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摘　 要：基于高通量测序的宏基因组学研究是近年来的研究热点之一。 宏基因组的生物信息分析正在逐渐完善成熟，各种分

析软件和流程的开发与应用，极大地促进了宏基因组研究的发展，特别是在遗传与进化、基因发现、宏基因组和人类疾病的相

关研究等方面取得了显著成果。 本文旨在结合宏基因组学的研究内容和研究方向，对宏基因组的生物信息分析方法进行综

述，探讨宏基因组的生物信息分析面临的机遇和挑战。
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　 　 宏基因组学（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ）是通过非微生物培
养的方法对环境中微生物菌落进行调查研究的一门
新兴学科，其主要研究对象为菌落中的细菌、古细
菌、真菌和病毒等微生物，其主要目的是通过对微生
物菌落中微生物的多样性、种群结构及其动态改变、
各成员之间相互关系及与环境之间的相互关系等方

面的分析，揭示更深层次的遗传与进化规律［１］。 环

境中微生物群落的研究经历了早期的以革兰氏染色
和微生物培养为主要技术的阶段，由于微生物培养
的瓶颈的存在，微生物群落的研究始终处于较初级
的水平。 ＤＮＡ 测序和 ＰＣＲ 扩增技术的发展，极大
地促进了人们对微生物群落的了解，以 １６ ／ １８Ｓ
ｒＲＮＡ 和 ＯＴＵ 等为基础的数据库的建立与应用，使
广大科研工作者能够对微生物菌落中物种的多样性

和种群结构等有更加深入的认识［２］。 ２００５ 年以来，
ＤＮＡ 二代测序技术的应用和生物信息学的发展，为
微生物群落的研究注入了一股强大的动力，宏基因
组学渐渐走入了人们的视线并成为当代生物医学研
究的热点［３－８］。 本文旨在通过对过去几年来二代测
序在宏基因组学研究方面应用的总结，探讨宏基因
组学在未来的研究方向和发展潜力。

１　 宏基因组学的研究进展

宏基因组学的研究分为两个阶段，基于传统的
克隆和鸟枪法测序分析的宏基因组研究和基于二代
测序技术结合现代生物信息学分析的宏基因组研究
阶段。



１ １　 传统的宏基因组学

传统的宏基因组学研究主要流程为：选择性提

取环境中的样品，如土壤等，抽提样品中的 ＤＮＡ ／
ＲＮＡ，将样品中的 ＤＮＡ 片段化，使用克隆技术将

ＤＮＡ 随机连接到质粒或粘粒等载体，然后转化细菌

并筛选克隆，通过对插入片段的测序和功能性分析，
从而达到对微生物菌落的基本了解。 在 ＰＣＲ 技术

发明之后，对微生物菌落的研究，尤其是对其多样性

和种群结构方面的研究，开始倾向于 １６ Ｓ ／ １８ Ｓ
ｒＲＮＡ 的测序和分析［９］。 考虑到 １６ Ｓ ／ １８ Ｓ ｒＲＮＡ 测

序和分析的分辨率不足以满足分析的需求，操作分

类单位（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）开始引入

微生物群落的多样性分析［２］。 由于微生物群落是

一个多基因组的混合物，其中可能高达 ９９％微生物

不能单独分离培养，对个体微生物基因组全面的功

能性研究远远落后于微生物群落分类学的发展。 另

外，传统的宏基因组分析费用高，周期长，极大地限

制了宏基因组学研究的发展。
１ ２ 　 基于二代测序技术的宏基因组学

以 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 为代表的二代

测序技术，成功实现了高通量和低费用的有效结合，
将宏基因组学研究推向了前台。 不同于第一代以

Ｓａｎｇｅｒ 末端终止法为原理的测序技术，二代测序技

术基于边合成边测序的理念。 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 主要表现

为通过检测在合成过程中释放的焦磷酸信号读取基

因的序列， Ｉｌｌｕｍｉｎａ 则是通过读取掺入染料的荧光

信号获得模板 ＤＮＡ 的序列［１０］。 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 最大的

优势在于高质量测序的读长最长可达 １ ０００ ｂｐ 以

上。 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 系列测序仪最大的特点是在较

低费用的基础上一次测序产生最高可达 ６００ Ｇ 的数

据量。 近两年来，Ｉｌｌｕｍｉｎａ 推出的 ＭｉＳｅｑ 则以简单、
快速、准确受到部分终端用户的好评［１１］。

基于二代测序技术的宏基因组生物信息分析尚

面临很多挑战。 由于微生物群落包含物种的多样性

和复杂性，无论生物信息分析软件和流程的开发，还
是当前电脑计算能力的有限性，都对得到精确的分

析结果造成了相当的困难。 例如，通常情况下的基

因组测序是针对单一物种的基因组，而微生物菌落

的宏基因组测序事实上没有一个特定的范围［６］。
微生物群落各成员的丰度不一和基因序列的相似度

差异较大等都对目前使用的软件和分析方法构成了

相当大的影响［３－４］。

２　 宏基因组的生物信息学分析

总体来说，宏基因组学研究的问题是：１）微生

物群落的成分及其动态改变； ２）微生物群落中的各

种微生物的基因结构及其功能； ３）微生物群落的各

个成员之间及其与环境或宿主之间的关系； ４）微生

物群落研究成果在现实生活中的应用。
２ １ 　 宏基因组的生物信息学分析内容

微生物群落的多样性分析：微生物群落中物种

的多样性依然是目前研究的重点。 对群落结构的研

究，将有助于了解种群结构的稳定性，进而了解种群

内物种间的相互依赖、相互制约的内在联系，为将来

构建功能性种群服务。 鉴于微生物群落是一个多物

种的集合体，其中高达 ９５％以上的微生物物种无法

分离也不能独立培养，拼装出每个独立个体的基因

组现在也无法实现，１６ Ｓ 测序分析依然是现阶段微

生物群落多样性和多态性分析的基石［４］。 不可忽

略的是，虽然基于 ＰＣＲ 和高通量测序技术的微生物

群落多样性分析结果与传统的鸟枪测序结果存在的

偏差在可以接受的范围内［６］，但其物种的鉴别能力

尚有很大的改善空间。 因此，发现有效区分物种的

基因标记物仍是当前需要追求的目标之一。
微生物群落的成分分析：在物种多样性分析的

基础上，一个微生物群落中物种的丰度和密度也是

宏基因组学研究工作者共同关心的问题之一。 某些

物种丰度或密度的增减可能会改变种群的功能和特

性［３］。 基于高通量测序的数据分析，可以达到在个

位数上了解微生物群落中物种的数目，使分析的结

果更精确。 对各个微生物种群随着环境变化的动态

观察，由于有效对照的缺失，结果往往不是十分精

确；目前的成分分析结果大多是基于统计学的推测，
唯有微生物群落的主成分分析和群落之间的主成分

分析是相对可靠的。
微生物群落基因组组装分析：相较于微生物个

体的基因组而言，目前的高通量测序依然是小片段

测序，微生物群落中各个微生物个体的基因组拼装

是当前无法完成的任务［１２］。 如果能够找到合适的

方法，无疑将为开展微生物群落的研究提供极大的

帮助。 当前宏基因组的拼装原则上采用 ａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ、
Ｂｌａｓｔ ｓｅａｒｃｈ 和 ＯＲＦ 相结合的方法［７］。

微生物群落中个体的功能性分析：一个微生物

个体在群落中的存在既有其偶然性，也有其必然性。
近期受到广泛关注的人的肠道微生物课题（Ｈｕｍａｎ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｊｅｃｔ）的研究显示，肠道微生物群落中包

含有与抗菌素的耐药性、药物的代谢和应激反应等

相关的基因，这些基因对药物的代谢和人体的健康

都有着很大的影响［１３］。 微生物和宿主之间的相关

关系的研究也揭示出一些新的信号传递系统和代谢

系统［１４］。 基因的功能预测和实验验证依然是需要
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解决的问题。 单个基因的功能预测原则上依然是采

用同源基因比对的原理，如 Ｂｌａｓｔ 是基于序列比对，
而 ｐｆａｍ， ＨＭＭ， ＣＤＤ， ＣＯＧ 等则是将基因序列与

ｐｒｏｆｉｌｅ 比对。
微生物群落的代谢通路分析：将微生物群落作

为一个整体进行代谢通路分析是一个新发展方向。
现有的代谢通路和信号传递系统都是基于单细胞的

蛋白质相互作用级联反应构建的。 微生物群落成员

间、微生物群落和环境（或宿主）间存在有互动，例
如代谢产物的互享互助，如何有效的建立微生物群

落的代谢通路是目前尚待解决的问题［１４］。
２ ２ 　 宏基因组常用生物信息分析软件

各种生物信息学分析软件有很多已经被应用于

宏基因组的数据分析［２６－２７］，常规分析包括基因比

对、序列装配、基因预测、统计分析等（见表 １），这些

分析都是根据数据的特性选择合适的软件并辅以适

当的自主开发脚本来完成。 除上述可以独立运行的

软件外，有很多网站可以提供在线软件分析服务

（见表 １）。 对于在线分析服务，如果不考虑数据的

安全性，数据传输速度及数据处理的容量仍是进行

快速有效分析的限制因素。
２ ３ 　 宏基因组生物信息分析存在的问题

当前主流测序仪生成的数据原则上都需要进行

严格的质量控制，数据质控的差异是造成实验验证

差异的主要原因。 数据的格式转换则是目前解决得

最好的内容。 对数据质控形成一个统一的标准并非

不可能，我们相信，随着测序质量的提高，业界将有

望达成这个目标。
尽管宏基因组数据存在多样化的问题，高通量

数据生物信息分析流程化仍然是目前的总体趋势。
流程化分析将有效增加数据分析的可靠性和结果间

的可对比性。 不可否认的是当前的数据分析流程多

有一定的局限性和较高的错误率，特别是在序列拼

装方面，但基于流程化的分析很容易通过相关参数

的调整或软件的升级提高分析的精度。

表 １　 宏基因组分析相关的常用软件及网站

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎｄ ｗｅｂｓｉｔｅ

软件功能 软件名称

基因比对 ＢＬＡＳＴ， ＭｅｇａＢＬＡＳＴ， ＢＬＡＴ， ＬＡＳＴ， ＳＳＡＨＡ２， ＳＯＡＰ２， ＢＷＡ， ＢＷＡ⁃ＳＷ， Ｂｏｗｔｉｅ， ＦＲ⁃ＨＩＴ， ＭＡＵＶＥ

序列装配 Ｍｅｔａ⁃Ｖｅｌｖｅｔ， ＭＥＴＡ⁃ＩＤＢＡ， ＩＤＢＡ⁃ＵＤ， Ｇｅｎｏｖｏ， ＭｅｔＡＭＯＳ， ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ

基因预测
ＦｒａｇＧｅｎｅＳｃａｎ， ＭｅｔａＧｅｎｅＡｎｎｏｔａｔｏｒ（ＭＧＡ）， Ｇｌｉｍｍｅｒ， Ｇｌｉｍｍｅｒ⁃ＭＧ， ＨＭＭｅｒ３， ＢＬＡＳＴ， ＲＡＰＳｅａｒｃｈ２， ＲＡＳＴ， ＸＢＡＳＥ， ＲＤＰ
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ， ＮＢＣ， ＣＡＲＭＡ３， ＭＥＧＡＮ， ＳＯｒｔ⁃ＩＴＥＭＳ， ＧｅｎｅＭａｒｋ， ＭｅｔａＰｈｙｌｅｒ

统计分析
ＱＩＩＭＥ， ＣＤ⁃Ｈｉｔ， Ｍｏｔｈｕｒ， ＥｓｔｉｍａｔｅＳ， ＳＰＡＤＥ， ＳｈｏｔｇｕｎＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅＲ， Ｒ⁃ｐａｃｋａｇｅ， ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅＳｅｑ， ＧＳＥＡ， ＭｅｔａＰａｔｈ，
ＭｅｔａＰｈｙｌｅｒ， ＳＴＡＭＰ， ＨＵＭＡｎＮ

在线分析 ＭＧ⁃ＲＡＳＴ［２８］ ， ＩＭＧ ／ Ｍ［２９］ ， ＥＢＩ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ，Ｇａｌａｘｙ，ＲＰＤ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ

质量控制 ＦａｓｔＱＣ，Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ，ＮＧＳ ＱＣ Ｔｏｏｌｋｉｔ

数据库 ＮＣＢＩ ＮＲ ／ ＮＴ， ＵｎｉＲｅｆ１００， ＫＥＧＧ， ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ， ＳＥＥＤ ｄａｔａｂａｓｅｓ， ＣＯＧ， ｅｇｇＮＯＧ， ＴＩＧＲＦＡＭｓ

多样性分析 ＱＩＩＭＥ［２４］ ，ＣｌｏＶＲ⁃１６Ｓ，ＦＡＮＴＯＭ［１５］

功能性分析 ＭＥＧＡＮ［１５］ ，ＳｍａｓｈＣｏｍｍｕｎｉｔｙ［１６］ ，ＳＴＡＭＰ［１７］ ， ｓｈｏｔｇｕｎＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅ Ｒ［１８］ ，ＣｌｏＶＲ⁃ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ，ＣｌｏＶＲ⁃ｍｉｃｒｏｂｅ［１９］

３　 宏基因组研究的应用前景

宏基因组研究有着广泛的应用前景，在理论研

究和实际应用中都有很重要的研究价值。 其中主要

表现在以下几个方面：
进化分析：研究显示，物种之间的差异既有该物

种本身基因组的差异，也有与其伴随的微生物的差

异，某些相关微生物与宿主之间是共生关系。 水平

基因转移的发生是广泛存在的现象还是在特定条件

下的产物？ 物种间的共生关系导致物种间水平基因

转移的机制及其意义的阐明将对生物物种的进化理

论产生重要的影响［２３］。
基因发现：基于高通量测序的宏基因组学研究

为新基因的发现打开了一条新的通路。 就种类和数

量而言，微生物都是最大的基因资源库。 传统的方

法是在基因装配的基础上预测基因的存在，然后通

过同源基因的比对和实验验证来确认基因的发现。
对于宏基因组而言，由于测序的主要成分为多物种

的混合物，基因组的装配尚无法完成。 无论基于现

有的哪个软件，所预测的基因的实验验证依然是个

主要问题。 宏基因组代谢与信号传导通路的研究是

研究基础最贫乏的方向，ＫＥＧＧ、ＩＰＡ 等数据库的构

建都是基于单一物种，多物种之间的信号传导通路
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尚处于不明朗状态，只能借鉴单一物种的数据。 噬

菌体是一类以特定细菌为宿主的病毒，在当前抗生

素耐药菌泛滥而新的抗生素的研发遭遇瓶颈的情况

下，新的噬菌体的发现有望为抗生素耐药菌感染提

供新的治疗途径。 噬病毒体（ｖｉｒｏｐｈａｇｅ） ［２０－２２］是近年

来的一个新发现，由于病毒本身的生物特性，开发以

噬病毒体为基础的新药很有可能为流感、ＡＩＤＳ 等病

毒源性疾病的治疗带来新的曙光。
环境与生态研究：微生物群落生态系统的调查，

特别是环境微生物的存在与环境生态改变的关系，
是当前最受重视的课题之一［２５］。 目前的研究显示，
冷热酸碱等极端环境都对环境微生物群落有着多种

多样的影响。 在环境污染的情况下，某些特殊功能

的微生物群落也许对于难以降解的污染具有特殊的

功效。 环境微生物的存在与农业植物栽培和林业培

育关系密切，固氮菌的存在对大豆生长的影响是农

业栽培的实例。 地球微生物组计划（Ｅａｒｔｈ ｍｉｃｒｏｂｉ⁃
ｏｍｅ ｐｒｏｊｅｃｔ）旨在广泛的开展对环境中的微生物的研

究，以达到造福全球和全人类的目的［３０］。
疾病和个体化医疗：目前粗略估计人体内微生

物的数量是人的细胞数目数十倍甚至于百倍。 大量

的研究证据显示，人体微生物的种群和多样性与人

体疾病的发生有着显著的相关性，例如肥胖、心血管

疾病和肿瘤等。 人类微生物组计划（Ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｂｉ⁃
ｏｍｅ ｐｒｏｊｅｃｔ）的调查显示，肠道微生物中存在大量与

药物代谢和分解相关的细菌，提示在个体化医疗方

面不仅仅要考虑宿主基因组中药物的代谢相关基

因，同时也需要考虑到消化道中微生物群落的存在

和组成［２７］。
生物信息软件研发和分析平台构建：随着测序

技术的高速发展，优质的第三代测序仪将面世并且

发展势头强劲，其特性表现为：更高的测序通量，更
精确的测序质量，更长的测序长度。 这些特性将为

生物信息分析提出更多的需求。 后两个特性将使得

宏基因组的拼装成为可能，而前一个特性毫无疑问

将需要电脑硬件和软件的进一步整合，否则，计算能

力将成为分析的瓶颈［２７］。
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