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摘  要：随着合成生物学的发展，人工合成功能元件在代谢工程领域显示出巨大应用潜力。启动

子是调控基因转录水平的重要元件，可以利用人工合成启动子文库对代谢途径进行精细调控，使

基因适量表达，实现代谢途径的组合优化。文章综述了人工合成启动子文库的研究进展，评述了

不同文库的构建策略，讨论了人工合成启动子文库在代谢工程领域的应用，并展望了人工合成启

动子文库的发展方向。 
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Abstract: With the development of synthetic biology, design and synthesis of functional elements 
show great potential in assisting and simplifying the study of metabolic engineering. The fundamental 
level of transcriptional control takes place at promoter elements that drive gene expression. Synthetic 
promoter library (SPL) provides promoter with different strength for fine-tuned gene expression. SPL is 
an important solution to optimal expression of gene and combinatorial optimization of metabolic 
pathways. This review is mainly focused on the current methods and advances in strategies of SPL. 
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Apart from the description of the developments, we discuss the application of artificial promoter in 
metabolic engineering and research prospect of promoter engineering in the future. 

Keywords: Metabolic engineering, Synthetic biology, Promoter library, Transcriptional regulation, 
Combinatorial optimization 

近年来，随着合成生物学的发展，人工合成功

能元件在代谢工程领域显示出巨大应用潜力[1]。细

胞的代谢通量主要受到转录水平的调控，而启动子

是转录水平的重要调控元件[2]，因此，启动子被列

为合成生物学的重要功能元件之一[3-4]。 
随着代谢工程研究的深入，人们发现对代谢途

径的过度扰动，不仅不会提高目的产物的产量，反

而会增加细胞的代谢负担[5]。为了调节代谢网络的

通量平衡，提高目标产物产量、降低副产物生成，

需要对代谢途径进行更为精细和定量的调控，使代

谢途径中各个基因的表达强度实现最佳组合，这往

往需要一系列表达强度差异可达几个数量级的启

动子。然而，内源性启动子很难实现这种较为连续、

完整的调控。对于诱导型启动子，添加不同浓度的

诱导物在一定范围内可以实现不同强度的表达，但

是超过或低于诱导范围则只能实现单一的“是或非”
的表达模式[5]。对于组成型启动子，当序列确定时，

基因表达的效率一定，无法进行人为调控。因此，

研究者试图合成及表征更多的不同强度、不同功能

的启动子，对细胞的代谢进行更为精细的调控，人

工合成启动子文库也就应运而生。本文综述了人工

合成启动子文库(Synthetic promoter library，SPL)的
研究进展，评述了不同启动子文库构建策略；讨论

了人工合成启动子文库在代谢工程领域的应用，并

展望了人工合成启动子文库的发展方向。 
目前，文库构建策略主要包括非保守序列随机

化、易错 PCR、杂合启动子工程、理性设计转录因

子 结 合 位 点 (Transcription factor-binding sites ，

TFBSs)、启动子与 RBS 组合。表 1 对人工合成启

动子文库的构建方法及效果进行了简单的概括。 

1  非保守序列随机化 
原 核 生 物 的 启 动 子 结 构 一 般 包 括− 3 5 区 

“TTGACA”，−10 区“TATAAT”，−35 区和−10 区之

间的间隔区域及−35 区上游区域(UP element)。真核

生物的启动子结构较原核生物复杂，主要包括核心

启动子元件和上游启动子元件两部分，其中核心启

动子元件由转录起始点和 TATA 盒两部分组成，上

游启动子元件通常包括位于−70 bp 附近的 CAAT 盒

和 GC 盒以及距转录起始点更远的上游增强子。 

保守序列是 RNA 聚合酶直接结合的区域，其

序列的改变对启动子的活性影响显著。非保守序列

虽然不直接结合转录蛋白，但其序列或长度的改变

会对启动子的三维结构产生影响，改变关键基团的

相对方位，影响相关蛋白的识别与特异性结合，从

而改变基因的表达水平。因此，非保守序列的改变

可获得不同强度的启动子。 

非保守序列随机化一般有 3 种不同的设计方

案：(1) 保留菌种的保守或半保守序列，其余序列

随机化；(2) 保留启动子的保守序列或半保守序列，

其余序列随机化；(3) 完全随机化，即整个启动子

结构全部采用简并序列。 
虽然多数原核生物的启动子都包含−10 区

和−35 区 2 个保守序列，但对于某一菌种而言，仍

存在其特有的保守序列。因此，利用非保守序列随

机化的方法构建启动子文库时，首先统计出目标菌

种的保守序列，根据统计结果进行随机序列的设

计。Jensen 等[6]根据乳酸乳球菌中特有的启动子保

守序列，保留了−10 区、−35 区、−10 区上游 1 bp

的 TG 结构、−35 区邻近的 ATTC 结构、−44 位点

的 AGTTT 和+1 至+8 之间的 GTACTGTT，其余序

列随机化，最终筛选出 38 个不同活性的启动子，

表达活性差异达 400 倍。基于某一特定的启动子序

列，进行随机化设计，也是常用的构建方法。Siegl

等[7]保留了 ErmEp1 启动子的−10 区和−35 区序列， 
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表 1  人工合成启动子文库的构建方法 
Table 1  Summary of research on construction strategy of SPL 

构建策略 
Construction strategy 

选用元件 
Elements utilized 

文库大小 
Library range (fold) 

参考文献
Reference

非保守序列随机化 
Randomization of non-conserved sequences 

31 conserved, 2 semi-conserved (W or R) and 22 random 
nucleotides 

400 [6] 

 24 conserved, 13 semi-conserved (W, R or D),
20 random nucleotides 

349 [8] 

 −10 consensus TATAAT, −35 consensus TTGACA,
27 random nucleotides 

23 [9] 

 16 conserved, 3 semi-conserved 160 [10] 

 70 random nucleotides, 5′UTR, ribosome binding site
(AGGA) 

12 [11] 

 −10 consensus gngnTA(c/t)aaTgg, E. coli −35 consensus 6 [12] 

 ermEp1 UP element, −10 and −35 consensus sequences 159 [7] 

 PFY1p core promoter, Reb1p TFBS, poly-dT element,
26 conserved and 48 random nucleotides 

9 [13] 

 Two CT boxes, twp RPG boxes, TATA box, 83 random
nucleotides 

5 286 [14] 

 Jet promoter, 61 conserved and 69 random nucleotides 10 [15] 

易错 PCR 
Ep-PCR 

Phage PL-λ 196 [16] 

 TEF1 promoter 15 [17] 

杂合启动子工程 
Hybrid promoter engineering 

Core-tac-promoter 4.4 [18] 

 UAS1B enhancer from PXPR2 and LEU2 minimal core
promoter 

32 [19] 

 UAS1B enhancer from PXPR2, LEU2 minimal core
promoter, TEF core promoter series 

400 [20] 

 Gal4p TFBSs and PLEUM core promoter 50 [21] 

 apoE and ABP enhancers, ADH6, hAAT, CYP, SV40,
and FIX core promoters 

975 [22] 

 p47phox elements, SP46 94.6 [23] 

 NFκB, E-box, C/EBPα, GC-box, E4F1, CRE, CMV core
promoter element 

100 [24] 

理性设计 TFBSs 
Rational design of TFBSs 

AOX1 promoter 28 [25] 

启动子与 RBS 组合 
Combination of promoter and RBS 

114 promoters and 111 RBSs 1 000 [26] 

 
其余序列随机化，所得文库的活性在 ErmEp1 原始

活性的 2%–319%之间。进而利用文库中筛选出的强

启动子 Promoter 21 表达 RppA 基因，使淡黄霉素产

量提高了 3.3 倍。此外，启动子序列完全随机化的

构建方法已在谷氨酸棒杆菌中得以实现。2013 年，

Yim 等[11]利用完全随机化在谷氨酸棒杆菌中构建了

启动子文库，并从中筛选出高活性的启动子 PH36，

将其用于木聚糖内切酶基因 XynA 的表达，最终在

5 L 发酵罐中实现了 746 mg/L 的产量。除此之外，

研究人员也将序列随机化的方法引入酿酒酵母[14]
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及哺乳动物细胞[15]中进行了启动子文库的构建。 

序列随机化的半理性设计在原核生物中的应

用较为广泛。随机化区域的可选择性强，增加了启

动子序列的多样性。该方法设计简便，但也存在一

定的缺陷，如引物序列较长，成本较高，且这种半

理性随机化的方法具有一定的盲目性，不同的宿主

细胞对于不同启动子序列的识别有一定的差异，所

构建的文库强度较难预测，需要高通量技术进行

筛选。 

2  易错 PCR 

易错 PCR 通过调整 PCR 反应体系中镁离子浓

度、加入锰离子、改变 4 种 dNTPs 浓度、加入保真

性差的 DNA 聚合酶等，来增加扩增的突变率，从

而引入突变位点。易错 PCR 是简单、有效的体外随

机诱变技术，是获得序列多样性的有效方法。 

Alper 等[16]通过添加核酸类似物 8-oxo-dGTP 和

dPTP 对噬菌体 PL-λ 启动子进行易错 PCR 扩增，最

终得到了 22 个不同强度的启动子，启动子的强度

分布范围可达 196 倍。Kagiya 等[27]向 PCR 体系中

添加 0.50 mmol/L 的 MnCl2，将一段来源于 Hela 细

胞的无活性 DNA 序列进行 4 轮易错 PCR，在 212 bp

的碱基序列中引入了 7 个碱基转换和 7 个碱基颠换

突变，最终产生了一个在大肠杆菌中的高活性启动

子，其活性甚至超过了 Tac 启动子。Nevoigt 等[17]

通过添加核酸类似物 8-oxo-dGTP 和 dPTP 将随机突

变引入 DAN1 启动子，获得了在微氧条件下也能够

诱导表达的启动子突变体，其活性是野生型启动子

的 1.8−2.9 倍。此外，他们在酿酒酵母 TEF1 启动子

的基础上，构建了表达强度差异为 15 倍的启动子

文库，并从该文库中挑选出 5 个不同强度的启动子

与 GPD1 的原始启动子进行替换，探究了 3-磷酸甘

油醛脱氢酶的活性对甘油产量的影响[28]。 

易错 PCR 引入的突变是随机突变，可以发生在

启动子区域的任何位置，为构建较大的文库提供了

保证。但仍存在一些问题：(1) 碱基突变具有倾向

性，影响启动子序列的多样性；(2) 突变效果依赖

于目的片段的碱基种类及长度，需进行条件优化；

(3) 突变结果多是无活性突变，筛选较为复杂。 

3  杂合启动子工程 

杂合启动子工程是指将不同来源的上游原件

或核心启动子区域进行重构。杂合启动子在原核生

物中早有体现，如常用的大肠杆菌 Tac 启动子的就

是通过融合 Trp 和 Lac 启动子的核心启动子区域获

得[29]；RhaPBAD 是阿拉伯糖启动子与鼠李糖启动

子融合的产物[30]。杂合启动子往往综合了亲本启动

子的优势，具有高于 2 个亲本的强度。 
在真核生物的启动子结构中，TATA 框与 RNA

聚合酶结合并决定转录起始，但单一的 RNA 聚合

酶与 TATA 框相结合只能引起较低水平的转录。上

游启动子元件(Upstream promoter element，UPE)，

即 酵 母 中 的 上 游 激 活 序 列 (Upstream activate 

sequence，UAS)对转录起始有较大的影响[31]。UPE

与对应的转录因子结合(例如，GC 区与转录因子

Sp1 结合，CAAT 区与转录因子 CTF 结合)，直接作

用 于 靶 位 点 ， 有 利 于 稳 定 起 始 前 复 合 物

(Pre-initiation complex，PIC)的结构，进而加速转录

起始过程。由于这些转录因子彼此独立行使功能，

可作用于任何含有特异性结合位点的启动子，因

此，通过在核心启动子上游引入不同来源及不同数

量的 UPE，即可获得不同表达活性的启动子，如图

1 所示。 

目前，研究人员已通过串联不同数量 UPE 的

方法，在多种真核生物细胞中构建了杂合启动子文

库 。 Mutalik 等 [ 3 2 ]首 次 在 解 脂 耶 罗 维 亚 酵 母 

UAS UAS

UAS

UAS

UASUAS

UAS

UAS

promoterCore

Core promoter

Core promoter

 
 

图 1  杂合启动子工程示意图 
Figure 1  Schematic plot of hybrid promoter project 
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(Yarrowia lipolytica)中将 XPR2 启动子上游序列元

件 UAS1B 串联至 LEU2 核心启动子上游，分别串

联 1−4 个 UAS1B 构建了杂合启动子 hp1d、hp2d、

hp3d、hp4d。研究发现，随着 UAS1B 数量的增加，

启动子强度逐级递增。在此基础上，Blazeck 等[20]

进一步将 1−32 个 UAS1B 元件分别串联至 LEU2 启

动子中，构建了一个活性变化范围达 400 倍的启动

子文库。此外，串联不同来源的 UAS 元件也是研

究人员积极寻求的方向。Blazeck 等[21]将分别来自

CLB2、CIT1、GAL1、TEF 基因的 UAS 元件按照

不同的组合分别与不同的核心启动子元件进行融

合，成功构建了杂合启动子文库，使酵母中最强启

动子 PGPD 的转录活性提高了 2.5 倍。Brown 等[24]

利用启动子杂合的方法实现了 CHO 细胞中启动子

文库的构建。 
杂合启动子工程可以在强启动子基础上进一

步提高转录活性，解决了某些菌株中高活性启动子

缺乏的难题。但该方法也存在局限性：(1) 人工串

联的 UPE 数量有限，文库的活性变化范围受到影

响；(2) 特定 UPE 的添加使启动子活性变化呈阶梯

状，文库的精细度受到影响；(3) 无法“量体裁衣”，

不能针对具体的核心启动子筛选出适当来源及数

量的 UPE。表征不同来源的 UPE 并探究其相应转

录因子与 PIC 的作用机理将成为杂合启动子工程未

来发展的重点。 

4  理性设计 TFBSs 

无论是真核生物，还是原核生物的启动子结构

中均含有不同的短核酸序列，这些结构所介导的胞

内转录因子的结合实现了对启动子活性的调控。探

究启动子元件的作用机理是理性设计 TFBSs 的一

个重要方面。Murphy 等[33]通过改变 TetO2 抑制因子

结合位点在 PGAL1 中的位置及数量，确定了其对基

因表达水平的影响机制。作者发现 TetO2 位点与

TATA 框的距离越近、叠加数量越多，转录抑制效

果越强。Hartner 等[25]报道了利用改变 TFBSs 的方

法在巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)中构建启动子

文库。通过将 AOX1 启动子的 TFBSs 进行删除或

倍增的突变操作后，所得文库中启动子的活性在原

启动子活性的 6%–160%之间变化。 
相较于前 3 种启动子文库构建方法，理性改变

TFBSs 更具有针对性，是文库构建发展的方向。但

目前该方法的应用较少，这归因于启动子与转录因

子的作用机制还不够清晰。随着转录调控机制研究

的进一步深入，以及高通量表征技术的发展，转录

因子结合位点的表征将会越来越清晰，靶向突变也

将会越来越合理，最终将获得所需表达强度的启

动子。 

5  启动子与 RBS 组合 

启动子和 RBS 分别是转录水平和翻译水平的

重要调控元件。Salis 等开发的 RBS 计算器(RBS 
calculator)，可以对 RBS 序列进行强度预测。本实

验室结合 RBS 计算器设计出 RBS 文库，对核黄素

代谢通路的 RibF 的表达量进行了不同程度的弱化，

获得了核黄素产量提高了 77%的克隆[34]。此外，针

对另一个出发菌株，同样采用 RBS 文库对核黄素代

谢通路的 5 个基因的表达强度进行了组合优化，短

期内就获得了核黄素产量提高了 2.67 倍的克隆[35]。

因为 RBS 序列很短，人工设计的 RBS 文库可以通

过引物设计和 PCR 扩增与启动子文库进行连接，从

而构建新型启动子文库。Kosuri 等[26]将 114 个启动

子和 111 个 RBS 序列进行排列组合，以绿色荧光蛋

白作为报告基因，最终得到了 4 个数量级的启动子

强度变化范围。相较于前 4 种文库构建方法，启动

子与 RBS 组合是双文库的集成，所构建的启动子文

库范围更为广阔，可实现转录和翻译水平的双层次

的调控。 

6  结论与展望 

随着合成生物学的发展，从头设计并构建新的

生物元件、模块和系统，实现生物系统的标准化是

合成生物学家追求的目标。人工合成启动子文库作

为合成生物学的重要元件，在代谢途径精细调控方

面已表现出巨大的应用潜力。越来越多的研究表

明，代谢途径的完全理性设计通常无法实现最优
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化，因此，一种“半理性”的工程思想“组合优化法”

应运而生[36-37](图 2)。Liu 等[38]利用双启动子系统对

n-乙酰葡糖胺合成路径进行改造。通过不同强度的

启动子对该路径中 2 个关键酶基因进行组合优化，

将 n-乙酰葡糖胺的产量提高了 32.4%。 

构建启动子文库是“组合优化”策略的典型代

表，是一种对系统功能元件进行集中突变或修饰来

获得最优表型的方法。总体上讲，人工合成启动子

文库将会向着以下 2 个方向发展：(1) 启动子序列

或元件的设计更加理性化；(2) 结合工程化思想，

实现启动子强度的模型预测。 

随着系统生物学各项技术的发展，核酸序列的

功能性被进一步揭示，DNA-蛋白质相互作用机理

进一步明确，更加有助于阐明启动子序列中核心元

件的结构、功能及其对启动子强度影响的大小，从

而可以更加理性地设计启动子序列及各个作用元

件，减小启动子构建的盲目性，降低对高通量筛选

技术的要求。 

在合成生物学研究中，“抽提”是重要的工程化

研究方法，用计算机等其他工程领域的复杂层次思

想处理生物学系统，使生物系统的模拟成为现实。

例如，Park 等[39]利用计算子模型确定了造血干细胞

中转录调控模式。随着计算机模型预测的发展，最

终将会实现代谢网络中启动子表达强度的可预测

性，从而在代谢途径优化的过程中，对启动子的选

择更加理性。 

总之，随着合成生物学和生物信息学技术的发

展，各种不同来源数据的累积都将为理性设计启动

子文库提供依据，加之多种组合优化技术和工程模

拟思想的日臻成熟，也将为人工合成启动子文库与 
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图 2  组合优化示意图 
Figure 2  Schematic plot of combinatorial optimization 

其他调控元件在代谢工程中共同发挥作用提供条

件。人工合成启动子文库将为最终合成新的生物系

统和构建新的生物功能提供有力支持。 
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