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专论与综述  
 
 

合成生物学作为一门新兴的具有工程化思想的交叉学科, 未来将推动生物医药领域

的进一步发展; 其中, 放线菌所产生的次级代谢产物将在合成生物学新理论及技术的指

导下被大力开发。 
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利用合成生物学技术深入挖掘放线菌中 
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摘  要: 放线菌是一类能够产生丰富生物小分子药物的微生物, 对人类的健康事业做出

了杰出的贡献。但近几十年来, 来源于微生物并最终上市的药物越来越少, 而病原菌的抗

药性问题却越发严重, 人们对新药的期待越来越迫切。本文介绍了近十年里发展迅速的合

成生物学对微生物次级代谢产物研发的促进作用。合成生物学以工程化的思想对生命系

统进行设计与改造, 使传统方法难以获取的放线菌次级代谢产物通过外源宿主得以产生, 

充分利用了自然界的资源; 此外, 对次级代谢基因簇的合理设计和对生物元件的应用不

仅使人们获得了自然界中原本不存在的新化合物, 还能使某些具有广泛应用价值药物的

产量得以显著提高; 最后, 还介绍了合成生物学领域近些年 DNA 组装的新技术和新方法, 

为从事次级代谢产物研发的工作者提供便利。 
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Bioprospecting secondary metabolites of actinomycetes  
through synthetic biology 
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Abstract: Actinobacteria are a class of microorganisms that can produce plenty of bioactive 
small molecule drugs, making an outstanding contribution to the human health. During the past 
decades, microorganisms derived and eventually marketed drugs become fewer and fewer, in 
the meanwhile, the problem caused by drug resistance pathogens become more and more seri-
ous, so people look forward to the new drugs urgently. Synthetic biology, which is developing 
fast in the past 10 years, plays an important role in the research and development of secondary 
metabolites. The biosystem is designed and rebuilt under the guidance of engineering science, 
from which the indiscoverable secondary metabolites can be obtained through heterologous 
expression. What is more, the rational designed gene cluster and the utilization of bio-elements 
lead to the new compounds that do not exist in nature as well as yield improved strains. The 
new techniques and methods of DNA assembly are also introduced, which make convenience 
to the researchers on secondary metabolites. 
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人类的生存和发展离不开医药, 而微生物

来源的小分子药物占了先导药物的一半以上 , 

最终上市的微生物药物价值约为 500 亿美元, 占

整个药物市场价值的一半 [1]。放线菌是一类高

(G+C) mol%含量的革兰氏阳性细菌, 其在自然

界中分布很广, 相较于其他微生物它能够产生

更为丰富的生物活性物质, 目前已知的 15 000

多种微生物来源的天然抗生素中, 有将近 70%

是由放线菌产生的。20 世纪中叶, 人类开创了抗

生素的黄金时代, 大量的抗生素被发现和使用

(如四环素类、大环内酯类、氨基糖苷类), 但是

自 20 世纪 70 年代以来, 不断增加的研发成本使

得新抗生素的发现变得越来越困难[2]。与此同时, 

一些抗生素耐药菌株(如 MRSA 和 MDRTB)的出

现使得人类在对抗疾病的斗争中渐渐处于下风。 
造成这一不利局面的主要原因有以下两点: 

(1) 新发现的抗生素大多是已知结构化合物的

类似物, 结构新颖性不足, 病原菌容易产生交叉

耐药现象; (2) 一些具有应用前景的微生物药物

产量过低以至于难以进行大规模发酵生产。若这

两个问题能够得到解决, 全球的医药行业将会

取得质的飞跃。 

好在自然界总有无穷的宝藏等待我们去发

掘, 随着越来越多微生物的基因组被解析, 人们

惊喜地发现原来微生物基因组中存在许多次级

代谢产物生物合成基因簇, 而目前人们获得的

抗生素只是其中的冰山一角。以放线菌中的模式

生物天蓝色链霉菌 Streptomyces coelicolor A3(2)
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为例[3], 在其约 8.7 Mb 的基因组中, 除了已经发

现的聚酮类抗生素放线紫红素、非核糖体多肽类

抗生素 CDA (Calcium-dependent antibiotic)[4]之

外, 还有十多个负责其他次级代谢产物合成的

基因簇。此外, 不容忽视的是, 由于自然界中存

在着大量的不可培养微生物, 因此我们有理由

相信次级代谢产物的实际数量将会大大超出人

们的预期。 

自过去半个世纪以来, 传统的化学分离手

段在微生物次级代谢产物的挖掘过程中起到了

十分重要的作用, 以此为基础建立的以生物活

性为导向的高通量筛选模型 [5]使得有生物活性

的新化合物的积累速度大大提高, 但仍不足以

满足人们对具有更优活性、更低副作用新药的需

求, 但这显然不是加大人力物力的投入就能够

解决的问题, 而是需要新理念和新技术的支持, 

例如 21 世纪初兴起的合成生物学。 

合成生物学的概念最初是由 Hobom 于 1980

年提出用来表述基因重组技术[6], 不过生物大分

子人工全合成方面的很多工作早已经开展, 比

如, 诺贝尔奖得主 Khorana 教授 1961 年首先采

用化学法合成了第一个基因[7]; 1965 年, 中国科

学家首先合成了有活性的牛胰岛素; 1981 年, 中

国科学家又首先合成了有活性的 tRNA 分子。合

成生物学以解决人类社会中的重大问题为出发

点, 将工程学思想引入到生物学研究中, 以“合

成”指导研究, 以“系统构建”指导技术发展, 是

一门涉及生物、化学、物理、工程、计算机与信

息化技术等多领域的综合交叉学科。它利用工程

化的生物系统或生物模型来处理信息、操纵生物

体合成新化合物, 以达到制造材料、生产能源、

提供食物、保持和增强人类健康以及改善环境等

目的。不同于传统的代谢工程着眼于对细胞已有

代谢途径的定向改造, 合成生物学强调的是针

对代谢通路乃至生命系统的重新设计和合成 , 

具体体现在 DNA、元件(Parts)、装置(Devices)、
系统(Systems)这 4 个层面上, 其中 DNA 是人们

熟知的遗传物质, 元件指发挥特定生物学功能

的生物大分子, 不同的生物元件组合成为能够

发挥人为设定功能的装置, 而多个装置最终组

装成为复杂的生物系统[8]。 

合成生物学在生物医药领域发挥了巨大的

作用, 尽管目前成功的例子还不多, 但仅仅利用

微生物细胞生产植物来源的天然药物青蒿素及

紫杉醇就已经足够引人瞩目了。青蒿素是目前最

有效的抗疟疾药物之一, 但天然的青蒿素产量

稀 少 , 提 取困 难 使得其 生 产成本 十 分昂贵 。

Keasling等[9]使用酵母菌为宿主, 结合来自细菌、

酵母及植物(青蒿)等多种酶及代谢途径的组装、

精密调控等, 对有关代谢途径作了重新设计, 解

决了天然或非天然代谢物大量积累对寄主的毒

性问题, 使青蒿素的合成能力提高到 25 g/L[10]。

他们采用的一些开创性方法为后来的研究提供

了重要思路, 例如: 将合成底物的甲羟戊酸途径

分成上下两个模块分别研究再组合, 大大降低

了 复杂度 ; 建 立了一套 研究基因 间可调区 域

(Tunable intergenic regions)控制基因表达水平的

方法[11]等。 

Stephanopoulos 实验室[12]借鉴了 Keasling 的

成功经验, 将从三磷酸甘油等底物到合成紫杉

醇的第一个中间产物 Taxadiene 的代谢途径分成

了合成 IPP (Isopentenylpyrophosphate)和从 IPP
到 Taxadiene 两个模块, 然后利用多变量研究的

方法协调两个模块之间表达水平, 限制有毒代

谢 产 物 吲 哚 的 积 累 , 最 终 将 大 肠 杆 菌 中

Taxadiene 的产量提高了约 15 000 倍, 达到约   

1 g/L 的水平。众所周知, 紫杉醇是植物来源的

抗癌药物, 但其结构复杂, 化学合成得率很低, 

而合成生物学则为我们开启了将植物来源的活

性小分子进行微生物表达的大门。 
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放线菌作为微生物次级代谢产物最主要的

来源之一, 其次级代谢产物的合成潜力将在合

成生物学的推动下被大大开发。 

1  利用合成微生物体系表达异源次
级代谢产物 

人们已经知道大多数的次级代谢生物合成

基因簇是沉默的这一事实, 其中很大原因是由

于实验室的培养条件无法模拟自然界中的实际

情况, 因此过去人们更多的是凭猜测及经验来

促使微生物产生一般情况下难以表达的次级代

谢产物, 例如添加外源性化学物质如生物激素

以及采用共培养的方式 [13], 但随着对微生物基

因组的了解逐步加深, 人们可以采取更为高效

和直接的策略来获得新的次级代谢产物。另外, 
次级代谢产物生物合成基因簇的异源表达不仅

适用于那些不可培养微生物产生的次级代谢产

物, 还适用于可培养但是培养条件苛刻或遗传

改造困难的微生物。如果把微生物细胞比作为一

个小型工厂, 那么次级代谢产物合成基因簇就

是一条生产线, 而事实上聚酮类化合物生物合

成基因簇表达的聚酮合酶也的确和工业生产中

的生产流水线十分相似 [14], 这一特点也恰恰符

合合成生物学一直所倡导的工程化思想。 

1.1  底盘细胞的选择及改造 
利用合成生物学改造微生物的目的之一是

建立高效的微生物体系以满足人们对微生物药

物日益增长的需求, 而任何一个合成微生物体

系的建立首先需要一个底盘细胞, 因为底盘细

胞是生物元件、装置和代谢通路发挥生物学功能

的基础。良好的底盘细胞应该具有易于培养和遗

传操作容易、生长迅速、发酵友好及遗传稳定性

这些特点。因此大肠杆菌以及一些放线菌中的模

式生物(如天蓝色链霉菌、变铅青链霉菌等)已成

为次级代谢产物异源表达的首要选择。 

为实现目标代谢产物在底盘细胞中的高效

生物合成, 首先需要对底盘细胞进行一系列改

造。以大肠杆菌为例, 抗生素中的聚酮类化合物

在大肠杆菌中表达面临 3 个不可规避的问题: (1) 

聚酮合酶在大肠杆菌中的正确折叠及翻译后修

饰; (2) 聚酮化合物的合成前体物质供给; (3) 聚

酮合酶的生物活性和前体供给的同步, 解决这 3

个问题才能够高效地表达目标代谢产物。Pfeifer

等[15]通过解决上述 3 个问题以实现红霉素前体

6-dEB 在大肠杆菌中的异源表达。他们首先向大

肠杆菌基因组中整合了磷酸泛酰巯基乙胺转移

酶 sfp, 从而解决了聚酮合酶的翻译后修饰问题; 

并在将 sfp 整合到基因组上的同时删除了丙酸盐

分解代谢的相关基因 prpRBCD, 而只保留将丙

酸盐转化为丙酰辅酶 A 的基因 prpE, 使得

6-dEB 的前体供给得到满足; 最后通过在聚酮合

酶 DEBS 经诱导表达的同时外源添加丙酸盐使

得聚酮合酶的活性与前体物质供给得以同步。他

们最终在大肠杆菌中表达得到的 6-dEB 产量甚

至达到了经过多年随机诱变得到的工业菌株的

水平, 之后他们再次以大肠杆菌为底盘成功得

到了红霉素 A 及一系列衍生物[16]。 

由于和次级代谢产生菌株的亲缘关系更为

接近, 链霉菌也同样是次级代谢产物异源表达

的理想宿主。例如, Mamoru 等[17]建立了一系列

用于表达次级代谢产物的通用宿主——基因组

简约化的阿维链霉菌, 这些阿维链霉菌的基因

组经过大片段删减非必需基因, 最终只保留了

80%左右的原始基因组。尽管基因组规模减小, 

但其生长速率却提高了。最终他们成功地将超过

20 个次级代谢产物在这些阿维链霉菌中进行了

表达, 部分次级代谢产物的产量甚至要高于原

始菌株[18]。此外, 基因组最小化的阿维链霉菌作

为底盘细胞进行异源表达的另一个好处是阿维

链霉菌基因组上的末端反向重复区很短, 而且
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原来基因组中很大一部分的转座元件被敲除 , 
因而其遗传稳定性要高于大多数放线菌, 这一

特点可以避免工业菌株高产性状的丢失。当然, 

由于工业链霉菌经过长期传统育种方法诱变筛

选后, 生物体内的代谢网络, 尤其前体供给达到

最佳适配, 通过对这些工业链霉菌的改造也可

以作为异源表达的优良宿主。 

1.2  生物合成基因簇的加工 
外源基因的成功表达, 仅仅依靠改造底盘

细胞还远远不够, 还需要对目标代谢产物的合

成 基 因 簇 进 行 设 计 和 加 工 。 例 如 , Jonathan 

Kennedy 等[19]根据大肠杆菌密码子的偏好性对

埃博霉素(Epothilone)的生物合成基因簇进行了

重新设计和合成, 继而在大肠杆菌中实现了高

效表达。 

合成生物学不仅可以帮助我们获得传统方

法难以得到的新次级代谢产物, 还可以帮助我

们在已有化合物的基础上进行定向改造以获得

结构修饰的新化合物, 而这些新化合物是自然

界中原本不存在的。 

以常见的聚酮类化合物为例, James Staun-

ton[20−26]从 4 个方面为我们提供了改造途径: (1) 

采用不同的起始模块替换聚酮生物合成基因簇

中原有的起始模块, 从而引入不同的起始单元; 

(2) 在聚酮合酶中掺合进不同的酰基转移酶结

构域来引入不同的延伸单元; (3) 在氧化水平上

对链延伸单元进行选择性的修饰; (4) 通过改变

硫酯酶的位置改变链的长度。这些策略已经在红

霉素的改造中得到良好的应用, 并且得到了一

系列红霉素的衍生物[27]。 

在对聚酮类化合物的合成机理和聚酮合酶

结构的了解不断加深的基础上, 我们除了能够

对聚酮化合物基因簇进行改造之外, 还能重新

设计聚酮合酶模块的排列组合方式以获得种类

繁多的化合物。Menzella 等[28]使用了来自 8 个不

同聚酮类化合物基因簇的 14 个模块, 并将其分

解成起始模块、延伸模块、多肽内接头、多肽间

接头和硫酯酶这些独立的结构单元, 利用这些

结构单元之间特定的酶切位点进行重新排列组

合, 得到了 154 个新的基因簇, 其中近一半能够

表达产生预期产物。这一例子向人们展示了利用

合成生物学进行基因簇的重新设计及从头组装

产生新颖聚酮类化合物的巨大潜力。 

2  利用合成生物学元件开发放线菌
产素潜力 

提高放线菌的单位产素能力一直是发酵工

业关注的焦点, 传统的诱变选育可以使野生菌

株转化成为工业生产菌株, 但这却需要数年甚

至是数十年重复的诱变、筛选工作, 耗费大量人

力、物力及资源; 此外, 菌株的筛选工作存在着

一定的盲目性, 往往向菌株引入有利变异的同

时也会产生很多有害的变异, 从而影响发酵过

程的优化和放大。由于微生物具有复杂的代谢调

控网络, 传统的基因工程方法主要针对单个代

谢途径或基因进行操作, 对于菌株产量提高的

效果有限。 

2.1  基因簇扩增元件 
放线菌产生次级代谢产物始于营养消耗殆

尽或生长速率降低的时候, 这往往也是菌体生

长进入稳定期的时候, 初级代谢的产物往往是

次级代谢的前体, 如乙酰辅酶 A、氨基酸、核苷

等, 因此为了获得尽可能多的次级代谢产物, 人

们采用了很多方法使初级代谢的中间产物流向

次级代谢, 这时过表达某些基因或删除前体竞

争途径是最为直接有效的方法之一。对于抗生素

合成过程中关键步骤的某个基因来说, 增加其

拷贝数提高表达量并非难事, 但涉及到动辄数

十 kb 甚至上百 kb 的基因簇的操作则十分困难, 
首先, 获得如此之大的基因簇往往需要建立细
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菌人工染色体文库 (Bacterial artificial chromo-
some library)并从中筛选获得, 其次向放线菌中

进行转化要比向大肠杆菌困难得多。随着越来越

多的工业生产菌株的基因组得到解析, 人们发

现许多工业生产菌株基因组上都携带多个拷贝

的基因簇, 例如, 在青霉素的高产菌株中, 负责

青霉素合成的基因(pcbAB、pcbC、pcbDE)所在

的 35 kb 基因簇的拷贝数扩增至原来的 6−16  
倍 [29]; 一株卡那霉素高产菌株重复的基因簇数

目 甚 至 高 达 36 个 , 而 且 其 重 复 的 片 段 长 达   
145 kb[30]; 本实验室从事了多年的阿维链霉菌

菌株选育工作, 得到的一株高产菌包含 2 个拷贝

的阿维菌素生物合成基因簇(数据未发表)。由此

可见, 基因簇的多拷贝现象在高产的工业生产

菌株中十分常见, 只是这种基因簇多拷贝的菌

株都是经过不断地诱变筛选获得的。 
Takeshi 等[31]揭示了卡那霉素链霉菌中基因

扩增的机制, 他们发现在卡那霉素链霉菌中的

一个假定的移动元件中存在一个具有 DNA 释放

酶活性的与穿梭质粒中 tra-A 同源的基因 ZouA, 

而卡那霉素基因簇的扩增发生在与 oriT 序列相

似的重组位点 RsA 和 RsB 之间, 这说明卡那霉

素链霉菌中 DNA 的扩增是由 DNA 释放酶所介

导的同源重组引发的。紧接着他们将这套系统导

入到天蓝色链霉菌中成功实现了放线紫红素基

因簇的扩增, 并且使放线紫红素的产量较原始

菌株提高了 20 倍[32]。由此可见, 使用合成生物

学元件能够人为的再现自然发生或传统诱变方

法才能实现的基因簇扩增以提高次级代谢产物

的产量, 从而节省了大量的人力、物力及时间。 

2.2  调控元件 
随着越来越多的启动子(Promoter)、激活子

(Activator) 、 抑 制 子 (Repressor) 、 群 体 感 应

(Quorum sensing)元件被发现, 外源基因簇的激

活和可调节将成为现实。目前已知抗生素的合成

大多受到转录因子的调控, 一些转录调控基因

位于抗生素生物合成基因簇之中, 如天蓝色链

霉菌中放线紫红素基因簇中的 actII-ORF4[33]及

十一烷基灵菌红素合成基因簇中的 redD[34]。也

有一些转录因子位于基因簇之外, 如红糖多孢

菌中红霉素的合成受到调控因子 BldD 影响 : 

BldD 可以和红霉素生物合成基因簇中 5 个启动

子区结合[35]。很多研究表明, 增加调控基因的表

达量可以显著地提高抗生素的产量[36−38]。除了抗

生素合成途径特异性的调控因子, 一些全局调

控 因 子 对 抗 生 素 的 合 成 也 起 着 关 键 的 作 用 , 
Zhuo 等[39]通过反向生物工程对阿维菌素合成相

关基因进行精确定位, 通过转录组芯片比较模

式菌株与工业生产菌株的转录组差异, 发现工

业生产菌株中上调表达的阿维菌素合成基因簇

中调控基因 aveR 及其他与阿维菌素合成相关的

基因上游启动子区域包含 σhrdB 所识别的保守区

域, 这表明 σhrdB 起着全局转录调控的作用, 以此

为出发点构建了 σhrdB 突变子文库, 最终筛选得

到了一株产量较出发菌株提高 52%的高产菌株。 

2.3  耐药元件   
耐药泵(Drug resistance efflux pumps)元件是

细菌抵抗抗生素及其他药物的自我保护机制之

一。由于放线菌产生的抗生素对其自身也有一定

的毒性, 因此一些放线菌的抗生素合成基因簇

中往往包含与药物转运相关的基因。阿维菌素合

成基因簇上游的 avtAB 基因编码的 ABC 家族的

多药外排泵被认为可以外排阿维菌素, 通过采

用多拷贝质粒增加其表达, 使一种高产菌株阿

维菌素的产量提高了 50%, 并使阿维菌素在胞

内胞外的分布比例从 6:1 降为 4.5:1[40]。 

以上例子说明合成生物学元件的有效利用

可以显著提高放线菌次级代谢产物的产量, 相

比于传统的诱变-筛选-诱变的方法, 合成生物学

为从事抗生素产量提高研究的科研工作者提供
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了更为理性的指导方法和工具。 

3  合成生物学新技术 

科学的进步离不开技术的发展, DNA 双螺

旋结构的发现, 核酸限制性内切酶的发现和应

用以及 PCR 技术的广泛使用使分子生物学有了

蓬勃的发展。近十年来, 伴随合成生物学而来的

新技术极大地促进了生命科学的进步, 这些新

技术不仅体现了合成生物学工程化及标准化的

思想, 更使得生物元件的设计和制造变得十分

容易。近十年来, 有关 DNA 的组装技术越发成

熟, 根据原理不同主要分为两大类——基于限制

性内切酶的 DNA 连接技术和基于同源重组的

DNA 拼接技术。 

3.1  基于限制性内切酶的 DNA 连接技术 
生物元件包括启动子、终止子、核糖体结合

位点(RBS)、操纵子及蛋白质编码区, 只有当这

些生物元件按照特定的方式组合, 生物学功能

才能得以发挥。工程学的重要理念之一是标准

化, 而作为合成生物学的重要物质基础, 将各个

生物元件进行标准化组装恰恰是合成生物学区

别与其他生命科学的特点, 这是因为标准化能

够使生物元件的组装和改造更易于进行, 从而

大大减轻人们的工作量。 

生物积木(BioBrick)是一个由美国麻省理工

大学 Tom Knight 等[41]提出的标准化生物元件名

词。BioBrick 建立在一套特定的限制性内切酶

(EcoR I、Xba I、Spe I 和 Pst I, 其中 Xba I 和 Spe 

I 是同尾酶)之上, 由于不同的 BioBrick 之间经常

需要重新组合, 酶切后的片段经连接之后依然

只会含有这 4 个单一的酶切位点, 这一特点使生

物积木保持了分子克隆操作的可重复性(图 1A)。

美 国 麻 省 理 工 大 学 建 立 的 标 准 生 物 元 件 库

(Registry of standard biological parts)至今已经拥

有了超过 5 000 个可用的生物积木, 随着人们对

生命体认识的进一步加深, 会有越来越多的生

物元件被发现并开发出新的用途。 

另一项基于 Type IIS 限制性内切酶[42−43]的

DNA 组装技术也十分有效, 特别是针对重复序

列 DNA 的拼接。Type IIS 限制性内切酶切割它

们识别位点之外的序列, 切割之后会留下 4 bp

的粘性末端(理论上有 240 种不同可能, 因此足

以完成多个片段的连接反应), 进而可以用于后

续的无痕拼接(图 1B)。基于此原理人们开发出了

一 系 列 方 法 , 如 Golden Gate[44] 和 MASTER 

(Methylation-assisted tailorable ends rational)[45]。 

3.2  基于同源重组的 DNA 拼接技术 
2009 年, Gibson 等发明了一系列被称之为

Gibson Assembly 的 DNA 组装技术[46]。该技术的

灵活性是传统方法难以企及的, 其在合成生物

学领域将会发挥重要的作用。该项技术不依赖限

制性内切酶的作用便可以将具有重叠区域的

DNA 片段连成完整的质粒。该类方法中的一步

等温法尤其便利, 其原理如图 1C 所示: 首先由

T5 核酸外切酶从 DNA 双链 5′端进行切割露出

DNA 双链的 3′端, 两条 DNA 链露出的单链由于

碱基互补而发生退火, 接着 DNA 聚合酶会以其

中任意一条单链为模板自 5′向 3′进行延伸, 最后

由连接酶将两条链之间的缺刻连接起来。该方法

的一大好处是上述所有反应只要需在 50 °C 进

行, 且同时可以进行多个片段的连接, 反应后的

产物可以直接用于进行转化, 大大节省了时间, 

此外, 该项技术不仅可以用来组装合成生物学

元件乃至生物合成基因簇, 甚至还可以组装微

生物基因组[47]。 

DNA 的组装除了在体外进行, 还可以在微

生物的体内实现无缝拼接, 如大肠杆菌及酵母。

Zhang 等[48]于 1998 年发现由噬菌体编码的一对

蛋白(RecT 和 RecE)可以介导线性 DNA 和环状

质粒 DNA 之间发生同源重组, 并以此开发了一
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系列基于 Red/ET 的 DNA 重组技术[49−50], 该项

技术同样避免了传统 DNA 重组技术中酶切位点

选择带来的问题。Red/ET 重组技术的原理与

Gibson Assembly 类似, 区别在于 DNA 的重组发

生在大肠杆菌体内, 这是因为该反应需在质粒

DNA 复制过程中进行。在 Red/ET 重组过程中, 

RecE 具有 5′至 3′的核酸外切酶活性, 被其切过

的单链 DNA 与单链 DNA 结合蛋白 RedT 结合后

与环状 DNA 上的同源区域退火进而完成重组。

该项技术可以用来对构建好的载体进行点突变

或添加其他生物元件, 特别是当需要改造的载

体较大的时候(如包含生物合成基因簇的质粒), 

这是传统的 DNA 重组技术难以做到的。Red/ET

的衍生技术还可以用来从微生物的基因组中“钓

取”任意次级代谢产物合成基因簇——即利用

Red/ET 重组技术使线性 DNA (质粒骨架和线性

的基因组片段)之间发生同源重组, 具体来说是

将线性化的含有目的基因簇两端同源序列的载

体和含有目的 DNA 片段的基因组混合物共转化

大肠杆菌, 最终将会在大肠杆菌中得到含有该

基因簇的重组质粒。利用该方法, Fu 等[51]从发光

杆菌(Photohabdus luminescens)中克隆了 10 个基

因簇, 成功地表达了其中的 2 个并最终获得相应

的代谢产物。 

除了利用大肠杆菌作为 DNA 重组的宿主, 

Venter 实验室利用酵母细胞的同源重组原理发

展出了一套 TAR (Transformation-assisted re-

combination)克隆技术(图 1D), 利用该技术他们

将 25 条长约 24 kb 的 DNA 在酵母中成功拼接了

生殖支原体的基因组[52], 由于酵母能够容纳非 
 

 

图 1  DNA 组装技术 
Fig. 1  The assembly techniques of DNA 
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常大的外源 DNA, 因此完全可以用来组装微生

物的次级代谢基因簇。 

放线菌是次级代谢产物的重要来源, 随着

越来越多的次级代谢生物合成基因簇被发现 , 

不论其是否是沉默的, 合成生物学方法可以帮

助人们获得新结构和新活性的抗生素并对之加

以改造, 这在病原微生物耐药性日趋严重的今

天意义十分重大; 此外, 合成生物学方法可以指

导人们更为理性地提高放线菌次级代谢产物的

现有水平, 这将大大缩短新型抗生素研发及产

业化的进程。 
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