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摘　要：微生物分子生态学是分子生物学与微生物生态学交叉而形成的学科，对于认识微生物生态系统组成结构、

功能、微生物之间以及微生物与环境之间的相互关系具有重要意义。本文以微生物分子生态学研究方法作为切入

点，对目前广泛使用的微生物分子生态学研究技术和方法进行综合介绍、分析和总结，对各种方法的优缺点和应

用进行评论，以期为认识和调控生态系统的微生物群落提供参考。
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Abstract：Microbial molecular ecology is an interdisciplinary of molecular biology and microbial ecology. It is important to
understand the composition and structure, function, the relationship between microorganisms and the relationship between
microorganisms  and  the  environment  in  microbial  ecosystems.  Microbial  molecular  ecology  research  techniques  and
methods  widely  used  are  comprehensively  introduced,  analyzed  and  summarized,  and  the  advantages,  disadvantages  and
applications  of  the  techniques  and  methods  are  discussed.  This  study  would  provide  a  reference  for  understanding  and
regulating the kind and population of microbial communities in ecosystems.
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微生物生态学是基于微生物群体的科学，利用

微生物群体 DNA/RNA 等标志物，重点研究微生物

群落构建、组成演变、多样性及其与环境的关系，在

生态学理论的指导和反复模型拟合下由统计分析得

出具有普遍意义的结论[1]。随着研究的深入，传统的

技术在非可培养微生物研究方面存在一定局限性，分

子生物学研究技术被借鉴到微生物生态学研究中，在

物种遗传多样性、分子适应性、变异分子机制及其进

化意义等基础理论方面取得了突破[2]。

目前环境微生物生态学主要研究环境中存在哪

些微生物和分析微生物在环境中的作用两个方面[3]，

此外，微生物之间以及微生物与环境因子之间的相互

作用受到越来越多的关注[4]。近十几年来，微生物多

样性以及群落结构的研究一直沿用传统分离、培养、

鉴定并描述特征的方法，然而，研究证实自然界中有

85%~99.9% 的微生物至今还不可纯培养[5]。随着环

境微生物 DNA 提取方法的不断改进，以核酸为依据

对微生物进行分类方面的研究获得了较大发展，涌现

出许多微生物分子生态学研究方法，如变性梯度凝胶

电泳、末端限制性长度多态性、荧光原位杂交技术、

实时荧光定量 PCR 技术、扩增子测序技术、宏基因

组学、宏转录组学、功能基因组学、基因芯片等[6]，常  
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用微生物分子生态学研究方法的优缺点见表 1。
本文基于前人的研究工作，综述了微生物分子

生态学的研究方法，以期为客观地认识、分析和利用

微生物群落乃至微生物生态系统提供技术参考。 

1　传统方法
常用微生物分子生态学研究方法中的分离培养

法、Biolog 微平板法和 PLFA 图谱分析均属于传统

方法，即环境微生物数据是通过分析微生物生长的物

质获得的，如液体培养物中的细胞或通过涂布获得的

菌落，以及微生物代谢所产生的物质和微生物自身的

组成部分。 

1.1　分离培养法

传统微生物培养法[21] 是将所获得样本中的微生

物进行分离、提纯、鉴定后通过肉眼观察其特征，以

此来区分样本中菌群的结构。由于传统的纯培养法

只能在实验室进行，且仅能区分环境中低于 10% 的

微生物种类，因而得到的结果不能完全反映环境微生

物具体的生态多样性，且该方法耗时较长。 

1.2　Biolog 微平板法

Biolog 微平板法是通过微生物利用碳源进行呼

吸产生 NADH，并与底物中的还原染料发生反应所

产生的显色效应来鉴别菌种。Biolog 微平板法可用

于环境微生物群落的研究，Ei-Liethy 等[22] 分别使用

Biolog Gen III 系统和聚合酶链式反应分离和鉴定水

槽排水管中的芽孢杆菌，证实 PCR 对枯草芽孢杆菌

的鉴定比 Biolog 更敏感，采用分子方法可以弥补 Biolog

微平板法在鉴定细菌分离物上的不足。Morgan 等[23]

使用 159 株临床分离株对 Biolog 鉴定系统和 16S
核糖体 RNA 基因测序方法进行了评估，结果表明：

16S rRNA 基因测序提供了更准确的非典型细菌鉴

定方法，对于鉴定挑剔的革兰氏阴性杆菌类别的生物

时，确定 Biolog 系统存在缺陷。Biolog 微平板法具

有以下特点[24]：测定简便，具有可重复性；无需分离培

养纯种环境微生物；Biolog 平板中的碳源和介质的

pH 可能不能代表土壤中存在的碳源和 pH 情况；不

能全面了解样本中微生物群落结构，还应采用其他研

究方法。 

1.3　PLFA 图谱分析

PLFA 图谱分析又称磷脂脂肪酸图谱分析，它将

磷脂作为存活微生物群落的标记物，利用气相色谱分

析，并与已知数据库（厌氧菌库、酵母菌库等）对比即

可得到环境样品中微生物的生物量和群落结构信息。

PLFA 图谱分析可用于土壤种群多样性的研究。

Chen 等[25] 在研究模拟的春季降水后土壤微生物群

落组成的短期变化过程中发现基于不同微生物生物

标记物（PLFA 与 DNA）方法的组合使用，结果却相

互一致，但基于 PLFA 的方法更为敏感，基于 DNA
的方法则可以提供更精细的微生物类群信息。Orwin
等[26] 测试了 PLFA 剖面法和 16S rRNA 基因元编码

这两种技术在量化五种土地利用之间细菌群落结构

差异的相对能力，结果发现虽然两种方法得出的结果

具有一致性，但是 16S rRNA 基因元编码在灵敏度上
 

表 1    微生物分子生态学研究方法比较

Table 1    Comparison of research methods of microbial molecular ecology

类别 代表技术 优点 缺点
应用
案例

传统
方法

分离培养法 简便易行 只能分离有限种类的微生物 [7]

Biolog微平板法
可重复且容易使用，可以产生大量

反映群落代谢特征的数据
只能检测到一些代谢活性高和可培养的细菌，不能反映真菌

和生长缓慢的细菌，检测结果会受到接种密度的干扰 [8]

PLFA图谱分析
简单快速，不需要特殊的设备，

对菌群环境变化敏感[9]
分类分辨率差，结果受提取方法和菌群pH动态变化的影响，

会产生一定的误差 [10]

DNA指
纹图谱

变性梯度凝胶电泳
（DGGE）

简单，无放射性，相对无毒，检测率
和特异性高，杂合子检测率高

分析高GC含量和高长度片段困难，分析费时费力且费用高，
PCR引物不同会引起一定的误差 [11]

末端限制性长度多态
性（T-RFLP）

可产生大量重复且分辨率高的结果，数据具体化，易
实现自动化检测，操作简便，灵敏度高

无法区分近缘种微生物，不能确定各类微生物的绝对含量，
片段长度范围的确定、噪声峰的去除及大小相近的片段合并

都会对结果造成影响
[12]

荧光
标记

荧光原位杂交技术
（FISH）

经济、安全且探针稳定，实验周期短、特异性好、定位
准确，可定位1 kb长度的DNA等

杂交效率低且检测灵敏度不高 [13]

实时荧光定量PCR 快速精确，解决了不可培养和未知微生物的定量问
题，可以达到种的水平

无法得到整个微生物的群落的信息，实验难度大，
对实验结果有影响 [14]

高通量
测序

扩增子测序
测序片段短，无需构建基因文库，高输出量和高解析

度且测序结果覆盖整个微生物群落的信息

仪器设备昂贵，测序成本高，只能获得样品中微生物的相对
丰度，无法确定样品中微生物的具体数量，对于16S rRNA测

序来说，需要对样本进行PCR扩增，将会使结果
产生一定的误差

[15]

宏基因组学
高分辨率，没有因使用引物和PCR而产生的误差，直

接对全部DNA进行测序，节省了
许多不必要的步骤[16]

需要一定的生物信息学知识储备和分析设备 [17]

宏转录组学
可以检测完整的转录组（编码和非编码RNA），可以检

测RNA序列的变体和异构体，不需要微生物
基因组的知识储备

样品制备步骤比较繁杂且样本的数量较少，需要经过
复杂的数据分析才可得到最终的实验结果 [18]

功能基
因组学

基因芯片 灵敏度高，可直接对高通量序列信息进行分析 低同源序列的交叉杂交导致分析结果产生偏差 [19]
RNA测序 可以在单细胞水平上对细胞群进行特异性分析 对低丰度转录本的检测性能有待提高 [20]
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将更胜一筹。该方法突破了原有的微生物分离培养

的限制，依靠简单快速的分析程序和不使用特殊的设

备，赢得了广大研究者们的青睐，但是仅限于属的水

平，且受到提取方法和环境 pH 动态变化的影响，所

以用于特异微生物类群的鉴定结果还不够准确[27]，应

结合其他方法以提高鉴定结果的准确性。 

2　DNA指纹图谱法
DNA 指纹图谱法即使用基因探针与 DNA 酶切

片段进行杂交，获得由多个位点上的等位基因组成的

长度不等的杂交带图纹，并通过数据分析得出结论。 

2.1　变性梯度凝胶电泳（DGGE）
变性梯度凝胶电泳（DGGE）因具有高效且操作

简单的特点，极大地拓展了对环境中不可培养微生物

的发现，但是它具有谱带重叠的缺陷，导致其成为一

种低分辨率的分析方法[28]，因此该方法不是一种普适

的分析方法，只能作为研究菌群结构的辅助手段之

一[29]，故需要结合指纹图谱技术和测序技术作进一步

的鉴定分析，后者通过克隆、测序建立微生物区系的

16S rRNA/rDNA 文库。通过系统发育分析，建立进

化树，从而获得微生物多样性分析，但这种方法相对

于指纹图谱技术来说，价格昂贵。其原理见图 1[30]，

该方法根据 DNA 的解链特性，不同碱基组成的 DNA
在聚丙烯酰胺凝胶电泳时会产生不同的电泳迁移速

率，从而使不同 DNA 分子得以分离。

 
 

变性

部分溶解
野生型 部分溶解

突变型

双链

单链 突变型*

*
野生型

电
泳

图 1    变性梯度凝胶电泳（DGGE）原理图
Fig.1    Schematic diagram of denaturing gradient gel

electrophoresis （DGGE）
 

PCR-DGGE 技术因在提取 DNA 后能够直接提

供环境样本中细菌群落的指纹而被微生物生态学广

泛应用，Xiong 等[31] 使用 DGGE 和高通量测序（HTS）
来研究婴儿配方粉生产主要阶段中的细菌群落结构

和分布，虽然 HTS 和 DGGE 在反映优势菌群变化方

面上不分伯仲，但是 HTS 在反映细菌群落丰富度方

面上更胜一筹。Chahorm 等[32] 验证了 PCR-DGGE
在快速检测食品中弧菌种类上的可行性。Bo 等[33]

利用扩增子测序技术和 DGGE 对缅甸传统发酵茶叶

中细菌和真菌的多样性进行分析，虽然两种方法在该

项研究中具有很高的相似性，但是 DGGE 因很难检

测到小于 104 CFU/g 样品中微生物的种群，导致其多

样性分析结果较差。PCR-DGGE 技术是微生物分子

生态学技术中最常用的方法之一，但该方法与高通量

测序技术等其他方法相比，在检测丰度和检测限度上

具有明显的缺点，同时样本的处理、DNA 的提取、

PCR 扩增的缺陷都会影响检测结果，故需要结合其

他分子生物手段进行分析。 

2.2　末端限制性长度多态性（T-RFLP）
末端限制性长度多态性又称为 16S rRNA 基因

的末端限制性片段分析技术，其原理见图 2[34]，基于

限制性内切酶的特异性——只在识别位点切割双链

DNA，因此具有高度的序列特异性和较高的分辨率、

精确度和灵敏度等特点，且能够迅速获得大量数据，

准确、快速、真实地反映微生物的多样性。
  

4 kb

等位基因A

凝胶电泳

基因型

箭
头
示
酶
切
位
点

片
段
长
度

等位基因B
(酶切位点
发生突变)

6 kb

10 kb

10 kb

6 kb

4 kb

AA AB BB

图 2    末端限制性长度多态性原理图
Fig.2    Schematic diagram of terminal restricted length

polymorphism
 

T-RFLP 技术近年来被广泛应用于环境微生物

群落多样性的分析中。López 等[35] 在区分蜂蜜和其

他蜂源中 80 个菌株的过程中，证实 RFLP 方法简单

易行，能用于蜂蜜样品中菌种的预筛选和分离鉴定。

Rosa 等[36] 分别使用 API 20 Strep（链球菌鉴定系统）、

PCR-RFLP 和 MALDI-TOF-MS（基质辅助激光解吸

电离飞行时间质谱）分析了从绵羊和山羊奶样品中收

集的 195 种链球菌分离株，结果显示 PCR-RFLP 是

鉴定牛奶样品中链球菌最准确的方法。虽然 T-RFLP
具有存在不同菌种 DNA 的差异性扩增、菌种间目

标 DNA 拷贝数存在差异、复杂群落多样性被低估等

缺点，但在使用 T-RFLP 法进行分析时，充分考虑研

究目的、环境条件和样品特征，便会使分析结果准确

可靠[37]，因此 T-RFLP 技术在操作性和准确性方面与

其他技术相比具有一定的优势。 

3　荧光标记法
荧光标记法[38] 是利用荧光蛋白或荧光蛋白基因
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作为标志物对研究对象进行标记的分析方法，该方法

所依赖的化合物称为荧光物质，利用荧光检测装置定

位荧光所在位置或分析荧光强弱来达到实验目的。 

3.1　荧光原位杂交技术（FISH）

荧光原位杂交技术（FISH）[39] 是一种在细胞环

境中对核酸进行空间检测和定量的技术。原理见

图 3[40]，用荧光素标记的核酸探针与待测样本的核酸

序列按碱基互补配对原则进行杂交，最终可以用荧光

显微镜观察到基因所在位置。作为一种非放射性的

检测系统，因其具有经济、安全且探针稳定，实验周

期短、特异性好、定位准确且可定位 1 kb 长度的

DNA 等优点[41]，现已成为用于细胞和组织上转录分

析的强大细胞遗传学分析方法，但由于细胞内靶定分

子数量较少，且探针在细胞内的渗透性差，杂交效率

低等因素，导致检测灵敏度不高，同时可能会产生假

阴性或假阳性，适当的使用阴性和阳性对照以及开发

可靠的测定方案是解决问题的关键[42]。

荧光原位杂交技术可应用于医学、环境学、微生

物学等各大领域。Zhang 等[43] 利用基于分子信标的

荧光杂交（MB-FISH）用于快速直接检测金黄色葡萄

球菌，结果显示 MB-FISH 具有很强的特异性和高灵

敏度，可用于在阳性血液培养物中直接检测金黄色葡

萄球菌。Salimi 等[44] 在温度、探针、盐和甲酰胺浓

度等参数上优化 FISH 效率的过程中，证实 FISH 是

一种快速且准确地检测切碎的羔羊沙门氏菌的可靠

方法。Baliga 等[45] 发现应用于培养的 MN Genus-

MTBC 双探针荧光 FISH 分析也可用于资源有限的

结核病流行国家，以快速鉴定和区分痰液样本中的

MTBC（结核分枝杆菌复合体）和 NTM（非结核分枝

杆菌）。荧光原位杂交虽然在技术上存在一定的缺

陷，但可以通过优化温度、探针、荧光素颜色以及

DNA 浓缩程度等条件，提高荧光原位杂交的分辨率，

使其可以快速准确地检测待测样本。 

3.2　实时荧光定量 PCR 技术（RT-qPCR）
实时荧光定量 PCR 技术分为染料法和探针法，

其原理见图 4[46]，在 PCR 反应中加入荧光基团，通过

连续监测荧光信号出现的先后顺序以及信号强弱的

变化，即时反映出目的基因的初始量。该方法适用于

任何 DNA，并且不必设计复杂的探针，同时具有非常

灵敏且便宜的优点，虽极易与非特异性双链 DNA 结

合，产生假阳性，但具体研究中可以通过熔解曲线的

分析，优化反应条件来解决假阳性问题。

实时荧光定量 PCR 分为绝对定量和相对定量，

分别可应用于病原体检测、转基因食品检测、基因表

达研究、高通量基因检测方法的验证、药物疗效考核

和耐药性研究等方面。Bahlinger 等[47] 建立了两种

多重 qPCR 方法来检测肉类和热处理肉制品中假单

胞菌、肠杆菌科、热链丝菌和葡萄球菌的含量，有助

于筛查涉嫌食品欺诈的食品。Pancza 等[48] 使用 qPCR
法对牛奶中的致病菌和腐败菌进行了检测，验证了该

方法的可行性。Brotons 等[49] 利用 RT-qPCR 检测巴

塞罗那地区 2709 名无症状青少年和成年人的唾液

样本，仅有 0.6% 的检测结果无效，证实 RT-qPCR 是

一种可以简单、快速且准确地检测无症状患者是否

感染新型冠状病毒，并有望在社区扩大筛查中推广应

用。RT-qPCR 因其具有快速且准确的特点，受到广

大研究者的青睐，但该方法由于过度依赖于 DNA 提

取技术和 PCR 技术，DNA 提取效率和 PCR 技术的

缺陷必会影响检测结果的真实性，因此需要不断改

进 DNA 提取技术与 PCR 技术，例如改进 DNA 的

提取效率以及引物的特异性等，以此来增强 RT-qPCR
技术检测结果的可靠性。 

4　高通量测序
高通量测序技术（High-throughput sequencing，

HTS）又称为新一代测序技术（next generation sequen-
cing，NGS），现已由第一代测序技术衍化到第三代测
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图 3    荧光原位杂交原理图

Fig.3    Schematic diagram of fluorescence in situ hybridization
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序技术，包括扩增子测序（amplicon sequencing）、宏

基因组测序（metagenomics sequencing）、转录组测序

（transcriptome sequencing）等。高通量测序技术的实

验流程见图 5[50]。高通量测序技术已被广泛地应用

于环境微生物分子生态学研究中，但高通量测序技术

需要依靠测序仪对整个微生物组的基因信息进行检

测，导致其检测成本相对较高，同时对于 16S rRNA
测序来说，需要对样本进行 PCR 扩增，将会使结果产

生一定的误差，对于宏基因组测序和宏转录组测序来

说，需要具备雄厚的生物信息学知识，且最终只能得

出微生物群落的相对丰度，并不能得出具体的数量。 

4.1　扩增子测序技术

扩增子测序技术是一种基于 PCR 扩增微生物

种群基因组特定区域并通过高通量测序研究样本中

微生物组成及功能的方法。因其具有快速、简单、廉

价的优点，被广泛应用于鉴定细菌和古菌的 16S
rRNA 基因、真核生物的 18S rRNA 基因以及真菌

的 ITS 区域当中。由于目前使用通用引物和二代测

序平台，会使测序结果产生较大误差，导致生物功能

信息的获取具有一定的局限性[51]。因此，结合其他微

生物分子生态学研究方法来解决所获得生物功能信

息受限的问题迫在眉睫。

扩增子测序技术，即先从样本中提取完整的 DNA，

随后利用通用引物扩增该“特定区域”基因并完成建

库测序。周天慈等[52] 利用高通量扩增子测序技术对

中高温大曲中微生物的来源进行了分析，为优化制曲
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工艺，提升白酒品质提供理论支撑。Zhao 等[53] 利用

16S rRNA 扩增子测序分析了四川工业泡菜的细菌

谱，发现了四川工业泡菜中的优势菌和产香菌。Kami-
mura 等[54] 利用 16S rRNA 扩增子测序分析了手工

奶酪中的细菌多样性，显示发酵剂在微生物群塑造方

面具有很强的相关性。扩增子测序技术在剖析微生

物群落方面具有快速且成本较低的优点，但由于

PCR 扩增和引物亲和力的差异导致检测结果产生偏

差，同时分辨率较低，仅区分到属级。与之相比，宏基

因组在物种层面上进行鉴定，能够研究目前存在的微

生物的功能潜力，并可能揭示未知物种。 

4.2　宏基因组

宏基因组即环境中全部微生物基因的总和。它

主要针对环境样品中微生物群落的遗传物质进行研

究，可充分发掘未培养和未鉴定微生物的基因多样性

与生化反应[55]。

近年来，以高通量测序为基础的宏基因组学现

已被广泛应用于酒曲等其他食品微生物组研究中，为

认识和筛选功能微生物提供了重要指导[56]。王正

等[57] 采用多组学联用技术探究了谷物蛋白对白酒发

酵过程中微生物群落及其代谢多样性的影响，为提高

白酒发酵的可控性及质量提供了依据。Wang 等[58]

利用高通量测序解析了酒曲中功能微生物菌群的组

成情况。Lu 等[59] 基于功能基因组学的分析，揭示了

中国茅台风味酵母 MT1 的潜在特征。课题组前期

对来自重庆仙女山草原的黄牛粪便样品进行宏基因

组测序，并通过比对和筛选得到 7 个公认的木聚糖

异构酶基因，在大肠杆菌和酿酒酵母中进行异源表达

证明了其酶活力[60]。

宏基因组学技术相对于传统培养和分子指纹图

谱在获得数据量和可操作性方面有了很大进步，但仍

不够完善，尚存在着诸多的问题：现有的算法无法完

全利用庞大的测序数据而造成的浪费；DNA 经剪切

后再拼接难以控制完整片段的阈值而造成的误差

等[61]。目前，研究人员发现“浅宏基因组”可以完美

解决这一问题，该方法测序深度相对较低，但物种分

辨率并没有低于一般宏基因组，而且具有更高的性

价比[62]。 

4.3　宏转录组

转录组学是指一门在整体水平上研究细胞中基

因的表达情况及转录调控规律的学科，目前主要存在

三种转录组处理技术：RT-PCR、微阵列和下一代

RNA 测序。

随着测序技术的发展，宏转录组学的方法在环

境微生物的研究中被广泛应用，包括土壤、湖泊和海

洋等生态系统。Bei 等[63] 通过宏基因组和宏转录组

阐明了意大利改良稻田中 Ignavibacteria 的遗传潜

力和功能活性。Mojib 等[64] 使用原位宏转录组学方

法揭示了红海中代谢活跃的中型浮游动物群落的功

能基因组组成。Rippin 等[65] 分别使用宏转录组和形

态学鉴定生物土壤结皮中群落结构，显示出宏转录组

高丰富度的优点。这些研究表明，与单一方法相比，

多种技术的结合才能揭示复杂群落的更高属丰富度。

如果说宏基因组可以表明微生物群“能做什

么”，那么宏转录组则可以说明微生物“想做什么”[66]。

但是，宏转录组学与宏基因组学一样，需要依赖于测

序技术和生物信息学分析，那么势必会导致以下结

果[67]：基因组大小出现“缩水”现象；浪费部分测序的

数据；宏转录组测序数据量较大，且不同的算法可能

结果差异甚大；对低丰度基因的检测较困难；费用较

高，并使结果的可靠性和再现性降低。 

5　功能基因组
功能基因组学常见的分析方法有基因芯片和

RNA 测序等技术，又称为后基因组学，是指基于基因

组序列信息，利用各种组学技术，在系统水平上将基

因组序列与基因功能（包括基因网络）以及表型有机

联系起来，最终揭示自然界中生物系统不同水平的功

能的科学。 

5.1　基因芯片

近年来，基因芯片的发展及其在环境 DNA 杂交

分析中的应用，极大地促进了对环境微生物种群多样

性和活性的分析。在这种方法中，样本 DNA 通常是

在基于 PCR 扩增之后，荧光标记并与基因芯片接

触。在基因芯片上，多达数以万计的核苷酸探针，无

论是由 16S rRNA 基因片段或功能基因片段组成[68]，

都被置于一个密集阵列中。样本中与芯片上的探针

同源的基因，将会通过基因组杂交来获得其同源对应

基因的位置。经过杂交，芯片上的信号被数字化分

析。这样可以在高通量下获得系统发育多样性和群

落组成以及功能位置的信息。

基因芯片适用于不同环境样本群落组成及功能

的分析，Taguchi 等[69] 开发了一种不需要对目标核酸

片段进行荧光标记、扩增或洗涤的新型基因芯片系

统，与传统的依赖 PCR 的基因芯片相比，速度明显更

快。Shin 等[70] 使用基因芯片和 BacT/Alert 培养系

统分别检测含抗生素样品中的大肠杆菌和肺炎克雷

伯氏菌，基因芯片在抗菌治疗后约 4~24 h 获得真阳

性结果，其中基于培养的方法未能检测到病原菌，证

实基因芯片可用于有效检测适当使用抗生素患者临

床样本中的病原菌。Sohrabi 等[71] 使用基因芯片和

组织学来检查肉类的成分和安全性，提高牛肉行业的

监测能力。目前基因芯片存在探针设计困难和相似

基因互相杂交等一系列问题，因此探针开发、杂交质

量和数据评价是合理应用 DNA 微阵列研究环境微

生物区系的关键步骤。 

5.2　RNA 测序

RNA 测序即转录组测序技术，就是用高通量测

序技术进行测序分析，反映出 mRNA、smallRNA、

noncodingRNA 等或者其中一部分的表达水平。

在过去的二十年中，RNA 测序二技术迅速发展，
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并成为了在转录组水平上分析差异基因表达或 mRNA
可变剪切的不可缺少的工具。Tan 等[72] 开发了一种

通过标准 RNA 测序识别 RNA 修饰的 ModTect 统
计框架，表明转录组失调与癌症进展和生存结果相

关，可用于发现患者 RNA 修饰与临床结果之间的关

联。Kim 等[73] 对 35 个果园的梨树叶片样本进行了

RNA 测序，基于转录组数据构建了三个完整的基因

组，并进行了系统发育分析，确定苹果茎沟病毒

（ASGV）和苹果茎凹坑病毒（ASPV）为韩国主要梨品

种“Singo”的优势病毒。目前，RNA 测序可以在单细

胞水平上对细胞群进行特异性分析，揭示每种细胞类

型的独特变化，但 RNA 测序对低丰度转录本的检测

性能有待提高，可通过技术改进和优化分析方法解决。 

6　展望
微生物在全球尺度上调控着生物地球化学循环

过程，影响生态系统的功能。理解生态系统功能，从

群落和单细胞水平揭示自然环境中微生物的种类和

功能、微生物之间以及微生物与环境因子之间的相

互作用是必不可少的。

分子生物学方法的发展和进步为环境微生物的

研究提供了方便，但是不同方法各有其内在的局限

性，在方法的应用上需根据研究具体情况进行选择。

例如，DGGE、T-RFLP、FISH、RT-qPCR、高通量测

序和宏组学等研究方法均是近些年快速发展的方法，

与纯培养法、Biolog 微平板法和 PLFA 图谱分析等

传统方法相比，微生物多样性分析的广度、深度和分

辨率均有显著提高，显示出了其前所未有的优势和应

用前景。

然而，这些方法本身仍存在一些问题：

a. 基于 DNA 序列的方法，由于不能区分活细胞

和死细胞，可能会导致假阳性结果[74]，如 RT-qPCR
在扩增过程中，以死细胞或损伤细胞的 DNA 作为

PCR 模板，将会增大检测结果[75]，为克服这一缺陷，

有研究发现脱氧胆酸钠（SD）和单叠丙酸丙啶（PMA）

与 RT-PCR 技术相结合，可有效消除死亡细胞和损

伤细胞对 PCR 扩增的影响[76]。

b. 基于 PCR 的方法，由于引物的选择以及 PCR
本身的问题易对微生物的理解带来偏差，可利用

Bellerophon[77]、Uchime[78] 等软件并通过生物信息学

分析移除假序列。

c. 高通量测序[79] 得到的多为几百个碱基或者更

短的序列，组成完整的基因有一定困难；即使获得整

条序列，由于很多基因的功能还不清楚，很难获得由

序列到功能的准确图谱。

未来的工作中，宏组学和单细胞水平研究的方

法将有助于揭示自然环境中微生物整个群落的分

类、功能信息以及丰度较低但发挥重要功能作用的

微生物种群，然而，这并不代表着传统方法的研究应

被终止，因为宏组学方法的研究依赖于培养技术所产

生的参考数据库。同时，单细胞水平研究方法中的拉

曼光谱-荧光原位杂交和纳米二次离子质谱-荧光原

位杂交为环境中微生物的单细胞生态学和代谢潜力

的研究开辟了一个新的途径。随着测序技术和单细

胞水平研究技术等微生物分子生物学方法的不断改

进及数据分析工具的不断发展，对环境中微生物群落

组成、微生物之间的相互作用的认识以及对生态系

统的功能的理解也在不断加深，对进一步深入了解微

生物群落乃至微生态系统具有重要意义。
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