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摘  要: 随着后基因组时代的到来，工业微生物的代谢工程改造在工业生产上发挥着越来越重要的作用。而基因

组规模代谢网络模型 (Genome-scale metabolic model，GSMM) 将生物体体内所有已知代谢信息进行整合，为全

局理解生物体的代谢状态、理性指导代谢工程改造提供了最佳的平台。乳酸乳球菌 NZ9000 (Lactococcus lactis 

NZ9000) 作为工业发酵领域的重要菌株之一，由于其遗传背景清晰且几乎不分泌蛋白，是基因工程改造和外源蛋

白表达的理想模式菌株。文中基于基因组功能注释和比较基因组学构建了 L. lactis NZ9000 的首个基因组规模代

谢网络模型 iWK557，包含 557 个基因、668 个代谢物、840 个反应，并进一步在定性和定量两个层次验证了 iWK557

的准确性，以期为理性指导 L. lactis NZ9000 代谢工程改造提供良好工具。 
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Abstract: With the advent of the post-genomic era, metabolic engineering of microorganisms plays an increasingly important 

role in industrial production. The genome-scale metabolic model (GSMM) integrates all known metabolic information in the 
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organism to provide an optimal platform for global understanding of the metabolic state of the organism and rational guidance 

for metabolic engineering. As a model strain, Lactococcus lactis NZ9000 plays an important role in industrial fermentation, 

but there is still no specific genome-scale metabolic model for it. Based on genomic function annotation and comparative 

genomics, we constructed the first genome-scale metabolic model iWK557 of L. lactis NZ9000, which contains 557 genes,   

668 metabolites, and 840 reactions, and further verified at both qualitative and quantitative levels, to provide a good tool for 

rationally guiding metabolic engineering. 

Keywords:  Lactococcus lactis NZ9000, genome-scale metabolic model, model validation, systems biology 

乳酸菌发酵可以产生有机酸、抑菌素、挥发性

风味物质，具有重要的益生功能，普遍应用于食品、

医药、饲料等多种领域[1]。在食品领域中乳酸菌应

用最为常见，主要作为直投式发酵剂制备酸奶、奶

酪等发酵制品，可以改善产品的风味和口感。同时

发酵产生的抑菌素会抑制病原菌的繁殖，可作为生物

防腐剂来保证食品的安全与品质[2-3]；在医药领域，乳

酸菌联合给药有助于疾病的预防、治疗和术后修复[4]；

饲料领域中添加乳酸菌可以有效增强动物胃肠道对

营养成分的消化和吸收、提高动物机体的免疫力、减

少疾病的发生，并减弱粪便的恶臭味[2, 5-6]。作为乳酸

菌属的重要分支，乳酸乳球菌在工业发酵中占比超

过 20%，是乳品发酵的重要菌株之一，在乳制品、

肉制品、果蔬制品以及豆制品中应用广泛，是公认

的食品安全级工业微生物[7]，而 L. lactis NZ90000

作为乳酸菌属的模式菌株，由于其生长迅速、遗传

背景清晰，且几乎不分泌蛋白质，是基因工程改

造以及外源蛋白表达的理想菌株[8]。 

随着基因组测序变得越来越经济和快速，系

统生物学领域对于工业微生物细胞的研究也越来

越深入。基因组规模代谢网络模型 (GSMM) 作

为系统生物学的重要组成部分，其本质是将一个

生物体所有与代谢相关的基因、酶、生物反应及

代谢数据有效地组装到一起[9]，并通过不同的算

法计算和预测生物体的各种代谢特性，系统地表

征基因型和表型之间的关系[10]。GSMM 被广泛应

用于生长表型预测[11]、代谢工程指导[12]、种间进

化差异分析[13]以及多组学数据整合[14]等 4 个方

面。而工业微生物由于其胞内代谢活动的复杂性，

难以通过单一的研究手段对其内部调控机制进行

系统的分析，且无法高效获得所需表型[15]。近年

来，越来越多的研究团队通过构建 GSMM 来全局

分析工业微生物的代谢网络，特别在筛选代谢工

程改造靶点、指导代谢工程改造方面取得了一定

的进展。例如，Lee 等利用线性规划分析方法筛

选出丙酮酸合成酶基因 (ptsG、pykF、pykA) 是大

肠杆菌过量生产琥珀酸的基因敲除靶点，实验证

实 ptsG、pykF 和 pykA 的敲除使琥珀酸的产量提

高了 7 倍[16-17]。Brochad 等在 GSMM 的指导下，通

过过量表达酿酒酵母中的 hsOMT 基因使其香草

醛产量提高了 5 倍[18]。然而，对于乳酸菌这类与

人类健康和生活紧密相连的微生物其关注度却很

少，现在为数不多已建立 GSMM 的乳酸菌有乳酸

乳球菌 IL1403 (Lactococcus lactis IL1403)[19]、乳酸

乳球菌 MG1363 (Lactococcus lactis MG1363)[20]、

植 物 乳 杆 菌 WCFS1 (Lactobacillus plantarum 

WCFS1)[21]、干酪乳杆菌 LC2W (Lactobacillus 

casei LC2W)[22]。虽同为乳酸菌属，但菌种之间个

体差异较大，菌种胞内代谢调控复杂，无法直接

套用。遗憾的是，L. lactis NZ9000 作为乳酸菌的

模式菌株，现在仍没有 GSMM 供其对胞内代谢调

控进行全局分析。 

为系统地理解乳酸乳球菌的胞内代谢调控机

制，本研究以 L. lactis NZ9000 作为研究对象，基

于基因组功能注释和比较基因组学构建了 L. lactis 

NZ9000 的第一个基因组规模代谢网络模型

iWK557。并进一步在定性和定量两个层次验证了

iWK557 的准确性，以期为全局理解 L. lactis 

NZ9000 的胞内代谢机制和理性指导代谢工程改

造提供新工具。 
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1  材料与方法  

1.1  菌株、培养基与培养条件 

目标菌株为 Lactococcus lactis NZ9000 (保藏

编 号 ： LLN ， CP002094 ； 荷 兰 “NIZO Food 

Research”奶制品研究所)[23]。L. lactis NZ9000 于

GM17 (M17 培养基中添加 5 g/L 的 D-葡萄糖)、

Chemically defined medium (CDM)[24]以及 Minimal 

medium (MS15)[25]中培养，培养温度为 30 ℃。 

1.2  实验方法 

1.2.1  定性实验 

将保藏在甘油管中的菌株于 GM17 固体培养

基中划线活化，将单菌落接种至 GM17 液体培养

基中，于 30 ℃静置培养 12 h 得到种子液，随后

将种子液以 1% (V/V) 的接种量转接到 MS15培养

基中培养 8 h，取样测定吸光度 (Optical density，

OD) OD600。更换 18 种底物作为唯一碳源，底物

为：葡萄糖、淀粉、纤维二糖、果糖、半乳糖、

乳糖、麦芽糖、甘露糖、蔗糖、海藻糖、半乳糖

醇、肌醇、甘露醇、山梨糖醇、丙酮酸、木糖、

核糖、半乳糖，每种底物进行 6 个梯度实验 (底

物浓度分别为：1、5、10、15、20、30 g/L)，每

个梯度 3 个平行样品。 

1.2.2  定量实验 

按 1.2.1 所述获得的种子液以 1% (V/V) 的接

种量转接到 CDM 培养基中，于 30 ℃静置培养

24 h，每 2 h 取样。测量其生物量、细胞干重以及

底物消耗。 

1.3  主要仪器与分析平台 

实验仪器：恒温培养箱，购于上海医疗器械

研究所；M-100 生物传感器分析仪，购于深圳市

西尔曼科技有限公司；Agilent 1260 高效液相色谱

仪，购于安捷伦科技 (中国) 有限公司；多功能

酶标仪，购于 Thermo Scientific 公司；紫外可见

分光光度计 (UV2450)，购于日本 Hitachi 公司。 

软件：MATLAB R2018a，COBRA Toolbox[26]，

Origin 2018，Gurobi 8.0.1 optimizer。 

1.4  草图模型的构建 

在本研究中，使用半自动方法构建草图模型。

从 NCBI 或文献中下载 L. lactis NZ9000 的基因组

序列并以 FASTA 格式保存到本地。通过同源比对

法和手动构建法相结合的方式来进行草图模型的

构建[27-28]。(1) 同源比对法：使用本地 BLASTp，

基于 L. lactis NZ9000 的系统发育树，下载亲缘相

近菌株的基因组序列于本地建库比对。序列比对的

筛选条件为：e-value<1×10–6、amino acid sequence 

identity>40%、sequence matching length>70%[29]。

依据比对结果于亲缘相近菌株模型中进行代谢信

息抓取，得到草图模型一。(2) 手动构建法：将     

L. lactis NZ9000 的 蛋 白 序 列 上 传 到 KEGG 

Automatic Annotation Server (KAAS)[30]上进行基

因组功能注释，并结合 KEGG PATHWAY Database

进行代谢信息填充，得到草图模型二。 

将两种方法得到的草图模型进行整合：基于

EC 号对草图模型间的基因进行比对，若两者之间

有相同的基因，则看其功能注释是否一致，若一致

则保留草图模型一的结果，若不一致则需通过文献

和相关数据库进一步查证，若无法查证，则以草图

模型一为准 (同源比对法较 KAAS 注释更准确[31])；

若存在差异基因，则将草图模型二中的基因-蛋白-

反应 (Gene-protein-reaction，GPR) 补充进草图模

型一中。通过此方法循环往复最终得到内容完整的

草图模型。 

1.5  模型精细化 

草图模型构建完成后，需结合各大数据库并

依据 L. lactis NZ9000 的实际情况分别在基因水

平、代谢物水平以及反应水平对其代谢信息进行填

充与查证。模型精细化具体内容如下。 

1.5.1  在代谢物水平进行模型精细化 

代谢物格式统一：将草图模型中的代谢物缩

写形式进行统一，格式参照 BIGG[32]及文献中多

数模型采用的小写缩写的形式。 
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质量电荷平衡：使用 COBRA Toolbox 中的

CheckMassChargeBalance 算法计算 GSMM 中反

应的质量电荷是否平衡，并根据输出结果，对代

谢物的化学式和电荷进行修正，对不平衡的反应

进行配平。 

1.5.2  在基因水平进行模型精细化 

亚细胞定位：对基因编码蛋白质的作用区间

进行亚细胞定位，将 L. lactis NZ9000 的基因组序

列上传到 CELLO[33]，依据预测结果和实际代谢情

况进行确认。 

多基因连接性区分：对于多个基因编码一个

蛋白的情况进行区分，分为多酶复合体以及同

工酶，并使用布尔逻辑关系中的“and”和“or”进行

区分 [34]。 

1.5.3  在反应水平进行模型精细化 

生物量方程：依据构成 L. lactis NZ9000 所有

前体物质及其所占的比例构建生物量方程，并依

据算法‘minimum inconsistency under parsimony’  

(MIP)[35]，基于元素及质量守恒原则并结合 L. lactis 

NZ9000 的实际生理情况，对其生物量方程的化学

式、电荷、分子量进行计算并对其分子量进行标

准化。 

反应可逆性：通过反应对应的 EC 号在

MetaCyc[36]和 MetaNetX[37]进行手动搜索确定反

应方向性；对于没有 EC 号的反应，通过反应名

称结合 BIGG 或结合乳酸菌相应文献进行确认，

对于无法查证的反应一律设为可逆反应[31]。 

转运反应和交换反应的添加：在 Transporter 

Classification Database (TCDB)[38]下载所有的转

运蛋白序列与 L. lactis NZ9000 的蛋白序列进行序

列比对，依据序列比对结果并结合基因组功能注

释和文献进行转运反应的添加；结合添加的转运

反应以及“湿实验”中 L. lactis NZ9000 所需营养条

件进行交换反应的添加。 

代 谢 漏 洞 的 填 补 ： 使 用 gapFind 以 及

gapAnalysis 算法进行代谢漏洞查找，结合基因组

功能注释结果进行代谢漏洞填补。 

1.6  转化为数学模型 

上述 1.4 得到的草图模型以及 1.5 的模型精细

化都是在 EXCEL 中进行，在进行模型的计算模

拟之前需要将其转化为计算机可读的 SBML 格

式。将 EXCEL 格式的模型导入 MATLAB 后使用

xls2model 算法将其转化为数学模型，随后使用

writeCbModel 算法即可将其导出为 SBML 格式。 

2  结果与分析 

2.1  基因组功能注释与草图模型的获得 

在本研究中，基于基因组功能注释，使用半

自动构建法进行草图模型的构建。 

同源比对法：基于比较基因组学进行基因组

功能注释，通过 L. lactis NZ9000 的系统发育树，

选择了已有 GSMM 且亲缘相近的菌株 L. lactis 

MG1363、L. plantarum WCFS1、L. casei LC2W 作

为参照菌株，进行序列比对。依据 1.4 所述的筛

选条件进行双向比对，L. lactis NZ9000 与参照菌

株之间的基因匹配数分别是 2 275 个、1 294 个和

1 153 个。而 L. lactis MG1363、L. plantarum WCFS1、

L. casei LC2W 的序列基因数分别是 2 563 个、   

3 009 个和 3 003 个，由此可以发现基因匹配数的

多少与基因组大小不呈正相关，与其系统发育树

的亲缘远近相关。将筛选得到的结果使用自行编写

的程序整合入已有 GSMM 的菌株模型中，将以上

得到的代谢信息进行整合，得到整合模型，包含

548 个基因、1 290 个反应，随后通过筛选，删除

重复的反应和功能注释相同的基因，保留不重复的

部分，从而获得草图模型一，包含  455 个基因、

739 个代谢物、874 个反应。 

手动构建法：将目标菌株的蛋白序列上传到

KAAS 后，依据返回的结果，2 314 个基因中    

826 个有具体的功能注释，其中仅有 69 个有明确
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的 EC 号，对应 475 个基因。依据 EC 号结合 KAAS

返回的注释链接在 KEGG 中查找对应的反应，得到

草图模型二，包含 475 个基因、69 个反应。 

依据 1.4 所述的方法将以上得到的草图模型

进行整合得到最初完整的草图模型，含有 516 个

基因、739 个代谢物、876 个反应。 

2.2  模型精细化 

分别在代谢物水平、基因水平以及反应水平

对 1.4 得到的草图模型进行了模型代谢信息填充

与修正。 

(1) 在代谢物水平进行模型精细化 

采用不同基因组功能注释方法得到了两种不

同形式的草图模型，需要对其所有的代谢物格式

进行统一。不同方法中代谢物的表现形式有所差

异，以 6-磷酸葡萄糖为例，在模型 L. casei LC2W

中代谢物格式为“g6p”，而在模型 L. plantarum 

WCFS1 中采用的则是大写缩写的格式，为

“G6P[c]”。本研究基于代谢物全称对代谢物格式

进行统一，将其统一为小写缩写的形式，如

“g6p[c]”，同时对于不能匹配的代谢物，按照其原

有形式保留在模型中。 

(2) 在基因水平进行模型精细化 

对基因编码蛋白的作用区间进行亚细胞定

位，依据 CELLO 返回的结果并结合 L. lactis 

NZ9000 为原核细菌的实际情况，将蛋白作用区间

分为胞内 (Cytoplasmic) 与胞外 (Extracellular)。

其中胞内 2 126 个、胞外 188 个，总共 2 314 个基

因。随后对基因关联性进行分类，分为多酶复合

体与同工酶体系，并使用布尔逻辑关系中的”and”

和”or”来进行区分，其中多酶复合体催化了 21 个

反应，同工酶催化 151 个反应。 

(3) 在反应水平进行模型精细化 

生物量方程：是人为添加用于使用模型计算

细胞生长情况的虚拟反应。在拟稳态的假设下，

以生物量方程作为目标函数进行优化问题求解

时，模型能够预测细胞的最大比生长速率。其表

现形式如下： 
R B
i i j j

i j

S R Biomass S B    

R
iS 是生物量前体代谢物 Ri 的化学计量系数。 

B
jS 是副产物 Bj 的化学计量系数。由于所有生物量

前体代谢物系数均基于 1 g DCW，基于质量守恒

原则，生物量方程的分子量计算如下： 

( ) / 1000 1R R B B
i i j j

i j

S M S M   (g/mmol) 

R
iM 、 B

jM 是代谢产物 Ri 和 Bj 的分子量，根

据定义，生物量的理论分子量为 1 g/mmol。 

在本研究中，生物量方程参考框架模型

iNF518[20]，生长相关维持能 (GAM) 和非生长相关

维持能  (NGAM) 分别确立为 39.4 mmol ATP/    

(g DCW·h) 和 0.92 mmol ATP/(g DCW·h)，依据算法

‘minimum inconsistency under parsimony’ (MIP)，基

于质量守恒原则并结合目标菌株的实际生理情况，对

其生物量方程的分子量、化学式以及各前体的化学计

量系数进行计算和标准化，生物量方程的分子量由原

本的 825.05 g/mmol 标准化为 1 000.00 g/mmol，化学

式由C33.697509H53.495976N8.358924O13.75044P0.68944S0.248079标

准化为 C40.6465338215H64.0995743231N9.9076885333O16.9635199515 

P0.8322218004S0.350164004。 

反应可逆性：依据 1.5.3 所述方法对反应的方

向性进行核实区分，标准化后 GSMM 中含有  

349 个可逆反应、491 个不可逆反应。 

转运和交换反应：依据 1.5.3 所述方法，依据

序列比对结果和文献挖掘进行转运反应添加，共

添加了 119 个转运反应。交换反应依据 L. lactis 

NZ9000 常用培养基中的营养物质，并保证基础营

养元素 C、H、O、N、P、S 的吸收，共添加了       

112 个交换反应。 

代谢漏洞填补：依据 1.5.3 所述方法进行漏洞

查找和填补，共填补了 105 个 gaps。 

2.3  数学模型的转换 

将模型精炼得到的 EXCEL 格式的模型导入
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MATLAB 依据 1.6 的方法转换为 S(m×n)矩阵，矩阵

中 m 行代表代谢物的数量，n 列代表反应的数量，

矩阵由“1”、“–1”和“0”组成，其中“1”代表该代谢

物在此反应中作为底物，“–1”代表该代谢物作为

产物，“0”代表该代谢物不参与该反应。这样 S(m×n)

矩阵就将代谢物与反应巧妙地联系起来变为数学

矩阵。S(668×840)表示该 GSMM 含有 668 个代谢物

和 840 个反应。模型中有 557 个基因，依据命名

规则将构建完成的 GSMM 命名为 iWK557。 

2.4  模型验证 

iWK557 构建完成后，在应用之前为进一步

确认其计算预测的精准性，本研究从定性和定量

两个层次对其进行验证。 

2.4.1  定性验证 

L. lactis NZ9000 能够代谢利用多种糖类和其

他碳源以获得能量、氧化还原力和合成生物大分

子的前体物质[39]。参考文献[19, 22, 40]报道，乳

酸菌属发酵可利用的主要碳源有葡萄糖、纤维二

糖、果糖、半乳糖、乳糖、麦芽糖、甘露糖、蔗

糖、海藻糖、甘露醇、山梨醇。此外为了进一步

考察 L. lactis NZ9000 的底物利用谱，参照了大肠

杆菌、酵母、谷氨酸棒状杆菌及放线菌等实验室

常见菌株的可利用碳源进行了碳源类型的补充，

从而确定 18 种底物作为唯一碳源进行定性    

实验[19, 40]。 

使用 iWK557 利用流平衡  (Flux balance 

analysis, FBA)算法对 18 种唯一碳源的利用能力

及主要产物乳酸的生成进行预测，并依据 1.2.1

的实验方法进行定性实验，通过模型的预测和“湿

实验”的验证，进一步对模型的准确性进行评估 

(表 1)。其中，木糖在原文献中可被大肠杆菌利用，

作为本研究的备选碳源，经实验证实不能被     

L. lactis NZ9000 作为碳源利用。比对结果显示模

型预测结果与实验结果一致，表明模型 iWK557

能够准确预测菌体利用不同碳源进行代谢生长和

产物生成。 

表 1  模型与菌株底物利用能力比对 
Table 1  Comparison of substrate utilization ability 
of the model and strain 

Carbon 
source 

Experimental results  Simulation results 

Cell 
growth

Lactate 
production 

 
Cell 

growth 
Lactate 

production

Glucose + +  + + 

Starch + +  + + 

Cellose + +  + + 

Fructose + +  + + 

Galactose + +  + + 

Lactose + +  + + 

Maltcose + +  + + 

Mannose + +  + + 

Sucrose + +  + + 

Trehalose + +  + + 

Galactitol + +  + + 

Inositol + +  + + 

Mannitol + +  + + 

Sorbitol + +  + + 

Pyruvate + +  + + 

Xylose – –  – – 

Ribose + +  + + 

Melibiose + +  + + 

 
2.4.2  定量验证 

为进一步验证 iWK557 预测的生长值的准确

性。在本研究中使用分批发酵的实验数据进行验

证，随后通过恒化实验数据进一步验证模型的预

测准确性。 

分批发酵验证：使用 CDM 培养基进行分批

培养，将实验数据导入 Origin 2018 以获取 L. lactis 

NZ9000 的细胞生长、葡萄糖消耗以及乳酸生成曲

线 (图 1A)，随后通过 Origin 2018“Analysis”工具

栏中的“Nonelinear Curve fit”进行非线性拟合获

得比生长速率、葡萄糖比消耗速率以及乳酸比生

成速率曲线 (图 1B)。L. lactis NZ9000 在分批发

酵中的最大比生长速率为 0.017 004 h–1，葡萄糖

比消耗速率为 0.55 mmol/(g DCW·h)，乳酸比合成

速率为 0.066 mmol/(g DCW·h)。在 MATLAB 中使

用 FBA 进行模拟，约束葡萄糖的吸收速率，计算

得到的最大比生长速率为 0.017 1 h–1，乳酸比合
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成速率为 0.064 3 mmol/(g DCW·h) 与实验结果的

误差率分别为 0.5%和 2.57%，表明该模型可以准

确预测 L. lactis NZ9000 的比生长速率和主要代谢

产物的比合成速率。 

恒化实验验证：在恒定稀释率的条件下，细

胞的生长状态保持恒定，此时，测量发酵液中各

种营养物的形成和消耗，可以量化特定稀释率下

菌株的代谢状态。将获得的恒化实验数据进行单

位转换，然后导入到模型中进行约束，从而验证

模型预测的准确性。本研究使用 Nicolas 等[20]和

Petri-Jaan 等[41]基于 CDM 培养基的恒化实验数据

进行验证，通过比较 4 种稀释率 (0.05 h–1、0.25 h–1、

0.4 h–1、0.45 h–1) 条件下细胞的比生长速率及主

要产物乳酸和乙酸的比合成速率和模型表型预

测结果之间的差异来进行定量验证。在 4 种稀  

释 率 条 件 下 ， 碳 源 输 入 速 率 分 别 约 束 为        

1.20 mmol/(g DCW·h)、6.20 mmol/(g DCW·h)、   

11.53 mmol/(g DCW·h)、16.36 mmol/(g DCW·h)；

氮源输入速率分别约束为 0.13 mmol/(g DCW·h)、

0.55 mmol/(g DCW·h)、1.26 mmol/(g DCW·h)、  

1.44 mmol/(g DCW·h)。如表 2 所示，比生长速率 

(Specific growth rate，μ)、乳酸合成速率 (Lactate 

production rate，LPR) 以及乙酸合成速率 (Acetate 

production rate，APR) 的平均误差率分别为 4.08%、

4.21%、5.47%，最大偏差不超过 9%，普遍低于

10%[42]，说明 iWK557 不仅能够准确反映细胞的

生长状态，也能准确预测细胞主要产物的生成，

真实反映细胞的生理代谢情况。 

 
 

 
 
图 1  定性湿实验图 (A： L. lactis NZ9000 的生物量、葡萄糖消耗和乳酸生成曲线；B：L. lactis NZ9000 的比生

长速率、葡萄糖比消耗速率和乳酸比合成速率曲线) 
Fig. 1  Qualitative experiment chart. (A) Cell growth, glucose consumption and lactic acid production curve of L. lactis 
NZ9000. (B) Specific growth rate, glucose specific consumption rate and lactate specific production rate curve of     
L. lactis NZ9000. 
 
 
表 2  定量模拟结果比对 
Table 2  Comparison of quantitative simulation results 

Project 
0.05 (h–1)  0.25 (h–1) 0.40 (h–1)  0.45 (h–1) 

In silico D****(%)  In silico D (%) In silico D (%)  In silico D (%) 

μ* 0.050 4 0.80  0.23 6.16 0.36 7.70  0.457 6 1.68 

LPR** 0.920 0 4.16  4.20 6.87 18.32 0.43  27.600 0 5.39 

APR*** 1.430 0 4.24  4.32 7.51 2.48 8.87  1.390 0 1.27 
*: μ represents specific growth rate; **: LPR represents lactate production rate; ***: APR represents acetate production 
rate；****: D represents deviation. 
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2.5  iWK557 的基本特征 

模型 iWK557 包含 557 个基因、840 个反应 

(609 个细胞质反应、119 个转运反应和 112 个交

换反应)，基因覆盖率达到 23.89%。有 76%的反

应有明确的基因关联。参考 KEGG 和 RAST 

server，将 iWK557 的反应分为 10 个代谢亚系统，

各代谢亚系统的反应数目如图 2 所示。在代谢亚

系统中，氨基酸代谢 (19.523%) 所占比例最高，

其 次 是 核 苷 酸 代 谢  (14.40%) ， 最 后 是 转 运 

(14.16%) 和交换反应 (13.33%)，这 4 个代谢亚系

统所占比例超过 60%。 

为进一步了解 iWK557 的详细特征，将模型

iWK557 与 L. lactis MG1363、L. lactis Il1403 的

GSMM 进行比较 (表 3)，比较结果如下所示：    

1) 3 个模型的基因覆盖率分别为 23.89%、22.23%、

15.72%，3 个菌株都属于乳酸乳球菌，细胞分区

都分为胞内和胞外两个区间。2) 3 个模型的共有

反应数为 319 个，其中氨基酸代谢 (29.15%)、核

苷酸代谢  (22.88%)、碳水化合物代谢  (17.24%) 

以及维生素与辅因子代谢 (10.65%) 所占比例为

79.93%，表明 3 个模型在以上 4 种代谢亚系统中

有较高的相似性。iWK557 特有 207 个代谢反应，

主要集中于氨基酸代谢、转运反应、碳水化合物

代谢以及核苷酸代谢，特有反应的代谢亚系统分

布如图 3 所示。3) 3 个模型中，L. lactis Il1403 的

代谢物是另外两个菌株模型的子集，其中，     

L. lactis MG1363 含有特有代谢物 67 个，iWK557

含有特有代谢物 86 个。 
 

 
 

图 2  iWK557 代谢亚系统分布  
Fig. 2  Metabolic subsystems distribution of iWK557. 

 

 
图 3  iWK557 特有反应代谢亚系统分布  
Fig. 3  Metabolic subsystems distribution for specific reactions in iWK557. 
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表 3  乳酸乳球菌基因组及 GSMM 特征比对 
Table 3  Comparison of genome characteristics and 
characteristics of the models of Lactococcus lactis 

Parameter 
L. lactis 
NZ9000 

L. lactis 
MG1363 

L. lactis 
Il1403 

Genomic 
information 

   

Total length (Mb) 2.53 2.52 2.36 
Protein count 2 314.00 2 563.00 2 310.00 
GC (%) 35.70 35.70 35.30 
Model contents    
Total reactions 840.00 754.00 621.00 
Internal reactions 601.00 530.00 492.00 
Transport reactions 116.00 119.00 129.00 
Metabolites 668.00 650.00 422.00 
Gene 557.00 518.00 358.00 
Gene coverage (%) 23.89 22.23 15.72 
Compartment (c, e) (c, e) (c, e) 

 

3  讨论 

在本研究中，基于基因组功能注释和比较基

因组学构建了 L. lactis NZ9000 的首个全基因组规

模代谢网络模型，将其命名为 iWK557。通过定

性和定量分析对 iWK557 进行了验证。定性验证

结果显示，模型 iWK557 对不同碳源的模拟预测

结果与实验结果一致，说明 iWK557 能够准确表

征菌体生长和产物合成这两个最为重要的细胞特

征；随后在分批发酵和恒化实验中对 iWK557 对

菌体生长和产物合成预测的准确性进行定量验

证，总平均偏差不超过 5%，偏差率普遍低于 10%，

说明 iWK557 能够准确预测 L. lactis NZ9000 的生

长和产物生成，反映细胞的真实生理状态。 

在后续的研究中，将利用 iWK557 对 L. lactis 

NZ9000 的内部代谢调控机制进行全局分析，并以

此为基础，通过整合多组学数据，构建条件特异

性模型进行代谢流量分析和代谢靶点预测用以理

性指导代谢工程改造。 
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