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摘  要 : 开发工业微生物，使其利用可再生的原料生产生物燃料、大宗化学品、食品添加剂和营养品、药物以及

工业酶等，是发展生物产业的基础。工业微生物高产和胁迫抗性等鲁棒性状受复杂遗传调控网络控制，其改造需

要从全基因组尺度进行系统的全局的多位点的扰动，以达到快速积累多样性基因型突变并产生所期望的表型。文

中对工业微生物鲁棒性状的遗传调控与胁迫响应机制、基因组全局扰动与多位点快速进化以及细胞水平氧还平衡

的全局扰动进行了简要综述，未来需要继续借助系统生物学和合成生物学手段，进一步加强对工业环境下工业微

生物鲁棒性状调控机理的解析与建模预测以及系统的工程改造。 

关键词 : 遗传调控，环境胁迫，基因组全局扰动，多位点快速进化  
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Regulation and adaptive evolution of industrial microorganisms 
towards genetic and environmental disturbances 
Yuping Lin, and Qinhong Wang 
CAS Key Laboratory of Systems Microbial Biotechnology, Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, 
Tianjin 300308, China 

Abstract:  Harnessing industrial microorganisms to utilize renewable feedstocks and meanwhile produce biofuels, bulk 
chemicals, food ingredients, nutraceuticals, pharmaceuticals, industrial enzymes, etc. is the basis for successful biological 
industries. Robust traits of industrial microorganisms including high yield and productivity as well as stress tolerance are 
controlled by sophisticated genetic regulatory networks. Engineering robustness of industrial microorganisms requires 
systematic and global perturbations at the genome-wide scale to accelerate the accumulation of diversified genotypic 
mutations, thus generating desirable phenotypes. We review heve the mechanisms of genetic regulation and stress response in 
robust industrial organisms, the global perturbations and multiplex accelerated evolution at the genome-wide scale, as well as 
the global perturbation of cellular redox balance. In the future, based on system biology and synthetic biology, more efforts 
should be further devoted to understanding the mechanisms behind robust traits in industrial microorganisms under industrial 
niches for modeling and prediction as well as systematic engineering. 

Keywords:  genetic regulation, environmental stress, global genome perturbation, multiplex accelerated evolution 

在自然环境条件下，地球的生命经历了上亿

年的进化，拥有了精细而复杂的遗传调控系统，

以支撑其适者生存和繁殖的性状。然后在人类上

千年的驯化过程中，一些天然动植物和微生物被

自觉与不自觉地改造，演化出积累特定产物以满

足人类需要的性状，彼时人类对性状与遗传之间

的关系还知之甚少，这个过程主要借助于自然环

境的筛选压力[1]。生物经过长期进化，获得特有

的生物鲁棒性，从而具备在特定环境下的生存能

力和竞争优势。生物鲁棒性是指生物系统在受到

环境变化、随机事件 (或细胞内噪声) 和遗传变

异等不确定干扰时保持其表型稳定性的一种特

性，是所有生物系统所进化出来的固有特性[2-3]。

伴随百年工业发展史和生产规模的不断扩大，工

业微生物需要暴露在更为复杂更为严苛的工业

环境条件下完成高产高效的生产任务。工业微生

物的鲁棒性状体现在能够应对复杂多样的恶劣

工业环境，并且具有与正常环境下可比拟的生产

性能[4-5]。现代生物产业不仅要求工业微生物具有

高产高效的鲁棒性状，还能够兼容扩展底物谱和

产物谱，以满足人类社会可持续发展的需求[2]。

解析工业微生物鲁棒性状和适配性的遗传调控规

律，是构建高性能工业微生物以满足现代生物制

造需求的基础。现代生命科学的发展正从认知生

命迈向创造生命，不仅为解析工业环境条件下的

生物遗传和适应机制提供了强有力工具，而且为

人工创制工业微生物的新性状提供依据。 

虽然针对生物复杂性状的遗传调控机制已经

开展了大量的研究，但是由于细胞代谢、基因调

控和信号转导等网络及其之间相互关系的复杂

性，加之工业环境条件下细胞暴露在各种胁迫压

力下，对于工业环境下细胞的响应和适应机制，

我们的理解尚有限。常规的育种手段耗时、耗成

本、耗劳动力，想要克服这些问题，需要从系统

全局的角度出发，整合最先进的系统生物学、合

成生物学和进化工程工具并不断迭代来克服[7-8]，

不断加深对工业微生物遗传调控机制的理解，从

而开发遗传稳定的、鲁棒的、适配的工业微生物。

本文从基础研究和实际应用两个角度总结了工业

微生物遗传调控和胁迫响应机制以及系统全局改
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造的研究进展，进而探讨未来工业微生物学在性

状的遗传解析和改造方面所面临的挑战和发展

方向。 

1  工业微生物鲁棒性状的遗传调控与胁

迫响应机制 

伴随系统生物学和合成生物学的发展，我们所

能驾驭的工业微生物已经开始突破原有的局限，不

仅仅局限于传统发酵所使用的天然生产者和常规

代谢工程的底盘细胞[9-11]，比如大肠杆菌[12]、酿

酒酵母[13]、放线菌[14]、枯草芽孢杆菌[15]等，还包

括近年来广受重视的非常规工业微生物，比如解

脂耶氏酵母[16]、假单胞菌[17]、需钠弧菌[18]等，从

而大大扩展了工业微生物技术的底物谱和产品

谱。常规底盘细胞具有相对成熟的工业应用和长

期的工程改造研究。与之相比，非常规工业微生

物的应用潜力近年来才逐渐被鉴定、认识和开发。

以研发用于生产生物燃料的工业微生物为例，通

过利用和改造微生物的脂肪酸生物合成来生产高

级生物燃料已经有大量的研究。这些研究主要是

以大肠杆菌和酿酒酵母为宿主菌，通过引入外源

或强化内源脂肪酸合成途径、抑制竞争途径以及

体内群体质量控制系统 (PopQC) 持续筛选高性

能菌株等手段，提高工程菌株积累各种高级生物

燃料的生产性能[19-22]。然而，目前这些菌株的生

产性能尚不能完全满足产业化的要求。近几年来，

研究人员把目光投向产油微生物的开发，其中最

具代表性的是解脂耶氏酵母 Yarrowia lipolytica[23]

和不透明红球菌 Rhodococcus opacus[24]。解脂耶

氏酵母被认为是非致病性的安全菌种。围绕解脂

耶氏酵母的改造，其合成生物学工具已经日益成

熟，包括 DNA 组装技术、构建表达盒的 DNA 元

件、基因组编辑技术以及基因组尺度代谢模型的

构建等，使得该菌也可以作为生产医药化合物和

食品添加剂的良好底盘细胞 [25]。最近，韩国

KAIST 研究所的研究人员采用系统代谢工程的策

略，将不透明红球菌改造为高级生物燃料的高产

菌，从而为化学品和燃料的可持续生产提供了新

的可能性[24]。此外，非常规微生物还可以作为新

型功能元件的来源。木糖发酵真菌的比较基因组

学研究挖掘了一些与木糖代谢有关的基因，能够

显著提高酿酒酵母工程菌的木糖利用，从而促进

生物质转化生产生物燃料过程中菌株的研发[26]。

高度多样化的子囊菌酵母能够将多种底物转化成

乙醇、脂类、维生素等具有工业应用潜力的产物，

并且能够在极端的温度、高盐和 pH 条件下生长。

对这些酵母的比较基因组学研究揭示了与有用的

代谢性状所关联的基因和遗传基础，不仅有助于

相关生物合成途径的工程改造，而且为筛选有应

用潜力的工业细胞底盘提供依据[27]。因此，非常

规微生物相关系统生物学和合成生物学的研发，

对于拓展工业微生物的应用以及揭示其鲁棒性状

的遗传基础都将是不可或缺的。 

总的来讲，对于天然生产者而言，比如用于食

品和饮料发酵的微生物，通常在特定的人为环境下

不断驯化，获得了与之相适应的鲁棒性能，包括高

效利用特定底物、应对特定工业压力以及积累理想

的化合物。而且不同工业环境来源的同一物种的不

同谱系，呈现基因型和表型多样性。基于大规模的

基因组测序，逐渐揭示这些多样性产生的遗传调控

方式包括：种间杂交、基因水平转移、拷贝数变异、

基因组衰退、染色体重排等[1]。以被人类长期驯养的、

用来生产啤酒和葡萄酒的酵母为例，用于生产拉格 

(Lager) 啤酒的工业菌株巴氏酵母 Saccharomyces 

pastorianus，是酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae

和贝酵母 Saccharomyces bayanus 的杂交种，融合

了前者强劲的发酵能力和后者的耐寒性状，从而能

够进行低温发酵[28]。在许多用于生产葡萄酒的酿

酒酵母菌株的基因组中，有一段约 158 kb 的区域

是通过基因水平转移来自于另外一种酵母菌小捕
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有胞圆酵母 Torulaspora microellipsoides，该区域

含有编码寡聚肽转运蛋白的 FOT 基因，能使菌株

利用寡聚肽为氮源，从而可以在氮源受限的葡萄

酒发酵环境中依然具有发酵活力[29]。此外，葡萄

酒酵母耐受亚硫酸盐性能与驯养过程中染色体间

发生重排有关，SSU1 和 ECM34 基因上游 5′区域

非常短的序列之间发生微同源末端重组介导的不

等交换，导致 8 号和 16 号染色体之间发生易位，

从而使 SSU1 的表达水平提高。SSU1 基因编码亚

硫酸盐泵，进而赋予菌株更高的亚硫酸盐抗性
[30]。葡萄酒酵母的铜胁迫抗性和啤酒酵母高效发

酵麦芽糖和麦芽三糖的性能则分别是由于其基因

组中存在高拷贝的 CUP1 基因  (编码铜结合蛋

白)[31]和 MAL 基因 (编码麦芽糖转运蛋白和水解

酶)[32]。用于乳制品生产的乳酸乳球菌 Lactococcus 

lactis，其在牛奶环境的驯化过程同样也伴随着基

因组衰退以及通过基因水平转移获得特异利用蛋

白质和乳糖的基因[33]。对于用于工程改造的底盘

细胞而言，所引入的外源代谢途径往往需要遵循

宿主本身的遗传调控规律，包括遗传操作系统、

启动子和终止子、编码区的密码子偏好性、转录

翻译及其调控网络，或者通过引入合成的调控系

统，最终与细胞内源的代谢相平衡[5,34-36]。 

与自然界环境相比，工业微生物所面临的胁

迫压力更复杂更严苛，主要总结为以下几个方面 

(图 1)[37-38]：1) 外源代谢途径的引入，可能会造 
 

 
 

图 1  工业微生物鲁棒性与胁迫响应 (参考文献[5]修改) 
Fig. 1  Robustness and stress response of industrial organism (modified from [5]). 
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成合成外源蛋白的翻译负担、非折叠蛋白反应和

内质网应激、蛋白质稳态失衡、蛋白分泌系统压

力、代谢通量负担、破坏氧化还原平衡等；2) 与

底物相关的胁迫，包括高浓度底物造成的高渗压

力、抑制物等[39]；3) 中间代谢产物和/或终产物

积累带来的压力和毒性；4) 环境压力：异常温度、

异常 pH、有机无机酸、抑制化合物、营养缺乏、

静压、氧化胁迫、其他生物竞争等。一方面，作

为系统生物学的一项技术，组学分析被广泛应用

于从系统和网络的层面解析细胞应对不同水平胁

迫压力的响应机制；另一方面，反向代谢工程获

得的突变菌株，经过组学分析，揭示突变表型背

后的遗传基础和调控网络，鉴定和挖掘与提高胁

迫抗性和生产性能相关的候选目标。相关的胁迫

响应机制包括 (图 1)[40-41]：1) 细胞壁和细胞膜的

屏障作用：细胞壁重构、细胞膜流动性降低、海

藻糖聚集等；2) 转运系统清理有毒物质；3) 信

号转导系统的激活和级联调控作用，例如 MAPK、

TOR 等信号转导途径，进而调控转录和翻译；4) 

DNA 遗传水平发生损伤修复突变；5) 特定的转

录因子被激活或失活，进而影响更多功能基因的

表达；6) 非折叠蛋白应激，比如热激蛋白分子伴

侣促进蛋白折叠；7) 线粒体胁迫响应；8) 代谢

水平的调控，比如平衡氧化还原稳态。 

另外，这些胁迫在实际工业生产过程中，可

能是组合或者顺序发生，因此细胞应对多重胁迫

响应的机制可能涉及上述细胞不同层面的重塑和

调控[42]。为了从多个层面解析工业酿酒酵母菌株

进行高温浓醪乙醇发酵时的胁迫响应机制，本实

验室陆续开展了一些研究。通过对高温发酵条件

下的酵母细胞进行蛋白质组分析，发现工业酵母

的长时高温胁迫响应不同于实验室菌株的热激响

应，在高温条件下，工业酵母的磷酸戊糖途径蛋

白表达量降低，而糖酵解途径蛋白表达量提高，

这意味着工业酵母进行高温发酵时发生了代谢调

控，同时鉴定了一些特异响应长时高温胁迫的蛋

白和转录因子[43-44]。通过对耐热特异响应转录因

子的敲除菌株进行转录组测序，解析了与耐热相

关的基因转录水平上的层级调控网络 (未发表)。

另外，基于孢子池全基因组测序和数量性状基因

座定位策略高效挖掘了与工业酵母高温发酵性

能相关的遗传变异，揭示了海藻糖积累和膜流动

性降低有利于工业酵母的高温发酵性能的分子

基础[45]。这些结果为改造和选育适用于高温浓醪

发酵的工业酵母菌种提供了理论依据。 

2  工业微生物基因组全局扰动与多位点

快速进化 

目前，绝大多数重要的工业微生物是通过长

期的人工驯化和诱变筛选获得。基于物理和化学

诱变的育种技术，尽管在一定程度上有效，但存

在改造周期长、非定向、遗传机制不清晰和不能

突破代谢网络刚性的特点，在创造具有卓越生产

性能的工业微生物方面，正面临着许多无法逾越

的障碍。伴随分子生物学的发展，针对单基因的

基因工程或针对单一代谢途径的代谢工程的学术

研究已经很多，但对生产性能的提升效果有限，

较难在工业生产上推广使用。由于工业微生物的高

产性状通常对应着复杂的基因型，传统育种手段对

涉及到十几个、甚至是数十个基因的表达优化无能

为力。随着基因组学、系统生物学、合成生物学的

发展和高通量分析技术的进步，以全局转录机器工

程 (Global transcription machinery engineering，

gTME) 、 多 位 点 自 动 基 因 组 工 程  (Multiplex 

automated genome engineering, MAGE)、可跟踪多

轮重组工程 (Trackable multiplex recombineering, 

TRMR) 和核酸酶介导的基因组编辑为代表的基

因组工程技术日益成熟，可以在单一宿主细胞中

实现多个不同性状的同时改造，大幅度缩短了改

造时间。基因组尺度的理性设计、途径重建、网
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络重构、全局扰动、多位点快速进化和基因组删

减技术可以对工业微生物基因组进行多位点、

高通量、高效率修饰。从而赋予工业微生物粗

原料利用、新产品合成等新型生产功能，优化

工业微生物的发酵生产能力，极大加快工业微生

物的改造进程，显著提高改进效果。这些技术已

经在氨基酸、大宗化学品、天然化合物药物、蛋

白质/工业酶等生产领域取得了一系列标志性成

果，为系统改造工业微生物的生产性状提供了全

新手段。 

2.1  转录因子全局扰动 
针对细胞非特定生化途径所关联的复杂性

状，比如高产和胁迫抗性，其改造提升往往需要

对细胞内在的代谢进行彻底的重编程，这就需要

同时改变很多基因的表达水平，难以通过连续的

多基因修饰来实现。全局转录机器工程 (gTME) 

是通过改造和进化全局转录因子、转录机器等关

键蛋白，构建高度多样、复杂的转录调控突变文

库，在转录水平上产生新型的丰富多样性，实现对

基因表达网络和细胞代谢重编程，并以定向进化方

式加以迭代，从而使细胞获得所期望的表型[46]。

gTME 是一种从转录全局角度工程改造复杂性状

的普适性方法。自 2006 年开发以来[47]，该方法

已成功地应用于原核生物和真核生物系统，比如

酿酒酵母、马克斯克鲁维酵母、大肠杆菌、植物

乳杆菌和运动发酵单胞菌等，从而改善细胞的环

境胁迫耐受性、代谢产物产量和底物利用效率 

(表 1)。 

2.2  基因组进化动力扰动 
在自然界没有人工参与的情况下，生物体受

自然诱变剂的作用或在 DNA 复制、转录、修复

时以一定频率 (约 10–9–10–6) 自然发生突变，产

生遗传和表型多样性，推进生物进化。但这个过

程非常缓慢，通过人工模拟自然进化过程，改造

和突变基因组的进化动力，可以建立加快进化速

率的基因组全局扰动新技术[62]。该技术会让上百

种或上千种变异同时进行，从而制造出十亿种不

同的 DNA 序列。利用细胞自身的进化机制，经

过无数次的变异，使得细胞在短期内被赋予所期

望的特性，使其生产特定产物具有更为低廉的成

本和更短的研发周期。 

多位点自动基因组工程  (MAGE) 是近年

来发展的针对基因组中多条相关代谢途径进行

快速改造的重要方法 [63-64]。MAGE 基于 λ 噬菌

体 Red 重组酶的同源重组系统，针对与某条特

定的代谢途径或局部的代谢网络进行理性设计，

人工合成的多个兼并寡核苷酸靶向基因组上的

特定序列，通过同源重组的方式靶向序列，将许

多已知具有最为优良功能的基因整合在一起，从

而获得具有最优工业性能的工业微生物。例如，

现已知至少有 20 种基因影响番茄红素的生产，

一次改写一个或一部分基因的常规基因工程技

术显然不能满足需求。为了解决这一问题，哈佛

大学的研究人员利用 MAGE 改造大肠杆菌生产

番茄红素 [63]。此外，为了进一步提高 MAGE 进

行基因组进化的效率，通过引入 co-marks 建立

改进后的共选择 Co-selection MAGE，可以修饰

大肠杆菌基因组 80 个位点。通过破坏复制体中

引发酶和解旋酶之间的相互作用，提高 ssDNA

在复制叉处的丰度，进一步提高了每轮操作的修

饰效率 [65-66]。MAGE 技术应用于酿酒酵母中，

建立的 eMAGE 技术独立于 Rad51 介导的同源

重组，避免了 DNA 双链断裂造成的意外突变，

一次可以同时转化具有 60 个靶向突变的 12 个寡

核苷酸，迭代转化寡核苷酸混合库，能够快速

产生大于 105 个的基因组组合突变。该技术在异

源胡萝卜素生物合成途径基因的启动子、基因

和终止子引入精确突变，产生遗传多样性，从

而调控类胡萝卜素的产物水平[67]。为了同时鉴定

MAGE 基因组进化过程中与性状相关联的遗传 
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表 1  转录因子全局扰动 
Table 1  Global transcription factor engineering 

Organism Transcription factor Enhanced phenotype Representative effect Reference
Saccharomyces 
cerevisiae 

Spt15, Taf25 Ethanol tolerance 69% increase in volumetric ethanol 
productivity due to Spt15F177S, Y195H, K218R 

[47–48] 

 Spt15 Xylose fermentation Mutant strain spt15-25 converted 93.5% of 
50 g/L xylose to 15.3 g/L ethanol 

[49] 

 Spt15 Corn cob acid 
hydrolysate tolerance

Mutant strain spt15-29 can ferment corn cob 
hydrolysate containing 68.41 g/L xylose and 
7.67 g/L glucose to 11.9 g/L ethanol 

[50] 

 Rpb7 Ethanol production 
and tolerance 

Improved resistance towards 8 and 10% 
ethanol, and 40% increase in ethanol titre 
(~122 g/L) due to Rpb7Y25N, A76T 

[51] 

Kluyveromyces 
marxianus 

Spt15 Ethanol production 
and tolerance 

22.05% increase in ethanol titre (57.29 g/L) 
due to Spt15K31E when fermenting 140 g/L 
glucose at 45ºC for 48 h 

[52] 

Escherichia coli Sigma factors Ethanol tolerance Improved tolerance to up to 70 g/L ethanol [53] 

 cAMP receptor 
protein (CRP) 

Lycopene production Integration of the mutant crpD8V gene 
resulted in an ~25% increase in lycopene 
yield of 128 mg/L in a 10-L bench-top 
fermentor 

[54] 

 cAMP receptor 
protein (CRP) 

Isobutanol tolerance Mutant CRPS179P, H199R resulted in much 
better growth (0.18 h-1) than the control 
(0.05 h-1) in 1.2% (V/V) isobutanol (9.6 g/L)

[55] 

 Catabolite 
repressor/activator 
(Cra) 

Succinate production The strain with Cra mutations at R57K, 
A58G, G59Q, R60Q, S75H, T76Y, D148I, 
R149I showed the best succinate production 
of 79.8 g/L, 22.8% greater than control 

[56–57] 

 Sigma factor σ70 Solvent tolerance Improved tolerance to up to 69% 
cyclohexane due to σ70 mutations at D39E, 
A72V, T94M and a stop codon mutation at 
residue 123 

[58] 

 Histone-like 
nucleoid 
structuring factor 
(H-NS) 

Acid tolerance Five H-NS mutants containing multiple 
mutations in the promoter and coding 
regions resulted in enhanced cell growth by 
26%–53%, and survival rates by 10- to 
100-fold at pH 2.5 

[59] 

Lactobacillus 
plantarum 

Sigma factor Lactic and inorganic 
acid tolerance 

One σ-factor mutation at Q345K resulted in 
a 3.5-fold faster growth and up to a 5-fold 
higher OD in the lactic acid condition. The 
other σ-factor mutation at at Q345K or at 
T44A, R74K, D114A, and S119A resulted 
in a 86.4% higher OD and a 25% higher 
growth rate in the HCl condition 

[60] 

Zymomonas 
mobilis 

Sigma factor σ70 Ethanol tolerance Four mutants (P195T; D203V, R324H, 
A592V, L606S; G97S, D206E, M369L, 
E370D, E573G;Q57L, G426C, I448N) 
resulted in elevated ethanol tolerance 

[61] 
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基础，进而发展了可跟踪多轮重组工程 (TRMR) 

技术，通过合成带有条形码的突变序列，转化宿

主细胞，然后利用分子条码和微阵列技术追踪相

关突变，量化突变率，并对遗传性状进行定位。

该技术能在一天之内修饰大肠杆菌 95%的基因，

并在一周内完成影响细胞不同培养基 (丰富、基础

和纤维素水解液) 和抑制物 (β-糖苷、D-岩藻糖、

缬氨酸和丙酮醛) 条件下生长的近 4 000 个基因的

遗传定位[68]。 

基因组复制工程辅助的连续进化  (Genome 
replication engineering assisted continuous 
evolution, GREACE 技术)[69]是将保真性下降的

DNA 聚合酶元件引入到大肠杆菌中，诱发细胞进

入高突变态，从而在复制过程中不断产生基因组

突变，在环境压力下，积累有益突变的子代细胞

被筛选出来。不断提高环境压力就可以使大肠杆

菌不断地适应新的压力，达到连续进化的目的。

利用该技术可以提高大肠杆菌的耐热性和甲醇利

用能力[69-70]。 

基于合成染色体和 Cre-loxP 位点特异性重组

机制，最近开发的基因组重排系统  (Synthetic 
chromosome rearrangement and modification by 
loxP-mediated evolution，SCRaMbLE) 可以产生

全基因组尺度的、大片段的 DNA 缺失、重复、

易位、倒位和复杂的基因组重排事件，实现酿酒

酵母基因组的快速进化[71-72]。利用该技术可以提

高底盘细胞与外源路径间的适配性，实现代谢通路

的优化，提高了酿酒酵母细胞工厂类胡萝卜素、紫

罗兰素、紫色杆菌素、青霉素的生产能力[73-75]以

及耐受环境胁迫的能力[76-77]。另外，通过对基因

组序列结构变化的解析可以鉴定与表型相关的基

因型。 

2.3  基因组删减优化 
模式生物基因组测序和分析揭示了大量的生

存非必需的序列，以及大量未知功能的基因。为

了理解基因组的功能，构建最小基因组的细胞工

厂，在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母、裂

殖酵母等模式微生物和有工业应用价值的微生物 

(如谷氨酸棒杆菌) 中已经开展了基因组删减优

化的工作[78-81]。所采用的 DNA 敲除技术从早期

的转座子随机整合/缺失、转座子协同 Cre/loxP 切

除，到最近发展的 Red 介导/双链断裂促进的重

组、无疤痕缺失等。如 Cre/loxP 系统可以用于染

色体间的基因重排，为研究多种最小基因组的可

能性提供了一个很好的技术手段[82]。新的技术能

够做到高效、精确和连续的 DNA 片段的敲除，

目前最多的已敲除了约 30%的基因组序列。随着

基因组计算机辅助设计软件的开发，大片段 DNA

拼接合成技术的发展，可以在计算机上进行基因

组的删减优化，包括删除转座子、去除冗余 DNA

片段以及重新安置易造成基因组不稳定的 tRNA
基因等方式，之后采取大片段 DNA 从头合成并

转入酵母细胞逐步置换的方法，创建数字化基因

组删减与逐步置换合成相结合的基因组改造创新

技术体系[83]。Ikeda 研究小组将一株原来不产链霉

素、头霉素和普拉地内酯的链霉菌，分别改造为

高产这 3 种抗生素的工业菌株，并使其基因组缩

小至原野生菌株的 83.12%–81.46%，不仅极大地

提高了菌株的生长速度，而且困扰这些抗生素多

年的无效、有毒副产物均未检测到[84]。 

2.4  基因组多位点编辑进化 
近年来，基于核酸酶的基因组编辑技术，特

别是 CRISPR 技术，被广泛应用于基础研究、生物

技术、基因治疗等领域[85]。基因组多位点编辑进

化，包括在全基因组尺度上搜索有利于目标产物合

成的基因表达或基因敲除，并通过循环筛选得到优

化的基因表达和敲除组合；快速实现在基因组上多

个位点同时进行突变、缺失或插入短序列等修饰。

根据是否引入 DNA 损伤以及细胞内源组分的参

与情况，核酸酶介导的基因组编辑技术在生物技



 
 

蔺玉萍 等/工业微生物遗传和环境扰动的调控和适应进化 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1933

术领域中的应用归纳为以下 4 个方面 (图 2)。 

1) 同源重组介导的途径构建与改造 (图 2A)：

编辑系统的核酸酶切割靶向 DNA 位点，产生

DNA 双链断裂 (DSB)，在有与靶向位点同源臂的

外源 DNA 片段供体存在的情况下，DSB 经由细

胞内源同源重组系统 (HDR) 进行修复，实现同

源片段的整合、敲除、突变、失活或者替换，

进而实现生物合成途径的构建与改造 [86]。  

2) 基于失活核酸酶的基因表达调控 (图 2B)：

利用失活的核酸酶，融合细胞内源激活子或抑制 
 

 
 

图 2  核酸酶介导的基因组编辑技术在生物技术领域的应用 (参考文献[85]修改) 
Fig. 2  Applications of nuclease-mediated genome engineering in biotechnology (modified from [85]). (A) 
HDR-mediated pathway reconstitution and engineering. (B) Regulation of gene expression based on dead nuclease. (C) 
NHEJ-mediated regulation of gene expression. (D) Base editing. 
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子，对基因表达进行调控，从而实现外源生物合

成途径以及与之适配的底盘细胞的优化。最近，

哈佛大学 Church 实验室通过 CRISPRi 确定了需

钠弧菌快速生长所需的最小基因集[87]。 

3) 非同源末端重组介导的基因表达调控 

(图 2C)：在没有外源同源重组 DNA 片段存在的情

况下，核酸酶切割产生的 DSB 主要经由细胞内源

非同源末端重组 (NHEJ) 系统进行修复，引入插

入或缺失随机突变，当靶向基因启动子区时，能

够引起编辑基因的差异表达，形成多性状突变库，

从而为工业微生物突变育种提供了新策略。本实

验室基于 TALENs 特异性识别修饰真核启动子区

保守序列 TATA 框与 GC 框之间的关键区域，引

起不同基因的差异表达，形成多性状菌体库，在

酿酒酵母中建立了 TALENs 介导的多位点基因组

编辑技术，并辅助酵母胁迫抗性进化育种，提高

了工业菌株耐受高温和高渗的性能[88-89]。 

4) 碱基编辑 (图 2D)：将 CRISPR/Cas9 (或

Cpf1) 系统中的核酸酶失活或突变为切口酶，并

融合胞嘧啶或腺苷酸脱氨酶，利用 CRISPR 系统

的定位功能与脱氨酶的碱基编辑功能，可在染色

体靶位点实现 C 到 T 或 A 到 G 的编辑，实现碱

基突变，当碱基位于基因编码区时则有可能造成

氨基酸突变，当靶向基因编码区中编码精氨酸的

CGA、编码谷氨酰胺的 CAG 和 CAA 中的 C 突变

为 T 时，分别会产生 TGA、TAG 和 TAA 终止密

码子，从而造成基因失活。最近，在重要工业平

台微生物谷氨酸棒杆菌中开发的多元自动化基因

组 编 辑 方 法 MACBETH (Multiplex automated 
corynebacterium glutamicum base editing 
method)[90]，结合 CRISPR/Cas9 系统的定位功能

与胞嘧啶脱氨酶 (AID) 的碱基编辑功能，可在染

色体靶位点实现 C 到 T 的编辑，效率高达 90%。

MACBETH 可同时在多个基因中生成提前的终止

密码子，以失活靶基因。同时借助自动化平台，

可实现从质粒构建、基因组编辑、获取正确突变

株和表型验证的全流程自动化操作，编辑能力可

达到每月数千突变株，为将谷氨酸棒杆菌改造为

通用的微生物底盘提供强大的技术支持。 

2.5  基因组适应性进化 
对于遗传基础复杂难以确定的性状改造，基

因组适应性进化也是一种行之有效的方法，同时

通过蛋白、转录和基因组学技术解析在适应性进

化过程中发生的响应与调控机制，再通过反向代

谢工程等手段，进一步稳定或增强这种特性以达

到获得优良性状的目的。借助于基因组适应性进

化，一些大肠杆菌、酿酒酵母、谷氨酸棒杆菌、

肠膜明串珠菌等细胞工厂的工业生产效率和胁迫

耐受性都得到了很大的提升[91-92]。系列传代和连

续培养是适应性进化的两种经典设计，针对特定

的工业性状育种目标，施加单一的或多重的或变

化的环境筛选压力，使得突变在全基因组尺度上

广泛积累，然后通过特定的生理指标检测筛选目

标突变体[93]。值得一提的是，相关自动化设备以

及高通量的突变体分离和筛选方法已被大量开发

和应用，从而节省适应性进化实验的人力成本并

提高筛选效率[91, 93]。本实验室设计了一款自动化

程序控制、培养体积小且可并行运行多种筛选培

养条件的微生物适应性进化培养设备[94]。该设备

包括中央控制系统与若干执行单元 (培养条件控

制单元、培养瓶单元、原料储罐及培养物收集罐

单元)，具有程序编辑与控制模块以及若干个蠕动

泵。培养条件控制单元由一个培养温度控制的循

环水槽和一组磁力搅拌器组成；培养瓶单元包括

带刻度的瓶体、瓶盖及与之相连的管线及监测部

件，培养瓶单元放置于循环水槽中，磁力搅拌器

转子置于所述培养瓶，培养瓶通过其管路与蠕动

泵连接；原料储罐与培养物收集罐单元具有若干

个培养基原料储罐及培养物排出液收集罐，培养

瓶通过其管路与培养基原料储罐及培养物排出液 
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收集罐相连接。该设备能够用来进行细菌、酵母、

真菌等微生物及可悬浮培养细胞的系列传代培养

工作，适用于生物、医药、农业等科研或工厂实

验室中，并用来替代目前常用的传统的适应性进

化培养实验工作，节省人力成本并实现实验过程

的标准化高效运行。利用该设备，我们通过耐高

温驯化和 /或模拟工业发酵条件对工业酿酒酵母

菌株进行适应性进化，获得一系列适应性进化菌

株，同时利用基因组重测序揭示了进化菌株中积

累的非同义突变和大片段缺失[95]。相较于普通产

乙醇工业酵母发酵生产乙醇，进化菌株的乙醇产

量均明显提高，能够耐受高温、高浓醪和抑制物

等多重胁迫，解决高温浓醪发酵淀粉生产酒精中

酵母细胞多重胁迫耐性不足的缺陷。在高温下发

酵生产乙醇，可大幅度降低工业用水的用量，从

而减少能量消耗，降低乙醇生产成本，而且进化

菌株能够利用工业用水进行大规模发酵生产乙

醇，进一步降低了乙醇的生产成本，在大规模工

业生产中具有很大的潜力。 

3  工业微生物细胞水平氧还平衡的全局

扰动 

辅因子对 NADH/NAD+和 NADPH/NADP+在

所有生物有机体中起着重要的电子供体或受体的

作用，驱动大量的分解和合成代谢反应，参与细

胞的一系列生理功能，包括调节能量代谢、细胞

内氧化还原状态、控制碳流量、提高线粒体的功

能和活性、调节细胞生命周期和细胞毒力等。工

业微生物工程改造所改变或引入的代谢途径，特

别是涉及消耗、生成或转化辅因子的代谢途径，往

往会引起氧化还原状态的波动，从而严重阻碍细胞

代谢，导致细胞生长和生物合成能力的下降。因此，

除了途径改造外，氧化还原平衡也是工程改造细胞

利用特定底物生产目标产物的重要考虑因素。通过

辅因子工程，维持胞内氧化还原平衡，增加目标产

物生物合成途径的代谢通量，提高生产效率，是较

早发展起来的系统改造手段之一，广泛应用于提高

酶、药物、生物燃料、大宗化学品等细胞工厂的生

产性能。一些综述文献总结了辅因子工程的相关策

略和应用[96-101]，4 种基本策略包括 (图 3)： 

1) 调节内源辅因子系统，改善自平衡，比如

辅因子竞争途径的消除或阻断，辅因子生成途径的

加强，以及微调氧化还原相关转录调控因子等。例

如，NADPH 是一些高附加值化学品生物合成途径

所需的重要辅因子。细胞能否有足够的 NADPH 是

构建这类细胞工厂的限制因素之一。大肠杆菌转录

调控因子 HdfR，其功能缺失能够提高细胞内

NADPH 的含量，从而提高 3-羟基丙酸的产量[102]。 

2) 在宿主中增补异源的辅因子再生系统，比

如增加 NAD 与 NADP 之间转化的酶或途径，增

强 NAD 合成等，反之亦然。Ng 等基于运动发酵

单胞菌的 Entner-Doudoroff (ED) 途径，对其进行

理性设计，并引入到大肠杆菌中，将 NADPH 产

生效率提高了 25 倍[103]。 

3) 替换具有特定辅因子特异性的酶或改造

酶的辅因子特异性。最近，Arnold 实验室开发了

一个将酶对 NADP 依赖性逆转为 NAD 依赖性的

在线工具 (Cofactor specificity reversal-structural 

analysis and library design，CSR-SALAD)，基于

蛋白结构分析和半理性设计，成功将 4 种结构不同

的 NADP 依赖酶 (乙醛酸还原酶、肉桂醇脱氢酶、

木糖还原酶和含铁醇脱氢酶) 的辅因子特异性逆

转为 NAD 依赖[104]。 

4) 创建合成的辅因子系统，比如利用人工的

辅因子类似物。基于氧化还原反应的生物转化对

于工业生物制造具有潜在的吸引力，但需要依赖

于不稳定且昂贵的辅因子。Knaus 等鉴定了一些

人工合成的辅因子类似物，其催化活性甚至比

NAD(P)H 还好[105]。另外，这些策略的组合也具

有可行性和有效性。 
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图 3  细胞内氧化还原平衡的改造示意图 (参考文献[97]修改) 
Fig. 3  Schematic for engineering cellular redox balance (modified from [97]). NFCD: nicotinamide flucytosine 
dinucleotide; HE: Hantzsch ester; DHPD: 9,10-dihydrophenanthridine; BNAH: 1-benzyl-1,4-dihydronicotinamide; 
mNADH: snicotinamide cofactor mimics. 

 

4  展望 

开发和改进工业微生物的鲁棒性和适配性，

比如高产和胁迫抗性，是发展生物产业的基础。

然而这些性状是由多层次的复杂调控网络控制，

仅仅基于对模式生物和非工业环境所开展的研究

尚不能全面解析相关的遗传调控机理。未来依然

需要借助于系统生物学的分析手段，加大对工业

微生物的基因组学和功能基因组学分析，揭示重

要工业微生物遗传操作的限制修饰系统，分析工

业环境下高产性状的分子机制，挖掘高产性状相

关的特殊遗传标记与基因，构建基因组规模的代

谢网络以及调控网络模型，最终为实现可预测、

可控制的工业微生物提出更为全面可靠的理性设

计改造方案。同时，由于传统单一基因、单一途

径、单一策略的代谢工程改造对于复杂性状提升

的空间有限，需要借助合成生物学的工程改造手

段，对工业微生物开展全基因组水平的、系统的、

全局的工程改造扰动，同时结合自动化和高通量

分析手段，多次迭代，从而缩短育种周期，获得

工业生产所需的优良工业微生物。另外，人工创

制生物在工业应用时涉及到转基因的问题，如何
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加强人工创制生物的安全性管控和策略以及提高

民众对转基因生物的认知也至关重要。 
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