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合成生物学新技术在基因表达精确调控和

提高脂肪酸合成效率方面的应用

王毓舒，　贺　林，　马　钢
（上海交通大学Ｂｉｏ－Ｘ研究院ＳＪＴＵ－ＢｉｏＸ－Ｓｈａｎｇｈａｉ国际基因工程机器大赛团队，上海２００２４０）

摘　要：基因表达是生物体最重要的生理活动之一，而对基因表达进行精确的人工调控则是控制
生物体蛋白合成以及生理活动的重要手段．上海交通大学国际基因工程机器大赛（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ，ｉＧＥＭ）团队自２００９年参赛以来，多次应用合成生物
学方法成功创建了稀有密码子开关、细胞膜支架和光控ＣＲＩＳＰＲ干扰（ＣＲＩＳＰＲｉ）系统３种新型基
因调控元件．通过在目的基因的起始密码子后插入合适数量的稀有密码子，对基因表达进行精确调
节，调控一个多酶体系在最适化学计量比上进行反应；细胞膜支架可将目标蛋白固定在细胞内膜
上，缩短不同蛋白之间的空间距离，加速酶催化反应速率；光控ＣＲＩＳＰＲｉ系统则创新性地将生物感
光系统与新兴的ＣＲＩＳＰＲｉ技术相结合，通过光信号在转录水平上精确调控生物体内源基因的表
达．这３项新技术在大肠杆菌脂肪酸合成方面均得到了成功的应用，从而提高了脂肪酸的合成量和
分泌效率．
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　　基因表达调控是一个对生物体内的基因表达进
行调节控制的极其复杂的过程，是生物体内细胞分
化、形态发生和个体发育的分子基础，受转录水平、
翻译水平和翻译后水平等不同层次的影响．基因表
达调控可以使细胞中的基因表达在时间以及空间上

处于有序的状态，并且对环境条件的变化有所反应．
人们通常利用外源分子元件，或者直接利用内源性
元件，对基因表达进行不同程度的调控，但外源分子
元件在底盘细胞中的运用往往缺乏稳定性，而内源
性元件则存在着本底噪声大、结构未知、调控信号不
明等问题．如何减少生物元件间的干扰，简化分子元
件作用模式，充分利用生物底盘来重新编程和合成
稳定、高效的人工代谢网络，是科学家们普遍关心的
问题．
合成生物学是生命科学在２１世纪刚刚发展出

来的一个分支学科，其目的在于利用合成的 ＤＮＡ
理性地构建新的表达元件、功能模块、基因线路，甚
至是全新的生命体．合成生物学采用“适配”以及系
统进化的概念，通过调节不同模块的表达强度，使功
能模块之间，或者功能模块与底盘细胞之间进行适
配，从而实现代谢流最优化，让人工生物系统进行高
效运转．基于合成生物学的思维和手段，科学家们构
建了用于基因表达调控的元器件，并将其广泛地应
用于疾病诊断与治疗、环境监测与控制，以及高附加
值化学物品的生物合成中．Ｓｈａｏ等［１］基于光遗传学
技术，设计合成一种可由远红光亮度来调控胰岛素
表达的定制化细胞，并将该细胞移植到糖尿病小鼠
皮下，当给予糖尿病小鼠远红光照射时，就能够激活
体内的定制化细胞表达鼠胰岛素或人胰高血糖素样

肽－１的短变体，从而降低血糖浓度，并维持血糖稳
定．Ｄｕｅｂｅｒ等［２］利用多细胞动物的信号传递模块，
构建一种蛋白质支架，将多个酶分子进行空间重构，
形成一个连续的反应体系．通过配基数量的优化，使
几种酶之间达到一个最优的比例，从而使中间代谢
物被快速利用，防止有毒代谢物积累．蛋白质支架的

应用不仅降低了高迁移率群蛋白（ＨＭＧ）对细胞的
毒害作用，还将代谢流量提高了７７倍［２］．沙门氏菌
（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）可分泌抗肿瘤蛋白，帮助机体清除肿
瘤，但在正常的组织中表达会带来副作用．基于沙门
氏菌优先在肿瘤组织中累积这一特性，Ｓｗｏｆｆｏｒｄ
等［３］在沙门氏菌中安装了一种群体感应线路，只有
在沙门氏菌达到一定密度之后才会开启抗肿瘤蛋白

的表达，实现治疗蛋白在肿瘤组织中选择性表达的
目标．精准调控在细胞调节通路和响应复杂环境等
方面具有十分重要的作用，利用理性设计的生物元
件对生命体的代谢系统进行精密控制具有重大的科

学意义和社会价值．
近半个世纪以来，化石燃料使用量的增加导致

温室气体排放的加剧，对地球生存环境造成不良影
响．２０世纪７０年代提出了生物燃料的概念，以玉米
及甘蔗为原料的生物乙醇和以棕榈油为原料的生物

柴油被用来替代化石燃料，但是这类生物燃料的开
发也引发了针对因占用粮食和农业用地进行燃料生

产所引发的社会和环境争论［４］．许多微生物拥有天
然的生化代谢途径，能够将生物质转化为生物燃料
的前体．中长碳链（Ｃ８～Ｃ１８）的烃醇类物质具有与
现有石油基产品更加匹配的结构和化学性能，因此
是一种理想的替代性能源［５］．烃醇类化合物可以经
脂肪酸分子的脱羧和酯化反应获得［６－８］，而脂肪酸合
成途径是生物生长繁殖所必需的同化代谢途径，因
此，对微生物天然的脂肪酸合成途径进行改造已成
为近年来生物燃料领域研究的热点［９］．值得注意的
是，合成生物学技术的日臻成熟能够帮助代谢工程
学家更为科学合理地设计与底盘细胞相适配的功能

模块，平衡生物体内的代谢流，提高人工生物系统的
鲁棒性［１０－１１］，极大地拓展了大肠杆菌脂肪酸的合成
方式和应用范围．
基于大肠杆菌细胞中天然存在的生物元器件，

上海交通大学ｉＧＥＭ 团队开发了３种基因调控模
块，并将其应用于脂肪酸合成途径的调控和优化上，
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实现自由脂肪酸产量的提升，展现人工生物模块在
构建高效率人造细胞工厂方面的潜力和价值．

图１　两种调控系统中插入ＡＧＧ数量与荧光素酶表达量的关系
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１　稀有密码子开关———翻译水平上的
精细调控

　　众所周知，代谢网络中的各个组分之间存在一
个最适的化学计量比值，当反应体系在这种稳定平
衡状态下工作时，能够保证各个元件利用的最优化
和反应的最大化．传统的基因工程手段往往是通过
启动子强度的调节和反式元件的应用来调控目标基

因的表达强度，当需要在一个互相牵制紧密的代谢
途径中严谨地操控各个基因的表达时，传统方法会
明显暴露出操作的繁冗性和调控精度上的缺陷．由
于对应同源ｔＲＮＡ的匮乏［１２－１３］，稀有密码子通常会
阻碍蛋白表达，所以在代谢工程改造中通常会针对
底盘细胞的密码子偏好对所需调控的基因片段进行

密码子优化，以增强相应蛋白的表达水平［１４－１５］．但
是，生物体对密码子的偏好性恰恰可以被用来开发
调控基因表达的分子元件．在大肠杆菌中，ＡＧＧ、

ＡＧＡ、ＣＵＡ、ＡＵＡ、ＣＧＡ和ＣＣＣ属于稀有密码子，
它们在基因中的相对位置决定这个基因的表达水

平［１６］．因此，通过共表达或过表达这些ｔＲＮＡ可以
有效地克服由稀有密码子引起的基因表达障碍［１７］．
利用大肠杆菌的稀有密码子 ＡＧＧ、ＡＧＧ对应的同
源ｔＲＮＡＡｒｇ（ＣＵＵ）、终止密码子ＴＡＧ，可以建立一

个作为“稀有密码子开关”的分子器件，用来精确调
控目标基因的表达强度［１８］．
１．１　受稀有密码子开关调控的目标基因的表达水
平依赖于稀有密码子的数量

　　为了实现稀有密码子开关对目标基因的调控，
分别构建含有２、４、６、８个稀有密码子的荧光素酶表
达菌株．ＡＧＧ序列直接通过ＰＣＲ加入到ｌｕｃ基因
的第２个密码子之后，紧接在ｌｕｃ基因后的是与

ＡＧＧ对应的同源ｔＲＮＡＡｒｇ（ＣＵＵ），即ａｒｇＷ 基因，
两个基因簇同时受异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱
导型强启动子Ｔ７的调控，其质粒构建见图１（ａ）．荧
光素酶活性检测结果显示，Ｌｕｃ蛋白的荧光强度与
稀有密码子数量ｎ的倒数存在线性函数关系，

ＲＬＵ＝ａ＋ｂ／ｎ （１）
式中：截距ａ和斜率ｂ是常数．报告基因的表达水平
与插入的稀有密码子数量之间存在一种正相关的线

性关系，如图１（ｂ）和表１所示．为了探究稀有密码
子这一调控元件的稳定性，改变ｔＲＮＡＡｒｇ（ＣＵＵ）的
位置，将ａｒｇＷ 基因置于组成型启动子ｔｒｃ之下，同
时将带有４、６、８个 ＡＧＧ的ｌｕｃ基因分别连接到组
成型的弱启动子ｂｌａ 之后，报告基因和ｔＲＮＡＡｒｇ

（ＣＵＵ）存在于两个 独 立 相 容 的 质 粒 系 统 中，

ｔＲＮＡＡｒｇ（ＣＣＵ）单独受启动子ｔｒｃ调控，质粒构建见
图１（ｃ）．这样设计是为了研究目标基因的表达水平
是否仅与稀有密码子的数量有关，而与启动子的强
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表１　由不同的构建类型得到的荧光素酶活性的相对比值

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｔｙｐｅｓ

构建类型
相对比值

ｎ＝８　 ｎ＝７　 ｎ＝６　 ｎ＝５　 ｎ＝４　 ｎ＝３　 ｎ＝２

ｐＥＴ－Ｔ７－ｎＡＧＧｌｕｃ／ｐＡＣＹＣ－ｔｒｃ－ａｒｇＷ　 １　 ２．０１　 ３．３５　 ５．２３　 ８．０６　 １２．７６　 ２２．１７

ｐＥＴ－Ｔ７－ｎＡＧＧｌｕｃ－ａｒｇＷ　 １　 ２０．４　 ３．４２　 ５．３６　 ８．２７　 １３．１２　 ２２．８２

图２　稀有密码子元件对Ｅ．ｃｏｌｉ脂肪酸合成效率的优化

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ　ｓｙｔｈｅｓｉｓ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ｂｙ　ｒａｒｅ　ｃｏｄｏｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ

度或者与目标基因和ｔＲＮＡ 的相对位置无关．首先
对ｐＥＴ－ｂｌａ－８ＡＧＧｌｕｃ菌株进行荧光定量，并以此荧
光强度为基数推测ｐＥＴ－ｂｌａ－４ＡＧＧｌｕｃ和ｐＥＴ－ｂｌａ－
６ＡＧＧｌｕｃ的Ｌｕｃ蛋白表达水平．蛋白表达量基于表

１中荧光酶的相对亮度和８个 ＡＧＧ之间的比值进
行预测．通过荧光素酶活性检测，发现 ｐＥＴ－ｂｌａ－
４ＡＧＧｌｕｃ和ｐＥＴ－ｂｌａ－６ＡＧＧｌｕｃ的表达水平与模拟
值吻合度很高，见图１（ｄ）和表１，说明不同数量的稀
有密码子对目标基因的调控效果可以通过模型进行

拟合推演，这一结果仅与稀有密码子的数量有关，与
对应的ｔＲＮＡ的拷贝数无关．因此，受到稀有密码
子开关调控的目标基因的表达与稀有密码子数量之

间的这种线性关系是非常稳定的，研究人员可以通
过公式推导出所需的稀有密码子数量，将基因表达
调控到合适的强度．
１．２　用稀有密码子开关优化大肠杆菌脂肪酸合成
途径

　　为了挖掘稀有密码子开关在复杂代谢网络调控

中的潜力，需要选择一个具有清晰调控模式的代谢
途径作为改造对象．Ｙｕ等［１９］对在体外对大肠杆菌
脂肪酸合成途径中脂肪酸合成酶系的催化动力学关

系进行研究，通过在体外配制不同浓度的酶反应体
系，以丙二酸单酰辅酶 Ａ（Ｍａｌｏｎｙｌ－ＣｏＡ）为底物催
化目的产物十六烷酸的合成，最终获得脂肪酸合成
的最优催化体系，并确定当 ＦａｂＧ，ＦａｂＩ，ＦａｂＺ和

ＴｅｓＡ’这４种酶的物质的量（ｎ）之比为 １∶１０∶
１０∶３０时，细胞合成脂肪酸效率最高．基于式（１），
可以推算出当 ＡＧＧ的数量分别为８、４、１时，对应
的基因表达量的比值将大约为１∶１０∶３０．因此，从
理论上来说，在对应基因ｆａｂＧ，ｆａｂＩ，ｆａｂＺ，ｔｅｓＡ’
的起始密码子后分别插入８、４、４、１个ＡＧＧ，可以将
这４种酶按照１∶１０∶１０∶３０（ｎ∶ｎ）的比例进行
调节（该构建名为４Ｚ８Ｇ４ＩＴ）．同时，构建不受 ＡＧＧ
调控的ＺＧＩＴ组和各插入４个 ＡＧＧ的４Ｚ４Ｇ４Ｉ４Ｔ
组，将它们作为对照菌株，质粒构建见图２（ａ），其中
数字表示紧接在相应基因起始密码子之后插入的



　第１期 王毓舒，等：合成生物学新技术在基因表达精确调控和提高脂肪酸合成效率方面的应用 ５　　　　

ＡＧＧ的数量．脂肪酸定量结果显示，４Ｚ８Ｇ４ＩＴ组的
总脂肪酸浓度为 ６８．９６ｍｇ／Ｌ，几乎是 ＺＧＩＴ 组
（３７．１７ｍｇ／Ｌ）和４Ｚ４Ｇ４Ｉ４Ｔ组（３７．１６ｍｇ／Ｌ）的２
倍，见图２（ｂ）．尽管４Ｚ４Ｇ４Ｉ４Ｔ组中４个酶的表达量
受稀有密码子开关的调控有所下调，但是脂肪酸合
成的效率似乎与正常过表达的ＺＧＩＴ组无明显差
异，而且不论是在总脂肪酸还是Ｃ１４、Ｃ１６、Ｃ１８的组
成上均与ＺＧＩＴ组相近，其中 ＷＴ为野生型（见图

２（ｃ））．通过比较这３组菌株的合成能力，再次证明
了只有在保证代谢流平衡的条件下对多酶反应进行

调控，才能实现酶催化效率的最大化，而稀有密码子
开关这一元件能够通过简单地调整基本调控元件的

数量来实现对多酶系统中不同基因的精细调控，对
于研究体内代谢途径的酶动力学性质，优化微生物
细胞工厂的生物合成效率具有广泛的应用前景和较

大的应用价值．

图３　基于Ｅ．ｃｏｌｉ跨膜蛋白Ｌｇｔ的膜蛋白元件设计示意图

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ　ｂａｓｅｄ

ｏｎ　Ｌｇｔ，ａｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２　细胞膜支架———代谢反应加速器

在代谢网络改造、组装及重建上，合成生物支架
是一种行之有效的工具．人们在细胞中建立支架，将
代谢反应必需的几种关键酶固定在支架上，从而将
它们集中在某个特定空间内，减少各个酶之间的距
离，可以有效加快酶促反应的速度［２，２０－２１］．人工支架
的运用能够维持代谢途径中酶与酶之间能量流的平

衡状态，减少中间产物的累积效应，但由于构建方式
的局限性，使细胞内支架的数量受到自身表达或拷
贝水平的影响，在调控灵活性和稳定性上无法达到
理想状态［２２－２３］．作为保护细胞的一种天然屏障，细胞
膜由磷脂双分子层构成，这种双层结构形成了一个
相对固定的空间，其中发生相互作用的分子间的空
间距离相对较小，且发生在细胞膜附近的反应会由
于产物在膜一侧的累积效应而加速产物的跨膜运

输，有利于目的产物分泌到细胞外的介质中．同时，
细胞膜可以直接感应外部环境以及细胞内部的信

号，为人工制造受特定信号调控的分子元件提供良

好的平台．基于微生物细胞膜的这些特点，可以在大
肠杆菌细胞内膜这一天然的二维平面上搭建一种蛋

白支架，通过将一个代谢反应中的多个酶固定在细
胞膜支架上，实现对特定代谢流的加速［２４］．构建细
胞膜支架所需要的基本生物元件包括来源于大肠杆

菌的 一 种 内 源 蛋 白 前 脂 蛋 白 二 酯 酰 转 移 酶

（Ｌｇｔ）［２５］，一段ＳＲＰ依赖的蛋白转运系统的导向序
列ｓｓＤｓｂＡ［２６］，以及来源于后生动物细胞的二聚体
蛋白系统［２７］．
２．１　报告基因在细胞内膜上的定位表达
为了验证锚定元件ｓｓＤｓｂＡ－ＬＧＴ的定位功能，

分别将编码β－内酰胺酶的ｌａｃ基因和报告基因

ｅｇｆｐ 连接在ｌｇｔ的 Ｎ－末端和Ｃ－末端，质粒构建见
图３（ａ）．在Ｌｇｔ的两端分别连接功能蛋白β－内酰胺
酶和增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ），ｓｓＤｓｂＡ 序列负
责将融合蛋白导向周质空间．将得到的ｐＥＴａｒａ－
Ａｎｃｈｏｒ质粒转化至ＢＬ２１细胞中，并且经过Ｌ－阿拉
伯糖诱导后用激光共聚焦显微镜对细胞进行观察，
结果发现ｐＥＴａｒａ－Ａｎｃｈｏｒ菌株在细胞边缘具有明
显的绿色荧光，这说明细胞膜上聚集了大量成功表
达的ＥＧＦＰ，从而证明了锚定元件ｓｓＤｓｂＡ－ＬＧＴ具
备将与之融合的蛋白分子定位在细胞膜上的功

能［２４］．同时，为了探究锚定元件表达的最适诱导浓
度，对在不同Ｌ－阿拉伯糖和氨苄青霉素浓度条件下
的菌株生长情况进行测定，结果发现当Ｌ－阿拉伯糖
的体积分数为０．２％时，菌株能够耐受质量浓度高
达２００μｇ／ｍＬ的氨苄青霉素．通过荧光检测和抗生
素耐受实验，证明ｓｓＤｓｂＡ－ＬＧＴ能够将目标蛋白定
位在细胞内膜的两侧空间，并且不会对目标蛋白的
生物学功能造成影响．
２．２　报告基因在细胞内膜上的聚合表达
在初步实现将目标蛋白定位在细胞内膜上后，

希望通过进一步拉近上膜蛋白之间的空间距离，来
改善代谢流．要实现这一目标，需在锚定元件中引入
一种二聚体蛋白，这类二聚体蛋白由相互匹配的结
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合域和配基两部分组成，选取来自小鼠的ＳＨ３、ＰＤＺ
和来自大鼠的ＧＢＤ这３种二聚体蛋白．ＥＧＦＰ被拆
分成１ＥＧＦＰ和２ＥＧＦＰ两部分，将它们分别与带有
不同二聚体蛋白结合域或配基的锚定元件的Ｃ－末
端相连，质粒构建见图３（ｂ）．通过荧光观察可见：同
时表达带有聚合元件的１ＥＧＦＰ和２ＥＧＦＰ的菌株
具有明显的绿色荧光信号，不带聚合元件的对照组
则没有信号，由此证明锚定元件与聚合元件的组合
能够将目标蛋白分子在细胞内膜上进行聚拢［２４］．动
物细胞中存在很多具有类似功能的二聚体蛋白，通
过构建不同的锚定－聚合元件，能够方便地利用细胞
膜支架将多个酶分子串联在一起，以提高细胞内的
酶促反应效率．

ＮＳ—无显著意义，＊—Ｐ＜０．１，＊＊—Ｐ＜０．０１，＊＊＊—Ｐ＜０．００１

图４　不同表达模式的脂肪酸合成酶系对Ｅ．ｃｏｌｉ脂肪酸合成效率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｓｙｎｔｈａｓｅｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｎ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ

２．３　用细胞膜支架加速大肠杆菌脂肪酸合成途径
代谢流

　　基于ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质的人工支架通常是通
过将生化反应所需要的多个酶分子固定在支架上，
来优化特定代谢途径的反应效率，提高特定产物的
生产速率．创造细胞膜支架的目的也在于此．为了验
证其加速代谢流的功能，选择ＦａｂＩ，ＦａｂＺ，ＦａｂＧ和

ＴｅｓＡ’这４种在大肠杆菌脂肪酸合成途径中起关键
作用的酶分子作为改造对象，并构建４组具有不同
脂肪酸合成酶表达模式的工程化菌株，分别为膜上
聚合组（ＭＢＦ）、膜上自由组（ＭＦ）、胞内聚合组
（ＣＢＦ）、胞内自由组（ＣＦ）．脂肪酸合成系统模式见
图４（ａ）：ＭＢＦ组中的４种酶在膜上聚合；ＭＦ组在
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膜上自由表达；ＣＢＦ组将４种酶在胞质中聚合；胞
质表达ＣＦ组作为实验对照组．借助气相色谱质谱
联用仪（ＧＣＭＳ）对这４组工程化菌株合成的游离脂
肪酸的构成进行分析，定量结果显示：ＭＢＦ和 ＭＦ
在总脂肪酸产量上没有明显差异，但优于ＣＢＦ和

ＣＦ，见图４（ｂ）．脂肪酸合成酶系是否在细胞膜上聚
合似乎对脂肪酸产量影响不大，出现这一现象的原
因可能是与广阔的胞质空间相比，细胞内膜是一个
相对紧凑的空间，被固定在上面的蛋白分子之间的
空间距离已经足够近，以致不需要额外借力就能够
实现酶促反应的加速．同时，当脂肪酸合成酶系在胞
质内聚合表达时，工程菌的总脂肪酸浓度要高于自
由表达组，这与此前报道的蛋白支架系统对代谢流
加速［２４］的效果是一致的．
另外，对４组菌的胞外和胞内脂肪酸丰度进行

分析，结果显示：ＭＢＦ和 ＭＦ组相比于ＣＢＦ和ＣＦ
组而言能产生更多的胞外脂肪酸；不论是聚合组还
是自由组，脂肪酸合成酶系的上膜表达均能显著提
升胞外脂肪酸的浓度（ＭＢＦ／ＣＢＦ为５．５２倍，ＭＦ／

ＣＦ为３．７７倍），见图４（ｃ）．这是因为带有细胞膜支
架的工程菌所合成的脂肪酸被富集在细胞膜内侧，

相对于胞外的低浓度环境形成一个较大的浓度梯

度，从而迫使脂肪酸被动扩散至胞外，同时也缓解了
脂肪酸在胞内累积对脂肪酸合成所造成的反馈抑

制，进一步加速脂肪酸合成效率．因此可以认为，细
胞膜支架对于细胞内合成终产物的分泌具有一定的

促进作用，有助于进一步降低生物燃料的生产成本．
特别值得一提的是，基于同样的策略，文献［２８］

在集胞藻ＰＣＣ６８０３中构建了另外一种细胞膜支架，
从而将胞外游离脂肪酸的产量提高了近８倍（与野
生型集胞藻相比，见图５），并且提高了突变藻株对
脂肪酸的耐受能力，由此再一次验证了细胞膜支架
在微生物代谢网络改造和优化中具有良好的应用

潜力．

图５　改造后的集胞藻发酵液表面漂浮着大量脂肪酸油滴

Ｆｉｇ．５　Ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌ　ｄｒｏｐｌｅｔｓ　ａｐｐｅａｒｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ

ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ　ｂｒｏｔｈ

３　光控ＣＲＩＳＰＲｉ系统———在转录水
平上对内源基因的精确调控

　　研究人员对基因表达模式进行重编程的方式已
经发展到序列特异性基因靶向技术，包括ＲＮＡ干
扰（ＲＮＡｉ）、锌指调控子、转录激活型效应因子
（ＴＡＬＥ）和ＣＲＩＳＰＲ介导的调控．在这些技术的实
际应用中如果对精确度的要求很高，例如药物治疗，
则其调控效能必须在数量上可调．尽管已经有一些
分子开关能够成功地开启或关闭调控［２９－３０］，但仍然
缺少可以精确定量调节的方法．为此，调控过程必须
在一些实时信号的引导下进行．由于光在空间和时
间尺度上都具有较高的分辨率，并且能在极短的时
间内产生，所以对于分子生物学操作而言，它非常方
便，同时对于需要高通量技术的实际应用光是唯一
可行的信号．在本文研究中，选取一种合成的蓝光感
受器 ＹＦ１－ＦｉｘＪ－ＰＦｉｘＫ２作为感应外界蓝光信号的元
件［３１］．ＣＲＩＳＰＲ干扰（ＣＲＩＳＰＲｉ）是一种基因组调控
工具［３２］，由两个基本元件组成：一个是突变的ＩＩ型

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统中的ｄＣａｓ９蛋白，其缺少内切酶
活性；另一个是长度为１０８ｎｔ的向导 ＲＮＡ 序列
（ｇＲＮＡ），其中包含了一个２０ｎｔ的碱基配对区来决
定其对靶向基因的序列特异性．ｄＣａｓ９∶ｇＲＮＡ复
合物结合在目标基因上并阻挡转录必需的ＲＮＡ聚
合酶．ｇＲＮＡ介导的干扰在设计上成本较低，而且没
有组织特异性，使用起来非常方便．因此，本文将蓝
光感受器与ＣＲＩＳＲＰｉ相结合，在大肠杆菌中开发了
一种可以受蓝光控制的基因转录调控系统，用来定
量地调控外源转入的载体基因和宿主内源基因的表

达［３３］．
３．１　利用光强对质粒上整合的报告基因进行定量
调控

　　蓝光感受器－ＣＲＩＳＰＲｉ系统的构建如图６所示：
蓝光感受器由ｙｆ１和ｆｉｘＪ构成；启动子ＰＦｉｘＫ２控制

ｇＲＮＡ的转录，ｇＲＮＡ引导ｄＣａｓ９蛋白结合在目标
基因的识别位点，阻止转录的发生．ＹＦ１是一种蓝
光敏感的组氨酸激酶，在没有蓝光的情况下，ＹＦ１
磷酸化它的同源响应调控子ＦｉｘＪ，进而激活启动子

ＰＦｉｘＫ２．将ｇＲＮＡ放置于ＰＦｉｘＫ２的下游，因此ｇＲＮＡ
的转录受到蓝光的调控．理论上，当蓝光变强时，启
动子受到抑制，从而减弱ｇＲＮＡ 的表达，ＣＲＩＳＰＲｉ
对目标基因的抑制效果也将减弱．首先用一种可见
的红色荧光蛋白ｍｒｆｐ作为报告基因检测该调控系
统的功能，并设计一个能特异性靶向结合ｍｒｆｐ的

ｇＲＮＡ．在蓝光感受器 ＹＦ１－ＦｉｘＪ－ＰＦｉｘＫ２的响应范围
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内设置以１０个光强为一个梯度的从０到饱和的光
照强度．为了避免不同实验组之间由于菌体生长情
况不同所造成的差异，在黑暗中将菌株培养至稳定
期（ＯＤ６００＝２．２）之后再分成不同的实验组，在不同
光强下继续培养１５ｈ后，收集细胞对荧光强度进行
检测．结果显示：ｍＲＦＰ荧光强度的增长和光强呈明
显的正相关关系，随着光强的增加，ｍＲＦＰ蛋白的表
达量也逐渐增加．对不同光强条件下的 ｍＲＦＰ荧光
强度进行定量测定，由图７可见：１００％光强时的

图６　蓝光感受器－ＣＲＩＳＰＲｉ系统构建示意图

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　Ｂｌｕｅ　ｓｅｎｓｏｒ－ＣＲＩＳＰＲｉ

ｓｙｓｔｅｍ

图７　ｍＲＦＰ表达量与光强的关系

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｍＲＦＰ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ｍＲＦＰ表达量大约是无光信号时ｍＲＦＰ表达量的２
倍；不同光强条件下ｍＲＦＰ表达菌株的表型变化为
光强越大，红色越深．
３．２　利用光强调控基因组上内源基因的表达
与转入质粒中进行表达的基因不同，基因组上

的内源基因通常是单拷贝的，对它们在转录水平上
进行调控的方法有所不同．因此，选择大肠杆菌脂肪
酸合成途径中的一种关键蛋白酰基辅酶 Ａ合成酶

ＦａｄＤ作为研究对象，尝试用蓝光感受器－ＣＲＩＳＰＲｉ
系统调控ｆａｄＤ基因的表达．利用反向ＰＣＲ的方法
替换ｇＲＮＡ中２０ｎｔ的碱基互补区域，使ＣＲＩＳＰＲｉ
能够特异性地靶向ｆａｄＤ．同样，在黑暗中将菌株培
养至稳定期（ＯＤ６００＝２．０），然后分成不同的实验组．
在不同光强下培养１５ｈ后，细胞被收集用来提取

ＲＮＡ．用实时定量ＰＣＲ来对ｆａｄＤ 的 ｍＲＮＡ丰度
进行测定，以此表征ｆａｄＤ的转录水平．大肠杆菌的
看家基因ｇａｐＡ 作为内参基因，野生型菌株ＢＬ２１
（ＤＥ３）被用来进行相对定量，ｆａｄＤ的ｍＲＮＡ含量
随着蓝光光强的增加有一个持续而稳定的上升趋势

（见图８），回归分析［３３］Ｒ２＝０．９２４．结果表明：通过
用蓝光感受器控制ＣＲＩＳＰＲｉ／ｄＣａｓ９系统，能够将目
标基因的表达量与光信号形成一种量化的对应关

系．因此，光控ＣＲＩＳＰＲｉ系统能够对内源基因进行
精确调控，在代谢途径优化和药物治疗等领域具有
良好的应用潜力．

图８　ｆａｄＤ转录水平和光强的关系

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｌｅｖｅｌ

ｏｆ　ｆａｄＤａｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

４　结语

本文对３种基因调控元件的构建和应用进行了
详细阐述．这些研究紧扣合成生物学核心思想，独辟
蹊径地选择稀有密码子和细胞膜这两种生物体内源

基础的分子元件，并将当前广泛应用的ＣＲＩＳＰＲｉ／

ｄＣａｓ９基因调控系统与光信号巧妙结合，搭建出一
种易于操作的高敏感度的反式调控元件———稀有密
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码子开关，一种兼具稳定性和灵活性的内源分子支
架———细胞膜支架，以及一种用电脑控制的蓝光信
号精确调控内源基因表达的调控工具———光控

ＣＲＩＳＰＲｉ系统．这３种构想的实现为大肠杆菌的基
因工程操作和代谢工程研究提供了理论基础和技术

支持，不仅能用于可再生生物燃料前体脂肪酸的制
备，而且可以广泛应用于其他具有高附加值化学物
品的生物合成和人工生物系统的构建．
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