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摘要：宏基因组学是分子生物学技术应用于微生物生态学研究而形成的一个新概念，以环境中未培养微生物为研究对象，通过直接从环境样品中提取全部微生物的DNA，构建宏基因组文库，利用基因组学策略研究环境样品所包含的全部微生物的遗传组成及其群落功能。从1998年提出至今，该项技术已经广泛应用于工业、农业、医学等研究领域。文章在对宏基因组学的概念、研究方法、存在问题的综述基础上提出了相应的解决方法，并指出该技术在环境保护和污染修复中存在潜在的应用价值。利用该技术可以深入了解特定环境中微生物空间分布和动态变化，为环境监测、预警和评价提供理论依据。
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随着微生物学和现代生命科学的迅猛发展，一门新兴的科学技术——宏基因组学(Metagenom- ics)，正日益受到专家学者的重视。由于宏基因组学是一种基于无需预先培养来利用环境样品基因组资源，获得活性物质和功能基因的新技术，因而绕过了菌种纯培养障碍，可直接从自然界获取遗传信息，极大拓宽了微生物资源的利用空间，正成为国际生命科学研究最重要的热点之一，并已在土壤生态环境、海洋生态环境和各种极端环境中开展应用。截至2006年，36个环境基因组项目完成或正在进行中。笔者目前正从事环境污染治理及环境与能源微生物的研究，尤其关注利用宏基因组学技术挖掘新物种和新基因，意图在微生物防控污染和能源效应机理方面有所突破。结合自身研究，本文将对宏基因组技术的原理、技术要点及其在环境保护和污染修复中的应用展开论述。
1  宏基因组技术原理

宏基因组(Metagenome)的概念是1998年由美国威斯康星大学的Handelsman教授[1]提出的，最初用来定义土壤细菌的混合基因组，现在则指生境中全部微小生物遗传物质的总和，且主要针对环境样品中细菌和真菌的基因组总和，也称元基因组、环境基因组[2]。其研究策略是直接提取环境中的总DNA，经纯化后部分酶切，再连接到合适的载体上，转化宿主菌，形成一个重组DNA文库。通过功能检测和序列分析等多种手段对获得的克隆子进行筛选，得到目的产物(图1)。因此，宏基因组技术涉及环境样品总DNA的提取、纯化，载体、宿主菌的选择和文库筛选策略多等方面内容，每一部分都对该技术的成功应用产生直接的影响。

1.1  环境样本总DNA提取和纯化

获得高质量环境样品中的混合基因组DNA是宏基因组技术的关键步骤。环境样品含有大量理化性质复杂的有机和无机颗粒，微生物仅为其中很小的一部分，且细胞通常紧密吸附于颗粒表面，因此，既要尽可能地完全抽提出样品中DNA，又要保持其较大的片段以获得完整的目的基因或基因簇，技术水平要求甚高。

尽管如此，科学家们还是摸索出两大类提取方法。一类是原位裂解法，将样品经机械珠打、超声破碎等各种预处理后，直接悬浮在裂解缓冲液中处理，继而抽提纯化。此法操作简单、DNA提取效率高，但由于机械剪切力大，导致DNA片段较小(1-50 kb)且多为平端，不利于建库。另一类是异位裂解法，即先采用物理方法将微生物细胞从样品中分离出来，然后用较温和的方法抽提DNA，如尼可登介质密度梯度离心分离细胞、低熔点琼脂糖裂解DNA、脉冲场凝胶电泳回收DNA。该法适合于提取较高纯度的大片段DNA (20-500 kb)，但操作繁琐，成本高，前分离过程还会造成一些微生物细胞的丢失，温和条件下细胞壁较厚的微生物DNA不易抽提，因此所获得的DNA产率比原位裂解法少10-100倍[3]。研究学者在综合两者优点基础上，试验了多种提取方法，王潇波[4]等分别用研磨/冻融、SDS/蛋白酶K热处理等方法提取了常规土壤、造纸厂污染土壤、温泉水域的环境样品DNA，获得了较高纯度DNA。Fredricks[5]等试验了6种不同的真菌DNA提取方法，并对各种提取方法进行了系统比较。
此外，环境中一些金属离子、土壤中腐殖酸、各种抑制剂等物质，会强烈抑制分子操作过程中酶的活性，进而影响DNA酶切、转化、PCR扩增等操作，必须尽量去除。因此，建立环境样品DNA的纯化方法也是在分子水平上研究未培养微生物的一个关键因素。
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图1  宏基因组方法技术路线图

Fig. 1  Technical route of metagenomic research

1.2  载体选择
载体在宏基因组技术中具有重要地位，基因组或基因簇能否有效转入宿主细胞并高效表达，很大程度上取决于载体的合适选择。常用载体有质粒(Plasmid)、细菌人工染色体(Bacterial artificial chromosome, BAC)、柯斯黏粒(Cosmid)、福斯黏粒(Fosmid)等，此外还有噬菌体P1克隆系统(P1-clone)、由P1衍生的人工染色体(P1-derived artificial chromosome, PAC)、酵母人工染色体(Yeast artificial chromosomes, YAC)和哺乳动物人工染色体(Mammalian artificial chromosome, MAC)等。选择时主要依据目的基因大小、是否有利于目的基因的扩增、表达及在筛选细胞活性物质时表达量的调控等。质粒载体适合插入小片段(<10 kb)基因[6]，而很多微生物产生的活性物质，其代谢途径由多基因簇调控，DNA片段较大，此时可以采用Cosmid、BAC、P1、或者PAC载体。一般Cosmid DNA文库平均插入片段为35-45 kb[6]，BAC文库插入片段为200 kb[7]，前者克隆效率高，后者低，但已经有成熟的产品面世，如EPICENTRE公司的一系列BAC载体及配套试剂盒，使用方便。Rondon等[8]和Entcheva等[7]分别用BAC载体和Cosmid载体构建了插入片段大于50 kb和平均30 kb的宏基因组文库。茅云翔等[9]构建了节旋藻(Arthrospira maxima) Fosmid文库，从中筛查节旋藻功能基因。PAC是综合了BAC和P1优点的克隆体系，操作较P1简单。YAC载体可以克隆大于250 kb的目的基因，一般只由专门公司完成。MAC载体用来构建哺乳动物的基因组文库。表1是几种常见载体的比较。
表1  各种克隆载体的比较
Table 1  Comparison of different clone vectors

	Cloning vectors
	Size of insert segments(kb)
	Vector structure
	Expression hosts
	Transform methods

	λ phage
	24
	linear 
	Escherichia coli
	transduction

	cosmid, fosmid
	35~45
	circular
	Escherichia coli
	transduction

	P1-clone
	70~100
	circular
	Escherichia coli
	transduction

	BAC
	120~300
	circular
	Escherichia coli
	transformation

	PAC
	100~300
	circular
	Escherichia coli
	transformation

	YAC
	250~2000
	linear
	Saccharomyces
	transformation

	MAC
	>1000
	linear
	Mammalia
	transformation


综上，各类载体都有优点和不足之处，研究中应根据具体情况适意选择，并不断挖掘新的克隆载体。此外，无论构建何种载体文库，都无法回避载体是否能最大程度地涵盖样本中所有微生物有机体的问题。据报道[10]，如果所构建的文库要最大程度的反映土壤样品中稀少微生物(<1%)基因组的存在，则文库必须包含1000 Gb DNA，目前所报道的文库远没有达到这一水平，但我们仍然可以从中获取各种有价值的环境信息。

1.3  宿主菌选择
目的基因连接载体后须转化宿主菌株，才能进行阳性克隆子筛选，从而获得各种酶和生物活性物质。因此，宿主菌的选择是重组基因高效克隆或表达的前提之一，选择时着重考虑转化效率、重组载体在宿主细胞中的表达性、稳定性等因素。目前大肠杆菌(Escherichia coli)是应用最广泛的宿主，其遗传背景清楚、生长特性良好、相关的基因操作工具成熟。然而由于E. coli的原核性，很多真核生物基因不能在其中表达出具有生物活性的功能蛋白，加之有的基因表达产物对宿主生长有抑制或毒害作用、表达产物无法分泌到细胞外等问题的存在，也限制了微生物基因资源的利用空间和宏基因组学的进步，使得发展和建立新的替代宿主系统成为必然[11]。
目前发现的抗生素70%均来源于放线菌，如果以寻找抗菌类活性物质为目标，选择链霉菌(Streptomyces sp.)为宿主较理想。按照这个思路，不同活性物质取自不同微生物类群，理论上增加宿主种类就能获得更多的目标产物。2000年，加拿大TerraGen Discovery公司首次从以链霉菌为宿主构建的土壤宏基因组文库中筛选到5种新的具抗菌活性的小分子物质Terragigine A-E[12]。Martinez[13]等选用BAC载体分别转入大肠杆菌、变铅青链霉菌(S. lividans)、恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)，发现这3种宿主表达编码不同化学小分子基因簇的能力各不相同。2003年Courtois等[14]进行了聚酮合成酶基因簇在不同宿主中的活性试验，发现重组粘粒a8E12可以在大肠杆菌中表现抗卡那霉素活性，而在链霉菌中不表现，说明采用多种不同宿主可以提高外源基因表达出不同活性物质的几率。

目前科学家已经开发出链霉菌、假单胞菌、芽孢杆菌(Bacillus sp.)、酵母菌(Saccharomyces sp.)等宿主菌，此外还有曲霉(Aspergillus sp.)、粘细菌(Myxobacteria sp.)、分支杆菌(Mycobacterium sp.)以及植物等[15-17]。由于这些宿主的遗传背景还不是很清楚，基因操作中存在诸多问题，目前应用并不多。相信随着技术不断成熟和新宿主菌的开发，基因筛选效率将会大大提高，从而检测到更多我们感兴趣的功能基因或基因簇，开发出新的活性物质。
1.4  宏基因组文库筛选
构建宏基因组文库是为了获得其中丰富的基因资源，挖掘新生物活性物质。由于环境样品中微生物种类数量众多，文库容量大且复杂，如何有效筛选功能基因，是一项值得不断探索的研究。目前已有的筛选方案主要有4种：功能驱动筛选(Function-driven screening)、序列驱动筛选(Sequence-driven screening)、化合物结构筛选(Compound configuration screening)和底物诱导基因表达筛选(Substrate-induced gene-expression screening, SIGEX)。 

功能驱动筛选采用各种活性检测手段，通过检测重组子的特定功能，从而获得阳性克隆和相应的基因或蛋白，是一个基于活性测定为基础的方法。如在各种选择性培养基上通过可见性状筛选到的裂解酶[18]、淀粉酶[19]、抗生素抗性基因[20]及抗菌活性的克隆子[21]等，灵敏度高。功能驱动法还可以通过基于异源基因的宿主菌株与其突变体在选择性条件下功能互补特性进行筛选，如Daniel[22]从一缺陷型大肠杆菌为宿主建立的一个土壤宏基因组文库中筛选出了与Na+/H+反向转运通道有关的两个新基因。由此可见，此方法可以快速鉴别有开发潜力的克隆子并获得全长基因，在新药的开发上功效显著，同时在农业、工业上也有一定用途。但受表达宿主和检测手段的局限，功能驱动筛选所需工作量大，筛选频率较低。Majemik[23]等从1480000个基因组克隆中只筛选到2个Na+/K+反向转运蛋白基因。因此操作时应注意选择合适的宿主系统，优化筛选方法，才能加快对新生物活性物质的发掘利用工作。
序列驱动筛选以序列相似性为基础，根据已知相关功能基因的保守序列设计杂交探针或PCR引物，通过杂交或PCR扩增筛选阳性克隆。生物信息学的发展和基因库(GenBank)不断扩大为该方法提供了丰富资源，焦磷酸测序(Pyrosequencing)[24]、皮升(Picolitre)级反应器[25]、鸟枪法测序(Shotgun sequencing)[26]等新测序技术出现，也为该方法提供了多种研究手段。目前最大的一个宏基因组测序项目是Venter[27]等对Sargasso海域的微生物基因组文库的研究，已经测定了10亿碱基对序列，注释了约120万个新基因。Knietsch等[28]根据所有已知脱水酶基因的保守序列设计了一对兼并PCR引物扩增宏基因组DNA，所得产物制作探针与宏基因组文库杂交，筛到2个具有高活性甘油脱水酶和1, 3-丙二醇脱水酶的克隆子。与功能筛选相比，该法不受宿主菌限制，但必须对相关基因序列有一定了解，因此难以发现全新的活性物质和获得全序列，但有可能筛选到某一类结构或功能的蛋白质中的新分子，且利用基因芯片技术[29]、基因盒系统[30]、荧光原位杂交技术(Fluorescent in situ hybridization, FISH)[31]和微阵列技术(Microarray)[32]还可大大提高筛选效率，并有望获得全长序列。
化合物结构筛选是根据一定条件下，不同结构的物质在色谱中呈现不同的峰值，通过比较转入和未转入外源基因的宿主细胞或发酵液抽提物的色谱图，筛选产生新结构化合物克隆子的方法。Wang等[12]在以链霉菌为宿主构建的宏基因组文库中，对克隆子和对照宿主的细胞抽提物的高压液相色谱图谱进行比较，从1020个克隆子中发现了2个产生新结构化合物的克隆子，用乙酸乙酯抽提细胞提取物并进一步纯化分析，获得了Terragine A-E五种全新的小分子物质。这种筛选方法可以直接筛选到新结构化合物，但不一定有生物活性，工作量大，成本高。
Watanabe研究小组首次提出底物诱导基因表达筛选，该法用于筛选某些受底物或代谢酶诱导的靶标基因。如对含152000个克隆的环境微生物基因组文库进行SIGEX分析，以苯甲酸盐为底物诱导分离出33个克隆，以萘为底物诱导得到2个克隆。为了提高SIGEX的产率，Uchiyama[33]构建了一个以p18GFP为载体的环境微生物基因组文库，克隆位点将lac启动子和绿色荧光蛋白基因(gfp)结构基因分开，运用异丙基-β-D硫代半乳糖苷(IPTG)分离自连接的阴性克隆和连接有外源基因的阳性克隆，然后向培养基中添加诱导代谢相关基因表达的底物，最后从平板上分离gfp基因表达的克隆子，使用荧光激活细胞分离仪(Fluorescence-activated cell sorting, FACS)进行检测分离。该方法对设备要求较高，并且分解代谢基因和连接gfp基因翻译过程中有大量转化终止情况存在，导致阳性克隆被误检，因此不能用于含有大片段外源基因的环境样品基因组文库筛选，此外还不能利用不能进入细胞质的底物，如淀粉酶、蛋白酶、脂肪、纤维素酶和木聚糖酶等，而这些酶在工业上有重要用途。de Lorenzo[34]在评价该方法时认为，有些基因可以本底水平表达，不需要底物诱导，并且还可能受其他因子诱导，SIGEX法会导致漏检。考虑到宏基因组文库所含的大量基因中必然有一些是可以诱导的，并且该法在检测新基因时灵敏度高、省时省力，无需底物修饰，因此SIGEX仍不失为一种有效的筛选方法，尤其适合工业应用[35]。
以上几种筛选方法各有优缺点，为了获得更多信息，Rondon[8]等同时用功能分析和序列分析两种方法筛选基因库中新的活性物质。因此互相补充、巧妙结合将会大大提高宏基因组文库的筛选效率。
2  宏基因组学在环境保护和污染修复中的应用

生物修复(Bioremediation)是近年来发展起来的利用细菌、真菌甚至高等植物以及细胞游离酶的自然代谢过程清除和治理环境污染的生物工程技术，其主要采用诸如提高通气效率、补充营养，投加优良菌种，利用生物特有的分解有毒有害物质的能力，去除污染环境如土壤中的污染物，达到治埋环境污染的目的。宏基因组学应用之初是为了开发和利用那些不可培养微生物资源，筛选新的生物活性物质和功能基因。随着生命科学的迅速发展，它正逐渐渗透到农业、工业、食品、医药、能源和环境等各个领域。其中，应用于环境保护和污染修复的宏基因学方法，已显示出传统环保技术不可比拟的优越性。
2.1  挖掘降解基因和功能菌株，进行生物修复
很多研究已经证实，环境中可培养的微生物仅占微生物总量的1%~10%[36-37]，仅仅依靠这部分资源来探索广袤的微生物世界是远远不够的，严重制约了新基因、新物种的发掘。宏基因组学通过直接靶向从环境样品中提取和克隆出的基因组DNA，提供了一种从自然界直接获取遗传信息的方法，理论上我们可以获得任何序列的基因或功能，也可以由此合成新物质，或发现新的生物物种。最著名的例子是Venter[27]从Sargasso海域获得了约120万个新基因和148种未知微生物。此外，脂酶[14]、几丁质酶[38]、膜蛋白[20]以及一些编码生物素合成途径的酶基因[39]等都是通过宏基因组文库的方法获得，极大的方便了人们的生产、生活和医疗需要。按照这个思路，利用宏基因组技术筛选鉴定降解污染物的功能基因和菌株，运用于生物修复，也必将获得巨大收益。
自然界许多污染发生在河流、湖泊、地下水、海洋、高山和极地等低温环境中，常规使用的微生物多生活于常温或高温环境中，最适温度30℃以上，对上述地区的污染物降解和转化不起作用，因此，如能利用宏基因组技术，筛选一些低温条件下具较高生物活性的微生物开展污染修复，将对占地表绝大部分的广大寒冷地域环境治理具有重要意义。目前已有一些低温菌应用于生物修复的报道，如海洋中石油降解[40]、生活污水[41]和重金属低温修复[42]等。同样，在高温、酸碱、盐域等极端环境中存在着大量传统培养方法难以再现的特殊微生物，通过宏基因组学技术不仅可以发掘这些新物种，而且有助于了解其耐受机理，帮助极端环境的污染修复。
目前环境科学研究中最活跃的领域之一就是运用遗传工程手段，把从宏基因组中分离的重要基因元件组编成具有其他活性成分、或可降解污染物功能的基因簇，以替代原有不易降解化合物，或直接降解环境中石油烃、有毒有害化合物、重金属等。邓旭等[43]以大肠杆菌JM l09为宿主，通过DNA质粒转化得到一株基因工程菌，该菌可富集废水中的汞离子。Chakrabayty[44]采用基因工程手段，在同一菌株中同时植入CAM、OCT、SAL和NAH 4种假单胞菌的降解质粒，得到的工程菌能同时降解脂肪烃、芳烃、萜和多环芳烃，几小时内即可降解自然菌种需1年才能降解的水上浮油。再如，除草剂降解基因工程菌、木质素降解基因工程菌、细菌杀虫剂、多糖降解基因工程菌等，都是基因工程技术在环境污染治理中的具体应用。目前已发现微生物具有降解农药、塑料、多氯联苯、多环芳烃、石油烃、染料和酚类化合物等多种有机污染物的功能及相关基因，可以进行污染水体、海洋、土壤等多种环境的生物修复。此外，通过转基因植物进行的植物修复，也必将在环境治理中发挥作用。今后研究中如能将宏基因组技术与同位素标记、富集培养技术结合使用，会提高目标基因在基因组中出现频率，从而构建出更多工程菌，将对解决各类结构复杂、难于降解的污染物的处理和环境保护产生积极作用。需要指出的是，基因工程菌必须对其功能稳定性、遗传稳定性和生态学安全性进行跟踪考察，经过严格的鉴定之后方可用应用。
总之，宏基因技术有助于人们寻找到新的功能微生物和基因，按照需要构建出降解效率高、降解范围广和表达稳定的新菌株，在环境污染修复中发挥重大作用。
2.2  分析微生物种群多样性，监测和评价环境健康
生物多样性及其变化一直是全球环境变化研究的重要内容之一，研究微生物种群多样性和群落结构，已成为现代环境监测和评价的重要手段。宏基因组技术可以了解环境样品中微生物多样性，分析其群落结构，同时，运用宏基因组技术中总DNA提取方法的微生态学研究，有助于了解微生物与受污染环境的互作关系，产生指示环境污染程度的信息，同样达到监控和评价环境的目的。Treusch[45]等从沙地生态系统和森林土壤中提取DNA，构建了3个大片断Fosmid基因文库，揭示了古细菌多样性。在通过多样性分析检测环境中的致病菌和指示微生物方面，刘文佐等[46]结合变性梯度凝胶电泳(Denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE)与16S rDNA技术，研究了台湾省中央大学校园、污水处理厂曝气池上空和垃圾场3种场所的环境空气中微生物种群和多样性。黄立南等[47]用扩增性rDNA限制性酶切片段分析(Amplified rDNA restriction analysis, ARDRA)法，对广州市北郊的李坑垃圾填埋场渗滤液中古细菌群落进行分析，初步获得了有关垃圾填埋内部古细菌群落的结构及多样性的信息。
越来越多的研究证实，环境变化会对生物物种产生影响，并且处于隔离状态的单一物种对环境变化所作出的响应与存在各类互作关系时的结果迥然不同。只有在基因组水平上深入研究环境胁迫因子与微生物种群群落的组成关系，才能真正搞清生物、环境和生态之间复杂的作用关系的微生物种群，还可了解其空间分布和动态变化，为环境监测、预警和评价提供理论依据。
3  展望
Whitman等[48]认为海洋、土壤、海底淤泥及地表下微生物丰度分别为1.2×1029、2.6×1029、3.5×1030和(0.25~2.5)×1030，因此环境总DNA中包含的不同物种的基因资源将是一个非常惊人的数字，昭示了宏基因组技术的广阔发展前景。应用该技术可以有效地从环境中分离新的基因、化合物和生物催化剂；所构建的工程菌可用于处理各种复杂污染物，是非常有前景的降解酶系基因筛选方法；所获取的多样性信息可以在废水处理的各种反应器系统、污染物降解过程中微生物的作用和调控、营养物循环和富营养作用的微生物生态、微生物对环境和气候的监测等研究中发挥作用。但是，作为一项极具应用前景的新技术，仍然还有许多技术难点亟待解决，特别是高含量、高质量DNA的获得和表达宿主的选择是影响整个技术普及和应用的关键问题。另外，宏基因组学研究涉及领域广、工作量巨大，单个人员或实验室很难建立起所有环境样本的取样、建库、筛选等一系列方法体系，或在短期内获得环境样品基因库中的所有靶标。因此，如能整合建立起各种环境样品宏基因组信息的共享数据库，同时加强与分子生物学、计算机科学、生物信息学等学科的交叉融合，相信宏基因组学技术必将在未来环境污染治理和修复研究领域中发挥更大的作用。
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Metagenomic technology and its application in environmental 
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Abstract: Metagenomics is a new field combining molecular biology and genetics in microbial ecology. Metagenomics is employed as a means of systematically investigating, classifying, and manipulating the entire genetic material isolated from environmental samples. This is a multi-step process that relies on the efficiency of four main steps, which consists of (i) direct isolation of genetic material from environmental sample, (ii) manipulation of the genetic material, (iii) library construction, and (iv) analysis of genetic material in the metagenomic library. Metagenomics has been applied to industry, agriculture and medicine from 1998. In this paper, we summarized the concepts, methodologies, deficiency and amendment of metagenomic technology, especially the potential application in environmental protection and bioremediation. Employing metagenomic technology, we can find out the spatial distribution and spatio-temporal dynamics of microorganisms in specific environment, which provides theoretical foundation for environmental monitoring, early warning and environmental assessment.
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