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合成生物学视角下的基因功能探索与酵母工程菌株文库
构建

章益蜻1，2，刘高雯1

（1 中国科学院深圳先进技术研究院，深圳合成生物学创新研究院，深圳合成基因组学重点实验室，广东省合成基因组学重

点实验室，定量合成生物学重点实验室，广东 深圳 518055； 2 中国科学院大学，北京 100049）

摘要：合成生物学作为一门通过设计、构建和改造生物系统来实现其特定功能的学科，被广泛应用于生物制造、

环境保护和药物合成等领域。基因功能的系统性探索和工程菌株文库的构建是推动合成生物学发展的重要手段。

本文重点介绍了不同酵母文库在合成生物学中的构建方法及其应用前景。随着基因组测序和高通量技术的快速进

展，酿酒酵母和裂殖酵母等微生物文库在系统性研究中发挥了关键作用。基因缺失文库、过表达文库、转座子插

入文库等多种类型的酵母文库为基因组合优化和代谢路径设计提供了重要工具，促进了代谢工程和合成生物学的

创新应用。这些文库在工业生产中支持高产菌株的构建，如用于生物燃料和化学品的高效生产；在环境领域，通

过基因改造筛选，生成具备污染物降解能力的菌株，为生态修复提供解决方案；在药物合成方面，文库帮助构建

高效合成药用化合物的菌株，推动生物制药的发展。然而，当前文库构建和应用仍面临诸如构建成本、基因组编

辑的精确度及筛选效率等技术瓶颈。未来，自动化、数字化和新型筛选技术的进步有望突破这些瓶颈，推动酵母

文库的快速构建和高效筛选，从而加速合成生物学在可持续发展和生态工程中的应用。
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specific functions, is widely applied in biomanufacturing, the biodegradation of environmental pollutants, and drug 

synthesis. Systematic exploration of gene functions and construction of libraries for engineered strains are driving 

forces of the development of synthetic biology. These libraries serve as foundational tools for understanding complex 

biological processes and engineering microorganisms for potential applications. This review focuses on the 

construction methods and application prospects of various yeast libraries in synthetic biology. With the rapid 

advancement of genome sequencing and high-throughput screening technologies, microbial libraries, such as those of 

Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe, play a pivotal role in systematic research. Yeast libraries, 

including gene knockout libraries, overexpression libraries, and transposon insertion libraries, provide valuable tools 

for optimizing gene combinations and designing metabolic pathways, thus promoting applications in metabolic 

engineering and synthetic biology. These libraries facilitate the development of robust industrial strains, driving 

improvements in biofuel production, chemical synthesis, and other biotechnological processes. In the environmental 

field, the screening of modified genes generates strains with pollutant degradation capabilities, contributing to 

ecological restoration. In drug synthesis, these libraries aid in constructing strains for the efficient production of 

pharmaceutical compounds, advancing the development of biopharmaceuticals. Despite these successes, there remain 

challenges in library construction and application, such as the high cost of library generation, difficulty in precise 

genome editing, and limitation in screening efficiency. In the future, advances in automation, digitization, and novel 

screening technologies are expected to overcome these barriers, facilitating the rapid construction and efficient 

screening of yeast libraries. No doubt, synthetic biology holds immense promise, with improvements in library 

construction and screening processes expected to accelerate the development of sustainable solutions in industrial 

production, environmental protection, and healthcare, thereby driving innovations in biotechnology.

Keywords: yeast; library; functional genomics; directed evolution; synthetic biology
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1 背景介绍

1.1 合成生物学与文库

合成生物学是一门跨学科的研究领域，旨在

通过设计、构建和优化生物系统来实现预期功能。

其核心理念是将工程学的原则应用于生物学，通

过设计新的生物元件、组装新的基因线路以及改

造现有生物系统来调控细胞行为，进而推动生物

制造、环境保护、能源生产等领域的技术创新。

合成生物学不仅涉及基础的基因功能解析，还致

力于通过基因的工程化改造实现其在代谢工程、

药物开发、绿色能源及生物降解等领域的广泛应

用潜力。通过工程化微生物系统，合成生物学能

够快速、系统地探索和改造微生物的代谢途径，

解析基因的功能与相互作用，从而推动新的生物

技术解决方案的产生。

在合成生物学的研究中，工程菌株文库作为

一个多功能的创新工具，通过对微生物基因组的

系统性修饰，构建一系列包含各种基因变体的菌

株。随着 20世纪 90年代以来模式生物基因组测序

的完成及高通量技术的飞速发展，功能基因组学

与系统生物学进入了全新的时代［1］。海量的基因

组数据不断积累，解析这些基因功能的系统化工

具应运而生，文库成为重要的解决方案。这些文

库在基因功能的研究中发挥着重要作用，特别是

在全基因组范围内系统性地探索基因的功能、相

互作用及其在生物网络中的作用。同时，文库也

为合成生物学提供了丰富的构建模块和设计工具。

通过对基因和调控元件的工程化改造，合成生物

学能够实现生物系统的“自下而上”设计，推动

在代谢路径优化、药物开发、生物燃料及高附加

值化合物生产等领域的广泛应用［2-6］。然而，基因

功能探索仍面临许多挑战，包括基因编辑效率、

文库构建成本、表型筛选的高效性和精确度等问

题。随着技术的不断进步，如何克服这些瓶颈、

提高文库构建的速度和精准度，已成为当前研究

中的关键需求。

1.2 酵母作为模式生物的重要性

酵母，尤其是酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）

和裂殖酵母（Schizosaccharomyces pombe），作为

经典的模式生物，在合成生物学中扮演着重要的

角色。酿酒酵母是第一个完成全基因组测序的真

核生物［7］，其基因组结构相对简单，却保留了大

多数真核生物的基本细胞功能。酿酒酵母基因组

中约 30% 的基因与人类疾病相关基因具有同源

性［8］，因此，酵母成为研究这些同源基因功能的

重要工具。此外，酿酒酵母在代谢工程领域的广

泛应用，使其成为合成生物学中不可或缺的平台。

裂殖酵母则在细胞周期控制、异染色质组织、

RNA干扰等方面与酿酒酵母存在显著差异，且在

多个方面与多细胞动物的细胞过程更加相似［9-11］。

因此，裂殖酵母也成为研究真核生物细胞机制的

重要工具。酵母被广泛应用于生物发酵、燃料生

产、蛋白合成等工业领域，在传统发酵工业中用

于生产酒精、面包、酱油等食品和饮料，已经筛

选出了可以利用木糖、葡萄糖等多种廉价碳源的

菌株，生产乙醇等生物燃料［12］。此外，基因工程

技术被用于开发新的代谢途径，生产多种有价值

的化学品，如维生素、香料以及疫苗、胰岛素等

药用分子。

1.3 酵母文库构建的意义

酵母文库的构建为基因功能的解析和合成生

物学的应用提供了强大的支持。不同类型的酵母

文库，如基因缺失文库、过表达文库、荧光蛋白

标记的开放阅读框（open reading frame，ORF）文

库、转座子插入文库、RNA干扰文库和表达谱文

库等，能够通过高效的筛选系统对基因进行全面

功能探索。在文库包含的菌株集合中，每个菌株

中不同的基因以相似的方式被修饰，实现平行的、

无偏倚的全基因组水平的基因功能探究［13］。这些

文库不仅帮助揭示基因在细胞中的功能，还能在

代谢工程中用于优化代谢路径，提升酵母对不同

底物的转化能力。通过基因过表达或基因敲除文

库的构建，研究人员能够有效改造酵母，用于合

成高附加值化合物，如药用分子和天然产物。例

如，通过全基因组文库筛选，研究人员能够发现

对特定底物（如木质纤维素、葡萄糖等）的发酵

能力强的酵母菌株，提高生物燃料的生产效率［12］。

687



合成生物学 第 6 卷

一些酵母株被改造用于合成药物成分，从葡萄糖

直接合成具有抗氧化、抗炎和抗微生物特性的黄

酮类化合物［14］，通过全基因组分析可以找到提高

合成效率的关键基因。再如，有研究发现酵母通

过 表 达 特 定 的 酶 ， 能 够 高 效 水 解 聚 乳 酸

（polylactide，PLA），促进其回收与绿色化处理，

有助于推动可持续发展，同时展现了文库在新型

生物降解材料开发领域的潜力［15］。

2 酵母文库的构建方法

2.1 经典方法

2.1.1 传统的基因敲除和过表达策略

酵母单基因缺失文库［16-18］中，每个菌株中被

删除的目的基因 ORF都通过同源重组法被替换成

了 一 个 卡 那 霉 素 抗 性 筛 选 标 签 （kanamycin 

modular expression，KanMX），并且两侧有一对长

度为 20 bp的序列各不相同的标签，被称为“分子

条形码”（barcode）［图 1（a）］。这些条形码能够准

确、唯一地识别每个缺失突变体，这使高通量的

定量平行分析成为可能，为全面、快速、经济、

便捷地筛查各个生物学方面的基因功能奠定了基

础［19-20］。每个基因缺失菌株携带的独特的分子条形

码大大简化了在同一实验条件下对多个突变体进

行平行分析的过程。例如为了筛选对生长重要的

基因，通过一次实验，将所有单基因缺失菌株混

合培养，并在生长过程中定期采集样本。从这些

样本中提取基因组DNA，通过扩增与每个单基因

缺失菌株相关联的分子条形码。即可根据该基因

图图1　经典文库构建方法（本图由biorender绘制）

［（a）基因缺失文库中，目的基因 ORF（橘色片段）被替换成卡那霉素抗性筛选标签 KanMX（黄色片段），两侧伴有“分子条形码”

barcode（蓝色片段）；Chr.DNA：染色体DNA。（b）Bar-seq原理示意图。在特定条件处理下，目标菌株（红色）的生长量相对低（淡粉

色），表现为测序时相应 barcode的读数量相对低（红色线条比其他颜色少）。（c）基因过表达文库中，目的基因ORF（橘色片段）除了在

基因组上正常表达之外，还额外在质粒上由通用型启动子（淡绿色片段）驱动表达。（d）ORF-Tag文库中，在删除终止密码子的目的基因

ORF（橘色片段）C端插入荧光蛋白GFP（深绿色片段）和筛选标签KanMX（黄色片段）］

Fig. 1　Schematics for constructing classical libraries (created by biorender)

[(a) In the gene deletion library, the ORF (orange fragment) of target gene is replaced by the KanMX (kanamycin resistance selection marker, yellow 

fragment), flanked by unique barcodes (blue fragments). Chr. DNA: chromosomal DNA. (b) Schematic diagram of the Bar-seq principle. Under 

specific treatment conditions, the target strain (red) shows reduced growth (light pink), which is reflected by a lower read count of its corresponding 

barcode during sequencing (fewer red lines compared to others).(c) In the gene overexpression library, the ORF (orange fragment) of target gene is 

not only expressed from its endogenous locus but is also additionally expressed from a plasmid, driven by a constitutive promoter (light green 

fragment). (d) In the ORF-Tag library, the C-terminus of the target gene ORF (orange fragment), with its stop codon removed, is fused to the 

fluorescent protein GFP (dark green fragment) and the selection marker KanMX (yellow fragment).]
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的丰度判断此基因对生长的重要性。对生长越重

要，相应缺失菌株的分子条形码在培养过程中就

减少得越快。因此，所有目的基因都可以在一次

实验中被识别出来，并按照它们对适应度的相对

贡献进行排序［图1（b）］。

全基因组过表达文库通过将一系列携带额外

目的基因拷贝的质粒载体与强启动子相结合

［图 1（c）］，强制性提高每个基因的表达水平，来

研究基因在细胞生长、代谢通路及应激反应中的

作用。质粒上的启动子通常是诱导性的，如 gal1

启动子［21］或 nmt1 启动子［22］，在半乳糖碳源或去

除硫胺素的条件下可以诱导有该启动子的基因强

表达，这使得研究人员能够在特定条件下调控基

因表达从而观察表型变化。

ORF-Tag文库通过在基因的C端或N端插入荧

光标签标记目标蛋白。它有两种模式：一种是在

各个基因的原生位点进行修饰［图 1（d）］；另一种

则是在一个异位位点上额外表达融合蛋白。前者

保证了目标蛋白的表达水平和模式受到的干扰最

小；后者往往涉及基因过表达，一些在正常状态

下不表达的基因产物也能够通过诱导表达在细胞

内进行定位。但与此同时，融合蛋白的非生理表

达可能导致其定位错误，对于一些剂量敏感型蛋

白还可能造成细胞内分子成分之间平衡的扰动或

紊乱，影响细胞正常生理活动。

2.1.2 交配和选择

2001 年， Tong 等［23］ 开发了合成遗传阵列

（synthetic genetic array，SGA）方法用于系统构建

双基因修饰（敲除或过表达）文库，该方法利用

自发的交配途径代替了冗长的转化过程。以构建

酿酒酵母单倍双突变体为例（图 2），在缺氮条件

下诱导两种相反交配类型（MATa和MATα）的细

胞交配，这些母本菌株包括以下 3个特征：①它们

分 别 在 各 自 的 突 变 位 点 携 带 不 同 抗 性 标 签

（KanMX 和 NatMX） 用 于 筛 选 双 突 变 体 子 代

［图 2（a）］。②在任一母本菌株中携带负筛选型突

变（如 can1Δ、lyp1Δ等），用于在选择性培养基上

反筛选二倍体［图 2（b）］。含有野生型CAN1基因

的单倍体细胞或二倍体细胞会摄入有毒的刀豆氨

酸（canavanine），从而被杀死，而 can1Δ突变体无

法将刀豆氨酸运转入体内，因此能够存活。③在

某一细胞型的母本菌株中，构建另一细胞型特异

性启动子与营养缺陷筛选标签的表达盒，用于选

择任一性别的单倍体子代细胞［图 2（c）］。如在

MATa细胞中构建MATα特异型启动子STE2pr驱动

his5基因的表达盒，只有当细胞发生交配产孢后，

STE2pr-his5 才能在 MATα 子代细胞中表达从而允

许其在组氨酸缺陷型培养基上生长；同理，在

MATα 细胞中预先组装 STE3pr-lue2 表达盒，由于

STE3pr 只能在 MATa 细胞中表达，可以通过亮氨

酸缺陷型培养基筛选MATa子代细胞。除了使用细

胞型特异性启动子以外，Krogan课题组［24］还在裂

殖酵母中开发了一种特定单倍体的偶联筛选策略

PEM（pombe epistasis mapper），他们通过将一个

显性致死的抗性基因（cyhS）“镶嵌”在交配位点

mat1附近，使得某一单倍体表型与抗性基因的表

达偶联，在添加环己胺（cycloheximide）的培养基

上实现对这一单倍体的反筛［图 2（d）］。根据双基

因缺失菌株相对于任一单基因缺失菌株的生长情

况，可以判断两个基因之间发生的负向或正向相

互作用，揭示基因间的冗余或旁路抑制。

基因缺失文库是研究非必需基因全基因组功

能分析的宝贵资源，而显然，必需基因敲除的单

倍体菌株不可存活，这阻碍了其在后续多种不同

条件下的表型分析。但必需基因往往对细胞更加

重要，与非必需基因相比，酵母必需基因在其他

生物体中表现出更多的同源性［25］，并参与了更多

的蛋白质-蛋白质相互作用［26-27］。为了研究必需基

因，研究者们已经尝试构建了许多特定的突变体，

也称为条件等位基因，来对必需基因进行遗传分

析。这些突变体能够以类似变阻器开关的形式在

某一条件下保留基因功能，而另一条件下缺乏基

因功能，甚至在某种半许可的条件下表现出部分

不完整的功能以供多角度分析。此外，兼容了

SGA筛选标记和独特条形码的必需基因条件等位

基因文库能够轻松地与基因缺失文库进行交叉互

作并实现高通量。

条件等位基因主要有三种模式：

（1）温度敏感型（temperature sensitive，TS）

突变体［28］［图 3（a）］。该等位基因表达的蛋白在正

常或略低的培养温度下正常发挥功能，而在较高

温度下因为蛋白折叠问题丧失功能。温度敏感突
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变等位基因的生成方式包括随机诱变［29-30］、基于蛋

白质结构预测技术的理性设计与定向诱变［31-32］、在

宿主蛋白内部插入温敏型内含肽［33］等。温度敏感突

变体亦可携带分子条形码，便于高通量平行分析，

通过“plasmid shuffle”［34］或“diploid shuffle”［30，35］

将其整合到宿主中，广泛用于研究必需基因主导

的生物过程，如细胞分裂和染色体稳定性［28，30］

等。然而，这种方法的缺陷是温度的变化对细胞

生理活动的普遍扰动，且已有的必需基因蛋白在

温敏条件下仍然可能发挥作用，因此必需基因的

功能研究仍不完全。

（2）诱导型启动子替换原生启动子［图3（b）］。

例如，使用四环素诱导型启动子TetO7替换原启动

子，实验表明，添加足以关闭该基因表达的强力霉

素对整体基因表达几乎没有影响［36］。此外，Boone

课题组［8］开发并鉴定了β-雌二醇诱导的YETI文库，

每个基因的原生启动子被替换成一个工程化后的雌

二醇诱导型启动子，每个基因在其原生位点上能够

根据不同雌二醇浓度具有不同的表达水平。由于β-

雌二醇不是酵母代谢物或信号分子，因此能够极大

程度避免细胞代谢受到干扰。不同诱导物浓度与相

应启动子的结合能够更加精准地调控基因表达水

平，实现类似“变阻器”的效果，更好地研究基因

剂量效应。

（3） 通 过 mRNA 扰 动 降 低 蛋 白 丰 度［37-38］

（decreased abundance by mRNA perturbation，

DAmP）［图 3（c）］。此策略通过在必需基因的

3′UTR区插入一个抗生素耐药性标记物，降低目标

图图2　SGA与PEM方法原理（本图由biorender绘制）

［（a）双突变体筛选策略。两种交配型的细胞分别在各自的突变位点携带不同抗性标签KanMX（绿色空心圆点）和NatMX（粉色空心圆

点）用于筛选双突变体子代（黑线框细胞）；YFG （your favourite gene）：目的基因。（b）反二倍体筛选策略。含有野生型CAN1基因的单

倍体细胞（蓝色细胞，a型）或二倍体细胞（紫色细胞）会摄入有毒的刀豆氨酸（canavanine），从而被杀死，而 can1Δ突变体无法将刀豆

氨酸运转入体内，因此能够存活（黑线框细胞）。（c） 单倍体筛选策略。在某一细胞型的母本菌株中，构建另一细胞型特异性启动子与营

养缺陷筛选标签的表达盒，用于选择任一性别的单倍体子代细胞。例如在 a型细胞（蓝色）中，携带只能在 α型细胞中表达的 STE3pr-

LEU2基因线路（红色实心圆点），只有细胞交配使STE3pr-LEU2基因线路存在于α型细胞中时，该细胞存活（含有红色实心圆点的红线框

细胞）。（d）反二倍体与单倍体筛选共实现。通过将一个显性致死的抗性基因 cyhS（棕色实心方块）“镶嵌”在裂殖酵母交配位点mat1（在

蓝色的h−细胞中为蓝色方块表示的matP）附近，使得某一单倍体表型与抗性基因的表达偶联（matP-cyhS）］

Fig. 2　Schematics for SGA and PEM methods (created by biorender)

[(a) Double mutant selection strategy. Two mating-type cells each carry different resistance markers at their respective mutation sites: KanMX (green 

hollow circle) and NatMX (pink hollow circle). These allow for the selection of double mutant progeny (outlined in black). YFG (your favorite gene): 

target gene of interest.(b) Counter-diploid selection strategy. Haploid cells carrying a wild-type CAN1 gene (blue, a-type) and diploid cells (purple) can 

uptake the toxic analog canavanine and are killed, while can1Δ mutants cannot transport canavanine and thus survive (outlined in black).(c) Haploid 

selection strategy. A mating-type-specific promoter is used to drive the expression of a nutritional selection marker in the opposite mating type, allowing 

selection of haploid progeny of a specific mating type. For example, when an a-type parent cell (blue), harboring a gene cassette expressing STE3pr-

LEU2 (red solid circle) — which is only active in α-type cell — mates with another cell, only the α-type progeny that inherit this construct (outlined in 

red with a red solid circle) will survive. (d) Combined counter-diploid and haploid selection strategy. A dominant-lethal resistance gene, cyhS (brown 

solid square), is inserted near the mat1 mating-type locus to link its expression with a specific haploid phenotype. For example, insertion near matP (blue 

square) in h- cells (blue) leads to the death of cyhS-containing h− haploids and diploids, enabling selection of h+ haploids.]
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mRNA 的稳定性和丰度，使蛋白质水平在天然转

录调控下降低，却足以支持菌株生存能力。对于

必需基因来说，即便是基因的低水平表达也可以

维持细胞的生存，但仍然能表现出一定的生长缺

陷或特定的表型，从而揭示该基因的功能。

实际上，有科学家提出，基因的必需性并不

是一个固有的内在属性，而是能够受遗传和环境

因素影响而改变的。通过酿酒酵母杂合二倍体基

因缺失文库减数分裂产生一个必需基因缺失文库，

使其在适宜的条件下发生适应性进化，而后评估

该文库中约 1000个必需基因缺失菌株的存活程度。

结果表明，文库中约 9%的致死性突变可以被适应

性进化所克服。基因必需性的重新审视和定义与

突变细胞的存活性和进化能力将有助于选择与耐

药性风险较低的相关治疗靶点［39］。

2.2 现代技术

2.2.1 转座子介导的文库构建

相较于缺失突变文库中基因功能的完全丧失，

随机插入突变可能会以不同程度消除、减少或改

变基因的功能。在编码序列中的插入可以产生没

有功能或功能改变的截断蛋白。在基因的 5′和 3′区

域插入可以通过损害启动子功能和 mRNA 稳定性

来改变蛋白质表达水平。例如，Hermes转座子已

经被发现可以有效插入 S. pombe 和 S. cerevisiae 基

因组［40-43］。Hermes转座子的两端各有一段末端倒

置重复序列（terminal inverted repeat，TIR），转座

酶通过识别 TIR来剪切转座子并将转座子DNA整

合到新的位置。

基于转座子插入文库，衍生了一种高通量的

全基因组研究方法，称为转座子插入测序 TN-

seq［44-45］。它的工作原理如下：当一个足够大、包

括足够多的单个转座子插入菌株文库被构建后，

就可以通过其在基因组上插入位点的偏好性来识

别必要的基因或区域。因为能够被测序的细胞必

然是能够存活的，因此其被插入位点都是非必需

的。接下来，若将转座子插入文库置于选择压力

下，并重新测序得到插入频率从初始生长条件到

生长条件改变后的变化，即可得到与选择压力相

关的基因区域。TN-seq文库中每个基因突变密度

的大幅增加为每个基因对特定表型的贡献提供了

更多信息。同时，它将减少由于只分析一个基因

突变而导致假阳性或假阴性的可能性。例如，TN-

seq可用于筛选裂殖酵母中维持孢子活力和健康所

需的基因。Zanders课题组［46］首先在一个 h90菌株

中生成了一个转座子插入文库，待细胞交配产孢

后，分离出孢子并通过 PCR扩增转座子相关DNA

后测序。通过比较在诱导有性生殖之前和之后转

座子插入某一相同基因的频率，来获取与有性生

图图3　条件等位基因文库（本图由biorender绘制）

［（a）温度敏感型（temperature sensitive，TS）等位基因中，目的基因ORF（橘色片段）被替换成相应的温敏突变基因 TS mutant（深橘

色片段）并携带一个抗性筛选标签KanMX（黄色片段）。Chr.DNA：染色体DNA。（b）启动子替换策略中，携带抗性筛选标签KanMX

（黄色片段）的诱导性启动子TetO（绿色片段）被插入目的基因ORF（橘色片段）的起始密码子上游。Chr.DNA：染色体DNA。（c）通

过mRNA扰动降低蛋白丰度的DAmP策略中，目的基因ORF（橘色片段）的 3′UTR区被插入一个抗性标签KanR（黄色片段）。Chr.DNA：

染色体DNA］

Fig. 3　Construction of conditional allele libraries (created by biorender)

[(a) In the temperature-sensitive (TS) allele strategy, the ORF (orange fragment) of target gene is replaced with a corresponding TS mutant (dark 

orange fragment) and tagged with a KanMX resistance marker (yellow fragment). Chr.DNA: chromosomal DNA.(b) In the promoter replacement 

strategy, an inducible promoter (green fragment) and a KanMX resistance marker (yellow fragment) is inserted upstream of the start codon of the 

target gene ORF (orange fragment). Chr.DNA: chromosomal DNA.(c) In the DAmP (Decreased Abundance by mRNA Perturbation) strategy, the 

3′UTR of the target gene ORF (orange fragment) is disrupted by insertion of a KanR resistance cassette (yellow fragment) to reduce transcript 

stability and protein abundance. Chr.DNA: chromosomal DNA.]
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殖密切相关的基因集。他们发现许多已知的减数

分裂相关基因中的插入表现出明显的频率减少，

因为在减数分裂相关基因位点有插入就无法进行

减数分裂，这个结果也同时验证了 TN-seq的有效

性。作为对照组，他们分析了基因组上基因间区

域的插入频率，它们经对数调整后的平均比率略

低于零。相反，那些与基因间区具有显著不同的

倍数变化分布的基因则被定义为有性生殖基因，

为后续的验证研究提供方向。

2.2.2 CRISPR/Cas9技术

毋庸置疑，CRISPR/Cas系统已经成为一种成

熟高效的基因组编辑工具，其中应用最广泛的系

统之一是CRISPR/Cas9系统［47-48］。CRISPR/Cas9系

统通过工程化的单链向导 RNA （single guide 

RNA，sgRNA）引导 Cas9核酸酶切割基因组，造

成 DNA 双链断裂［49］。当供体 DNA 存在与基因组

DNA同源序列时，同源重组修复机制将会促使供

体DNA与断裂部分DNA发生交换，完成基因组修

复并实现供体DNA的插入。将Cas9蛋白点突变使

其失去核酸内切酶活性，失去活性的Cas9称之为

dead Cas9 （dCas9）［50］。 dCas9 虽然失去了切割

DNA的能力，但仍然可以在 sgRNA的引导下与特

定的 DNA 序列结合。通过将 dCas9与转录效应因

子（如转录激活因子或抑制因子）融合，可以实

现对目标基因的转录调控。目前，CRISPR系统已

被应用于实现基因敲除、整合、转录干扰和转录

激活［51］，几乎所有代谢工程中的基因操作都可以

通过CRISPR/Cas9系统完成［52］。

为了更合理地构建菌株文库，目前已经建立

了基于高通量基因编辑技术的随机组合自动

化 多 重 基 因 工 程 （multiplex automated genome 

engineering，MAGE）［53］。该方法利用在基因组中

存在多个位点（100 个以上）的逆转录转座子

δ［54］，将其末端的重复序列设计为供体 DNA 的同

源臂，结合CRISPR/Cas9系统在 δ序列中引入双链

断裂，大大提高整合效率。此外，寡聚核苷酸

介 导 基 因 组 工 程 （yeast oligo-mediated genome 

engineering，YOGE）［55］和真核生物多重基因组工

程 （eukaryotic multiplex automated genome 

engineering，eMAGE）［56］也被应用于酿酒酵母的

多位点靶向工程化改造中。Keasling课题组［57］提

出了一种名为 CasEMBLR 的方法，通过结合体内

DNA组装和Cas9介导的多位置整合，实现酿酒酵

母基因组的无缝、无标记和稳定基因组工程。

Liu等［58］基于CRISPR系统设计了一种组合重编程

基因表达以操纵复杂表型的方法——多导向全局

调控网络（multiplex navigation of global regulatory 

networks，MINR），并构建了 MINR 文库。MINR

文库是针对 25个调节基因（例如，转录因子、抑

制 因 子 和 共 激 活 因 子） 设 计 的 ， 包 含 总 共

43 020个与不同应激反应相关的特定突变。为了证

明MINR文库在工程复杂表型中的效用，他们通过

乙醇和/或葡萄糖耐受性实验，成功筛选到了乙醇

和/或葡萄糖耐量提高，且乙醇的生产浓度也比野

生型菌株提高了 2倍的特异性突变体，展示了其在

工业应用中的巨大潜力。

2.3 文库构建的挑战与限制

当然，这些文库在发挥重要作用的同时也存

在一些由于基因组的复杂系统性带来的局限性。

例如基因组上存在基因冗余：许多基因在功能上

相似，导致文库中存在冗余克隆，这使得在筛选

和分析过程中难以确定特定基因的独特功能［59-60］。

在克隆和测序过程中，基因组的复杂性可能导致

重叠区域难以正确拼接，影响基因组序列的准确

性。由于基因组的可塑性，不同个体或株系的基

因组存在结构变异，可能导致文库中的某些基因

缺失或改变，影响研究结果的可重复性［61］。虽然

酵母基因组已被研究者们深入研究，但是仍有很

多不确定功能的基因，复杂的基因组结构和未注

释基因增加了功能注释的难度，使得研究人员需

要投入更多时间和资源进行基因功能分析［62］。

选择合适的载体对成功构建文库至关重要［63］。

如果载体不适合目标基因的表达或功能，后续的

筛选和分析效果将受到影响。载体的选择不仅要

考虑其是否能高效携带目标基因，还要确保其在

宿主细胞中的稳定性和复制能力。载体的质量和

特性直接影响到文库的可靠性和功能性。另外，

不同的表达系统对特定基因的表达效果各异［64］。

因此，在选择表达系统时，需要综合考虑目标基

因的来源、功能和后续应用。选择不当可能导致
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基因无法有效表达或失去功能，影响后续的实验

和应用。设计有效的筛选策略也是成功构建文库

的关键［23］。筛选策略需要针对文库的具体目的，

选择合适的筛选标志物或表型指示器。通常，这

需要进行多次实验和优化，以确保筛选过程的高

效性和准确性。如果筛选条件不够严格或不够灵

敏，可能会导致有效候选株的遗漏。

最后，构建文库通常需要大量的时间和资源

投入，包括试剂、设备和人力成本，这对于小型

实验室或初创公司来说可能是一个重大限制。如

何平衡文库构建的复杂性和资源的可用性，以确

保实验的可行性和有效性，仍是一个挑战。克服

这些挑战需要通过优化实验设计，改进技术和方

法，以及合理选择材料，提高基因组文库的构建

效率和质量。

3 酵母文库在研究中的应用

3.1 基因功能研究

3.1.1 基因相互作用的解析

将基因型与表型联系起来，并从这些关联中推

断出基因-性状的因果关系，对于理解复杂性状的分

子机制至关重要［17，25］。在系统性文库被构建之前，

经典的遗传学方法主要包括基因足迹分析［65-66］

（genetic footprinting） 和 随 机 突 变 （random 

mutagenesis）。基因足迹分析是通过转座子随机插

入基因组获得突变体库；随机突变则是通过易错

PCR（error-prone PCR）或物理和化学诱变等方法

来造成基因序列改变。这些传统的遗传筛选方法存

在局限性，通常会遗漏某些突变的表型。相比之

下，定向的基因缺失文库表现出了它的显著优势：

首先，作为一种反向遗传方法，突变与表型一一对

应，每个基因的敲除都可以清晰地关联到特定的表

型。研究人员无需鉴定负责某一突变表型的基因，

而是能够直接通过观察表型来推断该基因的功能。

其次，突变表型反映了该基因功能的完全丧失，这

很好地避免了基因功能丧失不完全而导致其重要性

被掩盖或产生模糊的表型。此外，与随机突变相

比，文库中的基因组突变是“饱和”的，这意味着

每个基因的功能都可以在文库中被系统性地研究，

而不会因随机突变的覆盖不全而遗漏。

除了富营养生长相关功能基因筛选，单基因

缺失文库的条形码测序技术（Bar-seq）被广泛应

用于分析细胞在不同组分的培养基［25，67-68］、不同环

境压力［67，69］（高渗透压、高盐碱、高温）、不同化

学物质［70-73］（抗生素、毒素、生物活性抑制剂）等

一系列条件下的生长关键基因，或在特定生理活

动［70，74-76］（减数分裂、产孢）中的关键基因。与最

小基因组的鉴定和合成真核基因组密切相关的必

需基因集也是通过此文库筛选出来的。研究者们

发现 18.7%的基因对酿酒酵母在葡萄糖富培养基中

的生长是必需的，而在其余存活的单倍体单基因

缺失菌株中，另有 15% 表现出生长缓慢，主要包

括核糖体蛋白和线粒体功能的编码基因［25］。在裂

殖酵母中，在 YES富培养基上生长所需的必需基

因占比为 26.1%（1260/4836）［18］，Du课题组［67］通

过比较分析裂殖酵母的单基因缺失文库在 YES、

EMM和添加赖氨酸的EMM培养基中的生长情况，

发现了多种在最小培养基中表现出特定生长缺陷

的营养缺陷突变体。多伦多大学的 Boone 课题

组［73］使用 82种不同的化合物处理和筛选酿酒酵母

单基因缺失文库，获得了一张庞大的化合物-基因

互作图谱，并通过二维层次聚类进行可视化。该

图谱有助于揭示对其他化合物的未知作用模式，

或通过基因在不同处理条件下的聚类来预测其未

知功能，对于合成生物学中合成各种化合物的通

路分析，建立有用的合成细胞工厂和底盘都有着

重要的作用。

Bar-seq中所有突变体被混合在同一培养环境

中生长，这可能导致不同菌株之间的竞争效应被

放大，影响对某些基因功能的评估。此外，Bar-

seq 方法噪声较高，尤其是在检测低丰度突变体

时，其灵敏度有限，容易导致这些突变体的信号

难以被准确捕捉［67，77］。相比之下，单独培养并观

察每个缺失突变体在特定条件下的表现虽然工作

量较大，但这样严谨细致的筛查可以避免大多数

遗漏，因此许多研究者仍然选择单个菌体筛

查［12，78-80］。另外，一些难以通过群体生长状态来量

化的表型（细胞形态［80-83］、交配表型［84］等）也需

要对每个菌株单独检查。举例来说，在筛查与

DNA损伤反应（DNA damage response，DDR）相
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关的基因时，Hartsuiker课题组［85］使用不同浓度的

DNA 损伤剂对裂殖酵母单基因缺失文库中的

2662个单倍体菌株逐一处理和观察，共发现 229个

对这些试剂敏感的突变体，它们与DNA复制和修

复、DNA损伤检查点、染色质结构密切相关。同

时，Du课题组［67］和Lü课题组［86］分别对一个更加

完整的单基因缺失文库进行 Bar-seq 和平板筛查，

对这个基因集进行了多重验证和补充，为构建一

个更全面的 DDR 网络做出了贡献。Boone 课题

组［87］已经绘制了一张酿酒酵母全局基因互作网络

图谱，可视化了全局基因互作图谱的相似性网络，

并利用功能富集空间分析 （spatial analysis of 

functional enrichment ，SAFE）识别与特定功能属

性相关的密集网络区域。全局基因互作相似性网

络展示了一个有组织和功能全面的细胞功能视图，

GO富集条目被映射到 17个独特的子网络区域，覆

盖了全网络上的 1300多个基因。属于相似生物过

程的基因倾向于共享相同的基因相互作用，编码

在同一途径或复合物中共同发挥作用的蛋白质的

基因会显示出相似的基因相互作用谱。通过未知

基因在相似性网络图谱中功能富集区域的定位，

研究者能够预测基因功能。

3.1.2 蛋白质定位与功能的探索

全面了解蛋白质在细胞微环境中的定位对于

理解它们的功能和相互作用至关重要，这需要分

析细胞内的全部蛋白质。确定模式生物的基因产

物的功能是了解它们在后生动物中的功能的重要

一步，并为更完整地理解细胞过程和途径奠定基

础，促进开发对抗疾病的合成生物学方案。早期

研究人员对酿酒酵母蛋白定位的大规模分析依赖

于转座子介导的随机表位标记和基于质粒的表位

标记蛋白的过表达［88-89］。然而，部分开放阅读框

（ORF）的表位标记可能中断重要的定位信号，而

蛋白的过表达可能使细胞内运输机制饱和，导致

亚细胞定位异常。ORF末端标记能够很好地规避

这些潜在的问题。在 2003年，酿酒酵母C端ORF-

GFP 融合文库就已经被构建完成，该文库包含

4156个高于 GFP可检测水平的菌株，覆盖了酿酒

酵母蛋白质组的 75%。每个菌株中的特定融合蛋

白在其原生位点被标记和表达，由此保证蛋白质

表达水平和模式受到的干扰最小［90］。研究者将这

些蛋白质分为 22个不同的亚细胞定位类别，该研

究首次提供了这一高分辨率、高覆盖率的定位数

据集。随着近 20年人工智能的发展，蛋白质定位

预测算法的不断开发和优化推动了大规模图像数

据集定量分析的进步［91］。计算方法通过以无偏倚

的定量形式提取形态学信息，使数百万单细胞图

像的高通量识别与分析成为可能。理想情况下，

计算工作流可以将单个细胞和蛋白质映射为鲁棒

的数值来表示，以客观的方式分析细胞的空间组

织。例如，Andrews课题组［92］创建了一个自动化

算法来量化上述ORF-GFP文库中蛋白的丰度和定

位，并进行了可视化。他们生成了一个体现全局

蛋 白 质 组 功 能 信 息 的 可 视 化 丰 度 定 位 图 谱

（abundance localization map，ALM），具有共同定

位特征的蛋白质能够被聚类。此外，他们还生成

了另一个网络来可视化不同亚细胞隔间之间共享

定位模式的比例，以及共享蛋白的平均丰度。这

些定位和丰度数据是定量的，因此为多种类型的

比较研究、单细胞分析、建模和预测奠定了基础。

在裂殖酵母中最早的 ORF-Tag 文库可以追溯

至 2009年，Hayashi等［93］构建了一个ORF-YFP文

库，其中每个菌株除了表达各自的原生基因之外，

额外在一个异位位点（leu1）上由诱导型启动子

nmt1驱动表达融合蛋白，这个文库覆盖了近 90%

的蛋白质组。Matsuyama等［22］在基因原生位点构

建了一个不完整的ORF-GFP文库，文库中涉及的

1630个基因主要编码核结构和细胞周期控制相关

蛋白，补充提供了关于细胞蛋白定位和丰度的信

息，但裂殖酵母全基因组蛋白标记文库仍是空白。

3.2 工业菌株的适应性进化

合成生物学中常用的工程菌株的工业化应用

往往涉及多基因协同作用的复杂表型，在基因组

规模上对代谢途径进行编辑或重排，获得具有优

化或额外添加的性状的细胞株，如异源产物生产、

底物高耐受性等［94-95］。适应性工程通过在培养基

中增加压力并连续转移培养，来分离具有高耐受

性的进化菌株。适应性工程虽然有效，但却非常

耗时，因为期望突变的出现是不常见的，而且常

见的突变大多数都是有害的或中性的。随着自动
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化设施和基因组编辑技术的发展，多种高通量筛

选方法被开发，以高通量形式在基因组水平上修

改细胞生理功能来重建细胞工厂，为菌株生长和

产物积累提供最佳条件，最终提高细胞工厂的生

产性能［96-98］。由于合成产物的复杂性状的工程往

往需要许多基因的同时调节，因此在基因组规模

上有效地产生多重遗传多样性的新的方法非常有

必要。

Keasling课题组［99］通过共转化携带不同 gRNA

质粒和相应的供体DNA片段，开发了用于酿酒酵

母基因组多基因敲除的 CRISPR/Cas9 系统，最多

可以同时敲除 5个不同的基因组位点。通过多重基

因组编辑的组合探索性分析了酿酒酵母中的甲羟

戊酸水平，确定了一株在没有引入任何外源基因

的情况下甲羟戊酸产量比野生型菌株提高了 41倍

的工程菌株。结合 CRISPR/Cas9 系统，Zhao 课题

组［53，95］设计了一个自动化的系统来整合全基因组

筛选和多重优化。通过将一个全基因组的 cDNA文

库正向或反向插入一个转录单元中，构建了基因

过表达或沉默的供体文库。将该文库转入整合了

RNA干扰途径的酵母细胞中，目的片段利用逆转

录转座子的长末端直接重复序列 δ 整合在基因组

中。在全长 cDNA分子沿正义方向转录时，基因过

表达；在全长 cDNA分子沿反义方向转录时，全长

反义RNA通过RNA干扰导致基因沉默。此外，借

助 CRISPR/Cas9 系统提高整合效率。该策略被应

用于醋酸高耐受性菌株的筛选，成功得到了高于

任何先前水平的醋酸抗性，且大大减少了时间和

人工工作量。全基因组测序数据表明，该菌株至

少整合了 26个基因的过表达或沉默，表明该策略

在高效创建多重基因多样性方面是有效的。有趣

的是，基于RNA干扰途径的基因沉默相比于基因

序列删除来说是不完全的，对于不同基因不同区

段的沉默可能会获得较弱的效果，甚至可能得到

相反的表达模式。而对于同一种特定的表型，某

个基因功能的丧失或增强都有可能促进表型［58］。

因此菌株的定向进化不仅需要多位点同时产生突

变，也需要更加多样化的干扰策略，例如基因不

同程度的减弱或过表达［53］、CDS 区域的饱和突

变［52］、UTR区的修饰［100］等。

4 未来展望

4.1 新兴文库构建技术

4.1.1 基于自动化的高通量筛选技术

高通量筛选技术的进步使基因组文库的构建

和筛选变得更加高效和精准。传统的筛选方法通

常耗时且劳动密集，而高通量技术通过自动化和

并行化的方式，大幅度提高了筛选的速度和效率，

并增强数据的可重复性和可靠性［63，101-102］。现代高

通量筛选平台能够在短时间内处理成千上万的样

本，显著缩短文库构建的周期。数字化管理系统

帮助研究团队有效记录和跟踪实验数据，集中管

理样本信息、实验步骤和结果，提升实验的透明

度和可追溯性。此外，微流控技术的应用使得在

微米尺度上控制液体流动变得更加灵活，有助于

快速筛选出目标细胞，节省大量实验时间。结合

自动化液体处理系统，研究人员能够实现高通量

的实验设计，确保样本处理的一致性和重复

性［103］。多重检测技术的引入，如荧光、质谱和基

因组测序，能够同时检测多个目标，提高筛选的

灵敏度和特异性。随着计算技术的发展，数据分

析方法也日益先进，使研究人员能够快速处理和

解析大量筛选数据，加速文库构建后的表型分析

进程［17，91］。这些技术的融合，正推动基因组文库

构建技术的不断发展，使其更加高效、灵活和精

准，为基础生物学和应用研究提供了强大的工具

和平台。

4.1.2 合成生物学的工程化方法

建立一个文库是劳动密集成本较高的工作，

为了实现快速构建文库切换的可能，Schuldiner课

题组［104］提出了一种ORF-Tag文库的策略，被称为

SWAT（SWAp-Tag）。该方法基于一个特殊的底盘

受体文库，其中每个菌株都在基因组上的某一位

置含有可被交换的受体模块，通过 SGA方法将受

体文库与含有新标签的供体菌株杂交并筛选，从

而快速有效地获取一个全新的文库。这种方法的

一个关键优点是，受体模块的任何部分（启动子、

选择标签甚至整个受体模块）都可以被任何其他

部分取代；替换整个受体模块为荧光标签，能够

恢复天然的基因调控模式，达成无缝标记。作为
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方法验证，在酿酒酵母中构建了一个与内膜系统

蛋白相关的 N 端 ORF-GFP 文库，首次可视化了

600个内膜系统蛋白，并补充和修正了 C端文库，

同时还发现了N端和C端标记对蛋白定位的影响情

况。由此可见，构建各种互补的文库来相互印证

和修订很有必要。

4.2 新型文库的构建

除了前面提到的双基因缺失文库，更加复杂

的多维因素（基因或环境）互作文库也已被报

道。三基因缺失互作筛选或双基因缺失突变体在

不同环境条件下的筛选能够进一步补充揭示基因

的隐藏功能［105-106］。作为一个应用实例，Charles

课题组［106］利用三基因相互作用分析对来自于全

基因组复制的同源基因（paralog gene）的功能冗

余程度和进化轨迹进行了探究。通过赋予一个三

基因相互作用分数来反映同源基因对的功能重叠

程度。理论上，高度分化的基因对应该表现出相

对较多的特异性负基因相互作用。相反，功能重

叠的基因对应该偏向于更多的三基因相互作用，

展现出较少的特异性相互作用。此外，将同源三

基因相互作用映射到全局双相互作用相似度网络

上，可以对以前未确定特征的同源基因进行功能

注释。这项研究填补了功能冗余和进化轨迹研究

中的空白，使得我们对同源基因的功能重叠和相

互作用有了更深入的理解，进而为后续的基因功

能研究和生物工程应用提供了新的视角和思路。

4.3 文库构建在合成生物学中的应用前景

4.3.1 人工生命的构建

酵母基因组文库在人工生命构建中发挥着重

要作用，主要体现在基因资源的丰富性和实验效

率的提升。通过这些文库，研究人员能够筛选出

与代谢、信号传导和基因调控相关的关键基因，

深入了解生命的基本机制。“人工合成酿酒酵母基

因组”计划旨在设计和构建一个完全人工合成的

酵母基因组［107-111］，此目标的实现将意味着人类可

以从修补少数基因到从头设计和构建整个基因组，

必定是一个激动人心的里程碑。单条染色体酿酒

酵母的人工构建不仅为研究真核生物的染色体结

构和功能进化提供了一种替代方法，而且对于端

粒生物学、着丝粒生物学、减数分裂重组以及核

组织和功能之间关系的未来研究具有相当大的价

值［112］。酵母基因组文库为基因工程和合成生物学

提供了重要的支持，使研究人员能够进行基因组

编辑和合成新的基因线路，为人工生命的构建提

供了坚实的基础。这些进展不仅加深了对生物功

能复杂性的理解，也为合成生物学的应用提供了

新的可能性。

4.3.2 对生态与环境的影响

酵母基因组文库在生态与环境研究中的潜力

也日益受到关注，其作用主要体现在以下几个方

面。首先，这些文库为研究微生物在生态系统中

的功能提供了丰富的基因资源，使科学家能够深

入分析与环境适应性、营养循环和生物相互作用

相关的关键基因，这有助于揭示微生物在维持生

态平衡中的重要角色。其次，酵母基因组文库在

环境生物修复中具有重要应用价值。例如，筛选

对廉价清洁能源利用率高的菌株以用于目标产物

合成［113］。未来，通过筛选具备特定降解能力的

菌株，研究人员可以开发新型的生物修复策略，

以有效去除土壤和水体中的污染物。此外，酵母

基因组文库的应用还促进了合成生物学在生态研

究中的发展。利用这些工程化酵母设计出具有特

定生态功能的微生物，如碳捕集、氮固定和有害

物质降解，将为应对气候变化和生态退化等全球

性问题提供了新的解决方案。最后，酵母基因组

文库的研究能够帮助科学家更好地理解生物多样

性和生态系统功能。通过比较不同酵母株的基因

组和表型，研究人员可以揭示微生物多样性的形

成机制及其对生态系统的影响，为保护生态环境

和维持生物多样性提供科学依据。
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