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摘   要：安全和高效的微生物突变及高通量筛选技术是微生物功能发掘、功能创制和生物产业技

术创新的重要方向及重要支撑。有效的生物育种技术及高通量筛选技术成为该领域研究人员的关

注点。其中，常压室温等离子体(atmospheric and room temperature plasma，ARTP)因具有活性粒子

种类多、操作可控性强、基因损伤强度高、诱变速度快、操作条件温和、安全性高等特点，已用

于 100 余种微生物和动植物的诱变育种，成为微生物的高效育种新方法。微生物液滴培养(microbial 

microdroplet culture，MMC)可以快速生成大量微液滴并可实现独立控制单个液滴，每个液滴都可

以作为独立的单元进行微生物培养，具有容量小、高通量、模块化、可操作性良好并可进行在线

检测等特点，为面向微生物菌种高效选育的进化培养和筛选提供了高通量筛选平台，因此在微生

物的高通量培养方面具有独特的应用优势。本文总结了近年来常压室温等离子体诱变技术在食药

用真菌育种以及微生物液滴培养在微生物高通量分析分选领域的应用进展，以期为食药用真菌的

育种领域提供借鉴和参考。 

关键词：常压室温等离子体；微生物液滴培养；筛选；食药用真菌；进展  



 
1178 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Application progress of atmospheric and room temperature 
plasma mutation breeding and microbial microdroplet culture 
screening technology 

TANG Chenmin1,2, ZHANG Jingsong1, LIU Yanfang1, TANG Qingjiu1, FENG Na1,  
TANG Chuanhong1, WANG Jinyan1, TAN Yi1, LIU Liping1, FENG Jie*1 
1 Key Laboratory of Edible Fungi Resources and Utilization (South), Ministry of Agriculture and Rural Affairs; 

National Engineering Research Center of Edible Fungi; Institute of Edible Fungi, Shanghai Academy  
of Agricultural Sciences, Shanghai 201403, China 

2 College of Food Sciences and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: Safe and efficient microbial mutagenesis and high-throughput screening techniques are 

important for discovering microbial functions, endowing microbes with new functions, and developing 

new technology for biological industry. Thus, effective breeding and high-throughput screening 

techniques have attracted the interest of researchers. Atmospheric and room temperature plasma 

(ARTP), characterized by rich reactive species, ease of operation, severe DNA damage, high efficiency, 

moderate operation conditions, and high safety, has been used for the mutation breeding of over     

100 microorganisms, animals, and plants, particularly the efficient breeding of microorganisms. 

Microbial microdroplet culture (MMC) generates a large number of microdroplets in a short time, with 

independent control of individual droplets and each droplet as an independent micro-cultivator. 

Attributing to the small volume, high throughput, good controllability, and real-time monitoring, the 

modularized system allows high-throughput cultivation and adaptive evolution of microbes, 

demonstrating unique advantages in high-throughput culture of microbes. This review summarized the 

application of ARTP to the breeding of edible and medicinal mushrooms and MMC system to 

high-throughput sorting of microbes, which is expected to serve as a reference for the breeding of edible 

and medicinal fungi. 

Keywords: atmospheric and room temperature plasma; microbial microdroplet culture; screening; edible 
and medicinal fungi; progress 

 
 
 

高效安全是未来微生物研究的重要方向，

常 压 室 温 等 离 子 体 (atmospheric and room 

temperature plasma，ARTP)技术和微生物液滴

培养(microbial microdroplet culture，MMC)筛选

技术正好满足了这 2 个特点。尤其是对于食药

用真菌这类大型真菌，相较于传统的物理诱变

(紫外线、X 光线、Y 射线等)及化学诱变(浸渍

法、涂抹法、施入法等)，ARTP 技术因其高效

的诱变性能、对遗传物质的多样性损伤及温和

安全的操作环境，目前已经广泛应用在灵芝、

桑黄、猴头等食药用真菌中[1-3]，诱变后的菌株

能够高产某种活性物质、显著提高菌株生长速

度、增大生物量以及增强抗氧化性、耐酸碱性

等，有效地解决了市场对相关产品的需求。然

而微生物液滴培养技术可生成多个微液滴，将

微生物培养在液滴中，并且液滴间相互独立，

有效减少了菌落间相互影响，因其高通量的性

能构建高效的筛选平台达到快速筛选目标菌株
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的目的。现总结近年来在微生物诱变筛选上应

用这两项技术的案例，以期为食药用真菌及相

关领域的研究人员提供参考。 

1  ARTP 技术在食药用真菌育种中的

应用进展 

1.1  ARTP 技术介绍 

ARTP 是一种能够在正常大气压下产生高

活性粒子浓度且温度在 25−40 °C 的等离子体射

流。其诱变原理是利用活性能量粒子对菌株遗

传物质造成损伤，从而诱发菌株细胞启动 SOS

机制，最终获得遗传稳定的诱变菌株。ARTP

技术因其更加高效的诱变性能、适用范围更广、

对遗传物质损伤机制更多样、操作安全、环境

温和等特点已被广泛应用于微生物诱变中。 

1.2  ARTP 在食药用真菌中的应用案例 

微生物高效诱变和高通量筛选是目前微生

物实验研究的一个重要方向，对未来创新实验

技术、优化试验方案及生物生产等方面都有很

大的促进作用。经过较多研究发现 ARTP 诱变

方法比较适合使用在真菌上。因其具有种类丰

富的活性粒子、实验条件较为温和安全、易于

控制和诱变效率高等众多优点，目前也有相关

学者将 ARTP 用于对食药用真菌等大型真菌的

诱变，其实验结果也是比较理想的。 

近年来，ARTP 诱变育种技术在食药用真菌

育种中得到了成功应用，主要应用案例包括[4-8]：

(1) 在蛹虫草菌株诱变选育方面，经过 ARTP

诱变后虫草素产量提高了 5 倍；(2) ARTP 诱变

桑黄属菌株，得到了孢内黄酮产量显著提高的

诱变株，为桑黄属菌株的选育及提高黄酮产率

提供了高效可行的诱变方法；(3) ARTP 诱变的

灵芝在增加多酚物质产量的同时提高了其抗氧

化能力；(4) ARTP 诱变猴头菌，获得了胞内多

糖结构及活性显著变化的诱变体，筛选到的诱

变菌株的生物活性优于出发菌株，为猴头菌相

关产品的开发提供了优质资源；(5) ARTP 诱变

黑木耳得到了优良的诱变株，其生物量及胞内

胞外多糖含量都有了显著的提高；(6) ARTP 诱

变的草菇其抗低温胁迫能力及生长速度都有显

著提高；(7) ARTP 诱变性状不断退化的滑子菇

后，其生长速度、子实体形态及菇型更加优良。

ARTP 在食药用真菌上的应用案例如表 1 所示。 

(1) 蛹虫草菌株诱变 

刘广建等通过使用 ARTP 技术诱变普通菌

株 SWCor-01 高产蛹虫草蛋白，推测结合现在

高效筛选的微生物液滴培养技术能够更快速

获得目标菌株，从而更有效提高菌株的蛋白产

量 [9]。然而对食药用真菌进行诱变是一个比较

复杂的过程，尚未发现较为简单的方法。例如

筛选营养缺陷型的菌株主要还是通过培养基上

菌落生长的形态和速度以及菌株之间的拮抗进

行初次筛选[9]，归根结底主要还是通过感官来

判断。因此，在筛选菌株过程中要有较高的致

死率才能保证平板上菌株群落数量较少，从而

便于直接观察。实验结果表明，由于对某种目

标菌株的筛选具有较强随机性，理想致死率并

不一定能够筛选出目标菌株，可见传统的筛选

方法存在较大限制性[9-10]。 

科研人员选用了一种新的诱变方法——常

压室温等离子体作为诱变源。因其具备较多优

点且反应温和安全，所以对蛹虫草菌株进行诱

变。ARTP 诱变方法能够有效损伤真核生物的

遗传物质，从而有效提高了对其他蛹虫草的致

死率。实验成功筛选到 2 株高蛋白诱变株

Cor27012 和 Cor15003，分别比对照提高了

76.62%和 40.30%，表明 ARTP 有更好的诱变性

能，对于蛹虫草诱导效果较好，推测其在其他

食药用真菌诱变上也会有较好的应用[9-10]。 
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表 1  ARTP 在食药用真菌上的应用案例 
Table 1  Application cases of ARTP on edible and medicinal fungi 

菌种名称 

Species name 

诱变方法 

Mutation method 

诱变目的 

Purpose of 

mutagenesis 

结果 

Result 

参考文献

References

蛹虫草

(SWCor-01) 

Cordyceps 

militaris 

(SWCor-01) 

原生质体 10 μL，功率 120 W，

处理距离 2 mm，气流量 

10 SLM 

Protoplast 10 μL, power 120 W, 

treatment distance 2 mm, gas 

flow 10 SLM 

提高蛹虫草蛋白的

产量 

Increasing the yield 

of Cordyceps 

militaris protein 

筛选到 2 株高蛋白诱变株：Cor27012 与

Cor15003，分别比对照提高 76.62%和 40.30%

Two high protein mutants, Cor27012 and 

Cor15003, were successfully screened, which 

were 76.62% and 40.30% higher than the 

control, respectively 

[9-10] 

桑黄(SH1) 

Phellinus 

igniarius 

(SH1) 

原生质体 20 μL，功率 120 W，

处理距离 2 mm，气流量 

10 SLM 

Protoplast 20 μL, power 120 W, 

treatment distance 2 mm, gas 

flow 10 SLM 

获取能够高产黄酮

物质的桑黄菌株 

To obtain Phellinus 

strains with high 

flavonoid yield 

筛选到 3 株较优良的诱变菌株 A67、A130 和

A157，与出发菌株相比较，胞内黄酮分别提高

了 86.7%、20.0%和 60.0% 

Three excellent mutant strains A67, A130 and 

A157 were screened, and compared with the 

original strain, the intracellular flavonoids 

increased by 86.7%, 20.0% and 60.0%, 

respectively 

[11-13] 

灵芝(G0157) 

Ganoderma 

lucidum 

(G0157) 

原生质体 20 μL，功率 120 W，

距离 2 mm，气流量 10 SLM 

Protoplast 20 μL, power 120 W, 

treatment distance 2 mm, gas 

flow 10 SLM 

获得高产多酚类物

质且抗氧化能力强

的优良菌株 

The high yield of 

polyphenols and 

high antioxidant 

ability were 

obtained 

实验获得 A14 和 A19 这 2 株抗氧化能力 

最显著的诱变菌株，DPPH 自由基清除率、

FRAP 值、TEAC 值与出发菌株相比较分别提

高了139.67%和134.59%、203.80%和196.48%、

147.30%和 140.15% 

The scavenging rate of DPPH free radical, FRAP 

value and TEAC value of A14 and A19 mutated 

strains with the most significant antioxidant 

capacity were increased by 139.67% and 134.59%, 

203.80% and 196.48%, 147.30% and 140.15%, 

respectively, compared with the original strain 

[14-15] 

猴头菇 

(0605) 

Hericium 

erinaceus 

(0605) 

原生质体 20 μL，功率 120 W，

处理距离 2 mm，气流量 

10 SLM 

Protoplast 20 μL, power 120 W, 

treatment distance 2 mm, gas 

flow 10 SLM 

获得能够高产猴头

多糖的菌株 

To obtain the strain 

with high yield of 

Hericium 

polysaccharide 

筛选出 5 株优良的诱变菌株，最优良的 321 菌

株对比出发菌株，生物量提高 30.37%，胞内

多糖提高 47.45% 

Five excellent mutant strains were screened. 

Compared with the primary strain, the biomass 

of strain 321 increased by 30.37% and the 

intracellular polysaccharide increased by 47.45%

[16] 

黑木耳 

(黑威半筋) 

Auricularia 

auricula (Hei 

Wei Ban Jing) 

原生质体 10 μL，功率 100 W，

处理距离 2 mm，气流量 

10 SLM 

Protoplast 10 μL, power 100 W, 

treatment distance 2mm, gas 

flow 10 SLM 

提高多糖的产量 

Increase the yield 

of polysaccharide 

获得了 4 株优良的诱变株，其中 Aa66 菌株 

生物量可达 32.98 g/100 mL，总多糖含量可达

28.67 g/L，与出发菌株相比有显著提高 

The biomass of Aa66 strain was 32.98 g/100 mL, 

and the total polysaccharide content was  

28.67 g/L, which was significantly higher than 

that of the original strain 

[17-18] 

    (待续)
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    (续表 1)

草菇(V23) 

Volvariella 

volvacea 

(V23) 

原生质体 20 μL，功率 125 W，

处理距离 2 mm，气流量 

10 SLM 

Protoplast 20 μL, power 125 W, 

treatment distance 2 mm, gas 

flow 10 SLM 

提高草菇的抗低温

胁迫能力 

Improve the ability 

of Volvariella 

volvacea to resist 

low temperature 

stress 

筛选出 3 株抗冻能力明显提高的诱变菌株，在

20 °C 低温环境下生长速度提高了 17%−57%，

出菇爬料速度提高了 0.8−2.4 倍，出菇时间提

前 1−2 d 

Three mutant strains with significantly improved 

freezing resistance were screened out, the growth 

rate of which was increased by 17%−57%, the 

rate of mushroom climbing was increased by  

0.8−2.4 times, and the mushroom emergence  

time was advanced by 1−2 d at 20 °C 

[19] 

滑子菇 

(早丰 112) 

Pholiota 

nameko 

(Zaofeng112) 

原生质体 10 μL，功率 120 W，

处理距离 2 mm，气流量 

8 SLM  

Protoplast 10 μL, power 120 W, 

treatment distance 2 mm, gas 

flow 8 SLM 

解决原本菌株退化

问题 

Solve the problem 

of strain 

degradation 

筛选出 3 株最优良的诱变株，菇型以及子实体

丛生数量明显好于出发菌株 

Three of the most excellent mutant strains were 

selected, and the mushroom type and the number 

of clusters of fruiting bodies were significantly 

better than the original strains 

[20] 

注：单位 SLM 表示标况下(0 °C，1 atm)升每分钟 

Note: The unit SLM is the standard condition (0 °C, 1 atm) liter per minute. 

 
(2) 桑黄诱变 

目前野生桑黄数量在不断减少，同时人工

培育的桑黄生长周期较长，无法满足药物生产

需求，因此需要通过诱变筛选出生长速度快、

生物量大且产活性物质多的优良菌株。相关研

究表明，桑黄的主要活性物质是黄酮类物质，

并且桑黄液态发酵的菌丝体与子实体中的活性

物质相似，所以考虑通过液态发酵提取菌丝体

中的黄酮物质。张赫男等利用 ARTP 技术诱变

桑黄 SH1，先测定其致死率后通过复筛获得了   

3 株较优良的菌株 A67、A130 和 A157，与出发

菌株相比较，胞内黄酮分别提高了 86.7%、

20.0%和 60.0%[11]。将这 3 个菌株通过拮抗试验

和随机扩增多态性 DNA (random amplified 

polymorphic DNA，RAPD)分析发现 3 个诱变株

有遗传差异，而且总抗氧化能力(trolox equivalent 

antioxidant capacity，TEAC)和铁离子抗氧化能

力(ferric reducing ability of plasma，FRAP)实验

结果表明诱变株 A67 的抗氧化性最强[11-12]。李

正鹏等运用相关技术培育出桑黄新品种“沪桑 2

号”[13]。该实验表明 ARTP 能够很好地适用于食

药用真菌的诱变，因其温和的诱变环境以及对

微生物遗传物质多样损伤性较小的优点，从而

考虑在其他较为匮乏的食药用真菌上应用

ARTP 技术，一定程度上扩大了桑黄的利用，

满足了桑黄药物的开发需求。 

(3) 灵芝诱变 

张越野等[14]用 ARTP技术诱变灵芝 G0157，

将诱变后的 20 个菌株发酵培养并测定分析其

活性物质产量，他们通过实验获得 A14 和 A19

这 2 株抗氧化能力最显著的诱变菌株，1,1-二苯

基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，

DPPH)自由基清除率、FRAP、TEAC 与出发

菌株相比分别提高了 139.67%和 134.59%、

203.80%和 196.48%、147.30%和 140.15%[14]。

灵芝的抗氧化性随着其内部的多酚物质产量增

加而增强，增加灵芝抗氧化能力的同时增加了

多酚物质产量，获得了能够高产多酚物质的优



 
1182 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

良菌株。此外，李塬等[15]运用该技术获得了能

够高产灵芝多糖的新菌株。张越野等的实验表

明 ARTP 技术能够有效地应用于灵芝这一大型

的真菌中，并且可推测通过 ARTP 能诱变出高

产其他活性物质的菌株[14]。 

(4) 猴头菇诱变 

目前，猴头多糖主要来源于栽培的子实体

和发酵的菌丝体，但是随着菌株不断退化其内

部多糖含量较低且不稳定[16]，导致了猴头菇品

质较差。为了获得高产猴头多糖的菌株，杨珊

等[16]首次采用了 ARTP 诱变方法对猴头菇 0605

进行诱变，因为其与传统的诱变方法相比诱变

环境温和且安全性高。 

实验筛选出 5 个性状稳定的优良菌株，其

中产多糖能力最佳的 321 菌株与出发菌株相比

生物量提高 30.37%、胞内多糖提高 47.45%[16]。

结果表明 ARTP 技术能够有效应用于猴头菇诱

变。诱变菌株的猴头多糖产量有了明显提高，

同时提高了多糖的抗氧化能力，原因在于诱变

过程中可能改变了多糖的合成和代谢途径[16-17]。

该实验利用 ARTP 诱变出高产胞内多糖的菌

株，一方面表明 ARTP 的适用性，另一方面获

得了更具有食药用价值的猴头菇菌株，从而满

足药品及食品的生产需求。  

(5) 黑木耳诱变 

黑木耳的营养价值主要存在于内部的多

糖，但是普通黑木耳中的多糖含量并不高。为

提高黑木耳的营养价值即提高其多糖产量，王

晨等[18]以黑威半筋为出发菌株，用 ARTP 技术

对其进行诱变，筛选后获得了 4 个优良的诱变

株，其中 Aa66 生产多糖能力最佳，生物量可达

32.98 g/100 mL，总多糖含量可达 28.67 g/L，与

出发菌株相比有显著提高。从而证明 ARTP 技

术能够应用于黑木耳这类大型食药用真菌的

诱变，环境温和，便于操作且诱变效果较好，

能够有效提高黑木耳多糖含量及营养价值，满

足了人们的日常需求，体现了 ARTP 技术的优

点，并为其在其他大型真菌上应用提供了更好

的依据[18]。 

(6) 草菇 

传统草菇育种方法包括自然育种和杂交育

种等，虽然方法简单容易操作，但是很难从中

快速获得优良菌株，并且工作量很大，难以形

成性状稳定的优良菌株。何建华等 [19]利用

ARTP 技术对草菇进行诱变，以期得到抗低温

胁迫能力更强的优良菌株，经过初筛、复筛及

拮抗试验等，获得了 3 株抗冻能力明显提高的

诱变菌株，在 20 °C 低温环境条件下与对照相

比生长速度提高了 17%−57%，出菇爬料速度提

高了 0.8−2.4 倍，出菇时间提前 1−2 d，抗低温

胁迫能力提高了 24 h；实验结果表明 ARTP 技

术不仅能够改善菌株代谢特性，还能优化其对

不同环境的抵抗能力，为该技术应用于环境较

差地区的食药用真菌诱变种植提供了参考。 

(7) 滑子菇 

滑子菇是湖南省常德地区常见的食用菌，

传统栽培的菌株早丰 112 和 C3 不断退化，抗病

能力变差、生长速度减缓、菇型较差且子实体

丛生数量不断减少，需要通过诱变育种使其产

生优良的性状。孙艳颖[20]使用 ARTP 技术对菌

株早丰 112 进行诱变，经过初筛、复筛及拮

抗试验获得了 16 株较优良的诱变株；对诱变

株进行培养后，根据出菇情况发现有 11 株诱

变株成功出菇，但是大部分诱变株出菇数量

很少且多为畸形菇；通过比较子实体培养结

果，筛选出 3 株最优良的诱变株，菇型及子

实体丛生数量明显好于出发菌株，有效地解

决了菌株退化的问题；该实验为 ARTP 技术

应用于其他食药用真菌菌种退化问题提供了

一个有效参考 [20]。 



 
唐晨旻等: 常压室温等离子体诱变育种与微生物液滴培养筛选技术应用进展 1183 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

以上案例证明，ARTP 技术在食药用真菌

领域的应用已经比较成熟，不管是用于诱变菌

株使其获得高产某种活性物质的特性，还是优

化其抗病性、生长速度等都有很好的效果。然

而运用该技术需要测定菌株的最佳致死率，即

使 90%−95%的致死率也只是使得菌株能够尽

可能地正向诱变，无法确保其诱变的方向，其

不确定性仍然存在，还需要进一步研究。 

2  MMC 技术在微生物筛选中的应用

进展 

2.1  MMC 技术介绍 
2.1.1  MMC 技术的起源 

微型、全自动及智能是现代科学研究技术

发展的必然趋势。随着微型机电系统技术的发

展，电子设备已经从笨重巨大的物体发展成为

由许多微型集成芯片组成的小型电子设备甚至

是微型设备[21]。在 20 世纪 60 年代初世界上第

一台微型压力传感器诞生时，其被用于检测汽

车轮胎压力强度及医疗上的有创血压计中。 

2.1.2  MMC 技术的原理 

微流控微生物液滴培养技术是指在至少 

一维微米尺度或纳米尺度的低维通道结构中，

控制流体体积从皮升到纳升进行流动、传质和

传热的技术。核心内容包括 3 个方面： 

(1) 在微米级甚至纳米级的微通道结构的

设计和制造中，通道表面面积与内部空间尺寸

的比值较大，通道的结构和形状对微通道壁特

性有一定的影响[22]。 

(2) 微纳尺度流体的驱动和控制与流动状

态和传输特性有很大的不同，相比之下，微纳

尺度流体的比表面积增大，而表面张力是影响

液固、液气界面宏观形态、尺寸和位置的主要

因素之一。 

(3) 微生物液滴培养器件与封装系统的集

成是微器件制造技术和集成技术发展的重要分

支之一，微生物液滴培养器件变得越来越小、

越来越多样化，往往使得微电子或微机械器件

具有完整的功能系统[22-24]。 

2.2  MMC 技术在微生物高效筛选中的应用 
传统筛选微生物的方法主要是通过在平板

和摇瓶进行筛选，存在筛选速度较慢、周期长、

筛选出的目标菌株较少、效率低下等缺陷，因

此需要更高效快速的方法筛选菌株。微生物液

滴培养技术因其高通量的特性，能够快速对微

生物进行筛选，因而逐步应用于各种微生物的

筛选中，目前主要还是应用在细菌和部分真菌

例如酵母等微生物中，以各种微生物的生物活

性及其代谢产物为指标筛选出目标菌株[25-27]。

其目前尚未应用在大型食药用真菌例如灵芝和

猴头菇等，主要由于大型真菌的单菌株体积较

大、生长分为多个阶段、生物活性和代谢产物较

为复杂等原因。然而大型食药用真菌的培养条件

温和且易于观察其生长情况，因此推测微生物液

滴培养技术能够应用于大型食药用真菌的筛选

中，但仍需要进一步解决存在的困难[28-31]。 

2.3  MMC 技术在微生物高通量分析分选上

的应用进展 
随着科学技术的不断发展，为了满足科学

实验以及人们生活生产的需要，对微生物的筛

选要求越来越高，传统的筛菌方法有较多的弊

端，例如筛选速度慢、时间长等[31]。因此，相

关领域的学者将医药、食品领域中使用较多的

微生物液滴培养技术尝试应用到微生物的筛选

中。目前，该技术主要应用在细菌及部分真菌

中，在食药用真菌尤其是灵芝、猴头菇等大型

真菌上的应用还很少[32-33]。  

2.3.1  细菌的筛选 

微生物液滴培养技术在细菌筛选上的应用

案例如表 2 所示。 
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表 2  MMC 在细菌筛选上的应用案例 
Table 2  Application cases of MMC in bacterial screening 

菌种名称 

Species name 

筛选方法 

Screening methods 

筛选目的 

Purposes of 

screening 

实验结果 

Experimental results 

参考文献

References

枯草芽孢杆菌 

(来自池塘水中) 

Bacillus subtilis 

(from the water of 

pond) 

结合荧光检测技术，在含有橄榄油

和罗丹明 B 的微孔芯片上接种产脂

肪酶的枯草芽孢杆菌 

Combined with fluorescence 

detection, lipase producing Bacillus 

subtilis was inoculated on microchips 

containing olive oil and rhodamine B

筛选可以产脂肪

酶的菌株 

Screening of lipase 

producing strains 

筛选出 12 个能够产生脂肪酶的菌

株，微流控技术对于目标微生物能

够高效地筛选 

Twelve lipase producing strains were 

screened out, and microfluidic 

technology could effectively screen 

the target microbes 

[34-38] 

地衣芽孢杆菌 

(实验室保藏菌株) 

Bacillus licheniformis 

(laboratory preserved 

strains) 

利用液滴生成芯片制备单细胞液

滴，再用荧光检测方法对 α-淀粉酶

溶液进行检测 

Single cell droplet was prepared by 

droplet generation chip, and 

α-amylase solution was detected by 

fluorescence detection method 

筛选可以产 α-淀

粉酶的地衣芽孢

杆菌 

Screening Bacillus 

licheniformis can 

produce α-amylase

构建液滴微流控的高通量筛选方

法，筛选出 5 株 α-淀粉酶产量较高

的诱变体，发酵酶活最大提高 66% 

Five mutants with high yield of 

α-amylase were screened by a 

high-throughput screening method of 

droplet microfluidic, and the 

fermentation enzyme activity 

increased by 66% 

[39-45] 

金黄色葡萄球菌 

(中国普通微生物菌

种保藏管理中心) 

Staphylococcus 

aureus 

(China General 

Microbiological 

Culture Collection 

Center, CGMCC) 

采用含有钙黄绿素显色剂的 LAMP

扩增体系，用金黄色葡萄球菌的

DNA 作为模板，在 63 °C 反应 

50 min 后取出，在 365 nm 的紫 

外光下观察结果 

LAMP amplification system 

containing calcein chromogenic agent 

was used, Staphylococcus aureus 

DNA was used as template, and the 

reaction was carried out at 63 °C for 

50 minutes. The results were observed 

under 365 nm UV light 

制作一个强特异

性的筛选系统，从

微生物中筛选金

黄色葡萄球菌 

A highly specific 

screening system 

was developed to 

screen 

Staphylococcus 

aureus from 

microorganisms 

建立了特异性较高的针对金黄色葡

萄球菌的微流控液滴检测体系 

Established a highly specific 

microfluidic droplet detection system 

for Staphylococcus aureus 

[46-48] 

 
 

(1) 枯草芽孢杆菌 

在众多新技术中，张雷成[38]设计了基于琼

脂糖凝胶的微型孔列阵芯片用于高通量功能性

微生物筛选。此芯片中有数量很大的微型孔室，

将一部分从池塘水中找到的菌液通过稀释以后

注入到芯片上。每个微孔都会捕捉到单个微生

物，从而可以进行单克隆培养，并且以微生物

单克隆培养为筛选单元，通过微流控芯片进行

微生物筛选[38]。张雷成等使用枯草芽孢杆菌进

行实验[38-39]。因为枯草芽孢杆菌可以产脂肪酶，

在芯片上的荧光性可以作为检测的表征，研究

表明此芯片可以使用荧光来检测并且筛选枯草

芽孢杆菌，从而推测出不同的芯片可以筛选不

同菌株。 

聚二甲基硅氧烷 (polydimethylsiloxane，

PDMS)是制作微流控芯片的一种常用材料，在

此基础上出现了一种使用多孔材料合成的方

法，可以很高效地固定微生物[40-42]。多孔材料具

有很多的优点，例如固定微生物和处理污染等。

该实验[38]使用液状石蜡油作为溶剂、乳化水滴
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为致孔剂，合成了具有多孔性的 PDMS 材料，

合成的过程简单快速且能够高效固定微生物。 

使用琼脂糖凝胶的微流控芯片能够有效降

低实验成本，并且在短时间内培养出微生物单

克隆菌落。同时与传统筛菌方法相比，其能够

高效筛选目标微生物，大大减少了实验时间。

该实验[38]提出的一种使用低温聚合乳化物的方

法，能更简单快速地合成多孔结构，大大简化

了合成步骤，从而有效地固定微生物。 

实验[38]最后通过荧光筛选出 12 株能够产

脂肪酶的菌株，但是仍然存在一些不足，只研

究基于荧光性微生物酶的筛选远远不够，目前

使用其他功能筛选目标菌株仍需要进一步实验

证明。 

(2) 地衣芽孢杆菌 

地衣芽孢杆菌因其独特的生物活性可以产

α-淀粉酶，在食品及工业等众多领域中的应用

十分广泛。虽然对其需求量很大，但是截至目

前尚无从众多菌株中筛选可以产 α-淀粉酶地衣

芽孢杆菌的比较高效的方法。陈宇锟等[45]运用

液滴微流控技术，利用其高通量的优点结合优

化的培养方法及筛选的电压，从地衣芽孢杆菌

BLH 的诱变体库中筛选出了 5 株目标菌株[45-47]。

但是该实验未进一步分析该菌高产 α-淀粉酶

的原理，需要从菌株基因组中找出相对应的突

变基因。同时在实验中发现应用微流控技术进

行筛选时，电压对筛选菌株的成活率有很大影

响 [45-47]。因此，可以继续改进芯片上的微孔，

使得在较低电压的情况下也能够提高菌株的存

活率。由于各种微生物的特异性，对于部分微

生物的筛选依然十分复杂困难。 

(3) 金黄色葡萄球菌 

金黄色葡萄球菌是一种普遍存在于人类生

活环境中的有害细菌，对人类健康有很大的危

害。用于检测该菌的传统方法所需要的时间过

长，不能满足人类对细菌检测高效性的要求。苑

昊[48]使用微流控技术来筛选金黄色葡萄球菌，在

该研究中使用的金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 

aureus)是中国普通微生物菌种保藏管理中心

(CGMCC)的标准菌株。nuc 基因作为扩增的目

的基因，根据其特异性和筛选引物制作了一个

特异性很强的芯片检测系统[48]。该系统可以有

效地检测金黄色葡萄球菌样品，将样品处理、

反应及结果分析集成在一个芯片上，大大简化

了检测步骤[48-50]。通过对芯片的不断优化，能

够同时检测 4 个样品，由于芯片中的微通道相

互独立，这样的设计就能有效减少实验中可能

产生的交叉污染问题，也能大大节省检测时间，

达到高效检测的目的。 

免疫荧光法是用于对样品进行定量检测的

传统方法。与之相比，通过使用微流控技术对样

本进行定量检测后所得到的结果是一致的[51]。

微流控技术的优点，例如高通量、高效检测、

节约试验成本、更加安全等是传统检测手段无

法相比的。未来还可以应用于其他污染性微生

物的检测，包括多种细菌和病毒；同时还能完

善自然环境中包括水体、大气等污染性微生物

检测体系。然而此芯片系统还存在一定缺陷，

其只能检测分析液体样本中的微生物，需要与

抽气系统相结合以后才能检测气溶胶中的金黄

色葡萄球菌。目前这种系统仍需要手动操作，

未达到全自动化的程度，还需要进一步开发自

动编程系统[51-54]。 

2.3.2  真菌的筛选 

MMC技术在真菌筛选上的应用案例如表 3

所示。 

(1) 白色念珠菌 

白色念珠菌是一种机会性致病真菌，主要

存在于人的肠道和上呼吸道等部位。白色念珠

菌对药物的耐药性不断增强，临床治疗难度也 
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表 3  MMC 在真菌筛选上的应用案例 
Table 3  Application of MMC in fungal screening 

真菌菌株 

Fungal strains 

实验方法 

Experimental method 

筛选目的 

Purpose of 

screening 

实验结果 

Experimental result 

参考文献

References

白色念珠菌

SC5314 

Candida 

albicans 

SC5314 

菌液、药物及显色剂都是存于水相溶液中，

芯片存于油相中，其中水相、油相流速分 

别为 15、30 μL/h，待 2 h 后进行观察 

The bacteria solution, drug and chromogenic 

agent were stored in aqueous solution, and the 

chip was stored in oil phase. The flow rates of 

water phase and oil phase were 15 and 30 μL/h, 

respectively, and were observed after 2 h 

筛选出对药物更

加敏感的白色念

珠菌 

Candida albicans, 

which are more 

sensitive to the 

drug, were 

screened out 

能够建立微生物液滴培养筛选平

台用于抗白色念珠菌药物筛选，而

且分析速度快 

The droplet microfluidic screening 

platform can be established for 

anti-candida albicans drug 

screening, and the analysis speed is 

fast 

[55-59] 

巴斯德毕赤

酵母 GS115 

Pichia 

pastoris 

GS115 

筛选时的液滴流速在 10–15 μL/h，油相的 

流速为 200–250 μL/h，每分钟 250 个液滴 

The flow rate of droplet is 10–15 μL/h, the  

flow rate of oil phase is 200–250 μL/h, and  

the speed is 250 droplets/min 

筛选出能够高产

木聚糖的酵母 

Yeast with high 

xylan yield was 

screened 

微生物液滴培养筛选方法能够每

小时筛选 10 万个菌株，而且筛选

出一株最优良的 SG-m5 菌株 

The droplet microfluidic screening 

method can screen 100 000 strains 

per hour. A strain of SG-m5 was 

selected as the best strain 

[60-61] 

解脂耶氏 

酵母 

Yeast 

Yarrowia  

lipolytica 

将酵母菌液稀释后形成 2 500–3 000 个微液

滴，每滴酵母细胞数遵循泊松分布，置于

28 °C 培养箱培养 16 h 后进行荧光检测 

The yeast solution was diluted to from  

2 500 to 3 000 microdroplets, and the number 

of yeast cells per drop followed Poisson 

distribution. After incubation at 28 °C for  

16 h, fluorescence detection was conducted 

筛选出高产异源

酶的酵母 

The yeast with 

high yield of 

heterologous 

enzyme was 

screened out 

微流控技术能在单细胞的水平上

高效筛选出高产异源酶的酵母，每

小时能筛选 150 株目标菌株 

Microfluidic technology can 

efficiently screen the high-yield 

yeast of heterologous enzyme at the 

single cell level, and can be used to 

compare different strains in the gene 

pool, and 150 target strains can be 

screened every hour 

[62-64] 

米曲霉 pyrG 

Aspergillus 

oryzae 

pyrG 

将稀释菌液置于水相中，与包裹芯片的油相

进行结合，并接入 Abil EM90 作为稳定剂且

控制流速观察不同流速对于液滴的影响 

The diluted bacterial solution was placed in the 

water phase, combined with the oil phase 

wrapped in the chip, and connected with Abil 

EM90 as a stabilizer. The influence of different 

flow rates on the droplets was observed 

筛选出营养缺陷

型的菌株 

The strains with 

nutritional 

deficiency were 

screened out 

此实验获得了较高的单细胞液滴

比例，约为 30% 

In this experiment, a high 

proportion of single cell droplets 

was obtained, about 30% 

[65-66] 

 
 

不断增大，因此需要研发更加有效的药物进行

治疗。目前最常用的技术是微量液基稀释法，

又称作 96 孔板法[55-56]。此方法虽然简单，但是

需要将真菌培养到一定浓度且等待时间较长、

实验试剂消耗较大。 

随着微流控技术的不断发展，目前已使用

微生物液滴培养技术筛选白色念珠菌药物，有

研究利用氧化还原指示剂阿尔玛蓝能够在活细

胞中显示荧光信号的特性，将其与药物、白色

念珠菌一起存于液滴中，从而进行检测药物的

抗真菌活性[57-58]。微生物液滴培养技术是微流

控技术的一个分支，利用流体相互不相容的特
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点形成很多微型反应器。微流控芯片上有很多

微型通道，尺寸与真菌的大小接近，可以检测

出单个菌株。与传统 96 孔板相比，微生物液滴

培养芯片的高通量性使其能够在较短的时间内

生产出更多的液滴并对液滴进行检测，而且能

够进行较多数量的实验，得到的数据更加可靠，

多个通道同时进行还能有效地减少实验时间。

在微型实验平台中消耗的实验试剂也非常少，

能够有效节约实验成本。在未来可能实现更多

数量、不同种类的药物筛选同时进行，将微流

控技术的高通量性优点发挥出来[59]。 

(2) 巴斯德毕赤酵母 

巴斯德毕赤酵母是一种能够表达千种外源

蛋白并且其表达体系较为成熟的工程菌，其因

优良的表达特性被广泛应用于各领域[60]。然而

其巨大的需求量如果只是靠传统基因改造的方

法提高外源基因表达远远不够，因此需要选择

更加高效的筛选方法。相关的实验人员采用微

流控技术，将单个菌株捕捉在独立的微型结构

中进行培养及酶表达[60-61]。其中一种筛选方法

是以木聚糖酶融合荧光蛋白为基础，通过对液

滴中的荧光信号进行检测并对筛选的方法进行

模拟测试[60]，以此方法筛选巴斯德毕赤酵母可

以达到每小时筛选十万株目标菌株。相较于传

统的培养皿中微孔板筛选法大大降低了实验成

本，并且微流控芯片的高通量能够更加高效地

筛选菌株，节约了大量实验时间。然而对于其

他目标菌株的筛选研究尚未深入，因为不同菌

株所产生的代谢产物不同，所检测的方法也更

加复杂，因此微流控技术还不能普适于真菌的

筛选[61]。 

(3) 解脂耶氏酵母 

在目前的研究中，大肠杆菌的细胞质是表

达大多数酶的主要途径，这就导致了裂解的过

程只能在检测酶活性的过程中进行[62-63]。然而

待检测的酶是必须通过细胞外或者细胞表面从

而与液滴中的底物混合。为了解决这个问题，

国外的科研人员利用酵母分泌的异源酶构成了 

一个高效的表达系统。 

为了获得异源酶，需要筛选出能够高产此

种酶的酵母菌，而传统的筛选方式效率较低，

不能满足需求。因此外国学者采用了微生物液

滴培养技术对能够高产油松的酵母菌进行筛 

选[63]，科研人员首先从酵母菌基因组中选择了

5 个水解基因，构建了 5 个能够产异源酶的菌

株并且成功表达，在此基础上又设计了一个微

生物液滴培养平台，对酵母进行试验。微流控

芯片将单个酵母单独培养，再注入相关酶的底

物并根据酶的活性对液滴进行分类筛选，从而

获得目标菌株，能够每小时筛选 150 株[64]。微

流控技术的高通量性有效节省了筛选菌株的时

间，使得高质量的异源酶产量提高，满足了实

验的需求[65]。 

因为部分大型真菌的代谢产物更复杂且生

物活性更多样，目前在其他真菌尤其是较大的真

菌的应用上还存在较大的困难。 

(4) 米曲霉菌 

米曲霉通常被用作表达外源蛋白的宿主

菌，因其生长速度很快且蛋白的外分泌能力很

强，在发酵领域的使用非常广泛。其中营养缺

陷型的菌株更加安全可靠，但是此种菌株的量

很少且难以获得。为了满足生产的需求，黄文

平利用微流控技术的高通量性特点对其营养缺

陷型的菌株进行筛选[66]。 

黄文平等选择流动聚焦型芯片产生液滴，

使用不同的非离子表面活性剂测试液滴的稳定

性并定时观察[66-67]，实验结果表明，通过等离

子诱变的方法将米曲霉 H4 进行 320 s 的诱变，
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并通过微流控芯片进行筛选后得到了营养缺陷

型菌株 G1，很大程度上减少了实验试剂的消

耗，并且节约了实验时间成本。最后经过鉴定，

该菌株可以在接受互补质粒后恢复到原本的表

现型[68-69]。从而可以推测，如果在营养缺陷型

的菌株中插入具有更高价值的外源基因，就可

以使其产生更多高价值蛋白。然而该实验仍然

存在一定的缺陷，实验中微流控系统还需要人

工操作，并非全自动化，还需要进一步优化系

统性能，尽可能使其全自动化[69-72]。 

3  展望 

ARTP 技术因其活性粒子种类多、操作可

控性强、基因损伤强度高、诱变速度快、操作

条件温和、安全性高等特点在食药用真菌上的

应用比较广泛，在未来食药用真菌的研究中可

以获得活性物质产量更高、抗氧化性更强、生

物量更大的优良菌株，使得食药用真菌能够填

补其在医药、食品及化工行业中的空白。然而

诱变时得知菌株的致死率才能调整好诱变的参

数，往往筛查一个新菌株的致死率需要较长的

时间，所以还需要进一步研究。本实验团队[11-16]

已经运用 ARTP 技术在部分食药用真菌上有了

较为成熟的实验成果，未来将继续研究该技术

在更多食药用真菌品种上的应用，不断填补该

技术的应用空白。 

MMC 技术目前主要应用在细菌中，查阅相

关文献后推测该技术可应用在食药用真菌上。

该技术具有高通量、筛选效率高、液滴之间相

互独立培养、能实时检测在 600 nm 处的吸光度

值以及荧光检测、操作简单、更加安全等特点。

传统筛选食药用真菌的方法主要是用摇瓶和平

板筛选，筛选工作量较大，筛选时间较长，效

率较低，成本较高。如果能够利用 MMC 筛选

食药用真菌，其高效性、安全性、能够有效地

降低实验成本、减少实验时间，对于食药用真

菌高效筛选是很好的方法，能一定程度上解决

传统平板筛选和摇瓶筛选耗时过长、操作过于

烦琐的缺点。然而，不同于其他真菌、细菌等

微生物，食药用真菌菌丝肉眼可见，其体积远

大于其他微生物，而且生长一定时间后会形成

球状菌丝体，所以需要严格控制食药用真菌在

MMC 仪器中的培养时间，防止菌丝体生长过大

的同时确保其正常生长。在食药用真菌菌丝体

的筛选上，应该以微小菌丝体形成的小液滴(不

一定是单细胞)作为筛选对象，而不是以单细胞

筛选作为评价标准。筛选出的有效微小菌丝体

小液滴可进一步通过摇瓶培养进行验证，可以

较大程度地降低筛选的工作量。目前该技术在

应用上还存在一定的瓶颈，例如食药用真菌液

的不均匀性导致液滴的吸光度存在较大的误

差，使用 MMC 仪器检测吸光度值的功能无法

有效地直接反映液滴中菌株的生长情况，可以

选择其他的检测方法从参与其代谢途径的重要

酶入手，例如可以选择利用荧光染料使得胞内

外代谢物产生荧光效应间接反映菌株的代谢产

物情况。食药用真菌的生长速度相较于其他微

生物相对较慢，而且食药用真菌中的代谢产物

与其他微生物有所区别，结构更加复杂且主要

通过化学法进行检测，无法在 MMC 中操作，

所以寻找能使其胞内物质产生荧光效应的荧光

染料也存在一定的困难，需要进一步实验克服

这些困难并检验用微生物液滴培养系统技术筛

选食药用真菌的可行性。 

目前，将 ARTP 技术和 MMC 技术相结合

的研究较少。本实验团队开始尝试将这 2 项技

术相结合，初步试验其效果。虽然本团队对

ARTP 技术在灵芝诱变育种上已有较为丰富的
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应用经验[11-16]，但是和 MMC 技术相结合的技

术需要进一步进行分析处理。建议先利用 ARTP

技术诱变已有的菌株，使其发生突变获得可能

存在的目标菌株，再使用 MMC 技术进行高效

筛选，随后通过例如荧光检测的方法使得液滴

中食药用真菌的胞内物质产生一定的荧光效

应，从而初步筛选出目标菌株，对初步筛选的

菌株进行扩大培养，通过拮抗试验的方式复筛

后用化学法检测其代谢产物，从而对筛选的效

果进行验证，如此反复实验一定次数，有可能

获得最优良的目标菌株。通过将两项技术的优

点相结合，一方面发挥了 ARTP 对基因损伤的

多样性，可能使菌株获得更多的优良特性，另

一方面 MMC 技术高效筛选的优点一定程度上

能够弥补 ARTP 诱变存在的不确定性，从而达

到更加高效地获取性状更加优良菌株的目的，

满足人们生产生活及科学实验方面的需求。 
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