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摘  要：污泥厌氧消化是在消化污泥微生物组的协调下将剩余污泥中有机物转化为甲烷的微生物过

程。与传统厌氧消化过程不同，污泥厌氧消化系统的进料底物为含有大量微生物细胞及胞外多聚物

等复杂大分子有机物的剩余污泥。因此，厌氧消化污泥微生物组的种群组成、功能及种群间互作关

系等异常复杂，使厌氧消化污泥微生物组分析成为难点问题。但近年来高通量测序技术及生物信息

学分析方法的快速发展为消化污泥微生物组研究提供了契机，并迅速推动了该研究领域的发展。本

文从 4 个方面梳理、总结厌氧消化污泥微生物组的研究及应用现状：剩余活性污泥结构、组成及其

厌氧消化；基于 16S rRNA 基因序列测序的微生物组研究；基于宏基因组及宏转录组分析的微生物

组研究；厌氧消化污泥微生物组研究案例分析。最后我们提出了厌氧消化污泥微生物组研究亟待解

决的关键科学问题。 
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Abstract: Anaerobic sludge digestion is a methanogenic process, in which sludge microbiome mediate 
degradation of macromolecules in waste sludge to generate biogas. In contrast to traditional anaerobic 
digestion, the influent sludge predominantly consist of microbial cells and their extracellular polymeric 
substances (EPS), which are persist and resistant to biodegradation. Also, it is a challenge to identify the 
sources of living microorganisms in anaerobic sludge digesters from influent waste sludge or indigenous 
digestion populations. Therefore, the population composition, function and their interactions of anaerobic 
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sludge digestion microbiome have rarely been illustrated before. Nonetheless, the rapid development of 
high throughput sequencing techniques and bioinformatics analytical methods have enable the 
investigation of microbiomes of complex microbial systems, including the anaerobic sludge digesters. 
Here, we have comprehensively reviewed and discussed the recent development of anaerobic sludge 
digestion microbiome in four aspects, with a focus on waste activated sludge: (1) structure and 
composition of waste activated sludge, and anaerobic sludge digestion; (2) 16S rRNA gene-based analysis 
methods to study digestion sludge microbiome; (3) metagenome- and metatranscriptome-based analysis 
methods to study digestion sludge microbiome; (4) case study on digestion sludge microbiome. In 
addition, major challenges and further developments toward understanding the digestion sludge 
microbiome are identified and discussed. 

Keywords: Waste activated sludge, Anaerobic digestion, Microbiome, Metagenome, High-throughput sequencing 

市政污水处理过程中产生大量的剩余污泥，具

有含水率高、有恶臭、难处理等特点，并且剩余污

泥存在病原体、重金属等有害物质，如果不进行稳

定化处理和安全处置会对环境造成危害[1]。目前如

何实现高效的污泥减量化、稳定化处理处置问题已

经成为环境保护及人居安全保障的一大难题。中国

的待处理污泥总量在 2010 年就已经达到 3 000 万 t 

(80%含水率)，且每年以高于 13%的增长率递增，

但污泥安全处置率却低于 35%[2]。在污泥的处理处

置方法中，直接陆地填埋和焚烧等处理处置方法很

难平衡土地空间需求、运营成本及环境保护法规间

的需求[3]。污泥厌氧消化处理是实现剩余污泥减量

化、稳定化的主要生物处理过程，并且可以通过产

生甲烷回收部分能源。因此，污泥厌氧消化成为市

政污水处理厂污泥减量及稳定化处理的核心环节。

污泥消化反应器中复杂微生物组是维持污泥厌氧

消化稳定运行和高效产气的关键[4-6]。因此，了解并

调控厌氧消化污泥微生物组是保障污泥厌氧消化

效率的前提和基础。 

厌氧消化污泥微生物组是污泥厌氧消化反应

器中所有微生物种群及其基因组的集合。通过深入

了解厌氧消化污泥中微生物的多样性、结构、功能、

互作关系，以及它们与反应器运行条件和微生物生

态系统功能之间的关系，可以把握并调控剩余污泥

中复杂有机物水解、发酵、产酸、产乙酸及产甲烷

关键步骤，实现消化污泥种群结构与有机物产甲烷

效率的优化。近 20 年来，高通量测序与生物信息

处理技术的快速发展极大地促进了厌氧消化污泥

微生物组的研究。尤其在生物信息学领域，通过结

合数据挖掘、统计及机器学习等人工智能分析技

术，极大促进了我们对污泥厌氧消化微生物组的认

识。但由于厌氧消化污泥本身具有复杂的微生物种

群组成(多样性及丰度)、错综复杂的种群共生关系

(互作关系)及含有大量不可培养微生物(关键种群

生理生化特征)等特点，解析消化污泥微生物组成为

污泥厌氧消化研究及应用的瓶颈。 

本文将主要从以下 4 个方面探讨厌氧消化污泥

微生物组的研究及应用：(1) 剩余活性污泥结构、

组成及其厌氧消化；(2) 基于 16S rRNA 基因序列测

序的微生物组研究；(3) 基于宏基因组及宏转录组

分析的微生物组研究；(4) 厌氧消化污泥微生物组

研究案例分析。最后，我们提出了厌氧消化污泥微

生物组研究需要解决的关键科学问题，并进一步展

望了厌氧消化污泥微生物组未来的研究及应用。 

1  剩余活性污泥结构、组成及厌氧消化 

1.1  剩余活性污泥结构与组成 

市政污水处理厂产生的剩余污泥主要由初沉污

泥及二沉剩余活性污泥组成。其中剩余活性污泥较

初沉污泥可厌氧消化性低，并主要由微生物细胞、

胞外多聚物(Extracellular polymeric substances，EPS)、

可溶性微生物产物(Soluble microbial products，SMP)

及无机颗粒等复杂成分组成[7-9](图 1A)。因此，剩余

活性污泥结构、组成及其厌氧消化是本文讨论的重

点。据统计，剩余活性污泥中微生物细胞大约占剩

余活性污泥总量的 10%−25%[10]，主要包括病毒、细
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菌、真菌及原后生动物等，其中活体细胞占细胞总

数的 80%左右[11]。由脂类、多糖及蛋白质等形成的

EPS 是污泥组成中占比最高的组分，可进一步细分

为紧密结合型 EPS (TB-EPS)、松散结合型 EPS 

(LB-EPS)和溶解型 EPS (S-EPS)。TB-EPS 附着在剩

余活性污泥微生物细胞表面，并与细胞间存在物质

交换；LB-EPS 是由 TB-EPS 延伸而来的分散黏液层，

具有高孔隙度和分散性结构，没有明显边缘；而

S-EPS 在絮体污泥间隙水相中均匀分布。EPS 中有机

大分子与微生物细胞死亡释放出的大分子及污水中

其它复杂组分可进一步形成结构更为复杂、稳定的

腐殖质并结成网状结构。污水有机污染物降解过程

中，絮状活性污泥 EPS 为其微生物细胞提供了缓冲

保护、应急碳源或能源及改善污泥絮凝沉淀效果等

有益功能[12-14]，但也因为 EPS 稳定、复杂的絮状结

构制约了活性污泥中有机物的释放，成为污泥厌氧

消化过程限制消化效率的瓶颈问题。 

微生物细胞及 EPS 等是活性污泥中有机物的

主要组成。这些有机物(Volatile solids，VS)在总污

泥固体(Total solids，TS)中占比(VS/TS)可以达到

60%−80% (图 1B)，并且与活性污泥的可厌氧消化

性成正相关关系。在组成元素上，活性污泥主要由

C、H、O、N 元素组成，其比例与活性污泥经验分

子式(C5H7O2N)基本吻合[15]。此外，剩余活性污泥

絮体还含有大量 P 元素及丰富的金属元素，包括

Na、Mg、Al、K、Ca、Fe 等。 

 
图 1  活性污泥絮体结构示意图(A)及国内各地区活性污泥有机物比例(B) 
Figure 1  Schematic diagram of activated sludge floc structure (A) and proportion of organic matter in activated 
sludge from different regions of China (B) 

注：S-EPS：溶解型胞外聚合物；LB-EPS：松散结合型胞外聚合物；TB-EPS：紧密结合型胞外聚合物. 
Note: S-EPS: Slime EPS; LB-EPS: Loosely bound EPS; TB-EPS: Tightly bound EPS. 
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1.2  剩余活性污泥厌氧消化 

传统厌氧消化过程包括水解、发酵酸化、乙酸

化及甲烷化 4 个阶段(图 2)[16]。在水解阶段，多糖、

蛋白及脂类等大分子有机物在水解酶作用下转化

为糖类、氨基酸及脂肪酸等小分子有机物。其中水

解酶是发酵菌等功能种群分泌的胞外酶，因此水解

过程是胞外生物转化过程。在酸化阶段，水解形成

的简单结构有机物进入发酵菌细胞内部进一步转

化为更小分子的有机酸及醇类。由于该过程在热动

力学及反应动力学上都很容易进行，因此发酵产酸

过程涉及的种群及生物量也最多最高。在产乙酸阶

段，发酵产生的挥发性有机酸可以进一步由产乙酸

菌转化为乙酸。从热动力学角度考虑，产乙酸过程

可提供微生物代谢的能量有限，需要后续产甲烷菌

不断消耗乙酸来配合该反应过程的顺利进行。最

后，在产甲烷阶段，发酵及产乙酸过程形成的氢气、

二氧化碳及乙酸可以由嗜氢型及嗜乙酸型产甲烷

菌转化为甲烷。因此，整个厌氧消化反应需要以下

4 个大的功能种群形成紧密、互利共赢的协作关系

来 共 同 完 成 ： (1) 水 解 发 酵 产 酸 菌 ， 包 括 梭 菌

(Clostridium)、拟杆菌 (Bacteroides)、发酵乳杆菌

(Lactobacillus)及地杆菌(Geobacter)等[17-18]；(2) 产

乙酸菌，包括互营杆菌(Syntrophobacter)、互营单胞

菌 (Syntrophomonas) 及 互 营 热 菌

(Syntrophothermus)[19]；(3) 嗜氢型产甲烷菌，包括

甲 烷 杆 菌 (Methanobacterium) 及 甲 烷 囊 菌

(Methanoculleus)等；(4) 嗜乙酸型产甲烷菌，包括

甲 烷 八 叠 球 菌 属 (Methanosarcina) 和 甲 烷 丝 菌 属

(Methanosaeta)等。 

剩 余 活 性 污 泥 中 的 有 机 固 体 (VS)非 常 顽

固 [20-21]。例如，活性污泥 VS 中，不可生物降解的

腐殖质含量高达 20%左右[10]。考虑到其它难降解有

机物的存在，活性污泥中可厌氧消化的有机物不到

活性污泥总有机物(VS)的 70%。与传统厌氧消化过

程相比，污泥厌氧消化在水解前需要解决的主要问

题在于，如何高效破坏 EPS 及其包裹的微生物细胞

结构并释放有机大分子(图 2)。因此，活性污泥中大

分子有机物释放过程是污泥厌氧消化过程的速度

和效率的限制步骤。实际污泥厌氧消化工程中通常

会采用加热、加酸碱药剂等物理化学方法来促进有

机物的释放过程，提高污泥可消化性[22-23]。在微生

物群落结构与功能层面，厌氧消化污泥微生物组主

要种群组成与传统厌氧消化反应器微生物组结构

及功能相似，但由于污泥消化反应器进料主要是细 

 

 
 

图 2  污泥厌氧消化主要步骤 
Figure 2  Main steps of anaerobic sludge digestion 
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胞分泌及本身的生物大分子，进料底物的不同导

致微生物群落结构与功能有所不同。而且，由于

受到活性污泥进料中兼氧及厌氧菌的干扰，污泥

厌氧消化反应器中微生物组分析仍需清晰界定消

化污泥微生物组中核心功能种群、冗余种群及其

它种群。 

2  厌氧消化污泥微生物组研究方法 

厌氧消化污泥微生物组由于其结构及功能复

杂，对分析技术及方法要求较高。通常厌氧消化

污泥微生物组的分子生物学分析包括以下 2 个大

的部分(图 3)：(1) 基于 DNA 测序的微生物组结

构及功能分析；(2) 基于 RNA 测序的厌氧消化活

性分析。在高通量测序技术出现之前，微生物群

落结构分析主要采用分辨率很低的变性梯度凝胶

电泳等分子指纹分析技术，通过切胶回收及传统

Sanger 测序分析，只能获得几十个序列。因此这

些技术只能获得消化污泥中主要微生物种群，而 

无法获得整个污泥微生物组数据。后来随着高通

量测序技术的发展，微生物群落(或微生物组)结

构可以通过基于 16S rRNA 基因扩增子的高通量

测序获得，通常一个样品能够获得几万到几十万

个序列。此外，通过宏基因组及后续分箱分析，

可以获得主要功能种群的基因组数据，并对整个

消化污泥微生物组功能进行全面分析。另一方面，

根据基因转录规律，通过对 RNA 进行高通量测序

(RNA-Seq)，并结合分箱分析所获得的主要功能种

群基因组数据可以构建所有功能基因的转录全

图，实现厌氧消化活性的系统分析；再通过结合

实时荧光定量核酸扩增技术(qPCR)可以实现对少

数目标基因转录水平的定量分析，最终实现关键

功能基因的鉴定。下文将重点介绍基于高通量测

序技术的 16S rRNA 基因测序及宏基因组、宏转

录组分析技术与方法。 

 
 

 
 
 

图 3  污泥厌氧消化微生物组分析流程图 
Figure 3  Flow chart of microbiome analysis in anaerobic sludge digestion 
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2.1  基于 16S rRNA 基因序列测序的微生物组

研究 

16S rRNA 基因是编码原核微生物核糖体小亚

基(16S rRNA)的 1 500 bp 基因。在微生物漫长进化

过程中，由于 16S rRNA 基因碱基组成、核苷酸序

列、DNA 结构以及生物学功能等方面都表现出高度

保守的特性，因而 16S rRNA 基因被称为“进化分子

钟”来反映微生物种群间的系统进化及亲缘关系。

基于 16S rRNA 基因序列测序的微生物组研究通常

要经历以下 6 个步骤(图 4)：待测生物样品收集、

gDNA 提取、聚合酶链式反应(Polymerase chain 

reaction，PCR)扩增、高通量测序、后续生物信息

学数据处理和数据展示分析。 

与传统低分辨率分子指纹分析技术相比，基于

16S rRNA 基因测序的污泥微生物组分析主要差别

体现在 PCR 扩增、高通量测序及后续测序数据分析

上。在 PCR 扩增阶段，为了能够将几百个样品混在

一起进行后续分析，但又能够分清楚获得的序列来

自于哪个样品，就需要利用带条码序列的引物

(Barcoding primers)对各样品分别进行 PCR 扩增，

再混合进行后续测序操作。在高通量测序平台选择

上，目前测序技术主要经历了 3 代的发展：第 1 代

以 Sanger 测序为代表，第 2 代高通量测序以 Illumina

测序平台为代表，第 3 代为单分子测序技术。目前

使用的高通量测序平台主要基于 Illumina 平台所

开发的 MiSeq、HiSeq 及 NovaSeq 等，主要因为第

2 代测序技术通量高、错误率低、成本低等特征[24-25]。 

测序获得的海量数据在进行后续群落分析时

需要进行数据前处理。例如，测序数据中常包括质

量较低的 DNA 序列，需要通过生物信息学手段进

行去除。原始高通量测序结果可以按照如下步骤进

行处理：去除 Adapters、Linkers、嵌合体和重复序

列，删除小于某个长度的序列，去除测序质量值低

的序列[26]。对于测序后数据的预处理，目前已经有

研 究 人 员 开 发 了 多 个 平 台 和 软 件 ， 包 括

Trimmomatic[27]、UCHIME[28]等。随后，保留下来

的有效序列可以通过 USEARCH 软件 [29]、RDP 

Bayesian Classifier[30]、或者 Uclust 等聚类算法，按

一定序列相似水平(一般为 97%)将序列聚类成操作

分类单元(Operational taxonomic units，OTUs)[31]。

对获得的 OTU 代表序列，利用 MOTHUR[32]、

PyNAST[33]等序列对比软件进行数据库比对，包括

SILVA、GreenGene 或者 RDP 数据库[34]。进一步通

过 RDP 朴素贝叶斯分类(Naive Bayesian Classifier)

软件进行系统分类，得到每个样本所含的物种信

息，继而进行后续生物信息统计分析。 

获得上述信息后，可进一步进行微生物群落组

成、系统发育树、α 多样性、β 多样性、分子网络

及功能预测等分析。其中，系统发育树的建立可以

通过 ClusterX、MUSCLE 等软件包进行多序列比对，

利用 MEGA、PHYLIP 等程序计算不同序列差异性

积分作为它们的差异性距离。进一步利用获得的各

类群间进化距离构建系统发育树，然后通过距离标

尺、分支长度、自展值等指标进行进化树评估。α

多样性分析可以获得厌氧消化污泥微生物组结构

的丰富度与多样性。基于 OTU 的 α 多样性研究可

以依据 Chao1 丰富估计量(Chao1)进行分析，并进一

步 结 合 丰 度 覆 盖 的 物 种 丰 富 度 估 计 (Abundance 

coverage-based estimator of species richness，ACE)、

Shannon-Weaver 多样性指数(Shannon)、Simpson 多

样 性 指 数 (Simpson)进 行 分 析 。 Chao1 、 ACE 及

Shannon 指数与厌氧消化污泥微生物组的生物多样

性呈正相关，而 Simpson 指数与生物多样性呈负相

关。Chao1 和 ACE 指数可直接用于计算微生物群落

的物种总数或丰度，Shannon 和 Simpson 指数可用

于估算生物多样性[35]，并且覆盖度越高，样品分析

的可信度越高。例如，Sun 等[36]通过污泥厌氧消化

微生物 α 多样性分析，发现未进行污泥预处理的厌

氧消化反应器内微生物多样性明显高于预处理污

泥消化反应器。β 多样性分析主要研究不同样品间

的 相 似 度 和 差 异 性 ， 结 果 可 以 用 主 坐 标 分 析 

(Principal co-ordinates analysis，PCoA)图及三元图表

示。主坐标分析可以在 R 语言环境中利用 GUniFrac 
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图 4  基于 16S rRNA 基因测序的污泥微生物组分析 
Figure 4  Analysis of sludge microbiome based on 16S rRNA gene sequencing 

 

和 vegan 等包计算各样品微生物组成的相似性距

离，用 ape 包表征分析选择最能表示样本距离的坐

标轴，得出各样品微生物组成的主坐标分析图。在

主坐标分析图中，若 2 个样本之间的直线距离较近，

则表示这 2 个样本的群落结构差异性较小。例如，

Liu 等利用 β 多样性分析揭示了厌氧生物反应器中

长 期 生 物 强 化 (Bioaugmentation) 和 生 物 刺 激

(Biostimulation)处 理 会 导 致 微 生 物 组 的 不 同 改

变 [37]。三元图可以利用 R 语言中的 ggtern 包基于微

生物物种进行相对丰度的三元图函数构建。样本中
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每个物种的相对丰度被定义为丰度本身与该物种

在所有样本中总丰度的比例。每个物种在三元图中

都有一个点，其大小可以根据相对丰度进行调整[35]。

此外，还可以根据研究目的进行微生物分子网络分

析确定环境因子与种群变化间的相关性，以及基于

PICRUSt 等软件包的群落功能分析[38-40]。Lu 等基于

分子网络分析鉴定了污泥厌氧消化反应器中盐度

与污泥微生物组结构及功能间的联系[41]。 

基于 16S rRNA 基因序列的微生物组分析具有

快速、简单、样品制备和分析成本低、数据库容量

大等特点，得到了广泛应用。但该方法也存在诸多

缺陷。例如，同一个菌株基因组中可能存在多个 16S 

rRNA 基因拷贝[42-44]，因此在统计丰度时会造成分

析误差。Schmidt 研究显示，在 1 074 类细菌及古菌

中，只有 20.2%的基因组存在单拷贝 16S rRNA 操

纵子，而平均每个基因组存在 3.94 个 16S rRNA 操

纵子，因此在计算群落中某个细菌丰度时，必须对

每个基因组的 16S rRNA 基因拷贝数进行统计和综

合计算，以便将测量到的基因拷贝数转换为实际的

细胞数[45]，这给数据分析带来不便。此外，仅 16S 

rRNA 基因序列信息可能不足以确定某个物种/菌株

的系统发育关系，因为具有非常相似 16S rRNA 基

因序列(如>99.5%相似性)的微生物基于 DNA 杂交

结果实际上属于不同物种[46]。因此，复杂微生物组

(例如厌氧消化污泥微生物组)的深入研究需要借助

宏基因组分析。 

2.2  基于宏基因组及宏转录组分析的微生物组

研究 

宏基因组(Metagenome)，也称为微生物环境基

因 组 或 元 基 因 组 (Microbial environmental 

genome)，是由 Handelsman 等在 1998 年提出的新

名词，定义为“The genomes of the total microbiota 

found in nature”，即以特定生境中的整个微生物群

落作为研究对象，不需要对微生物进行分离培

养，而是提取环境微生物总 DNA 进行研究。宏转

录组兴起于宏基因组之后，从整体水平上研究某一

特定环境、特定时期种群全部基因组转录情况以及

转录调控规律。宏转录组分析可以揭示微生物在不

同环境压力下的适应机制，探索环境与微生物之间

的互作机理。对厌氧消化污泥微生物组进行宏基因

组分析，不仅掌握消化污泥的群落结构(物种丰富度

和分布)，而且对群落功能(代谢)潜力会有更深层次

的了解。此外，宏转录组通过提供各个基因的表达

水平，结合宏基因组分析，可以进一步了解群落中

每个种群相对转录活性，进而了解群落中不同种群

功能基因的表达水平和调控关系。综合上述信息并

结合各种群功能多样性，可以揭示群落中不同微生

物种群的功能划分及群落组装模式。宏基因组及宏

转录组分析流程如图 5 所示。进行宏基因组测序分

析时先对消化污泥微生物组样品进行 DNA 提取，

与基于 16S rRNA 基因测序的微生物组研究不同，

用于宏基因组分析的 DNA 样品无需进行 PCR 扩

增。提取得到的厌氧消化污泥微生物组 DNA 后，

将之进行随机打断并获取特定长度的短链 DNA 序

列进行测序。对宏转录组分析来说，在对厌氧消化

污泥微生物组进行 RNA 提取后，需立即利用反转

录酶合成互补的双链 cDNA 文库，并用于后续的测

序分析，以免 RNA 过度降解导致实验失败。以下

将重点介绍宏基因组及宏转录组分析流程中的关

键步骤。 

(1) 宏基因组拼接 

对于宏基因组测序数据，首先要对测序数据中

的短片段进行拼接(Assemble)，将其组装成长的重

叠群(Contigs)再进行后续分析。目前已经有许多拼

接方法被开发出来，而选择“最佳”拼接方法是一项

具有挑战的任务，具体选择主要取决于研究目的。

宏基因组从头组装(de novo assembly)在概念上类似

于全基因组组装[47]。图论法(de Bruijn graph)是当前

最被广泛使用的宏基因拼接方法。对于单个草图基

因组(Draft genome)组装，通过将每个测序读长分解

为一定长度 k 的重叠子序列来构建 de Bruijn 图。这

组重叠的“k-mers”定义了 de Bruijn 图的顶点和边。

拼接程序的主要任务是找到重建基因组的图形路

径。但由于测序错误而产生的非基因组序列和重复 
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图 5  污泥微生物组的宏基因组及宏转录组分析 
Figure 5  Analysis of sludge microbiome based on metagenome and metatranscriptome 
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序列将导致序列的错误拼接及碎片化，从而使得拼

接这一过程变得复杂。另外，由于每个基因组成基

因组的覆盖度取决于群落中每个基因组的丰度，如

果总体测序深度不足将难以在图中形成连接，低丰

度基因组可能最终碎片化。当前主要的拼接软件包

括 Meta-IDBA[48]、MetaVelvet[49]、metaSPAdes[50]、

MEGAHIT[51]。根据宏基因组解释性评估(Critical 

assessment of metagenome interpretation，CAMI)报

告[52]，再基于其基准数据集进行测试，结果显示

metaSPAdes 及 MEGAHIT 软件是当前宏基因组拼

接较好的软件。 

(2) 重叠群分箱(Binning contigs) 

宏基因组拼接高度分散，包含成千上万个重叠

群，通常我们并不知道某个重叠群来自于哪个基因

组，甚至不知道有多少基因组存在。重叠群分箱的

目的主要是将重叠群归类形成物种，从而获得基因

组草图(Draft genome)。监督式分箱法利用已经测序

的基因组数据库来将重叠群标记到分类学特定级

别。非监督式方法(聚类)则寻找数据中自然种群。

监督和非监督方法都有两个主要元素：对重叠群和

分箱之间相似性进行定义的度量，以及将这些相似

性度量转换为赋值的算法。对于分类学分箱，针对

已知基因组的重叠群同源性是一种潜在有用的方

法，但大多数微生物物种尚未测序，因此大部分重

建的基因组片段无法比对到参考基因组。而重叠群

的聚类则很具吸引力，因为它不需要参考基因组。

大 多 数 重 叠 群 聚 类 算 法 ， 例 如 MetaWat[53] 和

SCIMM[54]使用了各种物种组成指标，有时还与总

覆盖度数据相结合。随着多样本宏基因组数据集

的产生，研究人员已经意识到跨多个样本的重叠

群覆盖提供了更强大的度量信号，能够将重叠群

聚类在一起[55-56]。基本原则是来自同一基因组的重

叠群将在每个宏基因组内具有相似的覆盖度，尽管

基因组内 GC 含量的变化和细菌复制起点周围读长

深度的增加可能会挑战这一假设[57]。例如最早的算

法是基于二维可视化覆盖度信息和组成[55]，需要人

工输入来执行聚类，如扩展自组织映射[55]。而现在

可以使用完全自动化的方法，例如 CONCOCT[57]、

Groop[58]和 MetaBAT[59]更适用于大数据集。为了评

估这些分类和组装的基因组质量，可以使用单拷贝

基因分析工具，例如 CheckM[60]利用常见单拷贝基

因来评估基因组完整性和污染情况。经过分箱分析

后的基因组草图则可用于后续分析。 

(3) 基于重叠群序列的基因及群落组成分析 

微生物群落分析中一个持久不变的主题是对

微生物群落结构进行探索。较为常见的方法便是从

宏基因组的拼接结果中恢复 16S rRNA 基因序列进

行评估。例如，EMIRGE[61]从拼接结果中恢复 16S 

rRNA 基因全长序列用于群落组成分析。但由于重

叠群高度分散化等特征，只有较少数完整的 16S 

rRNA 基因序列被恢复，因此造成群落组成多样性

的低估。另外，CommunityM[62]则通过恢复 16S 

rRNA 基因全长序列或部分序列用于群落组成分

析，对所获得的序列进行聚类形成 OTU，并比对到

原始的读长来统计丰度信息。然而，基于宏基因组

测序与基于 16S rRNA 基因 PCR 扩增的群落组成上

存在着差异，而 Vanwonterghem 等[62]认为这些差异

主要是由 PCR 引物及扩增时的偏差所造成。 

为了获得功能分类组成信息，可以使用生物信

息 学 平 台 或 BLAST 等 工 具 ， 利 用 数 据 库 如

SwissProt[63] 、 COG[64] 、 KEGG[64] 、 MG-RAST 

(SEED)[27]、GenDB[65]及 IMG/M[66]对宏基因组数据

进行功能注释。具体而言，BLAST 主要通过与数据

库进行比对的方法对宏基因组重叠群进行功能注

释；MG-RAST 服务器是一个基于 SEED 的环境，

允许用户上传宏基因组以进行自动化功能注释分

析；IMG/M 为用户提供基因注释流程以及利用

KEGG[62]、InterPro[67]、Pfam[68]等数据库为用户进

行基因的比较分析。迄今为止，虽然已经开发了许

多用于基因功能注释的生物信息学方法，但由于不

均匀的序列组成、长度和测序错误，其中一部分如

单基因组基因预测工具并不适合厌氧消化系统复

杂宏基因组数据集[69]。不可否认的是，强大的基因

注释工具(例如 IMG/M+KEGG)仍然可以用于定位
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蛋白编码区域，这是宏基因组研究中的基本问题之

一。例如 Campanaro 等[27]研究利用生物信息学工

具(例如 KEGG、COG 及 SEED)来描述参与厌氧

消化过程的微生物物种间的功能性相互联系，并

鉴定编码参与特定代谢途径功能酶的关键功能种

群基因组。 

(4) 基于基因组草图(Draft genome)的分析 

重叠群分箱得到的基因组草图为获取单个物

种的信息提供了便利。厌氧消化污泥微生物组极其

复杂，虽然对其中大部分菌群的角色有一定认识，

但仍然存在大量未知物种并行使着未知的功能。例

如，从不同工程反应器中恢复的群落基因组提供了

对 候 选 分 类 门 的 基 因 组 信 息 ， 包 括 TM7[56] 和

KSB3[70]，分析发现上述 2 个物种分别与污水厌氧

处理过程中丝状菌膨胀及对苯二甲酸降解相关[71]。

对获得的基因组草图，可通过构建基因组系统发育

树来确定其分类。目前用于构建系统发育树的方法

很多，常用的软件包括 PHYLIP[72]及 RAxML[73]。

其中 PHYLIP 运算速度较慢但精度较高，而 RAxML

在大数据集分析上有更优的运算速度。此外，对基

因组草图中特定功能基因进行水平基因转移分析

可以了解该物种在进化上的历史事件。基于基因组

草图进行系统发育树的构建，不仅可以了解其分类

地位及进化历史，还可以掌握其代谢通路并了解其

生态学功能。进一步利用 KEGG、COG 及 CAZy[74]

等数据库对基因组草图进行注释，可以重建单个菌

种代谢通路及微生物组中关键功能种群间的代谢

网络。例如，Wang 等结合厌氧微生物培养及宏基

因组学分析，获得了还原脱氯微生物组中关键功能

种群及其核心代谢网络(碳流与电子流网络)[75]。 

(5) 宏转录组分析 

宏转录组分析主要通过将宏转录组序列比对

到经过宏基因组分箱的草图基因组上，例如利用

Bowtie[76]软件进行比对，并且只允许一条读长分配

到一条重叠群上。对于给定的基因，其丰度表征为

完全落入该基因区域内的所有读长数目(即相应的

基因完整地包括整个读长区间)。对于某一给定基

因 ， 其 相 对 转 录 活 性 (Relative transcriptional 

activity，RTA)可通过以下算式获得： 

ab
ab

ab

cDNA
RTA

DNA
  

其中，cDNAab 表示基因组 b 中基因 a 在该菌转

录组中的相对丰度；DNAab 表示基因组 b 中基因 a

在该菌基因组中的相对丰度。通过结合宏基因组与

宏转录组数据分析可进一步获得关键功能基因信

息。Wang 等通过对厌氧还原脱卤培养物的宏基因

组和宏转录组数据的分析，成功鉴定了这些培养物

中厌氧还原脱卤关键功能基因[77]。同时，基于基因

的相对转录活性，可进一步进行基因表达互作网络

关系分析。 

3  厌氧消化污泥微生物组分析案例 

研究者已经应用微生物组学分析方法成功鉴

定了厌氧消化反应器中的优势种群[78-79]，监测微生

物组结构时空变化[80-81,62]，发现新甲烷菌[79,82-84]，

探索产甲烷途径[85-87]，分析厌氧消化对抗药基因

(Antibiotic resistance genes，ARGs)影响[88-89]，并阐

明厌氧消化效率、微生物组与环境变量三者之间的

关系[78,85,90-92]。上述研究中，充分了解厌氧消化过

程中参与的微生物种群、相关功能基因及其互作关

系尤为关键。这些信息对于设计、控制及优化厌氧

消化过程极其重要[35]。近些年，在宏基因组学、宏

转录组学及生物信息分析学快速发展的前提下，厌

氧消化样品中关键功能种群、功能基因及其相互联

系、相互作用的研究取得了许多进展[35]。例如，

Campanaro 等利用高通量鸟枪测序和一种新的分

箱策略，对厌氧消化微生物组进行了深入的宏基

因组分析，揭示了近 100 万个基因并获得 106 个

完整微生物基因组[27]。确定了厌氧消化过程中关

键代谢通路，如氨基酸发酵、脂肪酸降解、碳水化

合物转化和乙酸盐氧化过程涉及的关键功能基

因[27]。同时利用功能注释方法，结合 KEGG 数据

库，确定了一种与甲烷单胞菌相关的新的未被培养

的甲基营养型甲烷古菌[27]。利用相同的策略，该课

题组分析了 12 家污水处理厂中/高温厌氧消化产甲
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烷的微生物组，研究人员利用 Prodigal 和 FOAM 软

件分析了 132 个基因组在不同样本中的丰度及分

布，从而确定了厌氧消化微生物组中的核心功能种

群；此外，通过研究多个样本中的代谢通路与不同

因子(如进料、温度、脂肪酸浓度及甲烷产量等)间

的联系，揭示了高丰度核心功能种群间的主要联

系，该研究为后来厌氧消化相关的研究提供了一种

很有前景并获得广泛应用的分析策略[93]。 

与 传 统 厌 氧 消 化 微 生 物 组 的 研 究 相 比 ，

Vanwoterghem 等[62]以获取并分析功能种群基因组

为中心，系统研究了实验室规模的污泥厌氧消化反

应器中的微生物组(图 6)，研究人员对纤维素转化为

甲烷过程中涉及的功能种群进行了宏基因组分析，

获得了 101 个关键功能种群的基因组，根据其潜在

的底物利用情况，可以将这些基因组按照其功能性

组合进行归类，通过恢复大多数种群的基因组，能

够将各功能菌个体的代谢潜能与其相对丰度结合

起来，并最终构建一个如图 6 所示的清晰的代谢网

络，该代谢网络显示出在水解和发酵过程中存在较

高水平的功能冗余，随着时间推移，涉及的主要功

能种群丰度在变化，但同时保持着厌氧消化整体功

能的完整性；同时，由于 Bact_03、Actino_02 等具

有 Methylmalonyl-CoA 代谢通路(与丙酸盐产生相

关)的菌群在反应器 T1 运行阶段相对丰度较高，通

过代谢网络与相关影响因子的关联分析，很好地解

释了实验中丙酸盐累积的现象；基因组解析还可以

计算出每个功能种群的相对丰度比例，计算结果突

出了具有功能多样性、灵活性并保持良好平衡的各

功能种群如何协调并共同完成复杂、多步骤的污泥

厌氧消化过程。同时，根据相关代谢特征，划分不

同功能种群的角色，并能确定一些罕见的未被培养

的微生物种群在污泥厌氧消化过程中的功能。 

 

图 6  基于宏基因组学的污泥厌氧消化功能种群代谢网络分析(改自于文献[62]) 
Figure 6  Metabolic network based on the metagenomic analysis of fucntional populations in the anaerobic sludge 
digester (The figure was revised from [62]) 
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4  总结与展望 

剩余(活性)污泥厌氧消化是今后污泥减量化、

稳定化处理处置的关键环节之一。由于厌氧消化污

泥的复杂微生物组，污泥厌氧消化也因此成为整个

污泥处理、处置流程的难点所在。环境微生物组学

研究工具的快速发展为该难点问题的解决提供了

有效的技术手段，未来在厌氧消化污泥微生物组研

究及应用中亟待解决以下几个问题，这些问题的解

决将促进厌氧消化污泥微生物组的研究及应用。 

(1) 污泥微生物组研究需要自己的生物信息学

分析流程及数据库。基于高通量测序的宏基因组及

宏转录组分析需要依赖健全的参照数据库及合适

的近似算法。当前宏基因组及宏转录组数据库及分

析软件或程序主要针对生命科学(如肠道微生物

组)、农业与食品发酵科学及海洋科学等学科进行

开发。将这些数据库及程序直接用于厌氧消化污泥

微生物组的研究，需要投入更多计算力和其它资源

去比对不同方法产生的分析结果，并且很容易产生

误差。 

(2) 清晰界定厌氧消化污泥微生物组中关键功

能种群、冗余种群及其它干扰种群。污泥厌氧消化

反应器与普通消化反应器不同，进料污泥中含有大

量微生物细胞，而且剩余活性污泥中含有大量兼性

及少量厌氧微生物种群，这些种群进入污泥厌氧消

化反应器后，并不会作为底物被消化功能种群降

解，而是继续在厌氧消化污泥中存活并进行代谢，

因此在进行厌氧消化污泥微生物组分析时会产生

干扰，影响到消化污泥微生物组组成及功能的分

析，更会影响到种群间互作关系的研究。因此，如

何准确区分厌氧消化污泥微生物组中关键功能种

群、冗余种群及其它干扰种群，仍然是厌氧消化污

泥微生物研究的难点问题。 

(3) 消化污泥中微生物资源开发、利用：厌氧

消化污泥中存在大量不可培养或未被培养的微生

物种群。目前这些微生物种群还未被分类，它们的

生理生化特征也未被鉴定。因此这些微生物种群被

称为污泥消化反应器中的微生物暗物质(Microbial 

dark matter)。这些微生物暗物质的存在成为消化污

泥微生物组研究的障碍，但同时也预示着厌氧消化

污泥中丰富的微生物资源有待开发。而这部分的研

究工作高度依赖宏基因组及传统微生物培养技术

的有机结合：通过宏基因组分析，首先获得这些微

生物暗物质的代谢潜力并据此确定选择性培养条

件，再结合传统微生物培养技术进行富集培养、分

离及表征。 
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