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摘 要：转录因子对细菌的生存至关重要，其功能解析有助于推动抗菌药物研发、工业应用以

及环境保护等多个领域的发展。目前，转录因子的研究方法与策略种类繁多，在生物信息学和分

子生物学等领域均取得了迅速发展。本文从未知转录因子的鉴定方法、转录因子调控功能的鉴定

方法、转录因子调控网络的构建方法以及转录因子调控基因的验证方法等 4 个方面进行综述，为

细菌转录因子调控功能的分析与验证提供了新策略与新思路。
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Abstract: Transcription factors are essential for the survival of bacteria, and revealing their 
functions is conducive to the development of antimicrobials, industrial applications, and 
environmental protection. At present, there are many methods and strategies for the research on 
transcription factors, which have been developed rapidly in the fields of bioinformatics and 
molecular biology. This paper summarizes the methods for identifying unknown transcription 
factors, unveiling the regulatory functions of transcription factors, constructing regulatory networks 
of transcription factors, and validating the regulatory genes of transcription factors. This review 
aims to provide new strategies and new ideas for the analysis and verification of the regulatory 
functions of bacterial transcription factors.
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细菌在面对不同的环境刺激时会调控相关

靶基因的表达，从而使体内代谢过程适应环境

刺激。每种细菌中都含有多种转录因子，而细

菌转录调控是其确保自身繁殖与生存的主要机

制之一[1-2]。根据调控范围的不同，转录因子可

分为全局转录因子(global transcription factor)和

局部转录因子(local transcription factor)[3]。目前，

关于转录因子调控机制的探索已经取得了较为

深入的进展，细菌转录因子的研究已成为热点

领域[4-5]。本文基于研究现状，综合阐述了细菌

转录因子调控功能的研究策略，以期为细菌转

录因子的研究提供思路(图 1)。

1　未知转录因子的鉴定方法　未知转录因子的鉴定方法

基因组序列信息的完善和生物信息学技术

的快速发展使生物信息学工具成为挖掘未知转

录因子的重要方法，高效识别转录因子对研究

其调控功能至关重要[6]。

1.1　序列比对与 PFAM 数据库分析获取

转录因子

序列比对是生物信息学中最常用的基本技

术之一，已成为对细菌中潜在的转录因子进行

分类和预测的绝佳工具。蛋白质家族 (protein 

family analysis and modeling, PFAM) 数 据 库

(http://pfam.xfam.org/)是一个汇总并归类蛋白质

家族的生物信息学数据库，用于分类和分析蛋

白质家族的结构和功能；该数据库使用隐马尔

可夫模型对蛋白质家族的序列进行建模，并利

用序列比对方法预测目标序列的蛋白质家族分

类；除此之外，PFAM 数据库可与其他生物信息
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学 数 据 库 ， 如 UniProt 数 据 库 (https://www.

uniprot.org/)、InterPro 数据库(https://www.ebi.ac.

uk/interpro/)、PDB 数据库(https://www.rcsb.org/)

等进行数据整合，以便进一步了解蛋白质家族

的背景和应用[7]。PFAM 数据库中收录了一些全

局转录因子蛋白家族的信息，例如 GntR 家族蛋

白、FIS 家族蛋白等，可以通过该数据库查询未

知转录因子的家族分类及 PFAM 数据库注释、

结构域等信息，初步了解其是否可能为全局转

录因子。PFAM 数据库因物种覆盖广、定期更

新、信息全面等优点广泛运用于转录因子的挖

掘与鉴定[7]。

首先从 NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/)中获得原核生物基因组，从 DBD 数据

库(http://www.transcriptionfactor.org)、RegulonDB

数据库(https://regulondb.ccg.unam.mx)、DBTBS

数据库(http://dbtbs.hgc.jp)等转录调控数据库中获

取具有实验证据的转录因子数据集[8-10]。然后使

用 Proteinortho 程序(http://www.bioinf.uni-leipzig.

de/Software/proteinortho/)与转录因子数据集进行

序列比较，识别与鉴别转录因子同源蛋白[11]。

同时，使用 PFAM 数据库中人工整理的与 DNA

结合相关的模型扫描基因组序列，检索与基因

调控有关的蛋白质[6]。2020 年，Flores-Bautista

等[12]利用 PFAM 数据库分析等方法确定细菌和

古细菌中的转录因子库。

1.2　蛋白质结构域分析预测转录因子

转录因子中的 DNA 结合结构域主要包括螺

旋-转角-螺旋、锌指结构、碱性-亮氨酸拉链等

类型，约 80% 的转录因子包含螺旋-转角-螺旋

结构域，这些特征已被用于预测转录因子[12]。

识 别 螺 旋 - 转 角 - 螺 旋 结 构 的 经 典 程 序 是

Dodd-Egan 程序，同时可以配合局部序列比对

检索基本工具 (basic local alignment search tool, 

BLAST)，以排除与基因调控功能无关的蛋白

质[13]。2015 年，Reuter 等[14]运用基因组序列分

析和结构域分析，在空肠弯曲杆菌(Campylobacter 

jejuni)中发现保守的 Per-Arnt-Sim (PAS)结构域，

进一步分析表明菌体包含具有螺旋-转角-螺旋

结构域的转录因子，并对其功能进行研究。

可以利用 BLASTp 工具(https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=

BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)搜索同源蛋

白，进一步通过 InterPro 数据库和 MotifFinder

图1　研究细菌转录因子调控功能流程图

Figure 1　Schematic flowchart of researching the regulatory functions of bacterial transcription factors.
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工具(https://www.genome.jp/tools/motif/)分析未知

转录因子的蛋白家族；2022 年，Li 等[15]通过

BLASTp、InterPro 数据库和 MotifFinder 工具分

析发现副溶血弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)中

HutC 属于 GntR 全局转录因子蛋白家族，并研

究了其调控功能。此外，还可以通过构建系统

发育树的方法研究局部转录因子。2024 年，

Abd-El-Haleem[16]通过构建系统发育树等方法鉴

定了局部转录因子 AraC 的同源基因，并研究了

其功能。

1.3　深度学习模型探寻转录因子

转录因子种类繁多，对于与已知转录因子

不具有同源性的未知转录因子，预测难度较大。

DeepTFactor (https://bitbucket.org/kaistsystemsbio 

logy/deeptfactor)是基于深度学习模型的转录因子

预测工具，它采用具有 3 个并行子网络的卷积

神经网络(convolutional neural network, CNN)[17]。

与其他转录因子预测工具相比，DeepTFactor 工

具表现出更高的预测性能，面对以前未见过的

序列数据，深度学习模型表现更好，而且预测

转录因子的速度也更快[17]。

2　转录因子调控功能的鉴定　转录因子调控功能的鉴定

方法方法

细菌转录因子的功能复杂多样，涵盖了多

种生物学过程，对生物体的生存至关重要。转

录因子的功能不仅与转录因子本身有关，还与

相邻基因编码的蛋白相关[12]。因此，可以对转

录因子进行体内失活和过表达，通过表型变化

或生理生化特性改变的分析，直观地了解该转

录因子可能的调控功能。同时，通过对相邻基

因编码的蛋白功能分析，推测该转录因子可能

的功能，为后续解析调控网络奠定基础。

2.1　转录因子体内失活与过表达

通过观察缺失转录因子后的生物学表型和

生理变化，能够深入探索该转录因子的功能，

并进一步揭示转录调控作用。全局转录因子和

局部转录因子皆可用此方法探究其调控功能。

在细菌中，常用的基因敲除技术有 Red 同源重

组技术、自杀质粒载体敲除技术和 CRISPR/Cas9

技术[18]。这 3 种方法均通过非同源末端或同源

末端修复机制诱导 DNA 双链断裂来替代靶基

因[18]。通过将含有高效调控表达元件和目的转

录因子的载体转入缺失株中，可以实现转录因

子在体内的过表达。观察转录因子缺失株和过

表达菌株的生物学表型变化，并分析两者之间

的内在关系，可以推测该转录因子在体内发挥

的功能与作用。2022 年，Zhao 等[19]通过基因敲

除 等 技 术 观 察 丁 香 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

syringae) OmpR-like 转录因子缺失株和过表达菌

株的生物学表型，探究了其生物学功能和转录

调控机制。

2.2　相邻基因编码蛋白的功能分析

在细菌的进化过程中，具有相似功能的基

因会在基因组上趋向于共同定位并协同工作，

从而增强细菌应对环境变化的能力。编码转录

因子的基因和靶基因通常以相反的方向转录，

例 如 LysR 家 族[20]。 2020 年 ， Flores-Bautista

等[12]通过 PFAM 数据库的功能注释，对转录因

子编码基因的相邻基因功能进行评估，发现

MarR 家族成员与对药物、压力和非生物刺激反

应的相关基因相邻，这一发现支持了 MarR 家族

在适应性和抗药性方面的作用；同时，通过蛋

白质序列比较和毒力因子数据库分析发现，包

含高比例毒力蛋白的 OmpR 家族和 FIS 家族的

相邻基因也与毒力相关。

3　转录因子调控网络的构建　转录因子调控网络的构建

方法方法

高通量测序技术被广泛应用于转录因子调

控功能的研究，其中染色质免疫沉淀测序

(chromatin immunoprecipitation sequencing, 

ChIP-seq)技术和转录组测序 (RNA sequencing, 

RNA-seq)技术深受研究者的青睐。ChIP-seq 和
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RNA-seq 均 基 于 下 一 代 测 序 (next generation 

sequencing, NGS)技术，通过结合 RNA-seq 数据

与 ChIP-seq 数据可以高效识别转录因子与其候

选基因的结合位点，从而构建复杂的调控网

络[21-22]。近年来，蛋白组学技术，如质谱技术

(mass spectrometry, MS)也被运用于细菌转录因

子的研究。

3.1　转录组测序技术

转录组是指细胞中所有由基因转录产生的

RNA 的总和，其相对丰度反映了在特定发育阶

段或生理条件下相应基因的表达水平[21]。由于

具有高通量、高灵敏度和广泛的检测范围等优

势，该技术已成为研究生物分子机制的重要工

具，尤其在批量筛选与挖掘功能基因方面发挥

着独特的优势[23]。可以通过火山图、散点图、

热图、维恩图和主成分分析(principal component 

analysis, PCA)图来可视化差异表达基因的结果，

并利用基因本体论(gene ontology, GO)分析和京

都基因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes, KEGG)分析，挖掘差异基因

富集的信号通路，进而揭示潜在的调控网络。

2020 年，Wang 等[24]通过 RNA-seq 分析揭示了

全局转录因子 GntR 家族 MpaR 的调控功能，完

善了转录因子 MpaR 的调控网络。2023 年，Sun

等[25]通过 RNA-seq 分析揭示了类鼻疽伯克霍尔

德 氏 菌 (Burkholderia pseudomallei) 转 录 因 子

SapR 对 Sap1 的调控作用，完善了 SapR 的调控

网络。

3.2　染色质免疫沉淀测序技术

ChIP-seq 是一种在全基因组范围内分析 DNA

结合蛋白、组蛋白修饰或核小体的技术[26]。染

色 质 免 疫 沉 淀 (chromatin immunoprecipitation, 

ChIP)法用于富集与特定蛋白质或核小体结合的

DNA 片段，通过与下一代测序结合，可以将 ChIP

捕获的 DNA 片段进行高效的可视化分析[26]。可

以使用 DAVID 数据库 (http://david. abcc. ncifcrf.

gov/)对基因组进行注释，将 ChIP-seq 实验获得

的峰位与已知的基因组注释信息进行比较，然

后利用 GO 分析和 KEGG 分析，之后使用

STRING 在 线 工 具 (https://cn. string-db. org/) 和

Cytoscape 软件等工具构建可视化的调控网

络[27]。2022 年，Liang 等[28]利用 ChIP-seq 揭示了

恰菲埃里希氏体(Ehrlichia chaffeensis)全局转录

因子 CtrA 在抵抗氧化应激方面的作用。2022 年，

Rivas-Solano 等[29]通过 ChIP-seq 发现马耳他布鲁

氏菌(Brucella melitensis)双组分系统 BvrR/BvrS

的直接调控靶点，这对于阐明马耳他布鲁氏菌

如何调控其生理反应至关重要。ChIP-seq 具有

高灵敏度、高分辨率、高灵活性等优势，被广

泛运用于转录因子的研究，但其局限性在于需

要 ChIP 级的高特异性抗体，否则易出现假阳

性，不利于后续实验[30]。此外，ChIP 可能会忽

略远端相互作用[31]。

3.3　质谱技术

质谱技术是蛋白质组学的核心技术之一。

与转录组测序技术和染色质免疫沉淀测序技术

相比，蛋白质组学技术可以在蛋白质水平上反

映转录因子的调控功能，可能涉及基因的转录

后调控、转录调控复合物的组成分析、蛋白质

的翻译后修饰等。然而，蛋白质组学的数据精

确度和数量可能比转录组学数据低，因为现有

技术无法检测到细胞内一些表达丰度低的蛋白

质[32]。可以使用 DAVID 数据库对差异表达的蛋

白质进行 GO 分析和 KEGG 分析，并使用 R 语

言软件中的 GOplot 包对结果进行可视化，然后

通过 STRING 在线工具预测蛋白质的相互作用，

利用 Cytoscape 软件绘制蛋白质相互作用的可视

化网络图[33]。2021 年，Li 等[34]利用质谱技术阐

述 了 转 录 因 子 SlyA 在 调 节 嗜 水 气 单 胞 菌

(Aeromonas hydrophila)生理功能中的重要性。

3.4　组学联合分析

RNA-seq 能够筛选出转录因子调控的基因，

但无法直接判断其是否通过直接结合的方式调

控基因表达；而 ChIP-seq 能够检测到转录因子
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的具体结合序列，但无法确认是否真正调控相

应基因的表达[35]。因此，将 RNA-seq 数据与

ChIP-seq 数据联合分析，通过分析转录因子结

合位点与基因表达水平之间的关系，可以明确

哪些基因受到目标转录因子的直接调控，并揭

示这种调控如何影响基因的表达水平，从而更

有利于探索基因的调控关系，构建复杂的调控

网络。首先，可以根据 ChIP-seq 的峰值数据确

定转录因子结合位点的位置，分析其是否位于

基因启动子等关键区域，以及是否与基因表达

水平相关。其次，根据 RNA-seq 数据筛选出在

特定实验条件下表达量显著变化的基因，并

结合 ChIP-seq 数据及在线工具如 MEME 工具

(http://meme-suite.org/)进行预测，分析这些基因

中是否存在转录因子结合位点。最后，对与转

录因子结合且差异表达的基因进行功能富集分

析，挖掘这些基因参与的信号通路，进而构建

调控网络。2016 年，Lobel 等[36]利用 RNA-seq

和 ChIP-seq 证明全局转录因子 CodY 调控单核

增生李斯特氏菌 (Listeria monocytogenes)代谢、

运动和毒力等生物学过程。2024 年，Gerges

等[37]利用 RNA-seq 和 ChIP-seq，阐明转录因子

Lsr2 在脓肿分枝杆菌(Mycobacterium abscessus)

中的分子作用，揭示 Lsr2 的多效调控作用。

基因和蛋白质的表达信息可以更清晰地反

映 细 菌 体 内 的 生 理 特 征 ， 因 此 联 合 分 析

RNA-seq 和质谱 2 种组学技术能够更好地分析

转录因子在 mRNA 和蛋白质水平的调控功

能[38]。2019 年，Liu 等[39]联合分析转录组学和

蛋白质组学的数据，揭示了荧光假单胞菌

(Pseudomonas fluorescens)转录因子 RpoS 在食物

腐败中的作用。

4　转录因子调控基因的验证　转录因子调控基因的验证

方法方法

高通量大规模测序可以快速获取大量的基

因数据，但不同样本之间的测序差异可能导致

错误，因此需要运用检测蛋白-DNA 相互作用的

技术进行验证。可以根据表型分析以及组学联

合分析的结果，选取感兴趣通路中的靶标基因

进行验证。以下列举的 4 种方法均适用于全局

转录因子和局部转录因子。

4.1　凝胶滞缓实验

凝胶滞缓实验 (electrophoretic mobility shift 

assay, EMSA)是一种体外检测蛋白质-核酸相互

作用的实验。进行该实验时，先将纯化的蛋白

质和核酸探针混合孵育，然后通过非变性的聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质-核酸复合物和游

离的核酸片段[40]。如果蛋白质和目的探针发生

相互作用，则会由于复合物分子量变大，导致

其在电泳时迁移速度减慢，从而在自由探针条

带后出现结合带型[41]。为了保证实验结果的准

确性，通常会设置梯度实验和竞争型实验。

2020 年 ， 本 课 题 组 Li 等[42] 通 过 RNA-seq、

EMSA 等方法发现 FlhF 直接结合鞭毛合成基因

flgI、rpoD、flgS 和 fliA 的启动子，探索 FlhF 与

鞭毛合成基因之间的新相互作用。2023 年，

Xiao 等[43]运用 EMSA 等方法证实了调控因子

ComE 调控 regR 的转录表达。

EMSA 因其简单易行、灵敏度高、直观等

特点，被广泛应用于研究转录因子与核酸的体

外结合，但 EMSA 也具有局限性，比如不能鉴

定复合物中的蛋白质、不能检测蛋白与 DNA 的

具体结合序列、电泳时间过长会导致复合物解

离等[40]。因此，常用其他方法与 EMSA 联合

验证。

4.2　DNase 足迹法

脱氧核糖核酸酶(deoxyribonuclease, DNase)

足迹法可以检测蛋白质和核酸的结合位点，常

与 EMSA 方法结合应用于体外转录因子结合位

点的探究。在该方法中，用适量的 DNase 消化

蛋白质-核酸探针复合物，由于蛋白质与核酸片

段的结合位点不会被 DNase 降解，所以酶切后

结合位点的片段会被保留，即“足迹”[44]。通过
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变性的聚丙烯酰胺凝胶图分析，在显影后蛋白

结合位点对应的位置不会有放射性标记的

条带[45]。

与 EMSA 技术相比，DNase 足迹法可以精

准地展示蛋白质与核酸片段的结合位点，且能

精确到单个碱基，并能比较结合蛋白与其多个

结合片段的亲和力，但也存在缺点，比如对蛋

白的纯度和浓度要求很高、需要摸索 DNase 的

最佳使用浓度、需要特殊设备和原材料等[46]。

2020 年，Palombo 等[47]利用 DNase 足迹法证明

转录因子 HspR 和 HrcA 共同调控主要热休克基

因的表达。2021 年，Kelley 等[48]通过 DNase 足

迹法证明转录因子 HeuR 能够结合 ridA 的启动

子区域。2021 年，Park 等[49]用 DNase 足迹法证

明转录因子 CosR 结合 perR 的启动子区域，为

空肠弯曲杆菌氧化应激防御调控机制的研究提

供新的见解。

4.3　LacZ 报告基因融合实验方法

LacZ 报告基因是一种外源基因，其编码产

物 β-半乳糖苷酶能够催化半乳糖苷键的水解，

将底物 X-gal 分解为蓝色的产物。可以将 LacZ

报告基因插入目的基因启动子下游，通过测定

β-半乳糖苷酶的活性来检测体内启动子的转录活

性，从而揭示基因调控的细节[50]。

LacZ 报告基因具有操作简单、高灵敏度、

易检测、不需要使用放射性同位素等优点，被

广泛应用于基因表达调控的研究。2022 年，

Long 等[51]运用 LacZ 报告基因融合实验方法、

EMSA 等技术证明铜绿假单胞菌(Pseudomonas 

aeruginosa)转录因子 LfsT 通过结合 gp71 和几个

重要噬菌体基因的启动子区域，抑制噬菌体

PP9W2 的溶原发育，从而促进噬菌体的裂解周

期。2023 年，Li 等[52]运用 LacZ 报告基因融合

实验方法等技术证明副溶血弧菌转录因子 QsvR

和 OpaR 协同间接激活 cpsS 和 cpsR 的转录，完

善了副溶血弧菌生物膜形成的调控网络。

4.4　ChIP-qPCR

ChIP-qPCR 是一种将染色质免疫沉淀与定

量聚合酶链式反应相结合的实验方法。在转录

因子的研究中，可通过设计 qPCR 引物来验证候

选靶基因上的结合位点[53]。该方法的具体步骤

包括：首先固定并随机切断细胞中的染色质，

形成蛋白质-DNA 复合物；随后利用特异性抗体

识别并沉淀这些复合物，从而富集转录因子结

合的 DNA 片段；最后通过 qPCR 对这些富集的

DNA 片段进行定量分析，以此研究蛋白质与

DNA 的相互作用[54]。

ChIP-qPCR 具有高灵敏度和特异性的特点，

且成本相对较低，但其引物设计比其他 qPCR 引

物设计更为复杂[55]。2019 年，Liu 等[56]通过

DNase 足迹法和 ChIP-qPCR 等方法证实了天蓝

色 链 霉 菌 (Streptomyces coelicolor) 转 录 因 子

MacR 的靶基因结合位点。2023 年，Zhang 等[57]

证明嗜水气单胞菌转录因子 ORF02889 直接调控

corC 的启动子，揭示了其生物学功能。

5　展望　展望

细菌转录因子的研究方法在多个领域都取

得了迅速发展，但仍存在一些问题有待解决。

首先，生物信息学技术广泛应用于破译复杂且

动态的转录调控网络，但由于缺乏标准化的计

算模型，可能导致不准确的预测数据集，进而

产生错误的转录调控模型。此外，预测工具在

可应用物种方面存在一定局限性，且预测转录

因子结合位点的深度学习模型和基于机器学习

的算法有待优化，缺乏深入理解，相关的在线

工具也较少。其次，细菌转录因子具有多重调

控功能，而每种分子生物学技术都存在局限性，

例如非特异性结合、实验技术要求较高、受到

体内复杂环境的限制等。综上所述，细菌转录

因子的研究领域仍有很大的发展空间。未来可

从模型设计、数据源和数据分辨率等方面优化

深度学习模型的性能，改进卷积神经网络的功
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能，整合多层网络结构开发混合模型，并开发

更多在线预测工具。此外，利用实时成像技术

和分子探针技术动态监测与分析转录因子在体

内的活性和分布情况，揭示其在不同生理或病

理状态下的时空变化，也是重要的发展方向。

相信在不久的将来，随着互联网技术和分子生

物学技术的不断发展，人工智能与成熟的实验

技术相互配合，有望实现动态模拟和预测调控

网络的变化、自动化联合分析多组学数据等功

能，为转录因子的研究提供新途径和巨大的便

利，从而推动生物学领域的发展。
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