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摘要：微生物获得特定类型的抗性突变，不仅反映了其核糖体或 P1(多聚酶上相关靶位点结构的改变，也对
突变菌株次级代谢产物（抗生素等）的生物合成能力产生深刻影响，因此筛选抗性突变株可作为微生物推理

选育的途径之一。“核糖体工程”是利用微生物的各类抗性突变为筛选标记，高效获得次生代谢产物合成能

力提高的突变株的推理育种新方法。本文综述了微生物“核糖体工程”的概念、各类突变的作用机理，并着

重介绍组合抗性突变在提高出发菌株次级代谢产物产量方面的应用。
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微生物产生种类繁多的酶、抗生素等生物活性

物质，是人类利用最广泛的生物资源。在野生型菌

株中各类目标代谢产物的产量通常很低，微生物菌

株改良一直是重要的应用微生物学课题。常规的微

生物诱变育种随机性高、耗时费力，通过基因工程手

段已可实现单基因编码的酶类的定向进化并进行超

量表达，但对需要成簇基因编码的抗生素等天然产

物的产量提高则困难重重。

06?@< 等 于 %##’ 年 发 现 在 变 铅 青 链 霉 菌
（ ,#’./#(01".2 *&3&4$-2）核糖体 0%- 蛋白的编码基因
’/25 中引入某些点突变，可激活该菌株中沉默的抗
生素生物合成基因，导致放线紫红素的超量合成［%］。

随后大量的研究表明，向微生物核糖体或 P1( 聚合
酶中引入特定的突变有助于其次级代谢产物产量的

提高。由于这些突变与出发菌株获得的药物抗性有

关，故可以抗性突变为指针，建立一种简单易行的微

生物定向育种新方法—核糖体工程［- & B］。本文综述

了核糖体工程的原理及其研究进展。

! 核糖体工程概要

抗生素生物合成一般发生在微生物细胞进入稳

定生长期时，其合成的启动与细菌中最重要的生长

速率调节机制“严谨反应”密切相关［"］。以 QER 和
(IR为底物，与核糖体 S%% 蛋白结合的 77Q77 合成
酶（PJ=(）在相应生理条件下合成诱导“严谨反应”发
生的信号分子 77Q77。已有实验证明 77Q77 通过结
合于 P1(多聚酶来行使其在转录水平上的全局性
调控［3］，且与核糖体的功能密切相关。因此，对作用

于 P1(多聚酶 上的利福平等抗生素的抗性变化所
反映的 P1(多聚酶功能突变必然会影响到细胞的
次级代谢过程。

核糖体是蛋白质的合成机器，也是细胞感知营

养水平和对生长速率进行调控的重要位点。在稳定

生长期，与次级代谢产物生物合成相关基因的大量

表达取决于此时核糖体的功能。因此核糖体突变

（包括核糖体蛋白和 :P1(）带来的蛋白合成能力的



改变，对次级代谢产物生物合成的影响必然是十分

深刻的。某些核糖体突变可以反映为作用于核糖体

上的抗生素的抗性变化，因此通过筛选或构建相应

的抗性突变，可获得核糖体功能突变的菌株，进而获

得次生代谢产物合成能力提高的菌株。

微生物核糖体工程以胞内最主要的两个细胞器

即核糖体和 !"#多聚酶为对象，以引入的抗生素抗
性突变为外在表征，定向筛选次生代谢产物合成能

力提高的突变菌株（图 $）。常用于抗性筛选的抗生
素主要包括链霉素（%&’）、利福平（!()）、硫链丝菌素
（*+,）、夫西地酸（-.+）、庆大霉素（/01）、巴龙霉素
（23’）、林肯霉素（4(1）、遗传霉素（/1&）等。

图 ! 核糖体工程激活细胞功能示意图［"］
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# 与核糖体工程相关的几种重要抗性
突变

# $! 链霉素抗性突变
链霉素通过作用于核糖体 >?% 亚基而抑制

9!"#翻译起始，最终影响细菌的生长。现已知核
糖体蛋白或 ’!"# 突变与下述两类链霉素抗性
相关。

# %! %! 高浓度链霉素抗性突变：天蓝色链霉菌（ ! 6
"#$%&"#%#’）和变铅青链霉菌（ ! 6 %&(&)*+,）是链霉菌遗
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传学研究的模式菌株，其基因组中都存在放线紫红

素生物合成基因，但通常只有 ! ! "#$%&"#%#’ 能够产生
放线紫红素。对 ! ! %&(&)*+, 的一个链霉素抗性突变
株 "#$% 的遗传分析表明，其 ’-,. 基因中发生的点
突变（#&&’）激活了该菌株中放线紫红素的产生。
其他作用于核糖体 ()$ 蛋白的链霉素抗性突变，如
#&&* 和 *&+, 等也能引起放线紫红素产量的提
高［)］。研究表明在低镁离子浓度下核糖体 -.( 复合
体稳定性的提高及与核糖体/0*12/3*12 终止复合
体解离密切相关的核糖体循环因子水平的上升导致

了该突变株在生长稳定期出现异常的蛋白合成活

性，最终引发抗生素的超量表达［+ 4 -］。

,56578等使用定点突变构建了非链霉素抗性的
9:.#和 *:%;，并将其引入核糖体 ()$ 蛋白中，获得
两株合成放线紫红素能力比 #&&’ 更高的突变
株［&］。该结果表明对核糖体 ()$ 蛋白进行饱和定点
诱变可进一步扩展核糖体 ()$ 蛋白在定性育种中的
靶区域。

! "# "! 低浓度链霉素抗性突变：低浓度链霉素抗性
突变亦引发 ! ! %&(&)*+, 放线紫红素产量的大幅度提
高，但其相关突变分析十分困难。通过比较基因组

测序发现低水平的链霉素抗性突变是由编码 )+(
<*12甲基转移酶（包含了一个 ( 4 腺苷甲硫氨酸的
结合域）的 ’,/0 基因发生突变引起，该甲基转移酶
功能突变导致了 )+( <*12 上一个保守的鸟苷甲基
化位点 ;=$- 的甲基化缺失。 ’,/0 突变株中 ( 4 腺
苷甲硫氨酸水平的上升介导了抗生素的超量表达。

与上述 ’-,. 突变类似，’,/0 缺失突变株在生长稳定
期同样显示了异常的蛋白合成活性，但 ’,/0 突变并
未引起核糖体 -.( 复合体稳定性提高和核糖体循环
因子水平的上升。因此，不同水平的链霉素抗性突

变（ ’-,. 和 ’,/0）中异常的蛋白合成活性可能由不
同的机制介导［: 4 ))］。

’,/0 自发突变引起的低浓度链霉素抗性突变
频率达到 ). 4 +，是 ’-,. 自发突变对应的高浓度链霉
素抗性突变的 ).. > )... 倍。以临床分离的链霉素
抗性结核分枝杆菌为例，’,/0 突变占 ??@且能使
高浓度链霉素抗性突变的频率提高 $... 倍［))］。
’,/0 突变的发现不仅揭示了特定 <*12修饰对核糖
体功能和链霉菌次生代谢的影响，而且对理解病原

微生物抗性水平变化的分子机制有重要意义。

! "! 利福平抗性突变
AA;AA作为控制细胞生长速度的重要信号分

子，与细菌次级代谢过程的启动密切相关。在 *12

多聚酶的!亚基中，利福平结合域（ ’&1）与 AA;AA 敏
感域相邻［)$］，且其自身（ ’&1/BCD63E< "）也处于 *12
多聚酶活性中心［)?］。可以推测 ’&1 中的某些突变必
然会影响到邻近的 AA;AA 敏感域的功能，进而影响
受 AA;AA 调控启动的次级代谢过程。
研究证实 ! ! %&(&)*+, 中 *FG 抗性突变提高了放

线紫红素生物合成途径特异性调节基因 *"23345678
的转录水平，进而激活了该抗生素的合成［)%］。更为

惊奇的是向 AA;AA 合成受限的 ! ! "#$%&"#%#’ ’$%9 和
! ! %&(&)*+, ’$%: 的松弛型突变株中引入 *FG 抗性突变
也可恢复其放线紫红素产生能力。对 *12 合成速
率的分析表明，携带 *FG 抗性突变的 *12 多聚酶的
行为与结合有 AA;AA 的 *12多聚酶的行为类似，从
而揭示了一类 *FG 突变激发的、不依赖于 AA;AA 的
次级代谢途径启始机制［)% 4 )=］。

’&1 突变能有效地激活细菌中沉默基因的表达。
例如野生的枯草芽胞杆菌通常不能或者只能合成少

量的 ?，?/HE53<EI8C568JF80FHE（1"K），通过引入 ’&1 突
变，%.@的抗性突变株（)+L%. 株）的 1"K 合成量较
野生菌株有显著地提高［)+］。

! "$ 夫西地酸抗性突变
夫西地酸（MD6）是一类甾体结构的抗生素，它通

过抑制细菌翻译延伸因子（’M/;）与 ;"N 的复合体
（’M/;/;"N）的解离而抑制蛋白质的合成。MD6 抗性
突变通常是由 ’M/; 的编码基因 1;,9 的点突变引起
的。研究证明 MD6 抗性突变干扰 AA;AA 的累积［)-］，
在沙门氏菌中 *A5(（#6）作为其在营养缺乏、渗透压

改变等逆境下基因表达的调控因子，与 AA;AA 水平
正相关。MD6抗性突变带来沙门氏菌毒力及其它适
应性相关变化［)&］。而在链霉菌的 MD6抗性突变菌株
中可以观察到大量的抗生素超量表达的菌株，但对

1;,9 基因进行分析却无法找到对应的突变位点，这
些 MD6突变体的 -.( 核糖体复合体在低镁环境中稳
定性也并无增强。因此可推测 MD6 突变和 (3< 抗性
突变对链霉菌次级代谢途径表达的刺激效应存在不

同的机制［):］。

! "% 硫链丝菌素抗性突变
硫链丝菌素（"6A）抗性突变通常由 ’-%<（编码核

糖体蛋白 9))）和 ’’+（编码 <*126）点突变引起，但
# ! OBIF 等在 % 株抗生素产量提高的 "6A 抗性突变
株中并没有检测到 ’’+ 和 ’-%< 突变。通过选取 $ 个
"6A 抗性突变株进行杂交和遗传作图，在链霉菌基
因组上与 ,2’9 基因邻近的位置发现了一个点突变，
这可能是一类新型的 "6A抗性突变机制［):］。
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! 核糖体工程的应用

链霉菌、芽孢杆菌、假单胞菌等属包含有许多在

工业、农业、环保等方面具有重要应用价值的菌株，

核糖体工程技术可用于这些菌株生物合成潜能的提

高及其他性状的改良。

!"# 抗性突变在选育抗生素高产菌株中应用的
最多。例如，从每 $% 至 &%% 个随机挑取的 !"# 突变
株中选取 & 个进行产量测定，约有一半的查塔努加
链霉菌（ $ ’ %&’""’())*+(!,!）突变株合成弗德利卡霉
素（(#)*)#+,-./,+0）的能力有了明显地提高，产量最
高可 达 野 生 菌 株 的 12 倍。抗 生 链 霉 菌（ $ 3
’(",-,)",%.!）和浅紫灰链霉菌（ $ 3 /’0+(1./’+）的 !"# 突
变株中抗生素产量提高的比率为（45 6 75）［1%］。
此外，在蜡状芽胞杆菌和吡诺尼群假单胞菌的 !"#
突变株中出现高产菌株的比率为 85到 4%5，且有
枯草芽胞杆菌 !"# 突变株抗生素产量比野生菌株提
高了 $% 倍的例子［1%］。
不同抗生素抗性对应靶位点的分散性，使得组

合抗 性 选 育 的 菌 株 的 高 产 性 状 具 有 叠 加 性。

9-.):+#;等对一株工业生产用白色链霉菌进行了组
合抗药性突变选育，在其 !"#、*+(、#,2 突变株中盐霉
素产量提高的高产菌株比率都介于 85 6 &15之
间；而通过这 4 种抗生素的组合抗性突变，其盐霉素
的产量比改造前提高了 1 ’4 倍［1&］。在经过多轮诱
变选育、遗传背景复杂的工业菌株中取得如此突破

是一个惊人的事件。<-0= 等利用 !"#、>)0、?+@、A-#、
>0"、(BC、9CD 和 E+0 这 F 种抗生素的组合突变使 $ 3
%)+/,%)/)# G4（1）放线紫红素的产量提高到& ’24 =HE，
为野生菌株的 &F% 倍［11］。
向微生物细胞中引入抗药性突变，还可提高芽孢

杆菌的!I淀粉酶及蛋白酶的产量［14］；J;C;K-L- 等发
现恶臭假单孢菌的 !"#、*+( 和 #,2 突变株对 7I对羟基
苯甲酸、甲苯等有机溶剂的耐受性提高［17］。以上结

果显示了核糖体工程技术在微生物育种方面的广泛

性，值得注意的是核糖体工程在激发潜在沉默基因表

达和提高次级代谢产物产量方面最具有理论基础。

" 国内研究进展

胡海峰等人组合应用庆大霉素和利福平筛选蜡

状芽孢杆菌的庆大霉素抗性突变株及庆大霉素、利

福平双抗突变株，获得抗生素（(?1M%%7M4）产量提高
$至 2 倍的突变株［1$］。王耀耀等利用链霉素和利福
平组合抗性筛选，结合高能电子诱变对东方拟无枝

酸菌的生产菌株进行改造，得到了去甲万古霉素效

价提高 7$ ’F5的突变株［12］。
海洋放线菌是潜在新天然产物的重要来源。海

洋原栖生态环境的特殊性决定了海洋放线菌在次级

代谢途径的起始和遗传调控上的特殊性。在常规培

养条件下，海洋天然产物生物合成基因往往处于“沉

默”状态。应用“核糖体工程”技术来激活海洋微生

物中潜在“有用”次级代谢途径相关基因的表达，有

望突破海洋微生物资源利用的瓶颈。于志斌等利用

氯霉素和链霉素分别成功激发了一株海洋来源链霉

菌产生抗肿瘤活性物质，并从其发酵液中分离得到

了 7 个活性化合物，其中 & 个为新天然产物［18］。
笔者所在的课题组从红树林和深海沉积物样品

中分离得到一株链霉菌新种 &G%&$$%9［1F］及其近缘

菌株 &G%44779，这两株菌的 &2! #?NG基因序列同源
性高达 MM ’125，却在产孢、产色素、嗜盐性及抗生
素产生等性状上有较大差异，其中后者（深海菌株）

具有更强的嗜盐性但不产生活性物质。这一对因适

应不同环境（海岸带湿地和深海）而形成的亲缘极

近、表型迥异的海洋链霉菌，与链霉菌研究的模式菌

株 $ 3 %)+/,%)/)# 和 $ 3 /,0,1’(! 情况相似。利用利福
平、链霉素及庆大霉素对深海菌株 &G%44779 进行抗

性筛选，激活了其抗生素产生潜能。对 &G%44779 的

?+@突变靶基因（ #3)4）进行分析发现了 (7&2E 和

!714A两类新的突变位点。从其中一个 ?+@ 突变株
的发酵产物中已分离获得 4 个化合物，经 NO? 结构
鉴定可初步确定其中 & 个具有新结构。

# 结语

综上所述，“核糖体工程”利用各类抗性突变为

筛选标记来表征核糖体和 ?NG多聚酶的功能变化，
从“转录”和“翻译”两个水平来激活微生物细胞的生

物合成潜能，从而能高效地获得次生代谢产物合成

能力提高的新菌株。该技术简单易行、组合方便，在

工业微生物育种及海洋微生物资源潜力挖掘等方面

都有良好的应用前景。
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