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宏基因组学与道地药材研究 

陈晓辰，宋经元，董林林，姚  辉，陈士林，韩建萍* 
中国医学科学院 北京协和医学院药用植物研究所，北京  100193 

摘  要：宏基因组学是将分子生物学技术应用于微生物基因总和研究的一门新兴学科，现已广泛应用于医药、农业、海洋生

态环境、土壤生态环境等领域。道地药材凭借其质优、疗效好的优势自古以来被各医家所青睐，其形成与诸多因素有关，其

中根际微环境在药用植物次生代谢产物形成中起着重要作用。着重介绍宏基因组学的概念、技术策略以及其在道地药材研究

中的应用现状，进一步阐明土壤微生物对道地药材形成机制的影响，并为解决药用植物连作障碍提出新的研究思路。 
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Study on metagenomics and genuine traditional Chinese medicinal materials 
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Abstract: Metagenomics is a newly developing discipline which applies molecular biological techniques to analyze genomes of the 
total microbiota. Metagenomics is widely used in various fields, such as medicine, agriculture, marine ecological environment, soil 
ecological environment. Resorting to its excellent quality and good efficacy, genuine traditional Chinese medicinal materials (TCMM) 
have been in good graces of many physicians. The geoherbalism formation of TCMM is based on many factors among which the 
microenvironment of rhizosphere soil plays a important role in formation of secondary metabolism in medicinal plants. This article 
emphasizes on illustrating the conception, technique, and strategy of metagenomics and its potential application in genuine TCMM and 
provides new insights in removing the continuous cropping obstacles in medicinal plants. 
Key words: metagenomics; rhizosphere soil; genuine traditional Chinese medicinal materials; microenvironment; continuous 
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道地药材就是指在特定自然条件、生态环境的

地域内所产的药材，且生产较为集中，栽培技术、采

收加工也都有一定的要求，以致较同种药材在其他

地区所产者品质佳、疗效好、为世所公认而久负盛

名者称之[1]。道地药材历来为各医家青睐，其形成

与多种因素相关，其中根际微生物起重要作用。根

际微生物影响道地药材形成主要表现在促进土壤养

分的活化、调节植物生长发育以及控制植物病虫害

3 个方面[2]。目前，道地药材的种植过程面临一个

非常严峻的问题——连作障碍。如人参 Panax 
ginseng C. A. Mey.、西洋参 P. quinquefolium L.、三

七 P. notoginseng (Burk.) F. H. Chen、当归 Angelica 
sinensis (Oliv.) Diels 等名贵药材的连作障碍现象都

较为突出。根际微环境的改变是导致药材连作障碍

的重要因素之一。长期以来人们只能利用实验室培

养的方法获得种类极少的微生物，而接近 99.8%的

微生物是不能通过常规方法培养出来的[3]。对于大

多数无法培养出的微生物群体始终一无所知，因此

无法从整体上分析药材连作障碍的原因。随着分子

生物学及微生物学的迅猛发展，一门新兴学科——

宏基因组学受到越来越广泛的关注。宏基因组学突

破了微生物研究的瓶颈，实现了跨越预先培养环节 
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来研究整体微生物，为药用植物连作障碍进一步探

索架起桥梁。本文将宏基因组学理论与传统道地药

材研究有机地结合起来，进一步阐明土壤微生物对

道地药材形成机制的影响，并为解决药用植物连作

障碍提出新的研究思路。 

1  宏基因及宏基因组学 
1.1  宏基因组（学）概念 

早在 1991 年 Pace 等[4]在研究海洋微小浮游生

物时，采用直接提取群体微生物基因总和的方法筛

选到了 rDNA，首次证明了从群体 DNA 中克隆微生

物基因的可行性。Handelsman 等[5]在 1998 年正式

提出宏基因组（the genomes of total microbiota found 
in nature）的概念，即环境中全部微小生物 DNA 的

总 和 ， 并 建 立 了 基 因 组 学 即 宏 基 因 组 学

（metagenomics）。宏基因组学通过直接从环境样品

中提取全部微生物的 DNA，构建宏基因组文库，利

用基因组学的研究策略研究环境样品所包含的全部

微生物的遗传组成及其群落功能。宏基因组学是在

微生物基因组学的基础上发展起来的一种研究微生

物多样性，发现新生理活性物质（或获得新基因）

的新理念和新方法。其主要含义是对特定环境中全

部微生物的总 DNA 进行克隆，并通过构建宏基因

组文库和筛选等手段获得新的生理活性物质；或根

据 rDNA 数据库设计引物，通过系统学分析获得该

环境中微生物的遗传多样性和分子生态学信息。宏

基因组学研究对象包含了特定环境中的总 DNA，不

是某个特定的微生物或其细胞中的总 DNA，不需要

对微生物进行分离培养和纯化，这对于认识和利用

95%以上的未培养微生物提供了一条新的途径。概

念中“环境”已从最初的土壤发展到现今的海洋、

空气、动植物及人体内生菌等领域。宏基因组学以

分子生物学及真核基因组技术为基础，通过直接提

取生态环境中微生物群体 DNA 的方法，从整体上

对遗传序列进行拼接、分析，从而筛选出功能基因，

成为挖掘未知基因、合成新化合物、研究微生物多

样性的新途径[6]。 
1.2  宏基因组技术 

宏基因组技术流程见图 1。 
1.2.1  环境样品 DNA 的提取  环境样品中总 DNA
的提取是整个宏基因组研究的第 1 步，所得到 DNA
的质量直接影响序列拼接以及构建文库的质量。微

生物群体总DNA的提取方法在不同环境有所不同，

本文现主要针对土壤环境中总 DNA 提取方法进行 

 
图 1  宏基因组技术流程 

Fig. 1  Technological process of metagenomics 

概述。 
土壤总 DNA 的提取主要分为两大类：直接提

取法和间接提取法[7]。二者主要区别在于是否先分

离土壤中的微生物。直接提取法在所采集的环境样

品中加入适当的裂解液让细胞充分裂解，使 DNA
游离出来，再进一步分离纯化，从而得到符合实验

要求的 DNA 样本。而间接提取法则是先将土壤中

的微生物用适当的方法分离出来，在一个相对纯净

的环境中裂解细胞，释放 DNA。二者的比较见表 1。
二者各有优缺点，应在实际操作中根据实验的要求

和目的选择合适的方法。 
1.2.2  宏基因组文库的构建  宏基因组文库的构建

需要选择合适的载体和宿主。载体选择主要依据有

利于目的基因扩增和表达的原则。目前构建宏基因

组文库所用的载体主要包括质粒载体（plasmid）、
粘粒载体（cosmid）和细菌人工染色体（bacterial 
artificial chromosome，BAC）。质粒载体一般用于克

隆 7～10 kb 的片段，粘粒载体用于克隆 40 kb 左右

的片段，而用 BAC 克隆的片段可达 350 kb。前者

用于单基因片段的克隆与表达，后两者用于大片段

插入文库的构建[10]。同时也有采用福斯质粒作为载

体构建稻田土壤、海绵等宏基因组的文献报道[11-12]。

宿主的选择要考虑转化效率、重组载体在宿主细胞

中的稳定性、宏基因的表达等因素。构建宏基因组

文库最常用的宿主是大肠杆菌 Escherichia coli[13]，

其次变铅青链霉菌 Streptomyces lividans、恶臭假单 

环境微生物总 
DNA 的提取 

文库的构建 质粒 粘粒、福斯质粒、BACs

文库的筛选 序列驱动筛选 功能驱动筛选

挖掘未知基因 合成新化合物 研究微生物多样性
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表 1  两种土壤总 DNA 提取方法的比较 
Table 1  Comparison on two methods for extracting total DNA from soil  

方  法 步  骤 特  点 

直接提取法 1）细胞裂解：物理法、化学法和酶解法 

2）核酸分离与纯化 

DNA 产量高，纯度低，片段较短，可得到 60%以上的微生

物总 DNA[8]，更好地体现微生物的多样性 

间接提取法 1）微生物的分离 

2）细胞裂解 

3）核酸分离与纯化 

DNA 产量低，纯度高，片段较长，只能回收 25%～50%的

内源性细菌群落[9] 

胞杆菌 Pseudomonas putida 也可以作为宿主[14-15]。 
1.2.3  宏基因组文库的筛选  宏基因组文库的筛选

分为功能驱动筛选（function-driven screening）和序

列驱动筛选（sequence-driven screening）[16]。功能

驱动筛选基于重组基因克隆产生新活性来筛选，该

法需要目的基因在宿主细胞中有很好的表达。功能

驱动筛选可以迅速地找到酶和抗生素等天然产物，

但筛选工作量大、效率较低。序列驱动筛选是根据

已知基因序列来设计探针或者 PCR 引物来筛选宏

基因组文库，从而得到目的序列。通过此方法在克

隆出的一些随机序列中往往会有重要发现。但是采

用序列驱动筛选的方法需要对目的基因序列有一定

掌握，因此对于那些完全未知的基因是无法通过这

种手段获取的。 
1.3  宏基因组在生物领域的应用 

随着分子生物学技术的发展，宏基因组学已广

泛应用到医药、生态、农业等研究领域。马世宏等[17]

利用宏基因组学技术研究转基因植物土壤环境微生

物多态性，从而确保大面积种植转基因作物对生态

环境的安全性。路杨[18]通过构建氯酚污染土壤微生

物宏基因组文库首次获得除草剂 2, 4-二氯苯氧乙酸

降解相关基因，为除草剂抗性机制的研究提供理论

基础。赵晶等[19]构建了南极土壤微生物宏基因组文

库，运用差异性 DNA 修复试验（DDRT）筛选文库，

采用 MTT 法对其中活性较高的克隆子进行细胞毒

活性测定，找到了对卵巢癌细胞生长具有抑制作用

的克隆子 AE-3。Gillespie 等[20]从土壤宏基因组文库

中筛选并命名了具有广谱抗菌活性的抗生素

turbomycin A、B。 
2  宏基因组学在道地药材研究中的应用 

道地药材通常指来自特定产区、生产历史悠久、

栽培加工技术精细、质地优良、疗效显著的药材，

是某些调节植物代谢产物合成的关键酶基因时空差

异表达形成的[21-22]。根际微生物对药用植物次生代

谢合成起关键作用。生态型（ecotype）是指一个种

对某一特定生境发生基因型反应的产物。中药品质

优劣和疗效差异在于其所含化学成分的不同，而实

质上这种差异是由于生态型不同，植物个体在形态、

生理、生化上的变化所导致。影响道地药材生长的

环境因素很多，其中根际微环境在药用植物次生代

谢产物形成中起着重要作用[2,23]。 
2.1  环境微生物对道地药材形成的影响 

根际微生态系统由植物、土壤与微生物相互作用

形成，其中根际微生物细菌数量可达到 1×109/cm3，

影响着土壤的物质转化和能量传递，调节根际微生态

系统的动态平衡和提高植物对环境的适应性[24-25]。根

际微生物对道地药材的影响主要体现在 3 方面：1）
活化根际土壤营养元素，调节根际微环境的物质循

环。根际微生物可以将有机物分解为无机物，为根系

提供生长所需养料。如微生物可以分泌磷酸酶和植酸

酶，将土壤中的磷从有机态转化为无机态，进而被根

系有效地吸收利用。微生物自身可以分泌生长刺激

素、维生素等多种促根生长物质[26]。2）影响植物根

分泌物。根的分泌物在土壤微环境中为微生物提供重

要的能量和营养物质，从而影响微生物的种类和数

量。反之，根际微生物的种类数量及代谢情况又直接

决定是促进还是抑制根的生长发育。微生物对根分泌

物的作用体现在影响根细胞的通透性、影响根代谢、

修饰根分泌物和改变根际营养成分 4 个方面[27]。通过

这几种途径改变植物体内的生理生化过程，最终导致

同种植物不同生境下的质量上的较大差别。3）增强

植物对病虫害的抵抗作用。某些根际微生物分泌抗生

素来抑制植物病原微生物的繁殖。目前市场上已有多

种微生物病虫害防治剂，如苏云金芽孢杆菌 Bacillus 
thuringiensis、厚孢轮枝菌 Verticillium chlamydos- 
porium、木霉菌 Trichoderma spp.、绿僵菌 Metarhizium 
anisopliae 等[27]。 
2.2  利用宏基因组研究道地药材形成机制 

道地药材不同生态型根际微生物种群结构存在

差异，而不同微生物类群的生物学功能不同，从而
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影响药用植物次生代谢。目前虽无直接应用宏基因

组学研究道地药材的报道，但土壤微生态环境已成

为药材道地性的一个研究热点。朱毓霞[28]采用稀释

平板法对汶川地震前后土壤真菌、放线菌、细菌进

行计数，采用最大或然数法测定土壤功能菌群落多

样性、均匀性，认为灾区土壤震后两年可恢复震前

水平。吴小丽等[29]研究在整个生育期内道地药材怀

牛膝的土壤微生物和酶活性，认为怀牛膝在增重期

土壤微生物数量和酶活性均最大。宏基因组学是一

种整体性的研究策略[30]，可研究不同生态型土壤微

环境对道地药材形成的影响。从环境样本中直接提

取微生物 DNA，将 DNA 片段克隆到载体上，转化

宿主菌，构建宏基因组文库。然后对文库进行随机

序列测定以研究微生物群落的组成或筛选文库以发

现特异的基因。具体流程见图 2。基于高通量测序

技术，运用宏基因组的研究手段对道地药材生长的

土壤微生物群落和结构进行研究，比较不同生态型

道地药材根际土壤的微生物基因组，分析基因组结

构，寻找编码分泌蛋白、与道地药材次生代谢产物

合成相关的基因。探索微生物对于道地药材的生长、

次生代谢产物的合成等方面的影响，为道地药材形

成的土壤微环境的研究开辟了新道路。 

 
图 2  宏基因组在道地药材形成机制及药用植物连作障碍研究应用中的技术路线图 

Fig. 2  Technological pathway of metagenomics in application of forming mechanism of genuine TCMM 

 and study on continuous cropping obstacle in medicinal plants  
 

2.3  利用宏基因组学解决药用植物连作障碍 
同一作物或近缘作物连作以后，即使在正常管

理的情况下，也会产生产量降低、品质变劣、生育

状况变差的现象，称作连作障碍[31]。导致连作障碍

的因素主要有：土壤理化性状改变、土壤生物学环

境变化、药用植物自毒作用[32]。连作障碍加剧了药

用植物-土壤之间的矛盾。同一种药用植物对土壤中

的营养元素具有单一消耗的作用，从而引起土壤物

理、化学、生物活性等方面的改变。连作障碍一直

以来都是药用植物种植面临的困境之一，是一项迫

切需要解决的棘手问题。目前已报道存在连作障碍

的药用植物有人参、三七、太子参 Pseudostellaria 
heterophylla (Miq.) Pax ex Pax et Hoffm.、地黄

Rehmannia glutinosa (Gaertn.) Libosch. ex Fisch. et 
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Mey.、薯蓣 Dioscorea opposita Thunb.、当归、牛膝

Achyranthes bidentata Blume 等[33-40]。栽种过人参的

土壤俗称“老参地”，这类土壤栽种人参会出现烧须、

病害加剧、产量降低等严重后果。而目前仍缺乏有

效的措施解决连作障碍的问题，使得人参产业的发

展严重受阻[41]。杨利民等[42]从土壤微生物引起病

害、根际化感作用和土壤营养不足 3 方面总结了人

参、西洋参连作障碍的可能因素。乔卿梅等[43]分析

了根际微生物在克服药用植物连作障碍中的潜力，

从根际真菌、促生菌以及其他微生物菌剂几个方面

进行了探讨。根际微生物是导致药用植物连作障碍

的重要因素之一。随着种植年限的延长，导致栽培

土壤障碍因素日益突出，病害在连作障碍中占 85%
左右，尤其是土传细菌及真菌病害[41]。利用宏基因

组学技术对连作土壤中根际微生物样本进行基因组

学分析，采集连作前后土壤样品，提取总 DNA，应

用高通量测序技术，将得到的数据进行序列拼接、

注释，利用与数据库中已提交的已知微生物种类进

行对比，分析连作前后土壤微生物种类、数目的变

化（图 2），为解决药用植物连作障碍提供新的研究

思路。 
3  展望 

宏基因组学作为研究微生物种群分布、遗传特

征以及基因相互作用的一门新兴学科在未来会遇到

更多、更大的机遇和挑战。随着大规模测序技术的

迅猛发展，基于高通量测序的宏基因组学将会在微

生态学的研究中发挥越来越重要的作用。宏基因组

学将来与宏转录组学以及宏蛋白质组学的结合也是

研究微生物学领域未来一项崭新的切入点。道地药

材与根际微环境密切相关。利用宏基因组学研究道

地药材形成机制是方法学的创新。宏基因组学与现

代微生物学、分子生物学、土壤学、生态学以及生

物化学结合揭示道地药材形成的生物学机制，与中

药材产地适宜性分析地理信息系统（TCMGIS）[44-46]

结合探索道地药材适宜的生长环境，为道地药材及

连作障碍的研究提供崭新的思路。 
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