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Abstract 
Microbes play an important role in the wetland ecosystem, and DNA sequencing technology is one 
of the important tools to study microbes. Recently, the booming development of high-throughput 
sequencing technologies has made it possible for us to research more accurately about microor-
ganisms in wetland ecosystem. In this review, the difference between high-throughput sequencing 
and other sequencing technologies is described. The applications of high-throughput sequencing 
in microbial community structures and diversities, functional bacteria and ecosystem functions, 
metagenomics are elaborated. Furthermore, the spatial heterogeneity of microorganism is also 
revealed. Finally, we prospect the development direction of this technology in the future. 
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摘  要 

微生物在湿地生态系统中扮演着重要的角色，DNA测序技术是研究微生物的重要工具之一。近几年来高

通量测序技术的迅速发展，为更加精细地研究湿地生态系统的微生物信息提供了可能性。本文比较了高

通量测序技术与其他测序技术之间差异，阐述了该技术在微生物群落结构及其多样性、功能菌群与生态

系统功能关系，以及宏基因组学方面的应用，进一步分析了湿地微生物的空间异质性成因，对高通量测

序技术的发展方向进行了展望。 
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1. 高通量测序技术简介 

微生物作为湿地生态系统的分解者，在物质循环、能量流动、生物多样性保护和生态平衡等方面都

起着十分重要的作用。湿地生态系统中微生物的传统研究方法，只能简单地描述微生物的表型特征，对

微生物群落结构、种群分布及个体形态等无法作出精细的描述[1] [2]。分子生物学技术为微生物的研究提

供了方便，但也存在一定的局限性，如：以 PCR 为基础的变形梯度凝胶电泳(Denaturing gradient gel 
electrophoresis, DGGE)、末端限制性片段长度多态性分析(Terminal restriction fragment length polymorphism, 
T-RFLP)、随机扩增 DNA 多态性分析(Random amplified polymorphim DNA, RAPD)等技术，在一定程度

上为微生物的研究提供了更加灵敏和精确的检测，但检测成本高，PCR 扩增对检测的精确性和重复性影

响较大[3] [4]。依赖于电泳分离技术的 Sanger 末端终止法第一代测序技术，不仅受 DNA 提取方法和引物

选择等的影响，而且通量低、样品制备成本高、难以做大量的平行测序，无法满足基因组学方面的研究，

第二代测序应用而生[5]-[7]。 
高通量测序技术(High-throughput sequencing)以 454 测序公司的 454 GS FLX+ 和 454 GS Junior、

Illumina 公司的 HiSeq 和 MiSeq、美国 ABI 公司的 5500xl SOLiD 代表，测序流程主要包括：克隆文库的

制备、基因组 DNA 随机片段化(如：酶切、液力剪切、声波及雾化剪切等[7])和端标记测序及数据分析。

在读取片段、运行时间、测序效率等方面各有优势，主要体现在如下几个方面：1) 读长长，如 454 焦磷

酸测序读取片段 700~800 个碱基；2) 产生的 DNA 片段浓度高，且正确率高(如 Illumina 测序技术，正确

率达到了 98.5%)；3) 测序效率高，通过使用微阵列配置技术实现了大规模并行化测序(如 Illumina HiSeq 
2000 测序仪，一次运行能产生约 3000 亿碱基)；4) 时间短(Illumina 测序约 27 h 左右)；5) 无需克隆过程，

设备微型，降低了测序各个环节的成本(高通数据的成本约 1$/碱基) [8]-[12]。 

2. 高通量测序在湿地微生物研究中的应用 

在湿地生态系统中，微生物以群落的形式广泛存在，不仅能代谢自然条件下的各种有机物，还可以

降解人工合成的复杂化合物，加快系统物质交换和能量流动[13]。鉴于高通量测序技术准确性高、拼接率

高，可为后续的生物信息分析提供可靠的保障，它在各类湿地生态系统，如：沼泽、红树林、泥炭地、
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湖滨、河流、河口湾、盐沼、水稻田等自然和人工湿地中微生物群落结构及其多样性、微生物功能菌群

及其.生态评估、宏基因组、湿地生态系统空间异质性等方面得到广泛的应用。 

2.1. 微生物群落结构及其多样性 

通过测序技术来获取微生物群落结构、多样性等生物信息已逐步成为研究微生物的重要手段之一。

随着高通量测序技术的快速发展，大大减少了基因组测序的成本和时间，为更多实验室开展菌类、原核

生物的研究提供了机会。 
关于湿地菌类群落结构及其多样性的研究，目前主要集中在真菌、细菌和古菌等方面。孟晗等[14]

对崇明东滩湿地及水田和旱地土壤中真菌群落结构进行分析，发现结构变化可能与土壤中 K+、NH4
+、Ca2+

浓度等理化性质有关，有助于湿地土壤围垦后农业利用的可持续管理。Arfi 等[15]通过对红树林湿地生态

系统中真菌的 ITS1、ITS2、NU-SSU-V5 和 NU-SSU-V7 区进行标记，测序共得到 209,544 片段，发现在

这个小生境中微生物分布明显不同，优势菌种为子囊菌，占了 82%，可能是子囊菌门对红树林内环境适

应能力较强，也进一步的证实焦磷酸测序技术在巩固和完善微生物群落多样性研究中的实用性。 
Ligi 等[16]运用 Illumina 测序技术对人工湿地生态系统中 16S rRNA V6 高变区进行测序，发现 γ-、δ-

和 β-变形菌(proteobacteria)是最丰富的类群，而且在长期淹水区、过渡区和偶尔淹水区土壤微生物群落结

构之间存在着显著差异，说明水文条件对湿地细菌群落结构有一定的影响，这一结果与 Ahn [17]的研究

结果一致。王玉等[18]分析了香港米埔红树林湿地潮间带中沉积物细菌和古菌群落结构特点，发现潮间带

沉积物中微生物主要由广古菌门和泉古菌门组成，另外还有很少一部分纳米古菌门存在，这一发现有助

于更好的为潮间带是一个独特的海陆边缘生态系统理论提供一些理论依据。Rita [19]运用 454 焦磷酸测序

技术对人工和天然湿地中细菌群落结构进行表征，发现较之人工湿地，自然湿地土壤中细菌群落多样性

丰富，酸杆菌群为优势菌种，且细菌群落结构与土壤理化性质，尤其是 C:N (ρ = 0.43, p < 0.01)和 pH (ρ = 
0.39, p < 0.01)关系比较密切。因此，在人工湿地的创建过程中，我们可以通过监测土壤理化性质来反映

其生态功能。 
该技术也用于表征原生生物群落结构及其多样性。针对形态学分析和高通量测序技术在湿地原生生

物多样性的研究中缺乏严格比较的问题，Medinger 等[20]对贫营养性湖泊湿地中囊泡虫类测序，共获得

447,910 序列，发现高通量测序技术在群落结构分析中占有优势，但是较之于确定绝对物种丰度信息，更

适合精确估测物种丰度的变化。在实际应用中，应结合形态学分析，为高通量测序数据的可靠性提供保

障。高通量测序技术在检测生物圈稀有物种多样性的研究中更具有优越性[21]，这对于进一步从分类学、

群落结构和微生物类群深入地描述微生物多样性有着重要的意义。 

2.2. 微生物功能菌群和生态作用评估 

高通量测序技术的发展，为环境中功能微生物(如甲烷氧化菌、氨氧化细菌和氨氧化古菌、硝化细菌

等)在生态系统调节及生态价值评估等方面资源的深度开发利用提供了机遇。 
O3 作为一种重要的温室气体，也对人体、动物和植物，甚至全球气候都有影响[22]。Feng 等[23]探

究了 O3 作用下稻田产甲烷古菌群落结构及其多样性变化，发现产甲烷古菌主要属于甲烷微菌纲

(Methanomicrobia, 81.1%)和甲烷杆菌纲(methanobacteria, 10.2%)。O3 通过抑制稻田优势菌群的活性，从而

影响水稻田内产甲烷古菌的群落结构，这一发现有助于全面了解稻田生态系统对全球气候变化的响应和

二者之间的反馈作用。Lüke 和 Kip 等分别以水稻田和水藓泥炭地湿地生态系统中甲烷氧化菌为研究对象，

发现焦磷酸测序过程中 16S rRNA 序列序列插入缺失率较低，在后续分析中，能提供更多关于未知的和

不可培养的 pmoA 序列，为研究甲烷氧化菌提供更多具体的功能基因信息，有利于进一步深入挖掘甲烷
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氧化生态学的研究价值，在探究其他生境功能微生物方面也有很大的发展潜力[24] [25]。类似的，郑燕等

[26]将高通量测序技术与稳定性同位素示踪 DNA/RNA 技术相结合，对稻田红壤甲烷氧化特定功能微生

物生理过程的分子机制和调控机制进行研究为新一代高通量测序与稳定性同位素示踪 DNA/RNA 技术研

究复杂环境中微生物生理生态过程的分子机制提供一定的技术参考。 
长期以来认为在酸性土壤中由于受 pH、硝酸盐、亚硝酸盐等的影响，氨氧化过程中优势菌种为异养

硝化细菌[27]。然而，He 等[28]关于酸性土壤中自养型氨氧化菌 thaumarchaeal 的研究认为：自养型氨氧

化菌 thaumarchaeal 在氨氧化过程中起着主导作用，并且提出了酸性土壤氨氧化过程中氨氧化古菌(AOA)
较氨氧化细菌(AOB)为优势种群的假说。Li 等[25]对红树林沉积物中 AOA 和 AOB 多样性、空间分布及

丰度信息进行分析，进一步加深了对不同生境下 AOA 与厌氧氨氧化菌的耦合关系、AOB 对硝化作用的

影响及其 NH4
+、盐度和 pH 等对 AOA、AOB 生态位影响的理解，为更有效地利用红树林湿地处理废水

或含高无机氮地表径流提供更具体的生物学信息。 
此外，高通量测序技术也为生态评估提供可靠的生物学信息。如通过对真核生物 18S rRNA 基因序

列进行生态相关的测序分析，发现不仅能鉴别高浓度污染物的影响，而且能够检测非原始基点和中度污

染样点之间细微的差异，据此可以将生态学数据与化学、生态毒理学等数据相结合进行生态风险评估[29]。
Shange 等[30]对美国某湿地细菌群落结构测序研究，发现细菌群落结构及其多样性有可能成为生态系统

评估的重要指标。Dos Santos 等[31]发现红树林生态系统的石油污染区的变形菌门，特别是 γ-、δ-变形菌

纲可能作为生物监测红树林石油污染的指标微生物，为评估人类活动对生态系统的影响提供了一条快捷、

低成本的新途径。 
综上所述，通过对湿地功能微生物的深入研究，不仅有助于微生物资源的利用，而且为区域性湿地

的具体评估，解决湿地所面临的污染、退化等问题提供生物层面的监测数据，以保护湿地资源，保持湿

地生态系统资源的可持续利用。 

2.3. 宏基因组学的应用 

宏基因组学(Metagenomics)通过直接从环境样品中提取全部微生物 DNA，构建克隆文库，研究环境

样品中全部微生物的遗传组成及其群落功能[32]。采用高通量测序技术进行宏基因组测序，无需构建克隆

文库，避免了文库构建过程中引起的系统偏差，操作过程简化，测序效率提高，这是环境相关微生物研

究的新方法。 
微生物介导下的砷代谢可以改变砷在环境中的存在状态，使得砷迁移率增加，毒性增强，引起严重

的环境问题。而另一方面微生物直接或间接的转化作用，可以控制砷的转化途径，达到减轻其毒性的作

用。Cai 等[33]对南海海滨取沉积物宏基因组测序，构建了共包括 17 个子数据库的蛋白质数据库，弥补

了未公开的砷代谢基因或蛋白质数据库的缺憾，还发现砷代谢基因在环境中呈现出高度多样化，砷(III)
氧化酶的编码基因 aioA 和甲基化的编码基因 arsM，砷(V)还原酶的编码基因 arrA、arsB 和 acr3 的分布、

多样性及丰度等变化显著。借助这样的方法更有利于探究无污染或低重金属污染下的特殊环境，并且了

解其中微生物的代谢作用及其生存机制。 
极端环境下微生物群落的遗传特性及适应机制较为独特，对北极永久冻土层泥炭地季节性解冻层土

样宏基因组分析，发现环境中存在许多能够编码聚合物降解酶的基因，随着北极泥炭地活跃层深度的增

加和生长季节的延长，未来甲烷的释放度将主要取决于甲烷细菌对环境变化的响应[34]。结合 Illumina
和 454 测序技术，分别对耐寒好氧甲烷氧化 γ变形菌 M. tundripaludum SV96(ATCC BAA-1195)菌株和耐

盐菌 sp. GK1 全基因组进行测序，为研究极端环境中特殊菌株微生物的生命过程及生态适应机制提供了

理论基础，同时也有助于理解微生物进化史，为进一步研究特殊菌株的代谢和其他湿地微生物奠定基础
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[35] [36]。 
但是，目前极端环境下微生物宏基因组文库及其适应机制还有待于进一步的研究和完善，这将有助

于我们更好的理解极端环境生态系统，并对其加以调控和利用，也将成为人类在太空中寻找地外生命的

理论依据。 

2.4. 湿地空间异质性研究 

空间异质性(spatial heterogeneity)是指生态学过程和格局在空间分布上的不均匀性及其复杂性，也可

理解为空间斑块性(patchness)和梯度(gradient) [37]。对于一个生境或景观，空间异质性格局的变化可通过

环境资源可利用性、环境因子空间特征及生态学实体(生物个体、种群、物种等)等进行体现[38]。 
据统计，全世界的湿地面积占陆地总面积的 6.4%，其中亚热带占 29.3%，寒温带占 13.4%，寒带占

11%，热带占 10.9% [39]。然而由于每个地域的地貌和生态环境等各异，因此即使同为泥炭地，土壤微生

物群落结构、代谢途径等都会发生改变。热带酸性泥炭地作为一个独特的生物圈重要陆地碳汇生态系统，

以好氧和兼性厌氧微生物为主，且酸杆菌门(Acidobacteria)和 α-变形菌以及少数的具有代表性的古菌和真

核微生物群落在植物多糖(如木质纤维素和淀粉多糖)分解代谢中起着关键性的作用；而寒温带条件下的北

极泥炭地中，微生物群落主要属于放线菌门、疣微菌门和拟杆菌门，以无氧代谢为主，而且存在许多能

够编码聚合物降解酶(如降解土壤有机碳)的基因，甲基杆菌属的 tundripaludum 甲烷氧化菌在碳循环中起

着重要的作用[34] [40]。 
盐度等基质环境对微生物的生态结构空间异质性有一定影响。盐湖环境下微生物群落结构各异，以

青藏高原湖泊湿地的柴达木盆地达布逊盐湖和青海湖为研究对象，采用高通量测序与传统培养技术，发

现达布逊盐湖以嗜盐的盐杆菌科(Halobacteriaceae)为主，放线菌门(Actinobacteria)为优势菌；而青海湖以

中度嗜盐菌盐单胞菌属为青海湖嗜盐菌的优势种群，约占62.9%，耐盐菌与非嗜盐菌分别占11.4%和2.9%。

因此，微生物生态结构上的空间异质性，可能与青海湖区的盐度环境以及湖泊成因和演化阶段有关，使

得在长期进化和适应过程中出现了差异性[41] [42]。 
而植被群落演替等生物因素对微生物的营养选择和富集、微生物本身都有一定的影响。关于中国黄

河三角洲植物原生演替垂直方向上微生物群落遗传多样性的研究，发现沿海岸线垂直方向上微生物群落

结构呈现出一定的空间分布规律，盐生环境下的光板地样点中 Fimiicutes 门的 Bacillm 属占 70.39%，

Halobacillus 属占 98.65%；而在演替末期的补血草、芦苇群落的微生物种类主要以能够降解纤维素，甚

至是芳香族化合物为主[43]。同样中国东部黄河口植物演替下微生物群落结构的响应，进一步证实植被及

土壤有机质对微生物空间异质性的影响，对改善滨海滩涂盐碱土壤环境和开发湿地微生物资源具有一定

的应用价值。在红树林沉积物水平方向上，也通常具有不同的微生物类群组成[44] [45]。 
空间异质性在湿地生态系统中普遍存在，也就是说，在湿地生态系统中，微生物作为水体、沉积物

和沉水植物的重要组成部分，其种群结构会对生境条件的变化做出反应，使得不同地域、不同湿地类型

及基质条件下微生物群落结构、密度等的分布具有明显的差异。而这种异质性会直接影响到环境内部微

生物种群数量及其组成，也将导致环境空间格局的改变。 

3. 展望 

高通量测序技术已经成为 DNA 测序技术发展的一个里程碑，目前已广泛应用于动植物学、环境微生

物基因组学乃至人类微生物群的研究，引起了各领域高水平机构和专家的关注。它为湿地生态系统中微

生物多样性提供更多的信息，展现出了巨大的应用潜力，并将在医药、物种保护、环境、生物催化等方

面发挥更大的作用。该技术以低廉单碱基测序成本的优势为更多生物物种的基因组测序提供了可能，从
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而解密更多的物种基因组遗传密码，同时对亚种、变种等进行全基因组重测序，但依旧存在一些亟待解

决的问题：1) 如何解决单分子测序中零模波导孔中 DNA 聚合酶传输效率低和易降解的问题？[46]；2) 目
前高通量测序技术多用于生物体基因组的测序，但是关于作用机理方面的应用有待于进一步的发展。另

外由于该技术产生的数据量大及应用领域广泛，因此对软件和数据分析软件的要求较高。根据测序平台、

片段长度、模板类别等，数据分析软件如 BFAST、CloudBurst、MapReads 等都有一定的局限性[47]，有

待于进一步的提高。 
综上所述，传统微生物技术为研究湿地生态环境中微生物奠定了基础，分子生物学技术进一步揭示

了湿地微生物群落的生态功能和多样性。而高通量测序技术的出现为极大限度地分析研究湿地微生物群

落结构及其多样性提供了可能性，使得人们能够更深层次地认识微生物在湿地地球化学循环甚至人类健

康中的重要作用，为保护湿地生态系统提供理论基础和建设性的意见。 
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