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摘   要：微生物细胞工厂的生产效率是由菌株生长性能、产品合成能力和胁迫抗性共同决定的，

其中增强微生物细胞工厂的胁迫抗性是关键。耐受性工程基于微生物细胞工厂抵御胁迫压力的应

激反应机制，通过巩固壁膜屏障增强胁迫防御能力，加快应激反应提高损伤修复能力，创制耐受

进化工具筛选鲁棒性增强的工业微生物。文中分析归纳了耐受性工程的调控策略，并展望了耐受

性工程精深调控胁迫抗性的发展前景，对于微生物细胞工厂可持续生产天然产物和大宗化学品具

有重要作用。 

关键词：耐受性工程；微生物细胞工厂；胁迫抗性；胁迫防御；损伤修复；进化工程  

Tolerance engineering regulates stress resistance of microbial 
cell factory 

ZHANG Li, GAO Jian, LIU Changqing, DENG Lina 
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Abstract: The production efficiency of microbial cell factory is determined by the growth performance, 

product synthetic capacity, and stress resistance of the strain. Strengthening the stress resistance is the 

key point to improve the production efficiency of microbial cell factory. Tolerance engineering is based 

on the response mechanism of microbial cell factory to resist stress. Specifically, it consolidates the cell 

wall-cell membrane barrier to enhance the defense against stress, accelerates the stress response to 
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improve the damage repair, and creates tolerance evolutionary tools to screen industrial microorganisms 

with enhanced robustness. We summarize the regulation strategies and forecast the prospects of 

tolerance engineering, which plays an important role in the microbial cell factories for sustainable 

production of natural products and bulk chemicals. 

Keywords: tolerance engineering; microbial cell factory; stress resistance; stress defense; damage repair; 
evolutionary engineering 

 
 

微生物细胞工厂利用廉价的可再生原料生

产有价值的化学品，如精细化学品、生物燃料

和药品等 [1]。在化学品生产过程中，微生物细

胞工厂的生产效率是由菌株生长性能、产品合

成能力和胁迫抗性共同决定的，其中设计和构

建具有较强胁迫抗性的微生物细胞工厂是当代

生物技术的最大挑战之一[2]。生物体胁迫抗性

(鲁棒性) 即生物体在面对扰动或不确定性时仍

然保持其表型相对稳定的能力，是生物体公认

的关键特性。生物体遇到扰动通常会产生相应

的鲁棒性，即基因鲁棒性 (生物体发生基因变

异后依然存活和运转的能力 ) 和环境鲁棒性 

(生物体响应及缓冲外界环境变化的能力)，微

生物胁迫抗性的增强可提高其生长性能及目标

化学品的产量和生产率，加速微生物工厂平台

向工业化生产迈进。    

在化学品生产中，微生物细胞工厂面临着

复杂严苛的生理或非生理逆境胁迫 (图 1)，这些

胁迫主要源自：(1) 生理功能负担，外源路径引

入导致的细胞翻译负担、代谢通量负担、内环

境负担等；(2) 底物胁迫，如葡萄糖、木糖等和

由木质纤维素水解得到的抑制物  (乙酸、糠

醛、羟甲基糠醛、酚类衍生物等)[3-4]。此外，

底物的加入通常会改变微生物的胞外微环境，

如造成高渗胁迫等；抑制物等有毒物质还会对

微生物产生毒性进而抑制正常的生理代谢[5]；

(3) 中间代谢物/终产物胁迫，代谢物胁迫主要

来源于醇类等疏水性较强的物质，或者有机酸

和氨基酸等亲水性代谢物，这些代谢物的不断

积累导致微生物胞内外微环境剧变、微生物细

胞壁膜组分/功能受损；(4) 环境压力包括胞内

微环境  (酸胁迫、氧胁迫等)[6-7]和胞外微环境 

(盐胁迫、温度胁迫、压强胁迫等)[8-10]。上述

胁迫压力限制了菌株的生长能力与产物合成效

率。因此，深入理解微生物如何应对胁迫压

力，并在此基础上开发调控胁迫抗性的策略，对

提高微生物细胞的生长及发酵性能至关重要。 

微生物细胞面对外源胁迫时，一般具有相

似的应激反应机制，首先胁迫压力会对细胞 

壁-细胞膜造成损伤，壁膜屏障发生诸多生理

变化防御胁迫；紧接着，一部分胁迫物质会进

入细胞引起胞内损伤，细胞进而启动一系列的

损伤修复机制来抵御胁迫；最终，细胞会通过

不断地重塑基因组进化至耐受胁迫环境。耐受

性工程[11]基于微生物细胞工厂抵御胁迫压力的

应激反应机制，聚焦微生物化学品生产和胁迫

抗性之间的关联，通过巩固微生物屏障增强胁

迫防御能力，加快应激反应提高损伤修复能

力，创制耐受进化工具筛选鲁棒性增强的工业

微生物。基于此，提出 3 种调控微生物细胞工

厂胁迫抗性的策略：胁迫防御工程、损伤修复

工程和耐受进化工程。 

1  胁迫防御工程 

细胞壁-细胞膜作为保护微生物细胞的天

然屏障，对抵御胁迫压力具有重要作用。细胞 
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图 1  微生物细胞工厂面临的胁迫压力 
Figure 1  Stress on microbial cell factory. 
 

壁是位于细胞膜外的坚韧且略具弹性的结构，

增加了细胞的机械强度，具备防御和抗逆功能。

细胞膜主要是由脂质、蛋白质和糖类组成[12]，

脂质和蛋白质在细胞质膜上形成独特的功能结

构域，赋予细胞膜特定的生物学功能。在胁迫

环境下，工业微生物的存活能力很大程度上依

赖于细胞壁膜稳态和细胞膜中脂质与蛋白质的

相互作用，因细胞壁膜与溶质转运、能量代谢、

信号转导、胁迫抗性、细胞生长和生物化学品

生产等多种重要的生理功能有关。壁膜结构使

细胞形成相对稳定的微环境，从而防御胁迫压

力，保护细胞免受外界环境的侵害[13]，同时在

对抗化学品毒性方面起着关键作用[14]。因此，

通过胁迫防御工程加强微生物屏障是一种有效

的策略，包括重塑细胞壁的结构、调节膜脂的

多样性、加速膜蛋白的转运 (图 2)，继而增强

微生物细胞在逆境中的鲁棒性。 

1.1  工程化细胞壁 
当微生物暴露在一定的胁迫压力下，必须

保持微生物细胞工厂的结构完整性，这通常首

先是通过改变细胞壁的组成和特性形成屏障

来实现的。细胞通过调节细胞壁的厚度，激活

细胞壁完整性信号通路重构细胞壁的结构抵

御胞外应激。肽聚糖是原核生物细胞壁的基本

组成部分，其主要功能是维持细胞形状和抵抗

渗透胁迫[12]。细胞壁的生物合成会影响微生物

的胁迫抗性[15]，敲除酿酒酵母 (Saccharomyces 

cerevisiae) GLN3 基因加强了细胞壁的合成，进

而提高了菌株对异丁醇的耐受性，异丁醇产量

提高了 4.9 倍[16]。转录因子 MaSom1 对绿僵菌

(Metarhizium acridum) 细胞壁完整性和分生孢

子表面结构有重要作用，可促进分生孢子萌发， 
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图 2  调控细胞壁 (A)、膜脂质 (B) 和膜蛋白 (C) 稳态实现胁迫防御 
Figure 2  Regulation of cell wall (A), membrane lipid (B) and membrane protein (C) homeostasis to achieve 
stress defense. 

 
提升分生孢子产量和真菌胁迫耐受性[17]。另外，

参与了细胞壁完整性通路调节的 ScHAA1 和/或

ScPRS3 的过表达增加了 S. cerevisiae 细胞壁在

乙酸胁迫下的鲁棒性[18]。 

1.2  工程化细胞膜脂质 
然而，由于微生物细胞壁对物质的自由扩

散和多孔结构，工程化细胞壁保护微生物细胞

免受胁迫压力的效果是有限的。因此，细胞膜

由于其选择透过性和可调节性，成为胁迫防御

工程更为关键的调控靶点[19]。膜脂是细胞膜的基

本组成成分，由磷脂、甾醇和鞘脂组成[20]，因此

工程化细胞膜脂质策略包括：修饰磷脂组成 

(磷脂头部磷酸基团、磷脂尾部脂肪酸链)[21-24]、

优化甾醇比例[25]和调节鞘脂含量[26-27]，如图 2

所示。  

磷脂分子通常由一个亲水性磷酸基团 (磷

脂分子的头部) 和两个疏水性脂肪酸链 (磷脂分

子的尾部) 组成，构成了细胞膜的基本骨架[28]。

因此，修饰磷脂分子的头部和改造磷脂分子的

尾部是增强细胞胁迫耐受能力的改造靶点。 

(1) 修饰磷脂分子头部可通过调控磷脂合成路

径或改变磷脂分子的前体实现。控制磷脂生物

合成酶的表达水平可调控磷脂头部基团的分

布，如过表达大肠杆菌 (Escherichia coli) 磷脂

酰丝氨酸合成酶 EcPssA 增加细胞膜中磷脂酰乙

醇胺的含量，辛酸产量提高 66%，总脂肪酸产

量提高 42%[29]。(2) 修饰磷脂尾部酰基链也是

防御胁迫的有效策略，主要包括调节脂肪酸链

不饱和度[21-22]、改变脂质酰基链长度[30]、掺入

环丙烷脂肪酸或支链脂肪酸以及增加脂肪酸链

的含量。其中，调节脂肪酸不饱和度已被广泛

用于改善微生物细胞工厂对胁迫环境的耐受

性，对脂肪酸链不饱和度的改造主要通过调控

去饱和酶的表达水平[31]。在 E. coli MG1655 中异

源表达铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa) 

来源的顺反异构酶增加外源反式不饱和脂肪酸

的比例，辛酸产量比野生菌株提高 41%，总脂

肪酸产量提高了 35%，同时细胞对多种胁迫 

(如低 pH 和高温) 的耐受能力得到了增强[32]。 

通过调控甾醇的含量或者改变甾醇的种类进

而优化甾醇的组成也是工程化细胞膜脂质的有效

策略[25]。在粟酒裂殖酵母 (Schizosaccharomyces 

pombe) 中表达食用菌 C-5 甾醇去饱和酶，细胞

膜甾醇含量的提升增强了 S. pombe 的乙醇耐受
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性和菌株的耐热性[33]。在富含离子液体的培养

基中，离子会加速解脂耶氏酵母  (Yarrowia 

lipolytica) 的死亡，通过适应性实验室进化

(adaptive laboratory evolution, ALE) 结合生理

特性和组学分析耐受高达 18%离子液体工程菌

株 Y. lipolytica，发现其是通过增强甾醇转录因

子的表达，麦角甾醇的含量增加了 2.2 倍，使

得 Y. lipolytica 在富含离子液体的培养基中存活

率增加[25]。  

鞘脂仅在少数细菌中存在，但它们是真核

细胞质膜的重要结构成分，在细胞信号转导、

胞内物质运输和应激反应中发挥重要作用。例

如，白色念珠菌 (Candida albicans) 中参与鞘

脂生物合成的 CaFEN1 和 CaFEN12 基因 (编码

酶以合成极长链脂肪酸作为鞘脂前体) 上调，

细胞鞘脂含量增加，揭示了 C. albicans 对唑类

耐药的机制[26]。 

1.3  工程化细胞膜蛋白 
防御细胞内外的应激，还取决于合适的细

胞膜蛋白及其表达水平。细胞膜通透性涉及对

离子、营养物质和有毒物质的选择透过性，这

些物质的跨膜运输主要通过膜孔和膜蛋白的介

导。脂质双分子层上的膜蛋白包括跨膜蛋白、

锚定蛋白和外周蛋白[20]，其中跨膜蛋白行使着

转运蛋白的功能，工程化细胞膜蛋白主要是利

用转运蛋白来清理胞内的有毒物质[34]。转运蛋

白增加宿主耐受可通过重构天然膜蛋白，调节

异源转运蛋白的表达和构建调控膜蛋白相关基

因表达的反馈调节网络来实现 (图 2)。转运蛋

白增强细胞耐受性主要策略是重构天然膜蛋

白，细胞生存的必要条件是维持细胞内合适的

单价阳离子浓度，质膜转运蛋白  (ScTrk1、

ScTrk2、ScTok1、ScNha1 和 ScEna1) 在应激条

件下，对一价阳离子 (Na+、K+、H+) 的跨膜转

运稳定胞内生理浓度发挥着重要作用[35]。另外，

重构天然膜蛋白可抵御底物毒性胁迫[36]，通过

蛋白质工程和突变表达多药耐药  (multidrug 

resistance, MDR) 泵 、 小 多 药 耐 药  (small 

multidrug resistance, SMR) 泵、孔蛋白等可提高

E. coli 对底物糠醛 (纤维素水解液) 的耐受[37]。

对于毒性产物胁迫，工程化有毒小分子物质外

排的转运蛋白可促进生物催化中小分子产物的

分泌，进而提高目标物质的总产量和回收率。对

于胞外亲水性产物的胁迫，过表达 S. cerevisiae 

C4-二羧酸转运蛋白 ScMae1(p) 使琥珀酸、苹果

酸、富马酸产量分别提高了 3 倍、8 倍、5 倍，

过表达 AcDct(p) 使苹果酸的产量提高了 12 倍[38]。

过表达转运蛋白 EcacrE、EcmdtE 和 EcmdtC，

敲除多药外排泵 cmr 可使 C6–C10 中链脂肪酸

(medium-chain fatty acids, MCFAs) 产量增加 

两倍以上，针对 MCFAs 的高效外排泵和多转运

体工程策略可用于合成并耐受对微生物有毒的

生物产品[39]。利用延时显微镜发现 EcacrAB 表

达越高的细胞，DNA 错配修复基因 EcmutS 的

表达越低，生长速率越低，突变频率越高，

EcacrAB 高表达导致的瞬时抗生素耐药可促进

单细胞的自发性突变，进而通过 AcrAB-TolC

外排泵增加对抗生素的耐受[40]。 

工程化转运蛋白还可通过调节异源转运蛋白

的表达增强宿主耐受性。例如，通过在 S. cerevisiae

中引入人类来源的转运蛋白 HFATP1，增强了

S. cerevisiae细胞对疏水性产物脂肪醇的耐受能

力，并使脂肪醇的产量提高了 5 倍[41]。通过表

达外源碱性金属阳离子转运蛋白  (ScEna1、

ScNha1、YlNha2)，提高了芽殖酵母 (Saccharomyces 

kudriavzevii) 对 Na+的耐受和发酵性能[42]。 

另外，构建调控膜蛋白相关基因表达的反

馈调节网络可增强宿主胁迫抗性，如在 E. coli

中利用转运蛋白 RpCouP 以及启动子 ADH7 构

建自我调节系统，提高了菌株对底物香兰素的
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耐受，香兰素经细胞膜转运后转化为邻苯二酚，

使得邻苯二酚的产量增加了 40%[43]。 

由此可见，细胞壁膜的结构、特性和生理

功能影响细胞壁膜的完整性、流动性和通透  

性[14]，通过工程化细胞壁、细胞膜脂质或蛋白

维持壁膜稳态是一种可行且有效地提高微生物

细胞工厂胁迫防御的策略。 

2  损伤修复工程 

当微生物细胞暴露在胁迫压力下，壁膜屏

障可在一定程度下防御胁迫保持细胞结构完整

性，但胁迫压力仍会导致胞内生理状态发生改

变。为了应对压力，微生物需要启动自身的应

激机制——损伤修复系统，此时，DNA 复制、

转录谱、翻译谱和代谢物含量均发生变化，以

确保微生物在压力条件下的生存。这些损伤可

通过损伤修复工程加速应激反应过程来修复，

包括调节转录因子响应应激信号，加强应激特

异性调节蛋白的表达，以及调节胁迫响应代谢

物的含量来应对逆境压力 (图 3)。 

2.1  转录因子工程 

微生物细胞工厂感应外界环境信息后，调

控特定基因、蛋白质或特定代谢产物的水平以

适应环境的变化，其中转录因子对基因表达的

转录调控在其胁迫响应的过程中起重要作用。

转录调节途径是应激信号反应的靶点，特定转

录因子的工程化或整体转录过程的重塑或信号

转导系统的级联调控可以促进转录损伤的修

复，因而转录因子工程策略可分为：工程化特

异性转录因子、工程化全局转录调控因子和工

程化信号转导系统。 

转录因子是一类能够调节基因表达速率的

DNA 结合蛋白，能保证目的基因以特定的强

度、在特定的时间与空间表达。特异性转录因

子可调控微生物细胞工厂应对底物胁迫，如在工

业S. cerevisiae中过表达ScHAA1编码的弱酸性胁 

 

 
 
图 3  损伤修复工程调控微生物细胞工厂胁迫抗性 
Figure 3  Damage repair engineering regulates stress resistance of microbial cell factory. 
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迫转录激活因子和 ScPRS3 编码的磷酸核糖焦磷

酸合成酶，可促使 S. cerevisiae 适应未脱毒具有

高乙酸含量的硬木水解物，增强了 S. cerevisiae

在乙酸胁迫下的鲁棒性[18]。另外，工程化特异性

转录因子广泛用于调控环境胁迫，耐高温马克斯

克鲁维酵母  (Kluyveromyces marxianus) 的转

录因子 KmHsf1 和 KmMsn2 促进了 K. marxianus

在高温下的细胞生长和乙醇发酵 [8]。转录因子

AnCrz1 调节激活钙调磷酸酶基因表达，可促使

构巢曲霉 (Aspergillus nidulans) 耐受碱性 pH

条件和细胞外高浓度的钙离子[9]。过表达转录

因子 ScYap1 和 ScYap8，Fe-S 发生相关基因可作

为一种细胞屏障来抵抗重金属砷酸盐毒性[10]。 

转录因子在细胞响应环境信号传递过程中

通过调控单个 /多个与抗逆相关基因的表达具

有局限性，单一转录因子对于微生物复杂性状

和生产性能提升的空间有限。全局转录调控工

程 (global transcriptional regulation engineering, 

gTME)[44]是基于易错 PCR 或 DNA 重组，改造

和进化全局转录因子、转录机器等关键蛋白，

改变全局转录因子的结构和功能，对基因表达

网络和细胞代谢重编程，从整体上调控相关基

因的转录[45]。全局转录调控因子如 sigma (σ) 因

子  (原核微生物改造靶点)[34]和通用性转录因

子如 Spt15 (一种 TATA 结合蛋白，真核微生物

改造靶点)[46]已用于调控脂肪酸生物合成相关

基因的表达，改变细胞膜脂质的组成和完整性，

提高菌株的胁迫耐受性。在 E. coli 中表达恶臭

假单胞菌  (Pseudomonas putida) KT2440 的

sigma 因子 RpoD，E. coli 耐受性基因的多样性

增加，增强了对生物燃料前体蒎烯的耐受性[47]。

工程化TATA结合蛋白Spt15提高了K. marxianus

的乙醇耐受性和产量[46]。因此，工程化全局转

录调控因子可以提供传统方法难以获得的细胞

表型的有效途径。 

工程化信号转导系统可通过信号转导系统

的激活和级联调控作用增强微生物细胞工厂的

胁迫抗性，如丝裂原激活蛋白激酶  (mitogen 

activated protein kinases, MAPK)、雷帕霉素靶蛋

白 (target of rapamycin, TOR) 等信号转导系统

负责信号的感知与传递，特定的转录因子被激

活或失活，进而影响靶基因的表达，调控细胞

的胁迫抗性。如酵母通过细胞表面蛋白 Mid2

和钙通道蛋白 Mid1 和 Cch1 感知胁迫压力，然

后分别激活 Pkc1/Mpk1 MAPK 途径和钙信号，

遗传分析显示这些途径可介导细胞存活[48]。 

2.2  特异性调节蛋白 

微生物细胞工厂还可通过确保特定蛋白质

的优先合成来修复损伤，蛋白活性调控 (如修

饰激活/失活降解/定位改变等) 往往能快速地

响应外界环境变化，促进应激相关特异性调节

蛋白的表达。通过诱导表达分子伴侣维持蛋白

质稳态，其中热休克蛋白 (heat shock protein, 

HSP) 可帮助细胞内受损蛋白质正确折叠和损

伤修复，已被广泛用于提高微生物的鲁棒性。

热激应答系统由热激转录因子  (heat shock 

transcription factor, HSF) 进行调控，相关基因

涉及蛋白质合成、碳源代谢及细胞结构等。HSP

除主要参与维持蛋白质天然构象外，同时参与

微生物细胞的多种生理调节以抵御胁迫。如

HSF2 是热休克转录因子家族的一员，其表达和

DNA 结合活性在长期蛋白损伤后增加，研究发

现 HSF2 通过维持细胞与细胞的黏附来防止蛋

白损伤[49]。将嗜热菌 HSP 基因导入核黄素生产

菌株枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) 446 中，其

抗逆性增强，核黄素产量比野生菌株提高了

23%–66%[50]。此外，在一些细菌面对烃类溶剂

时，应激反应调节剂如 HSP 和冷休克蛋白会发
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生上调[51]。 

特异性调节蛋白为核心的酶修复体系也在

损伤修复工程中发挥着重要作用，典型代表为

超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD)，

通过清除机体内·O2
−来保护细胞 [52]。此外，酶

修复体系中的过氧化氢酶可以促使 H2O2 分解，

清除细胞内的 H2O2，还可以抗氧化、发挥分子

伴侣功能和调节信号转导等。研究发现，

KlMGA2 基因的缺失会增强酵母对氧化应激的

抗性并延长酵母的寿命，这与过氧化氢酶和

SOD 基因的表达水平升高有关[52]。胞质 Cu/Zn- 

SOD 和过氧化氢酶可以有效应对发酵中高渗透

压、高温、高浓度产物等引起的氧化应激，提

高了 S. cerevisiae 乙醇产量和得率[53]。 

在许多微生物中，DNA 损伤会触发 SOS

反应，产生调节 DNA 修复和损伤的耐受蛋白，

如 DNA 聚合酶。一系列单分子荧光显微镜研究

显示，在E. coli细胞中DNA聚合酶 (polymerase, 

pol) Ⅳ和 DNA pol Ⅴ这两种跨损伤合成

(translesion synthesis, TLS) 聚合酶很少与复制

体 (参与 DNA 复制的蛋白质复合物) 共聚[54]，

参与核苷酸切除修复、同源重组和转录，在    

E. coli SOS 反应的 DNA 损伤后被诱导，使得

DNA 在修复过程中易发生错配促使基因产生

突变，进而耐受胁迫环境。此外，Y 家族 DNA

聚合酶 η (Polη) 通过跨损伤 DNA 合成调节基

因组稳定以响应不同环境压力，新型调节因子

Lsm12 可调节 Polη 去泛素化，进而促进其在氧

化应激下的招募[55]。 

2.3  胁迫响应代谢物  
新陈代谢不仅为微生物提供能量和关键结

构成分，还提供一些关键的胁迫响应代谢物。

非酶防御体系中压力缓冲代谢物 (包括谷胱甘

肽、硫氧还原蛋白、维生素 C、赖氨酸和

NADH/NADPH 等) 可作为还原剂清除自由基

(超负阳离子、羟自由基、有机自由基、有机过

氧基等) 的小分子，调节这些压力缓冲代谢物

的细胞内浓度可以在代谢物水平上修复损伤，

提高微生物细胞工厂的抗逆性。 

谷胱甘肽是生物体内抗氧化防御系统中最

重要的小分子活性寡肽，还原性谷胱甘肽

(reduced glutathione, GSH) 可清除生物体内有

害自由基  (主要是氧自由基 ) 或脂质过氧化

物，使其转换成脂肪酸和水，GSH 被氧化成氧

化型谷胱甘肽 (oxidized glutathione, GSSG)，

GSH 通过电子和质子的传递作用清除自由基[56]。

S. cerevisiae 中 GSH 含量的增加增强了细胞对

木质纤维素抑制剂的耐受性，且乙醇浓度提高

了 3 倍[57]。硫氧还原蛋白是一种含有活性半胱

氨酸残基的小分子蛋白质，具有抗氧化作用，

在自由基清除和细胞内氧化还原信号传导的调

节过程中起着重要作用。螺菌属 (Leptospirillum 

sp.) 中多种硫氧还蛋白在氧化应激耐受中作用

显著，将 tfp (编码硫氧还蛋白的基因) 导入硫

氧还蛋白缺乏的 E. coli 中，赋予了 E. coli 在氧

化应激条件下的氧化保护作用[58]。多羟基化合

物维生素 C 是高效的天然抗氧化剂，能够阻断

自由基引发的氧化反应，保证生物膜免遭氧化

损伤和过氧化损伤。另外，研究发现赖氨酸的

减少会使氧化还原平衡减弱，引起氧化应激。

因而应对胁迫压力时，酵母细胞会通过摄取赖

氨酸来重新规划新陈代谢，增强酵母细胞对压

力的耐受性[59]。 

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，调节能量代谢、细胞内氧化还原状

态，控制碳流量和调节细胞生命周期等[60]。调

节内源辅因子、再生异源辅因子、改造酶的辅

因子特异性和创建合成的辅因子系统均可有助

于微生物细胞工厂应对胁迫压力。如在氧化磷
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酸化中，ROS 不可避免地产生并威胁细胞的生

存，生物体 (或细胞) 必须提供强大的防御系

统以保持 ROS 在无害水平，其中辅因子平衡起

着关键作用。NADH 是呼吸链反应中产生能量

(分解代谢) 的来源，通过分解代谢产生 ROS，

而 NADPH 不仅对细胞合成 (合成代谢) 起重

要作用，还能对 ROS 进行解毒从而应对氧化应

激[6]。NADPH 是赖氨酸生物合成所必需的，酵

母细胞通过戊糖磷酸途径产生足够的 NADPH，

进而获得更多的赖氨酸；同时 NADPH 被分流

到 GSH 代谢中，GSH 浓度大幅增加，导致 ROS

水平降低，细胞抗氧化能力增强[61]。 

由此可见，从转录水平 (特异性转录因子)、

翻译水平 (特异性蛋白质) 或代谢水平 (胁迫响

应代谢物) 修复微生物细胞应对胁迫抗性时的损

伤，可改善微生物鲁棒性和生产性能。 

3  耐受进化工程 

耐受性工程调控微生物细胞工厂胁迫抗性

可通过巩固细胞屏障增强胁迫防御能力，加快

应激反应提高损伤修复能力，但由于微生物系

统代谢和调控网络的复杂性，难以获得鲁棒性

较好的表型，因而耐受进化工程[62-63]在筛选鲁

棒性增强的微生物细胞工厂中愈发关键。耐受

进化工程是指利用微生物基因组的可塑性，微

生物种群在一定选择压力条件下不断进化，通

过精密的调控机制与复杂的抵抗策略使微生物

进化以生存和适应多种胁迫压力，获得有益突

变的方法[64]，可用于改善微生物细胞生长[64]，

提高化学品的浓度、得率和生产强度[65]，发现

未知的生物调控机制[66]。 

3.1  非理性耐受进化工程 

自然进化是连续且不断筛选的，即遗传多

样性的产生、选择压力的胁迫以及适应性后代

的繁殖[67-68]。自然进化是不经人工干预，利用

微生物的自然突变进行菌种选育的过程。如工

业化发酵生产乙醇，S. cerevisiae 在醪液中经过

连续发酵、长期进化，对发酵液中各种胁迫因

素的耐受性会得到改善，进而可直接从中筛选

出耐受性增强的 S. cerevisiae 菌株。 

传统的工业微生物育种是通过随机诱变来

改造生产菌株，提高基因突变频率，消除副产

品形成，富集有益表型，再通过目的性筛选获

得有利突变的选育方法。非理性耐受进化工程

(图 4) 可通过物理方法 (例如紫外线辐射和常

压室温等离子体诱变处理等) 以及化学诱变剂

(例如甲磺酸乙酯、溴化乙锭或亚硝基胍) 来实

现。通过亚硝基胍诱变获得了耐受 1.2 mol/L 

NaCl 的耐盐菌株 S. cerevisiae Y03，代谢组学和

转录数据表明耐盐菌株的 cds1 和 cho1 基因模

块化组装重新分配了膜磷脂组分，降低了阴离

子和两性离子磷脂的比例[24]。传统的工业微生

物育种技术能在一定程度提高菌株突变率，操

作简便，但容易导致基因型和表型的不确定变

化，有益突变出现的频率较低。 

另外，基因组改组允许通过在基因组水平

上的递归重组[69]，而这种技术基于原生质体的

递归融合 (即基因组之间的重组事件) 构建突

变菌株的文库，能够同时引入多个基因变化，

直接进化整个生物体，而不需要对基因组序列

或遗传网络有任何先验知识[68]。如利用基因组

重组方法提高了梭状芽孢杆菌  (Clostridium 

ragsdalei) DSM15248 对乙醇和乙酸的耐受，在

提高乙醇和乙酸耐受性的基础上筛选出了新的

融合体进行发酵，乙醇产量比野生菌株增加了

近 7 倍[70]。可见，基因组改组通过广泛的同源

重组扩大了特定突变群体的遗传多样性，对于

快速改善非特异性宿主的复杂表型尤其有用。 
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图 4  非理性和半理性耐受进化工程调控微生物细胞工厂胁迫抗性 
Figure 4  Irrational and semi-rational evolutionary engineering regulates stress resistance of microbial cell 
factory.  
 

非理性耐受进化工程最常见的策略为

ALE[71]，通过在胁迫压力下，微生物基因水平

上的随机突变的积累，长期增殖、适应、传代

以适应胁迫环境，以特定或逐渐增加的胁迫来

筛选鲁棒性较好的突变体，获得在特殊环境中

正常生长的能力，并深入了解进化机制和适应

变化[72]。如采用 ALE 筛选到一株耐受高醋酸和

高产 ATP 的 E. coli 作为细胞工厂的起始宿主，

进而利用醋酸生产乙酰 CoA 衍生产品或生产需

要高 ATP 水平的产品[73]。利用 ALE 技术进化

得到一株 E. coli，在高浓度的异戊二醇条件下

E. coli 生长提高了 47%[74]。ALE 筛选得到的酵

母菌株发酵生产丙酸，其浓度从 15 mmol/L 增

加到 45 mmol/L，酵母菌株对丙酸的耐受性提高

了 3 倍以上。通过全基因组测序和规律间隔成簇

短回文重复序列 (clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats, CRISPR)-Cas9 介导的

反向工程，发现编码高亲和力钾转运蛋白的

TRK1 突变是丙酸耐受性增强的原因；而且钾反

添加试验表明，TRK1 等位基因的突变和细胞外

钾的补充不仅使酵母能够耐受丙酸胁迫，还增

强了对其他多种有机酸的耐受[75]。与传统诱变

技术相比，ALE 目的性更强，可在一定程度上

控制突变的方向和性质，操作相对简便，但 ALE

需要长时间的培养来积累连续的突变，还可能

会造成有益突变体的缺失。 

由此可见，非理性耐受进化工程 (传统的

工业微生物育种、基因组改组、ALE) 筛选鲁

棒性增强的微生物在一定程度上有效[76]，但尚

存在改造周期长、非定向、遗传机制不清晰和
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不能突破代谢网络刚性的缺陷。 

3.2  半理性耐受进化工程 
工业微生物高产和胁迫抗性受复杂遗传

调控网络控制，鉴于非理性耐受进化工程的局

限性，半理性耐受进化工程利用系统生物学和

合成生物学的方法，以序列模块化和元件化进

行组装，同时结合自动化和高通量分析手段，

对工业微生物开展从全基因组尺度进行系统

的、全局的、多位点的扰动，多次迭代，以达

到快速积累多样性基因型突变并获得期望的

表型[77]。 

经典诱变主要依赖于随机 (可能是有害的)

的突变，而合成进化的新方法是在一个世系中

缓慢的点突变积累和有性繁殖的重组[78]，借助

合成生物学技术如 CRISPR 技术迭代的多样化

和选择一个或多个具有期望功能或表型的目标

基因位点，在特定基因位点加速进化，最终允

许在自然界中出现从未见过的表型的“超定向”

进化，避免经典方法的适应度负担。根据原理

的不同，基于 CRISPR 的进化工具[79]、基于重

组酶的进化工程 (evolutionary engineering based 

on recombinant enzymes, EERE)[80]、多位点自动

基 因 组 工 程  (multiplex automated genome 

engineering, MAGE)[81]、可跟踪多轮重组工程

(trackable multiplex recombineering, TRMR)[82]

和基因组复制工程辅助的连续进化  (genome 

replication engineering assisted continuous 
evolution, GREACE)[83]为代表的半理性耐受进

化工程技术日益成熟 (图 4)。 

CRISPR/Cas 系统介导的基因组编辑和

DNA 组装方法使靶向基因修饰能够快速、精确

地导入微生物细胞工厂[7,84]。Cas9 和 Cas12a 蛋白

已经发展成为探索细菌遗传机制、优化工业微生

物代谢途径以及其他基因修饰的有力工具[85]。 

如基于 CRISPR 工具和适应性进化，提高了   

S. cerevisiae CEN PK2-1 对卡帕藻水解物的发

酵性能及对半乳糖的消耗率[86]。EERE 是基于

合成染色体和 Cre-loxP 位点特异性重组机制，

其中基因组重排系统  (synthetic chromosome 

rearrangement and modification by LoxP- 
mediated evolution, SCRaMbLE) 可以产生全基

因组尺度范围内大片段的 DNA 缺失、重复、易

位、倒位和复杂的基因组重排事件，实现基因

组的快速进化。携带一条 (synV) 或两条合成

染色体 (synV和 synX) 的单倍体酵母菌株使用

SCRaMbLE 技术进行基因组重排，通过多次

SCRaMbLE 实验，筛选出了 7 株在 pH 8.0 条件

下耐碱能力增强的 S. cerevisiae 进化菌株[87]。 

MAGE 针对基因组中多条相关代谢途径进

行快速改造，是一种利用短寡核苷酸无选择地

修改基因组，针对单个细胞或整个细胞群体中

染色体的多个位置进行修饰，从而产生组合基

因组多样性[88]。TRMR 可以构建全基因组文库，

在每个基因上游插入合成 DNA 盒和分子条形

码，对染色体整合突变。GREACE 是将保真性

下降的 DNA 聚合酶元件引入到 E. coli 中，诱

发细胞进入高突变状态，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 E. coli 不断地适应新的压力，达到连

续进化的目的。智能微生物工程构建自动进化

系统，突变率可以使用反馈调节回路与期望的

表型相耦合[89]。如 GREACE 可以提高工程菌株

对 3-羟基丁酮的耐受性，从而提高 3-羟基丁酮

的产量。研究人员基于 DNA 聚合酶元件开发了

一种基于分层动态调控“高保真模块”与“高突

变模块”的自主进化突变系统，并结合适应性进

化方法获得了高产 3-羟基丁酮的耐受型突变株

HS019，3-羟基丁酮的产量提高到 82.5 g/L[65]。

GREACE 通过在温度敏感质粒上使用阿拉伯糖
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诱导启动子表达 DNA 聚合酶复合物 (DnaQ) 

突变体 KR5-2 来进行修饰，通过在赖氨酸发酵

液中富集突变体提高赖氨酸高产菌 E. coli 

MU-1 的耐受性[90]。 

半理性耐受进化工程可以在单一宿主细胞

的基因组水平实现多个不同性状的同时改造，

大幅度缩短了进化时间。基于 CRISPR 的进化

工具介导的全基因组编辑以构建高通量多样性

文库，可实现微生物在实验室条件下的快速进

化。EERE 可提高底盘细胞与外源代谢路径间

的适配性，实现代谢通路的优化，提高微生物

细胞工厂对环境胁迫的耐受能力。MAGE 的应

用需要代谢途径的特定基因的知识，如果目标

基因是未知的，TRMR 可能是一种更好的选择，

其可创建数千个特定基因修饰和构建的基因组

突变文库，可用于定量分析全基因组尺度生长

表型，准确绘制环境耐受幅度，大幅提高目标

产品产量。GREACE 可用于改善工业菌株对高

浓度底物的复杂表型和对产物浓度的耐受性。 

综上所述，细胞通过非理性或半理性进化

工程策略促使微生物细胞工厂不断地重塑基因

组进化至耐受胁迫环境。从全基因组尺度对微

生物细胞工厂进行的全局多位点扰动，有望加

速获得优良性状的细胞表型 (表 1)。 

 
表 1  耐受性工程对微生物细胞工厂生产能力的影响 
Table 1  Effects of tolerance engineering on the productivity of microbial cell factories 

Strategies of tolerance 

engineering 

Microbial cell 

factories 

Target products Enhanced phenotype References

Engineered cell walls S. cerevisiae Ethanol Improved the ethanol concentration (8.15±0.08) g/L from 

(7.06±0.08) g/L ethanol of the control strain 

[18] 

 S. cerevisiae Isobutanol Boosted isobutanol production 4.9-fold in engineered strains [16] 

Engineered cell 

membrane lipids 

E. coli Octanoic acid, 

total fatty acids

Produced (155±5) mg/L octanoic acid and (216±8) mg/L total 

fatty acids, which is 66% and 42% more than the control 

[29] 

 Synechocystis 

sp. 

Octadecanol Increased octadecanol productivity threefold over the base 

strain 

[23] 

 E. coli Octanoic acid, 

total fatty acids

The final octanoic acid titer of the engineered strain was 41% 

higher (43.70 mg/L) than the control and total fatty acids were 

35% higher (82.10 mg/L) than the control 

[32] 

Engineered cell 

membrane proteins 

S. kudriavzevii Ethanol, 

glycerol 

The highest ethanol content was (8.98±0.04) g/L and glycerol 

titer was (10.42±0.13) g/L 

[42] 

 S. cerevisiae Fatty alcohols The yield of extracellular fatty alcohols from strains containing 

FATP1 increased by 5 times 

[41] 

 E. coli Catechol Improved the catechol yield about 40%  [43] 

 S. cerevisiae Succinic, malic, 

and fumaric 

acids, malate 

The highest activity toward succinic, malic, and fumaric acids 

resulted in 3-, 8-, and 5-fold titer increases, increased the 

malate titer 12-fold 

[38] 

 E. coli Medium-chain 

fatty acids 

Increased medium-chain fatty acids production by more than 

two-fold 

[39] 

Transcription factor 

engineering 

S. cerevisiae Ethanol Improved final ethanol concentration of (27.60±1.20) g/L from 

(18.90±0.30) g/L ethanol of the control strain 

[8] 

 K. marxianus Ethanol Produced (57.29±1.96) g/L ethanol, which was 22.05% higher 

than that produced by control strain 

[46] 

    (待续)
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    (续表 1)

Strategies of tolerance 

engineering 

Microbial cell 

factories 

Target products Enhanced phenotype References

Specific regulatory 

protein 

B. subtilis Riboflavin 23%–66% improved riboflavin titers, as well as 24 h shortened 

fermentation period 

[50] 

 S. cerevisiae Ethanol The ethanol titer was increased to 73.60 g /L, with ethanol 

yields of 0.50 g ethanol/g glucose consumed 

[53] 

Metabolites in 

response to stress 

Y. lipolytica Lipid Achieved industrially-relevant level of lipid titer (72.70 g/L), oil 

content (81.40%) and productivity (0.97 g/(L·h)) 

[56] 

 S. cerevisiae Ethanol Resulted in ethanol titer up to 45 g/L [60] 

 S. cerevisiae Ethanol A threefold increase in final ethanol titer (8.50 g/L) [57] 

Irrational evolutionary 

engineering  

C. beijerinckii Butanol Produced 3.94 g/L butanol more than 5-fold of the level 

achieved by wild consortia 

[62] 

 Y. lipolytica Limonene The limonene titers of the evolved strains increased 41%–52% 

higher than those of the starting strain 

[63] 

 C. ragsdalei Bioethanol A seven-fold increase in ethanol concentration for shuffled strain [70] 

Semi-rational 

evolutionary 

engineering  

S. cerevisiae Ethanol Ethanol concentration was 1.36–2.25 times higher than wild 

type, producing ethanol concentration of 20 g/L with a yield of 

0.44 g/g 

[86] 

 B. subtilis Acetoin Resulted in acetoin titer up to 82.50 g/L from 40 g/L [65] 

 E. coli Lysine The final titer, yield and total amount of lysine reached 

(155.00±1.40) g/L, (0.59±0.02) g lysine/g glucose, and 

(605.60±23.50) g, with improvements of 14.8%, 9.3% and 

16.7%, respectively 

[90] 

 
 

4  总结与展望 

在微生物细胞工厂合成目标化学品的生产

过程中，微生物细胞应对多重胁迫响应的策略

涉及胁迫防御、损伤修复和耐受进化等不同层

面的重塑和调控。然而耐受性工程调控微生物

细胞工厂胁迫抗性的研究中，其耐受性的改善

与生产性能之间的关联机制仍有待解析和阐

明。随着具有优势表型的微生物不断被鉴定，

耐受性工程迫切需要寻找抑制微生物胁迫抗性

和生产性能的限制因素，进而增强细胞工厂的

鲁棒性，使其适应生产过程中的胁迫压力，以

期提高微生物的发酵性能。因而需要进一步开

发能够改进微生物细胞工厂鲁棒性和生产性能

的自动化、智能化的合成生物学工具；鉴定响

应或参与胁迫压力的功能元件进而精准提高微

生物细胞对胁迫压力的抵御能力；探索高效的

高通量和自动化技术提高菌株选育效率；运用

全基因组规模网络模型预测、组学数据、反向

代谢工程等揭示进化菌株的耐受和生产表型之

间的关联。在此基础上，加速微生物细胞工厂

进入工业化应用流程，以获得更多多重耐性重

组菌株，并精准协调微生物胁迫抗性与生产性

能，实现菌株能够在胁迫环境下生长，同时达

到目标化学品产量、得率和生产强度的理论最

大值。 
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