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分子生物学方法在微生物多样性
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摘 ! 要 ! 微生物多样性是生物多样性的重要组成部分。由于微生物和大生物（ 动、植物）相比，存在着多

种显著差异，因此其多样性研究、保护及利用也 有 所 不 同，尤 其 是 研 究 方 法 亟 待 完 善、提 高。近 年 来，分

子生物学方法广泛用于微生物多样性的研究并取得了一系列研究成果。本文 从 四 个 方 面 加 以 介 绍：;）

微生物总 .)6 制备及其遗 传 多 样 性 检 测 方 法；$）;=+ >0)6 基 因 序 列 研 究；#）核 酸 杂 交 分 析 技 术；5）

.)6 动力学的研究。今后的发 展 趋 势 是 加 强 这 些 方 法 间 及 其 与 传 统 方 法 的 有 机 结 合，并 发 展 新 的 方

法，促进微生物多样性研究的深入开展。
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微生物包括了从原核到真核的不同类群的生物：细菌、放线菌、原生动物、真菌、部分藻类

和病毒，是生物多样性的重要组成部分。通过其代谢多样性和遗传适应性，微生物在许多小生

境包括其他生命类型不适宜的极端环境中得以生存并发挥作用（YD>U@J9BJ Z &BEHKDJ，;<<;）。

微生物作为生态系统中极重要的一员，对动植物的生长（[HJJHFI Z +K@:O，;<<\）、生态系统中

的能流和物质循环（+AOEHJ9@J8H>，;<<%）及环境污染物的降解和解毒（]DKKD> Z .@H:>@AO，;<<%）

等方面起着重要作用。

微生物物种的多样性是微生物多样性最基本的内容。微生物是地球上仅次于昆虫的第二

大类群的生物，但微生物已知种占估计种的比例很小，细菌、真菌及病毒的已知种占估计种的

比例分别仅为 \^ 、;%^ 和 5^ ，微 生 物 物 种 多 样 性 的 研 究 要 落 后 于 其 他 大 生 物 类 群（’DSUP
9SB>:O，;<<;）。此外，微生物多样性与其他生物类群相比有许多独特之处，包括：;）生存环境
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多样；!）生长、繁殖速度多样；"）营养、代谢类型多样；#）生活方式多样。因而，微生物多样性

的研究无论对于生态系统功能的完整理解，还是对于微生物资源的利用和开发都具有特殊重

要的意义。研究微生物多样性的传统方法是将微生物从环境中分离、实验室培养和鉴定。然

而，微生物种类繁多，自然界中仅有极少数微生物得到鉴定（$%&’(&)*+,，-..-），能够在实验室

培养的种类则更少，至多为 -/（01%22 3+ %45 ，-..6）。近年来，随着从环境中提取微生物群落

780 方法的改进（9,): 3+ %45 ，-..;），按样品中 780 来计算微生物数目和种类的技术得到了

较大发展，这为微生物多样性的研究提供了一些有益的思路。

780 的多样性是生物多样性的本质内容。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，能对样品进行较客观的分析，较精确地揭示了微生物种

类和遗传的多样性（<%=3，-..>）。目前分子生物学在微生物多样性的应用研究主要集中在以

下几个方面。

-? ? 微生物总 780 制备及其遗传多样性检测方法

近年来，从环境样品中提取和纯化微生物总 780 的方法不断得到发展，从而可对环境样

品总 780 进行 <@A 扩增（B3CC 3+ %45 ，-..6），推动了利用分子标记技术研究微生物的多样性。

从环境样本中提取微生物总 780 有两种方法：-）直接用机械或化学的方法破碎样品中的微生

物，释放出总 780（D+3CC32 3+ %45 ，-.EE）；!）从样本中分离出微生物细胞，然后抽提 780（F*32G
2% H FI%2=,I，-..#）。从总体上来讲，前一种方法更能代表环境样本中微生物遗传多样性的实

际情况（B3CC 3+ %45 ，-..6）。

目前用于遗传多样性检测的分子标记主要包括限制性片段长度多态性（AJB<）、随机扩增

多态性 780（A0<7）、780 扩增指纹分析（70J）（@%3+%2)G02)443( 3+ %45 ，-..-）和扩增片段长

度多态性（0JB<）等。其中应用较广的是 A0<7 分子标记，如 KI% 等（-..6）利用 A0<7 分子标

记技术研究了处于 !，#L7 不同影响下的土壤微生物群落遗传特征的变化等。

!? ? -;D *A80 基因序列研究

<%=3 等（-.E;）首次利用 *A80 基因确定环境样品中的微生物，通过对 6D *A80 基因的序

列分析来研究微 生 物 的 生 态 和 进 化。该 方 法 很 快 被 用 于 微 生 物 多 样 性 研 究 领 域。 由 于 6D
*A80 基因相对较小（ 约 -!M 个核苷酸），携带信息相对较少，因而揭示微生物群落多样性的能

力有限。相比之下，随后开展的 -; D *A80 基因序列（ 约 -6MM 个核苷酸）分析为微生物多样性

研究提供了更多信息，且效率更高。

目前，-;D *A80 基因序列分析已广泛应用于微生物多样 性 的 研 究（$3:3* 3+ %45 ，-..>）。

-;D *A80 基因序列分析是主要基于已建立的微生物 -;D *A80 基因序列数据库，用以确定细

菌的系统发育关系，并使序列探针用于识别未知菌（ :2=:4+:*3N 1I=*)O3(）成为可能。当然，序

列探针的确定也可根据分子标记方法如 A0<7 方法进行。利用 -;D *A80 基因序列研究微生

物多样性可采用不同的策略。目前一般常用以下几种方法。

方法一：-）从样品中分离总微生物 780；!）<@A 扩增 -;D *A80 基因；"）对 <@A 扩增产物

进行变性梯度凝胶电泳（732%+:*I2P Q*%NI32+ Q34 R43=+*)S,)*3(I(，7QQR）或温度梯度凝胶电泳

（T31S3*%+:*3 Q*%NI32+ Q34 R43=+*)S,)*3(I(，TQQR）分析，直接观察其多样性。

方法二：步骤 -）和 !）同方法一；"）对 <@A 扩增产物用限制性内切酶进行切割并电泳，然

后用标记探针杂交，从而可进行 AJB< 分析，用以揭示微生物 AJB< 的多样性（<@AGAJB<）。

方法三：步骤 -）同方法一；!）建立 780 文库；"）用 -;D *A80 基因探针筛选 780 文库中
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的 !"#$ 克隆；%）克隆的序列测定和比较，用以鉴定微生物序列的多样性或利用已知各物种的

&’( !)#$ 基因序列数据库鉴定未知菌的归属，从而可发现新菌种。

方法四：步骤 &）从环境样品中分离微生物菌落；*）对各单菌落分离微生物总 "#$；+）以

&’( !)#$ 基因探针（ 包括 ,-./01、属或种等专一性探针）进行杂交，常用于鉴定未知菌或研究

微生物物种的多样性。

事实上，上述四种方法可根据研究的需要加以调整，从而衍生出分析 &’( !)#$ 基因多样

性的其他方法。至于探针的选取，图 & 示意了微生物属、种和菌株的专一性探针及其多态性的

电泳图型式。由图 & 可见，$ 凝胶上可确定 2* 属的一条专一性片断，3 凝胶上可确定 2* 属内

4+ 种的一条专一性片断，这些专一性片断可分别作为 2* 属和 4+ 种的专一性探针；5 凝胶上的

6 个多样性片断可作 4+ 种 内 的 多 样 性 分 析。在 方 法 二 的 分 析 中，按 所 用 的 探 针 是 否 为 特 定

属、种或其他分类地位 的 专 一 性 探 针，可 获 得 供 试 各 样 品 中 有 关 该 属、种 或 其 他 分 类 等 级 的

&’( !)#$ 基因多样性的信息。如果各样品是微生物菌落，若用传统方法进行多样性分析，需

分离各个微生物菌落，鉴定种、属及其计数等，由于微生物已知的物种数很少等原因，研究的深

度和广度会十分有限。此外，用全部已知的属或种专一性探针对某一样品的 &’( !)#$ 基因

作 )789 分析，若均无阳性杂交片断出现，则说明该样品中可能存在着未知菌属或种。

图 !" 属、种及其种内 !#$ %&’( 基因多态性和非多态性片断

702: &; 9-<=.-!>?0@ /1, 1-1A>-<=.-!>?0@ B!/2.C1D4 -B &’( !)#$ 2C1C /.-12 2C1C!/，4>C@0C4 /1, 01,0E0,F/<4

无论采用何种方法，&’( !)#$ 基因序列水平的多样性为微生物的系统发育和未知菌的鉴

定提供了全新的方法。不少学者利用 &’( !)#$ 基因序列分析技术研究了多种环境的微生物

多样性，并得到了一些有意义的结果。如 G<-E/1-10 等（&HHI）研究了 (/!2/44- 海中浮游细菌的

遗传多样性；9/<=4 等（&HHJ）发现 !)#$ 基因序列结构和功能十分保守；K/11C! 等（&HHL）发现

不同污染物对细菌群落多样性有显著的作用；MF!C/4 等（&HHL）发现农业土壤微生物群落显示

生理活性差异及其多样性；#FN<C 等（&HHH）发现氧化光能利用菌群落 &’( !)#$ 基因的丰度与

其形态型显著相关。不少新的微生物物种的发现，尤其是和一般细菌差异显著的古细菌的发

现，奠定了有关古生物、真细菌和真核生物“ 三域”理论的基础（O-C4C P 7-Q，&HJJ）。
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!" " 核酸杂交分析技术

核酸分子杂交技术是 #$ 世纪 %$ 年代发展起来的一种崭新的分子生物学技术。它是基于

&’( 分子碱基互补配对的原理，用特异性的 )&’( 探针与待测样品的 &’( 或 *’( 形成杂交

分子的过程。由于它的高度特异性和灵敏性，近年来被广泛应用于微生物多样性的研究中。

用于微生物多样性研究的探针主要有双链 &’(、单链 &’( 和 *’( 以及寡核苷酸探针等

三类，可对有关微生物在特定环境中的存在与否、分布模式和丰度等情况进行研究。包括：

+）对环境样品直接作原位杂交（ !" #!$% ,-./010234056），可获得未知菌的微生物多样性的

大量信息，如微生 物 的 形 态 特 征 和 丰 度 以 及 在 样 品 上 的 空 间 分 布 和 动 态（ 73-85/ 9 :3-456，

+;;$）。由于是对环境样品直接进行检测，所以获得的结果理论上应更能反映自然环境下微

生物的多样性特征。这种研究成功的关键是前期研究工作的积累，尤其是已具有对属、种或种

群等具特异性的 &’( 探针。如 <306 等（+;=%）采用特异性的探针对地下水中的细菌进行原位

杂交，研究了细菌有关质粒基因的存在和分布情况；>3/?3- 等（+;=;）研究了汞污染土壤中抗

汞细菌的种类、数量和变化趋势等。

#）对微生物菌落作全细胞杂交（@,58AB)A88 ,-./010234056），可提供比用探针作 75C4,A/6 印

迹杂交更直观的信息。其简单原理为：0）以适当的介质固定样品细胞并保持细胞的形态完整、

渗透性和代谢活性；00）固定的细胞用含荧光标记的寡核苷酸探针的杂交液处理；000）样品温

育 # D ! , 以使标记探针和互补 &’( 序列杂交；0E）杂交后洗去未杂交上的探针；E）样品用落

射荧光显微镜（ AF0G8C5/AH)A6)A I0)/5H)5F-）进行微生物鉴定和计数。最初此方法以放射性标记

的 /*’( 基因探针用于镜检单个微生物细胞（(I366 A4 38J ，+;;$）。:5.A4B>/5HH3 等（+;;=）也

曾应用荧光标记的 /*’( 基因探针对海底沉积物微生物群落进行杂交分析。

!）对环境样品 中 提 取 的 &’( 作 数 量 印 迹 杂 交（ KC36404340EA 154 .854），可 获 得 有 关 特 定

&’( 序列丰度的信息。其主要原理是基于专一性探针（ 如特定 +L7 /*’( 基因探针）、通用型

探针（ 如总 +L7 /*’( 基因探针）和环境样品中分离的总 &’( 可分别 进 行 杂 交，其 特 定 &’(
（ 如 +L7 /*’( 基因序列）的相对丰度可用此两类探针杂交信号的比值加以确定，用以间接反

映特定的微生物细胞的数量或特定种群的相对生理活性等。如 :AA 9 MC,/I36（+;;$）应用该

方法研究海洋浮游细菌群落结构的多样性；*042 9 N/0GG04,H（+;;O）研究土壤微生物群落种群结

构的变化，用来评估海洋浮游细菌群落的结构相似性；P0),AH 等（+;;=）研究北海中噬菌体多

样性及遗传关系等。

O）对 /&’( 的扩增产物或 /*’( 的反转录产物作 75C4,A/6 杂交（ 75C4,A/6 ,-./010234056），

其主要原理是基于微生物的 /*’( 基因的信号序列在不同物种层次上存在差异。根据这些不

同层次的信号序列而设计的特定寡核苷酸探针可检测相应微生物的层次，用古生物、真细菌和

真核生物等三域专一性探针可鉴别未知菌所属的域类；如有必要可用更低分类级别（ 如属、种

和亚种等）的专一性探针进行检测，从而确定未知菌的相应种类。利用此法，QC//3- 等（+;;=）

成功地研究了南极洲 (6EA/H 岛附近海水中细菌和古细菌的季节变化和空间变异等。

O" " &’( 动力学的研究

样品中 &’( 的复杂性同样可用于微生物多样性的研究，尤其是对于土壤微生物群落的研

究。一般地，&’( 混合物的复杂性可用 &$ $ + R # 值（ 经热变性解链后，S$T 的 &’( 链复性为双

链 &’( 所需的时间）评估（&A :A-，+;%$）：&$ $ + R # 值越大，&’( 复性所需时间就越长，相应的

&’( 混合物就越复杂。因而提取环境样品中的总 &’(，测量其 &$ $ + R # 值，并与简单 &’(（ 如
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质粒或单基因组）!! " " # $ 值相比，可知该 %&’ 样品的复杂程度。

()*+,-. 等（"//!）研究了挪威等地的森林土壤样品，通过提取样品的总 %&’，而后在高压

下将其剪切成分子量平均为 0$! .% 的 %&’ 片段，测定热变性复性过程，得到 !! " " # $ 值，结果

显示该土样的基因多样性是一般分离法所得基因多样性的 $!! 多倍。’123+ 等（"//$）所作的

相似研究表明有些土壤微生物群落 %&’ 更复杂。4-15 等（（"//6）也对土壤微生物及浮游细菌

群落作了 %&’ 复性动力学研究，比较了群落间基因多样性的差异。

78 8 微生物分子多样性的研究展望

微生物在地球生物圈中扮演了一个极为重要的角色，起着关键作用，但由于微生物的形体

小、结构简单，微生物多样性的研究一直不为人们所重视。尽管近十几年来，各种研究方法的

发展使得这种状况有了很大改观，但还远远不够（93:;，"//6）。许多涉及微生物的过程还不为

人所真正了解，如地球化学过程和对全球变化的影响、微生物标准生态系的建立和种群间关系

的研究等方面，都需要加倍努力研究（93:;，"//6；<)+:=.;* ;1 32> ，"//?）。

本文所介绍的一些 %&’ 分析方法是研究微生物多样性的有力工具，但还只是孤立地研究

微生物多样性的某个方面。笔者认为，今后有必要加强这些方法的有机联系及其与传统研究

方法的结合，并不断地设计新方法。事实上，已有使用上述方法综合研究的一些报道，如厌氧

菌培养条件的改进（ @3A++;A B C*;A5;2，"//6），荧光标记技术与 "DE *4&’ 基因序列多样性研究

方法相结合（ F=;A ;1 32> ，"//6），"DE *4&’ 基 因 序 列 多 样 性 研 究 方 法 与 杂 交 技 术 的 结 合

（F)3+1;+ ;1 32> ，"//?）等，这些无疑会促进微生物多样性研究的深入。
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