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代谢工程与细胞工厂专栏                                                              

代谢流量比率分析及其在代谢工程中的应用 
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摘  要: 细胞内代谢反应流量在系统理解细胞代谢特性和指导代谢工程改造等方面都起着重要的作用。由于代谢流量

难以直接测量得到, 在很多情况下通过跟踪稳定同位素在代谢网络中的转移并进行相应的模型计算能有效地定量代谢

流量。代谢流量比率分析法能够高度体现系统的生物化学真实性、辨别细胞代谢网络的拓扑结构, 并且能够相对简单快

速地定量反应速率等, 因此受到代谢工程研究者越来越多的重视。以下着重介绍并讨论了利用代谢物同位体分布信息分

析关键代谢节点合成途径的流量比率、基于流量比率的代谢流量解析、以及应用于代谢工程等的相关原理、实验测量、

数据分析、使用条件等, 以期充分发挥代谢流量比率分析法的优势, 并将其拓展推广至更多细胞体系的代谢特性阐明和

代谢工程改造中去。 
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Abstract: Intracellular metabolic fluxes are important to understand metabolic characteristics of cells and to direct metabolic 
engineering strategies. Because intracellular fluxes cannot be directly assessed, isotope experiments are usually conducted to trace 
metabolic fluxes. The flux-ratio analysis can reflect high biochemical veracity, be employed to identify the topology of the networks, 
and offer greatly reduced computational expense for flux determination. In order to apply this metabolic analysis method to better 
elucidate more cell systems, we discussed in this study the principles, experiments and assays, data interpretation, and other issues 
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代谢工程自从约 20 年前作为一门新的学科被

提出以来 [1], 已经在众多研究领域得到了广泛的应

用和发展。随着大量物种细胞的各种组学数据的快

速扩增以及相关实验、计算方法的大力发展, 代谢
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工程的应用已经从早期的引入少数酶或简单反应途

径至同源宿主细胞, 逐渐发展到在整个调节网络和

组织结构上进行细胞设计, 其应用领域也扩展到生

命科学的各个学科分支。同时, 当前日益严峻的能

源匮乏、环境污染、食品短缺和人类健康等一系列

国际问题也促使着代谢工程原理和技术的不断创新

和发展。这些都正在将代谢工程研究逐步推向一个

新的研究纪元。 

近年, 代谢工程已经成为当前国际生物技术领

域以及生物化学反应工程的一个新的研究前沿, 研

究者正在从各方面进行着代谢工程方法的开发[2-4]。

细胞外代谢物的测定能在一定程度上阐明细胞代谢, 

而把握细胞活体内的代谢变化对于理解细胞对环境

因子或基因变动的响应、代谢途径的作用差异、对

代谢生产的促进等代谢工程研究都有着更为重要的

意义。代谢流量分析是了解细胞内代谢反应的一个

最重要的手段。现在, 人们已经清楚地知道细胞代

谢表现型的变化与基因、蛋白质表达以及环境条件

的改变紧密关联, 而细胞网络的代谢流量分布则是

连接二者的关键代谢参数: 它能定量反映细胞内物

质和能量流向, 既与最终的表现型密切相关, 又是

细胞过程上游特性和环境效应的综合体现。开发代

谢流量的定量分析方法对于完善细胞网络的研究和

促进代谢系统的改进有着重要的意义, 因而代谢流

量组学分析已成为从原核、真核微生物到动植物细

胞以及人类细胞的代谢工程和系统生物学研究的重

要热点之一[5-8]。 

传统的代谢流量定量基础是细胞代谢物的质量

平衡, 以及与能量代谢、氧化还原力等相关的若干

假设, 这种定量在实际应用中有很大的局限性。近

年, 利用稳定同位素 13C 标记碳源的示踪实验已经

被广泛地应用于分析多个生物体系的细胞代谢。通

过跟踪检测细胞中间代谢物质量同位体的分布情况

能得到大量有关代谢物同位体平衡或代谢途径相对

贡献的信息, 从而可以用来直接或间接地定量分析

代谢系统[9-10]。多年来, 笔者们一直致力于开发生物

化工过程中包括代谢流量分析在内的多种代谢工程

方法, 特别是在应用基于同位体平衡的常规代谢分

析法的同时, 重点发展方法计算关键代谢物节点合

成途径的相对反应大小(代谢流量比率)等, 这样不

但能快速直观地认识代谢网络的局部特性、使代谢

流量的定量分析更加简单易行, 而且还能提供关键

信息辨识未知的代谢途径或功能[5,11-13]。以下结合近

年来基于同位素标记的流量比率分析的研究成果以

及笔者在计算和应用流量比率分析过程中的知识

和经验, 将代谢流量比率相关的原理、实验分析以

及在代谢工程中的应用做一个比较全面的介绍和

讨论。 

1  基于同位素标记实验的代谢流量定量法 

当细胞利用 13C 等稳定同位素标记的底物时, 

代谢底物上的同位素标记信息能够跟随代谢反应流

从不同方向传递到代谢网络的各个中间代谢物上 , 

从而形成代谢物同位体的集合。中间代谢物的部分
13C 标记状态通常能由核磁共振(NMR)波谱和气相

色谱质谱 (GCMS)联用技术分析得到 [14-15], 在分析

一个稳态代谢过程时, 利用这些同位体分布信息至

少能从 2 个方面来进行代谢流量的定量解析。第一

种是整体拟合法 , 也称作基于代谢物同位体平衡

(Isotopomer balancing)的综合代谢流量模型法

(Comprehensive flux model)[16]。在这种分析法中, 代

谢物的同位素标记状态可以表示为细胞代谢流量和

同位体分布矢量(IDV)的函数。代谢流量的分布是通

过拟合使代谢物同位体分布及胞外代谢物浓度变化

的实测值与模型预估值的误差平方和最小来得到的。

另外一种是基于局部代谢特性的分析法, 或称为 13C

限定型流量平衡法(13C-constrained flux balancing)[17]。

该方法直接利用实验测得的代谢物同位体分布信息

来分析代谢途径的流量比率(代谢流量比率反映的是

某一个代谢物的各个合成途径的相对贡献), 进而基

于细胞代谢物的平衡式以及推导得到的代谢流量比

率即可进行代谢网络反应流量的定量化分析。Sauer

领导的研究小组 [18-20]领先地开发了相关分析方法 , 

并较早地在多种细胞体系中进行了基于流量比率的

代谢调控特性分析。他们的进一步研究也表明对一个

给定的代谢系统, 用这 2种方法能得到相似的净反应

流量分布结果[17]。图 1给出了结合同位体分布信息和

代谢物质量平衡进行代谢流量定量解析的示意图。 
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图 1  利用代谢物稳定同位体分布信息决定细胞代谢流量 
Fig. 1  Determination of intracellular metabolic fluxes with distribution data of stable isotopomers. 
 

两种代谢流量的定量法都用到了代谢物的质量

平衡关系, 以下仅就它们在利用代谢物同位体数据

上的区别作简单讨论。利用代谢物同位体平衡的代

谢流量整体拟合法充分利用了代谢物同位体分布测

量值, 通过构建代谢网络同位体模型、对比同位体

分布的模型仿真与实验测量结果, 来获得最优的代

谢流量组。该方法由于尽可能多地整合运用了实验

数据, 因此能够最大可能地获得细胞网络的代谢流

量信息。同时该法直观易行, 能广泛地应用于多种

细胞体系和培养条件, 是目前较为常用的基于稳定

同位体信息的代谢流量分析方法。但是该方法由于

涉及复杂的同位体映射矩阵, 较多甚至是冗余的实

测同位体分布数据等, 易导致模型结构庞大、计算

费时、全局优化困难等计算上的实际问题。此外, 代

谢模型构建或生理学数据测量上的偏差有可能在较

大程度上影响流量计算的准确性。 

基于局部流量比率的 13C 限定型代谢流量平衡

法的主要思路是合理选用代谢物同位体分布测量值, 

分析不同代谢反应或途径在合成同一关键代谢物上

的不同作用(例如, 是如何影响目标代谢物相邻碳原

子间化学键的断裂和重新形成等), 进而推导出相关

代谢途径在合成该代谢物时的相对贡献。这些由同

位体分布数据直接推导得到的代谢流量相对比率可

作为附加的限定条件, 和代谢物的质量平衡关系一

起用以计算细胞网络的代谢流量。由于代谢流量比

率是在分析代谢反应中碳原子转移特征等基础上决

定的, 因此流量比率的推导比较复杂, 需要对代谢

反应的生物化学基础有清晰的理解。因此, 流量比

率能够高度地体现代谢途径的生物化学真实性, 从

而使定量整体细胞代谢网络的过程不再仅仅是单纯

的数学拟合; 同时, 通过附加流量比率等 13C限定条

件也使代谢流量计算变得快速高效。此外, 能够直

接从代谢物同位体的分布推导出不同途径的相对代

谢贡献这一特点则能更大程度地拓展该方法在代谢

系统解析和代谢工程中的应用。 

2  代谢流量比率分析及其在代谢工程中的

应用 

2.1  代谢流量比率分析方法 
通过质谱分析和 NMR 波谱分析能得到各自特

有的代谢物同位体的分布信息, 并能用于分析代谢

网络中不同反应或途径的相对代谢贡献或代谢流量

比率 [5,11,13,18-20]。质谱分析具有很高的检测灵敏性 , 

可通过合理选择标记底物等灵活提供多种代谢物碎

片信息; NMR 波谱分析的样品处理和数据分析简

单。因此这 2 种技术经常被用于细胞代谢流量和代

谢调控的研究。值得注意的是它们所提供的代谢物

同位体的分布信息往往是互补的。下面分别就这 2

种同位体测定技术说明流量比率的分析方法。 

2.1.1  蛋白氨基酸同位体分布的测定 

生物质蛋白由来的氨基酸含量丰富, 这些氨基

酸的合成与多个关键的中间代谢物密切相关, 因此

它们的同位体分布数据常被用来定量分析细胞的代

谢流量组[14]。细胞生物质先经过酸解得到混合的游
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离氨基酸, 接着进行气质联用测定分析或 NMR 波

谱分析。气相色谱前需要用叔丁基二甲基硅烷化合

物(TBDMS)对氨基酸进行衍生化处理, 所得的氨基

酸衍生物能够在气相色谱柱上得到很好的分离, 并

在其后的质谱仪中被离子化成带有不同碳骨架片段

的氨基酸碎片[11-19]。图 2 表示的是氨基酸衍生物在

气相色谱上的分离和丙氨酸衍生物的质谱图, 图中

丙氨酸的(M-57)+反映的都是含丙氨酸自身 3个碳原

子的碎片的质量分布, 而(M-85)+和(M-159)+反映的

是只含丙氨酸第 2 位和第 3 位 2 个碳原子碎片

(C2-C3)的质量分布。需要注意的是, 只有氨基酸基

本碳骨架的同位体分布数据才能被用来解析细胞代

谢, 而质谱分析得到的同位体结果包含了氨基酸衍

生物所有原子的稳定同位素信息。要得到纯粹的氨

基酸碳骨架同位体的分布, 需要对氨基酸基本碳原

子以外的所有其他原子(包括衍生化基团上的原子)

进行自然丰度的校正, 以去除自然界中存在的 C、

H、O、N、Si等元素的稳定同位素的影响[21-22]。 

NMR波谱分析的样品处理相对简单, 并且可以

直接提供代谢物中各个碳原子同位体分布的信息。

图 3所示的是氨基酸的两维碳-氢异核相关谱和天门

冬氨酸 α碳原子(Asp-α)的 13C-NMR谱。氨基酸的各

个碳原子在两维谱上得到了很好的分离, 因此无需

事先分离或衍生化样品中的氨基酸。图中天门冬氨

酸 α碳原子的 13C-NMR谱反映的是草酰乙酸第 2个

碳原子的同位体分布信息, 它表示的是 α碳原子(Cα)

和相邻的羧基碳原子(C´)及 β碳原子(Cβ)之间 13C-13C

标量耦合的信息。图中所示的单峰(s)、双峰 a(da)、

双峰 b(db)、及双二重峰(dd)分别对应的是只有 Cα

被 13C标记、Cα和相邻的 Cβ同时被 13C标记、α碳

原子和相邻的 C´同时被 13C标记、以及三个碳原子

都被 13C 标记等各种同位体, 计算这些 13C 标量耦

合峰的相对强度就可以得到相应同位体的分布情

况。由于利用质谱和 NMR 分析可得到多种氨基酸

的同位体分布信息, 提供了细胞关键代谢物的碳原

子标记情况(见下节), 因此能够被用来分析和定量

细胞网络中营养流的流向及流率分配等代谢状态 , 

而这些细胞内反应流量的相关信息是其他方法难

以得到的。 

 

图 2  氨基酸衍生物在气相色谱中的分离及丙氨酸衍生

物的质谱图例 
Fig. 2  Separation of amino acid derivatives by gas chromatography 
and mass spectrum of TBDMS-derivatized alanine. 
 
2.1.2  关键中间代谢物的同位体分布 

在推导代谢反应的流量比率时往往不直接使用

氨基酸的同位体分布数据, 更多的是通过比较目标

反应途径(合成目标代谢物的不同代谢反应途径)中

代表性代谢反应物的同位体分布和目标代谢物的同

位体分布来进行推导的。由于对一定的细胞代谢网

络, 氨基酸可由一些关键中间代谢物以一定的方式

合成得到[14], 根据这个特点利用 GC-MS 测量得到

的氨基酸碎片, 可以直接地或通过最小二乘法拟合

间接地得到乙酰辅酶 A(ACoA)、丙酮酸(PYR)、磷

酸烯醇式丙酮酸(PEP)、草酰乙酸(OAA)、α-酮戊二

酸(AKG)、戊糖磷酸(P5P)、赤藓糖-4-磷酸(E4P)等重

要中间代谢物的多种片段的同位体质量分布信息。

表 1 是本研究中用到的一些重要代谢物片段的氨基

酸同位体由来, 由氨基酸碎片拟合关键中间代谢物
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片段质量分布的原理和推导公式等可参考 Fischer和

Sauer的研究[19]。 

 

图 3  氨基酸的两维碳-氢异核相关谱和天门冬氨酸α碳
原子的 13C-NMR 波谱示意图[5] 
Fig. 3  2D [13C,1H]-COSY spectrum of amino acids and 
13C-NMR spectrum of aspartate α-carbon[5].  

表 1  由氨基酸碎片的质量分布矢量测定推导关键中间

代谢物同位体的质量分布情况 
Table 1  Mass distribution vectors (MDVs) of key 
intermediate metabolites determined from MDVs of amino 
acids 

Key intermediate fragments Amino acid fragments 

ACoA1-2 Leu1-6 

AKG1-5, AKG2-5 Glu1-5, Glu2-5 

E4P1-4 and PEP2-3 Phe2-9 or Tyr2-9 

OAA1-4 Asp1-4 or Thr1-4 

OAA1-2 Asp1-2  

P5P1-5 His1-6 

PEP1-3 Phe1-9 or Tyr1-9 

PYR1-3 Ala1-3  

同样, 利用 NMR 测量得到的氨基酸各个碳原

子的同位体分布信息(如 13C 标量耦合峰的相对强

度), 可以通过计算得到一些关键中间代谢物中完整

碳片段的相对丰度, 即被检测碳原子和相邻碳原子

来自同一个底物分子的相对比例。例如, 对于天门

冬氨酸α碳原子, 存在着 Cα和相邻的 2 个碳原子都

来自不同的底物分子(图 4a)、仅 Cα和 Cβ来自同一个

底物分子(图 4b)、仅 Cα和 C′来自同一个底物分子(图

4c)、以及 Cα和相邻的 2个碳原子都来自同一个底物

分子(图 4d)等 4种情况, 其相对丰度分别用 f1、f2a、

f2b和 f3来表示(图 4)。这些丰度数据则被用于代谢流

量比例分析, 推导代谢网络中一些关键节点处的流

量比例、以及辨识某些代谢途径是否存在或激活[13- 14]。 

 

图 4  由氨基酸的同位体分布信息(天门冬氨酸α碳原子为例)
推导关键中间代谢物来自底物分子的完整碳片段。与被检测

碳原子来自同一个底物分子的碳原子用黑体表示 (改自

Szyperski[23]) 
Fig. 4  Abundances of intact carbon fragments arising from a 
single source molecule as determined using the relative 
intensities of 13C scalar coupling multiplets. Carbon atoms 
originating from the same source molecule as the detected 
carbon are indicated in bold (adapted from Szyperski[23]). 
 

2.1.3  代谢流量比率推导和分析 

如前所述, 代谢流量比率反映的是在合成某个

共同目标代谢物时各个代谢途径的贡献度。针对质

谱分析得到的代谢物质量分布信息, 流量比率计算

式是通过比较目标代谢物特定片段以及来源途径中

对应代谢物片段的质量同位体矢量而得到。选择在

不同代谢途径中有着显著同位体分布区别的特定目

标代谢物片段, 并以其质量分布矢量计算相关途径

的代谢流量比率能得到最好的效果。图 5是基于质谱

测定得到的代谢物质量同位体矢量(MDV)来计算各

来源反应途径的流量比率的示意图, 流量比率分析

计算式的具体建立方法可参考相关论著[12,19,24-25]。 
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图 5  由质谱得到的代谢物质量同位体矢量计算代谢流量比率 f 
Fig. 5  Calculation of metabolic flux ratio (f) based on mass distribution vector from mass spectrometry. 

 
以大肠杆菌在[U-13C](6 个碳原子全标记)和天

然非标记的混合葡萄糖上生长时细胞中来源于磷酸

烯醇式丙酮酸的草酰乙酸的比率(fOAA from PEP)为例说

明用质量分布数据推导流量比率的一般思路。该比

率体现了磷酸烯醇式丙酮酸羧化这一回补反应和

TCA 循环中的相对流量大小, 是理解代谢的一个重

要而又较难决定的比率。Fischer 等的研究中仅给出

了最终计算式[19], 在这里给出其具体推导过程以帮

助理解。目标代谢物 OAA的 C1到 C4片段(其质量

分布矢量表示为 OAA1-4)在羧化反应中是由 PEP 和

一 分 子 CO2 得 到 ( 其 质 量 分 布 矢 量 表 示 为

PEP1-3_CO2), 在 TCA 循环中的由来是 AKG2-5(在乙

醛酸支路不激活或影响较小时), 三者间关系可表示

成:  

 1 4 1 3 2 OAA from PEP

2 5 OAA from PEP

OAA PEP _
                AKG (1 )

CO f
f

− −

−

= ⋅

+ ⋅ −
 (1) 

假设 CO2的标记度是 lCO2, PEP1-3_CO2可表示为:  
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其中, PEP1-3(i)代表 PEP1-3质量分布矢量的第 i 个元

素。将式(2)代入式(1)并简化后可得到:  

2

1 3
1 4 2 5 OAA from PEP 2 5

1 3
OAA from PEP

1 3

PEP
OAA AKG AKG

0

0 PEP
                             +

PEP 0CO

f

f l

−
− − −
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−
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⎛ ⎞⎡ ⎤ ⎡ ⎤
⋅ −⎜ ⎟⎢ ⎥ ⎢ ⎥
⎣ ⎦ ⎣ ⎦⎝ ⎠

(3) 

从而可以求得草酰乙酸来自于磷酸烯醇式丙酮酸羧

化反应的比率: 

 
2

OAA from PEP

OAA from PEP

1 4 2 5

1 3 1 3
2 5

1 3

OAA AKG
PEP 0 PEP

AKG  
PEP0 0

CO

f
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 (4) 

由于计算涉及的是矢量运算, 因此该流量比率以及

CO2 的标记度同时可由式(4)的最小二乘解得到。这

样, 相关流量比率信息一方面可直观地用来理解代

谢特性, 另一方面可以作为重要条件定量流量组并

进而理解细胞的整体调控。 

同样, 利用 NMR 分析得到的中间代谢物完整

碳片段的丰度信息, 也可以来定量分析合成共同目

标代谢物的各个代谢途径的相对贡献。这里同样以

草酰乙酸来自于磷酸烯醇式丙酮酸的比率为例说明

基于 NMR 波谱数据的流量比率一般推导和计算方

法。在底物是[U-13C]葡萄糖和非标记葡萄糖的混合

物时, 回补反应会将磷酸烯醇式丙酮酸(对应于苯丙

氨酸前 3个碳原子)的完整 C2-C3片段导入草酰乙酸

(对应于天门冬氨酸), 而 TCA 循环所生成的草酰乙
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酸的 C2和 C3碳原子分别来自不同的底物分子。因

此天门冬氨酸α碳原子和苯丙氨酸α碳原子的完整

碳片段的丰度信息可被用来计算“来自磷酸烯醇式

丙酮酸的草酰乙酸”这一流量比率 [13](式(5), 其中

Asp-α表示天门冬氨酸的α碳原子, Phe-α表示苯丙氨

酸的α碳原子)。 

 
2a 3

OAA from PEP 2a 3
(Asp- )+ (Asp- )=
(Phe- )+ (Phe- )

f ff
f f

α α
α α

 (5) 

2.2  流量比率分析在代谢工程中的应用 
就代谢途径和应用体系而言, 基于质谱和 NMR

波谱的流量比率分析都能够被很好地用来分析和辨

识多种细胞体系的关键中心代谢途径。一个典型的

应用范例是利用氨基酸的 NMR 波谱信息直接判断

并决定乙醛酸支路的代谢活性[13]。细胞代谢中的乙

醛酸支路仅在一些特定基因和培养条件下激活, 而

基于酶活性或代谢物分析等的常规方法难以真正判

断其活性。由于乙醛酸支路的激活能够合成更多来

自同一底物、具有未断裂 C1-C2和 C3-C4片段的草

酰乙酸分子, 因此能够显著提高天门冬氨酸 α 碳原

子以及天门冬氨酸 β碳原子的 f2b相对丰度。在正确

判断该支路具有代谢活性的基础上, 结合天门冬氨

酸、苯丙氨酸、谷氨酸以及亮氨酸等相关碳原子的

多个相对丰度数据可以直观地计算出乙醛酸支路的

代谢贡献。利用该法成功地发现了 PEP羧化激酶基

因缺失的大肠杆菌在葡萄糖上生长时有近 30%的异

柠檬酸通过乙醛酸循环, 同时也发现磷酸葡萄糖异

构酶基因缺失株中乙醛酸支路具有代谢活性, 从而

有助于深入理解细胞回补反应在内的多个代谢功能

及其关联的调控机理[5,13]。此外, 代谢流量比率分析

法还能用来很好地区分糖酵解途径和磷酸戊糖途径

对碳源的利用、判断 Entner-Doudoroff (ED)途径的活

性、以及决定糖异生反应的代谢贡献等[5,11,13,17-19]。

同时, 流量比率分析法不仅能成功地应用于相对简

单的原核细胞, 而且能较好地阐明不同细胞区室间

代谢物的转移特性 , 因此已被逐步应用推广到细

菌、酵母、植物及动物细胞等多种细胞体系[24,26-28], 

并在葡萄糖以外(如乳酸等)的生长情况下也有了很

好的分析和应用[12]。 

基于流量比率的分析法还被广泛地用于多种目

的的代谢网络解析, 主要包括: 发现新的代谢途径

和功能 [5,13,19,25,29]、特征化代谢网络(网络的刚性特

点、能量代谢特点等 )并进行细胞代谢的优化操   

作[18,26,30]、特定基因在代谢调控中的作用[5,31]、以及

研究细胞在多种碳源和环境条件下自适应生长进化

的代谢响应[11-12,29]等。此外, 相比于利用全部代谢物

同位体测量的综合流量定量法, 基于流量比率代谢

流量分析法在高通量定量、比较筛选和细胞特性解

析等方面具有独特的技术优势, 并正在得到很好的

应用[18,26]。 

2.3  代谢流量比率分析软件 
尽管通过分析代谢物同位体分布信息和代谢流

量比率, 同时在合适代谢模型的基础上能够很好地

定量理解细胞代谢网络 , 但这一过程涉及标记实

验、数据测定、推导分析等多个复杂步骤, 需要对

代谢反应的基本原理和模型计算等有一定的基础。

针对相关经验比较少的使用者, Zamboni 等开发了

基于 13C-葡萄糖实验和质谱分析的流量比率及代谢

流量分析软件包 FiatFlux[32]。该分析计算软件基于

Matlab 系统, 包含了提取同位体质谱数据、同位素

标记的校正、代谢模型建立、流量比率的选择与分

析、稳态代谢流的定量、以及相关统计分析等多方

面功能, 提供了一个比较全面的分析平台。FiatFlux

中预先设置了大肠杆菌、酿酒酵母等模式微生物的

中心代谢模型, 便于初学者了解模型并在此基础上

做一定修改。该软件包能很好地帮助初学者理解基

于流量比率分析的一般原理和过程, 但是由于比率

的推导和代谢模型关系密切, 使用时需要对代谢反

应有较清楚的认识。当研究的代谢网络与软件包提

供的模式微生物网络存在较大区别时, 不能机械地

使用该软件包, 而应该选择合适的目标代谢物同位

体信息来推导相关流量比率, 进而决定整体流量组; 

这在标记底物或标记方式有显著改变时尤为重要。 

3  结论与展望 

以上系统地介绍了细胞代谢分析及改造中最为

常用和有效的基于代谢物同位体信息的代谢分析法, 

特别是利用同位体分布数据的代谢流量比率分析法, 

以及结合流量比率信息和质量平衡关系的 13C 限制
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型稳态代谢流量定量法。很多细胞代谢分析应用已

经表明不受细胞外代谢物种类和速率影响、源于细

胞内代谢反应的原子转移特性的流量比率分析能为

辨识代谢途径的活性提供最直接的证据。相比于拟

合全部同位体分布的综合代谢流量模型, 流量比率

分析的结果受模型精确性的影响相对较小, 有利于

快速有效地定量细胞特性、高通量分析代谢途径的

功能差异、辨识可能的代谢限制、并得到相应的改

造位点。同时也可以看出, 将反应途径的流量比率

应用于细胞代谢工程的分析方法可以归纳成 2类[33]: 

1) 直接利用流量比率进行代谢途径和功能的比较

分析; 2) 在定量流量比率的基础上决定整组代谢流

并以此分析胞内代谢。这也使得在阐明很多细胞代

谢过程或是进行多水平数据整合分析时可以根据实

际需要选择局部的或是整体的途径分析法, 从而提

高代谢工程解析的效率[11-12,30,34]。 

尽管代谢流量比率分析有很多优点, 要能够成

功应用这类方法进行代谢分析仍有不少需要注意之

处。首先需要对代谢反应的碳原子转移等生物化学

知识有清晰的理解, 以决定合适的标记底物以及用

于分析流量比率的最适目标代谢物片段, 从而充分

利用同位素标记的特性来区分不同途径。其次是在

标记底物、培养条件或代谢模型发生显著改变时 , 

多数情况下需要重新分析推导流量比率。此外, 流

量比率分析在应用方面仍存在一定的局限: 通过流

量比率分析虽然能够判断一些反应的可逆性, 但由

于涉及的代谢反应及方法本身的限制, 难以提供所

有可逆反应的交换流信息, 因此多数情况下只能计

算得到净代谢流分布。流量比率分析法也难以直接

用来区分包括同工酶等在内的没有明显碳原子传递

差异的代谢反应。同时, 该方法一般被应用于最小

培养基条件, 在复杂的培养条件或者多碳源培养底

物的情况下虽然也能使用, 但是推导流量比率的技

术难度会明显增加。因此, 只有在清楚了解这些适

用条件和使用限制等情况, 应用流量比率或基于流

量比率的细胞代谢解析方法才能发挥最大的功效。 

虽然基于流量比率的代谢流量和网络特性解析

技术的相关理论和实验方法已基本确立, 并有不少

成功的应用, 但相比而言该分析方法仍处于发展的

初期阶段。要使这个新型且很具前景的方法在代谢

工程和系统生物分析中得到更为广泛深入的应用 , 

还至少需要从以下几个方面进行完善和拓展。1) 首

先是以现有的中心代谢流量比率分析为基础, 加强

在多种标记底物和多种培养条件下对流量比率的再

推导和再认识, 同时扩增新型流量比率分析点, 最

大可能地丰富常用流量比率数据库, 从而更便利地

理解细胞中心代谢过程。2) 除主要代谢途径外, 越

来越多的研究需要清楚了解包括次级代谢产物合

成、光合反应等在内的特殊代谢途径; 扩展流量比

率分析法到更多的细胞体系和更多的复杂代谢过程

有助于有效地提出和发现促进产物合成的改进方

案。3) 发展氨基酸以外的关键中间代谢物同位体分

布测定所必需的提取方法和测定技术, 以避免用氨

基酸数据拟合中间代谢物同位体分布时可能导致的

计算偏差 , 提高流量比率计算精度; 同时 , 充分利

用中间代谢物浓度和同位体分布信息解析流量比率

的动态特性, 考察瞬态响应等非稳态代谢现象, 更

大程度上了解细胞代谢过程[33]。通过加强上述研究, 

代谢流量比率分析将能够更充分地发挥稳定同位素

标记、跟踪和阐明细胞代谢的特长, 进而能够更有

效地应用于多种细胞体系的代谢调控分析和改造。 
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