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摘要　蓝细菌是光合作用、叶绿体起源和植物进化等基础生物学研究的重要模式生物，也作为极
具潜力的微生物光合平台在固碳合成领域引起广泛关注。蓝细菌基础生物学研究和生物技术开

发过程中面临大量的复杂生理和代谢表型改造需求，理性的靶向改造技术往往难以取得理想效

果。进化工程不依赖于对微生物遗传背景和代谢网络的认识，在微生物复杂生理耐受表型改造

和相关功能机制解析方面有着显著的技术优势，在蓝细菌基础生物学和生物技术研究中也发挥

了重要作用。结合进化工程的技术特点和实施案例，在蓝细菌基础科学机制解析和光合生物制

造技术开发两条路线上，对进化工程的应用进展进行了总结并对未来发展方向进行了展望。
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　　进化工程（ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）又称适应性实

验室进化（ａｄａｐｔｉｖｅｌａｂｏｒａｔｏｒｙｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，ＡＬＥ），是指模拟

自然界“物竞天择、适者生存”的进化规律，在具有选择

压力的特定环境条件下对微生物细胞进行长期传代培

养，通过筛选和富集基因组优势突变，获得具有目标表

型的进化菌株的微生物育种技术［１］。适应性实验室进

化实验最早报道于 ２０世纪 ５０年代，即 Ｎｏｖｉｃｋ和

Ｓｚｉｌａｒｄ［２］在恒化器培养过程中诱导大肠杆菌自发突变；

类似技术后来被广泛应用于大肠杆菌、酵母等模式微

生物以及工业微生物的研究和改造中，在提高细胞生

理耐受性、底物利用谱及目标代谢物产量等特性上取

得了良好的应用效果［３４］。近年来，随着生物信息学和

ＤＮＡ测序技术的发展，通过对进化工程菌株进行多维

组学分析，结合生理生化测试，还可以对决定进化表型

的内在机制进行解析，进而指导新一代工业微生物的

理性设计与改造［１］。

　　蓝细菌是一类能够进行放氧型光合作用的原核微

生物，被认为是地球上最古老和最大的细菌类群之

一［５］。根据古生物化石分析发现，蓝细菌可能出现于

３４亿年前，是最早的放氧生物，对地球含氧环境生成和

生物圈发展维持起到了至关重要的作用［６９］。此外，蓝

细菌能够放氧、固碳和固氮［１０１１］这三种特性，使其成为

地球生态系统三大重要元素的提供者，在地球生物化

学循环中发挥着重要作用。蓝细菌被认为与植物叶绿

体具有相同祖先，其光合作用机制与高等植物和真核

微藻高度相似［１２］，而且具有结构简单、生长快速、生活

史简单、遗传操作便捷等特点，因此蓝细菌一直作为模

式生物被应用于光合作用、叶绿体起源和植物进化等

基础生物学研究［１３］。近年来，蓝细菌又被视为极具潜

力的微生物光合平台，能够利用光能将二氧化碳和水

转化为生物质和各类代谢产物，达到固碳减排和清洁

生产的双重效果；应用合成生物学和代谢工程技术，蓝

细菌天然代谢网络还能够得到有效重塑和拓展，用于

各类非天然代谢产物的合成［１４１９］，在生物燃料和生物

基化学品绿色合成方面展现了巨大潜力。
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　　无论是面向重要生理和代谢机制解析的蓝细菌基

础生物学研究，还是面向固碳合成的蓝细菌光合生物

制造技术开发，都面临大量涉及细胞生长、抗逆、光合、

固碳等复杂表型的改造需求。于前者而言，为解析未

知的生理代谢机制，往往以获得具有特定表型的突变

体为前提，在此基础上结合系统生物学技术逆向挖掘

功能突变及相关机制；于后者而言，蓝细菌平台相比大

肠杆菌、酿酒酵母等模式生物体系缺乏高效、丰富的遗

传操作工具，各类复杂、多维表型的改造难以通过理性

设计和靶向操作的技术流程完成，而更多依赖于非理

性、非靶向式的菌株改造模式。针对上述背景，进化工

程以其不依赖于对遗传背景和基因型表型关系的先验

知识的“黑箱”式操作模式而发挥重要作用［２０］。本文将

结合近期进化工程技术发展趋势和成功应用案例，从基

础科学机制解析和光合生物制造技术开发两个方向对进

化工程在蓝细菌菌株改造领域的应用进行介绍和展望。

１　进化工程的原理和方法

　　进化工程模拟自然的“变异选择”过程，在一定选

择压力下，人工筛选出具有特定优良性状的菌株。变

异是微生物群体中基因型和表型多样性的来源，这是

获得具有目标表型进化菌株的基础。选择决定进化方

向，合适的选择压力和筛选策略对进化效率至关重要。

１．１　变异来源

　　根据变异来源，在蓝细菌中应用的进化工程方法

包括长期适应性实验室进化、理化诱变、转座子诱变、

ＣＲＩＳＰＲｉ和超突变进化（表１）。在长期适应性实验室

进化中，天然情况下细胞的自发突变提供了进化动力，

然而细胞基因组复制保真性极高，尽管蓝细菌具有相

对较快的生长速率和较大的种群规模，但通过连续传

代以积累自发有利突变往往要经历较长的时间周期。

例如，在集胞藻 Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３藻株（以下

简称集胞藻 ＰＣＣ６８０３）的镉离子耐受性进化过程中，

Ｘｕ等［２１］经过８０２天（１２８代）的连续传代，才将集胞藻

ＰＣＣ６８０３的镉离子耐受限度从４．６μｍｏｌ／Ｌ提高到至

９．０μｍｏｌ／Ｌ。

表１　不同变异引入方法的优缺点比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｄｖａｎｔａｇｅｓａｎｄｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

类型 策略 优点 缺点

自发突变 在选择压力下进行长期连续传代以积

累自发突变

利用自然存在的变异机制，无须额外

实验干预，技术难度低

１．进化周期长；２．人力成本较高；３．变
异位点随机，无法控制变异范围

理化诱变 使用最佳剂量的 ＵＶ、ＭＮＮＧ、ＭＭＳ或
ＥＭＳ对细胞进行诱变处理，然后在特
定选择压力下筛选或在逐渐升高的选

择压力下进行传代，在传代中通常结

合多种理化诱变因子进行多轮处理

丰富变异类型，提高突变频率 １．造成大量细胞损伤，降低效率；２．引
入大量变异，其中可能包括较多的无

用或不利突变；３．变异位点随机，无法
控制变异范围

转座子诱变 构建体内转座子标记诱变系统，然后

在特定选择压力下筛选，或直接观测

特定表型并筛选

１．可以引发随机或定向突变；２．便于
定位转座子的插入基因或位置

１．转座子插入位置可能具有一定偏好
性，限制突变范围；２．多数会导致基因
表达中断，偶尔会引发蛋白质功能改

变，因此变异类型有限；３．对基因组进
行饱和突变的成本较高

ＣＲＩＳＰＲｉ
抑制文库

合成针对目标基因或目标途径的

ｇＲＮＡ，构建ＣＲＩＳＰＲｉ文库并转化蓝细
菌构建突变体文库。然后在特定选择

压力下筛选，或直接观测特定表型并

筛选

能够对特定基因或途径进行精确抑制 １．只能导致基因抑制；２．针对大范围
基因设计合成ｇＲＮＡ的成本较高

超突变技术 敲除或过表达细胞复制保真机制中的

关键基因，并使用环境胁迫诱发细胞

的超突变状态，然后在特定选择压力

下筛选，或在逐渐升高的选择压力下

进行传代培养

１．较高突变率可以缩短进化周期，并
提高进化效率；２．边诱变边筛选的体
内连续诱变方式减少了人工干预；

３．引入突变的方式较为温和，筛选获
得的进化藻株中无用或不利突变较少

１．变异位点随机，无法控制变异范围；
２．面对不同胁迫类型和胁迫强度，需
要探索适配的突变率强度

３９
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　　为了提高蓝细菌进化效率，往往需要进行人工干

预，打破基因组复制的高度保真模式，提高细胞传代过

程的变异率。理化因子诱变是微生物育种领域最经典

的人工干预手段，目前在蓝细菌中应用的理化诱变手

段包括Ｎ甲基Ｎ′硝基Ｎ亚硝基胍（ＮｍｅｔｈｙＩＮ′ｎｉｔｒｏ

Ｎｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ，ＭＮＮＧ）、甲基磺酸甲酯（ｍｅｔｈｙｌ

ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，ＭＭＳ）、甲基磺酸乙酯（ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅ

ｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＥＭＳ）等三种化学诱变剂和紫外线（ＵＶ）物理

诱变策略（图１）。不同诱变方法导致的变异类型有所

差异。例如，ＭＭＳ可以烷基化 ＤＮＡ，多数形成 ＧＣ到

ＴＡ或ＴＡ到ＧＣ的转变，ＵＶ诱导ＤＮＡ中嘧啶二聚体形

成，主要导致鸟嘌呤／胞嘧啶到腺苷／胸腺嘧啶的转

变［２２］，因此在进化工程实践过程中通常交替使用不同

类型的诱变方法以丰富变异类型。例如，Ｄａｎｎ等［２３］对

平行传代的６个批次的集胞藻ＰＣＣ６８０３细胞以不同实

施次序进行ＵＶ和ＭＭＳ复合诱变，成功获得了高光耐

受能力显著提升的进化藻株。

　　除理化因子诱变技术之外，基于生物学过程的诱

变策略在蓝细菌进化工程中也有所发展和应用。转座

子诱变是最具代表性的生物诱变技术，其将转座子片

段在微生物基因组中进行随机或定向插入，通常会破

坏基因读码框进而导致转录和翻译失败，偶尔会产生

功能改变的蛋白质（图１）。在蓝细菌中，转座子随机整

合技术被用于全基因组突变文库的构建，进而支撑在

光合、固碳、生长、节律、氧敏感性、固氮、色素降解等相

关生理和代谢表型方面发生异常的突变体的筛

选［２４２８］。ＣＲＩＳＰＲ技术的迅速发展驱动了新型生物诱

变策略的开发，通过将 ｄＣＡＳ９元件（失去切割活性的

ＣＡＳ９蛋白）与全基因组规模的 ｓｇＲＮＡ文库结合，理论

上可以实现对细胞中绝大多数基因的表达抑制，该技

术被称为ＣＲＩＳＰＲｉ［２９］（图１）。Ｙａｏ等［３０］在集胞藻 ＰＣＣ

６８０３中成功开发 ＣＲＩＳＰＲｉ技术，并构建了全基因组规

模的基因抑制文库，进而成功挖掘到了与集胞藻 ＰＣＣ

６８０３乳酸耐受和合成相关的功能基因。超突变技术是

另一种新兴的生物诱变策略，其通过遗传操作对微生

物细胞基因组复制保真机制进行扰动，提高复制过程

的突变率来达到加速突变积累和表型进化的效果［３１］。

本实验室近期在聚球藻 ＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｅｌｏｎｇａｔｕｓＰＣＣ

７９４２（聚球藻ＰＣＣ７９４２）中开发了超突变系统（图１），

通过基因复制保真机制缺陷和环境胁迫的协同扰动诱

发了细胞超突变状态，将细胞突变率提高了三个数量

级，为蓝细菌生理耐受表型的获得提供了可靠的进化

工程新工具，实现了蓝细菌高温、高光耐受表型的高效

连续进化［３１］。

图１　理化诱变、转座子诱变、ＣＲＩＳＰＲｉ抑制文库和超突变进化原理示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ，ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ，

ｐｏｏｌｅｄＣＲＩＳＰＲｉｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｈｙｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

１．２　自动化培养和高通量筛选策略

　　在提高变异速率、加速突变富集过程的基础上，如

何准确、高效的从大量子代群体中将具有目标表型的

进化菌株分选出来，是决定进化工程效率的另一个核

心问题，自动化培养和高通量筛选可以在这一方向上

为提高进化效率发挥重要作用。在自动化培养方面，

４９
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Ｔｉｌｌｉｃｈ等［３２３３］在集胞藻ＰＣＣ６８０３的高温适应性进化过
程中应用了集成温度控制、细胞浓度检测、光照培养和

液体处理的自动筛选培养系统，极大减少了人力成本，

同时提高了对目标表型进行筛选过程中环境参数的控

制稳定性。Ｃａｏ等［３４］开发了基于液滴的微流体平台，

能够在蓝细菌连续培养过程中对一种或两种营养物质

的添加进行自动化控制，并监测其生物质积累速度，从

而实现蓝细菌培养的高通量组合优化。该平台在蓝细

菌对高盐耐受性等浓度控制型的生理耐受表型优化方

面有一定应用前景。对于高通量筛选方法，目前在蓝

细菌中应用流式细胞仪实现了转座子诱变后色素降解

受损突变体的筛选［２７］。此外，通过使用聚羟基丁酸脂

（ＰＨＢ）具有高亲和力的脂质荧光染料，Ｐｒｉｃｅ等［３５］应用

流式细胞仪在 ＥＭＳ诱变后的细胞群体中筛选获得了
ＰＨＢ高产菌株，展现了应用高通量筛选平台提高进化
工程应用效果的可观潜力。

２　进化工程在蓝细菌基础生物学研究的
应用

　　作为最早出现的放氧型光合生物，蓝细菌在地球
大气氧化和好氧生物进化过程中扮演了至关重要的角

色［８］；现阶段，蓝细菌仍然广泛分布在地球各类生态系

统中，提供了生物圈２５％以上的初级生产力，在氧、碳、
氮、磷等重要元素的生物化学循环中发挥重要作用。

长期以来，蓝细菌被用作模式生物进行光合、固碳、固

氮等重要生理和代谢机制的解析，也是研究微生物环

境互作关系的重要模式体系。在未知功能机制解析

中，传统正向遗传学策略发挥了决定性作用，而其关键

环节即在于首先获得目标功能上发生显著变化的突变

体，进而借助遗传、生化及各类组学技术对决定相关功

能的基因特征进行解析。应用进化工程手段可以筛选

获得蓝细菌在特定环境条件下的功能缺陷突变体或适

应特定胁迫环境的耐受型突变体，结合对突变体在形

态、生理、遗传方面的变化分析，即可解析其与环境因

子的互作模式，拓宽对光合、固碳、固氮为代表的蓝细

菌重要生物和生态功能的机制认识［２５２６，３６３８］。

２．１　应用进化工程获得缺陷突变体
　　３０多亿年前，古代蓝细菌是第一批面临缺氧或无

氧环境并通过重建代谢过程来适应有氧环境而生存的

生物，其适应痕迹可能残留在当前蓝细菌的基因组中。

作为阐明蓝细菌对低氧环境潜在适应机制的第一步，

Ｔｅｒａｕｃｈｉ等［２５］对模式蓝细菌集胞藻 ＰＣＣ６８０３进行了

转座子诱变，并从转座子标记突变文库中筛选分离获

得５个在微氧条件下表现出生长缺陷的突变体。在其
中一个突变体中，卡那霉素抗性基因片段插入基因组

并同时删除了两个开放阅读框（ｓｌｌ０５７７和ｓｌｌ０５７８）的部
分片段。研究人员进而构建了 ｓｌｌ０５７７敲除突变株和
ｓｌｌ０５７８敲除突变株，并对其在微氧条件下的生长进行
评价，发现只有ｓｌｌ０５７８部分缺失的突变株表现出生长

缺陷，并在好氧条件下生长正常，这表明该基因编码的

参与嘌呤代谢的 ｎ５羧氨基咪唑核糖核苷酸合成酶
ＰｕｒＫ，对集胞藻ＰＣＣ６８０３对低氧环境的适应具有重要
生理意义。

　　固氮酶是一种催化固氮作用的易受氧影响的金属
酶。为了探究非异形胞蓝细菌中固氮酶如何与含氧光

合作用共存，Ｔｏｍａｔｓｕ等［２６］在非异形蓝藻 Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ
ｂｏｒｙａｎａ中开发了体内转座子标记的正向遗传学方法，
并成功筛选出异常固氮生长的突变体，通过基因组重

测序确定了突变体中转座子的插入位点，从而为蓝细

菌固氮和含氧光合作用之间氧气悖论的分子机制研究

提供了有潜力的研究平台。

２．２　应用进化工程获得针对特定环境因素的耐受突
变体

　　在现代光合作用机制研究中，经常使用敌草隆
（ｄｉｃｈｌｏｐｈｅｎｙｌｄｉｍｅｔｈｙｌｕｒｅａ，ＤＣＭＵ）等除草剂处理蓝细
菌细胞以实现对ＰＳＩＩ等重要光合系统元件和反应的靶

向阻断，进而分析和表征其各类光合参数变化。而在

更早期的研究中，解析光合作用机制的重要策略之一

即是通过使用抑制和致死剂量的各类除草剂处理蓝细

菌细胞，采用进化工程策略筛选获得具有相应抗性的

突变藻株，进而对突变体细胞光化学活性、光系统关键

蛋白质含量等参数进行检测和分析，最终挖掘鉴定参

与光合作用的重要功能组分（表２）。基于以上研究流
程，在聚球藻ＰＣＣ７９４２中通过 ＭＮＮＧ进行化学诱变，
成功获得了 ＤＣＭＵ［３６］、蓝藻素（ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｎ）［３７］、苯达
松（ｂｅｎｔａｚｏｎｅ）［３８］的耐受藻株。进一步机制研究表明，

ＤＣＭＵ耐受藻株对电子传递抑制剂阿特拉津（ａｔｒａｚｉｎｅ）
和 ２庚 基４羟 基 喹 啉Ｎ氧 化 物 （２ｎｈｅｐｔｙｉ４
ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅｎｏｘｉｄｅ，ＨＱＮＯ）具有交叉抗性，并表现

出３４ｋＤａ类囊体膜蛋白含量的改变；Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｎ在
醌结合位点之前作用于 ＰＳＩＩ中的某个蛋白质，并抑制
电子从ＱＡ到ＱＢ的传递。此外，Ｂｅｎｔａｚｏｎｅ耐受藻株中
ＰｓｂＯ的表达上调可能赋予了其对由于 Ｂｅｎｔａｚｏｎｅ与
ＰＳＩＩ结合而产生的活性氧（ＲＯＳ）的抗性。

５９



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１１２０２３

表２　进化工程在蓝细菌基础生物学的应用

Ｔａｂｌｅ２　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｔｏｂａｓｉｃｂｉｏｌｏｇｙｏｆｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

出发藻株 胁迫因素 改造情况 传代时长 进化方法 引文

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３ 微氧条件 微氧条件下生长缺陷 － 转座子诱变 ［２５］

Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａｂｏｒｙａｎａ 固氮异常 微氧固氮下生长缺陷 － 转座子诱变 ［２６］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２ＤＣＭＵ 在１μｍｏｌ／ＬＤＣＭＵ条件下存活 － ＭＮＮＧ诱变 ［３６］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｎ ４．７μｍｏｌ／ＬＣｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｎ条件下生长没有
受到抑制

ＭＮＮＧ诱变 ［３７］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２Ｂｅｎｔａｚｏｎｅ 在含有０．１ｍｍｏｌ／ＬＢｅｎｔａｚｏｎｅ的固体培养基
中存活

ＭＮＮＧ诱变 ［３８］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｌｅｏｐｏｌｉｅｎｓｉｓ和
Ａｎａｂａｅｎａｖａｒｉａｂｉｌｉｓ

高浓度ＣＯ２ 失败 ７５０代 自发突变 ［３９］

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｓｍｉｕｍｅｒｙｔｈｅｕｍ 高浓度ＣＯ２ 固氮速率和生长速率提高 ４．５年 自发突变 ［４０］

Ｎｏｄｕｌａｒｉａｓｐｕｍｉｇｅｎａ
ｓｔｒａｉｎＡＶ２

噬藻体 在噬藻体存在条件下不发生裂解 ２２周 自发突变 ［４１］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３ 有毒氨基酸 在含有１ｍｍｏｌ／Ｌ精氨酸、组氨酸、赖氨酸、
甲硫氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸的 ＴＣＭ培养基
中维持正常生长速率

１６０天 自发突变 ［４２］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２２ｎｏｎａｎｏｎｅ 在１００μｍｏｌ／Ｌ２壬烷酮条件下存活 － 转座子诱变 ［２８］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２缺氮或缺硫 缺氮或缺硫条件下呈现非漂白表型 － 转座子诱变 ［８］

Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ 高盐 对ＮａＣｌ的耐受性从１０ｇ／Ｌ提高至１４ｇ／Ｌ 约１６０天 自发突变 ［４３］

　　到２１世纪末，大气中的二氧化碳浓度预计将翻一
番，这将对光合生物的生理和生态产生重要影响。

ＬｏｗＤéｃａｒｉｅ等［３９］将包括 Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｌｅｏｐｏｌｉｅｎｓｉｓ和
Ａｎａｂａｅｎａｖａｒｉａｂｉｌｉｓ在内的７种淡水浮游植物在１０００
ｐｐｍ二氧化碳环境下以三种培养模式进行传代，然而
在超过７５０代的培养周期中，并没有提高藻株对高二
氧化碳的适应性，这可能与维持二氧化碳浓度的方式

有关。在培养室空气中维持了设定的二氧化碳浓度，

尽管在培养初期的培养介质中能够检测到相应二氧化

碳浓度，但是由于细胞的吸收，在培养过程中二氧化碳

浓度出现了下降。Ｈｕｔｃｈｉｎｓ等［４０］在传代培养过程中使

用了配制好浓度的空气／二氧化碳混合物进行鼓泡以
维持培养介质中的二氧化碳浓度，对海洋蓝细菌

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｓｕｍ在高浓度二氧化碳条件下进行了适应性进
化。将其在７５０ｐｐｍ二氧化碳浓度下传代培养４．５年
后，即使将其转移至较低二氧化碳水平（３８０ｐｐｍ）下，
其固氮速率和生长速率也显著高于出发菌株，并且在

磷限制条件下具有更快的生长速率，这意味着进化藻

株在营养更有限、更酸化的未来海洋中具有潜在优势。

　　固氮蓝细菌和相应噬藻体之间的相互作用在全球
生物地球化学循环中发挥了重要作用。Ｃｏｌｏｍａ等［４１］

分离并表征了一种被命名为 ｖＢ＿ＮｐｅＳ２ＡＶ２的新型噬
藻体，并将其与海洋蓝细菌Ｎｏｄｕｌａｒｉａｓｐ．ＳｔｒａｉｎＡＶ２进
行２２周的半连续共培养，成功获得了对该噬藻体具有
抗性的进化藻株。Ｃａｉｒｎｓ等［４４］进一步研究发现，相比

具有噬藻体抗性的进化藻株，无噬藻体抗性的蓝细菌

Ｎｏｄｕｌａｒｉａｓｐ．ＳｔｒａｉｎＡＶ２在与ｖＢ＿ＮｐｅＳ２ＡＶ２相互作用
中，由于病毒的裂解作用，其氮释放量显著增加，这可

能对其周边环境中浮游植物生长产生促进作用。此

外，具有噬藻体抗性表型的进化蓝细菌具有短丝状形

态，相比原始长细丝形态的浮力降低，这可能降低其争

夺光线的能力。该研究通过对比分析证明了蓝藻噬菌
体相互作用对生态系统、生物地球化学循环和浮游群

落动态的影响潜力。

　　相比现在蓝细菌生长的天然环境，植物细胞内环
境无疑具有更丰富的生物化学成分；在原始内共生事

件中，蓝细菌“祖先”适应了异养细胞内的环境，经过长

期进化与寄主细胞形成了植物细胞为其提供生化物

质、维持其光合功能，同时其又为寄主细胞提供能量和

还原力的“共生”关系。而现代蓝细菌却对植物细胞能

够合成的典型生物化学成分敏感，通过进化工程提高

蓝细菌细胞对各类生物化学成分的适应性有助于探索
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原始叶绿体（内共生体）的形成与进化机制。Ｈｏｓｏｄａ
等［４２］发现在培养异养模式原生动物嗜热四膜虫的一种

营养丰富的合成培养基（ＴＣＭ）中，１ｍｍｏｌ／Ｌ精氨酸、组
氨酸、赖氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸和苏氨酸会对集胞

藻ＰＣＣ６８０３的生长造成严重抑制；因此其采用进化工
程策略，对集胞藻 ＰＣＣ６８０３进行连续传代培养，并在
培养过程中逐渐提高培养基中“有毒”氨基酸浓度；经

过１６０天连续传代后（４０次转接，１８１代），集胞藻 ＰＣＣ
６８０３进化藻株在含有１ｍｍｏｌ／Ｌ各种“有毒”氨基酸的
ＴＣＭ培养基中的生长速率恢复至正常水平（相比无“有
毒”氨基酸的培养基），展示了蓝细菌基因组面对异养

生物细胞丰富生物化学成分内环境适应需求的良好可

塑性。

　　挥发性有机化合物是由细菌、真菌、植物和动物产
生的各种有机分子（醇类、酮类、醛类、酸类、萜类、含硫

化合物等），在自然群落生物之间的交流中起着重要作

用，被认为是生态微生物学中的“信息化学物质”。微

生物挥发物酮显示出不同类型的生物活性，其中，２壬
烷酮（２ｎｏｎａｎｏｎｅ）和２十一烷酮（２ｕｎｄｅｃａｎｏｎｅ）通过抑
制ＰＳＩＩ中的电子传递，对聚球藻ＰＣＣ７９４２的光合系统
产生了明显抑制。Ｋｏｋｓｈａｒｏｖａ等［２８］通过转座子诱变，

在１００μｍｏｌ／Ｌ２壬烷酮条件下筛选获得耐受进化藻
株，而野生型在该浓度条件下的生长被完全抑制。进

一步研究表明，转座子定位于涉及细胞壁形成、维持、

功能和参与ＤＮＡ代谢的蛋白质，表明２壬烷酮可能作
用于蓝细菌细胞中涉及不同机制的多个靶点，这有助

于了解有机体之间以挥发性有机化合物作为交流工具

的化学相互作用的复杂分子机制，其中酮类耐受性的

新基因和突变信息也可能应用于酮类物质合成的生物

技术开发。

３　进化工程在蓝细菌光合生物制造底盘生
理耐受性优化上的应用

　　蓝细菌是光合生物制造技术的重要底盘，在实验
室规模上，基于蓝细菌的光合生物制造已经实现了多

种生物燃料和生物基化学品的定向光合合成。然而，

在实际户外大规模培养过程中，蓝细菌光合细胞工厂

会面临各种严苛的环境胁迫，为了保证生物量和代谢

产品稳定、高效合成和积累，需要优化蓝细菌光合生物

制造底盘的生理耐受性。各种环境胁迫对微生物细胞

造成的影响是多方面、多层次的；而细胞在环境压力下

也会启动引发调控网络、代谢网络剧烈变动的应激机

制以抵抗环境胁迫、维持细胞内稳态［４５］。针对微生物

细胞生理耐受这种机制复杂、靶点不清的表型，相比于

“设计合成分析”的靶向性操作模式，不依赖于对遗传
背景和代谢网络先验认识的进化工程策略在多种微生

物复杂表型改造中被认为是最有前途的策略［２０，４６］。由

于不同蓝细菌藻株具有不同生理特征和生物化学品合

成情况，因此其生理耐受性改造需求有所差异，以下按

照光合生物制造底盘藻株进行分类，将进化工程在集

胞藻 ＰＣＣ６８０３、聚球藻 ＰＣＣ７９４２、速生聚球藻 ＰＣＣ
１１８０１及代表性丝状蓝细菌中的应用情况进行介绍。
３．１　集胞藻ＰＣＣ６８０３
　　由于较早获得全基因组序列信息并且具有较高的
遗传转化效率，集胞藻 ＰＣＣ６８０３一直处于蓝细菌合成

生物技术研究的最前沿。目前，在集胞藻 ＰＣＣ６８０３中
已经实现了乳酸、乙醇、角鲨烯、红没药烯、类菌胞素氨

基酸等１０余种生物燃料和生物基化学品的合成［４７］；而

针对规模化培养的需求，集胞藻 ＰＣＣ６８０３作为重要光
合细胞工厂开发底盘也广泛应用于蓝细菌抗逆功能机

制的认识和改造中，应用进化工程策略已经成功提升

了其对溶剂［４８４９］、盐［５０］、酸［５１］、重金属［２１］、高光［２３，５２］及

高温等多种胁迫因素的耐受性［３２，５３］，并促进了相关功

能机制的解析。

　　在蓝细菌光合细胞工厂培养中，高浓度产物可能
会对细胞生长和代谢形成反馈式抑制或对细胞产生毒

性，从而降低光驱固碳合成过程的整体效率，通过进化

工程提高底盘细胞对有毒产物的耐受性是提高其产量

的重要策略。在含有２ｇ／Ｌ异丁醇培养条件下，集胞藻
ＰＣＣ６８０３的生长速率被抑制了５０％，Ｍａｔｓｕｓａｋｏ等［４９］

在含有２ｇ／Ｌ异丁醇培养基中对集胞藻ＰＣＣ６８０３经过
７６天的连续传代培养，最终获得的进化藻株在２ｇ／Ｌ
异丁醇条件下的生长没有受到抑制，并且能够在５ｇ／Ｌ

异丁醇条件下生长，而野生型在该条件下死亡。同时，

进化藻株表现出对乙醇、正丁醇、异戊醇等其他醇类物

质的耐受能力提高，进一步将乙醇合成途径导入进化

藻株和野生型，对乙醇耐受能力提高的进化藻株的乙

醇产量相比对照藻株提高了１４２％，验证了提高对有毒

产物耐受能力从而提高产量策略的可行性。

　　着眼未来大规模培养的经济和环境可行性，在蓝
细菌光合生物制造技术工业化应用中海水或工业废水

的使用将具有极大意义。然而海水和工业废水中含有

高浓度盐离子，会造成高渗透压胁迫，破坏细胞内外渗

透压平衡，导致细胞失水、萎缩。另外，进入胞内的无

７９
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机离子会破坏光合系统，抑制光合效率，触发过氧化胁

迫，进一步导致细胞内稳态失衡［５４５６］。因此，有必要对

集胞藻ＰＣＣ６８０３底盘细胞的高盐胁迫耐受性进行优

化。Ｈｕ等［５０］在３％ ＮａＣｌ条件下（接近海水中盐浓度）

对集胞藻ＰＣＣ６８０３进行了长期适应性实验室进化，每

隔７天对藻株进行传代，经过３０３天传代培养筛选获得

了多个进化藻株，其中在３％ ＮａＣｌ条件下的生长速率

最高为野生型的１５０％，最大细胞浓度相对野生型提高

了１倍以上。

　　光照和温度是光合作用过程最主要和最常见的环

境影响因素，也是户外规模化培养中无论使用何种培

养介质都会面临的波动因素，因此提高底盘细胞对温

度和光照胁迫的耐受性是蓝细菌进化工程研究的热点

问题。针对高光胁迫，Ｙｏｓｈｉｋａｗａ等［５２］以 ７０００μｍｏｌ

ｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）为初始培养光照（光源为日本林时计

的点光源ＬＥＤ灯，初始ＯＤ７３０为０．０１，在此条件下，野生

型集胞藻 ＰＣＣ６８０３的生长受到轻微抑制），在 ５２天

（２３代）传代培养过程中逐渐提高培养光强，最终获得

了在９０００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）条件下（野生型集胞

藻ＰＣＣ６８０３在该条件下的生长被完全抑制）生长速率

与常规培养条件下野生型生长速率一致的进化藻株。

对进化藻株的遗传和生化分析则表明，ｉｓｉＡ过表达或

ｈｉｋ２６基因内的点突变可以增强集胞藻 ＰＣＣ６８０３藻株

对高光胁迫的耐受性，其可能通过降低叶绿素含量和

减少ＰＳＩＩ损伤来维持高光下稳定的生长速率。Ｄａｎｎ

等 ［２３］同样采用进化工程策略对集胞藻ＰＣＣ６８０３藻株

的高光耐受性进行了优化。初始评价表明，野生型集

胞藻 ＰＣＣ６８０３在 ７００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）条件下

（与前一研究采用了光质不同的光源，具体为捷克

ＭＣ１０００培养器中的暖白光 ＬＥＤ灯，初始接种 ＯＤ７３０为

０．０５）的生长受到抑制，在１１００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）

条件下死亡。因此，从７００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）光照

条件下开始逐渐提高胁迫的光照强度，在传代的９００

多天里，平行传代的６个批次藻株经过不同排列的 ＵＶ

和ＭＭＳ诱变，最终获得了在生长速率、生物质积累、色

素含量、光合生理参数方面具有不同表型的６种进化

藻株。这６种进化藻株在２０００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）

高光条件下的生物量积累与常规培养条件下的出发藻

株相似，并且能够在超过陆地最大太阳辐照度的光照

强度下生长［３０００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）］。同时，基

因组测序在进化藻株中鉴定到６１２个不同突变，其中２

个代表性突变（ＮｄｈＦ１Ｆ１２４Ｌ和 ＥＦＧ２Ｒ４６１Ｃ）被证明

能够通过不同机制提高藻株对高光的适应性。而针对

高温胁迫，Ｔｉｌｌｉｃｈ等［５３］对集胞藻 ＰＣＣ６８０３进行 ＭＭＳ
和ＵＶ诱变后，对高温耐受性突变株进行筛选，通过多

轮反复“诱变—恢复—筛选”操作（历时超过２００天），
最终获得了４５℃／２３～２６℃昼夜循环条件下稳定生长
的进化藻株（初始藻株在４３℃／２３～２６℃的日夜循环中
死亡）。

３．２　聚球藻ＰＣＣ７９４２
　　聚球藻 ＰＣＣ７９４２是第一支被证明可以进行外源

ＤＮＡ自然转化的蓝细菌藻株，也是探索原核生物生物
钟系统功能机制的主要模式生物。同时，聚球藻 ＰＣＣ
７９４２也具有较高生物技术应用潜力，相比集胞藻 ＰＣＣ
６８０３（代时５．１ｈ），该藻株生长速率更快（代时４．１ｈ），
而且细胞内染色体拷贝数（２～６）也远少于集胞藻ＰＣＣ

６８０３（２５～５００），在遗传改造和基因型稳定性方面具有
一定优势。因此，聚球藻 ＰＣＣ７９４２也广泛被应用于光
合细胞工厂以合成各类生物技术产品（蔗糖、海藻糖、

脂肪酸、法尼烯、亚油酸、正丁醇、异丙醇等）［５７５８］。本

实验室前期针对聚球藻 ＰＣＣ７９４２复杂生理抗逆表型
的改造需求进行了新型高效进化工程工具的开发。为

了提升适应性进化效率，首先对聚球藻 ＰＣＣ７９４２中与
基因组复制突变率相关的功能基因进行系统挖掘，进

而通过多靶点协同改造（ｍｕｔＳ基因敲除与 ｒｅｃＡ基因过

量表达）获得了基因组复制突变率提升１００倍的重组
菌株。在此基础上，发现当采用非致死型温度和光照

条件培养基因组复制保真缺陷型菌株时，其复制突变

率可进一步提高至对照的１０００～８０００倍，也就意味
着超突变菌株在培养过程中可以产生大量携带基因组

突变的子代细胞。采用上述超突变系统，经过仅１０天

的“诱变—筛选”流程即获得了大量耐受高温、高光胁

迫的进化菌株；通过基因型回补后进化菌株恢复了遗

传稳定性（即突变率恢复到野生型水平），而其能够在

野生型不能存活的高温［４５℃、５００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／
（ｍ２·ｓ）］和高光［４２℃、１５００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）］
条件下快速生长，并且在更高光照强度下［４２℃、２５００

μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）］表现出最佳生长速率，在极端
温度 和 光 照 条 件 下 ［４５℃、１５００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／
（ｍ２·ｓ）］也能快速生长。通过全基因组重测序结合反
向遗传学分析，最终鉴定发现了ＦｏＦ１ＡＴＰ合成酶ａｌｐｈａ
亚基Ｃ２５２Ｙ点突变以及莽草酸激酶编码基因启动子位

点突变（导致该基因表达上调）是决定聚球藻ＰＣＣ７９４２

８９
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高温、高光耐受能力的主效突变。该工作丰富了蓝细

菌进化工程工具包，并展现了进化工程在优化蓝细菌

生理功能、解析抗逆功能机制上的巨大潜力［３１］。

３．３　速生聚球藻ＰＣＣ１１８０１

　　以天然具有高生长速率、高固碳能力的蓝细菌藻
株为底盘，构建生长和合成潜力可能接近异养体系的

蓝细菌光合细胞工厂是推进光合生物制造工业化应用

的重要方向，而与之相应的生理耐受性改造也同样被

关注。２０１８年从印度孟买 Ｐｏｗａｉ湖水样中分离获得了

速生蓝细菌 Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ１１８０１（聚球藻 ＰＣＣ
１１８０１），其具有生长速率快（倍增时间２．３ｈ通空气条
件，不依赖高浓度 ＣＯ２）、可以自然转化、可海水培养
（７００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ条件下的生长速率是无盐条件下的
约５０％）、耐高光能力［５９］。同时，研究人员还对聚球藻

ＰＣＣ１１８０１进行代谢工程改造实现了琥珀酸合成，培养

５天的产量为０．９３ｇ／Ｌ，证实了其作为光合生物制造底
盘的潜力［６０］。Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ等［６１］对聚球藻 ＰＣＣ１１８０１对
醇类的耐受性进行了评价，发现野生型藻株能耐受６

ｇ／Ｌ乙醇、１０ｇ／Ｌ异丙醇、３～４ｇ／Ｌ异丁醇、２～３ｇ／Ｌ正
丁醇、１０～１２ｇ／Ｌ叔丁醇、２０ｇ／Ｌ２，３丁二醇、４ｇ／Ｌ异
戊醇；将该藻株分别在逐渐升高的正丁醇和２，３丁二
醇条件下进行传代培养，在某一胁迫浓度下，当适应藻

株的生长速率与野生型一致或没有进一步提升时即提

高胁迫浓度，最终经过约 １００代（总共时长 ５００天以
上）连续培养，获得了可耐受 ５ｇ／Ｌ正丁醇和 ３０ｇ／Ｌ
２，３丁二醇的进化藻株；而正丁醇耐受进化藻株还表现
出对乙醇（２２ｇ／Ｌ）、异丙醇（１８ｇ／Ｌ）、异丁醇（８ｇ／Ｌ）
的交叉耐受性；２，３丁二醇耐受进化藻株同样表现出对
乙醇（２２ｇ／Ｌ）、异丙醇（１５ｇ／Ｌ）、正丁醇（４ｇ／Ｌ）、异丁

醇（７ｇ／Ｌ）、叔丁醇（１５ｇ／Ｌ）、异戊醇（５ｇ／Ｌ）的交叉耐
受性。该工作展现了进化工程优化速生聚球藻对多元

醇类物质抗逆能力的有效性，也为后期以聚球藻 ＰＣＣ
１１８０１为底盘，构建光驱固碳产醇细胞工厂及相关技术
体系奠定了良好基础。

３．４　丝状蓝细菌
　　丝状蓝细菌在自然界中分布广泛，能够生存于各
种水域环境中，具有较强适应性和生存能力，常用于多

细胞调节机制、固氮机制等方面的研究［６２］。丝状蓝细

菌生长速率较慢，遗传改造难度也较大，但是由于其具

有较强适应能力和吸附能力，以及便于收集的丝状菌

体结构，在农业、工业废水治理中仍然具有较高应用潜

力［６３］。同时，部分丝状蓝藻能天然合成多种生物活性

物质［６４］，通过合理培养条件优化和生物技术改造，也可

能在光合生物制造领域实现应用。Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ
７１２０、Ａｎａｂａｅｎａ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ ＡＴＣＣ ２９４１３ 和 Ｎｏｓｔｏｃ
ｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｍｅＡＴＣＣ２９１３３是丝状蓝细菌研究中常用的
模式菌株，Ｊｏｈｎｓｏｎ等［６５］评价了这３种菌株对法呢烯、
月桂烯、芳樟醇和柠檬烯等４种潜在生物燃料的耐受

性，并进行了１２个适应性实验室进化实验。以野生型
（ＷＴ）作为对照，研究人员对１２个进化菌群在含有上
述４种生物燃料培养基中的生长情况进行了测定；使
用ＳＹＴＯ９荧光测定培养物活力（荧光强度和活细胞
数量有关），通过多种活力指标的显著性分析和比较，

最终确认了 ３个耐受性提高的进化藻株，所获得的
Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０进化藻株对法呢烯的耐受浓度
从０．１ｇ／Ｌ提高至０．３２ｇ／Ｌ，ＡｎａｂａｅｎａｖａｒｉａｂｉｌｉｓＡＴＣＣ

２９４１３进化藻株对芳樟醇的耐受浓度从０．４ｇ／Ｌ提高
至０．７２ｇ／Ｌ，而ＮｏｓｔｏｃｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｍｅＡＴＣＣ２９１３３进化藻
株对芳樟醇的耐受浓度从０．４５ｇ／Ｌ提高至０．５４ｇ／Ｌ。
　　Ｆｒｅｍｙｅｌｌａｄｉｐｌｏｓｉｐｈ是一种丝状变色蓝细菌，能够适
应低光、低温的培养环境，还具有一种被称为互补色驯

化（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｃｈｒｏｍａｔｉｃａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ，ＣＡＡ）的独特能
力，能够调节自身光合受体以适应不同光质和光强，为

适应和有效利用不同深度水体中的光照奠定了基础。

Ｆｒｅｍｙｅｌｌａｄｉｐｌｏｓｉｐｈ在微生物感知和响应其环境变化的
相关研究中有重要应用，同时还具备适合大规模培养

的应用潜力，然而该藻株的生物学和生物技术应用却

受制于其对盐（ＮａＣｌ）的敏感性，在低至 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ条件下，Ｆｒｅｍｙｅｌｌａｄｉｐｌｏｓｉｐｈ光合色素积累和细胞
形态即会受到严重损伤；Ｔａｂａｔａｂａｉ等［６６］报道称白光下

１０ｇ／Ｌ的氯化钠、红光和绿光下２０ｇ／Ｌ的氯化钠可抑
制Ｆｒｅｍｙｅｌｌａｄｉｐｌｏｓｉｐｈ生长。为提升 Ｆｒｅｍｙｅｌｌａｄｉｐｌｏｓｉｐｈ
藻株的盐耐受性，Ｔａｂａｔａｂａｉ等［６６］采取热诱导突变策略，

进行１５ｍｉｎ的 ４２℃热休克诱变，进而在含有 ２０ｇ／Ｌ
ＮａＣｌ的固体培养基上筛选获得了可以在含有２０ｇ／Ｌ

ＮａＣｌ液体培养基中保持正常生长速率（与野生型在无
ＮａＣｌ条件的生长速率相当）以及维持正常藻胆蛋白、叶
绿素ａ含量的进化藻株。在该研究中，还发现突变株
中的关键耐盐机制元件三重ＡＴＰ非依赖性周质转运蛋
白 （ｔｈｒｅｅｆｏｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎ ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅＡＴＰｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｓｏｌｕｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）溶质受体的基因
转录水平相比野生型上调了３倍，这可能在进化藻株

对高浓度盐的适应过程起着关键作用。进化工程在蓝

细菌生理耐受性优化方面的应用见表３。
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表３　进化工程在蓝细菌生理耐受性优化方面的应用

Ｔａｂｌｅ３　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｔｏｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

出发藻株 改造表型 改造情况 改造时长 进化方法 引用

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３ 丁醇 在０．５％（Ｖ／Ｖ）丁醇浓度下的生长没有受到抑制 ３９５天 自发突变 ［４８］

异丁醇 在５ｇ／Ｌ异丁醇条件下能够生长 ７６天 自发突变 ［４９］

高盐 ３％ ＮａＣｌ条件下的生长速率最高为野生型
的１５０％

３０３天 自发突变 ［５０］

高光 能够在９０００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）光照下生长 ５２天 自发突变 ［５２］

高光 能够在３０００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）光照下生长 ９００多天 ＵＶ和 ＭＭＳ诱变结合
适应性进化

［２３］

高温 能够在 ４５℃／２３～２６℃的日夜循环条件下稳定
生长

１年 适应性进化结合 ＭＭＳ
诱变和ＵＶ诱变

［５３］

酸 能在ｐＨ５．５条件下生长 ３个月 自发突变 ［５１］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２ 高温高光 极端温度和光照条件下［４５℃、１５００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／
（ｍ２·ｓ）］快速生长

２周内 超突变系统体内连续

诱变

［３１］

Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ
ｅｌｏｎｇａｔｕｓＰＣＣ１１８０１

正丁醇和

２，３丁二醇
正丁醇耐受进化藻株表现出对乙醇（２２ｇ／Ｌ）、异丙
醇（１８ｇ／Ｌ）、异丁醇（８ｇ／Ｌ）的交叉耐受性，２，３丁
二醇耐受进化藻株表现出对乙醇（２２ｇ／Ｌ）、异丙醇
（１５ｇ／Ｌ）、正丁醇（４ｇ／Ｌ）、异丁醇（７ｇ／Ｌ）、叔丁醇
（１５ｇ／Ｌ）、异戊醇（５ｇ／Ｌ）的交叉耐受性

５００多天 自发突变 ［６１］

Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ ７１２０，
Ａｎａｂａｅｎａ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓＡＴＣＣ
２９４１３， Ｎｏｓｔｏｃｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｅ
ＡＴＣＣ２９１３３

法呢烯、

月桂烯、

芳樟醇

和柠檬烯

Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０对法呢烯的耐受性提高至
０．３２ｇ／Ｌ，ＡｎａｂａｅｎａｖａｒｉａｂｉｌｉｓＡＴＣＣ２９４１３对芳樟醇
的耐受性提高至０．７２ｇ／Ｌ，ＮｏｓｔｏｃｐｕｎｃｔｉｆｏｒｍｅＡＴＣＣ
２９１３３对芳樟醇的耐受性提高至０．５４ｇ／Ｌ

－ 自发突变 ［６５］

Ｆｒｅｍｙｅｌｌａｄｉｐｌｏｓｉｐｈｏｎ 高盐 在２０ｇ／ＬＮａＣｌ液体培养基中的生长没有受到抑制 － 高温诱导突变 ［６６］

４　总结与展望

　　进化工程在蓝细菌基础生物学研究与生物技术开

发中已经进行了广泛应用，有效促进了对蓝细菌光合、

固氮、节律、环境适应等重要生理代谢机制的认识，也

通过提高各类底盘藻株的生理耐受性而在光合生物制

造技术发展与应用中发挥了重要作用。着眼未来，蓝

细菌进化工程技术的开发和应用可以在以下几个方面

获得进一步发展。第一，目前进化工程主要应用于蓝

细菌生长与耐受相关表型的优化和提高，而面向光合

生物制造技术的发展应用，在直接提高产物合成能力

上的应用则鲜见报道；在未来，通过生长偶联目标产品

合成，或发展高通量筛选方法将有望驱动实现进化工

程直接优化蓝细菌光合细胞工厂生产效能。第二，为

了实现可持续规模化培养和生产过程，需要进一步提

高对蓝细菌工程藻株基因组稳定性的重视。进化是一

把双刃剑，通过微生物的自发突变，或结合体内或体外

诱变，微生物细胞的进化动力可以为目标表型筛选提

供表型或遗传多样性；同时，尽管体外诱变处理或体内

诱变元件可以被消除，蓝细菌相对较高的自发突变也

会造成遗传和表型的不稳定，尤其在长期工业化培养

中会面临较大的种群规模。在蓝细菌光合生物制造

中，已经观察到由于生产负荷导致回复突变和生产力

下降的现象，其策略之一就是将生产力与细胞生长偶

联，以减少微生物利益（生长率或适应性）与生物技术

优先级（高生产力）之间的冲突，并通过进化获得生长

更快同时生产力更高的突变体。同时，在生理耐受表

型优化方面，由于在实际户外规模化培养条件下，藻株

往往同时面临氧化胁迫、盐胁迫、极端 ｐＨ、高温、高光

等多重压力，并且胁迫的强度呈波动性变化，实验室获

得的具有单一胁迫压力耐受能力的进化藻株在具有复

杂多元环境胁迫的户外规模化条件下可能也会丧失其

生长优势。可能的解决策略是同时使用组合胁迫因素

对野生型藻株进行进化工程改造，或在天然或人工改

造的具有某种耐受表型藻株的基础上对其他耐受表型

进行进化，抑或是同时利用靶向或非靶向策略实现决

００１
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定不同进化表型的遗传特征在同一底盘上的有机重

组。第三，需要进一步提高进化工程效率。总体来看，

尽管目前蓝细菌中已经应用了多种诱变方法，但是相

对于大肠杆菌和酵母中全局转录机器工程（ｇｌｏｂａｌ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｍａｃｈｉｎｅｒｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）、噬菌体辅助连续

进化（ｐｈａｇｅａｓｓｉｓｔｅｄｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）等各种快速诱

变技术依然有较大开发空间。同时，类似于恒化培养

器的连续自动化培养装置和高通量筛选方法的开发和

应用也是提高蓝细菌进化工程改造效率的重要方向。

第四，尽管随着基因组测序的发展可以简单鉴定出进

化藻株中的突变位点，但是识别表型相关功能性突变、

挖掘表型背后的分子生理机制仍然是该领域的重点和

难点。多组学技术的发展和蓝细菌中合成生物学工具

的开发可能会助力于基因型变量与表型变量之间的关

系探究。
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