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代谢工程                                                              

转录组平台技术及其在代谢工程中的应用 
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摘  要: 组学技术在系统水平上对细胞代谢进行全面的分析，极大地促进了代谢工程的发展和应用。全基因组水平的

转录分析可以使研究者更加精确地评估细胞表型，加深对细胞代谢的理解。而且转录组分析也有助于研究者鉴定菌种

改良的目标基因，加速对微生物细胞工厂的合理设计及构建。文中介绍了 3 种主要转录组平台技术的原理，并总结了

转录组学在代谢工程领域中应用的最新进展和未来发展趋势。 
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Abstract:  Omics technologies have profoundly promoted development and applications of metabolic engineering by analysis of 
cell metabolism at a system level. Whole genome transcription profiles have provided researchers more rigorous evaluation of cell 
phenotype and an increased understanding of cellular metabolism. Furthermore, transcriptome analysis can conduce to identification 
of effective gene targets for strain improvement, and consequently accelerates rational design and construction of microbial cell 
factories for desired product. In this review, we briefly introduced the principle of three main platforms of transcriptome, and 
reviewed the recent applications of the transcriptome to metabolic engineering, finally provided conclusions and future prospects. 
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近年来，包括基因组、转录组、蛋白质组、代

谢组和代谢通量组的各种组学技术在揭示细胞生理

活动规律的研究中起着越来越重要的作用[1-2]。通过

组学技术，可以系统评价细胞表型，并根据评价结

果进一步设计、修饰和重构细胞，提升代谢工程的

合理性和有效性[3-4]，这就是在后基因组时代所强调

采取组学技术指导的代谢工程研究方法，称之为“系

统代谢工程”[5]。 
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在各种组学技术中，转录组学是率先发展起来

以及应用最广泛的技术 [6]。细胞的功能是从基因的

表达开始的，转录组是指某一时间细胞内所有基因

转录而来的 RNA 总称。通过分析转录组，可高通量

地获得基因表达的 RNA 水平有关信息，可以揭示基

因表达与一些生命现象之间的内在联系。据此我们

可以高通量表征细胞生理活动规律，确定细胞代谢

特性，并进而对细胞进行修饰改造[7-8]。本文介绍了

转录组学主要技术平台及其原理，总结和评述了转

录组学在代谢工程中的应用及进展。 

1  转录组技术平台 

为了高通量并行分析基因的表达情况，各种转

录组技术平台得到迅速发展，主要包括：基因芯片

技术 (Microarray)、基因表达系列分析技术 (Serial 

analysis of gene expression，SAGE)、大规模平行测

序技术  (Massively parallel signature sequencing，

MPSS) 以及最新提出的 RNA 测序技术  (RNA 

sequencing，RNA-seq)，这些技术的工作流程如图 1

所示。

 

图 1  主要转录组技术平台工作流程示意图 
Fig. 1  Outline protocols of the main transcriptome platforms. 

 
1.1  基因芯片技术 (Microarray) 

在转录组研究中应用最早及最广泛的为基因芯

片技术，首先从待检测样品中提取 RNA，并利用荧

光标记的核苷酸将其反转录成 cDNA，经过标记的

核苷酸序列可与基因芯片特定位点上的探针杂交，

经检测杂交信号而获取细胞基因表达信息。基因芯

片技术已成为一项非常稳定可信的实验技术，目前

公布的大量转录组数据主要是利用基因芯片技术产

生的。 

为了促进基因芯片数据的交流和比较，2001 年

基因芯片表达数据协会 (Microarray gene expression 

data society) 提出了基因芯片试验的标准方案，即

MIAME方案 (Minimal information about a microarray 

experiment)[9]；由美国食品药物管理局 (US food and 

drug administration，FDA) 领导实施的基因芯片质

量控制联盟 (MAQC) 发表的报告显示在不同实验

室之间基因芯片技术平台内部的数据具有高度的一

致性和重现性[10]。基因芯片是最早开发出来的高通

量转录组检测技术，且成本适中，其对较高表达的

基因检测比较准确，数据分析软件较多，整个方法
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较为成熟，主要缺点是对低表达基因检测敏感度不

够，前期工作基础要求较高，而且很难检测出融合

基因转录、多顺反子转录等异常转录产物。 

1.2  基因表达系列分析技术  (SAGE) 与大规模

平行测序技术 (MPSS) 
SAGE 技术是一种基于测序技术、开放式的、

快速高效的分析细胞基因表达状态的方法，该技术

不需任何基因序列的信息，能够全局性地检测所有

基因的表达水平，除了具有显示基因差异表达谱的

作用外，还对于那些未知基因特别是那些低拷贝基

因的发现起到了巨大的推动作用[11]。SAGE 技术首

先从待检测样品中提取 RNA，并用生物素荧光标记

的核苷酸将其反转录成 cDNA，随后用一种被称为

锚定酶的限制性内切酶  (Anchoring enzyme) 切割

双链 cDNA，将回收得到的 cDNA 片段与不同的接

头连接，再用标签酶酶切处理后得到 SAGE 标签，

连接 SAGE 标签形成标签二聚体并进行 PCR 扩增，

最后锚定酶切除接头序列以形成标签二聚体的多聚

体，对其测序可得转录组。 

MPSS 技术是对 SAGE 技术的改进，但其原理

都是基于短标签测序 (Tag-based sequencing) 的方

法。MPSS 技术可获得更长的短标签，因而精度更

高；此外，MPSS 技术特有的微球荧光测序可直接

高通量读出序列，简化了测序过程[12]。MPSS 技术

首先从待检测样品提取 RNA 并反转录为 cDNA，克

隆至带有不同 adaptor 的载体文库中，随后 PCR 扩

增带有不同 adaptor 的 cDNA 片段，在 T4 DNA 聚合

酶和 dGTP 的作用下使其转换为单链文库，最后通

过杂交将其结合在带有 Anti-adaptor 的微载体上进

行测序。 

SAGE 技术和 MPSS 技术都需要大量的测序工

作，但高通量基因测序仪的迅速发展缓解了这一问

题，有力推动了它们的推广与应用。但是这些技术

的难度较大，而且涉及酶切、PCR 扩增、克隆等可

能会产生碱基偏向性的操作步骤，从而影响转录本

的正确识别[12]。Illumina 公司于 2007 年在 MPSS 技

术 的 基 础 上 推 出 新 一 代 测 序 仪 Illumina/Solexa 

Genome Analyzer，正迅速得到普及。 

1.3  RNA 测序技术 (RNA-seq) 
新 一 代 高 通 量 基 因 组 测 序 仪 的 迅 速 发 展 

(Solexa，454 GS-FLX，SOLiD，tSMS) 不仅给基因

组领域带来革命性的突破，同时也给转录组检测方

法带来重大革新。采用类似 SAGE 技术和 MPSS 技

术的理念，新一代高通量基因组测序仪可以通过测

定细胞全部转录产物序列，通过序列比对得到最后

的转录组，一个新的测定转录组的“RNA 测序”法

出现了，该技术称为 RNA 测序技术 (RNA-seq)[13-14]。 

RNA 测序技术的原理与 SAGE 技术和 MPSS 技

术一致，即对细胞转录产物进行测序，统计测得的

每条序列获得每个特定转录本的表达量，可提供精

确的数字化表达谱检测。该技术首先将细胞中的所

有转录产物反转录为 cDNA 文库，然后将 cDNA 文

库中的 DNA 随机剪切为小片段(片段大小根据采取

的测序方法的读长而不同)，利用新一代高通量测序

仪测序直到获得足够的序列。高通量测序避免了亚

克隆过程中引入的偏差，且其确定的短序列长度显

著增加。获得长度显著增加的短序列所包含信息可

以提高识别其对应的基因的准确性，然后计算这些

短序列的个数和分析其在整个基因组中的分布，可

以计算出细胞的转录组表达水平[14]。 

RNA-seq 技术可以提供更多信息，可以得到用

基因芯片难以得到的转录可变剪接序列[14]；该技术

对低表达基因的检测更加准确，并且可以定量确定

转录水平。核苷酸多态性、GC 偏向会影响 SAGE

和 MPSS 测定转录组时的精确性，而 RNA-seq 技术

克服了这些不足。RNA-seq 技术得到的标签长度 

(由采取的高通量测序技术的读长而定，可达 400 bp) 

比 SAGE 和 MPSS 显著增加，提高了识别转录本的

特异性和准确性[15]。 

RNA 测序技术目前发展很快，在转录组研究中

迅速得到广泛应用，受到高度好评。由于 RNA 测序

技术产生海量的数据，面临着一系列新的信息学方

面的难题，其中包括如何最好地诠释和比对鉴定多

个类似的同源基因；如何确定最佳测序量，获得高

质量的转录图谱等[16]。 

1.4  转录组技术平台比较 
目前应用在转录组研究中的几种高通量基因表
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达分析技术各有特点 (表 1)，这些技术在应用的某

些方面存在重叠和竞争，RNA 测序技术具有的优势

较多，然而就目前来说，这些技术在更多方面体现

的是优势互补、数据互补，不同方法协同配合使用，

可以互相弥补各自的遗漏部分，将提供以前的单种

技术难以提供的更加全面的转录组分析[17-19]。例如，

对同样的样品，分别采用基因芯片和 RNA 测序技术

产生的转录组数据其相关性只有 0.45[20]，分别采用

基因芯片和 SAGE 技术产生的转录组数据也存在类

似的相关性[21]。这些数据差异主要是由不同技术的

原理特性造成的，每种技术都会丢失部分信息，并

不是仅仅由于检测灵敏性造成的[18,22]。
 

表 1  几种高通量基因表达分析技术的比较 
Table 1  Comparison of methods used in global analysis of gene expression of organism 

 Advantages Disadvantages 
Hybridization-based 
(Microarray) 

High specificity, low cost and rapid; 
ease of sample preparation; 
flexibility in extent to be analyzed; 
mature informatics and statistics; 

Constrained by gene discovery and prediction procedures; 
difficulties to compare data in different platforms and to obtain 
absolute quantity of mRNA expressed in a tissue; 
cross-hybridization and sequence dependent; 
Poor reproducibility in detect minor differential expressed 
transcripts;  

Tag-based 
(SAGE and MPSS) 

Identification of novel sequences; 
quantitative, inter-laboratory 
comparability; 
sensitive and sequence independent; 

Biased sampling; 
short tag result in sequence ambiguity; 
require comprehensive reference database; 
expensive work and complex sample preparation; 

RNA-sequencing 
(RNA-seq) 

Identification of novel sequences; 
quantitative, inter-laboratory 
comparability; 
sensitive and sequence independent; 
avoids the need for cloning; 
map RNA splice; 
longer signatures, more accurate 
annotation. 

Expensive work and complex sample preparation; 
limited bioinformatics tools. 

 
2  转录组在代谢工程领域的应用 

全基因组水平的转录分析可以使研究者更加精

确地评估细胞表型与基因表达的关系，加深对细胞

代谢的理解，而且转录组分析也有助于研究者鉴定

菌种改良的目标基因，加速对微生物细胞工厂的合

理设计及构建。目前转录组在代谢工程领域的应用

正快速得到普及和发展。 

2.1  微生物细胞特性的改造 
2.1.1  优化菌种耐受性及减少代谢副产物合成 

微生物在发酵生产过程中必然会遭受一些抑制

细胞正常生长及产物合成的不利环境因素，细胞对

不利环境的耐受性是一种非常复杂的表型，通过对

不同环境中生长的菌株的转录组比较，往往可以发

现那些和表型密切相关的基因，从而使研究者可以

更好地通过代谢工程来增强菌种对不利环境的耐受

性。Hirasawa 等[23]比较了两株具有不同的乙醇耐受

性的 S. cerevisiae 转录组差异，利用聚类分析方法发

现色氨酸合成基因的表达水平与乙醇耐受性紧密关

系。过量表达色氨酸合成基因可以使乙醇耐受性低

的菌株对 5％ (V/V)的乙醇具有耐受性，而且外源添 

加色氨酸并同时增强表达色氨酸透性酶同样可以增

加对乙醇的耐受性。Hirasawa 等[24]还通过分析高盐

条件下两株不同渗透压耐受性 S. cerevisiae 的转录

组，发现钠离子泵与铜金属硫蛋白基因与菌体渗透

压耐性密切相关，提高上述基因的表达水平可显著

提高菌株的渗透压耐性。Veit 等[25]通过对 E. coli 转

录组的分析发现 sdhCDAB、sucB、sucC、acnB、lpdA、

fumC、mdh 等基因以及 acs-yjcH-actP 操纵子的表达

与乙酸形成负相关，增强 sdhCDAB-b0725-sucABCD

系列基因表达显著降低乙酸的形成，同时不影响菌

株的生长速率。由于 E. coli 的生长主要受到其自身

分泌的乙酸的抑制，而采取直接阻断乙酸合成途径

的策略会显著降低菌体的生长速率，上述研究结果

无疑是一种更好的替代策略。 

2.1.2  扩大底物利用范围 

扩大菌株的底物利用范围对于利用生物质资源

生产生物基化学品具有重要的意义，一些微生物

对木糖、半乳糖等底物快速利用的表型  (尤其是在

厌氧条件下) 也涉及到复杂的基因表达变化。Bro

等 [26]利用转录组分析了具有不同半乳糖摄取速率的
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S. cerevisiae 菌株，鉴定出编码葡糖磷酸变位酶的

PGM2 基因为新的靶标，通过增强该基因的表达使

工程菌半乳糖摄取速率提高了 70％，该研究还表明

如果对底物消耗速度不同的多株菌株同时进行转

录组分析，则获得有用信息的效率将大为提高。

Guimaraes 等[27]比较了一株由进化工程获得的可快

速利用乳糖的 S. cerevisiae 突变株与野生株的转录

组差异，大部分差异表达基因的功能集中在与 RNA

介导的转座、DNA 修复与重组、抗逆性、染色体重

建、细胞周期控制、有丝分裂调控，少部分差异表

达基因与糖酵解和乙醇发酵路径相关，这些差异表

达基因能较好地解释突变株的表型，为进一步的工

程菌的设计提供了基础。Bengtsson 等[28]分析了 4 株

具有不同木糖利用能力的 S. cerevisiae 与正常菌株

的转录组差异，发现有 13 个基因的表达在 4 个菌株

中都发生了变化。在正常菌株中相应过表达或缺失

这些差异基因，发现有 5 个基因可有效提高菌株对

木糖的利用能力，上述研究结果表明转录组是对复

杂表型进行高效分析的有力工具，其在菌株的代谢

工程改造以及通过反向代谢工程重构具有目标表型

的菌株中具有不可替代的作用。 

2.1.3  合成异源蛋白产物 

转录组指导的代谢工程加速了构建产外源蛋白

微生物细胞工厂。例如，Choi 等[29]利用基因芯片分

析了高细胞浓度下重组 E. coli 生产类胰岛素生长因

子 I 的融合蛋白 (IGF-If) 的转录组，发现共有 529

个基因的表达水平显著发生改变。结合已有文献经

分析后增强表达两个下调基因 prsA (编码磷酸核糖

焦磷酸合成酶，核酸和氨基酸合成的关键酶 ) 和

glpF (甘油运输蛋白，有利于菌体生长)，使 IGF-If

的产量由 1.8 g/L 提高到 4.3 g/L。这是一个典型的利

用转录组数据表征细胞表型并据此分析进而通过遗

传修饰进行菌株改良的例子。Gasser 等[30]分析了产

人类胰蛋白酶 P. pastoris 工程菌及野生菌的转录组

差异，共有 524 个基因表达水平发生明显改变。分

别扩增其中 13 个与蛋白分泌、应激反应相关的上调

表达基因，发现新确定的 6 个基因 Bfr2、Bmh2、

Ssa4、Sse1、Cup5、Kin2 明显提高人类胰蛋白酶的

比生产速率，并增加了蛋白总产量。由于蛋白质的

合成分为设计剪切、折叠、分泌等多个步骤，传统

代谢靶标分析方法在这里受到很大的局限，包括转

录组在内的组学技术可深入对菌体代谢理解，对增

强蛋白质合成能力提供重要的信息。 

2.1.4  提高代谢产物产率和产量 

基于转录组分析来改良细胞合成目标代谢产物

的产率和产量也有大量的应用实例。Lee 等[5]分析了

E. coli 工程菌在过量生产苏氨酸时菌体转录组的变

化，发现编码磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的 ppc 基因

表达水平没有处于最优状态。作者增强了 ppc 基因

表达，同时缺失转录调节子 iclR 基因以加强乙醛酸

支路通量，新构建的工程菌苏氨酸产量提高 51.4％，

作者在这篇文章中率先提出了“系统代谢工程”的

概念，强调了组学尺度生理分析对代谢工程的重要

意义。Sindelar 等[31]通过转录组分析确定编码转甲基

酶的 NCgl0855 基因，以及编码铵吸收系统的

amtA-ocd-soxA 操纵子为影响赖氨酸生产的潜在靶

点，增强 NCgl0855 或 amtA-ocd-soxA 操纵子的表达，

可使赖氨酸产量提高 40％。Park 等[32]基于产缬氨酸

E. coli 工程菌与野生菌的转录组差异，分别扩增了

通用调节子 lrp 基因以及编码缬氨酸运输蛋白的

ygaZH 基因，缬氨酸产量分别增加了 21.6％和

41.7％；共扩增上述基因则使缬氨酸产量可增加

113％，作者指出新确定的基因修饰靶点是常规分析

方法难以确定的，这充分显示出转录组等系统分析

方法的优越性。van den Berg 等[33]利用基因芯片技术

对 P. chrysogenum DS17690 的青霉素 G 高产工程菌

与实验室标准菌株进行转录组比较，揭示了以前未

知的 68 个 β-内酰胺运输蛋白，同时通过敲除部分差

异表达基因确定了这些基因对产青霉素 G 的影响，

最终获得几株产量得到不同程度提高的工程菌株。

Harris 等[34]构建了一株产头孢菌素前体物己二酰化- 

7-氨基甲酰化头孢烷酸的工程菌 P. chrysogenum 

DS49834，通过转录组分析发现工程菌中头孢菌素

生物合成基因以及引入的外源基因表达水平很高，

导致己二酰化-7-氨基甲酰化头孢烷酸合成过程中消

耗了大量的氨甲酰磷酸，造成氨甲酰磷酸的供给不 
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足，由此确定限制目标产物产量提高的代谢靶点为

氨甲酰磷酸合成酶。Lum 等[35]分析泰乐菌素高产菌

株的基因组表达情况发现编码酰基辅酶 A 脱氢酶的

aco 基因和编码异丁酰辅酶 A 变位酶的 icmA 基因的

转录水平较野生型菌株有很大提高，增加这两个基

因的拷贝数能为泰乐菌素的生产提供更多的脂肪酸

前体。Kang 等 [36]通过转录组分析发现在产阿霉素

S. peucetius 工程菌中转录因子 wblA 与阿霉素合成

负相关。基于此分析，Noh 等[37]随后通过敲除转录

因子 wblA 使 S. peucetius 工程菌抗生素产量提高

70％，同时比较了敲除转录因子 wblA 的重组菌与其

亲株的转录组，鉴定出受转录因子 wblA 调控的靶基

因。在这些靶基因中选取 SCO4967 在 wblA 敲除菌

中进一步增强表达水平可提高 130％的抗生素产量。

Im 等[38]分析了不同阿维菌素产量 S. avermitilis 工程

菌株的转录组，鉴定出与阿维菌素合成正相关的 50

个新基因，其中 SAV213、SAV3818、 SAV4023 等

3 个基因可促进阿维菌素合成。此外 SAV3818 基因

的增强表达还可促进放线紫红素的生物合成，表明

SAV3818 基因为一与抗生素合成相关的重要调控因

子[39]。Koetsier 等[40]在发酵培养基中添加己二酸，

观察其对 Penicillium chrysogenum 转录组影响，发

现 aclA 基因为表达提高最显著的基因。缺失 aclA

基因使菌体己二酸比消耗速率下降 32％，aclA 基因

在 E. coli 中表达产物可以己二酸为底物，该基因的

确定有助于构建头孢菌素高产菌株。本研究组[41]通

过转录组分析从基因表达水平上揭示产核黄素工程

菌 B. subtilis RH33 的主要生理特点，发现在产核黄

素工程菌中 PurR 蛋白调控基因表达水平全部降低，

而这些基因主要涉及核黄素前体物合成途径。继而

通过基因修饰，增强工程菌胞内磷酸核糖焦磷酸 

(PRPP) 浓度，解除 PurR 蛋白对其调控基因的抑制

作用，增加核黄素前体物的供给，从而使核黄素产

量提高 25％。上述研究工作表明通过转录组分析可

以发现与表型有关的重要调节子的表达变化，并根

据 该 变 化 对 菌 种 改 造 作 出 相 应 的 合 理 设 计 。

Hirasawa 等[42]研究了产乳酸 S. cerevisiae 工程菌株

的转录组，发现有 388 个基因表达水平明显改变，

从中选取了 289 个基因进行单基因缺失，同时随机

选取 56 个基因进行单基因缺失。结果表明，只有基

于转录组结果选取的基因可对乳酸产量发生影响，

而随机选取的基因对菌株乳酸产量基本无作用。

Wierckx 等 [43]通过转录组分析指出导致 P. putida 

S12TPL3 高产苯酚的重要原因为酪氨酸合成途径基

因的上调表达以及色氨酸合成途径基因的下调表

达。为了增加胞内酪氨酸浓度，作者敲除了 hpd、

pobA、phhA、aroP1 等 4 个基因，然而苯酚的产量

反而下降。作者推测 P. putida S12TPL3 合成酪氨酸

的代谢通路已经处于很好的优化状态，酪氨酸供给

已非限制因素；此时限制苯酚生成的为酪氨酸-苯酚

裂解酶，并通过酶活分析以及随后的通量分析验证

了这一假设[44]，这是一个通过转录组分析揭示菌株

代谢特征的典型研究实例。 

2.2  植物细胞特性的改造 
2.2.1  提高植物抗逆性 

植物的生长发育及产量与外界环境密切相关，

通过代谢工程手段可以显著提高植物对环境胁迫

的抗性，保护植物免受外界环境的不良影响。Seki

等[45]对拟南芥转录组分析，得到了 44 个受干旱诱导

基因以及 19 个受冷诱导的基因，其中有 12 个基因

被确定为植物胁迫应答的重要调节因子 CBF/DREB 

(C-repeat-binding-factor/dehydration-responsive-elem
ent-binding) 的靶基因。这些靶基因的确认对深入认

识植物产生环境胁迫抗性的机理具有重要意义。

Benedict 等 [46]将拟南芥的冷胁迫应答转录因子

CBF1 转入杨树，使其冷耐受性明显增强，同时发现

杨树中受拟南芥 CBF1 调控的基因与拟南芥中相应

基因具有高度一致性。该研究指出 CBF/DREB1 冷

调控机制可增强植株对多种逆境的抵抗性。类似地，

Vogel 等[47]发现在低温环境下拟南芥基因表达水平

改变最大的 25 个基因受已知的冷胁迫应答途径的

关键转录因子 CBF/DREB 以及新发现的转录因子

ZAT12 调控，通过增加转录因子 ZAT12 的表达，拟

南芥可提高其冷耐受性。然而 Fowler 等[48]通过检测

拟南芥转录组发现 CBF/DREB 途径并不是获得冷

耐受性的唯一途径，在表达水平发生改变的 306 个

基因中，只有 12％为 CBF/DREB 的靶基因。随后

Kim 等[49]从这些显著上调表达的基因中选择并扩增
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了两个编码 DEAD-box RNA 解旋酶的基因 (AtRH9

和 AtRH25)，只有增强 AtRH25 基因表达水平的转基

因拟南芥提高了对低温的耐受性。除此之外，Dai

等[50]发现在低温环境下水稻共有 328 个基因表达水

平发生显著变化，将表达水平增加的基因 OsMYB3R-2

引入拟南芥能提高转基因拟南芥对低温、干旱、高

盐等的耐受性。何飞等[51]分析了不同拟南芥野生居

群在冷胁迫处理下转录水平的差异，不同拟南芥野

生居群在冷胁迫下皆上调基因 (如 MAPKs、CBFs、

COR 等基因) 可能对植物在低温下生存十分重要。

李利华等 [ 52 ]发现水稻在低磷胁迫后大量基因  

(1 207 个) 在转录水平上发生了变化，这些差异表达

基因包括了代谢调节离子转运、信号传导、转录调

节、和逆境应答等方面的基因，为提高水稻低磷耐

受性提供了有用的信息。 

2.2.2  提高次级代谢产物产率和产量 

植物次级代谢物为医药、轻工、化工、食品及

农药等工业的发展提供了丰富的资源，然而其调控

是一个十分复杂的系统，造成其产量极低。通过转

录组分析挖掘次级代谢物合成相关基因，可有力促

进相关植物细胞改造。Jennewein 等[53]分析了受茉莉

酮酸甲酯诱导而处于生产紫杉醇阶段的东北红豆杉

基因表达水平，在 10 000 个 cDNA 片段中，确定了

3 563 个基因由茉莉酸甲酯诱导转录参与生产紫杉

醇。这些基因除了包括已知的紫杉烷代谢所需羟化

酶外，还提供了参与紫杉醇合成反应的其他潜在基

因，为改良生产菌株提供了有价值的信息。Teoh

等[54]在青蒿的转录组文库经序列比对确定一种多功

能的 P450 氧化酶 (由 CYP71AV1 基因编码)，并将

其在酵母中表达，发现其可以催化 FPP 环化产物紫

穗槐-4,11-二烯 (amorpha-4，11-diene) 到青蒿酸的

多步氧化反应，该关键基因的确定推动了高产青蒿

素工程菌的构建 [55-56] 。 Nagel 等 [57] 在蛇麻腺体 

(Lupulin glands) 的含有 10 581 表达序列标签的基

因转录文库中鉴定出 4 个编码 S-腺苷甲硫氨酸- 

甲 基 转 移 酶 (S-adenosyl-L-methionine-dependent 

O-methyltransferases，OMTs) 的基因，为催化黄腐

醇生物合成的关键基因，将加速生产植株的构建。

Hirai 等[58]通过计算数据库中公开发表的 1 388 张基

因芯片数据的皮尔森相关系数发现，拟南芥中脂肪

族芥子油苷生物合成基因与两个未报道的转录因子

Myb28 (At5g61420) 和 Myb29 (At5g07690) 相关性

很大。通过基因缺失和基因异位表达表明脂肪族芥

子油苷生物合成主要受转录因子 Myb28 调控，增强

转录因子 Myb28 的表达水平可致使拟南芥合成大量

芥子油苷。这些结果表明在转录组指导下可高效确

定细胞改造策略。 

2.3  动物细胞特性的改造 
动物细胞系目前已经被广泛用于蛋白质药物等

产品的大量生产上，利用动物细胞表达蛋白其优势

在于有助于蛋白质正确折叠、组装并进行翻译后的

修饰，目标蛋白质可正常行使其功能[59]。转录组分

析在减少细胞代谢负担、控制细胞贴壁性、调控细

胞生长活性等方面都有成功的应用。 

Khoo 等[60]发现一株具有单抗生产能力的鼠骨

髓瘤细胞 (GS-NS0 6A1-100) 与相应野生型  (NS0 

WT) 生长代谢速率接近，进而比较了两株细胞系表

达谱差异，推测这些基因表达差异使 GS-NS0 

6A1-100 细胞可高效利用底物，补偿了其合成单抗

造成的代谢负担，使两株细胞系生长速率类似。Beer

等[61]发现小鼠 NIH 3T3 细胞在 32℃可最优生产双嗜

性白血病毒 4070A，而当温度提高到 37℃时病毒产

量降低。他们通过转录组分析发现 37℃培养时胆固

醇合成与运输相关基因的表达受到抑制，音猬因子

信号通路 (Sonic hedgehog signalling pathway) 相关

基因的表达降低。这些温度诱导的差异表达基因会

影响细胞生长代谢和蛋白合成速率，是今后改良细

胞工厂的靶标基因。Jaluria 等[62]通过聚类分析算法

分析非贴壁依赖性与贴壁依赖性 HeLa 细胞转录组

差异，鉴定出 siat7e 和 lama4 两个细胞贴壁性相关

基因，降低 siat7e 基因的表达或提高 lama4 基因的

表达皆可改善 HeLa 细胞系的贴壁性。Jaluria 等[63]

在生长迅速且具非贴壁依赖性 HeLa 细胞系的转录

组中发现两个上调表达基因 (cdkl3 和 cox15) 与细

胞增殖密切相关，其中 cdkl3 基因编码细胞周期依赖

性蛋白激酶，cox15 基因编码细胞色素氧化酶亚单

位。在 HeLa 细胞、人胚肾 293 细胞  (Human 

embryonic kidney-293，HEK-293)、中国仓鼠卵巢细
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胞 (Chinese hamster ovary，CHO)、犬肾上皮细胞 

(Madin-darby canine kidney，MDCK) 中，引入并过

表达这两个基因皆可提高细胞增殖速率同时增加了

最高活性细胞密度。Wong 等[64]通过比较产重组人干

扰素γ的中国仓鼠卵巢细胞不同时期的转录组差异，

发现 9 个早期细胞凋亡信号基因  (FasL、Fadd、

Bim、Bak、Faim、Bad、Bax、Alg-2、Requiem)。

Fadd、Faim、Alg-2 和 Requiem 基因在随后的研究

中分别在中国仓鼠卵巢细胞增强或降低其表达水平
[65]，这 4 个相关基因表达水平改变后都提高了细胞

凋亡抗性及活性细胞密度，最优的一株重组细胞系

重组人干扰素产量提高至原始产量的 2.5 倍。 

3  转录组学与其他组学技术的综合运用 

由于细胞内各个层次间的调控互相关联，单一

组学分析具有一定局限性，另外转录组分析并不能

完全准确地反应细胞内基因的翻译情况，对于带有

大量突变的突变株，基因序列的突变可能对其转录

水平没有影响，但可显著降低翻译的效率，这时单

纯依靠转录组分析就会遗漏重要的差异表达信息。

因此转录组与其他组学技术的整合分析显得异常重

要，各种组学技术的综合运用有利于重要信息的补

充和整合，将加深对复杂生物系统的认识、加速对

代谢靶标的识别 (表 2)。

 
表 2  多种组学相结合在代谢工程中的应用 
Table 2  Examples of combined omics guided metabolic engineering  

Omics Host Description References

Transcriptome and 
proteome 

Escherichia coli Identifying gene targets and understanding phenotypic behavior of wild 
type strain under high cell densityculture [66] 

 Escherichia coli Identifying the traits leading to L-threonine overproducing [69] 

 Murine NS0 
myeloma cell line 

Discovery the factors regulating cholesterol biosynthesis, useful for 
engineering these cells [71−72] 

Transcriptome and 
metabolome 

Aspergillus terreus Improved understanding of the metabolic pathways and fluxes was 
conducted to enhance the yields of lovastatin and (+)-geodin [67] 

 Nipponbare Revealing the limited pathway for producing tryptophan [70] 

Transcriptome and 
fluxome 

Bacillus subtilis Identifying gene targets and understanding the mechanism leading to 
high riboflavin productivity [68] 

Transcriptome and 
genome 

Zygaena filipendulae Identifying gene candidates for biosynthesis of cyanogenic glucosides [73] 

 

Yoon 等 [66]研究了处于高菌体浓度状态下的

E. coli 的转录组与蛋白质组数据，实验表明在细胞

密度增加时表达氨基酸合成的基因受到抑制，直接

导致目标重组蛋白产量降低，同时发现伴侣基因 

(clpB、dnaJK、hslSG、groEL、groES) 的表达也明

显增加，表明菌体处于营养匮乏状态。Askenazi 等[67]

利用层次聚类 (Hierarchical clustering) 和主成分分

析 (Principle component analysis) 等方法分析了具

有不同洛伐他汀产量的 Aspergillus terreus 菌株转录

组、代谢物组数据，鉴定出影响产物形成的靶标

并对其进行成功改造。Askenazi 等研究人员的工作

是一个综合运用组学数据提高微生物生产能力的

典型案例。Zamboni 等 [68]发现高产核黄素工程菌

B. subtilis RB50::pRF69 不同生长阶段产核黄素速率

不同，通过研究相应阶段的转录组和代谢通量组数

据，揭示了核黄素生产阶段碳代谢流分布，即菌株

主要采取非氧化磷酸戊糖途径获取核黄素合成前体

物，指出了此时限制核黄素生产的代谢瓶颈。Lee

等[69]采用转录组和蛋白质组技术综合分析了 E. coli 

W3110 及其过量产苏氨酸突变株 TF5015，发现有

54 个基因表达水平差异显著，乙醛酸循环、三羧酸

循环以及氨基酸生物合成途径被激活。通过基因测

序，发现苏氨酸合成基因 thrA 不仅表达水平提高而

且其序列还发生了突变，此外在表达未改变的异亮

氨酸合成基因 ilvA 中也发生了突变，发生的突变有

助于解除对苏氨酸合成路径的反馈抑制，从而使苏

氨酸过量合成。将发生突变的苏氨酸合成基因导入

E. coli W3110 可提高其苏氨酸产量。Dubouzet 等[70]
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比较了正常日本晴与产色氨酸转基因日本晴的转录

组和代谢物组，发现转基因日本晴中与色氨酸共享

莽草酸途径的苯丙氨酸、酪氨酸的浓度未受影响，

其合成途径的转录水平未有明显改变，说明代谢流

未过多进入与色氨酸合成存在竞争的分支代谢途

径。此外转基因日本晴中，转化色氨酸的色氨酸脱

羧酶酶活较低，有利于色氨酸的累积。鼠骨髓瘤细

胞 (NS0) 正常生长通常需要外源添加胆固醇，为了

改良培养基而降低成本，Seth 等[71]比较了需添加胆

固醇的鼠骨髓瘤细胞  (NS0) 与不需添加胆固醇的

突变鼠骨髓瘤细胞  (NS0 revertant) 转录组与蛋白

质组差异，结果表明表达降低的 Hsd17b7 基因导致

胆固醇营养缺陷型，并通过实验验证[72]。Zagrobelny

等[73]通过 Roche 公司 454 的焦磷酸测序法测定了六

燈星 蛾 Zygaena filipendulae 的转录组，随后结合各

燈转录本序列的长度和拷贝数分析，以及六星 蛾与

黑腹果蝇、家蚕、产氰蝶 Heliconius 的系统发育关

系的分析确定了生物活性物质氰苷的潜在合成基

因，该研究表明基于焦磷酸测序技术的转录组分析

方法在获取生物体内天然生物活性物质的合成基因

等相关信息方面具有非常重要的作用。 

4  展望 

近些年来代谢工程手段被引入到细胞工厂改良

的研究中，并取得不错的效果，特别是以转录组学

为代表的组学技术的应用增强了代谢工程的指导性

与可预见性，使代谢工程得到重大革新，有力推动

了工业生物技术发展[74]。目前，在以转录组学为代

表的组学技术指导下的代谢工程正日益成为研究的

热点，国内外关于组学研究的研究中心及公司纷纷

成立，科学工作者获得了空前大量的反映生命活动

的数据。与此同时，如何更好地理解、运用这些生

命信息也成为摆在我们面前的一个重大挑战，目前

组学数据分析主要是通过比较组学数据差异完成

的，组学层次模型还不多见。为了更加合理、高效

地实现细胞改良，还需要不同专业背景的科学工作

者通力合作，特别是在信息学、数学的帮助下模拟

和设计合成新的生物系统，建立相应动力学模型和

控制模型，从而提高现有生物基产品的产量、合成

新的生物基产品。 
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