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摘 要：据初步统计，生活于海洋环境包括大洋深处的微生物有 0%% 万种以上，构成了一个动态的遗传基因库，其

中绝大多数微生物或者从来没有经过实验室培养，或者至今无法培养，因而其分类地位及其生态学功能尚未为人

类所认识。随着 0&B CDE/ 序列分析与系统分类学的广泛应用，海洋微生物多样性研究领域已经发生了很可观的改

变，这些变化极大的丰富了人们对的微生物多样性及其生态功能的认识和理解。这里结合笔者近十年来的工作实

践，讨论近年来在海洋微生物资源开发利用方面的研究进展，提出一个带有自动化特征的宏基因组功能表达平台，

探讨海洋微生物资源利用的新途径。可以预见在不久的将来，海洋环境宏基因组工程研究将在一定程度上使得传

统未培养海洋微生物基因资源及其功能产物能够为人类所开发和利用。
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从 01$1 年发现青霉素以来，人们已经从微生物中开发

了一百多种临床使用的抗生素，抗癌和抗病毒药物。然而，

近几年来人类病原菌抗（耐）药性迅速发展，新的传染病隐患

日益加深，但是从可培养微生物中发现新型生物活性物质的

研究却趋于停滞，为此科学家们将研究的重点从陆地微生物

转移到海洋微生物，希望在海洋药物开发方面突破药物来源

方面的瓶颈，从而高效而可持续开发利用浩瀚海洋中丰富的

微生物资源。

复杂多变的海洋环境赋予了海洋微生物在物种资源、基

因功能和生态功能上无与伦比的生物多样性，可持续开发和

利用这些特殊环境下的微生物资源是工业生物技术开发的

一个全新领域，也是人类寻找新型功能活性物质和天然药物

的天然宝库，具有广阔的开发应用前景。由于在海洋微生物

群体中大量难培养的微生物占优势地位，并且对于它们的新

陈代谢相关知识缺乏了解，要完全理解这种相互作用还需要

时间。

过去十多年在海洋微生物培养和高新生物技术上的发

展，特别是在基因组相关技术上的飞速发展，为我们从分子

水平上了解海洋微生物及其生态功能多样性提供了诸多的

便利。随着 0&B CDE/ 序列分析与系统分类学的广泛应用，

以及不依赖于标准微生物培养技术的基因克隆等相关技术

的快速发展，海洋微生物多样性研究领域发生了根本性改

变，这些变化极大地丰富了我们对微生物多样性的认识。在

基因库（G-,.7,H）中不断增加的 0&B CDE/ 及基因组序列数据

库，为微生物系统分类提供了相当丰富的种源信息。目前微

生物学界所公认的原核生物分类系统中，原来 00 个单列的

“门”的设定［0，$］已经为 ’# 个分类学意义上“门”的系统分类

所取代，形成了现代微生物学的分类学基础［#，!］。

宏基因组（:-I7<-,@:;?>）工程，直接将特定环境中的总体

遗传物质，克隆到可培养的宿主细胞中，建立宏基因组文库，

从所获得的重组克隆子中筛选活性物质和相关基因（簇），避

开了环境微生物分离培养的难题，在挖掘和利用未培养微生

物资源，筛选新颖生物活性物质方面具有极大的潜力［’］。宏

基因组工程与海洋生物学进行有机的结合，促使人类了解许

多未培养海洋微生物的基因组序列及其功能产物［&］，这方面

的飞速发展揭开了海洋天然药物研究的新篇章，同时，在海

洋极端环境微生物研究、海洋微生物多样性探索中具有十分

重要的应用前景。该领域近几年发展非常迅速，大规模的海

洋宏基因组测序工作提供了大量 JE/ 序列方面的数据［&］。

据估计，在百慕大群岛马尾藻海域每 0K 贫瘠营养海水中即

存在着一种以上的难培养的海洋原核生物的新物种。这些

信息对于人类了解这些生活在高度贫营养环境下，不为人知

的微生物的生物学和遗传信息提供了丰富的第一手资料。

本文结合笔者近 0% 年来的工作实践，综述宏基因组工

程研究方面的进展，提出一个带有自动化特征的海洋微生物

功能基因簇表达平台，探讨海洋微生物资源利用的新途径，



及其所具有的难以预测的潜力和应用价值。

! 海洋药物开发的限制因子

海洋环境在压力、盐分、温度和营养成分上的极端变化，

使得海洋微生物进化出了独特的生理生化的生存竞争模式，

产生了在普通陆生微生物上观察不到的特殊的次生代谢产

物。!" 世纪 #" 年代以来，经过科学家不懈的努力，从海洋微

生物、藻类及无脊椎动物中发现了约 $%""" 种具有结构多样

性和生物活性的天然产物［#］，其中，三类源自于海洋微生物

的药物已经投放到国际药品市场。与此同时，研究人员正对

十多种源自海洋的药物进行临床试验和临床前期实验观

察［&］，其中包括来自于海绵共生微生物和海洋底泥微生物的

替斯利得（’()*+’,-.+/(’,），临床试验结果非常令人鼓舞。

长期以来，人们怀疑早先从海洋无脊椎动物中分离的很

多生物活性物质是由与其共生的微生物产生的。比如我们

熟知的无脊椎动物海绵和海鞘就与多种多样的细菌群形成

共生体，它们产生的天然产物与一些相关陆生微生物产生的

天然产物具有高度的结构相似性，最近的研究成果也充分证

明了这个推论［0，$"］。因此，海洋环境中的化学多样性是天然

产物药物开发的一个重要目标。目前，很多资源已投入这个

领域的研究前沿，期望解决对新颖抗生素类药物和其它高效

天然药物越来越迫切的需求，用于治疗如心血管疾病、癌症

和其它新的突发性的疾病，如 !""1 年大规模爆发的非典型

肺炎和现今常见诸于东南亚报端的禽流感等等。此外，病原

菌对现有药物抗药性和耐药性的不断增强，尤其是具有多重

抗药性病原菌的频繁出现，使得目前抗生素类药物在新颖性

和多样性上的储备显得越来越不足，人类在治疗感染性疾病

方面近 %" 年来的优势正在丧失。这一切都更加彰显了海洋

天然药物研究开发的重要性。

然而，和国际药品市场上众多的土壤来源的天然药物相

比较，海洋天然药物无论是在数量上还是在应用范围上都有

很大的差距，其根本原因在于下述 1 个方面。

!"! 海洋生物活性产物的痕量存在

由海洋生物（包括微生物）产生的生物活性物质在海洋

小生态系统中存量极微，比如在海绵中，生物活性物质通常

仅痕量存在。大规模的样品采集和化合物分离提纯难度很

大，难以满足临床前期和临床实验的最低需求。

!"# 海洋生物活性物质难于化学合成

很多海洋化学物质具有独特的结构特点，目前尚缺乏经

济有效的化学合成途径，不能进行有效的人工生产。

!"$ 产生活性物质的海洋微生物难于人工培养

大多数产生活性产物的海洋微生物在现有实验室条件

下尚不能培养，少数能培养的海洋微生物培养周期超长，这

些问题已经困扰科学家很多年。根据早期的研究结果推断，

超过 002的海洋微生物在目前可提供的培养条件下不能人

工培养，从海洋底泥和海洋生物海绵中随机克隆的 $34 -567
基因序列分析所得到的系统发育数据也支持这个推断［$"］。

通过对海洋微生物多样性和生物活性物质多样化的研

究表明，探索和开发新的方法和途径分离培养海洋环境中的

新型微生物种群，辅之以世界一流的生物活性筛选和化学结

构与功能分析方法，必将开辟全新的次生代谢产物资源用于

天然药物的研究开发。对于至今难于培养的海洋微生物来

说，我们认为其基因资源表达产生的功能多样性研究可以提

供线索，这一点正如过去 $" 年来对土壤生态系统中不同代

谢产物研究取得的成功一样。海洋环境与土壤环境的未培

养微生物具有相似的特点，例如，绝大多数海洋环境微生物

难于培养，高度的营养竞争，以及方法学上的研究滞后等。

经过近 $" 年的研究发现，未培养微生物的代谢产物能够借

助以细菌人工染色体（879）作为克隆和表达载体的宏基因

组克隆技术，在异源寄主中成功表达，从而使人们初步了解

这些难于正常培养的微生物的次生代谢产物与生物学功

能［$$ : $;］。

# 宏基因组克隆表达技术与海洋药物开发平台

由 <=>(,) 等 所 创 导 的 宏 基 因 组 工 程 技 术［$;］，为

?=@’,/).=@ 等［!］系统归纳后，提出了宏基因组（.,A=B,@+.,）的

概念，泛 指 某 一 自 然 环 境 中 全 部 微 生 物 的 基 因 组 群（ AC,
B,@+.,) +D AC, A+A=/ .(*-+E(+A= D+F@’ (@ @=AF-,）。其研究策略克

服了绝大多数环境微生物难于通过一般实验室分离培养的

现实。目前，相关研究主要集中在探索微生物的基因序列，

着重通过 $34 -567 基因序列的系统进化研究，使环境微生

物的多样性分析趋于完整客观。而我们这里所提出的宏基

因组海洋药物开发平台（图 $），通过结合宏基因组工程与海

洋生物学，形成一项旨在揭示海洋环境中微生物宏基因组特

点并用于发现新药物的研究计划。

细菌人工染色体（879）已经广泛用于几乎所有的基因

组计划的文库构建工作中。在特殊的大肠杆菌菌株中，它能

克隆高达 3%"GE 的大片段 <67 并稳定保持包括真核生物和

原核生物等不同来源的 <67 不发生遗传变异。基于 879 载

体的宏基因组克隆表达是一种具有相当优势的研究方法。

879 克隆株可以在同源和异源寄主中进行功能表达，这对天

然产物药物开发尤其重要，因为在生态系统包括海洋环境中

难于培养的微生物占优势地位，借助这一技术，可以绕过

“实验室培养”这一长久面临的挑战。

宏基因组克隆表达技术利用 879 或其它大片段 <67（1%
: $3"GE <67 片段）的克隆载体如粘粒和 H+).(’ 等［$%，$3］，从

环境样品如土壤和海洋底泥中未知生物群体中分离 <67，建

构大片段 <67 文库，进而一方面通过 $34 -<67 测序鉴定，了

解该未知生物群体中生物多样性，另一方面通过异源表达，

了解文库中未知生物群体功能基因的表达产物［%］。早期研

究主要由美国、加拿大的工业生物技术研究公司 <(>,-)= I@*、

J,--=K,@ <()*+>,-L I@* 和 9C-+.+M+., 尝试性开展，并取得了

一些 技 术 突 破 和 关 键 成 果。 与 此 同 时，发 现 了 包 括

A,--=B(@,)［$$］，紫色杆菌素（>(+/=*,(@）［$#］，靛玉红（(@’(-FE(@）［$&］
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图 ! 以链霉菌为主的半自动化宏基因组海洋药物开发平台

!"#$% &’(")*+,-(*,’. ./+# ."01-2’/3 45*,6-/( 7*0’. -8 (*/"8’ (’,*#’8-("10 "82-52"8# 0,/’4,-(31’,*50$

和 ,+/7-(31"80［%9］在内的特殊结构与生物活性产物。

进入 :% 世纪以来，随着先进工业生物技术在高新技术

领域的突飞猛进，相关研究工作在美国、加拿大、英国、德国、

中国等国家较大规模的展开，在下述 ; 个关键技术上取得了

阶段性成果。

"#! 克隆载体

通常用于 <=> 克隆的载体主要包括质粒、粘粒和 ?>@
载体（图 :）。质粒是 <=> 克隆表达中常用的载体，一般情况

下用于克隆小于 %AB7 的 <=> 片段，适用于单基因的克隆与

表达。适用于粘粒载体的 <=> 插入片段在 ;AB7 左右，主要

用于克隆表达相对简单的天然产物合成途径。原始 ?>@ 载

体以大肠杆菌作为寄主，是 %99: 年开发成功的［:A］。随后经

过充分研究，一系列承继了 ?>@ 载体稳定大片段克隆特点的

穿梭载体构建成功并投入使用［%%，%C，:%，::］，这些穿梭 ?>@ 载体

能够克隆超过 %:AB7 大小的外源 <=> 片段［%C，::］，在大肠杆

菌、链霉菌、或者假单胞杆菌中稳定表达，适用于克隆表达绝

大多数已经发现的天然产物生物合成途径。

图 " 目前分子生物学中常用的克隆载体及其插入片段

的大小特点

!"#$: @5-8"8# 2’1,-/0 -6,’8 +0’. "8 7"-,’1D8-5-#3 *8. ,D’"/ "80’/,0 "8 0"E’$

"#" $%& 制备

?>@ 文库构建中对 <=> 的要求较高，目前常用方法提

取的 <=> 大小在 FAB7 以内，不能满足大片段克隆的要求。

实际工作中，人们将 <=> 提取的过程在琼脂糖包埋块中进

图 ’ 大片段 $%& 提取方法的改进

!"#$C G(4/-2’. (’#* <=> ’H,/*1,"-8$ >：I5,/*1’8,/"6+#’ "8 4/’0’81’ -6

?"0)7’8E-(".’ ,- 0’4*/*,’ ’<=> -6 2*/"-+0 J@ 1-8,’8,；?：K*/"8’ 04-8#’

<=> 0’4*/*,’. +0"8# 4+50’. 6"’5. #’5 ’5’1,/-4D-/’0"0$ <’,*"50 0’’ ,’H, $

行，以脉冲电泳为主要分离手段，达到超大片段 <=> 分离、

纯化、克隆的目的（图 C)?）。同时，附加 ?"0)7’8E-(".’ 的超高

速离心处理可以分离不同 J@ 含量的环境 <=>（图 C)>）。图

C 左图 中，右 边 离 心 管 中 包 括 有 枯 草 芽 孢 杆 菌（J@ 含 量

AFF LG M"*8# !" #$ $ N%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（:AAO）;O（C）



!"#）、大肠杆菌（$% 含量 &’#）和链霉菌（$% 含量 "(#）的

)*+；中间离心管内是从环境样品中分离的未知来源的 )*+
样品，该样品中含有大量如链霉菌般高 $% 含量（"(#）的环

境 )*+。

!"# 表达寄主

基于 ,+% 载体的宏基因组工程中，找到一套适用于宏基

因组功能表达的寄主是取得成功的关键，,+% 克隆株可同时

在同源和异源寄主中表达宏基因组功能，这对天然产物药物

开发尤其重要，因为生态系统包括海洋环境中占优势地位的

是难于培养的微生物，研究者可以借助这一技术，绕过难培

养微生物“实验室培养”这一长久面临的挑战。此外，这些寄

主生物的发酵条件相对容易达到工业化标准，这一点是海洋

天然产物药物开发的关键。

时致今日，有 ! 种微生物具有成为微型原核生物反应器

的潜力［&，’!］，包括大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）、变铅青链霉菌

（+,&%-,)./#%" *’0’1(2" ）和 恶 臭 假 单 胞 杆 菌（ 3"%41).)2("
-4,’1(），其中链霉菌被认为是半自动化的海洋药物开发平台

中高效表达具生物活性的海洋次生代谢产物的最好的微型

生物反应器。一方面，链霉菌中编码次生代谢产物的生物合

成基因簇的表达受细胞内和细胞外信号传导调控。这些已

经存在的生物合成途径能作为与外源基因簇适应的分子基

础，通过互相作用，产生全新的具生物活性的化合物；另一方

面。许多次生代谢产物包括聚酮化合物和非核糖体多肽的

生物合成基因簇，比如四环素，红霉素，以及最近刚刚通过美

国食品与药品检验局（-)+）的严格审查而上市的达托霉素

（)./0123456）［77］，已经在异源寄主链霉菌中成功表达，再者，

当编码次生代谢产物的修饰基因被组装到这个原核生物微

型反应器中，有可能和原有的功能基因簇共表达，合成产生

新的杂合抗生素。

图 8 是表达寄主遗传特性改造的一个实例（95，未发表数

据）。由于环境条件与生存竞争的需要，土壤中的链霉菌本

身分泌产生丰富的次生代谢产物。比如，基因组序列已经公

开的天蓝色链霉菌（ +,&%-,)./#%" #)%*’#)*)&），其基因组序列中

包含有近 7( 个次生代谢产物的生物合成途径。与该菌分类

上同源的 + : *’0’1(2"，至少分离出了 8 个以上的生物活性产

物。其中主要产物是放线紫红素（.40561;<1=56）。该产物属于

细菌 >> 型聚酮类化合物（?@A !），又称为细菌芳香型聚酮化

合物。常常成为生物合成基因簇在链霉菌异源表达中的优

势产物，影响到目标产物的产量和下游的纯化。为此，我们

通过构建自杀性质粒（图 8B+），在 + : *’0’1(2" C@7! 染色体上

进行标记物诱导的双交换技术，成功敲除了放线紫红素生物

合成 基 因 簇 中 的 关 键 基 因 酰 基 载 体 蛋 白（+43DB%.;;5E;
?;10E56），从而在转基因表达四环素生物合成基因簇（图 8B,：

. 和 4）的过程中，避免了放线紫红素的干扰（图 8B,：F 和 =）。

图 $ 链霉菌表达寄主的构建

-5G:8 $E6E054 E6G56EE;56G 1H EI/;EJJ516 <1J0 1H J0;E/01234E0.D :

+：+ GE6E K614K1L0 1H .40561;<1=56 F51J360<E054 /.0<M.3；,：NOE; EI/;EJJ516 1H 0E0;.434D56E F51J360<E054 /.0<M.3:

!"$ 高通量筛选

高通量筛选技术过去十多年飞速发展，迅速成为新药发

现与药物创新的一种重要的技术手段，通过分子生物学和细

胞生物学实验方法（或称筛选模型）上的微量化和程序化操

作，广泛采用受体结合分析、酶活性测定、细胞分子与活性测

定、代谢物质与基因产物测定等技术，以微板形式作为实验

工具载体，以自动化操作系统运行实验过程，以灵敏快速的

检测仪器收集实验数据，以计算机应对超量的样品数据进行

分析处理，从而得出科学准确的实验结果和效用分析，广泛

用于药物筛选平台的构建中。比如，采用分光光度法、荧光

检测技术和放射性检测技术筛选蛋白酪氨酸激酶抑制剂和

蛋白水解酶抑制剂，广泛用于抗肿瘤与抗病毒药物的高通量

筛选中。

随着包括人类在内的众多生物基因组的测序解码的完

成，生物医药领域开始全方位的使用和开发后基因组工业生

物技术，在活细胞自然条件下研究蛋白组功能和药物作用靶
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点，系统的了解蛋白质在生理或病理状态下的功能变化、与

其它生物大分子（如 !"#，$"# 等）的相互作用以及对信号转

导途径的影响等，在高通量的基础上，形成了一种全新的新

药研究手段%高内涵筛选（&’() *+,-.,- /01..,’,(，&*/），在保

持细胞结构和功能完整性的前提下，同时检测被筛样品对细

胞形态、生长、分化、迁移、凋亡、代谢途径及信号转导各个环

节的影响，在单一实验中获取大量相关信息，确定其生物活

性和潜在毒性。

本文提出的宏基因组海洋药物开发平台，直接将海洋小

生态环境中的总 $"#，克隆到可培养的宿主细胞中，建立宏

基因组文库，文库既包含了可培养的又包含了不可培养的微

生物基因，从所获得的重组克隆子中筛选活性物质和相关基

因，从而避开微生物分离培养的难题，显示了其在挖掘和利

用那些未能培养微生物的基因资源和筛选新生物活性物质

的潜力，极大地扩展了微生物资源的利用空间，增加了获得

新的生物活性物质的机会［2］。

! 前景展望

随着从海洋微生物中克隆的生物合成基因簇数量的增

多，以及这些基因簇在异源寄主中的表达，将会开创对海洋

微生物这个巨大的遗传资源库进行系统研究的新纪元。至

今为止，天然产物药物开发广泛得益于对陆生土壤微生物多

样性的研究开发。随着培养技术的不断突破，以及不依赖人

工培养的相关技术（比如宏基因组克隆表达技术）的发展，如

同人们在陆生土壤微生物多样性研究中一样，人类将逐步了

解到海洋自然环境中微生物多样性的核心秘密。通过对海

洋微生物多样性的不断探索无疑会为制药工业提供结构全

新的化合物，并产生高质量的生物活性先导化合物，用于药

物的研发。

同时，随着对海洋生态系统功能的深入探索，半自动化

海洋药物开发平台，将会拓宽我们在微生物生态结构方面的

知识。而且，在选择的外源寄主诸如链霉菌、大肠杆菌和假

单胞菌中，其蛋白组和 $"# 芯片方面的功能基因组数据的

积累和使用，会使得我们更清楚的了解难培养的海洋微生物

种群中次生代谢产物在定性和定量水平上的功能。此外，包

括一些能独立生存的蓝藻，微藻或酵母等，它们具有克隆和表

达源于真核生物的宏基因组克隆株的潜力，在海洋真核生物

如海藻和海绵等难培养生物的研究中具有相当的应用优势。

中国南海是世界上除四大洋以外最大的内海，地处热带

和亚热带的气候条件，最大限度的造就了其独特的生物种

类，是世界上生物多样性最丰富的地区之一。由于南海特殊

的地理环境，和周边国家相对贫困的经济条件，中科院南海

海洋研究所提出了积极开发南海典型海洋样带生物多样性

的工作方案，立志于系统深入的开展南海海洋环境下生物种

类、种间关系、物种进化等方面的基础研究，相应的生态学功

能和天然药物开发等方面的应用研究，在国家安全和南海海

洋生物资源的合理利用的基础上，进一步研究开发南海海洋

微生物资源，充分利用和发挥南海地域资源优势。
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答 作 者 问

问：在学术会议上发表过的论文能否在《微生物学报》上发表？

答：这要分两种情况。（G）如果论文集属于正式出版物，有正式书号或刊号，则不能再在本刊发表；（!）如果不是正式出版物，则

属于交流材料，论文可以投稿本刊。

问：投稿时都需要哪些材料，是否还需要纸稿？

答：从 !""Q 年起，本刊开始采用“稿件远程处理系统”。投稿时需要提供：（G）论文研究内容所属单位的介绍信（通常是第一单

位），介绍信模板可从我刊主页“下载专区”或“远程投稿时”下载。（!）在接到本刊 _?0)%5 发出的“收稿通知”后，需要及时补

充纸样的 G 份稿件和介绍信，并缴纳 G"" 元稿件受理费。

问：贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？

答：收到来稿后，首先将请 ! 位专家进行初审，再送主编进行最后的总审，这个过程一般不会超过 ! 个月。如果初审的 ! 位专

家的意见分歧较大，编辑部将再请第 > 位专家进行初审，之后再送主编总审，那么此稿得到最终审稿结果的时间可能会超

过 ! 个月。

>RR李 翔等：海洋微生物宏基因组工程进展与展望 3 c微生物学报（!""J）KJ（>）




