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代谢工程与细胞工厂专栏                                                               

启动子和细胞全局转录机制的定向进化在微生物代谢工

程中的应用 

赵心清, 姜如娇, 白凤武 
大连理工大学生物科学与工程系, 大连 116024 

摘  要: 通过随机突变和定向选择而进行的定向进化(又称分子进化或人工进化)在改造酶的催化特性和稳定性、扩展酶

的底物范围等方面具有广泛的应用。近年来, 定向进化也开始应用在对结构基因的启动子区域和具有调节功能的蛋白如

转录因子等进行代谢工程改造, 并成功选育了对环境胁迫因素具有较强耐受性, 以及发酵效率提高的微生物菌种。以下

着重介绍近年来启动子的定向进化, 包括启动子的强度和调节功能的分子进化, 以及细胞全局转录工程等技术在微生

物代谢工程中的应用, 这些定向进化技术使人们可以更精细地调节基因表达水平, 并可同时改变细胞内多个基因的转

录水平, 是代谢工程研究新的有力工具。 
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Directed evolution of promoter and cellular transcription 
machinery and its application in microbial metabolic 
engineering– a review 
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Abstract: Directed evolution, which is also called molecular evolution, or artificial evolution, combines random mutagenesis and 
directed selection. In previous studies, it has been extensively applied for the improvement of enzyme catalytic properties and 
stability, as well as the expanding of substrate specificity. In recent years, directed evolution was also employed in metabolic 
engineering of promoters for improving their strength and function, and the engineering of global transcription machinery. These 
techniques contribute to breeding more tolerant strains against environmental stress, as well as strains with improved fermentation 
efficiency. In this article, we reviewed the applications of directed evolution in the metabolic engineering of promoters and global 
transcription machinery. These techniques enabled fine-tuning of gene expression and simultaneous alternation of multiple gene 
transcription inside the cells, and thus are powerful new tools for metabolic engineering. 

Keywords: directed evolution, promoter engineering, global transcriptional machinery, metabolic engineering 



赵心清等: 启动子和细胞全局转录机制的定向进化在微生物代谢工程中的应用 1313 

 

Journals.im.ac.cn 

利用易错 PCR (Error prone PCR) 或 DNA改组

(DNA shuffling)对酶分子编码基因进行定向进化 , 

通过对基因进行随机突变(或基因重组)和定向选择, 

可获得催化效率提高的酶蛋白, 并改善酶的一系列

性质, 如稳定性[1-2]、底物特异性[3]等, 是蛋白质工程

的重要工具。近年来, 定向进化技术也成功应用于非

催化蛋白编码基因, 如 DNA 结合蛋白以及基因启动

子区的遗传工程改造, 并在酵母菌、乳杆菌等微生物

的代谢工程改造中得到成功应用。以下综述了近年来

定向进化技术对启动子活性和调节特性的改造, 以

及对细胞全局转录机制的代谢工程改造。 

1  启动子的定向进化 

传统代谢工程操作经常利用强启动子过量表达

关键酶的基因以过量生产某种代谢产物, 但基因的

过量表达可引起细胞内部的过量负担, 造成细胞内

整体代谢辅酶的不平衡或细胞生长底物的缺乏。对

某一基因的敲除可能影响其他代谢途径的辅酶或者

前体物供应。越来越多的研究也表明, 某些基因适

度表达而不是过量表达能取得更好的效果, 如木酮

糖激酶基因过量表达后抑制酵母在木糖培养基中的

生长, 只有木酮糖激酶活性适中的时候, 酵母在木

糖中的生长和乙醇发酵才达到最佳状态[4]。这就要

求在代谢工程操作中对基因表达进行精细的调控。

利用诱导型启动子可以实现对基因不同表达强度的

控制, 但是诱导剂通常比较昂贵, 而且对细胞具有

一定的毒性。对强启动子的分子进化可以得到不同

活性范围的启动子, 实现基因的精细调控。 

早期利用启动子的–10 和–35 间隔区的合成启

动子文库, 获得了启动子活性至少变化 400 倍的不

同启动子突变体[5]。Alper 等[6]通过易错 PCR, 获得

了噬菌体 PL-λ启动子活性变化范围较大的突变启动

子文库 , 利用绿色荧光蛋白(GFP)荧光的监测可知

启动子的活性在 196倍的范围内变化, 而 gfp基因的

转录分析证明突变启动子导致的转录水平可在 325

倍的范围内变化, 证明了通过随机突变可以获得启

动子活性差别较大的突变体, 达到对基因进行精细

调节的目的。最新一项研究证明, 对巴斯德毕赤酵

母(Pichia pastoris)强启动子PAOX1的转录因子结合序

列(Transcription factor binding sites, TFBSs)进行删除

或倍增的突变操作后, AOX1 启动子的活性可在 6%

至 160%之间变化, 证明了突变可使启动子活性在广

泛范围得到改变[7]。 

早期的报道证明 GPD1 基因的过量表达提高了

酵母菌甘油的产率, 但是细胞生长受到了抑制 [8]。

Nevoigt 等[9]报道了利用 TEF1 启动子的突变体文库

对酵母菌 3-磷酸甘油醛脱氢酶基因进行精细调控的

结果, 证明中等启动子活性可在不影响生长的前提

下实现甘油的最大产率。在另一项研究中, 将 dxs

基因置于不同活性的启动子下研究大肠杆菌番茄红

素的生产, 发现中等强度表达的基因产生的番茄红

素最多 [6], 有力证明了适量的启动子活性对代谢调

控的重要性。 

在代谢途径中限速步骤往往是由多个基因控制

的, 因此成功的代谢工程操作需要对多个基因的表

达进行平衡操作才能实现目的。2007年提出的多基

因启动子改组 (Multiple gene-promoter shuffling, 

MGPS)方法 [10], 首先选择代谢途径关键基因, 以及

限速步骤基因自身的启动子, 并将不同活性的启动

子与关键酶基因进行多个组合, 构建表达载体转化

酵母, 进而筛选性状改善的转化子。利用木糖代谢

和糖酵解途径的 3个关键酶基因(PYK1、TKL1、TAL1) 

和强启动子(HXK2启动子)、弱启动子(PYK1启动子) 

2 种启动子, 共 8 个基因–启动子组合, 构建表达载

体, 结果筛选到了乙醇产量提高 8 倍、发酵速率提

高 2 倍的转化子, 明显改善了酵母菌基因工程菌发

酵木糖生产乙醇的效率。在 MGPS 中利用的是野生

型的启动子, 没有对启动子进行突变, 但可以预见, 

结合启动子的定向进化, 启动子改组将可能实现对

基因表达的更优化调控。 

除了启动子的强度可以进行定向进化, 启动子

的调节功能也能通过人工进化得到改变。酿酒酵母 

(Saccharomyces cerevisiae) 的 DAN1启动子对溶氧敏

感, 在厌氧条件下活性很强, 而在有氧条件下没有活

性。由于这个启动子需要绝对厌氧条件下才能诱导, 

因此操作条件比较苛刻。Nevoigt 等[11]利用带有黄色

荧光蛋白的报告载体对通过易错 PCR 得到的启动子

突变体文库进行检测, 获得了在微氧条件下也能够



1314    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech            September 25, 2009  Vol.25  No.9 

  

Journals.im.ac.cn 

诱导表达的启动子突变体, 其启动子活性在微氧条

件下是野生型启动子的 1.8~2.9 倍。这使得突变启动

子可以在停止供氧的条件下方便地得到诱导, 再次

证明了启动子的定向进化在调节基因表达中的作用。 

2  基因转录机制的定向进化 

调节启动子的活性和调节功能是调节基因转录

机制的重要手段, 但其调控只限制在个别基因。而

微生物的某些性状是由多基因控制的, 对单独控制

几个基因的表达难以达到理想的效果。通过对调节

基因转录的调节蛋白的重组和突变, 可实现对多基

因性状的调控。 

2.1  锌指蛋白的锌指结构基元改组与基因调控 
锌指结构是锌指蛋白中高度特异的 DNA 结合

域 , 锌指蛋白含有锌指结构和激活或抑制功能区 , 

细胞内多种调节蛋白里都有 1个或者多个锌指结构, 

每个锌指能识别 3个碱基的 DNA序列, 称为锌指结

构基元[12]。Park等[13]对多个锌指结构基元进行了改

组 , 构建了人工的锌指基元文库 , 并转化酵母 , 获

得了对热处理、渗透胁迫和抗真菌药物咪康唑 

(Ketoconazole) 抗性提高的酵母突变体。由于抗性通

常是受多基因控制的, 证明了转录因子的定向进化

可同时改变细胞内多个基因的表达水平。将来自酵母

的锌指蛋白文库亚克隆到大肠杆菌表达载体上转化

大肠杆菌, 筛选到了耐温性大大提高的突变体[14], 证

明了人工锌指蛋白组合文库在原核生物中的应用。此

外, 人工锌指基元结合转录激活或者抑制功能区的

人工转录因子文库也成功应用于提高酿酒酵母和动

物细胞 (HEK 293细胞系) 生产重组蛋白的效率[15]。 

2.2  细胞全局转录因子定向进化 
细胞全局转录机制工程  (Global transcription 

machinery engineering, gTME) 通过对转录复合体成

分, 尤其是负责 DNA 序列识别从而决定 RNA 聚合

酶结合偏好性的转录因子进行定向进化, 从而对细

胞整体的转录进行大规模的重组。Alper等[16]利用易

错 PCR 对大肠杆菌 (Escherichia coli)编码σ70 的

ropD 基因构建随机突变文库, 并连接到低拷贝载体

转化含有野生型 ropD基因的大肠杆菌 DH5α, 获得

的乙醇耐受突变株在 50 g/L乙醇条件下倍增时间为

3.5 h, 而前人所得到的乙醇耐性最好的 E. coli菌株

在同等条件下倍增时间为 4~6 h[17]。转录水平分析显

示在无乙醇条件下, 与对照组相比突变株中 72个基

因的转录水平发生变化。在 20 g/L乙醇条件下培养

突变株的 354 个基因转录水平有变化, 这些基因大

都与逆境胁迫响应有关, 其中也包括乙醇胁迫。对

酿酒酵母转录复合体 TFIID 的 TATA 结合蛋白

(SPT15)和 TATA 结合蛋白辅助因子(TAF25)编码基

因分别进行随机突变, 先后在 5%乙醇、100 g/L 葡

萄糖和 6%乙醇、120 g/L葡萄糖的背景下筛选突变

株, 分离到性状最好的突变株 spt15-300, 在 6%乙醇

的培养条件下其生长速率能达到对照组的 13倍[18]。

对植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)的σ因子进行

随机突变得到突变文库, 并转化植物乳杆菌, 利用

乳酸耐受实验筛选得到的最佳突变株 S6, 生长速率

约为野生型的 3.5倍, 低 pH受实验筛选得到的最佳

突变株 H13生长速率比野生型高 25%。该突变株在

无机酸和乳酸环境下的生长速率均快于野生型植物

乳杆菌, 乳酸产量也更大[19]。 

与基因组改组方法 [20-21]相比 , 细胞全局转录

工程不需要原生质体制备和融合的步骤 , 操作方

法更加简便 , 而且着眼于调控细胞整体基因转录

的目标 , 定向性更强。对所得到的性能提高的突变

体进行深入分子机制分析 , 可提供关键的目标以

便进行下一步的定向代谢工程改造。例如 , 对乳杆

菌的σ因子的 gTME操作发现 , σ因子的 1个氨基酸

位点突变 (Q345K)就可明显提高菌株对乳酸的耐

性和在高浓度乳酸中的生长速率 , 以及提高对高

浓度盐的耐  性 [19]。而对酿酒酵母的转录起始复合

体成分编码基因 SPT15 的研究表明 , 3 个氨基酸残

基的突变(F177S、Y195H、K218R)可能导致 SPT15

与 SPT3蛋白的结合发生变化 , 从而改变了细胞内

几百个基因的转录 [18]。未来的研究可利用这些结

果实现对微生物的定向突变 , 加快菌种选育的进

程。本课题组对酿酒酵母的 SPT3 基因进行 gTME

操作 , 也筛选到了乙醇耐性提高的突变体 , 目前

正在分析突变株耐性提高的分子机制。可以预见 , 

gTME 在多种工业微生物的育种中将得到更广泛

的应用。  
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3  结论和展望 

利用定向进化技术对启动子进行随机突变和定

向筛选、实现对基因转录水平的精细调节, 可实现

对代谢网络的适度调控, 使细胞代谢网络实现平衡

进化。通过细胞整体转录机制的定向进化选择代谢

网络优化的个体, 可获得细胞内多个基因转录同时

得到改变的个体。这些研究极大扩展了定向进化技

术在生物技术领域的应用, 使工业微生物菌种改造

从经典的物理或化学随机突变向对特定启动子的定

向进化和细胞整体代谢网络的操纵转变, 快速高效

地提高菌种的胁迫耐受性和生产性能。 

在启动子的工程操作和细胞全局转录工程操作

中, 研究者均使用了易错 PCR, 比较在经典随机突变

中使用的亚硝基胍, 通过易错 PCR得到的乳杆菌σ因

子突变体文库, 其性状的多样性远远大于 40%~50%

致死率时亚硝基胍的突变效果[19]。这解释了细胞全

局转录工程在对多基因性状的代谢工程操作中的有

效性。启动子的工程操作和细胞全局转录工程操作研

究表明, 细胞代谢网络具有很大的弹性, 可通过多种

手段对代谢通量进行优化, 从而获得性能优良的工

业微生物菌种。目前对启动子和细胞转录机制的代谢

工程操作还需要筛选大量的突变体, 而对性能提高

的突变体进行代谢通量分析和转录组学分析, 利用

获得的信息进一步对菌种进行定向代谢工程改造 , 

将使人们更快速改造细胞的代谢和生理功能, 所积

累的对细胞代谢调控的认识, 也将应用于系统生物

学和合成生物学的研究 [22-23], 使人们能更有效地控

制和设计细胞工厂, 获得优良的微生物生产菌种。 
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