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摘要：微生物是生态系统的重要组成部分，研究水体中微生物的多样性和群落结构对于开发微生物资源、进行水体

生物修复具有重要意义。现代分子生物学的发展为研究水体微生物提供了行之有效的方法。综述了 !%& ’()* 文

库构建、变性梯度凝胶电泳、限制性片段长度多态性、末端标记限制性片段长度多态性等技术的原理以及在水体微

生物研究中的主要应用。
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水体中微生物种类繁多、数量巨大，尤其是污

染水体中微生物的种类仅次于土壤。微生物具有

很强的降解和转化污染物的能力，因而在受污水体

中起着举足轻重的作用。通过对目标水源微生物

群落的种群结构和多样性进行解析并研究其动态

变化，可以为优化群落结构、调节群落功能和发现

新的重要功能类群提供可靠的依据。若能从中进

一步分离得到优势菌株［! Y #］，再通过调整该优势菌

的活性状态还可用于修复水体，进行生态恢复。

微生物多样性以及群落结构的研究一直沿用

传统分离、培养、鉴定并描述特征的方法。然而，研

究证实自然界中有 -0Z Y ,,.,Z的微生物至今还

不可纯培养［2］，因而以此为前提的形态学、生理生

化反应和细胞组成成分结构的观察均受到了影响。

此外，传统方法过程繁杂，很难对分离物进行精确

鉴定并反映系统发育关系，导致研究微生物多样性

的真实概况受到限制。

近年来，随着从环境中提取微生物 ()* 方法的

不断改进［0］，以核酸一级结构为依据对微生物进行

分类、进化、功能方面的研究获得了较大发展。一

些分子生物学技术已用于微生物生态的研究，操作

简便还可有效地避免实验数据丢失；通过从基因水

平探索微生物群落的丰度、均匀度、分析菌种的变

异情况等，可将微生物多样性的研究提高到遗传多

样性水平上，为全面认识微生物多样性在生态系统

中的原始构成、筛选出未知菌种提供了行之有效的

技术手段。目前，用于水体微生物生态研究的分子

生物学方法主要基于 U[S 技术，利用扩增产物再进
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行各种分析。较为成熟的技术包括：!"# $%&’ 文库

构建、变性梯度凝胶电泳（%(()）［"］、限制性片段长

度多态性（*+,-）［.］、末端限制性片段长度多态性

（/0*+,-）［1］、单链构象多态性分析（##2-）、荧光原

位杂交（+3#4）、随机扩增多态性（*’-%）［5］等。本文

综述了部分主要分子生物学技术的原理及其在水

体微生物生态系统研究中的应用。

! !"# $%&’ 文库构建

克隆文库方法是使用较广泛的一种方法［!6］。

!"# $*&’ 由多个臂环组成，部分碱基配对，其余形

成环，可划分成四个结构域。!5.6 年 789:9 发现

!"# $*&’ 在生物进化过程中具有高度保守性，因而

在系统发育研究中具有重要作用［!!］；同时不同种的

!"# $*&’ 在结构上具有特异性。依据其保守性和

特异性可确定它们系统发育的相关性或进化距离。

以 !"# $*&’ 的基因为模板，使用特异性引物对未知

样品的总 %&’ 进行 !"# $*&’ 的基因扩增，将产物

克隆到载体，通过构建克隆文库分离不同的序列，

再通过测序与 (9;<=;> 数据库中已知菌种的 !"#
$%&’ 序列比对，鉴定其分类地位。通过分析 $%&’
片段的类型和出现频率，可以得到微生物群落结构

和多样性的信息［!?］。

/=@=>A 等［!B］通 过 构 建 !"# $%&’ 文 库 分 析 了

C=:D@AE=D$= 湖底细菌群落多样性，实验显示该湖底

细菌群落具有明显的多样性，并发现了一些未知菌

种。C=FGH99; 等［!I］将 2$=F9$ 湖分离 出 的 浮 游 细 菌

!"# $%&’ 序列与构建的文库比对，发现高通量培养

方法是传统分离培养方法的改进。它可以分离出

环境中的优势菌和与文库中序列不一致的菌种，同

时也证实光合作用是新鲜水源中重要的生理过程。

/A=; J=;E0KA9 等［!L］利用 !"# $%&’ 文库构建法分析了

由垃圾填埋引起污染的地下水中微生物群落，实验

显示微生物群落中 5LM5N为细菌，其中优势菌为变

形细菌，占细菌总量的 "BMLN。/$A;E9 等［!"］使用该

方法比较了陆地和海洋两种不同环境中微生物群

落新陈代谢的能力，结果表明特定环境能诱导特定

微生物产生与该环境相适应的新陈代谢相关的基

因，该特定基因决定了环境样品中此微生物的功

能，此现象有助于解释和诊断环境问题。

尽管通过该方法获得了较多水体中微生物群

落多样性的信息，但其对分析的克隆数目有要求，

只有在克隆数目足够的情况下才可以较为完整的

认识种群组成的情况。因此造成工作量较大。此

外，由于核酸提取、-2* 及克隆过程产生的偏差可

能导致样品的基因克隆库并不太准确，因此有时也

不能完全正确反映水体中微生物群落的真实面貌。

( 变性梯度凝胶电泳技术

()! 原理

!51B 年 +A:G9$ 和 ,9$@=;［!.］首次将变性梯度凝

胶电泳技术（%(()）引入微生物生态学研究中，他们

将 !"# $%&’ -2* 扩增后的片段进行变性梯度凝胶

电泳，分析了环境中微生物区系的变化。%(() 是

基于核酸序列的不同将 %&’ 片段分开的。在线性

梯度变性的聚丙烯酰胺凝胶上，部分解链的双链

%&’ 分子的电泳迁移率降低，而 %&’ 序列不同，其

解链的温度和所需的变性浓度也不一样，它们在凝

胶的不同位置停止迁移，最终不同的 %&’ 片段会在

凝胶上呈现不同的条带，从而使长度相同而序列不

同的 %&’ 片段分离［!1］。通过 #J<* ($99; 3 或银染

即可成像，通过对电泳图谱的直接分析可以对微生

物生态系统中的各种细菌进行相对定量。在理论

上，这项技术可区分一个碱基的差异。由于各类微

生物的 !"# $*&’ 基因序列中可变区的碱基序列有

很大差异，通过利用 %(() 技术，分析图谱上条带的

数目和所处的位置，就可以初步的辨别出该样品中

微生物的种类和数量，从而可粗略分析该水体中微

生物的多样性。之后该技术也不断得到发展。罗

海峰等［!5］人在利用 -2*0%(() 研究土壤微生物多

样性时采用带 (2 串结构的引物，结果发现由含 (2
2H=@O 的引物 -2* 扩增后在 %(() 中能够得到很好

的分离效果。因此在引物设计时通常在正向引物

的 LP端加入 (2 2H=@O，使得对不同微生物的定性和

分析更深入细致。

当前，-2*0%(() 技术已广泛地应用于研究复

杂环境微生物生态系统，如海洋、根际、土壤和沙

丘［?6 Q ?B］；监测区系组成变化、分离细菌、比较各种

%&’ 抽提方法的效率以及监测 -2* 和克隆过程中

产生的偏差等。该方法的主要优势在于不仅能鉴

别样品中可培养的类别，而且还能鉴定不可培养的

微生物的类别，检测极限低、速度快、结果准确可

靠，根据不同条件下得到的谱带，有助于人们高效

地进行各种环境样品中微生物的优势群落鉴定和
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优势菌的分离。

!"! 微生物群落多样性的研究

人们对水体微生物多样性的了解还不够全面。

目前，最主要采用的还是传统的培养和分离鉴定的

方法，大多数微生物无法培养造成人们对样品中种

群的组成分析受到很大限制。从 !"# 水平上研究

水源微生物的多样性无疑是一种非常好的非培养

方法。$%&’()［*+］研究显示，真核微生物在几乎所有

的生态系统中种类都十分丰富，它是全球生物多样

性的 重 要 组 成 部 分。,--. 年 /0)123［*4］首 次 应 用

5678!99: 研究了菌藻系和细菌生物膜中微生物的

遗传多样性，将 !99: 带谱上的印迹转移到尼龙膜

上，再与硫还原细菌特异性探针进行杂交，结果发

现样品与探针出现了强烈的杂交信号，表明环境中

存在硫还原细菌。$233%; 等［*<］利用 5678!99: 对温

泉不同温度菌藻系中细菌多样性比较，发现不同温

度的样品带谱差异很大，表明其中的细菌多样性不

同。=(>(% 等［*?］应用 5678!99: 技术和聚类分析对

制药工程中使用的净化水的微生物多样性进行估

测，结果表明净化水的微生物多样性远不及环境水

体，且净化水中的优势菌无法通过传统的方法培养

或繁殖。@2A;B23 等［*C］利用 !99: 分析了深层海底

标记为 ,,?. 处沉积物中微生物群落组成，结果显示

其中微生物多样性比较丰富，含有!8变形细菌、浮

霉状菌、蓝细菌、"8变形细菌等。而标记为 ,,?+ 处

则微生物种类明显贫乏。

5678!99: 技术在城市污水化学生物絮状处理

中也有应用。王峰等［*-］通过 5678!99: 等分子生

物学技术直接分析活性污泥与生物膜中微生物种

群结构，实验结果表明活性污泥培养前后微生物种

群结构发生很大改变；同时测定了活性污泥中部分

菌种的 ,<D 3!"# E. 区片段序列，通过与基因库比

对，初步确定了细菌的属。再次证明 5678!99: 结

合测序技术是一种完全可行的快速进行环境样品

微生物研究的分析方法。

!99: 方法和培养方法结合能更全面地分析水

体中微生物群落的多样性。FGHIJ;H& 等［.K］利用上

述两种方法研究了自然海岸区域内的 ! L "#$%&’(’)"，
证实浮游细菌群落具有基因型的多样性。

!"# 微生物群落动态变化的研究

5678!99: 技术不仅可用于研究微生物群落的

多样性，同样也可用于研究群落动态变化。主要研

究环境变化与微生物群落动态变化的关系。,--C
年，90MGB 等［.,］利用 5678!99: 技术分析了 N’(&O((3B
和 E%;P%QP23 两湖中浮游细菌群落的动态变化，发现

两湖中浮游细菌群落呈现出明显的季节变化规律。

在春季和夏季，N’(&O((3B 湖中细菌生物质比 E%;P%QP23
湖高出 . 倍，E%;P%QP23 湖中出现藻类而 N’(&O((3B 湖

中却未出现。R%&S;B3HI 等［.*］使用 5678!99: 技术

研究一个中营养水平的北方森林湖，结果却显示细

菌群落组成未发生剧烈的变化，而是呈现了相对稳

定且缓慢的变化，表明季节与细菌群落变化和分类

无明显关系。水源环境不同微生物群落结构不同。

9(;B 等［..］采用 5678!99: 技术分析南极洲罗斯海

中微生物组成随水体类型不同所发生的变化，实验

表明相同环境中存在类似的种群组成，微环境的变

化明显影响种群组成，环境中占优势的为纤毛虫、

鞭毛虫等原生生物。NH%P%& 等［.+］利用该方法研究污

染诱导群落耐受性时发现，虽然温度不是引起群落

连续变化的主要因素，但温度对于细菌群落的耐受

性确有影响，温度越高，群落对于铜的耐受性越强。

这些实验结果再次证实，!99: 可有效的分析

水体中微生物生态系统的多样性、群落结构，监测

环境中微生物群落的动态变化。但 !99: 可以监测

到的理想片段为 ,KKAJ T 4KKAJ 而且 567 产物常出

现假阳性情况，易造成菌种的丢失，给新菌种的鉴

定带来困难。巢式或半巢式 567 技术与 !99: 结

合，使用一对或一对半引物通过两次 567 反应对基

因进行检测，能在一定程度上解决该困难。NHH&
等［.4］采用巢式 567 结合 !99: 技术分析了不同污

水处理工厂中细菌群落，结果表明该技术不仅有效

的减少了假阳性的出现，而且使检测的下限值下降

几个数量级。!99: 本身还存在一些难以克服的缺

点。首先，通常只能检测到水体环境中的优势菌

群，若微生物含量过少，利用该技术就很难检测到。

D2O%U0MG% 等［.<］认为 !99: 方法可能低估了环境微

生物的种群多样性，若把 !99: 与其它技术结合使

用，不仅可以提高对水体微生物群落分析的准确

性，也可以提高微生物生态学的研究水平。

# 限制性片段长度多态性

7$R5（72;B3%MB%H& $3(UI2&B R2&UBG 5H’)IH3JG%;I，

限制性片段长度多态性）是一种 !"# 分子水平上

的多态性检测技术，它是限制性内切酶、核酸电泳、
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印迹技术、探针!杂交技术的综合应用。该技术也用

于微生物群落的研究。限制性内切酶能识别并切

割特异核苷酸序列。由于碱基序列不同或某位点

核苷酸序列发生突变，导致酶的识别、切割位点和

数目不同，因而可产生大小不同的片段。"#$!$%&"
可以检测出碱基发生突变、插入或缺失的位点。切

割产生的不同片段通过特定探针杂交进行检测，从

而可比较不同品种的 ’() 水平的差异（即多态性）。

多个探针的比较可以确立生物的进化和分类关系，

该方法检测结果不受环境因素的影响。

’*++,-- 等［./］利用 $%&" 技术研究水面下堆积物

被搅动后微生物群落的反应，结果显示共有 01 个不

同的片段长度，随着时间的推移，不断有新的片段

长度被检测到，但只有 23 种片段长度来自于均一且

完整的微生物群落。由此说明，微生物群落随环境

改变 也 发 生 了 巨 大 的 变 动。4,56789:6 等［.1］采 用

"#$!$%&" 分析了长江 #2 处细菌群落结构，发现不

仅包括!!变形细菌和"!变形细菌，还存在#!变形细

菌、#;%;< 群、低 = > # 含量的革兰氏阳性菌、高 = >
# 含量的革兰氏阳性菌和疣微菌门等，反映了长江

口 #2 处的富营养化程度较高。’695,+?*@ 等［.0］用

"#$!$%&" 证实，A+69 湖水中分离出的细菌中多一半

为气 单 胞 菌，其 余 大 部 分 为 来 自 于 肠 杆 菌 种。

<*5,+?*@B 等［CD］采用 "#$!$%&" 检测了煤污染地下

水中微生物群落的多样性，结果说明污染水源中既

存在耗氧菌也存在厌氧菌。若将 "#$!$%&" 技术与

其它非培养方法结合起来使用，监测效果会更好。

=,+@,+E 等［C2］就用 2F4 +’() 测序与 "#$!$%&" 技术

结合测定新鲜水体中微生物的多样性。

与 2F4 +’() 文库构建相比，该方法可省去建库

中许多繁琐的工序，而且灵敏度高、分辨率高、重复

性好、简便快速直观。但是由于克隆探针较为困

难，且限制性内切酶水解不完全或酶切片段相近，

也给 "#$!$%&" 技术的利用带来了障碍。随着可标

记多态性探针的增多，该技术将在微生物生态学中

得到更广泛的应用。

! 末端限制性片段长度多态性

G!$%&"（ G,+?6@*- $,BE+69E6H@ %+*7?,@E &,@7E:
"H-I?H+J:6B?，末端限制性片段长度多态性）技术是

在 $%&" 技 术 基 础 上 发 展 起 来 的，也 是 依 据 2F4
+’() 序列高度的保守性和特异性，选择具有系统进

化标记特征的序列作为目的分析序列。设计保守

区特异性引物，其中一个引物的 KL端用荧光物质标

记。以样品中 ’() 为模板进行 "#$ 扩增后产物就

带有荧光标记。用合适的限制性内切酶消化 "#$
产物，可产生不同长度的限制性片段。用 ’() 自动

测序仪可检测出末端带荧光标记的片段获得峰值

图。由于每种菌末端带荧光标记的片断（G,+?6@*-
$,BE+69E6H@ %+*7?,@E，G!$%）长度是唯一的，所以峰值

图中每一个峰至少代表一种菌，每个峰的面积占总

面积的百分比代表这种菌的相对数量。

G!$%&" 技术灵敏度高，能检测活菌和未降解死

菌，成为研究者们青睐的一种高效微生物群落结构

分析方法。<,+@:*+M 等［C3］用此技术区分来自人和奶

牛的非点粪便污染源。采用拟杆菌属和双歧杆菌

属的细菌作为污染指示菌，对这两种菌的 2F4 +’()
扩增后用 G!$%&" 分析，根据人粪便和牛粪在峰值

图上出现的特征峰分析污染水体，从而判断是何种

污 染。N*E:*+6@, 等［C.］ 利 用 G!$%&" 和 异 质 "#$
（&,@7E:! O,E,+H7,@,6EI JH-I?,+*B, 9:*6@ +,*9E6H@，&O!
"#$）相结合研究如何区分污染水体的粪便来源，得

到了相似的结果。P*6B*@,@ 等［CC］也利用 G!$%&" 检

测了不同水源中微生物群落的特征。

=H@Q*-,Q 等［CK］对赤潮海域的细菌作了 2F4 +’()
克隆文库测序和 G!$%&" 分析，将 G!$% 与克隆测序

后的结果比对后，发现 !"#$%&’($) 在整个群落中数

量最多。"H-I?,@*5H-- 等［CF］将 G!$%&" 与 ’==A 相结

合，探测了地中海微生物群落组成。

G!$%&" 技术可更为准确的估测水源中微生物

群落的动态变化，却无法较好地区分近缘种，峰和

菌种也不是准确的一一对应关系，因而定量的结果

是一个相对值而不是一个绝对值。另外限制性内

切酶的选择和待测片段的大小也影响 G!$%&" 的检

测效果。

" 小结与展望

综上所述，现代分子生物技术的发展为研究水

体微生物的多样性和群落动态变化提供了有利工

具，人们对环境样品中微生物生态的了解也将更加

真实和准确。总体来说每种方法均各有优势和局

限性，因此在今后的发展中采用多种技术相结合及

与传统的培养方法相结合的方式，相互补充相互完

善，不断提高检测的灵敏度和准确度，对进一步真
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正深入了解微观生态环境具有重要意义。
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