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陈涛  天津大学化工学院教授、博士生导师。从事微生物代谢工程与合成生物学

的教学和科研工作，主要以典型原核模式微生物为研究对象，利用系统生物学方

法和合成生物技术构建高效合成丁二酸、2,3-丁二醇、3-羟基丁酮、维生素B2及辅

酶等生物基化学品的细胞工厂。以第一或通讯作者在Green Chemistry、Metabolic 

Engineering、ACS Synthetic Biology等学术刊物发表SCI论文50余篇，授权国家发

明专利 10余项，主编  (译 ) 教材两部。担任Frontiers in Bioengineering and 

Biotechnology副主编及天津市微生物学会监事。 
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摘  要: 代谢工程学科建立 30 年以来先后与分子生物学、系统生物学和合成生物学发生深度的交叉融合，并在

此基础上获得了飞速发展，极大地促进了生物技术产业的进步和升级。文中首先基于 SCI 论文发表情况对 30 年来

代谢工程学术研究现状和我国在该领域的地位和影响力进行了分析，随后总结了近 10 年来系统生物学方法和合成

生物学的主要使能技术在代谢工程中的应用。最后讨论了目前代谢工程发展中存在的主要问题和今后的发展趋势。 

关键词: 代谢工程，系统生物学，合成生物学，微生物细胞工厂，生物基产品 

Thirty years development of metabolic engineering: a review 
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Abstract:  Since its establishment 30 years ago, the discipline of metabolic engineering has developed rapidly based on its 
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deep integration with molecular biology, systems biology and synthetic biology successively, which has greatly contributed to 

advancing and upgrading biotechnology industry. This review firstly analyzes the current status of academic research and 

China’s competence in the area of metabolic engineering according to the data of papers published in SCI-indexed journals in 

the past 30 years. Subsequently, the article summarizes the development of systems biology methods and enabling 

technologies of synthetic biology and their applications in metabolic engineering in the past 10 years. Finally, the major 

challenges and future perspectives for the development of metabolic engineering are briefly discussed. 

Keywords:  metabolic engineering, systems biology, synthetic biology, microbial cell factories, bio-based products 

1991年Bailey[1]和 Stephanopoulos等[2]提出代

谢工程的概念，标志着代谢工程学科的诞生，其

研究过程通常包括分析、合成和表征 3 个循环步

骤。代谢工程近 30 年的发展先后与分子生物学、

系统生物学和合成生物学发生了深度的交叉融

合。代谢工程在诞生之初就是一个与分子生物学

交叉的学科，但它不仅仅是分子生物学的技术体

现，在随后的发展中，其重点聚焦于通过代谢控

制分析和代谢通量分析确定产物合成途径的关键

节点和优化靶点，然后通过重组 DNA 技术针对

靶点定向改进菌株[3]。20 个世纪 90 年代中期，随

着功能基因组学和系统生物学的发展，大量微生

物全基因组序列的测定和基因功能的解析注释为

基因组尺度代谢网络的构建奠定了基础，研究者

可以在整体代谢的系统水平上研究微生物的代谢

网络特征、模拟优化代谢途径。与此同时，转录

组、蛋白质组、代谢物组和通量组等各种高通量

组学分析技术的涌现使得研究者从多个层次系统

地解析微生物的代谢特征成为可能。这些系统生

物学的研究工具显著提高了代谢工程循环步骤中

的分析、表征能力和确定改进靶点的准确度[4]。

近 10 年来，代谢工程与合成生物学的深度交叉融

合又为其发展提供了新的推动力。DNA 组装、基

因组编辑、基因元件和基因调控线路的设计、蛋

白支架等合成生物技术的涌现极大地丰富了代谢

工程改造微生物细胞的策略和工具，尤其是显著

提高了代谢工程循环步骤中的合成能力。代谢工

程正以前所未有的深度和广度促进生物技术产业

的升级和进步。本文从 SCI 论文发表的角度总结

了代谢工程成立 30 年以来的学术研究情况，重点

介绍了近 10 年来系统生物学方法和 DNA 组装、

基因组编辑、基因表达调控等重要使能技术在代

谢工程中的应用，并探讨了目前代谢工程发展中

存在的主要问题和今后的发展趋势。 

1  代谢工程 30 年的学术研究现状 

图 1 显示了代谢工程学科成立 30 年以来本领

域 SCI 论文的年度发文量和中美两国的论文占比

情况，从中可以看出代谢工程研究一直处于持续

活跃与发展之中。1991–2000 年期间，年平均发

文增长量约 10 篇 /年，而在 2001–2010 年和

2011–2019 年期间，这一数据分别增加为约 28 篇/年

和 108 篇/年，增长速率显著加快。近 30 年来代

谢工程研究活跃的国家包括美国、中国、德国、

韩国、日本等国家，其中美国的发文量占比高达

31.3%，是本领域研究贡献度最大的国家，我国发

文量排名第二，占比达到 22.3% (图 2)。从年度发

文量来看，美国长期位居首位，但其发文量占比从

1993 年的 91.7%持续下降至 2020 年的 22.6%，而

我国在 1991–1998 年的发文量为 0，发文量占比从

1999 年的约 1%持续攀升为 2020 年的 38.9%，发

文量在 2018 年首次超过美国而位居第一 (图 1)，

由此可见我国科研工作者已经成为代谢工程领域

研究的主力军。 

图 3 显示了 2010–2020 年代谢工程领域高被

引研究论文 (不包括综述论文) 的分布情况，虽

然我国的高被引研究论文数量在国际上排名   

第二，但是和排名第一的美国相比，仍然有明显 
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图 1  1991–2020 年代谢工程领域 SCI 论文发表情况 
Fig. 1  Papers published in SCI-indexed journals in the field of metabolic engineering from 1991 to 2020. 
 

 
 
图2  1991–2020年代谢工程领域SCI论文发表主要国家 

Fig. 2  Ranking of major countries according to the 
number of papers published in the field of metabolic 
engineering from 1991 to 2020. 

 
差距。值得注意的是，这一时期我国发表的 SCI

论文中高被引研究论文仅占 0.56%，在高被引研

究论文发文量前十的国家中排名末位，而欧美等

国家这一数据普遍在 1%–2%之间 (图 3)，这表明

我国代谢工程研究相对缺乏高影响力的原创性研

究成果，研究的总体水平仍然有很大的提升空间。 

 
 

图 3  2010–2020 年高被引论文发表情况 
Fig. 3  Number and percentage of highly cited papers of 
major countries from 2010 to 2020. 
 

2  系统生物学方法及应用 

系统生物学方法主要包括基因组尺度代谢网

络模型 (Genome-scale metabolic models，GEMs)

的构建与模拟分析以及各种组学方法，这些方法

既可以单独应用也可以相互整合后应用于代谢工
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程，不仅能进一步拓展研究者对生物系统的认知，

还能分析确定一些和代谢途径没有直接关联或难

以通过直觉发现的潜在改进靶点。 

2.1  基因组尺度代谢网络模型 

GEMs 是指导代谢工程进行理性设计的有

力工具，在细胞生理和表型预测、生物合成途

径优化设计、代谢工程靶点预测等方面发挥着

重要的作用[5]。近 10 年来，ModelSEED、RAVEN 

(Reconstruction ， analysis and visualization of 

metabolic networks)、CarveME (Carve metabolic 

engineering) 等一系列模型构建工具的开发有力

推动了 GEMs 的构建，目前已发表了 100 多个物

种的近 400 个 GEMs[6]，但这些模型的构建标准

和质量参差不齐，亟需建立统一的模型构建和质

量评价标准。为此，来自包括中国在内的 15 个国

家的研究者于 2020 年提出了一套由社区维护的

标准化代谢模型质量自动测试流程 MEMOTE，用

户可利用该工具提交模型并生成质量测试报告，

根据 MEMOTE 检测结果修正模型，最终得到高

质量的 GEMs[7]。仅仅由化学反应计量关系约束

的 GEMs 由于缺少细胞内酶量、热力学、动力学、

应急响应等约束信息，无法预测出如生长延迟、

代谢溢流等特定的生物学现象[8]。为了扩展模型

的功能，研究者在计量学模型的基础上进行了很

多有益的改进：2017 年，Nielsen 团队报道了在酿

酒酵母 Yeast7模型中引入酶约束的 GECKO方法，

构建的酶约束 ecYeast7 模型可成功预测乙醇代谢

溢流现象，对于不同培养基中的生长模拟也明显

优于 Yeast7 模型[9]。为了进一步通过增加约束条

件来更精准地描述细胞过程，研究者还开发了整

合代谢、转录、信号转导和多组学数据等多层次

的全细胞模型，目前构建全细胞模型的菌株有海

栖热袍菌[10]、大肠杆菌[11]和永达尔梭菌[12]。此外，

代谢工程研究中常采用扩展模型解空间的方式来

预测新途径，通过在某物种的代谢网络模型中引

入异源反应来扩展模型，从而预测新途径。如

Chatsurachai 等[13]将 7 769 个异源反应分别引入大

肠杆菌、谷氨酸棒杆菌和酿酒酵母的模型中构建

了扩展模型，利用这些模型可以预测和评估任意

异源产品在不同宿主中的合成能力。 

高质量 GEMs 及开发一系列模拟算法已成功

用于指导代谢工程改造微生物细胞合成聚-3-羟

基丁酸酯[14]、丙酮 [15]、苯甲酸 [16]和赖氨酸 [17]等

众多生物基产品。其用途之一是途径分析，以确

定产物合成效率最优或次优的生物合成途径。例

如：Borodina 等利用酿酒酵母 iTO977 模型分析

确 定 通 过 β- 丙 氨 酸 途 径 合 成 3- 羟 基 丙 酸 

(3-hydroxypropionic acid，3-HP) 的效率高于丙二

酰辅酶 A 途径[18]。随后的实验表明通过 β-丙氨酸

途径合成 3-HP 的工程菌在碳源限制流加发酵中

的产量和得率分别为 21 g/L 和 15.9% C-mol[19]，

均优于通过丙二酰辅酶 A 途径合成 3-HP 的工程

菌 (9.8 g/L 和 13% C-mol)[20]。2020 年，Luo 等[16]

利用大肠杆菌 iML1515 模型分析了 5 条不同苯甲

酸合成途径的理论得率分别为 0.451、0.441 和

0.419 g 苯甲酸/g 葡萄糖 (其中次优途径有 3 条)，

由于缺乏最优途径的相关基因信息，他们在大肠杆

菌中分别导入了一条得率次优和得率最低的途径，

得到的工程菌株分别可产 2.37 g/L 和 0.18 g/L 的苯

甲酸表明高得率的途径在苯甲酸合成方面的优势。

高质量 GEMs 及模拟算法的另一个主要用途是预

测有利于产物合成的基因敲除或过表达靶点。近

期，Ye 等利用 GECKO 方法在大肠杆菌 iML1515

模型基础上构建了酶约束模型 ec_iML1515，通过

该模型模拟预测出提高赖氨酸合成效率时需求最

多的 20 种酶，随后的基因过表达证实其中 9 个靶

点具有显著效果 (产量均提升约 30%以上)，对效

果最好的 lysC 和 fre 进行协调共表达后，赖氨酸产

量提升了 169.1%，达到 95.7 g/L[17]。 

2.2  转录组学 

转录组学是分析测定特定条件下细胞内所有

基因的转录水平，从而在全局水平上得到细胞对
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环境或基因扰动的转录响应信息。早期的转录组

研究主要基于 DNA 芯片技术，近年来随着高通

量深度测序技术的飞速发展，成本低、精度高及

RNA 分析种类多的各种 RNA 测序技术 (RNA-seq) 

已经成为转录组研究的主要方法[21]。 

通过转录组的比较分析可以帮助研究者确定

和特定表型或功能相关的未知基因以及重要基因

的转录调控或变化规律，并由此确定潜在的代谢

工程操作靶点。例如，Chung 等[22]发现在培养基

里添加 0.25 mol/L 琥珀酸时导致谷氨酸棒杆菌的

琥珀酸生产速度和底物消耗速度分别降低了

98.2%和 66.4%，显示了严重的产物抑制现象。他

们通过比较分析转录组数据发现：琥珀酸的添加

导致 9 个转录调控基因以及中心碳代谢的 4 个基

因转录水平显著下调。随后分别过表达这些基因

以鉴定它们和产物抑制现象的相关性，结果发现

过表达转录调控基因 NCgl0275 后几乎完全消除

了产物抑制现象，相应菌株的琥珀酸产量达到

55.4 g/L，比对照菌株提高了 37.7%，琥珀酸的得

率和产率也均提高了 40%左右。需要注意的是，

由于细胞内存在多种转录后的调控过程，转录组

数据不一定显示出与细胞代谢活性的相关性，单

独基于转录组数据确定代谢工程的修饰靶点时需

要慎重的评估和解释[23]。 

2.3  蛋白质组学 

蛋白质组学是测定特定条件下细胞的全部蛋

白质表达水平，并能提供蛋白质的翻译后修饰、

蛋白质之间的相互作用等信息。其分析技术主要

包括二维凝胶电泳、毛细管电泳和高效液相色谱

等分离技术和串联质谱等鉴定技术，其中多维液

相分离技术不仅能和质谱在线串联进行高通量分

析，还能显著提高分离峰的峰容量及对低丰度蛋白

质的分析能力，因此近年来已成为蛋白质组研究中

的主要分离技术[24]。Ren 等[25]开发了一种将 1 根

强阳离子交换柱 (Ion-Exchange，IEX，第一维) 和

12 根并行的反向色谱柱  (Reverse-phase liquid 

chromatography，RPLC，第二维) 串联装配的多

维色谱分离技术，利用该技术分离大肠杆菌裂解液

里的完整蛋白质，可得到 900 多个分离峰。Huang 

等[26]开发一种基于阵列的二维 SAX-RPLC 系统，

利 用 该 系 统 从 人 血 浆 里 鉴 定 出 浓 度 范 围 在    

0.01 ng/mL 到 41 mg/mL 之间的 1 332 种蛋白质。

此外，近期一些三维或四维分离技术也相继开发

出来，在蛋白质糖基化、磷酸化修饰位点分析中

显示了强大的功能[27-28]。 

在代谢工程的应用方面，借助蛋白质组研究

可以确定产物合成途径中众多关键酶的表达量，

并从中找出影响产物合成的限速反应，这种策略

已经成功应用于提高菌株生产青蒿素前体紫穗槐

二烯[29]、聚 3-羟基丁酸酯[30]、柠檬烯和没药烯[31]、

银松素[32]和 L-鸟氨酸[33]等产物的能力中。此外，

通过蛋白质组研究还能发现环境或基因扰动对蛋

白质翻译后修饰的影响，并确定相应的代谢工程

改造策略。其中一个典型的例子是近期 Xu 等[32]

的工作：他们发现在培养基中添加浅蓝菌素 (脂

肪酸合成的抑制剂)，虽然可以增加银松素合成前

体物丙二酰辅酶 A 的供给，但工程菌株的银松素

产量反而下降；随后通过蛋白质组分析发现浅蓝

菌素的添加导致胞内丙二酰辅酶 A 的浓度增加，

因此激发了胞内众多蛋白质的丙二酰化，银松素

合成途径中的 4-香豆酸连接酶和对二苯乙烯合成

酶酰基化后对酶活产生了显著的抑制，从而不利

于其合成；随后，他们将对二苯乙烯合成酶中的   

两个酰基化位点 (均为赖氨酸残基) 突变为精氨

酸以避免酰基化，使得突变株的银松素产量提高

了 1.2 倍。 

2.4  代谢物组学 

代谢物组学是对特定条件下细胞产生的低分

子量代谢物全面的定量分析，其分析技术通常涉

及气相色谱、液相色谱和毛细管电泳等分离技术

和质谱鉴定技术的联用。通常，单根色谱柱很难

分离所有的代谢物种类，而不同色谱柱的并联或
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连续串联使用能大幅度提升对代谢物组的覆盖

度。此外，近来开发的包括超高液相色谱分析 (通

常作为第二维) 在内的二维液相、二维气相和超

临界流体色谱技术都可以显著提高代谢组分析的

解析度和灵敏度[34]。 

代谢物组研究揭示各种代谢物响应环境或遗

传扰动的规律，由于代谢物浓度和细胞的代谢活

性直接关联，因此通过分析菌株中某一途径的代

谢物水平的变化趋势可以确定途径中的限速反

应。目前，代谢组学研究已经在醇类[35-36]、琥珀

酸[37]、酪氨酸[38]等生物基产品的菌株改进、增强

菌株的底物利用能力 [39]以及对醇类和酸类的耐

受性[40-41]等方面得到了成功的应用。例如，Ohtake 

等[35]对产丁醇工程菌株进行了代谢组分析，发现

pta 基因敲除虽然可减少副产物乙酸的积累，但会

造成细胞内正丁醇合成途径中辅酶 A 类代谢物的

积累及游离辅酶 A 浓度的降低，同时检测到副产

物丙酮酸和丁酸甲酯产量显著提高，这些信息表

明胞内辅酶 A 循环的不平衡限制了丁醇的生产，

他们据此提高丁酰辅酶 A 还原酶的表达水平以增

加辅酶A循环的效率，使得丁醇的积累量从 3.9 g/L

提高到 7 g/L 以上。此外，基于代谢组分析的结

果，可以调整培养基成分以补偿胞内缺乏的代谢

物，从而增加产物的合成。例如上述 Ohtake 等

的研究中也采取了在培养基中添加 L-甲硫氨酸以

增加胞内辅酶 A 供给的策略，丁醇的产量得到进

一步的提高[35]。Hasunuma 等[40]通过代谢组分析，

发现虽然在集胞藻中过表达了磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶，但其生产琥珀酸的限速反应仍然在 C3

到 C4 的回补反应，他们通过提高培养基中碳酸

氢钠的浓度提高回补反应效率，使其琥珀酸的产

量从约 0.22 g/L 提高至 1.8 g/L。 

2.5  通量组学 

通量组学是通过代谢通量分析  (Metabolic 

flux analysis，MFA) 确定特定条件下细胞内的通

量分布特征。精确的通量定量分析需要 13C 同位

素标记实验、质谱和核磁共振分析技术以及相应

的计算分析软件包的综合运用，通常能获得

100–150 个中心碳代谢反应的通量信息。近期已

有研究者开发了机器人系统用于高通量的自动化

通量组分析[42]。在各种组学研究方法中，通量组和

细胞表型的紧密程度最高，已经发展成为指导代谢

工程中一个关键方法[23]。除了分析限定培养基中稳

态生长的生物系统之外，研究者还相继开发了动态

MFA (Dynamic MFA，DMFA)、非生长态的 MFA、

复杂培养体系的 MFA 等方法，研究对象也从异养

微生物扩展到自养微生物和微生物菌群[43]。 

在代谢工程应用方面，通量组数据可以为基因

组尺度代谢模型的模拟预测提供更多的约束条件，

以提高模型模拟的精度。例如，Gonzalez 等[44]分

析了大肠杆菌分别利用葡萄糖和木糖在好氧和厌

氧条件下生长时的通量组，不仅精确解析了大肠

杆菌在 4 种培养条件下的不同代谢特征，还为代

谢通量分析工具包 COBRA 的改进提供了重要参

考数据。通量组研究还能发现新的反应、途径和

酶功能，并为菌株的代谢工程改进提供重要参考

依据。一个典型的研究案例是近期 Lange 等[45]的

工作，他们分析了产琥珀酸的巴斯夫菌利用蔗糖

发酵时的代谢通量，发现蔗糖通过蔗糖磷酸转移

系统 (Phosphotransferase system，PTS) 进入胞内

后分解成 6-磷酸-葡萄糖和果糖，其中约 60%的果

糖被分泌到周质空间后经 PTS 系统重新进入细胞

内代谢 (变为 1-磷酸-果糖)，约 40%的果糖被一种

新发现的果糖激酶 RbsK 催化成 6-磷酸-果糖后进

行代谢，通量数据表明蔗糖和大部分果糖通过

PTS 系统进入细胞，导致大量丙酮酸衍生副产物

的生成而琥珀酸的得率仅有 1 mol/mol。随后，他

们采取了过表达 RbsK 和敲除果糖 PTS 系统的策

略，大幅度减少了副产物积累，其中果糖 PTS 系

统敲除菌株在流加发酵中琥珀酸产量达 71 g/L，得

率显著提高至 2.5 mol/mol。 
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3  合成生物学的主要使能技术 

3.1  CRISPR/Cas 基因编辑技术 

基因编辑技术对后基因组时代的基因功能研

究和菌株的代谢工程改造起着关键作用。在众多

基因组编辑技术中，CRISPR/Cas 系统在操作便捷

性、编辑效率、成本和通用性等方面具有明显的

优势，已成为目前主流的基因编辑方法[46]。 

3.1.1  CRISPR/Cas 基因编辑系统的研究进展 

目前已经在众多模式微生物和一些非模式微

生物中成功开发了 CRISPR/Cas 基因编辑系统，

其中典型模式微生物的单位点编辑效率几乎都达

到了 90%以上[47-48]，但是也存在一些亟需解决的

问题。酿脓链球菌 Streptococcus pyogenes Cas9 蛋

白 (SpCas9) 在某些宿主中断裂基因组后会由于

重组修复效率较低而产生毒性，而使用仅切割单

链 DNA 的 Cas9 切口酶(Cas9 nickase，Cas9n) 可

以避免该问题，其在编辑过程中产生的 DNA 切

口更容易修复而减少宿主细胞的生长压力，并能

降低脱靶几率[49]，目前利用 Cas9n 在多个物种中

实现了高效的基因编辑[50-52]。CRISPR-Cas 系统的

脱靶效应可能导致意外的 DNA 突变，从而影响

编辑的效率和准确度，除了使用 Cas9n 之外，通

过生物信息学工具理性设计的 gRNA[53-54]、使用

截短的 sgRNA[55]以及在 5′端引入两个未配对的鸟

嘌呤核苷酸[56]都可以显著弱化脱靶效应。基因组

的多位点共编辑是高效调控多基因的表达、构建

多基因靶点组合库的重要手段。近期，酿酒酵母

中的多位点编辑取得了进一步的突破，Zhang 等

利用 tRNA 序列将多个 gRNA 串联后构建 gRNA

表达质粒，可在 7 d 内实现 8 个基因的共编辑，

效率达到 87%。将质粒组装反应液和修复 DNA

共转化酿酒酵母，则可在 3 d 内共编辑 6 个基因，

效率达到 60%，为目前报道的最高水平[57]。但在

其他物种中，多位点的共编辑效率偏低仍然是  

一个需要解决的问题。在 CRISPR/Cas 系统中，

还有另一种 Type Ⅴ-A 型 Cas12a 蛋白也在基因 

编辑中发挥着重要的作用，近几年研究者先后针对

大肠杆菌、鼠伤寒耶尔森菌和耻垢分枝杆菌[58]、

谷氨酸棒状杆菌[59]、链霉菌[60]、解脂耶氏酵母[61]

成功开发了 CRISPR/Cas12a 编辑系统，表明了

Cas12a 在原核微生物中同样具有相对广泛的适用

范围。在链霉菌 [60]、谷氨酸棒状杆菌 [59]等菌株

中表达 Cas9 时会带来较大的毒性而影响编辑效

果，而表达 Cas12a 蛋白可以避免这种影响。另外，

由于 Cas12a 是由单一的 CRISPR RNA (crRNA) 

引导，不需要反式激活 crRNA (tracrRNA)，对

pre-crRNA处理具有独特的 RNase活性，且 Cas12a

的 crRNA 比 Cas9 的 sgRNA 更短 [62]，这些优势

使得 Cas12a 在多基因调控上的表现优于 Cas9，

已经在细菌、植物和哺乳动物中得到了成功的应

用[61,63-64]。此外，CRISPR/Cas 系统经过改造也可

用于单碱基编辑[65-67]，Zhao 等近期通过改造现有

的单碱基编辑工具胞嘧啶核苷碱基编辑 (Cytidine 

base editors，CBE)，构建出适用于哺乳动物细胞

的介导 C-G 碱基颠换的新工具糖苷酶碱基编辑 

(Glycosylase base editors，GBE)，以及适用于微生

物的介导 C-A 碱基对颠换的新工具[67]。由于通过

适应性进化或诱变育种获得的优良菌株中含有的

突变大多为单碱基突变，这一系列新工具的出现

为工业微生物的基因型-表型关系分析和反向代

谢工程研究提供了新的助力。 

3.1.2  CRISPR/Cas 基因编辑系统的应用  

CRISPR/Cas 基因编辑系统在代谢工程方面

的应用通过以下几个典型的案例说明。(1) 组合代

谢 工 程 ： 2015 年 ， Jakounas 等 利 用 开 发 的

CRISPR/Cas9 系统针对甲羟戊酸合成途径中的 5 个

相关基因进行共编辑 (4个敲除和 1个下调表达)，

一次性得到含有 5 个修饰位点全排列组合的 31 个

菌株，并从中筛选到甲羟戊酸产量比野生型提高

41 倍的突变株[68]。(2) 大规模基因修饰迭代组合

和模块优化：Li 等优化 CRISPR/Cas9 系统后在大

肠杆菌中针对 β-胡萝卜素合成途径、MEP 途径和
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中心碳代谢途径 3 个模块中的 33 个基因靶点进行

了迭代组合测试，从构建的 103 株具有不同靶点

组合的菌株中得到的最优菌株，在流加发酵中可

产 2.0 g/L 的 β-胡萝卜素[69]。(3) 高通量基因型-表

型关联分析：Gill 团队开发了可追踪基因型-表型

关系的 CRISPR 可追踪基因组工程  (CRISPR 

Enabled Trackable Genome Engineering，CREATE)

系统[70]，该系统利用 CRISPR/Cas 针对基因组上

的众多位点构建菌株的饱和突变库，通过适应性

进化或高通量筛选富集具有优良表型的菌株群

体，随后通过对群体中 CREATE 质粒的深度测序

来追踪与优良表型相关的基因突变。他们利用改

进的迭代 CREATE (Iterative CREATE，iCREATE) 

在大肠杆菌中针对 115 个基因制备突变库，从

162 000 个突变株中鉴定出有利于 3-羟基丙酸生

产的主要突变，将这些突变依次导入野生菌株中

后可产 30 g/L 的 3-羟基丙酸，比出发菌株高约  

60 倍[71]。这些研究实例充分展现 CRISPR/Cas 系

统在代谢工程菌株构建中的技术优势。 

3.2  DNA 组装技术 

DNA 组装是合成生物学和代谢工程学最重

要的基础技术之一。高效、高保真、模块化、流

程简单、成本低廉的 DNA 组装技术在快速构建

DNA 元件、模块或途径库及长合成途径的组装方

面具有重要用途。 

3.2.1  DNA 组装技术的研究进展 

根据组装的机制不同，DNA 组装方法可分为

以下几类：基于限制酶的方法  (BioBrickTM、

BglBrick、epathBrick、MASTER 和 Golden Gate

等)，基于体内 (DNA assembler、TAR 和 CasHRA

等) 和体外 (OE-PCR、SLiCE、CPEC、Gibson、

SIRA 和 TPA 等) 序列同源性的方法，以及基于

寡核苷酸桥接的方法 (Ligase cycling reaction， 

LCR 等)[72-73]。其中的一步组装技术大都能高效将

10 个以内的 DNA 片段一次性无痕组装在一起 

(总长一般小于 10 kb)。近期 Liang 等[74]开发 TPA 

(Twin-primer assembly) 技术能以 80%的保真度一

步或二步无痕组装 10 个小 DNA 片段 (总长 7 kb)，

以 50%的保真度无痕组装 5 个较大的 DNA 片段 

(总长达 31 kb)。Taylor 等[75]开发了一种无痕且适

合多元件组装的起始 -终止组装技术  (Start-stop 

assembly)，该技术可将 60 种元件和质粒载体组装

成含 15 个表达单元 (各单元均由启动子、RBS 序

列、CDS 和终止子 4 类元件组成) 的表达质粒，

可实现超长途径的构建及表达单元的组合优化。 

3.2.2  DNA 组装技术在代谢工程中的应用 

DNA 组装技术在代谢工程中通常用于长途径

的基因组装和组合途径优化。例如：Galanie 等[76]

将阿片类药物蒂巴因和氢可酮合成途径的相关基

因 (21 个异源基因和 2 个酵母基因) 用 Gibson 和

DNA assembler 技术组装成数个模块后插入酵母

染色体上或质粒上表达，成功构建了合成上述  

两种药物的工程菌。Fang 等[77]采用传统酶切连接

和 Gibson、Golden Gate 等组装法将维生素 B12 合

成途径中的 28 个异源基因组装成 5 个模块后导入

大肠杆菌中表达，首次实现了维生素 B12 在大肠

杆菌中的从头合成。Taylor 等[75]将起始-终止组装

技术应用到虾青素合成途径的组合优化中，他们

将启动子和 RBS 元件 (各 6 种) 以及途径中 8 个

基因的 CDS 元件按照 4 基因操纵子-单顺反子-3

基因操纵子的结构组装，得到含 611 种组合的途径

库 (可在 3 个位点组装不同的启动子以及 8 个位

点组装不同的 RBS)，将该库导入大肠杆菌后以番

茄红素含量为标准进行表征，显示了良好的多样

性分布 (含量在 0–108 mg/g DCW 之间)，充分显

示了该 DNA 组装技术在途径组合中的高效性。 

3.3  基因表达调控技术 

反义 RNA (Antisense RNA，asRNAs)[78]、小

RNA (Small RNA，sRNAs)[79]以及 CRISPR-dCas9[80]

等基因表达调控技术可以同时调控代谢途径中多

个基因的表达水平以实现通量优化，并通过对调

控序列的设计实现表达水平的微调，这比直接更
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换启动子和 RBS 等表达元件要更为便捷和高效。 

3.3.1  asRNA 技术及应用 

asRNA 是指能与特定 DNA 或 RNA 互补结合

的 RNA 片段，最早是在大肠杆菌产肠杆菌素的

ColE1 质粒中发现的[81]。天然的 asRNA 广泛存在

于原核和真核生物中，在包括转录、RNA 编辑、

转录后调节、翻译等多个水平上调控基因的表达。

asRNA 技术是借助基因重组技术，根据碱基互补

原理，用人工合成或生物体合成的特定 RNA 片段

抑制或封闭目标基因表达的技术，可以通过优化

asRNA 的长度、结构和浓度等参数来调节基因的

表达效率。近年来，asRNA 技术在大肠杆菌[82]、

丙酮丁醇梭菌[83]、鼠李糖乳杆菌[84]和丝状真菌[85]

等多种微生物中得到运用。Papoutsakis 等[83]利用

asRNA 技术调控丙酮丁醇梭菌中基因的表达，通

过构建不同长度的 asRNA 来下调磷酸转丁基酶

和丁酸激酶的表达，最后使得丙酮和丁醇的浓度

分别降低了 96%和 75%。Wang 等[85]利用 asRNA

技术对丝状真菌的木糖代谢途径进行改造，有效

地抑制了木糖醇代谢的关键酶  (木糖醇脱氢酶) 

的表达，抑制率达到 65%，最终木糖醇的积累量

达到 2.37 g/L，比初始菌株高 5 倍。大量的数据

表明，asRNA 技术能够有效地抑制基因表达，甚

至可以达到基因敲除的效果。 

3.3.2  小 RNA 技术及应用 

小 RNA (sRNA) 是一种天然存在于细菌中的

基因表达调控元件，通过靶标 mRNA 的碱基互补

配对结合来抑制或激活其靶标基因的表达。研究

者基于天然 sRNA 的结构设计构建了合成的

sRNA 用于抑制靶标基因的表达水平，其序列包

括靶标 mRNA 结合域和伴侣蛋白 Hfq 的结合域，

Hfq 和 sRNA 结合后进一步促使 RNase E 降解与

sRNA 结合的靶标 mRNA。Yoo 等[79]首次详细介

绍了大肠杆菌中合成 sRNAs的设计原则和构建步

骤，随后人工合成的 sRNAs 调控技术在谷氨酸棒

杆菌、枯草芽孢杆菌等多种模式微生物中得到运

用，成功优化了氨基酸[86-87]、琥珀酸[88]、甲羟戊

酸[89]、N-乙酰葡糖胺[90]、丁醇[91]和苯酚[92]等生物

基产品的合成途径。Noh 等[93]针对腐胺合成途径中

的 15个靶标基因构建了 sRNA的表达质粒库 (每个

靶基因的 sRNA 圴用 5 种启动子分别控制转录，共

75 种质粒)，将这些质粒依次导入产腐胺的大肠杆

菌基础菌中表征，发现分别抑制 argF 和 glnA 表

达时的效果最好，腐胺的产量分别提高了 61.3%

和 25%，随后通过更换不同启动子实现了上述两

种 sRNA 共表达的组合优化，得到的最佳菌株在流

加发酵中生产了 43 g/L 的腐胺，比基础菌株提高

了 77.7%。采用同样的 sRNA 调控技术，他们还构

建了脯氨酸产量提高 6 倍的工程菌株，流加发酵

产量达到大肠杆菌中的最高纪录 (33.8 g/L)。该研

究实例充分展示了 sRNA 技术在大规模筛选有效

靶基因并精细控制表达水平上的高效率。 

3.3.3  CRISPRa/i 技术及应用 

基 于 CRISPR/Cas9 系 统 开 发 的 CRISPRa 

(CRISPR activation) 和 CRISPRi (CRISPR interference) 

技术分别用于基因表达的激活和抑制[94]。它们使

用的是失去了剪切 DNA 能力但仍然被 sgRNA 精

确地招募到靶 DNA 上的 dCas9，通过空间位阻效

应抑制基因表达，或将 dCas9 与转录激活因子融

合后靶向启动子和增强子区域激活基因的表达。

最近，改良版的 CRISPRi 在 dCas9 上连接了一个

来自转录沉默子 (Krüppel-associated box，KRAB)

的结构域，从而使 DNA 难以转录，大大改善了

CRISPRi 在人体细胞中的抑制效率[95]。同时，一

些研究者正在利用 KRAB 结构域让 dCas9 结合得

更加稳定，以实现永久抑制特定位点的转录。 

CRISPRa/i 在 L-赖氨酸、L-谷氨酸[96]、莽草

酸[97]、聚 (3-羟基丁酸酯-co-4-羟基丁酸酯)[98]和番

茄红素[89]等生物基产品的代谢工程菌株构建中均

有成功的应用。Lv 等[98]在大肠杆菌中构建了一条

由葡萄糖生成聚 (3-羟基丁酸酯-co-4-羟基丁酸酯) 

[Poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate)，
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P(3HB-co-4HB)] 的途径，利用 CRISPRi 技术调

控主要前体物 4HB 的合成途径中必需基因的表

达，从而获得各种具有柔性性质的 PHA 材料。当

合成途径中单基因如 sdhA、sdhB、sucC、sucD 或

sad 的表达受到负调控时，重组大肠杆菌菌株可

产生含 1 mol%–9 mol% 4HB 的 P(3HB-co-4HB)。

当共抑制 2 个基因时，共聚物中 4HB 的含量最高

增加到 12 mol%。当共抑制 5 个基因时，4HB 含

量可超过 18 mol%。结果表明，CRISPRi 技术能

够有效地微调单个或多个基因的表达，展示了其

对代谢通量的灵活调控。 

3.3.4  动态调控及应用 

Mahadevan 等[99]在 2008 年首先提出动态代

谢工程的概念，即根据胞内状态和环境条件的变

化对基因表达进行动态调控，缓解静态调控所造

成的生长阻滞和代谢流失衡，显著提高目标产品

产量。根据响应机制的不同，动态调控可以分为

代谢物依赖型和非代谢物依赖型动态调控。近年

来，除单向动态调控外，双向动态调控也在代谢

工程中发挥越来越重要的作用[100]。另外，动态调

控与其他代谢工程改造方法的组合也有利于细胞

工厂在产物合成中产量、转化率和产率的进一步

提升[101]。 

动态调控策略在番茄红素[102]、脂肪酸[103]、

N-乙酰葡糖胺 (N-acetylglucosamine，GlcNAc)[100]、

衣康酸[104]、肌醇[105]和 5-氨基乙酰丙酸[106]等生物

基产品的代谢工程中得到了成功应用。Farmer 等[102]

利用乙酰磷酸响应的转录因子-启动子构建了调

节番茄红素合成的动态调控开关。当胞内乙酰磷

酸异常累积时，会上调磷酸烯醇丙酮酸合酶和异

戊烯基焦磷酸异构酶的表达水平，将丙酮酸转化成

磷酸烯醇丙酮酸，进而合成番茄红素，最终其产率

提高了约 50%。Liu 等[100]将 N-乙酰葡糖胺响应的

生物传感器与基于 CRISPRi 的 NOT 门耦合，构建

了一种可同时动态激活和抑制靶基因表达的自主

双向动态调控 (Autonomous dual-control，ADC)  

系统。其中，构建的遗传反馈电路可动态上调    

c 合成模块，同时下调竞争途径模块，从而将

GlcNAc 产量从 59.9 g/L 显著提高到 97.1 g/L。该

系统可以在没有复杂过程控制的情况下实现高

水平的生产性能，对其他微生物细胞工厂的动

态调控具有重要参考价值。目前，动态调控元

件种类少、特异性强、响应阈值窄和调控范围

有限等问题仍然制约着其在代谢工程中的应

用，但随着合成生物学、计算机模拟技术和蛋

白质工程等学科的发展，一定会极大地促进动

态调控策略的应用。 

3.4  支架组装技术  

支架组装是一种将途径中的多个酶固定在支

架上而形成人工多酶体系的方法。借助该技术可

以形成代谢物的通道效应，增强酶和底物之间的

相互作用，从而提高途径的代谢通量。另外，还

可以通过改变支架结构调整不同酶的结合比例或

数量，达到优化途径通量的目的。 

3.4.1  支架种类 

目前已经建立的支架结构有蛋白支架和核酸

支架[107]。蛋白支架是利用蛋白质间的相互作用将

途经中的酶固定在同一蛋白支架上[108]。构建蛋白

支架的关键是筛选和开发蛋白质-蛋白质相互作

用对 (域和配体)。目前已经报道的有 SH3 域[109]、

PDZ 域 [110]、 GBD 域 [111]、亮氨酸拉链 [112]、

phyB/pif3 光可切换结合域[113]、亲合体 affibody 

分子及相应的配体。含有单个域的支架蛋白及其

配体分别和两种不同的酶融合后，通过域和配体

的相互作用可以实现双酶组装。对于两种以上的

多酶组装，则需要开发多个蛋白相互作用域融合

的合成支架，不同域的配体分别和不同的酶融合

表达，从而进一步实现组装。其中应用最成熟也

最成功是 (GBD)x-(SH3)y-(PDZ)z 融合蛋白支架。

核酸支架包括 DNA 支架[114]和 RNA 支架[115]两种

类型，同蛋白支架相比，核酸支架具有独特的优

势：短链核酸分子可折叠成各种结构，甚至可折
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叠成二聚体或多聚体[116]，还可利用计算机模拟对

核酸结构进行理性设计[117]。目前 DNA 支架技术

较为成熟，包括以下两类：一类是用与 DNA 支

架互补的核苷酸序列对途径酶进行化学修饰，再

通过碱基互补配对将酶固定在 DNA 支架上，主

要应用于体外环境。另一类是途径酶与含有 DNA

结合结构域的蛋白进行融合表达，借助结构域和

特定 DNA 序列的相互作用将酶固定在 DNA 支架

上，这种支架适合在体内环境中应用。 

3.4.2  支架组装技术在代谢工程中的应用 

近年来，支架组装技术已经在萜烯类、衣康

酸、甲羟戊酸、苏氨酸、吲哚-3-乙酸等生物基产

品合成途径的通量优化中得到了应用[118-122]。例

如，Dueber 等[120]将甲羟戊酸合成途径中的乙酰

乙酰-辅酶 A 硫解酶、羟甲基戊二酸-辅酶 A 合成

酶和羟基 -甲基戊二酰 -辅酶 A 还原酶分别与

GBD、SH3、PDZ 的配体融合，并将可与它们特

异性结合的蛋白支架在大肠杆菌中共同表达。在

对蛋白支架的比例和酶的化学计量数进行优化时

发现，当 x、y、z 分别是 1、2、2 时，甲羟戊酸

的产量比无支架时提高了 77 倍。此支架还成功应

用于丁酸、葡萄糖酸和白藜芦醇的生产中[123-125]。

Lee 等[121]报告了使用 DNA 支架系统在大肠杆菌

中提高 L-苏氨酸的生产速率，其中锌指蛋白充当

适配器，将参与 L-苏氨酸生产的高丝氨酸脱氢酶、

高丝氨酸激酶和苏氨酸合酶的位点特异性结合到

精确有序的位置。这个 DNA 支架系统显著提高

了苏氨酸生物合成的效率，将发酵时间缩短了

50%以上，而且该 DNA 支架系统通过降低毒性中

间体的细胞内浓度，使宿主菌株的生长速率得到

了提高。锌指蛋白与核酸的特异性结合也成功使

白藜芦醇、1,2-丙二醇、甲羟戊酸的产量分别提高

了 5 倍、4.6 倍、2.5 倍[114]。 

除了上述的主要使能技术之外，近年来，研

究者通过理性或半理性设计方法构建了启动子、

RBS、生物传感器等众多基因表达和调控元件 

(库)。这些多样性的元件在高性能菌株的构建和

筛选中发挥着不可替代的重要作用，具体可以参

考国内学者最近发表的一些典型综述[126-129]，本

文不再赘述。 

4  总结与展望 

近 10 年来，系统生物学和合成生物学方法在

代谢工程中不乏成功应用的例子，但也面临一些

重要的问题或挑战：1) 在系统生物学的应用方

面，虽然各种组学的研究产生了大量的数据集，

但是大部分应用还是描述性的表征，精确预测靶

点进而改进细胞性能的研究相对而言较少。其中

主要原因是多组学数据整合及有效数据挖掘仍然

是一个难题，通过数据驱动的机器学习算法从数

据集中挖掘重要代谢信息是今后应对该挑战的主

要方法[130]。2) 系统生物学方法预测出的潜在靶

点仍然需要大量的鉴定测试 (例如测试转录组学

分析得到的数目众多的差异表达基因、通过微调

优化靶点的表达水平等)，除了少数几种模式微生

物之外，在其他物种中进行大规模的遗传扰动测

试仍然费时费力，而随着合成生物技术的发展，

开发适合于更多微生物物种的表达元件和使能技

术将在很大程度上解决这一问题。3) 目前，成功

应用于商业化生产的代谢工程菌株仍然不多，其

中工程菌株的鲁棒性是影响其放大生产的一个重

要因素。因此，一方面需要开发更多天然适合于

某类化学品生产的非模式底盘菌株及其合成生物

技术[131]。另一方面，在菌株构建策略的选择中要

避免其对鲁棒性的负面影响，通过基因表达的精

细调控平衡细胞代谢、通过进化工程等方法提高细

胞的抗逆性能、通过基因组编辑技术提高遗传稳定

性等策略都可以显著改善工程菌株的鲁棒性[132]，

这些策略在代谢工程中的应用将促进更多的微生

物细胞工厂走向实用化。 
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