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摘  要 : 动力学模型分析有利于理解生物系统的调控机制，从而为高效细胞工厂的理性设计提供指导。基于

以往发表的相关途径动力学模型和测量的酶动力学数据，开发了大肠杆菌苏氨酸合成途径的动力学模型。模型

包含从天冬氨酸至苏氨酸的合成途径及葡萄糖开始的为合成途径提供前体以及能量的代谢途径。与以往模型不

同的是新模型中考虑了能量和还原力的平衡，从而使模型模拟的系统自身成为一个不需要从外界提供能量和还

原力的自洽系统。模型稳态分析的结果表明 PTS、G6PDH 和 HDH 等反应对苏氨酸合成反应的通量控制系数

较大，通过过表达这些反应的酶可以有效增加苏氨酸合成反应的通量。 

关键词 : 动力学模型，大肠杆菌，苏氨酸生物合成，代谢控制分析 
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Abstract:  Kinetic model analysis is a useful tool for understanding the regulation and control of cellular metabolism and thus 
offering a guideline for rational design of high efficiency cell factory. Based on previously published models and experimental 
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measurement of enzyme kinetics data, we developed a kinetic model for the threonine biosynthesis pathway in Escherichia coli. 
This model integrates the central pathways that produce precursors, ATP and reducing power with the threonine biosynthesis 
pathway from aspartate. In contrast to the previous models, we considered the energy and reducing power balance rather than 
artificially set their concentrations. Metabolic control analysis of the model showed that enzymes PTS, G6PDH, HDH etc. have 
great flux control coefficients on the threonine biosynthesis flux. This indicates higher threonine synthesis flux could be achieved 
by overexpressing these enzymes. 

Keywords:  kinetic model, Escherichia coli, threonine biosynthesis, metabolic control analysis 

伴随着组学数据的大量获得，各种组学尺度

的代谢网络模型不断发展和完善。利用通量平衡

分析等算法可以由代谢网络模型求得某一产物

生成的最优途径。获得的结果在代谢途径设计、

敲除靶点预测等方面都具有重要指导作用[1]。与

基因组规模代谢网络模型相对应，动力学模型由

于需要较多的动力学参数数据一般只针对包含

较少反应的代谢途径。但动力学模型具有更强的

预测能力，可以分析在各种扰动下途径速率的变

化，通过模型模拟和控制分析更准确地预测敲除

和扩增靶点，从而为高效细胞工厂的理性设计提

供指导[2]。目前人们进行动力学模型构建主要是

基于已有的生化知识来选择在模型中包括哪些

反应，而由基因组尺度代谢网络模型求得的最优

途径也可以作为动力学模型构建的出发点。与传

统方法相比，这种方法得到的模型自身就是满足

能量和还原力平衡的，因此不需要人为设定一些

代谢物如 ATP、ADP、NADH 等的浓度。本文中

即采用这种新的方法确定了大肠杆菌中由葡萄

糖出发合成苏氨酸的代谢途径的动力学模型的

初始反应集，进而结合以前发表的相关模型中的

动力学数据确定各反应的动力学方程和参数，最

终得到了一个完整的能量和还原力平衡的苏氨

酸合成途径动力学模型。 

作为鸟类和哺乳类动物的必需氨基酸之一，

苏氨酸对维持人类与动物的营养和健康具有重

要意义，被广泛应用于食品、饲料、药品及化工

领域，全球需求量逐年增长[3]。目前，苏氨酸主

要通过大肠杆菌等细菌的生物发酵制备[4]。为选

育苏氨酸高产菌株提供指导是人们构建苏氨酸

合成途径动力学模型的主要目的。Chassagnole 

等曾提出一个基于实验数据确立的苏氨酸合成

动力学模型，通过模型对苏氨酸合成途径中各步

反应对苏氨酸合成通量的影响进行了深入分析。

但该模型中仅包括从天门冬氨酸到苏氨酸的 5 步

反应，过于简单[5-6]。2009 年，该实验室进一步

将该模型发展为包括了从葡萄糖出发到苏氨酸

的完整合成途径，并结合代谢途径的通量分布的

测量结果预测和验证了丙酮酸激酶敲除对苏氨

酸合成的促进作用[7]。苏氨酸合成是一个高还原

力和能量需求的过程，实际苏氨酸菌种改造过程

中常常涉及到包括中心代谢内的其他代谢途径

以满足还原力和能量平衡的需求，但在已发表的

模型中均未考虑能量和还原力的供给而是直接

固定 ATP、NADH 等的浓度，这样就会使得计算

结果的准确度受到影响。本文针对这一问题，以

基因组规模代谢网络分析求得的最优途径为出

发点来构建动力学模型，不但考虑苏氨酸合成的

碳源需求，还考虑了其合成过程中消耗的 ATP、

还原力等对碳源的需求，可以使计算结果更为可靠。 
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1  动力学模型构建 

1.1  动力学模型结构的确定 

我们用大肠杆菌的基因组规模代谢网络模型

iJO1366[8]计算了从葡萄糖出发合成苏氨酸的最优

代谢途径。发现最优途径中糖酵解主要通过磷酸

戊糖途径进行，但考虑到实验测得的通量分布中

以 EMP 途径为主[7]，我们构建的动力学模型中将

EMP 途径和磷酸戊糖途径都包括了进来，整体代

谢途径如图 1 所示。为了构建该完整代谢途径的

动力学模型，我们主要参考了两个已发表的模型

来确定动力学方程和参数，分别为从葡萄糖到丙

酮酸的中心代谢途径动力学模型 (图 1 中细实线

部分)[9]和从天冬氨酸到苏氨酸合成途径的模型 
(图 1 中虚线框内的反应)[5-6]。以上两个模型已被

BioModels Database 收录[10]，模型编号分别为 051

和 066，下文简称为模型 a 和模型 b。其中模型 a
模拟的是细胞生长过程，其中包括了大量用于生

长的稀释反应及用于生物质生成的合并反应。因

为我们建模的目的是模拟能量和还原力平衡的苏 

 
 
图1  大肠杆菌产苏氨酸模型的生物合成途径及稳态下的通量分布 (酶和代谢物的全名见表2、表3) 
Fig. 1  Metabolic pathways in the E. coli threonine biosynthesis model and the flux distribution in the metabolic 
pathways at steady state. 
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氨酸合成过程，所以去掉了这些与生长相关的反

应。同样的，模型 b 中包含的两个与生长过程相

关的 NADPH 和 ATP 的内源消耗反应也去掉了。

由于赖氨酸和苏氨酸均由天门冬氨酸合成得到且

第一步反应相同 (同工酶)，我们在模型中亦考虑

了赖氨酸合成这一分支途径，以及赖氨酸对天冬

氨酸激酶 III 的抑制影响，以考察酶量和调控特性

的改变对两个分支途径间通量分配比的影响。 
模型 a 和 b 之间存在缺口，为了整合两个模

型，我们通过 BRENDA 数据库的动力学数据和其

他文献发掘工作为 13 个新反应添加了相应的动力

学方程和参数值等相关信息，模型中新增反应及

其方程详见表 1。下面对这些新增反应的根据进行

详细阐述。 

PPC和 GOT两步反应使模型 a中的磷酸烯醇

式丙酮酸可以形成草酰乙酸继而生成天冬氨酸，

与模型 b 实现连通。由于谷草转氨酶反应 (GOT) 

同时将谷氨酸转化为 α-酮戊二酸，因此需要新反

应 GluS 由酮戊二酸生成谷氨酸以实现两个代谢

物的平衡。以上两个反应的动力学方程均遵守

Ping-Pong 机制[11-12]，动力学参数的取值参考自

BRENDA 数据库，各反应的 rmax 取值见表 3。 

模型 a 中葡萄糖的转运是通过 PTS 实现的，

在这个过程中 pep 转化为丙酮酸，并且 pep 还通

过回补途径生成草酰乙酸 (反应 PPC) 用于苏氨

酸合成，因此在代谢网络分析求得的最优途径中

还包括反应 PWD 以将 pyr 转化回 pep。同时由于

该过程生成了 AMP，还需要 AdeK 反应以保证

AMP 的产生与消耗之间的平衡。以上两个反应均

为不可逆反应，动力学方程采用双底物不可逆顺

序反应机制[15-16]。

 
 

表 1  模型中新增反应及其动力学方程 
Table 1  New reactions and kinetic rate equations in the integrated model 

Index Reaction Kinetic rate equations Reference
1 PPC pep + HCO3

– = phos + oaa; asp, fdp: 
PP fdp PP gtp

PP asp

fdp gtpmax
PPC pep

PPCfdp PPCgtp

PPC

asp
PPCpep PPCpep pep

PPCaspinh

1 1
C C

C

n n

n

C C
r C

K K
r

C
K K C

K

⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞ ⎛ ⎞⎜ ⎟⎜ ⎟+ +⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎝ ⎠ ⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠=
⎛ ⎞

+ +⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠

 

[11] 

2 GOT oaa + glu = asp + akg: 
max

oaa glu GOT GOTeq akg aspmax
GOT GOT

GOToaa glu GOTglu oaa oaa glu GOTakg asp GOTasp akg akg asp

 K
–

C C r C C
r r

K C K C C C K C K C C C
⎛ ⎞ ⎛ ⎞

= ⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎜ ⎟+ + + +⎝ ⎠ ⎝ ⎠
 

[12] 

3 GluS glut + akg + NADPH = 2glu + NADP: 
max

akg nadph GluS GluSeq glu nadpmax
GluS GluS

GluSakg nadph GluSnadph akg akg nadph GluSglu nadp GluSasp glu glu nadp

C C r K C C
r r

K C K C C C K C K C C C
⎛ ⎞ ⎛ ⎞

= −⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎜ ⎟+ + + +⎝ ⎠ ⎝ ⎠

[13] 

4 LS asa + pyr + NADPH + succinyl-CoA + glu -> lys + NADP + akg + CoA + CO2: 
max

LS asa
LS

lys

LSlysinh

1
n

r Cr
C

K

=
⎛ ⎞

+ ⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠

 

[14] 
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   续表1

5 PWD ATP + pyr + H2O = AMP + pep + phos: 

amp pep oaa

max
PWD atp pyr

PWD

amp pep oaa
PWDpyr atp PWDatp pyr atp pyr

PWDampinh PWDpepinh PWDoaainhi

max
PWD PWDeq atp pyr

pep amp PWDamp

 

1 1 1

 

n n n

r C C
r

C C CK C K C C C
K K K

r K C C

C C K C

= −
⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞ ⎛ ⎞ ⎛ ⎞⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟+ + + + +⎜ ⎟ ⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎝ ⎠⎝ ⎠ ⎝ ⎠ ⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠

+
oaa

oaa
pep PWDpep amp

PWDoaainh

1
n

CK C
K

⎛ ⎞⎛ ⎞⎜ ⎟+ + ⎜ ⎟⎜ ⎟⎝ ⎠⎝ ⎠
 

[15] 

6 AdeK ATP + AMP = 2ADP : 
max

AdeK atp amp
AdeK

adp
AdeKatp AdeKamp AdeKatp amp AdeKamp atp atp amp

AdeKadpinh

max 2
AdeK AdeKeq adp

amp2 2
AdeKadp adp AdeKadp adp

AdeKampinh

C K C C C 1

1 2

r C C
r

C
K K K

K

r K C
C

K C K C
K

= −
⎛ ⎞

+ + + +⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠

⎛ ⎞
+ + +⎜ ⎟⎜ ⎟

⎝ ⎠

 

[16] 

7 PDH pyr + ADP + 4NAD + FAD = ATP + 4NADH + FADH2 + 3CO2: 
PDH

PDH

nmax
PDH pyr

PDH n
PDH pyr

r C
r

K C
=

+
 

[9] 

8 NT NADPH + NAD = NADH + NADP: 

nadph nadmax
NT NT

NTnadph NTnad NTnadh nad NTnad nadph nadph nad

max
NT NTeq nadp nadh

NTnadp NTnadh NTnadp nadh NTnadh nadp nadp nadh

 

K

C C
r r

K K K C K C C C

r C C
K K K C K C C C

⎛ ⎞
= −⎜ ⎟⎜ ⎟+ + +⎝ ⎠

⎛ ⎞
⎜ ⎟⎜ ⎟+ + +⎝ ⎠

 

[17] 

9 RCR1 NADH + 1.85ADP = NAD + 1.85ATP: 
3

nadp adpmax
RCR1 RCR 3 3

RCRnadh adp RCRnadp nadh adp nadh

C C
r r

K C K C C C
⎛ ⎞

= ⎜ ⎟⎜ ⎟+ +⎝ ⎠
 

[18] 

10 RCR2 ADP + FADH2 = ATP + FAD: 
RCR2

2

RCR2
2

nmax
RCR2 FADH

RCR2 n
RCR2 FADH

r C
r

K C
=

+
 

[9] 

11 NDPK ATP + GDP = GTP + ADP: 
max max

NDPK atp gdp NDPK NDPKeq gtp adp
NDPK

NDPKgdp atp NDPKatp gdp gdp atp NDPKgtp adp NDPKadp gtp gtp adp

r C C r K C C
r

K C K C C C K C K C C C
= −

+ + + +
 

[19] 

12 TD thr =： 

TD D thrr K C=  

 

13 LD lys =： 

LD D lysr K C=  
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Rodríguez-Prados等的实验分析表明苏氨酸合

成时三羧酸循环各反应亦有较高活性, 主要是为

苏氨酸合成提供能量和还原力[7]。在我们的模型中

类似于模型 a采用了一个合并反应 (PDH) 来表示

pyr 经过三羧酸循环后分解产生 ATP、NADH 和

FADH2 的过程。由于大部分的 ATP 都是通过氧化

磷酸化途径产生的，我们在模型中添加了 RCR1 

(Respiratory chain reaction) 和 RCR2 两个反应用

以体现NADH和FADH2经呼吸链电子传递后生成

ATP 的过程。其中 ATP/NADH 的转化计量系数

1.85 和 ATP/FADH2 的转化计量系数 1 都是基于文

献报道的呼吸链效率确定，均低于其最大理论  

值[20]。由于 PDH、RCR1 和 RCR2 这 3 个反应均

为多个反应的合并反应，无法通过酶动力学机理

确定合适的动力学方程，因此我们补全 PDH 反应

式中的计量关系后，采用了模型 a 中原有的 PDH

反应动力学方程及参数。RCR1 反应的动力学方程

以呼吸链第一步反应的 Ping-Pong 机制及其动力

学参数值代表[18]。由于 RCR2 中的 FADH2 的消耗

速率与 PDH 中的 FADH2 生成速率必须保持相同，

RCR2 的动力学方程及其参数值设置与 PDH 中基

本相同，不同之处在于其反应速率随 FADH2 的浓

度变化而变化 [9]。NDPK 反应实现了 ATP 和

GTP(三羧酸循环途径中产生)之间的转换，反应动

力学机制为 Ping-Pong 机制[19]。三羧酸循环过程产

生的主要是 NADH，而苏氨酸合成需要的是

NADPH。PP途径产生的NADPH不足以满足需要，

需要由 NADH 转化得到。因此我们添加了 NT 反

应以实现 NADH 和 NADPH 之间的转化，反应动

力学方程采用可逆的双底物顺序反应机制[17]。赖

氨酸合成途径也用一个合并反应 LS 表示, 其受产

物赖氨酸的抑制，反应动力学方程参考 Contador 

等构建的模型[14]。苏氨酸和赖氨酸的排出反应 TD

和 LD 均采用一级反应动力学方程，其反应速率与

浓度成正比 (文中所涉及的全部反应与代谢物名

称简写的全名参见表 2、表 3)。 

1.2  模型修正及初始浓度设置 
为保障模型构建的准确性，首先检查两个模

型中的计量关系和反应可逆性信息。两个模型由

于反应物的代谢途径关系不完整，往往需要固定

大量的反应物浓度才可使模型达到稳态。整合后

的模型由于添加了 13 个新反应和完善了能量及还

原力的计量关系，在极大程度上提高了模型的自

洽能力。新模型中，ATP、NADH、NADPH和FADH2

等物质从模型 a 中固定浓度的全局变量，调整为

随系统运行发生浓度变化并最终可以达到动态平

衡的反应物。因此，在固定外部葡萄糖浓度的前

提下，只需固定磷酸根离子和二氧化碳的浓度为

较高的数值 (视作充足供应)，对其余包括能量和

还原力在内的反应物的初始浓度赋值不再严苛要

求。除葡萄糖外的各反应物的初始浓度只影响模

型最初运行阶段的反应速率，并不会影响系统最

终的稳定状态和控制关系，所以模型中的初始反

应物浓度多沿用模型 a 和 b 中的数据。新增反应

物的初始浓度参考细胞组成数据范围进行赋   

值[21-22]，最终所有反应物初始浓度值设置详见表 2。 

1.3  模型调试及最终参数设置 
由于两个模型出于不同的构建目的、创建于不

同的反应体系，各自的通量水平存在很大的差异。

添加新反应以及能量和还原力的计量关系后，模型

初步运行后无法达到稳定状态。通过观察稳态运行

的结果，发现无法得到稳定解的原因是中心代谢部

分的通量远高于苏氨酸合成部分的通量，导致 asp

不断积累。这种现象在整合不同模型的过程中非常

普遍，也是模型整合要解决的首要问题。从 pep 形

成 oaa 开始，至最后生成 thr 的反应过程为线性途 
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径，且 pep 生成 oaa 的反应决定了糖酵解途径向苏

氨酸合成子途径的通量分配，因此 asp 的积累意味

着模型 a 向模型 b 的通量分配高于模型 b 所能承受

的通量，需将合成 asp 的 PPC 反应速率降低，或者

提高消耗 asp 的 AK 反应的速率。调整 asp 的相关

反应速率后，asp 的积累得到控制，但随之会带来

其他代谢物的积累，但可采用类似思路进行调整以

最终得到稳定解。需要说明的是由于代谢网络中存

在的复杂调控关系及非线性动力学方程，这个过程

常常需要不断的试差才能得到一个可以稳定运行

的模型。目前阶段还没有一套标准化的系统的调试

方法，但可根据经验把主要的调试方法分为 3 种情

况：1) 对于存在于线性途径中的反应物，可以先

将途径外的其他反应的速率设置为零，然后根据途

径中反应物的积累情况，增加其消耗反应的最大反

应速率 rmax或者降低其作为生成物的最大反应速率

即可。2) 针对类似 ATP(ADP 和 AMP)、NAD 

(NADH)以及 NADP(NADPH)等这样在很多反应中

均涉及的、但存在固定转化关系的反应物组，可以

先将其他组反应物的浓度固定，如固定 ATP(ADP

和 AMP) 和 NAD (NADH) 两组代谢物的浓度，单

独调整 NADP 和 NADPH 之间的平衡，就很容易发

现导致崩溃的原因。同理再逐步将其他两组反应物

改为可变的，一一调整即可。3) 通过 COPASI[23–24]

软件自带的参数扫描功能对各反应 rmax进行鲁棒性

分析，着重调整鲁棒性较差的反应的 rmax。经过上

述过程的反复调试，我们最终使模型得到稳态解，

此时模型中的部分参数设置如表 3 所示。 

2  模型模拟分析 

2.1  稳态通量分布 
我们利用COPASI软件对上述构建好的模型进

行稳态运算，存在赖氨酸分支时，得到 PTS 反应 

表2  模型中设定的代谢物的初始浓度 
Table 2  Initial concentrations of metabolites given 
in the integrated model 

Species 
Concentration 

(mmol/L) 
exGlc: Extracellular glucose 4.4 (fixed) 
pyr: Pyruvate 2.70 
pep: Phosphoenol pyruvate 2.5 
g6p: Glucose-6-phosphate 3.42 
f6p: Fructose-6-phosphate 0.59 
6pg: 6-Phosphogluconate 0.80 
fdp: Fructose-1,6-bisphosphate 0.255 
sed7p: Sedoheptulose-7-phosphate 0.27 
gap: Glyceraldehyde-3-phosphate 0.21 
e4p: Erythrose-4-phosphate 0.095 
xyl5p: Xylulose-5-phosphate 0.135 
rib5p: Ribose-5-phosphate 0.39 
dhap: Dihydroxyacetone phosphate 0.16 
pgp: 1,3-Diphosphosphoglycerate 0.007 5 
3pg: 3-Phosphoglycerate 2 
2pg: 2-Phosphoglycerate 0.37 
ribu5p: Ribulose-5-phosphate 0.11 
aspp: Aspartyl phosphate 0.2 
asa: Aspartate beta-semialdehyde 0.2 
phs: O-Phospho-homoserine 0.2 
hs: Homoserine 0.2 
asp: Aspartate 0.2 
oaa: Oxaloacetate 2 
glu: Glutamate 1 
akg: alpha-Ketoglutarate 0.5 
thr: Threonine 0.2 
lys: Lysine 0.46 
GTP 1 
GDP 1 
ATP 4.27 
ADP 2 
AMP 0.955 
NADP 1 
NADPH 1 
NAD 2 
NADH 2 
FAD 2 
FADH2 2 
CoA 1 (fixed) 
succinyl-CoA 1 (fixed) 
phos: Phosphate 10 (fixed) 
CO2 10 (fixed) 
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表3  模型中最终设定的rmax值 
Table 3  Final rmax values in the model 

Reactions 
rmax 

(mmol/(L·s))
PTS: Phosphotransferase system 8 000 

PGI: Glucose-6-phosphate isomerase 650.99 

PFK: Phosphofructokinase 1 840.58 

TKa: Transketolase a 9.47 

TKb: Transketolase b 86.56 

TA: Transaldolase 10.87 
ALDO: Aldolase 17.41 
TPI: Triosephosphate isomerase 68.67 
PGK: Phosphoglycerate kinase 3 021.77 
PGM: Phosphoglycerate mutase 89.05 

ENO: Enolase 330.45 

PK: Pyruvate kinase 0.06 

R5PI: Ribose-phosphate isomerase 4.84 

Ru5P: Ribulose-phosphate epimerase 6.74 

PGDH: 6-Phosphogluconate dehydrogenase 16.23 
LS: Hydroxy tetrahydrodipicolinate synthase 
etc. 

4 

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate  
dehydrogenase 

921.59 

GluS: Glutamate synthase 1.5 

AK: Aspartate kinase 25;12.5 

HDH: Homoserine dehydrogenase 16.7 

HK: Homoserine kinase 1.00 

TS: Threonine synthetase 0.42 

PWD: Pyruvate water dikinase 0.2 

AdeK: Adenylate kinase 1 

PDH: Pyruvate dehydrogenase etc. 6.06 

NT: NAD(P)+ transhydrogenase 15 

RCR1: respiratory chain reaction 1 0.3 

RCR2: respiratory chain reaction 2 6.06 

NDPK: nucleoside-diphosphate kinase 0.1 

GOT: Glutamic oxalacetic transaminase 20 

PPC: PEP carboxylase 0.11 
ASADH: Aspartate beta-semialdehyde  
dehydrogenase 

0.11 

G6PDH: Glucose-6-phosphate  
dehydrogenase 

1.38 

的通量为 0.268 mmol/(L·s)，苏氨酸合成的通量

为 0.155 mmol/(L·s)，六碳的葡萄糖转化为四碳

的苏氨酸的碳摩尔得率为 38.56%，敲除赖氨酸

分支，苏氨酸得率提高为 91.17%，接近 FBA 计

算的途径最大得率，分支途径的敲除对苏氨酸得

率的提高非常重要[3]。途径中各反应的通量分布

和主要调控关系如图 1 所示。 

2.2  代谢控制分析 
通 量控制系 数  (Flux control coefficient, 

FCC) 表明了代谢途径中的酶活性改变对途径

稳态通量的影响，定义式见方程 (1)[25]。通过比

较途径中各酶反应过程对某一途径通量的控制

系数的大小，可以确定对代谢途径 (此模型中指

对苏氨酸合成通量) 起关键控制作用的酶，进而

通过调节关键酶的浓度及活性来改变途径中的

通量分布[26]。对于FCC为正数的酶反应，表明增

加其酶量或酶活，可以提高目标反应的通量；对

于FCC为负数的酶反应，增加其酶量或酶活，则

对提高目标反应的通量不利。数值越大表明该酶

对通量影响越大, 是理想的改造位点。 

FCC i

i i

i

J
E JJ

E J E
E

∂
∂

= =
∂ ∂

           (1) 

2.2.1  关键酶预测 

通过代谢控制分析，我们获得了模型稳态状

态下酶与反应间的 FCC 矩阵。选择 FCC 矩阵中

各酶对苏氨酸合成通量和赖氨酸合成通量的

FCC 值，分布如图 2 所示。 

由图 2 可见 FCC 数值较大的反应均为途径

中的不可逆反应或者位于分支点，主要集中在糖

酵解过程以及能量和还原力的生成过程，这说明

前体、能量和还原力的供给是苏氨酸合成的主要



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  January 25, 2014  Vol.30  No.1 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

26 

限制因素。图 2A 表明对苏氨酸合成，控制步骤

主要为 ASADH 和 HDH，其中 HDH 增加对苏氨

酸的合成有利而对赖氨酸合成不利，ASADH 则

正好相反；同时，G6PDH 和 GAPDH 两个脱氢

酶对苏氨酸和赖氨酸两个竞争分支的控制作用

也是相反的，表明过表达这些酶可以为苏氨酸合

成提供更多还原力，使更多碳流从赖氨酸合成转

向苏氨酸合成。PPC 对苏氨酸合成反应的控制系

数为负值，表明 PPC 增加对苏氨酸的合成并不

总是有利的，这主要是由于反应的复杂非线性特

征及产物合成与能量和还原力供给之间的复杂

协调机制造成的。这一模拟分析结果与 Lee 等的

实验研究结果一致[3]。 

以往的研究结果已充分证实了苏氨酸对其

合成途径中的天冬氨酸激酶Ⅰ、高丝氨酸脱氢酶Ⅰ

和苏氨酸合成酶的反馈抑制作用[5-6]，因此我们

在模型中考察了解除苏氨酸抑制对其合成通量

和得率的影响，结果见图 2B。结果表明，通过

解除苏氨酸的抑制可以有效降低 ASADH 和 HDH

对苏氨酸合成的限制作用，更有利于碳流流向苏

氨酸的合成。在模型中将苏氨酸抑制解除后，

PTS/TS/LS 的通量分布由图 1 中的 0.268/0.155/ 

0.134 变为 0.248/0.296/0.027，糖转运系统 PTS 通

量没有明显变化，但是苏氨酸和赖氨酸两个分支

的合成通量比值发生明显改变，由原来的 1.16∶1

增加至 10.96∶1，苏氨酸相对于葡萄糖的碳摩尔

得率从 38.56%增加至 79.57%，这充分说明了解除

苏氨酸抑制对提高苏氨酸通量和得率的必要性。 
 

 
 
图2  不同酶对苏氨酸和赖氨酸合成反应的通量控制系数 (a: 存在苏氨酸抑制；b: 解除苏氨酸抑制) 
Fig. 2  Flux control coefficients of enzymes on the threonine and lysine biosynthesis. (A) FCCs of different enzymes at 
unrelieved threonine inhibition. (B) completely relieve the threonine inhibition. 
 



杨雪 等/大肠杆菌苏氨酸合成途径动力学模型的构建与分析 

cjb@im.ac.cn 

27

 

此外，敲除赖氨酸分支途径，重新计算后，

PK 对 TS 的 FCC 为 负 值 ， 这 一 结 果 与 

Rodríguez-Prados 等不考虑赖氨酸分支途径时提

出的 PK 敲除策略并不矛盾[7]。添加了赖氨酸分

支途径，考虑了能量和还原力的平衡关系后，在

我们的控制步骤预测结果中，PK 并不是苏氨酸

合成过程的关键酶，敲除 PK 后对 TS 的通量影

响并不明显。对此我们还需要在后续工作中对模

型进一步验证和完善。 

2.2.2  关键酶过表达分析 

对考虑苏氨酸抑制和赖氨酸分支的模型初

始状态进行的控制分析结果表明，PTS、G6PDH

和 HDH 对苏氨酸合成反应的通量具有较大影

响，即改变其酶量可以显著提高苏氨酸合成速

率。在我们的动力学模型中酶量体现在参数 rmax

中，因此我们通过提高 PTS、G6PDH 和 HDH 三

个反应的 rmax 来考察其对提高苏氨酸合成通量

的影响，结果如图 3 所示。从图 3A 可以看出，

随着 PTS 反应速率的提高，代表糖转运系统的

PTS 反应、苏氨酸合成的 TS 反应和赖氨酸合成

的 LS 反应的通量均增加，但最大反应速率增加

至 1.5 倍后，PTS 和 TS 的合成通量开始下降，

只有赖氨酸合成继续增加。图 3B 中，当 G6PDH

的最大反应速率增加时，PTS 的通量已经趋于平

衡，苏氨酸合成通量在上升，赖氨酸合成通量逐

渐下降。图 3C 中，增加 HDH 的最大反应速率，

PTS 的通量没有发生明显变化，苏氨酸和赖氨酸

的通量分布发生明显改变，通过在模型中解除苏

氨酸对 HDH 的抑制，也可以使苏氨酸和赖氨酸

的合成通量比值增加至 10.54∶1，说明 HDH 对苏

氨酸合成的限制非常强烈。通量控制系数是系统

中的局部概念，通过对上面 3 个模型初始状态预

测的关键酶进行过表达，在一定范围内确实可以

增加目标通量，但继续增加效果却适得其反，因

此在菌种改造过程中关键酶的过表达并非越多

越好,而是有一个最佳范围。我们的模型构建和

模拟分析工作都是在专用的生化反应动力学模

型工具软件 COPASI 中进行的[23-24]。 

3  结论 

我们在基因组规模代谢网络分析求得的苏氨

酸合成最优途径基础上，整合了已有的中心代谢

动力学模型和从天冬氨酸出发的苏氨酸合成动

力学模型，借助文献信息对一些新反应补充了动 

 
 

 
 
图3  稳态时糖输入通量 (PTS)、苏氨酸合成通量 (TS) 和赖氨酸合成通量 (LS) 随关键酶过表达的变化 
Fig. 3  Effect of enzyme amounts on the PTS, threonine synthesis and lysine synthesis fluxes. (A) PTS over expression. 
(B) G6PDH over expression. (C) HDH over expression. 
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力学方程和参数信息，并考虑了整个途径的能量

和还原力平衡关系、从而构建了自洽的从葡萄糖

到苏氨酸的完整代谢途径动力学模型。对新的整

合模型的代谢控制分析表明控制系数较大的反

应均为不可逆反应或者处于途径的分支点，包括

前体、能量和还原力的生成和转化过程，这表明

苏氨酸合成过程需要前体、能量和还原力的协调

分配。分析结果表明解除苏氨酸抑制确实可以显

著改变苏氨酸和赖氨酸两个分支间的通量分配，

增加苏氨酸的得率。对关键酶如 PTS、G6PDH 和

HDH 的分析表明在一定范围内提高其速率确实

可以有效提高苏氨酸合成途径的通量，但关键酶

的过表达应在一适当范围内，因为随着酶量的增

加该酶的控制系数也会减小甚至变为负值，继续

过表达反而对产物合成不利。 
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