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摘　要：合成生物学是一个快速发展的研究领域，其重要性体现在科学研究和应用开发两方面。它不但加

深了我们对复杂的生物过程与机理的理解， 而且使得基础生物研究向实际应用的快速转化成为可能。 将介

绍一些新型高效的合成生物学工具以及如何利用它们开发能从可再生原料生产药物和燃料的工程菌株。
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Abstract: Synthetic biology is a rapidly growing research field of scientific and practical importance.  It not only 
deepens our understanding of complex biological processes and mechanisms but also enables the rapid translation 
of fundamental biological research to practical applications. In this review, we will describe a few novel and highly 
efficient synthetic biology tools and their applications in the development of recombinant organisms capable of 
producing drugs and fuels from renewable feedstock. 
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随着能源危机的爆发和自然环境的持续恶化，

以石油为基础的药物和燃料生产工业越来越受到石

油供给和价格的影响，所以寻找可再生能源以代替

石油成为药物和燃料生产原料的需求日益紧迫 [1]。

尽管有机合成有了很大的发展并被广泛地应用于工

业中，微生物合成仍然是生产很多小分子化合物的

更有效方法。这些小分子化合物涵盖了从简单的生

物燃料到复杂的天然产物和药物。相比于有机合成，

微生物合成拥有众多的优点：第一，酶能够一步催

化很多复杂的化学反应，而这些反应往往需要很多

步有机化学反应才能完成。 第二，由多个酶组合而

成的代谢途径能免去中间产物的纯化步骤。而这些

纯化步骤都是有机合成所不可避免的。最后，微生

物合成往往可以使用葡萄糖等便宜的原料，从而使

得生产过程有利于环境保护。传统上，微生物合成

的设计、组建和优化的过程被定义为代谢工程

(metabolic engineering)。随着微生物合成在各个层

面都变得越来越复杂，例如有更多的基因需要被加

入到代谢途径中，同时，越来越多的多基因调控需

要被考虑到，代谢工程慢慢进化为一个更宽泛和先

进的领域——合成生物学 (synthetic biology)[2-3]。合

成生物学更关注于系统化的设计和组建新的生物元

件。例如酶、遗传线路 (genetic circuits)、代谢途径

和细胞 ( 图 1)。在这篇综述中，我们将介绍一些新

型高效的合成生物学工具以及它们在药物和生物燃

料的微生物合成领域的广泛应用。 

1　合成生物学工具

1.1　蛋白质工程工具

蛋白质或者酶是合成生物学中最简单，也是最
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重要的生物元件，特别是在药物和生物燃料的微生

物合成领域。考虑到经济效益和工业应用，酶需要

满足更高的要求，如更高的催化效率和更高的稳定

性。然而，自然界中天然存在的酶通常不能满足这

样的要求。合成生物学工作者已开发一系列的工具

用于寻找或创造这样的酶 [4]。其中定向进化 (directed 
evolution) 就是一个非常重要和有效的工具。在药

物和生物燃料微生物合成领域，定向进化的目标往

往是使酶能更有效而稳定地催化某一步化学反应。

首先，通过易错聚合酶链 ( 式 ) 反应 (error prone 
PCR) 等突变方法产生目标基因的随机库，在特定

的宿主中表达后通过使用高通量筛选 (high throughput 
screening) 或选择方法 (selection)，挑选得到具有更高

目标性能的突变基因。然后，经过多轮的突变和筛

选过程，有利突变得以积累和叠加，最终得到具有

最好的目标特性的变异基因 [5]。 

β- 葡萄糖苷酶 (β-glucosidases) 是一类能够催化

β- 糖苷键水解的酶。这类酶往往对 β- 糖苷类化合物

具有混杂活性 (promiscuous activity)。它们在制造生

物燃料 [6] 及一些其他工业过程中有很重要的应用。

例如 β- 葡萄糖苷酶能水解纤维素二糖 (cellobiose) 为
葡萄糖，而后者则能被发酵为包括乙醇在内的生物

燃料。同时通过降低纤维素二糖的反馈抑制，β- 葡

萄糖苷酶也被应用于提高纤维素降解效率。Hardiman
等 [7] 用定向进化中 RNDM(random drift mutagenesis)
的方法产生了 β- 葡萄糖苷酶突变库。通过荧光激

活细胞筛选 (fluorescence activated cell sorting, FACS)
方法，他们得到了一系列对不同 β- 糖苷类底物具

有更高催化活性的 β- 葡萄糖苷酶。

虽然定向进化是一个对于提高酶的特定性能

非常有效的工具，但是作为定向进化模板的这种天

然酶往往首先需要具有非常类似的活性。而另一方

面，全新设计 (de novo design) 一种能催化特定化

学反应的酶是很困难，但也非常有价值的工作 [8]，

特别是在某些化学反应在自然界中还没有发现有酶

能够催化的情况下，蛋白质全新设计这一工具更有

无法比拟的先进性。例如，在自然界中还没有发现

能催化 4-hydroxy-4-(6-methoxy-2-naphthyl)-2-butanone
的逆醇醛缩合 (Retro-aldol) 反应的酶。基于赖氨酸

催化形成 schiff 碱或亚胺中间体的化学机理，Jiang
等 [9] 通过计算机设计出了大量这类酶的蓝本。经

过 RosettaMatch 算法优化后，他们选择了一共 72
种蛋白质设计方案并进行实验验证。这些设计基于

10 种不同蛋白质骨架，而每种设计有 8 至 10 个不

同的氨基酸。结果基于不同蛋白质骨架的一共 32
种蛋白表现出了逆醇醛缩合反应活性。同时，通过

图1  适用于微生物合成药物和燃料的合成生物学工具
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X 射线衍射确定那些活性蛋白的结构几乎和设计一

模一样。这说明该全新设计方法的准确性和实用性

很高 [9]。 
综上所述，定向进化和蛋白质全新设计各有互

补的优缺点。定向进化的优势在于不需要大量关于

模板蛋白的结构和功能的知识就能针对已有特定性

能进行快速的改进；而全新设计方法的优势在于创

造能催化全新化学反应的酶。合理地同时运用这两

种工具能发挥出更好的效果。例如，Rothlisberger
等 [10] 首先通过蛋白质全新设计得到了一系列能催

化 Kemp 消除反应的酶。这类酶具有 6~160 M-1S-1

等不同的 Kcat/Km 值。之后对这些蛋白质通过几轮定

向进化的优化，一些突变蛋白的 Kcat/Km 值提高了

200 倍以上。

1.2　代谢途径工程工具

药物及生物燃料的微生物合成往往需要经过一

系列酶催化的多步化学反应来实现。即使每一步反

应都已经拥有良好的备选酶，如何将它们组合成高

效的代谢途径，特别是如何平衡蛋白表达与活性以

实现目标产物的产量最大化是非常大的挑战。与传

统的分子生物学和细胞生物学相比，合成生物学更

适合于代谢途径的组建与优化。合成生物学首先将

不同的生物元件组建成合适的代谢途径，然后通过

在不同层面 ( 转录和翻译等 ) 对代谢途径中不同基

因的表达进行调控与优化，从而达到目标产物产量

最大化的目的。 
在原核生物中，因为基因表达的调控大部分

通过转录水平的调控来完成，启动子 (promoter) 在
代谢途径的调控中能起到非常重要的作用。诱导型

启动子 (inducible promoter) 是一类被广泛应用于基

因表达调控的生物元件。通过加入小分子诱导物，

诱导型启动子能在合适的时候启动代谢途径中基因

的表达，以达到目标产物的产量最大化。除了研究

和使用最广泛的乳糖 (lactose) 和阿拉伯糖 (arabinose)
诱导型启动子 [11]，另有一些新的诱导型启动子被

发现及应用，如 Lee 和 Keasling[12] 在 Salmonella 
enterica 中研究出了一套以丙酸为诱导物的可诱导

表达系统，得到了比广泛使用的 T7 启动子更好的

基因调控效果。除了小分子诱导物，光也能被用于

诱导基因表达。Lindberg 等 [13] 利用光敏性 psbA2
启动子控制异戊二烯合成酶的表达，成功达到了由

光强度控制异戊二烯合成量。 
在低价值化合物或药物的微生物合成过程中，

使用昂贵的诱导物不利于提高经济效益。这时组成

型启动子 (constitutive promoter) 就比诱导型启动子

更加实用，而且定向进化方法能被应用于产生一系

列具有不同强度的组成型启动子以达到对代谢途径

的精确调控与优化 [14-15]。Alper 等 [16] 应用荧光激活

细胞筛选方法 (FACS) 对噬菌体组成型 PL-λ 启动子

的突变库进行筛选，最终得到 22 个具有不同强度

的突变启动子。为了评估这个启动子库的实际使用

效果，他们使用这些启动子对脱氧木酮糖磷酸合成

酶 (deoxy-xylulose-P synthase, DXS) 的表达进行精

确控制 , 最终提高了番茄红素 (lycopene) 的产量。 
在原核生物中，除了启动子以外，控制核糖体

结合位点 (ribosome binding sites) 的强度是另一种重

要的控制蛋白表达量的方法。Salis 等 [17] 开发出核

糖体结合位点强度的预测算法，这使得人为地通过

调节核糖体结合位点强度对蛋白表达量进行精确控

制成为可能。通过在大肠杆菌中测试超过 100 个核

糖体结合位点的强度，他们发现预测结果和实验结

果相当吻合。

随着合成生物学的不断发展，同时对多个基

因进行精确调控的要求变得越来越普遍。使用不同

的可诱导启动子对不同基因进行调控的方法已经被

证明是可行的 [18]，但是可诱导启动子的数量限制

和不同诱导物之间的干扰作用极大的限制了这一方

法的广泛使用。另一种选择是使用定向进化的方法

得到一系列能响应同一诱导物的具有不同强度的诱

导型启动子 [19]，但同样的这种优化过的启动子库

更加稀少。此外，不基于启动子的工具也能被用于

多个基因的调控 [20-21]，如 Alper 和 Stephanopoulos [22]

开发了 gTME (global transcription machinery engineering )
用于不同基因的同步调控。在概念型实验中，

Global transcription machinery( 特指 σ70 ) 先通过随机

突变然后被转入大肠杆菌中。三种不同的表型 ：乙

醇耐受性、代谢产物过量生产、多重表型被作为筛

选目标。结果显示 gTME 方法比传统方法能更快更

好地对表型进行优化和提高。

当然，生物对基因调控的方式不仅限于转录水

平。得益于近年来高速发展的关于 mRNA 结构和

调控的研究，合成生物学发展出通过不同 mRNA
调控元件对基因表达进行控制的工具，如反义

RNA(anti-sense RNA)、核糖开关 (riboswitch) 和适

配子 (aptamer)都被成功应用于基因表达的调控 [23-25]，

但这些工具的开发往往更多停留于基础研究，真正

应用这些工具对代谢途径进行调控和优化的例子还

很稀少。在原核生物中，多个相关基因往往被组合
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成一个操纵子 (operon) 以达到某特定功能。合成生

物学同样利用这一现象实现了利用一个启动子对多

个基因进行调控；但是由于多个不同因素，如转录

终止、 mRNA 稳定性和核糖体结合位点强度，都能

对最终的蛋白表达量有影响，所以，这一基因调控

方法的使用相对较困难。最近 Pfleger 等 [26] 成功开

发出了能对同一操纵子内多个不同基因进行精确调

控的新方法。这一方法通过产生和筛选包含 mRNA
二级结构、 RNA 酶切位点和核糖体结合位点等调控

元件的 TIGRs (tunable intergenic regions) 文库得到

最优化的 DNA 序列。实验证明，TIGRs 能控制两

个不同报告基因的相对表达量达到超过 100 倍的差

别 [27]。 通过在大肠杆菌中引入异源的甲羟戊酸合

成途径，Pfleger 等 [26] 运用 TIGRs 方法平衡了这一

合成途径中的三个基因的相对表达量，最终甲羟戊

酸的产量增加 7 倍。

通过适当的使用以上讨论的合成生物学工具，

我们能得到合适的生物元件，例如高活性的酶、适

合的启动子等，同时，我们也能通过组合这些生物

元件设计出所需要的药物或生物燃料的合成途径。

然而，如何高效而准确地将设计转化为实际有效的

DNA 分子是另一个挑战，特别是合成生物学正试

图将它的设计能力推向更高更复杂的水平，例如完

整的基因组水平。最近，大分子量 DNA 组装领域

的研究和发展正引导我们向那个目标前进 [28-29]。最

引人注目的成功例子来自于 Gibson 等 [30] 以化学合

成的小分子 DNA 为原料并利用酵母强大的同源重

组能力完成了 1.08 Mb 的 Mycoplasma mycoides JCVI-
syn1.0 基因组的设计、合成和组装。这一人工合成

的基因组被转入到 M. capricolum 受体细胞内，而

实验证明这一新的 M. mycoides 细胞完全受合成的

基因组控制。另一方面，我们实验室也同时开发出

了类似的 DNA assembler 方法 [31]，并运用这一方法

进行代谢途径的组装以用于小分子产物的生产。除

了利用酵母同源重组能力的方法，其他的工具也被

开发出来用于代谢途径的组装，如 Sleight 等 [32] 利

用 PCR 扩增的 BioBricks 和 Clontech In-Fusion PCR 
Cloning Kit 达到了快速而高效的 DNA 组装。这一

方法能实现多个生物元件的组装、 交换、 删除等。 
1.3　基因组工程工具

虽然大部分的合成生物学实验依赖于质粒等

DNA 载体，但将代谢途径整合到基因组上具有独

特的优点，如相对于质粒等 DNA 载体，基因组更

加稳定。这一特性在药物和生物燃料的微生物合

成领域显得异常重要，所以能对基因组进行精确修

饰的工具就变得非常有用。除了经典的以质粒为基

础的 pop-in/pop-out 方法 [33]，其他一些不同的基因

组修饰方法也被开发出来 [34-36]。最近我们实验室开

发了名为 MIRAGE(mutagenic inverted repeat assisted 
genome engineering) 的方法用于酵母基因组的修

饰 [37]。首先通过同源重组，含有抗性标记的 DNA
反向重复序列 (inverted repeat)被整合到基因组上。 
由于在基因组上的不稳定性，反向重复序列能催

化自身从基因组上脱离，最后得到基因组的精确

修饰。 相比于其他方法，MIRAGE 只需一次 DNA
转化步骤，并且不留下疤痕，因而更快速也更有效。

基因组的精确修饰工具虽然非常重要，但它往往

被限制于基因组上单个或有限基因的修饰。而随着

合成生物学的发展，对基因组不同位点的同步修饰

能力变得越来越重要。Wang 等 [38] 开发了 MAGE 
(multiplexed automated genome engineering ) 方法应

用于基因组的大规模修饰编译及宿主表型的优化。

他们通过 MAGE 对大肠杆菌中磷酸脱氧木酮糖

(deoxy- xylulose-P) 的合成路线进行了优化。以每天

产生 43 亿基因组突变体的速度，他们用仅仅 3 天

就将番茄红素 (lycopene) 的产量提高了 5 倍。

2　合成生物学应用的重要举例

抗疟疾药物青蒿素 (artemisinin) 对多抗药性的

Plasmodium spp 非常有效，但是它的低供应量和高

价格限制了它的广泛使用 [39]。这使得微生物合成青

蒿素 (artemisinin) 的先导物青蒿酸 (artemisinic acid)
非常具有吸引力。Keasling 实验室用合成生物学

工具对青蒿酸的微生物合成进行了广泛而深入的

研究 ( 图 2)。他们首先致力于优化中间产物

amorphadiene 的生产。不同来源 ( 大肠杆菌、酵母

和 Artemisia annua) 的基因被组合成以诱导型启动

子控制的三个操纵子。这三个操纵子分别用于表达

甲羟戊酸、焦磷酸法呢酯 (farnesyl pyrophosphate)
和 amorphadiene 代谢途径。经过运用 TIGRs 等合

成生物学方法对这一代谢途径进行多轮的优化后，

最近的结果显示 amorphadiene 能达到最高 27.4 g/L 
的产量 [40-41]。 而通过引入 amorphadiene氧化酶 (AMO)
和相关的氧化还原辅酶 (cpr)， amorphadiene 能进一

步被转化为青蒿酸。通过运用合适的启动子和载

体进行优化后，青蒿酸的产量超过 300 mg/L[42-44]。

另一方面，Keasling 实验室通过对来自于 Bacillus 
megaterium 的具有底物混杂性的 P450 酶进行突变
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得到了能转化 amorphadiene 为 dihydroartemisinic acid
的突变 P450。通过使用这一突变 P450，他们实现

了青蒿素新的半生物合成路线 [45]。 
虽然在生物燃料领域大部分的研究着重于乙醇

的生物合成，但是新型替代性生物燃料受到越来越

多的关注 [46-47]。新型生物燃料包括长链醇、 脂肪酸

和烃类。例如正丁醇相对乙醇就是更好的生物燃料，

因为正丁醇含有更高的能量密度及更低的水溶性。

自然界中一些 Clostridium 物种能产生正丁醇。在大

肠杆菌和酵母中异源表达正丁醇代谢途径取得了一

定的成功 [48-49]。另一方面，Liao 实验室利用天然的

氨基酸合成路线设计了全新的长链醇代谢途径。通

过引入不同的丙酮酸脱羧酶 (2-keto-acid decarboxylase, 
KDC) 和 醇 还 原 酶 (alcohol dehydrogenase, ADH)，
来自于不同氨基酸合成途径的丙酮酸中间产物能被

高效地转化为长链醇。这些长链醇包括丙醇、 正丁

醇、 2- 甲基丁醇和 3- 甲基丁醇等 [50-51]。例如正丁醇

的前导物丙酮戊酸 (2-ketovalerate) 最初是由丙酮丁

酸 (2-ketobutyrate) 通过 LeuABCD 途径产生的。 后
来他们使用来自 Methanococcus jannaschii 的柠苹酸

途径更直接地生产丙酮丁酸。这一新的代谢途径使

大肠杆菌不需要苏氨酸就能产生正丁醇，而且柠苹

酸合成酶 (citramalate synthase, CimA) 的活性还通过

定向进化方法得到了提高。这使得正丁醇的产量提

高了 22 倍 [52]。 

3　结语和展望

合成生物学在过去的十年中得到了飞速发展。

大量高效而实用的合成生物学工具被开发和应用于

药物和生物燃料的微生物合成。通过在不同层面

( 酶、 代谢途径和基因组 ) 对微生物合成过程进行设

计、调控和优化，人们不仅能够生产全新的药物和

生物燃料， 而且能够使目标产物的产量达到最大化。

合成生物学在未来将面临很多机遇和挑战。为了使

微生物合成的设计、 实现和优化过程更加简单和快

速， 人们已经在生物元件的标准化方面作出了一定

努力 [53]。然而，现在大部分研究中所使用的生物元

件还不能很简单有效地运用于其他实验，而且我们

现阶段仍缺乏对于基因调控网络的深刻认识，这使

得生物元件在不同生物体系中的可预测性受到诸多

限制。我们相信将来生物元件的开发与标准化将同

步进行。而更多的合成生物学工具将被开发和应用

于药物和生物燃料的微生物合成。最后，综合所有

生物元件和合成生物学工具的数据库和计算机辅助

软件 [54-55] 的出现将使得微生物合成的设计更加简单

和易于实现。
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