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生物逆向工程设计在合成生物学中的应用

陈欣懋，欧阳颀

（北京大学物理学院，北京 100871）

摘要： 合成生物学是一门涉及生物学、生物工程学、系统生物学、数学、物理、化学与信息科学的新生的交叉

学科。它的目的是在工程化思想的指导下有目的地、可预测地设计人造生命系统。经过近二十年的蓬勃发展，合

成生物学取得了重大成就，但依旧面临复杂系统理性设计的困难。在系统生物学中，运用数学物理等知识根据网

络功能来研究功能背后网络结构的方法被称为逆向工程。系统生物学逆向工程的研究思路与合成生物学设计过程

的一致性，启发了我们利用逆向工程指导合成生物学的理性设计。逆向工程应用到合成生物学，将大大降低复杂

功能回路的设计难度。本文从合成生物学的设计思路与问题出发，根据本文作者研究团队近十年来在逆向工程研

究中的经验，归纳总结了目前逆向工程设计在合成生物学中的应用方法，包括网络穷举方法、子网络拼接方法、

从离散模型到连续模型的方法，论证了逆向工程指导合成生物学理性设计的可行性与有效性，分析了目前逆向工

程设计在合成生物学中的发展瓶颈。
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The application of biological reverse engineering in synthetic biology
CHEN Xinmao，OUYANG Qi

（School of Physics， Peking University， Beijing 100871， China）

Abstract: Aiming to purposefully and rationally design and construct predictable man-made life systems with pre-

defined functions under the guidance of engineering principles, synthetic biology is an advanced interdisciplinary

science by combining a broad range of methodologies from various disciplines, such as traditional biology,

bioengineering, systems biology, mathematics, physics, chemistry, and information science. With the booming

development for nearly two decades, great progress has been made in synthetic biology. However, there are a number

of factors that should be taken into account for rationally designing complex systems, such as robustness and

bifurcation. Because of the consistency between the research idea of biological reverse engineering and the design

process of synthetic biology, we are enlightened to resolve these problems in rationally designing genetic circuits with
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compley pre-defined functions with the help of reverse engineering In this review, based on the accumulated experience of

our research group in reverse engineering, we started with engineering principles and design difficulties in synthetic

biology, and then summarized the current methods of applying reverse engineering in synthetic biology, including

network enumeration, sub-network combinations, the method from Boolean network model to continuous model. In

addition, we proved the efficiency of combining reverse engineering with synthetic biology to rationally design

biological complex regulation networks. Finally, we concluded with the analysis of bottlenecks for the application of

reverse engineering in synthetic biology.

Key words: reverse engineering; synthetic biology; rational design; Boolean network; network enumeration

1 生物系统正向工程与逆向工程的研究
方法

系统生物学着重关注生物系统的复杂相互关

系［1-3］，利用非线性动力学、复杂系统理论与统计

物理等方法探索生物调控网络的特性，包括生物

调控网络的网络拓扑学特征、动力学特征、功能

特征，以及三者之间的相互制约关系。根据研究

网络尺度等特点的不同，我们可以选择不同的数

学模型进行研究，包括离散模型、连续模型，随

机模型、确定性模型等［4］。这种根据已知的蛋白

质、基因间的相互作用构建动力学方程，研究系

统的动力学性质、解释或预测生物调控网络的功

能和现象的方法被称为正向工程。然而，在更多

时候，人们并不了解生物系统中的具体相互关系，

仅能宏观测量到系统具有的特定功能。出于对生

物调控网络结构的探索，研究者运用数学物理等

知识找到了可以根据网络功能来研究功能背后的

网络结构的方法［5-11］。这种根据功能探寻生物网络

结构的方法与正向工程的思路相反，因此被称之

为逆向工程［12-14］。

在系统生物学帮助我们深刻理解生物系统后，

研究者萌发了有目的地改造生命系统的想法，并

综合其他学科的思想从头设计并创造具有新功能

的生命系统，合成生物学应运而生。电子工程因

自下而上的设计思路取得了重大的成功，这启发

了合成生物学借用这种思路进行自下而上的正向

工程设计，即借用电子学中数字电路设计的设计

理念，通过理性设计，将元件组装成器件，器件

集成模块，模块构建复杂的生物系统，最终封装

在生物体中使其成为一个能执行预定功能的生物

机器［15-17］。基因振荡器［18］与遗传双稳态开关［19］

是合成生物学在理论指导下合成的第一批生物元

件，它们的实现表明了理性设计生物元器件的可

行性，是“合成生物学的里程碑”［20］。随后，研究

者发掘出了越来越多的标准元件，并利用这些标

准化的生物元件构建了多种多样的基本逻辑

门［21-26］，进一步组装构建了众多具有全新功能的生

物系统，如具有捕食者-猎物生态系统特点的大肠

杆菌生态系统［27］、能产生青蒿素的酵母细胞［28-29］、

具有巴甫洛夫条件反射的细胞［30］、具有计算能力

的哺乳动物细胞［31］、揭示生物菌落迁徙进化中竞

争规律的生物系统［32］、利用协同组装实现复杂信

号处理的酵母细胞［33］、仅有单条染色体的酵母细

胞［34］等。合成生物学家在设计并创造这些全新生

命系统的过程中进一步加深学习和理解了自然生

命系统的运作规律。然而，这种系统工程化的设

计思想忽视了电子系统与生物系统的显著差异，

即简单系统与复杂系统的差异。复杂系统设计中

必须重点考虑的系统与状态稳定性、分叉现象

（涌现现象）及强关联性等，都是目前正向工程设

计没有考虑的。这些问题限制了合成生物学家对

复杂功能生物网络的设计与实现。

逆向工程研究的思路与合成生物学设计过程

具有一致性，并可以解决或部分解决设计复杂系

统所遇到的问题，这启发了我们利用逆向工程指

导合成生物学的理性设计。逆向工程应用到合成

生物学，将大大降低复杂功能回路的设计难度，

降低合成生物学功能回路的构建难度。

030



第1卷 www.synbioj.com

2 逆向工程指导合成生物学理性设计的
方法

根据数学模型的不同，逆向工程指导合成生

物学理性设计的方法大体上可以分为基于微分方

程的逆向工程和基于布尔网络的逆向工程。

2.1 基于微分方程的逆向工程

研究连续系统常用的工具是微分方程。微分

方程模型是基于热力学极限的平均场模型。它将

分子浓度当作连续变量，用一阶常微分方程描述

系统的动力学行为，如式（1）。
dx
dt = ẋ = f (x，p，t ) （1）

式中，x = ( x1，x2，…，xi，…xn )T；p= (p1,p2,… ,pi,
…pn)T；f = ( f1，f2，…，fi，…fn )T。xi表示节点 i对应的

浓度， pi为模型中的参数，fi为系统相互关系对应

的方程形式。系统将根据初态和微分方程指定的

约束条件在相空间中沿着确定的轨迹演化。

网络穷举是基于微分方程的逆向工程方法之

一，也是逆向工程设计网络结构的较为成熟的方

法。通过限定研究网络尺度保留网络间相互作用

的复杂形式，网络穷举帮助我们寻找更多具有特

定功能的未知网络结构，加深我们对生物网络结

构与功能关系的理解和研究。研究者通过目标功

能提出相应的模型假设与目标函数，在网络结构

全空间中遍历计算所有特定节点的网络，根据目

标功能和适当的网络功能评价指标筛选出全局最

优的网络结构。通常我们将网络功能的鲁棒性作

为功能评价指标，用来衡量网络功能对参数的敏

感性。网络的鲁棒性越高，功能抵抗参数扰动的

能力就越强。在具体计算过程中，常用 Q 值表征

网络的鲁棒性，Q值是网络参数在合理的参数空间

下进行拉丁超立方随机采样［35］时能够实现目标功

能的随机参数的比例，满足如式（2）条件。

Q = m
n

（2）

式中，n为在参数空间中随机采样的总套数，

有m套随机参数能够实现目标功能。

网络穷举的方法因为能精确模拟动力学过程，

帮助我们探索具有目标功能的未知网络结构，被

广泛应用在研究网络结构的设计中，包括适应

性［36］、果蝇发育的极性建立［37］、计量响应吻合

性［38］、自组织细胞极化［39］、图灵斑图［40］、振荡周

期的温度补偿性［41］、生物滤波器［42］ 等。例如，

在 适 应 性［36］ 的 研 究 中 ， 作 者 引 入 灵 敏 性

（sensitivity）和适应准确性（adaptation precision）

这两个特征量来定量刻画适应性功能。其中，灵

敏性指标是网络的响应输出最大值与初始输出值

的比，适应准确性是网络在输出状态恢复稳定后

相对初始输出的比值的倒数，用来表征输入信号

变化前后对应的稳定输出信号的差异。具有适应

性的网络应该具有对输入信号灵敏响应的能力（灵

敏性＞1）和准确适应的能力（适应准确性＞10）

（图 1）。同时，模型假设每个节点有激活和非激活

两种可相互转换的状态，且两种状态对应的蛋白

质浓度之和是一定的。通过上述模型假设，遍历

计算所有可能的三节点酶促反应网络。在每一个

网络拓扑结构的具体计算中，研究者根据网络拓

扑结构写出对应调控的微分方程组，在参数空间

进行拉丁超立方随机采样进而模拟动力学过程，

通过计算相应参数下的灵敏性和适应准确性这两个

特征量，来最终确定实现适应性的参数套数，即网

络拓扑结构的Q值（图2）。通过表征网络鲁棒性的

Q值，研究者筛选出了能较好实现完美适应的最小

网络，分别是带有缓冲节点 的负反馈网络

（NFBLB）和非一致前馈网络（IFFLP）（图3）。

虽然网络穷举的方法可以帮助我们理解网络

功能与结构的关系，但是目前计算机的计算能力

限制了模型的进一步发展。对于三节点网络，网

络穷举法需要遍历计算 39=19 683个网络拓扑结构，

其中对于每一个网络结构，当随机参数的采样数

n=10 000 时，总计算量将达到亿量级，耗时若干

天；对于四节点网络，网络穷举法需要计算 316=

图图 1 适应性的数学描述［36］

Fig. 1 Mathematical description of the adaptation function [36]
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43 046 721个网络拓扑结构，如果每个网络结构选

取 10 000 组随机参数进行计算，总计算量将达到

千亿量级，完成计算大概需要至少 19年时间。网

络节点数的微小增加对计算能力的挑战是巨大的。

因此，目前大多数的网络穷举方法只能用在节点

数不超过3个的网络中。

但是复杂的功能通常伴随着复杂的网络结构

出现，三节点网络并不能满足我们对复杂功能网

络的研究需求。前人的大量研究表明，特定的调

控模块被广泛使用在不同的生物系统中［43-45］，这启

发了我们可以从模块化的角度来研究具有复杂功

能的生物网络。我们将网络穷举与模块化的思路

相结合，提出了子网络合并的研究方法。这种方

法削弱了网络穷举对研究网络尺度的限制，拓展

了网络穷举方法的研究范围。该方法的核心思想

是：先将复杂的目标功能拆分成若干简单的子功

能，然后利用三节点网络穷举的方法筛选出子网

络，再根据子网络合并的方式将不同子网络中的

节点合并以形成大的组合网络，最终从大的组合

网络中挑选出具有目标功能且鲁棒性高的网络［46］。

例如，在设计具有巴甫洛夫条件反射的复杂功能

的网络中，先将网络的总功能划分为记忆和响应

两个子功能模块，用蛋白质相互作用和基因转录

调控两个层面的网络穷举方法筛选出了合适的记

忆网络和响应网络，然后将子网络合并后筛选得

到最终具有目标功能的生物调控网络（图 4）［47］。

为了保证节点合并的合理性，引入的节点合并的

逻辑限制主要在于被合并在一起的两个节点接收

的输入信号间、调控关系间均不能相互矛盾，以

及合并后的节点产生的输出信号间不能相互矛盾。

节点合并时，分别从两个子网络库中各取一个

网络，根据节点合并的逻辑限制，分别以合并

图图 2 网络穷举研究适应性功能的特定网络结构的计算过程［36］

Fig. 2 Illustration of the calculation procedure for a given topology for adaptation [36]

图图 3 能较好实现完美适应的最小网络［36］

Fig. 3 Minimal adaptive topologies [36]
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一个节点、两个节点以及三个节点的顺序模拟

节点合并后的组合网络的功能，筛选得到最终

具有目标功能的生物调控网络。与合成生物学

实验中利用逻辑代数正向设计的巴甫洛夫条件

反射调控网络相比，我们发现用子网络合并法

得到的组合网络具有更高的鲁棒性，其 Q 值可

以提高 1～2 个数量级，这凸显了逆向工程方法

的优越性。此外，我们还将子网络合并的方法

运用到具有多功能信号编码性质的信号传导网

络设计中，找到了能在不同的刺激条件下分别

产生振荡、适应性和持续性激活三种功能的网

络结构，最终实现了多功能信号编码的信号传

导网络［48］。这种子网络合并的方法不仅扩大了

生物调控网络的研究尺度（图 5），而且帮助我

们从复杂功能与简单模块的角度加深了对网络

结构与功能的理解。

目前已经有许多逆向工程指导合成生物学理

性设计的研究工作，但大部分工作停留在理论计

算层面，缺乏后续的实验验证。合成生物学验证

实验的缺乏让我们无法知道逆向工程可以对合成

生物学理性设计的指导程度。这不仅阻碍了我们

对复杂系统运行规律的进一步学习和理解，而且

限制了合成生物学的发展，不利于合成生物学解

决能源、资源、环境、医疗健康等问题。所以，

将逆向工程的理论与合成生物学的实验结合起来

显得格外重要。我们首次将逆向工程的理性设计

与合成生物学实验相结合，通过三节点网络穷举

筛选出了具有超敏开关特性的生物调控网络，进

（a）单节点合并的具有最高Q值的两类网络结构对比

（b）两节点合并的具有最高Q值的两类网络结构对比

图图 4 子网络合并法得到的最优调控网络［47］

Fig. 4 Results of the robust sub-network combinations with high Q-value [47]

（用蛋白质相互作用和基因转录调控两个层面的子网络合并方法得到的组合网络在结构上是相似的）
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而利用合成生物学的手段实现了超敏细胞密度

开关的理性设计，初步验证了逆向工程指导合

成生物学理性设计的可行性（图 6）［49］。在研究

中我们发现并非所有理论设计的网络都能在实

验中被成功构建，所以需要依据实验经验进一

步筛选网络。考虑到实验中需要使用的元件特

性，我们提出了具体的实验可行性限制条件，

即节点 A、B 对节点 X（X=A，B，C）的调控关

系必须一致（图 6）。我们将实验可行性限制条

件引入到了网络穷举筛选网络的过程中，挑选

出了既具有理论指导意义又具有实验可行性的

网络结构库，并从中选取了相互作用最简单且

鲁棒性最好的网络进行实验构建。为了实现从

逆向工程到正向工程的过渡，我们对最简网络

进行了理论计算分析，找到了超敏性能与在实

验上可以控制并调节的参数之间的约束关系，

即节点 A 的自激活能力越强网络的整体超敏性能

越好。进而根据理论分析的结果选取了满足参

数理论要求的实验元件，精确组装出了具有可

预测能力的超敏细胞密度开关，发现实验中参

数对功能的影响符合理论预测（图 7），实现了

仅用单个元件独自表征时的动力学参数就能预

测元件组装后的基因线路功能与性能的目标［50］。

在结合理论计算与实验验证的过程中，引入实

验可行性限制既在理论指导实验的层面上帮助

实验从全局稳定性角度得到了鲁棒性最好的复

杂网络结构设计，又在实验指导理论的层面上

帮助理论计算从实验经验中抽象出了新的生物

回路设计标准，进一步说明了逆向工程与正向

工程的结合让系统生物学与合成生物学相互促

进、共同发展。

2.2 基于布尔网络的逆向工程

微分方程模型虽然能够定量地描述网络动力

学特征，但对计算能力的要求也很高。与连续模

型的精细刻画不同，离散模型虽然在很多情况下

只能给出定性或半定量的结果，但是可以帮助我

们研究更大尺度的生物调控网络。布尔网络是最

简洁的离散逻辑模型。布尔网络中的每个节点仅

有“0”“1”两种状态，对应分子表达的高低两

态，模型将节点间的调控关系简化成激活或抑制

两种状态。N个节点的网络在任一 t时刻，所有节点

状态用长度为N的向量S ( t )表示，其中Si分量表示

节点 i的状态， Si = 0（低态）和Si = 1（高态），节

图图 6 网络穷举指导细胞密度超敏开关实验构建的流程［49］

Fig. 6 The workflow of rational design guided by reverse engineering [49]

图图 5 传统网络穷举与子网络合并的计算复杂度对比［47］

Fig. 5 The complexity comparison between traditional

enumeration and sub-networks combination[47]

（虚线表示传统网络穷举方法的计算复杂度随网络节点数的变化，

余下折线对应子网络合并方法的计算复杂度的变化）
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点间的相互作用由aij表示。节点状态的变化由布尔

方程Si (t + 1) = Fi [ ]S ( t ) 确定，具体形式如式（3）。

Si ( t + 1) =
ì

í

î

ï
ï
ïï

ï
ï
ïï

0，∑
j

aij Sj ( t ) < 0
Si ( )t ，∑

j

aij Sj ( )t = 0
1，∑

j

aij Sj ( t ) > 0
（3）

由于模型的简洁性，布尔网络模型被广泛应用

于基因调控网络和信号传导通路的全局动力学特性

研究，例如，研究者构建了包含11个节点的芽殖酵

母细胞周期调控网络，用布尔方程的演化规则，遍

历计算 211种初始状态的演化，发现了所有的初始

状态均演化到 7 个静止状态（fixed point）中的某

一个，其中约 86%的初始状态均演化到了G1期对

应的稳态上，显示了生物网络的全局稳定性。另

外，研究者还发现网络的动力学轨迹是一个一维

中心流形，因而其生物学路径也是全局稳定的［51］。

基于布尔网络的逆向工程方法将网络间的相

互作用视作逻辑变量，根据网络中重要节点的动

力学路径与布尔演化规则，推导生物调控网络的

（a）～（d）为实验测量的不同参数元件组合下的细胞密度开关响应曲线

（e）～（g）为对应（a）～（d）响应曲线的希尔系数拟合曲线，其中（e）对应（a），（f）对应（b），（g）对应（c）和（d）

（h）～（j）相应参数条件下的理论预测曲线

图图 7 参数的理论预测与实验测量［49］

Fig. 7 The comparison of prediction and measurements of parameters [49]

［通过对比（e）与（h），（f）与（i），（g）与（j），发现理论设计方法具有一定的可预测性］
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反向公式，进而获得网络的结构信息。具体而言，

t时刻的节点状态作为输入，t+1时刻的节点状态作

为输出，节点 i对节点 j的调控用逻辑变量 gij和rij表

示 ： 节 点 i 抑 制 节 点 j 时 rij = true， 否 则

rij = false； 节点 i激活节点 j时gij = true， 否则gij =
false； 节点 i与节点 j无相互作用时 gij = false，rij =
false。由于节点 i对节点 j的调控是单一的，不会同

时存在激活和抑制，故 gij∙rij = false。综合节点变

化的所有情况，我们有如式（4）。

ì

í

î

ï
ïï
ï

ï
ïï
ï

Si ( )t + 1 =
é

ë
êê

ù

û
úú∑

j ≠ i
( )Sj ( )t ∙gji + Si ( )t ∙-rii + - -- ---

Si ( )t ∙gii ∙∏
j ≠ i

- -- -- -- --- -- --( )Sj ( )t ⋅ rji
rji∙gji = false

（4）

所有节点在整个动力学路径演化下均满足公

式（4）。通过利用强抑制模型（rij = -∞）和具体

的动力学信息对公式（4）进行求解，方程组的解

可以转化成析取范式形式（仅以逻辑“与”连接

各项的形式），进而得到调控关系［52-53］。

一般基于布尔网络的逆向工程方法需要从特

定的动力学轨迹出发。由于动力学轨迹提供的网

络约束是有限的，当我们通过目标功能的一条动

力学轨迹进行推导时，将会得到一个数量庞大的

可能网络库。为了得到尽可能小的可能网络库，

找到使可能网络数量减少最快的实验路径显得格

外重要。在确定的模型下，网络的动力学轨迹由

初态决定，因此选择不同的初态对缩小网络库的

范围非常重要。我们根据网络初态与动力学轨迹

的关系，提出了最大路径距离、轨迹熵和随机采

样三种选取网络初态的方法，用于探索寻找最优

动力学轨迹［54］。

最大路径距离法的基本假设是：状态 i如果距

离某条动力学轨迹Ξ越远，则 i演化到该轨迹Ξ的

时间越久，演化过程中包含的网络结构信息就越

多。定义状态 i到轨迹Ξ的距离Di如式（5）。

Di = minj ∈ Ξ (dij) = minj ∈ Ξ
é
ë
ê

ù
û
ú∑

k

(Ski - Skj )2 （5）

式中，dij表示状态 i到Ξ中状态 j的距离，表征

两状态间的相似性；Ski 是网络中节点 k的状态。被

选取的初态 i应该满足 i = argmax (Di )。
轨迹熵法的基本思想是由初态确定的动力学轨

迹应该在最大程度上降低网络的不确定性。从状态 i

出发共有k条不同的轨迹，其中有Nij个网络可产生第

j条轨迹Ξ j，则网络从状态 i经过该轨迹Ξ j的概率为

pij = Nij ∑j = 1
k Nij。定义状态 i的轨迹熵如式（6）。

Ei = -∑
j

pij∙ log2 pij （6）

式中，轨迹熵Ei表示由状态 i出发演化的不确

定性，不确定性越大，从该状态出发所包含的信

息越多。理论上应该取轨迹熵最大的状态作为初

态，但由于可能网络的数目庞大，很难用这种方

法直接准确计算轨迹熵。因此，通过引入转移概

率 bij并假设其在演化中不变，得到状态 i在第 n步

轨迹熵En
i 的估算迭代公式如式（7）。

En
i = En - 1

i +∑
j

bij∙(En - 1
j - En - 2

j ) (n > 3) （7）

利用式（7）计算得到En
i 的收敛值即为从状态

i出发的轨迹熵Ei。

随机采样法的基本假设是，在可能网络库中

随机抽取一定数量的网络，如果该采样网络集的

每条轨迹对应的网络数分布与整体网络的网络数

分布相似，则该采样网络集的最大轨迹熵应该与

可能网络库的最大轨迹熵一致。因此，在可能网

络库中不断增加随机抽取的网络数量并计算该网

络集的轨迹熵，直到轨迹熵收敛为止。

通过提出最大路径距离、轨迹熵和随机采样

三种初态选取的方法，我们在三个已知生物调控

系统（芽殖酵母细胞周期网络、裂殖酵母细胞周

期网络和大肠杆菌 SOS通路）中模拟计算并比较

了计算复杂度、剩余可能网络数与试验步数的关

系，发现了随机采样法的综合表现最好，最大路

径距离法最差（图8）［54］。

对于可能网络库很大的这一问题，虽然随机

采样的方法在一定程度上缩小了网络拓扑空间，

但剩余网络数量依旧庞大，需要进一步寻找新的

优化策略。已有的研究表明最小网络是具有特定

生物功能且调控边数最少的网络，被认为是行使

生物功能的骨架网络［52］。这启发我们利用最小网

络约束这一条件来进一步减少可能网络的数量。

最小网络约束的思路是：在随机采样的基础上，

先根据目标功能得到每个节点对应的析取范式形

式来确定网络中一定存在的调控边，然后对余下

所有可能的网络进行穷举计算得到最小网络结

构［55］。例如，在设计具有裂殖酵母细胞周期功能
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的网络研究中，由动力学轨迹（表 1）可得到节点

Cdc2*有逻辑表达式如式（8）。
- -- -- -- --- -- --RCdc25 - Cdc2*∙RSlp1- Cdc2*∙- -- -- ----- --RCdc2 - Cdc2*∙
- -- -- ----- -- --GWee1- Cdc2*∙(- -- -- -- --- -- --GCdc2* - Cdc2* + RWee1- Cdc2*)∙
(- -- -- ----- -- --GRum1- Cdc2* + RSte9 - Cdc2* + RWee1- Cdc2*)∙
(- -- -- ----- --GSte9 - Cdc2* + RRum1- Cdc2* + RWee1- Cdc2*)∙
(GCdc2 - Cdc2* + GCdc2* - Cdc2* + GCdc25 - Cdc2*)∙
(- -- -- ----- --GCdc2 - Cdc2* + RWee1- Cdc2*)∙
(- -- -- ----- --GPP - Cdc2* + RSte9 - Cdc2* + RRum1- Cdc2* + RWee1- Cdc2*)∙
(- -- -- ----- --GSK - Cdc2* + RSte9 - Cdc2* + RRum1- Cdc2* + RWee1- Cdc2*)
= TRUE

（8）

根据式（8），可以确定具有目标功能的所有网

络一定包含节点 Slp1 对节点 Cdc2* 的抑制调控

（RSlp1 - Cdc2* = 1)。表达式（8）的不确定项一共产生了

908个可能网络，通过对这908个网络穷举计算，我

们得到唯一最小网络，即RSlp1 - Cdc2* = 1，GCdc25 - Cdc2* =
1，其中节点Cdc25对节点Cdc2*的激活调控是由最小

网络约束得到的。在随机采样的基础上，我们用最小

网络约束的逆向工程方法，通过对具有芽殖酵母细胞

周期功能、大肠杆菌SOS功能和裂殖酵母细胞周期

功能的网络进行模拟计算，在有限次计算步骤内筛

选到了鲁棒性高且功能稳定的适量网络（图 9）［55］。

其中，在对具有芽殖酵母细胞周期功能的网络计算

时，含有最小网络约束的逆向工程方法虽然在第一

步计算后得到10 884个最小网络和10条最小网络公

共边，但在第九步计算后就只剩下了一个最小网络

［图9（a）］，且该最小网络结构对应于真实的生物

调控网络，证实了最小网络限制条件的合理性与有

效性，进一步优化了逆向工程的过程。上述随机采

样法和最小网络约束的两个理论研究是基于布尔网

络的逆向工程指导合成生物学理性设计的雏形。

在以上基于布尔网络的逆向工程方法的设计

中，我们并没有考虑网络的鲁棒性。因而在功能网

络库中会存在大量鲁棒性不高的网络结构。为了提

高网络设计的成功率，我们需要在基于布尔网络的

逆向工程设计中加入生物网络鲁棒性的限制条件来

筛选具有高鲁棒性的设计网络。非线性动力学认为

图图 8 最大路径距离、轨迹熵和随机采样三种方法在三种生物网络中的表现［54］

Fig. 8 The performances of the three methods in different biological pathways [54]

表 1 裂殖酵母细胞周期功能的动力学轨迹［55］

Tab. 1 Biological pathway of fission yeast cell cycle network［55］

Time

1

2

3

4

5

6

7

8

9

SK

1

0

0

0

0

0

0

0

0

Cdc2

0

0

1

1

1

1

0

0

0

Ste9

1

0

0

0

0

0

0

1

1

Rum1

1

0

0

0

0

0

0

1

1

Slp1

0

0

0

0

0

1

1

0

0

Cdc2*

0

0

0

0

1

1

0

0

0

Wee1

1

1

1

0

0

0

0

1

1

Cdc25

0

0

0

1

1

1

1

0

0

PP

0

0

0

0

0

0

1

1

0
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系统的鲁棒性是功能在系统状态受外部扰动时的动

力学稳定性和功能在系统参数受扰动时的结构稳定

性。目前常见的生物网络动力学稳定性限制包括衡

量生物网络全局状态稳定性的吸引盆大小和表征网

络动力学演化轨迹全局吸引性的一维中心流形。除

了上述两种生物网络动力学稳定性的限制条件外，

我们又提出了网络调控熵的概念，从网络拓扑结构

的角度对生物网络鲁棒性提出了新的限制。普遍认

为调控网络的动力学行为主要由拓扑结构的性质决

定。因此，生物调控网络的鲁棒性应该源于拓扑结

构中调控边的特殊分配。我们从调控网络的结构特

征出发，提出了衡量网络拓扑结构与鲁棒性关系的

调控熵［56］。网络拓扑结构是调控网络基于图论的命

名，由若干节点和连接这些节点的所有通路构成。

通过定义路径为拓扑结构中从节点 i出发到节点 j的

任意有向通路，我们得到了从节点 i指向节点 j的所

有路径集合 pp(i→j)。定义节点 i对节点 j的调控熵 Sij
如式（9）。

Sij = -pij log2 pij - (1 - pij )log2 (1 - pij ) （9）

式中，pij是 pp(i→j)中从节点 i指向节点 j的激活

路径数占总路径数的比例。当 pp(i→j)中没有激活路

径或均为激活路径时，pij趋向于0或1，对应的调控

熵 Sij取最小值 0，当 pij=1/2时，调控熵 Sij取最大值

1。通过进一步定义节点的调控熵 Sj为所有指向节

点 j的调控熵Sij的均值，那么网络的调控熵S是网络

中各节点的调控熵Sj的均值。例如，在图10所示的

调控网络中，各节点的调控熵与该调控网络的调

控熵S如式（10）～式（13）。

SA = (SAA + SBA + SCA )3 = 0 （10）

SB = ( )SAB + SBB + SCB
3

= 13
é

ë
ê

ù

û
ú0 + ( )- 23 log2

2
3 -

1
3 log2

1
3 + 1

≈ 0.639
（11）

SC = ( )SAC + SBC + SCC
3

= 13
é

ë
ê

ù

û
ú0 + 0 + ( )- 13 log2

1
3 -

2
3 log2

2
3

≈ 0.306
（12）

S = (SA + SB + SC )3 ≈ 0.315 （13）

调控熵作为序参量，用于描述网络调控关系

整体耦合的非一致性。显然，网络的调控关系越

一致，网络的调控熵越小。

通过对具有芽殖酵母细胞周期和裂殖酵母细

胞周期功能的生物网络与相同调控边的随机网络

的研究，我们发现了生物网络的调控熵远低于绝

大部分随机网络的调控熵。此外，通过对网络动

力学稳定性和结构稳定性的研究，我们发现了网

络的调控熵越低，对应的吸引盆越大（图 11），且

Q值越高（图 12），即网络的调控熵越低鲁棒性越

图图 9 随机采样法和最小网络约束在不同网络中的表现［55］

Fig. 9 The performances of the two methods in different biological pathways [55]
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高。为了验证该理论的普遍性，在四个网络尺度

更大的调控网络中的计算结果进一步验证了调控

熵与鲁棒性的负相关关系。通过引入调控熵这一

序参量，建立了网络拓扑结构与鲁棒性之间的联

系，即网络的调控关系越一致，调控熵越低，对

应的网络鲁棒性越高。因此，在具有复杂功能的网

络结构设计中，调控熵的引入将极大地提高调控网

络的鲁棒性，进一步降低复杂网络设计的难度。

基于上述工作，通过分析系统生物学已有的

研究方法，我们又提出了结合布尔网络与连续模

型各自优势的指导理性设计的新思路（图 13）［57］：

首先，在最小网络约束的限制下用基于布尔网络

的逆向工程方法筛选出具有目标功能的可能网络

库，然后利用连续模型对其中的每个可能网络进

行详细的动力学研究与性能评价（图 14）［58］。例

如，在对具有 SOS 响应功能的网络结构探索中，

首先在随机采样和最小网络约束的基础上，用基

于布尔网络的逆向工程方法得到了 48个最小网络

与 7.1 × 106个可能的网络，再用微分方程模型对所

有备选网络进行动力学模拟。与网络穷举类似，

对每个备选网络进行动力学模拟计算时，用 Q 值

和吸引盆大小这两个指标来定量刻画网络结构的

鲁棒性。从离散模型过渡到连续模型时，布尔网

络的粗粒化会使时间尺度与离散阈值的选取不唯

一，进而导致离散模型下的一条轨迹对应连续模

（a）用于展示网络调控熵计算过程的网络拓扑结构

（b）该网络拓扑结构中所有的路径集pp（i→j）

图图 10 网络的调控熵的计算示例［56］

Fig. 10 Illustration of calculating the regulation entropy [56]

（a）芽殖酵母细胞周期网络的

动力学稳定性与调控熵的关系

（b）裂殖酵母细胞周期网络的

动力学稳定性与调控熵的关系

图图 11 网络调控熵与动力学稳定性的关系［56］

Fig. 11 The relationship of network regulation entropy and

dynamic stability [56]

（蓝色和绿色线分别表示稳定性最高的前5%和后5%的随机网络对

应的动力学稳定性，红十字表示相应的生物网络的动力学稳定性

和调控熵）

（a）芽殖酵母细胞周期网络的

结构稳定性与调控熵的关系

（b）裂殖酵母细胞周期网络的

结构稳定性与调控熵的关系

图图 12 网络调控熵与结构稳定性的关系［56］

Fig. 12 The relationship of network regulation entropy and

structural stability [56]

（红色点表示具有相同调控熵的随机网络鲁棒性的均值）
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型下的不同时序轨迹。为了解决这个问题，我们提

出了在离散模型和连续模型下的具体限制条件（图

15）。通过连续模型对所有最小网络的精细刻画，

发现了由离散模型筛选的最小网络均能实现目标

功能且普遍具有较高鲁棒性，说明第一步的离散

模型帮助我们剔除了大量无关网络，减小了连续

模型的计算量，避免了计算的浪费。此外，对芽

殖酵母细胞周期功能的研究结果也证明了我们这

种方法指导理性设计的合理性与有效性。这种从

离散模型到连续模型的方法不仅可以找到具有特

定功能且鲁棒性高的网络结构，还可以帮助我们

理解生物网络的功能设计原理。

3 总 结

合成生物学在自下而上的正向工程指导下取

得了一定的成功，然而，通过这种思路得到的设

计原理是单一的、没有系统性的，而且这种设计

思路忽视的问题在复杂系统的理性设计与实验实

现中变成了主要问题。在系统生物学的帮助下，

逆向工程指导合成生物学理性设计的方法，既能

获得具有复杂功能的生物网络，又能降低回路设

计的难度。目前关于逆向工程指导合成生物学理

性设计的工作，如网络穷举、子网络合并、基于

布尔网络的逆向工程、从离散模型到连续模型的

图图 13 从布尔网络模型到连续模型的生物回路设计流程图［57］

Fig. 13 The workflow of the design from Boolean network model to continuous model [57]

图图 14 连续模型的定量刻画与评价流程［58］

Fig 14 The workflow of continuous model [58]

图图 15 在布尔网络模型和连续模型下的三个限制条件［58］

Fig. 15 The three criteria in the Boolean network model and

continuous model[58]

［第一个限制条件是 ssDNA的浓度在结束计算时应下调；第二个是

系统在经历响应反应后应回到初态（ssDNA除外）；第三个是节点

在两种模型下的动力学行为特征应该保持一致］

方法等，均表明这种方法的可行性与有效性，为

后续的研究提供了有价值的信息。但是，目前用

逆向工程指导合成生物学实验的研究工作依旧太

少，两者的结合程度还达不到实际的要求程度，

需要更多的实验实例验证。造成这一现象的主要

原因是精准组装具有复杂调控功能的基因线路的

困难。精准组装指的是用元件独自表征时的动力

学参数就足够预测元件组装后的基因线路功能与

性能。目前精准组装调控线路是一个极具挑战性

的工作，即使构建简单的基因线路也需要耗费大

量的时间。而基因线路精准组装的困难主要来自

于：生物系统的元器件存在突变、进化等各种遗

传稳定性问题、生物元器件组装后在宿主细胞中

的相互作用对目标功能的影响、构建的外源复杂

基因回路与宿主细胞的相互影响等问题［59］。虽然

在精准组装方面已有初步研究进展［49，59-60］，但是目前

精准组装基因线路的难度依旧很大，有待我们进一步

研究，从而更加方便地构建具有复杂功能的调控回

路。我们相信，在突破逆向工程在合成生物学中实际

应用的瓶颈后，在逆向工程的指导下，合成生物学的

理性设计很快可以投入到具体的应用生产中。
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困难。精准组装指的是用元件独自表征时的动力

学参数就足够预测元件组装后的基因线路功能与

性能。目前精准组装调控线路是一个极具挑战性

的工作，即使构建简单的基因线路也需要耗费大

量的时间。而基因线路精准组装的困难主要来自

于：生物系统的元器件存在突变、进化等各种遗

传稳定性问题、生物元器件组装后在宿主细胞中
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基因回路与宿主细胞的相互影响等问题［59］。虽然

在精准组装方面已有初步研究进展［49，59-60］，但是目前
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