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宏基因组学在普洱茶微生物研究中的应用 
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摘  要: 宏基因组学(metagenomics)又叫微生物环境基因组学。通过从环境样品中提取全部微生物的 DNA 从

而构建宏基因组文库, 利用基因组学研究环境样品中所包含的全部微生物的遗传组成及其群落功能。它是在微

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、开发新的生理活性物质(或获得新基因)的新理念和

新方法。近几年宏基因技术广泛应用于微生物研究。本研究就宏基因组学应用于普洱茶微生物群落结构及其

动态变化等方面进行总结, 展望宏基因组学应用于普洱茶微生物研究的发展前景。 
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Application of metagenomics in microbial research of Pu-erh tea 

WANG Hui1, LI Ya-Li1, SU Dan1, XIAO Wei2, ZHOU Hong-Jie1* 

(1. Longrun Pu-erh Tea Academy, Yunnan Agricultural University, Kunming 650091, China; 
2. Institute of Microbiology, Yunnan University, Kunming 650201, China) 

ABSTRACT: Metagenomics is also called microbial metagenomics. DNA of all microorganisms was extracted 

from environmental samples so as to establish the metagenomic library, the genetic composition and 

community function were studied by genomic research strategies. On the basis of the microbial genomics study, 

metagenomics was developed, which was a new idea and new method to research the microbial diversity and 

the development of new bioactive substances (acquire new gene). In recent years, metagenomic technology is 

widely used in microbiological research. In this paper, the current status of research of metagenomics applied in 

Pu'er tea microbial community structure and its dynamic change have been summarized. And the future 

prospects of metagenomics that have been applied to the development of microbiological research in Pu'er tea 

have also been stated. 
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1  引  言 

普洱茶以云南大叶种晒青茶为原料, 并在地理标志

保护范围内采用特定加工工艺制成, 具有独特品质[1,2]。按

其加工工艺及品质特征, 普洱茶分为普洱(生茶)和普洱(熟

茶)两种类型。现代普洱茶制作中最为重要的工艺是渥堆发

酵 , 其实质是以微生物活动为中心的微生物固态发酵

(solid state fermentation, SSF)。在这一发酵过程中, 微生物

对于普洱茶品质的形成起到极其重要的作用[3-7]。 

从 20世纪 70年代后期开始, 人们对于普洱茶发酵过

程中的微生物进行研究, 研究方法主要是传统的平板培养

法[8-12], 直到近几年宏基因组学才应用于普洱茶微生物研
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究, 本文对此进行综述, 并展望宏基因组学应用于普洱茶

微生物研究的发展前景。 

2  宏基因组学的概念 

随着分子生物学技术的快速发展及其在微生物生态

学和环境微生物学研究中的广泛应用, 促进了以环境中未

培养微生物(uncultured microorganisms)为研究对象的新兴

学科——微生物环境基因组学(又叫宏基因组学、元基因组

学 )的产生和快速发展。宏基因组 [13](metagenome)是由

Handelsman 于 1998 年提出的, 其定义为生境中全部微小

生物遗传物质的总和(the genomes of the total microbiota 

found in nature), 又称为微生物环境基因组 (microbial 

environmental genome)或元基因组, 包括可培养的和非培

养的微生物的基因[14,15]。 

宏基因组学是一种整体性的研究策略, 涵盖生物信

息统计分析和基因组两方面的意义和技术, 宏基因组学以

基因组技术为基础[16,17]。基本程序包括: 环境样品中宏基

因组的提取, 将DNA克隆到载体中, 载体转化宿主细菌建

立环境基因组文库, 环境基因组文库分析和筛选。近年来, 

随着新一代高通量、低成本测序仪的问世, 宏基因组的研

究可对特定环境中的基因组片段直接进行测序而不用构建

文库, 从而避免了在文库构建过程中利用细菌对样品进行

克隆以及克隆中引起的偏差和微生物多样性的缺失, 简化

了宏基因组研究的基本操作, 提高了测序效率, 极大地促

进宏基因组学发展[18,19]。 

3  宏基因组学研究的基本方法 

3.1  宏基因组 DNA 的提取 

宏基因组 DNA 的提取方法可分为原位裂解法和异位

裂解法。 

原位裂解法主要是通过去污剂处理(如 SDS), 酶解法

(如蛋白酶K)等直接破碎样品中的微生物而使DNA得以释

放。原位裂解所得 DNA 能更好地代表样品微生物的多样

性, 且操作简单, 成本低, DNA 提取率高。但该法提取的

DNA片段较小(1～50 kb) , 通常适用于构建小片段文库的

DNA提取[20]。 

异位裂解法先用物理方法将微生物从样品中分离 , 

然后采用较温和的方法抽提 DNA, 可获得纯度较高的大

片段 DNA(20～500 kb) , 但该法操作繁琐, 一些微生物基

因组在分离过程中可能丢失, 温和条件下一些细胞壁较厚

的微生物DNA抽提不出来, 提取率较低且成本高, 通常适

用于构建大片段插入文库的 DNA提取[21]。 

3.2  宏基因组文库构建与筛选 

构建宏基因组文库的技术主要包括: 提取和纯化环

境微生物的 DNA、选取合适的克隆载体以及宿主菌株。基

本原则是以分离独立基因或一些编码新代谢功能的小操纵

子为目的, 以插入小片段载体(如质粒) 构建文库, 提取和

纯化 DNA 时只需考虑纯度和物种的丰度[22]; 而插入大片

段构建文库(如 cosmid、fosmid ), 需要获取编码更复杂的

生物合成途径大基因片段或者基因簇, 构建这种文库需要

提取和纯化更高长度和更高质量的 DNA。由于宏基因组的

高度复杂性, 需要通过高通量和高灵敏度的方法来筛选和

鉴定文库中的有用基因。目前对环境宏基因组文库的筛选

有 3 种途径 [23]: 一种是基于基因活性的功能筛选法

( function driven screening)、一种是基于基因序列特异性的

序列筛选法(sequence driven screening)以及基于底物诱导

基因表达的筛选, 也叫 SIGEX 法(substrate induced gene 

expression screening method)[24]。 

3.3  宏基因组文库的分析 

根据不同的研究目的, 宏基因组文库的分析可以从

生物活性水平、化合物结构水平以及 DNA 序列水平设计

不同的筛选方案, 可分为功能分析和序列分析[25-27]。功能

分析是根据重组克隆产生的新活性进行筛选, 可用于检测

编码新型酶的全部新基因或者获取新的生物活性物质。例

如从文库中筛选能表达抗菌物质的克隆。功能分析法根据

重组克隆产生的新活性进行筛选, 可用于检测编码新型酶

的全部基因或者获取新的生物活性物质。序列分析有 2种

主要方法: 一种是根据已知保守序列设计引物或探针, 通

过 PCR扩增或杂交来筛选出目的克隆。另一种方法是对含

有 16S rRNA等系统进化锚定基因的克隆进行测序。一个

典型的宏基因组分析涉及多个轮次, 以确保从生态环境标

本中分离到目的基因, 及尽可能多地分析 DNA 序列所编

码的信息。 

4  宏基因组学在研究普洱茶微生物的应用 

4.1  普洱茶中微生物 DNA 的提取 

普洱茶中微生物的 DNA 提取是普洱茶微生物群落研

究中最重要、最关键的一步, 不仅要尽可能地将普洱茶中

所有微生物的 DNA提取出来, 还要保证一定 DNA片段长

度和完整性。周杨等[28]通过改进的 CTAB方法来提取分离

云南普洱茶总DNA, 试验表明, 采用改进的CTAB DNA微

量提取法, 可以得到高质量的云南普洱茶 DNA。张阳等为

了快速提取普洱茶发酵过程中微生物总 DNA, 对比研究

总 DNA提取的 4种方法: 酶法、试剂盒法、超声波法和变

性剂法, 综合各项指标研究表明, 总DNA提取方法以变性

剂法为优, 其次是试剂盒法、超声波法和酶法[29]。孙婷婷

等[30]研究普洱茶发酵样品中细菌和真菌 DNA 同时提取方

法,  发现茶样(5 g)加 Tween-NaCl缓冲液(50 mL), 静置 30 

min, 超声波振荡 10 min, 离心(10 min, 12000 r/min)的菌体

收集方法和在 omega 小量植物 DNA 提取试剂盒中引入液
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氮研磨、溶菌酶和破壁酶联合裂解细胞的方法提取出的

DNA纯度好, 可以分别扩增出细菌 16S rDNA和真菌 β-微

管蛋白基因, 建立了普洱茶发酵样品细菌和真菌 DNA 同

时提取方法, 为开展普洱茶固态发酵过程微生物多样性的

分子生物学研究奠定了基础。 

4.2  鉴定普洱茶中的微生物 

普洱茶发酵过程中传统的微生物学研究方法是根据

微生物形态学、生理生化性状等对分离到的微生物进行鉴

定。但是由于微生物的形态特征异常复杂, 自然界中有

85%～99.9%的微生物不可纯培养[31]。且少数形态特征和生

理生化指标会随着环境的变化而不稳定, 因此采用形态学

的方法来鉴定真菌, 结果一直就备受争议。如茯砖茶中冠

突散囊菌, 采用形态学方法先后均鉴定为灰绿曲霉群中的

谢瓦氏曲霉[32,33], 直到后来通过扫描电镜图片, 才由齐祖

同等[34]确认为冠突散囊菌。因此随着人们对普洱茶研究的

深入, 普洱茶中微生物种群形态学鉴定的结果也同样受到

质疑。为此很多研究学者采用分子生物学的技术来鉴定普

洱茶中微生物的种属关系。如 Jeng等[35]对七子饼、生茶、

易武山茶、沱茶、黄印、红印、新鲜茶叶等茶样进行分子

生物学鉴定, 分离到青霉属(Penicillium)、根霉(Rhizopus)、

酵母属(Saccharomyces)、曲霉(Aspergillus)、游动放线菌

属(Actinoplane)、链霉菌(Streptomyces)、细菌(Bacterium)

七类菌。其中两株链霉属菌: Streptomyces bacillarys 和

Streptomyces cinereus。Oh HW等[36]以中国普洱茶为实验

材料进行分离及分子生物学鉴定分离鉴定出类芽孢杆

菌(Paenibacillus camelliae)。赵振军等[37]以 13个茶厂的

60 个普洱茶样品进行分离及分子生物学鉴定鉴定 71 株

真菌, 分为 40个不同的种, 数量上占优势的真菌种群是

酵母和曲霉属的不同种 , 其中大多数真菌是普洱茶中新

鉴定的菌种。 

4.3  普洱茶中微生物群落结构及其动态变化 

普洱茶在渥堆发酵过程中, 不同的原料和不同的环

境会导致其微生物的种群有所不同, 不同时期其微生物菌

群结构也会不同, 且在发酵过程中其优势菌也在发生相应

的变化。开展普洱茶发酵过程微生物宏基因组研究, 能够

准确地分析出发酵过程中微生物群落结构及其群落的动态

变化, 筛选优势微生物。姜姝等[38]运用宏基因组学技术研

究普洱茶不同发酵时期微生物群落结构, 研究结果表明黑

曲霉(Aspergillus niger)在两个阶段都占有绝对优势; 对两

个样本差异表达部分 GENE ONTOLOGY 功能和 KEGG 

PATHWAY 的对比分析表明, 适应渥堆发酵环境变化的微

生物(如黑曲霉等)对普洱茶发酵过程起到了决定性作用。

孙婷婷等[39]基于宏基因组学, 建立了普洱茶发酵过程中真

菌群落结构的 ITS 文库, 对普洱茶渥堆过程中真菌群落的

动态变化进行研究, 发现在一翻样品中汉逊德巴利酵母比

例为 100%; 在二翻样品中发现了汉逊德巴利酵母和新型

隐球酵母, 优势菌仍为汉逊德巴利酵母(比例为 98%); 三

翻样品发现微小根毛霉、汉逊德巴利酵母、布兰克念珠菌

Arxula adeninivorans (Blastobotrys adeninivorans), 优势菌

为微小根毛霉(比例为 81%), 汉逊德巴利酵母数量上已经

减少 , 新出现布兰克念珠菌及 Arxula adeninivorans 

(Blastobotrys adeninivorans), 真菌多样性逐渐丰富; 四翻

样品中发现微小根毛霉、汉逊德巴利酵母、布兰克念珠菌、

Arxula adeninivorans (Blastobotrys adeninivorans)、疏绵状

嗜热丝孢菌。优势菌为微小根毛霉(比例为 55%), 其中新出

现了疏绵状嗜热丝孢菌; 在出堆样品中发现布兰克念珠

菌、微小根毛霉、 Arxula adeninivorans (Blastobotrys 

adeninivorans), 其中布兰克念珠菌为优势菌(比例为 83%)。

张阳等[40]通过变性剂法研究普洱茶样品中微生物的群落

结构, 研究结果表明: 普洱茶不同发酵阶段的真菌多样性

呈现出一定差异和变化趋势, 黑曲霉(Aspergillus niger)在

整个发酵过程中占有优势地位 , 此外还包括酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae) 和 光 孢 青 霉 (Penicillium 

glabrum)。杨晓苹[41]等研究表明, 茶叶堆表和堆芯的微生

物群落结构差异小; 在发酵过程中, 细菌和真菌的种类均

在二翻时迅速增加, 群落结构产生显著变化; 而后不同种

类的数量随着发酵时间的推进有规律地增加或减少, 最后

趋于稳定。黑曲霉是发酵前期的优势菌种, 芽孢杆菌属和

Arxula adeninivorans是普洱茶发酵后期的主要优势菌群。

吕昌勇等基于宏基因组高通量测序技术对普洱茶固态发酵

过程中微生物多样性分析, 得出普洱茶固态发酵的群落组

成由 76.26%细菌、6.35%真核生物、0.05%古菌、0.17%病

毒和 7.16%的分类未定条带构成[42]。 

普洱茶发酵过程中运用宏基因组学技术研究不同层

间微生物群落结构, 结果表明: (1)上层: Arxula属为主要优

势真菌菌属, 随着发酵进行 Arxula 属所占比例逐渐升高, 

后期达到 90%以上; 曲霉菌属在发酵前期所占比例较大, 

接近 50%, 到发酵后期降到 2%以下。芽孢杆菌属、欧文氏

菌属、鞘氨醇杆菌属在发酵过程中为上层的主要优势细菌。

且发酵前期芽孢杆菌属占比较大, 后期欧文氏菌属和鞘氨

醇杆菌属占比较大。(2)中层: Arxula 属整体呈现先增加后

下降再增加趋势, 篮状菌属出现先增加后下降趋势。Arxula

属在前期和后期占比较大, 为主要的优势真菌菌属。中期

篮状菌属为主要的优势菌属。同时检测出嗜热菌属。在发

酵过程中中层的优势细菌种群相对丰富, 以欧文氏菌属、

无色杆菌属、芽孢杆菌属、葡萄球菌属、鞘氨醇杆菌属为

主, 不同阶段占比变化较大。(3)下层: Arxula属随着发酵的

进行整体呈现先增加后下降再增加趋势, Arxula 属整个发

酵过程中都为优势菌属, 占比都在 70%以上。欧文氏菌属、

芽孢杆菌属、鞘氨醇杆菌属在发酵过程中为上层的主要优

势细菌, 且与发酵过程中上层变化相似。 
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5  宏基因组学在普洱茶研究的应用前景 

5.1  构建优质普洱茶微生物群落体系 

对普洱茶发酵过程中微生物的分离、菌种鉴定及其发

酵过程中微生物群落结构及其动态变化的研究已经有了一

些成果, 但是不同发酵环境下以及同一发酵环境不同层间

其温湿度、含氧量等影响微生物生长的环境因素差异较大, 

导致微生物的群落结构不同, 研究人员对普洱茶发酵过程

中不同层间的微生物群落结构研究较少。通过宏基因组学

方法的研究, 建立系统的微生物群落体系, 以便人工发酵

过程中控制微生物菌落, 达到成品普洱茶品质稳定、优质

的目的。同时普洱茶在合适的贮藏条件下随着时间的推移

其品质会越来越好, 这是后发酵的作用结果, 应用宏基因

组学分析不同年份普洱茶的微生物群落结构, 建立微生物

群落动态变化体系, 进一步研究微生物与普洱茶贮藏品质

变化的关系。 

5.2  应用于普洱茶茶园管理 

茶园土壤中含有大量的微生物, 这些微生物对茶树

的生长发育起着重要作用。梁慧玲等研究表明: 不同茶树

品种根系微生物不同[43]。田永辉等研究表明: 不同季节根

系微生物数量不同, 总体来说为: 秋季>夏季>春季>冬季。

利用宏基因组学研究茶园土壤微生物的群落结构, 构建不

同茶树品种最优生长环境下土壤微生物的群落结构, 同时

研究制成不同茶树品种的微生物菌肥, 施用微生物菌剂可

以改良茶园土壤理化性质、提高土壤肥力水平, 使其最适

合茶树生长发育, 以提高茶园的产茶量和鲜叶质量[44]。 

5.3  开发普洱茶深加工新产品 

微生物发酵茶饮料是一种新型保健茶饮料, 目前已

经应用到茶饮料中发酵的微生物主要有细菌、酵母菌、霉

菌和食用真菌。微生物应用于普洱茶饮料开发上的研究还

很少见, 利用宏基因组技术研究找出适合于普洱茶饮料开

发的微生物[45,46]。进一步筛选优势微生物用于普洱茶保健

型茶饮料的开发, 丰富茶饮料种类。 
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