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封面图说: 噶龙山南坡的高山湖泊———喜马拉雅山南坡的嘎龙山光照强烈、雨量充沛,尽管是海拔 4500 多米的高寒地区,山上
的草甸依然泛着诱人的翠绿色,冰川和雪山的融水汇集在山梁的低洼处形成了一个又一个的高山湖泊,由于基底的
差别和水深的不一样,使得纯净清澈的冰雪融水在湖里呈现出不同的颜色,湖面或兰或绿、颜色或深或浅,犹如一块
块通体透明的翡翠镶嵌在绿色的绒布之中。 兰天下面,白云落在山间,通往墨脱的公路像丝带一样随随便便地缠绕
着,一幅美丽的自然生态画卷就这样呈现在你的面前。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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土壤微生物群落多样性解析法:从培养到非培养

刘国华1,叶正芳1,*,吴为中2

(1. 北京大学环境工程系 教育部水沙科学重点实验室,北京摇 100871; 2. 北京大学环境科学系,北京摇 100871)

摘要:土壤微生物群落多样性是土壤微生物生态学和环境科学的重点研究内容之一。 传统的土壤微生物群落多样性解析技术

是指纯培养分离法(平板分离和形态分析法以及群落水平生理学指纹法)。 后来,研究者们建立了多样性评价较为客观的生物

标记法(磷脂脂肪酸法和呼吸醌指纹法)。 随着土壤基因组提取技术和基因片段扩增(PCR)技术的发展,大量的现代分子生物

学技术不断地涌现并极大地推动了土壤微生物群落多样性的研究进程。 这些技术主要包括:G+C% 含量、DNA 复性动力学、核

酸杂交法(FISH 和 DNA 芯片技术)、土壤宏基因组学以及 DNA 指纹图谱技术等。 综述了这些技术的基本原理、比较了各种技

术的优缺点并且介绍了他们在土壤微生物群落多样性研究中的应用,展望了这些技术的发展方向。

关键词:土壤微生物多样性;生化技术;分子生物学技术;应用和进展

Culture鄄dependent and culture鄄independent approaches to studying soil microbial
diversity摇
LIU Guohua1, YE Zhengfang1,*, WU Weizhong2

1 The Key Laboratory of Water and Sediment Science, Ministry of Education, Department of Environmental Engineering, Peking University, Yi Heyuan Road

5, Beijing 100871, China

2 Department of Environmental Science, Peking University, Yi Heyuan Road 5, Beijing 100871, China

Abstract: One gram of soil may harbor up to 10 billion microorganisms belonging to possibly more than 104 different
species, most of which play vital roles in various biogeochemical cycles such as the release and fixation of nutrient elements
and decomposition of organic matter. The microbial community is considered to be a functional indicator because changes in
the soil environments in which they live can affect their structure and diversity. Microbial diversity is a growing field of
study in soil science and microbial ecology. Increases in knowledge of soil microbial diversity depend on improvement in the
approaches to its study. Over the last four decades, culture鄄dependent and culture鄄independent technologies have been
developed to assess microbial diversity in soil.

Conventional culture鄄dependent methods such as plate counts, morphology analysis and community level physiological
profiling ( CLPP) provide information on the active heterotrophic component and the functional role of the population.
However, the evaluation of soil microbial diversity based on these methods has been limited to the cultivable cells, amounts
of which are less than 1% of the microorganisms observed under the microscope. To overcome this issue, profiles based on
biochemical components of cell membrane have been used to characterize the soil microbial community. The profiles mainly
include phospholipids fatty acids and respiratory quinines, the structure of which can be used to classify microorganisms.
Since these methods avoid the limits of selective culturing and isolating, they have been considered to be an approach to
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objectively reflecting soil microbial community diversity.
With improvements in DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) technologies, a number of molecular鄄

based methods, which are more reliable and accurate than the above鄄mentioned methods, have been developed to assess soil
microbial diversity. These approaches include DNA reassociation, guanine + cytosine ( G + C)% content, nucleic acid
hybridization technologies such as fluorescent in situ hybridization (FISH) and DNA microarrays, soil metagenomics based
on cloning and library screening of soil genomic DNA, PCR鄄based genetic fingerprinting such as terminal restriction
fragment length polymorphism ( T鄄RFLP), denaturing / temperature gradient gel electrophoresis ( DGGE / TGGE), single
strand conformation polymorphism ( SSCP) and two鄄dimensional DNA gel electrophoresis(2鄄DGE) with high resolution.
These molecular鄄based technologies can potentially provide excellent insights into diversity information of the cultivable as
well as uncultivable soil microorganisms. Without a doubt, they have opened up novel ways to study soil microbial diversity
in detail, and thus enable us to acquire a better understanding of the relationship between function and diversity of soil
microorganisms. Genetic fingerprinting especially is a very suitable approach to monitoring changes of soil quality through
analyzing temporal and spatial dynamics of microbial diversity.

The culture鄄independent methods do not require the selection of culture media and conditions, and also enable us to
obtain more abundant and accurate information of microbial diversity than the culture鄄dependent methods. However, each
method has its own limitations. Therefore, when applying these methods to the assessment of soil microbial community, a
combination of more than two methods is recommended. This review introduces their principles, advantages and
disadvantages, as well as summarizing their application and progress in studying soil microbial diversity.

Key Words: soil microbial diversity; culture鄄dependent; culture鄄independent technologies; application and progress

土壤中存活着种类极其丰富的微生物,据估算,1g 土壤中有数千乃至数万种约数十亿个微生物个体[1鄄5]。
以群落的形式存在于土壤中的微生物不仅是土壤养分和有机质循环和转化的动力[6],而且也影响着土壤的

结构[7]、土壤肥力[8]以及地上植物的健康[9] 等。 另外,土壤微生物也是一个相当大的地下能源宝库,世界的

可持续发展以及未来能源问题的解决都离不开土壤微生物。 因此,土壤微生物系统越来越成为当代最前沿的

研究内容之一[10]。 土壤微生物研究中非常重要的研究内容之一就是土壤微生物群落多样性的研究。 通过土

壤微生物多样性的研究不仅可以预测土壤养分和环境质量的变化,而且还可以认识和掌握在土壤微生物生态

中起重要作用的微生物类群和他们的功能角色。
土壤微生物群落多样性主要研究土壤环境中微生物种群的种类、丰度、分布均匀性、结构变化和微生物群

落的功能多样性等。 在过去的 40 多年里,土壤微生物多样性的研究方法已经从传统的培养分离发展到了无

需培养的现代分子生物学技术。 为了更好地了解和把握这些技术和方法,本文将简要地综述他们的原理,优
缺点以及在土壤微生物多样性解析中的应用,并且展望这些技术的发展方向。
1摇 以生化技术为基础的研究方法

这部分主要包括以培养为主的平板计数和形态分析、以检测微生物酶活性的群落水平生理学指纹分析以

及以微生物细胞内生化成分为分析指标的生物标记法。
1. 1摇 平板计数和形态分析

在 20 个世纪 70 年代以前,土壤微生物多样性解析技术主要依靠细胞的培养分离和形态分析[11],即通过

人工配制的简单营养基质对土壤中的微生物进行定时定温培养,然后对生长的菌落进行计数、并通过形态构

造和生理生化特性来鉴定种属。 该方法直观快捷,而且可以提供具有代谢活性、异养类型等种群信息[12]。 然

而,微生物在实际土壤生境中的生长与温度、pH 值、养分和种间的相互作用有很大关系,简单的人工模拟环境

是无法满足其生长要求的。 因此,这种方法仅能培养出极少数(少于 1% )的微生物。 Torsvik 等[13] 利用染色

法在荧光显微镜下观察到 1 g(干重)土壤中含有 4. 2伊1010 个细菌细胞,而在培养平板上仅有 4. 2伊106 个细菌

2244 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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菌落形成(CFU)。
1. 2摇 群落水平生理学指纹(CLPP)或单一碳源利用模式法(SSCU)

这个技术主要是基于某一微生物群落所含有的酶可催化利用特定的碳源基质,然后通过测定其利用能力

和模式来评价微生物种群多样性。 Garlan 和 Mills[14]于 1991 年首次提出该技术,经 BIOLOG 公司商业化后在

土壤微生物群落功能多样性的评价研究中得到了广泛的应用[15]。 如, Derry 等利用 BIOLOG 系统分别研究了

杂酚油污染土壤[16]和北极土壤[17]中微生物的功能多样性和种群结构;李云等[18]利用 BIOLOG 生态测试微平

板研究了气候对旱地紫色土微生物功能多样性的长期影响,结果发现中亚热带气候的紫色土壤微生物对含 C
化合物的利用能力强,而暖温带气候的紫色土壤微生物对含 N 化合物的利用能力强。 BIOLOG 公司根据不同

的检测目的开发了 ECO(生态板)、GP(革兰氏阳性板)、GN(革兰氏阴性板)、FF(丝状真菌板)和 MT 等一系

列微平板。 每个平板上有 96 个微井,其中 95 个微井的干膜上都含有碳源基质和氧化还原染料,一个不含碳

源的微井用作对照。 当微生物利用碳源进行呼吸时释放出的 NADH 还原染料并使其变色,然后通过测定氧

化还原燃料的变色速率来推测微生物的呼吸速率,最终达到评价能利用碳源基质的微生物种类和利用程度的

目的。 MT 微平板上只含染料不含基质,允许科研人员自行设计和检测不同的碳源基质。
该方法具有自动化程度高,检测速度快等优点。 然而,BIOLOG 系统仅限于检测那些可培养、能迅速生长

的微生物。 检测结构并不能完全代表原位的代谢多样性。 另外,样本处理、培养条件和微平板应用类型等都

会给微生物多样性评价带来误差[19]。
1. 3摇 生物标记法

生物标记法[20]主要是利用微生物细胞内某种生化成分的结构特点来区别微生物种类。 这种方法避免了

传统培养法的缺陷,能比较客观地评价微生物多样性。 方法的主要步骤是通过提取土壤微生物中的某种生化

成分并纯化,然后利用气、液相色谱等化学手段对该种化学成分进行分类鉴定。 常用的微生物多样性生物标

记法有:磷脂脂肪酸分析法[21鄄22]和呼吸醌指纹法[23鄄24]。
1. 3. 1摇 磷脂脂肪酸(PLFA)分析法

磷脂是所有生物活细胞重要的膜组分。 在正常生理条件下,磷脂中的长链成分———PLFA 在细胞内的含

量一定而且具有生物特异性,故 PLFA 可用作微生物群落分析标记物[25]。 磷脂随着细胞的死亡而很快分

解[26],PLFA 总含量可以用来表征活性微生物的生物量。 通过从土壤中提取 PLFA 并且测量其种类和丰度来

判断特定微生物种群的存在和丰度,进而揭示土壤微生物种群结构和多样性的变化。 Murata 等[27] 分析了大

米土壤中细菌群落多样性和 PLFA 的关系后发现,细菌多样性和 PLFA 的量呈比例关系。 Keith鄄Roach 等[28]

的研究表明,温暖的季节可促使盐碱地微生物的 PLFA 丰度增加,并且发现一年中好氧细菌是优势菌。 Zhang
等[29]利用 PLFA 法分析了不同管理方式对农业土壤微生物的结构和多样性的影响。 结果表明,适度或加强

土壤管理可以提高土壤微生物多样性。 微生物 PLFA 的提取和测定是该分析法的关键所在。 Zelles 等[22] 介

绍了 3 种 PLFA 提取方法即简单提取法、MIDI(microbial identification systems)系统提取法和扩展提取法。 采

用前两种方法提取 PLFA 后产生的脂肪酸谱相似,而且可检测到的 PLFA 一般有 20—48 种,最多可达 72 种;
采用扩展提取法提取的 PLFA 数量可多达 200—400 种。 PLFA 的测定方法经过不断完善,目前主要是采用准

确、方便和快捷的 GC鄄MS 方法[27]。
PLFA 分析法在描述整个微生物群落结构变化的研究中具有快捷,可靠的优点,然而其分类水平较低,不

能鉴定到微生物种的水平。
1. 3. 2摇 呼吸醌指纹法

呼吸醌是微生物细胞膜的重要组份,也是微生物呼吸链中的一种电子传导体[30]。 它主要包括泛醌

(ubiquinone, UQ) 即辅酶 Q 和甲基萘醌 (menaquinone, MK) 即维生素 K 两大类。 泛醌广泛存在于革兰氏阴

性细菌的细胞膜上,主要用于微生物的好氧呼吸,甲基萘醌存在于革兰氏阳性细菌和个别革兰氏阴性细菌的

细胞膜上,主要用于微生物的厌氧呼吸。 每种微生物所含的呼吸醌在结构上是特有的,因此根据呼吸醌的测
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量能判断微生物的群落的种类多样性。 并且,在土壤里微生物呼吸醌的含量和和微生物生物量存在线性关

系[31]。 因此,呼吸醌指纹法能评估土壤尤其是被污染土壤微生物成分和生物量的变化。 如,日本的 Katayama
研究组多次使用该方法成功地分析了除草剂[32]、杀虫剂[33]和烃类[34]等有机化合物对土壤微生物群落结构、
成分和多样性的影响,并且认为它是有潜力的土壤微生物群落变化的检测工具。 此方法的主要步骤是首先从

土壤中提出呼吸醌,然后用液相等方法测定呼吸醌的种类,进而推断土壤中微生物种类多样性。 Fujie 等[24]

已经报道了一些呼吸醌和微生物种类的对应关系。 比如,泛醌 Q鄄8,9,10 分别代表了 Proteobacteria 的 琢鄄,茁鄄,
和 酌鄄subclass.

该方法简单方便,然而和磷脂脂肪酸法一样,缺点是分类水平低,无法判断到微生物属或种[35]。
2摇 现代分子生物学技术

为了克服上述方法的分类局限性,科研人员利用微生物细胞内的遗传物质来评估土壤微生物的种类和结

构多样性。 这种从遗传分子的水平来研究微生物群落特点的方法即为现代分子生物学方法。 遗传分子特征

序列主要是核糖体基因序列(rRNA)。 在生物漫长的进化过程中,rRNA 分子在碱基组成、核苷酸序列和高级

结构等方面表现出高度的变化和保守性,被喻为生物进化的分子计时钟[36]。 16S rRNA 基因由于分子大小适

中而且拥有相当丰富的数据库等优点已经成为原核微生物分类和进化标记的最常用核糖体操纵子基因,而
18S rRNA 基因分子被用来分析真核微生物。 另外,许多特异性蛋白编码基因也常常被用作微生物分析的靶

标分子[37]。 如:用来检测细菌的促旋酶 B 亚单位基因( gyrB)、用来检测氨氧化细菌的氨单加氧酶基因

(amoA)、用来检测反硝化细菌的亚硝酸还原酶(含 Cu)基因(nirK)、用来检测沙门氏菌的沙门氏菌侵袭蛋白

A 基因( invA)和用来检测甲烷杆菌属的甲基 coA 还原酶基因(mcrA)等。
随着 DNA 提取、聚合酶链式反应(PCR)等技术的发展,现代分子生物学技术被逐步建立和改进,为土壤

微生物群落多样性的研究带来了良好的契机。 自 20 世纪 70 年代以后,国外就已经建立了各种分子微生物生

态学研究机制。 这些机制主要包括:(1)基于 DNA 热变性后同源单链发生重组行为的核酸复性动力学和基

于 DNA 序列成分不同的 G+C%含量法。 (2)基于核酸的碱基配对原则,用特异性的 DNA 探针与待测样品的

DNA(RNA)杂交或者直接进行原位杂交( in situ)形成杂合分子,然后由仪器检测杂交后的信号并定量。 (3)
以基因组学技术为依托,将从环境样品中直接提取的 DNA 克隆到合适的载体中,然后将载体转化到宿主细菌

建立环境基因组文库,对得到的环境基因组文库再进行功能基因筛选和基因测序等。 (4)以检测基因组中

DNA 多态性为目的而开发出了许多 DNA 指纹图谱技术。
2. 1摇 核酸复性动力学技术和 G+C%含量法(G+C% content)

核酸复性动力学技术是一个被用来测量微生物基因复杂程度的方法,它已经被用于评价土壤微生物的多

样性[38]。 如,Torsvik 等[2鄄3]用核酸复性动力学的方法很好地估计了土壤当中的细菌多样性,并且发现 1 g 干

燥的土壤中含有大约 4000 个完全不同的染色体基因单位。 该方法的步骤是总 DNA 被从土壤中提取、纯化、
变性解链和再复合。 通常,再复合的程度取决于微生物多样性大小。 在特定条件下,半数 DNA 发生复性时的

C0t1 / 2(C0 为核苷酸浓度)值与总 DNA 的复杂度即微生物多样性的复杂度成正比。 因此,C0t1 / 2 可被作为一

个指标来评价土壤微生物的多样性。 该方法的优点是不受 PCR 扩增偏差的影响,可是受基因拷贝数的影响,
即由于大部分土壤细菌的拷贝数很低故利用此法检测土壤微生物多样性时缺乏灵敏度。

G+C%含量法是基于 DNA 链上 G+C%含量的不同来评价土壤微生物多样性。 N俟sslein 等[39]利用 G+C%
含量法研究了不同植被覆盖下土壤细菌群落的多样性并且发现,森林和草地两种植被对土壤细菌群落的成分

和结构有很大影响。 该法主要利用二苯丙咪唑与 DNA 链上 A+T 碱基对结合,放大了不同基因之间 G+C%含

量的差别,进而通过 DNA 分子质量差异离心产生不同 DNA 的 G+C%含量分布图谱。 该法也是不受 PCR 扩

增偏差的影响而且能使分类鉴定达到属的水平,然而也同样需要大量 DNA 样品,而且不同种类的微生物可能

拥有同样的 G+C%含量,是一种粗略的方法。
2. 2摇 核酸杂交技术

核酸杂交技术是将已知微生物基因序列作为特异探针,与从样品中提取的 DNA 或者 RNA 进行杂交,然
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后通过杂交信号的检测和分析来判断土壤微生物多样性。 这是一种既能定性又能定量地进行土壤微生物多

样性解析的分子生物学工具[40鄄41]。
2. 2. 1摇 原位杂交(In situ hybridization, ISH)技术

对于土壤微生物多样性研究而言,细胞水平的原位杂交可能更具有实际应用价值。 比如,利用探针可以

直接和环境土壤样品、纯培养菌落进行原位杂交,获得自然和人工状态下微生物种类、相对丰度和空间分布信

息[42鄄43]。 Delon 等[44]于 1989 年首次使用荧光标记寡核苷酸探针检测单个微生物细胞。 由于安全、灵敏和简

便等特点,荧光原位杂交技术(FISH)已经被广泛地用来研究土壤微生物多样性。 如,Llobet鄄Brossa 等[45] 用荧

光标记的 rRNA 探针和海底底质土壤微生物细胞进行原位杂交后发现,73%以上被 DAPI 染色的细胞能被杂

交,总细胞数的 45%能被鉴定到细菌门,而且还发现噬胞菌属(Cytophaga)和黄杆菌属(Flavobacterium)丰度

最高,其次是硫酸还原菌。 Liebner 等[46]通过 FISH 法发现永久冻土中存在极其多样的细菌群落,并且观察到

拟杆菌(Bacteroidetes)和放线菌(Actinobacteria)是优势菌群。 原位杂交要求土壤微生物基因必须有很高的拷

贝数,否则那些非优势微生物很难被检测出来。 然而,原位 PCR 技术的开发使核酸杂交技术克服了上述问

题,通过在细胞内扩增目标基因片断然后用特异探针进行杂交可以更加准确地评价土壤微生物多样性。
2. 2. 2摇 基因芯片技术

基因芯片(DNA chip),又称 DNA 微阵列(DNA microarrays),是核酸杂交技术家族中的另一重要成员,是
将成千上万个已知序列的探针分子按照特定的排列方式固定在固相载体(玻片,硅片等)上所组成的微点阵

阵列。 经过标记的靶核苷酸序列与基因芯片特定位点上的探针进行杂交,然后通过检测杂交信号定性和定量

地判断样品中的靶序列分子[47鄄48]。 自从 Fodor 等人于 1991 年报道了应用光刻技术制作 DNA 芯片的技术以

来[49],具有不同功能的基因芯片的研究和商业化得到了快速的发展。 目前,用于土壤微生物生态研究的基因

芯片技术主要有 3 种类型[50]:(1)群落基因组芯片(community genome array,CGAs);(2)系统寡核苷酸芯片

(phylogenetic oligonucleotide arrays,POAs);(3)功能基因芯片( functional gene arrays,FGAs)。 CGAs 和 POAs
芯片最合适用来分析复杂的土壤环境中微生物的种群结构和多样性变化以及种群间的系统发育关系,而
FGAs 芯片适合用来描述土壤环境中那些具有特殊功能的微生物(如,硝酸盐还原菌、固氮菌和硫酸还原菌

等) [51]。 Wu 等[52]建立了一个用于检测特定微生物种群的全基因组芯片,该芯片具有特异性高,敏感性强(0.
2 ng DNA)的特点,而且可以根据调节杂交温度鉴定到细菌种或株的水平。 作者利用该芯片成功地分析了土

壤、海洋和河流沉积物之间的微生物群落结构差异。 Yergeau 等[53]利用含有 8741 个细菌和古菌 16S rDNA 探

针的 POAs 芯片,研究了不同的南极土壤微生物的群落多样性。 结果显示了微生物多样性随着纬度的增高而

明显地减小,也证明了在检测微生物多样性的广泛性时基因芯片技术比基于 PCR 的 16SrRNA 基因克隆库更

敏感。 Liang 等[54]利用 FGAs 芯片评价了用臭氧氧化和生物方法联合处理原油污染土壤过程中,细菌功能基

因的变化,即在臭氧作用后,微生物的功能基因多样性有所降低,然而在生物处理后,那些主要的具有碳氮硫

等循环功能的功能基因数量却有所回升。
尽管核酸杂交技术对于那些特殊的土壤微生物的鉴定非常有效,但是由于目前我们还无法得到所有土壤

微生物的探针序列,故该方法不适宜检测总土壤微生物多样性。
2. 3摇 土壤宏基因组学

Handelsman 等[55]于 1998 年首次提出宏基因组学的概念,即不需要经过培养、分离单一种类的微生物,而
是利用现代基因组技术直接研究自然状态中环境微生物群落。 土壤宏基因组学的主要任务之一就是揭示土

壤微生物群落多样性[56]。 通过 16S rRNA 基因(或其他标记基因如 amoA 等)文库的构建和系统化分析来研

究土壤微生物群落种类和存在丰度,并且挖掘有用的基因,使土壤微生物多样性分析更趋于完整客观[57]。 该

方法的步骤主要包括土壤 DNA 的提取克隆文库的构建和筛选[58]。
(1)DNA 提取摇 DNA 提取是现代分子生物学方法的基础和关键,提取方法会影响所构建文库的代表性。

DNA 提取方法大致分为两类,即直接细胞溶解法(直接从土壤细胞中提取 DNA) [59]和间接细胞溶解法(先从
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土壤中分离细胞,再从细胞中提取 DNA) [60]。 直接法比间接法简便、且能获得更多 DNA[61], 但是间接法能获

得更大更纯的基因片断[62]。 细胞的溶解通常采用多种方式相结合的策略,如用酶 (如, lysozyme 或

proteonaseK)、高温、界面活性剂(如,SDS)和机械破碎法(beads beating)同时处理土壤细胞。 在土壤宏基因组

学中,采用什么样的 DNA 提取方法取决于土壤性质特点和研究目的。
(2)文库的构建摇 根据插入载体的片断大小,宏基因组文库一般能被分为两种,即插入质粒载体的小片

断基因文库和插入人工染色体(BAC)或粘粒(cosmid)的大片段基因文库。 小片断文库(<15 kb)适宜于单个

基因或具有新的代谢功能的小操纵子基因的筛选[63鄄64]。 大片段文库(>40 kb)适宜于分析那些不可培养微生

物的基因组[65鄄66]。
(3)文库筛选摇 高度复杂的土壤元基因组要求文库的筛选方法具有高通量和高灵敏度的能力。 目前,筛

选技术主要包括功能驱动筛选[67]、序列驱动筛选[68]和底物诱导基因表达筛选[69]等。
土壤宏基因组学为土壤微生物群落结构和多样性,特别是对那些土壤功能微生物的分析提供了很好的技

术平台。 Rondon 等[70]采用 BAC 载体构建了两个大片段土壤宏基因组文库(>1Gbp of DNA),对文库进行 16S
rDNA 系统发育学分析后发现,文库中的 DNA 代表了不同的细菌门(如,低 G+C 百分含量细菌,Acidobacterium,
Cytophagales, and Proteobacteria),揭示了该土壤样品中有很高的微生物多样性。 德国 Schleper 研究室的研究

者们通过大插入片段文库的构建和鉴定,第一次报道了在草地土壤基因组中酸杆菌门的基因组成分和多样

性[71],通过构建 3 个大片断 Fosmid 基因文库,分析了沙地生态和森林土壤中古细菌的多样性[72]。
然而,这个技术对所构建文库的质量和文库筛选方法的要求比较高,而且工作量大,不适合用来分析不同

土壤环境中微生物多样性的时空动态变化和监测。
2. 4摇 基因指纹图谱技术

基因指纹图谱技术是基于基因在长度、成分和结构上的多态性,利用电泳方法将复杂的 PCR 扩增片断分

离成简单的基因条带图谱,然后根据条带信息进行基因分析的技术。 一般地,每个条带代表一种不同的可操

作分类单位(operational taxonomy unit,OTU),条带的数量可反映土壤环境微生物群落中优势类群的种类,而
亮度可以反映微生物种群的相对丰度。 由于具有操作简便以及可同时分析多个样品的优点,这个技术已经被

广泛地用于土壤微生物群落结构和多样性评价以及他们的动态监测。 指纹图谱技术在土壤微生物多样性研

究中的主要步骤包括土壤总核酸(DNA 或 RNA)提取、PCR(或 RT鄄PCR)扩增、电泳分离和统计分析。 目前,
指纹图谱技术主要有以下几种类型。
2. 4. 1摇 DNA 长度多态性图谱分析

DNA 长度多态图谱分析主要用于检测土壤微生物基因片断的长度多态性。 DNA 长度多态片断常常通过

限制性酶切的方法产生,因此也被称为限制性片断长度多态( restriction fragment length polymorphism,RFLP)
和末端限制性片断长度多态(terminal restriction fragment length polymorphism,T鄄RFLP)。 这两个方法的原理相

同,均是利用无变性的琼脂或者聚丙烯酸凝胶对限制性酶切片断进行电泳分离,不同长度的 DNA 片断会停留

在不同的凝胶位置上,最后形成长度多态图谱。 T鄄RFLP 是 RFLP 的发展,克服了 RFLP 图谱复杂的缺点,即
在 PCR 扩增的过程中,一个引物被用荧光标记,当进行片断分析时,只针对那些末端带有荧光标记的产物。
因此,T鄄RFLP 简化了 RFLP 的条带图谱,能够更加准确地反映土壤微生物多样性[73]。 由于核糖体 DNA 常常

被用来作为基因标记,故 RFLP 也通常被称为扩增核糖体 DNA 限制分析(amplified ribosomal DNA restriction
analysis,ARDRA)。 限制性酶的应用是这些方法的关键,2—4 种酶通常被同时用来产生不同长度的土壤 DNA
片断。 对于各种土壤微生物多样性的动态变化检测,这 3 个方法是非常方便的。 T鄄RFLP 技术自 1997 年被

Liu 等[74]首次将应用于土壤微生物多样性的研究以来,已经被广泛地用来研究各种土壤中的微生物群落结构

和多样性变化[75鄄76]。 王英等[77]利用 ARDRA 和 RFLP 技术对免耕水稻土壤中细菌的多样性和空间分布分析

后发现,细菌种类非常丰富,而且在不同层的土壤中细菌的多样性存在差异。 然而,一条 RFLP (T鄄RFLP /
ARDRA)条带可能代表几种微生物种类,容易给微生物多样性评价带来误差。
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另外,核糖体间隔区分析( ribosomal intergenic spacer analysis,RISA) 和随机扩增多态性 DNA( random
amplified polymorphic DNA, RAPD) 也是长度多态性图谱家族中的成员,常被用来研究土壤微生物多样

性[78鄄79]。 RISA 以原核生物 16S 和 23S rDNA 间隔片断为研究对象,根据 rDNA 大小转录单元间的长度多态性

揭示土壤环境中微生物多样性。 RAPD 方法利用单个人工合成的随机多态核苷酸序列(通常 10 bp)为引物,
在一定的 PCR 条件下(低退火温度)对土壤基因组 DNA 进行随机扩增,产物被电泳分离后产生长度多态性指

纹图谱。
2. 4. 2摇 DNA 成分多态性图谱分析

DNA 成分多态性图谱分析是用来分离那些 DNA 分子长度相同,碱基序列成分不同的 PCR 扩增产物。 该

技术主要包括变性剂浓度梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel electrophoresis,DGGE)、温度梯度凝胶电泳

(temperature gradient gel electrophoresis, TGGE)和时间温度梯度凝胶电泳( temporal temperature gradient gel
electrophoresis, TTGE)。 这些电泳技术的原理是相似的,即通过使双链 DNA 在化学变性剂或者温度形成线性

梯度的环境下部分熔解变性成单链,然后根据不同序列的 DNA 在聚丙烯酸凝胶上移动速度的差异而将其分

离成条带图谱。 DGGE 技术最初被用于检测人类基因的点突变,自 Muyzer 等[80] 将其首次应用于微生物基因

多样性的研究以来,已经被广泛应用于土壤等环境微生物群落结构和多样性的评价[81鄄86]。 为了提高 DNA 片

断的分离效率,在 PCR 扩增土壤基因组时,PCR 引物的一端常常被加上一个约 30—40 个碱基的 GC 夹子以

保证扩增产物在被凝胶电泳分离时,不至于将双链 DNA 完全熔解成单链。 理论上,DGGE 可以分离仅有 1 bp
碱基差异的 DNA 片断,然而对于超过 500 bp 的 DNA 片断,DGGE 的分离灵敏度会降低[87]。

TGGE 和 TTGE 都是在 DGGE 的基础上开发出来的,尽管都是采用温度梯度,但是凝胶的变性环境的形

成过程却不一样。 在 TGGE 方法中,从凝胶的上端到下端有一个固定的温度梯度[88],而在 TTGE 中,温度是

在电泳的过程中以一定的速率缓慢地增加的。 在实际执行这两个方法时,TTGE 更容易被达到,而且由于能

够提供更宽的分离范围,故分离灵敏度更高[89鄄90]。
2. 4. 3摇 DNA 单链构象多态性图谱分析

DNA 单链构象多态性(single strand conformation polymorphism,SSCP)是另一个重要的指纹图谱技术。 它

是一种基于单链 DNA 的构象差异来分离 DNA 片断的方法。 理论上,当 DNA 分子链上的一个碱基发生改变

时,单链 DNA 的空间折叠构象就会发生改变,这些空间构象有差异的单链 DNA 在非变性聚丙烯酰胺凝胶中

电泳时会产生不同的迁移率,从而可以在凝胶上产生单链 DNA 条带图谱。 和 DGGE 一样,SSCP 最初也是被

于来检测碱基点突变和已知小分子基因序列变化[91]。 该技术对 300 bp 的 DNA 片断中的单碱基突变,可以达

到 90%以上的检出率。 有时为了提高单链 DNA 的分离效率,往往在聚丙烯酰胺凝胶中加入化学交联剂如甘

油或聚乙二醇(PEG) [92]。 该技术的优点是无需 DNA 片断带 GC 夹和凝胶变性梯度的建设,故操作相对简

便,已经被广泛地应用于土壤微生物群落分析。 Schwieger 等[93] 首次证明 SSCP 在土壤微生物多样性的研究

中具有应用潜力。 而后,Kleinsteuber 等[94]利用 SSCP 技术分析了不同盐度(0, 7. 5, 15 和 20)的柴油污染土

壤中优势菌群结构的变化。 Smalla 等[95] 利用包括 SSCP 在内的 3 种 DNA 指纹技术(另两种是 DGGE 和 T鄄
RFLP)考察了 4 种可耕种土壤中的细菌群落,结果发现, 菌群结构与土壤的理化性质相关,对于同一类土壤,
3 种方法可产生相似的细菌群落多样性结果。 Vivas 等[96] 通过 PCR鄄SSCP 分析发现,在被烃类污染最严重的

土壤中 PAH 降解基因的多样性是最大的。 然而,SSCP 的重现性较差,易受电泳温度(4—16益)和凝胶浓度

等条件的影响,对于 300 bp 以上的 DNA 序列,分离效率低下。
2. 4. 4摇 DNA 双向(2鄄D)图谱分析

DNA 双向(2鄄D)图谱技术是一种具有高分辨率的新型基因指纹图谱技术。 该技术主要以 DNA 序列在长

度、成分和空间构象 3 种多态性参数中的任何两个为 DNA 片断分离依据,对复杂的土壤基因组进行分离鉴

定[97]。 DNA 双向图谱技术的概念最早由 Fischer 和 Lerman[98] 于 1983 年提出,目的是用来检测基因的点突

变。 近年,该技术已经渐渐地被用来详细地分离土壤等环境基因组,以至于使我们对环境基因组有更好的认
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识和把握。 Isshi 等[99]于 2006 年利用 16S rRNA 基因在 V1 高度变化区域的自然多态性(长度和成分)开发了

一个新的高分辨率 2鄄D 基因图谱技术。 后来,Liu 等[100鄄102] 将此技术成功地应用于土壤微生物群落结构多样

性的研究,并且发展建立了两个不同的 2鄄D 基因图谱技术[97]。 另外,Jones and Thies[103]也建立了可以用来详

细分离土壤微生物核糖体基因的转录间隔区(internal transcribed spacer, ITS)片断的 2鄄D 技术。
2鄄D 技术的主要特点是具有基因高分辨率,那些利用常规的 DGGE、T鄄RFLP 和 SSCP 等一维方法无法分

开的基因片断,利用 2鄄D 技术便能将其很好地分开。 李刚等研究者[104] 具体比较了 RISA、DGGE 和 2鄄D 方法

在分析大豆根际土壤细菌多样性时的不同,结果表明 2鄄D 方法能够获得更多的土壤细菌多样性信息。 如果对

图谱中的信号进行剪切并鉴定分析时,具有高分辨率特点的 2鄄D 技术可以简化克隆文库中的基因种类,并利

用 2鄄D 参数可以排除那些由于 PCR 的错误扩增产生的序列和假阳性克隆体基因序列,从而确定正确的基因

扩增序列来准确地鉴定土壤微生物种类[102]。
然而,由于基因 2鄄D 图谱技术尚处于发展期,而且还受仪器装置的限制,目前还不适宜同时分析比较大量

的土壤样品。 随着技术的发展,2鄄D 技术在土壤等环境微生物群落结构多样性的分析中将发挥更大的作用。
3摇 土壤微生物多样性研究方法的应用策略

如前所述,现有的每一种技术都有其局限性。 因此,任何一种方法都无法全面地解决土壤微生物群落结

构和多样性。 在实际应用中,研究人员往往根据自己的研究目的利用多种方法组合的策略减少误差,以获得

更准确的信息。 Ellis 等[105]利用培养和非培养的方法研究了重金属污染对可培养和不可培养土壤微生物多

样性的影响。 结果发现,各种污染土壤的总基因组的 DGGE 图谱非常相似,而每种土壤的可培养细菌基因的

DGGE 图谱却显示出了很大的不同。 因此,作者们认为,对于评价重金属对土壤微生物多样性的影响研究而

言,培养的方法可能更准确。 Enwall 等[106]利用 T鄄RFLP 和 DGGE 的方法评价了农业土壤中脱氮菌群的组成。
结果发现,DGGE 比 T鄄RFLP 有更高的解析度,更适合区别样本的不同。 Rosenberg 等[107] 利用 FISH 和 DGGE
研究了土壤变形虫对阿拉伯芥根圈细菌群落的影响,第一次全面地阐明了原生动物是如何迅速地使根圈细菌

群落发生改变的。 Voget 等[108]通过联合培养方法和土壤宏基因组学筛选的策略迅速鉴定出多个已知和新的

编码生物催化剂基因,表明了土壤微生物具有高度多样性。
4摇 土壤微生物群落多样性解析技术发展方向的展望

土壤微生物群落多样性研究对于人类理解整个生物圈的物质循环和能量流通、认识微生物在土壤生态系

统中的功能、挖掘有用的土壤微生物资源以及保护土壤生物多样性方面有着非常重要的意义。 今后,土壤微

生物多样性解析技术主要从以下几个方向发展。
(1)开发新的培养技术摇 尽管培养技术被严格的培养条件所限制,仅能培养土壤中小部分的微生物,但

是它在菌株水平(如高效产酶菌株的筛选和定性等)的研究上是非常重要的,是其它技术无法代替的。 另外,
培养方法可以为微生物种群分子分类积累大量的数据,为生物标记法或分子生物学方法提供可靠的参照标

准。 因此,培养方法在微生物多样性的研究中仍然是很重要的,需要开发新的技术来培养那些在过去认为

“不可培养冶的微生物。 Kaeberlein 等[109]认为,尽管有充足的营养,有些微生物在一个不熟悉的环境中是不生

长的。 他们采用了一个模拟自然环境的扩散装置培养出一些在人工的灭菌培养基上不可培养出来的海洋微

生物。 Joseph 等[110]利用一个简易的固体培养基(装在一个灭菌碟子里)从土壤中培养分离出了 350 个细菌

个体(属于 9 个细菌门和 60 个细菌科),经过 16S rRNA 基因分类学比较发现,93 个细菌个体(属于 20 个未命

名的细菌科)是所谓的不可培养细菌。
(2)进一步发展分子生物学技术摇 分子生物学技术,特别是以基因为研究目标的现代分子生物学技术为

土壤微生物多样性的研究提供了强有力的工具。 然而,许多比较流行而且非常有潜力的方法还有待进一步改

善。 比如,土壤宏基因组学在阐明土壤微生物多样性和功能关系、开发微生物资源多样性、筛选新型活性物质

以及发掘有机物高效降解基因的研究方面有着广阔的应用前景。 然而,由于该方法工作量大且对 DNA 质量

和宿主细胞的要求和选择性比较高,往往在实际应用中小范围或者某个个体研究者很难完成或者深入进行这
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方面的工作。 因此,在今后需要这方面的专家统一、整合以及标准化研究方案以方便研究人员使用[57]。 再

如,基因芯片技术除了需要在高密度和微量化方面进一步发展外,不同基因与探针之间的错配等技术性问题

也有待改善。 另外,一种新型的芯片技术即宏基因组芯片[111]是一种将芯片和宏基因组技术结合起来的新技

术,该技术无需分离培养菌株、无需了解菌群的基因序列,它的探针来源于环境 DNA 的宏基因组文库,因此,
对于大部分基因属于未知基因的土壤环境而言,该技术具有实际应用价值,需要进一步发展。

(3)多种技术的有机结合摇 要实现全面,准确的土壤微生物多样性评价,任何一种单一的技术都无法完

成。 比如,大部分土壤微生物是不易被目前的纯培养技术培养的。 然而,尽管现代分子生物学技术可以克服

不可培养的困难,但是它无法在菌株水平上对土壤微生物进行研究。 因此,快速、准确以及全面的土壤微生物

多样性研究需要多种方法的有机结合来完成。
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