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摘   要：石油烃污染已成为全球环境问题之一，对环境和人类健康造成严重威胁。在石油烃污染

环境修复过程中，微生物修复起着至关重要的作用。然而，被石油烃污染的环境中存在着多种胁迫

因素，这些因素限制了微生物修复的效率。本文综述了石油烃污染环境中常见的胁迫因素，以及微

生物对这些因素的响应机制，重点探讨了提高石油烃降解微生物耐受性的方法，如非理性改造、基

于系统生物学工具或耐受机制进行理性改造、构建微生物混菌体系等。这些方法的应用有望提高微

生物在石油烃污染环境中的生存能力和修复效率，为环境修复提供新的思路和技术支持。 
关键词：石油烃污染；环境修复；胁迫响应；微生物耐受性 
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Abstract: Petroleum hydrocarbon pollution has become one of the global environmental  
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problems, posing a serious threat to the environment and human health. Microbial remediation 
plays an important role in the remediation of petroleum hydrocarbon-contaminated environment. 
Nevertheless, the stress factors present in the environment polluted by petroleum hydrocarbons 
limit the effectiveness of microbial remediation. This paper reviews the common stress factors in 
petroleum hydrocarbon-polluted environment and the response mechanisms of microorganisms to 
these factors. Furthermore, we introduce the methods to improve microbial tolerance, such as 
irrational modification, rational modification based on systems biology tools or tolerance 
mechanisms, and the construction of microbial consortia. The application of these methods is 
expected to improve the viability and remediation efficiency of microorganisms in petroleum 
hydrocarbon-contaminated environment and provide new perspectives and technical support for 
environmental remediation. 
Keywords: petroleum hydrocarbon pollution; environmental remediation; stress responses; 
microbial tolerance 

 
石油作为一种重要的能源，被广泛用于制造

溶剂、染料、药品、聚合物、润滑剂、新型化学

品等各种工业产品[1]。其成分包括饱和烷烃、环

烷烃、苯、甲苯、乙苯、二甲苯及其衍生物，以

及其他多环芳香烃[2]。石油烃主要通过大规模

制造、运输、海上炼油、航运、海上石油和意

外溢油等途径对地表土壤、地下水和海洋造成

污染[3]。总体而言，石油的广泛使用和生产导致

的环境污染，对生态系统和人类健康构成了潜在

的威胁[4]。 
针对石油烃污染问题，环境修复至关重要，

主要包括生物修复、化学修复和物理修复等[5]。

微生物修复是一种非常环保有效的石油烃污染

治理方法，微生物可以通过分泌代谢酶或利用

细胞内代谢途径，将石油烃分子逐步降解为较

简单的有机物，最终转化为二氧化碳和水等无

害物质，从而实现石油烃的降解和去除[6]。微

生物修复的效果受多种因素影响，包括环境条

件、微生物菌种选择、石油烃性质等。适宜的

环境条件有助于提升微生物降解石油烃的速率

和效率，而不利的环境因素可能抑制微生物的 

生长和代谢活性，从而影响修复效果。本文综

述了影响微生物应对石油烃污染中常见的胁迫

因子及其响应机制，讨论了提高微生物对各种胁

迫因子耐受性的方法，以期为后续研究者提供思

路和技术支持。 

1  影响石油烃污染环境微生物

修复的胁迫因子  
在石油污染地区，微生物对石油污染物的

降解效果不仅与其自身代谢机制有关，还受到

多种环境因素的影响，如温度 [7]、pH[8]、盐  

度[9]、重金属[10]、营养成分[11]、含水量[12]、氧

气等[13]。不适宜的环境条件会在微生物修复过

程中对微生物混菌体系产生直接或间接的影

响，这些胁迫作用会改变微生物混菌体系的组

成或代谢途径等，从而影响降解效果。微生物

应对不同的环境胁迫有对应的胁迫响应机制，

对响应机制的理解有助于研究提高菌株耐受性

的方法，常见的石油烃污染环境的胁迫因子及

其对应的响应机制如图 1 所示。 
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图 1  石油烃污染环境的胁迫因子及对应的响应机制 
Figure 1  Stress factors and corresponding response mechanism of petroleum hydrocarbon pollution. 
 

在石油污染环境中，不适宜的温度、pH、

盐度等，可能会改变酶的构象，导致其活性受

到抑制或失活，进而干扰微生物的酶促反应进

程，影响微生物大分子的合成、DNA 和蛋白质

的修复能力、氧化损伤程度以及细胞内能量代

谢等，从而影响微生物的正常生理活动及对环

境的适应性[7,11]。除此之外，石油污染的环境中

具有生物毒性的物质，如高浓度的石油污染物

和重金属等，不仅能限制营养物质和氧的传

质，抑制微生物的生长和代谢，还可以与细胞

膜中的脂质相互作用，导致细胞膜破坏和通透

性增加，损伤细胞内的蛋白质、核酸等生物大

分子 [8]，导致细胞功能异常，影响微生物降解

能力[14]。在菌群层面，不适宜的环境条件会改

变微生物混菌体系的结构和功能，当单个微生

物的生长和代谢活动被抑制，种群数量和丰度
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也会随之减少，从而降低生物降解效果[15]。 
在受到单个或多个胁迫因子的影响时，微

生物可以产生一系列响应机制来抵御和适应恶

劣的环境条件。对于细胞膜损伤，微生物可以

通过改变膜脂结构、增加饱和度、调节脂质合

成等途径来增强细胞膜的稳定性和韧性[16]。除

此之外，微生物细胞通过在胞内合成糖、多元

醇、氨基酸等小分子极性物质来调节细胞内外

渗透压平衡、基因表达以及自身代谢[17]，帮助

维持细胞内的正常生理活动。在核糖体上，微

生物产生热休克蛋白[18]、离子转运蛋白[19]、金

属结合蛋白或金属沉淀蛋白[20]等多种具有不同

生理功能的蛋白质，来清除细胞内的毒性物

质。在基因表达层面，细胞通过调节各种代谢

途径如提高抗氧化酶系统的活性[21]，调节酶的

活性和合成途径，产生特定的生物活性物质或

调节营养物质的转运速率，以提高微生物的生

长代谢水平及对胁迫因子的耐受能力。在群落

层面，某些石油烃降解微生物可以通过与其他

微生物形成共生关系，来增加其在复杂环境中

的竞争力[22]。 

2  提高修复石油烃污染环境的

微生物耐受性的方法 
石油烃污染环境情况复杂，存在许多影响微

生物修复效率的胁迫因素，如高温、高渗透压和

酸性会影响微生物生长和降解石油烃污染物的

能力。因此，提高修复石油烃污染环境的微生物

的耐受性至关重要。大多数鉴定出的能够降解石

油烃的微生物属于非模式微生物，例如假单胞菌

属 (Pseudomonas sp.)和红球菌属 (Rhodococcus 
sp.)[23-24]。随着石油烃降解途径的明确，研究人

员将石油烃降解相关基因转化到大肠杆菌

(Escherichia coli) 和 酿 酒 酵 母 (Saccharomyces 

cerevisiae)等模式微生物中，这类外源构建的工

程微生物已成功实现石油烃的降解[25-26]，然而，

外源构建的工程微生物和石油烃降解微生物均

在石油烃降解环境方面面临着许多胁迫。通过胞

内遗传改造和胞外调控等手段可以提高微生物

在石油烃污染物环境中的适应力。如图 2 所示，

获得高耐受菌株的策略主要可以分为以下 3 种：

策略一是基于通过适应性实验室进化(adaptive 
laboratory evolution, ALE)和诱变育种这 2 个非

理性改造方法，结合高通量筛选获得耐受菌株。

策略二是基于已报道的胁迫防御和修复机制，通

过基因编辑工具对特定基因进行理性改造，以获

得高耐受菌株。理性改造策略可以通过不同基因

调控工具实现，同时对高耐受菌株通过组学分析

进行耐受基因挖掘也可以获得有指导意义。策略

三是外源添加保护剂和促使菌株分泌保护性代

谢产物、构建微生物混菌体系以及其他物理手

段，通过胞外调控，提高微生物耐受性，克服不

同胁迫对石油烃生物修复技术的不利影响。本文

对这些策略与方法进行了详细介绍，这些策略与

方法是非互斥的，可以根据特定的环境选择不同

的组合以期获得高耐受菌株。 

2.1  遗传改造强化耐受性 
2.1.1  非理性改造提高耐受性  

在石油烃污染环境当中，通常存在着大量可

以降解石油烃且适应石油烃污染环境的微生物。

这些微生物通常是通过长时间耐受石油烃污染

环境的胁迫因素进化出的高耐受性表型，或是在

某次突变中突变出了高耐受性的表型。基于这些

天然微生物提高耐受性的方法，可采用非理性基

因改造策略提高菌株耐受性。通过非理性基因改

造提高菌株的耐受性的方法大致分为 2 种，ALE
和诱变育种(图 2A)。ALE 是在人为干扰的培养

基环境中连续传代培养微生物促使菌株在较短

时间内完成自然进化。目前，ALE 已被成功应
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用于增强真菌和细菌的耐热性[27]。Chen 等[28]通

过 ALE 技术，已经成功地提高了解脂耶氏酵母

(Yarrowia lipolytica)在酸胁迫和高温环境中的适

应力。同样地，Bommasamudram 等[29]通过 ALE
将乳酸杆菌的生长温度从 37 ℃提高到 45 ℃。这

些研究在面对低 pH、高温胁迫时，为提高石油

烃污染物降解菌株耐受性，以应对复杂的石油烃

污染物环境提供了有效的方法。诱变育种是通过

化学诱变剂或紫外线(ultraviolet, UV)照射等方

式诱导微生物产生基因突变，然后从突变文库中

筛选出目的菌株。常压室温等离子体诱变

(atmospheric and room temperature plasma, 
ARTP)技术作为一种新兴菌株改良技术，突变率

高、操作简便、安全性高、诱变速度快，极大地

提高了菌种突变的强度和突变库容量[30]。在大

容量突变文库中筛选高耐受的突变菌株，高通量

筛选技术至关重要。 
高通量筛选(high-throughput screening, HTS)

技术以微孔板为载体工具，在分子水平和细胞水

平进行自动化实验操作，通过计算机分析整理和

检测，快速高效地获得相关实验数据。荧光激活

细胞分选技术是目前主流的筛选方法之一，

Chen等[31]通过在大肠杆菌引入温控易错的DNA 
Pol I 和温度敏感的基因组 MutS 缺陷突变，使

用流式细胞术对饱和培养的高荧光强度细胞

进行分选，最终获得 α-淀粉酶活性提高 48.3%、

白藜芦醇产量提高 1.7 倍的突变体，该方法为

筛选耐受菌株提供了技术参考。荧光激活液滴

分选具有更高的筛选速度和最高的灵敏度，是

目前发展最成熟和应用最广泛的微流控分选 
 

 
 
图 2  提高微生物耐受性的方法   A：获得耐受菌株的 3 种策略。指向中心的高耐受菌株的 3 个绿色单

箭头代表得到高耐受菌株的 3 种策略。B：基因调节工具。C：系统生物学工具(组学分析)。 
Figure 2  Methods for improving microbial tolerance. A: Three strategies for obtaining resistant strains. The 3 
green single arrows pointing to the high-tolerance strain in the center represent 3 strategies for getting the 
high-tolerance strain. B: Gene regulation tool. C: Systems biology tool (Omics analysis). 
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系统[32]。Xu 等[33]通过构建特异性转响应 rhlC 转

录的 GFP 报告质粒，将 GFP 荧光信号与 rhlC 的

转录进行关联，进而用液滴微流控技术筛选高产

双鼠李糖脂的菌株，该方法具有筛选通量高、特

异性强的优势，可以结合转座子突变技术用于耐

受突变文库的筛选。 
在提高修复石油烃污染环境的微生物的耐

受性的非理性基因改造的操作中，ALE 和 ARTP
可以组合使用以达到更好地提高微生物耐受性

的效果。Nyabako 等[34]利用 ARTP 和 ALE 来提

高嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus)的耐酸

性，通过生理分析表明，在酸性胁迫下，

ARTP-ALE 突变体的内膜通透性低于亲本菌株。

该研究为获得一种具有提高酸胁迫适应力的石

油烃降解微生物提供参考，以应用于石油污染

物的微生物强化修复。这两种技术相比，诱变

技术与 ALE 侧重点不同，适应性进化可以基于

需要的表型进行选择，而 ARTP 和传统突变更侧

重于产生大型突变文库再进行筛选。通过非理性

基因改造得到的菌株的基因型存在不定向、不稳

定、容易发生变异等现象。这就需要研究者们利

用胁迫响应基因改造等策略进一步进行调控，从

而得到稳定的高耐受菌株。 

2.1.2  基于组学分析挖掘胁迫响应基因 
通常情况下，分析石油烃污染环境中高耐受

石油烃降解菌株的胁迫响应机制以及关键靶点，

可以利用基因编辑技术精准提高工程菌株的耐

受性，构建有高耐受性的石油烃污染环境修复菌

株。可以结合基因组学、转录组学、蛋白组学、

代谢组学等系统生物学工具(图 2C)挖掘与胁迫

响应相关的基因和蛋白，为理性基因改造提供

靶点。 
基于组学分析挖掘胁迫相应基因有 2 种主

要方法。第一种方法是通过对不同胁迫下的菌株

进行组学分析，以发现与胁迫响应相关的基因和

蛋白。利用系统生物学工具可以评估不同胁迫条

件下菌株的基因表达水平，从中找出在这些条件

下表达水平显著变化的基因，进一步分析耐受性

相关的基因。如表 1 所示，通过组学分析已经成

功地挖掘了许多在不同胁迫条件下的胁迫响应

基因。Wang[45]通过蛋白质组学分析揭示了铜绿

假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)在不同 pH 条

件下降解石油烃过程中蛋白质的变化，结果表明

在 pH 5.0 条件下，14 个趋化相关蛋白、2 个摄取

相关蛋白、2 个细胞色素、19 个 ABC 转运蛋白和

5 个孔蛋白下调，2 个双加氧酶、5 个 β-氧化相关

蛋白和 1 个酰基辅酶 A 代谢相关蛋白上调；在 pH 
8.5 条件下，1 个毛膜蛋白、1 个醛脱氢酶、8 个

ABC 转运蛋白和 6 个孔蛋白下调，5 个末端氧化

相关蛋白、1 个醇脱氢酶、1 个 β 氧化相关蛋白和

1 个酰基辅酶 a 代谢相关蛋白上调，所有被干扰的

细胞过程都发生在细胞膜上，推测pH 5.0和pH 8.5
条件会通过影响 P. aeruginosa 细胞膜上蛋白质的

生物合成来干扰石油烃的生物降解能力。第二种

方法是从表现出高耐受性的突变体中发现与耐

受性相关的基因。高耐受性的突变体可以通过随

机突变策略或其他半理性和理性方法来获得。系

统生物学工具可用于比较突变株和其亲本菌株

的基因表达水平。通过进一步分析，可以从这些

基因集中选择出与耐受性相关的基因，通过该策

略已成功鉴定了许多耐受相关基因(表 1)。在寒

冷的海洋环境中，专性碳氢化合物降解的南极油

螺菌(Oleispira antarctica)RB-8 几乎完全利用脂

肪族烷烃作为底物，在漏油后的微生物混菌体系

中占主导地位。Gregson 等[46]通过蛋白质组学和

气相色谱质谱联用仪(gas chromatography-mass 
spectrometer, GC-MS)分析来鉴定 O. antarctica 
RB-8 在正十四烷(n-C14)和 4 ℃低温下生长过程

中诱导的蛋白质组的变化，结果表明与 16 ℃相

比，O. antarctica RB-8 在 4 ℃时光谱计数显著增
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加的蛋白质与脯氨酸代谢、氧化应激反应、RNA
代谢、核糖体成熟和耐寒性有关。其中，双功能

蛋白 PutA 的光谱计数升高了 26 倍；过氧化氢酶

-过氧化物酶 KatG 的光谱计数升高了 2.5 倍，

RNA 解旋酶 DeaD 在 4 ℃时升高了 1.5 倍，核糖

体组装因子 RhlE 升高了 2 倍[46]。此外，Hu 等[47]

利用实时荧光定量 PCR (real-time quantitative 
PCR detecting system, qPCR)检测系统分析对石

油降解菌红球菌 HX-2 耐盐机制的分析发现，它

可以通过在细胞内积累相容物质(主要是甜菜

碱)来抵抗外部高盐环境，甜菜碱产生基因 betB
受到 NaCl 胁迫的诱导；NaCl 还能诱导甜菜碱 

的 4 个转运蛋白基因 H0、H1、H3 和 H5 的表达，

其表达程度取决于高盐浓度和外部甜菜碱的  
存在。 

2.1.3  基因调节工具 
分析石油烃污染环境中的胁迫因子的胁迫

响应机制以及关键靶点之后，需要对相应的底

盘菌株进行基因改造，使其具有对应胁迫的高

耐受性。一般来说，针对胁迫基因调节有 2 个

常用方式：一是在微生物基因组中整合异源基

因或途径；二是过表达、敲除胁迫相关基因。

基因编辑技术，如锌指核酸酶(zinc-finger nuclease, 
ZFN)、转录激活因子样效应物核酸酶(transcription 

 

表 1  通过组学分析工具挖掘耐受相关基因 
Table 1  The genes related to tolerance were explored by omics analysis tools 
Strategy Omics tools Stress Strains Tolerance-related genes/enzymes References 
Identifying 
tolerance-related 
genes from 
strains under 
different 
stresses 

Transcriptomics Hyperosmotic Zygosaccharomyces 
mellis 

HOG pathway: hog, gpd, sln, sho, ssk, 
pck, msb 

[35] 

Transcriptomics Phenolic 
aldehydes 

Zymomonas mobilis Genes encoding key reductases: 
ZMO1696, ZMO1116, and ZMO1885 

[36] 

Metabolomics Acetic acid Saccharomyces 
cerevisiae 

Transketolase gene TKL1 and 
transaldolase gene TAL1 

[37] 

Transcriptomics Furfural Clostridium 
beijerinckii 

Two enzymes encoded by Cbei_3974 
and Cbei_3904 belonging to aldo/keto 
reductase (AKR)and short-chain 
dehydrogenase/reductase (SDR 
families) 

[38] 

Metabolomics Salt Zymomonas mobilis Gene ZZ6_1149 encoding 
carboxyl-terminal protease 

[39] 

Identifying 
tolerance-related 
genes from 
mutant strains 

Transcriptomics Ferulic acid Yarrowia lipolytica YALI0_E25201g,YALI0_B18854g, 
YALI0_F16731g 

[40] 

Metabolomics Ethanol Cyanobacterium 
synechocystis 

Two transcriptional regulators (TR) 
and one eukaryotic-like protein 
phosphatases (PP) 

[41] 

Proteomics Butanol Clostridium 
acetobutylicum 

Chaperones and solvent formation 
related genes 

[42] 

Transcriptomics, 
proteomics and 
metabolomics 

Oxidative 
pressure 

Synechococcus 
elongates and 
Escherichia coli 

The Fe-S proteins on the cell 
membrane were damaged by the 
Fenton reaction and the YtfE was 
up-regulated for the repair of damaged 
proteins 

[43] 

Metabonomics Sub-MIC 
doxycycline 

Resistant 
Escherichia coli and 
susceptible 
Escherichia coli 

Sub-MIC DOX directly influenced the 
fitness cost of resistant bacteria 
competing against susceptible bacteria 
on the basis of their metabolic profiles 

[44] 
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activator-like effector nuclease, TALEN)和成簇规

律间隔的短回文重复序列及其相关 (clustered 
regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated , CRISPR/Cas)系统是

编辑胁迫响应基因最有前途的工具[48]。但 ZFN
和 TALEN 存在制作较为复杂、设计成本昂贵等缺

点，CRISPR/Cas 系统很好地解决了这个问题[49]。

CRISPR/Cas 系统是目前提高生物耐受性常用的

分子工具之一(图 2B)，通过 CRISPR/Cas9 可以

精准地对微生物基因组进行编辑，包括敲除对抗

性有害的基因，增强或者引入耐受性相关基因。

Hu 等[50]利用 CRISPR-Cas9 双质粒系统将与脂肪

酸生物合成相关的 Accfa2 基因敲入大肠杆菌基

因组中，Accfa2 基因在大肠杆菌基因组上的整合

表达提高了重组菌株对酸胁迫的耐受性。同时，

大肠杆菌能够通过引入石油烃降解的相关基因

来实现酶对石油烃污染物的降解，通过上述这种

重建细胞膜的策略，可以提高石油烃降解工程菌

的耐酸性。针对微生物对石油烃污染环境的胁迫

响应基因改造具备针对性强、操作简便且高效的

优势，但是高度依赖于所选用的微生物菌株的遗

传特性以及分子操作工具。 
对于提高工程菌株的石油烃污染环境耐受

性，还可以采取一种半理性基因改造策略。

CRISPR不仅可以对微生物特定耐受基因进行编

辑，还可基于其高通量和高效率的特点，通过半

理性改造获得高耐受菌株。Mitsui 等 [51]利用

CRISPR-Cas 基因重组技术，构建了一株表达

Cas9 蛋白和 gRNA 的菌株 (δ t8-292)，以 S. 
cereviseae 染色体上 80 多个 δ 序列为靶点，然后

通过高温培养诱导基因组进化，构建了能在

39 ℃下高效生长的耐热菌株。近年来，在传统

CRISPR/Cas 基础上发展了下调基因的 CRISPRi
和上调基因的 CRISPRa 等工具[52]。Wang 等[53]

通过 CRISPRi 干扰 DNA 错配修复基因 mutS 的

表达，建立了用于基因组进化的 CRISPRi- 
Mutator，快速生成具有高过氧化氢耐受性的突

变菌株。此外，还可以采用基于重组酶的进化工

程策略优化调控网络，提高表达效率和调控精

度。合成型酿酒酵母基因组重排 (synthetic 
chromosome recombination and modification by 
loxP-mediated evolution, SCRaMbLE)是通过在

非必需基因终止密码子后 3 bp 处添加 loxPsym
序列，并利用 Cre 重组酶特异性识别 loxPsym 位

点并介导位点之间重组，造成 DNA 片段缺失、

倒置、重复和异位(图 2B)，使研究人员能够快

速生成大量不同的基因型和表型的酵母菌株，从

而形成一个大规模的酵母多样性文库，为酵母基

因功能研究和应用提供了丰富的资源[54]。Shen
等[54]在人工染色体酵母细胞中使用 SCRaMbLE
技术进行基因组重排，筛选出耐受 42 ℃高温的

酵母菌株。 

2.1.4  胁迫响应基因改造提高耐受 
根据分析得到的微生物对于石油烃污染环

境的胁迫因子的胁迫响应机制以及关键基因靶

点，可以调节特定的胁迫相关基因的表达，从而

提高微生物的适应能力。常见的可以提高微生物

对石油烃污染环境的胁迫的基因通常编码细胞

壁与细胞膜结构与组分、特定功能蛋白(热休克

蛋白、金属结合蛋白等)、DNA 修复有关酶和抗

氧化酶等(图 2A)，它们可以共同发挥作用以提

高微生物耐受性。 
细胞壁是微生物细胞的外层保护结构，不仅

提供了细胞形状和结构的支撑，还在细胞与外界

环境之间起到了屏障和交流的作用。如微生物在

石油烃污染环境中受到高温、高压和重金属等胁

迫时，这种胁迫会有效地激活细胞壁完整性途径

(cell wall integrity, CWI)，激活 CWI 信号可以调

节细胞壁各种碳水化合物聚合物，如甘露聚糖、

葡聚糖等物质，以对抗细胞壁应力[55-57]。Kong
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等[58]在重组酿酒酵母 WXY70 菌株中过表达了

编码细胞壁甘露糖蛋白的 CCW12 基因，与对照

菌株相比，CCW12 的过表达提高了酿酒酵母细

胞壁的稳定性和对乙酸的耐受性。基于这种策

略，可以提高用于石油烃降解的重组酵母菌株的

耐酸性。因细胞壁具有全透性特点，其防御作用

是有限的，所以具有选择透过性的细胞膜是应对

不同胁迫因子的主要的防御手段[59]。 
细胞膜对于微生物来说是一道至关重要的

防线，它在保护细胞免受物理和化学损伤以及维

持细胞内环境稳定方面如石油烃污染环境中的

高盐和 pH 胁迫响应机制中发挥着核心作用，因

此微生物对石油烃污染环境耐受性的提高可以

通过细胞膜工程来实现。细胞膜主要由脂类(即
磷脂、糖脂、甾醇或类甾醇分子)和膜蛋白组成，

细胞膜工程也可以分为膜脂工程和膜蛋白工程[60]。

Li 等[61]通过调节脂肪酸生物合成相关基因的表

达，改变膜脂的组成和完整性来提高马克斯克鲁

维酵母(Kluyveromyces marxianus)对乙醇的耐受

性。转运蛋白是一类存在于细胞膜上的跨膜蛋

白，介导细胞膜内外化学物质以及信号交换。

Wan 等[62]和 Zhang 等[63]在之前的研究中发现添

加硫酸锌可以提高 S. cerevisiae 的乙酸耐受性，

之后通过转录组分析发现编码乙酸转运蛋白基

因 ADY2 显著下调，利用 TALEN 敲除 ADY2 增

强了酵母细胞对乙酸的耐受性。基于这种策略，

能够使石油烃降解工程酵母以适应石油环境，在

酸胁迫条件下表现出生长优势。 
微生物在被石油烃污染环境胁迫的情况下，

可能会产生一些针对性的特定功能蛋白来提高

自身的耐受性。热休克蛋白(heat shock proteins, 
HSPs)是细胞在胁迫条件下为了维持蛋白质折叠

的稳态，以补偿环境的扰动的一组高度保守的蛋

白质，在多种应激条件下都能发挥保护作用，如

温度、氧化刺激、盐胁迫等[64]。通过在枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)中引入异源 HSPs 基因，

使其在高温等胁迫条件下的抗逆能力增强[65]。

采用同样的方法，Xu 等[66]发现在 S. cerevisiae
中表达来自嗜热厌氧杆菌(Thermoanaerobacter 
tengcongensis)的 HSPs 或氧化还原蛋白对于提高

菌株耐热性具有良好的效果。微生物细胞经外界

重金属刺激后，可在胞内分泌大量的重金属结合

蛋白，Diep 等[67]对 E. coli 进行了改造，使其过

表达其天然 NikABCDE 转运蛋白和异源金属硫

蛋白，与对照相比，工程菌株对重金属镍的耐受

性提高了 7 倍。 
在提高微生物对石油烃污染环境的耐受性

时，不仅可以通过提高应对胁迫因子的防御水

平，还可以通过提高微生物的损伤修复能力来实

现。如编码 DNA 修复和抗氧化酶的基因，提高

这些基因的表达，有利于缓解不同胁迫对细胞造

成的损伤，提高微生物的耐受性。DNA 修复是

细胞应对胁迫因子的关键，在乳酸乳球菌

(Lactococcus lactis)中的异源表达干酪乳杆菌

(Lactobacillus casei)的 DNA 修复蛋白 RecO 显著

提高了菌株对酸、盐和氧化胁迫的耐受性[68]。

Zhu 等[69]在 E. coli 中过表达编码过氧化氢酶

(catalase, CAT)的基因 katG、katE 和编码超氧化

物歧化酶 (Superoxide Dismutase, SOD)的基因

sod A、sod B、sod C，提高了微生物的耐酸性。 
此外，石油烃降解微生物的耐受性是一种复

杂的多基因性状，涉及多个调控系统[70]，通过以

上多种方式组合可以提高微生物对石油烃污染

环境存在的多种胁迫的耐受能力，李佳蓉等[71]

在重组酵母菌番茄红素合成的发酵过程中添加

10 g/L 乙酸盐，基于转录组学分析挖掘乙酸胁迫

响应基因，通过同时过表达编码 S-腺苷甲硫氨

酸依赖型甲基转移酶的基因 set5 和编码 NAD 依

赖型组蛋白脱乙酰酶的基因 hst4，使酵母对乙酸

胁迫的耐受能力提高了 1 倍以上。 
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2.1.5  转录因子介导调控 
石油烃污染环境是一个复杂的存在多种胁

迫因素的环境，针对每种胁迫因子的耐受性的提

高都进行基因改造，工程量过于繁重，而转录因

子介导的调控，可以通过操作很少的靶点即可影

响微生物整体的对于多种胁迫因子的耐受性(图
2A)。转录因子是一类能与基因特定序列专一性

结合从而保证目的基因以特定的强度在特定的

时间与空间表达的蛋白质分子[72]。原核生物和

真核生物均具有控制基因转录的金字塔形层次

调控网络，通过操纵转录因子对微生物转录水平

进行调控，导致微生物细胞对不同胁迫的耐受性

显著增强[73]。Gao 等[74]采用随机插入-缺失链交换

诱变(random insertional-deletional strand exchange 
mutagenesis, RAISE)3步法对 E. coli全局调控因

子 Sigma D 因子(RpoD)进行基因工程改造，提

高其耐酸性。通过转录因子在转录水平的调控，

特别是全局转录调控，操作很少的靶点即可影

响整个酵母代谢网络。但转录因子调控的复杂

性和转录因子功能冗余给转录因子工程带来一

些挑战。 

2.2  胞外调控提高菌株耐受性 
由于石油烃污染环境的恶劣性和复杂性，使

一株微生物对于石油烃污染环境中的胁迫因子

都具有耐受性非常困难，通常可以通过一些胞外

调控手段使单株微生物只面对一种或少数几种

石油烃污染环境中的胁迫因素。常见的胞外调控

策略有添加保护性代谢产物、构建人工微生物混

菌系统和微生物固定化等。 

2.2.1  保护性代谢产物 
外部添加保护剂是一种通过环境干预来提

高微生物耐受性的策略，通过外部添加一些保护

性化合物到微生物生长介质，以减轻石油烃污染

环境胁迫带来的压力(图 2A)。外部添加甘油等

渗透保护剂，可以帮助微生物适应石油烃污染环

境中的高渗透压胁迫。添加谷胱甘肽等抗氧化

剂，不仅可以保护微生物细胞免遭石油烃污染环

境的氧化损伤，还可以通过减少有害的细胞外活

性氧适应高温环境[75]。在含有重金属的石油烃

污 染 物 环 境 中 添 加 乙 二 胺 四 乙 酸 (ethylene 
diamine tetraacetic acid, EDTA)等螯合剂或使用

磁性生物炭对其进行吸附，能够减少重金属的生

物有效性，降低其对微生物的毒性。这些添加剂

通常是非毒性的，并且可以在不改变微生物基因

型的情况下提供即时的保护效果。通过基因工程

等手段可以使微生物自行产生诸如谷胱甘肽

(glutathione, GSH)、甘油和生物表面活性剂等保

护性产物也可保护细胞免受一些石油烃污染环

境的胁迫损害。Qiu 等[76]通过增加 GSH 合成酶

基因(GCSGS)的拷贝数，使GSH积累增加了 3倍，

使酵母能够承受高达 40 ℃的高温。 
生物膜(biofilms)是由微生物形成的一种被

膜组织，其是微生物为抵抗外界胁迫条件而维持

生存的特殊膜组织，这种特殊的生物膜结构可以

被用于石油烃污染环境修复中。以细菌为例，细

菌生物膜是指细菌通过分泌细胞外聚合物

(extracellular polymeric substances, EPS)形成高

度组织化、系统化的膜状结构，该膜状结构可以

协助微生物对石油烃污染物环境的耐受[77]。邱

凯旋等[78]研究表明甜菜碱的加入导致 EPS 产量

的增加，在细胞外产生膜结构，这种膜状结构有

助于石油降解菌 HX-2 抵抗高盐环境，为盐渍化

土壤中的石油污染修复提供了可靠的理论支持。 

2.2.2  微生物混菌体系 
在应对石油烃污染环境这种存在复杂的胁

迫因素的环境时，微生物混菌体系比单一微生物

更有效，因为在混菌体系中，不同种类的微生物

共同生长，微生物之间复杂的相互作用能够维持

动态平衡，从而提高整个菌群的稳定性和耐受

性，因此可以通过构建微生物混菌体系的策略来
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获得耐受菌株(图 2A)。Liu 等[79]采用鲍曼不动杆

菌 (Acinetobacter baumanii) 和 篮 状 菌 属

(Talaromyces sp.)对油田土壤进行了修复，宏基

因组学研究表明，A. baumanii 成为优势菌，鲍

曼不动杆菌具有调节某种脂肪酸氧化酶的

CYP116 基因，并具有特殊的环境抗性，如耐高

温、耐高盐度、重金属和抗辐射等，并促进了本

土石油降解菌的生长，这一优势促进了微生物混

菌体系整体在恶劣环境(缺乏营养物质)下适应

能力的提高。此外，有些微生物可能会强化其他

微生物防御响应来抵御有害物质，本课题组以

S. cerevisiae 为微生物底盘，建立了一个由十六

烷降解酵母工程菌 SAH 03 和谷胱甘肽 GSH 合

成菌 YGSH 10 组成的“抗应激烃降解”混菌体

系；在高渗透压胁迫条件下，观察到 SAH 03
的降解能力的明显恢复，归因于 YGSH 10 的过

量 GSH 的合成，这减轻了有害的细胞外活性氧

物质，有助于降解酵母 SAH03 在恶劣环境下的

工作[80]。 
微生物混菌体系可以分为天然微生物混菌

体系和人工微生物混菌体系。自然界中的天然微

生物混菌体系，如魏晓霞等[81]从青海油田油水

样中富集筛选得到了混合菌系 QZ-10，该微生物

混菌体系对原油中的重质烃有很好的降解效果，

有利于石油烃污染物的生物修复。人工微生物混

菌体系是天然微生物混菌体系的延伸，通过在天

然微生物混菌体系中添加新的菌株或人工构建

重组来完成，与天然微生物混菌体系相比，人

工微生物混菌体系的组成简单、分工明确、靶

点准确[82]，可以精确地调控微生物混菌体系来

提高微生物的特定耐受性，通过调节微生物混菌

体系的结构来实现代谢途径的模块化组装和优

化。设计人工微生物混菌体系可以基于途径设

计、菌群互作关系的理性设计和菌群时空有序分

布的原则[83]，设计人工微生物混菌体系存在 2 种

策略，第一种是从特定微生物出发，自上而下地

通过优化环境因素，精确地生态选择、人工富集

和筛选功能性微生物菌群；第二种是从单个微生

物的代谢工程出发，自下而上地进行有效组合筛

选，获得合适的微生物菌群[82]。目前大多数提

高微生物耐受性的人工微生物混菌体系都是通

过自上而下的方法设计的，合成生物学的发展使

研究人员能够开发自下而上的方法，并专注于工

程微生物组的代谢网络和微生物相互作用。 
交叉喂养和群体感应是人工微生物混菌体

系中 2 种常用的设计工具。比如氨基酸营养缺陷

型可以在微生物之间产生复杂的相互依赖性，基

于这些关系，通过允许群落成员之间的代谢冗余

来促进稳定性和鲁棒性实现交叉喂养。Yu 等[84]

人工构建各类氨基酸营养缺陷型菌株和原养型

菌株混合组成的 SeMeCos 菌群，发现菌群中的

氨基酸营养缺陷亚群的存在改变了群落代谢互

作，进而赋予群落更强的抗菌药物耐受力。菌株

的生长比例调节存在困难，因此用细胞间通讯即

群体感应QS响应系统来调节细胞生长相关基因

的表达，进而调控合理菌群的结构。研究表明，

多物种生物膜对环境胁迫的抵抗能力强于单物

种生物膜，QS 系统可控制微生物之间的相互作

用，用于合成不同物种的生物膜，提高微生物对

石油烃污染环境胁迫的抵抗能力[85]。 
微生物混菌体系时空有序分布有利于菌群

之间的信号交流。菌种固定化是一种常用的时空

有序分布应用，对提高微生物对石油烃污染环境

的耐受性具有重要作用。时空有序分布可以通过

环境介质实现。Johnston 等[86]开发了一种特殊的

水凝胶作为一种新的载体，用于人工微生物混菌

体系的固定化。这种水凝胶不仅不影响细菌的物

质交换，而且对细菌有保护作用，可以将菌株与

外界胁迫因素有效隔离。微生物混菌体系中具有

不同环境要求的菌株可以保存在不同的水凝胶
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中，并且水凝胶的混合不会改变它们的个体性质。 

2.2.3  其他策略 
除了从生物学角度研究微生物的石油烃污

染环境的耐受机制，还有一些非生物学手段可以

用于提高微生物的石油烃污染环境的耐受能力。

利用固定化处理微生物，将游离细胞固定在限定

空间，微生物可在培养环境中发挥作用的时间更

长，对 pH 值以及外部石油烃污染环境的耐受性

更强，具有更加优越的降解能力(图 2A)。Zhang
等[87]将微生物掺杂到活性污泥(activated sludge, 
AS)的多孔网络中，然后进行疏水处理实现装载

微生物的亲油性多孔活性污泥(oleophilic porous 
activated sludge loading with microorganism, 
OPAS-M)的制备，由于其丰富的多孔结构和亲油

润湿性，废水中的石油污染物(正十六烷)可以选

择性地吸收在 OPAS-M 内部，然后可以被负载

的微生物生物降解，OPAS-M 表现出良好的稳定

性和耐受性，在酸性和碱性环境下，降解效率仍

能保持 54%以上。此外，重金属对微生物修复

石油烃污染物的干扰不可忽视，在微生物处理重

金属 Cr(VI)时，微生物固定化技术 (microbial 
immobilization technology, MIT)提高了微生物对

Cr 的耐受性，同时也克服了生物修复技术对 Cr
耐受性差的缺点[88]。提高微生物耐受性的策略

应该根据具体的应用目的和压力类型来选择，并

且可能需要结合基因工程等生物技术手段进一

步增强微生物的抗逆性。 

3  总结与展望 
微生物修复石油环境的效果会受到复杂环

境的影响，适宜的环境条件能够促进微生物降解

石油烃的速率和效率，而不利的环境因素可能会

阻碍微生物的生长和代谢活性。本文综述了不同

环境胁迫因子对微生物修复效果产生影响的作

用机制及微生物对应的胁迫响应机制，讨论了提

高微生物耐受性的方法，为高耐受石油烃降解微生 
物的筛选与改造提供了一定的理论参考。石油污

染环境的微生物修复受到多种环境因素的胁迫

影响。在面对温度、pH、盐度、重金属等环境

胁迫因子时，微生物的生长速率、代谢活性、细

胞内外的物质交换等生理活动及微生物混菌体

系的组成和结构均会受到不同程度的影响，其机

制可能涉及生物大分子合成受阻、DNA 和蛋白

质的修复能力损伤、胞内氧化损伤、生物膜损伤

等。面对这些胁迫因子的影响，提高微生物耐受

性的策略主要包括非理性改造、基于系统生物学

工具或耐受机制进行理性改造、构建微生物混菌

体系等，此外，组学分析工具与基因调节工具也

被分别应用于石油烃降解菌耐受基因的挖掘和

编辑改造过程。在实际应用中，以上方法和工具

可以组合使用以获得高耐受菌株。结合诱变育

种、ALE 和半理性改造可以获得高耐受菌株，

通过组学分析工具挖掘耐受耐受响应机制，利用

CRISPR 等工具对相关耐受基因进行编辑，从而

获得高耐受菌株。还可基于已知的耐受机制，构

建人工微生物混菌系获得高耐受性菌株，通过组

学分析挖掘其耐受机制，对特定基因等基因编辑

工具的改造，从而获得高耐受菌株。 
特别是，基于合成生物学的技术手段，以提

高微生物耐受能力为目的，为石油污染环境中的

微生物修复提供了新的思路和方法。通过基因合

成、基因编辑和基因重组等技术，精准设计和构

建具有特定功能的微生物菌株，实现对微生物耐

受功能元件的快速、精准改造，可以提高微生物

在生物修复中的耐受能力。对微生物菌株，主要

为酵母菌株进行柔性化诱导，如 SCRaMbLE、

ReSCuES 重排等，在增强细胞对环境的耐受性

等方面已经取得有效的成果。合成生物学与其他

学科的交叉融合使其发展潜力巨大。随着自动化

和信息化技术的进步，利用计算机辅助设计技
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术，结合深度学习和人工智能算法，可以对耐受

功能元件的结构进行挖掘、分析、优化和设计，

从基因序列、蛋白结构等层面设计出更加稳定和

高效的耐受功能元件。学科融合为解决微生物相

关的问题提供了新的思路和解决方案，有助于推

动微生物耐受性的提高和在环境修复应用方面

的拓展。 
此外，对有关石油烃污染物降解的微生物混

菌体系的研究大多集中在从环境中分离的天然

微生物混菌体系上。笔者认为，人工微生物混菌

体系是未来研究的方向。随着代谢工程和合成生

物学的快速发展，构建微生物混菌体系显示出强

大的应对环境胁迫的耐受能力，为在复杂环境中

的环境修复提供了新的途径。尽管微生物混菌体

系的胞间通讯机制尚不清楚，调控手段仍不完

善，并且对石油烃降解基因的研究较多，对其他

影响降解的基因的研究还有待进一步深入，但随

着相关研究的深入，人工微生物混菌体系强大的

代谢能力和耐受性将促进其在降解石油烃污染

物的应用。 
微生物修复技术在石油烃污染治理领域已

得到了广泛应用，并取得了一定的成效。尽管已

经筛选出许多能够降解石油烃的微生物，但目前

关于石油烃污染物环境中不同胁迫因子对微生

物修复效果的影响机制以及提高石油烃降解微

生物耐受性的报道相对较少。在未来，随着对石

油烃降解微生物的耐受机制深入研究和合成生

物学技术的不断发展，微生物环境修复技术将进

一步完善和提高，为石油烃污染的治理提供更加

有效的解决方案。 
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