
Aspergillus fumigatusAspergillus nidulansAspergillus oryzae Aspergillus niger

高产菌株的育种及高通量筛选技术

华南理工大学生物科学与工程学院

潘力 教授
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工业菌种的育种意义

1、菌种发酵水平是企业产品市场竞争力的体现之一

 菌种是发酵技术的源头

 菌种是发酵技术的核心之核心

 菌种提高不增加设备材料投入

年

产
率
提
高

优化生产工艺过程

优化生产菌株

选择优良的宿主菌

构建表达载体

宿主菌的转化

转化子的分析

优选转化菌的发酵控制技术

菌

株

生
产
过
程

联合优化：丝状真菌宿主菌中的蛋白生产

Data from Novozymes
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工业菌种的育种意义

2、育种工作中两大任务：突变与筛选

变异菌种库 筛选目标株

自然选育 筛选模型

人工诱变

高通量筛选量

推理选育

杂交育种

基因工程

代谢工程

组学技术

系统生物学

合成生物学

突变是前提
筛选是关键
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工业微生物育种需要漫长复杂的过程：突变与筛选

突变库
多样性库

建库 筛选 评价

106～109

103～106
102～103

101～102
10

1

高 效 率 高 通 量 设 备 化 知识产权

需要系统生物育种方法

工业菌株的育种意义
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演示者
演示文稿备注
突破生物育种耗时低效瓶颈问题的关键是构建多样性、大容量的突变库，并进行高效筛选和评价，因此需要高效率、高通量及设备化的系统育种方法研究。



3、菌种选育目标

工业菌种的育种意义

 提高产量：生产效率和生产效益是首位的目标。（1）增加基因剂量；（2）破坏基因

调控（如分解产物脱抑制，代谢产物阻遏）； （3）改变通透性促进产物排出。

 促进发酵生产过程：（1）提高产物的纯度：减少副产物 ; 提高有效组分 ;减少色素

等杂质。（2）改变菌种性状或改善发酵过程：改变和扩大菌种所利用的原料结构；

改善菌种生长速度 ; 改善对氧的摄取条件，降低需氧量及能耗；耐不良环境，抗噬

菌体的侵染 ,耐高温、耐酸碱、耐自身所积累的代谢产物。（3）菌种的遗传性状：

特别是生产性状稳定。

 改变生物合成途径：微生物基因型的变化导致新代谢产物的合成。
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以突变和筛选为中心的传统育种技术

（1）自发突变；（2）物理诱变剂：辐射（短波长的UV，200-300，优化254nm；离子辐射，如X-

射线，γ-射线和β-射线）；（3）化学诱变剂（影响非复制DNA突变剂如亚硝酸HNO2，羟基铵

NH2OH，烷基化试剂；碱基类似物或移码突变剂，能被吸收或进入复制中的DNA）；

诱变剂分类 诱变剂 突变类型 突变对DNA的影响

物理诱变 X-射线，γ-射线 删除，结构变异 DNA单链或双链断裂

紫外UV 颠换，删除，移码，转
换GC→AT

DNA中嘧啶二聚化和交联

化学诱变 5-溴尿嘧啶 转换GC→AT，AT→GC 碱基配对错误

羟胺 转换GC→AT 胞嘧啶C脱氨

亚硝酸 双向转换，删除，
GC→AT，AT→GC

A,C,G脱氨

亚硝基胍NTG 转换GC→AT 甲基化，pH高时C和A烷基化

硫酸二甲胺 转换GC→AT C和A烷基化
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以突变和筛选为中心的传统育种技术

紫外诱变（UV） • 短波长：200-300nm（优化：254nm）；

• 产物：相邻嘌呤形成二聚体（T-T,T-C和C-C）或互补链上嘌呤二聚体（导致交联）；

• 突变：主要诱导的GC→AT转换、颠倒换、移码和删除；

• 突变机制：错误倾向SOS修复机制；

• 阻止光修复和切除修复机制：操作在>600nm下进行/用咖啡因或类似物抑制修复；

烷基化试剂 • 甲基硫酸乙酯（EMS），甲基硫酸甲酯（MMS），硫酸二乙酯（DES），双环氧丁

烷（DEB），亚硝基胍（NTG）；N-甲基-N-亚硝基脲和芥子气；

• 亚硝基胍(NTG)：90%突变是GC→AT转换；在酸性溶液中形成亚硝酸，在碱性条件

下形成重氮甲烷（强烈的甲基化试剂）；突变的第二效应是引入错误倾向SOS修

复机制。

经典的传统育种技术
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传统育种技术经典例子

Penicillium chrysogenum 
NRRL‐1951

U

S

X

N

紫外诱变

自发突变

X-射线诱变

NTG诱变

P. chrysogenum E15.1

21轮突变筛选

摇瓶：7g/L penicillin
发酵罐：20g/L penicillin
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以突变和筛选为中心的传统育种技术

新型的诱变技术

离子注入诱变：

• 离子注入时，生物分子吸收能量，并且引起复杂的物理和化学上的变化，这些变化的中间

体是各类活性自由基。这些自由基，可以引起其它正常生物分子的损伤，可使细胞中的染

色体突变，DNA 链断裂，也可使质粒DNA 造成断裂。

• 离子注入法进行微生物诱变育种，一般实验室条件难以达到，目前应用相对较少。

常压室温等离子体(ARTP)诱变：

• 指能够在大气压下产生温度在25-40 ℃之间的、具有高活性粒子（包括处于激发态的氦原

子、氧原子、氮原子、OH自由基等）浓度的等离子体射流，能够使微生物细胞壁/膜的结构

及通透性改变，并引起基因损伤，菌株出现遗传物质损伤后，微生物启动SOS修复机制。

• ARTP技术作为一种新型的物理方法，应用于微生物突变育种，成本低、操作方便。
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新型安全高效突变源:常压室温等离子体（ARTP）

RF 电源

示波器

温度计

气体

流量计

等离子体
发生器

冷却水

等离子体射流

样品

清华ARTP生物育种技术与装备创新

1）发明等离子体与微生物的非直接作用模式

2）多种气源作工作气体产生低温均匀等离子体射流

matcher

cooling water

RF power
（13.56 MHz）

working gas

nozzle

inner electrode 

outer 
electrode

RF electrode

Grounded electrode

3）局部环境控制调变等离子体质量适应生物材料处理要求

诱导气体放电法 局部电场强化法

常压室温 均匀放电 丰富活性粒子

中
国
（
广
州
）
国
际
生
物
技
术
高
峰
论
坛
 

暨
广
州
国
际
生
物
发
酵
展
 

ww
w.
bi
o-
fe
r.
co
m



ARTP生物学效应机制
活性粒子导致遗传物质损伤 具有更高的遗传物质损伤和突变概率

具有独特的突变偏好性 具有良好的遗传稳定性

11 15 20

野生株

(对照)

17.66±2.2 18.35±1.2 18.66±1.1

3-A10 26.54±2.1 24.85±3.2 26.14±2.5

3-B2 33.31±2.7 32.71±2.4 33.18±1.4

4-B3 13.44±2.0 14.12±2.6 13.14±3.1

螺旋藻株

传代次数

不同螺旋藻株多糖含量 (w/w,%) 稳定性(每代培养: 2 周) 

Guo Li et al., APL (2008) Xue Zhang et al., AMB (2015)

PLoS ONE, 8(10): e77046, 2013 
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ARTP生物诱变广泛用于种质/菌种育种

> 100 kinds of microbes and 
animals & plants

ARTP 生物育种特点：
安全快速创制多样突变库
与高通量筛选/进化技术结合获取高效菌种
全局突变，能够激活沉默基因及代谢途径
能够应用于发掘生物暗物质及新生物功能
ARTP育种成效：
•提高产量、活性或效价
•提高耐受性
•提高生长速率
•营养缺陷型恢复
•提高转化及代谢能力等。
•广泛用于生物产业
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动植物ARTP诱变仪

ARTP II ARTP IIS ARTP IIIS ARTP M

• 成功研制出国际首套ARTP生物育种装备
• 操作简便、快速，安全性高（辐射水平低于手
机）；突变效率高，突变库容大
• 成功应用于100余种各类微生物和动植物的诱变
育种
• 服务大专院校、科研机构和重要企业70余家。
• 出口日本、新加坡等
• 获得第45届日内瓦国际发明展金奖，通过轻工联
合会技术鉴定，国际领先

ARTP 生物育种装备研制及产业化应用推进

ICES, Singapore  Kobe U, Japan  

获得第45届日内瓦国际发明展金奖
暨泰国国家科研基金会优秀发明奖

张翀
 代谢工程
 高通量技术与装备
 合成与系统生物学

卢元
 无细胞合成生物技术
 生物大分子医药工程
 生物检测技术

邢新会
 育种技术与装备
 健康生物产品工程
 微生物组工程
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内容为蓝色字体所示。



Screening
by FACS, plates, HTP 

assay etc

基于ARTP突变及生物传感的高通量进化工程方法

Generation of 
genotypes Selection

by fitness

Biosensor

discrete evolution

continuous evolution

•ARTP Mutagenesis
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微液滴适应性进化MMC仪器系统
• 200个微滴/芯片
• 在线检测功能（OD）
• 好氧/厌氧连续稳定培养
• 恒温：室温-70°C
• 自动化：定时定量更换培养基
• 智能化：根据生长状态进行筛选

高精度原位
诱变子系统

微液滴恒化
培养子系统

微液滴荧光超高
通量筛选子系统

高通量微生物进化仪总体结构

国家自然科学基金重大仪器专项
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目前，通过ARTP高精度原位诱变、基于芯片的微流控恒化培养、超高通量微流控筛选系统的研究和整合，研制智能化高通量微生物进化仪，项目获得了基金委重大仪器专项的支持。



获取优良菌种的有效途径：基因重组育种

（1）真菌中重组：有性和准性循环；（2）细菌中重组：转化、转导和结合；（3）原生质融合；

（4）基因组重排genome shuffling

（1）大幅提高亲本间的重组频率；（2）扩大重组的亲本范围；（3）原生质体融合时亲本整套

染色体参与交换、遗传物质转移和重组性状较多，集中双亲优良性状机会更大。

 微生物基因重组：杂交育种理论基础

 微生物基因重组策略：原生质体融合技术

 基因组改组(Genome shuffling)技术：传统菌种诱变技术与原生质体融合技术相结合

将传统育种得到的具有不同表型的菌株进行全基因重组, 从而使得这些菌株的优良性状能集于一身。

杂交育种选用已知性状的供体菌和受体菌作为亲本，相比诱变育种更加定向，并可消除诱变育种

产量上升缓慢的现象。缺点杂交育种方法较复杂，大多数工业微生物的世代史不清楚，利用转化

、转导和接合培育的应用到生产实践的高产菌例子不多，不如诱变技术那样得到广泛应用。
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基因组改组(genome shuffling)
基因组重排的技术原理

以优良菌群作为出发菌株，提高育种效率。

• 提高工业菌株的产量，降低生产成本；

• 改造微生物代谢途径，获得新性状或新产物；

• 优化微生物发酵特性，提高经济效益；
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基因组重排genome shuffling育种的经典例子
泰乐菌素的生产菌弗氏链霉菌(Streptomyces fradiae)育种为例

利用Genome shuffling 经过两轮原生质体融合, 历经1年时间、24000
株的筛选量, 所获得的重组株GS1、GS2 产泰乐菌素的能力, 高于传统
诱变方法20年、106株筛选所获得的菌株SF21 的产泰乐菌素的能力。

同一出发菌株SF1 

诱变育种
20年106株筛选

Genome shuffling
1年2.4X104株筛选

弗氏链霉菌菌株 泰乐菌素滴度（rel.g l-1）

出发菌株SF1 1.0±0.1

20年诱变菌株SF21 6.2±2.4

第二代基因组重排菌株 8.1±1.2

第一代基因组重排菌株 6.2±1.2

Zhang, Y. X., et al. (2002). 
"Genome shuffling leads to 
rapid phenotypic 
improvement in bacteria." 
Nature 415(6872): 644-646.

中
国
（
广
州
）
国
际
生
物
技
术
高
峰
论
坛
 

暨
广
州
国
际
生
物
发
酵
展
 

ww
w.
bi
o-
fe
r.
co
m



获取优良菌种的有效途径：基因工程分子育种
（代谢工程、系统生物学和合成生物学）

微生物基因工程育种基础

• 建立了工业菌种的遗传转化体系和分子改造工具完善；

• 基因组学和相关技术特别是二代测序技术、生物信息学和合成DNA技术的发展推动，几乎所有重要工业

菌的基因组都已发表，提高代谢工程效率；

• 微生物分子遗传学、微生物分子生理学等微生物学各领域的研究逐渐深入分子水平；

• 系统生物学提供了从全局规模上深刻认识微生物生理和代谢特性的工具。

工业菌的代谢工程育种

• 建立在重组DNA技术基础之上的代谢工程技术, 是一种在理解细胞代谢功能的基础上, 有目的地设计和改

造生物体中已有的代谢网络和表达调控网络, 从而实现更高效的生物化学转化、能量转移及大分子装配过

程的技术。

• 代谢工程技术能够有效地克服传统育种手段的突变非定向性和设计非理性的缺点, 在改造微生物的代谢功

能方面得到了广泛的应用。
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工业菌的代谢工程育种

代谢工程三
个基础观点

代谢能支持观点 代谢网络观点 细胞经济观点

细胞生长、维持
以及产物形成需
要生物能来支撑
。

代谢网络由生
化反应网络和
跨输送步骤组
成。没有绝对
起点，也没有
绝对终点。

野生型是竞争型
的细胞经济，工
程菌是导向型细
胞经济，必须遵
循细胞经济基本
规律。

代
谢

工
程

设
计

基
本
思

路

改变代谢流：增强催化反应酶的表达
量和活性；有竞争途径存在，则阻断
分支代谢途径。

扩展代谢途径：通过引入外源基因表
达，使原来的途径向前或向后延伸，
可利用新的原料来合成目标产物或阻
断末端代谢产物。

构建新的代谢途径：引入外源基因
（簇）来改造和修饰代谢网络，转换
代谢途径或与其他代谢途径相连，使
细胞具有合成新代谢物的能力。

代谢工程的研究重点已经逐渐从对单一基因或途径的扰动发展到对整个细胞代谢通路的调控，研究方法已

经从传统对单个基因或单一途径的调控[10]转变为对整个细胞的基因表达和代谢网络进行全局调控。

传统理性代谢工程方法：解调关键酶、基因敲除、过表达限速步骤基因等方法来解决代谢途径中的瓶颈。

现代代谢工程方法：模块化的代谢网络调控策略——多元模块工程（multivariate modular metabolic 

engineering）

中
国
（
广
州
）
国
际
生
物
技
术
高
峰
论
坛
 

暨
广
州
国
际
生
物
发
酵
展
 

ww
w.
bi
o-
fe
r.
co
m



工业菌的代谢工程育种
多元模块工程（multivariate modular metabolic engineering）

多元模块工程原理

模块强度的调控方法
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• 微生物宿主菌选择：GRAS

• 产物的生物合成途径：重新构建

• 产物耐受性：性能提高

• 负调控机制：敲出或缺失

• 辅助因子和前体优化：代谢流改变

• 代谢流优化：相关的生物合成途径

• 高通量工具：在生物系统水平上分
析代谢

• 利用廉价、易获得、效果好的碳
源和基础培养基

• 优化培养条件和流加策略

• 分批和半连续培养工艺

• 产品生产评估

• 反应器放大

• 利用廉价、易获得、效果
好的碳源和基础培养基

• 减少副产物

• 优化培养条件（低pH）

菌种选育（上游）

发酵（中游）
分离纯化（下游）

重复设计和构建菌株

代谢工程系统的优化策略
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代谢工程系统的优化谷氨酸棒杆菌生产L-精氨酸

产品选择

宿主菌选择

菌株的产
物？

代谢途径重
构

提高产物耐
受性

进化菌株的
基因组分析

培养基设计

N

Y

1.精氨酸

2.谷氨酸棒杆菌
（ATCC21831）

3.传统突变：
精氨酸类似物

4.基因组分析：在精氨酸合成途径中
引入点突变argF(G166C)、
argR(D87G)、carB(T1085l)

负调控线路
的去除

辅助因子和
前体优化：
代谢流改变

解决问题：
优化代谢流
和培养条件

系统水平分
析

生产优
化？

过程放大和
优化

5.敲出argR和farR

6.Pgi下调
9.敲出Ncgl1221

7.过量表达ppp
8.用蔗糖；
10.去除argF点突变
11.过量表达carAB
12过量表达argGH

Y

每株工程菌
分批培养

13.基因芯片和RT-PCR分
析

14.发酵罐1500L放大
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代谢工程系统的优化谷氨酸棒杆菌生产L-精氨酸
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基因组编辑技术CRISPR/CAS9与微生物菌种选育

CRISPR/CAS9基因编辑系统组成：

• Cas9蛋白

• crRNA+tracerRNA=gRNA

• 20nt+PAM(NGG)= protospacer
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基因组编辑技术CRISPR/CAS9与微生物菌种选育
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基因组编辑技术CRISPR/CAS9、基因分子育种、传统育种

CRISPR/CAS9基因组编辑不同方式

美国农业部相继豁免了一种基因编辑蘑菇和一
种基因编辑玉米的监管，主要是由于基因编辑
CRISPR/CAS9后的作物，不含任何新引入的遗传
物质或外源DNA。
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基因组编辑技术CRISPR/CAS9、基因分子育种、传统育种
宾州州立大学用基因编辑而来的抗褐化的蘑菇（CRISPR-edited mushroom）
杜邦先锋种子公司的基因编辑而来的糯玉米（CRISPR-edited Waxy Com）

USDA的这2封回答信件， 确认CRISPR-Cas9而来的防褐化蘑菇和糯玉米不受
转基因法规管控。原因就是一个， 没有引进外源遗传物质。
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菌种的高通量筛选技术

 微生物菌种筛选手段的发展趋势：自动化、微量化、通量化、仪器化。

 高通量筛选系统：进行培养基灭菌、 倒平板、 挑取单菌落、分装发酵培养基、接种
、抽提、HPLC（高效液相色谱）分析和数据自动收集处理等过程，即组合成一套连续
的自动化系统，实现高效自动化筛选，从而大大提高筛选效率。

高通量
数据分
析技术

高通量
前处理
技术

高通量
培养技

术

高通量
液体处
理技术 高通量

转接种
技术

高通量
克隆制
备技术

菌种库
技术

高通量
分析检
测技术

菌种高
通量筛
选技术

菌种高通量筛选技术路线组成
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微生物菌种筛选一般流程

菌种高通量筛选技术路线组成

出发株 诱变 稀释 涂平板 单菌落

保藏

活化

培养基

倒平板

初筛 复筛 工艺 放大

前处理

检测

接种

全自动培养基制备分装系统
Systec Mediafill

国产设备
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微生物菌种筛选一般流程

菌种高通量筛选技术路线组成

出发株 诱变 稀释 涂平板 单菌落

保藏

活化

培养基

倒平板

初筛 复筛 工艺 放大

前处理

检测

接种

全自动螺旋接种仪
easySpiral 螺旋接种仪
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微生物菌种筛选一般流程

菌种高通量筛选技术路线组成

出发株 诱变 稀释 涂平板 单菌落

保藏

活化

培养基

倒平板

初筛 复筛 工艺 放大

前处理

检测

接种

全自动克隆挑选系统Qpix Expression
（英国Genetix）

（中国科学院天津工业生物技术研究所）

QPix460高通量全自动微生物克隆筛选平台

30000克隆/天

英国Genetix公司
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微生物菌种筛选一般流程

菌种高通量筛选技术路线组成

出发株 诱变 稀释 涂平板 单菌落

保藏

活化

培养基

倒平板

初筛 复筛 工艺 放大

前处理

检测

接种

高通量培养与筛选
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菌种的高通量培养与筛选装置

高通量培养与筛
选装置

分体式微
反应器

孔板式微
反应器

微流控芯
片

摇瓶或发酵罐原型缩微化

筛选自动化，结果定量化

微量化，通量化，一体化
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高通量培养与筛选装置
孔板式微反应器（MTP）

微孔板是自动高效筛选的标准方式 ： 筛选自动化，结果定量化，可与自动化机械、液体处理系统、光学读板
仪等相匹配。MTP 格式可提供（6~1536孔） ，但 24 孔、48 孔和 96 孔格式是最常用的。

M24微反应器是一个深孔板格式的
微型反应器系统，包含 24 个圆柱
形无挡板的深孔,工作体积为5mL。

PM表型分析微阵列系统
（phenotype microArray，美国 Biolog）

• 2000 多种培养条件，用以检测微生物的生长、呼吸、代谢等不同的表型。
• 高通量培养系统： 200 种碳源、400 种氮源、100 多种磷源和硫源、100 种营

养补充剂以及不同范围的 pH 值、渗透压、离子浓度等生长环境。
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高通量培养与筛选装置

微流控式芯片实验室（Microfluid-based lab-on-a-chip）

芯片在7.5×5 cm2面
积上集成32个独立平
行的微生物培养单元
，每个单元培养体积
仅为50nL。

第一代32通道细菌悬浮培养芯片

第二代120通道微生物悬浮培养芯片

高通量微生物培养芯片
中科院苏州纳米技术
与纳米仿生研究所

大肠杆菌、枯草芽孢
杆菌、施氏假单胞菌
、运动发酵单胞菌等
重要工业细菌的悬浮
培养测试。

• 微流控式芯片实验室”（lab-on-a-chip），微流控技

术（Microfluidics）把生物、化学、医学分析过程的样

品制备、反应、分离、检测等基本操作单元集成到一块

微米尺度的芯片上，自动完成分析全过程。

• 有着体积轻巧、使用样品及试剂量少，且反应速度快、

可大量平行处理及可即用即弃等优点的微流控芯片。
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分体式微型生物反应器（miniature bioreactor,MBR)

高通量培养与筛选装置

摇瓶或发酵罐原型缩微化

Bioxplorer 100是高通量的生物筛选系统，专为发酵工作设计,工作体积从20ml至150ml，8个单独控制的生物反应器。

可以适应包括微生物发酵、C1气体任何应用发酵与细胞培养。

BioXplorer 100
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微生物菌种筛选一般流程

菌种高通量筛选技术路线组成

出发株 诱变 稀释 涂平板 单菌落

保藏

活化

培养基

倒平板

初筛 复筛 工艺 放大

前处理

检测

接种

高通量检测技术

检测200,000个样品/小时

高通量微孔板检测仪

微流控制芯片检测

高通量检测技术：

• 微孔板的使用和光学检测法

• 报告基因

• 流式细胞技术

• 芯片检测

流式细胞仪
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菌种高通量筛选技术的认识

菌种高通量筛选技术基础

 培养：高通量（微型化）培养技术

 前处理：高通量（微型化）样品处理方法

 检测分析：高通量（微型化）产物分析方法

 生理参数分析：高通量（微型化）过程生理参数分析

菌种高通量筛选技术是一整套高通量技术的有机整合。

Genetix Qpix 2 colony picking robot 

细菌的高通量培养与抗性筛选过程

OmniTray™ plates
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