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面向碳中和的微藻适应性实验室进化研究进展

赵权宇

（南京工业大学药学院，江苏 南京 211816）

摘要：微藻生物技术是实现碳达峰和碳中和的潜在途径之一。目前，微藻存在固碳效率低、光合转化效率低以及活

性组分含量低等关键问题，需要通过合成生物学等生物技术手段构建新的藻株，并依据微藻固碳和代谢的特点，构

筑减碳或负碳的新技术路线。适应性实验室进化 （ALE） 在提高微藻对二氧化碳固定，强化废水处理和改善代谢表

型等方面均取得了一定进展，已获得了耐受高浓度二氧化碳和其他环境压力的进化藻株。但是，微藻ALE的效率还

有待提高，基于固碳、光合和活性组分生物合成的合成生物学元件挖掘的研究还比较少。为克服以上问题，亟需改

变微藻ALE的策略，结合高通量ALE装置的应用，缩短进化时间；在已有进化株的基础上，深入挖掘耐受基因、

光合和活性组分生物合成的元件，为微藻基因改造打下基础；借鉴其他微生物ALE的已有经验，深刻理解微藻实验

室适应性进化的动态过程，探索ALE的基本规律。最后对ALE应对微藻碳中和挑战的可能途径进行了展望。
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Abstract: Microalgae biotechnology is one of the potential ways to realize carbon peaking and carbon neutrality. At 

present, microalgae have key problems such as low carbon sequestration efficiency, low photosynthetic transformation 

efficiency and low content of active components. There are also some technological problems which greatly limit the 

pace of its industrialization. Most microalgae can not tolerate more than 2% CO2. Apart from 10%～25% CO2, there 

are other pollutants such as NOx and SOx in industrial flue gas. These flue gas components inhibit the growth of 

microalgae. If the tolerance of algal strains are not enhanced, microalgae can not achieve the goal of stable carbon 

sequestration. In order to solve the problems of microalgae industrialization, wastewater resources can be used to meet 

the water demand in microalgae cultivation, and the economy can be improved by growing high value-added products. 
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It is necessary to construct new algae strains by means of biotechnology such as synthetic biology, and build a new 

technical route of carbon reduction or negative carbon according to the characteristics of microalgae carbon sequestration 

and metabolism. Adaptive laboratory evolution (ALE) has made some progress in improving CO2 fixation by microalgae, 

enhancing wastewater treatment and improving metabolic phenotype. Evolved  algal strains resistant to high 

concentration of carbon dioxide and other environmental stresses have been achieved. However, the efficiency of ALE in 

microalgae needs to be improved, and there are few studies on the mining of synthetic biological elements based on 

carbon sequestration, photosynthesis and biosynthesis of active components. In order to overcome the above problems, it 

is urgent to change the strategy of ALE in microalgae, combined with the application of high-throughput ALE device to 

speed up the evolution process; Based on the existing evolved strains, the elements of tolerance genes, photosynthesis and 

biosynthesis of active components will be deeply excavated to lay a foundation for microalgae genetic transformation. It 

is vital for us to learn carefully from the existing experience of ALE in microorganisms, understand throughly the 

dynamic process of ALE in microalgae, and explore profoundly the basic law of ALE. Finally, the possible ways of 

laboratory adaptive evolution to meet the challenge of microalgae carbon neutrality are prospected.

Keywords: microalgae; adaptive laboratory evolution; carbon neutrality; CO2 fixation; synthetic biology

碳减排是关乎全球长远稳定发展的重大挑

战［1］。因此，必须降低大气中的CO2浓度，严格控

制全球温度的上升在 2 ℃［2］，甚至 1.5 ℃以内［3］。

继签订《京都议定书》后，我国政府于 2020 年

9月郑重宣布了“CO2排放力争于 2030年前达到峰

值，努力争取 2060年前实现碳中和”的减碳目标。

化学、物理和生物学方法均可进行CO2的封存和利

用。在自然界，有 6条天然的生物固碳途径［4］。其

中，Calvin循环是光驱动的好氧固碳途径，广泛存

在于地球上的高等植物和藻类中。英国牛津大学

和美国加州大学等单位的科学家在 Nature 共同撰

文评价 CO2减排的 10条途径，微藻产品是其中之
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一［5］。为早日达成碳中和目标，研发微藻基生物

减排技术大有可为。

微藻通过光合作用固定CO2，在胁迫条件下富

集油脂或淀粉等，是高效的光合细胞工厂。近

10年来，微藻生物技术在生物燃料等领域的应用

受到广泛关注［6］。研究者在藻种选育、光生物反

应器设计及大规模培养［7-8］、微藻收获［9］等方面都

取得了长足进步。然而，开发微藻基负碳途径还

需要克服一些技术瓶颈［10-12］。微藻生物燃料的生产

成本仍然较高，用水量大，占用土地广，这极大

限制了其产业化步伐。多数微藻不能耐受超过 2%

的 CO2，而工业烟道气中除了 10%～25% 的 CO2，

还有NOx和 SOx等污染物，这些烟道气组分都会抑

制微藻生长［13］。藻种选育是微藻固碳技术路线的

起点，藻株强化后有助于达到稳定固碳的目标。

为解决微藻产业化层面的问题，可以利用废水资

源解决微藻培养中的水需求，可以通过生产高附

加值产品提高经济性［14-15］。

除了不断发现新的天然固碳途径［16］，合成生

物学是强化微藻CO2固定、废水处理和高附加值产

品研发，构建微藻基碳中和途径的强大工具。莱

茵衣藻［17-18］、三角褐指藻［19-20］和微拟球藻［21-22］等

的基因工程改造已经成为可能，然而利用合成生

物学手段进行其他真核微藻的途径重构或基因工

程改造仍是困难的。很多具有应用潜力的微藻来

自野外筛选，还没有进行基因组测序，基因工程

改造成功率低。并且，多数环境耐受性并不是简

单地由单个基因控制，多靶点的基因改造难度更

大。适应性实验室进化（ALE）是合成生物学的重

要手段［23-24］，已经成功用于细菌、酵母和藻类的

菌/藻种选育［25-26］。通过进化工程手段可以提高微

藻对环境胁迫的耐受性［27］。其中，开发高附加值

产品可提高微藻生物固碳过程的经济性，尚需利

用合成生物学手段调控或构建新的代谢途径。微

藻是良好的光合固碳底盘，本文将就面向碳中和

目标的微藻适应性实验室进化进行综述。

1 微藻适应性实验室进化的基本流程

适应进化可以不通过基因工程手段而活化潜

在途径、强化特定代谢表型或提高环境适应能力。

自然界的生命体在长期演变中为适应环境变化存

在自然选择，由此产生适应进化。实验室内，微

生物的适应进化实验可以作为研究进化的工具，

也可以作为开发工业新菌株的手段［28-29］。

微藻 ALE的效率取决于初始藻株的种类、微

藻的初始细胞密度和进化策略等（图 1）。初始藻

株需具备一定的生长、抗逆或高产的基础及潜力。

微藻的细胞接种密度、培养体积和每次更新的体

图图1　微藻ALE的基本流程

Fig. 1　Basic procedure of ALE for microalgae
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积等与细胞增殖密切相关，也影响突变藻株的筛

选效率。ALE可为连续培养模式，也可为间歇培

养模式。适应进化的常用方法是培养微生物达到

一定的指标后进行传代培养。不断重复这个过程

直至代谢表型趋于稳定，获得进化藻株。ALE的

进化策略包括胁迫策略和非胁迫策略。需要指出

的是，胁迫策略是常见的构建抗逆藻株的途径，

而非胁迫策略在不抑制生长的条件下，改善生长

表型，并提高油脂等的累积［30］。基于化学调节剂

的适应性实验室进化（CM-ALE）用于改善隐甲藻

的脂质生成［31］。化学调节剂抑制特定细胞内酶的

活性，是一种调节碳分配的化学胁迫，显著提高

微藻的脂质生产。因此，CM-ALE 是构建微藻进

化菌株的有效策略。在适应进化中利用富里酸定

向调控多不饱和脂肪酸的累积也取得了进展［32］。

化学调节剂可在不抑制微藻生长的条件下，定向

调控微藻目标产物的合成，是目前的研究热点。

改变微藻ALE的藻种选择、基本条件和进化策略，

可能会获得不同的进化藻株。微藻的基因突变也

是随机的。即使 ALE的环境胁迫条件相同，同一

个出发藻株经过不同的 ALE也会产生不同的进化

藻株。即使这些进化藻株的耐受性或进化表型相

近，其突变基因也存在差异。

2 微藻适应性实验室进化的基本方法

“物竞天择，适者生存”是自然界的普遍规

律。适应是能顺应环境胁迫，或同种或异种生物

的竞争，最后能生存下来的都属于进化后的“强

者”。这也是自然界物种不断演变和极大丰富的原

因。在实验室保存的莱茵衣藻也出现了代谢表型

的变化［33］。更多的是自然界中响应环境胁迫出现

的突变藻株。在意大利 Bossoleto二氧化碳泉附近

的空气中 CO2 的浓度可达 1080～2160 mg/m3［34］，

该地的藻株可以耐受 3600 mg/m3的 CO2。原则上，

研究用的藻株都直接或间接来源于自然界，有些

在筛选和纯化后进行过诱变等改造。从极端环境

等筛选藻株往往具有高耐受性，但是筛选工作量

大，费时费力。为了获得可以耐受更高浓度CO2或

其他胁迫条件的藻株，ALE是可行的改善微藻代

谢表型的技术途径。从适应进化或驯化的时间尺

度上，可以将ALE分为短期驯化和长期进化。

2.1 短期驯化

有些研究发现，2～19 d左右的短期驯化就可

以获得耐受酸性、高光强、高浓度CO2、高氨氮、

高温和高盐度等环境胁迫的藻株。微藻短期驯化

的基本条件和时间等总结于表 1。相对来说，长期

ALE比短期驯化可以获得更稳定和更具耐受性的

藻株。经过 257 d（1255代）获得的进化莱茵衣藻

藻株在 0.2 mol/L NaCl的生长高于短期驯化（2 d）

的藻株［41］。需要考虑两个问题，短期驯化能否强

化耐受表型，以及耐受表型能否稳定遗传。短期

驯化能否成功，还要综合考虑藻株和胁迫条件。

高盐［42］或烟道气［43］等环境胁迫不能短期获得耐

受性，只能采取分段 ALE。ALE 包括出现不同耐

受性突变株，以及高耐受藻株在不同周期中的逐

步富集和低耐受株逐步被淘汰的过程（图 2）。短

表表1　　微藻的短期驯化

Tab. 1　　Short-term acclimation for microalgae

出发藻株

Desmodesmus sp. MAS1, Heterochlorella sp. MAS3

Chlamydomonas reinhardtii

Coccomyxa sp.M2

Chlorella sp. LAMB 3, Chlorella sp. LAMB 122

Chlorella pyrenoidosa

Scenedesmus sp.

Chlamydomonas reinhardtii

适应进化压力

pH 3.0

20 μmol/(m2·s), 60 μmol/(m2·s), 

400 μmol/(m2·s)

pH 3.0～7.0

40% CO2

1500～4750 mg/L NH4
+

盐浓度0.5%～2.5%

光强4.0～6.0 klux

温度30～35 ℃

0.2 mol/L NaCl

接种细胞密度

—

—

—

0.4 g/L

1×108 cells/mL

0.1 g/L

0.1 g/L

0.1 g/L

5×105 cells/mL

总时间/d

14

—

—

7

19

10

10

10

2

文献
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[36]
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期驯化的藻株能否稳定遗传还需要更长期的考察。

有必要对短期驯化和长期进化的藻株进行系统分

析，探索相关的机制问题。

2.2 长期进化

长期进化是获得稳定进化藻株的有效方式。一

般来说，微藻在自养条件下生长速度比大肠杆菌或

酿酒酵母等微生物在异养条件下慢，在环境胁迫条

件下生长周期更长。微藻中的整个适应进化过程可

能需要 3个月到 2年以上的时间。因此，提高适应

进化的效率非常重要。微藻长期进化的内容总结于

表 2。为了提高对环境胁迫的耐受性，适应进化中

的初始生物质浓度可能需要 0.5～0.8 g/L［57］，每个

循环（cycle）只能增殖 2～3 代（generation）。整

个适应进化周期增殖代数少，适应进化效率低。

一般来说，大肠杆菌或酿酒酵母等微生物的适应

进化都在 500～2000代。微藻的单一适应进化周期

1～21 d不等［32， 52］。因为在环境胁迫条件下微藻生

长受到抑制，每个周期的最终细胞密度有限。因

此，每个周期的增殖世代数可能会很低。为了获

得稳定的藻株，总增殖代数是比总周期数更关键

的评价指标［27］。提高适应进化效率还有一些新的

方法。物理和化学诱变将带来随机的碱基突变，

而适应进化过程是对诱变后藻株的再筛选，并修

复诱变带来的细胞损伤［58-59］。Kondo教授等［50］结

合适应进化和诱变的新方法，虽然接种生物质浓

度只有 0.02 g/L，84 d后就获得了耐盐藻株。除了

对纯微藻的驯化，也有研究采用了对微藻群落的

ALE，这样得到的进化藻株更接近实际应用的需

要。经过几个月的适应进化，微藻群落可以耐受

30% CO2，并在火力发电厂进行了侧线测试［60］。

需要注意的是，ALE的时间并非越长越好，进化

70 d得到的进化株其生长和油脂含量等指标就略优

于进化 80 d得到的进化株［61］。为了提高ALE的效

率，目前已经建立了微滴培养系统的高通量 ALE

策略［62-63］。

3 微藻适应性实验室进化的应用

3.1 COCO22固定

微藻培养的CO2来源可以来自空气或者烟道气

等工业废气。一般来说，一个藻株有最佳的CO2培

养浓度。如果不能耐受高浓度CO2，可以通过ALE

强化其对低 pH的耐受并改善固碳能力。以 10%或

图图2　微藻ALE的动态过程

Fig. 2　Dynamic process of ALE for microalgae
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20% CO2为胁迫压力，选择一株野外分离的小球藻

为出发藻株，经过 30个周期分别获得了两株进化

藻株，AE10和AE20［64］。这两株进化藻株在 1%～

30% CO2条件下均能高效固碳，而且AE10的固碳

能力要强于AE20。这也说明，适当的胁迫压力是

ALE成功的关键之一，并非胁迫压力越大获得的

进化藻株越好。烟道气中的NOx和 SOx在微藻培养

基中累积，会快速降低培养基 pH，同时也会存在

盐离子毒性。选择经过一次ALE的进化藻株AE10

作为新的出发藻株，以模拟烟道气作为胁迫压力，

分 5段递增模拟烟道气浓度进行适应进化后，获得

了新的进化藻株 Cv（二次进化藻株），可以耐受

10% CO2、200 mL/m3 NOx 和 100 mL/m3 SOx
［43］，为

微藻直接利用烟道气进行固碳提供了可能。需要

指出的是，工业烟道气中还含有其他痕量污染物，

对微藻也存在抑制作用［13］。研究发现，进化藻株

AE10是通过 10% CO2作为胁迫压力经过ALE获得

的，但是 AE10 具有耐受高光强［65］ 和 20 g/L 

NaCl［42］的多种抗逆性能，再经过两段适应进化，

获得了可以耐受 30 g/L NaCl 的进化藻株 S20［36］。

表表2　　微藻的长期适应进化

Tab. 2　　Long-term ALE for microalgae

出发藻株

Chlorococcum 

littorale

Chlorella vulgaris

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Tisochrysis lutea

Synechocystis sp. 

PCC 6803

Schizochytrium sp.

Chlamydomonas sp.

Isochrysis galbana 

Parke

Crypthecodinium 

cohnii

藻菌共培养

C．reinhardtii

Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp.

Phaeodactylum 

tricornutum

适应进化压力

缺氮

255 μE/(m2·s)红光

42 μE/(m2·s)蓝光 + 

128 μE/(m2·s)红光

42 μE/(m2·s)蓝光 + 

128 μE/(m2·s)红光 + 

2.5 mol/L NaCl

温度波动（低温6～21 ℃, 

高温26～35 ℃）

3% NaCl

34.5 ℃

5%或7%海盐

100 mg/L或200 mg/L苯酚

9～54 g/L葡萄糖

体积分数20%渗滤液

0.2 mol/L NaCl

30 g/L NaCl

4 ℃, 30 g/L NaCl

230 r/min

50%～90%盐度

接种细胞密度

/(g/L)

OD750=0.5

0.84

0.5

—

—

OD730=0.2

—

0.02

5×105 cells/mL

OD470=0.1

—

5×105 cells/mL

—

—

—

1×106 cells/mL

周期

13

38

16

—

13

43

70

—

30

260

21天一个

周期

2～3天

一个周期

150

30

40

35

总时间/d

134（前8个周期，每个周期前2天正常，后面6天

缺氮；后面5个周期，前2天正常，后面12天缺氮）

114

80

—

150

303

70

84

90

650

24个月

17个月

150

90

40

252
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从一个淡水藻株，到一个可以在海水中生长并快

速固碳的藻株，ALE发挥了重要作用。

3.2 废水处理

微藻培养需要大量的水，而工农业废水和城

市污水中含有一定浓度的氮、磷，是微藻培养必

需的营养元素。利用废水培养微藻可以构建绿色

生态循环，也有助于实现双碳目标。高浓度苯酚会

抑制微藻生长，出发藻株L3经过90 d的ALE，进化

后的小球藻藻株 L5 可以去除 500～700 mg/L 的苯

酚［57］。ALE也成功用于强化球等鞭金藻（I. galbana 

Parke）对苯酚的耐受性［51］。先在 100 mg/L苯酚的

胁迫下进化 90 d，得到进化藻株 PAS-1，再在

200 mg/L 苯酚的胁迫下进化 90 d，得到 PAS-2。

PAS-1和PAS-2可以分别耐受 200 mg/L和 300 mg/L

的苯酚。并且，这两个进化藻株均可在 5 d完全去

除 200 mg/L的苯酚。从垃圾渗滤液中分离得到藻

菌菌群，经过 2年的ALE，群落中小球藻的生长速

率提高了两倍，硝态氮和氨氮均可去除［53］。废水

和污水中往往含有细菌等微生物，开放式培养更

是无法做到完全无菌，菌群的适应进化可以构建

更具鲁棒性的培养系统［66-67］。废水中一定浓度的有

毒有害物质，对微藻构成胁迫。有可能通过 ALE

强化耐受性并高效去除这些污染物。废水的种类

众多，污染物的种类和浓度也千差万别，ALE用

于强化微藻废水处理藻株的研究还有必要进一步

深入。

3.3 表型强化

表型强化包括强化生长表型和强化代谢表型。

野生型大肠杆菌的生物质合成只能达到理论计算

值的 40%～60%。刚刚构建的单基因敲除突变体甚

至无法正常生长。这些突变体经过适应进化，生

物质合成或代谢产物生产等均会显著增加，与基

因组尺度代谢网络模型的预测结果接近［68］。微藻

固碳之后，细胞内将进行碳分配，调控获得更多

的油脂或糖。理论上，抑制糖合成将提高油脂的

累积。但是，经诱变获得的两株莱茵衣藻糖合成

缺陷突变株的油脂含量并未显著提高［30］。在最佳

生长条件下，以该两株藻作为出发藻株，经过 84 d

的 ALE，进化后藻株的生长均得到强化。并且，

其中一进化藻株在缺氮条件下的油脂含量与进化

前相比提升了将近 1倍。ALE除了强化了生长，对

油脂［69］和色素的合成［46-47］也有促进作用。环境胁

迫条件将在微藻胞内产生活性氧自由基，并调控

碳分配向DHA等多不饱和脂肪酸［54-56］。微藻油脂

等高附加值产品的累积往往通过培养过程的环境

胁迫来获得，但是环境胁迫会限制微藻生长。如

果采取两段法，第一段生长，第二段油脂或糖等

累积，两段法的总体时间过长会降低产率［65］。如

果通过 ALE获得进化藻株，可以既不抑制微藻生

长，又高产高附加值产品，将进一步提高微藻固

碳技术途径的可行性。

4 微藻适应性实验室进化的机制分析与
合成生物学

4.1 机制分析

进化前后的藻株在生理生化［70］、基因水

平［71］、转录水平［72-73］、代谢物浓度［45］和表观遗

传［58］等方面均存在差异。出发藻株和进化藻株的

比较组学分析有利于理解进化藻株对环境胁迫的

响应与耐受机制［74］。微生物的适应进化多数是点

突变，进化前后的菌株只在 1～80 bp 碱基上存在

差异，只有在个别情况下是大片段基因变化造成

的表型差异［75］。而且，可能有多个基因型具有相

似的表型。酿酒酵母耐受盐酸和乳酸的研究也表

明有多个途径都可以实现耐酸表型［76］。藻类的基

因组比微生物大得多，基因注释也不完善。适应

进化前后比较基因组学研究将从根本上揭示适应

进化的分子机制。此外，需要从热力学等角度认

识适应进化过程。黄和等［54-56］构建了多个裂殖壶

菌的进化株。综合分析这些裂殖壶菌适应进化藻

株的发酵过程。结果表明，DHA发酵过程的有效

能效率与生物量产率存在线性关系（R2=0.8044），

说明适应进化可以通过强化生长表型提高DHA有

效能效率，为进一步通过适应进化提高DHA发酵

性能提供参考［77］。

转录组学可以在全基因组尺度比较出发藻株

和进化藻株的实时差异。光合作用对微藻生长具
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有重要影响。一般的环境胁迫可能会对光合系统

活性造成损伤，使得微藻的生长受到抑制。对比

耐受苯酚进化藻株L5和出发藻株L3，比较转录组

结果表明适应进化确实强化了代谢网络中多数基

因［70］。但是苯酚的存在仍会下调光合作用、氧化

磷酸化和部分氨基酸代谢相关基因的表达。耐受

苯酚的机制来源于光合作用、抗氧化酶和色素合

成等相关基因的上调［70， 78］。对可耐受 30 g/L的盐

的适应进化藻株 S30 和 AE10 进行无参转录组分

析［42］。结果表明，高盐度严重影响光合作用、氧

化磷酸化、脂肪酸合成和酪氨酸合成代谢，相关

基因显著下调。抗氧化酶、CO2固定、部分氨基酸

代谢、中心碳代谢和ABC传递系统显著上调。值

得注意的是，除了 C3固碳途径，C4固碳途径和景

天酸代谢途径的基因都显著上调。这说明相关途

径与耐盐相关。耐受模拟烟道气的进化藻株Cv在

模拟烟道气和10% CO2中的比较转录组结果中显著

变化的基因仅有 495个，集中在光合作用、氧化磷

酸化和氨基酸代谢等代谢途径中［43］。进化藻株Cv

在模拟烟道气中通过上调光合作用、氧化磷酸化、

氮还原和硫代谢中 cysA 基因，快速利用氮和硫，

防止溶解在培养基中的NOx和SOx降低 pH，保护微

藻光合系统。耐受苯酚［70］、盐［42］和模拟烟道

气［43］的适应进化转录组学机制研究结果表明，耐

受性均涉及光合系统、抗氧化等多个代谢途径中

多个基因的显著变化，进行多基因的合成生物学

改造存在困难。经过650天ALE得到可耐受高浓度

葡萄糖的寇氏隐甲藻（C. cohnii）进化藻株［52］。代

谢组学分析结果表明，甘油、谷氨酸、丙二酸和

琥珀酸是中枢代谢物。这些组学分析获得了微藻

的一些代谢调控规律和耐受机制，比较基因组学

的研究可以获得更多基因或元件信息，为合成生

物学改造提供借鉴。

4.2 进化工程的动态研究

为深入理解适应进化的机制，需要考察适应

进化的动态过程。在 ALE过程中，随着周期的增

加，产生不同的突变株，而且突变株种群也在不

断变化（图 2）。在环境胁迫条件下，能够适应的

突变将保存下来，并在种群内部占据主体，最后

可能得到单一突变体，或者得到几个突变体的组

合。如果能快速鉴别和筛选这些高耐受突变体，

将显著提高 ALE 效率。在提高耐受性的 ALE 中，

环境胁迫压力是主要的筛选条件，如果是面向提

高生长和代谢物高产表型的 ALE，则需要研发有

针对性的检测指标或生物传感器。

为了更好地理解 ALE的动态过程，已经开发

一个ALE的优化程序，ALEsim［79］，为进一步设计

和优化ALE提供了工具。ALEdb 1.0则是一个微生

物 ALE 的网上数据库［80］，该数据库包含 11000 个

突变体的信息。通过以往这些 ALE的成功实验结

果，可以更精准地设计微藻 ALE过程。需要注意

的是，部分文献中关于ALE过程的描述不够细致，

或者根本没提供 ALE过程的详细数据，很难进行

系统比较。这也要求在微藻的 ALE实验中采集足

够的信息，为今后的分析打下基础。更需要从酵

母［81-83］或细菌的ALE中借鉴经验，完善微藻ALE

的设计［24， 83］。

4.3 合成生物学在 ALEALE 中的应用

近年来，合成生物学在基因组编辑［84-86］、代谢

调控［87-88］等方面都有了突破性进展。合成生物学

和进化工程结合［89］，将提高微藻ALE的效率，构

建更有抗逆性和固碳能力的藻株。

ALE为合成生物学提供新的抗逆基因或元件。

ALE 后获得的进化藻株中存在一定的基因突变，

通过比较基因组学等手段可以获得潜在的抗逆基

因或代谢工程改造的候选基因。相关元件的挖掘

将为进一步的合成生物学改造提供参考［90］。生物

元件是合成生物学的基本要素之一［91］。目前，利

用比较基因组学等手段，获得了微藻耐受低温等

的基因和元件信息。在极地雪藻（Chlamydomonas 

nivalis）从 22 ℃转到 4 ℃培养时，12 个转录因子

和 3个 RNA键合蛋白出现显著变化，积极调控微

藻进行响应［92］。通过基因组、转录组和蛋白质组

等多组学数据全面分析了可在接近 0 ℃生长的小球

藻的基因、转录和蛋白等水平的差异，进一步的

发掘将会获得新颖的生物元件［93］。通过合成生物

学手段强化光合系统效率，对微藻的藻种改造至

关重要［94］。在蓝藻中获得的相关元件也可为真核
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微藻借鉴。

从进化藻株筛选的候选抗逆基因等还需要进行

验证。已从自然进化的藻株中发现了基因变异［71， 95］。

在低浓度CO2的环境中，微囊藻（Microcystis）的无

机碳利用基因以 bicA+sbtA为主。当CO2浓度增加，

则以 bicA为主［95］。在模式微生物中发现候选抗逆

基因，通过合成生物学手段改造微生物，再通过

ALE强化表型是比较成熟的菌种改造路线。比如，

柠檬烯会抑制解脂耶氏酵母生长，造成柠檬酸产

量低。通过转录组学发现 82个基因上调响应柠檬

烯胁迫。从中选择 8个候选基因进行改造，确实获

得了高产柠檬烯的酵母菌株［96］。微藻的转录组等

组学信息也揭示了一些显著变化基因，可以采取

类似策略进行改造。但是真核微藻的合成生物学

改造在模式微藻中成功率较高［97］。对非模式真核

微藻很难通过反向代谢工程手段进行验证。主要

原因是受限于真核微藻基因组信息和基因操作工

具的缺乏、低效。比如微藻同源重组效率低［98-99］，

而非模式微藻的基因组编辑工具尚需完善［100］。微

藻的代谢调控机制非常复杂，往往是多个基因协

同作用，而多基因的基因操作就更为困难。此外，

真核微藻中光合作用也非常重要，但是酿酒酵母

和大肠杆菌均无光合系统，蓝藻等原核生物的基

因操作较为成熟，可以考虑在蓝藻中验证。利用

合成生物学手段进行多位点编辑，可以获得具有

遗传多样性的进化菌株，也是提高 ALE效率的潜

在方法［24］。基因组多位点编辑在酵母中应用较

广［101］，但是对于微藻还是困难的。随着技术的发

展，非模式真核微藻的基因组编辑工具将更高效，

其基因组多位点编辑也会成为可能。

5 挑战与展望

微藻通过光合作用进行固碳，在自然界中为

碳循环贡献着力量。面向“双碳”重大战略需求，

需要发挥微藻的优势，提出可行的碳中和路线。

根据这些技术路线的需要，ALE强化藻种代谢表

型和耐受性，并提高这些技术路线的技术可行性

和经济可行性。目前，微藻的ALE还存在效率低、

机制分析不明确、合成生物学应用少等问题。

（1）进一步提高微藻的固碳效率，服务碳中

和目标。微藻固碳的利用率和对不同工况的适应

性还有待提高。部分进入培养系统的CO2停留时间

短，造成对CO2的利用率低。从光生物反应器的结

构设计等方面可以提高碳的利用率，对藻种来说，

微藻快速生长就可以高效固碳。还需要提高微藻

对不同工况的适应性，特别是室外培养中温度和

光强等周期性变化。在培养体系中加入CO2吸收剂

也是增加CO2溶解度和固碳效率的方法，有些吸收

剂对微藻也会产生抑制，需要通过 ALE强化对这

些吸收剂的耐受性。

（2）提高微藻废水处理效率，满足微藻对水

资源需要同时有效固碳。微藻废水处理中除了氨

氮和盐胁迫，不可避免地还要受其他化合物和微

生物的影响。对于含菌系统如果提高微藻的生长，

发挥藻和菌各自的作用，也可以通过 ALE构建更

稳定的体系，进而提高微藻废水处理效率。

（3）综合开发微藻高附加值产品，提高碳中

和路线的经济性。ALE除了可以提高微藻的生长，

并高效固碳，还提高了油脂或者色素的产率。为

了进一步提高微藻碳中和技术路线的经济性，还

需要筛选新的微藻高附加值产品。可以通过加入

化学诱导剂的方法提高这些产品的产率，相关的

策略还有待进一步完善。

（4）探索微藻 ALE 的分子机制和代谢调控规

律。微藻进化藻株的机制分析从根本上来说，还

要通过比较基因组和表观组学的方法进行分析。

目前相关研究还不充分，因为微藻的基因组测序

数量比微生物少得多，基因注释还不完善。转录

组学、代谢组学和蛋白质组学等更多的是从代谢

调控角度阐明相关机制。转录组及代谢组的研究

一般仅停留在代谢网络层面，对信号传导途径的

研究不多。抗逆性与信号传导途径息息相关。构

建多组学的系统生物学分析，将有助于明确对微

藻代谢和抗逆机制的认识，并为进一步的合成生

物学研究服务。

（5）提高微藻ALE的效率。随着微藻ALE研

究的深入，特别是可以借鉴其他微生物 ALE的成

果，从藻株筛选、ALE条件和进化策略等角度合

理设计，努力使微藻尽快达到 ALE的终点，获得

进化藻株。搜集 ALE 中的动态信息并构建模型，

获得 ALE 的进化规律。可以和诱变等方法结合，

909



合成生物学 第 3 卷

构建更多的突变体，并高效筛选满足耐受性的藻

株。加入适当浓度的化学调节剂，可以在不抑制

微藻生长的前提下，调控胞内代谢产物累积，也

有利于提高微藻ALE效率。

（6）发挥合成生物学的优势，构建非天然固

碳途径。以微藻作为可光合作用的底盘，通过进

化工程强化藻株的耐受性，并获得更多的进化藻

株。通过比较基因组学分析等，发掘固碳和抗逆

元件，可以在其他生物中进行异源表达，并合成

新的非天然代谢途径，为实现碳中和目标贡献力

量。随着基因编辑技术的发展，真核微藻的基因

工程改造效率将不断提高。研发新模式微藻的底

盘细胞，并通过合成物学手段构建固碳和高附加

值产品生物合成新途径，将助力微藻合成生物学

技术实现碳中和目标。
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