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摘要    系统生物学的迅速发展使人们能够从整体水平上理解细胞的生理生化特性并

调控其代谢. 系统代谢工程的主要应用之一是以系统生物学为基础对微生物进行定向

进化, 以期增强细胞对环境胁迫的耐受性, 提高目标产品的产量. 前者多采用全局转录

机制工程和逆代谢工程的方法; 后者主要通过设计并导入最优化路径, 重构代谢网络

及基因的模拟敲除和湿法验证等策略实现. 本文综述了利用系统代谢工程解决细胞生

物工程几个主要问题的技术及其应用进展.  
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21 世纪初, 随着以人类基因组计划的基本完成

为标志的“后基因组”时代的来临, 生物学和生物技

术的研究从对细胞内单个或是有限数量的基因、蛋白

质及代谢产物功能的“局部”性研究, 升级到对细胞

内全部的基因、mRNA、蛋白质、代谢产物进行同时 

测量分析的“全局”性组学研究. 由于细胞内的基因、 

蛋白质和代谢物成组的通过“网状”相互作用而从整

体水平上影响生物系统的功能, 通过分析细胞内相 

互作用的网络, 包括基因调控网络、信号转导网络、 

蛋白相互作用网络、代谢网络等, 不仅可以理解生命

的基本规律, 还可以在此基础之上利用代谢工程和

合成生物学的方法设计修改生物系统, 使之增添新

的功能和合成新的产品[1].  

生物细胞的代谢活动处于细胞从遗传物质到代

谢物质的调控过程末端, 代谢活动能够使细胞内的

大分子分解产生能量, 所产生的能量可以用来驱动

各种细胞活动, 同时也可以用来合成细胞内的各个

组分. 尽管不同物种细胞的基因组大小相差悬殊, 并

且都包含了大量的代谢反应, 但它们的基本代谢途

径是相似的, 代谢网络具有高度保守性, 而这也是细

胞代谢的一个重要特点. 代谢网络把细胞内在一定

条件下所有可能同时、依次发生的生化反应以网络的

形式相连接, 不仅为在系统水平上研究所有参与代

谢过程的化合物与催化酶之间的相互作用, 以及细

胞与外界进行物质和能量交换提供了一个可供操作

的平台, 也为研究者能够利用数学和实验相结合的

手段来研究代谢网络的结构特征、网络结构与细胞功

能的关系、网络的生成机制及网络演化规律等一系列

的问题提供了可能[2].  

在工业生物技术中, 人们常用的代谢工程方法

为利用重组 DNA 技术和分子生物学相关的遗传手段, 

根据已知细胞代谢网络知识, 对细胞代谢途径进行
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合理设计, 以及相应重组 DNA 操作(基因的敲除或扩

增), 以期改善细胞某些方面的代谢活性, 从而达到

提高细胞耐性或积累目标产物的目的[3~5]. 随着基因

组大规模测序的完成, 以及对细胞内各代谢途径相

关知识积累的不断增加, 特别是近年来基因组学[6,7]、

转录组学[8~10]、蛋白质组学[11~13]和代谢物组学[14~17]

等高通量技术和计算机模拟分析研究技术的快速发

展, 生命科学从分子生物学时代进入系统生物学时

代. 代谢工程的改造范围也已经扩展到对跨种属的

多基因的联合协同表达进行调控. 系统生物学的理

念和代谢工程新方法的结合, 形成了系统代谢工程: 

通过大数据和模型的使用, 组合不同来源的多种酶

分子来构建新的代谢路径, 以达到改善细胞表型的

目的. 系统代谢工程使人们能够以系统生物学的角

度去研究各个组学数据库中离散数据之间的相互关

系, 重构细胞的代谢网络, 从而更加透彻地理解复杂

生命体的生理机制并加以利用[18].  

细胞代谢工程作为技术手段可以提高生产多种

多样的生物产品, 如保健品、药品、化学制品以及营

养品等的能力和效率[19]. 工业上大规模生产上述产

品往往需要生产过程具备低能耗和高产率的特点 . 

而由于细胞内代谢过程和调控路径都异常复杂, 使

得从整体水平上对细胞进行定向进化显得异常艰难. 

一般传统的方法是通过对单个基因进行修饰[20]以达

到提高产物产量的目的. 但是, 该方法不仅费时费力, 

而且效率较低[21]. 虽然随着高通量筛选方法[22]的迅

猛发展, 使得传统上随机突变的方法大大减少了筛

选所需要的时间, 但生产目标产品产率依然难以达

到大规模工业生产的要求. 本文综述了利用系统代

谢工程解决细胞生物工程几个主要问题的技术及其

应用进展.  

1  系统代谢工程概述 

在过去数年里, 工业生物技术的应用领域从生

产高附加值产品扩展到污染物的降解以及可再生能

源的开发利用 [23~26]. 随着基因工程和代谢工程方法

技术的发展, 研究人员可通过遗传操作改造工业微

生物, 以提高其性能[27,28]. 同时也可以从全系统范围

的分析和代谢网络的运行, 大规模、多层面地调控其

代谢[29]. 在这方面, 基因组代谢网络为人们提供一个

有效的工具, 从而可以调控目的菌株的代谢行为, 提

高目标产物的产量[30].  

基因组代谢网络模型的重构可以预测特定微生

物细胞的代谢能力以确定合适的宿主细胞, 并且可

以评估特定代谢路径的最大理论生产率. 另外, 在足

够多实验数据的支撑下, 其可以表征代谢工程菌的

实际代谢情况. 基因组代谢网络通过对细胞内代谢

通量进行分析可以确定出实际可利用的代谢路径 , 

并且通过代谢流量的变化精准地找出特定路径的瓶

颈反应[28]. 基因组代谢网络的重构对于代谢工程具

有十分重要的意义: (ⅰ) 有助于进一步设计并改良

代谢路径; (ⅱ) 具有制定假设和模拟遗传修饰(特定

基因的敲除或扩增)潜力的能力. 目标产品产率低一

般是由于代谢流量竞争或辅因子竞争路径的存在 . 

一般通过人工逐个基因敲除可以确定这些路径, 但

逐个的基因敲除可能会引起副作用, 如改变辅因子

的再生、氧化还原平衡或能量平衡[30]. 基因组代谢网

络模型通过电子敲除预测对细胞表型的影响, 可以

批量敲除目的基因, 该方法不仅省时省力, 并且可以

实现目标代谢产品产量的最大化.  

细胞进化通常为了达到以下 2 个目的: (ⅰ)提高

细胞对终产物或发酵副产物的耐受能力; (ⅱ) 提高

目标产品的产量. 在提高细胞耐受性方面, 系统代谢

工程主要通过细胞全局转录机制工程(global transcri- 

ptional mechanism engineering, gTME)和逆代谢工程

的方法来实现. 在提高目标产品产量方面, 主要采用

的方法步骤包括: 设计生产产物的最优化路径, 初级

代谢工程及相关基因的初步敲除, 路径深度优化, 转

录组分析, 目的基因的敲除或导入, 代谢网络模拟基

因敲除获得目的产物产量提高的突变株, “湿法”实验

验证上述模拟敲除的准确性. 系统代谢工程具体指

导流程图如图 1 所示.  

2  利用系统代谢工程提高细胞耐受性 

2.1  全局转录机制工程 

2006 年, 美国麻省理工学院（Massachusattes 

Institute of Technology, MIT）的 Stephanopoulos 研究

组[31]系统地阐述了全局转录机制工程(gTME)的理念. 

gTME首先通过易错 PCR(error-prone PCR)或DNA改

组(DNA shuffling)的方法获得结构改变的转录因子, 
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图 1  系统代谢工程具体指导流程图 

使得转录因子与其调控众多基因启动子(promoter)序

列的结合水平发生改变, 从而达到从全局水平上调

控多个基因转录效率的目的. 众所周知, 细胞对环境

胁迫的耐受性受多基因控制, 改变细胞耐受性往往

涉及对细胞内多个基因进行系统性修饰. 因此传统

意义上对单个基因的遗传修饰很难获得耐受性显著

增强的突变株, 此种突变株的获得需要对多个基因

修饰效果进行迭代相加. 通常情况下 1 个转录因子能

够调控多个基因的转录表达. 因此通过对转录因子

特别是全局转录因子进行随机突变, 再结合高通量

筛选方法, 以相关抗性作为筛选条件, 就能得到抗性

提高的菌株. 全局转录机制工程的工作流程图如图 2

所示.  

应用方面, Stephanopoulos 研究组[32]通过调控全

局转录因子 SPT15 得到了乙醇耐性增强的酵母突变 

 

图 2  全局转录机制工程的工作流程图 
首先用易错 PCR(error-prone PCR)或 DNA 改组(DNA shuffling)的
方法构建转录因子的突变文库. 将突变的转录因子转入宿主细胞, 

用相关抗性压力筛选, 获得期望抗性提高的菌种. 图中红色部分

代表转录因子的基因突变及所在位置 
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株. Jiang 研究组通过调控大肠杆菌(Escherichia coli)
中全局转录因子 CRP(调控大肠杆菌中近 400 个基因

的转录), 获得了耐受氧化压力[33]、耐受渗透胁迫[34]、

耐受有机溶剂(甲苯)[35]、耐受醋酸盐类和生物醇(乙

醇、丁醇)[36]的突变株. gTME 应用研究实例如表 1  

所示.  

2.2  逆代谢工程 

一般用代谢工程的方法来定向进化菌种采用的

常规步骤如下: (ⅰ) 鉴别出指定代谢路径中的限速

步骤; (ⅱ) 通过基因扩增增大该限速步骤中编码相

关酶基因的表达水平, 以克服代谢的“瓶颈”[45]. 这种

定向进化的方法可以适当增加目标物质的产量, 但

是提高的程度有限. 逆代谢工程是一种先确定菌株

所期望的表型, 然后采用相应的措施获得该表型的

方法[46]. 其主要步骤为: (ⅰ) 确定所期望的菌株表型; 
(ⅱ) 鉴别出控制该表型的基因片段; (ⅲ) 将该基因 

片段导入宿主细胞表达, 检测细胞是否获得期望的 

细胞表型.  

逆代谢工程应用于提高细胞耐受性方面的步骤

为: (ⅰ) 确立相应耐受性高的表型细胞; (ⅱ) 从该表

型细胞基因组中鉴定出编码相应耐受性相关蛋白的

基因片段; (ⅲ) 将此基因片段导入目的细胞, 检测该

细胞的相应耐受性是否获得提高. 其具体流程图如

图 3 所示.  

Yong-sun Jin 课题组[47]通过逆代谢工程的方法

鉴别出酿酒酵母 S. cerevisiae SC288C 编码耐受发酵

终产物乙醇的基因片段 EN.PK2-1D, 将其转入宿主

细胞后, 显著提高了细胞耐受乙醇的能力. 逆代谢工

程同样可应用于提高目标产品产量方面. Jin 等人[48]

利用逆代谢工程的方法提高了酿酒酵母的生长速率

和乙醇产量(以木糖作为原料). 该研究组首先确定了

影响毕赤酵母(Pichia Stipitis)木糖发酵的基因片段

PsTAL1, 再将其与质粒载体连接后导入到酿酒酵母

启动子的调控下大量表达, 使得宿主细胞生长速率

提高了 1 倍, 同时其由木糖发酵生产乙醇的产量也大

幅度上升. 逆代谢工程在提高宿主细胞耐受性和目 

表 1  gTME 应用研究实例 a) 

表达宿主 所调控转录因子 产生良性结果 转录因子产生变化 文献 
酿酒酵母菌 
(Saccharomyces 
cerevisiae) 

SPT15(spt15 基因编码) 耐受乙醇、葡萄糖能力提升; 
葡萄糖发酵生产乙醇能力增强 

F177S, Y195H, K218R [31] 

大肠杆菌 70(rpoD 基因编码) 耐受乙醇能力增强; 
重组菌种番茄红素的产量进一步

提升; 
同时耐受乙醇和 SDS 

根据筛选目的的不同获得不同突变类

型的转录因子 
[32] 

大肠杆菌 CRP(crp 基因编码) 1-丁醇耐受性增强 G71D, T127N, D138V, T208N [37] 

大肠杆菌 CRP(crp 基因编码) 宿主细胞耐渗透胁迫能力增强 K52I, K130E [34] 

大肠杆菌 CRP(crp 基因编码) 宿主细胞耐受更高的氧化压力 F69C, R82C, V139M [33] 

大肠杆菌 CRP(crp 基因编码) 耐受有机溶剂甲苯能力增强 T127N, V176A [35] 

大肠杆菌 CRP(crp 基因编码) 乙醇耐受能力增强 V47E, Q80L [38] 

大肠杆菌 CRP(crp 基因编码) 耐受乙酸盐能力增强 D138Y [36] 

大肠杆菌 H-NS(hns 基因编码) 生物质膜合成量受限制 K57N [39] 

大肠杆菌 Hha(hha 基因编码) 诱导生物质膜消散 D22V, L40R, V42I, D48A [40] 

大肠杆菌 DR0167(ire 基因编码) 耐受乙醇、丁醇、乙酸能力增强 根据筛选目的的不同获得不同突变类

型的转录因子 
[41] 

大肠杆菌 CRP(crp 基因编码) 异丁醇发酵中耐受异丁醇的能力

显著提升 
S179P, H199R [42] 

大肠杆菌 ATF 正丁醇发酵中耐受正丁醇能力提

升 
 [43] 

大肠杆菌 DR0167(irrE 基因编码) 发酵中耐受水解酶抑制剂糠醛能

力显著提升 
E163A, E225G, A258T, A267D, R273H 
R68L, H98R 

[44] 

a) 转录因子产生变化: 转录因子蛋白氨基酸序列发生替换, 如“AmB”表示转录因子蛋白第m位的氨基酸“A”被“B”替换; CRP: 环AMP

受体蛋白, 是原核生物中共有的 7 种全局转录因子之一(其他 6 种分别为 IHF(融合宿主因子)、FNR(延胡索酸和硝酸盐还原蛋白)、FIS(反转

刺激因子)、ArcA(厌氧呼吸调控蛋白)、LrP(亮氨酸应答调控蛋白)、NarL(硝酸盐/亚硝酸盐应答调节); ire 基因: 来源于外源宿主耐辐射奇球

菌 Deinococcus radiodurans; ATF(artificial transcription factor): 人工构建转录因子, 由锌指结构和 CRP 组成, 转录因子活性由锌指结构和

CRP 结合水平决定 
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图 3  逆代谢工程在提高细胞耐受性方面流程图 
首先提取耐受性高的菌种基因组 DNA, 通过限制性内切酶 Sau3A 或超声波处理, 将基因组 DNA 切成大小不等的片段. 电泳分离出 3~8 kb

长的片段, 将其与高拷贝质粒载体连接并转入目的宿主细胞, 给予压力筛选获得耐受性提高的目标菌株 

标产物产量方面的应用研究进展如表 2 所示.  

3  利用系统代谢工程提高代谢物的产量 

3.1  设计最优化代谢路径生产目标产物 

利用细菌细胞生产目标产品往往需要将编码相

应酶的基因通过质粒载体或是基因重组的方式导入

到宿主细胞中以获得生产目标产品的代谢路径[54,55]. 

此种经过构造获得的新的代谢路径通常是以中央代

谢路径(糖酵解、TCA 循环等)中间产物作为前体物质

进行目标产品的生产[56~59]. 生产目标产品时首先需

要设计出最优化的代谢路径, 最优化代谢路径的设

计需要满足以下几个条件[60]: (ⅰ) 总反应步骤最少. 

反应步骤越多, 消耗能量越大, 较少的反应步骤可以

节约更多的能量用于细胞生长; (ⅱ) 产物的理论产

量最大. 代谢途径中每个代谢物含量应该足够多, 并

且其生产和消耗应处于动态平衡之中; (ⅲ) 外源性

反应最少. 因宿主细胞适应性, 加入外源反应可能会

造成目标产物的生成速度降低, 因此加入的外源反

应应该最少; (ⅳ) 较好的热力学适应性. 导入代谢路

径中的酶类应能很好地适应宿主细胞特定的代谢环

境. 在宿主细胞中导入最优化路径生产目标产品的

应用实例如表 3 所示. 

3.2  初级代谢工程及相关基因的敲除 

将以上设计的最优化代谢路径“复制”到宿主细胞

后, 需要对宿主细胞新的全代谢路径做基本优化以达

到目标产品产量初步提高的目的. 基本优化项目包括: 

(ⅰ) 敲除“复制”路径明显的竞争路径(宿主细胞内前

体物质的其他消耗路径)相关酶类编码基因以增加目

标产物合成前体物质的供应. 对于此类基因的敲除应

以不影响宿主细胞生长为前提条件; (ⅱ) 敲除编码降

解目标产物相关酶类的基因, 以增加终产物即目标产

品的积累; (ⅲ) 敲除对于“复制”路径起负调控的基因. 

除以上基本优化项目之外, 基本优化还包括对于终产

物转运蛋白的修饰以使宿主细胞最大程度地向外分泌

目标产品[66~68], 所修饰的转运蛋白包括产物的对内转

运蛋白和对外转运蛋白 2 种.  

Park 等人[54]在采用系统代谢工程的方法以大肠

杆菌作为宿主细胞生产 L-缬氨酸的过程之中, 初步

敲除以下基因: (ⅰ) 对 L-缬氨酸生产路径中相关基

因起反馈抑制和转录衰减作用的基因, 如 ilvH, ilvG; 
(ⅱ) L-缬氨酸生产路径的竞争路径酶类编码基因, 如

ilvA, panB, leuA. 之后扩增(使用高拷贝质粒载体表 
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达)L-缬氨酸生产路径中限速步骤相关酶类编码基 

因 . 最后获得初步的大肠杆菌突变株 , 其中 L-缬   

氨酸的产量达到 1.31 g/L(原始菌株中不生产 L-缬氨

酸).  

3.3  代谢路径的深入优化 

将“外源性”的最优化路径相关酶类编码基因导

入到宿主细胞后, 由于宿主细胞特定的代谢环境往

往造成“外源性”酶类的表达量有很大的差异, 此种

差异不利于目标产品的合成. 因此提高目标产品的

合成量需要对以上代谢路径进行进一步优化即深入 

优化. 深入优化包括: (ⅰ) “外源”基因密码子优化[69]. 

导入的“外源”基因需要对其密码子进行相应的优化, 

将其改造成适合宿主细胞表达系统的最有密码子 , 

密码子优化可以使用“相邻基因决定法”[70]; (ⅱ) “内

源”性启动子替换“外源”性启动子即启动子优化. “外

源”性基因表达量低的另一原因是“外源”性启动子不

适合宿主细胞表达系统而导致“外源”基因转录水平

下降, 如果用在宿主细胞内高效表达的“内源”性启

动子替换掉“外源”性启动子, 则“外源”基因的表达效

率会大大提高. 采用密码子优化和启动子优化的应

用研究实例如表 4 所示. 

表 2  逆代谢工程应用研究进展 a) 

表达宿主 期望获得 

表型 

外源基因或基因 

片段来源细胞 

外源基因或基因片段表达 

载体构建 

所获得良性结果 文献 

酿酒酵母菌 

(S. cerevisiae) 

异 源淀 粉酶

的 生产 和分

泌量均提升 

AAC 基因组 CPOTud 质粒 最终淀粉酶产量是对照株的 5 倍 [49] 

酿酒酵母菌 

(S. cerevisiae  

CEN.PK2-1D) 

生 物乙 醇发

酵 中耐 受乙

醇和葡萄糖 

酿酒酵母菌 

(S. cerevisiae 

SC288C)基因组 

多拷贝质粒 pRS424(TRP1 为

选择性标记)为骨架 

获得突变株能耐受乙醇和葡萄

糖的浓度分别为 5%和 10% 

[47] 

酿酒酵母菌 

(S. cerevisiae  

CEN.PK2-1D) 

提 升目 的菌

株 发酵 半乳

糖的能力 

酿酒酵母菌(S. 

cerevisiae SC288C)

基因组 

多拷贝质粒 pRS424(TRP1 为

选择性标记)为骨架 

发酵半乳糖能力相比于对照菌

株提升 250% 

[50] 

大肠杆菌 

(E. coli CLM24) 

生产 N-糖基

化蛋白 

大肠杆菌 K12 

基因组 

PSMARTTMLC-kan 质粒为构

建骨架 

N-糖基化蛋白的生产量是对照

组的 6.7 倍 

[51] 

大肠杆菌(E. coli BL21 

pLysS) 

大 量表 达重

组蛋白 

大肠杆菌(E. coli 

JM109)基因组 

高拷贝质粒 pRSETA(含 T7强

启动子)为构建骨架 

特定产物的重组蛋白比对照组

提升 7 倍 

[52] 

酿酒酵母菌 

(S. cerevisiae) 

高 效的 利用

木 糖生 产获

得乙醇 

树干毕赤酵母 

(Pichia stipitis) 

多拷贝质粒 pRS424(TRP1 为

选择性标记)为骨架 

获得突变株利用木糖生产乙醇

的量相比于对照组多 70% 

[48] 

a) ACC: 一种酿酒酵母菌, 含有 CPOTud 质粒能够表达真菌-淀粉酶[53]; 最终淀粉酶产量是对照株的 5 倍: 实验时还在实验株基因组

中引入突变, 结合逆代谢工程的方法使得淀粉酶的生成和分泌量均有不同程度的增加; 文献[52]: 在此利用逆代谢工程的方法, 主要是用

K12 基因组 DNA 片段制成反义 RNA 库(抑制相应 DNA 片段的转录过程), 从中筛选获得需要的突变株 

表 3  在宿主细胞中导入最优化路径生产目标产品 a) 

宿主细胞 导入基因 导入基因方式 细胞内前体物质 终产物 文献 

大肠杆菌 

(E. coli K-12 MG1655) 

vioA, vioB, vioC, vioE pBvioABCE-Km 为连接载体 L-色氨酸 脱氧紫色杆菌素 [61] 

酿酒酵母菌 

(S. cerevisiae BY4741) 

atfA(编码酰基转移酶) pRS426TEF 为连接载体 乙酰辅酶 A 脂肪酸乙酯 [62] 

大肠杆菌 

(E. coli JM109) 

panD, panM, pp0596, 

ydfG, prpE, phaC1 

pACYCDuet-1, pETDuet, pTrc

His2 B 

-丙氨酸 聚-3 羟基丙酸酯(P3HP) [63] 

刺糖多孢 

(Saccharopolyspora 

spinosa MUV) 

rmbA, rmbB pSET152, pIBR25 S-腺苷甲硫氨酸 多杀菌素 A, D [64] 

a) vioA, vioB, vioC, vioE 基因为一大基因簇 vioABCE[65], 其在 araBAD 启动子的控制下表达; Km 为卡那霉素抗性筛选 
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表 4  密码子优化和启动子优化应用研究实例 a) 

宿主细胞 采用方法 操作基因或区域 操作基因或区域来源 效果 文献 
大肠杆菌 
(E. coli BL21 DE3) 

密码子优化 信号肽编码基因 MalE, OmpA, 
TorA, DsbA, FhuD, YcdO, 
MdoD 

嗜热脂肪芽孢杆菌 
(Bacillus  
stearothermophilus) 

极大地促进了糖化酶向细

胞外分泌 
[71] 

大肠杆菌 
(E. coli BL21 DE3) 

密码子优化 2,3-丁二醇合成路径中相关酶

类编码基因 
肺炎克雷伯菌 
(Klebseiella pneumoniae) 

2,3-丁二醇的合成量相比于

对照组提升 2.54 倍 
[72] 

隐球藻 
(Cryptococcus sp.  
S-2) 

密码子优化 辣根过氧化物酶 C1a 合成基因
HRP-C1a 

- 辣根过氧化物酶 C1a 合成

量显著提升 
[73] 

酿酒酵母菌 密码子优化 黏康酸合成路径中相关酶类编

码基因 CatA 
不动杆菌 
(Acinetobacter baylyi) 

黏康酸的合成量提升 2.9 倍 [74] 

酿酒酵母菌 
(S. sp. W0) 

密码子优化 以菊粉作为前体物质生产乙醇

路径中相关酶类编码基因
INU1 

Meyerozyma guilliermondii 以菊粉作为前体物质生产

乙醇的量得到提升 
[75] 

大肠杆菌(SHuffle  
Express E. coli) 

密码子优化 1 种细胞因子(RANKL)合成基

因 mRANKL 
小鼠 
(Mus musculus) 

RANKL 细胞因子的合成量

得到提升 
[76] 

大 肠 杆 菌 (E. coli 
K-12 strain MC1061) 

启动子替换 异戊二烯途径中相关酶类编码

基因的组成型启动子 
噬菌体 T5 启动子(PT5) -胡萝卜素生产产量提高 [77] 

地衣芽孢杆菌 
(Bacillus lichenifor-  
mis WX-02) 

启动子替换 Lichenysin 生产路径中相关酶

类编码基因的组成型启动子 
组成型启动子(P43); 
木糖诱导型启动子(Pxyl); 
枯草菌操纵子启动子(Psrf) 

Lichenysin 生产量得到提升 [78] 

a) 密码子优化: 在此种优化中, Alper 运用了和商业优化不同的方式, 其效率也得到提高. 结果正是在商业优化基础之上提升的倍数; 
Lichenysin: 一种生物表面活性剂 

3.4  转录组分析 

经过“路径的深入优化”步骤之后, 目标产品产

量有了显著地提升, 但其生产速率依然不能满足工

业化生产对于速率的要求. 进一步的基因操作处理

需要确定更多的“靶基因”供以敲除或是扩增. 转录

组学分析正是为基因的进一步操作处理提供“靶位

点”. 转录组学分析操作步骤为: (ⅰ) 将经过“路径深

入优化”步骤之后的突变株和未经任何处理的宿主细

胞的基因表达水平进行比较; (ⅱ) 从以上突变株基

因中挑选出相对于对照组转录表达水平显著上升或

是下降的基因 .  转录组学分析常采用的方法包括 

DNA 微阵列分析、定量实时逆转录(qRT-PCR)[34]、 

寡核苷酸芯片法[60]等.  

3.5  目的基因的深入敲除或扩增 

转录组学分析可以确定突变株中表达量显著升

高或下降的基因, 而此类基因可作为目的基因进行

基因扩增或敲除. 一方面, 转录水平升高的基因可能

是由于生产目标产物对其编码酶类的需求较高, 则

需要提高其表达量, 具体策略包括使用高拷贝质粒

或“内源”性强启动子. 相反, 转录水平下降的基因在

目的代谢路径中需求量小, 则可采用适当降低该基

因的表达量或直接敲除的方法. 具体敲除方法包括

“一步敲除”法[79], 其流程示意图如图 4 所示.  

Lee 等人[55]在生产 L-苏氨酸的过程中, 通过转录

组学分析确定以下基因供进一步操纵, 并对其做相应

处理: (ⅰ) 编码磷酸转移酶的 ppc 基因, 相应处理为

用“外源性”更强的 trc 启动子替换掉其自身的启动子

以适当增加 ppc 基因表达量; (ⅱ) 编码乙醛酸分流途

径中相关酶类的 aceBA 基因, 相应处理为将其竞争性

路径编码基因 iclR 敲除掉以增加乙醛酸路径的代谢流

量; (ⅲ) 编码 L-苏氨酸向胞内转运蛋白基因 tdcC, 相

应处理为直接将其敲除掉以减少终产物的对内转运; 
(ⅳ) 编码 L-苏氨酸向胞外转运蛋白基因 rhtC, 相应处

理为将此基因连接在质粒载体上以增加其表达量. 通

过以上操作处理, L-苏氨酸的合成量从初期的 10.1 g/L

增加到 11.8 g/L.  

3.6  利用代谢网络模拟敲除基因获提高目标产物
的产量 

经过以上操作步骤后, 目标产物生产速率已经

达到一个“瓶颈”, 进一步的处理需要更多的“基因库”

以供操纵. 虽然转录组学分析为基因的进一步处理

提供了“靶基因”, 但对于转录表达量不变或变化不

大的基因仍然不能做出较好的判断. 如果能够将代
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图 4  “一步敲除”法流程示意图 

以 pKD4 质粒作为模板 PCR 出含 FRT+Kan+FRT(FRT 为 FLP 结合位点)的目的条带, PCR 所用引物中含有和要敲除目的 DNA 片段两端同源

序列 F1 和 F2. 将 PCR 出的目的条带导入含有 pKD46 质粒(表达 Red 重组酶)的目的细胞中进行同源双交换, 用 Kan 抗性交换掉要敲除的目

的基因, 再用卡那霉素筛选得到抗卡那霉素的菌株. 最后导入 pCP20 质粒(表达 FLP 重组酶)移除卡那霉素抗性编码基因 

谢路径相关基因做逐一的敲除效果验证, 固然能够

寻找出好的可操纵“基因库”, 但这样做不仅费时、费

力, 而且由于不同基因整体敲除效果的不可叠加性, 

对多个基因的逐步敲除还有可能导致错误的结果 . 

若能以 1 种方法代替实验验证大量基因敲除(包括多

基因敲除)的效果, 则能极大地减少工作量.  

自从 Palsson 等人[80]建立了全基因组代谢网络重

构方案之后, 人们已构建了多种生物的代谢网络模

型 [81~84], 其中包括最常用的代谢工程宿主细胞—

大肠杆菌[85]. 全基因组代谢网络的应用之一便是模

拟基因敲除(单、双、多基因敲除), 此种模拟能够极

大地减少实验工作量. 利用构建好的网络模拟基因

敲除时应注意以下 2 点: (ⅰ) 代谢网络模型的构建应

纳入转录因子调控部分. 通常, 代谢网络模型是以代

谢物及代谢物流向作为基本元素, 同时也会加入催

化各个反应的不同酶类, 完整的代谢网络精确再现

细胞内的物质代谢. 由于调控网络特别是转录因子

调控网络异常复杂, 并且很难将其与已有代谢网络

进行定量对接. 故现有的代谢网络一般将调控网络

“排除”在外, 而这也极大限制了可供敲除的基因数

量. 若能建立一套算法, 定量表征转录因子对于已有

网络中相关基因的调控作用, 则不仅能丰富可供操

纵基因库容量, 而且由于转录因子对众多基因的调

控能力也能增强基因敲除的效果性 . 2008 年 , 

Stephanopoulos 研究组 [86,87]通过将全局转录因子

Gcn4p 纳入到酵母菌代谢网络中, 准确地预测了酵母

细胞中苏氨酸的合成; (ⅱ) 多基因敲除效果不是单

基因敲除效果的简单叠加. 控制特定性状的多个基

因在效果上往往具有不可叠加性, 有时单个基因的

敲除效果并不明显, 而将不明显的单个基因同时敲

除即进行多基因敲除时会产生较好的“整体”效果 . 

Alper 等人[88]开发了一套程序, 它可以屏蔽掉单或双

基因敲除的影响, 选择既具有足够生长速率, 同时又

能产生最大量目标产品突变株的最佳基因敲除方案. 

他们成功地将其应用于产番茄红素的大肠杆菌上[88], 

最终使得番茄红素生产效率获得提高. 值得注意的

是, 该研究组在进行番茄红素合成相关基因敲除实

验时, 对 gdhA 和 talB 基因进行双基因敲除或对 aceE

基因进行单基因敲除, 并不能产生大量的番茄红素, 

但同时敲除此 3 个基因时, 却能产生所有基因敲除包

括多基因敲除中的最大量的番茄红素.  

代谢网络模型的构建除了可以应用于基因敲除

分析之外, 还可以通过代谢网络模型探索和预测新

的代谢反应的加入对宿主细胞的整体影响, 从而选

择最为合适的目标产品代谢路径. 出于探索和预测

最合适代谢路径的目的, Pharkya 等人[89]在构建代谢

网络模型时设计了一个 OptStrain 方法, 该方法系统

性的告诉研究人员如何增加新反应才能更为高效地

合成目标产品. OptStrain 主要是依赖综合的生化反应

数据库, 并提供相应的备选方案. Lee 等人[55]在利用

大肠杆菌生产 L-苏氨酸的研究中, 通过代谢网络模

型预测基因表达的变化, 为基因的进一步敲除确定

靶位点. 同时, 他们还预测了最优化的 L-苏氨酸生产

路径中关键反应的通量值, 之后将预测的通量值和
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实验测得的值进行比较, 最后再以数据之间的相对

差异为指导调节基因的表达.  

更为系统的方法是引入 OptReg 方法[90], 该方法

在全基因组水平上确定通量值之间的相对变化 . 

OptReg 方法主要是针对野生型宿主细胞通量分布作

出反应, 以优化目标产品产量. OptReg 运行的结果还

可以确定代谢路径上下游调控中的备选酶.  

3.7  “湿法”实验验证代谢模型模拟敲除的准确性 

以上基因敲除实验以不显著影响宿主细胞生长

为前提条件, 若“湿法”实验验证和模拟敲除实验结

果能很好的吻合, 则更加证明基因模拟敲除的有效

性 [91~93]. 另外, 通过引入基于遗传算法 [94]和线性规

划方法[95]的优化方法将目标产物生产和宿主细胞生

长速率相耦合, 进行有目的的基因敲除实验, 可以在

提高宿主细胞生长速率的同时提升目标产品的生成

量. 这种宿主细胞生长和目标产品生产相耦合也会

使宿主细胞朝着更加稳定的方向进化[95]. 以上模拟

基因敲除的方法已被“湿法”实验所验证, 其应用于

产乳酸的代谢工程菌大肠杆菌中提升了乳酸的产  

量[96]. 对产乳酸工程菌进行适应性进化实验表明, 乳

酸的生产和宿主大肠杆菌细胞的生长相耦合提高了

最终产品—乳酸的分泌率即生产速率. 微生物宿

主细胞经过以上系统代谢工程的定向进化之后, 目

标产物的生产速率基本能够达到工业化应用的要求.  

4  结论与展望 

基因组学、转录组学、蛋白质组学、代谢物组学

的发展为细胞代谢活动的定量表征提供了极其丰富

的数据支撑, 也为系统生物学的发展提供了可供操

纵的“平台”. 生物细胞的系统性研究包括建立细胞

代谢物之间的定量相互连接, 以及转录调控网络与

代谢物网络的定量对接. 系统代谢工程以细胞内代

谢活动的系统性构建为基本前提, 从系统层面上考

虑细胞定向进化. 其在微生物细胞中的定向进化应

用有助于减少微生物进化的盲目性, 也可以为进一

步提高目标代谢物产量打下良好的基础.  

系统代谢工程可以通过全基因组代谢网络模型

构建的基因模拟敲除应用鉴别出可供操纵的最佳目

的基因. 传统构建的代谢网络模型不包含转录调控

网络, 限制了可供基因操纵的数量以及效率, 若能纳

入转录因子控制的调控网络部分, 则能极大地丰富

可供遗传操纵的基因库容量, 并且提高遗传操纵的

效率. 未来, 系统代谢工程无论在提升目标产品产

量、提高宿主细胞耐受性, 还是目标物质的发酵[97]

方面都将会有重大的应用. 对其研究也应进一步加

快以达到工业应用的最终目的.  
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Rapid advancement of systems biology enable our understanding of cellular properties in physiology, biochemistry, 
metabolism and regulation. One of the main applications for systems metabolic engineering, based on systems 
biology, is to increase microbial cells tolerance to their environmental stress and to enhance production of desired 
products using directed evolution on microbes. The former goal is achieved using global transcriptional mechanism 
engineering and inverse metabolic engineering; the latter is implemented by the strategies such as designing and 
inserting optimal pathwyas, reconstructing metabolic networks, in silico knocking-out of genes and wet-lab 
validation, etc. This paper reviews some technological and applicational developments involve the use of systems 
mentabolic engineering to solve problems in cellular biological engineering. 
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