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摘  要 : 天然产物是人类疾病预防和治疗药物的最重要来源。合成生物学技术的蓬勃发展为天然产物的开发

注入了全新的活力。文中重点介绍了如何利用合成生物技术进行复杂天然产物合成人工生物系统的设计与构

建，包括与此相关的生物元件理性设计、生物元件挖掘、途径装配与集成，模块的组装与系统的适配等内容。 
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Abstract:  Natural products (NPs) are important drug pools for human disease prevention and treatment. The great 
advances in synthetic biology have greatly revolutionized the strategies of NPs development and production. This review 
entitled with design and construction of artificial biological systems for complex NPs biosynthesis, mainly introduced the 
progresses in artificial design of synthetic biological parts, naturally mining novel synthetic parts of NPs, the assembly & 
adaption of the artificial biological modules & systems. 
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天然产物一直都是临床药物开发的重要源

泉。近十年来基因组、宏基因组测序工作的大规

模开展以及新的高效筛选方法的引入，让人们重

新认识到自然界中存在着远远超出预期的天然

产物或与其合成相关的基因资源，合成生物学技

术的出现更是让天然产物的研究获得了全新的

机遇[1-2]。合成生物学技术已经深深地影响了天

然产物研究的各个环节，天然产物从初期的筛

选，到后续的开发、生产和制造正在发生一场深

刻的变革。通过挖掘天然产物合成相关的生物学

元件，经理性设计并在底盘细胞中集成装配，进

一步结合人工生物系统中各功能模块的优化与

适配后，可有效地进行珍稀天然产物高效合成[3]。

植物源抗疟疾药物青蒿素的中间体青蒿酸的微

生物合成即是这一领域最成功的典范。Keasling

及其合作者经过十多年的努力，陆续完成了青蒿

酸合成途径基因的分离，在酿酒酵母细胞中对青

蒿酸合成途径进行重新设计、集成装配、模块适

配等工作，最终使酿酒酵母合成了超过 25 g/L 的

青蒿酸[4]。该工作成功地利用微生物发酵大规模

生产植物来源的青蒿酸，实现全天候廉价地生产

珍稀天然药物。传统天然产物及生物学的研究已

经为天然产物合成生物学研究提供了大量的生

物学素材，但随着研究的深入，亟需开发更多的

生物元件，并对现有的生物元件库进行更新升级

和标准化，为构建相关的细胞工厂实现珍稀化合

物的大量合成或获得更多的新颖化合物打下基

础。此外，随着人工合成系统结构与功能复杂度

的增加，也需要进一步发展新的理论和方法，更

科学地进行生物元件到功能模块与系统的组装

适配[5]。本文将以天然产物合成生物学研究为背

景，从生物元件的人工设计，生物元件的挖掘，

由生物元件到功能模块系统的组装适配来阐述

该领域的研究思路与方法。 

1  合成生物学元件的人工理性设计 

生物元件 (Biological parts) 是具有特定功

能的氨基酸或核苷酸序列，如用于基因表达调控

的调控元件 (包括启动子、终止子、核糖体结合

位点 (RBS))，特定功能的结构元件 (如天然产物

合成途径中酶基因) 等。它们是生物体最基本的

组成单元，也是合成生物学研究中构建人工生命

体最基础的砖块[6]。不同来源不同功能的生物元

件，可以通过复杂的设计，与其他元件或模块组

装成更大规模的具有特定生物学功能的生物回

路、装置和系统。因此，生物元件的挖掘与开发

是设计与组装更高层次的功能模块和生命系统

的基础。传统分子生物学和生物化学研究积累大

量的 DNA 和蛋白质元件，并对许多元件进行了

定义。科研人员将这些生物元件整理归档到了一

系列开放的元件库中，如美国麻省理工大学的标

准 生 物 元 件 登 记 库  (Registry of Standard 

Biological Parts，http://partsregistry.org)，Keasling 

教授课题组开发的 The Joint BioEnergy Institute 

Inventory of Composable Elements (JBEI-ICEs) [7]

等。这些元件库的建立大大促进了元件的标准

化，方便了其在合成生物学方面的应用。但是相

对于浩瀚的天然生物资源，已开发的资源还是极

其有限的，仅以微生物资源为例，可培养的微生

物仅仅占微生物资源总量的 1％，这些未开发的

生物资源中蕴藏着大量功能新颖的生物元件[8]。

此外更精细复杂的合成生物学系统的设计，对生

物元件的功能及生物特性等提出了更高品质的

要求。因此设计与开发更高品质的非天然元件，
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挖掘更多特性新颖的天然元件，是丰富生物元件

库的两大策略，也是合成生物学发展最原始的驱

动力。根据设计策略的差别主要有两种方法：一

是基于随机突变与文库筛选的方法，二是基于模

型计算和预测的理性设计方法。 

虽然通过构建文库的方法来设计符合预期

特性的启动子或 RBS 等调控元件是一种非常有

效的方法，但大规模人工生命系统的构建往往涉

及数目庞大的调控元件，而文库的构建与元件的

筛选效率低下。此外许多蛋白质元件 (如酶蛋

白，调控蛋白等) 缺少高通量模型，无法快速地

进行文库筛选以获得预期功能的突变体。因此根

据掌握的元件序列与功能之间存在的特殊关系，

建立计算机模型对元件的关键位点进行改造，理

性设计具有预期功能和控制特性的元件是元件

设计的重要方向。 

De May 等[9]利用偏最小二乘 (PLS) 回归法

建立了大肠杆菌组成型启动子序列与强度关系

的预测模型，但预测准确度有待提高。在模型预

测的指导下可合理地选择最适强度的启动子并

结合启动子敲入 (Knock-in) 技术去调控代谢途

径上基因的表达，从而实现途径的优化 [10]。

Rhodius等[11]以大肠杆菌中 σE因子识别和结合的

启动子为代表，提出了一种基于位置权重矩阵 

(PWM) 模型的强度预测方法。他们把 60 个 σE

启动子的−35~+20 区域划分为−35、−10、spacer

等功能模体，并对每个功能模体进行 PWM 打分，

然后对 PWM 得分总和与强度值的对数进行线性

化拟合，发现部分模体的联合得分与启动子强度

具有较好的相关性，R 值普遍在 0.57 至 0.77 之

间。而在 RBS 设计方面，Salis 等[12]通过将描述

翻译起始的生物物理模型与最优化算法相结合，

提出了一套热力学预测模型用于 RBS 的设计。它

通过预测 RBS 与核糖体结合的强度，可对蛋白

翻译的起始速率及蛋白表达水平进行定量调控。

该模型的拟合相关系数较高 (|R|最高达到 0.9)。 

以上的研究虽然在启动子或 RBS 强度预测

方面已取得了一些进展，但完全基于强度预测的

理性设计仍然是十分困难的，主要是由于已有模

型预测准确度偏低，难以从真正意义上实现启动

子或 RBS 的序列设计，而且缺乏通用性。实际

上，由于序列与强度之间存在十分复杂的非线性

对应关系，而现有模型普遍采用线性回归分析方

法或经过简单数据处理 (比如取对数) 后的回归

分析方法难以反映这些复杂的内在关系，从而导

致预测准确率偏低。为解决这一难题，本实验室

采用了非线性映射能力很强的建模方法——人

工神经网络 (Artificial neural network，ANN) 来

反映这些非线性关系[13]，如图 1 所示，建立了预

测效果更佳、普适性更好的预测模型和方法，这

些模型和方法可用于指导合成生物学精细调控

元件的理性设计。 

以原核 Trc 启动子&RBS 调控元件为例，首

先基于易错 PCR 技术及荧光定量筛选法构建了

其突变文库 (包含 100 个序列，相对强度值介于

0~3.56 之间)。将文库数据随机分为训练集 (不超

过 90 个数据) 和测试集 (不少于 10 个数据) 两

个集合，用 Matlab 建立 BP 神经网络模型，并用

训练集数据进行训练。模型对测试集数据的预测

误差随着训练集规模的增加而减小，当训练集达

到 90 个数据时，模型的总体预测性能达到最佳。

在经过神经元个数、网络层数、训练参数等多种

参数综合优化之后，在已构建的 1 326 000 个模

型中，获得了 5 个预测性能非常好的模型，这些
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模型解决了 BP 网络在训练中容易出现的过拟合

问题，使模型对测试集数据的预测结果非常接近

于 实 验 测 量 结 果 。 图 1 给 出 了 最 优 模 型 

(NET90_19_576) 的训练和预测 (测试) 结果，

其训练和预测的拟合相关系数 (R 值) 都达到了

0.98，远远超过 PWM 等方法 (图 1B)，表明人工

神经网络模型很好地反映了元件序列和强度之

间复杂的非线性关系。 

以模型 NET90_19_576 为基础，进一步对野

生型序列的每个碱基进行单位点突变，由模型预

测相应的强度值，考察每个位点对强度值的影

响，从而得到“关键位点”及“非关键位点”。 
 

 

图 1  人工神经网络理性设计 Trc 启动子& RBS 调控元件[13] (A：调控元件构建的流程图。B：对 Trc 启动子&RBS
元件进行 PWM 打分后的最佳拟合结果。C：采用 ANN 方法进行对训练集数据的预测结果与测量结果之间的拟

合。D：采用 ANN 方法进行对测试集数据的预测结果与测量结果之间的拟合。E：人工设计元件的预期值与实验

测量值)  
Fig. 1  Rational design of Trc promoter & RBS regulatory element using artificial neural network [13]. (A) The 
workflow of regulatory element library construction. (B) The best fitting results of log Trc promoter & RBS activities 
with their PWM scores. (C) The predicted relative strengths of promoter & RBS fit with the measured values using the 
data of training set. (D) The predicted values fit with the measured values using the data of test set. (E) The desired and 
measured strength of artificially designed elements. 
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随后基于“关键位点”的组合突变设计 Matlab

程序，用 NET90_19_576 模型实现了全新序列的

从头设计。用所设计的元件序列，成功地实现了

小肽 BmK1 在大肠杆菌中有效表达和萜类化合

物合成途径的精细定量调控。这不仅有效地解决

了小肽蛋白的高效表达及代谢网络的精确调控

等问题，也证明了通过人工理性设计的方法所获

得的调控序列是可行的、可靠的。该结果表明了

人工神经网络方法在精细调控元件理性设计上

的应用价值，以及人工设计元件在合成生物学中

的巨大应用潜力。 

2  天然产物合成相关元件的挖掘、集成

与装配 

某一特定代谢产物生物合成相关的一组基

因，在底盘细胞中重新设计、组装和集成，就能

利用底盘细胞已有的代谢网络合成目标产物，实

现天然产物的异源高效合成。根据合成途径和构

建单元的模块化特性，目前研究人员已经在不同

的微生物宿主中 (如大肠杆菌 Escherichia coli，

酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae，橙黄色粘球

菌 Myxococcus xanthus)[1,14]成功地构建了萜类 

(单萜，倍半萜，二萜等)[15]，聚酮类 (Erythromycin 

A，Epothilone D 等)[16]，苯丙烷酸类 (Resveratrol，

Narigenin 等)[17]，生物碱类化合物[18]的异源合成

模块，如表 1 所示。挖掘和利用已有的生物元件，

理性地设计和组装更高效的异源途径是途径重

构的努力目标。 

2.1  前体合成模块的改造 
如何重构底盘细胞，尤其是其前体合成模

块，强化前体供应是构建高效底盘细胞的一个重

要方面。目前，研究人员重点从前体合成直接相

关的途径入手，通过特性元件的替换和表达强度

的精细调控，打破途径存在的代谢瓶颈与负调

控 [19-20]。大量的研究表明引入下游合成模块以

后，宿主内源的代谢往往无法为其提供足够的前

体和辅因子。如大肠杆菌本身不能合成萜类化合

物，仅能由 2-甲基-D-赤藻糖醇-4-磷酸 (MEP) 途

径合成少量的异戊烯基焦磷酸/二甲基烯丙基焦

磷酸 (IPP/DMAPP) 前体，用于某些必需的细胞

结构成分的合成。因此当萜类合成的下游模块引

入到野生型大肠杆菌以后，往往只能合成非常微

量的目的产物[39]。 

甲羟戊酸 (MVA) 途径和 MEP 途径是天然

存在的两条萜类化合物前体 IPP/DMAPP 合成途

径。两个模块以不同碳单位 (MVA 途径以乙酰- 

CoA 为单位，MEP 途径以三磷酸甘油醛和丙酮

酸为单位) 起始，在合成途径和反应上表现出完

全不同的动力学和热力学特性。Keasling 等[38]

创造性地将酵母 MVA 途径模块完全引入 E. coli

中，构建了同时拥有 MVA 途径和 MEP 途径两前

体合成模块的工程菌株，大大提高了菌株的萜类

合成能力。后续的改造发现用来自粪链球菌

Enterococcus faecalis MVA 途 径 模 块 的

HMG-CoA 合成酶基因，HMG-CoA 还原酶基因

代替酵母模块相应的基因后，可以进一步提高异

戊烯的合成[40]。这些研究表明不同菌株来源的元

件和模块是工程菌株前体合成模块改造的重要

资源，通过这些元件和模块的装配能够显著增强

底盘细胞前体的供应。虽然外源 MVA 途径和内

源 MEP 途径模块同时存在的方式，能够显著提

高萜类的合成能力，但是我们通过全基因组模型 
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表 1  重要天然产物的异源合成 
Table 1  Heterologous biosynthesis of important natural products 

Compound family Target product Host Yield 

Isoprenoids  

Artemisinin  Amorphadiene   E. coli  27 g/L [21] 

  S. cerevisiae  40 g/L [19] 

 Artemisinic acid S. cerevisiae  25 g/L[4]  

Taxol  Taxadiene  E. coli  1 g/L [22] 

 Taxadiene-5α-OH  E. coli 58 mg/L[22] 

Carotenoids Lycopene  E. coli 260 mg/L[23] 

 Astaxanthin  E. coli 1.4 mg/g[24] 

 β-carotene  E. coli  2.1 g/L [25] 

Tanshinone  Miltiradiene  S. cerevisiae  488 mg/L[26]  

Ginkgolide Levopimaradiene E. coli 700 mg/L[27] 

Polyketides AND Non-ribosomal peptides  

Erythromycin E. coli  20 mg/L [28] 

  
6-deoxyerythronolide B  

E. coli 1.1 g/L[29] 

 Erythromycin A E. coli 10 mg/L [30] 

Epothilone  Epothilone D  M. xanthus  23 mg/L [31] 

Phenylpropanoids 

Flavonoids Narigenin  E. coli  270 mg/L[32] 

  E. coli 84 mg/L[33] 

Stilbene Resveratrol E. coli  2.3 g/L[34] 

  S. cerevisiae  391 mg/L[35] 

  S. cerevisiae  5.8 mg/L[36] 

Alkaloids 

 (S)-Reticuline  E. coli  55 mg/L[37] 

  S. cerevisiae 150 mg/L[38] 

 
的分析，发现在大肠杆菌中 MEP 途径比 MVA 途

径具有更大的代谢潜力[41]。随着许多以 MEP 途

径为萜类前体供应途径并含有丰富萜类次级代

谢的微生物的陆续报道，MEP 途径元件和模块

的数据也越来越多，而且不同来源的元件表现出

完全不同的催化和调控特性。本研究组选取了链

霉菌、芽胞杆菌、糖多胞菌、欧文氏菌等不同菌

属为代表，系统地挖掘了相关的 dxs、ispD、ispF、

idi 等 MEP 途径基因元件 (图 2)。结果表明阿维

链霉菌来源的 dxs2 基因，大肠杆菌来源的 ispF



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  August 25, 2013  Vol.29  No.8 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1152 

基因，红霉糖多胞菌来源的 ispD 基因，枯草芽

胞杆菌和阿维来源的 idi 基因能够明显地强化大

肠杆菌 MEP 途径的代谢通量，增加萜类化合物

Amorphadiene 和 Lycopene 的合成。随后我们以

过表达阿维链霉菌 dxs2 基因的工程菌作为出发

菌株，通过逐次叠加共表达大肠杆菌 ispF 基因，

红霉糖多胞菌 ispD 基因，枯草芽胞杆菌 idi 基因，

阿维链霉菌 idi 基因，获得了共表达阿维链霉菌

dxs2 和枯草芽胞杆菌 idi 基因的工程菌，分别使

Amorphadiene 和 Lycopene 的产量相对于原始菌

株增加了 15.5 倍和 16.5 倍。对 MEP 途径的转录

水平进行分析发现，共表达阿维链霉菌 dxs2 和

枯草芽胞杆菌 idi 基因菌株的内源 MEP 途径基因

的转入水平获得了明显地强化。这些研究结果表

明表达某些来源的 MEP 途径基因不仅能够强化

途径中关键步骤的活性，同时也能够激活大肠杆

菌内源 MEP 途径基因的表达，从而有效地解除

MEP 途径的代谢瓶颈。 

2.2  下游合成模块的设计与装配 
随着基因组学研究的深入，越来越多的化合

物生物合成途径及其相关基因被陆续阐明。从这

些研究结果中可以发现某一个特定化合物的合

成途径往往存在于来自不同种属的生物体中，如

胡萝卜素类化合物的合成途径广泛分布于植物、

细菌、真菌中[42]。同一化合物不同种属来源的途

径也表现出明显的差异性，如 Lycopene 合成途

径的八氢番茄红素脱氢酶[43]。此外，同一家族的

许多化合物具有相似的母核，共有部分代谢途

径。所有这些大自然赋予的生物合成途径多样性

和相似性都可以被用于某个化合物异源合成模

块 的 设 计 和 装 配 。 据 报 道 甜 叶 菊 Stevia 

rebaudiana 中的甜菊糖和二萜化合物赤霉素的合

成途径均以贝壳烯酸作为共有中间代谢物，因此

产赤霉素的植物和微生物中与贝壳烯酸合成相

关的基因是甜菊糖异源合成途径构建的重要资

源[44-45]。本研究组系统地挖掘了数据库中与贝壳

烯及终产物甜菊糖类化合物合成相关的基因资

源，在 E. coli 中重构了异源合成途径，实现了由

微生物从头合成莱鲍迪苷 A (图 2)。与所有萜类

化合物一样，甜叶菊中莱鲍迪苷 A 的合成是以

IPP 和 DMAPP 为前体，经 GGPPS，古巴焦磷酸

合酶 (CDPS)，贝壳烯合酶 (KS) 催化后形成贝

壳烯，再经两个 P450 氧化酶贝壳烯氧化酶 (KO) 

和贝壳烯酸羟化酶  (KAH) 作用形成二萜母核

甜 菊 醇 。 甜 菊 醇 经 四 步 糖 基 转 移 酶 反 应 

(UGT85C2，？，UGT74G1，UGT76G1)，最终

合成莱鲍迪苷 A。我们还以更具活性的加拿大红

豆杉 GGPPS 取代甜叶菊的 GGPPS，利用小立碗

藓 Physcomitrella patens的双功能 KS[46]取代甜叶

菊的 CDPS 和 KS 重构贝壳烯合成途径，使贝壳

烯的产量获得了明显提高。由于甜菊糖的合成途

径中，存在着一步未知的糖基转移酶，因此基于

甜叶菊来源的元件目前还无法构建完成的瑞鲍

迪苷 A 合成途径。本课题组利用最大的碳水化合

物 活 性 酶  (Carbohydrate-Active enZymes ，

CAZymes) 数据库，从 1 000 多个糖基转移酶中

筛选出了真菌斯塔摩酵母 Candida bombicola 的

UGTB1 糖基转移酶，可能具有催化甜菊糖合成

第二步糖基转移的活性[47]。于是将 UGTB1 与甜

叶菊的 KO/P450 氧化还原蛋白 (CPR)，甜叶菊

KAH、UGT85C2 糖基转移酶、UGT74G1 糖基转

移酶、UGT76G1 糖基转移酶进一步组装到了甜
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叶菊合成途径中，最终实现了瑞鲍迪苷 A 的从头

合成。 

在重构紫杉醇途径的过程中，受到植物来源

的元件有限，而且往往受到物种亲缘关系较远的

影响，在微生物宿主中表达与活性均不甚理想，

需要经过密码子优化及催化特性的改造。考虑到

产紫杉醇内生真菌资源的多样性，本课组以

T a x o l 生 物 合 成 基 因 簇 中 紫 杉 二 烯 合 酶 

(Taxadiene synthase，TS)、C-13 苯丙氨酸侧链辅

酶 A 酰基转移酶 (C-13 phenylpropanoid side  
 

 

图 2  萜类化合物高产菌株的构建. 
Fig. 2  Construction of high-yield isoprenoids producers.  
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chain-CoA acyltransferase，BAPT) 和 10 巴卡亭

III 酰基转移酶  (10-deacetylbaccatin III-10-O- 

acetyltransferase，DBAT) 为靶向设计了同源引

物，通过对红豆杉来源的内生真菌样品进行保守

序列 PCR，从产紫杉醇的内生真菌中筛选出了新

的 TS、BAPT 和 DBAT 功能元件[48]。经简单的

序列分析发现这些真菌来源的元件与植物来源

的相比，具有很低的同源性，可以为异源 Taxol

合成途径的组装提供更多元化选择。 

2.3  产物转运模块的装配 
在底盘细胞中通过重构合成途径，进行天然

产物的异源合成，如何解决异源产物的转运，增

加底盘细胞对产物的耐受性是一个关键问题，这

也是提高工程菌株产物合成能力的重要手段。许

多产生复杂次生代谢物的宿主具有多种天然的

机制以确保产物可以运出胞外，并使诉诸本身对

特定产物具有一定的耐受性，如广泛存在的多药

耐药泵系统、热激蛋白的表达、细胞膜的修饰等

机制。多药外排泵系统 (Multidrug Efflux Pump) 

是一类广泛存在的能够将胞内的药物或毒性物

质排除胞外的转运系统，如大肠杆菌的三组分耐

药 泵 AcrAB-TolC 系 统 ， 绿 脓 假 单 胞 菌

Pseudomonas aeruginosa 中的 MexAB-OprM 系统

等具有非常宽泛的底物特异性，可以将多种抗生

素、有机溶剂、金属离子转运到细胞外[49]。在萜

类化合物的异源合成研究中，本课题组以大肠杆

菌的三组分耐药泵作为改造对象 (图 3)，通过逐

个强化大肠杆菌内源 AcrAB-TolC 各组分的表达， 
 

 

图 3  产物转运模块的改造. 
Fig. 3  Modification of the product transportation module.  
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发现外膜通道蛋白 TolC及外排转运蛋白 AcrB 的

过表达能够显著提高萜类化合物 Amorphadiene

和贝壳烯的合成[50]。考虑到三组分耐药泵是一个

以 AcrA：AcrB：TolC = 3:6:3 精细装配的分子机

器，我们对 3 个组分进行两两组合强化表达，同

时进行各组分比例的精细调控。最终组合 TolC & 

TolC & AcrB 使 Amorphadiene 的比产率提高了

118％，而 AcrA & TolC & AcrB 使贝壳烯的比产

率提高了 104％。这些结果说明强化工程菌株的

转运系统确实能够有效地提高目标产物的合成。

三组分耐药泵作为最主要的转运系统，针对其的

改造具有非常重要的意义。除大肠杆菌内源的转

运系统，许多耐药菌也存在着类似的系统。于是

我们在大肠杆菌中过表达了来自绿脓假单胞菌

的 MexAB-OprM 转运系统，当单独表达外排转

运蛋白 MexB 时，Amorphadiene 和贝壳烯的比产

率提高了 70％，比单独表达 TolC 或 AcrB 取得

了更明显的效果。此外我们也尝试异源转运系统

的组合表达及异源内源组分的共表达，相比于前

述 AcrAB-TolC 组分的组合表达，目标产物产率

没有能够取得更进一步的提高，但是异源耐药泵

仍旧是转运系统重构的重要元件。 

3  合成生物学系统的优化与适配 

异源合成模块的导入使原有宿主系统获得

合成某种目标产物的能力，但其生产效率及产率

通常仍处于较低水平，无法满足工业生产的需

求。这是由于异源合成模块与原有宿主系统之间

尚存在不适配问题。因此，从整体上对宿主系统

进行优化并改善其与异源合成模块之间的互作

与适配，是大幅提高下游目标产物合成效率的重

要研究内容。 

3.1  异源合成系统的优化与设计 
尽管经典的诱变育种及代谢工程策略已成

功应用于优化宿主系统和提高产率，但诱变育种

具有很大的随机性，给定向筛选带来很大的困

难，费时费力；代谢工程则对多基因决定的性状

难以达到理想效果[51]，而且难以发现与目标产物

代谢不直接相关的关键靶点。近年来，基因组尺

度代谢模型 (GSMM) 的提出[52]使菌种改造研究

提升到系统的高度。基于 GSMM，采用通量平衡

分析 (FBA)[53]、最小代谢调整分析 (MOMA)[54]

等 in silico 分析方法，可发现某些影响目标产物

合成的关键基因靶点，尤其是与产物合成不密切

相关的靶点。通过计算机辅助的理性分析设计，

可以有效减少实验的盲目性，提高工作效率并降

低实验成本。为此，本实验室在 FBA、MOMA

等经典算法的基础上，分别设计了两套算法 

(FDCA 和 LMOMA-Based)[55]，并用于预测一些

可能提高目标产物产率的关键基因改造靶点 

(图 4)。 

FDCA算法的原理是在基因组尺度的代谢模

型下分别以菌体合成为目标和以产物合成为目

标，计算相应的代谢通量分布，找出差异显著

的节点 (反应)，这些节点将成为潜在的基因改

造靶点。首先在同等条件 (比如都取模型默认条

件) 下分别计算出以菌体合成为目标和以产物

合成为目标情况下的通量分布 biomassv 和 productv ，

然 后 定 义 一 个 反 映 两 者 之 差 的 新 向 量 为

diff product biomass= v v v− ，通过分析 diffv ，找到通量差

异显著的生化反应，这些反应及其对应的酶和基

因便是提高产物产量的潜在改造靶点。 
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图 4  基于 FDCA 及 LMOMA 算法的异源合成系统设计与优化 
Fig. 4  Heterologous biosynthetic system design and optimization based on FDCA and LMOMA algorithm. 

 
LMOMA-Based 算法是基于 LMOMA (线性

MOMA)，逐轮对模型基因进行敲除。其基本流

程为：1)首轮敲除。对 in silico 扩展模型中的基

因逐个敲除，使用 LMOMA 算法预测第 i 次敲除 

(1 mi≤ ≤ ，m为模型基因总数) 后的通量分布，

得到第 i 次敲除后的菌体生长速率 iμ 和产物合成

速率 productiv， 。定义一个新向量 p ，其分量为

2
product=i i ip vμ ， ，用于综合衡量敲除第 i 个基因对生

物量形成和产物合成速率的影响，但产物合成速

率更为关键。经过第一轮敲除扫描后得到向量 p

的每个分量 pi，找出最大的 pi，那么其对应的第

i 个基因则作为第一轮敲除发现的影响最显著的

基因。在模型中将该基因敲除。2) 次轮及后续每

轮敲除。在首轮敲除掉影响最显著基因的基础 

上，进行次轮及后续每轮敲除扫描。重复首轮的

方法，得到次轮及后续每轮敲除扫描后影响最

显著的基因。每一轮敲除扫描后所得影响最显

著基因与前面所得基因列成一个基因敲除列表，

在模型中敲除掉列表上的基因，再用 LMOMA

预测基因联合敲除后的通量分布、生长速率以

及产物合成速率，并计算联合敲除后的新 p 值。

若新 p 值有提高则继续下一轮敲除，否则将结束

循环。 

我们以大肠杆菌为宿主、葡萄糖为底物、红

霉素中间体 6dEB 作目标产物为例，通过 FDCA

和 LMOMA-Based 算法获得了一些潜在基因敲

除位点[55]，为提高 6dEB 异源合成产率奠定了理

论基础。 
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3.2  元件与模块的适配 
基于 GSMM 的整体代谢优化可改善宿主的

网络流量分布，使代谢流量尽可能多地流向目标

产物的合成。然而，异源合成模块与宿主系统之

间并非是完美协作的，各元件之间、下游与前体

模块之间如何实现合理的搭配，消除元件、模块

之间因不适配而引起中间代谢物积累与能量的

消耗，也是增强目的产物合成的重要手段。这是

因为细胞生命活动是时间和空间上都是多层次

交互作用 (DNA 复制，基因转录，蛋白质翻译，

物质与能量代谢，代谢物的运输与分泌，细胞信

号的转导等) 的结果，仅仅基于不同模块代谢网

络之间代谢流量的分析，进行生物模块之间的简

单改造是无法实现系统的最佳适配。Kim 等[56]

通过研究大肠杆菌中一条与磷酸吡哆醛合成相

关的新代谢途径与细胞已知代谢网络之间的相

互作用发现：当新的或外源途径引入到已有的细

胞网络后，存在着多个层次的相互作用：1) 新

代谢产物与已有代谢网络的干扰；2) 已有代谢

产物与新代谢网络的干扰；3) 新代谢途径中酶

的某些非特异性活性，造成某些中间代谢物和能

量因子被消耗，同时新代谢产物对细胞已有调控

网络的干扰等。异源系统中由于各种来源，不同

特性的元件、模块之间的不适配必然会存在类似

的负相互作用，因此元件、模块适配和重组系统

调试是异源合成研究的新热点。 

本实验室在 in silico 代谢网络分析及优化的

基础上，结合转录组芯片分析及基于 13C 标记的

代谢流量分析，可从不同层次上对异源合成模块

与宿主系统间的互作及适配机制进行探讨。例

如，通过对 6dEB 在大肠杆菌中的异源合成进行

不同层次的考察，发现不同功能模块之间在真实

情形下与“理想情形”下 (细胞完全以产物合成

为目标) 存在较大的表型差异，包括转录水平及

代谢水平上的整体差异，反映了不同模块间确实

存在适配性问题，并直接影响了目标产物的合成

效率。因此，通过对模块内与模块间的相关基因

进行改造，缩小真实情形与“理想情形”的差异，

改善模块间的适配性问题，是提高目标产物异源

合成效率的关键所在，也是本实验室正在开展的

工作。 

4  展望 

随着研究材料的丰富和理论方法与技术的

不断完善进步，合成生物学技术将彻底变革传统

天然产物开发的研究思路，并最终实现珍稀天然

产物的大规模制造和新化合物的发现。更多新天

然元件的挖掘将进一步拓展人类认知与合成生

物学应用的范围，丰富新合成生物学系统构建的

生物砖，同时运用新的元件也能够改进已有系统

的效率，发挥系统优化的作用。新的元件装配和

系统适配思路与方法的实施，也大大提升人工生

命系统的性能与品质。集成运用以上方法后，异

源产物的合成效率获得了显著的提升，许多珍贵

的化合物产量由初始的毫克/升水平增加到了克/

升，甚至几十克/升。部分产品的工艺 (如青蒿酸) 

即将取代了原有的生产方式，正在进行中试和工

业规模的放大研究。因此从生物元件挖掘设计到

模块系统的组装适配各方面的思路，方法与技术

的革新，将全面促进合成生物学技术发展与成熟。 
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