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土壤微生物多样性研究方法* 

钟文辉 一 蔡祖聪 
( 中国科学院南京土壤研究所，南京 210008； 南京师范大学化学与环境科学学院，南京 210097) 

1 引 言 

【摘要】 概述了研究土壤微生物多样性的主要方法．传统上，土壤微生物群落的分析依赖于培养技术，使 

用各种培养基最大限度地培养各种微生物群体，但仍只能培养和分离出一小部分土壤微生物群落．使用 

Biolog分析、磷脂脂肪酸分析和核酸分析等方法，可研究和表征那些现在还不能够被培养的土壤微生物， 

从而获取关于土壤微生物群落多样性的更多和更完整的信息． 
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生物多样性包括物种多样性、遗传(基因)多样性和生态 

系统多样性．土壤微生物多样性包括在栖息地中微生物分类 

群的多样性和在微生物分类群内的遗传多样性，以及包括群 

落结构的变异性 、相互作用的复杂性、营养水平(tmpic leve1) 

和共位群(guild)数量(功能多样性)在内的生态多样性．其中 

遗传多样性可认为是遗传信息在微生物聚集地或群落中的 

量和分布，反映微生物群落中总的遗传潜力．功能多样性则 

是指发生在一个群落中的碳源利用模式或作用过程数[331． 

土壤微生物多样性的研究方法大体上可分为两类：一类 

是用于分析土壤中可培养的微生物群落；另一类是用于分析 

土壤的整个微生物群落．第一类分析方法基于微生物分离菌 

(isolates)的形态判别、微生物分离菌在 Biolog GN微滴定板 

中的反应和微生物分离菌的脂肪酸甲酯谱(FAME profiles) 

等．后一类分析方法不需要培养微生物，包括群落水平的生 

理特性(CLPP)分析(如在 Biolog GN微滴定板中的反应分 

析)、磷脂脂肪酸(phospholipid fatty acids，PLFA)方法和核酸 

分析(nucleic acid—based analysis)方法等． 

2 琼脂培养基培养方法 

这是用于估计微生物多样性的传统方法．琼脂培养基培 

养方法是在琼脂培养基平板上接种培养，可作以下用途：跟 

踪特定分类组(group)或功能组的微生物数量，并评价在该 

平板上的微生物群落的组成．在后一种情况下，需从琼脂平 

板上将菌落分离出来，并对分离菌进行鉴定．由所得到的分 

类组或分类群的分布情况可了解群落的结构． 

培养基的成份影响微生物的生长状况，故培养基的选择 

可强烈影响所得菌落的多样性[34,64]．菌落形成单位(CFU) 

的数量通常随培养基营养浓度的降低而增加【4o．49】．然而，只 

有--d,部分土壤微生物群落可用这种方法得到．Fmgri等【16】 

用荧光显微镜检术检出的细菌数比用培养基培养得到的细 

菌数提高 100--1000倍．根据hmflnn等【3】的评估，大约80％ 

～ 99％的微生物种不可培养或未能得到培养，说明大部分微 

生物的特征不能用传统的琼脂培养基平板培养技术来描述． 

此外，琼脂培养基培养方法需要使用包括分子生物学手段在 

内的分析技术，才能完成对微生物种的鉴定，分析工作烦琐， 

工作量大．由于以上局限性，在出现新的评价微生物多样性 

的方法，特别是分子方法以后，该传统方法已逐渐失宠． 

3 BiologGN方法 

Biolog GN分析方法是一种群落水平的生理特性分析方 

法．它是基于微生物利用碳源能力的不同，利用 Biolog GN 

系统来研究微生物的碳源利用模式的方法．Biolog GN微滴 

定板的每一个孔中含有一种不同的碳源(共 95种)、其它营 
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养物和四氮唑染料．接种微生物悬浮物于微滴定板孔中后， 

将滴定板保温一段合适的时间，通过测定伴随的四氮唑染料 

的还原，而定期监测底物的氧化．Biolog GN微滴定板原来用 

作对细菌分离菌进行分类【6】．然而，这种方法现已被改进，用 

于表征土壤微生物群落的功能潜力，即被用于估计诸如碳源 

利用模式等功能多样性【 ̈ ．Biolog GN分析方法当作此用途 

时。接种物是来自土壤微生物群落的混合物(而不是纯培 

养)。所得结果采用一定的统计方法进行分析． 

采用该方法时接种量和培养时间很重要．研究表明，底 

物的氧化取决于所用接种物的组成和密度[20,23,77】．另外，被 

接种的微生物的生理状态可能影响底物利用的动力学和模 

式【351．在测定过程中，微生物只在含有适合其利用碳源的孔 

中生长[21,23,77】．因此。所观察到的底物利用模式可能只反映 

了那些在 Biolog GN微滴定板孔中能够生长的微生物的功 

能特性，且很可能不是所有的微生物都对 Biolog反应特征有 

贡献【 ，圳．所得到的碳源利用模式也不一定反映接种的微 

生物群落中数量上占优势的成员的功能潜力【6引． 

该方法已用于了解土壤[23,41,77】和根际[20】中微生物群 

落间的差异。也有的研究者用它确定非土著微生物或转基因 

植物对土壤【13,75]、植物凋落物【32,52]、根际[2s】和叶际[28】微生 

物群落的影响． 

Biolog GN方法具有快速而可再现的特点．然而。该方法 

对快速生长和适合在实验条件下生长的小部分群落成员有 

强烈的选择性【 引。故与从琼脂平板分离微生物的传统方法 

有同样的局限性；另一缺点是被测试的底物不能准确地代表 

出现于生态系统中的底物类型．因此，Biolog反应特征只能 

粗略地代表实际土壤微生物群体底物利用的动力学特征． 

4 磷脂脂肪酸方法 

4．1 PLFA在微生物中的分布 

磷脂脂肪酸谱(PLFA profile)常被用于研究复杂群落中 

微生物的多样性【54,79]．磷脂是所有生活细胞的细胞膜的基 

本组分．PLFA是磷脂的组分。具有结构多样性和高的生物 

表 1 表征微生物的 PLFA[29,32] 

Table 1 PLFA signatures of microbes 

学特异性，是特别有效的生物标记物，可用于了解微生物群 

落结构．总PLFA谱中某些特征脂肪酸分别对细菌、真菌和 

放线菌是特异的【 引，且在大多数情况下 PLFA的某专一类 

型在某一土壤微生物分类群中占优势．至今，已经积累了大 

量关于微生物脂类的脂肪酸组成的数据．PLFA或酯链 

PLFA(EL—PLFA)的总量已被用作土壤样品中微生物生物量 

的指示物(indicator)【踟】．细菌含有在其它生物中常见的直链 

脂肪酸，如油酸或顺型异油酸[十八碳一11一稀酸(顺)，简写为 

18：1 或18：lco7c]等单不饱和脂肪酸(MUFA)．然而，细菌 

独特的脂肪酸是具分枝链、环丙基和 羟基脂肪酸．这些脂 

肪酸在其它生物体中不普遍存在[38】．支链脂肪酸主要发现 

于革兰氏阳性菌和革兰氏阴性的硫酸盐还原菌、Cytophaga 

和黄杆菌属 】。而环丙基脂肪酸常见于革兰氏阴性菌株以 

及革兰氏阳性厌氧菌株[57】．MUFA特别是 18：1 具有厌氧 

一去饱和酶途径的真细菌特征，很多这种细菌是革兰氏阴性 

菌[79】．虽然 MUFA可出现在革兰氏阳性和阴性细菌中，但 

在革兰氏阳性细菌中它们对总PLFA的相对贡献很少(< 

20％)，故 MUFA可用作革兰氏阴性细菌的通用生物标 

记 [57】
． 多不饱和脂肪酸(PUFA)被认为是真核生物的特征性 

脂肪酸．亚油酸 (十八碳一9，12一二稀酸(顺，顺)，简写为 18： 

2(‘I6)可作为真菌的一个通用生物标记．但Sundh等[66】推断。 

这种脂肪酸可能不是对每一生态系统都合适的生物标记，可 

能只在植物细胞不存在的生态系统中是真菌的较好标记． 

非酯 链未取代脂肪酸 (non—ester-linked unsubstantiated 

FA，NEL—UNSFA)是鞘脂和缩醛磷脂的组分．鞘脂已发现存 

在于拟杆菌属／黄杆菌属 】．近来也发现革兰氏阴性多聚氯 

酚降解细菌(被鉴定为 Sphingomonas属)含有鞘脂 】．缩醛 

磷脂主要存在于梭状芽孢杆菌属等厌氧细菌中I74]，只有很 

少数的好氧和兼性厌氧细菌含有缩醛磷脂【79]．真菌菌丝中 

已被检测出存在长链非酯链羟基取代脂肪酸(non-ester- 

linked hydroxyl substituted FA，NEL-HYFA)【 引．在脂肪酸第 

10位碳原子处甲基分枝是放线菌所特有的【 ．表征几大类 

微生物的重要脂肪酸见表 1． 

微生物类型 Microbial group 磷脂脂肪酸标记 Phospholipids fatty acid signatures 

细菌Bacteria in general 

革兰氏阳性细菌 Gram-positive bacteria 

革兰氏阴性细菌 Gram-negative bacteria 
厌氧细菌 Anaerobes 
好氧细菌 Aerobes 

硫酸盐还原细菌 Sulfate-redueing bacteria 

甲烷氧化细菌 Methane-oxidizing bacteria 
嗜压／嗜冷细菌 Barophilic／psychrophi~c bacteria 

黄杆菌 Flavbacterium balustinum 

芽孢杆菌 Bacillus spp． 
放线菌 Actinobacteria 

真菌 Fungi 

蓝细菌 Cyan0hcte血 

微藻类 Microalgae 

原生动物 Protozoa 

含有以酯链与甘油相连的饱和或单不饱和脂肪酸(如 15：0、i15：0、a15：0、16：0、i16：0、16： 
1 、16：l co9、16：loJ7t、17：0、i17：0、a17：0、cyl7：0、18：1w5~18：1 、18：1 t、i19：0，a19：0和 
cyl9：0等)Contain saturated or monounsaturated fatty acids ester-Hnked to glycerol 

含有多种分枝脂肪酸 Contain more braI1ched fattv acids 
含有多种羟基脂肪酸Contain more hydroxylated fatty acids；MUFA 
cyl7：0，cyl9：0 

16：1 、16：1 t、18：1 t 

10Mel6：0、i17：1 c 、17：1(tI6 

16：loJ8e，16：loJ8t，16：1w5c，18：loJ8e，18：loJ8t。18：lo,6e 

20：5，22：6 

i17：1 c ．Br 20H一15：0 

各种枝链脂肪酸 Various branched chain fattv acids 

10Mel6：0、10Mel7：0、10Me18：0等 

含有特有的磷脂脂肪酸如 18：lo,9、18：20,6、18：30,6、18：3 Contain a specific PLFA such aS 
18：lo,9、18：2cl，6、18：30,6、18：3(1，3 

含有多不饱和脂肪酸如 18：20,6 Lipids containing pDlyuIlsatumted fatty acids such as 18：20,6 
16：3(1，3 

20：30,6、20：40,6 

i、a、cy和 Me分别表示反异(anteiso)、异(iso)、环丙基(cydopmpy1)和甲基(metlly1)分枝脂肪酸 

http://www.cqvip.com


5期 钟文辉等：土壤微生物多样性研究方法 901 

4．2 PLFA的分离和分析 

PLFA的提取和分析是 PLFA方法 的关键步骤．PLFA 

的提取主要采用简单提取、扩展提取和商用微生物鉴定系统 

(MIDI)提取等方法[79】． 

简单提取用于提取 EL-PLFA．先用有机溶剂提取土壤 

中的细胞脂类，将提取液上样于硅酸键合固相抽提柱(solid- 

phase-extraction siliclc acid bonded phase column，SPE—SI)，分 

别用氯仿、丙酮和甲醇洗脱，可将脂类裂解，并分离出中性 

脂、糖脂和磷脂．用温和碱性甲醇将磷脂水解和皂化，得到酯 

链脂肪酸甲酯(EL-FAME)，进一步用 GC或 GC~MS进行定 

性和定量测定．这种提取方法不能将非酯链 PLFA(NEL- 

PLFA)从脂类中解离和提取出来． 

扩展提取方法是在简单提取方法的基础上延伸的，可用 

于提取包括 E~PLFA和 NEbPLFA在 内的全 PLFA．用与 

简单提取方法相同的操作方法从土壤样品中抽提脂类，将磷 

脂从脂类中解离出来，用碱性甲醇水解和皂化，接着用氨丙 

基键 合，SPE柱 (aminopropyl—bonded SPE—column，SPE—NH2) 

分离皂化产物，得到未取代脂肪酸甲酯．酯链羟基取代脂肪 

酸(EL-HYFA)甲酯和不皂化脂．未取代脂肪酸甲酯用苯磺 

酸键 合．SPE柱 (benzenesu]【phonic—acid-bonded SPE column。 

SPE-SCX)分离，得到酯链饱和脂肪酸(EL-SATFA)、酯链单 

不饱和脂肪酸(EL-MUFA)和酯链多不饱和脂肪酸(EL-PU— 

FA)组分．不皂化脂经酸水解后，用SPE-NH2柱分离，可得到 

非脂链脂肪酸(包括 NEL-UNSFA和 NEL-HYFA)．得到的 

EL—PLFA和NE~PLFA进一步用 GC或 GC~MS进行定性 

和定量分析．采用这种方法可使多数类型的脂肪酸根据它们 

结合成脂类的本来状况(酯链，非酯链)而得到分离．检测结 

果用多变量统计方法加以分析． 

除上述方法外，有些研究者还用 MIDI来提取和分析脂 

肪酸【 ， ，3oJ．其操作方法包括用皂化／裂解液将脂肪酸从脂 

类中裂解出来，在80℃下加入甲醇盐酸溶液，使脂肪酸甲基 

化形成FAME，提取FAME，进行GC分析等几个步骤[24】．最 

后，用 MIDI开发商提供的自动程序软件对 FAME进行分 

析．该方法的主要问题是提取的脂肪酸包括来自有生活力的 

细胞脂类和可能部分来自于细胞外的脂类[79】． 

用简单提取方法和 MIDI方法提取土壤 PLFA得到的 

脂肪酸谱相似【 ．19】，一般有20至48种脂肪酸(最多72种)， 

其中直链脂肪酸和不饱和脂肪酸分别占 15％～25％和 30％ 

～ 50％；甲基分枝脂肪酸占25％～40％．采用扩展提取方法 

检测到的PLFA的数量介于190至360种之间，且显示出不 

同地点、不同耕种方式的土壤中脂肪酸的总量和种类数以及 

百分比分布有显著差异[65,S1]．NE~PLFA占总 PLFA量的 

21％--25％，EL—SATFA和羟基取代脂肪酸(包括 EL-HYFA 

和 NEL—HYFA)也大量存在． 

4．3 PLFA方法的特点和局限性 

PLFA方法是一种快速、可靠而可重现的分析土壤微生 

物群落结构的方法，可用于表征在数量上占优势的土壤微生 

物群落，包括不可培养微生物．该方法最适合用作总微生物 

群落分析。而不是专一的微生物种类的研究【巧】．PLFA的组 

成和浓度受土壤微生物生长条件和生理状态的影响[31,74】． 

另外，包括 PLFA在内的所有的土壤生物标记都存在可萃取 

性(extractability)和未知的稳定性问题．土壤的生物标记稳 

定性主要取决于与降解过程有直接关系的温度、湿度和其他 

条件[311． 

5 核酸分析方法 

5．1 总 DNA分析 

研究表明，土壤微生物大体的群落组成和总的遗传多样 

性可通过测定群落DNA的解链行为和复性率来确定[70,73】． 

在溶液中变性单链DNA的复性率随着 DNA复杂性的增加 

或在溶液中不同DNA分子数量的增加而下降；DNA浓度越 

大，复性越快．COtl／2表示复性一半的 Cot(DNA浓度和复性 

时间的乘积)值，与 DNA的复杂程度成正比，被用作多样性 

指数【7lJ或用于估计基因组的大小．用该方法分析表明。在未 

扰动的有机土壤中微生物群落基因组大小相当于6 000～10 

000大肠杆菌基因组的大小，而在耕作土壤或受重金属污染 

土壤中相当于350～1 500大肠杆菌基因组的大小，且这些 

估计值可能是保守的[50,72】．但该方法的分辨率低。只能确定 

土壤微生物群落的大体差异．另外，通过测定碱基在群落 

DNA中的分布，即鸟嘌呤和胞嘧啶的摩尔百分率(％G+ 

C)，也可得到有关总的群落组成的信息[12 J． 

5．2 基于 PCR的核糖体 DNA分析 

5．2．1概述 大多数 DNA多样性研究以核糖体 RNA 

(rRNA)或其编码基因rDNA为对象．在微生物多样性研究 

中，人们最感兴趣的是小亚基 RNA(ssu rRNA)或其编码基 

因SSU rDNA．SSU rDNA包括保守区和变异区．保守区内核 

苷酸序列恒定，在分类上相距远的微生物分类群之间才有差 

异；变异区能够显示微生物分类种的差异．ssu rDNA的这 

种独特的特性可被用来对微生物进行系谱分类．目前人们已 

经对很多种已知微生物的 SSU rDNA／rRNA序列进行了测 

序(大多数工作是对原核生物 16S rDNA／rRNA进行的)，建 

立了ssu rDNA／rRNA序列数据库．该数据库正在不断扩 

大，目前已有足够大的数据库来对微生物进行系谱分类． 

rDNA分析中，通常用 PCR扩增 ssU rDNA，扩增产物 

用凝胶电泳分离并进行分析．目前最常用的分析方法的基本 

步骤如下【 ·14,43,45, · 引：抽提土壤 DNA—PCR扩增 SSU 

rDNA(16s rDNA或 18s rDNA)一PCR产物的变性梯度凝胶 

电泳(DGGE)或温度梯度凝胶电泳(TGGE)分离及带谱分析 

一回收 DGGE电泳片段"-~DNA序列测定一将测得的 ssu 

rDNA序列与 rDNA序列数据库中已知微生物的rDNA序列 

相比较一获得土壤中可能含有的微生物(包括不可培养微生 

物)的信息． 

与rDNA分析有关的问题包括 rDNA序列的异质性 

(heterogeneity)【 和 SSU rDNA的数量变化较大【 0】等． 

5．2．2 DNA的抽提和纯化 抽提的DNA的质量影响后续 

PCR扩增的效率和准确性．抽提中应尽可能避免 DNA断 
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裂．模板的浓度对 PCR扩增有影响．过低的模板浓度可能会 

导致扩增失败或不正确的扩增【10]，故抽提效率应该高，以保 

证有足够的模板浓度[261．此外，被抽提的DNA必须纯化，因 

为土壤中可能含有抑制 PCR反应的腐殖酸【681． 

不同的土壤类型要用不同的DNA抽提方法【4· ．抽提 

方法可分为两种：一是先抽提土壤中的微生物细胞，再将细 

胞裂解和回收DNA；二是直接抽提土壤中的DNA．第一种方 

法得到的是在数量上占优势的微生物的 DNA，DNA纯度较 

高；第二种方法较方便、抽提较完全，得到的DNA更能代表 

总群落[711．目前大多数研究者采用第二种方法，该方法经过 

改进后。已经能够做到避免腐殖酸对 PCR的抑制【3̈．对于 

很多土壤，用商用抽提试剂盒能够快速而有效地直接抽提和 

纯化DNA[ 1，对另一些土壤需要用烦琐的其它抽提方法．从 

不同土壤类型抽提DNA的得率不同，变化范围在2～35 g· 

g一 之间[41． 

5．2．3 rDNA的PCR扩增 首先慎重选择待扩增的rDNA 

区域．rDNA的PCR扩增常采用不同的引物和扩增条件分别 

扩增原核微生物 16S rDNA或真核微生物 18S rDNA的全序 

列或部分序列【̈·"一．36．631．PCR扩增中存在着一些问题，如 

PCR产物的组成不一定反映原始 DNA模板的组成[25,53,671； 

PCR产物也不一定能反映原始 DNA模板的相对数量．定量 

PCR方法操作烦琐，需要进一步改进和完善，才能在实际中 

应用【鸲]． 

5．2．4 PCR产物的凝胶 电泳分离 分离效果 比较好的凝胶 

电泳方法有D0 或TGGE．D0 或TGGE均可对具有同 

等长度并具有不同的核苷酸序列的 DNA片段进行快速、可 

再现分离【27．441．D0GE分离是基于 DNA片段在具线性变性 

梯度的聚丙稀酰胺凝胶中迁移率的不同，常用的变性剂有脲 

和甲酰胺 1．TGGE可区分单个碱基水平发生取代的DNA 

分子【 1．两种方法电泳效果基本相同[271．不同微生物群落 

的rDNA电泳后带型不同[221．凝胶电泳的低分辩率仍然是 

该方法存在的一个问题【691． 

5．2．5 rDNA的PCR产物的分析 用PCR方法从土壤和微 

生物分离菌中扩增的rDNA可利用扩增的核糖体 DNA限制 

性分 析 (the amplified ribosomal DNA restriction analysis。 

ARDRA)技术进行分析．在该方法中DNA被用一种或几种 

限制性酶消化，所得片段用凝胶电泳分离．该方法的不足之 

处是一组(分类群)微生物在分析中可得到几个片段，故分辨 

率较低．这个问题已在末端限制性片段长度多态性(terminal 

restriction fragment length polymorphism。T—RFLP)分析中得 

到解决．该方法是 ARDRA的发展，在 PCR中引入了荧光标 

记的引物，PCR产物也用一种或几种限制性酶消化。借助荧 

光标记对消化片段进行分离和鉴定[39,421． 

rDNA间隔区分析(ribosomal internal spacer analysis． 

RISA)[1,81则基于原核生物 16S和 23S rDNA基因之间的间 

隔区的长度多态性，用 PCR方法对该间隔区进行扩增。扩增 

产物用凝胶电泳分离并分析带谱，也可对DNA带进行测序。 

从而获得更详细的信息． 

5．3 杂交分析 

与rDNA的保守和变异序列同源的DNA片段可制成寡 

核苷酸探针。用于杂交分析．探针可用在不同的杂交技术中， 

包括菌落和经克隆的PCR扩增子的杂交、群落DNA的斑点 

印迹、狭线印迹杂交和完整细胞的荧光原位杂交(fluores— 

cence i 5it“hybridization．FISH)[2,3,51,701． 

在使用印迹技术的杂交中，从细菌菌落或经克隆的 

PCR扩增子中来的16S和23S rRNA基因的PCR产物，可印 

迹到尼龙膜或硝酸纤维素膜中．该印迹与经放射性同位素、 

地高辛配基或其它半抗原标记的核苷酸探针杂交．这种方法 

常用于检测和鉴定细菌，确定土壤中细菌群体的多样性和结 

构[51．5 9J。比较微生物分类群变异率【591．Ritz等[sa1应用整个 

群落DNA杂交技术，研究了在不同条件下土壤微生物群落 

结构的变化．在FISH中，可用表面荧光显微镜术，对具有与 

荧光探针杂交的核酸分子的微生物细胞进行观察和计 

数【II1．FISH技术使直接显现(vis,mli~ation)土壤栖息地的微 

生物成为可能【 91，可用于对土壤样品中的微生物(包括不可 

培养微生物)进行原位检测【31． 
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