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摘   要：随着分子生物技术的不断进步，转录组学技术已广泛应用于生物基因表达水平的研究。

近年来，针对微生物转录组学的研究技术也在不断发展。在基因层面上，由片段 RNA 与微生物样

本进行互补验证，发展到直接对全长 RNA 进行测序得到序列信息；在空间上，由传统群体转录组

发展到空间、单细胞以及表观等层面的研究。随着转录组学技术在微生物研究领域中的应用，相

应的缺陷也逐渐显现并不断被完善。本文主要是对微生物研究方面传统的和新型的转录组学技术

进行了总结归纳，为微生物转录组学研究提供参考。 
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Abstract: With the rapid development of molecular biotechnology, transcriptomics has been widely 

used in the study of gene expression. In recent years, the techniques for microbial transcriptomics 

research have also been rapidly developing. At the gene level, the way for obtaining sequence 

information has been developed from complementary validation of RNA fragment through DNA 

microarray to direct sequencing of full-length RNA. Spatially, the traditional population transcriptomics 

technique has been developed into spatial, single cell and epigenetic transcriptomics studies. With the 

application of transcriptomics techniques in the field of microbial research, the corresponding defects 

were gradually revealed and constantly improved. In this paper, the traditional and new transcriptomics 

techniques in the field of microbial research are summarized to provide reference for microbial 

transcriptomics research. 

Keywords: microbes; transcriptomics; microarray; sequencing techniques 
 
 
 
 
 

1  微生物转录组学技术 
分子生物技术自 20 世纪 90 年代开始逐渐

发展起来。研究人员利用 DNA 高通量测序技术

对微生物基因序列进行可视化分析研究，增加

了人们对生态环境中微生物多样性的认识。微

生物转录组研究主要是对特定环境或特定时期

下微生物的 RNA 进行分析，以此来获得基因转

录情况，为研究微生物基因差异表达的调控规

律提供有力的证据[1]。Auffray 于 1996 年提出

了转录组 (transcriptome) 这一术语[2]。广义上

转录组是指细胞中的转运 RNA (transfer RNA, 

tRNA)、核糖体 RNA (ribosome RNA, rRNA) 以

及非编码 RNA (noncoding RNA, ncRNA) 等所

有转录产物。而狭义上转录组指的是细胞在特

定环境下负责蛋白质转录和翻译的所有信使

RNA (messenger RNA, mRNA)[3]。转录组学 

(transcriptomics) 主要研究细胞整体的基因转

录情况以及调控规律，进而揭示某特定生物学

过程分子机理的一门学科。转录组学发展时间

较早、可应用领域的范围比较广泛。利用转录

组学技术不仅发现了两株可影响癌症发展和癌

症治疗效果的短双歧杆菌  (Bifidobacterium 

breve)[4]，还为分析特定环境微生物群落组成[5]、

监测微生物感染[6]、了解细菌与昆虫之间共生

的相互作用[7]提供了有利的工具。 

随着分子生物技术的快速发展，相继出现

了多种可用于转录组学研究的相关技术。微阵

列技术是最早用于检测微生物已知序列表达情

况的研究方法，但在发现新的基因表达序列方

面存在一定限制。后续发展起来的转录组学测

序技术特别是 RNA 测序技术 (RNA sequencing, 
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RNA-seq) 具有测序速度快、分辨率高等优点，

现已被广泛使用。近年来，三代测序技术、单

细胞转录组学技术以及空间转录组学等技术逐

渐兴起，但由于成本高、操作难度大等缺点仍

需完善。因此，本文主要分析探讨了传统和新

型的微生物转录组学相关技术，为后续微生物

转录组的研究提供了参考。 

2  传统的微生物转录组学方法 
传统的微生物转录组学研究方法大致包

括微阵列和测序技术。前者是利用分离自样品

中的 RNA与已知序列杂交进行定性定量分析，

主要是指微阵列技术  (microarray)。后者则是

对提取得到的 RNA 进行前处理后直接进行测

序，测序方法主要包括对序列标签的测序、对

序列片段进行测序以及对全长 RNA 直接进行

测序[8]。 

2.1  基于杂交的微阵列技术 
微阵列技术是将成千上万个已知序列的

DNA 或寡核苷酸富集排列在固体支撑物上，

如硅片、玻片、尼龙膜等。用来固定 DNA 的

固体支撑物性质不同，微阵列常被称为印迹 

(blotting)、膜 (membrane)、芯片 (chip) 或玻片 

(slide)。微生物提取得到的 RNA 做荧光或放射

性标记处理形成“探针”。将微阵列与探针在一

定条件下进行杂交，用相应的设备获取图像信

息，最后对结果进行分析比对。早期利用微阵

列技术主要是对基因表达序列是否表达或表达

量进行定性、定量分析研究[9]。根据排列在固

体支撑物上的 DNA 序列不同，微阵列技术可大

致分为利用已知的 cDNA 序列或寡核苷酸排列

形成的两种微阵列。 

2.1.1  互补脱氧核糖核苷酸  (complementary 
DNA, cDNA) 微阵列 

互补脱氧核糖核苷酸  (cDNA) 微阵列是

将探针进行荧光标记后，与固定于固体支撑物

上已知序列的 cDNA 进行杂交。Selinger 等

开发了一个具有高分辨率的“基因组阵列”并

对对数生长期和稳定期的大肠杆菌总 RNA

进行定性鉴定 [10]。结果发现，在稳定期存在

许多已知参与饥饿反应的基因和以前未被识

别的生长阶段调控基因被表达，并且参与翻

译的基因在对数生长期有较高的表达水平。

微阵列技术检测转录组表达技术较为烦琐，

目前构建微阵列芯片的操作大多是由委托公

司或研究所制得。由于 RNA 存在不稳定性，

为了验证转录因子测序的正确性，大部分转

录组分析实验会采用逆转录 -聚合酶链式反应 

(reverse transcription-polymerase chain reaction, 
RT-PCR) 技术对基因表达情况进行反向检测。

通过利用 RT-PCR 技术，Kim 等通过定量分析

证实了在强毒株中存在两个差异表达基因的转

录水平明显高于弱毒株 [11]。Lockyer 等利用

cDNA 微阵列定量鉴定出耐药和易感蜗牛感染

曼氏链球菌后 2−24 h 的 98 个差异表达基因等，

并应用 RT-PCR 技术分析验证了结果[12]。 

2.1.2  寡核苷酸微阵列 

寡核苷酸微阵列可以直接在芯片表面固定

预先合成或原位合成的寡核苷酸[13]。Chizhikov

等设计了人轮状病毒 VP7 蛋白基因特异性寡核

苷酸探针与 PCR 扩增制备的荧光标记的单链杂

交探针，分别与猴肾细胞中培养的轮状病毒株

RNA 杂交，通过检测 20 个编码轮状病毒的分

离株，发现寡核苷酸芯片杂交技术优于传统

PCR 技术[14]。但利用此种方法生产高密度微阵

列，不但价格昂贵，还需要高度精密的工业设

备，在应用方面受到了限制。Wang 等[15]通过进

行原位定制寡核苷酸微阵列，设计了 2 906 个

基因的寡核苷酸探针，总计 6 208 个探针，其中

396 个寡核苷酸为对照，结果发现，豆奶生态系
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统对干酪乳酪杆菌 Zhang (Lacticaseibacillus 

casei Zhang) 的生长具有复杂的促进作用。 

最早的转录组研究中通常使用微阵列技术

检测微生物基因的表达水平，但由于该技术只

能检测已知序列的基因的表达量，且操作烦琐、

特异性低等缺点，使其在转录组学中的应用受

到了限制。 

2.2  基于测序的转录组学技术 
随着测序技术的出现，针对转录组学相关

测序技术也随之发展起来。该技术主要是将

RNA 进行前处理后直接进行测序分析，利用这

种方法可以快速地获得微生物在特定环境下的

基因表达信息[16]。根据转录组学测序技术的发

展可分为第一代测序技术、RNA-seq 技术和第

三代测序技术[17]。 

2.2.1  第一代转录组学测序 

第一代转录组学测序技术获取基因表达水

平的方式是将样品中的 mRNA 反转录合成

cDNA，对 cDNA 两端的序列标签进行测序。该测

序技术主要包括早期的基因表达序列分析技术 

(serial analysis of gene expression, SAGE)、表达序

列标签技术 (expression sequence tags technology, 

EST) 和大规模平行测序技术 (massively parallel 

signature sequencing, MPSS)等[18]。 

(1) 基因表达序列分析技术 (serial analysis 

of gene expression, SAGE)：Velculescu 等于 1995 年

建立了 SAGE 技术。每 9 个碱基的序列标签

代表一种转录特征序列，并且标签出现的概

率能够反映出对应 mRNA 的丰度。SAGE 技术

所产生的标签首先要从待测样品总 RNA 中分

离纯化得到 mRNA，将 mRNA 反转录合成

cDNA，经过酶切处理后对得到的 cDNA 片段

进行扩增、测序即可得到相应转录组信息 

(图 1)。SAGE 技术的优点在于可以对未知序

列进行测序，从而在鉴定代谢机制等的同时

也 可 以 鉴 定 到 新 表 达 基 因 序 列 [19] 。 鉴 于

SAGE 技术的不断完善，目前，已被成功应

用于酵母全基因表达谱的鉴定 [20]。  

 

 
 

图 1  第一代测序技术原理 
Figure 1  Principle of the first generation sequencing technique. 
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(2) 大规模平行测序技术 (massively parallel 

signature sequencing, MPSS)：MPSS 技术是由

Brenner 等在 2000 年建立，先将预测到的所有

可能表达的已知序列与直径为 5 μm 的微球相

结合并构建文库，在微珠流动池中组装平面

模板阵列，分析每个微珠上克隆模板的自由

端序列，最后与待测样本进行结合就可得到

16−20 个碱基的特征序列信息[21] (图 1)。MPSS

技术原理与 SAGE 技术相似但不相同，前者则

可以得到更长的标签序列，在酵母 cDNA 文库

中，单个操作就可得到的数十万个标签序列，

并且能够检测到低水平的基因表达序列[22]。 

(3) 表达序列标签技术 (expression sequence 

tags technology, EST)：与前两种测序技术相比，

EST 技术首先要构建某特定微生物的 cDNA

文库，从中选择部分 cDNA 片段进行扩增、

测序，最后再与基因表达序列标签 (expressed 

sequence tags, ESTs) 数据库进行比对并分析

相关基因的表达丰度。EST 技术可以得到约

200−800 bp的 cDNA片段并进行测序[18,22] (图1)。

Zhang 等通过对真菌角毛壳菌  (Chaetomium 

cupreum) 寄生条件下基因表达的研究，阐明了

真菌寄生的分子机制，推动了开发植物真菌病

害生物防治的新策略[23]。然而对 ESTs 直接测序

存在的缺点在于不能定量检测，并且通量低、

成本高，不是转录组学分析的最佳方法[24]。 
2.2.2  第二代测序技术 

随着测序技术的不断发展和进步，开始出

现第二代测序技术——RNA-seq 技术。RNA-seq

技术可以全面、快速地检测特定环境和时间条

件下的微生物基因表达信息。Illumina 公司的新

一代测序仪采用边合成边测序技术，该测序仪

最大的特点在于测序时间短且得到的数据量

大，现已被转录组学相关研究工作普遍应用。

Guo 等利用 Illumina HiSeq 2500 对酿酒酵母

mRNA 逆转录得到的 cDNA 进行测序，探讨了

化学突变体酿酒酵母 BY23-195 菌株高核酸合

成的遗传机制[25]。此外，Roe 等对 4 对具有不

同易感性的系统发育相关鲍曼不动杆菌分离株

的转录组进行二代测序。确定了鲍曼不动杆菌

5 种不同的潜在耐药机制，为诊断治疗感染鲍

曼不动杆菌患者的治疗和预后提供了基础[26]。 

RNA-seq 技术测序首先需要在微生物中提

取所有的转录产物，将纯化后的 mRNA 片段化

后反转录形成 cDNA，对构建的 cDNA 文库进行

PCR 扩增、测序 (图 2)。与微阵列技术和第一代

测序技术相比较，RNA-seq 技术在转录组学研究

中的应用显得尤为广泛。利用该技术可以对酵母

发酵过程中酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 

和旧金山乳杆菌 (Lactobacillus sanfranciscense) 

在纯培养和混合培养条件下的代谢特征和转录

变化进行探讨[27]。但根据 Deng 等对牙周关键口

腔微生物的转录组特征分析发现，牙周生态位中

的核胞体与实验室培养中的核胞体的基因表达

情况有所不同[28]。微生物群落的多样性是其适

应自然的一个重要特征，所以从实验室数据推断

微生物相关功能性质需要谨慎对待。 

RNA-seq 测序仪高通量的特点是微阵列

和第一代测序技术无法达到的。该技术的优点

在于不仅准确率高，而且测序成本也远小于传

统 Sanger 测序技术。另外，RNA-seq 测序技术

还具有对背景干扰具有高分辨率，对低表达量

基因具有高灵敏度的特点，研究人员对乳酸乳

球菌 (Lactococcus lactis) 进行差异 RNA 测序 

(differential RNA-seq, dRNA-seq)，发现了 375 种

新型 RNA，包括小 RNA (small regulatory RNAs, 

sRNAs)、反义 RNA (antisense RNA, asRNA)、

新型  (小) 开放阅读框  (open reading frames, 

ORFs)、转录起始位点 (transcription start site, 

TSS) 和操纵子结构等 [29]。RNA-seq 技术不仅
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能够检测出差异基因，还可以检测出相关基因

的表达丰度 [30]。Sethiya 等比较了光滑念珠菌 

(Candida glabrata) 暴露于过氧化氢后不同时

间点的转录组，发现在即时反应期间，基因表

达会发生局部瞬时变化。但随着微生物逐渐适

应氧化环境，转录组又重新表达翻译以此来恢

复关键的细胞功能、蛋白质稳态、碳水化合物

等的生物合成[31]。 

2.2.3  第三代测序技术 

二代测序技术测序读数较短 (通常为 100− 

300 bp)，只能得到序列片段，然而第三代测序

技术是以单分子测序为基础，可以对全长 RNA

进行直接测序，无需将 RNA 进行片段化处理，

目前三代测序技术主要包括 Pacific Biosciences 

(PacBio) 测序仪和 Oxford Nanopore Technologies 

(ONT) 纳米孔测序两种方法[32]。两种方法虽然

都可以对长 DNA 或 RNA 直接进行测序，但测

序原理不同。PacBio 测序仪是根据 RNA 逆转

录得到的核苷酸产生独特荧光信号来识别碱基

序列[33](图 2)；而 ONT 纳米孔测序是基于生物

工程纳米孔的单分子测序，这些纳米孔嵌入在

施加电压的电阻膜中。当单链 DNA 或 RNA 片

段通过时，膜上的电流发生变化，并使用基于

递归神经网络 (recursive neural network, RNN) 

的算法将其转化为特定的核苷酸序列。由于测

序是通过将电信号转化为核苷酸序列来介导

的，所以纳米孔测序无需合成 cDNA 和 PCR 扩

增就可以直接对 RNA 进行测序，并且产生的读

长相对较长 (>2 Mb)[34]。 

Uemura 等通过运用第三代测序技术发现

了氨基酸被单个核糖体串联的过程[35]。PacBio

和 ONT 测序被广泛用于真核生物和病毒 RNA

的测序，而应用于原核生物转录组测序的实验

技术流程相对较少。为此，Grünberger 等为细

菌模式生物大肠杆菌中的 ONT RNA-seq 测序

设计了相关实验和生物信息分析的工作流程，

且该流程适用于任何微生物[36]。虽然第三代测

序技术存在许多优势，但测序错误率高、价格

高昂的问题也一直影响着第三代测序技术在转

录组学中的应用。为此，经过 PacBio 公司对技

术的不断优化，在 2016 年发布的 Sequel 系统实

现了新的突破，该系统提高测序通量的同时减

少了测序所需的时间，并且其公司的 Sequel 

System 6.0 准确率较高且读长最长达 300 kb[37]。 

3  新型转录组学技术 

3.1  单细胞转录组学 
与传统的群体转录组分析相比，单细胞转

录组技术主要是分析特定环境下单细胞的基因

表达水平，单细胞转录组测序 (single-cell RNA 

sequencing, scRNA-seq) 就是其中技术之一，

现已被广泛应用于分析各种生物学过程。早在

1992 年单细胞转录组学工作就已经被报道，但

针对单细胞转录组学测序的相关技术直到

2009 年才被首次公开[38](图 3)。然而，单细胞

转录组技术目前没有广泛应用于微生物领域

中主要是因为在对微生物细胞进行裂解时操

作难度大，缺少多聚腺苷酸尾保护 mRNA 分

子，而且微生物在不同环境和生态位进行的转

录表达也有差异。要想利用单细胞转录组技术

在细胞水平上获得微生物的生物学机制，继续

改进或发展相关技术是很重要的。截至目前已

经开发了一种微生物分裂池连接转录组学方法 

(microbial split-Pool ligation transcriptomics, 
MicroSPLiT)[39]，与前期高通量 scRNA-seq 方法

相比，克服了细菌特有的低 mRNA 含量、细胞

大小的多样性以及细胞壁结构等的挑战。该方

法适用于革兰氏阴性和革兰氏阳性细菌，低成

本、高通量，在一次实验中仅使用基本的设备

就可对数万个细胞进行分析。 
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图 2  第二代 (左) 和第三代 (右) 测序技术原理 
Figure 2  Principle of the second (left) and the third (right) generation sequencing technique. 
 

 
 

图 3  单细胞转录组技术原理 
Figure 3  Principle of single cell transcriptome technique. 
 

单细胞转录组学改变了传统微生物群体系

统转录水平的研究，逐渐向单个微生物细胞水

平进行动力学和生长发育方面的研究。并且该

技术对自然群落的研究也具有潜在的价值，不

仅对物种分类多样性，而且对微生物的生长发

育情况、细胞生理状态和生态相互作用特征的

描述提供了新的见解[40]。通过对技术的继续改

进和发展，运用单细胞转录组技术进行微生物

领域研究的趋势也会逐渐增加。 

3.2  空间转录组学 
通过上述的单细胞转录组学可以对特定环

境下单个微生物细胞的差异表达基因进行研究，

但在同一环境中微生物细胞的基因表达水平也

会出现显著差异[41-43]，这就表示微生物的基因表

达也可能与所在生态位的不同出现差异。近年

来，对于转录组研究逐渐进入到了空间转录组 

(spatial transcriptome) 的研究阶段。与之前的转

录组学研究相比，进行空间转录组的研究不仅可

以获得特定环境下单个微生物细胞基因表达水

平信息，还可以了解在空间位置上微生物细胞之

间基因表达的差异水平，为进一步细化在时间和

空间两个特定条件下微生物真实基因表达的研

究提供了重要的研究手段。Dar 等开发了一种适

用于环境中复杂的微生物群落或人体微生物群，

名为平行序列荧光原位杂交 (parallel sequential 

fluorescence in situ hybridization, par-seqFISH) 
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的转录组成像方法[44]。他们将这种技术应用于

条件致病菌铜绿假单胞菌，分析了浮游和生物膜

培养中数十种生理条件下的 60 万个个体。绘制

了生物膜相关过程的空间背景，包括运动和亲属

排斥机制，并识别广泛和高度空间分辨的代谢异

质性。另外，mRNA 标记技术和序列荧光原位杂

交 (sequential fluorescence in situ hybridization，

seqFISH) 技术组合可用于在同一样本中以亚微

米分辨率分析数百甚至数千个基因。到目前为

止，seqFISH 技术已经不仅应用于研究哺乳动物

细胞和组织的生理生化系统，也适用于对环境和

人体微生物群基因表达方面的分析鉴定。 

随着细胞通量、转录本数量和质量检测技

术的不断发展，空间转录组学技术也产生了巨

大的进步，对微生物细胞空间定位信息也逐渐

准确。对于微生物基因表达水平的研究已经日

渐成熟，研究人员的目光开始逐渐转入到表观

转录组学方面的研究。 

3.3  表观转录组学 
根据表观转录组学研究发现，大多数 RNA

动态可逆的化学修饰是在 tRNA、rRNA 和小核

RNA (small nuclear RNA, snRNA) 等当中[45]，

Kouvela 等研究了在人类受到细菌感染过程中

起关键作用的 tRNA 表观转录组的形成[46]。由

于 mRNA 占细胞中总 RNA 含量的百分比较低、

检测技术受限等原因，mRNA 被检测到的化学

修饰较少[47]。然而，随着检测技术的不断进步，

mRNA 存在的化学修饰在最近几年也逐渐被挖

掘，并形成了关于表观转录组的研究学科[48]。

mRNA 上目前已经被鉴定到的化学修饰主要包

括 7-甲基鸟嘌呤 (7-methylguanosine, m7G)、N6, 

2′-O-二甲基腺嘌呤 (N6, 2′-O-dimethyladenosine, 

m6Am)、2′-氧甲基化 (2′-O-methylation, Nm) 以

及内部的 N6-甲基腺嘌呤 (N6-methyladenosine, 

m6A) 等[49]。随着表观转录组学的发展进步，

针对 RNA 修饰的研究方法逐渐被研究人员开

发出来，目前以质谱 (mass spectrometry, MS) 

为基础的方法是检测不同 RNA 修饰的唯一通

用方法。Wang 等使用 MS 方法分析了敏捷乳杆

菌 (Lactobacillus agilis) 的表观转录组，并确定

了 L. agilis 的表观转录组是否参与了菌株适应

益生元菊粉的生理代谢过程[50]。 

4  展望 
在生物信息分析中，通过转录组学可研究

特定时空下的生物基因表达水平，从而揭示其

内在机理，为各领域的深入研究提供了新思

路。随着转录组学发展至今，主要广泛应用于

真核生物等领域，而针对微生物的应用还存在

着许多待解决的问题。例如，RNA 对微环境

变化的不稳定性；三代测序技术的准确率相对

较低、成本高；单细胞转录组学研究中的微生

物细胞的裂解；以及对 RNA 表观修饰的深入

研究技术的缺乏等。随着相关生物技术的改

进，微生物转录组学的不足也被日益完善。随

着转录组学技术的不断成熟，势必加速微生物

在不同生境的转录表达及调控信息了解的深

入，将极大地推动微生物领域的进步。 
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