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本发明涉及被修饰以提高纤维素产生的经

遗传改造微生物，例如细菌，以及产生所述经遗

传改造微生物的方法。本发明还涉及这些经遗传

改造微生物在农业中的用途。
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1.用于产生纤维素的经遗传改造微生物，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一

种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，其中所述微生物是用包含bcsA基因、bcsB基因、

bcsC基因、bcsD基因和ccpAx基因的外源基因进行修饰的。

2.权利要求1所述的经遗传改造微生物，其中所述微生物是还用外源cmcAx基因和/或

外源bglAx基因进行修饰的。

3.权利要求1所述的经遗传改造微生物，其中所述微生物是用包含bcsA基因、bcsB基

因、bcsC基因、bcsD基因和至少ccpAx基因的外源核酸进行修饰的。

4.根据前述权利要求中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述基因是异源的。

5.根据前述权利要求中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述基因各自分离自木

驹形氏杆菌(K.xylinus)。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述经遗传改造微生物

是根相关细菌。

7.根据权利要求1至5中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述经遗传改造微生物

是促进植物生长的根际细菌。

8.根据权利要求6或7所述的经遗传改造微生物，其中所述微生物是假单胞菌属

(Pseudomonas)细菌。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述基因的表达由细胞

密度群体感应系统调节。

10.在微生物中与参照微生物相比提高纤维素产生的方法，其中所述方法包括修饰所

述微生物以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质的步骤，其中所述微生物

是用包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因和ccpAx基因的外源基因进行修饰的。

11.根据权利要求10所述的提高纤维素产生的方法，其中所述微生物是还用外源cmcAx

基因和/或外源bglAx基因进行修饰的。

12.根据权利要求10或11所述的提高纤维素产生的方法，其中所述微生物是根相关细

菌。

13.根据权利要求10或11所述的提高纤维素产生的方法，其中所述微生物是促进植物

生长的根际细菌。

14.载体，其包含含有以下的外源核酸：bcs操纵子，以及cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx

基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因中的至少一种，任选地其中所述bcs操纵子

包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因和bcsD基因。

15.产生用于产生纤维素的经遗传改造微生物的方法，其中所述方法包括修饰所述微

生物以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质的步骤，其包括：

a)分离微生物；以及

b)将包含外源核酸的载体引入到所述微生物中，所述外源核酸包含选自包含以下的组

的基因中的至少一种：bcsA基因；bcsB基因；bcsC基因；bcsD基因；cmcAx基因；ccpAx基因；

bglAx基因；pgm基因；galU基因；cdg操纵子；和dgc基因。

16.经遗传改造微生物，其可通过权利要求15所述的方法获得。

17.分离的经遗传改造微生物，其是根据权利要求1至9或权利要求16中任一项所述的。

18.包含根据权利要求1至9或权利要求16中任一项所述的经遗传改造微生物的群体。
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19.包含经遗传改造群体的组合物，所述经遗传改造群体是权利要求18所述的。

20.根据权利要求19所述的组合物，其中所述组合物还包含肥料和/或生物肥料。

21.提高植物根周围保水性的方法，其包括将经遗传改造微生物施加至植物根周围的

土壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

22.在农业中降低耗水量的方法，其包括将经遗传改造微生物施加至植物根周围的土

壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

23.捕获碳的方法，其包括将经遗传改造微生物施加至植物根周围的土壤，其中所述微

生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中所述碳

被所述微生物转化成纤维素。

24.根据权利要求21、22或23所述的方法，其中所述微生物是用外源bcs操纵子进行遗

传修饰的，其中所述bcs操纵子包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因和bcsD基因。

25.经遗传修饰的微生物在农业中的用途，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少

一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

26.经遗传修饰的微生物用于提高植物根周围保水性的用途，其中所述微生物被遗传

修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

27.经遗传修饰的微生物在碳捕获中的用途，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至

少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中所述碳被所述微生物转化成纤维素。
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经遗传改造微生物

技术领域

[0001] 本发明涉及被修饰以提高纤维素产生的经遗传改造微生物，例如细菌，以及产生

所述经遗传改造微生物的方法。

背景技术

[0002] 干旱和极热对于全球农业生产是最大的气候相关威胁。气候恶化意味着更极端、

不可预测的天气事件，其范围可从急剧的大量降雨至长时间的干旱。这些事件对作物产量

有直接影响。当降雨发生时，土壤的吸收能力最大，并且作物的摄取保留能力最大。在剧烈

的天气事件中可能是大量的所剩余的水未被利用并且通常从土地上流失，这导致局部洪水

(flooding)。水短缺是重大的全球性问题。全球70％的耗水量来自农业需求，并且预期其到

2050年提高19％。耗水量对于全球作物生产是主要障碍。在干旱盛行的环境中，存在作物产

量低。通过提高作物对环境干旱的耐受性，可提高全球作物供应的可持续性。由于较热气候

下的降雨更散发，农民被迫不断灌溉他们的土地。这需要极大量的水，这些水最终不会被植

物利用并且将蒸发。作物在易干旱气候下所遭受的非生物胁迫导致产量降低和水管理效率

低。随着人口增长和气候条件不断恶化，提出了许多缓解水需求的策略，然而到目前为止，

尚未使用生物活性保水解决方案来进行作物水管理。先前的策略集中在直接对作物进行遗

传修饰以使作物更具抗性，或通过在土壤中添加添加剂。然而，这些方法均未为全球作物生

产中的水短缺问题提供有效的解决方案。作物的可持续性对于人口增长和数十亿人的食物

来源至关重要。作物不仅为人群体提供食物，其还作为食物供应支持畜牧业。因此，现在比

以往任何时候都更需要巨大的变化以支持发展的世界，但这种解决方案必须是环境友好且

高效的。

[0003] 纤维素

[0004] 纤维素是由数百至数干个β(1→4)连接的D‑葡萄糖单元的直链组成的多糖。纤维

素是绿色植物、多种形式的藻类和卵菌的初生细胞壁(primary  cell  wall)的重要结构组

分。另外，一些细菌种类，主要是醋杆菌(Acetobacter)属、胃八叠球菌(Sarcina 

ventriculi)属和农杆菌(Agrobacterium)属，分泌纤维素以坚固生物膜。细菌纤维素目前

被生产用于多种商业应用，包括纺织品、化妆品和食品，以及医学应用。本领域中已描述了

细菌纤维素在细菌中的表达。例如，中国专利申请CN108060112描述了产生细菌纤维素的菌

株，特别地，BcsB亚基在木醋杆菌(Acetobacter  xylinum)中过表达。另外，Buldum  et  al.

(2018)描述了在经遗传修饰的大肠杆菌(Escherichia  coli)中进行细菌纤维素的重组生

物合成。同时，Fl o r e a  e t  a l .(2 0 1 6)描述了使用遗传工具包(to o l k i t)对

Komagataeibacter  rhaeticus中细菌纤维素的产生进行工程控制。

[0005] 碳捕获

[0006] 农业土地上的碳吸集(sequestration)是减少来自农业的碳排放和缓解气候变化

的一种方式。二氧化碳的大气浓度可通过减少排放或通过将二氧化碳从大气中带出并将其

储存在土壤中来降低。草原和林地向农田(和牧场)的长期转换导致全世界土壤碳的历史性
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损失，但存在通过恢复退化土壤和广泛采用土壤保持实践来提高土壤碳的重大潜力。化肥

的使用也加剧了土壤品质的下降。

[0007] 历史上，土地使用转换和土壤耕作一直是大气中温室气体(greenhouse  gas，GHG)

的主要来源。据估计，它们仍占GHG排放的约三分之一。然而，改善的农业实践可通过降低来

自农业和其他来源的排放以及通过在土壤中储存碳来帮助缓解气候变化。

[0008] 在过去的数个世纪，并且特别是在过去的数十年期间，农业的发展已造成大量土

壤碳储量的耗竭。农业土壤是地球上最大的碳储库之一，并且具有扩大碳吸集(carbon 

sequestration，CS)的潜力，并因此为缓解CO2大气浓度的提高提供了有前景的方法。一般

认为，在土壤中吸集碳的技术潜力是显著的，并且对这种潜力的大小的一些看法一致。全世

界的农田可吸集0.90至1.85Pg  C/yr，即“4p1000  Initiative：Soils  for  Food  Security 

and  Climate”目标的26至53％。

[0009] 同时，该过程为土壤、作物和环境品质、防止侵蚀和荒漠化以及增强生物多样性提

供了其他重要益处。土地退化不仅降低作物产量，而且通常降低农业生态系统(agro‑

ecosystem)的碳含量，并且可降低生物多样性。

[0010] 由于大气中GHG的量迅速提高，地球气候正在经历前所未有的变化。需要设计多种

策略来抵消当前释放到大气中的GHG。在大气中的所有GHG中，CO2在全球变暖中具有突出的

份额。土壤碳吸集是抵消大气中提高量的CO2的有前景的方法。部分退化的土壤和农业土壤

二者均具有相当大的潜力使大气中升高的CO2水平最小化。在全球范围内，土壤可保留的碳

是大气中存在的碳或植被中捕获的碳的两倍更多。温度、土壤水分和升高的CO2水平是影响

土壤碳吸集的主要气候因素。土壤碳吸集也受到多种土壤因素，即土壤质地、土壤结构、土

壤孔隙度、土壤压实、土壤矿物学和土壤微生物群落组成等的强烈影响。另外，农业实践如

土地使用变化、植物残留物管理、农业化学物质等直接(例如通过改变添加到土壤中的碳的

量)或间接(例如通过影响土壤聚集并从而加速微生物分解过程)影响土壤有机碳(soil 

organic  carbon，SOC)储量。除了抵消快速提高的大气GHG之外，土壤碳吸集还可潜在地改

善土壤品质并促进食品安全。其可在可持续农业中发挥关键作用，因为其是高度可持续且

环境友好的方法。其可通过改善土壤健康参数(即土壤的保水能力)来增强土壤品质，随后

在可持续的基础上改善作物的产生。

[0011] 根据上述考虑设计了本发明。

发明内容

[0012] 本发明基于微生物例如根相关细菌(root‑associated  bacteria)中负责纤维素

合成和分泌的蛋白质组分的过表达以实现植物根周围保水性的提高。这种植物根周围保水

性的提高被认为降低了所需的水灌溉量，并且因此提高了作物对环境干旱的耐受性。

[0013] 因此，本发明最广泛地提供了经遗传改造微生物，其被修饰以相对于参照微生物

过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，任选地其中所述纤维素是细菌纤维

素。优选地，微生物(和参照微生物)是细菌，例如根相关细菌。

[0014] 在本发明的一个方面中，提供了用于产生纤维素的经遗传改造微生物，其中所述

微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，其中所述微生

物是用包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因和ccpAx基因的外源基因进行修饰的。
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在一些实施方案中，微生物是还用外源cmcAx基因和/或外源bglAx基因进行修饰的。在一些

实施方案中，微生物是用包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因和至少ccpAx基因的

外源核酸进行修饰的。在一些实施方案中，基因是异源的。在一些实施方案中，基因各自分

离自木驹形氏杆菌(K.xylinus)。

[0015] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物是细菌，任选地是根相关细菌。在一些实施

方案中，经遗传改造微生物是促进植物生长的根际细菌(plant  growth‑promoting 

rhizobacterium)。在一些实施方案中，微生物是假单胞菌属(Pseudomonas)细菌。在一些实

施方案中，根际细菌不是木驹形氏杆菌(Komagataeibacter  xylinus)(也称为木醋杆菌和

木葡糖酸醋杆菌(Gluconacetobacter  xylinus))。在一些实施方案中，基因的表达由细胞

密度群体感应系统调节。在一些实施方案中，群体感应操纵子被插入到宿主细胞中。在一些

实施方案中，群体感应系统包含编码传感器激酶的基因和编码响应调节剂的基因。在另一

些实施方案中，群体感应系统还包含群体感应调节启动子。在一些替代实施方案中，群体感

应系统包含编码信号传导分子(自诱导剂)的基因和编码转录/响应调节剂的基因。在另一

些实施方案中，群体感应系统还包含群体感应调节启动子。

[0016] 在一些方面中，提供了在微生物中与参照微生物相比提高纤维素产生的方法，其

中所述方法包括修饰微生物以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质的步

骤，其中所述微生物是用包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因和ccp基因的外源基

因进行修饰的。在一些实施方案中，微生物是还用外源cmc基因和/或外源bgl基因进行修饰

的。在一些实施方案中，微生物是细菌，任选地是促进植物生长的根际细菌。

[0017] 本发明提供了用于产生纤维素的经遗传改造微生物，其中所述微生物被遗传修饰

以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。在一些实施方案中，由经遗传改造

微生物产生的纤维素是细菌纤维素。在一些实施方案中，微生物被遗传修饰以过表达至少

一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质。在一些实施方案中，微生物被修饰以过表达至少一

种、至少两种、至少三种或至少四种来自纤维素合酶复合物的蛋白质。在一些实施方案中，

纤维素合酶复合物是细菌纤维素合酶复合物。在一些实施方案中，与参照微生物相比在经

遗传修饰的微生物中纤维素的产生提高。在一些实施方案中，参照微生物与经修饰的微生

物属于相同物种。参照微生物可与经修饰的微生物是相同菌株。在一些实施方案中，微生物

是野生型微生物。在一些实施方案中，相同物种或相同菌株的参照微生物是相同物种或相

同菌株的野生型微生物。在一些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或

藻类细胞。在一些实施方案中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改

造微生物是根相关细菌。

[0018] 在一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物被修饰以过表达纤维素合酶复合

物。在一些实施方案中，经遗传修饰的微生物是用编码至少一种来自纤维素合酶复合物的

蛋白质的外源核酸进行修饰的。在另一些实施方案中，至少一种纤维素合酶复合物的蛋白

质的过表达是通过提高至少一种内源性纤维素合酶复合物的蛋白质的转录和/或翻译来实

现的。

[0019] 在一些实施方案中，经遗传修饰的微生物是用编码至少一种来自纤维素合酶复合

物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在一些实施方案中，微生物是用编码至少一种、至少两

种、至少三种或至少四种来自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在一些
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实施方案中，经遗传改造微生物是用以下bcs操纵子基因中的至少一种进行修饰的：bcsA；

bcsB；bcsC；和/或bcsD。在另一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子。在另一个实施方案

中，bcs操纵子编码四种蛋白质亚基BcsA、BcsB、BcsC和BcsD。在一些实施方案中，外源核酸

还包含以下基因或操纵子中的至少一种：cmcAx基因；ccpAx基因；bglAx基因；pgm基因；galU

基因；cdg操纵子；和/或dgc基因。在一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子、cmcAx基因、

ccpAx基因和bglAx基因。在一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子、cmc基因、ccp基因、

bgl基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因。在一些实施方案中，外源核酸由bcs操

纵子、cmc基因、ccp基因、bgl基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因组成。在一些实

施方案中，bcs操纵子、cmc基因、ccp基因、bgl基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和/或dgc

基因各自分离自木驹形氏杆菌。

[0020] 在一些实施方案中，微生物选自荧光假单胞菌(Pseudomonas  fluorescens)和巨

大芽孢杆菌(Bacillus  megaterium)。在另一个实施方案中，微生物是荧光假单胞菌。在另

一个实施方案中，微生物是荧光假单胞菌SBW25。在另一个实施方案中，微生物是荧光假单

胞菌F113。在另一个实施方案中，微生物是荧光假单胞菌CHA0。在另一个实施方案中，微生

物是荧光假单胞菌Pf‑5。在另一个实施方案中，微生物是荧光假单胞菌FW300  N2E2。

[0021] 在一些实施方案中，由本发明的经遗传改造微生物产生的纤维素被分泌到细胞

外。在另一个实施方案中，分泌的纤维素在细胞外形成网络。在一些实施方案中，分泌的网

络在植物根周围形成。在一些实施方案中，分泌的纤维素网络提高植物根周围的保水性。在

一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。

[0022] 在本发明的第二方面中，在微生物中与参照微生物相比提高纤维素产生的方法，

其中所述方法包括修饰所述微生物以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质

的步骤。在一些实施方案中，微生物被修饰以过表达至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋

白质。在一些实施方案中，参照微生物与经修饰的微生物属于相同物种。在一些实施方案

中，参照微生物是野生型微生物。在一些实施方案中，相同物种的参照微生物是相同物种的

野生型微生物。在一些实施方案中，经遗传改造微生物是用编码至少一种来自纤维素合酶

复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在一些实施方案中，编码至少一种来自纤维素合

酶复合物的蛋白质的外源核酸被整合到微生物的基因组中。在一些实施方案中，纤维素是

细菌纤维素。在一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子。在另一些实施方案中，载体的外

源核酸还包含cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因

中的至少一种。在一些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细

胞。在一些实施方案中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生

物是根相关细菌。

[0023] 在本发明的第三方面中，提供了包含编码至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白

质的外源核酸的载体。在一些实施方案中，载体的外源核酸包含bcs操纵子。在另一些实施

方案中，载体的外源核酸还包含cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg

操纵子和dgc基因中的至少一种。在一些实施方案中，载体的外源核酸包含bcs操纵子、

cmcAx基因、ccpAx基因和bglAx基因。在一些实施方案中，载体的外源核酸包含bcs操纵子、

cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因。在一些实施

方案中，载体的外源核酸由bcs操纵子、cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基
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因、cdg操纵子和dgc基因组成。在一些实施方案中，bcs操纵子、cmcAx基因、ccpAx基因、

bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和/或dgc基因各自分离自木驹形氏杆菌。在一些

实施方案中，载体是分离的载体。在一些实施方案中，基因是异源的。

[0024] 在第四方面中，本发明提供了产生用于产生纤维素的经遗传改造微生物的方法，

其中所述方法包括用编码至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸修饰微生

物的步骤，其包括：

[0025] a)分离微生物；以及

[0026] b)将本发明的载体引入到微生物中。

[0027] 在一些实施方案中，微生物是用编码至少一种、至少两种、至少三种或至少四种来

自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在一些实施方案中，经遗传改造微

生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一些实施方案中，经遗传改造微生物是细菌。

在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相关细菌。

[0028] 在一些实施方案中，本发明的载体通过电穿孔被引入到微生物中。在一些实施方

案中，本发明的载体通过转染被引入到微生物中。在一些实施方案中，编码至少一种来自纤

维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸被整合到微生物的基因组中。在一些实施方案中，至

少一种、至少两种、至少三种或至少四种来自纤维素合酶复合物的蛋白质被整合到微生物

的基因组中。在一些实施方案中，本发明的载体被引入到微生物中，使得两个拷贝、三个拷

贝或四个拷贝等被整合到微生物的基因组中以提高一种或更多种基因的拷贝数。在一些实

施方案中，与参照微生物相比，在经遗传修饰的微生物中纤维素的产生提高。在一些实施方

案中，参照微生物属于相同物种或菌株。在一些实施方案中，参照微生物是野生型微生物。

在一些实施方案中，参照微生物是相同物种或菌株的野生型微生物。在一些实施方案中，纤

维素是细菌纤维素。在一些实施方案中，纤维素合酶复合物是细菌纤维素合酶复合物。

[0029] 在第五方面中，提供了经遗传改造微生物，其可通过产生用于产生纤维素的经遗

传改造微生物的方法获得。在另一个方面中，本发明提供了分离的本发明的经遗传改造微

生物。在本发明的一个替代方面中，提供了包含本发明的经遗传改造微生物的群体。在一些

实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一些实施方案中，

经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相关细菌。

[0030] 在另一个方面中，本发明提供了组合物，其包含本发明的经遗传改造微生物的群

体。在一些实施方案中，组合物以液体制剂形式施加至植物。在一些替代实施方案中，组合

物作为接种物施加至植物。在一些实施方案中，接种物是基于泥炭的制剂。在另一些实施方

案中，制剂用于包被种子或丸粒(pellet)以用于在沟(furrow)中播种。在一些实施方案中，

本发明的经遗传修饰的微生物以微珠形式递送至植物。在另一些实施方案中，微珠是藻酸

盐微珠。在一些实施方案中，组合物还包含肥料和/或生物肥料。在一些实施方案中，在植物

种植之后但在收获之前将组合物施加至所述植物。在一些实施方案中，在种植植物之前将

组合物施加至土壤。在一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大

豆植物。在一些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一

些实施方案中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相

关细菌。

[0031] 在另一个方面中，本发明提供了提高植物根周围保水性的方法，其包括将经遗传
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改造微生物施加至植物根周围的土壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与

纤维素合成和/或分泌的蛋白质。在一些实施方案中，微生物选自本发明的经遗传改造微生

物、本发明的分离的经遗传改造微生物、本发明的经遗传改造微生物的群体、或本发明的组

合物。在一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。在一

些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一些实施方案

中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相关细菌。

[0032] 在另一个方面中，本发明提供了在农业中降低耗水量的方法，其包括将经遗传改

造微生物施加至植物根周围的土壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤

维素合成和/或分泌的蛋白质。在一些实施方案中，微生物选自本发明的经遗传改造微生

物、本发明的分离的经遗传改造微生物、本发明的经遗传改造微生物的群体、或本发明的组

合物。在一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。在一

些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一些实施方案

中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相关细菌。

[0033] 在另一个方面中，本发明提供了植物，其包含本发明的经遗传改造微生物、本发明

的分离的经遗传改造微生物、本发明的经遗传改造微生物的群体、或本发明的组合物，其中

经遗传改造微生物、分离的经遗传改造微生物、或经遗传改造微生物的群体与植物根相关。

在一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。在一些实施

方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一些实施方案中，经遗

传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相关细菌。

[0034] 在另一个方面中，本发明提供了捕获碳的方法，其包括将经遗传改造微生物施加

至植物根周围的土壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/

或分泌的蛋白质，并且其中所述碳被所述微生物转化成纤维素。

[0035] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物是本发明的微生物、本发明的分离的经遗

传改造微生物、本发明的经遗传改造微生物的群体、或本发明的组合物。在一些实施方案

中，碳被吸收为从植物分泌的碳水化合物并且碳水化合物被微生物转化成纤维素。在一些

实施方案中，纤维素的产生使得植物根周围的保水性提高。在一些实施方案中，经遗传改造

微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一些实施方案中，经遗传改造微生物是细

菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相关细菌。在一些实施方案中，微生物是

菌根真菌(mycorrhizal  fungi) (例如丛枝(arbuscular)菌根真菌、外生菌根

(ectomycorrhizal)菌根真菌、杜鹃花类(ericoid)菌根真菌和/或兰科(orchid)菌根真

菌)。

[0036] 本发明的另一个方面提供了经遗传修饰的微生物在农业中的用途，其中所述微生

物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。在本发明的另一个

方面中，提供了经遗传修饰的微生物用于提高植物根周围保水性的用途，其中所述微生物

被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。本发明的另一个方面

提供了经遗传修饰的微生物在碳捕获中的用途，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少

一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中所述碳被所述微生物转化成纤维素。在

一些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一些实施方案

中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相关细菌。在
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一些实施方案中，本文中所述的方法和用途实现了植物生存力的提高。

[0037] 在一些实施方案中，提供了包含一种或更多种异源基因的经遗传修饰的微生物，

其中所述基因包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因、cmcAx基因、ccpAx基因，和/或

bglAx基因。在一些实施方案中，微生物是细菌。在另一些实施方案中，微生物是促进植物生

长的根际细菌。

[0038] 在一些方面中，本发明提供了用于产生纤维素的经遗传改造的根相关细菌，其中

所述细菌被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。在一些实施

方案中，由经遗传改造的根相关细菌产生的纤维素是细菌纤维素。在一些实施方案中，细菌

被遗传修饰以过表达至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质。在一些实施方案中，细菌

被修饰以过表达至少一种、至少两种、至少三种或至少四种来自纤维素合酶复合物的蛋白

质。在一些实施方案中，纤维素合酶复合物是细菌纤维素合酶复合物。在一些实施方案中，

与参照细菌相比，在经遗传修饰的细菌中纤维素的产生提高。在一些实施方案中，参照细菌

与经修饰细菌属于相同物种。参照细菌可与经修饰细菌是相同菌株。在一些实施方案中，细

菌是野生型细菌。在一些实施方案中，相同物种或相同菌株的参照细菌是相同物种或相同

菌株的野生型细菌。

[0039] 在一些实施方案中，本发明的经遗传改造的根相关细菌被修饰以过表达纤维素合

酶复合物。在一些实施方案中，经遗传修饰的细菌是用编码至少一种来自纤维素合酶复合

物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在另一些实施方案中，至少一种纤维素合酶复合物的

蛋白质的过表达是通过提高至少一种内源性纤维素合酶复合物的蛋白质的转录和/或翻译

来实现的。

[0040] 在一些实施方案中，经遗传修饰的根相关细菌是用编码至少一种来自纤维素合酶

复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在一些实施方案中，细菌是用编码至少一种、至少

两种、至少三种或至少四种来自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在一

些实施方案中，经遗传改造细菌是用以下bcs操纵子基因中的至少一种进行修饰的：bcsA；

bcsB；bcsC；和/或bcsD。在另一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子。在另一个实施方案

中，bcs操纵子编码四种蛋白质亚基BcsA、BcsB、BcsC和BcsD。在一些实施方案中，外源核酸

还包含以下基因或操纵子中的至少一种：cmcAx基因；ccpAx基因；bglAx基因；pgm基因；galU

基因；cdg操纵子；和/或dgc基因。在一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子、cmcAx基因、

ccpAx基因和bglAx基因。在一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子、cmcAx基因、ccpAx基

因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因。在一些实施方案中，外源核酸由

bcs操纵子、cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因组

成。在一些实施方案中，bcs操纵子、cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、

cdg操纵子和/或dgc基因各自分离自木驹形氏杆菌。

[0041] 在一些实施方案中，根相关细菌选自荧光假单胞菌和巨大芽孢杆菌。在另一个实

施方案中，根相关细菌是荧光假单胞菌。在另一个实施方案中，根相关细菌是荧光假单胞菌

SBW25。在另一个实施方案中，根相关细菌是荧光假单胞菌F113。在另一个实施方案中，根相

关细菌是荧光假单胞菌CHA0。在另一个实施方案中，根相关细菌是荧光假单胞菌Pf‑5。在另

一个实施方案中，根相关细菌是荧光假单胞菌FW300  N2E2。

[0042] 在一些实施方案中，由本发明的经遗传改造的根相关细菌产生的纤维素被分泌到
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细胞外。在另一个实施方案中，分泌的纤维素在细胞外形成网络。在一些实施方案中，分泌

的网络在植物根周围形成。在一些实施方案中，分泌的纤维素网络提高植物根周围的保水

性。在一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。

[0043] 在本发明的第二方面中，在根相关细菌中与参照根相关细菌相比提高纤维素产生

的方法，其中所述方法包括修饰所述细菌以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的

蛋白质的步骤。在一些实施方案中，细菌被修饰以过表达至少一种来自纤维素合酶复合物

的蛋白质。在一些实施方案中，参照细菌与经修饰细菌属于相同物种。在一些实施方案中，

参照细菌是野生型细菌。在一些实施方案中，相同物种的参照细菌是相同物种的野生型细

菌。在一些实施方案中，经遗传改造的根相关细菌是用编码至少一种来自纤维素合酶复合

物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。在一些实施方案中，编码至少一种来自纤维素合酶复

合物的蛋白质的外源核酸被整合到根相关细菌的基因组中。在一些实施方案中，纤维素是

细菌纤维素。在一些实施方案中，外源核酸包含bcs操纵子。在另一些实施方案中，载体的外

源核酸还包含cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因

中的至少一种。

[0044] 在本发明的第三方面中，提供了包含编码至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白

质的外源核酸的载体。在一些实施方案中，载体的外源核酸包含bcs操纵子。在另一些实施

方案中，载体的外源核酸还包含cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg

操纵子和dgc基因中的至少一种。在一些实施方案中，载体的外源核酸包含bcs操纵子、

cmcAx基因、ccpAx基因和bglAx基因。在一些实施方案中，载体的外源核酸包含bcs操纵子、

cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因。在一些实施

方案中，载体的外源核酸由bcs操纵子、cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基

因、cdg操纵子和dgc基因组成。在一些实施方案中，bcs操纵子、cmcAx基因、ccpAx基因、

bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和/或dgc基因各自分离自木驹形氏杆菌。在一些

实施方案中，载体是分离的载体。

[0045] 在第四方面中，本发明提供了产生用于产生纤维素的经遗传改造的根相关细菌的

方法，其中所述方法包括用编码至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸修饰

细菌的步骤，其包括：

[0046] a)分离根相关细菌；以及

[0047] b)将本发明的载体引入到根相关细菌中。

[0048] 在一些实施方案中，细菌是用编码至少一种、至少两种、至少三种或至少四种来自

纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。

[0049] 在一些实施方案中，本发明的载体通过电穿孔被引入到根相关细菌中。在一些实

施方案中，本发明的载体通过转染被引入到根相关细菌中。在一些实施方案中，编码至少一

种来自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸被整合到根相关细菌的基因组中。在一些实

施方案中，至少一种、至少两种、至少三种或至少四种来自纤维素合酶复合物的蛋白质被整

合到根相关细菌的基因组中。在一些实施方案中，本发明的载体被引入到细菌中，使得两个

拷贝、三个拷贝或四个拷贝等被整合到细菌的基因组中以提高一种或更多种基因的拷贝

数。在一些实施方案中，与参照细菌相比，在经遗传修饰的细菌中纤维素的产生提高。在一

些实施方案中，参照细菌属于相同物种或菌株。在一些实施方案中，参照细菌是野生型细
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菌。在一些实施方案中，参照细菌是相同物种或菌株的野生型细菌。在一些实施方案中，纤

维素是细菌纤维素。在一些实施方案中，纤维素合酶复合物是细菌纤维素合酶复合物。

[0050] 在第五方面中，提供了经遗传改造的根相关细菌，其可通过产生用于产生纤维素

的经遗传改造的根相关细菌的方法获得。在另一个方面中，本发明提供了分离的本发明的

经遗传改造的根相关细菌。在本发明的一个替代方面中，提供了包含本发明的经遗传改造

的根相关细菌的细菌群体。

[0051] 在另一个方面中，本发明提供了细菌组合物，其包含本发明的经遗传改造的根相

关细菌群体。在一些实施方案中，组合物以液体制剂形式施加至植物。在一些替代实施方案

中，组合物作为细菌接种物施加至植物。在一些实施方案中，细菌接种物是基于泥炭的制

剂。在另一些实施方案中，制剂用于包被种子或丸粒以用于在沟中播种。在一些实施方案

中，本发明的经遗传修饰的细菌以微珠形式递送至植物。在另一些实施方案中，微珠是藻酸

盐微珠。在一些实施方案中，细菌组合物还包含肥料和/或生物肥料。在一些实施方案中，在

植物种植之后但在收获之前将细菌组合物施加至所述植物。在一些实施方案中，在种植植

物之前将细菌组合物施加至土壤。在一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、

小麦植物或大豆植物。

[0052] 在另一个方面中，本发明提供了提高植物根周围保水性的方法，其包括将以下施

加至植物周围的土壤：本发明的经遗传改造的根相关细菌、本发明的分离的经遗传改造的

根相关细菌、本发明的经遗传改造的根相关细菌的群体、或本发明的细菌组合物。在一些实

施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。

[0053] 在另一个方面中，本发明提供了在农业中降低耗水量的方法，其包括将以下施加

至植物周围的土壤：本发明的经遗传改造的根相关细菌、本发明的分离的经遗传改造的根

相关细菌、本发明的经遗传改造的根相关细菌的群体、或本发明的细菌组合物。在一些实施

方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。

[0054] 在另一个方面中，本发明提供了植物，其包含本发明的经遗传改造的根相关细菌、

本发明的分离的经遗传改造的根相关细菌、本发明的经遗传改造的根相关细菌的群体、或

本发明的细菌组合物，其中经遗传改造的根相关细菌、分离的经遗传改造的根相关细菌、或

经遗传改造的根相关细菌的群体与植物根相关。在一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米

植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。

[0055] 在另一个方面中，本发明提供了捕获碳的方法，其包括将经遗传改造的根相关细

菌施加至植物根周围的土壤，其中所述细菌被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成

和/或分泌的蛋白质，并且其中所述碳被所述细菌转化成纤维素。

[0056] 在一些实施方案中，经遗传改造的根相关细菌是本发明的根相关细菌、本发明的

分离的经遗传改造的根相关细菌、本发明的经遗传改造的根相关细菌的群体、或本发明的

细菌组合物。在一些实施方案中，碳被吸收为从植物分泌的碳水化合物并且碳水化合物被

细菌转化成纤维素。在一些实施方案中，纤维素的产生使得植物根周围的保水性提高。

[0057] 本发明的另一个方面提供了经遗传修饰的根相关细菌在农业中的用途，其中所述

细菌被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。在本发明的另一

个方面中，提供了经遗传修饰的根相关细菌用于提高植物根周围保水性的用途，其中所述

细菌被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。本发明的另一个
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方面提供了经遗传修饰的根相关细菌在碳捕获中的用途，其中所述细菌被遗传修饰以过表

达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中所述碳被所述细菌转化成纤维

素。在一些实施方案中，本文中所述的方法和用途实现了植物生存力的提高。

[0058] 在一些实施方案中，本文中所述的方法实现了植物生存力的提高。

[0059] 在本发明的一些实施方案中，根相关细菌是用包含一种或更多种异源基因的外源

核酸进行遗传修饰的，其中所述基因选自：bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因、cmcAx

基因、ccpAx基因和bglAx基因。

[0060] 在一些方面中，本发明提供了用于产生纤维素的经遗传修饰的细菌，其中所述细

菌被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中经遗传修

饰的细菌是用外源bcs操纵子进行修饰的，其中bcs操纵子包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基

因和bcsD基因。在一些实施方案中，提供了经遗传改造细菌，其中所述细菌被遗传修饰以过

表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中经遗传修饰的细菌是用一种

或更多种异源基因进行修饰的，其中所述基因包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基

因以及任选地cmcAx基因、ccpAx基因和/或bglAx基因。在一些实施方案中，细菌不是木驹形

氏杆菌(也称为木醋杆菌和木葡糖酸醋杆菌)。

[0061] 在本发明的一些实施方案中，细菌是用包含一种或更多种异源基因的外源核酸进

行遗传修饰的，其中所述基因选自：bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因、cmcAx基因、

ccpAx基因和bglAx基因。

[0062] 在一些方面中，本发明提供了用于产生纤维素的经遗传改造的促进植物生长的根

际细菌，其中所述根际细菌被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋

白质。在一些实施方案中，根际细菌是用包含bcs操纵子的外源核酸进行修饰的，其中bcs操

纵子包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因和bcsD基因。在一些实施方案中，外源核酸还包含

至少ccpAx基因。在一些实施方案中，外源核酸还包含cmcAx基因、ccpAx基因和/或bglAx基

因。在一些实施方案中，基因是异源的。在本发明的一些实施方案中，根际细菌是用包含一

种或更多种异源基因的外源核酸进行遗传修饰的，其中所述基因选自：bcsA基因、bcsB基

因、bcsC基因、bcsD基因、cmcAx基因、ccpAx基因和bglAx基因。

[0063] 在一些实施方案中，提供了用于产生纤维素的经遗传改造的促进植物生长的根际

细菌，其中所述根际细菌被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白

质，并且其中经遗传修饰的根际细菌是用一种或更多种异源基因进行修饰的，其中所述基

因包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因以及任选地cmcAx基因、ccpAx基因和/或

bglAx基因。在一些实施方案中，根际细菌不是木驹形氏杆菌(也称为木醋杆菌和木葡糖酸

醋杆菌)。

[0064] 本发明包括所描述的方面与优选特征的组合，除了明显不允许或明确避免这样的

组合的情况之外。

附图说明

[0065] 现在将参考附图讨论本发明的举例说明原理的实施方案和实验，其中：

[0066] 图1.从包含目的细菌纤维素基因的穿梭载体(pEX18Ap)到荧光假单胞菌(例如荧

光假单胞菌SBW25)染色体基因座‑6‑处的遗传交叉的描述。
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[0067] 图2.从包含目的细菌纤维素基因的微型CTX1载体到荧光假单胞菌染色体attb位

点(attB‑5’TGAGTTCGAATCTCACCGCCTCCGCCATAT  3’)处的遗传交叉的描述。

[0068] 图3.包含纤维素合成基因cmcAx、ccpAx、BcsA、BcsB、BcsC、BcsD和BglAx以及作为

报道基因的GFP的构建体的描述。在该具体实例中，构建体还包含pBAD启动子和pBAD终止

子。

[0069] 图4.a)包含产黄假单胞菌(Pseudomonas  synxantha)菌株2‑79染色体‑phzl/R操

纵子的构建体的描述。b)包含用于插入宿主微生物例如荧光假单胞菌的构建体的描述。

[0070] 图5.a)包含恶臭假单胞菌(Pseudomonas  putida)菌株KT2440染色体rox群体感应

系统的构建体的描述。b)使用图5c中示出的roxS/roxR调节基因的上游区域的包含用于在

假单胞菌中产生重组蛋白的KT2440QS系统的构建体的描述。c)用于插入到宿主微生物(例

如荧光假单胞菌)中的构建体的描述。

具体实施方式

[0071] 现在将参考附图讨论本发明的一些方面和实施方案。对于本领域技术人员而言，

其他方面和实施方案将是明显的。在该文本中提及的所有文件均通过引用并入本文。

[0072] 本发明提供了用于产生纤维素的经遗传改造微生物例如根相关细菌，其中经遗传

改造的根相关细菌被遗传修饰以相对于通常是相同物种的参照细菌提高纤维素的产生。通

常，经遗传改造的根相关细菌被修饰以过表达纤维素的合成和/或分泌所需的蛋白质，优选

纤维素合酶复合物。

[0073] 本文中使用的“根相关”细菌是指生活在植物根上或植物根周围的细菌。在一些实

施方案中，微生物是“根相关的”，是指生活在植物根上或植物根周围的微生物。在另一些实

施方案中，根相关细菌是根际细菌。根相关细菌可与植物形成共生关系，促进植物生长。(这

样的促进植物生长的根际细菌被称为PGPR)。不受理论的束缚，预期一旦根相关细菌从根脱

离，则该细菌将无法维持生存力，并因此不太可能在更广泛的环境中存活，从而防止经遗传

修饰的细菌在环境中传播。

[0074] 根相关细菌的实例包括但不限于：放射性农杆菌(Agrobacterhim  radiohacter)、

酸热芽孢杆菌(Bacillus  acidocaldarms)、酸土芽孢杆菌(Bacillus  acidoterresiris)、

土壤芽胞杆菌(Bacillus  agri)、鲇泽芽孢杆菌(Bacillus  aizawai)、白色乳杆菌

(Bacillus  albolactis)、嗜碱芽孢杆菌(Bacillus  alcalophilus)、蜂房芽孢杆菌

(Bacillus  alvei)、Bacillus  aminoglucosidicus、嗜胺芽孢杆菌(Bacillus 

aminovorans)、溶淀粉芽孢杆菌(Bacillus  amylolyticus)(也称为溶淀粉类芽孢杆菌

(Paenibacilhis  amylolyticus))、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus  amyloliquefacieris)、

Bacillus  aneiirinolyticus、萎缩芽孢杆菌(Bacillus  atropkaeus)、产氮芽孢杆菌

(Bacillus  azotoformans)、栗褐芽孢杆菌(Bacillus  badius)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus 

cereus)(同义词：Bacillus  endorhythmos、水母芽孢杆菌(Bacillus  medusa))、Bacillus 

chiiinosporus、环状芽孢杆菌(Bacillus  circulans)、凝结芽孢杆菌(Bacillus 

coagulans)、Bacillus  endoparasiticus、苛求芽孢杆菌(Bacillusfastidiosus)、坚强芽

孢杆菌(Bacillus  firmus)、Bacillus  kurstaki、乳酸芽孢杆菌(Bacilhis  lacticola)、乳

病杆菌(Bacilhis  laclimorbus)、乳杆菌(Bacillus  laciis)、侧孢芽孢杆菌(Bacillus 
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laierospoms)(也称为侧孢短芽孢杆菌(Brevibacillus  laterosporus))、灿烂芽孢杆菌

(Bacillus  lautus)、缓病芽孢杆菌(Bacillus  leniimorbus)、迟缓芽孢杆菌(Bacillus 

lenius)、地衣芽孢杆菌(Bacillus  licheniformis)、摩洛哥芽孢杆菌(Bacillus 

maroccanus)、巨大芽孢杆菌(Bacillus  megaterium)、Bacillus  meiiens、蕈状芽孢杆菌

(Bacillus  mycoides)、纳豆芽孢杆菌(Bacillus  natto)、杀线虫芽孢杆菌(Bacillus 

nematocida)、Bacillus  nigrificans、Bacillus  nigrum、泛酸芽孢杆菌(Bacillus 

pantothenticus)、日本甲虫芽孢杆菌(Bacillus  papillae)、冷解糖芽孢杆菌(Bacillus 

psychrosaccharolyticus)、短小芽孢杆菌(Bacillus  pumilus)、暹罗芽孢杆菌(Bacillus 

siamensis)、史氏芽孢杆菌(Bacillus  smithii)、球形芽孢杆菌(Bacillus  sphaericus)、

枯草芽孢杆菌(Bacillus  subiilis)、苏云金芽孢杆菌(Bacillus  thuringiensis)、

Bacillus  tmiflagellatus、大豆慢生根瘤菌(Bradyrhizobium  japonicum)、短芽孢杆菌

(Brevibacillus  brevis)、侧孢短芽孢杆菌(Brevibacillus  laterosporus)(以前是侧孢

芽孢杆菌(Bacillus  laterosporus))、Chromobacterium  suhisugae、食酸戴尔福特菌

(Delflia  acidovorans)、嗜酸乳杆菌(Lactobacillus  acidophilus)、抗生素溶杆菌

(Lysobacter  antibioticus)、产酶溶杆菌(Lysobacter  enzymogenes)、蜂房类芽孢杆菌

(Paenibacilhis  alvei)、多黏类芽孢杆菌(Paenibacillus  polymyxa)、日本丽金龟类芽孢

杆菌(Paenibacillus  popilliae)(以前是日本丽金龟芽孢杆菌(Bacillus  popilliae))、

成团泛菌(Pantoea  agglomerans)、穿刺巴斯德氏芽菌(Pasteuria  penetrans)(以前是穿

刺芽孢杆菌(Bacillus  penetrans))、Pasteuria  usgae、胡萝卜果胶杆菌(Pectobacterium 

carotovorum) (以前是胡萝卜欧文氏菌(Erwinia  carotovord))、铜绿假单胞菌

(Pseudomonas  aeruginosa)、金色假单胞菌(Pseudomonas  aureofaciens)、洋葱假单胞菌

(Pseudomonas  cepacia)(以前称为洋葱伯克氏菌(Burkholderia  cepacia))、绿针假单胞

菌(Pseudomonas  chlororaphis)、荧光假单胞菌、Pseudomonas  proradix、恶臭假单胞菌、

丁香假单胞菌(Pseudomonas  syringae)、Serraiia  entomophila、黏质沙雷氏菌(Serratia 

marcescens)、哥伦比亚链霉菌(Streptomyces  colombiensis)、鲜黄链霉菌(Streptomyces 

galbus)、戈壁发链霉菌(Streptomyces  goshikiensis)、灰绿链霉菌(Streptomyces 

griseoviridis)、淡紫灰链霉菌(Streptomyces  lavendulae)、Streptomyces  prasinus、

Streptomyces  saraceticus、委内瑞拉链霉菌(Streptomyces  venezuelae)、野油菜黄单胞

菌(Xanthomonas  campestris)、异发光杆菌(Xenorhabdus  luminescens)、嗜线虫致病杆菌

(Xenorhabdus  nematophila)、Rhodococcus  globerulus  AQ719(NRRL登录号B‑21663)、芽

孢杆菌属(Bacillus  sp .)AQ175(ATCC登录号55608)、芽孢杆菌属AQ  177(ATCC登录号

55609)、芽孢杆菌属AQ178(ATCC登录号53522)和链霉菌属(Streptomyces  sp.)菌株NRRL登

录号B‑30145。

[0075] 在一些实施方案中，细菌是荧光假单胞菌或巨大芽孢杆菌。在另一个实施方案中，

细菌是荧光假单胞菌。在一些优选实施方案中，细菌是荧光假单胞菌SWB25。在另一个实施

方案中，细菌是荧光假单胞菌F113。在另一个实施方案中，细菌是荧光假单胞菌CHA0。在另

一个实施方案中，细菌是荧光假单胞菌Pf‑5。在另一个实施方案中，细菌是荧光假单胞菌

FW300  N2E2。

[0076] 根际细菌在宿主植物的根表面或表面细胞间间隙中定殖，通常形成根瘤。在一些
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实施方案中，根相关细菌是促进植物生长的根际细菌(PGPR)。表现出促进植物生长活性的

PGPR属的一些常见实例是：假单胞菌属、固氮螺菌属(Azospirillum)、芽孢杆菌属等。另一

些已知的PGPR包括鹰嘴豆中慢生根瘤菌(Mesorhizobium  ciceri)、双向伯克霍尔德氏菌

(Burkholderia  ambifaria)、草分枝杆菌(Mycobacterium  phlei)和嗜重氮葡糖酸醋杆菌

(G.diazotrophicus)。技术人员已知PGPR描述了定植于植物的根并促进植物生长的土壤细

菌。PGPR并非旨在涵盖对植物具有致病作用的细菌，例如有害根际细菌(deleterious 

r h i z o ba c te r ia，DR B)。六种根际细菌菌株已被鉴定为DR B，这些包括：肠杆菌

(Enterobacter)属、克雷伯菌(Klebsiella)属、柠檬酸杆菌(Citrobacter)属、黄杆菌

(Flavobacterium)属、无色杆菌(Achromobacter)属和节杆菌(Arthrobacter)属。

[0077] 在一些实施方案中，细菌是革兰氏阴性细菌。在一些实施方案中，细菌是假单胞菌

属细菌。在一些实施方案中，细菌不是木驹形氏杆菌(也称为木醋杆菌和木葡糖酸醋杆菌)。

[0078] 在一些实施方案中，细菌选自以下荧光假单胞菌菌株：荧光假单胞菌CHA0

(CP043179.1)；荧光假单胞菌F113(CP003150.1)；荧光假单胞菌FW300  N2E2(CP015225.1)；

荧光假单胞菌Pf‑275(CP031648.1)；荧光假单胞菌Pf‑5(CP000076.1)；荧光假单胞菌Pf0‑1

(CP000094.2)；荧光假单胞菌FR1(CP025738.1)；荧光假单胞菌DR133(CP048607.1)；和荧光

假单胞菌2P24(CP025542.1)。菌株CHA0和Pf‑5目前被认为属于新的细菌物种防御假单胞菌

(Pseudomonas  protegens)，其为广泛存在的革兰氏阴性植物保护细菌。然而，在本领域中，

这些特定菌株(CHA0和Pf‑5)也称为荧光假单胞菌菌株。因此，在一些情况下，细菌是防御假

单胞菌，特别是关于菌株CHA0和Pf‑5。在另一个实施方案中，细菌是荧光假单胞菌F113。

[0079] 纤维素

[0080] 在一些实施方案中，纤维素是细菌纤维素。在一些实施方案中，由经遗传修饰的微

生物或细菌产生的纤维素被分泌到细胞外。不受理论束缚，认为细菌纤维素具有与植物纤

维素不同的性质，并且其特征在于高纯度、强度、可模塑性和提高的保水能力。已经证明植

物纤维素的保水值为纤维素样品重量的约60％，而细菌纤维素的保水值为纤维素样品重量

的1000％(Klemm，et  al.2001)。在一些实施方案中，分泌的细菌纤维素在植物根周围形成

网络。在一些实施方案中，细菌纤维素网络形成海绵状网络。在一些实施方案中，纤维素网

络在植物根周围产生。

[0081] 预期由本发明的经遗传修饰的微生物或细菌产生的细菌纤维素网络将有助于水

管理。通常，当根需要水时，细菌纤维素网络保留水并提供渗透作用。此外，细菌纤维素网络

可创造提高土壤微生物组的环境，提供较健康的土壤和作物。此外，细菌纤维素网络可具有

防止来自剧烈天气事件的局部洪水的潜力。还预期，细菌纤维素网络能够充当生物支架以

保留根周围来自生物肥料的较大量的营养物，并防止肥料流失。

[0082] 在一些实施方案中，细菌纤维素保留水。预期保水性的提高使得作物生存力和产

量提高。在另一些实施方案中，细菌纤维素有助于水蒸发的降低。水蒸发的降低将降低水的

低效使用。因此，预期本发明的经遗传修饰的微生物或细菌将提高保留在植物根系周围的

水的量并因此在降雨减少和/或干旱的气候中提高作物的生存力和产量。在一些实施方案

中，在植物种植之后但在收获之前将经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌施加至所述植

物。在一些实施方案中，在种植植物之前将经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌施加至土

壤。在一些实施方案中，在种植之前将经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌施加至植物的
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种子。

[0083] 术语“提高的纤维素产生”和“提高纤维素产生”在本文中用于描述分别与(任选地

相同菌株或物种的)参照微生物或细菌相比，在经遗传改造微生物或细菌中产生更大量的

纤维素。在一些实施方案中，参照微生物是相同菌株或物种的野生型微生物。在一些实施方

案中，参照细菌是相同菌株或物种的野生型细菌。与参照微生物或细菌相比，纤维素产生的

提高可以是2倍、3倍、4倍、5倍、6倍等。由经遗传改造微生物或细菌产生的纤维素的量可通

过确定干和/或湿纤维素生物质的重量的技术来量化。预期分别与参照微生物或细菌相比，

本发明的经遗传改造微生物或细菌将产生提高的纤维素生物质的干重和/或湿重。细菌纤

维素可如由Jozala  A.F.，et  al.2014(其通过引用并入)所述的进行量化。例如，可以收集

细菌纤维素，在蒸馏水中清洗，并且在60℃下浸没在NaOH  1N中90分钟以除去附着的细胞。

随后可将细菌纤维素在蒸馏水中洗涤并在50℃下干燥24小时，以评价以mg  mL‑1(BC的质量

(mg)/培养基的体积(mL))计的细菌纤维素产生浓度。

[0084] 纤维素的合成和分泌

[0085] 细菌纤维素的合成是涉及以下两个主要机制的多步骤过程：合成尿苷二磷酸

(UDP‑葡萄糖)，随后通过纤维素合酶将葡萄糖聚合成长且未支化的链。

[0086] 本文中所述的蛋白质是参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。在一些实施方案中，

微生物或细菌被修饰以过表达至少一种、至少两种、至少三种、至少四种、至少五种、至少六

种、至少七种、至少八种、至少九种、至少十种、至少十一种或至少十二种参与纤维素合成

和/或分泌的蛋白质。

[0087] 编码用于纤维素生物合成和分泌的纤维素合酶复合物的细菌纤维素生物合成

(bcs)操纵子最初是在木驹形氏杆菌(也称为木醋杆菌和木葡糖酸醋杆菌)中鉴定出来的。

在一些实施方案中，微生物或细菌被遗传修饰以过表达至少一种来自纤维素合酶复合物的

蛋白质。在一些实施方案中，微生物或细菌被修饰以过表达至少一种、至少两种、至少三种

或至少四种来自纤维素合酶复合物的蛋白质。

[0088] 木驹形氏杆菌已被鉴定为纤维素产生者物种中最高效的细菌纤维素产生者。特别

地，由驹形氏杆菌(Komagataeibacter)物种产生的细菌纤维素显示出独特的性能，包括高

机械强度、高吸水能力、高结晶度以及超细和高纯的纤维网络结构(Vandamme，et 

al.1998)。不受理论的束缚，预期用木驹形氏杆菌的纤维素合成蛋白对微生物、细菌或根相

关细菌进行遗传修饰将使得纤维素的产生提高且更高效。

[0089] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌是用编码至少一种来

自细菌纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸进行遗传修饰的。在一些实施方案中，经遗

传改造微生物、细菌或根相关细菌是用至少一种来自木驹形氏杆菌的纤维素合酶复合物的

蛋白质进行修饰的。出于本发明的目的，本文中描述了纤维素合酶复合物的组分。

[0090] 出于本发明的目的，“bcs操纵子”编码形成纤维素合酶复合物的四种蛋白质亚基

BcsA、BcsB、BcsC和BcsD。位于内膜的胞质表面的BcsA亚基具有催化β‑1，4‑糖基转移酶结构

域，其负责将尿苷二磷酸葡萄糖(UDP‑葡萄糖)单体聚合成纤维素的β‑1，4‑葡聚糖链。催化

结构域的活性受细菌纤维素合成的别构活化剂双‑(3′→5′)‑环二鸟苷酸的调节。BcsB通过

单个C端跨膜螺旋与周质中的BcsA结合，在那里使用两个碳水化合物结合结构域稳定BcsA

并引导葡聚糖链通过周质空间。认为通过BcsC的作用促进细菌纤维素从周质分泌至胞外环
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境，根据其结构预测其在木驹形氏杆菌的外膜中形成孔。与BcsC是外膜孔蛋白的观点一致，

观察到BcsC对于体内而非体外细菌纤维素合成是必需的。最后，细菌纤维素的结晶是通过

BcsD的作用实现的，BcsD是在通过BcsC输出期间促进四个葡聚糖链的氢键合的包含四个螺

旋通道的圆柱形八聚体周质蛋白。此外，已经在木驹形氏杆菌中证明，BcsC突变体不能产生

纤维素原纤维，而BcsD突变体比野生型产生少约40％的纤维素(Wong  et  al.1990)。细菌纤

维素与其植物等同物的区别在于高结晶度指数。特别地，木驹形氏杆菌产生两种细菌纤维

素结晶同质异晶，称为纤维素I和纤维素II，其需要与纤维素合酶相关的BcsD亚基。该亚基

已被表征为偶联纤维素聚合和结晶。

[0091] 在一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过

表达基因bcsA、bcsB、bcsC和bcsD中的至少一种。在一些实施方案中，本发明的经遗传改造

微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达bcsA基因和bcsB基因。在一些实施方案中，本发

明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达bcsA基因和bcsB基因，以及

bcsC基因和bcsD基因中的至少一种。在另一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物、细

菌或根相关细菌被修饰以过表达至少bcsA、bcsB和bcsD。在一些实施方案中，本发明的经遗

传改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达bcs操纵子。在另一些实施方案中，bcsA、

bcsB、bcsC、bcsD和bcs操纵子各自分离自木驹形氏杆菌。

[0092] cmcAx(也称为bcsZ)位于bcs操纵子的上游，并且编码具有纤维素水解能力的内

切‑β‑1，4‑葡聚糖酶。已经表明，少量外源CmcAx增强木驹形氏杆菌的细菌纤维素产生，而内

源性过表达cmcAx提高细菌纤维素产量。不受理论束缚，预期CmcAx的纤维素水解活性可对

细菌纤维素生物合成发挥调节作用。在一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物、细菌

或根相关细菌被修饰以过表达cmcAx基因。在一些实施方案中，微生物是用cmc基因进行修

饰的。在另一些实施方案中，cmcAx基因分离自木驹形氏杆菌。

[0093] ccpAx(也称为bcsH)位于与cmcAx相同的上游操纵子中，其编码体内细菌纤维素生

物合成所需的纤维素互补蛋白(ccpAx)。CcpAx已被证明与周质中的BcsD相互作用。认为，这

种独特的组织可能是木驹形氏杆菌活性极高的原因。在一些实施方案中，本发明的经遗传

改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达ccpAx基因。在一些实施方案中，微生物是

用ccp基因进行修饰的。在另一些实施方案中，ccpAx基因分离自木驹形氏杆菌。

[0094] BC合成操纵子的下游是编码β‑葡糖苷酶的bglAx(也称为bglxA)，其被分泌并且具

有水解多于三个β‑1，4‑葡萄糖单元(纤维三糖)的能力。已经表明，虽然这种酶对于细菌纤

维素产生不是必需的，但bglAx基因的破坏导致细菌纤维素的产生降低(Tajima  et  al .，

2001；Kawano  et  al.，2002)。在一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相

关细菌被修饰以过表达bglAx基因。在一些实施方案中，微生物是用bgl基因进行修饰的。在

另一些实施方案中，bglAx基因分离自木驹形氏杆菌。

[0095] 磷酸葡糖变位酶，也称为celB，其负责催化葡萄糖‑1‑磷酸(G‑1‑P)与葡萄糖‑6‑磷

酸(G‑6‑P)之间的相互转化。不受理论束缚，认为G‑6‑P向G‑1‑P的转化促进了纤维素的产

生。已表明磷酸葡糖变位酶在胞外纤维素的形成中是必不可少的，因为pgm突变体不能产生

纤维素。在一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表

达pgm基因。在另一些实施方案中，pgm基因分离自木驹形氏杆菌。

[0096] UTP‑葡萄糖‑1‑磷酸是参与碳水化合物代谢的酶，并且从葡萄糖‑1‑磷酸(G‑1‑P)
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和UTP合成UDP‑葡萄糖。UDP‑葡萄糖是纤维素产生中的关键组分。在一些实施方案中，本发

明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达galU基因。在另一些实施方案

中，galU基因分离自木驹形氏杆菌。

[0097] 二鸟苷酸环化酶是将2GTP催化成2二磷酸和环GMP的酶。这可作为基因dcg或作为

cdg操纵子引入到细菌细胞中。cdg操纵子包含环二‑GMP磷酸二酯酶(pdeA)和二鸟苷酸环化

酶(dcg)。二鸟苷酸环化酶催化环二‑GMP的形成，并且磷酸二酯酶A催化降解。不受理论束

缚，认为环二‑GMP是细菌纤维素合成的别构活化剂。在一些实施方案中，本发明的经遗传改

造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达dcg基因和/或cdg操纵子。在另一些实施方案

中，dcg基因和cdg操纵子各自分离自木驹形氏杆菌。

[0098] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达选自

包含以下的组的至少一种或更多种基因：bcsA基因；bcsB基因；bcsC基因；bcsD基因；cmcAx

基因；ccpAx基因；bglAx基因；pgm基因；galU基因；cdg操纵子；和dgc基因。

[0099] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌被修饰以过表达bcs操

纵子，以及以下基因或操纵子中的至少一种：

[0100] a)cmcAx基因；

[0101] b)ccpAx基因；

[0102] c)bglAx基因；

[0103] d)pgm基因；

[0104] e)galU基因；

[0105] f)cdg操纵子；和/或

[0106] g)dgc基因。

[0107] 在另一些实施方案中，经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌还包含如由a)至g)

所述的基因或操纵子中的至少一种、至少两种、至少三种、至少四种、至少五种或至少六种。

在一些实施方案中，经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌还包含a)至g)的基因和操纵子。

在一些实施方案中，经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌还由a)至g)的基因和操纵子组

成。在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物、细菌或根相关细菌包含bcs操纵子

以及至少cmcAx基因、ccpAx基因和bglAx基因。在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的

微生物、细菌或根相关细菌包含bcs操纵子以及至少cmc基因、ccp基因和bgl基因。在一些实

施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物、细菌或根相关细菌由bcs操纵子以及至少cmcAx

基因、ccpAx基因和bglAx基因组成。在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物、细

菌或根相关细菌由bcs操纵子以及至少cmc基因、ccp基因和bgl基因组成。在一些实施方案

中，基因是异源的。

[0108] 在一些实施方案中，包含不含有所有BcsA、BcsB、BcsC和BcsD的内源性bcs操纵子

的微生物、细菌或根相关细菌可用bcs操纵子的基因(bcsA、bcsB、bcsC、bcsD)中的至少一种

进行修饰。通常，细菌是用通常不表达的bcs基因进行修饰的。例如，荧光假单胞菌SBW25仅

表达bcs操纵子的BcsA、BcsB和BcsC，并且因此根据本发明被修饰以表达BcsD。在一些实施

方案中，根相关细菌荧光假单胞菌SBW25是用包含bcsD的外源核酸进行修饰的。

[0109] 不受理论束缚，预期bcs操纵子，以及cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、

galU基因、dcg基因和/或cdg操纵子的任意组合将在宿主细菌中促进纤维素的合成和分泌。
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在一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌可包含本文中所述的

任意基因或操纵子的多个拷贝。

[0110] 在一些方面中，本发明涉及将纤维素合成基因(优选cmcAX、ccpAX、bcsA、bcsB、

bcsC、bscD和/或bglxA)并入到土壤中存在的外来宿主中。在一些方面中，本发明提供了经

遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质的微生物，其中经遗传修

饰的细菌是用一种或更多种异源基因进行修饰的，其中基因包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC

基因和/或bcsD基因。在一些实施方案中，基因包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因和bcsD基

因。在一些实施方案中，基因还包含cmcAx基因、ccpAx基因和/或bglAx基因。

[0111] 在一些实施方案中，经遗传修饰的细菌是用包含bcs操纵子的外源核酸进行遗传

修饰的，其中bcs操纵子包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因和bcsD基因。在一些实施方案

中，经遗传修饰的细菌是还用包含cmcAx基因、ccpAx基因和bglAx基因中的至少一种的外源

核酸进行修饰的。

[0112] 在一些方面中，本发明提供了用于产生纤维素的经遗传改造微生物，其中所述微

生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，其中经遗传修饰

的细菌被修饰以过表达至少一种或更多种外源基因，其中外源基因选自包含以下的组：

bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因和任选地ccpAx基因。在一些实施方案中，微生物

是细菌，任选地是根相关细菌。在一些方面中，提供了经遗传改造微生物，其包含编码用于

产生纤维素的一种或更多种异源基因，其中基因是bcsA、bcsB、bcsC和/或bcsD。在一些实施

方案中，基因是bcsA、bcsB、bcsC和bcsD。在一些实施方案中，基因还包含cmcAx基因、ccpAx

基因和/或bglAx基因。在一些实施方案中，微生物是细菌。在另一些实施方案中，微生物是

根相关细菌。在一些实施方案中，基因各自分离自木驹形氏杆菌。

[0113] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物还包含编码绿色荧光蛋白(green 

fluorescent  protein，GFP)的基因。不受理论束缚，认为提供表达GFP的宿主细胞有助于追

踪环境中的经遗传修饰的微生物(例如细菌)。因此，在一些实施方案中，经遗传改造微生物

包含编码用于产生纤维素的一种或更多种异源基因，其中基因是bcsA、bcsB、bcsC和/或

bcsD，并且还包含编码GFP的基因。

[0114] 过表达

[0115] 本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌被遗传修饰以过表达至少一种参

与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。在一些实施方案中，本发明的经遗传改造微生物、细菌

或根相关细菌被修饰以过表达至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质。

[0116] 本文中使用的术语“过表达”是指目的蛋白质在微生物或细菌中以比其分别在参

照微生物或参照细菌中表达的水平更高的水平表达，该参照微生物或参照细菌任选地分别

是通常属于相同菌株或物种的可比较的野生型微生物或细菌。过表达可包括但不限于组成

型或诱导型表达。在一些实施方案中，微生物或细菌不内源性地表达目的蛋白质，出于本发

明的目的，该微生物或细菌细胞中该蛋白质的任何水平的表达均被认为是该蛋白质的“过

表达”。在本发明中，术语“至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质的过表达”或“过表

达至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质”意指至少一种参与纤维素合成的蛋白质在微

生物或细菌中以比其分别在可比较的参照微生物或细菌中表达的水平更高的水平表达。在

一些实施方案中，参照微生物是野生型微生物。在一些实施方案中，参照微生物与经修饰的
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微生物属于相同物种。参照微生物可与经修饰的微生物属于相同菌株。在一些实施方案中，

参照微生物是与经修饰的微生物属于相同菌株或物种的野生型细菌。在一些实施方案中，

参照细菌是野生型细菌。在一些实施方案中，参照细菌与经修饰的细菌属于相同物种。参照

细菌可与经修饰的细菌属于相同菌株。在一些实施方案中，参照细菌是与经修饰的细菌属

于相同菌株或物种的野生型细菌。

[0117] 过表达可以以本领域技术人员已知的任何方式来实现。一般而言，其可通过提高

基因的转录/翻译来实现，例如通过提高基因的拷贝数或者改变或修饰与基因表达相关的

调节序列或位点来实现。例如，过表达可通过引入编码与调节序列(例如启动子)可操作地

连接的目的基因的多核苷酸的一个或更多个拷贝来实现。该基因可与强组成型启动子和/

或强遍在启动子(ubiquitous  promoter)可操作地连接以达到高表达水平。这样的启动子

可以是内源启动子或重组启动子。或者，可除去调节序列使得表达成为组成型。可用提高基

因表达或导致基因组成型表达的异源启动子替换给定基因的天然启动子。通常，可根据本

发明使用基因组编辑方法例如CRISPR、TALEN和锌指核酸酶以实现纤维素合成和/或分泌蛋

白的过表达。例如，CRISPR基因组编辑可用于除去调节序列，导致目的基因的组成型表达。

当在相同条件下培养时，与改造之前的宿主细胞相比，宿主细胞可过表达纤维素合成和/或

分泌蛋白(例如纤维素合酶复合物的蛋白质及其相关蛋白质)多于10％、20％、30％、40％、

50％、60％、70％、80％、90％、100％、200％或多于300％。

[0118] 在一个实施方案中，纤维素合成和分泌基因的过表达是通过改变或修饰与基因表

达相关的调节位点来实现的。在另一个实施方案中，纤维素合成和分泌基因的过表达是通

过提高纤维素合成和分泌基因的拷贝数来实现的。在另一个实施方案中，微生物、细菌或根

相关细菌是用包含一种或更多种纤维素合成和分泌基因的外源核酸进行修饰的。在一些实

施方案中，微生物或细菌是用包含一种或更多种纤维素合成和分泌基因的一种或更多种单

独的外源核酸进行修饰的。在一些实施方案中，将外源核酸并入到微生物或细菌内的自我

复制质粒中。在另一个实施方案中，将外源核酸并入到微生物或细菌的基因组中。在一些实

施方案中，目的基因的表达是瞬时的。在一些实施方案中，目的基因的表达是稳定的。

[0119] 过表达的检测可以以本领域技术人员已知的任何方式来实现。一些实例包括但不

限于通过技术例如Western印迹、qRT‑PCT和流式细胞术来检测用于合成纤维素的蛋白质

(机器(machinery))，例如纤维素合酶复合物，或者通过例如确定干和/或湿纤维素生物质

的重量的技术来检测由经遗传改造细菌产生的纤维素的量。

[0120] 在一些实施方案中，将外源核酸引入到微生物、细菌或根相关细菌中。在本说明书

中，核酸可以是具有这样的核苷酸序列的任何核酸(DNA或RNA)，所述核苷酸序列与以下具

有特定程度的序列同一性：分离自木驹形氏杆菌的bcs操纵子的基因，cmcAx基因、ccpAx基

因、bglxA基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和/或dgc基因；以及这些序列中任一种的RNA

转录物；前述序列中任一种的片段；或者这些序列或片段中任一种的互补序列。特定程度的

序列同一性可以是至少60％至100％的序列同一性。更优选地，特定程度的序列同一性可以

是至少65％、70％、75％、80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％或99％同一性之一。在本说明书中，“外源核酸”是指对其宿主细胞来

说是外来的，例如不是内源性的核苷酸序列。

[0121] 关于多核苷酸或蛋白质的术语“内源/内源性”是指宿主细胞中天然存在的多核苷
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酸或蛋白质。

[0122] 关于多核苷酸或蛋白质的术语“异源/异源性”是指不天然存在于宿主细胞中的多

核苷酸或蛋白质。在一些优选实施方案中，外源核酸是异源核酸。

[0123] 当与对象细胞、核酸、蛋白质或载体相关使用时，术语“重组”表示对象已从其天然

状态被修饰。因此，例如，重组细胞表达在细胞的天然(非重组)形式中未发现的基因，或者

在与自然界中发现的不同水平或不同条件下表达天然基因。重组核酸与天然序列的区别在

于一种或更多种核苷酸和/或与异源序列(例如表达载体中的异源启动子)可操作地连接。

重组蛋白与天然序列的区别可在于一种或更多种氨基酸和/或与异源序列融合。经改造的

微生物或细菌可被认为是重组微生物或细菌。在一个实施方案中，微生物或细菌细胞是通

过将表达盒或载体引入到所述细胞中进行遗传改造的，所述表达盒或载体包含编码用于纤

维素合成和分泌的机器(例如纤维素合酶复合物)的外源核酸序列。核酸序列可与在微生物

或细菌细胞中指导所述核酸表达的一种或更多种控制序列可操作地连接。控制序列可包含

被微生物或细菌细胞识别的启动子。启动子包含介导用于纤维素合成的机器的表达的转录

控制序列。启动子可以是在微生物或细菌细胞中显示出转录活性的任何多核苷酸，包括突

变启动子、截短启动子和杂合启动子。启动子可以是组成型或诱导型启动子，优选组成型启

动子。控制序列还可包含适当的转录起始、终止和增强子序列。在一些实施方案中，表达盒

包含以下或由以下组成：与转录启动子和转录终止子可操作地连接的编码用于纤维素合成

和分泌的机器的核酸序列。

[0124] 本文中使用的“载体”是用作载剂将外来遗传物质转移到细胞中的寡核苷酸分子

(DNA或RNA)。载体可以是用于在细胞中表达外来遗传物质的表达载体。这样的载体可包含

与编码待表达的基因序列的核苷酸序列可操作地连接的启动子序列。载体还可包含终止密

码子和表达增强子。本领域已知的任何合适的载体、启动子、增强子和终止密码子均可以是

根据本发明的。合适的载体包括质粒、双元载体、病毒载体和人工染色体(例如酵母人工染

色体)。在一些实施方案中，本发明的载体是分离的载体。本文中使用的“表达盒”是载体DNA

的不同组分，其由待在宿主细胞中表达的基因和调节序列组成。表达盒通常包含一种或更

多种基因和控制它们表达的序列。

[0125] 本文中使用的“组成型启动子”是在大多数条件下和/或在大多数发育阶段期间有

活性的启动子。在用于生物技术的表达载体中使用组成型启动子有数个优点，例如：高水平

产生用于选择转基因细胞或生物体的蛋白质；高水平表达报道蛋白或可评分标志物，以允

许容易地检测和量化；高水平产生为调节转录系统一部分的转录因子；产生需要在生物体

中普遍存在活性的化合物；以及产生在所有发育阶段期间所需的化合物。或者，可使用非组

成型启动子。本文中使用的“非组成型启动子”是在某些条件下有活性的启动子。在一些实

施方案中，启动子是诱导型启动子。在一些实施方案中，诱导型启动子是糖诱导型启动子。

在一些实施方案中，启动子是阿拉伯糖诱导型启动子。

[0126] 在一些优选实施方案中，载体是当被引入到微生物或细菌细胞中时被整合到基因

组中并与该载体已整合到其中的染色体一起复制的载体。在一些实施方案中，编码用于纤

维素合成的机器的基因的整合将整合到染色体的非必需基因座中。染色体的非必需基因座

的一个非限制性实例是SBW25的6.6Mbp染色体上的基因座‑6‑(Rainey  and  Bailey，1996)，

其使用由BAILEY  et  al.，1995(其通过引用并入)所示的方法。通常，目的基因的插入由定
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点同源重组介导。在一些实施方案中，目的基因的插入由CRISPR基因组编辑介导。通常，

CRISPR敲入由同源定向修复(homologous  directed  repair，HDR)介导。不受理论束缚，预

期来自表达新基因序列和环境变化的额外代谢活动是防止环境中不受控制的经遗传修饰

的细菌繁殖的保障措施。例如，产生提高量的纤维素的微生物或细菌仅可在支持其繁殖的

环境中存活，例如在植物根中及植物根周围生长。如果经遗传修饰的微生物或细菌在不利

的环境中生长，则产生提高量的纤维素的额外代谢负担将导致经遗传修饰的微生物或细菌

在较广泛环境中的生存力降低，从而提高经遗传修饰的微生物或细菌的安全性。

[0127] 可在表达系统中使用反向选择标记(counter  selectable  marker)。选择标记的

一个实例包括其中载体编码sacB的蔗糖敏感性系统。合适载体的一些实例包括但不限于重

组整合或非整合载体。载体的一些实例包括pGEX系列载体、pET系列载体和pEX系列载体。在

一些实施方案中，使用pEX18Ap载体。在一些实施方案中，使用微型CTX1载体。在一些实施方

案中，使用pFLP2载体。pFLP2是可用于除去不需要的序列的切除载体。在一些实施方案中，

宿主微生物中的插入位点是由SEQ  ID  NO：1：TGAGTTCGAATCTCACCGCCTCCGCCATAT限定的

attb。

[0128] 在本说明书中，术语“可操作地连接”可包括这样的情况：其中所选择的核苷酸序

列与调节核苷酸序列以使得核苷酸编码序列的表达被置于调节序列的影响或控制之下这

样的方式共价连接。因此，如果调节序列能够影响形成部分或全部所选择的核苷酸序列的

核苷酸编码序列的转录，则该调节序列与所选择的核苷酸序列可操作地连接。然后在适当

的情况下，可将所得转录物翻译成所期望的蛋白质或多肽。

[0129] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用cmcAx基因进行修饰的，所述cmcAx

基因具有如由SEQ  ID  NO：2限定的核酸序列。

[0130] 在一些实施方案中，微生物是用cmcAx基因进行修饰的，所述cmcAx基因与SEQ  ID 

NO：2具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0131] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用ccpAx基因进行修饰的，所述ccpAx

基因具有如由SEQ  ID  NO：3限定的核酸序列。

[0132] 在一些实施方案中，微生物是用ccpAx基因进行修饰的，所述ccpAx基因与SEQ  ID 

NO：3具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0133] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因

和bcsD基因的bcs操纵子进行修饰的，所述bcs操纵子具有如由SEQ  ID  NO：4限定的核酸序

列。

[0134] 在一些实施方案中，微生物是用bcs操纵子进行修饰的，所述bcs操纵子与SEQ  ID 

NO：4具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0135] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用gfp基因进行修饰的，所述gfp基因
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具有如由SEQ  ID  NO：5限定的核酸序列。

[0136] 在一些实施方案中，微生物是用gfp基因进行修饰的，所述gfp基因与SEQ  ID  NO：5

具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、

至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少

97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0137] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用bglAx基因进行修饰的，所述bglAx

基因具有如由SEQ  ID  NO：6限定的核酸序列。

[0138] 在一些实施方案中，微生物是用bglAx基因进行修饰的，所述bglAx基因与SEQ  ID 

NO：6具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0139] 在一些实施方案中，微生物是用与SEQ  ID  NO：2具有至少65％核酸序列同一性的

cmcAx基因、与SEQ  ID  NO：3具有至少65％核酸序列同一性的ccpAx基因、与SEQ  ID  NO：4具

有至少65％核酸序列同一性的bcs操纵子、与SEQ  ID  NO：5具有至少65％核酸序列同一性的

gfp基因、和/或与SEQ  ID  NO：6具有至少65％核酸序列同一性的bglAx基因进行修饰的。

[0140] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用PhlZ群体感应启动子进行修饰的，

所述PhlZ群体感应启动子具有如由SEQ  ID  NO：7限定的核酸序列。

[0141] 在一些实施方案中，微生物是用PhlZ群体感应启动子进行修饰的，所述PhlZ群体

感应启动子与SEQ  ID  NO：7具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、

至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0142] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用Rox群体感应启动子进行修饰的，所

述Rox群体感应启动子具有如由SEQ  ID  NO：8限定的核酸序列。

[0143] 在一些实施方案中，微生物是用Rox群体感应启动子进行修饰的，所述Rox群体感

应启动子与SEQ  ID  NO：8具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、

至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0144] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用AfmR群体感应启动子进行修饰的，

所述AfmR群体感应启动子具有如由SEQ  ID  NO：9限定的核酸序列。

[0145] 在一些实施方案中，微生物是用AfmR群体感应启动子进行修饰的，所述AfmR群体

感应启动子与SEQ  ID  NO：9具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、

至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0146] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用cmcAx基因进行修饰的，所述cmcAx

基因具有如由SEQ  ID  NO：10限定的核酸序列。

[0147] 在一些实施方案中，微生物是用cmcAx基因进行修饰的，所述cmcAx基因与SEQ  ID 

NO：10具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。
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[0148] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用ccpAx基因进行修饰的，所述ccpAx

基因具有如由SEQ  ID  NO：11限定的核酸序列。

[0149] 在一些实施方案中，微生物是用ccpAx基因进行修饰的，所述ccpAx基因与SEQ  ID 

NO：11具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0150] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用bcsA基因进行修饰的，所述bcsA基

因具有如由SEQ  ID  NO：12限定的核酸序列。

[0151] 在一些实施方案中，微生物是用bcsA基因进行修饰的，所述bcsA基因与SEQ  ID 

NO：12具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0152] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用bcsB基因进行修饰的，所述bcsB基

因具有如由SEQ  ID  NO：13限定的核酸序列。

[0153] 在一些实施方案中，微生物是用bcsB基因进行修饰的，所述bcsB基因与SEQ  ID 

NO：13具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0154] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用bcsC基因进行修饰的，所述bcsC基

因具有如由SEQ  ID  NO：14限定的核酸序列。

[0155] 在一些实施方案中，微生物是用bcsC基因进行修饰的，所述bcsC基因与SEQ  ID 

NO：14具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0156] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用bcsD基因进行修饰的，所述bcsD基

因具有如由SEQ  ID  NO：15限定的核酸序列。

[0157] 在一些实施方案中，微生物是用bcsD基因进行修饰的，所述bcsD基因与SEQ  ID 

NO：15具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0158] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用gfp基因进行修饰的，所述gfp基因

具有如由SEQ  ID  NO：16限定的核酸序列。

[0159] 在一些实施方案中，微生物是用gfp基因进行修饰的，所述gfp基因与SEQ  ID  NO：

16具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0160] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物是用bglAx基因进行修饰的，所述bglAx

基因具有如由SEQ  ID  NO：17限定的核酸序列。

[0161] 在一些实施方案中，微生物是用bglAx基因进行修饰的，所述bglAx基因与SEQ  ID 
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NO：17具有至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少

88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0162] 在一些实施方案中，微生物是用以下进行修饰的：与SEQ  ID  NO：10具有至少65％

核酸序列同一性的cmcAx基因、与SEQ  ID  NO：11具有至少65％核酸序列同一性的ccpAx基

因、与SEQ  ID  NO：12具有至少65％核酸序列同一性的bcsA基因、与SEQ  ID  NO：13具有至少

65％核酸序列同一性的bcsB基因、与SEQ  ID  NO：14具有至少65％核酸序列同一性的bcsC基

因、与SEQ  ID  NO：15具有至少65％核酸序列同一性的bcsD基因、与SEQ  ID  NO：16具有至少

65％核酸序列同一性的gfp基因、和/或与SEQ  ID  NO：17具有至少65％核酸序列同一性的

bglAx基因。在另一些实施方案中，与SEQ  ID  NO：7、SEQ  ID  NO：8或SEQ  ID  NO：9具有至少

65％核酸序列同一性的启动子与以下可操作地连接：与SEQ  ID  NO：10具有至少65％核酸序

列同一性的cmcAx基因、与SEQ  ID  NO：11具有至少65％核酸序列同一性的ccpAx基因、与SEQ 

ID  NO：12具有至少65％核酸序列同一性的bcsA基因、与SEQ  ID  NO：13具有至少65％核酸序

列同一性的bcsB基因、与SEQ  ID  NO：14具有至少65％核酸序列同一性的bcsC基因、与SEQ 

ID  NO：15具有至少65％核酸序列同一性的bcsD基因、与SEQ  ID  NO：16具有至少65％核酸序

列同一性的gfp基因、和/或与SEQ  ID  NO：17具有至少65％核酸序列同一性的bglAx基因。

[0163] 在一些实施方案中，根据本发明的微生物被SEQ  ID  NO：18修饰。

[0164] 在一些实施方案中，微生物是用核酸进行修饰的，所述核酸与SEQ  ID  NO：18具有

至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少

89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、

至少98％或至少99％的核酸序列同一性。

[0165] 可以以任何顺序组合和使用上述序列。

[0166] 群体感应系统

[0167] 在一些实施方案中，纤维素合成基因的表达由细胞密度群体感应启动子调节。在

另一些实施方案中，纤维素合成基因的表达由细胞密度群体感应系统调节。在另一些实施

方案中，群体感应系统在组成型启动子的控制下。在另一些实施方案中，群体感应系统调节

控制本文中所公开的基因的表达的启动子。不受理论的束缚，预期使用群体感应系统控制

纤维素合成基因的表达，使得一旦细菌在根际定殖至浓度阈值，则启动子被开启并且纤维

素合成将开始。

[0168] 群体感应(quorum  sensing，QS)定义为通过基因调节来检测细胞群密度并对该细

胞群密度做出响应的能力。作为一个实例，细菌可使用群体感应来调节表型表达，例如生物

膜形成、毒力因子表达、运动性、生物发光、固氮作用、孢子形成等，这协调了它们的行为。该

功能基于直接环境中细菌群体的局部密度。在一些实施方案中，将群体感应操纵子插入到

宿主细胞中。

[0169] 在一些实例中，革兰氏阳性细菌使用自诱导肽(autoinducing  peptide，AIP)作为

充当信号传导分子的自诱导剂。当在局部环境中检测到高浓度的AIP时，AIP与受体结合以

激活激酶。随后激酶使转录因子磷酸化，转录因子随后调节基因的转录。这被称为双组分系

统。因此，在一些实施方案中，使用双组分系统。在一些实施方案中，双组分系统包含传感器

激酶(其检测信号传导分子)和响应调节剂(其调节基因表达)。

说　明　书 23/39 页

26

CN 115038792 A

26



[0170] 在另一个实例中，革兰氏阴性细菌产生N‑酰基高丝氨酸内酯(acyl  homoserine 

lactone，AHL)作为信号传导分子。通常，这些AHL直接与转录因子结合以调节基因表达。在

一些实施方案中，使用一步法。已知一些革兰氏阴性细菌也利用双组分系统。

[0171] 在一些实施方案中，本文中公开的基因由细胞密度依赖性自诱导启动子调节。在

一些实施方案中，本文中公开的纤维素合成和/或分泌基因在细胞密度群体感应启动子的

控制下。预期当细菌在根际定殖并达到阈值密度时，纤维素合成基因被开启。

[0172] 在一些实施方案中，群体感应系统包含编码传感器激酶的基因和编码响应调节剂

的基因。在另一些实施方案中，群体感应系统还包含群体感应调节启动子。在一些实施方案

中，包含编码传感器激酶的基因和编码响应调节剂的基因的核酸与组成型启动子可操作地

连接。在另一些实施方案中，使用了RoxS/RoxR群体感应系统。在一些实施方案中，将RoxS/

RoxR操纵子插入到宿主细胞中。在一些替代实施方案中，群体感应系统包含编码信号传导

分子(自诱导剂)的基因和编码转录/响应调节剂的基因。在另一些实施方案中，群体感应系

统还包含群体感应调节启动子。在一些实施方案中，包含编码信号传导分子的基因和编码

转录/响应调节剂的基因的核酸与组成型启动子可操作地连接。在另一些实施方案中，使用

PhzR/PhzI群体感应系统。在一些实施方案中，将PhzR/PhzI操纵子插入到宿主细胞中。

[0173] 在一些实施方案中，群体感应系统激活靶基因启动子。在另一些实施方案中，响应

调节剂与靶基因启动子结合。

[0174] Meyers  A，et  al.2019中描述了基于QS的自诱导启动子系统，特别是细菌的RoxS/

RoxR群体感应(QS)系统。RoxS/RoxR群体感应系统是由传感器组氨酸激酶(RoxS)和响应调

节剂(RoxR)形成的双组分系统。预期RoxS将导致RoxR的磷酸化，随后该磷酸化的RoxR将通

过与推定的RoxR识别元件结合来调节本文中公开的纤维素合成和分泌基因的表达。在一些

实施方案中，使用RoxS/RoxR群体感应系统来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在一些实

施方案中，使用群体感应依赖性RoxS/RoxR启动子来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在

一些实施方案中，使用rox群体感应调节启动子来控制本文中所述基因的表达。在一些实施

方案中，群体感应依赖性RoxS/RosR启动子与编码本文中公开的基因的核酸可操作地连接。

在一些实施方案中，启动子包含RoxR识别元件。

[0175] 还描述了PhzR/PhzI群体感应系统。该系统包含转录调节剂PhzR和AHL合酶PhzI。

在一些实施方案中，使用PhzR/PhzI群体感应系统来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在

一些实施方案中，使用群体感应依赖性PhzR/PhzI启动子来控制纤维素合成和分泌基因的

表达。在一些实施方案中，使用phz群体感应调节启动子来控制本文中所述基因的表达。在

一些实施方案中，群体感应依赖性PhzR/PhzI启动子与编码本文中公开的基因的核酸可操

作地连接。

[0176] 在另一些实施方案中，群体感应系统在组成型启动子的控制下。这可在图4和5中

看到。

[0177] 在一些实施方案中，使用RhlR/RhlI群体感应系统来控制纤维素合成和分泌基因

的表达。在一些实施方案中，将RhlR/RhlI操纵子插入到宿主细胞中。在RhlI/R系统中，rhlI

指导N‑(丁酰基)‑高丝氨酸内酯(C4‑HSL)的合成，随后N‑(丁酰基)‑高丝氨酸内酯与同源

RhlR相互作用，影响靶基因的转录。在一些实施方案中，使用群体感应依赖性RhlR/RhlI启

动子来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在一些实施方案中，使用rhl群体感应调节启动
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子来控制本文中所述基因的表达。在一些实施方案中，群体感应依赖性RhlR/RhlI启动子与

编码本文中公开的基因的核酸可操作地连接。

[0178] 在一些实施方案中，使用LuxI/LuxR群体感应系统来控制纤维素合成和分泌基因

的表达。在一些实施方案中，将LuxI/LuxR操纵子插入到宿主细胞中。在一些实施方案中，使

用Lux/LuxR群体感应系统来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在一些实施方案中，使用

群体感应依赖性LuxI/LuxR启动子来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在一些实施方案

中，使用lux群体感应调节启动子来控制本文中所述基因的表达。在一些实施方案中，群体

感应依赖性LuxI/LuxR启动子与编码本文中公开的基因的核酸可操作地连接。

[0179] 在一些实施方案中，使用AfmI/AfmR群体感应系统来控制纤维素合成和分泌基因

的表达。在一些实施方案中，将AfmI/AfmR操纵子插入到宿主细胞中。在一些实施方案中，使

用AfmI/AfmR群体感应系统来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在一些实施方案中，使用

群体感应依赖性AfmI/AfmR启动子来控制纤维素合成和分泌基因的表达。在一些实施方案

中，使用afm群体感应调节启动子来控制本文中所述基因的表达。在一些实施方案中，群体

感应依赖性AfmI/AfmR启动子与编码本文中公开的基因的核酸可操作地连接。

[0180] 不希望受理论束缚，群体感应系统充当生物安全元件。预期本发明的经遗传改造

微生物在目的植物的根际环境中定殖，因为植物与细菌生活在有益的共生关系中。在该生

物安全系统中，仅当细菌浓度高时可实现纤维素的表达。因此，当本发明的经遗传改造微生

物不存在于它们的最佳根际环境中时，纤维素基因将不表达，并且经遗传改造微生物将充

当野生型菌株。

[0181] 在一些实施方案中，异源纤维素合成和/或分泌基因由群体感应系统调节。在一些

实施方案中，异源纤维素合成和/或分泌基因由群体感应调节启动子调节。

[0182] 在一些实施方案中，群体感应系统调节启动子与编码本发明的一种或更多种外源

基因的核酸可操作地连接，其中所述基因的表达由群体感应系统调节。在一些实施方案中，

外源基因包含bcsA基因；bcsB基因；bcsC基因；bcsD基因；cmc基因；ccp基因；bgl基因；pgm基

因；galU基因；cdg操纵子；和dgc基因。在另一些实施方案中，基因是异源的。

[0183] 组合物

[0184] 在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物作为可直接添加至土壤的接种

物被递送至植物。在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的细菌作为可直接添加至土壤

的细菌接种物被递送至植物。在另一个实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物或细菌

作为可直接添加至土壤的液体制剂被递送至植物。在一些实施方案中，微生物或细菌接种

物是基于泥炭的制剂。在另一些实施方案中，基于泥炭的制剂用于包被种子或丸粒以用于

在沟中播种。在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物或细菌以微珠形式递送至

植物。在另一些实施方案中，微珠是藻酸盐微珠。预期这些藻酸盐微珠包封微生物或细菌并

保护它们免受环境压力，并且当土壤微生物降解聚合物时将它们逐渐释放到土壤中。

[0185] 通常，本发明的经遗传修饰的微生物或细菌可与生物肥料组合施加。本文中使用

的“生物肥料”是包含活微生物的物质，其通过提高主要营养物向宿主植物的供应可用性来

促进植物生长。生物肥料可通过固氮作用、溶解磷以及通过合成生长促进物质来刺激植物

生长而将营养物添加至植物。生物肥料不含任何对活土壤有害的化学物质。一些实例包括

根瘤菌(Rhizobium)、固氮菌(Azotobacter)、固氮螺菌(Azospirilium)和蓝绿藻(blue 
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green  algae，BGA)。另外的一些实例包括菌株例如成团泛菌菌株P5或恶臭假单胞菌菌株

P13，它们在本领域中已知溶解来自有机或无机磷酸盐来源的磷酸盐。预期本发明的经遗传

修饰的微生物或细菌可与这样的生物肥料组合使用。在一些实施方案中，本发明的经遗传

修饰的微生物或细菌可与生物肥料组合以单一组合物形式施用于土壤。在一些实施方案

中，本发明的经遗传修饰的微生物或细菌可与多于一种的生物肥料组合以单一组合物形式

施用于土壤。在另一个实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物或细菌与一种或更多种

生物肥料分开施用。

[0186] 在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物或细菌与肥料组合以单一组合

物形式递送至植物。在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的微生物或细菌与多于一种

的肥料组合以单一组合物形式递送至植物。在另一个实施方案中，本发明的经遗传修饰的

微生物或细菌与一种或更多种肥料分开施用。本文中使用的“肥料”是用于改善植物生长和

产量的任何天然或合成来源的物质。

[0187] 在一些实施方案中，本发明的组合物以微珠形式递送至植物。在另一些实施方案

中，微珠是藻酸盐微珠。通常，藻酸盐是用于包封用于多种工业微生物目的的微生物的最常

见聚合物材料，但也可使用其他藻类多糖(Bashan，Y.，et  al.2002)。与藻酸盐制剂相关的

主要优点是其无毒性质(降低对当地环境的影响)、在土壤中降解、其将细菌缓慢释放到土

壤中以及几乎无限的保质期(Bashan  Y  et  al.2002)。在一些实施方案中，微珠作为湿微珠

进行施加。在一些实施方案中，微珠作为干微珠进行施加。在一些实施方案中，微珠的直径

为100μm至500μm。在一个优选实施方案中，微珠的直径为100μm至200μm。预期直径为100μm

至500μm的微珠将能够容纳＞106CFU珠‑1，这足以接种种子。在一些实施方案中，本发明的组

合物作为大珠递送至植物。在另一些实施方案中，大珠是藻酸盐大珠。预期藻酸盐大珠以与

微珠类似的方式表现。在一些实施方案中，大珠的直径为1mm至5mm。在另一些实施方案中，

大珠的直径为1mm至3mm。

[0188] 在一些实施方案中，在植物种植之后但在收获之前将微生物或细菌组合物施加至

所述植物。在一些实施方案中，在种植植物之前将微生物或细菌组合物施加至土壤。在一些

实施方案中，植物是作物植物。在一些实施方案中，组合物用于包被种子或丸粒以用于在沟

中播种。

[0189] 不受理论束缚，预期根据本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌将在接

种到种子上之后定殖于植物的根并导致植物生长增强。以下步骤概述了定殖过程：a)接种

到种子上，b)在种子际(spermosphere)(种子周围的区域)中繁殖以响应于种子渗出物，c)

附着至根表面，以及d)定殖于发育中的根系。

[0190] 在一些实施方案中，微生物或细菌作为干燥制剂储存并作为液体肉汤(liquid 

broth)递送至土壤。

[0191] 方法

[0192] 在本发明的一个方面中，提供了提高植物根周围保水性的方法。该方法包括将本

发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌施加至植物的周围土壤。在一些实施方案中，

植物根周围的保水性相对于在相同条件下但无本发明微生物的相同植物提高。在一些实施

方案中，保水性的提高可通过土壤含水量的提高来测量。土壤含水量可基于重量或体积计

算。例如，重量含水量(θg)是干土壤的质量，并且通过称量土壤样品(m湿)、干燥样品以除去
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水、随后称量经干燥的土壤样品(m干)使用以下方程来测量：

[0193]

[0194] 或者，土壤含水量可通过体积含水量(θv)来测量，其为每体积土壤中液体水的体

积。体积是质量与密度(ρ)的比，并且可使用以下方程来计算：

[0195]

[0196] 在一些实施方案中，土壤含水量提高至少2倍、3倍、4倍、5倍、6倍等。

[0197] 本发明的另一个方面提供了在农业中降低耗水量的方法，其包括将本发明的经遗

传改造微生物、细菌或根相关细菌施加至植物的周围土壤。在一些实施方案中，农业中耗水

量的降低是相对于在相同条件下但无本发明微生物的相同植物降低的。在一些实施方案

中，农业中使用的水的量降低至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％等。

[0198] 植物

[0199] 预期本发明的经遗传修饰的微生物或细菌将提高植物根系周围保留的水的量，并

因此提高在降雨减少和/或干旱的气候中作物生存力和产量。保留的水相对于在相同条件

(例如土壤)下但无本发明细菌的相同植物提高。

[0200] 在本发明的一些实施方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物、大豆

植物、甘蔗植物、玉蜀黍植物、马铃薯植物、番茄植物、烟草植物和木薯植物。在另一些实施

方案中，植物是谷类植物、玉米植物、稻植物、小麦植物或大豆植物。

[0201] 本发明的一个方面提供了包含本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌的

植物。在一些实施方案中，植物包含本发明的分离的经遗传改造根相关细菌、本发明的经遗

传改造根相关细菌的群体、或本发明的细菌组合物。在一些实施方案中，经遗传改造根相关

细菌、分离的经遗传改造根相关细菌、或经遗传改造根相关细菌的群体与植物根相关。在一

些实施方案中，经遗传改造的根相关细菌在植物根上生长。在一些实施方案中，经遗传改造

微生物、细菌或根相关细菌在植物根周围的土壤中生长。

[0202] 碳捕获

[0203] 本发明提供了捕获碳的方法，其包括将经遗传改造微生物施加至植物根周围的土

壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并

且其中所述碳被微生物转化成纤维素。

[0204] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物是根据本发明的微生物、本发明的分离的

经遗传改造微生物、本发明的经遗传改造微生物的群体、或本发明的组合物。

[0205] 在一些实施方案中，碳被吸收为从植物分泌的碳水化合物，并且碳水化合物被微

生物转化成纤维素。在一些实施方案中，纤维素的产生导致植物根周围的保水性提高。

[0206] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一

些实施方案中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相

关细菌。

[0207] 根据本发明的经遗传改造微生物、细菌或根相关细菌在植物根周围分泌富含碳的
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纤维素。除了储存大量水之外，这种分泌的纤维素还吸集大量的碳，如下所述。

[0208] 在合成过程期间，微生物或细菌体内产生的葡萄糖链通过其细胞包膜上存在的小

孔挤出。随后葡萄糖链形成微原纤维，其进一步聚集以形成纤维素带。这些带产生在纤维之

间有大量空的空间的网状网络结构。良好分离的细菌纤维素纳米原纤维产生扩大的表面积

和高度多孔的基质。基本原纤维结构由具有以下分子式的β‑1→4葡聚糖链组成：(C6H10O5)

n。这些链通过氢键连接在一起。细菌纤维素微原纤维是植物原纤维的约100分之一。细菌纤

维素的纤维网络由排列良好的三维纳米纤维组成，导致形成具有大表面积和相当大孔隙率

的水凝胶膜。由于其与如植物纤维素中的木质素或半纤维素不缔合，因此细菌纤维素较纯。

此外，三维纳米原纤维网络具有高吸水能力和抗拉强度。

[0209] 已知在植物光合作用期间，大气二氧化碳被吸收并转化成碳水化合物。随后这些

碳水化合物在根的渗出物中排出。这样的碳水化合物包括许多糖，其包括葡萄糖、果糖、阿

拉伯糖等。认为这些碳水化合物作为土壤中微生物生命的碳源是必不可少的，其驱动细胞

增殖和生长。认为植物中产生的约30％的糖被分泌到周围的土壤中，这饲养了植物微生物

组。

[0210] 在植物周围土壤中发现的天然细菌不提供实质性的吸集事件来减缓/减少气候变

化。

[0211] 本发明人出乎意料地发现，根据本发明的经遗传改造微生物、细菌和/或根相关细

菌使用这种排出的葡萄糖来生长，而且它们还被有利地改造以代谢这些糖并将其作为细菌

纤维素排出。纤维素由在结构上由β‑1，4‑糖苷键与分子内氢键形成的葡萄糖分子构成。这

种在植物根周围的土壤中捕获的碳直接导致植物健康提高(例如，通过在植物根周围保留

水)。作为结果，植物能够吸收更多的二氧化碳并继续循环。由于细菌纤维素能够在数月的

时间内降解，因此吸集的碳随后可被植物和微生物使用以更强壮地生长，这维持了土壤中

的碳。这将形成从不逃脱土壤的周期性事件。

[0212] 在一些实施方案中，纤维素产生的提高导致植物生存力的提高。预期这种植物生

存力的提高导致植物对大气碳的捕获和糖的产生提高，这些糖转化成纤维素，从而吸集土

壤中的碳。

[0213] 在一些实施方案中，由微生物或细菌引起的纤维素产生导致周围土壤中的碳吸集

提高。在一些实施方案中，捕获的碳提高至少2倍、3倍、4倍、5倍、6倍等。相对于在相同条件

下但无本发明的微生物的相同植物，捕获的碳提高。在一些实施方案中，碳是大气碳。

[0214] 在一些实施方案中，从植物分泌的碳水化合物是糖。在另一些实施方案中，糖是葡

萄糖、果糖和/或阿拉伯糖。

[0215] 用途

[0216] 在一些方面中，本发明提供了经遗传修饰的微生物在农业中的用途，其中所述微

生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

[0217] 在另一个方面中，本发明提供了经遗传修饰的微生物用于提高植物根周围保水性

的用途，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白

质。

[0218] 在另一个方面中，本发明提供了经遗传修饰的微生物在碳捕获中的用途，其中所

述微生物经遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中所
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述碳被微生物转化成纤维素。

[0219] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物是根据本发明的微生物、本发明的分离的

经遗传改造微生物、本发明的经遗传改造微生物的群体、或本发明的组合物。

[0220] 在一些实施方案中，经遗传改造微生物选自细菌细胞、真菌细胞或藻类细胞。在一

些实施方案中，经遗传改造微生物是细菌。在另一些实施方案中，经遗传改造微生物是根相

关细菌。

[0221] 在一些实施方案中，微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或

分泌的蛋白质，其中经遗传修饰的细菌是用包含bcs操纵子的外源核酸进行修饰的，其中

bcs操纵子包含bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因和bcsD基因。在另一些实施方案中，外源核酸

还包含ccpAx基因。在一些实施方案中，外源核酸还包含cmcAx基因、ccpAx基因和bglAx基

因。在另一些实施方案中，基因是异源的。

[0222] 在一些实施方案中，微生物是用一种或更多种异源基因进行遗传修饰的，其中所

述基因选自：bcsA基因、bcsB基因、bcsC基因、bcsD基因、cmcAx基因、ccpAx基因和bglAx基

因。在一些实施方案中，所述基因各自分离自木驹形氏杆菌。在一些实施方案中，经遗传改

造微生物是细菌，任选地是根相关细菌。在一些实施方案中，经遗传改造微生物是促进植物

生长的根际细菌。

[0223] ***

[0224] 在前面的描述中、或在以下编号的实施方案或所附权利要求书中或在附图中公开

的以其特定形式或在用于执行所公开功能的方式或用于获得所公开结果的方法或过程方

面来表示的特征适当时可单独地或以这样的特征的任意组合用于以其不同的形式实现本

发明。

[0225] 虽然已经结合上述示例性实施方案描述了本发明，但是当给出本公开内容时，许

多等同的修改和变化对于本领域技术人员将是显而易见的。因此，以上阐述的本发明的示

例性实施方案被认为是举例说明性的而不是限制性的。在不脱离本发明的精神和范围的情

况下，可对所描述的实施方案进行多种改变。

[0226] 为了避免任何疑问，出于改善读者的理解的目的提供了本文中提供的任何理论说

明。本发明人不希望受到任何这些理论说明的束缚。

[0227] 本文使用的任何章节标题仅用于组织目的，并且不应被解释为限制所描述的主

题。

[0228] 在整个说明书(包括所附的权利要求书)中，除非上下文另有要求，否则词语“包

含”和“包括”以及变化形式将被理解为暗示包含所指出的整体或步骤或者整体或步骤的

组，但是不排除任何其他整体或步骤或者整体或步骤的组。

[0229] 必须注意的是，除非上下文另外明确指出，否则说明书和所附权利要求书中使用

的没有数量词修饰的名词表示一个/种或更多个/种。范围可在本文中表示为从“约”一个特

定值和/或至“约”另一特定值。当表达这样的范围时，另一个实施方案包括从一个特定值

和/或到另一个特定值。类似地，当通过使用在前的“约”将值表示为近似值时，将理解的是，

特定值形成另一个实施方案。与数值相关的术语“约”是任选地，并且意指例如+/‑10％。

[0230] 编号的实施方案

[0231] 1.用于产生纤维素的经遗传改造微生物，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至
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少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

[0232] 2.实施方案1所述的经遗传改造微生物，其中所述纤维素是细菌纤维素。

[0233] 3.实施方案1或实施方案2所述的经遗传改造微生物，其中与参照微生物相比，在

经遗传修饰的微生物中纤维素的产生提高。

[0234] 4.根据前述实施方案中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述经遗传修饰的

微生物是用编码至少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。

[0235] 5.根据前述实施方案中任一项所述的经遗传改造微生物，其中外源核酸包含bcs

操纵子。

[0236] 6.根据实施方案5所述的经遗传改造微生物，其中所述外源核酸还包含以下基因

或操纵子中的至少一种：

[0237] a)cmcAx基因；

[0238] b)ccpAx基因；

[0239] c)bglAx基因；

[0240] d)pgm基因；

[0241] e)galU基因；

[0242] f)cdg操纵子；和/或

[0243] g)dgc基因。

[0244] 7 .根据实施方案5所述的经遗传改造微生物，其中所述外源核酸还包含cmcAx基

因、ccpAx基因和bglAx基因。

[0245] 8 .根据实施方案5至7中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述bcs操纵子、

cmcAx基因、ccpAx基因、bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和/或dgc基因各自分离

自木驹形氏杆菌。

[0246] 9 .根据前述实施方案中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述微生物是细

菌，任选地其中所述微生物是荧光假单胞菌。

[0247] 10.根据前述实施方案中任一项所述的经遗传改造微生物，其中所述纤维素被分

泌到细胞外。

[0248] 11 .根据实施方案10所述的经遗传改造微生物，其中分泌的纤维素在细胞外形成

网络。

[0249] 12.根据实施方案11所述的经遗传改造微生物，其中分泌的纤维素网络提高植物

根周围的保水性。

[0250] 13.根据实施方案12所述的经遗传改造微生物，其中所述植物是谷类植物、玉米植

物、稻植物、小麦植物或大豆植物。

[0251] 14.在微生物中与参照微生物相比提高纤维素产生的方法，其中所述方法包括修

饰所述微生物以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质的步骤。

[0252] 15.根据实施方案14所述的提高纤维素产生的方法，其中所述微生物是用编码至

少一种来自纤维素合酶复合物的蛋白质的外源核酸进行修饰的。

[0253] 16 .载体，其包含含有以下的外源核酸：bcs操纵子，以及cmcAx基因、ccpAx基因、

bglAx基因、pgm基因、galU基因、cdg操纵子和dgc基因中的至少一种。

[0254] 17.产生用于产生纤维素的经遗传改造微生物的方法，其中所述方法包括修饰所
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述微生物以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质的步骤，其包括：

[0255] a)分离微生物；以及

[0256] b)将包含外源核酸的载体引入到所述微生物中，所述外源核酸包含选自包含以下

的组的基因中的至少一种：bcsA基因；bcsB基因；bcsC基因；bcsD基因；cmcAx基因；ccpAx基

因；bglAx基因；pgm基因；galU基因；cdg操纵子；和dgc基因。

[0257] 18.经遗传改造微生物，其可通过实施方案17所述的方法获得。

[0258] 19.分离的经遗传改造微生物，其是根据实施方案1至13或实施方案18中任一项所

述的。

[0259] 20.包含根据实施方案1至13或实施方案18中任一项所述的经遗传改造微生物的

群体。

[0260] 21.包含经遗传改造群体的组合物，所述经遗传改造群体是实施方案20所述的。

[0261] 22.根据实施方案21所述的组合物，其中所述组合物还包含肥料和/或生物肥料。

[0262] 23.提高植物根周围保水性的方法，其包括将经遗传改造微生物施加至植物根周

围的土壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋

白质。

[0263] 24.根据实施方案23所述的方法，其中所述微生物选自：根据实施方案1至13或实

施方案18中任一项所述的经遗传改造微生物、实施方案19所述的分离的经遗传改造微生

物、实施方案20所述的经遗传改造微生物的群体、或者实施方案21或22所述的组合物。

[0264] 25.在农业中降低耗水量的方法，其包括将经遗传改造微生物施加至植物根周围

的土壤，其中所述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白

质。

[0265] 26.根据实施方案25所述的方法，其中所述微生物选自：根据实施方案1至13或实

施方案18中任一项所述的经遗传改造微生物、实施方案19所述的分离的经遗传改造微生

物、实施方案20所述的经遗传改造微生物的群体、或者实施方案21或22所述的组合物。

[0266] 27.植物，其包含：根据实施方案1至13或实施方案18中任一项所述的经遗传改造

微生物、实施方案19所述的分离的经遗传改造微生物、实施方案20所述的经遗传改造微生

物的群体、或者实施方案21或22所述的组合物，其中所述经遗传改造微生物、分离的经遗传

改造微生物或经遗传改造微生物的群体与植物根相关。

[0267] 28.捕获碳的方法，其包括将经遗传改造微生物施加至植物根周围的土壤，其中所

述微生物被遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中所

述碳被微生物转化成纤维素。

[0268] 29.根据实施方案28所述的方法，其中所述经遗传改造微生物是根据实施方案1至

13或实施方案18中任一项所述的微生物、实施方案19所述的分离的经遗传改造微生物、实

施方案20所述的经遗传改造微生物的群体、或者实施方案21或22所述的组合物。

[0269] 30.根据实施方案28或实施方案29所述的方法，其中所述碳被吸收为从植物分泌

的碳水化合物并且所述碳水化合物被所述微生物转化成纤维素。

[0270] 31 .根据实施方案28至30中任一项所述的方法，其中纤维素的产生实现了植物根

周围的保水性提高。

[0271] 32.经遗传修饰的微生物在农业中的用途，其中所述微生物被遗传修饰以过表达
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至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

[0272] 33.经遗传修饰的微生物用于提高植物根周围保水性的用途，其中所述微生物被

遗传修饰以过表达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质。

[0273] 34.经遗传修饰的微生物在碳捕获中的用途，其中所述微生物被遗传修饰以过表

达至少一种参与纤维素合成和/或分泌的蛋白质，并且其中所述碳被所述微生物转化成纤

维素。

[0274] 实施例

[0275] 实施例1‑根相关细菌的改造

[0276] 1.细菌菌株和质粒

[0277] 木驹形氏杆菌DSM  2325将获自DSMZ(Braunschweig，Germany)。一些示例性细菌菌

株和质粒在表1中列出。

[0278] 木驹形氏杆菌是醋酸菌的成员，醋酸菌是在发酵期间产生乙酸的一组革兰氏阴性

需氧菌。木驹形氏杆菌在也产生纤维素的组中是不常见的。

[0279] 2.基因操作

[0280] 出于遗传操作的目的，将使用大肠杆菌(E.coli)TOP10细胞。大肠杆菌细胞将在卢

里亚‑贝尔塔尼(Luria‑Bertani，LB)培养基(Invitrogen，Carlsbad，CA)中在37℃下在

225rpm的轨道摇动下培养。当质粒维持需要时，LB将补充有抗生素(50μg/ml氨苄青霉素)。

所有DNA操作均将根据标准方案(Sambrook，J.，2001)进行。

[0281] 荧光假单胞菌菌株SBW25(Rainey  and  Bailey，1996)将用作宿主以进行细菌生物

合成纤维素机器的插入。如前所述(Rainey  and  Bailey，1996)和由(BAILEY  et  al.，1995)

所示的方法，将选择SBW25的6.6‑Mbp染色体上的非必要基因座‑6‑。在‑6‑基因座(约200bp)

侧翼的两个片段将通过用荧光假单胞菌基因组DNA进行PCR来扩增；基因组DNA将使用来自

Promega(Madison，WI)的基因组DNA提取试剂盒来制备。上游和下游侧翼片段将通过PCR来

扩增。来自木驹形氏杆菌(Jang  et  al.，2019)的‑6‑基因座的上游和下游区域、bcs操纵子、

pgm(磷酸葡糖变位酶)、galU(UTP‑葡萄糖‑1‑磷酸)、cdg操纵子和dgc独立基因(表2)将使用

In‑fusion  HD克隆试剂盒(Clontech  Laboratories，Inc.，MountainView，CA)在EcoRI限制

性酶切位点处与pEX18Ap载体连接，产生pEX‑bcs载体。该质粒将转化到大肠杆菌TOP10细胞

中，用于扩增和鉴定经修饰的pEX‑bcs质粒。随后通过电穿孔将纯化的质粒引入到荧光假单

胞菌上的‑6‑基因座染色体位点中，用于表达bcs细菌生物合成纤维素机器。

[0282] 3.经改造菌株的生长条件

[0283] 以下条件将用于视觉验证荧光假单胞菌中成功的细菌生物合成纤维素机器表达。

在此之后，温室和田间试验将用于优化模型系统中纤维素的产生。营养肉汤培养基将用于

使用包含以下的烧瓶的所有纤维素合成产生实验：3.0g/L肉提取物、10.0g/L蛋白胨(酪蛋

白的酶消化物)、5.0g/L氯化钠、pH  7。细胞将在静态条件下在30℃下孵育5天。培养基将补

充有多种碳水化合物以用于优化。可进行该方案的常规实验优化，以根据特定的田间条件

调整用于最佳结果的特定参数。

[0284] 表1.细菌物种和质粒的描述。
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[0285]

[0286]

[0287] 表2.在用于在荧光假单胞菌中进行遗传修饰的木驹形氏杆菌中用于生物合成纤

维素合成产生所必需的基因的描述。

[0288]

[0289] 实施例2‑经遗传修饰的细菌的应用
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[0290] 经遗传修饰的细菌将在包含营养源的可生物降解微珠(微球)中递送，该营养源将

在目前市售的生物肥料中补充。

[0291] 在该实施例中，使用藻酸盐微珠描述了用本发明的经遗传修饰的细菌接种植物

(或种子)的方法。这些藻酸盐微珠包封细菌并保护它们免受环境压力，并当土壤微生物降

解聚合物时将它们逐渐释放到土壤中。原料海带大藻(kelp  ma croa lga) (巨藻

(Macrocystis  pyrifera))是太平洋中极丰富的可再生海洋资源。

[0292] 1.微珠形成

[0293] 可使用如Bashan  et  al.2002中所述的装置或任何其他合适的装置来产生微珠。

通常，产生的微珠直径为约100至200μm。如上所述培养本发明的细菌，并随后将细菌悬液与

2％的藻酸钠(CICIMAR，LaPaz，Mexico)混合，任选地，也可将不含Ca的脱脂乳添加至藻酸

盐‑细菌悬液以产生更可生物降解的珠。随后使用商用空气压缩机将该悬液加压至10至

15psi。随后迫使细菌悬液通过222μm直径的毛细管出口，这将产生细的微滴喷雾。随后将使

用以40rpm旋转的包含0.1M  CaCl2以使微珠固化的不锈钢烧瓶收集雾气。随后将允许微珠

在CaCl2溶液中固化30分钟。随后从CaCl2溶液中提取湿微珠，并随后在无菌条件下在500ml

盐水溶液(0.85％(w/v)NaCl)中清洗四次。任选地，可将微珠转移到细菌培养基中(在生长

条件下)以允许细菌繁殖。随后通过使用Whatman滤纸过滤来将微珠从悬液中分离，并用

500ml盐水溶液清洗三次。

[0294] 2.干燥程序

[0295] 任选地，可在将微珠施加至土壤、植物根和/或种子之前将它们干燥。在该干燥方

法中，可将10g微珠作为薄层放置在陪替氏培养皿(Petri  dish)中的滤纸上，并在38±1℃

下干燥48小时。随后可将干微珠收集在具有硅胶的密封容器中，直至其被使用。或者，可通

过标准冻干来制备干微珠。

[0296] 随后将包含经遗传修饰的根相关细菌的湿和/或干微珠施加至土壤、植物根和/或

种子。

[0297] 实施例3‑根相关细菌的改造

[0298] 1.细菌菌株和质粒

[0299] 该方法将使用木驹形氏杆菌CGMCC  2955菌株以及微型CTX1载体和pFLP2切除载体

来除去不需要的序列。

[0300] 2.基因操作

[0301] 与之前一样，出于遗传操作的目的，将使用大肠杆菌TOP10细胞。大肠杆菌细胞将

在卢里亚‑贝尔塔尼(LB)培养基(Invitrogen，Carlsbad，CA)中在37℃下在225rpm的轨道摇

动下培养。当质粒维持需要时，LB将补充有抗生素(50μg/ml氨苄青霉素)。所有DNA操作均将

根据标准方案(Sambrook，J.，2001)进行。

[0302] 假单胞菌菌株CHA0、F113、FW300  N2E2和Pf‑5将用作宿主以进行细菌生物合成纤

维素机器的插入。这些菌株基因组中的靶插入位点是attB位点(SEQ  ID  NO  1：

TGAGTTCGAATCTCACCGCCTCCGCCATAT)。将使用微型CTX1载体和pFLP2(Flp重组酶)载体插入

纤维素合成基因(cmcAx、ccpAx、BcsA、BcsA、BcsC、BcsD、BglAx)。在该实施例中，还将插入

GFP作为报道基因，这可在图3中看到。也可将群体感应操纵子添加至假单胞菌菌株，以调节

控制纤维素合酶基因表达的启动子(参见图4)。群体感应操纵子，例如PhzI/PhzR操纵子，将
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在组成型启动子的控制下。

[0303] 3.方法

[0304] 缀合

[0305] 将接受体假单胞菌菌株以及大肠杆菌供体和辅助菌株在3ml  LB(当适当时具有抗

生素)中在37℃下滚动(rolling)培养约8小时。将1毫升的每种培养物在微量离心管中在8,

000×g下离心2分钟。吸出培养上清液，将细胞沉淀重悬于1ml  LB中，并将细胞悬液离心。重

复进行吸出、重悬和离心。吸出上清液，并将细胞沉淀重悬于35μl  LB中。将细胞悬液点在LB

琼脂上并在37℃下孵育过夜。将细胞刮下并重悬于LB中并连续稀释10倍，并将100μl的每种

稀释液铺展在具有抗生素(庆大霉素或四环素)的Vogel‑Bonner基本培养基(VBMM；10mM柠

檬酸三钠、9.5mM柠檬酸、57mM磷酸氢二钾、17mM磷酸铵钠(sodium  ammonium  phosphate)、

1mM硫酸镁、0.1mM氯化钙，pH  7.0)琼脂上并在37℃下孵育过夜。通过PCR使用寡核苷酸引物

来确认miniTn7的染色体整合。

[0306] 电穿孔

[0307] 接受体假单胞菌菌株将在37℃下一式两份地在3ml  LB中滚动培养约8小时。随后

将两个3‑ml培养物合并并分配到四个微量离心管中。将培养物在8,000×g下离心2分钟。随

后将各细胞沉淀重悬于1ml  300mM蔗糖中并离心两次。随后将四个细胞沉淀重悬并合并在

总共300μl的300mM蔗糖中。将100微升的各悬液转移到1‑mm间隙宽度的电穿孔比色皿中。将

100纳克的pFLP2质粒添加至各悬液。在Eppendorf电穿孔仪2510中以1,800V电穿孔细胞。每

次电穿孔添加900微升LB。随后将回收的培养物在37℃下滚动孵育1小时。培养物可连续稀

释10倍，铺展在具有抗生素(羧苄青霉素)的LB琼脂上，并在37℃下孵育过夜。

[0308] 通过Flp‑FRT重组切除抗生素抗性盒

[0309] 用pFLP2质粒电穿孔包含侧翼是FRT重组位点的染色体庆大霉素抗性盒的接受体

假单胞菌菌株。将转化体在具有羧苄青霉素的LB上以及在具有庆大霉素的LB上划线，以筛

选通过Flp重组对庆大霉素抗性盒的切除。将庆大霉素敏感性转化体从具有羧苄青霉素的

LB划线到具有5％蔗糖的LB。具有pFLP2质粒的菌株是蔗糖敏感性的，而丢失该质粒的菌株

是蔗糖抗性的。将蔗糖抗性克隆在LB、具有庆大霉素的LB和具有羧苄青霉素的LB上划线，以

确认庆大霉素抗性盒的切除和pFLP2质粒的丢失二者。

[0310] 实施例4‑经遗传修饰的荧光假单胞菌的试验方案

[0311] 1.实验设计

[0312] 使用种子在24个细胞模块托盘中培育玉蜀黍植物(品种Pioneer  P7892)，并且随

后在3至4叶阶段将类似尺寸的植物移植到包含等同重量的以相同体积密度堆积的市售沙

壤土的约10L盆中。用九种接种物处理中的一种接种盆(表3)。对照接种物将由使用相等培

养体积的模拟接种物或其他缺乏细菌的培养基组成。

[0313] 针对每种接种物处理将使用五个盆重复。这些将在温室长凳上的随机区组

(block)设计中布置在五个区组中(九种处理中的每一种在每个区组中展示)，以允许通过

方差分析(ANOVA)进行数据分析。在温室控制系统中捕获环境数据(温度、相对湿度、太阳辐

射、设定点)。

[0314] 盆将根据以下两种处理每天手工浇水，并且一旦其达到8至10片叶，或当盆中可用

的营养物明显耗尽时开始，每周两次供给霍格兰溶液(Hoagland’s  solution)。饲料溶液将
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替代给予的灌溉处理以达到田间持水量(field  capacity)，并且所有处理的饲料体积将相

同，用水加满至田间持水量。害虫和疾病可用适当的杀真菌剂和杀虫剂来控制。

[0315] 为了确定预期的土壤持水能力提高是否将导致植物生长的提高，试验将在模拟雨

养(rain‑fed)环境中的有限水供应的条件下进行。除非水是有限的，否则提高的持水能力

将不影响植物生长，因此将“充分浇水”的对照处理与限水处理进行比较：

[0316] 1 .每天充分浇水。每天或每隔一天给植物浇水至田间持水量，使得水不成为生长

的限制。当水不受限制时，通过提高土壤持水能力的机制，预期接种物没有产生影响。可观

察到通过其他机制的影响。

[0317] 2.在田间持水量与限制生长的土壤水分亏缺之间循环。在植物完全长势良好，显

示出在移植之后长出另外2至3片叶之后，给它们浇水至田间持水量，并随后允许通过蒸腾

失水使其干燥直至对照植物显示出水分亏缺的迹象(与充分浇水的植物相比萎蔫、卷叶、气

孔导度降低)。随后将它们浇水回到田间持水量，并重复该循环。具有较大持水能力的盆将

在可用水耗竭之前维持较长时间的生长，并因此预期其具有较长的不受限制的生长时间

(注意，提高的生长速率也将提高蒸腾作用，因此最终提高的生长将平衡提高的持水能力)。

[0318] 盆将以30cm的间距在1m宽的长凳上以排列成两排的方式间隔排列。温室隔室将在

昼/夜加热至25℃/20℃，并且将通过高压钠灯在16/8小时昼/夜循环中提供补充照明。玉蜀

黍在25℃时具有最佳生长(21℃至27℃广泛最佳)。

[0319] 除了“无假单胞菌”处理将使用10个重复(因为所有线将与该基线进行比较)之外，

对于所有处理均将使用五个重复盆。将进行两次灌溉处理。

[0320] 总盆数＝[(5个重复×8个接种物)+(10个重复×1个接种物)]×2次处理＝100

[0321] 长凳面积＝1×6m2和1×9m2(30cm×100，1m宽长凳上的两排，分成两个包含2或3个

“区组”的长凳)。防护植物将安置在每排的末端(共8株植物)以降低边缘效应。

[0322] 表3：接种物处理

[0323]

[0324]
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[0325] 2.测量

[0326] 持水能力：

[0327] 持水能力将使用漏斗技术来测量，其中将来自盆的土壤和根浸渍以将土壤和根混

合，取样以估计重量含水量(在干燥之前和之后称重)，并随后装入漏斗中。添加水至漏斗的

顶部，并根据施加的和通过漏斗排出的水的质量记录保留的水的量。这是允许计算田间持

水量(在自由排水之后保持的水)与经烘干土壤之间的总持水能力的快速方法。这种方法包

括永久萎蔫点与烘干之间的水，这种水被认为与土壤结合太紧而无法用于植物。或者，可计

算水分释放曲线，其是针对重量含水量(g  g‑1)的土壤水势(以兆帕MPa计)的图。后一种方法

允许计算在田间持水量(‑0.01MPa)与永久萎蔫点(‑1.4MPa土壤水势)的土壤之间保持的重

量水，即仅植物可用的水。每盆一次测量＝100。

[0328] 通过使用与不同量的购自Fisher  Scientific的纤维素粉末混合的土壤，将验证

漏斗法对土壤纤维素含量的响应。约20次测量。

[0329] 根际的微生物定殖：

[0330] 来自水容量实验的约10g浸渍土壤/根样品(收获时每盆一个样品)将与水或缓冲

溶液混合，并随后进行过滤。将系列稀释液平板接种到适当的选择性培养基上，并随后在25

℃下孵育48小时。将计数菌落形成单位(colony  forming  unit，cfu)并计算cfu  ml‑1。阳性

对照将由提取(在盆接种时完成)之前立即施加至未经接种土壤的样品的接种物组成。

[0331] 每个处理三个重复和三个系列稀释加对照＝(3个重复×9个接种物×2次灌溉处

理×3个稀释)+(8个对照接种物×3个重复×3个稀释)＝162+72＝234个板。

[0332] 土壤碳含量：

[0333] 收获(在浸渍土壤/根以用于水容量实验之前)时从根际采集约20g土壤样品，并通

过以2mm筛分除去任何根碎片。在盐酸处理以除去碳酸盐之后，将通过元素分析仪测量总有

机碳(total  organic  carbon，TOC)。

[0334] 每盆一个样品＝100个样品。还将对与纤维素混合的土壤(在水容量实验中产生)

＝20个样品进行阳性对照分析。

[0335] 植物健康：

[0336] a)在植物生长期间，将使用由农学实践定义的方法，以每周间隔测量植物高度和

叶数。

[0337] 简言之，高度将被定义为“从土壤表面至尖端朝下的顶叶的拱形最高点”。叶数将

使用以下三种快速方法记录：

[0338] 1.从轮生体(whorl)中出现的叶尖的数目。

[0339] 2.从最低的叶开始并到最后一片拱起(叶尖朝下)的叶结束的叶的数目。

[0340] 3.有可见珠托(collar)的叶(即从轮生体中出现的叶)的数目。

[0341] b)使用叶绿素仪(CCM‑200)以每周间隔在用标准曲线(丙酮提取和分光光度计)进

行验证的标准叶(例如最上面的拱形叶，每片叶两个读数)上测量叶绿素含量。3周×200次

测量＝600。

[0342] c)在植物收获时，将所有地上物质切碎、装袋并在80℃下干燥直至完全干燥。将记

录每株植物的干重(100次测量)。

[0343] 也可使用标准技术测量植物矿物质含量。
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