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元蛋白质组学在微生物功能研究中的应用
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摘　要：后基因组时代，仅依靠基因组方法来研究原位微生物群落的功能已远远不够，在这种背景下元蛋

白质组学研究逐渐兴起。应用元蛋白质组学技术可大规模研究原位微生物群落的蛋白质表达，分析生态系

统中微生物的功能，寻找新的功能基因和代谢通路，为微生物群体的基因和功能多样性研究提供数据。同时，

还可鉴定与微生物功能相关的蛋白质，这些蛋白质未来可以作为生物标记物为环境可持续发展铺路。综述

了元蛋白质组学的发展概况及其在微生物功能研究中的重大作用，强调了元蛋白质组学方法在分析新功能

基因及其相关基因，揭示微生物多样性与微生物群体功能之间的关系等方面起到的作用，并对其应用前景

进行了展望。
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Application of metaproteomics for studying functional microbial
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Abstract: In the postgenomic era, there is a clear recognition of the limitations of nucleic acid-based methods for 
getting information on functions expressed by microbial communities in situ. In this context, metaproteomics 
approaches appear to solve the limitation of metagenomics, the large-scale study of proteins expressed by 
indigenous microbial communities should provide information to gain insights into the functioning of the microbial 
component in ecosystems, track new functional genes and metabolic pathways, and provide data linking genetic and 
functional diversity of microbial communities. Metaproteomics is expected to identify proteins preferentially 
associated with specific function. These proteins are considered as functional bioindicators should contribute, in the 
future, to help policy makers in defining strategies for sustainable management of our environment. This review 
tracked the origin of metaproteomics, laid emphasis on the function of metaproteome analysis on describing new 
functional genes and their related genes, revealing microbial taxonomic diversity and the functionality of microbial 
communities in complex environments. At last the situation of application of metaproteomics in studying functional 
microbial was also discussed in the dissertation.
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微生物是地球环境的重要组成成份，对现今环

境条件的塑造起到了主要作用。它们是生物地理化

学的主要驱动者，在营养循环、污染物的降解等方

面发挥着重要的作用。微生物酶在其中扮演着极为

重要的角色，大部分重要反应都由微生物酶催化产

生，这些由个体蛋白质组成、数量巨大的酶被称作

催化剂，它们维持着地球环境的动态平衡
[1]
。因此，

研究生态环境中的微生物蛋白具有很重要的意义。

后基因组时代，许多研究都将关注的重点转移
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到功能基因表达产物上。对微生物研究来说，由于

“元基因组学”方法较难纯培养微生物，使得其应

用受到了很多限制。而纯培养技术只能培养环境中

约 1% 的微生物，多达 99% 的微生物在现有实验条

件下仍不能进行纯培养
[2]
，因而难以充分认识微生

态环境。元基因组学 ( 未培养微生物的基因组分析 )
的出现弥补了纯培养方法的不足，直接推动了环境

微生物测序工程的展开，并已获得大量微生物群落

的元基因组序列信息
[3]
。但这种方法不能分析复杂

环境条件下环境微生物的基因特异性表达及其功

能，而这种信息正是微生物研究中最重要的部分
[4]
。

近几年来，随着生物信息技术和蛋白质组学技术的

发展，人们逐渐利用元蛋白质组学方法研究微生物

群体蛋白质组成，逐步扩大了对微生物遗传和功能

多样性的认知范围，复杂生物过程的分子机制也逐

渐明朗。

1　元蛋白质组学的起源

蛋白质组学出现于 20 世纪 70 年代中期，当时

主要采用二维 (2-D) 电泳构建蛋白质表达谱
[5]
。

1994 年，Wilkins 和 Willhams 提 出 了 蛋 白 质 组

(proteome) 的概念，并将其定义为“一个基因组、

细胞、组织或机体在特定时刻所表达的全部蛋白

质”
[6]
。从 90 年代开始，蛋白质组学研究取得了飞

速发展，随着高效肽电离技术和质谱技术 (mass 
spectrometry, MS) 的发展，已经实现了高效高灵敏

度蛋白质鉴定
[7]
。与此同时，生物信息技术也在 2-D 

电泳和 MS 分析中得到广泛应用，包括鉴定蛋白质

( 将 MS 数据与数据库进行比对 )、运用反向遗传学

分析相关基因特征、分析翻译后修饰过程
[8]
等方

面。过去 10 年中，随着完成全基因组测序个体数

目的不断增加，蛋白质组学技术也不断发展，目前

已经可以将后基因组学技术 —— 尤其是蛋白质组

学技术应用于复杂微生物群落研究
[9]
。

“元蛋白质组学”一词由 Wilmes 和 Bond[9]
首

次提出，他们将其定义为“特定时间点内，环境微

生物所有蛋白质成分的总和”。蛋白质，尤其是酶

类参与生命有机体的生物转化过程，而元蛋白质组

学是构建微生物功能动力学最恰当、最全面的方法，

也是了解代谢组学调节机制 ( 生态系统中所有微生

物的总代谢物信息 ) 最重要的一步。

2　元蛋白质组学在微生物研究中的优势

微生物研究可依赖于元基因组学、元转录组学

和元蛋白质组学等多种途径。元基因组学以环境样

品中的微生物群体基因组为研究对象，以功能基因

筛选和测序分析为研究手段，将微生物多样性、种

群遗传结构与其功能联系起来
[10]
。但该技术手段在

微生物功能研究方面都存在限制：环境 DNA 的提

取仍需要改善，必须提高提取 DNA 的纯度，进一

步满足构建文库的需要；克隆的表达效率非常低，

要提高筛选完整功能基因簇的效率，需要构建大片

段的元基因组文库
[11]
。

与元基因组学方法相比，元转录组学 ( 生态系

统中所有微生物的总 RNA 信息 ) 和元蛋白质组学

技术能分析各种环境条件下微生物的生理变化 ( 如
图 1 所示 )[1]

，但 RNA 极易降解、萃取过程中产生

的腐殖质难以消除、不同群落中相似基因转录动力

学不同、RNA 水平与相关蛋白合成相关性低等因

素阻碍了对原位微生物群落的元转录组学研究
[12]
。

元蛋白质组学，其目的是分析混合微生物群体中的

蛋白质，可以对转录组学起到补充促进作用，对于

研究微生物群体的限制性较小。元蛋白质组学也可

以检测复杂生物途径中的新基因，通过非标记的方

法鉴定出生物化学过程中的蛋白质，然后通过反向

遗传学推测氨基酸序列获得相应的编码基因信息，

最终用于开发 DNA/RNA 探针，追踪复杂环境中相

关微生物群体的功能
[12]
。元蛋白质组学方法可以将

元基因组数据、分类多样性、功能多样性和自然环

境的生物过程联系在一起。元蛋白质组学的最大优

点是不必预先筛选出环境中可能存在的功能基因产

物，而且随着多肽测序技术的发展，元蛋白质组学

在蛋白质鉴定、种系发生以及微生物群体的功能性

分析等方面都更具优势。

3　元蛋白质组学研究策略

元蛋白质组学与经典蛋白质组学研究的思路基

本相同，涉及微生物蛋白质提取、蛋白质分离和蛋

白质鉴定与分析等步骤 ( 图 1)。
3.1　蛋白质提取技术

元蛋白质组学研究最重要的步骤是确保提取的

蛋白质在质量和数量上都具有代表性。这在环境蛋

白质组学研究中尤为重要，因为原位微生物群体与

自然环境都极其复杂，尤其是土壤和一些干扰复合

物 ( 酚复合物、腐植酸等 ) 的存在使得获取恰当的

蛋白质分析样品难上加难。根据目的蛋白的不同 (例
如，原核 / 真核、细胞外 / 胞内 )、后续分析方法的

不同 ( 例如，2-D 比较蛋白质图谱或测量 / 检测特
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定多肽或测量 /检测酶活性 )，其提取方法也各异
[12]
。

3.1.1　直接溶解法

要完全获取环境中的蛋白质 ( 胞内 + 胞外 )，
可直接将有机质溶解在环境基质中。许多研究者

采用这种方法都成功对不同环境进行了元基因组

学分析，例如自然微生物的生物膜
[13]
、水

[14-16]
、沉

淀物
[14]
、土壤

[14,17]
以及活性污泥

[9]
等。从这些研

究中可以看出，元基因组中蛋白质补体非常复杂，

而且受地理环境
[14]

和气候状况
[15,17]

等影响。因此，

可采用原位溶解法从固有细菌、酵母、原虫以及多

细胞生物中完全获得其总蛋白质；但由于一些干扰

复合物的存在，要将直接溶解法应用于自然环境微

生物，并利用现有生物化学方法分析其蛋白质组学

信息较为困难。

3.1.2　间接溶解法

首先从环境基质中萃取出有机体，再从中提取、

纯化和分离蛋白质
[18-20]

。这种方法可以精确地标记

细菌物质，在几乎不被土壤化合物污染的条件下获

得细胞物质；但细菌萃取率取决于环境基质的物理

化学性质，这也决定了后续回收微生物蛋白质时采

用定量还是定性方法
[21]
。Ehlers 和 Clote[18]

利用这

种方法证明了 21 种不同活性污泥系统在功能上相

近，而这 21 种系统在设计和脱磷强度上均不同，

此外汞和镉污染会引起淡水的元蛋白质组学特征发

生改变。

3.2　蛋白质分离技术

获取蛋白质样品后，即可根据获取信息的不同

以及研究程度的不同，采取不同的方法分离蛋白质，

目前主要采用双向电泳和色谱技术
[10]
。要通过非标

记方法获取微生物群体的“蛋白质指纹图谱”，必

须通过 1-D 或者 2-D 电泳分离蛋白质 ( 图 1)。2-D 
电泳对蛋白质的分离效果较好，而且有利于下一步

进行 MS 分析，以及后续利用 MS 数据与数据库比

对进行肽段鉴定。但是这种技术也有其局限性，例

如不能检测低丰度
[22]
、高疏水性、高酸性和基础蛋

白的表达
[23]
。基于以上原因，2-D 电泳也被称为“蛋

白质组学的薄弱环节”。在这种背景下，必须有选

择地使用各种分离方法。蛋白质组学领域内已出现

了若干新技术，例如色析法 / 毛细管电泳分离法
[7]

以及蛋白质微阵列法 [24-25]
。应用这些最新方法能够

对复杂的蛋白质混合物进行高通量分析，有利于蛋

白质组学在环境微生物研究中发挥作用。

3.3　蛋白质鉴定与分析

蛋白质的鉴定主要依赖于质谱技术。比较常用

的质谱技术包括基质辅助激光解析电离 - 飞行时间

质谱 (matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)、电喷

雾质谱 (electrospray ionisation mass spectrometry, ESI 
MS)、四级杆 - 飞行时间串联质谱 (quadrupole time of-
flight mass spectrometry, Q-TOF-MS) 以及串联质谱

图1  元蛋白质组学研究的基本途径与预期结果



胡小丽，等：元蛋白质组学在微生物功能研究中的应用第1期 103

(MS/MS) 等 [10]
。在蛋白质库中，通过同位素标记可

以检测响应某种条件而合成的蛋白质
[16,26]

，方法包

括在丙烯酰胺凝胶上分离后通过自动射线照相技术

进行检测
[15]
，或者也可以通过免疫学方法来检测，

对复杂环境 ( 例如土壤 ) 中的蛋白质进行量化
[19-20]

。

通过蛋白质定量可以窥见微生物群体的功能信息

( 例如某特定时刻遗传潜力表达水平 )。但是，这种

方法受到不同微生物群体中特定功能蛋白质 ( 例如

异化硝酸还原酶 ) 的抗体标记特异性的限制
[20,27]

，

同时还受到少数具有生物催化功能的酶 ( 例如氮循

环中的酶 ) 影响。特定肽段可依据其代谢活性，通

过环境蛋白质免疫印迹法以及染色法来鉴定
[15,28-29]

。

这种方法要求保持酶的分解代谢能力，即采用温和、

非变性蛋白提取步骤，从而精确地分离出环境中的

目的蛋白
[12]
。

对特定环境或受环境刺激后产生的蛋白质鉴定

完毕后，还需要将这些蛋白质与相关基因联系起来，

这也是元蛋白质组学最终目的之一。将经过质谱技

术所鉴定的蛋白质序列输入数据库进行检索即可获

得目的蛋白的相关信息，但目前蛋白质数据库中的

蛋白质大多来源于已培养微生物，数据库中包含的

未培养微生物蛋白质的信息非常少，这是目前元蛋

白质组学研究面临的一个重大问题
[10]
。

4　元蛋白质组学的应用

4.1　元蛋白质组学在环境污染治理中的应用

元蛋白质组学也可以分析活性污泥废水处理系

统的生物除磷过程中的代谢信息
[9,30]

。有一项研究

比较了两种不同活性污泥 ( 其中一种 EBPR 功能较

强，另一种较弱 ) 在厌氧和有氧阶段的元蛋白质组

表达情况。结果表明，优质污泥 ( 由典型红环菌类

PAOs 控制 ) 在厌氧 - 有氧交替循环过程中的交替次

数并没有劣质污泥多
[30]
。

Wilmes 和 Bond[29]
从实验室的活性污泥系统中

成功地提取和纯化出其中的总蛋白。用 MALDI-
TOF 质谱分析法和从头多肽测序法鉴定出高表达蛋

白点。根据分析结果可以推出分离出的蛋白质中包

括一种外膜蛋白、乙酰辅酶 A 乙酰转移酶和一种

由 ABC- 型支链氨基酸转移系统组成的蛋白质。

Wilmes 等 [31]
后来又采用双向电泳与质谱技术鉴定

出与生物除磷过程相关的蛋白 46 个，这些蛋白可

能分别参与糖原的合成与分解、三羧酸循环、脂肪

酸的合成等生化反应。

此外，将环境蛋白质组学与功能基因组学结合

在一起，也可应用于环境污染物质的生物治理过程

中，揭示参与芳香烃降解和重金属转化过程的新基

因或蛋白质，为环境生物治理铺路
[32]
。

4.2　元蛋白质组学技术在水微生物研究中的应用

元蛋白质组学可以分析水微生物群落的组成和

蛋白质功能。Kan 等
[33]

应用元蛋白质组学方法首

次对水生微生物 —— 切萨皮克湾的微生物群落的

蛋白表达情况进行了研究。结果表明，该地区微生

物所有蛋白点中，中度重复蛋白约占 92%，其中

30%~70% 与常见蛋白点相同。用液相色谱 - 串联质

谱 (liquid chromatography mass spectrography, LC-
MS / MS) 测序结合 MSBLAST 搜索比对法检测出 3
种蛋白质，均源自海洋微生物，且与切萨皮克湾微

生物、拟杆菌属和 α- 变形菌高度相关。

Schulze等 [27]
采用质谱技术分析不同来源水 (沼

泽、落叶林土壤、云杉林土壤和云杉林下层酸性土

壤 ) 的元蛋白质组，表明沼泽水中 78% 的蛋白质是

细菌性的；而在落叶林土壤滤液中，植物、真菌和

脊椎动物来源的蛋白质数量大约是沼泽中的两倍。

将检测到的所有酶类与已知酶进行比较，发现沼泽

中的蛋白质与落叶林中存在差异。

Baker 等 [34]
运用比较元蛋白质组学方法，对南

大西洋 10 个不同区域样品表层水膜蛋白进行研究

分析，探究海洋微生物群落在营养物质利用和能量

转换上的变化，发现不同蛋白质在沿海水域与公海

水域含量存在差异，从中分离出的优势膜蛋白 (19%)
为 TonB 依赖性转运蛋白 (TBDTs)。此外，还从各

样品中鉴定出一些病毒蛋白质，从上升流区域鉴定

出古细菌氨氧化酶蛋白，表明古细菌在富含养分的

表层水域中是重要的硝化细菌。

4.3　元蛋白质组学在胃肠道微生物研究中的应用

元蛋白质组学在人体和动物胃肠道微生物功能

研究中应用也较多。Klaassens 等 [35]
首次将元蛋白

质组学研究方法，包括 2-D 电泳和 MALDI-TOF-
MS 法，应用于分析大量未培养的婴儿粪便微生物。

该研究表明，随着时间的变化，粪便微生物元蛋白

质组图谱随之变化，蛋白质点中包含一段与双歧杆

菌转酰酶高度相似的肽序列。Verberkmoes 等 [36]
利

用元蛋白质组学技术研究幼儿双胞胎各自排泄物中

蛋白质的表达情况，并以此推测人体肠道微生物的

代谢情况，结果发现元蛋白质组学相对于元基因组

学呈非正态分布。Rudney 等
[37]

应用三维肽段分离

技术与串联质谱技术对分别取自口腔癌患者与正常

人群的唾液样品微生物进行元蛋白质组分析，并根
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据蛋白质理化性质差异分离鉴定出 7 000 个多肽，

其中 357 个多肽与微生物起源相关。研究通过系统

进化方法分析这些多肽，发现其主要属细菌类群。

4.4　提供生物标志物 
目前，人们已越来越关注人类活动对环境造成

的影响。在这种背景下，亟需一种能够描述环境动

力学特征和可持续性特征的生物标志物 (biomaker)，
而元蛋白质组学即可作为鉴定功能性微生物行之有

效的方法。Singleton 等
[38]

曾采用整体法对土壤总

蛋白进行定量，证明镉污染会导致土壤蛋白质含量

显著下降。由此可以推测对蛋白质进行定性分析有

利于寻找更灵敏的更具特异性的生物标志物。

2-D 凝胶电泳技术可以分析固有微生物群落的

总蛋白库，并绘制蛋白质指纹图谱
[12]
。根据环境条

件的不同，蛋白质指纹图谱也会随之发生一些变化，

环境条件的小变异会促进或抑制特定蛋白的表达，

据此可将这些蛋白质作为生物标志物，分析其灵敏

度、特异性 ( 环境条件发生小变异时 ) 及在不同环

境中的普遍性，将其应用于一些简易、快速、高灵

敏度的试验，通过免疫学方法和 ( 或 ) 蛋白质芯片技

术来评估环境条件变化对生态系统功能的影响
[39]
。

4.5　追踪新功能基因和复杂代谢路径

元蛋白质组学也可以检测复杂生物途径中的新

基因。绝大部分功能基因编码的酶都可以催化一些

简单反应，例如氮循环中的一些反应，可将这些基

因作为遗传标记分析特定微生物群体的结构；但是

这种方法仅限于少数功能基因，不利于分析复杂生

物途径中繁杂多样的基因，尤其是复杂生物化学循

环 ( 例如碳循环 ) 中涉及的基因。在这种背景下，

元蛋白质组学就表现出一定优势，首先通过非标记

的方法鉴定出某些生物化学过程中涉及的蛋白质，

然后通过反向遗传学推测氨基酸序列获得相应的编

码基因信息，最终用于开发 DNA/RNA 探针，将分

子生物学、生物化学、目标功能基因以及相关蛋白

结合在一起，追踪复杂环境中相关微生物群体的功

能
[12]
。

5　面临挑战与展望

与其他生物大分子不同，蛋白质存在不同生物

结构和物理构象，因此不存在通用蛋白质提取技术。

RNA 半衰期短以及萃取过程中产生的腐殖质难以

消除，决定了要从复杂环境 ( 例如从海水和土壤 )
中完全提取蛋白质仍相当困难

[40]
。根据现有数据对

不同环境中原核生物多样性进行粗略计算，发现现

行的元蛋白质组学方法仅能分析复杂环境 ( 例如海

水和土壤 ) 中一小部分信息 (<1%)。而且，除样品

中的微生物呈现动态波动外，同一细胞内的蛋白质

表达水平可能出现 6 个数量级的差异
[39]
。因此，尽

管元蛋白质组在微生物群落功能研究中发挥了重要

作用，但仍然存在很多有待解决的关键技术问题。

微生物群落对环境、医疗和工业都有着非常重

要的意义，而元蛋白质组学具有研究微生物群落功

能信息的潜力
[40]
。元蛋白质组学尚处于萌芽阶段，

尽管目前进行的元蛋白质组学研究较少，但通过对

生物化学循环中功能成分的深入探索，元蛋白质组

学必将为环境微生物功能研究开创新局面
[41]
。
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