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王猛  博士，中国科学院天津工业生物技术研究所研究员、博士生导师。研

究方向为合成生物学、高通量自动化技术等。领导团队建立的高通量编辑与

筛选平台实验室初步实现软、硬件装备和生物技术的整合，建立高通量自动

化合成生物改造技术体系，完成大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌、酿酒酵母、枯草

芽孢杆菌等多种模式合成生物的高通量自动化改造，最大通量达到 9 000 位点

/月以上。在 Nat Commun、Sci Adv、Trends Biotechnol、ACS Catal, Metab Eng
等国际一流期刊上发表 38 篇文章，申请专利 12 项。 
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摘   要：合成生物学 (synthetic biology) 与经典生物学研究的革命性区别之一是合成生物学能将生物

实验的对象、方法、技术和流程高度标准化和模块化，创建出自动化与高通量的合成生物铸造模式。该

模式通过复杂生物过程与自动化设施的结合，颠覆过往劳动密集型的研究范式，获得更高的技术迭代能

力，极大促进了合成生物学的发展和产业化应用。值此天津工业生物技术研究所创立 10 周年之际，本

文回顾了研究所在工业菌种自动化高通量编辑与筛选领域的系列重要工作进展，对基因克隆 (gene 
cloning)、基因组编辑 (genome editing)、编辑序列设计 (editing sequence design) 等生物技术的自动化实

·底层技术开发· 
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现，以及流式细胞、液滴微流控、全基因组规模扰动测序等高通量筛选技术进行了分析讨论，并展望了

本领域未来的发展方向。望借此为创建具有自主知识产权的优秀菌种及其产业应用提供智能化、自动化

和全链条覆盖的整体支撑能力。 

关键词：工程菌种；自动化基因编辑；高通量筛选技术；生物铸造厂 
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Abstract: One of the revolutionary features of synthetic biology is that the standardization and 
modularization of biological experimental objects, methods, technologies and processes can be combined 
with various software and hardware to forge into an automated high-throughput synthetic biology 
biofoundry. Disrupting the conventional labor-intensive research paradigm, biofoundry represents a novel 
research paradigm with highly enhanced technical iteration capabilities, and remarkably promotes the 
development and industrial applications of synthetic biology. On the occasion of the 10th anniversary of 
the founding of Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, this review 
summarized a series of important achievements in the field of automated high-throughput editing and 
screening of industrial strains. These achievements range from automated editing technologies such as 
gene cloning, genome editing, and editing sequence design, to high-throughput screening technologies 
such as fluorescence activated cell sorting, fluorescence activated droplet sorting, and genome-scale gene 
perturb sequencing. Moreover, we prospected future development of this field, hoping to provide overall 
support for intelligent, automated and full chain integrated creation of excellent industrial strains with 
intellectual property rights. 
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利用人工设计的微生物细胞工厂将可再生

资源高效转化目标化合物的新一代化学品制造

模式，已成为当今世界经济可持续发展的重要

战略驱动力[1]。根据世界经济合作与发展组织 
(Organization for Economic Co-operation and 
Development, OECD) 预测，到 2030 年约有 35%

的化学品和其他工业产品来自生物制造。但是 

由于细胞代谢的高度复杂性及人工细胞理性设

计能力的缺失，目前仍然需要进行长期、反复

的人工实验试错，才能逐步将工程菌种的化学

品合成能力 (产品产量、得率与生产速率) 提

升至有商业竞争力的水平。 
然而，海量的工程化试错实验将远远超出

传统的劳动密集型研究范式的能力范畴，因此
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亟需一种变革型工程化研究平台。近年来国内

外数十个研究机构已搭建或者正在搭建自动化

合成生物铸造厂 (或工程化基础设施/云端实验

室)[2-3]，旨在提升合成生物实验对象、方法、技

术和流程的标准化和模块化水平，实现海量工

程试错的自动化闭环运行，从而实现具有高通

量、低成本、多循环特性的“设计-构建-测试-
学习” (design-build-test-learn, DBTL) 的合成生

物系统创制技术能力。2019 年，“全球合成生物

设施联盟” (Global Biofoundry Alliance, GBA) 
于日本神户成立，旨在加强设施间的协作沟通，

共同应对自动化合成生物研究的技术难题，制

定国际统一标准，将智能制造、智能工厂的理

念引入合成生物学[4]。目前，GBA 已经包含来

自世界范围内的 32 个不同研究机构  (截至

2022 年 7 月)，之前发表的综述[2,5]已对国内外

这些设施建设现状与应用研究进行总结，这里

不加赘述。 
中国科学院天津工业生物技术研究所 (以

下简称“天津工业生物所”)，早在 2012 年就自

主设计了国内首套用于合成生物学领域的机器

人自动化装备。作为 GBA 的现有成员机构之

一，天津工业生物所聚焦于深度开发生物制造

相关合成生物的创建能力，正在从头自主搭建

工程菌种自动化铸造平台，旨在以硬件装备建

设与软件、技术体系建设相结合，为具有自主

知识产权的优秀菌种的创建及其产业应用等提

供智能化、自动化和全链条覆盖的技术支撑。

经过十年的发展，天津工业生物所生物铸造平

台开发了大量相关的自动化、高通量技术、方

法与实验流程，大大提高了工作服务能力。本

文将重点综述天津工业生物所建立以来围绕工

业菌种的自动化基因编辑与高通量筛选技术取

得的研究成果，简介并展望天津工业生物所工

程菌种自动化铸造平台的建设布局。 

1  自动化基因编辑研究进展 
要实现合成生物铸造的高通量自动化首先

要摒弃手动生物学实验的概念，将传统实验室

的人力实验完全转化为机器人自动化装备能操

作实现的实验。这一方面需要将以前的实验技

术与方法通过优化调整，转化为自动化实验流

程，在自动化设备上优化原技术与方法的技术参

数细节，例如各种试剂的用量比例、热激/培育

的时间、离心的转速/时间等；而另一方面需要

开发更加适合机器人自动化操作的新合成生物铸

造技术，例如对比经典的筛选标记介导的同源重

组，成簇的规律间隔短回文重复序列 (clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats 
(CRISPR)/CRISPR-associated protein 9, CRISPR/ 
Cas9) 系统介导的同源重组与碱基编辑技术在

标准化、模块化和成本控制上都具有较大优势，

更适合于机器人自动化操作。同时开发相关软件

和算法，与生物技术、自动化装备适配，实现合

成生物铸造的全流程自动化。下文将从自动化

基因编辑的 3 个主要环节总结自动化技术和流

程的开发进展 (1) 编辑相关序列设计自动化；(2) 
基因克隆自动化；(3) 基因组编辑自动化。 

1.1  自动化编辑序列设计研究进展 
基因克隆与基因组编辑的一个关键起始步

骤是进行编辑序列设计，即针对遗传操作中用

于精确定位和编辑目标 DNA 序列的相关序列 
(如引物序列、同源臂序列、sgRNA 序列等 ) 
进行设计。目前，单一的计算机辅助设计工具

往往只能覆盖遗传操作的部分环节。例如，美

国能源部的 Agile BioFoundry 研发的 DNA 自动

化组装设计软件 J5 (https://j5.jbei.org/)[6]、伊利

诺伊大学香槟分校 Huimin Zhao 团队 [7]依托

iBioFAB 铸造平台开发的质粒组装设计工具

PlasmidMaker[7] (https://biofoundry.web.illinois. 
edu/)，英国爱丁堡大学的 Edinburgh Genome 
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Foundry 开发的 DNA 组装软件工具 (https://cuba. 
genomefoundry.org/) 等，只覆盖了质粒构建环

节 的 设 计 ， 而 面 向 基 因 组 编 辑 还 需 要 诸 如

sgRNA、同源臂、基因组测序引物等功能序列

的设计，必须联用诸如 gBIG[8]、CHOPCHOP[9]

等其他软件或工具，极大地增加了用户的学习

成本。此外，由于不同软件间的数据交互一般

是非标准化的，用户往往需要手动完成输入 /
输出信息的转换或加工，大大限制了速度与通

量。自动化菌种铸造的高速发展使高通量的基

因克隆与基因组编辑成为可能，人工或者多软

件联用的“半自动化”的编辑序列设计模式，已

经无法匹配现有硬件设施的操作通量。 
为了匹配高速发展的自动化菌种铸造，研

究者着手开发一站式、自动化的编辑序列设计

工具。例如，美国麻省理工学院的学者开发了

面向镰状疟原虫  (Plasmodium falciparum) 基

因 组 编 辑 的 在 线 工 具 GeneTargeter[10] (http:// 
genetargeter.mit.edu/)，可以实现目标基因的敲

除、条件抑制所需编辑序列的全流程一站式设

计。天津工业生物所马红武团队，针对谷氨酸

棒杆菌的基因组点突变构建的编辑序列设计场

景，开发了在线工具 GEDpm-cg (https://gedpm- 
cg.biodesign.ac.cn/) (图 1)，可在 5 min 内完成

104 级别的单碱基插入、敲除与替换的编辑序

列设计一站式自动化设计，后续经笔者团队实

验验证，证实了设计结果的可靠性[11]。 
随后，为了进一步拓展编辑序列设计自动

化工具的适用范围，马红武团队开发了面向微

生物遗传操作的全流程自动化的高通量编辑序列

设计在线工具 AutoESD (https://autoesd.biodesign. 
ac.cn/) (图 2)[12]。通过对遗传操作技术的模块

化解构与标准化处理，AutoESD 实现了全流

程、自动化的编辑序列设计，支持多种常见的 
 

 
 

图 1  GEDpm-cg 自动化高通量点突变编辑序列设计示意图 
Figure 1  Schematic diagram for automated and high-throughput design of editing sequence for point 
mutation editing on GEDpm-cg. 
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图 2  AutoESD 工作流程示意图 
Figure 2  Workflow for AutoESD. 

 

基于筛选标记的同源重组技术变种，理论上支

持所有基因组序列已知的微生物的编辑序列设

计，并可以在单批次任务中处理针对不同目标

序列 (CDS 或基因间区域) 的多种类型的遗传操

作 (敲除、插入和替换)。用户仅需要在网站界

面，选择参考基因组和遗传操作技术，上传目

标操作序列与用户自己的载体和筛选标记序

列，AutoESD 即可自动实现编辑序列设计供用

户下载，并可通过网站进行可视化分析。此

外，AutoESD 还提供失败任务原因分析、同源

序列脱靶风险评估等功能，用户可以根据这些

结果，更改默认的参数，进行优化再设计。

AutoESD 的开发采用了基于云端的无服务器架

构，确保了高可靠性、稳健性和可扩展性，能够

在几分钟内并行处理包含上千个编辑序列设计目

标的数百个设计任务，不仅大大提高了天津工业

生物所菌种铸造的自动化程度与实际编辑通量，

也可为世界范围内的合成生物铸造厂提供免费、

灵活、用户友好的编辑序列设计自动化支持。 

1.2  自动化基因克隆研究进展 
基因克隆，即将目标基因通过 DNA 组装

技术与载体 DNA 进行拼接、组装，然后将其

转入宿主细胞进行表达或进一步研究的分子操

作过程，也是菌种改造的基本手段。然而，即

使是 Integrated DNA Technologies (IDT)、金唯

智等 DNA 合成、基因克隆的专业公司，绝大

部分的分子克隆工作都是由人力完成的，定制

几千个克隆的任务无论从成本还是时间上都是
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客户无法接受的。为此，世界范围内的生物铸

造厂都开展了针对基因克隆 (或质粒构建) 的技

术流程研发工作。例如，英国帝国理工学院 Geoff 
S. Baldwin 团队[13]依托 London DNA Foundry 铸

造平台，开发了多片段 DNA 组装的 DNA-BOT
技术流程，支持多片段自动化高通量组装。利用

该技术，该团队成功地在大肠杆菌中自动化构建

了 88 个质粒，评估了不同启动子、核糖体结合位

点序列元件与基因次序对于三基因操纵子表达的

影响。美国伊利诺伊大学 Huimin Zhao 团队[7]开发

了编辑序列设计工具 PlasmidMaker，依托 iBioFAB
铸造平台，仅通过极少的人工干预，利用 11 个

DNA 片段，成功地自动化构建了 101 个质粒。克

隆的基因涉及 6 个不同的物种 (细菌、酵母、植物

和哺乳动物)，大小从 5–18 kb 不等。美国麻省理

工学院 D. Benjamin Gordon 团队[14]开展了一项为

期 90 d 的 10 种新分子生物合成挑战。该团队依托

MIT-Broad Foundry，成功地在规定时间内完成了

1.2 Mb 规模的 DNA 构建，组装了一系列包含不同

生物合成基因簇的质粒，基于酿酒酵母、大肠杆

菌 (Escherichia coli)、白黄链霉菌 (Streptomyces 
albidoflavus) 、 天 蓝 色 链 霉 菌  (Streptomyces 
coelicolor) 和 白 酒 红 链 霉 菌  (Streptomyces 
albovinaceus) 5 种不同底盘，构建了 215 株工程菌

种和 2 套无细胞催化体系，成功合成了 2 种与目

标分子结构近似的新分子与 4 种目标分子。 
天津工业生物所王猛团队基于自动化相关

设备 (液体处理工作站、封膜仪、LabChip 核酸/
蛋白定性及定量分析仪、全自动克隆挑选系

统、高通量振荡摇床等)，通过研究、整合、开

发机器人自动化平台，实现了包括 PCR、DNA
检测 (芯片检测)、PCR 产物纯化、质粒 DNA 组

装与转化、平板涂布、单克隆挑选、质粒提取以

及测序分析等共计 8 个独立步骤的全流程高通量

自动化，克隆通量可达 3 000 克隆/月。基于该技

术，该团队开展了谷氨酸棒杆菌基因组规模的

过表达库的构建工作，将基因组上每一个已注

释的基因 CDS 序列分别克隆到质粒上，并转化

到谷氨酸棒杆菌中，获得的完整的过表达库   
(3 099 个单基因过表达的菌株库) 是国际上唯一

的谷氨酸棒杆菌基因组水平过表达库。基于该

单基因过表达文库，该团队联合天津工业生物

所郑平团队正在开展谷氨酸棒杆菌抗逆性的高

通量筛选研究工作，并鉴定了各种抗逆性状的

关键基因，挖掘到多组新型的抗逆元件。目前，

相关工作正在整理文章和公开共享中。 

1.3  自动化基因组编辑研究进展 
使用游离型质粒进行目标基因的表达调

控，存在质粒不稳定、代谢负担重、生产过程

引入抗性基因等问题。因此，借助基因组编辑

技术  (基于筛选标记的经典同源重组技术、

CRISPR/Cas 介导的同源重组技术以及碱基编

辑技术等) 直接对基因组 DNA 序列进行精准

的靶向改造 (敲除、插入和替换)，构建稳定、

安全的工程菌种，是实现绿色、高效、稳定、

安全的生物制造的必要手段。基于生物铸造平

台，可以大大提高基因组编辑的速度与通量。

例如，Huimin Zhao 团队[15]依托伊利诺伊大学

iBioFAB 铸造平台，仅经过 6 周 (共 3 轮) 的工

程菌株自动化构建和筛选，便快速获得已报道

乙酸耐受性能最高的酵母菌株。然而由于不同

微 生 物 底 盘 细 胞 的 独 有 特 性 ， 部 分 技 术 如

CRIPSR/Cas9 等虽具备一定共通性，但也需要

根据不同微生物进行适应性调整，因此面向不

同微生物的基因组编辑自动化报道相对较少。

笔者团队与其合作者围绕 3 种工业生物制造领

域最重要也最具代表性的模式微生物——谷氨

酸棒杆菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母，开展了

自动化基因组编辑的相关研究。基于机器人自

动化设备，通过调整已有的生物改造手段与方
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案，开发新的生物技术，使这些模式微生物都

能适用于自动化机器人系统，受合成生物铸造

平台软硬件调配，初步实现了 3 种模式生物的

自动化改造。 
1.3.1  谷氨酸棒杆菌 

谷氨酸棒杆菌 (Corynebacterium glutamicum) 
是最重要的氨基酸生产工业微生物，被广泛地

应用于转化各种可再生资源生产生物基化学品

的研究[16]。2018 年，笔者团队与郑平团队联合

开发了基于 CRISPR/Cas9 系统和胞嘧啶脱氨酶的

谷氨酸棒杆菌多元自动化编辑技术 MACBETH 
(multiplex automated Corynebacterium glutamicum 
base editing method)，可在染色体靶位点实现

从C到T的高效编辑，效率高达90%[17]。MACBETH
可同时在多个基因中提前生成终止密码子，以

失活靶基因。借助天津工业生物所的自动化平

台，可实现从质粒构建、基因组编辑、获取正

确突变株和表型验证的全流程自动化操作，编

辑能力可达到每月数千突变株[17]，是国内首个

面向微生物基因组编辑的自动化改造平台。对

比基于 iBioFAB 的酿酒酵母基因组自动化编辑

平台[15]，MACBETH 依托不依赖外源供体 DNA
的碱基编辑技术对目标基因组进行编辑，更为方

便灵活，但相应可支持的目标序列编辑类型相对

较少，有待进一步升级。作为示例，MACBETH
用于一次性构建 94 个调控因子单独失活的菌株

库，成功率达到 100%，使得快速构建全基因组

规模的单基因失活菌株库成为可能，有望加快

谷氨酸棒杆菌的基础和应用研究。相关工作发

表在 Metabolic Engineering 杂志上，是国内首

次发表高通量自动化生物改造方面的文章，为

在其他原核生物中实现自动化高通量的基因组

编辑提供了参考。 
2019 年，MACBETH 主创团队进一步联合

天津工业生物所马红武团队，通过引入识别不

同前间隔序列邻近基序  (protospacer adjacent 

motif, PAM) 的 Cas 突变体、调整 sgRNA 长度

及引入腺苷脱氨酶等改进措施，进一步扩大了

可编辑的靶标范围、编辑窗口和碱基转化种类，

并通过开发在线工具 gBIG (https:// gbig.ibiodesign. 
net/)，打通了 sgRNA 的自动设计与脱靶风险评

估流程，大大提高了谷氨酸棒杆菌基因组编辑

的自动化程度，实现了从 sgRNA 设计、质粒

构建、基因组编辑、获取正确突变株和表型验

证的全流程自动化操作[8]。相关工作以封面文

章发表于 Biotechnology and Bioengineering 杂

志上 (图 3)。 
1.3.2  枯草芽孢杆菌 

枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) 是最重要

的蛋白生产工业微生物之一，广泛地应用于工

业酶、食品、生物防治等领域[18]。基于笔者团

队、毕昌昊团队与爱丁堡大学 Susan J. Rosser 团队

共同开发的枯草芽孢杆菌多位点碱基编辑技   
术[19]，笔者团队进一步优化了枯草芽孢杆菌转化

的方法，将手工的枯草芽孢杆菌碱基编辑技术流

程移植到自动化设备上，打通了枯草芽孢杆菌从

编辑质粒构建到基因组编辑的全流程自动化。此

外，通过使用纳升级移液系统 ECHO，能够大大

缩减 PCR 制备、质粒构建等分子操作过程中的试

剂用量，大幅节约物料成本。作为示例，团队尝

试一次性构建 212 个调控因子单独失活的菌株

库，成功获得所有编辑质粒，并构建出 161 个转

录因子失活的突变菌株 (未发表工作)，是首个枯

草芽孢杆菌转录调控因子的单基因失活库，使得

快速构建枯草芽孢杆菌全基因组规模的单基因失

活菌株库成为可能，为进一步研究枯草芽孢杆菌

的生理代谢特征提供了强大的技术支持。 
1.3.3  酿酒酵母 

数 千 年 来 ， 酿 酒 酵 母  (Saccharomyces 
cerevisiae) 一直被人类用于生产发酵食品和饮

料，是最重要模式微生物[20]。笔者团队首先建

立了酿酒酵母高通量自动化转化技术 (图 4)。基 
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图 3  谷氨酸棒杆菌碱基编辑文章期刊封面及在线工具 gBIG 用户界面 (共 PAM 种类选取、碱基编辑

器种类选取、上传参考基因组、上传目标基因 4 个功能模块) 
Figure 3  Journal cover for base editing in Corynebacterium glutamicum and the user interface of the online 
tool gBIG with functions of PAM type selection, base editor type selection, upload reference genome and 
upload target gene. 

 

 
 

图 4  酿酒酵母高通量自动化转化流程图 
Figure 4  Workflow for automated high-throughput transformation of Saccharomyces cerevisiae. 
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于常规酿酒酵母化学转化方法，通过调整感受

态制备方法、感受态用量、热激时间、恢复培

养时间、离心时间，并调整自动化装备配合方

法开发，最后通过编程程序化了所有高通量自

动化酿酒酵母转化的步骤，成功实现了酿酒酵

母的高通量自动化高效转化。基于该技术，可以

实现高效转化，单次转化克隆数可以根据实际

转化效率进行微调，以避免克隆数太多或者太

少。解决了酿酒酵母高通量自动化转化这一关

键性技术问题后，笔者团队进一步联合天津工

业生物所王钦宏团队，先后打通了 CRISPR/Cas9
介导的同源重组与碱基编辑技术 (未发表工作)。
基于联合开发的酿酒酵母基因组敲除、敲入、碱

基编辑技术，配合前期建立的酿酒酵母高通量克

隆和转化技术，实现了自动化高通量的酿酒酵母

基因组编辑，菌种构建能力可达 9 000 株/月。 
作为展示，笔者团队联合上海交通大学肖

晗团队，开展了酿酒酵母高产灵芝酸以及灵芝

酸下游合成通路关键酶的挖掘研究[21]。灵芝酸

是一类高度氧化的三萜类化合物，是药用蘑菇

真菌灵芝特有的次级代谢产物，具有抗肿瘤等

多种重要生物学活性。然而灵芝生长周期长、

遗传操作不成熟、灵芝酸合成途径不清楚等因

素严重限制了灵芝酸的广泛应用。为了解析灵

芝酸合成途径，团队依托自动化高通量的酿酒

酵母基因组编辑平台，开展了细胞色素 P450
潜在催化基因的迭代筛选鉴定工作 (图 5)：将

灵芝基因组上 215 个潜在的 P450 催化基因分别 
 

 
 

图 5  自动化系统辅助的灵芝酸合成 P450 酶迭代鉴定流程 (各个仪器间的交互由人工完成) 
Figure 5  Workflow for automated and iterative identification of P450 candidates for ganodenic acid 
biosynthesis (the interaction of different instructions is done manually). 
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克隆到质粒上，一次性构建了含有 158 个潜在

P450 单基因过表达质粒库，并将该质粒库以迭

代的方式导入到可以合成不同Ⅰ类灵芝酸的酿

酒酵母底盘细胞中，构建了灵芝酸合成筛选菌

株库 (3 轮共计 474 株菌种)。通过液相色谱、

质谱、核磁等分析检测，挖掘到了催化Ⅰ型灵芝

酸向Ⅱ型灵芝酸转化的关键 P450 酶，首次解析

了Ⅱ型灵芝酸的生物合成途径，并实现了其在

酿酒酵母中的异源高效生产，产量相比灵芝子

实体和液体深层发酵产生的菌丝体提高了 1–4 个

数量级，生产速率提高了 2–5 个数量级。相关

工作正在投稿中，为基于酿酒酵母的天然产物

生物合成关键基因的自动化高通量挖掘提供了

参考。 

2  高通量筛选技术研发及应用的研

究进展 
随着自动化菌种铸造平台的建设和合成生

物学的发展，海量的微生物工程菌株能在数天

或数周内被构建，如何利用高通量筛选技术 
高效地检测和筛选这些工程菌株是获得目标性

能工程菌株的关键 [22]。天津工业生物所经过

10 年的研究，建立了国内先进的高通量检测筛

选技术与装置平台，包括基于装备的流式细胞

技术、液滴微流控技术、微孔板筛选技术，以及

基于二代测序的全基因组扰动测序筛选技术等。 

2.1  流式细胞筛选技术 
流式细胞分选技术 (fluorescence-activated 

cell sorting, FACS) 是采用流式细胞仪对处于

快速流动的细胞或颗粒进行多参数、快速定量

分析和分选的技术，也是目前最常用和成熟的

细胞超高通量筛选技术[23]。其检测分选原理是

待测样本 (细胞/颗粒的水悬液) 进入样品通道

后，在气体压力作用下通过水相鞘液将细胞 /
颗粒阵列通过激光检测区，并受激光照射后产

生一定的散射光和激发荧光等信号，信号借助

光学元件检测并转化成相应的电信号传输至计

算机进行处理分析获得每个细胞的物理化学特

性，并通过电压偏转分选分离出目标细胞[22]。

根据其检测原理，流式细胞技术检测的对象是

细胞或颗粒物质，检测的信号来自于细胞或颗

粒的内部或者表面。FACS 检测信号的产生方

法主要包括待检测物质自身具有荧光信号、基

于生物传感器 (目标物质含量与荧光信号强度

偶联)、基于试剂反应 (目标物质直接或间接与

其他试剂反应生成荧光信号) 3 种方式 (图 6)。 
 

 
 

图 6  流式细胞筛选技术 
Figure 6  Scheme of flow cytometry based screening technology. 
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其中基于生物传感器的 FACS 检测方式应

用最为广泛[24-25]，生物传感器的来源一方面通

过文献检索对已有的传感器进行直接或改造后

应用[26-27]，另一方面通过组学分析挖掘或计算

机模拟设计构建出新型传感器后应用[28]。在已

有的生物传感器中，基于转录因子的遗传编码

的生物传感器应用最为广泛。例如，张大伟团

队利用已报道的透性酶 TyrP 的启动子能特异性

结合感应 L-苯丙氨酸的特性，通过将 tyrP 启动

子 区 融 合 黄 色 荧 光 蛋 白  (yellow fluorescent 
protein, YFP) 建立苯丙氨酸的 FACS 筛选技

术，并通过筛选获得苯丙氨酸产量为 9.29 g/L
的菌株，较出发菌株提高 160%–180%[29]。刘

君团队与长江师范学院王庆团队合作将 Lrp 转

录因子改造为能感应 L-缬氨酸的生物传感器，

通过 FACS 筛选获得缬氨酸产量为 3.2 g/L 的菌

株[30]。针对某些代谢物还没有文献表征特异性

生物传感器的问题，王钦宏团队建立基于转录

组学的生物传感器挖掘策略，获得能特异性感

应 3-脱氢莽草酸的生物传感器 cusR，并筛选获

得摇瓶发酵产量为 36.72 g/L 的高产菌株[28]。

孙际宾和郑平团队通过启动子分析挖掘获得能

感应 L-苏氨酸的生物传感器 cysJHp，并筛选获

得苏氨酸产量为 5.83 g/L 的菌株[27]。除了上述

利用转录因子或功能基因的启动子构建生物传

感器的方式，张大伟团队联合天津工业生物所

生物设计中心平台实验室[31]，以人源的次黄嘌

呤 - 鸟 嘌 呤 磷 酸 核 糖 转 移 酶  (hypoxanthine- 
guanine phosphoribosyltransferases, HGPRT) 为

配体结合域，基于 Rosetta 理性设计与流式细胞

筛选技术，分别构建了针对 3 个中心碳代谢关键

代谢 物 ——磷酰 核糖 -焦磷 酸  (Phosphoribosyl 
pyrophosphate, PRPP) 、 D- 赤 藓 糖 -4- 磷 酸 
(erythrose-4-phosphate, E4P) 和甘油酸-3-磷酸 
(3-phosphoglycerate, 3PG) 的生物传感器，为

无转录调控因子、无合适或未知结合蛋白的分

子，提供了一种基于配体结合域稳定性设计开

发生物传感器的策略。此外，张大伟团队开发

了基于 RNA 适配体的色氨酸传感器[32]，孙际

宾和郑平团队开发了基于 tRNA 合成酶的异亮

氨酸传感器[33]，这些研究为创建获得新型生物

传感器提供了很好的思路。 
相较于基于生物传感器的方式，基于自身

荧光信号和外加试剂反应方式的流式分选技术

操作步骤较为繁琐。为了将外加试剂及其反应

限定在不同细胞的周边，研究者采用液滴微流

控芯片开发了通过液滴或者凝胶液滴方式对细

胞 (待检测物质) 和试剂进行区室化限定的方

法 。 例 如 通 过 生 成 水 包 油 包 水  (water-in-oil- 
in-water, w/o/w) 的双层液滴，将单细胞和外加

试剂包裹在液滴实现不同细胞的分隔培养，再

利用 FACS 检测双层液滴筛选获得脂肪酶[34]、

纤 维 素 酶 [35] 、 乳 酸 [36] 、 核 黄 素 [37] 的 高 产 菌

株。此外，也有研究者通过琼脂糖、明胶凝胶

液滴的方式将不同细胞分隔培养，对表达白介

素的酵母菌[38]、产氨基酸的乳酸菌[39]、产油脂

的微藻[40]等进行高效筛选并获得高产菌株。 
在流式细胞仪检测分选时，待检测的细胞

样品需要经过数百微米的狭小液流通道，因此

流式细胞分选技术只适用于外形规整的原核微

生物例如大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、谷氨酸棒

杆菌等，以及少数真核微生物例如酵母，并不

适合于形状不规则容易堵塞通道的丝状菌[41]。

针对丝状菌的这一问题，研究者们通过对菌株

的孢子或者原生质体进行检测筛选来解决。例

如张东远团队建立了里氏木霉丝状真菌基于孢

子表达荧光蛋白信号偶联目标产物的流式分选

技术[42]，田朝光团队建立了黑曲霉和嗜热毁丝

霉基于原生质体萌发能力的流式分选技术[43]，

中国科学院微生物研究所张立新团队建立了基



 
 

涂然 等/工程菌种自动化高通量编辑与筛选研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4173 

于放线菌原生质体表达荧光蛋白偶联番茄红素

产量的流式分选技术[44]。虽然这些研究在一定

程度上提高了丝状菌的筛选效率，但它们只能

用于丝状菌孢子时期或者丝状萌发初期物质的

检测筛选。针对大多数菌丝生长后期物质的筛

选例如抗生素等次级代谢产物，或者分泌表达

蛋白的筛选仍需要进一步开发研究[45]。 

2.2  液滴微流控筛选装置与技术 
流式细胞技术检测的对象是细胞或颗粒物

质，检测的信号来自于细胞或颗粒的内部或者

表面，目前主要适用于细胞内物质的筛选[23]。

大多数工业菌株的目标产物多分泌至细胞外，

为 了 解 决 细 胞 外 分 泌 物 的 高 通 量 检 测 筛 选   
问题，研究者提出了基于液滴的微流控筛选技

术[46]。微流控技术是一种基于微流控芯片对流

体进行操控的科学与技术，它主要包括连续微

流控技术和以间断液滴为基础的液滴微流控技

术。其中液滴微流控技术 (fluorescence-activated 
droplet sorting, FADS) 利用微芯片可以形成相

对独立且大小可控的液滴微反应器，将待检测

的细胞包埋在这些液滴微反应器中，并结合液

滴微流控筛选装置实现单细胞及其分泌物质的

检测和分选[46]。对比传统的微孔板筛选技术，

液滴微流控具有检测体积小、试剂成本低、检

测通量高等特点，在分泌型物质检测上具有显

著优势 [47]。目前用于液滴微流控检测分选的 
装置主要以实验室研究为主，商品化的仪器较

少[48]，针对工程菌株筛选缺乏小型化、低成本

的细胞外物质高通量筛选装备和技术的需求，

天津工业生物所采用基于微流控芯片和荧光诱

导激光检测技术，研制获得多台 /套液滴微流

控微生物高通量筛选装置设备，实现单细胞液

滴包埋、培养、检测和分选，检测分选速度达

到每天千万个样品 (图 7)，解决了现有装置不

能高通量检测筛选细胞外目标产物的难题[22]。

研制的液滴微流控装置系统在工业、农业、环

境、医药等多领域，可以广泛应用于工程菌株

选育、医药抗体筛选等方面[49-51]。 
依托研制的新装置，天津工业生物所在国

内率先开展液滴微流控筛选技术的应用研究，

针对 6 种常用宿主菌体系，实现了一系列工业

酶和代谢物的检测筛选，例如纤维素酶[52]、淀

粉酶 [53]、脂肪酶 [54]、3-脱氢莽草酸 [55]和红霉 
素 [50]等的筛选，极大解决了工程菌株的高精

度、高通量、高效率选育的难题，相关研究在

国内外同领域处于领先行列。例如采用大肠杆

菌宿主，王钦宏团队建立基于生物传感器和液

滴的 3-脱氢莽草酸液滴微流控筛选技术，解决

了原有流式细胞筛选技术筛选基于生物传感器

的高产菌株时存在的细胞内荧光信号与细胞外

物质产量不一致的问题[55]。采用枯草芽孢杆菌

宿主，王钦宏团队和张大伟团队建立基于酶活

性检测的淀粉酶高产菌株和核黄素高产菌株的

FADS 筛选 技术，获得产量较出发菌株提高

50%的改造菌株 [53,56]。采用酵母宿主，王钦宏

团队建立木聚糖酶高产菌株的筛选技术，获得

木聚糖酶活性为 149 U/mL 的菌株，对比出发

菌株酶活性提高了 160%[57]，进一步又建立纤维

素酶高产菌株的 FADS 筛选技术，通过突变库

筛选获得纤维素酶活为 11 110 U/mL 的高产工程

菌株，对比出发菌株酶活性提高了 200%[52]。这

些研究建立的筛选方法达到每小时数百万液滴

样品的检测分选通量，有效提高了菌株的选育

效率。在丝状菌的液滴微流控筛选方面，天津

工业生物所也取得较好进展，例如王猛和涂然

团队建立放线菌的液滴培养、检测和分选技术

体系，能在液滴内稳定培养放线菌 7 d 以上，

解决了流式细胞技术不能筛选丝状菌生长中后

期表达物质的问题，实现次级代谢产物的检测

筛选。该技术体系具有每批次培养百万株突变
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体，一天内检测数十万突变株的能力，对比传

统微孔板和摇瓶筛选技术，提高培养通量数十

万倍，筛选效率数万倍[45]。此外，张东远和涂

然团队与哈佛大学团队合作建立里氏木霉的液

滴微流控筛选技术，通过筛选突变库获得滤纸

酶活性为 16.5 IU/mL，纤维素酶活性比出发工

程菌株提高 46%的高产菌株[49]。 
由于大多数工业菌株属于非模式菌株，它

们难以通过遗传操作构建出高通量筛选所需的

荧光信号模块。为解决这些工业菌株筛选难的

问题，笔者和涂然团队将筛选所需的荧光模块

构建到容易遗传操作的感应菌中，并将构建好

的感应菌株与生产菌株混合包埋在同一个液滴

内，使得生产菌株的产物量与感应菌的荧光信

号相偶联，建立了基于生产菌和感应菌共包埋

的液滴微流控筛选技术 WELCOME (whole-cell 
biosensor and producer co-cultivation-based 
microfluidic platform for screening)。利用该技

术，研究人员在 3 个月内从高产工业菌株随机

诱变突变库中快速筛选获得数个红霉素产量提高

近 50%的突变株，孔板发酵产量达到 1.4 g/L，显

著提高了工业菌株的改造筛选效率[58]。此外，

该团队利用液滴微流控筛选技术平台，从野生型 

S. erythraea NRRL 23338 出发，通过启动子优

化在数周内筛选获得红霉素产量为 288 mg/L 的

高产菌株，比出发菌株提高 137 倍[50]，进一步论

证了液滴微流控高通量筛选技术在链霉菌胞外产

物筛选和合成生物学改造方面的巨大应用潜力。 
鉴于荧光信号具有灵敏度和特异性高的特

性，在已报道的液滴微流控技术中绝大多数都

是基于荧光信号检测和分选。为了进一步拓展

液滴筛选技术的应用范围，研究者也开发了基

于吸光度[59]、拉曼[60-61]、质谱[62]、图像识别[63-64]

等信号方式的液滴微流控技术与相关装置。随

着合成生物学的发展，越来越多的新型化合物

将被创制，基于物质自身光谱和特征信号例如

拉曼、质谱和图像识别的无损伤免标记检测技

术在未来将日益重要。此外，对比现有流式细

胞仪能将单细胞直接分选至微孔板中并与自动

化装置整合使用，目前的液滴微流控装置仍以

手工操作为主。未来要进一步提高其自动化程

度尤其是全自动进样和单液滴微孔板分选两 
个环节，实现液滴筛选技术与自动化铸造平台

协作。 
 
 

 
 
 

图 7  液滴微流控细胞筛选装置与技术 
Figure 7  Droplet-based microfluidic screening equipment and technology. (A) Droplet-based microfluidic 
high-throughput screening equipment (DMHTS) developed by TIB. (B) Screening scheme of DMHTS. 
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2.3  基于微孔板和自动化装置的筛选技术 
早期的高通量筛选技术主要采用微孔板为

检测容器进行样品的检测筛选，例如 96 孔

板、24 孔板、48 孔板或 384 孔板等。这些微孔

板通常用塑料制成网络状规则排列、单面开口

的板材，各个孔内可以放置待测样品，并配套

微孔板读板仪使用[65]。通过人工操作或者结合

自动化移液工作站等设备，微孔板能实现样品

与试剂的添加、混合、孵育培养和检测，具有

微量、快速、灵敏和准确等特点，可以应用于

微生物工程菌株选育、药物筛选、生态环境监

测等。天津工业生物所多个研究团队通过微量

化筛选模型与检测性状的关联性研究，建立了

多种基于微孔板的代谢物和酶的检测方法，实

现乙醇[66]、二元醇[67]、支链醇[68]、P450 单加

氧酶 [69]等筛选应用。结合自动化操作装置系

统，进一步将检测筛选速度从每天数千个样 
品提高至每天近十万个样品通量，在人工设计

新 酶 [70]、人工合成淀粉途径构造 [71]、细胞工  
厂[72]的高效选育上起到重要作用。 

2.4  全基因组规模扰动测序筛选技术 
除了基于仪器装置的筛选技术，研究者也

在不断探索其他高通量筛选技术如通过二代测

序的全基因组规模扰动测序筛选技术。通过构

建全基因组规模的基因扰动文库，利用功能缺

失型 (loss of function) 或功能获得型 (gain of 
function) 策略，可以实现特定表型下对功能基

因的高通量筛选，从宏观基因组层面系统地研

究基因型与表型的对应关系[73]。相较于对单个

基因逐一扰动，全基因组规模扰动构建的混合

文库筛选可以显著提高通量，通过一次实验即

可实现特定压力下对上千个基因的同时筛选，

再结合二代高通量测序技术，实现表型与基因

型相关性的研究。近日，王猛团队[74]以谷氨酸

棒杆菌为研究对象，利用胞嘧啶碱基编辑技

术，以在基因编码区提前引入终止密码子的方

式，构建了谷氨酸棒杆菌全基因组规模 (3 099 个

基因) 的单基因失活混合文库，用于筛选和测

序分析 (图 8)。不同于哺乳动物细胞以及酵母

中已报道的数据处理方法[75-77]，通过压力筛选

富集和全新建立的 FSsgRNA-Analyzer 云计算

平台对 sgRNA 序列深度测序分析，获得了多

种抗逆相关的靶标基因，不仅建立了一种通用

性强的混合文库筛选策略，为高效发掘具有特

定生物学功能的谷氨酸棒杆菌基因元件提供研

究基础和新思路，同时也为其他原核生物的基

因组规模功能筛选提供技术参考。相关工作发

表于 Science Advances 杂志[74]。 
 
 

 
 

图 8  基于碱基编辑技术的谷氨酸棒杆菌基因失活文库构建与筛选 
Figure 8  Construction and screening of CRISPR-mediated genome-scale Corynebacterium glutamicum 
library. 
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3  总结与展望 
本文围绕菌种自动化铸造的研究进展，重

点总结回顾了天津工业生物所过去 10 年在自

动化基因编辑与高通量筛选领域所取得的重要

进展。天津工业生物所建立了国内首个面向微

生物遗传改造的自动化改造平台 MACBETH，开

发了一系列计算机辅助工具 (gBIG、GEDpm-cg
与 AutoESD)，实现了从上游编辑序列设计 (引
物、同源臂、sgRNA 等)、DNA 载体组装、到

基因组目标序列的插入、敲除、替换的全流程

自动化，可以支持包括谷氨酸棒杆菌、枯草芽

孢杆菌和酿酒酵母在内的多种重要模式微生物

的自动化改造，通量可达数千株/每月；建立了

国内先进的高通量筛选平台，尤其在液滴微流

控筛选装置与技术方面成果显著，不仅研制出

新型液滴微流控微生物高通量筛选原型机，也

实现了常用宿主工程菌种及其工业酶 /代谢物

等产品的检测筛选，相关指标居同行业先进水

平，具有检测速度快、筛选成本低、适用范围

广的优点，极大促进了我国在液滴微流控检测

分选方向的研究，为提升工业微生物选育提供

良好应用支撑和价值延展。目前，天津工业生

物所已针对多种不同模式微生物底盘细胞的不

同应用场景，搭建了相应的自动化高通量构建

与筛选技术平台，但仍然面临着生物设计能力

弱、生物设计与构建软件化成度低、合成生物

铸造全流程自动化水平低、实验室信息系统对

硬件的支持能力弱、可支持底盘细胞单一、高

通量测试手段少等局限，为下一阶段菌种全流

程自动化铸造提出了大量软件、硬件和生物技

术融合的挑战。 
在我国国民经济和社会发展第 14 个 5 年规

划期间，为了大幅提升天津工业生物所菌种铸

造能力，对标 Ginkgo Bioworks 等国际顶尖公

司，参与激烈的国际竞争，天津工业生物所将

把握本领域发展趋势，颠覆现有研究模式，全

面推动工程菌种铸造大设施建设，将搭建包括

菌种计算设计平台、菌种合成构建平台、菌种

高通量筛选平台、菌种测试评价平台、菌种系

统分析平台和工艺优化放大平台在内的围绕菌

种迭代创制的核心 6 个平台实验室，布局了可

为菌种创制提供关键性辅助支撑的合成生物元

件库和数据中心，正在自主设计开发综合信息

系 统  (comprehensive information system, 
CIS)。“六平台一库一中心”将在综合信息系统

的支撑下，一体化设计，紧密联动，协同工

作，通量匹配，不断推动“设计-创建-评价-学

习-再设计”工程循环流程，为早日解决我国工

业菌种“卡脖子”的重大需求奠定技术基础。 
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