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科学视野

分子生物学技术在海洋微生物多样性研究中的应用 m
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微生物群落在海洋的碳 !氮 ≈w !

磷 ≈y 和硫 ≈tw 的循环中具有重要的

作用 o 是海洋微食物环的重要组

分 o作为分解者和二次生产者 o影

响着颗粒有机物的溶解与沉降 !溶

解有机物的形成和消耗 !无机营养

盐的形成等生态过程 ~有些微生物

是初级生产者 o能通过光合自养 !

化能自养等营养方式生产有机

物 ∀

早期的海洋微生物多样性研

究建立在传统的微生物培养技术

的基础上 ∀然而由于培养条件与自

然条件的差异 o实际上培养所得到

的只是自然环境中的少部分菌种

ksqssth ∗ txh l
≈u o x o tu o ux 

o而且往

往加入了浓度远高于自然状况的

营养物质 o其结果是在新的选择压

力下群落结构通常会发生变化 o适

应富营养条件的菌种成为优势种 o

取代了自然条件下的优势种 ≈{ ∀认

识到以上问题 o人们试图采用其他

方法以避开对培养技术的依赖 o包

括以下几种 } ktl 表面荧光显微镜

法 o此方法主要用于观测微生物丰

度 o但不能提供关于微生物形态的

准确信息 ~kul 扫描电镜法 k≥∞�l o

只能揭示微生物外部形态 o并不能

提供进行微生物分类的足够信息 ~

kvl 透射电镜法 k×∞�l o此法的限

制性类似于扫描电镜法 o且十分昂

贵 ∀{s年代末至 |s年代以来 o分子

生物学技术开始被广泛应用于微

生物群落结构分析 o且发展非常迅

速 o研究的焦点集中在具有保守序

列的 ty≥µ⁄��上 ∀研究方法包括分

子杂交法 ≈v !°≤� 法 ≈ut o uy !≥≥≤°法
≈tx  ! ⁄��∞法 ≈t| o us  ! ×��∞法 ≈tt  !

� ƒ�°法 ≈t  ! 克隆基因文库分析法
≈| o tw o uv 等 o具有很高的灵敏性 o与

传统的培养方法或其它不依赖培

养技术的方法相比显示出明显的

优越性 o推动了微生物多样性研究

的快速发展 ∀ t||z年 �¬∏等 ≈ty 在

� ƒ�° 法的基础上发展出 ×2� ƒ�°

法 o与 � ƒ�°法相比 o该法能够提供

关于微生物多样性的更直接的信

息 o而具有比 ⁄��∞法更高的灵敏

度 o 因此在近 v年来被广泛应用
≈| o tw o tz ∀

物种多样性包含两方面的内

容 }物种的数量k≥³̈¦¬̈¶µ¬¦«±̈ ¶¶l和

物种的均一性 k≥³̈¦¬̈¶ √̈̈ ±̈ ¶¶l o因

此海洋微生物多样性的研究也有

两方面的目标 o除分析微生物的物

种数量外还要研究各菌种的种群

大小 ∀

以下分别介绍几类当前应用

于海洋微生物生物多样性研究的

主要的分子生物学研究方法 ∀

t 分子杂交法

包括膜杂交和原位杂交方法

等 ∀

其原理是 }人工合成能与某类

群微生物特征基因序列互补的寡

聚 ⁄��或 � ��探针 o并以荧光或

放射性标记该探针 o然后利用探针

与微生物基因杂交 o通过荧光显微

镜技术或放射自显影技术对微生

物的群落结构进行研究 ∀与后面将
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要介绍的其它方法相比 o特点是不

需要对目标基因进行 °≤� 扩增 o因

此可以避免 °≤� 过程中产生的误

差 ~但是同样由于未对目标基因进

行扩增 o目标基因浓度较低 o有时

会给检测带来困难 ~且有时目标类

群的目标基因序列并非完全同一 o

而是有亚类群之间的差异 o结果所

设计的探针 ⁄��序列与某些亚类

群的目标基因互补性较差 o从而导

致对该类群的估计过低 ≈tw 
~而更重

要的不足之处是 o只能用来检测事

先估计到其存在 !已知其目标基因

序列 !并为之设计好引物的类群 ∀

u 聚合酶链式反应法

k°≤�l

实际上除上面的分子杂交法之

外 o下面将要介绍的几类分子生物

学方法都需要对目标基因进行

°≤� 扩增 o然而仅依靠在 °≤� 试验

中使用具有类群特异性的引物 o不

进行酶切 !变性 !克隆和电泳等后

续手段 o也能够用来鉴别特定微生

物类群的存在 ≈uy  ∀°≤� 法与后面几

种方法是紧密联系的 o它的优缺点

也影响着后面将要介绍的几种方

法的质量 ∀其原理是利用人工合成

的引物介导的 ⁄��聚合酶链式反

应 o根据不同水平的特异性 o仅需

知道两段已知序列 o就可以扩增出

未知的 ⁄��区段 ∀微生物多样性研

究中对 °≤� 法的应用包括定性和

定量研究 o定量的 °≤� 分析方法较

为复杂 o可分为 }稀释 °≤�k�¬°¬·¬±ª

⁄¬̄∏·¬²± °≤�l
≈uu o uw  ! 动力学 °≤�

k®¬±̈ ·¬¦ °≤�l 和 竞 争 性 °≤�

k≤²°³̈·¬·¬√̈ °≤�l ∀°≤� 法实验操作

简单快捷 o灵敏度高 o对样品的要

求低 o只要有完整的靶序列即可 o

失活的样品也同样适用 ∀但 °≤� 也

具有其显著的局限性 }首先 o×¤́ 酶

缺乏 vj ψxj端的外切酶活性 o因而

不能纠正反应中发生的错误的核

苷酸掺入 o发生/ 错配0使 °≤� 产物

有一定比例的错误序列 o而且随着

反应循环数的增加 o错配将不断积

累 ~其次 o当扩增目标是所有微生

物时 o °≤� 的高灵敏度也容易导致

污染 o可能出现假阳性的结果 ~而

在抑制剂等影响下也可能出现假

阴性结果 ∀在定量 °≤� 分析中存在

的问题是 }由于不同种群的基因组

大小和每个细胞复制子数量的差

异 o单个细胞中 ty≥µ⁄��的数量难

以估计 o进而造成对种群丰度估计

的偏差 ∀

v 克隆基因文库分析法

其原理是 }提取微生物的基因

组 ⁄�� 并以 °≤� 法扩增保守序

列 o然后建立基因文库 o最后通过

分析基因文库获得关于微生物群

落多样性的信息 ∀基因文库分析的

具体方法有以下几种 }ktl 以菌落

杂交法k≤²̄²±¼ «¼¥µ¬§¬½¤·¬²±l利用具

有类群特异性的 ⁄��探针对文库

进行快速扫描 ≈y o tv 
o通过观测每一

种基因型的拷贝数 o可以估计各类

群微生物的丰度 o应用此方法的前

提是已知群落中各类群的特征基

因序列 o 并针对特征序列合成探

针 o但实际上预测各类群的特征序

列比较困难 ~kul� ƒ�°分析 }对各个

克隆进行 � ƒ�°指纹图谱分析 o此

方法较 ⁄��测序法节省时间 o但本

身不能确定各菌种的分类地位 ∀

kvl ⁄��测序 }能够提供关于各个

克隆分类地位的可靠的信息 o但需

要很长的试验周期 !大量的试验材

料 o实际工作中对所有的克隆进行

测序难以实现 o 通常需要与 � ƒ�°

法或 ×2� ƒ�°法结合 o或者只随机挑

选部分克隆进行测序 ~而且根据克

隆的拷贝数估计种群丰度将导入

随机误差 ∀

w 基因指纹图谱技术

wqt 单链构象多态性法

k≥≥≤°l

此技术 t|{|年由 �µ¬·¤等首先

采用 o其基本原理是 }对 °≤� 产物

进行变性处理 o使双链 ⁄��变为单

链 o然后进行非变性凝胶电泳 o单

链 ⁄��在非变性条件下通过分子

内力形成与其碱基序列有关的二

级结构 o 此二级结构的形成影响

⁄��分子的电泳迁移速率 o从而可

以将序列有差别的单链 ⁄��分离

开来 ∀ ≥≥≤°法中对 °≤� 产物的显

色可以使用硝酸银或溴乙啶 o也可

以对 °≤� 引物或产物进行荧光或

放射性标记 o 以提高方法的灵敏

度 ∀ ≥≥≤°法的优点是操作比较简

便 o价格低廉 o而且 ≥≥≤°分离的

°≤� 产物可以直接用来进行序列

测定 ∀≥≥≤°法的弱点在于其灵敏性

随 °≤� 产物 ⁄��长度的增加而下

降 ∀

wqu 变性梯度凝胶电泳法

k⁄��∞l

t||v年 �∏¼½̈ µ
≈t{ 首先采用变

性梯度凝胶电泳法分析 ty≥ µ⁄�� o

其原理是通过在电泳凝胶中建立

由低到高的变性条件梯度 o使变性

条件不同的 ⁄��依次变性 o产生电

泳迁移速率的差异 o从而将其分离

开来 o由于 ⁄��∞法不依赖限制性

酶切 o从而能够保证目标 ⁄��的完

整性 o分离所得的目标 ⁄��片段经

纯化后可直接用来测序 o是该法的

优点 ∀但是到目前为止 o对没有进

行荧光或同位素标记的 ⁄��的染

色技术灵敏性相对较低 o 造成

⁄��∞法的灵敏度较低 ~与可以使

用内标法的 ×2� ƒ�°法相比 o ⁄��∞

法的另一个缺陷是没有合适的分

≥≤�∞�≤∞ ≥≤ �°∞
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子量标准物 o使得不同次电泳的样

品之间难以进行比较 ∀

wqv 温度梯度凝胶电泳法

k×��∞l

其原理及优缺点类似于 ⁄��∞o

只是在使 ⁄��变性时采取升高温

度的方法 o 而不是化学变性剂方

法 ∀

wqw 限性酶切片段长度多态

性法k� ƒ�°l

其原理是 }利用能识别特定 ⁄�

序列的限制性核酸内切酶处理 ty≥

µ⁄�� o基于不同种群 ty≥ µ⁄��序

列的差异 o将得到长度与数量不同

的 ⁄��片段 o通常用高分辨率的聚

丙烯酰胺凝胶电泳来分离 o并利用

溴乙啶等荧光染料进行显色 o得到

的特异性的电泳图谱称基因的酶

切指纹图谱 ∀此法能够反映多个酶

切位点所包含的 ⁄��序列信息 o因

此在进行微生物群落物种多样性

比较时能提供较丰富的信息 o适用

于较复杂的群落之间的比较 o其缺

点是 } ktl 末端片段所提供的序列

信息混杂在其它片段的信息中 o无

法判断群落中有多少物种 ∀ kul和

⁄��∞法相似 o ⁄��的荧光染色法

的灵敏度较低 ∀

wqx 限制性酶切末端片段长

度多态性法k×2� ƒ�°l
其原理与 � ƒ�°法相似 o只是

°≤� 中所用引物一端或两端带有

标记 o因此酶切所得的末端片段被

标记 o电泳后通常只分析此末端片

段的种类 !长度与数量 ∀ ×2� ƒ�°法

方便快捷 o由于使用了荧光或放射

性标记 o 具有较高的灵敏度 o

�²̈ ¶̈ ±̈ §̈µ等 ≈tz  报道在一个样

品 中 可 以 鉴 别 ww 种 微 生 物 o

⁄∏±¥¤µ等 ≈| 报道占群落 sqth ∗ th

的微生物类群即可以被检测出∀

×2� ƒ�° 法另一优越性在于 }

由于酶切片段中仅有末端片段

长度被测定 o每一种长度的末端

片段至少代表一种微生物基因

型 o因此可以直接给出对群落中

微生物种群数的最小估计值 ∀其

缺点是 o由于仅有末端片段长度

被分析 o获得的信息较少 o不足

以分析非常复杂的微生物群落 o

如土壤微生物群落 o因为多种微

生物的的酶切末端片段长度可

能相同 o造成对物种丰度的估计

过低 ≈ts   ∀⁄∏±¥¤µ等 ≈ts  还发现由

不同酶切所得的末端片段数目

不一致 o造成对群落中类群数估

计值不一致 ∀究其原因 o我们认

为 o由于微生物种群之间存在或

远或近的系统进化关系 o其 ty≥

µ⁄�� 序列必然有或多或少的相

同区域 o在使用某一特异性限制

性内切酶的条件下 o若酶切位点

落在此共同区域内 k且此区域在

ty≥ µ⁄�� 中的位置相同l 时 o各

类群的 ⁄�� 序列差异就不会被

反映出来 o而表现为e 同一类e o

此现象并非偶然 o其合理性在于

反映了微生物种群之间存在一

定程度的亲缘关系 o可以被认为

属于同一大类 ∀而在使用另一种

特异性限制性内切酶的情况下 o

若酶切位点没有落在群落中不

同类群的 ty≥ µ⁄�� 的 共 同 区

域 o则可以将它们区别开来 o反

映 了 他 们 在 系 统 进 化 中 的 分

化 ∀总之 o在使用不同限制性内

切酶处理同一群落样品时 o期望

得到同样多的末端片段种类 k即

对类群数的估计值l 是不现实

的 o此期望基于以下假设 o即微

生物 ty≥ µ⁄�� 的碱基序列是随

机的 o这显然与事实不符 o事实

上 ty≥ µ⁄�� 序列的保守性正是

所有以 ty≥ µ⁄�� 为目标进行分

类学和群落多样性研究的分子

生物学方法的共同基础 ∀基于以

上原理 o 在进行限制性酶切时 o

应该分别使用多种酶 o并比较其

结果 ∀

其它较新的 ⁄�� 指纹图谱

技术还有随机扩增多态性 ⁄��

分析 k � �°⁄l 等 o在此不多做陈

述 ∀

x 不同分子生物学方

法联合研究

鉴于以上各种分子生物学

方法虽然各有其优点 o但又都有

其不足之处 o在实际进行微生物

群落生物多样性研究时 o往往需

要将两种以上的方法联合起来

使用 o以便于互相取长补短 o或

进行比较 o 前人用过的组合有 }

� ƒ�° n ×2� ƒ�° ≈ty  
~ ⁄��∞ n

×2� ƒ�° ≈tz  
~ 克 隆 ! 测 序

n � ƒ�°
≈z  

~克隆 !测序 n 分子

杂交 n ⁄��∞
≈uz  

~克隆 !测序 n

分子杂交 n ×2� ƒ�°≈tw  
~ 克隆 !

测序 n 分子杂交 n 传统的微

生物培养技术 n ×2� ƒ�°≈ts   ∀

关于不同方法组合的策略 o

⁄∏±¥¤µ等 ≈ts   认为对克隆基因

文库进行 � ƒ�°法或测序法分析

能够提供关于微生物群落多样

性的最详细 !可靠的信息 o但我

们认为此观点有失偏颇 ∀事实上

以克隆的拷贝数代表自然水体

中该种群大小 o所获得的是离散

的信息 o必然产生随机误差 o降

低误差的方法是进行大量的克

隆和对克隆的分析工作 o但若想

以此方法将随机误差降低到统

计上可以接受的程度实际上非

常困难 o 某一种群占群落 ⁄��

总量的比例越低 o则需要建立并

分析更多该群落的克隆 o才能准

确地估算该种群所占比例 ∀假定

由克隆文库分析所得的某种群

≥≤�∞�≤∞ ≥≤ �°∞
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比例的分布服从二项分布 Ξ ς Β

( ν , π) o 如果在置信度为 t2Α�

|xh时 o要求对比例 π的区间估计

为 λ= sqt ,即对 π估计的决对误差

不超过 xh时 o需分析的克隆数

请注意 o此时的绝对误差看似

较低 o但如果某一种群占群落 ⁄��

总量的比例为 tsh o则对其比例估

计的相对误差已可达到 xsh o若要

求相对误差 Φtsh o则只有对比例

超过 xsh 的优势种的比例的估计

才是可靠的 ∀

在我们所知采用这种克隆 n

克隆文库分析试验策略的工作中 o

没有人能达到这种工作量 ∀ ⁄∏±2

¥¤µ
≈ts 

o ≤µ∏°³
≈z 对每个文库分别分

析了 usso zx个克隆 o以 |xh置信

度计算 o若要求估计的相对误差小

于 tsh o 只有对比例达到 y|h 和

ttvqtxh以上的优势种的估计才可
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