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摘要：合成生物学的飞速发展拓展了单菌体系的功能。然而在重组菌株中，异源途径的过表达会增加底盘细胞的

代谢压力，导致细胞中能量分配失衡，进而对底盘细胞的正常生长和目标产物的生物合成产生不利影响。作为一

种更加新颖有效的生物合成平台，人工多菌体系在为目标产物的生物合成提供多样且适配的表达环境的同时，有

效地分配底盘细胞的代谢负担，使得途径的全局调控更加灵活。本文明确指出了人工多菌体系是合成生物学领域

中一个新的研究前沿，并以多菌体系的设计和构建为文章主旨，通过详细比较单菌体系和人工多菌体系的优缺

点，突出人工多菌体系在生物合成中的优势，同时以人工多菌体系在近几年生物合成中的最新进展为实例，从途

径分工的理性设计、菌群互作关系的理性设计、功能菌群时空有序分布以及基于模型算法指导下的多菌体系理性

构建 4个方面对人工多菌体系的设计原则和构建方法进行详细介绍。最后根据目前人工多菌体系存在的问题提出

了有关人工多菌体系全局调控的方法，并对人工多菌体系的设计、构建以及在各种生物产品合成中的发展进行了

展望。
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Abstract: Metabolic engineering and synthetic biology have enabled efficient bioproduct synthesis in mono-

microbial culture by pathway reconstruction. In spite of that, in the demand of increasing bioproduction, mono-culture
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has gradually showed some limitations in the tasks of accomplishing complicated biosynthesis and achieving high

efficiency. The expression of multi-step biosynthetic pathways in one cell may greatly increase the metabolic burden of

the host, which may result in a huge imbalance between cell growth and gene expression and thus decrease the titer of

bioproduct. Synthetic consortia have been designed as an alternative effective biosynthesis system to distribute

complex functions and pathways into different cells or species. In this article, the advantages of the synthetic consortia

are summarized, including providing better environment for different functional genes expression, balancing working

intensity, reducing metabolic burden, plug-and-play and eliminating feedback inhibition. Based on the above

advantages and taking recent advances in biosynthesis studies utilizing synthetic consortia systems as case studies,

some design principles involving functional modules, synergism and robustness are put forward in this article. To be

specific, it is necessary to reasonably divide and allocate functional modules into different strains in the system. With

appropriate chassis strains, it will be beneficial to establish synergistic substrate utilization and mutually beneficial

symbiosis between different strains, which could increase the connections between functional modules as well as the

interactions between chassis strains. Moreover, the application of population control strategies will efficiently increase

system robustness. Under the premise of material exchange, spatiotemporal distribution in synthetic consortia is

conducive for better coordination and interaction between strains. In addition, modeling on synthetic consortia systems

have been initiated to simulate bioproduct process and optimize consortia construction. In response to the current

problems, some global regulation methods and prospectives for synthetic consortia are also proposed in three aspects:

internal optimization, external reinforcement, and mathematical modeling.

Keywords: synthetic consortia; natural product synthesis; metabolic engineering; bioenergy; biosynthesis

过去的几十年中，人类对各种化学品的需求

不断上升。因为以化石能源得到目标产品的方法

存在能耗高、污染大、对环境不友好等缺点，于

是人们将研究重点转移到微生物的开发和应用

上［1-2］。微生物的细胞工厂中具有各种各样的催化

酶，可以为物质的合成和转化提供合适的反应条

件和环境［3-4］。此外，合成生物学和代谢工程等新

兴领域的快速发展大大提升了研究人员对微生物

进行编程的能力，降低了利用微生物进行各种化

学品生物合成的难度［5-6］。目前，大多数生物合成

都是在单菌体系中完成的，这种通过微生物纯培

养得到目标产物的方式为代谢工程的发展起到了
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奠基作用［图 1（a）］。然而，面对日益增长的产品

需求，单菌体系通过纯培养完成复杂产物的合成

中逐渐显露出一些缺陷。例如，在单个细胞中表

达冗长的生物合成途径可能会大大增加宿主的代

谢负担，进而使得能量在细胞生长与途径表达之

间的分配失衡，不利于目标产物的合成［7-9］。

幸运的是，人们在自然界中找到了克服能量

分配受限的重要线索。为了平衡自然界中的代谢

通量，高等生物会将代谢途径模块化后分布在各

个细胞器中，而结构简单的微生物会形成各种功

能菌群。微生物菌群一直在直接或间接地影响着

人类的生活。常见的自然微生物菌群包括厌氧微

生物菌群、光自养微生物菌群、嗜酸微生物菌群

以及肠道或口腔微生物菌群［10-11］。借鉴自然界中的

图图1 单菌体系和人工多菌体系

Fig. 1 Schematic diagrams of mono-culture and synthetic consortia
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多菌体系，研究者们开始对人工多菌体系进行开

发和研究。人工多菌体系就是将复杂的生物合成

途径和功能分布到不同菌种中，然后将这些具有

不 同 功 能 的 菌 株 共 培 养 后 得 到 目 标 产 物［12］

［图 1（b）］。与自然界的多菌体系相比，人工多菌

体系的优势在于其组成更简单，分工更明确，并

且可针对目标产物进行个性化定制。在人工多菌

体系中，代谢途径和功能被合理地分割并分配给

合适的宿主，使得复杂的底物和中间产物有效地

被转化为最终产物，减少了交叉反应的不利影响，

并减轻细胞代谢负担［13-15］。因此，与单菌体系相

比，人工多菌体系是一个更加开放和高效的生物

合成平台。本文全面分析和对比了单菌体系和人

工多菌体系在代谢工程中的优缺点，突出了人工

多菌体系的优势，并结合应用实例详细地阐述了

人工多菌体系的设计原则。最后以全局调控为出

发点，对人工多菌体系未来的发展提出了构想。

1 人工多菌体系的优势

单菌体系之所以被广泛地应用在生物合成中，

是因其代谢网络和遗传背景清晰，方便作为实验

和研究对象，所以研究难度较低［16-17］。而且单菌体

系的培养条件、改造方法等有针对性，易于变化

和控制［18］。目前越来越多的针对微生物基因组进

行改造的分子生物学工具已经被开发出来，在实

现单菌多功能化的同时，降低了工业开发成

本［19-21］。尽管单菌体系为代谢工程的发展奠定了坚

实的基础，但随着目标产物需求的不断上升，其

弊端已逐渐显现出来。首先，单菌体系在使用前

需要对培养仪器和环境进行严格灭菌，以防止染

菌对发酵结果的不利影响，这会大大增加工业成

本。而且在单菌体系中表达复杂的生物合成途径

会造成细胞内资源分布不均，代谢负担增大［22-23］。

在底物利用方面，单菌体系可使用的底物种类较

为单一，在针对复杂的可再生生物质时，单菌体

系的底物利用效率低，稳定性差。此外，单菌体

系在生物合成中易造成中间产物和副产物的积累，

而这种积累会造成细胞应激，使细胞消耗更多的

ATP和NADH。代谢负担和细胞应激的协同作用导

致“代谢悬崖”现象的出现，不利于目标产物的

合成。随着合成生物学等新兴生物学科的快速发

展，为了解决单菌体系在生物合成中所遇到的问

题，人们开始重视人工多菌体系的设计和开发。

与单菌体系相比，人工多菌体系优点具体如下：

1.1 细胞环境多样

人工多菌体系中包含了不同的菌种，可以为

生物合成途径中的各个酶提供多样的催化环境。

首先，生物合成途径中包含的酶可能具有不同的

最适表达环境，而单个细胞提供的环境较为单一，

无法满足所有酶表达的最适条件。相比之下，人

工多菌体系中包含多个菌株，具有细胞环境多样

性，方便为途径中各个酶的表达提供合适的环境。

Zhang 等［24］在构建出 E. coli-E. coli 人工多菌体系

后，为了进一步提高目标产物 3-氨基苯甲酸的产

量，对 10种不同的 E. coli进行测试后，选出了最

适合下游途径表达的菌株，成功将 3-氨基苯甲酸

的产量提高了 30多倍［图 2（a）］。此外，如果途径

中的基因来自不同物种，在人工多菌体系中运用

不同物种的菌株，更能为酶的表达提供合适的环

境，有效地提升酶的表达效果和目标产物合成效

率。而且不同物种之间的菌株相互作用更加多样，

对产物合成也有促进作用。例如，在设计 E. coli-

S. cerevisiae人工多菌体系之前，研究人员也在 E.

coli- E. coli体系中成功实现氧化紫杉烷的合成，但

是产量很低，原因就在于 E. coli 之间的相互作用

较少［25］。

1.2 代谢负担降低

人工多菌体系中途径和功能的合理分配，有利

于减少菌种的代谢负担，平衡途径中各个模块的工

作强度［26］。来自于植物和真菌的天然产物往往有较

长的合成途径，若将整条合成途径在一个细胞中表

达，细胞在维持自身基本的生长代谢的同时，还要

额外运行复杂的合成途径，而细胞本身的能量有

限。因此细胞会将原本供给基本生长代谢的能量分

配出一部分给异源途径的表达，使得最终底盘细胞

的基本生长代谢受到影响，目标产物的产量也会随

之降低［27-28］。经过途径分配后的人工多菌体系中，

每个菌株需要运行的途径明显变短，细胞代谢压力
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也明显小于单菌体系时的代谢压力。Jones等［29］设

计了一个E. coli-E. coli-E. coli-E. coli人工多菌体系

用于从头合成花青素，值得注意的是，体系中运

行的途径包含了 15个来自不同物种的基因。由于

该途径过长，研究人员对其进行了合理分配，最

大程度缓解了宿主细胞的代谢压力，经过一系列

优化后，花青素的产量达到了（9.5 ± 0.6）mg/L

［图 2（b）］。此外，在人工多菌体系中，可以通过

简单地改变菌种接种比例的方式增加某个关键中

间代谢产物的合成与转化效率，达到平衡途径中

各个模块的工作强度的目的，这相比于在传统的

单菌体系内进行优化更加容易［30-34］。在 E. coli-E.

coli人工多菌体系合成原儿茶酸的实验中，研究人

员发现关键中间产物 4-羟基苯甲酸的转化效率不

高，通过简单地调整上游细胞 UY2 和下游细胞

BLA的接种比例后，将原儿茶酸的产量从 43 mg/L

增加到 260 mg/L的同时，完成 4-羟基苯甲酸的全

转化［35］。

1.3 底物转化能力高

人工多菌体系具有高效的底物转化能力。尽

管单菌体系经过改造后可以同时利用多种底物，

但是不同底物的转化途径会相互干扰，造成细胞

代谢压力增大，能量分配混乱。而且碳分解代谢

抑制作用（CCR）也会严重降低每种底物的利用

率［36］。而在人工多菌体系中，可以将不同的底物

利用功能进行分配，使每个菌种具有不同的底物

利用偏好，这样既消除了单个细胞利用多种底物

的干扰，又提高了整体的底物利用率。Flores等［37］

设计了一个E. coli-E. coli人工多菌体系，体系包含

图图2 人工多菌体系在生物合成中的优势

Fig. 2 Schematic diagram of synthetic consortia advantages in biosynthesis
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了野生型E. coli W和产乙醇菌LY180，这两种菌经

过改造后分别只利用葡萄糖和木糖。该人工多菌

体系在葡萄糖∶木糖=2∶1 的混合底物中生产了

46 g/L乙醇，明显高于产乙醇菌LY180的单菌体系

产量（36 g/L）。这说明底物利用偏好分离的人工

多菌体系有高效的生产能力。

除了高效利用多种底物，人工多菌体系还可

以利用单菌体系无法利用的复杂底物。经过改造

的单菌体系虽然能合成目标产物，但是其可以利

用的底物种类有限。对于微生物普遍可以利用的

葡萄糖等糖类，单菌体系可以将其轻而易举地转

化为目标产物，而对于自然界中存在较多的淀粉、

纤维素等复杂底物，许多单菌体系往往不能对其

进行转化［38］。针对这些复杂底物，人工多菌体系

表现出更优秀的底物转化能力。某些菌株可以将

这些复杂底物分解成小分子糖，这些糖类便可被

体系中其他菌株利用，这种互利共生的菌间关系

使得人工多菌体系既有效地完成了目标产物的合

成，又可以利用这些难被利用却含量丰富的复杂

底物［39］。本实验室 Wang等［40］在筛选出两株高效

产 氢 细 菌 Bacillus cereus A1 和 Brevundimonas

naejangsanensis B1后，利用 B. cereus A1可以将淀

粉快速分解成寡糖和 B. naejangsanensis B1快速产

氢的功能，构建出具有利用淀粉高效产氢能力的

人工双菌厌氧产氢体系，该双菌体系中淀粉酶活

比单菌体系提高了1.5倍。

1.4 “即插即用”特性

人工多菌体系具有“即插即用”特性，可以

灵活地完成多种产物的合成。人工多菌体系中，

每种菌株包含的途径和功能较为独立，正是菌株

之间这种正交的关系，增加了人工多菌体系在产

物合成方面的能力，即通过添加或更换体系中包

含的菌株，方便快捷地对体系进行优化并改变合

成的产物种类，这便是“即插即用”特性［41-42］。

Zhang等［43］在成功构建出顺，顺-黏康酸（cis，cis-

muconic acid，MA）的人工多菌体系后，继续用

同样的上游细胞，将下游细胞包含的途径更换成

从3-脱氢莽草酸到4-羟基苯甲酸的合成途径，成功

产出 4-羟基苯甲酸，且产量达到了 2.3 g/L。此外，

在现有的多菌体系的基础上，可以往体系中继续

添加功能菌株，将产物进一步转化，完成体系的

功能拓展［图 2（c）］。Jones等［29］在成功构建出花

青素人工多菌体系后，计划在体系中继续添加菌

株，进行体系功能的延伸，这足以体现出人工多

菌体系具有强大的生物合成潜力。

1.5 反馈抑制的消除

人工多菌体系可以很好地消除反馈抑制。细

胞在表达合成途径时会产生一些副产物，这些副

产物的生成既消耗了菌株本身的能量，还会反过

来对菌株本身的生长造成不利影响，进而降低目

标产物的合成效率。若想在单菌体系中消除这种

反馈抑制，通过敲除副产物途径基因阻断该途径

是较为常用的方法，但是这种阻断方式可能会影

响其他途径的正常工作。而在人工多菌体系中，

研究人员可以利用菌间的交叉喂养消除反馈抑制，

且不会影响其他途径的正常运行。Zhou等［25］在构

建 E. coli-S. cerevisiae人工多菌体系用于生产氧化

紫杉烷时，为了消除以葡萄糖为单底物时的底物

竞争和乙醇对E. coli的反馈抑制，将底物更换成了

酵母无法利用的木糖。此时E. coli利用木糖生成前

体物质紫杉二烯和乙酸盐，S. cerevisiae以乙酸盐

为碳源生存并将紫杉二烯转化成氧化紫杉烷。此

时 S. cerevisiae 便不再产生乙醇，反馈抑制消失，

并 且 减 少 了 乙 酸 对 E. coli 生 长 的 不 利 影 响

［图 2（d）］。E. coli-Pseudomonas putida人工多菌体

系在生产中链长度的聚羟基链烷酸酯（mcl-PHA）

时，P. putida会利用E. coli分泌的乙酸盐和细胞外

游离脂肪酸（FFA）合成 mcl-PHA。此时 P. putida

可以为E. coli提供有利的生长环境，E. coli又为P.

putida提供了合成mcl-PHA的原料。正是人工多菌

体系中的“交叉喂养-解毒”的互作关系，将反馈

抑制的消除最大化［44］。

2 人工多菌体系设计原则

2.1 途径分工的理性设计

将体系中的功能进行合理的分割和分配，对
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途径进行理性设计是设计人工多菌体系一条重要

的原则。但是途径的分割与分配，必然会造成其

物理上的隔离，而这种物理隔离对中间产物浓度

和传质效率有不利影响，造成传质障碍。为了将

传质障碍的影响降到最低，需要选择合适的中间

产物作为途径分割的标准［45］。首先，中间产物的

合成或转化过程最好是限速步骤，这样就可以通

过途径分割，有针对性地进行优化，将限速的不

利影响降到最低。其次，该中间产物必须可以通

过细胞膜，保证物理隔离不会影响其正常地外排

和吸收［46-47］。此外，使用合适的膜转运蛋白或调节

细胞膜的通透性可以提高中间产物的传质效率，

例如 3-脱氢莽草酸的转运蛋白 ShiA的发现及应用

推动了一系列相关产物的合成以及产量的提

升［43，48-49］。尽管人工多菌体系可减轻细胞代谢负

担，但途径的过度分割也会大大降低中间产物的

浓度和传质效率［50］。而且如果菌群中的菌种过多，

对菌群的控制和优化的难度将增大，所以要合理

对途径进行设计。

2.2 菌群互作关系的理性设计

2.2.1 底盘细胞的选择

底盘细胞的选择是菌群互作关系理性设计的

基础。除了选择具有合适催化表现的菌株外［51］，

还需要考虑是否可以与其他菌株共生。理想情况

下，多菌体系可以利用每种菌株独特能力很好地

完成目标产物的合成。但是，要使这些菌株在系

统中长期稳定存在，需要考虑许多问题，例如引

起种间排斥问题的外毒素和不利于其他菌种存活

的副产物。为了解决种间排斥问题，可以设计包

含单一物种的人工多菌体系。如果体系中必须使

用不同物种，应选择不分泌外毒素或具有抵抗外

毒素能力的菌株［52］。其次，选择突变率低的菌株

也有利于体系的稳定。随着时间的流逝，经过或

未经过改造的菌株都可能出现不可预测的突变，

进而对目标产物的合成产生不利影响。因此，有

必要选择具有低突变率的宿主，维持体系的稳定。

Xiao等［53］开发了体内种群质量控制（PopQC）机

制来连续选择具有高效率和非遗传变异的细胞，

该机制已成功用于酪氨酸和游离脂肪酸的生物合

成，使得产量翻倍。

2.2.2 底物协同利用

设计人工多菌体系，使其可以同时利用多种

底物，既可以有效避免体系内菌株利用单一底物

时产生的底物竞争，又可以增加体系的底物利用

能力。在设计时，需要全面分析菌株本身和目标

产物合成途径，根据菌株底物代谢途径和氧化还

原平衡等一系列约束条件，合理设计菌株的底物

偏好。此外，底物功能互补也被广泛地用于人工

多菌体系中以增加菌株之间的协作关系。当底物

为淀粉或纤维素等复杂的底物时，某些菌株无法

对其直接转化，此时需要将此类菌株与可以将这

些复杂底物分解为小分子糖的菌株共同培养［54］。

这种功能上的互补，使得人工多菌体系能更好地

利用复杂底物进行生物合成［图 3（a）］。例如人工

多菌体系 Clostridium phytofermentans-E. coli 中的

C. phytofermentans 可以将底物纤维二糖分解成葡

萄糖供E. coli生产生物燃料［55］；E. coli-Trichoderma

reesei中的T. reesei分泌的纤维素酶将木质纤维素水

解成可以被E. coli利用的可溶性糖，E. coli将可溶

性糖转化为异丁醇［56］；E. coli-C. glutamicum 中的

E. coli 可以分泌淀粉酶，将淀粉分解成葡萄糖供

C. glutamicum利用合成L-赖氨酸等产物［57］。

2.2.3 菌间互利共生

由于人工多菌体系中包含多个菌株，确保菌

株之间互利共生的需求关系是联系各个功能模块，

高效完成生物合成的关键［58］。确保菌间互利共生

的基础是一种必需关系的确立，即对菌株进行改

造，使得菌株在体系中其他菌株不存在的情况下

无法正常地生长和生物合成［59-60］。比较常见的是营

养缺陷型互补的改造。将系统内菌种改造为营养

缺陷型，并且菌株之间可以为对方提供缺陷的氨

基酸，这种互补方式有助于增加菌种之间的协同

作 用 ， 从 而 增 加 途 径 和 功 能 之 间 的 联 系［61］

［图 3（b）］。Liu等［62］在设计红景天苷人工多菌合

成体系时，将体系中两个菌株分别改造成苯丙氨

酸和酪氨酸缺陷型，既为对方菌株的生存提供了

必需的营养物质，又增加了上下游途径的联系。

氨基酸营养缺陷型的种类也与细胞间相互作用紧

密相关。研究表明，与合成成本较低的氨基酸相

比，蛋氨酸、精氨酸、异亮氨酸和芳香族氨基酸
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等合成成本较高的氨基酸往往会促进菌间形成更

强的协同作用［63］。此外，在环境保护方面，该方

法还可以有效防止生物污染。一旦环境中缺少改

造菌必需的物质，该菌将无法生存。

菌种间最佳关系（如共生和合作）的确立也

有利于菌间的互利共生［64-65］。这种最佳关系体现在

物质交换和营造菌株最佳合成条件中，在自然菌

群中普遍存在，并已成功应用在人工多菌体系［66］。

Harcombe 等［67］ 设计了 E. coli-Salmonella enterica

多菌系统。研究人员首先在乳糖培养基上驯化了

蛋氨酸营养缺陷的E. coli，使其可以将乳糖分解为

葡萄糖和半乳糖。同时，S. enterica分泌出合成成

本较高的蛋氨酸，以换取E. coli产生的半乳糖。这

种关系的转变替换了乙酸与蛋氨酸的不平等交换

关系，从而使得两个菌种获得同等价值的收益。

而营造菌株最佳合成条件常常与物质交换密不可

分，让体系中某一菌株消耗掉不利于关键菌株生

长和合成的物质，为其营造出最佳的环境，并且

这种“解毒”效应也不会影响解毒菌株本身的生

长。本实验室Wang等［40］利用Bacillus cereus A1和

Brevundimonas naejangsanensis B1构建出以淀粉为

底物的产氢双菌系统后，该体系的产氢量明显高

图图3 人工多菌体系设计原则

Fig. 3 Design principle of synthetic consortia
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于其各自菌株的纯培养。通过对两株菌进行深入

研究后发现，菌株 A1 产生的乳酸盐作为电子供

体，促进了菌株B1的产氢，而菌株B1通过一碳代

谢产生甲酸盐，并作为电子穿梭载体运输到菌株

A1以增强氢气产生。通过这种协同作用，使得最

终 A1 菌和 B1 菌产氢相关基因分别上调表达了

1.7倍和11.9倍［图3（c）］。

2.2.4 体系适配鲁棒

与单菌体系不同，人工多菌体系中的不同菌

种执行不同的功能，其生长速率也各不相同。如

果一个菌株生长失控，该菌株数量将在菌群中占

上风，导致菌群结构失衡，这不仅会导致底物竞

争，还会导致关键中间产物的积累和转化受阻，

目标产品的产量将下降。因此，在构建人工多菌

体系时，采用种群控制策略，应用细胞筛选机制，

可以稳定菌株数量，从根本上保持体系结构的稳

定性，提高目标产物的产量。

根据介导物质的不同，可以把种群控制策略

分为产物介导型和信号分子介导型。产物响应型

生物元件可以根据环境中产物的浓度，对包含该

产物的合成途径的菌株进行数量上的控制。生物

传感器在环境监测、医学诊断、药物发现、过程

控制和食品安全中起着至关重要的作用［68-70］。将生

物传感器与产物响应型生物元件相结合，应用到

人工多菌体系中，可以对相应菌株起到控制作用。

Guo 等［71］建立了两个不同的 E. coli-E. coli人工多

菌体系，分别通过两种不同的前体（4-羟基苯甲酸

酯和酪氨酸）合成苯酚。上游菌株分别使用 4-羟

基苯甲酸酯和酪氨酸介导的生物传感器来筛选高

效细胞，保证 4-羟基苯甲酸酯和酪氨酸的供应充

足。在这两种细胞选择机制的作用下，与单菌体

系相比，人工多菌体系中苯酚产量分别提高了

2.3倍和 3.9倍。而且，该机制还消除了低效菌株和

高效菌株之间的底物竞争［图4（a）］。

信号分子介导型生物元件往往与群体感应

（QS）关系紧密［72］。群体感应提供了一种在细胞

通信中协调群体水平和行为的方式，尤其是基于

小分子AHL的群体感应系统，因其简单的遗传结

图图4 菌群控制策略在人工多菌体系中的应用

Fig. 4 Applications of population control strategy in synthetic consortia
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构已成为细胞通信的首选技术，特别是在人工多

菌体系中［73-76］。Stephens 等［77］设计了基于细胞信

号分子的生长控制机制，以正交自诱导物 AI-1和

AI-2为信号分子，对E. coli-E. coli人工多菌体系进

行菌株的代谢调控。此外，Dinh等［78］设计了一种

包含群体感应生长调节电路的E. coli-E. coli人工多

菌体系，用于柚皮素的生物合成。体系中仅上游

菌株包含生长调节回路，下游菌株没有。当两个

菌种细胞密度低时，两种菌株均以其基线速度生

长。一旦AHL在环境中积累到一定浓度，上游菌

株的生长就会受到抑制，而下游菌株继续生长。

该机制可以防止由于上游菌株生长失控而引起的

中间产物积累和底物竞争，且在仅改变接种比例

后 即 可 使 该 菌 群 的 柚 皮 苷 产 量 增 加 60%

［图4（b）］。

2.3 功能菌群时空有序分布

在确保物质交换的前提下，构建结构与功能

相适应的限域空间，促进菌株的时空有序分布，

有利于菌株之间进行更好的协同互作以及对体系

的控制［79］。菌种固定化便是比较常用的一种时空

分布应用，并在生物合成中有很好的促进作用［80］。

Johnston等［81］研发出一种特制的水凝胶作为一种

新型载体应用在人工多菌体系的菌种固定中。该

种水凝胶既不会影响菌种的物质交换，又对菌种

有很好的保藏作用，有利于菌种功能的稳定。通

过组合含有不同功能菌株的水凝胶即可完成目标

产物的生物合成。这不仅避免了菌种接触培养的

局限性，又有利于对菌群进行控制。为了构建性

能优异、鲁棒性强的混菌体系，本实验室 Su等［82］

提出基于氧驱动下时空有序分布的多壳层混菌体

系快速构建策略。好氧颗粒污泥内部菌群的分布

会在营养物质的供给、内部优势菌群的变化以及

代谢物质改变等因素的影响下进行变化，以功能

菌（如塔宾曲霉）介入构建限域空间，可促进细

胞间分工协作，提高好氧颗粒污泥对环境胁迫的

适应性和稳定性。根据颗粒内部氧浓度的不同，

菌株在颗粒内由内而外的分布分别为厌氧的产甲

烷菌、兼性厌氧的产氢产乙酸菌和好氧的产酸菌。

这种基于多壳层结构的混菌体系，环境适应性和

稳定性增强，而且在高盐、高有机负荷下，有机

质 的 利 用 率 提 高 ， 甲 烷 产 率 提 高 近 1 倍［83］

［图 5（a）］。培养装置的设计对人工多菌体系中菌

种的时空分布和控制也有很大的帮助。基于氧气

在空间上的梯度分布，Shahab等［84］设计了一个通

气生物膜反应器，实现了里氏木霉、兼性厌氧乳

酸菌与专性厌氧乳酸菌的合理共存和功能互补，

在确保人工多菌体系中不同氧需求的菌种共存的

同时，使得该多菌系统可以利用复杂底物生产多

种化学品［图 5（b）］。此外，Moutinho等［85］设计

了一个垂直膜共培养板，通过实时测量OD600来量

化非接触菌种之间的相互作用。

2.4 基于模型算法指导下的多菌体系的理性构建

作为一种新兴的方法，基于各种优化数据对

人工多菌体系进行计算和模拟有望准确地构建人

工多菌体系［86］。计算的辅助可以进一步提高人工

多菌体系构建的准确性和针对性，从而大大提高

目标产品的产量。目前已经发展的人工多菌体系

构建的计算辅助方法已经涵盖了代谢网络的构建

方法（如PROM和GEMINI算法［87］等）、多菌体系

代谢相互作用的模拟算法（如 Joint-FBA［88］ 和

NECom［89］算法等）、代谢调控算法（如蛋白质相

互 作 用 网 络 分 析 法［90］ 等 ） 等 各 个 方 面 。

Jones等［91］在E. coli-E. coli多菌体系中成功生产了

黄烷-3-醇后，建立了一个规模化的高斯模型，根

据一系列优化数据来预测最优体系。最后，黄烷-

3-醇的产量提高到（40.7 ± 0.1）mg/L，相当于先前

报道的 970倍提高。同样，Harcombe等［92］设计了

一个多尺度建模框架，该框架基于详细的细胞-细

胞代谢计算多菌体系的时空动态，而无需预先假

设不同物种是否以及如何相互作用。计算数据与

转录组、蛋白质组和其他组学数据相结合，可以

全面地对人工多菌体系进行评估。但目前可以全

面评估、预测和计算人工多菌体系的程序和方法

相对较少，需要投入更多的时间和精力进行开发。

3 结论与展望

与具有很多限制的单菌体系相比，人工多菌
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体系因其强大的鲁棒性、灵活性和高产量而成为

新型且有效的生物合成系统，特别是对于具有复

杂结构和冗长合成途径的天然产物。人工多菌体

系可以为生物合成途径提供更好的细胞环境，通

过优化途径所在菌种便可实现相关中间产物的合

成与转化，进而提升目标产物产量。此外，人工

多菌体系支持即插即用的生物合成，方便生物合

成途径的重建，简单、快速地获得多种生物产品。

人工多菌体系为解决各种蛋白质的功能表达、复

杂底物的有效利用、生物合成途径的快速重组等

问题提供了新的视角。因此，人工多菌体系在异

源生物合成中具有广阔的研究和应用前景。尽管

人工多菌体系的合成能力非常出色，但其在广泛

应用和工业化中仍存在问题，例如传质受阻，体

系的维稳与菌株适配等。因此研究人员需要寻找

和设计人工多菌体系的优化手段，以达到维持菌

群的稳定性以及菌群代谢的控制和分析的目的。

对人工多菌体系进行全局调控是人工多菌体

系优化中的重要组成部分。全局调控可分为内部

优化和外部强化。内部优化是指通过一系列分子

生物学方法改变菌种携带的遗传物质，改变其功

能性状以提高目标产物产量。常见的单菌体系代

谢工程改造方法也可用于人工多菌体系的优化，

例如：敲除竞争途径使更多的物质和能量流向产

物合成途径［93］和使用顺式作用元件和反式作用因

子（例如强启动子和转录调节因子）来调节关键

基因的表达等［94-95］。此外，还有一些针对人工多菌

体系内部优化的新方法：①在人工多菌体系中改

造菌种使其具有不同的底物偏好，以消除碳分解

代谢阻遏效应和底物竞争，有利于维持人工多菌

图图5 时空分布在人工多菌体系中的应用

Fig. 5 Application of spatiotemporal distribution in synthetic consortia
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体系的稳定性［96］；②将具有不同功能的质粒分布

到不同的细胞中，合理地对功能和途径进行划分，

尽可能减少物理隔离对传质的影响。因为质粒的

复制和保存会给宿主带来额外的新陈代谢的负担，

占用宿主的细胞资源［97］。此外，开发有效的合成

生物学工具和设备，以监测、控制和调节菌群内

细胞间通信［98-99］。例如，基于 RNA核糖开关的生

物传感器模块的开发也可有效地实时筛选和控制

系统中过量生产的细胞，防止中间产物积累［100］。

与内部优化相反，外部优化是在没有任何基因工

程操作的情况下通过改变发酵条件等外部条件提

升目标产物产量的优化方式。常见的外部优化包

括调整接种比例、底物浓度、温度、pH和需氧-厌

氧转换等［101-103］。将内部优化和外部优化共同作用

在人工多菌体系中，有望大幅提升目标产物合成

效率。在E. coli-E. coli己二酸合成的人工多菌体系

中，关键酶 CaER 的使用使得关键中间产物顺，

顺-黏康酸的生物合成与降解的需氧量不同，所以

在上游细胞中表达玻璃藻血红蛋白（VHb），促进

上游细胞摄取氧气，增加了顺，顺-黏康酸的合成

的同时，为下游细胞中CaER酶的工作营造出微需

氧的最佳工作环境。在经过更换强启动子和接种

比例的优化后，己二酸的产量达到了（27.6 ±

1.3）mg/L，明显高于 E. coli纯培养的产量［（5.8 ±

0.9）mg/L］［104］。除了全局调控之外，选取在工业化

生产中表现优秀的菌株或者构建出可以投入工业

化生产的菌株作为人工多菌体系的成员菌株，有

利于缩短从实验室发酵到工业化的距离。

目前发表的人工多菌体系多为双菌体系，即

包含两种执行不同功能的菌株，而且包含同种属

菌株的人工多菌体系较多，因为相比之下包含不

同种属菌株的人工多菌体系在培养条件和菌间调

控的要求较高，增加了操作成本。另外，包含 3种

及以上成员菌的人工多菌体系报道极少，除了培

养条件优化的难度与双菌体系相比更高，体系内

菌间互作机制变得更加复杂，不利于后期的探究

与体系改造。然而，包含多种成员菌的人工多菌

体拥有容纳和执行更加复杂的生物学功能的潜力，

因此，研究人员需要将更多的注意力放在人工多

菌体系研究方法的开发上。例如，随着生物信息

学与多组学技术的快速发展，开发新的数学算法，

建立高精度全基因组代谢网络模型，理性指导多

菌体系的构建有望成为研究新趋势。相信在未来

几年中，更高效、更具成本效益的人工多菌体系

的开发将成为现实，生产出更多的高价值生物产

品，推动绿色生物制造的发展。
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