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酶是由活细胞产生的生物催化剂，高效、专一，

且需要在适宜的条件下才能发挥相应的作用，酶的

这些特性和各种各样的生物催化功能，对人类及其

生活都有极大的影响。在工业上，酶催化技术与传

统化学过程相比可改变化工行业高污染、高能耗的

现状。美国提出到 2020 年，通过生物催化技术，使

化学工业的原料消耗、水资源消耗、能量消耗各降

低 30％，污染物的排放和污染扩散减少 30％［1］。 

酶催化技术的研发和应用有利于新型清洁高效化工

生产过程的实现和工业可持续发展。

微生物蕴含着极其丰富的基因资源。自然界中

的微生物分布在各种环境，甚至高温、高压、高盐

碱等极端环境中，据估计数量多达 1030 ［2］。然而，

其中 99% 的微生物在实验室现有条件下不能培养，

它们的基因组编码大量未被开发的新型酶和代谢途

径基因［3］。 宏基因组学（metagenomics）绕开环境

微生物研究过程中培养技术局限的极大阻碍，发展

成为不可培养或未培养微生物研究的重要工具。目

前，宏基因组学技术在复杂环境尤其是极端环境中，

在微生物代谢途径新基因和新的生物活性物质的发

现方面得到了广泛的应用［4、5］，已取得了令人瞩目

的研究进展，为人类开发利用自然环境中的微生物

基因资源开辟了新的途径。

1 宏基因组学技术
宏基因组学也称为环境基因组学（environmental 

genomics）或群落基因组学（community genomics）。

最初由 Handelsman 等［6］于 1998 年提出，以生态环

境中全部微小生物的基因组（the genomes of the total 
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microbiota found in nature） 作为研究对象，针对特定

环境样品中微生物复杂群落的基因组总和进行研究，

而不需要分离、培养微生物。伴随着 PCR 技术、基

因克隆技术以及基因组测序技术等的逐渐成熟与完

善，以及相关学科的发展与渗透，宏基因组学技术

极大地推动了微生物学的发展。

1.1 宏基因组文库的构建

提取特定环境中微生物群落的总基因组 DNA，

保持环境样品中 DNA 的完整性和纯度是宏基因组文

库构建的关键之一。目前采用的方法大体上分为两

类［7］，一类是直接提取法，即直接裂解环境样品中

的微生物细胞，再抽提总基因组 DNA。裂解方法包

括物理法（冻融法、超声法、玻璃珠击打法和液氮

研磨法等）、化学法和酶法等；另一类是间接提取法，

即采用差速离心等方法先将微生物细胞从样品中分

离出来，再用较温和的方法抽提总基因组 DNA。一

般前者的提取效率较高，但提取的 DNA 纯度低，且

由于强烈的机械剪切作用，抽取的 DNA 片段长度有

限（1-50 kb）；而后者的纯度好，DNA 片段长度较

大（20-500 kb） ，但操作繁琐，成本高，有些微生

物可能会在分离过程中丢失［8］。 

不同载体承载外源 DNA 片段大小的能力不同，

克隆片段的大小决定了构建生物基因组文库所需要

的克隆子的数目。合适载体的选择取决于生物基因

组的大小、欲插入目的片段的大小、宿主菌及筛选

方法等因素。目前，宏基因组文库构建中常用的载

体主要包括质粒，黏粒和 BAC 载体［9］。宿主菌株

的选择则取决于宿主细胞的转化率、重组载体在宿

主中的稳定性、DNA 插入片段的表达，以及目标性

状的筛选方法等因素。目前大肠杆菌（Escherichia 
coli）或其改造菌株是最为常用的宿主菌 ；其次，链

霉菌（Streptomycetaceae spp.）、嗜热栖热菌（Thermus 
thermophilus）等也已作为构建文库的宿主菌［10］。

1.2 宏基因组文库的筛选

由于取样环境的复杂性和样品中微生物种类的

多样性，宏基因组文库容量一般较大，因此，从几

万或几十万个文库克隆子中筛选所需基因需要高效

的筛选方法。目前，宏基因组文库的高通量筛选方

法主要有功能驱动的筛选和序列驱动的筛选  ［11］。

功 能 驱 动 的 筛 选（Function-driven screening）
是以目标基因表达产物的活性测定为基础的筛选

法［12］。Healy 等［13］最早采用功能驱动的筛选方法

从宏基因组文库中成功筛选到纤维素酶和木糖苷酶

基因。此后，从不同环境样品的宏基因组文库中相

继筛选到了产生脂酶、蛋白酶、淀粉酶、多糖修饰

酶、脱氢酶及抗菌活性的克隆子［14］。 该筛选方法

可直接筛选到应用于工农业和医药业的酶等蛋白质

和抗菌菌素等天然产物。但其缺陷是必须依赖于功

能基因在外源宿主中的表达，往往会因许多基因或

基因产物在外源宿主中的不表达或表达后没有活性

而降低了筛选效率［15］。只有优化筛选方法，选择合

适的底物及筛选条件，并建立合适的宿主载体系统，

才能加快对新型的生物催化剂的挖掘和利用。

序列驱动的筛选（sequence-driven screening）是

基于基因序列本身而进行的筛选方法，以序列相似

性为基础，根据已知功能的基因序列设计探针或

PCR 引物，通过核酸杂交或 PCR 扩增来筛选具有目

标序列的克隆子［16］。此筛选策略不依赖克隆基因在

宿主内的表达，但必须对相关基因序列有一定的了

解。因此，较难在宏基因组文库中筛选到与已知基

因序列完全不同的全新功能基因。Venter［17］最早采

用以序列为基础的筛选方法分析马尾藻海域的微生

物，鉴定出大量的新基因。利用基因的同源序列设

计引物，与宏基因组文库进行杂交已获得聚酮合成

酶［18］和脱水酶基因［19］，有望开发应用于工业生产。

此外，鉴于第二代 DNA 测序技术的快速发展［20］，

直接对所构建的宏基因组文库的克隆子进行 DNA 序

列的测定，可以获得丰富的基因信息。利用基因芯

片技术大大提高筛选效率，有可能筛选到某一类结

构或功能的新基因，但同样需要了解相关基因序列，

较难发现全新的生物活性物质。

2  宏基因组学技术的应用——功能酶基因发
现的新策略

2.1 极端环境中功能酶新基因的发现

微生物对环境的极强适应力和微生物本身的

多样性及极高的变异率为发现大量新基因提供了可

能［21］，同时，特殊的自然环境对微生物起到筛选和

富集的作用，因此以特殊环境样品中微生物复杂群
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落作为宏基因组研究对象，为功能酶新基因的发现

提供了更高的可能性。杜丽琴等［22］利用宏基因组

学技术从蔗糖富集的土壤样品中获得了两种蔗糖水

解酶基因，与 GenBank 数据库中已知蔗糖水解酶的

氨基酸序列相似性分别为 38% 和 68%。在极寒、酷

热、高压、高渗透压等极端环境中生物多样性虽然

低，但极端环境微生物是发现新型生物催化剂的重

要来源［21］。 例如，在盐碱地、硫质温泉、冰河土

壤、冰川冰南极冻土等极端环境样品的宏基因组中，

已发现了具有生物学研究价值的大量的功能酶新基

因［23］。我国幅员辽阔，地质环境多样，通过宏基因

组学技术已在温泉、沼气池等环境中发现醛脱氢酶

基因［24］、木聚糖酶基因［25］等。西藏高原土壤中富

含独特的微生物资源，芦晓飞等［26］成功构建了一

个包含 30 624 个克隆且稳定性好的宏基因组 Fosmid

文库，为从西藏高原土壤中挖掘和利用新的功能基

因研究奠定了基础。

此外，环境微生物也是新药物发现的一个重要

来源。据报道，一些从土壤中分离获得的微生物活

性物质有望用于预防和治疗有机磷杀虫剂及神经毒

剂对哺乳动物的作用 ［27］，从蚯蚓生存相关的微生物

群落的宏基因组中发现的一种新型的血小板活化因

子乙酰水解酶可能被应用于生物医药业［28］。虽然微

生物来源的酶和生物活性物质在医药业的应用有一

定的难度，但宏基因组学技术对于从未培养微生物

的基因资源中挖掘具有生物医药应用潜力的新基因

有极大帮助［29］。 

2.2 共生菌中功能酶新基因的发现 

共生菌是长期与宿主共同生活，呈相互依赖、

互惠互利的共生关系的一大类群特殊微生物，蕴含

着丰富的基因资源及生态资源，过去长期被忽略，

相关研究也很薄弱。共生菌的生理生化特点因长期

与宿主共同进化更具特色。不少从宿主中分离获得

的生物活性物质的真正生产者是与其共生或附生的

未培养微生物，宏基因组学技术在共生菌基因资源

的开发上具有独特的优势。

植物共生菌通常对植物生长有益，如固氮菌。

通过对植物共生菌，地衣共生菌藻，尤其是农作物

共生菌的宏基因组学研究，可以分析共生菌与植物

之间的作用机制。Sessitsch 等［30］通过对水稻根部

中植物共生细菌或内生真菌的宏基因组序列的分析，

发现内生真菌细胞具有植物聚合物降解酶及蛋白质

分泌系统等，内生真菌可能涉及整个水稻的氮循环。

高质量的内生真菌群体对于植物生长的促进，植物

抗逆性的提高，以及病原菌的生物防治和生物修复

具有重要意义。 

动物体表和体内也存在大量的微生物，利用宏

基因组学技术可以推测微生物的功能酶对动物的影

响。例如，从山羊皮肤表层中发现了碱性蛋白酶［31］，

白蚁的后肠中发现了木聚糖酶和纤维素水解酶等微

生物功能酶基因［32］。研究较为深入的是反刍动物的

瘤胃，瘤胃里存在着一个较复杂的瘤胃微生物生态

系统，由于瘤胃微生物的存在，反刍动物可以连续、

高效地利用低质粗饲料。但是通过纯培养技术仅分

离到占其总量 11% 左右的瘤胃微生物［33］，而宏基

因组学技术绕开了微生物纯培养，研究对象是瘤胃

环境中全部微小生物的遗传物质总和，已经从瘤胃

宏基因组中发现了木聚糖酶、葡萄糖苷酶、复合糖

基水解酶，纤维素酶等瘤胃微生物的功能酶基因，

受到养殖业、饲料业、食品、造纸和纺织业的关注［34］。

2.3 人类宏基因组中功能酶新基因的发现

人体内部或体表有数以万亿的微生物，包括

细菌、古细菌、真菌、寄生虫和病毒等，据估计有

90% 未在实验室条件下被纯培养［35］。“人体微生物

工程” （the human microbiome project，HMP），旨在

描绘与人体内脏、口腔、皮肤、阴道相关的微生物

群落的基因图谱，研究人体宏基因组结构和功能、

相互之间关系、作用规律和与疾病关系［36］。2004 年，

美国国立卫生研究院专门设立“利用宏基因组学研

究口腔微生物”的研究项目，2006 年，正式成立人

类宏基因组计划国际联盟，启动人类宏基因组计划。

在过去的五年里，在微生物与人类健康和疾病相关

性研究方面已经开展了大量的研究［37］。大多数与人

体共生的微生物具有许多独特的生物学功能，这对

于许多疾病发生机理的阐明、新药的研发等都将产

生重大影响［38］。

3 展望
宏基因组学突破了物种界限，将有助于揭示生
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命活动的基本规律，拓展对生命本质的认识。例如，

微生物极端环境的耐受机制、共生菌与宿主互相作用

的特性、生物进化的规律等。随着科技的发展以及

宏基因组学技术的完善，微生物功能酶基因将越来

越广泛的应用于工业、农业、医学等领域，使人类

生产和生活朝着更经济、更环保、更清洁的“绿色”

方向发展。多功能酶是近年来酶学研究的新课题，但

目前还没有多功能酶经过宏基因组学技术筛选获得。

但宏基因组学技术并非完美无缺，还存在着不

少“瓶颈”问题有待解决。例如，现行的环境样品

总基因组 DNA 提取方法对提取的 DNA 的纯度、片

段长度及其代表性的要求还有待提高 ；另外，宏基

因组文库的高通量筛选，尤其是功能驱动的筛选检

出率不高，要做到高通量高效率的筛选仍然是十分

棘手的问题。本实验室经过对环境宏基因组的蛋白

酶、酯酶的相关大量研究，在宏基因组 DNA 的提取

方面已经能够获得一定的成果，但是宏基因组文库

的高通量筛选仍存在一定的难度，文库的构建以及

载体和感受态细胞的选择直接影响功能驱动筛选对

文库的筛选筛出率，而利用设计兼并引物进行的序

列驱动筛选获得了大量不同种属蛋白酶的片段，但

较难获得功能酶基因全长。根据不同的研究目的，

选择不同的文库构建方法和筛选方法会比较成功获

得功能酶新基因。
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