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摘  要: 以化石资源为原料的化学品制造行业在消耗不可再生资源的同时，还对生态环境造成了破坏，这给以可

再生资源为原料的生物制造带来了发展机遇。与传统化工制造不同，生物制造把细胞作为“生产车间”，“车间”

内每一道工序由酶催化完成。“细胞工厂”除了反应条件温和，还具有较强的可塑性，可根据需求调整或者重构

代谢途径来合成各种目标化学品。“细胞工厂”的设计过程遵循如下的准则：1) 构建一条由原料到产品的最优合

成途径；2) 平衡代谢途径中每步反应的代谢流，使该途径代谢通量远高于细胞基础代谢；3) 足量地供应合成途

径的前体，多个前体根据需要调整供应比例；4) 酶促反应往往有各种辅因子的参与，顺畅的代谢通路需要平衡

或者再生各种辅因子；5) 通过遗传改造或者工艺改进解除产物和代谢中间体的反馈抑制，以获取更高的产量。 

关键词: 生物制造，细胞工厂，设计与组装  

Design and assembly of bio-manufacturing “cell factory” 

Bo Liu, and Yong Tao 

Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract:  The chemical manufacturing industry that uses fossil resources as raw materials, consumes non-renewable resources 
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and also causes damage to the ecological environment, stimulating the development of bio-manufacturing with renewable resources 

as raw materials. Unlike traditional chemical manufacturing, bio-manufacturing uses cells as a “production workshop”, and each 

process in the “workshop” is catalyzed by enzymes. In addition to mild reaction conditions, the “cell factory” has strong plasticity, 

and can be used to synthesize various target chemicals according to demand adjustment or reconstitution of metabolic pathways. The 

design process of the “cell factory” follows the following guidelines: 1) Construct an optimal synthetic route from raw materials to 

products; 2) Balance the metabolic flux of each reaction in the metabolic pathway, so that the metabolic flux of this pathway is much 

higher than the primary metabolism of the cells; 3) Precursor supply in the pathway should be sufficient, and adjust multiple 

precursors supply ratio as needed; 4) enzymatic reactions often involve the participation of various cofactors, smooth metabolic 

pathways need to balance or regenerate various cofactors; 5) Through genetic modification or process improvement to remove 

metabolic intermediates and products feedback inhibition to achieve higher yields. 

Keywords:  bio-manufacturing, cell factory, design and assembly 

作为一种原料可再生和环境友好型的生产方

式，生物制造得到了越来越多的关注和研发投入，

生物制造可利用诸如淀粉、木质纤维素和油脂等

生物质资源合成能源化学品和平台化合物。早在

20 世纪早期，由于市场对丙酮和丁醇等化学品有

强烈的需求，从而促进了 ABE (Acetone-butanol- 

ethanol) 发酵的发展。1916 年以丙酮丁醇梭菌

Clostridium acetobutylicum 为宿主的 ABE 发酵首

次实现了工业化生产[1,2]，至 20 世纪中期，采用

ABE 发酵生产方式大约占 66%的丁醇和 10%的丙

酮的市场份额[8]，随着石油化工的迅速发展，ABE

发酵的生产方式已不具备成本优势，逐渐被石油

化工替代。当前，出于对资源短缺和环境问题的

考虑，以及得益于代谢工程的发展，ABE 发酵重

新得到重视，代谢工程改造的菌株以葡萄糖为原

料生产丁醇的生产强度达到了 10.7 g/(L·h)[4-5]，据

估算当前丁醇生物制造的成本根据原料的不同大

约为 0.8 至 2 美元每千克[6]，在不久的将来有可能

实现工业化应用。生物制造丁醇的发展经历了一

百多年，从 ABE 发酵的建立与工业化应用，到被

石油化工生产所替代，再到如今重新得到重视，

生产成本一直是影响生物制造工业化应用的关键

因素。作为生物制造的核心，细胞工厂 (菌株) 的

性能决定着产品生物合成的生产强度、效价和转

化率等，这些指标又直接影响着产品的发酵成本

和提取成本。因此高效率细胞工厂的设计与组装

是生物制造实现工业化应用的前提与关键。在本

文，我们结合当前常用的代谢工程改造策略以及

实例，阐述在细胞工厂设计和组装中所要遵循的

一些准则。 

1  途径设计 

与石化工厂中某个化学品单一的生产线不同，

细胞工厂是一个多种化合物和生化反应共存的混

合体，所有这些化合物组成一个复杂的代谢网络，

它的本能是满足细胞自身的生存和分裂。要在这么

复杂的体系中合成目标化学品，首先需要设计一条

最优的合成途径。途径设计有两种方法，一种是基

于已知的生化反应途径进行设计，这方面有许多可

供参考的数据库，例如综合了基因、酶、化合物、

生化反应和代谢途径的 KEGG 数据库[20]，以生化

反应数据为基础的 BRENDA 数据库[32]，以及整理

了各种生物基因的功能与调控的数据库 Metacyc[3]

等；另一种是在已有认知的基础上，通过建立代谢

网络模型，进行合理的推测，该方法主要应用于新

合成途径的设计与构建。目前已有许多模型建立，

例如 RDM 方法[28]、PPS 系统结合 UMBBD 数据  

库[17]和 BNICE 框架结合 ATLAS 数据库[10,13]等。

所有这些方法均通过设定一些规则来计算得到新

的反应和代谢途径，其中 PPS 系统是基于已知的

生化反应数据库来演算，其生化反应的预测规则存

在局限；RDM 与上述方法则不同，它基于化合物
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的分子结构进行推演，结果具有更广泛的预测性，

但可靠度有所降低；同样是基于已有的数据库来演

算，BNICE 框架采取了多样性的规则来囊括已有

的生化反应和预测新的生化反应，从而使其能够更

加有效地预测新的生化反应和代谢途径。 

以 3-羟基丙酸的途径设计为例，Henry 等[15]

采用 BNICE 框架以丙酮酸为出发前体进行推演，

不仅重现了已知的合成途径 (图 1A)，还成功地

预测了若干新的合成途径 (图 1B)。以丙酮酸为出

发 前 体 ， 已 知 的 合 成 途 径 中 ， 无 论 是 经 过

Malonyl-CoA 、 β- 丙 氨 酸 中 间 体 ， 亦 或 者 是

Acryloyl-CoA 中间体，合成途径至少需要四步酶

催化，而采用 BNICE 框架预测的代谢途径最短可

由两步反应完成。假设 n 步生化反应的代谢途径

中某一步生化反应的实际摩尔转化率为 Yn，那么

由原料至终产品的实际转化率 Y=Y1·Y2·Y3·...·Yn，

由于 Yn≤1，那么代谢途径越长，实际可实现的

转化率越低，也就暗示生产成本越高，而途径越

短实际转化率提升的难度也就越小，因此在化学

品合成的途径设计中，应尽可能地选择较短的合

成途径，但这一原则并非一成不变的，因为有些

较短的合成途径从热力学上来讲并非是有利的。 

采用 eQuilibrator 来计算图 1B 中两步反应和

三 步 反 应 的 标 准 吉 布 斯 自 由 能 变  (ΔG°, 

equilibrator.weizmann.ac.il)[11]，经乳酸的两步反应

途径 ΔG° = +29.6 kJ/mol，经草酰乙酸的三步反应

途径 ΔG° = −10.1 kJ/mol。虽然丙酮酸和 3-羟基丙

酸之间转化的 ΔG° = +29.5 kJ/mol，但是由于代谢

途径不同，所以整体上的能量变化也有所差异。

因此从计算的角度来讲经草酰乙酸中间体合成

3-羟基丙酸的途径具有较大的优势，新设计的代

谢途径需要新的生化反应才能实现，该三步反应

代谢途径中，催化草酰乙酸至丙二酸半醛的反应

理论上存在，但至今仍未被发现，未来或许可通

过新酶设计等手段实现该代谢途径。总体上来

讲，代谢途径的设计要依次考虑途径中的生化反

应数量、热力学可行性以及生化反应实际的可执

行性。 

 

 
 

图 1  3-羟基丙酸的生物合成途径[15] 

Fig. 1  Biosynthesis pathways of 3-hydroxypropionic acid[15]. (A) Known synthetic pathway. (B) Predicted synthetic 
pathway. The most thermodynamically favorable pathways are highlighted in bold. 
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2  代谢流平衡 

生物依赖初级代谢来合成胞内各种前体化合

物和提供能量，用于维持细胞的生存和分裂，对

于微生物来说，过多的合成氨基酸、有机酸和某

种蛋白等并不利于其生存，生物可通过调控基因

的表达和酶的催化活力来控制碳代谢流分布，使

其在诸如糖酵解、三羧酸 (TCA) 循环和磷酸戊

糖途径等初级代谢中的比例处于最有利于生长的

状态，这也被称作是“初级代谢网络的刚性”[34]，当

目标化学品为参与初级代谢的化合物时，细胞工厂

的构建就无法避免地要考虑初级代谢和化学品合

成途径间的平衡，初级代谢的刚性会使改造存在

一定困难。例如 2015 年 Song 等[33]改造大肠杆菌

合成 β-丙氨酸过程中发现，单纯过表达来源于大

肠杆菌的天冬氨酸脱羧酶 PanD，并没有检测到 β-

丙氨酸的生成，因此他们对初级代谢途径进行了一

系列的改造，包括敲除乙醛酸途径负调控因子 

基因 iclR 和延胡索酸酶基因 fumABC，此时仍未检

测到 β-丙氨酸的生成，直至他们过表达天冬氨酸合

酶 AspA，才检测到了 0.855 g/L 的 β-丙氨酸。由此

可见初级代谢网络具有较强的刚性，碳代谢流的分

布对目标化合物产量的提升有较大的影响，随后他

们采用不同强度过表达的 PEP 羧化酶 (由 ppc 基因

编码)，将碳代谢流尽可能地引向 L-天冬氨酸，最

终可合成 3.94 g/L 的 β-丙氨酸 (图 2)。 

在细胞工厂的构建过程中，除了要考虑基础

代谢与合成途径的平衡，合成途径中的每一步反

应也需要优化与调整，以防止某一中间体过多的积

累，对细胞产生负面的影响。2003 年 Jay D Keasling

实验室首次公开报道了在大肠杆菌中构建外源

MVA 途径 (甲羟戊酸类异戊二烯合成途径)，通过

将外源基因引入大肠杆菌，他们成功地构建了  

一条由七步生化反应组成的 DMAPP 合成途径，

并以此为基础合成了青蒿素的前体化合物紫穗槐 

二烯  (图 3)。他们对该菌株进行分析后发现： 
 

 
 

图 2  β-丙氨酸生物合成途径[33] 

Fig. 2  The biosynthesis pathway designed for the production of β-alanine[33]. 
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图 3  MVA 或 MEP 途径合成 DMAPP 及紫穗槐二烯[12] 

Fig. 3  Production of amorphadiene and DMAPP via the MVA (mevalonate isoprenoid) or MEP (DXP) pathways[12]. 
 

1) 途径中代谢中间体的积累限制合成途径通量的

提升；2) 过表达 MVA 途径中的酶会抑制大肠杆

菌的生长[29]。通过 LC/GC-MS 和实验设计分析胞

内化合物含量后发现，HMG-CoA 的积累导致大肠

杆菌生长被抑制，这可能是由于 HMG-CoA 影响

了脂肪酸的合成；此外细胞中某一基础代谢中间体

过度的消耗会竞争细胞生长的资源，同时也有可能

引发细胞对过多外源蛋白产生压力响应机制[14]，

正如 Pitera 等所发现的，MVA 途径的不平衡，导

致中间体和副产物的积累，进而抑制了途径中酶的

活力以及对细胞产生了毒性，使得终产物难以高效

率地合成，在他们的实验中，提高 tHMGR 的表达

量即可解除 HMG-CoA 对细胞的毒性。2009 年 Jay 

D Keasling 团队通过代谢通路分析、阻断代谢旁

路、消除有毒中间体积累、基因密码子优化和提高

限速酶活力等手段，使 MVA 途径的代谢流更为畅

通，并将紫穗槐二烯的产量提高了 7 倍[12]。 

随着合成生物学技术的发展，许多新的调控

手段被应用于代谢工程改造。为了使细胞在不同

时期更好地分配资源，以满足生长与生产的需求，

以传感-调控系统 (Sensor-regulator system) 为基

础的动态调控手段已被应用于“细胞工厂”的构

建，该调控方式以代谢物响应的转录因子为基本

的工具，可构建一套自适应和自主控制的系统，

缩减成本同时提高目标化合物的产量[38]。此外群

感效应 (Quorum sensing, QS) 由于在微生物群体

中广泛存在，并且在调控群体生物学功能中有重

要作用，也被应用于代谢工程改造。2016 年，Sun

等对肺炎克雷伯氏菌 Klebsiella pneumoniae 响应

信号分子呋喃酰硼酸二酯  (Furanosyl borate 

diester, AI-2) 的群感响应系统进行了研究，该群

感响应系统在次级代谢产物积累方面扮演着重要

角色。他们通过敲除基因 luxS 以阻断该群感响应

系统，降低了副产物羟基丁酮、乙醇和乙酸的含

量，同时使 2,3-丁二醇的产量提高了 23.8%，达

到了 54.93 g/L[35]。 
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3  前体供应 

即便是合成途径代谢流很通畅，有时目标化学

品的产量仍难以提升，这时需考虑化学品的合成前

体是否得到了足量的供应。与丙酮酸和Acetyl-CoA

等容易从葡萄糖快速获得的中间体不同，一些化合

物合成中间体需要经过特别的优化才能得到足够

的供应，例如聚酮和黄酮类化合物合成前体

Malonyl-CoA，需要由 Acetyl-CoA 经过 CO2 固定

的羧化反应获得，在大肠杆菌胞内 Malonyl-CoA

被维持在很低的水平[36]，对聚酮化合物的生物制

造来讲是一种障碍。Huimin Zhao 实验室曾对大肠

杆菌的 Malonyl-CoA 供应进行了系统性地改造 

(图 4)，研究人员首先过表达了 Acetyl-CoA 羧化酶

基因 acc，使 Malonyl-CoA 的胞内含量提高了 3 倍，

进而敲除了 ackA、pta 和 adhE 基因，同时过表达

了 acs 和 fabF 基因，以增加 Acetyl-CoA 的供应和

削弱 Malonyl-CoA 代谢旁路，最终使得 Malonyl- 

CoA 的胞内含量提高了 15 倍，这一系列的改造使

间苯三酚的产量大幅度提升了 4 倍[40]。 

化学品合成前体不仅需要足量的供应，对于

需要多个前体的合成途径，不同前体需要协同供

应才能使途径更顺畅。B1a 是阿维菌素中最为有

效的组分，一分子 B1a 母核的合成需要以一分子

的 Methylbutanoyl-CoA (甲基丁酰 CoA) 为起始

单元，同时还需要 5 分子的 Methylmalonyl-CoA 

(甲基丙二酸单酰 CoA) 和 7 分子的 Malonyl-CoA 

(丙二酸单酰 CoA) 为延伸单元[19,39]，上述 3 种代

谢中间体以 1︰5︰7 比例聚合成糖苷配基，进而形

成 B1a 母核。虽然至今尚未在大肠杆菌中实现阿

维菌素的异源合成，但有许多工作已经为其异源合

成作了前体供应的准备。2017 年 Cui 等尝试在大

肠杆菌中过表达来源于阿维链霉菌的支链 α-酮酸

脱氢酶复合体，同时强化异亮氨酸的合成途径，调

整部分碳代谢通路 (图 5A)，以提供Methylbutanoyl- 

CoA、Malonyl-CoA 和 Methylmalonyl-CoA，得到的

工程菌株 Methylbutanoyl-CoA 含量提升了 632 倍，

Malonyl-CoA含量提升了13倍，Methylmalonyl-CoA

含量提升了 7.5 倍，此外还能使大肠杆菌合成

Isovaleryl-CoA，为阿维菌素及其他聚酮化合物的

异源合成奠定了基础。在此工程菌株的基础上，

他们构建了同样需要协同两个前体的 PIVP (3-甲 
 

 
 

图 4  大肠杆菌中心代谢图[40] 

Fig. 4  Scheme of central metabolism in E. coli. Genes knocked out (↓) and overexpressed (↑) are noted[40]. 
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图 5  阿维菌素前体的协同合成途径 (A) 以及 3-甲基-异丁酰间苯三酚产量[19] (B) 

Fig. 5  Synergic synthesis pathway of avermectin precursors (A) and Phlorisovalerophenone (PIVP) production[19] (B). 

 
 

基-异丁酰间苯三酚)合成途径，一分子该化合物

的合成需要一分子的 Isovaleryl-CoA 和 3 分子的

Malonyl-CoA，优化多种前体供应可使 PIVP 产量

大幅度提升了 13.9 倍 (图 5B)。 

4  NAD(P)H 等辅因子的再生与平衡 

在化学品的生物制造中，理想的状态是细胞

工厂以最大的速率将碳流引向目标化学品，且在

此过程中包括还原力在内的辅因子维持一个相对

平衡的状态。由于一条完整的代谢途径往往伴随

着还原力的消耗或释放，虽然维持胞内还原力平

衡是细胞的基本需求之一[18]，但在细胞工厂中，

单纯依赖细胞自身调节是很难维持这种平衡状态

的，需要人为地进行干预。作为胞内最重要的辅

因子之一，FAD(H2)、NAD(P)+和 NAD(P)H 既可

作为氧化反应的电子受体，又可作为还原反应的

推动力，在细胞代谢中扮演者重要的角色。以酿

酒酵母为例，胞内 NADH/NADPH 含量是影响酿

酒酵母发酵产物的主要因素，Heux 等将来源于乳

酸乳球菌 Lactococcus lactis 的 NADH 氧化酶 (生

成水) 引入酿酒酵母，使 NADH 的胞内浓度下降

了 5 倍，NADH/NAD+的比率下降了 6 倍，结果

使乙醇、甘油和丁二酸的产量急剧下降，相应的

具有更高氧化态的化合物如丁二酮、乙醛和乙酸

有了更多的积累[16]。类似的例子还有乳酸菌的发

酵，de Felipe 等将 NADH 氧化酶引入乳酸乳杆菌

后，菌株从单纯的乳酸发酵变成了混合酸发酵，

更有利于多种其他化学品的合成[25]。由此可见，

细胞的氧化还原平衡状态决定了碳代谢流的方

向，对于有过多还原力释放的代谢途径，过表达

NADH 氧化酶是一种必然的选择。 

而对于合成途径需要大量 NADPH 的途径，需

要加强 NADH 向 NADPH 转换，2017 年 Qiao 等构

建了 13 株解脂耶氏酵母 Yarrowia lipolytica，将糖

酵解过程产生的 NADH 转变为 NADPH，用于脂

肪酸甲酯的合成，最终使脂肪酸甲酯的生产强度

提高至 1.2 g/(L·h)，转化率达到了 0.27 g 脂肪酸甲

酯/g 葡萄糖，相比改造之前提高了 25%[30]。同样

地，Liu 等在大肠杆菌中通过敲除基因 sthA 和加

强 pntAB，使脂肪酸 β-氧化得到的 NADH 转变为

NADPH，使大肠杆菌用脂肪酸产 3-羟基丙酸的产

量提高至 3.29 g/L，提高了 55%[22]。 

对于某些消耗还原力的代谢途径，还原力再

生与循环成为提高目标化合物产量与转化率的关

键。自然界中存在许多厌氧发酵生物可将甘油还

原为 1,3-丙二醇，然而每合成 1 分子的 1,3-丙二
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醇需要消耗 1 分子的 NADH，在厌氧的生物催化

中，只能通过将甘油降解至乙酸来提供还原力 

(图 6A)，一方面产生了大量的副产物，另一方面

1,3-丙二醇的生产强度、效价和转化率均存在瓶

颈，再加上高昂的原料价格成本，这种生产方式

并不具备市场竞争力[26]，因此有人提出外加葡萄

糖补充还原力，但是在厌氧发酵条件下这种策略

会进一步增加副产物的生成。为了解决 1,3-丙二

醇发酵时所面临的还原力困境，杜邦（DuPont）

和杰能科（Genencor）在以葡萄糖为原料好氧条

件下合成 1,3-丙二醇方面进行了大量的研发投

入。研究人员首先对大肠杆菌进行一系列的改造

使 50%的碳流向 1,3-丙二醇的合成，剩余 50%的

碳流向 TCA 循环 (图 6B1)，以提供更多的还原

力。在好氧条件下，他们史无前例地以葡萄糖为

碳源合成了高达 130 g/L 的 1,3-丙二醇，远高于甘

油转化路线的 78 g/L，在这种 tpi 阻断的前提下，

质量转化率达到了近 40% (此途径的理论转化率

为 42.5%)，此后他们进一步优化了糖摄入方式，

以便更有效地提供 PEP (磷酸烯醇式丙酮酸)，并

且将部分流向 TCA 循环的碳引流至 1,3-丙二醇和

合成途径，最终在 10 L 发酵罐中合成了 135 g/L

的 1,3-丙二醇，转化率达到了 51%[9]，成功实现

了生物制造 1,3-丙二醇的工业化生产。在合成途

径中还原力供应不足的情况下，可适量“燃烧”部

分碳源来换取足量的还原力供给，以保证代谢通

路的顺畅。 

在有些代谢途径中，虽然从等式上来看还原力

是不平衡的，但从还原力当量上是平衡的，例如以

L-苯基丙氨酸为原料生物催化合成 L-苯基乙醇的

途径中，既有消耗 α-酮戊二酸生成 L-谷氨酸的反

应，又有消耗 NADPH 的反应，Wang 等将这两步

反应偶联起来，构建了代谢途径内的辅因子自平衡

系统 (图 7)，使催化效率提高了 3.8 倍[37]。 

除了上述 NAD(P)H 的再生影响代谢途径的

顺畅进行，诸如维生素 B6 (各种转氨酶依赖辅因

子)、维生素 B12 (甘油脱水酶依赖辅因子) 和生

物素 (羧化酶依赖辅因子) 等辅因子对某些关键

反应步骤也有较大的影响，在代谢途径限制靶点

分析时应给予重视。 

 

 

 
 

图 6  以葡萄糖或甘油为原料合成 1,3-丙二醇代谢途径 (A：自然界中 1,3-丙二醇合成途径；B：代谢工程以葡萄

糖为原料合成 1,3-丙二醇[26]) 

Fig. 6  Engineering metabolic pathways from D-glucose and glycerol to 1,3-propanediol. (A) 1,3-Propanediol 
production by natural organisms. (B) Engineering metabolic pathways from D-glucose to 1,3-propanediol[26]. 
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图 7  辅因子自平衡转化 L-苯基丙氨酸合成 2-苯基乙醇的代谢工程[37] 

Fig. 7  Metabolic engineering for the cofactor self-sufficient bioconversion of L-Phenylalanine to produce 
2-Phenylethanol[37]. 
 

5  产物的反馈抑制与毒性 

自然存在的代谢途径普遍受到负反馈调节的

抑制，因为生物要维持胞内各种化合物的相对稳

定，防止某一化合物的过度合成而消耗太多资  

源[34]。例如在辅酶 A 合成途径中泛酸激酶 CoaA

的活性受到胞内 CoA 含量的调控，当胞内 CoA

含量升高时，泛酸激酶的活性几乎完全丧失，以

维持胞内 CoA 含量的相对稳定[31]。这种现象对生

物制造来讲是非常不利的，因为细胞工厂的主要

目的就是将原料尽可能地转化为单一目标化合

物，因此在途径设计、构建与优化的基础上，为

了得到较高的效价，需解除代谢途径中的反馈抑

制。一般来讲，反馈抑制往往是终产物或代谢中

间体对途径中某个酶的酶活有抑制作用。对于抑

制作用较弱的途径，可通过不断地分离终产物来

解除抑制作用；而对于产物抑制作用很强的途径，

可通过酶的定向进化与筛选来解除抑制，例如泛

酸激酶 CoaA 的突变体 F247V 的酶活力几乎完全

不受 CoA 浓度的影响[31]。 

氨基酸是一大类重要的生物制造目标化学

品，由于其代谢途径通常受到严格的调控，在合

成氨基酸的细胞工厂构建过程中，调控是首先要

解决的问题。比较典型的例子是苏氨酸的生物合

成，该途径中不仅天冬氨酸激酶Ⅰ和Ⅲ分别受到

苏氨酸和赖氨酸的别构抑制，此外苏氨酸和异亮

氨酸还能使操纵子 thrABC 衰减表达[23]。Lee 等在

大肠杆菌中对 L-苏氨酸合成途径进行了系统性地

改造 (图 8)，它们首先解决了 L-苏氨酸反馈抑制

的问题，通过在天冬氨酸激酶Ⅰ (ThrA)和Ⅲ 

(LysC) 中引入点突变，解除了氨基酸的别构反馈

抑制；将 thrABC 操纵子的启动子更换为不受调控

的 tac 启动子，以解除该操纵子的衰减效果，同

时提高途径中酶的表达量；更进一步地，他们过

表达了苏氨酸转运蛋白，尽可能降低了胞内苏氨

酸的含量，以削弱反馈抑制的影响。最终他们可

以利用葡萄糖合成 82.4 g/L 的苏氨酸，质量转化

率为 0.393 g/g 葡萄糖[21]。 

除了代谢途径终产物会产生反馈抑制，代谢

中间体或者副产物有时也存在反馈抑制。前文中

我们提到的以甘油为原料合成 1,3-丙二醇的途径

中，往往伴随着丙酮醛和甘油-3-磷酸的积累，这

些化合物的积累一方面对细胞产生了毒性，另一

方面抑制了关键酶活力，Marie 等分别阻断了上

述两个副产物的合成途径，使 1,3-丙二醇的产量

分别提升了 50%和 250%[41-42]。产物的反馈抑制

与毒性问题的解决，对于构建高效价化学品合成

的细胞工厂来说尤为重要。 
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图 8  产苏氨酸大肠杆菌代谢工程改造策略 

Fig. 8  Metabolic engineering strategies employed for the development of Thr-overproducing E. coli strain. 

 

6  总结与展望 

高效率细胞工厂的构建综合了计量化学、计

算机模拟和生物技术等学科，尤其是当前合成生

物技术的发展，使改造生命体为人类服务成为可

能。在细胞工厂的设计与组装过程中，不仅需要

通过计量化学来评估代谢途径的可行性，还需要

计算机模拟等工具优化和设计更为高效的合成途

径以及合成元件，在此基础上通过生物技术对合

成模块进行组装和微调，使代谢途径中的前体得

到充足的供应、代谢流顺畅、辅因子平衡和反馈

抑制解除，进而得到高效合成目标化学品的细胞

工厂 (图 9)。随着合成生物技术的进步，将会有

许多表达元件与调控手段被开发，这些工具也将

逐步被应用于人工合成 “细胞工厂 ”的构建与   

优化。 
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图 9  生物制造“细胞工厂”的设计与组装 

Fig. 9  Design and assembly of bio-manufacturing “cell factory”. 
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