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专论与综述 

宏组学方法在污水处理系统中的应用进展 
王琳*  田璐 
中国海洋大学环境科学与工程学院  山东 青岛  266100 

摘  要：污水生物处理由微生物生理过程驱动，宏组学方法能够获得不同水平的分子信息，为认识污

水处理系统中的微生物提供了新途径。本文对宏基因组学、宏转录组学、宏蛋白质组学与代谢组学等

宏组学方法的发展进行综述，着重介绍各组学及整合宏组学在污水处理系统中的研究现状，并指出其

应用前景。 
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Application of metaomics in wastewater treatment 
WANG Lin*  TIAN Lu 
School of Environmental Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao, Shandong 266100, China 

Abstract: Biological wastewater treatment systems are driven by microbial physiological processes, 
metaomics approaches obtain information from different molecular levels, providing a new way to 
understand microorganism in wastewater treatment systems. In this review, we summarize the 
developments of metaomics such as metagenomics, metatranscriptomics, metaproteomics and 
metabolomics, highlight the current research of metaomics and integrated metaomics in wastewaters 
treatment systems, also indicate the prospect in practical application. 
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快速工业化和人口膨胀导致了各种污染物的

产生和排放，不仅破坏环境，而且威胁人体健康。

目前的研究与应用旨在利用和增强不同微生物的

自然能力来代谢污染物。微生物主导的污水生物处

理以一种生态可接受的方式来净化污染水体，是主

流的污水处理方式。污水的生物处理过程由混合微

生物群落驱动，污染物的转化与消除依赖于微生物

生理过程。成功设计污水生物处理设施和提升其性

能的关键在于彻底了解进行污染物转化的微生物

群落。 
高速发展的高通量测序技术和现代质谱技

术使不同水平的分子信息(核酸、蛋白质、代谢

物等)得以快速、简便地获得，形成了宏基因组

学、宏转录组学、宏蛋白质组学与代谢组学等宏
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组学方法，为认识污水处理系统中的微生物群落

与其代谢能力提供了有力工具 [1-2]。污水的生物

处理是一个高度动态的过程，系统的净化功能受

到宏基因组、转录组学、宏蛋白质组学、代谢组

等之间的相互作用，因此不仅要单独对各组学进

行研究，而且要理解它们之间是如何作用的。 

1  基于高通量测序的宏基因组学和宏转录

组学 

1.1  测序技术的发展 
DNA 测序技术产生至今的 40 年间发生了   

3 次重要的“技术革命”，常用测序平台的对比如表

1 所示。 
Maxam 和 Gilbert 在 1977 年提出的化学裂解

法(Maxam-Gilbert 法)[3]，与 Sanger 和 Coulson 同

年提出的双脱氧链终止法(Sanger 法)[4]被称为第一

代测序技术。Maxam-Gilbert 法因读长短、试剂毒

性大、程序复杂等缺点被淘汰，Sanger 法凭其长

读长、高准确度等优点，长期作为 DNA 测序的金

标准，然而其存在测序费力、耗时、昂贵等不足。 

第 二 代 测 序 技 术 又 称 为 下 一 代 测 序 技 术

(Next-generation sequencing，NGS)，2005 年 454
公司推出第一个商用 NGS 平台，标志着第二代测

序技术商品化的开端。此后各测序平台竞争激烈，

极大降低了 DNA 测序的成本，美国国家人类基因

组研究所数据显示，从 2008 年到 2017 年，每兆碱

基的测序费用由 32.3 美元降至 0.013 美元[5-6]。

Illumina 平台为当今 NGS 主流平台，其读长一般

在 50−300 bp，运行一次可产生 300 Gb 数据，准

确度超过 99.9%[7]，已成为基础生物学研究的标准

工具。尽管 NGS 技术非常强大，但它的缺点不容

忽视，短读长是其主要限制因素；此外 NGS 依赖

PCR 技术，导致(C+G)mol%含量极端的区域无法

有效扩增。 
第三代测序技术(Third-generation sequencing，

TGS)的显著特征是单分子与实时测序[8-9]，第一个

可行的 TGS 技术是 PacBio 公司于 2011 年发布的

单分子实时测序(Single-molecule real-time，SMRT)
技术[10-11]。SMRT 是目前使用最广泛的长读长测

序平台，与 NGS 相比，SMRT 测序的主要优势是

其超长读长。但由于 DNA 聚合酶活性的限制，

测序长度不能继续增长。SMRT 的主要不足是低

通量和高错误率，好在错误是随机分布的，可以

通过多次测序来进行有效纠错[10,12]。 
纳米孔测序的思想早在 20 世纪 80 年代就已提

出，由于技术限制， 2014 年 Oxford Nanopore 
Technologies (ONT)公司才推出第一台纳米孔测序

仪 MinION。与其他借助二次信号(如光、颜色、pH 
 

表 1  常用测序平台对比 
Table 1  Comparison of commom sequencing platforms 

Platform Instrument Read length (bp) Throughput (Gb) Pros Cons 

Sanger ABI 3730XL 500−1 000 0.000 3 Long reads; 
High sequencing quality 

Low throughout; 
High cost 

Illumina MiSeq 50−600 0.3−15 High throughout; 
High accuracy 

Short reads; 
Rely on PCR  
amplification HiSeq2500 50−250 10−800 

HiSeq X Ten 50−300 900−1 800 

PacBIO PacBIO RSⅡ 10 000−15 000 0.5−1.0 Long reads; 
Direct detection of  
epigenetic 

High error rate at single pass; 
Relatively high cost per Gb 

Sequel 10 000−15 000 5−10 

ONT MinION Depend on DNA  
molecule lengths 

20 Real long reads; 
High throughput; 
Direct detection of  
epigenetic modifications 

High overall error rate; 
Relatively high cost 

PromethION 15 000 

GridION 100 
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等)的测序平台不同，纳米孔测序直接检测单链

DNA 分子的组成。与 SMRT 测序不同的是，纳米

孔测序的读长不受技术本身的限制，而是取决于

DNA 分子的长度，只要 DNA 质量足够好，就可

以获得极长的读数。纳米孔测序的不足是错误率高

(约 15%)，而且不能像 SMRT 测序那样对同一条链

进行多次测序纠错，ONT 声称对双链 DNA 分子两

条链进行测序可将错误率降至 3%，但同时也使测

序时间翻倍、通量降低[12-13]。 

1.2  宏基因组学 
1.2.1  宏基因组学概念 

宏基因组学的概念由 Handelsman 等在 1998 年

首次提出，以特定环境中全部微生物基因组为研究

对象，通过功能基因筛选和测序分析，研究微生物

多样性、群落结构、进化关系和功能活性等[14]。 
1.2.2  宏基因组学在污水处理系统中的应用 

(1) 基于 16S rRNA 基因的微生物群落分析 
16S rRNA 基因长度适中、信息量大、易于分

析，是分析细菌群落常用的标记分子。该基因包含

11 个保守区和 9 个可变区(V1−V9)[15-16]，由于 NGS
的短读限制，只能选择最有效的靶区作为系统发育

标记。根据不同 NGS 平台读长，可针对一个或多

个可变区测序。王琳等[17]利用 Illumina MiSeq 平台，

针对 16S rRNA 基因的 V4 区测序研究 Biostyr 曝气

生物滤池的沿程微生物多样性，结果发现优势菌群

有拟杆菌、疣微菌门、厚壁菌门、变形菌门等，而

且沿程微生物丰富度差异小但多样性差异大。Sun
等[18]研究了以剩余污泥为碳源改善 UASB 反应器

对低浓度硝酸盐废水净化效果的可行性，利用

Illumina MiSeq 平台对 16S rRNA 基因的 V3−V4 区

测序，测序分析表明，在反应器启动和短期消化

期间，细菌群落发生了较大变化，并发现假单胞

菌属和陶厄氏菌属的某些细菌能够释放有机物用

于反硝化反应。 
由于个体物种的遗传距离与子区域和全长序

列之间的相似性有关[19]，短读测序可能低估微生

物多样性。研究证明随着读长的增加，分类的灵敏

度和准确率也会提高，因此长读测序可以在物种水

平上提高微生物群落分析的分辨率[20]。Wang 等[21]

建立了进行同步硝化反硝化和去除有机物的 SBBR
反应器，用于处理高盐榨菜废水，利用 PacBio 
SMRT 对 16S rRNA 基因全长(V1−V9)测序，实验

发现随着盐度的增加，反应器中微生物多样性下

降，亚硝酸盐氧化细菌(Nitrite-oxidizing bacteria，

NOB)受到明显抑制。目前纳米孔测序尚未应用于

污水处理系统微生物研究，在小鼠肠道细菌的研

究中，Shin 等[22]分别利用纳米孔测序(MinION 平

台)和短读测序(Illumina 平台)对 16S rRNA 基因全

长和 V3−V4 区测序，对比发现，在物种层面，纳

米孔测序比短读测序能识别更多的物种，促进细菌

群落的精确分类。全长 16S rRNA 基因扩增子测序

方法将有助于快速、准确、高效地检测各种生物或

环境样品中的微生物多样性。 
(2) 基于宏基因组的功能基因分析 
与基于 16S rRNA 基因测序的方法相比，宏基因

组学以偏差较小的方式进行分类并可直接推断微生

物群落的代谢潜力。宏基因组学是非靶向方法，定

性、定量描述可能被特定微生物群落表达的基因，

能够深入了解微生物群落整体功能，包括群落代谢

能力和成员间潜在的功能上的相互关系等信息[23]。 
借助各种测序平台可进行宏基因组学研究。

Illumina MiSeq 和 HiSeq 平台等短读测序平台覆盖

度高、性价比高，允许精确量化基因拷贝数和等位

基因变体，但是组装和注释的过程存在挑战。Chao
等[24]基于 Illumina HiSeq 对活性污泥和生物膜样品

进行宏基因组测序，结果表明生物膜中硝化细菌和

反硝化细菌的多样性和丰度比活性污泥低，但硝化

和反硝化功能基因丰度较活性污泥高。 
长读测序平台，如 PacBio 和 ONT 平台，其读

长有利于组装和注释，但产生的读数少，无法提供

短读平台的测序深度，不能精确定量基因拷贝数和

等位基因变体，用于宏基因组研究过于昂贵[25-26]。

Driscoll 等[27]基于 PacBio SMRT 的宏基因组测序，

对来自上克拉马斯湖共培养的 3 个完整的细菌基



王琳等: 宏组学方法在污水处理系统中的应用进展 2373 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

因组进行组装，与基于 Illumina HiSeq 的宏基因组

测序结果相比，总基因组长度相差 7%。此研究表

明，当前的技术允许对多样性较低的群体进行基因

组测序，未来随着测序平台的改进，长读测序技术

在宏基因组学中将大放异彩。  

1.3  宏转录组学 
1.3.1  宏转录组学概念 

宏转录组学对特定时刻、特定环境中全部微生

物的转录本进行测序，代表生态系统转录水平上功

能和分类的表达及调控，提供特定时间微生物群落

功能活性的信息，是衡量宏基因组表达的方法[28]。

早期的宏转录组学采用微阵列或 DNA 芯片技术，

存在设计复杂、价格昂贵、无法检测模板之外基因

的表达水平等缺陷，高通量测序技术的发展解决了

这些问题。 
1.3.2  宏转录组学在污水处理系统中的应用 

Crovadore 等[29]利用好氧颗粒污泥处理湿式氧

化反应器出水，基于 Illumina HiSeq 平台，采用宏

基因组学和宏转录组学研究了好氧污泥颗粒中微

生物群落结构演替和氮代谢相关的 7 种酶对应编

码基因的表达水平；研究表明，宏转录组学可以提

供功能代谢信息并识别优势活菌，与宏基因组学信

息互补。Yu 等[30]首次将宏基因组学和宏转录组学

应用于活性污泥微生物群落结构和基因表达研究，

利用 Illumina HiSeq 平台对 DNA 与 cDNA 测序，

发现 DNA 和 cDNA 数据集之间微生物群落组成和

基因表达存在差异；他们以脱氮为目的的进一步基

因表达注释表明，反硝化相关基因在 DNA 和

cDNA 数据集中均占主导地位，硝化基因也以相对

高的水平表达。 

2  基于质谱的宏蛋白组学和代谢组学 
质谱(Mass spectrometry，MS)技术是宏蛋白质组

学和宏代谢组学的主要分析方法，通常结合色谱与质

谱技术对复杂样品中的蛋白质或代谢物进行表征。 

2.1  宏蛋白质组学 
2.1.1  宏蛋白质组学概念及技术 

微生物的任何代谢过程都由多种蛋白质共同

调控，蛋白质之间相互作用，动态发挥功能，因此

要在动态和整体水平上研究蛋白质[31]。宏蛋白质

组学对特定时刻环境中表达的所有蛋白质定性或

定量，提供蛋白质表达和功能信息。 
宏蛋白质组学的研究策略主要有两种：一是凝

胶法，混合蛋白质首先由一维或二维聚丙烯酰胺凝

胶电泳(2D-PADE)分离，然后切割凝胶上的蛋白点

或条带，用胰蛋白酶或其他酶将其消化成肽，对所

得的肽进行质谱或串联质谱分析；二是液相色谱法

(即鸟枪法)，蛋白质无需事先分离，用蛋白酶将其

消化为成分更为复杂的肽混合物，然后用强阳离子

交换色谱法或微毛细管反相分离所得肽，采用液相

色谱串联质谱(LC-MS/MS)分析[32-33]。 
在过去十年内，宏蛋白质组学由传统的双向凝

胶电泳、蛋白质从头测序等发展为“鸟枪法”，可同

时进行蛋白质分离、鉴定和定量[34-35]。与凝胶法相

比，“鸟枪法”大大增加了蛋白质组的覆盖率，允许

短时间内对上千个蛋白质进行高通量鉴定，还可鉴

定不溶性膜蛋白，因此“鸟枪法”成为目前宏蛋白质

组学研究的主要策略[32,35-36]。 
2.1.2  宏蛋白质组学在污水处理系统中的应用 

相比于宏蛋白质组学在其他环境(如肠道、海

洋、土壤等)研究中的应用[37-39]，目前污水处理领

域取得的成果有限；由于样品中存在干扰蛋白质分

离的腐殖质化合物、微生物群落的高度复杂性以及

缺乏供蛋白质鉴定的基因组序列，使宏蛋白质组学

在污水处理系统中的应用仍具有挑战性。 
(1) 基于宏蛋白质组学的代谢途径分析 
大多数研究污水处理系统的宏蛋白质组学描

述了复杂微生物群落分类和功能组成。Abram 等[40]

利用系统发育分析和宏蛋白质组学对厌氧工业废

水处理生物反应器中的微生物群落进行了表征，识

别 18 种不同的蛋白质，其中 14 种可归类于代谢功

能范畴，与糖酵解和甲烷生成过程有关，其余    
4 种酶分别属于膜蛋白、氧化还原、转录、蛋白质

降解等，证明宏蛋白质组学是一个强大的工具，能

够发现特定生物反应器中发生的关键代谢途径。 
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(2) 基于宏蛋白质组学的调控过程分析 
一些研究将宏蛋白质组学与污水处理系统的

环境因素、运行参数等关联[41]。Lin 等[42]运用宏蛋

白质组学检测不同温度下 Anammox 群落的蛋白质

组 调 控 模 式 ， 所 检 测 的 许 多 丰 富 的 蛋 白 质 与

Anammox 代谢有关，意味着它们在 Anammox 细

菌的生长和维持中具有重要作用；较低温度下，丰

度升高的蛋白质数量远超丰度降低的蛋白质，说明

Anammox 细菌改变了它们的分子过程来适应温度

下降的影响。Wang 等[43]通过微生物群落分析和宏

蛋白质组学揭示了盐度对好氧颗粒污泥特性的影

响，实验发现孔蛋白和周质结合蛋白在高盐耐受性

中起重要作用，证明了利用蛋白质来指示好氧颗粒

污泥在盐胁迫下反应的潜力。 

2.2  代谢组学 
2.2.1  代谢组学概念及技术 

代谢组学旨在分析特定时刻、特定条件下生物

体的代谢物，包括来自初级代谢和次级代谢的数

千种细胞基质和代谢物，涉及到信号传递和应激

反应等许多具体的功能[44-45]。靶向代谢组学具有

高度特异性，可以对预先选定的代谢物进行检测

定量[46-47]；非靶向代谢组学是全面的、非特异性

的，允许对广泛的代谢物无偏检测，旨在同时分析

尽可能多的代谢物，有助于揭示新的代谢途径或生

物标志物[48-50]。 
应用代谢组学对大量代谢物进行全面分析严

重依赖于分离技术的发展。代谢组学常用的分析方

法有气相色谱-质谱联用(GC-MS)、液相色谱-质谱

联用(LC-MS)、核磁共振(NMR)、傅里叶转换红外

光谱(FTIR)或它们的组合[51]。GC-MS、LC-MS 与

NMR 是分析代谢物最常用的手段，能在一次运行

中检测多种代谢物。GC-MS 是一种高分辨率的色

谱分离方法，广泛用于挥发性和半挥发性有机物的

分析，适用于检测初级代谢产物脂肪酸、碳水化合

物等，大多数基于 MS 的环境代谢组学研究都是使

用 GC-MS 进行的[52-53]，但 GC-MS 对化合物的检

测是间接的，使样品中新代谢物的定量和阐明复杂

化[54]。LC-MS 是检测非挥发性化合物最常用的方

法，无需使样品衍生化，可直接检测代谢物，比如

黄酮类化合物、生物碱等次级代谢物，以及氨基酸、

碳水化合物等初级代谢物[52]。NMR 无需大量的样

品制备和分馏工作，可迅速检测样品中最丰富的代

谢物；此外，NMR 可以检测出 MS 难以电离的化

合物，稳健量化小分子量挥发性有机化合物，但与

MS 技术相比，其灵敏性较差、覆盖率低[52,55]。没

有一种单一的分析方法能够覆盖样品的全部代谢

组成分，这些方法有各自的优劣，可结合使用、相

互补充[56-57]。 
2.2.2  代谢组学在污水处理系统中的应用 

代谢物来源于复杂的生化途径网络，微生物代

谢组学提供了微生物群功能状态的化学指纹图谱，

揭示了微生物群落与环境的相互作用机制。Feng
等[58]利用基于 LC-MS 的代谢组学分析揭示膜生物

反应器中自养型和混合营养型 Anammox 菌群代谢

途径的差异，在此研究中检测到 440 种代谢物，超

过 350 个代谢物的含量因 C/N 比的变化而显著改

变。自养型和混合营养型 Anammox 菌群的氮去除

率、生物量和 EPS 分泌量的差异主要在于能量代

谢的变化，而不是群落演替。Dai 等[59]利用代谢组

学分析了进水 Ca2+对反硝化除磷系统微生物代谢

的影响，分析表明，高浓度钙离子影响微生物群

落的代谢谱，氨基酸的积累、核苷酸和胺类代谢

物的减少是高 Ca2+负载的重要响应。与宏蛋白质

组和宏转录组相比，代谢组更易受到环境因素波

动的影响，这使代谢组学成为理解特定代谢途径

的有效方法。 

3  整合宏组学 

宏基因组学能给出任何环境中微生物的基因

组成信息，但在阐明基因表达和活性方面作用有

限，单凭宏基因组学难以推断取样时有何种代谢

基因表达，需要宏转录组学提供相关信息[54,60]；

宏转录组学从 mRNA 水平进行研究，给出基因表

达与活性信息；蛋白质直接调节微生物的生理活
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动，宏蛋白质组学揭示了微生物的代谢途径、与环

境的响应关系和微生物间相互作用等；代谢组学揭

示微生物细胞代谢物状态，提供关键信息，帮助了

解相关代谢途径发生的变化。宏基因组学和宏转录

组学解释了微生物生理现象的深层原因，宏蛋白组

学发掘表层原因，而代谢组学阐明分子结果，整合

宏组学结合原因与结果探讨污水生物处理机制，较

单个组学的研究更加可靠。 
Roume 等[61]基于宏基因组学、宏转录组学和

宏蛋白质组学开发了一个重建群落代谢网络框架，

该框架通过整合群落结构与功能测量，识别重要功

能基因，与重要的群落成员相结合。Dai 等[62]采用

宏基因组学与宏代谢组学结合的分析方法，揭示化

学磷回收对生物营养物去除过程的影响，此研究利

用宏基因组学得到了群落结构变化、功能分类与功

能潜力分析和硝化反硝化除磷过程中关键酶的变

化等信息，利用代谢组学分析提供了胞内代谢物的

变化，发现代谢谱的总体变化与基于宏基因组分析

的功能分类结果大体一致。整合这些宏组学信息，

能够增强我们对微生物及相关过程的理解，从而提

高关键群落的生存率，改善污水处理系统处理污染

物的性能[63]。 

4  结论与展望 

由于污水处理系统内部复杂的微生物动力学

和生理变化，污水处理厂的传统管理多以“黑箱”
理论为指导，宏组学为认识其微生物生态系统内部

结构和相互关系带来曙光。宏组学使我们对污水处

理系统中的微生物群落结构、代谢基因、代谢途径

有了深入的认识，将来可能发现新的物种与代谢途

径等，有助于加深我们对微生物系统运行的理解。

此外，宏组学信息说明了存在有利于污水处理的微

生物群落，未来可针对性地在污水处理系统中富集

或引入有利微生物。 
随着测序、质谱技术的发展，单个宏组学分析

所产生的数据集在通量和质量上迅速提高，使多组

学研究具有可行性，但如何以一种有意义的方式组

合单个宏组学数据具有挑战性[64]。多组学方法虽

然仍处于开发的早期阶段，但已经促成了新功能基

因的发现，并将它们与相关废水处理过程中的功能

微生物群落联系起来，有效结合的多组学将为污水

处理系统的设计提供有效、可靠的预测信息。 
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