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摘　要　　土壤微生物多样性是土壤微生物生态学的重要研究内容 ,目前已成为国际上生态学发展的

崭新方向之一。土壤微生物多样性包括微生物群落功能多样性、结构多样性及分子遗传多样性 ,是指示土壤

生态系统稳定性及其功能的重要传感器。本文基于分离培养以及生物标志分子方法 ,从不同生态层次上认识

微生物多样性 ,较全面、系统地综合评述国内外污染土壤环境的微生物群落功能、结构及分子遗传多样性的研

究进展 ,并针对新形势下土壤污染所面临的新问题 ,探讨了近期土壤微生物生态学过程研究的重要手段与科

学问题。
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　　随着工业化、城市化、农业集约化的快速发展 ,

人们对农业资源的高强度开发利用 ,使大量未经处

理的固体废弃物、污水向农田转移 ,过量的化肥与毒

害污染物逐年在土壤中残留 ,造成土壤环境发生显

性或潜性复合污染[1 ]。这不仅影响了土壤地上部分

的作物多样性 ,而且直接危害到地下部土壤微生物

的多样性。过去人们多强调的是地上部植物多样性

与整个生态系统的功能关系 ,直至后来生态学家们

才开始认识到并着手研究土壤中微生物多样性、微

生物学过程与其他生物、非生物因素 (如土壤养分、

环境污染物)之间的动态作用。2000年 Jon Copley[2 ]

在《Nature》杂志上公开指出生态学正走向地下 ,如果

忽视了土壤环境中生物多样性及其生态功能研究 ,

这是令人担忧的。土壤生物多样性是调节陆地生态

系统功能的至关重要因素 ,尤其土壤微生物多样性。

土壤微生物多样性包括微生物群落功能多样性、结

构多样性及分子遗传多样性。研究土壤微生物多样

性的方法大致可分为两类 :一类是基于培养和分离

手段来揭示土壤微生物群落变化 ;另一类是基于生

物指示分子 (如 DNA、RNA 及磷脂脂肪酸)变异模式

的土壤微生物多样性。在此 ,本文将从不同生态层

次上认识土壤微生物多样性 ,较全面、系统地综合评

述污染土壤的微生物群落功能、结构及分子遗传多

样性的研究进展 ,以及今后的重要研究方向。

1　经典的分离培养方法在污染土壤微
生物多样性研究中的应用

　　人们应用分离培养方法已有 100 多年的历史 ,

至今仍然是研究土壤微生物区系组成、数量及主要

生理类群结构状况的一种重要而不可替代的经典方

法 ,它在认识污染物与土壤微生物间关系方面发挥

了积极作用。有研究表明 ,在 As、Cd、Cr、Cu、Pb、Ni、

Zn复合污染土壤中 ,重金属总量达到 658 mg kg - 1

时 ,细菌和真菌数量分别为对照 (12110 mg kg - 1)的

29 %和 45 % ,当重金属总量为 3 447 mg kg - 1时 ,其分

别下降为 81 %和 85 %[3 ]。而且不同类群微生物对

重金属污染的耐性也不一样 ,通常为真菌 >细菌 >

放线菌[4 ]。滕应等报道重金属污染土壤比自然土壤

中耐性细菌种群的数量多 15 倍[5 ]。Yamamoto 等发

现对照土壤 (Cu < 100 mg kg - 1)有 35种真菌 ,中等污

染土壤 (Cu 1 000 mg kg - 1)有 25 种真菌 ,高度污染

土壤 (Cu 10 000 mg kg - 1)只有 13种真菌[6 ]。近期 ,
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(1) 高军. 长江三角洲典型污染农田土壤多氯联苯分布、微生物效应和生物修复研究. 浙江大学博士学位论文 , 2005. 39～45

高军等 (1)实验结果还表明 ,多氯联苯 ( PCBs)长期污

染土壤中细菌数量受污染程度的影响较小 ,则真菌

数量较为明显。可见 ,重金属和有机污染物胁迫对

土壤微生物种群结构会产生一定程度的影响。但由

于培养基类型和培养条件的限制 ,分离培养方法存

在很大的局限性 ,土壤中绝大部分微生物种群仍无

法直接分离 ,用该方法来真实评估土壤微生物多样

性已显得尤为艰难。Amann等[7 ]根据在原位、无培

养的微生物系统发育学研究 ,认为自然界中 95 %～

99 %的微生物种群未被分离培养和描述。因此 ,大

量微生物的不可培养性成为传统微生物生态学在揭

示土壤环境微生物群落结构组成、生态功能及其相

互关系研究中的最大障碍 ,最终导致土壤微生物多

样性及生态学研究一直落后于其他生物的研究水

平。近 10多年来 ,随着现代生物化学及分子生物学

等分析技术的发展 ,纷纷出现了一些先进的微生物

多样性研究方法 ,如碳素利用法 (BIOLOG系统) 、磷

脂脂肪酸 (PLFA)分析法和基于聚合酶链反应 ( PCR)

的各种核酸定量分析技术等[8～12 ] ,目前上述方法已

经成为人们认识污染土壤微生物多样性的重要

手段。

2　碳素利用法在污染土壤微生物群落
功能多样性研究中的应用

　　碳素利用法 ,通常又称 BIOLOG系统 ,它是美国

BIOLOG公司于 1989 年开发成功的 ,最初主要用于

微生物的纯种鉴定 ,如今已经能够鉴定包括细菌、酵

母菌和霉菌在内的 2 000多种病原微生物和环境微

生物。1991年 Garland和Mills开始将这种方法应用

于土壤微生物生态学研究[13 ]。BIOLOG系统的基本

原理是 :微生物的存活、生长以及竞争需要不同形式

的碳源 ,根据微生物对碳源利用模式差异来鉴定微

生物群落功能多样性。碳素利用法借助于 BIOLOG

板 (如革兰氏阴性板 (BIOLOG GN) 、革兰氏阳性板

(BIOLOG GP) 、生态板 ( ECO)等)来实现。该测试系

统已被广泛运用于土壤环境微生物的代谢功能多样

性研究[14～18 ]。Knight用BIOLOG微平板反应系统评

价了 Cd、Cu、Zn污染土壤微生物的功能多样性[19 ]。

Kell等也用 BIOLOG微平板反应系统对锌污染下的

土壤微生物群落进行了研究 ,发现锌污染会影响土

壤微生物群落结构和功能多样性[20 ]。B……th等用碳

素利用法研究了 Cu、Ni、Zn等重金属污染土壤的微

生物组成 ,结果得出高铜污染土壤中微生物群落较

Ni、Zn污染的土壤中微生物群落少 ,重金属严重污

染减少了能利用有关碳源底物的微生物数量 ,降低

微生物对单一碳底物的利用能力 ,减少了土壤微生

物群落的多样性[21 ]。姚槐应等研究了外源铜对不

同利用方式下红壤中微生物群落结构的影响 ,结果

表明外源铜对不同利用方式的红壤微生物群落结构

有明显影响 ,且重金属污染降低了土壤微生物对碳

源的利用效率[22 ]。近来 ,我们在中国南方某矿区重

金属复合污染土壤微生物功能多样性特征及动力学

方面也进行了研究[23 ]。

这里值得一提的是 ,使用该方法时应注意接种

密度和时间 ,它们是直接影响土壤微生物群落功能

多样性评价结果的关键因素。有研究表明 ,碳源的

可利用程度取决于接种物的组成和密度[24～26 ] ,它

不仅依赖于微生物细胞数量 ,还依赖其生理代谢活

性。而且多种微生物在微孔板中培养后 ,显色孔颜

色变化并非各碳源利用产生的简单加和[24 ] ,也存在

协同效应或拮抗效应。针对上述问题 ,可以采用以

下办法来加以克服 : (1)将每孔颜色差异 (碳源孔值

减去对照孔值)除以整板的平均吸光值 (Average well

color development , AWCD)进行数据转换 ,可比较样

品间单一碳源利用类型的差异[27 ,28 ]。(2)利用固定

水平的 AWCD值去决定读数时间 ,以补偿接种密度

差异进行比较[29 ]。但应指出 ,如果群落由不同生理

活性的物种组成 ,相同的 AWCD值不一定产生于同

一接种密度 [30 ]。 ( 3) 可调节接种浓度至相近水

平[14 ] ,以排除接种密度带来的影响。但必须注意 ,

稀释可能导致稀有物种的丧失[31 ]。(4)通过测定每

孔颜色的动态变化 ,建立颜色变化指数方程 (如 Y =

OD590 = K/ (1 + b×e - r (t - S) ) ,其中 K表示在培养过

程中土壤微生物群落的最大平均吸光值 , r 表示其

平均吸光值的变化指数 ,即影响其生长曲线圆滑度

的参数 ,t 是指测定微生物群落功能代谢的培养时

间 ,s是指当达到最大平均吸光值 1/ 2时所需时间。

这些参数是建立在各种碳源利用程度的基础上 ,当

给它们排序时 ,每个参数可产生不同的分类 ,以克服

接种密度和培养时间对结果的影响。在这方面我们

曾作了一些尝试 ,运用微生物群落功能多样性动力

学参数却成功地指示了矿区重金属复合污染土壤微

生物群落的碳源利用模式差异[23 ]。
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BIOLOG系统是目前揭示土壤微生物群落功能

多样性的一种相对简单、快速的研究方法。但是也

存在一些不足 ,该方法仅能鉴定快速生长的部分微

生物成员 ,BIOLOG板微孔中碳源不能完全代表土壤

生态系统中的实际碳源类型 ,而且 BIOLOG板内是

近中性的缓冲体系 ,高浓度的碳源及其生物毒性的

指示剂均可能影响测试效果[32 ]。

3　磷脂脂肪酸方法在污染土壤微生物
群落结构多样性研究中的应用

　　磷脂脂肪酸 (Phospholipid fatty acid , PLFA)是构

成活体生物细胞膜的重要组分 ,不同类群微生物能通

过相应生化途径形成特定的 PLFA ,使部分 PLFA总是

出现在同一类群的微生物中 ,作为区分活体微生物群

落生物标记的基础。一些微生物类群的特定生物标

记物 PLFAs 如表 1 所示。根据表中脂肪酸的种类及

　　

组成比例可鉴别土壤微生物群落结构多样性变

化[32～35]。该方法首先用氯仿 -甲醇 -柠檬酸缓冲液

(1∶2∶018)提取土壤鲜样或冷冻干燥样品中的脂类 ,

用柱层析法分离得到磷酯脂肪酸 ,然后经甲酯化后用

气相色谱分析各种脂肪酸 ( C5 - C20 ) 的含量。

Frosteg…rd等对已有的磷脂提取方法进行改进后 ,成功

地应用到污染土壤微生物群落结构分析中[36]。Zelles

在因施真菌杀虫剂的铜污染土壤中发现单不饱和脂

肪酸的含量明显增加 ,支链脂肪酸和十碳甲基支链脂

肪酸含量较低 ,表明格兰氏阴性菌类群较多 ,而格兰

氏阳性和放线菌的比例则相对减少[34]。Frosteg…rd等

研究表明 ,在重金属污染的耕地和森林土壤中随着重

金属污染程度的加剧 ,微生物的 PLFA模式也发生相

应变化 ,即革兰氏阴性菌群占优势 ,其中革兰氏阴性

菌的典型脂肪酸 cy17∶0含量较高 ,革兰氏阳性菌中

异式 (iso2)和反异式 (anteiso2)支链脂肪酸含量较低。

另外也发现 ,放线菌的指示标记物 ,如甲基支链 PLFAs　

　
表 1　土壤中部分微生物类群的特征磷脂脂肪酸( PLFA)标记物

Table 1　Diagnostic PLFAs biomarkers of some microbial groups in soils

微生物类群Microbial group 磷脂脂肪酸标记物 PLFA 参考文献 References

革兰氏阴性细菌 Gram2negative bacteria 单不饱和脂肪酸 monounsaturated FAs 16∶1w7t , 16∶1wSc , 18∶1w7、cy17∶0 , cy19∶0 [34 ,44 ]

革兰氏阳性细菌 Gram2positive bacteria 异式和反异式脂肪酸 Iso2 and anteiso FAs i15∶0 ,A15∶0 , i16∶0 , i17∶0 , a17∶0 [38 ,44 ]

放线菌 Actinomycetes 甲基脂肪酸 10 Me FAs1 10 Me16∶0 ,10 Me17∶0 , 10 Me18∶0 [36 ,40 ]

假单胞菌 Pseudomonas 16∶0 , 16∶1w7c , 18∶1w7c/ w9t/ w12t [24 ,45 ]

真菌 Fungi a15∶0 and a17∶0 ,16∶1wSc , 18∶2w6 ,9c、18∶1w9c、20∶4、23∶0 , 25∶0 , 21∶0 [24 ,34 ,36 ,45 ]

藻类和原生动物 Eukaryotic algae and

Protozoa
多不饱和脂肪酸 Polyunsaturated FAs1 16∶1w4、16∶3、18∶4w3、20∶4、20∶5、22∶6 [47 ,48 ]

的 10Me16∶0、10Me17∶0 及 10Me18∶0 含量在森林土

壤中较高 ,而耕地土壤中 10Me16∶0和 10Me18∶0则

较低[36 ]。随后 ,有人用不同浓度的 Cd、Cu、Ni、Pb、

Zn等重金属元素 ,详细探讨了 18∶2w5 ,9 脂肪酸的

比例变化 ,结果表明除 Cu污染使其比例下降外 ,其

余污染物使耕地土壤中 18∶2w5 ,9脂肪酸的比例上

升 ,但森林土壤中没有受到明显影响。但后来

Frosteg…rd等发现耕地土壤中真菌特定标记物

18∶2ω6 ,9含量与锌污染程度呈正相关 ,而在森林土

壤中则相反。他们认为森林土壤中 18∶2ω6 ,9 可能

来源于外生菌根真菌 ,由于重金属污染剥夺了它们

的根部营养源 ,丧失了与正常腐生菌群的竞争能力 ,

从而导致外生菌根真菌的死亡而释放出较多的

18∶2ω6 ,9[37 ]。Pennanen等同样也发现 ,在某冶炼厂

长期重金属污染的针叶林土壤中真菌标记物 (如

18∶2ω6 ,9和 20∶4)的含量较低 ,随着重金属污染程

度的加剧 ,真菌/细菌微生物量的比值则明显下降 ,

表明土壤微生物量的真菌部分对重金属污染较敏

感。同时发现重度污染土壤中革兰氏阳性菌中许多

支链 PLFAs ,如 br17∶0和 br18∶0 ,及 iso2和 anteiso2支
链 PLFAs含量明显增高。Pennanen 等研究表明 ,在

Cu、Ni及酸化的针叶林腐殖质土壤中 ,单独外加重

金属并没有导致微生物群落结构或细菌对 Cu、Ni的

抗性变化[38 ]。White等发现喷气燃料污染土壤中典

型的革兰氏阴性异养菌 (如 16∶1ω7c ,18∶1ω7c)及厌

气放线菌 (10Me18∶0)较丰富 ,而革兰氏阳性菌中

iso/ anteiso15∶0比例则下降[39 ]。Kelly等监测出锌污

染土壤中反映微生物群落结构的 PLFAs模式随时间

会发生明显变化[40 ]。Olsson研究得出 ,锌污染土壤

中指示内生菌根和细菌 ( Cytophaga2Flavobacterium2
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Bacteroides)类群的特定标记物 16∶1ω5c 及放线菌指

示物 10Me16∶0均相对较低 ,而放线菌的另 2种标记

物 10Me17∶0和 10Me18∶0含量却较高 ,表明放线菌

不同的 PLFA 片段对重金属反应是不一样的[41 ]。

Sara等报道指出 ,在皮革厂附件铬污染土壤中细菌

的特征 PLFA(i15∶0 , a15∶0 , 15∶0 , i16∶0 , a17∶0 和

cy17∶0)随着 Cr 污染程度的加剧而出现显著降低

( p < 0101) [42 ]。同时 ,Maike 等运用 PLFA方法来评

价蚯蚓 (Lumbricus terrestris、Allolobophora chlorotica和

Eisenia fetida)对石油污染土壤微生物群落结构动态

变化的影响 ,取得了很好的效果[43 ]。

综上 ,PLFA 方法可有效地提取土壤中大部分微

生物的脂肪酸成分 ,表征土壤微生物群落结构的动

态变化。但也存在以下不足 : (1)它很难从种的水平

上鉴定微生物类群 ,只能鉴定到属 ; (2)该方法依赖

于标记脂肪酸 ,PLFA的组成和浓度可能受土壤微生

物生长发育及外界环境的影响 ,难以区别死与活的

微生物 ,给微生物群落结构的定性和定量分析带来

了一定困难 ; (3)土壤中 PLFA标记物的组成及其稳

定性还受提取方法、提取条件等因素直接影响 ,即使

是同一土壤样品采用不同的提取方法和条件可能会

偏差估计微生物群落结构多样性变化 ,因此 ,在操作

过程中需要严格把握质量保证和质量控制

(QA/ QC) ,排除各种可能发生的误差干扰。

4　核酸分析方法在污染土壤微生物群
落遗传多样性研究中的应用

411　土壤总 DNA分析法

通过测定土壤总 DNA 的碱基组成和复杂性可

估计出微生物总的遗传结构及其多样性。其主要方

法包括 DNA 的 G + C 丰富度 ,使用温度变性程

序[49 ,50 ]或密度梯度离心[51 ,52 ] ,不同样品 DNA 的分

子杂交以及变性 DNA 的复性动力学研究[50 ,53 ,54 ]。

DNA碱基比例是基于不同微生物种类载有不同的

核苷摩尔百分比 (从 24～76 G + C mol %) ,是反映土

壤微生物群落组成变化的敏感指标[52 ]。根据 DNA

相似性 ,Griffiths等将不同重金属处理土壤的微生物

群落分成了四类 : Pb 和 Ni , Zn 和 Cd ,Cu 及对照 ,并

将 G+ C mol %和群落DNA杂交技术结合起来 ,发现

重金属污染土壤的微生物群落变化与其污染程度和

种类有关[55 ]。Sandaa 等在未污染土壤、轻度污染、

重度污染土壤上均未发现 DNA的 G + C mol %剖面

发生明显差异[56 ]。ªvre…s 等发现在甲烷扰动土壤

中DNA的碱基组成变化为 35 %～77 % mol G + C ,

而对照土壤中为 45 %～70 % mol G + C ,表明细菌群

落结构对扰动发生了明显的变化。G+ C mol %分布

反映了微生物群落结构的差异 ,但该方法的分辨率

较低 ,只能初步确定土壤微生物群落差异[57 ]。因

此 ,G + C mol %剖面必须通过杂交数据或其他专门

技术进行解释。微生物群落 DNA杂交是一项量化

微生物群落区系结构水平的分析手段 ,测定群落之

间 DNA杂交的相似程度[58 ]。

土壤总 DNA 分析是较早估计土壤微生物群落

结构组成及多样性的分子生物学方法 ,但它的准确

性较差 ,提供的信息量也有限 ,目前已很少使用。

412　PCR扩增的 rRNA及 rDNA分析方法

近 10多年来 ,随着土壤微生物 DNA提取方法

的改进和提高 ,以 DNA 序列变异 (如 16S rDNA 指

纹)为基础的现代分子生物学技术在微生物多样性

研究上的应用 ,克服了微生物培养技术的限制 ,从分

子水平层面上揭示土壤微生物种类和遗传多样性已

成为可能[59～65 ]。目前基于 PCR检测土壤微生物遗

传多样性的分子指纹技术主要有 :扩增核糖体 DNA

限制性酶切分析 (ARDRA) 、末端限制性片段长度多

态性 (T2RFLP) 、核糖体基因间间距分析 ( RISA) 、单

链构象多态性 (SSCP) 、可重复指纹技术 ( rep2PCR) 、

DNA 微阵列、定量 PCR、竞争性 RT2PCR以及变性或

温度梯度凝胶电泳 (PCR2DGGE/ TGGE)分析 ,这些技

术在污染土壤环境微生物群落多样性评价中已得到

一定范围的应用。

Smith等运用 ARDRA技术分析了铜污染土壤微

生物群落遗传多样性 ,结果发现铜胁迫使土壤中细菌

群落结构发生了显著的变化 ,铜污染土壤中可扩增的

微生物区系仅有对照的一半 ,但铜污染并没有影响到

氨化细菌群落的多样性[60]。同时 , Brim 等采用

ARDRA指纹技术研究了土壤微生物群落抗 Zn的遗

传图谱 ,发现尽管在来源上存在较大差异的微生物 ,

但是它们在 Raistonia属内表现为极密切的遗传相似

性[69]。ARDRA分子指纹技术经改进后 ,便产生了末

端限制性片段长度多态性 T2RLFP标记方法 ,它是利

用一定的标记引物对样品中 DNA进行特异扩增 ,然

后进行限制性内切酶酶切 ,检测末端限制片段的多样

性 ,主要应用于微生物群落组成和结构、微生物系统

发育及其菌种鉴定等研究 ,是一种应用比较广泛的微

生物生态学研究方法。这一技术成功地用来区分土

壤微生物群落结构剖面对环境污染胁迫的响

应[70～72]。近来 ,Ranjard 等则应用一种基于 16S rRNA
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和 23S rRNA的 PCR扩增基因间间距的长度多态性分

析方法 ,评价 Hg暴露污染土壤细菌群落结构多样性

变化 ,结果表明 Hg污染土壤 RISA剖面发生转移 ,即

Hg污染前后土壤细菌群落的一些特定条带数目和强

度发生了变化 ,一些新条带的出现意味着污染导致土

壤中一些敏感性微生物种类消失 ,而出现更多的是对

污染胁迫有耐性的细菌群落[73]。后来人们也用 rep2
PCR基因指纹 (即用引物与原核生物基因间散布的

DNA重复单元相连 ,使 PCR产生高特异性和可重复

指纹) ,鉴别不同程度镉污染土壤中细菌群落的遗传

差异 ,16S rDNA序列显示节杆菌属 ( Arthrobacter)、芽

胞杆菌属 ( Bacillus)及假单胞菌属 ( Pseudomonas spp1)

等细菌对 Cd毒性的抗性能力存在明显差异[74]。

相比之下 ,多聚酶链反应—变性或温度梯度凝

胶电泳技术 ( PCR2DGGE/ TGGE)更受广大环境微生

物学家们的青睐[64 , 73～78 ]。该方法是使用一对特异

性引物 PCR扩增微生物自然群体的 16S rRNA基因 ,

产生长度相同但序列有异的 DNA片段的混合物 ,然

后用 DGGE分离。PCR具有特异性、灵敏性高、快速

简便和重现性好等优点 ,应用该方法可使极微量的

特异 DNA片段在几小时内 (2～4 h)迅速扩增百万

倍以上 ,从而有利于对 DNA分子检测。Sandaa 等用

PCR2DGGE研究了含重金属垃圾长期污染土壤的微

生物群落结构变化 ,结果表明随着重金属污染程度

的增加 ,土壤中古细菌非嗜热细菌 (如 Crenarchaeo2
ta)数量明显降低[56 ]。Kozdroj 等采用 PCR2DGGE评

价了重金属污染条件下根系分泌物对土壤微生物群

落响应 ,DGGE条带显示污染土壤中细菌区系和群

落模式依赖于根系分泌物的有效性和分布状况 ,重

度污染土壤中根系分泌物有利于优势种群的增加 ,

而土壤微生物群落多样性则降低[77 ]。Muller研究了

汞长期污染土壤微生物群落多样性的变化 ,扩增

16S rDNA的DGGE分离图谱分析结果表明汞污染改

变了土壤微生物群落结构 ,离污染源越近的土壤微

生物多样性越低[78 ]。同时 ,Perkiomaki 也应用 PCR2
DGGE技术评价了木灰修复酸害和重金属复合长期

暴露的土壤微生物多样性[79 ]。

近 2年来 ,国内在环境微生物分子遗传多样性

方面研究也相继展开。陈敏等用 ERIC—PCR、苯酚

经化酶大亚基基因 (LmPHs)扩增和群落结构探针分

子杂交检测技术评价了不同培养基从活性污泥分离

优势菌群的能力[80 ]。张哓君等利用 16S rDNA克隆

测序的方法分析了马兰冰川一个深层冰芯环境样品

的微生物多样性 ,样品中很多序列与嗜冷微生物的

序列很相似[81 ]。近年来 ,我们通过扩增土壤总 DNA

中的 16S rDNA ,然后进行变性梯度凝胶电泳 ,初步

分析了长期受重金属复合污染农田土壤中微生物群

落的遗传多样性变化 ,其结果表明不同程度的重金

属复合污染明显改变了农田土壤微生物群落的遗传

多样性 ,影响到农田土壤生态系统的细菌丰富度 ,改

变了土壤环境的优势菌群 ,但发现重金属复合污染

与微生物多样性的改变不是简单的负相关关系 ,最

大的多样性指数出现在中等程度复合污染土壤

中[82～83 ]。

以上几种现代微生物分子遗传多样性分析方法

在污染土壤环境中得到了一定程度的应用 ,取得了

一些研究成果。但在复合污染土壤环境微生物分子

遗传多样性的研究还鲜有报道 ,其认识几乎是空白 ,

尤其在国内。由于复合污染在土壤生态系统中具有

多样而复杂的效应机制 ,包括协同作用、拮抗作用、

竞争作用、加和作用以及土壤环境条件的影响作用。

并且 ,几种毒害污染物长期共存或短期暴露在农田

土壤中 ,其形态转化、生物有效性会发生明显变化。

这些复合变化将如何影响土壤微生物群落结构及组

成 ? 其影响程度怎样 ? 复合污染土壤微生物多样性

演变的外因 (环境因素和污染程度)和内因 (遗传多

样性或遗传结构变化)间相互关系如何 ? 如何鉴别 ?

以及演变的分子机理是什么 ? 也就是说复合污染土

壤中不同微生物类群对多种重金属污染的响应及其

机理怎样 ? 等等这些过程问题还了解甚微 ,正成为

国内外土壤环境与污染生态过程科学研究的前沿课

题。为回答这些科学问题 ,目前稳定同位素探针技

术提供了一种强有力的研究手段[84 ]。稳定性同位

素无放射性 ,物理性质稳定 ,对环境无害。稳定同位

素的相对比值在一定程度上可以指示土壤中发生的

物理、化学和生物过程。Radajewski与其同事使用稳

定同位素探针技术 (Stable2isotope probing , SIP)来鉴

定土壤中能利用甲醇的微生物群落遗传多样性特

征 ,进一步明确土壤环境中该类微生物的生态功能

或生物地球化学过程。这一结果在《Nature》杂志上

发表[85 ]。其后 ,Samantha 和 Radajewski 等学者运用

这一技术 ( SIP2PCR2DGGE)研究了土壤中甲烷细菌

群落以及有机污染土壤微生物群落的功能和遗传结

构的演变过程[86 ]。据最近报道 ,我国陆雅海教授在

德国同样也应用了稳定同位素探针技术检测到水稻

根部活性产甲烷细菌群落结构的变化[87 ]。至今 ,这

一新兴有效的分子探针检测技术在国内土壤微生物

多样性研究中尚未见报道 ,这是今后我们所要努力
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的重要方向。

5　结　语

综上所述 ,分离培养、BIOLOG系统、PLFA及基

于 PCR扩增的核酸定量分析等方法 ,从不同生态层

面上揭示了土壤微生物群落结构及多样性变化。它

们发挥了各自的优点 ,同时在分析过程中也暴露其

不足。因此 ,必须取长补短 ,将经典的培养方法与现

代生物化学以及分子生物学等先进技术结合起来应

用于土壤微生物学研究 ,大大拓展了对污染土壤微

生物多样性的认识 ,不论在微生物群落功能、结构方

面 ,还是分子遗传基础等研究上均取得了一定的进

展 ,为现代土壤微生物生态学的发展奠定了坚实基

础。土壤是具有活跃生命的“黑箱”系统和基因库 ,

蕴藏着十分丰富的微生物资源和多样性 ,这些微生

物类群与毒害污染物之间的内在关系还远未认识清

楚。今后 ,我们不仅要继续加强和完善土壤微生物

生态学的方法研究 ,如稳定同位素分子探针技术等 ;

在内容上应重点开展典型污染土壤的微生物功能基

因研究、构建基因文库及宏基因组学研究 ,探讨土壤

污染过程的微生物生态适应机制 ,建立基于微生物

多样性的土壤修复和生态恢复理论 ,以便尽早揭开

土壤生命生态系统的神秘微观世界。
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MICROBIAL DIVERSITY IN POLL UTED SOILS : AN OVERVIEW

Teng Ying1 ,2　Luo Yongming1 ,2­　Li Zhengao1 ,2

(1 Soil and Environment Bioremediation Research Centre , Institute of Soil Science , Chinese Academy of Sciences , Nanjing　210008 , China)

(2 State Key Laboratory of Soil and Agricultural Sustainable Development , Institute of Soil Science , Chinese Academy of Sciences , Nanjing　210008 , China)

Abstract　Soil microbial diversity is an important content of soil microbial ecology , which is a new frontal field in ecology.

Soil microbial diversity encompasses functional , structural and molecular genetic diversities of microbial community , and is a key

indicator of stability and functions of soil eco2systems. This paper reviews current development in researches of the field of micro2
bial diversity in polluted soils at home and abroad based on the methods of isolating culture and biomarkers , and the knowledge

of microbial diversity from the angles of different ecological levels , and explores advanced approaches , new ideas and issues in

the research on soil microbial ecological processes aiming at new problems in soil pollution the world is faced with .

Key words　Polluted soils ; Microbial diversity ; BIOLOG system; Phospholipid fatty acid ; Molecular polymorphism
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