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大肠杆菌在葡萄糖和甘油碳源培养条件下的基因表达谱分析
*
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摘要:【目的】探讨葡萄糖和甘油碳源对大肠杆菌(Escherichiacoli)基因表达谱的影响。【方法】通过基因表达数据库GEO
下载基因芯片数据集GSE2037和高通量测序数据集GSE156143,分别对两个数据集中的葡萄糖和甘油碳源样本进行差

异表达基因筛选,对筛选到的差异表达基因进行并集后,进行GO功能富集分析、KEGG通路富集分析以及蛋白质相互作

用网络构建。【结果】筛选出701个差异表达基因,差异表达基因主要富集于小分子分解代谢过程、碳水化合物运输、趋化

性等生物学过程,细胞器、细菌型鞭毛、甲基接受趋化蛋白复合物等细胞组分,离子跨膜转运蛋白活性、碳水化合物结合、

肌动活动等分子功能以及不同环境中的微生物代谢和ABC转运体相关通路。此外,筛选出的14个核心基因在鞭毛合成

和趋化中发挥作用。【结论】大肠杆菌在葡萄糖和甘油碳源培养条件下具有不同的基因表达模式,所确定的14种与趋化

和鞭毛合成有关的基因有助于进一步揭示大肠杆菌在应对不同营养环境变化时采取的分子调控机制。
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大肠杆菌(Escherichiacoli)能在最佳生长条件下快速生长,是被广泛研究的细菌之一[1]。该菌种具有精细

的调节机制,不同调节因子可相互作用于它复杂的调控网络中以协调基因表达[2]。在饥饿胁迫(如生长速度受

限、营养条件受限)下,大肠杆菌的基因表达会发生特有变化[3]。在碳限制[4]、缺氧[5]、铁限制[6]、硫和氮限制[7]

等各种营养限制条件下对大肠杆菌进行广泛的基因表达谱研究,可以确定参与相应过程的主要调节因子。大量

研究对大肠杆菌适应养分消耗的机制进行了全面探索,且通常侧重于碳限制条件[8-9]。在大肠杆菌的碳限制期

间,可以观察到参与完全由碳原子或混合原子组成的化合物分解代谢的基因表达上调,而表达下调的基因相对

较少[10]。在碳限制条件下,碳分解代谢基因表达量随生长率的降低呈线性增长;而生物合成基因表达量与碳分

解代谢基因表达量的线性增长呈依赖性相反[11]。单个底物的代谢对大肠杆菌的定植和适应性产生了深远的影

响,且不同的底物为细菌细胞提供的碳和能量是不同的[8]。除了这些高度特异性的机制外,大肠杆菌还具有多

个层面的全局调控。在碳和能量限制生长过程中,全局调节因子RpoS和Cyclic-AMP/CRP对大肠杆菌的分解

代谢和转录组产生了影响[12]。大肠杆菌对碳稀缺的反应不仅限于通过cAMP信号维持足够的碳代谢,而更主

要的反应是调整代谢以应对缓慢的生长速度[13]。
微生物的首选碳源长期以来被认为是葡萄糖[14]。然而许多微生物也可能通过呼吸代谢使用其他碳源,如甘

油[15]。目前有关不同碳源培养对大肠杆菌基因表达调控影响的研究还较为少见,因此本研究聚焦于葡萄糖和甘

油这两种糖酵解底物碳源,通过生物信息学分析方法探究两者对大肠杆菌基因表达谱的影响,为揭示大肠杆菌

如何通过分子调控机制应对营养环境变化提供参考资料。

1材料与方法

1.1数据来源

从基因表达数据库GEO(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi)下载大肠杆菌在不同碳源

条件下的转录组测序数据GSE2037和GSE156143。GSE2037是利用Affymetrix公司的基因芯片测定的大肠
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杆菌转录组数据。GSE156143是利用Illumina公司的HiSeq4000测得的大肠杆菌转录组数据。

1.2主成分分析

分别对GSE2037和GSE156143提取葡萄糖和甘油相关样本。GSE2037数据集共包含了以葡萄糖、甘油、
琥珀酸、丙氨酸、醋酸盐和脯氨酸为碳源共15个样本的大肠杆菌基因表达谱数据。GSE156143包括以葡萄糖六

磷酸、乳糖、葡萄糖、琥珀酸盐、甘油、山梨糖醇和醋酸盐共7种碳源以及氯化铵为氮源的高通量测序大肠杆菌基

因表达谱数据。利用R软件(4.0.3版,https://www.r-project.org)中的FactoMineR包[16],分别对两个数据

集中的以葡萄糖和甘油为碳源的大肠杆菌基因表达谱数据进行主成分分析。

1.3差异表达基因筛选

利用R软件中Limma包[17]和edgeR包[18]对从GSE2037和GSE156143提取到的葡萄糖和甘油样本基因

表达谱数据分别进行差异基因表达分析。选择同一标准即差异倍数(Foldchange,VFC)大于1或者小于1且统

计学检验p值小于0.05来筛选差异表达基因。利用R软件中ggvenn包[19]展示两组数据组间差异表达基因的

数目以及组间差异表达基因的重叠关系。本研究中,以甘油碳源作为实验组,葡萄糖碳源作为对照组,由此比较

两种碳源培养下大肠杆菌的基因表达差异。

1.4GO功能富集和KEGG通路富集

对从GSE2037和GSE156143筛选到的差异表达基因取并集,之后对并集的差异表达基因进行GO功能富

集分析[20]和 KEGG通路富集分析[21]。GO功能富集分为生物学过程(Biologicalprocess)、细胞组分(Cellular
component)和分子功能(Molecularfunction)共3部分,利用R软件中clusterProfiler包[22]进行分析,选取p值

最小的10个GO条目进行绘图。KEGG通路可系统分析基因在生物体内的代谢、膜运输、信号转导、细胞周期

等功能,利用R软件中GSEA包[23]进行。p<0.05的基因被认为是显著富集的基因。

1.5蛋白质相互作用关系网络构建

对从GSE2037和GSE156143筛选到的差异表达基因取并集,利用R软件中的STRINGdb包[24]对差异表

达基因进行蛋白质相互作用关系网络构建,从而预测蛋白质之间的相互作用关系,并将网络度值大于52的基因

定义为核心基因。

2结果与分析

2.1主成分分析结果

图1a,b分别显示了GSE2037和GSE156143中葡萄糖和甘油样本的主成分分析结果。由两图可知,同一碳

源的大肠杆菌基因表达谱数据聚集,而不同碳源的大肠杆菌基因表达谱数据较分散,因而样本辨识度较好,具有

进行后续分析的价值。

a GSE2037中碳源葡萄糖和甘油样品的主成分分析 b GSE156143中碳源葡萄糖和甘油样品的主成分分析

图1 GSE2037和GSE156143中碳源葡萄糖和甘油样品的主成分分析

Fig.1 PrincipalcomponentanalysisofsamplesculturedbyglucoseandglycerolinGSE2037andGSE156143
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2.2差异表达基因的筛选结果

如封三彩图2a所示,通过差异表达基因筛选分别从GSE2037和GSE156143数据集得到大肠杆菌差异表达

基因116和599个。两组数据集交集基因为14个,并集基因为701个。选择并集基因作为后续分析的差异表达

基因,并筛选出差异表达基因中p值最小的20个基因。如封三彩图2b所示,701个差异表达基因中有551个基

因表达上调,150个基因表达下调。在差异表达基因p值最小的20个基因中,有19个基因表达上调,它们分别

为:glpA、glpF、glpQ、glpB、fliD、glpC、tar、cstA、acs、cheZ、ptsG、flgK、lhgO、pck、yjcH、actP、exuT、flgA、

gpr和fliL。仅1个基因ptsG 表达下调。这些差异表达基因对葡萄糖和甘油两种底物具有较高的辨识度,提示

部分基因表达模式的改变与不同碳源作为底物有关,通过对这部分差异表达基因的富集分析,可为有关不同碳

源作为底物的大肠杆菌基因表达模式改变的分子机制研究提供线索。

2.3GO富集分析结果

将从GSE2037和GSE156143数据集中筛选出的差异表达基因进行并集后进行GO功能富集,所得结果见

封三彩图3,其中圆圈颜色越偏红色表示对应的GO功能富集越显著,圆圈尺寸越大表示对应的GO功能富集到

的基因数量越大。研究结果显示:小分子分解代谢过程、碳水化合物运输、趋化性等生物学过程显著富集(封三

彩图3a);细胞器、细菌型鞭毛、甲基接受趋化蛋白复合物等细胞组分显著富集(封三彩图3b);离子跨膜转运蛋

白活性、碳水化合物结合、肌动活动等分子功能显著富集(封三彩图3c)。总体上看,小分子分解代谢过程、碳水

化合物运输、离子跨膜转运蛋白活性等功能的改变可能与大肠杆菌以葡萄糖和甘油两种不同碳源作为生长底物

有关。

2.4KEGG富集分析结果

将从GSE2037和GSE156143数据集中筛选出的差异表达基因进行并集后,进行KEGG通路富集。封三彩

图4a展示了差异表达基因在基因排名列表中的位置。KEGG富集结果如封三彩图4b所示,其中圆圈颜色越偏

向红色表示此KEGG通路越富集,圆圈尺寸越大表示此KEGG通路富集到的基因数目越多。由封三彩图4b可

知,不同环境中的微生物代谢和 ABC转运体两条通路被显著富集。已有研究发现,酿酒酵母(Saccharomyces
cerevisiae)在葡萄糖、麦芽糖等不同碳源培养条件下蛋白质组学发生改变,KEGG分析发现有关基因表达差异最

大的途径为“次生代谢产物的生物合成”和“不同环境中的微生物代谢”,表明这些代谢的变化是特定碳源生长的

直接结果[25]。因此,不同环境中的微生物代谢和ABC转运体功能的改变可能与大肠杆菌以葡萄糖和甘油这两

种不同碳源作为生长底物有关。

2.5蛋白质相互作用关系网络构建结果

对从GSE2037和GSE156143数据集中筛选出的差异表达基因进行并集后,进一步预测差异表达基因的蛋

白相互作用关系网络,其中节点数为88个;再将网络度值大于52的基因定义为核心基因,最后筛选出核心基因

14个。图5中的圆圈代表节点,圆圈尺寸越大代表网络度值越大,连接到该节点的边数相应越多;标示了基因名

称的圆圈即为筛选出的14个核心基因。将这些基因按照它们的功能可分为两类:趋化和鞭毛合成。编码趋化

相关蛋白的基因共有6个,分别为:趋化蛋白(Chemotaxisprotein)基因cheZ、趋化反应调节蛋白-蛋白质谷氨酸

甲酯酶/蛋白质谷氨酰胺脱酰胺酶(Chemotaxisresponseregulatorprotein-proteinglutamatemethylesterase/

proteinglutaminedeamidase)基因cheB、趋化蛋白甲基转移酶(Chemotaxisproteinmethyltransferase)基因

cheR、趋化蛋白基因cheW、甲基接受趋化蛋白Tap(Methyl-acceptingchemotaxisproteinTap)基因tap 和甲基

接受趋化蛋白Tar(Methyl-acceptingchemotaxisproteinTar)基因tar。编码鞭毛合成相关蛋白的基因共有8
个,分别为:鞭 毛 生 物 合 成 蛋 白(Flagellarbiosynthesisprotein)基 因flgN、鞭 毛 生 物 合 成 及 钩 组 装 起 始

((Flagellarbiosynthesis,initiationofhookassembly)基因flgD、鞭毛钩丝连接蛋白1(Flagellarhook-filament
junctionprotein1)基因flgK、鞭毛钩丝连接蛋白2(Flagellarhook-filamentjunctionprotein2)基因flgL、鞭毛

丝加帽蛋白(Flagellarfilamentcappingprotein)基因fliD、FliA的反sigma因子(sigma(28))(Anti-sigmafactor
forFliA(sigma(28))基因flgM、鞭毛运动开关蛋白(Flagellarmotorswitchprotein)基因fliG 和fliM。

3讨论

目前,有关细菌如何控制基因表达以适应营养环境变化的问题仍然为有关学者所重视。根据过去的研究来
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看,随着限制生长的营养物质变化,大肠杆菌基因表达谱也会发生相应的变化[9]。本研究通过分析葡萄糖和甘

油这两种不同碳源培养条件下的大肠杆菌基因表达数据来对这一问题进行探讨。利用基因芯片数据集

GSE2037和高通量测序数据集GSE156143中的数据,分别得到有关的差异表达基因,然后对差异表达基因进行

并集,对并集的基因进行GO功能富集、KEGG通路富集和蛋白质相互作用关系网络分析。

图5 差异表达基因蛋白互作网络

Fig.5 Protein-proteininteractionnetworkofdifferentiallyexpressedgenes

在总共被调查的5731个基因中,本研究共发现701个基因在两种碳源中有差异化表达,其中涉及不同环境

中的微生物代谢和ABC转运体通路,小分子分解代谢过程、碳水化合物运输、趋化性等生物学过程,细胞器、细
菌型鞭毛、甲基接受趋化蛋白复合物等细胞组分以及离子跨膜转运蛋白活性、碳水化合物结合、肌动活动等分子

功能。此外,筛选出差异表达基因中p值最小的20个基因,其中1个基因表达下调而其余19个基因表达上调。
这个表达显著下调的基因为ptsG,而大肠杆菌控制自身葡萄糖摄取的一个候选机制可能就是葡萄糖转运基因

ptsG 的表达[26]。
通过蛋白质相互作用关系网络的构建,筛选出了14个核心基因:flgN、flgM、flgD、flgK、flgL、cheZ、cheB、

cheR、cheW、tap、tar、fliD、fliG 和fliM。大肠杆菌作为一种运动的革兰氏阴性菌,当分别以葡萄糖和甘油作为

碳源时,它的基因表达谱发生了相应变化,功能注释显示14个核心基因与鞭毛合成和趋化相关。之前已有研究

表明,细菌鞭毛的运动性和趋化性帮助细胞到达最有利的环境,在适应多种碳源的过程中,运动细菌通过增加鞭

毛操作、限制鞭毛合成来对碳源作出反应[27]。本研究结果证实了上述观点,并表明大肠杆菌也是通过调节与鞭

毛合成和趋化相关基因的表达来应对碳限制环境变化,以实现最大限度的生存。另外,本研究所确定的这14种

与趋化和鞭毛合成有关的基因,有助于进一步揭示大肠杆菌在应对不同营养环境变化过程中所采取的分子调控

机制。
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GeneExpressionProflingAnalysisofEscherichiacoliunder
theConditionsofGlucoseandGlycerolCarbonSourceCulture

ZHUMengli,ZHANGYujuan
(ChongqingKeyLaboratoryofVectorInsects,InstituteofInsectsandMolecularBiology,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ToinvestigatetheeffectsofglucoseandglycerolcarbonsourcesonthegeneexpressionprofilesofEscherichia
coli.[Methods]ThegenechipdatasetGSE2037andthehigh-throughputsequencingdatasetGSE156143weredownloadedfromthe

geneexpressiondatabaseGEO,andthedifferentiallyexpressedgeneswerescreenedfortheglucoseandglycerolcarbonsource
samplesinthetwodatasets,respectively.Aftermerging,GO (geneontology)functionalenrichmentanalysis,KEGG (kyoto
encyclopediaofgenesandgenomes)pathwayenrichmentanalysis,andprotein-proteininteractionnetworks(PPI)wereperformed.
[Findings]701differentiallyexpressedgeneswerescreenedout.Thedifferentiallyexpressedgenesaremainlyenrichedinthe
biologicalprocessesrelatedtosmallmoleculecatabolicprocess,carbohydratetransport,chemotaxis,cellularcomponentrelatedto
organelle,bacterial-typeflagellum,methylacceptingchemotaxisproteincomplex,molecularfunctionrelatedtoiontransmembrane
transporteractivity,carbohydratebinding,motoractivity.Andmicrobialmetabolismindiverseenvironments,ABCtransporters

pathways.Inaddition,14coregeneswerescreenedout,whichplayedrolesinflagellasynthesisandchemotaxis.[Conclusions]E.
colihasdifferentgeneexpressionpatternsundertheconditionsofglucoseandglycerolcarbonsources.Theidentified14genes
relatedtochemotaxisandflagellasynthesisarehelpfultofurtherrevealthemolecularregulatorymechanismadoptedbyE.coliin
responsetodifferentnutrientenvironmentchanges.
Keywords:Escherichiacoli;glucose;glycerol;geneexpressionprofiling;bioinformaticsanalysis
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