
!! 卷 "期
#$$!年 %月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,-

.’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

"通讯作者。/-(0123：4%56$5%#447886；95:2;(：<-=-<>-? @’<-=A<B) 2C) C,
作者简介：张于光（67D% E），男，湖南湘乡人，博士研究生，主要从事分子生物学和微生物生态学研究。B+FGH2,F? =;,2) C’:) C,
收稿日期：#$$"5$85#$，修回日期：#$$!5$#5#7

基因芯片及其在环境微生物研究中的应用

张于光6，# 李迪强6" 肖启明# 刘学端#

（6 中国林业科学研究院森林生态环境与保护研究所 北京 6$$$76）

（# 湖南农业大学生物安全科技学院 长沙 !6$6#4）

摘 要：基因芯片因其具有高密度、高灵敏度、快速（实时）检测、经济、自动化和低背景水平等特点，而广泛应用于

不同的研究领域。目前，应用于环境微生物研究的基因芯片主要有功能基因芯片（1IJ=）、系统发育的寡核苷酸芯
片（KLJ=）和群落基因组芯片（MIJ=）。综述了基因芯片在环境微生物研究中的应用，包括自然环境中微生物的基因
表达分析、比较基因组分析和混合微生物群落的分析等。讨论了基因芯片面临的挑战和前景展望。
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微生物在生态系统的功能和持续中起着极其重要的作

用，了解微生物群落的结构和组成以及它们对环境干扰的反

应和适应性，对于维持和恢复生态系统理想的生态功能是很

重要的［6 P "］。因为自然环境中仅有小于 6Q的微生物能人工
培养，所以对自然环境中微生物群落的定性、定量和种群的

检测是微生物学家面临的严峻挑战［!］。已经证明用传统培

养技术研究环境中的微生物群落是困难的，该技术只能对微

生物多样性提供很有限的研究，核酸技术的发展和应用大大

减少了对培养方法的依赖性，对自然环境中的微生物进行了

进一步的检测和测定［!］。然而，常规的以核酸为基础的检测

技术的局限性在于它们不能作为高通量、经济的评价工具检

测微生物群落。

! 基因芯片及其在环境微生物研究的优势

基因芯片（R;C<’2<<2B）技术于 6776年首次在 SC;-,C-杂志
上被提出［8］，是生物芯片（T;’CH;U）的一种，是随着人类基因
组计划的逐步实施和分子生物学的迅猛发展而产生的，是当

今世界高度交叉、高度综合的前沿科学与研究热点。与传统

的核酸杂交技术相比，玻片等为载体的基因芯片具有更多的

优点，如高密度、高灵敏度、快速（实时）检测、经济、自动化和

低背景水平等［%］，在短短的 6$多年时间里基因芯片的研究
和应用取得了巨大的进步［D，4］，该技术在发现新基因［7］、基因

表达测定［6$］、突变检测［66］、基因多态性［6#］、基因组文库作

图［6"］、临床诊断［6!］、新药筛选［68］等领域得到了广泛应用。

与传统的核酸检测技术相比，基因芯片技术用于环境微

生物研究具有更多优势：首先，V.J或寡核苷酸为基础的基
因芯片技术是研究功能基因组学的有力工具，它允许研究者

全面地研究不同条件下活细胞的生理学［6% P 64］；第二，基因芯

片技术不需要知道保守序列，不同种群的同一功能组的所有

多态性基因序列可以构建在芯片上，并且以此作为探针来检

测它们在环境样品中的的相应分布［67］；第三，不需要枯燥费

时的配对杂交；第四，基因芯片需要的样品量少，适宜于环境

微生物检测；第五，基因芯片具有定量特性。基因芯片在环

境微生物研究中的应用处于起步阶段，但是，芯片技术在环

境微生物研究中的应用将加速复杂环境微生物系统的生态、

生理、结构和功能的了解。

" 用于环境微生物研究的基因芯片

根据探针排列的类型，可以将用于环境研究的基因芯片

主要分为 "类［#$］。首先是含有编码不同生物化学循环过程
关键酶和其他功能基因序列的功能基因芯片（1+,CA;’,2( I-,-
J<<2B=，1IJ=），该技术可以用于检测自然环境中微生物群落
的生理状态和功能活动［#6］。第二种是由含有源于核糖体核

酸（<W.J）基因探针的系统发育的寡核苷酸芯片（KHB(’F-,-A;C
L(;F’,+C(-’A;X- J<<2B=，KLJ=），该芯片主要是用于微生物群落
组成和结构的系统发育分析。第三种是含有整个 V.J基因
组的群落基因组芯片（M’::+,;AB I-,’:- J<<2B=，MIJ=），该技
术可以根据可培养的成分描述微生物群落结构［67］。

"#! 功能基因芯片（$%&’）
与不同的生物地理化学循环过程相关的功能基因，对于

检测自然环境中微生物种群和群落的生理状态和功能活动

是很有用的标记。类似用于监测基因表达的基因芯片，源于

功能基因的寡核苷酸和 V.J片段都可以构建在 1IJ=上［##］。
为了构建 1IJ=，基因探针应该在解决杂交特异性的基

础上仔细选择和确定。功能基因芯片包括由不同生物地理

化学过程相关的基因，例如硝化（氨单氧化酶基因，!"#$），
去硝化（硝酸还原酶，%&’( 和 %&’)），氮的固定（固氮酶，%&*+）



等［!"，#!］。

目前有 $种方法可以获得 %&’(探针。首先是用特异性
引物从纯培养细菌 )*’基因组中或含有所需基因载体中扩
增到需要的基因片段，然而，纯培养和质粒克隆的有效性是

有限的。第二种方法是用 +,-为基础的克隆方法从自然环
境中提取所需基因片段［#$］。第三种方法是用寡核苷酸探

针。

有研究者就特异性、灵敏度和定量方面对 %&’(检测环
境样品微生物进行了探讨，例如 ./等构建了由血红素、铜、
硝酸还原酶基因等基因组成的 %&’(，同在低紧迫度（012）
和高紧迫度（312）下都没有发现不同基因间的交叉杂交，且
没有基因和阴性对照杂交，结果表明环境样品总 )*’形成
的基因芯片具有杂交特异性［#!］。同时，该研究发现，!45标
记的纯基因组 )*’和 #145标记的土壤提取总 )*’可以明
显的观察到与 !"#$ 基因的杂交信号，并且发现在 ! 6 !7745
纯培养细菌 )*’范围内，信号强度和目的 )*’浓度间具有
一个强的线性关系（8# 9 7:"3）。;<=>,?<45等在用含有 !"#$、

!%&’等基因的 %&’(研究发现，杂交信号和 )*’浓度具有
很好的线性关系，因此，%&’(是分析环境样品微生物群落结
构的灵敏工具和可以进行定量分析［#0］。

!"! 系统发育的寡核苷酸芯片（#$%&）
核糖体 -*’基因是研究不同生物间系统发育关系和分

析自然环境中微生物群落结构的标记分子，而且核糖体 -*’
基因具有最大代表性的数据库［#1］，细胞通常有多拷贝的

8-*’基因，所以成为发展基因芯片检测工具的理想分子。
包含 8-*’基因信息的寡核苷酸芯片是系统发育的寡

核苷酸芯片（+@’(），该芯片主要用于微生物群落的系统发育
分析。可以构建不同的系统发育类型的 +@’(用于群落分析
研究［#7］。为了研究保守序列的不同水平，可以在系统发育

的范围内设计不同的寡核苷酸探针，包括高度保守的序列进

行大范围的种类研究和高变异序列进行属（可能是种）水平

的研究。

寡核苷酸探针的潜在优势是可以用基因芯片杂交区分

含有单碱基错配的目的序列，为了系统地决定是否能够用

AAB 8-*’基因的基因芯片杂交成功区别单碱基错配，C?D/
等构建了来自于不同细菌种类 AAB 8-*’分子的 $个不同区
域探针组成的寡核苷酸基因芯片模型［!"］。研究发现，不同

错配碱基个数的探针，具有明显不同的杂交信号强度。这些

结果表明 AAB 8-*’基因的单碱基差别在玻璃载体芯片杂交
上得到成功，但是 AAB 8-*’ 的完全差别仍然存在问
题［#3 6 #E］。B8<F<G<等［#E］发现末端附近的单碱基对和末端错
配对杂交信号强度有明显的影响。

!"’ 群落基因组芯片（()%&）
群落基因组芯片（,&’(）就是用纯培养微生物的整个

)*’基因组构建的，根据可培养的微生物来研究环境微生
物群落。,&’(表明了基因组芯片技术可以根据微生物基因
型的变异应用于确定微生物群落的特性，,&’(的应用依赖
于样品的复杂性、杂交动力学和被研究的环境生物的培

养［#!］。,&’(避开了对特异序列信息的需要，该类芯片按照
可培养的成分来研究微生物群落，因此不能用于鉴定难培养

的微生物。

评估微生物的群落组成和结构要求对单个目的种群进

行定量分析，通过检测标记的目的 )*’浓度和杂交信号强
度的关系来探索 ,&’(作为定量工具的杂交能力。利用标
记单个纯培养的基因组 )*’和代表不同种或属的 !3 个目
的细菌检测了 ,&’(的定量性质，研究发现在一定浓度范围
内都可以观察到荧光强度和 )*’浓度之间的线性关系［#7］。
同时，有研究表明 ,&’(的检测极限估计是大约 7:#45标记
的纯 )*’基因组［!"］。所以，群落基因组芯片是一种特异、灵
敏和具有定量能力的微生物生态研究的方法。

’ 基因芯片在环境微生物研究中的应用

尽管基因芯片在医学领域等已经有了大量的研究报道，

但是应用于环境微生物研究还处于起步阶段。美国橡树岭

国家实验室的 ;HI?D45 C?D/等分别构建了世界上第一块用于
土壤环境检测的功能基因芯片和用于微生物群落鉴定的群

落基因组芯片（?JJK：LLGGGM D84N M 5DO）［!"，#!］。

’"* 基因表达分析
基因表达分析可以用于了解微生物在环境中的功能活

动，P-*’是转录基因表达的中间产物，基因芯片可以通过
对 P-*’的检测来分析基因的表达情况。研究者用基因芯
片对枯草芽孢杆菌的孢子形成、生物合成和厌氧生长进行了

基因表达分析，这些研究说明了芯片技术可以为研究微生物

对环境和其他生物的反应提供独特的方法和信息［!E］。利用

基因芯片还可以直接检测功能基因的表达，./等［#!］用含有

!"#$、!"#(、!")*等和在系统进化上与之相联系的甲烷单加氧
酶基因（ +,-’）等 !#7多个功能基因的芯片分析了海洋沉积
物和土壤中硝化和去硝化微生物种群的分布，研究表明了海

洋沉积物和土壤中的功能基因家簇具有明显的分布差异。

基因芯片还可以通过比较不同环境条件下 P-*’的转
录活性差异而进行基因表达分析。C?<45等［#"］用基因芯片
分析了酿酒酵母对二甲基亚砜（)QA@）的代谢反应，分析表
明，酵母中的 !$$E个基因在 )QA@存在时有明显的反应，而
此前的研究仅仅发现 077 个基因因环境胁迫表达，例如热
激、氨基酸饥饿、缺氮等。对大肠杆菌的对数生长期和静止

期比较分析，发现 !1#"个具有差异表达，而且发现了很多新
的生长调控基因［$7］。)=44H(等［$!］通过 -*’分析，从 #，0>)
降解菌中发现了两个新的相关表达基因。

’"! 比较基因组分析
自然环境中的微生物具有丰富的多态性，比较基因组分

析可以用于评价相关生物物种间或株系间的遗传差异和相

似性，也就是说可以用于相关物种间的系统发育分析。整个

基因组阵列的基因杂交可以检测其他微生物中是否存在相

似 )*’序列，允许大范围的遗传比较。)*’芯片是很好的
用于比较基因组分析的工具［$#］。.HN(D4等［$$］用光合平板印
制技术设计了含有 $!!R"个 #7P=8 特异 AAB 8-*’基因的芯
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片，这些探针都是保守区的两端，该芯片还含有与探针序列

配对的控制序列，所以，芯片共含有 !"#$%个特征基因，用该
芯片检测 &’个纯培养细菌，结果 &$个细菌被正确的鉴定，
但是不能识别复杂混合样品中的单个序列。最近的研究表

明胶垫（()*+,-.）寡核苷酸基因芯片可以用来区别芽孢杆菌
（!"#$%%&’）物种，也就是苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’）
和枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&.($%$’）［&%］。/0-**等［"!］构建了含有
物种特异性的 &!/ 1234探针寡聚核苷酸芯片，并且与从土
壤中提取的总 234进行了直接杂交，比较了金属还原细菌
（/-0."#(-* #)"1-%%-$）和脱硫弧菌（2-’&%304$.*$0 5-’&%3&*$#"+’）。

!"! 混合微生物群落的分析
基因芯片应用于环境微生物研究，最终目的是对微生物

群落的结构和功能进行研究，有的研究是为了鉴定目的生

物，有的研究是对群落的特定功能进行定性。有研究者用

$+46、4$*6 和 "#/ 1234基因为模板设计基因芯片，检测水环
境中致病微生物，结果表明可以将水中致病菌沙门氏菌、志

贺氏菌和大肠杆菌区分检测出来［!］。25.6等构建了含有源
于藻青菌的 //7 1234探针的小芯片，并在低浓度和高浓度
下分析了湖泊中藻青菌的存在和数量，结果表明探针对培养

物的分析是特异性的，还得到了湖泊样品中的可繁殖量［&8］。

利用致病菌沙门氏菌属、志贺氏菌属等 &%个属的 &!/ 1234
制成的 9:4;，对 &<个菌属的 &&<余株细菌作了基因芯片检
测，结果可以将绝大多数的致病菌检测出来［!］。

一种常用寡核苷酸基因芯片的改良型也被用于环境样

品中的目标序列分析。例如 =-*6>;?@等利用从土壤克隆文
库中获得的 &!/ 1234构建基因芯片，分析比较了来自 "个
不同农业土壤的 &$#!个 &!/ 1234克隆的指纹图谱，结果发
现了不同土壤间的组成差异，土壤中特殊的细菌种群与特异

性的植物病害抑制作用具有相关性［#A］。

目前，作者所在的实验室已经与 B6CDE>F GDE5等进行合
作，利用 GDE5等研制的环境检测功能基因芯片，对青藏高原
和秦岭地区的土壤微生物相关功能基因的多态性和在全球

气候变化中的响应进行研究，该芯片含有固氮、硝化、去硝化

等 "’<A个基因，这是国内首次利用基因芯片进行此类研究
（结果待发表）。

# 基因芯片在环境微生物研究中的挑战

理论上，基因芯片技术提供了为复杂的微生物群落进行

全面的和定量研究所必须的优点［#$］，然而，与纯培养的研究

比较，基因芯片在对环境核酸样品的分析面临几个重要的技

术挑战。首先，基因芯片杂交的内在变化是一个关键问题。

目前，很难用同一种方法在不同的实验室和甚至同一个实验

室的不同实验间进行数据比较［"&］。第二，当有些环境样品

提取的 H34或 234量不够时，基因芯片杂交的灵敏度仍然
不够，不清楚是否基因芯片杂交的灵敏度足够检测环境样品

中所有类型的微生物。第三，基因芯片研究环境样品产生的

数据数量可能很大，但是快速的处理和发掘分析杂交数据仍

然处于初级阶段。一定程度上，用于分析基因表达数据的生

物信息学工具可以用于环境样品的分析，但是在处理复杂的

环境样品中仍然有困难［"#］。同时因为潜在的交叉杂交和背

景信号，对不清楚环境样品时分析基因芯片杂交结果的解释

又是一种挑战。第四，整个群落的基因数量可能远远超出目

前基因芯片的容量。第五，尽管确定微生物群落性状的基因

芯片一旦构建成功，该芯片可以提供一种快速方法，但是制

备适合于基因芯片分析的高质量的样品成为了研究的瓶

颈［&8］。样品处理中的自动化和改善也将是未来研究的重

点。最后，基因芯片仅仅是研究的工具，它们应该结合到解

决生态或环境的问题和假说中去，只有这样，分析微生物群

落基因芯片的力量才能够得到肯定。

$ 前景展望

因为具有高密度和高通量能力，基因芯片可以作为分析

环境样品的有力工具，预期基因芯片为基础的基因组技术将

革命性的分析微生物群落的结构、功能和动力学。在历史上

首次可能同时在实验中评估所有的或绝大多数复杂自然环

境中的成分，随着进一步的简化，可能开始对微生物群落动

力学建立一个全面统一的评价。因此环境微生物不再是黑

匣子（I*-J?+IEK），而是一个可以看得见的、摸得着的系统，在
许多年以来微生物学家所面临的诸多问题就可以解决了。

可以预见，利用基因芯片对微生物生态学研究将为我们展示

一个革命性的前景。
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