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摘  要 : 随着高通量测序技术的快速发展，可以快速地通过基因组尺度的序列比较，来全面、系统地探讨工

业生产菌株和实验室优良菌株的遗传基础，分析基因型-表型之间的关系；同时结合准确的基因组修饰技术，

完成基于全基因组突变分析的逆向代谢工程。近年来，基于全基因组突变分析的逆向代谢工程已经成功地应用

于微生物优良菌株选育，成为了研究的前沿和热点。综述了近几年逆向代谢工程发展的研究方法，突变型-表

型相关性分析，逆向代谢工程的最新进展及其应用，并讨论其面临的问题及挑战。 

关键词 : 逆向代谢工程，基因型，表型，重构  
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Progress in inverse metabolic engineering 
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Abstract:  In the last few years, high-throughput (or ‘next-generation’) sequencing technologies have delivered a step 
change in our ability to sequence genomes, whether human or bacterial. Further comparative genome analysis enables us to 
reveal detailed knowledge of genetics or physiology of industrial important strains obtained in laboratory, to analyze 
genotype-phenotype correlations of mutants with improved performance. Based on identified key mutations or mutation 
combinations, Inverse Metabolic Engineering (IME) can be performed by using accurate genetic modification system. 
Recently, IME has been successfully used for strain improvement and has become a research hotspot, including improving 
substrate utilization, engineering the robustness of industrial microbes and enhancing production of bio-based products. 
Here, we describe recent advances in research methods of IME, with an emphasis on characterization of 
genotype-phenotype and the latest advances and application of IME. Possible directions and challenges for further 
development of IME are also discussed. 

Keywords:  inverse metabolic engineering, genotype, phenotype, reconstruction 

早在1996年，Baily首次对逆向代谢工程

(Inverse metabolic engineering，IME) 的概念及

其应用进行了详细地阐述[1]，认为逆向代谢工程

是一种有效的菌种改良策略，主要包括以下步

骤：首先，鉴定、构建或设计所需要的目标表

型；其次，分析目标表型的遗传基础或环境影

响因子；最后，通过直接地遗传修饰或环境条

件的改变，将目标表型赋予其他菌株或生物体。

经过近20年的发展，逆向代谢工程已在遗传机

理分析与胁迫抗性突变株的构建 [2-5]、底物利   

用[6-9]、生物基产品高产菌株构建[10-13]等研究方

面取得了巨大进展。 

近几年，随着以基因组测序为代表的大规

模数据产出和分析技术的发展[14-16]，传统的生

物学研究方式正在发生改变，极大加快了微生

物遗传学[17]、突变轮廓分析 (Mutational profiling)

和功能基因组学的研究进程[18]，促进代谢工程

研究模式的转变[19]。高通量测序技术能够方便

快捷地获取突变菌株基因组和转录组信息，使

基于基因组尺度的序列比较来全面、系统地分

析工业生产菌株和实验室优良菌株的遗传基础

成为可能。通过工业菌种或优良表型突变株比

较基因组学，转录组学、蛋白质组学和代谢物

组学等系统生物学方法的联合使用，系统地探

明基因型-表型关系，揭示优良表型的遗传基础，

结合准确的基因组修饰技术，指导菌种代谢工

程改进[18,20]，使基于全基因组突变分析的逆向

代谢工程成为了研究的前沿和热点，使逆向代
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谢工程进入了新的发展阶段。 

作为逆向代谢工程的第一个环节，鉴定或

构建优良表型菌株方面，已有很多详细的    

综述[21-27]介绍。本文将重点介绍逆向代谢工程

研究方法，突变型-表型相关性分析，逆向代谢

工程的最新研究进展，并讨论其面临的问题及

挑战。 

1  逆向代谢工程的原理与方法 

目前，许多重要生物基化学品的工业生产

菌株和实验室构建的优良菌株，是通过多轮理

化诱变筛选得到的。由于随机诱变引入突变点

的不确定性和随机性，这些菌株往往具有比较

复杂的遗传背景，使得通过代谢工程进一步合

理改进这些突变菌株面临着较大的挑战和困

难。例如，由于随机诱变引入突变点的不确定

性，使突变株与野生株的代谢途径存在很大的

差异，基因组尺度的代谢途径分析与in silico代

谢网络模型模拟的结果 (往往基于野生株的代

谢网络) 可能并不适用于突变株[28]。同时，大

量未知突变的存在也使得对进一步理性修饰的

解释和评估变得更为复杂；另外，由于诱变的

随机性，这些突变菌株在逐渐积累和目标表型

相关有利突变的过程中，也不可避免积累不利

突变以及与目标表型无关的中性突变。通常情

况下，积累的非有利突变远多于有利突变[29]。

同野生菌株相比，突变株大都在菌体生长速度、

底物利用范围、环境耐受性或遗传稳定性等方

面存在缺陷[30]。由于和这些不良性状相关的基

因型通常非常复杂，通过代谢工程研究手段消

除这些不良性状面临着巨大困难。由此，如何

全面、系统地确定优良突变株基因型-表型关系，

探索优良表型的遗传调控机理，消除随机诱变

引起不良性状的遗传因素，是菌种改良面临的

关键问题。 

基于全基因组突变分析的逆向代谢工程是

解决上述问题的有效策略 (图 1)。首先，利用

高通量基因组测序技术完成野生型菌株和优良

突变株的基因组测序或重测序，比较基因组学

获得突变信息；或者通过文库构建方法筛选到

目的表型菌株，对特定片段进行测序，通过序

列比对获得全部突变点；其次，结合生物化学

和生理学知识，或利用各种“组学”技术 (转录组

学、蛋白质组学、代谢物组学和代谢通量组学

等)，对突变进行相关性分类，确定潜在重要突

变，同时把突变引入到野生型菌株中验证突变

型-表型之间的关系；最后，有利突变引入到野

生型菌株中，摒弃不利突变，迭代循环操作最

终构建只含有利突变的重构菌株，重构菌株可

以进一步通过理性代谢工程改造而改进细胞的   

性能。 

重构的菌株遗传背景清晰，只携带与目标

表型相关的有利突变，保留野生型菌株的生长

良好、遗传稳定等优良表型，可以通过理性代

谢工程进一步提高菌种性能。基于全基因组突

变分析的逆向代谢工程，能够从整个代谢网络

角度分析突变与表型的关系，发现有利突变或

突变组合；新发现的优良突变还可以应用到工

业菌种的改进，以及其他相关生物基产品的代

谢工程研究。 
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图 1  逆向代谢工程重构菌株流程图 
Fig. 1  Workflow of strain reconstruction by inverse metabolic engineering. 
 

2  逆向代谢工程的最新研究进展 

2.1  基因型-表型相关性分析 
2.1.1  基于全基因组测序的基因型-表型相关

性分析 

构建和鉴定特定表型是逆向代谢工程的基

础，全基因组范围的基因型-表型相关性的阐释

是逆向代谢工程的关键。在基因型的分析方面，

高通量基因组测序手段是最为直接和快捷的方

式。2008 年，Smith 等[31]分别利用 3 种新一代

测序技术平台 (Roche 454 GS FLX，Illumina 

Solexa和 Applied Biosystems SOLiD) 对产乙醇

突变菌株树干毕赤氏酵母 Pichia stipitis Shi21

进行了全基因组测序和突变分析。突变分析结 

果表明，3 种测序平台均准确地鉴定了 14 个突

变。该研究同时证实，运用第二代测序平台测

定 10−15 倍基因组覆盖倍数的数据，可以低成

本、快速、准确地完成基因组尺度的突变点分

析。随后 Darby和 Hall[18]在 Nature Biotechnology

上撰文高度评价了 Smith等的工作，提出第二代

测序技术给科研工作者提供了前所未有的良好

技术平台，使基因组尺度的突变分析、转录组

分析、表观组学以及 DNA-蛋白交互作用等成为

常规研究。 

随后，基因组尺度遗传基础或机理阐释得

到了快速发展。Brown 等[4]利用 Roche 454 GS 

FLX 和基于芯片的比较基因组测序方法测定了

高 乙 醇 耐 受 性  (80 g/L) 进 化 热 纤 梭 菌
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Clostridium thermocellum 突变株和野生型菌株

的全基因组信息。测序发现 230 个共有突变，

并分析突变在基因组上的分布规律。作者发现

在乙醇产生途径中，双功能酶乙醛-CoA/乙醇脱

氢酶 (AdhE)存在两个非同义突变 (Pro-704-Leu

和 His-734-Arg)，根据同源建模得到的突变酶

AdhE*模型，Pro-704-Leu 位于 α-螺旋的表面，

与活性位点和辅因子结合位点较远，因此推测

该突变对辅因子的结合或催化活性影响较小；

His-734-Arg 突变与催化活性中心和辅因子结合

位点空间距离很近，而精氨酸替代组氨酸对水

溶性分子交互作用和中等极性氢键变化的影

响，对于改变辅因子的特异性是足够的，因此

推测突变酶改变了辅因子的特异性而引起该酶

发挥催化功能时结合的辅酶发生改变 (NADH

替换为 NADPH)，辅酶的改变而造成了胞内

NADP+/NADPH 比例变化，影响了其与细胞膜

的相互作用，最终导致高乙醇耐受性。 

Yang 等 [2]利用基因芯片和 Roche 454 GS 

FLX 焦磷酸测序相结合的方法，对耐乙酸产乙

醇运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis突变株和

亲本菌株 Zymomonas mobilis ZM4 进行了基因

组重测序和比较基因组分析，探讨影响突变株

乙酸耐受性的基因或调控机理。比较基因组分

析结果发现，突变株中 nhaA基因 (编码 Na+/H+

逆向转运体) 上游序列有 1.5 kb 左右的片段缺

失，ZMO1219 (编码推测性的 K+转运蛋白) 和

ZMO1184 (编码假设性蛋白) 各有一个单核苷

酸突变。转录组分析表明，nhaA 基因上游大片

段的缺失导致基因表达强度提高 16倍之多。作

者根据突变分析的结果，在野生型菌株中进行

逆向代谢工程操作，敲除了 nhaA 基因上游      

1 461 bp片段后，工程菌株表现出耐乙酸 (NaAc 

195 mmol/L，pH 5.0) 的生长特性。 

国内也有很多的课题组开展了相关的工

作，中国科学院上海生命科学院的姜卫红和杨

晟等[32]，采用相似的策略，利用 Roche 454 焦

磷酸测序对高产丁醇而不产孢子的丙酮丁醇梭

菌 Clostridium acetobutylicum EA 2018进行了全

基因组测序和转录组分析。比较基因组分析表

明，EA 2018中含有与丁醇高产相关潜在重要突

变 (46 个缺失突变和 26 个插入突变)。转录组

分析结果表明，spo0A和 adhE2的表达水平显著

提高，而大多数酸的合成途径相关基因表现为

较低的表达水平。此外，作者还发现了一个推

断性的转录调控因子 CEA_G2622 可能与木糖

的快速利用相关。高产丁醇突变株的遗传基础

阐释以及基因型-表型关系分析，对于解释突变

株不形成孢子、高溶剂产生能力和木糖的快速

利用等方面奠定了基础，也为进一步遗传修饰

获得高产菌株提供依据。 

全基因组突变分析在微生物产生次级代谢

物的基因型-表型相关性分析方面也有重要的应

用。红霉糖多胞菌是一种革兰氏阳性丝状细菌，

工业上主要用于生产红霉素 A。红霉糖多胞菌

Saccharopolyspora erythraea E3 是野生型菌株  

S. erythraea NRRL23338经过随机诱变后筛选得

到的红霉素 A 高产菌株。Li 等[33]完成了高产菌

株 E3 和野生菌 NRRL23338 的全基因组测序和

转录组表达分析。比较基因组结果表明，突变株

E3 中含有 60 个插入突变、46 个缺失突变和   

584个单核苷酸突变。不同时间点的转录组分析

表明，红霉素 A 合成途径和前体物合成途径的

基因表达水平显著上调。而先前鉴定的 ery簇调

控因子 BldD 和 ery 簇基因的表达没有显著相关

性，推测 S. erythraea E3中红霉素 A的合成存在
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其他调控机制。红霉素 A 工业化生产菌株与野

生型菌株的功能比较基因组学研究，对于从整体

上理解 S. erythraea红霉素 A的合成机制，进一

步利用逆向代谢工程修饰提供重要的依据。 

2.1.2  基于突变文库的基因型-表型相关性分析 

相对于基因组测序获得突变型-表型之间的

关系，通过文库构建的方法获得优良突变型，

进一步对突变型所携带的文库测序，鉴定突变

型-表型之间关系，成本更低，而且能更快地发

现关键突变型-表型之间的关系。 

Gill 课题组在基因组编辑技术和逆向代谢

工程方面作出了突出的成绩。早在 2003年，Gill

就发表了利用基因组学信息进行逆向代谢工程

的综述 [34]。他们开发的可追踪多元重组工程

(Trackable multiplex recombineering，TRMR)，

能同时对基因组上千个位点进行分析和修   

饰[35]，是典型的基于突变文库构建研究基因型-

表型相关性的案例。他们通过合成的DNA盒子，

扰动大肠杆菌的启动子和核糖体结合位点

(Ribosome binding site) 序列。每个盒子中包含

一个灭瘟素抗性基因 (用于重组子的筛选)、分

子标签、大肠杆菌中不同基因的同源重组序列

以及扰动基因表达的序列，其中扰动基因表达

的序列可以是强启动子 PLtetO-1和 RBS，以提高

下游基因的转录和翻译水平，或者是通过插入

序列置换基因原始的 RBS序列，以降低下游基

因翻译的起始效率。Gill课题组在 1周时间内，

构建了 8 154条核苷酸扰动片段，对大肠杆菌的  

4 077个基因分别进行基因表达的上调和下调扰

动。片段转化、重组后，抗性平板上筛选并保

存转化子。利用 Affymetrix Geneflex TAG4芯片

分析重组前的合成片段和重组后提取的混合细

菌基因组 DNA中每个分子标签的浓度，结果显

示重组后有 8 016个分子标签的信号，即成功构

建了 98% 的大肠杆菌基因表达上调或下调的

文库。为了进一步验证 TRMR 方法能够快速的

鉴定突变型-表型之间的关系，他们将构建的文

库菌株涂布到碳源分别为水杨苷、D-果糖、丙

酮醛和缬氨酸的基本盐平板上(野生型大肠杆菌

不能生长)。结果显示，文库菌株在平板上的菌

落个数是自发突变的 100 倍以上。作者采用

TAG4芯片对所有菌落进行了分析，通过芯片数

据可以根据适应度，对不同筛选条件下单个突

变进行分类。同时，作者对其中的 83个单菌落

的分子标签进行了测序，确定突变的基因型和

适应度之间的关系，与芯片分析的结果一致。

TRMR 技术最大的优势是可以在非常短的时间

内，利用带标签的合成 DNA，高效重组获得上

千个基因弱表达或强表达文库，之后辅助微阵

列技术就能对这些文库进行简单快速的追踪，

确定与表型相关的基因及其相关系数，使基因

功能研究的通量提高了几个数量级。 

2013年，Woodruff等[36]采用多种组学组合

运用的方法鉴定大肠杆菌突变文库中基因型-表

型的关系。他们首先采用富集文库的多尺度分

析 方 法 (muti-Scalar Analysis of Library 

Enrichments, SCALEs)，构建了约 100万个大肠

杆菌文库克隆，该方法建立的文库数量几乎可

以在基因组尺度上分析大肠杆菌每一个基因对

乙醇耐受性的影响。利用基因组芯片和 SCALEs

软件分析增强乙醇耐受性的基因及其适应度，

并在野生型大肠杆菌中表达得到的 14个高适应

度基因，验证引起乙醇耐受的基因。结果发现

了尚未报道的 9个基因(lpcA、arnB、arnC、tilS、
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yaeJ、fadE、serA、zur和 yicE)能够显著改善乙

醇存在时细胞的生长情况，其主要与细胞膜的

组成、翻译、丝氨酸的合成和转录调控相关。

为了进一步验证乙醇耐受性基因和分析乙醇耐

受机制，作者对乙醇耐受性最好的 5 株克隆进

行了转录谱分析，利用同位素标记相对与绝对

定量技术(Isobaric Tags for Relative and Absolute 

Quantitation，iTRAQ)对 2 株乙醇耐受性克隆进

行了蛋白质组分析。转录谱数据的分层聚类分

析表明，表达谱主要分为两个分支，含有过表

达基因 tilS 和 lpcA 的克隆，其全局表达谱与宿

主菌的表达谱类似；而含有过表达基因 yhfUT、

fadE和 serA的克隆为另一簇。其中，由 serA基

因引起的乙醇耐受菌株，表达水平变化的基因

数量最多。蛋白质组分析表明，LpcA和 TilS蛋

白是表达上调程度最高的蛋白，同时 lpcA 过表

达克隆中有 17 个蛋白上调 22 个蛋白下调，而

tilS过表达克隆中有 22个蛋白上调 17个蛋白下

调。转录谱和蛋白质组分析表明，某些乙醇耐

受菌株以相似的方式调控基因的全局表达，其

全局表达谱的变化会有一部分的重合，然而不

同乙醇耐受菌株，其在转录水平和翻译水平上，

重合的程度不同，且不同组学水平之间的相关

系数往往较小。多种组学技术的综合运用，能

够有力地鉴定基因型-表型的关系，特别是引起

全局表达水平变化或多个基因表达水平变化的

突变；此外，对于进一步阐释突变引起表型变

化的机制具有重要的意义。 

随后，Woodruff 等[37]采用类似方法构建和

筛选具有乙醇耐受性、生长迅速且高产乙醇的

文库菌株，鉴定相关表型的遗传基础，并对已

鉴定基因进行组合优化，考察不同组合对目标

表型的影响，发现过表达 otsA 基因能显著提高

乙醇耐受性和乙醇生产率。Hong等[38]采用基因

组文库构建的方法，鉴定了酿酒酵母基因组中

引起乙醇耐受性改进的基因修饰位点。在基因

组尺度上共鉴定了 4个基因(INO1、DOG1、HAL1

和 MSN2)，其中，INO1的过表达不仅能够提高

乙醇耐受性，还可以使宿主菌在高浓度糖(10%)

和乙醇(5%)的培养基中，比生长速率提高 3倍。 

虽然基于文库构建的方法鉴定基因型-表型

关系成本相对较低，能较快地鉴定重要突变，

但是突变库的构建相对繁琐，受到高通量筛选

方法的限制，且往往不能包含基因组的全突变

信息，具有一定局限性。 

2.2  逆向代谢工程的应用 
2.2.1  提高底物利用效率 

通过逆向代谢工程提高底物的利用效率主

要有两种方式：一是通过进化工程，激活潜在

的代谢途径，使细胞能够利用新的底物并提高

底物的利用效率；或者通过进化工程提高天然

底物的利用效率，获得优良突变株，进一步通

过基因型-表型关系分析，得到逆向代谢工程的

操作靶点，此方面的研究进展主要集中在木糖[39]

和半乳糖[40]等底物利用，以及非天然底物[41]或

甘油[42-44]等重要工业副产物等的利用；其次是

在异源微生物或相关模式系统中得到高效利用

底物表型，然后通过基因组测序或其他“组学”

技术分析其遗传基础，得到关键代谢途径、酶

基因，进一步在特定微生物中通过遗传修饰提

高底物的利用效率[9]。 

Palsson 课题组在利用高通量测序技术分析

进化菌株的基因型-表型关系，进而指导逆向代

谢工程研究方面作了出色工作 [45,41]。Lee 和
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Palsson[41]对 E. coli K12 MG1655菌株在以 1,2-

丙二醇为唯一碳源的基本盐培养基上进行 700

代适应性进化，筛选获得的进化菌株不仅能在

1,2-丙二醇为唯一碳源和能源的基本培养基上

正常生长，且比生长速率达到 0.35/h；进一步通

过 Illumina Solexa 全基因组测序和比较基因组

分析，发现进化过程中积累了 6个突变 (5个突

变位于编码区，1 个突变位于非编码区)，作者

通过基因吞噬 (Gene gorging) 技术和 λ-Red 重

组系统将突变点引入野生型菌株，考察每一个

突变点对进化表型的贡献度，最终将全部有利

突变引入到野生型菌株中，构建了一株表型与

进化菌株几乎相同的工程菌株。基于基因组测

序的突变分析结合有效的基因操作手段，分析

突变型与表型的相关性，重构只含有利突变的

目标表型工程菌株。 

将异源微生物的表型赋予特定微生物方

面，通过逆向代谢工程使酿酒酵母代谢木糖是

比较成功的案例。酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae 不能利用木糖作为碳源，而树干毕赤

酵母 Pichia stipitis 天然能够代谢木糖 [46]，     

P. stipitis基因组测序阐明了木糖代谢途径[47]，

作者将其木糖代谢途径引入至酿酒酵母细胞

中，使其能够利用木糖合成乙醇。然而，厌氧

条件下外源木糖代谢途径辅因子不平衡，酿酒

酵母生长缓慢[48]。为进一步理解木糖利用的代

谢机制和逆向代谢工程修饰，Wohlbach 等[9]最

近对两株天然利用木糖的甲虫关联酵母

Spathaspora passalidarum 和纤维假丝酵母

Candida tenuis进行基因组测序，并对现有的 14

株子囊菌基因组进行了比较基因组学分析，根

据真菌的系统发育树进行基因型-表型的比对分

析，同时检测了 5 株具有不同木糖利用能力的

半子囊菌的基因表达情况，发现了促进木糖利

用的潜在基因 (10个)。在酿酒酵母中分别表达

来自 C. tenuis 醛酮还原酶  (CtAKR) 和 S. 

passalidarum 未注释蛋白 (SpNA) 能够特异性

提高木糖利用效率。好氧或厌氧条件下 CtAKR

的过表达均能够显著提高木糖的利用效率，其

中厌氧条件下，发酵 72 h 木糖利用率提高了

32%，同时副产物甘油和乙酸的积累分别降低了

73%和 42%。 

2.2.2  增强环境胁迫能力 

环境胁迫是指不利于细胞生长的外部环境

因素，如抗生素、毒性化学物质、极端温度、

pH或营养限制等。在工业生产过程中，微生物

细胞会面临多种胁迫作用如酸胁迫、高温胁迫、

渗透压胁迫等。胁迫诱导的基因调节，有可能

影响细胞的许多重要生理功能，进而影响生物

转化效率，因此选择生产性能良好、对发酵过

程中的主要胁迫因素有较强耐受性的菌株至关

重要。付瑞艳和李寅[25]对利用代谢工程提高工

业微生物胁迫抗性作了系统地论述。工业化生

产过程中，为了追求产品的高得率和高产量，

需要较高的底物和目标产品浓度，特别是在生

产醇类 (如乙醇、丁醇和异丁醇) 以及氨基酸和

有机酸 (如琥珀酸、乳酸、乙酸和苹果酸) 等物

质，提高菌株对底物和产物的耐受性尤为重要。

强耐受性菌株的发酵过程能够大大简化产品的

下游处理过程，增加了产品浓度，降低成本[49]。 

相对于乙醇，高级醇 (三碳或更高碳链醇)

更适合作为液体燃料，其具有更高的能量密度，

更低的蒸发压和更低的亲水性。近几年，1-丙

醇、1-丁醇、异丁醇、2-甲基-1-丁醇、3-甲基-1-

丁醇等相继通过代谢工程在大肠杆菌中合成出

来。值得一提的是，大肠杆菌异丁醇的发酵产
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量已经超过 20 g/L[11]。虽然异丁醇的生产在细

胞生长停止后仍然继续进行，但是 8 g/L的异丁

醇对细胞生长就有抑制作用。所以，提高菌体

对异丁醇的耐受性是提高异丁醇产量的关键 

环节。 

Liao课题组的工作[3]具有很好的代表性，首

先他们通过进化工程的方法得到了异丁醇耐受

菌株大肠杆菌 SA481，利用 Solexa 测序平台对

出发菌株 JCL260 和突变株 SA481 进行全基因

组测序，并进行了比较基因组分析，获取进化

菌株的突变信息。与 JCL260相比，SA481含有

1个 SNP、25个插入突变和一段含有 62个基因

的大片段缺失。为了识别异丁醇耐受性关键突

变点，作者对 SA481 中的突变进行了单回复突

变和不同组合的回复突变，绝大部分单回复突

变会降低菌株的异丁醇耐受度，但是没有任何

单回复突变可以完全破坏菌株的耐受度，而

acrA、yhbJ 和大片段缺失的回复可以显著降低

异丁醇耐受度。组合回复结果发现，其中的    

5 个突变组合回复后获得的突变株 TW313，其

生长速度与出发菌株 JCL260基本相同。作者在

出发菌株的基础上，进行了菌株重构，构建了

高异丁醇耐受性的突变株 TW306，8 g/L的异丁

醇耐受性检测显示，出发菌株 JCL260完全停止

了生长，SA481和 TW306则可以继续生长，同

时生产异丁醇，这表明提高异丁醇耐受度可以

改善异丁醇胁迫压力下菌体生长和异丁醇生产

能力，成功地通过逆向代谢工程方法在大肠杆

菌中重构高异丁醇耐受的复杂表型。 

2.2.3  构建生物基产品高产菌株 

逆向代谢工程构建高产菌株方面，

Stephanoplous课题组构建的产L-酪氨酸大肠杆

菌重构菌株是非常成功的案例[12]。他们首先通

过全局转录机器工程  (global Transcription 

Machinery Engineering，gTME)，构建了105−106

的大肠杆菌文库，从中筛选到了3株L-酪氨酸增

产菌株 (rpoA14、rpoA27和rpoD3)，其L-酪氨酸

的产量比宿主菌提高了91%−113%。进一步分析

了不同突变质粒与遗传背景之间的关联性，并

通过转录组分析了不同基因的表达情况，探讨

突变型的遗传基础和L-酪氨酸的高产机制。通

过突变株的全基因组测序和比较基因组学分

析，鉴定出3株高产菌株中引起L-酪氨酸高产的

突变基因。3个突变菌株中，每个菌株仅发生了

一个单碱基突变(hisH L82R、purF V5G和purF

上游17 bp处T突变为C)，最后他们将突变整合到

宿主菌中，得到遗传背景清晰的工程菌

rpoA14R。摇瓶发酵检测，L-酪氨酸产量高达  

902 mg/L，得率为0.18 g酪氨酸/g 葡萄糖，是工

业化生产菌株的1.5倍，达到理论得率的85%。  

2 L发酵罐中，L-酪氨酸的生产率为2.1 g/(L·h)，

36 h产量达到13.8 g/L，生长速率为0.405/h。逆

向代谢工程不仅构建了高产菌株，降低了工业

化生产成本，而且进一步阐释了L-酪氨酸合成

的遗传机制。 

近来，基于全基因组突变分析的逆向代谢

工程在三萜烯β-香树精[50]、重组蛋白[13]和N端糖

基化蛋白[51]高产菌株的构建方面均有成功的报

道。我们研究组也正在开展基于高产核黄素突

变菌株全基因组突变分析的逆向代谢工程研

究，利用Roche 454 GS FLX技术对两株核黄素

高产菌株进行了全基因组测序和突变分析，两

株菌均发现了超过500个的单核苷酸突变，通过

无痕重组技术已经对超过30个突变基因及其组
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合进行了表型分析，在野生型菌株中初步构建

了重构菌株。 

3  展望 

从近几年的研究可以看出，基于基因组测

序的突变分析在连接基因型-表型关系，阐释优

良表型的遗传调控机理，改进工业化生产菌株

性能方面显示了巨大的应用潜力。由中国科学

院微生物研究所牵头的“十二五”863计划“工业

微生物基因组及分子改造”，拟从工业微生物的

应用基因组科学出发，建立我国重要工业生产

菌种的基因组数据库，利用微生物分子改造技术，

针对氨基酸、维生素、抗生素、发酵食品等产品，

研发新一代工业菌株(http://www.cncbd.org.cn/)。 

基因组尺度的突变分析，结合有效的基因

操作手段，可以分析突变型与表型的相关性，

重构只含有利突变的目标表型工程菌株。而且，

全基因组突变分析和重要突变点的深入研究，

不仅能够阐释突变引起表型变化的机理，还可

为解释某些复杂表型的调控机制提供依据，为

相关生物基产品的代谢工程提供修饰靶点。基

因组尺度的突变分析具有全面、系统的特点，

利用全基因组突变分析，阐释生物基产品高产

表型的遗传基础或代谢调控机制是重要的发展

趋势，逆向代谢工程必将为新一代工业化菌株

的改良作出重大贡献。 

基于全基因组突变分析的逆向代谢工程面

临的挑战之一，是如何从大量的突变信息中“沙

里淘金”，得到与表型正相关的突变及其突变组

合。特别对于经过诱变、筛选得到的目标表型

菌株，可能会含有数百甚至上千个突变。各种

“组学”和生物信息学技术是对突变点进行分类，

发现关键突变点，特别是引起全局调控变化的

突变的重要工具。此外，随着基因组尺度代谢

网络模型的快速发展，结合不同的代谢网络和

菌株优化算法，如 MOMA、FBA、OptKnock和

OptGene 等[52]，可以预测某些表型修饰的靶目

标基因，将突变信息与预测的靶目标基因组合

分析，有助于快速发现有利突变或突变组合。

一旦确定了关键(突变)基因之后，下一步的任务

是如何调控和优化不同的基因组合和表达水

平。笔者认为逆向代谢工程面临的另一挑战，

是如何将有利突变信息进行合理地组合，进而

得到表型优良的重构菌株。因为代谢网络复杂

调控关系，某些复杂表型如生长和产品的高产，

往往需要多基因不同表达水平的组合，以及基

因“异位显性”等因素的存在，逆向代谢重构过程

中需要考虑途径内突变基因的组合，以及不同

代谢或调控途径内突变的组合。因此，快速构

建不同基因表达水平组合的多重自动基因组编

辑技术是未来发展的重要趋势，也是代谢工程

和逆向代谢工程的强有力工具。 
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