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摘　要：微生物在诸如海洋、湖泊、土壤、冰川、洞穴等许多生态系统的地质过程中发挥着重要作用，

国际上对一些单个生态系统的地质微生物研究进展及微生物类脂物碳同位素组成与碳循环的关系

等已部分地进行了总结。从分子水平上总结了地质微生物研究进展，着重从核酸（16 S r RNA 、
 DNA ）和类脂物（磷脂酸、藿醇）两大方面评述了分子地质微生物学的研究，重点剖析了地质历史时

期的甲烷氧化细菌、绿硫细菌、蓝细菌等一些重要微生物类群的类脂物分子标志化合物特征，揭示

了当今分子地质微生物研究领域最新的研究方法及其发展动态，指出单体稳定同位素研究和放射

性同位素示踪的结合将使分子地质微生物学研究进入一个崭新阶段。
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0　引　言

地质微生物学（ geom  icrobiology ）最早源于  geo-

 logical  m icrobiology 一词。1954 年  Beerstecher ［1］ 对

地质微生物学进行了定义，认为它是研究微生物和

地球历史关系的科学。1963 年， Kuznetsov ［2］在地质

微生物学的定义中更加强调了微生物在现代地质过

程中的作用，如微生物在各种水体包括地下水中的

沉积作用及在地壳表层的风化作用等。目前对地质

微生物学较为统一的认识是：地质微生物学是研究

微生物在过去或现代正在进行的地质过程中所起作

用的学科［3］。已有的研究表明，微生物可以通过多

种方式来改变人们赖以生存的地球［4］。如它们可

以通过放氧的光合作用、固氮作用等改变大气圈的

化学性质［5］；通过控制矿物的风化速率或导致矿物

的沉淀影响海洋、河流和孔隙流体的组成；通过释放

配位剂或用酶催化氧化还原反应而改变金属和非金

属在水、土壤和沉积物中的形成作用；更为重要的是

微生物生态类型的多样性使它们几乎无处不在，尤

其是在各种极端环境如高温（热液喷口附近）［6］、高

压（大陆超深钻中）、极酸环境（pH 为－0.1 ）［7］中

微生物的发现，不得不使人们对微生物的地质作用

重新进行审视，地质微生物学也因此倍受重视。

然而，由于微生物的常见类群如细菌、放线菌、

真菌和单细胞藻类等个体均十分微小，而且生活周

期也十分短暂，这就使地质微生物学的研究尤其是

涉及到地质历史时期微生物作用的研究十分困难。

用传统的微生物培养方法不可能对地质历史时期微

生物进行研究，要由此进一步研究这些微生物的地

质作用和地球化学过程就更加不可行。现代分子生

物学的飞速发展不仅成为生物学发展史上的一个里

程碑，而且对与之相关的学科也起到了巨大的推动
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作用。分子生物学技术为检测现代环境中的微生物

提供了强有力的保障，一些分子生物学中常用的技

术方法和生物化学的一些研究方法被引入到地质微

生物学的研究中，为地质微生物学提供了前所未有

的发展空间。与此同时分子地质微生物学也应运而

生，它借助有机地球化学和现代分子生物学的手段，

研究微生物本身或地质体中来源于微生物的有机组

分的组成和结构特征，揭示微生物的群落结构和地

球化学过程，为寻求重大科学问题（如环境演变、生

命起源等）的答案提供线索。在这些有机组分中，

最为重要的当属微生物分子化石（化学化石， chem  i-

 calfossi ls ）。分子化石（ m olecular  fossil ）是指地质体

中那些来自生物有机体的分子，它们在有机质演化

过程中具有一定的稳定性，虽受成岩、成土等地质作

用的影响，没有或较少发生变化，基本保存了原始生

物生化组分的碳骨架，记载了原始生物母质的相关

信息，具有一定的生物学意义。

目前，分子地质微生物学的研究内容已涵盖了

核酸、蛋白质和类脂物等，研究载体也覆盖了土壤、

洞穴、冰川、湖泊和海洋沉积物、大陆超深钻、大洋中

脊、热泉等。就过去的地质作用而言，地质微生物学

更着重类脂物和微生物成因结构的分析。这是因为

与富含生物学信息的核酸相比，类脂物在地质体中

要稳定得多，可以在许多载体中长期保存，虽然经历

了一定的成岩、成土、压实等作用，它们仍然能够保

留原始生物的碳骨架，它们所携带的生物学信息比

核酸少，但在判断一些生物面貌上仍能提供十分有

用的信息。而生物成因的结构则可以提供微生物存

在的一些证据。由于地质微生物学研究载体的广博

性和文章篇幅的限制，再加上已有不同的学者就上

述某些单一生态系统的地质微生物研究以及原核生

物类脂物碳同位素组成与不同环境中碳循环的关系

进行了一些总结［8 ～10 ］，在此作者仅就不同载体所共

用的研究方法和有关研究内容进行一些综述，以反

映该领域日新月异的研究方法和发展趋势。

1　核酸的研究方法

核酸是生物遗传信息的携带者，包含有大量的

生物学信息。利用核酸特定的核苷酸序列来鉴别环

境中出现的微生物已成为现代微生物生态学和环境

微生物学中十分重要的手段。由于该方法的使用并

不依赖于活的生物体，因此只要有良好的核酸保存

条件，该方法对死了的生物也同样适用。这就为研

究地质历史时期特殊环境中的微生物提供了不可多

得的契机。核酸的研究方法很多，下面仅就最基本

的几种加以介绍，在实际工作中，几种方法通常结合

起来使用，具体的流程图见图 1。

图 1　分子地质微生物核酸分析流程简图
 Fig.1　 The flow  diagram  ofnucleic acid analys  is in 

 m olecular  geom  icrobiology 

1 ．1　核酸扩增技术——— PCR 反应
 PCR （ Polym  erase   Chain   Reaction ）即多聚酶链式

反应技术的出现是现代分子生物学发展史上的一个

里程碑。它使得在体外快速扩增  DNA 成为现实。

该技术能够模拟体内  DNA 复制的方式在体外的小

试管中通过酶促反应，选择性地扩增目的  DNA 某个

特殊区域。通过变性、退火和延伸三个步骤的不断

循环，获得大量目的  DNA 。该技术已经成为分子生

物学最基础的实验技术，在微生物生态学和环境微

生物学中应用十分广泛。如在对冰芯中的微生物进

行研究时，由于很多冰芯微生物并不能用传统的纯

培养的方法获得，而且数量也很有限，如果没有足够

量的  DNA ，就会给微生物的进一步鉴定带来困难。

或者多种微生物的  DNA 混杂在一起，也会影响最终

的鉴定结果。此时利用  PCR 技术不仅可以大量扩

增  DNA ，而且还可以根据研究的需要通过选择不同

的引物来扩增不同目的  DNA 。张晓君等［11］就用
 PCR 技术扩增了马兰冰芯中微生物的 16 S r DNA ，并

构建了扩增片段的基因文库，在此基础上利用系统

发育树对冰芯中的微生物进行了鉴定。 Fish 等［12］

通过对 11  ～425   Ma  BP 的岩盐样品中 16 S r RNA 部
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分基因序列的扩增，检测到了嗜盐古细菌和细菌的

存在，证明了微生物在蒸发岩形成过程中的作用。
1 ．2　核酸序列分析

核酸序列的特异性为不同微生物的鉴定提供了

可靠证据。被用于微生物鉴定的核酸序列包括 16 S 

 r RNA  / D NA ，23 S r RNA  / D  NA ，以及 16 S r RNA 和 16 S 

～23 S r DNA 间区的核苷酸序列。核酸测序主要利

用不同微生物在核糖体16 Sr RNA 及其基因（ r DNA ）

序列上的差异来进行微生物种类的鉴定和定量分

析。 r RNA 是研究细菌进化和亲缘关系的重要指

标，它含量大（约占细菌  RNA 总量的 80％），并存在

于所有细菌中，在细菌中高度保守，素有“细菌化

石”之称，是细菌系统分类学研究中最有用的手段。

利用 16 S r RNA 序列分析可以区分细菌和古细菌等

两大范畴以及分属于该领域内的不同微生物。对微

生物 16 S r DNA 测序的长度取决于研究的目的。如

果所测序列将要用于探针设计和新物种鉴定时，最

好进行全长测序。而通常来讲，400  ～600 碱基的序

列足以对环境中微生物的多样性和种群分类进行初

步的估计。有了微生物 16 S r DNA 序列，不论是全

序列还是部分序列，都可以提交到  Gen Bank 采用
 BLAST 程序与已知序列进行相似性分析。 Gen Bank 

将按照与测得序列的相似性高低列出已知序列名

单、相似性程度以及这些序列相对应的微生物种类，

并进一步根据微生物 16 S r RNA 的序列同源性，计

算不同物种之间的遗传距离，然后采用聚类分析等

方法，将微生物进行分类，在属或种的层次上构建它

们的系统发育树［13］。但由于16 S r DNA 序列在原核

生物中的高度保守性，对于相近种或亚种的鉴别能

力较差。如作者在对金矿化指示菌株蜡样芽孢杆菌

群进行16 Sr RNA  / D NA 测序时发现该菌群的核苷酸

序列高度相似，无法进一步进行种一级的鉴定。此

时可以尝试对 16 S r RNA 和 16 S ～23 S r DNA 区间序

列进行测序（杨娇艳等，数据待发表）。

近年来由于该研究方法的迅速崛起，极大地促

进了极地和冰川微生物学的兴起。研究者［1 4 ～17 ］通

过提取冰芯或冰雪中的  DNA ，扩增后对其进行测序

和各种指纹分析来反映微生物群落的组成和变化，

并试图挖掘微生物群落结构的变化与气候演变之间

的关系。实践证明该方法无论对样品中死亡或不可

培养的微生物都行之有效，这就为人们研究特殊地

质体中地质历史时期的微生物开辟了道路。
1.3　环境中特定核酸序列的检测———基因探针

基因探针指的是一段特异性的  DNA 单链，长度

通常为 15  ～30 个碱基。在特定条件下，基因探针可

根据碱基互补配对的原则，与待测样品中互补的
 DNA 序列结合，这种结合被称为杂交。如果在杂交

前将基因探针的核苷酸序列标记上一些可检测的物

质（如放射性同位素、荧光染料或催化特异性反应

的酶），就可利用与目标基因结合的基因探针上的

放射性信号或荧光信号识别样品中目标核酸，如
16 S r RNA ，从而判断样品中微生物的种类。根据信

号的强弱还可以定量地来了解靶核酸的量。

荧光原位杂交（ Fluorescene  in   Situ   Hybridiza-

 tion ， FISH ）就是将基因探针用荧光染料标记，再使

之与固定在载玻片上的微生物样品杂交，将未杂交

的荧光探针洗去后用普通荧光显微镜或共聚焦激光

扫描显微镜进行观察和摄像。 FISH 将精确的分子

遗传学鉴定和显微镜可视的图像信息结合起来，使

得在天然环境中的单个微生物细胞鉴别成为可能。

由于该技术不需要任何选择、纯化和扩增的步骤，并

且可以同时对不同类群的细菌在细胞水平上进行原

位的定性定量分析和空间位置标识，因此被广泛应

用于不同环境，如沉积物［18］、海湾［19］、土壤［2 0］微生

物群落和微生物多样性的研究中。

2　类脂物

值得注意的是，近年来微生物类脂物标志化合

物研究工作取得了长足进展，不仅从地质体中发现

了针对某一具体微生物类群（如蓝细菌、绿硫细菌、

紫硫细菌、嗜甲烷菌）的分子化石；而且利用生物标

志化合物还可对目前存在的微生物群落进行研究。

后者的工作主要来自于磷脂酸［21，22］和藿类化合物

如细菌藿多醇等［23］。这些微生物标志化合物为追

溯微生物随时间（深度）的变化，并进而评价其对有

机碳同位素的贡献创造了条件。
2.1　磷脂酸（ PLFA ）

 PLFA （磷脂酸）几乎是所有生物细胞膜的重要

组成部分，在正常的生理条件下微生物磷脂酸含量

恒定，因此可根据不同微生物类群特定的磷脂酸组

成来揭示环境中微生物的类群。磷脂酸并不稳定，

在微生物死后的数星期内就会被水解，因此  PLFA 

通常被用来指示当前活的微生物生物量和微生物群

落结构［22，24，2 5］。再者由于微生物对外界环境条件

变化具有高度的灵敏性，微生物  PLFA 的含量在外

界环境条件发生了特定的变化后，也会很快地在
 PLFA 的种类和数量上得到反映。因此，通过对  PL-

FA 图谱分析就可以获得微生物群落结构随环境变
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化的信息，为挖掘环境变化或微生物地球化学过程

提供了平台。 Petsch 等［26］曾用  PLFA 和碳同位素相

结合，研究了俄亥俄州黑色页岩风化剖面上微生物

随深度的变化情况。发现该剖面的微生物由好气的

原核和真核微生物以及厌氧微生物群落组成，它们

的  PLFA 组成在 40  ～50   cm 处存在一个显著的变

化，该变化与页岩有机质的减少、Fe3 ＋和土壤有机质

的增加相对应。同位素结果揭示页岩至少有一部分

有机质的减少与厌氧微生物的代谢消耗有关。磷脂

酸的研究显示在风化的页岩剖面上，不断发生着古

代有机质的降解和现代土壤有机质的积累和降解过

程，揭示了近地表环境中微生物作用的复杂性。有

关  PLFA 方法的详细综述可参见文献［27，28］。
2.2　细菌藿多醇

藿类化合物（藿醇等）是细菌细胞膜的组成成

分，主要用于维持细胞膜的稳定性，它们被认为是地

球上最丰富的自然产物［29］，广泛存在于土壤、沉积

物中。不同微生物，其藿类化合物有一定差异［23］。

在岩石中也可以发现由这些前身物转化来的生物标

志化合物如藿烷，它们甚至在前寒武纪的地质体中

也有发现［30］。 Pancost 等［31］利用来自细菌的藿类化

合物得出的气候变化旋回与植物化石所反映的一

致，显示了微生物生物标志化合物指标在古气候重

建中的较好潜力。
2.3　同位素标记法

稳定放射性碳同位素标记方法是微生物生态学

研究中常用的一种方法，通常用于特定底物的标记。

具体作法是将特定的反应底物用14 C、15 N 或34 S 标

记，将研究的微生物接种到标记过的反应底物中，经

过一定时间的生长或反应，检测同位素在不同组分

之间的分布便可揭示微生物利用某些物质时的途径

和微生物具体的地球化学行为。如  Boschker 等［3 2］

便通过对特定生物标记化合物进行碳同位素的标

记，揭示了在陆相和盐度稍大的沉积物中，参与硫酸

盐还原（与醋酸氧化相关联）的细菌主要是与革兰

氏阳性细菌相似的硫酸盐还原细菌而非革兰氏阴性

细菌  Desulfobacter  spp ；在淡水沉积物中甲烷氧化主

要是由 I型甲烷氧化菌完成。这对揭示特定的微生

物类群与硫酸盐还原和甲烷氧化两个重要的地球化

学过程的对应关系意义重大。

3　一些特殊微生物的类脂物标志化合物

下面着重分析一下具有重要意义的一些细菌的

分子标志化合物。目前，我国对这类标志化合物的

研究很少，工作基本上是空白，还未很好地引起人们

的关注。
3.1　甲烷氧化细菌

当今海底天然气水合物倍受人们的关注，不仅

仅因为它是将来巨大的潜在能源，而且还在于它的

环境效应。海底天然气水合物释放所产生的环境变

化可以引起生物的剧变乃至灭绝。已有研究指

出［33］，发生在侏罗纪/三叠纪分界面（200   Ma  BP ）、

早侏罗世托阿尔阶（183   Ma  BP ）、早白垩世中维克

特阶（116   Ma  BP ）、白垩纪森诺曼阶/土仑阶分界面

（91   Ma  BP ）和古进纪/白垩纪分界面上的大量海底

生物灭绝，特别是单细胞海底生物的灭绝可能与天

然气水合物大规模快速分解有关。而研究历史时期

的天然气水合物的对象之一便是以甲烷为能源的甲

烷氧化细菌。甲烷的微生物氧化是自然界中十分重

要的生物地球化学过程，该过程可以抑制温室气体

甲烷从厌氧环境中的释放。对现代甲烷氧化细菌的

研究可以利用  PLFA 图谱进行，目前根据  PLFA 图谱

的不同特征已经可以将甲烷氧化细菌区分为两大

类：类型I和类型 II。类型 I的甲烷氧化细菌主要包

含一系列 C 16：1的磷脂酸，而类型 II的甲烷氧化细菌

则以 C
18：1磷脂酸为主［34］。并且利用  PLFA 的特征

还可以对类型 I的甲烷氧化细菌进行次一级的划

分［35］。古代嗜甲烷菌的活动和生物量最直接的证

据则依赖于类脂物分子化石的记录［36 ～39 ］。最主要

的分子化石就是  diplopterol ，它是一种霍类化合物，

由多种好氧细菌包括嗜甲烷菌合成［40］，其 δ
13 C 大

约在－ 60‰，证明以甲烷为碳源的生物合成作

用［39］。 Hinrich 等［41］利用  diplopterol 这一分子化石

及其碳同位素揭示了晚更新世海水中甲烷浓度不断

变化的趋势，并与有孔虫数据对比，发现二者有极好

的对应关系。并且只有在有孔虫同位素出现偏负

时，甲烷氧化菌  diplopterol 分子化石含量才在背景值

以上，通常与低氧纹层相联系。
3.2　绿硫细菌

绿硫细菌是一类不产氧光养型细菌，它们是严

格厌氧和专性光养。一方面，只能在厌氧条件下通

过光合作用生长，因为在这些细菌中色素的产生会

被 O 2所抑制。另一方面，在无光条件下不能进行呼

吸代谢，在有还原性硫化合物作为硫的来源的情况

下，可以吸收简单有机基质以供生长。因此，这类细

菌是一种很好的环境指标，它们的存在指示了当时

水体的透光带富含硫化氢。

研究证实，这类具有很好环境指示意义的绿硫
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细菌具有很特征的类脂分子标志化合物，那就是 2-

烷基-1，3，4-三甲基苯系列［4 2，45］，其中的烷基侧链具

有类异戊二烯结构。这个系列的化合物碳数分布主

要在 C 10 ～C 31范围，一般 C 1 7含量相对较低，主峰化

合物多变，目前还不清楚主峰化合物变化的原因，化

合物质谱的特征离子峰为 133 或 134 。这一系列化

合物被认为是由绿硫细菌中的含芳环的类胡罗卜素

转化来的，因此可以作为这类细菌的标志化合物。

这类化合物已在志留纪、泥盆纪、石炭纪、二叠纪、三

叠纪、侏罗纪、白垩纪的沉积岩中检测到，分布比较

广泛。

然而，进一步的研究发现，这类化合物也可以由

其他有机化合物而不是含芳环的类胡罗卜素转化来

的［46］，因此，这类化合物是否指示了绿硫细菌的存

在还需单体同位素的证据，以证明这类化合物与类

胡罗卜素之间的相互关系。
3.3　蓝细菌

蓝细菌由大量且不均一的光合细菌组成，与绿

硫细菌的最大区别在于它们是产氧的光合细菌，它

们是最早能放出氧气的光合自养生物并担负着地球

大气从无氧到有氧的转换作用。蓝细菌代表着细菌

主要系统发育谱系中的一支并且与革兰氏阳性细菌

的关系较远。蓝细菌只含一种叶绿素，即叶绿素 a。

蓝细菌形态多种多样，广泛分布于陆地、淡水和海洋

中。总的来说，它们比藻类更能忍受不良环境。它

们的营养要求比较简单，不需要维生素，能以硝酸盐

或氨作为氮源。

这些细菌具有比较特征的类脂物分子，如脂肪

酸组成与其他所有的原核生物都不同，通常含有 2

个或多个双链组成的不饱和酸。特别是，在细菌组

成中，细菌藿多醇是细胞膜的组分，它具有调控和固

化的功能，其中在 C
2位置上的甲基化是蓝细菌所特

有的现象。因此，由 2-甲基藿醇转化来的地质体中

的 2-甲基藿烷是蓝细菌的标志化合物［40，47，48］。在

实际应用中，常采用的 2-甲基藿烷指数来表示，2-甲

基藿烷与正常藿烷的比值，如 C 31-2-甲基藿烷与 C 3 0

藿烷的比值等。把产氧光合作用提前到 27 亿年以

前，就是依靠的这个分子化石指标［48］。

4　展　望

分子地质微生物学是一个极具发展潜力的交叉

学科，目前已成为地球科学、生物学这两大基础学科

的一个研究热点。它主要利用分子生物学和微生物

学研究中的方法和手段来解决一些与微生物密切相

关的重大地质问题在分子水平上的记录。当前，地

质微生物领域的一些新成果促使人们重新审视生命

的极限；微生物的多样性与传统生态理论体系的宏

观生物系统的多样性明显不同［13，4 9］，宏观生态学在

多大程度上能应用到微观生态学是个值得争议的问

题［4，13］；对地质历史时期生物多样性的变化和绝灭

的了解在很大程度上依赖于对微生物资料的积累，

因为微生物是地球上生物质的主要贡献者［50］，也是

地球上最难弄清楚的生物，它的复杂性不亚于生物

礁和热带雨林［5 1］。

这些问题的突破都有待于分子地质微生物的深

入，它不仅需要传统的微生物学研究方法，更有赖于

现代新技术新方法的引进，其中之一便是单体稳定

同位素的工作。早在 1978 年，著名质谱学家  Hayes 

就把气相色谱—同位素比质谱仪引进到了分子有机

地球化学、分子古生物学领域，使复杂混合物中单体

稳定同位素的研究成为可能，但直到 1988 年、1994 

年才分别出现了复杂混合物中单体稳定碳同位素和

氮同位素的商业应用，而研究复杂混合物中单体稳

定氢、氧同位素则仅在 1999 年才开始得以应用［52］。

毫无疑问，单体稳定同位素研究和放射性同位素的

示踪将在未来分子地质微生物学中大放异彩。我国

虽然引进了一些这方面的先进设备，但研究工作还

亟待加强。
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 EVALUATIO  N OF THE M ETHODOLOGY IN 

 M OLECULAR  GEOM IC  ROBIO  LOGY 
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 Abstract ： Microbes  are extensively  involved  in  geologi  cal  processes  occurring  within  a variety  of  ec  osystem  s 

 such  as  m arine  and  oceans ， lakes ， soils ， glaciers ， caves ， etc .  Specific sum m aries  ofthe  m icrobialstudies  in  indi-

 vidualecosystem  s have  been  partly ， if not  wholly ， presented  in  literatures.  However ， This paper  overviews som  e 

 advances  in  the  studies  ofthe  biochem  icalcom  ponents in  m olecular  geom  icrobiology ， including  nucleic acids （16 S 

 r RNA  and   DNA ） and  lipids （ PLFA  and  hopanols ）.  Sum m ary is m ade  on  the  lipid characterist ics  ofspecific geom  i-

 crobes.  Typically ， diplopterol ，2- m ethylhopanes  and  aryl  isoprenoids （2- alkyl-1 ，3，4- trim ethylbenzene ）  are re-

 spectively reviewed  in  the  exploitation  as  th  e biom  arkers ofm ethanotrophs ， cyanobacteria and  green  sulfur bacteria 

 through  the  geologicaltim e.  Itis proposed  th  atnew  techniques  such  as  the  integration  ofst  able with radioactive  iso-

 topes  ofcom  pound- specific willenhance  the  f  urther  developm entofm olecular  geom  icrobio  logy  in  the  future.

 Key  w ords ： Geom  icrobe ； Biom  arker ； Molecular  fossil.
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