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细胞工厂的代谢网络及调控                                                              

基于比较基因组学重构细菌的代谢途径和调控网络 

杨琛 
上海生命科学研究院植物生理生态研究所 中国科学院合成生物学重点实验室，上海 200032 

摘  要: 微生物基因组学的迅速发展为从功能基因与蛋白、网络及其调控等不同的角度，全面理解与认识微生物的代

谢过程、构建细胞工厂，提供了丰富的背景信息。基于基因组序列进行代谢网络重构，有助于发现新的代谢功能基因、

调控元件、甚至新的代谢途径，从而优化设计细胞内从原料到产品的生物合成路线。然而，目前公共数据库平台中代

谢途径基因的功能注释，许多是错误或不完整的。以下着重介绍了近年来出现的一些用于代谢途径和调控网络重构的

新型比较基因组学技术，并以近期的丙酮丁醇梭菌中木糖代谢途径的重构工作为例来说明其应用。 
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Comparative genomic reconstruction of regulatory and  
metabolic networks in bacteria 
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Abstract:  A large and growing number of complete genomes from diverse species open tremendous opportunities for getting deep 
insights into cell metabolism. This increased understanding strongly supports engineering of cell metabolism for microbial 
production. In spite of the recent progress, a large fraction of genes in most of the available genomes remain incorrectly or 
imprecisely annotated. In this paper we review some of the new comparative genomics techniques used to reconstruct regulatory 
and metabolic networks from genomic data, reveal gaps in current knowledge, and identify previously uncharacterized genes. The 
application will be discussed by using a recent example–reconstruction of xylose utilization pathway in Clostridium 
acetobutylicum. 
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自上个世纪末以来微生物基因组学的发展突飞

猛进，迄今为止国际上已经公布了超过 1 000 组完

整的原核微生物基因组序列  (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/genomes/lproks.cgi)。这为从功能基因与蛋

白、网络及其调控等不同的角度，全面理解与认识

微生物的代谢过程、构建细胞工厂，提供了丰富的
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背景信息 [1]。基于基因组序列进行代谢网络重构，

不仅能够发掘模式菌的新的代谢特性，而且能够预

测我们了解甚少的某些微生物的代谢潜能，发现新

的代谢功能基因、调控元件、以及新的代谢途径[2]。

这些都有助于我们优化设计细胞内从原料到产品的

生物合成路线，重新组装部分代谢和调控元件，进

而构建具有定向的转化和合成能力的细胞工厂。 

随着 FASTA 和 BLAST 等搜索工具的发展、及

一些公共数据库平台 (如 GenBank、Swiss-Prot 等) 

的不断完善，基于序列同源比对来推断基因功能是

当前普遍使用的基因组注释方法 [3]。一些模式微生

物 (如大肠杆菌、枯草芽胞杆菌、酿酒酵母等) 的功

能基因组学研究的不断深入发展也为此做出了重要

贡献。虽然序列同源比对的方法在很多时候是成功

的，但是在一些情况下 (如被非同源基因所取代时) 

这种方法不能推测基因的功能，或只能给出不准确

甚至错误的功能注释。这种情况给基于基因组序列

的代谢网络重构造成了困难。由于单纯基于序列相

似性的方法存在着局限性，近年来出现了一些比较

基因组学的新技术，通过尽量发掘、综合基因组中

蕴藏的相关重要信息，如基因簇[4]、调节位点共享[5]

等，以准确预测基因的功能，有效解决缺失基因问

题 (Missing genes，即代谢元件应该存在却还没有找

到对应基因)[2]；在此基础上，设计实验以验证重要

的基因功能预测，最终实现代谢网络的重构。这种

有机结合湿实验 (Wet experiment，指通常的实验室

实验) 与干实验 (Dry experiment，指生物信息学分

析) 的方法，一方面通过实验验证使基因的功能分析

更加准确可靠；另一方面能够大大减轻实验工作量、

提高工作效率。不少研究表明，使用这种方法，能

够显著提高基因功能注释和代谢网络重构的质量，

并且发现新的功能基因[6-8]、甚至新的代谢途径[9-11]。 

本文将对用于代谢途径和调控网络重构的若干

新型比较基因组学技术进行介绍，并举例说明它们

的应用。本文的主要目的之一是鼓励实验工作者利

用这些技术来解决所感兴趣的代谢途径中存在的缺

失基因问题，发现新的代谢功能基因和调控元件，

从而加强对代谢过程的理解和应用。 

1  代谢途径和调控网络重构的比较基因组

学技术 

1.1  代谢途径重构 
基于微生物基因组的信息解析代谢网络，识别

和表征底物利用与产物合成的关键功能基因和蛋

白，是进行代谢途径优化和改造的基础。虽然目前

一些公共数据库平台 (如 KEGG http://www.genome. 

jp/kegg/等) 已经注释了不少代谢基因，包括结构基

因和调节基因，但是由于这些数据库往往仅根据序

列同源性来推断基因的功能，因此存在着许多问题。

例如许多梭菌 (如丙酮丁醇梭菌等) 的木糖代谢途

径在 KEGG 中的注释是不完整的，甚至存在着相当

多的错误。造成这种情况的原因是在生物转化过程

中起重要作用的反应酶 (如糖激酶) 往往存在多个

同源蛋白，它们在不同微生物中可能具有不同的生

理功能，服务于不同的代谢过程，因此如果仅仅基

于序列同源比对，就只能给出不准确或不完整的基

因功能注释。此外，已有研究表明，即使与模式菌

亲缘关系相近的种类，它们的代谢途径也常常存在

着不同，如不同的营养物质摄入机制[12]、反应酶被

非同源蛋白所取代 [7]等，在这些情况下序列对比的

方法就不能推测出基因的功能。针对这些问题，近

年来出现了基因组上下文分析方法 (Genome context 

analysis)，通过尽量发掘、综合基因组中蕴藏的相关

重要信息，以准确预测基因的功能[2,13]，并且通过实

验加以验证，有效解决缺失基因问题，实现代谢途

径的重构 (图 1)。以下将对代谢途径重构的各个步

骤进行说明。 

1.1.1  代谢途径的初步构建 

基于微生物的完全基因组序列信息，利用 SEED 

(http://theseed.uchicago.edu/FIG/index.cgi) 、 KEGG

等公共数据库平台，在先验知识框架下初步构建代

谢途径。系统地分析所涉及的各个酶、转运蛋白和

调控蛋白，找到对应的编码基因；根据一条途径上

各步反应的连续性，发现那些理应存在的代谢元

件、但尚未找到对应基因的缺失基因问题。SEED

中包含大量经专家分析注释过的代谢途径数据库，

覆盖了大部分的微生物代谢网络，如包括枯草芽
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胞杆菌等模式微生物中几乎所有的生化和运输反

应，此外还提供了一个基因组功能注释和分析的良

好平台。 

1.1.2  预测基因功能、填补代谢途径缺口 

利 用 基 因 组 上 下 文 分 析 方 法 ， 结 合 基 因

簇[4,14-15]、结构域融合[16-17]、基因系统发育谱[18]以及

调节位点共享[5,19]等多种重要的基因组信息，推断有

关基因的功能关联性，进而准确预测基因的功能，

有效地解决缺失基因问题、填补途径缺口，重构出

完整的代谢途径 (图 2)。 

 

图 1  基于比较基因组学重构代谢途径和调控网络 
Fig. 1  Comparative genomic reconstruction of regulatory and metabolic networks. 

 

图 2  基因组上下文分析技术 
Fig. 2  Techniques of genome context analysis. 
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基因簇——由于原核微生物染色体上功能相关

的基因往往会聚集在一起，基因簇是推测不同基因

功能耦合的重要依据。 

结构域融合 (Protein fusion)——一个微生物中

的两个不同基因在另一个微生物中融合成一个基

因，预示着基因的功能相关。 

基因系统发育谱 (Phylogenetic profiling)——基

于同一个代谢途径上的基因在不同微生物中往往会

同时存在或同时缺失，考察多个基因组上的基因存

在规律可以提供功能耦合的依据。 

调节位点共享  (Shared regulatory sites)——分

析基因上游的调控区序列 (具体方法见 1.2)，找出共

享调节位点的所有基因，即被一个调控因子所控制、

同属一个调节单元 (Regulon) 的基因。基因的共调

节是推测不同基因功能关联的重要依据。 

对于上述比较基因组学研究产生的重要功能预

测 (如新的功能基因)，将用实验来加以验证。 

1.2  调节单元 (Regulon) 重构 
长期进化的结果使得微生物的代谢功能具有为

自身服务的本能，其代谢过程处于最经济的状态，

一般不会过量积累不必要的代谢产物。同时微生物

能够根据外界环境条件的改变对自身的生理和代谢

功能进行适当调整，以适应环境的变化。这种控制

是在转录水平、翻译水平和酶活性等不同层面上调

节的复杂过程，构成了一个精密的分子调控网络。

细胞工厂要求微生物细胞能够定向、高效地生产人

类所需要的目标化合物，这就必须去有目的地干扰、

改变微生物原有的调控体系。如果不了解代谢途径的

分子调控机制，就难以实现对细胞功能的理性调节。 

细菌主要通过在转录水平和翻译水平上进行调

节、改变相关基因的表达来适应外界环境的变化。

其中转录因子 (包括全局调控因子和途径特异性调

控因子) 具有非常重要的作用，它们通过特异性地

结合顺式调控 DNA 序列 (转录因子结合位点) 来激

活或抑制基因的转录过程。此外细菌中还有各种

RNA 调节系统 (如核开关 Riboswitch) 控制基因的

表达。随着大量的原核微生物的基因组得以破译，

基于这些序列信息利用比较基因组学技术预测顺式

调节元件 (转录因子结合位点和 RNA 元件)，使得

我们可以重构各个调节单元，即由一个转录因子或

调节 RNA 调控的所有操纵子，在此基础上进而构建

细胞内的转录调控网络 [5]。这将为基因功能预测提

供重要证据 (见 1.1)，同时将阐明对代谢途径起重要

调控作用的转录因子以及代谢物和转录因子之间、

不同转录因子之间的相互作用关系，从而显著提高

对代谢调控的理解和认识，指导以基因操作来调控

代谢途径及代谢功能。 

然而，一个转录因子在不同基因上的结合位点

具有一定的保守性，又不完全相同，这给识别转录

因子结合位点 (Transcription factor-binding sites) 的

工作带来了困难，使得预测结果普遍存在假阳性率

偏高的问题。近年来出现了一些比较基因组学的新

技术，通过发掘、分析基因的上游调控区序列，可

以准确预测转录因子结合位点，实现调节单元的重

构 [5,20-22]。以下将对调节单元重构的各个步骤进行

说明。 

1.2.1  转录因子结合位点模型的建立 

对于某一转录因子，分析哪些基因组上含有其

编码基因；根据模式菌中受该转录因子调控的靶基

因的信息，在一定进化距离内、并且含有该转录因

子基因的一组基因组中找出靶基因的同源基因；结

合代谢途径重构的结果 (见 1.1)，获得这些基因在基

因组上的分布情况。分析这些基因集合的上游调控

区序列，找出在多个基因上游出现的 DNA 回文序列

或者串联的重复序列，即是可能的转录因子结合位

点；选取信息容量最大的一组 DNA 序列，即其与转

录因子结合的概率最大，构建其位置权重矩阵模型 

(Position weight matrix)[20]。 

1.2.2  转录因子结合位点的识别、调节单元的重构 

利用获得的位置权重矩阵模型在全基因组范围

内进行搜索，找出更多的该转录因子的结合位点，

获得相应的靶基因信息。在多物种间比较获得的靶

基 因 ， 利 用 系 统 发 育 足 迹 分 析 法  (Phylogenetic 

footprinting) 去除其中的假阳性结果。这种方法是基

于转录因子结合位点在进化上相对保守的基本假

设，即由于转录因子结合位点有调控功能，在进化

速度上要慢于其他没有功能的非编码序列[5,23]。通过

有机结合“共调控”和“进化上保守”这两种信息，
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能够大幅提高转录因子结合位点和靶基因预测的准

确性。这样获得在各个微生物中该转录因子所调控

的基因集合，即调节单元。 

对于上述比较基因组学研究产生的重要功能预

测 (如新的转录因子与 DNA 特异性结合序列)，将

用实验来加以验证。 

1.3  实验验证 
上述的比较基因组学研究将产生一组代谢途径

上基因功能的预测，包括新的功能基因 (如酶、转

运蛋白、调控蛋白的编码基因) 以及新的调控元件 

(如转录因子特异性结合的 DNA 序列)。这些基因功

能预测可以通过传统的或高通量的实验技术来加以

验证。 

对于酶或转运蛋白等功能预测，可以通过传统

的基因功能鉴定方法来进行验证。例如，对编码基

因进行敲除，研究关键酶活性或转运能力对代谢功

能的影响，分析该基因的生理学功能；考察功能基

因能否在相应的模式菌突变株中实现功能互补，即

该基因的表达能否使模式菌突变株缺失的功能得以

恢复；提取粗酶液，或者分离纯化关键酶，测定相

应的酶活性，分析该酶的生化学功能。 

对于转录因子或调控元件等功能预测，可以通

过传统的或高通量的实验技术来加以验证。例如，

对转录因子的编码基因进行敲除，研究该转录因子

的缺失对重要靶基因转录水平的影响；利用融合蛋

白报告系统 (Reporter fusion) 分析转录因子在体内

对 靶 基 因 调 控 区 序 列 的 作 用 ； 利 用 凝 胶 迁 移 率 

(Electrophoretic mobility shifts) 或 DNase I 足迹法 

(DNase I footprinting) 实验确认转录因子与预测的

转录因子结合位点的结合情况。近年来也出现了一

些高通量的转录组和蛋白质组的分析方法，如染色

质免疫沉淀技术与基因芯片相结合的 ChIP-on-chip

技术被越来越广泛地用于研究在全基因组上的转录

因子结合位点[24]。 

2  应用举例：丙酮丁醇梭菌中木糖代谢途

径的重构 

丙酮丁醇梭菌 Clostridium acetobutylicum 是丁

醇发酵工业的主要生产菌株，也是产溶剂梭菌研究

中的模式菌。该菌能够利用木质纤维素中最主要的

五碳糖——木糖，然而对于哪些基因编码木糖途径

的关键酶和转运蛋白、以及这些基因表达的调控机

制，目前还不清楚，从而难以通过代谢工程改造来

提高丙酮丁醇梭菌的木糖代谢能力。 

细菌中木糖的代谢大多是在木糖异构酶和木酮

糖激酶的作用下生成 5-磷酸-木酮糖，进入磷酸戊糖

途径 (Pentose phosphate pathway)。然而，通过同源

序列比对的方法在丙酮丁醇梭菌 ATCC824 的基因

组上无法找到编码木糖异构酶的同源基因，而且存

在若干个编码木酮糖激酶的同源基因，同时丙酮丁

醇梭菌中木糖代谢途径的调控机制仍不清楚。 

针对上述问题，我们利用比较基因组学方法分

析了梭菌纲和芽胞杆菌纲微生物的基因组序列信

息，重构了它们的木糖和木寡聚糖利用的代谢途径

和调节单元 (图 3)[25]。通过分析基因簇和调节位点

共享，我们发现在丙酮丁醇梭菌及其他一些梭菌中

存在一个新的编码木糖异构酶的基因，其与目前已

知的木糖异构酶编码基因不具备同源性；预测了木

糖代谢途径上的其他基因，包括编码木酮糖激酶、

木糖转运蛋白、木糖调控因子的基因、以及木寡聚

糖利用相关的基因。这些基因功能预测通过分子生

物学和生物化学的实验技术在丙酮丁醇梭菌中进行

了验证。此外，通过基因调控区域序列的比较分析，

重构了木糖调控因子的调节单元，发现丙酮丁醇梭

菌及其他一些梭菌中具有新的特异性结合木糖调控

因子的 DNA 序列，其不同于目前已知的枯草芽胞杆

菌中的木糖调控因子 DNA 结合序列,该预测已通过

实验得以证实。 

3  结论与展望 

本文对用于代谢途径和调控网络重构的一些新

型比较基因组学技术进行了介绍，并举例说明了它

们的应用。运用这些技术能够有效地解决缺失基因

问题、准确地预测基因的功能，为实验分析提供指

导，从而大大减轻实验工作量，提高工作效率。文

中引用的一些成功实例表明，将这些新型比较基因

组学技术与湿实验进行有机结合，能够显著提高基

因功能注释和代谢网络重构的质量，并且发现新的
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图 3  厚壁菌门细菌木糖代谢途径的重构. (A) 木糖和木寡聚糖代谢相关基因的分布及特点；“+”表示基因存在；相同

背景颜色表示基因在染色体上成簇存在；圆圈表示基因上游有转录因子 XylR 的 DNA 结合位点；(B) 基因组上下文分

析；相同颜色的箭头表示同源基因；红色圆圈表示 XylR 的 DNA 结合位点；(C) 丙酮丁醇梭菌和枯草芽孢杆菌中的

XylR 特异性结合 DNA 序列 
Fig. 3  Reconstruction of xylose utilization pathway and regulons in Firmicutes. (A) Occurrence and features of genes involved in 
xylose and xyloside utilization pathway. The presence of genes for the respective functional roles is shown by “+”. Genes clustered on 
the chromosome are marked by the same background color. Candidate XylR regulon members are circled. (B) Genomic context 
analysis. Homologous genes are marked by matching colors. Candidate regulatory sites of XylR are shown by red circles. (C) DNA 
recognition motifs of XylR from Clostridium acetobutylicum and Bacillus subtilis. 
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代谢功能基因、调控元件、甚至新的代谢途径。本

文的主要目的之一是希望实验工作者能够从这些成

功范例中了解这类新型比较基因组学技术的重要

性，从而利用这些技术来解决所关心的代谢途径中

存在的缺失基因问题。 

随着多种原核生物的全基因序列得以破译，这

些大量的信息为基因组上下文分析技术的应用提供

了很好的数据背景。用于分析的基因组的数目和多

样性往往决定了这些技术能否得以成功应用。例如，

在一组非常相近的基因组上 (如同一种类的不同菌

株) 基因间的序列往往也是相同的，那么这些基因

组就不能用于转录因子结合位点的预测分析；另一

方面，如果用于分析的微生物的亲缘关系相差很远 

(如革兰氏阳性厚壁菌门细菌和革兰氏阴性变形菌

门细菌)，调控元件在这些基因组上并不保守，那么

也很难得到准确的转录因子结合位点模型。虽然基

因簇、调节位点共享和基因系统发育谱分析只适用

于原核生物的基因组，但是大量的原核生物基因组信

息显示，大多数的真核生物中代谢酶都可以在一组原

核生物中找到功能对等的蛋白质。因此，这些新型比

较基因组学技术也将间接地为真核生物基因组以及

元基因组数据的准确功能注释提供重要的帮助。 
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