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大 自 然

微生物泛指一切肉眼看不到或看不清楚、需要

借助显微镜观察的微小生物。虽然微生物个体微

小，但是在生物圈中却占有重要地位，它们作为分

解者在地球物质循环（如碳循环、氮循环）中发挥

着举足轻重的作用。微生物在自然界中无处不在，

从寒冷的极地到炎热的沙漠，从几万米的高空到几

千米深的海底，从动植物体内到真菌细胞内，凡是

我们能够想象到的地方都有它们的踪迹。就拿我们

的身体来讲，人体实际上是一个可以移动的微生物

的生态系统，手掌心平均有150种不同的细菌，唾液

中有600多种细菌，并且这些细菌因人而异。植物也

是一种相对复杂的生态系统，一粒种子或者一棵参

天大树都有大量不同种类的微生物栖息其中。无论

是生活在植物体表还是组织内部，也无论它们与宿

主植物的关系如何，这些微生物可以统称为植物共

生菌。同其他环境的微生物一样，绝大部分植物共

生菌也很难人工培养存活，即未可培养。实际上，自

然界中的许许多多的微生物既没有被描述过，更没

有被研究过，甚至连名字也没

有。然而它们的确存在，生生不

息。这些鲜为人知的基因资源

像磁石一样吸引了科学家，正

是强烈的好奇心和锲而不舍的

努力，催生了现代生物技术一

枝新的奇葩———宏基因组学。

宏基因组概念的提出是现

代基因组学的重要进展，在了

解宏基因组之前我们先来介绍

一下什么是基因组。基因组是

指一个物种的全部DNA信息。

基因组是一个抽象概念，由于同一物种内不同个体

的遗传信息存在少量差异，所以对个体来说就有了

个体基因组的概念。在微生物中将基因组的概念扩

展到比物种更高的群落水平，就形成了宏基因组的

概念。宏基因组这一名词由Handelsman等人在1998

年提出，指的是生境中可培养和未可培养的全部微

生物的基因组总和，与这一概念具有相似含义的还

有环境基因组、生态基因组和群落基因组。宏基因

组包含了群落中不同物种的相互作用信息，摆脱了

物种界限，有助于在更高层次上揭示生命规律。在

分子生物学的发展过程中，基因文库（包含某种特

定的物种或细胞的遗传信息的克隆集合） 作为一

个基本技术起到了重要的作用。基因组文库是进行

分子克隆和基因组结构与功能研究的基础，通过合

适的载体克隆基因组DNA就得到了基因组文库。具

体的做法是通过酶切或其他手段将庞大的基因组

DNA分解成一个个DNA片段 （几千至几十万个碱

基对），再将这些DNA片段分别装入合适的载体

植物共生菌

宏基因组文库探秘
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呈球状与杆状的植物共生菌扫描电子显微镜照片
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（可类比为纸张），一起导入合适的宿主菌（通常

是大肠杆菌，可类比为书架）中。这样，整个基因组

信息就分散在一个个可独立操作的“书架”上，方

便了后续研究。理论上，从完整的基因组文库中可

获得任意DNA片段。用生境中全部微生物的基因组

DNA构建的基因组文库就是宏基因组文库。宏基因

组文库是宏基因组学研究的主要手段，它将常规的

基因组文库技术用于宏基因组研究中，通过直接提

取和克隆环境样品中所有微生物的DNA，对环境微

生物进行分析。宏基因组文库技术避开了微生物纯

培养的瓶颈，是研究和利用微生物、尤其是未可培

养微生物资源的有效途径。

前面提到，在植物的整个生活史以及植物的各

个组织器官中都存在种类和丰富度不同的微生物，

最典型的当数豆科植物的根瘤，不计其数的根瘤细

菌在植物根部安营扎寨，形成一个个瘤状小鼓包，

“根瘤”之名由此而来。根瘤细菌在根瘤中央聚集，

因此可以直接从根瘤获得较为纯净的根瘤共生菌

基因组DNA。然而，绝大多数共生菌在植物体内没

有明显的聚集点，与宿主植物相比，植物共生菌的

基因组DNA和生物量都非常微小。如果直接提取一

克植物材料的基因组DNA构建文库，被视为“污染

物”的植物基因组DNA必定以绝对优势掩盖微乎

其微的共生菌基因组DNA，这样的文库无疑是一堆

“垃圾”。因此，构建植物共生菌宏基因组文库必须

首先突破共生菌富集的技术瓶颈，即想方设法从大

量的植物材料中富集看不见摸不着的共生菌。经过

几百次的实验，我们终于成功创建了独特的植物共

生菌富集方法，并在此基础上成功构建了国际上首

例植物共生菌宏基因组文库。

植物共生菌的富集过程概括起来有三个步骤：

首先是植物共生菌的释放，通过破碎植物组织和细

胞，让存在于细胞间隙和细胞内的所有共生菌挣脱

束缚，自由而完好无损地来到溶液介质中；接着采

用过滤和离心的方法来去除植物残渣、细胞团块以

及植物细胞核，此时的共生菌细胞因体小轻微而仍

然保留在溶液介质中；最后，也是创新的关键一步，

即选择性地去除DNA“污染源”———植物细胞器，

包括叶绿体、线粒体和残留的植物细胞核，因为这

些细胞器含有大量的植物DNA，可以轻而易举地湮

没共生菌DNA的存在。我们的方法是添加一定浓度

的电解质（如氯化钠、氯化钙）和表面活性剂（如

十二烷基磺酸钠），选择性地裂解和沉淀细胞器，

从而达到去除植物细胞器的目的，获得富含共生菌

的“富集沉淀”。因为表面活性剂可以在裸露的细

胞器表面“打孔”，导致细胞器破裂，而氯化钠等电

解质可以加速细胞（器）碎片的共沉淀，通过自然

沉降即可去除破碎的植物细胞器。此时，共生菌完

好的外壁可以抵御低浓度的表面活性剂，从而继续

保留在溶液介质中。对于不同的植物材料，应适当

调整电解质和表面活性剂的浓度。采用这种方法，

我们从1．6公斤滑桃树茎皮中得到约0．4克共生菌富

集沉淀。通过扫描电子显微镜观察，发现富集沉淀

中明显存在形似细菌的球状物和杆状物。从这0．4

克共生菌富集沉淀中又提取到了20微克DNA，并构

建了粘粒文库，文库中88％以上的克隆插入片段来

源于原核微生物，有力地证明了这一共生菌富集方

法显著有效。

独特而有效的植物共生菌富集方法为植物共

生菌的宏基因组研究扫清了第一道障碍，可以想象，

地球上几万种高等植物体内难以估计的共生菌资

源就此敞开了神秘的大门。植物共生菌宏基因组研

究的广泛开展不仅有助于加深理解共生菌与宿主

植物的相互作用，还能促进微生物培养技术的进步，

最终实现未可培养微生物的纯培养。但是，我们也应

该看到，目前宏基因组研究还存在许多技术难题有

待克服：首先，筛选方法一直是基因资源开发利用的

软肋，现有的筛选方法都存在明显的局限性，或者适

用范围太窄，或者难以实现高能量筛选，或因成本太

高而难以推广；其次，由于宏基因组研究中的绝大多

数微生物目前仍无法获得纯培养，在纯培养技术短

期内难以取得突破性进展的前提下，对这些微生物

的基因资源及化合物资源进行深入的研究在很多

时候仍然是在“碰运气”。虽然宏基因组的深入研究

还存在许多障碍，却阻挡不了研究者们进入这一领

域的热情，不依赖培养的微生物宏基因组文库作为

新颖的基因资源，既是生物技术发展的源泉，也是发

现新酶和开发生物催化剂的新途径。生物催化剂被

视为21世纪化学工业可持续发展的必要工具，植物

共生菌宏基因组文库这一崭新的基因资源，极有可

能为生物催化剂的研制提供源头上的创新。

（作者单位：中国科学院昆明植物研究所）
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