], 因此是微生物生产目标化合物

的理想碳源. 近年来, 随着基因编辑障碍的逐渐突破,
甲醇微生物细胞工厂改造已由天然途径修饰逐渐转向

人工定制的合成途径构建及优化
[7,77~79]. 然而, 随着甲

醇生物转化产物谱不断拓展(甲醇生物转化合成化学

品总结见表2), 越来越凸显出甲醇发酵工艺及设备开

发的滞后性.

6.1 生物反应器发酵策略

生物反应器中一次性投料的批式发酵因操作简单

而成为最常见的生物转化生产策略. 然而, 甲醇毒性导

致在发酵过程必须保持较低的甲醇浓度来降低代谢压

力, 避免生长抑制, 但会导致生物质积累速率与总量的

降低, 进而影响产物的生产效率. 因此高起始底物浓度

的批式发酵策略不适合于甲醇生物转化过程, 需要开

发新的发酵策略适配于甲醇底物及代谢特性.
分批补料发酵(fed-batch fermentation)采用将底物

逐渐添加到培养体系中的方式, 可以有效克服甲醇毒

性抑制问题并实现高生物量和产物浓度积累. 目前甲

醇分批补料发酵主要有两种方式. (1) 两阶段培养, 将
生物反应器发酵分为两个阶段, 初始阶段采用适宜碳

源, 如葡萄糖或甘油, 获得生产细胞的大量积累, 随后

开始补加甲醇, 开启基因诱导表达及产物合成阶段. 为

了解除其他碳源对甲醇代谢及产物合成途径基因的抑

制, 有时会保留较短时间的碳源饥饿阶段. 两阶段发酵

方式应用于多数甲醇微生物细胞工厂生产案例, 如莫

纳可林J[120,121]、洛伐他汀
[89,90]

、β-alanine[101]、硫酸软

骨素
[122]

、苹果酸
[83]

、乳酸
[123]

等均通过该策略进行生

产. (2) 单阶段培养, 即发酵全过程仅使用甲醇作为单

一碳源. 发酵初始通常采用较低浓度的甲醇培养基, 待
甲醇消耗后通过脉冲或流加的方式进行补料发酵. 该

方法的重要基础是菌株的高鲁棒性, 优点是可以解除

过高初始甲醇浓度对发酵过程的抑制, 又可以避免其

他碳源切换至甲醇代谢模式造成的滞后效应. 本团队

所构建的细胞工厂均采用该模式, 实现了高效甲醇生

物转化合成脂肪酸
[19]

、脂肪醇
[85,86]

、3-羟基丙酸
[51]

、

β-法尼烯
[87]

等化学品. 单阶段培养的核心要素在于根

据菌株生长导致的甲醇消耗速率变化情况精准控制培

养基中的甲醇浓度. 多种方式均可实现甲醇浓度的实

时检测, 例如, 根据K. phaffii甲醇代谢好氧的特征, 利
用溶氧电极在线检测溶解氧(dissolved oxygen, DO)变
化趋势控制甲醇补料, 或是利用基于半导体传感器的

甲醇监测仪检测尾气中的甲醇含量. 此外, 专门开发

的自动甲醇控制工作站可以更加精准地调节发酵过

程. 1986年, Suzuki等在Protomonas extorquens利用甲

醇生产聚羟基丁酸(PHB)的研究中, 通过特别设计的

甲醇自动检测及补料系统将发酵培养基中的甲醇浓度

精准控制在0.5±0.2 g L−1, 先将生物量积累至70 g L−1,
再通过限氮策略开启产物合成

[124], 170 h内实现了高

达149 g L−1
的PHB积累, 得率达到0.2 g/g 甲醇

[25].
自循环发酵(self-cycling fermentation, SCF)是一种

半连续的、非稳态的、循环的先进发酵技术, 已被可

提高许多生物转化过程的生产效率
[125,126]. SCF模式通

常在耗尽限制性营养物质时触发循环过程, 包括去除

工作体积的1/2, 然后补充相同数量的新鲜培养基. 许

多与代谢和生长相关的参数, 包括DO、二氧化碳逸出

率(carbon-dioxide escape rate, CER)、氧化还原电位

(oxidation-reduction potential, ORP)和出口气体质量流

量率, 已被用作SCF循环所需的自动反馈控制的控制

参数
[127]. Tan等[128]

以嗜甲烷菌Methylotuvimicrobium
buryatense为对象研究甲醇发酵时发现, 分批补料发酵

使生物质密度增加了26倍, 而自循环发酵(SCF)策略使

单位体积生物质生产率提高了10倍. 与间歇式发酵相

比, 两种先进发酵模式以克服甲醇的毒性抑制, 尤其
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表 2 甲醇生物转化合成化学品

Table 2 Methanol bioconversion toward synthetic chemicals

产物 菌种 培养方式 培养基(辅助碳源) 产量(得率) 生产效率 生物量 参考文献

天然甲基营养型酵母

Cordycepin K. phaffii Fed-batch in shake flasks Minimal 2.7 g L−1 16 m g L−1 h−1 – [80]
α-bisabolene K. phaffii Fed-batch in shake flasks Minimal 1.1 g L−1 3.9 m g L−1 h−1 – [81]
α-alkenes K. phaffii Batch in shake flasks Minimal 1.6 mg L−1 – – [82]
Malic acid K. phaffii Fed-batch in shake flasks Minimal 750 mg L−1 – – [83]
Citrinin K. phaffii Fed-batch Minimal 0.6 mg L−1 – – [84]

3-HP K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal 48.2 g L−1

(23 mg/g methanol) – – [51]

Free fatty acids K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal 23.4 g L−1

(8 mg/g methanol) 108 m g L−1 h−1 193 in OD600 [19]

Fatty alcohols K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal 5.6 g L−1

(11 mg/g methanol) 15.6 m g L−1 h−1 46.5 in OD600 [85]

Free fatty acids O. polymorpha Fed-batch in bioreactor Minimal 15.9 g L−1

(120 mg/g methanol) 88 m g L−1 h−1 26.6 g L−1 DCWa) [66]

Fatty alcohols O. polymorpha Fed-batch in bioreactor Minimal 3.6 g L−1

(16 mg/g methanol) 12.9 m g L−1 h−1 – [86]

β-Farnesene O. polymorpha Fed-batch in bioreactor Minimal 14.7 g L−1

(46 mg/g methanol) 48 m g L−1 h−1 60.9 in OD600 [87]

6-Methylsalicylic
acid K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 2.2 g L−1 32.8 m g L−1 h−1 235 g L−1 WCWb) [88]

Lovastatin K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 419 mg L−1 5 m g L−1 h−1 – [89]
Monacolin J K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 594 mg L−1 – 475 g L−1 WCW [90]

Patchoulol K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 2.5 g L−1

(21.5 mg/gDCW)
283 mg L−1 d−1 517 in OD600 [91]

Lycopene K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 714 mg L−1

(9.3 mg/gDCW)
5.2 mg L−1 h−1 – [92]

Heparin K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 2.1 g L−1 12.4 mg L−1 h−1 – [93]
(+)-Nootkatone K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glucose 208 mg L−1 1.9 mg L−1 h−1 – [94]

Glucose K. phaffii Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 13.4 g L−1 46.6 mg L−1 h−1 44.4 g L−1 DCW [95]

Glutathione O. polymorpha Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 250 mg L
−1 of TEG d),

1053 mg L−1 of TIG e) – 55 g L−1 DCW [96]

γ-Linoleic acid O. polymorpha Fed-batch in bioreactor Minimal, glycerol 697 mg L−1 – – [97]
Dammarenediol-II K. phaffii Fed-batch in shake flasks Complex c) 0.74 mg/gDCW – – [98]
Catharanthine K. phaffii Fed-batch in bioreactor Complex 0.62 mg L−1 – 170 in OD600 [99]
Malic acid K. phaffii Fed-batch in shake flasks Complex 2.8 g L−1 – – [83]

D-Lactic acid K. phaffii Batch in test tube Complex 3.5 g L−1

(0.22 g/g methanol) 36.2 mg L−1 h−1 – [100]

Dammarenediol-II K. phaffii Fed-batch in shake flasksComplex, squalene 13.2 mg L−1

(1.1 mg/gDCW)
0.11 mg L−1 h−1 – [98]

Catharanthine K. phaffii Fed-batch in bioreactor Complex, mannitol 2.6 mg L−1 – 230 in OD600 [99]
β-Alanine K. phaffii Fed-batch in bioreactor Complex, glycerol 5.6 g L−1 – 123 in OD600 [101]

合成甲基营养型酵母

Succinic acid Y. lipolytica Batch Complex 0.92 g L−1 – – [102]

Pyruvate S. cerevisiae Batch Minimal 0.26 g L−1

(0.25 g/g Methanol) – –

天然甲基营养型细菌

Mevalonate M. extorquens Fed-batch in bioreactor Minimal 2.7 g L−1

(0.085 g/g methanol) 6.6 mg L−1 h−1 23.3 in OD600 [103]
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(续表2)

产物 菌种 培养方式 培养基(辅助碳源) 产量(得率) 生产效率 生物量 参考文献

2-Hydroxyisobuty-
ric acid M. extorquens Fed-batch in bioreactor Minimal 2.1 g L−1 – – [104]

1-Butanol M. extorquens Batch in shake flasks Minimal 25.5 mg L−1 0.35 mg L−1 h−1 – [105]
α-Humulene M. extorquens Fed-batch in bioreactor Minimal 1.7 g L−1 15.9 mg L−1 h−1 30 g L−1 DCW [106]

Itaconic acid Methylorubrum
extorquens Fed-batch in bioreactor Minimal 31.6 mg L−1 – – [107]

Mesaconic M. extorquens Batch in shake flasks Minimal 70 mg L−1 2.3 mg L−1 h−1 – [108]
5-Aminovalerate B. methanolicus Batch in shake flasks Minimal 23.7 mg L−1 – – [109]

Violacein Methylorubrum
extorquens Batch in shake flasks Minimal 68 mg L−1 – – [110]

Violacein M. extorquens Batch in shake flasks Minimal, acetate 118 mg L−1 – – [110]

Acetoin B. methanolicus Batch in shake flasks Minimal,
xylose (inducer)

0.42 g L−1

(70 mg/g methanol) – – [111]

3-hydroxypropio-
nic acid

Methylorubrum
extorquens Fed-batch in bioreactor Minimal 0.86 g L−1 – 3.4 g L−1 DCW [112]

Cadaverine B. methanolicus Fed-batch in bioreactor Complex 10.2 g L−1 –
61 g L−1 DCW [113]

L-glutamate B. methanolicus Fed-batch in bioreactor Complex 72.2 g L−1 –
γ-Aminobutyric

acid B. methanolicus Fed-batch in bioreactor Complex 9 g L−1 – 48 g L−1 DCW [114]

L-lysine B. methanolicus Fed-batch in bioreactor

Complex,
DL-methionine,
L-threonine,
L-leucine

65 g L−1 – 34 g L−1 DCW [115]

L-lysine B. methanolicus Fed-batch in bioreactor Complex,
DL-methionine 11 g L−1 – 55 g L−1 DCW [115]

合成甲基营养型细菌

Succinic acid E. coli Fed-batch in bioreactor Minimal, glucose,
citric acid 68.5 g L−1 – – [116]

1-Butanol E. coli Batch in test tube Minimal, xylose 2.0 g L−1 – – [69]
Acetone E. coli Fed-batch in test tube Minimal, glucose ~10 mM [117]

Acetone E. coli Fed-batch in test tube Minimal (HDA),
glucose ~13 mM – – [117]

Ethanol E. coli Batch in test tube Minimal, xylose 4.6 g L−1 0.05 g gDCW
−1 h−1 – [69]

Ethanol E. coli Batch in test tube Complex, xylose 36.3 mM – – [32]
Acetate E. coli Batch in test tube Complex, xylose 37 mM – – [32]

D-Allulose E. coli Fed-batch in bioreactor Complex, xylose
70.7 mM

(0.51 mM/mM
methanol)

0.80 mM h−1 4.1 in OD600 [118]

Acetone E. coli Fed-batch in shake flasks Complex,
glucose 45 mM – – [44]

PHB E. coli Batch in shake flasks Minimal 0.32 mg L−1 – –

Lactic acid E. coli Batch in shake flasks Minimal 284 mg L−1

(0.147 g/g methanol) 12.7 mg L−1 h−1 –

[72]PABA E. coli Batch in shake flasks Minimal 199.9 g L−1

(0.018 g/g methanol) 2.6 mg L−1 h−1 –

Itaconic acid E. coli Fed-batch in bioreactor Minimal 1.0 g L−1 15.0 mg L−1 h−1 46 in OD600

1,3-Propanediol E. coli Fed-batch in shake flasks Complex, glucose 32.7 mg L−1 1.4 mg L−1 h−1 – [119]

a) DCW: dry cell weight; b) WCW: wet cell weight; c) Complex: contain yeast extract; d) TEG: total extracellular glutathione; e) TIG: total
Intracellular Glutathione; K. phaffii: Komagataella phaffii; O. polymorpha: Ogataea polymorpha; Y. lipolytica: Yarrowia lipolytica; M. extorquens
AM1: Methylobacterium extorquens AM1; B. methanolicus: Bacillus methanolicus; E. coli: Escherichia coli
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是SCF循环的迟滞期可以忽略不计, 从而更有效地生

产细胞, 未来有望从单细胞蛋白质进一步拓展到化学

品的生物合成.

6.2 甲醇发酵工艺难点

尽管近年来甲基营养型微生物的遗传和生化知识

得到迅速扩充, 但与糖基发酵相比, 其生物过程工程技

术发展的案例很少, 基本仍然延续传统发酵工艺进行

微调. 然而甲基营养型微生物特定的生理学和营养需

求特征与传统微生物培养存在重要区别, 将对过程工厂

设计产生影响,尤其是以化学品生产为目标的发酵过程.
甲基营养型微生物需氧量较高, 尤其是发酵后期,

氧气供应成为阻碍菌株高密度生长的重要因素. 工业

上由于成本问题通常无法实现纯氧供应, 往往采用搅

拌与通气量联合罐压控制
[129]

方式提供氧气. 近期一项

甲醇生产单细胞蛋白的中试研究显示, 在500 L发酵罐

中使用300 r/min搅拌以及最大1.5 vvm的通气, 发酵

72 h最高生物量细胞干重(dry cell weight, DCW)达到

63.37 g L−1, 甲醇转化率为0.43 gDCW/g
[20]. 该研究同时

反映了甲醇生物转化的另一个重要难点, 即产热严重

问题. 甲醇微生物好氧代谢模式导致热量输出增加,
从而提高了对发酵系统的冷却要求. 为了降低额外的

冷却成本, 一种可行的方式是使用耐热的甲基营养型

微生物, 例如B. methanolicus和O. polymorpha, 报道其

能够耐受50℃的高温
[4]. 甲醇的易挥发性往往导致产

物得率远低于糖基发酵
[78], 因此也对甲醇生物发酵工

艺及新型生物反应器设计提出了新的要求. 在甲醇发

酵过程中, 高细胞密度或是易沉淀产物时常造成DO电
极等插入式传感器表面覆盖导致的失灵, 凸显了多因

素联合控制或人工取样检测验证在保证发酵过程稳定

中的重要性.
甲醇发酵过程中氧气供应、温度控制、甲醇补加

策略之间存在微妙的平衡, 仍然需要积累更多的案例

经验或开发基于代谢模型的甲醇补料策略
[130], 结合菌

株性能的升级来进一步提高甲醇生物转化得率. 此外,
廉价的无机盐培养基应该首先被推荐用于甲醇发酵过

程, 一方面降低发酵及下游产物分离成本, 另一方面避

免复杂底物对甲醇微生物造成的代谢扰动, 有助于发

现甲醇代谢及发酵过程中关键科学问题, 并突破核心

技术因素限制.

7 总结与展望

甲醇生物转化起始于40年前, 并经历了长期的低

谷. 近年来, 全世界范围内对于低碳经济的倡议将甲

醇生物转化又推上了历史舞台. 随着DNA测序及合成

成本的不断降低, 积累了大量甲醇微生物组学知识, 对
于这些信息的挖掘与解析, 为甲醇细胞工厂构建提供

了坚实的基础. 此外, 基于CRISPR-Cas9的基因编辑技

术
[131,132]

、自动化生物铸造厂“Biofoundry”[133]以及AI
辅助的代谢模型等新技术的快速发展

[134], 大大提高了

甲醇代谢底盘的开发速度和甲醇微生物的驯化速度.
人工甲基营养型细胞通过异源重构甲醇代谢途

径, 试图建立高效的甲醇转化体系. 然而不仅需要面对

代谢途径运转效率底下的问题, 还需要妥善应对异源

甲醇同化模块与底盘细胞自身代谢网络的适配问题,
因此仅获得了个别成功案例, 且基本属于概念验证阶

段, 菌株的真实生产能力尚未得到进一步验证. 相较

而言, 随着基因编辑工具等限制的逐渐解除, 天然甲

醇微生物的优势逐渐显现
[135], 面临的挑战转向甲醇耐

受性强化、甲醛生物毒性解除、异源产物合成效率提

高等主要问题.未来,基于大量组学数据及AI辅助构建

高质量的甲醇代谢模型, 通过对代谢通量的模拟及催

化元件和代谢途径的全新设计, 有望打破现阶段僵化

的甲醇代谢模式, 实现高碳得率甲醇代谢. 此外, ALE
也是应对甲醇和甲醛细胞毒性问题的重要策略, 有望

提高细胞的鲁棒性, 结合生物信息学问题及反向代谢

工程验证, 可以为甲醇细胞工厂优化提供新的理论指

导. 过程工程也是真正实现甲醇生物转化不可忽视的

重要环节, 针对甲醇底物特殊性质, 设计新型生物反

应器及发酵补料新策略, 最大化实现底物利用及产物

转化效率. 在未来科研界的共同努力下, 应优先建立

基于甲醇生物转化的低碳生产工艺示范, 为甲醇生物

转化注入信心并将其推向工业化水平.
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Advances in microbial bioconversion of methanol
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Abstract: Methanol bioconversion represents a critical approach for addressing the global climate crisis and achieving
sustainable low-carbon production. However, microorganisms encounter significant challenges under methanol
metabolism, including biological toxicity, low methanol tolerance, and tight metabolic adaptation, resulting in reduced
cell growth and chemical production. This review provides an overview of recent advancements in engineering
microbial conversion of methanol, with a particular emphasis on reconstructing and designing of metabolic pathways in
both natural and synthetic methylotrophs. It also discussed rational redesign and adaptive evolution strategies in
regulating methanol metabolism, alongside the current state of methanol fermentation processes. Finally, we discussed
the current challenges of methanol bioconversion and put forward the future direction for the industrialization of
methanol bioconversion.
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