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未培养微生物研究的两种新技术
及其寻找功能基因的应用
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摘要:  在微生物筛选过程中, 99%的未培养微生物是用传统的方法无法分离的, 这极大地限制了微生物生态

领域中的多样性和利用生物资源等方面的研究. 采用新技术成为研究未培养微生物的技术瓶颈. 综述应用

于未培养微生物的两种新技术 ) ) ) 宏基因组和稳定同位素, 探讨这两种新技术在寻找功能基因中的应用, 特

别是在生态环境中寻找功能微生物.探讨降解微生物及其功能基因对污染的生态环境进行的生物修复, 为进

一步研究微生物生态多样性及其功能基因的开发应用打下基础.
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一般环境中,占微生物总数仅为 1%的可培养微生物往往被重复培养和筛选, 而占 99%的未培养

( Non-Culturable)微生物用传统的方法却无法分离 [ 1] . 未培养微生物对于自然界和人类的贡献是无法

估量的,这是一个极具潜力的群体, 所蕴藏着巨大的微生物资源是微生物学家和化学家研究的新领

域[ 2] . Stackebr andt 等[ 3]将那些利用分子生物学技术能够检测到, 但还不能获得纯培养的微生物定义为

/ (至今)未培养微生物0. 当前,探索未培养微生物的研究方法已作为微生物学的一个新挑战, 成为未培

养微生物研究的技术瓶颈,受到极大的关注. 近年来,对于研究环境微生物的种类和数量,发展了生物化

学[ 4]、生理学 [ 5]和分子生物学[ 6-7]等不需传统培养的方法.其中,分子生物学方法是未来研究环境微生物

生态学和未培养微生物的有力工具
[ 8]

.本文从研究未培养微生物的这一关键技术出发,对宏基因组技术

和稳定同位素技术这两种新方法在该领域的应用进行论述.

1  宏基因组技术

1. 1  宏基因组简介

传统依赖培养的筛选方法其实损失了绝大部分微生物资源, 由于占群落中绝大部分的微生物不能

培养,使得科学家发展了一种新方法.这种方法不需要预先培养就能开发这些微生物的基因组, 它能从

各种环境中直接获得所有微生物总 DNA (包括存活的或已死亡的) . 这研究领域被称为/宏基因组学

( M etageno mics)0 [ 9]
,

宏基因组( Metagenom e)是由 H andelsm an 等在 1998年提出的新名词. 其定义为生境中全部微小

生物遗传物质的总和,包含了可培养和未可培养的微生物基因, 避开了微生物分离、纯化、培养的问题,

扩大了微生物资源利用的空间.该技术是直接提取特定环境中的总 DNA, 克隆到可培养的宿主细胞中

以构建宏基因组文库,从获得的克隆当中进行功能筛选和序列筛选分析.这显示了它在开发和利用那些
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不可培养微生物的基因资源, 筛选新的功能基因等方面的潜力[ 2, 10] .采用宏基因组文库与传统培养途径

的研究方法比较 [ 11] ,如图 1所示.

图 1  传统培养和宏基因组流程比较

Fig. 1 Comparasio n of tradit ional method and metag eno mic technolog y

1. 2  宏基因组文库的构建
宏基因组文库的构建利用了分子克隆的基本原理和技术方法,并根据具体情况采用了一些特殊的

步骤和对策1 主要包括环境样品总 DNA的提取,与载体连接和克隆到宿主细胞中 3个步骤 [ 2] .

1. 2. 1  环境样品总 DNA的提取  获得高质量的环境样品中的总 DNA 是宏基因组文库构建的关键之

一,既要尽可能地抽提出样品中的 DN A,又要保持其较大的片段以获得完整的目的基因或基因簇. 如果

样品中存在腐殖酸类物质强烈抑制分子克隆操作过程中多种酶的活性,须尽量除去
[ 12]

.总 DNA 的提取

可以分为两类: 一类是原位裂解法.即将样品直接悬浮在裂解缓冲液中处理,继而抽提纯化.此法操作容

易、成本低、DNA 提取率高、偏差小,但由于机械剪切作用较强,所提取的 DNA 片段较小( 1~ 50 kbp) ,

且腐殖酸类物质也难以完全去除; 另一类是异位裂解法.即先采用物理方法将微生物细胞从样品中分离

出来, 然后采用较温和的方法抽提 DNA. 此方法可以获得大片段的 DNA( 20~ 500 kbp) , 且纯度高,但

操作繁琐、成本高1 有些微生物在分离过程中可能会丢失, 在温和条件下,一些细胞壁较厚的微生物

DNA 抽提不出来.

1. 2. 2  载体  目的基因能否有效地转入宿主细胞,并在其中维持原性性状和高效表达,在很大程度上

取决于载体.因此,载体在宏基因组技术中也处于重要的地位.宏基因组文库多以质粒、细菌人工染色体

( Bacterial Ar tif icial Chrom oso me, BAC)等为载体,目前多采用细菌人工染色体( BAC)和粘粒( Cosm id)

载体.前者插入片段大(可达 350 kbp) ,但克隆效率低;后者插入片段中等( 20~ 40 kbp) , 克隆效率高.

BAC 和 Cosm id载体在宿主细胞中的稳定性高,但拷贝数低,宏基因的扩增困难, 表达量低. 为了提高宏

基因的表达,便于重组克隆子活性检测,有研究者直接利用表达载体构建宏基因组文库.表达载体可插

入的宏基因片段一般小于 10 kbp, 适合于筛选单一基因或小的操纵子产物. 为提高和调控外源基因的

拷贝数与表达量,常需选用不同类型的载体. 但要注意是,载体的选择主要针对有利于目标基因的扩增、

表达,以及在筛选细胞活性物质时表达量的调控等.

1. 2. 3  宿主  宏基因组文库多以细菌、酵母、链霉菌等为主要的宿主菌株. 它的选择主要考虑转化效

率、重组载体在宿主细胞中的稳定性、宏基因的表达、目标性状(如抗菌)缺陷型等.不同的微生物种类所

产生的活性物质类型有明显差异, 因此不同的研究目的应选不同的宿主菌株.如 70%的抗生素来源于

放线菌,若以寻找抗菌、抗肿瘤活性物质为目标,选择链霉菌为宿主较理想;而筛选新的酶,则采用大肠

杆菌为宜.
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1. 2. 4  宏基因组文库的筛选  环境样品中微生物种类繁多,宏基因组文库容量一般较大,活性克隆子

的筛选是新活性物质筛选的关键. 根据研究目的的不同, 可从生物活性水平、化合物结构水平, 以及

DNA 序列水平设计不同的筛选方案.这些方案主要包括生物活性水平和化合物结构水平的筛选等[ 2] .

1. 3  宏基因组技术在未培养微生物中的应用

2000年, Ro ndon等
[ 13]
构建了两个土壤环境总 DNA 的 BAC 基因组文库,文库中 DNA片段总长超

过 1 Gbp.通过 16s rRNA 构建系统发育树进行分析,发现文库中存在丰富的微生物多样性,包括 G+ C

含量低的微生物、革兰氏阳性嗜酸菌、亲细胞微生物和原核微生物等.筛选以 E. coli 做宿主的克隆子进

行外源表达,发现它们有抗菌、脂肪酶、淀粉酶、核酸酶等活性.该文库分析土壤环境中微生物多样性的

同时,也提供了许多未培养微生物的信息,为进一步分析土壤环境中未培养微生物的分类和功能信息,

以及进行相关基因研究打下良好的基础.

Ranjan等 [ 14]为寻找分解脂肪的基因,在 2005年构建了池塘水的宏基因组文库,文库应用质粒载体

转化到 E. col i宿主细胞中, 文库中 DNA 片段总长大约为 532 Mbp.分离到 11个有分解三丁酸甘油酯

能力的克隆子, 通过对分解脂肪的功能基因进行鉴定, 其 DNA 中 G+ C 组成范围从 57% ~ 75% .这些

有分解脂肪能力的基因有 7个是已知的编码该蛋白家族的成员,有 1个基因编码的蛋白是近期新鉴定

的 BioH 蛋白, 1个克隆子编码 alpha/ beta 水解酶的基因是至今未被发现的新基因,它来自于池塘水中

未培养的微生物.

赵广存等 [ 15] 通过构建牛瘤胃未培养细菌的宏基因组文库, 共获得 1. 2 @ 104 个克隆. 文库外源

DNA 总容量为 4. 2 @ 10
8

bp,筛选得到 9个表达葡萄糖苷酶活性的克隆,并对其中的 1个表达葡萄糖苷

酶活性的克隆 pGXN1009进行亚克隆,结果发现 1个全长为 1. 956 kbp的开放读码框架( ORF) ,可能

编码 1个葡萄糖苷酶基因 um bg 13A,其编码产物与 1个来源于小鼠大肠未培养细菌的葡萄糖苷酶一致

性为 63%,相似性为 79% ;与哈氏噬纤维菌的葡萄糖苷酶的一致性为 50% ,相似性为 67%. 分析表明,

um bg 13A 基因可能是来自牛瘤胃微生物噬纤维菌属未培养的 1个新种.

环境中的病毒种类呈现出更丰富的多样性,然而对于环境中病毒种类的鉴定是更复杂的,因为病毒

存活所依赖的可培养宿主菌的数量不到总数的 1%. 同时,对于所有病毒基因组而言,也没有唯一的保

守基因序列,未培养病毒的多样性至今还不能像细菌 16s rDNA 一样被监测. 可喜的是,应用宏基因组

技术,对于研究未培养病毒种群的组成和结构突破了这个限制, 为病毒研究也提供了一个新的思

路[ 16- 17] .

2  稳定同位素技术

2. 1  稳定同位素简介

同位素是指原子序数相同(即质子数目相同)而中子数不同的元素形式, 具有相同原子序数但不同

中子数目且不具放射性的元素称为稳定同位素( Stable Isotope Pr obing, SIP) .

最早将 SIP 技术应用于微生物核酸分析的是 M eselson 和 Stahl1 他们在 1958年用
15

N 和
14

N 两种

稳定同位素标记核酸,研究 DNA 在复制过程中亲链和子链的保留关系
[ 18]

, 奠定了 DNA 半保留复制学

说的基础. SIP 作为示踪物,主要是标记营养底物来培养生物样本,可培养与未培养和功能微生物均可

利用 SIP 标记的底物做为营养物质.提取这些微生物的核酸,根据标记与未标记 SIP 的核酸在密度梯度

离心介质中的重力不同, 将利用标记有稳定同位素的功能微生物分离, 通过核酸序列比对,寻找未培养

微生物.

环境中的许多物质都可以用 SIP 来标记, 这些核酸标记物主要有 DNA- SIP, RNA-SIP 等.它们都

可以用来在复杂样本中进行有特殊代谢功能微生物的鉴定和分析[ 19] , SIP 对于未培养微生物的分离和

功能基因的鉴定研究具有重要的意义. SIP 对于未培养微生物的研究流程, 如图 2所示.

2. 2  稳定同位素技术在未培养微生物中的应用

2. 2. 1  DN A稳定同位素标记法( DNA-SIP)  Bo rodina等
[ 20]
在土壤环境中富集、分离、降解 CH 3 Cl的

微生物,用稳定同位素13C 标记13CH 3Cl,分离到 7株 CH3 Cl降解菌1 在所使用的培养方法中, H yp ho-
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图 2 SI P技术应用于未培

养微生物的流程

F ig . 2  T he flo w chart o f unclutured

bact eria r esear ch w ith SIP t echnolog y

m icrobium是优势菌株, 对13 C 标记的 DNA-SIP 的分析过

程中,通过构建系统发育树,发现 SIP 标记 cmuA序列降解

CH 3 Cl的菌株是迄今为止未培养的新菌株.

Radajew ski等
[ 21]
用

13
C 标记甲醇后, 将标记底物投加

到橡树林土壤中,培养一段时间后,提取其总 DNA. 密度梯

度离心分离13C 标记的 DNA 带, 经 16S rRNA 扩增后, 鉴

定出这些微生物是可利用甲醇做为碳源的微生物种群, 为

寻找甲醇的生物降解菌提供依据. M orris等
[ 22]
应用 DNA-

SIP 技术, 在泥炭土壤中鉴定了可利用甲烷的微生物.

Whitby 等[ 23]在淡水沉积物中, 应用 DNA-SIP 技术寻找到

了氨氧化微生物. DN A-SIP 技术在功能微生物的寻找和鉴

定方面起着重要的作用.

2. 2. 2  RNA 稳定同位素标记法( RNA-SIP)  RNA-SIP

与 DNA-SIP 的根本不同在于, 它用的是活跃微生物的/转

录组0. 因此, RNA-SIP 的重要优点在于活跃微生物的

RNA 是生物合成的, 而不是用聚合酶链式反应( PCR)等方法体外合成的.并且,在微生物生长浓密的生

物反应器中, RNA被13C标记的速度比 DNA 快得多, 表明 RNA-SIP 可能比 DNA-SIP 具有更大的灵敏

性.在 RNA-SIP 方法中, 有可能减小底物的量或浓度, 可以缩短培养时间,它们都与微生物功能和分类

鉴定有关,比 DNA-SIP 有更大的优势. 最近, Manef ield等[ 24] 在运转的工业苯酚降解的生物反应器中,

寻找鉴定降解苯酚的微生物1 研究者用13C标记苯酚, 利用 RNA-SIP 技术,在好氧生物反应器中, 鉴定

出 Thauer a菌种是苯酚降解的主要菌种.

在厌氧环境中, 丙酸酯是许多有机物降解过程中重要的中间产物,然而该类化合物的降解受到热动

力学的限制,目前对于通过纯培养的方式分离到的菌株很有限. Lueders 等[ 25] 应用 SIP 标记丙酸酯,密

度梯度离心后收集 SIP-RNA,通过构建系统发育树,发现了迄今为止未培养的丙酸酯降解菌株.

2005年,陆雅海等 [ 26]在5Science6上对 SIP 技术的应用进行了研究报道. 他们用13 C 标记13 CO2 , 原

位处理进行光合作用的水稻, 提取其根围土壤总 RNA .结果发现, 13C 进入到甲烷古菌的 RNA 中, 表明

水稻田中的CH 4 是由甲烷古菌产生.同时,对其总 DNA 构建文库,应用 16S r RNA 扩增,进行系统发育

分析,发现了目前尚未培养的古菌[ 27] .

3  稳定同位素与宏基因组技术的联合应用

应用稳定同位素技术可以得到环境中功能活性微生物的核酸,对这些核酸可以构建宏基因组文库,

更有利于寻找未培养微生物的功能基因. 2006年, Dumont 等[ 28] 研究 Methy lot rophs功能基因, 用13 C

标记甲烷作为底物, 与红树林土壤微生物共同培养,提取收集13C 标记的土壤微生物总 DNA, 构建宏基

因组 BAC文库.文库中有 2 300个克隆子,大多数的插入片段长度为 10~ 30 kbp,文库包含所研究的大

约为 15. 2 kbp 的目标基因 M ethylot ro phs. 该基因含有完整的编码甲烷单加氧酶 pmoCAB 的操纵子.

通过对该基因鉴定和测序,发现 pm oA基因类似于以前应用 DNA-SIP 和 PCR技术鉴定的未培养微生

物 Methy locy st is sp .的基因.

4  结论与展望

应用传统的纯培养方法, 对于可培养微生物的分离、鉴定技术已经非常成熟
[ 29-34]

, 但对于未培养微

生物目前研究还不广泛.由于这类微生物在自然环境微生物群落中占有非常高的百分比(约为 99%) ,

无论是其物种类群, 还是新陈代谢途径、生理生化反应、产物等方面都存在着不同程度的新颖性和丰富

的多样性,因而其中势必蕴含着巨大的生物资源. 所以,对自然环境中的各种微生物,尤其是对未培养微

生物进行广泛深入的研究,不仅是微生物学基础理论研究的需要,也是未培养微生物资源开发利用的基
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础[ 35] .

在未培养微生物的研究过程中,宏基因组技术和稳定同位素技术是近年来发展起来的1 这两种新
技术可以克服传统纯培养技术的不足, 提供了一种探知微生物多样性结构和功能基因的新方法,是一条

寻找新基因及其产物的新途径
[ 19, 35-37]

.两种技术对于未培养微生物研究具有独特的优势, 但又有各自

不同的特点.宏基因组学是一门崭新而又令人兴奋的学科, 它在生物学和生物技术领域有着非常广泛的

用途,通过对可培养和未培养微生物基因组的获得,可以进一步丰富微生物种群以用于生态学研究.目

前,已从宏基因组中发现了大量令人感兴趣的基因,今后的工作需要进一步确定这些基因的功能,以及

其产物能否应用于各种生物技术过程. 但此技术的开发利用还有许多亟待解决的问题.如目前选用的高

拷贝数的质粒, 虽然易于操作,但其插入片段较小,对生物合成比较复杂的化合物,因其基因簇较大而无

法完整克隆;细菌人工染色体( BAC)载体虽能容纳 100 kbp以上的大插入片段, 但其拷贝数少, 使外源

基因表达量较少,进而次级代谢产物的产量低.因此, 寻找和开发更合适的表达载体,以及如何高效、高

灵敏度地筛选活性克隆子,是应用该技术的关键问题. 稳定同位素技术在功能微生物中的研究方法多

样,主要包括不同 DNA-SIP 和 RNA-SIP. 使用 SIP 技术在研究未可培养微生物及功能微生物的代谢过

程,存在着明显的优势,它可以将我们感兴趣微生物的功能基因分离.这些功能基因包括可培养和未可

培养微生物的功能基因. 但应用该技术需要 SIP 高度富集,如进行密度梯度离心时, DNA 上一定要有

15% ~ 20%的13 C标记的原子才能被离心分开[ 21] .大部分 DNA 复制合成的环境在自然条件下并不是

最优化的, 用 SIP 标记的底物被菌体利用进入菌体 DNA 的效率并不高.当采用 RNA- SIP 技术时, 被标

记的 RNA又有较高的降解率.宏基因组技术和稳定同素技术这两种方法的最大区别在于: 宏基因组技

术可以得到环境中可培养和未培养微生物的总 DNA;而稳定同位素技术得到的是环境中可培养和未培

养功能微生物的总 DNA. 根据不同的实验需要,可以选用不同的实验方法.两者对于未培养微生物的研

究,都有较大的优势和能够提供很好的技术支持.

生物降解是去除环境污染物的主要手段之一.目前研究生物降解的化合物主要是 POPs类物质,包

括多环芳烃( PAH s)、多氯联苯( PCBs)、除草剂、杀虫剂、有机氯农药等.研究结果表明,从生态环境中虽

然得到了许多基于可培养的, 降解这类有机物的微生物, 但分离得到的部分单菌降解效率不高, 且很难

在污染的生态环境中进行生物修复而得到广泛应用,在生物修复研究中的应用报道较少见.在未培养微

生物中寻找高效降解微生物及功能基因,已成为当前研究热点. 厦门大学微生物研究所的实验室基于在

生态环境中寻找未可培养微生物及其降解基因出发,应用宏基因组技术构建文库,在寻找抑制赤潮藻类

的相关基因及 PAH s高效降解基因已进行了大量研究并取得初步研究成果,并期望在未培养微生物中

寻找高效功能基因应用于污染的生态环境治理.同时, 在构建的宏基因组文库中,筛选得到了产纤维素

酶的克隆子.

近年来,基因组学和现代分子技术的成熟,逐渐渗透到有关生命科学的整个领域, 也为微生物生态

学提供了新的研究方法和机遇.如何开拓利用未培养微生物新资源是微生物研究的重要课题,它对传统

的微生态学、微生物学等研究均提出了新的挑战. 宏基因技术和稳定同位素技术是近年来发展起来的新

方法[ 24, 38] ,随着科学技术的不断发展,这两种新技术凭借其强大的优势,在未可培养微生物的寻找、功

能基因筛选、生态学研究等方面存在着巨大的潜能.今后,在未培养微生物资源的开发利用上,这两种新

技术将会得到更广泛的应用, 在环境微生物学、生态学领域中也将发挥巨大的作用.
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Two Novel Methods for Uncultured Microorganisms Study

and Their Application in Searching Functional Genes
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ZH ENG T ian-ling
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( 2. College of Oceanography and Environm ental Science, Xiam en University, Xiamen 361005, China)

Abstract:  Based on the strateg y to ex plore micro bial resource fro m natural envir onment and the fact that the majo rity ( a-

bout 99% ) of micr obes in diverse env iro nments are unculturable till now by using tr aditional micr obio log ical methods, sc-i

entists tr y hardro unding the bottleneck to set up nov el techniques to cultur e and study tho se uncultured m icroo rg anisms.

In this paper , two no vel methods concerning metag enom ics and stable isoto pe probing fo r above- mentioned study wer e in-

t roduced and the application of searching functional g enes and funct ional micr obes in ecolog ical environment was also dis-

cussed. In additio n, the sugg estion of bioremediatio n of polluted env iro nment with deg rading micr obes and their functio nal

gene was pro posed.

Keywords:  uncultured m icroo rg anism; metag enome; stable isoto pe pro bing ; functional genes; micro bial ecolog y
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