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【论文概述】

1984 年，为了理解生命的基本原则，可自主生长的最小细胞即支原体被用作模型探究。

1995 年，我们报告了首个完整的细胞基因组序列（嗜血杆菌，1815 个基因；生殖支原体，

525 个基因）。通过比较这些序列，我们发现了一组保守的、大约 250 个必要基因的核心成

分，而这一核心组件比其中任一基因组都要小。1999 年，我们引入了全局转座子诱变方法

并且通过实验证明生殖支原体中含有许多对于生长并不必要的基因，尽管它是在自然条件下

发现的能够自主增殖、且具有已知最小基因组的细胞。这表明，人工合成一个比自然条件下

都要小的细胞使有可能的。现在，全基因组可通过化学合成寡核苷酸得到，且将其导入一个

受体细胞环境中即可获得可存活细胞。我们使用了全基因组设计与合成的方法来解决最小化

细胞基因组的问题。

1）基本原理

从获得首个基因组序列开始，大量工作一直通过比较基因组的方法，在各种细菌模型中

鉴别非必要基因和明确保守基因功能核心组。通常，有多个基因产物可提供一种特定的必要

功能。在这种情况下，承担这些功能的基因都不是必要的，并且任一基因并非都必需被保留

下来。因此，这些方法并不能仅靠它们的结果来鉴明足以组成一个可生活基因组的一组基因。

我们从设计并建造一个基因组出发，继而测试其可行性来实验性地简明一个最小细胞基因组。

我们的目标仅为单个简单细胞，因此我们可以确定每个基因的分子和生物学功能。

2）结果

我们通过全基因组设计与合成，将丝状支原体 JCVI-syn1.0 的 1079 个碱基对的基因组最

小化。根据现存分子生物学知识与有限的转座子诱变数据建立的首个设计并不能产生可生存

细胞。优化后的转座子诱变揭示了一组健壮生长所需要的准必要基因，这恰恰解释了我们首

个设计的失败。再经由三个设计、合成和检测的循环并保留准必要基因，我们得到了



JCVI-syn3.0（531kbp，473 个基因）。该细胞的基因组比任何天然可自主复制的细胞都要小。

JCVI-syn3.0 增殖一次所需的时间约为 180 分钟，且产生的菌落表型与 JCVI-syn1.0 的相似，并

且在纤维检测中表现出多态性。

3）结论

最初最小细胞的概念看起来是相当简单的，但如深究，则它的概念变得更为复杂。除了

必要基因和非必要基因外，细胞中同时也存在准必要基因。这些准必要基因对于细胞生活性

并非绝对必要，但对于健壮生长则是不可或缺的。因此，在基因组最小化的过程中，我们需

要在基因组的大小和生长速率中找到一个平衡点。JCVI-syn3.0 是一个接近可行的最小细胞基

因组，在小基因组与可行的实验生物生长速率中达到了一定的平衡。它保留了几乎所有涉及

到大分子合成与加工的基因。意外地，它依旧含有 149 个未知生物学功能的基因，表明仍有

一些生存必需的基因功能未被发现。JCVI-syn3.0 是一个可被用于调查生命的核心功能和探究

全基因组设计的通用（versatile）的平台。

四个产生 JCVI-syn3.0 的设计-合成-检测循环

(A) 基因组设计，在酵母中进行合成、克隆以完成建造，通过基因组移植检测可行性的循环。在每个循环

后，基因的必要性被通过全局转座子诱变极性重新评估。

(B) JCVI-syn1.0（外侧蓝环）与 JCVI-syn3.0（内侧红环）的比较，通过相分离的 8 个片段显示。外侧环内部

的红色条形代表的是 JCVI-syn3.0 中保留的区段。

(C) 一簇 JCVI-syn3.0 细胞，显示其不同大小的球形结构（比例尺，200nm）。

【论文正文】

摘要

我们用全基因组设计和完整的化学合成来减小最小的含有 1079kb 碱基对的合成基因组，

丝状支原体 JCVI-syn1.0。最初基于分子生物学与转座子诱变体有限数据信息的设计未能成功

产生可存活的细胞。改善后的转座子诱变技术揭示了一类旺盛生长所必须的准必要基因

（quasi-essential），这类基因解释了我们最初设计失败的原因。保留准必要基因后，三轮设

计、合成和测试的循环创造出了 JCVI-syn3.0（包括 531kb 碱基对，473 个基因），它的基因



组比自然界中为人所知的任何可以自主复制的细胞都要小。出乎意料的是，它还包含了 149

个功能未知的基因。JCVI-syn3.0 提供了一个研究生命核心功能和探究全基因组设计的多功能

性平台。

前言

细胞是生命体的最基本单位。可以认为基因组序列是细胞的操作系统，它包含了编码所

有细胞功能的基因，而这些又决定了细胞的化学、结构、复制以及其他性质。每个基因组既

包含了所有生命体中普遍存在的基因，也包含了物种自身特有的基因片段。基因组的表达依

赖于细胞壁的功能，同时，细胞壁的性质又由基因组编码的结构来决定。基因组可以被看作

软件，而 DNA 序列让软件序列能够被读取。1984 年，Morowitz 提出了能够自主生长的最小

细胞——支原体，并认为它是研究生命基本原理的模型（1）。他的提出的一个关键的早期步

骤是对支原体基因组进行测序。而在 1995 年，人们第一次完成了对生殖支原体基因组的测

序（2）。即使已经知道了这一序列，破解操作系统仍然是一项艰巨的任务。

长期以来，我们对在实验室的理想条件下通过删除对细胞生长不重要的基因来简化细菌

细胞的基因软件很感兴趣，这有助于了解所有生命体必要的基因的分子与生物学功能。大多

数细菌细胞为了能够存活，必须要能够适应不同的环境。典型的且研究较多的细菌，如枯草

芽孢杆菌和大肠杆菌，携带 4000-5000 个基因。它们因为携带了许多在一些特殊环境下能够

提供特殊功能的基因而有很强的适应性。然而，有些细菌生长环境严格，并在进化过程中已

经经历了基因组减少，所以他们已经丢失了在这一稳定环境下所不必要的基因。支原体仅在

动物寄主营养丰富的环境下生存，其拥有已知的能够自主复制细胞的最小基因组。比较最早

两个被测得的基因组序列，流感嗜血杆菌[1815 个基因(3)]和生殖支原体[已知的最小支原体

基因组; 525 个基因(2)]，可知共同的核心基因只有 256 个，比两者的基因组都要小得多。这

被认为是生命体所需的最小基因。

1999 年，为了将这一比较研究进行实验测试，我们引入了全局转座子诱变法(5)。通过

这一方法，我们分出了生殖支原体中的 150 个非必要基因，并预测了 375 个必要基因。这些

结果表明创造一个比自然界中任何基因组都要小的最小基因组是可能成功的，但是这一最小

基因组比 256 个共同基因要大。在那时，我们打算构造并验证一个基于盒式的最小人造基因

组(5)。在那之后，我们为了达到这一目的建造了工具，开发了一种化学合成生殖支原体基

因组的方法。但是生殖支原体的生长速度很慢，所以我们转用生长更快速的丝状支原体来设

计最小基因组。我们优化了基因组转移的方法，使丝状支原体的基因组可以以独立 DNA 分

子的形式转入到一个新的种，山羊支原体，的细胞中(8,9)。这一过程中，山羊支原体的基因

组丢失，细胞中仅含有转入的外源基因组。在 2010 年，我们报道了 M. mycoides JCVI-syn1.0

基因组[1,078,809bp(10); 以下缩写为 syn1.0]的完整的化学合成以及组装合成途径。除了几个

水印标记与靶标序列以外，这个基因组几乎与野生型丝状支原体的基因组完全相同。



之前的一系列连续的序列缺失实验成功减小了细菌基因组，比如大肠杆菌和枯草芽孢杆

菌(11,12)。每次缺失后，他们的生存能力、生长速度和一些其他表型都会发生改变。与这种

方法相反，我们开始设计一个最小基因组，并对之进行构建与测试。最初，基于现有的转座

子诱变和缺失数据以及已有文献中报道的分子生物学相关知识，我们设计了一个最小基因组

（hypothetical minimal genome, HMG）。

我们将基因组分为八个片段设计，其中的每个片都都可以被独立的在其他 7/8个 syng1.0

基因组（即，完整的的 7/8 的 syn1.0 基因组）中测试其存活性。最初设计的 HMG 八个片段

中，只有一个片段的基因组区域是可存活的。在对全局转座子诱变方法进行改进之后，我们

能够确切地将基因分类为必要或不必要基因，并确定旺盛生长所必需的但不是绝对必要的准

必要基因[见图 S1-S4(9); 肺炎支原体中也有类似的结果(15)]。我们还建立了从基因组设计中

除去基因而不干扰其他基因表达的规则。在构建 syn1.0 的过程中，我们创建了一种将新的

基因组构建为酵母的着丝粒质粒的新方法，并将它们转入山羊支原体受体细胞中来检测它们

的生存力和其他表型性状。这里所提到的改进方法以及实验方法组成了设计-构建-测试(DBT)

循环（见图 1）。

这篇文章中，我们报道了一个由 531kbp 的合成基因组控制的新细胞，并命名为

JCVI-syn3.0（缩写为 syn3.0），它编码 438 个蛋白质和 35 个注释的 RNA。这是最接近于最小

细胞的结构，基因组大小比生殖支原体更小，倍增速度大约是生殖支原体的 5 倍。

图 1 细菌基因组的 JCVI DBT循环。在每个循环中，就像构建一个酵母菌的着丝粒质粒一样来构建基因组，

然后通过移植将基因组导入一个山羊支原体受体。在这个研究中，我们最主要的设计目标是基因组的最小

化。从 syn1.0 开始，我们通过移除非必要基因（用全局 Tn5插入法鉴定）设计了一个简化基因组。八个减

小了的片段均在一个 7/8 的 syn1.0 基因组环境内进行检验，然后和其他减小的片段结合。在每个循环中，



被减少了的最小可存活基因组以及可健壮生长的 syn1.0 的片段上基因的必要性都会用 Tn5诱变进行重新评

估。

结果

1. 基于原有知识设计的 HMG 不能产生可存活细胞

第一次试验，我们以 syn1.0(10)为基础，结合生物化学论文中的知识以及转座子诱变数

据来设计一个合理可行的最小细胞。被转座子插入后不会影响细胞存活力的基因被称为不必

要基因。向 syn1.0 基因组中插入约 16,000 个 Tn4001 和 Tn5 转座子后，我们发现 440 个不必

要基因并将它们从 syn1.0 的基因组中敲除。最后得到的 HMG 有 483kbp，其中包括 432 个蛋

白基因和 39 个 RNA 基因（数据库 S1 罗列了具体的基因列表）。

在设计 HMG 的过程中，我们制订了一套在整个项目中使用的删除规则：（i）总的来说，

每个不必要基因的整个密码子区域都被删除，包括起始与终止密码子（例外情况如下所述）。

（ii）当含有多于一个连续基因的基因簇被删除时，则基因簇内的基因间区也同时被删除。

（iii）保留被删除的基因或者基因簇两端的基因间隙。（iv）如果待删除的基因与要保留的基

因部分重复，则保留该部分重复基因。（v）如果待删除的基因部分包含保留基因的核糖体结

合位点或者启动子，则该段基因部分被保留。（vi）当两个基因单独发生转录时，我们假设

两者之间的基因间区包含两者转录的启动子。（vii）当删除基因会导致转录融合，且不存在

双向终止子时，插入双向终止子。

由于设计可能存在缺陷，我们将基因组分为 8 个可以独立合成、测试，且含有重叠部分

的片段。先前我们用这种方法找到了 syn1.0 构建体中的一个致死点突变(10)。如前所述，这

八个设计合成的片段在 syn1.0 中都有对应的片段。这样我们可以将未测试片段与可存活的

syn1.0 片段进行对应单片段或特定组合混合匹配(16, 17)。此外，八个靶标片段中的每一个都

通过重组酶介导的盒式交换法[RMCE; (18)](图 S10)转入到 7/8 的 syn1.0 环境中。在所得的酵

母菌株（图 S9 和表 S12）中，特殊的限制性位点（NotI 位点）位于每一个 HMG 或者 syn1.0

片段的两端（9）。转入后，我们获得了带有所有可存活 HMG 片段（侧接 NotI 位点）的支原

体菌株的和其他八个支原体菌株，每个都携带一个 syn1.0 片段（侧接 NotI 位点）。这加快了

1/8 的基因组片段的产生，因为它们可以从细菌培养物中回收，而细菌培养物产生的 DNA

比酵母产生的产量更高且质量更高（9）。全部 8 个 HMG 片段在 syn1.0 环境中进行了测试，

但是仅有一个片段设计能够得到可存活、生长能力弱的菌落（HMG 片段 2）。

可能我们从 HMG 的实验中得到的最有价值的，是通过错误纠正程序改进了半自动 DNA

合成方法。之前我们开发了多种从寡核苷酸衍生到整个染色体的 DNA 合成和组装方法。在

这项工作中，我们优化了方法，可以从半自动 DNA 合成途径中的重叠寡核苷酸开始，快速

生成无差错的大型 DNA 构建体。这一方法严格遵守以下协议：（i）从重复的寡核苷酸开始

的 1.4kbp DNA 碎片的大量单次反应，（ii）去除综合误差、简化大量单次反应和无错 7-kbp

盒克隆（iii）能够在一次反应中同时鉴定数百个无错克隆的盒序列检验，以及（iv）酵母大



质粒 DNA 的滚环扩增法（RCA）。以上这些方法都大大提高了 DBT 循环的运行速度（9）。

图 2 以 HMG 为例，说明了我们用来进行全基因组合成与组装的常用方法。从 DNA 序列

设计开始，为了构建重复的寡核苷酸序列，我们建立了自动化基因组合成协议（9）。简言之，

软件参数包括了装配阶段的数目、重复序列的长度、最大的寡核苷酸大小和促进聚合酶链反

应（PCR）扩增或克隆和分层 DNA 组装的附加序列。在单个反应中，将 48 个寡核苷酸合并、

组装并扩增从而产生 1.4kbp 的 DNA 片段（图 S12 和 S13）（9）。这些 1.4kbp 的 DNA 片段随

后进行错误修复、再扩增、每次装配 5 个片段并将之转入到大肠杆菌中。在 DNA 测序仪

（Illumina MiSeq）上检测无错 7kbp 盒，并将 15 个盒在酵母中组装合成 1/8 的分子。超螺旋

质粒 DNA 从结果呈阳性的酵母克隆中被筛选出来，RCA 被用于酵母中全基因组组装所需的

微量 DNA 的合成（图 S14 至 S16）。该全基因组合成工作过程可以在三周内完成，比 2008

年第一次报道合成的细菌基因组（由我们团队完成）快两个数量级（7）。

图 2 全基因组合成策略。设计有重叠的寡核苷酸，进行化学合成，并且组装成 1.4kbp 的片段（红色）。在

误差校正和 PCR扩增之后，五个片段被组装成 7kbp 的盒（蓝色）。序列检测盒后，将其在酵母菌内组装得

到 1/8个分子（绿色）。RCA 扩增这八个分子，然后在酵母菌内重组得到完整的基因组（橙色）。

2. Tn5转座子诱变鉴定了必要、准必要和不必要基因

从我们的 HMG成功的设计中可以清楚地看到，我们需要更好地了解哪些基因是必要的、

哪些是不必要的。为了达到这一目的，我们用了 Tn5转座子诱变（图 S1）。最初的 Tn5 诱变

图谱是通过将 988bp 微型 Tn-5 嘌呤霉素抗性转座子（图 S1）（9）转入 JCVI-syn1.0 的△RE △

IS 细胞[它们全部的限制酶（RE）基因和 6 个插入（IS）元件被除去; 表 S6]的方法建立的。

在含有 10mg/ml 嘌呤霉素的琼脂平板上选择转化的细胞。平板上总共生长出约 80,000 个单



Tn5 转入的转化子。对这个”P0”库中提取的 DNA 样品用反向 PCR 以及 DNA 测序技术进行机

械剪切及 Tn5 插入位点的分析。P0 的数据建立了约 30,000 个独立的插入位点。为了去除生

长缓慢的诱变细胞，将 P0 库中的细胞连续传代培养 40 多代，为了构建“P4”数据库，制

备 DNA 并测序，这个数据库包含约 14, 000 插入位点。(图 S2)

基因可以分为三大类：（i）从未被命中的基因，或在 20％的 3’末端或 5'末端前几个碱基

中被偶尔命中的基因，被分类为必需基因 （“e-genes”）（5）（ii）被 P0 和 P4 转座子频繁命

中的靶标基因，被归类为非必需基因（“n-genes”）（iii）主要由 P0 插入而不是 P4 插入的基

因，被归类为半必要或准必要基因，删除这类基因会导致生长损失（“i-genes”）。 准必要基

因被破坏的细胞会经历连续的不同程度的生长损伤，从最小到最严重不等。为了区分这种生

长损伤连续性，我们将缺失后生长损伤最小的准必要基因定义为“in-genes”，而将生长缺陷

严重的那些定义为“ie-genes”。在 syn1.0 基因组的 901 个注释蛋白和 RNA 编码基因中，最

初，432 个被分类为 n-基因，240 个为 e-基因以及 229 个为 i-基因（图 3 的 A 和 B，和图 S3）。

图 3 用转座子诱变进行基因必要性分类。（A）基于 Tn5诱变数据的三种基因分类实例。syn1.0序列第 166,735

位到 170,077位被表达。基因 MMSYN1_0128（黄绿色箭头）有很多 P0 Tn5插入（黑色三角形），是一个准

必要基因（i-gene）。下一个基因即 MMSYN1_0129（亮蓝色箭头）无插入，是必要基因（e-gene）。最后一

个基因即 MMSYN1_0130 (灰色箭头)，在 P0（黑色三角形）和 P4代中（品红色三角形）都有插入，是非必

要基因（n-gene）。基因间的序列由黑色线条表示。（B）每个 Tn5诱变分类类别中 syn1.0 基因的数量。非必

要基因（n-gene）和 in-gene 都是候选的待删除基因。

P4 插入的 syn1.0 的图（图 S4）清楚地表明，非必要基因在基因簇中发生的频率远高于

我们预期的偶然发生频率。我们通过删除分析，证实了大部分非必要基因簇的删除不会使其

丢失存活力或者影响其生长速度（9）。单独的基因簇（或者有时单个基因）按照下述规律被

酵母 URA3 标记物代替。两端带有待删除基因的 50bp 序列通过 PCR 添加到 URA3 标记物的

末端，并将该段 DNA 插入到带有 syn1.0 基因组的酵母细胞中。在不含尿嘧啶的平板上筛选

克隆酵母，PCR 进行验证并通过转接验证其存活力。删除可以分为三类：(i)转接不成功，表

明删除的是一个必要基因；(ii)转接后生长率正常或接近正常，表明删除的是非必要基因；(iii)



转接后生长缓慢，表明被删除的是准必要基因。

包括所有 HMG缺失在内的大量缺失都分别进行了生存力测试并为后续的基因组缩减设

计提供了重要信息。在 HMG 设计时可获得的转座子插入数据全部都是从 P0 库中收集得到

的。因此，带有插入基因的基因包括了随后被判定为是准必要基因的非必要基因，所以一些

HMG 缺失体产生的菌落非常小或者不能存活。

与下述的 DBT 循环迭代的同时，我们还采用传统的序列删除方法来减小基因组。我们

对中等到较大的基因簇进行了逐步到无痕缺失（图 S8 和表 S11）（9），从而构造一系列更多

基因被去除的菌株。去除了 255 个基因和 357kbp DNA 的菌株 D22 生长速度类似于 syn1.0（表

S6）。 当我们发现每个 DBT 循环后合成的，重新设计的片段都可以更快的得到更小的细胞

时，我们便停止了这种方法。这些删除研究也有助于验证我们的最简删除规则。

3. 保留准必要基因可产生功能片段，但无法产生完整的功能基因组

为了优化 HMG 的设计，我们利用 Tn5 和上述的删除数据重建了一个基因组。这个重组

基因组（RGD1.0）是 syn1.0 的 50%删除简化版本，即是通过删除 90%非必要基因（表 S1）

得到的。在少数情况下，非必要基因被保留了下来：比如，如果这些基因的生化功能必要，

或它们是两个必要基因或准必要基因簇之间的唯一基因即被保留。为了保护删除区段上下游

的基因表达，我们沿用了 HMG 设计的规则。

RGD1.0 的 8 个片段以上文的方法进行化学合成得到，通过 RMCE 方法，在酵母体内将

每一个删减后的合成片段均插入至 7/8 syn1.0 背景中（图 S10 和表 S13）。每一个 1/8 RGD- 7/8

syn1.0 基因组随后便从酵母中移植出来，以测定其可行性。每一个删减后的片段均可以产

生可行的移植体；然而，片段 6 在最初的 6 天里仅能产生很少的菌落（colony）。在后续 6

天的培养过程中，出现了部分生长加速的细胞（图 S18）。我们对其中几个独立的快速生长

细胞进行了测序，并发现这些细胞中由于删除过程产生的转录终止子变异是不稳定的，且这

些转录终止子是由于其上游的非必要基因被删除后被迫与一个必要基因相连的（图 S19 和

S21）。另一种突变则是在必要基因前产生了连续的 TATAAT框（图 S20）。这阐明了基因删除

可能会导致表达错误，但同时，它也证明这些错误有时可通过后续自发的突变而修正。最终，

我们鉴别出了一个在先前设计的过程中被忽视且被错误地删除的启动子。当这一启动子根据

设计规则被补充进去后，具有设计合成的片段 6 的细胞即可快速生长。这一解决方法也被整

合入后续的设计中。

与含有各设计片段的细胞的生长情况相反，将所有 8 个 RGD1.0 片段（其中片段 6 为自

修复版本）整合入单一基因组中，如将其导入山羊支原体（M.capricolum），依然无法产生

可存活细胞（9）。随后，我们将 8 个 RGD1.0 片段与 8 个 syn1.0 片段混合，在酵母内形成组

合装配的基因组。我们获得了一部分完全重组的基因组，并且其中的 RGD1.0、syn1.0 的片

段组合是不同的。将其转移时，部分组合产生了可存活细胞（表 S7）。其中一个含有 RGD1.0



的片段 2、6、7、8 和 syn1.0 的片段 1、3、4、5（RGD2678）具有可接受的生长速度（105min

增殖一倍，而 syn1.0 的增殖速度为 60min），并在后续过程中被更详尽地分析。

4. 为了获得一个功能基因组，避免删除有必要功能的冗余基因对

在细菌中，多个基因行使某一特定必要或准必要功能是非常常见的。这些基因可能是同

源也可能不是。假定基因 A 和 B 均提供了某一必要功能 E1。当这两个基因被分别单独删除

时，并不会引起 E1 功能的丧失，因此通过单敲除研究，这两个基因均会被定义为非必要基

因。然而，如果它们被同时删除，细胞则会因为缺失 E1 功能而死亡。这种致死突变组合被

称为是合成致死对（synthetic lethal pair）（19）。必要功能的冗余基因在细菌基因组内是十分

常见的，尽管它们在诸如支原体一类的经历长期进化删减的生物基因组中的含量较少。因此，

我们在设计过程中遇到的最大挑战即为合成致死对，其中，基因 A 在一个片段中被删除，

基因 B 在另一个片段中被删除；这两个单一片段在 7/8 的 syn1.0 背景下均是可行片段，但

将其拼装时所得到的细胞即不可存活，如这两个基因仅共享某一准必要功能，则该细胞生长

十分缓慢。我们并不知晓在这八个片段中分别有多少个必要功能的冗余基因，但当 RGD1.0

的片段 2、6、7、8 相组合时，该细胞为可存活的。

我们对 RGD2678 进行了 Tn5 检测，并发现在此背景下，一些 syn1.0 片段 1、3、4、5 中

曾被认为是非必要的基因此时变成了准必要或必要基因。我们推断，这可能是由于这些基因

行使的功能与 RGD2678 中删去的基因成冗余关系。

此外，我们检测了 39 个在 RGD1.0 片段 1、3、4、5 中被删去的基因簇和单基因（表 S8）。

这些基因在 RGD2678 的背景下每次仅被删去一个（表 S8 和 S14），并且通过移植体测试其可

存活性。某些情况下，所生成的移植体生长十分缓慢，甚至根本无移植体产生，表明这些删

去的片段中包含了一个或多个与片段 2、6、7、8 中删去的基因呈冗余关系的基因。

结合 Tn5 和删除数据，我们鉴别了 26 个基因（表 S2 和 S9），并可能可以加回 RGD1.0

片段 1、3、4、5 中产生新的 RGD2.0 设计候选（图 S5 和表 S1、S2）。利用这些新设计并合

成的 RGD2.0 片段 1、3、4、5，联合 RGD1.0 片段 2、6、7、8，我们在酵母体内完成了一次

新的装配（表 S7、S15）。最初，这个装配并不可行，但我们发现用 syn1.0 的片段 5 来替换

RGD2.0 的片段 5 即可产生可行的移植。在这一情况（strain）下进行研究，我们删除了 syn1.0

片段 5 上的一簇基因（MMSYN1_0454 至 MMSYN1_0474），并用基因 MMSYN1_0154 来替换

另一簇基因（MMSYN1_0484至MMSYN1_0492）（图 S6、S11和表 S10）（9）。基因MMSYN1_0154

最初从 RGD1.0 的片段 2 上被删除，但将其添加回 RGD2678 时，发现其有促进生长速度的功

能。经过上述 RGD2.0 对 syn1.0 片段 5 的修改，这一版本的基因组可产生可存活的细胞，我

们将其称作 JCVI-syn2.0（简称 syn2.0；图 4）。根据 syn2.0，我们首次合成了比自然存在的最

小细菌即生殖支原体（M.genitalium）基因组更小的基因组。syn2.0 在实验室条件下，每增

殖一倍的时间为 92 分钟。其全基因组长度为 576kbp，包含 478 个蛋白质编码基因和 38 个



来自丝状支原体的 RNA 基因，并含有用于基因组选择和在酵母和大肠杆菌内繁殖所必须的

12kbp 载体序列。

5. 再移除 42 个基因获得仅次于最小基因组的 syn3.0

我们对 syn2.0 进行了新一轮 Tn5 转座子诱变。在这个新的遗传背景下，我们预计准必

要基因向非必要基因的转变是存在的。此处，经连续传代的 P4 细菌群体已经耗尽了原有的

非必要基因；影响迅速生长的准必要基因敲除占主导，且根据我们的规则，被归为非必要基

因。我们将 90 种基因归为显然非必要基因，且它们被分为了三个亚组。第一组含有 26 个基

因，这些基因在先前的诱变循环中常被鉴定为准必要基因或必要基因。第二组含有 27 个基

因，在前先的几轮 Tn5 研究中被鉴别为准必要基因或临界准必要基因。第三组组含有 37 个

基因，在先前不同基因组环境中，有部分 Tn5 转座子诱变重复显示其为非必要基因。为了完

成 RGD3.0的设计，我们将 syn2.0中的这 37个基因删除，包括其中的两个载体序列 bla和 lacZ

以及片段 6 中的核糖体 RNA 起始子（图 4 和表 S3）。

图 4 构建 syn3.0 时的三个 DBT 循环。这张细节图展示了从 syn1.0 到 syn2.0 最终到 syn3.0 过程中，在 syn1.0

基础上，在 DBT循环中被删除或是加回的基因（相较于 fig.S7）。长棕色箭头表明八个 NotI 组装片段。蓝色

箭头代表在这个过程中保持不变的基因。黄色表示在 syn2.0 和 syn3.0 中都被删除的基因。绿色箭头（略有

偏移）代表加回的基因。一开始的 RGD1.0 设计无法存活，但是 syn1.0 的片段 1，3，4，5 加上设计的片段

2，6，7，8 后整合的基因组，即 RGD2678 就能存活。在 syn2.0 中另外附加的基因表示为绿色，有八个设

计的片段。另外删除的区段用品红色表示，在此基础上产生了 syn3.0（531560bp，473 个基因）。箭头与转

录和翻译的方向相同。

新合成的 8 个 RGD3.0 片段经酵母质粒合成并增殖。这些质粒通过 RCA 在体外进行扩增

（9）。这 8 个片段随后在酵母中被组装以获得不同组合版本的 RGD3.0 基因组。这些组装所

获的 RGD3.0 基因组随后从酵母内转入山羊支原体（M.cap）受体细胞，且其中的一些组合



是可行的。其中一个，RGD3.0 菌落 g-19（表 S4）被选作详细分析，并命名为 JCVI-syn3.0。

在 syn3.0 中，我们进行了最后一轮 Tn5 转座子诱变以明确哪些基因在连续传代后依然

出现 Tn5 插入。最频繁的插入位点为非必要的载体基因和基因间的序列。与预期一致，连续

传代后所得的、在支原体基因上有插入的细胞多在原先被定义为准必要基因上有插入 syn3.0

中的基因在 syn1.0 中多被分类为必要或准必要基因。其中，仅有准必要基因能够发生不致

死的 Tn5 插入。最显著的准较比要（ie-gene）、准必要、准不必要（in-gene）参见表 S5。在

第四次 DBT 循环中，将其中一些基因删除是有可能的，但这可能会进一步损伤生长速率。

此外，一部分非必要基因在此轮检测中依旧被归为非必要基因（表 S5 和数据 S1）。

6. syn3.0有 149 个基因无法明确其生物功能

Syn3.0 具有 438 个蛋白编码和 35 个 RNA 编码基因。我们根据他们功能的准确程度将这

473 个基因归为 5 类：功能保守的同源蛋白（equivalog），大概率的（probable），推定的

（putative），类属的（generic），未知（unknown）（图 5 和数据 S1）。其中的许多基因已经

被详尽研究，且它们最基本的生物功能已知。

图 5 syn3.0 与其他有机体内同源蛋白基因谱图。用 BLASTP软件将 syn3.0 中的蛋白编码基因和从非丝状支原

体到古菌的 14种有机体进行比对。以 1e−5 作为相似性截止值。从左到右是从基因功能近完全匹配到未知、

缺乏功能信息的五个类别（equivalog, 232 genes; probable, 58 genes; putative, 34 genes; generic, 84 genes;

unknown, 65 genes）。白色空位表明 syn3.0 和其他有机体没有同源组。

我们利用基于隐马尔可夫模型的 TIGRfam 同源家族（equivalog family）（20）对 eqiuvalog

基因（大约占总基因的 49%）进行注释。较为不确定的类别则通过逐步方式来定义（图 5）。

probable 组所包括的基因在明确（unambiguous）TIGRfam 数学模型中得分较好，但它们的

得分并没有达到置信范围内。这些基因同时也被其他证据所支持。基因组背景与晶体结构的

线性比对也符合这一分类。putative 组包含的基因也被多种证据所支持；同时，它们的得分、

基因组背景或已知生理活动相关结构的联配结果均不可信。generic 组中的基因能够编码明

确的蛋白质（如激酶），但对于它们所对应的底物与生物学功能的线索还十分匮乏。unknown

基因是那些虽然可以推断其生理活性，但未能进行明确归类的基因。

因此，占比约 31%的 generic 和 unknown 组别的基因其生物学功能并未被确定。然而，



在其他的有机体中，我们找到了其中一些的可能同源基因，且其大部分编码了通用的、但功

能并未被确认的蛋白质。这五个类别在其他生物——从支原体到人类，均存在同源组。但是，

每组中均有一些基因的注释是空白的，这表明在我们选取的生物中（参见图 5），这些基因

不存在同源组。因为支原体进化十分迅速，图 5 中的一些空白区域与那些较为失败的序列联

配结果是相关的，因其在此过程中与其他生物产生了较大的分歧。

在表 1 中，我们将 syn1.0 的基因中的基因归入 30 个功能组，并标明其中有多少个在

syn3.0 中被删除或保留。在 428 个被删除的基因中，最大的组为未明确功能的基因；213 个

unknown 基因中，134 个被删除。所有的 73 个移动元件、DNA 修饰与限制基因均被删除，

而大多数脂蛋白编码基因（87 中的 72 个）也被删除。这三类就占据了被删除基因的 65%。

此外，因为实验所用的富化培养基提供了几乎所有必须的小分子，许多与转运、分解代谢、

蛋白质水解和其他代谢过程相关的基因都变得非必需了。例如，因为葡萄糖在培养基中含量

丰富，许多其他碳源的转运、分解基因均被删去（36 个中的 34 个），而涉及葡萄糖转运和

糖酵解的 15 个基因全部被保留。

表 1，根据功能分类以及 syn3.0 中是否保留或被删除的 syn1.0 基因列表。

*标注星号的类别大多在 syn3.0 中被保留，没有标注的在 syn3.0 中被删除。用于选择基因组和在其他宿主

中繁殖的靶标序列没有被包括在这个目录里。

相反的，几乎所有参与到阅读并表达基因组遗传信息、确保在传代过程中遗传信息保存



的基因均被保留了下来。在这两个基本生命过程中的前者，即诸如蛋白质等遗传信息的表达，

需要的转录、调节、RNA 代谢、翻译、蛋白质折叠、RNA（rRNA，tRNA 和小 RNA）、核糖体

生物合成、rRNA 修饰、tRNA 修饰的 195 个基因全部被保留。而后者，保存基因组序列信息

所需要的 DNA 复制、DNA 修复、DNA 拓扑化、染色体分离和细胞分裂的 34 个基因也被保留。

这两个生物过程总计占据了 syn3.0 中 473 个基因中的 229 个（48%）（图 6）。

图 6 四种主要功能类别的基因占比。Syn3.0 中有 473 个基因。其中，79 个基因没有指定的功能分类（表 1）。

其余可以指定的四种主要功能分类的如下：基因表达（195个基因）；(ii) 基因组遗传信息保持（34 个基因）；

(iii) 细胞膜结构和功能（84个基因）；(iv)胞质代谢（81 个基因）。每个组别的百分比在图上标出。

除上述两个必要的过程之外，另一个活细胞的重要组分为细胞膜，它使得胞质与外界培

养基相分离，并负责跨膜分子运输。它是一种分隔性的结构，syn3.0 中的许多基因编码了它

的蛋白质组分。因为我们所合成的最小细胞在氨基酸、脂质、核酸和维生素的生物合成能力

等方面都十分匮乏，所以它只能依赖富化培养基提供这些必需小分子。这就强调了膜上众多

运输系统的必要性。此外，细胞膜脂蛋白的含量十分丰富。膜相关的基因在 473 个 syn3.0

基因中有占 84 个（18%）。表 1 中包括了脂蛋白、协同运输、流出系统、蛋白质转运和其他

转运系统的相关基因。最后，81 个主要参与胞质代谢的基因（17%）也被保留了下来，它涵

盖了核酸补救、脂质补救和生物合成、蛋白质水解、代谢过程、氧化还原平衡、非葡萄糖碳

源转运和代谢及葡萄糖转运和糖酵解的相关基因。

我们推测这 79 个未能确定其功能组的基因大部分实际上也属于同样的四个功能组之一

（基因表达、基因组信息保护、膜结构与功能、胞质代谢）。在这 79 个基因中，有 55 个的

功能完全未知，而其他 24 个则被定性为 generic，比如有一种水解酶，它的底物和生物学功

能都未鉴别。84 个 generic 基因中其他的 60 个已经根据它们的类属划到了特定功能目录下。

比如，一个 ABC 转运蛋白被归为膜转运这一组，尽管它的底物是未知的。其中一些未归类

的必要基因具有一些未知功能的结构域，而这些结构域在其他很多有机体内都曾被发现。



7. Syn3.0增殖一倍的时间为 3 小时，且在表型上表现出多态性

当我们将 syn3.0 与起始细胞 syn1.0（图 7A）作比较时，我们发现它们具有相似的菌落表

型，且其所显示的特征与 syn1.0 最初合成构建的来源：野生无壁的丝状支原体的亚种 capri

是一致的（10）。而 syn3.0 较小的菌落外形表明它具有较为缓慢的生长速率，且在固态培养

基中可能有变化的菌落结构。与之对应的是 syn3.0 在静态液体培养基（图 7B）中生长速率

也有所下降，其增殖一次的时间从 syn1.0 的约 60 分钟延长至约 180 分钟，表明 syn1.0 内源

繁殖速率更低。然而这一速率远远超过了生殖支原体 16 个小时的增殖时间。（21）。

图 7 syn1.0 和 syn3.0生长特征的比较。（A）以 0.2mm 过滤器过滤培养液中得到细胞，并涂布在琼脂培养基

上以比较 96 小时后的菌落大小和形态（刻度尺，1.0mm）。（B）使用荧光量度（相对荧光单位，RFU）随时

间（分钟）累积的双链 DNA 计算倍增时间（td），确定液体静态培养物中的生长速率。决定系数（R2）如

图。（C）通过差示干涉显微镜术显示液体培养基中湿法制备的天然细胞表型（刻度尺，1.0mm）。箭头表明

混杂的分段丝状形态（白色）或是大囊泡（黑色）。（D）扫描电子显微镜下的 syn1.0 和 syn3.0（刻度尺，1.0mm）。

右侧的图像为 syn3.0 观察到的多样结构。

与预期内的生长速率削减相反，我们发现了意料之外的 syn3.0 细胞的宏观、微观生长性

质。Syn1.0 在静态培养基中培养时，形似不相互粘附的浮游生物悬浮（suspension）在培养

基中，且大多数为直径约 400nm 的单细胞。与之相反，在相同的培养条件下，syn3.0 细胞

形成缠绕的沉淀物。这些未被扰动细胞的显微图片显示，它们具有由长且分节的丝状结构组



成的巨大网状系统，并伴有大型泡状体（图 7C），这在终末生长期中尤为常见。这两种结构

都很容易被物理扰动破坏，但是这种悬浮体也是由小型重复单位构成的。这些单位可以穿过

0.2 微米的过滤器，并且可产生菌落形成单位（CFU）。游离的 syn1.0 培养中有 99.9%的 CFU

也有同样的程式。

8. 探索基因组重组设计

为了进一步优化我们的基因组设计规则，我们也研究了理论组建基因组的前景，并且在

核苷酸水平重建了它们。这些过程是为了研究基因的排列顺序与编码序列是否是影响细胞可

存活性的主要因素。许多基因组均能够转入长序列的 DNA，这表明总体来说基因的排列顺

序是不重要的。我们发现微小的基因顺序也并非影响细胞存活的主要因素。大约 1/8 的基因

组序列被重新配置、插入到其他七个连续的 DNA 盒中；在这七个 DNA 盒中，有六个已经处

于已知生物系统中，第七个盒中的一些基因在系统水平的联配上具有一定同源性。图 8 中右

侧纵轴标明了特定生物系统。独立基因（有色水平线条）和基因间区域（黑色线条）依照左

右两侧之间的线条可以将他们原先和新的位置联系起来。具有交叉的线条代表了两个遗传因

子相对位置的改变。尽管具有高度重组性，但是比较两者的菌落大小后发现生成的细胞与

syn1.0 生长得一样快。因此，基因组织的微小变化可能会使细胞在高强竞争的自然环境下受

到侵害，但极微小的变化对于生命并非很重要。

9. 重编码和 rRNA 替换为基因组可塑性提供了方案

我们设计细菌基因组的 DBT 循环让我们能够根据序列性和功能性来评估基因组的可塑

性，这包括检测那些对基本生存所必须的基因修饰方式。我们检测了一个属于必要基因的

16S rRNA 基因（rrs）的修改版本是否能够支持生存（图 9A）。Syn3.0 中 rrs基因的单拷贝在

设计和合成过程中与山羊支原体（M.capricolum）的 rrs 基因相比有 7 个单核苷酸变异。此

外，我们将螺旋 h39（35 个核苷酸组成）用系统发生上远源的大肠杆菌 rrs 基因对应的部分

进行了替换。这个独特的 16S 基因成功地整合到了 syn3.0 中，且并未对生长速率产生显著

的影响。我们也构建了其他一些 rrs基因的变异体，但那些都不可行。这表明我们现在可以

检测基因序列的可塑性，且同时提供了一个让我们可以来分辨这些序列的水印。



图 8 片段 2 的基因序列重组。参与相同过程的基因会组合在一起用来设计“模块化”的片段 2。最左侧的

为 syn1.0 的片段 2 基因顺序。Syn3.0 中删除的基因用浅灰色标明。保留的基因用不同颜色的线条代表它们

所属的不同功能，对应到右侧。每一条线连接了模块化片段 2 中基因和其相对应的 syn1.0 中的基因位置。

黑色的线代表了含有启动子或是转录终止子的基因间序列。

我们同样也检测了丝状支原体（M.mycoides）基因组的基本密码子使用规则。丝状支原

体有极高含量的腺嘌呤和胸腺嘧啶，且其将 TGA 作为色氨酸的密码子而不是用作终止密码

子，它有时也并不适用标准的起始密码子。此外，密码子使用也多为高 AT 含量。我们在含

有 3 个必要基因（era, recO, glyS）的 5kbp 上根据特异的密码子使用规则进行了修改，以检

测各规则在此背景下的功能。特别地，我们对这些区域进行修改时，使之包括①丝状支原体

密码子适应指数（codon adaptation index, CAI），但其中起始密码子和色氨酸都用 TGG 进行

编码，而非 TGA；②大肠杆菌 CAI，其中的色氨酸仍旧被 TGA 所编码；③大肠杆菌 CAI，且

其各项密码子使用都是标准的（TGG 编码色氨酸）（图 9B）。我们意外发现这三种版本都是

有功能的，且其生长情况并没有明显差异。然而，如密码子使用规则发生大量变化，我们可

能需要修改 tRNA 用量以确保高效的翻译。



图 9 用 DBT 循环检测基因内容和密码子使用原则。（A）经修改的 rrs基因的二级结构成功整合入 syn3.0 基

因组中；这个基因携带了山羊支原体突变并将 h39（插入）与大肠杆菌的 h39 交换。核苷酸位点的变异用

红色箭头标明，大肠杆菌的编号是为了标明山羊支原体的突变位点。（B）必要基因 era, recO, 和 glyS 的序

列从三个不同方面进行了修改：用丝状支原体 CAI 进行编码，且 TGG 编码色氨酸；用大肠杆菌 CAI 进行编

码，TGG 编码色氨酸；用大肠杆菌 CAI 进行编码，且 TGA 编码色氨酸。野生型和修改后的基因 GC 含量十

分显著。JCat 密码子适应工具(www.jcat.de)被用来优化除去重叠基因片段后的三种开放式阅读框架。绿色和

紫色分别标明了野生型和密码子优化型序列。

讨论与结论

基因组学这个词原先是一个描述性的词汇，用来描述测序、分析基因组，而后转变为一

个合成学的概念，即整个基因组都可以由化学手段合成。鉴于基因需求的种种细节被发掘，

从零开始设计一整个基因组将成为可能，用化学手段进行构建基因组，而后将其置于一个合

适的受体细胞环境即可。我们通过这种基因组的设计和合成来解决最小细胞基因组的问题。

最小细胞常被定义成一个全部基因都为必要基因的细胞。这个定义是不完整的，因为一

个最小基因组能够存活的基因需求和由此决定的最小基因组大小取决于其生长的环境。我们

的研究中的这个培养基提供了理论上生命所需的所有小分子物质。一个由如此宽松的环境决

定的最小基因组应该揭示了一组不受环境影响的、对生命充分必要的关键功能。如果在一个

不够宽松的环境下的话，我们预计构建一个最小基因组还会需要额外的基因。

目前有大量关于最小细胞的概念和有机体的最小必要基因组的文献（回顾参见 22）。这

个领域的研究大多集中于比较基因分析和通过插入转座子单个敲除或扰乱基因的实验。这些

研究确定了一组核心的必要基因，通常有 250 个左右。但是这并不是一组足以构成一个活细

胞的基因，因为在这些研究中，冗余基因被评定为非必要基因。

相反的，我们构建最小基因组是为了通过实验找到一组能使细胞独立复制的基因。我们

用丝状支原体（M. mycoides） JCVI-syn1.0 的基因设计了一个基因组（10）。支原体细胞对于

达到这个目的有许多优点。首先，支原体的基因组已经非常小了。它从含有大量基因的革兰



氏阳性菌进化而来，丢失了成为哺乳动物寄生菌所不必要的基因。它已经经历了通往最小基

因组的漫长进化道路，并且它们因此可能拥有比其他细菌更少的冗余基因。我们还有一系列

高度成熟的工具用于构建这个基因组并且将它作为一个额外的酵母染色体来操纵。

我们一开始试图基于现有的分子生物学知识来构建最小基因组，并结合了有限的转座子

干扰基因的数据，这些数据提供了基因必要性的额外信息。这些信息在基因未知功能的细节

上有极大价值。对于最小基因构建的具体实验仅基于已有的涉及基本生物学过程的相关基因

知识（14）。我们的 HMG 由八个片段组合而成，但是被验证为无法存活，虽然其中一个片

段（片段 2）在另外七个 syn1.0 片段的环境下是有功能的。这个结果证明从一开始，我们就

没有足够的知识从零开始来设计一个运作正常的的最小基因组。因此，为了得到更好的有关

基因必要性的信息，我们在转座子诱变方法上做了重大的改进。

为了创造一个包括了所有必要基因和准必要基因的基因组，我们设计了用于细菌基因组

的 DBT 循环（图 1），并检测其作为可存活细菌的基因组是否起作用。四次 DBT 循环之后（基

因组设计 HMG，RGD1.0，RGD2 和 RGD3.0），我们得到了一个八个片段均减小了的可存活基

因组，syn3.0。表 2 总结了得到 syn3.0 的过程。前三个设计并没有得到完整的可存活细胞基

因组。但是每一次，都可以得到一个或多个可存活的片段，这些片段和 syn1.0 另外片段结

合时可以形成活细胞。表格中列举了部分过程菌株的基因组成。可存活的 syn3.0 细胞是我

们得到的近似最小细胞的最佳细胞。我们获得了另外的一个比任何在自然环境下无拘束存活

的细胞更加小的一个中间体（syn2.0）。这个细胞包括了七个 RGD2.0 片段加上一个剔除了 31

个基因的 syn1.0 片段 5。

表 2 通过 DBA 循环得到简化基因组，最终得到 syn3.0。

*第 1 列表明了基因组设计的轮次（破折号表示起始基因组，syn1.0），第 2 列标明了设计基因组的大小（以

kbp 为单位），第 3 列是设计出的支原体基因数量。第 4 列表明了活细胞中关键基因组组成；对于无法存活

的设计，标明了设计中一个含有最大数量的片段可存活的菌株，并标明了它是一个更加健壮生长的 RGD1.0

被择体（第四行）还是一个更小的 RGD2.0 衍生物（第六行，syn2.0）。第 5 列描述了第 3 列相应的基因组

大小，第 6列则表明了在第 4 列基因组的构建下细胞生长速率的数量或质量评估。

Syn3.0 含有编码 473 个基因、长 531kbp 的基因组。这远小于在纯培养环境下含有自然

中最小基因组的丝状支原体（580kbp）。syn3.0 的基因组包含了一系列细胞生命所需的核心

基因，但是它仅有 syn1.0 的一半。比较 HMG 和其后导出的可存活 syn3.0 基因组，我们确定

了 329 个基因的剔除和 365 个基因的保留。但是，HMG 中被删除的 111 个基因在 syn3.0 中



却被保留，100 个在 syn3.0 中被删除的基因在 HMG 中被保留。这种差异其实是因为初始转

座子数据的稀缺以及其质量的低下。数据中有大量被证伪的必要基因和不必要基因，并且没

有找到能够影响生长速率的准必要基因（详见下文）。为了说明分类准必须基因的重要性，

举一个用来组成核苷的运输系统的四个基因（MMSYN_0008 至 MMSYN_0011）的准必

要基因的例子。原先认为这个系统是核酸／半乳糖的 ABC 转运蛋白，这使我们倾向于将它

从 HGM 中删除。我们最初的转座子数据显示，4 个基因均多被命中 ，并且由此证实了这些

基因是不必要的。然而在后续转座子定位的实验中，P0 代转座子数据证实它们确实有高命

中率 ，而在连续传代，生长缓慢的细胞均被剔除后，四个基因都未被命中，说明它们是准

必要基因并且应该被保留。

1）Syn3.0的基因内容

Syn3.0 是最接近最小细胞的成果。我们第一次的合成细胞，syn1.0，含有 901 个支原体

基因加上一些水印和靶标序列 。其中，syn3.0 移除了 428 个基因，留下 438 个蛋白编码基

因和 35 个 RNA 基因。在保证存活的条件下，更多的基因可能还可以被移除，但是其生长速

度可能会受影响。Syn3.0 较为缓慢的生长速度并不是因为一个 rRNA 启动子被移除了。我们

同时也用相同的基因组成构建了一个除保留该 rRNA启动子外基因组成完全相同的中间菌株，

而其生长速率还是和 syn3.0 相近。

用于表达的基因是 Syn3.0 里最大的基因类别（195 个基因，41%）。细胞膜（84 个基因,

18%）和新陈代谢(81 个基因, 17%)的基因数量基本相同。在支原体基因逐渐减少的进化过程

中，很多生物合成基因被删减并被膜中的转运蛋白取代，这使得这两种基因数量相当。控制

基因复制和在细胞分离时保持遗传物质稳定的基因(36个基因, 7%)则相对少一点。意外的是，

有 79 个基因（17%）我们无法将其归类到功能类别中。其中，19 个基因属于必要基因，36

个在细胞快速生长中被需要（i- or ie-genes 准必要基因或准较必要基因），24 个是非必要基

因或者准不必要基因（n- or in-genes）。我们推测这些基因中大部分可以被分在上面四个大

类别中（基因表达，膜结构和功能，胞浆新陈代谢和基因组的遗传保持），但是有些基因可

能会表现出上述未提及的功能。具体而言，19 个无法分类必要基因中有 13 个的功能完全未

知。它们中有一些可以在别的细菌甚至真核细胞中被同源基因，而这是编码新功能蛋白质基

因的最佳候选。在 syn3.0 中的那些被需要并且在大部分有机体中存在的未知功能的基因一

定代表了基本相似的功能，由此可以加深生物学方面的见解。同样的，没有同源基因的未知

基因也可能是新兴的，或者它们可能是功能已被熟知的特殊基因序列。相较于那些完全未知

的基因，如果一个基因有功能性的分类的话，就很容易过分简化一个基因功能推测的作用。

举例来说，大量水解酶和激酶中的某些就毫无疑问的在核苷酸和辅因子补救中起到作用。问

题在于，是所有未知基因的功能都这么的常见，还是说它们中的某些代表了根本上的新过

程？虽然有些基因对于存活是必要的，但它们的注解却让人费解。举例来说，有六个不同的



外排系统，由基因 MMSYN1_0034, MMSYN1_0371 及 MMSYN1_0372, MMSYN1_0399,

MMSYN1_0531, MMSYN1_0639, 和 MMSYN1_0691 编 码 。 除 了 可 能 是 翻 转 酶 的

MMSYN1_0371 和 MMSYN1_0372 的异二聚体对外，这些蛋白的底物和功能都不明确。想象

一下，如果这些基因都是用于排出或降解有毒物质的，似乎有些令人不安。类似的，需要一

个相当复杂的用于生产和输出糖甘油酯的途径（23）。虽然一些证据表明呋喃半乳糖残留对

于膜的完整性是重要的，但是对糖甘油脂类所实现的生物学作用的详细解释仍然不清楚。

2）Syn3.0细胞表型

基因信息的复制和其向各个分离的细胞膜隔间的协调分配是现有生命体系的特点，且被

普遍认为能用于定义细胞（25）。尽管我们并不知道最小细胞对于这个进程的要求，但是不

同领域的证据表明细胞生命所需的机制比大多数真菌类复杂的分类器官要简单的多。

首先，一些细菌细胞类型，野生的（26）或是实验操作的（27，28），在核心细胞骨架成分

缺失时都能够分离，尤其显著的是 FtsZ 的细胞骨架支架和产生力的组分。在我们基于经验

的设计过程中，一个 syn1.0 中的非必要基因簇（MMYSYN1_0520 到 MMYSYN1_0522）在构

建 syn3.0 细胞的时候被移除了。这保留了 ftsZ 和 sepF[编码一个和 FtsZ 互作的膜锚定组分]

的同源基因。一个邻近的、在别的系统中和 sepF 有一些冗余功能基因 ftsA，在缺少 ftsZ 时，

在逐步减少的构建体中保持了其必要性。

其次，完全由化学合成得到的脂质囊泡在没有大分子搭建或催化反应时表现出自发的分

离（31）。在繁殖缺壁细菌时，质膜脂质含量和性状的改变也会导致相似的囊泡膜分离（32）。

在一些缺少细胞壁的支原体种类中，丝状的和大囊泡的形态类型和在特定环境下已经被长期

观测到的 syn3.0 很像，这部分取决于可用于这些细胞的脂质前体的性质。最终，理解 syn3.0

繁殖表型的遗传和功能基础可能揭示活细胞必需的膜相关细胞区室化的最小要求。

3）DBT循环除基因组最小化以外的应用

我们专注于将整个基因组 DBT 循环应用于一个特定的问题，即构建一个最小的细胞基

因组。但是，我们描述的这个方法还可以应用于构建任何预想的细胞。比方说，可以设计一

个有附加新陈代谢通路的细胞（34），或是改变遗传编码（35），亦或是显著的改变基因编排。

我们已经开始设计一个带有改良版 16S rDNA 序列的基因组并且评估这个显著改变对于密码

子使用的影响。我们 DBT 循环的应用只会受限于我们在合理的成功机会下生产设计的能力。

随着对目前未知的必要基因功能愈发深入的了解，并且随着对重构基因组经验的积累，我们

期望设计的能力会越来愈强。设计一个所有基因的功能都已知的细胞的能力应该使完整的计

算建模变得更轻松（36）。这会使得计算给附加通路生产有用产品（药物或工业化学品）的

结果成为可能，并且可以得到更高的开发效率。

方法概述



我们用于识别非必要基因的方法是全局 Tn5 诱变，通过无痕 TREC 删除技术（核酸内切

酶切割的串联重复偶联）来操纵酵母菌中的细菌基因组、合成并组装简化基因组、基因组移

植、显微分析简化基因组的细胞、观察到的它们的生长特性列举在补充材料中。有关我们方

法的大体信息和详细参考资料在全文中均有提及。
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