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摘   要：随着新的微生物资源不断被发现以及微生物基因组测序数据的积累和完善，目前研究

重点和难点是如何从大量数据中快速发现和鉴定与微生物重要表型相关的功能基因，这就需要高

通量的分析研究手段，主要涉及建库和筛选两个主要技术单元。其中，建库是指构建能够覆盖微

生物全基因组的突变或干扰文库，所涉及的技术包括宏基因组、转座子插入突变、RNA 干扰(RNA 
interference，RNAi)、反转录子文库重组工程(retron library recombineering，RLR)、CRISPR 抑制

(CRISPRi)和 CRISPR 激活(CRISPRa)等。筛选则是通过某种胁迫压力来促使文库菌群的差异化生

长，并结合高通量测序全面发掘与特定表型相关的功能基因，从而为后续研究提供有效信息。本

文对功能基因组学研究中现有的高通量分析技术进行了梳理、总结和展望，以期为这类技术方法

的拓展、优化以及应用提供参考。 

关键词：微生物；功能基因组；高通量分析技术；文库构建；筛选  
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Application of high-throughput techniques in the discovery of 
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Abstract: In light of the continuous discovery of microbial resources and the accumulating microbial 
genome data, it is an urgent task to screen and identify functional genes associated with important 
microbial phenotypes from the enormous data, for which high-throughput techniques are indispensible. 
The techniques are mainly involved in library construction and screening. Library construction refers to 
the establishment of mutant or interference libraries covering the whole genome of target 
microorganisms with techniques such as metagenomics, transposon insertion, RNA interference 
(RNAi), retron library recombineering (RLR), CRISPR interference (CRISPRi), and CRISPR activation 
(CRISPRa). As for the screening, a certain stress is often used to allow the differential growth of 
microbial individuals of a mutant library and then the causal relationships between specific genes and 
phenotypic outcomes at genomic level are identified by high-throughput sequencing. In this review, we 
briefly summarize the current high-throughput techniques used in functional genomics research, hoping 
to provide a reference to the development and optimization of these techniques in the future. 

Keywords: microorganisms; functional genomics; high-throughput techniques; library construction; 
screening 
 

随着人类基因组计划的完成，生命科学的

研究进入后基因组时代，进而产生了功能基因

组学[1]。功能基因组学是利用基因组序列信息，

通过相关的实验技术，在全基因组水平上研究

基因的功能，并进行基因注释，建立基因型和

表型之间的关系。功能基因组学的研究将生命

科学的关注点由之前的单一基因转变为多基

因，有助于阐明功能基因之间的相互关系及形

成的网络，加速了对基因转录、翻译和调控等

生命过程的认识，也有利于发掘新的生物资源。 
微生物包括细菌、病毒、真菌以及一些小

型的原生生物等，它们个体微小，但与人类关

系密切。近年来，微生物功能基因组学的研究

取得了很大进展。研究者们鉴定了大量的微生

物功能基因，并利用合成生物学技术设计和改

造细胞，这些研究不仅聚焦于工业微生物的性

能优化，也涉及病原微生物的耐药性和致病性

等方面。然而，相对于已经获得的海量微生物

基因组数据，目前在功能基因发掘和利用方面

还很不够，亟待加速跟进。例如，最常用的模

式微生物大肠杆菌中仍有 20%–30%的蛋白质

编码基因功能未知[2–3]；而其他微生物中未解析

功能的基因数目则更多。显然，全面、高效地

发掘和鉴定未知的重要功能基因，需要高通量

的研究手段。目前，研究者们已经开发了一系

列适用的高通量实验技术，从而为功能基因组

学研究奠定了基础。 

1  基于宏基因组学的微生物资源发掘 
“宏基因组学”(metagenomics)又被称为微
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生物环境基因组学或元基因组学。其通过提取

特定环境样本中全部微生物的 DNA 构建宏基

因组文库并结合下一代测序 (next generation 
sequencing，NGS)技术，实现对样品所包含全

部微生物的遗传组成及群落功能的分析，可用

于高效发掘新的微生物菌种资源或功能基因。

众所周知，自然界中微生物种类繁多，但实验

室可培养的微生物物种有限。因此，利用宏基

因组学的研究策略可快速挖掘海洋、土壤、肠

道和冻土等环境中的不可培养微生物以及基因

资源。目前，宏基因组学研究已被广泛地应用于

医药、农业、遗传学和生物技术等多个领域[4]。 
宏基因组学技术的一个重要应用场景是深

海微生物资源的开发。由于深海高压低氧的环

境特点，很多微生物无法在实验室条件下培养，

因此，需要借助宏基因组文库来发现新的微生

物物种和发掘新的生物元件。例如，2008 年，

研究人员通过构建宏基因组文库发现了一种生

活在深海中的新型蓝藻，它由于缺乏光系统Ⅱ
不能固碳，但却可以有效固氮，由此可能影响

海洋碳氮平衡[5]。此外，研究人员从韩国西海

岸的泥浆中提取细菌的总 DNA，通过构建宏基

因组文库筛选到一种新型的锌依赖的蛋白酶，

该酶可有效水解偶氮酪蛋白和纤维蛋白，因此

具有治疗血栓的潜力 [6]。研究人员还利用宏基

因组文库从海洋泥浆的微生物中筛选和鉴定了

可用于生产虾青素的新型酯酶 Est3-14，该酯酶

的发现解决了使用皂化法生产虾青素产生许多

副产品的问题[7]。 
土壤生境下微生物的种类繁多，因此土壤

中也存在大量的微生物资源有待开发。2017 年，

Ausec 等收集酸性沼泽土壤环境中的微生物，

通过对构建的宏基因组文库筛选，获得一种酸

杆 菌 漆 酶 样 多 铜 氧 化 酶 (laccase-like 
multicopper oxidase，LMCO)，该酶可以耐受高

盐和高热的极端条件，因此具有很好的工业应

用价值[8]。2021 年，Yan 等也通过类似技术从

土壤微生物中筛选到一种新的微嗜酸、中度嗜

热和对短链脂肪酸具有高活性的羟酸酯酶

EstQ7，该酶作为生物催化剂，可应用于食品等

多个工业领域[9]。 

2  基于转座子突变的功能基因高通

量筛选 
转座子是一段位于染色体上可自主复制并

且可移动的 DNA 序列，自 20 世纪 40 年代美国

科学家芭芭拉·麦克林托克首次在玉米中发现

这种跳跃基因以来[10]，科研人员开展了大量的

研究工作，逐步揭开了转座子的神秘面纱。转

座子按转座方式可大致分为两类，即Ⅰ型转座子

(class Ⅰ elements) 和 Ⅱ 型 转 座 子 (class Ⅱ 
elements)[11]。Ⅰ型转座子通过“复制-粘贴”的方式

整合入基因组；Ⅱ型转座子主要通过“剪切-粘
贴”的方式进行转座；少部分通过滚环(rolling 
circle)的方式转座，如 helitron 转座子；或通过

其他未知机制转座，如 polinton 转座子和

mavericks 转座子[12]。目前研究人员在细菌、真

菌以及高等生物中均发现了转座子的存在。 
转座子突变的一个重要应用场景是建立突

变体文库，并结合高通量实验技术全面发掘特

定表型相关的功能基因。例如，基于转座子可

在基因组随机插入的特性，早期研究人员利用

融合了碱性磷酸酶 (Tn-alkaline phosphatase，
TnphoA)的转座子构建了霍乱弧菌的突变体文

库，通过碱性磷酸酶作为报告基因分离出 600 多

株突变菌株，并利用其进一步发掘与霍乱毒素

表达相关的基因[13]。也有研究者在肺炎链球菌

中构建了转座子随机突变体文库，并结合微阵

列杂交技术在全基因组范围内快速鉴定功能基

因[14]。显然，这些技术的应用可有效提高发现



 

 

 

张焕等 | 微生物学报, 2022, 62(11) 4237 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

病原菌中致病性相关基因的效率。2009 年，基

于转座子突变的 Tn-seq 技术首次被报道(图 1)。
此后，这一技术经过不断完善，在功能基因研

究、代谢网络解析、基因互作和微生物复杂抗

性等领域获得广泛应用[15]。 
Tn-seq 技术最主要的一个应用是发掘必需

基因。必需基因是维持生物体生长发育的关键

基因，一旦基因发生扰动，其正常生长便会受

到影响。因此，在突变体文库构建过程中需要

确保较高的覆盖率，而在后续对该突变体库的

高通量测序结果中，未检测到插入突变的基因

序列即可被视为该生物体的必需基因。例如， 
 

 
 

图 1  Tn-seq 示意图[15] 
Figure 1  Schematic depiction of Tn-seq[15]. A: a gene disruption library is constructed by first transposing 
the mini-transposon magellan6, which contains an Mme I restriction site within each inverted repeat, into 
bacterial genomic DNA in vitro and then transforming a bacterial population with the transposed DNA. B: 
DNA is isolated from a portion of the bacterial pool (t1) and another portion is used to seed a culture on 
which selection is performed, then DNA is isolated again from recovered bacteria (t2). C: DNA from both 
time points is digested with Mme I. D: a PCR amplification was performed to obtain a 160 bp sequence with 
20 bp of bacterial-specific DNA flanked by Illumina-specific sequences, which enable sequencing. After 
sequencing, different samples are identified based on barcode sequence, and the 20 bp reads are mapped to 
the genome and are counted for each insertion, thus allowing fitness to be calculated. 
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2021 年研究者在鲍曼不动杆菌中，分别构建了

Himar1 mariner 和 Tn10-ATS (Tn10-altered 
target specificity)2 个转座子文库，并在营养丰

富培养基的条件下进行筛选，结果表明有 372
个基因在 2 个文库中均没有转座子插入，因而

将这些基因定义为该菌生长的必需基因[16]。随

后，研究者在脓肿分枝杆菌[17]、鳗弧菌[18]和短

双歧杆菌[19]中相继构建了转座子突变体文库，

用于鉴定菌株的必需基因。此外，Tn-seq 方法

也可用于条件必需基因的筛选。条件必需基因

是指生物体在特定培养条件下维持生长发育的

关键基因。研究者利用特定培养条件(如特定碳

源、抑制物等)实现突变体文库菌株的竞争性生

长，进而对菌群基因组进行高通量测序，通过

与对照条件下菌群基因组测序结果的比对，即

可全面地发掘该培养条件下的必需基因。例如，

利用转座子文库，研究者在结核分枝杆菌中筛

选了胆固醇代谢所需的必需基因[20]，在霍乱弧

菌中筛选到抵御内酰胺类抗生素对细胞壁破坏

的双组分系统[21]，以及在铜绿假单胞杆菌中鉴

定与耐旱相关的基因等[22]。 
尽管基于转座子的随机突变体文库可用于

高通量的功能基因组学研究，但该方法也存在

一些局限性和不足。一个主要的问题是转座子

通常在基因组上存在插入热点，会导致插入位

点在基因组上分布不均匀，因此一些短序列基

因或小 RNA 编码序列无法被插入突变，进而在

后续筛查过程中被遗漏。此外，转座子突变是

随机性的，很难设计靶向特定的基因集群。 

3  基于 RNAi 的功能基因高通量筛选 
RNAi 是双链 RNA (double-stranded RNA，

dsRNA)诱导的转录后基因沉默现象。当 dsRNA
进入细胞后，被核糖核酸酶识别并剪切为 
21–23 bp的小干扰 RNA (small interfering RNA，

siRNA)。siRNA 在核酸酶复合物的协助下，可

与靶基因转录的信使 RNA 互补配对并导致其

降解，从而实现对靶基因表达的干扰[23]。根据

dsRNA 的前体、合成途径以及装载蛋白的种类，

可以将小 RNA分为 siRNA、miRNA (microRNA)
以及 piRNA (piwi-interacting RNA)[24] (图 2)。 

随着对 RNAi 技术的深入了解，研究者建

立了 RNAi 文库用于高通量的功能基因组学研

究。2022 年，Liu 等使用 Dharmacon siGenome
文库，在胶质母细胞瘤干细胞全基因组范围内

进行 RNAi 筛选，鉴定到 ZNF117 是肿瘤细胞

发展成少突胶质细胞样肿瘤的主要调节因子，

当抑制 ZNF117 的表达时，癌细胞会发展成更

成熟的形式且易受到化疗的影响，为胶质母细

胞瘤的治疗提供新的潜在靶点[25]。RNAi 文库

还可应用于细胞的耐药性筛选。例如，曲妥珠

单抗可用于乳腺癌和胃癌患者的治疗，但耐药

性的问题极大影响治疗效果。2013 年，Boyer
等使用定量蛋白质组学的方法分析抗曲妥珠单

抗乳腺癌细胞的蛋白质变化，并根据差异表达

的蛋白定制了小型的 siRNA 文库用于筛选与耐

药性相关的蛋白[26]。在植物细胞中，研究人员

通过农杆菌介导，将 RNAi 文库转化水稻的愈

伤组织，用于筛选导致水稻分蘖数目减少和生

长发育有关的基因[27]。此外，RNAi 文库也被

用于筛查模式植物拟南芥中抵御植物维管病原

体的功能基因[28]。 
对于微生物而言，RNAi 技术被广泛应用于

真菌和细菌等领域。在真菌的研究中，1994 年，

Cogoni 等将类胡萝卜素合成所需基因转入到粗

糙脉孢菌中，发现 30%的转化菌株出现自身基

因失活的现象，并将这一现象称之为基因抑制

(gene quelling)[29]。随后，研究者在研究真菌中

基因抑制现象的分子机制时，发现其与动物中

的基因干扰机制极为类似，因此也将其归为 
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图 2  小 RNA 合成途径[24] 
Figure 2  Small-RNA synthetic pathways[24]. RdRP (Rdp1): RNA-dependent RNA polymerase; Dcr1: dicer; 
AGO: argonaute effector protein; pri-miRNA: primary miRNA; pri-miRNA: precursor-miRNA; DCL1: 
dicer-like 1; piRNA: PIWI-interacting RNA; Aub: aubergine. 
 
 
 

RNAi[30]。2002 年，Liu 等首次建立了基于 RNAi
的真菌基因编辑技术，并用该技术成功失活了

新型隐球菌的功能基因 [31]；随后，该技术陆   
续在烟曲霉菌和大丽轮枝菌等多种真菌中得以

应用。 
近年来，随着研究的深入，人们发现细菌

中的 sRNA(small RNA)作为基因表达的调控因

子，不仅可以发挥基因抑制的作用，还可参与转

录激活、mRNA 的翻译和稳定性调节等过程[32]。

2011 年，Man 等通过分析大肠杆菌中天然的

sRNA 结构特征，在细菌中首次设计人工反式

编码 sRNAs (artificial trans-encoded sRNAs，
atsRNAs)元件，并利用该元件有效地抑制大肠

杆菌中外源 egfp 基因和内源 uidA 基因的表达。

但遗憾的是，该系统在革兰氏阳性菌如金黄色

葡萄球菌中不能有效发挥抑制作用 [33]。RNAi
技术除可用于研究细菌的功能基因外，还可应

用于代谢工程的改造中。2013 年，Na 等在大肠

杆菌中使用 RNAi 技术抑制酪氨酸旁路代谢途

径中 tyrA 和 csrA 基因的表达，使得菌株酪氨酸

产量得到提升；作者进一步构建了 122 个 
靶向尸胺合成和调控途径的 RNAi 文库，利用

该文库筛选，发现抑制 ackA 和 pdhR 基因的表

达可使尸胺的产量分别提高 40.2%和 31.4%[34]。

然而，目前细菌中 RNAi 的脱靶率仍然较高[33]，

因此并不适合构建大规模的干扰文库用于高通

量筛选，亟待后续的优化改造。 
综上所述，RNAi 文库在高通量功能基因组

学研究中具有独特优势，包括操作简单，成本

较低，且可在文库设计时靶向特定的基因集群。

但同时，该方法也存在着一定的不足，主要是

脱靶率较高，且由于是在 mRNA 水平上抑制基

因的表达，无法实现基因的完全失活，会导致

筛选结果中出现较多的假阴性。 

4  基于 CRISPR-Cas 系统的功能基

因高通量筛选 
1987 年，Ishino 等在大肠杆菌中发现高度

同源序列重复性出现，且这些重复序列被 32 个

碱基间隔开[35]，当时并不知道这些序列的功能。
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直到 2002 年，Jansen 等发现该特征序列仅存在

于细菌和古菌中，并将其命名为规律间隔成簇

短回文重复序列(clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats)，即 CRISPR，而临近

CRISPR 的 基 因 则 命 名 为 Cas 
(CRISPR-associated)[36]。2008 年，科学家证实

了 CRISPR-Cas 系统是一种抵御外源 DNA 入侵

的适应性免疫系统[37]，其发挥作用包括 3 个阶

段，第一阶段为外源 DNA 的捕获；第二阶段为

CRISPR RNA (crRNA)的合成；第三阶段为目的

基因的靶向[38]。2012 年，研究人员证明该系统

具有体外特异性切割双链 DNA 的能力[39]，这

一发现促进了 CRISPR-Cas 系统被开发为强大

的基因组编辑工具(图 3)。 

CRISPR-Cas 系统的一个重要应用是建立

大 容 量 的 基 因 CRISPR 抑 制 (CRISPRi) 或
CRISPR 激活(CRISPRa)文库，用于高通量的功

能基因筛查，这两种文库都需借助失去核酸内

切酶活性的 Cas 蛋白(dCas)发挥功能。其中，

CRISPRi 是利用向导 RNA 将 dCas 蛋白靶向目

标基因的启动子区域以阻止 RNA 聚合酶结合

和起始转录，或靶向基因编码框以阻止转录延

伸；而 CRISPRa则是利用向导 RNA 将融合 dCas
以及转录激活因子的蛋白复合体靶向目标基因

的启动子上游区域，进而促进基因的转录[40]。 
在哺乳动物细胞中，CRISPR 文库可用于高

通量筛选癌症治疗相关的功能基因。2021 年，

Wang 等建立了小鼠慢病毒 CRISPR-Cas9 敲除 
 

 
 

图 3  CRISPR-Cas9 系统的分子机制[38] 
Figure 3  Molecular mechanism of the CRISPR-Cas 9 system[38]. 
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(MusCK)文库，将该文库转导到 4T1 (小鼠乳腺

癌)细胞中，靶向肿瘤发生、发展和免疫调节相

关的 4 500 个基因，并将这些细胞植入不同背

景的小鼠中，筛选到癌细胞 E3泛素连接酶 Cop1
可作为巨噬细胞浸润和免疫治疗的靶点[41]。此

外，研究者还利用 CRISPR-Cas 系统开发了基

因抑制或激活文库。2019 年，Bassaganyas 等将

dCas9 融合表达 Kox1 的转录阻遏物结构域

KRAB 蛋白，在 HeLa 细胞中构建覆盖全基因

组的 CRISPRi 文库，筛选蛋白质转运相关的功

能基因[42]。2014 年，Gilbert 等使用分子挂钩

(SunTag)技术，将多拷贝的单纯性疱疹病毒蛋

白 16 的合成四聚体(VP64) “挂到” dCas9 蛋白

上，构建覆盖全基因组的 CRISPRa 文库，鉴定

与癌细胞生长以及调控组织发育相关的功能 
基因[43]。 

对于微生物而言，目前的报道主要是基于

CRISPRi 文库筛选功能基因的研究，尚未有

CRISPRa 文库的相关研究报道。2018 年，我国

的科研人员建立了覆盖大肠杆菌全基因组的

CRISPRi 文库，并结合高通量测序技术，鉴定

了一系列与糠醛(木质纤维素水解液中的一种

主要抑制物)耐受相关的功能基因以及生长必

需基因[44]；Rousset 等构建 CRISPRi 文库，在

全基因组范围内筛选大肠杆菌中与噬菌体感染

相关的宿主因子，为噬菌体-宿主之间的相互作

用提供新的见解[45]。除了全基因组规模的大范

围筛选，CRISPRi 文库也适用于筛选特定功能

基因集。2016 年，Peters 等在枯草芽孢杆菌中

构建了针对 289 个必需基因的 CRISPRi 文库，

探究必需基因的功能。同时利用化学基因组学

建立必需基因之间的互作关系[46]。随后，也有

研究人员在肺炎链球菌中构建了 348 个潜在必

需基因的 CRISPRi 文库，发现一些新的必需基

因[47]。必需基因对菌株的生长至关重要，而调

控网络和转运子等对工程菌的改造也发挥着重

要的作用。2020 年，Liu 等使用基于 CRISPR 的

可追踪基因组工程 (CRISPR-enabled trackable 
genome engineering，CREATE)，在大肠杆菌中

构建调控网络文库，筛选异丁醇耐受相关的基因，

并通过改造功能基因获得异丁醇高产菌株[48]。

2022 年，Liu 等在产脯氨酸的谷氨酸棒杆菌中

构建靶向所有转运子的 CRISPRi 文库，首次鉴

定了谷氨酸棒杆菌中的脯氨酸转运子，并通过

在高产脯氨酸的谷氨酸棒杆菌中过表达该基

因，进一步提高了脯氨酸的产量 [49]。虽然

CRISPRi 文库为全基因组范围内筛选功能基因

提供便利，但构建文库需要设计并合成大量的向

导 RNAs (guide RNAs，gRNAs)，费用较高且需

要耗费较多的人力和时间。因此，美国哥伦比亚

大学的研究者利用化脓性链球菌的 CRISPR-Cas
免疫机制，建立了 CRISPR 适应性介导的文库

加 工 (CRISPR adaptation-mediated library 
manufacturing，CALM)方法，将宿主细胞变成

了可生产 crRNA 的工厂，进而形成覆盖基因组

的 CRISPRi 文库，并利用该文库筛查和鉴定了

影响氨基糖苷敏感性的代谢途径[50]。此外，在

自养细菌方面，本课题组聚焦于可利用一碳气

体(CO2 和 CO)的食气梭菌，前期开发了多套基

于 CRISPR-Cas 的基因编辑工具，用于食气梭

菌 功 能 基 因 的 敲 除 或 抑 制 [51–52] ； 并 基 于

CRISPR-ddCas12a 基因抑制方法，建立了针对

食气梭菌全部转录因子的 CRISPRi 文库，用于

高效筛选与特定表型相关的转录因子，从而为

菌株的优化改造提供借鉴。 
在现有的高通量微生物功能基因组学研究

中，利用 CRISPR-Cas 系统构建各种文库用于功

能基因筛选，具有明显的优势：(1) CRISPR-Cas
基因组编辑技术已经在微生物中得到极大地推

广和应用，这就为构建各类文库奠定了技术基
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础。(2) 可以用于构建基因失活、抑制或激活等

多种类型的文库。(3) 构建靶向不同基因位点的

质粒时仅需改变 20 bp 左右的向导 RNA 序列，

文库设计比较简单。(4) 可根据需要设计靶向特

定功能的基因集。因此，尽管这一技术也存在

一些不足，如脱靶和渗漏等，但仍不失为目前

高通量功能基因组学研究的首选方法。 

5  基于反转录子(retron)的功能基因

高通量筛选 
1984 年，Yee 等首次在黄色粘球菌中发现

了许多单链 DNA 短序列散布在细菌细胞中[53]。后

续的研究发现，这些单链 DNA 片段都会与带有

互补碱基序列的 RNA 相连，形成一个由 RNA、

DNA 和酶组成的复合体，并证实该复合体是一

种新的阻止噬菌体感染的防御系统，被命名为

Retron[54]。2020 年，以色列魏茨曼科学研究所

的研究人员证实该系统由逆转录酶和非编码

RNA 组成，并首次解析了大肠杆菌中反转录子

Ec48 发挥作用的机制 [55]。Ec48 可用于检测

RecBCD 蛋白的完整性，当外源噬菌体感染大

肠杆菌时，噬菌体蛋白会抑制 RecBCD，进而

诱导激活胞内 Ec48 的效应蛋白。该效应蛋白为

跨膜蛋白，被激活后可改变细胞膜的通透性，

从而导致大肠杆菌顿挫感染和细胞死亡，避免

噬菌体大量增殖(图 4A)。2022 年，Lopez 等构

建了大肠杆菌的 Eco1 (大肠杆菌中的一种

retron)突变体，发现 retron 突变体可促使模板

DNA 量增加 8 到 10 倍，并首次将该突变体应

用于真核酵母细胞和人类细胞中进行基因编辑

(图 4B)[56]。 

随着对 retron 作用机制的深入了解，研究

者进一步将其开发成适用于微生物的基因编辑

工具。2021 年，哈佛大学的 Schubert 等将 retron

用于创建大肠杆菌的基因突变体文库，并将这

一方法命名为 RLR。该方法将含有目标突变的

反转录子序列与逆转录酶编码基因构建在同一

质粒上，并导入大肠杆菌中表达，反转录子产

生的携带目标突变的单链 DNA 可整合到子代

细胞的基因组中，实现对基因组的编辑。为了

进一步提高基因编辑效率来满足构建突变体文

库的需求，作者阻断了大肠杆菌的天然错配修

复机制，同时敲除外切核酸酶。在此基础上，

构建了高效的 RLR用于筛选大肠杆菌中与利福

平耐药性相关的功能基因[57]。 
RLR 技术具有很多优势，包括高灵敏度和

精确度、避免了 Cas 蛋白对宿主微生物潜在的

毒性问题和极低的脱靶效应等。不过，目前该 
 

 
 

图 4  Retron 系统的分子机制及应用[55−56] 
Figure 4  Molecular mechanism and application of 
the retron system[55−56]. A: model for the anti-phage 
activity of the Ec48 retron system; B: precise 
genome editing across kingdoms of life using 
retron-derived DNA. 
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技术仅在大肠杆菌中被测试和使用，且可用  
的 retron 系统也较局限，有待未来进一步拓展

和完善。 

6  总结与展望 
得益于高通量实验技术的不断完善和发

展，微生物功能基因组学的研究取得较大进展，

并在微生物新资源的发掘中发挥着越来越重要

的作用，极大促进了相关学科的发展。现有主

要的几种文库构建方法各有特点，但也存在或

多或少的不足。基于转座子随机突变的特点可

用于构建全基因组的突变体文库，但不可避免

地存在热点插入，造成覆盖度不佳的问题，且

由于不同类型转座子对识别的 DNA 位点具有

碱基偏好性，因此在采用该技术建库时需要考

虑宿主菌基因组序列的碱基构成情况。RNAi
技术既可在全基因组范围内也可在特定基因集

范围内建立文库用于高通量筛选，但已有研究

表明，RNAi 技术具有较高的脱靶率，假阳性和

假阴性结果较多，加大了后续实验验证的工作

量。近年来发展起来的基于 CRISPR-Cas 系统

的文库，一定程度地弥补了上述两种方法的不

足，且成为了微生物功能基因组学研究的首选。

但在微生物领域目前报道的主要是 CRISPRi 文
库，而 CRISPRa 文库的研究进展较慢，这主要

受制于基因转录激活元件的匮乏和激活效率的

问题。最新报道的基于 retron 的突变体文库具

有特定的优势，有望成为高通量功能基因组学

研究中的一把新的利刃。 
最后需要指出的是，目前微生物功能基因

组学研究的限制瓶颈是可用的“筛子”极为有

限，造成可筛选的表型屈指可数，主要局限于

生长、耐受力以及少量具有可视特征(如颜色)
的产品。尤其是在工业微生物领域，利用高通

量筛选方法研究并提高目的产物的产量依旧是

一个难题，即便有些产物具有颜色变化等特征，

其显性变化范围也仅限于低浓度情况，并不能

满足发掘高产菌的要求。因此，拓展和完善现

有的筛选方法是微生物功能基因组学研究中需

要重视的一个方向。 
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