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摘  要 : 5-氨基乙酰丙酸是生物体内吡咯生物合成途径的关键中间产物，具有广泛的应用前景。文中从三方面

归纳了国内外关于 5-氨基乙酰丙酸的最新研究进展：生产 5-氨基乙酰丙酸的微生物筛选分离与诱变；基于 C4

途径的微生物全细胞生物转化合成 5-氨基乙酰丙酸；基于微生物代谢工程改造构建高产 5-氨基乙酰丙酸的工

程菌株。最后，预测了未来 5-氨基乙酰丙酸的研究方向和焦点。 
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Abstract:  5-aminolevulinic acid is the key intermediate of the tetrapyrrole biosynthesis pathway in organisms and has 

broad application potentials. This review summarized and discussed recent progress in microbial production of 

5-aminolevulinic acid, including screening, isolation and mutation of microbes to produce 5-aminolevulinic acid; microbial 
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whole-cell transformation to synthesize 5-aminolevulinic acid depending on the C4 pathway; construction of high-yield 

5-aminolevulinic acid producing strains by metabolic engineering. Finally, future research directions in microbial 

production of 5-aminolevulinic acid were addressed. 

Keywords:  5-aminolevulinic acid, C4 pathway, C5 pathway, metabolic engineering, Escherichia coli 

5- 氨 基 乙 酰 丙 酸  (5-aminolevulinic acid, 

5-ALA) 是一种非蛋白类的 5 碳氨基酸，广泛存

在于细菌、真菌、植物以及动物中。在生物体内，

5-ALA 是合成吡咯类化合物 (如血红素、细胞色

素、叶绿素以及维生素 B12) 的关键中间代谢产

物。近年来，5-ALA 作为一种安全、选择、渗透

性好的光动力学药物在医学领域引起广泛关注。

目前，5-ALA 已经应用于诸多癌症 (如皮肤癌、

膀胱癌、消化道癌及肺癌等) 的诊断与光动力治

疗 (PDT) 中[1]。此外，由于 5-ALA 在环境中易

降解，无残留，对哺乳动物无毒性，因此，5-ALA

在农业上具有重要的应用前景 (如作为一种无公

害的绿色农药、除草剂以及植物生长调节剂)[1-2]。 

目前，5-ALA 主要通过化学法合成[3]，然

而由于化学合成反应步骤多、副产物多、分离

提纯难、5-ALA 的得率低以及环境污染严重等

问题，生物法合成 5-ALA 成为未来研究发展的

趋势[1]。自然界中，5-ALA 的合成存在两条途

径[1]，一条是 C4途径(因 4 碳的琥珀酸而得名[4])，

另一条是 C5 途径 (因 5 碳的谷氨酸而得名[5])。

前 者 较 为 简 单 ， 由 5- 氨 基 乙 酰 丙 酸 合 酶 

(5-aminolevulic acid synthase, ALAS) 催化琥珀

酰 CoA 和甘氨酸生成 5-ALA，该途径主要存在

于光合细菌 (如紫细菌属等)、真菌以及动物体

中；后者由谷氨酸起始经过三步酶促反应生成

5-ALA[1]，该途径广泛存在于植物、藻类以及细

菌中 (如肠杆菌属等)。随着基因重组技术、代

谢工程以及合成生物学的发展，构建性状优良

的微生物工程菌株从而实现 5-ALA 的微生物法

合成已经成为现实。 

1  自然界 5-氨基乙酰丙酸生产微生物的

筛选、诱变以及培养优化 

早期，微生物合成 5-ALA 的相关研究主要

集中于从自然界中筛选 5-ALA 的生产菌株。

1970 年，Beale 等[6]筛选到一株小球藻 Chlorella 

vulgaris，研究发现 C. vulgaris 可以利用 CO2 积

累 5-ALA，随后其他不同小球藻也被报道具有

合成积累 5-ALA 的能力[7-8]。然而，由于微藻类

积累 5-ALA 的浓度及应用价值较低，后来筛选

工作主要集中于从自然界中筛选生产 5-ALA 的

光合细菌。1987 年，Sasaki 等[9]筛选到一株类

球红细菌 Rhodobacter sphaeroides，通过人为添

加 5-ALA 的两个前体物琥珀酸和甘氨酸，

5-ALA 积累到 2.0 mmol/L，随后进一步添加乙

酸和丙酸，5-ALA 产量提高至 4.2 mmol/L[10] (表

1)。在获得优良的母本菌株后，为进一步提高

R. sphaeroides 菌株的生产性能，研究者采用亚

硝基胍 (1-methyl-3-nitro-1-nitroso-guanidin) 等

诱变剂对菌株 R. sphaeroides 进行多轮诱变， 

5-ALA 的产量得到显著提高[1] (表 1)。 

在生物体内，5-ALA 可以通过 5-ALA 脱水

酶 (HemB，由 hemB 基因编码) 的催化转化为

胆色素原 (Porphobilinogen)。研究发现乙酰丙酸 
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(Levulinic acid) 是 5-ALA 脱水酶的竞争性抑制

剂，因此，人为添加适量的乙酰丙酸抑制 5-ALA

脱水酶的活性以积累 5-ALA 成为发酵优化中的

一个策略[11]。另一方面，通过优化培养条件，

突变菌株 R. sphaeroides CR720积累 5-ALA达到

27.5 mmol/L[12]。但由于光合细菌发酵周期长、

且发酵过程需要光照，使得发酵成本高，因而

不适合大规模工业化发酵生产。 

2  微生物全细胞催化合成 5-氨基乙酰

丙酸 

随着生物技术的发展，采用模式微生物表

达异源蛋白基因，实现酶的活性表达或者构建

新的代谢途径已经获得飞速发展。大肠杆菌

Escherichia coli 这一模式微生物由于其诸多优

点 (如遗传背景清晰、遗传操作工具完善、操作

简单、营养要求简单等) 而受到研究者的青睐。

1993 年，Neidle 等[13-14]从 R. sphaeroides 菌株中

成功克隆编码 ALAS 的两个同工酶基因 hemA 

和 hemT。研究发现，在 R. sphaeroides 菌株中，

hemA 基因发挥主要功能。随后，van der Werf

等 [15]成功将来源于 R. sphaeroides 菌株中的

hemA 基因克隆至 E. coli，实现了 hemA 基因的

活性表达以及 5-ALA 的异源生物转化。通过

ALAS 的酶学性质研究以及添加 5-ALA 前体物

甘氨酸、琥珀酸以及 ATP，5-ALA 产量提高到

22.0 mmol/L (表 1)。 

在基于 C4 途径的全细胞催化中 (图 1)，

ALAS 发挥着最重要的作用，提高 ALAS 的活力

是实现 5-ALA 高产的关键。2003 年，Xie 等[16]

考察了初始琥珀酸和葡萄糖浓度以及 IPTG 诱

导浓度对来源于 R. sphaeroides 菌株的 hemA 基

因编码的 ALAS 的酶活力的影响，并且通过优

化培养实现 ALAS 的最大活力，5-ALA 产量提

高至 39.0 mmol/L (表 1)。基于提高 ALAS 的表

达及活力，Fu 等将来源于 R. sphaeroides 的 hemA

基因克隆至依赖于 T7 聚合酶的表达系统，并分

析了 E. coli BL21(DE3) 和 Rosetta (DE3) (可优

化表达稀有密码子的菌株)的表达差异。研究发

现，hemA 基因在 Rosetta (DE3) 菌株中实现了

更好的表达，5-ALA 产量提高至 29.0 mmol/L[17] 

(表 1)。同时，不同课题组分别从大豆根瘤菌

Bradyrhzobium japonicum[18-19]、放射形土壤杆菌

Agrobacterium radiobacter[20-22]、沼泽红假单胞

菌 Rhodopseudomonas palustris[23]菌株中克隆

hemA 基因并在 E. coli 中进行表达分析 (表 1)。

研究表明，不同来源的 ALAS 在 E. coli 中的活

性差异较大。Shin 等[24]发现通过共表达依赖于

NADPH 的苹果酸酶基因 maeB，ALAS 的活性

得到显著提高，最终引起 5-ALA 的高效积累，

这表明 5-ALA 的合成可能与细胞内的氧化还原

电势具有密切的关系。 

在生物体内，5-ALA 的合成是吡咯类化合

物合成的限速步骤，它的合成受到严格的调控 

(ALAS 受血红素的反馈抑制)。基于此，最近

Zhang 等[25]从 R. palustris 中克隆了 ALAS 的两

个同工酶基因 hemA 和 hemO，研究发现由 hemO

基因编码的 ALAS 具有较高的抗反馈抑制能力 

(hemin)，最终通过表达基因 hemO，5-ALA 产

量达到 48.1 mmol/L (表 1)。 
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图 1  大肠杆菌中重组 5-氨基乙酰丙酸 C4 合成途径 

Fig. 1  Recombinant C4 pathway engineered for 5-aminolevulinic acid biosynthesis in E. coli. PGD: 
3-phosphoglycerate dehydrogenase; ODH: 2-oxoglutarate dehydrogenase; SCS: succinyl-CoA synthetase; SDH: 

succinate dehydrogenase; PHTA: phosphoserine aminotransferase; SHMT: serine hydroxymethyltransferase; ALAS: 
5-aminolevulinic acid synthase. The bold line means the genes need to be overexpressed for increasing ALA production. 

Ө indicates the reaction needs to be blocked. During biotransformation, glucose, succinate and glycine as substrates 
were added. 

 

此外，研究发现甘氨酸对细胞有一定的毒

性，当甘氨酸浓度大于 23.0 mmol/L 时，菌体生

长受到显著抑制[15]。另外，最近研究表明，葡

萄糖以及木糖对 5-ALA 脱水酶的活性均有一定

的抑制作用[22]。因此，为进一步提高 5-ALA 的

产量，发酵过程优化控制显得尤为重要。Fu 等[26]

通过控制流加发酵液的 pH，5-ALA 产量提高至

50.4 mmol/L (表 1)。随后，Lin 等[27]通过优化发

酵碳源以及控制发酵 pH，5-ALA 产量提高至

56.0 mmol/L (表 1)。 

3  代谢工程改造微生物合成 5-氨基乙酰

丙酸 

目前，基于 C4 途径的全细胞生物转化合成

5-ALA 得到了长足发展。但研究报道中所用培

养基多为营养丰富、实验室用的 LB 培养基，不
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利于 5-ALA 的工业化生产。同时，甘氨酸对菌

体的生长抑制作用使得发酵工艺相对复杂。因

此，构建直接发酵葡萄糖生产 5-ALA 的微生物

菌株具有更大优势。近年来，代谢工程作为一

个强大的工具已经成功应用于微生物代谢的调

控及工程菌株的构建中[28]。 

最近，Kang 等[29]将来源于 R. sphaeroides

编码 ALAS 的基因 hemA 分别克隆至野生型的

E. coli MG1655 菌株以及好氧琥珀酸发酵菌株

E. coli QZ1111[30]中，并进行比较分析。研究发

现，野生型的 E. coli 在表达 ALAS 后，以葡萄

糖 (111.1 mmol/L) 为唯一碳源积累 5-ALA 至

0.6 mmol/L。而相同条件下好氧琥珀酸发酵菌株

中 5-ALA 产量为 3.3 mmol/L (表 1)。以上研究

结果表明，通过对 5-ALA 的 C4 相关途径改造 

(图 1)，可以实现一步法发酵葡萄糖生产 5-ALA。

此外，通过对表达 hemA 的好氧琥珀酸发酵菌株

的代谢产物分析发现，琥珀酸由于过量而分泌

到胞外。以上结果表明，为提高 5-ALA 的高效

合成，通过进一步代谢途径改造实现甘氨酸的

积累是非常必要的，如解除丝氨酸对 3-磷酸甘

油酸脱氢酶的反馈抑制 (图 1)。 

此外，Kang 等 [31]首次通过改造 E. coli 

5-ALA 的 C5 途径 (图 2)，实现了在无机盐培养

基中一步发酵葡萄糖生产 5-ALA 的设想。 

通过研究发现，由 hemA 基因编码的谷氨 

酰-tRNA 还原酶以及由 hemL 基因编码的谷氨酸

-1 半醛氨基转移酶是 C5 途径的限速酶，二者存

在协同作用。通过单独表达 hemA 突变体基因以

及共表达 hemA突变体基因和 hemL基因，5-ALA 

 

图 2  大肠杆菌中重组 5-氨基乙酰丙酸 C5 合成途径[31] 

Fig. 2  Recombinant C5 pathway engineered for 5-aminolevulinic acid biosynthesis in E. coli[31]. PDH: pyruvate 

dehydrogenase; GS: glutamate dehydrogenase; GluS: glutamyl-tRNA synthetase; GluTR: glutamyl-tRNA reductase; 
GSA-AM: glutamate-1-semialdehyde aminotransferase. 



康振 等/微生物发酵生产 5-氨基乙酰丙酸研究进展 

cjb@im.ac.cn 

1219

产量分别提高了 5.7 倍 (1.3 mmol/L) 和 66 倍 

(15.5 mmol/L) (对照菌株为转化空载体的野生

型 E. coli)。同时发现，由 gltX 基因编码的谷氨

酰-tRNA 合成酶对 C5 途径中的编码 5-ALA 脱水

酶的 hemB 基因存在上调作用。 

在 E. coli 中，许多潜在的氨基酸转运蛋白

已经被鉴定出来[32]，并成功应用于氨基酸的发

酵生产[33]。因此，为加速 5-ALA 的胞外分泌，

研究者对 5-ALA 相关潜在的运输蛋白载体

YeaS[34] (亮氨酸胞外转运蛋白，由 yeaS 基因编 

表 1  微生物发酵生产 5-氨基乙酰丙酸 

Table 1  Microbial production of 5-aminolevulinic acid  

Strains and plasmids Substrates ALA (mmol/L) Reference 

Algae    

Chlorella vulgaris CO2 1.4 [6] 

Chlorella sp. Glucose, glycine 2.0 [7] 

Chlorella regularis 
Photosynthetic bacteria 

Glucose, glycine 
 

3.7 
 

[8] 
 

Rhodobacter sphaeroides 
R. sphaeroides 
R. sphaeroides 

Succinate, glycine 
Acetate, glycine, propionate 
Succinate, glycine 

2.0 
4.2 

16.0 

[9] 
[10] 
[1] 

R. sphaeroides Glucose, glycine, LA 20.0 [11] 

R. sphaeroides CR720 Glucose, glycine 27.5 [12] 

Escherichia coli    

BL21(DE3) ( hemA◆) 
DH1 (hemA※) 

Succinate, glycine, levulinic acid 
Succinate, glycine, ATP 

20.0 
22.0 

[18] 
[15] 

BL21(DE3) ( hemA◆) Succinate, glycine 23.0 [19] 

BL21(DE3) ( hemA▲) Succinate, glucose, glycine, levulinic acid 23.1 [20] 

BL21(DE3)( hemA▲) Succinate, glycine, glucose 23.7 [21] 

Rosetta (DE3) (hemA※) Succinate, glycine, glucose 29.0 [17] 

MG1655 (hemA※) Succinate, glycine 39.0 [16] 

BL21(hemA☆) Succinate, glycine, glucose 39.3 [23] 

MG1655 (hemA☆) Succinate, glycine, glucose 43.6 [25] 

MG1655 (hemO☆) Succinate, glycine, glucose 48.1 [25] 

Rosetta(DE3) (hemA▲) Succinate, glycine, glucose 50.0 [22] 

Rosetta (DE3) (hemA※) Succinate, glycine, glucose 50.4 [26] 

Rosetta(DE3) (hemA▲) Succinate, glycine, glucose, xylose 56.0 [27] 

QZ1111(hemA※) Glucose 3.3 [29] 

DH5α (hemAM, hemL and rhtA) Glucose 31.5 [31] 

Strain QZ1111 was the MG1655 derivate with five mutations[30]. Gene hemA resources: , ◆ Bradyrhzobium japonicum; ▲, 
Agrobacterium radiobacter; , ☆ Rhodopseudomonas palustris; , ※ Rhodobacter sphaeroides 2.4.1. 
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码) 以及 RhtA[35] (苏氨酸和高丝氨酸胞外转运

蛋白，由 rhtA 基因编码) 进行了分析，研究发

现 RhtA 转运蛋白对 5-ALA 具有较强的运输能

力，通过共表达 rhtA 基因，胞外 5-ALA 的产量

提高了约 46％ (22.6 mmol/L) (对照菌株是共表

达 hemA 突变体和 hemL 的 E. coli)。最终，在优

化发酵培养基 (严格控制 Fe2+浓度) 的基础上

通过分批发酵，5-ALA 浓度最终为 31.5 mmol/L 

(表 1) (5-ALA/葡萄糖转化率为 16.8％)[31]。 

4 展望 

在过去几年里，5-ALA 的微生物合成取得

了巨大进步，实现微生物高效合成 5-ALA 已经

成为现实。基于实现 5-ALA 的微生物法工业化

生产，相关研究将主要集中于以下几个方面：

1) 全细胞生物转化法合成 5-ALA：在该过程中，

ALAS 的高活力以及抗血红素的反馈抑制是提高

5-ALA 合成的关键。以往研究多集中于从自然界

不同宿主中调取 ALAS 的同工酶基因，并对其

分析比较。随着酶工程的发展，理性改造技术 

(借助于生物信息学以及结构生物学的定点突变

以及饱和迭代突变等 [36]) 以及非理性改造技术 

(借助 error-prone PCR、DNA shuffling 等[37]) 已

经广泛应用于酶分子改造。因此，借助以上技术

实现 ALAS 的分子改造已成为可能。另外，加速

5-ALA 的胞外运输也是研究的一个方向。2) 代

谢工程改造微生物实现葡萄糖一步发酵合成

5-ALA：目前，基于对 C4 途径和 C5 途径的改造，

在无机盐培养基中一步发酵葡萄糖合成 5-ALA

已经成为现实。但由于生物体内 5-ALA 的合成

调控极其复杂，为进一步提高 5-ALA 的合成效

率，未来相关研究可借助系统生物学手段[38]从基

因组水平对 5-ALA 的合成途径进行系统分析，

同时利用合成生物学等调控元件和策略 [39-40]实

现 5-ALA 合成途径中的关键基因的精细调控表

达[41]以及对工程菌株发酵过程各参数的系统优

化，最终实现以葡萄糖为碳源高效合成 5-ALA

的工业化生产。 
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