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自从 2//3 年流感嗜血杆菌的基因组序列测定完成之后［2］，目前已有 03 种（株）微生物的基因组完成

测序，2%$ 多种（株）微生物的基因组测序正在进行中［#］。随着各种微生物基因组测序工作的不断完成和

序列信息的积累，微生物基因组学研究的重点已由结构基因组学向功能基因组学转移。微生物功能基

因组学研究不仅要阐明微生物基因组内每个基因的作用或功能，还要研究基因的调节及表达谱，进而从

整个基因组及其全套蛋白质产物的结构、功能、机理的高度去了解微生物生命活动的全貌，揭示微生物

世界的各种前所未知的规律，并使之为人类和社会服务。

与真核生物相比，虽然微生物的基因组相对简单，但微生物基因组学研究仍具有重大的科学和经济

意义。在细菌基因组中，既有编码在极端环境下起催化作用的酶的基因，也有编码分解化学污染物的酶

的基因，这些基因在真核细胞是不存在的。通过微生物功能基因组学研究，还能发现药物靶位和疫苗抗

原。微生物基因的功能及表达研究结果也能为研究复杂生物的基因功能提供参考。

近些年微生物功能基因组学研究受到了普遍重视。日本组织了十几所大学和研究机构，计划用 3
年时间完成大肠杆菌的功能基因组研究［"］。日本还与欧洲联合正在开展枯草杆菌功能基因组学研

究［!］。其它微生物的功能基因组学研究也在进行中。由于微生物的种类繁多，功能基因组研究的内容

又较丰富，要全面介绍微生物功能基因组学研究是困难的。本文仅从未知功能基因的鉴定、药物靶位及

疫苗抗原研究、致病机制研究、生物功能图谱研究 ! 个方面进行简要的评述。

1 未知功能基因的鉴定

一株微生物的基因组序列测定完成后，虽然对其基因组进行了功能注释，但仍有许多开放阅读框

（LM-, N-9O 8’P=，LN8）的功能不明确。例如，到序列发表时，仍有 !#Q的流感嗜血杆菌、";Q大肠杆菌、

"%Q的肺炎链球菌的基因组编码区的功能未知［3］。对这些未知功能基因进行功能鉴定，是微生物功能

基因组学研究的重要方面，也是深入开展微生物功能基因组学研究的基础。



未知功能基因的鉴定方法可分为两大类。一类是高通量的初步鉴定技术，另一类是系统分析技术。

高通量的鉴定方法主要是生物信息学技术、基因芯片技术和蛋白质组学技术等。利用生物信息学技术

研究未知功能的基因，主要依靠两个途径：一是在 !"# 层面上进行比较分析，根据该基因与已知功能基

因的同源性，可以初步明确基因的功能；二是比较该基因编码产物（蛋白质）的序列和结构，对基因进行

功能分类。基因芯片技术主要是通过检测环境因素对未知功能基因表达的影响，推测基因的可能功能。

$%&’()*+ 等［,］应用大肠杆菌的 -./0 个预测的 1$2 制备一个高密度芯片，比较了热休克处理前后大肠杆

菌的基因表达变化，结果显示 30 多个未知功能的基因可能与热休克有关。45 等［6］应用 !"# 芯片研究

枯草杆菌在厌氧条件下 ($"# 表达的变化，找到了一些与能量代谢、铁镊取、碳代谢及应激反应相关的

基因。蛋白质组学技术主要是研究未知蛋白的物理特性和在不同生长条件下的蛋白表达的变化，对未

知功能的基因进行初步的功能分类。7588)9 等［:］应用蛋白质组学技术比较了大肠杆菌生长在 36;和 -;
时蛋白表达谱的变化，发现在 -;时 ,0<的蛋白表达被抑制，但同时有 ,/ 个蛋白高表达，提示这些基因

与冷休克相关。这些方法因其高通量，常被用作研究基因功能的首选方法，但这些方法只能对基因的功

能进行初步的描述，真正确定基因的功能还需要应用其它方法进行综合分析。

克隆、突变体构建及表型分析等是鉴定未知功能基因的有效方法。通过克隆一方面能够纯化靶基

因编码的蛋白，通过研究基因产物的功能及定位来确定基因的功能；另一方面通过克隆，可以为芯片制

备等研究提供 !"#。例如，为了研究大肠杆菌基因的功能，=)8% 等［3］计划将大肠杆菌基因组的所有 1$2
逐一进行克隆。构建基因突变体并分析每个突变体的表型，已被用来系统分析大肠杆菌、枯草杆菌、脑

膜炎球菌等微生物基因的功能［/］。1>?@?A?8? 等［-］利用质粒 B=CDE" 整合入目的基因，构建了 .000 多个

枯草杆菌的突变体，用于枯草杆菌基因组的功能分析研究。我们实验室应用自杀质粒构建突变体研究

痢疾杆菌的体内表达基因的功能，也取得了较好的结果。在微生物功能基因组学研究中，最简单的表型

分析是监测在不同条件下突变体在平板培养基上的生长状态。如在枯草杆菌的功能基因组学研究中，

他们观察了温度、抗菌素、营养等对突变体的影响，在实验的 6:/ 个突变体中，有 3.: 个有表型变化［-］。

$)@@ 等［F0］用 .0 种不同的生长条件对 :000 株酵母菌突变体进行表型分析，明确了 300 多个未知基因的功

能。

G 型链球菌细胞分裂蛋白（78)95%* H)8 &5II @5B?8?9%)* )H JGK，B&@G）基因的功能鉴定是一个研究未知功

能基因的较好实例。!"# 基因是 G 型链球菌基因组中的一个未知功能的基因。通过比较基因组学研究，

发现它与单核细胞增生李斯特菌中的胞壁质水解酶有同源性。")89’58* LI)9 分析显示，该基因是单顺反

子转录结构。应用插入失活突变体研究其在细胞中的作用，表型分析发现该突变体对抗生素及渗透压

敏感。综合上述研究结果，最后将 !"# 基因的功能确定为编码与细菌分裂有关的胞壁质水解酶［FF］。

由此可以看出，鉴定未知基因的功能是一项复杂的工作，需要多种技术综合应用。我国比较重视疾

病相关基因的研究，在微生物基因的研究上相对较薄弱。我国虽然自己也进行了几个微生物基因组序

列的测定，同时国家自然科学基金等基金管理部门都把微生物功能基因组研究放在优先资助的位置，但

很少有单位开展大规模的微生物基因功能的研究工作。

! 药物靶位及疫苗抗原研究

抗生素是控制传染病的有效武器，对传染病的治疗发挥了积极的作用。但随着耐药菌株的增多，特

别是多抗性菌株的出现，给抗生素的应用提出了严峻的挑战。由于技术的限制及对微生物认识的局限，

虽然世界各国都投入了大量的人力、物力开展新型抗生素研究，但近 30 年来仍没有新型的抗菌素出现。

微生物基因组的研究，尤其是微生物功能基因组学研究为抗菌素研究提供了新的发展机遇。一方面是

为抗菌素的研究提供了新的靶标和技术；更重要的是为抗菌素研究提供了新的研究思路。

新的研究思路是以微生物基因组为基础，利用微生物功能基因组学研究技术，高通量寻找药物靶

标。主要技术路线是：首先应用生物信息学技术寻找微生物的保守基因；再用基因灭活技术从保守基因
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中寻找微生物生长必需基因，并以此作为候选药物靶标；最后应用综合方法对这些靶标进行筛选，寻找

新微生物药物的候选分子或化合物［!"］。

从药物研究的角度，微生物的保守基因有 # 类［!#］。一类是革兰氏阳性和阴性菌共有而人类没有的

基因。这类基因是广谱候选靶标，用于广谱抗微生物药物的研究。可通过多种微生物基因组的比较而

获得。第二类是在宿主体内有相同生长或感染部位的微生物共有的基因，如上呼吸道感染菌———肺炎

球菌、流感杆菌、脑膜炎球菌等，用于治疗该部位感染的抗菌药物的候选靶标研究。这类基因可通过比

较这些菌的基因组而获得。第三类是同一种属菌共有的基因，用于抗该微生物感染的药物研究候选靶

标。这类基因可通过比较一个种内不同菌株的基因组而获得。后两种靶标既有利于防止耐药性的产

生，又不影响人体的正常菌群。保守基因的寻找工作主要由生物信息学研究完成，目前已开发出了

$%&’(、)*+,、-.. 等多种软件和方法。

必需基因也包括两种，一是微生物在体外生长必需的基因，另一是微生物在体内感染必需的基因。

必需基因的常规研究方法是应用插入失活及基因敲除构建突变体等。/01234 公司开发出了一种高通量

寻找细菌必需基因的技术———“鸟枪反义（’562789 4921,:9,:）”技术［!;］。该技术是用一个诱导表达质粒构

建细菌染色体的随机文库，然后将这些重组质粒导入到待研究的细菌（可以是和文库相同的细菌，也可

以是其它细菌），这些质粒表达产生的 <=>& 可以阻断相反序列（与原基因相同的序列）的表达，进而抑

制细菌的生长。该公司应用这一方法，在一个细菌的染色体中平均一个月可发现 !?? 个必需基因，已经

从微生物基因组中得到了 ;??? 多个必需基因。

对于筛选到的必需基因要明确其功能或作用。这主要依靠前面介绍的微生物功能基因组研究技术

来完成。虽然有多种研究基因功能的方法，但仍有许多基因的功能尚不能确定。对于功能明确的基因，

可直接用于生物活性抑制剂（候选药物）的筛选。对于暂时还不能确定其功能的基因，可用核磁共振技

术、虚拟扫描技术以及基因扫描（+:9:@26@’A3::9）技术等进行药物筛选。/01234 公司研究出了一种高通量

基因筛选方法［!B］，其基本原理是，通过反义表达或直接调节启动子，选择性减少细胞内的必需靶蛋白的

量，使其对靶蛋白抑制剂非常敏感，通过与野生株对抑制分子的敏感性进行比较，筛选出对靶蛋白具有

抑制作用的化合物。该公司正在应用这一方法开展工作，也许是由于专利的原故，研究的结果尚不

清楚。

疫苗是控制传染病的最有效措施。传统的疫苗主要是死疫苗、减毒活疫苗、类毒素等，这些疫苗在

传染病预防方面发挥了较好的作用。但这类疫苗的研究本身存在着许多问题。基因工程技术的发展开

辟了现代疫苗研究的新天地。基因工程疫苗研究的关键是选择有效的保护性抗原。传统上应用病人血

清或动物免疫血清来筛选抗原存在着两个明显的不足：一是免疫原不一定都是有保护作用的抗原，即有

的抗原能刺激抗体产生，但不具有预防作用。即使是保护性抗原，亦可因序列变异、表达纯化困难、或成

本太高，而不能作为疫苗研究的抗原。二是这种方法一次只能研究分析少数抗原，研究周期又比较长

（一般需要数年），一旦出现阴性研究结果，重新开始新的研究需要较长时间。

微生物基因组学研究给疫苗研究提供了新的发展机遇，同时也改变了保护性抗原筛选的研究策

略［!C］。一般来说，保护性抗原多是毒力因子、分泌及膜相关蛋白。因此这种新策略是以微生物基因组

为平台，应用生物信息学技术预测毒力因子、分泌及表面相关抗原，应用蛋白质组学技术寻找外膜抗原，

应用体内表达技术（DE/(）、信号标签诱变技术（’(.）、F>& 芯片等寻找侵袭及毒力相关抗原。对上述抗

原基因进行高通量克隆、表达，纯化重组蛋白。然后，再对纯化后的抗原进行体内、体外评价，筛选出保

护性抗原，进行疫苗研究。

G1HH4 等［!I］对 $ 型脑膜炎球菌的基因组进行生物信息学分析，选出了 C?? 个编码表面蛋白的基因。

把这些基因克隆到大肠杆菌，有 #B? 个基因成功表达，并得到了纯化的表达产物。小鼠免疫保护实验表

明，有 "B 个抗原有较好的保护作用。=4JJ8601 等［!K］也用类似方法在肺炎衣原体中筛选出了 BK 个能激发

保护性免疫反应的疫苗候选分子。利用微生物基因组，国外还正在进行结核杆菌、幽门螺杆菌、流感杆
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菌等疫苗研究［!"］。

这一类研究的基本特点可以概括为高通量、大规模。也有人形象地说这一研究是“撒大网，捞小

鱼”。国外就是通过对成千上万个基因进行研究，才从中筛选到少量的药物靶位或疫苗抗原。我国开展

这方面的研究明显不足，就疫苗研究来看，大部分还停留在已知功能的、有限的几个抗原上，很少有单位

开展大规模的保护性抗原筛选研究。鉴于国外筛到的基因都进行了专利保护，我们如不加强这方面的

研究，将严重影响我国的抗菌药物及疫苗的发展。

! 致病性研究

病原菌致病性研究是微生物功能基因组学研究的重要领域。尤其是通过比较基因组学及微生物与

宿主的相互作用研究，极大地加深了对微生物致病性的认识。

!"# 提出了分子 $%&’ 氏原则

#$%& 氏原则自 !’"( 年提出以来，一直是发现病原微生物的基本标准。随着许多微生物基因组序列

的完成和功能基因组学技术的发展，为适应致病基因的寻找，提出了分子 #$%& 氏原则［)(］：（!）这些基因

的表型或特征必须与病原微生物有关；（)）特异性失活这些基因能使病原菌减毒或失去毒力；（*）修复或

等位置换这些突变的基因，能使病原菌恢复毒力。对于遗传操作较难的基因，可以修改为：（+）这些基因

的产物能诱导产生中和性抗体。

!"( 更新了毒力基因的概念

过去认为毒力基因就是编码直接引起宿主损伤因子的基因，因此认识的毒力基因非常有限。根据

分子 #$%& 氏原则及功能基因组学研究，有人把毒力基因被分为 * 类［)(］。（!）真毒力基因（,-./ 01-.2/3%/
4/3/5），这些基因的编码产物既能与宿主相互作用，又能直接引起宿主损伤，且在非致病菌不存在。如各

种毒素基因。（)）毒力相关基因（61-.2/3%/7855$%189/: 4/3/5），这些基因的编码产物能调节毒力基因的表

达；或参与毒力因子的修饰、加工及分泌；或为真毒力因子发挥作用所必需。（*）毒力辅助基因（61-.2/3%/
21;/759<2/ 4/3/5），这些基因的编码产物有利于病菌在宿主体内定居，或抵抗宿主的免疫系统，或使其能在

细胞内生存，或有利于病菌和宿主内的其它微生物竞争。

!"! 寻找新的毒力基因

以微生物基因组序列为基础，应用表型分析、比较基因组学、蛋白质组学技术、体内表达技术

（=6>,）、信号标签诱变技术（?,@）、免疫学技术等寻找毒力基因和毒力相关基因。A8<85&1 等［)!］比较分析

了大肠杆菌 B!CD：AD 与 #!) 株的基因组，发现 B!CD：AD 的基因组比 #!) 多 ’C"EF，且多编码 !G*) 个蛋白

质，其中至少有 !*! 个蛋白质可能与致病相关。本研究室应用 =6>, 研究了痢疾杆菌福氏 )8 的体内表达

基因，也找到了一些新的毒力相关基因。如果以“毒力因子和细菌”为关键词，在 H.F@/: 中收寻，可以得

到 ! ((( 多个靶分子［)(］。这在一定程度上说明了毒力基因寻找研究的丰硕成果。!型分泌系统的发现

是微生物功能基因组学研究的重要成果［))］，!型分泌系统是一种多成分分泌系统，在革兰氏阴性菌中

高度保守，和细菌的致病性有关。当病原菌与宿主细胞接触时，病原菌才启动!型分泌系统，分泌效应

分子。!型分泌系统的建立需要 )C 个左右的基因，且受多种因素的调节。如，温度、盐浓度、与宿主细

胞接触等都能调节!型分泌系统。在痢疾杆菌，当温度上升到 *DI时，类似于 J-8K 的转录激活因子

61-L 激活另一个调节因子 61-M，再由 61-M 激活!型分泌系统［)*］。

!") 毒力作用机制研究

主要是利用功能基因组学等综合手段研究病原菌与宿主的相互作用。关于病原菌如何影响宿主细

胞，B-9& 等［)+］研究发现了一个很有意义的结果。N$OP 是鼠疫杆菌的毒力因子，它的类似蛋白广泛存在于

动植物细菌中，它具有类似泛素的蛋白酶活性。当病原菌与宿主细胞接触时，病原菌通过!型分泌系统

将其分泌到宿主细胞内，N$OP 通过阻断 @JH#（@19$4/378%91089/: O-$9/13 E1385/）、QL"M（Q.%2/8- ;8%9$- E8OO8
M）等多条信号通路，抑制宿主的免疫反应、引起宿主细胞凋亡。关于宿主细胞对病原菌的反应，K$&/3
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等［!"］应用含有 #$%% 条人类基因的高密度芯片研究了人的单核细胞 &&’( 对单核细胞增生李斯特菌感

染的反应，发现在单核细胞中不仅与非特异免疫反应相关的基因发生了变化，而且一些与细胞动员相关

的肌动蛋白结合蛋白和微管蛋白基因也有变化。

对微生物的致病性研究，过去主要是重视对微生物本身的研究分析，研究的重点主要集中到少量的

毒力因子和传统的致病基因。由于研究对象有限，我国许多的微生物学工作者转向了免疫学、甚至肿瘤

学研究。目前，致病微生物学研究的重点已转移到微生物与宿主的关系研究。利用微生物基因组和人

类基因组的研究成果，开展微生物致病机理研究，使这一古老的研究领域“枯木逢春”，一个崭新的学科

———细胞微生物学也应运而生。

! 微生物生物学功能图谱研究

生物体是由成千上万个分子组成的复杂系统。基因组序列的完成及高通量技术的发展，使我们能

够从整体上研究生物分子的作用和功能，从而全面揭示细胞的生命活动，这一直是生物学家的梦想。要

在分子水平上了解生命活动，不仅需要知道单个分子的功能，更重要的是知道一个特定生命过程所涉及

的全部分子的作用和功能。也就是说，要绘制出一张张生命的功能图谱。目前的研究现状是只给出了

一个电子元件的清单，虽然一些元件的功能已经知道，但还没有联成电路图。生物学功能图谱研究，就

是研究一个特定的生命活动，如蛋白合成、能量代谢、应激调节等所涉及的全部分子以及这些分子之间

的相互联系。开展微生物的生物学功能图谱研究，不仅能推动微生物学的发展，也为高等生物的功能基

因组学研究提供模型。

代谢网络图是微生物生物学功能图谱之一。重建代谢网络的基本实验策略是［!#］：（(）寻找构成某一

代谢网络或通路的所有基因、蛋白及其它小分子，尽可能地根据以前的研究结果，画出这一代谢通路的

草图。（!）利用遗传学手段或改变生长条件等干扰该代谢通路中的某些成分，检测细胞的相应反应。

（)）结合代谢草图及细胞的其它已知的相互作用网络，综合分析 *+,- 及蛋白的变化。（.）提出新的假

设或设计新的干扰实验。半乳糖代谢是研究基因调控机制的经典模型，因为转运和催化半乳糖的酶只

在半乳糖存在时才表达。在利用酿酒酵母研究半乳糖代谢网络时，设计了 !% 个系统干扰实验，检测出

了 //0 个 *+,- 有相关变化，在检测的 !$/ 个蛋白中，有 (" 个蛋白参与了转录后调控，通过研究分子的

相互作用，提出了半乳糖利用的调节网络、以及与其它相关代谢通路相互作用的假设。在大肠杆菌、流

感噬血杆菌及枯草杆菌，已成功地重建了 !% 种氨基酸的生物合成通路［!0］。通过生物信息学技术可以直

接对基因组进行扫描分析，重建代谢网络，123 系统或 4566 等软件都能从基因组中分析描述代谢通

路，这种方法不仅可用于有完整基因组序列的微生物，也能用于仅有部分基因组序列的微生物的代谢通

路重建。目前已建成了几个代谢通路数据库，如 5789:7、;’1 等［!$］。

微生物要生存就要对复杂的环境变化做出迅速的反应。这些反应是受基因控制的。从理论上讲，

微生物中的每个基因都有自己的调节物，换句话说，调节物控制着许多基因，有时还控制着其它调节物。

因此细胞对环境变化的反应存在着一个复杂的调控网络［!/］。研究调控网络有 ) 个主要任务，一是要研

究调控网络的组成，二要研究其相互作用，三要研究反应的时间顺序。虽然环境的变化大多是多因素

的，但为了便于研究，多采用单一因素刺激来研究微生物的反应。氮饥饿是研究反应调节网络的较好例

子。当大肠杆菌感受到氮缺少时，将增加亮氨酸调节蛋白（<=>）的合成，<=> 将激活或抑制相关靶操纵子

的转录，进而影响其它基因、*+,- 和蛋白质，引起细胞的功能和代谢发生相应的变化。如 <=> 将调节膜

蛋白 ?（@*>?）的合成，使细胞膜孔道加大。

还有多种微生物功能图谱正在研究中，如核酸—核酸相互作用图、蛋白—核酸相互作用图等。+ABC
等［)%］构建了幽门螺杆菌的蛋白质与蛋白质相互作用图。他们以 !#( 个幽门螺杆菌的蛋白基因构建诱饵

文库，以该菌的随机染色体文库作为捕获文库，进行酵母双杂交试验，检测出了 (!%% 多个相互作用蛋

白。
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这一工作是相对基础性的研究工作，我国从事代谢工程研究的人员很多，但主要集中在工程菌的发

酵培养上，对发酵培养条件及工艺研究较多，真正在微生物的代谢研究方面做的工作不多。结合微生物

功能基因组研究，国外十分重视这一领域的研究。这一研究不仅具有理论意义，也能进一步推动我国代

谢工程的发展，建议我国相关领域的研究者应重视这方面的研究工作。

! 结束语

以目前的测序规模，估计在近 ! 年内，主要病原微生物的基因组序列及其它有代表性的非病原微生

物的基因组序列将完成测序工作。这将使微生物学研究全面进入后基因组学时代，即功能基因组学研

究时代。一般来说，科学的发展要靠需求牵引和技术推动。虽然在实验及生物信息学方面已经发展了

一系列的高通量功能研究方法，但方法学在一定程度上仍是制约功能基因组学发展的“瓶颈”。进一步

发展高通量、尤其是自动化的基因组学研究方法（包括实验方法和计算方法）将是微生物功能基因组学

研究的重点之一。在应用方面，虽然目前还没有真正的基因组学抗生素及疫苗问世，但可以确信，这只

是个时间问题。利用微生物基因组研究药物靶标及疫苗，在相当长的一个时期内都将是微生物功能基

因组学最诱人的研究领域。对于病原微生物来说，研究其致病性将是一个永恒的研究主题，这方面的研

究将主要从基因及其产物的水平围绕微生物与宿主的相互作用开展工作，以发现新的毒力基因及致病

机理，为传染病的防诊治提供更多的理论依据。微生物的代谢、调控、进化等研究也将更加深入，开展这

方面的研究，不仅可以加深对微生物的认识，也为研究高等生命提供好的参考模型，为最终揭开生命的

奥秘作出贡献。
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