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摘   要：蓝细菌是唯一可进行放氧光合作用的原核微生物，基于光合蓝细菌构建“自养型细胞工

厂”具有广阔前景。但以蓝细菌作为底盘进行生物燃料及化学品的合成仍存在细胞耐受能力差、产

量低等问题，导致实现工业化生产的经济可行性还比较低，亟需通过合成生物学等技术手段构建新

的藻株。近年来，实验室适应性进化(adaptive laboratory evolution, ALE)已被用于底盘工程中，实现

了优化生长速度、增加耐受性、加强底物利用和提高产品产量等目标。ALE 在提高蓝细菌鲁棒性

方面取得了一定进展，已获得了耐受高光、重金属离子、高盐和高浓度有机溶剂胁迫的进化藻株。

但是，蓝细菌中的 ALE 策略效率相对较低，耐受各胁迫的分子机制并未阐释完全。本文综述了

ALE 相关技术策略及其在蓝细菌底盘工程中的应用，讨论了如何借鉴其他微生物中 ALE 手段，构

建更大 ALE 突变文库、增加菌株的突变频率、缩短进化时间、探索多重胁迫耐受工程菌构建原则

及研究策略等，高效解析进化菌株的突变体库，构建高产量、鲁棒性强的工程菌株等，以期未来促

进蓝细菌底盘的改造及其工程菌的规模化应用。 
关键词：光合蓝细菌；实验室适应性驯化；自养细胞工厂；合成生物学 
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Abstract: Cyanobacteria are the only prokaryotes capable of oxygenic photosynthesis, which 
have potential to serve as “autotrophic cell factories”. However, the synthesis of biofuels and 
chemicals using cyanobacteria as chassis are suffered from poor stress tolerance and low yield, 
resulting in low economic feasibility for industrial production. Thus, it’s urgent to construct new 
cyanobacterial chassis by means of synthetic biology. In recent years, adaptive laboratory 
evolution (ALE) has made great achievements in chassis engineering, including optimizing 
growth rate, increasing tolerance, enhancing substrate utilization and increasing product yield. 
ALE has also made some progress in improving the tolerance of cyanobacteria to high light 
intensity, heavy metal ions, high concentrations of salt and organic solvents. However, the 
engineering efficiency of ALE strategy in cyanobacteria is generally low, and the molecular 
mechanisms underpinning the tolerance to various stresses have not been fully elucidated. To this 
end, this review summarizes the ALE-associated technical strategies and their applications in 
cyanobacteria chassis engineering, following by discussing how to construct larger ALE mutation 
library, increase mutation frequency of strains and shorten evolution time. Moreover, exploration 
of the construction principles and strategies for constructing multi-stress tolerant cyanobacteria, 
and efficient analysis the mutant libraries of evolved strains as well as construction of strains with 
high yield and strong robustness are discussed, with the aim to facilitate the engineering of 
cyanobacteria chassis and the application of engineered cyanobacteria in the future. 
Keywords: photosynthetic cyanobacteria; adaptive laboratory evolution; autotrophic cell 
factories; synthetic biology 

 
蓝细菌(cyanobacteria)，也称蓝藻，是一类

光合自养型的原核微生物，广泛存在于地球的

水生和陆生环境中，对生态学和生物地质化学

发挥了重要的作用 [1]。蓝细菌凭借其可直接利

用 CO2 和太阳能作为碳源和能源进行生物质合

成的优势日益受到研究者的关注 [2]。目前，以

多种模式蓝细菌如集胞藻 (Synechocystis sp.) 
PCC 6803 和聚球藻 (Synechococcus elongatus) 

PCC 7942 等为底盘已完成构建生产近百种燃料

和化学品，包括新一代生物燃料乙醇[3]、丁醇[4]、

航空燃料前体法呢烯[5]、天然抗氧化剂虾青素[6]

等，充分证明了基于光合蓝细菌构建“自养型细

胞工厂”的广阔前景。随着我国“双碳”目标的提

出，基于光合蓝细菌的 CO2 转化更是为发展低

碳经济提供了新思路。 
即便如此，目前以蓝细菌作为底盘进行生
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物燃料及化学品合成仍存在底盘耐受能力差、

产量低等问题 [7]，限制了其规模化应用的推

进。在面对各种培养环境胁迫下的生长稳定性

是细胞工厂高效生产的关键因素 [8]。在蓝细菌

的培养过程中，特别是户外规模化培养条件

下，不可避免地会遇到高光[9]、高温[10]、高盐[11]

和重金属离子[12]等多种环境胁迫因子及产物的

胁迫，严重影响底盘细胞生物量积累，进而影

响细胞工厂的产量[13]。为应对复杂、非理想化

的工业培养过程，需要提高底盘蓝细菌的抗逆

能力，使其具备对抗某一类或几类环境胁迫因

子的鲁棒性[14]。多数环境耐受性并不是简单地

由单个基因控制[15]，而多靶点的基因改造工程

十分复杂，加之胁迫耐受的分子机制尚未阐释

完全，现阶段通过理性的遗传改造获得鲁棒性

底盘的难度较大。 
实 验 室 适 应 性 进 化 (adaptive laboratory 

evolution, ALE)实验[16-17]是一种广泛应用的高效

工具，既可以改善微生物表型，也可以研究生

物现象的进化根源，寻求在预期发生进化的可

控场景下观察微生物。ALE实验可以追溯到20世
纪早期的受控进化研究报告[18-19]，微生物在选

定的环境中长时间培养，以自然地选择那些获

得有益突变的细胞。 2018 年，美国科学家

Frances H. Arnoid、George P. Smith 和英国科学

家 Sir Gregory P. Winter 由于开发酶的定向演化[20]

以及用于多肽和抗体的噬菌体展示技术[21]获得

诺贝尔化学奖。近年来，ALE 技术在底盘工程

中大放异彩，实现了对底盘多方面的改造，具

体包括优化生长速度[22]、增加耐受性[23-24]、加

强底物利用[25]和提高产品产量[26-27]。为促进构

建光合蓝细菌鲁棒性底盘及其未来的规模化应

用，本文讨论了目前已开发的 ALE 技术；围绕

ALE 技术在蓝细菌中的应用，总结已获得的若

干胁迫响应基因，以期为理性改造光合底盘打

下基础；最后对未来的研究方向进行了展望。

本文对于全面深入解析光合蓝细菌底盘细胞对

环境胁迫因子的耐受机理和调控机制及构建高

效的“自养型细胞工厂”有重要促进作用。 

1  ALE 技术的基本原理 
“物竞天择，适者生存”是自然界的普遍规

律。在微生物进化过程中，遗传多样性为自发

的适应进化提供了动力。自然界的生命体在不

同的环境条件下经过数百甚至数千代，在长期

演变中，生物群体遗传和表型的多样性为对环

境变化适应提供了基础。随着合成生物学技术

的不断发展，短时间内可产生大量突变并完成

筛选的快速 ALE 技术不断涌现。 

1.1  突变引入方式 
ALE 方法主要包括自发突变、诱变、修复

基因突变 3 类(表 1)。 
ALE 自发突变的操作方法主要是在摇瓶中

连续分批培养并添加特定胁迫，传代过程中菌

株产生自发突变、有益突变富集[28]。 
与传统微生物诱变技术相结合的方法主要

包括化学试剂诱变、射线诱变和常压室温等离

子体(atmospheric and room temperature plasma, 
ARTP)等。化学诱变剂引起 DNA 分子碱基序

列的损伤或修饰，导致修复和复制过程中的误

读[29]。为提高集胞藻 PCC 6803 对温度的耐受

性，Tillich 等[30]测试了紫外线(Ultraviolet，UV)
和甲基磺酸甲酯(methyl methanesulfonate, MMS)
对集胞藻 PCC 6803 的非致死点突变的致死率和

速率，确定 UV 的最佳剂量为 10–50 J/m2，

MMS 的最佳剂量为 0.1%或 1% (体积分数)，经

过每种诱变剂各 2 轮的处理后，菌株的耐受温

度有效提高了约 2 ℃。使用 x 射线、γ 射线、紫

外线(ultraviolet, UV)进行物理诱变时，辐射将

能量传递到生物体内，各分子产生电离和激发， 
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表 1  ALE 在合成生物学中的分类 
Table 1  Classification of ALE in synthetic biology 
Type Strategy Principle Advantage Disadvantage References 
Add stress to 
the culture 
environment 

 Pressure as a driving force 
to select phenotypic 
enhancement 

Enrichment of 
favorable mutations 
during culture 

Time-consuming and 
labor-intensive 

[28] 

Mutagenesis Chemical mutagenesis Construction of mutation 
library by chemical reagents 
(alkylation compounds, base 
analogues, antibiotics, etc.) 

Efficient; Easy to 
operate 

Most chemical mutagens 
are highly toxic and 
carcinogenic; The 
phenotype cannot be 
accurately attributed to a 
specific mutation; Easy 
to produce a large 
number of useless 
mutations 

[29] 

Physical mutagenesis Construction of mutation 
library by X-ray, γ-ray, 
ultraviolet (UV), 
atmospheric and room 
temperature plasma (ARTP), 
etc 

Efficient; Easy to 
operate 

The phenotype cannot 
be accurately attributed 
to a specific mutation; 
Easy to produce a large 
number of useless 
mutations 

[30] 

Gene repair 
system 

Modified DNA 
polymerases 

Construction of mutation 
library by reducing the 
fidelity of the replication 
process 

Increase the frequency 
of spontaneous 
mutation; Applicable 
to strains with known 
genome 

The fidelity DNA 
polymerase modification 
system needs to be 
removed; Possible 
adverse mutations 

[31] 

Modified DNA 
mismatch repair system 

Construction of mutation 
library by modifying 
dam-directed mismatch 
repair (DDMR) 

Convenient operation; 
Applicable to strains 
with known mismatch 
repair systems, 
especially strains that 
cannot use genome 
editing technology 

False-positive 
phenotypes may be 
produced, resulting in 
low efficiency; Possible 
adverse mutations 

[32] 

Modified 
restriction-modification 
system 

Construction of mutation 
library by disturbing R-M 
system 

Increase the frequency 
of spontaneous 
mutation; Induce DNA 
breakage at multiple 
sites in the genome at 
the same time 

This system leads to 
chromosomal restriction 
breaks, which might 
eventually cause cell 
death  

[33-34] 

 
引起细胞内一系列生化反应，从而产生突变。

在 ARTP 突变 15 s 和 ALE 培养 40 d 后，获得了

凝 结 芽 孢 杆 菌 (Bacillus coagulans) 突 变 株

ARTP-aleBC15，并显示出对 pH 2.5和 0.3%胆盐

的耐受性，存活率为 22.4%[31]。 
通过修复基因突变进行 ALE 主要包括修饰

DNA 聚合酶、修饰错配修复系统以及修饰限制

修正系统 3 类。大肠杆菌(Escherichia coli)的
DNA 聚合酶Ⅲ负责基因组复制，通过修改编码

DNA 聚合酶Ⅲ的基因，可以降低 DNA 复制的

准确性。为建立基因组复制工程辅助持续进化

(genome replication engineering assisted continuous 
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evolution, GREACE) ， 选 择 编 码 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) DNA 聚合酶Ⅲ ε 亚基的 dnaQ
基因，在温度敏感质粒 pKD46 上表达阿拉伯糖

诱导启动子控制下的 DnaQ突变体 KR5-2，重建

了 GREACE 系统。经过 7 次 ALE 转移后，获得

的赖氨酸超高产大肠杆菌 MU-1 在含有 150 g/L
赖氨酸的 EFB 培养基中最终的 OD600 提高了约

10−18 倍[32]。 
错配修复系统在 DNA 复制过程中专门修复

新合成的 DNA 链上的错配碱基。mutS、mutL
和 mutH 基因的产物通过识别不匹配的碱基和最

多 4个碱基的插入和缺失(insertions and deletions, 
InDels)并在最近的 GATC 序列上裂解未甲基化

链 来 启 动 修 复 级 联 。 为 提 高 干 酪 乳 杆 菌

(Lactobacillus casei)在低 pH 值下的乳酸抗性，

删除了其基因组中编码 DNA 错配修复酶的基

因 mutS。ALE 处理 100 d 后，pH 值为 2.5 时，

进化的菌株表现出更好的生长情况[33]。 
改变限制修正系统[34]的表达可以导致限制

性内切酶(restriction enzymes, REase)与同源甲基

转移酶(methyltransferases, MTase)活性之间的不

平衡。以携带 PaeR 7I RM 基因的大肠杆菌

MG1655 的 r+m+菌株作为亲本菌株，经过 172次

传代后，ALE 的初始生长速率增加了大约 7 倍。

r+m+的生长速率和插入序列多态性基因型均优

于对照组，进化速度显著提高[35]。 

1.2  富集策略 
恒化器可以精确地控制细胞生长速度、化

学环境和选择压力，能够高效富集有益突变。

将大肠杆菌 BL21(DE3)暴露于持续热应激，培

养温度从 37 ℃提高到 42 ℃后，进行 40 h 的恒

化培养。不同时间段 σ 因子的表达水平协调全

局基因表达，rpoH、rpoD 在温度升高时表达量

较高。第二热休克 σ 因子基因 rpoE 在热应激后

10 min 内下调，并逐渐恢复到非应激细胞的水

平。海藻糖、尸胺和肠杆菌素产量增加，以应

对热诱导的氧化应激。后期出现颗粒形成和细

胞伸长现象。在后期高表达的基因 spy、chiP、

pqqL 和 ECD_02813 经实验验证可提供耐热性，

荚膜多糖生物合成基因簇的表达有助于改善细

胞在高温下的生长[36]。 
增加胁迫强度、减少营养源也是行之有效

的富集策略。在持续的恒化培养大肠杆菌菌株

ΔfrmA-ΔtpiA过程中，向培养基中添加0.1 mmol/L
异 丙 基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷 (isopropyl-β-D- 
thiogalactoside, IPTG)进行 mdh、hps 和 phi 的异

源表达，产生 1 个具有完整磷酸核酮糖(ribulose 
phosphate, RuMP)周期的大肠杆菌菌株。经过大

约 400 d 培养，种群对甲醇的吸收大幅增加，

IPTG 不再是甲基化生长所必需的。进化菌株从

还原的单碳化合物中构建其全部生物量。而后在

仅含甲醇为碳源的培养基中，在连续转移条件下

进一步进化。经过 285 代，进化菌株能够在大约

8 h 的倍增时间内生长[37]。 

1.3  高通量筛选技术 
流式细胞仪能够对细胞进行自动分析和分

选，快速测量、存贮和显示悬浮在液体中的分

散细胞的一系列特征参量，并根据预选的参量

范围分选出所需细胞。 
采用流式细胞仪测定基因组拷贝数的分

布，并与荧光法联用鉴定聚球菌 PCC 7942 群体

中微倍体细胞，利用微倍体细胞进行自然转

化，并用PCR和高效液相色谱(high performance 
liquid chromatography, HPLC)进行验证。0.35%
的琼脂浓度和 200 IU 的过氧化氢酶可以促进聚

球菌 PCC 7942 在固体培养基上的生长。过氧化

氢酶基因 katG 的过表达提高了生长速度，通过降

低氧化应激来促进生长。流式细胞仪分析表明高

温和磷酸盐耗尽的细胞包含最低的基因组拷贝，

并显示出快速产生完全分离突变体的潜力，最终
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减少了完全分离进化菌株所需的时间[38]。 
在蓝细菌 Synechocystis cf. salina Wislouch 

(No. 192)中使用化学诱变剂乙基甲烷磺酸盐

(ethyl methanesulfonate, EMS)来产生聚羟基丁酸

酯 (polyhydroxybutyrate, PHB)产量增加的突变

体。EMS 处理后 21 d，细胞培养物在流式细胞

仪上进行荧光激活细胞分选。采用脂质荧光染

料染色，筛选高脂含量突变体，然后通过

HPLC 进行特定的 PHB 定量筛选。突变体中 2 个

菌株的 PHB 产量、生物积累量和 PHB 体积密度

显著提高[39]。 
单克隆菌落的分离、培养和挑取是微生物

研究的关键操作。近年来液滴微流控技术的发

展为自动化高通量微生物培养和筛选提供了新

的解决方案。 

微升级单细胞液滴筛选系统 (single-cell 

microliter-droplet screening system, MISS Cell)，

可用于在 2.0−2.5 μL 的液滴中进行自动化高通

量的微生物单克隆培养和分选。与固体板相

比，MISS cell 用更少的资源产生了更多数量

的单克隆菌落和更高的初始生长速率。MISS 

Cell 建立了自动高通量筛选谷氨酸棒状杆菌

(Corynebacterium glutamate)的工作流程，并

且 MISS Cell 可以作为一个通用平台，在高通

量应用中有效地生产单克隆菌落，克服固体

板的限制，促进生物技术的快速发展。基于

MISS Cell 的微生物诱变筛选工作流程，对谷

氨酸棒状杆菌(Corynebacterium glutamicum)进

行高谷氨酸(glutamic acid, Glu)产量表型菌株的

筛选。通过 ARTP 物理诱变获得突变体库后，

使用 MISS Cell 对突变体进行培养，并进行单

克隆菌落的分选，最终鉴定出了高产谷氨酸

的菌株。其培养物具有良好的单克隆性，可

用于分子克隆的培养和挑取[40]。 

基 于 荧 光 活 化 液 滴 分 选 (fluorescence 
activated droplet sorting, FADS)的集成微流控液

滴分选平台可以长期培养液滴，并对液滴进行

分选。为了验证该平台的有效性，对芽孢杆菌

(Bacillus)的高荧光和低荧光混合菌株混合物进

行了模型选择实验，在 300 滴/s 的分选速度下实

现了 45.6 倍的富集。进一步利用该平台从 ARTP
诱变的地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)的突

变体文库中筛选出产 α-淀粉酶能力较高的突变

体菌株，分离得到α-淀粉酶产量提高50%以上的

克隆。与传统的微量平板筛选系统相比，该平

台大大加快了定向进化的过程，同时显著降低

了成本。此外，该平台可广泛应用于其他微生

物细胞工厂的菌外酶或代谢物的菌株工程[41]。 

2  ALE 在蓝细菌中的应用 
考虑到蓝细菌对生物及非生物胁迫的鲁棒性

不足问题，近年来，ALE 技术主要应用于光合蓝

细菌中重金属离子、高光、盐和有机溶剂等耐受

性驯化(图 1)，发现了若干重要基因，对日后全面

深入解析光合蓝细菌底盘细胞耐受环境胁迫因

子的机理及调控机制具有重要促进作用。 
 

2.1  重金属离子耐受 
近年来，重金属造成的环境污染问题十分

严重，包括污染水源、进入食物链和威胁自然

界生物的生长等 [42-43]。其中，镉离子(Cd2+)是

对人类健康及水体生态系统最危险的重金属之

一[44]。金属镉的残留主要来自镍镉电池、色素

等工业产品，不可避免地造成大量水污染[45]。

利用蓝细菌去除水中 Cd2+等有毒金属离子近年

来得到了广泛的应用，被认为是一种很有前途

的污水净化替代处理方法[46]。但一般情况下，

当废水中 Cd2+浓度达到 0.89 µmol/L 时，大部分

蓝细菌已经生长缓慢甚至不能生长[47]。 
 
 



 
 

高嘉玮 等/实验室适应性进化技术在光合蓝细菌底盘工程中的研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3081 

  

 
 

图 1  应用于光合蓝细菌的 ALE 实验及发现的主要耐受机制   A：基于集胞藻 PCC 6803 的镉离子耐受

性驯化. B：基于集胞藻 PCC 6803 的高光耐受性驯化. C：基于集胞藻 PCC 6803 的盐耐受性驯化. D：基

于聚球藻 PCC 11801 的有机溶剂耐受性驯化 
Figure 1  ALE experiment applied to photosynthetic cyanobacteria and the tolerance mechanisms revealed. A: 
Cadmium tolerance in Synechocystis sp. PCC 6803. B: High-light tolerance in Synechocystis sp. PCC 6803. C: 
Salt tolerance in Synechocystis sp. PCC 6803. D: Organic solvent tolerance in Synechococcus elongatus PCC 
11801. 

 
Cd2+首先限制光系统 I 的受体侧，7 h 后，

在光的存在下，Cd2+干扰光系统Ⅱ[48]。Cd2+通过

争夺酶和干扰膜电位迅速渗透到细胞中，取代

了其他重金属，如 Ca2+和 Zn2+。Cd2+毒性导致

活性氧(reactive oxygen species, ROS)的产生和

谷胱甘肽以及含有巯基的蛋白的消耗[49]。在另

一项研究中，Cd2+触发了集胞藻 PCC 6803 整个

代谢的重新整合，该过程由 Slr1738调控因子[50]

控制。同时，也发现了一些与 Cd2+抗性相关的

基因，如集胞藻 PCC 6803[44]中的 sll0649。H2O2

和 NO 之间的协同信号通路提高了蓝细菌对

Cd2+胁迫的耐受性，将 H2O2 和硝普钠(NO 供体)

应用于 6 μmol/L Cd2+胁迫下，Cd2+毒性所致的

胞外多糖含量、蛋白质含量、内源 NO 含量和

酶促抗氧化剂谷胱甘肽 S-转移酶 (glutathione 
S-transferase, GST)、超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD) 、 过 氧 化 物 酶 (peroxidase, 
POD)、过氧化氢酶(CAT)含量显著降低，ROS
水平也恢复正常。H2O2 和 NO 之间的正交叉作

用为蓝细菌提供了对 Cd 胁迫的耐受性[51]。然

而，NO 的螯合阻碍了 H2O2 的信号传导机制，

降低了 H2O2 抵抗 Cd2+胁迫的潜力，而 NO 的信

号传导没有受到 H2O2 螯合的阻碍，NO 可能释

放蓝细菌的 Cd2+胁迫[52]。总的来说，蓝细菌对
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Cd2+毒性的反应涉及各种复杂的反应机制。然

而，到目前为止，Cd2+对蓝细菌毒性的详细机

制仍未完全了解。 
Xu 等[28]基于实验室适应性驯化策略，对集

胞藻 PCC 6803 在镉离子胁迫下经 802 d (128 代)
的连续传代，分离出一株能耐受高达 9.0 µmol/L
镉离子的稳定驯化株(命名为 ALE-9.0)。初始

菌株在 Cd2+浓度为 4.6 µmol/L 时，表现出轻微

的生长缺陷[53]。ALE-9.0 对镉离子的耐受性从

4.6 µmol/L 提高到 9.0 µmol/L，将集胞藻 PCC 
6803 对于镉离子的耐受浓度提高了 50%。ALE
总是在全基因组、转录和代谢水平上带来全面

的变化[54]。随后，运用基因组重测序的技术，

进一步结合单基因敲除、过表达等分子生物学

分析，对驯化株中镉离子耐受性提高的机理进

行了解析。这项工作确定了在蓝细菌中 6 个与

镉离子耐受相关的基因和突变，其中编码阳离

子或药物外排系统蛋白的 slr0454 的大片段缺失

被发现直接有助于抵抗 Cd2+胁迫(图 1A)；5 个

突变基因 slr0623、slr0721、slr0798、slr0774和

slr1753 在 ALE-9.0 中被证明与 Cd2+耐受性有

关。Slr0454 与大肠杆菌的细胞膜转运蛋白

AcrB 同源，已发现其介导了对镍、镉、钴等离

子的抗性[55]。研究发现，ALE-9.0 对锌和钴等

其他重金属具有交叉耐受性；同时，ALE-9.0
对强光具有较高的抗性。废水中一定浓度的重

金属离子会对蓝细菌的生长构成胁迫，具有重

金属离子处理潜力的蓝细菌能够通过 ALE 强化

耐受性，并有可能高效处理这些重金属离子污染

物。废水中的重金属离子种类众多，其浓度也千

差万别，ALE 用于强化蓝细菌重金属离子废水处

理还有必要进一步深入研究。 

2.2  高光耐受 
尽管光在光合作用中起着至关重要的作用，

但过量的光对光合生物是有害的，当光合蓝细菌

暴露在强光(high light, HL)下，其光合作用的效

率及碳固定能力明显降低。由高光引发的光抑制

(photoinhibition)及光保护(photoprotection)现象在

光合蓝细菌中普遍存在。在自然环境中，太阳光

最强可超过 2 000 μmol/(m2·s)，远远超过了绝大

多数光合蓝细菌的耐受范围[56]，菌体生长出现

了显著抑制的表型[57-58]。当光能收集系统吸收

的光能超过各种细胞过程的能量消耗极限时，

多余的能量会产生 ROS，对细胞成分造成严重

的光损伤，从而破坏光系统 I 和 II (PSI/PSII)，
最终导致代谢分解[59-60]。为了减少光抑制，维

持能量供应和消耗之间的平衡，并保护光合装

置免受光损伤，光合蓝细菌进化出多种机制来

应对这个问题，现有的研究包括聚球菌 UTEX 
2973 中高光耐受蛋白 HltA 含有一个功能性

PP2C 型蛋白磷酸酶结构域。PP2C 结构域属于

细菌特异性 II 族家族，与环境应激反应磷酸酶

RsbU 密切相关。hltA 基因突变导致高光生长特

有的严重缺陷[61]。高光激活橙色类胡萝卜素蛋

白(orange carotenoid protein, OCP)，防止光合作

用装置的破坏。在弱光下，OCP 被二聚体荧光

恢复蛋白(fluorescent recovery protein, FRP)有效

地失活。通过设计具有明确寡聚状态的 FRP 变

体，使得OCP水平升高时显著提高FRP效率[62]。

集胞藻 PCC 6803 中 IsiA 的唯一半胱氨酸残基在

非光化学猝灭中起关键作用。将 CP43 的缬氨 
酸 277 替换为 IsiA 的半胱氨酸 260，突变体

(CP43V277C)的 PSII 输出下降，表明 IsiA 可以

耗散多余的光能，激发能量从 CP43 相关的叶绿

素 a 延迟转移到 PSII 反应中心[63]。光驱动、光

系统 I 介导的 ATP 合成在促进固氮酶反应中起着

关键作用。异形胞中保留大量天线蛋白的菌

株，在高光强下，表现出异常高的固氮酶活

性。突变体中的 PSI 周围的循环电子流增加，有

助于 ATP 的生成和异形胞中的固氮酶活性[64]。 
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为了产生耐 HL 菌株，通过运用 ALE 手

段，Dann 等[65]选择一种经过多年适应弱光培养

的集胞藻 PCC 6803 实验室菌株(LT)作为初始菌

株，它在过程中失去了运动性，不能主动逃避

HL，必须在 ALE 期间进化出代谢适应。将 LT
暴露于 1% (体积分数)的 MMS (M)中，或通过

暴露于 UV-C (U)辐射。分别设计了几种适应菌

株，分别命名为 U、UM、UMU、UMM、

UMUM、UMMM 和 UMUMM。在每一轮诱变

后，蓝细菌在不断增加的光强度下连续传代培

养 5–25 个培养周期，每个培养周期通常持续

约 15 d。HL 适应菌株耐受光照强度从 LT 菌株

诱变后的 700 μmol/(m2·s)提高到 UMUM培养诱

变后的 2 300 μmol/(m2·s)。该 HL 适应菌株还 
可以应对户外条件下最大太阳辐照度的光强度

3 000 μmol/(m2·s)。HL 适应菌株通过重测序鉴

定出 NAD(P)H-醌氧化还原酶亚基 F (NdhF1)中 
F124L 以及翻译延伸因子 EF-G2 中 R461C 这 2 种

突变显著提高菌株的高光耐受性(图 1B)。根据

NDH 复合物在 CEF 和呼吸中的已知功能，

NdhF1-F124L 增强了 CEF 活性和呼吸作用。在

1 200 μmol/(m2·s)时，EF-G2-R461C 突变株光系

统的稳定性显著增加，可以保持类囊体蛋白复

合物的完整性。在 HL 强度下，2 种突变株的最

大产氧呼吸比都较低，这表明突变株更有效地

缓解氧化应激。 
Yoshikawa等[66]通过ALE，获得了一株耐强光

集胞藻 PCC 6803 菌株(Tol)。在 9 000 μmol/(m2·s)
条件下，野生型菌株的生长几乎停止，但 Tol
菌株的生长没有受到抑制。在强光条件下，Tol
菌株的光系统 II 损伤得到了缓解，并保持了正

常的能量流。转录组数据表明，在强光条件

下，Tol 菌株的 isiA 表达增加，isiA 编码铁胁迫

叶绿素结合蛋白，在 HL 条件下，isiA 缺失导致

光合功能完全破坏。通过全基因组序列分析和

逆向工程确定了 Tol 菌株 hik26 和 slr1916 的 2 个

突变，涉及耐强光胁迫。在 HL 条件下，

slr1916缺失会导致PSI含量增加。Hik26编码一

种双组分传感器组氨酸激酶，它是双组分传感

器-传感器系统的一个组成部分。在 HL 条件

下，hik26 的缺失导致了严重的生长抑制，而

hik26 突变的引入提高了 HL 的耐受性。PmgA
是集胞藻 PCC 6803 中涉及 HL 反应的调节因

子。最近，利用可诱导的 CRISPRi 抑制文库进

行的综合实验表明，pmgA 和 slr1916 抑制克隆

在应对包括光照条件在内的各种胁迫时表现出

相似的生长特征。从一个低光下生长的菌株，

到一个可以在户外最大太阳辐照度中生长的菌

株，ALE 发挥了重要作用，是行之有效地提升

蓝细菌底盘生物量、产物产量以及细胞工厂鲁

棒性的重要策略。 

2.3  盐耐受 
大规模培养蓝细菌是工业生物技术应用所

必需的；然而，大规模培养蓝细菌涉及大量用

水[67]，但地球上约 96.5%的水体是不适合直接

用于生物技术的海水。因此，利用海水作为一

种替代品将减少大规模蓝细菌培养的淡水需

求。高盐度是一种关键的非生物胁迫，离子、

渗透压和氧化应激会对蓝细菌的生长产生不利

影响，可能会干扰光合作用、破坏酶和蛋白质

的官能基团等[68]。通过表达相关转运蛋白来维

持细胞内离子平衡是一种重要的抗盐胁迫策

略。蓝细菌中已鉴定出一系列耐盐相关转运蛋

白，如不同的 Na+/H+反转运蛋白、Mrp 系统和

Na+泵出 ATP 酶等。耐盐蓝细菌(Euhalothece sp.) 
Z-M001 在盐胁迫下 Mrp 系统的表达上调，表

明它们在高盐生境中的重要性[69]。盐胁迫下，

在聚球藻(Synechococcus elongatus) UTEX 2973
中通过分别表达 21 个外源 Na+/H+相关的转运蛋

白，发现 3 个 Mrp 逆向转运蛋白可显著提高宿主
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的耐盐性，其中来自于聚球藻(Synechococcus sp.) 
PCC 7002 的 Mrp 蛋白可使聚球藻 UTEX 2973
抗盐性提高 57.7%[70]。耐盐性差的蓝细菌菌株

通常会积累蔗糖或海藻糖，而耐盐性中等的菌

株会积累葡萄糖甘油(glucoglycerol, GG)，耐盐

性高的菌株会分别合成甘氨酸甜菜碱 (glycine 
betaine, GB)和谷氨酸甜菜碱[71]。通过在聚球藻

UTEX 2973 中引入渗透相溶性物质甘油葡萄糖

苷的合成途径，底盘抗盐性能提升了 62%[72]。

在盐胁迫下，聚球藻 7942 的脂质增强，饱和脂

肪酸(saturated fatty acid, SFA)降低。相比之下，

单不饱和脂肪酸含量较对照组显著增加。不饱

和脂肪酸的熔点低于 SFA 以维持膜流动性，这

可能是蓝细菌抵御盐胁迫的一种适应性反应[73]。 
以集胞藻 PCC 6803 为研究对象，以海水盐

度 3% NaCl 为选择压力，进行了长期 ALE 实

验。盐胁迫 303 d 后，获得 8 株耐盐性较好的

ALE 菌株，其中 S2 的最大细胞密度是对照菌株

的 2 倍以上，这些菌株在未来的海水培养中潜力

巨大[74]。S4 与对照株之间差异表达的基因富集在

“K+跨膜转运”和“细胞 K+转运”通路上(图 1C)，表

明ALE 实验可能改变了离子外排。此外，与对照

菌株相比，大多数 ALE 生成菌株的细胞直径较

小，这表明 ALE 生成菌株具有较高的表面/体积

比，而且表面/体积比也可能影响离子流出。 

2.4  下一代生物燃料耐受 
由于化石燃料的广泛使用，产生的大量温

室气体导致了污染、全球气候变化以及对许多

生物的有害影响，石油衍生燃料和化学品的替

代品变得越来越必要[75]。探索利用蓝细菌制造

下一代生物燃料成为了新兴发展趋势。蓝细菌

具有利用二氧化碳和太阳能，通过基因工程生

产高价值化学品和下一代生物燃料的潜力[47,76]。

但用于大规模生产燃料和化学品的蓝细菌开发

仍处于起步阶段。生物燃料和高价值化学品通

常对产生它们的微生物是有毒的[77-78]。这些化

学物质会破坏细胞膜，导致代谢物和离子的泄

漏，影响细胞维持细胞功能的能力 [79-80]。因

此，对于蓝细菌燃料或化学品生产的商业部

署，有必要开发能够承受这些毒性作用的菌

株。从响应调控文库中筛选发现基因 sll0039
和 slr1037 参与了集胞藻 PCC 6803 的 1-丁醇耐

受性[81-82]。slr1037 和 sll0039 共过表达使 1-丁醇

耐受性提高133%[83]。过表达编码RNA聚合酶σ
因子的 sigB可以改善 1-丁醇耐受性[84]。Ncl1460
作为 CoaR (CoA 生物合成调控 sRNA)是 slr0847 
(coaD)和 slr0848 操纵子的负调控子，定量蛋白

质组学分析表明，CoaR 可能通过下调辅酶 a 的

生物合成来调节对 1-丁醇的耐受性，从而降低

脂肪酸代谢和能量代谢[85-86]。 
通过长期的实验进化过程，Wang 等[87]在集

胞藻 PCC 6803 中通过对丁醇的 0.20% 、

0.25%、0.30%、0.35%、0.40%、0.45%和 0.5% 
(体积分数)胁迫的 6 个阶段的适应，在连续 
94 次传代后(395 d)，最终进化出了耐受 0.5% 
(体积分数)丁醇的耐受株，对丁醇的耐受性较

最初的 0.2% (体积分数)提高了 150%。通过代

谢组学分析，3-磷酸甘油酸(3-phosphoglycerate, 
3PG)、D-果糖 6-磷酸 (D-fructose 6-phosphate, 
F6P)、D-葡萄糖 6-磷酸 (D-glucose-6-phosphate 
G6P) 、 NADPH 、 磷 酸 烯 醇 丙 酮 酸

(phosphoenolpyruvate, PEP) 、 D- 核糖 5- 磷酸

(D-ribose 5-phosphate, R5P)等不稳定代谢产物以

及甘油、L-丝氨酸和硬脂酸等稳定代谢产物在

进化过程中受到了不同程度的调控，这些代谢

物可能是提高丁醇耐受性的关键变化(图 1D)。 
聚 球 藻 (Synechococcus elongatus) PCC 

11801 具有快速生长、耐强光和固定 CO2 的能

力，能够在高于 38 ℃、400 μmol/(m2·s)光照环

境下生长；在 1% CO2、1 000 μmol/(m2·s)条件下
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2.8 h 即可完成倍增；其关键中间代谢物水平较

高且在高 CO2 和高温条件下生长速度更快[88]。

在 2 个连续培养超过 8 400 h 和 100 个连续传代

的平行实验中，菌株进化到耐受 5 g/L 正丁醇、

30 g/L 2,3-丁二醇，耐受浓度提高 100%。此

外，正丁醇进化菌株可以耐受高达 32 g/L 的乙

醇，从而使其成为通过代谢工程进行光合作用

生产生物燃料的有前途的宿主。对正丁醇进化

菌株的全基因组测序显示，编码翻译起始因

子、RpoB 和 ABC 转运蛋白的许多应激反应基

因发生突变。在 2,3-丁二醇进化菌株中，ClpC、

不同的 ABC 转运体、甘油醛-3-磷酸脱氢酶和磷

酸激酶基因被发现发生突变[89]。即使在没有胁

迫的情况下经过几次传代，进化的菌株仍然保

持了耐受性，这表明这些变化是永久性的。此

外，异丁醇具有更高的能量密度和更低的吸湿

性，是一种很有吸引力的燃料。采用含 2 g/L 异

丁醇的培养基进行长期传代培养，获得耐受 5 g/L
异丁醇的集胞藻 PCC 6803 菌株。耐受性菌株表

现出对异丁醇以及乙醇、正丁醇和异戊醇的耐

受力。同时，由于在进化菌株中引入了乙醇产

生途径，其产量成功提高到对照菌株的 142%。

突变分析表明，进化菌株中参与鞭毛的组装、运

动的基因 mcpA、hik43 和参与毒素转运的基因

envD 突变可能与异丁醇耐受性增强有关[90]。 
将野生型鱼腥藻(Anabaena sp.) PCC 7120、

多变鱼腥藻(Anabaena variabilis) ATCC 29413 和

念珠藻(Nostoc punctiforme) ATCC 29133 分别暴

露至法呢烯、月桂烯、芳樟醇和柠檬烯 4 种潜

在生物燃料之中。柠檬烯和月桂烯的毒性最

大，在 0.03 g/L 的浓度下，没有一个物种能存

活 3 d。法呢烯毒性较小，3 种菌株均能耐受

0.1 g/L。芳樟醇的毒性最小，鱼腥藻 PCC 7120
的耐受性为 0.4 g/L，而另外 2 种丝状蓝细菌的

耐受性为 0.45 g/L。分别将 3 种菌株暴露于逐渐

提高的生物燃料滴度，进行了 3 轮定向进化。

念珠藻ATCC 29133对月桂烯和柠檬烯的耐受性

增加到 0.06 g/L 和 0.12 g/L；对芳樟醇的耐受

性，经过第 1 轮定向进化后，从初始的 0.45 g/L
增加到 0.54 g/L，此后没有发现进一步的改善；

对法尼烯的耐受性由 0.1 g/L 提高到第 2 轮定向

进化后的 0.21 g/L。鱼腥藻 PCC 7120 和多变鱼

腥藻 ATCC 29413 对所有 4 种生物燃料都表现出

较高的耐受性，并在 3 个定向进化周期中表现

出持续的改善。多变鱼腥藻ATCC 29413对法呢 
烯的耐受性达到 0.43 g/L，对芳樟醇的耐受性达

到 0.72 g/L。鱼腥藻 PCC 7120 对月桂烯的耐受

性提高至 0.42 g/L。2 种菌株对柠檬烯的耐受性

均提高至 0.36 g/L[91]。在创建突变库的 12 个定

向进化试验中，有 9 个试验对特定化学物质的

耐受性持续增加，这表明进一步的定向进化试

验可能会导致更高的耐受性。能够耐受高滴度

生物燃料和化学物质的突变体可以通过基因工

程产生相同的化学物质[5,92]。如果微生物从细胞

中输出生物燃料的能力增强，那么生物燃料耐

受性的增加也会导致生产力的提高[93]。随着可

再生生物燃料需求的增加，为了开发经济上可

行的生产系统，提高蓝细菌对生物燃料的耐受

性是至关重要的。 

3  蓝细菌中 ALE 技术未来研究

方向 
3.1  快速 ALE 技术 

随着基础微生物学的新进展和工业发酵需

求的不断增加，自发突变的发生率已不能满足实

验室规模的进化实验。因此，需要更大的样本量

和更高的突变率。为构建更大 ALE 突变文库、

增加菌株的自发突变频率，随着代谢工程和合成

生物学的发展，越来越多的工程策略被应用于提

高 ALE 的效率。 
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ABC转运体参与集胞藻PCC 6803的脂质转

运和耐酸胁迫在酸胁迫条件下，将其转运子亚基

进行敲除，发现 Δslr1045 细胞的磷脂酰甘油含

量低于 WT 细胞，在培养基中添加磷脂酰甘油可

以恢复酸胁迫条件下 Δslr1045 细胞的生长；

Δsll0751 和 Δsll1041 细胞表现出酸胁迫敏感性。

在高低温胁迫条件下，Δsll0751 和 Δsll1041 细胞

的生长速度与 WT 细胞相比表现出明显的生长

迟缓。尼罗红染色显示 Δslr1045、Δsll0751 和

Δsll1041 细胞比 WT 细胞有更多的脂质积累。这

些结果表明，Slr1045、Sll0751 和 Sll1041 在集

胞藻 PCC 6803 中作为脂质转运复合物共同发挥

作用，并且在各种胁迫下生长是必不可少的[94]。 
CRISPR 系统的靶向性取决于目标 DNA 与

gRNA 的互补配对，以及对原间隔相邻基元

(protospacer adjacent motif, PAM)位点的特异识

别，可实现基因组规模的编辑[95]。胞嘧啶脱氨

酶(activation-induced cytidine deaminase, AID)通
过脱氨作用将R-loop中单链DNA中的胞嘧啶(C)
转化为尿嘧啶(U)，通过 DNA 复制和修复途径

实现U-G(鸟嘌呤)错配[96]。因此，AID可对转录

过程中形成的单链 DNA 区域进行可诱导突变

(图 2A)。大肠杆菌的 DNA 解旋酶 DnaB，与活

化诱导 AID 融合形成酶复合物，在染色体中随

机引入碱基编辑。DnaB-AID相对于野生型的突

变频率增加 2.5×103 倍，且在 4 轮编辑后 β-胡萝

卜 素 的 产 量 增 加 了 371.4% 。 在 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae)中，通过将 AID 与 
解旋酶 Mcm2-7 复合体的一个亚基 MCM5 融合

构建解旋酶 MCM5-AID。利用 MCM5-AID 技

术，5 株菌株的平均编辑效率比原生基因组突

变率高(2.1±0.4)×103 倍，进行 8 轮编辑后，β-胡 
 

 
 

图 2  蓝细菌中 ALE 技术未来研究方向   A：快速 ALE 技术. B：多元胁迫耐受底盘. C：进化底盘高效

解析. D：进化底盘测试 
Figure 2  Future research directions of ALE technology in cyanobacteria. A: Rapid ALE technology. B: 
Multiple stress-tolerant strain. C: Efficient analysis of evolutionary strain. D: Evolutionary strain test. 
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萝卜素产量提高了 75.4%[97]。在酿酒酵母建立

了有关基因组进化的随机碱基编辑(random base 
editing, rBE)系统。通过将非特异性单链 DNA 
(non-specific single-stranded DNA, ssDNA)结合

蛋白融合到 AID 上，rBE 以全基因组的方式引

入 C 到 T 突变。通过此方法，进行了耐 9%异丁

醇酵母细胞工厂的连续基因组进化 [98]。由于

DNA 复制机制的守恒性，rBE 具有普遍适用

性，理论上也可用于蓝细菌的基因组持续进

化。噬菌体辅助连续进化是一种用于细菌细胞

蛋白质进化的多功能连续方法。通过将实验室

进化的诱变、基因表达、选择和复制离散映射

到 M13 丝状噬菌体的生命周期上，并使用诱变

质粒原位多样化 [99]。噬菌体辅助连续进化

(phage-assisted continuous evolution, PACE)在进

化过程中需要极少的干预，并且与传统方法相

比，允许在更短的时间内进化出新的或改进的

活性 [100] 。腺嘌呤碱基编辑器 (Adenine base 
editors, ABEs)的应用一直受到脱氧腺苷脱氨酶

组分与 Cas 同系物 SpCas9 以外的有限相容性的

限制。通过利用噬菌体辅助的非连续进化和连

续进化进化了 ABE7.10 的脱氨酶组分，从而产

生了 ABE8e。与 ABE7.10 相比，ABE8e 包含 8 个

额外的突变，使活性(Kapp)增加 590 倍。当与各

种 Cas9 或 Cas12 同源物配对时，ABE8e 大大提

高了编辑效率。ABE8e 比 ABE7.10 处理性更

强，有利于筛选、干扰调控区和多碱基编辑应

用。通过在 TadA-8e 结构域引入一个额外的突

变，Cas9依赖和独立的DNA脱靶编辑以及转录

组范围内 RNA 脱靶编辑的适度增加可以得到改

善[101]。如果能够将这些工具加以调整适用于光

合蓝细菌，突变效率将会大大提高。 

3.2  多元胁迫耐受底盘 
光合蓝细菌对高光、高温和重金属离子等

多种环境胁迫因子的耐受性差，是影响这一具

广阔前景的“自养型细胞工厂”经济可行性的重

要因素。虽然针对单个环境胁迫因子的机理及

改造的研究已经逐步开展，挖掘出了一些抗逆

元件，但现实中，工业化大规模培养条件下光

合蓝细菌往往面临不止一种胁迫因子的多重胁

迫的共同作用，例如，夏天户外培养所要面临

的高温、高光，以烟道气作为碳源时所面对的

高温、酸、重金属离子，利用海水培养时遇到

的高盐、重金属离子以及蓝细菌用于废水处理

时所要面对的高光、重金属离子等多重胁迫(图
2B)。因此，鉴定多元逆境响应的元件更加重

要。在热激胁迫中，聚球藻 PCC 7942 中双组分

系统 RpaB 和 Rre1 有所响应，Hik34-Rre1 是激

活热激响应的关键信号模块 [102]。同时，RpaB
可能很大程度上影响光照从暗到亮以及光照强

度增加过程中的转录调控，对于高光响应同样具

有重要作用 [103]。将海洋聚球藻(Synechococcus) 
WH 7803 暴露于对两两组合的光照、温度及紫外

线胁迫下(低光低温、低光紫外、低光高温、高

光紫外、高光低温、高光高温)，通过比较转录

组学，鉴定到低温紫外和低温高光胁迫诱导下

特异响应的 DNA 结合蛋白编码基因 dpsA、多种

组合胁迫下编码通用胁迫响应蛋白的基因 uspG
等 [104]。最近，Sun 等 [105]通过修饰错配修复系

统，构建了 HS84 (ΔmutS::PcpcB560-recA)突变株，

聚球菌PCC 7942突变率增加 130倍，并利用保真

机制缺陷与抑制性光强和温度的协同效应，进一

步提高体内诱变强度，突变率提高了 1 000 倍。

在聚球菌 PCC 7942 中利用此超突变系统，培养  
4 d 后，进化菌株在 42 °C、2 500 μmol/(m2·s)和
45 °C、1 500 μmol/(m2·s)条件下仍能存活生

长，并表现出最佳的高温高光(high temperature 
and high light, HLHT)适应性。将具有最好的

HTHL 耐受性的聚球菌突变体进行分析，确定

有助于适应 HTHL 的基因组突变，发现位于编
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码莽草酸激酶的基因上游非编码区域的 NC2 突

变导致该基因的增强表达；0336 (AtpA-C252Y)
发生点突变，2 种突变方式均有效提高了聚球

菌的 HTHL 耐受性。在聚球菌 PCC 7942 和集胞

藻 PCC 6803 中过表达莽草酸激酶编码基因均提

高了 HTHL 耐受性。 
同时，在先前的研究中已经积累了大量的

与高光、有机溶剂和重金属离子等胁迫相关的

耐受性突变株，以及进行了大量相关的耐受性

机制研究[28,53,106]，同时鉴定了大量的相关耐受

模块、元件，这些也可用于其他蓝细菌底盘的

多元抗逆改造。另外，在已获得耐受菌株的基

础上，可继续进行其他胁迫因子的适应性实验

室进化实验，但需要注意的是，蓝细菌对不同

环境胁迫因子的响应及应对机制非常复杂，可

能存在彼此机制上的重叠性或者拮抗性。通过

合成生物学策略来改善蓝细菌对多重胁迫因子

的耐受性有赖于对多重耐受调控机理的深入解

析，对最终构建高产量的光合蓝细菌“自养型细

胞工厂”具有重要的意义。 

3.3  进化底盘的高效解析 
为了帮助研究蓝细菌的表型-基因型关系，

Yao 等 [107]在集胞藻 PCC 6803 中开发了一个   
10 498 个克隆的可诱导的 CRISPRi 基因抑制文

库，针对所有基因进行抑制(图 2C)。每个克隆

都表达 dCas9 和 1 个 sgRNA，该 sgRNA 靶向蛋

白编码开放阅读框(open the reading frame, ORF)
或非编码 RNA (ncRNA)。将合成的 sgRNA 序列

合并，克隆到基因组整合载体中，并转化到含

有基因组整合的无水四环素(aTc)诱导的 dCas9
盒的集胞藻 PCC 6803 菌株。所得到的集胞藻

PCC 6803 克隆被合并，并构成 CRISPRi 文库。

在浊度控制器中，随着时间的推移，可以定量

文库组成，从而计算每个突变体的最大特定生

长速率 µ，更直观地解释突变体的适应度。使

用 CRISPRi 抑制文库来识别具有改良工业表型

的潜在突变体，然后筛选单个克隆进行验证。

通过提供所有基因在特定条件下的适应度贡

献，CRISPRi 文库揭示了蓝细菌解决某些生理

挑战的模式。通过 CRISPRi 文库找到具有提高

L-乳酸产量的突变克隆，发现抑制过氧还蛋白

bcp2 使生长速率提高 49%。将该文库转化到能

够分泌 L-乳酸的集胞藻 PCC 6803 菌株，并对产

量最高的乳酸生成体进行分选，以 sgRNAs 富

集克隆，这些 sgRNAs 分别靶向营养同化、中

心碳代谢和循环电子流等。与基因敲除相比，

CRISPRi 文库在工程生物生产中具有独特的优

势，因为必需基因的水平可以被滴定，且必需

基因能够扰动核心代谢网络。通过将 CRISPRi
文库与荧光分析相结合，能够筛选数千个潜在

的敲除基因，以提高生产力，协助进化菌株高

效解析。 

3.4  进化底盘测试 
通过 ALE 构建完成的进化菌株已初步具备

耐受某一种或几种胁迫因子的能力，应用于工

业生产将指日可待。实验室内进化完成的菌

株，通过基因组学解析获得了相关耐受模块与

元件。将这些模块与元件加以改造，有可能获

得耐受胁迫更强，某种产物生物量更高，稳定

性更强的进化菌株。促进进化菌株的中试使用

与代谢工程测试成为日后工作的关键(图 2D)。
进化菌株在中试放大过程中要对种子液接种

量、胁迫因子基础浓度、胁迫因子补加策略、

温度控制策略等方面进行优化。同时，在中试

放大过程中有可能面对由于高密度培养环境导

致的 CO2 浓度、光照不足等问题，需要进一步

引入相关基因或调整培养设备以解决问题。通

过 ALE 获得的进化菌株对胁迫的耐受可能来自

于其他代谢通路的下调或放弃，深度解析进化

菌株胁迫耐受的机制，将有利于进化菌株更深
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层次的开发和应用。蓝细菌内代谢途径错综复

杂，为提高某一产物的产量，需要将其竞争代

谢的支路下调，对中心调控因子、关键酶加以

改造，分析对菌株生产某产物的影响，最终筛

选获得高产的工程菌株。菌株生产的产物积累

到一定程度，对底盘细胞通常是有害的，可能

会破坏细胞膜，影响底盘细胞维持细胞功能的

能力，因此，需要将产物及时分离。同时如何

通过代谢工程增大产物的初始原料供应，也成

为扩大光合蓝细菌进化菌株在工业化生产过程

中的重要问题之一。 

4  总结 
蓝细菌作为唯一进行有氧光合作用的原核

生物，是研究光合生物领域重要的模式生物。

基于光合蓝细菌的 CO2 转化，对于发展低碳经

济目标的研究而言，具有重要的科学经济价

值。以“双碳”目标为导向的蓝细菌细胞工厂研

究把 ALE 运用于提高菌株耐受环境胁迫因子的

驯化，初步有效地解决当前蓝细菌底盘耐受性

差、鲁棒性不足的问题。合成生物学策略的应

用，助力菌株突变频率增加，ALE 效率显著提

升。当前蓝细菌耐受单一胁迫的研究已经初具

规模，为后续构建多重耐受的底盘细胞提供了

有效模块、元件。高通量筛选技术的更新换

代，使得高效解析突变体库成为可能。工程菌

株将进一步用于中试，更大限度地开发应用于

生物燃料及化学品的合成，蓝细菌细胞工厂所

面临的效率低、经济性差等问题有望得以解

决。可以预期的是，随着代谢工程以及合成生

物学的发展，蓝细菌对于各胁迫的耐受机理及

调控机制将被逐步阐明，开发高产量、鲁棒性

强的工程菌株将越来越有据可依，构建“自养型

细胞工厂”指日可待。 
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