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摘  要 

胞内代谢通量的估计可为理解细胞代谢提供帮助。本研究针对肺炎克雷伯式杆菌甘油代谢，以最大化生

物量和最大化ATP作为性能指标函数，以代谢通量作为决策变量，并将代谢通量平衡作为约束条件，建

立数学规划模型，用以估计连续培养下不同代谢目标的代谢通量分布。数值结果表明对于给定的稀释速

率和初始甘油浓度，在最大化生物量下，细胞代谢主要用于细胞生长以及生产1,3-丙二醇，且流向乙酸

乙醇和流向生物质的代谢通量有显著差异；在最大化ATP下，代谢主要用于能量的生成，同时流向2,3-
丁二醇和甲酸盐以及流向二氧化碳和氢气的代谢通量相差较大。 
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Abstract 
The estimation of intracellular metabolic flux is helpful for understanding cellular metabolism. In 
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this paper, a mathematical programming model with the metabolic fluxes as decision variables is 
proposed for optimizing the flux distribution of glycerol metabolic pathways in Klebsiella pneu-
moniae, in which mass-balance equations are used as a constraint. In the model, we respectively 
use the maximization of biomass and ATP as the performance index. Numerical results show that 
for a given dilution and initial glycerol concentration, the substrate is mainly consumed for cell 
growth and the production of 1,3-proapanediol if biomass is maximized, and the metabolic flux to 
HAc and EtOH are significantly lower than that to the biomass. When the production of ATP is 
maximized, the substrate is mainly used for energy generation, while the metabolic fluxes to 
2,3-butanediol and for mate, as well as to CO2 and H2 also differ greatly. 
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1. 引言 

1,3-丙二醇是一种重要的有机化学原料，最重要的用途就是作为合成新型聚酯材料聚对苯二甲酸丙二

酯醇(PTT)的单体，在聚合物和其他有机化学品的合成中有很多应用，其应用前景广泛[1] [2]。化学法和

生物法是 1,3-丙二醇的两种主要生产方法，近几年，微生物发酵法已经成为当今社会主要关注的焦点，

因为相比于化学法，该方法具有条件温和、操作简单、环境污染小、副产物少等诸多优点，具有非常广

阔的应用前景[3]。甘油是一种可再生的低成本碳源，可通过自然界中的菌种将其转化为 1,3-丙二醇，如

肺炎克雷伯式杆菌、丁酸梭菌、柠檬酸杆菌、巴氏梭菌等，其中肺炎克雷伯式杆菌因其高生产力而被广

泛研究[4]。Kumar 和 Park 综述了肺炎克雷伯式杆菌甘油代谢研究的最新进展，以及利用该菌株作为微生

物细胞工厂生产 1,3-丙二醇的潜力和挑战[5]。肺炎克雷伯式杆菌歧化甘油生产 1,3-丙二醇已经成为众多

学者们所关注的焦点，对于代谢过程，已经有学者应用数学方法对其进行了阐述和说明。 
代谢网络可以采用不同类型的调节来显示细胞活动各个级别的生理学调整以及响应环境变化，在过

去几十年里，人们为研究代谢网络做出了很多努力[6]。代谢网络中，各类组分物质的合成或消耗速率称

为代谢通量，细胞内代谢通量定量计算和分析是代谢工程的重要研究内容之一。为此，本文选择肺炎克

雷伯式杆菌作为研究对象，分析其代谢网络，并用不同的代谢目标函数来描述代谢通量分布，进而反应

并量化生化反应和生命活动规律。 
在分析细胞中代谢途径这一方面，通量平衡分析(FBA)是一个经典的研究方法，自被提出以来就受到

大量关注[7]，并被广泛应用于研究生长特性、解释生长表型和给出预测结果等方面的研究。该方法通常

假设细胞内代谢物周围的拟稳态质量平衡。在此基础上，建立一个线性规划模型(LP)，它由假设的生物

代谢目标和质量平衡约束以及通量的上下限组成。通过求解这个线性规划问题，可以获得路径的通量分

布[8] [9]。由于求解线性规划在计算上成本低，因此常被用来计算代谢网络的胞内代谢通量。 
在实际微生物发酵法生产 1,3-丙二醇的过程中，想要准确地预测细胞内的通量分布情况，关键是要

建立一个准确的合理的目标函数模型。目前，已有文献对此进行了讨论和研究[10]。因此，本研究根据文

献的理论，主要考察了最大化生物量和最大化 ATP 这两个代谢目标在肺炎克雷伯式杆菌歧化甘油生产
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1,3-丙二醇的代谢通量分布情况，分别以通量平衡方程为约束条件，以代谢通量为决策变量，对不同代谢

目标下的代谢通量进行求解，模拟了在同一稀释速率和初始甘油浓度下的通量分布，并对其进行讨论。 
 

 
Figure 1. Main pathways of anaerobic glycerol metabolism in Kleb-
siella pneumoniae 
图 1. 肺炎克雷伯式杆菌厌氧甘油代谢的主要路径 

2. 代谢反应网络 

根据文献[4] [11]，肺炎克雷伯式杆菌以甘油为底物生产 1,3-PD，其主要代谢网络如图 1 所示。 
甘油被运输到细胞内之后，经过一系列代谢反应后，主要生成 1,3-丙二醇和其他副产物。总体代谢

过程分为还原和氧化两个分支途径。在还原途径中，第一步，在甘油脱水酶(GDHt)的作用下，甘油脱水

转化为中间体 3-羟基丙醛(3-HPA)；第二步，3-HPA 在 1,3-丙二醇氧化还原酶(PDOR)的催化最终生成产

物 1,3-丙二醇。在氧化途径中，甘油脱氢酶(GDH)催化甘油转化为二羟基丙酮(DHA)，而后经二羟基丙酮

激酶(DHAK)催化生成磷酸二羟基丙酮(DHAP)，此后通过糖酵解进入丙酮酸(PYR)中心代谢，丙酮酸对不

同的发酵产物发生反应，如乙酸(EtOH)、乙醇(HAc)、2,3-丁二醇(2,3-BD)和乳酸(Lac)等。氧化还原反应

构成了甘油在肺炎克雷伯式杆菌中的代谢过程，因为氧化途径为生物质的合成提供能量和碳成分，还原

途径依赖于还原当量(NADH)和能量物质三磷酸腺苷(ATP)，使甘油得以氧化同化。 
图 1 中的代谢网络由 32 个胞内反应和 20 个代谢物组成，我们假设细胞的代谢处于拟稳态，那么所

有中间代谢物的平衡方程由表 1 给出，其中 ix 为第 i 个细胞内代谢物(mmol∙g−1)， jv 为第 j 个代谢通量

(mmol∙g−1∙h−1)， if 表示第 i 种代谢物的变化速率(mmol∙g−1∙h−1)。 

3. 数学模型 

本节旨在建立肺炎克雷伯式杆菌甘油代谢过程的数学模型，来描述在不同代谢目标下胞内代谢通量

的分布情况。 

3.1. 代谢通量模型 

通量平衡分析是分析代谢网络中代谢物通量的数学方法，通过计算胞内代谢物的通量，可以预测某
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个特定代谢物的生产速率。微生物发酵的化学计量在数学上可以表示为线性微分方程，则代谢物浓度随

时间变化的方程可以表示为： 
 

Table 1. Stoichiometric equations of metabolic fluxes 
表 1. 代谢通量的化学计量方程 

胞内代谢物 浓度 质量平衡方程 

Glycerol 1x  1 1 2 5 32f v v v v= − − −  

3-HPA 2x  2 2 3f v v= −  

1,3-PD 3x  3 3 4f v v= −  

DHA 4x  4 5 6 7f v v v= − −  

DHAP 5x  5 6 7 8f v v v= + −  

PEP 6x  6 7 8 9 11f v v v v= − + − −  

Suc 7x  7 9 10f v v= −  

PYR 8x  8 7 11 12 13 15 20 252f v v v v v v v= + − − − − −  

Lac 9x  9 13 14f v v= −  

Acetoin 10x  10 15 17 18f v v v= − −  

2,3-PD 11x  11 18 19f v v= −  

Formate 12x  12 20 21 24f v v v= − −  

Acetyl-CoA 13x  13 20 25 28 30f v v v v= + − −  

HAc 14x  14 28 29f v v= −  

EtOH 15x  15 30 31f v v= −  

CO2 16x  16 19 15 16 21 22 252 2f v v v v v v= − + − + − +  

H2 17x  17 21 23 26f v v v= − +  

NADH2 18x  18 3 5 8 9 13 18 30 322f v v v v v v v v= − + + − − − − +  

FADH2 19x  19 25 26 27f v v v= − −  

ATP 20x  20 6 8 9 11 28 327.5f v v v v v v= − + + + + −  

 

( )d ,
d

f
t
= = ⋅

x S v S v                                     (1) 

其中， ( )T
1 2 20, , ,x x x= �x 是细胞内代谢物浓度(mmol∙g−1)，S 是一个 20 × 32 维的化学计量矩阵(代谢物组

成此矩阵的行，反应组成此矩阵的列)，化学计量系数 ijS 表示第 j 个反应中第 i 个代谢物， ( )T
1 2 32, , ,v v v v= �

是代谢通量的向量(mmol∙g−1∙h−1)， ( )T
1 2 20, , ,f f f f= � 是代谢物浓度变化率的向量值函数。特别地，当

0if = 时，意味着该代谢物达到了拟稳态。此方法的优点是可用简单的线性方程组描述繁琐的反应过程，

而对于线性系统而言，就有比较丰富的有效分析与计算方法。 
在拟稳态前提下，假设细胞内的中间代谢物均处于拟稳态，即其浓度变化速率为 0，这样由 n 个中

间代谢物即可得到 n 个关于速率的约束条件，若关注的速率总数目为 J，那么待解问题的自由度为

K J n= − 。这样通过实验测出 K 个独立的代谢速率可确定所有的通量分布。因此细胞内代谢物的拟稳态

用以下线性方程来描述： 
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⋅ = 0�S v                                          (2) 

这些方程通常被称为质量平衡方程。具体到本文， �S 为表 1 中 1 2 19, , ,f f f� 的右端项系数构成的化学

计量矩阵。由于能量消耗量一定不超过能量生成量，才能维持生物合成过程，因此本研究中对于 ATP 的

生产可以积累，不必要求该项平衡方程为 0。 

3.2. 甘油代谢目标模型 

在通量平衡约束条件下，针对肺炎克雷伯式杆菌歧化甘油生产 1,3-丙二醇的代谢过程，本节主要考

察了以最大化生物量和最大化 ATP 作为代谢目标在代谢过程中代谢通量的分布情况，分别以这两个代谢

目标作为性能指标函数，将代谢通量作为决策变量，建立线性规划模型。 
模型 1：将最大化生物量作为代谢目标函数，以质量平衡方程作为约束条件，建立如下模型： 

( )

1 32

1

max

max   

s.t.    = 

    0 1,2, ,32i

g v

v d
v v i

=

⋅
=

≤ ≤ =

0
         

�

�

S v 
                               (3) 

其中，d 是固定值，即甘油输入量。 
模型 2：将最大化 ATP 作为代谢目标函数，以质量平衡方程作为约束条件，建立如下模型： 

( )

2 6 8 9 11 28 32

1

max

max   7.5

s.t.    

    0 1,2, ,32i

g v v v v v v

v d
v v i

= − + + + + −

⋅ =
=

≤ ≤ =

0
         

�

�

S v 
 

对于模型 1 和模型 2 的求解，由于两个模型都是线性规划问题，因此可利用 MATLAB 的 linprog 函

数包求解该线性规划问题。对于所得结果利用柱状图对不同代谢目标下的代谢通量进行比较，如图 2 和

图 3 所示。 

4. 结果和讨论 

基于模型 1 和模型 2，本研究模拟了在同一稀释速率和初始甘油浓度下的代谢通量分布，稀释速率

为 0.15 h−1，初始甘油浓度为 809 mmol∙g−1，那么代谢通量 v1 为 25.28 mmol∙g−1。通过对模型 1 和模型 2
进行求解，得到不同代谢目标下的通量分布，如图 2 和图 3 所示，其中蓝色表示模型 1 的求解结果，橙

色表示模型 2 的求解结果。数值结果显示，在不同的代谢目标下，代谢通量分布的侧重点有所不同。图

中显示，代谢目标为最大化生物量时，甘油代谢的分布是由单一的细胞驱动力支配，生物质生产是驱动

肺炎克雷伯式杆菌甘油代谢的主要力量，代谢通量主要流向维持细胞生长以及生成产物 1,3-丙二醇，且

流向乙酸乙醇的和流向生物质的代谢通量相差较大。在最大化 ATP 下，代谢通量主要用于能量的产生，

同时流向 2,3-丁二醇和甲酸盐的代谢通量差别较大，以及流向 2 2CO ,H 的代谢通量有显著差异。 
在本文的研究中，我们没有模拟细胞内代谢物的浓度，与动态通量平衡分析上的许多其他工作类似，

我们做了一个共同的假设，即细胞内动力学保持拟稳态状态，这意味着在所提出的模型中忽略了初始发

酵阶段，并且假设细胞内代谢物的浓度保持不变。拟稳态假设通常适用于细胞内动力学的分析，因为许

多扰动实验表明，拟稳态状态通常在环境扰动后的几秒钟或者几分钟内达到，这比整个培养过程的时间

尺度要短得多[10] [12]。然而，忽略细胞内浓度内可能会导致数值计算中的一些技术问题。例如，在模拟

底物限制过程中，一些物质的浓度可能会降到零，在这种情况下，细胞内环境的输入通量将在这些时间

瞬间消失，导致由大多数零通量分布。 
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Figure 2. The metabolic fluxes distributions of Model 1 and Model 2 ( 1 2 16, , ,v v v� ) 
图 2. 模型 1 和模型 2 的通量分布( 1 2 16, , ,v v v� ) 

 

 
Figure 3. The metabolic fluxes distributions of Model 1 and Model 2 ( 17 18 32, , ,v v v� ) 
图 3. 模型 1 和模型 2 的通量分布( 17 18 32, , ,v v v� ) 

5. 结论 

细胞代谢的数学模型对于预测胞内代谢通量分布起着重要的作用。本文针对肺炎克雷伯式杆菌歧化

甘油生产 1,3-丙二醇的生物发酵过程，以质量平衡方程为约束条件，将代谢通量视为决策变量，建立了
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以最大化生物量和最大化 ATP 为代谢目标的线性规划模型，我们估计了在不同代谢目标下细胞内的代谢

通量分布情况。计算结果表明在给定稀释速率和初始甘油浓度下，当代谢目标为最大化生物量时，流向

乙酸乙醇和流向生物质的代谢通量相差较大。代谢目标为最大化 ATP 时，流向 2,3-丁二醇和甲酸盐的代

谢通量有显著差异，以及流向 2 2CO ,H 的代谢通量差别较大。本文的研究可为进一步理解肺炎克雷伯式杆

菌歧化甘油生产 1,3-丙二醇这一代谢过程提供理论参考。 
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附  录 

为了阅读方便，将本文化学物简写进行说明，如附表 1 所示： 

 
Table S1. Abbreviations of metabolites and enzymes/proteins involved in anaerobic 
glycerol metabolism by Klebsiella pneumoniae 
附表 1. 肺炎克雷伯氏菌参与厌氧甘油代谢的代谢物和酶/蛋白的缩写 

简称 化合物 

Gly 甘油 

3-HPA 3-羟基丙醛 

1,3-PD 1,3-丙二醇 

DHA 二羟基丙酮 

DHAP 磷酸二羟基丙酮 

PEP 磷酸烯醇丙酮酸 

Suc 琥珀酸 

Formate 甲酸盐 

PYR 丙酮酸 

2,3-PD 2,3-丁二醇 

Lac 乳酸 

HAc 乙酸 

EtOH 乙醇 

ADP 二磷酸腺苷 

ATP 三磷酸腺苷 

GDH 甘油脱氢酶 

GDHt 甘油脱水酶 

PDOR 1,3-丙二醇氧化还原酶 

DHAK I 二羟基丙酮激酶 I 

DHAK II 二羟基丙酮激酶 II 
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