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摘要 单细胞蛋白(single cell protein, SCP)作为一种环境友好型替代蛋白, 具有蛋白质含量高、用途广泛等优势, 
但生物制造SCP过程中仍面临底物转化效率低、关键代谢酶稳定性差及SCP营养组成失衡等瓶颈. 酶定向进化技 

术通过迭代创新, 形成了以结构/序列理性设计、机器学习辅助和自动化高通量筛选为核心的第二代方法, 显著提 

升了SCP生产关键酶的改造效率. 本文系统总结了第二代定向进化方法和策略, 并着重介绍了该技术在SCP生产中 

的突破性应用. 特别在提升底物转化效率方面, 通过对木聚糖酶和光合碳固定酶等合成酶的改造, 有效提升了木质 

纤维素及一碳化合物的转化率; 在保障生物制造过程稳定性方面, 增强脂肪酶和蛋白酶的热稳定性与pH耐受性; 同 

时, 针对营养组成平衡, 优化氨基酸合成酶活性是关键策略; 在改善终端产品性能上, 改造脂肪酶使SCP饲料的脂肪 

水解率提高50%, 显著提升了其作为饲料添加剂的价值. 展望未来, 人工智能、合成生物学与绿色制造的深度融合, 
将有力推动SCP的生产形成智能化、绿色化的先进制造模式. 

关键词 定向进化, 单细胞蛋白, 机器学习, 可持续蛋白资源, 生物制造    

全球人口增长与食品需求激增, 推动了对可持续 

蛋白质来源的迫切需求(图1). 单细胞蛋白(single cell 
protein, SCP)凭借其环境友好性(如低土地占用、碳减 

排)和高效生物转化能力(以细菌、真菌、微藻为生产 

菌), 成为替代传统动物蛋白的关键解决方案. 然而, 
SCP从实验室迈向工业化生产仍面临三重技术瓶颈: 
(1) 底物转化效率低下, 微生物在高浓度木质纤维素/ 
C1气体(如CO 2、甲醇)条件下代谢受限; (2) 关键代谢 

酶的工业适配性不强, 目标酶的热/pH敏感性导致发酵 

稳定性差, 产物回收率低 [1]; (3) SCP的营养组成失衡, 
天然菌株蛋白质中必需氨基酸(如赖氨酸、蛋氨酸)含 

量不足. 

为突破上述瓶颈, 酶定向进化技术通过迭代创新, 
已从随机诱变演进为第二代智能策略: 融合结构/序列 

理性设计(如combined active-site saturation test, CAST
ing)、机器学习辅助预测(如evolutionary scale model
ing-2, ESM-2)与自动化高通量筛选(如微流控平台), 显 

著提升酶工程效率(如KnowVolution可以将筛选规模压 

缩至<2000克隆) [2].  
本综述将系统解构该技术在SCP生产中的全链条 

应用. 首先剖析SCP生产菌株(细菌/真菌/微藻)的酶应 

用瓶颈与进化需求; 进而阐述第二代定向进化策略 

的设计原理与技术优势; 重点论证其在提升底物转化 

率、增强酶鲁棒性、优化营养品质及饲料性能中的突 
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破性案例; 最后展望人工智能驱动、绿色制造赋能的 

SCP智能生产范式. 通过上述框架, 旨在为SCP工业化 

提供可复制的酶工程解决方案, 推动可持续蛋白供应 

链变革. 

1 单细胞蛋白: 菌种 生产和挑战 

1.1 单细胞蛋白概述 

SCP是指利用细菌、真菌、酵母和微藻等单细胞 

微生物, 通过发酵工农业废弃物(如木质纤维素)、城市 

生活垃圾、石油化工副产物或一碳化合物(CO 2、CO、 

CH 4、CH 3OH、甲酸盐)等底物 [3]生产的高蛋白微生物 

质. 利用不同底物生产的SCP见表1. 其蛋白质含量通常 

高达干重的40%~80% [14], 富含必需氨基酸、维生素和 

矿物质, 是一种营养价值高、环境友好的替代蛋白资 

源. 相较于传统动植物蛋白, SCP生产具有低土地占 

用、碳减排潜力以及高效生物转化优势, 对于缓解全 

球蛋白质供需矛盾和实现可持续食品供应链至关重 

要 [15]. 

1.2 主要生产微生物及其关键挑战  

多种微生物被用于SCP生产, 主要包括细菌、真菌 

(酵母、丝状真菌)和微藻等(表2). 不同来源的SCP在营 

养组成、底物利用和环境适应性上各具特点, 但也面 

临共性的挑战, 尤其是与关键酶功能缺陷相关的限制.  
1.2.1 微藻单细胞蛋白 

经过研究 [17,18]微藻蛋白质含量较高(占总重量的 

60%~70%), 必需氨基酸(如亮氨酸、精氨酸和赖氨酸) 
丰富, 并含高价值不饱和脂肪酸(包括人体必需的EPA 
和DHA) [19]. 其核心挑战在于光合碳捕获效率(依赖1,5- 
二磷酸核酮糖羧化酶等酶)有待提升; 坚韧的细胞壁需 

要高效裂解酶, 增加了蛋白提取的复杂性和成本.  
1.2.2 细菌单细胞蛋白 

细菌蛋白质含量范围广(30%~80%干重), 生长迅 

速. 部分菌种如紫色非硫菌(purple non-sulfur bacteria, 
PNSB)兼具废水处理与蛋白生产潜力 [20,21]. 其核心挑战 

在于核酸含量普遍偏高(大于8%干重), 存在安全风险 

(如肾结石), 需调控核酸酶活性; 部分菌种可能产生有 

毒次级代谢产物 [22].  
1.2.3 真菌单细胞蛋白 

真菌酵母虽然蛋白质含量处于中等水平(30%~50%), 
但安全性高, 获得了“公认安全”(generally recognized as 
safe, GRAS)认证, 可利用多种碳源(包括甲醇), 富含维 

生素. 必需氨基酸(如组氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、赖 

氨酸、苯丙氨酸)含量常优于植物蛋白. 其核心挑战在 

于蛋氨酸含量通常偏低, 需优化相关合成酶活性. 丝状 

真菌蛋白质含量高(40%~60%干重), 氨基酸平衡优异 

[蛋白质消化率校正氨基酸评分(protein digestibility- 
corrected amino acid score, PDCAAS)接近完美的1分], 
富含膳食纤维(β-葡聚糖) [19]. 其核心挑战在于传统依赖 

玉米葡萄糖, 转向利用更可持续但更复杂的木质纤维 

素废弃物底物, 需要高效降解酶(纤维素酶、木聚糖 

酶) [23~25].  

1.3 SCP生产的酶应用瓶颈与定向进化需求 

尽管细菌、真菌和微藻在SCP生产中展现出独特 

图 1 (网络版彩色)定向进化技术驱动单细胞蛋白生产. 本图概括 

SCP工业化生产的多维支撑体系. 第一, 基础要素(底层): 工业发酵 

平台、微生物资源(细菌/真菌/微藻); 第二, 核心目标(中层): 保障食 

品安全、开发新型蛋白源; 第三, 技术赋能(顶层): 机器学习优化酶 

设计、化学合成生物学强化细胞工厂(部分元素使用BioRender.com 
绘制) 
Figure 1 (Color online) Directed evolution-driven single-cell protein 
roduction. This diagram summarizes the multidimensional support 
system for industrial-scale SCP production. Layer 1 (foundational 
elements): industrial fermentation platforms and microbial resources 
(bacteria/fungi/microalgae); Layer 2 (Core objectives): ensuring food 
security and developing novel protein sources; Layer 3 (Technological 
empowerment): machine learning-optimized enzyme design and 
chemical synthetic biology-enhanced cell factories (Elements sourced 
from BioRender.com)  
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优势(如微藻的高蛋白含量、真菌的广谱底物利用性), 
其工业化进程仍受关键酶功能缺陷制约. 首先, 底物转 

化效率低下源于限速酶的天然局限性: 细菌与真菌的 

碳源同化酶如甲醇脱氢酶(methanol dehydrogenase, 
Mdh)和纤维素酶EG 5C-1对工农业废弃底物(木质纤维 

素/C1气体)的催化效率不足(细菌K m>20 mmol/L, 真菌 

k cat<50/s), 导致底物积累与生物量产率降低 [1,26]; 其次, 
营养品质失衡与氨基酸合成通路缺陷直接相关——细 

菌核酸酶活性过高引发安全风险(核酸占比>8% [11]), 真 

菌与微藻的必需氨基酸合成酶(如苏氨酸脱氢酶、甲 

硫 氨 酸 合 成 酶 ) 活 性 不 足 ,  致 使 S C P 氨 基 酸 评 分  

(PDCAAS)低于动物蛋白标准 [27,28]; 最后, 工业适应性 

薄弱表现为环境敏感酶的失活: 微藻细胞壁裂解酶在 

机械剪切下活性衰减>40%, 真菌分泌蛋白酶在pH波动 

或高温发酵中稳定性差(半衰期<2 h), 显著降低蛋白回 

收率 [1,25]. 为突破上述瓶颈, 定向进化技术通过理性改 

造靶向酶(如增强Mdh底物亲和力、重构氨基酸合成酶 

动力学、稳定蛋白酶折叠构象), 已成为提升SCP生产 

表 1 利用不同生产原料生产SCP 
Table 1 SCP production using different feedstocks 

生产原料 生产菌种 蛋白含量 应用 效果 文献来源 

公羊角 

蜡状芽孢杆菌(Bacillus cer
eus）NRRL B–B–3711、枯草 
芽孢杆菌NRRLNRSNRS–744、 

大肠杆菌 

66%、68%、71% – 
所生产的蛋白质含有反刍 
动物饲料所必需的所有氨 

基酸; 减少环境污染 
[4] 

棉秆 产朊假丝酵母ACCC20060 最高SCP浓度为5.74 g/L – – [5] 

马铃薯淀粉 
加工废水 

酵母菌共培养(产朊假丝酵 
母、白地霉和热带假丝酵母, 

其体积比为9:5:1) 

单细胞蛋白产量为  
3.06 g/L 

实现了高水平有机物去除和 
SCP生产的同时进行, 有望 

成为石油开采废水处理的替 
代技术 

化学需氧量(chemical 
oxygen demand, COD) 

去除率为56.9% 
[6] 

乳胶胶片废水 沼泽红球藻P1 65% 有效地处理废水, 生产成本 
低, SCP作为副产品 

– [7] 

大豆船体 枯草芽孢杆菌MR 10和TK 8 – 潜在的饲料成分, 特别是对 
单胃动物 

– [8] 

大豆废水 
紫色非硫细菌(野生菌球形 

红细菌Z 08) 52% 
Z 08处理大豆废水为零级反 

应, 10 d后COD去除率达 
96% 

– [9] 

甲烷 甲烷氧化细菌(荚膜甲基球菌) – 
作为太平洋白虾(Penaeus 
vannamei)饮食中鱼粉的 

替代品 

虾的最终体重随着SCP水 
平的增加而增加, 最高可 
达200 g/kg (三分之二的 

鱼粉替代品) 

[10] 

富含硫化物 
的沼气 

甲烷氧化细菌与硫氧化细菌 
高达挥发性悬浮固体 

(volatile suspended  
solids, VSS)的73%±5%  

– – [11] 

污泥厌氧消化 
产生的沼气和 

污水 

混合甲烷氧化菌(以甲基单 
胞菌为主的野生甲基单胞 

菌和嗜甲基菌) 

干重占细胞干重(dry cell 
weight, DCW)的41% 

作为部分替代大豆和鱼粉供 
应动物饲料中的蛋白质 

– [12] 

餐厨垃圾 解脂耶氏酵母 
蛋白质含量显著增加到 

38.8%±0.2%(w/w)  食物垃圾的资源化 
生物干式处理的COD 
去除率为85.5%±0.7% [13]   

表 2 不同菌种SCP的含量及优缺点 
Table 2 SCP production, advantages, and limitations of different microbial strains 

来源 蛋白质含量(w/w) 优点 缺点 参考文献 

微藻 60%~70% 高蛋白质含量, 可在富含有 
机物的流出液上生长 

需要人造光, 细胞膜耐药, 提取蛋白 
质成本高 

[16] 

细菌 30%~80% 蛋白质含量可观 存在可食性问题 [17] 

原生生物 10%~20% 无明显优点 蛋白质含量低 [17] 

酵母 30%~50% 中等蛋白质含量, 富含维生素和微量营 
养素, 可使用多种原料, 安全性高 

蛋白质含量不及微藻 [16]   
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效能不可替代的策略 [2,29,30].  

2 面向SCP酶应用瓶颈的定向进化策略  

2.1 定向进化: 从随机筛选到智能设计 

定向进化通过模拟自然进化过程是改造酶功能以 

突破生物制造瓶颈(如SCP生产)的核心技术. 传统方法 

依赖易错PCR(error-prone PCR)等随机诱变构建文库, 
结合微孔板筛选(通量通常1000~2000克隆), 虽取得诸 

多成功, 但在应对SCP等复杂系统时面临显著局限: 随 

机低突变率导致文库覆盖度有限, 难以充分探索巨大 

序列空间; 筛选通量不足易遗漏有益突变; 宿主细胞异 

质性可能导致约30%有益突变未被传统批量筛选捕获; 
积累的多个突变(通常6~12个氨基酸替换)可能包含有 

害效应, 且难以获得分子层面的理解 [31~35]. 这些挑战催 

生了更高效、更智能的第二代定向进化策略. 

2.2 高效第二代定向进化策略  

为克服传统方法的低效性, 第二代策略融合结构 

生物学、生物信息学和计算模拟, 实现理性设计与小 

规模智能文库构建, 大幅降低筛选负担, 同时深化对酶 

功能的理解. 以下策略在解决SCP酶应用瓶颈中展现突 

出优势.  
2.2.1 CASTing (组合活性位点饱和实验)  

CASTing基于酶晶体结构或同源模型, 精准锁定底 

物结合口袋附近的关键氨基酸残基, 并对这些残基进 

行组合饱和突变(通常使用基于QuikChange的定点饱 

和突变技术), 构建聚焦文库. 其优势在于直接靶向影响 

底物识别与催化的核心区域, 显著提高获得高活性、 

高特异性变体的概率. 适用于提升底物转化效率, 例 

如, 改造脂肪酶结合口袋残基可提高其对工农业废弃 

油脂或特定脂肪酸的水解活性 [36].  
2.2.2 FRESCO(通过计算库策略得到的快速酶稳定 

的框架) 
FRESCO结合计算工具(Rosetta和FoldX计算折叠 

自由能变化ΔΔG, 分子动力学MD模拟分析构象稳 

定性)预测能显著提高热稳定性(ΔΔG Fold<–5 kJ/mol)的 

氨基酸替换位点. 经过计算机辅助筛选排除不合理突 

变(如破坏疏水核心、形成不利氢键), 构建极小规模智 

能库(通常仅需筛选数十至数百克隆). 其优势在于利用 

极低筛选成本直接获得分子水平稳定性提升的理解. 
典型案例仅筛选64个柠檬烯环氧化物水解酶(LEH)突 

变体即获得T m增加了25°C的变体 [37]. 可核心应用于解 

决工业适应性薄弱, 如通过高效设计耐高温的蛋白酶 

(适应发酵罐高温环境)、耐pH波动的脂肪酶(适应饲 

料制粒或胃酸条件)以及抗机械剪切的微藻细胞壁裂 

解酶, 显著延长酶的操作寿命, 保障发酵稳定性和产物 

回收率. 
2.2.3 KnowVolution(知识获得型定向进化策略) 

KnowVolution是知识获得型定向进化策略, 其包 

含四个阶段, 旨在高效优化酶功能. 阶段I (热点定位): 
小规模随机诱变筛选(约20个变体)定位2~3个关键区 

域/约12个潜在位点; 阶段II (饱和分析): 对上述位点进 

行饱和突变, 筛选验证有效性(通常仅2~3个位点有效), 
分析突变氨基酸的化学特性(电荷、疏水性), 确定4~6 
个关键替换位点; 阶段III (结构模拟): 利用3D模型分 

析突变组合对结构的影响(空间邻近效应、氢键网络 

等), 设计最优组合方案; 阶段IV (组合优化): 通过定点 

突变或多位点饱和突变(如OmniChange)合成组合基因, 
进行小规模高效筛选(约2000克隆). 该策略十分高效, 
筛选规模显著低于传统方法, 但效果却等同或优于传 

统大规模筛选, 且普适性强, 已成功应用于100多种酶, 
是解决SCP生产中三大瓶颈的核心策略, 可系统优化底 

物转化酶(阶段I/II定位催化/底物结合热点)、增强稳定 

性(阶段III设计稳定化元素)、改造氨基酸合成酶(阶段 

III/IV设计变构位点或优化动力学), 为SCP酶工程提供 

高效可复制的路径 [38]. 

2.3 机器学习辅助蛋白质定向进化 

近年来, 机器学习(machine learning, ML)技术正深 

刻变革定向进化范式, 为高效解决SCP酶工程挑战提供 

强大引擎. 通过构建序列-功能的映射模型, ML不仅显 

著提高了突变体筛选的准确性, 更通过降维、特征提 

取与主动学习等手段, 大幅压缩了搜索空间, 实现了 

“预测驱动”的智能化筛选. 这有效解决了传统方法在 

多目标优化(活性、稳定性、选择性)、复杂突变间协 

同/拮抗效应以及探索高阶组合突变时的低效难题.  
进一步地, 预训练蛋白质语言模型打破了对结构 

信息和标注数据的依赖, 可零样本评估突变对酶稳定 

性和功能的影响, 为酶库设计与全局搜索提供了新范 

式. 研究团队发现, ESM-2在预测葡萄糖异构酶活性时, 
其零样本预测性能(Spearman ρ=0.68)已接近需要1000 
个标记数据的监督模型. 其通过预训练数十亿天然蛋 

白序列, 自动捕捉序列-结构-功能的深层关联. 具备“零 
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样本预测”能力, 无需靶酶特定实验数据即可评估突变 

对稳定性或功能的影响 [39]. 另外ProtGPT2(protein gen
erative pre-trained transformer 2)可生成符合自然规则的 

多样性序列, 为智能库设计提供新起点.  
此外, 涌现了诸多智能优化策略. 主动学习(active 

learning, AL)策略允许ML模型在实验过程中不断学习, 
从实验数据中获取反馈并动态调整搜索策略, 提高突 

变体筛选的精度 [40,41]. MODIFY算法(multi-objective 
diversity-informed fitness yield algorithm)为平衡酶适 

应性和多样性提供了新的思路. MODIFY算法基于机 

器学习模型预测最适合的酶变体, 并引入多样性增强 

机制, 确保突变体库在优化过程中能够保持足够的多 

样性, 从而避免过早地收敛到局部最优解. 在SCP生产 

中, 该算法可优化解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)的 

脂肪酶底物谱, 使其同时高效分解餐厨废油中的多种 

三酰甘油(triacylglycerol), 尤其是含十六至二十碳脂肪 

酸链(C16~C20)的组分, 使SCP脂质转化率从58%提升 

至82% [42~45]. 此外, 结合3D卷积图网络、共进化分析、 

分子动力学模拟等, 捕捉远程残基互作和构象变化, 突 

破传统定量构效关系局限, 实现更精准的稳定性(如 

ΔΔG-Meta多尺度模型)和构象动态预测. 
ML辅助进化是突破SCP酶工程挑战的前沿高效手 

段, 不仅可预测影响木聚糖酶热稳定性或1,5-二磷酸核 

酮糖羧化酶(ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase, 
Rubisco)羧化效率的关键突变, 还可以设计耐高温/宽 

pH的蛋白酶或脂肪酶, 优化氨基酸合成酶(如甲硫氨酸 

合成酶)的活性或变构调控, 提升必需氨基酸产量以及 

平衡酶特性(如脂肪酶底物亲和力与耐盐性), 适应特定 

SCP生产工艺(如海水培养基).  

2.4 定向进化策略的比较与选择 

不同定向进化策略在效率、所需资源和适用范围 

上存在差异(表3). 传统定向进化筛选通量低、成本高 

且难以获得分子理解. 第二代策略(CASTing, FRESCO, 
KnowVolution) 通过理性设计、计算辅助和智能文 

库构建, 以显著降低的筛选量(CASTing: 500~5000; 
FRESCO: <200; KnowVolution: 2000~10000)实现性能 

提升, 并深化机制认知. 其中, KnowVolution因其系统 

化的知识获取流程和普适高效性, 成为解决复杂SCP酶 

工程问题(如多特性协同优化)的理想选择. 机器学习辅 

助进化代表了当前发展趋势, 能处理更复杂的优化任 

务和巨大序列空间, 是未来加速SCP酶催化剂开发的 

核心驱动力. 

3 定向进化在SCP生产中的应用 

针对前面中提及的酶应用瓶颈, 本文以SCP关键酶 

的定向进化为核心, 结合工业化生产适用菌种, 阐述定 

向进化在单细胞蛋白优化中的可参考策略, 主要包括: 
(1) 提高关键酶的活性与底物的转化效率 [46]; (2) 增强 

单细胞生产的关键酶在高密度培养时的稳定性 [47];  
(3) 增强单细胞蛋白的产量和品质 [48,49]; (4) 改善单细 

胞蛋白产品添加物(脂肪酶)的性能 [5]. 

3.1 提升底物利用与转化效率 

为实现工艺的经济性与可持续性, SCP生产中通常 

会采用葡萄糖、木糖、甘油及甲醇等多种廉价碳源. 
然而, 由于关键代谢通路中的限速酶(如己糖激酶、磷 

酸果糖激酶、甲醇脱氢酶等)对底物的天然亲和力较 

低且催化速率不足, 碳源利用率难以达到最大化, 这进 

表 3 知识驱动的蛋白质工程策略比较 
Table 3 comparison of knowledge-driven protein engineering strategies 

策略 需求 a) 适用性 
潜在有益位点的 

识别方法 
替换位点的 

确定方法 
有益替换的 

组合方法 
筛选克隆数 

传统定向进化 无 广泛适用 随机突变 − 选定最佳变体作为 
下一轮亲本 

1000~15000 

CASTing 结构模型 结合口袋局部特性 聚焦突变(活性位点) 定点饱和突变 定点突变 500~5000 

FRESCO 结构模型+分子动 
力学模拟 

热稳定性优化 
基于自由能(ΔΔG)计 
算和分子动力学筛选 

定点突变 定点突变 约500 

ProSAR 序列-活性数据集 广泛适用 随机突变+聚焦突变 ProSAR统计分析 半合成基因重组 60000 

KnowVolution 结构（含AI模型） 广泛适用 随机突变 定点饱和突变 
定点突变或 
OmniChange 2000~10000 

MORPHING 结构（含AI模型） 广泛适用 随机突变 定点饱和突变 定点突变 500 

a) 除表达系统和筛选系统外所需的额外条件; 部分内容参考文献[38]  
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一步限制了菌体产量及最终蛋白收率. 在此背景下, 研 

究者们通过将随机突变与基于B-factor的半理性设计 

相结合, 针对底物结合与催化位点的氨基酸残基实施 

饱和突变, 并辅以高通量筛选技术, 成功获得了多个既 

具备高亲和力又兼顾高催化速率的酶变体, 显著突破 

了底物转化效率的瓶颈 [25].  
首先, 以GH11木聚糖酶Xyn11为例, 研究者通过易 

错PCR构建了随机突变库, 并结合蛋白晶体结构中B- 
factor信息, 针对底物结合口袋周围的关键氨基酸残基 

进行饱和定点突变. 最终筛选获得的一款突变体, 在 

7 0 ° C 条 件 下 的 半 衰 期 由 野 生 型 的 0 . 5  m i n 提 升 至  

410 min, 既满足了高温发酵条件下持续降解木聚糖底 

物的需求, 又显著提升了底物降解速率, 为纤维素水解 

液作为碳源在SCP生产中的快速转化提供了可靠支 

撑 [50,51]. 这一工作不仅验证了B-factor指导下的残基选 

择策略在提高酶热稳定性方面的有效性, 也为后续在 

高温催化环境中兼顾稳定性与活性的酶设计提供了可 

复制的范式.  
在C1底物甲醇同化通路改造方面, 中性pH条件下 

天然细菌Mdh的活性较低, 对SCP生产构成了显著制 

约. 针对该难题, 研究者将甲醛生物传感器与高通量筛 

选技术相结合: 首先利用基于Pfrm-gfp的生物传感器监 

测Mdh催化甲醇生成的甲醛浓度, 借助流式细胞术进 

行首轮快速富集; 随后通过Nash试剂定量甲醛产量, 对 

候选突变体进行精筛. 最终, T153P单点突变体的k cat/K m 

较野生型提高6.5倍, K m降至9.8 mmol/L, 使工业甲醇同 

化通路的底物转化效率大幅提升 [52]. 该研究展现了 

“FACS快筛+Nash精筛”并行策略在C1酶定向进化中比 

活力和亲和力优化的独特优势, 为其他底物传感筛选 

体系的构建提供了技术参考.  
秸秆基生物质(straw-based biomass, SBB)作为丰富 

的非食用农作物副产品, 蕴含大量纤维素, 却常因未得 

到有效利用而造成环境污染和资源浪费. 然而, 其纤维 

素水解液正是单细胞蛋白菌株理想的低成本碳源. 枯 

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)因其高蛋白含量、对多种 

氮源及高溶解氧条件的良好适应性以及在厌氧条件下 

高效乳酸生产能力, 成为SCP生产的优选宿主之一 [50]. 
在此背景下, Wu等人 [53]针对该菌株分泌的GH5家族内 

切葡聚糖酶EG 5C-1展开定向进化研究. 研究团队通过 

共进化残基分析, 锁定了远离催化中心却可能通过整 

体构象变化影响活性的关键位点, 随后采用迭代饱和 

突变(iterative saturation mutagenesis, ISM)筛选, 获得 

了K51T/L93T双突变体. 该突变体对羧甲基纤维素的比 

活性由4170 U/μmol提升至5678 U/μmol, 对微晶纤维素 

的活性亦由320 U/μmol增加至521 U/μmol; 分子动力学 

模拟进一步揭示, 突变体通过缩窄活性位点裂隙, 提高 

了底物亲和力并优化了过渡态稳定性, 从而实现了K m 

降低与k cat/K m增加的双重收益. 这一成果不仅提升了 

EG 5C-1在SBB转化中的工业应用价值, 也为酶在SCP 
生产中高效利用木质纤维素提供了新的设计思路. 

在光合C1底物固定的研究中, 类球红细菌(Rhodo
bacter sphaeroides)通过光合作用将CO 2与核酮糖-1,5- 
二磷酸(ribulose-1,5-bisphosphate, RuBP)转化为3-磷酸 

甘油酸, 这一过程是其SCP生产中关键的碳固化步骤. 
Zhou等人 [54]利用改良的Rubisco依赖筛选系统(rubisco- 
dependent E. coli selection system 3, RDE3), 在大肠杆菌 

中构建多点随机突变文库, 并结合磷酸核酮糖激酶 

(phosphoribulokinase)依赖性生长筛选, 对突变体进行 

高通量评价. 最终获得的YZ1突变体(V11L、K83Q、 

R252L、Y345F), 其羧化速率(k cat 
n)较野生型提升27%, 

羧化效率(k cat 
n/K m)提高17%, 而CO 2/O 2选择性保持稳 

定. 后续分子动力学分析表明, 这些突变通过调整Ru
bisco大亚基的二级结构动态, 优化了RuBP的结合构象 

及过渡态稳定化, 从而加速了CO 2固定并促进菌株生 

长, 为光合底物在SCP生产中的高效应用提供了分子 

基础. 
上述案例中, 从GH11木聚糖酶和 β-1,4内切葡聚糖 

酶的高温稳定化改造, 到甲醛传感器与Nash法耦合的 

Mdh筛选, 再到Rubisco的光合底物固定优化, 均展示 

了多层次、多策略融合的定向进化路径. 通过随机突 

变与半理性设计相结合, 结合生长偶联或传感筛选平 

台, 研究者不仅实现了酶底物谱的拓宽和稳定性提升, 
更在底物转化率方面取得了定量化的显著增益. 未来, 
随着人工智能驱动的蛋白质设计模型(如基于温度的 

语言模型)与单细胞组学技术的融合, “虚拟预测-高通 

量筛选-代谢网络重构”的闭环定向进化流程将进一步 

加速高性能酶催化剂的开发, 为单细胞蛋白生产打造 

更高效、更绿色、更可持续的生物制造新格局.  

3.2 增强酶与生产菌株的鲁棒性 

在SCP工业化生产中, 关键代谢酶(如纤维素酶、 

木聚糖酶、甲醇脱氢酶)面临高温、pH波动、高溶解 

氧等严苛发酵环境的挑战, 其稳定性不足已成为制约 

生产效率的核心瓶颈. 这些胁迫条件极易引发酶失活, 
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进而阻碍菌体生长与蛋白持续合成. 为提升酶与生产 

菌株的鲁棒性(即在动态胁迫下维持功能稳定的能力), 
定向进化技术通过理性设计结合高通量筛选, 成功开 

发出具有优异环境适应性的酶变体, 为SCP规模化生 

产提供了关键技术支撑.  
在提升酶的热稳定性鲁棒性方面, 针对高温导致 

的酶失活问题, 研究者采用易错PCR构建木聚糖酶随 

机突变库, 结合高通量筛选获得突变体Xyn372. 该变 

体在70.5°C下的半衰期(290 min)较野生型(30 min)提升 

近10倍. 为突破性能极限, 进一步通过B因子分析(量化 

蛋白质柔性)锁定关键位点, 设计双突变体Xyn375 
(T2C/Q7P). 分子动力学模拟显示, 新形成的氢键网络 

增强局部刚性, 使其半衰期进一步提高至410 min(较 

Xyn372提升41%), 熔解温度(T m)上升5.2°C, 且催化活 

性未损失. 此案例验证了“随机突变→理性优化”策略对 

热胁迫鲁棒性的提升效能 [55]. Meng等人 [56]通过适应性 

实验室进化(adaptive laboratory evolution, ALE)对巴斯 

德毕赤酵母进行了多项改造, 提高了其对33°C高温的 

耐受性. 并且通过CRISPR-Cas9基因编辑技术敲除 

PAS_chr4_0305基因以减弱细胞壁合成, 发现细胞壁厚 

度的减少还提高了蛋白含量. 通过ALE对乳酸乳球菌 

(Lactococcus lactis)进行改造, 显著提高了其在高温和 

氧化应激条件下的生长能力和抗逆性, 并提升生物 

量 [47]. 此外, 脂肪酶的热稳定性优化也取得显著进展, 
通过易错PCR筛选获得组合突变体P184C/M243C/ 
L218P, 其T m较野生型提高8°C(达68°C), 确保其在饲料 

制粒或高温发酵环境中保持高活性 [29]. 该脂肪酶变体 

在饲料添加剂性能优化中的应用见3.4节. 
在增强pH适应鲁棒性方面, 为应对发酵过程pH剧 

烈波动, 研究者通过易错PCR与pH梯度筛选获得木聚 

糖酶突变体Xyn-A, 其最适pH范围从4.5拓宽至2.0~5.0. 
为实现极端酸性条件下的高效催化, 基于结构分析靶 

向催化裂隙带电残基簇, 构建组合突变体Xyn-B. 其在 

pH 2.0时的比活性提升12倍, 关键突变Y28F使pH 3.0下 

的k cat/K m值提高8.7倍. 分子模拟证实, 突变重构氢键网 

络并稳定静电势, 显著缓解质子化抑制. 该策略为酶在 

动态pH环境中的功能鲁棒性提供了优化路径 [24]. 
在协同提升多胁迫鲁棒性方面, 高密度发酵中溶 

解氧波动与机械剪切力会协同破坏酶结构. 研究者采 

用半理性共进化设计(co-evolutionary consensus stabi
lity analysis), 在纤维素降解酶(如木聚糖酶/内切葡聚 

糖酶)中引入盐桥、二硫键及强化氢键. 所得变体在双 

重胁迫(pH 9~10, 80~90°C)下仍保持高活性, 大幅延长 

发酵罐中的操作寿命. 此成果证明, 通过定向进化整合 

多类稳定化元素, 可系统性增强酶在复合工业环境中 

的鲁棒性 [23,57]. 

3.3 优化SCP产量与品质 

优化SCP的产量与品质需从两方面突破: 一是提升 

目标蛋白的表达量与可溶性, 二是改善营养组成(尤其 

是必需氨基酸的平衡), 而定向进化技术是实现这一目 

标的核心手段.  
目标蛋白的高效表达及可溶性直接影响SCP的产 

量与纯化成本, 可通过定向进化技术, 从翻译起始与蛋 

白折叠两个层面进行优化 :  对核糖体结合位点和 

mRNA二级结构进行饱和突变 ,  结合伴侣蛋白(如 

DnaK–DnaJ–GrpE、GroEL–GroES)的共进化筛选, 获 

得了在高密度培养中表现出更高翻译效率和折叠可溶 

性的变体, 为SCP中异源蛋白的高效表达提供了支 

撑 [58]; 对关键NADPH再生酶如葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 

(G6PDH)进行定向进化, 显著提升其耐热性与活性稳 

定性, 保证了电子供体的持续再生, 为目标蛋白的折叠 

与功能化提供了充足能量 [59].  
天然微生物蛋白常存在必需氨基酸(如赖氨酸、蛋 

氨酸、亮氨酸等)含量不足或比例失衡的问题, 限制了 

其在饲料及食品领域的应用. 通过定向进化改造氨基 

酸合成通路的关键酶, 可精准提升目标氨基酸的产量. 
亮氨酸作为一种必需氨基酸, 不仅对菌体的生长发育 

必不可少, 还能提升单细胞蛋白产品的营养价值, 苏氨 

酸脱氢酶的脱氨反应是亮氨酸家族合成酶途径中的一 

个限速步骤, 通过对此酶的改造提高其催化活性可以 

提高亮氨酸和异亮氨酸的合成速率. Wu等人 [28]利用基 

于分子动力学模拟的变构预测方法(molecular dynamics- 
based allosteric prediction method), 筛选出关键突变位 

点, 构建的P441L突变体使大肠杆菌中亮氨酸产量提升 

400%(达 19.3 mg/L), 异亮氨酸产量提高5%. 并且, 借助 

AlphaFold2所提供的高精度酶结构模型, 能够识别影响 

底物亲和性与催化转换率的“热点”残基, 进而通过高 

通量筛选平台得到在发酵条件下稳定表达并富集必需 

氨基酸的高效变体 [56,60]. 这一策略不仅提升了SCP的营 

养价值, 也为后续的蛋白质功能改造与营养强化提供 

了可重复的技术路径. Meng等人 [56]通过ALE对巴斯德 

毕赤酵母进行的改造最终达到了63.37 g/L DCW的生 

物质产量, 蛋白含量为0.506 g/g DCW(显著高于大豆、 
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鱼、肉、奶), 并且是必需氨基酸(甲硫氨酸、赖氨酸) 
的良好来源. 

3.4 改善饲料添加剂性能  

脂肪酶在SCP生产中具有双重价值: 既是提升底 

物预处理效率的关键酶, 也是优化饲料性能的重要添 

加剂. 其通过催化油脂水解分离长链脂肪酸与甘油, 可 

减少发酵基质中油脂乳化不良导致的传质阻碍; 作为 

饲料添加剂时, 还能提高SCP菌体对碳源的利用率, 优 

化发酵残渣营养结构——经定向进化增强的脂肪酶可 

使SCP饲料的脂肪水解率提升近50%, 生成更多易吸收 

的短链或中链脂肪酸, 进而改善动物肠道菌群平衡, 提 

高饲料转化率与免疫耐受性 [61].  
定向进化技术显著提升了脂肪酶的催化性能与应 

用潜力. Cen等人 [49]突破传统认知, 通过定向进化改造 

南极假丝酵母(Candida antarctica)脂肪酶B(Candida 
antarctica lipase B), 将其Ser-His-Asp催化三联体转变 

为Cys-His-Asp, 并结合ISM引入W104V、A281Y等关 

键突变, 最终获得的变体QW4对4-硝基苯甲酸酯的 

k cat/K m较野生型提升40倍, 证实了定向进化在突破酶催 

化活性限制中的价值. 此外, Yan等人 [44]通过工程化解 

脂耶氏酵母实现了脂肪酶与SCP的协同生产, 利用废弃 

食用油、甘蔗蜜等低成本原料, 在10升发酵规模下分 

别获得980、3075 U/mL的脂肪酶活性及17.9、39 g/L 
的SCP产量. 该酵母及脂肪酶在模拟胃肠环境中表现 

出良好的酸碱稳定性与耐热性, 可高效水解脂肪以提 

升饲料营养利用率, 为SCP饲料的工业化生产提供了 

经济可行的方案. 
因此, 脂肪酶的定向进化不仅强化了其在SCP生产 

中的催化效能, 更通过优化催化效率、稳定性及底物 

特异性, 显著提升了饲料添加剂的性能, 为增强SCP产 

品的营养价值、改善动物消化吸收效率奠定了技术 

基础.  

4 技术融合与未来展望: SCP生产的智能化 
与绿色化 

4.1 多技术协同驱动定向进化升级 

高通量微流控筛选、自动化实验平台及人工智能/ 
机器学习(AI/ML)技术的深度融合, 推动酶定向进化从 

“试错式”向“预测驱动式”跃迁.  
ISM可靶向关键位点构建智能文库, 再结合微滴高 

通量筛选系统, 将单轮筛选通量提升至10 7~10 9, 同时借 

助自动化克隆与荧光/发光报告体系令每一轮进化的周 

期进化周期缩短60%. FRET/荧光素酶动态代谢传感器 

可在发酵过程中实时监测底物、中间产物及能量水平, 
将多维度的代谢信息纳入筛选指标, 进一步提升定向 

改造的精度与效率. 人工智能与机器学习为酶定向改 

造提供了数据驱动的智能工具 :  蛋白语言模型(如 

ESM-2)可零样本预测突变对酶活性和稳定性的影响, 
为文库设计提供候选位点; 主动学习与贝叶斯优化通 

过实验结果反馈动态调整突变组合, 实现“实验–建模– 
优化”闭环加速; 预训练模型与共演化统计结合, 能在 

多位点文库中平衡活性、稳定性等多维度指标, 避免 

局部最优. 云端数字孪生平台则融合分子、细胞及反 

应器数据, 实现工厂级性能预测与路径规划, 为SCP生 

产工艺优化提供系统化方案. 

4.2 代谢-酶学协同优化细胞工厂 

在SCP大规模生产中, 仅依靠单纯的酶改造难以兼 

顾底物通量、能量平衡与细胞稳态. 将定向改造与代 

谢工程相结合, 可通过敲除竞争路径/过表达限速酶, 
增强碳氮通量重构代谢网络, 使得酿酒酵母SCP产率 

提升20%; 通过改造电子载体与转运蛋白, 平衡辅因子 

循环(如NADPH再生), 强化能量供应; 通过在高效底盘 

菌中定向进化关键酶(如蛋白酶耐热突变体), 实现50°C 
发酵环境下产量稳定提升10%.  

4.3 废弃物资源化与碳中和 

在环境友好型生产方面, SCP可通过微生物利用农 

业废弃物、木质纤维素、工业废气等低成本碳氮底物 

进行发酵, 形成废弃物减量与蛋白高效合成的双赢格 

局. 以一碳底物(如甲醇、二氧化碳)为原料的SCP生产 

体系, 不仅缩减了对传统耕地及水资源的依赖, 还能将 

固定碳转化为可食用蛋白; 通过生物转化温室气体(甲 

烷、CO 2)生产SCP, 则实现了温室气体减排与蛋白增产 

的协同效应, 同时进一步降低了生产成本, 打造碳中和 

闭环工艺. 当生物电化学技术加入这一路径时, SCP生 

产与废水处理可实现耦合, 通过电生化驱动酶改造开 

发的高效转化通路, 将工业有机废水转化为微藻或酵 

母蛋白, 推动清洁生产与循环经济的深度融合.  

4.4 应用场景多元化拓展 

SCP的多样化应用正不断拓展, 并与酶改造技术相 
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互促进. 在人类食品领域, SCP作为可持续蛋白来源, 可 

替代传统动物蛋白, 用于植物基肉、功能饮料等多种 

产品; 在水产养殖中, 微藻蛋白与酵母蛋白已被证实能 

提高饲料转化率和养殖成活率, 推动生态高效养殖; 在 

动物饲料工业, SCP可替代部分鱼粉和豆粕, 减轻对海 

洋资源和大规模大豆种植的压力, 并有助于降低抗生 

素使用量与环境负荷. 医药及生物材料领域, 也正利用 

定向改造技术开发能够高效合成结构蛋白、抗体片段 

或功能性肽的微生物工厂, 用于药物递送、组织工程 

与疫苗生产.  
镰刀菌是生产单细胞蛋白的理想菌种, 对多种廉 

价和可再生碳源具有高效利用能力, 比如葡萄糖, 木糖 

和纤维二糖, 农业废弃物水解液等, 在发酵过程中, 碳 

源转化率高达50%~60%, 表现优于传统发酵菌株 [27,62]. 
在近期举办的第三届中国合成生物学及生物制造年会 

上, 有公司介绍其在真菌蛋白产业化方面有了新的突 

破, 其自主研发的镰刀菌丝状真菌蛋白获得了美国 

GRAS认证, 目前正在推进万吨级真菌蛋白规模化工厂 

的设计和建设.  

4.5 智能化制造平台展望 

随着技术的不断进步, SCP生产路径演变为多学科 

交叉融合的智能平台. 在合成生物学的基因电路设计 

中, 可实现对底物浓度、pH、溶氧水平等环境变量的 

实时感知与蛋白产量按需调控; 在微流控3D培养系统 

中, 将单细胞蛋白生产与细胞行为分析结合, 为高通量 

筛选提供更精细的生理学表型; 利用脑—机接口或神 

经网络加速的自动化反应器, 可在分子层面自动设计 

和优化突变组合, 实现真正意义上的“自驱动”进化流 

程. 通过这条从分子到工厂的闭环智能制造体系, SCP 
产业在绿色、智能与可规模化道路上不断迈出坚实步 

伐, 成为弥补全球蛋白质供给缺口、推动生物经济可 

持续发展的关键引擎.  

5 结论 

酶定向进化技术经历了从依赖随机诱变的传统模 

式到融合结构生物学解析、机器学习预测和自动化高 

通量筛选的智能化工程范式的转变. 通过第二代技术 

策略(如KnowVolution、FRESCO等), 此技术显著提高 

了酶改造的效率, 在单细胞蛋白(SCP)生产中成功突破 

了多个核心瓶颈. 例如, 木聚糖酶和光合碳固定酶的改 

造, 分别提升了其热稳定性5.2°C和底物转化速率27%; 
耐热脂肪酶的Tm值提高了8°C, 广泛适应pH变化的蛋 

白酶则显著增强了其环境适应性. 这些改造不仅优化 

了酶的催化活性, 也为工业化SCP生产提供了更强的 

酶稳定性和适应性. 此外, 代谢网络的优化通过调整限 

速酶的活性, 进一步提高了生产过程中的细胞适应性 

和产量. 例如, 酿酒酵母的SCP产率提高了20%. 这一 

代谢工程与酶定向进化的结合, 成功提升了微生物细 

胞工厂的生产效率和产品稳定性.  
随着技术融合的深入, 人工智能和机器学习的应 

用为酶定向进化技术带来了革命性的进展. 特别是机 

器学习的引入, 使得酶库的筛选更加智能化和高效. 利 

用AI算法, 预测突变对酶活性和稳定性的影响大大提 

升了筛选精度和效率, 缩小了搜索空间, 使得酶工程的 

开发更加精确和高效. 针对氨基酸合成途径中的关键 

酶的定向改造, 通过提升特定酶的活性, 实现了SCP的 

营养成分优化, 从而为未来SCP在营养食品和饲料中的 

应用提供了更强的支持.  
展望未来, AI驱动的智能筛选、合成生物学的动 

态调控以及废弃物资源化技术的广泛应用(如废水蛋 

白联产), SCP的生产正迈向一个智能化、绿色化的新 

模式. 新技术的深度融合, 不仅提升了定向进化的效 

率, 也为应对全球蛋白危机和推动生物经济的可持续 

发展提供了强有力的技术支撑.   
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Single-cell protein (SCP) constitutes an environmentally sustainable alternative protein source, characterized by its 
exceptionally high protein content (typically 40%−80% on a dry weight basis) and diverse industrial applications spanning 
aquaculture feed, functional food ingredients, and nutritional supplements. Despite these compelling advantages, 
industrial-scale SCP bioproduction continues to confront three persistent and interconnected challenges: suboptimal 
substrate conversion efficiency, particularly evident in lignocellulosic and gaseous carbon source utilization, operational 
instability of essential metabolic enzymes under rigorous bioreactor conditions (e.g., thermal/pH fluctuations), and 
nutritional imbalances in critical amino acid profiles (notably sulfur-containing and branched-chain amino acids). 
Resolving these multifaceted bottlenecks represents a fundamental prerequisite for establishing SCP’s commercial viability 
at an industrial scale. 

The discipline of enzyme directed evolution has undergone profound methodological transformation, culminating in the 
establishment of a sophisticated second-generation paradigm. This framework strategically integrates computational 
structure/sequence-guided rational design (leveraging protein folding simulations and catalytic residue mapping), machine 
learning-assisted mutational prediction (utilizing fitness landscape models to prioritize beneficial mutations), and 
automated high-throughput screening platforms (employing microfluidics and robotics for rapid variant assessment). 
Collectively, this cohesive technological framework dramatically accelerates the precision engineering of enzymes pivotal 
to SCP biosynthesis, effectively overcoming the inherent limitations of earlier random mutagenesis techniques—such as 
low functional variant yields and excessive screening burdens—while establishing robust pipelines for enhancing 
engineering precision and experimental throughput. 

The transformative impact of these advanced strategies manifests across four critical dimensions of SCP manufacturing 
value chains: Substrate conversion efficiency has been substantially augmented through targeted engineering of key 
synthetic enzymes including xylanases (for lignocellulose deconstruction) and photosynthetic carbon fixation enzymes (for 
C1 compound assimilation), leading to measurable improvements in biomass utilization rates. Concurrently, bioprocess 
stability has been reinforced through systematic enhancement of thermal resilience and pH tolerance in hydrolytic enzymes 
such as lipases and proteases, thereby ensuring consistent catalytic performance during extended industrial operations. 
Addressing nutritional imbalances necessitates strategic optimization of amino acid synthetase catalytic activity, a 
fundamental approach to rectify compositional deficiencies in essential nutrients. Furthermore, terminal product 
functionality has been significantly elevated via engineered lipase variants demonstrating up to 50% enhancement in fat 
hydrolysis rates within SCP-derived animal feeds, thereby substantially amplifying their commercial value as premium 
nutrition additives in livestock and aquaculture sectors. 

Looking forward, the profound convergence of artificial intelligence (enabling predictive biocatalyst design and real- 
time bioprocess control), synthetic biology (facilitating modular metabolic pathway engineering), and green manufacturing 
principles (advancing circular economy through waste valorization) is poised to propel SCP production toward intelligent, 
zero-waste manufacturing paradigms. This synergistic technological integration promises autonomous process 
optimization, resource-efficient operations with minimal environmental footprints, and fully sustainable protein supply 
chains—collectively positioning SCP at the vanguard of global food system transformation initiatives and nutritional 
security initiatives in the coming decades. 

directed evolution, single cell protein, machine learning, sustainable protein resources, biomanufacturing 
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