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基因组改组技术快速提高扩展青霉碱性脂肪酶产量
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摘 要 应用基因组改组技术快速提高扩展青霉碱性脂肪酶的产量。采用经过多代诱变的碱性脂肪酶产生菌扩展青霉

（@%$#0#,,#)< %AB+$&)<）IH@#@9 以及分离自新疆火焰山口土样的溜曲霉（C&B%*1#,,)& /+<+*##）IHQ?"! 作为出发菌株，经过两轮基因组改

组，得到数株优良子代。其中一株酶活较出发菌株 IH@#@9 提高 "?%^。对亲本与子代菌株的形态型、.:K4（随机扩增多态性

4*:）多态性和脂肪酸组成分析初步确定筛选获得的菌株为亲本的改组子代。首次将基因组改组技术成功应用于真核微生物基

因组改造，短期内使目标代谢产物获得提高，这对于在真核微生物育种中进一步推广该技术具有重要意义。
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菌种选育技术作为现代发酵工业的基础，一直

以来都受到高度的重视，其发展经历了自然选育、诱

变育种、代谢控制育种、杂交育种和分子育种等几个

重要阶段［?］。

美国加州 \=SF/> 公司的 L=73=-7‘ 等人于近期

提出了基因组改组（[/>’5/ CB,GG(1>F）技术的概念，它

通过细胞工程的手段，对多个遗传性状不同的亲本

细胞进行递推式多次融合（7/0,7C12/ ;7’<’;(=C<），使它

们杂交，产生新的复合子代［!］。最后筛选出正向进

化的目标菌株。与其他分子育种技术相比，基因组



改组技术不需要昂贵的仪器设备，花费少，操作简

单，能广泛推广，具有强大的生命力。此技术的育种

效果显著，已有成功应用的报道［! " #］，其中最为成功

的是 $%&’%(&) 等人运用基因组改组技术快速提高泰

乐菌素产生菌 !"#$%"&’()$* +#,-.,$ 的产量，通过两轮

改组，提高泰乐菌素产量将近 * 倍，仅花费一年时间

就取得了相当于他人此前 !+ 年工作的成果［!］；但是

到目前为止，此技术仅成功地应用于原核微生物，还

未见在真核微生物中应用的报道。

本试验采用的初始菌株为碱性脂肪酶产生菌

/$0.).11.2’ $3%,0*2’ 的突变菌株和脂肪酶产生菌溜

曲霉（4*%$#5.112* ",’,#..），期望通过对它们进行基因

组改组，提高该菌产酶量，以探究此方法在工业微生

物育种领域中的应用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种：扩 展 青 霉（ /$0.).11.2’ $3%,0*2’ ）

,-.*.#、耐热溜曲霉（4*%$#5.112* 6,’,#..）,-/01!，均为

本实验室保藏菌种。

!"!"# 试剂和设备：2%3 酶、4$5 试剂和 !6+78 9:;
<%’’=& >%&?=& 均购自 2%@%5% 公司；5;49 随机引物

购自上海生工生物工程技术服务有限公司；5:%A= ;
购自 BC%D=E=；其他试剂均为国产或进口分析纯。

!"!"$ 培 养 基：斜 面 培 养 基（F）：蔗 糖 1，:%:G1

+H!，@$I +H+6，麸皮 0H+，琼脂 !H+，8B 自然。菌丝生

长培养基：同斜面培养基。等渗再生培养基：同斜

面培养基。高渗再生培养基：以高渗溶液（+H#JKIL<
:%$I M +H1F $%$I!）代替自来水配制菌种斜面培养

基，采用双层琼脂培养基。发酵培养基（F）：黄豆饼

粉 *H+，玉米淀粉 +H.，:%:G1 +H*，:%!B4G* +H1。

!"# 方法

!"#"! 不同遗传性状的菌株获得：将菌株 ,-.*.#
以 :2N 诱变处理后获得 6 株突变株，此 6 株突变株

的菌落形态和生长特性与 ,-.*.# 基本相同，产酶酶

活 与 ,-.*.# 相 比 提 高 0+.F O 0!.F。 另 加

4*%$#5.112* 6,’,#.. ,-/01! 共 # 株作为亲本出发菌株。

!"#"# 原生质体的制备：参考文献［P］的方法制

备。

!"#"$ 原生质体的融合：将制备所得 # 个亲本的

原生质体等量混合，加入 1+F4QN 处理 0+JRE 后以

06++&LJRE 离心 0+JRE，收集沉淀，用高渗溶液洗涤 1
次，再用高渗溶液稀释原生质体，分离于高渗双层培

养基平板上，培养至单菌落形成。通过琼脂块法、摇

管法和摇瓶法筛选，选出表型优良的数个菌株。将

第一轮获得的优良菌株重复以上步骤，进行第二轮

融合。

!"#"% 初筛（琼脂块法）：用灭菌的打孔器将培养

基制成单个小琼脂块，排放在灭菌培养皿内，随机挑

选高渗双层培养基平板上生长的菌落，用灭菌牙签

接种到小琼脂块上，1+S恒温培养，使其充分生长

和产酶，然后再将小琼脂块转移到橄榄油乳化液鉴

定板（含有 6F橄榄油乳化液的琼脂板）上，于 1+S
培养 0 O 1’，观察各菌落周围水解圈的大小，将水解

圈大的菌落移接到斜面培养基中。

!"#"& 一次复筛（摇管法）：将初筛得到的菌种接

种于事先加入 +H6J< 发酵培养基的 0+JJ T P6JJ
小试管，!6+&LJRE 摇床摇瓶发酵 #+U，取发酵液，同

时以灿烂绿法和水解圈法初步测定产酶情况。

灿烂绿法：将灿烂绿滴入发酵液，静置一段时

间，含脂肪酶者显绿色，显色越深越快者酶活越高。

水解圈法：将发酵液滴入橄榄油乳化液鉴定板，

恒温培养 !* O *.U，观察并记录水解圈的大小，圈越

大者酶活越高。

!"#"’ 二次复筛（常规摇瓶法）：用常规摇瓶法进

一步筛选，振荡培养。取发酵液，用水解圈法，测定

产酶情况，然后使用以下的 :%GB 滴定法测定确认。

!"#"( 碱性脂肪酶活性测定：采用 :%GB 滴定法进

行脂肪酶活性测定［.］。

!"#") 5;49 分析：

（0）菌体基因组 9:; 的提取：采用改良 $2;V
（十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵）法［W］提 取 菌 体 基 因 组

9:;：从斜面上挑取少量孢子接种到培养基平板上，

培养 !+U，刮取菌体。将获得的菌丝置于研钵中，加

入液氮，迅速研磨。将得到的粉末移入灭菌 6+J<
离心管，加入 #6S预热的 $2;V 提取液，充分混匀，

置 #6S水浴中轻微摇荡 0U。冷却后分装入 0H6J<
Q8 管中，加入等量预冷氯仿，轻缓颠倒，*S 静置

.JRE，0!+++&LJRE，*S离心 06JRE。吸取上清液，加入

5:%A=;，1PS保温作用 1+ JRE。再用氯仿抽提蛋白

质，直至界面清晰为止。取上清液，加入一倍体积

*S预 冷 的 异 丙 醇，旋 转 混 匀，*S 放 置 !+JRE。

0!+++&LJRE，*S离心 0+JRE，弃上清。沉淀用预冷的

P+F乙醇低速离心洗涤两次。将 Q8 管倒置，室温干

燥后，加入 2Q，轻微吹打，" !+S保存备用。

（ ! ）5;49 多 态 性 分 析［0+］：以 /$0.).11.2’
$3%,0*2’ 的 9:; 为模板，从 1++ 条随机引物中筛选

出 !* 条扩增产物稳定，重复性好的有效引物（表

1P#林 峻等：基因组改组技术快速提高扩展青霉碱性脂肪酶产量



!），对 亲 本 及 部 分 改 组 后 菌 株 进 行 "#$% 扩 增。

$&" 体系定为：反应体积 ’(!)，内含模板 %*# (+,-，
’(../01) 2-&0’ 溶液 !3(!)，引物 !!)，’3(../0 4*5$
’!)，567 酶 !3(!)，!+ 8 $&" 9:;;<= ’3(!)，加超纯水

补足 到 ’(!)。扩 增 程 序：>?@ 预 变 性 (.A,；随 后

>?@变性 !.A,，BC@退火 !.A,，C’@延伸 !3(.A,，循

环 ?+ 次；最后在 C’@延伸 C.A,。反应结束后，取

(!) 反应液在 !3?D 琼脂糖凝胶上电泳检测。

对 ’? 条引物产生的 "#$% 图谱进行统计分析，

按琼脂糖凝胶同一位置上 %*# 带的有无进行统计，

有带（包括弱带）的记为“!”，无带的记为“+”，形成

"#$% 表型数据矩阵供进一步分析，使用软件 $EF0AG
的 HAIJE 算法构建进化树。

表 ! 本试验所用 "#$% 随机引物序列

&’()* ! &+* ,’-./0 1,20*,3 43*. 2- 5+23 354.6
&/4< $"K2L" MLNOL*&L &/4< $"K2L" MLNOL*&L

! PP5P#&P&#P !B #&P&#&##&&

’ &5P&5PPP#& !? PP5P#&5P5P

B #PPP##&P#P !( &#P&P#&##P

? &&#&#P&#P5 !Q PP5PP5P#5P

( &##5&P&&P5 !C 5P&&&#P&&5

Q 5&5P5P&5PP !R &5#&5P&P&5

C P5&P&&P5&# !> &#P#PP5&&&

R #PPP&P5##P ’+ 5&&P#5P&5P

> &5&5&&P&&# ’! 5&&5PP5&&&

!+ #&P#&&P#&# ’’ #P5&PPP5PP

!! PP##P5&P&& ’B 5PPPP#&&#&

!’ PP5P&PPP## ’? P#P5&#P&#P

!7879 脂肪酸组成分析：使用高效气相色谱（P&）

法测定各个受检菌株的脂肪酸组成。

表 8 出发菌株与改组子代在形态方面的比较

&’()* 8 &+* :/01’,23/- /; 0/,1+/)/<6 (*5=**- 1’,*-5’) 35,’2-3 ’-. .’4<+5*, 35,’2-3
HMS!B’ HMR?RQ 6T(+ 6T’> U>! USRRR

MG/=<T G/TAIAV< F<00/W 9/II0<-=<<, 9=<<, 9=<<, 9=<<, WE<6I
./=GE/0/-F A,V<=T< WE<6I 9:;; 9=/W, WE<6I WEAI< =/TA,<TT
&/0/,F G/TAIAV< F<00/W 9/II0<-=<<, 9=<<, 9=<<, J<064/, /;;SWEAI<

./=GE/0/-F A,V<=T< F<00/W WE<6I I6W,F I6W,F WE<6I =<4

8 结果分析

87! 基因组改组

87!7! 第 一 次 改 组：将 由 !"#$%$&&$’( ")*+#,’(
HMR?RQ 得到的 ( 株变株及能产少量的胞外脂肪酶

耐热野生 -,*"./$&&’, 0+(+.$$ HMS!B’［!!］作为亲本进行

第一次基因组改组，从平皿上挑选约 !+++ 株进行初

筛、复筛，结果如图 ! 所示。第一次改组后得到 ( 株

优良的变株 6T>、6T’’、6T’>、6T(+、6TCB。其中 6T(+ 酶

活单位比出发菌株 HMR?RQ 提高 ’3Q 倍。

87!78 第二次改组：将第一次基因组改组得到的 (
株优良菌株 6T>、6T’’、6T’>、6T(+、6TCB 作为亲本进行

第二次基因组改组，经过初筛，复筛，结果如图 ’ 所

示。第二次基因组改组得到 Q 株优良菌 株 U(+、

UQ?、UR?、U>!、U!+>、USRRR。其中 U>! 酶活比出发

菌株 HMR?RQ 提高 B3!C 倍。

图 ! 第一次改组所得菌株酶活情况

HA-X ! )AG6T< 6JIAVAIA<T 6;I<= ;A=TI =/:,4
-<,/.< TE:;;0A,-

图 ’ 第二次改组所得菌株酶活情况

HA-X ’ )AG6T< 6JIAVAIA<T 6;I<= T<J/,4 =/:,4
-<,/.< TE:;;0A,-

878 亲本与改组子代的形态比较

比较了出发亲本菌株与部分改组子代的形态区

别（表 ’），可知通过筛选得到的子代菌株与亲本在

形态上既有一定的联系，又有明显区别。其中 US
RRR 斜面正面的颜色与 HMS!B’ 相似，但背面产生红

色色素，为亲本完全不具备的形态特征。其他菌株

也有类似的现象。由此可判断先前以产酶量变化为

?CQ 12$#"," 34’.#+& 45 6$40"%2#4&4/7 生物工程学报 ’++C，Y/03’B，*/3?



筛选标志筛选获得的子代菌株在形态也发生了变

化。

!"# $%&’ 多态性分析

使用 !"#$ 随机引物对 %&’(’)、*+’’’、*,-、%&+
-./ 进行多态性分析（图 .），通过计算机软件计算供

试菌间的遗传距离并构建聚类图（图 (），尝试在分

子水平分析亲代和改组子代在实验室定向进化过程

中的遗传关系。结果表明：子代菌株 *,- 与亲本

%&’(’) 遗传关系最近（遗传距离 01/,-/，图 (），子代

菌株 *+’’’ 则与亲本 %&+-./ 聚成一个类群（遗传距

离 01(/’2，图 (）。可见基因组改组中，由于 $3" 重

组的随机性，使得子代菌株与亲本间的遗传关系不

一致，但均有一“主效亲本”现象。另外，结果还表

明，经基因组改组的两供试子代菌株间的遗传距离

（01)2,.）高于两亲本间的遗传距离（012((），说明基

因组改组可有效提高子代菌株的遗传多样性，这对

于保护重要的工业微生物资源具有重大意义。

表 # 由 () 图谱获得的亲、子代菌株脂肪酸组成及其含量差异汇总

*+,-. # /011+23 45 5+663 +789 741:4;8684<; +<9 6=.82 74<6.<6; 45 6=. 6.;6 ;62+8<; ,3 >+; 7=241+64>2+:=87 +<+-3;8;
!45678 5794:978 *+’’’ *,- %&’(’) %&+-./

/12 ; -01) 3<84 3<84 &4=4>6? @46AB &4=4>6? @46AB

-01) @6?9757C 6C7D -)1)(E @6?9757C 6C7D -/1--E @6?9757C 6C7D -/1)/E @6?9757C 6C7D -21’(E

-.1F ?78<?47C 6C7D (.12.E ?78<?47C 6C7D )(1/.E ?78<?47C 6C7D 2/1/FE ?78<?47C 6C7D 201(0E

-.1F ; -(1/
-’：- GH& ,（!,）

..1/FE
-’：-（!’）
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!"? 脂肪酸组成分析

微生物细胞内的脂肪酸组成是相对恒定的，其

组成和含量具有很好的种属特异性。通过测定亲代

和改组子代细胞的脂肪酸组成，可初步判断各菌株

在细胞生理生化水平上的关系。各受检菌种脂肪酸

组成 QG 图谱由 BM4>?<CA OH$H 全自动微生物鉴定系

统检测。表 . 总结了各受检菌种 QG 图谱的结果：

两株亲本在保留时间 /12 ; -01)978 之间都有数个

峰值，而子代均缺失这些峰值；在保留时间 -01)978
附近，各菌株都有单一峰值，为棕榈酸。菌株 %&+-./
与 *+’’’ 棕 榈 酸 含 量 相 近，分 别 为 -21’(E，

-)1)(E；菌株 %&+’(’) 与 *,- 棕榈酸含量相近，分别

为 -/1)/E与 -/1--E；在保留时间 -.1F978 附近各

菌株均有一亚油酸峰值，%&+-./（201(0E）与 %&’(’)
（2/1/FE）亚油酸含量相近，但子代 *+’’’（(.12.E）

与 *,-（)(1/.E）亚油酸相差 /0E以上；在保留时间

-.1F978 附近紧邻亚油酸峰值之后各菌株均有一峰

值：其中菌株 %&-./ 在此处脂肪酸为 -’：- GH& ,
（!,），含 量 /.1F,E；菌 株 %&’(’) 为 -’：- GH& ,
（!,），含量 ,10/E 和 -’：-（!’），含量 -01F0E；菌

株 *+’’’ 为 -’：- GH& ,（!,），含量 ..1/FE；菌株 *,-
则为 -’：-（!’），含量 /.1))E。说明子代菌株继承

了亲代菌株的一些脂肪酸组成特性，但是与亲代又

有一定的区别，形态与产酶量均有很大不同的两株

子代 *+’’’ 与 *,- 之间脂肪酸组成差别明显，但与

各自的“主效亲本”的脂肪酸组成有较大的相似性

（表 .）。结合 !"#$ 结果及形态型变化可初步确定

基因组改组成功地作用于亲代与子代之间的遗传信

2F)林 峻等：基因组改组技术快速提高扩展青霉碱性脂肪酶产量



息传递，子代由亲代经实验室定向进化而产生。

! 讨论

基因组改组技术能在较短的时间内提高生产菌

种的产量，改良表型［! " #］。本试验将此技术用于改

良脂肪酶产生菌扩展青霉，改组子代菌株脂肪酶酶

活水平比亲本提高了 $%&’ 倍。比较分析了子代菌

株与亲本在形态型、()* 多态性和脂肪酸组成的差

异，发现改组子代菌株与亲本菌株在表型和基因型

上都有明显的区别，可判定基因组改组成功地作用

于亲代和子代之间的遗传信息传递，改造了菌株的

遗传物质。

常规的原生质体融合一般要求亲代具有遗传标

记，以方便融合子的筛选和鉴定。但诸如营养缺陷

型等遗传标记一般会对菌体的生理代谢造成一定的

影响，使融合子代“先天不足”，无法发挥最大生产性

能。本试验的基因组改组技术源于原生质体融合技

术，但两者最大区别在于基因组改组技术使用多亲

本，而非双亲本，并且进行多轮递推式融合，这将大

大增加子代筛选群体内遗传多样性，从而提高了获

得优良性状的菌株的几率［!］。同时为了最大限度提

高碱性脂肪酶产量，发挥基因组改组的效能，我们在

构建改组文库的过程中没有采用传统的遗传标记技

术，而是在筛选过程中以琼脂块法、平板透明圈法、

灿烂绿法等结合进行，获得较好的筛选效果。事后

的试验分析结果均证明我们获得了高产的正向进化

改组子，子代在产量、形态、+*,( 多态性、脂肪酸组

成分析上与亲本菌株均有明显的区别，有力说明了

基因组改组在工业微生物育种上的可行性和先进

性。

本试验还发现基因组改组能有效提高子代菌株

的遗传多样性，这与 -./01 等的发现一致［!］。这为

进一步改良菌株提供丰富的资源。而采用传统的诱

变育种，往往以单一出发菌株为亲本，经连续多代诱

变，筛选优良菌株，这种育种方式往往导致后代菌株

间遗传多样性降低［&!］，从而使进一步提高目标产物

出现困难。这可能是基因组改组技术比传统育种技

术更具有生命力的重要原因。

基因组改组技术能在短时间内提高目标代谢产

物的产量。使用传统育种技术，需要几年甚至十几

年才能达到同样的效果。应用该技术的费用低廉，

对设备要求不高，一轮基因组改组的费用略相当于

一轮理化诱变的费用，同时该技术易于实施，对实验

仪器设备的依赖性小，能够在国内的大多数实验室

推广，应用前景广阔。此前国内外已有少量关于基

因组改组的报道，但仅限于在原核微生物方面的应

用。本试验在国内外首次证明了基因组改组可成功

应用于真核微生物，但是是否在真核微生物中具有

应用的普遍性，还有待于进一步深入的研究。
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