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次级代谢产物菌种改良的策略和手段
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摘 要：从抗生素入手，介绍了次生代谢产物菌种改良的策略和手段，从代谢工程角度讨论了在初

级代谢产物育种中行之有效的设计育种“五字策略”，以及在次生代谢产物生产菌种选育方面的应

用前景 )
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大多数用于初级代谢产物和次级代谢产物的

生产菌种，在应用于工业化生产之前，都已经接受

了遗传学改造和修饰 ) 菌种投入生产以后，也仍需

进一步的改良，以提高产量或获得有利于生产的生

长特性 ) 抗生素生产菌种也不例外 ) 在次级代谢产

物中，抗生素工业化生产的历史最长，研究成果最

多，因此作者从抗生素入手讨论次级代谢产物菌种

改良的策略和手段 )
大多数野生型抗生素产生菌株在发酵液中累

积目的抗生素（即要借助微生物生产的抗生素）的

能力很差，同时还形成许多副产物 )因此，工业发酵

产品的成功开发，关键在于菌种 )应用 ]*5 重组技

术，可以以一种更加定向的方式改造这些抗生素产

生菌 ) 次级代谢的代谢工程有可能使一种原来生成

其他抗生素的或根本就不产抗生素的微生物合成

某种新的或是已知的抗生素［" ^ /］；也可以用来排除

某些不需要的副产物的生物合成；还可用来调整参

与目的抗生素合成的前体化合物的流量，以提高目
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的抗生素的产量或产率 !
一般认为，常规的“随机突变 " 设定的筛子”的

定向筛选是代谢工程育种的原始形式 ! 严格来说，

代谢工程育种应专指在代谢分析的基础上设计细

胞，进而运用现代分子遗传学的工具来改造细胞 !
人们从多种多样的微生物入手，研究开发它们所生

成的各种次生代谢产物，探索次生代谢产物的潜在

应用价值和工业生产的方法 ! 在这种情况下，实际

上不可能对育种的具体路线和方法做出硬性规定 !
应用代谢工程的基本原理无疑可提高抗生素

产率和产量，而提高抗生素产率和产量可以采取不

同的策略，这取决于我们对微生物学和微生物代谢

调节理解的深度，取决于参与这些生物合成的酶的

基因是否已知，也取决于所采用的分子遗传学的手

段 !如果条件成熟，我们就可以将特定的扰动引入

这个（代谢）体系并预测限速步骤，为定向育种创造

条件 !如果已通晓生物合成途径的酶的结构基因和

调节基因，就可以进行定向的菌种改良 ! 但代谢途

径全都清楚和途径的每种酶的基因都已克隆出来

的情况是很少见的，在这种情况下，就有可能将合

成目的抗生素的整条途径克隆到另一宿主中，从而

使得宿主具有产该种抗生素的能力 !
次级代谢是初级代谢的继续 !初级代谢产物和

次级代谢产物育种策略大同小异，在手段上各不相

同 !作者介绍次级代谢产物菌种改良的策略及其在

抗生素育种方面的成功实例 ! 作者另文《次级代谢

产物的代谢工程》已在本文所述理论的基础上较具

体地讨论了二次级代谢产物的代谢工程和设计育

种问题［#］!

! 次生代谢产物（抗生素）菌种

改良的基本看法

对于大多数抗生素来说，从发现到实际应用，

生产菌株的产量都提高了若干个数量级 !抗生素生

产的历史告诉我们，菌种改良一直是提高发酵液中

抗生素最终质量浓度的关键 ! 菌种经过改造，不但

可提高发酵液中抗生素的最终质量浓度，而且能够

采用更便宜的、又不影响后续工序的原料，且能减

少副产物的合成 !
! " ! 常规的菌种改良方法行之有效

当用于菌种改良的分子遗传学手段还未发展

成熟的时候，仍要采用常规的菌种改良方法 ! 常规

育种是建立在将次级代谢物生成体系作为“黑箱”

处理的基础上的，如果要选育连生化合成途径的酶

和基因都不了解的代谢产物的菌种，则可采用这种

方法来提高其产量，在这种情况下是行之有效的，

但主要的缺点是实验操作劳动强度大 !对于那些新

发现的次生代谢产物来说，常规的菌种改良方法最

有效，因为我们根本就不了解它们的代谢途径 ! 典

型的菌种改良方案首先涉及微生物群体中基因型

变异体的产生，这一步可以通过物理或化学诱变的

方法，也可通过不同菌株间的遗传物质重组来实

现，而那些基因型性状得到改善的高产突变菌株则

可通过筛选而被分离出来 !
! "# 代谢工程的方法与“随机突变 $ 定向筛选”的

菌种改良方法在策略上的一致性

一般把微生物营养性生长所需的代谢产物（直

接或间接的参与细胞结构或组成）叫做初级代谢产

物，把微生物在限制生长或没有生长的条件下形成

的、对微生物的营养性生长并不必需的代谢产物叫

做次级代谢产物 ! 次级代谢产物种类很多，但从生

物化学的角度来看，大多数次级代谢产物都是从少

数初级代谢产物（如莽草酸、有关的氨基酸、酰基辅

酶 $ 等前体）“组装”而成的 !
对于初级代谢产物的设计育种以及发酵工艺

控制，作者曾提出“五字策略”［%，&］，即“进、通、节、

堵、出”!它们的含义是：!进，促进细胞对碳源等营

养物质的吸收；"通，使来自代谢流上游和各个“注

入分支”的碳架物质能畅通地流向目的产物；#节，

阻塞与目的产物的形成无关或关系不大的代谢支

流，使碳架物质相对集中地流向目的产物；$堵，消

除或削弱目的产物进一步代谢的途径；%出，促进

目的产物向胞外空间分泌 !这个策略也可用于次级

代谢产物的育种，不过在代谢的不同层次要对该策

略使用的对象作适当的调整 !在涉及次级代谢产物

的育种中，前面 # 个字主要用来增加次级代谢产物

的前体的量，最后“出”字则是针对目的次级代谢产

物而言的；而在第 # 个“堵”字和第 % 个“出”字之间

则要插入次生代谢产物特有的内容（除了次级代谢

特有的调控机制以外，还包括次级的“通、节、堵”策

略的应用问题 ）!采用“五字策略”，已在抗生素育种

中进行了成功的尝试［’］!
抗生素菌种生产水平的提高，可归因于许多可

能的机制 !初级代谢某个前体的物流量的增大有可

能导致抗生素产量的增加 !无论是采用代谢工程的

方法还是常规的方法，只要能增加这种前体物的流

量，都可能增加通往该次生代谢物的物流量 ! 有些

抗生素对于生产菌株本身亦是有毒的，所以把菌株

对于该抗生素的抗性作为筛子，也有可能筛得高产

菌种 !这种方法的应用已有报道［(，)*］!
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! 用遗传工程的手段改良次级

代谢产物（抗生素）菌种

用代谢工程手段巧妙地处置抗生素生物合成

的代谢网络，就必须详细了解有关的生化反应途径

和这些酶的基因，以及这些基因表达的调节机制 !
除了掌握这些生化知识和运用遗传学方法以外，应

用多种不同的代谢分析手段来确定生物合成的“瓶

颈”也是非常重要的 ! 然而，一般而言，即便并不知

道这些瓶颈步骤，还是有可能从“推理的”角度增加

代谢主流［"］!图 # 概括地介绍了用遗传工程的手段

改良次生代谢产物（抗生素）菌种的策略和手段 !常
规的菌种改良以随机的方式改变微生物的代谢，然

后根据所期望获得的性状指标来筛选有用的突变

株 !代谢工程则采用分子遗传学的手段，运用已有

的知识对菌种进行定向、精确地改造 !

图 " 抗生素菌种改良的策略和手段

#$%& " ’()*(+%, -.) $/0).1+/+2( .- *2($3$.($450).674$2% 8()*$28

! & " 改变结构基因

! !" !" 整条途径的扩增（五字策略中的“通”）

代谢工程的一种方法是，在该次生代谢产物生

物合成途径的基因簇中扩增整条途径或该途径的

一大部分 !一般说来，所扩增的“途径”必须是一个

反应序列，这个反应序列以把“生物砖”（$%&’(&)*
$’+,-.，这里是指该抗生素的几种前体）“砌在一起”

的反应为起始反应，而且并不包括这些前体生物合

成的反应序列 ! 比如，!"#$%"&’()$* )+"",$(+ 中编码

头霉素合成途径的所有酶的整个基因簇，作为一个

/0 ! 1 -$ 的 234 区段已被克隆［#］!用“鸟枪”克隆法

从不产头霉素的 !"#$%"&’()$* ,-.-/+0* 筛得能产头

霉素的转化子，随后将头霉素的整个基因簇作为额

外的拷贝导入天然产头霉素 5 的 !"#$%"&’()$* ,+)1
"+’2$0* 中，其产量提高了 / 6 1 倍 !不过，其产量提

高的原因还没有查实，可能是结构基因的外加拷贝

在起作用，也可能是调节基因的外加拷贝在起作

用 !
! !" !! 途径片段的扩增（五字策略中的“通”）

尽管我们有可能扩增对应于次级代谢产物合

成的整条途径的基因（可能既包含结构基因也包含

调节基因），但很少有人这样去做 ! 一般来说，这样

做既没有必要，也并不见得最有效 !通常的做法是，

仅仅扩增其中的一个或是一部分基因来加强产物

的形成 !倘若所扩增的基因片段中包含限速酶的基

因，那么这种方法将是最有效的（有时生物合成途

径中起主要限速作用的不止一个酶，而是有多个酶

在限制产物形成）!如果已知哪个酶是限速酶，则扩

增该酶的基因必定能提高产量 !
另一方面，即使不知道哪些是限速酶，也可以

通过导入该合成途径的基因簇的不同片段，从而鉴

别出限速酶，并且使产量得到提高 !对于后者，即通
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过导入额外的基因拷贝的方法来鉴定出限速酶，基

因片段可以通过质粒导入并保留在质粒中 ! 相反，

若是限速酶已知，则为了该酶的稳定表达，最好是

将该基因片段整合到染色体上；因为已有报道，在

带有质粒的转化子中存在着导致抗生素产量下降

的“质粒效应”［""］!
抗 生 素 #$#%&’$()*+’,( 是 !"#$%"&’()$*

+,-.)$*)$/* 的多聚乙酰多酶复合物-!催化合成的

一种多聚乙酰 ! 研究中发现，导入参与合成的酶的

基因的额外拷贝，能强化中间化合物和终产物的生

成［".］!多聚乙酰合酶（"- 酮脂酰基与酰基载体蛋白

合酶）和酰基载体蛋白很可能在多聚乙酰合成的初

始步骤中起作用 !通过提高多拷贝质粒上这些酶的

基因剂量，并让它们在强大的启动子的控制下得到

表达，已使中间产物 /’*01 的积累增加了 12 倍，

而 #$#%&’$()*+’,( 的产量则提高了 123 !
! !" !# 提高产物跨膜输出的速率（五字策略中的

“出”）

抗生素产生菌株都具备保护自身免受其所产

抗生素毒害的机制 !细胞具备如下两种自我保护机

制［"1］：#通过对抗生素分子的化学修饰、对抗生素

作用的靶位的修饰，以及与抗生素结合等方式，使

抗生素失活；$加强抗生素的泵出系统和（或）降低

膜对抗生素的透性，以降低抗生素的胞内浓度 !
许多工业微生物产抗生素的水平在每升几十

毫克以上，接近生物量的水平 ! 在高效的抗生素生

产过 程 中，发 酵 液 中 抗 生 素 的 浓 度 可 高 达 "22
**)4 5 6 !如果没有一个对产物的主动输送机制，细

胞内的抗生素浓度必定比发酵液中高才能让抗生

素排出细胞从而保证细胞能够顺利地分泌 !对于这

样的高产菌株，必须要有一个能保证产品分泌的主

动输送机制，或者在促进扩散的输送系统中，胞内

必定要存在一个相当高的产物浓度 ! 对于后者，这

种情况不太可能，因为如此高的产物浓度将导致胞

质的生理条件（如 78 值）发生变化 !也就是说，必有

一种用来进行主动输送的输送蛋白或结合在膜上

的蛋白，以消除细胞内抗生素产物的局部高浓度 !
改善次生代谢产物的跨膜输送系统可能蕴藏

着非常高的经济效益 !在许多产抗生素的放线菌中

已经发现了一些抗生素输送蛋白（以及推定的输送

蛋白）!有一类输送体依赖于跨膜的质子梯度，另一

类被称为 9:; 输送体（9/< =,(>,(? ’&@@$##$ #%&(@-
7)%#$%@）［"A］!随着对抗生素跨膜输送系统重要性的

认识不断深化，必将成功地提高输送体跨膜输送的

速率，从而提高发酵液中抗生素的效价 ! 在抗药性

肿瘤的研究中已发现基因扩增对于膜移位酶的过

量表达是有作用的［"B］!如果抗生素产生菌株中存在

特异性的输送体蛋白，那么类似的机制也应该可以

用来提高抗生素输出细胞的速率；另一方面，如果

其输送是被动的，那么也可以通过引入非特异性输

送体蛋白的额外拷贝来提高输送速率 !
! $ ! 改变调节基因

抗生素生物合成的调节既可发生在基因水平

上，也可发生在生化水平上 ! 对于能够生成多种次

生代谢产物的链霉菌属，多效性调节子控制着抗生

素的某些甚至全部生物合成途径 !途径特异性的激

活子（&’#,C&#)%）一般只控制某一种抗生素的形成 !
除了途径特异性的激活子外，在某些情况下途径特

异性阻遏子（%$7%$@@)%）也调节抗生素的合成［"D］!
尽管在抗生素合成的控制中起调节作用的分

子大多数存在于胞内，也有为数不多的几种带有激

素性质的效应物分子存在于胞外 ! 比如 9-因子对

!"#$%"&’()$* +#0*$.* 的作用［"E］和 C,%?,(,&$ =F#&()-
4,>$@ 对 !"#$%"&’()$* 10#+0/0-$ 的作用［"G］等都是值

得注意的例子 ! 9-因子和 C,%?,(,&$ =F#&()4,>$@ 都是

自动调节因子，其存在不但可以促进其自身的形

成，而且可以触发孢子的形成和抗生素的产生，它

们分泌到细胞外后又可诱导临近细胞孢子的形成

和抗生素的合成［"H］!
生化水平上的调节涉及酶活性的调节，包括反

馈抑制、激活和钝化 ! 微生物还通过各种方式控制

通往次生代谢的前体物和辅因子的流量，以保证在

细胞生长需用这些前体物和辅因子时不受次级代

谢的影响 ! 这种类型的调节与一般的反馈抑制、阻

遏和诱导不同，因为这种调节不仅涉及到单个生化

合成途径，而且受整个代谢网络流量平衡的影响 !
从调节的观点来看，代谢工程可从多方面入手

来提高次级代谢产物的生产能力，可以通过增加正

调节基因的拷贝数来增加抗生素的生成量，也可以

去除那些负调节子（阻遏子）以使该途径实现组成

性表达 !此外，还可以使调节基因变为可诱导的，从

而改变抗生素生成的过程曲线（#,*$ 7%)I,4$）!不过，

就目前对于次生代谢调节机制以及次生代谢网络

与初级代谢网络之间相互影响关系的认识水平，我

们还没有能力去预测改变调节结构的后果，大多数

情况下，只能通过实验去观察这些结果，因为还没

有找到任何切实可行的由原因推出结果的定量分

析方法 !
! !! !" 对调节基因的操作（五字策略中的“通”）

"）增加途径特异性调节子（7&#JK&+ @7$’,I,’ %$?F4&-
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!"#）的拷贝数

在基因水平上的调节包括对生物合成途径中

酶表达的诱导和阻遏 $正调节基因为激活蛋白（%&!’(
)%!"# *#"!+’,）编码，这些激活蛋白可与次生代谢产

物合成途径编码的结构基因的启动子结合 $这些激

活子（或者称为正调控基因）自身的转录，又受到上

一级转录的调节 $增加这些正调节基因产物的浓度

可能会促进次生代谢产物合成途径基因的转录，进

而导致次生代谢产物较高的合成水平 $对于次生代

谢而言，关于正调节基因表达的调节方式的改变尽

管尚未见报道，但仍是有可能实现的 $比如，将对应

于正调节基因的启动子改造为组成型的启动子或

可诱导的启动子，或许能够改变次生代谢产物形成

的过程曲线 $
对于合成途径的基因，其转录的启动与一种叫

做 !"#$ 的调节基因（用来激活转录的蛋白质的基

因）有关，这种调节基因在螺旋霉素（由 %&"’(&)*
#+,’! -#.)/-,0’1! 生成的一种大环内酯化合物）生

物合成中的作用已得到认定［-.］$借助一种多拷贝载

体导入该基因，螺旋霉素的最终质量浓度从 /..

!0 1 23 提高到 4..!0 1 23 $一种途径特异性调节子

,,-$ 也已在 %&"’(&)#+,’! ,2-34205’"4! 头霉素 5 的

基因簇中得到认定［-/，--］$多拷贝质粒上该基因的额

外拷贝使得头霉素和棒曲酸（&6%)76%,’& %&’8）的产量

几乎都增加了 / 倍［-/］$
-）对全局调节子（06"9%6 #+076%!"#）的操作

除了这些途径特异性调节子外，链霉菌属中的

全局调节子和多效性调节子（*6+’"!#"*’& #+076%!"#）
也是提高次生代谢产物产量的遗传操作的潜在对

象 $ %&"’(&)#+,’! ,)’20,)2)" 的 -.!6 基因［-:］看来似

乎为一种真细菌双组分传感蛋白（也就是参与抗生

素合成负调节的激酶响应调节蛋白）中的一个多肽

编码 $破坏 -.!6 基因，抗生素 %&!’,"#;"8’, 和 7,8+(
&<6*#"8’0’"=’, 得到过量合成 $在 % 7 20308-1! 还发现

了另一与此相似的双组分信号传送系统 ,4&>?［-@］，

对其 - 个基因中任何一个的插入性破坏都可使得

%&!’,"#;"8’, 的合成增加大约 : 倍 $ % 7 20308-1! 中另

一个这样的多效调节子 -!/$- 也已被鉴定，该基因

编码一个是含 A: 个氨基酸的蛋白质 $ 当其在高拷

贝数质粒上表达时，抗生素 %&!’,"#;"8’, 和 7,8+&<6(
*#"8’0’"=’, 的合成都受到促进［-4］$
! $! $! 消除阻遏子的作用（五字策略中的“通”）

在一些抗生素生物合成途径的基因簇中，为转录阻

遏子（!#%,=&#’*!’",%6 #+*#+=="#）编码的一些基因已被

鉴定，包 括：在 % 7 ,)’20,)2)" 中 发 现 的 次 甲 霉 素

（2+!;<6+,"2<&’,）基因簇的 ##+$ 和 %&!’,"#;"8’,
基因簇的 -,&" *)" /#［-A］；在 % 7 52-4,’!,’1 中发现

的 四 联 霉 素 5（ !+!#%&+,"2<&’, 5）基 因 簇 的

&,#$［-B］；在 %&"’(&)#+,’! (’4,’&04! 中发现的道诺

红菌素（8%7,"#79’&’,）基因簇的 81"9［-C］；在 %&"’(*
&)#+,’! 3’1’:4’2-’ 中发现的 D%8"2<&’, E 基因簇的

;-8$-［-F］等 $调节蛋白 G2<> 参与途径特异性负调

节，其失活可导致 % 7 ,)’20,)2)" 中的次甲霉素过量

合成［/A］$其他阻遏子中有一些对邻近抗性基因表现

出调节作用，去除或破坏这些阻遏子可能对抗生素

的生成有正效应 $ 不过，这种遗传改变也可能仅影

响抗生素形成的过程曲线，而对于其产量的全面提

高则并非必要的条件 $

" 结 语

随着生物化学、细胞生物学、应用分子生物学、

遗传工程和代谢工程的发展，工业发酵正在发生一

个从技艺到科学的重大变化 $抗生素领域的大量科

学实践证明，次级代谢产物的发酵法生产及其菌种

选育也有规律可循，遗传工程和代谢工程将使我们

在育种理论的指导下更加有效地开发次级代谢产

物 $
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