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摘要：【目的】以北京棒杆菌（ .(’/-0)$"#0’&12 304&-0-50）$ 为研究对象，选育赖氨酸高产菌株，并探索赖氨酸产
生菌基因组重排育种的基本规律。【方法】利用基因组重排技术选育赖氨酸高产菌株。【结果】通过四轮基

因组重排成功选育出了 ’ 株遗传稳定的高产赖氨酸菌株，其中 $ 株重排菌株赖氨酸产量达到 $2 P"’ +4KQ，比
原始菌株 .(’/-0)$"#0’&12 304&-0-50 $ 赖氨酸产量提高了 L& P$!R，比亲本菌株赖氨酸产量提高了 $& P!2R S
L$ P$"R。【结论】首次采用基因组重排技术改良赖氨酸产生菌，成功选育出了 ’ 株产量较稳定的高产赖氨酸
菌株，具有潜在的应用价值。
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赖氨酸是人体必需的氨基酸之一，在食品、医

药、饲料行业中得到了广泛应用。目前，赖氨酸的生

产方法主要采用微生物发酵法。但由于分离筛选到

的菌株发酵产酸水平较低，糖转化率低，致使工业生

产成本较高，难以同进口产品竞争。因此，选育对糖

的高转化率、在发酵醪中高浓度地累积赖氨酸及缩

短发酵时间的高产赖氨酸菌种成为当前的首要任

务。

基因组重排（BD;9@D ,6*TT=?;+）技术是近几年发
展起来的一种极其高效的微生物育种方法［$ ( .］。

BD;9@D ,6*TT=?;+ 育种对象是整个细胞，把通过诱变
改良的突变株进行杂交育种，使得不同菌株来源的

基因组能够充分重组，不同正向突变整合到一个重

组子中的机会大大增加，大幅度提高了正变率。

.%%.年，U6<;+等［L］首次提出了基因组重排的概念，
并应 用 基 因 组 重 排 技 术 提 高 了 费 氏 链 霉 菌

（ ,#’03#(2/"05 6’$7&$0）合成泰乐星的能力。V<-;<?O 等

（.%%.）［!］和 W<;+ 等（.%%&）［’］分别报道了采用基因
组重排技术筛选乳酸杆菌耐酸菌株，筛选到的新菌

株大大提高了乳酸杆菌合成乳酸的能力。U6<9 等
（.%%#）［2］通过四轮基因组重排成功选育出了 L 株遗
传稳定的高产紫杉醇菌株，菌株 E!H.2 紫杉醇产量
比出发菌株 13IXH$ 紫杉醇产量提高了 2! P!$R，比
亲本菌株提高了 L$ P’.R S !! P&.R。
本试验研究采用的原始菌株为北京棒杆菌

（.(’/-0)$"#0’&12 304&-0-50 ）$（)I3:、Y,D: ( 、Z?9 ( ），该

菌株具有产酸率高、转化率高、发酵时间短等优点，

已申报国家发明专利。目前，工业上使用的赖氨酸

生产菌株大都是采用诱变选育方法获得的高产酸率

变异株［& ( $%］，如再继续采用常规诱变育种手段则难

以获得显效。迄今为止，国内外尚未见有关应用

BD;9@D ,6*TT=?;+ 技术选育高产赖氨酸菌株的报道。
因此，本研究旨在采用 BD;9@D ,6*TT=?;+ 技术对赖氨
酸产生菌进行菌种选育，深入研究这一新技术在赖



氨酸产生菌中的应用，选育出高产赖氨酸的优良变

异菌株。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 菌株：试验所采用的出发菌株 !"#$%&、!"#$
##’、!"#$&#、!"&$()、!"&$%% 系 由 原 始 菌 株
!"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& #（*+,-、./0- 1 、234 1 ，赖氨

酸产量为 #& 5(% 6789）经 ":、!+;及 ":和 !+;复合
诱变后获得的高产赖氨酸的突变株，其赖氨酸产量

分 别 为 #( 5&< 6789、#& 5)& 6789、#’ 5’( 6789、
#( 5=% 6789、#( 5%( 6789。
! "! "# 培养基：（#）完全液体培养基、完全固体培养
基、基本固体培养基、牛肉膏蛋白胨斜面活化培养

基、高渗固体再生培养基、高渗半固体再生培养基按

文献［##］配制。（&）种子培养基：葡萄糖 &< 6，>?;@’

A 5# 6，（B.’）& ;@’ # 6，>6;@’·=.&@ A 5’ 6，C.& D@’

# 5< 6，E0;@’·=.&@ A 5A# 6，乙酸铵 F 6，烟酰胺

A 5A’ 6，味精 A 5# 6，:2# A 5A# 6，豆粕水解液 <A G9，完

全溶化后定定溶至 #AAA G9，氨水调至 H. = 5A，#&#I
灭菌(A G3?，冷却至室温备用。（(）发酵培养基：葡
萄糖&<A 6（发酵初始向培养基中添加葡萄糖 #<A 6，
发酵培养至 (% J 时再补加葡萄糖 #AA 6），E0;@’

A 5A#< 6，C&.D@’ & 6，>6;@’ # 5< 6，豆 粕 水 解 液

#AA G9，:2# A 5AA’& 6，生物素 A 5AAA( 6，完全溶化后

定溶 至 #AAA G9，氨 水 调 H. 至 = 5A，#&#I 灭 菌
(A G3?，冷却至室温备用。
! "! "$ 溶液：（#）高渗液：丁二酸钠 #( 5< 6，+!K*
A 5#) 6，>6,L& A 5& 6，加蒸馏水定溶至 #AA G9，调 H.

< 5A M F 5A，灭菌，使用前加 !BN/0 A 5< G6。（&）新生磷
酸钙溶液：将 C.& D@’ A 5<’ 6，,N,L&·.&@ &) 5’ 6 分别

溶于 #AA G9蒸馏水中，灭菌。用时等体积混合，反
应生成磷酸钙溶液。（(）A 5< G67G9 9$赖氨酸标准溶
液。

! "! "% 主要试剂：溶菌酶（ LO/4POG0），购自中国科学
院生物化学研究所。酶液配制方法为：称取溶菌酶

# 6，用 #AA G9 灭菌高渗液溶解后，用 Q% 细菌滤器
过滤除菌后使用。

! "# 菌体培养和收集
首先，将 !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& # 转接在牛肉

膏蛋白胨斜面活化培养基上，(&I培养 &’ J，活化
& M ( 次；再 在 完 全 液 体 培 养 基 中 再 活 化 一 次
（&A G97&<A G9锥形瓶），(&I，)% -7G3? 震荡培养
#& J；然后，取 # G9 菌液接种至完全液体培养基

（&A G97&<A G9锥形瓶）中，培养至对数生长期。加
入终浓度A 5F!67G9青霉素和 #R丝氨酸，继续培养
( J，将培养好的菌液以 ’AAA -7G3? 离心 #A G3?，收集
菌体。

! "$ 原生质体制备和再生
取一定量菌体，加入一定量的溶菌酶液，混匀后

水浴保温酶解破壁一定时间，定时镜检。酶解后，消

化液 (<AA -7G3? 离心 #A G3?，收集原生质体，用高渗
液洗一次，悬浮于 < G9 高渗溶液中，备用。取
A 5< G9酶解好的原生质体悬液，用高渗溶液适当稀
释，取 A 5< G9 稀释液至装有 ’ 5< G9 的高渗半固体
再生培养基的试管中（’&I保温），摇匀后迅速倾注
于高渗固体再生培养基平板中，置于 (&I恒温培养
至长出单菌落。

! "% 原生质体灭活
热 灭 活：将 纯 化 后 的 菌 株 !"#$%&’()*&#+,-

.&/+%&%0& # 原生质体悬液移入无菌试管中，分别置于
<AI、%AI、=AI水浴锅中，保温处理 # G3?、& G3?、
( G3?、’ G3?、< G3?、% G3? 进行热灭活，经再生培养检
查灭活效果；

紫外线灭活：将纯化后的菌株 !"#$%&’()*&#+,-
.&/+%&%0& # 的原生质体悬液移入直径为 % SG 的无菌
平皿中，置于已预热稳定的 (A T 紫外灯下，垂直距
离为 (A SG，分别照射 %A /、=A /、FA /、)A /、#AA /、
##A /、#&A / 进行紫外线灭活，经再生培养检查灭活
效果。

原生质体灭活率计算公式为 N U［# 1（V 1 S）7
（8 1 0）］W #AAR
注：公式中 N表示原生质体灭活率；V 表示灭活

后再生培养基上的菌落数；S 表示灭活后 D!* 培养
基上的菌落数；8 表示灭活前再生培养基上的菌落
数；0表示灭活前 D!*培养基上的菌落数。
! "& 基因组重排
对亲株 !"#$&#、!"#$%&、!"#$##’ 原生质体进行

热灭活，!"&$()、!"&$%% 进行紫外线灭活；之后，将
灭活的原生质体用 (<R D+Q%AAA（含有 A 5A& G4L79
,N,L&）在 (%I条件下随机地融合 (A G3?，经双层平

板培养法再生，(&I恒温培养 ( M < 8，收集全部再生
菌落即为 E# 代融合菌群；之后，将收集到的这些再
生菌落混合制备原生质体，并按同样方法将其灭活

后融合、再生，所得再生菌株即为第二轮融合菌群，

即 E& 代。如此反复进行 ’ 轮循环原生质体融合、再
生，不同融合子代标记为 E#、E&、E(、E’，将再生的菌
株经初筛后进行摇瓶发酵培养，提取代谢产物，采用

酸性茚三酮法测定赖氨酸产量，获得高产赖氨酸的

%=A# CN3 XJN4 0Y NL Z 7 1)*( 2+)#"’+"3"4+)( 5+%+)(（&AA)）’)（F）



基因组重排菌株。

! "# 非基因组重排对照试验
将出发菌群的原生质体不进行融合，而直接采

用双层平板培养法再生，收集再生菌株进行下一轮

的原生质体制备和再生，如此反复重复进行 ! 轮后
得到亲株子代 "!。将 "! 发酵培养，与融合子代 #!
进行比较。

! "$ 高产重组子的筛选
初筛：将从重排后的子代中挑选出生长旺盛的

菌落接种至斜面培养基上继代培养 $ 代后，点接到
基本固体培养基平板、完全固体培养基平板上；挑选

在基本固体培养基平板上不生长，而在完全固体培

养基平板上生长的单菌落，将其再点接到含有

%&!’()*高丝氨酸的基本固体培养基平板、含有
%!’()*生物素的完全固体培养基平板、含有 +,-
（.& )’()*、./ )’()*）的完全固体培养基平板上，
$/0恒温培养 %1 2 3/ 4，挑取生长速度快、菌落直径
大的单菌落，作为初筛得到的菌株，用来筛选赖氨酸

高产菌株。

复筛：将初筛中得到的菌株转接到牛肉膏蛋白

胨斜面活化培养基充分活化后，然后转入种子培养

基（/5& )* 三角瓶装种子培养基 /& )*），$/0、
67 8()9!，震荡培养 .7 4。以 . :（;(;）接种量将种子
培养液转接于发酵培养基（5&& )* 三角瓶装发酵培
养基 $& )*）中，$/0、67 8()9!，发酵培养 3/ 4。设 $
个平行样。

! "% 赖氨酸含量测定
采用酸性茚三酮法测定赖氨酸产量［./］。

! "& 重组菌株遗传稳定性的测定
对获得的高产重组菌株连续培养 .& 代，并进行

发酵筛选，选择遗传稳定性较好，赖氨酸产量稳定的

重组菌株作为高产重组菌株予以保留。

’ 结果和分析

’ "! 原生质体的制备和再生
原生质体的制备和再生是进行原生质体诱变、

融合和基因组重排等相关遗传育种方法的先决条

件。因此，本文作者在试验研究过程中对影响赖氨

酸产生菌 !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& 原生质体制备和
再生的因素进行了重点深入研究，并获得了赖氨酸

产生菌原生质体制备和再生的最佳条件（详细结果

将另文报道），即用终浓度 & <1!’()* 青霉素和 .:
丝氨酸处理培养至对数生长末期的菌体 $ 4 后，将
菌体分散于 => 3 <&、/ <& )’()* 溶菌酶中，$10恒温
水浴下酶解 % 4，原生质体的制备率及再生率最高，
分别为（66 <1 ? & </.）:和（/$ <3 ? & <5$）:。

’ "’ 原生质体灭活

’ "’ "! 热灭活原生质体：从表 . 可见，当菌株

!"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& . 原生质体在 3&0恒温水
浴中处理 $ )9! 时，原生质体致死率达到 .&&:。但
有报道认为，大多数细菌加热到 7&0时即可被杀
死；当温度超过 750时，原生质体容易粘结成团，不
利于原生质体的融合［.$］。因此，本试验确定 7&0、
处理 % )9! 作为赖氨酸产生菌原生质体热灭活的
条件。

表 ! 热灭活时间和温度对 !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& !
原生质体致死率的影响

@ABCD . ,EEDFGH IE 4DAG 9!AFG9;AG9I! G9)D A!J GD)=D8AGK8D I! G4D

CDG4AC 8AGD IE !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& . =8IGI=CAHGH（:）

@9)D()9!
@D)=D8AGK8D

5&0 7&0 3&0

. /6<5 ? . <&% $% <3 ? . <.3 6/ <5 ? / <$.

/ %$ <$ ? . <.7 37 <5 ? / <1% 67 <. ? / <77

$ 57 <5 ? . <.1 13 <& ? / </1 .&&

% 7/ <. ? . </. .&& .&&

5 3& </ ? . <3$ .&& .&&

7 16 <6 ? / <$& .&& .&&

’ "’ "’ 紫外线灭活原生质体：从表 / 可以看出，当
紫外线照射时间为 ..& H 时，赖氨酸产生菌原生质
体致死率为 .&&:。因此，选用紫外线照射 ..& H 作
为赖氨酸产生菌原生质体紫外灭活的处理时间。

表 ’ 紫外线灭活时间对 !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& ! 原生质体致死率的影响
@ABCD / ,EEDFGH IE LM 9!AFG9;AG9I! G9)D I! G4D CDG4AC 8AGD IE !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& . =8IGI=CAHGH

@9)D(H 7& 3& 1& 6& .&& ..& ./&
*DG4AC 8AGD(: /.<& ? . <&3 7. <% ? . <.$ 37 </ ? . <76 16 <1 ? / <%3 67 <6 ? / <1% .&& .&&

’ "( 基因组重排选育高产赖氨酸菌株
’ "( "! 出发菌群的获得：基因组重排需要在一个具
有不同正突变的特定的遗传多样性群体中实现随机

基因重组。为获得具有正突变的出发菌群库，本试

验采用 LM、N,O、LM P N,O 复合诱变的方法对原始

菌株进行诱变。通过诱变共获得了 5 株对 +,- 有
抗性，且赖氨酸产量较原始菌株 !"#$%&’()*&#+,-
.&/+%&%0& . 有所提高的菌株，分别为 NL.Q/.、NL.Q
7/、NL.Q..%、NL/Q$6、NL/Q77。由于本试验不测定重
组的频率，而是收集融合再生后的子代，所以不需要

33&.赵凯等：用基因组重排技术选育赖氨酸高产菌株 R (微生物学报（/&&6）%6（1）



表 ! 高产赖氨酸菌株不同代数菌株产酸情况
!"#$% & ’()*+% ,-./012*.+ .3 4*54 $()*+%6,-./01*+5 )2-"*+) 3-.7 /*33%-%+2 5%+%-"2*.+)

82-"*+
’()*+% ,-./012*.+9（59/’）

: ; & < = > ? @ A :B C%"+ D 8E
F&6:= := G;: := G:< := G<& := G?> := G<= := G&; := G?< := G;? := G&> := G<> := G<: D BG;:
F&6&< :< G?& :< G@; :< G>> :< G<? :< G&> :< G?; :< G&A :< G=& :< G?@ :< G>A :< G>; D BG:?
F<6;A :> G;: := G@& :> G=? :> G<< := G?= :> G&@ :> G;? := G?; :> G:& :> GB> :> G:< D BG&B
F<6&> :> G@A :? G<> :? GB& :> GA< :? G;> :? G:: :> G?= :? G:> :> G@; :> GA< :? GB< D BG;;
F<6:;: := G>; := GB? :> G:< := G>? := G?> := G<A := G ?: := G@< := G=& := G>= := G>= D BG;?

稀释，经双层平板培养，使再生子代长成稠密的菌层

即可，将再生菌落全部收集作为下一轮融合的亲本，

进行原生质体制备、灭活、融合后培养到再生平板

上，如此反复 < 轮后，挑取生长旺盛的子代接种 HEI
斜面培养基上培养，用来筛选高产赖氨酸的重组子。

" #! #" 高产重组子的筛选：从第三轮和第四轮再生
获得的重组子代中，选择生长旺盛的菌落接种牛肉

膏蛋白胨斜面培养基上继代培养 & 代后，适当稀释
后涂布于含有 IJK（:B 7597’、:; 7597’）的完全固
体培养基选择平板及含有 <B!597’ 高丝氨酸的基
本固体培养基选择平板、<!597’生物素的基本固体
培养基选择平板上，&;L恒温培养 <@ M ?; 4。在选
择平板上共长出了 ;@?个生长速度快、菌落直径大的
单菌落（图 :），作为初筛得到的抗性菌株。试验筛选
了 F&代的 =B个菌株和 F<代的 @&个菌株；之后，将初
筛得到的菌株进行摇瓶发酵培养 ?; 4 后，提取、纯化
代谢产物，采用酸性茚三酮法测定赖氨酸产量。结果

发现上述 :&&株菌株中只有菌株 F&6:=、F&6&<、F<6;A、
F<6&>、F<6:;:赖氨酸产量较出发菌株有所提高，赖氨
酸产量分别为 :=G&@ 59/’、:<G>? 59/’、:>GB< 59/’、
:>GA= 59/’、:=G>& 59/’，其中菌株 F<6&>的赖氨酸产量
比 !"#$%&’()*&#+,- .&/+%&%0& : 提高了 &?G:<N，比亲本
菌株提高了 :?G<>N M &:G:AN。

图 $ 初筛得到的赖氨酸产生菌的菌落形态
F*5 O : K.$.+( 7.-,4.$.5( .3 $()*+%6,-./01*+5 )2-"*+) .#2"*+%/ #( ,-*7"-(

)1-%%+*+5 O

目前，在国内还尚未见有高于此菌株 F<6&> 赖氨酸
产量的报道，该菌株赖氨酸产量处于国内先进水平。

" #! #! 对照组实验：由于原生质体的制备和再生也
具有一定的诱变性，可能会诱发子代表型的改变。

为了证明菌株目的性状的改进是由基因组重排引起

的，而不是反复的原生质体再生和制备引发的突变

所致，本试验设计了对照组用以估计原生质体制备

和再生中引起的突变对赖氨酸产量的影响。试验结

果表明，子代群体 H< 在 :B 7597’ IJK 平板上长出

了菌落，在 :; 7597’ IJK 平板上未长出菌落；而 F<

群体在 :; 7597’ IJK平板上长出了少量菌落，F< 群

体较出发菌株和 H< 群体显著提高了对 IJK 的抗

性。这一试验结果说明，F< 代的表型显著改进与基
因组重排有关，反复的原生质体制备与再生的影响

很小，通过基因组重排有效的产生了群体间特定表

型的重组体。

" #% 重排菌株遗传稳定性的测定
将筛选出的 = 株高产赖氨酸菌株连续传代 :B

次后，进行摇瓶发酵培养试验。通过酸性茚三酮法

测定赖氨酸产量分析表明，传代后的菌株发酵合成

赖氨酸的产量没有下降，表明（表 &）试验筛选到的
重排菌株的高产性状遗传特性较稳定。

! 讨论

传统诱变育种方法往往只能是一至几个基因的

作用（也可能是邻近基因的突变效应），很难大幅度

提高赖氨酸的产量；而 P%+.7% )4033$*+5 则是几个亲
本菌株在全基因组的不同位置上同时发生重组，非

常容易发生多交换和多基因重组，最终使引起正向

突变的不同基因重组到同一个细胞株中，因此相对

容易实现大幅度提高菌株合成的产量［:<］。因此，

P%+.7% )4033$*+5技术能够比传统诱变选育更快速的
改良菌株，加快了人们模仿并加速大自然的进化方

式的步伐［:= Q :?］。另外，传统的诱变育种方法存在诱

变效率低、筛选工作量大、周期长、重复诱变过程造

@?B: R"* S4". %2 "$ O 9 1)*( 2+)#"’+"3"4+)( 5+%+)(（;BBA）<A（@）

Absent
Image
File: 0



成一些无关的或负向突变的积累等缺点，从而导致

菌株对诱变条件不敏感，很难再继续应用常规诱变

育种提高产量，甚至出现生长速度减慢、对底物同化

利用能力下降、对环境耐受能力下降等方面的退化。

由于 !"#$%" &’())*+#,技术需要一个特定遗传的
正向突变体库进行重排，在前人的研究中多采用单

一诱变条件获得基因组重排的出发菌群［-.］，本试验

中所选择的出发菌群虽是源于共同的野生型菌株，

结合多种诱变方法则易于获得遗传差异较大的群

体，因此，该出发菌群虽具有相似的遗传背景，但差

异较大的正向突变群体，远较前人的研究方法有所

改进。

在理论上讲，某种灭活方式往往易于在染色体

的相同部位发生损伤，如果几个亲本的原生质体用

同种灭活方式灭活后，其融合子则难于再生。而本

试验对各种亲本原生质体首次尝试了采用多种不同

的灭活方法灭活后再融合，其菌株间染色体不同部

位的致死损伤可以得到互补，筛选出具有生理活性

的融合子；而且多亲本的原生质体灭活也避免了对

亲株进行遗传标记等繁琐过程，节省了人力、物力，

缩短了育种进程，并提高了重组子的筛选效率。

到目前为止，国内外尚未见有关应用 !"#$%"
&’())*+#,技术选育高产赖氨酸菌株的报道。本研究
首次尝试采用 !"#$%" &’())*+#,技术改良赖氨酸产生
菌，成功选育出了 / 株产量较稳定的高产赖氨酸菌
株。另外，本试验还成功的证明了 !"#$%" &’())*+#,
技术在菌种选育中的有效性及高效性，同时为进一

步应用该技术选育高产赖氨酸菌株和研究赖氨酸产

生菌的基因调控奠定了一定的理论基础。
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