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摘要：随着新的分析技术的不断出现和成熟，促进了微生物分子生态学及相关学科的诞生和迅速发展。其中，元基因组文库分

析技术即是近年来微生物分子生态学研究领域兴起的一种新的分析技术。就元基因组分析技术诞生的背景及该技术的原理进

行了讨论，着重阐述了元基因组文库分析技术在寻找新基因、开发新的生物活性物质、研究群落中微生物多样性、人类元基因组

测序等方面的应用。另外，归纳总结了目前国际上常用的诸如 X&: 为基础的筛选、荧光原位杂交（Q1F0JGKIGDN !" #!$% O5RJ@H@Y4N@0D，

S,-Z）、底物诱导的基因表达筛选（KFRKNJ4NG @DHFIGH MGDG GELJGKK@0D KIJGGD@DM ，-,+([）、基因芯片等元基因组文库筛选方法，并

就不同方法的优缺点进行了分析和讨论，指出了目前元基因组文库分析技术存在的主要问题并对今后该技术的发展进行了

展望。
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微生物分子生态学是研究生态环境中微生物与其周围生物以及微生物与环境之间相互关系的学科。它

主要以微生物基因组 567 的序列信息为依据，通过分析样品中 567 分子的种类和数量来反映微生物区系的

组成和群落结构及其变化，进而研究微生物与生物环境、微生物与非生物环境之间的相互关系及其分子机

制［8］。随着新的分析技术的不断出现和发展，促进了微生物分子生态学及相关学科的诞生和迅速发展，这些

技术对促进微生物分子生态学的发展发挥着巨大的作用，元基因组文库分析技术即是近年来微生物分子生态

学研究领域兴起的一种新的分析技术。本文将对元基因组分析技术的原理，应用及元基因组文库筛选策略等

展开论述。

)* 背景介绍

微生物是地球上已知种类最多、数量最大、分布最广泛的生物类群，自然界中仅原核微生物的总量大约在

9 : 8;<; = > : 8;<;个［?］。如何开发和利用地球上丰富的微生物资源是科学家长期不懈的追求目标。一直以

来，人们对微生物世界的认识主要依靠传统的分离培养方法，由于自然界中的微生物只有很少一部分能被现

有方法分离培养，如海水中只有 ;& ;;8@ =;& 8@的微生物可以被培养［<］，土壤中只有 ;& <@ ［9］，而在一些极端

环境中生存的微生物其可培养性更低［A］，这在很大程度上限制了人们对微生物世界的认识。

随着分子生物学技术的发展，一种新的技术，即 8>B 1C67 基因克隆文库分析技术的诞生，使得研究者突

破了传统分离培养方法的限制，加快了人们对微生物世界的认识。但是由于该方法本身诸多不足，如 DEC 扩

增本身及引物设计带来的偏差，8>B 1C67 基因本身在原核生物基因组中只占总基因组的 ;& ;A@ 左右，因此，

不能完全解析生态系统中微生物多样性，也不能由此获得这些微生物种群的详细的生理生化、遗传、生态和功

能多样性方面的信息［>，F］。随着研究的需要，一种新的技术即元基因组文库分析技术在近年来得以形成，该

技术目前正处在发展阶段，并将不断成熟。

+* 元基因组概念及元基因组文库分析技术原理

元基因组（/’"-+’.)/’）是指一个群落中的不同微生物基因组的总和，也叫环境基因组或群落基因组［G］。

它是通过直接提取环境样品总 567，并用合适的限制性内切酶对 567 进行切割，获得大片断的环境样品

567 后直接与载体连接构建克隆文库，然后对文库进行筛选或者直接进行高通量测序的分析技术。和 8>B
1567 文库不同，元基因组文库是直接对全基因组 567 进行的克隆，理论上可以获得对研究样品中所有的微

生物的全基因组的序列信息［F］，因此获得的遗传信息远大于 8>B 1567 文库。同时元基因组文库选用的是能

容纳大片断的载体，如 H7E 载体可以保证大于 8;;I2 的 567 片断在 !"#$%&’#$’( #)*’ 不丢失［J］。正是由于插

入片断大小的提高，加之在原核细胞中，多数基因及其调控因子成簇排列在染色体上［8;］，这就可以通过克隆

大片断 567 的策略，直接捕获编码酶、蛋白等的基因或基因簇，借助外源启动子使其在宿主中表达［88］。因

此，元基因组文库中有大量有用的可供开发的基因资源，如果用合适的方法加以筛选，就可以发现新的基因和

新的代谢途径及产物等。所以，元基因组文库构建技术将使人们对自然环境中的微生物有全新的认识［8?，8<］。

,* 元基因组分析技术的应用

,& )* 寻找新基因，开发新的酶等生物活性物质

通过不同的筛选策略对元基因组文库进行筛选，进而发现新基因及其代谢产物等，在酶的发现，新药开发

等方面有广阔的应用前景［89，8A］。K’."’1［8>］等人构建了马尾藻海的微生物群落元基因组文库，用随机鸟枪法

（%!)*’L+’.)/’ 4!)"+0. 4’M0’.(,.+）进行测序，一共测定了 8;& 9A : 8;G 个碱基的序列，从中鉴定了 8& ? : 8;> 个

以前未知的基因。C).N). 等人［8F］对一个农田土壤样品用两种方法构建了 ? 个 H7E 文库（BO8 和 BO?），其中

BO8 含有 <>9G 个克隆，BO? 含有 ?9AF> 个克隆，通过向培养基中加入不同酶的水解底物，然后根据酶的水解特

性，如克隆表面颜色变化等来对 BO8 中的蛋白酶、567 酶、几丁质酶和抗菌物质等进行筛选，从中筛选到了 8?
个有活性的克隆，而 BO? 中仅对具有溶血活性的克隆进行初步筛选，就得到了 ?J 个目标克隆。H’P- 等人构建
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了蒙特里海湾表层水的 /01 文库，以 234 5670 基因为标记对文库进行筛选，发现了一个含 289:; 插入片断

的克隆，该片断属于 !<#5)"’);-("’5,- 的一个尚未被培养的 406=3 类群［2>］。对该片断的深入研究发现 406=3
类群可能具有新的获能方式，而这种获能方式一直被认为只有古菌才具有［2>，2=］。

!& "# 研究群落中微生物多样性，解析群落结构和功能

通过构建元基因组文库进行高通量测序，从而发现新的尚未被培养的微生物，了解环境样品微生物多样

性，并对其功能进行预测，进而研究微生物群落结构和其生态学功能之间的关系。?@A).［2B］等人构建了一个

处理矿山酸 性 排 水 的 生 物 膜 上 的 微 生 物 元 基 因 组 文 库，并 用 鸟 枪 法 对 群 落 进 行 测 序，从 中 鉴 定 出 了

!"#$%&#’(’))*+ +5)C# DD 和 ,"((%#)-&+- "@#’ DD E 个几乎完全的基因组和其他 > 个基因组的部分序列，并根据微生

物之间的基因的功能互补揭示了它们的碳氮固定和产生能量的代谢过程和这些微生物在极端环境中的生存

策略。同年美国科学家 F’."’5［23］等人启动了迄今为止最大的 2 项元基因组项目，他们对马尾藻海的微生物

群落进行了序列测定，根据序列拼接信息，这些序列来自 2=99 个不同微生物种群的基因组 G70，其中 28= 个

是未知细菌种群的。由于元基因组文库中含有大量的序列信息，这些大片段的基因组 G70 序列能够提供给

人们尚未培养微生物的生理生化、遗传、生态和功能多样性方面的大量的信息。通过序列对比，有时还能在带

有 234 5670 基因的克隆中发现其他的功能相关的开放读码框（)#’. 5’-H,.+ I5-J’A，K6LA）或者是操纵子

（)#’5).A），这样就可以把基于 234 5670 的系统进化和功能基因联系起来［E9］。

!& !# 人类元基因组测序

人类元基因组即人体内共生微生物的元基因组。它是通过构建大插入片断文库，尽可能的将人体内全部

微生物全基因组进行克隆，从而对该元基因组文库做进一步的分析。E99M 年 29 月 EN O EB 日，“人类元基因

组计划圆桌讨论会议”在巴黎法国科学院召开，共有美、英、法、中等 2> 个国家的 =9 余名代表出席了会议，会

议围绕对人体内共生微生物群落进行全序列测定的核心议题，针对测序策略和方法、项目对医学和健康领域

的作用和影响、项目对生物技术产业的作用和影响等方面进行了 EH 的充分讨论和交流。“人类元基因组计

划”被称为“人类第二基因组计划”，但其规模和广度将远远超过人类基因组计划，预计把人体内共生菌群的

基因组序列测定出来其测序工作量至少相当于 29 个人类基因组计划。“人类元基因组计划”有可能发现超

过 299 万个新的基因。这些基因的发现对于阐明许多疾病的发生机理、研究新的药物、控制药物毒性等都将

发挥巨大的作用。因此，“人类元基因组计划”将是继人类基因组计划以后又一项宏大的国际科学工程，而元

基因组文库分析技术将会在该工程的实施过程中发挥巨大作用。

目前，不同的实验室已经通过构建文库和测序获得了大量的基因片断，元基因组分析技术的一项长期目

标将是通过不同 G70 片断间重叠部分（)P’5*-##,.+ I5-+J’."A）及染色体步移（%-*:,.+）和亚克隆（(*).’ ")
(*).’）等手段重建那些尚未培养微生物的基因组［E2］。同时，面对文库中丰富的基因资源，如何用最有效的筛

选手段发现它们，从而更加深入的研究未培养微生物，更好的开发和利用它们的代谢产物等，是研究的热点

之一。

$# 元基因组文库筛选方法

元基因组文库中往往有成千上万甚至上百万的克隆，而其中可以直接根据其表型特性如克隆颜色或常规

方法筛选的克隆很少，如 Q’..’［EE］等人在从文库中筛选具有分解脂肪能力的克隆时，仅从 N& > R 29M个克隆中

筛选出了 2 个目标克隆。因此好的筛选方法将会使筛选工作事半功倍，以下对目前比较成熟的筛选方法进行

简述。

$& %# 以 S16 扩增为基础的筛选

以 S16 为工具，用进化相关基因如 234 5670 基因，或功能基因如 ("./，-+%/ 等的序列信息设计引物对

文库进行 S16 扩增是比较常用的文库筛选策略。如 T’U*’5［E>］等人对 2 个废水处理系统元基因组文库用 234
5670 基因为标记构建亚克隆文库，随机从文库中挑了 8E 个克隆进行测序并在 6GS 数据库中比对，发现这 8E
个克隆中 234 5670 基因全是比较新的，且有 2 $ M 的序列和 012$(%#3*& 序列比较接近。另外，也可以用酶的编
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码基因如氨单加氧酶基因、铵氧化酶基因、苯酚羟化酶基因等的序列信息设计引物等进行筛选［/0，/1］。该法的

不足是引物设计需要序列信息已知，文库中那些和现有基因序列完全不一样的基因无法被筛选［/2］。另外，

345 扩增长度有限，一般只能获得基因或基因簇的一部分，为了得到完整基因的序列信息还需要后续工作，

为此也发明了不少新的 345 技术来获得全长序列［/6，/7］，但筛选工作比较费时费力。后来又有人提出了一种

全新的思路，即利用整合子（,."’+8).9）的特性设计 345 引物进行扩增，得到比较新的基因，该法在新基因发现

上将起到比较重要的作用［/:，;<］。

!& "# 以基因表达产物为基础的筛选

该法主要是根据基因表达产物特性来对文库中的克隆进行筛选。如某些酶水解培养基中某一成分产生

色素，某些克隆有抗生素抗性等。该方法在抗生素筛选、酶的发现，抗性相关基因研究等方面有很重要的应

用。=,->?@)88’9 等人［;A］分析了 /< 个健康人口腔样品混合物中微生物的元基因组文库，通过在培养基中加入

四环素来筛选有四环素抗行的克隆，共从 01< 个克隆中得到了 A7 个目标克隆，他们还对这些克隆中插入片段

序列做了深入的分析。B’’ 等人［;/］构建了一个森林土壤样品的 C)9D,E 文库，共得到 ;;6<< 个克隆，他们通过

向 BF 培养基中加入底物三丁酸甘油酯来筛选脂肪分解酶类，最后通过克隆表型筛选得到 7 个目标克隆，并

对这 7 个克隆 =GH 进行限制酶切和后续酶活性试验，再对这 7 个进行亚克隆，最后成功的得到了 2 个可水解

脂肪的克隆，对这 2 个克隆的序列分析发现，他们和已知脂肪分解酶的基因相似性在 ;0I J 0<I 之间，说明

这些酶是比较新的脂肪分解酶。类似的方法也被用于淀粉酶［;;］，木聚糖酶［;0］等的筛选研究中。

该法的优点是筛选过程比较简单、快速，只要基因能表达，就可以根据基因表达特性进行筛选，不需要复

杂的实验过程。而且，该方法得到的基因往往是全长序列或完整代谢相关基因。不足之处是这种筛选方法依

赖于目的基因在新的宿主中表达，有些基因可能在新宿主中不表达，这样对宿主也有较高的要求，有时可能要

尝试对宿主进行挑选。而且要求克隆到基因或基因簇的全长，一旦克隆过程中破坏基因某个组件将使得基因

没法表达，也就不能根据表型得以筛选。

!& $# 用荧光原位杂交（KLMN）技术进行筛选

KLMN（C*O)8’9(’." !" #!$% !PQ8,E,>-",).）是利用荧光标记的特异核酸探针与细胞内相应的靶 =GH 分子或

5GH 分子杂交，通过在荧光显微镜或共聚焦激光扫描仪下观察荧光信号，来确定与特异探针杂交后被染色的

细胞。KLMN 技术已经用于不同生态系统的研究中［;1］，该技术也开始被用于元基因组文库的筛选中。如

B’R’-O 等人［;2］构建了 &’((!)’"*# +%",!-’.*"# 的 C)9D,E 文库，得到 ;/<< 个克隆，并随机选取 627 个克隆，用

&’((!)’"*# 特异性探针 4@S ::7?A<A11 去筛选其中的 A2M 85GH 基因，发现其中有 A/ 个克隆为阳性克隆，该结

果证明用 KLMN 技术筛选大插入片段元基因组文库的可行性。KLMN 技术的不足之处是该技术要求细胞具有

良好的通透性，如果通透性不好，那么探针就很难进入到细胞内部和靶序列杂交［;6］。另外，探针设计需要序

列信息已知，对序列全新的基因无能为力。

!& !# 底物诱导的基因表达筛选（9OQ9"8-"’ ,.EO(’E +’.’ ’T#8’99,). 9(8’’.,.+，MLUSV ）

该法是由 W-"-.-Q’ 研究小组首次提出来的［;7］，由于与微生物基础代谢相关的基因的表达一般是受底物

或代谢中间产物等诱导的，这样，在文库筛选时，加入某种底物就可能诱导基因表达，反之亦然。根据这一原

理研究者构建了一种特殊的基因表达载体 #A7KUK3［;7］，该载体含有 (*/ 启动子和绿色荧光蛋白结构基因 ,+0，

当外源基因片断插入 (*/ 启动子和 ,+0 基因之间时，用底物加以诱导，(*/ 启动子启动外源基因表达，同时 ,+0
也跟着 表 达，然 后 借 助 荧 光 激 活 的 细 胞 分 拣 技 术 （K*O)8’9(’.(’?-(",R-"’E (’** 9)8",.+，KH4M）进 行 筛 选。

W-"-.-Q’ 等人［;7］用 MLUSV 技术筛选了一个地下水微生物群落的元基因组文库，用两种底物诱导，共从

A1/<<< 个克隆中筛选出了 ;1 个目标克隆。

MLUSV 技术报道以后，E’ B)8’.>) 立即在 G-"O8’ 上发表了一篇评论文章对其不足之处进行了讨论［;:］，E’
B)8’.>) 指出，有些基因的表达除了受底物诱导外，还可能受其他因子的诱导，而且有些基因并不需要诱导，是

本底水平表达的，同时，有些可诱导基因在新的宿主中有可能不可被诱导表达。但是考虑到元基因组文库中
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含有大量的基因，这其中必然有一部分是可诱导的，因此，是可以被该技术检测到的。同时，由于该方法文库

筛选时借助 /012 技术，是一种半自动化文库筛选方法，在很大程度上节约了时间和成本，而且，筛选用的底

物不用同位素等特殊标记，减少了毒副作用，也降低了使成本。23456 可能会在以后的工业化筛选中成为很

好的筛选技术［78］。

!& "# 用基因芯片技术进行文库筛选

基因芯片技术是 79 世纪 :9 年代中期以来影响最深远的重大科技进展之一，是集微电子学、生物学、物理

学、化学、计算机科学为一体的高度交叉的新技术。该技术可以将极其大量的探针同时固定于支持物上，所以

一次可以对大量的生物分子进行检测分析，从而解决了传统核酸印迹杂交技术复杂、自动化程度低、检测目的

分子数量少、通量低等不足。由于该技术相比其他的分子技术具有高通量、高灵敏度、低成本、自动化等优

势［;9］，在微生物分子生态学研究中可能发挥极其重要的作用［;<］。目前，该技术在微生物分子生态学中的应

用主要包括：（<）系统分类寡核苷酸探针芯片（#!=*)+’.’",( )*,+).>(*’)",?’ -@@-=A，BC0A）；（7）功能基因芯片

（D>.(",).-* +’.’ -@@-=A，/40A）；（E）群落基因组芯片（()FF>.,"= +’.)F’ -@@-=A，140A）［;7］。随着元基因组分

析技术的发展，基因芯片技术有望成为元基因组文库筛选的有力工具［;E］。如 2’G-"［;;］等人在对元基因组文

库测序之前，首先用芯片进行初步筛选，这在很大程度上减少了测序量和后续的序列拼接等工作量。

芯片技术在用于元基因组文库筛选时，除了其本身由于交互杂交等导致的特意性低，灵敏度较低等缺点

外［;H］，由于元基因组文库本身的特点，如 IJ0 片断大小大大提高，样品复杂性提高等，这对芯片设计提出了

新的要求［;8］。另外，由于基因芯片探针设计需要已知序列信息，这使得对未知的功能基因等筛选几乎不可

能。当然，由于芯片技术以其不可替代的优势已经在各种微生物生态系统中得到应用，该技术也有望在元基

因组文库筛选中发挥作用。

!& $# 其他筛选策略

常规的分子杂交，抗原抗体反应等技术也可以用于筛选，也有公司开发出了专门筛选某些酶、蛋白等的试

剂盒，在食品工业、医药等领域有较好的应用前景［;K］。此外，在构建文库之前对样品有目的的进行富集，然后

提取样品 IJ0 构建文库，这也可以提高目的克隆的数量，如在马尾藻海的微生物群落研究中，在提取样品

IJ0 前先用滤膜过滤除去真菌细胞［<8］。也可以根据筛选目的的不同，在提取 IJ0 前在目标样品中加入某些

底物使得某类微生物快速生长而富集，或加入抑制某类微生物生长的底物，而使其他微生物得以快速生长而

富集。

"# 展望

元基因组文库的构建和高通量快速测序已经比较成熟，目前元基因组文库分析技术主要面临两大难点，

其一是高通量测序后如何对得到的大量序列数据进行正确的拼接从而组建完整基因或完整基因组，其二是如

何有效地对文库进行筛选从而获得目的克隆。随着分子生物学、计算机科学、生物信息学、系统生物学等学科

及相关技术的发展以及学科的相互交叉，相信必定会促进元基因组分析技术发展，也会有新的技术发明被用

于元基因组分析中，使得元基因组文库分析技术在微生物分子生态学研究领域大有作为。
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