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摘要　环境中微生物的群落结构及多样性和微生物的功能及代谢机理是微生物生态学的研究热
点，长期以来，由于受到研究技术的限制，对微生物的群落结构和多样性的认识还不全面，微生物

的功能及代谢机理方面了解也很少。随着高通量测序、基因芯片等新技术的不断更新，微生物分

子生态学的研究方法和研究途径也在不断变化。高通量测序技术改变了微生物多样性、宏基因

组学和宏转录组学的研究方法，ＧｅｏＣｈｉｐ高密度覆盖海量已知功能的基因探针于单张芯片，能快
速确定微生物和已知功能基因的存在与否。总结和比较了目前最新的研究手段，并归纳了这些

方法的适用性和优缺点。
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　　微生物生态学（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｃｏｌｏｇｙ）是指特定生境

中，微生物与其他生物和非生物环境相互作用及规律

的学科。环境中微生物的群落结构及多样性和微生物

的功能及代谢机理一向是微生物生态学的研究热点。

传统的纯培养法（ｃｕｌｔｕｒｅｄｅｐｅｄｅｎｔ）经历了百余年的发

展和完善，从环境中直接分离鉴定菌种方面的科研工

作已经接近极限［１］，然而现代分子生物学证实大多数

的微生物依然没有得到纯培养，以至于长期以来对未

分离微生物的了解很少［２］，它们的功能和代谢方面的

研究也因此受到很大的限制［３］。目前常见的微生物分

子生态学的研究方法有：基于 ＰＣＲ的构建克隆文库方

法、变性／温度梯度凝胶电泳（Ｄｅｎａｔｕｒｅ／Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＧｒａｄｉｅｎｔＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ／ＴＧＧＥ）、随机引物

扩增产物多态性分析（ＲａｎｄｏｍＡｍｐｌｉｆｉｅｄＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ＤＮＡ，ＲＡＰＤ）、末端限制性长度多态性（Ｔｅｒｍｉｎａｌ

ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＴＲＦＬＰ）及

荧光原位杂交 （ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｓｉｔｕＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）

等，这些方法克服传统微生物学分离培养方法的不足，

从分子水平反映环境中微生物多样性和群落结构，在

微生物学的研究中取得了较为广泛的应用。

　　近几年，随着分子生物学发展，尤其是以新一代测

序技术、Ｇｅｏｃｈｉｐ等高通量技术的研发及应用和传统实

验方法的改进优化，为微生物分子生态学的研究方法、

研究策略注入了新的力量，本文就微生物分子生态学

研究方法的新进展展开叙述，并对这些方法进行简要

的评价。

１　利用高通量测序技术的微生物分子生态
学研究方法

　　ＤＮＡ测序技术已经广泛应用于生物学研究的各个

领域，很多生物学问题都需要借助于 ＤＮＡ测序技术，

在微生物分子生态学的研究中进行序列的测定更是非

常重要的一步。以大规模平行测序平台（ｍａｓｓｉｖｅｌｙ

ｐａｒａｌｌｅｌＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍ）［４５］完成高通量测序的

新一代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）

具有产出通量高［６］，费用低廉［７］，测序过程基本由机器

完成等优点。目前高通量测序平台以 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的

Ｓｏｌｅｘａ，ＡＢＩ公司的ＳＯＬｉｄ，和 Ｒｏｃｈｅ公司的４５４技术应

用最为广泛。Ｒｏｃｈｅ４５４最大优点是测序单序列读长

长（目前升级后的ＧＳＦＬＸ＋最长可达到１０００ｂｐ），测序

结果不经过拼接就能进行一定的微生物分子生态学的

分析；Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序技术单次测序获得的数据量大，产

生高覆盖率的测序量所需费用低，可检测到更多低丰

度的转录本，在对已知基因组序列的物种测序分析更
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具优势；ＳＯＬｉＤ基于双碱基编码系统的纠错能力以及较

高的测序通量，适合转录本研究以及比较基因组学特

别是ＳＮＰ检测等，但是测序片段长度太短；其中，目前
在微生物分子生态学中应用最多的是Ｒｏｃｈｅ４５４测序。
高通量测序技术的出现与应用，改变了在微生物多样

性、宏基因组和宏转录组等方面研究的基本策略，简化

了研究步骤，缩短了研究周期，同时得到的数据更加丰

富［４，８］。

１．１　利用高通量测序进行微生物多样性的研究
　　１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ基因、核糖体内转录间隔区
（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）等兼具保守和高变特

性的序列，是微生物生物多样性的研究常用的理想指

针序列［９］，对提取的总 ＤＮＡ进行１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ基因、
ＩＴＳ扩增，扩增后的不同的序列就代表不同的物种，然
后构建特征基因片段文库，再测序分析，但是这种方法

非常繁琐，为了简便流程，对ＰＣＲ的产物通过特定限制
性内切酶酶切（如 ＴＲＦＬＰ）、随机引物扩增 （如

ＲＡＰＤ）、变性梯度电泳（如ＤＧＧＥ）等方法，也能够达到
对ＰＣＲ出来的特异片段进行间接的“分离”，但是这些
方法以破坏特异片段的完整为代价，所以结果的准确

性有所降低。

　　高通量测序可以进行大规模平行测序，可以同时
对众多序列片段进行测序且互不干扰［５］，这种不经过

人为的分离，就能得到混杂在一块的多条核酸片段序

列的测序方法，非常适用于对１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ基因、ＩＴＳ
的ＰＣＲ产物的测序，特别是 Ｒｏｃｈｅ４５４测序平台测序
读长比ｒＲＮＡ基因的特定高变区或ＩＴＳ的区域长，因此
４５４测序在微生物多样性的研究中应用很广［１０］。高通

量测序不需要传统的基因克隆这一步骤，可以避免在

ＰＣＲ 过 程 中 产 生 的 异 源 双 链 核 酸 分 子

（ｈｅｔｅｒｏｄｕｐｌｅｘｅｓ）［１１］在载入载体进行克隆时，由于大肠
杆菌宿主的修复而产生本来并不存在序列造成的分析

结果放大。此外，结合ＢａｒｃｏｄｅｄＰＣＲ［１２］，即在普通ＰＣＲ
引物５′端标记一段区分不同样品的核苷酸序列，就可
以在一次测序运行中实现大规模多样本同时测序，进

而进行样本间比较分析。目前高通量测序广泛应用于

土壤、海洋、活性污泥、矿井、人体肠道和发酵食品中的

微生物群落结构及多样性的研究中［１３］。

　　由高通量测序带来的微生物多样性研究方法的变

革，产生了前所未有的实验数据，一些微量微生物也渐

渐被人类所检测，在诸多领域的微生物多样性的研究

方面有了不少新的发现。例如２００６年，Ｓｏｇｉｎ等［１４］采

用４５４测序法检测深海中微生物多样性的研究结果表

明，北大西洋海底和热泉中的微生物总量要比以前了

解的高１０～１００倍，多样性也要复杂了很多；２０１１年，
Ｊａｅｎｉｃｋｅ等［１５］把４５４测序用于分析沼气发酵罐中微生
物的多样性，“意外”发现了 Ｓｔｅｒｐｔｏｃｏｃｃｕｓ，Ｇｅｌｒｉａ等属菌
的存在；２０１１年，Ｚｈａｎｇ等［１６］用４５４测序法和克隆文库
法分别确定了用于降解喹啉的生物反应器中的微生物

菌群组成，研究表明用克隆文库法获得的 ＯＴＵｓ

（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ）在高通量测序的数据中
都有所体现，但是却有高通量测序所产生的ＯＴＵｓ在克
隆文库中并没有完全体现，说明利用高通量测序研究

１６ＳｒＲＮＡ基因的高变区在检测细菌多样性得到的结果

更为全面。

　　结合 ＢａｒｃｏｄｅｄＰＣＲ，不同环境之间的微生物群落
的比较及某一环境微生物多样性的动态变化可以在同

等测序条件下完成，可以减少实验中人为因素导致的

偶然误差。２００９年，Ｔｕｒｎｂａｕｇｈ等［１７］运用 ４５４技术对
１５４例肥胖和非肥胖的双胞胎肠道菌群进行１６ＳｒＲＮＡ
基因的Ｖ２和Ｖ６区测序，结果发现肠道菌群在组成的
个体差异性非常大，肥胖人群的肠道菌群在多样性上

低于非肥胖人群，这为以后相关医学方面的研究提供

了更加准确的理论支持。２０１２年，Ａｌｅｇｒíａ等［１８］利用

４５４确定在奶酪发酵过程中的菌群变化；２０１１年，Ｃｈｅｎ
等［１９］对三处不同区域的珊瑚礁进行１０个月的跟踪采
样，以此来检测寄居在珊瑚上面的两种最主要微生物

协作者，细菌和海藻共生体的组成变化；上海交通大学

赵立平实验室利用高通量测序来检测和监控肠道微生

物的菌群结构，分析肠道微生物群落与疾病可能具有

的关系［２０２３］，通过诱导小鼠癌变，检测小鼠在癌变发生

的进程中微生物的群落结构的变化，发现一些体内含

有大量的异常隐窝灶（ａｂｅｒｒａｎｔｃｒｙｐｔｆｏｃｉ，ＡＣＦ）但是在
整体上表现为健康的小鼠的肠道内菌群结构与对照组

有明显的不同，从而为癌症的预防和前期诊断提供一

个思路［２０］，还通过对５６位健康人体与４６位患有结肠
直肠癌患者肠道内的细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的 Ｖ３区测

序，发现丁酸生产菌（ｂｕｔｙｒａｔｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ）的减
少和条件致病菌（ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｓ）的增加是人类
结肠直肠癌患者肠道内菌群的一个显著特征［２２］，这些

肠道内的微生物分子生态学的研究对于认识、预防和

治疗疾病方面的进一步研究都有很重要的指导意义。

　　基于高通量测序的微生物多样性分析方法也有不

足，由于其测序的样本是 ＰＣＲ扩增后的产物，而 ＰＣＲ

２１１
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过程所用的“通用引物”并不能对所有微生物进行等效

扩增，有的微生物并没有扩增出来［２４］，在某些具有简并

引物的ＰＣＲ扩增中更加倾向于扩增包含 Ｇ或者 Ｃ的
简并位点［２５］，这些原因的存在可能导致分析结果在一

定程度上的失真。

１．２　利用高通量测序进行宏基因组学的研究
　　宏基因组（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ）是指生境中全部微生物遗
传物质的总和［２６］，在高通量测序出现之前，其主要研究

过程包括提取样品中的微生物总 ＤＮＡ；构建宏基因组
文库；目标基因的筛选和序列分析等过程［２７］，进行的测

序过程采用繁琐的传统 ｓａｎｇｅｒ测序技术。由于需要有

大量的数据才能保证所得出结论的全面和客观，在高

通量测序出现以前，这种研究方法由于成本太高，在研

究中的应用极其有限［２８］。随着高通量测序的出现，可

以直接对提取的总 ＤＮＡ进行测序，得到特定环境中宏
基因组序列，这些序列即包括用于微生物鉴定的特征

序列，还包括一些编码功能蛋白的功能基因序列，通过

比对相关数据库不仅能得到微生物多样性和丰度的信

息，同时还可以对微生物的功能和代谢方面进行分析

研究。

　　利用高通量测序研究宏基因组学的步骤包括：提

取样品中微生物总ＤＮＡ；进行高通量测序；数据统计和
生物信息学分析。在过去的几年中，宏基因组学的研

究呈越来越多的趋势。２０１１年，Ｊｕｎｇ等［２９］利用４５４ＧＳ
ＦＬＸＴｉｔａｎｉｕｍ系统对发酵过程中的泡菜进行动态宏基
因组测序，将测序结果对比 ＲＤＰⅡ数据库，有０．１７到

０．６７％的序列可以认为是１６ＳｒＲＮＡ基因的序列，并以
此分析泡菜中的菌群结构；平均有４５．０９％的序列可以
同ＳＥＥＤ功能分类的数据库相匹配进而进行功能注释
分析。２０１１年，华大基因的研究人员 Ｑｉｎ等［３０］利用基

于ｉｌｌｕｍｉｎａ的测序方法对１２４个欧洲人的排泄物进行
人体肠道微生物的宏基因组测序，得到５７６７亿个碱基

序列，通过基因注释得到 ３２９９８２２个开放阅读框
（ＯＲＦｓ），研究估计人肠道中存在约１０００到１１５０种细
菌，平均每个体内约含有１６０种优势菌种，并且这些细
菌是绝大部分个体所共有的。２０１１年，Ｄｕｒｓｏ等［３１］对

牛粪便中的微生物进行宏基因组测序，共得到２７３９６０

条序列，其中有１００９４５条序列可以与 ＳＥＥＤ的蛋白质
数据库相匹配，并主要对相关毒性及耐药性有关的功

能基因进行分析，从而对畜牧业及食品安全生产方面

提供指导。

　　高通量测序为宏基因组学研究打开了新的大门。

但是，宏基因组学的研究方法也具有自身局限性，在宏

基因组中ｒＲＮＡ基因所占有的比例很低（现有的研究表
明有关 ｒＲＮＡ基因序列不到１％），需要进行较为深度
的测序才能得到较为完整的微生物多样性信息，但是

深度的测序又为数据分析带来了新的挑战；同时，宏基

因组学以 ＤＮＡ为研究对象，所得到的功能分析结果只
能说明其具有某种功能基因的存在，并不能对相关基

因是否表达及表达程度给出明确的结论。

１．３　利用高通量测序技术进行宏转录组学的研究

　　宏转录组（Ｍｅｔａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ）即指特定环境、特定
时期、特定状态下群体细胞转录的所有 ＲＮＡ（包括
ｍＲＮＡ和非编码ＲＮＡ）的类型及拷贝数。宏转录组学
能将特定条件下的生物群落及其功能联系到一起，对

群落整体进行各种相关功能的研究［３２］。２００５年
Ｐｏｒｅｔｓｋｙ等［３３］对水体浮游细菌群落中的 ｍＲＮＡ构建了
克隆文库和测序，明确指出通过环境中宏转录组的分

析是了解环境微生物群落及其功能基因的极为有力的

工具。

　　利用高通量测序研究宏基因组学包括：提取样品
中微生物总ＲＮＡ；总ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ；进行高通量
测序和生物信息学分析。而宏转录组学的研究对象为

正在进行代谢的 ＲＮＡ，方法目的更加明确。在总 ＲＮＡ
中大部分是 ｒＲＮＡ，利用 ｒＲＮＡ进行的微生物的群落结
构和多样性分析，还可以说明微生物的活力大小，由于

ｍＲＮＡ是蛋白质翻译的模板，ｍＲＮＡ可以直接代表这些

微生物正在进行的代谢过程，可以利用 ｍＲＮＡ进行功
能分析，所需要的测序量也相对较少，需要克服的主要

问题是在某些环境中提取总 ＲＮＡ的过程需要极为小
心，同时ｍＲＮＡ只占到总 ＲＮＡ１％ ～５％，还极易降解，

所以在进行宏转录组操作的时候一般要对ｍＲＮＡ进行
富集［３４］。

　　高通量测序的出现极大地加速了宏转录组学的研
究，现已广泛应用于海洋［３５］、土壤［３６］、人体及动物肠

道［３７３８］等环境中的微生物群落结构和多样性分析，并

对代谢功能等方面进行了较为系统的研究。在代谢比

较复杂的发酵样品中，Ｚａｋｒｚｅｗｓｋｉ等［３９］使用 ＧＳＦＬＸ系
统对生产规模的生物沼气池采样进行宏转录组高通量

测序，研究发现有较多的广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔ）、厚壁
菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）微生物的存在；通过 ｍＲＮＡ序列比对
数据库，发现有编码水解酶、酸化酶、醋酸化酶和产甲

烷酶的基因片段，进而构建产甲烷菌群的代谢途径，并

认为在以后的生产中可以利用对微生物群落的监控以
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达到对生产过程中的沼气关键代谢的监控。利用宏转

录组高通量测序所研究的是微生物正在进行的代谢过

程，得到的微生物多样性还能比较好地说明微生物的

活力大小，进行的功能分析可以说明这种功能已经表

达及分析表达量的多少，随着总 ＲＮＡ（特别是 ｍＲＮＡ）

在某些环境中不容易提取这一难题的进一步解决，宏

转录组的研究将会在越来越多的环境中展开。

２　利用基因芯片新技术的微生物分子生态
学研究方法

　　高通量测序的的出现使得基因芯片的市场受到了
不小的影响，甚至有人断言基因芯片会因此退出历史

的舞台，但是高通量测序也并非完美［４０］，比如，读长偏

短、仪器设备昂贵、后期数据处理复杂等也是其不足之

处。而基因芯片在芯片制备后，实验费用低，而且不需

要花费大量时间进行数据处理［４１］，有些对特定功能基

因或种群的研究中，并不需要对其全基因组进行测序，

只需要对其特定的基因片段进行重点研究，此时基因

芯片便更有优势［４２］。

　　２００７年俄克拉荷马州大学的华人科学家周集中的
科研团队研发一种用于分析微生物群落并研究其群落

结构对生态系统作用的功能基因芯片（ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＧｅｎｅ
Ａｒｒａｙ，ＦＧＡ）—ＧｅｏＣｈｉｐ［４３］，该芯片包括了编码参与主
要地球化学循环（如，碳循环、氮循环、金属抗性、有机

物降解、硫循环和磷循环等）的超过２４０００个微生物基
因的寡聚核苷酸探针，涵盖了１５０个功能区组的１００００
个基因。紧接着ＧｅｏＣｈｉｐ不断扩充升级，并加入了ｇｙｒＢ
基因的探针，可以在种／株水平上检测所含物种的多样
性［４４］，在ＧｅｏＣｈｉｐ４．０中包含了超过１５２０００个基因的
寡聚核苷酸探针，涵盖了４１０个功能区组的８４０００个基

因，此外ＧｅｏＣｈｉｐ４．０采用原位合成技术来合成探针，它
在一块普通玻片上可以分析１２个样品。
　　利用Ｇｅｏｃｈｉｐ进行研究主要包括以下步骤：样品采
集并提取ＤＮＡ；提取 ＤＮＡ的全基因组放大；目标标记

（Ｔａｒｇｅｔｌａｂｅｌｉｎｇ）和杂交（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）；芯片扫描和成
像；数据处理的标准化及统计学分析。近些年来，

ＧｅｏＣｈｉｐ在土壤［４５］、水体［４６］、油田［４７］、生物反应器［４８］、

矿厂［４９］等环境中有比较广泛的应用。这一系列的研究

中，ＧｅｏＣｈｉｐ能够在功能基因水平上研究微生物群落结
构和功能，进而推断环境中可能存在或变化的生态

功能。

　　与其他宏基因组学技术相比，其优势为在高通量

的同时检测速度比较快，灵敏度高，通过研究实验表明

Ｇｅｏｃｈｉｐ的错检率只有０．００３６～０．０２５％［４４］，结果直观，

数据分析简单易操作，但是该芯片中使用的各种基因

探针都是基于已知序列设计，并不能用以研究环境中

存在的大量未知功能基因或未知类群的微生物。随着

人类对各种功能基因了解的深入，各类型的功能基因

数据库的扩充，未知功能基因或未知类群渐渐变为已

知，Ｇｅｏｃｈｉｐ的通量必将随之扩展，从而将会更全面地
进行微生物生态学的研究。

　　目前基因芯片另外一类值得关注的就是序列捕获
芯片（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｃａｐｔｕｒｅ），其原理与一般的芯片类似，只

是长度稍长些，捕获后的序列还可以进行高通量测序，

其捕获过程为：打断基因组ＤＮＡ；与定制的序列捕获芯
片杂交；冲掉没有杂交上的片段；洗脱富集的目标群

体。一块芯片最多可以捕获５ＭＢ的指定区域，且特异
性和覆盖度都很高，同时芯片上包含了对照探针用于

检验系统的性能，此外，芯片上的探针还可以自行选

择，捕获区域可以是连续或者非连续的基因组长片段、

全外显组或其他任何区域。这种方法实现了不需要特

异性引物设计和 ＰＣＲ就能得到目的片段的富集，改变
了传统的只能利用 ＰＣＲ来对特定序列的扩增，能够精
确地捕获成百上千的目的基因组区域，使得大规模片

段筛选的研究省钱省事省时省力。目前序列捕获芯片

在外显子的筛选上技术非常成熟，利用一张芯片就能

识别并筛选出几百种致病基因的外显子［５０］。目前，这

项技术在微生物学研究的应用中崭露头角，２０１１年，
Ｋｅｎｔ等［５１］把这项技术用于检测胞内共生菌 Ｗｏｌｂａｃｈｉａ
内噬菌体的转移，随着基因组研究的进一步深入，越来

越多的功能基因和特异片段被发现，序列捕获芯片可

以对某些或某类感兴趣的微生物基因片段进行富集、

筛选和回收，将会在微生物生态学的研究中发挥巨大

作用。

３　经典实验手段的改进

　　传统 ＰＣＲ所用的聚合酶要求引物的长度必须是
２０～３０个碱基，这就使得必须在相对保守的目标区域
中有相应长度的序列［５２］，但是符合这个条件后通用引

物并不能对所有的目标微生物 ｒＲＮＡ基因序列进行扩
增，也就是说通用引物并不是真正的通用。

　　随着一些新的热稳定聚合酶的发现，可能会使
ＰＣＲ所需的引物长度有所减短，为此，２００８年，
Ｉｓｅｎｂａｒｇｅｒ等［５２］首次采用改造后的工程酶 ＳＴｂｒ对
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ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒＰＣＲ进行了探索性的研究，结果表明１０碱

基的ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒ可以很好识别土壤样品不同１６ＳｒＲＮＡ
基因序列，其能得到更多种类的１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产
物，通过对比ＮＣＢＩ的１６ＳｒＲＮＡ基因序列数据库，扩增
出的非１６ＳｒＲＮＡ基因序列的与现在所用的常规引物
差别不大，表明ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒ在不影响特异性的前提下具
有更强的通用性。Ｘｕ等［５３］把 ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒ用到 Ｐａｎｔｏｅａ
ｓｔｅｗａｒｔｉｉｓｕｂｓｐ．Ｓｔｅｗａｒｔｉｉ的鉴定中，这种细菌对于普通
ＰＣＲ非常不敏感，很难得到扩增，研究人员基于
ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒＰＣＲ的 ＡＦＬＰ来进行 Ｐ．ｓｔｅｗａｒｔｉｉ的遗传学
分型，经过验证，它能够很精确地把３１种已知菌株准
确鉴定出来。２０１１年，Ｇｏｈ等［５４］采用普通引物和

ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒ分别对温泉微生物多样性进行了研究，得到
的结果也与上述结论一致。

　　ＭｉｎｉｐｒｉｍｅｒＰＣＲ的探索性研究为以后 ＰＣＲ技术的
改进提供了一个很好的思路，ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒ在微生物分子
生态学的研究，尤其是 ＰＣＲ不敏感菌的研究中很有现
实意义。随着更多的聚合酶的发现和开发，可以与其

他新出现的方法技术结合使用，根据研究的实际情况

选择合适的策略，ｍｉｎｉｐｒｉｍｅｒＰＣＲ将有望在微生物分子
生态学的研究中发挥一定的作用。

４　展　望

　　以高通量测序技术和高通量芯片 Ｇｅｏｃｈｉｐ为代表
的高通量新技术，给微生物生态学的研究注入了新的

血液，改变了传统的研究手段，简化了研究步骤，成果

产出速度大幅度增加，新成果、新发现随之源源不断出

现。同时传统的技术局限性，比如 ＰＣＲ，在新的聚合酶
发现以后，通过缩短引物的长度，使传统的ＰＣＲ的一些
局限性有了较为明显的改观，传统的实验手段通过技

术改进，也会给微生物生态学研究提供更多的选择。

　　虽然高通量新技术为微生物分子生态学研究方法
带来了庞大的数据量，但是这些方法都具有一定的局

限性，比如高通量宏基因组研究得到的基因序列只能

说明在这个环境中的微生物有某种功能的基因序列的

存在，关于这种功能基因的表达与否并不能确认；宏转

录组的总ＲＮＡ（特别是 ｍＲＮＡ）提取不易，ｍＲＮＡ的含
量太少必须经过富集以提高 ｍＲＮＡ的含量，增加了人
为误差的介入；ＧｅｏＣｈｉｐ只能对已知片段进行分析；此

外，这些方法的数据统计分析所牵涉到的生物信息学

方法及分析软件还需要进一步发展，提高分析速度和

准确度，相关数据库也需要进一步的扩充。

　　微生物生态学的研究还必须加强纯培养法的研

究，要得到某种具体微生物的分类学地位及其综合的

开发利用都离不开得到这种微生物的纯培养，同时通

过纯培养的研究验证提供更多有关数据库的参考数

据；此外，还要加强宏蛋白质组学和代谢组学的研究，

从不同层次不同角度全面地对特定环境中微生物分子

生态学的群落结构和功能代谢进行审视。

　　综上，在研究中应该充分发挥新技术的优势，结合

传统研究方法的改进，在实际的研究中选择合适的研

究手段，加快生物信息学的发展，配合对微生物的分离

纯化，扩充相关数据库，从而形成一个良性的互动，才

能使微生物生态学的研究可持续发展并在微生物综合

利用上走得更远。
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ｅｃｏｌｏｇｙｓｔｕｄｙｗｅｒｅｒｅｖｉｅｗｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ，ａｄｖａｎｔａｇｅｓａｎｄｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｔｈｏｓｅ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓｗｅｒｅｄｉｓｃｕｓｓｅｄ．
　　 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｉｃｒｏｂｉａｌＥｃｏｌｏｇｙ　 ＨｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＴｅｃｈｎｉｑｕｅ　 ＧｅｏＣｈｉｐ　
Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ　Ｍｅｔａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
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