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摘要：综述了荧光原位杂交（,-./）、多聚酶链式反应（012）、34&克隆及 34&测序等分子生物学技
术，并将这些分子生物学技术应用到淡水水体底泥厌氧氨氧化菌（5657789菌）和好氧氨氧化菌的
原位检测中，从底泥样品中鉴别出这两种细菌，其中好氧氨氧化菌属于亚硝酸单胞菌属，厌氧氨氧

化菌属于 5657789菌的 :;8<5=>5分支，为进一步研究淡水环境中氮的微生物循环过程提供了一定
的依据 *
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由于微生物过程的重要作用，样品中微生物的检测和鉴定，已成为对自然环境的污染控制和污水处理工

艺优化的重要依据 *但是在天然环境中，一般很难形成微生物优势菌种，菌种的多样性给传统的微生物培养
技术带来了很大的困难，而且培养过后的微生物往往会与原来样品中的有所偏离，给检测和鉴定带来了偏

差；另外，传统的培养方法耗时耗力，且只对样品中存在的一小部分微生物有效，如对于海水，可以培养的微

生物只占总数的 "@""(B C "@(B，在淡水水体或底泥中相对较多，但也只占总数的 "@!AB［(］*此外，有一些细
菌的世代期很长，而且很难进行分离 *因此，传统的微生物培养方法受到了极大的限制 *为了解决这一难题，
越来越多的研究者开始运用分子生物学技术对环境样品中的微生物进行分析［! C A］*分子生物学技术不仅节
省了传统培养方法的时间，提高了检测的灵敏度，而且它们的运用能对环境样品中的微生物进行原位观察，

充分反映样品中原有的微生物组成情况，能有效、快速地得到环境样品的微生物信息 *
随着时间的推移，分子生物学技术越来越成熟，特异性越来越强，如今已能检测特定微生物群落的动态

变化和活性 *分子生物学技术所得的研究成果正开始改变人们对微生物世界的观点［’］*至今，开发用于研究
微生物群落的分子生物学技术主要是基于对核糖体 24&分子的小分子亚单元及基因的检测和分析（对于原
核生物是 (’. ;24&和 ;34&分子）［)］，也有以特定的功能基因作为分子指标的，如对好氧氨氧化菌进行检测
的 !"#$ 基因，对反硝化菌进行检测的 %&’( 和 %&’) 基因等 *

! 分子生物学技术简介

! *! 荧光原位杂交（"#$%）
,-./技术的主要原理为：将寡核苷酸探针用荧光染料标记，再使之与固定在载玻片上的微生物样品杂

交；将未杂交的荧光探针洗去后，用共聚焦激光扫描显微镜或普通荧光显微镜进行观察和摄像 *早在十几年
前，,-./就开始被用于微生物的检测，并成为了微生物学的一个突破［+］*用这一方法可以避免细菌的培养，
清楚并方便地观察到样品中细菌的细胞数量和空间位置，而且可以通过不同的寡核苷酸探针同时对不同类

群的细菌在细胞水平上进行原位的定性定量分析和空间位置识别 *
寡核苷酸探针是一段长度为 (A C %"个碱基的基因片断［$］，它容易渗透到目标细胞或组织中 *通常在寡

核苷酸探针的 AD端通过共价键与简单荧光染料分子链接 *常用的荧光体有：荧光素（EFG8;HI<H>6）、四甲基若丹
明（JHJ;57HJKLF;K8=57>6H）等，但更多的研究者使用羰花青（如 1L%或 1LA）［("］，因为羰花青大大提高了 ,-./的
灵敏度［((］*
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!"#$常用的分子指标是 %&’(［)，*］，通常将它作为 !"#$ 检测的靶序列 +大部分 !"#$ 探针的靶序列为
),# %&’(［-］，也有将 ./# %&’(［).］或 ),#和 ./#基因间隔区［0］作为靶序列的 +对每个分类水平，根据 %&’(目
标区域可设计寡核苷酸探针，进行种属特异性的鉴定 +如今 "123%132上的公用数据库包括了绝大部分培养微
生物的 ),# %&’(序列和许多直接从环境中得到的微生物 4’(序列［)/］+
典型的 !"#$实验过程一般包括 5 个步骤：样品的固定、杂交、未杂交探针的清洗以及标记细胞的观

察［)5］+
!"#$技术已在环境样品微生物分析中得到了较广泛的应用，如高效生物除磷（678&）反应器污泥中微生

物群落的测定［)0］、919::;<菌多样性研究［5］、919::;<菌的 %4’(操纵子大片段 ),#!./#间区和 ./# %&’(特
性研究［0］、微生物体内转录质粒插入体研究（克隆!!"#$）［),］、!"#$与微量自动射线照相术研究活性污泥中微
生物对基质的吸收特性［)*］等 +
! +" 多聚酶链式反应（#$%）

8=&技术是 )->0年美国 =32?@公司的 A?BBC@和 #9CDC等发明的一种基于在生物体外对特殊氨基酸进行扩
增的引物延伸反应 +它解决了环境样品中提取的 4’(量通常过低而不能很好分析的难题，是分子生物学研
究的重大突破之一［)>］+它和 !"#$一样，也是一种无需微生物培养、简单、快速、灵敏的细菌检测技术 + 8=&反
应中，多聚酶是一种催化 4’( 或 &’( 形成和修复的生物高分子，常用的多聚酶是从嗜热细菌 !"#$%&’
()&(*+,&’ 分离的 E9F 4’(聚合酶，该酶在 -0G时也不会变性，在 ,0G下可催化聚合反应 +

8=&反应过程中，向前和向后的引物（引物一般是约为 .H个核苷长的寡核苷酸）分别与待扩增的 4’(
模板（称为靶序列）的正链和负链的两端互补，将引物片断与待扩增的 4’(片断混合并加热变性，然后退火，
此时引物片断就和相应的 4’(模板互补杂交，加入的底物 I’E8@和 4’(聚合酶进行 4’(扩增 +这是 8=&反
应一般程序（图 )）中的一个循环 +经过若干循环后，4’(的数量为（) J -）.（- 为反应平均效率，. 为循环次
数）+可见，8=&的扩增效率是相当高的，它可以使一小段 4’(（通常少于 /HHH个碱基对）扩增 )HH万倍，从而
方便了微生物的鉴定 +

图 ! #$%反应的一般程序
&’()! *+,+-./ 0-12+34-+5 16 #$%

经典 8=&一般分为扩增和检测两个阶段，常用溴乙啶染色后的凝胶电泳作为定性检测手段，用荧光标
记技术作为定量分析手段 +从 8=&技术发明至今，该技术已不断得到改进 +除经典 8=&以外，还开发出了反
转录 8=&、反向 8=&、锚定 8=&、多重 8=&、8=&芯片等［)-］+随着电子技术的发展，这一技术必将有更好的前
景 +文献［.H］总结了 8=&及相关技术的应用情况 +
! +7 89:克隆
环境样品微生物分析的一个较突出的问题是得不到足够的目标物质进行分析 +譬如 )H K生长到最大浓

度的 / 0 123+ 培养菌只包含 *:L 4’(多聚酶 "，许多其他蛋白质的量则更少 +此外，微生物体内的蛋白质，能
被纯化的部分几乎不到一半，真核细菌的蛋白质则更难得到，分子克隆技术的发展和应用克服了这一不足 +
分子克隆的主要技术要点是：将目标 4’(片断插入一段自复制的 4’(分子（克隆载体）中，而后目标

4’(片断就和载体复制在一起，将这个携带着目标 4’(片断的载体在宿主细胞（如 / 0 123+ 或酵母菌）中克
隆后就可产生大量的被插入的目标 4’(片断 +
! +; 89:测序及序列分析
常用的 4’(测序方法是自动荧光 4’(测序 +先将 4’(的 5个碱基用不同颜色的染料着色，再将这些染

料加在 5个脱氧核苷的终端，从而使所有的 4’(片断以染料标记的终端结束 +这些 4’(片断接着在聚丙烯
酰胺凝胶上被分离，而荧光则被激光激发后得到探测 +

4’(测序与 8=&类似，采用高温使 4’(双链变性，引物被退火后得到延伸 +这一方法的优点在于它可
以进行多轮测序反应而不需要加入新的酶，就像 8=&反应一样，而且，只要使用标准质粒 :C1CMN%3N@就能够
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得到足够的用于测序反应的 !"#$ %&’ !"#多聚酶也是 !"#测序反应中常用的酶，它能使染料标记的 !"#
终端分布更加均匀，具有较高的测序准确度 $

!"#测序中使用的模板主要是克隆载体和 ()*扩增 !"#两种，前者主要包括单链抗菌素载体、双链质
粒载体、(+&,-./0载体（含有单链抗菌素复制源的双链质粒）等；后者主要包括单链 ()*扩增产物和双链 ()*扩
增产物 $当模板是 ()*扩增 !"#时，必须保证过量的引物在测序前得到清除，否则会影响测序结果 $引物的去
除可通过很多方法实现，如从琼脂电泳切胶回收法，酚—氯仿—乙醇法以及商品化的微柱纯化法［12］等 $

!"#测序后一个重要的步骤就是序列的分析，只有经过准确和合理的序列分析才能最终鉴定目标微生
物 $目前，可以进行 !"#序列分析的工具很多，最常用的有以下几种：

!" 序列数据的获得 $可以通过 3456-7（由美国国家生物技术信息中心开发），8*8（由欧洲生物信息学院开
发），!9:3%; </4=!9（由日本 >?@5@大学和东京大学人类基因组中心开发）等网络数据资源得到有关的序列信息 $

#" 数据库查询和序列的排列（&A/,4.-45）$数据库查询的软件或网络资源较多，一般常用 9<#8%进行查
询 $对目标序列进行查询的同时也能对序列进行初步的排列，为后面的系统发育分析提供基础 $

$" 系统发育分析（(+?A@,-4-5/B &4&A?C/C）$系统发育分析是确定微生物在发育过程中种属关系的一种手
段，其主要方法包括直接创建方法（基于距离评分方法）、树查找方法（检约法和最大可能性法）等 $系统发育
分析的原理及方法见文献［11］$

% 分子生物学技术的应用
采用 DE8F，()*，!"#克隆、!"#测序和序列分析等技术，对采自江苏省新沂河、苏州市城市河道和东太

湖等不同生境条件的水体底泥样品进行了好氧和厌氧氨氧化菌的原位检测 $
% $& 底泥样品
研究采集了 G个底泥样品，其特性见表 2 $

表 & 实验底泥样品特性
’!#() & *+!,!$-),./-.$/ 01 /)2.3)4- /!35()/ 6/)2 .4 -+) )75),.3)4-

水体性质 样品名 取样地点 水温 ; H !（!I）;（.,·<
J 2） KF值 表观现象 水生环境

一般污水

通道
LM*2
LM*1

新沂河（岸边）

新沂河（中心）
22N2
22 $2

ONPQ
R $2S

TN2
G $G

土黄色
能见到鲫科鱼类和水葱

能见到鲫科鱼类和野生芦苇

城市河道
8U*2
8U*1

东园小河

南园河
2GNV
2G $V

RNRR
2 $P1

T $2
G $1

黑臭
有水花生生长

无水生植物

湖体
%<2
%<1

东太湖
21NP
21 $P

2RNG2
2R $VO

TNQ
S $R

暗黄色
较清洁水域，有黄花荇菜、眼子

菜、金鱼藻和伊乐藻等水生植物

% $% 厌氧氨氧化菌的检测结果
采用 &4&..@W菌特异性探针 #XLOGP［1O］对所采集的 G个底泥样品进行 &4&..@W菌的原位检测，结果表

明，只有在新沂河底泥样品 LM*2和 LM*1中观察到了具有环状形态（&4&..@W菌区别于其他细菌的特殊形
态）的目标细胞（图 1），其余底泥样品中均未发现目标细胞 $系统发育分析表明，样品 LM*1 中存在属于
96@B&0/&分支的 &4&..@W菌 $

图 % 样品 89:&和 89:%的落射荧光显微图像
;.<"% =5.1(60,)/$)4$) .3!<)/ 01 /!35()/ 89:& !42 89:%
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! !" 好氧氨氧化菌的检测结果
在确认新沂河样品 "#$%中确实存在 &’&(()*菌之后，对其分离后的 +,-再通过引物对 &()-!./（氨单

氧酶亚单元 - 向前引物）和 &()-!%$（氨单氧酶亚单元 - 向后引物）扩增后，对得到的 01$ 产物用
01$.2% 3404载体进行了克隆；然后，对挑选出的白色菌落 +,-进行分离，对其进行消化后，用凝胶电泳检
查并选择进行测序的克隆 +,-!共对样品 "#$%的 5个 !"#$ 基因进行了测序 !对于这些 !"#$ 序列转化成
蛋白质后的序列进行系统发育分析后，发现该样品中存在好氧氨氧化菌，并且属于亚硝酸单胞菌属 !

" 结 语

分子生物学技术在环境科学中的地位及其应用前景日益显现 !笔者在对淡水水体底泥样品进行好氧和
厌氧氨氧化菌的原位检测中，发现新沂河底泥中含有 &’&(()*菌，同时发现好氧和厌氧氨氧化菌在底泥环境
中可以共存 !研究结果为进一步研究淡水生态系统中的厌氧氨氧化过程、自然环境中氮的转化及水环境污染
控制新途径提供了一定的基础 !
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