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摘 � 要: 介绍了基因组改组技术的发展历程、技术特点及应用情况, 分析限制该技术广泛运用的因素, 同时对

该技术在食用菌育种上的可行性进行初步探讨, 展望该技术在食用菌育种上的应用前景。
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Abstract: The development, technical character istics and application of g enome shuffling is introduced� Facto rs that

constr ain its w ide applications are discussed� The viability and pro spect for its application in breeding new mushroom

varieties are present ed.
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� � 基因组改组 ( Genome shuff ling ) 技术是首先

选择一个原始亲株, 通过诱变获得多个表型得到提

高的正性突变株, 构建突变候选株文库, 以这些正

性突变株进行第 1轮多亲株融合, 获得第一代融合

株; 再从中选择表型获得提高的菌株作为第 2 轮

融合的亲本, 依此类推进行多轮的多亲株融合,

最终获得性状被提升的目的菌株。这样就将引起正

性突变的不同基因重组到同一个或少数几个菌株

中, 最终获得具有多重正向进化标记的目标菌

株[ 1- 3]。

1 � 基因组改组技术的发展历程

1994年, M axygen 公司的 Stemmer 首先提出

了在体外定向进化分子的方法 DNA shuf fling 技

术。其方法是: 将同源的 DNA 用 DNAase I 进行

消化成片段, 然后将得到的随机片段无引物 PCR,

使之重新随机装配, 从而获得了多种排列组合的突

变基因库, 最后利用设计好的引物 PCR, 得到预

期的重组体[ 2]。

基于相似的原理, Stemmer 等
[ 2]
将 DNA

shuff ling 技术延伸到家族改组上, 并提出了全基

因组改组育种思路。该方法将传统诱变与原生质体

融合技术相结合, 快速选育高效的正向突变菌株。

Genome shuff ling 技术是 DNA shuff ling 技术在全

基因水平的延伸, 它将重组的对象从单个基因扩展

到整个基因组, 因此可以在更广泛的范围内对菌种

的目的性状进行优化组合[ 3] 。

2002年, Zhang 等[ 4] 在 N ature上发表了首例

基因组改组育种报道, 利用基因组改组技术以弗氏

链霉菌 ( Str ep tomy ces f r adiae ) 营养缺陷型菌株

为亲本通过四轮递推式融合, 迅速地使弗氏链霉菌

的泰乐菌素产量得到提高。

目前, 科研工作者已经将基因组重组技术与

DNA 重组技术和代谢工程等其他生物技术相结合,

已经衍生出多种定向进化方法, 如外显子改组

( ex on shuf f ling )、DNA 家族改组 ( family DNA

shuf fling)、St EP (交错延伸过程)、RACHITT

(临时模板随机嵌合技术)、与产生杂交酶的渐增切

割法相结合的 SCRATCH 技术等, 这些都将大幅

改进微生物性状。随着 Genome shuf fling 技术的

不断完善与成熟, 将引起传统微生物育种的一场革

命[ 5 ]。
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2 � 基因组改组技术的特点

2� 1 � 比传统选育更快速有效
传统的育种方法包括自然选育、诱变育种、杂

交育种。自然选育虽然方法简单, 但筛选周期很

长; 诱变育种通常是将每一轮产生的突变体库中筛

选出最优的一株菌株作为下一轮诱变的出发菌株,

但长期诱变处理会造成菌种活力衰退, 产量下降;

而杂交育种技术在微生物不同种之间难以形成稳定

的重组体。而基因组改组技术则是将一次诱变获得

的若干正性突变株共同作为出发菌株, 经过递推式

的多轮融合实现较大范围内的基因重组, 打破了不

同种之间的育种界限, 育种周期短效率高, 并可以

基本避免诱变选育中因多次诱变导致的 �钝化� 反

应和 �饱和现象�, 在一定程度上克服了传统选育

存在的缺点
[ 5]
。

2� 2 � 能提高子代菌株的遗传多样性
基因组改组技术源于原生质体融合技术, 但两

者最大区别在于基因组改组技术使用多亲本而非双

亲本, 由于 DNA 重组的随机性, 并且进行多轮递

推式融合, 能产生各种各样的突变组合。因此经基

因组改组的子代菌株间的遗传距离将高于两亲本间

的遗传距离, 这将大大增加子代群体内的遗传多样

性, 从而提高了获得优良性状菌株的几率, 为进一

步改良菌株提供丰富的资源[ 5] 。

2� 3 � 产生的子代稳定性与安全性高
在自然进化过程中, 常常通过有性生殖和基因

重组来合理利用突变菌库中的基因差异, 积累和强

化有益变异, 消除和淘汰有害突变, 因此有可能产

生跳跃性的进化。基因组改组技术正是巧妙地模拟

和发展了自然进化过程, 合理地利用了突变菌库中

的大部分菌株, 试验过程结合了工程学原理和人工

设计, 在实验室里实现微生物全细胞快速定向进

化, 剔除基因组中有害基因, 累积有益变异基因,

达到人工进化目标。用 del Cardayr�的话说: �它

们原本就是在自然界中实实在在发生的事情, 我们

只是帮助这些菌株打破了它们之间的界限, 加快了

它们的遗传物质组合在一起的速度� [ 4]。因此用基
因组改组技术筛选出的菌株的稳定性更高。

由于基因组改组的目标是模拟自然进化过程,

将多个亲本菌株的有益变异基因组合在一起, 因此

相对于人工诱变育种而言, 基因组改组的多轮递推

融合在很大程度上模拟了自然进化过程, 不但提高

了菌株的稳定性, 同时也将诱变中产生的有害变异

降到最低。相对基因工程产生的菌株而言, 基因组

改组是利用生化手段让亲本中优良的基因自然地集

中在一起, 不存在利用外来基因进行拼接的可能,

因此经基因组改组产生的菌株的安全性更高。

2� 4 � 技术实用且费用较低
该技术对设备的要求不高, 费用也较低 (一轮

基因组改组的费用略相当于一轮理化诱变的费用) ,

同时该技术易于实施, 在了解微生物遗传性状的基

础上就可实现微生物的定向育种, 不需要对微生物

基因的结构和功能作非常详细了解[ 6] , 因此, 在一

般实验室条件下就可以开展该技术的相关试验。

3 � 限制基因组改组技术广泛应用的
因素

基因组改组技术是一种有效的改良菌株方法,

然而却未推广开来, 主要是因为改组后菌株的高通

量筛选方法限制了基因组改组的广泛应用。每轮基

因组改组都能产生大量的改组菌株, 这就要求筛选

方法要目标明确且简单高效, 这在改组产生生物活

性物质的菌株和跨种跨属菌株间的融合改组时就显

得尤为困难。目前已经开发了一些高通量筛选方

法, 有些方法集计算机控制、自动化操作、高灵敏

度检测、数据自动采集和处理于一体, 可以实现快

速、微量、灵敏和大规模的筛选。其中一类比较重

要的是 荧 光 激 活细 胞 分 类 法 ( f luo rescence

act ivated cell so rt ing, FACS) , 例如: Arnold 等

利用山葵过氧化物酶 ( HRP) 可以将苯酚或儿茶酚

等具有羟基的芳香族化合物连接成可发出荧光的二

聚体的原理, 开发了一种高通量的荧光数字成像筛

选方法, 这种方法可以快速从改组后得到的大量菌

株中筛选出加氧酶 (该酶催化芳香族化合物的羟基

化反应) 活性得到提高的菌株[ 2]。此外, 凝胶微滴

技术 ( g el microdrop technolog y)、细胞指示剂法

( cell�cel lindicato r assay) 等也在高通量筛选中有
着成功的应用, 但总的来说, 由于高通量筛选方法

都具有较强的专一性, 亟需开发和完善针对各种微

生物的高通量筛选方法来促进基因组改组推广运

用[ 3 , 5]。

4 � 基因组改组技术在真菌育种上的
应用

目前基因组改组技术应用于真核微生物已有许

多成功的例子, 尤其是在工业微生物上已开发出不

少的产品, 并呈日益增加的发展趋势。

4� 1 � 利用基因组改组技术研究真菌的遗传规律
施巧琴等

[ 6]
以碱性脂肪酶产生菌扩展青霉
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( Penici ll ium ex p ansum ) FS8486 的 5株 NT G 诱

变突变株和 1株分离自新疆火焰山口土样的能产少

量的 胞 外 脂 肪 酶 耐 热 野 生 菌 株 溜 曲 霉

( A sp er gi llus tamari i ) FS - 132 作为亲本出发菌

株, 经过两轮递推式原生质体融合, 最后获得的改

组菌株 as50 和 B91。与原来出发菌株相比, 耐热

性提高了 7 � , 产量提高了 3倍以上。对亲本和改

组菌株进行 RAPD 多态性分析, 初步确定基因组

改组中由于 DNA 重组的随机性, 使子代菌株间的

遗传距离高于两亲本间的遗传距离, 有效提高子代

菌株的遗传多样性, 为研究亲本与子代菌株间的遗

传规律提供了更广阔的空间
[ 7]
。

4� 2 � 利用基因组改组技术提高真菌的耐受性
陆筑凤等[ 8] 利用基因组改组技术, 以通过紫外

诱变方法筛选获得的 5个耐性有所提高的酿酒酵母

正突变株作为出发菌, 进行连续融合, 复合筛选融

合子, 最终获得了能耐受 46 � 和 16%vo l乙醇浓度

的酵母菌, 耐高温和耐酒精能力分别提高了 7%和

33%。

王灏等
[ 9]
以 3株酿酒酵母菌作为出发菌株, 经

紫外诱变和一系列平板筛选, 获得耐高温或耐乙醇

性状有较大提高的 7株正突变菌株, 以这些菌株作

为出发菌株, 进一步用硫酸二乙酯诱变, 获得了乙

醇耐受性能较高的菌株, 再经过 2轮基因组改组,

筛选获得 14株耐高温和耐乙醇浓度都较出发菌株

有了较大提高的菌株, 其中 R24 菌株在 35 � 摇瓶

发酵过程中, 能耐受的乙醇浓度为 12� 93% vol,

比原始出发菌株提高约 5% vol, 从而选育出既耐

受较高温度又耐受较高乙醇的菌株。该思路对于采

用基因组改组技术选育同时具有多种性状的优良菌

株有指导意义。

4� 3 � 利用基因组改组技术选育优良菌株
Maxgen公司利用基因组改组技术, 将野生型

泰乐菌素 ( ty losin) 产生菌 SF1 进行了一轮常规

诱变, 在诱变后的 22 000个菌株中得到 11 个正变

菌株, 将这 11个菌株进行 2 轮基因组改组后得到

7个变异菌株, 其泰乐菌素的产量均高于 Eli L illy

公司的 SF21的泰乐菌素产量
[ 4]
。Maxgen 公司的

育种周期只有 1年, 而 Eli Lilly 公司的菌株 SF21

则是花了 20年经 20 轮传统诱变从 1 � 106个 SF1

突变株中筛选得到的。由此可见, 基因组改组能在

短期内大幅提高微生物代谢物的产量。

王明兹 [ 10] 以拟茎点霉 Phomop sis sp� A123 作
为出发菌株, 经紫外和 NT G诱变获得 8株去乙酰

基真菌环氧二烯 ( deacety l mycoempoxydiene,

DAM , 一种抗癌物质) 产量较高的菌株, 利用这

8株菌株经不同方法灭活并进行基因组改组, 经过

2轮融合改组, 极大地提高了 DAM 的产量, 改组

前 A123菌株 DAM 的产量只有 0� 8 mg � L- 1 , 而

改组后的菌株 DAM 的产量可高达 180 ~ 220

mg � L - 1。

潘力等[ 11] 根据基因组改组技术, 将紫外线一

氯化锂、NT G 复合诱变得到的米曲霉沪酿 3� 042
的 8株突变株作为候选株文库, 利用这些菌株分生

孢子的原生质体经多亲株双灭活和 PEG 介导融合,

融合子经酪蛋白平板初筛, 以及中性蛋白酶酶活复

筛, 再通过 2轮融合重组, 筛选出 6株高产中性蛋

白酶的融合株。其中融合菌株 FII� 41 酶活达到
7 412 U � g - 1

( 干基) , 比原始出发菌株 4 212

U � g- 1 (干基) 提高 1� 76倍, 而且得到的改组菌
株具有良好的遗传稳定性, 证明了基因组改组技术

在米曲霉育种上的可行性。

5 � 基因组改组技术在食用菌育种上的
应用前景

2002 年, Stephanopoulos 在�Nature Bio tech�
nolog y�上发表了题为 � Metabo lic engineering by
genome shuf f ling� 的综述性文章, 高度评价了基

因组改组在代谢工程中的应用潜力, 认为该技术的

出现是细胞改良中的一个重要里程碑
[ 12]
。

基因组改组技术在食用菌育种上的运用国内还

未有相关的文献报道。基因组改组技术可以通过跨

属亲本或多亲本的递推融合和高通量筛选实现食用

菌基因组改组。在技术上这是对食用菌传统育种方

案的革新同时又避免了分子遗传育种的技术难题,

在育种目标上又能将所有亲本中的优良基因集合到

食用菌子代细胞上, 这对于食用菌菌种改良具有非

常重要的意义。例如, 在草菇育种研究方面, 草菇

属高温性菌类, 对温度的要求苛刻。草菇生物学效

率很低, 草菇商品采收期很短, 又不能低温储

运[ 1 3]。因此对草菇菌种的改良或基因改造一直是

食用菌育种学家十分关注的课题, 以往传统的理化

诱变往往耗时长且效果不明显; 基于现代分子生物

学的基因转化和重组技术, 要求的设备和药品都价

值不菲。采用基因组改组技术, 分别利用草腐生、

杂生和木腐生食用菌等的原生质体与草菇原生质体

进行多亲本递推融合, 使有利性状组合拼接, 实现

草菇全细胞快速定向进化, 快速地选育出稳定优良

的草菇菌株。

另外, 在草菇遗传研究方面, 人们对草菇有性

528 福建农业学报 第 25卷



生殖行为、核的变化、交配类型等都缺乏科学、全

面、系统的研究和了解, 无法科学准确的描述草菇

的生活史[ 14] , 如果我们通过对草菇的基因组改组,

就能筛选得到大量的不同表型的突变体, 将这些突

变体与亲本菌株进行生化、分子以及基因组学方面

的比较, 就可以从中更广泛、更深入地探讨草菇的

遗传规律。

近年来, 原生质体融合技术在食用菌育种上的

应用取得了较大进展, 先后获得了食用菌种内、种

间、科间、甚至属间原生质体融合子[ 15- 19] ; 并已

从属间原生质体融合菌株中选育出优良品种在生产

上广泛应用
[ 15]

, 如四川省农科院在上世纪末用金

针菇和凤尾菇进行融合得到了金凤二号这一优良食

用菌品种[ 18] 。这使基因组改组技术在食用菌育种

上的运用有了一定的技术基础, 工业微生物基因组

改组成功的例子也给食用菌基因组改组提供了借

鉴, 只要能建立改组后融合子的高通量筛选方法,

基因组改组技术就会在食用菌育种上得到广泛应

用。

5� 1 � 当前食用菌融合子的筛选方法存在的问题
目前, 适用于食用菌融合子的筛选方法主要有

以下两种: 一是先用不同的理化方法分别完全灭活

亲本的原生质体, 并进行融合, 将融合处理后的菌

液涂布在再生平板上, 只要再生平板上有菌落出现

就初步判定为融合子的菌落[ 20]。二是先对两亲本

进行理化诱变, 产生不同的营养缺陷型菌株, 进而

分别制备原生质体并融合, 然后涂布在基本培养基

上, 在基本培养基上若有菌落出现, 就初步判定为

融合子的菌落 [ 21- 22]。但是这些方法都存在一定问

题。如在第一种方法里, 用理化方法完全灭活亲

本, 理化灭活方法在一定程度上对亲本造成伤害,

产生的绝大多数融合子各方面性状比亲本差 [ 23]。

第二种方法里, 所用的理化诱变方法产生的菌株不

稳定、且判定营养缺陷型菌株的工作量大, 耗时

长[ 23]。因而这些筛选融合子的方法不适用于食用

菌基因组改组的高通量筛选。

5� 2 � 利用食用菌对抗生素的天然抗性的不同完成
基因组改组的高通量筛选

在对食用菌进行分子转化和克隆的研究中发现

不同科的食用菌对某种抗生素的抗性存在差别 [ 24] ,

如草菇、双孢蘑菇中的大多数品种对一定浓度的潮

霉素天然敏感, 而平菇、金针菇中的绝大多数品种

对一定浓度的潮霉素不敏感。因此在基因组改组

中, 就可以利用食用菌对抗生素的天然抗性的不同

来完成高通量筛选。

本人在试验中发现, 草菇 (屏优 1号) 对 50

ng � �L- 1
的潮霉素敏感, 而平菇 ( PL19、PL270

等) 对 50 ng � �L- 1
的潮霉素不敏感。因此就可利

用 50 ng � �L - 1的潮霉素的再生平板直接对融合产

物进行初步筛选, 能在 50 ng � �L - 1的潮霉素再生

平板上生长的草菇菌株就可初步判定为草菇与平菇

的融合子。利用此法就可以对融合子进行高效且直

观的筛选, 且能为多轮递推融合提供效率上的保

障, 使利用基因组改组技术对草菇进行高效育种成

为可能。

因此, 食用菌基因组改组不仅应借鉴工业微生

物基因组改组的方法和思路, 还必须开发适用于食

用菌的多种融合子高通量筛选方法, 为食用菌高效

育种开辟新道路。
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