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摘要  在好氧堆肥微生物研究中 , 传统分离培养和显微技术以其简便易行的特点仍然在被继续使用, 但是由于特定生境中大多数微生
物处于“存活但不能培养”状态 , 所以对于好氧堆肥中的微生物进行研究时, 就必须采用现代生物化学方法和分子生物学方法。回顾评
述了醌类分析、磷脂脂肪酸分析和 ATP 分析这3 类现代生物化学方法和16S rRNA 和18S rRNA 基因序列分析、16S～23S rDNA 转录间隔
区序列分析、DGGE 变性梯度凝胶电泳和DNA 微阵列这4 类现代分子生物学方法 , 应用于堆肥过程中微生物研究的现状。最后指出不
同的分子生物技术相结合 , 再辅以必要的传统方法 ,是将来堆肥微生物研究方法的发展方向和趋势。
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Abstract  Inthe research on microorganismduri ng aerobic composti ng ,the traditional isolationand culture and the microscope technology had character-
istics of easy and si mple to conduct ,which were still used today .Due to the “viable but nonculturable”of many microorganismin certain habitat ,the mod-
ern biochemistry and molecular biology must be used when carrying out test on microorganismduring aerobic composting .The application of three modern
biochemistry technologies ,which were quinones profiling ,PLFAs ( phospholipid fatty acids) and ATP ,i nthe microorganismresearch during aerobic com-
posting was reviewed ,as well as the 16SrRNA/ 18SrRNAgene sequence analysis ,16S- 23SrDNAinternal transcri bed spacer sequence analysis ,denatur-
ing gradient gel electrophoresis and DNA microarrays .Finally ,it was pointed out that the development trend of compost microorganisms was combining with
different molecular biological technologies and with the auxiliary of the indispensable traditional methods i nfuture .
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  概述好氧堆肥的过程, 是在有氧条件下, 微生物降解有

机质, 产生腐殖质的过程。在此过程中, 微生物起了关键作

用。揭示出微生物的变化规律, 有利于深化对堆肥过程的理

解。而对微生物进行研究的方法的科学与否, 又将直接影响

到对于客观规律的准确把握。笔者就目前国内外对堆肥过

程中的微生物进行研究时所采用的研究方法, 从传统的分离

培养方法、现代生物化学方法和现代分子生物学方法3 个方

面分别作了评述, 并且指出了今后堆肥微生物研究方法的发

展方向。

1  好氧堆肥过程微生物研究的传统方法

对微生物进行定性定量的研究, 必然涉及到如何计数其

生长繁殖量, 以及做相应的分类鉴定。

对微生物数量进行测定的传统方法主要有平板菌落记

数法、显微镜直接记数法和生物量法( 如生物量 C, 生物量

N) 等。传统分类鉴定菌种方法是: 先通过分离纯化, 得到纯

培养物后再进行一系列的形态、生理生化反应、生态特性等

表型指标的测定。最后查阅权威性的菌种鉴定手册( 主要是

《伯杰氏系统细菌学手册》和《安·贝氏菌物词典》) 加以鉴定。

1 .1  平板菌落计数法 平板菌落计数法是将待测样品经适

当稀释之后 , 其中的微生物充分分散成单个细胞, 取一定量

的稀释液接种到平板上 , 经过培养, 由每个单细胞生长繁殖

而形成肉眼可见的菌落, 即一个单菌落应代表原样品中的一

个单细胞。统计菌落数, 根据其稀释倍数和取样量, 即可换

算出样品中的含菌数。

目前国内学者对堆肥微生物进行研究时, 多数采用的是

分离培养方法。如卫亚红等采用稀释平板培养方法分离测

定细菌、真菌和放线菌数量 , 来分析家畜粪便好氧堆肥中主

要微生物类群[ 1] 。王春铭等采用平板计数法和最大概率法

测定城市污泥堆肥干污泥中主要微生物类群的变化[ 2] 。

平板计数可以获得活菌信息。但是它费时费力, 且要求

操作者技术娴熟。

1 .2  显微直接记数法  显微计数是用记数板( 例如血球记

数板) 观察记数的方法。此法得到的结果是包括死细胞在内

的总菌数。目前已有用特殊染料作活菌染色后再用镜检记

数的方法 , 可以克服这一缺点。例如荧光染色快速计数死菌

活菌技术, 用2 种核酸染料对细胞进行染色。一种是SYTO9 ,

它把活细胞染成绿色 ; 另一种是PropidiumIodide , 它只染色死

细胞, 为红色。此方法可简便、快速记数活死菌数。

总之, 目前国内对好氧堆肥中的微生物进行研究时所采

用的方法 , 还是以经典的培养计数为主。而对于这样的传统

方法, 国外也还在继续使用[ 3 - 4] 。不过他们使用的多是微

型、简便、快速或自动化的鉴定系统。如市售有美国安普科

技中心生产的Biolog 仪器, 有95 种不同的碳源, 通过计算机

统计可以把细菌鉴定到种。

1 .3 特定功能微生物研究方法  设计特定培养基, 筛选堆

肥中具有特定功能的微生物, 这是传统培养方法的最具有特

色之处。

比如, 木质纤维素的降解是有机质堆肥降解的关键所

在, 故有学者用刚果红透明圈筛选法[ 5] 和滤纸筛选法[ 6] 来筛

选研究纤维素高效降解菌。

传统培养方法, 因其简便易行, 一直被广泛应用。然而

此法有个很大的缺陷。因为在特定的环境中, 大多数微生物

表现出一种“存活但不能培养”( Viable but nonculturable ,VB-

NC) 的状态[ 7] 。鉴于人类目前的认识水平和技术手段, 用实
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验室的培养条件不可能同时满足不同类型的微生物对于营

养、温度、通气以及pH 等条件的要求。因此通过传统的培养

方法, 分离到的微生物只占环境微生物总数的0 .1 % ～

10 .0 % [ 8 - 9] , 它不能及时追踪堆肥过程中整个微生物群落结

构和多样性的变化。

堆肥中的微生物, 实质上是一个微生态群体。要想准确

全面地追踪其种类和数量随着时间( 或温度) 的演变情况, 必

然要用现代生态学的一些方法来研究。

2  好氧堆肥微生物研究的现代生物化学和分子生物学方法

不依赖于培养的生物化学和现代分子生物学的方法, 可

以揭示微生物种类和遗传的多样性, 并给出关于群落结构的

直观信息, 目前正广泛应用于特定生境中的微生物研究。

研究微生物的现代方法有多种。按照学科门类划分的

有现代生物化学方法 , 如细胞壁、脂类、醌类和 ATP 分析等 ;

分子生物学方法, 如核酸分子杂交、16S 或18S rRNA 寡核苷

酸序列分析、重要基因序列分析和全基因组测序等。

2 .1 现代生物化学方法

2 .1.1 醌类分析 ( Quinones profiling) 。呼吸醌广泛存在于微

生物的细胞膜中, 是细胞膜的组成成分, 在电子传递链中起

重要作用。醌含量可用作微生物量的标记[ 10] 。有两类主要

的呼 吸 醌: 泛醌( Ubiquinone , UQ) 即 辅 酶 Q 和 甲 基 萘 醌

( Menaquinone ,MK) 即维生素 K。醌可以按分子结构在类( UQ

和 MK) 的基础上, 依据侧链含异戊二烯单元的数目和侧链上

使双键饱和的氢原子数进一步区分。研究表明, 每一种微生

物都含有一种占优势的醌[ 11] , 而且不同的微生物含有不同

种类和分子结构的醌[ 12] 。能对原核和真核微生物同时有效

测定。因此 , 醌的多样性可定量表征微生物的多样性。醌谱

图的变化, 可表征群落结构的变化。

醌图谱分析法与各种分子生物学方法相比, 具有能准确

反映微生物量的特点; 与其他化学分类指标如 PLFA( Phos-

pholipid fatty acids) 法相比, 能更好地区别和鉴定不同的微生

物种类, 因此在环境包括堆肥在内的微生态测定中也得到

了越来越广泛的应用[ 13] 。

醌的分析步骤分3 步: 醌萃取、提纯分离、定性与定量分

析。根据微生物醌的摩尔组成可以计算出微生物的多样性

( DQ) 和微生物种的分布均匀性( EQ) [ 14] 。用醌图谱法描述

微生物群落的参数有5 个[ 12] 。对两个不同的群落, 由分析5

个参数可以计算出另一个参数———非相似性指数( D) , 用于

定量比较两个群落组成结构的差异大小。

唐景春等采用醌类图谱分析法研究了3 种典型废弃物

牛粪、食物残渣及污泥堆肥过程中微生物变化的特点, 结果

表明: 牛粪堆肥只在初始阶段活性较高 , 之后很快降低, 其醌

含量 较低[ 15] 。在堆 肥中 期 达到 最 大值 为 36 .3 ～117 . 0

μmol/ kg , 醌多样性指数 DQ 初始期为10 .3 ～12 .8 , 堆肥过程

中逐渐升高至后期达18 .1 ～22 .7 , 污泥堆肥的各项特性介于

食物残渣和牛粪之间。

醌类分析法, 操作简单、快速、精度高和数据处理容易 ,

能够同时对应微生物生态评价的3 个重要指标( 微生物群体

结构、生物量及微生物多样性) 。但是它不能反映具体哪个

属或哪个种的变化[ 16] 。

2 .1.2 磷脂脂肪酸分析 。White 等于20 世纪70 年代末,80

年代初发展了磷脂脂肪酸图谱分析技术PLFA[ 17 - 18] 。

磷脂是构成细胞膜的主要组分, 约占细胞干重的5 % 。

在细胞死亡时, 细胞膜很快被降解, 磷脂脂肪酸被迅速地代

谢掉, 因此它只在活细胞中存在, 十分适合于指示微生物生

物量和群落结构的动态变化。另一个重要因素是脂肪酸具

有属的特异性, 它可以指示主要菌群的变化, 象真菌、放线

菌、G + 细菌和G- 细菌[ 19] 。

磷脂脂肪酸谱图分析法大致步骤 : 首先将磷脂脂肪酸部

分用Bligh 和 Dyer 法提取出来[ 20] , 然后用气相色谱分析 , 得

出PLFA 谱图。群落的微生物结构发生变化, 即可以通过谱

图的变化得到快速有效的监测。美国商品化的 MI DI 系统

( Microbial identification system) 拥有许多常见微生物的特征

PLFAs 谱图 , 增强了磷脂脂肪酸谱图法的定性能力。

Klamer 等用稻草作堆肥原料, 用 PLFA 分析法对堆肥过

程中的微生物生物量和群落结构的变化进行了研究, 结果表

明:用来指示总生物量的总 PLFA , 在第1 天后即达到峰

值[ 21] 。用PLFA 指示G+ 细菌的量, 随着温度的上升而上升 ,

随温度的下降而下降 ;G- 细菌和真菌在温度上升到50 ℃期

间, 数量是上升的, 而在高温持续期是下降的。脂肪酸不饱

和度( Degree of fatty acid unsaturation) 在整个升温阶段由0 .48

直线下降至0 .08 , 而在随后的降温阶段随温度的下降, 呈 V

型反转上升。

喻曼等在稻草固态发酵体系中同时接种土壤微生物和

黄孢原毛平革菌, 用磷脂脂肪酸( PLFA) 谱图分析法研究微生

物群落和生物量变化, 结果发现 : 根据标记性脂肪酸的变化 ,

在发酵第6 天, 革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、真菌的含量都

达到了最高值, 其中, 革兰氏阳性菌的含量较低。主成分分

析结果显示, 发酵后期以18 碳不饱和脂肪酸为主, 与标记性

脂肪酸分析结果一致 , 同时跟木质纤维素降解率的变化趋势

对应[ 22] 。

PLFA 法无须纯培养, 同时简便, 可靠, 适于快速跟踪研

究微生物群落的动态变化。它也有不足: 第一, 它不能从种

的水平上鉴定微生物 , 只能鉴定到属。第二 , 从PLFA 组成的

变化判断微生物的种群变化表征的并不是种群绝对生物量

的变化 , 目前还没有不同种群实际生物量和其脂肪酸含量之

间计算的转换因子。第三, 细菌和真菌在不同的生长时期以

及环境压力下的脂肪酸含量有所变化, 给监测带来困难。

2 .1.3 ATP 分析。广泛存在于活细胞体内的 ATP( Adenosine

triphosphate) , 由于它的含量和细胞生物量呈线性关系, 同时

胞内 ATP 含量随着不同的种以及生长率的变化而变化 , 所以

它适合于微生物活性的定量测定[ 23] 。它的基本原理是利用

虫荧光素酶荧光反应来进行分析。现已有市售的 ATP 照度

计工具包。国外最早于20 世纪90 年代应用于食品微生物污

染检测 , 随后应用到环境微生物领域。

ATP 分析因其结果只包括活菌, 且无须培养、快速、简

便, 在堆肥中得到了一定应用。

Garcia 等用污泥和城市垃圾分别堆肥, 试验结果一致: 起

始时ATP 较高, 随后呈现快速下降趋势 , 至腐熟阶段处于低

水平[ 24] 。
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Horiuchi 等用木削刨花和麦麸为堆肥原料, 使用简化的

ATP 分析方法检测堆肥过程中微生物随时间的变化, 结果显

示, 微生物量随堆肥温度升高而上升, 随温度下降而下降[ 23] 。

2 .2  现代分子生物学技术 现代分子生物学技术是建立于

PCR 技术( Polymerase chainreaction) 之上的。PCR 技术是一种

体外扩增核酸序列, 从而获得多个核酸拷贝的技术。它克服

了“VBNC”的局限 , 可用于环境微生物 DNA 的扩增, 并且对扩

增产物可以进行定性定量分析, 常和其他的分子生物学技术

相结合一起使用。

PCR 技术也存在一些问题, 如假阳性、假阴性的出现。

假阳性结果主要是污染造成的。因此要求PCR 技术必须规

范化, 要有标准的实验室设备, 操作中有防污染措施 , 要严格

按照Kwork 等的防污措施[ 25] 进行操作。每份标本重复2 次 ,

可有效地避免假阳性的出现。假阴性的结果与标本处理、试

剂配制及操作中优化条件的选择有关。

在对好氧堆肥微生物进行研究时 , 目前所用到的分子生

物学方法主要有以下3 种。

2 .2.1 16SrRNA 和18SrRNA 基因序列分析。16SrRNA 基因

为所有细菌共有, 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16S rRNA 序列分析可以区分细

菌和古细菌两大范畴, 以及分属于其领域内的不同微生物。

18SrRNA 基因和16S rRNA 基因相类似。理论上, 对真菌等

真核生物的rRNA 序列分析应该像细菌等原核生物的一样进

行, 但由于真菌等真核生物核糖体的编码基因以及调节机制

比较复杂, 对其研究还不够透彻, 如今真正应用在真菌等真

核微生物生态学的分析上还是比较少的[ 26] 。

对于一些营养要求苛刻、难以培养或培养时间很长的细

菌, 可以用PCR 或者改良后的套式PCR、原位PCR、免疫PCR

等多种PCR 与其他分子生物学分析方法( 如变性梯度凝胶电

泳和扩增核糖体DNA 限制性分析等) 相结合 , 进行测序。有

了微生物16SrDNA 序列, 不论是全序列还是部分序列, 都可

以提交到 GenBank 采用Blast 程序与已知序列进行相似性分

析。GenBank 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

一步据微生物16S rRNA 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[ 27] 。

Dees 等用PCR 扩增细菌的16Sr DNA( 包括1 500 bp 的特

异性片段) 、放线菌的300 bp 特异性片段 , 以及真菌18S rD-

NA , 分析了在人工高温堆肥中的微生物多样性[ 28] 。在克隆

文库中 ,70 个克隆中, 有52 个 ARDRA 型( 组) 独特 , 这表明 :

在高温堆肥中, 非培养细菌群落具有高度多样性。

刘有胜等用基于16S rDNA 的PCR- DGGE( 变性梯度凝胶

电泳) 技术对城市餐厨垃圾堆肥过程中细菌种群结构随时间

的变化进行了研究[ 29] 。DNA 的提取与纯化采用改进的蛋白

酶K- CTAB 法纯化, 然后总 DNA 进行PCR 扩增; 细菌通用引

物GC-341F 和907R , 序列分别为:GC-341F ,( 5′- CGC CCG CCG

CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG CAC GGG GGG CCT ACG

GGA GGC AGCAG-3′) ;907R,( 5′- CCG TCA ATT CCT TTG AGT

TT) 。扩增片段长约600 bp 。PCR- DGGE 图谱显示: 不同时间

堆肥样中细菌DGGE 图谱有着明显的差异性; 堆肥升温期细

菌种群丰富, 优势种群不明显; 高温期细菌种群减少 , 优势种

群明显; 降温期细菌种群结构基本保持稳定。温度对堆肥过

程中细菌种群具有明显的筛选作用。

将16S rRNA 和18SrRNA 基因序列分析 , 与其他PCR 以

及DGGE 等的结合, 既能够克服传统培养技术的限制, 又可

以得到样品中微生物不同种群的数量和种类分布的信息, 精

确指示微生物种类和多样性。

由于16S DNA 序列的高度保守性, 所以此方法对于相近

种或同一种内不同菌株之间的鉴别分辨力较差[ 30] 。

2 .2.2 16S～23S rDNA 转录间隔区( Internal transcribed spacer ,

ITS) 序列分析。

在原核生物的rrn 操纵子中, 由于ITS 在自然进化中不

受选择的压力, 所以变异更快, 足以满足种及种以下水平的

分类, 因此对于16S ～23SrDNA 转录间隔区的研究也较多。

Schloss 等通过细菌自动化的r RNA 转录间隔区序列分析

方法( B- ARISA) , 得出在堆肥开始阶段, 细菌群落结构变化和

pH 变化一致; 是产乳酸的真菌导致了pH 值的下降[ 31] 。

Ranjard 等又把ARISA 应用到真菌群落的研究[ 32] 。他们

根据测定包括5 .8S 基因和两个转录间隔区( ITS) 在内的, 在

18S 和28S 基因之间区域的不同长度 , 而设计了多个引物, 用

来识别不同的真菌群落。

Hansgate 等用真菌自动化的rRNA 转录间隔区序列分析

方法( F- ARISA) 和18S rRNA 基因测序方法, 研究了堆肥开始

升温时期真菌菌群结构的变化[ 33] 。鉴定跟踪真菌菌群结构

结果表 明 : 有 Backusell a sp . , Mucoraceae , Geotrichu m sp . 和

Pichi a sp . 这4 个不同的真菌属类存在。

由于ITS 序列分析具有快速、简单、准确、重复性好等优

点, 近来成为细菌分类与鉴定的热点。然而也要看到: ①必

须利用有效的技术手段, 来解决16S ～23S rDNA 转录间隔区

的不同拷贝之间大小比较相近和不易区分的问题 , 以确保能

够扩增出所有的拷贝。②它不是万能的, 不能对所有的菌株

进行鉴别, 如大肠杆菌的不同血清型等。

2 .2.3  聚丙烯酰胺凝胶电泳( Denaturing gradient gel elec-

trophoresis ,DGGE) 法。具有化学变性剂梯度的聚丙烯酰胺凝

胶, 能够有区别地解链PCR 扩增产物。不同的双链 DNA 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。DNA 解链行为的不同导致一个凝胶带图案 ,

此图案即代表微生物群落中的主要种类的一个轮廓。该方

法能够快速将分子大小相同, 但碱基顺序不同的 DNA 分子

进行分离[ 34] , 可以提供群落中优势种类的信息和同时分析

多个样品。它已经广泛应用于分析原核和真核群落结构的

时空变化。

其主要步骤: ①核酸提取; ②16S rRNA 或18S rRNA 基因

的PCR 扩增; ③扩增产物进行电泳; ④割带回收DNA, 测定不

同DNA 谱带的碱基序列, 同基因文库中的对应序列相比较 ,

从而确定种属。

Ishii 等应用PCR- DGGE 技术, 对微生物16Sr DNA 进行扩

增, 分离得到DNA 条带, 对不同条带测序分析, 再和GeneBank

对照, 选择同源性较近的菌株构建系统发育树 , 研究高温堆
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肥过程中微生物的种类和数量变化规律[ 35] 。试验发现 , 在

45 d 的堆肥过程中 ,DGGE 条带发生很大的变化: 随着温度的

升高, 条带数减少, 当温度降低时, 条带数又逐渐增多, 表明

条带所代表的微生物种类也发生相应的变化。尤其在腐熟

期, DGGE 条带图谱变得更加复杂, 出现了新的条带, 且缺乏

相关 DNA 顺序的数据。

Wakase 等用培养和 DNA 分析( 此指DGGE) 方法, 同时研

究接入商业菌剂的堆肥过程中的微生物的演变情况[ 36] 。他

们发现: 用 PCR- DGGE 分析方法得出的菌剂本身中的优势

菌, 和加入了菌剂的堆肥过程中的优势菌, 并不保持一一对

应关系。虽然没有证据表明, 菌剂本身中的优势菌在堆肥中

仍然是优势菌, 但是菌剂本身中的优势菌的多样性, 在不同

的室温下培养后变化明显。

对好氧堆肥过程中微生物的研究 , 近年来国内也有学者

开始使用分子生物学手段。徐大勇等采用传统培养方法和

PCR- DGGE 技术研究了人工接种堆肥和自然堆肥微生物群落

的演变过程[ 37] 。DGGE 图谱显示,2 种堆肥不同时期存在不

同的细菌种群, 其条带数量亦呈“升高- 降低 - 升高- 降低”

变化趋势( 趋势和用培养方法得出的结果一致) , 堆肥升温期

条带丰富, 优势条带不明显 ; 堆肥高温期条带数量减少但出

现优势条带, 表明高温阶段以嗜热菌或耐高温菌为主; 堆肥降

温期条带数量再次增多; 堆肥腐熟期条带数量少且无优势条

带,表明腐熟阶段微生物种群数量少且代谢强度趋于平缓;

DGGE 图谱还表明, 人工接种菌株成为堆肥高温期优势菌株。

DGGE 法具有可靠, 可重复, 快速和容易操作等特点。但

它也有不足: ①只能分离较小的片段( 500 bp) [ 38] ; ②是依据

16SrDNA 的DGGE 研究群落多样性 , 由于某些种类的16SrD-

NA 的拷贝之间的异质性问题, 以及异源核酸双链分子的检

出[ 39] , 可能会导致自然群落中细菌数量的过多估计。

2 .2.4 DNA 微集阵列( DNA microarrays) 。又称寡核苷酸微芯

片, 代表了最新的分子工具之一。它是一套 DNA 探针, 通常

是从c DNA 或基因组克隆纯化PCR 产物, 存放在固体支持物

上, 其密度可达1 c m2 几百个点。它对于来自环境样品中的

16SrRNA 基因的检测, 具有高通量的优点[ 40] 。一次试验就

可以完成几千个的菌株或种属等以上分类单位的鉴别[ 41] 。

因此适合于环境中微生物群落多样性的研究, 包括有益菌群

和病原菌的过程监测。

Franke- Whittle 等为了探明堆肥中不同微生物存在与否 ,

设计了一个寡核苷酸微芯片[ 42] 。这个芯片是由瞄准于16S

rRNA 基因可变区, 由很多寡核苷酸探针组成。探针是按照

堆肥中已经存在的微生物和致病菌而设计的, 探针长17 ～25

bp , 包括大部分种特异性的序列。试验表明: 在各种堆肥样

品中, Streptococcus( 链球菌) , Acinetobacter lwoffii ( 不动杆菌属)

和 Clostri diu mt et ani ( 梭菌属) 总是存在的。

但是DNA 芯片也有很多问题亟待解决, 体现在硬件和

软件两个方面。硬件方面主要是需要昂贵的尖端仪器 ; 软件

( 技术) 方面 , 主要是探针制备复杂, 空间因素不利于杂交, 多

种探针杂交条件的优化选择等。

3  好氧堆肥微生物研究方法的展望

(1) 微生物研究的现代分子生物方法, 尤其是那些能够

全面地、高分辨地研究微生物生态学的分子技术, 必然会被

应用到堆肥中的微生物研究上来。比如:

荧光 原 位 杂 交 技 术( Fluorescent in suit hybridization ,

FISH) : 是微生物生态学研究中常用的用于原位观察微生物

细胞的技术, 它根据核糖体小亚基rRNA 基因的保守区 , 设计

合成有荧光标记的特异性寡核苷酸探针, 不经过环境基因组

的提取以及核糖体小亚基rRNA 基因的PCR 扩增, 而直接与

固定在玻片或纤维膜上的组织或细胞中的特定的核苷酸序

列进行杂交 , 探测其中所具有的同源核酸序列 , 结果可以直

接在荧光显微镜下观察。FISH 技术结合分子生物学的精确

性和显微镜的可视性 , 可进行微生物的空间分布情况分析和

特征性微生物的鉴定与定量分析。

它能将单个细菌从复杂的菌群背景中检测出来, 并加以

定量化, 且可以检测出个体微生物的原位生理特性和功能 ,

并实现在种属水平上跟踪堆肥过程中所有重要菌群的变化、

演替规律, 而且所需的时间很短, 有望成为一种常规的简便

分析方法。

PCR- 限制性内切核酸酶方法( Restriction endonuclease ,

PCR- RFLP) : 是利用PCR 扩增产物用限制性内切酶进行切割

并电泳, 以酶切后 DNA 片段长度变化来表现出来, 通过DNA

转印及分子杂交方法检验。可用于种以下分类。

PCR- 单链构象多态性研究( Single strand conformational

polymorphism,PCR- SSCP) : 可清晰地分辨出样品中至少8 种微

生物, 而且分析仪器比 DGGE 简单, 避免了在PCR 过程中相

似异源双链的形成。尤其是荧光标记的引物、SSCP 和毛细管

电泳相结合, 即以荧光毛细管电泳( Fluorescence capillary elec-

trophoresis ,FCE) 为基础的单链构象多态性分析, 不但可对细

菌群落进行多态性分析, 而且可直接鉴定样品中的细菌。

分子生物技术作为环境生物技术的前沿, 必将给堆肥微

生物的研究带来革命性的变化。其最终发展趋势是原位、快

速、灵敏、准确定量和高通量。

( 2) 理论而言, 使用分子生物学技术, 可完全实现对堆肥

中的微生物进行分类鉴定。但是这项技术在国内刚刚起步 ,

加上对试验条件要求高, 而堆肥生态系统本身的复杂性 ,

DNA 提取的困难性和完全性, 过程的干扰, 常常导致数据的

可靠性下降。因此, 国内需要完善和改进对于堆肥微生态的

研究, 比如目标 DNA 提取纯化的研究, 以及堆肥微生物基因

文库( 比如降解木质纤维素菌的相关降解基因文库等) 的建

立和完善等。从目前的发展趋势可以看出, 分子生物学技术

正逐步取代某些传统的研究方法而被广泛应用于堆肥环境

微生物研究。

(3) 单一研究方法必然有其固有的缺陷 , 而几种方法的

联合使用可以扬长避短, 进一步提高检测结果的准确性。所

以必须将不同的分子技术相结合, 再辅以必要的培养、生理

生化测定等传统方法 , 来最终达到监测和鉴定的目的。
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系统; 建成了“人才素质强、技术先进、设备先进、管理科学、

服务一流”的森林资源健康和生态环境状况综合监测管理体

系, 全面建成了运行高效、支撑力强的完善的、先进的、现代

的林业科技创新体系。

( 4) 全面建成了繁荣先进的生态文化体系。社会公众普

遍具备良好的生态文化素质和可持续发展的伦理道德观念。

人与自然实现了和谐发展, 林业的生态、经济、社会三大效益

协调统一, 林业生产组织及社会组织健全、完善而先进, 全面

实现了全社会参与林业生态建设、林业产业建设和生态文化

体系建设的良好局面。林业及森林资源的监督、管理及保护

形成了以社会群众组织为主, 国家政府为辅的良好模式。全

面建成了有力推动现代林业更好发展的、主题突出、内容丰

富、形式多样、贴近生活、富有感染力的生态文化体系。
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