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DGGE／TGGE技术在微生物基因分类鉴定中的应用 

冯佩英 综述 陆春 朱国兴 审校 

【摘要】 变性梯度凝胶电泳／温度梯度凝胶电泳(DGGE／TGGE)是一种新的电泳技术 该技术 

具有分辨能力高、重复性好、操作简易和节省时间等特点。现就 DGGE／TGGE技术原理及目前在微 

生物分类鉴定研究中的应用作一综述。 

【关键词】 变性梯度凝胶 电泳； 温度梯度凝胶电泳 ； 分类鉴定 

分子生物学理论和技术的迅速发展给传统微生 

物分类鉴定带来了巨大的革新。人类可以从遗传进 

化的角度，在分子水平上对自然界的微生物进行分类 

和鉴定，使微生物的分类越来越科学和精确。其中以 

DNA指纹图谱为基础的微生物分型方法 日新月异， 

它们包括变性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel 

electrophoresis，DGGE)、温度梯度凝胶电泳(temper- 

ature gradient gel electrophoresis，TGGE)、单链构象 

多态 性 分 析 (single strain conformation polymor- 

phism，SSCP)、限制性片段 长度多态性分析(restrie- 

tion fragment lengh polymorphism，RFLP)、随机扩 

增 DNA 多态性分析 (random amplified polymorphic 

DNA，RAPD)、扩增片段 长度多态性分析 (amplified 

fragment lengh polymorphism，AFLP)等。近年来， 

DGGE／TGGE技术在国外比较广泛地用于微生物种 

群多样性分析和微生物物种的鉴定中，并已发展为成 

熟的商业性分子生物学技术。现就其在微生物基因 

分类与鉴定中的应用作一综述。 

DGGE／TGGE技术原理 

DGGE的原理是：在碱基序列上存在差异的不同 

DNA双链解链时需要不同的变性剂浓度，DNA双链 
一 旦解链，其在聚丙烯酰胺凝胶中的电泳速度将会急 

剧下降。因此，将 PCR扩增得到的等长 DNA片段加 

入到含有变性剂梯度的凝胶中进行 电泳，序列不同的 

DNA片段就会在各 自相应的变性剂浓度下变性，发 

生空间构型的变化，导致电泳速度的急剧下降，停留 

在与其相应的不同变性剂梯度位置，染色后可以在凝 

胶上呈现分开的条带。TGGE的基本原理与 DGGE 

相似，只是由变性剂形成的梯度被温度梯度所代替。 

双链 DNA的溶解温度 (melting temperatare，Tm)值 

主要取决于GC含量的多少。当双链 DNA分子的碱 

基序列发生单个碱基的微小变化即可引起 Tm值发 
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生 1．5℃的改变。因此，Tm 值可以作为一个特异性 

参数用于双链 DNA分子的分离鉴定。根据这一特 

征，Riesner和 Steger于 1989年首先提 出了 TGGE 

方法。片段电泳迁移率的不同可由仅仅一个碱基的 

改变引起，该碱基 的改变 可引起在不同温度条件下 

DNA双链的解链行 为不同，从而达到在温度梯度电 

泳中分离的效果。 

为取得好的分离效果，通常在 PCR引物的 5 末 

端连接上一段长度为 3O～50碱基富含 GC的核苷酸 

序列，该序列被称为 GC夹板。这样甚至可以分辨相 

差一个碱基的核酸序列。 

根据 TGGE温度梯度方向与电泳方向是否一致， 

可以进行两种模式的 TGGE：垂直 TGGE和平行 

TGGE。垂直 TGGE的温度梯度方向与电泳方向垂 

直，用于测定待测双链DNA分子的Tm值，为TGGE 

水平电泳进行样品的精细分离提供合适的温度梯度， 

并判断双链 DNA变性行为的可逆性。垂直 TGGE 

电泳 所选 用 的温度 梯 度跨 度一 般为 5O℃。 目前， 

DNA双链的变性行为可通过 Poland软件进行预测 

(网址 ：http：／／www．biophys．uni—duesseldorf．de／lo— 

eal／POLAND／poland．htm1)。水平 TGGE的温度梯 

度方向与电泳方向一致，一般采用优化后的电泳条 

件，可用于同时分析多个样品。水平 TGGE电泳所需 

的温度梯度跨度约为 1O℃。同样 ，根据 DGGE变性 

梯度方向与电泳方向是否一致，可将其分为两种形式 

的DGGE：垂直DGGE和平行 DGGE。 

DGGE／TGGE技术的操作过程与常见的 SSCP 

有些相似，但实验条件更易于控制，操作也更方便。 

基本操作步骤为：①电泳系统的安装；②样本制备；③ 

聚乙丙烯酰胺凝胶灌制及上样；④DGGE／TGGE电 

泳及电泳后的染色。其中，聚乙丙烯酰胺凝胶的制备 

是实验成功的关键。 

TGGE在微生物分类鉴定中的应用 
基金项目：广东省科技计划项目(2003C34205) 

作者单位：510630广州．中山大学附属第三医院皮肤性病科(Z--5~ 1．在病毒分类中的应用：乳头多瘤空泡病毒 JC 

英 ；400038重庆，第三军医大学新桥医院(陆春、朱国兴 病毒(polyomavirus JC，JCV)可引起进行性多灶性脑 
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白质病、多发性硬化等少见病。到目前为止，核酸序 

列分析可将 JCV分为 5个基因型。De—Santis等u 应 

用DGGE技术分析了 12位来自不同国家的健康个体 

的尿液标本 。5株来 自非洲的标本 电泳 出相同的带 

谱，为3型JCV；6株欧洲的标本为 1型JCV；1株秘 

鲁的标本为 2型JCV。Rieeardo等认为如果扩大目 

的片段长度，有可能得出更多的病毒类型或亚型。 

Matousek等 利用 RT_PCR扩增马铃薯病毒 Y 

株分离株的 P1基因 594bp片段 ，后用 TGGE进行电 

泳分析。他们发现 Nieola分离株的整个 pl eDNA库 

的TGGE模式存在微小的核酸序列变异，Nieola pl／1 

分离株与 Hungarian分离株的克隆片段存在两处点 

突变差异。 

最近有学者将 DGGE技术应用于分析 RNA病 

毒准种(quasispecies)的多样性_3]。所谓准种现象就 

是，在相对较短的时间内，因病原微生物核酸的突变， 

造成体内同时存在基因序列存在微小差别的种群。 

种群的各成员之间的差别程度一般不超过核苷酸总 

长度的2％～5％，这种差别不构成病原体不同的血清 

型或基因型。 

2．在细菌分类中的应用：目前，DGGE／TGGE技 

术已被广泛应用到微生物分子生态学研究上，用以确 

定自然环境中微生物群体的遗传多样性或分析富集 

微生物和微生物菌株的筛选，如高温热泉、湖泊、海 

洋、根围、土壤等。其原理是使用一对特异性引物 

PCR扩增微生物自然群体的16S rRNA基因，产生长 

度相同但序列有异的 DNA片段的混合物，然后用 

DGGE／TGGE分离产物混合物。DGGE／TGGE带谱 

中每条带可能代表一个不同的微生物物种，电泳带谱 

中条带的数量即反映了环境微生物菌落中优势类群 

的数量。为了得到更详细的信息，往往采用种或类群 

专一性探针与得到的条带进行杂交或建立细菌 16S 

rDNA文库或将条带切割下来重新扩增后进行测序， 

从而进行系统发生发育分析。Cheung等【4 用特异性 

引物 PCR扩增被石油污染的土壤中分支杆菌属的 

16S rRNA基因，然后用 TGGE分离产物混合物。 

TGGE电泳的结果显示 ，严重污染的土壤中分支杆菌 

的多样性较轻度污染的土壤中的少。也有学者利用 

PCR—TGGE技术检测天然发酵 的意大利香肠 中乳酸 

菌属的种类，在他们检测的香肠中分离出 39株乳酸 

菌属菌株，与传统的鉴定方法相比较，除了5株传统 

方法鉴定为 L．curvatus的菌株被 PCR_TGGE鉴定 

为 L．sakei以外，其他的菌株两种方法鉴定结果均一 

致 引。 

通过对 DGGE／TGGE条带测序得到的遗传信 

息，并结合已知的生理生化知识有助于发现新 的微生 

物物种。1996年，有学者成功地应用 DGGE技术从 
一 菌藻系共生体中分离纯化得到两个纯的菌种：Des— 

u|foribrio sp和Arcobacter sp。与传统的以表观特征 

描述来鉴定菌种的方法相比较，应用DGGE技术直接 

从 16S rRNA基因分析人手，进行遗传多样性筛选， 

既可省去大量的重复工作，又可提高鉴定的准确性。 

胃肠道中的微生物大部分不能用现有的培养方 

法进行分离和鉴定或是不能培养，而且绝大多数微生 

物的生长需要厌氧环境。厌氧培养对于观察菌群的 

多态性及动态变化是非常有限的。因此，应用分子生 

物技术为研究肠道微生态提供了简便而快捷的方法。 

DGGE／TGGE技术是近年来逐渐被应用 于检测人类 

胃肠道主要细菌类群的多态性及其系统发生关系研 

究的生物技术之一。有学者 认为，PCR—DGGE／ 

TGGE是检测和鉴定人类胃肠道内分支杆菌属和乳 

酸杆菌属等菌群的一种非常有效的技术，并可用以监 

测患者在应用抗生素后 胃肠道菌群的改变。Favier 

等 应用 PCR—DGGE技术通过观察两例新生婴儿 10 

个多月粪样菌群的动态变化来了解婴幼儿胃肠菌群 

的情况。DGGE电泳结果显示，两例新生儿出生第 1 

天的粪样细菌只泳动出 1～2条较为明显的条带。1 

月后电泳出的明显条带最多为 6条，随后 ，电泳的带 

谱逐渐变得复杂、多样。粪样细菌的 16S rDNA片段 

经PCR扩增及克隆测序结果显示，大部分细菌属双 

歧杆菌属、瘤胃球菌属、肠道球菌属、梭菌属和肠杆菌 

属。而 Nielsen等[8 则应用 PCR—DGGE技术分析 4 

位受试者结肠中双歧杆菌、乳酸杆菌及其他乳酸菌的 

分布。他们从升结肠、横结肠和降结肠 3个不同部位 

钳取活组织样本，经 PCR-DGGE分析后显示在结肠 

中双歧杆菌的分布是单一的，而乳酸杆菌的分布则随 

着个体的差异和部位的不同而呈现不同的变化。 

Burton等 通过 PCR—DGGE技术分析了 19例 

绝经前期妇女阴道内菌群的情况，并对其 16S rRNA 

基因的 V2、V3区进行核酸测序。结果显示 ，大部分 

受试者阴道分泌物中含 1～3种主要的DNA片段，经 

测序后显示 79％的片段与乳酸菌属有高度的相似性， 

而且，其中的 42％为 Laetobaeillus iners。作者在另 
一 项研究中[1o3应用 了 Nugent记分法、PCR、PCR— 

DGGE及核酸测序等4种方法检测 20位绝经前期妇 

女阴道内菌群的情况，结果发现 70 受试者阴道内存 

在中级的细菌定植或患有细菌性阴道炎。各种检测 

方法相比较，Burton等认为 PCR-DGGE技术是一种 

简便的、非培养性的检测阴道菌群的好方法。 

MeBain等[】1]通过 PCR—DGGE技术分析了 3个 

受试者应用含葡萄糖盐的双氯苯双胍己烷漱口水后 

口腔菌群的变化。PCR—DGGE结果显示，含葡萄糖 

盐的双氯苯双胍己烷漱口水能明显减少口腔专性厌 

氧菌、专性需氧菌及兼性厌氧菌的数量，对 Prevotella 

sp．和 Selenomonas infelix也有明显的抑制作用，但 

对链球菌和放射菌类的抑制却存在个体差异。 

3．在真菌分类 中的应用 ：Hernan-Gomez等[12]通 

过 PCR扩增 了 74株酒酵母 菌株 的 18S rRNA，经 
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TGGE分析其扩增产物后发现部分酵母存在种内差 

异，因此，Hernan等认为 TGGE是一种有效的筛选不 

同基因型的酒酵母的方法。DGGE／TGGE技术可以 

同时分析多个样本，特别适合监测环境中微生物在时 

间和空 间上 的动态 变化。最近 ，有报 道应用 PCR— 

TGGE方法进行小麦根围真菌菌落的多样性及其在 

时间和空间上动态变化的研究。 

4．在其他生物分类中的应用 ：蜱是许多人兽共患 

病的传播媒介和贮存宿主，它可以传播多种致病性病 

原体，如巴柔氏螺旋体、立克次体、埃里希体属、无形 

体属及野兔热弗朗西丝菌等等。Schabereiter—Gurt— 

ner等l_1。 应用PCR-DGGE技术研究硬蜱体内共生菌 

的情况，在5只硬蜱体内分离出斑疹伤寒’的病原体立 

克次体、巴尔通氏体属、巴柔氏螺旋体、葡萄球菌、红 

球菌属、假单胞菌属 、Maraxella以及棘阿米巴属和柯 

克斯立克次体属的共生菌 Folsomia Candida等病原 

体。 因此 Schabereiter-Gurtner等认为，无论蜱体内 

的共生菌是在细胞内还是细胞外，能否在体外培养， 

只要结合PCR-DGGE技术就可以进行病原体的检测 

及鉴定。McAuliffe等 最近运用 PCR—DGGE区分 

32种支原体属的菌株，发现有 27株(85 9／5)菌株可以 

通过该 方法 进行 区分。McAuliffe等认 为 PCR— 

DGGE技术可以快速鉴定多种支原体属菌株，特别适 

应于那些没有特异性 PCR检测方法或只能通过培养 

或血清学检测的支原体。 

除此之外，DGGE／TGGE技术在检测基因的点 

突变、人类遗传病和肿瘤基因的研究、蛋白质分子结 

构和热稳定性研究等领域也得到广泛的应用。 

DGGE／TGGE技术的主要优缺点 

DGGE／TGGE技术具有以下特点lLl引：(1)分辨率 

高。温度梯度由微处理器控制，线性极为严格。2mm 

的距离最 大可对应 0．6℃的温度差 ，即使分子 间的 

Tm差异极细微，也可以检测出来，能够 100％检出只 

存在单碱基差异的突变个体。(2)加样量小。1～5ng 

的DNA或 RNA上样量即可达到清晰的电泳分离效 

果。(3)重复性好。电泳条件如温度、时间等易于控 

制，可保证电泳的重现性和结果的重复性。(4)节约 

时间。小面积温度梯度板和小尺寸凝胶(7．4cm×8．2 

cm)只需要 2．5rnl凝胶溶液。电泳可在 30min至 1h 

内完成。(5)操作 简便、快速。BIO—RED公 司的 

Dcode普通突变检测系统最快在 2h内可检测64个样 

品。 

尽管 DGGE／TGGE技术具有上面所提及的各种 

优点，但它也存在一定 的局限性l_1 。如 DGGE／ 

TGGE检测的 DNA片段最适长度为 200 900bp，超 

出此范围的片段难 以检测 ；PCR扩增所需 G—C碱基 

对含量至少达 40 ；因 TGGE仪器所允许的温度范 

围为 15～8O℃，较大片段的 Tm 值会因接近 8O℃而 

增加检测的难度；如果电泳的条件不适宜，不能保证 

可以将有一定序列差异的 DNA片段完全分开，从而 

会出现序列不同的 DNA迁移在同一位置的现象。此 

外，在 DGGE／TGGE检测的基础上往往需要结合杂 

交技术或核酸直接测序分析来得到更详尽的信息。 

展 望 

自然界物种繁多，生物多样。人们在微生物、动 

植物及人类基因组研究中一直在努力寻找认识物种、 

开发新物种的方法。随着分子诊断技术的日益普及， 

DGGE／TGGE技术将得到不断的完善和补充，将在 

自然群体的遗传变异、微生物的鉴定与监测、开发新 

物种等研究方面发挥重要作用。 
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oxycholic acid，TDCA)与 UDCA共同孵育后可使诱 

导的 HepG2细胞凋亡明显下降，UDCA能显著抑制 

TDCA 引 起 的 细 胞 色 素 C 的 释 放 及 其 随 后 的 

Caspase-9、3蛋白酶活性的升高。稳定线粒体膜、阻 

止细胞色素C的释放及其随后的Caspase-9、Caspase- 

3活化是 UDCA抗凋亡的主要机制口“。 

如何阻止肝细胞的过度凋亡，将成为肝病研究领 

域新的热点，如探索有效阻断 Fas信号转导、caspase 

蛋白酶及线粒体渗透性转换的方法等，都是极富挑战 

性的课题。 

结 语 

在梗阻性黄疽肝损害的发生机制和发展变化中， 

细胞凋亡扮演了重要角色。针对这一点的治疗方法 

可能在今后的临床工作中具有指导意义。但目前的 

研究工作仍未能阐明其详细和精确的过程，尤其是初 

始时相及各条途径的相互关系和调节作用，还需要大 

量的工作以明确很多细节，为完善临床治疗奠定基 

础 。 

1 

2 

3 

4 
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