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摘  要: 工业微生物底盘细胞的开发将为工业生物技术的发展提供优良的细胞工厂，有利于实现环境保护及经济

可持续发展。基于合成生物学“设计-构建-测试-学习” (Design-Build-Test-Learn，DBTL) 策略，对底盘细胞进行多

维度的理性或半理性改造是实现“建物致知”以及“建物致用”目标的重要手段。文中简述了合成生物学 DBTL 策略

中各步骤相关的重要技术方法；概述了部分重要模式微生物底盘细胞的策略与研究进展；重点比较介绍了工业生

物技术领域具有特殊生理功能、利用一碳化合物及高效生产平台化合物的部分非模式细菌；同时也提出了实现优

良、安全合成微生物细胞工厂构建与应用的策略。这些方法策略包括依靠合成生物学技术方法，综合模式与非模

式微生物优势，开发应用经济、高效的高通量智能装备，建立分子组学与表型组学研究平台，推动多层次系统生

·菌株改造技术· 
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物学与表型组学大数据的解析、整合、模拟与可视化，以及建立高质量的数字细胞模型和基因组优化的底盘细胞，

推动高效、优良工业细胞工厂的理性设计、构建与应用。 

关键词: 合成生物学，工业微生物，底盘细胞，微生物细胞工厂，非模式微生物，生物安全  
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Abstract:  The development and implement of microbial chassis cells can provide excellent cell factories for diverse 

industrial applications, which help achieve the goal of environmental protection and sustainable bioeconomy. The synthetic 

biology strategy of Design-Build-Test-Learn (DBTL) plays a crucial role on rational and/or semi-rational construction or 

modification of chassis cells to achieve the goals of “Building to Understand” and “Building for Applications”. In this review, 

we briefly comment on the technical development of the DBTL cycle and the research progress of a few model 

microorganisms. We mainly focuse on non-model bacterial cell factories with potential industrial applications, which possess 

unique physiological and biochemical characteristics, capabilities of utilizing one-carbon compounds or of producing platform 

compounds efficiently. We also propose strategies for the efficient and effective construction and application of synthetic 

microbial cell factories securely in the synthetic biology era, which are to discover and integrate the advantages of model and 

non-model industrial microorganisms, to develop and deploy intelligent automated equipment for cost-effective 

high-throughput screening and characterization of chassis cells as well as big-data platforms for storing, retrieving, analyzing, 

simulating, integrating, and visualizing omics datasets at both molecular and phenotypic levels, so that we can build both 

high-quality digital cell models and optimized chassis cells to guide the rational design and construction of microbial cell 

factories for diverse industrial applications. 

Keywords:  synthetic biology, industrial microorganism, chassis cells, microbial cell factories, non-model microorganisms, 

biosafety 

微生物菌株在工业、农业、环境及医学等不

同领域的广泛应用有着悠久的历史和越来越重要

的作用，是现代工业生物技术的核心。随着现代

生物学技术方法的发展与应用，研究人员逐渐从

利用自然界分离得到的自然菌株或菌群，过渡到

结合以诱变或 /和自然进化为主要手段的非理性

手段及基于系统与合成生物学技术的底盘细胞 

(Chassis cell) 理性设计策略，以实现优良细胞工

厂的筛选、构建与改造。 

人类基因组计划 (Human genome project，

HGP) 的成功实施加速了遗传密码解读技术与“组

学”概念的革新。在 HGP 的推动下，基于新一代测

序  (Next generation sequencing，NGS) 与质谱 

(Mass spectrometry，MS) 分析的“组学 (Omics)”

技术，已经广泛应用于生命科学研究的各个领域，

使科学家得以使用系统生物学 (Systems biology) 

方法突破以往对单个基因或蛋白质研究的限制，

在整个生命系统层面更系统、更全面地研究“基
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因-RNA-蛋白-代谢-表型”之间的相互关系，进而

对生命现象的遗传机制有更全面深入的理解[1]。

同时，通过基因组、转录组、蛋白质组、代谢组、

代谢流组以及表型组等不同组学研究得到的大量

系统生物学数据，除了帮助解析微生物细胞工厂

在不同水平的变化规律与调控机制之外，还可用

于生物元件的挖掘与数学建模，通过模拟分析更

深入认识与理解生命过程。21 世纪初，在系统生

物学的研究基础上，引入工程学思想策略，并与

现代生物学、系统科学及合成科学融合，将生物

技术系统化和标准化，形成了在理性设计指导下

重组或从头合成具有特定功能人造生命为目标的

“合成生物学”[2-3]。 

底盘细胞是代谢反应发生的宿主细胞，是将

合成的功能化元件、线路和途径等系统置入其中

达到理性设计目的的重要合成生物学反应平台。

由于细胞的复杂性高，人工置入的生物元件、线

路或系统会受到细胞内原有代谢与调控途径的影

响。因此，对细胞工厂基本成分 (如生物元件与

线路) 的挖掘与鉴定，对生物元件和线路与底盘

细胞在能量与物质代谢层面的适配与通用规律的

理解，对相关生物元件设计理论与工具的开发，

以及对高通量自动组装与测试方法的完善等影响

底盘细胞设计与构建的各方面研究工作都需持续

投入、不断完善，才能尽快实现合成生物学“建物

致知”以及“建物致用”的目标。 

本文简述了合成生物学“设计-构建-测试-学

习  (Design-Build-Test-Learn，DBTL)”策略中设

计、构建、测试和学习各步骤中相关技术方法的发

展；概述了底盘细胞构建的策略以及部分重要模式

微生物的研究进展，如酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae、大肠杆菌 Escherichia coli、枯草芽孢杆

菌 Bacillus subtilis和谷氨酸棒杆菌 Corynebacterium 

glutamicum。重点阐述了部分非模式工业底盘细菌

工厂的研究进展，如需钠弧菌 Vibrio natriegens、

拜氏不动杆菌 Acinetobacter baylyi ADP1、运动发

酵 单 胞 菌 Zymomonas mobilis 、 扬 氏 梭 菌

Clostridium ljungdahlii、产乙醇梭菌 Clostridium 

autoethanogenum、乳酸菌 Lactic acid bacteria、真

氧产碱杆菌 Cupriavidus necator 和盐单胞菌

Halomonas bluephagenesis 等，同时也对优良、安

全的人工合成微生物细胞工厂的构建与应用策略

进行了展望。 

1  合成生物学研究策略及关键技术进展 

合成生物学DBTL的研究策略与技术手段已广

为人知，相关进展及具体底盘细胞的详细内容可参

阅 Trends in Biotechnologya、Metabolic Engineeringb

及《合成生物学》等期刊的专辑综述文章c。本文

仅就底盘细胞构建涉及的主要技术 (图 1) 作简

要描述。 

1.1  设计 (Design) 

设计是合成生物学 DBTL 策略的基础，即在

前期已有知识的基础上遵循一定的规则，利用现

有的标准化生物元件对基因、代谢通路或基因组

进行理性设计。其中标准化的生物元件，尤其是

DNA 水平描述的生物元件，在设计的过程中尤为

重要。虽然从 2003 年开始建立了虚拟化的标准生

物元件注册库  (Registry of Standard Biological 

Parts)，且随后还建立了多个其他类型的生物元件

数据库[4]，但截止到目前，标准化元件的数量仍

然较少，其中关于非模式生物的更为缺乏 d。 

为方便不同层次的设计，针对不同的非标准化

生物元件，研究人员开发了相应的分析工具，如对

启动子进行预测分析的 Softberry 软件及在线分析

网站、对原核生物操纵子 (Operon) 进行预测分析 

 

 
a https://www.sciencedirect.com/journal/trends-in-biotechnology/special-issue/10G0XCGV33B 
b https://www.sciencedirect.com/journal/metabolic-engineering/vol/50/suppl/C 
c http://www.synbioj.com/CN/2096-8280/home.shtml 
d http://parts.igem.org/Catalog 
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图 1  合成生物学“设计-构建-测试-认知”研究策略涉及的主要关键技术 
Fig. 1  Key technologies involved in synthetic biology “Design-Build-Test-Learn” strategy. CasHRA: Cas9-facilitated 
homologous recombination assembly; COOL: codon optimization online; DOOR: database for prOkaryotic OpeRons; 
FACS: fluorescence-activated cell sorting; FADS: fluorescence activated droplet sorting; GSM: genome-scale model; 
MMC: microbial microdroplet culture system; RSBP: registry of standard biological parts; TdT: terminal 
deoxynucleotidyl transferase. 
 

的 DOOR (Database for prOkaryotic OpeRons)[5]、对

终止子进行预测分析的 TransTermHP 等[6-7]。美国

宾夕法尼亚州州立大学 Howard Salis 教授课题组开

发了一系列生物元件算法工具与流程，实现对核糖

体结合位点 (Ribosome binding site，RBS)、RBS 文

库、Operon、非重复元件、核糖开关 (Riboswitch) 与

RNA 传感器等的预测、优化及设计[8-9]。 

在进行基因元件合成时，由于密码子在不同

物种中的使用频率不尽相同，往往会根据所选底

盘细胞的密码子偏好性利用相关软件程序进行密

码子优化，但是密码子优化设计尚无法完全保证

目的基因在所选底盘细胞的表达效果，这可能与

体内 tRNA 丰度及翻译效率相关[10]。研究表明，

有些同义突变虽然不影响活性酶的形成，但会显

著改变体内蛋白质的折叠机制，进而加快其前体

蛋白在体内的降解，影响生长[11]。这些可能造成

蛋白表达与降解的影响因素在元件设计、基因组

分析或细胞工厂设计中都需要综合考虑。随着人

工智能 (Artificial intelligence，AI) 技术在生物

学研究中的应用，生物元件的从头设计也成为可

能。DeepMind 团队开发的基于机器学习的人工

智能算法 Alphafold，通过对已有知识进行训练

后，能够基于蛋白质一级序列进行蛋白质结构预

测[12]，相关算法、模型的开发及应用将蛋白质的

结构设计与功能预测相连接，加快生物元件的理

性设计[13]。 

途径设计方面，与基于实验结果的方法相比，

基于代谢网络计算分析的策略以其快速、综合和

系统的优势，逐渐受到新途径挖掘与设计的青睐。

中国科学院天津工业生物技术研究所  (天工所) 
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马红武团队通过整合天然反应数据库 MetaCyc 和

非天然反应数据库 ATLAS 建立复合代谢反应集，

利用组合计算算法进行一碳化合物利用途径的挖

掘设计，提出了多条理论上碳利用率为 100%的非

天然途径，通过对途径进行动力学陷阱评估、新

酶挖掘和热力学途径优化，最终在体外实现了一

条碳利用率达 88%的途径[14]。基因组尺度的代谢

网络模型也是一种广泛使用的途径设计方法[15]，

计算模拟结果可以指导底盘细胞途径改造以提高

相关产品的产率。韩国高级科学技术研究院 

(KAIST) Sang-Yup Lee 课题组结合大肠杆菌

iJO1366 模型模拟分析的结果，对合成芳香型聚酯

途径中的相关基因进行敲除，使聚苯乳酸酯的产量

显著增加[16]。 

除此之外，设计平台软件和设计原则在设计

过程中也至关重要，它们可以使研究者从全局出

发，快速高效地完成生物元件、逻辑线路、代谢

途径以及基因组的设计。例如为全基因组合成设

计的 BioStudio 软件已被应用于酵母染色体合成

项目 Syn2.0 的设计中[17]。同时，国际遗传工程机

器 竞 赛  (International Genetically Engineered 

Machine Copetition，iGEM) 作为培养和发展合成

生物学研究后备人才的全球竞技性赛事，也推动

了合成生物学教育与研究的发展，涌现出了

FLAME (Framework-based layout and metacircuit 
design engine) 、 Easy BBK (EASY Biobrick 

Blueprint’s pacKage)、S-Din 和 CRAFT (Community- 

based Retro-synthetic Analysis Functional plaTform) 
等软件作品[18]。这类软件可以从不同方面指导实

验方向及提升实验效率，受到研究者的广泛关注。

但是，由于生命系统的复杂性及目前数据与算法

等方面的局限性，理性设计平台的真正实现还有

很大差距。 

1.2  构建 (Build) 

构建过程包括 DNA 合成、大片段组装以及

基因编辑。DNA 合成技术在合成生物学的发展过

程中起着十分重要的支撑作用，其不同于体内扩

增，不需要使用模板，可直接根据 DNA 序列进

行化学合成。目前的主流技术为固相亚磷酰胺化

学合成法，由于合成长度、错配率与生产成本之间

的制约关系，该方法在合成长度为 60-mer 的寡核

苷酸时效率最优，合成长度一般不超过 200 bp[19]。

微阵列芯片的发展将会进一步提高合成效率，降

低合成成本[20]。此外，随着无模板酶促合成法的

发展及相关瓶颈的突破，将可实现更长寡核苷酸

Oligo 的合成[21]。 

针对 DNA 大片段的拼接和组装，研究人员也

开发了 BioBrick、BglBricks、In-Fusion、Gateway、

Golden Gate、Start-Stop 及寡核苷酸连接介导的

DNA 组装 (Oligonucleotides linkers mediated DNA 

assembly，OLMA) 等多种组装方法 (表 1)[22-23]。

Gibson 组装法利用核酸外切酶、DNA 聚合酶和 

DNA 连接酶 3 种酶实现大片段 DNA 的无缝拼接，

由于其操作简单且可以无缝拼接而被广泛使用，

实现了将 4 个大于 100 kb 的片段在体外组装成

583 kb 完整基因组的目标[24]。另外，基于同源重

组原理的多个 DNA 大片段体内高效组装方法也

在酿酒酵母、大肠杆菌和枯草芽孢杆菌等常用宿

主中实现 [25]。例如 Cas9-facilitated homologous 

recombination assembly (CasHRA) 方法已成功用

于 E. coli 总长为 1.05 Mb 的大片段组装，其中包括

了 449 个必需基因和 267 个生长相关基因[26]。 

基因编辑技术从第一代锌指核酸酶  (Zinc 

finger nucleases，ZFN)、第二代转录激活样效应

因子核酸酶 (Transcription activator-like effector，

TAL effector) 发展到目前的第三代 CRISPR-Cas

技术。CRISPR-Cas 技术具有效率高、操作快捷、

效果准确等优点，是目前基因编辑的主流技术，

尤其是Ⅱ型的 CRISPR-Cas9 或 CRISPR-Cas12a 

(Cpf1) 基因编辑技术，已在多种生物体系中得到

广泛应用。但是大多数底盘细胞 CRISPR-Cas 技

术的使用需要外源引入 Cas 蛋白，会引起细胞毒

性，从而限制了 CRISPR 系统的应用。为了解决

这个问题，研究人员在多个微生物中开发出了基
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于微生物自身内源 CRISPR-Cas 系统的基因组编

辑技术，如硫化叶菌 Sulfolobus islandicus、西班

牙盐盒菌 Haloarcula hispanica、酪丁酸梭菌

Clostridium tyrobutyricum 、 巴 斯 德 梭 菌

Clostridium pasteurianum 、 卷 曲 乳 杆 菌 

Lactobacillus crispatus 和 运 动 发 酵 单 胞 菌 

Zymomonas mobilis 等[27]，可快速实现基因插入、

缺失和单碱基编辑等基因编辑，部分操作编辑效

率高达 100%，且不会受到外源 Cas 蛋白毒性的影

响[28]。该部分涉及的代表技术方法及其优缺点和

应用举例见表 1，在不同的工业底盘细胞中使用

的方法存在一定差异。 

1.3  测试 (Test) 

无论是酶、报告基因或启动子、RBS 等单个

生物元件，还是逻辑线路及模块化的代谢途径，

在通过理性或非理性设计后，都会存在大量的突

变体或候选目标，因此高效、准确和经济的检测

方法对最佳生物元件及组合的选择至关重要，如

对酶元件的表达、纯化与酶活测试，转录或翻译

元件以及非天然途径的体外或体内测试，细胞工

厂改造后的时空调控及对生长和代谢的影响等。

传统的检测方法无法满足合成生物学对大量定量

化生物元件、逻辑线路及代谢与调控途径组合的

需求，目前已经尝试开发利用多种高通量或自动

化的筛选与检测技术来提高测试的效率。如用于

DNA 组装、基因线路和天然产物活性检测、菌株

筛选和表型检测的微流控芯片  (Microfluidics) 

技术、荧光激活液滴分选系统  (Fluorescence 

activated droplet sorting，FADS)，以及基于拉曼光

谱、傅里叶变换红外光谱或近红外光谱等电学和

先进光谱传感器的筛选技术[29]、Biolog 表型芯片、

微孔板高通量筛选及全自动高通量微液滴培养 

(Microbial microdroplet culture system，MMC) 等

技术平台[30-33]。对于工业底盘细胞而言，使用高

通量筛选技术快速筛选到相关工业性能提升的细

胞工厂至关重要。 

除了对已构建的细胞工厂进行生长测试外，

对合成生物学 DBTL 整个闭环的试错性检测也十

分重要。快速高效的自动化和工程化平台将是有

效的解决手段。工程化平台可以快速大量试错，

高效验证 DBTL 过程并快速积累数据和经验。目

前包括美国和英国等多个国家已构建或在建的重

大工程化平台约有 25 个，我国的天工所、国家蛋

白质科学中心 (上海)、武汉生物技术研究院及江

南大学等研究机构，也都已构建了相关合成生物

学自动化平台。另外，中国科学院深圳先进技术研

究院 (深圳先进院)、天津大学化工学院、华大生

命科学研究院等机构也在建或拟建相关平台[34]。

目前天工所的平台已经实现了自动化单基因克

隆，通量达到 300–600 个/d，多模块化复杂质粒

组装也达到 100 个/d 的通量，组装正确率>90%，

同时还实现了多种模式生物的自动化基因操作，

但工程化平台尚不能投入非模式细菌的使用，并

且建设与维护平台费用昂贵，使用技术难度高，

导致目前尚未普及使用。 

1.4  学习 (Learn) 

学习过程作为合成生物学 DBTL 中的重要一

环，为下一个循环改进设计提供指导，如基于系统

生物学方法的组学技术进行“基因-RNA-蛋白-代

谢-表型”不同层面的分析，构建基因型-表型和代

谢调控网络的知识图谱等。学习这一过程涉及数

据收集整合、数据分析、结果可视化和建模分析

等。当前组学数据大量积累以及过程检测数据剧

增，专用的公共数据库为数据的收集整理提供了

极大的便利 (表 2)。同时，不同的数据库还提供

了自动化的数据下载程序或脚本，极大方便了数

据收集的过程。虽然由于研究积累的原因，非模

式微生物相关的数据远少于模式微生物，但模式

微生物相关数据的处理学习，也可以为非模式微

生物提供很好的借鉴。 
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表 1  DNA 构建的代表技术手段 
Table 1  Representative methods for DNA construction 

Method Advantages Disadvantages Example References

Oligo 
DNA 
synthesis 

Chemical synthesis 
by phosphoramidite  

Efficient, stable initial 
reaction  

Toxic chemical reagents,  
length<200 nt 

Commercial oligo 
synthesis 

[35] 

Microarray chip Low cost, 
high-throughput 

Limited length, quantity 
and accuracy  

Construction of 
oligonucleotide library 

[20] 

TdT Mild conditions, less 
DNA damage and 
byproducts 

Not commercialization yet Long DNA synthesis  [21] 

Large 
fragment 
assembly 

BioBrick Easy to optimize and 
automate assembly 

Protein expression affected 
by 8-bp insertion 

Construction of circuits 
and devices 

[36] 

BglBricks Translation not affected 
by the 6-bp linker  

Scar sequence  Construction of devices 
and fusion proteins 

[37] 

Golden Gate Scarless and efficient 
assembly 

No restriction enzyme site 
on final product 

Multiple assembly (e.g. 
TALEs, TALENs) 

[38] 

Gibson Simple operation, 
scarless assembly of 
large DNA fragments  

Not suitable for assembly 
of fragments less than  
200 bp 

4 fragments larger than 
100 kb assembled into a 
583-kb genome  

[24] 

Gene 
editing 

CRISPR-Cas 
(Exogenous) 

Precise targeting, rich 
gRNA design tools and 
plasmids, diverse hosts 
and applications 

Cytotoxicity of 
heterologous Cas proteins, 
restriction of PAM sites 

Deletion, insertion, 
replacement, tagging, 
CRISPRi/a 

[39] 

CRISPR-Cas 
(Endogenous) 

Native system, low 
cytotoxicity 

Difficulty to apply in other 
organisms, limited tools, 
relatively low efficiency  

Deletion, insertion, 
replacement, tagging, 
CRISPRi/a 

[40] 

 

 

收集整理的大量数据可以利用生物信息学和

人工智能机器学习等相关技术进行分析以及构建

数学模型，如基因组尺度的代谢网络模型和全细

胞模型等。同时，这些数据也给依赖大数据的机

器学习尤其是深度学习提供了可能[41]，如利用机

器学习开发的 Alphafold 可用于蛋白结构的从头预

测[12]。基因组尺度的代谢网络模型作为一种有效

的系统生物学学习工具，近年来也被广泛用于快速

理解工业微生物的体内代谢以寻找改造靶点[42]，

或应用于酶功能预测、多细胞或有机体间相互作用

的模拟，以及对人类疾病的理解等[15]，并且也有

相关的数据库逐渐建立，如 BioModels、BiGG 

Models 及 Kbase[43-45]。 

相关数据结果通过关联、集中查询与可视化，

可以促进合成生物学的进一步发展。基于 Web 的

可交互式数据可视化以其方便性和实用性深受科

学研究人员喜爱，目前许多数据库都提供基于

Web 端可视化的结果展示，例如提供上万种已测

序微生物基因组及其代谢途径的 BioCyc，将分析

工具与结果展示集成在一起，是基于 Web 端的网

页可视化的优秀实例[46]。目前已经发表的唯一全

细胞模型——生殖支原体全细胞模型[47]，也建立

了专门的可视化平台 WholeCellViz[48]，以动态展

示其模拟过程，直观地理解内部发生的过程，便

于学习总结。“学习”这一阶段总结的规律与结论，

可以指导合成生物学 DBTL 其他阶段的模块，优

化建立更为高效精简的合成生物学工作流程，用

于不同底盘细胞的构建和性能优化。 

2  底盘细胞构建 

目前，微生物底盘细胞的构建大致分为“自上

而下的基因组精简”以及“自下而上的基因组合

成”两种可单独使用或互补使用的策略。基因组精

简是自上而下的目标导向改造，对基因组中非必

需的编码区域和非编码区域进行大规模的删减，

得到“最小基因组”。在基因组精简之前，可通过

生物信息学或代谢网络模型分析，并结合已有必

需基因与非必需基因数据库进行对比分析[49-50]， 
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表 2  生物学习过程中部分数据库及其网站链接 
Table 2  Databases listed in DBTL learning process 

Categories Database name Website link 
Integration database NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

EBI https://www.ebi.ac.uk/services 
DDBJ https://www.ddbj.nig.ac.jp 
NGDC https://bigd.big.ac.cn 
CNGBdb https://db.cngb.org 
ProteomeXchange http://www.proteomexchange.org 

 Expasy https://www.expasy.org 
High-throughput sequencing 
and expression database 

Gene Expression Omnibus, GEO http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo 

Sequence Read Archive, SRA https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra 
Genome database ESTdb https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html 

OMIM https://omim.org 
GDB http://www.gdb.org 
GSDB http://www.ncgr.org/gsdb 

Protein sequence 
database 

SWISS-PROT http://www.ebi.ac.uk/swissprot 
PIR http://pir.georgetown.edu 
OWL http://www.bioinf.man.ac.uk/dbbrowser/OWL 
NRL3D http://www.gdb.org/Dan/proteins/nr13d.html 
TrEMBL http://kr.expasy.org/sprot 

Protein peptides 
database 

PROSITE http://www.expasy.ch/prosite 
BLOCKS http://blocks.fhcrc.org  
PeptideAtlas http://www.peptideatlas.org 
PRINTS http://www.bioinf.man.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/index.php

Proteomics 
database 

PRIDE https://www.ebi.ac.uk/pride 
MassIVE https://massive.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/massive.jsp 
jPOST https://jpostdb.org 
iProX https://www.iprox.org 

Protein structure 
database 

SCOP http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop 

CATH http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath 
FSSP http://www.embl-ebi.ac.uk/dali 
3D-ALI http://www.embl-heidelberg.de/argos/ali/ali.html 
DSSP http://swift.embl-heidelberg.de/dssp 

Three-dimensional structure 
database 

PDB http://www.rcsb.org/pdb 
NDB http://ndbserver.rutgers.edu 
BioMagResBank http://www.bmrb.wisc.edu 
CCSD http://www.ccrc.uga.edu 

Enzyme 
database 

BRENDA https://www.brenda-enzymes.org 
ENZYME https://enzyme.expasy.org 
CAZy http://www.cazy.org 

Metabolic pathways and 
regulation database 

BioCyc https://biocyc.org 
KEGG http://www.genome.ad.jp/kegg 
Reactome https://reactome.org 
STRING https://string-db.org 
RegulonDB http://regulondb.ccg.unam.mx 

Biochemical reaction 
database 

MetaCyc https://metacyc.org 
ATLAS https://lcsb-databases.epfl.ch/atlas/ 

Metabolic network model 
database 

BioModels https://www.ebi.ac.uk/biomodels 
BiGG Models http://bigg.ucsd.edu 
Kbase http://kbase.us 
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初步实现对必需基因与非必需基因的鉴定。同时

也常结合转座子突变库法、RNA 干扰法以及基因

组 CRISPRi 等实验方法[51-52]，确定必需基因与非

必需基因。 

在非必需基因的删除过程中，基因组编辑和

大片段敲除等技术发挥了关键作用，常用的技术

有 λ-Red 同源重组系统、Cre-loxP 重组系统、

FLP-FRT 敲除系统以及 CRISPR-Cas 系统介导的

基因敲除方法等。例如通过 λ-Red 重组系统和

I-SceⅠ核酸内切酶结合，实现基因的敲除、插入、

位点定向诱变、基因替换及基因组无缝删除等操

作[53-54]；通过 CRISPR-Nickases 则实现了细菌基

因组的大片段定向删除 [55]；而通过将 λ-Red 和

CRISPR-Cas 方 法 结 合 建 立 的 Scarless Cas 

Assisted Recombineering (no-SCAR) 方法，在大

肠杆菌体系中实现了基因的一步敲除与敲入[56]。

此外，对于多基因同时敲除的方法也在不断研究

完善，例如在大肠杆菌中通过 CRISPR-Nickases

技术实现了多位点同时编辑删除 133 kb 片段的工

作[55]。借助不同的方法，多种模式微生物基因组

精简的底盘细胞也取得了可喜进展[3]，如基因组

分别精简了 38.9%和 36.0%的大肠杆菌和枯草芽

孢杆菌[57-58] (表 3)。自上而下的基因组精简方法

相对简单，但是这一策略需要对基因组组成与功

能有深入理解，同时也存在耗时长和成本高等局

限性问题。 

基因组合成是自下而上的正向工程学策略，

由生物元件到模块再到基因组合成组装与底盘细

胞构建。在基因组合成的过程中，系统生物学手

段在合成组装的基因组性能鉴定和表征上也发挥

了重要作用。美国 Craig Venter 团队于 2016 年从

头合成了最小人工基因组 Syn 3.0，大小为 531 kb，

共有 473 个基因[64]，这一成果在合成生物学发展

史中具有里程碑的意义，标志着原核生物基因组

的人工合成 (表 3)。真核生物中，单条染色体酿酒

酵母的人工构建为基因组合成的研究也提供了成

功范例[65]。酿酒酵母 12 Mb 全基因组人工合成计划 

(Sc2.0 Project) 近期也取得了突破性进展[66-69]，预

期在 2020 年实现酿酒酵母的基因组全人工合成[3]。

表 3 扼要总结了基因组精简和基因组合成策略在

构建代表性底盘细胞方面的研究进展。 

2.1  常见模式微生物底盘细胞构建 

底盘细胞是合成生物学的“硬件”基础，常用

的模式微生物有酿酒酵母、大肠杆菌、枯草芽孢

杆菌、谷氨酸棒杆菌等。目前在这些模式微生物

中利用合成生物学手段已经构建了有特定功能的

底盘细胞，或者进行了一定程度的基因组精简优

化，以达到“建物致知”的目的 (表 3)。 

酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 具有培养

条件简单、生长繁殖快、通常认为是安全的 

(Generally regarded as safe，GRAS)、遗传操作工

具多样以及遗传背景清晰等优势，是第一个基因 

 
表 3  底盘细胞构建策略与实例 
Table 3  Strategies and examples of chassis cell development through genome minimization or genome synthesis 

Chassis cell Genome (Mb) Strategy Proportion minimized References

E. coli 4.6 λ-Red based homologous recombination 38.9% [59] 

B. subtilis 4.2 Homologous recombination 36.0% [60] 

C. glutamicum 3.3 Homologous recombination 7.9%  
22.0% (unfinished) 

[61] 

P. putida 6.1 Mini-Tn5 targeted FLP-FRT recombination system 4.7% [62] 

S. avermitilis 9.0 Homologous recombination or Cre-loxP recombination 18.5% [63] 

S. cerevisiae 12.1 De novo synthesis, Sc2.0 8.0% (unfinished) [17] 

M. mycoides 1.1 De novo synthesis, Syn3.0 50.8% [64] 
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组被完全测序的真核生物及广泛使用的真核模式

生物之一。酿酒酵母在合成生物学研究领域不断

取得突破性进展，自 2009 年纽约大学 Jef Boeke

教授提出人工合成酵母基因组计划 (Sc2.0 计划)

并由该课题组于 2011 年成功实现了酿酒酵母 6 号

染色体左臂和 9 号染色体右臂的设计与合成以  

来[70]，已相继完成了 6 条酿酒酵母人工染色体 (2、

3、5、6、10、12 号) 的设计与合成工作[4]。2016 年，

中国科学院上海植物生理生态研究所 (中科院上

海植生所) 覃重军团队开发出酵母内源同源重组

方法 CasHRA，并将 Gibson 组装与 CasHRA 结合，

在酿酒酵母中成功组装了 1.03 Mb 的大片段[26]。

2018 年该团队成功设计并完成了将酿酒酵母 16 条

天然染色体人工创建为具有完整功能单条染色体

的里程碑式研究成果，是合成生物学工程化精准

设计、建物致知理念的生动体现，为探索真核生

物的染色体结构和功能进化，研究端粒功能及细

胞衰老提供了实验模型，并为理解生命本质开辟

了新的研究方向[65]。2019 年，北京化工大学刘子

鹤课题组开发了 gRNA-tRNA array CRISPR-Cas9  

(GTR-CRISPR) 系统，用 tRNA 序列将多个 gRNA

串联表达，可快速实现基因组的多基因同时改造

和产量的提高，同时还可省去在大肠杆菌中进行

克隆的步骤，为合成生物学及自动化的发展提供

了又一实用的工具[71]。 

大肠杆菌 Escherichia coli 作为研究微生物遗

传、生理和代谢的模式菌株，同样由于遗传操作

工具多样以及遗传背景清晰等优势成为重要的底

盘细胞之一。目前，大肠杆菌基因组已经从减少

5.6%提升到了 38.9%[72]。美国哈佛大学医学院

George Church 课题组重编码了大肠杆菌基因组，

成功设计出一个包括 57 个密码子，基因组仅为

3.97 Mb 的重组大肠杆菌[73]。近期，英国剑桥大

学 Jason Chin 课题组人工合成并替换了大肠杆菌

的全基因组，其中替换了两个丝氨酸密码子和一个

终止密码子，最终重编程的合成菌株只含有 61 个

密码子[74]。2009 年，Church 课题组在大肠杆菌中

开发一种多重自动化基因组工程  (Multiplex 

automated genome engineering，MAGE) 方法，通

过引入一个合成序列库，能够在细胞群的多个目

标染色体位点快速持续地产生序列多样性，从而

可用于大规模的细胞编程和进化[75]。随后，这一

技术与 CRISPR-Cas9 整合形成 CRMAGE 技术，

将重组效率提高到 90%，极大方便了对大肠杆菌

基因组的编辑 [76]。匈牙利科学院生物研究中心

Pósfai团队在大肠杆菌中将CRMAGE与基因组重

排整合，删除了大肠杆菌中的 9 个前噬菌体 

(Prophage) 序列 和 50 个插 入元件  (Insertion 

elements)，提高了其作为底盘细胞的稳定性[77]。 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 是革兰氏阳性

菌芽孢杆菌的模式菌株，具有强大的蛋白表达系

统。枯草芽孢杆菌基因组大小约为 4.2 Mb，随着

其基因组编辑等遗传工具的完善，其基因组精简

也从 7.7%提高到了 36.0%[60]。基因组精简后的菌

株 miniBacillus PG10，遗传背景更简单，无其他

二级代谢产物的影响，可以提高分泌蛋白及羊毛

硫抗生素的生产[78-79]。目前，已在枯草芽孢杆菌

中建立了 CRISPR-Cas9、CRISPR-dCas9-α/ω、

CRISPR-Cas9n 和 CRISPR-Cpf1/dCpf1 等系统[80-82]，

湖北大学张桂敏课题组将 dCas9-ω 与 CRISPR 辅

助 的 基 于 寡 核 苷 酸 退 火 的 启 动 子 改 组 

(Oligonucleotide annealing based promoter 
shuffling，OAPS) 策略相结合，在枯草芽孢杆菌中

实现了淀粉酶 BLA 表达量提高 260 倍的成果[81]。

江南大学刘龙和王淼课题组基于 CRISPR-dCas9

系 统 在 枯 草 芽 孢 杆 菌 中 开 发 了 木 糖 诱 导 的

CRISPRi 策略，用于提升乳糖-N-新四糖 (LNnT)

产量；在该系统中，dCas9 被整合到基因组上，

并由木糖诱导型启动子 PxylA 控制，当设计的

gRNA 与木糖同时存在时，即可启动靶向基因沉

默，经过系统性优化后，LNnT 效价在摇瓶中达

到了 2.30 g/L[83]。近期，该课题组通过建立能够

激活和抑制基因表达的双功能丙酮酸反应基因电
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路，首次在枯草芽孢杆菌中实现了对细胞中枢代

谢进行动态调控，同时阻断副产物的生成，使葡

萄糖酸的效价从 207 mg/L 增长到 802 mg/L，该策

略可实现中心代谢流的动态控制，有利于中心代

谢衍生产物的高效合成[84]。 

谷氨酸棒杆菌 Corynebacterium glutamicum 因

其高产谷氨酸的特性而受到关注，目前已对 53 株

谷氨酸棒杆菌进行了基因组测序，且开发了完备

的基因组编辑操作系统，包括同源重组介导的基

因编辑体系、CRISPR-Cas9 和最新的 CRISPR- 

Cpf1/dCpf1 等技术[85-88]。2016 年，美国麻省理工

学院 Timothy Lu 课题组将基于 dCas9 的 CRISPRi

系统成功应用于谷氨酸棒杆菌中，为低效率重组手

段带来了重大改革[89]。但由于 Cas9 的细胞毒性问

题，无法用于基因编辑，这一问题随着中国科学院

分子植物科学卓越创新中心杨晟团队在谷氨酸棒

杆菌中成功建立 CRISPR-Cpf1 系统而解决[90]。北

京理工大学霍毅欣课题组随后对 CRISPR-Cpf1 系

统进行了系统研究，优化提升了该系统在谷氨酸棒

杆菌中的基因编辑效率[87]。基于 CRISPR-Cpf1 系

统，浙江大学徐志南课题组在谷氨酸棒杆菌中设计

了 RE-CRISPR 系统，可实现基因组编辑和转录抑

制的双功能[91]。最近，中国科学院天津工业生物技

术研究所郑平和孙际宾团队开发了基于 CRISPR- 

dCpf1 的多基因表达调控技术，实现了多个目标基

因的快速表达调控[86]。这些技术体系的建立推动了

谷氨酸棒杆菌底盘细胞的优化改造，成功实现了赖

氨酸、丝氨酸、缬氨酸等多种氨基酸的合成[92]。 

其他重要的模式微生物还包括可直接利用光

能和二氧化碳转化为生物化学品的自养模式微生

物蓝细菌 Cyanobacteria 以及从重要的环境底盘

微生物发展为一个重要的工业微生物底盘细胞的

恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida，可参见近期

综述[93-97]。通过对模式微生物底盘细胞的改造，

这些细胞工厂在工业应用领域取得了巨大进展，

构建了可以生产青蒿素前体青蒿酸、紫杉醇前体

紫杉二烯、β-胡萝卜素、维生素 B12、类鸦片、大

麻素类及其非天然类似物生产的细胞工厂[3,98-101]。

此外，Dupont 和 Genomatica 公司也分别利用大肠

杆菌实现了 1,3-丙二醇 (1,3-propanediol，PDO)[102]

和 1,4-丁二醇 (1,4-butanediol，1,4-BDO)[103]的工业

化生产。江南大学刘立明实验室工程化改造大肠杆

菌的生命周期，以扩大细胞尺寸和延长细胞寿命，

用来提高微生物细胞工厂的性能，实现乳-羟基丁

酸共聚酯和丁酸的高产[104]。最近，研究人员取得

了通过基于理性设计的系统改造将酵母从产乙醇

菌株改造为完全产油脂菌株[105]、将大肠杆菌改造

为利用 CO2 生长的自养微生物或利用甲醇生长的

甲基营养菌的突破性成果[106-107]。 

2.2  重要非模式微生物底盘细胞构建 

模式微生物由于研究历史长，研究人员多，

遗传工具丰富而积累了大量的实验数据和菌株资

源，无论在微生物学基础理论研究还是工业生物

应用都一直发挥着重要的作用。在工业生产实践

中，还有诸多非模式菌株由于天然具有理想细胞

工厂所需的优异特性而在各个领域被广泛应用，

是生物制造的核心组成部分。这些理想细胞工厂

的特点包括 GRAS 安全菌株、可高效利用多种底

物尤其是廉价原料、生长周期短、目标产物产量

高、副产物少、性能稳定、耐受极端环境条件、

鲁棒性强等[108] (图 2)。 

工业非模式菌株由于早期遗传工具的匮乏而

研究较少，随着测序与基因组编辑技术的发展、

测序成本大幅降低、基因编辑效率不断提高，越

来越多非模式微生物的基因组序列得到确定，相

关基因表达载体和基因组编辑工具也不断建立完

善，推动了重要非模式工业微生物的研究进展，

并在短时间内发展成为重要的底盘细胞。如在工

业生产上被广泛应用的异源蛋白表达优良宿主毕

赤酵母 Pichia pastoris 以及活性天然产物和抗生

素药物生产菌株放线菌 Actinomyces 等非模式微

生物的遗传工具开发、基因组改造及工业应用研 
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图 2  理想细胞工厂特点及部分非模式细菌细胞工厂主要特性 
Fig. 2  Characteristics of ideal cell factories and a few non-model bacterial cell factories. AcCoA: acetyl-CoA; ED: 
entner-Doudoroff pathway; EMP: embden-Meyerhof-Parnas pathway; PHB: polyhydroxybutyrate; Pyr: pyruvate; TCA: 
tricarboxylic acid cycle. 

 
究都取得了重要突破[109-117]。基因组精简后的链

霉菌 Streptomycetes 底盘细胞尽管与原始菌株相

比无生长差异，但异源表达不同生物合成基因簇

的产量高于原始菌株，表现了基因组精简后底盘

细胞的优势及相关的工业应用价值[118]。 

本文侧重比较工业生物技术领域具有特殊生

理功能、利用一碳化合物及高效生产平台化合物

的部分非模式细菌细胞工厂，包括生长迅速的需

钠弧菌、高转化效率的拜氏不动杆菌和代谢途径

特殊的乙醇生产模式菌株运动发酵单胞菌；具有

一碳化合物利用能力的扬氏梭菌和产乙醇梭菌；

生产平台化合物的重要工业菌株如乳酸生产菌株

乳酸菌，聚 3-羟基丁酸酯 (PHB) 生产菌真氧产

碱杆菌和盐单胞菌。这些菌株将具体分别综述，

其特性比较参见图 2 及表 4。 

2.2.1  具有特殊生理性状的非模式细菌 

1) 需钠弧菌 

需钠弧菌 Vibrio natriegens 为杆状海洋细菌，

极端带有一条鞭毛，pH 耐受范围为 5.5–9.5，最适

pH 为 7.5，最适生长温度为 37 ℃，无致病性[119]。

需钠弧菌是一种兼性厌氧菌，是目前已知生长周期

最短的细菌 (9.8 min)，具备低氧环境下固定 N2 的

能力[120]。需钠弧菌具有完整的糖酵解途径和三羧酸

循环，除了生长迅速外，还具有在营养缺乏低代谢

状态下长时间存活以及可利用广泛底物快速繁殖的

能力，可以在各种碳源中生长，如糖蜜、蔗糖、麦

芽糖、葡萄糖、果糖、阿拉伯糖、鼠李糖、甘露醇、

甘油、葡萄糖酸、苹果酸、柠檬酸和苯乙酸等[120]。 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

886 

 

表 4  部分非模式细菌细胞工厂特性 
Table 4  Characteristics of non-model bacterial cell factories discussed in this paper 

Strain 
(Year discovered) 

Physiology and  
growth conditions 

Genome 
(Mb) 

Unique metabolic pathway
Genome manipulation 

tools 
Products 

V. natriegens 
(1958) 

G–, facultative  
anaerobic, 
pH 5.5–9.5  
(optimum 7.5), 
optimal temp 37 °C 

Chr1:3.24 
Chr2:1.92 
no plasmid

Anaerobic N2 fixation CRISPR-Cas9 (CRISPRi), 
Cre-loxP system, 
λ-phage and SXT based 
recombination 

PHA, 
nano-selenium 
particles, alanine; 
β-carotene 

A. baylyi ADP1 
(1972) 

G–, strictly aerobic,  
pH 3.0–9.0, 
20–40 °C 

3.6 
no plasmid

ED pathway, 
β-ketoadipate pathway 

CRISPR-Cas9, 
Scarless HR based on 
sacB and tdk 

Wax ester, 
triacylglycerol, 
tetrapyrrole, 
cyanophyte 

Z. mobilis ZM4 
(1924) 

G–, facultative  
anaerobic, GRAS, 
pH 4.0–8.0, 
24–45 °C 

2.2 
4 plasmids 

Anaerobic ED pathway, 
incomplete EMP pathway, 
incomplete TCA cycle,  
N2 fixation pathway 

CRISPR-Cas9, 
CRISPR-Cas12a, 
endogenous Type Ⅰ-F 
CRISPR system, HR 

Ethanol, 
succinate,  
levan, sorbitol; 
2,3-butanediol, 
isobutanol 

C. ljungdahlii 
(1988) 

G+, anaerobic, 
chemoautotrophs 

4.6 
no plasmid

Wood-Ljungdahl pathway,
Rnf-ATPase pathway 

CRISPR-Cas9/dCas9, 
dCas9 based single base 
editing, CRISPR-Cas12a/ 
ddCas12a, Cre-loxP 
system 

Acetate, ethanol; 
butanol, 
isopropanol, 
mevalonate, 
butyrate 

C. autoethanogenum 
(1994) 

G+, strictly  
anaerobic, 
chemoautotrophs 

4.4 
no plasmid

Wood-Ljungdahl pathway,
Rnf-ATPase pathway 

Endogenous Type I-B 
CRISPR cluster 
(undeveloped) 

Acetate, ethanol,
2,3-butanediol; 
PHB 

L. lactis 
(1873) 

G+, facultative  
anaerobic, optimal  
pH close to neutral, 
10–40 °C 

2.5 
4–7 
plasmids 

EMP pathway 
(homo-fermentation) 

CRISPR-Cas9 (CRISPRi), 
Cre-loxP system,  
ssDNA oligonucleotide 
recombination 

Lactate; diacetyl, 
2-butanol, acetoin, 
BDO, mannitol, 
acetate, ethanol 

L. delbroeckii 
(1901) 

G+, facultative  
anaerobic, 
pH 3.0–8.0  
(optimum 5.5–6.2), 
optimum 40–45 °C 

1.86 
1 or more 
plasmids 

EMP pathway/PK pathway
(homo-/hetero- 
fermentation) 

CRISPR-Cas9 Lactate 

C. necator H16 
(1961) 

G–, facultative, 
chemoautotrophs 

Chr1:4.05 
Chr2:2.91 
1 plasmid 

ED pathway, 
incomplete EMP pathway, 
Double copy Calvin cycle 

CRISPR-Cas9 
HR 

PHB; ethanol, 
acetoin, fatty acid, 
isoprenoid 

H. bluephagenesis 
(2011) 

G–, 
pH 5.0–11.0  
(optimum 9.0) 
0–45 °C  
(optimum 37 °C) 

4.09 
no plasmid

EMP pathway, 
methylcitrate cycle  
(artificially blocked to avoid 
competition for the use of 
propionyl-CoA) 

CRISPR-Cas9 
CRISPRi 

PHB; P34HB, 
PHBV, PhaR, 
acetoin, 
5-aminolevulinic 
acid, threonine 

 
需钠弧菌基因组大小约 5.17 Mb，由大小约

为 3.24 Mb 和 1.92 Mb 的两条染色体组成，无内

源质粒[121-122]。目前多个需钠弧菌的基因组已被

测 序 完 成 [121-124] ， 并 通 过 比 较 基 因 组 学 和 

CRISPRi 全基因组范围的功能基因组研究，筛选

出了基因组最小化改造可以删除的非必需区域和

支持生长的核心基因[125]，其中支持生长的基因主

要富集在呼吸链通路[124]。近年来已经在需钠弧菌

中构建了多种可稳定遗传的穿梭质粒作为菌株改

造工具和异源蛋白表达载体，包括广泛宿主型复

制子 RSF1010、p15A 和 pMB1 衍生质粒[125-126]。

除此之外，需钠弧菌中已建立了 3 种 DNA 转化

方法：接合转移、热击转化和电转。其中电转是

使用最频繁且效率最高的转化方法，转化效率可
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达 2×105–1×107 CFU/µg[124-125]。由于需钠弧菌具有

天然转化能力，在对数期可有效摄取外源 DNA，

其转化可以不依赖于感受态制作[127-128]。 

同时，在需钠弧菌体系中也开展了一系列生

物元件开发和应用研究，检测了不同抗生素浓度

对需钠弧菌的影响[125-126,128]，鉴定了一系列常用

诱导型启动子，如 Ptet、PBAD 以及依赖 IPTG 或温

度诱导的启动子[125-126]。研究发现在大肠杆菌中

适用的多数生物元件如复制子、启动子、核糖体

结合位点 RBS、转录终止子、抗生素基因、报告

基因和蛋白质降解标签等均适用于需钠弧菌[126]。

基于需钠弧菌的无细胞蛋白合成体系也建立完

成，可以完成体外转录和翻译过程[129-130]。中国

科学院天工所王钦宏团队近期通过改变启动子及

RBS 区域成分，设计、构建并筛选了具有 5 个数

量级范围不同转录和翻译强度的人工调控元件，

为需钠弧菌合成生物学研究提供了简单、有效和

标准化的组成型调控元件[131]。 

需钠弧菌也建立了包括转座子突变、同源重

组、CRISPR-(d)Cas9 以及基因组多基因同时编辑 

(Multiplex genome editing by natural transformation，

MuGENT) 等多种基因组编辑方法和工具[127-128]，

加快了菌株代谢工程改造和基因组精简优化进

程。例如需钠弧菌噬菌体相关的整合性接合元件

SXT 的上调表达可以使同源重组效率提高约   

10 000 倍，而 ATCC 14048 菌株中两个原噬菌体

区域敲除的无原噬菌体突变体获得了比野生型对

DNA 损伤和低渗胁迫更好的鲁棒性[132]。2016 年，

美国合成基因组学有限公司 (Synthetic Genomics，

SGI) Matthew Weinstock 等通过 Dns 核酸酶基因

的敲除以及同源重组技术，得到了一株约 194 kb 

DNA 被敲除的菌株[125]。2020 年 SGI-DNA 公司对

需钠弧菌菌株进行了改造，获得了一株转化效率更

高且基因组精简 (敲除 150 个基因) 的菌株[133]。 

上述遗传改造工具和系统生物学方法的建立

和近期的研究，为开发需钠弧菌作为细胞工厂提

供了良好的理论和技术基础。目前需钠弧菌已经被

用于丙氨酸、聚羟基烷酸酯 (Polyhydroxyalkanoate，

PHA)、吲哚-3-乙酸和纳米硒等天然产品的生产；

而经过代谢工程改造后的需钠弧菌也已用于生

产重组蛋白、黑色素、β-胡萝卜素和紫罗兰等产

品[120,134-138]。综上所述，需钠弧菌底物利用范围广、

底物摄取率高、生长快速、基因组改造工具丰富，

具有成为像大肠杆菌一样的合成生物学研究底盘

细胞和生物技术产业细胞工厂的潜力[125-126]。 

2) 拜氏不动杆菌 

拜氏不动杆菌 Acinetobacter baylyi ADP1 属于

假单胞菌属，是一种严格需氧的革兰氏阴性细菌，

含有一个约 3.6 Mb 的基因组，无内源质粒，G/C

含量为 40.3%。它最为突出的生理特点是具有很高

的自然转化效率，同时能够在自然状态下摄取线性

DNA 并发生同源重组[139]，被预测将会是下一代用

于合成生物学和基因组工程的细菌宿主[140]。 

拜氏不动杆菌可以利用多种碳源，如甘油、木

糖、葡萄糖、醋酸、乙醇和丙酮酸等[141]，在富营

养培养基中生长迅速，倍增时间小于 35 min[139]。

拜氏不动杆菌具有独特的代谢途径，如降解各种

长链二羧酸以及芳香族化合物的代谢途径，在自

然状态下通过 β-酮己二酸途径分解芳香族化合

物，可以利用木质纤维素降解过程中衍生的芳香

族化合物抑制物[139]。基因组测序发现 ADP1 缺失

葡萄糖激酶、己糖激酶和葡萄糖转运蛋白磷酸转移

酶系统的编码基因，推测 ADP1 不能直接磷酸化葡

萄糖。同时 ADP1 还缺失编码 6-磷酸果糖激酶和

丙酮酸激酶的基因，因而推测 ADP1 可能使用

Entner-Doudoroff (ED) 途径进行葡萄糖代谢[142]。 

拜氏不动杆菌 ADP1 遗传操作技术已经成

熟。除了其生长对数期可成功实现质粒 DNA、连

接产物、Gibson 产物以及 PCR 产物的自然转化

外，ADP1 中已经构建使用了一系列调控生物元

件，如广谱启动子、根据转录组数据选择的强启

动子、人工合成启动子、针对强启动子 Trc 构建

的强度不同的启动子库，以及利用双顺反子设计

原则构建的强度不同的 RBS 突变库等[139]。拜氏
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不动杆菌 ADP1 也建立了多种基因编辑技术，包

括基于 sacB 和 tdk 反筛选方法的无痕同源重组技

术和编辑效率接近 100%的 CRISPR-Cas9 基因编

辑技术[139]。运用这些技术构建了转座子被敲除的

无转座子菌株 ADP1-Isx，这一菌株基因组更稳

定、转化效率更高且细胞聚集和死亡率降低[140]。

在这些技术的支持下，在 ADP1 菌株背景下也构

建了单基因敲除菌株库[143]。 

由于拜氏不动杆菌 ADP1 有天然积累脂质的

趋势，使其成为脂质合成的有利底盘细胞，如通

过异源还原酶复合物 LuxCDE 替换 ADP1 中的脂

肪酰基辅酶 A 还原酶 Acr1 从而产生可修饰的蜡

酯[144]。ADP1 还具备天然生产三酰甘油的能力，

通过代谢模型指导对其进行基因缺失编辑，进一

步提高了三酰甘油在 ADP1 菌株中的产量[145]。通

过敲除精氨酸代谢相关基因，从而改变 ADP1 菌

株代谢流，使其蓝藻素产量提高[146]。 

3) 运动发酵单胞菌 

运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis 是一种

兼性厌氧的革兰氏阴性菌，具有葡萄糖代谢速率

快、乙醇得率高 (可达最高理论得率的 97%)、对

高浓度乙醇和低 pH 耐受性好等优点，是目前已

知唯一可在厌氧条件下利用 ED 途径的微生物。

同时，运动发酵单胞菌为 GRAS 菌株，具有能够

固定氮气，藿烷含量高 (达总脂质 50%)，生长温

度 (24–45 ℃) 与 pH (4.0–8.0) 范围广等生理特

性。近年来被作为纤维素类生物质生物炼制的细胞

工厂受到重视[147-148]，是美国能源部国家可再生能

源实验室 (National Renewable Energy Laboratory，

NREL) 及大湖生物能源研究中心  (Great Lakes 

Bioenergy Research Center，GLBRC) 的主要底盘

细胞之一。 

运动发酵单胞菌基因组大小约为 2.2 Mb，并

含有 4 个内源质粒，全基因组共含有约 2 000 个

编码基因[149]。运动发酵单胞菌的遗传操作工具也

相对完备[149-151]，除了常规的同源重组和 CRISPR- 

Cas9 基因编辑方法，已经成功开发了基于外源

CRISPR-Cas12a 以及内源 I-F 型 CRISPR-Cas 系统

的基因编辑体系及基于 dCas9 的 CRISPRi 技术及

gRNA 设计网络工具 CRISpy-pop[28,152-155]，为基

因组编辑改造提供了多样化的遗传工具。同时，

比较基因组学、转录组学、蛋白组学、代谢组学

以及代谢网络模型等系统生物学研究也在运动发

酵单胞菌中大量开展，解析了一系列突变菌株的

基因型与表型之间的联系，并为开发生物元件及

菌株理性设计改造提供了丰富的组学数据及遗传

改造位点[148,156-158]。 

运动发酵单胞菌相关生物元件的预测与鉴定

方法体系也在近期内不断建立完善，建立了 sRNA

预测鉴定方法以及生物调控元件双荧光报告基因

检测系统，逐渐挖掘鉴定了一系列 sRNA、启动

子、RBS 等相关生物元件。例如利用双荧光报告

基因检测系统表征了基于系统生物学数据和生物

信息学方法预测的 38 个启动子和 4 个 RBS 的强

度，筛选确定了 3个内源乙醇诱导性启动子[158-159]，

表征了 sRNA 与靶基因 5′UTR 之间的相互作用关

系[160]。该系统可作为一种有效的工具，用于定量

化鉴定运动发酵单胞菌非编码区域的相关调控元

件与线路，增加可用于合成生物学研究的生物元

件种类与数量。近期基于转录组、转录起始位点

测序、蛋白组等多组学数据，研究确定了 3 940 个

转录起始位点和 2 091 个转录终止位点，并确定

了运动发酵单胞菌中–35 和–10 区域的保守序列，

为进一步解析运动发酵单胞菌中的各种生物元件

和理性设计改造提供了坚实的基础[156]。 

运动发酵单胞菌野生型菌株可利用的碳源只

有葡萄糖、果糖和蔗糖，研究人员利用代谢工程

手段扩大了其底物利用谱，使其可以利用阿拉伯

糖、木糖和甘露糖等多种碳源[148]。在应用方面，

运动发酵单胞菌除了天然产乙醇外，还被改造用

于 PHB、D-乳酸、2,3-丁二醇、山梨醇、乙醛、

异丁醇和乳糖酸等的生物合成，此外，运动发酵
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单胞菌在食品、药品和作为益生菌的潜力也逐渐被

挖掘，例如近期德国 Farmako 公司报道了利用运

动发酵单胞菌开发的重组菌株 Z. cannabinoidis®可

进行大麻素生产，展现了运动发酵单胞菌有望在

科研和应用的多个方向发挥作用的潜力[161-162]。 

除了上述提到的有生长快速、转化效率高和

底物代谢速率快等特殊生理性状的非模式细菌

外，还有其他许多具有特殊生理性状的重要非模

式细菌也被大量研究。例如革兰氏阳性菌丙丁梭

菌 Clostridium acetobutylicum 在批量培养及磷限

制时会出现产酸阶段和产溶剂阶段等几种不同的

生理状态[163]。同时，由于其可天然生产丁醇、丙

酮和丁酸等具有工业价值化学品的特性而受到研

究人员的广泛关注，利用系统生物学和合成生物

学方法对其特殊的生理性状进行了深入研究，为

理解其不同生理条件下的调控机制及工业化应用

奠定了基础 [164-167] 。革兰氏阴性菌假单胞菌

Pseudomonas sp.也因其营养需求简单、环境适应性

较强、繁殖速度快、内源代谢多样且能合成多种

次生代谢物等优点而被开发为新的细胞工厂[168]。

除了前文介绍的拜氏不动杆菌及提及的恶臭假单

胞菌 P. putida 属于假单胞菌，铜绿假单胞菌     

P. aeruginosa、荧光假单胞菌 P. fluorescens 和绿针

假单胞菌 P. chlororaphis 等假单胞菌也作为工业

菌株被广为研究和应用[93,169]。 

2.2.2  一碳化合物利用非模式细菌 

虽然蓝藻等模式自养光合微生物具有固定

CO2 的能力，取得了以 CO2 为底物合成多种化学

品的成果，但培养条件有限、整体固碳和转化效

率尚低，不能满足工业应用的需求。随着合成生

物学技术的发展，科学家们提出了第三代生物炼

制的概念，其目标是将大气中的 CO2 固定转化为

能源物质或其他化学品，形成绿色可循环的生产

模式[170]。微生物固碳是第三代生物炼制的重要组

成部分，天然可利用一碳气体 (CO、CO2) 生产

乙酸和乙醇的梭菌逐渐受到研究人员和产业界的

关注，并致力于发挥其优势开发为生物技术生产

的底盘细胞[171]。其中非模式细菌以扬氏梭菌和产

乙醇梭菌为代表研究颇多，后者目前是美国朗泽

公司 (LanzaTech Inc.) 利用工业废气生产生物燃

料的主要生产菌株[172]。 

扬氏梭菌 Clostridium ljungdahlii 于 1988 年被

发现，是一种典型的厌氧自养气体发酵产乙酸菌 

(Acetogen)，能够将 CO2 和 CO 转化为生物质和多

种代谢物[173]，其基因组大小为 4.63 Mb。扬氏梭

菌进行 CO 和 CO2 固定的特殊代谢途径为

Wood-Ljungdahl (WL) 途径，该途径是目前已知

的 6 条天然固碳途径中最短且耗能最少的固碳途

径，使用该途径使得扬氏梭菌可以将工业废气或

来自家庭或农业废物的气化物主要成分 CO、CO2

和 H2 的混合气体转化为乙酸、乙醇、丁醇、丙酮、

异丙醇、甲羟戊酸和丁酸等产品 (表 4)，展现了

其工业化应用的潜力[171]。 

产乙醇梭菌 Clostridium autoethanogenum 为

严格厌氧革兰氏阳性细菌，与扬氏梭菌的基因组

序列一致性高，二者具有基本相同的特性，均能

够利用 CO、CO2 和 H2 进行乙醇和 2,3-丁二醇的

生产。与扬氏梭菌最大的不同是，产乙醇梭菌含

有 6 个脱氢酶和一个可能的甲酸转移酶[172]。另

外，尽管目前尚未有内源基因编辑系统建立的报

道，但实际上产乙醇梭菌含有内源 Type Ⅰ-B 型

CRISPR-Cas 基因簇[174]，未来可利用该系统建立

内源基因编辑体系。 

上述两个梭菌的共同特点是拥有一种依赖

Rnf 复合物质子梯度保持能量的厌氧同质乙酸代

谢模式，其 Rnf-ATPase 能量供应系统为产品的

生产提供 ATP 来源，而细胞色素和钠离子都不参

与能量生成这一过程[173]。该系统也可以作为研究

质子转移、电子传递及 Rnf 复合物在供能过程中

作用的模型系统[175]。两个梭菌中均报道了两条乙

醇合成途径，一条为经典的 AdhE 途径，即从乙

酰辅酶 A 出发，经过双功能醛/醇脱氢酶 (AdhE) 
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两步氧化还原反应形成乙醇；另一条是以乙酸作

为前体物质，经乙醛 :铁氧还蛋白氧化还原酶 

(Aldehyde oxidoreductase，Aor)催化形成乙醛，再

由 AdhE 催化形成乙醇的 AOR 途径[171,176]。  

扬氏梭菌可以利用 H2 或 CO 作为质子供体，

且发现当使用不同的质子供体时，其主要产物会

有相应的变化。具体表现为，在 H2 供能时产乙酸，

在 CO 供能时产乙醇[177]。当使用合成气进行生物

乙醇生产时，乙醇的低产量制约了商业化的发展，

尤其是在稳定期时，乙醇会被再次消耗利用。研

究人员利用乙醇生成途径 AdhE1 和 AdhE2 单敲

除和双敲除菌株，并结合 13C 和转录组数据，解

析了扬氏梭菌体内的乙醇氧化途径。结果表明，

扬氏梭菌中乙醇的合成是 NADH 依赖的，在以

CO 为碳源和能源时，生产和利用乙醇使用的途径

相同，均为 AOR 途径。具体来说，其在对数期生

成乙醇，在稳定期利用乙醇，乙醇的合成与能量生

成及生物量的生成相偶联。这一调控机制的揭示说

明了连续发酵生产技术将更适合梭菌的乙醇发酵

生产，为利用梭菌高产乙醇奠定了理论基础[176]。 

除了天然的乙醇和乙酸产品，研究人员开发

了不同的遗传操作和基因编辑工具，以达到改造梭

菌的目的 (表 4)。研究人员引入了 CRISPR-Cas9

与 CRISPR-Cas12a/ddCas12a 系统，其中 Cas12a

的基因敲除效率可达 80%–100%[178-179]。在此基础

上，进一步开发的 ddCas12a CRISPRi 系统，基因

抑制效率为 80%[179]。研究人员还将丝氨酸位点特

异性整合酶系统引入到了梭菌中，实现了 8.5 kb

产丁酸途径大片段的基因组的高效整合[180]。此外，

还基于 dCas9 和胞嘧啶脱氨酶开发了单碱基编辑工

具，可实现 C 到 T 的替换[181]。针对基因功能验证 

(敲除和回补)，研究人员基于 CRISPR-Cas9 开发了

24 nt 的标签序列，使得基因原位回补的效率达

91%[182]。该方法也可应用其他菌株和任何其他类

型的 CRISPR 系统，提高基因功能验证的效率。除

此之外，研究人员基于产乙醇梭菌成功开发了无

细胞基因表达系统，表达量可达 (236±24) µg/mL，

为体外实验提供了技术支撑[183]。 

上述两个梭菌的基因组均已测序发表，转录

组、代谢组、代谢网络模型等系统生物学方法也

已建立[172,177,184-186]。近期，基于在线气体分析和

高分辨时间代谢组学的研究结果表明，在产乙醇梭

菌体内气体吸收速率和细胞外副产物的振荡与生

物量水平同步，并进一步通过热力学分析发现产乙

醇梭菌体内的代谢振荡受热力学水平的调控[185]。

这些方法将有助于研究人员从系统层面理解复杂

的代谢网络和相关的生物过程，进一步解析梭菌

利用一碳化合物的代谢途径及分子调控机制，为

一碳化合物的工业化应用提供了坚实的技术手段

及理论支撑。 

上文以扬氏梭菌与产乙醇梭菌两个非模式细

菌对一碳化合物的固定为例进行阐述。需要指出的

是，除了上述两个非模式细菌可利用一碳化合物

外，许多非模式微生物也可利用甲烷、甲醇和甲酸

等其他一碳化合物；例如非模式细菌嗜甲烷菌对

甲烷的利用及非模式真菌毕赤酵母对甲醇的利用

等[109,187]。毕赤酵母近期还被成功改造，实现了对

CO2 的固定利用[188]。相关固碳途径及一碳化合物

利用微生物的介绍可参考近期综述文章[170,189]。 

2.2.3  生物塑料前体生产非模式细菌 

除了以上具有特殊生理特性和利用一碳化合

物的非模式细菌外，还有一些工业微生物可以在

特定环境生长时生产生物燃料或平台化合物产

品。本文仅就生产生物塑料前体物质乳酸和 PHA

的几个菌株进行简要阐述。生物塑料的推广可帮助

解决全球白色污染的问题，乳酸除了是一种用途广

泛的重要化学品，可应用于食品、制药、皮革和纺

织等工业领域，也是生产生物塑料的前体物质。 

1) 乳酸生产菌 

根据乳酸的手性 (旋光性)，可以分为 L-乳酸

和 D-乳酸。由于 D-乳酸不容易被人和动物利用，

可能导致人体酸中毒等有害代谢，目前为止，市
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场仍然以 L-乳酸为主。但在聚乳酸  (Polylactic 

acid，PLA) 工业发展中，聚 L-乳酸和聚 D-乳酸

混制得到的立体复合物比各自的单一聚合物耐热

性能好，可大幅改善 PLA的力学性能和物理性能。

正因为 D-乳酸在耐热聚乳酸工业中的重要地位，

近些年 D-乳酸的相关研究也备受关注[190-191]。微

生物发酵是生产乳酸的首选方法，大约 90%的乳

酸是通过发酵产生；通过选择合适的乳酸发酵菌

株还可生产具有高光学纯度的乳酸[192]，其中生产

乳酸最常用的野生型微生物是乳酸菌。 

乳酸菌 (Lactic acid bacteria，LAB) 是一组革

兰氏阳性、低 GC、耐酸性、大多不产芽孢的杆菌

或球菌，是生产乳酸最常用的野生型微生物，有

诸多代谢和生理学上的相似点。根据发酵最终产

物，乳酸菌可分为同源发酵乳酸菌和异源发酵乳酸

菌两类。同源发酵乳酸菌具有醛缩酶，并产生乳酸

作为主要最终产物，主要有乳球菌、链球菌、小球

菌、肠球菌及部分乳杆菌。而异源发酵乳酸菌除了

产生乳酸外，还会产生其他副产物，如明串珠菌与

一些乳杆菌。根据计算，同源和异源发酵时葡萄糖

转化为乳酸的理论收率分别为 1 g/g 和 0.5 g/g[193]。

乳酸菌中已成功建立了多种转化方法 (包括原生

质体转化法、电转化法以及玻璃珠转化法等) 和基

因敲除技术，并筛选鉴定了不同强度的启动子和终

止子等生物元件，为其作为合成生物学底盘细胞奠

定了坚实基础[194]。RecE/T 辅助的 CRISPR-Cas9

高效基因编辑系统也在乳酸菌中成功建立[195]。 

乳酸菌中进行乳酸发酵的通常是乳杆菌和乳

球菌。乳杆菌不形成芽孢，一般厌氧并耐氧，耐

酸或嗜酸，最适生长温度为 30–40 ℃，最适 pH

为 5.5–6.2[196]。乳杆菌中有的菌株含有一个或多个

质粒。乳杆菌属是乳酸菌中最大和最多样化的属，

乳杆菌基因组大小为 1.23–4.91 Mb。德氏乳杆菌

L. delbrueckii 为该属的模式种，其基因组大小约

为 1.86 Mb，GC 含量在 49%–51%之间。部分德氏

乳杆菌是嗜热乳酸菌，在 50–55 ℃时仍能生长，

在<10 ℃时仅有轻微生长。德氏乳杆菌分为 4 个亚

种，各亚种发酵可利用的碳源不同。L. delbroeckii 

subsp. bulgaricus 发酵范围最小，只能利用葡萄

糖、乳糖和果糖；L. delbrueckii subsp. indicus 所

有菌株都能发酵葡萄糖、果糖、甘露糖和乳糖；

L. delbroeckii subsp. delbrueckii 的所有菌株发酵

葡萄糖、果糖、甘露糖和蔗糖，一些菌株发酵纤

维二糖、麦芽糖和海藻糖；L. delbroeckii subsp. 

lactis 乳酸发酵的碳水化合物范围最广，可以利用

葡萄糖、果糖、乳糖、麦芽糖、甘露糖、蔗糖和海

藻糖，有些菌株还可以发酵纤维二糖和半乳糖[197]。 

乳杆菌可通过噬菌体、转座子和其他可移动

元件进行水平基因转移。另外，62.9%的乳杆菌编

码 CRISPR-Cas 系统，其中Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统

出现的频率较高，但在乳酸乳球菌中很少出现

CRISPR-Cas 系统[198]。三种类型的 CRISPR 系统

已在德氏乳杆菌中发现，并且在 L. delbrueckii 

jakobsenii 中发现了应用广泛的Ⅱ型 CRISPR 系 

统[199]。在德氏乳杆菌 L. crispatus 中，通过对内

源Ⅰ型 CRISPR-Cas 系统的多种突变，使编辑效

率达到了 19%–100% [200]。 

乳球菌为球形、无芽孢和兼性厌氧革兰氏阳

性细菌，乳球菌生长温度通常在 10–40 ℃，乳球

菌基因组的大小为 1.95–2.64 Mb[201]。大多数乳球

菌携带 4–7 个 3–130 kb 的质粒。乳酸乳球菌 

Lactococcus lactis 以其基因组小、遗传可操作性

好、代谢简单以及基因工程工具齐全而成为乳球

菌中的模式种。乳酸乳球菌的合成生物学工具也

逐渐得到开发，如已广泛用于乳酸乳球菌同源和

异 源 酶 高 效 表 达 的 乳 链 菌 肽 控 制 表 达 系 统 

(Nisin-controlled gene expression system，NICE)，

锌调控表达系统 (Zinc-regulated expression system，

ZIREX)，组成型天然启动子文库和基于 Cre-loxP

及 CRISPR-Cas9/CRISPRi 的多种基因组编辑技 

术[202-203]。近期，上海理工大学艾连中课题组在

乳酸乳球菌中建立了受乳酸链球菌素诱导的
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CRISPR-dCas9 基因干扰系统，该系统对单基因或

多基因的沉默效率达 99%[204]。诱导型 CRISPRi

系统的开发为在乳酸菌中筛选功能基因和代谢工

程应用提供了高效的基因编辑工具。乳酸乳球菌

不仅可以高产乳酸，通过代谢工程等方法改造还

可以生产 2-丁醇、双乙酰、丙氨酸、甘露醇、乙

偶姻和 BDO 等产品[205-209]。 

虽然其他细菌如芽孢杆菌、大肠杆菌、谷氨

酸棒杆菌也可用于乳酸生产，但是由于大多数乳酸

菌的高安全性、耐酸性及选择性生产 D-或 L-乳酸

的能力使它们相对于其他细菌具有竞争优势[210]，

目前乳酸的工业化生产主要是基于乳酸菌的发 

酵 [211]。乳酸工业生产遇到的挑战主要在光学纯

度、耐酸性和底物成本几方面。乳酸的光学纯度

对聚乳酸的物理性能有着重要影响，可通过代谢

途径改造减少副产物生成、增加糖酵解途径代谢

通量和诱变进化等方法进行改进。例如，通过过

表达糖酵解途径和 NADH 脱氢酶基因以及异源

ED 代谢途径基因，使谷氨酸棒杆菌可生产光学纯

度为 99.9%的 L-乳酸和 D-乳酸[212]。耐酸性问题

可以通过诱变、基因组改造和实验室适应性进化

等多种方法增加乳酸菌耐酸性，获得在低 pH 下

生 产 乳 酸 的 突 变 株 [213] 。 通 过 代 谢 工 程 使

Lactobacillus plantarum 成功地利用可再生木质纤

维素生物质如玉米秸秆和高粱秸秆等生产 D-乳

酸，可低发酵生产的底物成本[190,214]。 

2) PHA 生产菌 

PHA 是一种微生物在碳源充足而其他环境条件

受限情况下在胞内积累的、可生物降解的聚合物[215]。

PHA 生产菌主要为革兰氏阴性菌，包括天然的产

碱 杆 菌 Cupriavidus 、 Alcaligenes 、 假 单 胞 菌 

Pseudomonas、盐单胞菌 Halomonas、芽孢杆菌 

Bacillus、气单胞菌 Aeromonas 以及非天然的重组

大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌等[216]。很多假单胞菌都

能够合成 PHA，且有许多都是高效合成 PHA 的

优势菌株。恶臭假单胞菌相关基因组信息完备、

遗传操作手段及工具丰富，主要利用脂肪酸从头

合成途径或者脂肪酸 β-氧化途径合成 PHA (短链

和长链 PHA 均可生产)，其相关合成生物学进展

也有较多综述[93-97,217]；同时该菌在环境及生物工

程领域作用突出，能够代谢利用芳香化合物底物

并整合进入聚合物链，还能利用多种底物生产定

制的 PHA[218]。PHB 是最具代表性的 PHA，有着

较好的热塑性和生物可降解性，机械性质与聚丙

烯、聚乙烯相似，在医疗应用、塑料包装、农业地

膜等领域有着广阔的应用前景。真氧产碱杆菌和盐

单胞菌主要通过乙酰辅酶 A 直接合成得到 PHB。 

真氧产碱杆菌 Cupriavidus necator 为一种兼

性化能自养型细菌，能够利用碳水化合物、短链

有机酸和醇类等广泛底物，在异养条件下能够达

到极高的生长密度 (OD600>200)，使得其适合于

许多生物技术应用，具备发展成各类生物化学品

生产平台的潜力。当其处于氮源、磷酸盐或氧气

缺乏的条件时，胞质内可积累超过 85%干重的

PHA，是合成短链 PHA 的首选菌种。 

C. necator H16 作为生产 PHB 的模式菌株，

其基因组由 4.05 Mb 的染色体 1 和 2.91 Mb 的染色

体 2 两条染色体及一个 460 kb 的大质粒 3 个部分

组成，GC 含量高达 66.36%[219-221]。其中染色体 1

主要包含与细胞代谢和生命活动相关的必须基

因，染色体 2 和大质粒主要包含从底物到末端电

子受体 (包括氢气氧化、二氧化碳固定和反硝化

作用)相关的基因[222]。真氧产碱杆菌缺乏磷酸果

糖激酶和 6-磷酸葡萄糖激酶，在厌氧情况下通过

ED 途径进行糖酵解，在有氧情况下通过 TCA 循环

提供生长需要的前体物及能量及产物的合成[223]。

比较独特的是真氧产碱杆菌野生型菌株缺乏葡萄

糖转运系统，无法代谢葡萄糖，不能直接利用几

乎所有微生物偏好的葡萄糖。真氧产碱杆菌除了

能利用有机物进行异养生长，也能通过基因组上

双拷贝的卡尔文 (Calvin-Benson-Bassham，CBB) 

循环操纵子，在没有有机底物的情况下，利用 CO2
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和 H2 作为碳和能源自养生长，使该菌逐渐成为研

究 CO2 固定、解决 CO2 过量排放的模式菌株及  

一种有潜力的细胞工厂[216,224]。 

随着真氧产碱杆菌基因组测序的完成，系统

生物学手段也得到广泛应用，为系统解析细胞内

的代谢调控网络及其变化机制提供了手段。转录

组、蛋白组学、代谢组学的应用揭示了不同培养

条件下不同生长阶段脂质代谢、PHB 合成等功能

基因转录水平及代谢变化，有效揭示了 PHB 大量

积累的原因[225-226]。同时，C. necator H16 基因组

尺度的代谢网络模型逐渐构建，可作为有效的工具

预测不同情况下的代谢性能，其自养基因组规模的

化学计量学模型 RehMBEL1391 由 1 391 个反应组

成，包括 229 个输运反应和 1 171 个代谢物[227]。 

真氧产碱杆菌相关的遗传改造、代谢工程与

合成生物学研究方法也不断建立完善。目前已成

功构建针对真氧产碱杆菌的自杀载体及 pBBR1、

pRP4、pSa、pKT230、RSF1010 和 pUC19 等广谱

质粒[228-229]，建立了 T7 表达系统[230]，筛选改造

获取具有不同表达水平的内源启动子  (PphaC、

PacoD、PacoX、PacoE、PpdhE 和 PptR) 及异源诱导型

启动子 (如 Plac 和 PBAD)[229-232]，可对真氧产碱杆

菌进行系统改造，构建生产高价值化合物的优良

细胞工厂[216]。基于上述各类工具，研究人员进一

步设计、构建并测试了一系列的启动子、RBS 生

物元件，同时优化了 mRNA 茎环结构以及 A/U 富

集序列，以异戊二烯的生产为例，实现了对基因

表达水平的量化调控，并在一定程度上分析了化

合物的产量与产物合成酶的基因表达水平的相关

性[233]。同年，研究人员通过对 C. necator H16 中

应用最广泛的 4 个组成型启动子 (PphaC1、PrrsC、

Pj5 和 Pg25) 进行遗传修饰，构建了启动子文库，

拓宽了启动子的应用范围[234]。 

由于 C. necator H16 质粒骨架尺寸较大，克隆

基因的大小通常会受到限制，近年来在该菌中也尝

试建立了一些基因编辑的方法。其中基于Ⅱ型内

含子的编辑技术，由于技术复杂而使用较少[228]；

而通过单交换重组整合自杀质粒的方法则耗时

长，效率不确定 [235]。基于电转的 CRISPR-Cas9

基因组编辑技术显著提高了真氧产碱杆菌遗传操

作效率，其编辑效率达到 78.3%–100%[236]。将   

C. necator H16 作为底盘细胞的研究也在不断推

进，研究人员利用还原性甘氨酸途径替代其自身

的卡尔文循环，设计更有效的甘氨酸代谢，并利

用短期进化实现途径活性优化，最终改造的菌株

生物量和野生型大致相似，为进一步代谢改造和

进化优化生产经济的产品打下了基础[237]。研究人

员还以真氧产碱杆菌和大肠杆菌为底盘，利用异

源 I-CeuⅠ内切酶及内源核酸酶去除本体的染色

体，得到无染色体的单核细胞 (SimCells)，这些

SimCells 具有宿主最小基因组作为核心遗传操作

系统的潜力，可以作为简化的底盘细胞，编程实现

目标产品的开发，而不受宿主基因组的干扰[238]。 

同时，利用代谢工程改造、合成生物学手段

开发真氧产碱杆菌生产其他高附加值生物化学品

的研究也不断涌现，包括各类生物燃料和生物化

学品产品[239-240]。近两年的研究进一步拓宽其产

物谱，获得了异丙醇、乙偶姻、游离脂肪酸和异

戊二烯等多元化产品[241-243]。 

盐单胞菌 Halomonas bluephagenesis 是一类

可以在高盐条件下生长的微生物，以嗜盐微生物

作为工业生产菌株，其生长过程能够避免普通微

生物污染，实现开放式连续发酵，具有低能耗、

少淡水消耗、低固定资本投入、可连续生产等优

势，从而大大降低了发酵生产成本。自 1972 年  

第一次报道在嗜盐微生物中发现 PHA 以来，越来

越多的嗜盐微生物被发现可以合成 PHA。清华大

学陈国强课题组从新疆艾丁湖土壤样品中分离筛

选得到的盐单胞菌 Halomonas TD01 (后更名为

Halomonas bluephagenesis TD01) 和盐单胞菌

Halomonas campaniensis LS21 可耐受高 pH、高盐

浓度，并有广泛的底物利用谱，在开放式连续发
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酵中表现出优异的 PHA 合成能力[244-246]。 

合成生物学和代谢工程改造手段也逐渐应用

到嗜盐微生物中[247]。越来越多的嗜盐微生物的全基

因组序列得到测定，为其有效改造奠定了基础[248]。

高表达 proin 构建的组成型染色体表达系统以及

诱导表达各种基因的新型类 T7 诱导启动子生物

元件已经在盐单胞菌 H. bluephagenesis 中成功开

发[249-250]。CRISPR/Cas9 和 CRISPRi 基因组编辑

系统也已成功建立，可实现高效快捷的基因编辑

与调控[251-252]。目前，陈国强课题组对嗜盐单胞

菌通过启动子工程优化代谢途径表达[253]，增加氧

气利用率[254]，调节控制 NADH/NAD+比率[255]，构

建以葡萄糖为唯一碳源合成PHBV的代谢途径[256]，

利用 TCA 循环的染色体工程生产 PHBV[257]等手

段有效提高了多种 PHA 产量，取得了盐单胞菌混

合碳源利用、基因组改造及超高 PHA 积累 (92%)

等成果。基于 H. bluephagenesis 的 PHA 已经实现

了从实验室 1-L 发酵罐扩大到 1 000-L 中试的开

放和连续化生产 [215]，以及多元化的 PHA 相关

产品  (如聚-3,4 羟基丁酸酯、聚 3 羟基丁酸-3

羟基戊酸酯) 的生产 [248,258]。另外，基于该菌生

产功能性 PHA 的工作仍在不断推进，得到可生产

含 12.5 mol% 3-羟基-5-己烯酸的功能性 PHA 的工

程菌株 H. bluephagenesis TDR4[259]。同时开发     

H. bluephagenesis 作为下一代工业生物技术细胞

工厂的研究也取得了阶段性进展，实现了生物表

面活性剂蛋白 PhaP、5-氨基乙酰丙酸、乙偶姻和

苏氨酸等多种高附加值生物化学品在盐单胞菌细

胞工厂的生产[260-262]。 

除了上述细胞工厂主要生产单一平台化合物

的非模式细胞工厂，具有多样代谢途径，生产多

种产品的非模式工业微生物也得到发展。例如鲁

棒性强及遗传工具丰富，已被用作多种蛋白质、

化学品和抗生素生成的地衣芽孢杆菌 Bacillus 

licheniformis[263-264]；能够承受恶劣的环境条件和物

理化学的压力、具有可高效降解多种芳香化合物和

生物修复能力、无致病性的恶臭假单胞菌[93-94]等。

同时，还有其他诸多特殊的非模式工业微生物也正

在不断被发现，它们的进一步挖掘、开发和应用将

推动对非模式工业微生物的深入理解、工业底盘细

胞的理性设计及高效细胞工厂的构建与应用。 

3  展望 

随着生物技术的不断革新飞跃，系统与合成

生物学时代微生物细胞工厂的优化与构建拥有了

更多的策略、方法与工具。尤其是通过合成生物

学策略和手段对生物元件的挖掘与鉴定以及线路

与系统的设计和测试，推动了通过“建物致知”对

生命体系组成成分及调控机制的理解。然而，细

胞工厂所处环境在不同时期对细胞工厂能量与物

质代谢的时空影响及细胞工厂分子组成成分与调

控网络的复杂性依然是制约动态生物元件及线路

挖掘、设计与应用的瓶颈。在实现理性设计人工

底盘细胞，构建具有不同特点的细胞工厂，实现

“建物致用”目标的进程中需要结合模式与非模式

微生物的优势，通过筛选改造更多具有不同特性

的工业微生物细胞工厂，理解诸如生长速度快、

底物利用效率高、环境耐受性强、产物产量高等

优良表型关联的基因型及调控机制，才能更好地指

导底盘细胞的理性设计。在这个过程中，可借鉴前

期生物技术进步推动细胞工厂发展的成功经验，完

善、发展系统与合成生物学方法技术，开发应用经

济、高效的高通量智能装备，建立分子组学与表型

组学研究平台，推动多层次系统生物学与表型组学

大数据的解析、整合、模拟与可视化，建立高质

量数字细胞，以指导基因组优化且具有生物安全

特性的底盘细胞的理性设计与构建 (图 3)。 

对微生物细胞工厂的深入理解和应用与生物

技术的发展相互促进：现代生物技术的快速发展提

供了认识、改造及利用微生物细胞工厂的方法与工

具，推动了人们对细胞工厂的理解，加快了工业微

生物菌株的改造及在化工、医药、环境与农业等
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各个领域的应用。从文献报道的数量也可以看到，

代谢工程和合成生物学研究在 2010 年之后稳步增

加 (图 4A)。与此同时，微生物细胞工厂和微生物

底盘细胞的研究报道也同步不断增长 (图 4B)，尤

其是微生物底盘细胞的报道与合成生物学的发展

紧密相关 (图 4)。从历年发表包括这些关键词的文

章数量和趋势来看，微生物底盘细胞的研究依然严

重滞后于微生物细胞工厂和合成生物学研究，到 

 

 
 

图 3  底盘细胞理性设计及优异细胞工厂高效构建发展方向与策略 
Fig. 3  Future direction and strategies for rational design and construction of microbial cell factories for diverse 
industrial applications. 
 

 
 

图 4  PubMed 数据库 1980–2019 年包括系统生物学、代谢工程与合成生物学技术 (A)，以及工业微生物、微生

物细胞工厂与微生物底盘细胞 (B) 关键词的文章发布数量 
Fig. 4  The number of papers published from 1980 to 2019 including key words of systems biology, metabolic 
engineering and synthetic biology (A) or industrial microorganisms, microbial cell factories and microbial chassis (B) in 
PubMed database. 
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2019 年底，一共只有 196 篇包括微生物底盘细胞

的文章发表，仅分别为同时期微生物细胞工厂和

合成生物学文章数量的 8%和 0.6% (图 4)。这在一

定程度上说明了微生物底盘细胞的研究依然受到

包括对细胞工厂理解不够全面和技术手段尚需进

一步完善的制约。 

如上所述，目前在合成生物学 DBTL 策略中

已经建立了一些革新技术手段和高通量自动化装

备，加速了合成生物学研究的进展。但是仍需进

一步开发完善经济高效的高通量智能装备，整合

优化基因组学、转录组学、蛋白组学、代谢组学、

表观组学等分子组学以及生长、形态、生理及环

境适应性等表型组学的方法技术与研究平台，在

不同环境条件下测试模式与非模式细胞工厂生物

元件、线路与途径及其组合对细胞工厂物质与能

量代谢的影响，解析控制相关特殊表型的分子元

件及调控机制。同时，这些组学平台产生的海量

数据也是理解细胞工厂优良特性分子机制的关键

信息，如何解析、整合、模拟这些多层次大数据，

并实现数据及结果的可视化展示是一个挑战。结

合生物信息学与人工智能方法挖掘生物大数据背

后的物理、数学规律，推动对复杂生命现象规律

的认识，是实现合成生物学 DBTL 策略中理性设

计的重要手段。 

综合模式与非模式细胞工厂优势，推动工业

微生物底盘细胞的理性设计与构建：由于众多研

究人员的长期持续研究而使得模式微生物遗传工

具齐全，菌株资源丰富，有系统的突变体或/和过

表达菌株文库以及系统生物学与表型组学等实验

数据，无论是在基础理论还是实践应用都一直发

挥着重要的作用。模式微生物建立的方法和工具

可以直接或改造后应用于非模式微生物，指导非

模式微生物生物元件的挖掘及细胞工厂的优化。

例如在模式微生物大肠杆菌和酿酒酵母中都建立

了较高质量的全基因组尺度代谢网络模型并用于

实际研究和应用工作中[265-266]，这些代谢模型建

立的工具和方法可以应用于非模式微生物高质量

代谢模型的建立。除了代谢网络模型外，其他在

模式微生物中快速发展的数学模型，如启动子的

机器学习模型[267]，也可被非模式微生物借鉴。 

非模式微生物具有一些特殊的生长环境、代

谢途径、生理性状及理想细胞工厂的优良特点，

随着生物技术从早期的形态学观察发展到分子水

平的分子生物学、系统生物学以及合成生物学，

模式与非模式微生物之间研究的技术障碍正在逐

步缩小。制约非模式微生物发展的基因组信息与

遗传工具匮乏的瓶颈也随着高效经济的基因组测

序、质谱技术、基因编辑工具及高通量检测设备的

开发完善而逐步得以解决，推动了非模式微生物研

究的进展。例如，盐单胞菌于 2011 年报道后，在

不到 10 年的研究工作中，通过对基因组信息的解

析及一系列基因组编辑工具的建立，成功改造了盐

单胞菌细胞工厂，使盐单胞菌工程菌体内累积的生

物塑料前体 PHA 产量达到细胞干重的 92%，实现

了 PHA 的 1 000 L 中试连续发酵生产[246,248-249]。 

在未来的研究中，可以从不同环境条件挖掘

更多具有理想细胞工厂特性的微生物菌株，借鉴

在模式微生物体系发展的工具、方法和数据，解

析这些非模式细胞工厂的优良特性，结合模式与

非模式细胞工厂的优势设计新的底盘细胞。另外，

结合两者的优势同时在模式与非模式细胞工厂开

展系统研究也有助于理解生物元件的通用性及其

与底盘细胞的适配性等制约底盘细胞设计的因

素，结合赋予它们不同优良特性的生物元件与调

控线路，推动人工合成细胞工厂的理性设计与应

用。例如中国台湾学者 James Liao 团队利用合成

生物学的手段将来自非模式微生物的甲醇同化途

径整合到模式微生物大肠杆菌中，结合模式和非模

式细胞工厂的优势，使重组后的大肠杆菌能够以甲

醇为唯一碳源进行生长[107]。清华大学陈国强课题

组和北京大学欧阳颀课题组合作，通过对噬菌体基

因组的挖掘，开发了一个可以在盐单胞菌和大肠杆
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菌中通用的类 T7 启动子系统，为模式与非模式细

胞工厂的理性设计与构建提供了新思路[250]。 

数字细胞及模式底盘细胞的构建与完善：多

种细胞工厂分子与表型组学海量数据的积累及利

用生物物理学与生物数学对复杂生命现象背后规

律的确定也将推动数字细胞的构建。多组学数据

的结合将提升数字细胞模型的质量，实现模型指

导下底盘细胞构建的设计及其对内外环境因素变

化反馈的预测，可以在高准确度模型预测的指导

下减少实验工作。虽然目前已有相关自动化算法

进行初始模型的构建[15]，并且模式微生物大肠杆

菌 [265,268]和酿酒酵母 [266]等的模型也在逐渐更新

完善，但是尚需进一步发展高通量检测、自然语

言识别等方法技术，快速获取和挖掘实验和文献

数据，实现模型的自动化修正及高质量数字细胞

模型的快速自动化建立。 

目前合成生物学正在生物元件、线路及设计语

言平台等方面推动标准化。高质量数字细胞的建立

可推动模式底盘细胞的建立，可与数字细胞的构建

协调布局。麦肯锡在今年的《生物革命：创新将改

变经济、社会和我们的生活》[269]报告中预计未来

10–20 年，4 万亿美元的经济价值将由合成生物学

主导。在合成生物学研究领域通过集成化、自动化

和模块化策略对细胞工厂大规模理性设计改造的

平台型公司一直受到投资公司的青睐。Ginkgo 

Bioworks 目前的累积融资金额已达 7.19 亿美元，估

值超过 40 亿美元。今年 9 月美国恩和生物 (Bota 

Biosciences) 也完成了 1 500 万美元的 A 轮融资，

将搭建生物铸造厂 (Bio-foundry) 自动化高通量

研究平台，实现细胞工厂的高效精准改造及高通

量有效筛选。国内合成生物学公司蓝晶微生物

2020 年也完成了数千万元的 A+轮融资，2021 年

又完成了近 2 亿元的 B 轮融资，该公司专注于利

用合成生物学技术进行生物降解塑料 PHA 的生

产，快速的融资推动了该合成生物学公司的产品研

发和产业化落地。资本的动向一定程度上说明了社

会的需求与发展方向，也说明了合成生物学技术对

于未来的巨大作用，数字细胞模型和模式底盘细胞

的构建与完善将进一步推动这一领域的发展。 

人工合成底盘细胞的生物安全性控制与教

育：合成生物学技术作为生命科学和生物技术的

新兴前沿领域，将开启生物新经济 (Bio-economy)

时代的大门。在目前可以实现人工合成生命体的背

景下，正确合理地利用这一科学技术将有利于全人

类的共同生存与发展[270]。在不阻滞合成生物学的

发展的同时，又保障生物安全性是一个需要关注、

亟待解决并且不可跨越的关键问题，在国家、法律、

技术和教育等不同层面都应该加以考虑。 

除了在国家层面设立专门的研究与技术职责

部门，制定一系列生物安全法律法规，完善监测、

预警、报告与溯源等制度，提高应对生物安全风

险的能力，保障国家安全和人民健康外，也需要

将相关生物安全教育纳入学生培养教学大纲之中，

将安全意识植入到新一代科技人才当中[271]。在学

校教育的同时，也需要加强开展全民科普教育及科

学传播，引导学生观看安全教育公开课，使公众正

确认识新兴生物技术的两面性，理性对待生物安全

问题，正确对待合成生物学的两面性[272]。 

同时，人工细胞工厂的设计应考虑并提供安

全性保障，如使用环境依赖型的复制子、依赖于

小分子的自杀开关、或者引入无法与天然途径发

生相互作用的系统等。美国哈佛医学院 Pamela 

Silver 课题组近期开发了一个 pH 敏感的自杀开关 

(Acidic termination of replicating population ，

acidTRP)，可以在酸性条件下 (pH 5.0) 终止种群

复制，并与他们实验室前期开发的低温致死 

(Cryodeath) 开关[273]整合形成了一个双因素的防

泄漏系统，该系统在保持进化稳定性的同时，可

以保持小于千亿分之一 (<10–11) 的存活率[274]。

哈佛医学院 George Church 课题组开发的基于

CRISPR 的“雏菊驱动” (Daisy-drive) 系统则是另

一个很好的范例，该系统中的遗传元件像菊花链
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网络结构一样排列，每个遗传元件驱动下一个元

件。该系统可以在本地复制使用等效自传播驱动

系统实现的任何效果，但“雏菊驱动”的扩散能力

因链条一端连续丢失非驱动元件而受到限制。这

一系统保证了即使基因编辑的生物发生逃逸，它

们也没有能力传播；并且当与阈值依赖相结合时，

雏菊驱动可以简化地方社区的决策，可能成为地

方生态工程的基础技术支撑[275]。此外，基于生物

安全的底盘细胞进行研究也可以减少相关风险的

产生，如人工设计的最小基因组底盘细胞只能在

特定的环境中生存，其他适应不同环境的基因均

被敲除，可在一定程度上防止相关基因及底盘细

胞的扩散[276]。由于非模式微生物的多样性，从非

模式微生物中挖掘不同的环境响应元件，将在开

发合成生物学生物安全元件中发挥重要的作用。 
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