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摘　要：合成生物学通过构建人工代谢途径，不仅可以发展高效的生物制造技术，还可以用于人类重要疾

病的诊疗，为催生新的生物产业革命、促进经济可持续发展提供了重大机遇。该文围绕代谢组与代谢流量

分析以及代谢建模、单细胞代谢表型组分析与分选、代谢物生物传感与时空调控等前沿技术，介绍现有状

况和水平，综述分析这些技术如何助推合成生物学设计 - 构建 - 测试 - 学习 (DBTL) 循环，并对其发展前景

进行展望。
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Abstract: Cellular metabolism is being engineered through synthetic biology for an increasingly diverse array of 
applications, from chemical production to human health. In this review, we highlight the recent advances in the 
techniques of metabolic sciences, including metabolomics, metabolic flux analysis, genome-scale metabolic 
modeling, single-cell metabolic phenome, Raman-activated cell sorting, spatiotemporal metabolic analysis, single-
cell optogenetic control, and metabolic phenomics. These techniques are accelerating the design, build, test, and 
learn (DBTL) cycles for synthetic biology. The emerging challenges and future developments in these techniques 
and their applications in synthetic biology are discussed.
Key words: metabolomics; metabolic flux; metabolic model; single-cell metabolic phenome; Raman-activated cell 
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代谢是生命的基本特征，是生命功能最直接与

动态的反映。合成生物学通过构建人工代谢途径，

不仅可以发展高效的生物制造技术，还可以用于人

类重要疾病的诊疗，为催生新的生物产业革命、促

进经济可持续发展提供了重大机遇。随着被操纵基

因与细胞种类的增多、代谢通路与调控的复杂化，

合成生物系统日益复杂。对于不同生物元器件及模

块之间的海量组合，大量的试错过程造成困扰。设

计 - 构建 - 测试 - 学习 (DBTL) 循环是合成生物学应

用的核心策略，即通过设计来构建人工生物体系，

测试构建的体系，利用测试获得的数据来进行学习，

指导更好的设计，从而形成一个循环来不断优化人

工生物体系。然而，由于生命过程中产生的代谢物

具有数目众多、种类复杂、时空变化等特点，测试

环节已经成为 DBTL 循环中的限速步骤之一。代谢

组与代谢流量分析以及代谢建模、单细胞代谢表型

组分析与分选、代谢物生物传感与时空调控等前沿

技术的发展，将极大地助推 DBTL 循环，为合成生

物学研究提供新的机遇。

1　代谢组与代谢流量分析技术

代谢组学 (Metabolomics)，即对生物体内的代
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谢物进行系统性的定量研究，能够使我们直接而且

准确地掌握生物体的表型信息 [1]。与代谢物浓度同

等重要的是代谢流量 (Metabolic fluxes)，即生物体

内的代谢反应速率，表征基因、蛋白质、代谢物之

间各种相互作用导致的代谢网络的动态行为和最终

功能 [2-3]。代谢物与代谢反应蕴藏着极为丰富的信

息，例如 KEGG 数据库中目前已收录了超过 18 500
个代谢物及 11 100 个代谢反应；而且代谢物浓度与

代谢流量提供互补的信息。掌握这些信息，能够使

我们全面理解与认识生物体内的代谢过程，在此基

础上实现对生命活动的设计与操控。

近年来质谱技术发展迅猛，因具有高选择性、

高灵敏度和较大的检测动态范围，其成为代谢组学

研究的主要工具 [4]。其中，高分辨质谱，如飞行时

间质谱 (TOF)、轨道离子阱质谱 (Orbitrap) 等，能

够提供化合物的精确分子量，并可以通过串联质谱

技术 ( 如 Q-TOF) 采集二级碎片信息对代谢物进行

结构鉴定。质谱技术可以方便地与气相色谱 (GC-
MS) 和液相色谱 (LC-MS) 等分离技术相结合，极大

地提高对代谢组的分析能力，例如通过 LC-MS 的

正负离子检测，在生物样本中可检测出数万个代谢

特征峰 [4]。目前通过靶向代谢组学，能够定量分析

细胞内 200~300 种核心代谢物 [5]。与代谢组及其他

组学不同的是，代谢流量不能被直接检测，需要利

用同位素示踪技术，结合代谢组学分析进而通过数

学建模计算得到 [6]。比较典型的是基于稳定同位素
13C 标记的稳态代谢流量分析技术。近年来在建立

同位素 13C、15N 或 2H 动态示踪技术的基础上，出

现了动态代谢流量分析技术，能够解析细胞应对外

界环境改变 ( 如营养条件改变、药物投放等 ) 的极

为快速的代谢动态变化 [2]。

代谢流量分析与代谢组学技术能够指导代谢网

络的设计与改造，包括阐明底盘细胞的代谢网络，

找出目标产物合成限速步骤，解析各种原料的利用

途径以及理解工业生产过程等 [7]。通过代谢流量分

析，发现许多非模式底盘与模式底盘在代谢途径的

利用上存在巨大的差别，例如葡萄糖代谢途径；利

用动态代谢流量分析技术，在模式底盘上还能够发

现新的代谢途径 [8]。通过比较代谢组学分析和同位

素动态示踪技术，能够找出目标产物合成途径上的

限速步骤 [7]。代谢流量分析与代谢组学技术也被用

于解析木质纤维素原料中的木糖、阿拉伯糖、木质

素等的微生物降解途径，解析合成气原料的微生物

利用途径以及 CO2 固定对于细胞生长及产物合成的

定量贡献 [7]。此外，代谢流量与代谢组学分析还能

够帮助理解工业生产过程中环境胁迫条件对于细胞

代谢的影响以及定量解析工业培养基中各种复杂成

分对于产物合成的贡献 [7]。

未来代谢流量分析与代谢组学技术需要优先发

展的方向如下。(1) 创新发展分析方法：随着质谱

等分析仪器的不断发展，发展大规模的代谢物定性

方法，推动代谢组实验流程的标准化以及数据分析

与共享的自动化，使得代谢组学得到更加广泛的应

用；结合同位素动态示踪技术、代谢流量与代谢组

研究，发展代谢流量及其控制的先进分析方法，使

其成为指导代谢网络设计与改造的一个强有力的工

具。(2) 拓展代谢研究的空间维度 ：开发细胞器快

速分离纯化技术，提高质谱成像技术的分辨能力与

精度，设计不同标记底物的平行示踪实验或者混合

使用多种标记底物，将同位素示踪、代谢组学与质

谱成像、细胞器纯化或代谢物荧光报告系统相结合，

研究不同组织、细胞以及细胞器内的代谢及其之间

的互作，为空间合成生物学研究提供有力支持。(3)
建立代谢计算平台：开发能够让科研人员直观便利

地进行数学建模与流量计算的软件，建立一个能够

指导示踪实验设计、定量解析代谢流及相关统计分

析的一体化计算工具包，最终纳入到合成生物学计

算与设计平台。

随着代谢组学等技术的发展，开发代谢模型与

大数据整合引起了越来越多的关注。利用基因组尺

度的代谢模型 (Genome-scale metabolic models) 已开

发出多种算法，用于预测目标产物最大化的敲除、

过表达、限表达、辅因子特异性替换等改造靶点 [9]。

近年来出现的酶约束代谢模型，即在传统的基因组

尺度代谢模型的基础上加入了基因组范围的酶水平

的限制条件，大大提高了模型的仿真预测能力 [10]。

在基因组尺度代谢模型的基础上整合基因组范围转

录和翻译过程的数学模型 (Macromolecular expression，
ME 模型 ) 已被用于整合多组学数据，系统揭示表

型背后的复杂生物学机制，并用于指导代谢工程设

计 [11]。此外，大量的蛋白质结构数据也被整合到基

因组尺度代谢模型中 [11]。这些代谢模型方面的进展

有望帮助解决细胞工厂设计目前所遇到的多方面的

问题，包括底盘选择、子工程调控、代谢路线变更、

培养基设计、基因表达的调节、酶的设计以及生物

过程优化等方面的问题 [12]。未来需要结合组学分析

技术的发展，建立多组学数据收集的标准化流程；

发展机器学习方法用于确定生物模型中的重要参
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数，大大提高定量预测细胞行为的能力；建立能够

整合分析各种动态和空间组学数据的多种模式生物

中的全细胞数学模型，实现复杂生物网络和生物系

统的模型预测与仿真；将模型开发算法用于细胞工厂

设计流程，使其成为合成生物学设计的一个必需工具。

2　单细胞代谢表型组分析与分选技术

地球上的生命均以单个细胞为单元组合而成，

或由单个细胞发育而来。因此，在单个细胞精度上

的功能表征与机制解析，对于生命过程的理解，乃

至生命体系的设计具有基础性的贡献。此外，单细

胞分析可直接表征细胞个体的表型或基因型，不再

依赖于细胞的培养与扩增，因此不仅节约了大量时

间和精力，而且克服了自然界中大部分微生物细胞

尚难培养这一挑战，因此对于生物资源的挖掘也具

有重要的意义。在从基因、转录本、蛋白质、代谢

物到细胞表型的生命信息传递过程中，代谢物层面

上体现的细胞代谢活动，也就是细胞的代谢表型组，

通常是细胞功能的最主要载体和最直接体现。因此，

单细胞精度的代谢表型组分析和分选技术对于挖掘

与表征生物元件、模块或底盘细胞具有重大的理论

意义与应用价值
[13]。

目前，在天然或人工细胞的代谢表型测试中，

气相色谱 - 质谱联用仪 (GC-MS)、液相色谱 - 质谱

联用仪 (HPLC-MS) 或核磁共振 (NMR) 等技术，均

能够在细胞“群体”或“群落”的层面，进行基于

代谢物组的细胞代谢功能检测 [14]。但是，在单个细

胞尤其是单个微生物细胞中，其内含的代谢物水平

极低。因此，受到上述方法之灵敏度的限制，单细

胞尤其是单个细菌细胞的代谢组分析目前仍然相当

困难 [15]。此外，质谱、色谱与核磁检测等方法通常

要求裂解细胞以提取或制备胞内代谢物，因此往往

难以直接对接目标代谢功能单细胞的后继培养或基

因组与转录组分析。

作为一种无需破坏细胞、无需荧光标记、对任

何细胞均可直接测量的散射光谱，拉曼光谱刻画

的是化合物中分子键被激发到虚能态却尚未恢复

到原始态所引起的入射光被散射后频率发生变化的

现象 [16]。不同的化合物具有特征性的、相对稳定的

拉曼光谱。而每个针对某个单细胞在特定条件与时

空状态下随机或定点采集的拉曼光谱，简称单细胞

拉曼光谱，由分别对应于一类化学键的超过 1 500
个拉曼谱峰组成，反映的是该细胞在该状态下细胞

内化学物质的成分及含量的多维信息。所谓“拉曼

组”，是指在特定条件和时间点下在一个细胞群体

中随机取样的单细胞拉曼光谱的集合。拉曼组可以

定量检测细胞利用含氢、含碳、含氮等底物的代谢

速率，可以测定各种拉曼敏感的产物之多样性及其

含量，可以表征细胞的环境应激性 ( 如细胞的药敏

性和药物应激反应等 )，能够检测细胞之间代谢物

的传递，也可以用于区分不同的物种 [17]。同时，这

些能够从拉曼光谱翻译而成的代谢表型的名单还在

不断拓展中。因此，拉曼组被认为是一种单细胞精

度的代谢表型组 [17]。

在此基础上，为了从细胞群体或群落中获取特

定代谢表型组的单细胞 ( 以测序或培养 )，一系列

基于拉曼光谱的单细胞分选技术和核心器件先后面

世 [17]。这些 RACS (Raman-activated cell sorting) 技术

根据拉曼采集时细胞的运动状态，大体上分为静止

和微流两类。静止类包括拉曼光镊分选 [18-21]、拉曼

弹射分选 (RACE)[22]、拉曼光钳液滴分选 (RAGE)[23]

等，主要强调的是每个细胞的拉曼采集和分选都精

准可控。而微流类则强调细胞拉曼采集和分选的高

通量，包括拉曼微流分选 (RAMS)[24-25]、拉曼微流

液滴分选 (RADS)[26]、介电单细胞捕获 / 释放拉曼

激活液滴分选 (pDEP-RADS)[27] 等。基于这些新技

术的一系列单细胞拉曼分选仪器，如拉曼激活流式

分选系统 FlowRACS[27]、单细胞拉曼分选 - 测序耦

合系统 RACS-Seq[23] 等，在青岛星赛生物等国产科

学仪器厂商的推动下，也已经进入市场。利用这些

仪器，研究人员打通了从单细胞代谢表型组表征到

相对应的高质量单细胞基因组测定的全流程，并示

范了针对酶基因体内活性的高通量筛选、细胞工厂

的快速代谢功能表征、菌群中微生物细胞原位代谢

功能的识别和相对应单细胞基因组的解析等一系列

创新应用。

以拉曼组与单细胞拉曼分选等为代表的单细胞

代谢表型组分析分选方法学体系，具有活体、无损、

非标记、全景式表型、可分辨复杂功能、快速、高

通量、低成本、能耦合下游核酸或蛋白质分析等重

要的特色与优势，因此必将成为细胞功能测试的一

个强大手段，服务于包括合成生物学在内的所有涉

及细胞代谢功能快检的领域。然而，其科学研究前

景与应用潜力的实现还有很多挑战。

首先，同时满足“靶标分子特异性”与“全景

式表型测量”的单细胞代谢表型组分析。基于荧光

探针的设计和细胞标记，可实现细胞内靶标分子的

高特异性检测，而拉曼光谱能够对自然界各种细胞
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无需标记而直接分析多种代谢表型，因此两者优势

互补，其耦合使用将有可能同时实现“靶标分子特

异性”与“全景式表型测量”，必将带来一系列全

新的应用。

其次，在单细胞水平，拉曼等光谱参数与电学

参数、力学参数等的并行测量与分选。这些多模态、

高维的单细胞表型组数据的采集和解析，将单细胞

表型组在合成生物学的应用推向新的维度，并在动

物、植物、微生物等领域的高通量表型监测和分子

育种等方面作出重要贡献 [28-29]。这些努力也必将建

立一系列单细胞大数据体系，结合人工智能技术，

将在生命体系的设计或重建等方面，发挥不可或缺

的作用 [30]。

最后，单细胞“成像 - 分选 - 测序 - 培养 - 大
数据”全流程的标准化与装备化。如何在保证细胞

活性与拉曼信号质量的同时，继续大幅度提高测量

与分选的通量，这仍是拉曼组分析和拉曼分选业界

的重点。另一方面，从单细胞拉曼光谱到单细胞基

因组、转录组等的实验和技术方法学还在不断优化

中，其各方面离标准化还有相当距离。因此，迫切

需要通过产学研合作，针对各种细胞类型及其特定

应用场景来建立相应的分析技术规范与装备标准，

为单细胞“代谢表型组 - 基因组 - 转录组”等大数

据的规模采集与高效共享奠定基础，从而支撑一个

标准化、自动化、智能化的合成生物铸造平台。

3　代谢物生物传感与时空调控技术

与传统的生化分析与代谢组研究技术不同，以

遗传编码荧光探针为代表的活细胞代谢传感技术

可以在单细胞、亚细胞水平对细胞代谢进行实时

分析 [31-32]。这些探针由基因编码而成，与代谢物

结合后产生显著荧光响应，从而实现对代谢活动

的时空监测。近年来，针对葡萄糖 [33-34]、ATP[35-37]、

NADH[38-41]、NAD+[42]、NADPH[43-44] 等细胞内的主

要代谢物、能量及还原力载体的高性能荧光探针相

继被报道。这些基于荧光蛋白的分子探针可在细胞

内或者活体内稳定遗传并特异定位于任意位置，实

时定量报告单细胞与亚细胞水平的代谢反应、物质

转运与信号转导。另一方面，近年来光遗传学颠覆

性技术也为单细胞与活体中的代谢活动精密控制提

供了新的工具。通过在细胞内导入遗传编码的光敏

转录因子或代谢酶，可利用光对细胞内的蛋白质功

能与代谢活动直接进行特异、快速、远程、可逆、

定量、定位的实时控制 [45-56]。而对 UV、蓝、绿、

红甚至红外光响应的光敏开关还能对细胞内不同代

谢通路进行正交控制。这些光敏分子开关已经成功

用于糖尿病小鼠体内血糖浓度控制、干细胞增殖、

生化产品合成 [46,48,57-58]。

目前，代谢物生物传感与时空调控技术广泛应

用于合成生物学研究仍存在着重要挑战。理想的代

谢传感遗传编码荧光探针应该具有高特异性、高响

应度、高亮度与多色的特性，可对细胞多个代谢物

的动态与网络进行定量分析。但现有遗传编码荧光

探针都是基于荧光蛋白而发展，其构型在对代谢物

的分子识别与荧光传感上的普适性较弱，绝大部分

重要代谢物尚未获得高性能探针，同时在单细胞内

对多个代谢途径进行监测难以实现；光控基因表达

技术是目前主流的光遗传学代谢时空精密调控技

术，但我们仍然缺少从 DNA 到 RNA 到蛋白质的各

个重要代谢步骤中全面的光敏调控元件，也缺少适

用于多个基因同时调控的生物正交光遗传学工具。 
在未来 5~15 年，代谢物生物传感与时空调控

技术的发展趋势：

(1) 代谢物荧光传感普适性技术。发展全新的

代谢物特异性识别原理与高响应度荧光探针传感原

理，使任意代谢物的高性能遗传编码探针研发成为

可能。

(2) 多参数单细胞代谢传感技术。系统开发针

对主要代谢途径的高性能多光谱代谢物遗传编码荧

光探针工具箱，发展单细胞代谢多参数、高通量、

时空分辨传感技术。

(3) 生物正交细胞代谢光遗传学控制技术。发

展光诱导 RNA 与蛋白质功能开关新原理，实现 RNA
代谢与蛋白质代谢的多光谱定量时序精密控制。

(4) 全光型大规模多参数单细胞代谢表型分析

技术。基于遗传编码探针与光敏蛋白，系统发展单

细胞代谢应答活动的高通量集体表征和量化技术，

发展基于代谢传感的合成生物学单细胞进化技术。

随着代谢物生物传感与时空调控技术的进步，

我们预期未来十年内人们有望研发成功 500 种以上

的中心代谢与重要次级代谢物的高性能荧光探针，

可同时对5种以上细胞代谢进程进行正交精密调控，

可在单细胞上获取500种以上的代谢动态表型参数，

在一亿以上库容量上对合成生物系统进行单细胞水

平的代谢途径定向进化。
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