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摘要: 微藻在生产蛋白质、油脂、色素等方面具有作为细胞工厂的潜力, 在解决传统生物量生产和市

场未来的一些局限性方面发挥着推进作用。基因工程促进了微藻的改良, 推动了微藻的产业化进程。本

文综述了近年来微藻基因工程的研究进展以及基因工程在微藻生产生物燃料、医药等方面的应用。本文

能为基因工程技术在微藻中的研究及应用提供思路, 从而使微藻以及微藻产品变得更具有经济竞争力。 
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微藻是一类分布广泛的光合自养单细胞生物的

总称 , 包括了许多原核和真核的种类 , 它们通过细

胞代谢可以产生多糖、蛋白质、色素、脂质等多种

高价值化合物, 这使其在食品保健、医药、生物燃料

等领域具有很好的开发前景。微藻的规模化养殖在

解决传统生物量生产和市场未来的一些局限性方面

发挥着推进作用 , 例如 , 从微藻中提取高价值副产

品使基于微藻的可再生能源成为经济可行的选择[1]。

此外, 工业上用于生物量生产的一些绿藻在国际市

场上被认为是安全的, 这说明直接以微藻细胞为原

料, 通过简单的处理和加工来生产微藻产品是可行

的[2]。然而, 直接利用微藻生产高价值化合物较为困

难且产量低 [3], 这使得大多数的微藻产品经济效益

低下。为了改变这一现状, 通过基因工程技术引入外

源基因来提高细胞代谢物的含量已经成为高产藻株

选育的一种重要的手段。本文综述了微藻基因工程

的研究进展及基因工程在高价值微藻产品生产上的

应用, 以期基因工程技术在提高微藻产品经济竞争

力中发挥重要的作用。 

1  微藻的基因工程 

单细胞微藻在学术研究和工业生物技术应用方

面具有独特的优势, 其原因主要有三点: 1) 微藻以

光合固碳为主的生活方式; 2) 细胞内可合成多种高

价值的天然产物; 3) 对高通量技术的适应性[4]。微藻

的基因工程从一个基因开始, 操作或导入该基因就

会获得所需要的表型 [5], 这种技术可以改善藻类的

代谢, 并通过引入外源基因以获得所需要的高价值

化合物, 如重组蛋白质、色素以及其他代谢产物[6]。

将基因元件(启动子、转录调控区域、核糖体结合位

点、开放阅读框、终止子等)有机地连接起来, 便形

成了功能基因模块 [7], 把功能基因模块导入已有生

物网络, 异源表达出底盘细胞不能合成的产物或对

已有的产物进行优化, 在药物、能源、食品等方面已

有突出进展。 

1.1  原核微藻的基因工程 

原核微藻是地球上最古老的一类生物之一 , 主

要以蓝藻(也被称为蓝细菌)为主, 螺旋藻、集胞藻等

都属于原核微藻。相对于真核微藻, 原核微藻更容易

获得高的生物量积累, 这是建立生产高价值化合物

细胞工厂的有利条件。目前, 在一些蓝藻中已经建立

了成熟的遗传转化体系, 包括合适的外源基因插入

位点、基因表达调控元件、筛选标记基因以及转化

方法等。 
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螺旋藻具有很高的蛋白质含量 , 且适合规模化

养殖。目前 , 我国的螺旋藻生物量产量能够达到

10 000 t/a(细胞干重)。但是, 螺旋藻细胞内较高的核

酸酶活性抑制了外源基因的整合, 使螺旋藻遗传转

化体系的构建变得极为困难。集胞藻拥有一套天然

的转化系统且遗传背景清晰, 在集胞藻中可以通过

同源重组的方法将外源基因整合到染色体上, 是目

前基因工程研究最常用的藻株之一[8]。 

1.2  真核微藻的基因工程 

由外源基因编码的蛋白质通常在细胞核或叶绿

体中表达, 建立高效的转化体系有利于提高微藻潜

在的应用价值, 因此许多科学家和公司正向这样的

方向发展。在对微藻进行设计时, 应考虑两个转化系

统的特性, 选择合适的转化系统达到自己的目的。目

前 , 莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)是最先进

的微藻平台 , 其有两套成熟的转化系统 : 核转化系

统及叶绿体转化系统, 并在科学研究中得到了广泛

的应用[9]。外源基因表达的难题促进了微藻基因工程

领域的研究, 加快了启动子及筛选标记在转基因微

藻中的应用速度。但是, 目前已成功实现外源基因转

化的微藻种类仍然有限。对于新的藻种的转化, 特别

是具有重要商业价值的微藻, 将有更多的工作有待

进一步开展。 

1.2.1  核转化 

微藻的遗传操作需要稳定的核转化, 并且能够高

效地表达重组蛋白质或关键酶以提高目标化合物的

产量。但是外源 DNA 核表达的低效一直是难以解决

的问题, 目前, 已经提出位置效应、RNA 沉默、过度

紧凑的染色质结构和非常规的表观遗传效应作为杜

氏藻中外源蛋白核表达低效的可能原因[10]。此外, 也

有报道称低表达水平可能是由于外源 DNA 的随机整

合[11], 这种现象也被认为是外源 DNA 的染色质结构

或调节元件对宿主基因组中整合位点产生的影响[10], 

基因编辑技术的应用将会促进这一问题的解决。 

1.2.2  叶绿体转化 

叶绿体转化利用 DNA 同源重组机制, 在外源

基因两个侧翼加入底盘细胞叶绿体基因组中两段相

邻的同源序列, 从而较精确地控制外源基因插入叶

绿体基因组中的功能基因之间, 避免产生位置效应。

并且该转化系统表达的重组蛋白质不需要翻译后修

饰 [12], 可以成功地在叶绿体基因组中获得外源蛋白

质的高产率。 

要进行微藻叶绿体的稳定转化, 必须选择合适

的基因插入位点, 外源基因的插入应当不影响微藻

的正常生存。目前, 已有许多微藻的叶绿体基因组

完成测序, 为外源基因在叶绿体的精确定位奠定了

基础。然而 , 藻类叶绿体作为一个新兴的转基因平

台 , 其进展大部分都集中在重组蛋白质的研究上 , 

对其他高价值化合物的研究较少 , 取得的进展也

不多。  

2  基因工程的应用: 微藻细胞工厂的

产品 

2.1  生物燃料 

微藻因高碳水化合物、高脂质含量、生长速度

快、对环境适应性强等优势, 已经成为生物燃料生产

的替代原料之一[1, 13]。对能源需求的不断增加和生物

燃料生产路线不断进步增加了微藻作为第 3 代生物

燃料潜力的研究[14]。但是, 微藻生物燃料的商业化由

于经济特性差而受到阻碍, 基因工程技术在生物燃

料生产中显示出了很有前景的结果, 是目前克服这

一挑战最有希望的策略之一[15]。 

2.1.1  生物柴油 

在同样的条件下 , 微藻的光合生产率要比高等

植物高数十倍, 这也使一些微藻细胞中的脂肪酸合

成反应异常活跃, 能够在细胞中形成高达 70%的油

脂含量[16]。单细胞的微藻不仅具有较高的生物量生

产力和快速积累油脂的能力, 还能够解决传统油料

作物与粮食作物关于土地竞争的问题, 使其成为大

规模生产生物柴油的资源[17-19]。通过基因工程和代

谢工程改善微藻的脂质含量是生产具有经济竞争力

的微藻生物燃料的先决条件 [20], 许多研究已经实现

了微藻中脂质的过量生产[21]。 

脂肪酸的生物合成途径是以丙酮酸合成的乙酰

辅酶 A 为底物, 经乙酰辅酶 A 羧化酶(ACCase)的催

化后进入脂肪酸合成途径。因此, Li 等[20]在三角褐指

藻 (Phaeodactylum tricornutum)叶绿体中过表达了

ACCase, 从而使细胞中的脂质过量生产, 这种方法

为工业上利用微藻生物反应器生产高价值化合物提

供了强有力的技术支撑。然而, 之前有研究报道了乙

酰辅酶 A 羧化酶基因在硅藻(Cyclotella cryptica 和 

Navicula saprophila)的表达导致了 ACCase 活性的增

加 , 但没有显著的脂质增加 [22], 这可能是由于靶基

因的随机整合和 ACCase 在胞浆而非叶绿体中的非
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特异性表达以及 ACCase 的抑制作用所致[11]。基因

编辑 CRISPR/Cas9 技术在微藻能源领域的应用也取

得了令人鼓舞的成果, 有研究者应用 CRISPR/Cas9

技术对微拟球藻(Nannochloropsis gadatana)的一个

转录调控因子(ZnCys)作了基因敲除和部分沉默, 使

突变株的脂质产率比野生型提高了一倍, 其原因在

于  ZnCys 的敲除导致了部分蛋白合成受阻 , 而相

应的碳源转而用于脂类合成[19]。 

脂肪酸合成酶(FAS)的核心酰基载体蛋白(ACP)

与硫酯酶(TE)的相互作用调控着脂肪酸的释放 , 这

决定了脂肪酸链的长度和性质[23]。Blatti 等[23]以莱茵

衣藻为模型, 证明了ACP和 TE之间相互作用控制藻

类叶绿体内脂肪酸的水解机制。表征藻类 FAS 的结

构域及不同蛋白质之间的相互作用将会对优化微藻

中脂肪酸生物合成酶的异源表达发挥重要的作用 , 

从而显著改变转基因藻株的脂肪酸谱。事实上, 短链

脂肪酸更适于生物柴油的生产, 因为较高的短链脂

肪酸含量能够改善生物柴油的冷流特性 [24], 因此 , 

Liu 等[25]将对短链脂肪酸特异的酰基-ACP硫酯酶基

因转入野生型集胞藻(Synechocystis sp. PCC 6803)中,

显著提高了藻细胞短链脂肪酸含量。 

目前 , 藻类学家正致力于在微藻细胞中过表达

脂肪酸合成相关基因, 以及下调脂肪酸 β-氧化和脂

肪酶水解相关基因的研究[16]。这些研究将有助于提

高细胞内脂肪酸的含量, 以在不久的将来更加经济

地生产藻类生物柴油。 

2.1.2  生物乙醇 

近年来报道了很多用于生产生物乙醇的藻类 , 

比如紫球藻(Porphyridium cruentum)、四肩突四鞭藻

(Tetraselmis suecica)、链带藻(Desmodesmus sp.)以及

工程蓝藻。其中, 利用工程蓝藻(如 Synechocystis sp. 

PCC 6803 和 Synechococcus elongatus sp. PCC 7992)

直接生产乙醇的方法已经取得了很大的进展, 在大

肠杆菌和酿酒酵母中生产生物乙醇的研究促进了这

一进程[14]。 

微藻细胞内通过光合作用积累的碳水化合物有

利于生物乙醇的产生, 然而,“光发酵”在自然界是

行不通的, 需要通过基因工程方法对微藻原有的生

物化学途径进行遗传改造, 从而有效地生产生物乙

醇。Dexter 等[8]利用同源重组系统将来源于运动发

酵单胞菌(Zymomonas mobilis)的丙酮酸脱羧酶(PDC)

和乙醇脱氢酶(ADH Ⅱ)基因整合到集胞藻 PCC 6803

染色体中, 促进了生物乙醇的生产。为了提高光合蓝

藻系统中的乙醇产量, 需要解决的一个问题是蓝藻

细胞的低乙醇耐受性。Song 等 [26]在集胞藻 PCC 

6803 中发现了一个与乙醇耐受性直接相关的转录因

子 Sll0794, 该基因可以作为基因工程的有价值靶标, 

以进一步改善集胞藻对乙醇的耐受性。此外, Yoshi-

kawa 等 [27] 通过代谢工程研究发现烟酰胺辅酶

[NAD(P)H]脱氢酶基因的敲除显著提高了乙醇产量, 

敲除该基因的藻株较对照藻株提高了 145%。研究微

藻生物乙醇的关键是要提高微藻生产乙醇的能力 , 

在经济上减小化石能源的优势, 使微藻生物乙醇成

为可行的选择。 

2.1.3  生物氢 

不同于生物柴油和生物乙醇 , 氢气的燃烧仅产

生水(H2O), 不会产生污染物质和二氧化碳(CO2), 能

够缓解全球变暖和污染问题[28]。微藻在阳光下通过

叶绿体氢化酶(HydA1 和 HydA2)催化从 H2O 中提取

质子(H+)和电子(e–)并将其利用直接制氢[29]。有报道

表明氧气(O2)的存在会不可逆地抑制叶绿体氢化酶

的活性 [30-32], 并且也对转录和蛋白质成熟也有抑制

作用[33]。 

目前已经确定了产生耐 O2 氢化酶的策略, 即一

方面改造耐受 O2 的藻类内源性氢化酶[34], 另一方面

可以在微藻中异源表达 O2 耐受性氢化酶[35]。定点突

变可用于内源性氢化酶的修饰[36], 随机和定点突变都

有助于获得具有高 O2 耐受性氢化酶的微藻突变株[37]。

Xu 等[35]将桃红荚硫菌 (Thiocapsa roseopersicina)的

O2 耐受性氢化酶基因 hydS 和 hydL 转入集胞藻 PCC 

7942 中, 得到了一种重组蓝藻产氢系统。然而, 能够

转入微藻的 O2 耐受性氢化酶基因太少。于是, Xu 等
[38]在莱茵衣藻中引入了一条消耗 O2 新的途径, 即将

大肠杆菌的丙酮酸氧化酶(PoX, 消耗 O2 催化丙酮酸

脱羧成乙酰磷酸和 CO2)转入衣藻, 在不影响生长的

情况下将 H2 的产量增加到野生型的 2 倍。另外, 在

微藻叶绿体中引入 O2 的螯合剂也可以有效地清除细

胞中的 O2。固氮根瘤菌(Rhizobia) 中的豆血红蛋白

(leghemoglobins, LbA)可以螯合并运输 O2, 且已经

证明 lba(豆血红蛋白基因)的表达可以提高 H2 的产

率[39], 因此, 将 hemH(亚铁螯合酶)基因和 lba 基因

整合到衣藻叶绿体中获得了高表达的 HemH-LbA 蛋

白, 从而通过增强呼吸速率提高了藻类 H2 产量[40]。

了解 H2 生产途径的分子基础以及基因工程技术的应

用可以增强微藻生物氢的产生, 以促进微藻生物氢

的工业化生产。 
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2.2  医药与保健功能食品 

商业上用于食品和膳食补充剂生产的微藻在国

际上被认为是安全的[2], 因此, 微藻及微藻产品在医

药工业中的应用正逐步受到人们的重视。近年来, 一

些重组治疗蛋白质已经在微藻中成功表达, 微藻中

一些重要药用成分的应用也被广泛研究。 

2.2.1  重组治疗蛋白质 

重组蛋白质通常在藻类叶绿体基因组中表达。

在藻类叶绿体中表达的重组蛋白质之所以特别有吸

引力, 是因为该细胞器含有适于使用合成生物学方

法进行遗传操作的最小基因组, 并且转基因可以精

确定位于特定的基因组位点, 适合重组蛋白质高水

平、可调节和稳定的表达[41]。近几年, 重组治疗性蛋

白质在微藻叶绿体表达的技术已经日趋成熟。研究

重点已经转移到生物技术的应用和微藻叶绿体作为

蛋白质工厂的开发上, 并通过在质体中添加新的基

因来制造有价值的重组产品, 比如单克隆抗体、免疫

毒素等蛋白质产品。 

到目前为止 , 单克隆抗体的生产成本一直是非

常昂贵的。利用基因工程技术在原核或真核表达系

统中生产单克隆抗体不仅能够降低成本, 还可以最

大程度降低抗体的鼠源性, 从而降低甚至消除人体

对抗体的排斥反应。Hempel 等[42]在三角褐指藻中引

入外源基因以产生针对马尔堡病毒(Marburg virus)

核蛋白的单克隆 IgG 抗体, 并经过多种测试证实了

抗体的安全性和耐受性 ; 另外 , 有研究者利用细胞

结合实验和表面等离子体共振对三角褐指藻产生的

抗乙型肝炎重组 IgG 分别与两个人类 Fcγ受体(FcγRI 

和 FcγRIIIa)的结合能力进行了表征, 结果表明藻源性

抗体可与 FcγRI 和 FcyRIIIa 结合, 并且其与 FcyRIIIa

的亲和力是正常人 IgG1 的 3 倍[43]; 这些研究突出了

微藻作为单克隆抗体的稳定和低成本表达平台的潜

力。此外, 微藻还是生产免疫毒素的极具吸引力的宿

主, Tran 等[44]设计了一种由 B 细胞表面分子 CD22

的 单链抗体 (scFv) 与铜绿假单胞菌 (Pseudomonas 

aeruginosa)外毒素 A(PE40)的结构域Ⅱ和结构域Ⅲ融

合而成免疫毒素基因 22PE40, 经过修饰的毒素无法

与细胞结合, 产生的免疫毒素的毒性比天然外毒素 A

低 100 倍, 因此更加安全。目前, 藻类学家们正致力

于重组蛋白质遗传工具和生产条件的优化[45-49], 以提

高微藻叶绿体外源蛋白表达的产量。 

选择一个高活性的启动子是实现重组蛋白质高

效表达的关键, 因此许多研究集中在通过研究启动子

的效率来提高微藻中的重组蛋白质产量[10, 50]。对于微

藻中的外源基因表达, 已开发出多种不同的启动子, 

但大多数是组成型启动子或内源性诱导启动子, 它们

的应用仅限于目标宿主和产品, 且调控能力有限。因

此, Lee 等[50]在莱茵衣藻中成功开发出了一种由调节

蛋白质 AlcR 和控制 alcA 基因表达的启动子(PalcA)组

成的可用于重组蛋白质生产的外源诱导型启动子

AlcR-PalcA 系统, 使靶基因的表达响应乙醇的诱导。

尽管重组蛋白质表达水平较低, 但这个系统的开发对

于重组蛋白质的生产具有重要的意义。 

传统蛋白质生物制品的生产成本昂贵且对技术

要求苛刻, 需要精密的发酵设备, 昂贵的下游加工、

冷藏和运输成本以及无菌输送方法[41]。相比之下, 微

藻重组治疗蛋白质的生产更加经济可持续。目前, 在

微藻中生产的生物药物已经被批准用于商业生产 , 

并且少数药物已经在动物实验中进行了测试[51]。然

而, 在微藻基因工程药物完全取代传统表达系统的

生物药物之前, 还需要大量的基础研究对微藻生物

药物的安全性进行验证。 

2.2.2  保健功能食品 

微藻可作为功能性产品的来源。研究表明, 微藻

及微藻产品有增加人体免疫力、抗肿瘤和对心血管

系统保健的作用, 对一些疾病有预防和治疗作用。微

藻作为食品的开发已有几十年的历史, 随着对微藻

营养作用的不断阐明, 人们越来越重视微藻保健功

能食品的开发与利用。以类胡萝卜素为例, 微藻来源

的天然 β-胡萝卜素比人工合成的更容易被人体吸收, 

在医药行业中更令人关注。为了提高 β-胡萝卜素产

量, Chen 等[52]合成了编码 297 个氨基酸的 psy 基因

(891 bp), 并在栅藻(Scenedesmus sp. CPC2)中表达, 

使重组藻株 β-胡萝卜素含量提高了 3 倍; 酮类胡萝

卜素(ketocarotenoids)作为膳食补充剂需求量是很大

的, 但是大多数藻类和高等植物没有胡萝卜素酮酶

活性, 不合成酮类胡萝卜素。因此, 将来源于雨生红

球藻(Haematococcus puvialis)的一些基因转入其他

藻株(如衣藻、盐藻)中表达以合成酮类胡萝卜素是未

来工厂化的一种很有前景的方法[53]。编码 β-胡萝卜素

酮酶和 β-胡萝卜素羟化酶的 bkt 和 bch 基因, 是雨生

红球藻虾青素合成所必需的关键酶基因, Zheng 等[54]

将含有 bkt 和 bch 基因的两种载体共转化到莱茵衣藻

中, 获得了比野生型多累积 34%的虾青素。这表明
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外源 bkt 和 bch 基因在藻细胞中成功表达, 并负责催

化转基因藻类中虾青素的生物合成。Anila 等[55]也通

过转基因的方法验证了杜氏盐藻生产虾青素的可行

性。然而, 在具有生长优势的藻株中表达虾青素的研

究处于起步阶段 , 存在的问题依旧是产量低下 , 还

需要不断地优化以提高产量。本实验室在集胞藻

PCC 6803 中构建了便于表达外源基因的遗传转化体

系, 在此基础上, 转化了来源于雨生红球藻的 bkt 和

crtr-b 基因并检测到较高的虾青素产率, 但是还需要

进一步优化以提高微藻积累虾青素的能力[56]。 

2.3  动物饲料和饲料添加剂 

微藻是昆虫幼虫、幼鱼及贝类的天然饵料。因

此, 藻类学家提出了把经过基因改造的衣藻和眼点

微拟球藻(Nannochloropsis oculata)用于向有害昆虫

(如蚊子幼虫)经口传递毒素或将疫苗和生长激素递

送到养殖的鱼类和贝类体内[57-59]。这不仅可以提高

养殖鱼类和贝类幼体的成活率, 还避免了对抗生素

产生抗性的病原体与废水一起传播, 从而造成严重

的环境污染的风险。同样地, 一些工业化微藻的安全

性和营养价值也为家禽和家畜提供了“功能化饲料”

的可能性, 例如, 在衣藻中表达的植酸酶(磷酸六肌

醇酶)提高了家禽和家畜对植酸的利用效率并减少了

植酸的排泄 [60-61], 这证明了在不需要蛋白质纯化的

情况下可以直接利用转基因微藻作为食品添加剂提

供膳食酶。目前 , 本实验室正在建立等鞭金藻

(Tisochrysis lutea)转基因体系, 在金藻中表达抗菌肽, 

提高金藻的饵料价值, 为水产养殖开辟新途径[62]。 

3  微藻基因工程的瓶颈与展望 

尽管藻类是生产各种高价值化合物的最有前景

的资源, 但其大规模应用还存在一些环境和经济上

的瓶颈。例如, 目前仅有少数微藻产品能够以生态友

好和经济可行的方式进行规模化生产, 而使用微藻

作为化石燃料替代原料的所有实践都是不成功的。

到目前为止, 还没有任何工业规模的设施能够同时

满足环境友好和经济可行而进行大规模藻类生物燃

料的生产。有研究者已经提出从微藻中提取高价值

的副产品以提高基于微藻的生物燃料的经济性 [1]; 

也可以从筛选优势藻株出发, 开发稳定高产的藻株

以维持低成本的规模化养殖并改进上下游工艺、完

善发酵工艺, 从而提高经济效益。除此之外, 还必须

寄希望于微藻领域的初创企业对微藻生物燃料以及

其他高价值产物的突破, 这可能需要更多的研究和

开发资金支持并通过公共补贴与较低成本的传统产

业形成竞争。 

高效率且稳定的遗传转化体系仍是制约微藻基

因工程的瓶颈问题 , 需要通过尝试不同的转化方

法、优化转化条件、筛选合适的表达载体和启动子

来提高转化效率。随着高通量测序技术的不断进步, 

更多藻株的基因组将会被解码, 许多未知功能的基

因也会被注释, 这会促进科学家们对藻类的研究以

及微藻基因工程的发展。值得一提的是, 基因编辑

CRISPR/Cas9 技术在微藻研究领域的应用也取得了

令人鼓舞的成果, 研究者已经实现了对靶基因的精

确敲除或敲低[63-66]。有理由相信, CRISPR/Cas9 技

术将帮助人们以更快的速度来对目的基因进行编

辑 , 不仅仅是理解它们的功能 , 更重要的是对目标

基因的改造。总而言之, 在微藻的合成生物学未取

得实质性进展之前, 基因工程仍然是改造微藻的最

有效手段。 
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Abstract: Microalgae has the potential to be a cell factory in the production of proteins, oils, and pigments and is 

crucial in solving problems of traditional biomass production and future market. Genetic engineering promotes the 

improvement and industrialization of microalgae. In this paper, the research progress of microalgae genetic engi-

neering and genetic engineering application in the microalgae production of biofuels and medicines are reviewed. 

This article can provide some ideas for the research and application of genetic engineering technology in microalgae, 

thereby facilitating microalgae and microalgae products to become more economically competitive. 
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