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人工多细胞体系设计与构建研究进展
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摘要：合成生物学的发展正从优化基因元件与模块走向从头设计复杂代谢线路。多细胞体系因可实现代谢功能分

工、复杂底物多组分利用及耐受复杂环境等，在医药、食品、化工、环境及能源等领域发挥着不可替代的作用，

并已成为合成生物学发展的新方向。然而，多细胞体系的研究还处于起步阶段，理性设计与构建人工多细胞体

系、解析细胞间信息互作机制及调控多细胞体系结构等方面还面临诸多挑战。本文综述了人工多细胞体系在医药

开发与医疗健康、天然产物合成、木质纤维素一体化生物加工以及环境修复等领域的应用，总结了人工多细胞体

系的构建原理，阐述了多细胞体系内细胞间的交流机制，并剖析了人工多细胞体系面临的诸多挑战以及针对性的

解决方案，为构建系统鲁棒、稳定、可控的人工多细胞体系提供理论指导。
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Abstract: Synthetic biology is developed from designing and building simple elements and modules to de novo buildup

complex metabolic pathway and network. Recent advances in microbial consortia present a valuable approach for expanding

the scope of synthetic biology. First, microbial consortia can create a novel microenvironment for strains, potentially resulting

in the activation of silent metabolic pathways which are not expressed under "normal" cultivation conditions, leading to

discovery of novel chemicals for novel drugs and other purposes; Second, microbial consortia allow a labor division for

metabolic modules among different microbial strains, which permit improved efficiency and more complex behavior than
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monocultures; Third, microbial consortia consist of multiple functional microorganisms, allowing capability for utilizing

complex substrate with robust tolerance to environmental stresses. All these endow microbial consortia an indispensible role

in the areas of medicine, food, chemical engineering, energy industry and biodegradation for environmental pollutants.

However, the study of synthetic microbial consortia is still in its infancy, facing many unknowns and challenges in the

construction of stable and controllable microbial consortia systems, intercellular communication and regulation of microbial

population structure. This review summarizes the application of synthetic microbial consortia in the areas of human health

monitoring and medicine exploitation, synthesis of valuable compounds, consolidated bioprocessing of lignocellulosic

materials and environmental bioremediation, as well as the construction principles and research methods for microbial

consortia study. In addition, the unrevealed interaction mechanism underlying microbial consortia is addressed. Moreover, the

outstanding challenges and future directions to advance the development of high-efficient, stable and controllable synthetic

microbial consortia are highlighted.

Keywords: synthetic microbial consortia; human health supervision; valuable compound synthesis; consolidated

bioprocessing; environment bioremediation; interaction mechanism; microbial population structure
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通过传统代谢工程手段提高单菌发酵性能，

为大宗和高附加值化学品的高效生物合成提供了

广阔前景［1］。然而，在构建工程菌株过程中，外

源基因受到的排他性和基因沉默途径的存在以及

发酵过程需要的严格培养条件等因素，制约了生

物制造产业的发展［2-3］。在自然环境中，99%以上

的微生物无法通过传统的技术进行分离培养；天

然微生物菌群通过在不同细胞间进行劳动分工，

可完成复杂工作，且对复杂环境具有更强的适应

性和稳定性［4］。人类利用微生物混菌体系进行生

物发酵已经有几千年的历史，如传统食品发酵过

程中奶酪和酱油的生产是由混合菌群发酵完成［5］。

混菌体系具有的强大优势也正促使合成生物学的

发展从基本模块和元件的单菌底盘设计逐步走向

从头设计和构建人工混菌体系［6］。近年来，研究

人员已在微生物混菌体系的应用潜力开发、菌群

细胞的劳动分工设计、细胞间信息互作机制解析

以及微生物群落系统统计模型开发等方面开展了

大量的研究工作［7-21］（图1）。

通过解析天然混菌体系的互作机制，指导理

性设计与构建系统鲁棒和稳定的人工混菌体系为

合成生物学的网络化与多功能化研究开辟了新的

研究方向。在基因表达方面，复杂混菌体系为单

细胞创造了独特的生长微环境，可能会激活常规

单菌培养条件下的“沉默”基因簇，合成新的化

学物质，这为新药的研究开发提供了广阔资源［22］。

此外，人体内的微生物群落行为是影响人类健康

的一个重要因素，人体内数以万亿计的微生物伴

随着人类共同进化，与人体共同构成了一个复杂、

和谐并具个体特性的共生系统，以适应不断变化

的宿主生理［23］。在代谢路径方面，多细胞体系采

用“劳动分工”的方法，减轻了单菌底盘的代谢

负担，适于完成更复杂的工作［24-25］。通过菌群结构

的调控可以实现代谢路径的模块化组装和优化；

而在单菌底盘内，代谢路径的优化需要通过一系

列关于启动子、核糖体结合位点、终止子和载体

等复杂的基因编辑才能完成［9］。在系统鲁棒性方

面，多细胞体系集合了不同性状、不同功能的细

胞，细胞间的作用关系维持着动态平衡，对环境

波动具有更强适应性和稳定性，可在复杂环境下

完成复杂功能［26］。目前，人工多细胞体系已在医

疗、食品、化工、能源、环境等多个领域广泛应

用，并且取得了一定的进展。

目前，人工多细胞体系的研究还处于起步阶

段，在设计与构建人工多细胞体系、提升现有多

细胞体系的稳定性和可控性等方面仍存在巨大挑

战。本文综述了近年来人工多细胞体系在人体健

康监测、高附加值化合物合成、木质纤维素的一

体化生物加工以及环境生物修复等领域的应用，

重点介绍了人工多细胞体系的构建策略与瓶颈、

提升人工多细胞体系稳定性和可控性等方面，为

人工多细胞体系的构建及应用提供全面深入的剖

析与指导。

1 混菌体系在新药研发及人体健康监测
方面的应用

1929年，亚历山大·弗莱明（Alexander Fleming）

在Penicillium和Staphylococcus的混菌体系中发现了

青霉素的存在，这被认为是20世纪最有影响力的科

图图1 多细胞体系研究进展重要标志成果时间轴

Fig. 1 A brief timeline for some key milestones in microbial consortia development
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学突破之一［12］。随着生物技术的发展，越来越多的

新型化合物在多细胞培养体系中被分离和鉴定。例

如，共培养Fusarium tricinctum和F. begonia合成了

对Escherichia coli、Staphylococcus aureus和Pseudo-

monas aeruginosa 具有抗菌性的抗生素物质 Suben-

niatins A and B［27］。共培养 Streptomyces clavuligerus

和 S. aureus N315 可以产生全霉素类抗生素物质，

而单培养这两株菌都无法获得此抗生素［28］。基因

组测序技术以及生物信息学的快速发展，揭示真

菌系统中超过 90% 次级代谢产物合成的基因簇在

常规实验室培养条件下处于“沉默”状态［29］。例

如Amyco-latopsis中的沉默糖肽簇［30］。有研究表明

一些“沉默”基因簇的激活需要其他微生物分泌

的一些激活因子的刺激［31］。表 1总结了过去 10年

通过微生物混合培养发现的新型化合物，这些新

物质中大多都表现出抗菌特性，且只能通过混合

培养获得。近年来，抗生素的滥用导致耐药性致

病菌株的数量在不断增加，开发更多新型的抗生

素刻不容缓［37］。多细胞体系的特性显示了其在抗

生素合成方面的潜力。

除了抗生素等新型物质的发现，多细胞体系

在临床研究中也发挥着重要的作用。人体系内的

微生物与体细胞一样丰富，且含有的基因要比人

类基因组更加庞大复杂［38-39］。除了遗传和环境因素

外，人体微生物群体行为也是影响人类健康的另

一个重要因素［22］。例如，肠道菌群已在个性化医

疗中扮演重要角色，对于肠道免疫系统的发展和

动态平衡至关重要［40］。探究人体微生物间及微生

物与人体组织间的作用机制是人体微生物组学研

究的重要环节，也是人体健康管理的重要方向。

2 “劳动分工”实现复杂代谢路径天然

产物的合成

合成生物学和代谢工程在构建和优化模型微

生物，如 E. coli和 Saccharomyces cerevisiae的代谢

途径以合成高附加值化学物方面取得了巨大进展。

而人工合成网络规模和复杂程度的不断增加，使

得利用单菌兼容这些功能成为难题。例如，利用

葡萄糖从头合成紫杉醇需要 35～51步。通过基因

编辑获得的E. coli工程菌株最高只能合成 1.02 g/L

紫杉二烯（紫杉醇的前体）［41］，无法满足工业生产

的需求。多细胞体系的研究为这类复杂代谢路径

物质的合成提供了新的借鉴和方法。通过理性设

计与构建人工多细胞培养体系，将代谢路径分配

组装到多个独立细胞，可减轻单菌的代谢负担。

并且，通过设计与优化单个底盘细胞的代谢能力，

可以实现各模块的最佳组合［7］。

根据多细胞体系中的微生物组成，可将其分

为原核与原核、真核与真核和原核与真核三类组

表表1 混合培养鉴定新的次生代谢物的最新研究

Tab. 1 Recent studies on mixed cultures identifying novel secondary metabolites

微生物组合

Alternaria tenuissima &
Nigrospora sphaerica

Aspergillus fumigates &
Streptomyces rapamycinicus

A. fumigatus & S. bullii

Fusarium tricinctum &
Fusarium begoniae

Trichophyton rubrum &
Bionectria ochroleuca

Streptomyces clavuligerus &
Staphylococcus aureus

Penicillium pinophilum &
Trichoderma harzianum

A. fumigates & Streptomyces peucetius

新产物

间苯甲酚，异戊二烯醇

富马环素A, B

麦角甾醇、二酮哌嗪生物碱

亚苯甲酸甲酯，亚苯甲酸乙酯

4″-羟基亚砜-2,2″-二甲基硫丙氨酸P

全霉素

二氯戊菊酯C
青霉素、MC-141和施托美霉素

烟酰胺(1)，N,N′-[(1Z,3Z)-1,4-双(4-甲氧基

苯基)丁烷-1,3-二烯-2,3-二基]二甲酰胺(2)

活性

抗真菌

抗生素

抗菌和抗原虫

抗生素

N/A

抗微生物

N/A

(1)无活性

(2)细胞毒素

是否可单独

培养获得

是

否

否

否

否

否

否

是

否

年份

2013

2013

2013

2013

2014

2012

2011

2011

参考

文献

[32]

[33]

[34]

[27]

[31]

[28]

[35]

[36]
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合方式。在原核与原核多细胞体系中，E. coli是最

常用的底盘细菌。例如，Zhang等［42］设计了一种

新型 E. coli-E. coli共培养体系，生产顺，顺黏康酸

和 4-羟基苯甲酸，这两种化合物都是生产己二酸、

对苯二甲酸、肉豆酸和香草醇等高值化合物的重

要平台中间体［43-44］。在这一研究中，第一株E. coli

利用葡萄糖合成中间体 3-脱氢莽草酸，该中间体

随后被第二株E. coli吸收转化为顺，顺黏康酸或 4-

羟基苯甲酸。为了消除这两个菌株之间的碳源竞

争，在第一个菌株中去除了磷酸转移酶系统，在

第二个菌株中删除了催化D-木糖和D-木果糖相互

转化的木糖异构酶基因 xylA。由此构建的人工多细

胞体系可以同时利用葡萄糖和木糖。该策略的应

用成功克服了代谢中间产物积累及底物利用效率

低的难题。这一策略还被用于构建利用葡萄糖和

甘油混合物合成生物聚酰胺所需的原料尸胺［45］，

以及利用葡萄糖和木糖混合物合成糖苷等人工多

细胞体系中［46］。此外，Zhang等［47］通过将上游和

下游途径融合到两个独立的E. coli中，构建了一个

以甘油为唯一碳源的微生物菌群系统，实现了两

种菌株的生长和顺，顺黏康酸的产生。同样，通过

混合培养4-乙烯基酚或4-乙烯基儿茶酚合成基因工

程菌与氰基-3-O-葡萄糖苷生产菌株，实现了红酒

色素吡喃花青素在 E. coli中的首次合成［48］，相比

于传统的植物提取，该方法生产的吡喃花青素更

加稳定。此外，E. coli混合培养系统还被用于合成

多种天然产物，如咖啡酰苹果酸等酯化合物［49］、

α -蒎烯等萜类化合物［50］、白藜芦醇等多酚化合

物［51］等。表 2总结了人工多细胞体系在天然产物

合成方面的最新研究成果。

表表2 人工多细胞体系在高附加值化合物生产中的最新研究成果

Tab. 2 Summary of recent progress in valuable compound production applying synthetic microbial consortia

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

E. coli-E. coli

G. oxydans-K. vulgare

P. putida-P. putida

E. coli-B. subtilis-
S. oneidensis

E. coli-E. coli-E. coli- E. coli

E. coli-E. coli-E. coli

P. pastoris-P. pastoris

黏康酸

4-羟基苯甲酸

乙酸苏氨酯

3-氨基苯甲酸

白藜芦醇

类黄酮

水杨酸酯2-O-β-d-葡萄糖苷

柚皮素

咖啡醇

卡达维林

芹菜素

咖啡酰苹果酸

红景天苷

白藜芦醇苷

双去甲氧基姜黄素

蒎烯

吡喃花青素

3-羟基苯甲酸

2-酮-L-古洛糖酸

2-羟基联苯

电

花葵素

迷迭香酸

莫那可林 J，洛伐他汀

产量提高19倍

产量提高8.6倍

产量提高3.3倍，生产强度提高34倍

产量提高15倍

22.6 mg/L，以甘油为底物从头合成首次报道

产量提高970倍

2.5 g/L，首次混菌高产

产量提高1.5倍

产量提高12倍

产量提高3倍

产量提高2.1倍

产量提高5倍

产量提高20多倍

产量提高2.9倍

6.28 mg/L，以葡萄糖为底物从头合成首次报道

产量提高1.9倍

优于植物提取

产量提高5.3倍

89.7% 的理论转化率，与双阶段发酵相当

50%转化率

0.28 g葡萄糖产生约550 mV电压供电15天

9.5 mg/L，微生物体系首次合成

产量提高38倍

莫那可林 J产量提升55%，洛伐他汀产量提升71%

2015

2015

2015

2016

2016

2016

2016

2017

2017

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2019

2019

2016

2016

2017

2017

2019

2018

[47]

[42]

[52]

[53]

[51]

[54]

[55]

[56]

[57]

[45]

[58]

[49]

[46]

[59]

[60]

[50]

[48]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]
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E. coli-S.cerevisiae

E. coli-S.cerevisiae

氧化紫杉烷

柚皮素

33 mg/L，单细胞体系无法合成

产量提高8倍

2015

2017

[23]

[68]

续表

混菌体系 产物 相对单菌体系提升效果 发表年份 参考文献

相比之下，关于真核-真核微生物混合培养的

研究还较少。比较典型的例子是通过混合培养两

株工程 Pichia pastoris，以甲醇为碳源，实现抗高

胆固醇血症的药物莫纳可林 J和洛伐他汀的生物合

成［57，69］。混菌培养体系中，洛伐他汀和莫纳可林 J

的产量分别达到 250.8 mg/L和 593.9 mg/L，与单一

培养相比，洛伐他汀的生物合成能力提高了 2.2

倍，莫纳可林 J的生物合成能力提高了13.4%。

细菌与真核生物的跨物种混合培养用于天然

产物的合成已取得一定进展。Rodríguez-Bustaante

等［70］分离到一个由酵母菌（Trichosporon asahii）

和细菌（Paenibacillus amyllyticus）组成的微生物

混菌体系，其中T. asahii负责将叶黄素裂解为 β-紫

罗兰酮，而 P. amyllyticus 将 β-紫罗兰酮还原为 7，

8-二氢-β-紫罗兰酮和 7，8-二氢-β-紫罗兰醇衍生物，

这是烟草香气中存在的化合物。在另一种工程 E.

coli和 S. cerevisiae的跨种共培养体系中，以葡萄糖

为唯一碳源获得了 2 mg/L的含氧紫杉烷（有效的

化疗药物）［23］。在这一过程中，E. coli负责紫杉烯

的上游从头合成，随后高效表达细胞色素 P450的

S. cerevisiae 将紫杉烯转化为含氧紫杉烷。然而，

该混合培养体系中，S. cerevisiae代谢产出的乙醇

对 E. coli 的生长和紫杉烷的合成有显著的抑制作

用。为了优化该体系的菌群结构，研究人员设计

了碳源互惠的方式，即木糖被E. coli消耗并转化为

乙酸，S. cerevisiae利用乙酸为碳源并将其转化为

含氧紫杉烷。经过遗传修饰后，最终获得了33 mg/L

的含氧紫杉烷。最近，Zhang 等［68］构建了 E. coli

和 S. cerevisiae的交叉培养，内源性酪氨酸途径被

导入E. coli，用于高水平生产酪氨酸，随后由下游

工程酵母转化为柚皮素。最终以木糖为碳源转化

获得了 21.16 mg/L 柚皮素，较酵母单菌发酵提高

了8倍。

除了两种微生物的相互作用外，研究者也设计

了含有3种或3种以上菌株的复杂人工多细胞体系。

比如，Liu等［64］设计了一种由E. coli、Bacillus subtilis

和Shewanella. oneidensis组成的混菌体系用于微生物

发电。在此过程中，E. coli首先转化葡萄糖生产乳

酸，乳酸作为碳源和电子供体被B. subtilis转化为核

黄素。最后，Shewanella. oneidensis转化核黄素进行

产电。另一方面，Shewanella. oneidensis氧化乳酸生

成醋酸盐，可作为E. coli和B. subtilis的碳源。这3种

菌株形成了一个交叉喂养的多细胞产电系统，

11 mmol/L葡萄糖转化可获得约550 mV的稳定电力并

持续输出 15 d以上。此外，通过构建一个由 3株E.

coli组成的多细胞系统，可用于迷迭香酸的非线性合

成；与单一菌株培养相比，迷迭香酸的产量提高了

38倍［66］。另一个多细胞体系的例子是花青素的从头

合成，该研究将苯丙酸、黄烷酮、黄烷-3-醇和花色

苷生产过程中涉及的15个酶转化步骤分配到4个独立

的E. coli中，实现了黄烷-3-醇的首次异源合成［65］。

虽然多细胞体系在天然产物的合成方面已经

取得一定的进展，但如何将其应用于工业化生产

中仍是一个巨大的挑战。除了菌群结构调控和培

养条件的权衡优化外，还有更多的实际问题需要

考虑：①不同微生物组成的混合培养会引起一些

次级代谢物的合成，给菌群结构的调控、产品的

下游分离带来了更多挑战；②多细胞体系内，细

胞之间的交流主要通过物质和信号分子的传递起

作用，如何提高这类物质的传递和接收效率是提

高多细胞体系运作效率的关键；③多细胞体系内

细胞之间的交流是一个动态过程，很难实现长期

稳定生产［9］。因此，从实验室规模的角度来判断

多细胞体系的工业潜力还为时过早。更多的大规

模试验，特别是长期培养过程有待考察。

3 基于多细胞体系构建的木质纤维素一
体化加工过程

木质纤维素是世界上储量最丰富的可再生资

源，是生产生物燃料和化学品的理想原料。然而，

木质纤维素的生物炼制是一个复杂的过程，包括
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糖化酶的生产、生物质的降解以及己糖和戊糖的

利用等多个步骤［71］。将这些步骤分开进行将导致

高成本和较长的发酵周期。一体化生物加工过程

（consolidated bioprocessing，CBP）通过利用一种

微生物或微生物菌群同时完成水解酶的生产、生

物质原料的降解以及生物化学品的合成这三大功

能，能够显著降低木质纤维素原料降解转化的成

本［72-73］。传统的 CBP 系统设计分为两类：一是改

造木质纤维素利用菌株生产化学品［74-76］；二是在非

木质纤维素利用菌株中引入木质纤维素降解

酶［77-79］。然而，无论哪种策略，都无法避免繁重的

基因编辑工作［80］。此外，很难找到能够产生所有

木质纤维素降解酶的微生物［81］。目前，异源生产

的木质纤维素降解酶活性仅达到每升几百个滤纸

单位（FPU）［82-84］，而天然的木质纤维素利用菌株，

如Trichoderma reesei，其木质纤维素降解酶活性可

达到每升数万个滤纸单位。

将多细胞体系应用于一体化生物加工过程中，

通过混合培养木质纤维素降解菌株与目标产品生

产菌株，可克服传统CBP的技术瓶颈（图 2）。通

过共培养 T. reesei 和 Lactobacilli sp. 可直接利用未

解毒的经水蒸气预处理山毛榉木材，生产 19.8 g/L

乳 酸 ， 相 当 于 理 论 最 高 产 量 的 85.2%［85］。

Buzzini［86］设计了以玉米糖浆低聚糖和糊精为原料

生 产 类 胡 萝 卜 素 的 Debaryomyces castellii 和

Rhodotorula glutinis共培养体系。D. castellii水解底

物获得的麦芽糖和葡萄糖，再经R. glutinis转化为

类胡萝卜素。在补料分批共培养系统中，以玉米

糖浆为碳源可转化获得8.2 mg/L类胡萝卜素。通过

混合培养工程 S. cerevisiae和降解纤维素的放线菌，

可实现直接转化未经加工的生物质，如柳枝稷、

玉米秸秆、甘蔗渣和杨树合成甲基卤化物［87］。此

外，Sgobba等［88］设计的E. coli和Corynebacterium

glutamicum混菌体系，实现了从淀粉直接生产L-赖

氨酸及其衍生物。在这一过程中，来自灰链霉菌

的 α-淀粉酶被异源引入E. coli，使其可以利用淀粉

作为唯一碳源进行生长代谢。E. coli水解淀粉所产

生的葡萄糖继而用于培养 C. glutamicum。另一方

面 ， E. coli 为 赖 氨 酸 营 养 缺 陷 型 菌 株 ， C.

glutamicum合成并分泌的赖氨酸才能存活。E. coli

和 C. glutamicum 菌形成了一个互惠共生的稳定的

人工双细胞体系。

CBP 人工多细胞体系目前主要用于能源物质

的生产，如生物乙醇、生物丁醇、微生物脂质和

氢气等。对于生物乙醇的生产，Patle 和 Lal［89］利

用 Zymomonas mobilis 和 Candida tropicalis 的混菌

体系转化酶解后的木质纤维素合成乙醇，收率高达

97.7%。 T. reesei、 S. cerevisiae 和 Scheffersomyces

stipitis的混合培养，可实现纤维素酶生产以及己糖

和戊糖同时利用，以未经脱毒的稀酸预处理后的

麦草浆为底物可直接用于乙醇的生产［90］。原核与

原核、原核与真核以及真核与真核用于生物乙醇、

生物丁醇和异丁醇生产的 CBP人工多细胞体系都

已相继报道［89， 91-93］。Clostridium beijerinckii 和 C.

cellulovorans组成的人工混菌体系，可转化未经生

物处理的麦草生产 3.7 g/L 乙醇、14.2 g/L 丁醇和

5.4 g/L 丙酮［94］。在微生物脂质生产方面，Papone

等［95］通过共培养 Chlorella sp. KKU-S2 和 Tolura-

spora globosa YU5/2，以甘蔗糖蜜为底物时，细胞

生物量达到 6.90 g/L，油脂产量达到 0.33 g/L。此

图图2 木质纤维素一体化生物加工人工多细胞体系

Fig. 2 Schematic illustrations of consolidated bioprocessing strategy for lignocellulose biorefinery using microbial consortia
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外，研究人员也设计和构建了 CBP人工多细胞体

系用于沼气发酵和生物氢生产［96-98］。

底物降解速率是CBP过程中的关键限速步骤。

加快木质纤维素的降解，提高单糖的供给速率是提

高CBP降解转化效率的关键。木质纤维素具有非常

复杂的结构，单一的微生物菌株无法有效地分泌降

解木质纤维素的所有酶组分。据报道，微生物共培

养可以增加纤维素酶和半纤维素酶复合体的产

量［99］。例如，共培养A. ellipticus和A. fumigatus提

高 了 纤 维 素 酶 和 β - 葡 萄 糖 苷 酶 的 产 量［100］。

Pleurotus ostreatus 和 Phanerochaete chrysosporium

的混合培养体系中，木质素分解酶的产量也得到提

高［101］。A. oryzae与其他真菌，特别是与P. chryso-

sporium混合后，α-纤维二糖水解酶、β-葡萄糖苷

酶、β-半乳糖苷酶和漆酶的活性都得到了提升［102］。

多细胞体系降解酶的总活性并不是单个细胞提供的

降解酶活性的总和，甚至会超过这个总和。因此，

共培养木质纤维素降解菌群可以进一步提升木质纤

维素的降解速率。

4 多细胞体系强化环境生物修复

人口的迅速增长带来了一系列环境问题，如

水质恶化、重金属污染和可溶性磷的损失等［103-105］。

生物修复技术，即利用特定的微生物吸收、转化、

清除和降解环境污染物，从而清除环境中的污染

物，已在环境修复方面取得了一定的成果［106］。然

而，利用单一菌株对环境中的复杂污染物进行生

物降解的效率仍然很低且受到诸多限制［107］。因

此，理性设计与构建鲁棒性强、稳定性好的人工

多细胞体系用于生物修复受到越来越多的关注。

针对水质的富营养化问题，主要的任务是去

除氮元素、磷元素、污染物和毒素等［108］。目前，

污水处理的生物工艺包括厌氧消化、硝化和反硝

化 3个环节，并经过多轮循环处理才能达到排放标

准，而每一个环节的处理都需要配备多个处理池

以及大量活性污泥，工艺复杂，成本投入高［109］。

相比之下，微藻群落（微藻和细菌/真菌）为水体

修复提供了一种有效可行的途径。与仅使用硝化

菌相比，共培养 Scenedesmus dimorphus 和硝化菌

可使废水中氮元素和磷元素的去除率分别提高 3.4

倍和 6.5 倍［110］。微藻 Chlorella vulgaris 和细菌 P.

putida的共培养对营养物质（氮、磷）和化学需氧

量 （COD） 的去除效率较单菌培养都提升显

著［111］。利用 Scenedesmus sp.和厌氧污泥共培养对

淀粉废水进行处理，氮和磷的去除率分别达到

89%和 80%［112］。从共生关系来看，微藻通过光合

作用释放有机物和O2，而细菌/真菌可以利用这些

有机物和O2作为碳源和能源物质。同时，细菌/真

菌为微藻提供CO2和生长促进因子，如维生素和铁

离子（图 3）［113-114］。在实现污水修复的同时，收获

的生物质还可用作生物燃料、生物化学品和动物

饲料生产的原料［115-117］。尽管微藻与细菌/真菌共生

系统展现了诸多优势，但可用的土地、足够的光

照和适当的温度仍然严重限制了此生物修复技术

在废水处理方面的应用［118］。此外，微藻的回收与

处理技术还不成熟，需要很高的能量投入［118］。为

了更好地发展微藻菌群的生物修复技术，还需设

计功能更强大的设备和开发更有效的回收技术。

重金属，如锌和镍，会引起核酸和蛋白质的

结构变化，从而被认为是最危险的污染物。尽管

已发现多种具有不同金属元素去除潜力的微生

物［119-120］，但由于废水中成分的复杂多样，使用单

一菌株进行金属去除效率低下。多细胞体系中含

有多种鲁棒的金属去除菌株，可以实现金属的多

元同步去除。例如，Scenedesmus quadricauda 和

Pseudokirchneriella subcapitata 共培养能够去除污

水中的 Zn2+和 Ni2+［121］。Ilamathi 等［122］采用海藻酸

钠微珠固定化混合培养酵母与铜绿假单胞菌、枯

草芽孢杆菌或E. coli，铜、镉、铬和镍的回收率分

别达到了84.62%、67.17%、49.25%和61.02%。

偶氮染料是最常用的一类化学染料，也是一

类重要的环境污染物［123］。普通的物理和化学方法

很难对这些染料进行脱色［124］。虽然特定微生物可

以降解偶氮染料，但其降解产物往往是有毒的芳

香胺或比母体染料更难降解的代谢物［125］。而人工

多细胞体系可通过协同代谢实现更高程度的生物

降 解 和 矿 化［126］。 例 如 ， 橙 色 二 号 可 以 被

Enterobacter cloacae和 Enterococcus casseliflavus的

菌群完全脱色，而E. cloacae和E. casseliflavus单菌

对其脱色率分别只有 10% 和 23%［127］。 Proteus

vulgaris 和 Micrococcus glutamicus 混合培养体系可
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以在 3 h 内完成对猩红 R 的完全脱色，而采用 P.

vulgaris和 M. glutamicus单菌对其进行脱色的时间

分别为 14 h 和 20 h［128］。P. vulgaris 和 Micrococcus

glutamicus 的混菌体系对磺化活性染料绿 HE4BD

的脱色率也显著高于使用单菌培养［129］。

多细胞体系在降解其他污染物，如杀虫剂、

抗生素和其他毒素方面也显示出独特的能力。例

如，假单胞菌和葡萄球菌共培养比单独培养更能

有效去除苯酚［130］。Serratia和Trichosporon sp.的共

培养，可以完全矿化有机磷杀虫剂毒死蜱［131］。类

似地，Arthrobacter sp. NB1、 Serratia sp. NB2 和

Stenotrophomonas sp. NB3NB1 组合与单一培养相

比，硝基苯的降解效率更高［132］。有研究表明，多

细胞体系对多环芳烃（PAH）的去除效率也高于单

一培养物［133］。

5 多细胞体系内的信号交互机制

为深入探究多细胞系统内细胞间的信息互作

机制，还需从信号分子、物理接触以及基因突变

等方面进行深入研究。微生物可以产生并分泌一

些关键信号化合物，如 N-酰基高丝氨酸内酯

（AHL） 和 小 肽 ， 在 “ 群 体 感 应 ”（quorum

sensing，QS）中作为转录调节因子和表观遗传修

饰物调控微生物的生物学功能［134］。AHL是革兰氏

阴性菌群内的主要信号分子［135］。当环境中的AHL

浓度达到阈值水平，它们会激活LuxR家族的转录

调节蛋白。LuxR/AHL复合物可以激活多个基因的

表达，其中包括负责合成 AHL的基因［134］。该 QS

调控机制已成功应用于 E. coli-E. coli 的混合培养

中，通过控制细胞的生长和死亡速率，可实现菌

群内部结构的可控调节［136-138］，或减少物种之间的

底物竞争［8］。在革兰氏阳性菌群内，一些小肽物

质（或叫自身诱导肽，autoinducing peptide，AIP）

是主要的QS分子［135， 139］。与AHL不同，这些小肽

在序列和结构上各不相同，且需要通过专门的转

运蛋白进行分泌和吸收［140］。AIP调控的QS系统通

常采用一种双组分的基因调控机制——膜结合的

AIP受体组氨酸激酶（HK）和DNA结合反应调节

器。当环境中的AIP达到一定浓度后，就会被HK

受体磷酸化并导入细胞内。磷酸化的AIP会结合到

目标DNA上以调节其转录［140］。QS交流模式不仅

存在于同属性的微生物间，在真核微生物和原核

微生物之间，也存在QS传递系统。例如，通常在

真菌/细菌混合培养系统中可发现苷色酸衍生物，

苷色酸在真菌和细菌的信息交流过程中也扮演着

图图3 废水处理过程中微藻与细菌/真菌的共生关系

Fig. 3 Symbiotic relationship between microalgae and bacteria/fungi during wastewater treatment
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重要的角色［141-142］。综上所述，通过理性设计与构

建菌群内QS信号分子生产者和接受者，可实现菌

群结构的可控调节。

上述QS分子都是在环境中自由扩散并通过浓

度响应机制实现信息的传递，而有些QS分子的运

输需要借助特殊的传播载体。例如，长链AHL等

疏水信号需要通过膜泡（membrane vesicle，MV）

完成在细胞间的传递［143］。而在某些情况下，信息

的交互还依赖于菌群内细胞的密切接触。典型的

案例就是A. nidulans与放线菌的密切接触促使了聚

酮化合物的合成［142］。在基因层面，混菌培养会导

致基因丢失、组蛋白修饰和水平基因转移等一系

列基因表型变化。例如，Streptomyces clavuligerus

与 Staphylococcus aureus N315 共培养会导致 S.

clavuligerus中一个占基因组大小 21%的 1.8 Mbp的

质粒丢失。而另一方面，S. clavuligerus 获得了合

成全霉素的能力［28］。推测认为，S. clavuligerus基

因片段的缺失减轻了细胞代谢过程中基因复制和

表达的负担。作为回报，沉默的全霉素合成途径

被特异性地激活。细菌也可以通过主要的组蛋白

乙酰转移酶复合物（Saga/Ada）诱导组蛋白修饰来

改变真菌基因的表达［144］。一般来说，组蛋白乙酰

化与转录激活有关，因而可调节基因表达。此外，

基因水平转移也是菌群信息交流的常见现象。基

因组分析显示，Rhodococcus 307CO在微生物组合

系统中含有一个来自链霉菌的较大DNA片段，导

致产生新的红链霉素A和B的异构体抗生素［145］。

微生物群体内部的信息交互是一个非常复杂

的过程。目前，最有效的途径是通过表征微小混

菌体系，降低其复杂性，并通过检测特定的中间

代谢物或引入报告菌株，构建具有代表性的混菌

模型库。相应地，先进的预测和分析技术，如宏

基因组学、系统生物成像质谱、微流控技术、细

胞分离和打印、高通量培养等技术的发展，也可

指导混菌体系的理性设计、构建与调控。

6 人工多细胞体系的设计与构建

当前的人工多细胞体系研究还比较简单，通

常只是共培养两种或三种微生物。此外，共培养

体系的构建还相对随机，体系的构建及研究尚处

于初期尝试阶段，缺乏理论指导。设计与构建一

个系统鲁棒、稳定和可控的人工多细胞体系需要

经历构建、调控、重构和强化等多个阶段，逐级

解决每个阶段面临的挑战是多细胞体系研究最有

效的方式。

如何实现不同菌种在同一个封闭系统内的稳定

共存是构建多细胞体系的前提。多细胞体系内的各

类细胞通常具有不同的生长特性，如温度、pH和

氧浓度等。为了协调细胞生长条件的不匹配等情

况，采用顺序接种培养以满足不同菌株对于生长条

件（如温度和 pH）的需求是最常用的方法［146］。然

而，顺序培养导致发酵时间延长，产品生产强度降

低。近年来，采用生物材料或特殊的发酵设备为菌

群内的细胞创造独立适合的微环境，平衡多细胞体

系内个体细胞生长与代谢环境，已受到越来越多的

关注。例如，微囊和液滴微流控技术已被用于为单

个细胞创造相对最佳的生长微环境，每个细胞在空

间上独立培养，避免造成交叉影响［147-148］。此外，

在生物反应器中设计一个进气口，其上包裹一层致

密的气体渗透膜或其他营养物质的选择透过性膜，

可以实现气体或营养成分的梯级分布，实现体系内

各类细胞的有序分布和培养［149］。

合理的菌群结构和底物分配是实现多细胞体

系稳定高效运作的关键。调整菌群内不同细胞的

接种量和接种时间是调整种群结构最直接、最有

效的方法。然而，如果多细胞体系补给相同的碳

源时，会存在底物竞争，这将导致每个物种在菌

群中的生长不受控制。目前，常用的思路是设计

几条平行代谢路径，使菌群内不同细胞专一性地

利用不同的碳源，减轻底物造成的生长竞争。例

如，在不同的微生物中分别构建只利用戊糖和己

糖的代谢途径［33］。这不仅可以消除底物竞争，而

且可以实现木质纤维素水解液中混合糖的同步利

用。另一种途径是构建基质和中间体的顺序利用

模式。例如，单糖可以首先被第 1种微生物代谢成

中间代谢物，如乙酸等。然后，无单糖利用能力

的另一菌株可以以这些中间代谢物为碳源进行生

长代谢，并合成最终目标化学品［23］。近年来，随

着对不同菌种间信号传递机制的深入了解，通过

QS响应系统来调节细胞生长相关基因的表达，进

而调控菌群的结构已被证实可行［138］。
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高效的传质，包括中间体、能量和辅因子是

提升多细胞体系产品合成效率的关键。与单一细

胞工厂不同，在多细胞体系内，第一个细胞代谢

的产物可能是下一个细胞的底物。因此，这类物

质需要穿过多种膜组织，这也增加了物质传递的

难度。近期，时空有序分布这一概念在多细胞体

系的研究中备受关注。有序的空间分布可以有效

调控菌群的内部结构，提升物质、能量和信号的

传递效率，提升菌群对外界环境的适应性［150-151］。

事实上，这种 3D 菌群结构广泛存在于自然环境

中。多种微生物共存的厌氧污泥颗粒就是自然界

中 3D菌群的一个典型案例。产酸菌被包裹在颗粒

外面，将复杂的大分子有机物分解成有机酸，这

些有机酸随后被位于中间层的乙酸菌转化为 H2。

外层产生的 H2和 CO2会被最里层的产甲烷菌消耗

转化为甲烷［152］。在这一体系中，微生物创造了三

层球状的菌群结构，实现了营养物质的按需供给、

代谢物的高效传递和菌群的“集团作战”能力。

3D菌群的构建可通过自组装和人工组装两种

方式完成。自组装可以在不使用任何结合剂的情

况下将核心细胞固定在另一微生物形成的基质中。

典型的例子是由细菌 Acetobacter aceti和光合微藻

Chlamydomonas reinhardtii组成的菌群［153］。在这个

系统中，当A. aceti在液体培养中生长时，会在空

气与水界面产生醋酸纤维垫，这种材料可以捕获

C. reinhardtii 并为其生长提供营养基质，并为 A.

aceti提供氧气［153］。另一个例子是广泛存在的生物

膜，通常是微生物为了适应恶劣的环境条件聚集

形成的［154］。在生物膜中，细菌生活在自身产生的

亲水的胞外聚合物（EPS）中，并自我组装形成一

个协调的功能群落。在这个群落中，细胞可以分

享营养物质，并免受环境中有害因素的影响［155］。

至于人工组装策略，可以通过设计智能设备或材

料来帮助通过细胞进行空间排列［156］。例如，微流

控和微孔装置已被用于 3D菌群的构建。此外，通

过材料介导，在保证中间物质自由交换的前提下

为单个物种创造分隔的生长空间也是未来的重点

研究方向［157］。例如，利用喷墨打印细胞和明胶的

多光子 3D打印技术，已被用于构建具有更复杂结

构的多细胞体系［24， 158］。

开发先进的计算分析工具预测群落行为是多

细胞体系研究的另一重要方向［54， 148］。Minty等［82］

设计了一个由 50个参数组成的方程模型来描述和

预测E. coli和 T. reesei的共生行为，这一模型可以

识别木质纤维素生产异丁醇过程中的关键参数，

并对共培养的稳定性进行深入评估，从而为多细

胞体系内复杂代谢网络的研究与调控提供更严谨

的数据化分析和指导。因此，菌群内部作用机理

的建模、功能载体材料的引入以及分析预测计算

模型的开发将成为未来微生物多细胞体系研究的

重要方向。

7 展 望

多细胞体系通过：①将产物的合成路径分模

块分工到几个细胞中，减轻了单个细胞的工作压

力；②实现不同细胞间物质、信号和能量的交换

与传递，促进了菌体生长和产物代谢合成；③组

合多种功能细胞，提高了群体对复杂环境的适应

性和鲁棒性，以完成更加复杂的工作。鉴于此，

多细胞体系正在医药、制造、环保、能源等领域

发挥着不可替代的作用。但目前人工多细胞体系

的构建与应用仍存在一些局限性。通过培养过程

的优化、QS的应用、时空有序 3D菌群结构的设计

以及多细胞体系计算分析工具的开发与模型的构建

等策略，从双菌、三菌等简单的多细胞体系入手，

针对性地解决共生、合作和发展（work together，

work better and work best）三个阶段所面临的挑战，

是今后人工多细胞体系的主要研究方向。随着人们

对生命系统认知的逐渐提升以及生物技术的不断发

展，在可预见的未来，设计与构建稳定、鲁棒和可

控的人工多细胞体系将在更多领域得到应用，成为

合成生物学发展的新的重要方向。
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