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摘  要: 发展“液态阳光”被认为是解决化石燃料枯竭的关键技术之一。β-石竹烯是高性能的萜烯化合物，作

为潜在的航空高密度燃料备受瞩目。新型光合蓝细菌底盘聚球藻 UTEX 2973 倍增时间短至 1.5 h 且耐受高温

高光，利用光和 CO2 合成 β-石竹烯具有很大的发展前景。为此，文中在聚球藻 UTEX 2973 中通过构建 β-石

竹烯合成途径、优化相关关键合酶、增强前体供应等一系列策略实现了在摇瓶中约 121.22 μg/L β-石竹烯的

合成  (96 h)。在此基础上，通过培养条件的优化实现在光生物反应器中进行高密度培养，最终 β-石竹烯产

量达到约 212.37 μg/L (96 h)。这是目前报道的蓝细菌底盘中 β-石竹烯的最高产量，为未来利用光和 CO2

直接合成高密度燃料打下基础。  

关键词: 聚球藻 UTEX 2973，高密度燃料，液态阳光，β-石竹烯，高密度培养  
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Abstract:  Development of “liquid sunshine” could be a key technology to deal with the issue of fossil fuel depletion. 
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β-caryophyllene is a terpene compound with high energy density and has attracted attention for its potential application as a jet 

fuel. The high temperature and high light-tolerant photosynthetic cyanobacterium Synechococcus elongatus UTEX 2973 

(hereafter Synechococcus 2973), whose doubling time is as short as 1.5 h, has great potential for synthesizing β-caryophyllene 

using sunlight and CO2. In this study, a production of ~121.22 μg/L β-caryophyllene was achieved at 96 h via a combined 

strategy of pathway construction, key enzyme optimization and precursor supply enhancement. In addition, a final production 

of ~212.37 μg/L at 96 h was realized in a high-density cultivation. To our knowledge, this is the highest production reported 

for β-caryophyllene using cyanobacterial chassis and our study provide important basis for high-density fuel synthesis in 

cyanobacteria. 

Keywords:  Synechococcus elongates UTEX 2973, high-density fuel, liquid sunshine, β-caryophyllene, high-density cultivation 

 

过去的两个世纪，化石燃料为人类的经济带

来了指数型增长，而如今我们正面临着这一增长

带来的后果——气候变化、环境恶化、能源危机

以及在未来大约 100 年的时间内因化石燃料的枯

竭所带来的一系列问题。中国科学院院长、中科

院院士白春礼研究员等在Joule杂志提出：在化石

燃料枯竭的未来，“液态阳光”可能是解决问题的

关键[1]。“液态阳光”源于丰富的阳光、CO2 和水，

属于可再生绿色液态燃料。一方面，利用太阳能

可以减少我们对化石燃料的依赖，它是最丰富的

能源资源，可以满足人类未来的能源需求；另一

方面，2017 年全球燃烧化石燃料产生的CO2 排放

量达到 33 亿t且这一数据在 2018 年又增长了 2%，

是CO2 被自然吸收回陆地和海洋速率的两倍[1]。

因此，应用合成生物学开展CO2 的高效资源化利

用，可同时缓解迫切的环境和能源压力，对我国

经济、社会的可持续发展具有重大意义。 

蓝细菌 (Cyanobacteria)，也称蓝藻，是唯一

可进行放氧光合作用的原核生物，在地球化学元

素循环以及生态环境中具有重要作用[2]。经由光

合作用，每年大约有 2 580 亿t CO2 被固定为有机

物，而仅海洋中的两类蓝细菌——聚球藻和原绿

球藻就可占到全球固碳的 20%以上[3]。由于光合

蓝细菌具有高效捕捉太阳能并固定CO2 的特性，

应用合成生物学技术开发其作为“光驱动的自养

型细胞工厂”生产生物燃料和化学品的研究近年

来也引起广泛的关注；迄今为止，已有几十种燃

料和化学品包括乙醇、正丁醇、异丁醛、异戊二

烯及 3-羟基丁酸等的生物合成途径得以在多种模

式蓝细菌中构建表达，实现了从CO2 到这些产品

的直接生物合成，同时达到了CO2 的利用及大宗

化学品的绿色制造的目的，为社会的可持续发展

提供了新思路，也为发展“液态阳光”技术起到重

要的推动作用[4-8]。 

β-石竹烯  (β-caryophyllene，简称为石竹烯)

是一种双环倍半萜类化合物，分子式为C15H24，

由于其有较高的能量密度和燃烧热，因此被列为

下一代航空燃料 [9-10]。随着“微生物细胞工厂”的

兴起，以微生物作为宿主生产化合物受到了更多

的关注，为石竹烯的合成提供了新的思路。早在

2011 年，有研究者在工程菌内实现了石竹烯的异

源生物合成 [11] 。通过过表达黄花蒿 Artemisia 

annua来源的石竹烯合酶 (QHS1) 在光合蓝细菌

集胞藻PCC 6803 中实现了 (46.4±2.9) μg/L/week

的石竹烯产量[12]。 

近几年新分离的聚球藻Synechococcus elongates 

UTEX 2973，它能在 41 ℃、1 500 μmol photons/(m2·s) 

以及 3% CO2的情况下达到最快 1.5 h的倍增时间，

这一生长速度基本与酿酒酵母一致[13-14]，远远超

过目前几种模式蓝细菌。同时聚球藻UTEX 2973

的基因组与被广泛研究的聚球藻Synechococcus 

elongates PCC 7942 有 99.8%的相似度，仅存在   

55 个单碱基突变或插入缺失以及一个大的染色体

翻转，这为聚球藻UTEX 2973 中研究工作的开展

奠定了很好的基础。同时，作为微生物细胞工厂，

通过简单导入蔗糖转运蛋白即可得到与目前最好
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的蔗糖生产者相似的蔗糖生产速率；这体现了聚

球藻UTEX 2973 作为微生物细胞工厂的潜力。在

本课题组先前的研究中，通过将编码Tfp菌毛组装

蛋白的pilN导入聚球藻UTEX 2973，成功实现了

聚球藻UTEX 2973 的自然转化，为聚球藻UTEX 

2973 验证了包括超强启动子Pcpc560、PpsbA2、PpsbA3，

诱导型启动子Plac、Ptrc等一系列启动子；验证基

于 核 糖 开 关 theoE*(riboswitch-E*) 、 theo/yitJ 和

xpt(C74U)/metE的诱导/抑制系统菌株；验证基于

Hfq-MicC的sRNA工具，并在聚球藻UTEX 2973

中对其进行了进一步优化，用于对内源基因的可

诱导控制[15]，使得在聚球藻UTEX 2973 中进行复

杂的代谢工程改造成为可能。 

本研究中 (图 1)，为实现聚球藻UTEX 2973

中石竹烯的高效合成，首先在聚球藻UTEX 2973

中测试了一系列不同来源的石竹烯合酶，发现在

仅过表达石竹烯合酶的情况下无法检测到石竹烯

的存在，通过引入来自大肠杆菌Escherichia coli

的IspA以及北美冷杉Abies grandis的GPPS2 初步

证实了在聚球藻UTEX 2973 中合成石竹烯的可行

性，并确定拟南芥Arabidopsis thaliana来源的

TPS21 在聚球藻UTEX 2973 中效果最佳。随后通

过 进 一 步 引 入 来 自 酿 酒 酵 母 Saccharomyces 

cerevisiae的异戊烯基二磷酸 δ-异构酶  (IDI1) 

大幅提高了石竹烯的产量。在此基础上进一步

尝试分别过表达 ispA、gpps以及大肠杆菌、酿

酒酵母和聚球藻UTEX 2973 内源的 idi1。得出

酿酒酵母来源的IDI1sc对于聚球藻UTEX 2973 中

石竹烯合成的关键作用，最后通过优化光生物

反应器中的光照、pH实现了在光生物反应器中

聚球藻UTEX 2973 的高密度培养和石竹烯的高

效合成。 

 

 
 
图 1  以聚球藻UTEX 2973 为细胞工厂光合自养合成石竹烯的模型 (其中红色标注的代谢途径为新引入或强化途径) 
Fig. 1  Schematic model of photosynthetic autotrophic synthesis of caryophyllene using S. elongates UTEX 2973, in 
which the metabolic pathways marked in red were introduced or enhanced. 
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1  材料与方法  

1.1  实验材料  

1.1.1  菌株与质粒 

本实验用到的野生型聚球藻UTEX 2973 及大

肠杆菌Helper[16]由中国科学院青岛生物能源与过

程研究所吕雪峰研究员惠赠[17]。大肠杆菌DH5α、

大肠杆菌HB101 以及聚球藻UTEX 2973 由实验室

保存。大肠杆菌DH5α用于质粒构建，大肠杆菌 

HB101 用于作为接合转移质粒供体，大肠杆菌

Helper 用 于 接 合 转 移 辅 助 菌 。 pSIII-tps21 、

pSIII-tps23、pSIII-cscs和pSIII-qhs1 为本实验构建，

基于pBR322[18]的于聚球藻UTEX 2973 中性位点

NSIII处的整合型载体，用于筛选不同来源的石竹

烯 合 酶 ， 基 因 tps21 (NP_197784.2)[19] 、 tps23 

(ABY79213)[20] 、 cscs (AAU05952.1)[21] 、 qhs1 

(AAL79181)[22]经过对聚球藻UTEX 2973 序列优

化，由金维智公司 (中国，苏州) 合成。pSI-ispA、

pSI-gpps-ispA、 pSI-gpps-ispA-idi1sc 为本实验构

建，基于pBR322 于NSI的整合型载体，以探究自

萜烯前体DMAPP和IPP至FPP合成的途径对于石

竹烯产量的影响，GPPS (AF513112.1) 由金维智

公司合成，IspA (NP_414955) 扩增自大肠杆菌

MG1655，IDI1sc (NP_015208) 扩增自酿酒酵母

BY4741 。 pSII-gpps 、 pSII-ispA 、 pSII-idi1sc 、

pSII-idi1se 以及 pSII-idi1ec 为本实验构建，基于

pBR322 于NSII位点的整合型载体，用以探究

GPPS、IspA、IDI1sc表达量及不同物种来源的IDI1

对于石竹烯产量的影响， idi1ec扩增自大肠杆菌

MG1655，idi1sc扩增自酿酒酵母BY4741，idi1se扩

增自聚球藻UTEX 2973。 

1.1.2  培养基 

大肠杆菌培养采用标准LB培养基[23]，培养根

据对应质粒的抗性标记添加卡那霉素 50 μg/mL、

氯霉素 50 μg/mL、壮观霉素 100 μg/mL以及氨苄

青霉素 200 μg/mL (抗生素浓度为终浓度)。聚球藻

UTEX 2973 培养采用标准BG11 培养基[24]，对于

高密度培养用培养基额外添加 1 g/L HEPES，用

于调整并维持pH至 8.5，固体培养基额外添加

Na2S2O3 3 g/L以及 1.5%琼脂粉，灭菌后添加单独

灭菌的CaCl2·2H2O (36 g/L) 1 mL/L以及柠檬酸铁

铵 (6 g/L) 1 mL/L；蓝细菌突变株根据对应抗性

标记添加卡那霉素 25 μg/mL、氯霉素 25 μg/mL、

壮观霉素 50 μg/mL。 

1.1.3  试剂与仪器 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自天根生化

科技 (北京) 有限公司。质粒小提试剂盒、凝胶

纯化回收试剂盒，PCR纯化试剂盒、2×Taq Master 

Mix (Dye Plus)、Phanta Max Super-Fidelity DNA 

Polymerase 以 及 ClonExpress MultiS One Step 

Cloning Kit购自南京诺唯赞生物科技有限公司。

限制性内切酶、DNA连接酶购自Thermo Fisher 

Scientific，引物合成与测序由金维智公司完成。 

蓝细菌和大肠杆菌平板的培养在上海博讯

SPX-250B-G光照培养箱中进行，液体菌株的培

养在天津欧诺HNYC-202T叠加式光照摇床中进

行。蓝细菌的高密度培养在配有可调光LED灯壳

的Eppendorf BioFlo/CelliGen 310 7.5 L发酵罐中

进行。 

1.2  质粒与突变株构建  

1.2.1  菌株构建 

质粒提取、PCR纯化、胶回收等具体操作根

据对应说明书进行。本实验中所用菌株见表 1，

克隆所用引物见网络版中附件，菌株命名为

StrainXYZ，其中X为NSI位点转入质粒的序号，Y

为NSII位点转入质粒的序号，Z为NSIII位点转入

质粒的序号，0 代表该位点未转入质粒。 

1.2.2  聚球藻UTEX 2973 的转化 

根 据 先 前 报 道 的 研 究 [ 1 6 ] ， 对 聚 球 藻

UTEX2973 进行了优化。将带有pRL443 和pRL623

质粒的大肠杆菌HB101，即Helper，和带有目标质

粒的大肠杆菌培养过夜，然后以 1︰50 (V/V) 的

比例将其转移到含有合适抗生素的新鲜LB培养 
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表 1  研究中用到的菌株 
Table 1  Strains used in this research 

Strains Genotype 

Strain002 NSIII::Ppsba3-tps21-kanR in WT 

Strain003 NSIII::Ppsba3-tps23-kanR in WT 

Strain004 NSIII::Ppsba3-cscs-kanR in WT 

Strain005 NSIII::Ppsba3-qhs1-kanR in WT 

Strain202 NSI::Ppsba1-ispA-speR in Strain002 

Strain203 NSI::Ppsba1-ispA-speR in Strain003 

Strain204 NSI::Ppsba1-ispA-speR in Strain004 

Strain205 NSI::Ppsba1-ispA-speR in Strain005 

Strain302 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-speR in Strain002 

Strain303 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-speR in Strain003 

Strain304 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-speR in Strain004 

Strain305 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-speR in Strain005 

Strain402 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-Ptrc-idi1sc-speR in 
Strain002 

Strain403 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-Ptrc-idi1sc-speR in 
Strain003 

Strain404 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-Ptrc-idi1sc-speR in 
Strain004 

Strain405 NSI::Ppsba1-ispA-RBS-gpps-Ptrc-idi1sc-speR in 
Strain005 

Strain422 NSII::Pcpc560-gpps-cmR in Strain402 

Strain432 NSII::Pcpc560-ispA-cmR in Strain402 

Strain442 NSII::Pcpc560-idi1sc-cmR in Strain402 

Strain352 NSII::Pcpc560-idi1ec-cmR in Strain302 

Strain362 NSII::Pcpc560-idi1se-cmR in Strain302 

Strain342 NSII::Pcpc560-idi1sc-cmR in Strain302 

 
基中。当细胞生长到对数期 (OD600 约为 0.5) 时，

将 2 mL每种大肠杆菌菌株离心后收集菌体，并用

1 mL新鲜 (LB) 培养基洗涤 2 次，以去除所有抗

生素，然后重悬于 0.1 mL LB培养基中，混合在

一起，并孵育 30 min。将 1 mL处于对数生长期的

聚球藻UTEX 2973 (OD750 约为 0.5) 培养物离心并

重悬于 0.2 mL BG11 培养基中 (当转化的菌株培

养基含有抗生素时，需要再洗涤 2 次)。然后将样

品与上述大肠杆菌悬浮液混合并温育 30 min。将

混合物涂布在铺有无菌滤膜 (孔径为 0.45 μm) 的

含 5% (V/V) LB的BG11 琼脂平板上。在大约   

100 μmol photos/(m2·s) 的光照强度下孵育 24 h

后，将滤膜转移到新的BG11 琼脂平板上，根据需

要添加抗生素 (例如 80 μg/mL氯霉素、50 μg/mL

壮观霉素或 50 μg/mL卡那霉素)。 

1.3  聚球藻UTEX 2973 细胞量及干重检测方法 

蓝细菌的细胞浓度通过BioTek ELx808 酶标

仪测量OD750 得出。蓝细菌的干重通过将 40 mL

菌液冷冻干燥后称重得到。 

1.4  蓝细菌中石竹烯检测方法 

将 30 mL蓝细菌离心收集后在 15 mL离心管中

进行冷冻干燥，利用甲醇-氯仿-水萃取的方法[25]

将菌体中的脂溶性物质提出，氯仿相通过GC-MS

检测测定石竹烯的含量。GC-MS检测通过Agilent 

7890 进行，配有Agilent 5975 质谱检测器以及

HP-5MS (30 m × 0.25 mm × 0.25 μm film        ；Restek，

Bellefonte，PA，USA) 色谱柱。超高纯度氦气以

1 mL/min的恒定流速用作载气，柱箱温度最初在

60 ℃保持 2 min，然后以 3 /min℃ 的速度升至

150 ℃，再以 30 /min℃ 的速度升至 280 ℃，最后

在 280 ℃保持 5 min。质谱采用SIM模式，特定

识别荷质比m/z为 93、133、161、189、204 的离

子峰。 

1.5  实时定量PCR (qRT-PCR) 

通 过 Direct-zol™RNA MiniPrep 试 剂 盒 

(Zymo，CA，USA) 提取总RNA。按照起始OD750

为 0.1 将菌株接种于 20 mL液体BG11 培养基，光

照培养 48 h后，通过低温离心 (7 000×g，5 min，

4 ℃) 收集培养物 (体积×OD750=5)，然后立即用

液氮冷冻。根据制造商提供的方案进行RNA提取。

按照制造商的规程 (南京诺唯赞生物科技有限公

司 )，使用 HiScript Q RT SuperMix for qPCR 

(+gDNA wiper) 合成cDNA。将每种稀释液 1 μL 

(1%) 用作qRT-PCR的模板。使用ChamQ SYBR 

qPCR Master Mix (High ROX Premixed) (南京诺

唯赞生物科技有限公司) 在 10 μL反应体系中完

成qPCR反应，其中包含 5 μL混合物，2 μLddH2O，

1 μL模板和 1 μL每个引物。反应通过StepOnePlus™
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实时PCR系统 (Applied Biosystems，CA，USA)

进行。数据分析通过StepOnePlus分析软件 (Applied 

Biosystems，CA，USA) 和 2–∆∆Ct方法进行。编码

RNase P亚基B的 rnpB基因用作内参基因 [15]。

qRT-PCR所用引物见网络版中附件。 

2  结果与分析  

2.1  石竹烯合酶在聚球藻UTEX 2973 中的表达 

将 4 种不同来源的石竹烯合酶 TPS21、

TPS23、CSCS、QHS1 与超强启动子Ppsba3
[15]连接

构建质粒pSIII-tps21、pSIII-tps23、pSIII-cscs以及

pSIII-qhs1，分别转入蓝细菌UTEX 2973 得到菌株

Strain002、Strain003、Strain004 和Strain005。分

别培养 96 h后 (生长达到平台期) 检测，发现均

不能检出石竹烯含量。通过qRT-PCR检测 4 种石

竹烯合酶均有较高的转录水平 (图 2)，推测几种

石竹烯合酶均得到表达。 

2.2  增强石竹烯合成前体FPP的积累 

通过分析蓝细菌聚球藻UTEX 2973 内源的代

谢途径，发现蓝细菌内源仅存在同时拥有 3 种催

化活性酶酶牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合酶CrtE，

能够催化DMAPP连续加成 3 个IPP依次合成牻牛

儿基焦磷酸GPP、法尼基焦磷酸FPP以及牻牛儿基

牻牛儿基焦磷酸GGPP[26]，不能有效地萜烯合成 

 

 
 

图 2  经qRT-PCR验证几种石竹烯合酶表达情况 
Fig. 2  qRT-PCR validation of gene expression for 
several caryophyllene synthase.  

途径的碳流截留在法尼基焦磷酸FPP以供给石竹

烯的合成，因此尝试在聚球藻UTEX 2973 中引入

增强FPP合成的外源途径。 

首先将pSI-ispA以及pSI-gpps-ispA分别转入

菌株Strain002、Strain003、Strain004、Strain005

中，获得菌株Strain202、Strain203、Strain204、

Strain205 以及Strain302、Strain303、Strain304、

Strain305，以在聚球藻UTEX 2973 中引入来自北

美冷杉的GPP合酶GPPS或者同时引入大肠杆菌

的双功能的FPP合酶IspA (能够将DMAPP与IPP反

应生成GPP，并将GPP与IPP进一步反应生产FPP)。

将这 8 个菌株培养 96 h后检测产量发现在仅引入

IspA的菌株中仅Strain202 能够检测到很低的产

量，为 (6.141±0.483) μg/L。在引入GPPS和IspA

的菌株中除Strain304 外均能检测到产量，分别为

(14.316±1.221) μg/L 、 (2.707±1.023) μg/L 以 及

(5.218±0.759) μg/L，产量依然很低 (图 3)。 

在先前的研究中，经由M E P途径合成的

DMAPP︰IPP的比例大概维持在 1︰6 左右[27]，这 

 

 
 
图 3  引入不同来源石竹烯合酶及不同前体合成途径

的石竹烯产量 (横坐标代表 4 种合酶，菌株中“Z”代表

引入不同的石竹烯合酶) 
Fig. 3  Production of caryophyllene after introducing 
caryophyllene synthase from different sources and 
different precursor synthesis pathways (x-axis represented 
the four kinds of synthase while “Z” in the strain 
represented the introduction of different synthase). 
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对于萜烯合成来说可能是不利的，可以通过过表

达idi1 来改变这一比例[28]，因此将pSI-gpps-ispA- 

idi1sc分别转入菌株Strain002、Strain003、Strain004

和Strain005 中分别得到菌株Strain402、Strain403、

Strain404 和Strain405，经过 96 h的培养之后，仅

有Strain404 检测不到产量，其余菌株均检测到较

高的产量，其中Strain402 产量最高，达到了

(43.373±3.496) μg/L。其他两个菌株的产量分别为

(18.139±2.236) μg/L 以 及  (23.726±2.683) μg/L  

(图 3)。结果表明：1) 在蓝细菌中拟南芥来源的

TPS21 对于石竹烯的合成有较好的表现，此外黄

瓜Cucumis sativus来源的石竹烯合酶没有表现出

其活性；2) 引入外源的FPP前体合成途径和平衡

IPP和DMAPP对于石竹烯的合成有很大的促进。 

2.3  探究前体合成途径限速酶，并进一步提高

石竹烯前体FPP合成 

为了探究自DMAPP和IPP到FPP合成途径中

的关键途径以及关键酶，在Strain402 中通过分别

引入pSII-gpps、pSII-ispA和pSII-idi1sc得到菌株

Strain422、Strain432 和Strain442。分别培养 96 h

后检测石竹烯产量 (图 4)，发现过表达该三步酶

均对蓝细菌中石竹烯的产量有促进作用，其中过

表达idi1sc对石竹烯产量帮助最大，使得石竹烯的

产量达到了 (121.233±9.732) μg/L，而过表达gpps

或ispA仅可以使产量提高到 (66.971±4.269) μg/L

以及 (63.221±7.623) μg/L，可以认为idi1 是石竹

烯合成中这几步反应中的关键限速酶。 

此外不同来源的IDI1 可能有不同的催化速率

并将DMAPP与IPP的比例控制在不同的程度[29]，

对于萜烯的合成可能会有不同的影响。因此分别

尝试了来自大肠杆菌、酿酒酵母以及蓝细菌内源

的 IDI1 ， 因 此 在 菌 株 Strain302 中 分 别 转 入

pSII-idi1ec 、 pSII-idi1se 和 pSII-idi1sc ，得到菌株

Strain352、Strain362 和Strain342，培养 96 h检测

石竹烯产量 (图 5)，发现来自酿酒酵母的IDI1sc效果

最好，石竹烯产量达到 (103.583±12.348) μg/L。 

 
 
图 4  菌株Strain402 中进一步过表达法尼基焦磷酸

FPP合成途径中可能的限速酶ISPA、GPPS、IDI1 后石

竹烯产量 

Fig. 4  The production of caryophyllene after further 
overexpression of possible rate-limiting enzymes IPA, 
GPPS, IDI1 in the synthesis pathway of farnesyl 
pyrophosphate FPP in strain Strain402. 

 

 
 
图 5  菌株Strain302 中过表达不同来源idi1 后石竹烯

的产量 

Fig. 5  The production of caryophyllene after 
overexpression of idi1 from different sources in strain 
Strain302. 
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2.4  聚球藻UTEX 2973 培养条件优化 

聚球藻UTEX 2973 是一种最新发现的蓝细菌，

能够在高温 (41 ℃) 高光 (500 μmol photons/(m2·s)) 

的情况下快速生长[30]，但是其生长最适的温度、

光照和pH等条件尚未见报道，因此为了优化聚球

藻UTEX 2973 的生长，获得更大的细胞密度和石

竹烯产量，测试了其在不同温度、不同pH以及

不同光照下的生长，确定最优的培养条件，为后

续高密度培养生产石竹烯提供参考。 

2.4.1 培养过程温度对于聚球藻UTEX 2973 生长

的影响 

聚球藻UTEX 2973 是一种能够耐受相对高温

的蓝细菌，适当提高温度应当有助于它的生长，

因此测试了其在 30 ℃、38 ℃、41 ℃、45 ℃的生

长，发现在 38 ℃和 41 ℃生长速度较快 (图 6)，

因此确定此为其培养温度。 

2.4.2  pH对聚球藻UTEX 2973 生长的影响 

培养基中的碳酸氢根离子是蓝细菌转运进入

体内的CO2 的主要形式[31]，而培养基环境中的pH

值会影响CO2 在水中的溶解及解离[32]，从而影响

蓝细菌的固碳，因此不同pH可能对蓝细菌的生长

产生不同的影响，测试了其在不同pH下的生长曲

线，发现在pH为 8.5 时其生长速度最快 (图 7)，

因此确定为其培养pH。 

 

 
 
图 6  不同温度下聚球藻UTEX 2973 的生长曲线 
Fig. 6  Growth curves of S. elongates UTEX 2973 at 
different temperatures. 

2.4.3  培养过程光照对于聚球藻UTEX 2973 生

长的影响 

光照是蓝细菌能量的来源，聚球藻UTEX 2973 能够

在相对高的光照 (500 μmol photons/(m2·s)) 的情况下快

速生长，最高甚至可耐受至2 400 μmol photons/(m2·s)[14]，

而光生物反应器中由于光程等因素与摇瓶实验不

同，因此在光生物反应器测试了不同光照下蓝细菌

的生长速度，在固定搅拌桨转速为 600 r/min、通

入空气速度为 1 vvm的情况下，发现在能达到的

最大光照 1 000 μmol photons/(m2·s) 蓝细菌的生

长速度最快 (图 8)。 

 

 
 
图 7  不同pH下聚球藻UTEX 2973 的生长曲线 
Fig. 7  Growth curves of S. elongates UTEX 2973 at 
different pH. 

 

 
 
图 8  不同光照下聚球藻UTEX 2973 在光生物反应器

中的生长曲线 
Fig. 8  Growth curves of S. elongates UTEX 2973 under 
different light densities in photobioreactor. 
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2.5  光生物反应器中高密度培养生产石竹烯 

在上述确定的培养条件下，将Strain442 在光

生物反应器中培养，控制温度为 38 ℃、pH为 8.5、

光照为 1 000 μmol photons/(m2·s)、搅拌桨转速为 

600 r/min、通入空气速度为 1 vvm的情况下，连

续培养 144 h，从 48 h开始，每间隔 24 h取样测定

石竹烯产量，发现石竹烯产量在 96 h时达到最大

(212.37 μg/L) 并在 120 h后开始衰减 (图 9)。 

3  讨论  

在本研究中，我们成功在蓝细菌聚球藻

UTEX 2973 中构建了石竹烯的合成途径，并通过

一系列途径和培养条件的优化使得石竹烯产量达

到了 212.37 μg/L。 

萜烯化合物是一类重要的天然化合物，其代

谢通路长且复杂，合成酶特异性差、选择性低、

效率低，为萜烯在异源细胞工厂中合成造成了困

难[33-34]。蓝细菌由于其与植物叶绿体的亲缘性近，

为异源合成植物叶绿体内萜烯提供了基础，同时

由于其能高效合成类胡萝卜素类四萜化合物，表

明其MEP途径有相对高的效率[35]，为萜烯等的合

成提供了底物基础。 

 

 
 
图 9  聚球藻UTEX 2973 突变株Strain442 在光生物反

应器中的生长和生产曲线 
Fig. 9  Growth and production curves of S. elongates 
UTEX 2973 mutant Strain442 in photobioreactor. 
 

在合成生物学推动下，目前已在蓝细菌中实

现了多种萜烯代谢物的生物合成，除石竹烯外，

还有异戊二烯[36-37]、柠檬烯[38-39]、水芹烯[40]、鲨

烯[41]、青蒿素前体紫穗槐二烯[42]及虾青素[43]等多

种萜类化合物的研究。蓝细菌同其他多数原核生

物相似，其体内缺乏MVA途径，为实现萜烯的高

效合成，现有研究主要分为内源MEP途径的加强、

外源MVA途径的引入、萜烯合酶筛选及培养条件

优化等。首先，对于MEP途径而言，其入口端的

1-脱氧-D-木酮糖 5-磷酸合酶DXS与出口端的异

戊烯基二磷酸 δ- 异 构酶 IDI 被 认为是限速步    

骤[36-44]，加强内源DXS的表达量提高了萜烯前体

供给，成功将异戊二烯的产量提高了 20%[36]，相

比DXS，IDI1 能够增加DMAPP/IPP的比例，从而

更有利于萜烯的合成，过表达IDI能够使异戊二烯

的产量获得两倍的提升[36]。其次，近期研究表明

MEP途径中的 4-羟基-3-甲基丁-2-烯-1-基二磷酸

合酶IspG和 2-C-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸-胞嘧啶

转移酶IspD同样可能是MEP途径的限速酶[36-45]，

其中对IspG的进一步强化使得异戊二烯产量提升

了 60%[36]。此外，也有研究者在蓝细菌体内引入

了完整的MVA途径，以增加萜烯前体的供应[46]。

但是，MVA途径相对较长，完整的导入对于蓝细

菌来说相对困难；并且对于大部分萜烯合成途径

来说，萜烯合酶选择性差、效率低，因此萜烯合

酶的筛选和高表达对于萜烯合成也极为重要。在

蓝细菌通过测试不同来源的萜烯合酶，并通过超

强启动子Ppsba或者与高表达蛋白CpcB进行原位

融合的方法以提高萜烯合酶的表达量，取得了不

错的成果，其中利用超强启动子Ppsba已实现了柠

檬烯产量 30 倍的提升[47]，而利用CpcB与萜烯合

酶融合提高萜烯合酶的表达量使得水芹烯产量提

高了 100 倍[48]。另外由于蓝细菌生长和生产的唯

一碳源是来自空气中的CO2 溶解于培养基后解离

的碳酸氢根，因此多数工作尝试了利用提高CO2

浓度或者补加碳酸氢根的方式提高碳源的供给，
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从而提高产品的产量。例如在利用蓝细菌生产乙醇

的研究中，通过将通入的空气换为 5%的CO2 使得

摇瓶中乙醇的产量提高了 4 倍，达到了 0.4 g/L[49]。 

在本研究中，我们参考了很多早期研究的成

果，例如选取了在聚球藻UTEX 2973 中的强启动

子Ppsba3 控制各种石竹烯合酶的表达，并以此筛选

了石竹烯合酶，发现不同种源的石竹烯合酶在蓝

细菌中活性和功能差距较大，也显示了在萜烯类

物质的合成中合成酶筛选的重要性。随后我们成

功通过引入外源的FPP合成途径以及过表达酵母

来源的IDI1sc在聚球藻UTEX 2973 进一步提高了

石竹烯的产量，其中引入FPP合成所需的GPPS和

ISPA使得石竹烯产量提高到了可检测水平，证明

了聚球藻UTEX 2973 这一快速生长的蓝细菌作为

“光合微生物细胞工厂”的可行性，进一步对于GPP

合酶GPPS以及FPP合酶ISPA的过表达仅对产量有

两倍左右的提升，而过表达酿酒酵母来源的异戊

烯基二磷酸δ-异构酶IDI1sc能够使产量有 6 倍的提

升，这与先前的研究结果相一致[36]，同时我们也

发现IDI1 的来源同样对于萜烯的产量至关重要。

最后我们通过在光生物反应器中进一步提高培养

过程的光照和通气，严格控制生长过程的pH、温

度等参数，使得聚球藻UTEX 2973 的生物量有接

近一倍的提升，同时石竹烯产量也得到了相应的

提升，说明了培养条件尤其是光照强度和CO2 的

供给对于蓝细菌生物燃料产量的重要性，与先前

的研究结果相一致[49]，进一步证明了先前研究的

结果[15-17]。 

但是本研究中仅仅优化了从DMAPP和IPP到

石竹烯的部分途径，并未引入/增强MVA/MEP途

径的提高萜烯前体的供应或进行其他竞争途径的

敲除，因此本研究中所得的石竹烯产量还有较大

的提升空间。在接下来的工作中，可以通过加强

内源MEP途径的限速酶，或引入外源的MVA途

径，进一步提高前体供给，或者通过基因敲除、

基因表达调控 [50-52]等方式弱化FPP向GGPP以及

鲨烯合成的碳流，以进一步提高FPP的供给。此

外聚球藻UTEX 2973中有限的筛选标记数量限制

了其连续多步改造的可能性，因此利用CRISPR等

方式[53-54]进行连续多步无痕操作是在其体内进行

复杂代谢工程的基础。 

本研究中，通过光生物反应器实现了对于聚

球藻UTEX 2973 的高密度培养，但是其细胞干重

依然只达到了 (2.3±0.2) g/L，相比大肠杆菌[55]和

酿酒酵母[56]等细胞工厂有较大的差距，这严重了

限制了其作为“光合微生物细胞工厂”的应用，需

要在未来的研究中得到进一步的提高。 

利用光合微生物细胞工厂实现生物燃料及大

宗化学品的生物合成，相比传统化学合成立体选

择性好，反应过程温和，环境污染少；相比传统

基于酿酒酵母等的微生物细胞工厂，不需要大量

的糖和有机碳源作为底物，避免了传统微生物细

胞工厂成本高、“与人争粮”的弊端。此外光合微

生物细胞工厂仅利用太阳能作为能量来源，CO2

作为底物即可合成生物燃料及大宗化学品，在化

石燃料枯竭的未来，取之不尽的太阳能是最好的

能量来源，而CO2 是化石燃料燃烧和生物呼吸的

必然产物，也是温室效应的主要原因。利用CO2

作为碳源，既可以实现资源循环利用，又可以减

缓温室效应。因此进一步优化以蓝细菌为底盘的

微生物细胞工厂，选育更好的蓝细菌底盘细胞，

以这种基于光合生物的“液态阳光”作为能源的主

要发展方向之一，对于未来缓解能源紧缺实现可

持续发展有着重要作用。 
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