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微生物菌种改良的新方法新策略 

赵文婷, 邹懿, 胡昌华 
西南大学药学院 现代生物医药研究所, 重庆 400716 

摘  要: 自然分离得到的原始菌种远不能达到工业生产要求, 通过菌种改良获得高产菌种是有效的手段。传统方法虽然

无需了解过多遗传背景就能取得成效, 但往往耗时费力。随着 DNA 重组技术、原生质体融合、组学研究的应用日益广

泛, 微生物菌种改良的新方法和新策略诸如代谢工程、基因组改组和系统生物技术、核糖体工程、表观遗传修饰等逐步

发展起来。以下综述了近年来菌种改良相关领域方法和策略特别是首次报道的表观遗传修饰的最新进展。 
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Abstract: Improvement of the productivity of industrial strains is an important field in micro-biology, because wild-type strains 
isolated from nature usually produce only a low level of antibiotics. Although random screening and simple rational screening are 
still effective without using genomic information, they are always time- and labor-consuming. With the broad application of 
recombinant DNA technology, protoplast fusion and X-omics, novel methods and strategies such as metabolic engineering, genome 
shuffling, system biology and system biotechnology, ribosome engineering, epigenetic modification are being exploited for the 
industry microbiology. In this review, we will focus on the progress of these novel methods and strategies for strain improvement in 
recent years. 
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青霉素和链霉素的相继发现, 开启了现代微生

物药学的大门。微生物产生的生物活性物质(比如: 抗

生素、维生素、氨基酸、酶等)渗透了人们的生活, 并

在医药、食品和化工工业中有着不可取代的地位[1]。

但是, 由于刚从自然界分离得到的原始菌株代谢产物

产量往往很低, 远不能满足生产需要, 所以, 通过菌

种改良手段筛选高产菌种, 从而降低生产成本的工作

就显得尤为重要[2]。早期的菌种改良思路主要集中于

随机筛选和简单的理性筛选, 利用这些传统方法进行

菌种改良也取得了许多成功, 例如: 最初的青霉素生

产菌产黄青霉(Penicillium chrysogenum NRRL 1951)的

产量为 60 mg/L, 经过多年的传统选育, 如今的生产菌

种产量已到达 70 g/L[3]。但是, 传统方法耗时、费力、

工作量大以及诱变结果不具定向性的缺点随着时间推

移也逐渐暴露出来[4]。 

随着 DNA重组技术、原生质体融合和组学研究
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的应用日益广泛, 菌种改良的新方法和新策略如雨

后春笋, 层出不穷。如今, 对于那些生化途径清晰的

菌株, 通过代谢工程策略可以更容易地选择菌种改

良靶点; 而对那些生化代谢途径不清楚的菌株, 也

可以直接通过基因组改组(Genome shuffling)、系统

生物技术、核糖体工程和表观遗传修饰等手段进行

遗传选育, 从而获得理想突变表型。新方法和新策

略的出现, 使得微生物菌种选育的工作更具定向性

和正突变性 , 为构造高产菌种提供了更广阔的空

间。以下就近年来菌种改良相关领域的最新方法和

策略的进展做简要综述。 

1  代谢工程  

代谢工程是使用现代基因工程技术对产生菌细

胞进行定向改造的优化手段。以了解相关代谢产物

的生化反应途径为重点, 应用多种不同的代谢分析

手段确定生物合成的“瓶颈”, 集中于细胞代谢流的

控制, 比如: 调整参与目的抗生素合成的前体化合物

的代谢通路, 以提高目的代谢物的产量或产率; 最小

限度地限制流向副产物的代谢流, 排除某些不需要的

副产物的合成; 使微生物合成新的代谢产物等。 

应用代谢工程进行微生物的遗传育种主要体现

在提高途径限制酶的活力、对全局性调控基因或整

个基因簇的操作、增强菌种代谢产物的耐受性及其

生物合成途径的异源表达[4]。以氨基酸和有机酸的

代谢工程育种研究为例, Lutke-Eversloh 等[5]研究发

现 , 单独高表达 L-Try 生物合成莽草酸途径中的

ydiB 或 arok基因, E.coli 生产 L-Try的水平并不会

提高, 但共表达这 2 个基因时, L-Try 产量则提高了

45%, 以此确定了 L-Try生物合成的代谢节点, 便于

进行分子育种改良。除此而外, 1, 3-丙二醇、乙醇、

维生素以及次级代谢产物诸如萜类化合物和聚酮类

化合物等的代谢工程育种也取得了很大进展[4]。代

谢工程育种的控制分析, 不再拘泥于单个途径或限

制条件的分析, 而在于全局性地考察细胞代谢流的

走向, 为微生物的遗传操作提供“刚性与柔性”节点

比较, 比传统的理性筛选更具有定向性[6]。 

2  基因组改组  

基因组改组(Genome shuffling)技术是结合传统

菌种改良技术与细胞融合技术发展的一种新兴菌种

改良手段, 它主要是指将传统育种得到的具有不同
表型的菌株进行全基因重组, 从而使得这些菌株的
优良性状能集于一身。Zhang 等 [7]在弗氏链霉菌

(Streptomyces fradiae)的菌种改良研究中, 以自然筛
选得到的野生菌株 SF1为出发菌株进行一轮NTG诱
变以后, 将得到的 11个产量较 SF1有提高的突变株
进行一轮 Genome shuffling, 产生的新菌株产生泰乐
菌素的产量就可以达到需 20 轮传统诱变才能达到
的水平。 Xu 等 [8]将原始链霉菌 (Streptomyces 
pristinaespiralis)进行 4 轮递归原生质体融合, 使原
始霉素的产量提高了 45.9%。除了在提高次级代谢
产物方面的应用以外, Genome shuffling在增加微生
物对环境因子的耐受性以提高微生物初级代谢物产

量方面也功不可没。乳酸杆菌(lactobacillus spp.)对
酸的耐受性一直是其发酵生产的限制因素, Patnaik
等 [9]以乳酸杆菌的野生型菌株为出发菌株, 用传统
诱变手段分别得到对酸耐受性增加的 pop1 和 pop2
菌株, 将 pop1 和 pop2 进行五轮递归原生质体融合
以后, 突变株 F5与野生型相比, 对酸的耐受性增加, 
产生乳酸的能力也提高了 3倍。另外, 链霉菌 U-121
菌株经过 3轮Genome shuffling, (2S,3R)-羟基柠檬酸
产量也得到大大提高。Dai 等 [10]利用 Genome 
shuffling 成功提高了 Sphingobium chlorophenolicum 
ATCC 39723 对杀虫剂五氯苯酚(PCP)的耐受性, 从
而增加了它对 PCP 的降解能力。近年来, 随着该技
术研究的深入, Genome shuffling对于真菌的菌种改
良方面也取得了突破性的进展 , Zhao 等 [11]利用

Genome shuffling 使树状多节孢菌 (Nodulisporium  
sylviform)生产紫杉醇的能力比野生型高出 64.41%。 

3  系统生物技术 

近年来, 随着组学(基因组、蛋白质组、代谢组

等)和高通量筛选技术的蓬勃发展, 探索细胞内复杂

的次级代谢调控网络逐渐成为可能。通过系统生物

技术将获得的相关组学数据整合, 通过计算机建模

和预测, 从而确定相关的遗传操作靶点, 使微生物

的遗传育种更具定向性。 

传统的系统生物技术应用于微生物遗传改造主要

集中于单一的组学分析, 比如通过芯片技术分析泰乐

菌素高产菌株的基因组表达情况发现, aco和 icmA基
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因的转录水平较野生型菌株有很大提高, 增加这 2 个

基因的拷贝数能为泰乐菌素的生产提供更多的脂肪酸

前 体 [12]; 提 高 谷 氨 酸 棒 杆 菌 (Corynebacterium 

glutmicum)中 2 个新的遗传操作点 NCg1-0855(假想的

甲基转移酶基因)和外显子 amtA-ocd-soxA(编码氨盐

利用基因 )的转录表达水平 , 可提高 L-Lys 产量

40%[13]。高产人瘦素重组大肠杆菌蛋白质组学研究

表明, 丝氨酸生物合成途径中的酶系负调控瘦素的

生产, 下调半胱氨酸合成酶编码基因 cysK 的表达, 

细胞生长和瘦素的产量分别提高了 2 倍和 4 倍[14]。

除此而外 , 通过组学分析描绘了天蓝色链霉菌

(Streptomyces coelicolor)中初级代谢与次级代谢的

紧密关系, 发现关键途径中蛋白质转录后修饰方式

可能也涉及代谢的调控[15]。 

细胞内 mRNA、蛋白质、代谢流的变化不是孤

立存在而是相互联系的, 单一的组学分析不利于理

解细胞生理和调控代谢, 也不利于微生物遗传选育

操作点的选择, 因此整合各种组学进行组学间的多

元分析显得异常重要。Askenazi 等[16]构建涉及洛伐

他汀生物合成基因表达的菌株文库, 通过整合转录

组和代谢组数据, 用统计学相关的分析确定影响洛

伐他丁生物合成的关键因素, 进而鉴定出靶基因并

对其进行调控, 使得洛伐他丁的产量提高 50%。除

此之外 , 应用组学间结合分析进行 L-Thr[17]和

L-Lys[18]的菌种选育也取得了巨大成功。 

4  核糖体工程 

微生物在恶劣的环境下, 比如: 碳源、氮源或者

磷酸盐营养突然匮乏时, 自身的 rRNA以及 tRNA合

成受到限制, 从而导致蛋白合成水平降低, 启动抗

生素等次级代谢产物的合成, 这种应答机制被称作

应急反应[19]。通过研究发现, 小分子化合物四磷酸

鸟苷(ppGpp)是导致微生物出现应急反应中的主要

响应因子 , 它能直接作用于 RNA 聚合酶 , 调节

tRNA 和 mRNA 合成水平[20]。实验表明, 作用位点

与 ppGpp邻近的抗生素利福平以及作用位点在核糖

体上的抗生素(链霉素、庆大霉素、巴龙霉素、硫链

丝菌肽)等, 都能模拟 ppGpp 的作用, 使微生物产生

类似应急反应的现象, 从而使得菌株相关代谢产物

产量增加或者产生新型化合物, 基于这些发现, Ochi

等提出了核糖体工程育种技术的概念[19]。该技术主

要通过单独和组合选择对微生物进行抗性突变, 如: 

天蓝色链霉菌中 , 通过筛选链霉素的抗性突变株 , 

能得到放线紫红素产量为野生型 5倍和 10倍的突变

株[21]; 组合链霉素、庆大霉素和利福平对其进行抗

性突变, 能使其产放线紫红素高达野生型的 48倍[22], 

通过组合 8 种抗性筛选到的菌株, 产量比野生型提

高了 160 倍[23]。除了次级代谢产物合成以外, 核糖

体工程技术对酶的高产和提高恶臭假单胞菌

(Pseudomonas putida)对芳香化合物的耐受性也有成

功的报道[24,25]。有报道表明, 抗生素耐受株在生长末

期比野生型菌株具有更高的蛋白质合成水平, 其中

次级代谢生物合成途径特异性蛋白(如: actⅡ-ORF4)

的高表达是抗生素高产的关键[22,23]。在前期工作中, 

作者运用核糖体工程技术对肽类抗生素产生菌株进

行选育, 已经取得一定成效。其中, 利用链霉素和利

福平筛选得到的抗性突变株, 产量比原始菌株提高

2~3 倍, 菌种形态和颜色的变化与肽类抗生素的生

产有一定联系。对于该技术使肽类抗生素高产的相

关分子机制的研究正在进行中。Fabrizio等[26]运用该

技术也成功提高了肽类抗生素 GE2270 的产量。目

前, 核糖体工程的应用范围主要集中在原核生物尤

其是放线菌中, 至于真菌中是否也存在应急反应对抗

生素合成的类似调控机制, 以及是否能运用核糖体工

程进行真菌的菌种选育, 值得深入探讨和考证。 

5  表观遗传修饰 

上述的微生物遗传育种的新方法与新策略主要

集中于提高已知目的代谢物的产量, 其实寻找新结

构的代谢产物也是微生物遗传育种的重要方面。近

年来, 由于真菌具有强大的生物酶系和代谢系统的

特殊性等特点, 其产生的一系列新颖的化学小分子

实体引起了广泛微生物药学家的重视[27]。通过“基因

组挖掘”技术研究发现, 真菌基因组中存在广泛的次

级代谢生物合成途径, 但由于实验室条件对于菌株

的“驯化”, 大量潜在的生物合成基因簇仍处于沉默

状态 , 菌株实际产生的次级代谢产物远远低于预 

期[28]。虽然通过改变培养条件或分子操作手段能适

当激活一些沉默基因的表达, 但是操作基因的未知

性以及异源宿主的兼容性等原因依然成为限制的主

要因素[29,30]。因此, 寻找一种能有效激活真菌沉默的

次级代谢生物合成基因的遗传育种方法迫在眉睫。 



804    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 June 25, 2009  Vol.25  No.6 

  

Journals.im.ac.cn 

研究发现 , 沉默基因簇一般呈异染色质状态 , 

位于基因组的端粒附近, 其结构基因受表观遗传机

制调控, 如: 组蛋白的(去)乙酰化和 DNA 的(去)甲

基化。2007年, Keller等[31]研究发现, 组蛋白去乙酰

化酶基因缺失的构巢曲霉(Aspergillus nidulans), 其

产生杂色曲霉素和青霉素的生物合成基因簇的转录

水平大大提高, 代谢产物发生明显改变。除此而外, 

在 赤 星 病 菌 (Alternaria alternata) 和 扩 展 青 霉

(Penicillium expansuma)中, 抑制组蛋白去乙酰化酶

活力能使代谢产物谱增加。这是在世界范围内首次

报道利用表观遗传学机制调控微生物次级代谢产物

合成。由此提示, 表观遗传学可能在激活沉默的次

级代谢生物合成基因方面扮演重要角色。2008 年, 

Williams 等[32]采用表观遗传学试剂对真菌进行遗传

选育, 包括曲霉属、青霉属、担子菌等在内的 12种

真菌都产生了一定的新代谢产物, 其中一些菌种的

已知代谢产物的产量也得到了提高。 2009 年 , 

Henrikson 等[33]利用组蛋白去乙酰化试剂作用黑曲

霉 (Aspergillus niger), 筛选得到了全新的化合物

nygerone A, 该化合物与 microspaerones属于同一家

族, 为黑曲霉中首次报道产生。这一系列研究结果

表明, 利用表观遗传学方法对真菌的基因表达调控

方式进行调控 , 是一种激活沉默生物合成基因簇 , 

寻找新型小分子化合物的有效手段, 不仅能对真菌

产生新型化合物的潜力进行深度挖掘, 更能为整个

微生物遗传育种带来巨大革新。 

6  结语与展望 

在过去的 50年中, 全新结构的抗菌活性化合物

只有利奈唑酮、达托霉素和平板霉素得到开发[34]。

随着次级代谢产物生物合成基因簇研究的迅猛发展, 

在此基础上通过基因分析, 寻找结构新颖、作用靶

点独特的新型化合物已成为微生物药学的研究热 

点 [33]。微生物遗传育种的新方法和新策略的出现 , 

特别是系统生物学技术、核糖体工程、表观遗传学

等手段不但能提高生物活性物质的产量, 而且也使

得微生物产生新型次级代谢产物的潜力得到充分展

示。随着这些新方法应用领域的拓广, 技术路线日

益成熟 , 可以预见工业微生物发展史上又一次   

飞跃。 
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安捷伦举行 Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪新产品发布会暨技术讲座 
 

2009年 5月 25日, 安捷伦科技有限公司在北京新世纪日航酒店隆重举行了 Agilent 1290 Infinity液相色谱仪新产品
发布会暨技术讲座。在新品发布会上, 安捷伦科技有限公司生命科学与化学分析事业部大中华区总经理牟一萍女士同与
会媒体和嘉宾分享了安捷伦在液相色谱领域的发展历史及近几年的成果, 并介绍了安捷伦科技有限公司在金融危机严
峻环境下, 积极应对危机影响, 优化运行模式, 专注市场发展, 坚持加快推出新产品并不断扩充产品线的发展战略, 在
全球经济衰退的冲击下反而创造了逆市飘红的骄人佳绩。 

全新 Agilent 1290 Infinity液相色谱的推出, 将以革新性的新技术带来单位时间内更强的分离度、更高的灵敏度和
更大的灵活性, 帮助广大色谱爱好者应对 LC、UHPLC 和 LC/MS 分析中的挑战。此次新产品发布会, 是安捷伦公司在
长沙全国色谱会上举行预发布后 1290 Infinity 液相色谱仪的首次亮相, 为充满期待的广大国内用户提供了与此款仪器
全方位接触的契机。 

 如需了解有关 Agilent Infinity 1290 LC的更多信息，欢迎访问：  
www.agilent.com/chem/infinity 
www.agilent.com/chem/infinity.cn 


