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摘  要：土壤是病毒遗传多样性的储存库，但由于土壤自身特性及技术手段的限制，基于传统培养方法对土壤病毒的研究及

功能认知存在局限性。宏病毒组学技术能直接从土壤环境样品中获取病毒基因组，随后通过高通量测序、拼接组装、ORF

预测，最终可对病毒基因进行功能注释，极大地丰富了对土壤病毒功能的认识。本文在阐释土壤病毒 DNA 提取、测序与病

毒判别、功能基因注释等研究方法的基础上，重点探讨了单株噬菌体基因组，及近年来国内外土壤与极端陆地环境中宏病毒

组研究进展。并对土壤宏病毒基因组研究的前沿和发展趋势进行了总结，强调了土壤病毒研究的整体化、技术流程规范化以

及病毒资源库完善化的重要性。 
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Abstract: Soil is one of the most important reservoirs of virus genetic diversity. Due to the limitation of currently-available 
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method for isolating and cultivating soil microorganisms, the overall diversity and function of the soil viruses remain largely 

unknown. Thanks to the development in the viral metagenome analysis, it is possible to directly obtain viromes from soil samples 

through high throughput sequencing, splicing assemble, ORF prediction, and protein annotation, which greatly enrich the 

understanding of soil viral functions. This review briefly summarizes the analytical methods that are extensively used in the soil 

virus metagenomic studies, including soil virus DNA extraction, sequencing and virus identification, functional gene annotation 

and etc. Meanwhile, the research progress in the phage genomes harbored in the culturable bacterial strains, and the viral 

metagenomes in terrestrial ecosystems were reviewed as well. This work highlights the significance of integrating 

currently-available virus analytical techniques, building standard viral analysis procedures, and optimizing the virus relevant 

databases. 

Key words: Soil virus; Phage; Viral metagenome; Functional gene; Annotation 

病毒是地球上数量最多的生命体，广泛存在于

地球各种环境中[1]。土壤病毒在调控微生物群落组

成、影响元素循环利用、促进生物进化等方面发挥

重要作用[2-4]。近年来，海洋环境中病毒生态学研究

进展迅速，虽然学术界逐渐意识到病毒在土壤环境

中发挥着重要作用，但由于病毒缺少通用的标记基

因，以及受到土壤异质性、多样性的限制，陆地系

统，特别是土壤环境中病毒研究进展相对缓慢[5-6]，

土壤病毒学研究远落后于海洋等水体环境[2]。噬菌

体是寄生在细菌、古菌等原核生物里的病毒，也是

土壤中最主要的病毒类群。单株噬菌体的全基因组

测序有助于了解噬菌体的基因组结构及功能特征；

而随着测序技术的发展，宏病毒组学研究日益受到

关注，它摆脱了以往微生物分离纯培养的限制，以

环境样品为研究对象，直接从土壤样品中富集和提

取病毒基因组后进行测序和生物信息学分析[7-8]，为

土壤病毒研究提供了新的技术手段[9]。 

由此，本文主要介绍了土壤研究方法及病毒组

研究进展，指出了土壤病毒研究当前面临的困境，

并对未来的研究方向和发展趋势进行了展望，以期

为后续土壤宏病毒研究提供科学参考。 

1  土壤宏病毒组的研究方法 

1.1  土壤病毒核酸提取  

大部分土壤病毒被土壤颗粒吸附固定，对土壤

病毒研究的关键是建立精准、专性、高效的提取方

法，获得吸附于土壤颗粒表面及内部的病毒粒子[10]。

但土壤环境复杂且微生物多样性高，在提取病毒宏

基因组核酸时易混入细菌、真菌等其他微生物的核

酸序列，从而影响后续基因序列分析、功能基因注

释的准确性。因此，土壤病毒提取方法的选择（如

滤膜、提取剂等）对后续病毒核酸纯度、功能基因

注释的准确性具有较大影响。Göller 等[6]分别使用

0.22 μm 和 0.45 μm 滤膜过滤病毒，发现 0.22 μm 滤

膜可去除更多的细菌 DNA，且不影响土壤病毒多样

性，而通过 0.45 μm 孔径过滤的病毒体中不仅细菌

污染程度增加，病毒多样性也有所下降。Williamson

等 [11]比较了 10%（w/v）的牛肉膏、250 mmol·L–1

甘氨酸溶液、10 mmol·L–1 焦磷酸钠和 1%（w/v）柠

檬酸钾溶液四种提取剂对粉砂壤土和砂壤土中病毒

的提取效果。通过活菌计数法（也称间接计数法，

仅测活菌总数）计算提取率，发现 250 mmol·L–1 甘

氨酸溶液提取率可达 28.9%；其次是 10%（w/v）牛

肉膏，提取率为 26.0%；而 1%（w/v）柠檬酸钾溶

液和 10 mmol·L–1 焦磷酸钠提取率较低，分别为

16.9%和 15.0%。后续荧光显微镜计数时，发现牛肉

膏提取物、粉砂壤土中焦磷酸钠提取物和砂壤土中

的甘氨酸提取物均无法计数类病毒颗粒（virus-like 

particles，VLPs），故该研究认为 1%（w/v）柠檬酸

钾溶液是最佳的土壤病毒提取剂。与此同时，土壤 pH、

土壤阳离子交换量、温度、含水量等环境因子均会影

响土壤病毒粒子的提取效率[10]。此外，当病毒遗传物

质含量较低时，会影响后续宏病毒组分析，虽可经多

重置换扩增（multiple displacement amplification，

MDA ） 或 引 物 延 伸 预 扩 增 （ primer extension 

preamplification，PEP）等全基因组扩增技术增加病

毒核酸浓度，但这些技术在扩增产物上可能存在偏

好性。为保证结果的准确性，建议提高原始土壤病

毒样品富集量，再进行宏病毒组基因测序[2]。 
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1.2  测序与病毒序列鉴定 

第二代测序技术具有通量高、速度快、成本低

的优点[12-13]，使得宏病毒组研究发生巨大变化。其

中 Illumina 目前拥有 MiSeq、HiSeq、NovaSeq 等多

个技术平台，并有多种读长和通量模式供选择。但

总体而言，第二代测序技术仍存在序列读长短的局

限性。近年来，第三代测序技术的快速发展在宏病

毒组研究中显示出巨大潜力[14]，它无需进行 PCR 扩

增，且具有读长长的优点。随着第三代测序技术的

不断成熟及测序成本的降低，预计它的普及程度将

不断提升。 

在含有病毒和宿主的混合基因组数据中，鉴定

病毒序列是解析病毒信息的关键[15]，会直接影响后

续病毒功能基因注释的效果。目前，识别完整微生

物基因组中原噬菌体的工具主要有 Phage_Finder[16]，

Prophinder[17]和 PHAST。PHAST 速度快、准确性高

的优势使其成为极具吸引力的工具，后续由于序列

数据库规模的扩大及用户数量的增加，PHAST 发行

了新版本 PHASTER[18]。与 PHAST 相比，新版本的

突出优势在于可以识别宏基因组拼接产物的原噬菌

体[19]。尽管 PHASTER 与 PHAST 是在细菌基因组

中鉴别原噬菌体的两个广泛使用的工具，但值得注

意的是，对预测的原噬菌体精准程度，如融合位点

的位置仍存在一些不确定性[19]。此外，这些软件大

多没有设计专门的算法用于相对较短的重叠群或支

架，且无法在短时间内同时处理大量的序列，因此

并不适合从宏基因组数据中鉴别病毒序列[15]。2015

年 Roux 等[20]开发了一款工具—VirSorter，不仅可识

别完整微生物基因组中的原噬菌体，还可用于检测

拼接宏基因组数据中的病毒序列。VirSorter 虽然在

很大程度上依赖于对已有病毒基因组的相似性搜

索，但它却使用了一个自定义的病毒参考基因组数

据库，增加了从淡水、海水、人体肠道、肺和唾液

中取样的宏病毒组序列[15]。2017 年 Ren 等[15]开发了

一款基于 k-mer 的工具 VirFinder，用于从宏基因组

数据中识别原核病毒序列。与基于基因的病毒分类

工具 VirSorter 相比，VirFinder 在识别病毒序列方面

明显优于 VirSorter。在模拟数据集中，VirFinder 从

1、3 和 5 kb 序列中识别病毒序列的真阳性率分别较

VirSorter 高 78 倍、2.4 倍和 1.8 倍；其假阳性率与

VirSorter 相同，表明 VirFinder 真阳性更高、对短片

段序列的识别效果更好[15]。但这两款软件也有其局

限性，VirSorter 和 VirFinder 为检测细菌和古细菌病

毒而优化设计，不能很好地检测真核病毒；且两者

在微生物群落中对病毒分析的功能相对有限，在鉴

定出病毒序列后，没有进一步分析病毒与宿主的对

应关系。相比之下，VirMiner 是一款病毒预测与分

析宏病毒组样本的综合工具[21]，能够捕获到高丰度

的噬菌体序列，这些噬菌体在感染细菌和影响微生

物 群 落 动 态 方 面 起 着 关 键 作 用 ； 更 重 要 的 是 ，

VirMiner 提供了更全面的噬菌体分析流程，包括宏

基因组原始读段处理、功能注释、噬菌体序列鉴定、

噬菌体-宿主侵染关系预测；此外，当宏基因组序列

包括不同条件的数据（如处理组和对照组）时，还

可支持不同组之间的统计比较。 

1.3  病毒功能基因注释 

病毒功能基因注释是将预测出的编码基因通过

与相关数据库的参考序列进行比对，在与现有病毒

进行同源性搜索的基础上，获取该基因的功能信息。

通过对病毒功能基因注释，不仅为深入认识病毒个

体生命过程提供理论基础；还有助于了解病毒群落

的生态过程及与宿主群落的生态互作关系，从而阐

释病毒与宿主、环境间复杂的相互作用机制。本文

重点从单个噬菌体的全基因组测序及土壤宏病毒组

两方面阐释了土壤病毒的功能基因注释。 

单个土壤噬菌体的全基因组注释流程，首先从

土壤筛选分离得到噬菌体，经纯化、浓缩后采用透

射电子显微镜观察其形态特征；随后提取噬菌体核

酸，进行全基因组测序，在过滤掉低质量序列后进

行全基因组序列组装，并通过注释软件等在线工具，

对噬菌体全基因组序列进行功能注释[22]。 

土壤宏病毒组的功能基因注释由土壤样品制备

与宏病毒组分析两个主要部分组成（图 1），具体步

骤包括：（1）根据研究目的从相应的土壤中采集样

本，并根据病毒类型、土壤理化性质等选择合适的

缓冲液进行土壤病毒提取，随后对提取液进行过滤，

去除细菌等其他潜在宿主，进而浓缩富集、纯化病

毒；（2）通过病毒核酸提取试剂盒或手工提取的方

式获取病毒核酸、构建测序文库、并通过测序平台

进行宏病毒组测序；（3）对测序得到的原始数据进

行质量控制，基于重叠区（overlap）将高质量测序

读段（reads）拼接为重叠群（contigs），进一步组装

成支架（scaffolds）；（4）通过病毒序列识别软件在

重叠群或支架中判别、筛选出病毒序列；（5）使用 
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图 1  病毒功能基因注释流程图 

Fig. 1  Flowcharts of functional gene annotation for virus 

基因预测软件对病毒基因组 ORF 进行预测，再通过

注释工具将 ORF 与多个数据库比对进行功能基因

注释；（6）自动注释后，为保证结果准确性，可手

动修正自动注释结果并进行适当补充。 

目前，普遍采用与各种数据库进行蛋白质序列

比对的方法，对样本中的基因功能进行注释分析。

在注释过程中，研究人员通常根据自身需求选择合

适的功能数据库。其中 Pfam 数据库是一个基于多序

列比对和隐马尔可夫模型的蛋白质结构域和家族数

据库，可提供蛋白质家族和结构域的完整准确分类，

被广泛用于查询蛋白家族或蛋白结构域的注释，结

构及多序列比对信息，在基因功能注释上可用性较

强[23-24]。它有 A 和 B 两个质量级别的家族数据库，

Pfam A 通过比对人工校正过的种子序列，并使用隐

马尔可夫模型进行选择，数据质量较高；Pfam B 为

算法自动生成，虽可靠性降低，但也可以被用于鉴

别功能保守的区域。GO（gene ontology）数据库分

别从细胞学组件、分子功能、生物学途径对基因表

达产物进行简单注释。经 GO 数据库注释后，可得

到基因在不同类别中注释的具体情况。而 KEGG

（kyoto encyclopedia of genes and genomes）是一个系

统分析基因功能的知识库，核心为 KEGG PATHWAY

数据库。利用 KEGG 进行注释后，能清楚地反映出

基 因 与 相 关 代 谢 的 关 系 [25] 。 COG （ clusters of 

orthologous groups）数据库是由 NCBI 创建并维护

的蛋白数据库[26]。随着测序技术的发展，COG 陆续

在不同物种中建立相关的同源蛋白簇。基于完整噬

菌体基因组中的编码蛋白系统进化关系，构建而成

的 POG（phage orthologous groups）数据库便是其

中的一个分支[27]。通过比对，可将某个特定蛋白序

列注释到一个由直系同源序列构成的 POG 中，从而

推测该序列的功能。此外，POG 数据库包含了进化

过程中基因得失信息，还可用于系统发育的统计推

断和祖先基因组的重建[27]。CAZy（carbohydrate-active 

enzyme）数据库则针对性较强，是一类与合成或分

解复杂碳水化合物和糖复合物酶类有关的数据库，

可提供碳水化合物酶类物种来源、酶功能分类、基

因序列、蛋白质序列及其结构等信息[28]。还有一些

小众数据库，如抗性基因数据库 CARD（comprehensive 

antibiotic resistance database）在细菌耐药性的分子

基础上，提供了参考 DNA 和蛋白质序列、检测模型

和生物信息学工具 [29]。ARO（antibiotic resistance 

ontology）是该数据库的核心，包含了与抗生素抗性

基因、抗性机制、抗生素相关的条目。通过与该数

据库进行比对，可得到与耐药基因相关的注释信息。 

2  土壤噬菌体基因组研究进展 

噬菌体是土壤中最主要的病毒类群，对单个噬

菌体进行全基因组测序和功能基因注释，有助于探

明该噬菌体的基因信息和功能特征，进而挖掘该噬

菌体在环境修复、疾病治疗等实际应用中的巨大潜

力。如近年来，噬菌体疗法作为一种可以高效靶向

追踪灭活土壤体系中致病细菌的有效手段而日益受

到关注[30]，故分离筛选出新型烈性噬菌体菌株资源

对于噬菌体疗法具有重要意义。但由于一些噬菌体
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携带毒力基因等原因，导致噬菌体防治存在“双刃

剑”风险[31]。因此，从土壤中分离单株噬菌体，并

对其进行全基因组测序、功能基因注释有助于我们

更好的了解噬菌体的基因组结构及功能特征。 

2.1  全基因组测序下的土壤噬菌体研究趋势 

借助 Web of Science 核心合集以“complete 

genome sequence”和“phage”为关键词进行检索，

在 2000 年-2020 年时间段内共有 1 508 篇相关文献。

发现近 20 年该领域发文量呈现整体上升趋势（图

2a）。随后利用 VOSviewer[32]可视化分析软件对关键

词进行聚类分析（图 2b）。图中节点大小表示关键

词出现的频率，颜色反映不同时间的研究热点，其

中黄色部分代表了较为前沿的关键词。总体而言，

“ 开 放 阅 读 框 open reading frame ”、“ 原 噬 菌 体

prophage”、“病原体 pathogen”、“表征 characterization”、

“作用 role”是出现频率较高的词，表明对噬菌体的研

究主要聚焦于其形态和功能。值得注意的是，“土壤 

soil”、“抗生素抗性 antibiotic resistance”、“噬菌体疗法

phage therapy”是近几年出现的关键词。“土壤 soil”

的出现表明土壤噬菌体领域的研究将日益受到重视；

此外，由于近年来土壤中抗生素抗性基因的增多、超

级细菌的出现，噬菌体疗法可能成为未来土壤中病原

细菌灭活的重要手段。因此，研发对病原细菌具有广

谱性的混合噬菌体鸡尾酒制剂，探明噬菌体疗法对于

土壤微生物群落结构、功能及养分循环的影响可能是

未来土壤噬菌体领域的研究热点。 

2.2  全基因组测序下的土壤噬菌体研究进展 

苏靖芳等人[31]以引起烟草以及多种茄科植物产

生萎蔫症的青枯雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum）

为宿主，采用双层平板法从烟田土壤中分离出一株

烈性噬菌体 RS-PII-1。随后对噬菌体 RS-PII-1 进行

全基因组测序，并通过 RAST 在线软件对噬菌体全

基因组序列进行功能注释，发现该基因组含有 46 个

ORF，其中 25 个 ORF 可被注释为相应的功能蛋白、

结构蛋白，但仍存在 21 个功能未知的 ORF 假想蛋

白（hypothetical protein）。通过与已知噬菌体全基因

组序列比较分析以及噬菌体 RS-PII-1 系统进化树的

构建，发现噬菌体 RSJ2、RSB1 与 RS-PII-1 相似度

最高，但噬菌体 RS-PII-1 基因组中功能蛋白和假想

蛋 白 区 域 与 两 株 噬 菌 体 仍 存 在 明 显 差 异 ， 表 明

RS-PII-1 是一株全新的青枯雷尔氏菌烈性噬菌体，

这对防控由青枯雷尔氏菌引起的细菌性病害具有较

强的应用意义。蜡状芽孢杆菌（Bacillus cereus）可

导致人体腹泻、呕吐等食源性中毒，Hock 等[33]从土

壤中分离出一株感染蜡状芽孢杆菌的长尾病毒科噬

菌体 Deep-Purple，随后对该噬菌体进行全基因组测

序、预测潜在编码序列（coding sequence，CDS），

并对 CDS 进行功能注释。结果表明，CDS 可分为结

构相关蛋白（structural related proteins）、DNA 复制

转录（DNA replication and transcription）、DNA 包装

（DNA packaging）及宿主裂解（host lysis）四个功

能组。同时发现，该噬菌体不存在编码潜在毒力因 

 

图 2  噬菌体全基因组测序领域年发表论文数量（a）及关键词（b）共现网络图谱 

Fig. 2  Number of publications（a）and keyword（b）co-occurrence network map in the field of phage genome sequencing 
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子的基因，且具有热稳定性、pH 稳定性的特点，研

究人员认为噬菌体 Deep-Purple 可作为治疗由蜡状

芽孢杆菌引起的食物中毒的潜在药物。综上所述，

全基因组测序下的土壤噬菌体研究不仅有助于了解

土壤中新型噬菌体的结构和功能，在致病菌引起的

细菌性病害治疗方面也具有积极意义。 

3  土壤宏病毒基因组研究进展 

3.1  土壤环境中的宏病毒组研究 

宏病毒组主要对种群结构、基因功能活性、病

毒与宿主的协作关系以及与环境之间的联系进行探

究，这为土壤环境微生物群落的研究提供了有力支

撑[9，34]。病毒识别及其功能基因注释是其中一个重

要环节，在完成数据质控、基因组装、基因预测等

过程后，将预测的病毒编码基因与 COG、eggNOG[35]

等数据库比对，获得病毒功能信息。表 1 对近年来

土壤病毒组研究中具有代表性的功能基因进行总

结，以揭示病毒与宿主群落的相互作用机制及其在

元素生物地球化学循环中的作用机理。 

Jin 等[36]在中国广西和海南三个红树林生境采

集样本，研究了红树林土壤病毒功能多样性。通过

将预测的病毒 ORF 与 eggNOG 数据库进行比对，发

现大多数 ORF 无法获得注释信息，但有 138 个 ORF

可以注释到与碳水化合物活性酶（carbohydrate-active 

enzyme，CAZyme）相关的基因。随后，经过 CAZy

数据库的进一步注释，显示糖苷水解酶类（glycoside 

hydrolases）ORF 最为丰富，其次是糖基转移酶类

（ glycosyl  t ransferases）、碳水化合物结合模块

（carbohydrate-binding modules）等。这表明病毒可

通过复杂多糖的生物分解直接调控碳循环，揭示了

病毒在有机碳分解中的重要作用。Bi 等[37]在中国西

南部地区采集了 4 个玉米根际土壤及 4 个非根际土

壤样本，探究农业生态系统中病毒的多样性及其对

潜在生物地球化学循环的影响机制。通过对土壤病

毒组进行测序，将测序读段组装成 237 个长度为

10 kb 以上的重叠群，并通过 VirSorter 软件鉴定病

毒序列。对这些土壤病毒进行功能基因注释，共有

40 个基因被鉴定为溶菌酶或几丁质酶，可用于降解

宿主细胞壁。此外，共鉴定出了 48 个 ORF 与碳水

化合物活性酶相关，包括碳水化合物结合模块、碳

水化合物酯酶（carbohydrate esterases）及糖苷水解

酶。表明病毒可能编码改变宿主活性的辅助代谢基

因，间接参与土壤碳元素的生物地球化学循环。值得 

表 1  典型土壤病毒基因组功能基因及作用 

Table 1  Typical functional genes of soil viral genome 

土壤或陆地环境 

Soil or terrestrial 

environment 

功能基因 

Functional gene 

功能 

Function 

参考文献 

Reference 

红树林土壤 碳水化合物活性酶相关基因 调节碳循环 [36] 

玉米土壤 碳水化合物活性酶相关基因 调节碳循环 [37] 

细灌木土壤 末端酶大亚基和小亚基基因 参与噬菌体双链 DNA 的裂解和包装 [38] 

细灌木土壤 编码 gp77 蛋白的基因 起关闭基因作用 [38] 

老成土 碳水化合物代谢基因 调节碳循环 [39] 

硫化尾矿 同化硫酸盐还原辅助代谢基因 促进宿主利用硫酸盐 [40] 

水力压裂井 重叠感染排斥蛋白基因 维持宿主容纳原噬菌体与细胞裂解平衡 [41] 

南极土壤 编码几丁质酶的基因 参与宿主生物膜降解 [42] 

南极土壤 编码甲基转移酶的基因 规避宿主的限制修饰系统 [42] 

纳米比亚沙漠石下 辅助代谢基因 phoH 与磷酸盐调节相关 [43] 

泥炭岩芯处 中心碳代谢基因 增加核苷酸和能量产生 [44] 

泥炭岩芯处 辅助代谢基因 spoVS 和 whiB 有助于孢子形成隔膜和外套 [44] 
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注意的是，研究人员发现该农业土壤中病毒的大多数

CAZyme 基因与红树林土壤中的病毒并不同[36]，认为

病毒编码的酶可能具有环境特异性。Segobola 等[38]

通过宏病毒组技术对灌木土壤的病毒群落进行探

究。经过病毒基因组测序、组装及功能基因注释，

发现组装后最长的重叠群近乎一个完整的噬菌体基

因组。该基因组的基因 15 和基因 16 分别对应末端

酶大亚基和小亚基基因，参与了噬菌体双链 DNA

的裂解和包装；基因 34 的翻译产物被识别为假定的

ERF 超家族蛋白，可参与噬菌体基因组的重组；基

因 41 的翻译产物被鉴定为 gp77 蛋白，与分枝杆菌

（Mycobacterium）噬菌体 Che9d 编码的同源物有 95%

的相似性，该蛋白在噬菌体复制的早期起到关闭基

因（shut-off genes）的作用。通过 KEGG Orthology

（KO）数据库对宏病毒组进行分析，发现相关代谢

蛋白（如碳水化合物代谢、氨基酸代谢和核苷酸代

谢）识别率最高，表明土壤病毒很可能干扰宿主的

新陈代谢。Liang 等[39]从美国东南部农业区老成土

（美国土壤分类系统的一个土纲）中提取病毒。通过

对土壤表层（0～16 cm）和亚表层（55～92 cm）病

毒组基因序列进行组装、分类，随后采用 VIROME

对 ORF 进行功能基因注释，发现大量病毒组序列功

能未知，50.3%的预测蛋白在所比对的数据库中没有

显著同源性；有 35.4%～38.7%的 ORF 被注释为与宿

主代谢途径相关，如细胞信号（cell signaling）、氧

化磷酸化（oxidative phosphorylation）、遗传信息处

理（genetic information processing）和磷、蛋白质及

碳水化合物的代谢（metabolisms of phosphorous，

protein，and carbohydrates）等。此外，研究人员还

在病毒组中发现了丰富的碳水化合物代谢（carbohydrate 

metabolism）基因，表明病毒可能参与土壤碳循环的

调节。值得注意的是，在亚表层土壤病毒组中检测

到的功能蛋白（除参与氧化磷酸化的蛋白质）编码

基因丰度比表层土壤病毒体高 16 倍，表明亚表层土

壤病毒虽密度较低，但可能与微生物介导的过程密

切相关；与噬菌体感染循环（即噬菌体溶源、裂解

循环和原噬菌体诱导）和噬菌体结构成分（如噬菌

体 衣 壳 ） 相 关 的 蛋 白 标 准 化 丰 度 （ normalized 

abundances）在亚表层土壤病毒组中也更高，这可能

与病毒宿主在贫瘠营养条件下的协同进化有关。由

此可得，病毒在调控土壤中营养元素生物地球化学

循环，调节宿主新陈代谢及微生物群落结构方面发

挥重要作用。 

3.2  特殊及极端陆地环境中宏病毒组研究 

Gao 等[40]于广东某铅锌矿尾矿库采集样本，研

究高度分层硫化尾矿中病毒群落组成和功能特征。

通过将预测的病毒蛋白与 eggNOG 数据库比对，进

行了病毒基因组直系同源基因簇 COG 的注释分析。

发现地表尾矿由于存在大量古菌和古菌病毒，导致

大多数 COG 注释困难；反之，以细菌为主的深层病

毒群落存在着大量与同化硫酸盐还原、转座酶、DNA

复制、噬菌体整合酶和重组酶相关的 COG。随后研

究者试图确定病毒编码的辅助代谢基因，发现深层

病毒群落含有丰富的同化硫酸盐还原辅助代谢基

因，这有利于宿主利用硫酸盐，进而促进病毒的复

制和繁殖。Daly 等[41]对水力压裂井中病毒与宿主的

相 互 作 用 动 力 学 进 行 探 究 ， 施 加 应 激 源 对 菌 株

（Halanaerobium. congolense WG8）进行原噬菌体诱

导实验，并对病毒核酸进行纯化、测序、基因注释。

结果显示，病毒基因组中存在与整合酶（integrase）、

切 除 酶 （ excisionase ）、 假 想 蛋 白 以 及 转 座 酶

（transposase）相关的基因；同时发现，其中一个基

因 被 注 释 为 重 叠 感 染 排 斥 蛋 白 （ superinfection 

exclusion protein）基因，推测该基因的存在可能有

助于维持宿主容纳原噬菌体与细胞裂解的平衡。

Bezuidt 等[42]在南极土壤群落中使用 VirSorter 工具

从宏基因组序列数据中组装了 793 个重叠群。通过

病毒基因组数据库对其进行分类注释，有 645 个

contigs 被定义为病毒，且 560 个被进一步划分为有

尾噬菌体目。随后使用 eggNOG 数据库进行功能分

析，发现噬菌体具有促进宿主感染的基因，如编码

几丁质酶的基因，可参与宿主生物膜的降解。此外，

eggNOG 功能分析也揭示了增强噬菌体毒性基因的

存在，其中编码甲基转移酶的基因最为丰富，该基

因 编 码 的 酶 有 利 于 噬 菌 体 规 避 宿 主 的 限 制 修 饰

（restriction-modification，RM）系统。这一结果表明，

噬菌体可能在面临进化压力时发展出对宿主的规避

机制。Adriaenssens 等[43]对纳米比亚沙漠岩石下生

物宏病毒组进行探究，发现大多数病毒为有尾噬菌

体目，其中长尾病毒科是最常见的病毒型。通过功

能基因注释，有 3%的基因被 MG-RAST 分类为“毒

力、疾病、防御”（virulence，disease and defense）

子系统，相应的编码序列被鉴定为来自致病细菌的

假想蛋白或噬菌体相关蛋白，如整合酶和复制蛋白
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（replication proteins）。此外，研究人员还发现噬菌

体中存在与磷酸盐调节相关的辅助代谢基因 phoH，

并通过 MetaVir 鉴定出 18 条完整的 phoH 基因和 23

条部分 phoH 序列。而在用极大或然法构建的系统

发生树却显示大部分沙漠岩石下病毒 phoH 氨基酸

序列与 NCBI 数据库中的完整噬菌体基因组序列关

系较远，且海洋和沙漠岩石下病毒 phoH 基因分布

在不同的进化枝上，表明纳米比亚沙漠岩石中存在

独特的噬菌体 phoH 基因序列。值得注意的是，该

病毒样本中没有发现与光合作用或营养胁迫相关的

宿主衍生基因，推测此生境中 phoH 基因较其他辅

助代谢基因发挥更重要的作用。Emerson 等[44]在瑞

典斯托达伦沼泽地的泥炭岩芯处，采集了三个不同

栖息地的病毒样本，从中获得了 53 个 vOTUs（viral 

operational taxonomic units），发现仅有约 30%的基

因可被注释，该结果可以佐证土壤是大量未知病毒

遗传多样性的储存库[45]。此外，在 13 个 vOTUs 中

鉴定出多个参与多糖结合（polysaccharide binding）、

多糖降解（polysaccharide degradation）、中心碳代谢

（central C metabolism）及孢子形成（sporulation）的

辅助代谢基因。病毒的中心碳代谢基因可能在感染

宿主期间增加核苷酸和能量产生；调节内孢子形成

过程中的两个辅助代谢基因 spoVS 和 whiB 分别有

助于形成隔膜和外套，从而提高孢子的耐热性。这

揭示了病毒在介导碳代谢、土壤有机质降解、多糖

结合和孢子形成过程中的调控作用。    

上述案例揭示病毒不仅在农业土壤中与宿主、

环境之间存在复杂的相互作用联系，而且在极端、

特殊的陆地环境中对调控微生物群落组成、影响生

物地球化学循环、促进生物协同进化等方面也具有

巨大潜能。 

4  土壤宏病毒基因组的前沿与展望 

现阶段学术界对土壤病毒及其功能基因的科学

认知依然十分有限。基于病毒组学领域的发展趋势，

今后土壤病毒组研究方向主要聚焦在以下方面： 

1）土壤病毒主要通过微孔滤膜过滤的方式进行

富集，该方法易将较大的病毒类型（如最近发现的

巨型噬菌体）屏蔽在外[46-47]，从而缺乏对此类病毒

功能基因的认识；此外，目前的研究主要聚焦于

DNA 病毒，对 RNA 病毒研究较少。未来需研发针

对巨型病毒的提取和富集技术、关注土壤 RNA 病毒

的基因功能，这有助于学者探明土壤整体病毒的生

态功能及作用机制。 

2）现阶段土壤病毒的提取、宏病毒组分析等缺

乏统一技术规范。开发宏病毒组研究独有的新方法，

逐步规范技术流程，制定可以广泛通用于土壤宏病

毒组分析的技术导则和标准十分必要。 

3）目前病毒功能基因注释较为费时费力，即使

通过自动注释也因其准确性不足，需后期人工注释进

行修正，因此未来需开发更加高效、准确的生物信息

学工具，识别病毒并注释其基因组中的基因功能。 

4）土壤病毒学的研究还处于起步阶段，病毒基

因组测序的数量远落后于相应宿主细菌的基因组测

序数量，通过同源蛋白对土壤病毒基因组上的蛋白

功能进行注释时，由于病毒 ORF 更短、进化更快，

以及全球病毒取样的有限性、数据库较小等原因，

导致部分 ORF 找不到匹配的功能注释。故仍需大力

发展全基因组扩增技术和测序技术，不断完善土壤

病毒资源库，为病毒功能基因注释提供有力支撑。 

5）关注土壤病毒群落与宿主菌群的生态关系，

进一步探究土壤病毒群落在元素生物地球化学循环

中的直接与间接调控作用，深入探明土壤病毒与污

染物的响应机制。 
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学术指导和建议。 
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