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关键词:宏基因组;未培养微生物;序列筛选;功能筛选

中图分类号: X17 文献标识码: A 文章编号: 025023301( 2007)1222861206

收稿日期: 2007207223;修订日期:2007208215
基金项目:国家高技术研究发展计划( 863) 项目( 2006AA10A406) ; 江

苏省滩涂生物资源和环境保护实验室项目( JLCBE05007)
作者简介:蒋云霞( 1973~ ) , 女, 博士研究生, 主要研究方向为环境

微生物学, E2mail: jiangyxia@yahoo1 com. cn
* 通讯联系人, E2mail: chunxai@sina. com

Main Bottleneck and Developments of Metagenomic Technology
JIANG Yun2xia

1
, AI Chun2xiang

2, 3

( 11Institute of Applied and Environmental Microbiology, School of Life Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China; 21College of

Oceanography& Environmental Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China; 31State Key Laboratory of Marine Environmental

Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China)

Abstr act: This review analyzed the main bottleneck of metagenomic technology on construction and screening of environmental library,
discussed the recent developments towards overcoming the main bottleneck. Finally, the enormous scope and potential for both fundamental
microbial ecology and biotechnological development of metagenomics was highlighted.
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  环境宏基因组学技术的应用拓展了微生物学的

研究思路与方法,为不同自然生境中的未培养微生

物研究提供了有力手段. 环境宏基因组学研究是当

前国际上微生物学研究的前沿领域和热点.

从Handelsman等
[ 1]
正式提出/宏基因组0的概念

至今,环境宏基因组学技术在微生物生态学、生物技

术领域均取得了可观的成绩
[ 2~ 6]

. 然而, 作为新型技

术, 尚存在若干不足,需要不断地发展与完善. 本文

针对环境宏基因组学的关键性技术,综述了其近期

所取得的最新进展.

1  环境宏基因组学基本技术

环境宏基因组学研究的基本思路是直接提取环

境中所有微生物的基因组 DNA, 克隆到合适的载

体,通过构建宏基因组文库,将环境中全部微生物的

核酸信息收集在一起, 运用序列筛选或功能筛选方

式从文库中获得有用的酶、抗生素等生物活性物质

及相关基因
[ 7]
. 其前端关键性技术是环境 DNA

(environmental DNA, eDNA)的提取, eDNA 提取方法

的精确程度将直接决定文库中微生物信息的精确

度;下游关键性技术是文库的分析与筛选技术.

111  环境 DNA的提取技术

eDNA的提取方法主要有 2种, 一种是先从环境

样品中分离微生物细胞, 再提取 DNA, 称为间接提

取法; 另一种是直接提取环境样品中的微生物

DNA,称为直接提取法, 也称原位裂解法. 间接提取

法所得的 eDNA纯度较高,片段较大,但产量及所包

含基因组信息的广泛性不及原位裂解法
[7]
. 迄今为

止,有关 eDNA的提取与纯化方法的报道较多
[ 8~ 11]

,

然而没有一种提取方法能够适用于所有的环境样

品,应根据研究生境特性与目的,进行选择和优化.

112  环境宏基因组文库筛选技术

环境宏基因组文库的筛选策略主要分为序列筛

选和功能筛选2 种. 序列筛选策略是先从文库中获

得目的基因,继而对之异源表达,得到具有生物活性

的产物;功能筛选策略则是先获得具有生物活性的

阳性克隆子,再通过插入片段测序,得到相应的基因

结构. 2种分析策略对于充分利用宏基因文库资源

都是必要的
[ 12]

.

许多学者将微生物 16S rRNA 及 18S rRNA 的

PCR文库研究归入环境宏基因组学范畴, 但是基于

小核糖体基因的分析只能得到环境中微生物群落的

组成信息,并不能阐释其相应微生物的生理功能信
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息.因此, 此技术领域不在本综述范围内.

2  环境宏基因组学技术的主要瓶颈

211  环境宏基因组文库前端技术的主要瓶颈

eDNA提取技术尚存在若干瓶颈. ¹从 DNA 片

段大小分析, 高分子量 eDNA的获得是从文库中捕

捉编码药物等物质完整基因簇的先决条件. 土壤环

境中, 由于微生物与土壤颗粒紧密结合的特性以及

腐殖酸等抑制性物质存在等原因,从中难以获得适

于构建宏基因组文库的高分子量 eDNA
[ 13]

. Bertrand

等
[ 14]
采用间接提取法, 通过 Nycodenz 梯度离心, 所

回收的土壤 eDNA片段大小已能达到 400 kbp, 但至

今基于原位裂解获得> 100 kbp土壤 eDNA 的提取

技术尚未突破, 运用原位裂解法构建更大片段环境

宏基因组文库(现有的土壤宏基因组文库中, 平均插

入片段最大为 4415 kbp
[ 15]

)仍是一个难点; º从DNA

所包含信息的广泛度分析, eDNA提取技术已经具备

区别提取样品中微生物胞外与胞内 DNA
[ 16]
、活细胞

与死细胞 DNA的能力
[17]

,然而, 运用现有 DNA提取

技术到底能回收环境中多少类型微生物的核酸信息

仍不清楚
[ 18]

. 选用温和的提取方法, 环境中大部分

革兰氏阴性细菌能被裂解, 而革兰氏阳性细菌几乎

不能被裂解;采用剧烈的提取方法,有可能获得环境

中革兰氏阳性细菌的信息, 但所得的 eDNA 又将被

严重剪切, 无法满足构建大片段环境宏基因组文库

的要求
[19]

.不可避免地, 环境宏基因组文库所包含

微生物基因组信息的偏差将直接导致/基因遗漏0现

象发生.如海洋中普遍存在的微生物固氮基因,却在

测序量高达 116Gbp的马尾藻海水宏基因组文库
[20]

中被遗漏, 表明仅仅运用宏基因组学技术同样会忽

略部分的微生物资源
[ 21]

.

212  环境宏基因组文库下游技术的主要瓶颈

阳性克隆筛选频率低下是宏基因组学下游技术

的主要瓶颈.运用经典的功能筛选方式,往往是在数

千个, 甚至数百万个重组克隆子中才能检测到有用

的活性克隆
[ 22]

,造成此局面一个重要的原因是外源

基因的异源表达水平低下. 目前根据核酸序列相似

性及基因保守区设计探针或引物的杂交、PCR筛选

方法, 从文库中发现新基因的比率尚不到已知基因

的40%
[ 12]

.

213  环境宏基因组文库适用范围瓶颈

真菌是很多工业化生产酶制剂的来源菌, 未培

养真菌资源的开发将为生物技术领域提供广阔的发

展空间.然而,由于真核基因存在大量内含子, 现行

的环境宏基因组学技术尚不能应用于真核微生物资

源的/生物探矿0.

3  环境宏基因组学技术的精细化发展

近几年,针对环境宏基因组学技术的不足, 各种

生物信息学方法、新型敏感筛选技术以及与各种先

进方法的联盟,已成功地运用到环境宏基因组学的

相关研究中, 环境宏基因组学技术已经步入精细化

发展阶段.

311  环境宏基因组文库构建技术的改进

31111  建立新的载体2宿主系统

宿主选择范围的扩大及克隆载体的改良对于提

高宏基因组克隆子的异源表达水平非常关键.可以

推测,高 GC含量 eDNA片段中的生物合成基因簇有

可能在链霉菌类的宿主中才能实现有效地异源表

达
[ 23]

. 因 此, 除 Escherichia coli 之 外, 应 用

Pseudomonas putida 及 Streptomyces lividans 和 Bacillus

subtilis等革兰氏阳性宿主菌可显著提高异源表达的

成功性
[ 24]

.新型穿梭BAC
[ 23]
、穿梭 Cosmid

[ 25]
、广宿主

Cosmid
[26, 27]
等载体的发明使得不同宿主的平行使用

成为可能.经序列鉴定后的目的 DNA, 可通过穿梭

载体从第 1个贮存宿主转移到表达宿主中,最终产

生相关活性物质. Wang等
[ 25]
首次运用穿梭 Cosmid,

以链霉菌为宿主, 筛选到新型抗生素Terragine,充分

证明了新型载体2宿主系统的有效性.

针对质粒型小插入片段环境宏基因组文库的异

源表达问题, 最新的技术突破是双向表达质粒载体

的构建与应用.该新型载体的应用显著增强了质粒

型小文库中目的 DNA的表达水平、加快了有用分子

的发现速率
[ 28]

.

31112  构建文库过程中连接反应的改善

通过剧烈的原位裂解方式所获得的 eDNA片段

很小( 015~ 5 kbp) ,为避免已被严重剪切的 eDNA携

带信息的进一步损失, 不宜选择限制性酶切反应产

生粘性末端与载体连接, 采用末端补平或 T2A连接

的方式能有效解决这一难题
[ 29]

.

312  环境宏基因组文库分析技术的提高

31211  高通量测序技术在宏基因组文库中的应用

及相关生物信息学分析方法的发展

自动高通量测序技术在环境宏基因组文库中的

运用产生了海量的生态学数据. 如,通过随机鸟枪法

测序从马尾藻海水宏基因组文库获得了至少包含该

海域1 800种微生物基因组信息, 其中 148种为新的

微生物物种;并检测到 120万个新基因,极大程度丰

2862 环   境   科   学 28 卷



富了海洋微生物的多样性资料
[ 20]

.

应该重视的是,环境宏基因组文库的高通量测

序结果是混合在一起的, 来源于多种不同微生物的

序列,必须结合先进的生物信息学方法、新型计算工

具,才能将各个序列片段精确组装,以准确地归类于

它所对应的微生物物种, 得到无偏差的群落结构分

析结果.尤其对微生物物种多样性高度丰富的土壤

宏基因组文库进行大量序列分析时, 颇具难度
[ 30]

.

近几年, 综合微生物基因组 ( integrated microbial

genomes, IMG)数据管理系统的更新
[ 31]

;新型数学运

算法则
[ 32]
及新型MEGAN软件的发明

[ 33]
;先进测序

技术
[ 34]
、多位 点序 列分 型 ( multilocus sequence

typing)
[ 35]
、多基因表达谱(metagene)预测

[ 36]
、DNA 改

组 ( metagenomic DNA shuffling )
[ 37]
、SSAKE ( Short

Sequence Assembly by progressive Kmer search and 3.

read Extensionprogram )
[ 38]
等 技 术 的 发 明; 以 及

Visualization技术
[39]
、统计学方法在环境宏基因组学

领域的应用
[ 40]

,为文库所包含海量信息的精确分析

奠定了坚实的理论基础.

基于基因芯片的高通量测序技术, 即在对宏基

因组克隆子测序之前, 运用基因芯片在文库中预选

基因,以缩小克隆子测序的范围,简化后续生物信息

分析过程,同时能减轻大量序列筛选工作的负荷, 使

得快速筛选大量克隆子成为可能
[ 41]

.

31212  抑制性消减杂交技术 ( suppressive subtractive

hybridization, SSH)

SSH 是用于比较分析文库中微生物群落结构的

新技术
[ 42]

.

31213  突变转座子( transposon MuExpress)诱导表达

技术

构建新的突变转座子MuExpress, 体外随机整合

于环境 BAC或 Cosmid文库克隆子中,可诱导它侧面

序列的双向表达, 从而增强目的基因的表达能

力
[ 43]

.

31214  底物诱导基因表达 ( substrate induced gene

expression screening, SIGEX)技术的发展

SIGEX是基于功能分析的新型筛选方法. 基本

原理是通过 operon2trap gfp 表达载体构建宏基因组

文库,用添加了底物的液体培养基培养克隆子,继而

通过荧光激活流式细胞分选器寻找含有目的基因的

细胞. 该技术的运用能增强宏基因组文库中外源基

因的表达能力, 有助于揭示全新的蛋白质序列
[ 44]

.

SIGEX技术已成功地应用于地下水样品环境基因组

文库研究, 用安息香酸盐诱导得到 33 个阳性克隆,

采用萘诱导得到 2个阳性克隆
[ 45]

.

31215  提高稀有基因在宏基因组文库中呈现频率

的技术

因稀有基因在自然生境中所占比例低下,在文

库的构建与分析过程往往被高丰度的 DNA片段蒙

蔽.目前,已经报道了 3种提高稀有基因在宏基因组

文库中呈现频率的方法.

( 1)Normalisation  Normalisation具体操作方式有

2种.一种是使用嵌合剂类化合物,如 bis2benzimide,

根据G+ C含量不同,运用氯化铯密度梯度离心从

混合的环境微生物 DNA中分离特定的基因型
[ 46]

.另

一种是根据严格退火条件下,已变性的混合的基因

组片段中, 丰度高的单链 DNA 复性速度快于稀有

DNA复性速度的特征分离得到稀有基因型
[ 47]

.

( 2) 噬菌体表达文库 ( phage2display expression

library)  噬菌体表达文库技术提供了一种通过亲和

选择筛选法从噬菌体表达产物中分离 DNA序列的

手段
[ 48]

. 此方法在宏基因组文库中的运用不仅提供

了从文库中富集稀有 DNA序列的潜能,而且有利于

提高文库的高通量筛选效率
[ 47]

.

( 3) 改良的反向 PCR技术  2006 年, Uchiyama

等
[ 49]
报道了一种从环境基因组文库中获得稀有基

因的反向 PCR技术, 主要操作步骤为: 首先用含亲

和标记物的引物进行反向 PCR, 然后用亲和纯化法

除去背景宏基因组 DNA,最后通过巢式 PCR回收目

的 DNA.

31216  宏基因组学方法与其它方法联用

( 1)与荧光原位杂交方法的联用  目前该技术

的主要应用范围是对文库中所包含的微生物进行系

统进化分析
[ 50]

.

( 2)与稳定同位素标记方法的联用  与稳定同

位素标记方法的联用能直接富集目的基因,以提高

目的基因的筛选频率. Schwarz等
[ 51]
首次将基于 DNA

的同位素标记方法运用于环境宏基因组文库研究,

证明了该方法的有效性.

( 3)与传统的富集培养方法的联用  根据研究

目的,在构建文库之前对样品进行预富集,提供了一

个从整体细胞富集到目的基因富集的范围.环境宏

基因组学技术与传统的富集培养方法的联用能明显

提高阳性克隆子的比率, 是从复杂样品中分离大量

新型目的基因的高效技术
[ 4, 5]

.

( 4)与新型微生物培养方法的联用  根据宏基

因组文库提供的线索, 通过新的培养方法,获得具有

重要生态功能的未培养微生物, 将进一步推进微生
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物地球化学循环的研究, 丰富微生物生态学内

容
[ 52]

. 与新型微生物培养方法的联用一定程度上克

服了宏基因组文库技术的固有瓶颈,突破未培养微

生物/可知不可得0的被动局面.

分析环境宏基因组学技术的发展进程可知, 宏

基因组文库筛选策略的优化是该领域的发展重点.

新方法的发明与运用均以提高筛选频率及更充分发

掘文库资源为目的.每种研究方法各有优劣点, 实际

工作中, 不同方法的选用与组合应根据研究目的等

因素全面考虑.表 1列出了现阶段环境宏基因组文

库筛选方法的主要优缺点, 图 1显示了环境宏基因

组学的发展历程.
表 1  宏基因组文库不同筛选方法比较

Table 1  Comparison of the screening methods of metagenome library

方法 主要优点 主要缺点

基
于
序
列
筛
选
的
相
关
技
术

杂交 快速、直接 只能检测已知家族基因

PCR 快速、直接
只能检测已知家族基因; 不能获得合成目的产物
的全长基因

鸟枪法全基因组测序

能获得重组克隆子的完整序列; 能获得

大量数据,揭示全新基因,推断未培养
微生物的代谢途径

测序费用昂贵,劳动强度极大;对数据的正确分析
及精细组装难度大

基于生物芯片的高通量筛选技术
能迅速识别、鉴定大量的克隆;降低全

基因组测序负荷

不能获得合成目的产物的全部基因簇; 得到的序

列不能被运用于生物化学反应

与荧光原位杂交法联用
允许对大片段宏基因组文库的克隆子

进行快速系统进化分析
从经固定的细胞中分离重组DNA有一定难度

基
于
功
能
筛
选
的
相
关
技
术

经典的功能筛选 能产生全新的基因或化合物 频率低下,工作量大

底物诱导基因表达
允许半自动操作,节省时间;

提高阳性克隆比率

对于预表达基因的结构与方向敏感;易漏检克隆;

不适于大片段宏基因组文库的筛选

噬菌体表达文库 利于文库中稀有DNA序列的表达 能表达蛋白质大小的最高极限是 50 kDa

与传统的富集培养方法联用 提高阳性克隆比率 导致文库中微生物多样性的大量丧失

与稳定同位素标记方法联用 提高阳性克隆比率

底物昂贵,复杂的底物不易获得;底物消耗之后,

非目标微生物的营养共生作用将导致重密度和中

间密度 DNA 带型分离不清

图 1  环境宏基因组文库技术发展进程

Fig. 1  Diagram illustrat ing the development of metagenomics

4  展望

环境宏基因组学技术是与多种先进技术交叉的

综合性现代前沿技术, 对于微生物学的发展发挥了

极大的推动作用;在世界范围内的/生物探矿热0中,

其本身也在不停地发展与完善, 新型技术的发明与

应用已经取得了明显的效果.

今后的发展中,在微生物生态学基础研究领域,

应加强不同方法的科学结合,以减少单一研究方法

造成的偏差. 对特定生境进行微生物物种多样性研

究时,宏基因组文库技术可避免 PCR偏好性所导致

的误差, 而PCR文库可矫正构建宏基因组文库的基

因遗漏现象. 因此, 宏基因组文库与 PCR文库结合

分析更能准确地反映生境微生物的多样性.此外,应

注重与宏蛋白质组学技术的联用, 只有两者的高度

结合,才能探寻复杂微生物群落中的感应信号分子

及其基因调节机制, 探知微生物物种在群落中的

功能.

研究范围的进一步拓宽在今后的发展中也不容

忽视.目前, 运用宏基因组技术对海洋病毒已有较深

入的研究
[ 53, 54]

,而对土壤病毒所开展的研究还很少.
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构建环境 cDNA文库,促进真菌资源的开发应用研

究,也将是宏基因组学的主要研究内容之一. 相应

地,有效裂解土壤真菌以保证 poly(A) mRNA基因完

整性的 eDNA提取方法的发展十分重要.

研究生境类型的范围还应进一步拓展. 2005

年,美国联合基因组研究所构建了来源于 4万年前

洞穴熊(已经灭绝的种类)的骨骼宏基因组文库, 得

到26 861 bpp 洞穴熊基因组序列, 通过与现代熊基

因序列比较, 揭示了其进化关系
[ 55]

. 运用宏基因组

学方法揭示已灭绝物种的基因组信息, 探知古老基

因的秘密,是一个非常有价值的发展方向.针对与人

类健康密切相关的胃肠道环境的微生态平衡调节机

制及失衡条件下发病机制的研究应当在环境宏基因

组学研究的范围之内.对处于/海洋2陆地0界面潮间

带的微生物资源也应重视. 目前世界范围内,采用宏

基因组方法从此生境中寻找新资源的报道极少. 笔者

针对这一空白,克服了运用原位裂解法从高粘质性、

高有机质含量的土壤构建大片段宏基因组文库的难

点,构建了4个季节红树林土壤大片段Cosmid宏基因

组文库,随机挑取的克隆子经 BamHI 酶切验证,平均

插入片段均大于 35 kbp,且片段类型均不相同, 为潮

间带特色微生物资源的开发应用提供了良好素材.

生物技术领域应注重加快天然药物的发现进

程.因为编码天然药物的基因簇主要存在于放线菌

中,笔者认为在提取 eDNA 时, 可根据 G+ C含量的

不同将放线菌 DNA与其它类型微生物 DNA分离,

单独构建环境样品的放线菌宏基因组文库, 以减轻

从文库中筛选药物的负荷,提高筛选效率.
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