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等离子体微生物育种技术在生物制造中的应用进展

钟奶才1，2，陈缘1，潘文锋1，苏小凤1，廖景文1，翟英雷2，钟近艺1，3

（1 广州先进技术研究所，广东 广州 511458； 2 沈阳药科大学，辽宁 沈阳 117004； 3 国家生物制造产业创新中心，

广东 深圳 518107）

摘要：可持续绿色生物制造是各国关注的战略重点，但微生物性能仍是制约生物制造产业化的瓶颈之一。传统育

种方法常面临育种周期长、效率低、成本高等问题，难以满足工业化生产对高效、稳定生产菌株的需求。低温等

离子体技术作为一种高效、绿色环保的微生物育种方法，可通过刺激突变位点、提升突变效率、扩展突变范围，

有效提高目标菌株性能和产品产量，为工业微生物改良提供重要助力。本文综述了等离子体诱变技术的理论基

础、三种等离子体源 （ARTP、DBD、CD） 的技术特点、等离子体诱变作用机制及其与高通量筛选、传统诱变、

理性育种等技术的联用进展，归纳出生物酶、有机酸、生物能源、生物材料等生物制造领域的典型等离子体育种

案例，为相关领域的研究和产业化提供参考。未来需要开发基于空气源的新型等离子体发生器，在小型化的基础

上实现低成本、低能耗、低温升；与高通量筛选和AI等技术相融合进行菌株精准诱变和高效育种，实现技术瓶

颈突破，最终推动生物制造产业升级。
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Abstract: Sustainable and green biomanufacturing has emerged as a strategic priority for nations globally; however, 

microbial performance remains one of the key constraints hindering the industrialization of biomanufacturing. 

Traditional breeding methods often face challenges such as long breeding cycles, low efficiency, and high costs, 

making it difficult to meet the demands for highly efficient and stable microbial strains in industrial-scale production. 

Low-temperature plasma technology, as an efficient and environmentally friendly method for microbial breeding, can 

stimulate mutation hotspots, enhance mutation efficiency, and expand mutation ranges, effectively improving the 
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performance of target strains and product yields. By combining plasma mutagenesis’s advanced capabilities with other 

techniques, significant improvements in the performance and productivity of microbial strains can be achieved, thus 

driving the commercialization of sustainable bioprocesses. This review outlines the theoretical basis of plasma 

mutagenesis technology, the technical characteristics of three plasma sources (ARTP, DBD, and CD), the mechanisms 

of plasma mutagenesis, and the progress of combining this technology with high-throughput screening, classic 

mutagenesis, and rational breeding methods. Furthermore, it summarizes typical plasma breeding cases in 

biomanufacturing fields such as bio-enzyme, organic acids, bioenergy, and biomaterials. These insights offer important 

references for research and industrialization in related fields. By combining plasma mutagenesis’s advanced 

capabilities with other techniques, significant improvements in the performance and productivity of microbial strains 

can be achieved, thus driving the commercialization of sustainable bioprocesses. The cases discussed in this review 

provide a practical understanding of how plasma mutagenesis can be applied to optimize microbial strains for 

industrial-scale production of valuable bioproducts, providing a reference for research and industrialization in related 

fields. In the future, it is essential to develop novel plasma generators based on air source, which, while being 

miniaturized, achieve low cost, low energy consumption, and minimal temperature rise. Integrating them with high-

throughput screening and AI technologies will enable precise microbial mutagenesis and efficient strain breeding, 

thereby overcoming technical bottlenecks and ultimately advancing the biomanufacturing industry.

Keywords: biological manufacturing; industrial microbiology; plasma mutagenesis technology; screening; 

mutagenesis mechanism; biological materials

全球气候变化愈发严重、自然危害频发，环

境危机、能源短缺等问题日益凸显，以化石资源
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造计划》，我国同年发布的《“十四五”生物经济

发展规划》中也将生物制造列为重要内容。但目

前生物制造仍存在微生物特异性较差、产量低、

性状不良等许多实际问题，需要选育高性能工业

微生物助力产业化进程［1］。

当前主流的微生物育种包括诱变育种、基因

工程育种和定向进化育种等，这些方法在育种策

略和应用上各具特点，且可以根据具体需求互为

补充［2］。其中，诱变育种主要是通过物理辐射、

化学试剂等手段诱导损伤菌株DNA引起 SOS修复

机制使菌株基因发生突变，改良菌株性能，能显

著提高微生物的遗传多样性和经济价值［3-5］。但上

述两种手段都存在一定问题：化学诱变剂毒性较

高，有致癌风险，物理诱变成本高昂且突变率和

突变类型较为有限［6］。基于基因编辑的生物诱变

技术（如CRISPR-Cas9系统）已通过靶向DNA切

割与修复机制实现菌株性能的精准改良，其诱变

效率较传统方法提升 3~5倍，已在多个领域应用，

但仍然受到脱靶效应与精准性局限以及操作复杂

和伦理问题等问题困扰［7］（图 1）。这些局限性促

使研究者寻找更加高效、绿色且具备较高突变效

率的优化方案。

室温下能产生大量高能活性粒子（RONS）的

低温等离子体被认为是一种有前景的物理诱变方

法［8］。等离子体也称为物质的第四态，是气体被

高压电激发后部分电离或完全电离时的状态，主

要由处于中性、电离和激发态的自由电子、原子

和分子等成分组成［9-11］，可有效作用于微生物的

DNA分子，导致DNA链断裂或碱基损伤引发基因

突变（图 2）。邢新会等［12］研发了氦气为工作气体

的常压室温等离子体（ARTP）［13］，证明使用氦气

等离子体能诱导产生更高的DNA损伤能力、突变

率更高，可有效地在其他方法难以靶向的基因中

产生突变。该方法操作简便，也更绿色环保［14-15］。

澳大利亚的 Plasma Leap公司和美国的Koh团队都

基于阵列针尖放电冷等离子体原理研发了诱变

装置［16-17］。

本文通过总结等离子体微生物育种技术的诱

变理论，综述用于微生物育种的不同等离子体发

生源的技术特点，等离子体诱变过程中引发的生

物效应，以及在生物医药、生物化工、生物能源、

可降解生物材料等相关领域的典型应用案例，分

析等离子体诱变育种技术在应用领域存在的优势

和问题，以期为促进等离子体诱变育种技术的应

用研究提供基本参考。

1 微生物育种等离子体源

微生物育种使用的等离子体主要是能在室温

状态下产生冷等离子体，其根据放电气体、放电
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图图1　不同随机诱变方法差异

Fig. 1　Differences between various random mutagenesis methods
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方式等的不同，大致分为大气压射频辉光放电等

离子体（又称常压室温等离子体，atmospheric and 

room temperature plasma， ARTP）、介质阻挡放电

等离子体（dielectric barrier discharge，DBD）和电

晕放电等离子体（corona discharge，CD）等三种

等离子体［18-21］（图 3）。三者因放电机制与特性差

异，在诱变效率、成本及适用性上各具优劣。

现在研究中使用最多的是基于大气压射频辉

光放电等离子体的ARTP等离子体育种装置［18，22］。

该装置是一种典型的同轴等离子体发生器，由两

个同轴水冷铜电极组成，中心电极由 RF 电源供

电。气体在进入射频电场时，电子被加速，从而

产生高能粒子；此种等离子体的最大优势在于所

采用放电气体为氦气，而氦气作为最小的单原子

分子，放电时所产生的活性粒子的能量级别最高，

所以能够引起的DNA损伤强度也最高；其射流温

度低，可控制在室温范围（25～40 ℃），活性物质

浓度高且种类丰富，诱变效率显著。例如对阿维

链霉菌的诱变总突变率达 30% 以上，正突变率约

21%［23］。但 ARTP 的 120～140 W 的高功率运行会

导致显著发热，因此需配备冷却系统，增加了运

行成本。

介质阻挡放电等离子体（DBD）是大气压或

高于大气压条件下产生和维持低温等离子体的方

法，主要是将石英、玻璃、硅橡胶或塑料等介电

材料安装在高电压电极之间激发产生等离子

体［14，24］。用不同激发方式如直流、交流、脉冲、

微波等激发工作气体，形成高活性和高化学选择

性的等离子体。通过电极间的气体放电来激发空

气中的分子，产生较多的激活分子和自由基，对

DNA的损伤作用较为温和。DBD设备简易、成本

低廉，但放电均匀性差，诱变效果不稳定，如处

理雨生红球藻可提升虾青素产量，而针对 R. 

toruloides 菌株的突变率仅 0.44%。此外，其工作

电压常高于 3 kV，基础研究滞后制约了应用

推广［17，24］。

直流电晕放电等离子体（CD）［25-26］是一种在

不均匀电场中产生的局部自持放电，电极是针尖

或细线，因放电区域像冠状放电区域，又称为电

晕放电等离子体。通常仅在施加约 10～20 kV高电

压形成的不均匀电场中观察到，和 ARTP 以及

DBD相比，电晕放电具有低温、高活性及低成本

优势。研究表明，其对贝莱森芽孢杆菌的诱变率

高达 75.67%，正突变率达 88.23%，显著提升菌株

酶活［27］。然而，CD 处理时间较长（5～15 min），

放电区域小，处理范围有限，且活性物种生成机

制不明，相关研究匮乏限制了其系统性应用。

2 等离子体育种机制

诱变效果是等离子体技术生物效应的外在表

现，可以通过其存活曲线来指示，表明等离子体

放电对微生物具有特定作用［28］。诱变机制是等离

子体技术作用的内在表现，目前仅有关于ARTP诱

图图2　等离子体诱变作用过程示意图

Fig. 2　Schematic diagram of plasma mutagenesis process
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变机制的详细研究（图 4），DBD 和 CD 的机制研

究较少。

等离子体通过产生大量的活性物质，如自由

基、氧化剂、氮化物等，能够直接或间接地作用

于微生物 DNA。这些活性物质能引起 DNA 的氧

化、单链或双链断裂、碱基修饰及其他形式的突

变。例如，超氧化物阴离子（O2
－）、氢过氧化物

（H2O2）等活性氧物质可以直接氧化 DNA 中的碱

基，导致碱基替换或插入/缺失突变［3，8］。

Wang［13］等发现不同等离子体成分作用于细胞

壁细胞膜，使得磷脂及多糖过氧化从而改变膜和

蛋白结构通透性（图 4）。活性粒子透过细胞膜对

DNA 物质产生作用，引起 DNA 结构的多样性损

伤。如DNA单链或双链断裂造成DNA大量损伤，

细胞致死率增加；促进细胞诱发 SOS修复机制形

成更多的突变位点，在修复DNA损伤、耐受性和

随后的反式损伤DNA合成中发挥重要作用，并导

致微生物突变［29-35］。这些修复过程可能导致不准确

修复或错误修复，从而产生突变。这些突变既可

能是有益突变，比如提高微生物的适应性或产物

生成能力，也可能是具致死性的有害突变。

其中，DNA 损伤是 ARTP 引起微生物组突变

的最根本原因［36］。等离子体使DNA或寡核苷酸直

接断裂、倒置或翻转，从而破坏基因组，改变基

图图3　不同微生物育种等离子体源

Fig. 3　Plasma sources for different microbial breeding
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因 结 构 ， 导 致 相 应 编 码 基 因 的 过 表 达 或 上

调［18，37- 41］。研究发现 ARTP 诱变造成的损伤程度

及作用靶点基因范围明显优于其他物理诱变方

法及化学诱变方法［26，42］。除此之外，化学活性

粒子（RONS）还可以调节酶分子结构，促使酶

活性增加［36］。RONS 也会导致细胞膜被氧化而

严重受损。脂质过氧化则会使得丙二醛（MDA）

在生物体中积累，反过来又导致 DNA 损伤［43］。

脂质过氧化和细胞膜表面结合蛋白或酶的结构

变化还会激活不同的细胞内信号传导途径［36］。

在微生物育种中，等离子体能够显著改变微生

物的基因序列和代谢网络，从而提高其生产能

力和抗逆性。

3 等离子体联用技术

等离子体诱变结合其他研究方法可实现更精准

和高效的菌株改良。主要包括高通量筛选技术、传

统诱变方法和理性育种方法（图5）。这些方法和等

离子体诱变方法的联用效果也各有优劣（表1）。

3.1 与高通量筛选技术联用

等离子体微生物诱变产生的突变株中大多数

是无用或负突变，主要依靠人工分离、纯化和摇

瓶筛选以及表型表征法、气相色谱法、筛选培养

基法等传统筛选方法，普遍存在检测效率低、分

图图4　ARTP诱变机制

Fig. 4　ARTP mutagenesis mechanism

图图5　等离子体与其他技术联用

Fig. 5　Plasma combined with other technologies
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选范围小、周期长、筛选工作量大、成本高等问

题［44-45］。祝金山等［46］通过等离子体诱变、平板初

筛、药瓶复筛选育产核黄素突变菌，筛选时间长

达21 d。

许多研究者将等离子体诱变育种技术和高通

量筛选技术结合，来提高筛选效率和准确性。

Yuan等［47］开发了一种 24深孔板酶标仪和TB分光

光度法的高通量筛选方法来快速评估突变体性能，

加速菌株选育过程。Hu等［48］采用液滴微流控分选

检测仪器与随机诱变方法相结合（HTS），以每秒

300滴的分选速率实现了 45.6倍突变体富集。Qiu

等［49］使用流式细胞仪（FCM）构建了荧光激活细

胞分选方法（FACS），根据 FACS 的前向散射

（FSC）信号对 ARTP诱变的 8000个白僵菌突变体

进行快速读数筛选，得到一株 FSC 读数比野生型

（WT）高 37.4%、昆虫毒力增加 32.6%的高生物防

治潜力真菌菌株 B6。Ding等［50］通过 FCM 对细胞

内虾青素浓度进行筛选鉴定，得到了两株ARTP诱

变后高产虾青素黄叶酵母突变体，干重比原始菌

株高25.3%和33.8%。

3.2 与传统诱变方法联用

等离子体微生物诱变育种技术与其他诱变策

略也具有良好的兼容性，可进一步提升在诱变育

种中的应用价值。多重叠加诱变作用也有助于增

加突变位点多样性，提高目标菌株突变诱变率，

突 破 单 一 手 段 的 局 限 性 ， 加 速 目 标 性 状 的

改造［51-53］。

Ma 等［54］将等离子体微生物诱变技术和乙醇

诱变相结合，对雨生红球藻进行诱变，发现虾青

素和脂质的总质量与总细胞质量之比高于单独诱

变。Wang等［55］利用ARTP结合化学诱变剂LiCl对

产谷氨酰胺酶菌株C. proteolyticum进行复合诱变，

并通过丙二酸抗性筛选得到了一株比原始蛋白谷

氨酰胺酶菌株产量高 48.69%的突变菌，传代 15代

后仍具有遗传稳定性，其大豆分离蛋白的溶解度、

发泡性、乳化活性和乳液稳定性等功能也得以

提升。

Sun等［56］把ARTP和传统物理诱变方法UV紫

外线辐射结合，突变菌 JC-28-UA12木质素对木质

的降解速率提高 16.18%。Xia 等［57］发现每轮 UV-

ARTP 复合诱变迭代后产柚苷酶菌株 Aspergillus 

tubingensis 活性均有所上升，复合诱变效率均优于

单一ARTP和UV诱变，目标产物柚苷酶活性提高

206%。Pan 等［58］将 ARTP 和生物育种方法孢子杂

交结合对食用蛋白菌红平菇进行了复合诱变育种，

菌株的生物量和蛋白质含量显著提高，蛋白产量

提升 128.02%。张萍等［59］ 利用甲基磺酸乙酯

（EMS）化学诱变、紫外物理诱变和 ARTP诱变进

行叠加的方法选育出一株高产免疫抑制药物霉酚

酸短密青霉菌（Penicillium brevicompactum）突变

菌，霉酚酸发酵效价提高137.3%。

3.3 与理性突变方法联用

通过将等离子体诱变与 CRISPR/Cas9 等基因

编辑技术结合，可以针对特定基因进行精确修改，

提高育种的准确性。Zhang等［60］将ARTP诱变结合

高通量筛选得到对尿苷一磷酸结构类似物具有较

高耐受性和稳定遗传性的大肠杆菌突变体后，进

一步结合 CRISPR/Cas9 基因编辑技术敲除突变体

参与胞苷分解代谢的 udk和 rihA基因，重组大肠杆

菌胞苷的效价、产量达 15.7 g/L、0.164 g/g，显著

高于初始菌株，重组菌株的胞苷代谢通路基因呈

现上调趋势。

Belinda Amanda Nyabako［61］将ARTP和理性突

变方法适应性进化 ALE 结合处理嗜酸乳杆菌

Lactobacillus acidophilus，得到一株酸胁迫耐受性

增强的突变菌株，在 pH 3.0 和 2.5 条件下培养 3 h

表表1　　等离子体联用技术优缺点

Table 1　　Advantages and disadvantages of plasma coupling technology

等离子体联用技术

高通量筛选技术

传统诱变方法

理性突变方法

优点

筛选效率高，筛选范围广通量高

互补性强突变位点广，突破单一方法局限

精准性高，突变效果明显

缺点

设备成本要求高，操作复杂

操作烦琐，遗传稳定性差

技术要求高，成本较高，伦理限制
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后，乳酸耐受性增强，存活率分别为 75.67% 和

25.78%。该突变菌株主要通过更低的膜通透性、

更高的疏水性以及较高的不饱和脂肪酸（UFA）与

饱和脂肪酸（SFA）的比例来影响细胞膜的物理状

态，提高其在 pH 3.0和 2.5条件下的存活率。Ren

等［62］将等离子体微生物诱变育种方法和适应性实

验室进化 （ALE）结合，通过高通量筛选方法选

育出产高滴度吡咯喹啉醌（PQQ）（增加 148%）

的反硝化嗜血杆菌突变株。Zhou等［63］在等离子体

微生物诱变技术和 ALE结合的基础上，使用理性

突变代谢工程技术过表达、敲除或抑制特定基因

等手段对酿酒代谢网络进行理性设计和优化，使

番茄红素的滴度增加60%，达到703 mg/L。

4 在生物制造领域中的应用

等离子体微生物诱变技术已在生物酶、有机

酸、药物，生物能源、生物材料等生物制造领域

中崭露头角（图 6），主要体现在以下几个方面：

①刺激的突变位点多、突变量大、效率高，为创

建突变体库奠定了基础；②可改善微生物对特定

环境的耐受性，扩大微生物能合成应用的范围，

针对性提高目标菌株产品产量或菌株性能，促进

产业化发展；③有利于增强产品生产模式的可持

续性。等离子体诱变育种技术在生物制造上的相

关案例应用总结于表2。

4.1 生物酶

生物酶因其绿色高效而成为各行各业的关键

催化剂，具有良好的经济效益和环境效益，特别

是随着环保意识的逐年增加，生物酶的市场需求

越来越大。到 2030 年，全球酶市场预计将达到 

5250亿美元，增长率为 6.7%［90-92］。等离子体诱变

育种技术能有效提高酶合成菌株的耐受性、原料

利用率和产量，进而推动酶产业化。

Zhang 等［64］ 对具有药用特性的食用真菌

Pleurotus djamor 进行等离子体诱变提高了菌株漆

酶产量和生长遗传稳定性，酶活最高提高了

86.36%且生长迅速遗传稳定。Ye［65］等通过结合基

因工程双交叉同源重组技术对 ARTP 25 轮诱变后

的莫巴拉链霉菌突变菌株高酶活基因和耐热基因

进行整合构建，ARTP技术在较短时间内产生大量

随机突变，为后续整合特定功能基因提供了丰富

的突变背景。并通过双交叉同源重组方法保证了

图图6　等离子体诱变技术在生物制造中应用

Fig. 6　Application of plasma mutagenesis technology in biofabrication
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外源基因在目标位点的准确整合，从而实现了高

效表达和功能叠加，解决了野生型莫巴拉链霉菌

的不耐热问题，突变菌株半衰期和比活性比野生

型 TGase 高 35.6 倍和 2.9 倍，分别达到 64 min 和

71.15 U/mg。但同时双交叉同源重组技术存在整合

效率与表达稳定性问题。在实际操作中，整合效

率可能受到菌株生理状态的影响，且长期传代过

程中，外源基因的稳定表达仍需验证。多轮ARTP

诱变引入的大量随机突变也可能在改善目标性状

的同时，产生一些副作用或引发代谢失衡，从而

影响菌株整体生长和生产能力。

Gao 等［66］使用 ARTP 技术得到的米曲霉菌突

变菌株遗传稳定性优异（15代），中性蛋白酶、碱

性蛋白酶和天冬氨酸氨基肽酶等酶活性显著提高，

耐盐碱性蛋白酶基因和天冬氨酸氨基肽酶基因的

转录表达水平分别提高了约 30% 和 27%。马东旭

表表2　　等离子体诱变育种技术在生物制造上的应用

Table 2　　Application of plasma mutagenesis breeding technology in biofabrication

应用

领域

酶

脂肪酸

生物

药物

生物

燃料

生物

材料

诱变菌株

红平菇

莫巴拉链霉菌

米曲霉

黑曲霉

高山被孢霉

大肠杆菌

谷氨酸棒状杆菌

酿酒酵母

裂殖壶菌

琥珀酸放线杆菌

马杜拉放线菌

短孢杆菌SPR20

玫瑰链霉菌

大肠杆菌E. coli 

NXBG-13

桑黄多孔菌

丁酸梭菌

嗜热毁丝霉

酿酒酵母

卷枝毛霉

热带念珠菌

莱茵衣藻

凯斯小球藻

嗜盐单胞菌

出芽短梗霉

蜡样芽孢杆菌

紫红曲霉

克雷伯氏菌

诱变目的

漆酶

谷氨酰胺转氨酶

蛋白酶

单宁酶

花生四烯酸（ARA）

L-半胱氨酸

谷氨酸

酪氨酸

二十二碳六烯酸（DHA）

琥珀酸

喷司他丁

抗菌肽

达托霉素

胞苷

胞内多糖

1,3-丙二醇 (1,3-PD)

木聚糖酶

乙醇

生物柴油

脂质

氢气

生物柴油、脂质

聚羟基脂肪酸酯

普鲁兰多糖

壳聚糖酶

色素

苯二甲酸丙二醇酯单体

1,3-丙二醇

评价参数

酶活

比活性

酶活

酶活

花生四烯酸产量

滴度

耐高糖和丙二酸

前体香豆酸

p-CA滴度

关键酶表达及

DHA产量

抗逆性、产量

喷司他丁产量

MIC值

达托霉素产量

胞苷滴度、产量、

生产率

多糖产量

1,3-PD滴度

酶活、耐酸性

乙醇及前体产量

甲醇耐受性、

生物柴油产率

脂质产量

氢气产量

生物柴油、脂质产量

盐胁迫条件

普鲁兰多糖产量

酶活

橙色素、橘霉素含量

1,3-丙二醇产量，

甘油转化率

实验结果

酶活提高86.36%，遗传稳定

TGase提高35.6倍和2.9倍

酶活及相关关键基因表达提高

酶活提高2.27倍，具良好遗传稳定性

ARA总脂肪酸占比及总产量分别提高 75.40%和

232.21%

L-半胱氨酸滴度增加了2.2倍

合成关键基因表达提高

p-CA产量提高7.6倍

DHA产量提高14.3%

琥珀酸环境抗逆性提高2倍，产量增加113%

喷司他丁产量增加33.79%

MIC值达到250～500 μg/mL和500 μg/mL

达托霉素产量提高58.33%

胞苷的效价、产量和生产率达到15.7 g/L, 0.164 g/g

和0.327 g/(L·h)

多糖产量提高1.5倍

1,3-PD滴度提高4.88倍

木聚糖酶活性提高 21.71%，酸性（pH 4.0～7.0）适

应性提高

乙酸乙酯和乙酸异戊酯浓度提高2.8倍和3.3倍

甲醇耐受性提高，柴油产率达到91%

脂质产量增强16.8%

氢气产量增加1.8～5.2倍和2.7～3.1倍

生物量和脂质生产力提高75%和44%

生产盐度降低，PHA生产成本降低33%

普鲁兰多糖产量提高17.6%

壳聚糖酶活性提高2.49倍

橙色素产量提高66.7%，橘霉素降低69%

1,3-丙二醇产量达到118 g/L，甘油转化率为42%
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等［67］使用 ARTP对产单宁酶黑曲霉进行诱变处理

后将单宁酶的酶活力提高了 2.27 倍，具有良好的

遗传稳定性。张鑫等［68］将ARTP与紫外-LiCl诱变

方法结合选育出产人体必需脂肪酸花生四烯酸

（ARA）的高山被孢霉突变株，突变菌株 Z6-A23

所产油脂中 ARA 占总脂肪酸含量高达 44.57%，

ARA 产量达 3.62 g/L，较出发菌株提高了 75.40%

和232.21%。

4.2 生物脂肪酸

等离子体诱变同样可以用于改善微生物的产

生物脂肪酸能力［93］。Yang等［69］使用ARTP和ALE

显著提高了大肠杆菌的 L-半胱氨酸耐受性和氨基

酸关键合成基因表达，L-半胱氨酸滴度增加了

2.2 倍。Shangguan 等［70］以耐高糖和丙二酸为指

标，使用ARTP技术对谷氨酸棒状杆菌进行了两轮

迭代诱变筛选，获得了具有高谷氨酸生产能力和

遗传稳定性的突变株。通过设定耐高糖和丙二酸

为关键指标，促使诱变菌株在谷氨酸合成途径中

发生特定基因的表达调控。等离子体诱变使谷氨

酸合成途径中关键基因上调，编码氧代戊二酸脱

氢酶复合物（odhc）的抑制基因下调，促进 TCA

循环的碳流及其分支代谢流向谷氨酸合成，表明

等离子体微生物诱变育种技术不仅可以显著提高

微生物菌株的生产效率，还有利于改善菌株其他

生物学特性。但强化谷氨酸合成可能影响代谢负

荷与细胞健康，导致细胞代谢负担增加，影响生

长速率，需要优化培养基和发酵条件促进生长效

率，以维持高产性能。Cai等［71］结合等离子体微

生物诱变育种技术和基因敲除技术选育得到了一

株前体对香豆酸（p-CA）产量提高 7.6倍、能稳定

遗传10代的高产酪氨酸酿酒酵母菌株。

目前大多数有机酸的生产依赖于经济高效的

微生物发酵系统，然而野生型菌株通常生长缓慢、

有机酸产量低，需要复杂的目标化合物纯化过程，

制约生物有机酸工业应用的瓶颈。等离子体育种

技术可通过放电产生的活性物种（如·OH、O2和

NO）对微生物基因组产生影响，从而导致编码有

机酸合成调控基因的过度表达提高菌株产量。

Wang等［72］通过将ARTP诱变与高通量筛选策略相

结合，对二十二碳六烯酸（DHA）生产菌株

Aurantiochytrium sp. 进行改良，获得了几株高产突

变株。诱变使得突变株柠檬酸合成途径相关基因

的表达水平显著提高，两种合成关键酶乙酰辅酶A

羧化酶和酮酰还原酶的表达分别上调了 4.78 倍和

6.95倍，抑制酶脂肪酸合酶表达下调了 2.79倍，导

致转运到聚酮合酶途径前体变多，DHA产量提高

14.3%。Wu等［73］通过 ARTP诱变处理琥珀酸放线

杆菌筛选得到耐受高浓度琥珀酸的高产突变菌株。

突变菌株在琥珀酸环境中的抗逆性提高了 2倍，琥

珀酸产量增加113%。

4.3 生物药物

等离子体微生物诱变育种方法也可以用于改

善产药物菌株效价比，减少副产物或杂质，提高

产品转化率，提高经济效益［94］。微生物天然产物

资源中大部分具有药用价值，但由于原始微生物

菌种生产效率低下限制其生物制造产业化进

程［95-97］。Zhang 等［74］通过等离子体诱变联合核糖

体筛选提高马杜拉放线菌产物喷司他丁（恶性肿

瘤和毛细胞白血病的一线治疗药物）的产量，通

过采用核糖体筛选技术，侧重于那些在蛋白质合

成和药物代谢上表现优异的突变株，确保选出的

菌株在药物生产上具备竞争优势。在初步获得高

产突变株后，通过系统性的发酵工艺优化，突变

株 S-15产量提高 33.79%，发酵优化后喷司他丁产

量达到现有研究报道的最高水平 152.06 mg/L，突

变菌具有良好的遗传稳定性。但高产菌株在工业

化生产中可能因发酵条件细微变化而表现出批次

间的产量波动，需要对发酵条件进行优化和严格

把控。Nuttapon Songnaka等［75］通过使用等离子体

诱变技术提高抗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（MRSA）活性及抗生素的生产， MIC 值达到

250～500 μg/mL和 500 μg/mL。Zhu等［76］将等离子

体诱变技术结合双报告基因体系筛选得到达托霉

素产量显著提高 58.33% 的 S.roseosporus 玫瑰链霉

菌高性能突变菌。

Zhang等［60］使用ARTP和代谢工程构建了抗病

毒和抗肿瘤药物化学合成的重要商业前体胞苷的

高产量细胞工厂，得到一株在 5 L 发酵罐胞苷效
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价、产量和生产率达到 15.7 g/L、 0.164 g/g 和

0.327 g/（L·h）的突变大肠杆菌，重组菌株的胞苷从

头合成途径基因显著上调。Li等［77］使用 ARTP诱

变传统珍稀药用真菌桑黄多孔菌，使多糖产量提

高了1.5倍。

4.4 生物燃料

为降低碳排放，实现 2030 全球碳中和目标，

世界各国都在大力减少石油燃料的使用，也在寻

找研发石油燃料的替代品新型。微生物资源生产

能源为石化燃料提供了一种新的可再生资源的生

产和使用发展思路［98-101］。

等离子体诱变育种可通过改善菌株对于环境

生产条件的耐受性优化生物燃料产能。丁酸梭菌

可以将甘油生物转化生 1，3-丙二醇（1，3-PD）。

Yun等［78］在常温等离子体诱变生物燃料生产菌株

丁酸梭菌对甘油的最大耐受性基础上，结合微生

物微滴培养系统（MMC）介导的ALE进一步改善

菌株耐受性。突变菌株产物 1，3-PD的产量（滴度）

提高了 4.88倍，10个 1，3-PD合成相关关键基因的

表达水平显著提高。Zhang［79］等使用ARTP对木聚

糖酶生产菌株嗜热毁丝霉菌进行了诱变，得到了

具有高木聚糖酶生产力的热稳定突变体 M2103。

该突变体木聚糖酶活性提高了 21.71%，最适温度

从 60 ℃达到 75 ℃，对酸性（pH 4.0～7.0）环境适

应性强、酶活高。Hong等［80］使用ARTP诱变技术

结合高盐筛选得到的耐盐酿酒酵母菌株HF-130乙醇

产量显著增加了 98.8%，乙酸乙酯和乙酸异戊酯浓

度也提高了2.8倍和 3.3倍。乙醇等生物燃料生产的

效率增强且生产成本降低。Ji 等［81］采用 ARTP 诱

变结合自适应实验室进化（ALE）来提高卷枝毛霉

的甲醇耐受性和催化活性，克服甲醇对脂肪酶活

性有害的缺点，筛选出三个具有稳定基因型的卷

枝毛霉突变体，它们表现出比野生型（WT）更高

的催化活性和甲醇耐受性，在 30% 甲醇中孵育活

性明显改善，突变体 JLW5 生物柴油产率达到

91%，相比野生型反应时间显著缩短了 54 h，具备

生物柴油商业化生产潜力。

Luo 等［82］通过 ALE 结合 ARTP 诱变对热带念

珠菌进行突变，得到一株能在 45 ℃高温下生长的

耐热菌株。解决制约生物柴油生产的发酵温度与

微生物耐热性不协调的问题，使突变菌株脂质产

量增强了 16.8%，生成效率达到（86.2±2）mg/g。

Ban 等［83］通过 ARTP 对能产生清洁能源氢气的莱

茵衣藻进行诱变，突变菌氢气产量增加 1.8～5.2倍

和 2.7～3.1倍，突变细胞中光合作用相关基因表达

量明显上升，微藻叶绿体大小减小显著，提高了

微藻吸收光子利用率和光合作用，显示出诱变对

微藻能量代谢的显著调控作用。但微藻在大规模

培养时对光强、温度及营养供应极为敏感，需对

其进行环境适应性与光条件控制确保培养环境能

够维持突变菌株的高效产氢状态。Mostafa E. 

Elshobary等［84］使用ARTP对筛选到的产生物燃料

的微藻凯斯小球藻进行诱变，生物量生产力和脂

质生产力提高 75% 和 44%，有效改善微藻野生种

产量偏低的生产限制。

4.5 生物材料

等离子体诱变育种技术对生物材料产生菌株

进行诱变育种的研究主要集中在提高生物材料的

产量和优化其性质。

Zhang等［85］使用ARTP技术对聚羟基脂肪酸酯

（PHA）工程菌嗜盐单胞菌进行了诱变，通过生长

曲线筛选和盐胁迫条件变化筛选出低盐条件下能

高效稳定生产 PHA的低盐胁迫突变体。并结合基

因工程调控 PHA合成相关基因的表达，使得工程

嗜盐单胞菌细胞在低盐胁迫下依然保持高效的聚

合能力，PHA 生产成本降低 33%，扩大了嗜盐单

胞菌的应用范围及产业化潜力。但低盐条件下的

适应性可能伴随着其他生理变化，长期稳定性和

发酵过程中细胞活性保持仍需验证。同时在大规

模生产过程中，需要进一步优化发酵参数、下游

处理工艺及原料成本，以确保整体经济效益。Bai

等［86］通过 ARTP诱变结合转录组分析显著提高了

Aureobasidium pullulans 出芽短梗霉新菌株的普鲁

兰多糖（HA）生产性能，增强其工业应用潜力。

HA产量提高了 17.6%，突变体中与支链淀粉的合

成和分泌有关的 α/β-水解酶、α-淀粉酶和糖波特家

族MFS转运蛋白表达显著提高。Zhang等［87］对蜡

样芽孢杆菌进行了诱变，使新型生物材料壳聚糖
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的前体壳聚糖酶活性提高了 2.49 倍。Zhang 等［88］

对紫红曲霉菌株进行诱变，菌株橙色素产量提高

66.7%，色素毒素橘霉素降低 69%，红色素黄色素

水平也得到改善。张少伦等［89］把 ARTP与代谢工

程及高通量筛选方法进行结合增强工程克雷伯氏

菌 产 新 型 聚 酯 类 纤 维 苯 二 甲 酸 丙 二 醇 酯

（polytrimethylene terephthalate，PTT）单体 1，3-丙

二醇的性能，最终 1，3-丙二醇产量达到 118 g/L，

甘油转化率为42%。

5 结论及展望

低温等离子体作为一种新型微生物诱变技术，

凭借其高效、绿色环保、操作简便等优势，为微

生物育种领域提供了重要工具。ARTP、DBD 和

CD等不同等离子体源在诱变效率、突变率和适用

范围等方面各具特色，能够显著提高目标菌株的

产量、耐受性以及特定环境适应能力。但ARTP等

离子体诱变装置主要基于辉光放电原理，功耗较

大（达到 200 W），诱变过程产热，需额外增加冷

却装置，体积笨重（0.5～1 m3），无法在洁净台中

操作。DBD等离子体工作电压较高，通常是 3 kV

以上，放电均匀性差、局部气体温度较高，难以

产生稳定诱变效果，诱变突变机制研究相对较少。

CD 等离子体存在诱变处理时间较长（需要 5～

15 min）、区域小、电流弱、等离子体及活性物种

产生效率低等缺陷。需要针对诱变育种需求，开

发更高效、放电稳定、作用距离大、可在洁净台

规模化使用的低成本等离子体诱变发生装置，提

升诱变效率和菌株筛选成功率，并优化操作参数

以满足不同工业需求。当前三种等离子体源均依

赖氦气等稀有气体作为工质以提高突变率，增加

了诱变成本，未来可研发基于微纳米材料的新型

等离子体源，改用空气作为诱变工质，通过针对

性解决散热问题实现能耗降低与放电稳定性提升，

在探索提高诱变率的同时减少冷却系统开支。为

了更好地适应工业化生产，未来可以开发模块化

小型化的等离子体诱变设备，这样可以根据不同

需求调整设备规模和功能，使其能够在小型洁净

台或大型生产线上灵活应用。

由等离子体产生的各种活性粒子RONS及其化

学反应引起的氧化DNA损伤是突变过程中最重要

因素［34］。但目前主要的等离子体诱变机制文献较

少且主要是关于ARTP等离子体的，未来可以对其

他等离子体的诱变机制进行研究。此外，等离子

体对活细胞中DNA的分子作用机制仍不清晰，需

要深入解析等离子体诱变过程中对DNA分子和细

胞代谢网络的具体作用机制及剂量研究，为突变

路径的设计提供理论支持。未来可通过高通量基

因组学等手段，系统性地研究等离子体诱变对

DNA的具体影响，特别是突变位点、损伤类型以

及修复机制。

等离子体诱变育种方法虽然具有高效性、安

全性、多样性等优点，但高突变性同样也加大突

变的不确定性，获得目标性状的突变株仍需大量

筛选。需要进一步优化等离子体处理参数并联合

使用高通量筛选技术，以提高目标突变株的筛选

效率。目前与等离子体装置联用的大部分高通量

筛选方法仍需与荧光蛋白结合、产生荧光信号读

数才能进行表型分析，需要开发无损、快速、实

时的筛选自动化新技术。例如，利用质谱分析或

拉曼光谱实现无损筛选，通过实时检测代谢物的

变化来评估突变体的性能，从而提高筛选效率和

精度。同时结合机器学习和大数据分析等AI技术，

对筛选数据进行高效分析，优化筛选过程。通过

预测和模式识别，实现快速识别表现优异的突变

菌株并加速筛选周期。与此同时，未来可通过强

化与基因编辑、代谢工程等前沿技术的结合，实

现从随机突变到定向育种的突破。通过代谢通路

的系统性优化，可以进一步提升菌株的生产能力

和稳定性。同时，利用系统生物学工具对突变菌

株的代谢网络进行建模和分析，可以更好地预测

和设计高效的工业菌株。

等离子体诱变技术在酶制造、有机酸生产、

生物能源开发以及生物材料等生物制造领域展现

了巨大潜力，但真正产业化落地的案例不多。未

来需要通过与工业企业的联合开发，从企业需求

出发推动等离子体诱变技术在更多工业场景中的

应用。生物材料作为绿色替代品的重要性日益凸

显，目前在生物材料领域尚存在不小的挑战，等

离子体诱变导致生物材料产量变化的分子机制研

究较少，未来可通过选择性等离子体诱变技术定
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向提高菌株的生物材料产量，例如增强聚羟基脂

肪酸酯等生物基聚合物的合成能力，通过优化菌

株代谢途径和提高原料转化率，降低生产成本，

从而加速生物材料的工业化进程。并对其具体分

子机制进行研究，重点关注等离子体如何影响微

生物的代谢途径，通过基因组学和蛋白质组学手

段，揭示其在基因表达、代谢网络和蛋白质功能

方面的变化，解析等离子体对生物材料产量的影

响机制。

相信通过等离子体诱变与生物技术、高通量

筛选技术等前沿技术的深度融合，可有效推动并

拓展等离子体诱变技术在各场景中的应用，为生

物制造提供重要技术支撑，推动生物制造产业的

快速进步，也将为全球可持续发展目标的实现作

出重要贡献。
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