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摘  要: 酶和细胞工厂是工业生物技术的核心，在医药、化工、食品、农业、能源等诸多领域发挥重要作用。

一般天然酶和细胞均需通过分子改造提高其催化效率、稳定性及立体选择性等。定向改造为快速改善酶和细胞工

厂的性能提供了可能性，其中灵敏可靠的高通量筛选方法是决定酶和细胞工厂成功高效定向改造的关键。文中阐

述并分析讨论了各种筛选方法的优缺点、适用范围以及信号产生策略，并总结了近 3 年超高通量筛选技术在酶和

细胞工厂定向改造中的最新研究进展。在此基础上，讨论了高通量筛选系统目前面临的限制性因素，并对高通量

筛选方法未来的发展趋势作出了展望。希望生物技术和仪器开发等各领域的研究者能够紧密合作，实现协同发展，

进一步提升高通量筛选技术的可靠性和适用性。 

关键词: 高通量筛选，定向进化，酶，细胞工厂，荧光激活细胞分选，液滴微流控分选  
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Abstract:  Enzymes and cell factories are the core of industrial biotechnology. They play important roles in various fields 

such as medicine, chemical industry, food, agriculture, and energy. Usually, natural enzymes and cells need to be engineered 

to improve the catalytic efficiency, stability and enantioselectivity. Directed evolution makes it possible to rapidly improve the 

properties of enzymes and cell factories. Sensitive and reliable high-throughput screening approaches are the key for 

successful and efficient engineering of enzymes and cell factories. In this review, we first summarize the advantages and 

·综  述·
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disadvantages of different screening methods and signal generation strategies as well as their application scope; we then 

describe the latest advances of ultra-high throughput screening technology applied in the directed evolution of enzymes and 

cell factories in the past three years. On this basis, we discuss the limiting factors that need to be further improved for 

high-throughput screening systems and forecast the future development trends of high-throughput screening methods, hoping 

that researchers in various fields including biotechnology and instrument development can cooperate closely to enhance the 

reliability and applicability of the high-throughput screening techniques. 

Keywords:  high-throughput screening, directed evolution, enzyme, cell factory, fluorescence activated cell sorting, droplet-based 

microfluidic sorting 

 

随着生物技术的快速发展，酶和细胞工厂越

来越多地应用于食品、化工、环境、能源等各个

行业，推动了工业与能源的可持续发展[1-3]。一般

天然酶和细胞的性能难以满足工业需求，需要通

过定向改造对其性能进行改进，如提高酶的活性、

立体选择性、稳定性、底物特异性和细胞工厂的

生产效率等[4-6]。 

定向改造 (图 1) 是在实验室模拟自然进化

的过程[7-8]。其关键步骤包括：(1) 突变库的建立：

通过不同方法人为地引入大量突变，构建目的蛋

白基因或全细胞基因组突变库；(2) 突变库的筛

选：通过合适的筛选方法快速地从突变库中筛选

出符合要求的突变体；(3) 突变体性能表征与分

析：回收和鉴定突变体，并选择优势突变体作为

下一轮进化的起点，如此循环迭代，快速提高酶

的性能或细胞工厂的生产效率[9-10]。在定向改造

过程中，突变库的多样性和可靠的高通量筛选方

法是决定其成败的两个关键因素[11-14]。目前，突

变 库 的 构 建 方 法 已 得 到 广 泛 开 发 ， 如 易 错

PCR[15]、基因重组[16]、Casting 易错 PCR[17]、序

列饱和突变 (Sequence saturation mutagenesis，

SeSaM)[18]、基因编辑[19]、常压室温等离子体诱 
 

 
 

图 1  定向进化流程图 (定向进化过程包括多轮突变库的构建、突变库筛选和优良突变体的回收与鉴定) 
Fig. 1  The procedure of directed evolution. Directed evolution includes generation of mutation library, screening of 
mutation library, recovery and characterization of excellent mutants. ARTP: atmospheric and room temperature plasma; 
MS: mass spectrometry; HPLC: high performance liquid chromatography.  
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变[20]等，能够在较短时间构建容量大于 107 的突

变库。然而，灵敏、可靠的超高通量筛选方法 

(>106) 仍然是一个瓶颈，制约着酶和细胞工厂的

高效进化[21-22]。 

传统筛选方法，如琼脂平板和微孔板筛选法，

是目前应用最广泛的两种筛选技术。琼脂平板法

操作简单，但难以准确定量，主要用于突变库的

初筛。微孔板筛选方法能够精准定量，可以准确

评价突变体的性能，但通量较低。自动化液体处

理设备的应用使得微孔板筛选通量有所提升，但

仍无法满足快速定向改造中筛选的需求。随着仪

器设备的改进和生物技术的快速发展，基于流式细

胞仪的荧光激活细胞分选 (Fluorescence-activated 

cell sorting，FACS) 和基于微流控芯片和分选设

备的液滴微流控分选 (Droplet-based microfluidic 

sorting，DMFS) 技术大幅度提高了筛选通量  

(图 1)[23-24]。FACS 是一种发展较成熟的技术，比

较适用于细胞内或细胞膜上目标产物的筛选，而

液滴微流控高通量筛选方法则可弥补 FACS 的不

足，可用于胞外酶和代谢产物的筛选[25]。高通量

筛选获得的突变体一般需要通过液相色谱、气相

色谱等进行产物的进一步验证。 

本文主要从不同通量筛选方法及其信号检测

策略的优缺点出发，结合近 3 年超高通量筛选技

术在酶和细胞工厂定向改造方面的应用实例，综

述了高通量筛选方法在酶和细胞工厂定向改造中

的最新研究进展，并对其发展作出展望。 

1  传统筛选方法与超高通量筛选方法的

比较 

传统的琼脂平板筛选法和微孔板筛选方法是

目前最常用的两种筛选方法 (图 2)。基于透明圈、

颜色圈的琼脂平板活性筛选或基于营养缺陷型或

抗性的琼脂平板生长选择可作为简单易行的初筛

方法，用于排除大量无活性和极低活性的突变体。

但并不是所有的改造目标都能建立琼脂平板筛选

法，更由于其难以准确定量的限制，根据荧光或

吸光度精确检测目标产物的微孔板  (Microtiter 

plate，MTP) 筛选方法应运而生，并已广泛应用

于酶和细胞工厂的定向改造中[26-27]。但微孔板筛

选法存在通量低、操作耗时等缺点。为解决以上

问题，近年来开发了荧光激活细胞分选 (FACS)

和液滴微流控分选  (DMFS) 等超高通量筛选方

法 (>107)，用于酶和细胞工厂定向改造中大容量

突变库的筛选 (图 2)[28-30]。 

 

 
 
图 2  不同通量筛选方法的比较 
Fig. 2  The comparison of different screening methods. 
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1.1  琼脂平板筛选 

琼脂平板法是一种简单直接的筛选方法，已用

于多种水解酶 (如脂肪酶、酯酶、蛋白酶) 和氧化

还原酶 (如漆酶) 等突变库的初步筛选中[31]。琼脂

平板法可分为表型活性筛选和表型生长选择。表

型活性筛选利用菌落周围产生的水解圈、颜色圈

或荧光产物等进行酶活或目标产物筛选；表型生

长选择根据细胞对抗生素或其他有害物质的抗性

或营养缺陷型互补，在选择培养基中依据生长情

况进行筛选。但是琼脂平板法对突变体间差异可

视化较弱，仅适用于突变库的初步筛选，筛选后

的突变体仍需要其他检测方法如微孔板法进行准

确定量。数字影像分光光度计在琼脂平板筛选方

法中的应用使琼脂平板法的灵敏度提高且通量达

到 105 克隆/d[32]。若可根据目标酶或代谢产物的

特性建立琼脂平板筛选方法，则无需使用依赖复

杂仪器设备的超高通量筛选法。 

1.2  微孔板筛选 

微孔板筛选方法通过检测微孔板中底物或目

标产物所引起的吸光度或荧光变化对其进行定量

分析，可以保证筛选的精确性和灵敏度，是目前最

常用的筛选方法[33]。反应体积一般在 100–200 μL，

反应液用量较少从而节约试剂成本。目前常用的

微孔板一般为 96 孔板，其与自动单克隆采集系统

(Automatic colony picker)、液体自动处理系统

(Liquid handling system) 兼容，能够提高筛选通

量最高达到 104 克隆/d，但机械自动化设备的引入

增加了实验成本[12]。此外为增加筛选通量且节省

筛选时间，384、1 536、3 456 孔微孔板也已应用

于目标代谢产物和酶的筛选，也可节约昂贵底物

的使用[34]。总体来说，微孔板筛选的通量仍然受

限，不利于对大容量突变库的快速筛选。 

1.3  荧光激活细胞分选 (FACS) 

FACS 是一种可对单细胞进行高效分选的荧

光激活细胞分选技术[11]。FACS 可以根据细胞大

小或荧光以高达 107 克隆/h 的速率对细胞进行分

选[35]。此外，FACS 可以直接将筛选到的优势突

变体分配到微孔板中进行回收与鉴定。为进行

FACS 筛选，首先必须建立酶活性表型与其编码

基因的偶联，即将酶活性转化为可检测的荧光信

号，并与酶所在的细胞构建物理联系，保持表型

与基因型的一致性[36-37]。根据荧光产物与酶及其

编码基因偶联形式的不同，现有的 FACS 酶活性

筛选体系可分为细胞膜表面展示、胞内荧光产物

的富集、荧光蛋白表达活性报告等类型。当检测

目标为胞外分泌酶或代谢产物时，可将细胞包埋

在水/油/水双液滴或水凝胶中从而保证基因型和

表型的关联[38-39]。液滴包埋拓宽了 FACS 的应用

范围。 

1.4  液滴微流控筛选 (DMFS) 

DMFS方法通过在芯片上持续高频 (>10 kHz)

地将单个细胞包埋在液滴中实现基因型与表型的

偶联，并通过检测液滴内的物质信号进行定量分

析与分选[23,25]，其筛选通量高达 105 克隆/h。油包

水液滴提供的纳升至皮升级反应区室，使此筛选

方法不仅适用于细胞内酶或代谢产物的筛选，也

适用于胞外分泌酶或代谢产物的筛选[40]。此方法

相比于常规的微升至毫升级反应体系缩小了百万

倍以上，对试剂的需求量大大降低，在用到昂贵

底物或试剂时具有明显优势。此外，单层液滴包

埋后仍可进行分析试剂的注入、液滴融合、分裂

等，大大提高了操作的灵活性。 

将油包水单液滴再进行水相包埋后形成的 

水/油/水双液滴也可用 FACS 进行筛选，通量进一

步提高到 107 克隆/h[38]。此外，利用微流控芯片形

成的水凝胶微滴也可以利用 FACS 进行筛选[39]。

水凝胶微滴比较稳定，可以用于长时间的细胞培

养。但双液滴和水凝胶较难进行液滴形成后的后

续操作如分析试剂的注入、液滴融合、分裂等，

不利于整个筛选过程的灵活操控。 

DMFS 结合了精密的液滴操作和快速分选系

统，已经成为定向改造胞外酶和代谢物突变库筛
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选的有力工具。自 2010 年 Agresti 等首次利用液滴

微流控成功地改造辣根过氧化物酶后，DMFS 已广

泛地应用到其他酶和细胞工厂的定向改造中[41]。

DMFS 针对胞外产物的高通量筛选具有显著优

势，但整个 DMFS 筛选过程较复杂且技术性较强，

对于初学者来说较难操作，且针对不同的目标产

物或酶，DMFS 筛选体系参数变化较大，需要进

行大量系统优化。 

2  高通量筛选方法的信号检测策略 

合适的信号检测策略是筛选方法建立的核心

问题，目前突变库筛选中常用的检测主要基于荧

光信号。近年来吸光度和拉曼光谱等开始应用于液

滴微流控筛选体系中 (图 3)。通过荧光检测目标 

 

 
 
图 3  高通量筛选方法中的信号产生原理 (主要包括基于荧光、吸光度和拉曼光谱的检测方法及其原理) 
Fig. 3  Principle of signal generation in high-throughput screening methods, including detection methods and their 
principles based on fluorescence, absorbance and Raman spectrum. 
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产物可以比较灵敏、可靠地进行定量分析[42-43]。

由于其超敏性、高速响应能力以及拥有较成熟的

检测器，荧光成为超高通量筛选方法中最常用的

检测信号[44]。近年来发展的根据吸光光度值、拉

曼光谱和质谱的检测方法开始应用于超高通量筛

选中，但这些技术仍不成熟，需要进一步的发展，

提高其灵敏性、易操作性、筛选通量等。下面我们

将对每种检测方法的原理及应用进行详细的讨论。 

2.1  荧光检测 

由于荧光灵敏度高、响应能力强，且拥有成

熟的检测器，因此，荧光检测法已成为酶和细胞

工厂改造中最常用的突变库筛选方法。根据荧光

产生方式不同，可分为产物自荧光、荧光底物、

荧光蛋白、核酸生物传感器和免疫荧光等。 

2.1.1  产物自荧光 

当目标产物如核黄素、甜菜碱、喜树碱等自

身具有荧光时，可通过直接检测该荧光信号进行

筛选。基于核黄素自身荧光检测的高通量 DMFS

系统已成功应用于乳酸链球菌和解脂耶氏酵母全

基因组突变库的筛选，并分别获得了核黄素生产

产量提高 4 倍和 1.9 倍的乳酸链球菌和解脂耶氏

酵母突变体[45-46]。虽然基于自身荧光的检测相对

简单，遗憾的是大多数目标产物自身并不具备荧

光，需借助其他来源的荧光信号。 

2.1.2  荧光底物 

荧光基团标记的底物可以在酶催化下释放荧

光基团产生荧光信号，因此可根据荧光信号的强

弱检测相关酶的活性。目前用于标记底物的荧光

基团主要有试卤灵、香豆素、荧光素、BODIPY

和二甲基硼等。大多数荧光基团标记的底物适用

于水解酶和氧化还原酶，仅有少数荧光底物用于

其他酶类，如连接酶、裂合酶、转移酶等。以二

甲膦酰二氟-荧光素为底物筛选芳香基硫酸酯酶

突变库，Kintses 等获得了总酶活和表达量提高  

6 倍的突变体[47]。以 BODIPY-淀粉为底物，筛选

全基因组突变库，Huang 等获得了 8 个淀粉酶分

泌量提高 6 倍的酿酒酵母突变体[48-50]。当目标酶

缺少可直接催化的荧光标记底物时，可通过偶联

其他反应催化荧光底物产生荧光信号。在筛选纤

维素酶突变库中，真实底物羧甲基纤维素钠在纤

维素酶催化下形成的单糖被己糖胺苷酶氧化形成

H2O2。随后，H2O2 与荧光底物荧光素-氨基苯反

应产生荧光产物，根据产生的荧光信号来测定纤

维素酶突变体的活性[51]。 

2.1.3  荧光报告蛋白 

荧光蛋白是一种基因编码的荧光发色团，自

维多利亚发光水母 Aequorea victoria 中绿色荧光

蛋白 GFP 首次被发现后，其他来源的荧光蛋白及

其衍生物等被陆续开发[52-53]。荧光蛋白的吸收和

发射波长覆盖了从 400 到 700 nm 的所有波段，可

以用于不同的酶或细胞工厂的筛选需求。 

首先，荧光蛋白可作为融合蛋白检测目标蛋

白表达量。通过将 GFP 与糖皮质激素受体配体结

合域融合，利用 FACS 筛选到了稳定性和溶解度

提高的突变体。其次，荧光蛋白也可作为报告蛋

白 (Reporter protein) 用于酶或目标代谢产物的检

测，其中应用较广泛的是转录因子生物传感器[54]

和核糖体开关生物传感器[55]。转录因子生物传感

器是将异源转录因子移植到新的目标宿主中，并

与基因的启动子或者增强子区域结合。目标酶的

底物、产物或目标代谢产物可结合转录因子进而

促进或阻断 RNA 聚合酶参与的转录过程，使得荧

光报告基因的转录和表达与目标酶活性或目标代

谢产物的浓度产生关联，据此可进行检测。核糖

体开关生物传感器是通过目标产物与 RNA 核糖

体开关的结合引起其构象改变，从而开启或阻断

报告基因的转录和表达。根据荧光强度可以检测

目标产物的产量，因此荧光蛋白-传感器适用于超

高通量筛选体系中。利用基于荧光蛋白的传感器

可以检测乙醇、糖类、氨基酸、芳香物质、抗生

素、脂肪酸等[55]。随着研究与技术的不断发展与

深入，越来越多转录因子和核糖体开关生物传感
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器被开发与应用。 

总体来说，基于荧光蛋白的检测方法操作简

单、应用广泛，但仍然需要突破以下局限：作为

融合蛋白，由于荧光蛋白分子量大，可能会影响

目标蛋白功能性表达；作为转录因子或核糖体开

关生物传感器，其关键是需要通过条件优化提高

生物传感器的灵敏度，使其适合所需的产物检测

范围[54-55]。 

2.1.4  核酸传感器 

核酸传感器是一种具有特定构象的基因序

列，相比于荧光蛋白传感器，核酸传感器如核酸

适配体和 DNA-fluorophore-quencher 荧光探针，

具有特异性高、容易修饰、稳定性好等特点。核

酸适配体能与多种目标代谢物特异性结合，因此

被广泛应用于生物传感器领域。RNA 适配体由荧

光染料结合区、信号传导区和配体结合区组成。

据报道，RNA 适配体已被用于筛选高产酪氨酸的

细胞工厂，当大量的酪氨酸与荧光染料同时结合

到 RNA 适配体上时，适配体构象变化从而引起荧

光强度增强[56]。RNA 适配体是一种 RNA 分子，

可通过改造来识别其他的代谢产物，因此随着新

适配体的不断开发，其在代谢产物检测与细胞工

厂筛选方面会有更广阔的应用。DNA-fluorophore- 

quencher 荧光探针可用于检测 DNA 相关酶类，如

DNA 聚合酶、DNA 连接酶、DNA 限制性内切   

酶[57]。基于荧光探针的 DMFS 平台已经被成功应

用于筛选高活性的 KOD 聚合酶突变体[57]。 

2.1.5  免疫荧光 

免疫荧光法是将免疫学和荧光染色法结合在

一起的方法，即用荧光标记的抗体或抗原与被检

测样品中相应的抗原或抗体结合，通过激光器的

激发检测荧光，并对样品进行分析的方法，常用

于抗体的检测中，具有特异性强、灵敏度高和快

速可靠等特点[58]。基于这一原理，Shembekar 等

开发了一种免疫荧光 DMFS 系统，用于选择高产

抗体的哺乳动物细胞[58]。这种方法可以筛选对某

一种癌细胞或细菌具有杀伤作用的抗体，通用性

强，具有巨大的药物挖掘潜力。 

2.2  分光光度检测法 

分光光度法是一种通过测定物质在特定波长

或一定波长范围内的吸光度对该物质进行定性和

定量分析的方法。由于其原理简单，已被广泛应

用于微孔板筛选中。近年来，基于分光光度检测

方法的超高通量 DMFS 系统已有报道。此系统通

过使用 1-甲氧基-5-甲基吩嗪硫酸甲酯  (mPMS) 

作为氧化还原介体，将苯丙氨酸脱氢酶 (PheDH)

对 NAD+ 臜的消耗与蓝紫色染料结晶甲 fomazan 的

形成联系起来，大幅度放大了吸光度信号，增强

了检测的准确性和灵敏度[42]。但相比于荧光信号，

基于吸光度的信号检测灵敏度低 (比荧光信号低

3–4 个数量级)，需要使用大液滴来增加光路从而

收集足够的信号。随着技术的进一步发展，分光

光度检测法将大大拓展 DMFS 的应用范围[42]。 

2.3  拉曼光谱检测法 

当目标产物无法标记时，需用其他方法来对

其进行检测。2018 年，Wang 等建立了一个集成

的拉曼液滴微流控分选系统，该系统将拉曼信号

采集和分析集成到一个细胞包埋和分选的自动系

统中，用于筛选产虾青素的微藻细胞[43]。此方法

基于对单细胞内化学物质拉曼图谱的获取以及与

数据库中细胞拉曼数据进行比对来鉴别目标细

胞，不需要标记细胞，因此对细胞无侵害性，具

有广泛的应用前景。但由于拉曼信号较弱，导致

信号采集时间较长，筛选通量 (260 液滴/min) 远

低于荧光分选 (600 液滴/s)。进一步提高拉曼信号

检测的灵敏度，减少信号采集时间，将会使其拥

有更广阔的应用前景。 

3  超高通量筛选方法在酶和细胞工厂定

向改造中的最新应用 

近 10 年来超高通量 FACS 和 DMFS 迅速发 

展 [22-23,59]，大大提高了酶和细胞工厂定向改造的
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效率。下面主要介绍近 3 年的最新案例，阐明超

高通量筛选方法在酶与细胞工厂定向改造应用中

的最新研究进展，以及各案例的实验设计、研究

思路等 (图 4)。 

3.1  FACS 在酶和细胞工厂改造中的最新应用 

FACS 技术的高灵敏性及高通量等特点使其

能以极高的分选频率 (10–15 kHz) 对大容量突变

库进行高通量筛选，已广泛应用在新酶发现、高

酶活筛选及细胞工厂的定向改造中。 

由于 FACS 是全细胞水平的筛选，因此必须

通过细胞膜表面展示、胞内荧光产物的富集、荧

光报告基因等方法保证在筛选过程中基因型和表

型的一致性。Tan 等利用胞内荧光产物的富集原

理构建了超高通量 FACS 筛选方法，并成功筛选

到活性提高 14 倍的 α-1,3-岩藻糖基转移酶突变 

体[60]。通过合理设计，使细胞膜上的转运蛋白识

别特殊荧光底物并将其转运到细胞内进行反应，

但形成的荧光产物无法被特定的跨膜转运体识别

而在细胞内富集引起荧光的积累。 

单胺氧化酶是一类极具应用潜力的生物催化

剂，可选择性氧化一种构型的胺生成亚胺。Sadler

等开发了一种基于 H2O2 荧光探针的高通量筛选

法用于筛选单胺氧化酶  (Monoamine oxidase，

MAO-N) 突变库[61]。将突变的 MAO-N 基因在大

肠杆菌中成功表达后，加入检测 H2O2 的荧光探针

(C-H2DCFDA) 进行孵育后加入仲胺底物，处理

后的细胞催化氧化仲胺底物产生 H2O2，后者与荧

光探针反应释放荧光信号。通过筛选 MAO-N 突

变库，获得了对仲胺底物具有催化活性的突变体。

因此，基于活性氧检测探针的高通量筛选可以用

于筛选其他可催化底物产生 H2O2 的氧化酶。 

吡咯赖氨酸-tRNA 合成酶 (Pyrrolysyl-tRNA 

synthetases，PylRS) 可以在蛋白质合成过程中引

入非天然氨基酸。Lin 等开发了一种用于快速发

现细菌功能性 PylRS 的 FACS 方法[62]。将两个分

别含有 PylRS 基因和绿色荧光蛋白 (GFP)-204TAG

报告基因的兼容性质粒共转化至大肠杆菌宿主细

胞，培养基中加入非天然氨基酸 BocK 和 SphK，

当 PylRS 突变体可以成功引入非天然氨基酸到绿

色荧光蛋白 TAG 处时，绿色荧光蛋白才能顺利完

成表达。通过此方法成功筛选到了可以将两个非

天然氨基酸 (BocK 和 SphK) 插入到蛋白质特定

位点的功能性 PylRS 突变体。   

丙酮酸羧化酶是 L-赖氨酸合成途径中的一个

关键酶，其活性影响 L-赖氨酸的合成效率。为获

得高产 L-赖氨酸的谷氨酸棒状杆菌，Kortmann 等

构建了基于赖氨酸转录因子生物传感器的 FACS

筛选体系筛选以谷氨酸棒状杆菌为宿主菌的丙酮

酸羧化酶 (Pyruvate carboxylase) 突变体，从而提

高谷氨酸棒状杆菌利用葡萄糖生产 L-赖氨酸的能

力[63]。分别含有编码丙酮酸羧化酶的基因 (pyc)

和编码 eYFP荧光蛋白报告基因的两个质粒共转化

至谷氨酸棒状杆菌中，转录调节因子 LysG 控制着

荧光蛋白 eYFP 的表达。当谷氨酸棒状杆菌高产  

L-赖氨酸时，LysG 能感知 L-赖氨酸的浓度并激活

荧光蛋白的表达，产生荧光信号。通过此方法筛选

丙酮酸羧化酶突变库，成功获得了两个能引起宿

主细胞高产 L-赖氨酸的丙酮酸羧化酶突变体。 

总体来讲，使用 FACS 进行筛选必须保持表

型与基因型的统一，虽然已有很多方法将荧光偶

联在细胞内或细胞膜上，如细胞膜荧光吸附、细

胞表面展示、胞内荧光产物富集、荧光报告蛋白

等。随着调节元件数据库的不断扩充，在数据库

中挖掘合适的转录因子、核糖体开关等调节元件

来建立基于荧光报告蛋白的 FACS 超高通量筛选

方法已成为目前研究的热点。 

3.2  DMFS 在酶和细胞工厂改造中的最新应用 

随着微流控技术的发展，自 2010 年液滴微流

控筛选技术成功应用于过氧化物酶的定向改造以

来，该技术已经广泛应用于大容量突变库 (>106)

的筛选中[41]。我们主要对自 2017 年以来的新案

例进行阐述与分析。 
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图 4  近 3 年高通量筛选在酶和细胞工厂定向改造应用中的信号产生策略 
Fig. 4  The signal production strategies of high throughput screening in the applications of enzyme and cell factory 
engineering in the past three years. The signal generation strategies of FACS in the applications of enzyme and cell 
factory engineering including intracellular products enrichment, fluorogenic probe and fluorescent protein biosensor. 
The signal generation strategies of DMFS in the applications of enzyme and cell factory engineering including double 
fluorogenic substrates, charged fluorogenic substrate and syntrophic co-cultivation of biosensor strain and products 
producing strain. FKP: GDP-fucose synthase; FutA: α1,3-fucosyltransferase; MAO-N: monoamine oxidase; PylRS: 
pyrrolysyl-tRNA synthetase; EYFP: enhanced yellow fluorescent protein; pyc: pyruvate carboxylase gene; AfuEST: 
esterase from Archaeoglobus fulgidus. 
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对映异构体固有的物理化学相似性限制了高

通量筛选方法在酶的对映选择性定向改造中的应

用，也在一定程度上限制了酶的对映选择性方面

的研究进展，长时间来一直缺乏高通量筛选的成

功案例。2018 年，Yang 团队成功开发了基于两种

独立荧光信号检测的双通道 DMFS 平台用于古菌

酯酶的对映立体选择性筛选[64]。整个筛选过程分

两个阶段：首先，从文库中筛选出对两种不同荧

光标记的 (S)-profens 均有催化活力的突变体，以

排除对某荧光基团具有偏好性的古菌酯酶。然后，

将一种荧光基团标记的 (S)-profens 和另外一种

荧光基团标记的 (R)-profens 同时作为底物，从 

第 一 步 获 得 的 突 变 体 中 筛 选 具 有 高 催 化 

(S)-profens 活力和低催化 (R)-profens 活力的突变

体。经过 5 轮进化，获得了对 (S)-profens 选择性

比野生型高 700 倍的突变体。此案例首次同时利

用两种荧光标记底物对酶进行进化，为提高筛选

的准确性开辟了新方向。 

为解决荧光产物在液滴间的扩散而互相污染

的问题，Obexer 等开发了一种基于带电荷的荧光

底物衍生物进行逆醛缩酶酶活检测的 DMFS 系

统，提高了筛选的准确性[65]。仅通过一轮筛选，

筛选获得活性大幅提高 (80 倍) 的人工设计逆醛

缩酶突变体。因此通过对荧光底物的设计提高其

极性，从而减少产物在液滴间的扩散，会大幅度

提升 DMFS 筛选效率及准确率。 

此外，DMFS 还被用于从自然界中挖掘具

有独特底物特异性和高稳定性的新型酶。为了

从自然界中高效筛选新型脂肪酶，Qiao 等在

2019 年开发了一种流水线式的 DMFS 系统，包

括 4 个步骤：液滴的生成、液滴的孵育、荧光

素二丁酸底物的注入以及液滴的分选 [66]。利用

此系统，从不同地方采集到的样品中筛选出隶

属于 7 个属的 47 株产脂肪酶的细菌菌株。因此

DMFS 也是一个从自然界中高效挖掘新酶的重

要工具。 

生物传感器菌株与生产菌株共包埋策略也已

成功应用到 DMFS 系统的构建。为提高大肠杆菌

生产 2-酮异戊酸的能力，Saleski 等建立了一个  

2-酮异戊酸营养缺陷型大肠杆菌生物传感器细

胞和赖氨酸营养缺陷型 2-酮异戊酸生产菌株共

培养 DMFS 体系[67]。2-酮异戊酸是合成缬氨酸和

亮氨酸的必要前体物质，由于作为传感器的大肠

杆菌细胞无法生产 2-酮异戊酸，进而无法生成胞

内蛋白合成所需的缬氨酸和亮氨酸，因此，

mNeongreen 荧光蛋白无法表达。当与其共包埋的

生产菌株可以生产 2-酮异戊酸时，传感器菌株可

以吸收并利用生产菌株产生的缬氨酸和亮氨酸来

表达荧光蛋白。而生产菌株是赖氨酸营养缺陷型

大肠杆菌，其必须吸收来自传感器菌株的赖氨酸

供自身生长和 2-酮异戊酸的合成。这种互利共培

养模式快速放大了荧光信号，利于精准筛选。

Siedler 等开发了用于筛选高产 S-对香豆酸的酿酒

酵母细胞工厂的菌株共培养 DMFS 系统[68]。在此

系统中，带有转录因子的大肠杆菌传感器细胞与

生产对香豆酸的酿酒酵母细胞共包埋在同一个液

滴中。转录因子传感器由枯草芽孢杆菌的酚酸脱

羧酶的转录调节子和黄色荧光蛋白 (YFP) 基因

组成。在同一液滴中，酿酒酵母突变体生产的对

香豆酸与抑制 YFP 表达的阻遏物紧密结合失去了

对 YFP 表达的抑制作用，从而引起 YFP 表达释

放荧光信号。生物传感器菌株与目标生产菌株共

包埋的 DMFS 方法已经成为一种辅助细胞工厂改

造的重要策略之一。 

随着技术的发展，DMFS 也已经应用于高等

动植物细胞的筛选中。植物属于多细胞生物且原

生质体脆弱而难以长期保持完整，直到 2018 年才

报道了第一例用 DMFS 筛选植物原生质体的案

例，但该筛选通量仍较低 (28 细胞/s)[69]。在该系

统中，原生质体在直径大于 50 μm 的液滴中能够

保持完整超过 12 h，满足了液滴孵育的时间要求。

虽然 2018 年之前已经建立了在液滴中分析哺乳
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动物细胞抗体生产的技术，但这些方法不适用于

分泌特异性抗体的哺乳动物细胞的高通量分选。

为了实现这一目标，Shembekar 等成功开发了哺

乳动物细胞和肿瘤细胞共包埋模式的 DMFS 高通

量筛选系统用于筛选分泌针对 K562 肿瘤细胞抗

体的哺乳动物细胞[58]。液滴微流控植物和动物细

胞高通量筛选的开发与应用将大大拓宽 DMFS 在

获得高产植物次级代谢产物以及动物蛋白细胞工

厂中的应用。 

4  展望 

目前，FACS 和 DMFS 等超高通量筛选方法

的研究和应用已取得很大的进展，已在定向改造

实验中发挥了不可替代的作用[70-71]。与传统筛选

方法相比，FACS 和 DMFS 技术不仅可以对大容

量样本进行超高通量的分析和筛选，而且能够对

样品的多项指标同时进行定量分析，因此，具有

显著的优势。FACS 较高的仪器成本和难以对胞

外产物进行筛选等缺点制约其应用范围。DMFS

虽在筛选通量上比 FACS 低一个数量级，但由于

其可以保持胞外分泌产物与基因型的一致性，成

为研究胞外分泌产物及其工程菌株实验室改造的

强有力的超高通量筛选平台。然而，目前微流控

与液滴分选设备刚进入商业化阶段，随着微流控

芯片及分选设备的广泛商业化，以及更灵活的检

测系统的开发，相信其将进一步推动酶和细胞工

厂的快速开发。 

此外，FACS 和 DMFS 主要依赖荧光信号进

行检测，虽然基于吸光度和拉曼光谱的 DMFS 已

有报道，但技术不成熟，灵敏度和通量均较低，

仍需要进一步的优化与设计提高其灵敏度和筛选

通量。相信随着各方面技术的不断发展，基于其

他高精度的检测方法，如荧光共振能量转移、荧

光偏振、中红外光谱或质谱的超高通量技术会不

断涌现并日趋成熟，将进一步推动酶和细胞工程

领域的快速发展。 
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