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摘要 微生物在自然界的广泛分布与代谢灵活性赋予它们对于大量外源性物质的降解能力. 人类的生产活动将

多种外源性污染物大量释放到土壤、水体和大气中造成严重的环境污染问题, 污染位点的原位微生物群系往往

通过成员间代谢协作和外界环境因素的共同作用下实现外源性污染物的部分或完全矿化. 传统污染物降解研究

以微生物的分离培养和单菌研究为主, 而高通量检测技术的发展使宏基因组、宏转录组、宏蛋白质组、代谢组

及多组学组合策略为微生物群系水平研究污染物降解和生态修复提供可行性. 本文主要针对各组学在探索微生

物群系结构、挖掘功能基因、解析代谢途径、阐明成员间相互作用、分析污染物代谢胁迫等方面的应用与局限

性, 并展望其在未来生态修复与环境污染物降解研究的发展方向和前景.
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现代社会的工业运作、农业生产和家庭活动的过

程中将大量人为污染物释放到大气、水体和土壤引起

一系列的环境污染, 典型污染物包括石油烃、多环芳

烃、有机卤化物、微塑料、重金属、农药和抗生素

等
[1~5]. 这些物质大多具备相对稳定的化学结构, 并可

通过大气循环、水循环进行地区转移对环境安全造成

威胁
[6,7]; 或通过食物链进行生物富集对人体健康造成

代谢紊乱等不利影响
[8,9]. 物理和化学技术(污染物吸

附、膜过滤、离子交换、电动混凝等)方法在污染物

处理方面已有广泛应用, 但此类工艺普遍具有污染物

降解不完全、副产物二次污染、降解成本较高的特

点
[10~13]. 污染环境中的土著微生物群系常具有对污染

物的较高耐受性. 微生物利用污染物作为碳源或氮源,
并将其降解为下游代谢中间体或完全矿化

[14]. 大量新

型生物降解基因存在于微生物基因组或质粒上, 赋予

微生物广阔的外源性物质分解代谢能力, 让微生物成

为生态修复的重要资源库
[15]. 传统单菌研究策略(“菌

株分离培养-生理生化检测-降解功能表征-代谢途径分

析”)在推进污染物降解和生态修复起到关键作用, 但

大量的微生物由于营养需求未知、共生依存关系不明

和物理化学条件不详等认知局限或技术限制无法从环

境样本中分离出来, 限制生态修复研究的发展
[16].
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天然或人工微生物群系内部的共生依存和代谢

互作, 可以降低单一微生物的代谢负荷, 并可通过微

生物物种的不同组合增强生物降解能力或拓展底物

谱
[17], 微生物群系在污染物去除方面表现出良好潜

力
[18]. 不依赖微生物培养的组学技术成为研究污染物

胁迫下微生物群系水平的代谢活动、遗传调控、相

互作用等方面的有效工具(图1). 标记基因分析
[19]

、宏

基因组学
[20]

、宏转录组学
[21]

、宏蛋白质组学
[22]

、代

谢组学
[23]

等一系列技术可以在污染环境原位分析微

生物群系进行污染物降解过程中物种丰度、基因、

蛋白质和代谢途径以及中间代谢产物, 拓展对未培养

与难培养微生物、新降解途径的认知, 帮助获取新的

污染物生物降解关键基因和阐明分子调控机理. 本综

述通过回顾不同组学方法和组合策略在微生物群系

水平上的生态修复和污染物降解应用及研究进展, 探

讨不同组学方法的技术局限性与优化方向, 为系统化

研究微生物群系内部相互作用与外界相互作用提供

方向.

1 组学策略与应用

1.1 标记基因分析

标记基因分析(marker gene analysis)基于环境

DNA样本的靶向区域序列设计引物进行特异性扩增,
用于鉴定样本所处环境中的微生物组成. 靶向区域一

般包括用于序列比对实现微生物种类识别的可变区和

两端用于设计引物的保守区, 可以实现属级分类的分

辨率
[24]. 核糖体蛋白基因(16S rRNA gene)是细菌最常

使用的标记基因, 16S rRNA序列具有多个可变区, 其
中V3~V4可变区的引物组合经过充分测试普遍认为是

高效、可靠的分类依据
[25]. 真菌通常使用内部转录间

隔区(internal transcribed spacer, ITS)作为标记基因, 研
究发现ITS包含多个可变区, 其中ITS2相比ITS1的长度

更短、GC变异更低、谱系特异性引物的选择范围更

广, 是真菌物种多样性鉴定的分类依据
[26].

相对于其他组学技术, 标记基因分析的样本制备

相对简单, 测序成本较低, 为研究大规模的空间和时

间跨度下环境微生物群系多样性与变化研究提供条

件. 空间跨度层面, 活性污泥在全球范围广泛应用, 污
泥依赖于物种组分复杂的微生物群系去除来自市

政、工业等废水中的大量营养物质和污染物(工业副

产物、农药和药物)乃至病毒
[27]. 2019年基于六大洲

23个国家的污水处理厂活性污泥的16S rRNA的标记

基因分析发现全球活性污泥细菌群系拥有高达10亿
个微生物, 但依旧拥有一个含28种操作分类单元(op-
erational taxonomic units, OTUs)全球核心活性污泥

菌群(主要为Proteobacteria)可能在废水处理发挥重要

作用. 同时活性污泥作为一个受到较强人为影响的生

态环境, 但活性污泥细菌群系组成很可能由随机过程

(扩散和漂移)进行驱动
[28]. 时间跨度层面, 石油钻井平

台和油轮运输的意外溢油是海洋石油烃污染的重要

来源, 即使通过机械辅助回收或清洗, 海岸的潮间带

地区仍然不断累积大量石油烃, 对沿海和海洋生态系

统造成长期的影响
[29]. Acosta-González研究团队

[30]
对

西班牙油轮所导致石油烃污染海滩对微生物群系的

长期影响进行评估, 发现早期(2004年)样本中微生物

群系结构由Gammaproteobacteria和Deltaproteobac-
teria主导, 而后期(2007年)样本中Bacteroidetes比例从

几乎不存在上升成为微生物群系的重要组成部分, 说

明石油烃污染对海滩细菌群系施加了强大的选择

压力.
生态环境中微生物群系组成与丰度会因为自然变

化或人为污染等产生波动, 因此部分微生物具有成为

特定污染的指示物种或生物传感器的潜力. Smith研究

团队
[31]

基于受到核废料场污染的地下水样本和墨西

哥湾石油污染样本中的16S rRNA序列集以机器学习

的方法构建了能够区分受铀、硝酸盐或石油污染的地

点与未受污染的地点的分类模型, 用于环境污染监控.
从早期的UPARSE算法到近年来的DADA2,

USEARCH-UNOISE3, Deblur等算法, 标记基因分析的

生物信息学工具与分析流程向高精度聚类的趋势不断

发展. 如DADA2的扩增子序列变体(amplicon sequence
variants, ASV)相比UPARSE算法的OTUs提高了序列

相似性要求, 修正测序错误, 减少物种注释的假阳性.
同时测序成本的下降和集成化分析工具QIIME2的完

善也为标记基因分析的高样本量和广地域研究提供可

行性. 标记基因分析技术在研究污染环境中原位微生

物群系相比传统培养技术具有优势, 有助于研究人员

快速了解污染环境中微生物群系的组成结构和变化趋

势.但标记基因分析技术也具有局限性:如扩增引物偏

好性会直接影响物种丰富度; 只能基于分类信息预测

部分代谢功能潜力(表1)[19,32,33].
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1.2 宏基因组分析

宏基因组学是对样本中所有微生物DNA进行测

序的方法, 相比标记基因分析可以获得更详细的基因

组信息和分类分辨率
[24], 主要分为两类: 基于序列的

宏基因组学和基于功能的宏基因组学.
(1) 基于序列的宏基因组学. 基于序列的宏基因组

学主要利用序列信息和公共数据库(如KEGG和egg-
NOG等)进行比对预测微生物群系的种群结构和代谢

潜力, 包括环境微生物群系比较、功能基因鉴定、完

整代谢途径阐明等
[34]. 微生物群系复杂性导致测序数

据难以通过从头组装(de novo assembly)产生完整的微

生物基因组, 但利用MaxBin2, MetaBAT2, CONCOCT
等工具可基于碎片化的重叠群(Contigs)的核苷酸组成

和测序深度来部分重构宏基因组组装基因组(metagen-
ome-assembled genomes, MAG), 用于解析微生物群系

中物种的代谢潜力, 获取未培养或难培养微生物在生

态修复方面的新型污染物降解酶
[35].

宏基因组可以辅助评估不同微生物群系面对生态

图 1 微生物群系的多组学研究策略示意图(基于Biorender绘制)
Figure 1 Schematic diagram of the multi-omics research strategy of the microbiome (created with Biorender)

表 1 不同组学策略的优点与局限性

Table 1 Advantages and limitations of omics strategies for assessing microbial communities

方法 优点 局限性

标记基因分析
样品制备简单, 测序成本较低
参考公共数据库较为完善

流程化的成熟分析技术与流程

存在引物偏好性, 导致物种丰度误差
基于分类信息只能部分预测微生物群系代谢功能

宏基因组分析
可推断微生物的功能基因与相对丰度
可组装微生物群系的微生物基因组

可挖掘新的基因家族

功能基因注释范围有限且可能存在错误
MAG的错误率较高, 完整度较低

宏转录组分析
可区别活跃、休眠和死亡微生物

直接评估不同微生物基因活跃程度差异
RNA稳定性差, 样品制备复杂, 部分环境难提取高质量RNA

存在环境生物RNA污染, 影响后续分析

宏蛋白质组分析
可挖掘新的功能蛋白

直接比较不同环境下微生物群系的蛋白质差异
公共蛋白质数据库完整度不足

肽段与蛋白序列的错误匹配导致蛋白预测错误或假阳性

代谢组分析
评估微生物整体代谢概况(非靶向代谢组)
可检测环境中特定代谢物(靶向代谢组) 代谢物的种类繁多, 不同检测方法存在偏差
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系统污染的抗性与代谢基因的分布趋势, 通过将印

度、巴西和沙特阿拉伯的红树林沉积物宏基因组与海

洋陆地样本的宏基因组进行比较, 发现三者都具备高

丰度的氟喹诺酮类药物和吖啶黄素抗性蛋白, 并具有

比海洋样本更多的重金属污染抗性基因
[36]. 四氯乙烯

和三氯乙烯等有机卤化物在工业具有广泛应用, 研究

者发现Dehalococcoides在混合微生物群系相比纯培养

状态中可以更高效地降解有机卤化物, 通过宏基因组

测序分析三氯乙烯降解微生物群系的物种组成和功能

基因, 并确认与Dehalococcoides相关的17个推定的还

原性脱卤酶基因可供后续功能研究
[37]. Nicolas研究团

队
[38]

基于大西洋北海油田生产平台退役的混凝土储

油结构内样本进行MAG重建, 基于MAG揭示了大量

与储存油体内的低分子量芳香烃(苯和甲苯)直接相关

的降解基因, 发现Dethiosulfatibacter和Cloacimona-
detes是该人造海洋结构微生物群系里的主导微生物,
而同样富含烃类的天然油藏或海洋深流中二者都属于

低丰度菌株, 表明长期存储特定化合物的人造工业设

施与长期受特定化合物影响的自然生态环境可能巨大

差异, 需要进一步的探索与研究.
微生物群系内不同微生物间的相互作用也是生态

修复与污染物降解的关键研究方向. 微生物之间的相

互作用, 可以起到优劣互补, 合力调节环境因子, 配合

上下游代谢降解等重要作用. 一项对三个含Dehalo-
coccoides的微生物群系进行宏基因组比较的研究, 解

析了微生物群系中非脱卤菌属(Acetogens/Fermenters,
Methanogenic Archaea, ∂-Proteobacteria)在类咕啉辅因

子、蛋氨酸和维持厌氧环境方面辅助Dehalococcoides
生长与卤化有机化合物还原的重要作用

[39]. 对苯二甲

酸酯(terephthalate, TA)是塑料生产的原材料, 是塑料

废水的典型污染物, TA降解微生物群系的成型需要较

长的时间(200~300天)并且难以维持, 基于宏基因组测

序研究团队在Pelomaculum中发现一系列与TA降解直

接相关的脱羧, 脱芳构化和β氧化基因并推定其为TA
上游代谢负责微生物, 而Thermotogae, Syntrophus和候

选门OP5和WWE1主要以作为下游代谢负责微生物通

过代谢互连的方式共同完成TA降解
[40].

基于序列的宏基因组学的局限性包括需要充足的

先验知识(如基因序列的保守性)进行功能预测; 数据

库中存储的许多基因功能未知造成功能基因组成分析

中存在偏差
[41], 需要更多的微生物生理与功能表征研

究对数据库进行注释信息的追加和修正; 目前二代测

序技术在宏基因组学应用较为广泛, 对于复杂环境样

本所组装的MAG常具有较高的错误率、污染率和低

完整度
[42]

等, 需要通过增加测序深度来提升微生物群

系成员的基因组覆盖率, 减少测序误差和低丰度的影

响. 第三代测序技术(如PacBio, Nanopore)的发展突破

了单次测序所获得DNA序列片段的长度限制, 减少了

组装重叠群和支架所引入的序列错误, 从而获得高质

量MAG. 高质量MAG为高通量技术直接研究污染环

境中微生物群系的微生物种内变异提供了可行性
[43],

Cross研究团队
[44]

开发的“反相基因组学”技术基于高

质量MAG中的独特膜蛋白基因设计从复杂微生物群

系中选择性分离细菌或古细菌细胞的抗体, 靶向分离

污染环境中关键降解微生物. 基于序列的宏基因组学

有助于阐明污染环境微生物群系的代谢特征, 挖掘污

染物降解相关功能基因及基因家族, 推断污染环境微

生物群系中关键降解微生物与污染物降解代谢网络.
(2) 基于功能的宏基因组学. 功能宏基因组学无需

对环境样本微生物进行分离和培养, 分析尚未注释的

基因序列功能, 主要步骤包括宏基因组文库构建、克

隆载体连接、宿主表达、功能表征验证. 首先提取样

本中所有微生物DNA, 使用合适的限制性内切酶或机

械作用将DNA进行片段化, 将DNA片段连接到线性化

克隆载体(质粒、黏粒或细菌人工染色体)当中制备成

宏基因组文库. 然后选取遗传背景清晰, 遗传操作方法

完善的表达宿主(如大肠杆菌Escherichia coli)对宏基

因组文库进行表达, 基于筛选试验分离并选择表达特

定酶功能的基因或基因簇, 并分析后续代谢产物
[45].

因此功能宏基因组学可以在没有先验知识的情况

下挖掘生物新基因、多肽和次级代谢物来研究代谢功

能. Lewin研究团队
[46]

通过大肠杆菌建立挪威大陆架

海上油藏的宏基因组DNA的fosmid克隆文库, 发现了

一种在90℃可保持热稳定性并对金属离子具有耐受性

的新型酯酶. 对于芳香族化合物降解基因, Suenaga研
究团队

[47]
基于焦化厂废水活性污泥构建克隆文库成

功分离出43个外二醇双加氧酶基因并发现其中25个属

于新型蛋白酶亚家族; 任何军团队
[48]

从多氯联苯污染

土壤构建宏基因组文库成功在大肠杆菌异源表达一个

新型2,4-二氯苯酚羟化酶.
传统阳性克隆筛选方法如琼脂平板筛选存在耗时

长、低通量、劳动密集、阳性克隆概率低下等特点,
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功能宏基因基因组学结合流式细胞仪、微流控技术等

技术可实现对宏基因组文库克隆的高通量筛选, 实现

高效资源挖掘
[49]. 功能宏基因组学的局限性主要体现

为DNA片段和表达宿主的高要求, 如要求插入序列的

基因或基因簇的完整度足以出现功能表型
[50]; 宿主微

生物能够表达异源基因, 蛋白序列能够实现正常折叠

和修饰
[51]; 宿主微生物能够承受异源基因表达带来的

转录谱干扰和毒性
[52]. 前者主要通过宏基因组DNA提

取方法和宏基因组载体优化, 后者可以测试多种宿主

微生物(如Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas pu-
tida, Burkholderia graminis等)[51]来增加异源表达成

功率.

1.3 宏转录组分析

宏转录组学是对样本中所有微生物RNA进行测

序的方法, 能够定量测量在不同环境条件下mRNA分
子的动态变化和基因组尺度上不同基因的表达强度差

异, 区分环境中活跃生物体与休眠或死亡的生物体
[24]

和直接评估外源物质影响下的微生物活动
[53]. 宏转录

组学早期常通过cDNA或寡核苷酸微阵列或基因芯片

对已知的靶向基因进行表达检测
[54], 目前主要基于样

本中所有转录本反转录而来的cDNA进行测序分析
[20].

环境微生物群系在自然环境中受到外源污染物的

胁迫或冲击时, 部分基因可能会响应环境因子的变化,
从而产生转录水平上的变化. 宏转录组学通过对不同

基因的转录本进行基因表达谱聚类、功能注释、差异

基因鉴定等分析方法, 可用于研究污染环境中微生物

群系的关键菌株、代谢途径、功能基因等领域. 关键

菌株挖掘方面, 黄巧云团队
[55]

以甲基汞污染的稻田土

壤为样品, 基于宏转录组测序和共生网络、LEfSe分
析和随机森林建模等分析发现Catenulisporaceae,
Frankiaceae, Mycobacteriaceae和Thermomonospora-
ceae很可能是微生物群系中的甲基汞降解关键微生

物, 而铜元素的添加会促进Xanthomonadaceae的富集

和提高微生物群系对甲基汞的降解效率. 代谢途径解

析方面, Falk研究团队
[56]

以多环芳烃、多氯联苯污染

的淡水沉积物为研究对象发现, 污染物是微生物群系

多样性和代谢功能变化的主要驱动力, 并基于N-还
原、β-氧化、产甲烷、聚酯合成相关代谢的转录本表

达差异提出硝酸盐还原和甲烷生成可能是底特律河沉

积物中污染物转化主要过程并参与碳分解代谢的伴随

途径. 功能基因挖掘方面, Mukherjee团队
[57]

从重金属

污染土壤中提取并构建真核细胞cDNA文库, 基于重

金属(铜镉锌钴)敏感型酵母构建文库克隆, 成功挖掘

能耐受高浓度铜的真核醛脱氢酶. 与宏基因组相比,
宏转录组能够分辨出微生物群系中的活跃菌属或基

因, 更有利于研究微生物群系降解污染物的降解机理

与调控机制.
宏转录组的主要限制因素是RNA的稳定性差, 半

衰期短; 其他生物的RNA污染; 污染环境种类繁多, 而
许多环境因素(如样本类型、微生物种类、营养成分)
会直接影响RNA提取效率, 如土壤样本中的土壤颗粒

会直接影响细胞裂解效率并吸引核酸吸附
[58]. 目前已

开发出适用于不同的场景与实验室条件的多种RNA
提取方法(如Trizol法、热酚抽提法、硅胶膜旋转柱技

术)和标准化试剂盒来优化RNA的纯度与产量
[59,60].

1.4 宏蛋白质组学分析

宏蛋白质组是在特定时间点内微生物群系的所有

蛋白质集合
[61], 应用于分析微生物群系原位活动、阐

明污染物的生态毒性与微生物胁迫响应、解析污染物

转化或矿化途径和筛选关键降解功能蛋白等方面
[62].

蛋白质组的研究可以分为“自下而上”和“自上而

下”两种策略. 两种策略的共性是依赖两种主要的蛋白

质分离策略: (ⅰ) 凝胶分离技术, 包括仅依赖蛋白质分

子量分离的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(so-
dium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
SDS-PAGE)、基于蛋白质的等电点和分子量进行分离

的双向聚丙烯酰胺凝胶电泳(two-dimensional polya-
crylamide gel electrophoresis, 2D-PAGE)和使用荧光染

料标记实现蛋白定量的双向荧光差异凝胶电泳(two-
dimensional fluorescence difference gel electrophoresis,
2D-DIGE); (ⅱ) 色谱分离技术, 通过高压液相色谱

(high performance liquid chromatography, HPLC)、反

相HPLC、多维液相色谱(multi-dimensional chromato-
graphy, MDLC)等对短肽纯化分离. 后续通过质谱

(mass spectrometry, MS)技术如串联质谱(MS/MS)、四

级杆飞行时间串联质谱(quadrupole time-of-flight mass
spectrometry, Q-TOF-MS)和基质辅助激光解析电离飞

行时间质谱(matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)进
行蛋白鉴定. 二者的差异是自下而上策略的蛋白质混
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合物需要先经过蛋白酶处理消化成肽段进入质谱仪进

行电离, 直接通过MS光谱推断肽序列(无需数据库)和
光谱库的比对搜索(需要数据库). 微生物群系的样品

肽段可以来源于同一物种的同源蛋白, 也可以是不同

物种的功能蛋白保守结构域(如ABC转运蛋白), 提高

了肽段的分配与组装难度
[22]. 自上而下策略, 分离纯

化后的蛋白质混合物将直接电离进行后续分析, 该方

法可以保留完整的一级结构用于更精准的后续分析,
但高分子量蛋白质容易在样本提取、凝胶纯化过程中

发生随机断裂, 导致该策略在复杂环境(如土壤微生物

群系)中受到限制
[63,64].

活性污泥、生物膜的微生物群系中细胞外蛋白是

细胞外聚合物(extracellular polymeric substances, EPS)
的重要成分, 其主要由酶和结构蛋白组成, 主要功能包

括促进菌胶团的形成、污染物吸附与降解和毒性物质

脱毒等
[65]. 宏蛋白质组是解析污水降解菌群的细胞外

蛋白质鉴定与功能分析的有效工具. 陈猷鹏研究团

队
[66]

针对污水处理厂不同环境(厌氧、缺氧和好氧)下
污泥进行宏蛋白质组分析, 发现厌氧污泥样品的细胞

外蛋白相比缺氧和好氧污泥样品具有更多的催化活性

蛋白(如水解酶)并且直接导致污泥间的絮体结构差异.
宏蛋白质组可用于分析原位污染物降解的关键微生

物、功能酶系和菌群互作, 如Herbst研究团队
[67]

将
13C

标记的萘和芴添加至多环芳烃污染的工厂水层, 通过

结合宏蛋白质组和蛋白质稳定同位素探测技术, 发现

Burkholderiales, Actinomycetales和Rhizobiales是原位

污染物降解微生物群系中较为活跃的微生物, 其中

Burkholderiales是驱动水层中萘降解的关键微生物.
Benndorf团队

[68]
在2,4-二氯苯氧基乙酸(2,4-D)污染土

壤样品发现2,4-D双加氧酶和外膜蛋白的表达, 在氯苯

污染的地下水样本中发现邻苯二酚1,2-双加氧酶参与

污染物代谢. Ferrer研究团队
[69]

基于西班牙多环芳烃污

染样本对4个微生物群系的宏蛋白质组分析, 重建了复

杂微生物群系中萘在不同微生物间的“假定”降解

网络.
宏蛋白质组研究在环境污染研究领域中可以挖掘

在特定污染物胁迫的相关蛋白, 研究关键污染物降解

酶系功能和互作机理. 它也是研究群系遗传多样性(宏
基因组)与群系功能多样性联系的重要工具. 而宏蛋白

质组的应用挑战包括参考蛋白质组数据库的完整度不

足, 无法鉴定部分污染胁迫出现差异表达的蛋白
[70];

参考蛋白质数据库的不同选择会直接影响蛋白质鉴定

结果并影响后续的功能分析
[71]; 蛋白质鉴定过程中部

分肽序列可能与多种不同蛋白质都可以匹配(如真核

细胞的不同蛋白质亚型), 并可能会分配至样本中不存

在的蛋白质或物种造成肽段拼接错误、数据规模过大

和序列注释冗余等问题
[72].

1.5 代谢组学分析

代谢组学是针对特定条件下细胞内低分子量代

谢物的研究, 代谢物是生物代谢途径的中间体或最终

产物, 它们的浓度水平会由于遗传因素差异和环境因

素变化(如污染物)而导致发生波动, 直接反映了细胞

基因组与环境之间的相互作用
[73]. 代谢组学分析的高

通量检测工具包括质谱技术和核磁共振(nuclear mag-
netic resonance, NMR)技术. 二者都可以在单次测量

中实现大范围的代谢物结构鉴定和浓度测量. 常用的

质谱技术包括气相色谱飞行时间质谱(gas chromato-
graphy time-of-flight mass spectrometry, GC-TOF-
MS)、高效液相色谱质谱(liquid chromatography mass
spectrometry, LC-MS)或毛细管电泳质谱(capillary
electrophoresis-mass spectrometry, CE-MS)仪器. 代

谢组学研究对象为低分子量(<1000 Da)的有机代谢

物
[15], 主要分为两种分析策略: 非靶向代谢组学和靶

向代谢组学. 非靶向代谢组学主要在于尽可能无偏差

地收集和鉴定样品中代谢物种类与浓度, 可以从生物

样品中常规检测到数千个代谢物特征峰供后续分析,
具有非特异、全面的特点

[74]. 靶向代谢组学主要可以

基于特定代谢物的先验知识进行样品制备和分析方

法的优化 , 更具针对性地研究特定代谢物或代谢

途径.
人为污染物的排放与扩散会对环境原位微生物群

体造成影响, 代谢组学有助于评估污染物(如重金属、

多环芳烃、农药)对微生物的生理毒性与影响. 微生物

在重金属污染胁迫下会通过分泌胞外多糖、有机酸

(如草酸和柠檬酸)、氨基酸或短肽(如谷胱甘肽)等物

质来耐受或减少重金属毒性
[75,76]. Booth基于荧光假单

胞菌(Pseudomonas fluorescens)在铜离子胁迫下的生物

膜细胞样本和游离态细胞样本的代谢组, 发现游离态

细胞存在由铜毒性引发的显著氧化应激反应(烟酸与

烟酰胺代谢). 在生物膜细胞中并未观察到类似的氧化

应激反应, 而是由胞外多糖相关代谢占据主导, 表明胞
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外多糖分泌辅助形成的生物膜是Pseudomonas fluores-
cens抵抗重金属污染的保护机制

[77]. Keum研究团队
[78]

评估Sinorhizobium以菲为碳源和普通碳源(葡萄糖、

丙酮酸、LB)的非靶向代谢组数据, 发现菲降解代谢

组与其他碳源代谢组的主成分分析中存在明显差异,
包括TCA循环、丙酮酸代谢、辅因子生物合成和脂肪

酸组成, 说明微生物可能在实现降解污染物和抵抗生

理毒性时, 会对大范围的初级代谢和潜在次级代谢进

行整体代谢调整导致代谢物谱的显著变化. 刘思彤团

队
[79]

对自养和混合营养的厌氧氨氧化菌菌群进行代

谢组分析, 发现相比不同营养来源状态下的群系结构

变化, 营养添加所导致的代谢变化(如嘌呤、嘧啶、腐

胺合成等)是影响厌氧氨氧化菌菌群的氮去除率和生

物量的主要原因. 微生物群体中不同微生物可以通过

代谢物的传递实现污染物共代谢, 同种微生物也可以

通过部分代谢物(如N-酰基高丝氨酸内酯)实现群体感

应完成协作
[80].

与宏基因组、宏蛋白质组的研究对象为化学结构

具有较高相似性的核苷酸或氨基酸所不同, 代谢组学

的主要限制是代谢物范围十分广泛, 涵盖有机酸、

醇、酮、疏水性脂质和复杂化合物(如抗生素、信号

分子、辅因子)[81]. 不同检测方法的底物理化性质需求

和灵敏度存在差异, 如NMR相比质谱技术无需复杂的

样品制备过程, 但灵敏度和底物覆盖范围不如质谱技

术. 而质谱技术中GC-MS适用于挥发性有机物, LC-
MS适用于难挥发性有机物的检测. 代谢物间理化性质

的显著差异和动态变化特性使得难以使用单一的检测

技术来确认特定条件下生物或环境中的全部代谢

产物.

1.6 多组学联合分析

目前微生物研究的单一组学手段不足以完全表征

微生物复杂的生理生化现象, 如宏基因组中预测的基

因在实际环境中不一定能够正常表达, 而宏转录组的

基因表达水平并不代表生物体中蛋白质的数量与生理

活性
[82]. 将多组学的多层面生理生化信息, 如宏基因

组的功能基因注释、宏转录组的基因表达水平、宏蛋

白质组的功能蛋白挖掘、代谢组的代谢物转化与分布

进行整合分析, 可以避免不同技术的检测偏差, 实现组

学数据间的交叉验证(如关键功能蛋白质及mRNA的
相关性), 更全面地揭示微生物生理状态

[83], 是理解微

生物群体在污染物降解机制和阐明生态修复原理的重

要工具.
微生物群体多组学整合研究中宏基因组学具有良

好的合作延展性. 宏基因组和宏转录组的整合分析中

可以实现测序序列的共同组装从而提高组装重叠群的

质量
[84], 并在分类注释、基因注释、基因组分箱、代

谢途径构建等多方面进行共同分析. 张彤团队
[85]

首先

基于宏基因组学功能注释和靶向代谢组重建微生物群

体水平的双酚A的矿化代谢网络, 通过组装基因组发

现Sphingonomas具有完整的双酚A降解基因,而Pusilli-
monas, Pseudomonas, Leucobacter和Pandoraea仅具备

部分双酚A降解相关基因. 进一步通过宏转录组分析

基因组中的基因表达水平发现Sphingonomas可能与

Pseudomonas存在交叉喂养(cross-feeding)的协同作用

强化了混合菌群的双酚A降解效率.
宏基因组和宏蛋白质组的整合分析中, 宏基因组

可以提供源自相同样本/环境的基因数据库从而改善

蛋白质或肽段的注释结果, 并且基于分类注释结果在

公共数据库针对性寻找合适的参考数据
[86]. 如Festa研

究团队
[87]

以菲作为唯一碳源培养天然菲降解菌群、

人工菌群(由天然菌群分离来的7种微生物组成)和
Sphingobium AM(由天然菌群分离的单菌)的过程中,
人工菌群和单菌都展现出相比天然菌群更强的降解能

力, 表明天然菌群中微生物间的负相互作用. 基于天然

微生物菌群构建功能宏基因组学, 团队发现天然菌群

中未成功培养的Burkholderia具备菲降解基因簇, 通过

宏蛋白质组检测发现两种微生物在天然菌群都具有降

解酶活性, 说明二者间可能存在底物竞争的负相关

作用.
三种以上组学整合分析目前也逐步应用到环境

方法研究中, Wilmes研究团队
[88]

基于工厂废水中微

生物群系首先进行代谢组学和标记基因分析(16S
rRNA)发现Candidatus Microthrix与群系内脂质积累

(棕榈油酸、油酸)相关. 结合宏基因组和宏转录组分

析, Candidatus Microthrix可能通过基因表达的微调

实现环境资源的高效利用. 后续团队对不同时期微生

物群系样本间进行多组学比较分析, 通过群系范围内

的代谢网络重建和关键功能基因的拓扑网络分析, 团
队发现不同季节中微生物群系的物种组成变化可

能较大, 但遗传潜力和功能基因表达方面没有显著

差异
[89].
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目前边际相关分析(Pearson相关性、Spearman秩
相关性等)、降维分析(PCA, CIA等)、回归分析(线性

和广义线性模型等)等统计学方法常用于挖掘多组学

的大数据集中隐藏的生物学信息
[90,91]. 人工合成微生

物组是微生物群系研究在工业生产和生态修复的重要

研究方向, 结合多组学数据和数学建模可以预测特定

微生物群系在特定环境条件(底物负载、氧化还原条

件、pH)的生理状态,并通过代谢网络分析来指导人工

合成微生物组的优化
[93,94]. 但数据的异质性和稀疏性

依旧是多组学数据处理、整合、管理、转换和建模的

巨大挑战
[95,96].

2 总结与展望

由于目前微生物的分离培养局限, 许多原位污染

环境中的关键降解微生物仍无法实现分离或纯培养,
限制了生态修复和污染物降解的相关研究. 组学研究

策略为研究污染环境中微生物整体群系提供了有效的

表征手段, 标记基因分析可以不依赖培养分析群系结

构, 宏基因组分析可以预测微生物的代谢潜力并通过

文库构建挖掘新的功能基因, 宏转录组可以辅助研究

微生物群体面对特定污染物的转录调控机制, 宏蛋白

质组和代谢组学可以辅助功能蛋白筛选和阐明外界污

染胁迫下微生物的代谢响应等.
随着测序技术发展和成本降低, 从单一组学研究

向多种组学技术联合研究的趋势越来越明显, 未来多

组学分析的挑战可能集中在以下方面. (1) 多组学实

验设计和数据获取标准化. 如样本元数据统一(位点、

季节、频率、特定时间)和理化条件相似(温度、pH、
盐度)以避免环境中的天然微生物菌群的周期性变化;
不同组学的样品提取方法优化; 分析平台的一致性和

自动化操作来实现批次效应影响的最小化. (2) 多组

学数据处理流程标准化. 用于综合评估微生物群系的

分类学和分子特征(基因家族、代谢途径、功能模块).
如数据集归一化、缺失值插补、特征选择等数据预处

理算法
[97]

和多组学聚类算法、多组学网络分析算法

等新分析模型的开发来优化分析结果
[95,98]. 目前多组

学的有效结合已为微生物群系提供高效的分析策略,
并为后续关键生态修复、污染物降解和人工微生物组

构建研究带来广阔前景.
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Multi-omics strategies and applications for the degradation of
pollutants by microbiome

HUANG YiQun, WEN LingYu & TANG HongZhi
State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China

The wide distribution and metabolic flexibility of microorganisms in nature endow them with the capacity to degrade large amounts
of xenobiotic substances. Human production activities release a variety of xenobiotic pollutants into the soil, water and atmosphere
causing serious environmental pollution problems. Xenobiotic contaminants are partially or completely mineralized by the
combination of metabolic collaboration among microbiome and environmental factors. Traditional pollutant degradation studies are
based on isolation and culture of microorganisms, while high-throughput strategies such as metagenome, metatranscriptome,
metaproteome and metabolome provide technical support to investigate pollutant degradation and ecological remediation by
microbiome. This article mainly introduces the applications of different omics in exploring the microbiome in pollutant degradation
and ecological restoration.

microbiome, omics, ecological restoration, pollutant degradation

doi: 10.1360/SSV-2021-0426

中国科学: 生命科学 2023 年 第 53 卷 第 5 期

697

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184505
https://doi.org/10.1038/ncomms6603
https://doi.org/10.1038/npjbiofilms.2015.7
https://doi.org/10.1038/nmicrobiol.2016.180
https://doi.org/10.1038/nmicrobiol.2016.180
https://doi.org/10.1038/s41590-018-0121-3
https://doi.org/10.1038/s41579-019-0255-9
https://doi.org/10.12211/2096-8280.2020-062
https://doi.org/10.3389/fgene.2019.00995
https://doi.org/10.3389/fgene.2019.00995
https://doi.org/10.1186/1745-6150-5-47
https://doi.org/10.1186/1745-6150-5-47
https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-34
https://doi.org/10.1093/nar/gky889
https://doi.org/10.1360/SSV-2021-0426

	微生物群系降解污染物的多组学�策略与应用
	1��� 组学策略与应用
	1.1��� 标记基因分析
	1.2��� 宏基因组分析
	1.3��� 宏转录组分析
	1.4��� 宏蛋白质组学分析
	1.5��� 代谢组学分析
	1.6��� 多组学联合分析

	2��� 总结与展望


