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合成生物学设计技术
温栾  卢俊南  钟伟  戴俊彪*

(中国科学院深圳先进技术研究院, 合成生物学研究所, 深圳 518055)

摘要      合成生物学以工程化思想为指导, 通过多学科交叉, 设计改造生命系统, 以加深对生

命的认识和创造新功能, 为应对人类面临的诸多挑战提供支撑。合成生物学的精髓在于借助精妙

的设计实现对生物系统的构建和模拟, 从而更好地了解生命现象。该文主要集中介绍合成生物学

研究中的设计技术, 包括生物元件设计、人工基因线路设计和代谢线路设计、人工基因组设计, 归
纳总结目前已有的设计技术手段和策略。

关键词      合成生物学; 生物元件设计; 蛋白质设计; 基因线路设计; 代谢途径设计; 基因组设计  

Design Technology in Synthetic Biology
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(Shenzhen Institute of Synthetic Biology, Shenzhen Institutes of Advanced Technology, Chinese Academy of Sciences, Shenzhen 518055, China)

Abstract       Synthetic biology is an interdisciplinary research field with the goal to create new functional cells 
and to get deep understanding of life system through ambitious re-designing and engineering biological systems. 
Synthetic biology could enable us to solve human challenges in future. The key component of Synthetic Biology is 
to make intelligent design of the biological system, allowing the test of important biological questions. This review 
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summarizes the design technologies including those used in designing new biological parts, how to design genetic 
circuits and metabolic pathways as well as how to design synthetic genomes in synthetic biology.

Keywords        synthetic biology; biological parts design; protein design; circuit design; metabolic pathway 
design; genome design

合成生物学(synthetic biology)这个名词最早出

现于DNA重组技术火热的上世纪70年代[1], 在本世

纪初又被重新提出[2-3]。合成生物学是一个充满活力

的新兴交叉学科, 其设计理念类似于工程师建造桥

梁的方式, 即结合工程化的理念来理性设计改造生

命体、创造新功能, 用以解决人类食品缺乏、能源

紧缺、环境污染、医疗健康等各方面的问题[4]。合

成生物学中的“合成”两字代表了人类对生命进行设

计改造的愿望。合成生物学的工程化本质主要体现

在两个方面: 一是从下到上的方式, 通过构建元件、

组装线路、构建网络, 最终获得功能复杂的生命体; 
二是从上到下的方式, 受限于人类对生命体复杂性

的认知能力, 可以先通过人工合成储存所有遗传信

息的基因组, 再用做减法的方式来了解基因组中各

个成分的功能[5]。合成生物学的灵魂在于构思精巧

的设计, 借助于设计与建造生命来了解生命[6-7]。在

合成生物学研究“设计−合成−检测−学习”循环过程

中, “设计”起关键的作用, 好的设计既加快进程, 又

节省成本。本文着重归纳总结合成生物学领域中常

用的设计技术和策略, 包括了合成生物学元件标准

化与生物元件(BioBricks)、人工基因线路与代谢线

路、细胞功能网络以及人工合成基因组的设计策略

(图1)。

1   生物元件标准化与设计技术
生物元件是借用工程学的概念来描述具有最

基本、最简单生物学功能的基本单元。在生命系统

中, 构成生命系统的天然生物元件可以是蛋白质、

核酸, 也可以是有功能的蛋白结构域, 或是能形成特

异结构的核酸序列。生物元件绝大部分是由DNA编

码, 因此在合成生物学领域中更加侧重于DNA水平

描述生物元件。即在遗传系统中最基本、最简单的

生物积块是具有特定功能的氨基酸或核苷酸序列, 
可以在大规模的设计中与其他元件进一步组合成具

有特定生物学功能的生物学装置[4,8]。

目前, 合成生物学中使用的生物元件大部分来

合成生物学在生物元件、基因线路、信号网络和基因组几个层面上, 通过“设计−合成−检测−学习”(DSTL)的循环过程来创造新功能生命体。

设计是科学与艺术的结合, 在科学的基础上, 有目的创造新事物。设计在DSTL循环中处于重要位置, 是创造新功能生命体的关键, 为合成生物

学精髓。 
The biological engineering processes is hierarchy. The biological parts are used to construct gene circuits, in turn to make regulatory networks and more 
complex genomes, eventually to create artificial life system. The design-synthesis-test-learn (DSTL) cycle promotes engineering of life system, and is 
adopt broadly in synthetic biology. The design step plays a pivotal role in DSTL cycle and is the key for biological engineering. 

图1   概括合成生物学创造新功能生命体的简易流程图

Fig.1   The Design-Synthesis-Test-Learn cycle facilitates engineering of biological system in synthetic biology
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源于自然界。随着DNA测序能力的快速提高, 物种

序列信息以指数增长, 同时利用生物信息学和系统

生物学识别与鉴定以及预测生物元件的能力也显著

提升, 因而有越来越多的生物元件被发掘出来。对

功能保守的生物元件如调控发育的一些关键转录因

子, 可以通过比对氨基酸序列来识别和预测; 对于

DNA水平上发挥调控作用的“顺式元件”的识别和预

测也有较多的软件和网站可以使用。然而生物信息

学预测具有一定局限性, 所提供的信息需要生物学

实验进行验证。

1.1   生物元件的标准化

合成生物学的工程化理念需要将生物元件标准

化。为了便于借助计算机进行生命系统的模拟设计, 
除了生物元件的实验表征、标准化设计及功能测试, 
也需要同时搭建生物元件的虚拟数据库[9-10]。2003
年美国科学家建立了标准生物元件注册库(Registry 
of Standard Biological Parts)[11], 用于收集符合标准化

条件的生物元件[12], 包括结构域、蛋白质编码序列、

启动子、终止子、核糖体结合位点等非编码序列

(表1)。截至2018年, 注册的元件已经超过20 000个。

然而这只是生物元件实体库, 为了能实现生物系统

的模拟搭建和功能预测, 提高设计的效率并降低成

本, 需要对元件进行更为精确的描述和数学建模[10]。

2008年 , Goler等 [13]开发了CAD(computer-aided de-
sign)工具辅助合成生物系统的设计, 但这些工具缺

乏可调用的模块化和可重复用数学模型[10]。实际上

生物元件模型数据库早有建立, 如2006年Le Novere
等[14]开发的BioModels数据库, 但其存储的模型过

于庞大, 而且在未经过修饰的情况下无法进一步组

合[10]。2010年, Cooling等[10]建立了一个标准虚拟元

件数据库(SVPs), 其收集的标准元件数学模型可以

被下载、扩增并可通过组合进行合成生物系统的设

计和模拟(表1)。2011年, Galdzicki等[15]构建了一个

生物标准元件知识库(SBPkb), 可供研究者查询、检

索标准生物元件并用于合成生物学研究及应用, 标
准生物元件注册库的元件信息经过合成生物学公开

语言语义(SBOL-semantic)框架的转换变为可以运算

的信息(表1)。当前已经标准化的生物元件仅是非常

少的一部分, 随着合成生物学发展, 越来越多的元件

将被发掘, 生物元件的设计及其对应数学模型的设

计需要并行发展, 建立完善的物理库及虚拟数据库

才能发挥“标准化”所具备的优势。

1.2   生物元件的设计开发技术

1.2.1   核酸元件的设计技术      核酸的化学和生

物合成相对简单, 核酸序列的差异可形成如颈

(stem)、 环(loop)、 突 出(bulges)、 发 卡(hairpins)、
假结 (pseudoknots)、三聚体 (triplexes)、四聚体

(quadruplexes)等结构, 因而可产生大量三维结构不

同的分子, 可形成具有特异结合功能的核酸适配体

(aptamer), 或者是具有酶催化活性的riboznymes和
DNAzymes[16]。Tuerk和Gold[17]开发的指数富集系

统配体进化SELEX(Systematic Evolution of Ligand 

表1   生物元件标准化数据库网址和生物元件预测相关网址

Table 1   Biobricks databases and biological parts prediction, design related web sites
名称 网址

Name Website

Registry of Standard Biological Parts

CellML Model Repository

BioJADE

GenoCAD

BioModels

SVPs

SBPkb

Pfam

WWPDB

BBCU (Bioinformatics & Biological Computing)

CEG

Fold X

Rosette

Foldit

http://parts.igem.org/Main_Page

http://models.cellml.org/cellml

http://www.biojade.org

http://www.genocad.org

https://www.ebi.ac.uk/biomodels/

https://ico2s.org/servers/virtual_parts.html

https://omictools.com/sbpkb-tool

https://pfam.xfam.org/

https://www.wwpdb.org/

https://bip.weizmann.ac.il/toolbox/seq_analysis/promoters.html

http://atted.jp/help/cis_prediction.shtml

http://foldxsuite.crg.eu/products#technology_overview

https://www.rosettacommons.org/software

https://fold.it/portal/info/science
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by Exponential Enrichment)方法是核酸功能元件的

基本方法。他们利用该方法从一个寡核酸RNA文

库中筛选获得噬菌体T4DNA聚合酶结合的核酸序

列。同时Ellington和诺贝尔奖得主Szostak[18]利用类

似的方法从RNA文库中筛选小分子(Cibacron Blue
和ReactiveBlue 4)特异结合的RNA, 他们也首次将

这些RNA分子称为RNA核素适配体(Aptamer)。在

1992年Ellington和Szostak[19]利用SELEX在化学合成

单链DNA文库中同样筛选到与小分子特异结合的

DNA核酸适配体。总的来说, SELEX筛选核酸功能

元件首先要建立核酸(DNA或者RNA)随机序列文库

通常1013~1015, 与靶标(小分子化合物、蛋白质、细

胞、活体组织)孵育结合, 洗去未结合或结合弱的核

酸分子; 将结合的核酸分子溶解, 通过PCR(DNA)或
通过反转录PCR(RNA)来扩增结合靶标的核酸分子; 
随后可以直接通过克隆测序来获得核酸适配体序列, 
或者接着把获得扩增的核酸分子重新作为下一轮筛

选的文库, 重复筛选, 经过多轮获得足够强信号时, 结
束循环, 通过克隆测序来获得核酸功能元件序列[20]

(图2A)。核酸适配体因为其多样性和结合特异性

也被人们称为化学抗体, 它们具有在不同环境下稳

定、可在体外筛选、可通过化学合成制备修饰等优

点。SELEX问世以来, 在关键的文库构建、靶标选

择、筛选过程、核酸分子扩增各个方面都充分发展, 
人们开发出众多的SELEX方法。通过该技术筛选到

的核酸生物元件也被广泛应用到了基础研究、检测、

诊断和治疗中, 目前有众多核酸适配体药物在临床

上试验, 也有获得FDA批准可用于治疗疾病的核酸

生物元件[21]。

随着合成生物学的发展, 非天然碱基和修饰核

酸的应用也给核酸适配体、ribozymes和DNAzymes
的开发带来更广阔的发展和应用前景[22], 目前也有

利用异源核酸(XNA)通过筛选获得具有催化活性新

分子的成功案例[23]。我国科学家在该领域也作出了

重要的贡献如湖南大学谭蔚泓教授实验室[24-25]在开

发核酸适配体用于诊断治疗方面持续有重要成果发

表。目前还依赖于文库的筛选来获得特异结构的序

列。随着计算机运算能力的提升以及机器学习人工

智能的发展, 将会增加计算机预测特异核酸高级结

构的能力和有目的的设计所需功能核酸大分子。

1.2.2   蛋白质生物元件的设计      蛋白质由20种天

然氨基酸单元按照序列组成, 理论上相同单元长度

的蛋白质序列多样性显著高于核酸。蛋白质多肽

的化学合成相对于核酸成本高, 而且困难, 同时无法

像DNA那样进行体外扩增。然而自然界生命经过

亿万年的进化筛选, 各个物种体内都存在大量氨基

酸构成的蛋白质生物元件, 发挥着众多的生物学功

能。在蛋白质生物元件设计方面, 一种是理性设计

技术, 基于已知的生物元件的结构与功能之间的关

系来设计, 进而在生物元件编码的DNA水平上改变

序列, 也可以通过密码子扩展技术在特异位点插入

非天然氨基酸, 实现对蛋白质生物元件的改造; 二
是基于大规模筛选的蛋白质定向进化技术, 即在生

物元件编码的DNA水平上引入随机突变, 通过设计

A: 指数富集系统配体进化简易流程图; B: 蛋白质定向进化筛选的简易流程图。

A: schematic diagram of systematic evolution of ligand by exponential enrichment (SELEX); B: the workflow of protein direct evolution. 
图2   生物元件非理性筛选的重要方法简易流程图

Fig.2   Two key techniques to identify novel functional biological parts in synthetic biologyA
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合适的筛选方法进行大规模的筛选, 从而获得所需

蛋白质生物元件; 第三种方式是计算机(辅助)设计, 
结合理性设计与文库筛选, 利用计算机技术的强大

计算能力来增强理性设计的成分, 随着蛋白质计算

机设计能力的提高, 目前已经有从头设计全新蛋白

质出现。

一方面, 理性设计技术在改造已知功能蛋白

质生物元件上的使用较多, 特别是针对失去活性的

功能蛋白质, 通常只需把活性位点的关键氨基酸

突变即能达到目的, 例如为提高CRISPR系统的保

真性, cas9一个活性中心位点突变形成nickase的设

计改造[26]; 工程化改造CRISPR系统的cas9使其失去

核酸内切酶活性却保留双链DNA结合能力的dcas9
的设计改造[27-28]。另一方面, 理性设计通过串联的

方式将多个不同功能蛋白质元件或者功能结构域元

件连接起来组成一个新的融合蛋白质, 获得两者兼

有的功能。成功的例子如基因编辑工具: 锌指核酸

酶(zinc finger nuclease, ZFN)就是工程化生物体内

广泛存在具有DNA序列结合特异性锌指蛋白结构

域与核酸内切酶Fok I结构域构建新的可识别特异

序列的核酸酶[29]; 类转录激活因子核酸酶[transcrip-
tion activator-like (TAL) effector nuclease, TALEN]
工程化利用植物病原菌黄单胞菌(Xanthomonas)中
类转录激活因子(TAL effector, TALE)中DNA结合

保守结构域与核酸内切酶Fok I结构域融合形成[30]; 
利用dcas9蛋白与不同功能结构域串联融合获得新

生物元件, 实现如DNA碱基编辑、转录调节(激活

和抑制)、表观遗传修饰、RNA碱基编辑等。Lim
团队[31]通过将不同功能元件组合在一起构建了一

个人工变构调节开关。最近也有课题组[32]通过结合

多个生物元件, 效应结构域、RNA发卡结构域和单

链RNA结合蛋白组合获得新功能元件, 实现对RNA
表观遗传的调控从而实现调控基因的功能。我们也

利用理性设计的方法构建了一系列具有多个相互

作用结构域的支架蛋白称为人工蛋白支架(artificial 
protein scaffold system, AProSS), 并且实现了优化

代谢通路的目的[33]。这些都是理性设计非常典型

的例子, 对已知功能元件组合也能创造出全新的功

能元件。

基于遗传密码子扩展技术的蛋白质生物元件

设计, 遗传密码子扩展技术是由Schultz实验室[34]开

发的, 该技术可在蛋白的特异位点引入非天然氨基

酸, 实现有目的改造蛋白质。简单地说, 该技术通

过具有生物正交性的一对氨酰-tRNA合成酶和识别

密码子TAG(常用)的转运RNA(tRNA)系统, 该转运

RNA只能转运非天然氨基酸而不能转运任何20种
天然氨基酸, 并且氨酰-tRNA合成酶只能作用于此

tRNA和该非天然氨基酸。因此, 利用此系统可在不

影响20种天然氨基酸编码的同时, 将TAG密码子插

入到目的基因的特异位点, 可在该特异位点引入非

天然氨基酸[34]。在2008年Chin课题组[35]在一种产甲

烷古细菌(Methanosarcina)中发现的一对酰胺tRNA
合成酶和tRNA(PylRS)/tRNACUA在多个物种如大肠杆

菌、酵母及动物中具有很好的正交性, 极大推动了

基于密码子扩展技术的蛋白质非天然氨基酸引入的

发展。随着该技术的发展, 目前已有上百种非天然

氨基酸被成功引入到蛋白的特异位点, 也可以在多

细胞动物如线虫和果蝇中进行非天然氨基酸渗入的

蛋白质改造, 所引入的非天然氨基酸的结构和功能

也越来越多样化。我国科学家在该领域也作出了突

出的贡献, 如北京大学周德敏教授和张礼和教授团

队[36]利用该技术设计更加安全的流感病毒疫苗, 中
国科学院生物物理所王江运研究员团队[37]利用该技

术设计改造荧光蛋白, 模拟天然光合作用光能吸收, 
将二氧化碳转化为一氧化碳。

蛋白质生物元件设计的另一路径是非理性的

筛选技术。通过模拟自然进化选择, 开发出蛋白质

的定向进化方法来获得所需蛋白质元件。因此, 该
技术的先驱Arnold在2018年获得了诺贝尔化学奖。

蛋白质定向进化的理念最初由Eigen[38]在1984年发

表的一篇理论文章提出, 通过多轮进化的方法来筛

选突变文库进行蛋白质工程的方案。在1991年Ar-
nold[39]首先发表利用蛋白质定向进化方法改造酶并

获得成功。定向进化设计改进生物元件需要: (1)确
定合适的初始生物元件; (2)需要在DNA水平上构建

一个足够大的突变文库; (3)需要一套合适的筛选方

法能有目的选择所需功能生物元件; (4)能重新多样

化DNA序列作为下一轮筛选的文库; (5)还需要确定

每轮筛选的合适严谨度(图2B)。蛋白质定向进化经

过多年的发展, 在技术上得到了多方面的优化改进, 
在基础研究和酶工程改造中获得广泛的应用[40]。

基于人类现有的认识水平, 完全从头设计有功

能的生物元件, 还具有非常大的挑战, 特别是在氨基

酸序列与高级结构方面。目前根据氨基酸序列预测
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蛋白质结构常用的计算机软件有多种, 计算机预测

蛋白质结构仍然具有很大的挑战, 目前仅限于小蛋

白质结构预测, 并且准确率也不高[41]。然而计算机

辅助蛋白质设计在生物元件酶催化设计方面发挥着

巨大的作用[42]。目前在蛋白质生物元件设计方面, 
根据空间结构来设计氨基酸序列却较为成功。在这

方面的先驱Baker课题组[43], 他们基于蛋白折叠总是

趋于最低自由能和一些实验观察的结果, 如局部氨

基酸序列并不特异决定该区域折叠的高级结构, 开
发了Rosette蛋白预测程序(表1)。后来他们利用Ro-
setta程序, 通过人工设计的空间结构来反向预测最

低自由能的氨基酸序列, 成功预测了一种完全人工

设计的含97个氨基酸的蛋白质TOP7, 通过实验证实

了该蛋白结构与初始设计相吻合[44]。经过十几年在

蛋白结构、蛋白质折叠、蛋白质结合以及蛋白质组

装上的认识积累, 并在Rosetta能量方程和数据采集

上的优化, Baker课题组[45]成功地从头设计了许多蛋

白质和蛋白质相互作用界面, 如从头设计了一个荧

光蛋白[46]、多次跨膜的蛋白质[47]、全新的功能的IL-
2[48]。在软件方面该课题组[49]开发了FOLDIT(表1), 一
款从头设计蛋白的在线游戏, 给游戏者提供了多肽

链, 游戏者需要设计氨基酸序列来形成相应的空间

结构。他们还在大肠杆菌中成功从146个游戏者设

计的全新蛋白中表达了56个。我国科学家在计算机

辅助设计改造蛋白质元件方面也有重要的成果。中

国科学院微生物研究所研究团队[50]利用Rosetta结合

高通量MD模拟方法重设计天冬氨酸酶, 获得了一系

列具有绝对位置选择性与立体选择性的人工β-氨基

酸合成酶。

我们需要看到在生物元件设计上通常是多种

技术结合的, 如理性设计、计算机辅助设计加上非

理性的大规模筛选, 用以提高成功率。合成生物学

还处在学科发展的初期, 在生物功能元件设计技术

方面, 还有待于开发出更简便、更可靠的技术来从

头设计新生物元件, 创造新的生物功能。

2   人工基因线路和代谢线路的设计
正如把生命体内最基本功能单元称为生物元

件, 那么相应地, 多个不同生物元件组合形成具有一

定信息处理能力的通路成为基因线路。生命体自身

就具备复杂的信号处理能力, 因此可以把细胞抽象

成一个复杂信号处理网络, 把一部分通路单独看作

是基因线路。合成生物学人工基因线路设计就是利

用生物元件, 根据类似于电路工程设计的思路, 构建

多元件组成信息处理功能的人工线路, 对生命体的

运行过程进行干预。在基因线路设计方面也依赖于

人们对元件功能的认识, 限于目前的认识水平, 在人

工基因线路构建方面还只能设计一些简单信号处理

的能力, 更多是改造细胞内已有线路, 实现人们所需

的目的(代谢工程)。
早在2000年Collins课题组[51]首次利用已知的生

物元件在大肠杆菌中人工构建一个转录水平的双稳

态开关。同时Elowitz和Leibler[52]利用已知功能生物

元件在大肠杆菌中设计了基因表达振荡器, 该线路

利用3个元件间的彼此间抑制和解抑制实现了输出

信号的规律振荡。借助逻辑电路的概念和思路, 过
去20多年, 合成生物学家利用众多已知功能的生物

元件, 通过理性设计在原核细胞、真核细胞甚至人

体细胞中构建了众多基本逻辑门基因线路[53]。我国

科学家在该领域也作出了重要的贡献, 如北京大学

欧阳颀课题组[54]通过理性设计将两个逻辑“与”门、

两个逻辑“或”门和一个记忆模块, 在大肠杆菌中构

建成一种具有巴甫洛夫经典条件反射行为的人工基

因线路。借助于计算机程序的自动化线路设计和模

拟, Voigt课题组[55]开发了人工基因线路设计的一款

计算机程序, 称之为“Cello”(cellular logic)(表2)。该

程序借助电子器件设计自动化可以自动将Verilog语
言编写的人工线路设计转化为DNA序列, 该软件也

考虑了大量生物元件的特性、生物元件组装的经验、

元件的生物学限制。研究者利用该软件设计了60个
人工基因线路并在大肠杆菌中正确运行了45个基因

线路[55]。设计好的人工基因线路最终需要在底盘细

胞中执行, 人工基因线路与底盘细胞的正交性的好

坏也决定了人工基因线路的成功与否。最近Baker
团队[56-57]报道的从头合成的全新非天然的分子开关

蛋白, 为人工基因线路在不同底盘细胞中的应用提

供很好的控制元件。

代谢线路的设计分为两大类。一类是异源性代

谢产物合成的设计策略。对于已知的代谢通路在异

源底盘细胞中构建, 需要将新的代谢通路与底盘细

胞代谢网络与代谢反应数据库相结合, 通过一定的

计算方法找出需要在底盘细胞中引入的新生物元件

(酶基因), 从而形成新的代谢途径, 实现目标产物的

合成。2012年Chatsurachai等[58]通过逐级算法将来源
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于KEGG、BRENDA和ENZYME(表2)三个数据库

中的异源代谢物和反应添加到三种代谢模型中以合

成新的产物。结果预测出在大肠杆菌和酿酒酵母中

都同时引入甘油脱氢酶和1,3-丙二醇氧化还原酶可

以实现1,3-丙二醇的合成。通过这种方法, 科学家在

底盘生物酵母中实现了许多高附加值的产品的全新

合成, 如青蒿素前体青蒿酸[59]、阿片类药物[60]、大

麻素[61]。对于在数据库中找不到的生化反应如何扩

展到特定底盘细胞的代谢网络中的问题, Hatzimani-
katis研究团队[62-63]利用化学信息学对KEGG数据库

中的酶反应进行了扩展, 创建了ATLAS数据库(表2), 
并且利用该数据库成功发现了多条合成丁酮的全新

途径。第二类是内源性代谢产物的高效生产策略。

内源性代谢产物的高效生产, 是一个从有到优的过

程。这个“优”主要体现在目标产物的高得率上。对

于那些涉及副产物、多个前体、消耗能量和还原力

的复杂代谢途径, 人们很难通过简单的观察或手工

计算得到其理论得率。2010年Bernhard Ø等[64]提出

通量平衡分析(Flux Balance Analysis, FBA)方法。利

用该方法可以准确计算代谢网络中产物的理论得

率, 并且能获得达到理论得率的最优途径。2015年
Lin等[65]通过在大肠杆菌中利用FBA算法优化3-羟基

丁酸酯(P3HB)的合成, 发现利用苏氨酸循环途径可

以回收甲酸和二氧化碳, 进而可提高P3HB的得率。

另外, 通过表达异源代谢途径来减少碳损失也可实

现目标产物得率的提高。2013年Liao团队[66]在大肠

杆菌中引入Bifidobacterium adolescentis的戊糖/己糖

磷酸转酮酶, 构建了非氧化糖酵解途径, 实现了代谢

途径中碳的完全利用: 1个葡萄糖生产3个乙酸。

在内源性或者异源性代谢产物的微生物合成

中, 有许多与代谢途径相关的酶分布在细胞的不同

的位置。如果将代谢途径相关的酶集中在细胞的某

一特定场所/细胞器, 这不仅可以增加特定反应场所

中对应酶和代谢物的浓度, 还可以方便某些特异性

蛋白的功能表达, 从而可以提高生物催化效率, 防止

有毒代谢物中间体的释放以及解除底物扩散的等问

题。例如, 将代谢反应定向到线粒体、过氧化物酶体、

内质网以及液泡中。2016年Yuan等[67]利用线粒体定

向信号(Cox4/Coq3), 将法呢基二磷酸酯的整个代谢

途径和紫穗槐二烯合成酶同时定向到线粒体中, 显
著提高了紫穗槐二烯的产量。

对于异源代谢产物或者内源性代谢产物的生

产, 采用传统的策略可以提高目标产物的得率, 如
过表达代谢通路中的关键生物元件(酶)或者通过

替换改进的生物元件、失活或者关闭副产物途径、

解除产物合成抑制等[68]。但是, 这是一种静态调控, 
不能在胞内或胞外的条件发生改变时对代谢流进

行动态控制。采用合成生物学人工基因线路策略, 
即在特定的时间和细胞密度下关闭或开启基因表

达, 可以实现代谢流向在细胞生长的内源代谢途径

和化学品生产的异源途径之间的切换。比如HXT1
启动子的强度依赖于葡萄糖浓度: 当酵母中胞内葡

萄糖丰富, 细胞密度低时, HXT1基因会高度表达; 当
细胞密度高, 葡萄糖耗尽时, HXT1基因会被抑制表

达。因此, 可以利用HXT1启动子动态调控代谢途

径中与细胞存活相关的基因, 比如ERG9。2012年

表2   人工基因线路与代谢线路设计和人工合成基因组设计工具网址

Table 2    Links for gene circuits, metabolic pathways, and synthetic genomics design tools
名称 网址

Name Website

https://www.cellocad.org

https://www.metabolicatlas.org/

https://www.genome.jp/kegg/pathway.html

https://www.brenda-enzymes.org/

https://enzyme.expasy.org/

https://metacyc.org/

http://rna.tbi.univie.ac.at/

http://visualgenedeveloper.net/VisualGeneDeveloper.html

https://www.atum.bio/resources/tools/gene-designer

https://omictools.com/cool-tool

http://23.22.137.164/gbrowse2/

Cello

ATLAS

KEGG

BRENDA

ENZYME

Metacyc

ViennaRNA

Synthetic Gene Developer

Gene Designer 2.0

Codon Optimization OnLine (COOL)

BioStudio
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Scalcinati等[69]采用HXT1启动子动态控制ERG9表达, 
可以使碳代谢流从内源性甾醇合成方向流向α-檀香

烯, 使α-檀香烯产量提高了3.4倍。另外, 除了糖感应

启动子外, 科学家还开发了基于转录因子的生物感

应子。2016年David等[70]开发了一种基于单酰辅酶

A的FapR生物感应子来控制单酰辅酶A还原酶的表

达, 强化单酰辅酶A的利用率, 提高了3-羟基丙酸的

合成。

3   生物网络的设计(细胞重编程)
在多通路构成的信号网络设计上, 通常由于

其复杂程度, 对其设计改造更多是基于非理性的

筛选方法。典型的成功例子为诺贝尔奖获得者Ya-
manaka发现诱导胚胎干细胞重编程技术, 并在这之

后的多种细胞的重编程。在真核生物中作为生物元

件的转录因子通常具有强大的功能, 其往往能调节

一系列下游基因表达, 造成显著的表型变化。早在

上世纪80年代人们就发现, 单一转录因子MyoD可

以将培养的成纤维细胞转化为肌肉细胞[71], 因此人

们意识到转录因子具有足够大的能力改变细胞的命

运。Yamanaka在设计诱导多能干细胞的实验中, 有
理性设计成分, 如选择只在胚胎干细胞中表达的24
个转录因子作为候选基因, 有好的检测系统, 胚胎

干细胞特异基因Fbx15启动子下游插入抗性筛选基

因。24个候选基因一一尝试并不能得到诱导多能干

细胞, 于是Takahashi[72]尝试将24个候选基因全放到

细胞里, 这时才发现有诱导多能干细胞出现, 随之他

们开始做减法, 最后确定了4个关键的转录因子, 目
前也被称为Yamanaka因子[72]。从这个过程我们可

以看出理性设计和非理性筛选相结合的成功典范。

在此之后, 利用类似的思路, 人们在体外和体内发现

了众多的改变细胞命运的多因子组合, 如重编程胰

腺外分泌腺细胞为内分泌腺beta细胞的Ngn3、Pdx1
和Mafa[73]; 重编程成纤维细胞为心肌细胞的Gata4、
Mef2c和Tbx5[74]; 重编程成纤维细胞为神经元的

Ascl1、Brn2和Myt1l[75]; 重编程成纤维细胞为肝细

胞的Hnf4a和Foxa[76]。我国科学家在该领域也作出

了重要的贡献, 如北京大学邓宏魁教授和中国科学院

广州生物医药与健康研究院裴端卿研究员团队[77-78]

完全利用小分子化合物诱导多能干细胞和中国科学

院生物化学与细胞生物学研究所惠利建研究员团队
[76]重编程成纤维细胞为肝细胞。

4   人工合成基因组设计
生命系统的遗传信息绝大部分存储在基因组

DNA上, DNA化学合成技术、DNA测序技术、DNA
重组技术的进步, 为人工合成基因组奠定了坚实的

基础。人类对全基因组合成的探索, 始于1970年的

单个基因的人工全合成[79], 2002年, 第一个与天然病

毒几乎无功能差异的人工合成脊髓灰质炎病毒的

成功[80], 拉开了人工合成基因基因组的序幕。2003
年, 人工合成第一个噬菌体Ф174基因组[81]。2008年
Venter团队[82]人工合成了582 790 bp的最小原核细胞

型微生物生殖道支原体(Mycoplasma genitalium)的
基因组。该团队在2010年合成出更大的1.08 Mb的
覃状支原体(Mycoplasma mycoides)基因组DNA, 并
将该人工合成基因组在细胞中复活, 成为第一个人

造细胞[83]。在2016年删减并合成了一个只有531 Kb
的覃状支原体基因组, 比已知所有能自我存活的物种

基因组都小[84]。2011年开始真核生物酿酒酵母基因

组人工合成计划(Sc2.0)的实施, 到目前为止6条酵母

染色体相继人工合成[85-93]。2018年两个课题组[94-95]研

究人员分别通过将酵母的染色体融合, 改变酵母染

色体数目并维持细胞存活, 最终分别构成了只有一

条或是两条巨大染色体的酵母。2019年Chin课题组[96]

报道合成了只有61个密码子的大肠杆菌基因组。

人工合成基因组, 并非简单的重新合成天然的

基因组, 更多是对基因组的设计。鉴于人们目前认

识的局限性, 现阶段所设计的人工基因组, 更多还是

基于天然基因组的设计改造。比如在基因组中哪些

基因是维持细胞功能所必需的？ Venter团队[84]通过

不断重复设计−合成−测试流程, 将覃状支原体基因

组中编码的901个基因删除了428个, 基因组大小从

1.08 Mb缩小到531 Kb。这一基因组比自然界中已

知的任何独立复制的细菌基因组都要小。然而有意

思的是, 在剩下的473个基因中仍然还有149个基因

功能未知。

酵母染色体人工合成计划(Sc2.0)在提出时就

对合成的基因组确定了一系列设计的普遍规则, 其
核心是首先维持人工合成的酵母与野生型类似的活

性。具体主要包括: (1)改所有的终止密码子TAG为

TAA; (2)构建包含loxPsym位点的可诱导进化系统

SCRaMbLE; (3)删除一些重复序列、大量的intron区
域和重新定位所有的tRNA基因[97]。

在合成基因组中维持蛋白质基因的编码, 但是
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根据密码子偏好性, 设计重编了部分DNA序列, 在
改变DNA序列后要考虑到所转录mRNA的稳定性及

形成二级复杂结构性的可能。目前基于密码子偏好

的设计算法有许多如Fop、CAI、ENc以及tAI等, 用
于计算RNA二级结构的算法常用的有ViennaRNA(表
2)等, 用于编码区DNA的设计重编有Synthetic Gene 
Developer、Gene Designer 2.0和COOL(Codon Opti-
mization OnLine)(表2)等[98]。基于Sc2.0计划的实施, 
研究者开发了设计人工合成基因组的软件平台—

BioStudio(表2), 研究者可以根据需要, 按照一定的原

则进行全基因范围的重编设计[97]。目前这些软件通

常只将有限的因素作为权重考虑, 因而或多或少都

有一定的局限性。随着人们认识水平的加深以及计

算机运算能力的提高, 将DNA序列各种因素综合考

虑的智能化DNA序列设计重编会将合成生物学带到

新的高度。在合成基因组中通常为了区分野生型, 
设计加入了不影响编码的PCR标签或水印、引入或

者去除一些限制性内切酶识别位点。Sc2.0中一个

重要的替换是将所有编码基因的终止密码子TAG替

换成了TAA, 从而空出一个密码子为将来利用TAG
密码子编码提供了可能。2019年Chin课题组[96]在人

工合成大肠杆菌Syn61的基因组中实现了密码子的

压缩, 将天然的64种密码子减少到61种, 主要是丝氨

酸的密码子TCG、TCA分别被替换为同义的AGC、
AGT, 以及终止密码子TAG全部替换为TAA, 总共替

换了18 218个位点。遗传密码子的压缩与重编程使

非天然氨基酸的体内引入成为了可能, 在各个领域

有巨大的潜在应用价值。然而在Sc2.0的实施过程

中, 我们和其他团队都发现有些位点同义替换也会

造成显著的表型变化, 一方面表明了人们对于基因

组的认识有限, 另一方面也说明人工合成基因组是

一种探索生命系统的强有力工具。在人工合成基因

组过程中对于基因组中非编码区序列中的功能区域

如启动子区、终止子区域的设计还处在尝试阶段, 
我们发现, 一部分基因是可以由通用元件来替换野

生型元件并且维持细胞正常的功能。在Sc2.0的设计

中, 在每一个非必需基因的3′末端引入一个loxPsym
位点, 设计了通过Cre重组酶介导的合成染色体重组

和修饰进化系统(synthetic chromosome recombination 
and modification by loxP-mediated evolution, SCRaM-
bLE), 可以实现基因组的重排, 在一定的压力选择

下, 可以有目的筛选获得所需表型。目前利用该系统, 

探索基因组的排列方式都有众多报道[99-100]。

设计广义上来讲不仅仅是技术, 也是一门艺

术。我们在此讨论合成生物学设计技术, 就是想让

读者们了解在合成生物学中设计有理性的技术成

分, 也有非理性的艺术成分。理性的设计常常带有

严谨的逻辑美, 而非理性的设计, 有时会带来震撼人

心灵的艺术美。合成生物学作为一门新兴的交叉学

科, 由改造到创造生命的转变中需要更多艺术与技

术的融合, 以应对人类未来面临的挑战, 创造美好的

未来。
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