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随着生命科学研究的不断发展，人类迈入后基

因组时代。人体的健康决定于基因与环境的相互作

用，目前大量的研究集中在分析人的基因组成与疾

病易感性和药物敏感性的关系上。但是，在体内发

挥作用、影响人们生老病死的不仅有人的基因，还

有大量的共生微生物的基因，其遗传信息的总和称

为微生物组。只有人体基因组与微生物组“和谐一

致，协调行动”才能保证人体的健康。因此，在研

究基因与人体健康关系时一定不能忽略共生微生物

的基因。2007年12月美国《科学》杂志预测：人体共

生微生物的研究将可能是国际科学研究在未来取得

突破的7个重要领域之一。本文将简要介绍人体微

生物组、人体口腔微生物组以及微生物基因研究新

技术的最新进展。

1 人体微生物组

在人体内部或体表活跃着数以万计的微生物个

体，包括细菌、古细菌、真菌和病毒等。这些微生

物占人体总身体质量的1%~2%，数量估计是人体细

胞和生殖细胞数量的10倍，它们对人体的健康有着

至关重要的作用，如帮助消化食物、合成维生素

等，而同时还有一些微生物则可能导致疾病。这些

生活在人类体内的微生物被称为微生物群，它们的

基因组被定义为微生物组。人体微生物组的概念最

先由Lederberg等[1]提出，指的是在人体内或者表面

存在的生态群落中共生、共栖和致病的微生物的总

称。如果将人定义为一个微生物和人体细胞的复合

体，人类基因的范畴就包括人类基因组和微生物组

的组合，人的新陈代谢功能也混合了人和微生物的

特性，人类是由细菌和人体细胞共同组成的一个

“超生物体”。
目前对健康和疾病状态下这些细菌、真菌和其

他微生物的作用还所知甚少。最近的研究显示，微

生物在疾病方面，如溃疡、心脏病和肥胖症等中扮

演着重要的角色。为揭示人体健康、疾病状态与人

体微生物组的关系，美国国立卫生研究院（national
institutes of health，NIH）于2007年12月19日宣布启

动一项新的基因工程———人体微生物组项目（human
microbiome project，HMP）[2]。

作为NIH生物医学研究路标计划的一部分，NIH
将在未来5年内在HMP上投资1.5亿美元。其主要目

标之一是阐明微生物组及影响构成微生物分布和进

化的因素，以更好地理解人类遗传及生理多样性，

其结果可能为当代人类进化提供一个新的视角，

即：迅速发展的科学技术、人类的生活方式和生物

圈发生的变革，是否影响着“微观进化”，从而影
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响人类对健康和各种疾病的易感性。通过宏基因组

学方法和传统基因组DNA测序方法的协调应用，

HMP将为进一步研究人体相关微生物群落奠定坚实

的基础。
HMP的研究目标是确定个体之间是否有共同的

核心人体微生物组的存在，加深对人体微生物组的

变化是否与人体健康状况相关的理解，开发实现上

述目标所需要的新技术和生物信息学工具，处理伴

随HMP项目相关的伦理、法律和社会问题。
HMP的实施主要包括以下内容：首先对500种

新的参考细菌的基因组进行序列测序，通过合并其

他国际资助项目获得的微生物基因组信息，从而形

成涵盖大约1 000种微生物基因组的数据库；然后研

究人员将对取自于健康志愿者身体5个部位（消化

道、口腔、皮肤、鼻腔和女性泌尿生殖道）组织样

本内的微生物群落进行分析；最后将从患有特定疾

病的志愿者体内获得样本，从而可以将微生物组在

人体特定区域的存在及变化情况与特定的疾病建立

联系。
目前人体微生物组仍是一个未知的领域，HMP

的最终目的是通过研究获得的数据、工具和资源更

充分地了解其变化在人类健康和疾病中的作用，它

的实施将对疾病的预防、诊断及治疗产生重大的影

响[3-4]。

2 人体口腔微生物组

健康人的口腔包含有超过600种不同的细菌、
病毒和真菌等微生物物种，大部分可以相互关联并

形成生物膜，抵抗机械清除力或抗生素治疗，但在

环境变化或其他口腔情况（如个人口腔卫生质量）变

化触发时它们也可成为致病微生物。大量的临床研

究[5]显示，口腔微生物群与龋病和牙周病有着密切

的关系。随着人体微生物组项目的开展，对人体口

腔微生物组的研究也日渐增多，NIH牙颅颌面研究

所（national institute of dental and craniofacial re-
search，NIDCR）于2008年启动了第一个口腔微生物

组综合数据库———人体口腔微生物组数据库（human
oral microbiome database，HOMD）。HOMD于2008年

3月25日正式对公众开放，它是由美国波士顿福赛

斯研究所和伦敦国王学院的科学家联手建立的，对

口腔细菌的类型、新陈代谢、致病能力等进行了详

细记录，提供了它们的数千种基因。该数据库的网

站地址为http://www.homd.org。数据库的详细资料将

口腔细菌的DNA、蛋白质信息和相关论文关联在一

起[6]，方便使用者查询。
HOMD的目标是提供大约600种人体口腔原核生

物物种群落的全面信息。这些微生物物种的44%可

培养并已命名；11%可培养但尚未命名；还有45%
无法培养，但可用分子生物学研究手段，通过它们

的16S rRNA序列来辨认其DNA指纹。16S rRNA序列

是科学家们在过去20年中用来识别微生物遗传信息

的独特指纹。这一序列信息可以使微生物通过一个

家族树来显示它们的相互关系。对于那些DNA已被

测序的微生物，HOMD提供在线工具来查看和分析

它们的基因和蛋白质。每个数据库中的信息类别都

是相互关联的，易于检索、注释，并经常更新。
HOMD提出了一个对目前未命名物种的命名方案，

使菌株、克隆以及从任何实验室探测得到的数据可

以直接链接到一个稳定的有名参考微生物实体。
HOMD将序列信息与表型、系统发育、临床和书目

信息数据等相关联。全部和部分口腔细菌的基因组

序列已被确定为HOMD项目和人体微生物组项目的

一部分，HOMD同时提供可方便查看所有公开口腔

细菌基因组的工具[7-8]。
NIDCR Lawrence Tabak博士认为，HOMD的建

立填补了尖端研究的需要，口腔微生物组包含极其

丰富的数据，HOMD未来将成为科学家查看和检索

口腔微生物群信息、形成新的科学假设和获得计算

发现的重要搜索引擎，并最终开发出更完善的生物

治疗方法来控制口腔疾病[9]。
除了HOMD外，人们还开展了对正常人口腔唾

液微生物组和核心微生物组的研究。Nasidze等[10]学

者分别从北美、南美、欧洲、亚洲以及非洲等不同

地区提取了120个人的唾液样本，通过对这些唾液

样本的14 115个16S rRNA基因进行测序和分析，结

果识别出了101种已知的细菌类，其中有39种是从

未在口腔中发现过的。此外，还至少发现了64种未

知的细菌类。这些研究结果提示口腔微生物组因个

体的不同在组成上也存在着很大的差异，并且不受

任何地区结构的影响。研究旨在建立健康个体唾液

细菌的范围，以期对未来的疾病诊断提供帮助。
Zaura等[11]学者利用454焦磷酸测序技术检测了3名正

常高加索人口腔内5个部位的微生物组。结果发现，

在正常人口腔中有3 600种独特序列，超过500种不

同的分类单元或“物种级”表型和88~104种高级分

类群（属或更具包容性的类群）。每个单独的样品平

均藏匿有266种“物种级”表型，颊部样本多样性

最小，牙齿邻面样本多样性最高。主成分分析结果

显示来源于牙面的样本占据了所有部位的主要构

成。从3个个体微生物组测序结果分析可知，高级

分类群、“物种级”表型和独特序列都有一个较大的

重叠，84%的高级分类群，75%的分类单元和65%
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的独特序列至少在3个微生物组中的2个存在。这3
个个体的总共6 315个独特序列中有1 660个相同序

列，这1 660个相同序列，即“核心微生物组”贡献

了66%的测序内容，重叠的分类单元贡献了94％的

内容，而几乎所有的内容（99.8％）都属于共享的高

级分类群。研究证实，不同的健康人口腔细菌大部

分微生物组是相同的，提示可能存在健康口腔核心

微生物组。
如何使口腔微生物组有助于健康和疾病防治吸

引了许多细胞生物学家、微生物学家和免疫学家越

来越多的兴趣，这些研究将明确如何调控微生物群

才能使其有助于维持健康，如在龋齿和牙周病中通

过干扰微生物的群落动力而发挥预防作用。另一方

面，相关研究人员目前也正在探讨口腔微生物群和

某些全身性疾病之间的联系。

3 口腔微生物组研究新技术

对口腔微生物组的认识很大程度上依赖于研究

手段。根据Staley等[12]的观点，低于1%的微生物可

以在实验室环境下生长，提示以培养技术为基础研

究口腔微生物菌群的复杂性和基因多态性具有严重

偏差。现代生物技术以DNA为基础的一系列研究方

法，如16S rRNA基因技术、高通量指纹技术、宏基

因组学技术以及下一代测序技术，使人类可以在结

构复杂性和基因多态性的意义下更清晰地研究和了

解人体微生物菌群[13]。
3.1 16S rRNA基因测序技术

1985年开始应用的PCR技术开启了对以前未知

微生物群落的非培养依赖性分析和鉴别，包括口腔

生物膜中的常驻微生物。Woese[14]发现，16S rRNA构

成了原核细菌核糖体亚基的一个保守序列。所有物

种的16S rRNA序列的部分区域是高度保守的，而其

他区域则变化较大。保守的区域，可从基因组DNA
序列扩增16S rRNA序列，而多变的区域则经常根据

系统发育用于生物分类。因此，16S rRNA序列对基

因组研究特别有用，可以帮助确定在一个给定的样

本中有哪些生物分类群的存在以及它们的丰度如

何。编码16S rRNA基因顺序的保守性和多样性使从

种属水平构建细菌进化树关系成为可能。16S rRNA
序列可从2个方面获得：通过宏基因组DNA样本使

用不同的引物专门地扩增获得，也可通过宏基因组

DNA序列的传统全基因组鸟枪法测序随机获得。一

般来说，第2种方法获得的16S rRNA序列会减少，

但同时消除了PCR反应的误差。
3.2 高通量指纹技术

采用高通量指纹技术检测环境微生物群落，可

以直接检测从微生物群落样本中提取的核酸，以

PCR为基础，如变性梯度凝胶电泳（denatured gra-
dient gelelectrophoresis, DGGE）[15]，温度梯度凝胶电

泳（temperature gradient gel electrophoresis，TGGE）[16]，

末端限制性酶切片段长度多态性（terminal restriction
fragment length polymorphism，T-RFLP）[17-18]。这些

技术已经被学者广泛地用来研究人体口腔微生物的

种属。
DGGE/TGGE是一种以PCR为基础的微生物群落

分析方法，将特定微生物群落DNA库中的标记基因

进行PCR扩增。PCR混合产物进行DGGE/TGGE，不

同顺序成分的DNA在不同变性浓度下变性，表现出

凝胶上的不同条带，形成不同的条带模式，理论上

认为一个条带就代表菌落中的一种不同种属的细

菌。实验所获得的指纹图谱反应了群落的结构，包

括其复杂性以及每一个被检测种属的相对含量。将

凝胶上的条带进行回收、克隆及测序，便可鉴定对

应微生物的种属。
T-RFLP是广泛应用于环境微生物群落的评价及

不同生态系统复杂性和基因多态性比较的替代性分

子学技术，也是以PCR为基础，对一定的目标基因

进行PCR扩增，使用荧光标记的引物，得到有荧光

标志的PCR混合产物。由于从不同种属细菌扩增来

的目标基因可能在不同的位置含有不同数量的限制

性内切酶片段，用特定的内切酶水解PCR产物，就

会产生不同反应的被测微生物群落特征的条带模

式，或“指纹”。由于末端限制性酶切片段长度可

由已知的16S rRNA或其他目标基因序列预知，因此

建立数据库相对较容易，每次T-RFLP所测的结果可

以通过将结果峰与已有数据库进行比较而进行便捷

的阐释。
指纹技术较16S rRNA基因测序技术虽然可对整

个微生物群落进行分析，获得微生物组的情况，然

而，不同指纹技术的研究结果很难进行比较，并且

不能检测微生物的分类和功能[13]。
3.3 宏基因组学技术

“宏基因组”是由Handelsman等 [19]1998年提出

的，包含了比可培养微生物大得多的遗传信息，其

定义是生物环境中全部微小生物遗传物质的总和。
宏基因组目前主要是指环境样品中细菌和真菌的基

因组总和，其文库既包括了可培养的和未培养的微

生物遗传信息，因此提供了获得新生物活性物质的

机会。宏基因组学的基本方法是分析微生物环境中

的基 因 组 组 合 ， 直 接 分 离 未 培 养 微 生 物 基 因 组

DNA，将其克隆到可培养的微生物中，最后筛选出

所需的。
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3.4 焦磷酸测序技术

焦磷酸测序技术是近年来发展起来的一种新的

下一代序列分析技术，它通过核苷酸和模板结合后

释放的焦磷酸引发酶级联反应，促使荧光素发光并

进行检测，是一个理想的遗传分析技术平台，既可

进行序列分析，又可进行基于序列分析的单核苷酸

多态性检测及等位基因频率测定等[20]。焦磷酸测序

技术的建立与应用使得高通量准确测定特征序列、
有效进行微生物的分型鉴定成为可能。

焦磷酸测序技术的核心是由4种酶催化的同一

反应体系中的酶级联化学发光反应，这4种酶分别

为：DNA聚合酶、ATP硫酸化酶、荧光素酶和双磷

酸酶，反应底物为5′-磷酰硫酸、荧光素，反应体系

还包括待测序DNA单链和测序引物。在每一轮测序

反应中，只加入一种dNTP，若该dNTP与模板配对，

聚合酶就可以将其掺入到引物链中并释放出等摩尔

数的焦磷酸基团。焦磷酸基团可最终转化为可见光

信号，并由焦磷酸测序仪器转化为一个峰值，每个

峰值的高度与反应中掺入的核苷酸数目是成正比

的。然后加入下一种dNTP，继续DNA链的合成。每

一个dNTP的聚合与一次荧光信号的释放偶联起来，

以荧光信号的形式实时记录模板DNA的核苷酸序

列。

4 结语

人类口腔微生物与人体始终处于动态生态平衡

状态，为维护人体的健康发挥重要的作用，也与多

种口腔疾病的发生发展有密切关系，因此，对这些

微生物的基因进行全面测序和对它们的生理功能进

行深入解析，可为各类疾病的预防和治疗带来全新

的思路和方法。人类口腔微生物组数据库的建立为

人们了解、认知复杂的口腔微生物环境提供了一个

崭新的平台，为各种口腔疾病的预防和治疗奠定了

基础。
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