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专论与综述  
 
 

基于“通用”引物的 PCR扩增方法会遗漏很多种类的微生物, 为追寻这些被“遗漏”的微生物, 需
要改进微生物的分离培养方法并加强特定功能微生物的富集培养, 并且需要充分改进和利用元基

因组和元转录组方法及其数据库。 
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摘  要: 人类对生态环境中微生物的认识从依赖于纯培养微生物的研究阶段已进入到结

合各种组学方法的微生物群落代谢机制的研究阶段。在微生物群落组成的研究中, 基于

“通用”引物的 PCR 扩增方法会“遗漏”很多种类微生物, 因此需要探索一些方法, 以找回

这些被“遗漏”的微生物。目前生态环境中能培养的微生物种类较为有限, 但是通过培养方

法的改进, 分离培养新的微生物或富集培养特殊功能的微生物依然是扩展微生物种类认

知范围的重要途径。而且, 通过元基因组数据库分析, 可以了解常用的“通用”引物所不能

覆盖的微生物范围, 并能阐明不同生态环境中各种微生物类型的分布情况。由于元转录组

中最多的是核糖体 RNA, 所以可通过改进的元转录组方法同时分析有活性的细菌、古生

菌和真核微生物群落结构。追寻被“遗漏”的微生物不仅能扩展我们对微生物的认知范围, 

同时也是研究并正确理解全球物质循环过程的一个重要领域。 
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Seeking of “missed” microorganisms 
QUAN Zhe-Xue 

(Department of Microbiology and Microbial Engineering, School of Life Sciences,  
Fudan University, Shanghai 200433, China) 

Abstract: The knowledge of microorganisms in ecological environments is already reached to 
the level of metabolic process study of microbial community with omics methods from the 
isolation dependent study. However, the normally used microbial community analysis method 
which is based on PCR amplification with “universal” primers would cause the “miss” of 
various microorganisms. Therefore, we need to seek some methods to find the “missed” mi-
croorganisms. Although there are critical limitations in cultivation of microorganisms, the 
modification of cultivation method to isolate novel types of microorganisms or enrich special 
functional microorganisms is still a useful method to increase the boundary of our knowledge. 
Based on the metagenome databases, we can analyze the coverage of “universal” primers and 
can also analyze the global patterns of different functional microorganisms. Because of high 
content of ribosomal RNA, modified metatranscriptome analysis will become a useful method 
for the simultaneous determination of active bacteria, archaea and microeukaryotes. Seeking 
“missed” microorganisms is an important research field to extend our knowledge about micro-
organisms and correctly understand different earth element cycles.  

Keywords: “Missed” microorganisms, “Universal” primers, Enrichment, Metagenome, Metatran-
scriptome 

人类对微生物的认识始于 17 世纪列文虎克

的显微镜观察。而后在科学家发明了应用固体培

养基分离纯化微生物新方法之后的很长一段时

间里, 微生物的研究主要依赖于其纯培养物。随

着分子生物学技术的发展, 特别是 PCR 技术的发

展, 人们发现用现有方法仅能分离到生态环境中

1%的微生物[1]。因而, 在生态环境样品的微生物

群落结构分析中, 基于 PCR 扩增的分子生物学方

法替代了传统的培养方法。随着高通量测序技术

的发展, 各种组学方法也开始应用于微生物生态

学研究中; 通过对环境样品中微生物的 DNA、

RNA 以及蛋白质的元(宏)基因组(Metagenome)、

元(宏)转录组(Metatranscriptome)和元(宏)蛋白质

组(Metaproteome)分析, 人们可以进行复杂微生

物群落整体代谢途径的研究, 由此可以回答微生

物群落中的各种微生物到底“做什么”的问题。但

人们容易忽视的一个问题是现在常用的微生物

群落分析方法是否已能准确回答在各种生态环

境“谁在那里”？因此, 我们需要借助新的方法认

识被“遗漏”的微生物的范围, 并追寻这些被“遗

漏”的微生物。 

1  分离培养依然是找出被“遗漏”微
生物的重要方法 

以前人们对自然界中存在的微生物的认识主

要靠显微镜观察和分离培养。20 世纪 70 年代末, 
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Woese 通过小亚基核糖体 RNA (SSU rRNA, 指细

菌和古生菌的 16S rRNA 和真核生物的 18S 

rRNA)的分析构建了系统发育树并提出了三域学

说[2], 这给微生物分类学和微生物分子生态学带

来了革命性的发展。之后的 PCR 扩增技术和测序

技术的发展使人们更易获得纯培养微生物 16S 

rRNA 基因序列。因此, 20 世纪 80 年代起伯杰氏

手册的细菌分类从以表型和实用性鉴定指标为

主的鉴定细菌学体系[3]转向了鉴定遗传型的系统

进化分类新体系[4]。 

基于遗传型的系统进化分类体系的建立, 使

人们对生态环境中微生物有了更加深入的认识。

微生物的分类也从 20 多年前的 10 多个门[2]发展

到现在的 70 多个门[5], 其中一半以上还没有分离

菌株, 只根据环境样品的 16S rRNA 基因克隆序

列来确定的候选门(Candidatus phylum)[6−7]。虽然

不依赖培养的微生物群落结构的分子生物学检

测方法已得到了广泛的应用, 但纯培养微生物的

分离培养依然是微生物生理、功能以及遗传等方

面研究的基础。通过培养条件的摸索和改进, 近

几 年 人 们 建 立 了 好 几 个 新 的 门 , 如  Gemmati-

monadetes[8]、Caldiserica[9]和 Elusimicrobia[10]。 

候选门 OP10 是 1998 年基于对美国黄石公园

温泉沉积物样品的克隆文库分析中得到的 16S 
rRNA 基因序列而提出的[11]。后来, 人们发现属

于这个候选门的微生物在高温、高盐环境的水和

土壤以及各种好养或厌氧废水处理反应器中广

泛存在[12−14]。2011 年, 日本科学家从中温土壤中

分离出了属于这个候选门的菌株, 并把 OP10 更名

为正式的门 Armatimonadetes[13]。之后, Lee 等[14]

基于 2008 年从新西兰高温土壤中分离出的嗜热

微生物[15]提出了属于 Armatimonadetes 的新的纲

(Class)。我们实验室和韩国研究者合作分离鉴定了

属于这个门的第三个新的纲 Fimbriimonadia[16]。

为了确定所分离到的菌株属于该门新的纲, 我们

从多个公共数据库中提取出该门的所有近全长

的序列, 与其他 49 个门的 500 多个不同种类细菌

的 16S rRNA 基因序列作比较, 并通过系统发育

学分析确定属于这个门的大部分微生物的 16S 

rRNA 基因序列可以分为 5 个群(Group), 每个群

可能对应于一个纲[16]。在这基础上, 我们设计了

Fimbriimonadia 特异性的引物, 并分析了不同环

境中的分布情况(暂未发表)。 

为了分离培养以前未能培养的微生物, 人们

创建了很多较复杂的新方法[17], 但既使对现在常

用分离培养方法稍加改进, 也能分离培养出新的

微生物。这些方法包括: (1) 降低培养基中营养物

质的浓度, 使得培养基成分更接近于自然环境条

件。其中 R2A 培养基就是最近常用于微生物分离

筛选的营养物质浓度较低的一种培养基, 而且常

把这种培养基稀释 2−10 倍之后再应用。(2) 延长

培养时间。以往人们应用固体培养基分离环境样

品中微生物时, 通常培养 2−7 d 之后就挑取单菌

落来分离微生物。但这种方法仅挑取在固体培养

基上生长速度较快的微生物, 因而会遗漏很多自

然生态环境中的主要微生物。所以现在针对环境

样 品 中 微生 物 分 离时 , 常 将 培 养 时 间 延长 到

14−60 d 或更长。(3) 对形态特征相同的菌落也要

进行 16S rRNA 基因序列分析, 否则易漏掉含量

相对少的、形态特征差别并不明显的各种微生

物。我们和韩国研究者合作分离鉴定的属于

Fimbriimonadia 的微生物, 就是采用上述方法获

得的, 具体为: 将种植人参田地的土壤浸出液置

于 5 倍稀释的改进 R2A 固体培养基上培养两个月

后, 对平板上长出的所有菌落(约 800 个)进行 16S 

rRNA 基因序列的分析[16], 最终发现了属于该新

纲的菌株。而且基于这 800 个左右菌株, 韩国合作

者已报道了 40 个以上的新属或新种[16]。因此, 改

进微生物培养方法来扩展可分离培养的微生物范

围依然是我们认识被“遗漏”微生物的重要途径。 
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2  富集培养是找出被“遗漏”的特定
功能微生物的重要方法 

虽然通过培养方法的改进能扩大可分离培养

微生物的范围, 但至今大部分微生物还是不能被

分离培养。其中很多微生物虽然不能在固体培养

基上以单菌落形式分离出, 但它们可以在液体培

养基里生长。因为各种功能微生物可以结合分子

生物学方法基于其功能代谢进行定向富集培养, 

因此在功能微生物的研究中富集培养特别重要。

而且基于元基因组、元转录组和元蛋白质组的分

析, 对富集培养物也能做到以前只能在纯培养微

生物中进行的生理生化方面的研究。氨氧化古生

菌和厌氧氨氧化细菌的发现过程, 很好地说明微

生物分子生物学研究方法和富集培养方法在新

的功能微生物发现中的重要作用。 

2004 年, Creig Venter 课题组[18]从通过海水元

基因组测序结果的拼接而得到的一个古生菌相

关骨架(Scaffold)中发现了氨氧化单加氧酶基因

amoA; 2005 年, Schleper 课题组[19]从构建的土壤

元基因组 Fosmid 文库中找到了一个既含有 amoA

基因又含有古生菌 16S rRNA 基因片段的克隆, 

从而在基因水平明确了氨氧化古生菌的存在。基

于这些序列, 人们设计了引物并对各种环境样品

进行了分析, 最终确定氨氧化古生菌在各种海洋

生态环境中广泛存在[20]。通过进一步分析, 发现

土壤中氨氧化古生菌的量远高于氨氧化细菌[21]。

同一年, Stahl 课题组[22]以碳酸氢盐为碳源富集培

养了自养的氨氧化古生菌, 后用稀释传代培养的

方法进行菌种的纯化, 最后检测了其氨氧化活

性。从此, 氨氧化古生菌成为生态环境中氨氧化

研究的重要组成部分。 

厌氧氨氧化是 20 世纪 90 年代才发现的新的

氨氧化途径。起初, 在厌氧反硝化废水处理过程

中人们发现了氨的消失[23]。之后, 通过研究[24]确

认了厌氧条件下的氨氧化是微生物参与的生物

学过程, 并采用通过稳定同位素底物分析法确认

氨和亚硝酸盐反应形成氮气。此过程相比于传统

的硝化-反硝化除氮过程, 可以减少曝气费用并

无需外加有机碳源, 所以在废水处理中很受重

视, 并已在现场应用[25]。在黑海相关研究中, 人

们还发现 30%−50%的海洋固定氮是通过厌氧氨

氧化过程以氮气形式释放到空气中[26−27]。通过富

集培养提高厌氧氨氧化细菌的含量之后, 再通过

密度梯度离心法, 人们分离出了厌氧氨氧化细菌, 

并确定此细菌是属于浮霉菌门的、新的类型微生

物[28]。之后 Jetten 课题组从废水处理反应器和海

水缺氧层中鉴定到了属于候选属 Brocadia[29]、

Kuenenia[30]、Anammoxoglobus[31]和 Scalindua[32]

的微生物。本课题组在对厌氧氨氧化反应器颗粒

污泥中的厌氧氨氧化微生物分析时, 发现其中的

主要厌氧氨氧化细菌 16S rRNA 基因序列与上述

报道的四个候选属有较大差异, 且约占整个细菌

含量的 1/2。我们对此厌氧氨氧化细菌 16S 和 23S 

rRNA 基因序列与其他的厌氧氨氧化菌相关序列

进行比较, 并设计肼氧化酶 hzo 基因的引物进行

了系统发育学分析, 最后把此类厌氧氨氧化细菌

归为新的候选属 Jettenia[33]。我们还分析了厌氧

氨氧化反应器中各种类型微生物的组成[34], 并对

含有候选属 Jettenia 的污泥进行元基因组分析, 

获得了此厌氧氨氧化细菌的基因组信息, 而且发

现其基因组上缺失厌氧氨氧化过程中重要的亚

硝酸还原酶 nirS 基因等现象。厌氧氨氧化微生物

的发现, 还表明废水处理系统是一个很好的特定

功能微生物的富集培养装置; 因为运行体系相对

稳定, 而且一般运行几个月到几年, 可以富集到

特定类型的功能微生物。 

除了厌氧氨氧化途径和氨氧化古生菌的发
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现, 硫酸盐或硝酸盐还原耦合的厌氧甲烷氧化的

发现和研究等都是分子生物学方法和富集培养

方法的有机结合, 而且富集培养是研究这些功能

微生物的代谢机制和生态作用的重要基础。 

3  元基因组/元转录组数据库是认识
“遗漏”微生物现状的重要资源 

微生物群落结构的分析一直是微生物生态学

和环境微生物学的研究热点。基于 16S/18S rRNA

基因序列的分子系统发育分析已成为人们研究

生态环境样品中细菌、古生菌和真核微生物群落

结构以及其变化的主要方法[35]。一般对微生物群

落的分子生物学检测首先是从环境样品中提取

DNA, 并对 rRNA 基因进行 PCR 扩增, 然后通过

克 隆 文 库 的 构 建 [36] 、 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳

(DGGE)[37] 、 末 端 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

(T-RFLP)[38]等方法对 PCR 产物进行分析。在

rRNA 基因的 PCR 扩增过程中, 为了覆盖大部分

的细菌(或古生菌、真菌), 一般采用在 rRNA 基因

序列的保守区所设计的“通用”引物。虽然加标签

PCR 产物的焦磷酸测序(Barcoded pyrosequenc-

ing)[39]使得对每个环境样品的测序数量能提高到

几千、几十万的水平, 并能检测到一些“稀少”的

微生物, 但仍然需要“通用”引物的 PCR 扩增这一

步骤。由于存在对环境样品中不同微生物的 PCR

扩增偏向性, 这种基于 PCR 的微生物多样性分析

方法不能准确反映样品中各种微生物的组成情

况。PCR 循环数、退火温度、DNA 模板的二级

结构及引物与模板的匹配程度等, 都影响各类微

生物 DNA 的 PCR 扩增效率[40]。其中最关键的

是引物与模板的匹配程度, 因为所选择的引物

不同, 可使不同类型的微生物被低估或未被检

测到 [41]。虽然人们可通过 RDP (http://rdp.cme. 

msu.edu/)等数据库的分析, 增加所用“通用”引物

的简并度(Degenerate), 来提高引物的覆盖度, 但

仍然不能覆盖大部分的“稀少”微生物 [42], 因为

所用的 RDP 数据库中的大部分序列就是基于这

些“通用”引物所得到的偏向性结果。 

随着高通量测序方法的普及和测序价格的下

降, 大量的元基因组和元转录组原始数据被提交到

公共数据库[如: NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/), 

CAMERA (http://www.camera.calit2.net/) 和

MG-RAST (http://metagenomics.nal.gov/)等]中。这

些数据为我们在不受 PCR 偏向性的影响下分析

“通用”引物的覆盖度提供了基础。我们从 RDP 数

据 库 中 选 择 每 个 门 对 应 的 代 表 序 列 , 在

CAMERA 数据库通过 BLAST 筛选了多个元基因

组数据集(Datasets)中的细菌 16S rRNA 基因序列, 

进行了常用的各种“通用”引物的覆盖度的分析

(其流程参照图 1), 发现这些“通用”引物的覆盖度

大部分低于 90%, 并在特定环境样品中微生物的

覆盖度低于 50%[43]。这说明基于“通用”引物 PCR

扩增的微生物群落结构分析中可能遗漏很多微

生物类群, 而且在特定环境中这些被遗漏的微生

物可能是主要微生物。因此在对特定环境样品进

行微生物多样性分析之前需要考虑引物的覆盖

度, 并进行改进。通过引物覆盖度分析, 可以知

道现用“通用”引物覆盖度的问题, 并以增加引物

的简并度来提高覆盖度。但引物的简并度不能无

限增加, 简并度达到一定程度之后就会大大降低

PCR 扩增效率。因此, 需要开发适用于这些高简

并引物的 PCR 扩增方法。虽然微生物生态分析中

常用的荧光原位杂交(FISH)和荧光定量 PCR 分

析能给出特定类型微生物含量的定量结果, 但这

也受所选择的“通用”探针或引物覆盖度的影响。

因此, 需要开发能用高简并引物的 PCR 扩增方法

或不依赖“通用”引物也能分析微生物群落结构的

新方法。 
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大量的元基因组和元转录组原始数据的公共

数据库, 不仅可应用于“通用”引物覆盖度的分析, 

而且在不受 PCR 偏向性的影响下可分析各种环

境中的主要微生物类型, 并能分析各类微生物的

全球分布格局。这些数据也可以应用于功能微生

物的研究, 分析我们常用的物质循环相关的功能

基因“通用”引物的覆盖度, 并认识各种功能微生

物的全球分布格局(图 1)。 

 

 

图 1  基于元基因组/元转录组数据库的数据挖掘流程 
Fig. 1  Data mining process from metagenome/metatranscriptome databases 
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4  基于元转录组的微生物群落结构
分析方法, 可以避开 PCR 过程中微生
物的“遗漏” 

就如上面所述, 我们可以根据元基因组序列

中的 16S/18S rRNA 基因序列分析微生物群落结

构。虽然此法不受 PCR 偏向性的干扰, 但此法的

最大缺陷是元基因组测序结果中 16S/18S rRNA

所占的比例不到 0.5%[44−45], 而元转录组序列分

析就可以避免这种缺陷。在微生物 RNA 中 rRNA

所占的比例较高 , 而 mRNA 的比例相对较低

(1%−5%)[46]; 而且因原核微生物的 mRNA 不像真

核生物可通过 Poly-T 来选择性地合成 cDNA, 因

而细菌和古生菌的 RNA 一般需要用随机引物来

进行反转录; 从而产物中大部分是对应于 rRNA

的 cDNA, 因此原核微生物转录组数据中 rRNA

所占的比例一般能达到 80%以上[46]。随着组学和

高通量测序技术的发展, 环境样品中微生物元转

录组的测序分析成了研究环境中微生物作用机

制的新方法。元转录组分析首先是用随机引物对

环境样品的总 RNA 进行反转录, 后对所得到的

cDNA 进行高通量测序并对测序结果进行分析。

虽 然 一 般 元 转 录 组 分 析 的 主 要 研 究 对 象 是

mRNA, 但是在这过程中产生的大量 rRNA 序列

可以用来分析微生物群落结构。由于从环境样品

的 RNA 合成 cDNA 过程中采用随机引物, 从而

可避免部分微生物类群被遗漏的问题。而且因不

需要多循环的 PCR 扩增, 规避了 PCR 扩增中所

产生的偏差, 使得所得到的结果能够更准确地反

映样品中各类微生物组成和比例。元转录组分析

的对象是环境样品微生物 RNA, 因此反映的是

样品中有活性微生物群落结构和多样性, 从而避

免了死去的残留微生物干扰, 而且此法可同时分

析细菌、古生菌和真核微生物, 所以就能了解这

三类微生物之间的比例。 

2008 年, Urich 等[47]首次利用元转录组的高

通量测序方法分析了一个土壤样品中的微生物

群落结构。之后, 还有数篇有关元转录组研究中

分析 mRNA 的同时也根据 rRNA 序列分析群落结

构的报道[48−49], 但至今此方法并没有被推广, 而

且也没有被应用于微生物群落结构变化的分析。

其原因是现有的元转录组分析方法不适合于多

个样品中微生物群落结构的同时分析, 也没有完

善的数据处理和分析软件, 并且对结果的准确性

没有做过系统性的分析。为了提高元转录组测序

的 效 率 , 最 近 的 元 转录 组 分 析中 都 使 用基 于

rRNA 特异性探针的消减杂交等方法去除 rRNA, 

由此提高对应于 mRNA 的序列在元转录组数据

中的比例[46,50]。由于去除 rRNA 过程中会破坏不

同微生物 rRNA 序列的组成[46], 从而在这些改进

的元转录组分析过程中得到的 rRNA 序列没法用

于微生物群落结构的分析。因此, 在现有元转录

组分析方法的基础上, 必须对此法进行改进使其

能适合于微生物群落结构的分析。 

我们实验室正在开展基于元转录组方法所得

到的结果能否在不同分类水平都能准确体现样

品中微生物群落结构的研究, 并着手对现有的元

转录组方法进行改进, 使其能适用于大量样品的

同时分析和微生物量较少的环境样品的分析。此

方法若能与稳定同位素标记方法相结合, 就不但

可弃去 PCR 扩增这一步骤, 同时也能了解利用特

定底物的功能微生物群落结构。 

随着高通量测序技术的快速发展, 目前测序

长度变长而测序价格迅速下降。因此基于元转录

组中 rRNA 的微生物群落结构分析方法可以成为

微生物分子生态学新一轮发展的重要工具, 并在

此分析过程中可得到大量不受引物覆盖度限制

的 rRNA 序列, 从而可为新的微生物类型的发现

提供良好基础。 

基于元基因组和元转录组的微生物群落分析
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方法可以避免 PCR 扩增过程中的微生物“遗漏”, 
然而仍存在 DNA 或 RNA 提取过程中“遗漏”微生

物的问题。虽然采用培养方法能找到的被“遗漏”

微生物种类较为有限, 但目前该法仍具有一定的

实用价值。对被“遗漏”微生物的研究将扩展人们

对微生物的认识领域, 并对地球物质循环的认识和

新微生物资源的开发具有重要的意义。 
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