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摘要: 由于从环境样品中分离和培养细菌的困难, 分子生物学方法已发展用来描述和鉴定微生物群落。近

年来基于DNA 方法的群落分析得到了迅速的发展, 如 PCR 扩增技术, 克隆文库法, 荧光原位杂交法, 限制

性酶切片段长度多态性法, 变性和温度梯度凝胶电泳法。

D GGE 已广泛用于分析自然环境中细菌、蓝细菌, 古菌、微微型真核生物、真核生物和病毒群落的生物

多样性。这一技术能够提供群落中优势种类信息和同时分析多个样品。具有可重复和容易操作等特点, 适

合于调查种群的时空变化, 并且可通过对切下的带进行序列分析或与特异性探针杂交分析鉴定群落成员。

D GGE 分析微生物群落的一般步骤如下: 一是核酸的提取, 二是 16S rRNA , 18S rRNA 或功能基因如

可容性甲烷加单氧酶羟化酶基因 (mmoX) 和氨加单氧酶 Α2亚单位基因 (amoA ) 片段的扩增, 三是通过

D GGE 分析 PCR 产物。D GGE 使用具有化学变性剂梯度的聚丙烯酰胺凝胶, 该凝胶能够有区别的解链

PCR 扩增产物。由 PCR 产生的不同的DNA 片段长度相同但核苷酸序列不同。因此不同的双链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[5 ]。DNA 解链行为的不同导致一个凝

胶带图案, 该图案是微生物群落中主要种类的一个轮廓。D GGE 使用所有生物中保守的基因片段如细菌中

的 16S rRNA 基因片段和真菌中的 18S rRNA 基因片段。

然而同其他分子生物学方法一样, D GGE 也有缺陷, 其中之一是只能分离较小的片段, 使用于系统发

育分析比较和探针设计的序列信息量受到了限制。在某些情况下, 由于所用基因的多拷贝导致一个种类多

于一条带, 因此不易鉴定群落结构到种的水平。此外, 该技术具有内在的如单一细菌种类 16S rDNA 拷贝

之间的异质性问题, 可导致自然群落中微生物数量的过多估计。

D GGE 是分析微生物群落的一种有力的工具。不过为了减少D GGE 和其它技术的缺陷, 建议研究者结

合D GGE 和其它分子及微生物学方法以便更详细的观察微生物的群落结构和功能。
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S cience and T echnology , D alian F ishery U niversity 116023, Ch ina; 2. S chool of B iotechnology and B iom olecu lar S ciences,

T he U niversity of N ew S ou th W ales, S y d ney 2052, A ustra lia). A cta Ecolog ica S in ica , 2003, 23 (8) : 1561～ 1569.

Abstract: Because of the difficu lty associated w ith iso lat ing and cu ltu ring bacteria from environm en tal

samp les, a lternat ive m ethods based on mo lecu lar techn iques have been developed to describe and iden tify

m icrob ial comm un it ies. R ecen t years have w itnessed a rap id developm en t of DNA 2based m ethods fo r

comm un ity analysis such as PCR amp lificat ion, clone lib raries, fluo rescen t in2situ hybridisat ion,

restrict ion fragm en t length po lymo rph ism , denatu ring and temperatu re gradien t gel electropho resis.

D GGE has been w idely used in analyzing the b iodiversity of bacteria l, cyanobacteria l, archaeal,

p icoeukaryo tic, eukaryo tic and viral comm un it ies in natu ral hab ita ts. T h is techn ique can p rovide

info rm ation on the p redom inan t species in a comm unity and analyze m ult ip le samp les sim u ltaneously. T he

rep roducib ility and ease2of use of th is techn ique perm it invest igat ion of the spat ia l and tempo ral variab ility

of the popu lat ion and iden tificat ion of comm un ity m em bers by sequencing of excised bands o r by

hybridizat ion analysis w ith specific p robes.

T he general p rocedu re fo r D GGE analysis of comm un it ies of m icroo rgan ism s is as fo llow s: F irst,

nucleic acid ex tract ion; Second, amp lificat ion of genes encoding the 16S rRNA , 18S rRNA o r functional

genes such as mmoX, amoA ; T h ird, analyze PCR p roducts by D GGE. D GGE emp loys a po lyacrylam ide

gel w ith a chem ical denatu ring gradien t that differen t ia lly m elts the PCR amp lified p roducts. T he differen t

DNA fragm en ts generated by PCR are of the sam e length bu t differ in the nucleo tide sequence. T herefo re,

the differen t doub le stranded DNA fragm en ts w ill stop m igrat ing at differen t po sit ion in the D GGE gel due

to their differen t m elt ing behavio r along the chem ical gradien t. T he differences in the m elt ing behavio r of

the DNA lead to a banding pattern, w h ich is a p rofile of the p redom inan t species p resen t in the

comm unity. D GGE utilizes a gene fragm en t conserved among all o rgan ism s fo r examp le 16S rRNA gene

fragm en t fo r bacteria and 18S rRNA fo r fungi.

It m ust be emphasized that, as w ith o ther mo lecu lar m ethods, D GGE is no t free of b iases. O ne of

these b iases is that D GGE allow s separat ion on ly of sm all fragm en ts, w h ich lim its the amoun t of sequence

info rm ation fo r phylogenetic comparison as w ell as p robe design. In som e circum stances, iden tificat ion of

comm un ity structu re to the species level is p rob lem atic due to m ult ip le cop ies of the gene of in terest

resu lt ing in mo re than one band in a single species. In addit ion, th is techn ique carries the inheren t p rob lem

of heterogeneity betw een cop ies of, fo r examp le, the 16S rDNA in a single bacteria l species, w h ich leads

to an overest im ation of the num ber of m icrobes w ith in natu ral comm un it ies.

D GGE is a pow erfu l too l fo r the analysis of m icrob ial comm un it ies. How ever, in o rder to reduce

po ten tia l b iases and lim itat ions of D GGE and o ther techn iques, it is suggested that researchers com bine

D GGE w ith o ther mo lecu lar and m icrob io logical techn iques to ob tain a mo re detailed view of m icrob ial

comm un ity structu re and function.
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　　对于微生物多样性及其在自然生态系统中作用的了解仅依靠传统的微生物学方法如显微镜、培养方

法等是不够的, 因为微生物形态简单, 缺乏明显的外部特征; 而依据生理生化特征对微生物进行分类鉴定

也几乎是不可能的, 因为大多数自然环境中的微生物由于难于模拟其生长繁殖的真实条件而不能获得纯

培养[1 ]。因此, 为了更好的了解微生物多样性及其在自然生态系统中的作用, 需要其他的补充技术。

分子生物学方法的应用使我们能够在遗传水平上研究微生物的多样性。原核生物的 16S rDNA 序列

可被用于推断系统发育关系, 并通过与数据库比较, 鉴定未知的微生物[2 ]。因此, 对 16S rRNA 基因进行克
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隆和序列分析成为探索自然环境样品中微生物多样性的有利方法[3 ]。使用该方法使人们了解到用传统方

法不足以得到的更加丰富的微生物多样性。但是微生物多样性的研究只是微生物生态学的一个方面; 研究

较长一段时期内或环境被其他因素干扰后微生物群落中种群的变化又是另一方面, 为此克隆方法因费时

和劳动强度大而不适用, 用特定的寡核苷酸探针的杂交技术研究种群的动态较为适当。然而, 探针往往只

针对某一特定的种群, 所以研究自然生态系统中不同微生物的多样性和监视微生物群落的动态需要其他

的分子生物学方法。

遗传指纹技术依据独特核酸物质的分离提供微生物群落多样性的图案或轮廓[4 ]。通常微生物群落的

遗传指纹技术包括 3 个步骤, 一是核酸的提取, 二是基因扩增, 三是通过遗传指纹技术如D GGE 分析 PCR

产物。D GGE 使用具有化学变性剂 (尿素和甲酰胺的混合物)梯度的聚丙烯酰胺凝胶, 该凝胶能够有区别的

解链 PCR 扩增产物。由 PCR 产生的不同的DNA 片段长度相同但核苷酸序列不同。因此不同的双链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[5 ]。DNA 解链行为的不同导致一

个凝胶带图案, 该图案是微生物群落中主要种类的一个轮廓。D GGE 使用所有生物中保守的基因片段如细

菌中的 16S rRNA 基因片段和真菌中的 18S rRNA 基因片段。

自从 1993 年D GGE 被引入微生物生态学以来[6 ], 该技术被广泛地用作分子工具比较微生物群落的多

样性和监视种群动态[7 ]。本文综述D GGE 在微生物生态学中的应用, 讨论该技术的限制因素, 并展望其应

用前景。

1　分析群落多样性

D GGE 用于确定总的细菌群落或独特种群的遗传多样性。Kaw ai等用 PCR 扩增的 16S rDNA 片段的

D GGE 分析制药过程中使用的从自来水通过离子交换制备的纯净水中细菌的多样性[8 ]。群特异性 PCR 和

D GGE 用于分析不同土壤中放线菌群落, 通过先用放线菌特异性引物扩增随后用细菌引物进行二次 PCR

作者能估计细菌群落中放线菌的代表[9 ]。N übel 等设计了一对专门扩增蓝细菌 16S rDNA 片段的引物, 结

合D GGE 分析这些片段可测定非无菌培养物、地衣和复合微生物群落中蓝细菌的多样性[10 ]。Salles 等用设

计的伯克氏菌属 (B u rkhold erik ) 特异性引物进行的 PCR 2D GGE 检测和分析两块草地样地中B u rkhold erik

属群落的多样性揭示主体和根际土壤样品中生物多样性的不同[11 ]。

D GGE 分析扩增的 16S rDNA 片段被用于研究丹麦M ariager F jo rd 的分层水柱中硫酸盐还原细菌的

存在与活力[12 ] , 其原理是从环境DNA 获得的 PCR 产物将证明不同细菌种群的存在, 而扩增 rRNA 的产物

将表明这些细菌种群中哪些是有活性的。D GGE 比较不同深度核酸的 PCR 和R T 2PCR 产物表明对 rRNA

的D GGE 图案中有两条带不存在于对DNA 的D GGE 图案中, 从这一结果作者得出结论, 或许两种有活性

的细菌种群数量低。类似的方法用于调查发育的菊根对根际中细菌种群与活力的影响[13 ]。

通过D GGE 图案与分类单元特定的寡核苷酸探针的杂交分析, 或对切下D GGE 带的序列分析可进一

步鉴定群落成员。PCR 2D GGE 图案与属和群特异性寡核苷酸探针杂交用于分析研究土壤 pH 对氨氧化菌

组成的影响[14 ]。D GGE 用于研究变质的生物磷去除反应器中微生物的多样性, 通过序列分析切下的D GGE

带, 发现与已知种类无密切关系的一新群 Χ2变形杆菌[15 ]。

使用 PCR 2D GGE 及克隆和序列分析可获得更多有关微生物群落成员特性的信息。V ybiral 等[16 ]用

D GGE 研究地中海西部 3 种过滤海水部分 (总的细菌种群, 大于 012 Λm 的细菌部分和 012 Λm 滤液) 中每

一部分的细菌群落结构, 结果表明, 012 Λm 过滤性和总的细菌种群的主要区带的D GGE 图案是不同的。

D GGE 图案中代表 012 Λm 过滤性细菌的片段主要是海洋细菌的饥饿形式而不是超微型细菌。序列分析切

下的和克隆的D GGE 轮廓中的DNA 带显示 012 Λm 过滤性细菌的系统发育起源, 主要与已知的、典型的

Α2和 Β2变形杆菌中的海洋分离菌和噬纤维菌属2黄杆菌属2拟杆菌属 (CFB )聚成群。用D GGE 结合克隆和序

列分析研究厌氧条件下降解稻草的细菌群落的结果表明, 稻草在水稻田土壤中培育 15d 后定居和降解稻

草的细菌群落形成, 其优势种群为不同的梭菌群, 尤其是É , Ë , ÓV a 群[17 ]。

更为综合的方法, 包括分子生物学和微生物学等多种方法的应用, 能更实际地揭示微生物群落的结构

和功能。D GGE 与平板培养结合分析土豆内生细菌群落的多样性, D GGE 图案揭示有限复杂性群落的存
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在, 土豆茎部与茎皮和根部的典型群落不同, 出现的内生有机体属于 Α2, Β2和 Χ2变形杆菌及厚壁菌门

(F irm icu tes) , 几种序列与分离菌相一致, 而一部分序列与分离菌不同。此结果表明分子方法能检测可培养

有机体和不可培养或尚未培养的内生有机体[18 ]。Ho ld 等用菌落形态、R FL P、PCR 扩增 16S rRNA 的

D GGE 和最大限度的分析 16S rRNA 基因序列比较有毒和无毒甲藻 A lex and rium spp. 和 S cripp siella

trochoid er 培养物中细菌的多样性, 结果认为, 许多不同的细菌种类与甲藻有关, 其中有些种类是调查藻共

有的, 而另一些种类对特定的藻是专一的[19 ]。通过依赖和不依赖培养方法评价田间生长植物种类的叶际微

生物群落, PCR 2D GGE 表明, 同一植物种类不同个体上的微生物群落结构是相似的, 但不同植物种类的是

独特的。通过克隆和序列分析优势D GGE 带鉴定C itrus sinesis 的叶际细菌发现一些序列是从前未描述的

种类[20 ]。

Á vre a
。
s 等[21 ]首次进行了古菌 rDNA 的D GGE, 他们用域特异性引物研究在挪威m erom ict ic 湖中细菌

和古菌的分布, 对两域的成员发现了相反的结果, 细菌的多样性随深度降低, 而古菌的多样性则增加。

D GGE 图案与群专一性寡核苷酸探针杂交分析表明, 硫酸盐还原细菌和甲烷微生物的存在。PCR 2D GGE

和克隆文库的构建结合分析两种不同的变质的古代壁画中古菌群落, 序列分析证明特征明确的嗜盐性和

嗜碱性古生菌的存在[22 ]。

至今只有少数报道用 PCR 2D GGE 研究真核生物的多样性。PCR 扩增 18S rDNA 片段的D GGE 被用

来研究海岸沙丘区固沙植物A mm op h ila arenaria 的真菌感染, 切下D GGE 带与真菌分离物的DNA 序列

比较揭示了当时未知的多样性[23 ]。用 18S rDNA 片段的D GGE 比较荷兰浅淡水湖系统不同水体真核生物

的多样性, 特有的群落轮廓与一定的环境条件, 如有机质和藻类色素的含量呈良好的相关性[24 ]。D GGE 分

析真菌特异性引物 PCR 扩增真菌 18SrDNA 研究挪威枞树残干样品木材栖居真菌的多样性并与相同腐烂

柱菌丝培养物调查研究进行比较, 认为两种根本不同的技术显示出不同的真菌多样性, 表明用D GGE 分析

环境样品得到的真菌种类轮廓的研究可改进难于培养真菌的检测[25 ]。同样的方法用于研究森林系统中真

菌的多样性[26 ]。

Díez 等[27 ]首次用D GGE 研究海洋中微微型真核生物群落的多样性, 真核生物特异性引物 PCR 扩增

18S rDNA 片段的D GGE 指纹用于比较不同时间从地中海西南部一观测站采集不同深度样品的微微型真

核生物的多样性, 结果垂直的轮廓有很大不同, 而同一深度时间上的差异不显著。通过切下D GGE 带的序

列分析研究一表面样品中微微型真核生物的系统发育组成, 将其结果与相同样品的克隆文库和末端限制

性片段长度多态性指纹分析进行比较, 用 3 对不同的引物进行的 3 种基于 PCR 的方法揭示了非常相似的

群落组成。

Sho rt 等[28 ]用藻类病毒特异性 PCR 引物扩增DNA 多聚酶 (po l) 基因片段的D GGE 研究了不同地理

位置病毒群落的多样性。

2　研究群落动态

使用D GGE 可同时分析多个样品, 使该技术成为监测微生物群落动态的一种强有力的工具。Schauer

等[29 ]用 PCR 2D GGE 评价沿Catalan 海岸 (NW M editerranean)浮游细菌组成空间上的不同, 依据D GGE 带

的存在和其相对强度, 与Barcelona 港内样品比较, 沿岸样品具有明显不同的细菌群落。通过 PCR 2D GGE

监视两种拮抗菌接种物在转基因土豆根际定居后对土著微生物群落的影响, 接种和未接种土豆的根际和

块茎表面群落的D GGE 图案在任何采样时间都没有呈现差异, 两接种菌也没有成为细菌群落的主要成

员[30 ]。PCR 2D GGE 用于分析铁缺乏和铁充足条件下大麦根不同部位的细菌群落, 结果根际的细菌群落在

不同部位有很大不同, 并且根际群落可因植物铁营养状况变化引起的根渗出物组成的变化而改变[31 ]。

D uarte 等[32 ]研究了土壤中含硫烃对细菌群落结构变化的选择性效果。PCR 2D GGE 分析取自沿含硫油浓度

梯度污染的土壤和用含二苯噻吩 (DBT ) 石油处理的土壤小生态系的样品表明, 随着土壤中油含量的增加,

分子群落轮廓中所检测带的数目减少, 并且用含DBT 石油处理后的分子群落随时间逐渐变化, 而未处理

土壤的分子群落轮廓随时间多半是稳定的。PCR 2D GGE 用于研究长期汞污染对土壤微生物群落的影响,

以带的数目和丰度表示的群落结构和多样性沿汞梯度发生改变和降低[33 ]。L apara 等[34 ]研究了升高温度
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对好氧生物废水处理过程中细菌群落结构和功能的影响, D GGE 分析细菌群落揭示每一温度支持独特的

细菌群落。PCR 2D GGE 用于分析华盛顿州东部 4 种土壤中细菌群落结构和多样性。结果表明, 管理和农学

实践对细菌群落结构的影响比年降水量更大[35 ]。N o rris 等[36 ]使用 PCR 2D GGE 研究了用滤光器排除紫外

(UV )对温泉微生物丛中微生物组成和光合作用能力的影响, 结果在 40～ 47℃于 1～ 3 个月期间内有或无,

高或低辐射对微生物群落组成没有明显影响, 但免受紫外辐射影响的表层蓝细菌的光合作用能力与保持

在紫外辐射下的相比降低。

Schafer 等[37 ]用 PCR 2D GGE 研究中等生态系统实验中营养对地中海细菌群落活力和多样性的影响,

细菌群落的来源于DNA 和RNA 的D GGE 指纹随时间的变化表明不同培养期细菌群落组成和最有活力

细菌种群的变化, 来源于 RNA 图案中的主要D GGE 带的序列与 Α2, Β2, Χ2变形杆菌和 CFB 的成员的 16S

rRNA 基因序列类似。

Bano 和Ho llibaugh [38 ]通过用群特异性引物对 PCR 扩增 16S rRNA 基因和二次 PCR 2D GGE 研究了北

冰洋中 Β2变形杆菌亚门的氨氧化菌的空间分布和多样性, 结果认为, 该群菌多样性低, 海洋有N itrososp ora

特征的有机体占优势, 北冰洋西部区域多样性似乎较高, 该区受经Bering 和 Chukch i 海太平洋流入物的影

响。在连续 pH 降低的稍酸性、泥炭的牧场土壤的贫瘠营养经营期间应用独特的 PCR ,D GGE, 克隆及序列

分析和探针杂交分析直接从土壤获得的 rDNA 序列监测 Β2变形杆菌中的氨氧化菌的群落变化[39 ]。Sim ek

等[40 ]使用D GGE 、克隆和序列分析 16S rDNA , 荧光原位杂交 (F ISH ) 研究一中等营养水库中减少 (<

018Λm 处理)或增强 (< 5Λm 处理)原生动物吞食后浮游细菌群落的变化, 两处理样品的细菌群落组成明显

不同, 其变化与原生动物吞食有关。克隆文库和D GGE 的 16S rDNA 片段的序列分析用于研究 3 个不同季

节北冰洋样品的浮游细菌群落的系统发育组成[41 ]。

Juck 等[42 ]通过多种方法分析加拿大北方两种环境2Kuujjugg,Q uc. 和A lert,N uavu t 石油烃污染和非

污染土壤中冷适应细菌群落,D GGE 分离土壤总群落 16S r DNA 的 PCR 片段, 依据所观察带的总数目揭

示了高水平的细菌多样性, 树状图分析以地理位置为基础聚成群, 污染对总的微生物的多样性产生负影

响。通过聚类分析用B io log GN 平板产生的群落水平上的生理轮廓样品依据底物氧化率聚成的群与

D GGE 树状图相似, 用依赖和不依赖培养分析恰好一致的结果加强了冷适应细菌群落的多样性主要决定

于样品的地理来源而不是石油污染水平的结论。Casam ayo r 等[43 ]通过显微镜、PCR 2D GGE 和 16S rRNA

基因片段的序列分析, 从时空上分析C iso 和V ilar 湖中的微生物群落。这两个湖的湖沼参数不同, 从冬季

到春季种类组成变化明显, 且优势群落成员不同, 系统发育分析表明, 新的细菌和古菌谱系的存在。在小生

态系统中用非培养方法 (D GGE 和 PL FA ) 和培养方法 (B IOLO G) 研究了使用熏蒸剂溴代甲烷 (M eB r)、甲

基异硫氰酸盐、1, 32二氯丙烯 (1, 32D ) 和三氯硝基甲烷处理后微生物群落结构的变化。结果表明,M eB r 对

土壤微生物群落影响最大, 1, 32D 影响最小[44 ]。H euer 等[45 ]连续三年通过D GGE 和多种培养方法, 与野生

型植物、不带有溶菌酶基因的转基因对照比较, 分析了两株产生 T 4 溶菌酶保护其免受细菌感染的转基因

土豆系的根际细菌群落。所有方法揭示, 与季节、试验地点或年但不是与转基因植物 T 4 溶菌酶表达相关的

环境因素影响根际群落。

分子微生物生态学中一个新的研究方向是分析编码酶的基因, 通常这些基因比相对保守的 16S rRNA

的基因具有更多的序列变化, 因此或许是更好的区分密切相关但生态上不同的种群的分子标记[46 ]。

Iw amo to 等[47 ]用 PCR 扩增 16S rDNA 的D GGE 监视地下水经生物刺激处理细菌群落的变化。结果揭示,

开始处理后细菌群落被干扰, 连续变化 45d 或 60d 后形成不同于原始的相对稳定的群落结构。在野外试验

期间,D GGE 分析可溶性甲烷加单氧酶 ( sMM O ) 羟化酶 (mmoX ) 基因片段以监视数量上占优势的含

sMM O 的甲烷营养型, D GGE 带的mmoX 基因序列分析揭示生物刺激处理引起潜在优势的含 sMM O 的

甲烷营养型从É 型转变成Ê 型。PCR 扩增氨加单氧酶 Α2亚单位的基因 (amoA ) 片段的 D GGE 及相关带的

序列分析用来研究废水灌溉对氨氧化菌 (AOB ) 群落组成和功能的影响, 与肥料改良水 (FAW ) 比较, 用废

水灌溉的土壤中AOB 的种群组成发生一致的改变, 灌溉期末用 FAW 灌溉的土壤中具有N itrososp ira 特

征的种群为优势种群, 而废水灌溉土壤中具有 N itrosom onas 特征的种群为优势种群[48 ]
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Sandaa 等[49 ]研究了土壤中不同程度污染的重金属对古菌群落的影响, 通过D GGE 比较不同样地的古

菌群落揭示随重金属污染的增加土壤中古菌群落的结构不同。克隆的 16S rDNA 分析表明, 与独特的和全

球分布的泉古生菌界的谱系有高度的相似性, 从系统发育上与已知泉古生菌界的种类是不同的。

V an E lsas 等[50 ]用D GGE 分析依据真菌特异性引物 PCR 扩增的 18S rDNA 片段来研究土壤小生态

系中真菌群落的动态, 真菌 T richod erm a harz ianum 的孢子和少孢节丛孢 (A rth robotry s olig osp ora) 的菌丝

片段引入土壤后分别能存留 14 d 和 2 个月, 淤泥肥土用含DBT 石油处理后可观察到随时间专一性真菌带

的逐渐选择, 而未处理的土壤生态系则没有这种作用。

3　监测细菌的富集和分离

D GGE 适合监测微生物的混合培养物。Jack son 等[51 ]用D GGE 揭示不同接种稀释物富集培养物中细

菌种类的变化, 接种物稀释富集培养方法能使大量细菌种类的检测和分离比常规富集培养技术容易。

F riedrich 等[52 ]研究模拟吸着相对菲降解的影响。作者建立了用固体有机相降低菲的生物有效性到不同程

度的富集培养物, 在此条件下从污染土壤富集和分离的细菌通过D GGE 和 16S rDNA 片段序列分析, 与含

沙或不含吸着固相的富集培养物的D GGE 图案比较, 从含不同吸着菲的固相的富集培养物中得到了不同

的D GGE 图案, 不同的固相富集选择不同的细菌, 结果与假设栖居在相同土壤中不同的菲利用细菌或许是

适应不同的菲的生物有效性的结果相一致。E l2Fan tioussi[53 ]发现, 用利谷隆处理 10a 以上的土壤呈现出很

高的降解甲氧2甲基尿素除草剂的活性, 而未处理的对照土壤则没有降解活力。因此认为, 田间微生物群的

出现与土壤的长期处理有关, 分离自处理土壤的富集培养物呈现独特的降解甲氧2甲基除草剂的活力。通

过R T 2PCR 的D GGE 监测富集过程表明, 需要多种细菌在合适的生理状态下完全转化利谷隆, 对于利谷

隆的降解, 几年的适应导致能完全转化利谷隆细菌群落的选择。多相的方法包括表型和系统发育分析研究

原型体微鞘蓝细菌 (M icrocoleus ch thonop lastes) 的相距遥远的田间种群和培养菌株的多样性。田间种群和

培养物的相等的 16S rDNA 片段的D GGE 图案及相似的形态证明,M . ch thonop lastes 代表无处不在的单一

的定义清晰的分类单元[54 ]。

4　D GGE 的缺点

D GGE 和其它方法一样也有它的缺点, 除了微生物生态学中大多数分子生物学技术所面临的一般性

可能的偏见外[55 ] ,D GGE 也有它特殊的限制性[5 ], 其中之一是只能分离较小的片段 (达 500bp ) [56 ] , 较长的

片段分离率下降, 限制了用于系统发育分析和探针的序列信息量。不过V ain io 和H an tu la [25 ]发现, 扩增不

同真菌的 1650bp 18S rDNA 片段可通过D GGE 获得较好的分离, 作者解释为可能是较长分子中发生另外

的变化补偿分辨能力的降低。关于分辨率问题,D GGE 通常显示群落中优势种类的 rDNA 片段。1% 左右

的细菌种群可通过 PCR 2D GGE 检测到[6 ]。Yang 和C row ley[31 ]在研究与根不同部位相关的根际微生物群

落结构中发现, 产生于根的所有部位得到的单条 16S rDNA 带的克隆的序列分析揭示同一条带中有不同

的种类, 表明D GGE 在种水平上鉴定细菌群落结构是有限的。V an E lsas[50 ]发现, 依据N S2föFung5r2C 引

物对的 PCR 2D GGE 方法适合评价真菌接种菌株的命运, 但评价土壤中总的真菌多样性明显限制在对有限

数量迁移类型的分辨。而具有不同序列DNA 片段的共迁移[57 ]对从单条带中得到清晰的序列是一个问题。

再一个问题就是依据 16S rDNA 的D GGE 研究群落多样性, 由于某些种类 16S rDNA 的拷贝之间的异质

性问题[58 ]及异源核酸双链分子的检出[59 ]可能会导致自然群落中细菌数量的过多估计。

5　D GGE 在微生物生态学中的应用前景

目前D GGE 在环境微生物学中是一种被普遍接受的进行微生物群落复杂性和行为研究的分子生物学

工具。该技术具有可靠、可重复、快速和容易操作等特点。结合 PCR 扩增标记基因或其转录物 ( rRNA 和

mRNA )的D GGE 能直接显示微生物群落中优势组成成分。由于它可同时对多个样品进行分析使之非常适

合调查微生物群落的时空变化, 而且可能通过序列分析切下的带或通过与独特的探针杂交鉴定群落成员。

加之对这种技术作用的理论背景有很好的了解, 如双链DNA 在溶液中的解链行为的热动力学原理。使用

D GGE 可以了解环境被干扰后微生物群落或某种指示微生物的命运。功能基因作为分子标记的常规使用

能够用来鉴别密切相关但生态上不同的种群[46 ]。末端标记的荧光 PCR 产物和区内 (in tra2lane)标准可用于
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检测稀少群落成员和便于样品与样品之间的精确比较。双梯度 (结合聚丙烯酰胺梯度与变性剂梯度)D GGE

分析能获得更好的分辨率[60 ]。为减少各种不同技术的偏见和限制性, 结合 PCR 2D GGE 和其它分子生物学

技术及微生物学方法[19, 45, 61, 62 ]将更实际地揭示微生物群落的结构和功能。
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