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摘  要: 海洋微生物多样性的深入研究将有助于微生物资源更好的开发和利用, 海洋微

生物多样性有很大的研究价值和研究空间。海洋中大多数微生物处于未可培养状态, 在分

子生态学基础上对海洋未可培养微生物进行研究是当今微生物多样性研究的主要方向。

近年来相关研究进展迅速, 研究方法不断更新。主要从分子生态学角度对微生物多样性研

究现状进行概述并详细分析探讨了相关的研究方法, 而且从分子生态学与海洋微生物多

样性研究相结合的层面, 对本领域的研究进行展望。旨在为海洋微生物多样性的研究及海

洋资源的可持续开发与利用提供参考。 
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Abstract: The study on marine microbial diversity is highly valuable and promising, and will 
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greatly improve the exploitation and utilization of microbial resources. Since the vast majority 
of marine microbe are unculturable, the molecular biology becomes the main way in the study 
of marine microbial diversity. Recently, the research strategy and technology developes fast, 
and this paper summarized the researches of marine microbial diversity based on molecular 
biology and compared different research methods. Besides, it envisioned the future of marine 
microbial diversity study based on the progress of this field and molecular ecology technology. 
This paper is valuable for the further study on marine microbial diversity as well as the ex-
ploitation and utilization of marine microbial resource.  
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人类生存在一个被海洋覆盖的星球, 海洋占

地球总面积的 71%, 全部水源的 97%都在海洋之

中[1]。海洋中的微生物包括细菌、真菌、放线菌

及病毒等, 提供地球近一半的初级生产力, 影响

气候变化[2], 参与物质和能量循环[3], 并且为现

代工业生产提供了重要的药物资源和酶资源[4]。

开展海洋微生物多样性的研究对于了解微生物

的生态功能和开发微生物资源有着十分积极的

作用。海洋微生物多样性的研究一直是国内外学

者研究的热点[5−7]。海洋环境中绝大多数微生物都

是处于未可培养的状态[5], 近年来研究者对于未

可培养微生物的研究大多是从分子生态学的角

度出发, 对其进行研究。海洋分子生态学作为一

门新兴学科, 将现代分子生物学技术与传统生态

学理念有机结合, 成为海洋环境微生物多样性研

究的有力武器, 有助于深化人们对于海洋微生物

资源的认识。作者从海洋分子生态学的角度, 结

合多种现代分子生物学技术对海洋微生物多样

性做一综述、评析及展望。 

1  海洋微生物多样性 

海洋微生物多样性是指所有海洋微生物种

类、种内遗传变异和它们的生存环境的总称[6]。

海洋微生物与海洋环境有着密切的关系, 影响着

其他海洋生物的生长, 参与海洋生态循环, 对海

洋生态系统的稳定有着重要作用。 

1.1  海洋微生物的生态功能 
海洋微生物种类丰富、数量庞大, 并且赋有

复杂而重要的生态功能。微生物无时不在参与着

海洋碳、氮、磷、硫等的生物地球化学过程。

Dyhrman 等[7]研究认为海洋微生物群落能在磷浓

度不断变化的海水中很好的生存, 微生物对磷的

代谢利用及磷的循环有促进作用; Hutchins 等[8]

研究表明微生物群落能在含高浓度 CO2 的海水中

生存, 并参与了营养循环。海洋微生物对于海洋

其他生物的生存代谢有重要的作用。Schirmer

等[9]研究在微生物中找到与海绵相关的聚酮合酶

基因簇。这些功能基因的发现是在微生物多样性

探索的基础上实现的。微生物群落对海洋生态环

境的稳定有调控作用, 不同微生物群落结构有所

差异, 其所起的作用也不尽相同。海洋微生物对

于海洋环境的保护和污染物的治理有重要的作

用。Lu 等[10]在深海石油富集区域发现具有降解石

油的功能微生物, 并证实海洋微生物群落能高效

降解石油等污染物。此外, 研究表明微生物对有

害赤潮藻有重要的调控作用[11]。随着赤潮危害的

加重, 寻找一种有效调控赤潮的手段成为当务之

急[12]。Anderson 等[13]发现微生物能够杀死藻细

胞。郑天凌等[14]研究发现微生物对赤潮藻的生长

有重要的影响, 微生物多样性对于赤潮的调控有
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不可忽视的作用[15]。这些研究成果为开展赤潮的

微生物防治奠定了理论基础。显然对于海洋微生

物物种多样性、基因多样性和生态功能的深化研

究有利于海洋资源的开发, 是众多研究学者感兴

趣的方向所在[16−17]。 

在广阔的海洋中, 微生物的资源丰富, 我们

可以从海洋环境中获得大量微生物菌株[18]并将

其应用到实践中去。迄今为止, 笔者已发现并保

存了 300 多株溶藻功能微生物, 其中多以链霉菌

属和变形菌门 (Proteobacteria)中的 γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria)为主(部分菌株电镜照片如

图 1 所示)。其中首次发现 3 株对有害赤潮藻——

塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense)有抑制

或 者 杀灭作 用 的微生 物 : 放线菌 门 短杆菌 属

(Brevibacterium)的抑藻菌株 BS01, 变形菌门盐单

胞菌属(Halomonas)的抑藻菌株 DH74 和 DH77, 

Idiomarina 属 的 抑 藻 菌 株 SP96 、 DHQ16 和

DHY11。但是这些被分离培养的微生物只是浩瀚

的海洋微生物资源中很小一部分, 大约 99%的海

洋微生物处于未可培养的地位, 尚未被开发利

用。学者们通过不断的努力, 在实验室条件下实

现了部分未可培养微生物的纯培养。Nichols 等[19]

发现一些短肽类小的信号分子阻断了未可培养

微生物群落在体外的生长, Kaeberlein 等[20]在模

拟自然的环境下, 使得未可培养微生物在人工设

计的扩散室里面生长并得到了纯培养。但是这些

方法受很多条件的限制, 通用性不强。目前国际

上通常采用分子生态学的研究方法, 对未可培

养微生物资源进行探索, 这种方法更为方便、实

用, 对于微生物资源的开发与利用有很好的指

导作用。 

1.2  不同海洋生境微生物多样性的研究 
海洋生境指海洋生物的个体、种群或群落生

活地域的环境 , 根据其特征大致可以分为: 近

海、远海及极地生境。海洋微生物在不同的海洋

生境具有各自不同的特征及功能, 根据不同的海

洋生境对海洋微生物进行研究, 对于海洋微生物

的开发和利用有重要的意义。 

1.2.1  近海海洋微生物多样性研究: 近海是距离

陆地较近的海域。由于人类活动的影响, 海水会

受到有机物的污染, 海洋微生物因此获得了大量

的营养物质, 近海海洋微生物的密度较大洋大, 

大量的微生物资源值得人们去研究和开发。

Williams 等[21]研究认为近海海洋中有大量的微生

物资源可以作为潜在的药物来源, 蓝细菌和放线

菌所分泌的大量化合物是治疗肿瘤和传染病良 
 

 
图 1  海洋溶藻功能细菌 

Fig. 1  Marine algicidal bacteria 
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好的选择。Bai 等[22]从厦门近海分离出一株能高

效杀灭产毒塔玛亚历山大藻的放线菌 BS01, 研

究表明海洋放线菌是潜在的抑杀藻微生物, 对于

有毒赤潮藻的调控有重要作用。对近海海洋微生

物多样性的研究有利于对微生物群落结构了解, 

有助于功能微生物的发现和微生物资源的开发。 

1.2.2  深海微生物多样性研究 : 深 海 通 常 指

1 000 m 以下的海洋, 占到海洋总面积的 3/4。深

海及深海沉积物中的微生物生存面临高压、低

温、黑暗及低营养水平等几个主要极端环境[23], 

这种恶劣的环境使得深海中的生物量较少, 微生

物占深海生物的大部分, 极端的环境也阻止了人

们研究的步伐。不过近年来随着科学技术的进步, 

人们对于深海微生物的研究正在逐步展开。1989

年 Bartlett 等[24]首次在深海细菌中发现与静水压

力相关的基因。Bidle 等[25]利用 RNA 随机引物

PCR (RAP-PCR)对深海光合细菌野生型和 DNA

结合蛋白 ToxR 突变型的两种深海细菌进行研究, 

发现在不同压力下该光合细菌不能通过 ToxR 的

激活或者抑制来进行预测。Nakasone 等[26]通过对

深海细菌 DSS12 在不同压力下, 压力调控启动子

的上游顺式作用元件的研究, 发现在不同压力下

不同的 DNA 结合因子能够识别压力调控元件的

上游区域。深海有很多功能独特的微生物, 深海

微生物资源的开发与利用可望创造出巨大的价

值。本课题组 Hong 等[27]对赤道太平洋深海海底

沉积物中的氨氧化细菌多样性进行研究, 研究表

明主要的氨氧化细菌都在低温海域, 但是在西太

平洋暖池附近的氨氧化细菌形成了独特的分支, 

通过 qPCR 技术研究表明每克沉积物中氨氧化还

原酶的含量在 3.98×103−1.17×104 拷贝数的范围

内。结果说明该独特分支的存在正是对特殊栖息

环境以及氮素还原现象的适应。 

1.2.3  极地微生物多样性研究: 极地包括南极和

北极, 常年被冰雪所覆盖, 自然条件恶劣, 生物

难以生存。但是极地环境有大量的微生物存在, 
人们对极地的开发利用受很多因素的制约, 对于

极地微生物的了解还非常有限。近年来随着先进

航海技术及采样工具的应用, 人们对极地环境的

研究也取得一定成果。Murray 等[28]研究结果表明

极地海洋微生物在海洋生态环境及生态系统功

能发挥中起着重要的作用, 海洋细菌的群落组成

显示着海冰融化与浮游植物的生长周期, 通过对

极地海洋环境微生物的多样性进行研究, 发现

Polaribacter irgensii 及 γ-Proteobacteria 在极地海

洋微生物群落中处于优势地位, 并且发现这些微

生物具有独特的功能使得它们能够在高纬度且

寒冷的极地环境生存。本课题组 Zeng 等[29−30]对

白令海北部海域浮游细菌进行研究, 通过对不同

采样深度的样品进行分析, 发现不同的站位细菌

群落结构差别较大; 放线菌(Actinobacteria)在表

层和深层区域均占优势地位, α 变形杆菌在表层

海水是重要的细菌菌群; 并分离出 232 株异养细

菌 , 主要包括 γ 变形杆菌、放线菌和厚壁菌

(Firmicutes)。研究表明放线菌是白令海区域 主

要的细菌菌群, 与其他已知的极地细菌群落结构

有较大差别。在分离的细菌中 81%表现出胞外蛋

白水解酶活性, 说明极地环境的细菌不仅丰度高

且生态功能多样, 能够应用于资源的开发与应

用。此外本课题组邹扬等[31]还对白令海表层沉积

物样品进行多样性分析, 结果表明细菌群落结构

多样, 有主要 10 个类群, 该研究对于北冰洋地区

细菌多样性有了深切的了解。 

2  海洋微生物群落多样性的分子生
态研究 

海洋微生物在海洋环境中是以群落的形式存

在的, 利用分子生物学的方法根据遗传信息的差

别可将它们分为不同的类群, 从而对海洋微生

物, 尤其是未可培养的微生物资源进行探索和开
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发。分子生态学方法[32]是从分子水平研究生物大

分子的结构与功能从而阐明生命现象本质的科

学, 以核酸和蛋白质等生物大分子的结构及其在

遗传信息和细胞信息传递中的作用为研究对象, 

用于微生物遗传信息的分析及微生物多样性的

研究。 

2.1  分子标记技术 
分子标记技术是以个体间遗传物质内核苷酸

序列变异为基础的遗传标记, 能反映生物个体或

种群间基因组中某种差异的特异性 DNA 片段[33]。

分子标记种类有很多, 第一代分子标记以限制性

片段长度多态性(RFLP)为代表, 是基于酶切位点

多态性开发的分子标记。第二代分子标记以简单

重复序列分析(SSR)为代表, 是基于简单重复序

列的多态性。第二代分子标记通过引物的特殊设

计, 能够扩增 DNA 上相应位置的序列, 根据它们

的多态性, 进行下一步分析。第三代分子标记以

单核苷酸多态性(SNP)为代表, 是基于高通量测

序为基础的新一代分子标记技术[34]。 

2.1.1  限制性片段长度多态性分析(RFLP): 限

制性片段长度多态性分析(Restriction fragment 

length polymorphism, RFLP)是指基因型之间限

制性片段长度的差异, 这种差异是由限制性酶

切位点上碱基的插入、缺失、重排或点突变所引

起的。由于 RFLP 的高度重复性以及对微生物群

落结构和动态的精确研究, 常被用于微生物多

样 性 研 究 [35] 。 RFLP 通 常 与 聚合 酶 链 式反 应

(PCR)联合起来应用于微生物多样性研究, 不同

微生物的遗传信息中都含有一定的保守区域(如

16S rRNA 基因), 利用基因片段两端的保守区域

可扩增出特异片段, 这些片段中间部分为高度

可变区, 利用限制性内切酶处理片段, 经电泳分

析可得不同的酶切图谱。该技术可与 16S rRNA

基因文库结合起来, 对海洋微生物多样性进行

研究。Lefebvre 等[36]利用 RFLP 对生活污水中微

生物的多样性进行研究来找寻微生物能源细胞

(Microbial fuel cell)并结合克隆文库进行验证, 

发现 β变形杆菌丰度 高, 是具有较高产能潜力

的种群。本课题组采用 PCR-RFLP 技术, 并结合

16S rRNA 基因文库对一株产毒的塔玛亚历山大

藻藻际细菌的多样性进行研究, 发现所有的细

菌基因型分属 2 个细菌类群: 变形细菌门和拟杆

菌门, 两者在延滞期、指数后期和稳定期所占比

例不同, 这些细菌可能在赤潮的生消过程中起

着重要的调控作用。利用 RFLP 来研究微生物藻

际细菌多样性既准确又便捷, 该研究对于微生

物在微藻生消过程中所起的作用以及探寻新的

微生物资源具有重要的指导意义[37]。RFLP 可以

较好地应用于海洋微生物多样性的研究, 并发

掘、研究与开发微生物资源。 
2.1.2  简单重复序列标记(SSR)和单核苷酸多态

性 (SNP): 简单重复序列标记 (Simple sequence 

repeat, SSR)和单核苷酸多态性(Single nucleotide 

polymorphism, SNP)都是近年来发展起来的分子

标记技术。SSR 将这部分的 DNA 片段克隆、测

序, 然后人工合成引物进行 PCR 扩增, 从而将单

个微卫星位点扩增出来[38]。由于单个微卫星位点

重复单元在数量上的变异, 个体的扩增产物在长

度上的变化就产生长度的多态性。SNP 主要是指

在基因组水平上由单个核苷酸的变异所引起的

DNA 序列多态性。与 RFLP 相比, 这两种技术重

复数目变化很大, 能揭示比 RFLP 高得多的多态

性。其信息量大, 有利于大数据量的分析。 

SSR 和 SNP 自身的特性决定了它们更适合于

对复杂性状与疾病的遗传解剖以及基于环境群

体的基因水平上的多样性研究[39]等, 不同微生物

种群的保守区域不同, 其扩增产物在长度上就表

现出差别。在以往的研究中, 这两种技术常被用

于人类疾病研究、植物、真菌多样性分析, 在微

生物多样性的研究中应用的较少。由于海洋微生
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物在数量和种类上都是巨大的, 对于它们的研究

需要获取更多的信息才能使研究成果更加精确, 

相对于 RFLP 来说, SSR 和 SNP 在数量巨大的海

洋微生物多样性研究上应用有很大潜力。因此在

高通量测序基础上的新一代分子标记, 更加适合

于海洋微生物多样性研究。Singh 等[40]利用 SSR

技术和微卫星对禾谷镰刀菌的多样性进行研究, 

通过对各种核苷酸重复序列的 1 705 个 SSRs 的比

较确定该菌的进化地位。SSR 在多样性、进化、

基因组图谱及群体遗传等方面都是非常有效的

研究方法。 

2.1.3  3 种分子标记技术的比较: RFLP、SSR、

SNP 3 种分子标记技术分别代表不同类型的分子

标记, 三者之间有联系也有区别。RFLP 在海洋微

生物多样性研究中应用的比较广泛, 但是其信息

量比较低, 当环境中微生物丰度较高时应用起来

就受到限制; SSR、SNP 虽然在微生物研究中应用

不多, 然而其在微生物多样性应用的前景非常广

阔, 主要是其丰富的信息量可以对环境中的微生物

多样性进行分析, 结合高通量测序技术的应用, 能

较好地应用在微生物多样性的研究中(表 1)。 

2.2  变性梯度凝胶电泳(DGGE)和温度梯度凝

胶电泳(TGGE) 
不同的微生物其 DNA 的碱基组成不同。在

变性剂梯度或者温度梯度下, 不同的 DNA 在不

同时间开始解链, 由于解链的 DNA 运动能力大

大下降, 不同的双链 DNA 才得以区分开。根据这

样的原理, 在变性剂梯度或者温度梯度下不同的

DNA 在电泳的过程中分开, 而同一种微生物的

DNA 条带就在同一水平直线上。 

由于变性梯度凝胶电泳(Denatured gradient 

gel electrophoresis, DGGE)和温度梯度凝胶电泳

(Temperature gradient gel electrophoresis, TGGE)
均是采用以上的原理进行研究的, 本部分着重介

绍 DGGE 用于微生物多样性的研究。DGGE 初

是由 Lerman 等[41]于 20 世纪 80 年代初期发明的, 

Muyzer 等[42]在 1993 首次将其应用于微生物多样

性研究。在以往的研究中, 该项技术被广泛应用

于环境微生物多样性的研究。当 DGGE 用于研究

微生物多样性时, 需要与 PCR 扩增技术结合起

来, 并将条带进行测序, 通过进化树分析即可获

得微生物的群落结构信息。Ding 等[43]通过 DGGE

技术对深海低温热液硫化物烟囱内的细菌及古

细菌的群落多样性研究, 从而为深海微生物多样

性特征及微生物资源开发提供了有用的信息。

Wang 等[44]首次对不同温度下产油微藻藻际细菌

多样性进行研究, 这对产油微藻的研究及产油率

的提高都有重要的理论意义。 
 

表 1  3 种分子标记技术的比较 
Table 1  The comparison of three molecular marker technology 

分子标记 
Molecular markers 

优点 
Advantage 

缺点 
Disadvantage 

微生物多样性的研究 
The study of microbial diversity 

RFLP 遍布低拷贝编码序列, 并

且非常稳定 
遍布低拷贝编码序列, 并

且非常稳定 
需要在 PCR 基础上, 并借助于克隆文

库, 信息量小 
SSR 数量丰富, 覆盖整个基因

组 , 揭示的多态性高 , 具

有多等位基因的特性, 提

供的信息量高 

重复性较差, 容易造成假

阳性 
信息量高, 对于微生物多样性研究方

便, 但容易造成误差 

SNP 高度稳定 , 数量多 , 分布

广泛, 筛查快速, 规模化 
SNP 二等位基因性, 须对

大量的 SNP 进行基因分型

信息量大且稳定, 适合大量物种的多

样性研究 
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本课题组刘慧杰博士等[45]利用 DGGE 研究

红树林地区 PAH (多环芳烃)降解菌群落结构研

究, 结果表明 PAH 的降解率跟细菌群落结构以及

PAH 类型都有密切的关系, 细菌群落结构的研究

对于 PAH 污染的生物修复也有重要作用。笔者对

厦门海域赤潮生消过程中细菌多样性变化进行

研究, 发现细菌多样性随着赤潮生消呈现先升高

后降低的趋势(表 2), 赤潮站位的细菌多样性要

高于非赤潮站位, 再次证明了细菌与赤潮藻的紧

密关系, 确定了赤潮期间海水中的关键菌群并且

对细菌菌群结构与环境因子的相关性进行分析, 

为以后赤潮的研究提供了重要的理论依据。并且

通过对 DGGE 条带测序分析, 研究了在赤潮生消

过程中不同阶段占主成分的细菌菌群(图 2), 研

究 表 明 在 在 赤 潮 开 始 阶 段 噬 氢 菌 属

(Hydrogenophaga)为优势菌群, 而在赤潮消退阶

段则以假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)、假

单胞菌属(Pseudomonas)为主。以往的研究[46−47]

认为 Pseudoalteromonas和 Pseudomonas两个属的

细菌有很好的抑杀藻能力, 当这两种细菌占优势

的时候, 可能对赤潮藻有抑杀作用, 使得其数量

下降, 终赤潮消失。 
 

表 2  赤潮生消过程中(1−6 d)细菌香农-威列多样性指数变化 
Table 2  Changes of the Shannon-Weaver diversity index during the bloom 

站位 
Sites 

第 1 天 
The first day 

第 2 天 
The second day 

第 3 天 
The third day 

第 4 天 
The forth day 

第 5 天 
The fifth day 

第 6 天 
The sixth day 

A1 3.19 3.21 3.59 3.38 3.23 3.12 

H2 3.14 3.56 3.38 3.31 3.26 3.11 

A2 3.35 3.28 3.33 3.26 3.32 3.21 

注: 香农-威列多样性指数代表细菌多样性高低, 指数越大表示多样性越高.  A1、H2: 是赤潮站位; A2: 非赤潮站位. 
Note: The Shannon-Weaver diversity index represents bacterial diversity, the high index shows great diversity. A1, H2: Bloom sites; 
A2: Non-bloom site. 
 

DGGE 虽然常用于微生物多样性研究, 但是

DGGE 技术仍存在一些不足, DGGE 技术本身的

欠缺及人为操作的失误只能将环境中丰度较高

微生物的遗传信息检测出来, 而丰度相对较低

的微生物往往被遗漏, 所以 DGGE 只能对环境

中占优势的微生物多样性进行研究。并且一些生

境里面的微生物种类过于丰富, 将会造成 DGGE

条带不能很好地区分开, 其不太适合于 DGGE

进行多样性研究。在这种状况下, 新的分析技

术——宏基因组学技术便应运而生。 

2.3  宏基因组学(Metagenomics)技术 
宏基因组(Metagenome)是指生境中全部微小

生物遗传物质的总和。它包含了可培养和未可培

养微生物的基因, 目前主要指环境样品中细菌和

真 菌 的 基 因 组 总 和 。 而 宏 基 因 组 学

(Metagenomics)就是一种以环境样品中的微生物

群体基因组为研究对象, 以测序分析为研究手

段, 以功能基因筛选为目的的一门学科, 主要研

究从环境样品获得的基因组中所包含的微生物

遗传组成及其群落功能, 避免了传统微生物学基

于纯培养研究的限制, 为充分认识和开发利用未

可培养微生物、并从完整的群落水平上认识微生

物的活动提供了可能[48]。用于微生物多样性研究

的宏基因组学技术是以高通量测序技术为主, 可

以将环境中所有微生物的遗传信息展示出来, 再

通过软件分析, 从而对环境中的微生物群落多样

性有更深刻的了解。目前高通量测序技术所采用

的是 454 测序、Solexa 测序、SOLiD 测序为代 
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图 2  赤潮站位A1在第 1−6天内细菌群落结构变化的

主成分分析 
Fig. 2  Principal component analysis (PCA) of dynam-
ics of bacterial community during the six days in bloom 
site A1 (the bands in the picture have been sequenced) 

 
表的第二代测序技术。 

2.3.1  454 测序是采用焦硫酸测序法: 该技术是

罗氏公司推出的能通过大规模测序及合成的方

法产生大量中间长度的 DNA 读取片段[49]。它的

平均读长为 400 bp, 每个循环能产生 400−600 Mb

序列, 总耗时 7.5 h 左右。经过 近的升级, 454

测序长度已能达到 1 kb[50], 是进行环境基因组测

序的理想平台。但是 454 测序不经过克隆, 该技

术不能保证测序的精度, 所以在进行数据分析的

时候要将目标序列多样性与错误信息区分开。 

2.3.2  Solexa 测序: 该技术是由 Illumina 公司在

454 之后推出的测序方式, Solexa 测序首先要提

取 DNA, 然后将其破碎至 100−200 bp 大小, 再将

接头连接到片段上, 经 PCR 扩增后将已加入接头

的 DNA 片段绑定在含有接头的芯片上, 经反应

将不同片段扩增。在下一步反应中, 4 种荧光标记

的染料应用边合成边测序[51]。Solexa 的优势在于

测序通量大, 成本低, 但因为序列相对较短, 会

增加后继序列拼接组装等分析的难度和计算量。 

2.3.3  SOLiD 测序: 该技术是以 4 色荧光标记寡

核苷酸的连续连接反应为基础, 而没有采用传统

的边合成边测序技术。连接反应没有 DNA 聚合

酶合成过程中常有的错配问题, 而 SOLiD 特有的

“双碱基编码技术”通过两个碱基来对应一个荧光

信号而不是传统的一个碱基对应一个荧光信号, 

这样每一个位点都会被检测 2 次, 出错率明显降

低[52]。这样设计上的优势使得 SOLiD 在系统准确

性上大大领先于其它平台。 

高通量测序技术被广泛应用于环境样品的研

究中去。Campbell 等[53]通过 454 测序技术研究 9

个独立的恒化器在 5 个时间段内微生物的多样性

及技术的重复性, 从而研究在一个稳定的恒化器

内不同氮、磷限制下病毒对其共生的异养细菌捕

食作用。结果表明微生物多样性的重复性很好, 

Proteobacteria 是丰度 大的类群, Cyanobacteria

只占 20%, Sulfitobacter 是 主要的属, 在磷限制

条件下 Pseudomonas 是 独特种群。这些结果表

明营养盐对细菌群落的影响与病毒对细菌多样

性的影响是相反的。Bhaya 等[54]利用比较基因组

和宏基因组学对黄石温泉两种蓝细菌进行研究, 

比较基因组学结果表明这两种细菌基因片段的

含量有很大一部分相同, 但是在氮、磷利用通路

上有较大差别; 宏基因组结果表明 Synechococcus

所在的温度越低其丰度越高, 不同的温度可能导

致较大的生态响应。也证明了一部分独特的物种

与 Synechococcus OS-B 有明显紧密的关系, 并且

含有能够吸收还原性亚铁离子的基因。宏基因组

的研究不仅适用于单株菌的研究, 而且可以应用

到环境中, 对微生物多样性的调查及微生物资源

的应用与开发有重要的作用。利用宏基因组技术

对微生物多样性进行分析, 是当今 为准确和快

速的方法之一, 由于其信息量巨大, 需要借助生

物信息手段对测序结果进行分析。 
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3  海洋微生物功能多样性的分子生
态学研究 

在海洋中有丰富的微生物资源, 不同微生物

种群都有各自独特的功能。海洋微生物时刻参与

着海洋环境的氮、磷、硫等的循环, 能够降解海

洋有机污染物以及有效地调控赤潮等海洋灾害

的发生, 对海洋环境有重要的影响。不同功能的

微生物形成了不同的微生物群落, 构成了微生物

功能的多样性。以往研究者对于功能微生物进行

大量的开发与研究: Byrne 等[55]通过对深海热液

口附近的厌氧氨氧化细菌群落的研究, 发现在特

殊生境的微生物多样性与其他环境不同, 并发现

可能是氨氧化细菌新分支的存在; Thamdrup 等[56]

对海洋沉积物中的厌氧氨氧化细菌进行研究, 发

现厌氧氨氧化细菌能将 NH4 和 NO2还原成 N2, 在

两个实验区域厌氧氨氧化细菌分别提供了总 N2

产量的 24%和 67%, 是海洋环境中 N2的主要贡献

者。Arulazhagan 等[57]从高盐度环境中分离到能降

解海洋有毒污染物——多环芳烃(PAH)的耐盐菌

群, 在加入 30 g/L 的 NaCl 后能在 4 d 内降解 95%

以上的多环芳烃, 而在加入 60 g/L 的 NaCl 后, 在

4 d 内只能降解 74%以上的多环芳烃。Wang 等[58]

研究了有毒赤潮藻塔玛亚历山大藻的藻际细菌, 

将藻际细菌富集培养后, 藻际细菌可以将藻细胞

裂解并在 14 h 内全部死亡, 在此过程中细菌丰度

和胞外酶活性上升了 50−100 倍。这些功能微生

物时刻参与着海洋环境的保护以及生态平衡的

维护, 微生物功能多样性的研究, 对于微生物资

源的开发有重要的作用, 对于功能微生物的研究

可以从代谢标记示踪、功能基因定量和功能基因

芯片进行展开。 

3.1  稳定同位素标记技术(SIP)和荧光原位杂

交技术(FISH) 
稳定同位素(Stable isotope probing, SIP)是指

在元素周期表中, 原子序数相同中子数不同, 化

学性质基本相同且不具有放射性的元素。稳定同

位素标记技术是将标记有稳定同位素的营养底

物加入到微生物生存的环境中去, 如果微生物能

利用其底物, 提取这些微生物的核酸, 将标记与

未标记 SIP 的核酸经过密度梯度离心后, 从而将

标记有稳定同位素的功能微生物进行分离[59]。

SIP 可以了解未可培养微生物的代谢途径, 对于

了解微生物群落独特的功能有十分重要的作用。

Gallagher 等[60]利用 SIP 对反硝化菌代谢苯甲酸的

途径进行调查, 对 13C 标记的载体 DNA 进行研究

从而大大缩短了研究时间, 通过 21 d 的研究对苯

甲酸反硝化菌的数量变化有了明确的了解。结果

表明, SIP 可以用于微生物数量变化及功能的研

究。在研究中还可以将 SIP 与基因芯片和宏基因

组结合起来, 该技术在微生物多样性研究及微生

物资源开发方面将会更有可操作性。与 SIP 作用

原 理 相 似 的 技 术 还 有 荧 光 原 位 杂 交 技 术

(Fluorescent in situ hybridization, FISH)。荧光原位

杂交技术是以荧光标记取代同位素标记而形成

的一种新的原位杂交方法, 根据已知微生物不同

分类级别上种群特异的 DNA 序列, 以利用荧光

标记的特异寡聚核苷酸片段作为探针, 与环境基

因组中 DNA 分子杂交[61], 用于对该特异微生物

种群的丰度以及特殊功能基因的检测。 

3.2  实时荧光定量 PCR (qPCR) 
实时荧光定量 PCR 技术(Real-time quantita-

tive PCR, qPCR)是指在 PCR 反应体系中加入荧

光基团, 利用荧光信号积累实时监测整个 PCR 进

程, 后通过标准曲线对未知模板进行定量分析

的方法[62]。该技术利用荧光染料对 DNA 进行标

记, 在进行 PCR 的过程中每经过一次循环, 荧光

都会有一定量的累积直至达到荧光阈值, 这个过

程经历的循环数(Ct 值)是与该模板的起始拷贝数

的对数存在线性关系, 根据标准曲线可以确定目
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的基因的拷贝数。实时荧光定量 PCR 可以根据功

能微生物群落功能基因来确定它在环境中的表

达量, 从而来对环境中的某些功能基因进行调查

和定量。Conradie 等[63]通过 qPCR 对环境中的产

毒及不产毒两类微囊藻进行调查, 研究微囊藻产

毒基因 mcyE 和 mcyB 与环境因子的相关性, 结果

表明温度对微囊藻产毒素有很大的影响, 温度越

高, 产毒微囊藻藻株就越多, 合成的微囊藻毒素

就越多。实时荧光定量 PCR 可以对环境中微生物

的功能基因进行定量分析, 该技术在环境样品的

研究中应用十分广泛。 
qPCR 从基因水平上对微生物的功能基因进

行定量, 可以从量上对微生物功能基因的表达量

进行测定, 该方法应用十分普遍, 但是应用的关

键是对于功能基因引物的设计。不同的环境样品

不同的功能基因就需要重新设计引物, 这样也就

给该方法在应用上带来一定的局限性。然而新型

的快速、准确的功能基因芯片技术的出现就解决

了这一难题。 

3.3  功能基因芯片 
基因芯片技术在 近几年发展迅速, 其优势

在于体积小、信息量大、快速简便并且精确, 基

因芯片也可以用于环境中微生物多样性的研究。

在其基础上研制开发的功能基因芯片优势在于

剔除了基因芯片上与研究对象无关的基因。功能

分类基因芯片包括了那些与研究对象有确定关

系的基因或者是具有特殊功能的基因。功能基因

芯片的应用对于快速、准确的研究微生物功能多

样性有重要作用。Kanto 等[64]利用特异的基因芯

片研究玫瑰分枝杆菌中对海洋表层硫循环起重

要 作 用 的 基 因 ——DMSP (Dimethylsulfonio-

propionate)相关基因的转录 , 设计的芯片包含

1 578 个探针对应环境中不同玫瑰分枝杆菌类群

的 431 个基因。结果表明在赤潮 严重时期尽管

有 DMSP 相关物质的增多, 但是 DMSP 相关基因

的 转 录 量 仍 是 减 少 的 ; DMSPd (Dissolved di-

methylsulfoniopropionate)的含量与玫瑰分枝杆菌

的丰度有关, 而与赤潮过程中产生的不稳定有机

硫或者碳物质无关。功能基因芯片是环境样品研

究经常采用的研究方法[65−66], 基因芯片的 大优

点在于其高通量测序方法的应用, 传统的测序经

历多次实验而且自动化程度低, 因而每次实验之

间是存在系统误差的。基因芯片可以克服这个缺

点, 众多基因的探针标记、杂交等过程是在一次

实验过程中完成的, 而且自动化程度高、数据客

观可靠。随着功能基因芯片技术的不断成熟, 越

来越多的环境微生物样品利用功能基因芯片进

行科学研究, 该技术的成熟与发展更有利于海洋

微生物多样性的研究。 

4  展望 

海洋微生物对于海洋及人类的生活有重大的

影响。已有研究表明[67], 微生物可以分泌多种高

强度的生物活性物质, 这些丰富多样、新颖独特

的海洋微生物是发现新材料、新功能、新基因、

新机制的理想资源, 微生物资源能广泛应用于医

疗、食品、卫生、环境保护等各个领域。海洋微

生物多样性的研究对于微生物资源的开发利用

具有强大的推动作用, 深入地了解海洋微生物多

样性才能更好的开发和利用微生物资源, 创造出

更大的价值。海洋微生物包括可培养微生物和未

可培养微生物, 对于可培养微生物的研究在很早

就已经开展[68]。然而海洋微生物中绝大多数还是

未可培养微生物, 对于海洋未可培养微生物的研

究才刚刚展开, 未可培养微生物的开发与利用是

海洋微生物多样性研究的重中之重, 借助海洋分

子生态学的研究手段从分子水平上深入、透彻地

开展不同海洋生境微生物的研究, 将会为人类在

基因、细胞、个体和群落水平上利用和调控海洋

微生物提供理论依据, 对于维持海洋生态平衡和
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保护海洋环境有至关重要的作用。 

回顾已经取得的研究成果, 结合当代研究手

段, 展望未来研究前景, 海洋微生物多样性的研

究还须从以下几个方面研究:  

(1) 从不同海洋生境中继续分离功能海洋微

生物, 用于丰富海洋微生物资源以及开发微生物

功能的多样性并从分子水平、蛋白水平对所得的

微生物进行研究; 

(2) 从功能基因角度深入研究功能微生物的

作用机理, 从转录组学、蛋白组学、代谢组学角

度出发对其作用过程进行全面研究; 

(3) 将多种研究手段结合起来进行微生物多

样性研究, 因为任何一种研究方法都有各自的弊

端, 多种方法的联合使用可以弥补单一技术的缺

点和不足; 

(4) 从微生物个体出发研究微生物群体效应, 

以及在不同环境压力下微生物群体变化规律; 

(5) 海洋微生物参与全球碳、氮、磷、硫等元

素的循环, 找寻微生物多样性与全球化的关系; 

(6) 对海洋微生物功能继续进行深入研究, 

从而加大海洋微生物在海洋灾害预警及污染治

理等方面应用潜力的开发。 
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