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面向生物合成的代谢工程策略设计
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摘要    代谢工程研究的主要目的是通过改造菌株代谢网络，高效地合成目的产品。由于细胞代谢网络的复杂性，

从数千个代谢反应及其调控回路中找到合适的改造靶点非常困难，往往要经过反复试差才能成功。通过对大规模

代谢网络的计算分析，设计出特定生物产品的最优合成途径，可以帮助人们找出合适的代谢工程改造策略，减少

改造过程的盲目性，更快更好地得到生物合成菌株。文章重点讨论两个问题：（1）如何设计代谢网络来合成原来

不能合成的产品并提高产品得率，介绍了基于代谢网络计算分析的代谢工程设计方法；（2）如何设计菌株实现酶

反应的精准调控，介绍了通过设计基因回路动态调控代谢途径流向的动态代谢工程研究新进展。
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关键技术 
Key Technology

基因工程技术的出现使得人类不再受限于自然变

异和筛选，通过有目的的基因组改造可以大幅度地提升

菌株的生产性能。例如，通过对代谢网络中酶基因的引

入、敲除或精细调控可以创造新的细胞，将廉价的原料

转化为有价值的目标产品。这正是目前代谢工程和合成

生物学研究的主要内容。从原料到产品的生物转化途径

常常包括几十步的酶反应，目前常用的代谢工程改造策

略主要就是过表达和优化产物合成途径中的关键酶、敲

除副产物生成途径、解除产物合成抑制等。通过这种传

统的代谢工程改造策略，人们已经获得大量工程菌株应

用于生物化学品（如氨基酸、有机酸、维生素、抗生

素）、生物燃料（如乙醇）、生物材料（如聚羟基脂肪

酸酯、聚乳酸等）的生产，以可再生的原料和绿色的生

产方式，推动人类工业经济发展进入一个新的阶段。

代谢工程研究遇到的主要瓶颈就是细胞代谢网络

的复杂性。自然存在的细胞是长期进化的结果，常包括
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上千个酶基因并具有复杂的调控机制，仅仅对原料到产

品合成途径上的少数基因进行改造很多时候并不能达到

预期的结果。随着基因组测序技术的快速发展，完成全

基因组测序的生物越来越多；通过基因组注释信息可以

快速确定其基因组能够编码哪些酶、进行哪些反应，由

此构建出该生物的代谢网络模型[1]。这些基因组规模代

谢网络模型和长期积累形成的跨物种代谢反应数据库，

如 KEGG 和 MetaCyc 等为代谢网络计算模拟和设计奠定

了基础，为合成生物学和代谢工程提供了新的策略，从

而大幅度加快了菌种定向开发和工业化应用进程。

1 合成新产品：从无到有 

通过引入外源基因使某一生物合成其原来不能合

成的新产品，这是一种常用的代谢工程手段。例如，

Galanie 等[2]通过将来源于 6 种不同生物（包括植物、哺乳

动物和细菌）的 10 余个基因引入酵母中实现了鸦片类药

物的人工合成。通过微生物细胞工厂合成植物来源的天

然产物，其好处是微生物生长更快，单位时空内产量更

高，可以通过较小的发酵工厂代替大面积的农业种植，

大大降低生产成本。

从无到有的设计首先需要确定在底盘细胞中引入

哪些外源基因才能打通该新产品的合成途径。因此，需

要将底盘细胞代谢网络与代谢反应数据库（如 KEGG、

MetaCyc 等）相结合，通过一定的计算方法找出需要在底

盘细胞中引入的新反应，形成新的途径，以实现新产品

的合成。例如，Zhang 等[3]将 KEGG 反应引入到大肠杆菌

代谢网络中，构建了包含 7 316 个反应的复合代谢网络模

型；基于该模型，以葡萄糖为底物进行通量平衡分析发

现，1 777 个异源产品可以通过在大肠杆菌中引入适当外

源反应合成。这一研究为选择合适外源基因构建大肠杆菌

的人工细胞工厂提供了指导。该方法还可以计算其他微

生物为底盘时的结果，并通过比较分析确定针对某一特定

产品的最优底盘生物（需引入外源基因少，相应前体合成

能力强等）。Chatsurachai 等[4]分别以大肠杆菌、谷氨酸棒

杆菌和酿酒酵母为底盘细胞，通过逐级扩展算法将来源

于 KEGG、BRENDA 和 ENZYME 3 个数据库中的异源代

谢物和反应添加到 3 个菌株代谢模型中以合成新的产物。

该扩展算法首先从数据库中找出那些反应物在（但产物不

在）该菌株代谢网络中的反应，通过将这些反应添加到模

型中，使该模型可以生成那些新反应中的产物。随后在扩

展的模型基础上重复该新反应添加过程，直到没有新反

应可以添加。最终，针对每一个底盘细胞得到其可以合成

的新产品列表及生成某一新产品需要引入的新反应。作者

通过该方法预测出大肠杆菌和酿酒酵母是 1,3- 丙二醇合成

的可行宿主，并且只需要在这两种株菌中引入甘油脱氢酶

和 1,3- 丙二醇氧化还原酶便可实现产品合成。

上述方法均需基于特定代谢反应数据库扩展特定底

盘细胞的代谢网络，要合成的代谢物和相关反应必须存

在于数据库中才能设计出相关途径，而自然界中还存在

许多未知的生化反应并未包含在这些数据库中。例如，

很多酶，如醛缩酶等均具有广谱催化活性，除了已知反

应外还可能催化其他代谢物的转化。通过酶改造，构建

具有新催化活性的酶可以实现新的转化过程获得新的生

物产品，甚至是合成出自然界不存在的全新生物分子。

针对这一问题，人们提出了基于生化反应规则和化合物

结构特征来设计新反应的方法。例如，Hatzimanikatis 的

研究组基于化学信息学，在 KEGG 数据库中反应的基础

上扩展酶反应，创建了 ATLAS 数据库[5]，其中包含 13 万

多个在已知反应基础上通过结构相似性设计得到的新生

化反应。利用该数据库，他们设计了多条可以生成生物

燃料丁酮的全新途径，并对不同途径的理论得率进行了

比较分析，以获得最优途径[6]。

2 提高产品得率：从有到优

在赋予了细胞新的合成能力，实现了从无到有的

改造之后，代谢工程的下一个目标就是以最小的原料消

耗生产最多的产品。消耗单位原料（底物）可以生成的

产物的量常用“得率”来表征，其是反映原料成本的一
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个重要指标，尤其对大宗化学品来说原料成本是影响产

品生产成本的最主要因素。对某些通过简单途径就可以

合成得到的产品，如乙醇、乳酸等，通过直观观察就可

以得到得率最大化的代谢途径；但对大部分代谢产物，

如核苷酸、芳香族氨基酸等，由于其合成途径复杂，涉

及副产物及多个前体，很难通过简单观察或手工计算得

到其理论得率。此外，在产品合成过程中还涉及能量

（ATP）和还原力的产生和消耗，需要额外消耗底物产生

能量和还原力，或通过某种途径消耗掉多余的能量还原

力，这使得产物得率的计算更为复杂。基于代谢网络模

型，人们提出了通量平衡分析（Flux Balance Analysis，

FBA）的计算分析方法，以准确计算该网络中产物的理

论得率及能达到该理论得率的最优转化途径[7]。FBA 基

于代谢网络模型中的生化反应计量关系（可以理解为一

个反应中各种反应物和产物的摩尔比）和反应的不可逆

性约束，通过求解约束最优化问题，得到使产物生成最

大化并且满足物料和能量平衡的产品合成最优途径。由

于求得的途径是通过对整体网络计算分析得到的，比由

生化知识得出的常规合成途径更为全面，该方法能考虑

能量平衡、辅因子平衡、多前体的平衡以及合成途径中

副产物的再回收利用[8]。该方法可以获得实现同样最大

得率的多种不同策略，可能超越我们对生物化学知识的

理解，得到与已知传统代谢途径不同的新途径，从而提

供全新的改造靶点和策略。例如，很多生物产品都是以

乙酰辅酶 A 为前体合成得到，但以葡萄糖为底物时，乙

酰辅酶 A 一般由糖酵解终产物丙酮酸脱羧生成，这导致

葡萄糖中的 2 个碳原子都以 CO2 形式损失掉而不能进入

产物，1 个葡萄糖（含 6 个碳原子）最多得到 2 个乙酰辅

酶 A（共 4 个碳原子）。因此，即使全部乙酰辅酶 A 中

的碳都转化到产品中，产物的最大碳摩尔得率也只能达

到 0.67（图 1a）。而以大肠杆菌代谢网络模型 iJO1366 通

过 FBA 对乙酰辅酶 A 衍生产品聚 3- 羟基丁酸酯（P3HB）

最优得率计算结果却可达到 0.86，这表明在其代谢网络

存在一些新途径可以减少碳损失。求得的最优途径中的

通量分布如图 1b 所示，可见在该途径中除了常规葡萄糖

经过 EMP 途径生成丙酮酸进而生成乙酰辅酶 A 途径外，

还有一条称之为苏氨酸循环的途径回收甲酸和 CO2，由

磷酸烯醇式丙酮酸再回到丙酮酸同时生成一个乙酰辅

图 1  由代谢网络分析确定聚 3- 羟基丁酸酯（P3HB）合成最优途径
（a）常规途径由于丙酮酸脱氢步骤的碳损失 1 个葡萄糖（6 个碳原子）只能生成 1 个 P3HB（4 个碳原子），碳摩尔得率为 0.67；（b）通过
代谢网络模型计算得到新途径通过苏氨酸循环由 1 个葡萄糖得到 1.28 个 P3HB，碳摩尔得率提高到 0.85。新途径的实现可显著降低原料成本
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酶 A 用于产品合成，从而提高了产品得率。基于该途径

计算结果，Lin 等[9]在大肠杆菌中通过解调控等激活了该

循环途径，将 P3HB 得率提高了将近一倍。

外源基因的引入不但可以使细胞从无到有获得合

成新产品的能力，也可以形成新的途径提高已有产品

的得率。Bogorad 等[10]通过在大肠杆菌中引入来源于 B. 

adolescentis 的戊糖/己糖磷酸转酮酶（Fxpk）构建了非氧

化酵解途径（non-oxidative glycolysis，NOG）。通过该

途径可以实现 1 个葡萄糖生成 3 个乙酸，即完全没有碳

损失（图 2）。我们在大肠杆菌 iJO1366 模型中引入该反

应后通过 FBA 分析对上百种生物产品的理论得率进行了

计算，发现至少有几十种生化产品的得率都有了显著提

高。在这一计算结果指导下，构建了含 NOG 途径的大肠

杆菌菌株并分别用于 P3HB、丙酮和异丙醇的生产。改

造后的菌株与出发菌株相比得率均有显著提高[11,12]。最

近 Meadows 等[13]将 NOG 途径引入到酿酒酵母细胞中构建

了法尼烯合成细胞工厂，最终菌株法尼烯对葡萄糖的碳

摩尔得率由 0.52 提高到 0.65。

3 代谢网络精细优化：动态调控

基于 FBA 模型获得的反应列表及其通量代表了理想

状态下反应速度最佳比例，可以作为代谢工程改造的终

极目标——酶的实际表达量与活性要刚好满足实现最佳

代谢通量的要求，不多也不少。实际代谢工程实践中，

容易做到酶活性的“有无”调控或者叫“静态控制”，

比如通过基因敲除彻底失活某个生化反应，或者通过外

源基因的引入增加某个反应，但是难以做到按照 FBA 模

型预测的通量要求精确地调控每个酶的活性大小。实际

上，细胞在长期进化中已经形成多种多样的动态调控机

制，根据不同的环境，精准地调控酶的表达（诱导与阻

遏），精准地控制酶的活性（激活与抑制），确保代谢

网络能够适应环境，实现全局最优化。例如，在发酵培

养过程中细胞适应环境变化不断调整自身的代谢状态，形

成延迟期、指数生长期和产物生成期等不同阶段，每个阶

段对基因蛋白表达水平、代谢物浓度和通量分布都有不同

要求。学习自然进化形成的动态调控机制，近年来人们提

出了动态代谢工程（Dynamic Metabolic Engineering）的概

念和方法，即根据胞内状态和环境条件的变化对基因表达

和活性进行动态调控，避免中间代谢产物的积累或不足，

满足不同阶段的生长和产物合成对代谢通量分布的差异化

需求。基因回路或称转录调节回路，是最常用的动态调控

手段，借助于小分子与转录因子（一种蛋白质）的相互作

用和转录因子与特殊DNA区域（如启动子、增强子、沉

默子）的相互作用，将胞内外环境信号转化为对酶蛋白表

达的精准控制，确保细胞随时调节代谢活动以适应环境变

化[14-16]。通过动态控制酶的水平，可以实现代谢途径流向

的动态转向调控（图 3a），或实现代谢活性的精准平衡

（图 3b）。

基因回路可以在特定的时间和细胞密度下关闭或开

启基因表达，实现代谢流向在细胞生长的内源代谢途径

和化学品生产的异源途径之间的切换。切换控制主要集

中在生长必需基因上，因为通过它们可以实现生物量形

图 2   引入 NOG 途径后乙酰辅酶 A 衍生产品合成最优途径
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成和产品生物合成之间最直接的控制。基因回路除了可

以用于控制酶的合成速度，还可以精细调节酶的降解速

度[17]。例如，葡萄糖-6-磷酸（G6P）是一个代谢流控制的

重要节点，既可以通过磷酸果糖激酶-1（Pfk-1）进入糖酵

解途径从而进入内源代谢，也可以通过合成途径进入异

源代谢。通过基因回路控制 Pfk-1 的活性就可能将碳代谢

流的流向从“生长模式”切换到“生产模式”。为实现

这一目的，Brockman 和 Prather[18]设计了一种蛋白质降解

回路，将 Pfk-1与 SsrA 降解标签融合，SsrA 标签能够控制

适配蛋白 SspB 的结合、ClpXP 蛋白酶招募和蛋白水解降

解，从而实现 Pfk-1 降解速度的动态控制。将该回路用于

大肠杆菌生产肌醇，与静态控制相比，肌醇的积累量提高

了 2 倍。基因回路通过控制必需基因的表达水平实现代谢

途径的动态调控，成为工业菌株代谢工程设计改造的有效

手段：通过对内源代谢网络进行重新布线，替代传统静态

控制，实现基因表达的时间依赖性控制以及多个基因或途

径的平衡互作等，拥有广泛的应用前景[17]。

代谢中间产物的过量积累可能引发副反应，占据重

要细胞资源（如磷酸盐、辅因子），以及产生直接或间

接的细胞毒性，对细胞生长或产物合成不利。基因回路

可以借助对中间产物浓度响应的生物传感器，激活代谢

途径下游酶，阻遏代谢途径上游酶，实现中间代谢物合

成和利用速度适配，提高整个代谢途径的合成效率。例

如，莽草酸是芳香族氨基酸代谢途径的中间体，莽草酸

的积累会与芳香族氨基酸的代谢产生竞争。可以通过响

应莽草酸的基因回路控制莽草酸代谢途径关键酶——莽

草酸激酶（AroK）实现代谢途径各分支的平衡，实现碳

代谢流在莽草酸积累与芳香族氨基酸代谢之间的平衡。

Mahr 等[19]通过筛选和组装适当的生物传感器元件，包括

半乳糖响应启动子和苯丙氨酸响应启动子，构建了代谢

产物响应回路网络。该回路的应用使得工程菌株 E. coli 

K-12 MG1655/pJC1-mtr sensor-type1 的苯丙氨酸产量与出

发菌株 E. coli K-12 MG1655 相比提高了 4.3 倍。除了直接

响应中间代谢物浓度以外，细胞生长状态、辅因子失衡

程度等都可以用于构建生物传感器。

生物合成速度的最大化取决于单位菌体生产能力

和菌体总量。通常情况下，生长和生产竞争使用同样的

细胞资源，需要进行合理的安排和均衡，才能实现生物

合成速度整体的最大化。能够对细胞密度进行响应的基

因回路——群体感应系统（quorum sensing，QS）为调

控生长和生产的关系提供了新的手段。例如，科研人员

借助特征性启动子和不同强度核糖体结合位点，组装源

自 Pantoea stewartii 的部分量子感应元件，实现了在特定

时间和细胞密度下 pfk-1 等基因表达的开与关，工程菌株

E. coli L19S 的肌醇产量与静态控制相比提高了 5.5 倍[20]。

借助QS回路控制aroK表达的工程菌株E. coli L19SA，其

莽草酸的产量由 0 提高到 105 mg/L[20]。

4 结语

代谢网络模型及基于代谢网络模型的计算设计方法

为代谢工程菌株改造提供了新的方法和策略。通过这些

计算设计方法，人们可以选择合适的外源基因构建新途

径实现从无到有的新产品合成，也可以确定改造靶点优

化已有产品的得率，或者通过基因回路将细胞发酵培养

图 3   代谢途径中代谢流的动态调控
（a）动态调控代谢途径流向；（b）动态调控代谢途径平衡
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过程中的状态环境变化与特定基因的表达相关联，使细

胞适应不同的目标而始终保持最优状态，最大化目标产

物的生成。随着人们对细胞机理和相关调控机制的了解

不断深入，有可能建立全细胞模型对细胞内代谢物、蛋

白和基因表达水平的变化进行精确描述和准确预测，实

现完全模型指导下的代谢工程策略设计。
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Design of Metabolic Engineering Strategies for Biosynthesis of Valuable Products
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Abstract    One main objective of metabolic engineering is to rewire the metabolic network for efficient production of biochemicals. Due to 

the complexity of cellular metabolic networks, it is often not straightforward to identify the proper modification targets from thousands of 

metabolic genes. Therefore, a time-consuming trial & error process is often required for the successful development. Aided by computational 

modeling of large-scale metabolic networks, one can design optimal pathways for synthesis of objective products, reducing the uncertainty of 

development and thus accelerating the strain construction process. In this short text, we give brief introduction to metabolic engineering design 

methods from two aspects: how to modify an organism to produce new chemicals with higher yields, and how to improve the cellular adaptation 

to the changing process conditions by integrating gene circuits. The computer aided design approach together with automated genome edition 

technologies, will greatly enhance the efficiency of the construction of artificial cell factories.
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