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摘要 合成生物学是一门 21世纪生物学的新兴学科，它着眼生物科学与工程科学的结合，把生物系统当作工程系统“从下
往上”进行处理，由“单元” (unit)到“部件” (device)再到“系统” (system)来设计，修改和组装细胞构件及生物系统.
合成生物学是分子和细胞生物学、进化系统学、生物化学、信息学、数学、计算机和工程等多学科交叉的产物．目前研究应

用包括两个主要方面：一是通过对现有的、天然存在的生物系统进行重新设计和改造，修改已存在的生物系统，使该系统增

添新的功能．二是通过设计和构建新的生物零件、组件和系统，创造自然界中尚不存在的人工生命系统．合成生物学作为一

门建立在基因组方法之上的学科，主要强调对创造人工生命形态的计算生物学与实验生物学的协同整合．必须强调的是，用

来构建生命系统新结构、产生新功能所使用的组件单元既可以是基因、核酸等生物组件，也可以是化学的、机械的和物理的

元件.本文跟踪合成生物学研究及应用，对其在 DNA水平编程、分子修饰、代谢途径、调控网络和工业生物技术等方面的进
展进行综述．
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1 合成生物学概述

1.1 新一代生物学 合成生物学

20世纪生物学研究一直以“还原论”为指导，
即对生物系统不断分解，直至细胞中的单个或有限

个基因或蛋白质，然后孤立研究这些基因和 /或蛋
白质的结构和功能，以此了解生物现象．随着基因

组测序和高通量筛选测量为标志的当代分子生物学

的迅猛发展，以系统化设计和工程化构建为理念的

合成生物学成为新一代生物学的发展方向．

2000年 1月《自然》(Nature)同时发表了两篇文
章．其一是 Colins 团队研制出由两个抑制基因、
两个抑制启动子以及一个作为报告基因的绿色荧光

蛋白(GFP)组成的一种双稳态“基因套环开关”，可
对选择的细胞功能进行开关[1]．其二是 Elowitz和
Liebler用转录启动子和抑制基因构建了由连续诱
导启动子调控的 3基因抑制网络，称为“压缩振荡
子”，同样加上一个 GFP报告基因．它将交替打开
或者关闭 GFP报告基因，使细胞能在发光状态和
非发光状态之间转换[2]．随后，许多合成生物学的

基本元件，例如启动子、核糖体结合位点和转录阻

遏物等，均用来构建具有特定功能的模块，将这些

模块插入细胞使生物系统具有了新的功能．目前，

合成生物学模块包括了诸如套环开关、串级开关、

脉冲发生器、时间延迟电路、振荡器、逻辑门电路

等．这些模块和其他模块一起工作时，可以用来调

控基因表达、蛋白质功能、代谢及细胞间的通

讯[3]．以基因工程技术和电子工程的电路设计原则

为基础的工作还包括利用启动子和阻遏子等基因元

件构建最简单的组件创建可通用组装的，满足不同

的组合要求的最简单的模块库[4]．应用例子包括逻

辑门、闩锁(套环开关)[1, 5]和逆变器[6]．

可以看出，合成生物学以信号传导、基因调控

以及细胞代谢的元件组装具有我们所希望的细胞功
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能的复杂生物系统．它通过对系统行为的定量预测

和细胞改造的工程实施完成合成任务．必须强调的

是，用来构建生命系统新结构、产生新功能所使用

的组件单元既可以是基因、核酸等生物组件，也可

以是化学的、机械的和物理的元件．从系统设计的

角度来看，合成生物学通过在 DNA水平编程，或
重新编程来更新和 /或创造新的生物实体，如分子
修饰、代谢途径、调控网络、生物和生态系统等．

它的发展将大大增强我们以系统论、信息论和控制

论为指导对复杂的细胞网络进行微观改造，进而取

得生物系统宏观表型改造的能力．

1.2 基因调控网络和代谢网络的人工构建
基因调控网络的研究是现阶段合成生物学进行

得比较多的工作，它已经从基因调控线路的构建扩

展到细胞内信号通路的重连接[7]、胞内 RNA 逻辑
门电路的实现[8]、具有细胞 -细胞通讯的多细胞体
系[9]等．研究表明，海胆胚胎内中胚层形成的基因

调控网络具有五种不同类型的扰动[10]．小鼠 B淋巴
细胞和他们的两个胚胎干细胞的祖细胞形成的调控

机制也得到了确定[11]．在更高的层面上，一种细菌

群体“可调细胞 -细胞通讯”的工程改造获得了较
好的结果[12-13]．此外，对改变配基结合特性的受体

和传感器蛋白的计算模型再设计得到了预期的结

果[14-15]．类似的工作还包括：合成生物学实现了更

改细菌转运和启动子的反应从“全或无”

(all-or-none)到可调节逻辑．通过重组的有丝分裂
过程的研究，合成生物学表征并改变微管和有丝分

裂纺锤体蛋白组分的染色体分离、组装、拆卸和运

动动力学机制[16-23]．

传统工业生物技术侧重于从环境中筛选具有代

谢特定物质能力的天然微生物进行工业应用．而基

于合成生物学的生物技术研发模式则是在细胞中构

建由天然或非天然功能元件组成、自然界不存在的

合成代谢途径，形成有生物制造能力的细胞工厂．

合成生物学是从工程系统的角度出发进行设计，并

且通过在细胞内植入适当的生物控制元件达到添加

新功能的目的．这些基本生物控制元件在制造方法

和植入上的标准化和模块化，以及可互换零件进行

系统制造，拥有预测模型和稳健的设计库等，均可

以促使统一生物元件备件库的建立．标准化使得未

来的基因线路就如现在的集成电路一样，只需用不

同的生物元件，即可设计组装新的基因线路产生所

希望的功能．模块化则使基因线组装变得容易，并

且可以充分利用前人组装出的生物元件，组合出更

加先进的基因调控网络，并可应用强大的计算机工

程工具(如：CAD计算机辅助设计)进行综合设计．
进一步的工作包括基因工程技术标准的改进、对遗

传材料装配标准化和快速表征；开发的遗传材料

“零件”系列能在构建的基因调控线路和代谢网络

中可靠工作，不产生设计之外的相互作用，以及生

成安全、稳健的宿主细胞．

1.3 非天然氨基酸———合成生物学的元件

合成生物学使用工程的形式去定义和构建由生

物单元，甚至是化工、机械、或计算单元组成的模

块．由此产生的模块可能包含非天然材料．蛋白质

序列中添加非天然氨基酸是合成生物学设计新功能

蛋白质的一个策略．这种策略对天然蛋白质的折叠

和功能研究有重要作用．目前，已有大约 30多种
非天然氨基酸被人工插入到生物体合成的蛋白质

中[24-29]．但一种蛋白质中只能插入少数的非天然氨

基酸．随着特别基因组序列合成手段的改进，将会

用 20个密码子特异性编码 20种天然氨基酸，其余
的密码子则用来编码非天然氨基酸．如果成功，将

会实现多种非天然氨基酸的成功插入，并且对细胞

功能没有特别的影响．加入到现有生物体的非天然

氨基酸可以用酰化化学方法合成，并采用新增加的

tRNA 琥珀突变抑制手段辨识相关蛋白质． tRNA
工程已经用来改造和识别 4和 5个碱基的 DNA密
码子[30-31]．工业应用方面，已经有通过半胱氨酸合

成途径工程改造的方法发酵生产 O-乙酰 - L-丝氨
酸和其他非天然 L型氨基酸作为药品、农药合成的

前体的报道[32]．

1.4 底盘与最小基因组
仅凭合成和设计 DNA获得预期的理想功能是

不够的．这些元件———合成的 DNA操纵子，必须
能够独立作用，而不受细胞其他过程的干扰．解决

这个问题的方法就是：合成生物学的另外研究领

域———最小基因组细胞．最小基因组细胞仅含有基

本的遗传信息，在一定的条件下可保持细胞活力．

细胞含有许多生物技术应用之外的元件，最小基因

组细胞提供了一个无干扰的适合于生物工程操作的

“底盘”．目前尚不清楚最小基因组细胞的遗传定

义是通用的还是特定的．因此，可能需要一系列最

小基因组细胞用于生产不同种类的生物产品．

选择一个合适的底盘需要符合以下标准：具有

一些预期的特性，可以更好地表征和注释这些生物

(底盘)，具有适合该底盘的分子生物学改造工具．
在工业水平上，一个稳定的底盘应该能够高效经济

106· ·



吕静, 等：合成生物学及其在生物技术中的应用进展2012; 39 (2)

地生产燃料和化合物．例如在生物催化方面，优秀

底盘应具备如下特性[33]：a．在矿物盐培养基上可
以利用廉价碳源生长；b．可利用五碳和六碳糖，
并能转化利用半纤维素生物质中的糖组分；c．代
谢速率和产率高；d．发酵过程简单，降低大规模
生产时操作成本和失败风险；e．底盘耐受性强(高
温、低 pH)，可以减少纤维素降解过程中外加纤维
素酶和碱的用量；f．遗传操作简单，遗传稳定性
强；g．耐受生物质预处理过程产生的抑制剂；h．
耐受高浓度的底物和产物．

创建一个细胞底盘(cellular chassis)用来装配合
成生物学家设计的生物零部件，并集成由此产生的

部件以使其生物系统具有新的细胞功能是非常重要

的．细胞底盘必须为细胞生长及组件工作提供各种

组分,应该有各种标准的连接,而且足够稳定以便能
在工业上应用．大肠杆菌[34]、丙酮丁醇梭杆菌[35]、

谷氨酸棒杆菌[36]、酿酒酵母菌[37]和黑曲霉[38]可以作

为性能优良的微生物细胞底盘．

最小基因组构建策略是改善底盘以生产燃料和

化合物的最好方法。在原核细胞方面目前已开展了

最小基因组的研究．这包括最小支原体基因组[39]和

最小枯草芽孢杆菌基因组 (约 271～410 个基
因)[40-42]．Chandonia等[43]将大肠杆菌基因组分为必

需基因、非必需基因和未知功能基因．同时进行了

相关属必需和非必需的蛋白质比较，并建立了必需

基因数据库 PEC database (http://shigen.lab.nig.ac.
jp/ecoli/pec/)．在此基础上共删除 16个大片段，累
积删除了 1.37 Mb．结果使基因组尺寸减小了
30%，但突变株生长缓慢，代时增加了 73%，而且
形态异常，变长变宽．类似研究如 Blattnerj[44]对大

肠杆菌MG1655(4.64 Mb)基因组删除区域的选择是
通过比较存在于菌株 K-12，但在其他 5株大肠杆
菌中不存在的序列后，获得约 100个删除位点，成
功构建了不含可移动元件的基因组减小菌株

MDS40-43．该简适基因组的特点为：a．基因组减
小了 15%；b．基因组稳定性提高；c．可表达一些
毒性蛋白；d．电转化效率提高[45]．这些研究表明，

通过微生物基因组大量增删基因，可以获得具有新

性能的微生物．这为建立简适基因组、设计构建简

单高效菌株奠定了合成生物学的基础．除大肠杆菌

外，目前已经在酵母、芽胞杆菌、谷氨酸棒杆菌、

链霉菌等中建立了大片段基因删除技术，可用于基

因组删减．

支原体是目前发现的最小、最简单的具有自我

繁殖能力的细菌，其基因组也是原核生物中最小的

基因组．Craig Venter的研究团队使用支原体进行
了首例人造细胞的工作．细胞转化使用的遗传物质

是对蕈状支原体(Mycoplasma mycoides)的基因组进
行系统生物学研究后，通过化学合成得到的．即将

整个基因组截成 1 078条 DNA片段进行合成，然
后把这些 DNA片段导入酵母细胞中，在胞内拼接
成约 1 Mp的全长基因组．这个人造基因组插入到
山羊支原体(Mycoplasma capricolum)细胞，产生的
人造细胞表现出的特征主要是蕈状支原体的生命特

性[46]．

2 合成生物学的生物技术研究应用
合成生物学是一个新型、复杂的生命系统的工

程学科．它强调学科交叉的方法设计或重构生物系

统，并用于制药业、营养保健品、特种化学品及生

物燃料等方面产品的生产．为此可以把细胞作为

“可编程机器”，设计和控制复杂的胞内及胞外活

动，使具有新功能及新结构的生物系统能够实现准

确界定的工程或科学目标．工程师和合成生物学家

可以一起设计和建造新的生物组分、网络和途径，

重接线路，重新编程构建生物．这些工程化的生物

系统在不久的将来可以制造新药物、绿色燃料以及

靶向治疗超级耐药菌和癌症等疾病．这种从基因线

路、生物模块到合成途径的从头合成(de novo)工程
模式已经开始解决关键问题，并且正在应用实施．

2.1 生物传感器
细胞从 DNA转录、RNA翻译和蛋白质翻译后

修饰过程中具有无数个信号转导线路来感应各种环

境信号，并作出响应．这些线路包括精细的感应组

分和过滤信号并驱动细胞反应的传感器模块．参与

转录过程的启动子、RNA聚合酶、转录因子和其
他转录组分都可以作为转录生物传感器的工程元

件．大部分合成设计主要在启动子和转录因子．其

中常用的启动子是大肠杆菌的 lac， tet 和 ara操
纵子．

2.1.1 转录水平生物传感器．
通过直接设计改造启动子序列可以调控生物传

感器的感应和传导能力．早期研究策略是构建诱导

表达系统[47-50]．通过引入、删除或者改变激活子和

抑制子位点调控启动子的感应程度．合成哺乳动物

反式激活系统(transactivation systems)是将环境感应
的转录因子与哺乳动物反式激活区域融合在一起形

成诱导物改变基因表达.通过该策略已经合成用于
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感应抗生素 [51]、群体感应分子 [52]、气体和代谢

物 [53-54]以及温度变化 [55]的哺乳动物生物传感器 .
Fussenegger等[56]通过转基因设计哺乳动物线路构建

了感应电信号的合成网络．

由于生物元件可能遭遇不可预测的干扰，要做

到真正意义上的基因元件模块化是十分困难的，这

需 要 对 功 能 模 块 仔 细 解 耦 (decoupling)．
Kobayashi[57]使用退耦策略构建了一个在可编程模

式下对信号做出反应的大肠杆菌全细胞生物反应

器．在该设计中，感应模块(由环境反应启动子和
相应的转录因子构成)与一个类似中央处理器的基
因线路连接，大肠杆菌细胞可以对有害的内源性输

入做出反应，特异性地对 DNA损伤刺激(如：紫外
照射和丝裂霉素 C)做出反应.该基因线路采用拨动
开关(toggle switch)处理感应信息，当一种信号超过
一定的阈值后开关从“关 (OFF)”跳跃到“开
(ON)”．该生物传感器从表达荧光报告基因到激
活天然表型，例如生物膜的形成(表达 traA 基因)或
细胞的自杀(表达 ccdB基因)，均可获得很好的输
出信息．

环境因素一般都是很多信号综合在一起．

Anderson设计了一种转录 AND开关[58]，它使单一

基因线路具有多输入环境信号，从而可以获得比较

真实的生物感应结果.这种生物传感器可用在很复
杂的环境条件下监测特定的微环境(在工业生物反
应器 )的状态，例如温度、代谢水平或者细胞
浓度．

2.1.2 翻译水平的生物传感器．
非编码 RNA 通过剪切 RNA，修饰核糖体

RNA和催化生物化学反应在转录和翻译水平调控
基因表达．非编码 RNA的调控功能可应用于生物
传感器．许多具有调控功能的 RNA分子是天然的
环境传感器，这些分子通过特异的序列区域调控多

种模块功能．例如，核糖开关 [59]通过适体域

(aptamer domains)和诱导自身 mRNA 5忆UTR构象改
变结合特异性小分子配体进而调控基因表达． 模

块化的适体域作为感应元件已广泛用于基于 RNA
的生物传感器.构建一个完整的基于 RNA 的生物
传感器需要在模块化的 RNA分子骨架上将一个适
体域(感应元件)与转录后调控域耦合在一起．
反义 RNA是通过转录后机制调控基因表达．

Bayer和 Smolke[60]在酵母中将核糖开关的适体与反

义抑制子耦合在单个 RNA分子上构建了反义 -激
活、配体 -响应的核糖调控子来调控基因表达，适

体与其配体结合，诱导 RNA传感器构象改变，使
其处于开的状态(ON switch)；或将反义域释放出来
抑制基因的翻译，这时传感器处于关的状态(OFF
switch)．这种生物传感器建立在配体和靶 mRNA
协调作用的基础上，与基因拨动设计类似，表现为

配体阈值浓度的双向开关．在实际操作中，通过适

体与反义替代耦合成新传感器需要重新筛选相容的

二级结构来构建功能开关．未来该平台可以与体内

适体快速筛选技术结合，产生一系列 RNA生物传
感器，表征胞内mRNA和代谢水平．
此外，可以通过 RNA自剪切调控翻译，将适

体域捕捉的感应信号转导出去．RNA 剪切受核酶
催化，核酶具有适体域，可以对代谢做出响应．

Yen [61]利用这种天然结构优势，在报告基因的

mRNA序列中加入了编码配体感应的核酶.当缺乏
同源配体时，报告基因 mRNA组成型自剪切会导
致信号很小或者没有信号．当同源配体抑制核酶活

性时，RNA生物传感器打开．与“反义开关”类
似，这些工程改造的 RNA可以作为响应胞内代谢
状态的内源传感器．

2.1.3 翻译后生物传感器．
信号转导途径中主要的感应元件是受体蛋白．

受体蛋白可以在分子相互作用的水平上从头(de
novo)设计．Looger 等[62]利用计算机运算的方法设

计了与新的靶配体结合的天然受体蛋白.研究人员
从大肠杆菌的 5 种周质结合蛋白(PBP)家族入手，
用新的非本源靶配体替代野生型配体，用计算的方

法研究结合靶位点残基突变与配体的结合情况.通
过该方法预测 TNT(三硝基甲苯，一种致癌物和炸
药)、L-乳酸(医学上重要的代谢物)和血清素(与精
神病学有关的物质)的新受体.预测的受体经过了体
外和体内生物传感器的实验验证．

传递感应信号的合成方法需要一种可调并合理

的方式．Skerker等[63]通过重新构建组氨酸激酶的

双组分系统进行信号传递.该构建包括了基于蛋白
质生物传感器的模块化方法，以及对上游信号产生

的加速、延迟或者超敏反应．

2.1.4 混合方法．
将转录、翻译和翻译后合成线路综合成一种混

合方法，这样可以取每种方法的优点，构建一个与

天然生物一样，基于细胞层面的生物传感器．

Voigt[64-66]使用混合合成方法构建了基于大肠杆菌的

光传感器，合成感应激酶使细胞能识别红光．工程

化细胞可以“打印”一种设计图像，相当于生物感
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光胶片．将蓝藻膜结合的光受体与大肠杆菌胞内的

组氨酸激酶融合，诱导受光调节基因的表达．这种

细菌光传感器可以用于图象边缘检测．将光感应与

转录线路连接在一起可以进行细胞间交流(费氏弧
菌的群体感应系统)，研究人员使工程化细胞感应
光，周围细胞尽管不能感应光，但通过群体感应可

以产生色素，进而形成边缘图像．

2.2 合成生物疗法
人类一直饱受各种健康问题困扰，如抗药性、

癌症以及肥胖等等．而药品的研发面临着多种挑

战．合成生物学在解决上述问题方面将发挥重要作

用，通过构建模块化的生物元件可以了解疾病机

理，寻找药物靶点，进而创造新的疗法平台．

2.2.1 揭示疾病机理．合成生物学在病理学研究方
面为重构生物系统提供了框架．该策略可以解释像

丙种球蛋白缺乏症(病人不能产生成熟 B细胞，因
此不能抵抗感染)一类的免疫缺陷疾病．研究人员
在正交环境下系统重构了人 B细胞抗原受体(BCr)
信号途径中的各种组分，构建了一个合成试验平

台[67]．这可以鉴定 BCr信号激活与组装的网络拓扑
特征.为了研究疾病传染的分子基础，重构致病病
毒基因组．例如合成并重构严重急性呼吸综合征冠

状病毒(SArS)[68]和 1918西班牙流感病毒[69]有助于鉴

定造成致病力增加的基因突变．

2.2.2 鉴定药物靶位点．将单个元件构建合成途径
和系统可以更好地理解疾病发生的机制，发现靶向

治疗位点.同时系统的装配合成生物学组件可以鉴
定途径中每个组分的功能．Collins等[70]通过核糖调

控子模块化来调控毒蛋白和生物网络中其他蛋白质

的表达．将核糖调控子 5忆UTR的 mRNA序列设计
成发夹结构，隔离核糖体结合位点，防止核糖体结

合．通过调控反式激活 RNA(将颈环解链)可以降低
顺式抑制 mRNA造成的翻译抑制．用核糖调控子
调控 CcdB(抑制 DNA 旋转酶的细菌毒蛋白)的表
达，可以更好地理解细菌细胞死亡的机理[71]．合成

生物学的这些研究结合喹诺酮类(抑制旋转酶的抗
生素)系统生物学的研究发现了所有的细菌抗生素
通过刺激氧化伤害而诱导细胞死亡的共同途径[72]．

这些工作为研究细菌对致死型刺激做出何种反应提

供新视角，为研发更有效的抗细菌类治疗铺平了

道路．

2.2.3 新药研发．
使用合成生物学策略开展新药研发可以解决新

药研发周期长、成本高的问题，但需要进行全细胞

筛选检测．Fussenegger等[73]建立了筛选具有抗结核

分枝杆菌的小分子合成平台．乙硫异烟胺是一种治

疗肺结核的药物，主要是通过结核分枝杆菌酶

EthA激活药效．但由于蛋白 EthR抑制 ethA 基因
转录，因此在治疗时乙硫异烟胺药物总是失效．为

解决该问题，研究人员设计合成了一个哺乳动物的

基因线路，该线路构建了一个连有 EthR反式作用
子的报告基因来筛选鉴定 EthR抑制子，进而消除
对乙硫异烟胺的拮抗作用[73]．该设计因基于病理机

制构建基因工程线路，并研发出应用于全细胞的新

药，因此该思路可以用于其他疾病的研究．

完全工程化的病毒和组织可用于研究特定病原

和病理机制．研究人员将产生抗药性的细菌装入生

物膜，使用工程化噬菌体来解决细菌产生抗药性的

问题．为了更有效地穿透生物膜，T7噬菌体经过
基因改造可以表达降解生物膜酶 dispersin B
(DspB)，降解率达 99.997%[74]．非溶源性M13噬菌
体通过过表达抑制子 lexA3来抑制细菌 SOS DNA
损伤反应[75]．工程化的噬菌体提高了三类抗生素的

杀死率，在大肠杆菌侵染小鼠实验中提高了杀死抗

药性细菌，降低了细胞因抗生素引起的耐药性．

而在构建工程化病毒时，可以将其治疗活性与

病理信号联系起来，这样可以避免目前疗法不能区

分癌组织和正常组织的弊端．Voigt等[76]利用合成

生物学方法，将细菌对癌细胞的入侵与特定环境信

号连接起来．组成型表达来自假结核耶尔森(氏)菌
侵袭素(inv)基因，可以诱导大肠杆菌细胞入侵人正
常细胞系和癌细胞系．为了选择性入侵癌细胞系，

研究人员将 inv 构建在转录操纵子的下游，只有在
癌细胞的微环境下，才被特异的环境信号激活表

达．这些工程化细菌可以用于癌症治疗．

2.2.4 药效释放．
合成线路除了应用于上述疗法之外，还可以用

于控制药物释放、基因和代谢疗法．控制药物释放

可以更好地达到治疗疗效，减轻副作用．通过振荡

器线路合成或者程序化时间延迟线路来调控药物释

放．Collins[77]合成研发了两种不同的基因响应用于

上述研究．

基因疗法是一种很有前景的疗法，主要应用于

传统药物疗法无效的情况下，例如遗传和代谢疾

病．合成线路为基因疗法提供控制方法．哺乳动物

细胞将合成的基因开关与转录抑制蛋白耦连，使用

RNAi模式抑制、调控和反向控制基因表达．该系
统[78]可以抑制目的基因 99%以上的表达，因此在基
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因沉默中具有重要应用前景．

构建非本源途径为治疗代谢紊乱提供了一种基

因疗法．Liao等[79]在哺乳动物小鼠肝脏细胞中引入

乙醛酸分支途径研究脂肪酸代谢，研究发现脂肪酸

氧化增多，形成了一个分支循环．喂食小鼠高脂肪

食物后，小鼠并没有引起肥胖症，总脂、血浆甘油

三酯和胆固醇水平都很低．该工作为研究代谢网络

和失调提供了合成生物学研究的新模式，为解决肥

胖症提供了方法．

2.3 生物燃料，药品和生物材料
2.3.1 构建生物合成途径．
青蒿素是青蒿产生的倍半萜烯酯的内过氧化

物，是治疗疟疾的特效药．但是该药物供应短缺，

很多病人不能得到治疗．化学合成青蒿素十分困

难，成本昂贵．合成从青蒿素的前体青蒿酸开始进

行半合成，不仅可以降低成本，而且是个环境友好

的产品策略．美国加州伯克利分校的 Keasling实验
室分别使用大肠杆菌和酵母菌为宿主，插入了合成

抗疟疾特效药青蒿素前体青蒿酸的多基因代谢途

径，实现了工业微生物发酵低成本生产青蒿素，为

合成生物学在多基因代谢途径方面的应用起到了示

范作用[80]．此工作通过对青蒿酸等多种酶及代谢途

径的组装、精密调控，对有关代谢途径重新设计，

提高了工业过程中青蒿素产量，解决了天然或非天

然代谢物大量积累对寄主的毒性问题．在大肠杆菌

中，通过对青蒿酸 (ADS) 合成酶密码子优化、共
表达 SOE4操纵子以及引入异源的酵母菌甲羟戊酸
途径，提高了青蒿酸的产量[81]；在酵母菌，引入植

物青蒿素的 ADS合成酶基因,克隆青蒿类植物转化
为青蒿酸的细胞色素 P450氧化还原酶等．改造后
的酵母使青蒿酸的合成能力大大提高[80]．此外，紫

杉醇合成的关键前体也在重组大肠杆菌中合成出

来[82]．

合成生物学技术已经在生物燃料，特别是生物

制氢以及生物柴油的研究方面得到应用．美国

Virginia Tech 教授 Zhang 等 [83]利用合成生物学原

理，用 13个已知的酶构成了一条非天然酶催化途
径，可以将淀粉在温和的反应条件下高效低成本地

制取氢气．该技术与燃料电池的集成有望解决氢气

的生产、储存和运输等方面的难题，具有生物能源

的巨大潜力[83]．美国加州洛杉矶分校的 Liao研究
室利用大肠杆菌已有的代谢途径，向其中引入外源

酶，增加两步细菌本身不具备的生化反应，可使氨

基酸代谢中间产物合成醇，设计高级醇的代谢电

路，实现了异丁醇、丁醇的大肠杆菌发酵合

成[84]．在此基础上，Keasling的研究小组又设计和
构建了生产生物柴油的大肠杆菌，开辟了微生物工

程化炼制能源的新途径[85]．

2.3.2 优化代谢途径代谢流．建立生物合成途径后，
所有元件表达需要处于最优化的代谢状态，并产生

高浓度的产物．表达代谢途径元件的标准方法就是

与可调的强启动子连接，例如来源于大肠杆菌操纵

子 tet，lac 和 ara的 PLtet，PLlac和 PBAD启动子．目

前，合成生物学正致力于创建和表征更多可重复使

用、调控生物元件的启动子达到调控表达的目的．

2.3.3 创建具有新功能的材料．
设计线路可以感应生物反应器环境，改变代谢

阶段提高生物燃料生产效率．自动时间线路可以在

一定时期关闭代谢过程．这类生物计时器可以通过

模型指导的启动子工程使用基因拨动开关来完成．

这些生物计时器可用于工业发酵生产乙醇过程中指

导酵母细胞在特定时间絮凝，简化细胞分离.
合成控制系统可以用于提纯合成产物．这在重

组蛋白、生物塑料和其他生物材料生产中尤其重

要．因为这些产物在胞内积累容易形成包涵体，高

浓度下毒害细胞．为了将重组蛛丝蛋白单体分泌到

胞外，Widmaier等[86]构建了一个分泌系统，可以有

效地广泛地将蛋白质分泌到胞外．沙门氏菌芋型分
泌系统(T3SS)符合这些要求，具有调控机制，可以
调控表达蛋白分泌到胞外．为了获得高分泌效率的

重组丝蛋白，研究人员仅需要构建一个调控线路将

编码丝蛋白异源基因与内源分泌系统相连．

合成生物学也在细胞群体效应方面开展研究．

Hasty研究小组[87]已成功合成了多细胞系统，在细

菌群体细胞内同步振荡，完成细胞间交流和胞内信

号处理模块化．Weiss[9]完成了类似的先前研究，建

立了生物分子信号处理装置，可以过滤从“发送”

细胞传来的交流信号．这些系统有助于组织工程的

构建和发展．

3 真核及光合生物合成生物学应用实例

3.1 酵母合成生物学与代谢工程
真核生物系统较原核生物要复杂得多，对于合

成生物学家们来说，建立真核生物的合成生物学是

一个很大的挑战和机遇．在真核生物基因组中存在

着很多内含子，影响基因表达，同时具有多种不同

的细胞器和蛋白在不同的区室定位，这些加大了组

件合成的难度．但是也为合成生物学提供了更多可
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用的工具包和组件．酵母是工业生物技术中常用的

生产平台．遗传背景清楚，组学信息丰富，基因工

程操作成熟，是一个安全可靠的生物系统．合成生

物学研究主要集中在原核生物系统，因此酵母合成

生物学研究较滞后．这里就酵母几个关键事例作一

综述．

3.1.1 生产异戊二烯类产品．
萜 类 (terpenoids， 也 称 类 异 戊 二 烯 ，

isoprenoids)是一类天然宿主机体内含量极低、结构
复杂并具有多个手性中心的小分子物质．所有生物

细胞的基本过程中都需要萜类次生代谢产物，功能

多样，如防御、通讯、授粉和种子传播等．在这些

次生代谢物中，许多极具医学应用价值及保健前

景，如紫杉醇、青蒿素、类胡萝卜素和人参皂苷等

等．合成生物学家已经将萜类生物合成途径插入大

肠杆菌，在不远的将来实现工业化规模生产[88]．在

酵母中生产异戊二烯可通过提高异戊二烯合成甲羟

戊酸途径中起点物质乙酰 -COA 的供应．Shiba
等[89]过表达酵母乙醛脱氢酶(ALD6)，导入沙门氏菌
乙酰 -COA合成酶，提高了碳流向甲羟戊酸途径，
提高了异戊二烯的产量．

在酵母中利用合成生物学和代谢工程策略生产

医药品的经典例子就是重构了酵母的甲羟戊酸途径

生产青蒿酸，Ro等[80]利用工程化酵母生产获得高

浓度的青蒿酸．紫杉醇是紫杉次生代谢产生的双萜

类物质，广泛用做抗癌药物．但是紫杉醇类物质产

量有限，因此通过代谢工程生产高浓度的紫杉醇是

一个热点研究．Dejong等[90]通过表达该途径中的五

步反应的关键酶重建了紫杉醇的部分合成途径．但

因该途径只有最初反应正确发挥功能，因此只是积

累了中间产物紫杉二烯．

研究人员在医药领域另外感兴趣的是氢化可的

松的生产．通过在酵母体内表达来源植物的 1个酶
和来源于哺乳动物的 8个酶．优化的策略是通过调
整基因拷贝数目和启动子强弱来去除副反应，平衡

基因表达．面临最大的挑战就是建立这样复杂的途

径会积累很多中间产物和副产品，造成对宿主细胞

的毒害．因此，合成生物学可以提供必需工具构建

调控线路，减少这些副效应．

3.1.2 生产聚酮类产品．
聚酮是一类天然医药化合物．Mutka等[91]在酵

母体内引入了聚酮前体———甲基丙二酰 -COA的合
成途径．另外的研究在酵母中异源表达 6-甲基水
杨酸合成酶(6-MSAS)基因，合成 6- 甲基水杨酸

(6-MSA)，参与聚酮合成过程．同时共表达了磷酸
泛酰巯基乙胺基转移酶 (PPTase)，用于激活
6-MSAS，提高了 6-MSA的浓度.
3.1.3 生产丁醇．Steen[92]研究小组通过重建丁醇途

径合成策略，利用酵母生产 1-丁醇，同时评价了
不同来源的酶对于丁醇的影响．酵母是研究真核生

物合成生物学的首选，但仍需要建立更广泛的启动

子库、优化密码子的基因库、终止子库、整合位点

库和表达载体库．这样可以从工具库中挑选元件，

组装构建新的代谢途径，为代谢工程提供新的工

具，这样也利于工业生物技术发展．

3.2 蓝藻合成生物学
蓝藻作为最古老的原核生物出现，在地球的碳

平衡和光合放氧方面起着关键作用．蓝藻适应能力

非常强，可忍受高温、冰冻、缺氧、干涸及高盐

度、强辐射等极端环境条件．近 10年来，蓝藻的
基因工程研究迅猛发展，目前已有 39种蓝藻完成
了基因组测序和注释．其中，集胞藻 Synechocystis
sp. PCC 6803作为第一株光合生物，在 1996年完
成测序[93]，因此也成为研究光合作用、进行遗传改

造、开展转录组学和蛋白质组学研究的模式藻株．

与微藻和植物相比，蓝藻在基因工程操作方面更容

易．以下阐述了蓝藻应用于合成生物学时使用的生

物元件以及基因工程操作时使用的工具和步骤．

3.2.1 蓝藻合成生物学简介． 合成生物学主要是从
工程的视角开展基因工程研究，使用系统生物学方

法进行生物元件的标准化，细胞内基因和代谢网络

的模块化．Agapakis等[94]使用光合细菌细长聚球藻

PCC 7942作为研究进化动力学和两物种合成生物
学系统的研究平台，将蓝藻注射到斑马鱼的胚胎或

者哺乳动物的巨噬细胞，研究发现，与大肠杆菌相

比，蓝藻对真核宿主细胞毒害性较小．工程转化鼠

疫菌的侵袭素和单核细胞增生利斯特菌的李斯特溶

素 O后的细长聚球藻能够侵染哺乳动物细胞，而
且能在巨噬细胞中分裂．由此表明，将光合细菌工

程改造后侵染哺乳动物细胞质，进而将其用于合成

生物学，该操作和应用是可能的．因此，工程改造

后侵染的光合细菌，作为合成生物学组件(devices)
具有很大的潜力．有关蓝藻合成生物学上述这些方

面的研究仍很欠缺，大肠杆菌中广泛应用的启动子

在集胞藻 PCC 6803中的功能表现十分不同．因此
仍需开展蓝藻元件特性研究以及新生物元件的

开发．

3.2.2 蓝藻底盘及生物元件．使用蓝藻作为生物底
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盘，不仅需要考虑其生长温度、利用的底物(兼养，
固氮)、盐浓度、代时，还需要考虑基因工程操作
时可利用的工具．到目前为止，蓝藻可用的标准化

生物元件不多，表征的就更少．合成生物学研究主

要在大肠杆菌中开展，大肠杆菌中的生物元件

(parts)可以应用于蓝藻．但是这些元件在蓝藻中展
示的特征与大肠杆菌中的表现不同，这也再次表明

生物底盘(biological chassis)对于展示元件具体特征
的重要性．在开展蓝藻合成生物学研究和基因工程

操作时，需考虑其以下特异性：含有多拷贝的染色

体(例如集胞藻 PCC 6803拥有 12个染色体拷贝)，
在基因敲除时需要进行几轮的去除；胞内存在类囊

体膜结构，含有高达 60%的天线色素———藻胆蛋

白，蓝藻胞外有厚度不等的黏质鞘，因此在提取

DNA、RNA和蛋白质时需要采用特殊方法；存在
明显的昼夜节律，可以将依赖时间的行为引入合成

生物学基因线路研究．目前蓝藻大部分元件都是内

源性的．

3.2.3 转录调控．
蓝藻中 RNAP核心酶的结构和 滓因子与细菌

不同．蓝藻的 滓因子属于 滓70家族[95]，而细菌的 滓
因子是 滓54家族．因蓝藻转录系统核心酶存在的差

异，大肠杆菌中常用的启动子在蓝藻中表现可能不

同．Huang等[96]研究发现，Plac，Ptet和 姿PR这些
常用启动子在蓝藻中活性很低，甚至检测不到．

目前仅有少数几个启动子用于蓝藻，而且都是

蓝藻内源性启动子，这可能会造成本底噪音很大．

由于蓝藻内源性启动子的结构尚不清楚，所以对外

源启动子研究十分有限．因此，需要研究清楚蓝藻

内源启动子的结构后设计新的启动子，利用不同的

调控模式开展多种功能的研发，进而应用于合成生

物学．

转录因子：Wu等[97]比较 21个测序的蓝藻基因
组，发现了 1 288 个可能的 transcription factors
(TFS)，这为改造代谢途径提供了信息支持．但是
这些内源性 TF表达的变化可能造成不能预知的影
响．因此使用正交(orthogonal)TFS会更适合．

终止子：目前在蓝藻基因工程研究中使用的终

止子是噬菌体 T7终止子和大肠杆菌的 rrnB基因编
码的终止子，或者两者的结合．但目前在蓝藻中尚

未发现内源性的终止子．

3.2.4 翻译调控．
核糖体结合位点：原核生物的核糖体在

mRNA 的结合位点 (RBS)含有关键的 SD 序列

(5忆-GGAGG-3忆)．对集胞藻 PCC6803 所有基因(对
应蛋白＞100个氨基酸)的 RBS序列进行分析，发
现仅有 26%的基因含有上述 SD 序列．Heidorn
等 [98]设计了 PCC6803 的 RBS 序列 (RBS*: TAGT-
GGAGGT)，并克隆了该序列和 3个用于合成生物
学中的 BioBrick RBS (BBa_B0030, BBa_B0032 和
BBa_B0034)，并检测了这 4 个序列在集胞藻
PCC6803 和大肠杆菌中的翻译效率．研究发现，
RBS* 在蓝藻中的翻译效率是 BioBrick RBS
BBa_B0034的 5倍，而大肠杆菌中 BBa_B0034比
RBS*翻译效率高 1/3．结果再次为我们表明不同
生物底盘下同一生物元件特性的巨大差异．

反义 RNA：Holtman等[99]用反义 RNA抑制细
长聚球藻(Synechococcus elongatus) PCC7942的蛋白
质翻译．最近，Mitschke 等[100]用不同的反义 RNA
序列研究集胞藻 PCC6803．
编码蛋白的序列———密码子和基因优化：蓝藻

与大肠杆菌相似，很少使用稀有密码子．但是单细

胞蓝藻比丝状蓝藻使用稀有密码子频率高．蓝藻进

行基因表达研究时应优化密码子提高基因表达的效

率．Lindberg等[101]在集胞藻 PCC6803中异源表达
来自植物的异戊二烯合成酶，将密码子优化为蓝藻

常用密码子后该酶表达量提高 10倍．
3.2.5 翻译后调控．
降解标签 /蛋白酶．胞内蛋白质的积累受胞质

蛋白酶的调控，如依赖 ATP的丝氨酸类型 Clp蛋
白酶．在大肠杆菌中，单体 Clp P蛋白水解中心边
侧有 HSP100 伴侣蛋白．在蓝藻 PCC6803中已经
找到了多个 Clp P的类似物．Heidorn等[102]在集胞

藻 PCC6803 中使用 LVA、AAV 和 ASV 三个降
解 标 签 (BioBricks BBa_E0432， BBa_E0434，
BBa_E0436)，并验证了标签的功能．这三个标签
已用于大肠杆菌的合成生物学，同时也可用于蓝藻

振荡线路的研究．

蓝藻的基因工程和分子分析技术都已得到很好

的研究．但是蓝藻合成生物学的方法和新标准化生

物元件仍需要构建和表征研究．这包括在蓝藻底盘

中应用 in silico的方法，结合可预测的计算机模型
设计具有新功能的人工基因线路．从长远看，开发

蓝藻的正交系统(orthogonal systems)，例如依赖于
T7 RNAP的转录和建立在核糖体上的正交翻译，
可以减少与内源代谢的干扰，做到独立于底盘进行

生物元件的使用． 我们的最终目标就是开发得到

一个良好的光合细胞平台进行可持续应用，例如进
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行生物修复，生物燃料的生产以及高附加值产品的

生产．

3.2.6 蓝藻合成生物学生产生物燃料．
气体生物燃料：利用蓝藻代谢工程和基因工程

生产气体燃料，主要两大类，一个是氢气，另外是

异戊二烯．蓝藻胞内具有双向催化功能的氢化酶和

固氮酶可以产氢．由于氢化酶和固氮酶对氧气十分

敏感，因此研究人员通过基因工程改造的方法降低

氢化酶和固氮酶对氧气的敏感程度，提高产氢量．

还可以通过调控藻类代谢提高产氢量，例如改善藻

类呼吸代谢，异源表达己糖吸收酶基因．Melis
等[103]通过基因操作剪短光合色素天线，增加光合

传递链中质体醌(PQ)池提高藻类产氢能力．这些研
究为合成生物学构建蓝藻光合作用元件奠定了

基础．

异戊二烯主要用于橡胶工业(如：轮胎，粘合
剂)的生产．生物来源的异戊二烯可以加工成航空
燃料，高分子材料等．异戊二烯在植物体内主要通

过甲羟戊酸途径合成．蓝藻体内没有编码异戊二烯

合 成 酶 基 因 ， 但 可 以 通 过 糖 醇 -4- 磷 酸
(2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate，MEP)合成异
戊二烯前体(IPP和 DMAPP)．利用合成生物学的方
法，将异源的异戊二烯合成酶(IspS)基因分别转入
蓝藻 Anabeana 7120 和 Synechocystis PCC 6803 [101]

中，使其产生异戊二烯．由此看出蓝藻可以作为生

物底盘进行绿色生物燃料的生产．

液体燃料乙醇：目前主要通过粮食和作物废弃

物的发酵生产乙醇．工业上主要利用酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae) 和 运 动 发 酵 单 胞 菌
(Zymomonas mobilis)生产乙醇．但用 Z.mobili 生产
乙醇存在 3个缺点：a．不能降解复杂碳水聚合物，
例如纤维素、半纤维素、淀粉；b．产生很多副产
物，山梨醇、果聚糖、甘油和乙酸；c．胞外易形
成果聚糖聚合物．合成生物学的创新方法可以借助

“Photanol”方法将光合作用与发酵代谢结合成一
体，在自然转化的蓝藻 Synechocystis sp. PCC 6803
中将卡尔文循环的中间产物直接形成生物燃料．

Deng 和 Coleman [103]利用基因工程的方法，将

Z.mobili编码丙酮酸脱羧酶(pdc)和乙醇脱氢酶(adh)
基因构建在 pCB4穿梭载体上，在温度诱导型内源
启动子 rbcLS的调控下导入蓝藻 Synechococcus sp.
PCC 7942表达生产乙醇．Dexter和 Fu[104]利用同源

双交换的基因方法，将 Z. mobilis 的 pdc 和 adh基
因整合到 Synechocystis sp. PCC 6803染色体上，实

现了在蓝藻中通过光合作用固定 CO2将卡尔文循

环的中间产物丙酮酸转化为生物燃料乙醇的过程，

避免了利用抗生素保持质粒复制带来的工业应用的

限制，对启动子进行了改进，选用光诱导型 psbA域
内源强启动子，这些改变为更好地进行工业应用奠

定了基础．

液体燃料丁醇：丁醇与乙醇相比具有热值高，

性质与汽油相似，低气压，疏水等优势．丙酮丁醇

梭菌 (Clostridium acetobutylicum)通过糖发酵产丁
醇，但由于该菌培养和遗传操作都比较困难，仅在

厌氧条件下生长，同时还产生大量的副产品如乙

醇、丙酮、丁酸等，所以研究人员寻找新的宿主细

胞进行丁醇生产的研发．Liao研究组[105]利用代谢

工程和基因工程的方法，将乳酸乳球菌中编码酮酸

脱羧酶基因(kivd)在 IPTG诱导型启动子 Ptrc 的调
控下转入蓝藻 Synechococcus elongatus PCC7942生
产丁醇．

生物柴油：利用藻类生产生物柴油是生物燃料

研究中的热点．藻类生物柴油与化石柴油性质相

似，具有相同的热值，而且环境友好，也不需要改

造现有的柴油发动机．但是目前还需克服几个技术

瓶颈：生长速度慢、很难大规模培养以及油脂合成

过程中环境胁迫等问题．Curtiss等[106]利用代谢工

程和基因工程的方法，用了 6次连续复杂基因改造
蓝藻 Synechocystis sp. PCC 6803 使其产生 C10～
C18脂肪酸，同将细胞壁的 S层和肽聚糖层变得容
易使脂肪酸直接分泌到胞外．通过该研究可以看

出，如果将油脂合成的关键基因合成元件形式，模

式化，会缩短研究周期，简化复杂的基因改造过

程，加快研究人员在油脂领域的研究速度．

4 结 论

通过综述可以发现，合成生物学作为后基因组

时代的新兴学科，获得了快速发展．以“合成生物

学”为关键词，通过Web of Science搜索的学术论
文数、专利数和网络信息可以准确反映上述趋势．

图 1是合成生物学文献分析．
合成生物学方兴未艾，其研究目标、对象和使

用的技术，以及潜在的应用范围还没有完全定义．

合成生物学进一步发展需要建立一些可靠的方法，

用于将小的功能线路连接起来形成具有预期功能的

有序网络．为此，可以通过以下 4个步骤完成设计
周期，达到与原有生物线路无缝整合对接 [107]：

a．为了减少生物元件间干扰，以建立更大更复杂
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图 1 合成生物学论文的年份 (a) 和领域 (b) 分布
Fig.1 Year (a) and area (b) distribution of synthetic

biology papers
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图 2 合成生物学与系统生物学结合开发系统生物技术
流程图

Fig.2 Flow chart for the combination of synthetic biology
and system biology to develop system biotechnology
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的生物系统，需要扩展合成生物学工具包和通用生

物元件库．目前合成生物学组件(devices)主要建立
在细菌和古菌调控元件基础之上(elements)，应加
大开发真核生物元件．b．随着网络尺寸和复杂程
度的增加，应强调合成网络的模块化与可调性能．

当完全不同的模块相连时可以简化输入 -输出的匹
配．c．在体内应开发新探针和高通量方法测定线
路动力学，快速表征元件，排除网络中的故障

(bug)．d．开发细胞测试平台，加快对网络问题节
点的鉴定，在构建复杂网络过程中减少易发生故障

的跃变．该平台可以是具有最小基因组的工程细

胞，也可以是装备有高等生物特异性体系的低等模

式生物．

合成生物学的目标就是产生可以同时完成多项

任务的生物．合成生物学的应用将受益于生物信息

学的发展．许多与人类健康相关的问题出现在哺乳

动物系统中，因此未来更多的努力应投入到加快哺

乳动物合成生物学研究，这对解决医疗问题是十分

关键的，也包括干细胞再生与分化基因网络的合成

研究．

合成生物学的一大特点是将工程系统中广泛应

用的“系统论”、“控制论”和“信息论”的概念

指导“工程化”改造生物系统．合成生物学家们认

为本领域的研究已经从构建生物合成元件，并以这

些元件构建功能模块的“第一次浪潮”进入细胞作

为“底盘”及“可编程”整体，开发有效组装策略

以构建大规模系统的“第二次浪潮” [107]．在工程

科学领域，系统工程理论已经成功应用在许多复杂

的工程系统当中，其处理流程图值得合成生物学借

鉴．我们建议合成生物学结合系统生物学开发系统

生物技术应当采用的流程如图 2所示．这里系统生
物学定义生物系统目标及功能要求，合成生物学则

选择装配的生物元件，及对组件进行集成和测试．

最后在系统集成与细胞生长环境中测试验收，完成

系统生物技术应用．为此有必要开发合成生物学辅

助工具，如全基因组预测模型、模块设计库、生物

元件库、分子 /细胞生物学测试平台、生物生长环
境组学测试平台等(图 2).
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Abstract Synthetic biology is an emerging biological discipline in the 21st century. It focuses on the combination
of biological sciences and engineering sciences. The engineering formalism was used to design, modify and
assemble cellular components into biological systems in the "bottom-up" way that comes up from "unit" to "parts"
then to "System". Synthetic biology is a multidisciplinary study of molecular and cellular biology, evolutionary
systematics, biochemistry, informatics, mathematics, computer and engineering. Recently, synthetic biology has
been redefined as for: (I) the design and construction of new biological parts, devices, and systems that do not
already exist in the nature, and (II) the re-design of existing, natural biological systems for novel function or
products. As an established post-genome method, synthetic biology emphasizes on the synergistic integration of
computational biology and experimental biology for the existing or new life forms. It must be noticed that the
elements used in synthetic biology for new cellular structure or function may not only be genes, nucleic acids and
other biological components, but also be chemical, mechanical and physical components. This article is a review
for the most recently progress in the fundamental research and applications in synthetic biology. In particular,
attentions were paid on synthetic biology study on the programming at the DNA level, molecular modification,
metabolic pathways, regulatory networks, and industrial biotechnology and other aspects.
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