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摘 要 综述了应用于污染土壤微生物多样性分析的各种分子生物学方法, 包括 DNA 中mol% G+ C

丰度的分析、核酸杂交技术、DNA复性动力学研究及基于 PCR技术的 DNA 指纹图谱分析等方法。阐述了这

些方法的主要应用及各自的优势和局限性。
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土壤中存在着的大量微生物对整个生态系统产

生着重要的影响,它们不仅是自然界有机物的分解

者,而且是食物链中的初级生产者, 在自然界的碳、

氮、硫、磷等元素的循环中发挥着重要作用。然而,

随着近代工农业的发展, 大面积土壤受到严重污染,

在新的选择压力下可能导致土壤微生物群落多样性

和结构的变化。以往对于土壤微生物多样性的研究

是建立在传统的微生物培养和分离技术上的, 然而

在自然界中可培养的微生物仅占很小的一部分(土

壤中约为 0. 3% ) [ 1] ,为了摆脱对培养技术的依赖,

20世纪 80年代末至 90年代初发展起来的一系列分

子生物学技术被广泛应用于土壤微生物多样性的研

究。本文综述了近年来应用于污染土壤微生物多样

性分析的各种分子生物学技术,这些方法大多基于

对土壤中直接提取的 DNA或 RNA 分子的分析,包

括DNA中 mol% G+ C 丰度的分析、核酸杂交技术、

DNA复性动力学研究及基于 PCR技术的 DNA 指纹

图谱分析等方法,阐述了这些方法的主要应用及各

自的优势和局限性。

1 总 DNA 中mol%G+ C丰度分析

不同种微生物含有不同的核酸比例, G+ Cmol

百分含量在24% ~ 76%之间波动, 因此总DNA分子

中mol%G+ C 丰度的变化能够作为测定微生物群

落多样性变化的一个敏感指标[ 2]。测定 mol%G+ C

丰度的主要方法有热变性法、密度梯度离心、不同

DNA样本杂交、变性 DNA(单链 DNA)复性动力曲线

分析等。Griffiths 等
[ 3]
应用此技术测定了被各种重

金属( Cd, Cu, Ni, Pb, Zn)污染的土壤中微生物群落结

构的变化, 分析结果表明被 Cd 污染的土壤中微生

物群落组成与其他重金属污染有明显不同。但是这

项技术也存在着一定的局限性,当 mol%G+ C相同

时,不能判定是微生物群落组成相同还是组成不同

而含有相同的 mol% G+ C; 当mol%G+ C 不同时, 也

不能断定是微生物群落组成不同还是群落组成相同

而所含各个菌种的比例不同。例如 Sandaa 等[ 4]在

比较低浓度重金属污染、高浓度重金属污染和未受

污染的土壤中细菌 DNA 的 mol% G+ C含量时, 并

未发现mol%G+ C的明显变化。因此,单独使用此

技术并不能准确说明微生物群落多样性的变化, 还

需要结合核酸杂交等专一性更强的技术。

2 核酸杂交分析技术

核酸分子杂交技术是 20世纪 70年代发展起来

的一种新的分子生物学技术。它是基于核酸分子碱

基互补配对的原理, 用特异性探针与待测样品的

DNA或RNA形成杂交分子的过程。由于它的高度

特异性和灵敏性,近年来被广泛应用于土壤微生物
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多样性的研究。用于微生物多样性研究常用的探针

主要有 rRNA 基因探针、抗性基因探针和编码代谢

酶基因探针等。特别是近年来发展起来的荧光原位

杂交技术[ 5]是研究环境中不可培养微生物群落多样

性最为常用和有效的手段。

2 1 基于 rRNA基因序列设计的探针

具有种属特异性的 16S rRNA或 23S rRNA 探针

是微生物多样性分析中最为常用的探针。目前通过

比较 16S rRNA序列与数据库中的序列,已经设计出

许多探针用于鉴定不同的微生物,如表 1所示
[ 4]
。

Sandaa等[ 4]用原位杂交的方法分析了受重金属

污染的土壤中微生物群落结构变化, 用探针

ARCH915、 BET42a、 GAM42a、 SRB385、 CF319a、

LGCb 和 HGC69a 检测的细胞数量减少, 而用探针

ALF1b检测的细胞数量显著增加,表明变形菌( Pro-

teobacteria) -亚群在重金属污染的土壤中具有选择

性优势。

表 1 rRNA探针序列与所对应的目标微生物1)

Table 1 rRNA probes and target microorganism

探针 序列( 5P-3P) 目标微生物

Probes Sequence ( 5P-3P) Target microorganism

EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 细菌, 16S rRNA

ARCH915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 古细菌, 16S rRNA

ALF1b CGTTCGYTCTGAGCCAG 变形菌 -亚群 , 16S rRNA

BET42a GCCTTCCCACTTCGTTT 变形菌 -亚群, 23S rRNA

GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT 变形菌 -亚群, 23S rRNA

SRB385 CGGCGTCGCTGCGTCAGG 变形菌 -亚群, 16S rRNA

CF319a TGGTCCGTGTCTCAGTAC 淡黄色嗜纤维菌系, 16S rRNA

HGC69a TATAGTTACCACCGCCGT 高 DNA G+ C含量的革兰氏阳性菌, 23S rRNA

LGC b CGGAAGATTCCCTACTGC 低 DNA G+ C含量的革兰氏阳性菌, 16S rRNA

1)参见文献[ 4] See reference[ 4]

2 2 抗性基因探针

应用抗性探针对污染土壤样品进行杂交也是检

测污染土壤微生物种群的有效方法之一, 这些抗性

探针目前研究和应用较多的是各种重金属抗性探

针。Hart等[ 6]以菌株 RC607中的抗Hg 基因 merA 作

为探针检测英国西北部受 Hg 污染的土壤样品, 杂

交结果表明,从土壤中分离出的 98%的杆菌染色体

DNA上存在与 merA 同源的序列。Yang 等
[ 7]
以 Cu

抗性操纵子( cop )对 Cu污染土壤样品中的荧光假单

胞菌( Pseudomonas f luorescens)进行杂交,研究其在污

染土壤中竞争存活的机理。Lee 等
[ 8]
用抗性基因杂

交的方法研究了恶臭假单胞菌( Pseudomonas putida )

中Cd抗性基因片段。此外, 还有其他许多编码抗

性基因的探针用于污染土壤微生物种群的检测,如

chr( CrR)、cnr / ncc ( CoR)等。

2 3 编码活性酶基因的探针

除了上述两种常用的探针以外, 也可以使用编

码活性酶基因的探针对特定土壤样品进行杂交。

Guo等[ 9]应用一系列编码代谢燃油的活性酶基因片

段, 与被燃油污染的土壤样品进行杂交,发现很强的

杂交信号。还有一些活性酶基因探针用于研究人造

化合物四氯乙烯 ( PCE) 和三氯乙烯 ( TCE) 污染土

壤中降解菌的组成和丰度[ 10]。

2 4 荧光原位杂交

在核酸杂交技术中引入荧光标记的寡核苷酸探

针具有里程碑式的重要意义, 使得这种技术既可用

于鉴定细胞形态和微生物种群组成,也可用于鉴定

细胞活性和计数。FISH( Fluorescent in situ hybridiza-

tion)方法首先从土壤中提取微生物细胞并将其固

定,然后在缓冲液中进行杂交、染色,在荧光显微镜

下观察杂交结果。Yang等[ 11]用FISH 方法检测了四

氯乙烯( PCE)污染地区降解菌 Dehalococcoides 的丰

度。但是也有实验表明 FISH 方法对于土壤样品的

灵敏度较低[ 12]。
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以上所述及的各种核酸杂交技术虽然被广泛应

用于污染土壤微生物多样性的研究, 但仍有许多因

素限制其应用和发展。比如报告基因 (包括 16S

rRNA基因和各类功能基因)数据库中信息量还比较

少,限制了探针的设计,并且随着 DNA 复杂程度的

提高杂交信号明显减弱[ 13] ,因此核酸杂交技术仅适

用于分析土壤中特定的微生物种群或者用限制酶消

化了的DNA片段。

3 DNA复性动力学分析

样品中 DNA 的序列复杂性也反映了微生物的

多样性,可用于土壤中总的微生物多样性的研究。

DNA的序列复杂性可以用一定条件下单链 DNA的

复性率来表示, DNA复性率与样品中同源DNA浓度

的平方成正相关。微生物多样性越复杂, DNA 的同

源性越差, 复性率也越低
[ 14]
。Sandaa 等

[ 4]
用这种方

法研究了受不同程度重金属污染的土壤中微生物多

样性的变化。DNA复性动力学分析表明未受污染

的对照土壤含有 16 000个细菌基因组,受低浓度重

金属污染的土壤含有 6 400 个细菌基因组, 而受高

浓度重金属污染的土壤含有 2 000个细菌基因组,

分别比对照下降了 60%和 90%。Atlas等[ 15]用复性

的方法也发现被除草剂三氯苯氧乙酸( 2, 4, 5-T)污

染的土壤中细菌基因多样性的减少。

虽然复性动力学分析提供了土壤样品中微生物

群落总体遗传多样性的数据, 但单独使用此技术并

不能揭示多样性的结构, 需结合 mol%G+ C 丰度分

析和 16 S rRNA序列分析等技术才能得到微生物群

落组成的具体信息。要想进一步对比不同微生物群

落的结构并对某些特定种群进行精确测定, 还需要

依赖于群落总 DNA的指纹图谱技术。

4 基于 PCR技术的群落总 DNA 指纹

图谱分析

最早应用于微生物多样性分析的技术是通过对

某些低分子量 rRNA( 5S rRNA, tRNA)电泳图谱的分

析[ 16] ,但是由于低分子量 rRNA 基因相对较小 (约

120个核苷酸) , 携带信息较少, 因而揭示微生物群

落多样性的能力有限。16S rDNA 在原核微生物中

普遍存在,并且含有相对保守区域和可变区域,大小

也适合电泳技术分析,目前主要应用 16S rDNA序列

分析来研究原核微生物群落多样性, 通过与已建立

的微生物 16S rDNA序列数据库比较, 可以确定微生

物系统发育关系。此外, 核糖体间隔区序列和染色

体上的回文序列等近年来也被广泛应用于微生物群

落多样性研究。群落总 DNA 指纹图谱分析的通用

技术路线为: 1)从土壤样品中提取微生物总DNA; 2)

聚合酶链反应( Polymerase chain react ion/ PCR)扩增特

定基因序列; 3)对特定基因序列扩增产物进行分析。

根据 PCR扩增片段的不同及扩增产物分离、分析方

法的差异可分为以下几种实用技术。

4 1 变性梯度凝胶电泳和温度梯度凝胶电泳

自 1993年Muyzer等[ 17]将 DGGE( Denaturing gra-

dient gel electrophoresis)的方法应用于微生物生态学

研究以来, DGGE 迅速成为一项简便而有效的 DNA

扩增片段检测技术。DGGE和TGGE(Tempreture gra-

dient gel electrophoresis)的原理是根据含有不同序列

的DNA片段在具有变性剂梯度或温度梯度的凝胶

上由于其解链行为的不同而导致迁移率的不同[ 18]。

这种方法的灵敏度非常高, 能将仅有 1个碱基差异

的 DNA片段分开。Lasse等[ 19]用 DGGE的方法研究

了模拟 Hg 污染土壤中微生物遗传多样性的改变,

结果表明,当刚加入Hg时微生物多样性迅速减少,

并且抗 Hg 菌株数量有明显增加。Stephen 等
[ 20]
检

测了飞机燃油污染土壤中的微生物群落结构, DGGE

图谱显示污染土壤中仅含有很少的微生物物种, 并

且这些物种很难归类。Brim 等[ 21]用 TGGE 的方法

研究了 Zn污染土壤中微生物群落组成的变化, 随着

Zn污染程度的减轻, 原来在群落组成中占主要位置

的金属抗性菌 Raistonia eutropha 逐渐减少, 而节杆

菌属 ( Arthrobacter ) 在群落中逐渐占据主要位置。

Cheung 等[ 22]应用 TGGE 的方法检测了原油污染土

壤中分枝杆菌(Mycobacterium)的多样性变化, DGGE

图谱表明污染严重地区的多样性明显减少。DGGE/

TGGE技术在土壤微生物多样性分析上已有很多应

用实例。

4 2 扩增核糖体 DNA限制性分析

这是对 16S rRNA基因扩增产物进行分析的另

一种简便有效的方法,将 16S rRNA扩增产物用限制

酶切割, 然后再进行电泳。Smit 等
[ 23]
用 ARDRA

(Amplified ribosomal DNA restriction analysis)的方法研

究了 Cu 污染对土壤微生物群落多样性的影响,

ARDRA图谱显示在 Cu污染土壤中微生物多样性明

显减少并且群落结构发生很大变化, 但是 Cu 污染

对氨氧化菌的多样性没有影响。Tiedje 等
[ 2]
用该法

检测了除草剂二氯苯氧乙酸( 2, 4-D)对土壤中微生
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物群落结构的影响。Brim 等
[ 24]
用ARDRA比较了从

土壤中分离出的抗 Zn菌株的遗传特征, 结果表明,

尽管这些菌株来源不同, 但都与 Raistonia 属细菌有

很近的亲缘关系。ARDRA所获得的谱带更为简单,

易于分析,但是所能获得的信息量也相对较少,并且

难以用来评估物种的丰度和均度。

4 3 末端限制片段长度多态性

T-RFLP( Terminal restrict ion fragment length poly-

morphism)方法是 ARDRA方法的进一步发展, 所不

同的是在PCR扩增16S rRNA基因过程中,其中一个

引物用荧光标记,在计算机程序自动分析时仅分析

荧光标记的末端限制片段, 这样使得限制片段长度

多态性图谱更为简化并且每个可见的条带都代表一

个 核型 或一个分类单元
[ 25, 26]

。这种方法能够得

到一个群落的特征指纹图谱, 可用于比较不同群落

的相似性和由于污染压力造成的群落结构在时间和

空间上的改变。Clement 等[ 27]成功地用 T-RFLP 方

法比较了未受污染沙地、石油污染沙地和鹿粪中的

微生物群落多样性。Tokunaga 等
[ 28]
用此法研究了

Cr 污染土壤中微生物群落组成和活性的变化。Lord

等[ 29]用T-RFLP方法研究了原油污染土壤中真菌多

样性的变化。

4 4 核糖体基因间隔序列分析

该方法是用PCR扩增核糖体上 16S rRNA和23S

rRNA之间的基因序列,然后对扩增产物进行长度多

态性分析。16S~ 23S rRNA 间区由于没有特定功能

并且进化速率比 16S rRNA大,近几年来在细菌鉴定

和分类方面倍受关注。Ranjard等[ 30]用这种方法研

究了 Hg 污染土壤中微生物群落结构的变化, RISA

( Ribosomal intergenic spacer analysis)图谱显示污染土

壤样品中 Hg 敏感种群的减少和适应种群的增加。

4 5 重复基因外回文序列-PCR

REP-PCR ( Repetitive extragenic palindromic-PCR)

通过使用特定的引物( REP, BOX, ERIC)与染色体上

的 DNA重复序列随机结合,得到的电泳图谱能够显

示种内各个菌株之间DNA指纹图谱的微小差异, 因

此适合做特定种内不同菌株的差异分析[ 2]。Roane

和Pepper[ 31]用 ERIC-PCR的方法分析了从 Cd 污染

土壤中分离出的若干菌株的遗传特征, 通过 16S

rRNA测序,分别鉴定为节杆菌( Arthrobacter )、芽孢杆

菌 ( Bacillus ) 和假单胞菌 ( Pseudomonas )。Dhruva

等
[ 32]
应用 REP-PCR的方法对总石油烃( TPH )污染

土壤中降解菌香茅醇假单胞菌( P. citronellolis )进行

了种内的细致分类, 29株香茅醇假单胞菌被分为 12

个不同的基因组型。

4 6 随机引物扩增多态性 DNA

RAPD( Randomly amplified polymorphic DNA)以随

机寡核苷酸做引物,得到的多态性片段较短,更方便

检测两个同源或异源等位基因的有无,适用于种内

和亚种更为细致的分类
[ 33]
。姚健

[ 34]
和王勐骋等

[ 35]

应用 RAPD分子遗传标记技术研究了农用化学品污

染对土壤中微生物群落 DNA多样性的影响。

以上所述及的基于 PCR技术的总 DNA指纹图

谱分析方法可以用图 1来归纳, 通过这些分析能够

得到关于土壤中微生物群落多样性、群落组成、丰度

和均度等信息。

图 1 污染土壤中微生物群落指纹图谱检测方法

Fig. 1 Approaches available to determination of microbial community fingerprinting in polluted soils
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5 结 语

本文所述及的各种分子生物学方法为分析污染

土壤微生物多样性提供了更为广泛和有力的工具,

但是也应该看到每种技术都有其特定的优点和局限

性,在实验室中使用这些技术时应根据样品的不同

特性选择和摸索最为合适的方法。并且, 一种方法

的单独使用往往难以给出准确的定论, 需要各种方

法的联合使用, 并与传统的培养技术结合。例如

Sandaa等
[ 36]
用 DGGE和 FISH 结合的方法研究了重

金属污染对土壤中古细菌群落多样性的影响;

Schwartz等[ 37]应用传统 CFU方法与QC-PCR( Quant-i

tative competitive PCR)相结合的技术跟踪菲降解菌在

污染土壤中的生长状况。我国应用分子生物学技术

分析污染土壤中微生物群落结构的工作刚刚起步,

目前仅见少数报道
[ 34, 35]

,正处于不断探索和积累经

验之中。这些技术在实际应用中的结合和优化,必

将为发展新的分子生态学应用技术提供更为广阔的

前景。
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APPLICATION OF MOLECULAR BIOTECHNIQUES IN THE STUDY

ON MICROBIAL DIVERSITY IN POLLUTED SOILS

Li Hui1, 2 Chen Guanxiong1, 3 Zhang Ying1 Zhang Chenggang1

( 1 Key Loboratory on Terrestrial Ecological Processes, Shenyang Institute of Applied Ecology, Chinese Academy of Sciences, Shenyang 110016, China )

( 2 Post-graduate College, Chinese Academy of Sciences , Beijing 100039, China)

(3 Shenyang University, Shenyang 110044, China)

Abstract Several molecular biotechniques which have been used for study on microbial diversity in polluted soils were

reviewed. These approaches include analysis of mol% (G+ C) abundance of DNA, nucliec acid hybridisat ion,DNA reassociation

kenitics and DNA fingerprints pattern based on PCR technique and so on. Both of the advantages and limitations of these ap-

proaches were also discussed.

Key words Polluted soil; Microbial diversity; 16S rRNA gene sequence; Nucliec acid hybridization; DNA reassocia-

tion kenitics; mol% G+ C
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