
以刃�年 �� ���

新发现的菌还有
�
�

�

�咖
此不作赘述

。

微 生 物 学 通 报
·

��
·

�
� ‘ 口叹，�����

，

�
�

��咖�
，

�
�

姗
�

泌 等
，

在

参 考 文 献

���压 伪��� ��
，
�山�

� ��
， 。 ��� � �

�

���访 陇
�

汕���
，
�卯�

，

�� ���
� ���

一 ���
�

〔�」������，
�������� � �

，

从�������
，
�� ��

�

��� �勿�� ���������
，
�叨�

，

�� ���
�
���一 肠�

�

��」��由���� ，
�������� ��

，
�坛咒物����

，
�� ��

�

��� ����� ���������
，
�
哪

，

�� ���
�

���
一

���
·

〔�〕 ��血��� � ，

苟�祀腼���
，

助
���陀��� �

，
�� ��

�

���� �‘即�����
，
�卯�

，

��
� ����

一 以刀�
�

【�」������ �，
�艾��� �

，
�������

，
�� ��

�

���
�孙���� ������代 ���

，
�
州

，
���

�
���

一

���
�

��〕 ����� �
，
������

，

� � 幻�����
���

，
�� ��

�

���� �五�������
，
�叨�

，

�� �����
� ����一 ��田

�

���������� �
，
�以劝������ �

，
����� ��

，
�� 己

�

玩 ����� �别沈�����
，
�
期

，

盯 ���
� �
���

一 �朋
�

��〕 而鱿址 �
，
��”�� �，

�匕�改 �
，
�� 己

�

玩 ����� 胶�����
，
�卯�

，

铭 ���
� �” 一���

�

������� ��
，
�����罗� �

，
�����，此 � �

， ��‘
�

玩 ����� ���������
，
�叨

，

妙 ���
� �朔

一 ����
�

【��〕 �月��� �，

彻
�

��� �
，
�������

�

�珍��������
，
�� 时

�

������� �����“ 。 �， �叨
，

幻 ���
�

哪
一 ���

�

〔川 ������
���

�

�� ��
�

玩 ���� 、 ‘ �庆七���， �望〕�， ， ���
� ����

一 ��仍
�

���〕 月茂即屺�� ，

儿即详� �
喊 ��

，
几山����

，
�� 以

�

恤 ����� ���������
，
�
哪

，

肠 ���
� �璐�一翻

�

〔��」����� � �
，

����曲 �
，

������ � � �� ��
�

��加 肠
������

，
�燮况��� ����

� 望拓�一 ����

�����‘ 川
� �

，
�������

，
����叮���� �

，
�� 以

�

�� ����� �别��
�����

，
一卯�

，

幻 ���
� ���一 ���

�

〔�������� �
，
�七�������

，
歇知刃以北�� �

，
�� ‘

�

玩 ����� ���������
，
�卯�

，

幻 ���
�

职
一

姗
�

用微生物基因组开发对付感染性疾病的新措施

谢建平
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， 王洪海“

�复旦大学生命科学学院 上海 刀�阵���
，

�西南师范大学生命科学学院 重庆 粼刃�����

摘 要
�
综述微生物基因组研究对于深化认识微生物之间关系的作用以及利用微生物基因组

开发抗感染性疾病的主要手段和进展
，

其中重点是利用生物信息学手段
、

基因芯片
、

噬菌

体表面展示系统筛选新的抗微生物药物作用靶点
。
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。
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�

�切旧� �见表

��
，

�� 个微生物基因组序列正在注释
，
��� 个左右微生物的基因组序列测定正在进行

。

现在几乎 �个月发表一个微生物全基因组序列
。

� 微生物基因组研究概况

全基因组序列提供的许多其他途径很难获得的信息
。

如种独特基因
，

保守蛋白
，

基因组 ��含量
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，
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，
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随后分析基因功能
。

首先完成的具有医学重要意义的微生物的序列测定
，

包括人致病

菌序列测定
。

然后是已知最简单
、

容易生长或在动物内比较容易培养的微生物和模式

生物
。

正在测序的微生物中
，

���是非致病菌〔’〕 。

它们在基础和应用领域有重要意义
�

解决环境问题
，

包括废物处理
，

再生以及生物修复技术
，

人和动物的营养来源
，

阐明

基础生物学问题如进化等
。

表 � 部分完成基因组全序列测定的微生物 �
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注释基因功能微生物基因组测序表明
�

每个种都有近一半的功能未知开放阅读框

�����和近 ���的功能独特
、

与其他已知蛋白质序列无明显相似性的 ���
。

这也提示
“
模式生物

”
的提法对于微生物可能不甚恰当

。

多数非致病菌是最近才发现的
。

现有许

多方法可以对基因功能进行注释和预测
。

��� 系统演进谱
一

内��������
� ���������幻 该方

法根据特定分布模式在不同种的存在与否进行注释
。

同一代谢途径中的基因往往具有

共同的分布类型
，

通过与已知基因的分布类型 比较
，

可以揭示功能未知基因的功能�

���特定途径中丢失某些基因也可以作为预测基因功能的方法��� 利用蛋白质功能域

将蛋白质连接为不同功能组
，

进行功能预测闭 由两个二结构域构成的蛋白质发挥作

用需要两个结构域都存在
。

用一个种里存在的二结构域的蛋白质对只含有其中任何一

个结构域的蛋白质进行分类
，

看它们是否属于同一个代谢途径
，

属于同一途径的基因

归为一类
。

该方法也适用于包括多个结构域的蛋白质
。

因此可以预测多个基因的功能
。

目前急需建立比较完整的数据库以及不同实验室之间具有可比性的注释方法
。

� 微生物基因组研究深化了对微生物的认识

�
�

� 再次强调微生物的多样性 从进化和环境的观点
，

微生物都是生物圈的基础
。

微

生物比动物和植物的出现要早 �� 亿年
。

地球生物量的 印�是微生物
。

微生物在遗传
、

代谢途径和生理方面的多样性比动物和植物要高
。

微生物能够迅速适应多样性的极端
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环境如高温
、

酸度
、

盐浓度和缺氧
。

估计有 �护 一 �丁种微生物
，

目前我们已经能够纯

培养的 �� �护
，

只是总量的 �� 一 ������ 〕 �见表 ��
。

大多数不能培养的微生物在整个

地球生态关系的维持中有重大作用
。

当然
，

对实验室可培养微生物的基因组研究将有

助于我们认识基础的生物学过程以及微生物之间的进化关系
。

表 � 微生物的估计种类数目和已经知道的种类数目���

类别 估计数 已知 已知数占估计数的比例

��������
�����，幼纸

��� 微生物进化 过去 �� 年
，

关 于 分 子 进 化 主 要 是 �����

����小亚基系统演进树
。

生物

包括 �个不重叠的界
�
细菌

，

古

生菌和真核类
。

古生菌类和细菌

的细胞结构类似
，

古生菌是真核

病毒

古生菌

细菌

真菌

藻类

吧� 酬戈」
《拟� 铭印

《义洲� 的
，
侧��

《义刃 ��
， 《】】�

类的祖先
。

但是从全基因组序列来看
，

就单个蛋白质而言
，

从系统树的根部到各分支
，

结论往往截然不同
。

这提示基因进化不等同于种的进化
。

原因有
�
��� 基因侧向转移

如细胞器基因转移到核
，

细菌不同种之间交换耐药基因等
。

这种转移不仅在细菌之间
，

在细菌和古生菌之间也可能发生
。
������知

�������
，

加�
如�口 �������如 ���

一 ���的基

因更接近古生菌的而非细菌
。

同一种包括不同来源的基因
，

不同基因有不同的历史
，

这对于研究种的进化不利
。

���其他原因
�
基因取代

，

基因重复
，

在分子水平的趋同
。

因此
，

关于分子进化还需要收集多方面的证据才能得出结论
。

这也是微生物学基础研

究的重要任务
。

尽管微生物进化过程中发生过广泛的基因侧向转移
，

但各种微生物保留了某些系

统演进信号
，

即所谓的
“
进化核心

” 。

通过比较 �种微生物的全序列发现存在共同的
“
核心基因�’��

’， ，

核心基因占各种微生物全部基因组的 ���
一 ���

，

主要编码参与基因

组复制和表达的蛋白质
。

核
』

心基因与真核生物的相应部分比较接近
，

而其他只在一两

个种中出现的基因更接近细菌的相应部分
。

这可能是在古生菌的进化中
，

细菌基因侧

向转移到古生菌
，

而与基因组复制和表达有关的核心基因未发生侧向转移
。

之所以核
』

心基因未发生侧向转移
，

原因可能是复制和表达需要的机器比较复杂
一

由复制体
，

转录

体和核糖体等多个蛋白构成
，

这使得基因侧向转移及被固定下来比较困难
。

根据基因含量对全基因组构建平均系统树 【�】 ，

不同基因组共同的
、

基于多个基因

的进化树与根据
����基因和 ����基因得到的进化树十分相似

。

这是对单基因系统演

进的发展
。

通过分析特定基因存在与否���以及利用高阶分类方法���都得到了类似结果
。

古生菌基因组中有保守核心 〔’��，

也有些基因易转移
。

许多种微生物的基因密度是一致

的
，

大约每 �《��〕个碱基一个基因
。

这些结果提示有一个基本
、

共同的进化模式
，

当然
，

个别基因未必遵循该进化模式
。

通过 比较近缘种的基因组还可能发现突变过程
、

密码

子使用等进化非常迅速的特征
。

对微生物基础生物学过程的认识有助于我们开发对付微生物感染性疾病的新措施
。

比如诊断方法
、

新抗生素和疫苗
。

� 微生物基因组研究的应用

�
�

� 利用微生物基因组和新技术鉴定靶点 除了分子进化研究外
，

致病菌全基因组序

列为临床提供了新机遇
。

微生物基因组学面临的巨大挑战是基因组功能分析
�
如何大
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规模利用新的序列信息将静态的基因组变成微生物细胞中基因表达调控的动态网络
，

以帮助开发新的抗生素
、

诊断试剂和疫苗
。

常用方法有基因芯片
、

噬菌体表面展示
、

双向电泳
、

酵母双杂交和大规模突变等
。

抗生素开发比较漫长而艰巨
。

首先往往需要鉴定靶点
，

靶点一般是致病菌感染过

程中生存所必需的基因及其产物
，

确定基因是否为必需的金标准是克隆该基因
，

研究

突变或敲除该基因的效应 �

生物信息学从基因组序列直接发现一些重要线索
�

从
�
���� 合成是细胞存活必不

可少
，

参与氨酞从
一�
���合成的酶具有高度的种特异性

。

许多致病菌的从
�����合成

途径与其哺乳动物宿主的相应途径没有任何关系
。

从�� 酶在过去 �� 年中一直是开发

抗生素的理想靶点
。

例如 〔川酪氨酞 ����的抑制剂 ����������
� ，

异亮氨酸 �
���的抑制剂

��������� ��记
，

苏氨酸 ����的 加峨����
� ，

苯丙氨酸 ���� 的 ���扭�
����

。

通过比较基因

组发现
�
结核分枝杆菌的基因组中缺乏标准的天冬氨酸 ����合成酶和谷氨酞氨 ����

合成酶〔川
。

因此
，

结核分枝杆菌等致病菌特异性的从
�����合成途径及其相关的酶可

望成为新的治疗药物和诊断的新靶点
。

基因芯片发现基因组中可能的药物作用靶点和验证先导物刚
，

在结核分枝杆菌中

的研究很好地体现了这两个用途
。

结核病是全世界重新关注的焦点
。

日益严重的耐药

性使得开发新的抗结核病药物合成为全球各大制药公司投资的重点之一
。

异烟脐

����� 在结核病人临床上使用最广泛
，

细菌对它的耐药性也最频繁
。

因此
，

基因芯片

在微生物功能基因组中的运用首先是研究 ���诱导的结核分枝杆菌基因表达差异
，

期

望发现新的抗结核病药物作用靶点
。

研究发现 ���诱导几种基因的表达发生改变阁
�

进而选择性抑制枝菌酸生物合成
。

在被诱导的基因中有些被证明是 ���作用靶点
，

这

些基因所在途径中被诱导改变的其他基因也可能作为药物开发的新靶点
。

诱导或抑制

的特定表达谱类型也可能作为筛选具有类似效应新化合物的指标
。

噬菌体表面展示筛选功能未知的基因及其产物作为靶点
，

噬菌体表面展示分离得

到的肤可以作为用小分子化合物库筛选功能未知靶点的竞争性检测中的替代配体
，

利

用放射性标记
，

荧光标记可以将上述筛选实验修改为许多种高通量的筛选模式
。

配体

取代筛选在细胞因子受体
，

核激素受体
，

�蛋白偶联受体中应用 比较普遍
。

相应的检

测方法也比较多
。

与靶蛋白关键功能位点结合的肤可以作为高通量筛选中的替代配体
。

肤的结合位点有
�
酶的活性位点

，

活性位点以外的结合部位如别构调节位点
，

蛋白质
�

蛋白质相互作用的关键位点
。

确证功能未知的肤是否适合作为药高通量筛选配体的方法有
�
��� 在体内表达

细胞内表达可以确证肤是否与功能未知靶点的关键位点结合
，

如果靶点是细菌生长必

要的
，

肤与功能位点结合将抑制靶点的功能和细菌生长
。

有多种途径可以使肤在细胞

内进行调控表达
。

例如将肤与葡萄球菌核酶融合在酵母中表达
，

寻找抑制细胞内激素

信号传导
，

转录沉默
，

纺锤体检查点的化合物
。

筛选与功能已知的必需靶点结合的肤
。

然后
，

将其与 ���融合
，

由严紧调控型启动子控制
。

诱导表达可 以调控细菌的生长
。

��� 检测功能未知靶点的其他方法包括化合物与靶蛋白直接结合
。

化合物与蛋白质结

合后
，

蛋白质的热熔解温度发生改变
，

这可以通过微热量计或与其他荧光探针结合进

行测量
。
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利用基因组筛选抗生素的例子 【’�〕是
�
从 �

�

�������� 基因组中筛选到两个编码合

成异戊烯类如胆固醇所需途径 �
一

脱氧
一

�
一

木糖
一

�磷酸 ������中关键酶的基因
。
����

在细菌
、

藻类和高等植物中产生异戊烯二磷酸
。

疟原虫的该酶位于一个来 自藻类的特

殊分化的细胞器内
，

当疟原虫在红细胞中生长时
，

该酶才表达
。

先前发现抑制该途径

中���还原异构酶的化合物可以抑制一些细菌的生长
，

抑制剂 ����乃为�和可以抑制体

外生长的疟原虫
，

也可以治疗由其他疟原虫感染的小鼠
，

而且
，

这些化合物的毒性低
，

稳定性好
，

制造成本低
，

有可能成为开发新抗疟疾药物的基础
。

�
�

� 寻找新的诊断试剂和诊断标记 在感染不同阶段特异表达
，

且能够被宿主识别的

基因产物可作为诊断标记
。

代� 比较常用
，

缺点是不能检测结核分杆杆菌等潜伏期长

的致病菌
，

也不能区分不同感染阶段
。

利用不同感染阶段特征性抗原进行免疫学检测

可能发现潜伏的致病菌
，

检测疾病以及发病阶段
，

且不需要表达有功能的多肤
，

没有

活性
，

甚至部分片段就足以检测病人血清中的抗体
。

通过鸟枪法构建随机基因组库
，

表达基因组的每个 ��� 可以筛选到适合上述检测

目的的抗原基因
。

该方法的缺点是
�
��� 不适合有毒性的基因或由于各种原因产物不

能积累的基因 � ��� 鸟枪法检测的往往是强表达抗原
。

反应性弱
，

表达弱或难以克隆

的基因没法检测
。

在异源宿主中逐个基因表达可以解决上述问题
。

�
�

� 开发新疫苗 细菌基因组中编码细胞表面蛋白的基因存在产生抗原变异的机制
。

包括
� �

�

邮讹�
，

������加
����刃�

���
，

�
�

��加。 ����� 基因编码取和基因间区域 �
�

端在 ��� 重复序列内进行链误配的链剪切机制 � 叼火叩么，” ‘ �朗�������
，
几和“ �如及�如

�肥

�沁
，

升即口柳相 脚拢山溯 编码外膜蛋 白的同源基 因间重组 � 尸侧价如成溯 �����
�

���
，

��。 如 ��烤由价��表面表达蛋白随菌落而变化
。

临床菌株的相应表面蛋白也发

生表型变异
。

这些现象提示致菌可能在每次细胞分裂时使抗原性蛋白发生改变
，

从而

逃避免疫系统的作用
。

这样
，

常规的疫苗开发方法可能需要改进
。

利用基 因组数据开发疫苗 的例子〔��� 有
�

��������� ����
��诚��测 序 ��

一

��

月�—从基因组中选择表面蛋白或分泌蛋白 �几小时�—在宿主中异源表达蛋白

质
，

逐个进行小鼠等动物免疫 �几个月�—免疫血清筛选杀菌活力或与表面蛋白结

合的能力—根据滴度高低选择疫苗候选分子进行下一步研究
。

� 展望

微生物学在新世纪之初已经取得了好的进展
。

利用功能基因组的手段
，

发掘微生

物基因组中的信息
，

将改善我们对生物学基础过程的认识
，

更好的认识微生物的多样

性
，

保护和修复环境
，

充分利用微生物基因组信息开发新的抗生素
、

诊断试剂和疫苗
，

提高人类的生活质量
。

致谢 本文承蒙陆德如先生的热忱指导
，

特此谢忱�
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嗜热菌耐热机理的研究进展

马 挺 刘如林

�南开大学生命科学学院 天津 �以�����

摘 要 � 只在 ��℃以上的环境中生长的微生物叫嗜热菌
。

从嗜热菌细胞膜的组成
、

酶的热

稳定性
，

以及 ���
、
��� 的耐热机理等方面予以综述

，

介绍国内外近年来的研究进展
。

关键词
�
嗜热菌

，

极端嗜热菌
，

嗜热酶
，

热稳定性
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�

切� 文献标识码
� � 文章编号

二 《兀巧������ ��仪犯���
一

田�吞��

生物的一个基本特征是对环境的适应性
，

而微生物对高温的适应能力尤为惊人
，

���“��等在海底热口发现能在 ���℃环境中生活的细菌
，
������ 从火山 口分离出可生活

在高达 ���℃环境中的细菌
。

一般认为只在 ��℃以上的环境中生长的微生物叫嗜热菌
，

包括一些细菌及古细菌
。

极端嗜热菌是泛指最适生长温度在 ��℃以上的嗜热菌
，

其中

大部分是嗜热古细菌
。

嗜热菌在基因工程
、

蛋白质工程
、

发酵工程及矿产资源的开发

利用上均有很大的应用价值川
。

� 嗜热菌细胞膜的组分及其耐热机制

嗜热菌细胞膜的脂双分子层中有很多结构特殊的复合类脂
，

主要是甘油脂肪酞二

醋
。

随着温度的升高
，

复合类脂中烷基链彼此间隔扩大
，

而极性部分作为膜的双层结

构则保持整齐状态—液晶态
。

嗜热菌的细胞膜通常通过调节磷脂组分而维持膜的液

晶态
，

以获得更高的熔点
。

嗜热菌的细胞膜中含有异型脂肪酸
、

稳定型脂肪酸和环烷

型脂肪酸
，

而无不稳定的不饱和型脂肪酸
。

增加磷脂酞烷基链的长度
，

增加异构化支

链的比率
，

或是增加脂肪酸饱和度都可维持膜的液晶态
，

从而使嗜热菌的细胞膜耐受

高温���
。

嗜热古细菌的细胞膜主要由类异戊烯二脂组成
。

磷脂双层的一侧是完全饱和的嘶
植烷类异戊二烯单醇

，

有时两个 嘶植烷分子会凝聚成嘶类异戊二烯双醇
，

这些分子

以醚键的形式连接甘油分子
，

形成植烷甘油二醚和双植烷双甘油四醚
。

四醚能形成大

小和脂双分子层相同的单层膜脂
，

避免了双层膜在高温下易变性分开的情况
。

在嗜热

古细菌的膜中还存在环己烷型脂肪酸
，

在高温下这种脂肪酸链的环化能促使二醚磷脂
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