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摘  要: 实验室进化是遗传育种、提高微生物性能的重要方式。近几十年来，实验室进化的方法快速发展，应用

也越来越广泛，但是常见的菌株进化策略以及针对特定蛋白的进化存在突变过程不连续，需要多轮操作、工作量

大等缺点。微生物突变和筛选技术的进步促进了体内连续进化的发展，大大提高了实验室进化的效率。体内连续

进化技术实现了体内突变，完美地把突变与筛选相结合，以最少的人工干预进化出特定表型。文中总结了近年来

在微生物底盘中开发的基因组范围的体内连续进化技术，以及独立于基因组的针对特定蛋白的体内连续进化技

术，主要对这些技术实现体内连续突变的原理及其相关应用进行了介绍。在此基础上，分析了现有技术的优缺点，

并对体内连续进化技术的发展进行了展望。 
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Recent advances of continuous in vivo evolution 

Haotian Zhai, Qingsheng Qi, and Jin Hou 

State Key Laboratory of Microbial Technology, Shandong University, Qingdao 266273, Shandong, China 

Abstract:  Laboratory evolution is an important approach to improve the performance of microorganisms. In the past 

decades, the methods for laboratory evolution have developed rapidly and applied widely. However, the commonly used 

evolution strategies for strains or specific proteins cannot achieve continuous mutation, and require multiple rounds of 

operation, therefore they are considered as a labor intensive process. The development of mutation and screening technologies 

have facilitated the development of continuous evolution in vivo and greatly improved the efficiency of laboratory evolution. 

The continuous in vivo evolution achieves in vivo mutation, perfectly combining mutation with screening to evolve a specific 

phenotype with minimal human intervention. This review summarizes the recent advances of in vivo continuous evolution 

technologies for either genome-scale mutation or evolution of specific proteins. The principles of these technologies and their 

applications are introduced. On this basis, the advantages and limitations of these technologies are discussed. We also give a 

perspective of future development of continuous in vivo evolution.  

Keywords:  continuous in vivo evolution, mutation, selection, DNA polymerase 
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随着生物技术的飞速发展，微生物已经越来

越多的被用到生物技术、医药、食品、化工等领

域[1]。除了进行理性的工程改造，非理性的遗传

育种对于提高微生物的性能也至关重要。实验室

进化是非理性育种的一种重要方式，已被广泛地

应用于菌株遗传育种。但传统进化依赖基于筛选

压力的自然突变，或者依赖化学或物理诱变建立

突变体库进行高通量筛选，需要进行多轮突变和

筛选，难以实现连续的突变进化。而体内连续进

化技术不依赖外界人工干预，可以实现体内的连

续突变和进化，大大加速了进化筛选过程。 

连续进化技术最早可以追溯到 20 世纪 60 年

代，1967 年 Spiegelman 等在外界给予筛选压力的

情况下，对 Q 噬菌体进行了 74 次连续传代，产

生了一个基因组变异的个体，它比亲本的 RNA 基

因组小 83%，但复制速度快了 15 倍[2]。后续有许

多研究人员对 RNA 连接酶以及 RNA 聚合酶的启

动子进行了连续进化[3-5]。虽然这些方法仅在体外

进行，但它们证明了连续进化的潜力，并为后续

体内连续进化技术的发展奠定了基础。 

达尔文进化包括复制、突变、翻译、筛选     

4 个过程。体内连续进化技术同样包括以上 4 个

过程，使突变能够自发地保留至下一代。体内连

续进化常被定义为一种能够在生物体内自发地进

行复制、突变、翻译，以最少的人工干预进化出

特定表型的技术。 

体内连续进化技术的发展，实现了微生物的

体内突变，完美地把突变与筛选相结合，节约了

时间且减少了人工干扰，能够快速地得到特定的

表型。本文主要介绍近年来体内连续进化的各种

技术，并从基因组范围内的进化和独立于基因组

的进化两个方面介绍相关研究进展。 

1  基因组范围的突变及进化 

基因组范围内的体内突变技术，可以构建基

因组范围内的突变体库，通过对 DNA 复制、修

复、重组等过程进行干预，使基因组随机突变的

效率大大提高。高频率的基因组突变可以突破自

然进化过程中突变率低、进化过程漫长的限制，

与常见的化学诱变、物理诱变等突变技术相比，

可实现基因组的连续突变和进化，大大加速了微

生物的进化过程。 

大肠杆菌 Escherichia coli 的基因组突变是研

究较早的体内突变策略。Degnen 等[6]在大肠杆菌

中鉴定了一个导致基因组突变率提高的基因

mutD5，正常情况下大肠杆菌的突变率为 10–10 每

碱基[7]，而 mutD5 能使大肠杆菌在丰富培养基中

的突变率达到 10-4–10–5每碱基[6,8]。1986 年 Takano

等[9]发现 mutD5 突变子来自于 mutD (danQ) 上 

两个碱基的突变  (73 位的亮氨酸变为色氨酸，  

164 位的丙氨酸变为缬氨酸)。danQ 基因负责编码

DNA 聚合酶Ⅲ具有校正功能的 3′核酸外切酶–ε

亚基，是染色体保真复制的决定性因素，两个碱

基的突变导致 DNA 聚合酶Ⅲ校正活性的丧失，

从而提高了突变率。 

利用丧失校正活性的 DNA 聚合酶可大大加

速菌株的突变进程，但需要在菌株获得期望的表

型后，使突变率回复到较低的水平。因此有研究

利用温度敏感型质粒表达 mutD5，使菌株的突变

率暂时提高 20–4 000 倍。在筛选压力下，含有突

变质粒的菌株快速进化，并获得新的表型。通过

这种方法，研究人员可快速提高不同细菌对二甲

基甲酰胺的耐受性 [10]。待筛选得到期望的表型

后，通过消除质粒，恢复菌株正常的低突变率，

以稳定新的表型。 

为了连续高效地进化出具有更优表型的产生

物燃料的微生物菌株，Luan 等构建了一种基因组

复 制 工 程 辅 助 的 连 续 进 化 系 统  (Genome 

replication engineering assisted continuous 
evolution，GREACE)，此系统的核心是将突变和

筛选相偶联[11]。GREACE的原理是通过引入DNA

聚合酶Ⅲ的 ε亚基编码基因 dnaQ 的突变体库，从
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而将体内连续突变机制引入微生物中，产生随机

突变，以加速在筛选压力选择下的进化，将突变

与筛选偶联在一起，达到连续定向进化的目的，

值得注意的是 dnaQ 突变体的多样性将有助于产

生具有不同突变类型偏好的细胞，从而确保子代

细胞具有较高的基因组多样性。得到具有稳定基

因型和表型的菌株后，通过去除修饰后的校对原

件就能获得期望的突变体。 

此系统成功地提高了大肠杆菌的卡那霉素抗

性，并且使大肠杆菌在 0.1%乙酸水平下的细胞

生长速度提高了 8 倍。此外，还通过进化筛选获

得了一株能在 1.25%正丁醇浓度下生长的菌株，

表明利用基因组复制工程辅助连续进化能够有效

提高微生物对胁迫环境的耐受性。 

DNA 聚合酶关键位点的突变，是提高基因

组突变率最直接的手段。除了 mutD5，如大肠杆

菌的 dnaQ49[9,12]、酿酒酵母的 pol3-01[13-15]，同

样显著提高了基因组的突变率。除此之外，改造

DNA 的错配修复系统，也可以提高菌株的突变

率。如枯草芽孢杆菌的高突变率菌株  (mutS，

mutM，mutY) 被用于热休克分子伴侣 GroEL 的

突变[16]；酿酒酵母错配修复基因 PMS1 的敲除，

也会导致基因组突变率提高[17]。复制过程中校正

及错配修复功能的丧失，会使基因组的突变率显

著提高，加速进化的过程，但目前仅有少数研究

对突变率进行了控制，如何实现突变率的严谨调

控，使其在进化时突变率高，进化完成后突变维

持在较低的水平，依然是我们需要解决的问题。 

除了提高突变率外，在复制过程中向后随链

中引入人工合成的具有同源臂的单链 DNA，也

可以实现基因组的多位点修饰。Murphy 等将 λ 噬

菌体的 Red 系统[18-19]的 Exo (对双链 DNA 具有

5′–3′外切酶活性)、Beta (退火互补 ssDNA 的单链

DNA 结合蛋白) 以及 Gam 蛋白 (起辅助作用，

抑制宿主 RecBCD 的核酸外切酶活性)[20]，替换

大肠杆菌的 RecBCD，使线性 DNA 重组的效率显

著提高[21]。在此基础上，2009 年 Wang 等[22]利用

只含有噬菌体 Red 系统的 Beta 蛋白的大肠杆菌实

现了多重自动基因组工程  (Multiplex automated 

genome engineering，MAGE)。MAGE 通过在染

色体复制过程中向后随链中引入大量的人工合成

的具有同源臂的单链 DNA，进行基因组的多位

点修饰。它不仅可以同时针对基因组上的多个

位置进行修饰，而且通过将含有寡聚核苷酸链

的文库重复地引入细胞，产生了基因组修饰的多

样性。利用此技术，研究人员对大肠杆菌的 1-脱

氧-D-木酮糖-5-磷酸合成途径的 24 个位置同时进

行修饰，优化该途径合成重要的类异戊二烯番茄

红素，在 3 d 之内筛选出了番茄红素产量增加   

5 倍的菌株[22]。由于 MAGE 技术实现了自动化，

研究人员认为这个进化过程是连续的。 

MAGE 技术提供了一种高效的多位点基因组

修饰和文库构建的技术，利用 MAGE 技术在大

肠 杆 菌 中 构 建 核 糖 体 结 合 位 点  (Ribosome 

binding site，RBS) 文库进行体内进化，已有广

泛的应用，而 MAGE 技术在真核生物中的设计

和实现，对于在真核生物中建立有效的多位点基

因组修饰方法，加速真核生物的进化，也具有重

要的意义。Barbieri 等在酿酒酵母体内利用复制

叉中后随链的合成过程构建了一个多重自动基因

组技术  (Eukaryotic MAGE，eMAGE)[23]。此技

术通过过表达酵母同源重组蛋白，弱化错配修复

机制，在染色体复制退火过程中，将人工合成的

单链 DNA 寡核苷酸链结合到后随链上。该技术

不需要 DNA 双链的断裂，就可实现染色体的多

位点精确编辑或多位点多样化改造。一次转化即

可实现将 12 个核苷酸链重组到基因组上，通过

多次迭代转化，可快速实现基因组的多样性。由

于酵母体内单链 DNA 寡核苷酸链的同源重组效

率较低，所以研究人员通过增加同源重组相关蛋

白的表达，降低错配修复来增强单链 DNA 寡核

苷酸链的重组。研究人员利用此技术优化酿酒酵
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母异源 β-胡萝卜素的合成途径，通过设计单链

DNA 寡核苷酸链文库，精确靶向异源 β-胡萝卜

素合成途径中重要基因的启动子、开放阅读框

和终止子，经过 eMAGE 循环快速地获得了具有

不同 β-胡萝卜素产量的菌落。 

最近，随着人工合成酵母基因组计划的推进，

一种全新的酵母体内快速进化的方式应运而生。

酿酒酵母基因组的人工再设计与全合成被称为  

第二代酿酒酵母基因组计划  (Saccharomyces 

cerevisiae 2.0，Sc2.0)，通过对酿酒酵母基因的重

新设计，人工合成了基因组高度修饰的、有活性

的酵母菌株。人工设计合成的酵母基因组，在保

持野生型基因顺序的同时，把终止密码子全部替

换为 TAA，删除了内含子、端粒序列、重复序列

以及转座子，并把 tRNA 设计到一条染色体上，

同时安插了许多对 LoxP 重组位点[21,24]。 

研究人员利用人工合成的酿酒酵母染色体，

进行基因组的快速重排和进化。由于在人工合成

的酵母基因组上在所有非必需基因的 3′非翻译区

引入了对称的 LoxP 重组位点，而在 Cre 重组酶的

作用下，两个 LoxP 位点会发生位点特异性重组[25]。

因此只要在含有人工合成的酵母基因组的菌株中

表达 Cre 重组酶，就能实现 LoxP 位点介导的合成染

色体重排以及修饰的进化 (Synthetic chromosome 

rearrangement and modification by LoxP-mediated 
evolution，SCRaMbLE)。比如，Jia 等利用此技术

优化了木糖的利用途径，并使单倍体菌株类胡萝

卜素的产量增加到 1.5 倍。基于二倍体菌株的多

重 SCRaMbLE 迭代循环 (MuSIC) 的策略，可通

过 5 个 SCRaMbLE 迭代循环将类胡萝卜素的产量

提高至 38.8 倍[26]，Luo 等通过 SCRaMbLE 技术

进化了耐热、耐乙酸和乙醇的酵母菌株[27]。Blount

等通过此技术提高菌株合成紫色杆菌素和青霉素

的合成能力，并且也优化了木糖的利用[28]。此外，

Shen 等还发现杂合二倍体菌株 (以野生型单倍体

菌株和半合成单倍体 Sc.2.0 菌株作为亲本进行交

配的二倍体菌株)比 Sc.2.0 合成染色体的单倍体

菌株对 SCRaMbLE 造成的影响更具有耐受性，且

SCRaMbLE 也可以用于种间杂合二倍体的进化[29]。 

外源途径优化和底盘细胞的优化是异源途径

高效表达及产品高产的两个关键，但二者的优化

都是相当繁琐且费时费力的。研究人员基于上述

的重组组合方法  (SCRaMbLE-in)，使这两种方

法同时进行[30]。在 SCRaMbLE-in 中，研究人员设

计了一个体外重组酶工具包。首先选择一个感兴

趣的调控途径，在这条途径上除了目的基因外的

所有基因都含有调控元件，例如，启动子，但是

在目的基因的上游有单个重组酶识别位点。之

后，设计一系列启动子，且其两侧有方向相同的

重组酶识别位点。在重组酶存在的情况下，可以

将调控因子整合到目标重组位点，以生成一个组

合的途径库。之后设计一个含有靶途径的载体，

靶 途 径 两 端 含 有 重 组 酶 识 别 位 点 ， 通 过

SCRaMbLE 技术，可以将靶途径整合到染色体的

任何 LoxP 位点上，同时 Cre 酶还将通过删除、易

位以及插入介导合成基因组的重排，使宿主遗传背

景多样化。研究人员利用SCRaMbLE-in的方法重组

了 β-胡萝卜素合成途径，使合成量提高了 1 倍。 

我们将上述技术的原理、应用及特点进行了

归纳 (表 1)，这些策略都是针对基因组进行突变

的，利用这种突变技术结合基于生长的筛选，可

实现连续突变和生长优势菌的自动富集，实现连

续的突变和筛选。利用此类技术提高微生物对环

境的耐受性，对特定毒性物质的抗性，或者对特

定碳源的利用能力等，具有明显的优势。此外，

结合颜色或荧光等高通量筛选技术，也可以实现

针对特定产物产量的快速进化筛选。 

2  针对特定靶蛋白的体内连续进化 

尽管针对基因组的突变进化对于提高微生物

的环境耐受性等具有重要的意义，但是在很多情

况下，我们只是把微生物作为一个细胞工厂，利

用微生物本身繁殖速度快等特性达到快速合成重 
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表 1  基因组范围的体内突变及进化策略 
Table 1  Strategies of genome-wide mutations and evolution 

Strategies Principles Microorganisms Application examples Limitations References

mutD5 Increasing the mutation 
rate during DNA 
replication through the 
mutation of DNA 
polymerases 

Escherichia coli Increasing the tolerance of  
strains to dimethylformamide

The mutation rate 
needs to be tightly 
controlled 

[10] 

GREACE E. coli Improving n-butanol tolerance [11] 

dnaQ49 E. coli Acquired strain with high level 
resistance to ampicillin, 
streptomycin and ofloxacin 

[12] 

pol3-01 Saccharomyces 
erevisiae 

Isolating thermotolerant 
mutants 

[13–15] 

mutS, 
mutM, 
mutY 

Increasing the mutation 
rate through modifying 
the mismatch repair 

Bacillus subtilis Isolating thermo-adaptants 
from the groEL substituted 
strain 

[16] 

MAGE Annealing synthetic 
oligonucleotides in the 
lagging strand during 
DNA replication 

E. coli Evolved thermotolerant 
mutants 

The technology 
can only be used 
in very few model 
organisms 

[22] 

eMAGE S. erevisiae  Increasing the lycopene 
production 

[23] 

SCRaMbLE Cre recombinase 
catalyzes recombination 
reaction between two 
loxP sites 

S. erevisiae  Improving the  
β-carotene synthesis 

The technology 
can only be used 
in S. erevisiae 

[26–30] 

 
要蛋白或化合物的目的。这种情况下，我们只是

需要特定的某个基因或者某几个基因能够快速突

变进化，而不是基因组范围内的随机突变。目前，

大部分针对特定靶基因的突变主要是通过易错

PCR 等技术实现，然后构建突变体库，进行筛选，

再进行下一轮 PCR，突变体库的构建，筛选等，

如此反复进行，工作量大，且过程不能连续，而

针对特定靶基因的体内连续进化技术的建立，可

避免这些繁琐的工作，实现连续突变和筛选，加

速进化的过程，且大大降低工作量。我们列举了

一些经典进化的策略，并对其应用做了简单的介

绍 (表 2)。 

Esvelt 等[31]在大肠杆菌中构建了一套噬菌体

辅助的连续进化系统  (Phage-assisted continuous 

evolution，PACE)。这个系统利用 M13 噬菌体的

连续培养和筛选使蛋白能够在大肠杆菌体内快速

进化，该系统把侵染性噬菌体的产生和获得目的

基因的突变偶联从而达到连续进化筛选的目的 

(图 1)。噬菌体的侵染需要 gⅢ 基因编码的 pⅢ蛋

白的参与，只有表达了 pⅢ蛋白的噬菌体，才能裂

解大肠杆菌产生具有侵染性的子代噬菌体[32-34]。   

PACE 中，噬菌体含有除 gⅢ基因以外的所

有基因，此外还含有需要进化的基因，这个噬菌

体被命名为筛选噬菌体 (Selection phage，SP)。

在大肠杆菌中含有两个质粒，一个是附加质粒 

(Accessory plasmid，AP)：携带有噬菌体的 gⅢ

基因并且由特定的启动子控制 gⅢ基因的表达。

此启动子只有和进化出的目的蛋白结合后，才能

起始转录，因此只有待突变蛋白进化出了相应的

特性，才能启动 gⅢ 基因的表达；另一个质粒是

突变质粒 (Mutagenesis plasmid，MP)：它通过降

低大肠杆菌 DNA 聚合酶的校正功能来增加噬菌

体复制过程中的突变率[35]。因此只有 SP 中的待

进化基因发生想要的突变，才能与附加质粒上相

应的启动子结合从而启动 gⅢ 基因的表达，产生

有活性的子代噬菌体，进行下一轮的侵染。最终

具有优势突变的 SP 在不断的循环培养中得以积

累，实现连续定向进化。 

原则上，PACE 可以在大肠杆菌中进化能够

诱导 pⅢ蛋白表达的所有蛋白。例如，被广泛应 
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表 2  针对特定靶蛋白的体内连续进化 
Table 2  Strategies of continuous in vivo evolution for specific proteins 

Strategies Mechanisms Microorganisms Application examples Limitations References

PACE Coupling the phage 
propagation with the 
activity of desired 
mutation 

E. coli 
 

Evolving T7 RNA  
Polymerase, cⅠ, Cas9, 
aminoacyl-tRNA 
synthetases, et al 

The technology requires 
complicated experimental 
equipment and can only 
evolve the proteins which 
can affect the expression 
of pⅢ 

[31–37] 

PANCE E. coli 
Bacillus 
methanolicus 

Evolving pyrrolysyl- 
tRNA synthetase and  
methanol dehydrogenase

The technology only be 
used in prokaryotic 
organisms 

[38–41] 

XL1-Red Increasing the mutation 
rate during DNA replication 
through the modification 
of DNA polymerases and 
mismatch repair system 

E. coli 
Lactobacillus 
Aeromonas 
punctata 

Optimizing the activity 
of various enzymes such 
as esterase, arylmalonate 
decarboxylase, et al. 

The system prefers to 
evolve large DNA 
fragmentsl 

[42–48] 

Error-prone 
DNA  
polymeraseⅠ 

Increasing mutation by 
reducing DNA polymerase
Ⅰfidelity 

E. coli Generating TEM-1 β- 
lactamase mutants able 
to hydrolyze aztreonam 

The technology can only 
be used in very few 
organisms 

[49] 

Orthogonal 
DNA 
replication 
system 

Creating an orthogonal 
error-prone DNA 
replication system using 
P1 DNA Polymerase from  
Kluyveromyces lactis 

S. erevisiae Increasing DHFR 
tolerance of antimalarial 
drugs 

Low expression of 
exogenous gene of  
interest 

[50–53] 

Ty1 Generating mutation  
through the reverse  
transcription process 

S. erevisiae Evolution of transcription 
factors Spt15 and xylose 
metabolic pathway 

Mutation rate is limited 
by transposition 
frequency 

[54] 

 

 

用的噬菌体 T7 RNA 聚合酶，它对启动子序列有

高度的特异性，不能识别 T3 噬菌体相关的启动

子，所以 Esvelt 等利用 PACE 系统对 T7 RNA 聚

合酶进行定向进化，最终得到了能够识别 T3 相关

启动子的 T7 RNA 聚合酶突变体。 

PACE 系统虽然能够较好连续定向的进化特

定蛋白，但是 pⅢ蛋白的本底表达会给最终的进

化带来一些影响。因此，在此系统的基础上，

Brodel 等[36]对 PACE 系统进行了改进。此系统与

PACE 相似，研究人员用 gⅥ 基因代替 gⅢ 基因

作为条件基因，pⅥ蛋白和 pⅢ蛋白都能够使噬菌

体产生入侵功能，但只有在 pⅢ蛋白的存在下   

pⅥ蛋白才能稳定表达。此系统包含 3 部分：一个

噬菌粒 (Phagemid，PM)：含有突变的 cⅠ和 gⅢ，

并且相比于正常的噬菌体，较小的噬菌粒可以产

生更多的基因突变；一个辅助噬菌体质粒 (Helper 

phage plasmid，HP)：携带除了 gⅥ 和 gⅢ 基因以

外所有的噬菌体基因；一个副质粒：携带需要条

件表达的 gⅥ 基因回路，此基因回路由合成的启

动子控制。其工作原理和 PACE 相似，都是通过

特定突变蛋白来激发条件基因的表达。将该系统

用于 cⅠ蛋白的突变，只有适合的突变 cⅠ蛋白能

启动 gⅥ的表达从而产生有浸染功能的噬菌体，最

终获得了多种 cⅠ的突变体[37]，并构建了第一套用

于正交逻辑门的双重激活剂-阻抑物和阻遏物-阻

遏物开关。 

上述两种系统都是巧妙地利用噬菌体对大肠

杆菌的侵染功能，构建了一个定向进化系统。但是

它们仍然有一定的局限性，这两种系统并不是能

够进化所有的蛋白，而是只能进化能够诱导 pⅢ   

(pⅥ) 蛋白表达的蛋白，且所使用的实验设备较

为复杂。 
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图 1  噬菌体辅助的连续进化系统 
Fig. 1  Overview of phage-assisted continuous evolution system. E. coli host cells with accessory plasmid (brown) that   
supplies gⅢ (gene Ⅲ, encoding pⅢ) and mutagenesis plasmid (red) continuously flow through a fixed-volume vessel where 
containing selection phage (SP, green). If SP encodes the desired protein variants of interest, infectious progeny phage will be 
produced, then continue to infect a new round of E. coli. With the constant inflow and outflow, only those phages that 
reproduce faster than the rate of dilution can exist and evolve in the vessel. 
 

Suzuki 等建立了一种新的实验室进化技术—

非连续 PACE 技术 (Phage-assisted non-continuous 

evolution，PANCE)[38]。PACE 技术需要连续流动

装置。而 PANCE 则是一种简化的技术，通过连

续转接进行快速体内进化，降低了对实验仪器的

依赖。利用 PANCE 技术，Wan 等对可利用非天

然氨基酸的 Pyrrolysyl-tRNA 合成酶进行了进  

化[39]。Roth 等把 PANCE 与甲醛生物传感器相结

合，对甲醇芽孢杆菌甲醇脱氢酶进行了进化[40-41]。

噬菌体辅助的进化技术在针对特定蛋白的进化中

发挥了巨大的作用，但这类技术只能用于可被噬

菌体侵染的原核生物，具有一定的宿主局限性。 

基于突变的 DNA 聚合酶的定向进化系统能

够突破上述局限，使体内进化更具有普适性，这

就要求能够实现独立于基因组的体内连续进化。

独立于基因组的体内连续进化需要只对目的基因

具有高的突变率，而不会对基因组产生影响，这

对突变系统有非常严格的要求。 
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DNA 聚合酶为 DNA 复制的关键酶，能够催

化脱氧核苷酸插入到正在延伸的 DNA 链末端，

并且对正在复制的 DNA 链进行校正，确保复制

的保真性，使基因组的突变率维持在一个很低的

水平，而 DNA 聚合酶校正功能的丧失会引起脱

氧核苷酸错误插入，从而造成 DNA 复制过程中

突变率提高。 

利用上述原理 Greener 等[42-43]开发出了一个

被命名为 XL1-Red 的大肠杆菌突变菌株。此菌株

是携带 DNA 修复缺陷 (mutT，mutS) 以及 DNA

聚合酶Ⅲ的 ɛ-亚基缺陷 (mutD) 的组合菌株，因

此会在 DNA 复制过程中产生突变，突变率大约

是野生型的 5 000 倍。把携带目标基因的质粒转

入 XL1-Red 中，通过质粒的复制扩增，获得随机

突变的质粒文库，之后分离质粒文库并将该文库

转化到所需的菌株，以筛选突变表型。这种方法

是比较简单的诱变策略，被广泛应用。例如，研

究人员利用 XL1-Red 菌株进行酯酶的定向进化；

提高芳基丙二酸脱羧酶、β-葡萄糖醛酸苷酶、聚

羟基链烷酸酯  (Polyhydroxyalkanoate，PHA) 合

酶的活性[44-48]。然而该技术的突变率相对较低，

倾向于进化较大的 DNA 片段，限制了其应用。 

大肠杆菌中的 DNA 聚合酶Ⅰ主要负责后随

链的合成、DNA 修复以及 ColEl 质粒的复制。

Camps 等[49]利用易错的大肠杆菌 DNA 聚合酶Ⅰ

构建了一个体内连续突变系统。该工作首先对

DNA 聚合酶Ⅰ的校正区域进行失活，并对聚合

酶 A 基序的 I709、B 基序的 T664 和 A661 三个控

制保真度的关键氨基酸突变，构建了一个高度易

错的 DNA 聚合酶Ⅰ。在此基础上，构建了连续

定向突变系统，该系统以 JS200 为宿主，向宿主

体内转化两个质粒：一个是带有 pSC101 复制起

始位点 (不需要该 DNA 聚合酶介导复制) 的低拷

贝质粒，含有编码易错的 DNA 聚合酶Ⅰ的基

因，第二个是高拷贝的 ColEl 质粒，带有需要突

变的目的基因，依靠易错的 DNA 聚合酶Ⅰ完成

复制。利用 β-内酰胺酶基因作为报告基因进行回

复突变，测突变率，结果显示，易错 DNA 聚合酶

Ⅰ对带有目的基因质粒的突变率达到 8.1×10–4 每

碱基，并且相对宿主基因组，突变更倾向于质

粒。作者利用该系统对 TEM-1 β-内酰胺酶，进

行连续突变进化，获得了对氨曲南 (莫巴坦抗生

素) 具有较高活性的内酰胺酶突变体。该工作利

用易错的大肠杆菌 DNA 聚合酶Ⅰ成功构建了一个

独立于基因组的体内连续定向突变系统，只需要

将待突变的目的基因置于 ColEl 质粒上，就可以

实现连续突变进化。 

除了大肠杆菌，最近也有在真核模式生物中

构建独立于基因组的进化系统的相关报道。

Ravikumar 等把来源于乳酸克鲁维酵母的线性质

粒的复制系统转入酿酒酵母，构建了一个独立于

基因组的体内连续进化系统。克鲁维酵母的

pGKL1/2 质粒  (简称为 P1/2) 是一套含有自身

DNA 复制元件的质粒对，它包括 P1 和 P2 两个线

性多拷贝的 DNA 质粒，P2 质粒上含有参与质粒

对复制以及转录所需的所有蛋白的编辑基因，而

P1 上只含有自身复制所需的 DNA 聚合酶的编码

基因。它们的复制发生在细胞质中，且该质粒对

的复制机制与常见的 DNA 复制机制不同，其复

制起始不是由 RNA 引物介导，而是通过蛋白质

引发[50]。P1 和 P2 的 5′末端共价连接了末端蛋白 

(Terminal protein，TP)，作为启动 DNA 扩增的复

制起点。Ravikumar 等把 P1/P2 转入酿酒酵母，由

于质粒的复制机制与基因组复制机制不同，因此

两套复制系统不会相互影响，从而实现了一个独

立于基因组的体内连续进化系统 [51]。作者通过

CRISPR 介导的同源重组的方式将待突变的基因

插入到 P1 质粒上 (图 2)。并突变 P1 的 DNA 聚

合酶，提高质粒的突变率，通过优化聚合酶的突

变，最终使目的基因的突变率达到 10–5 每碱基，

而基因组的突变率则基本不受影响。在后续研究

中，该课题组利用此系统，提高了二氢叶酸还原

酶 (Dihydrofolate reductase，DHFR)[52]对抗疟药

物的耐受性[53]。 
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图 2  基于正交复制系统的独立于基因组的酿酒酵母体内连续定向进化技术 
Fig. 2  Genome-independent continuous directed evolution in vivo in S. cerevisiae by an orthogonal DNA replication 
system. Schematic diagram of orthogonal replication system based on P1/2 plasmid pair of Kluyveromyces cerevisiae. 
The gene of interest (blue) is integrated into the P1 plasmid. The error-prone TP-DNAP1 gene (yellow) in the nucleus 
expresses the error-prone TP-DNAP1 under the expression system of the host cell, and then the replication of the P1 
plasmid is initiated. 
 

除了利用易错的 DNA 聚合酶，通过逆转录

过程的低保真性导致突变的发生也是近几年开发

出的一种体内连续进化的方式。Crook 等[54]利用

逆转录转座子 Ty1 在酿酒酵母体内建立了一个连

续进化的系统 (图 3)。Ty1 是酵母体内天然存在

的长末端重复逆转录转座子，它在转座过程中会

出 现 一 个 R N A 中 间 体 ， 通 过 逆 转 录 形 成

cDNA[55]。研究人员在 Ty1 转座子的前端加入了

一个半乳糖诱导的启动子 (GAL1p) 用来诱导转

座子的转录，在 5′-LTR 和 3′-LTR 之间插入待突

变的目的基因，目的基因内部含有人工合成的内

含子，基因的转录方向与转座子的转录方向相

反，而内含子的方向则与转座子转录的方向相

同，所以内含子的存在阻止了目的基因 RNA 的

剪接。在半乳糖存在的情况下，转座子起始转录，

转录成 mRNA，并把内含子切除，但是由于目的

基因以相反的方向存在于转录本上，所以目的基

因不会被翻译。接着 mRNA 逆转录成 cDNA，重

新整合到基因组上，最终完成蛋白的表达。而逆

转录的过程是一个保真度较低的易错的过程，这

样通过 Ty1 的连续转座与易错的逆转录过程相结

合，达到连续进化的目的，再把目的基因的突变

与筛选压力结合起来进行定向进化。在此基础

上，通过调整目的基因的启动子、敲除 RRM3、

降低诱导温度以及增加 tRNA 的表达等一系列措

施优化了整个系统，使转座频率达到最高。作者 
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图 3  基于反转录转座子的独立于基因组的酿酒酵母体内连续定向进化技术 
Fig. 3  Genome-independent continuous directed evolution in vivo in S. cerevisiae by retrotransposon Ty1. Schematic 
diagram of continuous mutation in vivo mediated by retrotransposon Ty1. The gene of interest (green) containing 
artificial introns (yellow) is reverse cloned into the genome of the Ty1 retrotransposon, and with the expression of 
reverse transcriptase, the Ty1 genome containing gene of interest is converted into cDNA in an error-prone manner, and 
then reintegration into a stable genetic locus. 

 
利用此系统可以实现对单个酶、通用转录因子以

及代谢途径中多个酶的进化。如对 URA3 基因进

行突变，筛选出对 5-氟乳清酸转化 5-氟尿嘧啶催

化能力降低，但乳清核苷-5-磷酸转化为尿苷-5-磷

酸的催化能力不变的 URA3 突变体。此外，还利

用此定向进化系统，对通用转录因子 Spt15 进行

进化，获得 1-丁醇耐受性提高突变体；作者还进

化了多基因代谢途径，例如，通过木糖异构酶以

及木酮糖激酶的突变和筛选提高了酵母的木糖

代谢能力。 

基于 Ty1 反转录转座子的进化系统能够的实

现对目的基因甚至多基因的代谢途径的进化，但 

是该突变系统依赖于转座子的转座，即转座频率

的高低直接影响突变的频率，此外，转座子转座

存在不定向的特性，这些因素很可能会对连续突

变进化造成影响。 

3  总结与讨论 

生物分子的定向进化是产生具有新功能蛋白

和核酸的重要技术，促进基本生物学问题的研究。

目前，蛋白定向进化技术已经广泛地应用到生物

技术的各个领域，极大地加速了生物技术的进展，

然而传统的定向进化技术需要体外建立突变体

库，再进行体内筛选。与传统的进化技术相比，



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

496 

体内连续进化技术在微生物体内就可以完成突

变，并且在选择压力存在的情况下，有利突变可

以随着细胞生长繁殖不断积累，在不需要大量人工

干预的条件下，就可以实现有利突变的积累和扩

增，省时省力，大大地加速进化进程。实际上，体

内连续进化可以在不到一周的时间内生成 1011 种

蛋白质变体[31]，这种效率可以实现对需要较长进

化时间的生物分子的进化[56-57]。且独立于基因组

的体内连续进化技术可以在不影响微生物自身基

因组复制的情况下，达到目的蛋白进化的要求。 

体内连续进化技术结合特定的筛选条件在连

续定向进化方面具有独特的优势，为微生物的进

化以及特定蛋白或代谢途径的进化提供了极大的

方便。但是与传统的定向进化相比，体内连续进

化的研究依然处在比较初级的阶段。目前仅在大

肠杆菌或酿酒酵母等模式微生物底盘中构建出了

体内连续进化系统，并且这些系统本身也有一定

的局限，例如 PACE 技术必须依靠噬菌体的生命

活动，只适用于能被噬菌体感染的原核生物，而

转座子介导的进化系统的突变则受限于转座的频

率，而在酵母中构建的线性质粒复制系统，其外

源基因的表达需要依靠线性质粒本身的 RNA 聚

合酶，表达强度依然较低。此外，这些系统的应

用范围也有一定的限制，有些系统只能进化某种

类型的蛋白，如 PACE 技术只能对引起 gⅢ 基因

表达变化的蛋白进行突变。因此，体内连续进化技

术还需要进一步的发展和完善，才能满足更为广泛

的需求。 

此外，体内连续进化技术很大程度上依赖于

高效的筛选方法，如果没有有效的筛选方法，进

化也难以实现。目前的体内进化，很多是用于提

高环境耐受性、底物利用等易于筛选的特性的进

化，因此筛选方法的开发也会大大拓宽体内进化

的应用。目前常见的高通量筛选方法包括利用紫

外光谱、可见光谱、荧光的筛选、或基于生物传

感器的筛选等策略。通过紫外/可见光测量吸光度

或利用荧光可以筛选具有相对复杂的分子结构或

固有颜色特性的产品；如基于颜色的番茄红素高

产菌株的筛选，基于荧光的核黄素高产菌株的筛

选等[58-59]。近年来随着合成生物学的快速发展，

各种类型的生物传感元件被设计出来，也被用来

开发基于生物传感器的筛选系统。常见的生物传

感器包括基于转录因子的传感器和基于 RNA 的

传感器[60]。它们通过转录水平的调控或 RNA 的

调控，将配体 (如代谢物、蛋白、环境因子等) 的

变化转化为易于检测的输出信号，因此可以将配

体浓度与荧光信号或细胞生长偶联，从而实现高

通量筛选[61-62]。进一步开发生物传感器等高通量

筛选技术，可拓展体内进化的应用。此外，开发

基于细胞生长的筛选系统，将体内进化与生长相

偶联，对于实现连续进化和连续筛选至关重要。

我们相信筛选技术的发展必会进一步推进和拓展

体内连续进化技术的应用。 
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