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基于嗜盐菌合成生物学的下一代工业生物技术
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摘  要  嗜盐微生物是在高盐、高 pH 环境中具备正常生长能力的极端微生物，是珍贵的科研素材和

生产资源。相关研究通过对嗜盐菌合成生物学的改造和“下一代工业生物技术”的探索，实现了嗜盐

工程菌在生物反应器中利用海水进行不灭菌连续发酵并产生类型多样、性能各异的聚羟基脂肪酸酯，

且与其他高附加值化学品实现了联产。基于嗜盐菌的下一代工业生物技术，具备节能、节水、节时、

低成本等特点，有着很好的市场竞争力和划时代的技术优势。基于极端微生物，特别是基于嗜盐菌合

成生物学的下一代工业生物技术的兴起和发展，能够提升生物制造产品的市场竞争力，促进环保的生

物基工业产品替代石油基产品，同时也能为早日实现“碳达峰、碳中和”提供强有力的技术支持和保

障。该文分析了基于嗜盐菌合成生物学的下一代工业生物技术的特点，为合成生物学与下一代工业生

物技术提供了新的视角和思路。
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Abstract Halophiles are extremophilic microorganisms able to grow in high-salt and high-pH 

environments. Synthetic biology studies on halophilic bacteria lead to the development of “Next Generation 



集    成    技    术 2022 年                   2

1 引  言 

  中国拥有世界上最大规模的工业发酵产业，

是应用工业生物技术进行生产的大国[1]。传统发

酵工艺中，微生物生长缓慢、转化率低、灭菌过

程能耗高、工艺操作复杂，这些特点都使得其难

以实现成本低廉、高产高效的工业生产[2]。

  在经济全球化进程持续加快的背景下，世界

人口迅速爆炸；根据我国第七次人口普查数据显

示，中国人口也已经达到了 14.1 亿。在中国，由

于人口向东部等较发达地区集聚，导致了人口与

耕地、水资源的分布不相匹配，这是制约社会经

济可持续发展的重要因素[3]。如果能发展新的工

业技术解决人口爆炸带来的资源紧缺问题，那么

将对实现“碳中和”的目标有巨大的推动作用，

也对实现可持续发展有重要的促进作用。

  随着现代生物学的不断发展，其与工程学、

系统科学、合成科学的相互碰撞、相互融合，逐

步形成了以生物学零件标准化为基础的理性设

计和改造方式，即“合成生物学”[4]。通过对耐

高盐、高 pH 的嗜盐单胞菌系统进行研究，设计

相应分子操作工具对其进行合成生物学改造，

然后以嗜盐单胞菌为底盘细胞，发展出了“下

一代工业生物技术”(Next Generation Industrial 
Biotechnology，NGIB)。该技术可实现无需灭

菌、节能节水、开放式的连续发酵，生物制造

生产聚羟基脂肪酸酯(Polyhydroxyalkanoates，
PHA)、四氢嘧啶等多种化合物[5]。

 

2 下一代工业生物技术的微生物底盘细胞

  下一代工业生物技术最突出的特点是使用

极端微生物作为底盘细胞。极端微生物是指适宜

生活在极端环境中的微生物。这些具备“特殊本

领”的极端微生物，为人类提供了珍贵的生物资

源和科研素材，使人类克服传统工业的技术瓶颈

成为可能。极端微生物种类多样，包括嗜热微生

物、嗜冷微生物、嗜碱微生物、嗜酸微生物、嗜

盐微生物等。其中，目前应用开发比较成熟的是

嗜盐微生物(Halophiles)。嗜盐微生物是一种在高

盐、高 pH 环境下能够正常生长的极端微生物。

  嗜盐微生物普遍存在于古菌、细菌、真核生

物 3 大领域。嗜盐微生物可以在高于海洋盐浓度几

倍的环境中迅速生长，根据其对盐浓度的耐受程

度，可将嗜盐微生物分为轻度嗜盐微生物、中度

嗜盐微生物和极端嗜盐微生物[6]。轻度嗜盐微生物

Industrial Biotechnology” (NGIB). Engineered Halomonas spp. is succeeded in the production of various 

polyhydroxyalkanoates (PHA) and their co-productions with other high value-added chemicals, under 

continuous and nonsterile fermentation processes using seawater to replace fresh water. NGIB based on 

halophilic bacteria provides advantages including energy-saving, water-saving, time-saving, less process 

complexity and low-cost. It will help to become “Carbon Neutral” for our society. This article analyzes 

the characteristics of the next generation of industrial biotechnology based on halophilic bacteria and their 

synthetic biology, providing a new perspective and ideas for synthetic biology and the next generation of 

industrial biotechnology. 
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的适宜盐浓度为 0.3～0.8 mol/L(1.7%～4.8%)，

中度嗜盐微生物的适宜盐浓度为 0.8～3.4 mol/L
(4.8%～20%)，极端嗜盐微生物适应盐浓度为 
3.4～5.1 mol/L(20%～30%)[7]。

  盐单胞菌属(Halomonas)是一类中度嗜盐微

生物，可在 5%～25% 的盐浓度范围内健康生

长。盐单胞菌是革兰氏阴性的杆状细菌，一般宽

度为 0.6～0.8 μm，长度为 1.6～1.9 μm(图 1)。
盐单胞菌能够利用鞭毛进行活动，在有氧和无氧

条件下均可以正常生长。当其在琼脂平板上生长

时，一般呈现白色或淡黄色菌落，菌落颜色会随

时间的推移而逐渐变深，直至变成浅棕色[8]。

3 底盘菌的合成生物学改造

  始于 20 世纪 90 年代的人类基因组计划的完

成，有力地推动了生命科学的研究迈入系统生物

学时代和组学时代[9]。在系统生物学的基础上，

基因工程、计算科学、合成化学等多个学科的碰

撞和交叉，促进了合成生物学的出现和快速发

展。合成生物学自出现以来，就具有非同寻常的

影响力和创造力，并被寄予厚望能够改变未来。

通过合成生物学对底盘细胞的科学改造，可获得

能够满足生产生活需要的良好工程菌株。

3.1 开发嗜盐菌的改造工具和方法

  目前，基因编辑方式百花齐放，各有所长。

与大肠杆菌等生物不同，早期嗜盐单胞菌的遗传

背景不清晰、进行基因编辑的难度大、适用的基

因编辑方法非常有限，这给进一步利用嗜盐单胞

菌进行研究和生产造成了实际困难[10]。

  经过不断尝试和努力，研究人员相继开

发出针对嗜盐单胞菌的染色体重组法以及由

规律成簇的间隔短回文重复序列(Clus t e r ed 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats，
CRISPR)和 CRISPR 相关蛋白(CRISPR-associated 
protein，Cas)组成的  CRISPR/Cas9 系统、

CRISPR/AID(CRISPR/Auxin-Inducible Degron)系
统、CRISPRi(CRISPR interference)系统，这都

使得该菌株的合成生物学研究和工业技术改造更

加灵活和高效。在原核生物基因组中存在一段规

律成簇的短回文序列，被称作 CRISPR。古菌中

存在由 CRISPR 和 Cas 蛋白组成的 CRISPR/Cas 
系统，这是一种能够抵御外源核酸入侵古菌基因

组的天然保护机制[11]。近年来，基于 CRISPR/
Cas 的多种应用相继被科学家们研发出来，该系

统既可以通过靶向 DNA 序列引导 Cas 蛋白形成

                                       (a)单个细胞图像(放大倍数：50 000×)                            (b)群体细胞图像(放大倍数：8 000×)

图 1 盐单胞菌 Halomonas campaniensis LS21 透射电镜图

Fig. 1 Transmission electron microscopy of Halomonas campaniensis LS21 
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空间位阻，抑制目标基因的转录；又可以通过

靶向 DNA 序列与 Cas 蛋白配合对基因组进行编

辑。在嗜盐菌中，利用由表达负责引导的向导 
RNA 的质粒和表达负责切割的酿脓链球菌 Cas9 
蛋白的质粒组成的 CRISPR/Cas 系统，可实现对

目标位置的敲除、插入或替换。Cas9 蛋白表达

后，在 gRNA 的引导下抵达靶位点，精确切割 
DNA 双链。此时，设计在质粒上的同源序列

与切割位点附近的同源臂发生同源重组，左右

同源臂之间的基因序列将被删去，即基因敲除

(图 2(a))。前期实验设计时，如果将外源基因加

入到两段同源臂之间，那么最终将会实现外源基

因插入或替换基因组上的 DNA 片段(图 2(b))[12]。

3.2 嗜盐菌的调控策略

  运用合成生物学中的代谢工程可以实现对微

生物底盘细胞的代谢流修饰。动态调控和静态调

控是代谢工程中被广泛运用的两种调控方式。其

中，静态调控易于实现且高效，动态调控则以其

可控性、精细化著称，有助于后期实现复杂多样

的控制逻辑[13-14]。

  代谢工程静态调控包括基因删除和插入[15-16]、

基因表达水平调节[17]、核糖体结合位点(Ribosome 
Binding Site，RBS)改造[18]、代谢流平衡分析[19]

等内容。通过删除代谢通路中影响目标产物积累

的基因，可以达到积累目标产物的目的，这是最

常见的构建工程菌的方式[20]。随着计算机模拟和

代谢流模型迅速发展，可以通过模型预测基因敲

除后基因表达水平及代谢流的变化情况，全局性

地预估基因敲除或替换对细胞生长和合成目标产

物的影响[21-24]。静态调控中也经常使用启动子工

程和核糖体结合位点改造的调控手段。如果将外

源基因导入嗜盐菌，必将需要合适强度的组成型

启动子对其进行表达，但不同物种之间同种启动

子表达存在差异，所以需要通过构建启动子库来

调节基因表达。在嗜盐单胞菌中表达强度最高的

蛋白是孔蛋白 Porin[25]，通过开发 Porin 的启动子

得到了启动子库 Pporin Lib(图 3(a))，该库含有 95 
个不同强度的启动子，高低表达差超 3 500 倍，

完全满足科研及生产中对启动子的多样化需求。

  输入信号、信号感应原件(生物传感器)和

信号输出的有机结合形成了动态调控系统[26-28]。

动态调控是一个以调控目标产物为最终结果，

通过生物传感器感应信号分子来触发的代谢调

控过程。在嗜盐单胞菌中，已建立与 T7 启动

子受异丙基-β-硫代半乳糖苷(Isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside，IPTG)调控的诱导系统类

似的诱导系统(图 3(b))，可以利用 IPTG 诱导 
T7 RNA 聚合酶进行表达。在一定范围内，基因

表达强度与 IPTG 的浓度几乎成正线性相关[29]。

3.3 嗜盐菌的形态学工程改造

  形态学工程，即通过改造细胞形态以实现

增加产量和降低成本的目标。PHA 在细胞中以

包涵体的形式存在。对于 PHA 含量超过 50wt% 
的，尤其是应用于工业化生产中的含量超过 

                                                    (a)基因敲除                                                                                                 (b)基因整合

图 2 嗜盐细菌的 CRISPR/Cas9 基因编辑工具

Fig. 2 The CRISPR/Cas9 gene editing tool for halophilic bacteria
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80wt% 的 PHA 生产菌株，其细胞的体积大小是

影响 PHA 产量的重要因素，是 PHA 含量上限的

决定性因素。因此，增大细胞体积以容纳更多的 
PHA，有助于 PHA 含量的提高。此外，增大细

胞体积有助于减小发酵结束后的细胞收集难度，

降低产物分离成本。

  增大细胞体积可以从增大细胞宽度和长度两

方面着手。关于增大细胞宽度，大多数杆状细胞所

拥有的 MreB 细胞骨架蛋白具有维持细胞硬度和宽

度的作用，为细胞正常生长和繁殖所必需，mreB 
的敲除或突变会改变杆状细胞的极性状态[30]。

蒋等[31]在嗜盐单胞菌 Halomonas campaniensis 
LS21 中首先敲除  mreB，实现细胞圆形化且

体积增大，部分细胞直径可达  5 μm，然后通

过条件性回补表达  MreB，使细胞在发酵后期

圆形化和体积增大，实现了聚-3-羟丁酸(Poly 
3-hydroxybutyric acid，PHB)产量的显著提升。

关于增大细胞长度，FtsZ 微管样蛋白是细胞分裂

过程中的必需蛋白，在细胞分裂时于分裂位点形

成分裂环；抑制分裂环的形成可以使细胞不能正

常分裂，实现细胞长度的增加[32]。蒋等在嗜盐

单胞菌 Halomonas campaniensis LS21 中，通过融

合表达 FtsZ-GFP 替代 FtsZ，使得分裂环不能正

常产生，实现了细胞的纤长化，使 PHB 含量由 

56wt% 提升至 78wt%。MinC 蛋白可以抑制 FtsZ 
分裂环的组装，MinD 可以激活 MinC 蛋白对 FtsZ 
分裂环形成的抑制活性[33]。谭等在 Halomonas 
sp. TD08 中过表达 minCD，实现细胞纤长化，使 
PHA 含量由 69wt% 提升至 82wt%[34]。

4 下一代工业生物技术的技术特点

  目前的生物工业生产过程具有高成本、高能

耗、低转化率的特点，使得其绿色环保、节能节

水等优势都黯然失色。

  NGIB 的出现，将有助于扭转这一局面，该

技术以高盐、高 pH 的极端微生物嗜盐菌为底盘

细胞，利用无需灭菌的连续发酵体系进行生产

(图 4)，具有低能耗、高效率、节约水资源等众

多优点。

4.1 海水资源的高效利用

  嗜盐单胞菌长期生活在盐湖、深海等高盐

高压的极端环境中，在天然环境中就能合成并

积累一些高附加值的工业产品，如 PHA 和四氢

嘧啶等。前期，本实验室从新疆艾丁湖分离得

到了嗜盐单胞菌 Halomonas campaniensis LS21 
和 Halomonas bluephagenesis TD。其中，嗜盐

单胞菌 Halomonas bluephagenesis TD 的耐盐能

                                        (a)组成型启动子库 Pporin Lib                                                                           (b)类 T7 诱导系统

图 3 嗜盐细菌的蛋白表达工具

Fig. 3 Protein expression tools for halophilic bacteria
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力超强，能够在开放的、未灭菌的条件下生长

数月且不被其他微生物污染[35]，而嗜盐单胞菌 
Halomonas campaniensis LS21 能够利用海水进行

连续开放发酵，在海水培养基中迅速生长并积累

工业产物[36]。

4.2 节能环保的新型发酵方式

  嗜盐单胞菌适宜于在高盐、高 pH 的环境中生

长，而在同样的环境里，其他微生物无法正常生长，

因此可以省去蒸汽灭菌步骤，实行开放发酵[37]。

  在传统发酵工业中，生物耗氧量较大，溶氧

量的大小直接影响最终产物的多少，因此需要空

压机持续通入无菌空气以增加溶氧量。空压机的

持续工作是整个生物工业生产过程中能耗最高的

部分[38]。而基于合成生物学改造的微生物能够

在低氧条件下正常生长并达到较高的生产效率，

这种方式可以有效降低能耗，达到节能环保的

目的[39-41]。通过在盐单胞菌中导入血红蛋白基因

(vgb)，同时通过双精氨酸转位酶途径(Tat)将其

转运，能充分促进氧气接触和转运，该方法可以

将低氧条件下的细胞干重提高一倍[42]。后期研究

将侧重于通过新兴的定向进化技术改造出低氧环

境中的高活性酶，并将其应用到工业生产中。通

过将上述技术进行有机结合，可以有效地降低微

生物生产发酵中的高能耗。

4.3 低成本的连续发酵过程

  以恒定速度向生物反应器中添加新鲜培养基

并流出等量发酵液，维持反应器内液体量恒定的

发酵方式称为连续发酵[43]。与传统的分批发酵相

比，连续发酵的工艺具备得天独厚的优势：第一，

避免了生物反应器清洗处理和灭菌带来的人力、

时间和能量的消耗；第二，这种连续分离收获的

发酵方式可以实现培养基的重复利用，在节水的

同时减少废水排放和处理[44]。普通微生物容易被

其他菌种污染，不适合进行连续发酵，但嗜盐单

胞菌可以在高盐、高 pH 的极端环境中快速生长，

当之无愧地成为连续发酵工艺完美的细胞工厂。

4.4 加速分离提取的形态学工程手段

  目前，嗜盐单胞菌生产 PHA 所使用的形态

改造策略主要是通过增大细胞宽度和长度的方

法来增大细胞体积。体积增大的菌体不仅有助

图 4 基于嗜盐菌的下一代工业生物技术的开放式无灭菌连续发酵体系[1]

Fig. 4 Open non-sterilizing continuous fermentation system of the next generation of industrial biotechnology processes 

based on halophilic bacteria[1] 
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于 PHA 含量的提高，还有助于自沉降。此外，

PHA 含量的提高不仅可以减少副产物的生成，而

且当含量超过 90wt% 时，可以显著简化分离得

到菌体后 PHA 的提取过程和纯化过程。更容易

自沉降的菌体，将会降低高速离心获取菌体的难

度，甚至依靠菌体自身足够的自沉降能力可以省

去离心步骤。谭等在 Halomonas sp. TD08 中过表

达 minCD，使细胞长度呈几倍到百倍的增加，部

分菌丝长度超 100 μm，长菌丝相互缠绕成网发

生沉降时，裹挟着其他长度较短的小菌体共同沉

降，此过程可在静置 12 h 内完成，省去高速离心

的步骤[34]。当前，对细胞进行形态的改造仍处于

起步阶段，仍需继续研究，以实现在工业中简化产

物的分离及提纯步骤，缩短分离时间，降低生产成

本和时间成本，切实提高与石油基塑料的竞争力。

4.5 高密度的自动化生产

  在工业生产过程中，高密度培养可以提高单

位体积设备的生产能力，降低生物量的分离费

用，便于下游分离纯化工艺，从而提高生产效率

并降低生产成本，但一直并未实现。在高密度发

酵过程中，发酵液成分复杂，反应过程中的代谢

调控更加复杂。由于嗜盐菌具备实现高密度发

酵的基本条件，所以本实验室前期以 Halomonas 
bluephagenesis TD01 为实验对象，进行开放式无

灭菌连续发酵，陆续进行了 7 L 小试、1 000 L 和 
5 000 L 中试[35, 45]、200 T 工业生物反应器发酵，

并获得了理想的结果。

  通过对不同发酵时期的生物样品进行转录组

和蛋白组的分析，得到了不同生长时期 RNA和蛋

白质的表达情况，检测到不同时期各个参数的变

化[10]。利用这些数据尝试构建转录组、蛋白组数

据与关键时间和参数之间的代谢网络，对理解嗜

盐菌在高密度培养条件下的生长、代谢情况有非

常大的帮助，为精确调控代谢流和优化生物反应

器工艺都提供了可靠的理论数据支撑[46-47]。通过

计算机技术、自动化技术与生物反应器的结合，

在前期数据的基础上，未来有望设计出具有自主

控制和自我学习功能的自动化连续生产车间。

  综上所述，与现代工业生物技术(Modern 
Industrial Biotechnology，CIB)和化工过程(Chemical 
processes，CI)相比，NGIB 具有诸多优点，为生物

制造真正转变为绿色制造提供了可能(表 1)。

表 1 NGIB 与 CIB 以及 CI 的比较

Table 1 Comparison of NGIB with CIB and CI
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5 下一代工业生物技术的未来

  在合成生物学研究思想的指导下，盐单胞菌

分子操作平台日趋完善，生产菌的性能不断优

化，形成了能够生产多种高附加值产品的细胞工

厂集群，基于嗜盐单胞菌的 NGIB 将会在此基础

上进一步完善和升级。

5.1 多样化的产品

  与传统发酵工业技术相比，嗜盐单胞菌除具

有低能耗、节约水资源等优势外，还可以生产类

型多样、性能各异的生物基优质材料——PHA。

PHA 是可以代替石油基塑料产品的明星产品，它

既能达到传统石油基塑料的性能要求，又具备良

好的可降解性能和生物相容性，具有美好的生物

医学应用前景[48]。

 

图 5 PHA 的应用领域[52]

Fig. 5 Various applications of PHA[52] 

  目前，聚-3-羟基丁酸(PHB)[49]、聚(3-羟基

丁酸-co-3-羟基戊酸酯)(PHBV)[34]、聚(3-羟基丁

酸-co-4-羟基丁酸酯)(P3HB4HB)[50]等多种材料

的工业化生产趋于成熟。单体种类多样、性能丰

富的 PHA 材料在包装、纺织、药物缓释、组织

工程材料和生物能源等多个领域已经得到了充分

的推广应用(图 5)[51-52]。

  PHA 与多种高附加值的化学品联产，是

目前热门的研究方向之一。本实验室以嗜盐菌

Halomonas bluephagenesis 为底盘细胞高效合成了四

氢嘧啶，同时联产了聚-3-羟基丁酸(PHB)[53]。此

外，通过提升菌株对脂肪酸类碳源的利用效率，

既能大幅降低生产成本，还能联产出更高附加值

的中长链聚羟基脂肪酸酯。

5.2 无人工厂

  物联网概念的兴起与迅速发展，使得万物互

联成为可能，其甚至被称为信息产业的第三次革

命。利用终端信息传感设备，按照约定协议将任

何物体(如生物反应器)与网络互联进行信息交换

和通信，能够实现智能化的实时控制和监管。

  基于前期嗜盐菌的基因组、转录组、蛋白组

等生物发酵过程积累形成的数据库，将革命性的

信息化模式与人工智能(Artificial Intelligence)结
合，推广应用到嗜盐菌的菌种改造和发酵生产

中，建立起基于云端数据库的具备自我管理、自

我调控、自我升级的无人智能工厂。

5.3 低成本、无污染的生产后处理

  利用 NGIB 的嗜盐单胞菌工业生产虽然具有低

能耗、高效率、节约水资源等多个优点，但由于嗜

盐菌高盐、高 pH 的生活环境会产生部分高盐、离子

成分复杂的生产废水。这种生产废水如果不经过处

理，就会对生态环境造成非常大的伤害。目前，高盐

废水的处理方法主要有物理化学法、生物法、人工湿

地处理法[54]，根据盐含量的不同，采用的处理方式

不同，最终的处理效果也不同。利用人工湿地技术

（由水、植物、土壤、微生物和阳光组成的污水自

然净化系统）对嗜盐单胞菌的生产废水进行处理，

可实现低成本、低能耗、无再生污染的处理过程。

6 结束语

  在合成生物学、计算机科学、工程学等相关



何宏韬，等：基于嗜盐菌合成生物学的下一代工业生物技术1 期 9

学科飞速发展的背景下，基于工程化嗜盐菌的下

一代工业生物技术体系正在兴起并不断完善。与

传统工业发酵相比，嗜盐菌对海水、陈化粮、厨

余垃圾的利用能力，进行连续发酵的抗菌能力，

无需灭菌和低氧生长造就的节能能力，都使得这

一技术脱颖而出，大幅提升绿色生物制造的竞争

力，甚至颠覆现有的生物制造过程。

  在未来，下一代工业生物技术一定会在生物

工业生产中大放异彩，甚至引领生物工业革命性

的潮流。当生物制造技术变得足够先进，越来越

多的化学品和材料可以用生物方法制造，环境就

更加绿水青山了。
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