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芳香化合物是一类重要的工业原材料，稳定的化学结

构及低水溶性使其成为难降解的有机污染物之一 [1]. 研究表

明，芳香化合物的好氧生物降解包含两个重要过程：芳环的

羟基化反应与断裂反应，它们均由微生物体内的芳环加氧酶

催化完成 [2]. 因此，芳环加氧酶是芳烃好氧降解途径中的关

键酶系，关系到这类化合物的可降解性及降解程度 [3]. 对芳

环加氧酶的研究始于1955年，Hayaishi与Mason等几乎同时证

明加氧酶能将一个或两个氧原子（氧气或过氧化物中的氧）
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摘  要   芳环加氧酶可催化芳香环的羟基化反应，广泛应用于生物修复及化工合成行业. 本文在综述芳环加氧酶的分

类和应用的基础上，详细探讨基于纯培养技术与宏基因组技术的芳环加氧酶开发策略，并首次对这些策略进行比较

和评估. 利用传统的纯培养技术已经获得大量的芳环加氧酶，然而这些加氧酶种类单一，重复率高，且新颖性不足. 新

兴的宏基因组技术赋予了开发未培养微生物资源的新思路，但利用其获取芳环加氧酶的研究刚刚起步，存在着筛选

效率低、异源表达困难等难题. 本文从基因信息量、筛选通量与效率、时间与成本以及目的基因下游表达可行性等方

面对这两种方法进行综合评价，并提出宏基因组技术筛选不同类型芳环加氧酶的适用方法. 纯培养技术与宏基因组

技术的有机结合，与蓬勃发展的各种组学技术一起，将有助于推动芳环加氧酶的理论研究及生物催化产业的快速发

展. 图3 表2 参47
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直接加到苯环上形成羟基化合物 [4~5]. 这种芳香族羟基化合

物是精细化工及医学制药行业的重要中间体，因此，芳环加

氧酶一直是环境保护及化工生产领域的研究热点. 目前，研

究者们已经利用纯培养技术从微生物体内获得了各类芳环

加氧酶，并对其进行了分子生物学改造 . 随着后基因组时代

的到来，宏基因组技术的出现更为这类酶资源的开发提供了

新颖的思路. 本文综述了环境微生物中芳环加氧酶的分类、应

用范围及开发策略，并首次对这些开发策略进行了综合评价. 

  1  芳环加氧酶的分类

芳环加氧酶具 有不同的分类 方 式，根 据加氧 形式，可

分为单加氧酶（Monooxygenase）和双加氧酶（Dioxygenase）

两类. 单加氧酶可在苯环上添加一个氧原子，同时另一个氧

原子被 还原成 水 . 根 据参与酶反应的辅基，芳环单加氧酶

包含以下4类：二铁羟化酶（Di-iron hydroxylases），如苯酚

羟化酶；黄素单加氧酶（Flavin monooxygenases），如2-羟基

联苯-3-单加氧酶；蝶呤依赖型单加氧酶（Pterin-dependent 

monooxygenases），如苯丙氨酸羟化酶；以及细胞色素P450酶

（Cytochrome P450 enzymes）[6~7]. 双加氧酶可在苯环上插入2

个氧原子生成顺式二氢二醇化合物（cis-Dihydrodiols），其可

分为依赖血红素的双加氧酶及Rieske型非血红素双加氧酶两

类，后者的典型代表为萘双加氧酶 [8]. 

按催化功能划分，芳环加氧酶又可分为芳环羟化加氧酶

（Ring-hydroxylating oxygenase）和芳环断裂加氧酶（Ring-

cleaving oxygenase）两类，它们分别完成芳香化合物的羟基

化及开环断裂过程（图1）. 芳环羟基化是其好氧降解的第一

步反应，决定了微生物降解芳香化合物的能力. 芳环羟化加

氧酶由至少2~3个蛋白组成了还原酶（Reductase）、含[2Fe-

2S]簇的铁氧还蛋白（Ferridoxin）及末端氧化酶（Oxygenase）

3个组分，这3个组分一起形成一个典型的电子传递短链，实

现芳环的羟基化 [9]. 芳环断裂加氧酶参与羟基化芳香化合物

的开环断裂，使其进入下游的小分子代谢途径，决定了微生

物降解芳香化合物的程度. 断裂加氧酶按其氧化开环位点的

不同，可分为邻位开环和间位开环两种形式，对应的酶被分

别称为外二醇双加氧酶及内二醇双加氧酶. 外二醇双加氧酶

使C2-C3或C1-C6键断裂，如邻苯二酚2,3-双加氧酶；内二醇

双加氧酶断裂C1-C2键，如邻苯二酚1,2-双加氧酶. 

  2  芳环加氧酶的应用

2.1  芳环加氧酶在生物修复领域的应用
芳环加氧酶能够 催化多种有机反应，为扩大其生物修

复的底物范围及提高催化效率，各种基因工程手段如定点突

变、基因重组、DNA shuffling及区域互换等被用于芳环加氧

酶的改造 [10]. Siani等在分离自南极海水的嗜冷菌中，转入编

码甲苯/邻二甲苯单加氧酶的外源基因，重组菌株在低温环境

（4 ℃）可成功降解苯酚与邻甲酚[11]. 两个联苯降解模式菌株

Burkhorderia cepacia LB400与Pseudomonas pseudoalcaligenes 

KF707被广泛研究. 研究表明，菌株KF707对多氯联苯仅具

有2,3-双加氧酶活性，而LB400则具有2,3或者3,4-双加氧酶活

性. Suenaga等以这两个菌株的联苯双加氧酶大亚基（bphA1）

为母体，采用DNA shuff ling方法构建了多个 嵌合bphA1基

因，并 获 得 同 时具 有 2 ,3及 3,4 -双 加 氧 酶 活 性 的 杂 交 菌 株

KF707-D34 [12]. 在近期的研究中，他们利用两步同源重组，将

菌株KF707的bphA1基因替换成上述的嵌合基因，多数杂交

菌株表现出更高的多氯联苯降解活性及更广的底物范围[13]. 

2.2  芳环加氧酶在绿色化学合成领域的应用
生物催化具 有高选择性、高反应速率及反应条件温和

等优点，被认为是一种更绿色的合成途径. 利用芳环羟化加

氧酶定向选择性催化生成芳烃顺式二醇类物质的研究被大

量开展. 这些物质多是化工及医药行业的重要中间体，具有

极大的市场应用价值 [14]. 以靛蓝为例，靛蓝是一种广泛应用

于印染、医药及食品工业的色素. 截至2002年，全世界靛蓝生

产量为2.2万吨 /年，且需求量逐年上涨. 研究证实：大多数芳

烃降 解菌均具 有转化吲哚合成靛蓝的能力，该过程由其体

内的芳环单加氧酶（如甲苯-4-单加氧酶与黄素蛋白单加氧

酶）或双加氧酶（如萘双加氧酶与四氢化萘双加氧酶）催化

完成，其反应途径如图2所示[15~18]. 吲哚同系物的微生物转化

图1  芳香化合物好氧降解途径中的羟基化及开环断裂过程
Fig. 1  Hydroxylation and ring cleavage of aromatic compounds 

in aerobic metabolic pathway
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也引起了研究人员的兴趣. Kim等利用来自Pseudomonas sp. 

KL28的多组分苯酚羟化酶 催化20多种吲哚衍生物，合成了

不同的靛蓝类色素，同时发现不同的底物可合成相同或不同

的色素[19]. 2008年，Han等将Methylophaga aminisulfidivorans 

MPT中的fmo基因克隆到大肠杆菌中，获得了能够以色氨酸

为原料合成靛蓝的菌株，靛蓝最高产量可达920 mg/L [20]. 

此外，利用芳环加氧酶合成环氧化合物也有报道. 环氧

化合物是合成许多光学活性药物、农药及一些精细化学品的

重要前体物. 近期，中国科学院成都生物研究所首次利用苯

乙烯单加氧酶催化非共轭烯烃环氧化反应，合成的甘油类化

合物可用于直接构建双手性中心及光学纯度优异的环氧化

物[21]. 

2.3  芳环加氧酶在生物技术领域的应用
邻 苯 二 酚是芳香 化合 物 好氧 降 解过 程的 重 要中间产

物，其开环反应通常由邻苯二酚双加氧酶催化完成. 邻苯二

酚2,3-双加氧酶（C23O）的开环产物常常呈黄色，因此C23O

图2  微生物利用吲哚合成靛蓝的单加氧酶及双加氧酶途径

Fig. 2  Indigo production from indole by monooxygenase and dioxygenase from microbes
DO：萘双加氧酶；MO：苯乙烯单加氧酶；SOI：苯乙烯氧化物异构酶

DO: naphthalene dioxygenase; MO: styrene monooxygenase; SOI: styrene oxide isomerase

图3  芳环加氧酶不同筛选策略的操作流程图
Fig. 3  Different strategies for screening aromatic oxyganase
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的编码基因在微生物学及生物工程中，常作为显色标记基因用

于目标物的筛选与检测[22]. 山东大学吕鹏从洋葱伯克霍尔德氏

菌L68中纯化到C23O，并成功构建邻苯二酚双加氧酶传感器，

用于水体中痕量邻苯二酚的检测，检测限为0.05 mmol/L [23]. 

  3  芳环加氧酶的获取策略

3.1  利用纯培养技术获取芳环加氧酶
微 生物是芳环加氧酶的主要来源，因此分离微 生物是

获取芳环加氧酶的首要步骤 . 一直以来，研究者多利用纯培

养技术（Pure culture technology）预先从环境样品中分离出

能够利用芳香化合物的微生物菌种，再从其体内提取相关的

芳环加氧酶. 通常，从纯培养菌株中获取芳环加氧酶的策略

有两种，如图3所示. 一种为“基因—蛋白”途径，即首先设计

引物，对菌落总DNA进行PCR扩增，获得芳环加氧酶基因的

保守区序列，随后利用各种染色体步移技术（如TAIL-PCR，

接头PCR，反向PCR等）克隆其基因全长，最后将该基因在

大肠杆菌等宿主中进行异源表达，并从宿主中纯化出重组酶

用作进一步研究 [24~25]. 另一种为“蛋白—基因”途径，即利用

各种蛋白分离纯化技术，直接从菌体粗酶中提取芳环加氧酶

纯酶，随后测定纯酶N端序列，并根据该序列设计引物直接

PCR或构建cDNA文库即可得到该酶的完整基因信息[26~27]. 相

比之下，“基因—蛋白”策略直接快速，获得的芳环加氧酶基

因经异源表达后，目的蛋白含量较大，纯化更加容易，尤其

对含有标签的蛋白往往一次即可成功获得纯酶. 对于直接分

离纯化菌体中的芳环加氧酶，由于野生菌所表达的蛋白成分

复杂，往往需要多种色谱法联用才能保证加氧酶的完全纯

化，工作量大且耗时较长，多适用于难以直接PCR扩增的真

核微生物. 

3.2  利用宏基因组技术获取芳环加氧酶
利用纯培养技术获得的各类芳环加氧酶 信息，加深了

研究者们对其生理生化特性、结构及反应机制的理解，并对

其成功改造 [10]. 然而研究者已经公认：由于难以模拟和重现

微生物原始的生存条件，培养的困难导致人类所掌握的微生

物多样性不到总数的1%，是巨大微生物资源的冰山一角 [28]. 

这种局限使得从微生物中筛选到的芳环加氧酶种类单一，重

复率高，且新颖性不足，严重阻碍人们对其的认识及利用. 如

何更加充分、更深层次地发掘自然界蕴藏的微 生物酶资源

成为制备高效率、高活性微生物酶制剂的当务之急. 新兴的

宏基因组技术（Metagenomic technology）为芳环加氧酶的开

发提供了崭新的思路. 该技术避开传统的微生物分离培养过

程，直接研究环境样品的宏基因组DNA（Metagenomic DNA，

即总DNA），以获取未培养微生物的多样性信息及开发新型

的微生物资源（如生物催化剂和活性物质），是环境微生物

学的一个新的发展方向及研究热点 [29]. 目前，国内外利用宏

基因组技术开发的微生物资源主要集中在工业水解酶（如脂

/酯酶、淀粉酶、纤维素酶、蛋白酶）与抗生素两类，对新型

芳环加氧酶的关注较少[29~31]. 

根 据 宏基 因 组 技 术 的 基 本原 理，环 境 样 品 宏基 因 组

表1  利用宏基因组技术获得的芳环加氧酶

Table 1  Aromatic oxygenases screened by metagenomic technology

环境样品
Sample

筛选目标物
Screening target

筛选对象
Screening resource

筛选方法
Screening method

筛选效率*

Screening 
efficiency*

最高相似性**

Highest 
similarity**

文献
Reference

土壤 
Soil

苯乙烯单加氧酶
Styrene monooxygenase

质粒文库
Plasmid library

活性筛选
Activity screening 2/65000 < 50% [32]

活性污泥
Activated sludge

外二醇双加氧酶
Extradiol dioxygenases

Fosmid文库
Fosmid library

活性筛选
Activity screening 91/96000 42% [33]

土壤
Soil

外二醇双加氧酶
Extradiol dioxygenases

Fosmid文库
Fosmid library

活性筛选
Activity screening 235/87000 55% [34]

土壤
Soil

P450单加氧酶
P450 monooxygenase

Fosmid文库
Fosmid library

序列筛选
Sequence screening 1/200000 70.6% [35]

土壤
Soil

2,4-二氯酚羟化酶
2,4-dichlorophenol hydroxylase

质粒文库
Plasmid library

活性筛选
Activity screening

1个阳性克隆
One positive clone < 48% [36]

土壤
Soil

4-羟基苯丙酮酸双加氧酶
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase

Cosmid文库
Cosmid library

活性筛选
Activity screening 1/30000 < 58% [37]

牛瘤胃
Bovine rumen

多酚氧化酶
Polyphenol oxidase

噬菌体表达文库
Phage expression library

活性筛选
Activity screening

1个阳性克隆
One positive clone 42% [38]

土壤
Soil

漆酶
Laccase

质粒文库
Plasmid library

活性筛选
Activity screening 1/8000 42% [39]

活性污泥
Activated sludge

4-硝基甲苯氧化酶
4-nitrotoluene-oxidizing enzyme

Fosmid文库
Fosmid library

活性筛选
Activity screening 6/40000 60% [40]

活性污泥
Activated sludge

2,3-二羟基联苯1,2-双加氧酶
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase

宏基因组DNA
Metagenomic DNA

直接PCR扩增
Direct PCR —— 99% [41]

*筛选效率：阳性克隆数与总克隆数的比值；**氨基酸序列最高同相似性
*Screening efficiency: the ratio of positive clones to total clones in the metagenomic library; ** Highest similarity of amino acid sequence
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DNA是该技术的核心. 提取宏基因组DNA后，获取芳环加氧

酶的方式主要有2种，其操作流程如图3所示. 一种方法是设

计 芳环加氧酶 基因引物，对宏基因组DNA直接PCR扩增，

其后续操作与纯培养方法的“基因—蛋白”途径相同. 另一

种方法是首先构建 宏基因组文库，再从文库中筛选芳环加

氧酶 . 这 里的文库，是将宏基因组DNA经酶切后连接到合

适的载体上，再转化到大肠杆菌等宿主中，所有宿主细胞的

集合被称为宏基因组文库 . 文库的筛选方法包括活性筛选

（Activity screening）与序列筛选（Sequence screening）. 序列

筛选以序列相似性为基础，根据已知功能基因的保守区序列

设计探针/引物，对文库克隆进行杂交 /PCR扩增，以获得阳

性克隆. 活性筛选也叫功能筛选，其原理为：文库中的阳性

克隆可以表达目的性状，利用其在选择培养基上的表型特征

（如显色、水解圈、抗性），或者利用生物化学手段分析其表

达产物的物理特性（如荧光、结构）进行目标克隆的筛选. 靛

蓝产生法是最常用的芳环羟化加氧酶活性筛选方法，具有简

单快捷的优点，它的原理为：大肠杆菌自身携带的色氨酸酶

可将LB培养基中的色氨酸转化为吲哚，一旦大肠杆菌中插

入的外源加氧酶基因实现表达，吲哚可在加氧酶的作用下生

成靛蓝而使菌落呈蓝色，该法已成功用于文库中苯乙烯单加

氧酶的鉴定 [32]. 外二醇双加氧酶的活性筛选多以邻苯二酚为

底物，该酶可催化邻苯二酚生成黄色的产物 [33~34]. 对活性筛

选获得的克隆子，直接测序插入的DNA片段，即可获得芳环

加氧酶基因序列. 迄今为止，从不同环境样品基因组中获得

的芳环加氧酶信息如表1所示. 

  4  芳环加氧酶获取策略的评价
4.1  宏基因组技术与纯培养技术的综合评价

由于宏基因组技术的研究尚属新兴领域，其对芳环加氧

酶的开发应用甚少. 本节结合所获得的芳环加氧酶信息，对

纯培养与宏基因组技术获取生物资源的过程进行初步的综

合评价，从而为其它相关研究提供参考. 

1）基因信息量比较：与宏基因组技术相比，纯培养技术

一次只能针对某个 特定微 生物的基因组进行资源开发 . 而

环境样品的宏基因组同时覆盖了几百Mb甚至Gb级的DNA容

量，理论上包含几十到几百个原核基因组（按原核微生物基

因组平均大小为5 Mb来计算），其中不乏纯培养技术难以培

养的微生物[32~41]. 由此，宏基因组技术扩大了微生物资源的开

发利用空间，更有机会筛选到新颖的芳环加氧酶基因. 

2）筛选通量及筛选效率比较：虽然宏基因组技术避免了

纯培养技术的菌株分离培养过程（图3），但其后续的文库筛

选工作更加繁琐. 尤其是序列筛选，由于需要对文库全部克

隆进行芳环加氧酶基因的扩增或杂交，加上反复验 证排除

假阳性的过程，比纯培养技术具有更大的工作量. 这对库容

高达百万个克隆的文库而言，无疑是一项巨大的工程. 同时，

筛选效率普遍低下也是宏基因组技术的主要瓶颈之一，阳性

克隆率多在1/10 000左右[42]. 表1中外二醇双加氧酶的筛选效

率相对较高，可能是由于它们分别分离自污水处理厂的活性

污泥以及受燃料污染的土壤，这些环境样品中芳环加氧酶基

因的丰度更高[33~34]. 而某些水体环境（如海洋沉积物）的微生

物数量要远远低于陆地环境（如土壤），因此筛选工作量会

更大. 

有研究指出，对环境样品进行富集可以增加目标基因的

丰度，从而提高文库的筛选效率. 溴代脱氧尿苷富集、稳定

同位素探针及底物诱导富集等方法已被用于增加文库中活

性克隆的比例 [30]. 此外，各种高通量筛选方法已被建立，如：

微阵列、数字影像、SIGEX法，表面展示等，它们使得文库筛

选更加快速、灵敏和准确[31,43]. 同时，随着测序技术的成熟及

测序成本的降低，直接测序环境样品宏基因组已被广大研究

者接受，必然会大大提高后期筛选的自动化水平及筛选效率. 

因此相对于难以实现自动化的纯培养技术，宏基因组技术将

显现出更大的优势. 

3）时间与成本比较：纯培养技术的时间与成本分别耗费

在菌株的分离筛选及加氧酶的获取两个过程，远远低于宏基

因组技术的花费. 从资源的重复利用角度来讲，所构建的宏

基因组文库可反复用于各种功能基因的筛选 . 相比之下，纯

培养技术则需要重复地驯化筛选不同的菌株，以获得不同的

功能基因. 因此，尽管初期的文库构建工作投入成本较大，

但若进行大批量开发，利用宏基因组技术获取微生物资源的

单位成本并不高于纯培养方法. 

4）目的基因下游表达可行性比较：有研究证明，由于外源

基因的毒性、密码子偏好性以及使用不同的表达系统等问

题，仅有40%的宏基因组基因能够在大肠杆菌中表达 [29]. 例

如，目前从宏基因组中共获得14个含淀粉酶的阳性克隆，但

仅有4个被成功地表达及定性 [27]. 因此，宏基因组来源的目的

基因难以利用现有表达系统 进行表达，从而阻碍了新型功

能基因的实际应用，这也是宏基因组技术目前面临的最大瓶

颈. 

4.2  3种宏基因组筛选策略的综合评价
目前，宏基因组学技术中上游的文库构建 策略已相对

成熟，下游的筛选工作是整个宏基因组技术的主要限制性步

骤. 本节将对基于宏基因组技术的3种筛选策略：宏基因组直

接PCR扩增，文库序列筛选及文库活性筛选进行比较. 

1）宏基因组直接PCR扩增：图3显示，利用宏基因组直接

PCR扩增比构建文库后筛选芳环加氧酶基因省时省力. 但由

于宏基因组DNA的复杂性，可能同时包含多个菌株的同一种

类型的目的基因，使得采用染色体步移获得基因序列全长比

从纯培养扩增更加困难，扩增后的序列分析也相对复杂，往
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往不适于多组分芳环羟化酶的筛选，而且直接PCR获得基因

的新颖性往往不足. 但利用直接PCR技术可以快速地收集具

有不同性质（如底物专一性、pH稳定性）的相似酶，从而构

建具有实际工业应用价值的酶库 [45]. 

2）文库序列筛选：基于PCR的序列筛选虽然直接快速，

但其仅能获得目的基因的部分序列，且需要依靠染色体步

移法继续获得基因全长；同时，PCR反应容易引起基因的突

变，尤其催化中心关键位点的突变易降低或丧失酶活. 尽管

序列筛选到的序列含有目的基因的保守区，但它可能并不编

码相应的目的蛋白，这也是序列筛选目前的最大瓶颈. 

3）文库活性筛选：研究者已公认：与序列筛选相比，活

性筛选能获得更新颖的酶，但该法要求功能基因必须在外源

宿主中成功表达. 多组分芳环羟化酶的异源表达比较困难，

大多难以利用活性筛选获取 . 因此，与纯培养技术由于培养

困难易丢失大量微生物信息一样，文库的活性筛选也会由于

目的基因的低表达水平导致功能基因的遗漏. 为了使活性筛

选更加灵敏，Zhang等将土壤宏基因组DNA展示在T7噬菌体

表面，成功筛选到聚酮化合物合成酶基因[46]. Li等构建了一种

特殊的载体，该载体含有紫外光诱导型启动子，其下游插入

了一段自溶基因，当宿主细胞经紫外灯照射时，会 诱导自溶

基因表达使得宿主细胞自动裂解，释放出胞内酶，避免了细

胞的破碎过程，从而可对文库快速地进行活性筛选 [47]. 

根据以上分析，对芳环加氧酶不同筛选策略的优缺点

进行归纳总结，如表2所示. 采用宏基因组技术获取芳环加

氧酶时，对多组分芳环羟化酶而言，由于其异源表达比较困

难，而利用宏基因组 直接PCR获得的基因信息往往不够 准

确，因此文库序列筛选是较好的筛选策略；对于单组分芳环

加氧酶，文库活性筛选及 宏基因组直接PCR扩增策略均适

用，但活性筛选可以获得更新颖的酶. 不同的筛选策略具有

各自的优缺点，实际操作中，需要根据筛选对象、实验条件

及技术基础选择合适的筛选策略. 

  5  结 语

环境微生物中的芳环加氧酶在生物修复及化工合成领

域具有极大的应用潜力. 传统的纯培养技术及新兴的宏基因

组技术是芳环加氧酶的主要获取方式. 10多年的研究成果证

明：与纯培养技术相比，宏基因组技术提高了人们对自然界

微生物及其体内功能基因多样性的理解，同时赋予了开发未

培养微生物资源的新视觉. 但对新型微生物或功能基因的遗

传性质、代谢特征、及功能的认识与表征又离不开纯培养技

表2  芳环加氧酶不同筛选策略的比较
Table 2  Comparison of different methods for discovery of aromatic oxygenases

筛选策略
Screening strategy

优点
Advantage

缺点
Disadvantage

纯培养与宏基因组技术
Pure culture and 
metagenomic
technology 

纯培养技术
Pure culture technology

▪ 获取目的基因较容易
  Easy to obtain target gene
▪ 目的基因容易异源表达
  Easy to express heterologously for target gene

▪ 获得的芳环加氧酶种类单一，筛选重复率高
  Aromatic oxygenases obtained with single type 

and high repetition rate 
▪ 难获得未培养微生物中的功能基因
  Hard to obtain the functional genes in uncultured 

microbes

宏基因组技术
Metagenomic technology

▪ 基因信息量大
  Larger content of genetic information
▪ 获得的基因新颖性高
  More opportunity to obtain novel gene 
▪ 可获得未培养微生物的信息
  Easy to exploit uncultured microbes
▪ 文库可重复利用
  Library could be screened repeatedly

▪ 工作量大，耗时，成本高
  Heavy work load, long time and high cost 
▪ 筛选效率低下
  Low screening efficiency
▪ 目的基因异源表达困难
  Hard to express heterologously for target gene

宏基因组筛
选策略

Metagenomic methods 

宏基因组直接PCR
Direct PCR from
metagenome

▪ 筛选快速直接
  Direct and quick screening

▪ 扩增全长困难，不适于多组分加氧酶的筛选
  Hard to PCR whole gene, and not suitable for 

screening multi-component oxygenases
▪ 获得的基因新颖性不足
  Less opportunity to obtain novel gene

文库活性筛选
Activity screening from 
library

▪ 筛选快速
  Quick screening
▪ 获得的基因新颖性高
  More opportunity to obtain novel gene

▪ 不适于筛选低表达或不表达的酶
  Not suitable for screening the enzymes with low 

or no expression

文库序列筛选
Sequence screening from 
library

▪ 不受酶表达的限制，灵敏
  Sensitiveness and no limitation of enzyme 

expression
▪ 可获得具有相似特性的酶
  Could obtain enzymes with similar characters

▪ 不能获得完整的基因片段
  Could not obtain the complete gene 
▪ 获得的基因新颖性不足
  Less opportunity to obtain novel gene
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术的参与. 未来，传统的纯培养技术与宏基因组技术将有机

结合，与蓬勃发展的各种组学技术一起，共同促进微生物学

研究的前进. 本文章虽然首次对纯培养及宏基因组技术的不

同筛选策略进行了综合评价，但由于没有可供参考的文献，

同时宏基因组技术目前尚不成熟，因此评价结果的合理性及

适用范围有待于进一步验证. 
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