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摘   要：生物发酵是以微生物菌种为生物催化剂，以淀粉糖、生物质等可再生资源为原料发酵生

产各种食品、化学品、燃料、材料等物质的生产过程，具有绿色、低碳和可持续等特征。我国拥

有全球规模最大的生物发酵产业，尤其氨基酸、维生素等传统发酵产品占全球市场份额的

60%–80%。发展生物发酵产业对于我国实现“碳中和、碳达峰”的战略目标和生物经济发展具有重

要的意义。微生物工业菌种是生物发酵产业的核心，直接影响原料路线、产品种类和生产成本。

创新发酵工业菌种，提升其原料转化利用效率，提高产物生产水平，拓展产品种类，是生物发酵

产业高质量发展的关键。近年来，合成生物学、系统生物学等学科的发展，进一步加深了研究者

对微生物底盘细胞生理代谢机制的理解，加速了基因编辑等菌种设计创制使能技术的发展，为发

·核心技术创新· 
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酵工业菌种改造提升提供了新动能。本文选取了具有代表性的大宗氨基酸、B 族维生素、柠檬酸、

燃料乙醇等发酵产业，从其工业微生物底盘的基础研究和技术开发角度，综述发酵工业菌种改造提

升的最新进展，并展望人工智能、自动化与生命科学交叉融合将对工业菌种迭代产生的重要影响。 

关键词：氨基酸；柠檬酸；维生素；燃料乙醇；谷氨酸棒杆菌；枯草芽孢杆菌；黑曲霉；酿

酒酵母  
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SUN Jibin1,2 
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Abstract: Fermentation is a green, low-carbon and sustainable process for the production of food, 
chemicals, fuels, and materials by using microbial strains as biocatalysts and renewable resources such 
as starch and biomass as feedstocks. China has the world’s largest fermentation industry, the scale of 
amino acids, vitamins, and some other fermentation products accounted for 60%–80% of the global 
market share. The development of fermentation industry is of great significance for the strategic goal of 
“carbon neutralization and carbon peak” and the development of bioeconomy. Microbial strains are the 
core of fermentation industry, which directly decide what kind of chemical can be produced from what 
kind of feedstock at what cost. Innovating industrial strains to improve the conversion efficiency of raw 
materials, increase the production level, and expand product portfolio is the key to the high-quality 
development of fermentation industry. In recent years, the development of synthetic biology and systems 
biology has further deepened the understanding of the physiological and metabolic mechanisms of 
microbial chassis and accelerated the development of gene editing and other enabling technologies for 
strain design and engineering. All these advances have provided new driving force for the upgrading of 
industrial strains. This review focused on the representative fermentation products including amino 
acids, B vitamins, citric acid, and bio-ethanol. The latest progress of strain development for fermentation 
industry was reviewed from the perspective of basic research and technology innovation for industrial 
microbial chassis. How the integration of artificial intelligence and automation with life science will 
reshape the upgrading of industrial strains was also discussed. 

Keywords: amino acid; citric acid; vitamin; fuel ethanol; Corynebacterium glutamicum; Bacillus subtilis; 
Aspergillus niger; Saccharomyces cerevisiae  
 

 

我国发酵产业规模全球第一，各类发酵产

品产量超过 7 000 万 t，产值近万亿，其中氨基

酸、有机酸、维生素等产品产量占全球总产量的

60%−80%。工业菌种被认为是发酵产业的“芯
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片”，是产业竞争的焦点和关键。但是，我国部

分发酵产业缺乏自主的高性能工业菌种及生产

工艺，产业发展存在隐患。例如，我国 2021 年

赖氨酸产量达 252 万 t，占世界总产量的 60%，

但我国菌种知识产权在全球占比不超过 5%，自

主菌种的生产水平距国际大公司先进菌种仍存

在一定差距。因此，开展自主发酵工业菌种的

设计创制研究，提升菌种生产性能，是保障我

国发酵产业健康可持续发展的关键。 
工业菌种通常以特定的微生物为底盘，通过

诱变育种和基因工程育种等方式获得。对发酵工

业菌种进行改造提升需要重点开展以下 3 个方面

的研究，一是研发先进的基因编辑、基因表达调

控、高通量筛选等菌种创制使能技术，提高对微

生物底盘的遗传改造和代谢调控能力；二是开展

系统生物学、微生物遗传学等基础研究，加深对

微生物底盘遗传特性和生理代谢机制的理解；在

此基础上，通过代谢途径设计重构、关键元件进

化筛选、底盘形态和性能重塑等研究，提升发酵

菌种的生产水平和工业应用性能，创制新一代的

工业菌种。以此为基础，可通过多轮的设计-构
建-测试-学习 (design-build-test-learn, DBTL) 循
环，不断提升工业菌种的生产水平和工业应用性

能，实现工业菌种的迭代。近年来，包括中国科

学院天津工业生物技术研究所 (以下简称“天津

工业生物所”) 在内的我国科研机构正加紧发酵

工业菌种底盘改造技术的研发，并取得了一定的

突破。本文选取了大宗氨基酸、B 族维生素、柠

檬酸、燃料乙醇等我国生产规模大，且利用不同

微生物底盘发酵生产的代表性发酵产品，从核心

微生物底盘改造和理解技术的角度，综述这些产

品的发酵工业菌种改造提升的研究进展，并展望

“生物技术与信息技术” (biotechnology+information 
technology, BT+IT) 交叉融合在未来工业菌种设

计创制中的应用潜力。 

1  大宗氨基酸工业菌种的迭代创制

技术 
氨基酸是生命体蛋白质的基本组成单元，

对人和动物的营养健康十分重要。氨基酸及其

衍生物广泛应用于饲料、食品、医药等领域。

其中，饲料氨基酸市场规模最大，占市场份额

的 50%−60%，其次食品氨基酸约占市场份额的

30%。大宗氨基酸一般指市场需求大、产业规

模大的氨基酸品种。L-谷氨酸和 L-赖氨酸是市

场规模最大的 2 个氨基酸产品，分别作为重要

的食品鲜味剂和饲料添加剂，目前主要通过谷

氨酸棒杆菌 (Corynebacterium glutamicum) (L-谷
氨酸和 L-赖氨酸) 或大肠杆菌 (Escherichia coli) 
(L-赖氨酸) 发酵淀粉糖生产。谷氨酸棒杆菌是

来源于土壤的革兰氏阳性细菌，被认为是生物

安全微生物，是目前 L-谷氨酸和 L-赖氨酸的主

力生产菌种，也被用于生产支链氨基酸等其他

多种氨基酸，以及蛋白质等多种产品[1-3]。由于

谷氨酸棒杆菌在氨基酸发酵工业中的重要应用

价值，近半个世纪以来，该菌株的遗传代谢机

制等基础研究，以及育种技术开发等应用研究

始终备受关注。近年来，基因编辑与调控、高

通量进化与筛选技术的快速进步，显著加速了

氨基酸工业菌种的改造提升与工业化应用。 

1.1  谷氨酸棒杆菌的基因编辑与调控 
基因编辑是改造微生物遗传信息，实现代

谢途径重构或调控的底层技术。谷氨酸棒杆菌

的细胞壁膜结构复杂，染色体 GC 含量高，稳

定性高，导致外源 DNA 转化和遗传改造的效率

较低，这成为氨基酸工业菌种迭代的主要限制

因素。首先，研究者从感受态细胞制备和电转

化流程，以及细胞壁合成途径改造两方面入手，

提高谷氨酸棒杆菌的外源 DNA 转化效率。江南

大学 Ruan 等对感受态细胞制备所需的培养基、



 
 

周文娟 等/发酵工业菌种的迭代创制 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4203 

培养流程和电转化条件进行了系统优化，在最优

条件下可获得 107 CFU/μg DNA 的转化效率[4]。

天津工业生物所 Liu 等通过对工业菌种的比较

基因组学分析，鉴定了可提高谷氨酸棒杆菌

DNA 电转化效率约 20 倍的 ponA 突变位点，且

该突变不影响菌种生长和代谢[5]。 
在提高 DNA 转化效率的同时，研究者也积

极改进谷氨酸棒杆菌的遗传改造技术，并在基

于成簇的规律间隔短回文重复序列 (clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR) 的基因编辑技术开发中取得了突破 

(图 1)，可高效实现大片段 DNA 的敲除和敲入、

染色体的小幅改动，以及多位点的单碱基编辑

等改造。目前，CRISPR/Cas12a 和 CRISPR/Cas9

系统都成功地应用于谷氨酸棒杆菌的基因编

辑。2017 年，中国科学院植物生理生态研究所 

Jiang 等首次在谷氨酸棒杆菌中开发了 CRISPR/ 

Cas12a 介导的基因编辑技术，该方法与单链

DNA 重组技术相结合，实现了谷氨酸棒杆菌染

色体 DNA 的小幅改动，效率达到 86%−100%，

但是基因敲除或敲入的效率较低 (<5%)[6]。该

团队进一步将基于 sacB 的自杀质粒系统与

CRISPR/Cpf1 系统相结合，将基因敲除、敲入效

率提升至 60%−100%[7]。2019 年，德国生物与地

球科学研究所 Krumbach 等使用 CRISPR/Cas12a
系统对负责谷氨酸外排的机械敏感通道蛋白基

因 mscCG 核心位点进行饱和突变，获得了谷氨

酸外排能力显著增强的突变体[8]。 
由于 CRISPR/Cas9 系统识别 NGG 的前间

区序列邻近基序 (protospacer adjacent motif, 
PAM)，更加适用于染色体高 GC 含量的谷氨酸

棒杆菌的基因编辑。因此，天津工业生物所、中

国科学院微生物研究所、江南大学等的研究者还

开发了适用于谷氨酸棒杆菌的 CRISPR/Cas9 系 
 

 
 
图 1  氨基酸工业菌种的遗传改造和高通量进化筛选 
Figure 1  Genetic manipulation and high-throughput evolution and screening of industrial strains for amino 
acid production. 
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统。2017 年，天津工业生物所 Liu 等通过优化

重构 Cas9 和 gRNA 的表达盒解决了 Cas9 毒性

和 gRNA 自身转录终止子无法终止的问题，首

次实现了基因敲除和敲入；与单链 DNA 重组技

术结合，能够实现两个位点的 DNA 小幅改动，

双位点的编辑效率达 40%[9]。近期，该团队通

过转录-翻译多级调控 Cas9 表达的严谨性和表

达量，大幅提升了基于双链 DNA 模板的基因敲

除和敲入，常规编辑效率超过 90%，219 kb 大片

段敲除效率超过 30%；优化后的系统操作简便，

编辑周期短，为氨基酸工业菌种改造提升提供了

高效的遗传改造技术[10]。 
此外，研究人员还将 CRISPR/Cas9 系统的

定位功能和碱基脱氨酶催化的胞嘧啶 /腺嘌呤

脱氨功能相结合[11-13]，开发了适用于谷氨酸棒

杆菌的多位点碱基编辑技术。天津工业生物所

Wang 等利用 nCas9 和胞嘧啶脱氨酶的融合蛋白，

开发了多元自动化基因组编辑方法 MACBETH，

该方法不使用 DNA 模板，不依赖同源重组，不

产生双链 DNA 断裂，可在染色体靶位点实现

CT 的编辑，对单靶点、双靶点和三靶点的编

辑效率可分别达到 100.0%、87.2%和 23.3%[11]。

随后，该团队利用识别不同 PAM 的 Cas 突变体，

将 PAM 限制由 NGG 扩展为 NG，使可编辑靶

点数量提高了 3.9 倍；此外通过引入腺苷脱氨

酶，实现了 AG 的编辑[12]。江南大学 Deng
等将上述两种碱基编辑器结合，构建了双碱基

编辑工具 TadA-dCas9-AID，可在靶位点同时实

现 CT 和 AG 的编辑[13]。 
除基因编辑外，对基因的表达水平进行精

细调控也是菌种创制的关键。目前最常用的基

因表达调控方法是在离位  (ex-situ) 构建启动

子或核糖体结合位点  (ribosome binding sites, 
RBS) 的质粒文库，转化进入菌株进行筛选，

但是该方法严重受限于克隆效率和转化效率，

难以实现多基因同时的表达调控。天津工业生

物所 Wang 等基于前期开发的碱基编辑技术，开

发了一种新型的多基因精细表达调控技术，命名

为 BETTER (base editor-targeted and template-free 
expression regulation)。BETTER 的工作原理是

在需要调控的目的基因前插入特定的启动子、

RBS 等表达调控元件，然后使用 CRISPR 引导

的碱基编辑器对表达调控元件进行编辑，产生

遗传多样性，原位构建表达调控元件文库，从

而调节目的基因的表达水平。该过程不需要合

成和转化 DNA 文库，不依赖于外源 DNA 与染

色体的同源重组，也不产生双链 DNA 断裂，因

此具有高效、简便、宿主普适性强等优点。该

技术在谷氨酸棒杆菌中成功实现了 10 个基因

的同时表达调控，为代谢网络重编程提供了新

的技术手段[14]。 

1.2  氨基酸菌种的高通量进化与筛选 
基因编辑与调控技术的不断进步使得研究

人员具备了对谷氨酸棒杆菌的理性改造能力。

但是同时，非理性或半理性的突变技术仍然在

菌种迭代中扮演着重要的作用。因此，高通量

的菌种和元件进化筛选技术近年来也受到学术

界和产业界的广泛关注。目前较为成熟的是基

于氨基酸生物传感器的进化筛选技术。德国生

物与地球科学研究所的研究团队在氨基酸生物

传感器研究中做出了重要的工作。Mustafi 等利

用谷氨酸棒杆菌转录调控因子 Lrp 与荧光蛋白

eYFP 构建了可监测胞内 L-缬氨酸浓度的生物

传感器，利用该生物传感器从随机突变文库中

筛选出胞外积累支链氨基酸 (L-缬氨酸、L-亮氨

酸、L-异亮氨酸) 的突变株[15-16]。Binder 等以荧

光蛋白 eYFP 作为报告系统，构建了基于转录

调控因子 LysG 的碱性氨基酸 (L-赖氨酸、L-精
氨酸、L-组氨酸) 生物传感器，并通过荧光激活

细胞分选  (fluorescence-activated cell sorting, 
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FACS) 从随机突变文库中筛选获得了 L-赖氨

酸生产菌株[17]。随后，该团队继续利用该生物

传感器对碱性氨基酸合成关键酶 LysC、ArgB、

HisG 以及四碳回补途径的丙酮酸羧化酶进行

了进化筛选，获得了解除反馈抑制和催化活性

提升的突变体[18-19]。 
近期，我国研究团队开发了基于蛋白质翻

译元件的新型氨基酸生物传感器，并成功应用

于氨基酸生产菌种的进化筛选。北京理工大学

Zheng 等开发了一套基于稀有密码子的氨基酸

生物传感器和筛选系统，其工作原理是在荧光

报告基因或抗生素抗性基因的编码序列中引入

目标氨基酸的同义稀有密码子，该氨基酸合成

增强时，菌种输出更高的荧光信号或更强的抗生

素抗性，利用该系统，研究者成功筛选获得了高

产 L-精氨酸、L-亮氨酸、L-丝氨酸的菌种[20]。天

津工业生物所 Sun 等利用氨基酸底物亲和性改

变的氨酰 tRNA 合成酶突变体，开发了通用型

氨基酸生物传感器，可有效实现异亮氨酸高产

菌种的进化筛选，并为其他氨基酸生物传感器

的开发提供了新的思路[21]。 
除了基于生物传感器的高通量进化筛选体

系，天津工业生物所 Chen 等提出了一种基于人

工营养缺陷型菌株的蛋白质元件高通量进化筛

选技术。由于蛋白质功能往往与细胞生长密切

相关，因此可以通过设计人工营养缺陷型菌株，

建立细胞生长和蛋白质特性之间的联系，实现

生长偶联的蛋白质突变体高通量筛选[22]。该思

路已经成功指导乙酰 CoA 营养缺陷型谷氨酸棒

杆菌的构建，以及非氧化糖酵解 (non-oxidative 
glycolysis, NOG) 途径关键酶磷酸转酮酶的定

向进化，为高原子经济性氨基酸合成途径的构

建提供了优秀的催化元件[23]。 
基于以上使能技术的创新，天津工业生物

所团队对 L-赖氨酸、L-谷氨酸等大宗氨基酸工

业菌种进行了改造提升。赖氨酸新菌种在十万

吨级生产线实现工业化应用，成果获得中国产

学研合作促进会“产学研创新成果奖”、中国科学

院科技促进发展奖等奖励。谷氨酸新菌种在百万

吨级生产线上推广应用，产酸浓度达到 230 g/L，
发酵强度达到 6.8 g/(L·h)，尤其是影响生产成本

的关键技术指标糖酸转化率较出发菌株提高

5%，达到 73%，实现平均节粮 10%，节能 15%，

成果获得 2020 年内蒙古自治区科学技术进步

一等奖。 

2  B族维生素工业菌种的迭代创制技术 
维生素是所有生物必需的有机化合物，经

常作为关键代谢反应的辅酶。植物和微生物可

以天然合成维生素，而人类和动物需要通过食

物获得维生素。B 族维生素是一类重要的维生

素，如人们熟知的维生素 B1 (硫胺素)、维生素

B2 (核黄素)、维生素 B5 (泛酸)、维生素 B7 (生
物素)、维生素 B9 (叶酸)、维生素 B12 (氰钴胺) 
等。B 族维生素对于维护人体健康、预防及治疗

多种疾病都有着重要的作用，是重要的生物发酵

产品。枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)、大肠杆

菌、苜蓿中华根瘤菌 (Sinorhizobium meliloti) 等
多种微生物都在工业上用于维生素的生产。枯

草芽孢杆菌是革兰氏阳性细菌，可形成内生抗

逆芽孢，被认为是生物安全微生物，具有生长

快，易于培养等优势，目前广泛应用于多种维

生素和工业酶的发酵生产。但是，相比于大肠

杆菌等模式菌种，枯草芽孢杆菌的基因表达调

控系统较为缺乏，限制了基于枯草芽孢杆菌的

工业菌种的改造提升。 

2.1  枯草芽孢杆菌的新型基因表达调控系统 
基因精细表达调控可以有效平衡细胞生长

与产物合成模块的代谢流竞争，缓解胞内代谢

压力，最大化微生物的产物合成能力。然而现
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有枯草芽孢杆菌的基因表达调控系统都存在着

一些限制性因素，例如启动强度不足、诱导物

价格昂贵、抗菌素或抗生素等诱导物对细胞有

毒害作用等，限制了其在扩大化生产中的实际

应用潜力。 
为了解决上述问题，天津工业生物所 Fu 等

在枯草芽孢杆菌中开发了具有自主知识产权的

基于麦芽糖转录激活因子操纵子 (MalO) 的基

因 表 达 调 控 系 统 MATE (maltose-inducible 
expression system, MATE)，实现了目标基因的

高强度、高严谨表达与调控[24] (图 2)。通过对

麦芽糖启动子 PmalA的操纵子序列 (MalO) 进行

鉴定、突变和高通量筛选，获得了一系列具有

不同强度的启动子突变体，并对 MalO 序列在

启动子中的位置和序列进行调整，构建出在单

细胞内能够兼容的诱导激活型 /抑制型系统

MATE-ON/OFF，并运用流式细胞仪证明 MATE
诱导系统具有高均一性和高重复性；加入激活

型核糖开关整合转录-翻译调控元件，进一步提

高了系统严谨性，在保持表达强度的条件下实

现 790 倍的诱导倍数，实现了系统强度和系统严

谨性的兼得；分析了 MalO 在不同数量和距离

下对启动子强度的影响，通过改变 MalO 在启动

子中的数量或位置可实现对启动子强度的减弱

或增强。利用构建的 MATE-ON/OFF 系统，调

控枯草芽孢杆菌的细胞分裂和形态，可高效调控

合成途径，实现了高产维生素 B2 等营养化学品。 
除上述 MATE 系统外，最近国内研究者还

报道了多个不同功能的枯草芽孢杆菌基因表达

调控系统。例如，江南大学 Yu 等在枯草芽孢杆

菌中创制了温敏型多模块时序双向调控系统。

该系统利用大肠杆菌噬菌体中温敏型转录因子 

 

 
 
图 2  MATE 基因表达调控系统的开发及在维生素合成中的应用[24] 
Figure 2  Development of gene expression regulation system MATE and its application in vitamin 
biosynthesis[24]. 
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突变体 CI857设计创制了不同激活温度的表达系

统，并结合 CRISPR 干扰 (CRISPR interference, 
CRISPRi) 系统，实现温度诱导的双向表达调  
控[25]；江南大学 Xu 等基于枯草芽孢杆菌内源的

群体感应系统 ComQXPA，开发了一系列兼具

诱导起始范围宽和转录强度高的枯草芽孢杆菌

自诱导表达系统[26]；天津工业生物所 Ye 等在枯

草芽孢杆菌中开发了基于 T7 RNA 聚合酶的高

效表达系统，实现了多种目标蛋白的高水平表

达[27]。这些基因表达调控系统的开发，极大地

丰富了枯草芽孢杆菌的代谢调控工具箱，为维

生素等工业菌种改造提升奠定了技术基础。 

2.2  B 族维生素合成途径设计与组装 
近几年基因合成成本降低，DNA 组装技术

快速发展，使得设计重构维生素等复杂化合物

的合成途径成为可能。维生素 B12 结构复杂，

合成途径很长，涉及基因多。在重构复杂长合

成途径时，多采用多元模块工程，按代谢节点

对途径进行模块式划分，以降低途径的复杂程

度。通过建立并优化模块功能以及调节模块之间

的表达强度，实现模块与模块之间的组合设计和

迭代适配[28]。天津工业生物所 Fang 等通过对维

生素 B12 合成途径的分析，将其分解成 5 个模块，

采用“自下而上”的多基因组装表达策略，将荚

膜红细菌 (Rhodobacter capsulatus)、马尔他布

鲁氏菌 (Brucella melitensis)、苜蓿中华根瘤菌

等 5 株细菌中的 28 个异源基因分配到大肠杆菌

染色体与 3 个质粒上，使用 IPTG 诱导的 PT7、

Ptac、Ptrc 等启动子控制基因表达 (图 3)。进一

步通过解除核糖开关抑制，优化合成模块表达

元件，sRNA 抑制竞争途径等策略，解决了多

基因的组装与适配机制问题，最终实现了大肠

杆菌中从头合成维生素 B12
[29]。 

但是，上述第一代工程菌种在质粒维持、

异源基因表达、菌种生长、产物生产等方面不

协调，菌种不稳定问题突出。该团队通过 RBS
文库组合调控前体合成模块，精准弱化血红素

和西罗血红素竞争途径，提高了维生素 B12 中

间体氢咕啉酸的产量[30]。进一步，通过解除维

生素 B12 合成途径的代谢瓶颈，将关键合成模

块重新排列、整合，降低异源途径对宿主的代

谢负担，获得了第二代维生素 B12 工程菌种，结

合发酵工艺优化，进一步提升了大肠杆菌合成维

生素 B12 的产量，达到 530.29 μg/(g DCW)[31]。

鉴于前两代菌种都使用质粒表达外源基因，影

响菌种的生物量和维生素 B12 产量，因此，该

团队建立了染色体位点和多基因模块重排策

略，通过 CRISPR 介导的基因大片段整合技术，

将 28 个异源基因全部整合在染色体上，得到

了无质粒、稳定性进一步提升的维生素 B12 第

三代工程菌种。维生素 B12 产量和生物量较之

前菌种提高 2 倍，发酵周期比工业应用菌种缩

短约 140 h。以上 B 族维生素工业菌种迭代创

制的相关成果获得 2020 年天津市科学技术进

步一等奖和 2020 年中国轻工联合会科技进步

二等奖。 

3  柠檬酸工业菌种的迭代创制技术 
柠檬酸是一种三羧酸类化合物，主要用于

食品工业，如酸味剂、增溶剂、缓冲剂等。柠

檬酸是世界上用生物法生产的产量最大的有机

酸，也是我国发酵行业的支柱产品之一，全球

产量达 200 万 t，并以每年 5%的速度递增[32]。

黑曲霉为子囊菌属的丝状真菌，是重要的工业

发酵微生物，在有机酸与酶制剂领域具有广泛

应用[33-34]，自 1923 年首次被用于柠檬酸生产，

是目前柠檬酸生产的主力菌种。黑曲霉作为柠

檬酸等有机酸的发酵工业菌种，具有一系列独

特优势，例如在极端低 pH 值条件下可保持旺

盛的代谢活力，对复杂原料的转化利用能力强， 
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图 3  维生素 B12 合成途径与模块组装[29] 
Figure 3  The biosynthesis pathway and modules of vitamin B12

[29]. 
 
具有较强的发酵鲁棒性与高生产强度，能够很

好地适应粗放的工业发酵条件。但是，黑曲霉

遗传调控复杂，分子操作难度大，传统工业发

酵菌种的选育多通过随机诱变筛选获得。近年

来，基因编辑技术与系统生物学的快速发展将

黑曲霉研究推入后基因组时代，使我们能够从

基因组水平上更加全面系统地认识与改造黑曲

霉底盘细胞，为柠檬酸等有机酸的工业菌种改

造提升提供了新动能 (图 4)。 

3.1  黑曲霉的基因编辑与调控 
黑曲霉遗传背景复杂，DNA 同源重组频率

非常低，导致黑曲霉分子操作难度较大。因此，

基因组编辑技术是黑曲霉细胞工厂构建与优化

的关键技术。黑曲霉传统基因操作往往需要较

长的同源臂与大量转化子的筛选，存在操作繁

琐，费时费力等问题。基于 CRISPR 的基因组

编辑技术，以操作简单、靶向特异、编辑高效、

通用性广等优势得到广泛应用[35]。但由于黑曲

霉等丝状真菌中小 RNA 的研究较缺乏，sgRNA
的表达成为建立 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术

的首要问题。芬兰国家技术研究中心 Kuivanen
等利用 T7 启动子在体外转录合成 sgRNA，然 
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图 4  产柠檬酸黑曲霉工业菌株的系统代谢与形态工程 
Figure 4  Systems metabolic and morphological engineering of citric acid producing Aspergillus niger cell 
factory. 
 
后与 Cas9 蛋白形成复合体后，转化至细胞内进

行瞬时编辑[36-37]，但编辑效率受 sgRNA 稳定性与

转化效率的影响较大[38]。丹麦技术大学 Nødvig
等以构巢曲霉的 PgpdA 启动子起始 sgRNA 的表达

在曲霉中建立了基因组编辑技术，但由于 RNA
聚合酶Ⅱ用于小 RNA 转录时，往往引起通读，

而严重影响 sgRNA 的构象[39]，需在 sgRNA 的

5′-端与 3′-端添加自我切割的核酶，分子操作较

为繁琐。天津工业生物所 Zheng 等测试发现来

源于人类、酵母及黑曲霉内源的 U6 snRNA 启

动子均可实现黑曲霉中 sgRNA 的表达，但基因

失活效率相对较低[40]。后续 Zheng 等发现内源

5S rRNA 启动子可显著提高 sgRNA 的表达水

平，使基因靶向失活效率达 100%。进一步搭建

了黑曲霉高效基因组编辑工具包，以 40 bp 的

短同源臂供体 DNA 可以简便地实现单位点、多

位点的基因敲入以及长至 48 kb 的大片段 DNA
敲除等基因组精准编辑[41]。 

除基因编辑外，基因表达调控也是细胞工

厂构建与优化的重要使能技术。启动子是基因

表达调控的重要元件，不同强度的启动子可以用

于优化代谢流量。黑曲霉的强启动子元件相对较

少，构巢曲霉组成型启动子 PgpdA
[42]与黑曲霉自

身诱导型启动子 PglaA
[43]较为常用。传统启动子

挖掘多以 β-葡萄糖苷酸酶  (β-glucuronidase, 
GUS) 为报告蛋白，奥地利维也纳应用科学大

学 Blumhoff 等以 GUS 为报告蛋白评估了 6 个

黑曲霉内源启动子，发现在 CBS513.88 与 ATCC 
1015 中组成型启动子 PmbfA 表现出较强转录活

性[44]，其用于过表达柠檬酸外排蛋白时，柠檬

酸产量由出发菌株 ATCC 1015 的 24 g/L 提升至

33 g/L，提升 37%。启动子评估时需考虑菌体

量的影响，因此需要以单位菌体的酶活来表征

启动子的活性，同时，启动子挖掘评估需要考

虑启动子驱动的表达盒在基因组上的整合位点

与拷贝数，操作较为复杂繁琐。天津工业生物

所 Lu 等利用高效 CRISPR/Cas9 系统建立了荧

光蛋白与筛选标记的联合双筛启动子评估系
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统，可准确地定量评估启动子的转录强度。通

过筛选发现黑曲霉内源甘油醛-3-磷酸脱氢酶

PgpdAg 启动子报告菌株的荧光表达强度最强，为

常用的构巢曲霉 PgpdAd 启动子的 2.27 倍。采用

该启动子过表达柠檬酸转运蛋白后，柠檬酸产

量较出发菌株提高 2.48 倍[45]。除组成型启动子

外，诱导型启动子也是重要的调控元件。基因

表达调控首先可通过利用基于 CRISPR/Cas9 系

统的高效基因精准编辑将目标基因的天然启动

子替换为诱导启动子，从而实现基因表达优化

与基因功能定量分析。天津工业生物所 Zhang
等将黑曲霉 pyrG 基因的启动子原位替换为

Tet-on 诱导启动子[46-47]，利用不同诱导剂的添

加获得 pyrG 不同表达水平，并进一步分析其与

柠檬酸发酵的定量关系，发现 pyrG 的表达水平

与柠檬酸发酵水平呈负相关。 

3.2  柠檬酸菌种的系统生物学与形态工程 
系统生物学通过基因组、转录组、蛋白质

组、代谢组与代谢流组等多组学数据，全局分

析细胞在 RNA、蛋白与代谢物等不同层面上的

变化规律，进而通过数据驱动的基因组规模的

模型化来模拟和认识工业细胞工厂。基因组是

生命体遗传信息的载体，是认识生命过程的基

础。2007 年工业酶生产菌株黑曲霉 CBS513.88
基因组公布后[48]，天津工业生物所 Sun 等通过

高质量的基因组注释与比较基因组研究，重构

了第一个黑曲霉基因组规模的代谢模型，并发

现黑曲霉在糖酵解、三羧酸循环及 NADH 再生

等途径中存在丰富的冗余基因，首次从基因组

水平上预测了黑曲霉柠檬酸高产机制，这为功

能基因组学的深入研究奠定了基础[49]。随后，

转录组、蛋白质组与代谢组检测与分析技术也

陆续建立。德国柏林工业大学 Schäpe 等建立了

转录组数据的斯皮尔曼相关性分析方法，通过

155 组不同条件下的黑曲霉转录组数据的整合

分析，构建了 9 500 个基因共表达子网络与基

因组规模的转录调控网络[50]。与转录组相比，

代谢组数据更能反映细胞代谢的真实状态。但由

于大多数代谢物的半衰期较短，因此代谢物样品

制备与检测是获得准确代谢组数据的关键[51-52]。

天津工业生物所 Zheng 等建立了基于液质联用

的胞内代谢组样品制备检测的标准化流程，并

系统解析了柠檬酸工业发酵过程的动态胞内代

谢谱，发现丙酮酸、草酰乙酸与苹果酸等前体

供给是柠檬酸快速积累的关键[52]。系统生物学

尤其是针对工业发酵过程的多组学分析，为黑

曲霉细胞工厂设计与系统代谢工程改造提升工

业生产菌株的发酵性能提供了新的研发思路。 
除系统生物学与合成生物学外，定量合成

生物学也成为新兴的研究方向。定量分析细胞

工厂内在的规律是提升细胞工厂的定量设计能

力的关键。在定量合成生物学中，如何将复杂

的表型进行数字化定量是首要解决的问题。与

单细胞微生物不同，黑曲霉是复杂的丝状真菌，

具有极性生长的特性，因此在液体深层发酵中

会形成复杂的形态，如分散的菌丝体、疏松的

菌丝团或相对紧实的菌丝球等不同的菌体形

态。不同菌体形态直接影响发酵生产中的流变

特性与传质传热，从而决定工业生产的成败。

近年来，定量表征黑曲霉形态特征的新工具新

方法的出现也在不断推进我们对黑曲霉形态调

控的认识，为黑曲霉细胞工厂人工菌体形态的

设计控制奠定基础[53-54]。天津工业生物所与德

国柏林工业大学的研究团队联合开发了一种基

于 ImageJ 的高通量菌球形态定量分析软件[55]，

可实现每人每天 2.5 万个菌球形态检测，获得

菌球的面积、直径、纵横比、粗糙度以及菌体

形态综合表征参数，将黑曲霉形态从定性描述

推进为定量化刻画。借助这一形态定量分析方

法，结合基因共表达网络、高效 CRISPR/Cas9
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基因组编辑技术与 Tet-on 基因诱导表达系统，

该团队利用形态定量数据与基因定量表达的关

联分析，鉴定出 cAMP 信号转导通路蛋白激酶

PkaC[56]、ADP 核糖基化因子及其调控蛋白[57]、

内吞作用 γ-衔接蛋白 AplD[55]与蛋白激酶 PhkA[58]

等是细胞生长、形态发育、蛋白分泌、有机酸

生产的关键调控枢纽蛋白。 
黑曲霉生理代谢与分子调控的系统解析与

各种使能技术的不断完善，进一步推进了基于

黑曲霉的柠檬酸生产菌株的改造优化。天津工

业生物所与中粮生物化学股份有限公司合作研

发，结合高效诱变定向筛选育种策略，获得了具

有自主知识产权的柠檬酸高产新菌株，产酸水平

提高了 11.8%，糖酸转化率提高 11.63%，相关

研究成果获中国粮油协会科技进步特等奖。 

4  燃料乙醇工业菌种的迭代创制技术 
燃料乙醇是燃烧清洁的高辛烷值燃料，也

是优良的燃油品改善剂。因燃料乙醇可利用秸

秆、淀粉等可再生资源生产，因此使用生物燃

料乙醇可有效减少石化资源消耗，降低碳排放。

酿酒酵母  (Saccharomyces cerevisiae) 是重要

的工业发酵菌种，在酿酒、食品及生物燃料生

产中有广泛应用。在工业生产过程中，酿酒酵

母经常会面对多种环境因素的胁迫作用，包括

高温、高渗透压和乙醇胁迫等。这些胁迫会诱

导基因表达调控，改变细胞的多种重要生理功

能，从而影响生物发酵过程的效率。因此，开

展适应进化与先进的基因组分析研究，发展基

因组水平编辑进化改造技术，进行多重胁迫耐

性重编程，选育高性能生产菌种，是满足燃料

乙醇发酵工业需求的重要策略 (图 5)。 

4.1  基于基因组编辑的底盘耐受性工程 
自然诱变筛选、基因组重排 (genome shuffling)、

适应性进化等传统育种技术在改善微生物胁迫

耐性方面取得重要进展[59]，但是通过这类技术

获得的突变菌株由于许多相关基因突变及表达

水平变化难以准确定量，从而给耐性机理的揭 
 

 
 
图 5  酿酒酵母面临的不同胁迫及多重胁迫耐性重编程 
Figure 5  Different stresses that Saccharomyces cerevisiae encounters and reprogramming of S. cerevisiae 
for improved multiple-stress tolerance. 
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示带来较大的困难，无法有效地指导下一轮的多

重胁迫耐性改造和优化。近来，不断发展的锌指

核酸酶 (zinc-finger nucleases, ZFNs)、转录激活因

子样效应物核酸酶  (transcription activator-like 
effector nucleases, TALENs) 和 CRISPR 等基因

组编辑技术取得突破性进展，这些颠覆性技术

具有简便高效、模块化、易于扩展、可进行多

位点定点修饰等优点，为酿酒酵母育种带来了

新的机遇 [60-61]。 2010 年，明尼苏达大学的

Christian 等首次报道了利用 TALENs 技术实现

酵母基因组编辑 [62]。2013 年，波士顿大学的

DiCarlo 等首次将 CRISPR/Cas9 系统应用于酿

酒酵母中，分别将单链和双链外源片段介导的

同源重组效率提高了 5 倍和 130 倍[63]。在国内

外相关研究进展的基础上，天津工业生物所团

队先后发展了适应性进化和基因组编辑辅助胁

迫抗性重编程技术体系，建立了应对复杂表型

的高效育种手段，可以进行酿酒酵母从非理性、

半理性到理性的改造，实现全基因组水平的随

机突变，靶向特定启动子及调控区的随机突变，

以及靶向特定调控基因的基因组原位突变，使

得酿酒酵母耐温、耐醇、耐渗等胁迫耐性得到

提升，从而加速了酵母遗传与表型性状的进化

改造，为进一步的高性能菌种选育、鲁棒性提

升奠定了基础 (图 6)。 
4.1.1  TALENs 介导基因组多位点编辑提高酵

母胁迫耐性 
酿酒酵母的胁迫耐性往往需要不同基因的

协同作用，包括多层次的转录与调控网络。其

中，转录调控元件可以通过整合不同信号，调

节相关基因的协同表达，形成转录组合调控，

应对复杂的外界环境。因此，构建大规模、可

协同、多位点的转录元件调控平台，有利于形

成表型的多样性，对于实现菌种高效选育与改

造具有重要意义。天津工业生物所的 Zhang 等基

于 TALENs 编辑技术，开发了 TALENs 介导的多

位点基因组编辑 (TALENs-assisted mutliplex 
editing,  TAME) 技术 [ 6 4 ]。该技术主要基于

TALENs 特异性识别修饰真核启动子区保守序

列 TATA 框与 GC 框之间的关键区域，引起不

同基因的差异表达，形成多性状突变菌库。将

TAME 技术应用于酿酒酵母改造中，实现了快

速多位点编辑与进化，有效提高了工业酿酒酵

母的胁迫耐性，筛选获得耐高渗菌株、耐高温

菌株，乙醇生产能力提高了 1.3 倍[65]。基因组

学分析发现，突变菌株通过相关基因突变从而

形成了更加抗逆的细胞膜和细胞壁结构，使细

胞获得更加强劲的抗胁迫性能。TAME 技术可 

 

 
 
图 6  酿酒酵母适应性进化和基因组编辑辅助胁迫抗性育种 
Figure 6  Adaptive evolution and genome editing for improving the stress tolerance of Saccharomyces 
cerevisiae. 
 



 
 

周文娟 等/发酵工业菌种的迭代创制 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4213 

 

以作为通用性的平台技术为酵母基因组工程改

造提供新的策略和手段[66-67]。 
4.1.2  mGE 介导基因组编辑提高酵母胁迫耐性 

基因组编辑技术的发展为加快酿酒酵母菌

种选育和优化改造提供强有力的使能技术。由

于受限于酿酒酵母非同源性末端接合  (non- 
homologous end joining, NHEJ) 修复引入突变

能力较差，在酿酒酵母中难以利用基因编辑技

术进行 NHEJ 介导的基因组多样性突变和可遗

传转录调控。最近，天津工业生物所的 Wang
等基于 CRISPR 编辑技术，通过改造酿酒酵母

内源的 DNA 双链断裂修复途径，建立了不依赖

模板的 CRISPR 高效致突变基因组 (mutagenic 
genome editing, mGE) 技术，并实现靶向基因的

可遗传多样性调控表达 [68]。通过评价和比较

DNA 修复途径中 9 个关键基因的敲除、过表达

或氨基酸突变等 16 个改造对 4 种常用编辑工具 
(CRISPR/Cas9、CRISPR/Cpf1、TALENs、CRISPR/ 
Cas9-N863A) 在没有外源 DNA 模板的情况下

引入随机突变能力的影响，发现调节 DNA 修复

蛋白，特别是 Mre11、Sae2 和 Exo1 等 DSB 末

端切除蛋白可以显著增强不同基因组编辑工具

引入突变的效率和多样性。将此技术应用于酿

酒酵母菌株改造，利用 MRE11-H125N (MRE11
核酸酶活性失活的等位基因) 和 CRISPR/Cpf1
组合形成基因组多样性编辑策略，并通过调节

水甘油通道蛋白基因 FPS1 和甘油-3-磷酸脱氢

酶基因 GPD1 的表达使甘油生成能力不同程度

下降，并使乙醇产量最高提高 10%。研究成果

将扩大基因组编辑在基因表达多样化和增强基

因组进化中的应用。 
4.1.3  碱基编辑转录因子全局扰动 

基于 CRISPR/Cas 等的基因组编辑技术为

拓展酿酒酵母遗传改造和性能提升提供了前所

未有的有力工具，可以进行基因敲除或整合以

及转录激活或失活。然而，这些工具大多用于

产生插入和删除而不是核苷酸替换，并且通常

需要外部供体 DNA。在高等生物中建立的胞嘧

啶/腺嘌呤碱基编辑器，可以在基因组上引入原

位基因突变，为蛋白质工程和细胞性能改造提

供了新的定向进化策略[69]。天津工业生物所的

Liu 等在酿酒酵母中采用 Target-AID 胞嘧啶碱

基编辑器，靶向全局转录调控基因 SPT15 进行

原位扫描核苷酸突变，从而在细胞中引入蛋白

质点突变，共获得 36 个胁迫耐受性存在差异的

Spt15 点突变菌株[70]。其中，有 18 个突变株可

以同时耐受高渗、高温和乙醇胁迫，其发酵能

力提高了 1.5 倍以上，这些胁迫耐受的点突变

主要位于 Spt15 蛋白的 N 端和马鞍形三级结构

的凸面。对胁迫耐受性最高的 3 个点突变 
(A140G、P169A 和 R238K) 和胁迫最敏感的   
2 个点突变 (S118L 和 L214V) 进行比较转录组

分析，揭示了这些点突变菌株在应对胁迫时所

共同的和特有的全局转录重编程以及转录调控

中心。根据蛋白质结构比对分析，这 5 种氨基

酸的变化对 RNA 聚合酶Ⅱ转录机器中 Spt15 与

DNA 以及其他蛋白质的相互作用产生了不同

的影响。这些结果表明，Target-AID 碱基编辑

器为酿酒酵母靶向原位扫描突变提供了强有力

的工具，同时为酵母胁迫耐受性改进提供了更

多潜在靶点。 

4.2  基于多组学的抗胁迫机理解析及底盘

改造 
酿酒酵母作为一种重要的工业微生物和模

式生物，研究人员对其开展了大量的组学研究，

以便加速性状优良菌株的选育和阐明其遗传背

景。天津工业生物所研究团队针对选育到的一

系列胁迫抗性菌株，以及自然和工业上用的菌

株，进行了胁迫抗性和发酵性能的组学分析，

挖掘与复杂性状关联的有益突变，解析胁迫抗
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性机理及调控机制。陆续解析了突变菌与野生

菌的两两比较、系列菌株的多重比较，以及群

体基因组比较，挖掘了一些有益突变和机理 
(图 7)。通过对一株高温适应性进化工业菌株和

出发菌株进行长时间高温压力条件下的全细胞

蛋白质组定量分析，并与经典的热激应答相关

蛋白质组学研究结果进行比较，揭示了该进化

菌株在长期高温胁迫下的蛋白质组响应与实验

室菌株受到短暂热激引起的蛋白质组响应虽然

有相似之处，但也存在明显的不同[71-73]。通过

对可能调控蛋白组全局扰动的上游转录因子进

行研究，挖掘并阐明了分子伴侣 Mdj1 和代谢酶

Adh1 在工业菌株的耐热生长和乙醇合成中所

起的作用，并通过对关键转录因子敲除菌株的

转录组分析，进一步揭示了与工业酵母长时间

耐热性相关的转录水平的层级调控网络[74]。从

124 株酿酒酵母菌株中筛选到一株耐热的工业

菌株和一株温敏的自然界菌株作为亲本，经杂

交和孢子分离并评价表型后得到优势、劣势和

随机 3 个孢子池，进行孢子池全基因组测序和

数量性状基因座 (quantitative trait locus, QTL) 
定位分析，高效挖掘了与工业酵母高温发酵性

能相关的遗传变异，揭示了海藻糖积累和膜流

动性降低有利于工业酵母的高温发酵性能的分

子基础，为改造和选育适用于高温浓醪发酵的

工业酵母菌种提供了理论依据[75]。对 122 株酿

酒酵母菌株进行了 17 个胁迫条件下的表型检测

和基因组重测序，通过全基因组关联分析，揭

示了与酿酒酵母胁迫抗性相关联的单核苷酸多

态性 (single nucleotide polymorphism, SNP)，这

些相关基因分布在信号转导、转录调控、功能基

因等层面。这些工业菌株耐热性、工业菌株长时

胁迫响应机制等工业复杂性状基因型与表型研

究引起了国内外同行专家的关注，为进一步的机

理解析和高性能菌种选育奠定重要基础[76-78]。 
在上述研究基础上，天津工业生物所团队

经过十年的努力，通过利用模拟工业发酵条件，

使用搭建的快速半自动传代驯化系统 (图 6)，
结合新型基因组编辑与适应性进化技术的开

发，培育出了具有耐高温、高浓醪、高乙醇积

累和工业水抑制物等多重胁迫抗性的新一代

工业酵母菌株，有效解决了高温浓醪发酵生产

乙醇时酵母细胞耐性不足的缺陷，使得发酵后

期的菌株细胞存活率限制提升，并且提高了出

酒率和原料转化利用效率。与市场同类产品相

比，同等条件下出酒率提高 0.3−0.5 个百分点，

并且可实现玉米乙醇浓醪高温发酵，产醇水平

达 20% (V/V)，利用该菌种技术生产了高活性

干酵母，在内蒙古百业成  (16 万 t)、大庆博润

生物  (7 万 t) 等公司乙醇发酵生产线进行了

工业测试，为进一步产业推广应用奠定了重要

基础。 
 

 
 
图 7  酿酒酵母全基因组水平的组学解析 
Figure 7  Genome-wide omics analyses of Saccharomyces cerevisiae. 
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5  总结与展望 
系统与合成生物技术的发展极大地提升了

研究者对工业发酵菌种生理代谢机制的理解以

及代谢调控网络的重塑能力，加快了氨基酸、

维生素、有机酸、生物燃料在内的多种工业发

酵菌种的改造提升，为生物发酵产业向生产效

率更高、生产过程碳足迹更低的方向发展提供

了菌种支撑。但是，目前的菌种设计创制技术

方法仍存在一些局限，需要进一步提升。例如，

目前对合成途径或改造靶点的设计主要基于研

究者的经验，仍缺乏可高精度模拟菌种生理代

谢过程的数字细胞模型，为菌种创制提供精准

的设计蓝图。此外，虽然常用的工业微生物底

盘都已经具有基因组编辑技术，但是通常一次

只能编辑一个靶点，主要依赖人力，大部分技

术未实现自动化和高通量化，对于需要改造大

量靶点的菌种创制研究，菌种迭代编辑周期仍

然较长。因此，菌种设计创制研究的通量与效

率上仍有大量的提升空间，当下的研究范式亟

需变革。 
近年来，自动化、人工智能等学科正与生

命科学交叉融合，“BT+IT”的融合模式将对工业

菌种设计创制的研究范式产生深刻影响。一些生

物发酵产业传统巨头和合成生物学新兴企业，例

如希杰生物、Ginkgo Bioworks、Zymergen、恩

和生物等，都大力布局自动化——数字化的菌

种开发技术体系。可以预见，自动化基因编辑

和检测技术将大幅提升菌种创制和评价的通

量，天津工业生物所的 Biofoundry 平台已经可

以实现大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌等常用工业底

盘 3 000 个/月通量的菌种构建，并结合高通量

质谱设备实现 1 s 1 个样品的定量检测。这将产

生包含多种组学数据的工业菌种生物大数据，

人工智能算法有望将这些生物大数据整理利

用，帮助指导下一轮的菌种设计改造，从而进

一步加快工业发酵菌种迭代升级的速度，获得

综合性能提升的新一代工业菌种，推动生物发

酵产业的高质量发展。 
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