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代谢工程与细胞工厂专栏                                                               

合成生物学与代谢工程 
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1 山东大学 微生物技术国家重点实验室, 济南 250100 
2 山东大学 国家糖工程技术研究中心, 济南 250100 

摘  要: 随着 DNA 重组技术的日趋成熟, 代谢工程的理论和应用已经得到了迅速发展。合成生物学是近年来蓬勃发展

的一门新兴学科, 在许多领域都具有重要的应用。以下从改造细胞代谢的关键因子、代谢途径的调节和宿主细胞与代谢

途径构建的关系等方面详细讨论了合成生物学的最新进展和合成生物学在代谢工程领域的应用。 
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Synthetic biology for metabolic engineering−a review 
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Abstract: In the last few decades, with the development of recombinant DNA technology, metabolic engineering has made 
tremendous advances. Synthetic biology is a newly and rapidly emerging discipline. It has great potential in assisting and simplifying 
the study of metabolic engineering. This review focuses on the recent development of synthetic biology and its application in 
optimizing metabolic pathway and engineering cellular chassis. 
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代谢工程(Metabolic engineering)亦称途径工程

(Pathway engineering), 是根据已知细胞代谢网络知

识对细胞代谢途径进行合理设计, 并利用分子生物

学手段, 如DNA重组技术等对细胞代谢途径以及代

谢途径调控进行改造以积累目的产物的应用学   

科[1-3]。经过 20余年的发展, 随着多种微生物全基因

组测序的完成以及对微生物代谢网络的系统认识 , 

代谢工程的改造范围已经发展到涉及跨种属多基因

的联合协同表达及其调控。通过组合不同来源的多

种酶分子来构建新的代谢途径既可以省略化学合成

中间产物的纯化工作, 同时可以更简便更节能地实

现生物燃料、天然复杂产物的化学中间产物及其衍

生物的合成。不同于传统的以生产蛋白质因子或工

业酶为目标的蛋白多肽单基因表达, 在代谢途径改

造过程中, 编码催化代谢途径中关键酶的基因并不

需要高度表达, 因为目的基因的过量表达会消耗细
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胞中可用于生成目的代谢产物的代谢物。同时, 外

源代谢途径的中间产物还可能对宿主细胞造成毒害

作用从而导致终产物产量的减少。因此, 在代谢工

程中必须将代谢途径中每个酶的表达量限制在一定

范围内, 实现多基因的联合协同表达。尽管目前已

有很多成熟的控制基因表达的系统, 例如 lac 启动

子系统等, 但是能达到代谢工程要求的多基因、多

水平的精确调控的系统还很少。另外, 很多高附加

值产品并没有天然的代谢途径, 即缺少合成这些产

品的天然酶分子 , 限制了利用微生物生产的可行 

性[4]。合成生物学的出现为代谢工程中这些问题的

解决提供了新的思路和工具(图 1)[5-6]。 

 

图 1  合成生物学在代谢工程中的应用 
Fig. 1  Application of synthetic biology in metabolic engineering. 
 

1  合成生物学的概念 

合成生物学(Synthetic biology)的定义是随着时

间不断变化和改进的[7]。目前, 合成生物学的主要研

究内容是通过人工设计和构建新的生物学元件来合

成新的生物学系统, 例如酶分子、基因环路、甚至

生命 ; 或是改造自然界存在的生物系统和生物过 

程[7-8]。合成生物学的发展是以分子生物学、细胞生

物学、系统生物学和生物信息学为基础的。和大多

数的合成生物学家一样, 笔者认为合成生物学与传

统的分子生物学和细胞生物学的不同之处在于合成

生物学强调人工设计和构建核心元件 (Core 

Components)。随着合成生物学的发展, 这些生物学

元件被赋予工程学上的模块化性质, 每一个生物学

元件都有详细的生物学特征描述, 可以在更大规模

的设计中与其他元件进一步组合成具有特定生物学

功能的生物学装置(Device)。就像工程师利用已有的

物理学元件, 根据物理学原理设计电路, 进一步组

建有功能的集成电路甚至中央处理器一样, 合成生

物学工作者可以利用标准化的元件和装置设计, 实

现更大规模的生物工程学改造。合成生物学的特点

之一就是标准化和简便性, 即利用标准化的生物学

元件, 可以简便地实现大规模的生物学途径的构建, 

达到生物合成的目的。利用合成生物学构建的具有

详细生物学特征的生物学元件来构建代谢途径具有

更好的可预测性, 可以简化代谢工程的过程, 提高

代谢工程改造的效率, 同时也为构建复杂的生物学

系统提供技术支持[9]。 

合成生物学中 BioBrick(生物砖头)的概念是由

麻省理工学院的 Tom Knight 和 Drew Endy提出的, 

指可以像电子元件一样组装的生物学元件。现在已

经成为标准化生物学元件的一个商标。BioBrick 标

准生物学元件是由核酸编码的具有生物学功能的生

物学元件、生物装置以及生物系统。Biobrick 中的

每一个生物学元件, 例如启动子、核糖体结合位点

(RBS)都以载体形式保存 , 元件的上游下游分别为

EcoR І、Xba І和 Spe І、Pst І 4个酶切位点。向载体

中插入目的片段时, 只需根据片段插入的位置选择

酶切位点组合。例如, 载体经过 EcoR I 和 Xba I酶

切 , 产生可在前端插入片段的前端载体  (Front 

vector, FV), 对应的插入元件采用 EcoR I 和 Spe I, 

产生插入载体前端的前端插入 (Front insert, FI) 。

利用 Xba I和 Spe I是同尾酶的特性, 在连接酶的作

用下, 前端插入即可插入前端载体, 而产生的新载

体仍具有这 4个酶切位点。同样的, 载体经 Spe І、 

Pst І酶切作用产生后端载体, 插入元件采用 Xba I、 

Pst I酶切产物后端插入。经过一步插入操作后得到

的新载体仍具有上述的 4 个酶切位点, 并可重复利

用相同的酶切位点进行进一步构建, 因此每一步构

建均采用相同的 4 个酶切位点, 减少了构建工作中

对生物学元件具体碱基及特征细节的考虑, 这种独
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特的方式使得表达载体的基本零件如启动子、复制

子、抗性筛选标记甚至载体本身的替换简便易行 , 

简化了构建工作。 

2  合成生物学在代谢工程中的应用 

2.1  代谢途径中关键酶的改造 
催化生化反应的酶分子是代谢途径的关键, 也

是合成生物中的基本元件。代谢工程中, 在宿主细

胞中构建一条新的代谢途径, 通常要过量表达来自

异源的编码代谢途径关键酶的基因。由于密码子使

用偏好的不同, 在宿主菌中表达异源基因可能会遇

到酶活力低的问题。利用 DNA合成技术, 合成密码

子优化的基因可以提高酶分子的表达水平和生化反

应的效率[10]。Keasling 小组在构建大肠杆菌生产萜

类化合物的代谢中, 根据大肠杆菌密码子使用偏好

性, 合成了青蒿酸合酶(Amorphadiene synthase)的编

码基因。利用优化后的基因极大地提高了该酶在大

肠杆菌中的表达水平, 从而将最终的萜类产物提高

了 10~300倍[11]。 

通过随机突变、定向进化等实验方法与计算机

辅助模拟方法结合还可以改造天然酶分子的特性以

更好地完成代谢途径的某一任务[12]。γ-葎草烯合酶 

(γ-humulene synthase)可以催化单一底物法呢基焦磷

酸(Farnesyl diphosphate, FPP)生成 52种不同的倍半

萜烯分子。通过计算机模拟反应中心的活性位点 , 

应用点突变技术, Keasling小组构建了一系列只催化

生成一种或几种倍半萜烯分子的γ-葎草烯合酶, 即

具有更高专一性的γ-葎草烯合酶[13]。 

通过计算机辅助设计 , 模拟活性位点的结构 , 

可以人工设计和构建自然界不存在的酶分子, 可以

催化自然界不存在的酶反应[14-15]。目前通过这种方

法已成功构建催化 Kemp elimination 反应的酶分  

子[14]; 以及以 4-羟基-4-(6-甲基-2 萘基)-2-丁酮为底

物, 催化逆醛醇缩合反应的酶分子 retro-aldolase[15]。

在生物界不存在催化上述反应的天然酶分子。在理

论上, 通过这种方法可以设计合成目的产物代谢途

径中的任一反应的酶分子, 这种方法可以大大扩展

代谢工程的应用范围。 

2.2  代谢途径的构建 
随着DNA重组技术的发展, 代谢工程可以在宿

主菌中表达异源基因来构建宿主细胞没有的新的代

谢途径。例如 , 通过表达富养罗尔斯通氏菌

(Ralstonia eutropha) 的聚羟基脂肪酸酯(PHA)合成

基因, 大肠杆菌(Escherichia coli)可以利用糖酵解途

径产生的前体物乙酰辅酶A积累的 PHB达细胞干重

的 85.8%[16], 而大肠杆菌原来是不能合成 PHB 的。

通过跨种属组合表达来自丙酮丁醇梭菌(Clostridium 

acetobutylicum)的乙酰辅酶A乙酰基转移酶基因 thl、

大肠杆菌(E. coli)的乙酰乙酰辅酶 A 转移酶基因

atoAD、来自丙酮丁醇梭菌(Clostridium acetobutylicum) 

乙酰乙酸脱羧酶基因 adc, 和来自拜氏羧菌

(Clostridium beijerinckii)的乙醇脱氢酶基因 adh, 首

次在大肠杆菌内人工构建了异丙醇的代谢途径, 摇

瓶发酵最大产量可达到 81.6 mmol/L, 较野生菌株

(30 mmol/L)有较大提高[17]。 

如果目的产物合成的代谢途径未知, 就要采用

从头合成代谢途径(De novo biosynthetic pathways)

的方法[18]。同传统的生物代谢途径构建不同, 从头

合成代谢途径在代谢途径未知的情况下, 采用化学

上逆合成分析(Retro-synthetic analysis)的方法学, 以

一个化合物为目标, 构建可能的生物代谢途径, 即

逆生物合成方法(Retro-biosynthetic approach)[18]。这

种方法扩大了生物合成的范围, 特别是合成自然界

中不存在的天然生物合成途径的化合物。目前已经

有多种计算机算法可以用于从天然界已知的酶分子

以及酶反应类型构建可能的代谢途径[19-23]。 但应用

这种方法成功的例子还很少。主要的限制原因有理

论上的可行途径过多难以验证, 以及催化特定反应

的酶分子需要蛋白质水平的改造[18]。 

2.3  代谢途径中多基因的调控表达(Tuning the 
expression level of multiple genes simultaneously) 

上述代谢途径构建中就采用了最简单的操纵子

的概念在新宿主中建立原来没有的代谢途径, 而操

纵子是合成生物学中最简单最原始的装置。在代谢

途径的构建中设计合理的操纵子来调控多基因的同

时表达可以实现合成生物学中简化的特点。但是 , 

细胞是非常复杂的系统, 细菌对外界的环境压力有

一系列的反应 , 包括生长速率的调节、热激反应

(Heat shock response)、压力反应(Stress response)、

严谨反应 (Stringent response)等[24-25]。由于宿主细胞
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不能自发地调整外源基因的表达, 人工高水平表达

重组外源基因引起宿主细胞的上述反应, 会进一步

引起质粒的不稳定、细胞的裂解和细胞遗传信息的

改变。因此, 代谢工程中要避免这种情况的发生, 就

需要精确调控外源基因的表达[26-27]。这时合成生物

学中精确设计和生物学装置的概念就显得极为重要

了。 

一般情况下, 协调多基因表达的方法是每个基

因的表达采用不同强度的启动子来分别调控。目前

代谢工程中常用的启动子有组成型启动子

(Constitutive promoter)和诱导型启动子 (Inducible 

promoter), 如 lac、arabinose启动子。组成型启动子

是一类保证下游基因持续转录而不受调节的启动

子。它不需要诱导剂(Inducer)的作用, 可以启动下游

基因持续表达。因此, 在低价值化学品和药物生产

中使用组成型启动子可以节约成本。诱导型的启动

子是基因表达调控最常用、最简单的方法, 它可以

根据需要定时定量表达。但在实际应用中, 诱导型

启动子只能对基因表达实现粗略地表达调控, 即全

部开启或关闭, 而不能根据细胞内代谢情况对基因

表达水平实现精细调控。启动子工程 [28](Promoter 

engineering)可以构建出适合代谢工程表达要求的不

同强度的启动子。理论上, 保持调控蛋白结合位点

序列不变, 通过改造启动子−10 区和−35 区的序列, 

以及其间的 16 个碱基即可构建一系列具有不同启

动强度的启动子 [26,29-31], 形成满足不同表达强度需

求的启动子库。Gregory Stephanopoulos小组通过易

错 PCR技术构建了 PL-λ启动子突变库, 筛选得到近

200个不同强度的启动子, mRNA水平启动强度范围

相差 325倍。在大肠杆菌产番茄红素的代谢途径中, 

应用不同强度的启动子调控关键酶 1-脱氧-D-木酮 

糖磷酸(DXP)合酶的表达水平 , 将番茄红素的产量

提高到 2.5 mg/L[29]。 

核糖开关 (Riboswitch)是一种可以在蛋白质翻

译水平上调控一系列基础代谢途径的 RNA 调控元

件。核糖开关位于 mRNA 5′非编码区, 并具有 2 个

功能结构域 , 负责识别和结合配体的适体结构域

(Aptamer domain)和负责调控基因表达的结构域

(Expression platform)。适体结构域能够识别小分子

的配体并与其结合, 并产生了 mRNA 的构象变化, 

通过形成茎环结构、促进 mRNA自我剪接、影响核

糖体与 mRNA 的结合力等机理影响 mRNA 的活力, 

从而影响下游基因的表达。核糖开关是基础代谢过

程的重要调控手段。据预测, 近 2%的枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)基因受到相应核糖开关的调控[32]。

自然界中已经证实的有 10类核糖开关, 识别的配体

分别是辅酶 B12、硫胺素焦磷酸、S-腺苷甲硫氨酸、

FMN黄素单核苷酸、赖氨酸、嘌呤(鸟嘌呤、腺嘌呤)、

喹啉、S 腺苷同型半胱氨酸、葡糖胺-6-磷酸以及 2

个核苷组成的 cyclic di-GMP。近年来发展起来的体

外筛选技术 (Systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment, SELEX)可以在体外筛选具

有高度亲和力和专一性的小分子核酸适体

(Aptamer)[33-35]。由于 RNA 分子结构功能域有很强

的模块特点, 应用不同的适体和基因表达调控结构

域, 可以构建对特定配体小分子依赖的表达调控核

糖开关 [36]。核糖开关的调控是配体浓度依赖模式 , 

因此可以进行定量调控[37-38]。Michael小组首次证明

核酸适体分子在体内也能识别其配体, 利用卡那霉

素和托普霉素的适体成功构建核糖开关, 并证明该

核糖开关可以配体浓度依赖模式调控基因表达[37]。

如果通过 SELEX 获得可以识别细胞代谢物的适体, 

即可构建可以实时监测细胞内代谢产物浓度、并根

据浓度变化调控基因表达的核糖开关。因此, 同启

动子相比, 核糖开关是可以根据细胞代谢情况精确

调节基因表达和优化代谢途径的有利工具。 

原核操纵子基因间的序列可以直接影响 mRNA

的加工和稳定性 , 通过改变基因间的区域(Tunable 

intergenic regions, TIGRs)可以调控操纵子内多基因

的表达水平[31,39]。Keasling 小组构建了包含 mRNA

二级结构、RNA酶切位点、核糖体结合位点的基因

间区域分子库, 适当组合使用这些 TIGRs 可以调控

同一操纵子中不同基因的表达水平。应用这个系统, 

Keasling小组成功将甲羟戊酸产量提高了 7倍[39]。 

上述的合成生物学元件, 如可调启动子、核糖

开关、基因间区域等较传统的分子生物学工具调控

基因表达水平的方式更加精确。并且可以模块化地

使用在代谢途径构建的工作中, 实现多基因差异水
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平的调控表达[40-41]。同时, 由于合成生物学中生物

元件详细的物理、生物学特征描述, 这些生物元件

的使用可以大大简化代谢工程的工作, 使多酶系统

的代谢调节更简便易行(图 2)。 

 

图 2  合成生物学标准元件构建的操纵子 
Fig. 2  Construction of synthetic operon with standard parts. 
 

2.4  宿主细胞的改造 
宿主细胞是代谢途径和生物装置发挥生物学功

能的基础。宿主细胞不仅能保存、复制生物装置的

遗传信息, 并提供转录和翻译等机制, 还要利用环

境中的资源为生物装置提供能量、还原力和基础物

质。稳定而良好的宿主细胞是实验室规模、大规模

生产的必要条件。良好的宿主细胞首先应该具有长

期培养的遗传稳定性, 至少在产物快速积累时期具

有遗传稳定性。遗传稳定性是指宿主细胞能够稳定

保存携带基因的载体, 并且宿主细胞不会抑制异源

基因的表达。在此基础上, 微生物应能在最简单培

养基上生长以减少原料成本适应工业化生产。遗传

背景清楚并能利用简单廉价的碳源、无机氮、磷和

硫盐合成全部生物大分子的宿主细胞将对高效利用

廉价原料大量积累高附加值产物有重要意义。为避

免异源代谢途径的中间产物或最终产物对细胞的毒

害作用, 代谢工程的另一个特征是要在适宜生长的

时期抑制代谢途径中相关基因的表达, 而在产物积

累时期开启基因的表达。最后, 由于产物的生成需

要多个酶分子的催化转化作用, 宿主细胞应该能够

同时协调代谢途径中多基因的表达。 

然而, 细胞是一个非常复杂的系统, 对于外源

基因的表达或环境影响会做出相应的反应[42-43]。大

多数宿主细胞具有抑制外源基因表达以减少外源

DNA 遗传负担的能力[25,44]。引起细胞内外源 DNA

的不稳定性的原因有转座子、插入片段 (Insertion 

sequence element) 、 隐 藏 性 致 病 基 因 (Cryptic 

virulence genes)、缺陷型噬菌体、整合酶、位点专一

性重组作用、协助DNA倒置、复制或删除的DNA 重

复片段[45]等。为构建稳定维持外源基因的宿主细胞, 

可以对细胞进行一系列合理的改造。 

利用合成生物学的方法改造宿主细胞主要有 2

种策略 : 识别细胞的最小基因组(Minimal genome)

和人工全基因组合成。 

维持细胞正常生长的最小基因组包括维持细胞

在丰富培养基上维持正常生长的基因。Blattner工作

组通过序列比对, 精确删除基因组中上述引起 DNA

不稳定的DNA片段和非必须功能的基因, 例如与侵

染人宿主相关的基因, 以及应对特殊环境的相关基

因。将 E. coli MG1655菌株的基因组减少 15.27%。

获得的菌株在丰富培养基上的生长速度没有明显降

低。并且较野生菌具有更好的染色体及染色体外

DNA分子的遗传稳定性、更高的电转化效率[44]。这

一研究成果说明了具有最小基因组细胞的可行性。

最小基因组既能够为细胞的生长和繁殖提供必要的

分子机制和能量, 又减少了不必要的代谢途径、基

因调控环路和非必需功能基因, 减少宿主细胞的遗

传背景, 提高代谢效率。 

另外, 随着近年来 DNA合成技术的发展, 目前

已经可以以合理的价格合成大小约 5万碱基的 DNA

片段。DNA合成技术的成熟和目前基因组信息的极

大丰富为人工合理设计和合成遗传信息甚至人工合

成基因组创造了可能性, 大大促进了宿主细胞遗传

改造的进程 [46-47]。目前 Wimmer 小组最早报道了

不依靠天然模板从头合成脊髓灰质炎病毒 (Polio 

virus)的研究 [48]。该小组成功的合成了脊髓灰质炎

病毒的全长 cDNA, 成功地在细胞中得到转录和

复制 , 并成功转染转基因小鼠。以合成的病毒

cDNA 基因组为模板指导合成的蛋白质具有与天

然病毒蛋白质相似的感染能力。人工合成的脊髓

灰质炎病毒和野生型病毒具有同样的神经致病力。

该结果证明了人工合成病毒基因组的可行性。Venter

等实现了人工全合成 phi2X174 噬菌体的基因组  

(5386 bp) 并成功侵染大肠杆菌细胞[49]。最近, 他们

又合成了目前发现的基因组最小的原核生物——生

殖支原体(Mycoplasma genitalium)的基因组片段, 同

时在酵母中完成了组装[50-51]。基因组大规模的体外

合成是构建人工细胞工作的第一步, 更使得人工构

建最佳的宿主细胞成为可能。借助系统生物学, 通
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过人工设计和优化, 可以更合理地选择基因组遗传

信息, 包括必需的功能和途径, 删减遗传冗余而创

造具有最简化的遗传背景宿主细胞[8,45,52-54]。  

3  结论与展望 

合成生物学的快速发展已经为代谢工程提供了

更系统更有力的分子生物学工具, 今后将在代谢工

程领域发挥更大的作用。尤其是在系统生物学

(Systems biology)、生物信息学的知识背景下, 以及

电脑辅助设计工具(Computer-aided design tools)的

协助下, 更将扩大代谢工程改造的范围, 加速代谢

工程的发展。 
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