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摘  要 : 代谢调控是构建微生物细胞工厂的重要技术手段。随着合成生物学技术的不断突破，挖掘和人工设计的

高质量调控元件大幅度提升了对细胞代谢网络的改造能力；代谢调控研究也已从单基因的静态调控发展到系统水

平上的智能精确动态调控。文中简要综述了近 30 年来代谢途径表达调控技术在代谢工程领域的研究进展。 
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Metabolic regulation in constructing microbial cell factories 
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Abstract:  The regulation of the expression of genes involved in metabolic pathways, termed as metabolic regulation, is vital 

to construct efficient microbial cell factories. With the continuous breakthroughs in synthetic biology, the mining and artificial 

design of high-quality regulatory elements have substantially improved our ability to modify and regulate cellular metabolic 

networks and its activities. The research on metabolic regulation has also evolved from the static regulation of single genes to 
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the intelligent and precise dynamic regulation at the systems level. This review briefly summarizes the advances of metabolic 

regulation technologies in the past 30 years. 

Keywords:  metabolic engineering, regulation of gene expression, synthetic biology, microbial cell factories 

代谢工程的目标是通过改变和调控宿主体内

的关键代谢途径或引入新的代谢途径来提高所需

化学品和蛋白的产量等，包括关键酶催化底物范

围的扩大、新型化学品的生产、产量的提高和细

胞生产力与鲁棒性的增强等，涉及一系列不同的

策略。在过去的 30 年里，代谢工程已经成为改善

细胞性能、实现化合物可持续生物制造生产的一

个有力工具，但代谢通路的改变及外源蛋白质的

引入增加了对细胞资源的需求，打破了细胞正常

的生理平衡。通路蛋白的过度表达会阻碍细胞生

长，进而降低生产力；而简单降低途径酶的表达

水平会形成反应途径瓶颈，从而限制了产率和效

价。因此，需要对通路进行精细的调控，实现细

胞生长和产物合成的平衡。代谢途径的优化一般

是在转录水平和翻译水平上进行优化，包括启动

子、RNA 调控元件、蛋白质水平等的优化。优化

代谢路径的策略包括静态调控和动态调控。静态

调控包括调节启动子强度 [1]、核糖体结合位点 [2]

或载体拷贝数[3]，以实现路径反应通量平衡和消

除瓶颈，从而提高产品产量。尽管静态调控的策

略相当稳健，但菌株生长往往受到一定削弱，其

产物生产速率也会降低。另外，若涉及细胞生长

必需基因，对其进行静态调控有相当大的难度，

甚至导致细胞死亡。因此，更先进的优化策略涉

及蛋白质按需表达的动态调控。使用可诱导启动

子的动态调控使生长期与生产期分离，允许细胞

在引导资源形成所需化合物之前先积累足够的生

物量[4-5]。此外，当宿主或环境条件发生变化时，

通过感知关键中间产物来调节蛋白质表达水平的

动态调控可使细胞实时调整其代谢流量[6-7]。这有

助于调节细胞资源的有效消耗，保持最佳的蛋白

表达水平用于合成目标产品。近年来，合成生物

学的发展使得研究者可以通过更为智能化的方法

对细胞表型实现时序或者空间水平上的调控。对

细胞调控的改造技术也向着可编程、多靶点及自

动反馈控制方向发展。 

1  启动子工程 

启动子是具有 RNA 聚合酶识别、结合和转录

起始功能的一段特殊的非编码 DNA 序列，其结

构、稳定性以及与 RNA 聚合酶的亲和力在很大程

度上会影响基因表达[8]。转录是基因表达过程的

第一步，在启动子水平上调控特定基因的转录是

调节代谢通量最直接、最有效的方式之一[1]。因

此，代谢工程应用长期以来一直依赖于有效启动

子的发现和表征。启动子工程包括对天然启动子

的挖掘、生物功能特性表征及人工改造，是代谢

工程和合成生物学研究中调节基因表达和优化代

谢物生物合成的重要基础。代谢途径中对基因的

微调表达是调控细胞代谢通量的关键步骤[9-11]。合

理和精确地调控多基因途径中的基因表达可以显

著影响代谢通量分布并使特定代谢产物的产生最

大化[12]。基因表达水平必须与胞内和胞外条件的

变化相协调，才能维持代谢网络的稳态，因此，

动态调控基因表达需要更灵活的调控启动子[13]。

目前已经进行了许多研究，包括挖掘天然启动子、

构建融合型启动子、设计人工启动子在转录水平

上微调特定基因的表达并提高目标代谢物的生产

水平[14]。在本节中，我们将综述天然启动子的挖

掘和改造，同时也概述了静态和动态启动子调控

在代谢工程中的应用。 

1.1  天然内源启动子挖掘 

微生物基因组中包含多种内源启动子，是启

动子工程和代谢途径工程的巨大宝库[15]。迄今为

止，许多内源启动子已被用于宿主中多种酶的过

表达。Zaslaver 等[16]利用绿色荧光蛋白 GFP 评价 
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了大肠杆菌 K12 中 2 000 个启动子的强度。Zhou

等[17]根据 RNA-seq 数据筛选并鉴定了 104 个来自

大肠杆菌的天然启动子 5′-UTR 复合物，在转录水

平上强度为 PBAD 启动子的 0.007％至 4 630％，以

用作对大肠杆菌细胞中的转录网络进行准确分析

的工具。枯草芽孢杆菌作为革兰氏阳性模式菌株

已广泛用于合成生物学研究、代谢工程改造的宿

主和工业酶的生产菌株，Song 等[18]用 GFP 来评

估枯草芽孢杆菌内源启动子的强度，总共测试了

84 个位于不同类别蛋白质上游的预测启动子序

列，测得的表达水平是表征良好的强启动子 P43

活性的 0.002 3 倍至 4.53 倍，从中选择的启动子

将胞质蛋白 β-半乳糖苷酶和分泌蛋白 α-淀粉酶的

表达量分别提高了 4 倍和 2 倍。Yang 等[19]筛选了

枯草芽孢杆菌 114 个在生长不同阶段发挥活力的

启动子，建立了可调控基因在不同生长阶段表达的

启动子库。Zhu 等[20]在酿酒酵母体系中建立了一个

特异性启动子数据库，包含 580 个转录因子结合位

点和 425 个转录起始位点。Keren 等[15]对酿酒酵母

中约 900 个启动子进行了分类和表征，这些天然启

动子的发现将有助于体内的代谢途径调控改造。 

1.2  启动子的人工改造 

天然启动子的局限性在于它们无法获得完整

连续的转录调控强度，并且无法使生物体内的转

录水平最大化。有限数量的可用内源启动子通常

是微调转录调控的瓶颈[21-22]。通过对已有启动子进

行突变改造，在大肠杆菌[12,23-24]、谷氨酸棒杆菌[25]、

酵母[12,26-28]中可获得各种强度的工程启动子库。

Liu 等[29]在枯草芽孢杆菌 168 中创建了从头合成

启动子文库，并用于肌苷和乙醛的生产，其产量

分别增加了 700%和 44%。Li 等 [30]在盐单胞菌

TD01 中，对高表达蛋白 Porin 编码基因的上游进

行一系列分子生物功能表征从而鉴定出启动子的

核心区，在其–10 区和–35 区之间的序列进行随机

突变得到一个强度范围为 310 倍的启动子库，并

用于调控盐单胞菌 TD01 聚 3-羟基丁酸酯的合成。 

借助对大量启动子样本的分析和特定位点突

变，可以总结出启动子序列的特征，将所需功能

的各个结构部分连接在一起，可得到具有多种功

能的新启动子。杂合启动子的构建是启动子工程

的另一种有效策略。Jiao 等[31]基于启动子 PgroE 和

操纵子 lacO 融合构建了异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷  (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside，IPTG)诱

导人工启动子 Pg2，用于替换内源启动子 PsrfA，在枯

草芽孢杆菌中使表面活性素产量提高至 5.98 g/L。通

过将启动子 PaprN 的–10 区替换为 σA 依赖性启动子

的共有序列，使枯草芽孢杆菌中纳豆激酶活性提

高 136%[32]。在酵母菌中，重组已知的功能区域

来创建新的杂合启动子同样可产生高表达、可调

整强度的启动子文库[33-34]，并实现对基因表达的

微调，有效提高目的产物的产量 [35-36]。例如，

Madzak 等[36]在解脂耶氏酵母中基于天然启动子

PXPR2 构建了一系列杂合启动子，使其表现出很强

的组成型活性，不受碳源氮源或酸性条件的抑制，

扩大了该强启动子在工业应用上的使用范围。 

双启动子表达系统，定义为两个启动子组合

使用来控制同一基因转录[37]，是一种有效提高重

组蛋白表达水平的方法[38-43]，在工业应用中具有较

大潜力。尽管双启动子的调节机制尚不清楚[43]，

但重组蛋白产量的提高表明该启动子工程策略是

增强启动子活性的有效途径。例如，Zhang 等[38]

构建了双启动子 PHpaII–PamyQ’系统，使枯草芽孢杆

菌 β-环糊精糖基转移酶的酶活力达到 571.2 U/mL，

证明了该系统在工业应用中的潜力。 

当启动子的结构和作用与位点选择性诱变明

确相关时，还可以使用数学计算和计算机模拟方

法来预测各种启动子对表达水平的影响。基于能

量矩阵，研究人员构建了一个合成的大肠杆菌启

动子文库，包含 20 个经过理性设计的启动子，其

强 度 为 原 始 trc 启 动 子 的 0.8% 至 100%[44] 。

Brewster 等[45]通过使用序列依赖性分析结合计算

模型与转录热力学模型，针对大肠杆菌 RNA 聚合

酶 σ70 全酶设计了 18 个独特的转录因子结合位

点，用以调节靶向基因的表达水平。 
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1.3  启动子对基因表达的静态调控 

通过改变启动子的强度来上调或下调基因的

表达水平从而改变代谢通量，是提高目标物质产

量的基本静态调节策略 [14]。自代谢工程兴起以

来，研究者们采用最多的菌株改造策略是静态调

控。静态调控通过启动子替换常量表达外源酶，

改造得到的菌株其表型在发酵过程中是单一的，

产物的合成和生长过程是相耦合的。 

1.3.1  单基因或基因簇的静态调控 

过强的表达会对菌体造成负担，启动子对基

因表达的合理调控，对于工程微生物高效生产目

标化学品至关重要。适当的基因表达水平的启动

子可以在转录水平上提供强大的开关，用以微调

单个基因或基因簇，这对于重建途径至关重要。

Xu 等[46]研究了不同启动子在大肠杆菌中对 2,3-

丁二醇合成天然基因簇 budABC 表达的影响，结

果表明，启动子 Pabc 的应用效果更好，最终使 2,3-

丁二醇的产量达到 21.5 g/L。Sun 等[47]鉴定了酿酒

酵母中 14 个内源性启动子，分别取代了玉米黄质

生物合成的 5 个关键基因的内源启动子，所得菌

株直接利用桦木木聚糖合成玉米黄质，产量为

(0.74±0.02) mg/L。另有许多启动子被用于大肠杆

菌[48-51]、枯草芽孢杆菌[52]、谷氨酸棒杆菌[53]等宿

主中多种酶的过表达，这些酶参与了有工业价值

代谢物生产的代谢途径，如生产胡萝卜素、2-吡

喃酮-4,6-二羧酸和聚乳酸等。 

1.3.2  模块化的静态调控 

对于合成步骤较多的代谢途径改造通常涉及

调控多基因的共表达，根据代谢合成靶基因的功

能或中间物的特性，可将合成途径分成不同的模

块进行分别优化。采用模块化策略组合调节各模

块的协同表达，可以有效平衡途径(图 1A)。Shukal

等[54]将甲羟戊酸途径基因分为两个代谢模块，优

化了工程大肠杆菌的转录水平，实现了类异戊二

烯的高产。Zhou 等[55]将葡萄糖合成丹参素的途径

划分为 3 个代谢模块进行染色体整合，最终在大

肠杆菌中实现了 5.6 g/L 的高产。Wang 等[56]将 5-

羟基色氨酸的生物合成途径分为 3 个功能模块，

包括 L-色氨酸模块、羟基化模块和辅因子供给模

块，发现降低辅因子模块的启动子强度，可达到

途径的较优平衡，实现目前报道的微生物产生  

5-羟基色氨酸的最高记录。黄酮类化合物的发酵

途径通常涉及多个外源基因的组装，启动子工程

模块化被广泛应用。通过修饰质粒基因拷贝数和

启动子强度，实现了松属素[57]、白藜芦醇[58]和柚

皮素[59]等的高水平合成。 

1.4  启动子动态调控 

通过静态调控策略，产物合成途径的代谢流

可以得到有效加强。然而代谢是广泛重要且复杂

的细胞过程，依赖于静态调节基因表达难以满足

对目标化学品生产代谢网络中多基因协同表达的

有效精确调节。尤其当产物合成途径是利用菌株

原本用于生物质合成的代谢产物作为前体时，静

态调控往往达成的是一个菌株在目标产物生产和

细胞生长之间的被动平衡状态，即产物转化率的

提高某种程度上是以牺牲细胞生长为代价的。相

反，动态调控可以控制蛋白质按需表达，对于生

物催化剂的工程设计和优化是有效的，它可以使

细胞生长良好，合成能力提高。动态调节网络的

构建与微生物的自然调节机制非常相似，通过感知

环境和细胞内信号来实时调节细胞的代谢状态，已

成为代谢途径工程的一种有前景的策略[60]。在过

去的几十年中，已经开发了很多基于外界环境条件

诱导、基于代谢物浓度传感器或依赖于细胞密度的

群体感应自主诱导的动态调控系统，通过平衡细胞

生长和产物合成来实现产量最大化。 

1.4.1  基于外界条件的诱导调控 

诱导性启动子可对代谢途径进行动态调控，

其提供了一种分离生长阶段和产物合成阶段的方

法。在添加诱导剂之前，细胞仅为正常生长模式，

用于产物合成相关基因不能表达。当细胞浓度达

到所需的阈值时，添加诱导剂激活相关酶的表达，

可避免代谢产物的流失 (图 1B)。Nakashima 等[61]
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构建了基于木糖诱导的表达系统，成功地利用葡

萄糖和木糖在大肠杆菌中生产了 54 g/L 的 2,3-丁

二醇和 31 g/L 的乙酰丁酸。Kim 等[62]利用 Aro80

半结合位点和 Aro9 核心启动子元件的重复序列

构成芳香族氨基酸诱导型启动子，用其表达 alsS

和 alsD 基因来生产乙偶姻，从而提高酿酒酵母的

乙偶姻产量。除了最常用的 IPTG、脱水四环素诱

导型启动子之外[63]，其他发酵过程条件控制诱导

型启动子已广泛用于代谢调控，如温度、pH、光

照等。其中温度调控在发酵控制中操作相对简单，

已经得到广泛的应用，例如 Zhou 等[64]利用噬菌

体 λ 来源的 PR 和 PL 融合启动子替换 D-乳酸脱氢

酶的 ldhA 启动子，构建了热诱导启动子，在 42 ℃

实现生产模式与生长模式的转换，从而提高了 D-

乳酸的产量。pH 值也可作为触发条件来实施动态

途径工程。利用系统工程改造的启动子 PYGP1 和

PCCW14，在酵母中实现了低 pH 条件下启动基因表

达来调控乳酸的生产[65]。在另一个实例中，PGAS

被鉴定为 pH 响应性启动子，以调控顺式-乌头酸

脱羧酶 (由 cad 编码) 的表达，转录阻遏物在低

pH 下失活，以诱导 cad 表达并提高衣康酸的产

量[66]。通过构建光遗传学开关以光照调控基因表

达水平，也是一种有吸引力的调控手段，例如，

Senoo 等[67]使用 CcaS/CcaR 系统，在绿光照射下

实现了大肠杆菌中糖酵解和甲基乙二醛途径之间

光诱导的代谢通量调控。 

1.4.2  基于代谢物浓度的动态调控 

代谢物响应性启动子通常来自天然启动子，

其首先通过用所需代谢物进行筛选和鉴定，然后

通过操纵启动子强度来优化动态范围 (图 1C)。使

用这样的启动子的一个优点是它仅涉及启动子替

换，而无需表达额外的转录因子[68]。例如 Yuan

等 [69]在酵母中筛选了天然麦角固醇响应性启动

子，并用于下调 ERG9 的表达，将中间物的代谢

通量转移至紫穗槐二烯，使产量提高了 5 倍。 

另一种代谢物响应调控系统涉及生物传感器 
 

 
 

图 1  基于不同启动子调控基因表达的原理示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of the principles of regulating gene expression by using different promoters. (A) Static 
modularization control. (B) Inducer regulation. (C) Metabolite concentration regulation. (D) Quorum sensing regulation. 
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(Biosensor)，通常源自与代谢物相互作用后结合

DNA 的转录因子。根据宿主的不同，需要对转录

因子和启动子上的结合位点进行人工改造才能获

得所需的动态范围[70-71]。Xu 等[72]改变 PdhR 在启

动子上的结合序列与位置，优化了丙酮酸响应基

因回路的动态范围，实施了有效的动态调控，提

高 了 枯 草 芽 孢 杆 菌 的 葡 萄 糖 二 酸 产 量 。 基 于

FapR/FadR 设计的生物传感器，已有多篇报道用

于研究辅酶 A 与细胞生长之间的平衡代谢[7,73-74]，

提高大肠杆菌中脂肪酸合成的效率。Xu 等[73]通过

整 合 转 录 因 子 FapR 和 PGAP 的 顺 式 作 用 模 块

(Cis-regulatory module) 构建了丙二酰辅酶 A 传

感器，通过该生物传感器使丙二酰辅酶 A 与细胞生

长之间达成代谢平衡，脂肪酸产量显著提高。这种

FapR/丙二酰辅酶 A 生物传感器也已被运用到酵母

中，动态诱导异源丙二酰辅酶 A 还原酶的表达以产

生 3-羟基丙酸[75]。另外，大肠杆菌转录因子调节子

PcaU 可被 3,4 二羟基苯甲酸诱导[76]，利用该调节子

构建了对羟基肉桂酸有响应的生物传感器，并可用

于提高香兰素和对羟基苯甲酸酯的产量[77]。 

除了天然存在的调节代谢，人工构建调节组

件来动态调控多层代谢网络具有更广泛的应用价

值。Chen 等[78]对大肠杆菌调节蛋白 AraC 进行了

工程设计，使其可以识别四氢嘧啶为非天然效应

物，开发了高通量筛选系统，进一步提高了四氢

嘧啶生物合成簇的生物合成效率。Liang 等[79]设

计出了尿酸响应调节蛋白 HucR，其对产物香兰素

和底物阿魏酸都有不同的反应能力，通过早期生

长阶段产物途径的抑制及后期产物反馈激活通路

表达显著提高了生物合成效率。 

1.4.3  基于群体感应的调控系统  

群体感应 (Quorum sensing，QS) 是细菌细胞

间通讯的一种形式[80]。群体感应系统提供了另一

种自动感应的方法，即当某种细胞团积聚时，该

方法就会触发。表 1 列举了目前研究较多的群感

效应分子。 
 

表 1  目前研究较多的几种细胞间通讯系统 (数字代表对应的菌株来源) 
Table 1  Summary of the reported intercellular communication systems. The numbers in brackets shown in the 
superscript in the column of “Synthase” and “Receptor” correspond to the numbers shown in the column of 
“Source”, indicating the source of a particular gene. 
Inducer Synthase Receptor Promoter Source References 
Isovaleryl BjaI  BjaR Pbja Bradyrhizobium japonicum [81] 
p-coumaroyl RpaI  RpaR Prpa Rhodopseudomonas palustris [82] 
Salicylate pchBA(2) NahR(1) Psal (1) Pseudomonas putida 

(2) Pseudomonas aeruginosa 
(3) Yersinia enterocolitica 

[83] 
Irp9(3) 

2,4-diacetylphloroglucinol PhlACBD  PhlF PphlF  Pseudomonas fluorescens [84] 
Methylenomycin furan  MmfLHP  MmfR PmmfR5 Streptomyces coelicolor [85] 
Naringenin CHS(2), CHI(3)  FdeR(1) PfdeA (1) Herbaspirillum seropedicae 

(2) Petunia X hybrid 
(3) Medicago sativa 

[86] 

C4 RhlI  RhlR Prhl Pseudomonas aeruginosa [87] 
C6 LuxI  LuxR Plux Vibrio fischeri [88] 
C8 CepI  CepR PcepI Burkholderia cenocepacia [89] 

 

以来自费氏弧菌的 LuxR 和产生酰基高丝氨酸内

酯 (Acyl homoserine lactone，AHL) 的 LuxI 酶组合为

例，AHL 与 LuxR 转录因子相互作用，形成可以激活

基因表达的 LuxR/AHL 复合物[88]。由于 AHL 的浓度

与细胞浓度成正比，达到阈值时，将生成 LuxR/AHL

复合物并激活基因表达，可以在 AHL 积累后表达细

胞密度依赖性基因。通过调控 luxI 和 luxR 的表达水

平，可改变触发基因表达的切换时间 (图 1D)。利用

LuxR 系统进行动态途径调控，在不添加外部诱导剂

的情况下，可使得大肠杆菌合成没药烯的产量达到

1.1 g/L[90]、高效合成 1,4-丁二醇[91]以及通过触发切换

开关将三羧酸循环通量重定向为异丙醇的生产[92]。 
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在酵母系统中，因为真核生物转录抑制的特

性，上述原核生物常用的群体感应系统在代谢工

程改造的应用受到限制。Williams 等[93]设计出响

应细胞外 α 型信息素的方式来实现细胞间通信，

成功实现种群密度依赖的 GFP 蛋白的表达。基于

此设计出高种群密度自主触发基因表达，与 RNA

干扰模块连接以实现靶基因沉默的基因线路，实

现对莽草酸途径通量的调控，用于对羟基苯甲酸

的合成[94]。 

2  RNA 调控元件用于代谢调控改造 

由于 RNA 在感知分子配体方面的多功能性，

而且与蛋白质相比，RNA 元件可以更容易地建模

和进行设计，越来越多的研究专注于利用 RNA 对

代谢途径中的基因进行表达调控[95]。目前报道的

RNA 元件用于代谢调控的改造主要包括小分子

RNA、核糖开关、RNA 干扰和反义 RNA 技术。 

2.1  合成小分子调控 RNA  

基因敲除实验通常是功能基因组学和代谢工

程研究中必不可少的实验过程。然而，重复的多

个基因敲除费力费时，并且对于细胞功能至关重

要的基因是不可行的。这就需要开发非敲除的分

子工具来实现代谢途径调控。小分子 RNA (sRNA)

是原核生物中的非编码短 RNA，可以有效地在翻

译水平调控靶基因的表达，实现代谢过程的调控

(图 2A)[96]。在琥珀酸酯的生产过程中，前体磷酸

烯醇丙酮酸 (Phosphoenolpyruvate，PEP) 被消耗

用于葡萄糖的运输和磷酸化，并且产生大量的副

产物，这是阻止琥珀酸盐生产提高的关键障碍。

Zhao 等[97]选择 PEP 作为靶标，通过引入抗 pykF

的合成 sRNA，最终优化菌株中乳酸和乙酸盐含

量明显降低，琥珀酸滴度为 30.12 mmol/L。代谢

通量分析和发酵动力学表明，该方法可以减轻细

胞 ATP 供应的限制和氧化还原的不平衡，进而改

善大肠杆菌中的琥珀酸盐的生产。Yang 等[98]开发

了在大肠杆菌中用于快速、多重基因组规模靶基

因敲低的合成 sRNA 表达平台。基于该技术平台，

迅速开发出 L-脯氨酸  (54.1 g/L) 和 L-苏氨酸  

(22.9 g/L) 的高性能菌株。此外，在 1 858 个合成

sRNA 文库中，利用高通量筛选技术快速找到靶向

基因，获得紫丁香素 (5.19 g/L) 和靛蓝 (135 mg/L) 

的高产菌株。基于此 sRNA 文库，作者还找到 14 个

敲低后能提高大肠杆菌中丙二酰辅酶 A 水平的基

因 。 这 些 靶 向 基 因 被 应 用 于 提 高 聚 酮 化 合 物   

(6-甲基水杨酸和芦荟酮) 和苯丙类化合物 (白藜

芦醇和柚皮素) 的产量，产量分别达到 440.3、

30.9、51.8 和 103.8 mg/L[99]。 

为了调节 sRNA 对靶标 mRNA 的作用强度，

可使用不同启动子调节合成 sRNA 的丰度，从而实

现对基因表达敲低系统的精细调控[100]。Noh 等[101]

选择热通量响应计算分析和与产品生物合成相关

的靶基因，通过 sRNA-启动子组合文库转化菌株

的筛选来提高目标产物的产量。利用这种方法，

对 argF 和 glnA 进行微调，降低该基因表达水平，

通过补料分批培养分别实现腐胺 ((42.3±1.0) g/L)

和 L-脯氨酸  ((33.8±1.6) g/L) 的高水平合成。 

Sung 等[102]通过改造启动子的强度，调节靶向基

因 murE 的 sRNA 胞内水平，构建的工程菌株可

产生 2.15 g/L 尸胺。谷氨酸棒杆菌也是重要的平

台菌株，广泛用于氨基酸和各种其他生物化学物质

的工业生产中。Sun 等[103]针对谷氨酸棒杆菌开发了

基于合成 sRNA 的基因敲低策略，降低靶向基因 pyk、

ldhA 和 odhA 的表达，使谷氨酸滴度和产量提高了

近 3 倍，相关基因的转录和酶活性下调了 80%。 

2.2  核糖开关 

核糖开关  (Riboswitch) 可以感知各种生化

和物理信号，大幅度提高对复杂细胞行为进行编

程的能力。核糖开关通过特异性结合代谢物，可

对 mRNA 分子 5′非翻译区进行调控表达，使 RNA

结构重排，从而调控转录的翻译起始或过早终止，

是调节工业微生物中代谢通量调控的有效工具

(图 2B)[104]。 
 
 
 
 
 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

1548 

 

 
 

图 2  四种常见的 RNA 调控机制的原理示意图 
Fig. 2  Schematic view of different RNA regulatory mechanisms. (A) Synthetic regulatory small RNA. (B) Riboswitch. 
(C) CRISPRi. (D) asRNA. 

 

多数成功设计的核糖开关在某种程度上依赖

于高通量筛选和/或从基因开关的组合文库中进

行选择。有报道通过筛选核糖开关的通用高效文

库，得到新型硫胺素焦磷酸核糖的人工开关，该

人工核糖开关的活性提高了 58 倍[105]。此外，也

有报道称成功筛选获得了对抗生素新霉素有响应

的合成转录核糖开关[106]。Boumezbeur 等[107]开发

了一种新的理性改造核酸开关的方法：通过删除

一段关键核苷酸序列，可有效防止终止发夹的形

成，将核酸开关恒定地保持在打开状态，特定序

列的删除不会影响其他二级和三级结构的形成，

不会影响基因的其他功能。通过改造鸟嘌呤感应

核糖开关  (pur) 和黄素单核苷酸感应核糖开关

(rib)，使关键基因表达水平比对照提高了 90 倍，

工业核黄素高产菌的生长得到有效改善 (生物量

增加了 53%)，且核黄素产量有大幅提升。 

细菌体内的天然核糖开关还可作为氨基酸生

产的感应元件。比如，大肠杆菌和枯草芽孢杆菌

中存在天然的赖氨酸核糖开关，它们均可控制柠

檬酸合酶的表达，从而调控三羧酸循环中的代谢

通量[108]。Zhou 等[109]将大肠杆菌来源的天然“赖

氨酸-关闭”核糖开关改造成“赖氨酸-打开”核糖开

关，并用来调控赖氨酸的合成。将选定的“赖氨酸

-打开”核糖开关导入谷氨酸棒杆菌中，用于调控

lysE 基因 (编码赖氨酸转运蛋白) 的表达，在重

组谷氨酸棒杆菌中实现赖氨酸转运的动态调控，

赖氨酸产量比出发菌株提高了 21%。 

2.3  CRISPR 干扰 

CRISPR 干扰 (CRISPR inference，CRISPRi)

使用核酸酶活性失效的 Cas9 蛋白，在 gRNA 的引

导下结合到序列碱基互补配对的靶基因上，从而

干扰基因的正常表达 (图 2C)。CRISPRi 的机制及

其在微生物生理和进化中有重要作用，这种新型干

扰技术已经在细菌中表现出了潜在的应用价值[110]。



 
 

刘洋 等/微生物细胞工厂的代谢调控 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1549

尽管仍处于起步阶段，CRISPRi 在大肠杆菌、枯

草芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌等代谢工程菌株中已

有较多的应用 (表 2)。本节将重点介绍 CRISPRi

在这 3 个常用宿主系统中的应用实例。 

2015 年，Lv 等[111]首次报道用 CRISPRi 调控中

心代谢途径的基因表达，用于调节 PHA 合成中 4-

羟基丁酸组分的比例。乌头酸是三羧酸循环中的一

个重要的中间代谢产物，Li 等[112]在大肠杆菌中利

用 CRISPRi 系统同时靶向丙酮酸激酶和异柠檬酸

脱氢酶。在摇瓶和分批补料培养中，该 CRISPRi

菌株产生的乌头酸相对于对照菌株分别提高了 60

倍和 15 倍，并且该菌株的乙酸和乳酸等副产物一

直维持在低水平，说明 CRISPRi 系统可以通过协调

糖酵解和三羧酸循环来有效改善乌头酸的生产。

CRISPRi 在代谢工程领域的应用还包括平衡同一代

谢通路中上下游基因表达的平衡。例如，Kim 等[113]

利用 CRISPRi 技术，在大肠杆菌中优化甲羟戊酸途

径基因表达实现了(-)-α-红没药醇和番茄红素的增

产，并减轻了多基因表达或途径有毒中间代谢物积

累对细胞生长的抑制作用。 

利用 CRISPRi 还可抑制细胞生长必需基因的

表达，在合适的时机停滞细胞生长，以提高产物生

产的转化率等。Cleto 等 [114]在谷氨酸棒杆菌中

CRISPRi 系统使用失活的 Cas9 (dCas9) 来抑制靶向

基因。该研究将 pgi 和 pck 基因的表达降低了 98%，

将 pyk 基因的表达降低了 97%，产生的 L-赖氨酸和

L-谷氨酸的滴度提高比率可与基因删除所达到的水

平一致。Westbrook 等[115]在生产透明质酸的枯草芽

孢杆菌中应用 CRISPRi 来分别减少出发菌株中

pfkA 或 zwf 基因的表达，从而显著提高了透明质酸

的合成水平。 

由于 CRISPRi/dCas9 系统在多靶点智能调控

的应用场景中还有一些限制，包括遗传稳定性较

差、对细胞有较大的代谢负载等。与之相比，对

于多靶点调控，CRISPRi/dCpf1 在应用上更为简

便。dCpf1 自身就具有 RNA 酶活性，可将多 gRNA

串联的 pre-crRNA 加工成分离的 gRNA 发挥作用。

一些研究者也已尝试使用 CRISPRi/dCpf1 为基础

构建的动态开关系统。Zhang 等[116]使用 CRISPRi/ 

dCpf1 在耶氏解脂酵母 Yarrowia lipolytica 中实现

了调控外源脱氧紫色杆菌酸途径基因 vioA、vioB

和 vioE 的表达量。Ji 等[117]使用 CRISPRi/dCpf1 
 

表 2  CRISPRi 技术用于代谢工程调控改造的实例总结 
Table 2  Summary of the applications of CRISPRi in metabolic regulation 

Organisms Biotechnological applications Gene targets References
E. coli Polyhydroxybutyrate phaC [118] 
E. coli Polyhydroxybutyrate dxs, glmU, murA, murC, murD, murE, mraY, ftsW [119] 
E. coli Polyhydroxybutyrate ftsZ, mreB [120] 
E. coli Polyhydroxybutyrate gltA [121] 
E. coli 1,4-butanediol gabD, ybgC, tesB [122] 
E. coli n-butanol pta, frdA, ldhA, adhE [123] 
E. coli 5-aminolevulinic acid hemB [124] 
E. coli Malate acn, ms [125] 
E. coli Pinosylvin fabD [126] 
E. coli Pinocembrin metK, proB [127] 
E. coli Arginine argR [128] 
B. subtilis Surfactin yrpC, racE, murC [129] 
B. subtilis Amylase epr, nprB, mpr, bpr, vpr, wprA [130] 
B. subtilis N-acetylglucosamine zwf, pfkA, glmM [131] 
B. licheniformis L-valine alsD, bcd [132] 
C. glutamicum L-lysine pyc, gltA, idsA, glgC [133] 
C. glutamicum Shikimic acid pyk, ncgl2809, sugR [134] 
C. glutamicum Citrulline argH, pgi [135] 
C. glutamicum Putrescine production carB, ilvH, ilvB, aroE [136] 
S. coelicolor Actinorhodin actinorhodin pathway genes [137] 
S. pneumoniae Teichoic acid murT, gatD, SPD_1198(tarP), SPD_1197(tarQ) [138] 
P. putida Pyoverdine synthesis pvdH [139] 
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调节大肠杆菌生长必需基因的表达时机，提高了

丁烯酸的合成效率。 

以上报道表明，CRISPRi 是系统调节生物合

成和内源基因表达的有效工具，可用于调节生物

合成代谢途径，尤其对处于代谢中心位置的化学

品或中间物具有生物毒性的化学品的合成具有

重 要 价 值 。 它 的 应 用 可 以 促 进 微 生 物 “智 能 细  

胞”工厂的技术发展，用来生产更多有工业价值

的产品。 

2.4  反义 RNA (asRNA) 

反义 RNA (Antisense RNA，asRNA) 是一种研

究比较深入的 RNA 调控元件。asRNA 调节已用于

许多代谢工程研究中，以优化靶基因的表达水平。

asRNA 也是研究必需基因敲低的有效工具[140-143]。

大肠杆菌作为重要的外源蛋白表达宿主，生长过

程中产生的乙酸会抑制蛋白表达。Kim 等[144]采用

asRNA 策略降低了大肠杆菌的乙酸合成水平，将

目标蛋白的总量提高了 2.1 倍。asRNA 技术也可

用于动态调节内源代谢过程来平衡细胞生长和途

径合成效率的要求。例如，利用 asRNA 系统调控

葡萄糖激酶的表达量，从而调控糖酵解通量，在

不改变最终生物量积累的情况下，将工程化大肠

杆菌的比增长率降低了 50%[145]。将 asRNA 作用

于代谢途径中靶标基因，可以改善最终产物的产

量。Kang 等[146]将 asRNA 应用于琥珀酸合成菌株

的改造，产量提高了 7 倍。利用 asRNA 技术，

Meng 等[147]将大肠杆菌 6-脱氧赤藓醇 B 的合成水

平提高了 296.2%。Yang 等[148]改善了大肠杆菌胞

内丙二酰辅酶 A 的含量，使 4-羟基香豆素、白藜

芦醇和柚皮素的产量分别提高了 2.53 倍、1.70 倍

和 1.53 倍。 

asRNA 技术在革兰氏阳性菌中也得到了广泛

的应用。Wang 等[149]利用 asRNA 调控了枯草芽孢

杆菌中生物素羧化酶Ⅱ的表达基因 yngH 的表达，

使表面活性肽产量提高到 13.37 g/L，比对照提高

了 43%。Rebekka 等[150]采用 asRNA 策略沉默关

键基因 hemZ，减少巨大芽孢杆菌四吡咯途径的血

红素分支的通量，显著提高了细胞内维生素 B12

的浓度。Desai 等[151]将丙酮丁醇梭菌中丁酸激酶

和磷酸反丁酰化酶作为靶点，两个酶的活性分别

比对照低 70%和 80%，工程菌的生长量比对照低

28%，该实验还表明丁酸酯合成通量不受丁酸酯

合成酶的水平调控。Tummala 等[152]研究了 asRNA

结构性质对丙酮丁醇梭菌 ATCC 824 中丙酮形成

途径关键酶——乙酰乙酸脱羧酶和辅酶 A 转移酶

下调功效的影响，证实辅酶 A 转移酶是丙酮合成

过程的限速酶。 

3  翻译水平调控 

翻译的调节主要发生在起始阶段，该过程主

要涉及核糖体和 RBS 的结合，RBS 的识别和结合

受到温度、小分子化合物、蛋白质或反义 RNA 的

结合调节，从而影响基因的表达水平。另一方面，

密码子使用的偏好性，即对某些同义密码子的偏

好是所有基因组的普遍特征。越来越多的证据表

明密码子使用频率通过影响共翻译蛋白质折叠、

翻译效率和准确性、mRNA 稳定性和转录可以调

节蛋白质结构和基因表达。 

3.1  核糖体结合位点 (RBS )工程 

在翻译起始阶段被核糖体覆盖的 mRNA 片

段被称为核糖体结合位点 (RBS)[153]。在细菌中，

RBS 通过互补配对与 16S rRNA 的 3′末端序列相

互作用。参与此相互作用的碱基对的数量以及这

些碱基对相对于起始密码子的位置决定了翻译

效率 (图 3A)[154]。进一步研究认为，通过二级结

构的形成来增强 RBS 区域的稳定性会对翻译效

率产生负面影响。对 RBS 二级结构如何决定翻

译效率的定量分析结果表明，仅暴露 RBS 区域

或起始密码子都不会被核糖体优先识别，核糖体

也不能识别 RBS 区域和起始密码子之外的核苷

酸，翻译效率与未折叠 RBS 的 mRNA 分子的比

例密切相关[155]。  
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核糖体结合位点计算器 (RBS calculator) 是

一种用于预测和调控细菌翻译起始和蛋白质表达

的设计方法。该方法可以预测 mRNA 转录本中每

个起始密码子的翻译起始率，还可以优化合成

RBS 序列以获得目标翻译起始率。利用 RBS 计算

器，蛋白质编码序列的翻译率可以在 0.001 到 10 万倍

的比例范围内得到合理的调控。因此，其合理调

控蛋白表达水平的能力在生物技术中有着广泛的

应用。近年来，根据 mRNA 转录物和 30S 核糖   

体复合物之间的分子相互作用强度来量化翻译  

起始速率，开发了人工合成 RBS 的自动化设计工

具[2,156-158]，利用 RBS 计算器可设计相应的酶表达

水平，从而部分消除合成途径的瓶颈[4,158-161]。人

工 RBS 策略已经用于提高脂肪酸、异戊二烯、丙

二醇、D-对羟基苯甘氨酸等生物合成[160,162-164]。

未来 RBS 计算器还能用来优化基因线路，合理调

整基因回路中蛋白质的表达水平。通过 RBS 计算

器将基因线路的定量模型转换成一个合成的 RBS

序列，可选择性地增加或降低蛋白质的表达水平。 

3.2  稀有密码子调控蛋白表达 

翻译效率以及蛋白质生产效率，是由翻译起

始速率和延伸速率决定的。翻译起始速率控制着

转录产物被翻译的频率，而翻译延伸速率控制着

翻 译 过 程 的 速 度 。 翻 译 起 始 阶 段 ， 核 糖 体 与

mRNA 结合，并且起始密码子必须被识别。起始

密码子只包含 3 个核苷酸，但它在翻译水平上显

著影响基因表达强度[165]。ATG 是最常见的起始

密码子，但一些基因也使用 GTG，而 TTG 则更

为罕见[166-167]。还有研究发现 GTG 的翻译起始效

率低于 ATG，有时会用 ATG 代替 GTG 以增加靶

基因的表达[168]。Wu 等[169]以 RFP、GFP 和 lacZ

作为报告基因，在大肠杆菌中构建了动态范围大、

表达水平均匀的起始密码子库，开发了一种利用

起始密码子组合调控优化代谢途径的新策略，并

将其应用于大肠杆菌玉米黄质合成途径 3 个基因

crtZ、crtY 和 crtI 的调控，最后筛选到一株玉米

黄质产量为 6.33 mg/L 的菌株，产量比出发菌株

提高了 10 倍。 

 
 

 
 
 

图 3  两种翻译水平调控机制的原理示意图 
Fig. 3  Schematic view of two translation-level regulatory mechanisms. (A) RBS engineering. (B) Gene translation 
regulated by rare codons. 
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在较高的翻译起始速率下，还需要较高的翻

译延伸速率才能获得基因的最佳表达 [170]。低起

始速率或低翻译延伸速率都可独立引起蛋白的

低表达。稀有密码子通常由于其同源 tRNA 的稀

有性而阻碍翻译，因此，稀有密码子的这种特性

可以用来调节蛋白质的表达(图 3B)。作为大肠杆

菌中最稀有的密码子，AGG、AGA、CUA、AUA、

CGA 和 CCC 在调节不同内源性蛋白的表达中起

重要作用[171-172]。这些稀有密码子在基因中的相

对位置与大肠杆菌中蛋白质表达被抑制的水平

有关[173-174]，例如，Finger 等[175]在大肠杆菌中表

达类马链球菌 Streptococcus equisimilis 来源的链

球菌激酶基因 skc，并在+2、+3、+5、+8、+9 和

+11 等不同位置选择性地引入了 AGG 密码子。

结果表明，在+2、+9 和+11 位置引入“AGG”有助

于蛋白过表达，而移到+3 和+5 位置则无表达。

冯凡等 [176]在构建异戊二烯合成菌株时，为了平

衡整个代谢途径，需要降低途径关键酶乙酰辅 

酶 A 酰基转移酶/HMG-CoA 合成酶的表达量，在

基因中引入了 2 个 AGG 稀有密码子，同时组合

优化其他关键酶的表达量，将异戊二烯产量提高

了 73%。 

在翻译延伸率方面，一般认为使用被高丰度

tRNAs 识别的密码子，翻译延伸速度越快，翻译

效率也越高[177]。因此，提高基因表达的一个常规

策略就是替换目的基因中的稀有密码子，使它们

与宿主的密码子偏好性更为匹配，而不改变被编

码蛋白的氨基酸序列。以大肠杆菌[178-181]和酿酒

酵母[182-183]为宿主的异源蛋白表达实验也证明了

密码子优化在一定程度上能够提高蛋白表达强

度。然而，近年来又有许多核糖体分析数据的研

究表明，高翻译延伸率和常用密码子之间没有相

关性[184]。一些真核生物的研究表明，常用密码子

的翻译速度与稀有密码子的翻译速度相同[185-186]。

最近的研究表明，同源 tRNAs 数量较少的稀有

密码子译码速度较慢，从而导致翻译延伸率降

低 [187-188]。这些结果表明，密码子偏好性适应于

胞内 tRNA 池，作为平衡 tRNA 供给和需求的策

略，从而实现最佳的蛋白翻译。 

4  翻译后调控 

在细菌基因功能和调节生物回路的研究中，

已经开发了许多在转录水平和翻译水平上调控

基因表达的方法。但这些方法也存在缺陷，即它

们只能终止新的基因产物的合成，但无法消除预

先存在的蛋白分子的影响。预先存在的产物主要

通过细胞生长和分裂被稀释。对于长寿命蛋白，

可能需要数个细胞周期才能将其细胞内数量和

活性降低到不足以发挥作用的水平，在此期间，

基因调控的时效性可能会受到很大影响 [189]。蛋

白质降解是调节细胞内信息的一种有效的天然

机制，在维持细胞内稳态中起着至关重要的作

用。通过失活或降解发挥功能的蛋白质浓度的方

法也逐步用于代谢工程的动态调控研究中。蛋白

质降解系统不仅能单独调控某一蛋白的特定降

解，还能在合成生物学基础上开发可编辑的工具

来执行复杂的功能，例如在工业微生物中利用蛋

白质水平调控来实现代谢流的再分配[190-191]；在

生物过程中调控基因表达来实现实时的代谢控

制并协调细胞反应[192-193]；通过动态开关将细胞

生长和产物合成解偶联从而提高微生物细胞工

厂的工作效率[194]。 

SsrA 系统是细菌体内最重要的蛋白质浓度调

控系统之一[195]，此蛋白质降解系统发现于 1996 年，

此系统的核心是通过蛋白酶对降解标签 SsrA 的

特异性识别实现靶蛋白的快速降解[196]。近年来，

已经开发出来一系列基于 SsrA 系统的新型基因

调控工具，并显示出对合成生物学研究中生物电

路设计调控的巨大潜力。McGinness 等[197]在大肠

杆菌中设计了一系列 SsrA 标签突变体，这些突变

体减弱了与 ClpXP 蛋白酶的相互作用。在大肠杆

菌中，衔接子 SspB 将 SsrA 标记的底物锚定在

ClpXP 蛋白酶上，可以用来调控目标蛋白的降解。

当 SspB 衔接子存在时，ClpXP 对被 SsrA 标记的
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靶蛋白的降解效率提高 100 倍。更重要的是，在

体内不存在 SspB 衔接子时，带有这些标签的底物

很稳定，仅在 SspB 诱导表达后，带有这些标签的底

物才被迅速降解 (图 4)。基于 SsrA 系统，在大肠杆

菌中开发了一种动态调节宿主细胞内酶丰度的策

略，并将其应用于葡萄糖生产肌醇的体系中[198-199]。

通过调节糖酵解关键酶——磷酸果糖激酶-1 在胞内

的蛋白浓度，使肌醇的产量提高了 2 倍。Durante- 

Rodríguez 等[200]基于此系统构建的 FENIX 系统，

既能独立调控蛋白质的稳态水平，又能诱导靶蛋

白的积累。利用该系统将细菌生长过程与 PHB 的

积累解偶联。通过标记 3-酮酰基 -CoA 硫脂酶

(PhaA)，催化合成路径的第一步反应，在乙酰辅

酶 A 节点处建立了一个动态的代谢开关。当系统

激活时，这种代谢前体可以有效地重新定向到

PHB 形成中。该工程菌在葡萄糖培养基以生长-生

产非偶联模式获得了非常高的血红蛋白积累率 

(0.4 h−1)，聚合物含量约为 72% (W/W)。SsrA 系统

不仅可以在大肠杆菌中诱导蛋白降解，在革兰氏

阳性菌中也已被成功应用。Griffith 等[201]对大肠

杆菌和新月柄杆菌 Caulobacter crescentus 来源的

SsrA 降解标签 SspB 衔接子进行改造，使其适应

于枯草芽孢杆菌，同样实现了对靶蛋白的诱导降

解。这也验证了两种不同来源的 SsrA 变体可在同

一细胞内独立调控不同蛋白质的降解。 
 
 

 
 
 

图 4  基于 SsrA 系统的蛋白降解调控机制的原理示意图 
Fig. 4  Schematic view of protein degradation 
regulation by SsrA system. 

5  总结与展望 

代谢工程通过改造底盘细胞的代谢网络来提

高细胞的合成能力，而合成生物学旨在利用机械

工程原理创造新的和 /或对现有细胞功能进行重

新编程[202-205]。人工设计并合成的调控元件理论

上与底盘细胞内源的转录调控网络相互作用较

少，具有正交性[84]。因此，基于标准化表征元件

构建可预测的、正交化的、定量可控的基因电路，

有望实现细胞中基因“从头到尾” (Ground-up) 的

均衡表达[206]。目前的研究结果也表明，利用合成

生物学技术可以实现对代谢网络的多水平协同调

控，显著提升了生物合成的能力[2,207-213]。但需要

强调的是，实现精准有效的平衡菌体生理和目标

化合物的高效合成是工业微生物技术追求的极致

目标。代谢工程对生产性能的经济性有严苛的标

准，相比于一般的合成生物学研究，应用于实际

代谢工程改造的调控工具对于元件的负载和毒性

有着更为严格的限制[214]。尽管近年来合成生物学

调控工具库被极大地充实，但是目前可用的开关

工具相比于代谢工程多样的应用场景和不断升级

的技术需求仍十分有限，需进一步优化并开发新

的代谢工程应用导向的智能化动态调控系统。我

们相信，随着合成生物学和人工智能技术的不断

进步，将会有越来越多的表达元件与调控手段被

开发，并应用于更广泛的生物制造过程。 
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