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摘  要: 能高效代谢木质纤维素水解液中的可发酵糖、同时可耐受/分解发酵抑制剂的菌种, 是利

用木质纤维素为原料生产燃料乙醇技术的关键。基因组改组技术是近些年发展起来的一项新型育

种技术, 该技术已运用于食品和医药行业菌种的改良。本文综述了基因组改组技术的原理、方法、

特点、及其运用, 并对其在木质纤维素水解液乙醇发酵菌种选育方面的应用进行了展望。 
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Genome Shuffling and Its Prospect for Strain Improvement 
in Ethanol Production from Lignocellulosic Hydrolysates 
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Abstract: Commercial production of bioethanol from lignocellulosic hydrolysates requires efficient fer-
menting strains. The abilities of the strain to converting all types of sugars in the hydrolysate to ethanol in 
high yield and to effectively tolerating/metabolizing inhibitors are necessary. Genome shuffling is a novel 
method for breeding, and it has been applied in pharmaceutical and food industry. This review summarized 
the technique of genome shuffling including principle, process, applications and its prospect for strains im-
provement in ethanol production from lignocellulosic hydrolysates. 
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随着人类对化石燃料的不断使用, 化石能源储

量日益减少、环境受到不断破坏。开发清洁的可再

生能源对缓解能源紧张、减少环境污染具有重要意

义。利用木质纤维素等生物质原料生产燃料乙醇 , 

从而替代石油等化石燃料的研究受到人们的广泛关

注。木质纤维素水解液中含有可供微生物发酵生产

乙醇的糖类(以葡萄糖和木糖为主), 同时也存在着

抑制微生物发酵的化合物如糠醛等。因此发酵菌种

的选育工作主要集中在微生物木糖利用和毒性物质

耐受/代谢的问题上。 

目前, 对木质纤维素水解液乙醇发酵菌种的改

造方法主要有: 通过驯化或诱变对现有菌种进行改
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进; 利用现代分子生物学手段从遗传物质和代谢途

径上对菌株进行改良, 如基因工程、细胞融合、代

谢工程等。尽管已先后构建出一些改良菌株, 但其

性能仍不能达到工业生产的要求, 因此, 开发更为

有效的育种技术来构建性能更加优良的菌株是木质

纤维素制取燃料乙醇商业化的当务之急。 

基因组改组技术是近些年发展起来的一种高效

简便的育种手段 , 该技术已初步应用于菌种的选

育。本文主要介绍了基因组改组技术的相关信息 , 

并对其在木质纤维素水解液乙醇发酵菌种选育方面

的应用进行了展望, 以期能运用该技术促进木质纤

维素乙醇发酵菌种的选育。 

1  基因组改组技术 

基因组改组技术(Genome shuffling)由 Stephen

等在 2000 年时提出[1], 该技术结合了传统的育种手

段和细胞融合技术, 为微生物育种提供了一种新的

方法。作为进化工程的重要组成部分, 这种技术将

分子定向进化的对象从某些基因扩展到整个基因 

组, 可以在更广的范围内对目的菌种的性状进行优

化组合。 

1.1  原理与方法 
1.1.1  原理: 基因组改组是通过有性繁殖有效模拟

自然进化的过程, 通过“递推原生质体融合”(Recur- 

sive fusion)的方法使几个亲本多次重组, 基因组发

生重排, 从而得到复杂的表型, 使生物体的性状快

速提高[2]。  

1.1.2  方法: 基因组改组的过程主要由构建初始突

变体库、递推原生质体融合、融合后代的筛选 3 部

分组成。  

1) 构建初始突变体库。首先对需要改进的菌株

进行传统的物理化学诱变, 从中筛选出性状提高的

突变体, 构建突变体库, 并作为后续原生质体融合

的亲本。 

2) 递推原生质体融合。以突变的菌株为亲本进

行原生质体融合, 再生后的菌株被制成原生质体以

同样的方法再次进行融合, 如此重复几次, 完成首

轮融合[3]。之后, 通过定向筛选, 将目的性状提高的

子代作为亲本, 进行下一轮融合。如此重复, 直至得

到性能优良的目的菌株。与传统育种过程中每代 2

个亲本的进程相比 , 基因组改组通过“递推原生质

体融合”的方法允许多个亲本交叉[2]。2001年, Zhang

等[3]以 Streptomyces fradiae(弗氏链霉菌)为材料验证

了该技术的可行性, 试验表明通过两轮基因组改组

即能达到通过 20 轮传统诱变育种得到的菌株性能, 

且改组后的菌株性能优于诱变得到的菌株。 

3) 融合后代的筛选。对融合子的有效筛选是基

因组改组的关键也是难点。很多菌株缺乏相对直接

的筛选标记, 此外融合后会得到大量的子代, 因此

需要建立快速有效的筛选方法。对于一些产酶的菌

株可以采用较为直观的方法, 如水解圈法、灿烂绿

法、琼脂平板法等进行初筛, 再对初筛获得的优良

菌株进行较精细的复筛。对于其它菌株可以采用对

某些条件的耐受性进行筛选, 但对于一些生产周期

长的产胞内次级代谢产物的菌株, 仍没有有效的筛

选方法。目前已经开发了一些应用于 DNA改组的高

通 量 筛 选 方 法 , 如 : 荧 光 激 活 细 胞 分 类 法

(Fluorescence activated cell sorting, FACS)等[4], 这

些方法集计算机控制、自动化操作、高灵敏度检测、

数据自动采集和处理于一体, 可以实现快速、微量、

灵敏和大规模的筛选。对于基因组改组而言, 一些

学者依靠 96 孔板结合微板分光光度计进行高通量

筛选(High through-put screening, HTS), 同时大量光

谱也成为非常灵敏的高通量分析仪器, 通过串联质

谱提供精确的化学数据 [5], 但高通量筛选技术还有

待于进一步开发。 

1.2  基因组改组技术的特点 
基因组改组技术以 30 多年前建立的原生质体

融合技术为基础[6], 同时结合了 DNA改组中多亲本

交叉的优势[3]。改组过程中只需经过一次诱变, 避免

了菌种因长期使用诱变剂而导致的自身抗性增强 , 

产生“疲劳效应”[7]。之后进行的递推式多轮原生质

体融合每代有 2 个以上的亲本参与[2], 增大了参与

重组的遗传信息量, 避免了杂交育种通常每代只允

许 2个亲本杂交、多样性小[2]的缺点; 与常规的原生

质体融合相比其基因转移和重组率得到了提高。改

组过程不需要基因序列数据或代谢网络信息 [6], 可

以同时改变全部基因组的不同位点; 并且与只改造

某些基因的新型育种方法相比, 通过多次重组, 可

促进群体内部个体间遗传信息交流[8]。 
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1.3  微生物育种中的应用 
1.3.1  基因组改组在原核微生物选育中的应用: 基

因组改组技术是以细菌为模型建立的, 并被应用于

制药、食品等行业所需菌种改良的研究中, 可提高

菌种代谢产物的产量, 改进菌种的环境耐受性, 增

加菌种的遗传多样性等。 

1) 提高菌种代谢产物产量。通过对普那霉素生

产菌 Streptomyces pristinaespiralis进行基因组改组, 

Bo Xu 等[9]获得了一株性能优良的改组菌株, 该菌

株与诱变后产量最高的亲本 M-156 和原始亲本

CGMCC 0957 相比 , 产量分别提高了 89.4%和

145.9%。运用传统的紫外诱变结合一种微效价高通

量筛选方法, Guo-li Gong 等 [10]对埃博霉素生产菌

Sorangium cellulosum进行改组, 使其埃博霉素产量

提高了 0.5~2.5倍。枯草芽孢杆菌 DCO12具有纤溶

酶活性, 梁惠仪等[11]以 4株诱变菌株作为直接亲本,

采用电融合的方法进行两次多亲本的全基因组改 

组, 结合亲本灭活筛选方法, 共筛选出两株酶活显

著提高并能稳定遗传的菌株, 其酶活比亲本菌株提

高了 4~5倍, 最高达 2710 IU /mL。 

此外, Hiroyuki Hida等[12]用基因组改组技术快

速提高了 HCA 链霉菌(Streptomyces sp. HCA)U121

的 HCA 产量。Zhu Hui 等 [13]对那他霉素产生菌

Streptomyces gilvosporeus 进行基因组改组, 显著提

高了其产量。徐波等[14]将该技术应用于稀有放线菌

替考游动放线菌 S A01Ⅱ -11-25, 通过三轮改组使其

子代替考拉宁产量提高, 菌株已应用于中试生产。

陈涛等[15]也改组了一株核黄素生产菌 Bacillus sub-

tilis 24/ pMX45, 并成功提高了其核黄素产量。 

2) 改进菌种环境耐受性。王玉华等[16]采用紫外

线与亚硝基胍两种方法诱变干酪乳杆菌, 改组后双

灭活筛选融合子, 获得了 4 株可以在原始菌株无法

生存的 pH条件(pH 3.4)下生长的改组菌; 在 pH 3.8

的条件下, 改组菌株产酸量为原始菌株的 2.4 倍。

MingHua Dai等[17]利用改组技术成功提高了 PCP降

解菌株 S. chlorophenolicum的 PCP耐受和降解能力, 

改组后的菌株可以在含 6 mmol/L~8 mmol/L PCP的

平板上生长, 某些菌株甚至可以完全降解 3 mmol/L 

PCP, 而亲本的 PCP耐受度不超过 0.6 mmol/L。 

研究表明基因组改组技术可以综合提高菌体的

性能, 改组菌株在目的性状改进的同时其他方面的

能力也有可能随之改进, 如于雷等[18]应用基因组改

组提高鼠李糖乳杆菌的耐糖能力和 L-乳酸的产量。 

1.3.2  基因组改组在真核微生物选育中的应用: 基

因组改组技术在真核微生物选育中的应用相对于原

核微生物来说起步较晚, 但也取得了一定成果。林

峻等 [19]以碱性脂肪酶产生菌扩展青霉(Penicillium 

expansum) FS8486 和溜曲霉(Aspergillus tamarii) 

FS2132 为出发菌株, 经过两轮基因组改组, 得到数

株优良子代。其中一株碱性脂肪酶酶活较出发菌株

FS8486 提高 317%。该实验不仅通过扩展青霉自身

的突变来改进特性, 还通过其他菌种(溜曲霉)的加

入来改进性能。在提高子代酶活的同时还丰富了子

代的遗传多样性。通过对子代及亲本的 RAPD 多态

性分析说明基因组改组可有效提高子代菌株的遗传

多样性。Zhao Kai等[20]以紫杉醇产生菌树状多节孢

(Nodulisporium sylviforme)为研究对象, 采用薄层层

析、高效液相色谱和质谱分析筛选重组子。通过 4

轮基因组重组得到 3株稳定遗传的紫杉醇高产菌株, 

其中一株改组菌株 F4-26 的发酵液中紫杉醇含量比

原始出发菌株 NCEU-1提高了 64.41%, 比突变后的

亲本提高了 31.52%~44.72%。李立风等[21]利用灭活

亲本的筛选方法通过两轮改组提高了酱油曲霉的 

酶活。 

2  基因组改组技术应用于木质纤维素水解
液乙醇发酵菌种选育 

可用于木质纤维素乙醇发酵的微生物包括细菌, 

真菌及酵母属的多种酵母菌。其中, 酵母的应用最

为广泛。酵母菌是工业上生产乙醇的优良菌株, 与

其他微生物相比具有较高的乙醇耐受力, 不易污染, 

并具有发酵速度快, 副产物少等优势, 因此成为育

种的首选对象。 

一些学者也开始将该技术用于酵母菌的改良中, 

Wei pinying 等 [22]对一株产酒精克鲁威假丝酵母

(Candida krusei)GLS60 进行了四轮改组, 得到乙酸

耐受性和乙醇产率好于亲本的子代 S4-3, 同时该菌

的多种选择压耐受性也得到了改进。王灏等[23]通过

紫外诱变获得了 4 株耐高温、耐乙醇的酿酒酵母突

变体, 以这些突变体为出发菌株, 经过 2 轮改组获
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得了耐高温和乙醇性能都较好的子代。经过 35°C发

酵测试 ,子代 R24 的发酵液中 , 最高乙醇浓度为

12.93%(W/V), 比原始出发菌株提高了近 5%。陆筑

凤等[24]也利用改组技术成功获得了耐高温和耐酒精

的酿酒酵母子代, 其最高温度和乙醇耐受可分别达

46°C和 16% (V/V)。 

虽然基因组改组技术已被应用于诸多领域, 但

其在木质纤维素水解液乙醇发酵菌种选育方面的应

用却鲜有报道。我研究组也在进行木质纤维素水解

液发酵菌种改良的研究, 在对目的菌株的原生质体

制备、再生条件进行摸索和优化的同时进行亲本耐

毒性和木糖发酵的测试, 以期建立一套可行的筛选

方法。该方法将不仅用于改组天然菌株, 还可用于

改组一些能利用木糖又能耐受抑制剂但效果一般的

重组酵母或原生质体融合子。目前已经得到的酿酒

酵母和嗜鞣管囊酵母的原生质体融合子, 其发酵葡

萄糖和木糖的性能均高于双亲, 且乙醇耐受性较好, 

以其作为亲本进行基因组改组, 进一步提高其毒性

物质耐受性, 以期能应用于木质纤维素水解液的乙

醇发酵。由于基因组改组技术具有育种周期短, 重

组频率高等特点, 可以使菌种性能显著提高, 所以

在应用于木质纤维素水解液乙醇发酵菌种选育之后, 

必定会使该领域有所突破。 

3  总结与展望 

以木质纤维素为原料生产乙醇是解决能源和环

境问题的经济环保有效的途径, 而能否得到代谢木

糖且耐受发酵抑制物质的菌种则是简化流程, 降低

成本的关键。研究人员尝试使用各种方法改良菌种, 

以期能在工业生产中发挥作用。基因组改组技术作

为一种有效的菌种改良技术为微生物菌种选育提供

了新的方法, 同时具有操作简便, 育种周期短等优

势。可以利用该技术改进天然微生物的性能, 例如

引入其他菌种的耐毒基因, 改进原本可以代谢木糖

的菌种; 也可以用来改进一些未达到理想效果的基

因工程重组菌株或原生质体融合产物, 使其性能改

善并最终用于生产。 

随着科技的发展, 各种快速筛选方法的出现必

将促进基因组改组技术的应用, 选育出更加适合工

业生产的菌种并最终在木质纤维素水解液乙醇发酵

工业化生产上得到应用。 
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