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　　摘要：基因组重排技术是在传统诱变技术和细胞融合技术基础上发展而来的，是对整个微生物基因组的重排，来
选育具有优良性状菌株的新型育种技术。基因组重排技术在无须了解工程菌遗传背景的情况下通过多亲本原生质体

递归融合，可以使工程菌快速得到优良表型。综述了基因组重排技术的原理、优势以及微生物育种及获得代谢产物等

方面应用的研究现状，并展望了基因组重排技术的发展前景。
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　　微生物资源具有可再生性，其开发利用具有广阔的前景。
选育具有优良性状、高产等性能的优良菌株，是开发利用微生

物资源的首要任务。然而野生菌株一般很难达到工业生产的

要求，所以就需要一定的育种方法对野生菌株进行改良，以得

到具有所需优良性状的菌株。目前传统育种技术操作简单，

也比较成熟，但是获得目的性状菌株的过程复杂、耗时长、工

作量巨大、效率低、盲目性高。现代分子生物学手段虽然取得

了一定的发展，但是须要对微生物进行定向的基因操作，技术

要求十分高，欠缺基因型和表型相应的背景，不利于广泛推

广。基因组重排技术在这样的背景下应运而生。Ｚｈａｎｇ等在
２００２年首次提出基因组重排技术，其基本原理是基于原生质
体融合技术将多个亲本的全ＤＮＡ基因组进行重组，从而快速
得到具有融合各亲本优良性状的子代。他们成功将该技术用

于提高弗氏链霉菌合成泰乐菌素的能力，并取得了显著成果，

使弗氏链霉菌合成泰乐菌素的能力得到极大提高［１］。

基因组重排技术是一种在分子定向进化基础上发展而来

的新型分子育种技术，它将重组的对象从单个基因扩展到整

个基因组，从双亲本扩展到多亲本，从一轮原生质体融合扩展

到多轮原生质体融合，因此可以对菌株的目的性状进行更快

以及更大范围的优化组合［２］。

１　基因组重排的方法与原理

基因组重排技术主要由构建亲本库、原生质体递归融合、

目的表型的筛选３个过程组成。每个过程都有自己的特点和
一定的技术手段。Ｇｏｎｇ等给出了基因组重排技术的操作流
程［３］，如图１所示。
１．１　构建亲本库（ｐａｒｅｎｔａｌｌｉｂｒａｒｙ）

基因组重排技术的初始菌株应该包含更多的基因型，收

集相关菌株以形成亲本库，能为后面的原生质体融合提供可

靠的基础。初始菌株的种群多样性和菌株丰富的表型是进行

基因组重排技术的第１步。

　　目前构建亲本库的主要方法还是经典的方法如突变和直
接筛选等，其中突变是获得丰富基因型的主要方法，在这个过

程中，须要使用化学诱变剂或者物理诱变方式对原始菌株进

行诱变处理。如刘源慧分别利用紫外诱变和微波诱变方法对

米曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ）ＦＳ－１６进行诱变，从得到的诱变菌
株中选取α－淀粉酶产量较高的突变株与原始菌株 ＦＳ－１６
作为亲本，然后进行基因组重排，最后得到α－淀粉酶酶活较
高的子代菌株［４］。

构建亲本库时，为了获得丰富的基因型主要是采用组合

的方式。筛选菌株的主要方法根据目的表型，比如产量和环

境耐受性等。可是菌株的生长性状也应该被给予足够的重

视，因为拥有较高产量和环境耐受性菌株的生长性状可能会

受到损害。因此，构建亲本库时应采集野生菌株，以促进复杂

子代的生长特性。其次，通过合理的方式获得的菌株也可以

作为基因组重排的出发菌株。应用合理的筛选方法可以扩大

亲本菌株的筛选范围，从而能增大经过基因组重排技术处理

后获得目的表型的概率。

１．２　原生质体的递归融合（ｒｅｃｕｒｓｉｖｅｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｆｕｓｉｏｎ）
基因组重排是基于原生质体融合技术（ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｆｕｓｉｏｎ）
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的育种技术。原生质体的多轮递归融合使细胞之间的基因转

移频率大大增加。在原生质体的递归融合过程中，来自亲本

的原 生 质 体 经 历 混 合 （ｍｉｘ）、融 合 （ｆｕｓｉｏｎ）、再 生
（ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ）等过程。然后从再生的原生质体中选出性状优
良的菌株，作为下一轮原生质体融合的出发菌株。同时亲本

菌株基因的多样性在原生质体递归融合的操作下能够被扩充

到子代中，这样有利于得到目的表型。

经典的基因组重排技术主要依赖于 ＰＥＧ（聚乙二醇）诱
导原生质体融合，但ＰＥＧ诱导存在效率低、重组菌不稳定、易
退化、须制备双亲本原生质体等缺点，这极大阻碍了基因组重

排技术在微生物中的育种应用。目前，使用化学药剂和电脉

冲法诱导原生质体融合是主要的方法。Ｓｋｅｌｌｅｙ等在细胞融
合前利用微流体装置对细胞进行排列，这很大程度上提高了

原生质体融合的效率［５］，同时原生质体的再生率也是基因组

重排取得成功的关键。Ｉｍａｄａ等研究表明，原生质体的再生
率在液体再生培养基中优于固体平板［６］。

１．３　目的表型的筛选（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｄｅｓｉｒｅｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）
确保基因组重排技术成功的重要步骤是目的表型的筛

选。尽管可以在特定的培养基上培养子代以获得特定的抗性

菌株，但是过量代谢产物的产生一直以来都被认为是进行表

型筛选的难点。传统筛选改良菌株的方式取决于菌株的生理

生化特性，如在琼脂平板上的水解圈、透明圈和抑菌圈等。

Ｊｏｈｎ等利用乳酸融合菌能够直接水解淀粉这一特性，根据乳
酸融合菌水解淀粉产生的透明圈的大小筛选出了高产乳酸融

合菌［７］。另外，利用遗传标记的方法也可以筛选融合菌株。

Ｄａｉ等利用菌体营养缺陷型的遗传标记成功标记了革兰氏阴
性细菌的目的融合子［８］。

通过灭活原生质体筛选融合子的方法也有一定应用，原

生质体通过加热或紫外线照射最终达到灭活的目的。理论

上，一种特定的灭活方式可能在染色体的同一位点带来损害，

如果几个亲本原生质体采用同样的方法灭活，将会给融合子

再生带来困难；但是染色体上不同位点的损伤却可以得到互

补修复，所以一般需要采用不同灭活方式提高融合子再生率。

Ｋａｎｇ等分别采用紫外线和热灭活的方式处理亲本原生质体，
最终筛选出理想的表型融合子［９］。近年来，高通量的筛选方

法得到了很快发展，如荧光激活细胞分选技术、液相色谱质谱

法等，这些新技术使融合子的筛选效率得到了显著提高。

２　基因组重排技术的优势

传统育种方法曾发挥着很大的作用，但缺点是工程量巨

大、耗时长且难以获取复杂表型［１０－１２］。作为新兴的育种技

术，基因组重排在微生物育种方面拥有许多传统育种技术所

无法比拟的优势。

２．１　基因组重排技术是多亲本基因水平上的转移
基因组重排技术能够实现多亲本基因水平上的转移。利

用原生质体融合技术的优点，以实现多亲本、远源亲本间的基

因组转移、重排，很大程度上增加了多重优良性状在子代出现

的概率。如Ｙａｍａｓｈｉｔａ等通过灰色链霉菌和天神岛链霉菌种
间基因组重排，筛选到１株重组子菌株，此菌株可产生抗生素
吲哚佐霉素（ｉｎｄｏｌｉｚｏｍｙｃｉｎ）［１３］。王航等将筛选到的链霉素抗
性菌株（Ｓｔｒ－７０）与庆大霉素抗性菌株（Ｇｅｎ－１３９）作为出发

菌株进行多轮基因组重排，最终得到的菌株（ＳＧ４－３４）同时
具有２种抗性且多杀菌素产量与原始菌株相比提高６倍［１４］。

２．２　基因组重排技术避免菌株产生“疲劳效应”
传统诱变育种技术由于长期使用诱变剂，菌株自身抗性

会得到增强，最终造成菌株产生“疲劳效应”。基因组重排是

利用原生质体递归融合技术来改良的菌株，整个过程只有１
次诱变，所以避免产生“疲劳效应”等现象。

２．３　基因组重排技术快速高效
传统诱变育种是对单一原始菌株用传统的诱变方法进行

诱变，以得到有利的突变性状，过程繁琐、时间漫长且存在较

大的盲目性。基因组重排技术获得正突变菌株只须１次诱
变，然后利用原生质体递推式融合技术改良菌株，这个过程涉

及多亲本全基因组范围的遗传信息交换，获得正突变性状的

速度大大提高，同时也更加高效。如Ｚｈａｎｇ等发现，对菌株进
行２轮基因组重排所达到的成果，相当于传统诱变育种需要
２０年才能完成［１］。

２．４　基因组重排技术简化了育种过程
通过定向进化工程、ＤＮＡ重组技术、生物学和代谢工程

手段等，虽然也可以获得理想的优良性状，从而实现定向进

化，但是这些技术须要巨大的人力物力去了解目标菌株的遗

传背景与规律。基因组重排技术的对象是亲本的全基因组，

进行随机交换重组，并筛选出带有目的性状的优良菌株，这个

过程不用了解微生物的遗传背景，省去了大量繁重的工作，极

大地提高了育种速率与效率。

３　基因组重排技术的应用

基因组重排技术经过十几年的发展充分融合了细胞工程

和诱变育种的特点，在微生物育种以及获得代谢产物等方面

体现出了很明显的优势。而且基因组重排技术在提高菌株代

谢产物产率、增强菌株耐受性、提高底物利用率和范围以及改

造微生物的代谢途径等方面均取得了较大的发展。

３．１　提高产物产率
基因组重排技术可以快速得到带有目的表型的菌株，同

时可以有效地优化、调节多基因控制的性状，以提高菌株的产

量。目前，在提高代谢产物产率方面已经有了许多成功的

应用。

Ｅｌ－Ｇｅｎｄｙ等以诺卡氏菌阿莱２０００菌株为原始菌株，通
过基因组重排技术筛选出绫霉素产量很高的目的菌株。首先

通过传统的诱变技术在原始菌株的基础上得到改良菌株，在

改良菌株的基础上又进行基因组重排，并以绫霉素产量作为

筛选指标，通过３轮基因组重排后最终得到目的菌株，目的菌
株的绫霉素产量是原始菌株的 １９倍，是改良菌株的 １．９
倍［１５］。Ｚｈｅｎｇ等利用浓缩的高效液相色谱法筛选出产生丁二
酸浓度较高的菌株，然后将所筛选的菌株作为初始菌株，经过

３轮基因组重排，得到子代菌株丁二酸的产量比亲本菌株提
高约７３％［１６］。Ｃｈａｌｏｐａｇｏｒｎ等利用基因组重排技术提高嗜热
芽孢杆菌属的脂肪酶产量，将芽孢杆菌属 ＣＦ０３菌株经过紫
外线照射和甲磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变，以所获得的诱变菌株为
初始菌株，经过２轮基因组重排，得到融合菌株（ＦＢ１），与野
生型菌株相比，ＦＢ１菌株的生长率和脂肪酶的产量最高分别
增加了１５０％和２３８％［１７］。表１总结了基因组重排技术在提
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表１　基因组重排技术在提高产物产率方面的应用

微生物 研究结果 参考文献

链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）Ｕ１２１ 成功得到１株生长率为原始菌３．５倍、羟基柠檬酸产量为原始菌４倍的融合菌株 Ｈｉｒｏｙｕｋｉ等［１８］

树状多节孢

（Ｎｏｄｕｌｉｓｐｏｒｉｕｍｓｙｌｖｉｆｏｒｍｅ）
成功选育出遗传稳定的高产紫杉醇菌株，子代菌株的紫杉醇产量比出发菌株提高

了６４４１％
赵凯等［１９］

绿色木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｖｉｒｉｄｅ） 利用紫外线照射、低能离子束注入等传统诱变方法得到突变体，以突变体为出发菌株，

经过２轮基因组重排获得目的菌株绿色木霉Ｆ１６１，纤维素酶总酶活是野生株绿色木霉
ＴＬ－１２４总酶活性的１．９７倍

Ｘｕ等［２０］

链霉菌（Ｓ．ｍｙｃａｒｏｆａｃｉｅｎｓ） 经过２轮基因组重排试验成功选育出了高产且遗传稳定的麦迪霉素生产菌株 朱岩等［２１］

约氏不动杆菌

（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）
通过２轮基因组重排后大幅度提高了约氏不动杆菌的低温碱性脂肪酶的产量 Ｗａｎｇ等［２２］

玫瑰孢链霉菌（Ｓ．ｒｏｓｅｏｓｐｏｒｕｓ） 经过４轮基因组重排，得到了达托霉素产量较高且遗传稳定的融合菌株 Ｙｕ等［２３］

黑霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ） 筛选出具有很高转苷酶活性的黑曲霉子代菌株，其转苷酶的活性与初始菌株相比提高

了１９４．１％
Ｌｉ等［２４］

短乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ） 筛选出诺西肽产量很高的活跃链霉菌菌株，其中１株融合菌株的诺西肽产量是亲本菌
株的９．２倍

Ｗａｎｇ等［２５］

刺糖多孢菌

（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ）
利用基因组重排技术获得了高产多杀菌素且遗传稳定的融合菌株，其多杀菌素产量较

出发菌株提高了３６．０７％。
夏燕春等［２６］

短乳杆菌（Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ） 选育胸苷磷酸化酶活性高的短乳杆菌 Ｌｉ等［２７］

刺糖多孢菌

（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ）
通过基因组重排与抗生素耐药性相结合的方法，筛选出多杀菌素产量是亲本菌株６．６
倍的高产菌株

Ｗａｎｇ等［２８］

异常毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ） 通过基因组重排技术最终得到１株高产糖醇的异常毕赤酵母 ＧＳ２－３，其糖醇产量比
原始菌株高了３２．３％

Ｚｈａｎｇ等［２９］

高产物产率方面的应用。

３．２　增强菌株对环境的耐受性
目前，基因组重排技术在增强菌株对酸、盐、产物、底物、

溶解氧、副产物及温度等因素的耐受性方面已有很多成功的

应用。Ｐａｔｎａｉｋ等利用基因组重排技术筛选出了耐酸性更强
的乳酸菌菌株［３０］。Ｄａｉ等利用基因组重组技术成功得到了能
耐受８ｍｍｏｌ／Ｌ五氯苯酚（ＰＣＰ）的融合子，并且此融合子能够
在４８ｈ内完全降解３ｍｍｏｌ／ＬＰＣＰ［３１］。２００８年王立梅等利用
基因组重组技术得到了能够在ｐＨ值为３．６的环境下生长且
Ｌ－乳酸产量达到５．６７ｇ／Ｌ，发酵温度达到４０℃的菌株［３２］。

Ｃａｏ等以异常汉逊酵母菌株作为原始菌株，通过３轮基因组
重排得到目的菌株，其具有很高的耐盐性能和 ｐＨ值生长范
围［３３］。Ｚｈｅｎｇ等以来自原始菌株酿酒酵母的紫外线突变体为
出发菌株，经过２轮基因组重排得到重组菌株ＹＺ２，此重组菌
株在乙酸压力下显示出更快生长速度和细胞生存能力［３４］。

Ｚｈｅｎｇ等在谷氨酸棒状杆菌原始菌株的基础上经过紫外线照
射和耐高温等传统诱变技术手段筛选出５株菌株，将此５株
菌株又通过３轮基因组重排技术得到１株目的菌株，经过试
验与分析，目的菌株的 Ｌ－谷氨酸的产量比原始菌株产量提
高了１．８倍，耐热性也得到了一定的提高［３５］。黄俊等采用基

因组重排技术有效而快速地获得了在产乙醇能力和乙醇耐受

力方面都更好的里氏木霉菌株［３６］。Ｌｉ等通过连续４轮基因
组重排，获得丙酮丁醇梭菌的融合菌株，融合菌株在耐热性、

溶剂耐受性及环境稳定性方面比野生菌均有进一步提高［３７］。

３．３　提高底物利用率及其范围
微生物对底物的利用率和范围是菌株非常重要的目的表

型，基因组重排技术在提高微生物底物利用率及范围方面也

有着重要的成果。如 Ｊｏｈｎ等以德氏乳酸杆菌和产淀粉酶的
枯草芽孢杆菌为亲本菌株，利用基因组重排技术，筛选到了能

直接转化淀粉为乳酸的子代菌株［７］。Ｚｈａｏ等将轮枝霉

（Ｄｉａｓｐｏｒａｎｇｉｕｍｓｐ．）和黑曲霉作为亲本菌株，利用基因组重
排技术得到的新菌株可以利用全部８种碳源，而亲本仅仅能
利用 ４种碳源［３８］。Ｋａｎｇ等把出芽短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ
ｐｕｌｌｕｌａｎｓ）Ｎ３．３８７作为基因组重排的出发菌株，通过基因组
重排后获得融合菌株Ｆ３－２，相比于野生菌株，融合菌株对底
物的利用率提高了 ２９．０％［３９］。Ｚｈｏｕ等利用基因组重排技
术，从链霉菌中筛选出不仅 ε－聚赖氨酸产量高，且对产物
ε－聚赖氨酸具有一定抗性的融合菌株［４０］。

３．４　改造微生物的代谢途径
在基因组重排技术中随着整个基因组片段的重排，可以

使细胞表型得到快速改进，细胞的代谢途径也可以得到一定

的优化。基因组重排能够激活菌株内部某些沉默基因而获得

新的代谢产物。如Ｗａｎｇ等在利用基因组重排技术提高瘤座
霉属（Ｔｕｂｅｒｃｕｌａｒｉａｓｐ．ＴＦ５）菌株的紫杉醇产量试验中，在子代
融合子的代谢产物中发现了８种新结构的物质。这些物质与
直接亲本和原始菌株所产的同类物质结构均不同，这说明子

代融合子所产生的新物质是基因组重排后某些沉默基因被激

活 表 达 造 成 的［４１］。 Ｃａｏ 等 对 鲁 氏 接 合 酵 母

（Ｚｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｒｏｕｘｉｉ）进行３轮基因组重排后获得１株
融合菌株，其能产生亲本菌株无法产生的新的化合物［４２］。

４　展望

基因组重排技术的研究对象为微生物细胞内整套基因

组，不须要探究菌株的遗传背景，利用多轮循环式基因组重排

筛选，将多个优良性状集中到子代目的菌株中，这是传统育种

技术、原生质体融合技术和ＤＮＡ重排技术所不具有的独特优
势，是微生物育种技术中的具有里程碑式意义的进步。正突

变基因库的建立是基因组重排技术中关键一步，其多样性以

及与目的性状的相关性直接关系到重排能否成功，所以正突

变基因库的构建方面还需要更多的探索。传统的化学融合、
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电融合等融合效率较低，新兴的融合技术如微流体技术、激光

诱导技术等虽然融合效率较高，但是使用范围较窄，所以可能

还须要进一步探索新的原生质体融合技术。在融合子的筛选

方面，目前常用的方式是热灭活与紫外灭活标记，这２种方式
会对原生质体带来一定的生理损伤，影响融合效率，因此还须

要高通量的筛选方法来保证基因重排技术的进一步发展。目

前，尽管基因组重排技术在克服不同亲本细胞重组成功率较

低问题，以及高效筛选融合菌株等方面还存在一定程度的挑

战，但是随着基因组重排技术与其他生物技术如代谢工程、基

因组学等相结合以及多种高通量、高效率筛选策略的出现，基

因组重排技术将会有更快的发展和更广阔的应用。
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　　摘要：核桃（Ｊｕｇｌａｎｓｒｅｇｉａ）位居世界四大干果之首。近年来，我国核桃种植面积规模和总产量迅猛增加。２０１３
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林业局和中国经济林协会正式公布和命名的“中国核桃之乡”３８个，国家级核桃示范基地５３个，分布于１６个省份。
对我国核桃生产现状及在国际上的地位和发展趋势进行了分析，并结合“中国核桃之乡”的生产现状，提出了面临的

问题与思考，为有关部门进一步了解核桃产业现状及问题提供参考。
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　　核桃（Ｊｕｇｌａｎｓｒｅｇｉａ）属于胡桃科核桃属，素有木本油料之
王之称，位居世界四大干果之首，原产于波斯，其栽培历史超

过７０００年，是人类最悠久的树生食物来源之一。核桃富含
天然抗氧化剂和脂肪酸，对大脑健康发育，尤其是对预防和降

低癌症和心脏病风险有显著作用。随着消费者健康意识的提

高，对核桃的需求量增大，刺激了全球核桃种植面积增加。

近年来，从国家到各省（直辖市、自治区）都出台了相关

的核桃产业发展战略和规划，我国核桃种植面积和产量迅猛

增长。“十二五”期间，国家林业局重点发展油茶、核桃、板

栗、枣、柿子和仁用杏６个战略性干果产业。２０１４年６月，国
家发展改革委、财政部和国家林业局联合印发了《全国优势

特色经济林发展布局规划（２０１３—２０２０年）》，在全国优先规
划和重点扶持以核桃、油茶、板栗等为主体的优势特色经济林

产业。２０１５年１月，国务院办公厅印发《关于加快木本油料
产业发展的意见》，突出加快以核桃、油茶为主体的木本油料

产业发展，以大力增加健康优质食用植物油供给，切实维护国

家粮油安全。可见核桃在我国当前林业经济中的重要地位。

在国家行动计划之下，核桃产业正面临前所未有的繁荣，

尤其核桃主要种植地区将面临极好的发展机遇。在核桃行业

受到如此重视和关注，各地都争相发展的同时，经过１０多年
的快速发展，更应该面对现实的问题，考虑今后发展的出路。

本文对我国核桃种植、产量现状进行分析，提出相关思路，以

期为核桃产业发展提供参考。
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