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本期主编导读主题：碱基编辑、脑细胞芯片、超高通量筛选、微量磷酸

化蛋白质富集等技术方法，以及疫苗抗体、多肽药物、治疗用酶、生物材料、

生物合成等领域的新进展。 
 
 

1  技术方法 

以 CRISPR/Cas9 基因编辑系统为代表的基因

组编辑技术可以显著提高基因敲除及定点修饰的

效率。传统的 CRISPR/Cas9 技术通过在靶点处产

生 DNA 双链断裂，诱发细胞内的同源重组和非

同源末端连接修复途径，进而实现对基因组 DNA

的定点敲除、替换、插入等修饰。然而，由 DNA

双链断裂引发的 DNA 修复很难实现高效稳定的

单碱基突变。为了实现对单一碱基的编辑，可将

Cas9 蛋白与胞嘧啶脱氨酶组成融合蛋白。当融合

蛋白在引导 RNA 的引导下靶向基因组 DNA 时，

胞嘧啶脱氨酶可结合到由 Cas9 蛋白、引导 RNA

及基因组 DNA 形成的 R 环区的局部单链 DNA

处，将该局部单链 DNA 上一定范围内的胞嘧啶 

(C) 脱氨变成尿嘧啶 (U)，进而通过 DNA 复制或修

复，将 U 转变为胸腺嘧啶 (T)，最终将 C-G 碱基对

替换为 T-A 碱基对。徐鑫等作者[1] (2307-2321 页) 

对胞嘧啶碱基编辑器、腺嘌呤碱基编辑器的基本

原理、技术迭代、问题挑战进行了详细的综述。

除了这两个可实现碱基转换的编辑器之外，最近

还 出 现 了 能 够 实 现 碱 基 颠 换 的 先 导 编 辑 器 

(Prime editor)，也值得读者关注。 

药物毒性与效能研究经常需要使用脑原代细

胞，来体现药物对脑神经系统的影响。脑原代细

胞的培养已经从二维模式发展到了三维模式。为了

提高培养的通量，赵晨羽等作者[2] (2543-2553 页) 

设计了一个三维脑细胞芯片，其结构为：在 96 孔

板上加载一个芯片滤网，滤网上放置由海藻酸钠

和脑细胞混合制备而成的三维脑细胞凝胶颗粒。

加入含有不同浓度目标药物的培养液，脑细胞就

在水凝胶体系中生长。待生长结束后，移去芯片

滤网，即可实现细胞和培养液分离，然后即可检

测培养液中代谢物成分的变化。作者利用这一自

行设计的三维脑细胞芯片，可以很方便地检测农

药的神经毒性，为研究药物毒性和效能提供了一

种高通量的新方式。 

酶的定向进化，其核心是先创造出大量突变

体，然后从中定向筛选出具备理想性状的突变体。

通过定向进化的方式获得酶的突变体，关键在于

提高筛选效率。酶突变体的高通量筛选方法，已

经从平板筛选法和微孔板筛选法，发展到基于流

式细胞仪的荧光激活细胞分选法和基于微流控芯

片、分选设备的液滴微流控分选法。这些超高通

量的筛选方法，可以将筛选通量从每天筛选 1 万

个克隆，提高到每小时筛选 1 000 万个克隆，效

率提高 1 万倍以上。筛选通量提高后，也需要高

效 的 信 号 检 测 技 术 支 撑 。 杨 建 花 等 作 者 [3] 

(2197-2210 页) 总结了高通量筛选和信号检测技

术的最新发展情况，以及在酶和细胞性能改造方

面的应用，对从事酶和细胞改造的研究者都有较

好的参考价值。 

蛋白质磷酸化是生物界最普遍、也是最重要
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的一种蛋白质翻译后修饰，最常见的蛋白质磷酸

化修饰发生在丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸残基上。

其中，酪氨酸磷酸化的蛋白质虽然丰度较低，但

在疾病发生发展过程中发挥着重要作用，因此需

要发展能够富集酪氨酸磷酸化微量样品的新方

法。在细胞内有一个 SH2 结构域，能够特异性识

别磷酸化酪氨酸残基，但天然的 SH2 结构域对酪

氨酸磷酸化位点的亲和力比较低。对天然的 SH2

结构域中磷酸化酪氨酸结合残基进行分子改造所

获得的 SH2 超亲体，其对含酪氨酸磷酸化肽的肽

段的亲和力比天然 SH2 结构域提高了 100 倍以

上。利用这样一个 SH2 超亲体，就可以比较有效

地富集酪氨酸磷酸化肽，并进行后续鉴定。门丽

影等作者[4] (2334-2341 页) 介绍了相关技术原理

和应用，可以为开展酪氨酸磷酸化蛋白质组研究

提供参考。 

2  疫苗和抗体 

细菌类活疫苗活菌计数和相应培养基的质量

检验，需要有一个比较稳定的参考品作为对照物，

以保证检验结果客观公正，对不同地区、不同单

位的检验工作都有参考价值。辛凌翔等作者 [5] 

(2554-2562 页) 研制了一个针对链球菌病活疫苗

计数的猪链球菌弱毒株参考品，解决了链球菌病

活疫苗还没有活菌计数参考品的问题。作者组织

了 3 家不同的单位进行了协作标定，并根据标定

结果为参考品的活菌数赋值。作者的结果还表明，

所制备的猪链球菌弱毒株参考品具有较好的均一

性、运输稳定性、低温稳定性和加速热稳定性，

在真空和–70℃的环境下可保持一年。这是一个很

好的应用研究案例，其研究思路可为其他细菌类

活疫苗参考品的研制提供参考。 

口蹄疫是一种烈性传染病，接种灭活疫苗是

一种主要的预防方式，但存在灭活不彻底的风险，

因此迫切需要开发新型疫苗，其中亚单位疫苗最

受关注。病毒的结构蛋白可以自组装形成病毒样

空心颗粒，这些颗粒含有病毒的特异性抗原表位，

可以用来开发为疫苗。问题在于这些病毒样空心

颗粒在组装时，由于缺乏核酸和蛋白质的相互作

用，构象稳定性较低，导致疫苗抗原的免疫原性

也较低。李璐莹等作者[6] (2435-2442 页) 根据口

蹄疫病毒的三维空间结构，通过将衣壳亚基蛋白

的个别氨基酸突变为疏水性氨基酸，来增强蛋白

质分子间的作用力，获得了热稳定性提高的病毒

样颗粒，为将口蹄疫病毒样颗粒开发为口蹄疫亚

单位疫苗奠定了基础。 

单克隆抗体市场持续高速增长，其中用于免

疫检测分析和疾病早期筛查的单克隆抗体，包括

新冠病毒中和抗体，都可以通过小鼠杂交瘤细胞

来制备。小鼠杂交瘤单克隆抗体的快速制备受到

很多因素的影响。其中，能否快速富集和筛选效

应 B 细胞、提高 B 细胞与骨髓瘤细胞的融合率、

实现目标杂交瘤细胞的快速筛选，是实现快速制

备的技术关键。方水琴等作者[7] (2293-2306 页) 

重点介绍了杂交瘤融合技术、阳性杂交瘤分选技

术方面的研究进展，这两个关键环节的技术进展

对提高制备效率有一定贡献。开发进一步提高杂

交瘤融合率的方法、新的阳性杂交瘤快速筛选技

术和实现单克隆抗体性能的快速评价，是下一步

需要努力的方向。 

3  多肽药物和治疗用酶 

多肽或蛋白类药物如果通过口服给药，在经

过胃肠道时往往容易被降解或变性，难以发挥作

用。乳酸菌由于其安全性，被用来作为蛋白类药

物的递送载体，它们可以定植在肠道细胞表面，
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从而实现药物的黏膜投递。得益于乳酸菌基因组

学和基因表达系统的发展，这一技术探索至今已

有 20 多年的历史，利用的乳酸菌主要包括乳酸乳

球菌、干酪乳杆菌、长双歧杆菌等，从治疗感染

性疾病和肠炎性疾病，发展到治疗糖尿病和癌症，

有不少成功的案例，曾珠[8] (2272-2282 页) 对此

进行了总结。乳酸菌携带蛋白类药物治疗癌症是

一个令人感兴趣的新方向，其可能原理主要包括：

在厌氧环境下抑制肿瘤细胞的生长；降低环境的

氧化程度以减缓肿瘤细胞的增殖等。未来应用需

要考虑几个问题：1) 除了对目标蛋白和乳酸菌的

生物安全性进行测试以外，由于携带外源蛋白的

乳酸菌是基因工程菌，这样的基因工程菌必须失

去在自然环境中的增殖能力，以保证环境的生物

安全；2) 目前在活体水平上，还难以对携带外源

蛋白的乳酸菌在肠道中实际发挥作用的情况进行

监测，需要发展相应的技术和方法。 

酶作为生物催化剂，广泛用于化学品的生物

转化或生物合成。利用酶分解化合物的能力，酶

还可以用于治疗疾病。例如，健康细胞和肿瘤细

胞的生长可能都需要某些必需化合物。其中有些

化合物健康细胞能够自我合成，而肿瘤细胞则需

要从外界摄取。利用这样的差别，就可以寻找能

够分解这些化合物的特定酶，将体液环境中的特

定化合物逐渐分解，从而达到“饿死”肿瘤细胞的

效果。这类酶有 L-天冬酰胺酶、精氨酸酶、精氨

酸脱亚胺酶等。再如，有些消化道不适或疾病是

由于不耐受某些化合物引起的，如亚洲人群常见

的乳糖不耐受症，以及一些用作抗营养因子的低

聚糖不耐受症。乳糖酶和-半乳糖苷酶可以用于

减缓由于乳糖或低聚糖不耐受带来的肠道不适症

状。酶还可以通过其分解作用来清除对机体有害

的物质。例如，利用尿激酶、链激酶来分解纤维

蛋白治疗血栓；利用苯丙氨酸解氨酶降低血液中

的苯丙氨酸浓度来治疗苯丙酮尿症等。周蕊等作

者[9] (2256-2271 页) 比较系统地总结了疾病治疗

和药物制备用酶的进展，这有助于读者了解酶的

工业领域之外的用途。 

食源性感染疾病是人类关注的重要问题。食

源性致病菌一旦形成生物被膜，不仅难以去除，

且容易造成交叉污染，并引起抗药性。除了直接

用于治疗疾病，酶还可以专一性地清除食源性致

病菌形成的生物被膜，从而保障食品安全。酶清

除生物被膜的机制主要有 3 种。一是利用群体感

应抑制酶降解生物被膜中的群体感应信号分子，

如利用内酯酶、酰化酶或氧化还原酶来分解 N-

乙酰高丝氨酸内酯；二是利用二鸟苷酸环化酶或

磷酸二酯酶分解细菌中的第二信使——环二鸟苷

酸，阻断细胞与细胞之间的交流；三是利用胞外

基质水解酶靶向分解生物被膜的胞外基质 (包括

多糖、蛋白质或 DNA)。这些方式还可以进行组

合，从而进一步加速生物被膜的瓦解。吴倩等作

者[10] (2366-2378 页) 对此进行了总结。提高酶的

稳定性以及发展抗生物被膜的材料，是这一领域

未来重要的研究方向。 

4  生物材料 

壳聚糖是甲壳素 N-脱乙酰基的产物，与纤维

素具有相近的化学结构，可以理解为纤维素在 C2

位上的羟基被一个氨基所替代。壳聚糖是天然多

糖中唯一的碱性多糖，其分子结构中的氨基，比

甲壳素分子结构中的乙酰氨基具有更强大的反应

活性，可以进行很多化学修饰反应。因此，与甲

壳素相比，壳聚糖被认为是具有更大应用潜力的
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功能性生物材料。陈彦伶等作者[11] (2322-2333 页) 

总结了壳聚糖及其衍生物在口腔疾病防治中的应

用情况。除了壳聚糖为人熟知的抗菌功能和载药

功能，壳聚糖分子中的氨基能与钙离子结合，减

少钙离子流失，并促进矿化。另一方面，壳聚糖

复合支架材料不仅可以促进新血管形成，还可以

提高成骨潜力。壳聚糖的酰化、羧基化、烷基化

和季铵化等衍生产物，更增加了壳聚糖功能的多

样性，在不同领域都有很大的应用潜力，需要进

行系统的测试和评价。 

最早的组织工程一般采用支架，细胞在支架

中生长定型，然后植入人体，随后支架材料逐步

降解并被人体吸收。这一技术的主要问题是对支

架材料的生物相容性要求较高。细胞片技术是一

种无支架的组织工程技术。细胞先在特殊的培养

基底上生长形成一个片层，然后改变环境条件，

使含有培养基质的细胞片层从培养基底上脱落下

来，就获得了一个可用于组织工程的细胞片。获

取组织工程细胞片的技术关键有两个。一是培养

基底的组成，如何能够让细胞大量增殖并黏附；

二是如何调控细胞片和培养基底的黏附，使细胞

片能够脱落下来。肖福安等作者[12] (2405-2413 页) 

总结了多种环境因素对细胞片制备的影响。例如，

温敏性材料在较高温度下表现出疏水性，在较低

温度下表现出亲水性。因此，可在较高温度下，

利用其疏水性特征实现细胞黏附生长；当切换到

较低温度时，其表现出的亲水性特征就可使细胞

片自然脱附。再如，利用酰胺缩合反应可将亲水

的羧甲基纤维素钠接枝在玻璃片表面，再共价连

接纤连蛋白即可促进细胞黏附生长。当细胞片形

成后，可利用纤维素酶分解羧甲基纤维素钠，从

而分离获得细胞片。利用基底材料对光、离子、

氧化还原、pH、糖浓度不同的敏感性，还可以设

计出不同的材料和策略，来实现细胞片与基底材

料的黏附和脱附。 

多肽分子可以通过分子间相互作用自组装成

具有纳米结构的聚集体，这样的结构可以解决多

肽药物蛋白酶水解、毒性高、体内作用效果不稳

定的问题，备受人们关注。多肽分子的自组装结

构受到很多环境因素的影响，反过来也可以通过

调控环境条件的变化，来获得具有不同自组装结

构的超分子多肽，满足不同领域的应用需求。于

伟康等作者[13] (2240-2255 页) 从自组装多肽是如

何形成的、自组装多肽有哪些类型、哪些因素会

影响多肽分子自组装等方面对超分子多肽自组装

进行了总结，重点介绍了由多肽分子自组装形成

的水凝胶在药物递送、组织工程修复以及抗菌方

面的应用。由于影响自组装多肽分子的因素很多，

如何获得结构和功效稳定的自组装多肽分子，需

要在进一步的研究中加以考虑。 

5  生物合成 
树莓酮是天然存在于树莓等植物中的一种烷

基酚类化合物的衍生物，通过苯丙烷代谢途径合

成，具有较好的食用和药用价值。树莓酮在树莓

等天然植物中的含量非常低，一般在 2–4 g/g 左

右 ，直接提取生产成本很高。牛文清等作者 [14] 

(2495-2502 页) 尝试利用莱茵衣藻来实现树莓酮

的重组生产。由 4-香豆酰-CoA 连接酶催化 (4CL) 

生成 4-香豆酰辅酶 A，再由苯亚甲基丙酮合酶 

(BAS) 催化 4-香豆酰-CoA 与丙二酰辅酶 A 缩合

生成树莓酮的前体对羟基苄丙酮，是树莓酮生物

合成途径的两步关键反应。作者利用前期在虎杖

中发现的一个具有苯亚甲基丙酮合酶活性的聚酮

合酶 (PKS1)，构建了一个 PKS1-4CL 融合基因并

在莱茵衣藻中实现功能表达，使莱茵衣藻能够生

产 6–7 g/g 的树莓酮，略高于天然植物，但还低
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于酵母和大肠杆菌生产树莓酮的水平。莱茵衣藻

相对容易培养并容易实现较高的生物量，这一研

究为树莓酮的光合生产探索了一条新路。 

提高微生物生产化学品的能力，一般从代谢

途径和调控角度去考虑。近年来的研究发现，对

微生物细胞形态和结构相关的蛋白 (包括细胞分

裂蛋白、细胞骨架蛋白、细胞壁合成与分解相关

蛋白) 进行改造，也可以起到提高微生物生产化

学品效率的目的。例如，通过调控细胞分裂蛋白

抑制细胞分裂，或调控细胞骨架蛋白将细胞由球

状变为杆状，使细胞变长、体积变大，可提高聚

羟基丁酸酯 (PHB) 的含量；通过部分裂解细胞

壁，提高细胞通透性，可提高维生素、氨基酸和

多糖的产量；通过增加细胞分裂频率，产生大量

微小细胞，可实现高细胞密度发酵，提高 PHB 或

目标蛋白产量等。冯丽丽等作者[15] (2211-2222 页) 

对近年来微生物形态工程的进展进行了总结。需

要进一步思考的问题包括：针对目标化学品的不

同特征，以及这些化学品在微生物代谢途径中的

不同位置和不同作用，怎样的细胞形态才是最适

合其生产的？改造细胞形态是一个双刃剑，可能

会有利于目标化学品的生产，但同时对细胞来说

是一个不适的状态，如何让细胞能够适应并将这

样的性状稳定遗传？ 

生物水泥是近年来逐渐为人们了解的一个概

念，其本质是利用微生物的功能，促进碳酸钙的

形成，从而实现混凝土裂缝的微生物修复。总结

目前的相关研究报道，形成碳酸钙沉淀的要素是

要有二氧化碳或碳酸根离子的存在。生成二氧化

碳或碳酸根离子的途径有很多，例如，尿素分解

为氨和二氧化碳；甲烷氧化生成二氧化碳；甲酸

参与反硝化过程生成二氧化碳等。在具体应用过

程中，具有致密结构的混凝土并不是一个适合微

生物存活的环境，即便是有芽胞的能够耐受恶劣

环境的细菌也难以承受。因此，为相关细菌提供

某种形式的保护或封装，给予其一个生存的空间，

对发挥微生物在混凝土裂缝修复中的作用十分关

键。徐建妙等作者[16] (2351-2365 页) 总结了基于

芽胞的混凝土微生物修复的基本原理、作用方式

以及目前的问题和挑战，这有助于读者了解微生

物在建筑领域如何发挥作用。 
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