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代谢工程                                                               

基因组规模代谢网络模型构建及其应用 

刘立明，陈坚 
江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，无锡 214122 

摘  要: 微生物制造产业的发展迫切需要进一步提高认识、设计和改造微生物细胞代谢的能力，以推动工业生物技术

快速发展。随着微生物全基因组序列等高通量数据的不断积聚和生物信息学策略的持续涌现，使全局性、系统化地解

析、设计、调控微生物生理代谢功能成为可能。而基于基因组序列注释和详细生化信息整合的基因组规模代谢网络模

型 (GSMM) 构建为全局理解和理性调控微生物生理代谢功能提供了最佳平台。以下在详述 GSMM 的应用基础上，描

述了如何构建一个高精确度的 GSMM，并展望了未来的发展方向。 
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Reconstruction and application of genome-scale metabolic  
network model 

Liming Liu, and Jian Chen 

State Key Laboratory of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China 

Abstract:  The exploitation of microbial manufacture process (MMP) in industrial biotechnology requires a comprehensive 
understanding and an efficient modification of microorganism physiology. The availability of genome sequences and accumulation of 
-omics data allow us to understand of microbial physiology at the systems level, and genome-scale metabolic model (GSMM) 
represents a valuable framework for integrative analysis of metabolism of microorganisms. Genome scale metabolic models are 
reconstructed based on a combination of genome sequence and the more detailed biochemical knowledge, and these reconstructed 
models can be used for analyzing and simulating the operation of metabolism in response to different perturbations. Here we describe 
the reconstruction protocols for GSMM in further detail and provide the perspective of GSMM. 
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1  后基因组时代的微生物制造 

面对石油等不可再生的化石资源严重短缺并日

渐枯竭，以及化学加工对环境污染日益加深的现实， 

世界经济发展模式逐渐从不计消耗、牺牲环境的化

石经济模式转向以可再生的碳水化合物为原料、利

用生物细胞或酶的生物催化功能进行大规模物质加

工与转化的生物经济模式，从而在源头上解决资源



刘立明等: 基因组规模代谢网络模型构建及其应用  1177 

 

Journals.im.ac.cn 

短缺与环境污染问题 [1]。生物经济的重要支柱之一

是微生物制造。然而，由于微生物细胞或酶具有为

自身服务的本能，其代谢过程处于最经济的状态，

使得其工作效率成为制约微生物制造产业发展的瓶

颈。因此，迫切需要通过代谢工程等策略以进一步

提高认识、设计和改造微生物细胞代谢功能的能力，

推动微生物制造技术的进步，支持工业可持续发展。

但是，以往一系列的代谢工程改造策略，包括减弱

反馈抑制、消除竞争途径、过量表达主要合成途径、

提升细胞转运能力、引入全新代谢途径以修饰微生

物代谢途径中的某一个或几个基因，不一定能获得

预期的代谢通量增大或降低的效果 [2]。出现这一状

况的原因在于缺乏对微生物代谢网络全局调控和表

达调控网络的充分理解。 

另一方面，随着基因组及其相关技术的发展，

几乎所有重要工业微生物模式种的全基因组都已经

或即将公布，微生物制造研究进入了后基因组时代。

后基因组时代的微生物制造具有以下特点：1) 源于

微生物基因组的蛋白质组数据的积聚，使认识、理

性设计、定向改变酶的性能更为容易；2) 转录组学、

代谢组学等数据的积聚有助于理解、提高工业微生

物抵御微生物制造过程中的恶劣环境；3) 从对微生

物中个别基因或蛋白质功能的局部性研究，转移到

以细胞内全部基因、mRNA、蛋白质以及代谢产物

为研究对象的工业微生物生理研究；4) 基于生物信

息学的基因组规模基因调控网络、信号转导网络、

蛋白质相互作用网络和代谢网络的构建、模拟与分

析，逐步将代谢工程推入更为理性的系统代谢工程时

代[3]；5) 采用合成生物学的技术精确控制代谢途径、

合成目的蛋白，构建“人工细胞”，显著提高微生物

制造效率。前已述及，由于基因与蛋白质倾向于成

组地通过网状相互作用而影响微生物细胞功能，因

此对工业微生物生理功能的理解和全局调控的研究

必须构建并分析其相互作用的网络。这些分子和基

因相互作用网络包括基因调控网络、信号转导网络、

蛋白质相互作用网络和代谢网络等。其中，基于基

因组注释的代谢网络把微生物细胞内所有生化反应

构建为一个网络模型，反映了所有参与代谢过程的

化合物之间以及所有催化酶之间的相互作用。基于

基因组数据构建的特定微生物代谢网络，及其结构

和功能的分析，为从全局规模上深刻认识和高效、

定向调控微生物生理功能奠定了坚实基础，从而为

代谢工程的发展创造了前所未有的机遇[4-5]。 

2  基因组规模代谢网络模型的应用 

基 因 组规 模代 谢 网络 模型  (Genome scale of 

metabolic network model，GSMM) 包含了其所给定

微生物内部发生的绝大部分生化反应。BIGG (http:// 

bigg.ucsd.edu/) 数据库表明，原核微生物的代谢网络

包含了 1 000 多个代谢物、1 200 多个基因和 2 000

多个生化反应 (以 E. coli 为例)；而真核微生物代谢

网络模型包括 1 200 多个代谢物、1 000 多个基因和

1 500 多个生化反应 (以 S. cerevisiae 为例)。基因组

规模代谢网络模型一般能注释约 6％~15％ (真核微

生物) 和 25％ (原核微生物)的开放阅读框 (ORF)。

因此，基因组规模代谢网络模型能提供一个高效平

台以全局理解微生物生理代谢功能 (图 1)。主要应

用于以下 4 个方面[6] (表 1)：1) 分析代谢网络属性；

2) 预测和分析微生物生长表型；3) 基于模型的组学

数据阐释[7]；4) 系统代谢工程。 

通过 GSMM，可以从代谢物和代谢流两个水平

上充分理解微生物的代谢特性。在代谢物水平上，

将基因组规模代谢网络模型中的代谢物浓度范围与

GC-MS 实验所测定的 S. cerevisiae 中间代谢产物真

实浓度进行比较，发现有 52 种代谢物浓度存在差异，

并结合转录组数据的分析，找到了调控 S. cerevisiae

代谢功能的关键因子[31]。另一方面，整合 C13 同位

素标记实验数据，GSMM 用以预测难以测定的中间

代谢物浓度范围、反应进行方向、Gibbs 自由能范围

和潜在的调控反应等[32]。此外，GSMM 还可预测代

谢反应的中间代谢物之间的共生与保守关系[33]。在

代谢流水平上[34-35]，通过分析不同环境下不同代谢

反应上代谢流分布的情况，发现微生物细胞是由少

数承担着绝大部分代谢通量的骨干代谢途径和大量

附属代谢途径组成。与此相类似，借助 GSMM 还可

发现不同代谢反应之间的关系和依赖性，鉴别新代

谢途径，发现任何状态下不承担任何代谢流的生化

反应，研究必需代谢途径等。 
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表 1  基因组规模代谢网络模型的应用 
Table 1  Application of genome scale metabolic model 

The application area of GSMM Microorganism The more detailed information References

Analysis of metabolic network properties  
Prediction of flux distribution at the set of 
possible metabolic states by flux sample 

E. coli Elucidation of regulatory mechanisms and then 
developing the regulatory strategies for cell 
growth 

[8] 

Examination of metabolic flux variability E. coli Identification of redundancy and flux variability 
of metabolic systems under the different substrate 
conditions by using linear(LP) and quadratic 
programming(QP) methods 

[9] 

Understanding of metabolic pathways property Haemophilus  
influenzae Rd 

Using quantitatively describe the pathway 
structure, metabolic capabilities to gain a better 
understanding of the cellular metabolism  

[10-11] 

Identification of the couple reactions/flux H. pylori, E. coli, and 
S. cerevisiae 

Using Flux Coupling Finder (FCF) framework to 
identify metabolic engineering targets by 
elucidation of the coupled reaction sets and 
blocked reactions 

[12] 

Evaluation of conserved metabolite pools H. pylori, E. coli, and 
S. cerevisiae 

Using metabolite concentration coupling analysis 
(MCCA) and the minimal conserved pool 
identification (MCPI) procedure to identify the 
metabolites subsets and conserved pools, then to 
provide insights into the metabolites interaction 

[13] 

Prediction and elucidation of growth phenotype  
Evaluation of biomass precursors producibility E. coli Comparison of the production capabilities of in 

vivo mutants to test the essentiality of metabolites 
for survival and to reveal specific inconsistencies 
between the metabolic network annotation and the 
biomass model of survival  

[14] 

Prediction of cell growth concentration and 
rate at the given conditions 

E. coli Prediction the time profiles of growth and 
by-product concentration in the culture media 
under various culture conditions 

[15] 

Investigation the effect of gene(s) deletion on 
the flux distribution 

E. coli Using minimization of metabolic adjustment 
(MOMA) method for predicting the metabolic 
phenotype after gene knockout and for better 
understanding the mechanism of a cell adapts to 
the loss of a gene 

[16] 

Investigation the effect of gene(s) deletion on 
the cell growth 

E. coli Using Regulatory on/off minimization (ROOM) 
method to predict lethality and metabolic steady 
state after gene knockouts 

[17] 

Identification of essential genes or genes set E. coli Using network based knockout design approach 
for uncovering high-order epistatic relationships 
between the components of GSMM 

[18] 

Interpretation of -omics data 
Prediction of metabolic flux by integrating 
with NMR data  

No microorganism By combination of stable isotope experiments, 
metabolic flux analysis is used to quantitative 
method to manipulate or monitor metabolic 
behavior  

[19] 

Global prediction of metabolic reactions 
activities 

E. coli Using optimal metabolic network identification 
(OMNI) method to identify flux bottlenecks and to 
suggest metabolic engineering strategies to 
improve metabolites production 

[20] 

Identification of metabolic objectives best 
describing observed fluxes 

No microorganism Comparison of the predictive capacity of 11 linear 
and nonlinear network objectives with 13C-data 
under six environmental conditions, specific 
objectives are necessary for environmental 
conditions that require different metabolic activity 

[21] 

Comparison of model and experimental  
detected metabolites 

B. subtilis Find and expand of the model’s metabolite scope 
through evaluating the overlap between model 
metabolites and intracellular metabolites 
identified in a metabolomics dataset 

[22] 

Prediction of reaction directions using 
metabolites concentration and thermodynamic 
data 

E. coli Using thermodynamics-based metabolic flux 
analysis (TMFA) method to access the capability 
of generating thermodynamically feasible flux and 
metabolites activity profiles 

[23] 
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续表 1    

The application area of GSMM Microorganism The more detailed information References

Prediction of metabolic pathways related gene 
expression level  

E. coli By integrating gene-expression data with 
topological information from GSMM to infer the 
global role of a metabolites 

[24] 

Prediction of flux distribution by blocking 
unexpressed genes code reaction 

Saccharomyces 
cerevisiae 

Integration of expression data to quantitative and 
qualitative predict the changes in intracellular 
fluxes 

[25] 

Evaluation of consistency of gene expression 
levels with metabolic objectives 

E. coli and human  
skeletal muscle cells 

Using Gene Inactivity Moderated by Metabolism 
and Expression (GIMME) to combine gene 
expression data to quantitatively define the 
consistency of gene expression and metabolic 
objective 

[26] 

Prediction of gene expression level by rFBA 
and SR-FBA 

E. coli Using rFBA and SR-FBA for systematically and 
efficiently reconstruct transcriptional regulatory 
networks 

[27] 

Systems metabolic engineering 
Enhancing metabolites production yield by 
systematic identification of gene deletions  

E. coli Using systematic (model-based) method to 
identify gene knockout targets that increase 
lycopene biosynthesis in E. coli 

[28] 

Production of novel metabolites by systematic 
introducing new reactions 

E. coli Using computational framework OptStrain to 
modify metabolic pathways for the overproduction 
of targeted compounds 

[29] 

Prediction of metabolites production yield by 
manipulation of protein expression level 

E. coli Identify (Using in silico flux response analysis) 
and remove feedback inhibitions, transcriptional 
attenuation regulations to enhance L-threonine 
production 

[30] 

 

 

图 1  基因组规模代谢网络模型是系统理解微生物代谢功能的平台 
Fig. 1  GSMM offer a platform to globally and comprehensive understanding the microbial physiology. 

 
微生物细胞内的代谢调控发生在基因-基因、基

因-蛋白质、蛋白质-蛋白质、蛋白质-代谢物以及物

理间相互作用等水平上。通过与其他组学数据，如

转录组、蛋白质组等的整合，GSMM 用以充分理解

微生物细胞内的调控机制。通过比较不同碳源下恒

化培养时 S. cerevisiae 的代谢流分布和转录组数据，

研究人员重构了一个由 348 个代谢基因和 55 个调节

子组成的代谢调节网络，揭示了 S. cerevisiae 的代谢

调节机制[36]。借助代谢流分析，研究人员深度解析

了 E. coli 全局代谢调控蛋白 ArcA、ArcB、Cra、Crp、

Cya、Fnr 和 Mlc 对葡萄糖代谢的影响[37]。pckA 和

pps 的表达水平因 csrA 的删除而受到抑制，从而导

致氨基酸合成前体磷酸烯醇式丙酮酸的胞内浓度不

断下降[38]。相反，若过量表达 pps 则能有效提高苯

丙氨酸的产量[39]。进一步深入比较分析 E. coli 基因

组规模代谢网络模型的代谢通量和转录组数据发
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现，代谢相关基因的表达水平及通过酶节点的代谢

通量不仅具有相同的表达模式，还受相同的转录调

控子所调控。 

由于 GSMM 是由一系列用于合成微生物生长

所必需的能量和前体代谢物的生化反应所组成，因

此，GSMM 广泛应用于定性与定量预测不同代谢或

环境搅动条件下细胞生长的表型。包括：1) 采用代

谢流平衡分析 (Flux balance analysis，FBA)，预测

不同营养物吸收速率、代谢副产物合成速率和细胞

生长速率之间的全局性关系；2) 预测不同类型培养

基上细胞产率和生长比速率；3) 基于基因-蛋白质-

反应 (Gene-protein-reaction，GPR) 原则预测基因删

除对细胞生长表型的影响；4) 预测并构建微生物生

长 (或合成目标代谢产物) 必需基因集；5) 定量预

测不同环境或代谢搅动下微生物生长表型。 

建立在充分理解微生物细胞代谢功能基础之

上，借助重组 DNA 技术有目的地设计和改造微生

物细胞内代谢网络和表达网络，以提高微生物代谢

效率的代谢工程技术，有效地克服了传统育种手段

的突变非定向性和设计非理性的缺点，广泛应用于

微生物制造领域以提高目标代谢产物生产效率。随

着基因组规模技术的发展，代谢工程逐渐转移到系

统代谢工程，也即从全局的角度研究和调控微生物

细胞的代谢与调控网络。基于此，GSMM 为代谢工

程提供了研究目标微生物代谢功能的有效工具：1) 

根据代谢能力或最大理论转化率选择宿主菌；2) 根

据代谢流分布确定微生物细胞内瓶颈反应，确定代

谢工程目标，发展代谢工程策略；3) 预测和评价代

谢改造后突变株的代谢表型。 

3  基因组规模代谢网络模型的构建 

3.1  GSMM 构建所需数据库与软件 
基因组规模代谢网络模型构建过程是建立基

因-蛋白质-生化反应之间联系的过程，涉及到基因

组、蛋白质和酶、中间代谢产物、生化反应、代谢

途径等诸多方面的数据。所需数据库和计算工具的

介绍发表在每年的“Nucleic Acids Research”(NAR 

database issue) 第 1 期上。构建过程所需的数据库和

工具详细列于表 2，主要分为以下几类：1) 基因组

数 据 库 。 收 集 了 来 自 全 球 的 核 酸 序 列 主 要 包 括

EMBL 数据库  (由欧洲生物信息学研究所管理)、

GenBank (由美国国家生物技术信息中心管理) 和

DDBJ (由日本三岛信息生物学中心管理)。上述 3 个

数据库虽然格式有所不同，但内容完全相同。一般

而言，能从上述 3 个数据库获得所给定微生物的全

基因组序列 (核酸或蛋白质)。此外，一些已经测序

的微生物建立了自己特有的数据库，不断更新经注

释的基因组信息，如黑曲霉 (http://genome.jgi-psf. 

org/Aspni1/Aspni1.home.html) 的基因组数据库。这

些专业数据库收集的是与明确功能类别或分类学标

准相关的生物学数据。由于是经过修正和分析后产

生的注释数据库，数据的精确度和验证能力更胜一

筹。2) 蛋白质数据库。蛋白质数据库收集了蛋白质

序列、分类、功能、结构域、蛋白质模体 (Motif)、

亚细胞定位等信息，而酶学数据库则收集了酶的分

类、功能、催化反应、标准命名以及酶相关特性，

如温度、Km 值、pH 等以及与之相关的事实文献。

3) 代谢物数据库。GSMM 构建中所涉及的中间代谢

产物的信息，如代谢物名称、化学式、InChI、化学

结构、生物学功能等从 ChEBI、PubChem 和 KEGG

等 3 个数据库中获得。4) 代谢途径数据库。代谢途

径数据库提供了微生物细胞内代谢反应的名称、代

谢物、辅因子、反应方向、代谢途径等信息。最为

典型的代谢途径数据库是 EcoCyc Ontology 和

KEGG。EcoCyc Ontology 收录了 E. coli 基因和其他

一些相关微生物代谢途径，同时通过途径/基因组的

用户界面可视化地展现了细菌染色体内的基因轮

廓、单个生化反应和整个生化代谢途径。KEGG 收

录了所有与途径相关的数据，包括途径中相关的基

因和化合物的目录[40]。KEGG 还提供了途径图谱、

直系族表、分子目录、基因组图谱和基因目录等数

据。这些数据不仅相互之间互为链接并与其他相关

数据库进行链接，且能通过整合的数据库进行检索。

5) 文献事实数据库[41]。随着高通量技术手段的不断

发展，生物学实验手段和研究方法均发生了巨大变

化，由此带来实验数据以指数方式增长。以隶属于

美国国家生物技术信息中心的 MEDLINE 为例，该

数据库收集了全世界 4 800 多种生物学及医学杂志
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表 2  基因组规模代谢网络模型构建所需数据库 
Table 2  Database and software for reconstruction of genome scale metabolic network 

The database or software The links 

The database for Genome sources 

Genomes OnLine Database (GOLD) http://www.genomesonline.org/  

Comprehensive Microbial Resource (CMR) http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/CmrHomePage.cgi  

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 

EMBL http://www.ebi.ac.uk/embl/ 

Ensembl http://www.ensembl.org/ 

TIGR http://www.tigr.org/db.shtml  

SEED database http://theseed.uchicago.edu/FIG/index.cgi 

The database for protein or enzyme 

BRENDA http://www.brenda-enzymes.info/ 

ExPASy http://www.expasy.org/ 

InterPro http://www.ebi.ac.uk/interpro/ 

UniProt http://www.uniprot.org/ 

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/ 

TCDB http://www.tcdb.org/ 

TransportDB http://www.membranetransport.org/ 

The web-server for predicting of protein sub-cellular localization 

PSORT http://www.psort.org/psortb/ 

PA-SUB http://www.cs.ualberta.ca/~bioinfo/PA/Sub/ 

CELLO http://bioinfo.life.nctu.edu.tw/ 

The database for chemicals 

ChEBI http://www.ebi.ac.uk/chebi/ 

InChI http://old.iupac.org/inchi/ 

PubChem http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

KEGG http://www.genome.jp/kegg/ 

IUBMB http://www.iubmb.org/index.php?id=3 

The database for metabolic reaction or pathway 

KEGG http://www.genome.jp/kegg/ 

BRENDA http://www.brenda-enzymes.info/  

pKa Plugin http://www.chemaxon.com/product/pka.html 

pKa DB http://www.acdlabs.com/products/phys_chem_lab/pka/ 

B-Net http://mendes.vbi.vt.edu/tiki-index.php?page=B-Net 

BioCyc http://biocyc.org/ 

EMP http://www.ergo-light.com/EMP/indexing.html 

BiGG http://bigg.ucsd.edu/ 

BioModels http://www.ebi.ac.uk/biomodels-main/static-pages.do?page=home 

The database for literature evidence 

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ 

SCOPUS http://www.scopus.com/scopus/home.url 

Web of Science www.isiknowledge.com 

Scifinder https://scifinder.cas.org 

The software for reconstruction of GSMM 

SimphenyTM http://www.genomatica.com/index.html 

MatlabTM http://www.mathworks.com/products/matlab/ 

COBRA (Matlab) http://www-bioeng.ucsd.edu/research/  
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续表 2   

The database or software The links 

MetaFluxNet http://mbel.kaist.ac.kr/lab/mfn/ 

Pathway tools software http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/ 

MosekSolver (Matlab) http://www.mosek.com/index.php?id=38 

The software for GSMM visualization 

Cytoscape http://www.cytoscape.org/ 

Adobe Illustrator CS5 www.adobe.com/products/illustrator/ 

CellDesigner  www.celldesigner.org/ 

 

图 2  基于基因组注释的粗略代谢网络构建步骤 
Fig. 2  Elements and reconstruction protocol of the draft model based on the genome annotation. 

 
所发表的 1.3 亿余篇文献，并以每月几万篇的速度

增长。文献事实数据库为 GSMM 构建提供以下信

息[42-43]：(I) 给定基因的名称、序列、亚细胞位置、

转录调节以及相应生理功能；(II) 蛋白质序列、结

构域、功能模块、结构特性和功能；(III) 酶的名称、

EC 号、生理与功能参数、结构特征、稳定性、抑制

剂或激活剂、应用以及与特定微生物相关的信息；

(IV) 生化反应底物与产物、辅因子、单个生化反应

和代谢途径；(V) 代谢网络与蛋白质相互作用网络；

(VI) 转录调控、底物和代谢产物的跨膜转运、代谢

产物的种类；(VII) 细胞组成成分、生理参数和特定

微生物的相关生化参数 (如培养基组分等)。6) 模型

构建的软件：构建过程使用的软件主要是 Matlab，

需要构建者熟悉 Matlab 编程；另一类是模型可视化

软件，主要是 Illustrator 和 CellDesigner。后者可与

其他组学数据如转录组进行交互阐释。 

GSMM 构建一般分为 5 个阶段[44]：1) 基因组注

释与粗略模型的获得；2) 构建精细代谢模型；3) 数

学模型的转换；4) 识别与填补代谢空洞 (Metabolic 

gaps)；5) 模拟与可视化。 

3.2  基于基因组注释的粗略代谢模型构建 
构建 GSMM 需要从基因组数据库获取目标微

生物的全基因组序列，再通过 Blastp、KAAS 等方

法对全基因组进行注释，以建立基因-蛋白质反应之

间的关系。从基因组注释到构建粗略模型过程中需

要收集的信息详列于图 2 中。在将基因组序列注释

为蛋白质 (酶的名称和 EC 号) 进而到生化反应的过

程中需要注意以下问题：1) 有些蛋白质虽能注释为
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酶的催化活性但没有 EC 号；2) 有些蛋白质功能注

释过程中仅提供 GO，而没有分配系统的 EC 号；3) 

同一个酶能催化不同底物为不同的产物；4) 同工酶

虽由不同基因编码，但只能催化同一个反应；5) 不

同基因编码复合酶所催化的不同反应，但其所处的

亚细胞位置不尽相同。上述问题的解决依赖于进一

步的文献挖掘。 

3.3  基于手工修正的精细代谢网络 
通过基因组注释得到粗略代谢网络(以 Excel 形

式存储)的基础上，需要添加一系列基因组注释过程

中无法提供的生化反应以降低 dead-end 代谢物的数

量 (图 3)：自发反应 (Spontaneous reactions)；跨膜

运 输 反 应 ； 胞 内 细 胞 器 间 运 输 反 应 ； 交 换 反 应 

(Exchange reactions)。但若代谢网络模型中包含过多

的运输反应，会导致很多无效循环的发生。因此，

在基于文献挖掘添加上述反应的基本原则是：添加

确实需要的生化反应。同时，评价一个基因组规模

代谢网络模型成功与否的标准是该模型能否在给定

培养条件下真实预测细胞生长，因此，GSMM 需包

括与细胞生长的相关反应：蛋白质合成反应；细胞

壁组分合成反应；脂类合成反应；核苷酸类物质合

成反应；脱氧核苷酸类物质合成反应；细胞生长和

细胞维持所需 ATP 等。紧随其后，需采用人工核查

的方式检查每一个生化反应，包括：单个反应所需

底物、产物、辅因子的种类、分子式、化学计量学

平衡等；基于吉布斯自由能的生化反应方向；生化

反应的亚细胞定位、子系统；源自文献挖掘的实验

证据。 

3.4  转换为数学模型 
GSMM 构建的第 3 个阶段是在安装 COBRA 和

SBML 工具箱后，利用 Matlab 将精细代谢网络转换

为数学模型，以供后续验证和模拟使用。然而，采

用 GSMM 模拟细胞生长或目标代谢产物的合成始

终与实验数据存在一定的差距，其原因在于模拟代

谢流的分布缺乏一定的约束条件。为了使 GSMM 模

拟结果更接近微生物真实的代谢，在 GSMM 模拟过

程中通常添加一定的约束条件：物理-化学约束；拓

扑约束；环境条件约束；代谢调控约束。GSMM 中

最常用的约束条件是物理-化学约束和环境条件约

束 (图 4)：代谢通量平衡 (S⋅v=0)；能量平衡 (ΔE=0)；

酶催化或细胞转运的能力 (vi≤vmax) 以及热动力

学参数 (0≤vmin)。 

3.5  评估基因组规模代谢网络模型 
将代谢网络模型转换为数学模型后，随后的工

作是采取一系列步骤评估与修正所构建的代谢网络

模型：1) 从碳、氮、硫、磷、氢和电荷等方面查找

和修补物质或电子不平衡的生化反应；2) 查找代谢

末 端  (Metabol ic  dead  ends)  以 鉴 定 代 谢 漏 洞 

 

图 3  精细 GSMM 需要添加的反应与示例 
Fig. 3  Added reactions to GSMM during the manual reconstruction refinement. 
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图 4  GSMM 模拟的约束条件 
Fig. 4  Physic-chemical and environmental conditions constraints for GSMM simulation. 

 
(Metabolic gaps)，进而通过基因注释和文献挖掘寻

找相应生化反应修补相应的代谢漏洞；3) 添加缺失

的交换反应(Exchange reactions) 以及设置交换反应

的约束条件；4) 基于热力学特性、ATP 和 NADH

合成与利用调整生化反应方向；5) 鉴定孤儿反应 

(Orphan reaction)，调整或删除引起代谢冗余的生化

反应。在填补代谢漏洞的过程中，需要注意的事项

是新添加到代谢网络中的生化反应可能会导致新漏

洞出现。因此，当加入新的反应时，应确保所有代

谢物能连接到已构建好的代谢网络。评价 GSMM 构

建精确性还包括以下指标：是否在不同培养基和给

定的培养条件下合成细胞生长所需的前体物质；典

型培养基上能否生长；不同培养基上的细胞浓度和

生长速度的比较；合成目标代谢产物的能力及其合

成速率。 

3.6  GSMM 模拟和可视化 
经评估与进一步修正的 GSMM 与源自文献挖

掘的实验数据比较，以进行以下预测：单一基因删

除的细胞生长表型；微生物典型的生理功能缺陷；

基于已知特性，定性与定量预测其他生理特性等。通

过上述进一步模拟与修正，得到比较完善的 GSMM。

GSMM 构建的最后一步是将上述 excel 中生化反应

转为可视化模型。在 GSMM 构建的早期阶段，通常

采用的是 Illustrator 以图片的形式展现 GSMM。然

而，随着其他组学数据，如转录组、蛋白质组等数

据的快速积聚，需要在系统水平上，整合 GSMM 和

组学数据以可视化的方式全局地理解微生物生理代

谢功能，而 CellDesigner 恰恰为 GSMM 和组学数据

的整合和相互转换提供良好的平台。 

4  展望 

通过 GSMM 构建与模拟，研究人员能在不同组

学水平上全局性、定量化理解微生物细胞的生理代

谢功能，进而设计代谢工程策略，获取所需的生理

表型，提高微生物制造的效率。然而，由于难以全

面获取微生物细胞酶动力学相关数据和相关的调控

机制，导致不能全面正确地解析和调控微生物细胞

的代谢功能，进而提高工业生物过程的效率。为了

更好地理解和整合微生物细胞内代谢调节机制和酶

动力学知识，因此需要设计和应用更为新颖的生物

信息学工具与方法。因此，为了更好地在全局性解

析微生物生理功能的基础上，发展高效代谢工程策

略，定向改造微生物菌株为工业生物技术服务，今

后的研究应注重以下两个方面：构建更为全面、准

确的包含调控机制和动态动力学参数的 GSMM；发

展新的模拟计算方法和约束条件，以更加准确地模

拟真实的微生物细胞代谢。 
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