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应用 D GGE研究微生物群落时的常见问题分析

邢德峰 ,任南琪 3

(哈尔滨工业大学市政环境工程学院　哈尔滨　150090)

摘　要 :变性梯度凝胶电泳 (DGGE)是通过核酸片段对微生物群落进行研究 ,可以监测未培养细菌及其功能基因 ,

被广泛地应用于微生物群落多样性和动态分析 ,并成为微生物分子生态学研究中的重要手段之一。文中论述了

DGGE操作过程中遇到的常见问题 ,并提出了相应的解决方法。全面分析了样品预处理过程和 PCR扩增效果对

DGGE分析的影响 ,探讨了 DGGE图谱的优化过程和图谱分析方法 ,并对 DGGE的应用前景进行了综述。
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　　变性梯度凝胶电泳 (Denaturing gradient gel electrophoresis ,

DGGE)技术是由 Fischer和Lerman于 1979年最先提出的用于

检测 DNA突变的一种电泳技术 [1 ]。1993年Muzyer等 [2 ]首次

将 DGGE技术应用于微生物生态学研究 ,并证实了这种技术

在研究自然界微生物群落的遗传多样性和种群差异方面具

有明显的优越性。DGGE是通过核酸信息对微生物群落进

行表征 ,比传统的菌种分离培养技术更快捷 ,并可以鉴定出

未培养细菌。由于自然界中只有 011 %～1 %的微生物通过

常规方法能被培养 [3 ] ,所以与传统方法相比 DGGE技术能够

快速、准确地鉴定在自然生境或人工生境中的微生物种群 ,

并进行复杂微生物群落结构演替规律、微生物种群动态、基

因定位、表达调控的评价分析。由于 DGGE具有可靠性强、

重现性高、方便快捷等优点 ,短短的十年内 ,已经成为微生物

群落遗传多样性和动态分析的强有力工具 ,并被广泛用于活

性污泥、生物膜、土壤、底泥等环境样品中的微生物多样性检

测和种群演替的研究 [4 ]。

DGGE技术检测核酸序列是通过不同序列的 DNA片段

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 ,最后在其相应的变性剂梯度位置停

滞 ,经过染色后可以在凝胶上呈现为分散的条带。该技术可

以分辨具有相同大小片段的序列差异 ,可以用于检测单一碱

基的变化 ,微生物群落遗传多样性以及 PCR扩增 DNA片段

的多态性。该技术主要操作过程如下 : ①样品预处理 ; ②样

品 DNA(或 RNA)提取及纯化 ;③16S rDNA或基因片段的 PCR

(或 RT- PCR)扩增 ;④预实验 (DGGE条件优化) ;⑤制胶 ; ⑥样

品的 DGGE分析 ;⑦图谱分析 ;⑧条带序列分析。

应用 DGGE分析微生物群落时 ,主要包括两个方面的内

容 ,一是获得高分辨率的图谱 ,另外就是对图谱信息进行合

理的生物学解释。近年来 ,许多研究人员在利用 DGGE分析

微生物群落时 ,经常遇到一些类似的问题。我们根据 DGGE

的操作过程 ,对一些常见问题进行了整理和分析 ,并提出了

相关的解决办法。

1　DGGE图谱的优化

利用 DGGE分析复杂样品时 ,获得高分辨率的图谱是重

要的前提条件。影响 DGGE分辨率的因素很多。如 DNA(或

RNA)提取效果、PCR (或 RT2PCR)扩增效果、电泳时间、电泳

温度、凝胶浓度、变性剂梯度、染色方法等。在 DGGE的操作

过程的每一个环节都会对后续分析产生影响并导致误差的

产生 ,因此为了获得 DGGE的最大分辨率 ,必须对全部环节

进行优化。

111　样品处理

细胞是否充分裂解 ,以及核酸降解等因素 ,都会影响

DNA或 RNA的提取效果。选择适宜的核酸提取方法不仅可

以提高产率 ,更重要的是可以更准确的反应微生物的实际群

落构成状况 ,不同提取方法获得的 DNA ,经 PCR-DGGE分析

可能会获得不同的群落结构指纹图谱。污泥或土壤的核酸

提取通常包括粗提取和纯化两个步骤。根据细胞的裂解效

率、DNA得率、DNA纯度和 DNA的大小等指标来评价 [5 ]。裂

解缓冲液的选择 ,对抑制物的去除和核酸的产率有影响。缓

冲液中含有 EDTA或高浓度的盐离子有助于提高 DNA的产

量 ,但纯度会有所降低。通常加聚乙烯吡咯烷酮 ( PVPP)或

十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB)都可有效地降低腐殖酸的污

染 ,CTAB对 DNA产量没有太大影响 ,但 PVPP会导致 DNA

得率减少。细胞裂解的方法包括机械法 (如玻珠、超声波和

冻融等)、化学法 (如 SDS、苯酚等)和酶法 (如溶菌酶、蛋白酶

K等)。Krsek等 [6 ]认为玻珠 +溶菌酶 + SDS组合可从土壤中

获较高产量和纯度的 DNA。应用溶菌酶不但可提高 DNA的

产量和纯度 ,也可减少腐殖酸的影响。蛋白酶 K在有的实
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验中提高了 DNA得率 ,但重复性不好 [7 ]。Frosteg…rd等 [5 ]发

现超声和冻融法结合可有效的提取土壤 DNA。在使用超声

波时需要考虑剪切作用对 DNA的破坏。目前 ,这 3种细胞

裂解方法很少被单独使用 ,通常适当的组合可以获得更好的

效果。在污泥和土壤样品核酸提取后由于一些腐殖酸等抑

制物的干扰 ,导致在 PCR(或 RT- PCR)扩增困难 ,因此在核酸

提取时需要对样品进行清洗 ,尽量降低抑制物浓度。如果在

粗提后无法获得 PCR扩增产物 ,需要进行核酸的纯化。为

了降低提取过程的 DNA损失和抑制物的干扰 ,也出现了一

些替代方法 ,如用 Tris和 Tween220对样品进行清洗后 ,直接

PCR扩增 ,获得了较好的效果 [8 ]。

112　PCR扩增优化

在 PCR(或 RT2PCR)扩增中 ,引物的选择、扩增程序和

PCR产物的质量都会造成群落结构的分析偏差。在考虑扩

增特异性时 ,也要保证扩增效率 ,应使所有模板以均等的几

率被扩增 ,并且避免异源双链和单链 DNA等人工产物的形

成。对于复杂的环境样品采用降落 PCR能够获得良好的特

异条带。在分析微生物群落时 ,目前被广泛使用的细菌

16S rDNA通用引物是 341fΠ534r (V3区)、341fΠ926r (V3～V5区)

和 968fΠ1401r (V6～V8区)。Watanabe等 [9 ]报道利用不同的引

物扩增16S rDNA靶序列 ,在 DGGE分析中的结果是不同的 ,

并且发现一少部分种属的细菌 ,在16S rDNA的保守区域通常

发生一定的变化 ,因此在引物中加入一些兼并性较好的稀有

碱基 ,可以扩增出这些细菌的16S rDNA。可见 ,在分析不同

样品时通常需要选择适宜的引物 ,否则达不到预期的效果。

扩增片段大小对 DGGE分析影响也较大 ,200bp 左右的片段

(V3区)分离效果较好 ,但是在系统发育分析中往往是分类

信息缺乏。450～500bp左右片段 (V3～V5区或 V6～V8区)

的分类信息相对更为丰富 ,如果对于分类水平要求较高的 ,

应该选择 968fΠ1401或 341fΠ926r ,如果想获得更全面的实验结

果也可以同时进行多组引物的 DGGE分析。常规的 DGGE

电泳技术对于长度超过 500bp的DNA片段的序列变化情况 ,

只能有 50 %的检出率 [10 ]。应用“GC夹板”技术可使检出率

提高到 100 %[10 , 11 ]。设计种属或群的 16S rDNA (功能基因)

特异引物 ,结合巢式 PCR2DGGE技术 ,也被应用于种群的特

异检测 [12 ]。在利用简并性引物扩增混合样品的功能基因

时 ,进行巢式 PCR扩增可提高特异性 ,减小偏差。

在利用16S rDNA通用引物进行复杂样品扩增过程中 ,经

常会产生大量的 PCR人工产物 (如嵌合体、突变体、异源双

链和单链DNA分子等) ,这些DNA分子会导致过高的评估生

物多样性 ,对后续分析造成重大的影响。PCR人工产物产生

的频率随着循环数和模板浓度增加而增大 ,随着延伸时间增

加而减小。通常嵌合体产生的频率比突变体低 ,但是高于异

源双链的产生。异源双链 DNA分子产生的频率随着种群多

样性增加而增大。为了去除 PCR产物中的异源双链 DNA分

子 ,Qiu等 [13 ]采用 5 %的非变性丙烯酰胺凝胶进行 PCR产物

同源双链纯化。这是基于异源双链的迁移速度比同源双链

慢 ,但是比单链快的原理。Thompson 等[14 ]利用修补 PCR

(Reconditioning PCR)的方法降低异源双链和单链分子的产

生。该方法是样品在 20个循环的扩增后 ,产物进行 10倍稀

释作为模板 ,在新的反应液中重新进行 3 个循环的修补扩

增。由于引物相对模板的浓度较大 ,可以使引物容易与模板

退火 ,避免异源双链的产生。Zhang等 [15 ]比较了酶处理、修

补 PCR和丙烯酰胺凝胶电泳纯化 3种去除单链 DNA分子的

方法 ,认为加入 7molΠL 尿素的变性丙烯酰胺凝胶电泳 ( d2
PAGE)可以很好的分离双链和单链 DNA 分子 ,回收双链

DNA分子后进行 DGGE分析 ,取得了良好的效果。此外 ,不

同的 DNA聚合酶对扩增效果也有影响 ,建议使用具有校对

功能 (Proof reading)和高保真 (High fidelity)的聚合酶以防止引

入人为突变。

113　凝胶和变性剂梯度的确定

聚丙烯酰胺凝胶浓度的确定取决于基因片段的大小 ,片

段大小在 200bp左右时 ,可用 8 %的凝胶 ,当片段在 500bp时

6 %的凝胶是被广泛使用的。DGGE对大于 500bp 的核酸序

列的分离效果会降低。另外 ,采用一定梯度的聚丙烯酰胺凝

胶进行分离 ,可以在一定程度上提高分辨效果 ,对于 200bp

的片段 ,可以采用 6 %～12 %的丙烯酰胺。变性剂的选择是

取决于样品的 Tm 值 ,复杂样品 Tm 差异较大 ,要分辨较多样

品 ,变性剂梯度范围则较宽。可以利用垂直变性梯度实验来

选择所要研究的 DNA片段的解链性质 ,确定变性剂浓度梯

度。在一定变性剂浓度梯度范围内 ,DNA片段呈现出一条清

晰的“S”型曲线。变性剂梯度范围应选曲线斜率较大的部

分。通常选择水平胶的的变性剂梯度范围为 30 % (相当于

Tm范围 10℃左右) ,对于 16S V3 rDNA被广泛使用的变性剂

梯度范围是 30 %～60 % ,针对不同的样品需要进行调整。

114　电泳温度及时间的确定

最佳解链温度是由平行凝胶电泳实验确定的。在聚丙

烯酰凝胶中对 DNA片段进行 DGGE分析时 ,通常要求电泳

的温度要低于样品解链区域的 Tm 值。对大多数 DNA片段

50℃～65℃是比较适合的。目前 ,一些程序被广泛应用于解

链性 质 预 测 和 模 拟。如 WinMeltΠMacMelt ( http :ΠΠwww.

medprobe. comΠesΠmelt. html) , TGGE2STAR ( http :ΠΠwww. charite.

deΠbioinfΠtggeΠ) 和 Poland analysis ( http :ΠΠwww. biophys. uni2
duesseldorf. deΠlocalΠPOLANDΠpoland. html)等软件 [16 ]。但是对

于复杂的未知样品来说 ,解链温度通常是比较复杂的 ,无法

利用软件获得一个标准的温度 ,因此我们通常是在 60℃左

右进行优化。

电泳时间往往受样品的片段大小、凝胶浓度、变性剂梯

度、电泳时的电压等因素的影响。因此如果改变了这些参

数 ,电泳时间必须重新优化和调整 ,有时即使参数不变 ,但是

样品不同 ,也需要进行优化。Muyzer等 [1 ]建议利用时间进程

实验 (Time travel experiment)来确定最佳的电泳时间。具体方

法是将待测样品以恒定的时间间隔在同一块凝胶上电泳 ,获

得样品最大分辨率的时间为最佳电泳时间。

在优化 DGGE电泳时间时 ,经常发现各个条带分离的电

泳时间往往是不一致的。随着时间进程延续 ,低 Tm 区域条

233 XING De-feng et al .ΠActa Microbiologica Sinica (2006) 46 (2)
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带在较短的时间内分离较好 ,但是高 Tm 区域条带却分离不

好。如果延长电泳时间后 ,高 Tm 区域条带分离较好 ,但是

低 Tm 区域条带分离不好。这是由于随着电泳时间延长 ,已

分离停留的条带还会迁移 ,在相应变性剂梯度范围出现条带

的堆积 ,导致分离效果降低。另外 ,低 Tm 区域条带分离较

好时 ,高 Tm 区域条带已经跑出凝胶。因此随着变性剂梯度

方向增加一个丙烯酰胺凝胶梯度 ,形成双梯度2变性梯度凝
胶电泳 (DG2DGGE)则可以减缓条带的进一步迁移 ,提高分离

效果。另外 ,16S rDNA多溶解区域 (Multiple melting domains ,

MMD)的存在会直接影响 DGGE的分辨率 ,从而导致分析误

差 [17 ]。

115　染色方法的选择

DGGE电泳后需要进行核酸染色才能呈现出指纹图谱 ,

最常用的是荧光染料染色法和银染法。近年来 ,新一代核酸

荧光染料 SYBR Gold、SYBR Green I和 SYBR Green II得到了

迅速的应用 [18 ] ,这类染料致突变性远低于溴化乙锭 ( Ethidium

bromide ,EB) ,几乎具有银染的灵敏度。由于该染料渗入凝胶

的速度极快 ,无须脱色 ,因此使染色过程更加简便 ,并可直接

进行凝胶的杂交分析。银染法灵敏度比 EB高 200倍 ,是目

前最灵敏的方法。虽然 ,银染法无法进行后续的杂交分析。

但是 ,银染法仍然是比较完善的染色方法 ,并被研究者广泛

使用。Sanguinetti法 (快染)和 Bassam法 (慢染)两种硝酸银法

在 DGGE分析中应用的最为普遍。在用荧光染料染色后 ,如

果感觉灵敏度太低 ,可以再进行银染。另外 ,为了挽救不理

想或失败的银染 ,可以采用 10 %～15 %的硝酸溶液清除颜

色 ,然后重新染色 [19 ]。如果背景过深可适当降低反应温度 ,

延长漂洗时间及适当提前终止时间等等 ,一般均能获得较好

的染色效果。通常可以根据研究的目和实际情况选择适宜

的染色方法。

2　DGGE图谱的分析

在获得 DGGE图谱后 ,需要对图谱中条带的核酸序列进

行分析 ,并对图谱进行统计学分析 ,阐述不同样品间的关系 ,

从而合理的解释复杂的指纹图谱。随着 DGGE的广泛应用 ,

一些统计学方法也不断应用于图谱的分析。这些分析方法

从不同角度对图谱进行归纳总结。如解释群落结构和演替

规律 ,种群遗传多样性 ,优势条带的位置和强度分析等。无

论选择哪种分析方法 ,对数据分析时得到的结论都应该是一

致的。

211　D GGE图谱的统计分析

目前很多凝胶分析软件都可以对 DGGE图谱中的条带

位置和强度进行简单分析 ,如 Gel2Pro Analyzer、Quantity One

和 ImageTool等软件。无论如何 ,利用条带的强度 ,是不能代

表细菌数量的 ,只能根据条带的强度表示相对的趋势 ,但是

这种趋势有时还是存在误差的。DGGE图谱可以作为一个

多元变量数据 ,因此可以应用多元变量的统计学方法分析。

应用这些统计学方法对不同微生物群落样品的 DGGE结果

进行分析 ,可以研究群落之间的相互关系。排序 (Ordination)

和分类 (Classification)是群落生态学中两种主要的多变量分

析方法。目前 ,对 DGGE图谱分析中 ,较早应用的是聚类分

析 (Clustering)方法。聚类分析包括凝聚分层聚类分析、分解

分层聚类和非分层聚类。目前 ,应用较多的是凝聚分层聚类

分析中的非加权算术平均法 (UPGMA) [20 ]。有些凝胶分析系

统整合了聚类分析功能 (如 Bio2rad Gel Document 3000) ,通过

自动或手动选带 ,可以生成聚类树。也可以手动选带生成矩

阵数据 ,输入统计软件后完成聚类分析。排序方法也被广泛

应用于群落分析 ,表 1为常见的排序方法 (http :ΠΠordination.

okstate. eduΠoverview. htm )。近 几 年 , 多 维 尺 度 分 析

(Multidimensional scaling , MDS) 和主成分分析 ( Principal2
component analysis , PCA)在 DGGE图谱分析中应用较多 [21 ]。

主坐标分析 (PcoA)是经典的公制尺度分析方法 ,在生物学中

应用的较少 ,非公制多维尺度分析 (NMDS)应用较多 ,而利用

主成分分析解释 DGGE图谱呈上升趋势。根据 DGGE图谱

手动选带后生成矩阵数据 ,输入统计软件 SAS ,SSPS ,MiniTab

和 Statistics等均可以进行MDS和 PCA分析。近来 ,一些研究

者认为 ,不利用 PCA 等统计分析方法 ,可以直接观察到

DGGE图谱不同样本间的显著差异 ,所以不需要进行统计学

分析。如果样本很多 ,DGGE条带复杂 ,很难定义样本间的

相似性 ,这时必须借助于统计学方法。所以要根据研究目的

和具体情况选择适宜的分析方法。

表 1　排序方法

Table 1　Ordination methods

Classification of ordination
Indirect
gradient

Distance2based
Eigenanalysis

2base
Direct gradient Linear model Unimodal model

Polar ordination (PO) (Bray2Curtis ordination) ● ●

Principal coordinates analysis (PcoA) ● ●

Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) ● ●

Principal components analysis (PCA) ● ● ●

Correspondence analysis (CA) ● ● ●

Detrended correspondence analysis (DCA) ● ● ●

Redundancy analysis (RDA) ● ●

Canonical correspondence analysis (CCA) ● ●

Detrended canonical correspondence analysis (DCCA) ● ●
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212　D GGE图谱的核酸序列分析

为了了解微生物群落结构和系统进化关系 ,通常需要切

取DGGE图谱中的优势条带 ,获得序列信息。Vallaeys等 [22 ]

发现 DGGE法并不能对样品中所有的 DNA片段进行分离。

一个条带经常含有多种序列 ,所以在切取条带重新扩增后 ,

需要对 PCR 产物进行克隆 ,然后测序。即使采取了 d -

PAGE和修补 PCR方法 ,在一个条带中也可能包含共迁移的

双链和单链 DNA分子。另外 ,在没有人工产物产生时 ,较长

的片段和具有高 Tm 片段 ,较短的片段和具有低 Tm 片段也

会发生共迁移。这时我们无法确定选择多少克隆测序 ,以及

哪个克隆是迁移位置的真实序列 ,因此 ,需要对克隆进行进

一步验证。从一个切取条带的克隆文库中随机挑选一些克

隆用带 GC夹的引物扩增 ,每个克隆的 PCR 产物再进行

DGGE分析 ,检查与切取条带的迁移位置是否一致 ,选择一

致迁移位置的克隆进行测序分析。如果条带过于复杂 ,则需

要进一步提高 DGGE的分离效果。也可以选择种属或者菌

群的特异引物选择性扩增样品 ,这样可以降低样品的复杂

性 ,从而降低 DGGE分析时条带的多样性 [23 , 24 ]。在获得条

带的序列信息后 , 可用 CHECK-CHIMERA 软件 ( http :ΠΠ

35181164152ΠcgisΠchimera. cgi ? su = SSU)进行嵌合序列评估 ,

然后在 GenBank中进行比对分析 ,搜索最相似的序列。将全

部序列对齐后构建系统进化树 ,得到待测样品的系统进化或

分类信息。

3　DGGE的应用前景

自 Handelsman等 [25 ] 1998年提出元基因组学 (环境基因

组 ,Metagenomics)后 ,利用现代基因组技术进行自然或人工

环境的微生物群落的研究成为热门方向。目前 ,元基因组学

手段已经被应用于海洋和土壤微生物群落的研究 [26 , 27 ]。来

源于环境中未培养微生物的功能基因甚至是基因组学研究

拓宽了微生物群落的研究领域。DGGE技术可以监测复杂

环境中特异的功能基因及其表达研究 ,为元基因组学研究提

供有利信息和基因筛选方案。此外 DGGE分析中获得的核

酸序列还可以进一步应用于荧光原位杂交、DNA芯片和实

时定量 PCR(Real2time PCR)等技术 ,为特异种群的快速检测

做出贡献。

尽管 DGGE电泳技术在研究群落动态和多样性方面存

在很多优势 ,但是该技术无法给出代谢活性、细菌数量和基

因表达水平方面的信息。因此必须与其它技术相结合才能

弥补不足。Biolog和酶学分析均可以提供群落代谢活性特

征。此外荧光原位杂交技术可以提供细菌的相对数量信息 ,

稳定同位素探针的原位杂交技术 ,可以提供代谢信息 ,得到

群落结构和功能关系 [28 ]。通过16S rDNA或基因文库也是分

析不同种群的相对数量的一种方法。利用 Real2time PCR扩

增特异种属的16S rRNA或功能基因 ,可以对群落的细菌数量

和基因表达水平进行定量。因此 ,与其他分子生物学技术的

结合后 ,可以进一步发挥 DGGE技术的效能 ,更好的为微生

物群落结构和功能分析服务。
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Common problems in the analyse s of microbial community by

denaturing gradient gel electrophore sis (DGGE)

XING De2feng , REN Nan2qi
3

( School of Municipal and Environmental Engineering , Harbin Institute of Technology , Harbin 150090 , China)

Abstract :Denaturing gradient gel electrophore sis (DGGE) can describe microbial communitie s based on partial sequences of

nucleic acid and monitor uncultured bacterium and it’s functional genes. It is well2established molecular tools in microbial

molecular ecology that allows the study of diversity and dynamics of microbial communitie s. Here , common issues in the analyse s

of microbial community by DGGE were raised , and the feasible re solving methods were introduced in this paper. The effect s of

sample s pretreatment and PCR amplification on DGGE analysis were evaluated. Optimization and statistical analysis of DGGE

profile s were discussed. Finally , pro spect of DGGE for understanding microbial communitie s were reviewed.
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