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工业微生物还原型辅酶Ⅱ的代谢调控研究进展 
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摘  要：还原型辅酶Ⅱ（NADPH）主要参与细胞合成代谢，是微生物代谢网络中含量最丰富的氧化还原辅酶之

一。辅酶工程作为代谢工程的重要分支，通过改变微生物胞内辅酶再生途径，进而改变细胞内代谢产物构成。

本文在归纳 NADPH产生途径和调控的基础上，分析和评述了工业微生物基于辅酶工程的 NADPH代谢调控研究

进展，包括过量表达 NADPH代谢相关酶、敲除 NADPH代谢相关基因及引入特定代谢途径等策略，指出今后的

研究重点在于深入理解 NADPH 调控与中心碳代谢网络的相互作用，为利用代谢工程进行细胞工厂改造提供   

基础。 
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Progress of operation of NADPH metabolism in industrial strains 
 

CHEN Hongwen1，LIU Wei1，DU Yu1，CHEN Guo1，FANG Baishan2 

（1School of Chemical Engineering，Huaqiao University，Xiamen 361021，Fujian，China; 2School of Chemistry and 

Chemical Engineering，Xiamen University，Xiamen 361005，Fujian，China） 

Abstract：Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)，a hemoprotein reductase，or in 

older notation，triphosphopyridine nucleotide is one of the most abundant redox cofactors in the 

metabolic network. It is the main electron donor in anabolism and is mainly used in the biosynthesis of 

biomass precursors. As an important branch of metabolism engineering，cofactor engineering changes 

the NADPH regeneration pathways and rebuilds the components of metabolic products. In this paper，

we introduce the pathways in which NADPH is generated and reviewed the strategies to operate 

NADPH，including overexpression of enzymes，deletion of genes associated with NADPH metabolism 

or introduction of heterogeneous NADPH metabolic pathways. More attention should be focused on 

deeper understanding of the interplay between the operation of NADPH and central carbon metabolic 

networks in the future. 
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代谢工程技术的进步，为优化微生物的代谢和

表达调控网络、增加目标代谢产物的产量和积累速

度、提高发酵过程的经济性，提供了比传统诱变技

术更为合理的手段。然而，代谢流改造过程中常常

得不到预想结果，原因之一就是代谢流改变的同时

往往引起了辅酶氧化还原的不平衡。辅酶在细胞中

涉及的反应广泛，辅酶浓度的改变不仅会影响产物

形成，还会使代谢流发生广泛变化[1]。 

在辅酶层面上调控碳代谢流的辅酶工程，通过

改造微生物胞内辅酶的再生途径、调控微生物胞内

辅酶浓度和氧化还原态比率、定向改变和优化微生

物细胞代谢功能及氧化还原酶催化的产物构成，有
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助于辅酶氧化还原达到平衡，从而实现代谢流最大

化、快速化地导向目标代谢产物[2-3]。细胞生化代谢

网络中，含量最丰富的氧化还原辅酶是还原型辅酶

Ⅰ（NADH）和还原型辅酶Ⅱ（NADPH）。NADH

主要参与分解代谢，生物质的分解过程产生

NADH，有氧条件下，NADH通过呼吸链提供大量

ATP；NADPH主要参与合成代谢，如氨基酸、脂类

及核苷酸等细胞组成物质的合成均需 NADPH提供

还原力，对细胞正常生长和代谢有重要影响。NADH

的代谢调控已有详细介绍 [3]，本文主要围绕

NADPH，详细分析归纳不同微生物 NADPH产生途

径和目前基于辅酶工程的 NADPH代谢调控策略，

为利用代谢工程进行细胞工厂改造提供基础。 

1  细胞内NADPH合成途径和代谢调控 

微生物细胞内 NADPH主要通过中心碳代谢途

径合成。其中，磷酸戊糖途径（PPP 途径）的不可

逆氧化阶段是 NADPH的主要来源。如图 1所示，

依赖 NADP＋的 6-磷酸葡萄糖脱氢酶（G6PDH，   

EC1.1.1.49）和 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶（6PGDH，

EC1.1.1.44）在氧化生成 1mol 6-磷酸葡萄糖酸和氧

化脱羧生成 1mol 5-磷酸核酮糖过程中，分别产生

1mol NADPH。 

原核生物如大肠杆菌[4]在有氧分批发酵条件

下，胞内 35%～45%的 NADPH来自 PPP途径；另

外 35%～45%的 NADPH由转氢酶催化产生。转氢

酶有两种——膜定位嘧啶核苷酸转氢酶（PntAB，

EC1.6.1.2）和位于细胞质中的可溶性转氢酶（UdhA，

EC1.6.1.1），参见图 2。它们能介导NADH和NADPH

之间的相互转化，其中 PntAB通常催化 NADPH生

成，同时消耗 ATP，UdhA通常催化 NADH生成，

无需能量参与，细菌中仅肠杆菌科同时拥有 PntAB

和 UdhA，酵母等真核生物体内至今未发现这两种

酶[1，4]；大肠杆菌还有 20%～25%的 NADPH来自三

羧酸循环（TCA循环），由依赖 NADP+的异柠檬酸

脱氢酶（Icd，EC1.1.1.42，见图 1）催化产生。 

酵母等真核生物不含转氢酶，氢离子不能在

NADPH和 NADH之间直接转移，且线粒体和细胞

质分开运作，胞内 NADPH氧化还原代谢相比原核

生物更加复杂[5]。以酿酒酵母[5-6]为例，在细胞质中，

催化生成 NADPH的酶主要有：PPP途径的 G6PDH

和 6PGDH、依赖 NADP+的异柠檬酸脱氢酶及依赖

NADP+的乙醛脱氢酶（ALD6，EC1.2.1.4，见图 1）。

酿酒酵母异柠檬酸脱氢酶有 3 种同工酶[7]，分别是

线粒体中的 Idp1P、胞质中的 Idp2P 和过氧化物酶

体中的 Idp3P。只有 Idp2p催化的反应才为胞质提供

NADPH，Idp1P和 Idp3P在 NADPH供给上并无显

著作用[8]。ALD6虽也为胞质提供 NADPH，但它不

会在 NADPH 缺乏时被诱导表达[9]。因此，PPP 途

径仍是酿酒酵母细胞质中 NADPH的主要来源。在

线粒体中，酿酒酵母涉及 NADPH合成的酶主要有

NADH 激酶（POS5，EC2.7.1.86，见图 3）和依赖

NADP+的苹果酸酶（MaeB，EC1.1.1.40，见图 1）。

NADH激酶依赖ATP将NADH直接转化为NADPH， 

 

 
图 1  PPP途径和 TCA循环中 NADPH代谢（图中虚线箭头表示多步反应） 

PGI—磷酸葡萄糖异构酶；G6PDH—6-磷酸葡萄糖脱氢酶；6PGDH—6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶；PFK—磷酸果糖激酶；FBPase—果糖-1,6-二磷酸

酯酶；Icd—异柠檬酸脱氢酶；ALD6—乙醛脱氢酶；MaeB—苹果酸酶 
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转氢酶（UdhA） 

NADPH + NAD+ NADH + NADP+ 

转氢酶（PntAB） 

图 2  转氢酶的催化反应 

   
图 3  NADH激酶的催化反应 

是酿酒酵母线粒体中NADPH的主要来源[10]。 

微生物胞内 NADPH 的消耗主要通过同化作

用。同化作用利用中心碳代谢途径的中间代谢物，

合成 75～100个细胞原件、辅酶以及辅基，维持细

胞正常生长代谢。此过程需消耗大量 ATP 和

NADPH，如合成 1 g大肠杆菌干细胞需消耗 41 mol 

ATP和 18 mol NADPH[1]。由此可见，胞内 NADPH

的生成和消耗同胞内很多重要的代谢途径相关联，

维持细胞内辅酶的平衡对于细胞生长、代谢以及产

物的合成都非常关键。 

为了维持细胞正常生长和代谢，细胞必须精确

调控胞内 NADPH 的供应与需求。如在大肠杆菌  

中[11]，NADPH 过量合成时，转氢酶 UdhA 可氧化

过量 NADPH 起到调节作用。但在异源表达依赖

NADPH 木糖还原酶的大肠杆菌工程菌中[12]，缺失

UdhA 未能提高 NADPH 浓度，无法满足工程菌合

成木糖醇所需的 NADPH，大肠杆菌中转氢酶的

NADPH调节作用还有待进一步研究。 

除了转氢酶的 NADPH调控作用外，大肠杆菌

还有一些其它的调控方式。如生长速度减慢或磷酸

葡萄糖异构酶 PGI基因（见图 1）缺失使得 NADPH

过量时，大肠杆菌可利用葡萄糖氧化的分支途径（如

乙醛酸氧化分支途径）减少 NADPH的合成，维持

NADPH 的平衡[13]。研究还发现对于 G6PDH 基因

（见图 1）缺失的大肠杆菌，其最大生长速度和细

胞得率并未因 PPP途径删除导致的 NADPH合成减

少而受到影响，这是因为大肠杆菌还可通过加倍

TCA 循环代谢流和激活依赖 NADP+苹果酸酶

（MaeB，见图 1）酶活力的调控方式，合成细胞生

长所需的 NADPH[13]。 

对于不含转氢酶的微生物，往往通过严格控制

NADPH的合成来满足细胞生长需要。在 14株半子

囊菌酵母[14]和酿酒酵母[15]研究中发现，其 PPP途径

的代谢流与细胞得率成正比关系，这说明 PPP途径

代谢流受到细胞合成时 NADPH需求量的调控。 

此外，依赖 NADP+的异柠檬酸脱氢酶 Icd和乙

醛脱氢酶 ALD也参与了 NADPH的调控。酿酒酵母

在葡萄糖限制的恒化培养过程中[16]，研究发现随着

细胞生长速率的增加，PPP途径代谢流却出现下降，

推测 PPP 途径减少的 NADPH 供给，可通过依赖

NADP+ Icd和 ALD产生的 NADPH来弥补。目前关

于 NADPH合成的代谢网络调控研究并不多，有待

更加深入和系统的了解。 

2  基于辅酶工程的 NADPH代谢调控

在工业微生物中应用 

基于辅酶工程的 NADPH代谢调控包括内源和

外源调控两种方法。其中外源调控主要采用生化工

程方法，通过添加外源代谢物[17]、不同还原态碳  

源[18]或烟酰胺辅酶前体[19]等实现对NADPH代谢的

调控；而内源调控则通过基因工程和代谢工程手段，

调控同 NADPH代谢相关的酶和反应途径，本文着

重介绍近年来广泛采用的NADPH内源调控策略。许

多生物转化过程需大量 NADPH，产物合成往往因

NADPH的供应不足而受到限制。根据 NADPH合成

与代谢的途径，基于辅酶工程的NADPH代谢调控策

略主要包括——过量表达NADPH代谢相关酶、敲除

NADPH代谢相关基因及引入特定代谢途径。 
2.1  过量表达 NADPH代谢相关酶 

PPP途径是原核生物、真核生物胞质中NADPH

的主要来源，过量表达 PPP 途径中的 G6PDH 和

6PGDH常成为促进 NADPH合成的首选调控策略。

如 Poulsen等[20]在黑曲霉中过量表达 6PGDH，其表

达量可达野生型的 2～13倍，胞内 NADPH浓度可

增加 2～9倍。 

该策略在实际生物转化中已显现成效。譬如利

用工业微生物大规模生产非天然氨基酸、手性醇及

其它精细化学品，常需外源表达依赖 NADPH的特

定氧化还原酶以促进目标代谢物合成。这些额外增

加的 NADPH需求，因细胞自身 NADPH调控能力

的限制，往往会造成胞内 NADPH氧化还原态的不

平衡。外源添加 NADPH成本昂贵，不适合工业化

生产，而通过提高胞内 NADPH浓度，可保证外源

表达的氧化还原酶其催化反应正常进行。如在外源

表达 GDP-D-甘露糖-4,6-脱水酶和依赖 NADPH 的
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GDP-4-酮-6-脱氧甘露糖异构还原酶的重组大肠杆

菌中过量表达 G6PDH，胞内 NADPH供应充足，其

GDP-L-果糖产量可由 (38.9±0.6) mg/L 提高至

(55.2±0.5) mg/L[21]。在外源表达依赖 NADPH的环

己酮单加氧酶的大肠杆菌中过量表达 G6PDH，其   

ε-己丙酯产量可提高 39%[22]。同样，对于非外源氧

化还原酶基因表达而胞内产物合成需大量 NADPH

时，过量表达 G6PDH和 6PGDH也有助于提高其产

量。如谷氨酸棒杆菌是工业生产 L-赖氨酸的传统菌

株，其每生产 1 mol 赖氨酸需消耗 4 mol NADPH，

若过量表达 G6PDH 或果糖 -1,6-二磷酸酯酶

（FBPase，EC3.1.3.11，见图 1），可增加胞内 PPP

途径代谢流，有效再生 NADPH，从而提高 L-赖氨

酸产量[18，23-24]。利用含 phbCAB操纵子的大肠杆菌

生产 PHB（聚 beta-羟基丁酸），因其乙酰乙酰辅酶

A还原酶需 NADPH作为辅因子，过量表达 G6PDH

可使其胞内 NADPH/NADP+比率提高 6倍，TCA循

环代谢流减少、更多代谢流进入 PHB合成途径，最

终菌株 PHB 产量可提高 41%[25]。上述这种调控策

略在真核生物中也有应用，如在外源表达依赖

NADPH 木糖还原酶的酿酒酵母中过量表达

G6PDH，胞内 NADPH供应充足，其木糖醇产量可

提高 25%[26]。 

过量表达 PPP途径中 NADPH合成关键酶是目

前应用较广的 NADPH代谢调控策略，但 PPP途径

代谢流增加会削弱 TCA 循环和糖酵解途径（EMP

途径）代谢流，有时会不利于细胞生长。过量表达

PntAB或 UdhA则不会干扰中心碳代谢，且可再生

NADPH，该方法在原核细胞谷氨酸棒杆菌、大肠杆

菌中得到应用。如 Kabus等[27]在谷氨酸棒杆菌中异

源表达来自大肠杆菌的 PntAB，成功检测到 PntAB

酶活力可达 0.7 U/mg 蛋白质。将该工程菌置于含

10%蔗糖的最小培养基上生长，其分泌的 L-赖氨酸

浓度可提高 3倍。Ailen等[28]则利用大肠杆菌 UdhA

所催化的可逆反应，通过高拷贝的质粒过量表达

UdhA，同时共表达 phbCAB操纵子，使得该菌株的

PHB产量由 49%提高至 66%。 

但 Jeun 等[29]在含有木糖还原酶的酿酒酵母中

异源表达来自棕色固氮菌的可溶性转氢酶 UdhA，

却发现其只会促使 NADPH 和 NAD+向 NADH 和

NADP+转化，最终木糖醇产量下降至 70%。同时由

于 NADH的补充，乙醇脱氢酶活力增强，菌株的乙

醇产量略有增加。在重组酿酒酵母中过量表达

PntAB[30]或 UdhA[31]，反应方向也是利用 NADPH

和 NAD+产生 NADH 和 NADP+，辅酶产生方向与

重组酿酒酵母利用木糖生产乙醇所需方向相反，无

法提高生产乙醇的能力。因此，在真核细胞如酿酒

酵母中，过量表达原核细胞的转氢酶目前尚不能得

到理想应用，这方面有待深入研究。此外，PntAB

催化生成 NADPH 需消耗 ATP，同时伴随着

NADH/NAD+比例下降，故应用此策略需综合考虑。 

过量表达 NADH激酶或苹果酸酶，也有可能重

组代谢流、提高 NADPH 浓度。Panagiotou 等[32]在

构巢曲霉中过量表达 NADH 激酶，促进了线粒体 

NADPH合成，细胞比生长速率提高了 20%。Moreira 

dos Santos 等[5]在重组酿酒酵母中过量表达线粒体

苹果酸酶、丙酮酸羧化酶和无线粒体定位信号的苹

果酸酶、丙酮酸羧化酶，通过苹果酸酶催化 NADPH

生成，丙酮酸羧化酶促使 NADH消耗，在重组酿酒

酵母线粒体和细胞质中获得了 PntAB效果。虽然这

些研究结果还未应用于重组酿酒酵母利用木糖生产

酒精过程中，但为真核细胞 NADPH调控提供了另

外的思路。 

还有研究发现，锌指蛋白 STB5是调控 NADPH

合成的关键蛋白，其可同 PPP途径中的大多数基因

结合，并调控这些基因表达。STB5 还可抑制磷酸

葡萄异构酶（PGI，EC5.3.1.9，见图 1）表达，促使

6-磷酸葡萄糖进入 PPP途径，生成更多 NADPH[33]。

Hector等[34]在酿酒酵母中表达 STB5或受其调控的

未知功能蛋白 YMR315W，胞内 NADPH量均有提

高，且细胞对过氧化物的耐受力增强。虽然这两个

蛋白的具体作用机理仍不明晰，但这一研究结果也

为 NADPH代谢调控提供了新的思路。 
2.2  敲除 NADPH代谢相关基因或削弱 NADPH代

谢相关酶活力 

敲除编码G6PDH的基因 zwf和编码 6PGDH的

基因 gnd，是减少 PPP 途径代谢流、削弱 NADPH

合成的最直接手段。Jeppsson等[35]为减少生产乙醇

的酿酒酵母中木糖醇的积累，分别敲除了 zwf 基因

和 gnd 基因。其中在敲除 zwf 的工程菌中

NADPH/NADP+比率降低了 3～5倍，木糖醇积累减

少，菌株产乙醇能力增强，但木糖利用率削弱了

84%。在此基础上，他们借助合成启动子文库，构

建可调控 G6PDH酶活的基因工程菌，发现保留 1%

和 6% G6PDH酶活力的工程菌，木糖利用率可分别

提高至原敲除菌的 2.8倍和 5.1倍[36]。 

此外，敲除 EMP 途径中的某些基因，可降低

EMP途径代谢流，促进更多代谢流进入 PPP途径以



第 11期                     陈宏文等：工业微生物还原型辅酶Ⅱ的代谢调控研究进展 

 

·2539·

合成 NADPH。如 Chin等为提高木糖醇产量，分别

敲除了大肠杆菌 EMP途径中编码 PGI的基因 pgi[12]

和编码磷酸果糖激酶（PFK，EC2.7.1.11，见图 1）

的基因 pfk [37]。虽菌株生长略受抑制，胞内

NADPH/NADP+比率却有所提高。在葡萄糖和木糖

的混合培养基上培养这类静息菌株，消耗 1 mol葡

萄糖可得到 5.1 mol 木糖醇。作者同时也研究了在

此基础上敲除转氢酶基因 sthA 对菌株生长和代谢

的影响。虽工程菌胞内 NADPH/NADP+比率更高，

但木糖醇产量增长并不显著。由此推测，工程菌对

NADPH 的需求可能有一个阈值，NADPH/NADP+

比率同木糖醇产量的相关性仍需进一步研究。 

敲除 pgi对于酿酒酵母[38]、黑曲霉[20]等真核生

物是致命的，因此，Oh等[39]在过量表达 G6PDH的

重组酿酒酵母中，通过 ADH启动子调控 PGI表达，

在不影响菌株生长的情况下衰减该酶活力，有效提

高胞内 NADPH 供给，最终木糖醇产量提高了    

1.9倍。 

2.3  引入特定代谢途径 

由于 PPP 途径代谢流增加会催化产生二氧化

碳，造成碳源的浪费，为此人们通过引入特定代谢

途径而不是通过 PPP途径再生 NADPH，也获得了

应用。如 Verho等[40]在异源表达木糖还原酶、木糖

醇脱氢酶的重组酿酒酵母中，敲除编码 G6PDH 的

基因 zwf，异源表达来自乳酸克鲁维酵母的依赖

NADP+的 3-磷酸甘油醛脱氢酶（ GAPDH，       

EC 1.2.1.13）基因，用 GAPDH 代替 G6PDH，使

NADPH 通过 NADP-GAPDH 途径再生，同时降低

了 NADH还原、缓解了胞内辅因子不平衡，最终重

组菌的乙醇产量提高了 50%。Irene等[41]则用来自丙

酮丁醇梭杆菌的NADP+依赖型GAPDH代替大肠杆

菌的NAD+依赖型GAPDH，重组大肠杆菌通过EMP

途径合成 NADPH，每消耗 1 mol 葡萄糖可产生 2 

mol NADPH，被证实可有效生产番茄红素和 ε-己 

内酯。 

3  结  语 

以上研究结果表明，通过辅酶工程手段，过量

表达 NADPH代谢相关酶、敲除 NADPH代谢相关

基因或引入特定代谢途径，对于增加 NADPH供给、

维持胞内氧化还原辅因子平衡和过量积累目的产物

获得了较好的应用效果，显示出辅因子调控对中心

代谢网络的作用。但由于微生物代谢网络结构和代

谢网络调控的高度复杂性，目前从代谢网络全局系

统深入理解辅因子调控与中心碳代谢途径相互作用

机制方面的研究仍非常欠缺。 

随着后基因组时代系统生物学和高通量分析

技术的诞生和发展，为定量研究辅因子调控对微生

物代谢物组、通量组、蛋白质组和转录组的影响，

进而揭示辅因子调控与中心碳代谢网络之间的关系

奠定基础。目前，已有科学家通过化学计量模型预

测出提高 NADPH供给的最佳基因型组合[42]；或是

从菌株的特殊表型出发，以反向代谢工程思路，运

用高通量组学分析技术，定位非直观的 NADPH代

谢改造靶点[24，43-44]。随着代谢工程的发展，探索不

同 NADPH/NADP+比率下代谢通量、蛋白表达、转

录水平等的改变，揭示胞内 NADPH调控与微生物

功能的关系，可为细胞工厂基因改造提供更多的  

思路。  
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