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摘   要：构建高产高附加值产品的微生物细胞工厂是代谢工程的研究目标之一，设计高效的产品

合成途径是实现这一目标的重要方式。不同微生物底盘因其代谢能力有所差异，故而可以利用的

底物和生产的产品范围有限。为了扩大其生产能力，需要进行代谢途径从无到有的设计。传统代

谢工程基于经验进行异源途径设计的方式低效且无法确保结果的全面性，而系统生物学技术的蓬

勃发展，为途径设计提供了新的方法。异源代谢途径设计方法主要包括基于图论的途径设计和基

于约束优化的途径设计，这些方法利用包含丰富代谢反应信息的数据库，通过图论搜索策略或约

束算法，计算出多条产品合成途径，进而筛选出最优途径指导菌株改造。本文将对途径设计所依

赖的数据库、途径设计算法及其在代谢工程中的应用进行详细介绍，并讨论现有算法在实际应用

中存在的不足和挑战，为研究者选择不同方法进行产品合成途径设计提供指导。 
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Abstract: It is among the goals in metabolic engineering to construct microbial cell factories producing 

high-yield and high value-added target products, and an important solution is to design efficient 

synthetic pathway for the target products. However, due to the difference in metabolic capacity among 

microbial chassises, the available substrate and the yielded products are limited. Therefore, it is urgent 

to design related metabolic pathways to improve the production capacity. Existing metabolic 

engineering approaches to designing heterologous pathways are mainly based on biological experience, 

which are inefficient. Moreover, the yielded results are in no way comprehensive. However, systems 

biology provides new methods for heterologous pathway design, particularly the graph-based and 

constraint-based methods. Based on the databases containing rich metabolism information, they search 

for and uncover possible metabolic pathways with designated strategy (graph-based method) or 

algorithm (constraint-based method) and then screen out the optimal pathway to guide the modification 

of strains. In this paper, we reviewed the databases and algorithms for pathway design, and the 

applications in metabolic engineering and discussed the strengths and weaknesses of existing algorithms 

in practical application, hoping to provide a reference for the selection of optimal methods for the design 

of product synthesis pathway. 

Keywords: pathway design; metabolic network; metabolic engineering; graph-based methods; 
constraint-based methods 

 
 

气候变化和化石资源的日益枯竭，促使许

多化学品的生产开始从传统的化学制造走向绿

色可持续的生物制造。为满足这一需求，代谢

工程选取遗传背景清晰的微生物，通过重定向

细胞内的代谢流，将底物最大程度地转化为目

标产物从而构建高效细胞工厂，以实现化学品

和材料，如生物燃料、天然产物和药物等高效

生产[1-2]。然而，不同菌株之间的代谢能力不同，

导致在很多情况下，所选宿主菌株并没有利用

某些碳源或合成某些产品的能力。为了使其获

得这种能力，需要对底物利用或产品合成途径

进行从无到有的设计。传统代谢工程基于经验

和文库，通过手动查阅的方式获得相关转化途

径，并将其中异源部分引入到相应的底盘菌株

中以实现底物利用或产品合成[3]。但是由于传

统的方法并未系统考虑菌株的代谢能力，也未

对所有异源的已知反应信息进行全面有效的挖

掘，导致只能对途径进行局部设计，无法得到

最优的途径。随着系统生物学的不断发展和生

物数据的不断积累，研究者们开始从系统水平

开展异源途径的理性设计，开发了多种途径设

计方法，通过对数据库的全面挖掘，快速高效
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地进行异源途径设计。 

异源途径设计包含异源的底物利用途径设

计和异源的产品合成途径设计，其设计方法主

要包括两类：基于图论 (graph-based methods)

的拓扑学方法 (如 MRE[4], BPFinder[5])和基于

约束优化 (constraint-based methods) 的计量学

方法 (如 OptStrain[6], optStoic[7])。借助这些方

法，可以实现从无到有和从有到优两个途径的

设计目标 [8]。图论方法通过将代谢网络表示为

图，利用相关算法搜索底物到产物的所有可行

途径。图论方法的优势在于计算速度快，能够

产生大量的预测结果。缺点是往往只能预测线

性途径；预测的途径无法达到能量和还原力平

衡；只能定性的进行合成途径从无到有的设计，

无法定量评估不同途径的转化率，不能提供途

径的得率信息；因流通代谢物的存在，导致很

多途径并无生物学意义，需要进一步的途径评

估和筛选 [9]。基于约束的方法将代谢网络表示

为化学计量矩阵，通过线性规划的方式搜索解

空间[10]。相比于图论方法，基于约束的方法避

免了不考虑计量学约束的缺点，可以预测出复

杂的分支途径，得到碳流、能量和辅因子平衡

的代谢途径，同时还可以对途径进行定量分析，

评估不同途径对底物的转化率情况，获得不同

得率的产品合成途径，指导途径选择，实现途

径设计从无到有向从有到优的跨越。但是基于

约束方法的计算结果准确性在很大程度上取决

于代谢网络质量的高低。对于一个包含数万反

应的代谢网络而言，其内错综复杂的反应关系

往往会形成一些无效循环问题，导致计算结果

出现错误。因此高质量的代谢网络是约束方法

计算结果可靠的有效保证。此外，直接在反应

数量庞大的代谢网络上进行约束方法求解，在

计算性能上也面临着巨大挑战[11]。 

综上所述，基于图论和基于约束的异源

途径设计方法各有优劣，尽管二者均存在不

足之处，但可以在系统水平上设计出依据经

验无法得到的新途径，加速并提升异源途径设

计过程，因此已被广泛应用于代谢工程途径设

计中[12-13]。在实际应用中需要根据途径设计目

标以及计算数据集的大小选择合适的方法，也

可以将二者结合进行途径设计[14]。两种方法的

实现依托于可靠的酶反应数据库和可行的途径

设计方法，因此，本文将对异源途径设计所依

赖的数据库，以及近年来开发的基于图论和约

束优化的代谢途径设计方法进行综述。 

1  途径设计依赖的数据库 

异源代谢途径设计依赖的已知生化反应数

据库主要有 BiGG[15]、KEGG[16]、MetaCyc[17]和

BRENDA[18]等，详见表 1。KEGG 和 MetaCyc

是包含多物种已知生化反应及代谢途径的综合

知识库，它们为途径设计提供了丰富的反应和

代谢物信息，其中 MetaCyc 在反应数量、反应

方向、文献出处和学术免费等方面优于 KEGG。

BiGG 数据库整合了已发表的 35 个物种的 108 个

高质量的基因组尺度代谢网络模型  (genome- 

scale metabolic network models, GSMNs)，涵盖

大肠杆菌、恶臭假单胞菌和酿酒酵母等常见模

式微生物中的 28 302 个反应，为特定底盘生物

的途径设计提供了良好的数据基础。借助 BiGG

数据库中的 GSMNs，可以将反应数据与基因组

数据相结合，以发现菌株实现新途径所需的异

源反应，并且能够通过预测产品得率等信息对

途径进行评估。然而，不同数据库间反应和代

谢物的 ID 并不一致，导致在整合不同来源的反

应和代谢物信息时，面临着 ID 匹配问题。为此，

研究者们陆续构建了 BKM-react[19]、MetRxn[20]、

Rhea[21]、MetaNetX[22]等数据库，将不同数据来

源的反应和代谢物的 ID 归一化，试图解决此类 
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表 1  途径设计使用的数据库 
Table 1  Databases used for pathway design  
Databases Website Description 

BiGG http://bigg.ucsd.edu/ A database with a set of stardized identifiers, which integrates  

108 genome-scale metabolic network models 

KEGG https://www.kegg.jp/ An integrated database consisting of eighteen original databases in four 

categories. The database contains 541 pathways, 18 749 metabolites,  

11 467 reactions and 7 276 genomic information 

MetaCyc https://metacyc.org/ A curated database of experimentally elucidated metabolic pathways from 

all domains of life. It contains 2 879 pathways, 16 861 metabolites,  

16 986 reactions from 3 185 different organisms 

BRENDA https://www.brenda-enzymes.org/ A database of enzyme functional data, which contains over 5 million data 

for about 9 000 enzymes from 13 000 organisms 

Rhea https://www.rhea-db.org/ An expert-curated knowledgebase consisting of 11 638 metabolites and 

13 362 reactions information, which using the ChEBI to describe metabolites

MetaNetX https://www.metanetx.org/ An integrated database consisting of information from BiGG, 

ModelSEED, BioCyc and other databases, which using MNXref to 

describe reactions and metabolites 

MetRxn http://ec2-54-191-241-202.us-west- 

2.compute.amazonaws.com/ 

MetRxntest.php 

An integrated database consisting of information from BRENDA, KEGG, 

BioCyc and BKM-react 

BKM-react http://bkm-react.tu-bs.de/ An integrated and non-redundant biochemical reactions database 

containing known enzyme-catalyzed and spontaneous reactions from 

BRENDA, KEGG, MetaCyc and SABIO-RK 

 
问题。相比单一数据库，这些复合数据库包含

更为丰富的生化反应信息，为途径设计提供了

更多可能。 

2  基于图论的途径设计 

2.1  基于图论方法进行代谢途径设计的原

理概述 
基于图论的方法源自拓扑学中的图理论，

通过将代谢网络表示为图，利用相关算法预测

底物到产物的所有可行途径。代谢网络常见的

图表示形式见图 1，主要有如下 4 类：(1) 代

谢物图：节点表示代谢物，边表示连接两个代

谢物的反应；(2) 反应图：节点表示反应，如

果一个代谢物既是节点反应 R1 的产物，又是

节点反应 R2 的底物，则存在一条边连接 R1

和 R2；(3) 二分图：节点表示代谢物和反应，

边将代谢物和其参与的反应连接起来；(4) 超

图：边表示反应，用于连接参与此反应的所有

代谢物[23]。 

2.2  基于图论的代谢途径设计方法及应用 

图论算法以搜索点到点的距离为目标，从

而发现特定距离 (即反应步骤) 内所有可能的

途径。表 2 列出目前已发表的主要的图论方法，

其中 LPAT[24]、MRE[4]、PATHcre8[25]、BPFinder[5]

提供了在线网站以供生物学家使用，减少了软

件使用学习的技术壁垒。利用图论方法进行途

径设计时，因流通代谢物  (如：ATP、H2O、

NADH) 在代谢网络中具有高连通性，导致预

测结果出现大量通过流通代谢物连接的无生物

学意义的途径，不利于后续的筛选和分析，研

究者们针对流通代谢物提出了不同的处理方式

并开发了相关图论算法。本文对已有图论方法

进行总结，依据对流通代谢物处理方式分为   

5 类，并介绍每种方法的优缺点。 
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图 1  代谢网络的图形表示  
Figure 1  Graphical representation of metabolic networks. 
 
表 2  基于图论的代谢途径设计方法 
Table 2  Graph-based metabolic pathway design methods 
Type of dealing 
with currency 
metabolites 

Methods Database Search 
algorithm 

Network 
representation

Pathway ranking Access References

Removal FMM KEGG Breadth-first 
search (BFS) 

Compound 
graph 

Compare pathway 
across organisms 

Closed access [26] 

PATHcre8 KEGG Yen’s loopless 
k-shortest path 
with A* 
heuristic 

Bipartite graph Thermodynamics, 
compound toxicity, 
product 
consumption, 
enzyme copy 
number 

Open access web 
server: 
https://www.cbrc.ka
ust.edu.sa/pathcre8/

[25] 

Weighted graph Croes et al. KEGG DFS Bipartite graph Weight of pathway No access [27] 

Structure 
similarity 

PHT KEGG BFS with 
HOHL 
(higher-order 
horn logic) 

Compound 
graph 

Structure similarity 
and pathway length

Closed access [28] 

Atom mapping ReTrace KEGG Heuristic 
search 

Bipartite  
graph 

Atom conservation 
and pathway length

Free download [29] 

LPAT KEGG BPAT-M Bipartite  
graph 

Atom conservation 
and pathway length

Open access web 
server: 
http://metabolicpat
hs.kavrakilab.org/#
lpatrun 

[24] 

Combination 
methods  

Faust et al. KEGG Jimenez’s 
k-shortest 
paths  

Bipartite  
graph 

Wilcoxon paired 
signed-rank test and 
pathway length 

Closed access [30] 

MRE KEGG Yen’s loopless 
k-shortest path

Compound 
graph 

Thermodynamics 
and genes from host 
organism 

Open access web 
server: 
https://www.cbrc.k
aust.edu.sa/mre/ 

[4] 

AGPathFinder KEGG CAGTG Compound 
graph 

Reaction 
thermodynamics 
and compound 
similarity 

Closed access [31] 

BPFinder KEGG BPFinder Compound 
graph 

Compound 
similarity, 
thermodynamic 
feasibility and 
conserved atom 
groups 

Open access web 
server: 
http://114.215.129.
245:8080/atomic/ 

[5] 
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2.2.1  流通代谢物移除 

移除流通代谢物是基于图论进行途径设计

时，减少设计的无生物学意义途径常用的方法。

2003 年，Ma 等[32]就提出了在利用图论方法进

行途径设计时需要去除流通代谢物，并提供了

流通代谢物的集合。之后陆续开发的图论方法

也都不同程度地进行了流通代谢物的删除，如

Chou 等[26]开发的基于 KEGG 数据库的在线途

径预测工具 FMM，该工具将 KEGG 数据库中

的生化反应表示为代谢物图，并手动删除经过

流通代谢物连接的途径，但当流通代谢物作为

主要代谢物时，其途径予以保留，以此避免相

关合成途径的丢失。Chou 等[26]以大肠杆菌为底

盘，利用此工具模拟设计植物次级代谢物柚皮

素的合成途径，预测了 4-香豆酸到柚皮素的合

成途径，以大肠杆菌 4-香豆酸为中间体，引入

3 种外源酶 (4-香豆酸辅酶 A 连接酶，查尔酮合

酶和查尔酮异构酶)，可以实现柚皮素的合成，

这与 Watts 等的实验报道一致[33]。但这种通过手

动删除流通代谢物连接的过程太过繁琐，且常常

会因网络过于复杂而漏删无意义的连接。为此，

研究人员通常会预先定义一个流通代谢物列

表，然后在生成代谢网络图的时候自动删除对

应的流通代谢物节点，而前期的研究方法也为

流通代谢物列表的确定提供了很好的基础。 

2020 年，Motwalli 等[25]开发了 PATHcre8 工

具，该工具根据 KEGG 数据库中代谢物参与反

应的数目筛选出 43 个流通代谢物，之后在将代

谢网络转化为代谢物图时直接去除这些流通代

谢物以减少无意义的连接。作者成功预测了异

戊二烯合成途径和可卡因降解途径，说明了

PATHcre8 的有效性。利用该工具进行途径设计

时，仅需输入底物、产物和宿主即可。但是该

方法存在一个默认值为 11 的终止参数用于限

制预测的途径长度，即预测的途径中不能超过

5 步反应和 6 个代谢物。这也是 Motwalli 在文

章中分两步预测异戊二烯的原因所在。这个参

数导致该方法无法直接用于预测合成途径较长

的产品。此外，PATHcre8 预先确定的流通代谢物

列表范围过窄，导致其预测结果仍然存在错误

连接。如图 2 所示，以大肠杆菌为底盘菌株，

预测苯丙氨酸到白藜芦醇的合成途径，PATHcre8

预测的最优途径中碳酸氢根参与了途径连接，

而实际上其并不作为主代谢物参与反应，且大

多数情况下，碳酸氢根也应被定义为流通代谢

物。所以，在使用 PATHcre8 时，用户还需根据

计算结果确定额外需要删除的流通代谢物，然

后在参数输入界面额外添加这类需要删除的流

通代谢物。虽然通过这种方式可以一定程度上

减少无生物学意义途径的产生，但是该方法还

存在无法识别主次代谢物的局限。如图 2 所示，

合成途径最后一步反应 R01614: 3 malonyl-CoA+  

 

 
 

图 2  PATHcre8 预测的苯丙氨酸合成白藜芦醇的最优途径  
Figure 2  Optimal pathway for the synthesis of resveratrol with phenylalanine predicted by PATHcre8. 
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p-coumaroyl-CoA<=>4 CoA+resveratrol+4 CO2，

其中作为主代谢物的应该是 p-coumaroyl-CoA，

而通过删除流通代谢物并不能避免图中的错误

连接，因此，直接去除流通代谢物的方法在产

生正确途径的同时也伴随着生成大量错误的途

径，需要用户进一步甄选正确途径。 

2.2.2  代谢网络加权 

虽然去除流通代谢物可以在一定程度上减

少无生物学意义途径的发生，但因流通代谢物

的定义不详细，导致流通代谢物的确定往往基

于经验，不够全面。为了避免预先定义流通代

谢物，Croes 等[27]提出了代谢网络的加权方法。

将代谢网络表示为一个加权图，对其中的每个

代谢物分配一个权重参数，其值为代谢物在网

络中参与的反应数目。然后再通过搜索算法，

找到权重最小的一条或多条途径。Croes 等建立

了两套用于比较的数据集，一套为 KEGG 数据

库和 aMAZE[34]中的 56 条已知途径，另一套为

EcoCyc[35]数据库和大肠杆菌中 92 条已知途径。

利用这两套数据集和搜索算法，比较了原始网

络、删除流通代谢物网络和加权网络在途径设

计方面的准确性，最终发现基于加权网络进行

途径设计的结果准确性最高。但是此类加权方

法也存在一定的局限：首先，流通代谢物没有

从网络中删除，只是赋予高权重，使其出现的

概率降低，导致其仍会出现在部分途径中；其

次，一些中心代谢物 (如丙酮酸) 在此网络中

也会被分配较高权重，但其并非流通代谢物，

这就会造成经过这些代谢物的反应不易在途径

中发生。因此，简单地根据代谢物参与反应的

数目附加权重的方式只能在一定程度上解决流

通代谢物问题。 

2.2.3  代谢物结构相似性 

与加权网络的目的类似，研究人员也可以

借助代谢物结构信息来避免预先定义流通代谢

物。2005 年，Rahman 等[28]基于 KEGG 数据库

提出了借助化学结构信息的途径设计工具 PHT 

(pathway hunter tool)。他们使用来自 CDK 

(chemistry development kit)[36]的指纹算法，将二

维的化学结构信息转换为一维的二进制流，通

过指纹进行快速的相似性搜索。同时，利用指

纹，通过结合代谢物的原子量和 Tanimoto[37]算

法得到归一化评分函数来计算两个分子之间的

相似性，从而避免了途径中的假阳性连接，使

得到的结果更具生物学意义。使用广度优先搜

索算法，他们成功地找到了大肠杆菌中葡萄糖

到丙酮酸的最短途径，说明了方法的有效性。

这类方法也存在一个缺点，它们依赖于分子结

构数据，而在现有数据库中，并非所有代谢物

都有结构信息，这就导致会因缺乏结构信息而

丢失部分合成途径，但整体设计结果的准确性

相较于前两种策略有了很大的提升。 

依据代谢物的结构信息，研究者搭建了反

应物对数据库 RPAIR[38]，用于描述反应中底物

到产物之间的原子转移。该数据库基于 KEGG

数据库反应数据，使用分子对齐的化学结构比

较方法，提取得到了 9 125 个反应物对信息，

并将其分为 5 个类型：(1) main-pairs：描述底

物的主要变化；(2) cofac-pairs：描述氧化还原

酶辅因子的变化；(3) trans-pairs：描述转移酶的

转移基团变化；(4) ligase-pairs：描述用于连接

酶的三磷酸核苷的消耗；(5) leave-pairs：描述

用于分解酶和水解酶等酶的无机化合物的分离

和添加。根据此数据库，后续基于 KEGG 数据

库开发的途径设计方法就能在很大程度上避免

了无生物学意义的连接。 

2.2.4  原子映射 

随着原子映射数据的完善和自动生成正确

原子映射的计算工具[39-40]的发展，原子映射逐

渐成为流通代谢物处理的常用方法，其表示方
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式如图 3 所示。如在代谢物 C00074 和 C00022

之间存在的碳原子映射关系为 C00074:C1-> 

C00022:C1、C00074:C2->C00022:C2、C00074:C3-> 

C00022:C3，借助这种映射关系，即可追踪每  

一步反应过程中的原子转移，有利于得到最相

关代谢物的连接方式。 

利用原子映射也可以在一定程度上解决上

述方法无法获得分支途径的局限。ReTrace 是第

一个利用原子映射信息查找分支途径的工具[29]，

该工具基于 Arita[41]的 ARM 方法原则，即认为

一个有生物学意义的途径应该至少将一个原子

从底物转移到产物中。ReTrace 在 Arita 方法基

础上进行了改进，通过确保底物到产物之间原

子转移数量最大，来发现两者之间的最短合成

途径，并将这些最短途径进行组合以发现分支

途径和高得分途径。利用此方法，研究人员在

里氏木霉  (Trichoderma reesei) 中重构了精氨

酸和赖氨酸合成途径[42]。 

2011 年，Heath 等[24]基于 KEGG 数据库开

发了在线工具 LPAT。该工具先利用原子映射识

别线性代谢途径，然后将这些线性途径合并为

分支途径。利用此工具，Heath 成功预测了葡萄

糖-6-磷酸合成水苏糖的途径，并且和 ReTrace

预测结果进行了比较，发现 ReTrace 预测的合

成途径中存在了多余的反应，这些反应主要是

由于代谢物之间产生循环导致。相比流通代谢

物的直接删除，利用原子映射获得的结果更为

准确。利用 LPAT 进行途径设计时需要输入底

物、产物和碳转移数目。其中碳转移数目默认

为算法自动识别的最大数，也可人为定义数目，

适当降低碳转移数目有助于发现更好的途径设

计结果。当使用 LAPT 预测苯丙氨酸合成白藜

芦醇的途径时，可得到 12 条合成途径，这些途

径都有生物学意义，其中最优途径如图 4 所示。

但该网站的数据已经很久未更新，导致无法获

得 KEGG 数据库新收录的一些途径，并且此工

具没有基于特定底盘菌株，导致将预测到的途

径应用于特定底盘菌株时，需要额外判别其中

的异源部分。 

2.2.5  组合方法 

相较于单一的处理方法，组合方法在途径

设计中更受欢迎且效果更佳。如 Faust 等[30]在

Croes 等[27]的方法进行了改进，通过结合加权网

络和 RPAIR 数据库中包含的 KEGG 反应中反应 

 

 
 
图 3  原子映射示例图 
Figure 3  Example of atom mapping. Only the mapping information for carbon atoms is displayed. 

 

 
 
图 4  LPAT 预测的苯丙氨酸合成白藜芦醇的最优途径 
Figure 4  Optimal pathway for the synthesis of resveratrol with phenylalanine predicted by LPAT. 
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对的注释，实现了更为精准的预测。Faust 选取

大肠杆菌、酿酒酵母和智人中的 55 条已知途径

作为参考，选取这些途径的底物和产物作为输

入，对 KEGG 代谢网络进行 3 种不同参数 (是

否删除流通代谢物、是否根据代谢物参与反应

数分配权重、是否根据 RPAIR 注释分配权重)

的组合处理，在处理后的网络中利用开发的算

法进行途径搜索，并将搜索得到的途径与参考

途径进行对比，最终发现 RPAIR 注释和代谢物

加权的结合可以显著提升途径设计结果。 

2016 年，Kuwahara 等[4]开发的在线途径设

计工具 MRE，通过预先删除 101 种流通代谢物

并考虑 RPAIR 化学转化类型  (默认 main、

cofac、trans) 来实现流通代谢物的处理。该工

具利用 KEGG 数据库信息，通过加权的方式构

建宿主依赖的代谢网络，即通过波尔曼兹分布

计算每个反应转化前体的概率，并将此概率的

对数值作为权重赋予到代谢物图的边上，从而

在进行途径设计时可以区分本源和外源反应。

利用该工具进行途径设计时，需要输入的必需

参数包括底物、产物和宿主。该工具也提供了

高级选项用于用户定义计算结果，包括合成途

径中的最大反应数目 (上限 20)、计算结果中的

最大合成途径数目 (上限 500)、RPAIR 类型和

需要删除的代谢物列表。在高级选项默认设置

下，利用此工具预测了大肠杆菌中苯丙氨酸合

成白藜芦醇的途径，所得到的最优途径与 LPAT

预测结果一致。但其也存在无法正确判别反应

中的主次代谢物的问题。图 5 展示了预测结果

中的次优途径，可以看出 MRE 和 PATHcre8 都在

反应 R01614 中无法判断主要的代谢物转化，这

是因为它们都没有考虑原子映射信息，从而说

明了原子映射在途径设计结果准确性方面的重

要作用。 

之前基于原子映射数据进行途径设计时，

往往需要预定义追踪的目标原子，而这会导致

无法找到那些无目标原子转移的替代途径。为

此，Huang 等[31]开发了 AGPathFinder 方法，通

过原子团的映射数据进行途径搜索，并引入反

应热力学信息和代谢物结构信息作为约束，使

得计算所得途径更具生物学意义。之后，Huang

等[5]又在此基础上进行了改进，提出了 BPFinder，

用于发现合成途径中的分支途径。该方法通过

跟踪代谢网络中原子团的运动来枚举线性代谢

途径，并将线性原子团保守途径合并为分支途

径。通过使用化合物相似性、热力学可行性和

保守原子团的综合信息对候选的分支途径进行

排名。利用 BPFinder 进行途径设计时，需要输 

 

 
 
图 5  MRE 预测的苯丙氨酸合成白藜芦醇的次优途径 
Figure 5  Suboptimal pathway for the synthesis of resveratrol with phenylalanine predicted by MRE. 
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入底物、产物、最小原子团数目和合并策略。

其中最小原子团数目和合并策略的确定并不容

易，根据 Huang 等在文章中的描述，一般最小

原子团数目可以设置为 2 或 3，对于合并策略

而言，可以默认网站设置，即优先选择非重叠合

并，在非重叠合并无解的情况下选择重叠合并。 

在设置最小原子团数目为 2，默认合并

策略的情况下，利用 BPFinder 预测苯丙氨酸

合成白藜芦醇的途径，可以得到 14 个解，其

中最优途径如图 6A 所示，可以看出乙酸作

为主要代谢物参与了途径连接。而实际上，

反应 R01308 (4-hydroxybenzoate+acetate+NADH+ 

H+<=>4-coumarate+2H2O+NAD+) 和 R01426 

(benzoate+acetate+NADH+H+<=>trans-cinnamate+ 
2H2O+NAD+) 是两个水解反应，其中乙酸只是

副产物，所以该方法采用的原子团映射还存在

部分问题。此外，预测出的第 4 条途径如图 6B 

所示，可以看出这条途径相比最优途径更具

有生物学意义，但是反应 R00691 (L-arogenate 

<=>L-phenylalanine+H2O+CO2) 实际上并不能

走固碳方向，这说明该方法没有对 KEGG 数据

库的反应方向进行有效的修正。总而言之，利

用 BPFinder 进行途径设计，在大多数情况下还

是可以为用户提供准确有效的合成途径。 

3  基于约束的途径设计 

3.1  基于约束优化方法进行代谢途径设计

的原理概述 

约束方法基于代谢网络的计量学平衡，能

够设计满足物质、能量、还原力平衡的最优合

成途径。通过将代谢网络表示为化学计量矩阵，

使用线性规划的方式搜索解空间，计算满足特

定约束条件下的产品最优合成途径。最普遍使用 

 

 
 
图 6  BPFinder 预测的苯丙氨酸合成白藜芦醇的途径 
Figure 6  Pathway for the synthesis of resveratrol with phenylalanine predicted by BPFinder. (A) The part of 
optimal pathway. (B) The fourth pathway in the results. 
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的方法是通量平衡分析 (flux balance analysis, 

FBA[10]) (图 7)，它以代谢网络计量矩阵和反应

通量上下限作为约束，以生长或某一产物生成速

率为优化目标，搜索满足最大化产品生成时的可

行途径。这类方法因可以直接预测出碳流、能量

和辅因子平衡的代谢途径，且得到的途径数目远

远少于图论方法，更适合于代谢途径设计。 

3.2  基于约束的代谢途径设计方法及应用 
基于约束进行产品合成异源途径设计的方

法可以根据其是否基于底盘菌株分为两类：基

于特定底盘的途径设计方法和基于数据库的途

径设计方法。其中基于底盘菌株的方法需要以

高质量的底盘菌株代谢网络模型为基础，然后

在其中引入数据库来源的异源反应实现途径搜

索。目前已经开发了多种基于约束算法的异源

途径设计方法 (表 3)，这些方法在实际应用中

取得了一定成效。 

3.2.1  基于数据库的代谢途径设计 

2015 年，Chowdhury 等[7]基于 MetRxn 数

据库开发了 optStoic 算法，该算法旨在设计与

产品转化整体化学计量相匹配的从头合成途

径，通过两步程序实现：首先，通过元素平衡

和电荷平衡、热力学可行性等约束识别最佳的

整体化学计量 (optStoic)；然后通过网络化学计

量、反应方向性和交换反应通量等约束最小化

反应数目 (minRxn) 或总代谢通量 (minFlux)， 

 

 
 

图 7  基于约束方法进行途径设计的流程[43] 

Figure 7  Workflow of pathway design based on constraint methods[43]. (A) Integrate metabolic reactions 
information from one or more species to construct metabolic network. (B) Transfer metabolic network to 
stoichiometric matrix (S matrix), where rows represent metabolites, columns represent reactions and numbers 
represent metabolite coefficients in reactions. (C) The flux distribution can be obtained by using the S matrix 
and the objective function of the model. Adding additional constraints can reduce the solution space in which 
objective function optimization can be performed to find one or more optimal solutions (red dot). 
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表 3  基于约束的理性途径设计方法 
Table 3  Constraint-based rational pathway design methods 

Methods Database Optimization features References

OptStrain KEGG Maximize product theoretical yield, minimize the number of 

non-native reactions and maximize growth-coupled production 

[6] 

SimOptStrain KEGG Maximize growth-coupled production [44] 

optStoic MetRxn Optimize overall stoichiometry and minimize the number of reactions 

(minRxn) or the total metabolic flux (minFlux) 

[7] 

PathTracer BiGG Minimize the number of overall transfers and elemental transfers, 

maximize the overall transfer scores, and minimize pathway length 

[45] 

comb-FBA MetaCyc, ATLAS[46] Maximize product yield and minimize the total flux [47] 

 
以满足第一步得到的最佳的整体化学计量。其

中 minRxn 需要直接解决 MILP 问题，这在计算

上具有挑战；而 minFlux 则是在第一次迭代计

算时解决 LP 问题，后续迭代再解决越来越复杂

的 MILP 问题，相比 minRxn，其计算时间得到了

有效缩减。Chowdhury 利用此方法发现了 6 条

将葡萄糖完全转化为乙酸的合成途径，其中包

括了 Bogorad 等构建的 NOG 途径[48]。此外，还

利用此方法设计甲醇与 CO2 共利用生产二碳化

合物 (乙酸、3-羟基丁酸、2-酮异戊酸和问苯三

酚) 和甲烷转化为乙酸的热力学可行途径，在

预测结果中均得到了实验验证的已知途径和新

途径。 

2019 年，本研究组基于 MetaCyc 数据库和

ATLAS 数据库开发了 comb-FBA 算法[47]，该算

法通过组合迭代的方式进行多次 pFBA 计算，

从而获得多条产品合成途径。利用该方法，本

研究组模拟计算了甲醇同化途径。当仅用

MetaCyc 数据库时，可以得到已被报道的步骤

短、无能耗的途径 MCC (图 8A)；当使用

MetaCyc 和 ATLAS 数据库时，可通过途径热力

学和动力学分析筛选出了 3 条最优途径，进行

实验验证，最终体外构建了新的一碳同化途径

GAA途径 (图 8B)，并经过过程优化实现了 88%

的碳得率。当使用图论方法进行甲醇同化途径

设计时，其计算结果的最优解仅为 MCC 途径中

的线性合成部分 (图 8C)，无法获得中间产物和

副产物的回收利用途径，这也体现了约束方法

在途径设计上可以提供全局最优解的优势。 

3.2.2  基于特定底盘的代谢途径设计 

相比基于数据库的代谢途径设计，基于底

盘的代谢途径设计方法在指导底盘菌株设计方

面更有优势。如 OptStrain[6]通过在底盘菌株大

肠杆菌模型中引入 KEGG 这一包括多物种代谢

反应信息的数据库来指导异源代谢途径设计，

实现产品得率最大化。该算法通过两步优化程

序来寻找最优合成途径：最大化目标产品通量

和最小化异源反应数目。然后将得到的最优异

源途径添加到宿主底盘的代谢模型中，利用

OptKnock[49]识别并敲除与目标产品竞争的反

应，从而进一步扩大目标产品的通量。他们将

此方法应用于大肠杆菌产香兰素中，实现了大

肠杆菌高产香兰素的策略，最终葡萄糖产香兰

素的得率达到 6.79 mmol/(g DW·h)。随后，Kim

等[44]开发了 SimOptStrain 算法，以解决 OptStrain

可能会因没有同时评估反应添加和敲除而失去

更高产量的策略，从而扩大了途径设计的范围。

但是 OptStrain 和 SimOptStrain 都是基于混合整

型线性规划 (mixed-integer linear programming, 

MILP) 方法进行求解，所以在对大规模网络进

行计算时，其消耗的计算资源较多，计算时间

较长。 
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图 8  基于不同方法的甲醇同化途径预测结果 
Figure 8  Prediction results of methanol assimilation pathways based on different methods. (A) Using 
comb-FBA based on MetaCyc. (B) Using comb-FBA based on MetaCyc and ATLAS. (C) Graph-based 
methods. FALD: formaldehyde; H6P: hexulose 6-phosphate; F6P: fructose 6-phosphate; AcP: 
acetyl-phosphate; E4P: erythrose 4-phosphate; S7P: sedoheptulose 7-phosphate; G3P: glyceraldehyde 
3-phosphate; R5P: ribose 5-phosphate; Xu5P: xylulose 5-phosphate; Ru5P: ribulose 5-phosphate; GALD: 
glycolaldehyde; Ara5P: arabinose 5-phosphate. 

 
为了扩展解空间，同时加快约束方法计算

速度和简化结果分析，Tervo 等[45]尝试将图论方

法与约束方法结合，提出了 MapMaker 和

PathTracer 方法。其中 MapMaker 用于确定碳转

移，方便结果分析；PathTracer 用于途径设计，

可以找到两个代谢物间最短最可行的途径。利

用此方法，他们对大肠杆菌的代谢工程潜力进

行了研究，即大肠杆菌可以产生哪些有价值的

化学品及所需的本源和外源反应[14]。通过整合

KEGG 数据库和 iJO1366 模型中的反应，构建

了一个有 5 166 个代谢物和 6 992 个反应的复合

模型。在此模型中利用 FBA 计算了葡萄糖到  

5 166 个代谢物的合成途径，发现其中 2 527 个

代谢物可以获得合成途径，其中包括 750 个大

肠杆菌可以天然合成的代谢物以及需要引入异

源反应才能合成的 1 777 个代谢物。然后通过

MapMaker 和 PathTracer 分析 1 777 种外源产品中

279 种具有商业价值产品的合成途径和前体，发

现异戊烯基二磷酸酯 (isopentenyl diphosphate)、

丙酮酸和草酰乙酸是这些产品生产最常用的前

体，由它们生成高经济价值产品时需要引入的

异源途径最短。 

我们采用上述基于约束的 OptStrain 方法，

以大肠杆菌为底盘菌株，计算从葡萄糖到白藜

芦醇的合成途径，如图 9 所示。该途径与已报

道的大肠杆菌利用葡萄糖合成白藜芦醇的途径

一致[50-51]。相比于图论方法，基于约束的异源

途径设计方法可以设计得到产品得率最高的途

径，并且可以设计出从源头底物  (如葡萄糖) 

到终端产品的合成途径。 

4  总结与展望 

随着自动化设计-构建-测试-学习 (design- 

build-test-learn) 流程[52]的提出，异源途径设计

作为流程基础的一部分在代谢工程领域得以广

泛应用。与早期代谢工程基于经验的异源途径 
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图 9  OptStrain 预测的葡萄糖合成白藜芦醇的途径 
Figure 9  Pathway for the synthesis of resveratrol with glucose predicted by OptStrain. The heterologous 
reactions are marked in orange. 
 
设计相比，基于代谢网络开发的异源途径设计

算法以其快速、综合和系统的优势而备受青睐。

近年来，异源途径设计算法的发展十分迅速，

在预测底物利用和产品合成途径上取得了显著

成功，本节对途径设计算法在实际应用场景中

的选择提供了指导流程，详见图 10，以便于读

者可以根据实际需求选择最合适的方法进行途

径设计。此外，本节也对途径设计结果准确性

和其在实际应用中存在的问题和挑战进行了总

结和展望。 

首先，基于图论的异源途径设计方法在结

果准确性方面主要受到流通代谢物处理的影

响。现有的流通代谢物处理方法中，原子映射

方法越来越受到关注，通过原子映射可以最大

程度地处理反应中主次代谢物的对应关系，并

且在合并线性途径得到分支途径方面也具有一

定优势，因此原子映射在后续的流通代谢物处

理中将受到广泛应用。但现有数据库中许多反

应都缺乏原子映射信息，这就导致利用原子映

射数据处理流通代谢物仍存在不足。而基于机

器学习自动生成正确的原子映射信息有望解决

这一问题，如 AMLGAM[53]等工具。此外，应

用图论方法进行途径设计时，还存在如下局限：

第一，图论方法往往是从某个合成前体如丙酮 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1404 

 

 
 
图 10  指导途径设计方法选择的流程图 
Figure 10  Flow chart of guiding the selection of pathway design methods. 

 
酸等出发找可能的途径，如果直接从葡萄糖等底

物出发计算，会得到无数可能解，且大多数解在

生物学上不可行；第二，针对复杂途径，如多前

体、长途径、涉及共底物和副产物等情况，图论

方法的计算结果可靠性较低。相比之下，约束方

法在解决这些问题方面具有一定优势。 

其次，基于约束的异源途径设计方法主要

受到模型质量的限制。不管是单一物种的基因

组尺度代谢网络模型还是跨物种的复合网络模

型，都会因模型内部反应彼此交互而产生各种

错误，这些错误会使得预测出来的产品合成途

径存在碳源无限供给、能量和还原力无限生成

等问题。因此，需要对代谢网络模型进行一定

程度的质控，以提高其质量。为此，研究人员

提出了各种模型质量提高的方法。如 Yuan 等[54]

指出低质量的模型不仅导致途径预测结果可能

存在大量错误，也会导致完全错误的定量预测

结果，并提出通过检查能量和还原力无限生成

错误来修正模型。另外，本研究组参与了由丹

麦技术大学诺和诺德基金会生物可持续性中

心发起模型质量检测控制倡议，提出一套由社

区维护的标准化代谢模型质量自动测试流   

程——MEMOTE[55]。这些都为模型质量的提升

提供了很大助力。 

再次，这两类方法在异源途径设计时都会

产生很多可能的合成途径。因此需对得到的合
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成途径进行全面的评估和排名，以便于途径的

筛选和验证。常见的途径评估标准有：产品得

率、途径长度、外源反应数目、热力学可行性、

酶资源可用性、宿主兼容性和中间代谢物毒性

等。对于图论方法而言，还可通过反应化学计

量对途径进行评估和筛选。虽然现有方法也采

用了部分标准进行途径评估，但都不够系统全

面。因此，如何制定切实可行的组合策略进行

途径评估，是之后异源途径设计需要解决的问

题，一些研究者也对此提出了相关建议[56-58]。 

另外，异源途径从理论设计走向实际构建，

还需要解决酶的选择问题。当为底盘菌株设计

出异源的底物利用或产品合成途径后，如果途

径中的外源反应在其他物种中存在，则只需从

亲缘关系近的物种中提取相关酶进行实验转化

即可。但如果外源反应天然无法发生，则需要

进行旧酶的改造和新酶的挖掘。蛋白质工程在

这过程中发挥着重要作用，它通过序列比对和

分子模拟等方法对现有酶的活性和专一性进行

改变，从而设计新酶填补空白[59]。随着人工智

能技术的发展，未来有望加速这一过程[60-61]。 

最后，异源途径设计方法还可以与其他优

化算法进行结合，进一步获得代谢网络优化的

工程策略。主要思路为：首先，借助异源途径

设计算法得到目标产品异源合成所需反应；然

后将这部分反应整合进底盘菌株的代谢网络模

型之中；最后在整合得到的模型基础上进行其

他优化算法的实现。当与菌株优化算法  (如

OptKnock 等) 结合时，可以在产品能够合成的

基础上，得到合成途径优化的改造靶点，通过过

表达、弱化或敲除相关途径节点，以实现产品得

率的进一步提升。除了这种静态设计外，还可以

结合动态代谢工程中的相关算法实现途径动态

调控策略的挖掘。现有的主流动态控制策略主

要分为 3 种：两阶段代谢转化、持续代谢控制

和群体行为控制。其中，两阶段代谢转化是目前

广泛使用且能与途径设计方法紧密关联的控制

策略[62]。目前，基于两阶段代谢转化开发的优化

算法有 dFBA (dynamic flux balance analysis)[63]、

MoVE (metabolic value enumerator)[64]等。通过

这些算法即可实现生长与生产的解耦，为动态

代谢工程实验提供指导策略。 
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