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工业微生物菌种改造的新方法———优势小基因组生产菌的构建

王媛媛，郭文斌，宋存江
*

南开大学分子微生物学与技术教育部重点实验室，天津 300071

摘要:本文介绍了构建优势小基因组生产菌株的必要性和可行性;介绍了优势小基因组工业微生物的构建原

理和方法;同时，还介绍了几个目前已成功应用的通过基因组精简提高生产效率的例证;最后，结合作者的研

究对优势小基因组生产菌的应用进行了展望。
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传统的 工 业 微 生 物 菌 种 改 造 是 通 过 随 机 诱 变

( 物理或化学因素) ，推理选育而实现。其操作靶点

目标不明确、且需要大量的筛选工作，才能得到优良

的菌株
［1］。分 子 生 物 技 术 的 发 展 推 动 了 基 因 工 程

技术的使用，人 们 能 够 目 标 明 确 的 进 行 菌 种 改 造，

如:基因删除、克隆、整合或重组等，加快了工业微生

物菌种改造的发展。代谢工程将分子育种和生物过

程系统工程方法相结合，对胞内代谢网络的诸多特

征进行精确定量的分析，通过重组 DNA 技术来赋予

细胞理想的特性
［2］，使工业微生物菌种改造又向前

推进了一大步。
随着基因组测序技术的不断进步，基因组工程

亦应运 而 生。基 因 组 工 程 ( genome engineering) 是

指为了实现某一目标对复制系统进行有意地、广泛

地遗传修饰。本文所介绍的“工业微生物菌种改造

的新方法———优势小基因组生产菌的构建”就是基

于基因组的数据，对工业菌种进行基因组层面的遗

传改造。

1 构建优势小基因组工业生产菌的必

要性和可行性

最小基因组是指在最适宜条件下维持细胞生长

繁殖所必需的最小数目的基因
［3］，优势小基因组菌

株是保留有 菌 株 特 殊 功 能 基 因 簇 的 最 小 基 因 组 菌

株。基因组减少可以改善代谢效率，减少代谢调节

网络中的冗余，获得高效的电转化率，准确的复制重

组基因和稳定的质粒复制，基因组越小生长速度越

快等，可提高菌株的预测性和可控性。优势小基因

组菌株可以提高目标产物的合成量和含量，尽可能

的消除副产物，提高菌株的生长繁殖速率，降低原料

消耗，缩短生产周期
［3 － 5］。

最小基因组和优势小基因组菌株的构建也就是

在认识目标菌株遗传信息的基础之上，根据具体的

研究目的对于菌株基因组的精简。
众所周知，利用基因工程和代谢工程技术所获

得的工业微生物菌株，比传统育种方式能够获得更

具优势性状的菌种，极大地推动了微生物产业的发
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展。然而，在发酵产业依然广泛存在有: ① 发酵过

程有副产物、② 底物转化率不高( 非目的代谢 过 程

消耗过多的能量)、③ 生长周期长( 菌体生长繁殖速

度慢) 和 ④ 菌株不稳定( 基因组中可转位元件的存

在) 等亟 待 解 决 的 问 题，也 是 不 争 的 事 实。优 势 小

基因组菌株恰恰能够克服上述缺点。本文所介绍的

基因组精简的例证，足以证明优势小基因组菌株构

建是可行的。
有人说，“微 生 物 基 因 组 是 微 生 物 在 自 然 界 经

过了长期的 进 化 所 形 成 的，它 本 身 就 是 一 个‘非 常

精简’了 的 基 因 组。采 用 外 力 干 预 基 因 组 的 组 成，

未必就能 获 得 理 想 的 结 果”! 诚 然，野 生 菌 株 在 自

然界，为了适应千变万化的自然生存条件，为了抵御

同类生物的生存竞争以及自然界存在的生物种群之

间的基因水平转移等，进化形成了现有野生菌的基

因组。这是不争的事实。但是，人类利用微生物进

行生产实践和科学研究的条件是已知的，是可控的，

与微生物在自然界的生存竞争条件相比，是极其不

一样的。因此，野生菌株基因组中的某些片断是可

以删除的，微生物基因组也是可以精简的。这样经

过基因组精简所构建的优势小基因组微生物可控性

更强，可预测性也会更高。一些成功的案例已经证

明精简的小基因组微生物繁殖速度更快
［6］。

2 优势小基因组工业生产菌的构建过

程( 基因组精简过程)

工业生产菌株基因组精简的过程概括起来主要

包括:① 在掌握菌株全基因组数据的基础上，② 确

立菌株生长繁殖发育的必需基因和生产某产品的功

能基因及其关联基因，③ 建立无痕敲除大片段基因

序列的方法，采用所构建的方法进行基因组精简，④
检验所构建 的 优 势 小 基 因 组 菌 株 的 生 长 和 生 产 状

况。
2. 1 完成菌株全基因组测序

DNA 测序技 术 自 发 明 以 来 在 推 动 分 子 生 物 学

发展方面一 直 起 着 至 关 重 要 的 作 用。1995 年 生 殖

道支原体 (Mycoplasma genitalium) 全 基 因 组 测 序 完

成后
［7］，越来越多的生物被纳入基因组测序完成的

名单。截 至 到 2011 年 7 月 1 日，GOLD ( Genomes
OnLine Database) 公 开 报 道:已 完 成 6891 株 综 合 微

生物 全 基 因 组 ( Integrated Microbial Genomes) 的 测

序，包括 2780 株细菌、121 株真核微生物、107 株古

菌、2697 株病毒和 1186 个质粒。
2. 2 必需基因的确立和删除对象的确立

必需基因指能支持一个完整的生物体存活所必

需的基因，包 括 编 码 与 DNA 复 制、RNA 处 理 和 修

饰、解码遗传密码的 tRNA、翻译组分和分子伴侣等

蛋白的基因。目前必需基因确立的方法主要包括有

3 种。
2. 2. 1 采用生物信息学、比较基因组学的方法预测

菌株的必需基因、分析基因组岛和复制原点
［8 － 11］

采用生物信息学的方法确立删除对象，首先进

行必需基因分析:使用生物信息学必需基因在线数

据 库 ( Database of Essential Genes，DEG， http: / /
tubic． tju． edu． cn / deg /) ，用 所 研 究 菌 株 的 全 基 因 组

碱基序列和数据库中同类菌株的必需基因数据进行

比对，相似性在 50% 以 上 的 可 能 为 必 需 基 因 ( 可 以

结合实际的敲除结果，修正相似性百分量进行比对，

相似性较高 的 为 必 需 基 因 ) ，在 基 因 组 的 大 片 段 敲

除过程中需要避开这些基因。此在线数据库为张春

霆院士率领的天津大学生物信息研究中心所建。其

次，进行基因组岛分析:使用生物信息学基因组岛在

线分析 软 件 ( http: / / tubic． tju． edu． cn /GC-Profile /)
对所研究菌株的全基因组碱基序列进行分析，分析

得到 n 个分割点，将全基因组分成 n + 1 个片段，这

n + 1 个片段的 G + C 百分含量与全基因组 G + C 百

分含量比较，差距较大者可能是基因组岛，可能为外

来的( 水平转 移 获 得 的 ) 基 因，可 以 删 除。最 后，进

行复制原点分析:使用生物信息学中的复制原点在

线分析软件( http: / / tubic． tju． edu． cn /Ori-Finder /) ，

对所研究菌株的全基因组碱基序列进行分析，可发

现 oriC 的 位 置，可 确 定 其 大 小，复 制 原 点 侧 翼 基 因

需要保留。总之，在选定删除片段的时候，利用生物

信息学的方法进行预测，但是，在实际操作中，还要

结合实际情况进行修正。
2. 2. 2 通过确立核心编码区，确定必 需 基 因:选 择

亲缘关系较远的同属菌株全基因组序列，确定一个

基因组的 backbone，即保守核 心 编 码 区。由 于 所 选

取菌株为同属但亲缘关系较远，保守核心编码区在

进化过程中能够保存下来应该是菌体生长和基础代

谢所必需的。核心编码区包含的基因被认为是必需

基因，保守区之外的基因则可能是和次级代谢相关

的具有菌种特异性的非必需基因。Mamoru Komatsu

782



Yuanyuan Wang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(3)

使用该方法，确立了 Streptomyces avermitilis 的必需基

因
［12］。

2. 2. 3 借助基因组水平代谢网络重构，采用计算机

模拟确立必需基因:采用被精简微生物的基因组数

据，利用 NCBI 数据库，可建立基因与蛋白之间的对

应关系，将基因间的逻辑关系对应于相应酶的催化

反应上。从而，可构建出初始代谢网络;将该网络转

化成数学式，对模型进行分析、模拟、验证和填补，得

到定量的、具有高精度预测能力的全基因组水平代

谢网络模型。进一步建立调控网络和信号网络。采

用 流 平 衡 分 析 ( FBA )、代 谢 调 节 最 小 化 分 析

(MOMA)、调节的开关最小化 (ROOM) 以 及 含 有 二

次线性规划的动态流平衡(DFBA-LQR) 等网络分析

方法，结合已知必需基因信息，对被精简微生物进行

计算机模拟的基因组精简，确立必需基因
［13］。

2. 3 通过无痕删除对菌株基因组进行精简

目前对细菌基因组进行定点无痕修饰的方法日

渐成熟，主要包括:传统同源重组即利用宿主菌自身

RecA 修复系统的双交换同源重组，利用 λ-Red 系统

的同源重组，利用 Cre / loxP 的切除系统和 Tn 转 座

系统
［14 － 17］。在大片段基因序列的敲除实验中，与传

统的同源 重 组 相 比，λ-Red 系 统 具 有 很 多 优 点:①
需要的同源序 列 片 段 短，② 打 靶 分 子 为 线 性，无 需

构建打靶载体，③ 利 用 噬 菌 体 重 组 酶 介 导，大 大 提

高了重组效率，④ 既 可 以 完 成 单 一 碱 基 对 的 敲 除，

也可完成 100 kb 以上的靶基因的敲除。但是，对于

酵母以外的真菌，尚不能利用 λ-Red 系统，它们的同

源重组还需要借助宿主体内自身的重组系统。Cre /
loxP 系统则会在敲除完成后留下一个 loxP 位点，不

是严格意义上的无痕。

3 基因组精简提高生产效率的例证

生殖 道 支 原 体 (Mycoplasma genitalium) 拥 有 自

然界自由生长的微生物中最小的基因组，长度只有

580 kb，编码大约 480 个蛋白。即使在生殖道支原

体的基因组中也存在着约 100 个非必需基因，这些

基因的失活不会对细胞的正常生命活动产生影响。
这激发了众多研究者进一步探索维持一个细胞正常

生存的最小基因组。转座子突变显示，在实验室条

件下，只需 387 个蛋 白 基 因 和 43 个 结 构 RNA 基 因

就能维持生殖道支原体生存
［18］。大肠杆菌、枯草芽

胞杆菌、谷氨酸棒杆菌、粟酒裂殖酵母、酿酒酵母等

一些微生物已经完成基因组的初步精简，删除范围

从 4% － 29. 7% 不 等，获 得 的 突 变 株 出 现 了 一 些 新

的特性
［19 － 26］。下面详细介绍了几株 微 生 物 基 因 组

精简后，突变株合成产物能力提高的例证。
3. 1 大肠杆菌基因组精简提高苏氨酸产量

大肠杆菌是了解得最清楚、分析得最透彻的微

生物，是遗传学研究、生化研究和代谢模拟研究的模

式生物。大肠杆菌是遗传重组领域广泛应用的宿主

之一，在医药和发酵工业中用于生产重组蛋白、氨基

酸 和 其 他 化 学 品。 2001 年，日 本 启 动 了 MGF
(Minimum genome factory) 计划，目标即是构建一株

最小 基 因 组 的 菌 株 作 为 细 胞 工 厂。在 该 计 划 中，

Escherichia coli K12 的 4. 6 Mb 基 因 组 被 削 减 至

3. 6 Mb，得到突 变 株 MGF-01［27］。在 选 定 删 除 片 段

时，研 究 人 员 首 先 是 对 比 了 Escherichia coli K12 和

Buchnera sp 的基因组序列，相同的基因被认为是必

需基因。Buchnera sp 是 一 种 蚜 虫 的 内 共 生 菌，和

Escherichia coli 有很 近 的 亲 缘 关 系。它 的 基 因 组 被

认 为 在 与 环 境 相 适 应 的 过 程 中 已 经 比 Escherichia
coli 的基 因 组 精 简 很 多。同 时 维 持 Escherichia coli
在最小培养基中生存的基因也是必需基因，避开这

些基因，且包含多于 10 个基因的核酸片段被选为敲

除目标。对于这些片段的敲除，Hiroshi Mizoguchi 等

人采用的是两个连续的 λ-Red 介导的同源重组( 图

1)。加有同源臂的链霉素敏感基因-蔗糖敏感基因-
氯霉素抗性基因片段首先通过一轮的 λ-Red 同源重

组代替靶基因，筛选氯霉素抗性转化子进行第二步

的同源重组。将整合的上下游同源臂片段通过第二

轮 λ-Red 同源重组替换插入的片段。筛选链霉素抗

性和蔗糖抗性的转化子，获得目的突变株 MGF-01。
在 M9 培养基 中，该 突 变 株 在 对 数 生 长 期 的 生

长速度和野生株相同，并且在野生株进入稳定期后，

仍然生长，最终细胞密度是野生株的 1. 5 倍。该 研

究组又将合成苏氨酸的遗传元件(△metA::thrABC-
cat) 整合进突变株 MGF-01 和野生株的基因组中，发

酵48 h结果 表 明，突 变 株 MGF-01 苏 氨 酸 的 合 成 能

力是野生株的 2 倍，分别为10 g /L和5 g /L。基因组

中非必需基因的删除使其拥有了高于野生株的合成

化合物的能力，这是构建细胞工厂的一个良好开端。
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图 1 无痕敲除大肠杆菌大片段基因序列的原理示意图
［27］

Fig． 1 The strategy for construction of unmarked large-deletion mutants of Escherichia coli．

3. 2 枯草芽胞杆菌基因组精简提高外源蛋白产率

枯草芽胞杆菌，是一种研究深入的微生物模式

菌株，能够分泌多种具有重要应用价值的酶。枯草

芽胞杆菌广泛应用于工业生产领域。Westers 等
［23］

报道了一株枯草芽胞杆菌突变菌株 Δ6，该菌株通过

删除两个 原 噬 菌 体 ( SPb，PBSX) 减 少 了 基 因 组 的

7. 7%。然而，△6 的表型特征表明其没有独特的性

质。2008 年，Takuya Morimoto 等 人
［28］

通 过 精 简 枯

草芽胞杆菌 的 基 因 组 得 到 了 一 系 列 突 变 株，其 中，

MGB874 缺失0. 87 Mb的基因序列，并表现了良好的

特性。他们首先通过转录组分析，确定10 kb以上的

不编码 RNA 和特殊蛋白质的基因序列，并且排除所

有已知的和 可 能 的 初 级 代 谢 基 因，利 用 RecA 介 导

的同源重组的方法( 图 2) ，无痕敲除靶基因序列，其

中包括噬菌体、次级代谢相关基因等。
得到突变体后，研究人员检测了该突变株生产

耐热碱性纤维素酶和碱性蛋白酶的能力。他们将构

建的蛋白酶表达载体分别转入得到的突变株中。分

析发现，两种蛋白酶的产量随着缺失基因序列的增

多而增大。MGB874 发酵液中纤维素酶和蛋白酶的

活性比野生型细胞高约 1. 7 和 2. 5 倍，而 且 蛋 白 酶

生产 期 也 被 延 长。此 外，MGB874 细 胞 在 培 养 液 中

麦芽糖消耗增强，表明碳源的利用效率改善也是基

因组减少导致的。
3. 3 啤酒酵母基因组精简突变体高效生产酒精

啤酒酵母，几个世纪以来用于酒精发酵工业，如

今也是一个 用 于 生 物 学 研 究 的 模 式 生 物。对 6500
个基因的单独敲除，得到了维持啤酒酵母生长的基

础基因。但这种方法得到的酵母突变体在发酵和适

应环境方面不尽如人意，不能完全像一个真核微生

物一样。为了研究有多少基因能维持酵母生存且同

时能有效产生酒精，Kiriko Murakami 等人
［29］

通过当

前先进的 PCR 调 节 的 染 色 体 分 裂 ( PCS) 技 术 大 规

模缺失啤酒酵母的基因组，成功改造酵母染色体。
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图 2 无痕敲除枯草芽胞杆菌大片段基因序列的原理示意图
［28］

Fig． 2 The strategy for construction of unmarked large-deletion mutants of Bacillus subtilis

在这项研究中，研究人员首先通过软件预测了

基因组中可缺失的区域。该软件是一个网络在线系

统，从一个非生长必需基因的删除开始，程序能找到

在此条件下其他可以删除的基因区域，这些区域不

包含 已 知 的 必 需 基 因。该 程 序 在 以 下 网 址 可 用

http: / /www． gbpr． riise． hiroshima-u． ac． jp / index_en．
php。同时研究人员还参考了其他两个数据库:酵母

菌属基因组数据库( Saccharomyces Genome Database
(SGD) ，http: / /www． yeastgenome． org /) 和广义酵母

基 因 组 数 据 库 ( Comprehensive Yeast Genome
Database，http: / /mips． gsf． de / genre / proj / yeast /)。

选定靶位点后，研究人员用 PCR 调节的染色体

分裂 ( PCS) 技 术 敲 除 了 啤 酒 酵 母 5% 的 基 因 组 序

列，实验原理可概括为下图 ( 图 3)。该技术的 核 心

是裂解模块，包括三部分:靶标序列、两端加有 loxP
位点的标 记 物 (marker) 和 可 被 修 饰 为 端 粒 序 列 的

(C4A2) 6 序列。裂解模块转化靶细菌，同源重组使

染色体发生裂解，利用营养型筛选突变体。移除标

记基因时，表达 Cre 蛋白的 pSH47 质粒转化靶细菌，

图 3 PCS 技术敲除啤酒酵 母 大 片 段 基 因 序 列 原 理 示 意

图
［29］

Fig． 3 The strategy for construction of unmarked large-deletion

mutants of Saccharomyces cerevisiae utilizing PCS．

筛选酪氨酸营养缺陷体，即为目的转化子。
对本研 究 得 到 的 基 因 缺 失 体 研 究 显 示，大 约

530 kb的基因缺失不影响酵母的生长与发酵，其中，

突变体 MFY1162 比 母 本 多 产 1. 8 倍 的 酒 精。对 基
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因表达谱的分析发现，缺失体中代谢受到非正常的

调节导致了更多的酒精和甘油的产生。该研究首次

修整了酵母的基因组，并证明基因功能重组有益于

酒精生产。
3. 4 链霉菌基因组精简突变体异源合成次级代谢

物

链霉菌 是 重 要 的 工 业 微 生 物，链 霉 菌 属 的 细

菌能够合 成 为 数 众 多 的 次 级 代 谢 产 物，包 括 抗 生

素和一些 对 人 类 健 康、兽 药 研 究 和 农 业 生 产 有 价

值的化合物。这些 化 学 结 构 多 样 的 代 谢 产 物 包 括

聚酮类、非 核 糖 体 合 成 多 肽、细 菌 素 类、萜 类 和 氨

基糖苷类 化 合 物 等，表 现 出 抗 细 菌、抗 真 菌、抗 病

毒、抗肿瘤的作用，而 且 有 抗 高 血 压 和 免 疫 抑 制 的

功能
［30］。
近年来，科研人员对应用工程菌异源合成次级

代谢物有很大的兴趣。工业上用来生产驱肠虫剂阿

佛菌素的 Streptomyces avermitilis 就是一株高 效 合 成

次 级 代 谢 产 物 的 菌 株，日 本 研 究 人 员 Mamoru
Komatsu［12］

等就通过 减 小 S． avermitilis 基 因 组 来 实

现其高效合成异源次级代谢产物的目的。

图 4 两步双交换同源重组敲除链霉菌大片段基因序列原理示意图
［12］

Fig． 4 The strategy for construction of large-deletion mutants of Streptomyces avermitilis utilizing

double crossover recombination．

在他们的研究中，首先通过比较三株分类学上

不 同 的 链 霉 菌 Streptomyces avermitilis、Streptomyces
coelicolor A3 和 Streptomyces griseus 的基因组，发现一

个 6. 28 － 6. 50 Mb核心保守区。和其他两株菌不同

的是，S． avermitilis 的基因组是不对称的，线性染色

体的两端 分 别 有 一 个2 Mb和0. 5 Mb的 近 端 区 域。
Mamoru Komatsu 等 推 测 这 些 近 端 区 域 和 菌 种 特 异

的次级代谢有关，它们的敲除应该不会影响菌体的

正常生长和初级代谢。
两步 双 交 换 同 源 重 组 首 先 被 用 来 无 痕 敲 除

1. 4 Mb的片度( 图 4)。大约2 kb的同源臂连接在卡

那 霉 素 /新 霉 素 抗 性 基 因 aph 的 两 侧，连 接 到

pGM160Δaac(3) I::oriT，进 行 第 一 步 双 交 换，基 因

aph 替代 靶 位 点。连 有 两 个 同 源 臂 的 pGM160Δaac
(3) I::oriT 再次导入宿主，进行第二次双交换，消除

抗性基因 aph。
采用该方法他们得到突变体 SUKA2(Δ7，734 －

1，494，898 nt) ，但 是 该 方 法 假 阳 性 率 高，应 用 Cre-
loxP 的位点特异性重组是他们敲除的主要方法并获

得了其他一系列的突变体 ( 图 5)。在这种方 法 中，

两个 loxP 位点 分 别 通 过 双 交 换 同 源 重 组 的 方 法 整

合到靶位点的上下游，Cre 蛋白表达质粒 pKU471 导

入宿主菌，在 Cre 蛋 白 的 作 用 下，在 两 个 loxP 位 点

之间发生同源重组，完成靶位点的敲除。
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图 5 Cre-loxP 的位点特异性重组敲除链霉菌大片段基因序列原理示意图
［12］

Fig． 5 The strategy for construction of large-deletion mutants of Streptomyces avermitilis utilizing Cre-loxP

specific recombination system．

获得大片段 (16. 8% － 18. 54% ) 缺失的突变体

后，Mamoru Komatsu 等以突变体为宿主菌异源合成

了链霉 素 ( 氨 基 糖 苷 类 ) ，头 孢 霉 素 C ( β 内 酰 胺

类) ，普拉地内酯( 大环内酯类) 和植物倍半萜烯化

合物。当使用的培养基为 S． avermitilis 合成阿佛菌

素的最适培养基时，链霉素和头孢霉素 C 在突变体

中的产量均高出原宿主菌的产量。此外，他们还对

次级代谢基因簇在突变体中的调控做了初步的研究

探讨。

4 展望

笔 者 研 究 组 已 经 完 成 了 门 多 萨 假 单 胞 菌

Pseudomonas mendocina NK-01［31］
和解淀粉芽胞杆菌

Bacillus amyloliquefaciens LL3［32］
的 全 基 因 组 序 列 测

定。目前，研究组正在构建适合于上述菌株大片段

基因序列无痕删除的技术方法，构建相应的优势小

基因组菌株
［33 － 34］。其实，优势小基因组研究属合成

生物学的范畴。我国该领域研究与发展迅猛。涵盖

人造细胞工厂、光合作用与人造叶片、新功能人造生

物器件、药物创新与优产人工合成体系以及生物基

材料合成新途径等 5 个项目已立项运行。诚然，从

基础到应用，从技术到工程，需要一定周期。笔者以

为，优势小基因组工业微生物菌株的构建在众多合

成生物学方法中是上手简单、研究周期较短的技术

方法之一。笔者深信优势小基因组生产菌株将在生

物医药、生物能源、生物材料、生物环境和生物制造

等领域发挥出令人瞩目的作用。
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New method for industrial microbial strains
improvement———construction of dominant genome-
simplified strains—A review
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Abstract:The necessity and feasibility of constructing dominant genome-simplified strains for industrial production were
introduced，based on some successful cases in which the production efficiency was improved after simplifying the genome
of strains． The principle and process of genome simplifying were summarized． In addition，the perspective of dominant
genome-simplified strains for industrial production was discussed，combined with authors' own studies．
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