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摘要：微生物药物(Microbial drug)是一类结构复杂多样，生物活性显著的小分子化合物。微生物药物产

量决定了其后续的可开发性与使用成本。传统育种方法提高微生物药物产量效果明显，但随机性强且成

本高昂，然而合成生物学的兴起为微生物药物产量理性化提高注入了全新活力。本文从启动子的工程化

应用、前体供应、基因组重排等方面，综述了近年来合成生物学策略在放线菌来源的微生物药物产量理

性化提高方面所取得的相关研究进展。
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微生物在自然界中广泛存在，个体微小，种

类多样，人们认识微生物的历史源远流长，但是

有目的地从微生物次级代谢产物研发新药的历史

不到80年。微生物次级代谢产物的结构多样性决

定了其抗菌性、抗肿瘤、抗病毒和免疫抑制等多

种活性特点，使其成为人们发现新药物的源泉(图
1)。微生物药物泛指来源于微生物的药物，主要

包括放线菌和真菌[1]。目前，已经从中发现了约

25000种具有生物活性的次级代谢产物，其中有百

余种可以用作微生物药物[1]。

微生物药物因具有广泛的药理活性，其化合

物或衍生物已经被应用到临床、农业等多方领

域。如抗肿瘤的力达霉素，抗鸡球虫病的南昌霉

素、抗水稻稻瘟病的春雷霉素，抗水稻纹枯病的

井冈霉素等。由于微生物次级代谢产物原始产量

相对较低，直接通过微生物发酵不易获得大量目

的药物，工业化生产受限，不利于推广应用。因

此，如何提高微生物药物产量成为目前发展微生

物药物的当务之急。

合成生物学是涉及遗传学，分子生物学，生

物信息学等多个学科，设计和合成各种复杂生物

功能模块、系统以应用于生产特定微生物药物等

的一门综合学科。生物科学是近年发展起来的一

个综合学科，与传统生物学通过解剖生命体以研

究其内在构造的方法不同，合成生物学是以人工

合成DNA为基础,  以此为最基本要素开始逐步合
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成零部件，再将其连成网络，建立具有预定功能

的人工生物体系，并将之运用于实际应用的学

科。科学家们已从不同方面对合成生物学及其应

用进行了论述[2–4]  ,  认为合成生物学将对医药、能

源、化学品和环境等应用与生产领域产生深远影

响, 加快对人类赖以生存的若干化学品从高度依赖

化石资源制造向可再生生物资源制造的变革。

随着合成生物学研究的深入和新型测序技术

的发展和普及，对产生微生物药物的全基因组序

列测定也越发普遍。在此基础上研究关键基因对

微生物药物合成及功能的影响，从基因组水平上

对微生物药物的产生和作用机制阐述，从而通过

合成生物学手段，改造微生物代谢，提高目的药

物产量的策略得到诸多发展。本文主要综述调控

基因控制、基因簇加倍、前体供应增加、以及基

因组重排等方法，从而说明运用以合成生物学为

主的现代生物技术理性化提高微生物药物产量的

过程。

1    合成生物学在微生物药物产量方
面的应用

1.1    调控基因的利用

1.1.1    正负调控基因在微生物药物产量提高方面

的应用： 调控基因是编码能与操纵序列结合的调

控蛋白的基因，也是基因簇中次级代谢产物生物

合成的开关。调控基因从调控方式可分为正调控

基因和负调控基因。正调控基因产生的调控蛋白

与操纵序列结合后能增强或启动转录水平，进而

使产量提高，而负调控基因则与之相反。目前，

在合成生物学领域，通过生物信息学方法分析相

关基因簇信息推测可能的调控基因，并通过对正

调控基因的过量表达或负调控基因的敲除(图2)，
激活或者沉默基因簇，使目的产物产量提高的方

法广泛应用于抗生素生物合成研究[5]。

春雷霉素是一种应用广泛、生物活性显著的

绿色农用抗生素，对于水稻稻瘟病有高效防治作

用，但由于国内企业长期以来春雷霉素生产菌株

图 1.  天然产物的化学结构与生物活性多样性

Figure 1.  Sturuture and bioactivity diversity of natural
products.

图 2.  途径特异性调控基因的工程化利用

Figure 2.  Engineered application of the pathway specific regulatory genes.
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发酵效价较低，市场竞争力较弱，如何提高春雷

霉素产量成为提升我国春雷霉素产业化技术水

平、增强国际竞争力必须要攻克的难题。Zhu等[6]

对宏基因组DNA粘粒文库进行筛选，获得粘端质

粒，对其中推测的5个调控基因进行敲除和回补试

验确定其调控方式后，在春雷霉素低产菌株中分

别对其中的正调控基因kasT进行了过量表达，对

其余4个负调控基因(kasW、kasX、kasV、kasS)进
行敲除操作，发现最终春雷霉素的产量都有不同

程度的提高，其中过量表达kasT，产量提高了

186%，敲除kasV后，产量提高了194%。但在之

后的春雷霉素高产菌株中重复以上实验并没有得

到预期的结果。推测因为多发性诱变，高产菌株

中的核苷酸发生大量变异而导致这种差异，这也

表明在研究过程中应该根据实际情况采取不同的

策略来进行调控操作，必要时还需结合其他代谢

相关工程技术。

力达霉素是一种新型抗肿瘤抗生素，在临床

医学上的抗肿瘤活性高于阿霉素。其合成基因簇

中负调控基因的缺失可以使其产量相对野生型有

一定的提高，在此基础上过量表达正调控基因，

又可使产量相对野生型提高7倍[1]。综上，正调控

基因的过量表达或负调控基因的敲除，均可提高

微生物次级代谢产物产量。

1.1.2    全局调控基因的应用： 微生物药物，例如

抗生素，其生物合成受到严格复杂的调控，全局

调控就是其中一类调控机制(图3)。全局调控基因

也可以称为多效性调节基因，一般位于生物合成

相关基因簇之外，调控相应途径特异性基因的表

达[7]。相对于微生物代谢中其他的调控方式，全

局调控是一种更为普遍，复杂的调控方式。通过

控制全局调控基因可以影响次级代谢生产中的许

多方面，包括前体的供给，还有生物合成基因的

表达[8]。全局调控基因根据参与调控的基因数量

分为孤立响应调控基因和双组分调控系统基因两

类[7]。

孤立响应调控基因通常为单个基因，例如链

霉菌常有的全局调控基因adpA。研究发现在链霉

菌中敲除adpA，突变株不再产生链霉素，而过量

表达adpA则会提高链霉素的产量。这是因为

adpA编码转录激活因子AdpA，AdpA可以直接结

合到基因簇的启动子区域，使结构基因表达[9]。

双组分调控基因在链霉菌的调控系统中参与

多种生理代谢过程，与链霉菌复杂的形态学发展

和抗生素合成调控密不可分。Tan[9]等在井冈霉素

的生产研究中发现了一组双组分调控基因afsA-
arpA，属于A因子级联调节系统。afsA与A因子生

物合成相关，arpA则编码A因子受体，两者在基

因簇中位置相邻，协同调节adpA转录，共同调控

目的药物产量。微生物存在大量诸如此类的双组

分调控基因，例如kasW-kasX，是存在于小金色链

霉菌中的双组分调控基因，产生的KasW-KasX构

成双组分体系，是微生物感应外界营养和环境信

号的传感器和相应调节器[10–12]。

综上，全局调控基因对微生物药物的生物合

成多以层层级联的方式间接调控。加强对微生物

药物全局调控的研究，充分利用全局调控基因，

可加快微生物药物高产菌株的构建，从而提高微

生物药物产量。

1.2    基因簇的加倍

基因簇加倍本质上是将生物合成基因簇再导

入到含有这个基因簇的微生物中，最终使目的产

图 3.  过量表达全局调控基因

Figure 3.  Overexpression of the global regulatory gene.
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物产量提高的遗传学手段(图4)。研究发现卡那霉

素高产菌株的染色体组内存在多拷贝的卡那霉素

生物合成基因簇，由此可见加倍次级代谢产物生

物合成基因簇拷贝数亦可以提高产量[13]。尼可霉

素是核苷类抗生素，具有抗真菌、杀螨虫等生物

活性，对于人类和哺乳动物无毒性，被认为是较

理想的一种抗生素。Liao等[14]通过大肠杆菌-链霉

菌种属接合转移将尼克霉素的完整基因簇再导回

原链霉菌，使之在链霉菌染色体组上加倍，其发

酵分析结果显示尼克霉素X和尼克霉素Z的组分产

量分别提高3倍和0.75倍。由此可知，加倍生物合

成基因簇，是提高微生物药物产量的可行策略。

1.3    前体供应增加

基于对抗生素生物合成途径的了解，合成生

物学通过两种方式来优化抗生素的生产，其中之

一就是通过增加抗生素生物合成途径中前体物质

的供应来克服生产过程的瓶颈[15]。通过前体供应

增加提高微生物代谢产物产量，除了直接添加前

体物质以外，还可通过间接方式提供。例如，小

金色链霉菌、吸水链霉菌5008等是以UDP-Glu
(Uridine Diphosphate Glucose)为合成前体的微生物

(图5)，过量表达合成Ugp (UDP-glu pyrophosphatase)
的基因，增加Ugp产量，可加快催化葡萄糖形成

从而合成前体UDP-Glu[16]。

此外，通过基因组重排技术也可增加前体物

的供应。zhou等[17]研究发现，经过基因组重排得

到的突变株，其ε-多聚赖氨酸产量从1.8  g/L左右

提高至3.11 g/L。对比原始菌株和突变株在多聚赖

氨酸生物合成途径中关键酶的活性变化，突变株

中与前体合成相关的酶活性加强，前体物质供应

增加而提高了微生物代谢产物产量(图6)。综上所

述，增加前体供应也可成为提高微生物次级代谢

产物产量策略之一。此外，不同组合生物学方法

在一定范围内可联合操作。

1.4    基因组重排(Genome Shuffling)

微生物的产物浓度超过细胞耐受值后会对自

图 4.  微生物药物合成基因簇的加倍

Figure 4.  Duplication of the gene cluster for microbial
drug biosynthesis.

图 5.  UDP-Glu生物合成示意图
[16]

Figure  5.   The  scheme  map  for  the  biosynthesis  of
UDP-Glu[16].

图 6.  微生物药物生物合成途径的优化

Figure  6.   Pathway  optimization  for  microbial  drug
biosynthesis.
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身产生毒害作用，通常微生物体内会存在一种自

我限制机制，严格监管代谢通量或产生降解酶快

速降解多余产物来进行自我保护。这种自我限制

机制的存在，使得微生物代谢产物难以积累导致

产量偏低。经过多轮次基因组重排，除了可间接

增加前体供应而提高微生物次级代谢产物产量，

同时也可提高菌体对产物浓度的耐受性，增加微

生物代谢产物的积累。Zhou等[17]通过比较多聚赖

氨酸耐受菌株F4-22和原始菌株MZ-18中的酶活性

以及发酵过程中菌丝球形态的变化，发现通过基

因组重排获得的耐受菌株，能更多地积累多聚赖

氨酸，产量提高。

基因组重排技术相对于常规诱变育种，无需

系统分析微生物基因组信息，具有执行周期短，

易获得突变株等优势，这使其逐渐成为提高微生

物产量的新型现代生物技术。

1.5    途径优化

除上述改造微生物提高次级代谢产物产量的

方法，还可以利用合成生物学和代谢工程，优化

微生物药物生物合成途径，提高微生物次级代谢

产物产量。Zhu等[18]在体外重新构建甲羟戊酸途

径，通过定量表达生物合成途径中的各个中间产

物，实现合理优化法尼烯生产。DeLoache等[19]通

过将植物，细菌和啮齿动物基因混合导入酵母菌

中，同时优化酵母生物合成途径，生产更有效，

成瘾性更低的阿片类药物。此外，通过启动子工

程，加强目的基因启动子的表达，也能实现提高

微生物药物增产的目的。

2    展望

随着基础生物学和基础医学的迅速发展，新

时期已经赋予微生物药物新的内涵和用武之地。

微生物药物生物活性突出，结构新颖，在各个领

域的应用相对传统药物有着更为明显的优势，发

展前景广阔。目前，针对提高微生物药物产量发

展了诸多以合成生物学为主的现代生物技术，如

调控基因控制、基因簇加倍、前体供应增加、以

及基因组重排等。诸如此类的策略可实现对微生

物次级代谢产物产量的理性化提高，使重要天然

药物能够工业化生产，例如日前因诺贝尔奖而闻

名于世的青蒿素，即利用合成生物学手段达到了

工程酵母工业化制备的水平，减少了土地能源浪

费[20]。与此同时，另外一些新型现代生物技术，

如途径优化、启动子工程等也被广泛应用于提高

微生物药物产量研究。目前我国诸多科技计划正

大力资助与微生物药物合成生物学相关的各研究

所、高校的项目或课题, 预计未来我国在微生物药

物合成生物学方面将取得更多的成果和技术

突破。
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The strategies and research progresses of rational improvement
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Yun Wu1, Chenyang Song2, Wenqing Chen1 *

1 Key Laboratory of Combinatorial Biosynthesis and Drug Discovery, Ministry of Education, School of Pharmaceutical Sciences,
Wuhan University, Wuhan 430072, Hubei Province, China
2 Yanbian Chunlei Biopharmaceutical Co., Ltd, Yanji 133000, Jilin Province, China

Abstract: Microbial drug is a large family of small molecules with unusual structural features and potent bioactivities.

The production of microbial drug is crucial for its subsequent development and cost. Traditional breeding strategies

for microbial drug production have been demonstrated to be remarkably effective, but they have also indicated the

drawback of exceptional randomness and high cost. Synthetic biology has recently promised a revival for the rational

enhancement of microbial drugs. In this review, we mainly discuss the recent progress from the aspects of promoter

engineering, precursor supply,  genome shuffling and etc.,  to delineate the application of the synthetic biology

strategies to enhance the production of the microbial drugs, particularly, produced by actinomycetes.
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