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细胞工厂的优化                                                              

微生物细胞工厂中多基因表达的控制策略 
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摘  要: 微生物代谢工程和合成生物学是当今微生物技术领域研究的热点，微生物的生长速度快、容易进行大规模培

养；遗传背景清楚、遗传操作简便可靠等性质使其在与人类生活相关的多个领域中起到重要的作用。微生物细胞工厂

是指人工设计的能够进行物质生产的微生物代谢体系。许多微生物细胞工厂的构建由于引入多个基因或整条代谢途径，

而可能导致代谢失衡、部分代谢中间产物积累等问题，需要使用一定的调控策略加以控制。以下对涉及多个基因作用

的微生物细胞工厂中所使用的调控策略，分为若干层次进行了总结和探讨，并对今后多基因控制策略的发展方向进行

了预测与展望。 
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Strategies for regulating multiple genes in microbial  
cell factories 
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Abstract:  Microbial metabolic engineering and synthetic biology are important disciplines of microbial technology nowadays. 
Microbial cells are fast growing, easy to be cultivated in large scale, clear in genetic background and convenient in genetic 
modification. They play an important role in many domains. Microbial cell factory means an artificial microbial metabolic system 
that can be used in chemical production. The construction of a microbial cell factory needs transferring of multiple genes or a whole 
metabolic pathway, which may cause some problems such as metabolism imbalance and accumulation of mesostates. This review 
focuses on the regulation strategies of different levels involving simultaneous engagement of multiple genes. Future perspectives on 
the development of this domain were also discussed. 
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微生物是自然界中结构最为简单、研究最为深

入，而应用潜力十分巨大的物种。人类利用微生物

进行工业生产具有悠久的历史，其产物从传统的酒、

醋等食品已经延伸到现在的燃料、医药、化工制品
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等与人类社会息息相关的各个领域。传统的微生物

应用方法为从自然界中按照一定的要求直接筛选，

或再通过诱变方法得到目的菌株或菌群即加以应

用。然而由于微生物的结构简单，其自身所拥有的

生产能力往往达不到较好的应用效果。随着分子生

物学技术的不断发展，微生物代谢工程应运而生。

1991 年，Bailey JE 将代谢工程定义为“采用重组

DNA 技术，操纵细胞的酶、运输及调节功能，达到

提高或改善细胞活性的目的”[1]。代谢工程为微生物

“细胞工厂”绘制出了重要的蓝图[2]，微生物细胞逐

渐被开发为一种“可编程的”装置 (‘Programmable’

entities)，其改造方法由单一的过表达或失活某种酶

发展成为新式的、由工程设计所导向的对细胞组件

进行整体规模上的改造，以及以简单的组件为基础

构建精细的代谢系统 [3]。因此，在现代的细胞工厂

构建工程中，往往要引入多个基因甚至整套的代谢

途径，并要使其在宿主中最大化行使其功能。通过

代谢工程构建含多个外源基因的微生物细胞工厂已

被应用在多种物质的生产中，如萜类化合物[4-5]、聚

酮类化合物[6-8]、生物塑料制品[9]、非核糖体多肽[10]、

聚合物模块[11]等。 

1  重组代谢途径中多基因表达所存在的

问题 

虽然在微生物中构建含有外源合成途径的细胞

工厂以生产复杂化合物及医药制品是一种替代化学

合成方法的理想途径，但这一方法还是存在着重大

的缺陷：即在将较复杂的代谢途径转移的过程中，

其原本的代谢流调控机制往往无法再发挥作用 [5]。

自然的代谢调控是一系列十分严谨的过程  (如正、

负反馈调节)，在进化过程中往往会形成某种代谢物

“恰到好处”的合成方式 (‘Just enough’synthesis)。

然而，人工构建合成途径的代谢流量通常远远高过

自然代谢途径的代谢流量，过高的外源表达会与宿

主本身的代谢过程竞争包括核苷酸、氨基酸在内的

各种资源，这些资源可能是宿主用于自身的增殖，

甚至是目的产物的合成[12]。同时，过高的外源表达

量会诱发宿主的一系列反应，例如压力反应 (Stress 

response)、严谨反应 (Stringent response)、热激反应 

(Heat shock response)等[13-15]，这些反应会导致多种

特殊基因的转录，抑制细胞正常蛋白的合成，质粒

不稳定、细胞的裂解和细胞遗传信息的改变，并最

终会导致构建的细胞工厂无法按照预先设计的方式

进行工作[16]。另一方面，引入外源代谢途径虽然能

够移除某些限制代谢流量的调控位点，但其中各步

酶反应的代谢流量难以保持平衡，这种失衡也是影

响总体生产能力的重要制约因素。某些中间代谢物，

尤其是细胞毒性物质的大量积累会严重影响宿主细

胞正常的运转，从而导致生产效率的下降[17]。为了

避免上述一系列情况的发生，在细胞工厂的构建过

程中，对外源代谢途径的总体流量以及各个酶反应

效率的平衡加以有效地控制是十分重要的。当代的

代谢工程研究已经为协调多基因表达提供了多个层

次的策略，包括转录水平的控制、翻译水平的控制、

以及使用一些特殊的附加装置进行控制等[3,12]。 

2  控制多基因表达的策略 

2.1  针对 DNA 转录过程的控制策略 
对转录过程的控制方法主要集中在对于启动子

的研究方面。协调多个外源基因表达最简单、最直

接的途径是对不同的基因使用不同的诱导型启动

子，如使用 Plac 启动子控制第 1 个基因的表达，而

用 PBAD 启动子控制第 2 个基因的表达。Van Dien SJ

等通过在大肠杆菌宿主中分别使用 Ptac 启动子和

PBAD 启动子控制编码多磷酸盐激酶 (PPK) 的基因

和编码多磷酸盐酯酶 (PPX) 的基因，能够在不同的

培养时期添加相应的诱导剂分别启动 2 个基因的表

达。通过这一控制方法，该课题组对于微生物中磷

酸盐和能量的储存以及多聚磷酸盐的作用进行了深

入的研究[18-19]。利用多个启动子的方法虽然设计简

单，但是具有严重缺陷：首先，反应体系需要添加

多种诱导剂，在代谢途径中设计的环节较多时，不

可避免地会使用到价格昂贵的物质，大大增加了生

产成本；第二，较多的诱导剂添加过程会增加反应

过程的复杂性，从而降低细胞工厂体系生产中的稳

定性；第三，多种诱导剂的添加可能会引起交互作

用 (Cross-talk)，限制了许多启动子组合的应用[20-21]。 
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基于上述缺点，研究者希望能够通过一种诱导

物质同时诱导多个基因以不同的强度表达，最先被

考虑到的方法是对启动子进行改造。多种方法被应

用于对启动子的筛选及人工改造。构建启动子库是

一种获得多种使用相同诱导剂而强度不同的启动子

的有效方法，该方法也可被称为“启动子工程”，其

理论基础是保持调控蛋白结合位点序列不变，通过

改变启动子−10 区和−35 区的保守序列或者其间的

若干个碱基，可将启动子的强度调整至不同的水

平[16]。Nevoigt 等使用随机突变构建出一个酿酒酵

母 Saccharomyces cerevisiae 中的 DAN1 启动子库，

并使用多级流式细胞术筛选出溶氧敏感性的启动

子，细胞在生长过程中对氧气的消耗即可诱导启动

子的启动[22]。对于启动子−10 和−35 保守区碱基的

突变会使启动子的强度发生较大的变化，而对两者

之间碱基进行突变对启动子强度的影响较小，适合

于更加精细的对启动子进行改造[23]。Jensen 等通过

保持保守序列不变，而随机突变之间的分隔区域，

构建了乳酸乳球菌 Lactococcus lactis中的启动子库，

筛选得到了 38 个突变的启动子，其启动强度从 0.3

个单位到 2 000 个单位不等。更值得注意的是，所

获得启动子强度的增强并非跳跃式的，而是逐步升

高 [24]。通过构建这一类启动子库，可以选择合适的

启动子对不同蛋白质的表达水平进行更加精细的控

制，这对细胞工厂的设计将会起到重要的帮助作用。

构建启动子库的方法可以使细胞工厂体系中所有的

基因由同一种诱导剂进行诱导，并且不用顾及诱导

剂的加量而使各个基因按照合适的水平进行表达。

但是其构建的过程往往较为困难，并且对于一条代

谢途径进行控制时，必须首先对各个步骤酶的活性

进行复杂的优化以确定选用何种强度的启动子进行

控制[20]。 

除了针对启动子的选择和改造以外，还有其他

的方法可以对转录过程进行控制。Khlebnikov 等通

过添加可以独立地对于诱导剂的运输进行控制的基

因，限制诱导剂进入细胞的过程，构建了一套阿拉

伯糖诱导的可调控表达系统[25]。使用外源的 RNA 聚

合酶或者转录因子，同样可以在单个细胞的水平对

基因表达进行控制[20]。微生物基因组中的 σ 因子是

RNA 聚合酶的亚基之一，其变化可以改变启动子

对于 RNA 聚合酶的选择性，影响转录水平，从而

可 以 对 转 录 组 进 行 总 体 水 平 上 的 控 制 [26-28] 。

Stephanopoulos 课题组通过随机突变大肠杆菌中的

σ70 因子，同时改变了多个基因的调控并进行优化，

增加了外源构建的番茄红素生产途径的代谢产量及

宿主的抗逆性[29]。 

2.2  针对 mRNA 翻译过程的控制策略 
传统的在翻译水平对于基因表达的控制是由突

变核糖体结合位点以增强或减弱翻译起始的水平实

现的，而现在已经发展出更加先进的方法，包括使

用人工的核酶、核糖开关  (Riboswitch) 等感应组

件、人工构建操纵子并改变操纵子基因间序列 

(Intergenic region)、构建基因间序列库等。 

生物体中的许多 mRNA 含有一种称为核糖开关

的调控装置，该装置是一类具有复杂折叠结构的

RNA 结构域，位于 mRNA 的 5′非翻译区  (5′ 

Untranslated regions, 5′UTRs)，在其寡核苷酸适配子

部分  (Aptamers) 与特定的小分子物质结合的情况

下，通过使 mRNA 发生某些结构变化而影响 mRNA

翻译的起始、延伸等过程，从而调节基因的表达水

平[30]。相对于在特定蛋白的帮助下与 mRNA 结合的

小 RNA (MicroRNAs, miRNAs) 和干扰 RNA (Short 

interfering RNAs, siRNAs) 调控方式，每一个核糖开

关与一种特定的简单物质 (抗生素、代谢产物等) 相

应的结合即可行使其功能，而不需要辅助蛋白质参

与这一调节过程[31]。并且，如果通过体外人工筛选

获得可识别细胞代谢物的适配子[32]，则可设计出根

据细胞自身的代谢状况调节基因表达的系统，故核

糖开关被认为能够比启动子更精确地调节基因表达

和优化代谢途径[16]。在细胞工厂的设计方案中，可

以通过添加人工构建的核糖开关对基因的表达进行

控制。人工构建的核糖开关主要有通过插入适配子

进行调控，通过促使 RNA 螺旋移动的方式进行调

控，通过反义 RNA 进行调控等几种方式[31]。其中，

人工选择合适适配子插入 mRNA 的调控方法只有在

真核细胞中的应用报道，如哺乳动物细胞 [33]、酵

母[34-35]等，而在微生物中难以加以应用。这是因为

插入的适配子只有位于核糖体结合区域和翻译起始
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密码子之间才能发挥作用，而原核生物的核糖体结

合位点 (SD 序列) 与起始密码子在空间上是紧密偶

联的，两者之间的距离不能超过 13 个核苷酸。除非

能够筛选出新型的适配子，一般意义上的适配子无

法插入到这么短的一段距离内[31]。利用 RNA 螺旋移

动的方式进行调控是一种原核细胞适用的调控策

略，即在目标 mRNA 的 SD 序列之前添加含双结构

域的元件，阻碍核糖体小亚基与 SD 序列结合，当

特定配体与适配子结构域结合时，会造成另一个结

构域——桥状结构域发生滑动，使该元件整体远离

SD 序列，核糖体得以结合上去，从而使翻译起始[36]。

反义 RNA 调控同样可以在微生物中加以应用，其方

式是通过一小段人工插入的 RNA 序列 1 与原始

mRNA 的 SD 序列形成颈环结构，阻碍核糖体的结

合，而通过另一小段额外转录的非编码 RNA 序列 2

高特异性地结合 RNA 序列 1，可以解除其与 SD 序

列的结合，颈环结构消失，翻译得以起始[37]。在细

胞工厂的设计中，合理地加入不同类型的核糖开关

组件，可以达到控制多个基因的差异水平表达的效

果，甚至是与细胞代谢情况密切相关的表达控制。 

在微生物中，多亚基蛋白或是一条代谢途径中

的多个酶通常位于一个由单个启动子控制的操纵子

中，而操纵子通过某些机制改变转录物稳定性或者

翻译起始能力，以协调这些基因的表达水平。这种

调控方式为在 mRNA 水平上人工控制多基因差异水

平表达提供了另一种思路，即将多个基因构建在一

个操纵子中，再对操纵子中基因间的序列进行改造，

引入 mRNA 的二级结构或者 RNA 酶作用位点等调

整 mRNA 的性质，从而影响基因的表达水平。该种

方法可以在使用一个启动子、一种诱导剂的作用下

实现多种蛋白的差异水平表达。Keasling 课题组对

这种控制策略进行了较为系统的研究。该课题组在

大肠杆菌宿主中尝试使用经过系统设计的操纵子

基因间序列进行调控，将编码绿色荧光蛋白的 gfp

基因和编码半乳糖苷酶 N 端的 lacZ 基因依次置于

一个操纵子中，而将两段编码区中间设计一段特殊

的序列，在初始 mRNA 上 5′端至3′端依次结构为：

gfp 基因-发夹结构-RNA 酶 E 酶切位点-发夹结构- 

lacZ 基因-发夹结构，在其加工过程中该段序列会被

RNA 酶剪切为两段单独的 mRNA，而通过加入的

发夹结构影响两段 mRNA 各自的稳定性，使用不

同的 RNA 酶 E 酶切位点以及发夹结构，可以将 2

种酶的酶活控制在不同的比例[38]。如果将 2 个编码

基因 gfp 和 lacZ 的位置互换，同时分别使用上述控

制策略，能够使两者的酶活相差更大[39]。然而，上

述方法也存在着缺陷。首先，同启动子的诱导剂一

样，多种转录后的调控元件会有交互作用，如 mRNA

降解影响转录，而转录状况的变化又有可能加速

mRNA 的降解[40]；其次，上述方法只能将 2 个基因

的相对活性控制在少数几个固定的水平，因此在实

际的代谢途径构建中难以设计出能将相对比例控制

在合适水平的组件。为了克服这些缺陷，该课题组

构建了一个可调节基因间序列  (Tunable intergenic 

regions, TIGRs) 库，通过 PCR 将 4 组寡核苷酸序列

随机组合，得到了 104 个基因间序列，这些序列包

括不同 mRNA 二级结构、RNA 酶剪切位点、核糖

体结合位点抑制序列等的组合。再经过转化子筛

选，得到的可调节基因间序列库可以将 2 个基因编

码蛋白的活性比例在 1∶1 到 1∶100 的范围内改变。

通过选择合适的序列，他们优化了在大肠杆菌中构

建的甲羟戊酸合成途径，并成功地将其产量提高了

7 倍[41]。 

2.3  应用支架蛋白质的控制策略 
在细胞工厂的构建过程中，相比于基因水平上

的改造，在蛋白质层次上对于代谢途径的平衡和控

制较为困难，因为蛋白质的定向进化或修饰是一项

相当复杂的工作，虽然具有理论上的可能性，比如

通过改造调整代谢关键步骤酶的酶活，使构建的代

谢途径达到平衡，但其实验的设计、操作都具有较

高的难度。而另一种针对蛋白质的特殊调控策略研

究正在逐渐开展起来，即使用人工合成的支架蛋白

质 (Scaffold proteins) 对代谢途径中的各个组件进

行模块化的控制 (Modular control)。支架蛋白本身

是一种存在于生物信号转导系统中的辅助蛋白，在

空间上将该系统中的多个蛋白组织到一起，形成一

个复合物[42-43]。Bashor 等报道了使用酵母中改造的

Ste5 支架蛋白对酵母接合 MAP 激酶途径进行调整，

在自然状态下，酵母中的 Ste5 支架蛋白将 3 个接合
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MAP 激酶途径中的蛋白整合在一起，而该工作在

Ste5 上额外添加了一个碱性亮氨酸拉链结合位点，

再通过添加装有酸性亮氨酸拉链的正 /负调节剂 

(Modulators)，即可以将该途径的代谢通量上调或者

下调[44]。自然存在的支架蛋白质只限应用于其固有

的信号途径中，相应的改造同样应用十分局限，但

以其原理为基础，也可以构建出完全根据需要而人

工设计的支架蛋白质原件。Keasling 课题组在该领

域同样有突出的贡献，他们针对在大肠杆菌中构建

的甲羟戊酸代谢途径设计了一个支架蛋白组件，该

蛋白由 3 个不同的配基组成，而在该代谢途径的 3

个酶上各添加一个相应的配体，通过该支架的作用，

可以将 3 个酶同时固定在一个复合物中。如果将支

架蛋白质的 3 个配基设定为不同的数量，则可以

在同一支架上固定不同数量的 3 种酶，以此可以

调整 3 个酶的数量的比值。该设计方案不仅可以

优化代谢途径中多个酶的化学计量数比，平衡途径

中各个环节的流量，还可以缩短各个酶之间的空间

距离，起到“底物通道”(Substrate channeling) 的

效果，使中间代谢产物传递距离更短，与细胞环境

的接触更少而避免扩散和降解。在这些特点共同的

作用下，甲羟戊酸的产量成功地提高了 77 倍[12]。

人工设计的支架蛋白质对于多基因表达的控制虽

然精密、高效、应用范围广，但是其设计和实施同

样较为复杂，实施的难度较高，目前类似的工作报

道很少。

 

图 1  微生物细胞工厂中多基因表达调控方式总览[12,20] 

Fig. 1  Overview of the regulation strategies for multiple genes expression in microbial cell factory[12,20]. 
 

3  结论与展望 

微生物细胞工厂的设计是精细而复杂的，然而

随着代谢工程、合成生物学等相关研究工作的不断

深入，已经为这项工作提供了越来越多的服务平台。

各种文库如启动子文库、核糖开关文库、基因间序

列文库等的构建极大地方便了对于多基因的控制，

设计者只需要选择合适的元件组合到目标外源代谢

途径中，即可以平衡各个基因的表达水平，甚至精

确地控制各个酶数量和活性的相对值。目前，研究
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者进一步认识到，除了自身的平衡问题以外，一条

外源代谢途径的植入会在代谢网络的层次上对宿主

菌株产生许多干扰[45]，而以生物信息学、基因芯片

技术、功能基因组、转录组、蛋白质组学等为辅助，

解决工程菌株整体代谢网络中存在的问题，构建更

加高效和复杂的细胞工厂系统已经成为研究的新热

点，对于多基因代谢途径控制的研究已逐渐从模块

化的组件水平上升至完整的系统水平。计算机辅助

工具以及专用代谢模拟工具的出现和完善将会进一

步为含有多个外源基因细胞工厂体系的设计提供强

有力的支持，但是相关的开发工作仍处于起步阶段，

并且难度较大。因为微生物细胞即使相对于自然界

中其他的生命体系较为简单，其对于计算机编程来

说仍然还是一个十分复杂的系统。一个可行的方向

是构建只含有最小基因组(Minimal genome)[46]的宿

主菌株，最大程度地减少宿主本身代谢的复杂性，

简化计算机模拟程序的设计。相信在不久的将来，

将有越来越多设计精密、含有更多更复杂的基因而

控制又更加方便的细胞工厂系统，能够为人类社会

作出巨大的贡献。 
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