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!""#$%""# 技术及其在微生物分子生态学中的应用
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摘 要：变性梯度凝胶电泳（*44@）和温度梯度凝胶电泳（:44@）是近些年微生物分子生态学研究中的热点技术之

一。由于 *44@;:44@ 技术具有可靠性强、重现性高、方便快捷等优点，被广泛地应用于微生物群落多样性和动态

性分析。文章对 *44@;:44@ 技术原理与关键环节、局限性和应用前景进行了综述。
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在环境监测和废弃物综合治理过程中需要探明有关微

生物学信息，因此揭示特定生境下的微生物群落的遗传多样

性和动态性是研究的重要内容。目前自然界中只有极少部

分微生物能够被分离和纯化，若以这极少部分的微生物来代

表环境和处理系统中复杂的微生物群体将导致极大的误

差［%，#］。因此，用传统的微生物培养和鉴定方法不足以代表

微环境中的真实情况。

基于 *06 指纹技术的分子生物学研究手段，例如限制

性片段长度多态性分析（N+OP/A,PA’H </=J-+HP Q+HJPG R’(K-’/?
EGAO-，N<QR）［3］、末端限制性片段长度多态性分析（:+/-AH=(
N+OP/A,PA’H </=J-+HP Q+HJPG R’(K-’/EGAO-，:?N<QR）［3］、单链构象

多态性分析（SAHJ(+ SP/=HC 9’HT’/-=PA’H R’(K-’/EGAO-，SS9R）［!］

等逐步被引入到环境微生物学研究中，已经将环境微生物领

域研究带入一个革命性的新时代。变性梯度凝胶电泳（*+?
H=PF/AHJ 4/=CA+HP 4+( @(+,P/’EG’/+OAO，*44@）［7，"］和温度梯度凝

胶电泳（:+-E+/=PF/+ 4/=CA+HP 4+( @(+,P/’EG’/+OAO，:44@）［2］技术

直接利用 *06 及 N06 对微生物遗传特性进行表征，不但避

免了传统上耗时的菌种分离，更可进而鉴定出无法利用传统

方法分离出来的菌种。这一技术所分析出的微生物群落多

样性使我们能够快速、准确地鉴定自然生境或人工生境中的

微生物个体，并进行复杂微生物群落结构演替规律、微生物

种群动态性、重要基因定位、表达及调控的评价分析。这终

将有助于建立更完整的系统操作模式，提高生物处理系统的

稳定性，推动和深化环境整治工作，合理利用环境资源。

& *44@$:44@ 的发展和技术原理

*44@ 技术是由 <AO,G+/ 和 Q+/-=H 于 %121 年最先提出的

用于检测 *06 突变的一种电泳技术。它的分辨精度比琼脂

糖电泳和聚丙烯酰胺凝胶电泳更高，可以检测到一个核苷酸

水平的差异。%157 年 UFVK+/O 等［5］首次在 *44@ 中使用“49

夹板”和异源双链技术，使该技术日臻完善。%113 年 UFVK+/O
等［"］首次将 *44@ 技术应用于分子微生物学研究领域，并证

实了这种技术在揭示自然界微生物区系的遗传多样性和种

群差异方面具有独特的优越性。由于 *44@ 技术避免了分

离纯化培养所造成的分析上的误差，通过指纹图谱直接再现

群落结构，目前已经成为微生物群落遗传多样性和动态性分

析的强有力工具。此外，基于相同原理，又相继出现了用温

度梯度代替化学变性剂的温度梯度凝胶电泳（:+-E+/=PF/+
4/=CA+HP 4+( @(+,P/’EG’/+OAO，:44@）［1］、瞬时温度梯度凝胶电泳

（:+-E’/=( :+-E+/=PF/+ 4/=CA+HP 4+(，::4@）等技术。

*06分子双螺旋结构是由氢键和碱基的疏水作用共同

作用的结果。温度、有机溶剂和 EW 等因素可以使氢键受到

破坏，导致双链变性为单链。*44@ 技术检测核酸序列是通

过不同序列的 *06 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或相近分子量的

目的片段序列差异，可以用于检测单一碱基的变化和遗传多

样性以及 R9N 扩增 *06 片段的多态性。:44@ 技术的基本

原理与 *44@ 技术相似，含有高浓度甲醛和尿素的凝胶温度

梯度呈线性增加，这样的温度梯度凝胶可以有效分离 R9N 产

物及目的片段。:44@ 技术与化学变性剂形成梯度的 *44@
技术相比，梯度形成更加便捷，重现性更强。

该技术主要包括以下步骤：!样品的采集；"样品总

*06 提取及纯化；#样品 %"S /*06 片段的 R9N 扩增；$预实

验（主要是对扩增出的 %"S /*06 片段的解链性质及所需的

化学变性剂浓度范围或温度梯度范围进行分析）；%制胶；&
样品的 *44@;:44@ 分析。下面以 *44@ 技术为例进行说

明。

’ *44@ 技术的关键环节和系统优化

根据变 性 剂 梯 度 方 向 的 不 同，*44@ 可 分 为：!垂 直



!""#，其变性剂梯度同电场方向垂直，常用的变性剂浓度梯

度范围比较宽，如 $% & ’$$%，($% & )$%。主要用于试验

决定分离野生型和突变型的最佳变性剂梯度范围；!平行

!""#，其变性剂的梯度同电场的方向平行，常用的变性剂浓

度梯度范围则比较窄，以便更好的分离 !*+ 片段。主要用

于解链范围明确的 !*+ 片段的检测。目前应用在环境微生

物样品分析的主要是平行 !""#。若使 !""# 技术对 !*+ 片

段达到最佳的分离效果，必须了解与待测 !*+ 片段相关的

解链性质。选择适合检测该 !*+ 片段的最理想的变性剂浓

度范围以及电泳时间。

!"# 最佳变性剂梯度的选择

为使仅有一个碱基之差的不同 !*+ 片段取得最佳的分

离效果，可以用垂直变性梯度实验来选择所要研究的 !*+
片段的解链性质、变性剂浓度梯度。在垂直变性梯度电泳实

验中，电泳方向与变性剂梯度线性增加方向垂直。加样孔是

一个占胶板整个宽度的单一大孔（与梯度方向平行）。从低

浓度变性胶的一侧进胶的 !*+ 片段，由于未与变性剂发生

作用，!*+ 片 段 未 解 链，!*+ 以 双 链 分 子 形 式 迁 移 较 远。

!*+片段在高浓度变性剂一侧进胶后在电泳过程中几乎不

能移动，此时 !*+ 分子已大部分解链，单链 !*+ 分子在电场

中停止运动。中等变性剂浓度导致 !*+ 片段不同的解链程

度，因此会停留在胶板的不同位置，观察到中等移动速率的

!*+ 片段。电泳后经染色处理，!*+ 片段经凝胶成像系统呈

现出一条清晰的“,”型曲线。变性剂梯度范围应选在垂直实

验曲线斜率较大的部分，这时多数分子处于部分变性状态，

此时的位置相当于它所代表的解链区域的 !-（解链温度）

值，这使得落入低温解链区的不同分子达到最佳分离状态。

这种电泳胶提供了有关 !*+ 片段解链区数目及相对 !- 值

的信息。选择水平胶的条件可包括 !- 左右约 ’$.的范围

区内，’$.相当于 /$%范围的变性剂。根据这些要点便可设

计具有多个样品孔的平行变性梯度胶，在最佳条件下进行靶

片段的分析。

!"! 最佳电泳时间和温度的确定

!""# 系统要求在聚丙烯酰胺凝胶中对待测 !*+ 片段

进行电泳，电泳的温度要低于待测解链区域 !- 值。对绝大

多数天然的 !*+ 片段 0$ & 10.是比较适合的。最佳解链温

度是由平行凝胶电泳实验确定的。变性剂梯度由胶板的顶

端向底端线性增加，电泳方向平行于变性剂梯度变化方向。

平行 !""# 技术适用于多个样品的比较分析。样品分析之

前，首先要将待测样品以恒定的时间间隔在同一块胶版上点

样，跑胶。根据 !*+ 片段的分辨情况来确定电泳时间。电

泳的时间长短与系统的电压密切相关，一般来讲采用低电

压，则电泳时间要长一点，采用高电压则相反。!*+ 片段为

($$23 左右，通常在电压为 ’0$4 时，电泳 56 可以达到良好的

分离效果。

目前，计算机程序预测解链性质，节省了对目标 !*+ 片

段的分析所占用的大量时间。这些程序以寡核苷酸溶解性

的研究及解链理论为基础，可模拟和任何已知序列 !*+ 解

链温度有关的解链行为、最佳凝胶电泳时间及任何碱基改变

对解链图象产生的预期影响。可用 789:;<=>:?@:;<=（6==3：>>
AAAB -;C3DE2;B @E->;F>-;<= B 6=-<），G""#H,G+I（ 6==3：>>AAAB
@6?D8=;B C;>28E89J>=KK;>）和 LE<?9C ?9?<MF8F（6==3：>>AAAB 28E36MFB
N98HCN;FF;<CEDJ B C;><E@?<>LOP+*!>3E<?9CB 6=-<）等软件进行分析。

!"$ “%& 夹板”技术

由于 !*+ 分子中的 "、Q 碱基对要比 +、G 碱基对结合得

牢固，因此 "、Q 含量高的区域具有较高的解链温度。基于这

一原理，“"Q 夹板”（"QH@<?-3）技术是将一段长度为 /$ & 0$23
富含 "、Q 的 !*+ 碱基片段附加到双链的一端以形成一个人

工高温解链区。这样，!*+ 片段的原有部分就处在低温解链

区从而可以实现更好的分离。常规的 !""#>G""# 电泳技术

对于长度超过 0$$23 的 !*+ 片段的序列变化情况，只能有

0$%的检出率［R］。应用“"Q 夹板”技术可使检出率提高到

’$$%［R，’$］。表 ’ 中列出了常用的“"Q 夹板”碱基片段。

表 # 常用的“%& 夹板”碱基片段

G?2<; ’ O<8KE9N@<;E=8C; 2?F; JD?K-;9=F NF;C JED "Q @<?-3

,;SN;9@;（0T!/T） I;J;D;9@;F

Q"QQQ"QQ"Q"Q"Q""Q"""Q""""Q"""""Q+Q"""""" ’’，’(，’/

Q"QQQ"QQ"Q"QQQQ"Q"QQQ""QQQ"QQ"QQQQQ"QQQQ ’5，’0，’1

Q"QQQ"QQ"Q"QQQQ"Q"QQQ"GQQQ"QQ"QQQQQ"QQQ" ’)

!""#>G""# 电泳技术中，“"Q 夹板”技术的引入方式主

要有两种：一种是应用含有“"Q 夹板”的特定引物进行 LQI
扩增，此方法要使用校对功能的聚合酶（LDEEJ D;?C89K 3E<MH
-;D?F;）以防止引入人为突变。另一种是在 LQI 反应中加入

“"Q 夹板”，“"Q 夹板”在此反应中充当接头或夹式引物。

!"’ 染色和测序

核酸电泳后需要进行染色才能呈现出带型和指纹图谱，

最常用的是溴化乙锭染色法和银染法。由于聚丙烯酰胺对

溴化乙锭（#=68C8N- 2DE-8C;，#U）具有熄灭作用，因此导致灵敏

度大为降低，人为缩小了微生物多态性，导致分析误差。同

时 #U 是强致变剂，不利于身体健康。银染法是通过银离子

（+KV ）可与核酸形成稳定的复合物，再使用还原剂如甲醛使

银离子（+KV ）还原成银颗粒，可把核酸电泳带染成黑褐色，其

灵敏度比 #U 高 ($$ 倍，是目前最灵敏的方法。但银染法，不

易回收 !*+，无法进行后续的杂交分析。近年来，相继出现

了 ,WUI "E<C、,WUI "D;;9" 和 ,WUI "D;;9#等新一代荧光

核酸凝胶染料［’R］，这类染料的背景极低，可以帮助更好的观

察微量的条带。致突变性远低于 #U 数倍甚至数 ’$ 倍，几乎

具有银染的超高灵敏度。由于该染料渗透入凝胶的速度极

快，无须脱色，因此使染色过程更加简便，节省时间。虽然这

种染料价格比较昂贵，但还是一类具有良好应用前景的荧光

染料。显色后，凝胶上的条带可以在回收后用于测序，也可

直接进行凝胶的杂交分析。

$ !""#(G""# 技术在微生物分子生态学中的应用

!""#>G""# 技术由于可以再现未被培养的微生物信
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息，从而解决了传统方法的片面性，在分析环境微生物群落

多样性和动态性方面迅速得到了应用。!""# 技术已经被广

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、微生物鉴定、微生物变异以及种

群演替等方面的研究。!)**+, 等［&-］对动态变化的浮游化变

层中的群落结构的演替过程进行了追踪。试验表明纤维素

酶和脂酶的活性变化与不同取样点水样中细菌的 $(. ,!/0
片段 123 扩增产物的 !""# 谱图具有高度的一致性。.4*5+6
7)+89 等［&:］利用微生物传感器和 1236!""# 技术相结合，对

生物膜 形 成 过 程 中 微 生 物 种 群 的 变 化 情 况 进 行 了 分 析。

!""# 谱图中逐渐增加的条带表明，经过定向的生物演替作

用，微 生 物 种 类 在 生 物 膜 中 渐 渐 丰 富 起 来。;+9<+［&=］采 用

!""# 法分析了硫酸盐还原菌在时空分布的变化。通过利用

寡核苷酸探针与 !""# 产物的杂交表明，硫酸盐还原菌可在

缺氧和微好氧条件下存活。3)>4*［&(］采用生物滴滤反应器和

生物滤池处理同种废水，运用 !""# 考察了不同反应器中的

氨氧化细菌菌群的组成。虽然不同形式反应器或是同一反

应器的不同位置中的氨氧化细菌菌群组成不同，但是主要种

群是不依赖反应器的形式或是在反应器中所处的位置不同

而改变的，也正是这些主要种群在整个处理过程中发挥着重

要的作用。此外，!""#?;""# 技术还在监测功能基因的表

达、,!/0 编码基因微小异源性差异检测、克隆文库筛选等方

面都有很好的应用。

! !""#";""# 技术应用的局限性

理论上，只要选择的电泳条件如变性剂梯度、电泳时间、

电压等足够精细，!""#?;""# 技术对于 !/0 片段的分辨率

可以达到一个碱基差异水平。但是，@4AA4+B9 等［&C］发现 !""#
法并不能对样品中所有的 !/0 片段进行分离。DEBF+, 等［(］

指出 !""# 法只能对微生物群落中数量上大于 $G的优势种

群进行分析。此外，不同的 !""#?;""# 实验条件很可能导

致不同的带型谱图。这无疑对序列信息的探针设计和系统

发育分析都有一定的影响。

待测样品的预处理过程是 !""#?;""# 技术能否发挥效

能的关键步骤。这一步骤也是实验误差的主要来源。很多

因素都会影响样品 !/0 的提取过程，比如，待测细胞是否充

分裂解；一些抑制 !/0 降解的物质是否完全去除等。此外，

在 123 扩增过程中，如何避免优先扩增，使所有模板以均等

的几率被扩增，基因组的大小、引物的设计以及扩增程序的

选择均对扩增后 !/0 片段的质量和数量有很大的影响。这

些都将间接影响 !""#?;""# 的分析结果。

另外，基于 $(. ,!/0 扩增的 !""#?;""# 法以及克隆技

术在分析微生物种群差异方面，如果细菌存在多个 ,,/ 操纵

子，或者利用简并性引物在 123 中获得的双链 !/0 片段，则

可能夸大群落差异和扩大群落的多态性。此外，!""#?;""#
技术不能提供有关微生物活性的信息。

# 展望

尽管 !""#?;""# 技术具有以上局限性，但其重现性强、

可靠性高、速度快、能够弥补传统方法分析微生物群落的不

足，已成为现代微生物学领域一种重要研究手段。在国内

!""#?;""# 技术在微生物分子生态学研究中的应用还处于

起步阶段，借助于标记基因的 123 扩增技术以及 ,3/0 和

H3/0 为靶序列，!""#?;""# 技术能够再现微生物群落多样

性，获得微生物在时间和空间上的动态信息。由分子生物技

术所测得的微生物种类及其数目可用于建立更完整的微生

物种群动力学模式，可提高污染物处理的稳定性及提供处理

效率不佳时的解决方法。因此，充分了解 !""#?;""# 技术

的基础背景和局限性，结合其他分子生物学技术是诊断和评

价复杂微生物群落的种群结构及其动态学最有前景的技术

手段。
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更正：在 UU（F）的第 FTH 页中，“!IU”节的内容 !!:6.d\ 应改为 !!:6.。
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