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微生物必需基因的理论研究现状 

叶远浓, 郭锋彪 

电子科技大学生命科学与技术学院, 成都 610054 

摘要: 必需基因是生物体在优化条件下生长不可缺少的基因。近年来, 对必需基因的研究已逐渐成为微生物

学、基因组学和生物信息学研究领域的热点。文章首先描述了已经实验确定必需基因的微生物物种。然后, 对

必需基因的理论研究现状进行了综述。从进化保守性和序列组成两方面比较必需基因和非必需基因的差异, 到

必需基因的理论预测及必需基因在染色体上的分布等。最后, 对这一重要研究领域的进展进行了总结和展望。 
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Abstract:  Essential genes are indispensable for the survival of an organism in optimal conditions. Recently, study on 
essential gene is becoming a hot topic of microbiology, genomics, and bioinformatics. This paper described the experiments 
that determined essential genes in some microbes and the theoretical researches on essential genes were reviewed. The ma-
jor content contained comparison of essential genes and non-essential genes based on information on evolutionary conser-
vation and sequence composition, and in silico prediction of essential genes, and analysis of the chromosomal distributions 
of essential genes. Finally, related progresses were concluded and the open problems were pointed out. 
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基因是遗传的基本单位 , 是携带遗传信息的
DNA片段, 是现代分子生物学研究的基本对象。基
因分为结构基因、调节基因和操纵基因, 其中结构
基因是决定合成某一种蛋白质分子结构的基因, 调
节基因是调节蛋白质合成的基因, 操纵基因是控制
操纵子中结构基因转录的基因。在一个生物体包含

的全部基因中 , 有一部分是必需基因 (Essential 

genes), 必需基因是现代生物学研究的重中之重。必
需基因是指在一定环境条件下, 维持某种生物体的
生命活动所必不可少的基因。这些基因所编码蛋白

质的功能被认为是生命的基础[1]。与必需基因相关

的另外一个概念是最小基因集 [1~3], 所谓最小基因
集就是在最理想的条件下(具有足够的必需营养物
质, 且没有外界环境的压力因素), 维持细胞生命活
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动能够正常运转的尽可能小的基因组合。需要注意

的是离开环境单独讨论必需基因毫无意义, 必须要
把生物生存的外部环境作为基本的边界条件, 由此
不难得出, 最优的生长条件对应的是最小基因集[2]。 

确定必需基因的意义不仅在于它代表着生物学

中一个根本的问题——了解生命起源及进化, 对必
需基因的理论研究有助于理解和确定生命最初共同

祖先(Least common ancestor, LCA)的基因构成和生
活方式[3]。同时还在于其具有巨大的应用价值, 例如, 
因为大部分抗生素以参与基本的代谢途径的物质为

靶标, 致病菌的必需基因就成为潜在的抗菌药物和
疫苗设计的靶标[4, 5]。 

1  必需基因的实验确定 

必需基因已逐渐成为基因组学和生物信息学研

究领域的一个热点。随着全基因组测序的完成和基

因组规模的基因失活技术的发展, 确定基因组所包
含的必需基因逐渐变为可能。早在 1995年, 美国科
学家 Itaya[6]利用诱导突变 (Mutagenesis)的方法 , 研
究了枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)中随机选取的
79个基因, 结果发现其中的 6个基因是不可缺失的。
据此, Itaya认为枯草芽胞杆菌基因组约有 562 kb长
度的DNA是必不可少的。这是对必需基因第一次较
大规模的测定。1999年, 美国TIGR基因组研究所的
Venter领导的研究组 [7]为了调查当时测序的最小的

基因组—生殖道支原体(Mycoplasma genitalium)中
自然出现的基因集在实验室生长条件下是否已经是

最小 , 采用全局转座子突变 (Global transposon 
mutagenesis)的方法对生殖道支原体的基因逐个进
行转座插入, 并检查其存活情况, 结果发现生殖道
支原体可能只需要 480 个蛋白质编码基因中的
265~350 个基因就可以在实验室条件下生存, 其中
有 100 个必需基因是功能未知的基因。这是第一次
对生物体必需基因全基因组规模的确定, 自此以后, 
越来越多的研究机构加入到了必需基因实验确定这

一研究中来[8]。 
在金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus N315)

的必需基因研究中 ,  用快速鸟枪反义R N A技术
(Rapid shotgun antisense RNA)结合同源比对的方法
确定了 658个必需基因[9, 10], 其中 168个必需基因在
生殖道支原体中有同源基因。后来, Ko等[11]采用等 

位替换突变结合比较基因组学的方法把该菌株包含的

必需基因数目修改为 302个。最近, Chaudhuri等[12]通

过转座子介导的差分杂交的方法(Transposon-mediated 
differential hybridisation, TMDH)确定了金黄色葡萄
球菌NCTC 8325菌株(S. aureus NCTC 8325)的 351
个必需基因。在枯草芽孢杆菌(B. subtilis)基因组研究
中, 通过系统基因灭活(Systematic gene inactivation)
技术确定了 192个必需基因, 另外又预测出了 79个
必需基因, 这些必需基因分散在与细胞代谢相关的
少数几个功能类中, 其中大约一半和信息处理过程
有关, 约有 1/5和细胞膜合成、细胞形成和分裂有关[1]。

在幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)中 , 通过转座子
突变的微阵列检测技术(Microarray tracking of transpo-
son mutants)确定了 344 个可信度很高的必需基因[13], 
通过序列比较分析 , 发现 344 个必需基因中只有
11%的必需基因在其他所有细菌中也存在同源基因, 
而有 55%的必需基因在一个以上的细菌中存在。在
流感嗜血杆菌 (Haemophilus influenzae)中 [14], 通过
高密度转座子突变(High-density transposon mutagene-
sis)技术确定了 478个必需基因, 其中 219个具有已
知的功能, 其余 259 个则是假设的蛋白编码基因。
在结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)中, 同
样通过高密度转座子突变技术确定了 614 个必需基
因[15]。通过序列比较分析, 发现这些必需基因在同
属的麻风分支杆菌(Mycobacterium leprae)中高度保
守, 然而, 这些必需基因在其他细菌基因组中很少
有同源基因。这种现象暗示了不同进化历史的物种

生存所需要的必需基因具有很大区别。在大肠杆菌

(Escherichia coli)中, 通过遗传足迹法(Genetic foot-
printing)确定了 620个必需基因和 3 126个非必需基
因 [16], 进化分析发现, 大肠杆菌的必需基因在所有
细菌中都高度保守。在鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 
typhimurium)中, 采用插入-重复突变(Insertion-duplica-
tion mutagenesis)技术确定了 257个必需基因[17], 其
中 112 个是在这次研究中新确定的, 研究人员估计
这些必需基因占到了整个基因组最小基因集的 52%, 
也就是说, 沙门氏菌大约有 490 个必需基因。在肺
炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)中, 两个研究组
分别采用靶基因阻断(Targeted disruption)[18]和等位

替换突变(Allelic replacement mutagenesis)[19]技术确

定了 113 个和 133 个必需基因。Cameron等[20]采用
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扫描近饱和转座子插入库的方式确定了霍乱弧菌

(Vibrio choleraeC6706)临床株的 779 个必需基因。
Liberati等[21]研究绿脓杆菌(Pseudomonas aeruginosa 
UCBPP-PA14)基因的必需性时, 采用转座子插入突
变的方法确定了 335个必需基因。2006年, Venter领
导的研究组又采用全局转座子突变的方法对生殖道

支原体进行了更为彻底的研究 [8], 结果确定了 382
个必需基因, 他们认为这就是最小的细菌生长所需
要的最少基因数目。French等[22]则对另一种支原体

(Mycoplasma pulmonis UAB CTIP)进行了必需基因
的实验确定, 通过转座子突变的方式识别出 310 个
必需基因。以上 2 种支原体必需基因数目的差别应
该主要是由于不同的细菌菌株的缘故, 有时即使是
同一个细菌种的不同菌株间也可能存在基因数目的

差异。Berardinis等[23]通过单基因删除突变的方式研

究了不动杆菌(Acinetobacter baylyi)中基因的必需性, 
识别了 499 个必需基因。Gallagher等[24]通过扫描转

座子突变库的方式确定了弗朗西斯菌 (Francisella 
novicida U112)包含的 392个必需基因。 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是目前唯一
一个具有大规模必需基因实验数据的真核微生物。

2002 年, Giaever等[25]在优化了酵母的生长条件下, 

以基因敲除的方式确定了该物种的 1 110个必需基因。 
到目前为止, 对于已经完全测序的 1 000 多种

细菌基因组, 约有 15种微生物(17个菌株)的必需基
因被国外研究者大规模的确定(表 1)。国内对必需基
因的实验确定只局限于研究组感兴趣的少数基因。

比如, 上海交通大学医学院黄绍光教授的研究组以
结核分枝杆菌野生临床菌株CDC1551 为母体, 运用
转移因子插入法建立结核分枝杆菌(M. tuberculosis)
突变库[26]。而后应用突变株分析设计队列法、基因

芯片技术与实时PCR技术, 筛选在小鼠肺、豚鼠肺、
活化巨噬细胞内及各种化学刺激下存活能力显著降

低的突变株, 这些突变株涉及的基因是结核分枝杆
菌在应激状态下生存的必需基因。在这些生长条件

下, 他们一共发现了 47个必需基因。 
确定必需基因的实验方法有一个共同特点就是

耗费巨大。另外, 实验方法确定的必需基因都依赖
于所采用的实验条件。这种实验条件一般都是有充

足代谢供给的固体培养基来维持生长的, 这与物种
在野外竞争资源生长的条件不一样 [27]。因此, 这两
种条件下的必需基因和必需基因的数目可能也不一

样。实验方法还受到生物体本身的限制[28], 例如, 微
生物鸟枪测序联盟最近指出只有不到 1%的物种可 

 
表 1  微生物中确定的必需基因汇总 

物种名 实验方法 必需基因数目 文献 

Bacillus subtilis 168 单基因灭活技术 271 [1]

Mycoplasma genitalium 转座子突变技术 382 [8]

Staphylococcus aureus N315 快速鸟枪方法反义 RNA技术 302 [9~11]

Staphylococcus aureus NCTC 8325 转座子介导的差分杂交方法 351 [12]

Helicobacter pylori 转座子突变的微阵列检测技术 344 [13]

Haemophilus influenzae 高密度转座子突变技术 478 [14]

Mycobacterium tuberculosis 高密度转座子突变技术 614 [15]

Escherichia coli MG1655 I 遗传足迹法 620 [16]

Salmonella typhimurium 插入-重复突变 257 [17]

Streptococcus pneumoniae 靶基因阻断、等位替换变 246 [18,19]

Vibrio cholera C6706 扫描近饱和转座子插入库 779 [20]

Pseudomonas aeruginosa 转座子插入突变 335 [21]

Mycoplasma pulmonis UAB CTIP 转座子突变 310 [22]

Acinetobacter baylyi 单基因删除突变 499 [23]

Francisella novicida U112 扫描转位突变库 392 [24]

Saccharomyces cerevisiae 基因敲出 1110 [25]

Escherichia coli MG1655 II 单基因灭活技术 296 [60]

Salmonella enterica serovar Typhi 转座子突变 353 [61]
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以进行实验室培养。由于实验方法的上述缺陷和局

限性, 致使从第一个细菌的必需基因大规模确定以
来十几年的时间内, 只有仅仅十几个细菌的必需基
因被大规模实验确定。 

2  必需和非必需基因的特征比较 

为了理解必需基因的进化机制和从理论上有效

地预测必需基因, 对必需基因及非必需基因进行比
较研究是很必要的, 对其特征的比较主要包括进化
保守性和组成特征 2个方面。 

由于施加在必需基因上的纯化选择更强烈, 因
此研究者认为必需基因比非必需基因更保守, 也就
是进化率更低[20]。Hirsh和Fraser最早比较了酵母基
因组中必需基因和非必需基因间的进化率 [29](估计
的酵母蛋白的进化率, 每个酿酒酵母蛋白质和线虫
的同源序列之间的比较。这种比较, 可以用来估计
所有同时共有的序列对分歧以来的相对进化率)。他
们采用了Winzeler等 [30]所做的基因敲除后生长率的

数据, 根据生长率大小定义了一个适应度指标来定
量地度量基因的必需性, 为了计算进化率, 则以秀
丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)作为参考物种来
寻找同源基因。结果, 获得了 119 个同源的必需基
因和 168 个同源的非必需基因。直接比较 2 组样本
的进化率, 没有发现明显的差别(Welch's test, P=0.18; 
Wilcoxon two-sample test, P=0.18)。但是, 如果按照
定义的适应度各选最必需的 60 个基因和最不必需
的 60 个基因, 则进化率间存在显著的差别(Welch’s 
test, P=0.00001; Wilcoxon two-sample test, P=7.2× 
10−5)。2010年, Comas等[31]在对结核分枝杆菌人T细
胞表位保守性分析的时候, 也发现必需基因比非必
需基因更保守。他们采用核苷酸多样性(SNPs)检测
的方法对 21株结核分枝杆菌的必需基因、非必需基
因和T细胞表位的SNPs进行了统计分析, 发现必需
基因比非必需基因的SNPs少(Mann-Whitney U test, 
P<0.002); 然后又计算了 3 类基因的非冗余SNPs的
非同义突变和同义突变的数值比(Nonsyn/ Syn), 发
现必需基因的 Nonsyn/Syn值比非必需基因的
Nonsyn/Syn值要小(3类的值分别为 1.49、1.88、1.45), 
说明必需基因比非必需基因更保守。然后又计算了

基因序列中非同义替换和同义替换的比值(dN/dS), 
发现T细胞表位具有最好的保守性 , 必需基因则比

非必需基因更保守(比值分别为 0.25、0.53、0.66)[31]。 
Koonin的研究组比较了 3 种细菌基因组中必需

基因和非必需基因间的进化率[32]。3 种细菌分别为
大肠杆菌、幽门螺杆菌和脑膜炎奈瑟菌。为了获得

同源序列, 每个物种都采用了同种的两个菌株, 分
别为E. coli K12和E. coli O157:H7; H. pylori 26695
和H. pylori J99; Neisseria meningitidis serogroup B 
strain MC58 和N. meningitidis serogroup A strain 
Z2491。其中大肠杆菌的必需基因是实验确定的, 可
从PEC数据库 (http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/)
获得。幽门螺杆菌和脑膜炎奈瑟菌的必需基因则是

与大肠杆菌的必需基因进行序列同源比对后得到

的。比较后发现, 3个物种的必需和非必需基因间的
进化率均有显著差别(Mann-Whitney U test, P<6.1× 
10−4)。为了表明以上差异不是由少数基因的偶然性
偏差产生的 , 进行了Bootstrap抽样检验 , 结论依然
成立。为了调查是不是特定功能类的基因间才存在

偏差, 把基因分成了 4 个大的功能类：信息处理和
储存, 细胞过程, 代谢以及功能不明确的基因。发现
4 个类别间的进化率没有明显区别。对于每个类别, 
分别比较必需和非必需基因的进化率, 结果发现 3
个类别中非同义替代率Ka都存在明显差别(Mann- 
Whitney U test, P<0.036), 唯一例外的是那些功能不
确定类的基因。作者还分析了Hrish和Fraser[29]对酵

母的必需基因和非必需基因进化率研究和这 3 种细
菌间进化率研究产生了不同结果的原因(Hrish等研
究酵母发现必需基因和非必需基因的进化率无显著

差异, Koonin等发现在以上 3 种细菌中的必需基因
和非必需基因有显著差异), 认为Hrish和Fraser的工
作中非必需基因数目过少可能是一个主要原因。 

对于必需基因的进化率研究还有一个是与高表

达基因进化率的比较。也就是确定基因的必需性和

基因表达水平, 哪个因素对进化率的影响更大。Pal
等[33]以白色念珠菌(Candida albicans)作为参照物种, 
在酵母基因组中比较了这两种因素和进化率的相关

性。发现必需性和进化率之间有弱相关性(Pearson 
r=0.05, P=0.028, Spearman rank r=0.07, P=0.003)。控
制表达水平后, 必需性和进化率之间的相关性消失
(P>0.15)。因此, 他们认为是由于部分非必需基因具
有较低的表达水平导致了上述微弱的相关性。Rocha
和Danchin[34]在大肠杆菌(E. coli)和枯草芽孢杆菌(B. 

http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/
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subtilis)中比较了必需性和表达水平对进化率的影
响 , 在该研究中 , 必需性没有定量的指标 , 而只是
根据是否必需基因而采用 0 和 1 来表示必需性的大
小。表达水平则采用理论指标密码子适应指数 (Codon 
adaptation index, CAI)。比较后发现, 表达水平与进
化率之间的相关性要高于必需性与进化率之间的相

关性。如果采用偏相关分析控制表达水平, 那么必
需性与进化率之间相关系数则降低为 0.08和 0.11。
Wall等[35]对酵母基因组进行了更为系统和严格的比

较。他们采用两组必需性的实验数据, 一组mRNA
表达数据和一组CAI度量的理论数据, 两种计算进
化率的理论模型, 4 种相关性估计。经过比较, Wall
等认为尽管必需性和进化率间的相关系数稍微低于

表达水平和进化率之间的相关系数, 但是两者对进
化率的影响是独立起作用的。Pál等[36]和Drummond
等 [37]对该问题进行了总结, 相对于表达水平, 必需
性对进化率的影响要低。但是, 必需基因和非必需
基因之间的进化率确实有显著的差别。 

除了对进化率的研究, 必需基因的进化保守性
还可以表现为其他形式。Krylov等[38]在 2003年以 同
源基因在 7 个真核生物中的存在作为度量基因保守
或丢失的一个指标, 比如 1 个基因在 6 个物种中有
同源基因, 则其保守率就为 6/7, 丢失率就为 1/7, 他
们认为丢失率从某种角度上可以理解为一段时间内

进化率的积分。与绝对进化率数值相比, 丢失率能
够有效降低统计学上的误差。与实验数据比较后发

现, 某同源基因丢失率和该基因被敲除后带来的致
死性具有强关联, 也就是说必需基因具有更广泛的
系统分布。在实验确定的必需基因基础上, 西北农
林科技大学陶士珩研究组比较了大肠杆菌中必需基

因和非必需基因的进化保守性[39]。他们用已测序的

236 个细菌基因组中有多少种细菌包含 1 个基因的
同源基因作为该基因的进化保守性指标 (Evolu-
tionary retention indexes, ERI)。必需基因和非必需基
因的平均ERI被发现具有显著差别 (Mann–Whitney 
test, P<10−3)。大约 39%的非必需基因具有极低的ERI
值(<0.12), 而必需基因这样的比例只有 6.8%。大约
33%的必需基因具有极高的ERI值(>0.9), 而非必需
基因这一比例为 1.65%。Bratlie等[40]最近进行了一个

系统的研究, 他们把ERI值高于 0.9 的基因称之为持
久基因(Persistent genes)。调查后发现大多数持久基

因都对应于必需基因。 
窦运涛[41]曾比较了必需基因和非必需基因的单

核苷酸组成。他采用相位特异性的Z曲线来代表核酸
频率, 每一个基因都用 9个变量表示, 对应于 9个维
空间的 1个点, 比如枯草杆菌共有 4 112个点。为了
直观的观察 , 应用主成分分析(Principal component 
analysis, PCA)方法将这些点投影到二维平面上。结
果, 必需基因和非必需基因都散布于整个平面。这
样的结果表明必需基因和非必需基因没有出现核苷

酸分布上的明显差异。对DEG数据库中其余的 8 个
微生物基因组的分析也表明必需基因和非必需基因

在核苷酸分布上没有明显的差异。Gong等[39]对大肠

杆菌中必需和非必需基因间的氨基酸使用进行了比

较, 卡方分析表明两种基因间的整体密码子使用存
在显著差异(P<10−3)。他们又采用PDT(Percent different 
test)方法逐一分析 20 种氨基酸, 结果, 16 种氨基酸
的频率在两者间差异显著(P<0.05)。其中, 在必需基
因中显著丰富的氨基酸有 5 种, 在非必需基因间显
著丰富的有 11种。同时, 还对 2类基因的长度进行了
比较 , 结果发现差异并不显著 (Mann–Whitney test, 
P=0.697)。 

3  必需基因的理论识别 

只有随着基因组完全测序的完成和基因组规模

的基因失活技术的发展, 确定基因组所包含的必需
基因才能成为可能。目前必需基因的确定主要依靠

实验方法, 而这些传统的方法大多花费巨大, 甚至
有些实验方法本身就存在缺陷, 不能精确地确定必
需基因的数目, 有些实验方法的结果相互之间不能
吻合。因此, 国内外研究者试图利用理论方法来预
测必需基因。理论预测必需基因的主要方法有比较

基因组学方法、完全基于序列的方法及整合实验数

据的方法。 
早在 1996 年, 美国NIH的科学家Koonin领导的

研究组就利用比较基因组学的方法研究了细菌的最

小基因集[42]。他们的研究对象是两个最先测序的细

菌, 生殖道支原体和流感嗜血杆菌。由于这两种细
菌基因组规模都比较小, 并且分别属于革兰氏阳性
和革兰氏阴性菌, 所以他们之间保守的基因应该就
是细菌生存所必需的基因。通过详细比较, 发现有
240 个生殖道支原体基因与流感嗜血杆菌基因具有
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直系同源性(Ortholog)。而这种收集必需基因的过程
丢失了一些为必需过程的中间步骤负责的基因, 因
此他们又收集了 22 个非直系同源的基因作为必需
基因。这样一来, 总共得到 262个可能的必需基因。
然后检查了可能的功能冗余和明显的寄生相关基因, 
除掉了其中的 6 个基因。剩余的 256 个就构成了细
胞生存的必需的和足够的最小基因集。值得一提的

是, 这种方法只能识别出对大部分细菌都通用的必
需基因, 而不能确定某一细菌所特有的必需基因。
他们得到的最小基因组的主要组成部分如下：(a)一
个几乎完整的翻译系统; (b)一个基本上完整的DNA
复制器; (c)一个进行DNA重组和修复的系统; (d)具
有 4 个RNA聚合酶亚单位的转录装置; (e)一组参与
蛋白质折叠的分子伴侣蛋白; (f)完整的无氧中间代
谢途径; (g)辅酶合成途径; (h)蛋白质转运器。如果用
于研究进化历史相同或相近的细菌, 或者 2 个细菌
基因组规模都偏大, 就会造成识别的必需基因数目
被高估。即使对于进化历史不同规模很小的 2 个细
菌, 比较基因组学方法也有它固有的缺陷。它仅仅
只能识别出在进化过程保留着足够的相似度从而被

确定为真正的直向同源的基因, 而不能识别出物种
所特有的必需基因。Gil等[3]在 2004年也进行了最小
基因集的研究, 认为常用的确定必需基因 3 大实验
方法都具有局限性：转座子突变技术可能会高估延

缓细胞生长的非必需基因重要性而错误分为必需基

因, 也错失容忍转座子插入的必需基因; 反义RNA
抑制基因表达技术受限于抑制性 RNA在所研究生
物中能得到充分表达的基因; 单基因系统灭活技术
的单个基因灭活检测不到冗余编码必需功能的基

因。最终导致实验出来的必需基因并不是最小基因

集, 因为某些单独考虑时非必需的基因, 在整体考
虑时并不一定非必需。同时, 他们通过综合方法确
定了 206 个基因作为最小基因集 , 比Koonin[42]在

1996年确定的基因数目少了 50个。但是, 两种最小
基因集包含的大部分基因组成部分基本一致。 

天津大学生物信息中心收集了通过各种方法得

到的必需基因 , 建立了一个必需基因的数据库
DEG[43]。DEG是开放数据库, 全世界所有研究者都
可以免费下载。DEG当前的版本是 6.8, 包括了 17
种细菌和 8种真核生物的 12 995条必需基因记录。
以DEG数据库为基础, 可以通过序列比对软件Blast

预测出其他细菌的必需基因。如果一个基因和DEG
库中的一个或多个必需基因同源, 那么这个基因对
于待研究细菌的生存很可能也是必需的。近几年 , 
国外研究者以DEG为基础识别了多个致病菌基因组
中可以作为药物靶标的必需基因。比如在淋病奈瑟

球菌(Neisseria gonorrhoeae)中, 首先把已经注释好
的蛋白质序列和DEG数据库中的所有必需基因的氨
基酸序列逐一比对[44], 比对程序采用BlastP。而后选
取满足条件 (Score>100, E value<10−10, and Iden-
tity>35%)的基因作为必需基因的同源序列。假设一
条已知的必需基因和多个待查基因同源, 那么只取
相似性最高的也就是最优匹配。利用最优匹配的原

理可以大大降低必需基因预测的伪正率。利用这种

方法在N. gonorrhoeae中识别出 537条可能的必需基
因, 占到了基因总数的 26%。 

整合方法是近些年研究理论预测必需基因用得

最多的方法, 同时也是最成功的方法。所谓整合方
法, 主要利用各种高通量的实验数据, 附加考虑进
化保守特征和序列特征。Roberts等[45]曾综述了利用

整合方法预测必需基因的早期工作, 这些方法使用
的实验数据主要有功能分类数据、基因表达数据和

蛋白质相互作用数据。组合使用各种特征并采用机

器学习方法进行分类是目前预测必需基因的趋势。

Plaimas等 [46]采用了 33 种特征, 使用支持向量机来
训练模型, 跨物种的交叉验证表明预测的AUC(Area 
under the receiver-operator-curve)分数值为 75%~81%; 
Deng等[47]考虑了 3 类特征: (1)序列固有的特征, 如
GC含量和蛋白质长度; (2)从基因组序列衍生的特征, 
如亚细胞位置、密码子倾向性、进化保守性等, 已
有成熟的相应计算软件计算这些特征; (3)高通量实
验数据, 如基因表达芯片数据等。他们采用朴素贝
叶斯分类、逻辑回归、C4.5 决策树、CN2 规则等 4
类分类器。利用朴素贝叶斯方法筛选过滤后得到如

表 2所示的 13种特征。分别在 2个细菌E. coli和A. 
baylyi ADP1基因组内进行了种内的交叉检验, 这 2
种细菌的必需基因都已经在全基因组内通过实验确

定 ,  种内的十重交叉验证表明AUC的变化范围为
0.86~0.93, 跨物种的交叉验证的AUC分数为 0.69~ 
0.89。与以往的同类研究相比, Deng等的预测精度更
高, 而且他们表明了可以把基于一个物种训练的模 
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表 2  用于必需基因预测的 13 种重要特征  

序列固有特征 (排序) 序列衍生特征(排序) 实验特征(排序) 

密码子偏好性(2) 富集域得分 (1) 基因表达差异(12) 

疏水性(3) 进化得分 (4) 共表达网络瓶颈节点(7) 

氨基酸长度(5) 亚细胞定位：细胞质 (6) 共表达网络交叉节点(9) 

芳香性 (8) 亚细胞定位：胞外 (10)  

 横向同源 (11)  

 亚细胞定位：内膜(13)  

注：括号内的数字表示分类准确率的相对贡献, 其中数字 1表示最重要的特征, 数字 13表示最不重要的变量。 

 
型成功转移到另一个远缘物种。 

单纯基于基因组或蛋白质组序列提取特征来预

测必需基因是理论预测的最理想化的途径, 因为这
种方法不像比较基因组学方法那样需要近缘物种的

相关实验数据和很大的计算量, 也不像整合方法那
样需要物种本身的各种组学实验数据。第一个完全

基于序列的必需基因识别算法由美国耶鲁大学的

Gerstein领导的研究人员开发, 专用于酵母基因组[28]。

他们选择了 14 个和必需基因相关的特征作为变量, 
包括亚细胞位置信号、密码子适应性、有效密码子

数、GC含量, 基因长度、蛋白质的整体疏水性、二
级结构单元螺旋的含量、稀有氨基酸百分比、与终

止密码子相似的密码子所占的百分比等。首先采用

Bayes网络测量每个变量和必需性之间的相关性。然
后用机器学习分类器来学习参数, 采用酿酒酵母(S. 
cerevisiae)已知的必需基因来训练, 随后把训练好的
模型应用于其近缘物种Saccharomyces mikatae。最终, 
他们采用同源作图和基因敲除的方法来检验结果的

准确性。该算法针对真核生物酿酒酵母设计, 很难
推广到细菌和高等真核生物基因组研究中去。算法

的准确率的绝对大小依赖于所选用的概率阈值, 比
如, 在概率阈值约等于 0.5时, 以 4 648个基因作训
练集采用十重交叉验证可以正确识别出 88 个必需
基因, 丢掉 875个。同时正确识别出 3 646个非必需
基因, 把剩余的 39个非必需基因误判为必需基因。 

Baran和Ko[48]试图只利用序列组成来预测大肠

杆菌的必需基因, 他们首先提出了一个基于窗口的
双核苷酸偏差度量指标, 认为与物种平均组成有偏
差的基因只能由 2 种情况产生：最新转移的基因和
非常古老的基因。因此在检查出大肠杆菌所有具有

组成偏性的基因后 , 把它们逐一和肠道沙门氏菌
(Salmonella enterica)进行比较。如果没有发现具有

显著相似性的序列(E value>0.1)或者具有可移动遗
传元件, 则认为是正确预测的水平转移基因。如果
比对的E值小于阈值 , 则认为是错误预测的水平转
移基因。而错误预测的水平转移基因主要对应于古

老的蛋白, 因此他们很可能就是必需基因。20 个具
有最高组成偏差(用卡方分布测试度量)片段对应于
19 个基因, 其中 4 个具有可移动遗传元件而被认为
是真正的水平转移基因。14个具有明显的相似性构
成了错误预测的水平转移基因, 其中有 8 个对应于
实验验证的必需基因。作为对比, 随机发现 1 个必
需基因的概率只有 6.5%(等于必需基因数目除于基
因总数)。因此, 高偏差的组成可以认为是必需基因
的一个强烈标志。因此, 这项工作给那些试图只从
序列组成预测必需基因的研究者带来了希望。 

吉林大学胡成全教授的研究组单纯采用序列特征

对大肠杆菌和枯草杆菌中的必需基因进行了预测[49]。

从 35个原始变量出发, 采用逐步回归法筛选出 7个
变量, 分别为密码子适应性指数CAI、基因长度、单
氨基酸Arg和Val的含量、链偏差、疏水性值、第三
位碱基A的含量。利用三层前馈神经网络对大肠杆菌
的必需基因进行分类, 采用贝叶斯归一化学习算法
时总体 (必需基因和非必需基因 )分类准确率达到
66.6%, 必需基因的分类准确率为 72.%。当采用学习
率可变动的前馈动量算法时 , 总体分类准确率为
49.2%, 必需基因分类准确率为 60.0%。枯草芽孢杆
菌的分类准确率要高很多, 无论采用哪种学习算法
分类准确率都高于 60%。 

4  必需基因在染色体上的分布 

DNA复制是一个不对称的过程, 不对称的一个
体现是复制链分为前导链和滞后链。很早以前, 研
究者就发现了基因数目在两条复制链的不平等分 
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布[50,51]。与滞后链相比, 前导链上分布的基因数目更
多, 人们过去认为这种不对称应该归因于高表达基
因, 因为以核糖体蛋白编码基因为代表的高表达基
因在两条复制链上的密度差别更显著 [52]。后来 , 
Rocha和Danchin[53]等指出必需基因才是链间基因方

向偏差的驱动力, 他们先是在大肠杆菌和枯草芽孢
杆菌这两个具有实验验证基因的物种间进行分析 , 
比较了必需且高表达基因、必需且非高表达基因、

非必需且高表达基因以及非必需非高表达基因 4 组
样本在两个复制链上的分布情况, 结果发现, 必需
基因的分布比高表达基因的分布偏差更显著

(P<0.01)。在同一年, 他们又把该研究扩展到低GC
含量的厚壁菌和 γ 变形菌[52]。由于这些细菌没有实

验确定的必需基因, 就通过同源比对的方法来预测
必需基因, 比较后发现, 必需基因驱动基因方向偏
差的结论在这些物种中同样成立。最近, Lin等[54]进

一步指出, 是某些特定功能类的必需基因, 而不是
全部必需基因导致了复制链间的基因密度偏差。他

们研究了 10 种具有实验必需基因数据的细菌, 与
Rocha的结论相同, Lin等在 10种细菌中观察到必需
基因优先地分布于前导链上。把必需基因和非必需

基因按照COG注释分为不同的功能类后, Lin等[54]进

一步发现, 只有某些确定功能类的必需基因才有链
偏差。这些功能类依次为：信息储存和处理相关的

功能类J(COG缩写符号)、K、L, 以及功能类D(细胞
循环控制)、M(细胞壁生物合成)、O(后翻译修饰)、
C(能量产生和转换)、G(糖类转运和代谢)、E(氨基酸
转运和代谢)、以及F(核苷酸转运和代谢) 等共 10个
功能类, 其他功能类的必需基因大多数在 2个复制链
间不存在显著的方向偏差(Paired t-test, P>0.01)。 

除了 2 条复制链间的偏差, 必需基因在同一条
复制链的不同位置间也存在偏差。具体地说, 必需
基因和高表达基因在复制起始附近的区域要比在终

止附近的区域分布密度高[55]。在大肠杆菌中, 这种
分布趋势尤其明显, 可以近似地呈线性分布。随着
离复制起始点的距离增加, 必需基因的密度呈以线
性逐渐降低[55], 这种分布模式被Couturier等[56]称之

为复制过程的剂量效应, 该效应是为了满足必需基
因及其他与转录、翻译过程相关基因对表达量的高

要求。最近 , Guo等 [57]研究了多染色体致病菌

Burkholderia cenocepacia中的必需基因分布情况 , 

在用比较基因组学方法预测出全部必需基因后, 发
现长度最短的 3 号染色体包含的必需基因比长一倍
的 2号染色体上的必需基因还要多。分析后发现, 产
生这种现象的原因是该物种染色体间存在着转移。

通过染色体转移, 1号染色体上的一部分必需基因转
移到了 3号染色体上并在之后的进化中稳定了下来。 

有关必需基因的最新实验报道还包括：(1)2010
年底, Chen等[58]发现在果蝇基因组中, 近期产生的
新基因中和古老的基因中包含的必需基因比例大致

相等, 这样的结果表明有很大一部分新基因可以快
速的进化出必需的功能并参与物种的发育; (2)2011
年初, Nichols等[59]提出“条件必需基因”的概念, 指
在特定的生长条件下所必需的基因, 这些基因在染
色体的不同位置同样有着偏差的分布。 

5  结语与展望 

必需基因的研究正逐渐成为微生物学、遗传学、

合成生物学等相关学科研究的热点。除了通过实验

确定微生物生长必需的基因, 相关的理论研究也很
广泛。主要的理论研究为(1)必需基因和非必需基因
的对比; (2)必需基因的理论预测; (3)必需基因在染
色体上的分布。 

作为基因组学和生物信息学研究领域的一个热

点, 目前对必需基因的研究已逐渐取得一定的成果, 
但仍有一些基本问题需要继续探索, 比如：(1)必需
性究竟对进化率的变化起多大的作用, 这一影响在
不同物种间是否一致, 真核生物和原核生物在这方
面是否有一致的规律; (2)在少数物种中已被证明高
度有效的整合预测算法对于更广泛的物种是否依然

有效; (3)单纯从序列提取特征而不采用实验数据是
否可以高度准确的预测必需基因, 如果可以, 那么
发展彻底不依赖于实验数据的自训练算法将是一个

极富挑战性也是很有前途的工作; (4)必需基因在染
色体的复制链间及链内的分布偏差是否是一个普遍

的现象, 也就是说, 是不是绝大多数物种的前导链
具有比滞后链更多的必需基因数目, 复制起点区域
具有比终止区域具有更多的数目; (5)真核生物是否
具有链间分布偏差和链内分布偏差的特性。除了以

上的问题, 随着研究的深入还会出现越来越多有趣
的问题 , 这些问题的完全解决需要相关研究人员 , 
尤其是理论研究者和实验科学家的共同努力。 
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