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摘  要: 环境微生物多样性复杂庞大, 蕴藏着丰富的基因资源, 随着分子生物学研究工

具的出现, 对未培养微生物的研究愈加深入。元转录组学(Metatranscriptomics)是在元基因

组学之后新兴的一门学科, 目前已渗透到了当前许多的技术和领域, 对于了解微生物代

谢等生物过程中所涉及的基因和途径是一种很重要的工具。综述了元转录组学的基本概

念, 讨论了其与目前被用于基础和应用研究的元基因组学相比的优势, 对元转录组学的

研究方法及其在微生物研究中的应用进行了重点描述。 
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Abstract: It is well accepted that microbial population from the environment is complex and 
contains high abundance of gene resources. Researches on uncultured microbes can be done 
more profoundly with the advent of molecular tools. Metatranscriptomics, a recently devel-
oped technology, is one of the important tools that can be used for understanding biologically 
active functional genes and their pathways. In this mini-review, we described the concept of 
metatranscriptomics and its advantages over metagenomic approaches, with emphasis on the 
research methods for metatranscriptomics and its applications. 
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众所周知, 自然界中微生物具有复杂的多样

性特点[1], 据估计只有 1%的微生物能进行分离纯

培养, 绝大部分微生物无法用纯培养的手段进行

研究[2−4]。随着元基因组学的发展, 越来越多的基

因组测序已完成, 但也出现了新问题, 如基因的

功能无法获知, 基因调控和基因间互作不清楚。

虽然 mRNA 不是基因表达的最终产物, 但转录是

最开始的一步, 研究转录组信息有助于理解基因

调控网络。因此, 在挖掘微生物所有基因的同时, 

更应注重分析基因功能[5]。 

元转录组学(Metatranscriptomics)是在元基因

组学之后新兴的一门学科, 是针对所有微生物细

胞产生的全部转录本或 mRNA 而提出的术语。由

于细胞中包含所有 mRNA 的转录本, 元转录组学

可以反映在任一时间进行表达的基因。元转录组

学的任务是利用基于微阵列的高通量技术, 检测

所给微生物细胞群的 mRNAs 的表达水平[6]。因

此, 元转录组学对于了解生物功能过程中所涉及

的基因和途径是一种很重要的工具。 

1  元转录组学的概念 

元转录组学(Metatranscriptomics), 是研究自

然环境中全部微生物的转录组, 包括可培养和未

培养的微生物转录组信息。它是一门在整体水平

上研究细胞中基因转录情况及转录调控规律的

学科。简言之, 元转录组学是从 RNA 水平研究基

因表达的情况, 研究整个微生物群落在某一功能

状态下基因组产生的全部转录物的种类、结构和

功能、不同微生物构成的群落及其相互关系。

Poretsky 等在 2005 年率先开展了元转录组学研究

工作, 他们从环境中提取了微生物总 RNA, 利用

减除杂交法去除 rRNA 从而富集了 mRNA, 然后

利用随机引物反转录获得 cDNA 模板, 通过对

cDNA 模板扩增构建了 cDNA 文库。他们所使用

的环境元转录组学的研究方法, 成功地对海洋和

淡水的浮游细菌群落进行了基因表达分析, 为后

续大量的元转录组学研究工作奠定了基础[7]。 

与元基因组不同的是, 元转录组的定义中包

含了时间和空间的限定。同一细胞在不同的生长

时期及生长环境下, 其基因表达情况是不完全相

同的。目前, 元转录组学已被用于表征微生物群

落的基因表达及种群结构[8], 并渗透到了当前许

多的技术和领域, 其中包括蛋白组学、基因组学

和环境科学, 这标志着基因组学的研究由结构基

因组学进入了功能基因组学时期。转录组学研究

是功能基因组学研究的一个重要手段, 从信使

RNA 的表达模式上, 转录组学能够鉴定功能相

关的基因簇, 并且在蛋白水平上提供了在何时、

何地、何种水平上特殊的蛋白积累信息[9]。元转

录组学作为一种宏观的整体论方法, 改变了以往

选定单个基因或少数几个基因零打碎敲式的研

究模式[10], 将基因组学研究带入了一个全新的高

速发展时代。 

2  元转录组学与元基因组学的优势
比较 

基因组学和元基因组学研究的是一个特殊有

机体或微生物群落的基因潜力。转录组学和元转

录组学研究的是在特定环境条件下被转录的基

因亚群。因此, 转录组学和元转录组学是快速捕

获存在于特殊生态位基因的有力工具[11]。 

元基因组学描述了研究总基因组 DNA 的途

径及方法, 进而揭示了微生物群落所包含的代谢

潜能。元基因组文库中目的克隆的筛选主要采用

功能筛选和序列筛选的方法[12], 这两种方法也存

在一定的问题。对于序列筛选法来说, 主要是测
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序的速度和费用的问题; 对于功能筛选法, 因为

存在着基因在转录水平上的剪切修饰等加工过

程, 目前从几万或几十万个克隆中只能筛选到几

个有活性的基因[13]。因此, 基于基因组 DNA 的

微生物群落结构分析没有考虑微生物的活力及

代谢状态[14]。 

在“组学”研究中, 元转录组学是元基因组学

发展的下一个阶段, 通过 cDNA 直接克隆的方法

研究环境样品中 RNA 转录本的组成, 能够直接

检测转录的活性基因, 最重要的是聚焦于样品中

的活性群落, 降低了群落的复杂度, 这也是元转

录组学与基于 DNA 的元基因组学相比的优势所

在[15]。基于 RNA 的群落分析更能够描述微生物

群 落 中 的代 谢 活 性成 员 , 因 为 细 胞 中 产生 的

rRNA 量与细菌生长活性有直接关系[16]。元转录

组学的目标定位在研究微生物群落功能基因的

表达上, 并且为鉴定和分析微生物群落特异性变

种的关键功能基因提供了新方法[17]。与基因组或

宏基因组分析相比, 元转录组学只需要对较少量

的转录本进行测序, 这对于低编码密度的真核生

物基因组更为确切。Rohwer 等认为大规模的

RNA 测序方法将逐渐取代微阵列技术, 而成为

元转录组学研究的重要手段[18]。 

3  元转录组学的分析流程 

整个元转录组学的工作流程包括提取分离微

生物 mRNA, 构建 cDNA 文库及对产生的 cDNA

进行测序。Gilbert 等曾详细叙述了从土壤和海水

中收集样品、提取 RNA 及富集 mRNA 的方法, 同

时对于元转录组学数据的生物信息分析方法进

行了专门的描述[19]。通常在收集完特定的微生物

样品后, 用于高通量测序的 cDNA 的准备包括必

须的 3 步: (1) 总 RNA 提取; (2) rRNA 的移除及

mRNA 的富集; (3) cDNA 的合成[11]。如图 1 所示。 

样品采集完毕后首先要进行 RNA 的提取, 

与 DNA 相比 RNA 稳定性很差, 许多转录本的存

在时间都短于 1 min[7]。RNA 酶是导致 RNA 降解

最主要的物质, 并且 RNA 提取的质量也会影响

cDNA 文库的构建, 因此对于 RNA 的提取要注意

环境 RNA 酶的影响。Kang 等曾对 4 种 RNA 提

取 方 法 进行 了 比 较 , 同 时 比 较了 每 种 方法 的

RNA 回收率及纯度, 并对瘤胃微生物 RNA 的提

取方法进行了改进[20]。 

在细菌中 mRNA 只占总 RNA 的 1%−5%左

右[21], 因此 RNA 提取完成后需进行 mRNA 的富

集。目前主要有两种方法可用于 rRNA 的移除及 

 

 
图 1  微生物群落元转录组学分析的工作流程[10] 

Fig. 1  Workflow of metatranscriptomics from microbial communities[10] 
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mRNA 的富集, 即减除杂交法和外切核酸酶消化

法。减除杂交法主要是利用 rRNA 特异性探针实

现的 , 利用减除杂交能够捕获 rRNAs 特异的

16S、23S 的寡核苷酸类, 此种方法在细菌分离群

和环境样品中均已得到应用。而外切核酸酶能够

首先降解带有 5'-单磷酸的 RNAs, 这些 RNAs 大

部分被认为是 rRNAs。两种方法也可以联合使用

来提高 rRNA 的移除效果[22−23]。Shrestha 等在进

行 RT-PCR 和 cDNA 克隆之前, 利用减除杂交法

成功富集了样品中的 mRNA[24]。Stewart 等利用

样品特异性探针对细菌 rRNA (16S 和 23S)进行减

除杂交, 此种方法降低了 40%−58%的细菌 rRNA

转录丰度, 使非 rRNA 序列增加 4 倍(从总数的

12%−20%到 40%−49%)[25]。He 等对两种常用方

法及两种方法结合使用的有效性和精确度进行

了鉴定, 通过对 5 个微生物群落的大量平行测

序, 发现在这些处理中 rRNA 移除对微生物群

落及 RNA 完整性起作用, 仅减除杂交法引入了

相对转录丰度的最小偏差, 但外切核酸酶消化

法及两种方法的联合处理显著的抵制了 mRNA

丰度[26]。 

最后要以 mRNA 为模板, 经反转录酶催化, 

在体外反转录成 cDNA, cDNA 的合成主要包括

cDNA 第一链的合成 , 双链 cDNA 的合成及

cDNA 的甲基化等, 目前常用方法有随机引物法

和 poly-dT 引物合成法两种, 若获得的 cDNA 量

太低不够直接测序, 可以先进行扩增再进行高通

量测序。 

与 rRNA 移除类似, 也有多种方法可用于转

录本的扩增。Frias-Lopez 等利用随机六聚体引物

和 T7 RNA 聚合酶进行了转录本的扩增[27], 他们

利用纯培养及 DNA 微阵列证实了扩增偏倚性的

存在。Gilbert 等利用多重链置换扩增获得了足量

的 cDNA 以用于测序[28]。另外还有一个不会引起

DNA 或 cDNA 扩增偏倚性的方法是乳化 PCR 

(Emulsion-PCR)技术[29]。乳化 PCR 技术是指将

PCR 体系分散在有机相中乳化, 以达到单分子扩

增的目的。 

通过以上方法获得足量 cDNA 后即可进行高

通量测序。高通量测序技术能一次并行对几十万

到几百万条 DNA 分子进行序列测定, 并且一般

读长较短。主要有以下几种: 454 测序、Illumina 

(Solexa)测序和 Solid 测序等。高通量测序技术是

对传统测序一次革命性的改变, 一次对几十万到

几百万条 DNA 分子进行序列测定, 同时高通量

测序使得我们可以对物种的转录组和基因组进

行细致全貌的分析。 

元基因组学和元转录组学数据使我们能够对

从自然栖息地中获得的多种多样的微生物物种

进行分子进化分析。Stewart 等对从海洋和森林土

壤中获得的微生物 DNA 和 RNA 进行鸟枪法焦磷

酸测序来检测基因表达水平和序列保守性之间

的关系。结果表明, 对于所有的样品, RNA 样品

中能够表达的基因转录本与未表达的基因相比

序列更加保守, 并且与参考数据库中的序列更加

匹配。在这些基因片段中还存在一个氨基酸使用

情况的差异, 所表达的基因倾向于富含 GC 的氨

基酸, 这与此基因池中存在高水平的功能限制的

假说一致。因此, 对于自然环境中的各种微生物

分类群, 基因的表达水平与进化速率有密切的关

系。尽管他们非常复杂, 但是元基因组学和元转

录组学能够从分类学、功能和环境群落多样性上

揭示蛋白序列保守型的广泛进化模式[30]。 

4  元转录组数据获得和分析方法 

目前, 用于元转录组数据获得和分析的方法

主 要 有 基于 杂 交 技术 的 芯 片技 术 , 主 要 包 括

cDNA 芯片和寡聚核苷酸芯片, 基于序列分析的

基因表达系列分析(Serial analysis of gene expres-

sion, SAGE) 和 大 规 模 平 行 信 号 测 序 系 统
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(Massively parallel signature sequencing, MPSS)。 

4.1  基于杂交技术的芯片技术 
基因芯片(DNA microarray), 是指高密度固

定于固相支持物表面的单链 DNA 的微点阵[31]。

该技术的基本思想为将已知的 DNA 序列作为探

针, 通过原位合成或显微打印的方式将探针固化

于支持物表面, 然后将标记的 RNA 或 DNA 样品

与探针 DNA 进行杂交, 通过荧光检测仪或激光

扫描装置来检测芯片表面的荧光信号, 从而定量

或定性地分析杂交模式[32]。 

基因芯片的分类较多, 根据储存的生物信息

类型, 基因芯片可分为 cDNA 芯片和寡核苷酸芯

片。cDNA 芯片和寡核苷酸芯片的主要原理类似, 

都是通过碱基互补配对原则进行杂交, 来检测对

应片段是否存在及存在量的多少。它与 cDNA 芯

片的本质差别在于寡聚核苷酸芯片固定的探针

为 特 定 的 DNA 寡 聚 核 苷 酸 片 段 , 而 后 者 为

cDNA。基于 DNA 微阵列表达型分析的弊端是: 

在功能微点阵芯片制造前需要基因甚至是完整

的基因组序列及相应的注释[33]。对于利用 DNA

微阵列的其他局限还包括其探测灵敏度的准确

性和定量可靠性两个方面[33−34]。 

4.2  基于序列分析的基因表达系列分析 
SAGE 用一个相对短的诊断序列标签分离、

串连、克隆、测序, 提供了一个广泛适用的定量

分类和各种状态中表达基因比对的有力工具[35]。

其快速、灵敏、高丰度、高通量和易于发现未知

序列等优点使它在众多基因差异研究技术中脱

颖而出, 一问世就得到了极大的关注[36]。 

SAGE 技术最大的优势在于对基因性质预先

不了解的前提下研究由微生物转录变化引起的

生物现象, 在较短时间内检测微生物所表达的几

乎所有的 mRNA, 得到其拷贝数, 同时可以发现

潜在的未知基因。SAGE 可以定量分析已知基因

及未知基因表达情况, 可以帮助获得微生物的完

整转录组学图谱、发现新的基因及其功能、作用

机制等信息。另外, SAGE 技术还可区分转录本的

不同变体和反义转录本, 因输出的信息是数字形

式而提供了一个数据平台, 其他研究者可直接运

用数据做进一步研究。但限于技术流程复杂、工

作量巨大、耗资大、标签确定困难等缺陷, 在国

内 SAGE 技术还未全面推广, 但它仍然是目前获

得特定组织的全部表达基因的最好方法。因此, 
明确 SAGE 的优势和缺陷, 在实际研究中根据不

同目的, 选用合适的技术或者相互融合、联合使

用对构建接近完美的设计具有十分重要的意义。 

4.3  大规模平行信号测序系统 
MPSS 是对 SAGE 的改进, 它能在短时间内

检测微生物群落全部基因的表达情况, 是功能基

因组研究的有效工具, 是进行深入的表达模式分

析的最新工具之一。MPSS 是通过对每个基因产

生的单个 mRNA 分子进行计数, 来分析一个样品

全部基因表达水平的开放平台。在进行实验前没

有必要对基因进行鉴定和表征。在每个细胞少量

mRNA 分子水平上, MPSS 有一个常规敏感性; 
并且数据集是以数字的形式简化了数据的处理

与分析。因此, 在当前众多可利用的微阵列和非

微阵列技术中, MPSS 在全部数据集的形式生成

上具有许多优势, 这有利于我们在数字生物时代

进行假设推动试验[37]。因其需要配套的软硬件较

为昂贵, 目前国内外的相关应用报道不多。该技

术在研究微生物基因组功能方面及其相关领域

研究中将会发挥巨大的作用。 

5  元转录组学在微生物研究中的
应用 

元转录组学是探索自然环境微生物群落功能

基因表达未知序列的一种方法, 同时提供了一种

获得群落特异变种功能关键基因的新方法。元转

录组学已被用于解释微生物群落对环境变化的
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反应, 通过分析群落中活性组分的丰度和组成变

化, 能够快速捕捉群落特定时间的基因组成[19], 
已在海洋、土壤、动物胃肠道微生物等诸多环境

微生物的研究中发挥了广泛作用。 

5.1  水体微生物 

人们利用元转录组学技术已经获得了大量海

洋微生物的转录组信息。Gilber 等利用 GS-FLX

焦磷酸测序技术获得了一个复杂海洋元转录组

的全 mRNA 序列, 并对此进行研究, 发现元转录

组学靶点高效的表达了较新的序列[28]。对相关元

基因组的分析证实在元转录组中有更高的组装

水平, 并且大基因家族有更高的产量, 这些成员

中约 91%是新的[28]。 

Poretsky 等[7]通过微生物转录本的直接提取

和分析, 对海洋和淡水的浮游细菌群落进行了基

因表达分析。通过 rRNA 的减差杂交获得了环境

总 RNA, 分离 mRNA 后进行反转录, 通过随机引

物进行扩增、克隆, 对大约 400 个克隆进行分析, 

结果表明其中 80%的克隆是由不明 mRNA 衍生

的。mRNA 似乎是来自不同的分类群, 同时包括

细菌和古细菌, 许多转录物与环境中许多重要的

过程相关, 如硫磺氧化, C1 复合物的同化作用以

及通过多氨降解获得氨等[7]。元转录组数据集能

够揭示自然界微生物群落的多样性、分类学分布

和 sRNAs 丰度的相关信息, 同时揭示了包括碳代

谢和营养需求等与环境相关的过程。 

Shi 等[38]从海洋微生物元转录组数据集中检

测到的一个大片段的 cDNA 序列除了包含已知的

sRNAs 之外, 还包含了之前未被认识的 psRNAs, 

这些 psRNAs 与从相似的环境中获得的微生物基

因组的基因间的序列能很好的匹配, 展示了特有

的保守的二级结构, 并且通常被具有潜在调节功

能的基因所包围。同时从优势浮游生物物种中获

得的一组 psRNAs 的基因特异图谱揭示了一些新

的潜在调节因素[38]。此外, 他们从北太平洋副热

带环流区域的 ALOHA 站点选择了不同的海水深

度并收集了 4 种浮游细菌, 并对 4 种样品的总长

度为 38 Mbp 的群落元转录组序列和 157 Mbp 的

群落元基因组序列进行了测序和比较, 分类学分

析表明这些样品主要属于 3 个分类群: Prochlo-

rales、Consistiales 和 Cenarchaeales 分类群。在

DNA 和 cDNA 文库中, 这些分类群的相对丰度有

时差异很大, 显示了每个细胞转录活性的相对差

异。总之, 这些数据对于理解自然栖息地中的微

生物群落的分类学和功能学分布提供了 DNA 和

cDNA 的偶联分析[39]。 

5.2  土壤微生物 
对于土壤中活性酶产量的微生物调控, 也可

以通过研究 mRNA 转录组进行评定[40]。Leininger

等通过 454 焦磷酸测序对复杂的土壤微生物群落

元转录组进行了研究, 结果显示在土壤中, 古细

菌氨氧化关键酶的转录本数量与其他细菌相比

要多几个数量级, 这表明古细菌是土壤中数量上

占优势的氨氧化菌[41]。Urich 等进一步分析了这一

转录组研究中所获得的 25 Mb 的测序数据, 其不

经过 PCR 或克隆直接将群体总 RNA 随机的反转

录成 cDNA, 直接焦磷酸测序获得了大量的 cDNA

探针。并且证实有 8%的起始读长大于 250 kb 的

片段是 mRNA 探针[42]。 

Bailly 等[17]利用从森林土壤中提取的多聚腺

苷酸 mRNA 构建 cDNA 文库并进行筛选。此文

库包含了构成群落的每个不同个体所表达的基

因, 并且揭示了其元转录组信息。通过对扩增的

反转录 RNA 进行 18S rDNA 基因测序来评价群落

的多样性, 揭示了整个微生物群落对当地环境条

件的适应潜能[17]。元转录组学技术可用于土壤中

新基因和生物活性物质的筛选和挖掘, 为研究土

壤微生物复杂群落结构提供了十分重要的工具。 

5.3  动物胃肠道微生物 
元转录组学也已被用于分析肠道微生物群
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落, 为肠道微生物物种提供了系统发育描述及功

能分析, 并且元转录组学具有揭示环境变化时细

胞瞬时反应的能力[43]。Silva 等为了了解瘤胃微生

物 mRNA 种类的相对丰度及其在营养消化利用

中的作用, 测序分析了约 80 000 个 mRNA, 描绘

了一个复杂的代谢功能网络, 只有 25%的转录组

能够进行有效功能注释, 其中 57%的转录组与碳

水化合物代谢、氨基酸代谢功能有关[44]。Gosalbes

等对 10 个健康的志愿者的肠道微生物进行了元

转录组的研究, 对从每个样品中获得的微生物

cDNAs 通过 454 技术测序, 16S 转录本的分析表

明了活性微生物群落的系统发育结构, 揭示了肠

道微生物的主要功能是碳水化合物代谢、能量生

成及细胞成分的合成[45]。 

Poroyko 等通过对全部转录组进行鸟枪法测

序, 来研究对新生仔猪饲喂母乳和人工乳时肠道

微生物的基因表达的差异。首先从每头试验仔猪

盲肠内容物中获得微生物 DNA 和 RNA, 通过

454 测序系统对 cDNA 文库和 16S RNA 扩增片段

进行测序, 结果表明微生物群落同门不同属, 对

筛选的 cDNA 序列进行功能注释, 发现两种处理

下基因的表达模式是相似的, 所有样品均表达了

大量与碳水化合物及蛋白代谢相关酶类的转录

本[46]。此实验所鉴定的大量的转录本代表了仔猪

盲肠末端微生物的元转录组, 在两种模式下大部

分微生物群落的基因表达相似, 但也鉴定了一些

差异表达的基因簇。 

6  研究展望 

在元转录组学的新领域, 利用一些方法来对

自然群落里表达的微生物基因测序, 可以让我们

理解微生物基因的表达形式。目前对各种微生物

群落转录本从一个特殊的时间和空间进行深入

测序已成为可能, 其避免了对可观察的基因数量

的限制, 靶基因的选择及对探针和引物的需要。

但是在研究过程中仍需要解决一些技术问题, 在

对微生物群体或个体进行 cDNA 序列分析时, 转

录组中 mRNA 的富集是主要的技术挑战。然而, 

毫无疑问, 元转录组学技术为微生物的研究和发

展提供了很好的策略。在转录本结构研究, 非编

码区域研究, 基因转录水平研究和全新转录区域

研究等方面, 随着新的科技方法的不断发展, 其

应用潜能将会得到进一步的发挥与认可。  
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栏目介绍 

生物实验室 

“生物实验室”栏目刊发的文章主要侧重于从实验室科研人员的角度, 深度报道使用某种仪器设备

进行实验后所获得的最新结果, 交流由此衍生出的新技术新方法。希望此栏目能够成为架起实验室与

实验室, 以及实验室与仪器生产商之间联系的桥梁。 


