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摘要：土壤中多数微生物不可培养，这限制了微生物资源的开发利用。宏基因组学方法在开发和利用不可培养微

生物资源方面有巨大潜力，可以将其运用到土壤微生物学研究中。对土壤宏基因组 $%& 的提取、宏基因组文库的

构建和筛选等方面的研究现状和进展进行了简要综述。
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土壤是各种微生物生活的大本营，据估计 !7 土壤中有

.""" T /""" 种 近 !" 亿 的 细 菌，生 物 量 可 达 )""U7V@5 T

)""""U7V@5［!］。土壤微生物的研究曾一度仅限于一少部分可

培养的微生物。实际上，许多环境样品中的优势菌株都是

不可培养的，通过培养方法估计的土壤微生物多样性只占

总量的 "*!W T !W［+］。近年来发展起来的宏基因组学利用

分子生物学的研究方法绕过培养方法来研究微生物的多样

性及功能，为土壤微生物研究开辟了新的道路，本文对这一

研究领域的最新进展进行简要综述。

9 宏基因组学概述

宏基因组学的概念在 !((Q 年首先由 856I:A=B56 等提

出，其定义为“利用现代基因组技术直接研究自然状态环境

中的微生物群落，而不需要经过分离、培养单一种类的微生

物”［)］。目前，宏基因组学在土壤微生物研究中的应用主要

包括两方面：一是进行土壤微生物及其基因资源的挖掘，目

前的研究工作中已经得到大批新基因，特别是对一些极端

环境中的微生物宏基因组的研究有望得到一些有特殊应用

价值的功能酶基因；另一方面是进行微生物生态学方面的

研究，揭示土壤中微生物的多样性及其与环境之间的关系。

宏基因组学的基本策略包括（如图 !）：从环境样本中直

接提取微生物 $%&，将 $%& 片段克隆到载体上，转化宿主

菌，构建宏基因组文库。然后对文库进行随机序列测定以

研究微生物群落的组成或筛选文库以发现特异的基因。

: 土壤宏基因组学研究现状

:;9 土壤微生物 <,6 提取

土壤宏基因组文库的构建从样品的采集开始，表土层

比其它位置取样容易。在微生物量比较丰富的地点所取样

品的生物多样性较高，而极端环境中的微生物多样性尽管

较低，却可能含有一些特殊的功能产物，可以根据不同的研

究目的来确定取样地点［.］。由于土壤样品中微生物数量比

较大，因此取样量一般比较少（",""7）［,］。另外，取样中应

尽量避免对土壤的干扰，缩短保存和运输的时间，使样品能

更好地代表自然状态下的土壤。用于 X%& 提取的土壤样品

可以加入 X%&A5>:D 避免 X%& 的降解［#］。
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图 ! 土壤微生物宏基因组构建及筛选步骤

土壤本身的异质性、微生物的多样性及其对土壤颗粒

的黏附使 "#$ 的提取比较困难［%］。提取中常出现的腐殖质

污染会干扰随后的限制性酶切和 &’( 扩增等过程，影响克

隆效率、转化效率和杂交的特异性［)］。土壤的异质性使任何

现存的方法都不能通用于所有的土壤，应根据土壤的性质

和特点选择适宜的提取方法。土壤 "#$ 提取方法可分为两

种：原位裂解法采用酶、高温以及去污剂处理或一些机械破

碎方法直接裂解样品中的细胞，然后提取 "#$［*，!+］；异位裂

解法先从样品中分离细胞，再对细胞进行裂解［!!］。原位裂

解方法 得 到 的 "#$ 量 较 多［!,］，而 且 可 同 时 提 取 "#$ 和

(#$［!-］。异位裂解法处理条件温和，所得 "#$ 纯度较高，但

此法操作繁琐，成本高，"#$ 得率也较低。"#$ 的提取方法

也会影响所构建文库的代表性，不同的方法所反映的土壤

细菌群落状况不同［!.］。通常认为原位裂解法得到的 "#$
能更好地代表样品微生物的多样性［!/］，目前构建土壤 "#$
文库多采用原位裂解法。

土壤微生物多样性较高，平均 !0 土壤中有 ,+++ 种基因

型，每种基因型出现的几率只有 +1 +/2［!］。为了增加目标

微生物出现的概率，可以参照传统的选择性富集方法，在文

库构建之前利用选择性培养基或培养条件对样品进行富

集。另外，可 以 用 超 速 离 心 来 富 集 高 3’ 含 量 的 微 生 物

"#$［!4］，溴脱氧尿嘧啶核苷和稳定同位素探针（56789:;<5=6=>:
>?=8<@0，AB&）可用于富集代谢比较活跃的微生物的 "#$［!%］。

经过以上方法富集的样品中微生物多样性降低，但可以增

加阳性克隆的数量，简化从复杂的土壤样品中提取高质量

"#$ 及新基因的过程。

另外，有些样品，如被污染土壤中的微生物含量较少，

可以 在 构 建 文 库 之 前 进 行 全 基 因 组 扩 增（CD=9: 0:@=E:
7E>9<F<G76<=@，H3$），以 得 到 充 足 的 "#$ 用 于 文 库 构 建。

$8I9:@G<7 等 利 用 多 重 置 换 扩 增（ EI96<>9: J<5>97G:E:@6
7E>9<F<G76<=@，K"$）技术首先扩增污染土壤的基因组 "#$，然

后构建宏基因组文库并进行生物多样性分析［!)］。该方法在

扩增时引入了一些误差，但其对原基因组的覆盖率可以达

到 *+2以上，对于微量微生物样品宏基因组学研究来说，不

失为一种很好的方法。

!"! 土壤宏基因组文库构建

土壤文库的构建在理论上很简单，但土壤宏基因组较

大，要覆盖全部基因组必须构建高质量的宏基因组文库。

土壤宏基因组文库的构建及随后的筛选工作能否成功取决

于以下因素：土壤样品的组成和理化性质、样品的采集和保

存、"#$ 提取方法以及所选用的宿主 L 载体系统等。根据

插入片段的大小可以将宏基因组文库分为两类：一类是构

建于质粒载体的小插入片段文库，该文库质粒拷贝数高，对

土壤 "#$ 质量要求低，操作简单，而且可以直接进行重组克

隆的活性表达，缺点是插入片段小（ M !/N8），只适合筛选单

基因或小的操纵子产物［!*］，所需筛选的克隆数量较大；另一

类是 大 插 入 片 段 文 库，一 般 以 细 菌 人 工 染 色 体（87G6:?<79
7?6<F<G<79 GD?=E=5=E:，O$’）和粘粒（G=5E<J）为载体，插入片段

大（O$’ 可达 -/+N8），适于克隆较大的基因簇［.］，所需筛选的

克隆数量较小，缺点是拷贝数低，基因的扩增和表达产物的

获得以及操作较困难［,+］。载体系统的选择取决于所分离的

土壤 "#$ 的质量、文库目的插入片段的平均大小、所需的载

体拷贝数、所采用的宿主以及筛选策略，而这些因素均由研

究目标决定。据估计，在土壤中所有微生物种类丰度相同

的前提下，覆盖 !0 土壤中全部原核生物的基因组至少需要

!+% 个质粒克隆（/N8 插入片段）或 !+4 个 O$’ 克隆（!++N8 插

入片段）［,!］。而为了真实的代表土壤中数量比较少的类群

的基因组，文库的容量需要达到 !++++38 "#$（!+!!个 O$’ 克

隆）［,,］。

宿主的选择主要考虑到转化效率、宏基因的表达、重组

载体在宿主细胞中的稳定性以及目标性状的筛选等。目前

多采用大肠杆菌作为宿主，也可以用穿梭粘粒或 O$’ 载体

将构 建 于 大 肠 杆 菌 的 文 库 转 入 其 它 宿 主，如 链 霉 菌

（!"#$%"&’()$*）或假单胞菌属（ +*$,-&’&./*）［,-］。在细菌宿主

中进行的表达仅限于原核基因，但土壤宏基因组 "#$ 也可

能包含一些真核基因，因此也可以真核生物作为宿主。另

外，还可以对一些菌株进行遗传改造以提高筛选效率。 #$%
基因能增加链霉菌（!"#$%"&’()$*）次生代谢产物的合成，因此

可利用转 #$% 基因的链霉菌（!"#$%"&’()$*）作为宿主来筛选次

生代谢产物合成基因［,.］。一些缺陷突变体也可作为宿主来

进行文库的功能筛选。例如，利用土壤文库与苜蓿根瘤菌

·%%/·,++% 年 -.（-） 微 生 物 学 通 报



（!"#$%&"’$(")* *+,",$-"）!"#$ 突变体的互补分离 %&羟基丁酸酯

分解基因［’(］。

!"# 宏基因组文库筛选

土壤宏基因组文库的筛选通常有两种方法：功能驱动

筛选和序列驱动筛选。功能驱动筛选法根据重组克隆产生

的新活性进行筛选，可以发现全新的基因或活性物质，利用

该方法已成功分离了一些降解酶、抗生素抗性和抗生素编

码基因［(，’’，’(］。通常采用一些简单的活性筛选方法，在固体

培养基中加入化学染料和酶的不溶性或含发色团底物衍生

物来检测单克隆的酶活。例如，在含有三油酸甘油酯和荧

光染料罗丹明 ) 的培养基上筛选脂肪水解酶克隆［*+］。序列

驱动筛选有两种方法：一种是根据已知保守序列设计引物

或探针，通过 ,-. 或杂交来筛选目的克隆［’’，’/］，这一策略只

限于分离已知基因家族的新成员和含有高度保守区的酶基

因，如聚酮合成酶［’’］；另一种方法是对含有 */0 1.2$ 等系

统进化锚定基因的克隆进行测序或对文库随机测序［*3，’4］。

该方法可以拓宽对一些序列信息了解比较少的微生物的研

究，例如利用 */0 1.2$ 序列分析发现了酸杆菌门的许多新

成员［’3］。05#6788 等开发了一种可以对 */0 1.2$ 文库进行统

计分析的软件 —!9 ./0!1233，利用该软件可以发现不同

微生物群落间的差异，可用于微生物生态学的研究［’+］。随

机测序方法不确定性高，工作量大，但可以分离到一些与已

知基因亲缘关系比较远的有价值的新基因。

除此之外，一些新的筛选方法也逐渐被用于宏基因组

文库的筛选。例如，群体感应（:;71;< 8=>8?>@，A0）可以被用

于抗生素等生物活性分子的筛选。许多抗生素分子和其它

生物活性分子能诱导 A0 基因的表达，据此构建了 6;B. 启动

子—@CD 质粒载体，宏基因组 E2$ 的编码产物如果对 A0 有

诱导作用，那么就会激活 @CD 的表达，根据发出的绿色荧光

可进行克隆的筛选［%F］，该方法用于 A0 抑制分子的筛选同样

有效。G?66?H<87> 等利用该方法从洪涝土壤文库中筛选到 *%
个与 A0 有关的基因，其中一个经测序与已知的 A0 激活分

子 I;BJ 有 /’K的同源性［%*］，表明该筛选系统在生物活性分

子的筛选上很有效。

另一 种 高 通 量 筛 选 策 略—底 物 诱 导 基 因 表 达 克 隆

（0JLMN，8;!8O1HO=&?>";5=" @=>= =BD1=88?7> 567>?>@）可被用于代

谢途径编码基因的分离［%’］。该方法的原理是：编码分解代

谢途径的基因通常存在于一些受底物诱导的操纵子中，并

受附近的调控元件控制。首先构建一个操纵子陷阱—@CD
（绿色荧光蛋白）表达载体，这个载体可将宏基因组 E2$ 克

隆到 456 基因上游，使 456 基因的表达受到宏基因组 E2$ 片

段中的启动子调控。当外加目标底物时，可以影响 @CD 的表

达，进 而 可 以 通 过 荧 光 激 活 细 胞 定 位 来 分 离 相 关 基 因。

0JLMN 可用于复杂土壤微生物群落的文库筛选工作。

微阵列技术也可用于土壤宏基因组文库的分析。0=!HO

等利用微阵列技术研究了土壤氮素循环中的亚硝酸还原酶

基因，氨单加氧酶基因和甲烷单加氧酶基因在土壤样品中

的分布特点，为土壤微生物群落的组成和功能研究提供了

信息［%%］。作为一种高通量的分析方法，微阵列技术在基因

分离上的灵敏度比 ,-. 方法低，这限制了其在低丰度微生

物的序列分析上的应用［%P］。以后的研究需进一步提高微阵

列技术的灵敏性和专一性，同时还可以将蛋白质阵列和蛋

白质组学的研究方法应用于复杂的土壤宏基因组文库分

析。

# 结语与展望

土壤中蕴含着丰富的微生物资源，但目前人们对土壤

微生物的基因组、代谢和多样性所知甚少，土壤宏基因组学

将推动这方面的研究工作。目前已有比较成熟的技术从土

壤中提取高质量的 E2$ 并进行文库的构建，但要筛选得到

功能基因还面临着较大的挑战。需要解决的主要问题是文

库的质量，目前已发表的文库很少能够覆盖整个土壤宏基

因组，这需要进一步优化土壤 E2$ 的提取及克隆方法。另

外需要一个高通量的有效筛选平台，目前从几万或几十万

个克隆中只能筛选到几个有活性的基因，这主要是由于土

壤微生物多样性高，宏基因组比较复杂，以及外源基因在宿

主菌中的表达障碍等等。因此，一方面可以利用富集等方

法简化宏基因组，另一方面需要发展新的载体和宿主菌，提

高异源表达效率，同时建立更为敏感的高通量筛选方法。

另外，目前的土壤宏基因组学研究主要集中于原核生物，对

真菌等 真 核 生 物 研 究 较 少，所 构 建 文 库 多 为 E2$ 文 库，

5E2$ 文库较少。由于真核生物基因组中存在大量内含子，

不能采用直接提取 E2$ 构建表达文库的策略，而需要建立

5E2$ 文库，另一方面，利用 5E2$ 文库可以进行基因时空表

达特点的分析。这其中首要解决的是土壤样品中真核微生

物的裂解方法以及 .2$ 的分离方法，目前已有一些 5E2$ 文

库构建及基因克隆的相关报道，但技术还很不成熟［/］。

总之，宏基因组学为土壤微生物研究提供了新的策略，

应该将序列和功能筛选相结合，不同类型的文库相结合来

进行土壤宏基因组学研究，充分挖掘土壤微生物的多样性

并发挥其潜力。
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科技信息

为什么美国和巴西要大力发展燃料乙醇？

燃料乙醇是生物质能之一，近年来对它的研究颇为活跃，以美国和巴西这两个国家尤为突出，他们的乙

醇产量约占全球乙醇总量的 :!‘以上，这两个国家对燃料乙醇大有发展之势。这种现实可能性与多方面因

素有关。

其一便是燃料乙醇工业的发展对环境保护有着重要作用。其应用不但大大减少温室气体的排放，减轻

温室效应，有益于大气环境保护，而且还可以充分利用各类废弃有机物为原料，通过微生物（含“工程菌”）发

酵途径大规模生产乙醇，此类研究还需要继续深入以突破某些“瓶颈”问题，这样既可以处理大量有机废弃

物，又有益于环保，获得能源，实现废弃物资源化。

其二就是乙醇可替代化石燃料必需增氧剂如 7LQ3（柯为，D<<9）。7LQ3 易溶于水，渗漏至地下水有致

癌作用，在美国已于 D<<D 年禁用。而乙醇含氧量较高（;!‘），替代 7LQ3 是可行的，发展乙醇替代 7LQ3 是

必然的，也充满着巨大的商机。

仅就上述两方面而言，发展燃料乙醇作为替代燃料可减轻化石燃料供应的压力，用乙醇代替具有致癌

力的 7LQ3 有益于保护水域环境、保护人体健康，所以发展燃料乙醇工业不仅是美国和巴西所需，为全球各

国实现经济可持续发展都提供了一条行之有效的途径。

（柯为 供稿）
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