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耐酸微生物底盘细胞创制及应用

王丽敏1，张莉敏1，2，于波1

（1 中国科学院微生物研究所微生物生理与代谢工程研究室，北京　100101； 2 中国科学院大学，北京　100049）

摘要：在合成生物学的推动下，微生物制造作为连接基础研究与工业应用的桥梁，已在多种产品的规模化生产中

展现出巨大潜力，成为当前生物制造领域备受瞩目的研究方向。与传统微生物相比，极端微生物因其在胁迫条件

下优异的生长与合成能力而表现出更优的性能。耐酸微生物能够在极端酸性环境稳定增殖，是合成生物学研究领

域极具潜力的新一代底盘细胞。基于耐酸微生物的新一代生物制造技术有望解决传统嗜中性模式菌发酵产酸所导

致的产物抑制、杂菌污染、大量酸碱中和剂消耗以及盐类副产物污染等工业难题，可实现有机酸的清洁生产，成

为可持续制造领域中一种颇具吸引力的绿色工艺。本文介绍了耐酸微生物底盘细胞的特征，阐释了耐酸机制以及

提高微生物细胞酸耐受性的方法与手段。此外，本文还总结了适用于耐酸微生物的遗传元件、分子工具与操作策

略，及其在有机酸等高价值生物基化学品合成领域的最新应用成果、面临的挑战与机遇，并展望了推动耐酸底盘

细胞从实验室走向工业应用的方向，包括拓展遗传操作工具包为在耐酸底盘中进行多基因通路的理性重构与工业

表型优化提供可操作手段、以及利用合成生物学与系统生物学手段提高耐酸底盘细胞工厂在工业场景中的适配

能力。
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Abstract: Driven by advances in synthetic biology, microbial biomanufacturing, serving as a bridge between 

fundamental research and industrial applications, has demonstrated enormous potential in the large-scale production of 

a wide range of products, and has become a prominent research direction in the field of biomanufacturing. Compared 

with conventional microorganisms, extremophiles exhibit superior performance owing to their remarkable growth and 

biosynthetic capabilities under stressful conditions. Acid-tolerant microorganisms, capable of stable proliferation under 
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extremely acidic conditions, represent a new generation of highly promising chassis cells in synthetic biology. 

Biomanufacturing based on acid-tolerant microorganisms, offering solutions to long-standing industrial challenges 

associated with traditional neutrophilic model strains, such as product inhibition caused by acid accumulation, 

microbial contamination, substantial consumption of acid – base neutralizing agents, and pollution from salt by-

products, is expected to simplify biomanufacturing processes, enable the clean production of organic acids and open 

(non-sterile) continuous fermentation, and utilize low-cost substrates, thus emerging as an attractive green process for 

sustainable manufacturing. This review describes the characteristics of acid-tolerant microbial chassis, and 

subsequently elucidates the underlying acid tolerance mechanisms together with strategies for enhancing microbial acid 

resistance. In addition, we summarize the genetic elements, molecular tools, and operational strategies developed for 

acid-tolerant microorganisms, as well as recent advances in the application of acid-tolerant chassis cells in the 

biosynthesis of high-value bio-based chemicals such as organic acids. Finally, the challenges and future opportunities 

of acid-tolerant chassis cells are discussed. This review also outlines directions for advancing acid-tolerant chassis cells 

from the laboratory to industrial applications, which include expanding the genetic manipulation toolkit to provide 

operable means for the rational reconstruction of multi-gene pathways and the optimization of industrial phenotypes in 

acid-tolerant chassis, and leveraging synthetic biology and systems biology to improve the adaptability of acid-tolerant 

chassis cell factories in industrial settings. We hope that this review can provide theoretical guidance for the rational 

design and industrial application of acid-tolerant chassis cell factories.

Keywords: acid-tolerant microorganisms; synthetic biology; biomanufacturing; bio-based chemicals; metabolic 

engineering; pathway engineering

传统工业制造以化学工程为基础，但因其伴

随大量二氧化碳排放、环境污染及不可再生资源

消耗，在可持续性和效率方面存在诸多弊端。相

比之下，以微生物作为细胞工厂的生物制造正逐
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渐成为一种环境友好的多元化化学品生产方案，

近年来受到越来越多的关注，以生物合成方式生

产与传统石油基方法类似产品的趋势日益增长［1］。

在系统生物学与合成生物学快速发展的推动下，

生物制造在生物燃料、生物塑料、食品添加剂及

其他化学品的生产方面已具备与传统制造相竞争

的能力。目前，越来越多的微生物已被应用于生

物制造，如大肠杆菌（Escherichia coli）、酿酒酵

母（Saccharomyces cerevisiae）和谷氨酸棒杆菌

（Corynebacterium glutamicum）等［2-4］。然而，工业

环境往往对微生物具有胁迫性，如高温、高压、

高渗透压及强酸/强碱等，这些因素会抑制微生物

生长，并限制其滴度、产率和生产强度的提升［5］。

提高微生物鲁棒性对于保障工业生产过程的稳定

性与效率至关重要［6］。

酸胁迫是工业生产过程中较为常见的一种环

境胁迫因素［7］。以有机酸生产为例，在生物合成

过程中，产生的酸性代谢产物导致培养基 pH逐渐

偏离正常值。因此，在生产过程需要添加碱性溶

液调控 pH，从而减少对微生物的损害。然而，上

述工艺增加了生产成本与操作复杂性。据统计，

在中性 pH条件下生产有机酸时，总生产成本中超

过 60% 来自下游分离和纯化过程［8］。同时，下游

提取过程中排放的盐类还会对环境造成一定程度

的破坏［9］。因此，在酸性 pH条件下进行有机酸发

酵是解决上述问题的有效途径，有助于降低生产

成本并减少环境影响。尤其对于有机酸的高效、

低成本生产而言，具备优异耐酸性 pH能力及高浓

度有机酸耐受性的微生物是更为理想的选择［10］。

耐酸微生物由于生长环境的特殊性，其基因组、

代谢网络、蛋白质组、细胞膜结构经过数百万年

的协同进化，形成了系统性、多层次的酸耐受体

系，可以应对传统有机酸工业生产面临的困境，

可以在不添加或少添加中和剂的情况下生产有机

酸，从而实现有机酸的清洁生产。

本文详细阐述了当下已被用于生物制造的耐

酸微生物底盘细胞的特征及其在基因工程和代谢

工程方面的研究进展，探讨耐酸底盘细胞的耐酸

机制以及提升传统微生物细胞工厂耐酸能力的策

略，同时，本文还结合近期耐酸底盘细胞的工业

应用成功案例进行讨论，并展望了在合成生物学

推动下耐酸微生物底盘工程所面临的挑战与前景，

提出了应对不同场景的耐酸微生物细胞工厂设计

策略，从而展现了工程化耐酸微生物在未来生物

制造中的发展蓝图。

1 耐酸微生物底盘特征

1.1 耐酸微生物的定义

耐酸微生物是一类能够在低 pH 环境中生存的

极端微生物。按照最适生长 pH以及对酸胁迫的耐

受能力，可将其大致分为嗜酸菌和耐酸菌两类。

嗜酸菌的最适生长 pH 通常低于 3.0，且一般无法

在 pH 高于 5.5 的环境中生长，而耐酸菌的最适生

长 pH 则接近中性，但能够耐受较低的环境 pH，

其最低生长 pH可显著低于中性菌的耐受下限［11］。

极端嗜酸菌有属古细菌的硫化叶菌和嗜热支原体，

属真细菌的氧化硫硫杆菌以及氧化亚铁硫杆菌。

基于嗜酸菌的生长生理特点，其常被应用于生物

冶金和废水废气处理等领域［12］。而耐酸菌能在强

酸环境中生长或生存，但是它们最适生长 pH值在

4.0～9.0之间（比如非模式耐酸酵母）。耐酸菌由

于在酸性条件下具有较强的生存能力，通常被开

发为有机酸生产菌株，目前已有研究利用重组库

德里阿兹威毕赤酵母（Pichia kudriavzevii）、解脂

耶氏酵母（Yarrowia lipolytica）、巴斯德毕赤酵母

（Komagataella phaffii）分别生产乳酸、琥珀酸和

3-羟基丙酸［13-15］。

1.2 耐酸微生物的主要类群与优势

1.2.1 非模式耐酸酵母

酵母菌在食品工业以及大宗化学品、精细化

学品和生物燃料的生产中一直发挥着至关重要的

作用，酵母菌在工业生物技术中相较于其他微生

物具有关键优势，包括具备可进行翻译后修饰的

真核细胞机制、能够利用多种廉价且可再生的原

料，以及在严苛工业条件下仍保持鲁棒性［16］。其

中，S. cerevisiae是研究最为深入的物种，已被广

泛用于乙醇、蛋白质以及多种工业化学品的生

产［17］。然而，随着工业需求的日益复杂化，例如

003



合成生物学 第 7 卷

合成复杂天然产物、利用替代原料以及在严苛发

酵条件下运行等，S. cerevisiae 存在诸多局限性，

包括底物利用范围狭窄、对胁迫条件（如高温和

酸性 pH）敏感，以及代谢偏向于乙醇生成（即

Crabtree效应）［18］。这些限制制约了其商业竞争力，

并凸显出开发具有更优代谢能力的替代微生物平

台的必要性。非模式耐酸酵母具有优异的代谢灵

活性、胁迫耐受性和底物利用能力，使其在工业

应用中极具吸引力（表1）。

P. kudriavzevii （，也称东方伊萨毕赤酵母

Issatchenkia orientalis）能够在 pH 低至 2.0 的强酸

性环境中生长。1960 年，Kudryavtsev根据其形成

球形子囊孢子的能力及明确的形态学特征，将从

果汁和浆果中分离得到的该物种重新分类为 P. 

kudriavzevii。虽然 P. kudriavzevii 常常与克鲁斯念

珠菌（Candida krusei）归为一类，被认为是一种

机会性致病菌［19］。但是，P. kudriavzevii的特定菌

株已表现出益生菌潜力，并被认为可安全用于食

品应用。例如，从发酵羊奶中分离得到的 P. 

kudriavzevii YGM091 菌株表现出显著的益生特性，

并在使用 Galleria mellonella 模型的体内研究中被

证实是安全的［20］。P. kudriavzevii属于Crabtree阴性

酵母，在高浓度葡萄糖条件下主要以呼吸代谢为

主，能够积累大量生物量。基于这一代谢特征，

可通过阻断乙醇合成途径，将碳流导向其它目标

代谢产物的生成［13］。P. kudriavzevii已经被代谢改

造生产乳酸、苹果酸、琥珀酸、草酸、3-羟基丙酸

等有机酸［8］，可以在减少添加剂或者无添加剂的

条件下生产有机酸，避免了“钙盐沉淀-酸化再生”

的复杂下游工艺，具有显著的经济与环保优势。

K. phaffii（又称 P. pastoris）是一种甲基营养

型酵母，能够以甲醇为唯一碳源生长，耐受 pH范

围广（pH 3.0-7.0），常用于工业酶、药用蛋白以及

有机酸生产［21］。值得注意的是，其强大的蛋白表

达与分泌能力，以及进行翻译后修饰的能力，使 

K. phaffii成为胞内和分泌型蛋白生产的理想系统。

这一特性使得目标蛋白能够高滴度分泌，从而简

化下游加工，并促进包括人胰岛素和干扰素在内

的药用蛋白的商业化生产［22］。K. phaffii的另一优

势在于其能够利用低成本底物、耐受高胁迫条件，

并达到高于 S. cerevisiae的细胞密度，使其成为更

适用于可持续工业过程的宿主。凭借这些极具吸

引力的特性，K. phaffii已被改造用于以低培养成本

和高可扩展性生产多种高附加值化学品，包括乳

酸、苹果酸和3-羟基丙酸等［23-25］。

马克斯克鲁维酵母（Kluyveromyces marxianus）

同样具有工业应用潜力，这是由于其具有多种有益

特性，包括具有耐酸性（生长 pH 范围 3–8）、可

耐受高达约 50°C的高温、生长速率高以及底物谱

广（如半纤维素水解物、木糖和乳制品工业废弃

物）［26］。此外，K. marxianus 是乙酸乙酯及其他短

链挥发性酯类的天然生产者，这些化合物广泛用

表表1　　具有工业应用价值的非模式耐酸酵母及其主要特性比较

菌株

Kluyveromyces marxianus

Komagataella phaffii

(或Pichia pastoris)

Ogataea polymorpha

Pichia kudriavzevii 

（或 Issatchenkia orientalis）

Pichia occidentalis

Rhodosporidium toruloides

Yarrowia lipolytica

Zygosaccharomyces

bailii

自然生存环境

乳制品与发酵食品、腐烂

植物

橡树或栗树的树胶分泌物

和黏液

腐败的橙汁、果园土地

果汁、白酒

植物、果蝇

蘑菇

富含油脂的食物，奶制品，

肉制品

葡萄表皮、酸腐葡萄

环境耐受能力

耐热（＞42℃）、耐酸、耐渗透压与化

学胁迫

对乙酸、呋喃醛类抑制剂具有耐受

性

耐热（20-45℃）、pH范围广、耐甲醇

耐酸、耐受木质纤维素水解液中抑

制剂（呋喃衍生物）、耐高渗透压

耐受20 g/L己二酸、耐酸

耐受木质纤维素水解副产物（乙酸、

糠醛）

耐酸、耐盐、在营养限制条件下仍能

保持稳健生长

耐酸、耐受10 g/L 乙酸、60 g/L乳酸

pH范围

最适pH4.0

pH 3.0-7.0

pH2.5-6.0

pH ＜3.0

pH ＜3.0

pH ＜4.0

pH 2.5-3.5

pH ＜3.0

碳源利用能力

葡萄糖、甘油、菊粉

甲醇、葡萄糖、甘油、

山梨醇

葡萄糖、甲醇、甘油

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖、木糖、

纤维二糖

脂肪酸、甘油、

烷烃、葡萄糖

葡萄糖
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作风味和香料成分［27］。其在高温下生长的能力有

利于木质纤维素及其他多糖类原料的同步糖化与

发酵，从而降低冷却成本、减少污染风险并提高

生物过程效率［28］。K. marxianus 已经被代谢改造生

产乳酸、延胡索酸等有机酸［26， 29］。

Y. lipolytica因其卓越的脂质积累能力而广受认

可，其脂质含量天然可达细胞干重的 30–50%，

并且能够代谢多种非模式底物，包括木质纤维素

水解物、脂肪酸、废弃油脂、粗甘油和乙酸［30］。

在通过乙酰辅酶A和丙二酰辅酶A途径实现的高效

碳通量驱动下，Y. lipolytica 可高效合成脂质、类

胡萝卜素、ω-3脂肪酸等脂质衍生精细化学品［28］。

近年来，Y. lipolytica 因其公认安全（GRAS）地

位，以及对酸性 pH环境的耐受性，作为生产多种

有机酸的细胞工厂而受到广泛关注，代谢工程改

造的 Y. lipolytica已具备在酸性 pH条件下生产琥珀

酸、衣康酸等有机酸的能力［14， 31］。

除上述研究较为深入的酵母物种外，近年来

还有几种非模式耐酸酵母因其工业潜力而受到广

泛关注。Pyne等（2023）通过高通量筛选从 108株

酵母中鉴定出对己二酸具有强耐受性的西方毕赤

酵母（P. occidentalis），并开发了该菌的基因组编

辑工具包，将其改造为生产尼龙前体顺式粘康酸

（CCM） 的 宿 主［32］。 多 形 汉 逊 酵 母 （Ogataea 

polymorpha ）作为以甲醇为唯一碳源生产各类化

学品的潜在底盘，近年来受到越来越多的关注。

作为天然甲基营养型酵母，它具备快速生长、耐

热性及广谱底物利用能力（葡萄糖、木糖、甲醇

等），并且被认定为 GRAS 安全菌株。在合成生物

学工具持续拓展的推动下，其细胞代谢已被广泛

重编程，用于生产多种高附加值化学品［33］。圆红

冬孢酵母（Rhodosporidium toruloides）是一种红

色担子菌酵母，在自然界分布广泛且抗逆性强。

R. toruloides能够高效利用木质纤维素水解液中的

葡萄糖和木糖，同时该菌对木质纤维素水解液中

的抑制成分具有较好的抗性，是利用可再生生物

质原料的优良底盘细胞之一［34］。拜耳接合酵母

（Zygosaccharomyces bailii）是一种食品腐败酵母，

能够在用作食品防腐剂的有机酸存在下生长。该

菌可以在 pH 3 条件下，含 10 g/L 乙酸或 60 g/L 乳

酸的培养基生长。Kuanyshev等（2020）构建了该

菌的 CRISPR-Cas9 基因组操作系统，将该菌改造

为乳酸生产菌株［35］。

虽然非模式耐酸酵母具有广泛的应用空间，

但是许多非模式耐酸酵母仍存在遗传操作性有限、

转化效率低以及缺乏特性明确的调控元件等问题，

这制约了其在生物技术中的更广泛应用。近年来，

在合成生物学快速突破的推动下，非模式耐酸酵

母研究发展势头强劲。这些进展通过提供优化基

因表达、代谢途径和菌株性能的有力工具，显著

拓展了其工业应用价值。

1.2.2 耐酸细菌

耐酸细菌通常指能够在酸性环境中生长的细

菌，根据耐受程度的不同，它们可以分为极端耐

酸菌（又称嗜酸菌）和中度耐酸菌（图图 1）。嗜酸

菌的最适生长 pH通常低于 3.0，主要包括铁和硫氧

化菌、古菌等，他们广泛分布在酸性矿山、含硫

温泉和土壤中。目前，嗜酸菌主要的应用领域为

生物冶金、废水废气处理、生物防治、磷矿生物

溶解与农业磷肥减施等领域［36］。生物冶金是依托

嗜酸化能自养微生物的代谢特性，将矿石、冶金

固废、工业灰渣等不溶性金属矿物转化为水溶性

金属离子的绿色冶金技术，是当前矿业绿色转型

的核心研究方向之一。嗜酸硫杆菌属、钩端螺旋

菌属、硫化杆菌属等菌株已被筛选并应用于实际

生产中［12］。氧化亚铁硫杆菌（Acidithiobacillus 

ferrooxidans）可同步氧化Fe²⁺与硫化矿物，生成硫

酸，参与生物浸出的直接与间接过程；氧化硫硫

杆菌（A. thiooxidans）专性氧化单质硫与硫化物，

持续降低体系 pH值，营造极端酸性浸矿环境；嗜

酸喜温硫杆菌（A. caldus）对溶解有机化合物更为

敏感，是制约混合菌群浸矿稳定性的关键菌种；

铁钩端螺旋菌（Leptospirillum ferrooxidans）仅靶

向氧化 Fe²⁺，具备极强的耐酸性 pH、高金属离子

胁迫能力，常作为辅助菌种与其他菌群协同作

用［37］。嗜酸细菌依托独特的耐酸生理机制与特异

性污染物降解、转化能力，可高效适配酸性工业

废气、废水的净化处理场景，有效弥补传统生物

处理技术依赖中性环境、药剂消耗大、易产生二

次污染、反应器易堵塞等短板，这是环境生物修

复领域的核心研究方向之一［11， 38］。嗜酸菌株

（Acidithiobacillus-like G8）可在极端酸性条件（最

005



合成生物学 第 7 卷

适 pH≈0.25，硫酸浓度 0.2–0.75 M）下稳定代谢，

高效氧化降解CS₂、H₂S等多种含硫污染物，其通

过调控细胞膜质子梯度维持胞内 pH稳态，保障极

端酸性环境下的代谢活性，可从根源上抑制生物

膜过度生长，有效控制反应器生物量堆积，大幅

降低反应器运行压力［11］。链霉菌为土壤嗜酸放线

菌，其拮抗特性显著高于中性放线菌。嗜酸菌株

对真菌、酵母菌及多种植物病原镰刀菌的抑制活

性更强，且在酸性培养条件下抑菌效果更显著，

可为作物真菌病害的生物防控提供优质菌株资

源［39］。除此之外，极端耐酸菌在生物聚合物、萜

类等生物制造领域也具有广阔的应用前景，由于

其卓越的耐酸性，可以实现可降解生物聚合物

PHA 的连续开放式发酵工艺［40-42］。嗜热嗜酸古菌

以及酸热硫化叶菌（Sulfolobus acidocaldarius），

可以在低 pH 值（2.0–3.5）和高温（75°C）的极

端条件下生长，这一特征可以被用于开发新一代

生物制造的微生物细胞工厂［43］。极端耐酸菌是极

端环境微生物的重要类群，在人们的生产生活中

发挥着巨大的作用。但是极端耐酸菌的发展仍面

临瓶颈，仅有少数菌株具备成熟的遗传操作体系，

绝大多数极端耐酸菌的基因工具仍极度匮乏。因

此，还需要对极端耐酸菌进行更为广泛深入的研

究，以真正发挥其科学价值和应用价值。

中度耐酸菌的最适生长 pH 通常在 3.0-5.0 之

间。与极端耐酸菌不同，中度耐酸菌通常无法在 

pH 3.0 以下的环境中存活。他们对酸的耐受力相

对较弱，但在自然界中分布更广。一些耐酸细菌，

如变形链球菌（Streptococcus mutans）、胶囊酸杆

菌（Acidobacterium capsulatum）、丙酸丙酸杆菌

（Propionibacterium acidipropionici）能够通过采取

各种耐酸机制维持其稳定期，从而在酸性条件下

存活数小时［36］。醋酸醋杆菌（Acetobacter aceti）

借助 yro2 和 mrh1 耐受乙酸，这两个基因有助于细

胞膜修饰［44］。P. acidipropionici借助谷氨酸脱羧酶

（GAD）系统和精氨酸脱亚胺酶（ADI）系统耐受

丙酸环境［45］。尽管中度耐酸细菌能够耐受一定程

度的低 pH 环境，但其耐受能力通常有限。因此，

在有机酸发酵过程中，需借助其他手段缩短其暴

露于酸性环境的时间。比如在乳酸发酵过程中，

需要添加中和剂减少酸性环境对发酵菌株的

伤害［10］。

2 耐酸微生物的生理基础

微生物耐酸机制的核心是细胞如何在质子浓

图图1　耐酸细菌的环境来源及其在生物冶金、废水净化和生物制造中的应用

Fig. 1　Environmental sources of acid-tolerant bacteria and their applications in biohydrometallurgy, wastewater purification, and 

biomanufacturing
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度极高的环境中维持胞内 pH稳态、保护生物大分

子并维持代谢活性。理解微生物的耐酸机制，挖

掘耐酸元件，对于指导微生物底盘细胞的改造至

关重要。通过耐酸机制解析，明确关键元件，阐

明调控网路，揭示协同机制，从而为耐酸元件挖

掘提供靶点，指导耐酸工程菌株的理性设计，赋

予工业菌株在酸性pH下高效生产的能力（图图2）。

2.1 酸性稳态维持的分子机制

耐酸微生物在稳定期能够在酸性 pH环境中存

活数小时。为了适应极端酸性环境，多种细菌进

化出了不同的细胞机制［36］，包括细胞膜修饰、

F1F0-ATPase 质子泵、生物膜形成、碱生成（脲酶

活性）以及大分子的保护和修复等［36， 46］。

图图2　基于微生物耐酸分子机制解析的工业底盘菌株改造

Fig. 2　Engineering of industrial chassis strains based on the dissection of microbial acid-tolerance molecular mechanisms
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2.1.1 外膜与细胞膜屏障减少质子被动内流

细胞膜是微生物抵御酸胁迫的第一道物理防

线，微生物抵御酸胁迫的膜相关机制主要体现在

两个方面。其一为外膜孔道的选择性调控。微生

物可通过多磷酸盐阴离子阻断 PhoE孔蛋白，或利

用尸胺阻断OmpC/OmpF孔蛋白，以此收缩通道孔

径，减少质子内流［47］。此外，A. ferrooxidans在酸

性 pH条件下上调外膜蛋白Omp40的表达，借助其

外部L3环的构象变化，调节孔口大小与离子选择

性，从而进一步限制质子向胞内渗透［48］。其二为

膜脂结构的适应性优化。细菌可通过环丙烷脂肪

酸磷脂合成酶降低不饱和脂肪酸的比例，并对磷

脂尾部进行甲基化修饰，以调节膜流动性、降低

质子跨膜渗漏。而嗜酸古菌 Picrophilus oshimae 则

演化出更为极致的策略：其依赖刚性的单层膜及

庞大的异戊二烯核心结构，使细胞膜具有较低的

质子通透性，从而从根本上阻断了质子的跨膜

进入［49］。

2.1.2 质膜质子泵主动排氢以维持胞质pH稳态

该模块在耐酸细菌和酵母中较为常见，其原

理是依靠膜结合的 ATP 酶质子泵，水解 ATP 供能

将胞质中过量的 H⁺逆浓度梯度排出胞外（或区隔

至液泡），以抵消质子内流造成的胞质酸化。在嗜酸

细菌中，F₁F₀-ATP酶是常见的质子外排系统。变形

链 球 菌 （Streptococcus mutans）、 嗜 酸 乳 杆 菌

（Lactobacillus acidophilus）等在酸胁迫下会上调F₁

F₀操纵子转录，增强质子外排活性。极端嗜热古菌，

如嗜酸热硫化叶菌（Sulfolobus acidocaldarius）也

通过 F₁F₀-ATPase持续排氢以适应极端酸环境，但

其胞内 pH 维持机制与细菌存在本质差异，不宜简

单类比。此外，某些真核微生物如 S. cerevisiae，

则演化出液泡区隔化策略，通过液泡膜 V 型 ATP

酶将胞质 H ⁺泵入液泡封存，VMA3 结构亚基与

FHN1 调控蛋白共同保障酶活性与液泡结构完

整［50］。可见，不同微生物类群的耐酸策略并不统

一，该模块在部分类群中发挥重要作用。

2.1.3 代谢中和与毒物降解以消解质子毒性

微生物在酸胁迫下还可通过代谢反应主动中

和胞内质子，并同步降解易跨膜渗透的有机酸毒

物，从而减轻酸性损伤。该防御策略主要分为两

类。其一为产碱中和：脲酶催化尿素水解生成氨

与CO₂，其中氨可直接结合胞内质子，有效中和胞

内酸度。例如，胃幽门螺旋杆菌（Helicobacter 

pylori）依赖其脲酶系统，可在 pH 2.5的极端酸性

环境中存活［51］。其二为有机酸降解：某些嗜酸微

生 物 ， 如 嗜 热 古 生 嗜 热 古 菌 （Picrophilus 

torridus），能够编码丙酰-CoA 合成酶、乳酸-2-单

加氧酶等酶系，降解乙酸、乳酸等易自由透过细

胞膜的有机酸［52］。这一机制可有效阻止有机酸进

入胞质后发生解离并释放质子，从而避免引发二

次酸化。

2.1.4 其他机制

目前针对非模式耐酸酵母的耐酸机制尚缺乏

系统的研究。酵母本身仅具备弱耐酸能力，pH 2.5-

3.0为其生存极限，相较于极端嗜酸古菌，酵母缺

少古菌特有的质子排泵、高糖脂膜屏障等元件，

二者核心结构差异：古菌为类异戊二烯醚键细胞

膜，酵母是脂肪酸酯键磷脂细胞膜；很多古菌虽

然没有细菌型肽聚糖细胞壁，但具有 S-layer等细

胞包被结构；酵母具有 β-葡聚糖、几丁质构成的

真菌细胞壁；古菌多依靠膜蛋白直接外排 H+，酵

母以液泡、质膜 H+-ATPase 为主要质子稳态工

具［46， 53］。鉴于此，推测酵母的耐酸策略更侧重于

胞内缓冲与区室化隔离，而非膜结构的根本性重

构。通过强化液泡质子泵活性及细胞壁致密性，

酵母可在一定程度上抵御酸性 pH胁迫。微生物的

耐酸性并非由单一基因或通路所决定，而是依赖

于一个涉及细胞膜、代谢网络、基因调控、离子

转运等多层次协同作用的复杂适应系统。

2.2 多组学驱动的耐酸机制研究

研究者尝试用多组学分析的方法对微生物的

耐酸机制进行探究，嗜酸铁支原体（Ferroplasma 

acidiphilu）的全基因组存在精氨酸发酵所必需的

全部基因。精氨酸脱亚酶途径能够将精氨酸转化

为鸟氨酸、二氧化碳、ATP和氨，产生的氨会增加

细胞内的 pH值，以上因素在原核生物适应酸性环

境的过程中发挥着重要作用［54］。还有研究证明，

在 广 古 菌 门 （Thermoplasma， Picrophilus 和

Ferroplasma 菌属）以及泉古菌门（Sulfolobus 和

Acidianu属）中，其细胞呼吸系统十分完善。基因
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组分析表明，干热嗜酸古菌（P. torridus）的很多

基因是通过水平基因转移获得的，包括一些有机

酸降解基因、电子传递链的主要组成部分，以及

处理氧胁迫的相关基因等，这非常有利于菌株在

强酸性环境中生存，因为菌株生长需要产生大量

的能量来维持细胞内的 pH值在一个可接受的范围

内［41， 42］。近年来，随着对耐酸酵母研究的日益广

泛，多组学分析手段也应用于非模式耐酸酵母 P. 

kudriavzevii 的耐酸机制研究中。Seong 等（2017）

利用气相色谱-飞行时间质谱（GC-TOF MS）表征

了 P. kudriavzevii 在胁迫条件下的代谢组学特征，

发现其具有较高浓度的不饱和脂肪酸和嘌呤，这

有助于增强其对高温和酸性条件的耐受性［55］。为

了探究了P. kudriavzevii在乙酸胁迫下的响应机制，

Li 等（2020）采用 RNA 测序和串联质谱标签

（TMT）蛋白质组学技术，鉴定出在乙酸应激条件

下差异表达蛋白 399 个，以及差异表达基因 876

个。过表达基因主要富集在糖酵解途径和三羧酸

循环中，提示这些代谢通路被激活，从而为乙酸

的转化提供充足的还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸。

同时，研究还发现多个与钾、铁、锌离子以及谷

胱甘肽合成相关的基因显著上调，这些基因的上

调有助于增强酵母对环境胁迫的耐受能力。对差

异表达蛋白的功能分类分析揭示了分子伴侣、辅

酶以及能量生成相关蛋白的显著富集，这些因子

在胁迫响应中共同发挥着关键作用［56］。另一项研

究则通过RNA测序分析，聚焦于P. kudriavzevii对

酸性 pH胁迫的响应机制。结果显示，在 pH 2.0条

件下，有 434个差异表达基因被激活，这些基因主

要涉及膜脂组成、菌丝生长，尤其是精氨酸代谢

通路。研究结论指出，精氨酸通量的增加提高了

细胞内 pH，从而在酸性条件下促进了细胞生长并

减少了细胞聚集［57］。

2.3 微生物底盘细胞耐酸性改造

耐酸机制的解析对于提高微生物底盘菌株耐

酸性具有理论指导意义，迄今为止，已开发出多

种策略来挖掘胁迫耐受元件以实现高效生物生产。

通过挖掘工业微生物底盘细胞特有的酸响应转录

因子，或引入耐酸基因元件，有望突破底盘菌株

生理极限。但是以上尝试仍面临诸多挑战，包括

元件不明确且不兼容、复杂性等不可预测的因素，

因此，挖掘、改造和标准化新的生物元件是当前

合成生物学的重点。不同微生物所利用的耐酸机

制总结于图图2以及表表2。

现研究已经有针对传统模式微生物的改造，

致力于扩大菌株对 pH的适应范围，实现目标产物

产量增加或增加可合成物质的种类。改造传统模

式微生物的方法大致有：传统诱变与适应性进化、

基因组重组技术、理性设计与代谢工程等［9］。研

究者可以通过物理/化学诱变、基因组整合筛选和

长期传代适应酸性环境，比如Liu等（2016）通过

ARTP（常压室温等离子体）诱变获得了一株对阿

魏 酸 具 有 高 耐 受 性 的 拜 氏 梭 菌 （Clostridium 

beijerinckii）NCIMB 8052。在突变株中，突变体

M11在阿魏酸胁迫（0.5 g/L～0.9 g/L）下能够生成

丁醇［58］。Fletcher等（2017）采用适应性进化手段

提高了 S. cerevisiae对 L-乳酸和盐酸的耐受性，获

得的进化菌株对 0.3 mol/L乳酸具有耐受性（pH＜ 

2.8）［59］。在理性改造方面，膜结合的H⁺-ATP酶通

过将质子泵出细胞质来调节细胞的胞内 pH，通过

表表2　　微生物底盘菌株耐酸性改造

机理

F0F1-ATP酶质子泵

脱羧作用与脱氨基作用

细胞膜修饰

代谢调控

细胞器保护

微生物底盘

Escherichia coli

Saccharomyces cerevisiae

Propionibacterium 

acidipropionici

Saccharomyces cerevisiae

Zygosaccharomyces bailii

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

关键基因/策略

ΔhemAΔatpDΔatpE

Δpdr12

原生质体融合+基因组重排

∆mrh1∆yro2

ZbMSN4、ZbTIF3

ΔJJJ1

过表达基因PEP3

效果

在 pH 2.5 的极端酸性条件下的存活率显著下降

乙酸、丙酸耐受性降低

丙酸耐受性提高

菌株对乙酸耐受性降低

乙酸相关关键基因

乙酸耐受性提高

乙酸耐受性提高

参考

文献

[60]

[61]

[45]

[62]

[63]

[64]

[65]
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调 节 H ⁺ -ATP 酶 的 表 达 可 以 增 加 E. coli 和 S. 

cerevisiae 对乙酸、丙酸等有机酸的耐受性［60， 61］。

谷氨酸脱羧酶（GAD）系统和精氨酸脱亚胺酶

（ADI）系统是 P. acidipropionici）在酸性环境中用

来抵抗酸胁迫的两个核心系统，通过强化GAD系

统和 ADI系统，P. acidipropionici对丙酸的耐受性

得到提高，丙酸产量比对照组提高了 40%［45］。细

胞在胁迫条件下的活力受膜状态调控，由于酸适

应，细胞膜通过维持其完整性和流动性赋予细胞

耐酸性。通过调整细胞膜的稳定性可以提高 S. 

cerevisiae以及Z. bailii对乙酸的耐受性［62， 63］。小分

子膜结合蛋白可以通过有效抑制蛋白质聚集来提

高细菌的耐酸性，并在酸性条件下作为分子伴侣

稳定膜蛋白和包膜蛋白。J-蛋白是Hsp70分子伴侣

的共伴侣蛋白，敲除基因 JJJ1 可显著提高 S. 

cerevisiae的乙酸耐受性，从而在该弱酸存在下提

高乙醇发酵速率［64］。此外，大分子修复和细胞器

保护策略也被用于提高底盘细胞的耐酸性，在 S. 

cerevisiae中过表达基因PEP3（编码参与液泡合成

HOPS 和 CORVET 复合体的一个组分），在添加

80 mM乙酸的条件下，其液泡 pH均未观察到显著

差异。基因PEP3过表达通过增加液泡表面积和V-

ATPase活性，进而增强质子隔离能力，从而提供

对酸胁迫的保护［65］。

随着组学技术和代谢工程技术体系日益完善，

将基因组片段构建文库，转化宿主后筛选耐酸株

也取得了较好的进展，已有研究提高了E. coli对乙

酸的耐受性［66］。还可以使用CRISPR介导进化、鉴

定关键耐酸基因并理性改造等方法提高传统底盘

的耐酸性［59， 67］。然而，传统底盘的耐酸性改造会

出现生长速率显著下降、生物量降低、底物转化

效率变差等问题。而天然耐酸菌的基因组、代谢

网络、蛋白质组、细胞膜结构经过数百万年的协

同进化，形成了系统性、多层次的酸耐受体系，

耐酸系统与核心代谢高度整合，能量利用效率高。

综上所述，改造传统模式微生物的方法大致

有：传统诱变与适应性进化、基因组重组技术、

理性设计与代谢工程和信号通路与应激响应强化。

研究者可以通过物理/化学诱变、基因组整合筛选

和长期传代适应酸性环境，比如筛选耐酸 S. 

cerevisiae突变株。基因组重组技术方面，采取将

基因组片段构建文库，转化宿主后筛选耐酸株，

已有研究实现 E. coli 和 S. cerevisiae 的乙酸、3-羟

基丙酸耐受性增强。还可以使用 CRISPR 介导进

化、鉴定关键耐酸基因并理性改造等方法实现传

统底盘的耐酸化，减少生产成本和环境污染。然

而，传统底盘的耐酸性改造会出现生长速率显著

下降、生物量降低、底物转化效率变差等问题。

而天然耐酸菌的基因组、代谢网络、蛋白质组及

细胞膜结构经过数百万年的协同进化，形成了系

统性、多层次的酸耐受体系。该耐酸体系与核心

代谢高度整合，能量利用效率高，几乎不产生额

外的代谢负担；相比之下，代谢工程改造的模式

菌在引入外源耐酸模块时往往需要付出明显的适

应代价。

3 改造耐酸微生物底盘的合成生物学
工具

耐酸底盘细胞的合成生物学发展可以大致从

两个方面平行展开介绍，基因工程技术的发展为

耐酸底盘细胞的表达调控奠定基础，产品生产则

为耐酸底盘细胞的应用提供目标。耐酸微生物底

盘与常用微生物相比具有独特的性状。然而，除

其自身的天然优势外，仍需针对特定目的进行遗

传工程改造，以进一步增强其应用功能，从而在

未来生物技术工艺中助力构建稳健的生物经济。

下文将重点介绍近期可提升非模式耐酸底盘工业

潜力的合成生物学工具与方法（图图 3）。关键策略

包括：（1）启动子与终止子工程，以实现基因表

达的优化；（2）基于CRISPR的基因组编辑，以实

现高效且多重化的遗传修饰；（3）代谢模型与代

谢网络开发。

3.1 非模式耐酸酵母基因元件开发

合成生物学工具的进步与实施，结合不断扩

充的遗传元件库，显著提升了非模式耐酸酵母作

为多功能系统和底盘细胞在生物技术应用中的实

用性。近期研究在利用专为非模式耐酸酵母定制

的启动子和终止子等遗传元件方面取得了重要进

展，推动了其应用的显著发展。这些遗传元件在
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调控转录速率和mRNA稳定性方面发挥关键作用，

直接影响蛋白质表达水平，从而促使非模式耐酸

酵母成为合成生物学和生物制造领域的重要工具。

标准化的启动子、核糖体结合位点（RBS）和

终止子构成了合成生物学的生物砖体系。研究者

可以像搭积木一样，将不同模块进行标准化组装。

尽管非模式耐酸酵母具有多项适用于有机酸生产

的优良性状，但其长期以来缺乏可用于代谢工程

和合成生物学研究的遗传工具。Xiao 等（2014）

通过实时荧光定量 PCR鉴定出数个可用于异源基

因表达的强组成型启动子，包括 PFBA1p、 PTEF1ap、

PPGK1p和PTDH3p
［68］。随后，Cao等（2020）利用RNA-

seq分析和荧光报告系统，系统表征了不同培养条

件下的启动子和终止子，发现了多个强、中、弱

组成型启动子，并鉴定出 12个能够有效终止转录

且为翻译机器提供充足结合序列以支持蛋白表达

的终止子［69］。对于目的基因的测试，使用附加型

质粒比基因整合方法更为便捷。酵母附加型质粒

主要包含两个关键遗传元件：用于质粒复制的自

主复制序列和用于质粒维持的着丝粒序列。研究

表明，P. kudriavzevii能够识别来自 S. cerevisiae 的

自主复制序列 4 和着丝粒序列 6。然而，Smith 等

（2024）尝试将 2 μ 质粒转化至 P. kudriavzevii 时未

能获得转化子，表明 2 μ复制起点在该物种中不具

有功能［70］。此外，尽管ARS4/CEN6具有功能，但

其复制稳定性较差［71， 72］，以上结果暗示CEN序列

的功能并不完善。Cao等（2020）在P. kudriavzevii

中鉴定出一个潜在的着丝粒序列 CEN-0.8k-2，该

序列能够提高质粒稳定性，并进一步增强CRISPR

编辑效率和乳酸产量［69］。最近本研究团队基于宿

主-载体 GC 兼容性策略，从 P. kudriavzeviiE1 内源

基因组中鉴定功能性自主复制序列，并构建了适

用于 P. kudriavzeviiE1的附加型表达系统。利用该

表达系统，我们进一步通过转录组测序数据分析

构建了P. kudriavzevii E1的内源启动子文库，并获

得了比 S. cerevisiae来源的强启动子PScTDH3更为稳定

且持久的表达启动子PPkTDH3
 ［73］。

3.2 非模式耐酸酵母基因编辑系统

3.2.1 基于CRISPR技术的基因组编辑工具开发

CRISPR工具的开发是耐酸酵母作为工业宿主

的核心技术支撑，解决了非模式耐酸酵母遗传操

作困难的问题，为精准调控代谢网络（如碳流重

分配、辅酶平衡）提供了高效手段［8］。目前已开

发四种 CRISPR 质粒，差异在于 Cas 蛋白（如

iCas9、SpCas9）和 sgRNA 启动子（如 PRPR1p’-tRNALeu、

PTDH3p-tRNAGly）的设计。例如，Tran 等（2019）使用

iCas9 （SpCas9 的 D147Y/P411T 突变体）结合双

NLS序列，实现高达 97% 的编辑效率，三基因敲

图图3　耐酸微生物底盘基因工程和代谢工程工具开发

（备注备注：：Effector domain：转录抑制子、转录激活子、表观遗传编

辑酶或其他功能蛋白。）

Fig. 3　Development of genetic engineering and metabolic 

engineering tools for acid-tolerant microbial chassis

(Effector domain: transcriptional repressor, transcriptional activator, 

epigenetic editing enzyme, or other functional proteins.)
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除效率达 47%［71］。早期依赖URA3营养缺陷标记，

限制非营养缺陷型菌株使用；后续开发含诺尔斯

菌素（nourseothricin）或博来霉素（zeocin）抗性

标记的系统，如Lee等（2022）构建的TEF1p驱动

iCas9 系统，在多菌株中 ADE2 基因敲除效率达

81%-100%［74］。宿主菌株、Cas9 变体及 sgRNA 表

达策略显著影响效率。例如，Zhang等（2023）发

现，zeocin 标记在 P. kudriavzevii E1 中具有较高的

假阳性率（即使质量浓度达到 200 mg/L仍无法完

全抑制菌株生长），致使DLD基因的敲除效率仅为

30%；而采用URA3标记在尿嘧啶营养缺陷型菌株

中进行敲除时，效率可提升至67%［13］。

在 Y. lipolytica 中，CRISPR-Cas9 最早于 2016

年得到应用，该研究使用密码子优化的Cas9和由

合成RNA聚合酶 III启动子驱动表达的 sgRNA，对

Ku70以及脂质氧化相关的 Pex10和Mfe1等基因进

行敲除［75］。此后不久，一种结合了CRISPR-Cas9、

胞苷脱氨酶和尿嘧啶糖基化酶抑制剂的碱基编辑

器实现了不引入双链断裂（DSB）的靶向碱基修

饰，进一步拓展了 Y. lipolytica 的基因组编辑工具

箱。该系统在单基因上的编辑效率达 94%，在双

基因上达 34%，展示了其用于精准遗传工程的潜

力［76］。最近， Jiang 等（2025）开发了一种基于

CRISPR-Cas9 的方法 TUNEYALI，该方法能够在 Y. 

lipolytica中实现基因表达的高通量调控。通过构建

质粒文库，可以鉴定出多个调控转录因子，提高

代谢工程改造菌株的性能，从而加速应用菌株

开发［77］。

3.2.2 代谢模型的构建

全基因组测序的出现以及基因组尺度代谢网

络的重建，促进了计算机辅助设计工具的发展，

这些工具可用于指导代谢工程。此类工具对于构

建新型生物合成途径以及改善现有途径中的代谢

通量具有重要意义。更具体地说，这些模型可用

于预测遗传修饰的结果以及细胞对环境条件的代

谢响应，并可用于确定最优工程策略。构建准确

的基因组尺度代谢模型（GEMs）对于正确模拟细

胞行为至关重要，而这需要高质量的基因组注释

序列和实验数据。迄今为止，已针对 Y. lipolytica

（模 型 iNL895、 iYL619_PCP、 iMK735、 iYali4、

iYLI647）以及P. kudriavzevii（模型 iIsor850）开发

了 GEMs［78， 79］。上述模型使得代谢工程计算工具

能够用于改造非模式耐酸酵母，从而提高其工业

实用性。

3.3 嗜酸细菌遗传操作工具的构建

3.3.1 CRISPR-Cas系统的适配与创新

嗜酸细菌（包括 Acidithiobacillus 属细菌与

Sulfolobus属古菌）在引入Cas9系统时普遍遭遇严

重的细胞毒性。在非嗜酸体系中，dCas9的毒性可

能源于其对NGG PAM位点的非特异性结合，且通

过 R1335K 突变消除 PAM 结合能力后毒性显著降

低，间接表明非特异性结合是毒性的原因之一［80］。

其次，tracrRNA介导的细胞毒性。传统 Cas9系统

依赖反式激活 crRNA（tracrRNA）与 crRNA 形成

双链复合物引导Cas9定位。最新研究在副干酪乳

杆菌中发现，SpCas9系统的短型 tracrRNA（tracr-

S）即使在无Cas9蛋白的情况下也具有显著细胞毒

性，其机制涉及与宿主内源RNA的直接相互作用

并干扰核心基因表达［81］。但是在嗜酸菌中有关

Cas9对细胞的毒性尚缺少系统的研究。

Cas12a（旧称 Cpf1）属于 V 型 CRISPR 系统，

与Cas9在分子机制上存在本质区别，恰好针对嗜

酸菌的上述痛点形成互补。Cas12a最突出的优势

是 PAM序列适配性，AsCas12a识别TTTV PAM序

列（V=A/G/C），LbCas12a识别TTTN PAM，均为

T富集型，与嗜酸菌尤其是嗜酸古菌的AT富集基

因组高度匹配［82］。系统组成更精简，Cas12a仅需

单一 crRNA 即可发挥功能，无需 tracrRNA，避免

了 tracrRNA 带来的额外毒性风险。同时，Cas12a

蛋白本身具备 RNase 活性，可自主加工 crRNA 前

体阵列，这一特性使多重基因编辑变得极为简便，

只需构建串联的 crRNA 阵列，Cas12a即可将其加

工为成熟的独立 crRNA，无需额外的RNA加工因

子［83］。Cas12a的异源表达毒性低于Cas9，研究通

过 构 建 四 环 素 诱 导 型 CRISPR-Cas12a 系 统

（AsCas12a和 FnCas12a），在梭菌中实现高效基因

编辑，这表明优化Cas蛋白表达是提升编辑效率的

关键，可能与毒性降低存在潜在关联［84］。

在嗜酸细菌领域，A. ferrooxidans的研究最具

代表性。针对该菌遗传操作困难的瓶颈，研究者
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成功建立了基于dCas12a的CRISPR干扰（CRISPRi）

系统，实现了对电子传递链 petI和 petII操纵子的精

准敲低。该系统在不造成 DSB的前提下调控基因

表达，有效规避了核酸酶毒性问题。实验表明，

敲低 petB2基因可增强铁氧化速率，进而提升黄铁

矿和黄铜矿的生物浸出效率，展示了 Cas12a工具

在工业嗜酸菌代谢工程中的应用潜力［85］。

3.3.2 铁氧化与硫氧化响应启动子的挖掘与表征

嗜酸细菌长期栖息于 pH 1.0–3.0的极端酸性

环境，其转录调控系统演化出对铁、硫等无机能

源底物的高度响应特性。目前已鉴定的启动子按

调控模式可分为三类：组成型强启动子、底物诱

导型启动子和环境胁迫响应型启动子。其中，铁

氧化与硫氧化代谢相关的内源启动子因为诱导条

件明确、诱导强度高，成为构建遗传工具箱的核

心元件。在A. ferrooxidans中，早期研究多采用异

源组成型启动子（如Ptac）驱动外源基因表达［86］，

但异源启动子在嗜酸菌中转录效率偏低且调控模

式不匹配，限制了其应用。近年来，随着基因组

测序与转录组技术的发展，内源启动子的系统挖

掘成为主流方向。

四硫代硫酸盐水解酶基因启动子（PtetH/Ptth）是

目前研究最为深入的嗜酸菌内源诱导型启动子之

一。由于 Ptth在 E. coli中无功能，该载体特别适用

于克隆对E. coli有毒性的蛋白编码基因，显著提升

了载体构建的成功率［87-89］。硫氧化（Sox）系统是

嗜酸硫杆菌氧化硫代硫酸盐的核心途径，其启动

子具有典型的 σ⁵⁴（RpoN）依赖型结构特征，是研

究嗜酸菌诱导型启动子的另一重要模式。σ⁵⁴依赖

的 调 控 模 式 在 嗜 酸 硫 杆 菌 中 高 度 保 守 ， A. 

thiooxidans、A. caldus等专性硫氧化菌均存在同源

调控元件［90］。除诱导型启动子外，一系列不同强度

的组成型启动子也得到鉴定：在 S. acidocaldarius

中，谷氨酸脱氢酶基因启动子PgdhA和DNA结合蛋白

基因启动子Psac7d是常用的强组成型启动子；麦芽糖

诱导型启动子Pmal构成了古菌领域成熟的诱导表达系

统，其最小诱导区可缩减至169 bp［91］。

4 耐酸微生物高价值化学品的生物合成

依托日益完善的代谢工程技术体系，研究者

们通过对耐酸微生物进行系统的途径重构，已成

功实现了多种高价值化学品的酸性 pH 生物合成，

涵盖有机酸、生物聚合物、萜类等多个类别。

4.1 基于非模式耐酸酵母底盘细胞工厂的有机酸生

物合成

非模式耐酸酵母凭借其天然耐酸特性，为有

机酸的无中和剂清洁发酵提供了极具竞争力的技

术路线。随着合成生物学工具的完善和系统代谢

工程的发展，非模式耐酸酵母已被成功改造用于

生产多种有机酸。表表 3汇总了近 10年利用非模式

耐酸酵母宿主生产有机酸的研究成果。

4.1.1 乳酸

乳酸作为食品、医药、生物塑料等领域的关键

原料，作为聚乳酸（PLA）的前体，乳酸的全球市场

规模在 2022年达到 31亿美元，预计 2023年至 2030

年间将以每年 8.0% 的增长率持续增长（https：//

straitsresearch.com/zh/report/lactic-acid-market）。乳酸

的合成仅需一种酶，乳酸脱氢酶（LDH），该酶可

将丙酮酸转化为乳酸。Park 等（2018）分离了耐

酸 菌 株 P. kudriavzevii NG7， 并 用 植 物 乳 杆 菌

（Lactobacillus plantarum）来源的D-LDH替换了其

丙酮酸脱羧酶（PDC）。然而，所得菌株仅能耐受

2%的乳酸。为此，研究者进行了适应性实验室进

化，最终获得了一株进化菌株，该菌株可在 6%乳

酸环境中存活，并产生 135 g/L D-乳酸，葡萄糖转

化率为 0.75 g/g，生产强度为 3.66 g/L/h，发酵终点

pH 为 3.6［92］。Zhang 等（2023）采用了类似的策

略，对P. kudriavzevii E1进行工程改造，通过引入

牛来源的L-LDH，在不添加任何中和剂的条件下，

L-乳酸产量达到 74.60 g/L，转化率为 0.93 g/g葡萄

糖，生产强度为 2.08 g/L/h［13］。随后，研究团队对

菌株进一步改造，通过强启动子替换实现关键酶

的精细表达，有效平衡了代谢通量与胞内氧化还

原状态；同时，引入乳酸转运蛋白，提升了菌株

耐酸性能与乳酸外排效率，显著提升了乳酸发酵

性能。为推动工艺的工业化应用，团队进一步开

发了低成本无机盐培养基，该培养基中酵母提取

物仅为 0.03 g/L。在此基础上，团队系统比较了不

同发酵工艺的糖酸转化效率，结果表明：在 pH受

控条件下制备高活性种子液，随后发酵过程中不
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添加任何中和剂的工艺方案，可显著减少发酵初

期的碳损失，与传统工艺相比，二氧化碳排放率

从 19.94% 降至 7.42%，使碳流更有效地导向 L-乳

酸合成（91.01%）［93］。以 P. kudriavzevii SD108 为

表表3　　以非模式耐酸酵母为底盘细胞有机酸的生物合成

产品

D-乳酸

L-乳酸

L-乳酸

L-乳酸

L-苹果酸

L-苹果酸

琥珀酸

琥珀酸

3-羟基丙酸

3-羟基丙酸

己二酸

粘康酸

柠檬酸

菌株

P. kudriavzevii 

NG7

P. kudriavzevii 

Pkz04

P. kudriavzevii 

Pkz11

P. kudriavzevii 

SD108

P. kudriavzevii 

MA09-10

Yarrowia 

lipolytica

P. kudriavzevii

P. kudriavzevii 

SD108

P. kudriavzevii

Schizosaccharo

myces pombe

Candida 

tropicalis

P. occidentalis

Candida 

tropicalis和

Pichia kluyveri

基因改造

将丙酮酸脱羧酶基因（PDC1）替

换为来源于植物乳杆菌的D-乳酸

脱氢酶基因（d-LDH），适应性进化

敲除丙酮酸脱羧酶基因（PDC），

引入两个拷贝 L-乳酸脱氢酶基

因，敲除D-乳酸脱氢酶基因

在P. kudriavzevii Pkz04基础上，

插入多拷贝 L-乳酸脱氢酶基因，

启动子替换强化 L-乳酸脱氢酶表

达，强化乳酸外排

敲除PDC和甘油-3-磷酸脱氢酶

（GPD），整合L. mesenteroides来源

乳酸脱氢酶

敲 除 基 因 PDC、GPD、MAE、

JEN2-1、JEN2-2，过 表 达 基 因

AoPYC、 AoMDH、 SpMAE1、

EcPPC、EcSthA

引入还原性 TCA 途径，强化苹

果酸转运，适应性进化

敲 除 PDC/GPD/JEN2/NDE、过

表达MAE1

胞质重构丙酮酸脱氢酶（PDH）

复合物，耦合乙醛酸分流与还原性

TCA途径

β-丙氨酸合成途径：引入天冬氨

酸-1-脱羧酶（PAND）、β-丙氨酸-丙

酮酸转氨酶（BAPAT）和 3HP 脱氢

酶（YDFG），敲除丙酮酸脱羧酶和

甘油-3-磷酸脱氢酶

平衡调控编码丙二酰辅酶 A 还

原酶mcr基因的两个功能片段，引

入乙酰辅酶 A 合成酶以及内源性

泛酸激酶的基因增加细胞中丙二

酰辅酶A和乙酰辅酶A的供应

ΔAOX4::AOX5

引入DHS脱水酶的AROZ编码

基因 PaAROZ、DAHP 合酶编码基

因突变体ARO4K225L、以及E. coli

来源的aroB和aroD基因

无

发酵条件

YPD培养基，pH 3.6和pH 4.7

YPD培养基，无中和剂

无机盐培养基（酵母粉含量

0.03 g/L）、YPD 培养基，无中

和剂

YPD培养基，高粱生物质水

解物为碳源，KOH调节pH

无机盐培养基（酵母粉含量

3 g/L），控制pH 3.0

YPD 培养基，甘油为碳源，

无中和剂

利用混合碳源

HCl 和KOH 调节pH到 3.0

补料发酵，pH 4.0

补料发酵，以纤维二糖为碳源

补料发酵，pH 5.0

补料发酵，pH 2.0-3.5

固定化细胞，葡萄糖为碳

源，pH 5.0

发酵性能

产量：135 g/L（pH 3.6）、154 g/L

（pH 4.7）

生产速率：3.66 g/L/h（pH 3.6），

4.16 g/L/h（pH 4.7）

产量： 75 g/L

转化率：0.93 g/g葡萄糖

L-乳酸产量： 102 g/L（YPD）、75 

g/L（无机盐培养基）

转化率：0.98 g/g葡萄糖

产量：67 g/L

转化率：0.59 g/g葡萄糖

产量：199 g/L

转化率：0.94 g/g葡萄糖

产量：112 g/L

转化率：0.57 g/g甘油

产量 110 g/L，转化率 0.65 g/g，生

产强度为0.54 g/L/h（葡萄糖+甘油）

产量63 g/L（甘蔗汁为碳源在pH 3）

产量：104 g/L

转化率：0.85 g/g 葡萄糖 生产速

率：0.97 g/L/h

产量：92 g/L

转化率：0.72 g/g 葡萄糖 生产速

率：0.55 g/L/h

产量：11 g/L

转化率：11.2%

产量：12 g/L

生产速率：0.1 g/L/h

产量：39 g/L

转化率：0.13 g/g葡萄糖

生产速率：0.51 g/L/h

产量：30-40 g/L

参考
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出发菌株，敲除 PDC 和甘油 -3- 磷酸脱氢酶

（GPD）， 并 整 合 肠 膜 明 串 珠 菌 （Leuconostoc 

mesenteroides） 来源的 LDH。所得菌株可产生

74.00 g/L乳酸，转化率为 0.70 g/g葡萄糖，生产强

度为 0.73 g/L/h，并在发酵前 22.5 h 将 pH 维持在

6.0。该研究的主要发现是乳酸的缓冲效应：发酵

初期仅需控制 pH，随后乳酸本身即可作为缓冲试

剂维持体系 pH 稳定［94］。Altvater 等（2025）使用

适应性进化手段获得耐酸高产菌株，该研究通过

对一株基因工程改造的 S. cerevisiae LACp 进行长

期适应性实验室进化以提高其在酸性 pH条件下的

乳酸生产能力。历时 35 个月（约 3500-4000 代），

通过逐步提高培养基中乳酸浓度（0-38 g/L）和降

低初始 pH（4.5-2.6）施加选择压力，最终获得的

进化菌株LACe-35在无 pH控制条件下乳酸滴度达

67 g/L（终pH 2.4）［95］。

4.1.2 苹果酸

苹果酸是重要的生物基平台化合物，年市场

需求量为 20万吨［8］。苹果酸可通过还原性三羧酸

（TCA）循环途径合成，糖酵解途径生成的丙酮酸

在丙酮酸羧化酶（PYC）的作用下转化为草酰乙

酸，再经苹果酸脱氢酶（MDH）生成苹果酸。Xi

等（2023）通过过表达 PYC （Aspergillus oryzae 

AoPYC）、MDH（A. oryzae AoMDH），敲除苹果

酸酶（MAE）和磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（PCK）

以阻断苹果酸降解，引入C4-二羧酸转运蛋白（S. 

cerevisiae SpMAE1）增强分泌，以实现高效生成

苹果酸［96］。Y. lipolytica 被美国 FDA 认定为 GRAS

微生物，是近年来代谢工程和合成生物学研究中

的热门底盘菌株。Wang 等（2024）在 Y. lipolytica

中引入还原型 TCA途径，并过表达乙醛酸循环途

径中的异柠檬酸裂解酶、苹果酸合酶和苹果酸脱

氢酶，同时强化苹果酸外排。获得的基因工程菌

通过适应性实验室进化，提高了工程菌株 Po1g-

CEE2+Sp的 pH耐受性。以甘油为碳源，无需添加

中和剂，苹果酸产量达到 112.5 g/L。本研究证明

了通过代谢工程与实验室进化相结合的方法，能

够在 Y. lipolytica 中成功实现酸性 pH 生产 L-苹果

酸，为其他有机酸的清洁生产提供了参考［97］。

4.1.3 琥珀酸

琥珀酸是一种重要的四碳二羧酸，被美国能

源部列为最具价值的平台化合物之一，年市场需

求量为 7.6万吨［8］。与苹果酸一样，琥珀酸也可以

通过还原性三羧酸（TCA）循环途径合成。早期

研究通过过表达 PYC、MDH、FUMR 和 FRD，所

得菌株可从 100 g/L 葡萄糖中产生 11.6 g/L 琥珀

酸［68］。为进一步提升产量，研究者采取了 PDC/

GPD 敲除、羧酸转运蛋白敲除（ΔJEN2）、MAE1

过表达、NDE敲除以平衡氧化还原状态以及甘油

利用等工程策略。优化后的菌株利用甘油和葡萄

糖混合碳源，琥珀酸产量达 109.5 g/L，转化率为

0.65 g/g，生产强度为 0.54 g/L/h。此外，该研究还

进行了甘蔗汁的中试规模生产，在 pH 3条件下琥

珀酸产量达 63.1 g/L［98］。最近，该团队还针对酵母

中因辅因子代谢区室化导致的化学合成瓶颈，提

出 了 线 粒 体 代 谢 解 区 室 化 策 略 以 提 高 P. 

kudriavzevii 的琥珀酸生产能力。研究人员将内源

性线粒体 PDH亚基（去除线粒体靶向序列）定位

于胞质，结合脂酰化酶表达，使胞质 NADH 水平

提升，琥珀酸滴度从 26.45 g/L 增至 31.47 g/L，丙

酮酸积累减少 69.2%；并通过表达E. coli乙醛酸分

流关键酶（柠檬酸合酶 gltA、顺乌头酸酶 AcnA

等），部分绕过 NADH 依赖的苹果酸脱氢酶

（MDH），进一步提高NADH利用效率。他们还将

胞质 PDH策略应用于乙酰辅酶A衍生产品（柠苹

酸、三乙酸内酯），产量分别提升 1.22 倍和 4.35

倍，证实该区室化策略对还原型和乙酰辅酶 A 衍

生化学品的普适性［99］。

4.1.4 其他有机酸

3-羟基丙酸（3-HP）是第三大具有商业化潜力

的生物基平台化合物，其市场规模预计可达每年

100亿美元［10］。粟酒裂殖酵母（Schizosaccharomyces 

pombe）对 3-HP具有天然耐受性，通过引入丙二酰

辅酶 A（malonyl-CoA）途径已被工程改造用于生

产 3-HP。然而，目前获得的 3-HP 浓度（11 g/L）

仍需进一步提升，方能与商业化路线相竞争［100］。

最近，Tan等（2026）通过P. kudriavzevii SD108基

因组尺度建模结合热力学分析，挖掘得到了高活

性 的 3-HP 合 成 关 键 酶 ， 天 冬 氨 酸 1- 脱 羧 酶

（PAND）、β-丙氨酸-丙酮酸氨基转移酶（BAPAT）

和 3HP脱氢酶（YDFG），通过多拷贝 PAND整合、

副产物消除（敲除丙酮酸脱羧酶和甘油-3-磷酸脱
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氢酶）以及通过过表达丙酮酸羧化酶和天冬氨酸

氨基转移酶强化天冬氨酸通量等途径优化策略，

将 3-HP 的产量提高至 92 g/L，具有一定的经

济性［101］。

己二酸（AA）是尼龙生产中的关键结构单

元，年市场需求量约为 300 万吨［10］。己二酸传统

的生产方法为环己烷的化学氧化。尽管目前尚未

发现能够天然合成己二酸的微生物，但通过代谢

工程已开发出三条生物合成途径，分别为脂肪酸

降解途径，反向降解途径，以及间接粘康酸转化

途径［102］。热带假丝酵母（Candida tropicalis） 对

己二酸具有耐受性，且能以油脂和脂肪酸作为碳

源，是生产己二酸的理想宿主。一株经代谢工程

改造的菌株在含月桂酸甲酯的培养基中，基于酰

基辅酶A氧化酶途径可产生 12 g/L 己二酸［103］。最

近，研究者分离到一株耐己二酸的P. occidentalis，

并将其工程改造用于生产己二酸前体，粘康酸

（cis， cis-muconic acid）。粘康酸的最大产量达 39 

g/L，超过了其他菌株的产率。这一策略凸显了宿

主选择的重要性，为己二酸的生物合成提供了另

一条可行路线［32］。

柠檬酸是生物技术产量最大的有机酸之一，

在食品、化妆品和化工行业中具有广泛的用途。

黑曲霉（Aspergillus niger）已被公认为柠檬酸商业

化生产的最佳菌种。然而，黑曲霉的发酵过程受

到菌丝体形成的大型聚集体以及高溶氧需求的显

著制约［104］。从沙特阿拉伯分离获得的热带假丝酵

母（Candida tropicalis）和克鲁维毕赤酵母（P. 

kluyveri）均具有合成柠檬酸的能力，其中固定化

细胞的柠檬酸产量（30–40 g/L）显著高于游离细

胞（8–19 g/L）。经 4个周期、共计 20天的重复分

批发酵后，培养体系的活性仍保持稳定［105］。

4.2 基于嗜酸细菌为底盘细胞工厂的化学品生物

合成

聚羟基烷酸酯（PHA）是一类可生物降解的

生物塑料，具有广阔的应用前景。嗜酸异养菌如

Acidiphilium cryptum 可天然积累聚 3- 羟基丁酸

（P3HB）作为胞内储能物质。由于嗜酸培养条件可

有效抑制杂菌污染，PHA发酵可采用开放连续工

艺，降低灭菌能耗与操作成本。通过代谢工程强

化前体供应与 PHA合酶表达，可进一步提升产量

与聚合物性能［40］。嗜酸菌生产的另外一个聚合物

是聚羟基烷酸酯。嗜酸菌属（Acidiphilium sp.）可

以产生以蛋白质和碳水化合物为主要成分的结合

态胞外聚合物，其中可吸附 Fe（III）［106］。随后

González等（2023）研究表明 Acidiphilium cryptum 

Lhet 2合成的可溶性胞外聚合物中含有甘露糖、鼠

李糖和葡萄糖，同时三者比例接近3.2∶2.3∶1［107］。

而嗜热菌硫磺矿硫化叶菌（Sulfolobus solfataricus）、

托科达伊硫化叶菌（S. tokodaii）和酸热硫化叶菌

（S. acidocalcarius）合成的聚合物含有半乳糖、葡

萄糖胺以及甘露糖/葡萄糖残基［108］。与嗜热菌合成

的胞外聚合物相比，嗜酸菌合成的胞外聚合物是功

能多样的复杂基质，在金属吸附和生物浸矿场景中

更具实用价值。链嗜酸菌属（Streptacidiphilus）作

为嗜酸放线菌的重要类群，其基因组中蕴含丰富

的次级代谢基因簇。Yan等（2026）从江西链嗜酸

菌（Streptacidiphilus jiangxiensis）中鉴定了新型二

萜合酶SjJS，可催化生成新型二萜化合物，为萜类

药物筛选提供了新的分子骨架与酶资源［41］。四氢

嘧啶（Ectoine）是一种重要的相容性溶质与生物

保护剂，广泛应用于化妆品与生物医药领域。泛

养硫球菌（Leptospirillum ferriphilum）等嗜酸铁氧

化细菌基因组中含有完整的四氢嘧啶合成基因簇

（ectABC），可在酸性高渗环境中合成四氢嘧啶以

维持胞内渗透压。通过强化四氢嘧啶合成途径与

优化培养条件，有望开发新型酸性四氢嘧啶细胞

工厂［42］。

此外，嗜酸性细菌和古菌来源的多种酶（如

淀粉水解酶、酯酶、组氨酸氨裂解酶等）能在酸

性 pH、高温下保持活性，在工业、塑料降解及微

反应器等领域具有应用潜力［40， 109-112］。嗜酸性细菌

和古菌来源的酶具有较好的 pH稳定性，可以在碱

性或者酸性条件下表现出优异活性［109， 112］。

5 总结与展望

E. coli和乳酸菌等模式微生物遗传操作系统与

组学工具成熟，启动子，质粒，基因组敲除工具，

高通量筛选体系以及代谢模型等较为成熟。此外，

模式微生物生长快，在有机酸生产方面成功的案
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例比较多。但是这类底盘细胞通常不耐酸性 pH与

高浓度未解离有机酸，必须维持近中性 pH，导致

大量碱中和与有机酸盐生成；下游要脱盐、酸化、

纯化，提取成本高。相比之下，非模式耐酸菌株

的核心价值是可在更低 pH甚至弱酸环境中维持生

产，降低中和剂、杂菌风险和后续脱盐压力，并

可能简化分离纯化。近年来，随着合成生物学的

不断发展，针对耐酸微生物底盘细胞进行分子改

造的工具日益完善，从而加速了耐酸微生物在实

际工业生产中的应用进程。未来，可依据不同耐

酸微生物的特性，将其应用领域拓展至生物采矿、

稀土回收、电驱动碳固定、有机酸平台化合物合

成，以及基于耐酸元件的耐酸工程菌株构建等方

面。目前，耐酸微生物的遗传操作工具发展严重

滞后于模式菌株。目前仅少数菌株建立了较为成

熟的遗传操作系统，且转化效率因菌株差异巨大。

古菌域嗜酸菌因细胞壁的特殊性，常规转化方法

几乎失效；嗜酸细菌等核心生物冶金菌株至今仍

被视为“遗传难操作”菌株。这一瓶颈直接限制

了合成生物学模块在嗜酸底盘中的应用。此外，

嗜酸菌的细胞内环境维持近中性 pH，但其膜系统、

周质空间及分泌蛋白均需适应极端酸性环境。异

源多基因途径的引入可能会打破细胞原有代谢平

衡，引发显著的代谢负担。目前嗜酸菌的代谢工

程研究多停留在实验室纯培养阶段，工业规模的

工程菌应用案例极为有限。生物冶金堆浸体系的

规模可达万亿升级，实验室摇瓶水平的工程菌株

难以直接适配工业场景。放大过程中存在多重挑

战：复杂矿石中抑制剂（如氯离子、重金属离子）

的累积效应、微生物群落结构的动态演替、温度 /

pH/ 氧气的空间异质性，以及工程菌株在天然菌群

中的生态竞争力不足。非模式耐酸酵母是下一代

有机酸生物制造的优良底盘。目前P. kudriavzevii、

P. occidentalis 等菌株已建立 CRISPR-Cas9 基因组

编辑系统，通过代谢途径重构实现了乳酸、苹果

酸、琥珀酸、粘康酸、柠檬酸等多种有机酸的酸

性 pH合成，部分产物性能优于模式菌。然而，大

部分非模式耐酸酵母仍存在基因组功能解析不足、

多基因编辑工具有限、产量与生产速率未达工业

化要求等挑战。如很多非模式酵母遗传工具、启

动子表征、同源重组与标记回收体系不如模式微

生物；部分菌株Crabtree效应导致乙醇分流强，碳

流走向乙醇而非有机酸。

此外，与 E. coli、S. cerevisiae 等成熟底盘相

比，耐酸微生物领域极度缺乏标准化的生物元件

资源。已鉴定的耐酸启动子、核糖体结合位点

（RBS）、终止子等功能元件数量稀少，且缺乏跨菌

株通用性的定量表征，导致生物合成难以在耐酸

底盘中高效展开。未来，随着自动化基因组合成、

人工智能辅助代谢设计及组学驱动途径优化的整

合，将进一步挖掘耐酸微生物底盘的应用潜力，

使其能够在广泛的应用场景中实现精确的代谢精

细调控。展望未来，合成生物学、系统生物学与

机器学习的深度融合，将在简化菌株工程流程、

提升预测模型精度及增强菌株设计效率等方面发

挥关键作用。此外，拓展耐酸微生物底盘的分子

工具箱，涵盖新型诱导型启动子、可调基因回路

及基因组规模化工程策略，将进一步提升其多功

能性与环境适应性。为充分释放耐酸微生物底盘

在生物制造中的潜能，未来合成生物学的发展应

着力于突破现有瓶颈，例如物种特异性调控元件

匮乏及诱导型启动子种类受限等问题。构建模块

化、可编程且可扩展的工具平台，将助力实现更

精准、灵活且具有情境特异性的菌株工程，从而

加速向下一代酵母基生产体系的转型。在后续的

研究中，研究人员仍可以从基因组、代谢组、蛋

白质组等方面入手，系统鉴定与酸耐受性相关的

关键基因及单核苷酸多态性位点，特别关注跨膜

转运蛋白、转录调控因子及应激响应蛋白编码基

因的差异分布与功能分化，监测酸性胁迫下胞内

代谢物谱的动态变化，尤其关注有机酸、氨基酸

及能量代谢中间产物的积累与消耗规律，揭示代

谢重编程对胞内 pH稳态维持的贡献。通过多组学

联合分析与系统生物学策略，系统解析微生物耐

酸机制的全貌，并以此为基础，开发适用于酸性

pH生物浸矿、有机酸发酵及纤维素水解等工业过

程的耐酸高效菌株，为绿色生物制造提供核心菌

种支撑。
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