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摘要：随着对微生物纯化培养和元基因组学研究的不断深入，积累了大量的微生物基因组信息，元蛋白组分析将促

进我们对基因组功能的理解。目前，对微生物群落的元蛋白质组（’()*+,-)(-’(）的研究已成为后基因组时代进一步
认识微生物生态功能的有效途径。对这一新技术的介绍结合元蛋白质组的提取和鉴定方法、元蛋白质组在研究微

生物生态功能上的应用进行了综述，并对这一新的研究领域所面临的困难与挑战进行了讨论。
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"#世纪 %# 年代以来，随着分子生物学技术以
及基于 ,C5/序列分析的生物分子系统进化理论的
建立与发展，使人们有可能在纯培养的技术手段之

外，采用非培养技术研究微生物群落结构组成［!］。

在过去的二十多年中，以 !2X ,Y5/ UDC扩增为主的
非培养技术的研究揭示了环境中庞大的微生物多

样性［"］。近年来发展起来的元基因组（’()*A(@-’(）
技术，进一步揭示出环境中微生物的遗传多样性和

功能多样性［$］。元基因组序列可提供环境中微生

物潜在的有价值的功能性信息。但是，如果没有在

特定条件下蛋白质合成方面的信息，欲从元基因组

序列精确预测微生物的生态功能几乎是不可能

的［3］。由于蛋白质的表达是一个特定生态系统中

微生物活性的反映，因此元蛋白质组技术具有进行

微生物群落生态功能分析的巨大潜力。

< 元蛋白质组的概念

元蛋白质组（’()*+,-)(-’(）这个概念是由
C-N,=A<(Z1[*L(,*于 "##3 年首先提出的［0，2］，目的是
检测环境样品中高度表达的基因。元蛋白质组是

利用物理或化学的手段，直接分离提取某一特定环

境中的蛋白质组，并对其中的蛋白质成分进行大规

模的鉴定，从而认识环境中微生物特定活性的方

法。它主要是通过蛋白质组学技术对环境微生物

在基因表达层面上进行研究。

= 元蛋白质组的提取与鉴定方法

元蛋白质组分析是一种从整体上研究环境微

生物群落与动态功能关系的有效方法。应用这种

分析技术依赖于从环境样品中高效的分离出蛋白
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质成分，从而获得一个蛋白质池（!"#$%&’ !##(）。其
利用的基本技术包括聚丙烯酰胺凝胶电泳（)*)+
,-./）和蛋白质谱鉴定技术，其中蛋白质谱鉴定主
要应用肽质量图谱和肽片段的部分测序，但这些技

术只在有限范围的环境微生物学研究中得到了应

用［0］。元蛋白质组研究流程可以参考图 1。

图 1 元蛋白质组研究的流程图（部分）［2］

注：3-4*5+678+3)基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱，3-4*5+

678+678+3)基质辅助激光解吸9电离飞行时间串联质谱，:+678+

3)四级杆飞行时间质谱

! 元蛋白质组在研究微生物生态功能上的
应用

7;<’=%&$>’最先用蛋白质组的方法分析了不同
环境样品中蛋白质混合物的情况［?］。他用这种方

法证明了所有污泥中都具有微生物多样性，并且证

明其中发生了一系列复杂的生物化学变化。其后，

随着元蛋白质组技术的不断进步，这种研究手段在

环境微生物学领域显示出越来越显著的作用。

!"# 元蛋白质组能够有效的鉴定环境中蛋白质的
来源及其功能

@&(A%=和 B#’C［2］应用元蛋白质组的方法研究
了实验室规模的微生物混合群落。在这一研究中，

首次应用了 D*+,-./的方法分离环境微生物中的
蛋白质，并提取和纯化到整个混合群落的蛋白质

组，应用质谱技术对获得的蛋白质成分进行了鉴

定，研究了增强性生物除磷过程（/B,E）［F］中特殊
的多磷酸盐积累微生物（,-7=），例如与红环菌

（!"#$#%&%’()）有关的未培养微生物，并鉴定出了强
表达的磷酸盐选择性膜蛋白、与聚苯氧树脂合成有

关的蛋白和影响糖原合成与降解的蛋白［F］。

GH%’［0］等人研究了 GH%=>!%>I% B>J中特定大小
的微生物群落（K L D!A M NL K!A）的元蛋白质组。他
们用 4G+3)93)和 3)+B4-)6对元蛋白质组进行测
序和检索，鉴定出了 N 种蛋白质成分，其中的 GB1
与 )>";>==# )%>元基因组文库［1K］中的一个基因序列
匹配；GBN 与 O-*P 的亚基辅酶 : 氧化还原酶有
关；GBF与一种氨基肽酶相似。这 N 种蛋白质都起
源于 海 洋 中 的 未 培 养 微 生 物，包 括 拟 杆 菌

（*+%,-.#/$-)）和"+变形细菌（"+0.#,-#1+%,-./+）。
!"$ 元蛋白质组能够帮助认识环境胁迫下微生物
的代谢过程

元蛋白质组能够通过检测某些蛋白质是否存

在、相对丰度和蛋白质的修饰状态，直接测量功能

基因的表达情况。通过对具有关键酶活性蛋白质

的鉴定，可以使人们进一步认识某些环境胁迫下微

生物的代谢过程。

@&(A%= 等人［11］通过应用原位荧光杂交技术
（85)P）研究具有 /B,E和不具有 /B,E的活性污泥，
发现具有较强 /B,E的污泥中占主要成分的微生物
属于#+变形菌纲，不具有 /B,E的污泥中占主要成
分的微生物属于"+变形杆菌纲。比较这两种污泥
在厌氧和好氧状态下蛋白质图谱的变化，发现不具

有 /B,E的蛋白质表达图谱具有明显的差异性，而
具有较强 /B,E的活性污泥的蛋白质表达图谱变化
不大。一种可能的解释是，在较强 /B,E的活性污
泥中微生物表达了大量的补偿蛋白（%Q<&(&R">$%C
!"#$%&’），这些蛋白质在能量代谢过程中为 ,-7=提
供了更多的能源［11］。

E>A 等人应用“鸟枪”质 谱 蛋 白 质 组 学
（‘=H#$;<’’3) !"#$%#A&S=）与群落微生物基因组分析
相结合的方法，成功进行了大规模的元蛋白质组研

究［1D］，共得到了大约 DKNN个不同的蛋白质成分，其
中 T2U起源于钩端螺旋菌（ 2-0,#)0/./’’(3）。鉴定到
大量在极端环境中与微生物生存直接相关的蛋白

质，如伴侣蛋白、硫氧还蛋白和还原酶类。也有很

大一部分蛋白质不能直接归于某种功能类别，它们

可能是新基因的表达产物。胞外部分包含 VDU的
特殊蛋白（与任何已知蛋白质都不明显匹配）和

1TU的保守蛋白。其中一种蛋白质被鉴定为一种新
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的细胞色素 !"#$%&，是铁氧化过程和 ’()代谢过程
的核心［*+］。

,-.//.0’12-3［4］等人研究了受重金属离子汞和镉
胁迫下水体微生物所表达蛋白质的变化。发现在

重金属离子的胁迫下，环境微生物表达了大量特异

性的蛋白质，在元蛋白质组上形成了特殊的条带。

众所周知，金属离子对微生物群落有毒害作用，蛋

白质图谱的变化表明环境中微生物的群落功能发

生了变化。5-361.#73［*8］等人用液氮快速冻融裂解土
壤中细菌提取蛋白质的方法，比较了在重金属镉污

染的条件下细菌表达蛋白量的变化。发现从镉污

染的土壤中提取得到的蛋白质总量比没被污染的

对照土壤要少很多。此外，96:3;.-#23［*4］等人通过研
究有机污染物胁迫下水体中的元蛋白质组，也发现

了水体微生物群落蛋白质指纹图谱会随环境条件

的变化而发生变化。

!"! 元蛋白质组能够认识不同环境中微生物的群
落组成与分布

随着从头肽段测序（<. 37=7 >.>#-<. ;.?:.3@.）技
术的发展，元蛋白质组学研究已经能够进行蛋白质

鉴定以及系统发生和起源分析，通过确定生态系统

中各个蛋白质之间的系统发生关系，可以进一步认

识不同环境中微生物的群落特点。

5@A:1B.［*$］等人用质谱联用（(50(5）技术研究了
四处不同水环境中的蛋白质成分，这些水源中都含

有高浓度的有机溶解物。通过分析所有样品的蛋

白质成分，发现在森林沥出液中，起源于植物、真菌

和脊椎动物的蛋白质数量大约是湖水中数量的 +
倍；与复杂分子降解有关的过氧化物酶类只存在于

森林的水源中，而与甲烷产生有关的转移酶类却只

存在于泥炭沼中的水源里。尽管这一研究只检测

了环境样品中表达的一小部分蛋白质，它还是反映

出了不同分类地位的微生物的存在与活性。

!A.3［%］等 人 应 用 元 蛋 白 质 组 的 方 法 对
!A.;2>.2C. D2"横断面的微生物群落蛋白质的组成
情况进行了分析。发现在不同地点收集得到的蛋

白质组存在着明显的不同。对海湾中部的元蛋白

质组进行重复检测发现大约 &+E的蛋白质位点是
一致的，但是与上游和下游海湾的元蛋白质组相

比，只有 8FE和 %FE的相似性。
元蛋白质组技术与元基因组技术结合，能更好

的认识环境微生物。在大型的元基因组数据库中，

元蛋白质组图谱无疑提供了确定基因表达水平的

依据，这样有助于研究高度表达的未知功能基因。

另外，通常从海量的元基因组信息中获得某种微生

物的全基因组费时费力，而通过元蛋白质组序列做

蛋白质的鉴定相对来讲要简单易行。当环境微生

物的基因组序列信息缺失时，可以辅助应用从头肽

段测序技术和质谱信息搜索工具，鉴定环境样品中

获得的蛋白质［*G］。这样就可以不需要完整的元基

因组序列，直接认识复杂环境中的生理生化现象。

# 元蛋白质组研究面临的困难与挑战

在环境微生物学领域，尽管用蛋白质组分析的

方法鉴定了为数不少的蛋白质，但是由于蛋白质本

身呈现出不同的生物和物理构造，并且没有统一的

提取方法可以参照［*%］，对复杂微生物生态系统的研

究还存在着极大的困难。尤其对于海水和土壤环

境，应用已有的研究手段，最多只能还原整个元蛋

白质组的一部分［%］。另外，在一个样品中微生物的

种类和蛋白质的表达水平都处于很强的动态变化

中。有人研究发现，一个细胞内蛋白质的表达水平

在不同的条件下就可能相差 G 个数量级之多［*H］。
再有，一些研究主要关注的是胞内蛋白，这就要求

对元蛋白质组的细胞成分进行分离［G］（胞内的、外周

胞质的、全细胞的、可溶的和膜蛋白成分），再对某

些功能性蛋白做细胞定位。这就对蛋白质的分离

工作提出了更高的要求。

在蛋白质鉴定方面，目前主要应用的是质谱技

术，但是不同方法获得的肽质量指纹图谱与现存的

数据库比对往往不能得到相似性很高的结果。一

般来讲，(’I)J K L9M需要所查询的蛋白质与目标
蛋白的氨基酸序列具有 &%E以上的一致性才能明
显匹配［*&］。由于目前存在的蛋白质序列数据库大

都来源于可培养微生物，因此对于环境样品中获得

的蛋白质，要与这些数据库中的序列达到如此高的

一致性是不太可能的。另外，蛋白质的翻译后修饰

作用也增加了鉴定的难度［G，%］。而其它的鉴定技

术，如 N0末端测序技术，由于从环境中获得的大多
数蛋白质丰度太低，也不适用于进行鉴定。同时，

获得的蛋白质匹配信息可能存在相对较高的假阳

性，所以每种蛋白质需要两条以上的肽段能够与鉴

定结果匹配才能确定鉴定信息［%］。

用元蛋白质组研究环境微生物群落仍存在一
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些障碍，包括：如何判断在 !" # $"$ # %&’(凝胶上
某一蛋白质斑点是来自于环境样品中的一种蛋白

质还是几种蛋白质；用什么信息判断来自不同样品

上的斑点是否是同一的；元蛋白质组对环境微生物

群落组成和群落中微生物生理状态的变化的灵敏

度如何；怎样进一步验证元蛋白质组学提供的蛋白

质功能性信息。很明显，要解决这些问题需要开展

更多的研究工作和改善目前的技术环节。

! 结语

目前关于元蛋白质组的研究虽然不多，它还是

在环境微生物学领域显示出了重要作用。由以上

综述可知，尽管应用蛋白质组对更加复杂环境的微

生物群落进行研究还面临着更大的挑战，但是元蛋

白质组在阐明未培养微生物的功能性信息、鉴定新

的蛋白质成分和认识不同环境微生物群落组成及

其生化功能方面有着巨大的应用潜力。
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科技信息

我国微生物除杂草的研究

我国山东科研人员曾发现大豆植物受一种杂草叫菟丝子入侵，其寄生性给大豆植物构成威胁而使其减

产；但同时也发现有一种真菌对菟丝子具有侵染力，它的寄生性使菟丝子致死，从而确保大豆植物正常生长

发育。他们早在上世纪 K>年代已将菟丝子的拮抗菌（寄生性）研制成除草菌剂，实现规模生产，其产品商品
化，推广应用于生产实践取得较好效果。南京农业大学杂草研究室研究者发现有“绿色杀手”之称的一种叫

紫茎泽兰的杂草，俗名“破坏草”的危害很大，但同时也找到了它的“克星”———链格孢菌，它是紫茎泽兰杂草

的天然致病真菌之一。这种杂草的特点是：（)）繁殖力和适应力特强；（!）对土壤肥力影响大，可导致肥力下
降、退化，从而导致作物严重减产；（B）常用控制紫茎泽兰方法的效果不理想，表明它的抗性特强。基于这些，
研究者从“生命之网”的拮抗关系出发，在紫茎泽兰植株上找到天然致病菌（链格孢菌）尚属首次，经菌种选

育制成菌剂以治之。通过致病力实验证明，其菌丝体比孢子具有更强的致病性，能使杂草（紫茎泽兰）的叶

子得褐斑病，其致病机制在于该菌产生毒素即 &&2F=5\+.作用的结果。这为研制新型生物除草剂（新农药）提
供了新思路、开辟了新途径。

（柯为 供稿）
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