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　　为有助于解决全球多重耐药菌感染问题，有必

要加速抗生素的研发。针对微生物拥有的巨大生物

合成潜力的核糖体工程（ｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ），利

用链霉素、庆大霉素和利福霉素等与微生物核糖体

或ＲＮＡ聚合酶的相互作用，有助于快速、简便地筛

选出对应的突变菌株，进而改进其环境耐受性，提高

其次级代谢产物的产量或产生新的天然产物。本文

主要综述核糖体工程在抗生素产量提升，以及新抗

生素发现等方面的研究进展。

自１９２８年弗莱明发现青霉素以来，抗生素不仅

在临床上用于治疗细菌和真菌感染，而且在农林牧

渔等行业也得到了广泛应用。２０１３年我国消耗各

类抗菌药物约１６万吨，占世界用量的一半，然而其

中有５万余吨通过多种方式最终进入了我们的水土

环境，极大地增加了多重耐药菌产生的概率［１３］。现

今，抗菌药物滥用和多重耐药菌感染问题已成为全

球主要的公共卫生危机之一，我国尤其严重。规范

抗生素使用的同时，通过核糖体工程加速抗生素的

研发将有助于解决上述问题。见图１。

１９９６年，日本食品研究所Ｏｃｈｉ研究小组Ｓｈｉｍａ

等［４］观察到１株耐链霉素变铅青链霉菌（犛狋狉犲狆狋狅

犿狔犮犲狊犾犻狏犻犱犪狀狊ＴＫ２４）能产生大量的Ａｃｔ。与不耐链

霉素且不产生Ａｃｔ的犛．犾犻狏犻犱犪狀狊ＴＫ２１菌株相比，

ＴＫ２４的核糖体蛋白Ｓ１２发生赖氨酸－８８到谷氨酸

（Ｋ８８Ｅ）的突变。Ｏｃｈｉ进一步以链霉素为抗性指

征，直接从ＴＫ２１筛选获得２００个以上耐链霉素的

突变菌株，其中约４０％能产生Ａｃｔ。Ｏｃｈｉ和其他研

究者进而分别采用利福霉素（ｒｉｆａｍｙｃｉｎ，Ｒｉｆ）和庆大

霉素（ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ，Ｇｅｎ）等抗生素进行类似的抗性

筛选，提高了目标菌株产生包括抗生素在内的次级

代谢产物的产量，或产生了新的天然产物。

这些研究中使用的抗生素一般作用于微生物的

核糖体或ＲＮＡ聚合酶上。Ｏｃｈｉ研究小组因此提出

了核糖体工程的概念：与微生物在营养匮乏时的应

激反应相似，利用抗生素筛选出相应的耐药菌株，其

核糖体或ＲＮＡ聚合酶上发生的改变将导致其基因

表达发生变化，表现在改善菌株的环境耐受性，提高

次级代谢产物产量或刺激新天然产物的产生［５］。见

图２。近年来有学者
［６８］对核糖体工程的原理及其

应用进行了综述，认为该技术不需要了解目标菌种

的清晰遗传背景，简便易行，能与其他菌种改良方法

联合使用。
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　　核糖体工程用于提高抗生素产量：１为放线紫红素（ａｃｔｉｎｏｒｈｏｄｉｎ，Ａｃｔ），２为红霉素，３为达托霉

素；核糖体工程用于发现新的抗生素：４为ｐｉｐｅｒｉｄａｍｙｃｉｎＡ，５为ｍｕｔａｘａｎｔｈｅｎｅＡ

图１　核糖体工程在抗生素方面的应用
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　　Ａ：微生物在营养匮乏时的应激反应；Ｂ：Ｏｃｈｉ提出的核糖体工程原理；★：ＲＮＡ聚合酶或核糖体的变化

图２　微生物在营养匮乏时的应激反应和核糖体工程原理

１　各种抗生素在核糖体工程中可能的作用机理

１．１　链霉素筛选机理　链霉素引起核糖体改变的

机制分为两种：高浓度链霉素主要诱导负责编码核

糖体３０Ｓ亚基中Ｓ１２蛋白的狉狆狊Ｌ基因突变，而低

浓度链霉素则导致编码１６ＳｒＲＮＡ甲基转移酶的

狉狊犿Ｇ基因发生突变
［９］。另外，狉狆狊Ｌ基因突变可能

促进犳狉狉基因表达，其表达产物核糖体循环因子（ｒｉ

ｂｏｓｏｍｅｒｅｃｙｃｌｉｎｇｆａｃｔｏｒ）在蛋白合成的最后一步能

通过促进信使ＲＮＡ和转运ＲＮＡ与核糖体解离，提

高基因表达［１０］。

１．２　利福霉素及其他抗生素的筛选机理　产生利

福霉素抗性的突变菌株，其ＲＮＡ聚合酶的β亚基

（狉狆狅Ｂ基因编码蛋白）发生的变化可能导致 ＲＮＡ

聚合酶的三维结构发生改变，从而引起次级代谢产

物生物合成或其相关基因的变化。如在红霉素产生

菌糖多孢红霉菌中加入超过其最低抑菌浓度剂量的

利福霉素，筛选获得的突变菌株不仅能耐受高浓度

的利福霉素，而且红霉素的产量也提高了近４倍，其

原因在于红霉素生物合成的底物之一———丙酰辅酶

的生物合成基因被过量表达［１１］。庆大霉素可能导

致负责编码核糖体３０Ｓ亚基中Ｌ６蛋白的狉狆犾Ｆ基

因发生突变［１２］，而其他氨基糖苷类抗生素，包括巴

龙霉素（ｐａｒｏｍｏｍｙｃｉｎ，Ｐａｒ）和新霉素筛选引起的突

变通常位于１６ＳｒＲＮＡ基因的Ａ位点
［１３］。核糖体
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工程最初应用于链霉菌，随后推广到枯草杆菌［１４］、

假单胞菌［１５］、变栖克雷伯氏菌［１６］、大肠埃希菌［１７］以

及海洋来源的真菌［１８］。

２　应用核糖体工程提高抗生素产量

抗生素在野生菌株中的产量一般较低，只有经

过长期的菌种优化，抗生素生产水平才能得到提高，

进而进行工业化生产。以青霉素为例，通过几代人

的努力，从上世纪四十年代的４０Ｕ／ｍＬ提升至目前

的１０ＷＵ／ｍＬ，产量提高近２５００倍
［１９］。与传统的

遗传育种方法相比，核糖体工程在较短的时间内不

仅可以增加野生菌株中次级代谢产物的产量，而且

可以进一步提升已有工业菌种的产量。见表１。

表１　利用核糖体工程提升抗生素产量相关文献

抗生素 产生菌株 方法 变化倍数 生物活性 文献

放线紫红素 天蓝色链霉菌Ａ３（２） Ｓｔｒ、四环素

Ｓｔｒ／Ｇｅｎ／Ｒｉｆ

－

４８

抗菌 １９９６［４］

２００１［２０］

沙利霉素 白色链霉菌变种１６ｄ－１１ Ｒｉｆ ２．３ 抗革兰阳性菌及各种球虫 ２００３［２１］

去甲万古霉素 东方拟无枝酸菌２－３５ Ｓｔｒ／Ｒｉｆ紫外、高能电子诱变 １．４５ 抗革兰阳性球菌、杆菌 ２００６［２２］

噻唑肽ＧＥ２２７０ 玫瑰浮游双孢菌 Ｓｔｒ／Ｇｅｎ／Ｒｉｆ １．８ 抗革兰阳性菌 ２００６［２３］

链霉素 灰色链霉菌ＩＦＯ１３１８９ Ｓｔｒ ２～３ 抗结核杆菌 ２００９［２４］

美贝霉素 冰城链霉菌 Ｓｔｒ、紫外化学诱变 １．８ 抗寄生虫 ２００９［２５］

红霉素 糖多孢红霉菌 Ｒｉｆ ４ 抗菌 ２００９［１１］

西奈芬净 犛．犻狀犮犪狉狀犪狋狌狊ＮＲＲＬ８０８９ Ｒｉｆ、紫外诱变 ７ 抗霉菌 ２０１０［２６］

阿维菌素 阿维链霉菌７６０２ｅ 过表达ｆｒｒ基因 ３～３．７ 抗寄生虫 ２０１０［２７］

氯霉素 天蓝色链霉菌 Ｓｔｒ／Ｒｉｆ、异源表达 ２０～４０ 抗菌 ２０１１［２８］

纺锤菌素 天蓝色链霉菌 Ｓｔｒ／Ｒｉｆ、异源表达 ２０～４０ 抗细菌和真菌 ２０１１［２８］

紫色杆菌素 大肠埃希菌 Ｌｉｎ／Ｋａｎ、异源表达 ４１ 抗菌等 ２０１１［２９］

放线紫红素 变铅青链霉菌１３２６ 红霉素 ６～８ 抗菌等 ２０１２［３０］

脂肽类抗生素Ａ２１９７８Ｃ 玫瑰孢链霉菌 Ｓｔｒ、报告基因 ２．２ 抗菌 ２０１２［３１］

达托霉素 玫瑰孢链霉菌 ｐｌｅｕｒｏｍｕｔｉｌｉｎ １．３ 抗革兰阳性菌 ２０１３［３２］

卑霉素 绿色产色链霉菌 ６０Ｃｏγ射线、基因组改组Ｓｔｒ ３６．８ 抗革兰阴性菌 ２０１３［３３］

诺西肽 活跃链霉菌 ６０Ｃｏγ射线、基因组改组Ｓｔｒ ９．２ 抗葡萄球菌、杆菌 ２０１４［３４］

丰加霉素 淀粉酶产色链霉菌１６２８ 过度表达犳狉狉基因 １．４６ 抗病毒、抗菌 ２０１４［３５］

　　Ｈｕ等
［２０］研究表明，在抗生素产量的提升方面，

运用单一抗生素进行筛选后发生的单突变不如双突

变和多突变，组合突变筛选的效果优于单突变，如在

天蓝色链霉菌中，Ｓｔｒ／Ｇｅｎ和Ｓｔｒ／Ｒｉｆ双抗性突变株

合成放线紫红素的能力比Ｓｔｒ、Ｇｅｎ或Ｒｉｆ单抗性突

变株高１．７～２．５倍，而Ｓｔｒ／Ｇｅｎ／Ｒｉｆ三抗性突变株

产生的放线紫红素产量是野生型天蓝色链霉菌的

４８倍。２０１１年ＧｏｍｅｚＥｓｃｒｉｂａｎｏ等
［２８］将双抗性突

变与异源表达结合使用，在天蓝色链霉菌狉狆狊Ｌ

（Ｋ８８Ｅ）狉狆狅Ｂ（Ｓ４３３Ｌ）的工程菌株中，分别将氯霉

素、纺锤菌素的产量提升了２０～４０倍。Ａｈｍｅｔａｇｉｃ

等［２９］用林可霉素（ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ，Ｌｉｎ）和卡那霉素（ｋａ

ｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎ）双抗性筛选联合异源表达，将紫色杆

菌素的产量提升了４１倍。

在工业菌株的应用中，Ｔａｍｅｈｉｒｏ等
［２１］运用

Ｓｔｒ／Ｇｅｎ／Ｒｉｆ３种抗生素进行组合筛选，最终获得突

变菌株的沙利霉素产量较原始工业菌株的产量

（１０ｇ／Ｌ）提升了２．３倍。华北制药通过紫外、高能

电子诱变联合Ｓｔｒ、Ｒｉｆ筛选，把去甲万古霉素的产

量提高了１４５％
［２２］。Ｂｅｌｔｒａｍｅｔｔ等

［２３］获得了Ｓｔｒ，

Ｇｅｎ或Ｒｉｆ的３种抗生素抗性单突变菌株，噻唑肽

ＧＥ２２７０产量是初始工业菌株的１．８倍。２０１０年Ｌｉ

等［２７］通过表达阿维链霉菌中的核糖体循环因子，将

阿维菌素的产量提高了３～３．７倍。２０１４年 Ｍａ

等［３５］基于相同的理论基础，过度表达淀粉酶产色链

霉菌１６２８中的犳狉狉基因，使丰加霉素增产１．４６倍。

２０１３年Ｌｖ等
［３３］将６０Ｃｏγ射线物理诱变、基

因组改组技术（ｇｅｎｏｍｅｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）与链霉素抗性筛

选结合，获得卑霉素的高产菌株，其产量较初始菌株

提高了３６．８倍。２０１４年 Ｗａｎｇ等
［３４］用同样的方法

获得了活跃链霉菌 ＡＷ７的突变株，诺西肽的产量

提高了９．２倍，达到１．５４ｇ／Ｌ的工业发酵水平。Ｌｉ

等［３２］联合基于报告基因的代谢工程与核糖体工程，

获得产量提升１３０％的达托霉素突变菌株。

本课题组目前联合紫外诱变和庆大霉素筛选，

提高新型抗肿瘤抗生素６脱羟－博莱霉素的产量，

突变菌株的产量提高了近２倍（待发表）。此外，为

提高新颖抗生素平板霉素在普拉特链霉菌中的产
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量，我们分别应用Ｒｉｆ或Ｓｔｒ筛选获得了３００多株抗

性菌株，部分菌株的平板霉素产量提高了１．３倍左

右（待发表）。

３　应用核糖体工程发现新抗生素

微生物全基因组测序研究揭示了微生物产生各

类次级代谢产物的巨大潜力，如一个典型的链霉菌

基因组中约含有２０～４０个生物合成基因簇，但是在

实验室培养的条件下，这些生物合成基因簇一般不

会全部表达。运用核糖体工程快速激活微生物基因

组中“沉默”的基因簇，将有助于发现全新的抗生素，

以及其他活性天然产物，见表２。

表２　利用核糖体工程发现新抗生素等次级代谢产物相关文献

抗生素 产生菌 筛选方法 活性 文献

氨基糖苷类抗生素３，３＇ｎｅｏｔｒｅｈａｌｏｓａｄｉａｍｉｎｅ 枯草芽孢杆菌 Ｒｉｆ 抗菌 ２００４［１４］

ｐｉｐｅｒｉｄａｍｙｃｉｎ 链霉菌６３１６８９ Ｒｉｆ、Ｓｔｒ、Ｇｅｎ 抗菌 ２００９［３６］

放线紫红素衍生物 天蓝色链霉菌等 Ｒｉｆ 抗菌 ２０１３［３７］

ｍｕｔａｘａｎｔｈｅｎｅｓ 拟诺卡氏菌ＦＵ４０ΔＡｐｏＳ８ Ｒｉｆ／Ｓｔｒ － ２０１３［３８］

抗肿瘤化合物 杂色曲霉菌ＺＢＹ３ 新霉素 抗肿瘤 ２０１４［３９］

弯孢霉菌素ｐｅｎｉｃｉｔｒｉｎｏｎｅＡ等 产紫青霉Ｇ５９ 新霉素 抗菌 抗肿瘤 ２０１５［１８］

ｆｒｅｄｅｒｉｃａｍｙｃｉｎＡ 索马里链霉菌ＳＣＳＩＯＺＨ６６ Ｒｉｆ 抗菌 抗肿瘤 ２０１５［４０］

１６个次级代谢产物 天蓝色链霉菌 Ｒｉｆ、Ｓｔｒ 抗菌等 ２０１５［４１］

　　２００９年Ｈｏｓａｋａ等
［３６］运用Ｒｉｆ、Ｓｔｒ和Ｇｅｎ３种

抗生素针对土壤中的放线菌进行筛选，成功获得在

狉狆狅Ｂ基因和狉狆狊Ｌ基因发生突变的菌株，并发现了

一种新抗生素ｐｉｐｅｒｉｄａｍｙｃｉｎ。２０１３年 Ｏｃｈｉ等
［３７］

在多种放线菌中筛选到多株狉狆狅Ｂ基因突变的菌

株，对这些菌株的转录组分析发现，大量沉默的生物

合成基因簇的表达增加（最高增高达７０倍）；对天蓝

色链霉菌、灰色链霉菌和糖多孢红霉菌的发酵产物

进一步分析发现，其均产生了新的次级代谢物，包括

多种放线紫红素衍生物。Ｄｅｒｅｗａｃｚ等
［３８］在稀有放

线菌拟诺卡氏菌中，利用Ｓｔｒ和Ｒｉｆ筛选获得突变

菌株，以此为基础获得了一组崭新的芳香聚酮化合

物 ｍｕｔａｘａｎｔｈｅｎｅｓ。２０１５年 Ｂａｃｈｍａｎｎ等
［４１］又通

过质谱分析，发现通过抗性筛选获得的天蓝色链霉

菌突变菌株，可以产生大量放线紫红素等１６个次级

代谢产物。Ｚｈａｎｇ等
［４０］运用核糖体工程激活海洋

菌株犛．狊狅犿犪犾犻犲狀狊犻狊ＳＣＳＩＯＺＨ６６中沉默基因，从该

菌种的次级代谢产物中发现了抗肿瘤先导化合物

ｆｒｅｄｅｒｉｃａｍｙｃｉｎＡ（原始菌株不产生该产物），并联

合响应曲线法优化该菌种的发酵条件，将产量优化

至（６７９．５±１５．８）ｍｇ／Ｌ。此外，核糖体工程也能

激活真菌中的部分沉默生物合成基因簇，发现新的

活性物质。２０１４年Ｄｏｎｇ等
［３９］在海洋真菌杂色曲

霉菌ＺＢＹ３获得耐新霉素的突变菌株，与原始菌株

相比，发现了６种新型的抗肿瘤活性物质。２０１５年

Ｗｕ等
［１８］用新霉素在海洋真菌产紫青霉Ｇ５９中进

行抗性筛选，发现了弯孢霉菌素和ｐｅｎｉｃｉｔｒｉｎｏｎｅＡ

等５种新型抗生素或抗肿瘤化合物。

４　展望

原创药物研发费用高达２６亿美元，耗时１０年

以上［４２］。而相对一般药物，抗生素开发周期更长，

上市成本更高，导致很多大型制药公司退出了抗生

素的研发［４３］。迄今为止，全球已发现了上万种抗生

素，而临床使用的２／３以上的抗生素均来源于土壤

放线菌产生的次级代谢产物［４３］。１９７０年后，大量已

知抗生素的重复发现使得直接从自然界中发现新抗

生素的难度逐渐加大。即使发现新抗生素，其在野

生菌株中的产量也很低，需要长期的遗传育种才能

大幅度增加产量，１９９９年后至今，全球仅有３种新

型抗生素，利奈唑胺、达托霉素和非达霉素投入临床

使用［４４］。面对新抗生素匮乏和多重耐药菌泛滥的

矛盾，人们试图解决抗生素研发中的两大问题，即如

何快速提高已有抗生素的产量和发现新的抗生素，

核糖体工程的应用则成为解决上述问题的一条有效

的途径。尽管核糖体工程已经用于沙利霉素、去甲

万古霉素、阿维菌素和ＧＥ２２７０等，但在工业遗传育

种上的应用范围仍不广泛，而且产量提高有限。由

于微生物代谢的复杂性，核糖体工程详细作用机制

尚未十分清晰，如核糖体、ＲＮＡ聚合酶突变后，具体

如何精确调控与天然产物生物合成相关基因的表

达。如何把模式菌株如天蓝色链霉菌中核糖体工程

的作用机理进一步推广，用于指导临床用抗生素等
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次级代谢产物产量，将有广泛的应用前景。微生物

基因组测序揭示了微生物产生抗生素等次级代谢产

物的巨大生物合成潜力。Ｏｃｈｉ和Ｂａｃｈｍａｎｎ作为

核糖体工程方面的两位权威学者，其研究［３７，４１］证明

了核糖体工程可以非常有效地激活沉默的生物合成

基因簇，而获得在一般实验室培养条件下无法产生

的次级代谢产物，为抗生素的发现开辟了一条新的

途径。其他用于发现新抗生素的筛选方法也不断出

现，如Ｌｉｎｇ等
［４５］利用多通道微生物培养原位培养

装置，成功地从未被培养细菌发现了对多重耐药菌

有优异活性的脂肽类小分子ｔｅｉｘｏｂａｃｔｉｎ；Ｈａｍａｍｏ

ｔｏ等
［４６］通过家蚕感染模型，发现了活性优异的脂肽

类抗生素ｌｙｓｏｃｉｎＥ。因此，如何把这些抗生素筛选

方法与核糖体工程结合，以快速发现更多新颖的抗

生素将值得期待。

　　致谢：感谢段燕文教授对本文写作和修改过程

中给予的建设性意见。
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