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微生物非培养技术在环境污染控制领域的应用
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摘　要：微生物非培养技术，如ＤＮＡ指纹技术、焦磷酸测序、分子杂交技术、宏基因组学、宏转录组学、宏蛋
白质组学、代谢组学等的飞跃发展和广泛应用，有助于快速、准确地鉴定自然界或人工生境中微生物种群，为

揭示生物修复过程中微生物群落结构、功能及修复机理提供了重要方法，提高了生物修复技术的检测效能．
主要介绍分子生物学及“组学”等微生物非培养技术在解析污染区域中微生物群落结构、功能及动力学等方

面的应用．
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　　复杂多变的自然环境造就了微生物的多样
性，包括代谢多样性、结构多样性、行为多样性、生

态多样性和进化多样性等．传统的纯培养技术对
不同生境微生物的可培养性较低，９９％以上的微

生物的多样性由于不可培养而丢失［１］，因此，纯

培养技术的局限性成为了研究微生物多样性的瓶

颈．微生物非培养技术，避开了纯培养的微生物分
离方法，即运用分子生物学手段从ＤＮＡ水平上研
究未培养微生物的多样性及微生物群落动态变

化、相对丰度及分布，检测微生物群落对人为干扰

的承载能力［２］．微生物非培养技术包括ＤＮＡ指纹
技术、分子杂交、生物芯片、基因组学以及宏基因

组学、宏转录组学等“组学”技术，这些技术已经

应用到非培养微生物的生理特性及群落组成、结



构变化研究，对污染区域的环境样品进行基因组

测序，开发新的菌种、功能基因以及微生物资源等

各个领域中．
生物修复技术主要是利用一种或多种微生物

特有的分解有毒有害物质的能力，去除受污染环

境中异生型化合物或人工合成的化合物，使其浓

度降低或完全无害化．在利用生物修复技术治理
污染区域的过程中，土著微生物及生物强化后的

微生物群落结构、功能、代谢及动力学等是影响生

物修复效能的主要因素．微生物非培养技术的发
展为揭示生物修复区域中微生物群落结构及功能

提供了强有力的工具，本文主要介绍微生物非培

养技术在环境污染控制领域的研究进展．

１　环境样品中 ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质
的提取方法

１１　环境样品中ＤＮＡ、ＲＮＡ的提取
提取ＤＮＡ、ＲＮＡ遵循的原则是首先保证核酸

一级结构的完整性，其次要将蛋白质、糖类、脂类

含量降低到最低程度并排除腐殖酸、富里酸和大

量与ＤＮＡ、ＲＮＡ共沉淀的其他有机污染物、重金

属及化学杂质对分子多样性分析产生的干扰．提
取的ＤＮＡ和ＲＮＡ的产量及纯度主要取决于存在
的杂质类型、样品来源和提取过程中使用的试剂．
传统的ＤＮＡ提取方法见表１．从环境样品中直接
提取ＲＮＡ的方法与提取 ＤＮＡ的方法相似，ＲＮＡ
的稳定性较差，易被 ＲＮＡ酶（ＲＮａｓｅ）切割水解，
提取时需十分小心，实验用品也要进行严格的消

毒灭菌，预防 ＲＮａｓｅ污染．目前常用的 ＲＮＡ提取
方法见表２．市售的ＦａｓｔＤＮＡ和ＦａｓｔＲＮＡ试剂盒、
ＦａｓｔＰｒｅｐ、ＵｌｔｒａＣｌｅａｎＴＭ等工具也广泛应用于 ＤＮＡ、
ＲＮＡ的提取．
１２　环境样品中蛋白质的提取

根据不同原理，蛋白质的提取主要分为两类：

一是利用不同组分分配率的差别进行提取，如结

晶、有机溶剂提取、盐析和层析等方法；二是将混

合物置于单一物相中，通过物理作用将不同组分

分离，如超速离心、电泳、超滤等．蛋白质易失活，
在提纯过程中要注意温度、酸碱缓冲条件、水的纯

度、洗涤剂等因素对蛋白质的影响．常用的蛋白质
分离方法见表３．

表１　传统的ＤＮＡ提取方法

方法 优缺点

氯仿提取法 易操作，稳定可靠，污染蛋白＜２％，操作较麻烦

苯酚提取法 Ａ脱蛋白效果比氯酚提取法好，提取ＤＮＡ较多，转化活性高，污染蛋白＜２％

苯酚氯仿混合柱层析法 脱蛋白效果最好，ＤＮＡ纯度高，具有氯仿提取法、苯酚提取法的优点

羚基磷灰石柱层析法 快速，只需３ｈ，污染蛋白和ＲＮＡ＜１％，适用少量样品ＤＮＡ的提取

琼脂糖４Ｂ柱层析法 快速，省力，经济，适宜用氯仿提取法不易获得ＤＮＡ的菌株

氯化铯（ＣｓＣｌ）密度梯度离心法 简单可靠，避免了有机溶剂的作用，但因国内ＣｓＣｌ试剂昂贵，很少使用

碱提取法 多用于分离质粒ＤＮＡ和大肠埃希氏菌

十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）提取法 适宜植物细胞和某些革兰氏阴性菌

表２　常用的ＲＮＡ提取方法

方法 原理

ＴＲＩｚｏｌ提取法
提取总ＲＮＡ，ＲＮＡ由异丙醇沉淀分层来还原，样品量从几十毫克至几克，能够

保持ＲＮＡ的完整性

苯酚提取法
核酸溶于水相，被苯酚变性的蛋白溶于酚相而分离，但是分层不彻底，部分ＲＮＡ

易丢失

异硫氰酸胍－酚法

ＧＩＴ与β－巯基乙醇共同作用抑制ＲＮａｓｅ的活性，ＧＩＴ与十二烷基

肌氨酸钠（Ｓａｒｃｏｓｙｌ）作用使蛋白质变性，从而释放ＲＮＡ，提取的ＲＮＡ纯度高、完

整性好，较适合纯化ｍＲＮ、逆转录及构建ｃＤＮＡ文库

ＴＲＩｚｏｌＬＳ提取法
用于血清、血液、细胞培养液中病毒ＲＮＡ的提取，由异丙醇沉淀分层，焦磷酸二

乙酯（ＤＥＰＣ）使蛋白质变性，ＲＮａｓｅ失活
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表３　常用的蛋白质分离方法

分类 方法 原理

根据蛋白质带

电性质不同

离子交换

层析法

使用阴（阳）离子交换剂，当被分离的蛋白质溶液流经离子交换层析柱时，离子交换剂吸附

与其带相反电荷的蛋白质，通过改变ｐＨ值或离子强度的方法将吸附的蛋白质洗脱下来．

凝胶电泳法
各种蛋白质在同一ｐＨ值条件下，因电荷数量和相对分子质量不同而在电场中的迁移率不

同得以分开．常用二维凝胶电泳技术，包括等电聚焦电泳和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ技术．

根据蛋白质

分子大小差别

凝胶过滤

层析法

也称尺寸排阻层析或凝胶渗透层析，是根据分子大小分离蛋白质混合物最有效的方法之

一．适宜对ｐＨ值、金属离子等敏感的生物分子提取蛋白质．

根据配体

特异性
亲和层析法

根据一些蛋白质与另一种称为配体（Ｌｉｇａｎｄ）的分子能特异而非共价地结合的原理，只需一

步处理即可从复杂的蛋白质混合物中提取出高纯度的蛋白质．

常用的配体有酶、抗体、核酸、荷尔蒙、维生素等．

根据蛋白质

溶解度不同
等电点沉淀 蛋白质在等电点时溶解度达到最低而沉淀出来

有机溶剂

提取

在一定温度、ｐＨ值和离子强度下，与水互溶的有机溶剂（如甲醇、乙醇）能使一些蛋白质在

水中的溶解度显著降低引起蛋白质沉淀

２　基于１６ＳｒＤＮＡ的微生物指纹技术
基于１６ＳｒＤＮＡ的微生物指纹技术是一种用

于分析污染区域中微生物基因多样性和揭示微生

物群落组成、活性及功能变化的非培养技术．以聚
合酶链式反应（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）
技术为基础，具有较高的精确性和稳定性，主要包

括以下几种技术．变性／温度梯度凝胶电泳（Ｄｅｎａ
ｔｕｒｉｎｇ／ＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅＧｒａｄｉｅｎｔＧｅｌＥｌｅｃｔｏｒｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＤＧＧＥ／ＴＧＧＥ）依据的原理是利用含有５０ｂｐＧＣ
夹的引物、基于变性梯度发生化学或温度变化的

聚丙烯酰胺凝胶的分离产物，从群落ＤＮＡ中扩增
ｒＲＮＡ或功能基因 ＰＣＲ产物［３］．Ｌｉ等利用聚合酶
链式反应 －变性梯度凝胶电泳指纹技术（Ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎ ＲｅａｃｔｉｏｎＤｅｎａｔｕｒｉｎｇＧｒａｄｉｅｎｔＧｅｌ
Ｅｌｅｃｔｏｒｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）解析了受金属污染
的土壤中微生物群落变化，探究了金属沉积物的

污染区域中 ｄｓｒＢ基因（异化的亚硫酸盐还原酶
β亚基）的丰度［４］．自动核糖体基因间隔序列分
析（ＡｕｔｏｍａｔｅｄＲｉｂｏｓｏｍａｌＩｎｔｅｒｇｅｎｉｃＳｐａｃｅｒＡｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＡＲＩＳＡ）是依据自动测序系统中，对 ｒＲＮＡ基
因间隔转录空间（ＩｎｔｅｒｇｅｎｉｃＴｒａｎｓｃｒｉｂｅｄＳｐａｃｅｒ，
ＩＴＳ）扩增产物的分离和检测，由荧光标记引物对
微生物群落ＤＮＡ进行 ＩＴＳ扩增［３］．Ｑｕ利用 ＡＲＩ
ＳＡ技术研究膜生物反应器中溴氨酸废水的微生
物种群的动态变化［５］．长度异质性聚合酶链反应
（ＬｅｎｇｔｈＨｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙＰＣＲ，ＬＨＰＣＲ）是一种检测

微生物群落中不同小亚基（ＳｍａｌｌＳｕｂｕｎｉｔ，ＳＳＵ）
ｒＲＮＡ基因长度自然变化的方法．Ｃｏｎｎｏｎ通过此
方法确定了受三氯乙烯污染的地下水样品在丙烷

持续的刺激下细菌群落的组成变化［６］．单链构象
多态性（ＳｉｎｇｌｅＳｔｒａｎｄＣｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＳＣＰ）方法即在非变性条件下分析单链 ｒＲＮＡ基
因的电泳迁移率，得到组合带型，区分出不同的微

生物发育组群．Ｋｉｅｓｅｌ利用ＳＳＣＰ技术检测地下水
样品在无氧条件下持续氯苯降解过程中微生物群

落的改变［７］．末端限制性片段长度多态性分析
（ＴｅｒｍｉｎａｌＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＴＲＦＬＰ）技术是近十年引入微生物生态研
究中的，此技术的主要优势是简便、自动化、可对

计算机模拟的数据进行精确分析．ＴＲＦＬＰ分析即
利用荧光标记的引物，从微生物群落总ＤＮＡ中扩
增ＳＳＵｒＲＮＡ基因后酶切扩增产物，产生 Ｔ－
ＲＦｓ，由毛细管电泳进行分离．每个单独的 ＴＲＦ
对应唯一一个微生物发育系统或一个操作分类单

元的群落指纹．然后利用自动ＤＮＡ测序仪器检测
Ｔ－ＲＦｓ的大小和相对丰度．此外，还有扩增核糖
体ＤＮＡ限制性酶切分析技术（ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＲｉｂｏｓｏ
ｍａｌＤＮＡＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓ，ＡＲＤＲＡ）、随机扩增
多态性 ＤＮＡ分析（ＲａｎｄｏｍｌｙＡｍｐｌｉｆｉｅｄＰｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｃＤＮＡＡｎａｌｙｓｉｓ，ＲＡＰＤ）、扩增片段长度多态性
（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，
ＡＦＬＰ）分析、核糖体基因区间序列分析 （Ｒｉｂｏｓｏ
ｍａｌＩｎｔｅｒｇｅｎｉｃＳｐａｃｅｒＡｎａｌｙｓｉｓ，ＲＩＳＡ）等技术．
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３　基于功能基因的微生物指纹技术
基于功能基因的微生物指纹技术是由 ＤＮＡ

指纹技术衍生而来．Ｐｉｅｐｅｒ研究小组利用扩增功
能 ＤＮＡ限制性酶切分析 （ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ＤＮＡＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓ，ＡＦＤＲＡ）对土壤微生物
菌群的功能基因 （Ｃ２３Ｏ基因）遗传多样性进行
了实时监测，揭示了土壤中功能基因的多态性及

动态变化［８－９］．目前在微生物群落分析中应用较
多的功能基因包括氨单加氧酶基因 （ａｍｏＡ），反
硝化代谢途径中的一系列基因 （ｎａｒＧ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ
及 ｎｏｓＺ）及苯酚羟化酶大亚基基因 （ＬｍＰＨ）
等［１０－１２］．在许多情况下，用功能基因进行分类的
分辨率能够达到比种更低的水平，这是由功能基

因序列在进化上的低保守性和较高的进化速率决

定的．

４　其他非培养技术
４１　荧光原位杂交技术（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＩｎＳｉｔｕ

Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）
ＦＩＳＨ技术是一种由靶目标 ｒＲＮＡ荧光染料

标记的寡核苷酸探针与附着于膜过滤器或玻璃片

上通透的微生物细胞核糖体的选择性杂交过程．
微生物细胞被靶目标 ｒＲＮＡ探针染色，通过荧光
显微镜、共聚焦激光扫描显微镜（ＣｏｎｆｏｃａｌＬａｓｅｒ
ＳｃａｎｎｉｎｇＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＣＬＳＭ）或流式细胞仪技术
将其可视化或计数［１３］．在ＦＩＳＨ中，可应用以原核
和真核微生物类群为目标的多组特定 ｒＲＮＡ探
针，实现环境样品中微生物种群的同步系统发育

分类和定量化．传统的 ＦＩＳＨ技术具有一定的局
限性，为此研发了两种新的组合方法，即催化报导

沉积的荧光原位杂交技术（ＣａｔａｌｙｚｅｄＲｅｐｏｒｔｅｒ
ＤｅｐｏｓｉｔｉｏｎＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｉｎ Ｓｉｔｕ Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，
ＣＡＲＤＦＩＳＨ）和荧光原位杂交微生物放射自显影
技术（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＩｎＳｉｔｕＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎＭｉｃｒｏａｕｔｏ
ｒａｄｉｏｇｒａｐｈｙ，ＦＩＳＨＭＡＲ）．
４２　稳定性同位素标记（ＳｔａｂｌｅＩｓｏｔｏｐｅＰｒｏ

ｂｉｎｇ，ＳＩＰ）技术
稳定性同位素标记（ＳＩＰ）是一种新型方法，

直接将微生物群落及其功能联系起来，不需单独

培养微生物，弥补了分子指纹技术和测序方法的

不足．ＳＩＰ技术是通过等密度梯度超速离心的方
法为微生物群落及其核酸总细胞库的分离提供重

同位素标记底物（如１３Ｃ标记的底物）［１４］．提取出
的总核酸会形成两个不同的离心分离区，分别

用１３Ｃ（高浮力密度）和１２Ｃ标记（含核酸片段的低

浮力密度）．利用分子技术将被重同位素标记的
功能性微生物群落从组合的１３Ｃ标记的核酸片段
中分离出来．天然的含核酸片段的１２Ｃ标记物在
ＳＩＰ实验中通常作为阴极控制，来区分活跃的（１３Ｃ
标记的）和不活跃的（含１２Ｃ）微生物种群．Ｓｉｎｇｌｅ
ｔｏｎ等将１３Ｃ标记的萘、１３Ｃ标记的水杨酸和菲加
入受 ＰＡＨ污染的土壤中，来鉴定群落 ＤＮＡ中降
解ＰＡＨｓ的菌种［１５］．
４３　分子生物传感器

环境生物传感器是利用高灵敏性的生物意识

过程（信号）来测定特定化合物（污染物）与生物

系统的相互作用，在污染物的监控方面取得了显

著成果．分子传感器是由重组的质粒作为生物元
件，并有一个启动子，对目标分子敏感，通过报告

系统产生信号．启动子可随特定的分子开启或关
闭，在信号产生方面具有专一性．在微生物生态学
方面应用的生物传感器大多是基因工程生物，其

反应启动子与相应的报告基因融合，包括适合

β－半乳糖苷酶的 ｌａｃＺ基因编码、荧光素酶系统
的ｌｕｘ基因、绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的ｇｆｐ基因以及
冰核蛋白质的ｉｎａＺ基因等［１６］．
４４　ＤＮＡ微阵列

ＤＮＡ微阵列即用金属针（接触印迹）或墨水
喷射（非接触印迹）的方法将探针储存或固定在

玻璃表面．根据靶目标 ＤＮＡ分子（单细胞基因或
群落基因）与排列探针的杂交，将每个靶目标探

针杂交位点的荧光信号与本底值信号噪声比有关

的每个信号位点的平均信号强度，设计成定量检

测，并由商业化的图像分析软件测定［１７］．ＤＮＡ微
阵列可用于复杂生态系统中微生物种群的快速、

灵敏、定量化及同步监控．根据微阵列使用探针的
不同可分为几种类型．其中，系统发育寡核苷酸阵
列（ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＡｒｒａｙｓ，ＰＯＡ）、功
能基因阵列（ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＧｅｎｅＡｒｒａｙｓ，ＦＧＡ）和全
基因阵列（ＷｈｏｌｅＧｅｎｏｍｅＡｒｒａｙｓ，ＷＧＡ）是生物修
复研究中最常用的方法．
４５　实时定量聚合酶链反应（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＱｕａｎ

ｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）技术
实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）用于解析微

生物群落变化或监控生态修复过程中物质的分解

代谢活性，是依据对每个扩增循环中分子的荧光

性随ＰＣＲ产物的积累而增强进行的实时检测．需
要使用校对工具在数据库序列中进行比对来设计

探针和引物，从而找到专门对应一种微生物或一

个分解代谢基因的特征序列．Ｎｙｙｓｓｏｎｅｎ等证实了
灵敏的实时 ＰＣＲ检测技术可对土壤样品中萘降
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解菌的萘－羟基化双加氧酶（ｎａｈＡｃ）基因进行定
量化分析，并监测萘的生物降解过程，对土壤浆液

微观环境下的萘双加氧酶基因计数［１８］．

５　宏基因组学技术
５１　宏基因组学技术概述

宏基因组学技术这一概念是基于环境微生物

（基因组学）中基因同步分析和环境样品（宏基因

组学）中所有微生物基因分析提出的，突破了纯

培养方面的一些限制．１９９１年，Ｐａｃｅ等首次提出
环境基因组学（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｇｅｎｏｍｉｃｓ）的概念，
并利用构建的宏基因组文库筛选出１５种新的菌
种［１９］．１９９８年，Ｈａｎｄｅｌｓｍａｎ等提出以环境样品中
微生物群体基因组为研究对象，通过序列和功能

基因的筛选方式建立宏基因组文库，定义了宏基

因组（Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ），即特定生境下全部微生物遗
传物质的总和［２０］．目前宏基因组学技术已广泛应
用到海洋、土壤、人体肠道等多种环境中微生物多

样性研究、特定功能基因筛选和新物种开发等．

５２　宏基因组文库
宏基因组文库是用一个适宜的载体（如质

粒，噬菌体，福斯质粒，柯斯质粒或细菌人工染色

体ＢＡＣ）将环境样品中提取 ＤＮＡ片段直接克隆，
转移至合适的宿主菌株，并通过测序等筛选程序

来分析克隆的ＤＮＡ片段，确定具有特定功能的基
因．宏基因组文库资源丰富且复杂，需采用高灵敏
度和高通量的方法对有用的基因进行筛选和鉴

定，目前常用的筛选技术如表 ４［２１－２２］．Ｍａｒｔｉｎ构
建了宏基因文库，通过确定全基因和优势菌群聚

磷菌ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＡｃｃｕｍｕｌｉｂａｃｔｅｒｐｈｏｓｐｈａｔｉｓ中参与
磷累积的基因，探究了生物除磷系统中微生物群

落及其代谢功能，揭示出除磷的原因［２３］．Ｓｕｅｎａｇａ
从污泥样品中获取宏基因组 ＤＮＡ片段并构建了
福斯质粒文库，使用邻苯二酚作为底物，产生了

９１个ＥＤＯ阳极克隆，筛选出雌二醇双加氧酶（Ｅ
ＤＯｓ）［２４］．吴杰构建了澳大利亚厚皮海绵的 Ｆｏｓ
ｍｉｄ宏基因组文库，是我国首次尝试用海绵丰富
的基因资源研究宏基因组学［２５］．

表４　常用的宏基因组文库筛选方法

方法 原理 优缺点

序列筛选法（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｂａｓｅｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）

根据目的基因保守的 ＤＮＡ序列和已知的功能基

因序列来设计ＰＣＲ引物或探针，通过杂交或ＰＣＲ

扩增筛选阳性克隆子，从文库中获得目的基因

方法成熟可靠，但不能保证获得完整的基因，较

难筛选出新的功能基因

功能筛选法（Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｂａｓｅｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）

以生物活性为线索，根据酶蛋白的功能，在功能

平板上检测宿主菌出现的变化，获得具有生物活

性的阳性克隆子，测序分析，得到基因结构

灵敏度高，可快速筛选出新基因，适合不存在同

源序列而无法设计通用探针或 ＰＣＲ引物的编码

酶或蛋白质基因的筛选．外源基因的异源表达水

平低或外源蛋白的活性低使阳性克隆率较低

底物诱导基因表达筛

选法（Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｉｎｄｕｃｅｄ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｃｒｅｅｎ

ｉｎｇ，ＳＩＧＥＸ）

底物或代谢产物会诱导表达编码分解代谢途径

的基因，由荧光活化细胞分拣法（ＦＡＣＳ）筛去

ＩＰＴＧ诱导表达绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的细胞，再

培养克隆子，结合ＦＡＣＳ分离出携带了目的基因

而表达ＧＦＰ的克隆

快速经济，适宜需要利用底物诱导才能表达的分

解代谢型基因的筛选，增强了外源基因的表达能

力．不能筛选出成型基因，目的基因与转录调控

元件在基因组上相距较远时不能被筛选到

５３　宏基因组测序
宏基因组测序即对环境中提取的总 ＤＮＡ进

行全基因组测序，避免了传统微生物纯培养技术

的弊端，提升了微生物资源可利用的空间．该技术
的产生和发展极大程度地揭示了环境样品中微生

物群落中微生物多样性、功能多样性及代谢多样

性，是评估环境样品中微生物组成结构的最精确

方法之一．到目前为止，已经有 ２１０多个不同环
境，包括海洋、土壤、活性污泥及人体肠道等宏基

因组样品被测序［２６］．我国华大基因的研究者对人
类肠道微生物进行了宏基因组测序，揭示了肠道

微生物群落的结构、代谢及功能基因等信息，并以

封面文章的形式发表与Ｎａｔｕｒｅ杂志上［２７］．在宏基

因组学领域的另一项创新技术是大规模平行焦磷

酸测序，也称为宏基因组焦磷酸测序．目前常用的
是 Ｒｏｃｈｅ４５４ＧＳ－ＦＬＸＴｉｔａｎｉｕｍ高通量测序系
统，可同时对３０多万个序列进行大规模平行焦磷
酸测序，具有高读长、成本低、精度高、无偏性等

优点．

６　宏转录组学技术
６１　转录组学和宏转录组学

宏转录组学即通过直接提取环境微生物群落

ｍＲＮＡ，研究环境样品中微生物的物化、生物活性
来获得全体微生物群落基因表达情况的技术．宏
转录组学分析的基本步骤为：总ｍＲＮＡ的提取和
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扩充；ｃＤＮＡ合成；ｃＤＮＡ微阵列杂交或完整ｃＤＮＡ
转录测序．
６２　宏转录组测序

与宏基因组测序技术相比，宏转录组测序能

够反映出微生物群落在特定条件下的基因表达情

况，准确揭示群落真实的代谢活性．将宏转录组学
与焦磷酸测序或 ｃＤＮＡ微阵列结合使用，成为检
测微生物群落转录活动的有利工具．Ｕｒｉｃｈ等利用
环境转录组学方法，首先提取出微生物群落总

ＲＮＡ，随机反转录成 ｃＤＮＡ，将焦磷酸测序结果进
行拼接注释后，发现１９３２１９个与微生物分类相
关的ｒＲＮＡ序列及２１１３３个与土壤微生物功能性
相关的基因［２８］．

７　宏蛋白质组学技术
１９９４年，Ｗｉｌｋｉｎｓ等提出了蛋白质组的概念，

指一个基因组所表达的所有蛋白质，或细胞、组

织、机体在特定时空所表达的全部蛋白质［２９］．
２００４年，Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ－Ｖａｌｅｒａ在蛋白质组和宏基因
组基础上提出了宏蛋白质组（Ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）这
一概念，即在一定条件下对微生物群落所有蛋白

质的组成进行实时大规模的鉴定［３０］．宏蛋白质组
学是继宏基因组学之后在环境微生物学科中出现

的又一新的研究方向，即从复杂的环境样品中总

蛋白的水平，对不同物种间相互作用及整个微生

物群落组成、功能等进行深入研究，进而掌握不同

时空内的基因表达情况．目前常采用两种研究路
线：一是采用双向电泳、生物质谱联合的方法研究

微生物群落中蛋白质的表达情况，二是采用多维

色谱、生物质谱结合的方法，即鸟枪法［３１］．Ｗｉｌｍｅｓ
等对具有生物除磷功能的活性污泥系统展开了宏

蛋白质组学的研究，探究了好氧／厌氧处理过程中
微生物表达蛋白质的情况以及微生物的转变对除

磷效果的影响，鉴定出与生物除磷相关的蛋

白［３２］．Ｋｉｍ等使用二维凝胶电泳的方法探究了可
降解高相对分子质量多环芳烃（ＨＭＷ－ＰＡＨｓ）的
菌株ＰＹＲ－１诱导产生的蛋白质，包括过氧化氢
酶－过氧化物酶、假定单加氧酶等［３３］．利用２ＤＥ／
ＭＳ和标记裂解同位素联合蛋白质组学方法分析
了恶臭假单胞菌 ＫＴ２４４０中芳香烃的分解途
径［３４］．Ｂｅｎｎｄｏｒｆ等对２，４二氯苯氧基乙酸（２，４－
Ｄ）污染的土壤和氯苯污染的地下水中微生物群
落进行了功能性宏蛋白质组学分析［３５］．

８　微生物代谢组学
除了宏基因组学、宏转录组学和宏蛋白质组

学外，对微生物细胞内细胞代谢物全部功能的整

体分析也是研究的重点，这一方向称为代谢组学．
当面对环境挑战或压力时，微生物细胞会释放低

相对分子质量的初级和次级代谢物．代谢组学是
应用分离和分析技术对微生物细胞内的这些代谢

产物进行功能角色的量化．微生物代谢组学包含
几种代谢方法，如代谢指纹和足纹法、代谢构造和

靶目标分析，来确定和量化细胞代谢产物［３６］．Ｋｅ
ｕｍ等在菲降解过程中对根瘤菌 Ｃ４进行了相对
代谢组学分析，研究了极性代谢物、脂肪酸和聚羟

基脂肪酸酯等物质［３７］．对一段时间内一个细胞中
细胞分子／代谢物的实时通量分析称为代谢通量
组学．Ｔａｎｇ等通过 ＧＣ－ＭＳ和数据、生化及基因
算法对希瓦氏菌藻进行了代谢组学分析，此菌对

金属、放射性核素和卤化有机化合物的生物修复

有共代谢途径，得出当希瓦氏菌藻适应不同碳源

时可表现出相对灵活的代谢通量的结论［３８］．

９　未来前景
不可培养微生物在新陈代谢途径、物种、生理

生化反应、产物等各方面都具有丰富的多样性和

新颖性，与可培养微生物相比，具有更广阔的微生

物资源利用前景．微生物非培养技术为不可培养
微生物的研究提供了有利手段，尤其是宏基因组

学、宏转录组学、宏蛋白质组学等“组学”技术的

发展与应用，对不可培养微生物资源的开发利用

发挥了越来越重要的作用．宏基因组学提供了环
境样品中总ＤＮＡ的信息，宏转录组学反映了环境
基因实时表达情况，宏蛋白质组学揭示了实时状

况下环境微生物功能的变化，而代谢组学提供最

后的环境代谢产物的总体信息，各种“组学”技术

分别从不同水平对环境微生物的组成、结构及功

能等进行了全面的描述，对研究功能基因多样性、

了解微生物群落活性及其对生态系统功能的影响

起到了推动作用．从基因水平到代谢产物的研究，
各种非培养技术有机的结合，形成一个完整、合理

的研究体系，必将在环境微生物生态领域的研究

中发挥越来越大的作用．
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ｂｏｘｔｙｐｅｔｗｏｗａｙｓｕｒｇｅｔａｎｋｉｎｌｏｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｗａｔｅｒｐｉｐｅ
ｌｉｎｅｗｉｔｈｈｉｇｈｌｉｆｔａｎｄｍｕｌｔｉ－ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ［Ｄ］．Ｘｉ′ａｎ：
Ｃｈａｎｇ’ａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００８：２２－３１．

［１０］ＹＡＮＧＹｕｓｉ，ＭＡＸｉａｏｙｕｎ，ＬＩＸｉａｏｙａｎ．Ａｎａｌｙｓｉｓｔｈｅ
ｉｍｐａｃｔｏｆｗａｖｅｖｅｌｏｃｉｔｙｏｎｔｈｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｅｓｓｕｒｅ
ｂｏｏｓｔｉｎｗａｔｅｒｈａｍｍｅｒｏｆｌｏｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｗａｔｅｒｐｉｐｅｌｉｎｅｓ
［Ｃ］／／ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｙｍｐｏｓｉｕｍｏｎＷａｔｅｒＲｅｓｏｕｒｃｅａｎｄ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ（ＩＳＷＲＥＰ）．Ｘｉ′ａｎ：ＩＥＥＥ，
２０１１：２９４３－２９４５．

［１１］ＺＨＵＺｕｏｊｉｎ．Ｑｕａｓｉ—ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒＫＤＶ
Ｂｕｒａｇｅｒｓｅｑｕａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＳｃｉｅｎｔｉａｒｕｍＮａｔｕｒａｌｉｕｍ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＣｈｉｎａ，２００４，
２７（４）：８－１２．

（编辑　刘　彤）
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