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摘　要：合成生物学 (synthetic biology) 是伴随着基因工程、系统生物学以及生物信息学的发展而出现的一

个新的交叉学科。大肠杆菌 (Escherichia coli) 作为一种宿主在合成生物学的发展中功不可没。从某种意义

上讲，合成生物学的每一次进展都离不开大肠杆菌。从大肠杆菌的角度出发，对合成生物学的发展进行深

入分析，并提出了合成生物学在中国发展的重点。
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Abstract: Synthetic biology is an inter-discipline that appeared with the development of genetic engineering, 
system biology and bioinformatics. As a host, Escherichia coli played an important role in the development of 
synthetic biology. Therefore, this review summarized the recent development of E. coli as a host of synthetic 
biology.
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合成生物学是从生物学中分支出来的一门基

于量化和工程化的学科。合成生物学意在通过理

性设计、合成生物元件进而组装成生物系统，最

终实现生物系统工程标准化。第一代合成生物学

的研究内容主要为标准调控元件的设计与合成 ；

而目前第二代合成生物学所研究的内容扩展为通

过系统生物学的指导，理性组装各种合成生物元

件为定向执行某种生物功能的系统或者一种全新

的细胞。重塑生命是合成生物学这一科学的核心

思想及最终理想
[1]
。而其中心是从零开始建立微生

物基因组，从而改变和扩展自然界在 35 亿年前建

立的基因密码。通过合成生物学，人们不仅建立了

模拟物理学的基因电路，包括双稳态开关、振荡器、

逻辑门等，而且通过重新构建生物系统网络，最终

希望解决诸如生物能源、生物材料、生物医药以及

疾病诊断、基因治疗等关系国计民生的大问题。

1　大肠杆菌——优异的底盘生物

合成生物学中的底盘生物是合成生物学的“硬

件”基础，然而，细胞的复杂性为生物系统的工程

化提出了挑战，大肠杆菌 (Escherichia coli) 作为最

简单的模式生物，由于其背景清晰、生长快速、易

于操作，在基础生物研究以及生物技术应用方面有

着其他模式生物无可比拟的优越性。例如重组

DNA 技术以及分子生物学工具的应用都是在大肠

杆菌中发展并拓展至其他生物中的。在合成生物学

研究中，大肠杆菌更是功不可没，是当之无愧的底

盘生物。近年来，随着大肠杆菌在系统代谢工程及
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多种组学技术领域突飞猛进的发展，大肠杆菌的合

成生物学正在迅速发展。

首先，为了减小细胞内冗余的代谢网络以及提

高其代谢网络的可预测及可控性，人们开始对大肠

杆菌的基因组进行缩减。基因组的减小是合成生物

学中的重要问题。而基因组的最小化有两条途径：

一条是从头合成途径，即通过 DNA 合成技术来精

确合成目的序列的基因组。其中，脊髓灰质炎病毒

的基因组
[2]
、phiX174 噬菌体的基因组

[3]
以及生殖

支原体 (Mycoplasma genitalium) 的基因组已成功合

成并组装
[4]
；另一条是精确删除现有微生物基因组

中上述引起 DNA 不稳定的 DNA 片段和非必需功能

的基因。Blattner 研究组通过序列比对，精确删除 E. 
coli MG1655 基因组中上述引起 DNA 不稳定的

DNA 片段和非必需功能的基因，例如与侵染人宿

主相关的基因以及应对特殊环境的相关基因。将 E. 
coli MG1655 菌株的基因组减少 15.27%，获得的菌

株在丰富培养基上的生长速度没有明显降低，并且

较野生菌具有更好的染色体及染色体外 DNA 分子

的遗传稳定性、更高的电转化效率
[5]
。这一研究成

果说明了具有最小基因组细胞的可行性。最小基因

组既能够为细胞的生长和繁殖提供必要的分子机制

和能量，又减少了不必要的代谢途径、基因调控环

路和非必需功能基因，减少宿主细胞的遗传背景， 
提高代谢效率，为实现利用最小基因组细胞工厂生

产能源和生物基化学品提供了重要基础
[6-7]

。值得

注意的是作为合成生物学或者工业生物技术中具有

应用价值的最小基因组的概念不是指能在特殊条件

下 ( 例如必须加入许多营养因子 ) 生存的理论最小

基因组，而是指能够在最简单培养基中生存、在简

单碳源中生长和能够应对压力条件的最小基因组。

因此，我们认为这种最小基因组可以叫做“最适基

因组”，它可以用于实际。

2　大肠杆菌合成生物学的基础

合成生物学的核心观念认为生命的所有零件都

能由合成 ( 即化学法 ) 而制造，进而通过工程化并

组装成实用的生物组织。合成生物学致力于将这些

生物零件根据工程设计原理赋予其工程学上的模块

化性质，每一个生物学零件都有详细的生物学特征

描述，可以在更大规模的设计中与其他元件进一步

组合成具有特定生物学功能的生物学装置 (Device)。
就像工程师利用已有的物理学原件，根据物理学原

理设计电路，进一步组建有功能的集成电路，甚至

中央处理器一样，合成生物学工作者可以利用标准

化的元件和装置设计和实现更大规模的生物工程学

改造，最终形成生物系统。

因此，合成生物学的特点之一就是标准化和简

便性，即利用标准化的生物学元件，可以简便地实

现大规模的生物学途径的构建，达到生物合成的目

的。因此，合成生物学的关键就是建立标准化的生

物零件 (Biobrick)。通过建立一系列的标准化的生

物学基本元件和复合元件，包括启动子、复制子、

抗性筛选标记以及一些调控元件，使生物合成更加

简便易行，更加适合工程化。建立具有通用性和标

准性的元件，适合合成生物学家索取是合成生物学

基础研究的重点。

目前，已有 2 000 多种生物元件被合成并注册

(Standard Biological Parts Knowledgebase)(http://part-
sregistry.org/Main_Page)。这其中大多数是大肠杆菌

的元件，总体上生物元件可以分为三类：基因表达

的调控元件，包括 Promoter( 启动子 )、Terminators 
( 终止子 )、Inverter( 变极器 )、Ribosome Binding Sites  
( 核糖体结合位点 )、Riboswitch( 核糖开关 ) 以及

RNA ；DNA 序列及质粒载体骨架序列；蛋白质结

构域和蛋白质编码序列。标准生物元件的合成与注

册大大方便了后续的相关研究。科研工作者根据不

同的实验目的而很容易地选择不同的生物元件，进

而进行系统的重建与组装。通过组装生物调控元件，

可以在大肠杆菌中构建各种功能的基因线路，如基

因振荡器 (gene oscillator)[8-11]
、计数器 (counter)[12]

、

逻辑门 (logicgate)[13-15]
，从而赋予大肠肝菌细胞更多

的功能。另外，为了有效组装各种生物元件，一系

列的组装构建载体
[16]

也应运而生，从而使得表达载

体的基本零件，如启动子、复制子、抗性筛选标记

甚至载体本身的替换简便易行，简化了构建工作
[1]
。

3　大肠杆菌非自身产物的合成

大肠杆菌作为一种肠道杆菌，其代谢仅能产生

一些小分子的有机酸类物质和乙醇等物质。从代谢

工程开始，人们就试图在大肠杆菌中构建一些大肠

杆菌原来自身不能产生的物质的途径。例如大肠杆

菌不能产生聚羟基脂肪酸酯 (PHA)，人们通过表达

聚羟基脂肪酸酯聚合酶在大肠杆菌中建立了 PHA
代谢途径

[17]
。通过一系列的改造，大肠杆菌目前是

合成聚羟基脂肪酸酯的宿主之一
[18]
。最近，我们实

验室还在大肠杆菌中构建了联产琥珀酸和 PHA 的

途径
[19]
。而利用大肠杆菌合成青蒿素的前体则是合
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成生物学的里程碑，即美国加州大学伯克利分校

Keasling 课题组的关于在大肠杆菌中重建合成途径

发酵葡萄糖生产治疗疟疾的药物 —— 青蒿素的前

体 —— 青蒿酸。该课题组将来源于细菌、酵母以

及植物的 11 个酶促反应相关酶基因进行模块化并

加以整合，通过基因表达调控以及代谢通量优化成

功构建了发酵生产青蒿酸的工程化大肠杆菌
[20-23]

；

并使青蒿素产量提高几百倍，生产青蒿素的成本大

大降低，为解除非洲疟疾问题提供了廉价的药物。

麻省理工学院 (MIT)Gregory Stephanopoulos 课题组

的关于强效抗癌药物 —— 紫杉醇合成途径的重构。

通过优化中间基因的表达以及代谢通量，重构的大

肠杆菌发酵葡萄糖生产紫杉醇的前体 —— 紫杉二

烯的能力与改造前相比提高了 15 000 倍，紫杉二烯

产量达到了 1 g/L 的水平
[24]
。

生物能源领域也有许多很好的例子，最著名的

报道有两个。其中一个是美国加州洛杉矶分校 Liao
课题组关于生产高级醇合成途径的构建，通过整合

外源的 2- 酮酸脱氢酶 KIVD( 来自酿酒酵母、乳酸

乳球菌或丙酮丁醇梭菌 ) 和乙醇脱氢酶 ADH( 酿酒

酵母 )，利用大肠杆菌中氨基酸合成途径中的 2- 酮
酸前体，成功构建了发酵葡萄糖生产丙醇、丁醇等

高级醇的生产菌株
[25]

；2011 年初，Liao 课题组报

道了通过优化反式烯脂酰 CoA 还原酶，并重构了

丁醇代谢途径，为正丁醇的积累提供充足的驱动

力 —— 还原型辅酶 NADH 以及乙酰 CoA，提高了

正丁醇生产效率。最终培养基中可以生产出 15~30 
g/L 的正丁醇，而此前的方法产量只有 1~4 g/L[26]

。

Keasling 提出了微生物代谢调控的模块法控制，利

用合成的蛋白脚手架 (synthetic protein scaffold) 将代

谢途径的相关酶类集中在一起，提高酶的效率，使

酶在相同转化效率的情况下产物产率提高 77 倍
[27]
。

他们通过基因工程方法对大肠杆菌进行改造，让它

将单糖生成更复杂的生物燃料 ( 可直接应用的生物

燃料 )—— 脂肪酯 (fatty esters)、脂肪醇 (fatty alcohol)
和蜡 (waxes)。他们进而又让大肠杆菌来分泌半纤

维素酶，它是来自植物的生物质的一个主要成分，

可以将纤维素转化为生物燃料
[28]
。后来，LS9 可再

生石油公司独立在大肠杆菌中构建生产烷烃以及烯

烃混合物的合成途径
[29]
。另外，美国哈佛医学院的

Silver 课题组在大肠杆菌中构建了一条生产生物氢

的途径
[30]
。

因此，通过克隆一些非大肠杆菌的基因，使大

肠杆菌能够产生原来自身不能产生的化合物。这样

就扩展了大肠杆菌的应用范围，同时也为合成生物

学的产生和发展奠定了基础。

4　利用大肠杆菌合成非天然产物

通过在大肠杆菌中构建非自身产物，使大肠杆

菌成为一个合成大宗 / 精细化合物的生物炼制工厂

(Biorefinery Factories) ；而在大肠杆菌中合成非天然

产物 ( 生物不能合成的化合物 ) 使大肠杆菌的合成

生物学达到了新的阶段。

聚乳酸 (PLA) 是自然界生物无法合成的生物可

降解塑料，日本北海道大学 Taguchi 课题组通过利

用微生物天然产物 PHA 的合成途径，在大肠杆菌

中另外引入乳酸脱氢酶 LDH、丙酰 CoA 转移酶

PCT，并通过 PHA 聚合酶 (PhaCPs) 的定向进化，最

终实现了大肠杆菌发酵葡萄糖生产聚乳酸 (PLA)[31]
；

之后，Lee Sang Yup 组也报道了利用相同途径、不同

人工改造的 PhaC 聚合酶来合成 P(3HB-co-LA) 共聚

物，其中 LA 组分含量能够占共聚物总量的 70% [32]
。

另外，Liao 在前期生产高级醇的基础上，扩

展了工程大肠杆菌的代谢途径 ：首先，在现有途

径的基础上，积累得到 (S)-2- 酮 -3- 甲基戊酸 ( 异
亮氨酸合成的酮酸前体 )，由于其结构与 2- 酮异

戊酸 ( 缬氨酸合成前体 ) 相似，2- 酮异戊酸在

LeuABCD 催化作用下可以将侧链延长一个碳，并

依次循环递增为 Cn+1：即 2- 酮异己酸、2- 酮异辛酸、

2- 酮异壬酸等。因此推断，(S)-2- 酮 -3- 甲基戊酸、2-
酮丁酸也可被 LeuABCD 循环延长碳链成 C6~C9 的

酮酸。而每加一个碳，都会由底物谱广泛的 2- 酮
酸脱氢酶 (KIVD) 和醇脱氢酶 (ADH6) 催化将其转

变为相应的 C5~C8 的高级醇。最终他们通过代谢

途径的扩展和对 LeuA 特异性突变，实现了非天然

产物长链脂肪醇的合成
[33]
。同年，Liao 还报道了大

肠杆菌对非天然氨基酸 ——L- 高丙氨酸的合成，

利用进化的谷氨酸脱氢酶 GDH 的转氨基反应，创

造了大肠杆菌利用 2- 酮丁酸合成 L- 高丙氨酸的新

途径，工程化菌株发酵得到 5.4 g/L 的高丙氨酸，

可以作为抗癫痫药物的前体
[34]
。化学品领域，美国

麻省理工学院 Prather 课题组在大肠杆菌中构建了

合成 D- 葡糖二酸的途径
[35]
，德国马普研究所的

Wolfgang 课题组在大肠杆菌中构建生产戊烯二酸的

途径
[36]
。

5　利用大肠杆菌解决非生物学问题

作为合成生物学的底盘生物，大肠杆菌能够完
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成许多难以想象的工作。例如，大肠杆菌细胞含有

上万种调节线路，从转录、翻译至翻译后水平上都

能够对环境信号进行感应和应对。而这些响应环境

的终端元件通常集中在启动子以及它们相关的转录

因子上，包括我们所熟知的大肠杆菌 lac、tet 及 ara
操纵元的启动子，通过感受环境中诸如乳糖、阿拉

伯糖的存在来激活下游基因的转录。James Collins
创建了典型的基因线路 —— 基因双稳态线路

[37]
，

通过用化学信号刺激细胞来诱导 A 基因表达，从而

抑制 B 基因表达 ；而 B 基因的表达又会抑制 A 的

表达，在双稳态线路中加入诱导物，可促使系统在

两个稳定状态之间任意翻转。之后的研究中，

Collins 将两个启动子各自创建了一个基因计时器

(genetic timer)，这是一个能使细胞从表达一个基因

切换到表达另一个基因（经过一定的时滞）的系统。

通过检测计时器，他们将结果反馈给计算模型，并

预测从其他版本构建的计时器将会如何表现。这种

具有计算功能的大肠杆菌是真正的生物计算机。

在大肠杆菌中，至少存在 32 种双组分感应系

统
[38]
。通过合成生物学改造大肠杆菌的感应系统，

可以实现大肠杆菌对不同物质的感应，如对

trinitrotoluene(TNT)、L-Lactate[38]
以及 Zn2+[39]

。2005
年，Voigt 课题组成功构建了一种由合成的感应激

酶组成的、可感应不同状态红光的系统：将双组分

信号转导系统 EnvZ-OmpR 中 EnvZ 组氨酸激酶的

结构域与藻青素 PCB 共价结合的脱辅基蛋白嵌合

成为一个光敏部件。同时，将 lacZ 基因置于 ompC
启动子 ( 依赖于 OmpR 而表达 ) 之后，使得 lacZ 的

表达受光调控，当大肠杆菌接受光照时，就会诱导

lacZ 表达产物半乳糖苷酶，其与 S-gal 反应得到黑

色沉淀，最终实现了大肠杆菌的生物拍照功能
[40]
。

洛桑大学 Der Meer 课题组开发了用于检测环境中

砷的大肠杆菌
[41]
，美国艾默里大学 Gallivan 课题组

通过设计合成核糖开关 (riboswitch)[42]
，并筛选出受

阿特拉津 (atrazine) 调控的核糖开关，含有该编程

的大肠杆菌可识别阿特拉津并启动阿特拉津的降解

系统。2009 年，Ellington 课题组合成了一种用于检

测边缘的组装程序，并在大肠杆菌中成功验证
[43]
。

6　展望

大肠杆菌已经成为能源、化合物、材料及药物

生产的重要平台，合成生物学的发展促进了大肠杆

菌代谢途径的重建
[1]
，通过精确设计基因环路、重

构代谢途径为大肠杆菌提供了新的代谢和生理功

能，使其能够高产天然甚至非天然产物。在过去的

十年里，基于大肠杆菌的系统生物学得到了迅猛发

展
[44-46]

。一系列的相关的系统生物学研究软件被报

道
[30,47-48]

。随着计算机科学以及系统生物学软件的

开发，合成生物学的发展将变得更加迅猛。我们认

为大肠杆菌利用可再生资源合成生物基化学品 ( 如
高级醇、长链烷烃以及环境友好的生物塑料 ) 实现

低成本高产出生产是未来十年发展的重要目标。同

时，利用大肠杆菌合成一些自身不能合成，而其他

生物又很难提高产量的天然产物，例如，一些中草

药，是实现大肠杆菌合成生物学突破的关键。大肠

杆菌合成生物学技术的突破会为其他生物的合成生

物学的发展提供理论和方法的支撑。
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