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ε-聚赖氨酸生产菌育种研究进展
孙子龙，扶教龙*，王  月，周运峰，李博彦，钱  玮，白  净，鞠  鑫，李良智

（苏州科技大学化学与生命科学学院，江苏 苏州 215009）

摘  要：ε-聚赖氨酸（ε-poly-L-lysine，ε-PL）是一种含25～35 个L-赖氨酸残基的新型生物聚合物，由ε-NH2

和α-COOH脱水缩合形成。其具有热稳定性、可食性、水溶性、可降解性、抑菌谱广及无毒等优异性能，作

为一种安全的食品防腐剂，在日本、韩国、美国、中国和一些其他国家得以应用。ε-PL通常由白色链霉菌

（Streptomyces albulus）发酵生产，对生产菌进行育种改造是提高ε-PL生产和降低成本的关键方法之一。目前，

研究者们已通过理化诱变、核糖体工程、基因组重排、基因工程等方法对ε-PL生产菌进行了大量育种研究，且

得到了一些高产菌株。本文首先简要介绍ε-PL生物合成机理，并从上述几个方面着重介绍ε-PL生产菌育种研究进

展，然后概述ε-PL发酵生产工艺，最后对相关研究进行展望，以期为ε-PL微生物育种和绿色生物制造提供借鉴与

参考。
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Advances in Strain Improvement for the Production of ε-Poly-L-lysine
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Abstract: ε-Poly-L-lysine (ε-PL) is a novel biopolymer consisting of 25–35 L-lysine residues, which is formed 

by the dehydration condensation of ε-NH2 and α-COOH. ε-PL possesses many excellent characteristics, such as 

antimicrobial activity, edibility, water solubility, biodegradability, thermostability and nontoxicity. As a natural 

and safe food preservative, ε-PL possesses many excellent advantages such as thermal stability, edibility, water 

solubility, degradability, and broad-spectrum antibacterial activity and has been successfully utilized in Japan, 

South Korea, the United States, China and other countries. ε-PL is usually produced by fermentation with Streptomyces 
albulus, and improving ε-PL-producing stains is crucial for enhancing ε-PL production and reducing costs. At present, 

researchers have obtained microbial strains capable of producing high levels of ε-PL by using physicochemical mutagenesis, 

ribosome engineering, genome shuffling, genetic engineering and other methods. This review introduces the mechanism 

of ε-PL biosynthesis and recent progress in strain improvement for the production of ε-PL, and gives an overview of the 

fermentation process of ε-PL. Finally, this review concludes with an outlook on future research directions. We hope that this 

review can help promote strain improvement for green biological manufacturing of ε-poly-L-lysine.
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ε-聚赖氨酸（ε-poly-L- lysine，ε-PL）是一种含 

25～35 个L-赖氨酸（L-lysine，L-Lys）残基的生物聚合

物，由ε-NH2和α-COOH脱水缩合形成 [1]，最早是由日

本学者Shima等[2]于1977年在白色链霉菌（Streptomyces 
albulus）发酵液中发现。因其结构独特，具有许多优

异性能，如抗菌性、可食性、生物降解性、耐热性、

水溶性等。其抑菌谱广泛，对大肠杆菌（Escherichia 
coli）、沙门氏菌（Salmonella）和单核细胞增生李斯特

菌（Listeria monocytogenes）等革兰氏阴性菌以及革兰氏

阳性菌有非常好的抑菌效果，也对一些霉菌、酵母和病

毒有一定抑制作用[3-6]，常被应用于食品防腐剂、药物载

体、食疗剂、乳化剂和水凝胶等领域。

ε-PL应用潜力巨大，然而野生型菌株ε-PL合成能力

通常较低，如Streptomyces noursei NRRL 5126的摇瓶产量

只有0.4 g/L[7]。筛选产生菌是ε-PL的研究重点之一，科学

家们选用美蓝、中性红等[8-9]物质进行筛选，利用正正相

斥原理形成的透明圈来筛选产生菌。目前筛选菌株最经

典的实例是Hiraki等[10]使用的S-2-(氨基乙基)-L-半胱氨酸

（S-(2-aminoethyl)-L-cysteine，AEC）结合甘氨酸抗性筛

选方法，其机制是通过筛选AEC抗性菌株以解除或减轻

赖氨酸对天冬氨酸激酶（aspartate kinase，Ask）反馈抑

制，这将引起ε-PL前体物L-Lys大量积累，继而提升ε-PL

产量，通过此法得到的菌株产量达到了野生型的10 倍。

虽然每年都有大量的ε-PL产生菌被筛选出来，但其生产

能力仍远远达不到工业生产需求，因此对ε-PL产生菌的

育种改造势在必行。随着研究的深入，越来越多育种方

法被用于菌种选育与改造，如传统理化诱变、核糖体工

程、基因组重排以及基因工程等，这对提高ε-PL产量和

降低其生产成本起到了重要作用。

本文根据近5 年的研究进展，在简要介绍ε-PL生物合

成机理基础上，着重介绍ε-PL生产菌育种进展，且对ε-PL

相关研究进行展望。期望本文能为相关研究人员提供一定

的参考和帮助，同时也为其他菌种选育提供参考。

1 ε-聚赖氨酸生物合成机理 

ε-PL通常利用微生物发酵法生产，主要由链霉菌

（Streptomyces）、北里孢菌（Kitasatospora）、链轮丝

菌（Streptoverticillium）、香柱菌（Epichloe）等菌种产

生[1]。随着研究不断深入，其合成机制也被逐渐摸索出

来。Yamanaka等[11]报道了ε-聚赖氨酸合成酶（ε-poly-L-

lysine synthase，Pls）（由pls基因编码）纯化及其基因

克隆的相关研究，详细介绍了Pls作为一种具有“非核

糖体合成酶体系”（nonribosomal peptides synthetases，

NRPSs）特征的腺苷化和硫代化结构域的膜蛋白，其包

含了6 个跨膜结构域（TM域）和3 个串联的可溶性结构

域（C1、C2、C3结构域），却不包含传统的缩合或硫

酯酶结构域（图1）[1,12-13]，是一种新型单模块NRPS，

具有类似于氨基酸连接酶的催化活性。Pls主要分为T、

A、C 3 个区域，L-Lys在Pls中A区域被腺苷酸化，而

后在T区域被进一步巯基化同时释放腺嘌呤核糖核苷酸

（adenosine monophosphate，AMP），随后被转运到3 个

串联C区域中，并在此区域产生不同程度的聚合。该发现

为ε-PL合成机制的探索提供了基本模型。
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EMP.糖酵解途径（glycolytic pathway)；PPP.磷酸戊糖途径（pentose 

phosphate pathway）；DAP. 二氨基庚二酸途径（diaminopimelic 

acid pathway）；TCA循环.三羧酸循环（tricarboxylic acid cycle）；

VHb.透明颤菌血红蛋白（Vitreoscilla hemoglobin）；Pld. ε-PL降解

酶（ε-poly-L-lysine degrading enzyme）；FMN.黄素单核苷酸（flavin 

mononucleotide）；CoQ.辅酶Q（ubiquinone）；Cytb/c.细胞色素b/c

（cytochrome b/c）；Cytaa3.细胞色素氧化酶（cytochrome oxidase）。

图 1 ε-PL生物合成途径示意图

Fig. 1 Schematic diagram of the biosynthetic pathway of ε-PL

ε-PL是由EMP、TCA循环以及DAP途径生成L-Lys，

再经过Pls聚合而成[1,14-15]。但在研究中不止发现了Pls，

还有Pld。迄今为止，共发现两种Pld：PldI和PldII[16]。

理论上，这两种酶缺失会减少ε-PL的损耗，并在发酵过

程中提高其整体效价。然而，PldI和PldII失活对ε-PL产

生和聚合程度没有影响，这表明ε-PL生物合成及聚合物

长度似乎是由Pls直接控制，而不是Pld[16]。刁文娇等[17]

对S. albulus M-Z18基因组中存在的两种Pld基因进行敲

除、回补和过表达，结果表明PldI与PldII对降解ε-PL具

有协同作用，且主要生理功能是保护菌株在中性环境

中免受自身产物ε-PL抑制。Li Qinyu等[18]利用基于整合

质粒pSET152的规律成簇的间隔短回文重复（clustered 

regular ly interspaced short  pal indromic repeats，

CRISPR）技术抑制PldII，发现对PldII活性的抑制提高

了ε-PL产物的抗菌效果，且PldII对ε-PL的水解由两个氨

基酸残基（Thr194和Glu281）启动，产生了不同链长度

的ε-PL，这导致了不同程度的ε-PL聚合。截至目前，对

于Pld的研究还有待进一步深入。
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2 ε-聚赖氨酸生产菌育种

2.1 物理化学诱变育种

物理诱变是指通过物理诱变剂处理微生物，从而

获得高产菌株。目前被用于ε-PL生产菌诱变的物理诱变

方法有紫外（ultraviolet，UV）诱变、离子注入诱变、

微波诱变、常压室温等离子体（atmospheric and room 

temperature plasma，ARTP）诱变等。从杨玉红等[19]通过

UV诱变得到较出发菌株ε-PL产量提升率为20.97%的突

变株，到丛茂林等[20]通过氮离子注入结合抗性抑菌圈筛

选出提升率是出发菌1.3 倍的突变株，再到张海涛等[21] 

通过微波处理诱变获得较出发菌株ε-PL产量提升率为

23.00%的突变株，物理诱变育种的应用不断发展。而后

ARTP这种突变性能更高效、适用范围更广的诱变方法

的兴起进一步带动其发展[22-23]。Zong Hong等[24]最先使用

ARTP对S. albulus进行突变处理，获得一株阳性突变株

S. albulus A-29，最高产量为（1.59±0.08）g/L，是相同

培养条件下野生菌产量的3.88 倍。席志文等[25]通过ARTP

结合硫酸二乙酯（diethyl sulfate，DES）复合诱变结合

抗性平板与抑菌圈筛选得到了突变菌株S. albulus AD-9，

摇瓶产量为2.1 g/L，比出发菌株高110%。对其生理特性

研究发现其菌株形态与营养需求都得到了改变，比较突

变菌株在3 种发酵培养基（M3G、RSM、优化培养基）

中的发酵结果，发现突变菌株在优化培养基下发酵效果

最佳，其与其他培养基不同之处在于较高的碳源、有

机氮源比例以及较低的无机氮源比例。Wang Liang等[26] 

以链霉素（streptomycin，Str）抗性结合ARTP诱变，经

过3 轮筛选，挑选出突变株S. albulus AS3-14，其摇瓶

产量为2.91 g/L，较初始菌株产量提高了66.3%。对突变

株进行酶活性分析与限制性片段多态性分析，结果表明 

S. albulus AS3-14中的关键酶如己糖激酶、丙酮酸激酶、

柠檬酸合酶和Ask比出发菌株更活跃，且经ARTP诱变

后，AS3-14的基因组DNA变化很大，这些原因可能导致

其ε-PL产量提高。

化学诱变育种是用化学诱变剂处理材料，以诱发

遗传物质突变，从而引起形态特征变异。目前应用于

白色链霉菌育种方面的诱变剂主要有氯化锂（LiCl）、

甲基磺酸乙酯（ethyl methylsulfone，EMS）、DES、

亚硝基胍（nitroso-guanidin，NTG）等。李聪等[27]采用

DES诱变得到一株突变株FQF-3，经过培养基优化产量

达到了1.373 g/L，提升率为53%。Song Shuai等[28]采用 

N T G ＋ U V ＋ L i C l 复 合 诱 变 ， 得 到 了 突 变 株 

S. diastatochromogenes 6#-7，其具有良好的遗传稳定

性，摇瓶产量为0.775 g/L，比初始菌株高42.2%。近

几年传统化学诱变在ε-PL生产菌育种方面没有太多建

树，也许是其诱变随机性太高、稳定性不好、诱变效

果不理想等原因导致。

物理化学诱变育种因其操作简单、材料获取简

单、达到的效果较好，无需了解菌株的遗传背景和基

因信息也可进行育种，仍旧在微生物育种工作中发挥

着重要作用。

2.2 核糖体工程育种

核糖体工程是一种针对核糖体蛋白突变对微生物次

级代谢产物的影响建立的育种方法（图2）[29-30]，该概念

由Ochi教授[29]基于严紧反应激活自身次级代谢现象，利

用利福霉素（rifamycin，Rif）与鸟苷四磷酸（guanosine 

tetraphosphate，ppGpp）诱导激活次级代谢机制以及以

Str为代表的其他抗生素均是以核糖体各元件为作用靶

点这些发现而提出。其通过确定目标菌株相应抗生素如

Str、Rif、巴龙霉素（paromomycin，Par）、硫链丝菌素

（thiostrepton，Tsp）、夫西地酸（fusidine，Fus）、庆

大霉素（gentamicin，Gen）、林肯霉素（lincomycin，

Lin）、遗传霉素（geneticin，Gnt）等的最小抑制浓度

（minimum inhibition concentration，MIC），再采用不同

MIC倍率的抗性平板培养目标菌株，使菌株本身核糖体结

构发生变化，进而引起相关代谢产物发生较大变化[31-32]。
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图 2 核糖体工程启动细胞示意图

Fig. 2 Schematic diagram of ribosome engineering for activating  

cell biosynthesis

Liu Yongjuan等[33]以S. albulus M-Z18为出发菌株，添

加Str后选育到单重抗生素高产突变株S-23，ε-PL产量为

2.6 g/L，比出发菌株提高近44.4%；再用Str多次抗性引入

选育出高产菌S. albulus SS-62，产量达到了出发菌株的

1.79 倍。蛋白质组学分析显示参与ε-PL前体代谢和能量

代谢的蛋白以及参与转录调控和翻译的蛋白表达水平上

升，这表明突变体SS-62不仅能增强ε-PL前体代谢和能量

代谢，还能调节与转录调控和翻译相关的通路，提供更

好的胞内代谢环境。Wang Liang等[34]通过引入Str、Gen、

Rif进行抗性突变，最终得到了单抗菌株S. albulus S-88

和双抗菌株S. albulus SG-31，产量分别达到了2.81 g/L 

与3.83 g/L，分别是出发菌株的1.75 倍与2.39 倍。对突变
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体分析表明，rpsL基因（编码核糖体蛋白S12）发生了点

突变，导致ε-PL生物合成途径中关键酶的活性和转录水

平显著增加。而后Wang Liang等[35]又在之前基础上，选

育出了突变菌株S. albulus R6，其具有Str、Gen、Rif、

Gnt、Par、Lin 6 种抗生素抗性，ε-PL摇瓶产量提升至

4.41 g/L，较亲本菌株提高了2.75 倍。吴光耀等[36]通过 

Str＋Rif双重抗性选育ε-PL高产菌，获得双重抗性高产突

变株Streptomyces albulus WG-608。其ε-PL摇瓶产量达到

3.7 g/L，5 L发酵罐补料分批发酵ε-PL产量达到53.0 g/L，

较出发菌株分别提高了42.3%和32.5%。以上都是对核糖

体工程的成功运用，其突变效果显著，成功率高，结合

组学分析也许能够得到意想不到的效果。

核糖体工程利用各类抗性突变为筛选标记来表征核

糖体和RNA多聚酶的功能变化，从“转录”和“翻译”

两个水平来启动微生物细胞的生物合成潜能，从而高效

地获得次生代谢产物合成能力提高的新菌株。该技术

简单易行、组合方便，在相关育种方面有良好的应用前

景。然而核糖体工程仍存在较多局限，如多种抗生素效

用机制不明、诱变效率有限等，会给其应用带来一定限

制。因此需要更深入地解析抗生素的作用机制及靶点，

更深入地研究抗生素激活细胞诱导机制以及在分子水平

上实现菌株的定向进化等[33]来进一步发展完善核糖体工

程技术。

2.3 基因组重排育种

基因组重排起初是由Stemmer[37]提出的一种新型选育

手段，因其无须深入了解微生物具体调控机制，以细胞

内整套基因组为对象，可进行随机交换重组整合，通过

筛选最佳“组合”，从而加快定向进化速率，达到快速

育种目的。

该方法主要通过对一些经过传统诱变之后目的产

物产量提升幅度较大的突变株进行多轮原生质体融合，

使他们染色体重排或重组，进而获得目的产物大量提升

的正向突变株。Li Shu等[38]首先通过基因组重排技术提

高了5 种链霉菌野生型菌株的ε-PL产量和高糖耐受性，

然后对所有重组菌株进行随机原生质体融合和种间杂

交，确定了一株高产菌株S. albulus FEEL-1，摇瓶中ε-PL

产量为1.12 g/L，约为野生型的2.75 倍。Wang Liang等[39]

通过基因组重排技术结合Gen抗性筛选，得到一株突变株

S. albulus AG3-28，经分析其关键酶活力与pls基因转录水

平都有所上调，进而使ε-PL产量提高。Zhou Yongpeng等[40] 

采用基因组重排技术，经过4 轮的原生质体递推融合，

提升ε-PL生产菌的耐受性，最终获得一株高产ε-PL突变

株S. albulus F4-22，其摇瓶产量为3.11 g/L，较出发菌株

ε-PL产量提升81%。Liu Yongjuan等[41]对从核糖体工程

中获得的菌株进行基因组重组，以获得更好的ε-PL产生

菌株，筛选出的突变株S. albulus SG-86产率比亲本菌株

M-Z18高出了144.7%，通过测序分析发现突变株较亲本

菌株缺失了近2.1 Mb基因组信息，这也许引起了其副产

物的减少，促进了目标产物的合成。

由于绝大部分用于基因组重排的亲本依旧出自于传

统随机诱变，其性能直接影响到突变菌的质量，所以效

率低下这一局限性仍旧是一个无法避免的难题。同时，

由于微生物基因表达和代谢网络调控的复杂性，使得通

过基因组重排富集的多种突变是否一定会产生协同效应

这一结果并不能确定，且可能由于相互干扰而无法促进

预期的目标菌种进化。而且由于缺少高效筛选手段，其

稳定性会一代不如一代，这是基因组重排与其他诱变方

法目前亟需解决的问题之一。因此，独特的筛选手段对

于基因组重排菌遗传的稳定十分必要，且拥有高效的筛

选方法也是基因组重排得以有效应用的关键。表1为近几

年诱变选育ε-PL生产菌实例。

表 1 ε-PL生产菌诱变选育实例

Table 1 Examples of strain improvement for ε-PL production

菌株 诱变方法 发酵方法
产量/

（g/L）
提升
率/%

培养
时间/h

参考
文献

S. albulus A-29 ARTP 摇瓶培养 1.59 288.00 72 [24]

S. albulus AD-9 ARTP＋DES 摇瓶培养 2.1 110.00 72 [25]

S. albulus AS3-14 ARTP＋核糖体工程 摇瓶培养 2.91 66.30 96 [26]

S. albulus FQF-3 DES 摇瓶培养 1.37 53.00 72 [27]

S. diastatochromogenes 6#-7 NTG＋UV＋LiCl 摇瓶培养 0.78 42.20 72 [28]

S. albulus SS-62 Str抗性筛选 摇瓶培养 3.04 78.82 96 [33]

S. albulus S-88 核糖体工程 摇瓶培养 2.81 175.00 96 [34]

S. albulus SG-31 核糖体工程 摇瓶培养 3.83 139.00 96 [34]

S. albulus R6 核糖体工程 摇瓶培养 4.41 275.00 96 [35]

S. albulus WG-608 核糖体工程 摇瓶培养 3.70 42.30 96 [36]

S. albulus FEEL-1 基因组重排 摇瓶培养 1.12 173.00 96 [38]

S. albulus AG3-28 基因组重排＋核糖体工程 摇瓶培养 3.43 49.10 72 [39]

S. albulus F4-22 基因组重排＋DES 摇瓶培养 3.11 81.00 72 [40]

S. albulus SG-86 基因组重排＋核糖体工程 摇瓶培养 4.16 145.00 96 [41]

S. albulus AF3-44 基因组重排 摇瓶培养 3.10 34.00 72 [42]

S. graminearus F3-4 基因组重排 摇瓶培养 2.40 50.00 96 [43]

S. Albulus LS-84 种间杂交 5 L分批发酵培养 32.60 256.10 196 [44]

2.4 基因工程育种

基因工程是在分子水平上将不同来源的基因通过体

外重组后导入受体细胞内，使这个基因能在受体细胞内

复制、转录、翻译表达的操作[45]。

2.4.1 基于合成途径的基因工程育种

近年来，随着基因工程在提高菌株初级和次级代谢

产物上的广泛应用，对ε-PL生产菌株进行基因改造是当

下研究热点（图3）[1,46]。当前与ε-PL产量相关的主要难

题仍是由复杂的合成途径导致的发酵效率低下，这限制

了基因工程在ε-PL生产菌株中的应用。因此，拥有全基

因组测序提供的遗传信息十分必要，其能够提供细胞内

生理和代谢的全面信息。Wang Lin等[47]首次获得了完整

的S. albulus ZPM基因组序列，共9 784 577 bp，GC（鸟
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嘌呤和胞嘧啶）相对含量为72.2%，其中有40多个次级代

谢物生物合成基因簇，约一半为聚酮合成酶（polyketide 

synthases，PKSs）或非核糖体肽合成酶（nonribosomal 

peptide synthetase，NRPSs）；还发现了一种回应pH值变

化的sigma因子——HrdD，将其过表达发现其与pls上游启

动子特异性结合，这表明HrdD可能通过调控pls的启动子

区进而参与Pls的转录调控。而后此类研究也多了起来，

关于ε-PL生产菌基因方面的信息越来越全面，这也为

ε-PL工程菌构建提供了坚实的基础和技术保障。

NH4
＋

(NH4)2SO4

, AmtB
-6-
ppc

6-
pyc

E
M

P , adpA
PPP

MprBA , frr
ttm

, VibA
nys PepD

MprA

TCA

α-

PDAP

, vgb
pls

L-
L-

γ-PA
B

L-

ask L-

ε-PLL-4- DAP

Pls

ε-PL

ε-PL

L- L-
pldI/pldII

dapA

O2

O2
O2

O2

A
m

tB

A
m

tB

Pld

PDAP.聚-L-二氨基庚二酸（poly-L-diaminopropionic acid）；γ-PAB. γ-聚二

氨基丁酸（γ-poly(diaminobutyric acid)）；MprA/B、PepD. 信号转导系统。

图 3 ε-PL生产菌基因工程策略示意图

Fig. 3 Schematic diagram of genetic engineering strategies to improve 

ε-PL-producing strains 

为了构建ε-PL高产菌，Hamano等[48]开发出了基于

聚乙二醇介导的原生质体转化和大肠杆菌属间结合将

DNA传递至生产菌的系统。基于此项研究，ε-PL生产

菌的基因工程改造得以顺利进行。L-Lys经Pls聚合而成

ε-PL，是ε-PL唯一前体。Hamano等[49]从S. albulus中克隆

了Ask基因，并研究了其基因产物的反馈抑制作用，以此

构建了一个几乎完全抵抗反馈抑制突变Ask基因，将此

基因在S. albulus中表达，使得ε-PL的产量得到了提升。 

Li Wenchao等[50]发现L-Lys的合成主要依赖于DAP，且关

键酶二氢吡啶二羧酸合成酶由dapA基因编码，其过表达

菌株S. diastatochromogenes 12#-2提高了ε-PL生产菌的发

酵性能，ε-PL产量提高了17.5%。张重阳等[46]基于L-Lys

合成途径，选择丙酮酸羧化酶基因（pyc）、磷酸烯醇

式丙酮酸羧化酶基因（ppc）、6-磷酸葡萄糖脱氢酶基因

（zwf）、二氢吡啶二羧酸合成酶基因（dapA）、二氨基

庚二酸脱羧酶基因（lysA）和ε-PL合成酶基因（pls）在 

S. albulus WG608中进行基因过表达，最终发现过表达

ppc、pyc、pls能够有效提升其产ε-PL能力。不同生产菌

基因表达的效果也不同，对此需要的是对生产菌进行不

断探索，搜寻一切有效信息，尝试不同方法去得到更好

的结果。

Pls作为合成ε-PL的关键酶，提高其表达量理论上

会显著提高ε-PL产量。基于该基因的重要程度，关于它

的研究也是一直存在的。Wang Aixia等[51]利用kasOp*启
动子结合噬菌体φC31衣壳蛋白的核糖体结合位点，在 

S. albulus CICC11022中对pls进行过表达，得到一个基因

工程菌株S. albulus Q-PL2，摇瓶发酵ε-PL产量比野生菌株

高88.2%。同年，Purev等[52]在E. festucae E437中发现了与

Pls相同作用的基因——Epls（真菌中ε-PL合成酶基因），

其过表达菌株也得到了类似结果，其ε-PL产量比野生型

提高了6.72 倍。Xu Delei等[53]创造性地采用了合成酶交换

策略，将产低分子质量ε-PL的Kitasatospora aureofaciens
中pls基因克隆表达至高产菌中，结果显示这种策略并不

影响高产菌株产量，且实现了低分子质量ε-PL的高效生

产，大大加速了菌株改造进程。

消除将前体或代谢物从目标分子转化为额外副产

物的代谢途径，经常被报道会增加目标产物浓度。在

产ε-PL的链霉菌中发现的大多数副产物是生物聚合物或

抗生素化合物，如聚(γ-L-二氨基丁酸)、γ-聚谷氨酸、 

聚(L-二氨基丙酸)、四霉素A和B等[54-56]。Yamanaka等[57]

发现，5 种多聚烯大环内酯类抗生素（四霉素A和B、四

烯菌素A和B、微量制霉菌素A1）的生物合成基因存在于

S. albulus 14147的基因组中，于是通过靶向敲除这些副产

物生物合成基因消除了多烯大环内酯的产生，成功地增

强了约20% ε-PL生物合成通量，为后续ε-PL纯化降低了

一定难度。这是首次通过敲除ε-PL生物合成途径中副产

物基因来减少相关副产物的合成从而提高ε-PL产量的方

法，为ε-PL菌株选育提供了新思路。

近几年随着技术的成熟，对ε-PL生产菌基因方面的

研究主要基于对其合成途径进行扩展，通过各种测序、

组学手段找寻有影响的关键酶及其基因是现在乃至未来

对ε-PL产生菌基因工程改造的关键。然而ε-PL产生菌的

生理机能大多十分复杂且对其合成与调控系统的理解仍

不太深入，所以其基因工程改造的任务仍十分艰巨。

2.4.2 基于细胞内调节机制的工程育种

由于ε-PL是一种次生代谢物，因此与其他次生代谢

物一样，其产生受到细胞内调节机制严格调控。Purev

等[52]发现E. festucae F11携带了ε-PL合成所必需的所有基

因，但这些基因并不是全部转录，且ε-PL产量极低，所

以通过在E. festucae E437中过表达VibA（一种转录因子

基因）诱导Pls活性，使ε-PL产量增加了3.7 倍。此外， 

Liu Yongjuan等 [58]在对S. albulus SS-62与其亲本菌株 

S. albulus M-Z18进行蛋白质组学分析时发现，核糖体再

循环因子（frr）与高产量链霉菌中Pls基因的表达和ε-PL
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产量提高有关。Wang Chenying[59]和Pan Long[60]等分别对

M-Z18耐酸反应进行了转录组分析，发现了一个信号转

导系统（Mpr A/B和Pep D），其可以正向调节pls转录，

从而显著提高ε-PL产量。

此外，还可以通过多种方式促进细胞代谢活性和生

物量形成，进而促进目的产物合成。在发酵过程中，随

着菌体的生长及目标产物的增加，发酵液会逐渐变得黏

稠，大大降低了氧气转移效率。而VHb（由vgb基因编

码）可以与低浓度氧结合，并将其运输到细胞代谢过程

中需要更多氧气供应的位置，可以有效解决此类问题。

因此，Xu Zhaoxian等[61]将vgb基因整合到S. albulus PD-1染

色体中，减轻了氧的限制作用，促进了深层发酵中ε-PL的

生物合成。最终，在5 L生物反应器中进行分批培养后，

ε-PL产量从22.7 g/L增加到34.2 g/L。同年，Gu Yanyan等[62] 

也将vgb基因插入S. albulus NK660染色体中，一氧化碳

（CO）差光谱分析表明，S. albulus NK660-VHb菌株可表

达VHb功能，其ε-PL产量和生物量分别比野生型对照高

26.67%和14.57%。从结果看，在生产菌中表达vgb基因能

够在低氧条件下提高氧气转移效率，从而达到提高ε-PL

产量的目的。

发酵过程除了需要氧外，氮也不可或缺。为提高

氮利用效率，Xu Delei等[63]通过在S. albulus PD-1中过表

达铵转运蛋白基因（amtB）来提高ε-PL产量，通过测定

与铵态氮代谢和ε-PL合成相关基因和酶表达效果，发现 

S. albulus PD-1中amtB过表达增加了相应代谢途径的活性，

增强了ε-PL生物合成能力，使ε-PL产量增加了57.2%。 

S -腺苷甲硫氨酸合成酶（ S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e 

synthetase，SAM）（由metK基因编码）是一种甲基供

体，它为初级和次级代谢所必需的几种反应提供甲基。

Gu Yanyan等[62]过表达metK基因使S. albulus NK660-SAM

细胞内SAM合成增加，导致pls转录水平增加，但是过表

达该基因只增加了生物量，并没有增加ε-PL产量，也许

将该策略与其他方法相结合，可能会将代谢通量从细胞

生长转移到ε-PL生物合成过程中。

随着研究者们对ε-PL合成机制的不断研究，通过

基因工程手段在其合成途径对一些关键基因进行表达

克隆、敲除等操作，不断地尝试获得了一些ε-PL高产菌

株。Huang Rui等[64]在S. albulus NK660中发现了一个新的

AdpA同源物AdpASa，随后选择了4 种AdpA的同源物进

行异源表达。最终发现从S. neyagawaensis NRRLB-3092

中得到的adpASn基因的异源表达能够有效促进ε-PL的产

量。目前为止，关于ε-PL基因工程的报道还不多，不过

研究者们从未放缓探索的脚步，随着最近几年来的基

因工程研究的增多，相信未来对ε-PL会有更深层次的认

知。关于基因工程育种技术在ε-PL生产菌中的部分研究

如表2所示。

表 2 基因工程选育ε-PL高产菌株

Table 2 Genetically engineered strains for enhanced production of ε-PL

菌株 基因工程方法 培养方法 产量/（g/L） 培养时间 参考文献

S. lividans ZX7-pls 异源表达pls基因 摇瓶培养 0.56 120 h [8]

S. albulus OE-ppc 过表达ppc基因 5 L发酵罐培养 36.50 192 h [46]

S. albulus OE-pyc 过表达pyc基因 5 L发酵罐培养 39.00 192 h [46]

S. albulus OE-pls 过表达pls基因 5 L发酵罐培养 41.30 192 h [46]

S. albulus CR1-ask 定点突变ask基因 5 L发酵罐培养 15.00 168 h [49]

S. diastatochromogenes
12#-2 过表达dapA基因 5 L发酵罐培养 30.54 168 h [50]

S. albulus Q-PL2 过表达pls基因 5 L发酵罐培养 20.10 72 h [51]

E. festucae Ptef::VibA 过表达VibA基因 摇瓶培养 0.04 5～10 d [52]

E. festucae Ptef::Epls 过表达Epls基因 摇瓶培养 0.07 5～10 d [52]

S. albulus PD-5 低产菌的pls基因表达至高产菌中 5 L发酵罐培养 23.60 168 h [53]

S. albulus NBRC14147 定点突变ttm、nys基因 摇瓶培养 3.50 30 h [57]

S. albulus M-Z18-frr 过表达frr基因 5 L发酵罐培养 3.70 25 h [58]

S. albulus PD-2 过表达vgb基因 5 L发酵罐培养 34.20 168 h [61]

S. albulus NK660-VHb 过表达vgb基因 5 L发酵罐培养 0.76 120 h [62]

S. albulus NK660-SAM 过表达metK基因 5 L发酵罐培养 0.56 120 h [62]

S. albulus PD-1-amtB 过表达amtB基因 5 L发酵罐培养 35.70 168 h [63]

S. albulus SNA 异源表达adpA基因 摇瓶培养 0.82 72 h [64]

3 ε-聚赖氨酸发酵生产

为了获得高 ε - P L产量，研究者们不仅在菌种选

育上投入了大量的精力，还在发酵上做了许多的研

究，如改善发酵时的营养条件、调节发酵pH值、溶解

氧（dissolved oxygen，DO）以及细胞固定化等 [65]。 

Fu Jiaolong等[66]以木薯渣提取物作为碳源进行ε-PL的发

酵，通过优化培养基成分使生产成本减少，ε-PL的产量

得到了提升。Zhang Yi等[67]更进一步以木薯淀粉作为碳

源、鱼粉作为氮源来发酵生产ε-PL，并采用回应面法确

定了最佳添加量，最终使ε-PL产量提高了34.02%。菌液

在发酵过程中，pH值如果不加以调控，任其自然下降到

3.0，在此条件下会严重影响ε-PL的产量，因此控制pH值

则成为了发酵过程中不可或缺的一部分。Ren Xidong等[68] 

采用三阶段pH值控制策略来发酵S. albulus M-Z18，在 

pH 3.0酸性冲击的基础上添加了在pH 5.0时的预冲击策

略，ε-PL最终产量达到了57.4 g/L。Pan Long等[69]根据 

pH冲击策略，对其进一步改善，在培养与发酵两个阶段

都采取冲击策略，进一步提高了ε-PL产量。

由于发酵过程中的高耗氧量和逐渐增加的细胞密

度，ε-PL发酵液中的氧气供应往往受到限制，因此调节

DO也可起到优化发酵的目的。Xu Zhaoxian等[70]向发酵液

中加入正十二烷作为氧载体进行发酵，优化了菌液溶氧

环境，最终使ε-PL产量达到了30.8 g/L。与自由细胞发酵

相比，固定细胞有几个明显的优势：增加细胞密度、对

变化环境的耐受性更好、增加对有毒物质的抗性、减少

污染问题以及重复使用。Wang Cheng等[71]采用在丝络海

绵载体上制备的还原氧化石墨烯（reduced graphene oxide 

on loofah sponge，rGOLS）作为固定化材料发酵生产
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ε-PL，产量达到了39.2 g/L，且固定的细胞在624 h内重复

使用了6 次之多。由此可见细胞固定化可以在一定程度上

提高产量且大幅减少发酵的成本。

4 结 语

ε-PL拥有众多优异性能，作为一种高价值产品，应

用潜力十分巨大。但是，因为ε-PL具有较为复杂的代谢

途径以及较低的合成能力与转化效率，严重阻碍了其商

业化生产。因此，借助各种手段提升其合成能力、降低

生产成本，是其商业化应用的一个必经过程。截至目

前，已经通过理化诱变、核糖体工程、基因组重排以及

基因工程等方法尝试提高生产菌的合成能力，且在优化

生产菌的发酵工艺以及采用更为廉价的工农业副产物作

为原料生产方面也有一定的研究。在此，对于其未来的

发展提出一些展望。

1）更高效筛选方法的建立与应用。菌株选育十分重

要，根据近期数据显示，ARTP诱变与核糖体工程等技

术在育种方面都有着不错的表现。但育种过程仍是耗时

费力的环节，且要达到高产的目标，诱变的随机性也是

一个难以忽略的问题。因此高效的筛选方法以及诱变手

段是研究者们共同努力的方向，如Liu Yongjuan等[72]建立

了24/48 微孔板发酵产ε-PL体系，提高了筛选效率。对于

ε-PL高通量筛选体系还需不断探究，理想形式为通过智

能化的高通量筛选方法及设备来显著提高筛选效率。

2）利用各种基因、组学方法，探究菌株高产机理，

实现定向进化。基因工程技术是提升ε-PL生产菌性能的

重要手段。不仅可以通过克隆表达一些关键基因起到提

高其产量的目标，也可通过对副产物相关基因的敲除进

而减少合成消耗，简化合成步骤，提升目标产量。近

期，CRISPR/Cas9作为一种高效基因编辑技术在链霉菌

基因改造中[18,73]逐步得到应用，关于该技术在ε-PL生产

菌中的应用值得研究人员深入探究。基因技术不是闭门

造车，要先结合各种有效信息进行有目的性地判断与尝

试，才能少走弯路，进而取得优异成果。

3）构建更加高效的菌株发酵手段。目前菌株补料分

批发酵生产时间普遍在200 h，生产效率较低。有研究者

尝试将pls在另一种菌株中进行异源表达，以期提高ε-PL

合成效率，最后发现异源表达菌株虽能产生ε-PL，但产

量太低，结果不太理想[8]。随着对ε-PL合成途径和机理

的进一步解析，在发酵过程及ε-PL生物合成途径中由于

未知限速步骤所导致的效率问题会逐步得到解决，相信

在不久的将来可以构建出更加高效的基因工程菌株，为

ε-PL高效、绿色生物制造奠定坚实的技术基础。
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