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专论与综述 

基于整合宏组学技术认识腐生生境功能微生物区系 

潘晓光  张丽丽  张怀强  王禄山* 

(山东大学 微生物技术国家重点实验室  山东 济南  250100) 

 
 

摘  要：微生物区系在天然生境中分布广泛，利用传统纯培养等方法无法全面认识其分布和功

能，因此被认为是地球上的“暗物质”。随着新一代测序技术与高分辨率质谱技术的快速发展，

研究者可以在非培养条件下全面快速分析天然生境中微生物组及其动态变化，这开启了微生物

组时代，使得研究地球上“暗物质”成为可能，从而改变了微生物学研究的现状。腐生生境作为

生物地球化学循环的重要推动部分，因其高效降解转化有机废弃物能力而被广泛关注。腐生生

境由于原料多变、环境复杂等原因未能被全面深入研究，而整合宏组学技术则为解析相关生境

微生物区系的多样性及其功能动态演替规律奠定了技术基础。基于整合宏组学数据分析与环境

参数的优化，可以在认识微生物组及其功能的动态水平上，针对复杂物料建立高效降解转化的

绿色转化工艺，促进农牧业废弃物无害化和资源化利用进程。 

关键词：腐生生境，微生物组，整合宏组学技术，农牧业废弃物，绿色转化工艺 

Understanding the functional microbiota in saprophytic habitats 
based on integrated meta-omic technologies 

PAN Xiao-Guang  ZHANG Li-Li  ZHANG Huai-Qiang  WANG Lu-Shan* 

(State Key Laboratory of Microbial Technology, Shandong University, Jinan, Shandong 250100, China) 

Abstract: Microbiota is widely distributed in natural habitats and considered as “Dark Matter” 
because its distribution and function cannot be revealed by traditional culture-dependent methods. 
With the rapid development of next-generation sequencing technologies and high resolution mass 
spectrometric techniques, we can rapidly analyze the composition and dynamic changes of 
microbiome without culturing, which marks the beginning of new era of studying “Dark Matter”, 
thus changing the status of microbiology research. As an important part of the biogeochemical cycle, 
saprophytic habitats have been widely concerned because of their ability to degrade organic wastes 
efficiently. However, the complex materials and environments hindered comprehensive studies on 
saprophytic habitats. With the advent of integrated meta-omic technologies, these problems could be 
addressed by analyzing diversity and dynamic succession of microbiota in saprophytic habitats. 
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Therefore, based on the analysis of integrated meta-omic data and optimization of environmental 
parameters, we can learn about the dynamic changes and functions of microbiome, and then establish 
the green biotechnologies for efficient degradation of complex materials, which would promote the 
process of harmlessness and resource utilization of agricultural wastes. 

Keywords: Saprophytic habitats, Microbiome, Integrated meta-omic technology, Agriculture wastes, 
Green biotechnology 

微生物在土壤、水体、空气等自然生境中的

分布极其广泛，而传统纯培养技术无法全面认识

其分布与功能，因此环境中未培养微生物被称为

地球上的“暗物质”[1]。随着高通量测序技术的兴起

与快速发展，从微生物组的角度全面系统地认识

生境中相关的微生物区系及其功能成为了可能。

2006 年研究者开始利用基因组学技术研究人体共

生、互生及寄生的微生物区系及其功能，即人类

微生物组计划(Human microbiome project，HMP)，

旨在通过 DNA 定位人体微生物，并找到微生物与

人类健康之间的关系，以此来预防和治疗疾病[2]。

此后，随着新一代测序技术与高分辨率质谱技术

的飞速发展，分析能力明显提升，研究者们的研

究目标也转向了土壤、大气、海洋湖泊等地球生

物圈中微生物的组成及功能，开始探究地球微生

物组(The earth microbiome project，EMP)[3]。腐生

生境作为生物地球化学循环的重要推动部分，因

其高效降解转化有机废弃物的能力而被广泛关注，

整合多种高通量宏组学技术，可以解析相关生境

微生物区系的多样性及其动态演替规律，从而为

以后的研究奠定理论与技术基础。 

1  腐生生境中微生物组研究方法 

在生物圈中绿色植物是生产者，长期进化过

程形成了抵御微生物及酶系降解的“生物质抗降解

屏障(Biomass recalcitrance)”[4]，但植物生物质可以

在腐生生境被彻底降解转化。该生境中参与的微

生物种类多样，降解过程复杂，传统方法未能对

这些生境系统进行全面深入的研究。随着基因组

测序技术的快速发展，2007 年研究者们已经开始

聚焦于降解木质纤维素等的复杂生境，如已全面

分析了白蚁肠道、牛瘤胃等降解系统[5]。现在基于整

合宏组学技术，研究者们也可以揭示腐生生境中

木质纤维素等生物质高效降解转化的相关机制[6]。 

1.1  腐生生境微生物区系研究的相关方法 

传统微生物学研究是通过纯培养技术来分析

微生物种类数量与高效降解生境的关系，以此推

测微生物区系与天然生境之间的互作方式。由于

实验室条件并不能完全模拟自然生境条件，因此

利用纯培养技术与显微分析技术估计出的微生物

数量与天然生境间存在巨大差异[7-8]，土壤中仅有

0.1%−1.0%的细菌可以在实验室条件下获得纯培  

养[8-9]。因此研究者们开始利用非培养方法来分析微

生物区系及其功能，常用生理生化指标例如特定醌

类、磷脂、ATP 等生化指标对微生物区系的结构与

功能进行分析；利用分子生物学技术如 16S rRNA

基因扩增、变性梯度电泳(Denaturing gradient gel 

electrophoresis，DGGE)以及 DNA 单链多态性

(Single-strand conformation polymorphism，SSCP)

等分析微生物区系的种类与丰度。非培养方法虽

然可以克服纯培养方法的弊端，但精确度仍显不

足。为了全面分析天然生境中微生物组及其功能，

研究者们开始整合微生物[10]、生化[11-14]、分子[15-16]

等多种技术手段进行系统分析，形成整合分析的

思路与框架。2005 年新一代高通量测序技术的快

速发展，研究者可直接利用高通量测序分析天然

生境中的微生物区系及其基因组，这就形成了宏

基因组学技术。至 2015年，研究者已将微生物组分

析能力全面扩展至宏转录组、宏蛋白组及宏代谢组

等多种功能宏组学层次[17-21](图 1)，并形成多种宏

组学技术整合的高通量分析平台与技术体系。 
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图 1  腐生生境微生物区系研究及其相关技术简要发展历程[10-28] 
Figure 1  Studies on the microbiota of saprophytic habitats and the brief development history of related technologies[10-28] 

 

1.2  腐生生境功能微生物组研究的高效平   
台——整合宏组学技术 

腐生生境中微生物区系与功能复杂多样，因

此整合多种高通量方法的整合宏组学技术逐渐兴

起。通过整合宏组学技术可以构建微生物区系结

构与功能的关系，能够更深刻地认识复杂生    

境[27]。图 2简要描述了整合宏组学技术分析腐生生

境微生物组的主要流程，通过物种特异性标签 

(16S rRNA、18S rRNA、ITS等)的高通量序列分析

将不同微生物聚类成操作分类单元(OTU)，认识腐

生生境中微生物组的结构与动态变化，通过对宏

基因组中功能基因编码序列(CDSs)进行高通量分

析，可以认识相关功能基因组的动态变化；而基

于新一代高分辨率质谱技术可对腐生生境中宏蛋

白质组或者宏代谢物组进行定性或定量分析，认

识功能蛋白组与代谢组的时空动态变化，从而全

面了解微生物系统整体的功能与代谢。 

1.2.1  微生物组研究的革命性方法——宏基因组技

术：通过利用特殊基因标记，如物种特异性 DNA

标签(16S rRNA基因等)进行微生物组 DNA分析，

以认知其组成、丰度及其动态变化等，这已成为

微生物组分析的重要技术。随着平行高通量测序技

术、长读长技术的发展以及大数据分析能力的提

升，使得研究者们可以以较低成本获取更多信

息，可以直接获得整个生境中所有微生物的基因

组数据[24]，当然，高通量测序受测序深度的影响，

在低丰度物种的检测分析上还需进一步提升。基

于复杂人体微生物组分析而形成的策略、技术及

经验[26,29]，可以推广应用于更加复杂、开放的腐

生生境中微生物组的动态系统分析。 

1.2.2  功能微生物组动态的研究手段——宏功能

组技术：基于传统培养方法及非培养方法无法原

位解析微生物群体发挥具体功能的动态过程[18]；

基于宏基因组数据分析可以认识微生物区系种类与

分布，但仍不能揭示在特定时空环境下原位微生物

群落功能基因的动态表达与调控等关键问题，这需

要在转录与表达水平上进一步研究。基于宏转录组

分析可以将生境中全部 RNA 作为研究对象，从转

录水平上研究复杂微生物群落的功能变化。以前主

要采用基因芯片或微阵列技术，而随着新一代高通

量测序技术的快速发展，生境中全部 RNA 也可以

直接利用高通量测序技术进行分析。基于宏转录组

的表达分析，研究者们可以全面认识微生物间及与

其它微生物间的互作关系[18]。 
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图 2  整合宏组学研究及其分析技术 
Figure 2  Integrated meta-omic researches and analytical techniques 

注：OTU：操作分类单元；CDS：编码序列. 

Note: OTU: Operational taxonomic unit; CDS: Coding sequence. 
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宏转录组分析过程由于 RNA 分子的不稳定

性，样品如得不到及时有效处理就会产生较大偏

差。此外，仅 RNA 的分析并不能完全反映蛋白

质的种类、数量、修饰以及发挥功能的位置或区

域等，因此现在常以蛋白质组为研究对象进行生

物大分子功能的研究。基于高通量质谱技术，例

如液相色谱-质谱联用(Liquid chromatography-mass 

spectrometry，LC-MS)技术[30]，特别是新兴起的轨

道离子阱(Orbitrap)技术，可以分析检测环境样本

中几乎全部功能蛋白，该方法称为宏蛋白质组学

技术[31]。近年来，多重色谱分离与 LC-MS 技术可

以对上万条多肽片段信息同时进行定性与定量分

析[30]，得到不同条件下诱导表达蛋白的种类、丰

度和修饰[32]等信息。然而腐生生境中常存在表达

量巨大的蛋白酶，因此，样品处理必须及时以反

映生境中原位的状态与过程。 

2  基于整合宏组学技术认识天然腐生生境
微生物区系及其功能基因 

近年来由于我国经济社会的快速发展，据

2010年《第一次全国污染源普查公报》显示，目前

全国每年畜禽粪污产生量约 38亿 t，秸秆产生量为

9亿 t，尾菜总量 5亿 t。因此，农牧业有机废弃物

的大量积累已引起严重的环境问题。利用整合宏

组学技术系统分析腐生生境微生物区系的组成与

功能，基于工业化技术形成农牧业废弃物高效的

绿色转化工艺，正在成为新的研究热点。 

2.1  基于整合宏组学技术探究天然腐生生境微

生物区系的变化规律 

基于整合宏组学技术对腐生生境系统的研究

发现，当其原料组成相对稳定便能形成稳定的高

温发酵环境，相关生境中常具有结构相似的微生

物区系，特别在嗜热期，优势菌门多为相同类型

(表 1)。这可能是由于腐生生境是自发热系统，生

境内部温度较高，因此厚壁菌门和放线菌门微生

物由于其较强的保水性和耐热性而成为优势菌门

(表 1)。然而，物料的改变能引起功能微生物区系的

变化，当物料 C/N 较高时，如以秸秆生物质为主

时，优势细菌更倾向于以放线菌门(Actinobacteria)

微生物为主，这可能是由于放线菌门微生物主要

分泌多种木质纤维素降解酶导致[40-41]；而C/N较低

时，如物料以含蛋白质原料为主时，优势细菌则倾 

 
表 1  不同原料腐生生境的微生物区系[19,21,28,33-39] 

Table 1  Microbiota in saprophytic habitats with different materials[19,21,28,33-39] 
年份 

Year 

地点 

Place 

原料 

Materials 

温度 

Temperature (°C) 

嗜热期优势细菌门 

Dominant bacteria in thermophilic stage

2010 芬兰 食物残渣废弃物 ~70 放线菌门 

2011 丹麦 农业废弃物 NA 放线菌门 

2012 中国 牛粪稻秆 ~63.5 放线菌门 

2013 马来西亚 油棕榈空果串 NA 放线菌门 

2015 中国 秸秆 ~69 放线菌门 

2016 中国 稻草 ~70 放线菌门 

2016 中国 牛粪玉米芯 ~70 放线菌门 

2010 韩国 贝壳垃圾场 ~60 厚壁菌门 

2011 丹麦 施肥的农业废弃物 NA 厚壁菌门 

2015 中国 污泥牛粪 ~60 厚壁菌门 

2015 中国 猪粪 NA 厚壁菌门 

2014 爱尔兰 绿色废弃物和奶牛养殖场废水污泥 ~58 变形菌门 

2015 中国 鸡粪和生物炭 ~45 变形菌门 

2015 中国 蚯蚓肥 常温 变形菌门 

注：NA：文章中未提到或者未做重点. 

Note: NA: The article did not mention or focus. 
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向于以厚壁菌门微生物为主，这可能是厚壁菌门微

生物特别是芽孢杆菌微生物可分泌大量的蛋白酶

参加物料的降解转化[42-43]。当环境条件发生改变，

例如温度明显降低、环境水分增加等，变形菌门的

相关微生物因其分泌大量的混合酶系可形成生长

优势[19]。 

2.2  基于整合宏组学技术探究天然腐生生境功

能基因的分布与动态变化 

天然腐生生境中营腐生真菌、细菌常起到关

键降解作用，这些微生物分泌大量相关酶类，包

括碳水化合物酶(CAZy enzyme)、蛋白酶(Protease)

及同化作用(Assimilation)的功能性蛋白等。因此利

用整合宏组学技术分析其动态变化规律，可以指

导相关农牧业废弃物的无害化与资源化处理过

程。另外，现代畜牧业的集约化生产模式使用大

量抗生素，其中 30%−90%的抗生素并不能完全被

降解代谢，会随粪污排出体外，成为生境中抗生

素污染的重要来源。因此利用宏代谢组学分析降

解转化过程，认识其无害化的降解途径，这对形

成绿色无害化工艺非常重要。 

如果天然腐生生境中存在大量抗生素就会造

成耐药微生物快速演化，形成大量抗药基因并在

生物圈中不断扩散[44]。最近研究发现，耐药基因

主要存在于变形菌门 (Proteobacteria)和厚壁菌门

(Firmicutes)中[45]，然而Wang等[46]通过对国内鸡肉

生产链 1 000 多份样本进行碳烯青霉和多粘菌素

耐药性检测分析，发现耐药基因 mcr-1 可从上游

种鸡场沿着鸡肉生产链条一直传播到超市，说明

多粘菌素作为抗菌促生长剂在家禽养殖业已大

量、广泛使用；进而可以推断其粪污生境中应该

存在更多的相关基因及其耐药微生物。因此，控

制农牧业废弃物中变形菌门等含有耐药基因微生

物种类与数量将是切断耐药基因向环境中传播的

重要途径。 

3  基于整合宏组学数据分析建立农牧业废
弃物绿色高效转化工艺 

农牧业废弃物由于原料复杂、系统开放、含

有致病微生物及耐药基因等因素，长期以来未采

用现代生物技术或生物工程手段来评价无害化程

度及优化提升发酵效率[47-49]。Zhang等[20]运用整合

宏组学技术，分析了 90 m3连续固态发酵罐中降解

农牧业废弃物的功能微生物区系及其降解酶系，

跟踪其随着温度、时间和高度等因素的动态变

化。相关研究发现在好氧高温发酵罐中层，微生

物群落随时间变化逐渐形成一个稳定单一的高效

降解菌群结构，潜在含有耐药基因的变形菌门、

拟杆菌门微生物快速被杀灭，这就为切断耐药基

因的传播途径提供了可能；这个过程中喜热裂孢

菌属(Thermobifida) (属于放线菌门)和芽孢杆菌属

(Bacillus) (属于厚壁菌门)的相关微生物形成了优势

微生物区系，这些微生物可高效分泌耐热的糖苷

水解酶类与蛋白质酶类等降解酶系，为进一步形

成绿色高效工业化转化工艺奠定了物质基础。 

利用功能蛋白组学技术跟踪分析优势微生物

高效分泌相关降解酶类的环境条件，控制并优化

固态发酵工艺中的通氧、温度等参数，可以使得

牛粪等农牧业废弃物降解发酵周期由 42 d 缩短至

11 d，明显提升了无害化、资源化的效率[17,20]。当

然，整合宏组学技术仍有许多问题尚未解决：高通

量测序深度、覆盖度以及存在的系统偏差；宏转

录组学分析时可重复性及可信度；宏蛋白质组学

分析过程提取和富集的有效性、蛋白质动态分析

的复杂性等都是需要深入研究与探索的领域。 

综上，进入新世纪，基于高通量测序与高分辨

质谱的整合宏组学技术彻底革新了基于纯培养的

传统微生物技术及基于经验的传统固态发酵工艺

相关研究。研究者们可以在认识天然腐生生境等功

能微生物组的物种组成、分布及其动态变化规律的

基础上，定位生境中功能基因的分布与高效表达条

件等，优化传统固态发酵的参数与条件，促进形成

可工业化应用的绿色高效转化工艺。 
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