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摘要W由于从环境样品中分离和培养细菌的困难3分子生物学方法已发展用来描述和鉴定微生物群落_近

年来基于 X.%方法的群落分析得到了迅速的发展3如 Y&n扩增技术3克隆文库法3荧光原位杂交法3限制

性酶切片段长度多态性法3变性和温度梯度凝胶电泳法_

X++(已广泛用于分析自然环境中细菌{蓝细菌3古菌{微微型真核生物{真核生物和病毒群落的生物

多样性_这一技术能够提供群落中优势种类信息和同时分析多个样品_具有可重复和容易操作等特点3适

合于调查种群的时空变化3并且可通过对切下的带进行序列分析或与特异性探针杂交分析鉴定群落成员_

X++(分析微生物群落的一般步骤如下W一是核酸的提取3二是 ;L-=n.%3;#-=n.%或功能基因如

可容性甲 烷 加 单 氧 酶 羟 化 酶 基 因6??0z:和 氨 加 单 氧 酶 |[亚 单 位 基 因6<?0%:片 段 的 扩 增3三 是 通 过

X++(分 析 Y&n产 物_X++(使 用 具 有 化 学 变 性 剂 梯 度 的 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶3该 凝 胶 能 够 有 区 别 的 解 链

Y&n扩增产物_由 Y&n产生的不同的 X.%片段长度相同但核苷酸序列不同_因此不同的双链 X.%片段

由于沿着化学梯度的不同解链行为将在凝胶的不同位置上停止迁移}V~_X.%解链行为的不同导致一个凝

胶带图案3该图案是微生物群落中主要种类的一个轮廓_X++(使用所有生物中保守的基因片段如细菌中

的 ;L-=n.%基因片段和真菌中的 ;#-=n.%基因片段_
然而同其他分子生物学方法一样3X++(也有缺陷3其中之一是只能分离较小的片段3使用于系统发

育分析比较和探针设计的序列信息量受到了限制_在某些情况下3由于所用基因的多拷贝导致一个种类多

于一条带3因此不易鉴定群落结构到种的水平_此外3该技术具有内在的如单一细菌种类 ;L-=X.%拷贝

之间的异质性问题3可导致自然群落中微生物数量的过多估计_

X++(是分析微生物群落的一种有力的工具_不过为了减少X++(和其它技术的缺陷3建议研究者结

合 X++(和其它分子及微生物学方法以便更详细的观察微生物的群落结构和功能_
关键词WX++(M微生物生态学MY&nM=n.%
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_̂‘abcdaXefghijfklmnfopllpgiqmrhjjkgphmfospmnpjkqhmptuhtogiqmivptuwhgmfvphlvkx ftypvktxftmhq

jhxzqfj.hqmfvthmpyfxfmnkojwhjfoktxkqfgiqhvmfgntp{ifjnhyfwfftofyfqkzfomkofjgvpwfhtopoftmplr

xpgvkwphqgkxxitpmpfj=|fgftmrfhvjnhyfspmtfjjfohvhzpoofyfqkzxftmkl}~!"whjfoxfmnkojlkv

gkxxitpmr hthqrjpjjign hj#$| hxzqplpghmpkt. gqktfqpwvhvpfj. lqikvfjgftm#%"1#5A nrwvpopjhmpkt.

vfjmvpgmpktlvhuxftmqftumnzkqrxkvznpjx.ofthmivptuhtomfxzfvhmivfuvhopftmufqfqfgmvkznkvfjpj=

}%%&nhjwfftspofqrijfopththqr’ptumnfwpkopyfvjpmrklwhgmfvphq.grhtkwhgmfvphq.hvgnhfhq.

zpgkfi(hvrkmpg.fi(hvrkmpghto ypvhqgkxxitpmpfjpt thmivhqnhwpmhmj=)npjmfgntp{ifght zvkypof

ptlkvxhmpktktmnfzvfokxpthtmjzfgpfjpthgkxxitpmrhtohthqr’fxiqmpzqfjhxzqfjjpxiqmhtfkijqr=)nf

vfzvkoigpwpqpmrhtofhjf"klijfklmnpjmfgntp{ifzfvxpmptyfjmpuhmpktklmnfjzhmphqhtomfxzkvhqyhvphwpqpmr

klmnfzkziqhmpkthtopoftmplpghmpktklgkxxitpmrxfxwfvjwrjf{iftgptuklf*gpjfowhtojkvwr

nrwvpop’hmpkththqrjpjspmnjzfgplpgzvkwfj=

)nfuftfvhqzvkgfoivflkv}%%&hthqrjpjklgkxxitpmpfjklxpgvkkvuhtpjxjpjhjlkqqksjX+pvjm.

tigqfpghgpof*mvhgmpkt<,fgkto.hxzqplpghmpktkluftfjftgkoptumnf67,v|~!.6-,v|~!kvlitgmpkthq

uftfjjignhjxxk..hxk!<)npvo.hthqr’f#$|zvkoigmjwr}%%&=}%%&fxzqkrjhzkqrhgvrqhxpof

ufqspmnhgnfxpghqofthmivptuuvhopftmmnhmopllfvftmphqqrxfqmjmnf#$|hxzqplpfozvkoigmj=)nfopllfvftm

}~!lvhuxftmjuftfvhmfowr#$|hvfklmnfjhxfqftumnwimopllfvptmnftigqfkmpofjf{iftgf=)nfvflkvf.

mnfopllfvftmokiwqfjmvhtofo}~!lvhuxftmjspqqjmkzxpuvhmptuhmopllfvftmzkjpmpktptmnf}%%&ufqoif

mkmnfpvopllfvftmxfqmptuwfnhypkvhqktumnfgnfxpghquvhopftm=)nfopllfvftgfjptmnfxfqmptuwfnhypkvkl

mnf}~! qfhomkhwhtoptuzhmmfvt.snpgnpjhzvklpqfklmnfzvfokxpthtmjzfgpfjzvfjftmptmnf

gkxxitpmr=}%%&impqp’fjhuftflvhuxftmgktjfvyfohxktuhqqkvuhtpjxjlkvf*hxzqf67,v|~!uftf

lvhuxftmlkvwhgmfvphhto6-,v|~!lkvlitup=

/mxijmwffxznhjp’fomnhm.hjspmnkmnfvxkqfgiqhvxfmnkoj.}%%&pjtkmlvffklwphjfj=0tfkl

mnfjfwphjfjpjmnhm}%%&hqqksjjfzhvhmpktktqrkljxhqqlvhuxftmj.snpgnqpxpmjmnfhxkitmkljf{iftgf

ptlkvxhmpktlkvznrqkuftfmpggkxzhvpjkthjsfqqhjzvkwfofjput=/tjkxfgpvgixjmhtgfj.poftmplpghmpktkl

gkxxitpmrjmvigmivfmkmnfjzfgpfjqfyfqpjzvkwqfxhmpgoifmkxiqmpzqfgkzpfjklmnfuftfklptmfvfjm

vfjiqmptuptxkvfmnhtktfwhtopthjptuqfjzfgpfj=/thoopmpkt.mnpjmfgntp{ifghvvpfjmnfptnfvftmzvkwqfx

klnfmfvkuftfpmrwfmsfftgkzpfjkl.lkvf*hxzqf.mnf67,v}~!pthjptuqfwhgmfvphqjzfgpfj.snpgnqfhoj

mkhtkyfvfjmpxhmpktklmnftixwfvklxpgvkwfjspmnptthmivhqgkxxitpmpfj=

}%%&pjhzksfvliqmkkqlkvmnfhthqrjpjklxpgvkwphqgkxxitpmpfj=1ksfyfv.ptkvofvmkvfoigf

zkmftmphqwphjfjhtoqpxpmhmpktjkl}%%&htokmnfvmfgntp{ifj.pmpjjiuufjmfomnhmvfjfhvgnfvjgkxwptf

}%%&spmnkmnfvxkqfgiqhvhtoxpgvkwpkqkupghqmfgntp{ifjmkkwmhpthxkvfofmhpqfoypfsklxpgvkwphq

gkxxitpmrjmvigmivfhtolitgmpkt=

23456b7‘X}%%&<xpgvkwphqfgkqkur<#$|<v|~!
文章编号X6888"88::V988:G8-"6E76"88 中图分类号X98:- 文献标识码X!

对于微生物多样性及其在自然生态系统中作用的了解仅依靠传统的微生物学方法如显微镜:培养方

法等是不够的.因为微生物形态简单.缺乏明显的外部特征<而依据生理生化特征对微生物进行分类鉴定

也几乎是不可能的.因为大多数自然环境中的微生物由于难于模拟其生长繁殖的真实条件而不能获得纯

培养;6<=因此.为了更好的了解微生物多样性及其在自然生态系统中的作用.需要其他的补充技术=
分子生物学方法的应用使我们能够在遗传水平上研究微生物的多样性=原核生物的 67,v}~!序列

可被用于推断系统发育关系.并通过与数据库比较.鉴定未知的微生物;9<=因此.对 67,v|~!基因进行克
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隆和序列分析成为探索自然环境样品中微生物多样性的有利方法!"#$使用该方法使人们了解到用传统方

法不足以得到的更加丰富的微生物多样性$但是微生物多样性的研究只是微生物生态学的一个方面%研究

较长一段时期内或环境被其他因素干扰后微生物群落中种群的变化又是另一方面&为此克隆方法因费时

和劳动强度大而不适用&用特定的寡核苷酸探针的杂交技术研究种群的动态较为适当$然而&探针往往只

针对某一特定的种群&所以研究自然生态系统中不同微生物的多样性和监视微生物群落的动态需要其他

的分子生物学方法$
遗传指纹技术依据独特核酸物质的分离提供微生物群落多样性的图案或轮廓!’#$通常微生物群落的

遗传指纹技术包括 "个步骤&一是核酸的提取&二是基因扩增&三是通过遗传指纹技术如 ())*分析 +,-
产物$())*使用具有化学变性剂.尿素和甲酰胺的混合物/梯度的聚丙烯酰胺凝胶&该凝胶能够有区别的

解链 +,-扩增产物$由 +,-产生的不同的 (01片段长度相同但核苷酸序列不同$因此不同的双链 (01
片段由于沿着化学梯度的不同解链行为将在凝胶的不同位置上停止迁移!2#$(01解链行为的不同导致一

个凝胶带图案&该图案是微生物群落中主要种类的一个轮廓$())*使用所有生物中保守的基因片段如细

菌中的 3456-01基因片段和真菌中的 3756-01基因片段$
自从 388"年 ())*被引入微生物生态学以来!4#&该技术被广泛地用作分子工具比较微生物群落的多

样性和监视种群动态!9#$本文综述 ())*在微生物生态学中的应用&讨论该技术的限制因素&并展望其应

用前景$

: 分析群落多样性

())*用于确定总的细菌群落或独特种群的遗传多样性$;<=<>等用 +,-扩增的 3456(01片段的

())*分析制药过程中使用的从自来水通过离子交换制备的纯净水中细菌的多样性!7#$群特异性 +,-和

())*用于分析不同土壤中放线菌群落&通过先用放线菌特异性引物扩增随后用细菌引物进行二次 +,-
作者能估计细菌群落中放线菌的代表!8#$0?@AB等设计了一对专门扩增蓝细菌 3456(01片段的引物&结

合())*分析这些片段可测定非无菌培养物C地衣和复合微生物群落中蓝细菌的多样性!3D#$5<BBAE等用设

计 的伯克氏菌属.FGHIJKLMNHOI/特异性引物进行的 +,-P())*检测和分析两块草地样地中 FGHIJKLMNHOI
属群落的多样性揭示主体和根际土壤样品中生物多样性的不同!33#$

())*分析扩增的 3456(01片段被用于研究丹麦 Q<6><RA6STU6V的分层水柱中硫酸盐还原细菌的

存在与活力!3W#&其原理是从环境(01获得的+,-产物将证明不同细菌种群的存在&而扩增6-01的产物

将 表明这些细菌种群中哪些是有活性的$())*比较不同深度核酸的 +,-和 -XP+,-产物表明对 6-01
的 ())*图案中有两条带不存在于对 (01的 ())*图案中&从这一结果作者得出结论&或许两种有活性

的细菌种群数量低$类似的方法用于调查发育的菊根对根际中细菌种群与活力的影响!3"#$
通过 ())*图案与分类单元特定的寡核苷酸探针的杂交分析&或对切下 ())*带的序列分析可进一

步鉴定群落成员$+,-P())*图案与属和群特异性寡核苷酸探针杂交用于分析研究土壤 YZ对氨氧化菌

组成的影响!3’#$())*用于研究变质的生物磷去除反应器中微生物的多样性&通过序列分析切下的())*
带&发现与已知种类无密切关系的一新群 [P变形杆菌!32#$

使 用 +,-P())*及克 隆 和 序 列 分 析 可 获 得 更 多 有 关 微 生 物 群 落 成 员 特 性 的 信 息$\]@>6<B等!34#用

())*研究地中海西部 "种过滤海水部分.总的细菌种群&大于 D̂W_‘的细菌部分和 D̂W_‘滤液/中每

一部分的细菌群落结构&结果表明&D̂W_‘过滤性和总的细菌种群的主要区带的 ())*图案是不同的$

())*图案中代表 D̂W_‘过滤性细菌的片段主要是海洋细菌的饥饿形式而不是超微型细菌$序列分析切

下的和克隆的 ())*轮廓中的 (01带显示 D̂W_‘过滤性细菌的系统发育起源&主要与已知的C典型的

aP和 bP变形杆菌中的海洋分离菌和噬纤维菌属P黄杆菌属P拟杆菌属.,Sc/聚成群$用())*结合克隆和序

列分析研究厌氧条件下降解稻草的细菌群落的结果表明&稻草在水稻田土壤中培育 32V后定居和降解稻

草的细菌群落形成&其优势种群为不同的梭菌群&尤其是d&e&f\<群!39#$
更为综合的方法&包括分子生物学和微生物学等多种方法的应用&能更实际地揭示微生物群落的结构

和功能$())*与平板培养结合分析土豆内生细菌群落的多样性&())*图案揭示有限复杂性群落的存

"4237期 马悦欣等g变性梯度凝胶电泳.())*/在微生物生态学中的应用
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在!土 豆 茎 部 与 茎 皮 和 根 部 的 典 型 群 落 不 同!出 现 的 内 生 有 机 体 属 于 "#!$#和 %#变 形 杆 菌 及 厚 壁 菌 门

&’()*(+,-./0!几种序列与分离菌相一致!而一部分序列与分离菌不同1此结果表明分子方法能检测可培养

有 机 体 和 不 可 培 养 或 尚 未 培 养 的 内 生 有 机 体234516789等 用 菌 落 形 态:;<=>:>?;扩 增 3@AB;CD的

EFFG和 最 大 限 度 的 分 析 3@AB;CD基 因 序 列 比 较 有 毒 和 无 毒 甲 藻 HI.JKLM)(,*NOOP和 Q+)(RR/(.IIK

-)S+TS(M.)培养物中细菌的多样性!结果认为!许多不同的细菌种类与甲藻有关!其中有些种类是调查藻共

有的!而另一些种类对特定的藻是专一的23U51通过依赖和不依赖培养方法评价田间生长植物种类的叶际微

生物群落!>?;#EFFG表明!同一植物种类不同个体上的微生物群落结构是相似的!但不同植物种类的是

独特的1通过克隆和序列分析优势 EFFG带鉴定 V(-),//(L./(/的叶际细菌发现一些序列是从前未描述的

种类2WX51

YZB[\
1
N等2W35首次进行了古菌 BECD的 EFFG!他们用域特异性引物研究在挪威 ][B7]_̂‘̂_湖中细菌

和 古 菌 的 分 布!对 两 域 的 成 员 发 现 了 相 反 的 结 果!细 菌 的 多 样 性 随 深 度 降 低!而 古 菌 的 多 样 性 则 增 加1

EFFG图案与群专一性寡核苷酸探针杂交分析表明!硫酸盐还原细菌和甲烷微生物的存在1>?;#EFFG
和克隆文库的构建结合分析两种不同的变质的古代壁画中古菌群落!序列分析证明特征明确的嗜盐性和

嗜碱性古生菌的存在2WW51
至今只有少数报道用 >?;#EFFG研究真核生物的多样性1>?;扩增 34ABECD片段的 EFFG被用

来研究海岸沙丘区固沙植物 H**SRT(IKK).LK)(K的真菌感染!切下 EFFG带与真菌分离物的 ECD序列

比 较揭示了当时未知的多样性2Wa51用 34ABECD片段的 EFFG比较荷兰浅淡水湖系统不同水体真核生物

的多样性!特有的群落轮廓与一定的环境条件!如有机质和藻类色素的含量呈良好的相关性2Wb51EFFG分

析真菌特异性引物 >?;扩增真菌 34ABECD研究挪威枞树残干样品木材栖居真菌的多样性并与相同腐烂

柱菌丝培养物调查研究进行比较!认为两种根本不同的技术显示出不同的真菌多样性!表明用 EFFG分析

环境样品得到的真菌种类轮廓的研究可改进难于培养真菌的检测2Wc51同样的方法用于研究森林系统中真

菌的多样性2W@51

Ed[e等2Wf5首次用 EFFG研究海洋中微微型真核生物群落的多样性!真核生物特异性引物 >?;扩增

34ABECD片段的 EFFG指纹用于比较不同时间从地中海西南部一观测站采集不同深度样品的微微型真

核生物的多样性!结果垂直的轮廓有很大不同!而同一深度时间上的差异不显著1通过切下 EFFG带的序

列分析研究一表面样品中微微型真核生物的系统发育组成!将其结果与相同样品的克隆文库和末端限制

性片段长度多态性指纹分析进行比较!用 a对不同的引物进行的 a种基于 >?;的方法揭示了非常相似的

群落组成1

Ag7B‘等2W45用藻类病毒特异性 >?;引 物 扩 增 ECD多 聚 酶&O780基 因 片 段 的 EFFG研 究 了 不 同 地 理

位置病毒群落的多样性1

h 研究群落动态

使用 EFFG可同时分析多个样品!使该技术成为监测微生物群落动态的一种强有力的工具1A_g\i[B
等2WU5用 >?;#EFFG评价沿?\‘\8\j海岸&Ck l[9̂‘[BB\j[\j0浮游细菌组成空间上的不同!依据EFFG带

的存在和其相对强度!与 m\B_[87j\港内样品比较!沿岸样品具有明显不同的细菌群落1通过 >?;#EFFG
监视两种拮抗菌接种物在转基因土豆根际定居后对土著微生物群落的影响!接种和未接种土豆的根际和

块 茎 表 面 群 落 的 EFFG图 案 在 任 何 采 样 时 间 都 没 有 呈 现 差 异!两 接 种 菌 也 没 有 成 为 细 菌 群 落 的 主 要 成

员2aX51>?;#EFFG用于分析铁缺乏和铁充足条件下大麦根不同部位的细菌群落!结果根际的细菌群落在

不 同 部 位 有 很 大 不 同!并 且 根 际 群 落 可 因 植 物 铁 营 养 状 况 变 化 引 起 的 根 渗 出 物 组 成 的 变 化 而 改 变2a351

Ei\B‘[等2aW5研究了土壤中含硫烃对细菌群落结构变化的选择性效果1>?;#EFFG分析取自沿含硫油浓度

梯度污染的土壤和用含二苯噻吩&Emn0石油处理的土壤小生态系的样品表明!随着土壤中油含量的增加!
分子群落轮廓中所检测带的数目减少!并且用含 Emn石油处理后的分子群落随时间逐渐变化!而未处理

土壤的分子群落轮廓随时间多半是稳定的1>?;#EFFG用于研究长期汞污染对土壤微生物群落的影响!
以带的数目和丰度表示的群落结构和多样性沿汞梯度发生改变和降低2aa51=\O\B\等2ab5研 究 了 升 高 温 度
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对好氧生物废水处理过程中细菌群落结构和功能的影响!"##$分析细菌群落揭示每一温度支持独特的

细菌群落%&’()"##$用于分析华盛顿州东部 *种土壤中细菌群落结构和多样性%结果表明!管理和农学

实践对细菌群落结构的影响比年降水量更大+,-.%/01123等+,4.使用 &’()"##$研究了用滤光器排除紫外

5678对温泉微生物丛中微生物组成和光合作用能力的影响!结果在 *9:*;<于 =:,个月期间内有或无!
高或低辐射对微生物群落组成没有明显影响!但免受紫外辐射影响的表层蓝细菌的光合作用能力与保持

在紫外辐射下的相比降低%

>?@ABC1等+,;.用 &’()"##$研究中等生态系统实验中营养对地中海细菌群落活力和多样性的影响!
细菌群落的来源于 "/D和 (/D的 "##$指纹随时间的变化表明不同培养期细菌群落组成和最有活力

细菌种群的变化!来源于 (/D图案中的主要 "##$带 的 序 列 与 E)!F)!G)变 形 杆 菌 和 ’HI的 成 员 的 =4>

1(/D基因序列类似%

IAJ0和K0LL2MANO@+,P.通过用群特异性引物对&’(扩增 =4>1(/D基因和二次 &’()"##$研究了北

冰洋中 F)变形杆菌亚门的氨氧化菌的空间分布和多样性!结果认为!该群菌多样性低!海洋有 QRSTUVUVWUTX
特征的有机体占优势!北冰洋西部区域多样性似乎较高!该区受经 IC12JO和 ’@NY?@2海太平洋流入物的影

响%在连续 ZK降低的稍酸性[泥炭的牧场土壤的贫瘠营养经营期间应用独特的 &’(!"##$!克隆及序列

分析和探针杂交分析直接从土壤获得的 1"/D序列监测 F)变形杆菌中的氨氧化菌的群落变化+,\.%>2]CY
等+*9.使用 "##$[克 隆 和 序 列 分 析 =4>1"/D!荧 光 原 位 杂 交5Ĥ>K8研 究 一 中 等 营 养 水 库 中 减 少5_

9‘Pa]处理8或增强5_-a]处理8原生动物吞食后浮游细菌群落的变化!两处理样品的细菌群落组成明显

不同!其变化与原生动物吞食有关%克隆文库和 "##$的 =4>1"/D片段的序列分析用于研究 ,个不同季

节北冰洋样品的浮游细菌群落的系统发育组成+*=.%

bN?Y等+*c.通过多种方法分析加拿大北方两种环境)dNNeeNOO!fN?g和 DLC1h!/NAiNh石油烃污染和非

污染土壤中冷适应细菌群落!"##$分离土壤总群落 =4>1"/D的 &’(片段!依据所观察带的总数目揭

示了高水平的 细 菌 多 样 性!树 状 图 分 析 以 地 理 位 置 为 基 础 聚 成 群!污 染 对 总 的 微 生 物 的 多 样 性 产 生 负 影

响%通 过 聚 类 分 析 用 I20L0O#/平 板 产 生 的 群 落 水 平 上 的 生 理 轮 廓 样 品 依 据 底 物 氧 化 率 聚 成 的 群 与

"##$树状图相似!用依赖和不依赖培养分析恰好一致的结果加强了冷适应细菌群落的多样性主要决定

于样品的地理来源而不是石油污染水平的结论%’A3A]Aj01等+*,.通过显微镜[&’()"##$和 =4>1(/D
基因片段的序列分析!从时空上分析 ’230和 72LA1湖中的微生物群落%这两个湖的湖沼参数不同!从冬季

到春季种类组成变化明显!且优势群落成员不同!系统发育分析表明!新的细菌和古菌谱系的存在%在小生

态系统中用非培养方法5"##$和 &kHD8和 培 养 方 法5Îlkl#8研 究 了 使 用 熏 蒸 剂 溴 代 甲 烷5mCI18[甲

基异硫氰酸盐[=!,)二氯丙烯5=!,)"8和三氯硝基甲烷处理后微生物群落结构的变化%结果表明!mCI1对

土壤微生物群落影响最大!=!,)"影响最小+**.%KCNC1等+*-.连续三年通过 "##$和多种培养方法!与野生

型植物[不带有溶菌酶基因的转基因对照比较!分析了两株产生 n*溶菌酶保护其免受细菌感染的转基因

土豆系的根际细菌群落%所有方法揭示!与季节[试验地点或年但不是与转基因植物 n*溶菌酶表达相关的

环境因素影响根际群落%
分子微生物生态学中一个新的研究方向是分析编码酶的基因!通常这些基因比相对保守的 =4>1(/D

的 基 因 具 有 更 多 的 序 列 变 化!因 此 或 许 是 更 好 的 区 分 密 切 相 关 但 生 态 上 不 同 的 种 群 的 分 子 标 记+*4.%

ôA]0h0等+*;.用 &’(扩增 =4>1"/D的 "##$监视地下水经生物刺激处理细菌群落的变化%结果揭示!
开始处理后细菌群落被干扰!连续变化 *-p或 49p后形成不同于原始的相对稳定的群落结构%在野外试验

期间!"##$分 析 可 溶 性 甲 烷 加 单 氧 酶53mml8羟 化 酶5]]0q8基 因 片 段 以 监 视 数 量 上 占 优 势 的 含

3mml的甲烷营养型!"##$带的 ]]0q基因序列分析揭示生物刺激处理引起潜 在 优 势 的 含 3mml的

甲烷营养型从r型转变成s型%&’(扩增氨加单氧酶 E)亚单位的基因5A]0D8片段的 "##$及相关带的

序 列分析用来研究废水灌溉对氨氧化菌5DlI8群落组成和功能的影响!与肥料改良水5HDt8比较!用 废

水灌溉的土壤中 DlI的种群组成发生一致的改变!灌溉期末用 HDt 灌溉的土壤中具有 QRSTUVUVWRTX特

征的种群为优势种群!而废水灌溉土壤中具有 QRSTUVUuUvXV特征的种群为优势种群+*P.%

-4-=P期 马悦欣等w变性梯度凝胶电泳5"##$8在微生物生态学中的应用
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!"#$""等%&’(研究了土壤中不同程度污染的重金属对古菌群落的影响)通过 *++,比较不同样地的古

菌群落揭示随重金属污染的增加土壤中古菌群落的结构不同-克隆的 ./!0*12分析表明)与独特的和全

球分布的泉古生菌界的谱系有高度的相似性)从系统发育上与已知泉古生菌界的种类是不同的-

3"#,45"5等%67(用 *++,分析依据真菌特异性引物 89:扩增的 .;!0*12片段来研究土壤小生态

系中真菌群落的动态)真菌 <=>?@ABC=DE@E=F>EGHD的孢子和少孢节丛孢IJ=K@=ALAK=MNAO>PANQA=ER的菌丝

片段引入土壤后分别能存留 .&$和 S个月)淤泥肥土用含 *TU石油处理后可观察到随时间专一性真菌带

的逐渐选择)而未处理的土壤生态系则没有这种作用-

V 监测细菌的富集和分离

*++,适合监测微生物的混合培养物-W"XY5Z#等%6.(用 *++,揭示不同接种稀释物富集培养物中细

菌 种 类 的 变 化)接 种 物 稀 释 富 集 培 养 方 法 能 使 大 量 细 菌 种 类 的 检 测 和 分 离 比 常 规 富 集 培 养 技 术 容 易-

[0\]$0\X̂ 等%6S(研究模拟吸着相对菲降解的影响-作者建立了用固体有机相降低菲的生物有效性到不同程

度的富集培养物)在此条件下从污染土壤富集和分离的细菌通过 *++,和 ./!0*12片段序列分析)与含

沙或不含吸着固相的富集培养物的 *++,图案比较)从含不同吸着菲的固相的富集培养物中得到了不同

的 *++,图案)不同的固相富集选择不同的细菌)结果与假设栖居在相同土壤中不同的菲利用细菌或许是

适应不同的菲的生物有效性的结果相一致-,4_["#‘\Za55\%6b(发现)用利谷隆处理 .7"以上的土壤呈现出很

高的降解甲氧_甲基尿素除草剂的活性)而未处理的对照土壤则没有降解活力-因此认为)田间微生物群的

出现与土壤的长期处理有关)分离自处理土壤的富集培养物呈现独特的降解甲氧_甲基除草剂的活力-通

过 :U_89:的 *++,监测富集过程表明)需要多种细菌在合适的生理状态下完全转化利谷隆)对于利谷

隆的降解)几年的适应导致能完全转化利谷隆细菌群落的选择-多相的方法包括表型和系统发育分析研究

原型体微鞘蓝细菌Ic>?=A?AOCHN?@K@AGAQOENKCNR的相距遥远的田间种群和培养菌株的多样性-田间种群和

培养物的相等的 ./!0*12片段的 *++,图案及相似的形态证明)cd?@K@AGAQOENKCN代表无处不在的单一

的定义清晰的分类单元%6&(-

e *++,的缺点

*++,和其它方法一样也有它的缺点)除了微生物生态学中大多数分子生物学技术所面临的一般性

可 能的偏见外%66()*++,也有它特殊的限制性%6()其中之一是只能分离较小的片段I达 677fgR%6/()较长的

片段分离率下降)限制了用于系统发育分析和探针的序列信息量-不过 3"\#\Z和 h"#‘a4"%S6(发现)扩增不

同真菌的 ./67fg.;!0*12片段可通过 *++,获得较好的分离)作者解释为可能是较长分子中发生另外

的变化补偿分辨能力的降低-关于分辨率问题)*++,通常显示群落中优势种类的 0*12片段-.i左右

的细菌种群可通过 89:_*++,检测到%/(-j"#k和 90Zl4]m%b.(在研究与根不同部位相关的根际微生物群

落结构中发现)产生于根的所有部位得到的单条 ./!0*12带的克隆的序列分析揭示同一条带中有不同

的种类)表明 *++,在种水平上鉴定细菌群落结构是有限的-3"#,45"5%67(发现)依据 1!Sno[a#k60_9引

物对的 89:_*++,方法适合评价真菌接种菌株的命运)但评价土壤中总的真菌多样性明显限制在对有限

数量迁移类型的分辨-而具有不同序列 *12片段的共迁移%6p(对从单条带中得到清晰的序列是一个问题-
再一个问题就是依据 ./!0*12的 *++,研究群落多样性)由于某些种类 ./!0*12的拷贝之间的异质

性问题%6;(及异源核酸双链分子的检出%6’(可能会导致自然群落中细菌数量的过多估计-

q rsst在微生物生态学中的应用前景

目前 *++,在环境微生物学中是一种被普遍接受的进行微生物群落复杂性和行为研究的分子生物学

工 具-该技术具有可靠u可重复u快速和容易操作等特点-结合 89:扩增标记基因或其转录物I0:12和

v:12R的*++,能直接显示微生物群落中优势组成成分-由于它可同时对多个样品进行分析使之非常适

合调查微生物群落的时空变化)而且可能通过序列分析切下的带或通过与独特的探针杂交鉴定群落成员-
加之对这种技术作用的理论背景有很好的了解)如双链 *12在溶液中的解链行为的热动力学原理-使用

*++,可以了解环境被干扰后微生物群落或某种指示微生物的命运-功能基因作为分子标记的常规使用

能够用来鉴别密切相关但生态上不同的种群%&/(-末端标记的荧光 89:产物和区内I\#‘0"_4"#]R标准可用于
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检测稀少群落成员和便于样品与样品之间的精确比较!双梯度"结合聚丙烯酰胺梯度与变性剂梯度#$%%&
分析能获得更好的分辨率’()*!为减少各种不同技术的偏见和限制性+结合 ,-./$%%&和其它分子生物学

技术及微生物学方法’01+23+(0+(4*将更实际地揭示微生物群落的结构和功能!

5676869:6;<
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