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应用 !""# 研究微生物群落时的常见问题分析

邢德峰，任南琪"

（哈尔滨工业大学市政环境工程学院 哈尔滨 &($$.$）

摘 要：变性梯度凝胶电泳（G008）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

G008 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 HIJ 扩增效果对

G008 分析的影响，探讨了 G008 图谱的优化过程和图谱分析方法，并对 G008 的应用前景进行了综述。
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变性梯度凝胶电泳（G3:6>A+,:M M+6@,3:> M3- 3-3B>+E*=E+3N,N，
G008）技术是由 5,NB=3+ 和 O3+96: 于 &./. 年最先提出的用于

检测 GP) 突变的一种电泳技术［&］。&..% 年 QARD3+ 等［#］首次

将 G008 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。G008 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 $L&S ’ &S的微生物通过

常规方法能被培养［%］，所以与传统方法相比 G008 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 G008 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［!］。

G008 技术检测核酸序列是通过不同序列的 GP) 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 HIJ 扩增 GP) 片段

的多态性。该技术主要操作过程如下：!样品预处理；"样

品 GP)（或 JP)）提取及纯化；#&"T +GP)或基因片段的 HIJ
（或 J24HIJ）扩增；$预实验（G008 条件优化）；%制胶；&样

品的 G008 分析；’图谱分析；(条带序列分析。

应用 G008 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 G008 分析

微生物群落时，经常遇到一些类似的问题。我们根据 G008

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。

$ G008 图谱的优化

利用 G008 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 G008 分辨率的因素很多。如 GP)（或

JP)）提取效果、HIJ（或 J24HIJ）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 G008 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 G008 的最大分辨率，必须对全部环节

进行优化。

$%$ 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

GP) 或 JP) 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 GP)，经 HIJ4G008 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、GP) 得率、GP) 纯度和 GP) 的大小等指标来评价［(］。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 8G2) 或高浓度的盐离子有助于提高 GP) 的产

量，但纯度会有所降低。通常加聚乙烯吡咯烷酮（HUHH）或

十六烷基三甲基溴化铵（I2)V）都可有效地降低腐殖酸的污

染，I2)V 对 GP) 产量没有太大影响，但 HUHH 会导致 GP)
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 TGT、苯酚等）和酶法（如溶菌酶、蛋白酶

W 等）。W+N3X 等［"］认为玻珠 Y 溶菌酶 Y TGT 组合可从土壤中

获较高产量和纯度的 GP)。应用溶菌酶不但可提高 GP) 的

产量和纯度，也可减少腐殖酸的影响。蛋白酶 W 在有的实



验中提高了 !"# 得率，但重复性不好［$］。%&’()*+,&- 等［.］发

现超声和冻融法结合可有效的提取土壤 !"#。在使用超声

波时需要考虑剪切作用对 !"# 的破坏。目前，这 / 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 012（或 234012）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 012 扩增产物，需要进行核酸的纯化。为

了降低提取过程的 !"# 损失和抑制物的干扰，也出现了一

些替代方法，如用 3&5( 和 36**7489 对样品进行清洗后，直接

012 扩增，获得了较好的效果［:］。

!"# $%& 扩增优化

在 012（或 234012）扩增中，引物的选择、扩增程序和

012 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 !"# 等人工产物的形

成。对于复杂的环境样品采用降落 012 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

;<= &!"#通用引物是 />;?@./>&（A/ 区）、/>;?@B8<&（A/ C A. 区）

和 B<:?@;>9;&（A< C A: 区）。DE)E7EF* 等［B］报道利用不同的引

物扩增;<= &!"#靶序列，在 !GGH 分析中的结果是不同的，

并且发现一少部分种属的细菌，在;<= &!"#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;<= &!"#。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 !GGH 分析影响也较大，899FI 左右的片段

（A/ 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。>.9 C .99FI 左右片段（A/ C A. 区或 A< C A: 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 B<:?@;>9; 或 />;?@B8<&，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 !GGH 分析。常规的 !GGH
电泳技术对于长度超过 .99FI 的 !"# 片段的序列变化情况，

只能有 .9J的检出率［;9］。应用“G1 夹板”技术可使检出率

提高到 ;99J［;9，;;］。设计种属或群的 ;<= &!"#（功能基因）

特异引物，结合巢式 0124!GGH 技术，也被应用于种群的特

异检测［;8］。在利用简并性引物扩增混合样品的功能基因

时，进行巢式 012 扩增可提高特异性，减小偏差。

在利用;<= &!"#通用引物进行复杂样品扩增过程中，经

常会产生大量的 012 人工产物（如嵌合体、突变体、异源双

链和单链 !"# 分子等），这些 !"# 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。012 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 !"# 分子产生的频率随着种群多

样性增加而增大。为了去除 012 产物中的异源双链 !"# 分

子，K5L 等［;/］采用 .J的非变性丙烯酰胺凝胶进行 012 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。3M’NI(’7 等［;>］利 用 修 补 012

（2*O’7-5)5’757+ 012）的方法降低异源双链和单链分子的产

生。该方法是样品在 89 个循环的扩增后，产物进行 ;9 倍稀

释作为模板，在新的反应液中重新进行 / 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。PME7+ 等［;.］比较了酶处理、修

补 012 和丙烯酰胺凝胶电泳纯化 / 种去除单链 !"# 分子的

方法，认为加入 $N’Q@R 尿素的变性丙烯酰胺凝胶电泳（-4
0#GH）可以很好的分离双链和单链 !"# 分子，回收双链

!"#分子后进行 !GGH 分析，取得了良好的效果。此外，不

同的 !"# 聚合酶对扩增效果也有影响，建议使用具有校对

功能（0&’’? &*E-57+）和高保真（S5+M ?5-*Q5)T）的聚合酶以防止引

入人为突变。

!"’ 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 899FI 左右时，可用 :J的凝胶，当片段在 .99FI 时

<J的凝胶是被广泛使用的。!GGH 对大于 .99FI 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 899FI
的片段，可以采用 <J C ;8J的丙烯酰胺。变性剂的选择是

取决于样品的 !N 值，复杂样品 !N 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 !"# 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，!"# 片段呈现出一条清

晰的“=”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 /9J（相当于

!N 范围 ;9U左右），对于 ;<= A/ &!"# 被广泛使用的变性剂

梯度范围是 /9J C <9J，针对不同的样品需要进行调整。

!"( 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 !"# 片段进行 !GGH 分析时，通常要求电泳

的温度要低于样品解链区域的 !N 值。对大多数 !"# 片段

.9U C <.U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 D57V*Q)@VEOV*Q)（ M))I：@@666W
N*-I&’F*W O’N@*(@N*Q) W M)NQ），3GGH4=3#2（M))I：@@666W OME&5)* W
-*@F5’57?@)++*@）和 0’QE7- E7EQT(5(（ M))I：@@666W F5’IMT(W L754
-L*((*Q-’&?W -*@Q’OEQ@ 0XR#"!@I’QE7-W M)NQ）等软件［;<］。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 <9U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。VLTY*& 等［;］建议利用时间进程

实验（35N* )&EZ*Q *[I*&5N*7)）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 !GGH 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 !N 区域条

8// \]"G !*4?*7+ "# $% W @&’#$ ()’*+,)+%+-)’$ .)/)’$（899<）><（8）



带在较短的时间内分离较好，但是高 !! 区域条带却分离不

好。如果延长电泳时间后，高 !! 区域条带分离较好，但是

低 !! 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 !! 区域条带分离较

好时，高 !! 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"变性梯度凝

胶电泳（#$"#$$%）则可以减缓条带的进一步迁移，提高分离

效果。另外，&’( )#*+ 多溶解区域（,-./01.2 !2./034 56!7038，
,,#）的存在会直接影响 #$$% 的分辨率，从而导致分析误

差［&9］。

!"# 染色方法的选择

#$$% 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 (:;< $6.5、(:;< $)223 = 和 (:;< $)223 == 得到了

迅速的应用［&>］，这类染料致突变性远低于溴化乙锭（%/?050-!
@)6!052，%;），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 %; 高 ABB 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。(734-032//0 法（快染）和 ;7887! 法（慢染）两种硝酸银法

在 #$$% 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 &BC D &EC的硝酸溶液清除颜

色，然后重新染色［&F］。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。

$ #$$% 图谱的分析

在获得 #$$% 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 #$$% 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。

$"! %&&’ 图谱的统计分析

目前很多凝胶分析软件都可以对 #$$% 图谱中的条带

位置和强度进行简单分析，如 $2."G)6 +37.HI2)、J-73/0/H K32
和 =!742L66. 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。#$$% 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 #$$% 结果

进行分析，可以研究群落之间的相互关系。排序（K)5037/063）

和分类（M.7880N0O7/063）是群落生态学中两种主要的多变量分

析方法。目前，对 #$$% 图谱分析中，较早应用的是聚类分

析（M.-8/2)034）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（PG$,+）［AB］。有些凝胶分析系

统整合了聚类分析功能（如 ;06")75 $2. #6O-!23/ QBBB），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 & 为常见的排序方法（?//1：RR6)5037/063S
6T8/7/2S 25-R6U2)U02VS ?/!）。 近 几 年，多 维 尺 度 分 析

（,-./050!2380637. 8O7.034，,#(）和 主 成 分 分 析（ G)03O017."
O6!16323/ 737.H808，GM+）在 #$$% 图谱分析中应用较多［A&］。

主坐标分析（GO6+）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（*,#(）应用较多，而利用

主成分分析解释 #$$% 图谱呈上升趋势。根据 #$$% 图谱

手动选带后生成矩阵数据，输入统计软件 (+(，((G(，,030L7@
和 (/7/08/0O8 等均可以进行 ,#( 和 GM+ 分析。近来，一些研究

者认 为，不 利 用 GM+ 等 统 计 分 析 方 法，可 以 直 接 观 察 到

#$$% 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，#$$% 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 ! 排序方法

L7@.2 & K)5037/063 !2/?658

M.7880N0O7/063 6N 6)5037/063 =350)2O/
4)75023/ #08/73O2"@7825 %0423737.H808

"@782 #0)2O/ 4)75023/ W0327) !652. P30!657. !652.

G6.7) 6)5037/063（GK）（;)7H"M-)/08 6)5037/063） ! !
G)03O017. O66)5037/28 737.H808（GO6+） ! !
*63!2/)0O !-./050!2380637. 8O7.034（*,#(） ! !
G)03O017. O6!16323/8 737.H808（GM+） ! ! !
M6))28163523O2 737.H808（M+） ! ! !
#2/)23525 O6))28163523O2 737.H808（#M+） ! ! !
<25-3573OH 737.H808（<#+） ! !
M73630O7. O6))28163523O2 737.H808（MM+） ! !
#2/)23525 O73630O7. O6))28163523O2 737.H808（#MM+） ! !
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!"! #$$% 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 !""# 图谱中的优势条带，获得序列信息。$%&&%’() 等［**］

发现 !""# 法并不能对样品中所有的 !+, 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 -./ 产 物 进 行 克 隆，然 后 测 序。即 使 采 取 了 0 1
-,"# 和修补 -./ 方法，在一个条带中也可能包含共迁移的

双链和单链 !+, 分子。另外，在没有人工产物产生时，较长

的片段和具有高 !2 片段，较短的片段和具有低 !2 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 ". 夹 的 引 物 扩 增，每 个 克 隆 的 -./ 产 物 再 进 行

!""# 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 !""# 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 !""# 分析时条带的多样性［*3，*4］。在获得条

带 的 序 列 信 息 后，可 用 .5#.67.589#/, 软 件（ :;;<：==
3>?@?AB4?>*=CDE)=C:E2’F%G CDE？)H I JJK）进行嵌合序列评估，

然后在 "’LM%LN 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。

& !""# 的应用前景

自 5%L0’&)2%L 等［*>］AOO@ 年提出元基因组学（环境基因

组，9’;%D’LP2EC)）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［*B，*Q］。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。!""# 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 !""# 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、!+, 芯片和实

时定量 -./（/’%&7;E2’ -./）等技术，为特异种群的快速检测

做出贡献。

尽管 !""# 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。MEP&PD 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［*@］。通过ABJ F!+,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 /’%&7;E2’ -./ 扩

增特异种属的ABJ F/+,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 !""# 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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