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摘要;微生物培养及显微技术作为鉴定微生物种群的手段有很大的局限性3因为环境中大多数微生物处于

<存活但不能培养=的状态C因此3不依赖于微生物培养的生物化学以及分子生物学方法正被广泛地用于微

生物生态学研究C主要介绍了荧光技术3基于 ]&_的分析技术和 ]*[%等技术在表征微生物多样性研究

中的某些进展C
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微生物生态学作为一门学科出现在 ZV世纪 ‘V年代早期aZV世纪 bV年代后期>随着人们对环境问题

的日益关注>微生物生态学得到了迅速的发展cUdaWV年代引入分子生物学技术之后>微生物生态学的研究

更 加 深 入a许 多 研 究 已 经 证 实>通 过 传 统 的 分 离 方 法 鉴 定 的 微 生 物 只 占 环 境 微 生 物 总 数 的 V:Uef

UVecZ>Xd>远远不能满足微生物生态学研究的需要a应用现代生物化学和分子生物学方法>克服了传统微生

物生态学研究技术的局限性>获取更加丰富的微生物多样性信息>推动着当今微生物生态学研究的进一步

发展a下面介绍近年来微生物生态学研究的主要方法a

g 荧光技术

以荧光为基础的显微技术在微生物生态学研究中应用广泛>主要包括荧光标记蛋白的应用N测定总菌

数h活菌数以及荧光定位杂交Y#./7*+0-+&51&015/?39*1’1B%517&>#D;P[a

g_g 荧光标记蛋白的应用

许 多微生物在环境变化过程中表现出一种i存活但不能被培养jY21%9.+9/5&7&-/.5/*%9.+>kAlQ[的

状态a在这种状态下>细胞不能在传统的培养基上生长>但仍然处于存活状态>并在一定条件下可以恢复代

谢 活性并转入可培养的状态cmda(:"7@’+*等人他们用绿色荧光蛋白Y6*++&=./7*+0-+&54*75+1&>O#![的

一种短半衰期突变株作为新陈代谢的指示>对这种状态的微生物进行了研究a这种不稳定的蛋白不同于一

般 的O#!>在i饥饿j或者kAlQ状态下很快失去荧光a这样>就可以用O#!作为指示剂监测由于环境变化

而引起微生物新陈代谢的变化c\da
根 瘤菌在植物的根部形成有固氮作用的瘤状物aQ:n1hUO:T1*1,c‘d等 人 利 用 一 个 合 成 的 双 标 记 微

ooC&\转座子Y该转座子包含一个连续表达的 O#!基因和一个没有启动子的 pqrs基因[找到了一个有

效共生所需要的新基因apqrs基因是用来检测在半模拟共生环境下不同的靶基因的表达水平N而 O#!的

作用是确定微生物在共生体系中的位置a这个方法可以通过基因突变株在植物共生体系中的位置来确定

有关共生的重要基因>也可以推广用于研究其它植物微生物共生体系a

g_t 荧光染色计算菌数

A7/.70":提 出 了 一 种 简 便h快 速 计 量 活 菌u死 菌 的 方 法cbda他 用 两 种 染 料 对 样 品 染 色a一 种 是

;vCwW>分子量约为 UVT%的绿色染料>它可以进入活的或死的细胞中N另一种是 !*741’1/8D7’1’+>分子量

约为 ‘‘]T%的红色染料>它只进入死的细胞a活菌率即为M

活菌ex
绿色细胞记数

Y绿色细胞记数y红色细胞记数[zUVVe

g_{ 荧光定位杂交

荧光定位杂交主要是用于研究原核生物>它可以直接鉴定以及定量分析样品中的特定的微生物或者
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是分类群!该方法中"整个细胞是被固定的!它的 #$%或者 &’%()*+与荧光标记的特异性寡核苷酸探针

杂交!再由扫描共焦激光显微镜,%-.//0/1-2/32-.44.56(70-(25-289"%:;<=观察固定的细胞!由于杂交的

是 整 个 细 胞"省 去 了 提 取 >*+"?:)扩 增 以 及 克 隆 等 步 骤!@.44和 ?.(AB6最 早 描 述 了 荧 光 定 位 杂 交 技

术CDE!这项技术最早应用是放射性的互补序列作探针对 >*+靶序列进行研究!后来 <.//0/1等人首次将

非 放 射 性 的 定 位 杂 交 技 术 应 用 于 细 胞 遗 传 学 的 研 究CFE!而 荧 光 定 位 杂 交,34B2(65-6/-60/G50HB

I9J(0A0K.H02/"LM%N="就像 *2(HI6(/O%2BHI6(/印记一样"是基于两个寡核敢酸通过互补序列配对!但是对

LM%N来说"靶序列是留在组织中而没有必要要象 *2(HI6(/O%2BHI6(/技术一样在杂交之前首先要分离核

酸C#PE!NQRQR8I233等人在研究海洋微小浮游生物的时候应用 LM%N技术来确定群落的丰度C##E!)B55644

:2//.449等人应用时段荧光显微技术,S076G(6524T6A34B2(65-6/-670-(25-289"S)L<=检测环境微生物样

品"解决了藻类以及矿务颗粒的自荧光对免疫荧光以及 LM%N的干扰C#&E!

LM%N技术的应用受到环境样品微生物的生理状态的影响"芽孢O放线菌及休眠时期的细胞的细胞膜

的通透性低"影响群落中部分种属丰度的错误估计!而且"LM%N由于事先要根据已知种属设计探针"不能

检测出环境样品中的未知种属C#’E!

U 基于 VWX的研究方法

UYZ ?:)G)L;?方法

限制性内切核酸酶"又称限制酶,)65H(0-H02/6/A2/B-46.56="特异的结合于一段 >*+的识别序列或其

附近的特异位点上"并在此切割双链 >*+C#[E!因此"特定的限制性酶谱图可以对群落中的微生物加以区

分!?:)G)L;?,?:)G(65H(0-H02/3(.176/H46/1HI824972(8I0575=法是将 ?:)引物中的一条加以荧光标

记"反应后用合适的限制酶切O电泳分析"再根据片断的大小不同以及标记片断种类和数量的不同分析群

落的结构及组成多样性C#\E!现在很多研究人员利用 #$%()*+来研究土壤微生物的多样性C#$]#FE!该技术还

可以用来监测因环境改变而引起的微生物种群的变化!耕作过的土壤中的微生物种群结构的变化越来越

多的引起人们的重视">QNQ B̂-_469C&PE等人提取土壤中微生物的 )*+"通过标记过的不同引物扩增"确定

#$%()*+的丰度!同时可以根据 ?:)扩增的 #$%(>*+的荧光标记末端多形态限制性片断,34B2(65-6/H49

H.116AH6(70/.4(65H(0-H02/3(.176/H46/1HI824972(8I0575"SG)L;?=来判断微生物群落的生态状况!

UYU ?:)G%%:?方法

?:)G单链构象多态性 研 究,50/1465H(./A-2/32(7.H02/.4824972(8I057"?:)G%%:?=方 法 本 来 是 用 于

临床鉴定基因突变"近年来被应用到微生物生态学的研究C&#]&’E!单链 >*+片段呈复杂的空间折叠构象"
这种立体结构主要是由其内部碱基配对等分子内相互作用力来维持的!当有一个碱基发生改变时"会或多

或少地影响其空间构象"使构象发生改变!空间构象有差异的单链 >*+分子在聚丙烯酰胺凝胶中受排阻

大 小不同!因此"通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳,?+@‘="可以非常敏锐地将构象上有差异的分子分离

开!%%:?技术刚建立时是将同位素掺入 ?:)扩增物中"通过放射自显影来显示结果!这给该技术的推广

造成一定的困难!随着>*+银染方法与?:)G%%:?结合"尤其是直接溴化乙锭染色方法的应用"使得该方

法大大简化!由于 )*+有着更精细的二级和三级构象"这些构象对单个碱基的突变很敏感"而且 )*+不

易结合成双链"可以较大量的进行电泳"有利于用溴化乙锭染色"一部分研究人员转而利用 )*+来研究!
但该方法增加了一个反转录过程"还需要一个较长的引物"内含有启动 )*+聚合酶的启动序列"从而相对

地 增 加 了 该 方 法 的 难 度!%%:?方 法 包 括 \个 步 骤ab 提 取 样 品 基 因 组 >*+cd用 真 细 菌 通 用 的 扩 增

#$%(>*+的引物,\eG+@+@SSS@+S::S@@:S:+@G’e和 \eGSS+::@:@@:,Sf@=@:S@@:+:G’e"相

应于 #$%(>*+序列的 D到 &g和 \’’到 \#\=扩增 #$%(>*+ch将扩增后的产物变性"形成单链的>*+ci
用聚丙烯酰胺凝胶电泳将不同的片断分离cj回 收 >*+"测 定 不 同 条 带 的 序 列"同 基 因 文 库 的 #$%(>*+
序列比较"确定微生物的种属!L(./_%-Ik0616(等人通过对根系微生物的分析表明 ?:)G%%:?可以很好

的分析微生物群落的动态变化"并应用此方法研究了种植对土壤微生物群落的影响C&[E!%.J0/6?6H6(5等人

用该法研究群落的演替和菌种的多样性"并同传统的培养方法比较指出 ?:)G%%:?方法避免了传统培养

的费时费力以及误差大的干扰"适合对微生物群落结构和演替的分析C&\E!
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!"# $%&’())*方法

同 $%&’++%$法 一 样,$%&’变 性 梯 度 凝 胶 电 泳,-$%&’(./01234/5)3064./1).7*7.8139:;93.<4<,

$%&’())*=或$%&’温度梯度凝胶电泳-$%&’>.?:.30123.)3064./1).7*7.8139:;93.<4<,$%&’>))*=一

开始也是在医学上用来检测基因突变,后来被广泛应用于微生物生态的研究@同样大小的 (AB序列由于

含有的碱基不同,各片断的 >?也就不同@甚至一个碱基对的不同,都会引起 >?很大的差异@())*或

>))*就是应用这种差异来区分不同的基因序列@这种电泳方法在聚丙烯酰胺中加入甲酰胺-())*=,从

正极到负极梯度递加-浓度可随试验要求改变=,或是形成温度梯度->))*=@电泳中的 (AB到达它的变

性甲酰胺浓度或温度时,双链部分解开,造成泳动速度发生变化,从而达到分离效果@而且染色后的凝胶用

成像系统分析,还可以半定量地测定样品(AB浓度的大小,反映微生物群落组成的变化@该方法扩增环境

样品的 CD+3&AB的部分基因序列-CEEFGEEH:=,通过 ())*或 >))*分离,收集不同条带的 (AB测序,
再同基因文库中的现有序列比较,即可确定微生物的种类@该方法的要点在于 $%&引物的选择@由于扩增

的环境样品成分复杂,所以研究人员都选择了核糖体小亚基的 (AB的保守序列作为引物@由于电泳的限

制,被分析的片断不能大于 GEEH:@为了便于电泳的分析,提高分辨率,引物的 IJ端有一个 GEH:左右的发夹

结构,提高了引物合成的成本@

K280898974/等人用 $%&’())*方法监测了意大利香肠的自然发酵过程中微生物群落结构的变化@
通过对不同引物的比较,确定了$CL$M这对引物@他们的试验打破了研究传统发酵中由于不能被培养微生

物无法分离而导致的阻滞不前的状况NMDO@P./<Q071.3等人用 $%$’())*法分析了人类粪便中的乳酸菌

-RSTUVWSTXYYZ[=L微球菌-\]̂XVTVTTZ[=L明串珠菌-R]ZTV_V[UVT=以及魏斯氏菌-‘][[]YYS=@他们选用的引物为

708CL708M)%,试验表明,这对引物可以很好的分离不同的(AB片断@该法提供了检测肠道微生物菌群状态

以 及演替的简便L快捷又可靠的方法NMaO@Kb(b&0<?2<<./提取了湖底沉积层的微生物 (AB,对其进 行

$%&’())*分析@他们扩增的是原生动物 c4/.19:70<1460的特异性 MG+3(AB,选取了不同的引物@结果表

明,该法对亦可以用于研究环境中的原生动物的群落结构和多样性NMdO@
基于 $%&的方法有很多,以上例举的几种是现代微生物生态学常用的方法@他们的共同点是首先提

取环境样品的核酸,然后用合适的引物扩增@环境样品的核酸提取效率迄今仍是研究是重点之一,这在土

壤微生物生态中尤其重要@很多工作者都将研究重点放在提高核酸的提取效率上@最初采用的方法主要是

剧烈的机械打碎以及超声波破碎细胞NMe,fEO@但是这种方法得到的 (AB片断一般在 IcFCEc大小,不适合

作微生物的群落分析NfCO@微生物细胞与环境中的土壤颗粒L粘土以及有机物接合紧密,这对高效率提取核

酸造成了很大的困难@同时,腐植酸对 (AB的检测和定量也有很大的影响,主要表现在抑制 (AB高温聚

合酶的活性NfM,ffO,干扰限制酶的位点识别NfGO,降低转化效率NfIO以及 (AB杂交的特异性NfDO@由于腐植酸难

以去除,(AB样品的纯化也成为研究的重点之一@P4g;9/5h;92等人研究了各种提取方法,他们将土壤样

品 (AB提取分为细胞裂解粗提(AB和纯化两个步骤,并将几种方法进行比较,建立了一种对大多数土壤

样品简单L快速L高效的基于 +(+的提取方法NfaO@很多实验表明,现在能够从土壤样品中提取出超过 eEi
的 3(ABNfdO@

基于 $%&技术的方法解决了由于 jAk%状态而导致大部分环境微生物不能被鉴定出来的状况,各个

方法已经建立了比较成熟的技术@几种方法的应用大大推进了微生物生态学的研究,是当今该领域应用最

为广泛的方法@但是它们也存在着共同的不足lm环境样品在提取核酸前的厌氧或室温存放不可避免的导

致其样品中微生物的变化,冷冻可以减缓变化,但是不能存放时间过长,真菌在 EFG摄氏度仍可以观察到

明显的生长现象NfeO@n每次提取 (AB的效率不同,造成结果重复性差NGEO@o某些原核生物细胞比其他细

胞容易裂解,引起裂解程度不均一,使得不易裂解的细胞的丰度估计过低NfeO@p引物对不同样品的扩增效

率不同,引起丰度估计偏差NGC,GMO@q理论上,对真核生物的分析应该象原核生物一样进行,但是由于真核生

物的核糖体的编码基因以及调节机制比较复杂,对其的研究还不够透彻,现今应用在真核微生物生态学的

分析上还是比较少NGfO@

# rstu谱图分析
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磷 脂脂肪酸!"#$%"#$&’"’()*++,*-’(./0123谱图分析4脂肪酸!1*++,*-’(.5123谱 图 以 及 甲 基 脂 肪

酸酯!)*++,*-’(67+#,&7%+78.12593谱图分析在群落动态分析上的应用也是十分广泛:磷脂是构成生物

细 胞 膜 的 主 要 组 分.约 占 细 胞 干 重 的 ;<.!07-#7=*&’785/>?@@0’"’(%’AB*-+78’*&+*C$A$6,D*

+*C$A$6’%+E%=’7FGH8’+’-I7=5’-8$B’$&;J>K?LM>K3在细胞死亡时.细胞膜很快被降解.磷脂脂肪酸被迅

速的代谢掉.因此它只在活细胞中存在.十分适合于微生物群落的动态监测:另一个重要因素是脂肪酸具

有属的特异性.特殊的甲基脂肪酸已经被作为微生物分类的依据:磷脂脂肪酸谱图分析法首先将磷脂脂肪

酸部分用 N&’O#和 P,78法提取出来QRRS.然后用气象色谱分析.得出 /012谱图:群落的微生物结构发生变

化.即可以通过谱图的变化得到快速有效的监测:甲基脂肪酸酯是细胞膜磷脂水解产物.该法是利用 5TPT
系统!一种气相色谱分析系统3分析出全细胞的 1259谱图:UGHGV’&W’A%$A等人用 /012谱图法找出了

微生物群落结构与树木根系的关系QR;S:PG9G0*AOF$8+#,等人利用/012谱图.分析了多环芳香碳水化合

物!/$&,-,-&’-*8$6*+’-#,(8$-*8B$A%/2X3在环境中的微生物降解QRYS:U#78’(*AZ’((X**-W等人通过试验

验 证 了 1259谱 图 法 分 析 土 壤 微 生 物 群 落 的 可 行 性.还 同 时 进 行 了 生 物 量4分 类 结 构 的 试 验.结 果 表 明

1259谱 图 法 能 够 检 测 出 土 壤 微 生 物 群 落 细 微 变 化.为 人 们 提 供 了 一 个 检 测 土 壤 微 生 物 群 落 的 常 规 方

法QR@S:2G[GV78W78.9GIGX*&&等人利用512谱图分析法来估计生物方法处理废水时固体颗粒的微生物

群落的生态结构:他们从固体颗粒提取脂肪部分.用毛细管气象色谱仪分析脂肪酸包含的酯类.得出微生

物生物量及其细微群落结构QR\S:

/012方法适合跟踪研究微生物群落的动态变化.能够快速有效的从环境样品种提取大部分脂肪酸.
但是也有其局限性:第一.他不能从种的水品上鉴定微生物.只能鉴定到属]第二.这种方法强烈的依赖于

标记脂肪酸.标记脂肪酸变化导致错误的群落变化估计.因此操作过程需要十分谨慎.防止人为因素的干

扰:第三.细菌和真菌在不同的生长时期以及环境压力下的脂肪酸含量有所变化.给监测带来困难QR̂S:

_ 其他分析方法

[*8&*A(和 5’&&%提出了一种研究异养微生物群落代谢多样性的方法‘‘N’$&$O6’-8$"&*+7%QR?.;KS:这

种方法是基于微生物群落对 ?;种不同碳源的利用度来描述群落中微生物动态变化:微平板中有氧化还原

指示剂和 ?;种不同的碳源.加入样品后.由于样品对每种碳源的呼吸能力不同.导致的氧化剂颜色变化不

同.用分析系统分析结果.就可以得出群落代谢的变化情况:这样.这种碳源利用度的信息就可以用来研究

不同环境条件引起的微生物群落的变化:

2GaG/*&$6*87%等人建立了一个和真核生物荧光素酶基因耦合的热调系统分析质粒转移Q;>S:他们将

bcd4bcdef基因与 g噬菌体右启动子 ghi融合.在温度敏感抑制子 db\;@的控制下表达:微生物适应新环

境以及新的环境选择压力的能力很大程度上是通过基因的水平传播来改变的.这是远远多于微生物由于

点突变的积累而形成的基因功能的改变从而适应环境的情况:现在人们越来越多关注致病菌的对抗生素

抗性.而这种情况的产生和一些基因改造过的微生物被释放到环境中有很大的关系:在对微生物进行基因

改 造 的 时 候.经 常 用 抗 生 素 法 来 筛 选 目 的 菌 株.这 样 就 将 很 多 抗 抗 生 素 的 基 因 传 播 到 环 境 中:2GaG

/*&$6*87%建立的系统成功的避免了抗生素筛选转化结合子带来的环境微生物生态的变化:

j 组合应用

以上几种方法是近几年来常用的微生物生态学研究的方法:在解决实际问题的过程中.往往不拘泥于

一种方法:kGI$%%等人收集了地下水中的微生物.让它们在陶瓷表面形成生物膜.并分别分析地下水中的

微生物群落以及生物膜的微生物群落:他们采用 UUH/方法和 N’$&$O6’-8$"&*+7%法研究它们的遗传多样

性和代谢多样性Q;MS:2G5*8WTB7WF7等人研究薰剂对土壤微生物的影响时同时采用了 /HIDP[[9法和

/012谱图法Q̂@S:各种方法组合应用.避免了由于方法原理本身所带来的不可避免的偏差.提供了更加全

面的群落组成4变化方面的信息.必将成为今后研究的有力工具:

l 总结

一系列现代生物化学以及分子生物学技术应用于微生物生态学研究.大大加速了该学科的发展速度:
综上所述.可知微生物生态学向纵深发展过程中方法学的重要性:可以预见.新的研究方法的灵活运用.必
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