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摘要：随着世界范围内流行性疾病以及我国空气雾霾事件的不断发生，空气生物性污染的研究开始受到高度重视，其研究方法

也随着分子生物学技术的快速发展而不断更新，由早期以生化技术为基础的研究方法转变为以现代分子生物学技术为基础的

研究方法。 文章综述了空气微生物群落多样性解析方法从培养到非培养的发展过程，包括培养技术法、ＢＩＯＬＯＧ 技术、生物标

记法、基因指纹图谱技术、核酸杂交技术、实时荧光定量 ＰＣＲ、空气微生物宏基因组学及基因芯片技术，阐述了这些技术的基本

原理，比较了各种技术的优缺点并重点介绍了它们在空气微生物群落多样性研究中的应用概况，最后展望了空气微生物学研究

的发展方向。
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随着世界范围内流行性疾病以及我国空气雾霾事件的频繁发生，空气生物性污染的研究开始受到高度重

视。 空气中广泛分布的细菌、真菌孢子、放线菌和病毒等微生物粒子与空气环境质量以及人类健康等密切相

关［１⁃２］，小部分具有活性的生物粒子能够导致各种微生物疾病的发生［３］。 由生物粒子组成的气溶胶，可间

接作为云凝结核和冰核，导致云滴和冰晶的形成，在雨雪的形成过程中发挥着非常重要的功能，并且可通过直

接散射或吸收太阳能辐射在全球气候变化中起着至关重要的作用［４⁃５］。 到目前为止，空气微生物的研究工作

已有约 １８０ 年的历史，其研究方法也由传统微生物培养法逐步转化到现代分子生物学法。 传统的微生物培养

法只能检测空气中可培养微生物，约占空气中微生物总数的 ０．１—１０％，在营养贫瘠的空气中比例可能更少，
因此以可培养微生物的种类和浓度检测空气微生物的种群和数量会严重低估空气中微生物的存在［６］。 然

而，以 ＰＣＲ 为基础的现代分子生物学法能够检测到空气中微生物的全部信息，真实反映空气中微生物的存在

情况。 文章简要综述了空气微生物多样性解析方法的发展过程及应用概况，并阐述了各种研究方法的优缺点

及发展方向。

１　 以生化技术为基础的空气微生物研究方法

以生化技术为基础的方法是空气微生物学研究早期发展起来的，主要包括传统的微生物平板计数与形态

学分析方法，以微生物碳源利用能力为基础的解析方法，基于生物标记的解析方法等，这些方法在空气微生物

的研究历程中发挥着巨大的作用（表 １）。

表 １　 以生化技术为基础的空气微生物研究方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ａｉｒｂｏｒｎｅ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

原理
Ｔｈｅｏｒｙ

优缺点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

平板计数与形态分析方法
Ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ａｎｄ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

依靠微生物的形态学，培养及生理生化特
性比较分析空气微生物群落结构

优点：简单快速，是微生物研究的基础方法；缺点：
对微生物分析不全面，分辨水平低，不能充分反映

微生物群落的多样性［７⁃８］

碳源利用差异的解析方法
Ｂｉｏｌｏｇ ｍｅｔｈｏｄ

根据微生物细胞对 ９５ 种碳源利用差异，
建立特征指纹图谱，通过比对进行微生物
的鉴定

优点：灵敏度高，分辨力强，自动化程度高，检测简
便快速，无需分离培养纯种微生物，可连续检测微

生物变化等；缺点：只能检测可培养微生物［９］ ；样本
处理、培养条件和微平板类型的选择等都会给微生

物多样性评价带来误差［１０］

生物标记法
Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｍｅｔｈｏｄ

利用微生物细胞内生化成分的特点区别
微生物种类

优点：避免了传统培养法的缺陷，能快速客观的评
价微生物多样性；缺点：对微生物分类水平较低，不
能鉴定到种［１１⁃１２］

１．１　 基于传统的平板计数与形态学分析技术

平板计数与形态学分析是传统的空气微生物研究方法，一般用自然沉降或采样器把空气中的微生物采集

到液体、固体或半固体的采样介质上，再经过培养繁殖生长成菌落后计数、然后进行分离和纯化，利用显微镜

对其进行形态学观察，并结合其生理生化特征鉴定种属分类特性［１３］。 早期空气中微生物的发现也是基于以

培养为基础的传统的平板计数与形态学研究方法，并且其在空气微生物学发展过程中起了非常重要的作用。
早期 Ｌｉｎｄｅｍａｎｎ、Ｌｉｇｈｔｈａｒｔ 和 Ｓｈａｆｆｅｒ 等利用传统的培养方法做了大量的空气微生物学研究，取得了丰硕的成

果［１４⁃２３］。 Ｓｈｅｌｔｏｎ 等研究了美国境内室内外空气真菌的群落结构特征，为美国工业卫生学者、变态反应症专科

医师和其他公共卫生从业人员提供了可培养空气真菌的比较信息［２４］。 进入 ２０ 世纪 ９０ 年代，我国空气微生

物的研究逐渐兴起，军事医学科学院微生物流行病研究所的胡庆轩先生是我国较早研究空气微生物的学者，
他所采用的研究方法都是以培养为基础的，为我国学者空气微生物的研究奠定了基础［２５⁃２６］。 之后，方治国、
凌琪等分别研究了我国不同城市室内外空气微生物的污染特征，为空气微生物污染的控制及城市管理部门制

定环境政策法规提供了理论指导［２７⁃３３］。 以上研究表明，传统的平板计数与形态学分析方法对于空气微生物

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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来说是一种较好的研究方法，为世界范围内空气微生物基础数据的储备提供了基础。
１．２　 基于空气微生物碳源利用差异的解析方法

基于空气微生物碳源利用差异的分析方法主要是根据微生物代谢类型和对不同碳源的利用能力来评价

微生物种类多样性，其典型代表方法有 ＢＩＯＬＯＧ 技术。 ＢＩＯＬＯＧ 微生物鉴定系统是由美国的 ＢＩＯＬＯＧ 公司于

１９８９ 年成功研发的，最初主要应用于纯种微生物鉴定［３４］。 １９９１ 年，Ｇａｒｌａｎｄ 和 Ｍｉｌｌｓ 首次将 ＢＩＯＬＯＧ 技术用来

描述微生物群落功能多样性特征，并在当时引起了微生物生态学者的广泛关注［３４］，之后较长时间 ＢＩＯＬＯＧ 技

术在环境微生物功能多样性评价研究中得到了广泛的应用，并在土壤、沉积物和水体等环境中微生物群落多

样性研究中发挥了至关重要的作用［３５⁃３７］。 将 ＢＩＯＬＯＧ 技术用来研究微生物群落功能多样性的理论依据是

ＢＩＯＬＯＧ 代谢多样性类型的变化与微生物群落组成变化密切相关［３８］，其原理是利用以微生物群落水平碳源

利用类型为基础的 ＢＩＯＬＯＧ 氧化还原技术来表述环境样品微生物群落特征，运用主成分分析或相似类型的多

变量统计分析方法展示不同微生物群落产生的不同代谢多样性类型［３９］。 近年来，ＢＩＯＬＯＧ 技术逐渐应用到

空气中微生物碳代谢能力的评价中，并且取得了较好的研究效果。 凌琪、龚婵娟和段魏魏等利用 ＢＩＯＬＯＧ 技

术分别研究了黄山风景区、杭州不同样点及塔克拉玛干沙漠空气中微生物的碳代谢特征［４０⁃４２］。 ＢＩＯＬＯＧ 技术

为空气微生物的研究提供了一种全新的思路，能在空气微生物功能多样性研究方面发挥重要的作用。
１．３　 基于生物标记的空气微生物解析方法

基于生物标记的空气微生物分析方法主要根据部分生物组分可以作为某些种类微生物的指示标记，以该

组分浓度和种类等的变化来指示相关微生物的变化，其主要分为醌指纹法和脂肪酸谱图法。 目前，应用在生

物气溶胶领域以脂肪酸谱图法为主。 该方法主要步骤是通过提取生物气溶胶中某种生化成分作为生物量标

记物，利用气相、液相、气质联用等技术手段对该生化成分进行分类鉴定，其组成模式可作为种群组成的标记。
在空气微生物研究中，３⁃羟基脂肪酸（１０—１８ 碳）可以指示标记内毒素（脂多糖）和革兰氏阴性菌生物量负荷，
支链脂肪酸（１５—１７ 碳）可以指示标记革兰氏阳性菌生物量负荷，麦角甾醇可以指示标记真菌生物量负荷，胞
壁酸可以指示标记肽聚糖［４３］。 在基于生物标记的空气微生物解析方法方面，香港理工大学 Ｌａｕ 课题组等做

了大量的研究工作，开创了利用生物标志法来确定生物气溶胶中特定微生物群落的先河［４４⁃４８］，他们的研究确

定了生物标记法能够为气溶胶中微生物群落提供定量信息。 此外，Ｂａｕｅｒ 等通过测定阿拉伯糖醇和甘露醇的

含量对空气中真菌孢子进行定量示踪［４９］；Ｐｏｏｌｅ 等利用生物标记法的研究结果解释了人体单核细胞和上皮细

胞对农业灰尘的炎症反应［５０］；Ｆｉｌｉｐｐｏ 等利用麦角甾醇，阿拉伯糖醇和甘露醇等作为示踪剂分析了城市气溶胶

的真菌孢子浓度［５１］。 综上所述，生物标记法是空气中微生物定量研究的又一选择，正逐步用于生物气溶胶群

落结构的分型和动态监测，并且研究方法日趋成熟，比传统培养法在取样和物种鉴定方面更简单更快。

２　 以现代分子生物学技术为基础的空气微生物研究方法

由于空气环境要素的复杂多变，微生物纯种分离富集培养的方法不但费时费力，而且存在方法学上的缺

陷。 一是空气中大量微生物的不可培养性，使人类无法培养空气中所有的微生物［６］，二是分离富集培养方法

具有较强的选择性，使培养得到的空气微生物在种类、数量和功能上都无法反映其微生物群落的真实情

况［５２］。 因此，非常有必要研究不依赖微生物培养来进行空气微生物群落分析的方法，它们主要包括：聚合酶

链式反应（ＰＣＲ）、变性梯度凝胶电泳（Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＧＧＥ）和温度梯度凝胶电泳

（Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＴＧＧＥ）、末端限制性酶切片段长度多态性分析（Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， Ｔ⁃ＲＦＬＰ）、基因克隆文库分析（Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｌｉｂｒａｒｙ）、实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃
ＰＣＲ）、宏基因组学（Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ）、基因芯片（ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）等［５３］（表 ２）。
２．１　 基于 ＰＣＲ 为基础的基因指纹图谱技术

２．１．１　 ＤＮＡ 成分多态性图谱分析（ＤＧＧＥ ／ ＴＧＧＥ）
ＤＧＧＥ 是由 Ｆｉｓｃｈｅｒ 等于 １９７９ 年首先提出的用于检测 ＤＮＡ 突变的一种电泳技术，其分辨力高于琼脂糖

３　 １４ 期 　 　 　 方治国　 等：空气微生物群落解析方法：从培养到非培养 　
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电泳和聚丙烯酰胺凝胶电泳［６４］，Ｍｕｚｙｅｒ 等首次将 ＤＧＧＥ 技术应用于分子微生物学研究领域，其在揭示自然界

微生物群落遗传多样性和种群差异方面具有明显优越性［６５］，而 ＴＧＧＥ 是在 ＤＧＧＥ 基础上衍生出的微生物多

样性研究的重要手段［６６］。 ＤＧＧＥ 技术是对 ＰＣＲ 扩增微生物 ｒＤＮＡ 产生的 ＤＮＡ 片段混合物的分析，自从

ＤＧＧＥ 技术首次应用于微生物分子生物学研究以来，该技术迅速被广泛用于土壤［６７］、活性污泥［６８］、海洋［６９］、
底泥［５４］等样品中微生物多样性分析、微生物鉴定及变异等方面的研究。 近年来，ＤＧＧＥ ／ ＴＧＧＥ 已越来越多用

于空气中微生物多样性分析的研究。 Ｎｅｈｍé 等利用 ＤＧＧＥ 方法研究了高分娩期猪圈内空气中生物气溶胶粒

子的季节分布特征［７０］，然后利用 ＤＧＧＥ 和克隆的方法证明了猪圈里存在着高浓度来源于猪粪的产甲烷古生

菌，这是首次对生物气溶胶中古生菌的研究［７１］；Ｌｉ 等利用 ＤＧＧＥ 方法比较研究了 ４ 种空气微生物取样器的取

样效率［７２］；Ｈｅｒｖàｓ 等利用 ＤＧＧＥ 方法研究了空气细菌从非洲迁移到欧洲高山湖泊的活力和潜力［７３］；Ｌｅｃｏｕｒｓ
等利用 ＤＧＧＥ 方法研究了乳牛舍生物气溶胶的特征，结果显示乳牛舍生物气溶胶组分复杂，并且在职业性呼

吸系统疾病方面起着非常重要的作用［７４］。 ＤＧＧＥ ／ ＴＧＧＥ 对于空气中微生物多样性及其群落结构的研究技术

已逐步成熟，与其他方法相结合能对空气微生物的结构特征及其物化成分有着更好的阐述。

表 ２　 以现代分子生物学技术为基础的空气微生物研究方法

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ａｉｒｂｏｒｎｅ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ

分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

原理
Ｔｈｅｏｒｙ

优缺点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

ＤＮＡ 成分多态性图谱分析
ＤＧＧＥ ／ ＴＧＧＥ

利用双链 ＤＮＡ 的解链温度不同，形成
ＤＮＡ 谱带，其信号强度反映了 ＤＮＡ 片段
的相对丰度，进而指示不同类群微生物含
量的差异

优点：可靠、重复性好、方便快捷、适合大量的快速分析，可检
出所有突变，无须对引物标记；缺点：只能对优势种群进行分

析［５４］ ；检测 ＤＮＡ 片段长度的最佳范围为 ２００ ｂｐ—９００ ｂｐ［５５］

ＤＮＡ 长度多态性图谱分析
Ｔ⁃ＲＦＬＰ

利用琼脂或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
段会停留在不同的凝胶位置上，形成长度
多态图谱

优点：快速灵敏、结果数据化、高通量分析和重复性好等，适
合对微生物多样性进行灵敏的分析评价；缺点：只检测带荧
光标记的末端限制性片段，容易低估复杂群落多样性，数据

量大分析较困难［５６］

核酸杂交技术
ＤＮＡ ／ ＲＮＡ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

根据 ＤＮＡ 分子碱基互补配对的原理，以
特异性的 ｃＤＮＡ 探针与待测样品的 ＤＮＡ
或 ＲＮＡ 形成杂交分子

优点：灵敏，低廉，安全，简化实验操作，缩短实验时间；缺点：
需大量特异性探针，杂交方式较复杂等［５７］

实时荧光定量 ＰＣＲ
ＲＴ⁃ＰＣＲ

在 ＰＣＲ 反应体系中加入荧光基团，利用
荧光信号累积实时监测，再通过标准曲线
对未知模板进行定量分析

优点：可同时对多个样品分析，适用于检测空气微生物浓度

的动态变化［５８］ ；缺点：不能检测扩增产物大小；试验结果缺

乏可比性；技术设备要求较高；荧光探针价格昂贵［５９］

空气微生物宏基因组学
Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ

提取空气中全部微生物 ＤＮＡ，构建宏基因
组文库，利用基因组学信息研究空气样品
所包含的全部微生物的遗传组成及其群
落结构

优点：高精密性，高灵敏度，高通量，鉴定出许多新的物

种［６０］ ；缺点： ＤＮＡ 序列信息量很大，使得一些基因产物无法

鉴别［６１］

基因芯片技术
Ｇｅｎｅ ｃｈｉｐ

利用核酸分子碱基互补配对的原理，将已
知序列的探针分子按照特定的排序方式
固定在载体上所组成的微点阵列

优点：快速实时监测、高通量、经济、自动化和低背景水

平［６２］ ；缺点：探针序列的缺乏，基因芯片交互杂交的复杂性，
致使实验结果特异性低，灵敏度差［６３］

２．１．２　 ＤＮＡ 长度多态性图谱分析（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）
Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术是以分子系统学的原理为基础， 综合运用了 ＰＣＲ 技术、ＤＮＡ 限制性酶切技术、荧光标记技

术和 ＤＮＡ 序列自动分析技术，在 ＤＮＡ 水平上通过对特定核酸片段长度多态性的测定来分析比较微生物群落

结构和功能［７５］。 该方法依据微生物的比较基因组学信息，选取一段具有系统进化标记特征的 ＤＮＡ 序列为目

的分析序列，并据此设计出理想引物，用荧光物质标记出 １ 个或 ２ 个引物的 ５′端（２ 个引物同时标记时，要用

不同的荧光物质标记）。 扩增后的 ＰＣＲ 产物用四碱基限制性内切酶进行消化， 荧光标记末端片段可被测序

仪识别， 得到不同的末端片段峰， 每一个峰就可至少代表一种类型的微生物， 通常用系统分类操作单元

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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（ＯＴＵ）来表示。 故根据片段峰的大小和数量可以检测和分析空气样品中微生物的末端限制性片段图谱，进
而可分析出微生物群体的组成和动态变化等生态信息［７６⁃７７］。 Ｌｅｅ 等利用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术研究了韩国首尔市细菌

和真菌的群落结构，并发现其细菌和真菌包括致病菌和过敏原多样性丰富，且不同季节空气细菌和真菌群落

结构的多样性和丰富度变化显著［７８］；Ｗｏｏ 等利用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术研究了香港空气微生物群落及与微生物相关

过敏原的时间变化特征［７９］。 Ｍａｒｏｎ 等通过基因片段之间的 ＰＣＲ 扩增获得长度多态性，其在空气微生物群落

研究中起着非常重要的作用［８０］。
２．２　 核酸杂交技术

目前应用最广泛的是近年来发展起来的荧光原位杂交技术（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ， ＦＩＳＨ），其
结合了分子生物学的精确性和显微镜的可视性信息，可以在自然或人工的微生境中监测和鉴定不同的微生物

个体，同时对微生物群落进行评价［８１⁃８２］。 ＦＩＳＨ 的应用原理是，微生物细胞脱水后，根据 ＤＮＡ 碱基配对原则，
在不改变其结构和分布格局的情况下与渗透到细胞结构内具有荧光标记的寡核苷酸探针在一定温度下进行

定位杂交，只有与探针碱基对完全互补的 ＲＮＡ 序列才能与探针发生杂交，经荧光素（ＦＩＴＣ）标记的特异性抗

体在荧光显微镜下，可清晰地描绘出与 ＤＮＡ 靶结合部位，从而使该菌体在荧光显微镜下发出荧光。 Ｌａｎｇｅ 等

运用了 ＦＩＳＨ 技术对暴露在空气中的细菌进行评估，定量识别出生物气溶胶中的绿脓杆菌和大肠杆菌，为生

物气溶胶的评估提供了有效的手段［８３］；Ｈｕｎｇ 等运用核酸杂交技术分析了从空气样品中分离的 ７２ 个目标菌

株和 ６６ 个非目标参照菌株，其灵敏度和特异度都达到 １００％［８４］；Ｋｒｉｓｔｉａｎｓｅｎ 等应用荧光标记一般细菌探针和

处于分娩期猪圈内气溶胶细胞进行原位杂交，发现厚壁菌门和链球菌为主要的细菌属种，还发现了多样性丰

富的真菌群落［８５］。 ＦＩＳＨ 技术已被用来研究空气细菌的多样性信息，为空气微生物种类及其分布特征的研究

提供了全新的方法。
２．３　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）

ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术作为一种核酸定量的手段，能够准确量化环境中微生物群落的组成［８６］，确定群落的优势类

群或具有某种生物学功能的微生物类群的丰度［８７］，能够检测低浓度空气细菌浓度，其在空气微生物学研究方

面具有非常重要的作用。 Ｌｅｅ 等利用荧光标记的特异性引物对空气中细菌和真菌进行 ＰＣＲ 扩增，确定了空气

中总悬浮颗粒物中的细菌和真菌的浓度［７８］；Ｍａｋｉｎｏ 等把炭疽直接加入到空气微生物采样液中，然后用 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 进行了定量分析，结果发现 １ 个炭疽细胞在 １ 小时内就可检出［８８］；Ｙａｍａｍｏｔｏ 等优化 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条件

来定量收集在凝胶过滤器上的空气真菌浓度［８９］；Ｒｉｎｓｏｚ 等对家禽厂和污水处理厂空气中全部数量细菌进行

评估，通过将 ＲＴ⁃ＰＣＲ 与荧光显微技术及培养方法相比较，证明 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术是一种可行有效，精确且简单的

方法，能够在复杂多变的环境中评估空气细菌负荷［９０⁃９１］。 随着 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术不断发展和其使用成本的逐渐下

降，其在空气微生物学研究中应能得到更广泛的应用。
２．４　 空气微生物宏基因组学

环境基因组学通过直接从环境样品中提取全部微生物的 ＤＮＡ，构建宏基因组文库，利用基因组学信息研

究环境样品所包含的全部微生物的遗传组成及其群落结构，避免了传统微生物学基于纯培养研究的限制，为
充分认识和开发利用不可培养微生物，并从完整的群落水平上认识微生物的活性提供了可能［９２⁃９３］。 Ｔｒｉｎｇｅ 等

对城市室内环境的空气样本进行宏基因组研究，发现空气中隐藏着一个独特的社区，可能源于多种生态位，并
通过空气环境中的选择性压力发展形成［９４］；Ｃａｏ 等在雾霾天气利用宏基因组学研究了北京建筑物顶楼顶的

空气样品，发现大部分的可吸入性空气微生物宏基因组和土壤宏基因组密切相关，且几种与呼吸道疾病相关

的致病菌丰富度随着悬浮性颗粒污染物的浓度增加而增加［９５］；Ｏｈ 等运用宏基因组学研究发现汉城的春季空

气真菌具有较高多样性，且含有高浓度的真菌过敏原［９６］；Ｗｈｏｎ 等运用宏基因组学第一次报道了空气中病毒

的季节性和其遗传多样性，从而提高在温带地区对病毒生态学的理解［９７］。 由于空气中微生物的极低的浓度，
对 １６Ｓ 或 １８Ｓ 核糖体基因组的直接分析无法实现，可通过改进采样和扩增的方法来获得足够的 ＤＮＡ，能够运

用宏基因组学来分析，从这些样品中产生的宏基因组数据的分析揭示空气微生物群落中的多样性和不同丰度

５　 １４ 期 　 　 　 方治国　 等：空气微生物群落解析方法：从培养到非培养 　
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的种属，还可以对细菌的可能来源进行识别［９８］。
２．５　 基因芯片技术

基因芯片又称 ＤＮＡ 微阵列，芯片上固定的探针有 ＤＮＡ 片段、寡核苷酸、ｃＤＮＡ 或来自基因组的基因片段，
它们固化于芯片上形成基因探针阵列。 经过标记的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［９９］。 目前基因芯片技术已应用于粪便、临床、环
境和食品样本等的微生物群落结构研究，主要包括功能基因、特定细菌和病毒的检测及其菌群分析等［１００］。
近年来，基因芯片技术在空气微生物的研究中得到充分发展，它不仅可以分析和鉴别空气中微生物群落的微

生物分布、种类及功能，还能分析空气中环境因素改变对其微生物生态的影响。 Ｈｕｎｇ 等使用微阵列技术同时

对空气中几种过敏原进行检测和定量测定，鉴定出 ２１ 个空气真菌物种，且这些真菌都能够导致人们过敏［８４］；
Ｂｒｏｄｉｅ 等使用高密度 ＤＮＡ 微阵列监测了美国两个城市的细菌种群，发现这些城市气溶胶中包含至少有 １８００
不同的细菌种类，可能比某些土壤细菌群落更丰富［１０１］。 随着我国空气污染的不断加剧，空气中的过敏原的

种类和数量也在发生较大的变化，随着基因芯片技术不断发展，可以同步定量多个过敏原，可为空气质量的控

制做出较大贡献［１０２］。

３　 空气微生物学研究的挑战和趋势

（１）不断扩大研究范围以获取更加全面系统的空气微生物研究第一手资料。 我国空气中微生物的研究

主要集中在城市空气微生物多样性特征的研究，然而从生态学角度对自然风景区和风景旅游区等生态系统以

及从公共卫生学角度对地铁和超市等室内公共场所空气微生物的研究报道较少。 因此，有必要研究与人类活

动密切相关的各类环境空气微生物群落及多样性特征。
（２）不断完善空气微生物多样性的解析技术和方法以获取更多的微生物信息。 我国空气微生物学的研

究起步较晚，分子生物学技术在空气微生物研究中应用较少。 因此，应该利用传统的微生物学与现代分子生

物学相结合的方法对不同环境空气微生物多样性信息进行深入的研究。
（３）不断优化空气微生物取样技术和研发新型高流量取样器以保证有足够 ＤＮＡ 样本进行分子生物学研

究。 空气中微生物的种类较少浓度较低，空气微生物基因组 ＤＮＡ 的提取比其它样品更加困难。 因此，有必要

研发高流量取样技术为空气微生物的分子生物学研究提供样品保障。
（４）不断扩大研究尺度以从生物地理学的角度获取空气微生物图谱。 目前空气微生物学的研究尺度较

小，取样覆盖面较窄。 因此，随着高通量和大数据时代的到来，空气微生物的研究有必要扩大至区域尺度甚至

全国范围，从生物地理学角度制作全国范围的空气微生物图谱。
（５）不断研究空气微生物与环境因素及污染因子之间的关系以获取空气微生物污染的形成机制。 目前

城市空气微生物污染的形成机制研究较少。 因此，有必要系统研究空气微生物污染与环境因素及污染因子之

间的关系，掌握城市空气微生物污染的形成机制，为城市空气中生物性污染的治理提供理论依据。
（６）不断统一空气微生物研究体系完善其综合评价系统以能够对不同环境条件下空气微生物研究指标

进行综合评价。 采样条件和采样基质对空气微生物检测有重要的影响，需对空气微生物研究的培养基和取样

方法制定统一标准，同时加强空气微生物污染与人体健康之间的关系研究，且对空气微生物作为人体健康状

况的指标进行综合评价。
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