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摘要

萜类化合物是最大的一类天然产物。它们是以异戊二烯焦磷酸（IPP）作为基本单元构建而成的。使用细胞
工厂合成萜类化合物已经引起了极大关注。而迄今为止，IPP的供应不足仍然是高效合成萜类化合物的主
要挑战。在本项研究中，发现在枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）中，中心代谢和 IPP供应之间的代谢通量分
配不平衡阻碍了 IPP的积累。因此，本研究构建了一系列响应丙酮酸和（或）丙二酰辅酶A的双输入多输出
（two-input-multi-output, TIMO）基因回路，对 IPP的代谢途径进行了改造，使 IPP的积累增加了将近4倍。
随后，设计了一种 IPP代谢网络重构策略以提高三种萜类化合物的产量，包括维生素K2（MK-7，4.1倍）、番
茄红素（9倍）和β-胡萝卜素（0.9倍）。在50-L的生物反应器中，MK-7的产量达到1549.6 mg∙L−1，是迄今为
止报道的最高产量。本文提出了一种基于TIMO基因回路的 IPP代谢网络重构框架，可用于复杂代谢网络
的协同精细调控，从而实现萜类化合物的高效合成。
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1. 引言

萜类化合物是最大的一类天然产物，在医药、香精、

食品添加剂等领域有着广泛的应用[1‒2]。然而，大部分

萜类化合物的生产者（主要是植物），由于含量低、缺乏遗

传改造工具和生长周期长等因素，不适合大规模合成萜类

化合物。与此相反，利用基因工程改造微生物细胞工厂来

合成萜类化合物是一种极具前景的可持续生产方式[3‒4]。

萜类化合物的代谢网络可分为三个模块，即中心代谢模块、

异戊二烯焦磷酸（IPP）供应模块和萜类化合物合成模块。

IPP是萜类化合物生物合成的基本组成部分。天然界中存

在两种 IPP生物合成模块：以丙酮酸和甘油醛-3-磷酸作为

前体的2-C-甲基-D-赤藻糖醇-4-磷酸（MEP）模块（存在

于细菌和植物中）；以乙酰辅酶A作为前体的甲烷基异戊

烷酮（MVA）模块（存在于真核生物和古细菌中） [3]。

在大多数微生物细胞工厂中，IPP供应不足会限制萜类化

合物的产量。因此，需要加强胞内 IPP的供应。然而，如

何调节中心代谢和 IPP合成途径之间的代谢通量仍是需要
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解决的关键问题[5]。

目前，已经有多种策略被应用于促进 IPP的合成，如

中心代谢工程[6]和限速酶工程[7‒8]。例如，通过增加乙

酰辅酶A的供应和上调MVA途径中限速酶的表达，可以

显著提高异戊二烯的产量[9]。此外，在大肠杆菌（E. co‐

li）中异源引入MVA通路可以触发MVA和MEP通路之间

的协同作用，从而增加 IPP代谢池的供应[10]。然而，这

些静态调控策略可能会导致有毒中间体的积累、代谢失衡

和产生新的代谢瓶颈，并最终影响萜类化合物的产量、得

率和生产强度。

近年来，研究人员提出可以通过模拟细胞本身的调节

机制，构建能够响应胞内外信号的人工基因回路，对细胞

的代谢通量进行动态调控，这些信号包括温度、光、氧气

和中间代谢产物[11‒13]。动态调控能够根据细胞的代谢

状态，实时平衡和微调胞内的代谢通量，防止中间代谢物

的积累，促进产物的高效合成[12]。基于响应 IPP的基因

回路，Chou等[14]设计了一个适应性进化系统，显著增加

了萜类化合物的产量。此外，Zhou等[15]开发了一种柚皮

素-香豆酸-丙二酰辅酶A相平衡（NCOMB）的基因回路，

用于动态控制前体丙二酰辅酶A的合成。虽然这些基因回

路在一定程度上可以提高萜类化合物的合成，但它们相互

独立，单一输入，靶点专一，并且不能协同调节 IPP代谢

网络，导致 IPP的供应和目标产物的产量受限。

本文提出了一种基于双输入多输出（TIMO）基因回

路的流程框架用以重构 IPP的代谢网络（图1）。并将其应

用于改造枯草芽孢杆菌（B. subtilis）高效合成萜类化合物

七烯甲萘醌（menaquinone-7, MK-7）。MK-7能够有效预

防骨质疏松症、动脉钙化和帕金森病[16]。首先，在MK-

7 生产菌株 BS17 [17]中引入 MVA 模块以促进 IPP 积累，

获得菌株 BS17-MVA。随后，通过测定菌株 BS17-MVA 

[图 1（a）]中胞内代谢物的含量来鉴定限制 IPP供应的瓶

颈，并设计了一个级联调控系统协同调节 IPP的代谢[图2

（b）]。接下来，根据设计的级联调控系统，基于转录因

子FapR、PdhR和反义转录[图1（c）、（d）]，构建了一系

列丙二酰辅酶A响应型基因回路以及响应丙二酰辅酶A和

丙酮酸的双信号输入“与”门和“或”门回路[图 1（c）

和（d）]。最后，将这些基因回路引入 BS17-MVA 中，

动态调控中心代谢模块和 IPP 供应模块间的代谢通量

[图 1（e）]，使 MK-7 在 50-L 生物反应器中的产量达到

1549.6 mg∙L−1，这是迄今为止报道的MK-7最高产量。另

外，将该流程框架应用于另外两种萜类化合物（番茄红素

和β-胡萝卜素）代谢网络的调控，验证了该流程框架的

普适性。

2. 材料与方法

2.1. 菌株、质粒和培养条件

本研究中涉及的菌株、质粒和引物详见附录A中的

图1. 基于双输入多输出（TIMO）基因回路的 IPP代谢网络重构流程框架。
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表S1~S3。E. coli在 37 ℃下培养于LB培养基，需要时添

加 100 μg∙mL−1的氨苄青霉素。MK-7的发酵培养基配方

如下：葡萄糖 50 g∙L−1，大豆蛋白胨 50 g∙L−1，酵母提取

物 50 g∙L−1和KH2PO4 0.6 g∙L−1。抗生素卡那霉素、壮观

霉素、博来霉素和氯霉素的工作浓度分别为50 μg∙mL−1、

50 μg∙mL−1、40 μg∙mL−1和 5 μg∙mL−1。化学试剂均采购

于Sigma-Aldrich（美国）或国药集团有限公司（中国）。

2.2. DNA遗传改造

为构建丙二酰辅酶A响应型基因回路，首先使用引物

Zai_fapRF/R 线性化质粒 pHT01-P43-GFP。然后，以 B. 

subtilis 168的基因组为模板，fabHAF/R、fabHBF/R和 fa‐

bIF/R为引物，扩增获得启动子PfabHA、PfabHB和PfabI，并使

用Gibson Assembly Cloning Kit（NEB，英国）融合片段，

获 得 质 粒 pHT01-fabHA-GFP、 PHT01-fabHB-GFP 和

pHT01-fabI-GFP。接着分别使用反向 PCR和引物 FapRU-

F/R、 FapRD-F/R、 FapR1-F/R 将 FapR 的 结 合 位 点

（5'-AATTATATACTACTATTAGTACCTAGTCTTAATT-3'）

插入质粒 pHT01-P43-GFP 中，获得质粒 pHT01-P43FU-

GFP、pHT01-P43FD-GFP 和 pHT01-P43F1-GFP。使用引

物Zai_VegF/R线性化质粒pHT01-P43-GFP，并以B. subtil‐

is 168 的 基 因 组 为 模 板 ， PvegF/R、 FabI_VegF/R、

FapR_vegF/R为引物，扩增获得 Pveg、PfabI和 fapR。最后，

使用Gibson组装将片段融合。以质粒 pHT01-P43FD-GFP

为模板，P43FDTUF/R为引物，构建 FapR结合位点突变

文库。接着用 NEB 公司的限制性核酸内切酶 DpnI 消化

图2. 在B. subtilis中引入MVA途径。
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PCR产物并转化进入E. coli JM109感受态细胞（Takara，

日本）中。质粒 pHT01-PxylA-fapR-fabI-GFP 和 pHT01-

PxylA-fapR-P43FD180-GFP 的构建方法与质粒 pHT01-

Pveg-fapR-fabI-GFP 类似。以质粒 pStop 为模板， PI‐

AN_xylAF/R为引物，获得启动子PxylA片段。

反义丙二酰辅酶A响应型回路构建的方法如下。以

E. coli K12为模板，P_GAPF/R为引物获得片段 PGAP并

使用Gibson组装插入质粒 pHT01-P43-GFP中，获得重组

质粒 pHT01-GAP-GFP。为了构建反义丙二酰辅酶A传感

器，首先利用引物Fan_ZaiF/R对质粒pHT01-grac100进行

线性化处理。然后，分别用引物 Fan_fabIF/R 和 Fan_

180DF/R 从相应的质粒中克隆出启动子 PfabI、P43FD 和

P43FD180。最后，用Gibson组装融合这些片段。采用反

向 PCR和引物Qu_fabIF/R、Qu_DF/R、Qu_180DF/R分别

去除质粒 pHT01-grac100-fabI、pHT01-grac100-P43FD 和

pHT01-grac100-P43FD180 中的启动子核心区域。反义启

动子文库的构建过程与FapR结合位点突变文库类似，并

以Tu_fabIGF/R作为简并引物。

双输入逻辑门的构建过程如下。分别使用引物Yu_yte‐

JMF/R、Yu_yteJUF/R 将 FapR 结合位点插入质粒 pHT01-

yteJM-GFP、pHT01-yteJU-GFP中，获得重组质粒AyteJM-

P43FD180 和 AyteJU-P43FD180。接着，以质粒 AyteJM-

P43FD180 和 AyteJU-P43FD180 为模板，Pgrac100MF/R、

Pgrac100UF/R 为引物，构建质粒 AyteJMG-P43FD180 和

AyteJUG-P43FD180。使用引物 YteJ_(1/2/3/4/5/6/7/8/9/10) 

UF/R和grac100_(1/2/3/4/5/6/7/8/9/10) UF/R来优化PdhR结

合位点与质粒 AyteJU-P43FD180 和 AyteJUG-P43FD180

中 -35 区间的距离。分别使用引物对 UP_P180F/R 和

DP_P180F/R，将启动子P43FD180插入质粒pHT01-yteJU-

GFP中启动子yteJU的上游或下游，获得重组质粒OyteJU-

P43FD180 和 OP43FD180-yteJU。 为 了 优 化 启 动 子

P43FD180与yteJU之间的距离，利用引物100_F/(100/200/

300/400/500) R从E. coli K12基因组中克隆出不同长度的

yeeZ（GenBank ID: 946538）片段，并使用Gibson组装将

其插入OyteJU-P43FD180中。

2.3. 菌株构建

B. subtilis的分子生物学操作参照前文[18]进行。通过

敲除B. subtilis 168的 fapR基因，获得菌株168-ΔFapR。随

后，以E. coli K12基因组为模板，扩增基因 pdhR（Gen‐

Bank ID: 944827），构建重组菌株PR和PR-ΔfapR。接着，

分别以 B. subtilis 168 基因组和质粒 pHT01-P43-GFP 为模

板，扩增启动子 PgsiB,、Pveg 和 P43D1，替换 PR 菌株中

pdhR基因的P43启动子，获得菌株Pveg-PR、PgsiB-PR和

P43D1-PR。

在菌株BS17中构建MVA通路的操作流程如下。首

先，在金唯智生物科技有限公司（中国）合成来自 En‐

terococcus faecalis的基因mvaE（编码乙酰辅酶A硫解酶；

GenBank ID：AF290092）和mvaS（编码MVA合酶；Gen‐

Bank ID：AF290092），以及来自Methanosarcina mazei的

基因mk（编码MVA激酶；GenBank ID: AAM31458），并

进行密码子优化。接着，以酿酒酵母（Saccharomyces 

cerevisiae）基因组为模板，扩增基因 pmK（编码磷酸甲

羟戊酸激酶；GenBank ID: 855260）和pmD（编码二磷酸

MVA脱羧酶；GenBank ID: 855779）。最后，将这些基因

整合到BS17的基因组中，利用P43启动子进行表达，获

得重组菌株BS17-MVA。

为了动态控制BS17-MVA中的MK-7代谢网络，将基

因 pdhR整合到BS17-MVA的基因组中，得到菌株BS17-

P。同时敲除静态调节菌株中的 fapR基因，得到对照菌株

BS17-F。然后，用丙酮酸激活型启动子（D11和D6）替

换菌株 BS17-P 中基因 pdhA 的内源性启动子，得到菌株

BS17-P1 和 BS17-P2。同样地，用丙酮酸激活型启动子

（D11）替换菌株BS17-F中基因pdhA的内源性启动子，得

到菌株 BS17-F1。接着，将丙二酰辅酶 A 抑制型启动子

（FabIG18-5 和 FabIG12-29）插入基因 accA 和 citZ 的 3'末

端，获得相应的动态和静态调节菌株。同样地，将基因

mvaE、dxs和hepS的原始启动子P43替换为丙酮酸、丙二

酰辅酶 A 双信号输入“与”门回路的启动子（AyteJM-

P43FD180、 AyteJU9-P43FD180 和 AyteJUG2-P43FD180）

或“或”门回路的启动子（OyteJU-P43FD180、Oyte‐

JU300-P43FD180 和 OyteJU500-P43FD180），获得相应的

动态和静态调节菌株（详见附录A中的表S3）。

在BS17-MVA和BS17-P13中构建β-胡萝卜素生物合

成途径的方法如下。首先，以质粒pAC-BETAipi（从Ad‐

dgene公司购买）为模板，扩增Erwinia herbicola Eho10来

源的 crtE （编码香叶基二磷酸合酶； GenBank ID: 

69517638）、 crtB （编码番茄红素合酶； EMBL ID: 

GU721093.1）、crtI（编码番茄红素脱氢酶；GenBank ID: 

66827556）和 crtY（编码类胡萝卜素 β-环化酶；EMBL 

ID: GU721093）基因。接着，从B. subtilis的基因组中扩

增Pveg启动子。然后，使用Gibson组装将基因 crtE、crtB、

crtI、crtY 和 Pveg插入质粒 pHT01-P43-GFP 中，得到质粒

pHT01-Beta。最后，将质粒 pHT01-Beta 转化进入 BS17-

MVA 和 BS17-P13 菌株中，得到 MVA-Beta 和 P13-Beta

菌株。
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2.4. FapR突变文库的构建及FapR定点饱和突变

使用QuickMutation Random Mutagenesis Kit（碧云天

生物技术有限公司）试剂盒构建FapR突变文库。使用引

物对 FapRF/R进行三轮易错 PCR。每轮易错 PCR的产物

经纯化后，使用Gibson 组装技术替换质粒 pHT01-PxylA-

fapR-P43FD180-GFP 中的野生型 fapR 基因。接着，使用

DpnI酶（NEB）消化融合产物，转化到 E. coli JM109感

受态细胞（Takara）中。接下来，从E. coli中提取质粒文

库，并进一步转化到168-ΔFapR中，生成FapR突变文库。

以质粒 pHT01-PxylA-fapR-P43F180D-GFP 为模板，使用

反向PCR对FapR中Arg106位点进行定点饱和突变，所使

用的引物是FapR106F和FapR106R。

2.5. 荧光测定和流式细胞分析

为了检测所构建的不同基因回路菌株的荧光强度，首

先将菌株涂布至含有5 μg∙mL−1氯霉素的LB固体板上，并

在37 ℃下培养12 h。然后，挑取单菌落至含有5 μg∙mL−1

氯霉素的 LB培养基中，在 37 ℃下培养 12 h。接着，取

4 μL培养物接种到含有 200 μL LB培养基（5 μg∙mL−1氯

霉素）的 96孔荧光板中。另外，根据需要，向培养基中

添加 5 g∙L−1诱导剂、50 μmol∙L−1 IPTG和 10 μg∙mL‒1浅

蓝菌素。通过Cytation酶标仪（BioTek，美国）检测增强

型绿色荧光蛋白 eGFP的荧光强度（激发波长488 nm，发

射波长520 nm）和OD600。

所有分选步骤中，不同突变库的B. subtilis从−80 ℃解

冻后，以 1%（V/V）的接种量接种到 10 mL含 5 μg∙mL−1

氯霉素的液体LB培养基中，在 37 ℃下培养 12 h。然后，

以 2%（V/V）的接种量接种到 50 mL含 5 μg∙mL−1氯霉素

的液体LB培养基中（必要时添加10 μg∙mL−1浅蓝菌素），

在 37 ℃和 220 r·min−1的条件下培养 16 h。接着，将 1 mL

的细胞培养物用 1 倍磷酸盐缓冲液（PBS; NaCl 0.8%、

KCl 0.02%、 Na2HPO4 0.144%、 KH2PO4 0.024%； pH 值

7.4）洗涤两次，用1倍PBS重悬并稀释菌体至OD600达到

0.6。最后，根据荧光强度，使用流式细胞仪（BD FAC‐

SArica III，美国）分选获得两万个突变体。使用 FlowJo 

VX10软件进行荧光强度数据分析。

2.6. 逻辑门的数学模型

本文使用Cox等[19]开发的模型来表征逻辑门的逻辑

关系。该模型定义了三个参数：r，逻辑门的动态范围；

a，逻辑门的不对称性，量化了每个转录因子对逻辑门的

抑制作用，其中较大的a值意味着该门仅由两个转录因子

中的一个调节；l，逻辑门的逻辑关系。参数a和 l的值在

0到 1范围内。纯“与”门的特征为 a = 0 和 l = 1，而纯

“或”门的特征为 a = l = 0。参数 a、 l 和 r 的计算方程

如下：

r =
GFP(IV)
GFP(I)

（1）
l =

2 ´lg ( )IV - lg(II ´III)
2 ´lg(r)

（2）
a =

lgIII - lgII
lgr

（3）
将不同条件下逻辑门的相对荧光强度（即无转录因

子、仅存在FapR、仅存在PdhR、FapR+PdhR）由高到低

排序，并标记为 IV ≥ III ≥ II ≥ I。

2.7. 荧光定量PCR分析

首先，从发酵液中取 1 mL的细胞，迅速冷冻于液氮

中，用于荧光定量 PCR 分析。随后，使用 RNeasy Mini 

Kit（Qiagen，德国）提取细胞总RNA。接着使用 Prime‐

Script RT-PCR KitTakara，日本）合成互补DNA（comple‐

mentary DNA, cDNA）。荧光定量体系使用TB Green Pre‐

mix Ex Taq II（Takara，日本）配置，反应在 LightCycler 

480 II实时定量PCR仪（Roche Applied Science，德国）中

进行。以基因16sRNA作为内参。

2.8. MK-7和β-胡萝卜素的摇瓶和50-L生物反应器发酵

MK-7和β-胡萝卜素的摇瓶发酵方法如下。首先，在

LB固体平板上划线活化菌株，于37 ℃下孵育12 h。然后，

挑取单菌落接种到含有 10 mL LB培养基的 50 mL离心管

中，在 37 °C、220 r·min−1条件下培养 12 h。接下来，将

1 mL过夜培养的种子液接种到含有15 mL培养基（50 g∙L−1

葡萄糖、5 g∙L−1 大豆蛋白胨、50 g∙L−1 酵母提取物和

0.6 g∙L−1 KH2PO4）的250 mL摇瓶中，40 °C、220 r·min−1

条件下发酵5天。

MK-7 的 50-L 生物反应器发酵方法如下。首先，在

LB 固体平板上划线活化菌株，于 37 ℃下孵育 12 h。然

后，挑取单菌落接种到含有500 mL LB培养基的2 L摇瓶

中，在 37 °C和 220 r·min−1条件下培养 12 h。接下来，将

8%（V/V）的种子液接种到含有30 L发酵培养基（50 g∙L−1

葡萄糖、5 g∙L−1 大豆蛋白胨、50 g∙L−1 酵母提取物和

0.6 g∙L−1 KH2PO4）的 50-L生物反应器中。溶氧浓度控制

在 40%~60%，发酵温度为 40 ℃。葡萄糖浓度维持在 20~

30 g∙L−1。

2.9. MK-7及胞内代谢物含量检测方法

首先，在 0.5 mL 发酵液中加入 2 mL MK-7 萃取液
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（2-异丙醇∶正己烷= 1∶2）用于提取MK-7。接着，在涡

旋振荡器上振荡混合物 10 min，并以 6000g 离心 5 min。

混合物的上清液用于检测MK-7的浓度。使用高效液相色

谱法（HPLC）检测 MK-7 的浓度。仪器为 Agilent 1260，

色谱柱是 C18 ODS 柱（5 μm, 250 mm × 4.6 mm; Thermo 

Fisher Scientific，美国），柱温为 40 ℃。流动相为甲醇∶

二氯甲烷（9∶1, V/V），流速为 1 mL∙min−1。使用Agilent 

OpenLAB控制面板收集和分析HPLC数据。

使用葡萄糖-乳酸检测仪（M100；深圳市西尔曼科技

有限公司）检测发酵液中葡萄糖的含量。使用微量丙酮酸

（PA）测定试剂盒（Solarbio，中国）测量胞内丙酮酸的

浓度。从发酵液中取 3 mL的细胞迅速冷冻于液氮中，用

于检测胞内的乙酰辅酶A、丙二酰辅酶A、MEP和MVA

浓度。随后，将细胞解冻后，使用等体积的无菌水漂洗细

胞两次，再使用 3 mL 的无菌水重悬菌体。然后，添加

12 mL预冷的萃取液（乙腈∶甲醇∶水= 4∶4∶2），于4 °C

下萃取胞内代谢物16 h。之后，9000g 离心10 min收集上

清，于冷冻干燥仪（Labconco，美国）冻干。再使用

100 μL超纯水复溶冻干粉，9000g离心 10 min收集上清，

用于后续的高效液相色谱-质谱联用（LC-MS）检测。

使用LC-MS检测MEP和 IPP的含量。色谱柱为Luna 

3 μm NH2柱（150 mm × 2 mm, 3 μm）。流动相 A 为水∶

乙腈（95∶5，含有20 mm的NH4HCO3，pH = 9.5），流动

相B为乙腈。流速为 0.2 mL∙min−1。HPLC条件如下：0~

1 min, 20% A; 1~30 min, 20% A~100% A; 30~31 min, 100% 

A; 31~31.1 min, 100% A~20% A; 31.1~40 min, 20% A；柱

温为 30 °C。MS条件为负离子模式和全扫描。使用软件

MassLynx V4.1收集并分析LC-MS数据。检测仪器为Wa‐

ters Maldi Synapt Q-ToF MS（美国）。乙酰辅酶A和丙二

酰辅酶A的检测方法参照Onorato等[20]的方法，MVA的

检测方法遵循Kindt等[21]的方法，MEP的检测方法遵循

Buescher等[22]的方法。使用软件MassLynx V4.1收集并

分析LC-MS数据。

2.10. 数据分析

所有实验均进行了三次独立重复。在SPSS 25.0中使

用 t-texts进行统计数据分析。P < 0.05时数据具有统计学意

义。当P < 0.05时，表示为*；当P < 0.01时，表示为**。

3. 结果

3.1. 异源引入MVA模块增强 IPP供应

在前期研究中，通过在B. subtilis中过表达限速酶 1-

脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合酶（Dxs）和 1-脱氧木酮糖-5-磷

酸还原异构酶（Dxr），增强了 IPP的供应[0.27 nmol∙g−1 干

菌量（DCW）]，获得了一株 MK-7 高产菌株 BS17 [17]。

Gao等[23]发现在E. coli中引入异源MVA模块能够显著增

加 IPP 供应和 MK-7 的产量。为进一步强化 IPP 的供应，

将MVA模块引入菌株BS17中。将Enterococcus faecalis来

源的mvaE基因（编码乙酰辅酶A硫解酶）和mvaS基因

（编码甲羟戊酸合酶）、Methanosarcina mazei来源的mk基

因（编码甲羟戊酸激酶）以及 S. cerevisiae来源的 pmK基

因（编码磷酸甲羟戊酸激酶）和 pmD基因（编码二磷酸

甲戊酸脱羧酶）整合到 BS17 基因组，得到重组菌株

BS17-MVA [图 2（a）]。RT-PCR 结果显示，基因 mvaE、

mvaS、mk、pmK和pmD在菌株BS17-MVA中成功转录[图

2（b）]。随后，敲除了BS17-MVA中MEP模块的必需基

因 ispD（编码 2-C-甲基-D-赤藓糖醇 4-磷酸胞苷转移酶），

得到重组菌株 BS17-MVA-ΔispD [图 2（a）]。由于 MEP

是B. subtilis中负责 IPP合成的唯一模块[图1（a）]，菌株

BS17-MVA-ΔispD 的生长表明 MVA 模块已在菌株 BS17-

MVA 中成功表达并具有活性。此外，BS17-MVA-ΔispD

的细胞生长速率、葡萄糖消耗速率和MK-7产量显著低于

BS17 和 BS17-MVA [见图 2（c）及附录 A 中的图 S1（a）

和（b）]，表明仅存在MVA模块无法为细胞生长和MK-7

合成提供足够的 IPP。

与菌株 BS17 相比，BS17-MVA 的最大 OD600降低了

16%，单位细胞的 MK-7 产量提高了 19%，胞内 MEP

（17.10 nmol∙g−1 DCW）和 IPP（0.30 nmol∙g−1 DCW）含

量分别提高了 85%和 11%，副产物乳酸（0.28 g∙L−1）和

乙酸（1.82 g∙L−1）的浓度分别降低了 27%和 17% [见图 2

（d）和（e）及附录A中的图S1（b）和（c）]。这些结果

表明，MVA模块和MEP模块之间存在协同效应，可以增

强 IPP 的供应。此外，菌株 BS17-MVA 中的胞内丙酮酸

（1783.65 nmol∙g−1 DCW）和乙酰辅酶A（485.84 nmol∙g−1 

DCW）含量显著高于 MEP（17.10 nmol∙g−1 DCW）和

MVA（2.73 nmol∙g−1 DCW）的含量 [图 2（e）]。胞内

MEP的含量显著高于MVA的含量。这些结果表明，中心

代谢模块、MEP模块和MVA模块间的代谢通量分布不平

衡，限制了MK-7的合成。

丙酮酸和乙酰辅酶A是MEP和MVA途径的前体。此

外，丙酮酸和丙二酰辅酶A是细胞中的两种关键代谢物；

丙酮酸是连接糖酵解和三羧酸（TCA）循环的关键节点，

而来自乙酰辅酶 A 的丙二酰辅酶 A 是脂质合成的前体

[24]。因此，本研究设计了一个基于TIMO基因回路的级

联调节系统，该系统能够响应胞内丙酮酸和丙二酰辅酶A
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的含量，重构 IPP的代谢网络[图 2（f）]。首先，用丙酮

酸激活型基因回路激活 pdhA基因的表达，当胞内丙酮酸

含量过高时，促进丙酮酸向乙酰辅酶A的转换。随后，用

丙二酰辅酶A抑制型的基因回路抑制accA和citZ基因的表

达。因此，胞内高浓度的丙酮酸会抑制乙酰辅酶A流入脂

质合成途径和TCA循环。之后，使用响应丙酮酸与丙二

酰辅酶A的“与”门回路或“或”门回路强化基因dxs和

mvaE的表达。当胞内丙酮酸和丙二酰辅酶A含量过高时，

中心代谢流将流向 IPP 供应模块而不是细胞生长。与

“或”门回路相比，“与”门回路还平衡了 MEP 模块和

MVA模块之间的代谢通量，从而促进了MEP和MVA模

块间的协同作用。在前期工作中，构建了一系列丙酮酸响

应型基因回路[25]。本研究设计并构建了一系列双功能丙

二酰辅酶A响应型基因回路、丙酮酸与丙二酰辅酶A双信

号输入型“与”门回路和“或”门回路。

3.2. 丙二酰辅酶A响应型基因回路的设计与构建

FapR是B. subtilis中的丙二酰辅酶A响应转录因子，

主要调控一些参与脂肪酸合成途径的基因，如 fabHA（编

码 3-氧代ACP合酶 III）、fabHB（同样编码 3-氧代ACP合

酶 III）和 fabI（编码烯酰-ACP还原酶）[26]。因此，首先

使用 fabHA、fabHB和 fabI的天然启动子来构建丙二酰辅

酶A响应型基因回路。同时，将FapR结合位点插入组成

型强启动子P43的核心区域，构建了三个合成启动子[见

图 3（a）及附录A中的图 S2（a）]。结果表明，启动子

PfabHB、PfabI、P43FD、P43F1在菌株168中的活性明显低于

在 168-ΔfapR（敲除FapR）中的活性，说明启动子PfabHB、

PfabI、P43FD、P43F1的活性被FapR抑制。此外，添加浅

蓝菌素（一种促进丙二酰辅酶A积累的脂肪酸合成途径抑

制剂），可以减弱FapR的抑制作用[见图3（b）和（c）及

附录A中的图 S2（b）~（e）]。此外，当质粒表达 FapR

时，PfabI的活性显著降低，并且浅蓝菌素不能完全解除

FapR的抑制作用（见附录A中的图S3），表明FapR与其

结合位点间的结合能力相对较弱，这可能限制了基因回路

的动态范围。

然后，通过添加不同含量的浅蓝菌素来检测丙二酰辅

酶A基因回路的响应阈值。结果表明，胞内丙二酰辅酶A

的浓度会随着浅蓝菌素添加量的增加而逐渐升高[见图 3

（d）及附录A中的图S4（a）]。此外，基因回路的相对荧

光强度显示出对丙二酰辅酶A的剂量依赖性，响应阈值为

50~130 nmol·g−1 DCW[图 3（e）]。同时，发现添加葡萄

糖（常用的碳源）可促进胞内丙二酰辅酶A的积累，并激

活基因回路[见附录A中的图S4（b）]。此外，发现丙二

酰辅酶 A 基因回路对丙二酰辅酶 A 具有高度特异性

[图3（f）]。

图3. 丙二酰辅酶A响应型基因回路的构建与特征鉴定。
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3.3. 丙二酰辅酶A响应型基因回路的动态范围和响应阈值

优化

具有不同动态范围的基因回路可用于目标基因表达水

平的精细调控。上文发现FapR的结合序列可能是影响基

因回路动态范围的关键因素，因此本节通过构建启动子

P43FD的突变文库来获得具有不同动态范围的基因回路

（见附录A中的图S5）。首先，使用反义PCR在FapRD的

结合位点处进行突变。随后，使用流式细胞仪分选在添加

10 μg·mL−1浅蓝菌素时具有更高荧光强度的突变体[见附

录A中的图S5（a）和（b）]。接着，分选未添加浅蓝菌

素时荧光强度较低的突变体[见附录A中的图 S5（c）和

（d）]。此步骤的目的是去除不再受FapR调控的逃逸突变

体。最终，成功获得了一系列具有不同动态范围的丙二酰

辅酶 A 响应型基因回路，其中 P43FD180 的动态范围最

高，达到 6.4倍[图 4（a）]。此外，发现动态范围变大的

突变体的FapR结合位点具有更对称的回文结构[见附录A

中的图S5（e）]。这可能是由于回文结构增强了转录因子

和结合位点之间的亲和力[27]。

响应阈值决定了基因回路的实际应用范围。本节使用

了两种策略来调整基因回路的响应阈值：①改变FapR的

表达水平；②构建FapR突变体。首先，使用木糖诱导型

启动子PxylA来调节FapR的表达水平，并测试其对启动子

PfabI和P43FD180活性的影响。结果显示当木糖不存在时，

启动子PfabI和P43FD180的活性仍受到FapR的抑制[见图4

（b）及附录A中的图S7]，表明木糖诱导型启动子PxylA存

在泄露表达[28]。此外，随着木糖添加量的增加，启动子

图4. 双功能丙二酰辅酶A响应型基因回路的构建。
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PfabI和P43FD180的活性逐渐降低，表明增加FapR的表达

减少了基因回路的表达泄露。同时，随着木糖浓度的增

加，浅蓝菌素的激活作用逐渐减弱。此结果表明，随着

FapR表达水平的增加，需要更高含量的丙二酰辅酶A来

中和过表达FapR所产生的抑制作用。这些结果表明增加

FapR的表达增加了基因回路的响应阈值。

随后，使用易错PCR构建了FapR的突变体文库。使

用流式细胞仪对突变体进行分选，并根据添加浅蓝菌素时

细胞的荧光强度将细胞分为 4种类型[见附录A中的图S8

（a）]。然而，当对突变体进行复筛时，发现当未添加浅

蓝菌素时，荧光强度较高的突变体不再抑制基因表达，表

明它们已经失去了调节功能。此外，这些突变体的测序结

果表明，它们的DNA结合域的Thr23或Gln36发生了突变

[见附录 A 中的图 S8（b）]，表明 Thr23 和 Gln36 是影响

FapR结合DNA的关键残基。此外，成功筛选到一株突变

体菌株（Arg106-Tyr），在添加浅蓝菌素的情况下其相对

荧光强度明显低于原始菌株。这一发现表明其响应阈值得

到了提高。有报道称，Arg106是FapR与丙二酰辅酶A结

合的关键残基之一[图4（c）] [29]。因此，对Arg106进行

饱和突变。结果表明，当添加或未添加浅蓝菌素时，

Arg106位点的突变减少了基因回路的荧光强度变化，表

明Arg106影响了FapR的响应阈值[图4（d）]。

3.4. 反义丙二酰辅酶A响应型基因回路的设计与构建

上述构建的基因回路均为丙二酰辅酶A激活型基因回

路。为了可以同时激活和抑制基因的表达，需构建双功能

的基因回路。有研究表明，FapR可以激活E. coli中的合

成启动子 PGAP [30]。然而，在B. subtilis中，FapR不能激

活PGAP（见附录A中的图S9）。反义转录是一种简单通用

的调控工具，可以作为“非”门实现信号转换[25]。因

此，本文使用反义转录将丙二酰辅酶A激活型基因回路转

化为丙二酰辅酶A抑制型基因回路。将丙二酰辅酶A激活

型启动子PfabI、P43FD和P43F180反转并插入 egfp的3'端。

然而，只有当PfabI被用作反义启动子时，反义转录的抑制

作用才会被FapR减弱[图 4（e）]。此外，当添加浅蓝菌

素时，PfabI的抑制作用会增强。然而，PfabI 基因回路的动

态范围只有1.3倍。为提高基因回路的动态范围，本文使

用了两种策略：①将 P43FD180的 FapR结合位点替换为

PfabI 的结合位点，从而产生杂交型启动子 P43FD180G；

②将启动子PfabI的核心区替换为强启动子Pgrac100的核心

区，增强PfabI的强度，形成杂合启动子FabIG。结果表明，

虽然P43FD180G不能产生丙二酰辅酶A抑制型基因回路，

但 FabIG 的动态范围增加了 3.0 倍 [ 见附录 A 中的

图S10（a）]。

然而，当使用 FabIG作为反义启动子时，在 FapR存

在的情况下，它仍然能抑制 egfp的表达。这可能是由于

FabIG的泄露表达。最近的研究表明，即使反义启动子没

有活性，反义启动子的转录因子结合位点也会抑制正向启

动子的表达[31]。这是因为转录因子会与结合位点结合，

作为阻碍物抑制正向启动子起始的RNA聚合酶（RNAP）

的延伸。为了验证基因回路的泄露抑制作用是否是这个原

因造成的，本文研究团队去除了反义启动子 P43FD180、

P43FD 和 PfabI的启动子区域，只保留了 FapR 结合位点，

从而生成了启动子P43FD180Q、P43FDQ和FaBIQ。结果

表明，无论转录因子 FapR 是否存在， P43FD180Q、

P43FDQ和FabIQ均能够抑制 egfp的表达，且抑制作用相

似[见附录A中的图S10（b）]。该结果表明FapR与结合

位点的结合不会抑制正向启动子的转录。P43FD180Q、

P43FDQ和FabIQ对 egfp表达的抑制作用可能是由于FapR

结合位点的回文结构[见附录A中的图S10（c）]。3'非翻

译区的回文结构会影响基因的表达水平[32]。综上所述，

基因回路的泄露抑制作用是由于反义启动子泄露表达与

FapR结合位点的回文结构。

随后，为进一步提高基因回路的动态范围，对启动子

FabIG -35区的周围序列进行了突变，并构建了启动子文

库。成功获得了5种突变体7‒44、12‒29、13‒34、18‒5和

18‒46，动态范围分别为 2.3、5.4、3.0、8.2 和 1.9 倍[见

图4（f）及附录A中的图S11]。其中，12‒29和18‒5的动

态范围高于 FabIG。最后，检测了启动子 7‒44、12‒29、

13‒34、18‒5和18‒46的表达特征[图4（g）]。结果表明，

它们在菌株168-ΔFapR中的活性高于PfabI，表明提高反义

启动子的活性是优化基因回路动态范围的有效策略。

3.5. 响应丙酮酸和丙二酰辅酶A的“与”门基因回路的构建

与优化

PdhR是E .coli中的一种丙酮酸响应型转录因子，其

调控机制与 FapR的相似[33]。为了构建一个响应丙酮酸

和丙二酰辅酶 A 的双信号输入“与”门回路，将 FapR 

Box180插入实验室前期构建的丙酮酸响应型启动子yteJU

和 yteJM 的 -10 区下游 [25]，得到杂合启动子 AyteJU-

P43FD180和AyteJM-P43FD180。只有当丙二酰辅酶A和

丙酮酸同时存在时，FapR和PdhR的抑制作用才会解除，

启动子才会开始转录[图 5（a）]。随后，检测了启动子

AyteJU-P43FD180和AyteJM-P43FD180在 4种不同菌株中

的相对荧光强度，包括 B. subtilis 168 (+fapR, −pdhR)、

168- ΔFapR ( − fapR, − pdhR)、 PR (+fapR, +pdhR) 和 PR-
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ΔFapR (− fapR, +pdhR)。结果表明，AyteJU-P43FD180 和

AyteJM-P43FD180 在菌株 B. subtilis 168 (+fapR, −pdhR)和

PR-ΔFapR (−fapR, +pdhR)中的活性显著低于在168-ΔFapR 

(−fapR, −pdhR)中的活性。此外，它们在菌株 PR (+fapR, 

+pdhR)中的活性最低（见附录A中的图 S12）。这些结果

表明，FapR和PdhR均能保持其抑制功能，并且当两者都

存在时，它们具有协同作用并且能够减少启动子的泄露

[34]。AyteJU-P43FD180 和 AyteJM-P43FD180 的动态范围

分别为3.0倍和12.9倍。此外，同时添加丙酮酸和浅蓝菌

素可著著恢复菌株 PR(+fapR, +pdhR)中AyteJU-P43FD180

和AyteJM-P43FD180的活性（见附录A中的图 S12）。然

而，仅添加丙酮酸或浅蓝菌素也轻微激活了PR中的启动

子活性。这些结果表明，成功构建了可以响应丙酮酸和丙

二酰辅酶A的双信号输入“与”门回路。然而，当仅添加

一种诱导剂时，仍能观察到一定程度的泄露表达。

为了提高“与”门回路的动态范围并减少其泄露表

达，将AyteJU-P43FD180和AyteJM-P43FD180的启动子核

心区域替换为强启动子 Pgrac100的核心区域，分别构建

AyteJUG-P43FD180 和 AyteJMG-P43FD180。它们的动态

范围分别达到了 9.8倍和 8.7倍，同时也减少了泄露表达

（见附录 A 中的图 S13）。此外，与 AyteJU-P43FD180 和

AyteJM-P43FD180相比，AyteJUG-P43FD180和AyteJMG-

P43FD180的逻辑特征和“与”门回路（a = 0, l = 1）更加

类似，因为它们的泄露程度更少[图5（b）]。然而，即使

同时添加丙酮酸和浅蓝菌素，AyteJUG-P43FD180和Ayte‐

JMG-P43FD180在菌株PR (+fapR, +pdhR)中的活性也没有

图5. 响应丙酮酸和丙二酰辅酶A型的双信号输入“与”门或“或”门回路的构建与优化。
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被完全激活[见图 5（c）及附录A中的图S14]。该结果表

明PdhR和FapR的抑制作用没有被完全解除。根据附录A

中的图 S13所示的结果，在B. subtilis 168 (+fapR, −pdhR)

中，AyteJUG-P43FD180 和 AyteJMG-P43FD180 的活性完

全由浅蓝菌素诱导，而它们在PR-ΔFapR (−fapR, + pdhR)

中的活性未被丙酮酸完全诱导。这些结果表明影响“与”

门回路完全诱导的原因与转录因子PdhR的性能有关。

为了解决这个问题，首先通过改变PdhR的启动子来

调整其表达水平。共选择了4个不同强度的启动子来表达

PdhR：P43、PgsiB、Pveg和 P43D1。其中，P43、PgsiB、Pveg

为组成型启动子，P43D1为丙酮酸激活型启动子[25]。结

果表明，与 PgsiB和 Pveg相比，P43 和 P43D1 减少了“与”

门回路的泄露表达（见附录A中的图 S15）。随后，使用

流式细胞仪分析基因回路的荧光强度分布。结果表明，当

使用P43D1表达PdhR时，“与”门回路在各个单细胞中的

荧光强度更加均匀[图5（d）]。这一发现表明，使用自诱

导启动子表达PdhR可降低基因回路的表达噪音，这与之

前的结果一致[35]。在自然界中，大多数转录因子的表达

也是自我调节的，如GlnR和GltR [36‒37]，表明这种调节

可能有利于维持整个细胞调控网络的稳定性。最后，调整

了AyteJU-P43FD180和AyteJUG-P43FD180中PdhR结合位

点与-35区之间的距离。结果显示，AyteJU9-P43FD180和

AyteJUG2-P43FD180 的动态范围最高，分别为 9.1 倍和

17.3倍。此外，几乎所有回路都能被丙酮酸和浅蓝菌素完

全激活[见图5（e）及附录A中的图S16和图S17]。

3.6. 响应丙酮酸和丙二酰辅酶A的“或”门基因回路的构建

与优化

为构建响应丙酮酸和丙二酰辅酶 A 的双信号输入

“或”门回路，将丙酮酸激活型启动子 yteJU插入丙二酰

辅酶A激活型启动子P43FD180的下游或上游部分，从而

产生串联启动子 OP43FD180-yteJU 和 OyteJU-P43FD180。

当其中一个启动子被诱导剂激活时，下游基因的表达就可

以启动 [图 5（f）]。结果表明，当诱导剂不存在时，

OP43FD180-yteJU 和 OyteJU-P43FD180 在菌株 PR (+fapR, 

+pdhR) 中的相对荧光强度显著低于其在 168- ΔFapR 

(-fapR, -pdhR)、B. subtilis 168 (+fapR, −pdhR)和PR-ΔFapR

（− fapR, +pdhR）中的相对荧光强度（见附录 A 中的

图S18）。这一发现表明，只有当两种转录因子都存在时，

启动子的活性才会受到抑制。此外，发现 OP43FD180-

yteJU 和 OyteJU-P43FD180 在 B. subtilis 168 （ +fapR, 

−pdhR）和 PR-ΔFapR（−fapR，+pdhR）中的相对荧光强

度显著低于其在 168-ΔFapR（−fapR, −pdhR）中的相对荧

光强度。此外，当存在其中一种诱导剂（丙酮酸盐或浅蓝

菌素）时，OP43FD180-yteJU和OyteJU-P43FD180在菌株

PR（+fapR, +pdhR）中的相对荧光强度显著增加，但仍低

于两种诱导剂同时存在时的相对荧光强度[见图5（g）及

附录A中的图S19]。这些结果表明，已经成功构建了可以

响应丙酮酸和丙二酰辅酶A的双信号输入“或”门回路。

然而，当仅有一个诱导剂存在时，“或”门回路的活性低

于同时存在两个诱导剂时的活性，这可能是由于两个启动

子串联可以协同增强下游基因的转录[38]。

为了降低串联启动子的协同效应，改变了两个启动子

之间的距离。通过在启动子 yteJU和 P43FD180之间插入

不同长度的 yeeZ基因片段，成功构建了“或”门基因回

路 OyteJU100-P43FD180、 OyteJU200-P43FD180、 Oyte‐

JU300-P43FD180、 OyteJU400-P43FD180 和 OyteJU500-

P43FD180。结果表明，随着两个启动子之间距离的增加，

串联启动子的活性逐渐降低[见图 5（h）及附录 A 中的

图S20]。此外，根据建模结果，当两个启动子之间的距离

增加时，所构建的基因回路的逻辑特征更接近于理想的

“或”门回路[见图 5（i）及附录 A 中的图 S21]。同时，

“或”门的动态范围增加了 5.6 倍 （OyteJU200-P43-

FD180）。

3.7. 基于TIMO基因回路重构 IPP代谢途径

随后，基于上述基因回路构建了一个级联调节系统来

动态重构菌株BS17-MVA中的 IPP代谢[见图2（f）及附录A

中的图S22]。将代谢网络分为三个模块：中心代谢模块、

IPP 供应模块（MVA+MEP 通路）和萜类合成模块。首

先，在中心代谢模块中，使用两种具有不同动态范围的丙

酮酸激活型启动子（D11、D6）动态增强丙酮酸脱氢酶

PdhA的表达，同时用两种具有不同动态范围的丙二酰辅

酶A抑制型启动子（FabIG18‒5和FabIG12‒29）动态抑制

AccA和柠檬酸合酶CitZ的表达。然后，在IPP供应模块中，

用三个具有不同动态范围的丙酮酸与丙二酰辅酶A双信号

输入“与”门回路（AyteJM-P43FD180、AyteJU9-P43FD180

和 AyteJUG2-P43FD180） 或 “ 或 ” 门 回 路 （OyteJU-

P43FD180、 OyteJU300-P43FD180 和 OyteJU500-P43FD180）

动态增强 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合酶Dxs和乙酰乙酰辅

酶A硫解酶MvaE的表达。结果表明，与菌株BS17-MVA

相比，菌株BS17-P13的MK-7产量（203.7 mg∙L−1）增加

了 135.8% [图 6（a）]。此外，在菌株BS17-P13中，控制

Dxs 和 MvaE 表 达 的 是 “ 与 ” 门 回 路 （AyteJUG2-

P43FD180）。如附录A中的图S23所示，菌株P12、P17和

P18的葡萄糖消耗率显著低于其他菌株。此外，菌株P12
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的 MK-7 产量明显低于 P11 和 P13（受不同强度的“与”

门回路调控的平行菌株）。菌株P17和P18的MK-7产量显

著低于 P19（受不同强度的“与”门回路调控的平行菌

株）。这些结果表明，菌株P12、P17和P18不能有效地将

葡萄糖转化为 MK-7，因此它们的葡萄糖消耗较低。此

外，发现菌株P10和P12中MK-7的产量较低可能是由胞

内乙酰辅酶A、MVA、MEP和 IPP的浓度较低、较高的丙

酮酸∶乙酰辅酶A比率及其中心代谢通量的不平衡引起的

（见附录A中的图S24）。这些结果表明，同时调控MEP和

MVA模块的代谢通量能够促进萜类化合物的合成。作为

静态调控的菌株对照，当表达基因回路的菌株中不存在

PdhR 和 FapR 时，MK-7 的最高产量（菌株 BS17-F5）相

对于菌株BS17-MVA仅增加30%（112.4 mg∙L−1）。

为进一步提高MK-7的产量，在菌株BS17-P13中，使

用“与”门回路（AyteJUG2-P43FD180）动态激活MK-7合

成途径中庚酰二磷酸合酶（HepTS）的表达，得到菌株

BS17-P20，该菌株在摇瓶中的MK-7产量达到467.2 mg∙L−1。
此外，本研究发现与BS17-MVA相比，菌株BS17-P20的胞

内 MVA （78.18 nmol·g−1 DCW）、 MEP （161.58 nmol·g−1 

DCW）和 IPP（1.50 nmol·g−1 DCW）含量在48 h时分别增

加了 28.6、15.3和 4倍[见图 6（b）及附录A中的图S25]。

同时，与BS17-MVA相比，菌株BS17-P20的胞内乙酰辅酶

A（364.6 nmol·g−1 DCW）和丙酮酸（1213.20 nmol·g−1 

DCW）含量分别降低了 25.0%和 32.0% [见图 6（c）及附

录A中的图 S26]。此外，与BS17-MVA（6.3∶1）相比，

菌株BS17-P20中的胞内MEP/MVA含量比（3.3∶1）有所

下降。这些结果表明，所构建的级联调控框架重构了IPP代

谢途径，从而促进了MK-7的合成。此外，基因回路中所使

用的启动子比初始的启动子活性更弱，表明MK-7的产量与

控制MVA和MEP表达的启动子强度不呈正相关。这一发

现进一步表明IPP含量的增加是由于基因回路的协同调节引

起的。菌株BS17-P20中的 IPP含量（368.8 pg·mg−1）高于

许多植物，包括模式植物拟南芥（Arabidopsis thaliana）

（1.1 pg·mg−1）、烟草（Nicotiana attenuate）（32.2 pg·mg−1）

和挪威云杉（303.7 pg·mg−1）[39]。

随后，在菌株BS17-MVA和BS17-P13中构建了萜类

化合物β-胡萝卜素的从头合成途径，从而验证基于TIMO

基因回路的 IPP代谢网络重构框架的普适性[图 6（d）]。

图6. MK-7代谢的动态调控。
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将 Erwinia herbicola Eho10 来源的香叶基二磷酸合酶

（CrtE）、八氢番茄红素合酶（CrtB）、八氢番茄红素去饱

和酶（CrtI）和番茄红素β-环化酶（CrtY）在低拷贝质粒

pHT01中表达，并转化到菌株BS17-MVA和BS17-P13中，

分别获得重组菌株MVA-Beta和P13-Beta [图 6（d）]。菌

株 P13-Beta 的 β -胡萝卜素产量（0.53 mg∙L−1）是菌株

MVA-Beta（0.28 mg∙L−1）的1.9倍。菌株P13-Beta的番茄

红素产量（4.10 mg∙L−1）是菌株MVA-Beta（0.41 mg∙L−1）

的 10 倍[见图 6（d）及附录 A 中的图 S27]。这些结果表

明，本研究构建的级联调控系统也可以提高其他萜类化合

物的产量。

基因回路的鲁棒性在大规模发酵中可能较差。例如，

在菌株BS17中引入群体感应系统，可将MK-7在摇瓶中

的产量提高到 360 mg∙L−1。但菌株BS17在生物反应器中

的MK-7会降至 200 mg∙L−1 [17 ]。为测试基于TIMO基因

回路的 IPP代谢网络重构框架在大规模发酵中的稳定性，

进一步检测了菌株BS17-P20在50-L生物反应器中的生产

性能。生物反应器中的葡萄糖浓度维持在 20~30 g∙L−1，

菌株的最大OD600在56 h时达到83.6。发酵132 h后，MK-

7的产量达到 1549.6 mg∙L−1，这是迄今为止报道的MK-7

最高产量（见附录A中的图S28）。

4. 结论

综上所述，本研究基于响应丙酮酸和丙二酰辅酶A的

TIMO基因回路，设计了一个级联调节系统，成功重构和

协同调控了B. subtilis中的 IPP代谢网络，并检测了该系统

的普遍性和鲁棒性。该调控系统为其他底盘细胞中 IPP代

谢网络的重构提供了新策略。此外，这项研究证明了多信

号、协调和级联动态调控策略可被用于复杂代谢网络的全

局调控。
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