
系统生物学在工业微生物研究中的应用!

徐晓宇!!! 刘 和"

（江南大学图书馆 无锡 "!#!"" ）! （江南大学生物工程学院 无锡 "!#!""）"

摘要：功能基因组学以揭示基因组的功能及调控机制为目标，是 "!世纪最热门的研究领域之一。近来功能基因组
学领域的研究被用于工业微生物的研究中，该文对功能基因组学在工业微生物中的应用做了简单综述。
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功能基因组学（839:;/190< =791>/:?）往往被称为
后基因组学（J1?;=791>/:?），它利用结构基因组所提
供的信息和产物，发展和应用新的实验手段，通过

在基因组或系统水平上全面分析基因的功能，使得

生物学研究从对单一基因或蛋白质的研究转向多

个基因或蛋白质同时进行系统的研究。研究内容

包括基因功能发现、基因表达分析及突变检测［!］。

近年来，随着功能基因组学等生物技术的飞速发

展，对传统的发酵工业产生了极大的冲击，它被用

于工业微生物的改进、工业微生物翻译过程的剖绘

以及建立新的工业微生物发酵过程中，推动了工业

微生物研究的发展。

目前所应用的功能基因组学研究技术可粗略

分为 #类：!）系统地改变基因结构，并通过进一步的
表型分析研究基因的功能和调控特性；"）对基因转
录过程的系统监测，例如芯片（K/:C10CC0D）技术可以
同时分析数干个基因转录子（;C09?:C/B;1>/:）；&）对基
因编译的蛋白系统监测，例如各种蛋白组学

（BC1;71>/:）技术，以及 #）对细胞代谢过程中各种代
谢中间或终产物的系统分析，例如代谢组学

（K7;0I1<1>/:）技术。
本文就功能基因组学在工业微生物研究中的

应用作一简单综述。

: 比较基因组研究

比较基因组学是基于基因组图谱和测序基础

上，对已知的基因和基因组结构进行比较，来了解

基因的功能、表达机理和物种进化的学科。常用的

方法是比较基因组杂交（QR6）和用 SM( 芯片法。
! G 7%6*"3 是工业上重要的微生物之一，被广泛的开
发应用于代谢物和蛋白质的生产中［"］。研究人员分

离出植源性乳酸菌 T8!#, 和 T8"N"，对其基因组中
的内含子进行了鉴定。并将这些基因组片断和 ! G
7%6*"3 ?3I?BG :$,;($"3 UT!!和 ! G 7%6*"3 ?3I?BG 7%6*"3
54!#)&的基因组进行了比较［&］。菌株 T8!#,有一个
额外的基因簇 @IB’=0<V’0=0’=0<TL用于利用!’半乳糖
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苷，与 !"#$%#%##&’ ("))*+%,"#$*’ -.//01234［5］基因具有
高度的相似性（236氨基酸序列的一致）。这个基因
簇可以从 7890: 菌株和其他的植源性 ! ; "#$%&’ 菌
株之间转移［0］。<"+%,*’ 7=,,*’ 等通过计算机程序，
比较了 (#$$)#*+,-$.’ $.*./&’&#.、( ; 0#-#12’ 等 0个酵
母品种的基因组序列。结果表明啤酒酵母确切的

基因数目应该是 551>。同时在这项研究中找到了
:4余个调控基因活动的序列，其中包括控制基因开
启的基因和发送转录信息的基因［?］。@"+ ABC=,’ 应
用 9444多个酿酒酵母的全基因组的基因表达谱以
及 92>个假丝酵母的全基因组表达图谱，通过生物
信息学比较发现了核糖体蛋白的表达调控规律。

他们搜索了 DE8 上游 ?44FG 的区域，最终找到了
--....序列元件，定义为快速生长元件（EHI）。
EHI元件在假丝酵母的线粒体核糖体蛋白基因中
存在，在酿酒酵母中丢失。揭示在基因组复制后，

线粒体核糖体蛋白基因中 EHI 的广泛丢失［:］。
.B%C’%+ 也对同样的工作做了报道［>］

! 改变基因结构，分析其功能和调控特性

<*J*$% A$%等分析研究了 3’$).*&$)&# $+"& 的 9004
个单一的基因敲除的突变体，在敲除文库中，有

9400 个突变体中的 KL基因没有功能。采 用
H=+=MG(*+N.<软件对原数据中基因相关性进行聚类
分析。发现一个已知的基因与这个基因簇可以聚

为一类。研究者认为这种研究方法可以对于研究

没有表观功能的 KL基因。基因树反映基因功能之
间的相关性［2］。

来自酵母细胞的蛋白酶 -可能消化有助于啤
酒泡沫稳定性的蛋白质，同时产生没有起泡性能的

多肽或者导致泡沫蛋白质分子分解，导致最终成品

啤酒中泡沫稳定性变弱。新疆农业大学食品学院的

周建中的等人尝试用基因工程的手段改良酵母，采

用醋酸锂转化法，将一段目的基因转入到酵母体

内，破坏酵母 OIO0 基因的表达。通过对目的基因
的扩增和羧肽酶 P酶活检测验证基因敲除情况，并
通过传代抗性试验与传代发酵稳定性实验验证突

变株遗传稳定性良好［94］。

" 转录组学与蛋白质组学研究

转录组即转录后的所有 CEQ- 的总称。
R=+S*’#B对 4 ; 5"2%#,&$2, 的转录组研究的进展进

行了综述［99］并介绍转录组技术如何用于提高缬氨

酸生产菌株的效率。最近两年有很多人采用转录

组分析的方法对 4 ; 5"2%#,L &$2, 各种生理学方面进
行了研究，包括硫［93］、氮［91］、磷［90］的调控和碳代

谢［95］，以及添加乙胺丁醇［9?］和温度改变［9:］触发的

谷氨酸的生产、赖氨酸的生成［9>］和丝氨酸的代

谢［92］。镁［34］和铁［39］的利用等等。蛋白质组学是功

能基因组学的核心。有人提出用 3TLO-HI 方法研
究 4+*-1.0#$%.*&2, 5"2%#,&$2, 蛋白质［33 U 31］，并使用
细胞中各个部分蛋白质的办法进行研究［30］，例如包

括溶解蛋白、膜蛋白和分泌蛋白，其中，M#B"))=(等通
过 QL末端微量测序和特异抗血清的 R=’$=(+ F,%$$*+N
和质谱的方法鉴定了 03个蛋白质、采用窄范围 GV
梯度和胰蛋白质谱建立起一个最初的关于细胞质

和膜相关的蛋白质高分辨率图谱［35］。在这个工作

中，鉴定了 953个细胞质蛋白和 91 个细胞膜蛋白。
同样的工作也应用到其他工业微生物如 6 ; ’20%&"&’
和 4"+’%*&7&2, #$.%+L02%-"&$2, 及 3 ; $+"& 当中［3? U 19］。
3TLO-HI 法被用于研究氮的限制对 4 ; 5"2%#,&$2,
的影响［13］，及其鉴定丙酸盐诱导的生长条件下的蛋

白质［11］，比较葡萄糖和乙酸盐生长下的细胞的蛋白

质组［10］，分析加入缬氨酸对外表的影响和检验热击

条件诱导下的蛋白质等等［15］。

近来有人建立了另一个可供选择的方法来对

4 ; 5"2%#,&$2, 的内膜蛋白进行分离和鉴定。包括
通过阴离子交换色谱（-AI/），紧接着采用 MTML
O-HI两相分离，内在膜次蛋白质体的富集和采用
溴化钠洗涤，去除可溶性的膜相关蛋白等步骤。

T"+*=,"等采用这种方法鉴别了 9:4 个不同的内膜
蛋白，其中 54 个是膜结合蛋白，91 个跨膜螺旋，这
个数字相当于已测定的膜蛋白组的 : ;56［1?］。

# 代谢组学研究

代谢组研究是对所能获取的全部胞内和胞外

代谢产物进行鉴别和定量分析。代谢组学研究主

要对选择性分析技术对能观察到的代谢物进行开

发分类、代谢图谱研究和定性研究。通过对中央代

谢的分子定量研究可以让人们了解代谢的关键节

点。同样也可以用于分子中央代谢旁支的代谢基

础的靶标分析。为了定量氨基酸和羧酸，W*,,"’L
X%Y"’采用气相色谱L质谱法（H/L<M）结合统计学方
法对 ( ; $.*./&’&#. 的胞内和胞外代谢物进行定性和
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定量分析［!"］。从孤立的 # 个生物条件下代谢物水
平的信号的差异进行统计研究，他们观察到新陈代

谢特性的差别，提示将来可以采用此方法结合比较

$%&’分析。()*)+&$,$-等运用这种方法分析检测厌
氧和好氧的培养条件对 !"#$%&"’ ()*#+(%"’ 代谢情
况的影响［!.］。

/0)*1等研究了 !2多个 , 3 -.%./&#&$. 的突变株
在葡萄糖中生长时的潜在的适应反应。将这些检

测结果与数学建模结合起来，揭示了代谢网络在单

个基因被敲除的条件下仍然具有生机，同时发现许

多不重要的的可选择途径的基因的基因大量冗

余［!4］。这种方法进一步研究 5!" 个被完全破坏的
0$-&11"# #"23&1&# 突变株在其加入其首选的培养基中
的大范围的系统流量分析［#2］。上述研究方法是一

个揭示基因调控网络和表现型之间的相互影响的

结构和功能的强有力的策略。

607&+89等通过 :;<=>?=> 方法，葡萄糖泵、代谢
图谱，和统计数据分析，对不同的酪氨酸营养缺陷

型生产 :苯基丙氨酸的 4#-5.%&-5&$ -(1& 菌株的芳香
族氨基酸的代谢动力学进行激活、监测和分析［#5］。

@)* A&*78* 等运用快速取样和淬火的方法对 , 3
-.%./&#&$. 中胞内代谢物进行直接分析，而不会被代
谢物的较高的代谢物周转速率所阻碍［#B］。

! 采用几种手段结合的方法了解微生物生
产过程

人们将基因组分析，转录组和蛋白质组等手段

结合起来，了解微生物某些产物的生产过程。C$$*
>D等采用将转录组学和蛋白质组学分析结合起来
的方法了解在 4 3 -(1& 细胞高密度培养时的新陈代
谢和生理学变化［#!］。编码三梭酸循环的酶和 EFGD
脱氢酶及 FH(酶的基因表达在指数生长期被上调，
而随后则受到抑制。然而，包括糖酵解和戊糖及磷

酸盐途径的基因在延滞期即被上调，在细胞密度增

加时表达氨基酸合成的基因则受抑制，人们认为这

是在高密度细胞培养中减少特异的组合蛋白质的

主要原因。;I$& JD等采用芯片的方法来研究重组
4 3 -(1& 在期 D;G;发酵过程中生产类似胰岛素生长
因子 K 的融合蛋白（KLMK（N））的转录组剖绘［##］。在
诱导以后 OB4个基因的表达水平被显著的改变。在
KLMK（N）生产过程中经诱导以后大约 B22个基因被上
调。编码磷酸核糖焦磷酸合成酶的基因和一个丙

三醇转运体（61+M）的基因被从这个群体中选择出并
在 4 3 -(1& 生产 KLMK（N）时进行联合表达。一些编码
核苷酸，氨基酸及其丙三醇利用的合成途径的酶的

过度表达，使容积生产率提高一倍。这种方式成为

一个很有利用前景的方法。

:88等采用转录组和蛋白质组的方法对 4 3 -(1&
A!552和这一菌株的苏氨酸过度生产菌株进行了
整体的分析，他们的研究结果表明，#B42 个基因中
只有 O#个基因具有不同的基因表达图谱，这些基因
包括乙醛酸支路、H;F循环和氨基酸合成基因。在
变异菌株中，它们被显著的上调，而编码膜的组分

和核糖体蛋白的基因则被下调［B.］。P8*<&’I& C$9I&7)
等结合转录组和蛋白质组学方法研究了 0$-&11"#
#"23&1&# 中葡萄糖抑制基因。在生长在营养产生孢子
培养基中，研究对数生长中期的糖酵解向糖异生转

换中的基因表达，同时检测葡萄糖抑制基因是否为

代谢物控制蛋白（;’QF）所调控，将野生型和 ’’Q F5
细胞同时采用有葡萄糖和无葡萄糖培养基进行培

养，它们的蛋白质组和转录组进行比较，最后鉴别

出 55个蛋白。这些蛋白是在葡萄糖抑制条件下合
成的。其中 # 个蛋白（K$0F，K，> )*7 (’1F）是不受
;’QF蛋白控制的［#O］。

" 展望

随着化石资源的日益枯竭，在未来二三十年内

将面临着包括石油和天然气在内的各种资源的短

缺的一系列问题；我国的环境污染也已到了十分严

重的地步；发展无污染的新型工业技术已经成为社

会可持续发展的当务之急；此时，大力发展包括功

能基因组学在内的工业微生物技术，提高我国工业

微生物技术的创新能力，是国家的迫切要求，也是

保证国民经济日益增长的需要。在新的世纪生物

技术正成为各国科技竞争的焦点。

目前我国在功能基因组研究及应用方面的原

始创新成果数量较少，还不能为生物技术产业的发

展提供足够的知识和产品。我国应当充分利用我

国的丰富的遗传优势，参与到国际竞争中去。为最

终解决生物能源核材料的生物制造提供技术支持，

这对我国的经济发展，解决我国的能源短缺问题和

加强我国的国际竞争力具有重要的战略意义。
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