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摘要：自然界中绝大部分的微生物仍是未培养的，称之为未培养微生物或微生物“暗物质”。对其进行研

究不仅有助于认识微生物多样性及其代谢特征，加深对环境中微生物参与的生态学过程的理解，还有利

于重构生命之树，揭示微生物的进化历程，具有重要的科学意义。同时未培养微生物是发现新基因资源

和新活性物质的巨大宝库。随着现代分子生物学研究方法和培养技术的成熟和完善，从环境中直接破译

未培养微生物的遗传信息，并实现培养逐渐成为可能。本文主要介绍了基于宏基因组技术和单细胞基因

组技术或两者结合运用，研究环境中未培养微生物的主要方法和挑战，总结分析了目前已经解析的未培

养微生物的主要类群，并对未来研究的机遇进行了展望。 
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微生物是地球上数量最为众多、形式最为多

样 的 生 命 形 式 ， 据 估 计 其 细 胞 总 量 高 达

4×1030–6×1030，是地球生物圈的重要组成部分；

同时微生物细胞生长繁殖快，具有丰富的生理代

谢功能，是生态过程的重要参与者，被认为是地

球上元素生物地球化学循环与能量流动的重要引

擎[1]。长久以来我们对微生物世界的认识主要来源

于基于平板分离法得到的纯培养菌株，然而早在

1898 年，澳大利亚微生物学家 Heinrich Winterberg

就已经观察到通过细胞计数和平板计数 2 种方法

得到的样品中微生物总量存在着巨大差别[2]。将近

90 年后，Staley 和 Konopka 将这一现象总结为 The 

Great Plate Count Anomaly[3]，虽然一个多世纪过

去了，这个基本微生物问题仍然没有得到很好的

解决。之后随着基于生物 Marker 基因分子系统发

育框架的构建[4]，以及不依赖于培养的分子技术在

微生物领域的广泛应用，特别是利用组学技术如

基于系统发育基因(如 16S rRNA 基因)、宏基因组、

单细胞基因组来研究环境中的微生物，使我们能

够更加全面和深刻地理解微生物多样性及其与人
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类健康、环境保护和气候变化等之间的紧密联系。

通过这种方法，研究人员从环境中发现了大量的

未培养微生物(uncultivated microorganisms)，很多

都是生命之树上的新分支(candidate divisions)。基

于“主要未培养微生物(uncultivated majority)”的范

围和规模，研究人员借用天体物理学中“暗物质

(dark matter)” 的 概 念 ， 直 接 使 用 “ 暗 物 质 (dark 

matter)”、 “生 物 暗 物 质 (biological dark matter)”   

或“微生物暗物质(microbial dark matter)”等术语  

来代表它们，以此来引起人们对未培养微生物的

重视[5–6]。 

通过深入了解环境中微生物多样性，并建立

微生物类群与代谢特征之间的联系，可以加深我

们对生态系统中微生物参与的生态学过程及其行

使的生态学功能的理解。然而针对微生物“暗物

质”，仅仅是通过分子手段(分子 Marker 或部分基

因组信息)知道它们存在于环境中的，却难以在实

验室实现培养，并且缺少基因组信息，因此对其

代谢潜能、生态功能的认识十分有限。随着高通

量测序技术的迅猛发展，基于宏基因组和单细胞

基因组技术，借助生物信息学分析手段，从环境

中直接获得并解读未培养微生物的基因组信息逐

渐成为可能，包括破译一些潜在新门级别的未培

养微生物基因组信息，让我们有机会揭开环境中

大量存在的未培养微生物的神秘面纱，进而认识

环境中微生物的多样性，理解其生理生态潜能和

进化历程，给微生物学研究领域带来了巨大变革。

本文简要回顾当前基于宏基因组技术和单细胞基

因组技术或两者结合运用，研究未培养微生物的

主要方法和挑战，总结分析目前已经解析的未培

养微生物的主要类群，并对未来研究进行展望。 

1  未培养微生物研究的主要方法和

挑战 

毋庸置疑，从复杂环境样品中直接获得未培

养微生物的基因组信息并进行解读存在着巨大挑

战和风险，但是随着测序技术的不断革新和发展，

特别是宏基因组和单细胞基因组技术的应用，以

及相关生物信息学分析工具的完善，基于严格的

质控和相关技术的补充应用，让我们能够获得宏

基 因 组 组 装 的 基 因 组 (metagenome-assembled 

genomes，MAGs)和单细胞基因组(single amplified 

genomes，SAGs)。通过这些方法可以从环境中得

到部分未培养微生物的基因组信息，并探索其代

谢潜能，有利于发现全新的生理代谢功能和过程，

进而完善对生态系统过程及功能的了解；同时还

有助于拓展对微生物多样性的认识，有利于重构

生命之树，解析生命起源及其进化历程。 

宏基因组技术是通过直接将环境样品中所有

微生物的 DNA 提取出来，构建宏基因组文库，然

后一起测序，利用基因组学方法研究环境样品所

包含的全部微生物的遗传组成及其群落功能。通

过宏基因组技术挖掘未培养微生物主要包括以下

几个步骤：(1) 样品总 DNA 的提取。需要结合样

品自身的特点利用手工提取方法[7]，或宏基因组提

取试剂盒，以获取足量的总 DNA 用于后续建库测

序。但值得注意的是不同的提取策略其提取效果

可能会存在很大的偏差[8]，因此针对同一批次、同

一类型的样品尽量采用标准化的提取策略。(2) 建

库测序。可以借助不同的平台来进行宏基因组测

序，但不同的测序平台在读长、通量以及错误率

上存在差异，将直接影响后续的拼接效果。(3) 序

列拼接。基于一些特异性的算法[9–10]，借助拼接软
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件(如 SPAdes[11]，MetaVelvet[12]等)将测序所得的

reads 组装成各个 Contigs/Scaffolds。(4) 基因组分

装(Genome binning)和分析。依据序列核苷酸的组

成特征(如 GC 含量，密码子使用情况，四核苷酸

多态性，序列相似性等)、测序深度及覆盖度等，

结 合 样 品 自 身 的 特 性 ， 利 用 binning 软 件 ( 如

GroopM[13]，MaxBin[14]，MetaBAT[15]，Canopy[16]，

ESOM[17] ， CONCOCT[18] ， MetaWatt[19] 和

DASTool[20]等)，从而获得宏基因组组装基因组

(MAGs)。并利用 CheckM 检验各 MAGs 的完整度

及污染度[21]，并手工调整以获得高质量的基因组

信息。筛选每个 MAGs 中保守的标记基因并基于

全基因组进行系统发育分析以判断其系统发育信

息。针对微生物 “暗物质”类群，进行基因预测以

获得其基因信息，并完成基因组的功能注释，结

合注释信息，预测其代谢潜能。通过该方法，研

究人员已经获得了部分未培养微生物的首个完整

或接近完整的基因组信息[6,22]。宏基因组学技术的

一大优势是样品制备过程相对简单和可变，可以

应用到任何能够获得足量总 DNA 的样品，总 DNA

的提取方法也可以根据样品特性来进行调整和完

善，这是其他方法如单细胞基因组技术所不能比

拟的。理论上通过改进总 DNA 提取过程，结合一

定的测序深度，能够全面反映样品中的所有遗传

信息，从而获得所有微生物的全基因组信息。但

该技术存在的主要挑战是，测序获得的基因信息

是来自于环境中丰度各异的不同物种的集合体，

同时还存在种群内部菌株水平的异质性，因此想

从中得到单一物种的独立基因组信息并不容易。

特别是针对具有复杂微生物群落结构的环境样品

(如土壤)，或者是群落中的那些低丰度类群以及缺

少完整的参考基因的未培养微生物(如一些潜在

新门级别的类群)的基因组时。但是随着测序通

量、读长的增加，以及基因组组装和 binning 算法

的完善，该技术也可以从部分复杂环境样品中获

得 MAGs[23]。 

单细胞基因组技术是通过从样品中分选出单

一细胞，然后利用全基因组扩增和测序，借助生

物 信 息 学 分 析 软 件 组 装 获 得 单 细 胞 基 因 组

(SAGs)，从最基本的生物学单位(单个细胞)来研究

样品中的微生物[24]。通过单细胞基因组技术挖掘

未培养微生物主要包括以下几个步骤：(1) 单细胞

分选。目前可以通过不同的方式来分选样品中的

细胞，包括梯度稀释、细胞捕获、显微操作、流

式分选以及微流控芯片技术等。其中梯度稀释和

显微操作分选过程相对随机，分选目标难以实现

特异性，并且通量低；基于流式细胞仪的分选过

程可以参照细胞的大小、形态、荧光信号等表型

特征，高效分选出不同类型的微生物细胞，但是

大型高效的分选型流式细胞仪往往价格昂贵，并

且需要专业技术人员进行操作和维护。基于微流

控芯片的单细胞分选技术，在具有分选效率高的

基础上还可以结合荧光和光谱类检测方法，对特

定表型细胞实现特异性分选，是近年来较为主流

和热门的单细胞分选手段。目前，已有成熟的商

业化微流控芯片[25]，也有很多实验室开发了多样

化的微流控芯片设备，如：中国科学院青岛生物

能 源 与 过 程 研 究 所 开 发 的 “ F O C O T  ( F a c i l e 

One-Cell-One-Tube)”的微流控平台[26]，中国科学

院微生物研究所近期开发的“MSP (Microfluidic 

Streak Plate)”[27]。(2) 单细胞基因组扩增。分选获

得单细胞之后进行细胞裂解，以释放基因组 DNA，

然后通过多重置换扩增(MDA，multiple displacement 

amplification)进行全基因组扩增[28]，使单细胞基因 
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组 DNA 从飞克级别扩增到纳克至微克级别，以用

于下游实验。(3) 未培养微生物的筛选和测序。后

续一般先通过 PCR 扩增和测序对分选获得的单细

胞进行初步鉴定，选择感兴趣的未培养微生物类

群进行全基因组测序，并参照组装得到的单细胞

基 因 组 中 单 拷 贝 保 守 基 因 (SCMs ， single-copy 

conserved markers)的数目来确定所获得的单细胞

基因组的完整度。单细胞基因组技术的挑战主要

在于从复杂环境样品中筛选单细胞以及单细胞所

含的 DNA 量太低而必须要借助于全基因组扩增。

在环境样品中紧密粘附在固体颗粒表面或者呈聚

集生长状态的微生物细胞，往往要经过相应的前

期处理来富集和分散细胞，以便于细胞分选；另

外在分选过程中还要保证细胞的完整性。由于单

细胞极微量的基因组 DNA 需要大量扩增，对污染

问题特别敏感，因此对样品制备要求严格，需要

考虑所使用的试剂、仪器等[24]。后续的序列质控

(核苷酸使用频率，SCMs 的拷贝数，与可能的污

染 源 库 进 行 比 对 ) ， 同 时 借 助 一 些 软 件 ( 如

DeconSeq[29]，Anvi’o[30]，ProDeGe[31])可以在一定

程度上剔除单细胞基因组中的污染序列[6,32]。此外

在单细胞基因组多轮扩增中往往会引入嵌合体，

扩增过程本身也存在一定程度的偏好性。针对这

个 问 题 ， 目 前 可 以 借 助 一 些 特 殊 的 算 法 ( 如

SPAdes[11]和 IDBA-UD[33])，同时合并同一物种的

多个单细胞基因组(ANI>95%)来提高单细胞基因

组的质量[6,34]。 

宏基因组技术和单细胞基因组技术各有优

劣，相互补充，2 种技术组合应用，是挖掘未培养

微生物的有力手段[35]。宏基因组技术不需要分选

单细胞和 MDA，而单细胞基因组技术可以直接揭

示系统发育位置和潜在功能联系[36]，同时为从宏

基因组序列中 binning 出单个基因组提供依据。此

外通过宏基因组技术得到的 reads 和 contigs 能够

指导多个相近单细胞基因组的组装，有效提高单

细胞基因组质量[37]。2 种技术补充应用，可以从

环境样品中得到未培养微生物近乎完整的基因组

信息[6,32]。 

2  未培养微生物研究的主要进展 

2.1  利用宏基因组技术挖掘未培养微生物 

Tyson 等[22]利用宏基因组技术，并借助第一代

测序平台从酸性矿山废水(AMD)的粉色生物膜中

获得了 2 个未培养细菌的基因组(i.e., Leptospirillum 

group II 和 Ferroplasma group II)，并且对它们的营

养需求和生物地球化学循环功能进行了解析。细

菌 类 群 WWE1 的 第 一 个 基 因 组 Candidatus 

‘Cloacamonas acidaminovorans’是通过相似的技术

手段从厌氧消化池中获得，基因组分析揭示该类

群与其他未知微生物营互养生长[38]。可以利用富

集手段来降低样品中微生物的多样性，以利于宏

基因组的组装和分析。古菌类群 Korarchaeota 的

基因组 Candidatus ‘Korarchaeum cryptofilum’，便

是基于该类群对高浓度的 SDS 有一定的耐受能

力，通过富集并结合宏基因组测序得到的[39]。此

外 还 有 Candidatus ‘Accumulibacter phosphatis’ 

strain UW-1 [40]，Candidatus ‘Nitrospira defluvii’[41]

和 Candidatus ‘Liberibacter asiaticus’[42]等。 

二代测序技术的出现大大降低了测序成本，

同时加速了利用宏基因组技术挖掘未培养微生物

的进程。前期主要是通过对 Fosmid 文库中的大基

因组片段进行测序，然后拼接获得 MAGs，如古菌

新类群 Candidatus ‘Caldiarchaeum subterraneum’[43]

和 细 菌 新 类 群 Candidatus ‘Acetothermum 

autotrophicum’[44]的基因组。van de Vossenberg 等[45] 
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使用一代、二代测序技术相结合的策略，从富集

培 养 物 中 获 得 了 海 洋 来 源 的 厌 氧 氨 氧 化 细 菌

Candidatus ‘Scalindua profunda’的基因组，通过解

析发现该菌株可以利用小分子有机酸及寡肽，能

够以硝酸盐、亚硝酸盐和金属氧化物作为电子受

体，这些特性与淡水环境中的厌氧氨氧化细菌存

在很大差别。细菌新类群 Candidatus ‘Fodinabacter 

communificans’[46]、Candidatus ‘Accumulibacter 

sp.’ strain UW-2[47]以及具有光合异养潜能的放线

菌新类群 Candidatus ‘Actinomarinidae’的基因组[48]

都是通过这种方法得到。针对多样性较低的样品，

只通过二代测序也成功地获得了部分未培养微生

物的基因组信息。Lynch 等[49]从高海拔 Atacama 

沙漠火山碎石样品中获得 Pseudonocardia sp.的

MAGs，能够编码完整的氧化大气中不同小分子气 

体物质(如 H2，CO 等)并固定二氧化碳的分子通

路 。 Mondav 等 [50] 从 永 久 冻 土 解 冻 区 获 得

Candidatus ‘Methanoflorens stordalenmirensis’ 的

MAG，具有氧化氢并产甲烷的基因，该物种是一

类基于甲烷的应对气候变暖正反馈调节的重要类

群。Hua 等[51]采用“分而治之(divide and conquer)”

的组装策略，同时参考宏转录组数据，从 AMD

系统中获得 11 个 MAGs，其中 10 个属于稀有类

群，同时揭示了这些微生物适应低 pH、高重金属

环境的机制。目前随着具有更长读长的三代测序

技术的不断完善，将更有利于从环境样品中直接

重构基因组。Zhalnina 等[52]基于 PacBio 测序平台

从农业土壤富集物中组装得到第一个土壤环境来

源 的 氨 氧 化 古 菌 I.1b 类 群 Candidatus 

‘Nitrososphaera evergladensis’的 MAG。 

借 助 深 度 测 序 可 以 从 样 本 中 获 得 大 量 的

MAGs，从而更好地理解样品中的微生物及其过

程，同时完善我们对微生物系统发育和进化的认

识。Anantharaman 等[23]利用宏基因组技术从美国

科罗拉多州的一个地下蓄水层沉积物和地下水样

本中，获得了 2500 多个 MAGs，涵盖了近 80%的

已知细菌门类，包含 47 个新门级的细菌类群，该

研究揭示了地下微生物的多样性及不同微生物之

间的互作方式，及其参与的碳、氮、氢等重要元

素的生物地球化学循环过程。加州大学伯克利分

校的 Jillian F. Banfield[53]研究团队基于公共数据

库中的基因组和 1011 个从不同环境中获得的新的

MAGs，重构生命之树，揭示了细菌类群巨大的多

样性，其中多样性最高的分支被称为“候选门辐射

群(candidate phyla radiation，CPR)”，目前还没有

纯培养物。Parks 等[54]从 1500 多个公开的宏基因

组中组装获得了 7903 个 MAGs，大大拓展了细菌

和古菌的多样性，其中包含 17 个新门级别的细菌

和 3 个新门级别的古菌，还包括 245 个 CPR 类群

的未培养微生物。此外宏基因组技术在解析环境

中 病 毒 多 样 性 方 面 也 显 示 出 一 定 的 优 势 。

Paez-Espino 等[55]分析了全球 10 类生境的 3024 个

宏基因组样本，最终得到了 125842 个部分及完整

的病毒基因组，将已知的病毒基因数量提高了

16.6 倍，这些病毒基因可编码 279 万多个蛋白，

且其中 75%和已分离培养的病毒无序列相似性，

还构建了首个全球病毒的分布图。 

2.2  基于单细胞基因组技术挖掘未培养微生物 

单细胞基因组技术是挖掘未培养微生物的有

力手段，特别是针对微生物群落中的稀有类群。

第 一 个 低 盐 环 境 下 的 氨 氧 化 古 菌 Candidatus 

‘Nitrosoarchaeum limnia’ SFB1 的基因组就是通过

这种方法得到的[56]。Marcy 等[5]利用该技术成功解

析了人类口腔中丰度只有 0.7%–1.9%的细菌类群



周恩民等 | 微生物学报, 2018, 58(4) 711 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicro 

TM7 的基因组，并对该类群菌株进行了分离培  

养[57]。McLean 等[58]解析了全球分布的未培养细菌

类群 TM6，Youssef 等[59]解析了陆地和海洋生态系

统中广泛存在的未培养细菌类群 OP11，Fullerton

等[60]解析了地球深部生物圈中绿弯菌门的未培养

类群的全基因组。Swan 等[61]获得了海洋主要微生物

类 群 Deltaproteobacteria cluster SAR324 、

Gammaproteobacteria clusters ARCTIC96BD-19 和

Agg47，以及部分 Oceanospirillales 成员的全基因

组，并解析其化能无机自养代谢途径，这些类群

在海洋碳循环中扮演着重要角色。Rinke 等[6]利用

流式细胞仪分选结合单细胞基因组测序，从海洋、

淡水、热液口等 9 种不同环境样品中获得了 201

个 SAGs，涵盖 29 个未培养微生物类群，基于这

些数据进一步解析了不同类群之间的系统进化关

系，并提出 2 个超门，同时发现了很多新奇的代

谢途径。另外单细胞基因组技术还能够更好地解

析不同微生物之间的互作关系，Hongoh 等[62]利用

单细胞基因组技术从白蚁 Reticulitermes speratus

的肠道共生原生生物 Trichonympha agili 中获得未

培养细菌菌株 Rs-D17 的 SAG，并对三者之间的

关系进行了阐述。Engel 等[63]揭示了蜜蜂肠道内生

菌 Gilliamella apicola 和 Snodgrassella alvi 种内不

同菌株之间蛋白编码基因的差异。 

2.3  混合策略挖掘未培养微生物 

宏基因技术和单细胞基因组技术各有优劣，

相较于单一技术，采用混合策略将提升我们对未

培养微生物的挖掘和理解。单细胞基因组可以参

照宏基因组技术获得的序列来提高基因组的完整

度[56]，同时单细胞基因组也可以用于指导并校正

宏基因组数据的组装拼接[64]。Nobu 等[65]通过融合

两种技术获得了 15 个门的 35 个基因组草图， 

其 中 包 括 3 个 潜 在 新 门 Atribacteria 、

Hydrogenedentes 和 Marinimicrobia 的第一个基因

组。另外还可以借助单细胞基因组技术对宏基因

组技术获得的特定类群的功能进行专门研究。

Mason 等[66]利用单细胞基因组技术证实墨西哥湾

漏油事故中的优势类群 Oceanospirillales (宏基因

组研究结果)具有石油烃降解功能。Dodsworth 等[32]

借助这种方法解析了细菌新类群 OP9 的全基因

组，并对其代谢特征进行了预测。斯坦福大学的

Stephen Quake 研究团队最近提出了 MINI-宏基因

组技术[67]，该技术基于微流控芯片从环境样品中

获得含有 5–10 个细胞的子样品，从而降低样品中

微生物复杂度，然后利用宏基因组技术对不同的

子样品进行研究，这种方法一方面保留了单细胞

的高分辨率，另外利用不同子样品中微生物细胞

的共存模式还能提高单个基因组的 binning。他们

利用该技术从美国黄石公园的热泉样品中获得了

29 个新的微生物基因组。 

3  总结和展望 

测序技术的革新和发展，特别是宏基因组和

单细胞基因组技术的成功应用，同时借助相应生

物信息学工具，让我们有机会更加全面地了解自

然环境中微生物的多样性，并且能够从复杂环境

中得到大量未培养微生物的基因组信息。这些信

息促进了我们对生命之树各个分支及其进化历程

的认识，同时有助于我们对生物多样性和生态系

统功能，特别是新的代谢特征的理解。大规模测

序工作如人类微生物组计划(Human Microbiome 

Project)[68]、地球微生物组计划(Earth Microbiome 

Project)[69]、细菌古菌基因组百科全书 (Genomic 

Encyclopedia of Bacteria and Archaea)[70]等的成功
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实施，加速了我们对微生物多样性和功能的认识，

在未培养微生物研究方面也取得了一些实质性的

进展，表 1、表 2 分别列示了目前已经解析的新门

级别古菌和细菌类群“暗物质”，但现在仍然是我们

深入挖掘未培养微生物的绝佳时机。目前为止，生

命之树仍有很多分支没有基因组信息[71]。随着国际

上主要微生物组计划的实施，例如美国已经实施的

国家微生物组计划(National Microbiome Initiative)，

我 国 即 将 实 施 的 中 国 微 生 物 组 计 划 (China 

Microbiome Initiative)[72]，中、美、德等国科学家呼

吁 组 织 的 国 际 微 生 物 组 计 划 (International 

Microbiome Initiative)[73]，以及专门针对微生物“暗

物质”美国能源部联合基因组研究中心(DOE-JGI)

启动的细菌古菌基因组百科全书-微生物“暗物质”

计 划 (Genomic Encyclopedia of Bacteria and 

Archaea-Microbial Dark Matter，GEBA-MDM)等，

可以预见，公共数据库中基因组数据集将不断增

加，越来越多的微生物“暗物质”将被发现并解析。

最 近 基 因 组 标 准 协 会 (Genomic Standards 

Consortium，GSC)基于基因组的拼装质量、完整

度和污染程度制定了有关 SAG 和 MAG 的质量标

准[74]，该标准的建立将促进大规模的比较研究，

有利于研究人员从组学大数据中获得未培养微生

物的基因组信息，为后续的发展奠定标准和基础。 

 
表 1.  近年来通过宏基因组和单细胞基因组技术获得的古菌潜在新门 

Table 1.  Archaeal candidate phyla with one or more members having partial or complete MAGs or SAGs 

Candidate phylum Genomic datasets First description in reference 

Aenigmarchaeota (DSEG) SAG Homestake Mine[6] 

Aigarchaeota (pSL4; HWCG-I) MAG, SAG Geothermal water stream from a subsurface mine in Japan[6,43] 

Bathyarchaeota (MCG) MAG Marine sediment[75] 

Diapherotrites (pMC2A384) SAG Homestake Mine[6] 

Geoarchaeota MAG Acidic iron mats in Yellowstone National Park[76] 

Heimdallarchaeota  MAG Marine sediments (Loki’s Castle and Aarhus Bay)[77] 

Korarchaeota MAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[78] 

Lokiarchaeota MAG Arctic Mid-Ocean Ridge[79] 

Nanoarchaeota MAG Submarine hot vent[80] 

Nanohaloarchaeota MAG, SAG Ponds of Bras del Port salterns, Spain[81] 

Odinarchaeota  MAG 
Hot spring metagenomes (Yellowstone National Park and Radiata 
Pool)[77] 

Pacearchaeota MAG Aquifer adjacent to the Colorado River (USA)[82] 

Parvarchaeota (ARMAN) MAG, SAG A drift of the Richmond Mine, Northern California[6,83] 

Thorarchaeota MAG 
Sulfate-methane transition zone in the White Oak River estuary 
sediments[84] 

UAP1-3 MAG Assembled from public metagenomes[54] 

Verstraetearchaeota MAG Cellulose-degrading anaerobic digesters[85] 

Woesearchaeota MAG Aquifer adjacent to the Colorado River (USA)[82] 
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表 2.  近年来通过宏基因组和单细胞基因组技术获得的细菌潜在新门 

Table 2.  Bacterial candidate phyla with one or more members having partial or complete MAGs or SAGs 

Candidate phylum Genomic datasets First description in reference 

Acetothermia (OP1/KB1 group) MAG, SAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[6,78] 

Aerophobetes (CD12) SAG Sakinaw Lake[6] 

Aminicenantes (OP8) SAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[6,78] 

Atribacteria (OP9/JS1) MAG, SAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[6,32,78] 

BD1-5 MAG Groundwater samples[86] 

Berkelbacteria (ACD58) MAG Aquifer adjacent to the Colorado River (USA)[87] 

BRC1 SAG Etoliko Lagoon and Sakinaw Lake[6] 

Calescamantes (EM19) SAG Great Boiling Spring and Gongxiaoshe hot spring[6] 

Cloacimonetes (WWE1) MAG, SAG Municipal Anaerobic Sludge Digester[6,38] 

CPR (RIF1-46 and SM2F11) MAG Aquifer sediments and groundwater, USA[23] 

EM3 (former OP2) SAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[6,78] 

Fervidibacteria (OctSpA1-106) SAG Octopus Spring sediment[6] 

Gracilibacteria (GN02) MAG, SAG Guerrero Negro hypersaline microbial mat[6,86] 

Hydrogenogenetes  
(BRC1/NKB19) 

MAG, SAG Bulk soil and rice roots[6] 

Kryptonia MAG High-temperature pH-neutral geothermal springs[88] 

KSB3 MAG Anaerobic wastewater treatment bioreactor[89] 

Latescibacteria (WS3) SAG Wurtsmith Air Force Base, Michigan[6,90] 

Marinimicrobia (SAR406) MAG, SAG Subsurface of Atlantic and Pacific oceans[6] 

Melainabacteria MAG Human gut and groundwater[91] 

Microgenomates (OP11) MAG, SAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[78,86] 

NC10 MAG Aquatic microbial formations in flooded caves[92] 

Omnitrophica (OP3) MAG, SAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[78] 

Parcobacteria (OD1) MAG, SAG Obsidian Pool, Yellowstone National Park[78,86] 

PER MAG, SAG Groundwater samples[86] 

Poribacteria SAG Marine sponge-associated[93] 

Saccharibacteria (TM7) MAG, SAG Peat bog (TM means Torf, Mittlere schicht)[5,94] 

SBR1093 MAG Activated sludge from wastewater treatment system[95] 

SR1 MAG, SAG Hydrocarbon-contaminated aquifer (SR, “Sulfur River”)[96] 

Tectomicrobia MAG, SAG Marine sponge[97] 

TM6 SAG Peat bog (TM means Torf, Mittlere schicht)[58,94] 

UBP1-17 MAG Assembled from public metagenomes[54] 

WS1 SAG Wurtsmith Air Force Base, Michigan[6,90] 

WWE3 MAG Anaerobic sludge digester[87] 
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3.1  未培养微生物研究的后基因组时代 

基于未培养微生物 MAGs 和 SAGs 信息获得

的代谢潜能，仅仅只是预测，如果没有其他数据

支撑，只能作为一个线索，而非有力证据。因此在

后基因组时代，未培养微生物的研究将以基因组功

能预测为基础，重点开展原位功能活性测试。为此，

部分研究人员选择了宏转录组和宏蛋白质组，在转

录和翻译层面上来检测目的基因的表达[83]。这种 

方法在微生物多样性较低的环境如热泉、酸性尾

矿、生物反应器等生境具有一定的优势，但该方

法不能直接对微生物本身及其功能基因代谢产物

进行检测。同位素标记实验对解决这一问题具有

优势。在原始生境中使用放射性或稳定性同位素

进 行 标 记 ， 然 后 利 用 荧 光 原 位 杂 交 (FISH ，

fluorescence in situ hybridization)结合显微放射自

显影技术(microautoradiography，MAR-FISH)[98]或

纳米级二次离子质谱技术 (nano-scale secondary 

ion mass spectrometry，FISH-Nano-SIMS)[99]、拉曼

光谱技术(Raman-FISH)[100]可以揭示特定微生物

类群的同化代谢特征。此外如果用系统发生芯片

(PhyloChip) 来 代 替 荧 光 原 位 杂 交 同 时 结 合 

Nano-SIMS，可以同时对多个类群的功能进行研

究(Chip-SIP)[101]。类似的高通量方法还有利用物质

的拉曼效应，直接对微生物细胞内各种化合物进

行定性、定量分析，并结合细胞分选，然后进行

单细胞基因组测序。另外通过对未培养微生物中

特定功能基因进行异源表达并检测其活性[75]，同

时基于合成生物学，在模式生物中对整个操纵子

进行研究，也是非常有效的手段[102]。 

3.2  未培养微生物的分类命名及可培养化 

目前微生物的分类命名系统主要是基于纯培

养菌株的信息构建的，大部分通过分子手段发现

的未培养微生物并没有按照 Linnean 的双名法进

行命名，而只是用简单的字母和数字来标识，这

种标识既不能表明表型特征或生态学功能，也不

能反映分类学信息，常常出现混乱的情况，给研

究和交流工作带来了极大的限制。虽然也提出了

暂定种(Candidatus)[103]这个概念，但因其操作性不

强，使用范围非常有限；同时由于没有对暂定种

的命名进行专门审阅，大约有 30%的命名是不恰

当的[104]。因此能够兼顾未培养微生物和所有已生

效发表的纯培养菌株的分类体系，以及针对未培

养微生物的命名法亟待建立。随着技术的进步，

目前越来越多的基因组信息可用于区分不同的物

种，因此美国学者 Whitman[105]向原核生物系统学

国 际 委 员 会 (ICSP ， International Committee on 

Systematics of Prokaryotes)提出使用 DNA 序列作

为新的分类标准材料的提案。Konstantinidis 等[106]

基于未培养微生物的基因组信息和预测的表型特

征提出了一套与现有命名系统并行的命名方式，

但形成一套能同时兼顾纯培养和未培养菌株的分

类命名系统，并得到大家的广泛认可和接受，尚

需时日。 

获得微生物的纯培养菌株是进行深入科学研

究和开发应用的基础，微生物细胞能否被培养在

一定程度上取决于是否找到了适宜的培养方法。

未培养微生物往往具有特殊的生长需求，包括温

度、pH、含氧量、营养源、生长因子、信号物质

等。另外这些微生物在实验室条件下作为一种适

应策略可能会形成活的但不能培养(viable but non- 

culturable)或休眠状态[107]。通过对未培养微生物基

因组的详细分析，进而获得一些指导信息，将有

助于实现未培养微生物的可培养化。另外培养手
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段的创新也很重要，如基于允许微生物与环境及

其他物种交流代谢物思想设计的 ichip (isolation 

chip)技术，大大提高了可培养微生物的多样性[108]。

基于未培养微生物的全基因组信息，深入研究其

代谢特性，并结合其原位生长环境特征，改进完

善分离培养策略，实现免培养技术和纯培养手段

的有效结合，能够大大增强未培养微生物类群的

可培养性，从而提高我们对未培养微生物的认识

和理解。 

3.3  功能导向性的未培养微生物挖掘 

未培养微生物蕴藏着大量的未知功能基因和

代谢潜能，在生物能源、生物技术和环境领域具

有重要的应用潜力。Lewis[109]指出未培养微生物

是探寻新抗生素的重要来源，可以解决目前病原

微生物的抗药性和耐药性问题。Lackner 等[110]利

用宏基因组技术构建海绵共生细菌 Candidatus 

‘Entotheonella factor’和 Candidatus ‘Entotheonella 

gemina’的基因组，并证明它们是海绵中生物活性

物质的主要产生者。Ling 等[111]利用 iChip 装置，

通过原位培养，从土壤中获得一种隶属于 β-变形

杆菌“Eleftheria terrae sp.”类群的未培养微生物，

该菌株能够产生一种称之为“Teixobactin”的酯肽，

该物质可以阻碍革兰氏阳性细菌细胞壁的合成，

具有广谱的抗菌活性，同时很难产生抗药性。环

境中未培养微生物的不断发现和解析，将大大促

进功能导向性的研究工作，使未培养微生物来源

的新基因和新活性物质的挖掘出现新的机遇。 

此外值得注意的是，微生物“暗物质”除了包

括那些已知的未培养微生物类群之外，还包括那

些目前未探明(undiscovered)的生命，主要是指基

于现有的技术手段还未探测到的生命类群[112]。譬

如由于现有技术的限制(比如与通用 16S rRNA 基

因引物的错配、现有测序技术和深度的限制等)，

或者目前还未获得它们相应生境的样品，以至于

还检测不到它们。在未探明的生命中很有可能会

发现生命三域之树以外的分支。全球范围内的极

端环境，如热泉、盐湖、喀斯特洞穴、冰川、AMD、

油藏环境等，一直是地质微生物研究领域的热点。

极端环境往往具有迥异于普通环境的特殊微生物

群落组成，从极端环境中挖掘未培养微生物，并

揭示其生态角色，是我们理解地质微生物及其生

态过程的重要组成部分。以热泉为例，基于全球

地热系统微生物 16S rRNA 基因高通量测序结果

表明，热泉环境孕育着大量的微生物“暗物质”[113]，

在门一级水平达到 16.1%，纲一级水平达 34.0%，

目一级水平达 42.1%，科一级水平高达 46.9%。我

们课题组在前期工作中从滇藏热泉生境中分离并

描述了许多微生物新物种[114–115]，极大地拓展了高

温微生物资源。同时基于 16S rRNA 基因利用高通

量测序，对滇藏部分热泉微生物群落组成进行了

分析[116–119]，结果发现部分热泉中未培养微生物的

丰 度 在 门 一 级 别 可 高 达 30% 左 右 。 通 过 与

DOE-JGI 等单位合作，利用宏基因组结合单细胞

基因组技术，从热泉环境中发现 1 个高温中性热

泉 环 境 特 有 的 潜 在 细 菌 新 门 Candidate 

“Kryptonia”，由于该类群的 16S rRNA 基因与现有

细菌通用引物存在错配，所以一直未被探测到，

基因组代谢潜能分析发现该类群微生物营异养生

长，存在营养缺陷，需要与其他微生物共生生   

长[88]。后续通过对云南地区 5 个热泉宏基因组的

深度分析，还探测到其他的未培养微生物，其中

包含 5 个潜在的新门(图 1)，对它们的代谢潜能及

其在热泉重要生源元素循环中所起的作用，还有

待进一步研究。 
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图 1.  基于云南腾冲 5 个热泉宏基因组分析热泉微生物多样性(A)和系统发育关系(B) 

Figure 1.  The microbial diversity (A) and phylogenetic relationships (B) in 5 hot springs located in Tengchong, 
Yunnan, based on the metagenomic analysis. 
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Uncultivated microorganisms study: methods, opportunities 
and challenges 
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510275, Guangdong Province, China 

Abstract: The majority of microbial species in the environment remains uncultivated, called uncultivated 

microorganisms or microbial “dark matter”. Unraveling the mysteries of these microbial “dark matter” is 

especially important to understand the diversity of microbes and their metabolic characteristics. These data can 

provide insights into the microbes involved in ecological processes, and insights into the early diversification of 

microbial lineages and the evolution of Bacteria and Archaea. DNA genome sequences of microbial “dark 

matter” could be recovered from the environment samples by population binning of metagenomics and 

single-cell genomics, independently or combined synergistically. The metabolic potential could be predicted 

based on bioinformatics analysis. In this mini-review, we briefly introduce the methods and challenges in this 

area, summarize the main groups of microbial “dark matter” that has been explored, and indicate the future 

research opportunities. 
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