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沉积物中微生物资源的研究方法及其进展

屈建航，李宝珍，袁红莉!

（中国农业大学生物学院，农业部农业微生物资源及其应用重点开放实验室，北京W 7$$$:X）

摘要：沉积物生境条件特殊，含有丰富的微生物资源。作为自然界物质循环的主要推动力，沉积物中的微生物在水8沉积物的物

质循环中起重要作用，水质变化如污染和富营养化反过来会引起沉积物中微生物群落的改变。沉积物中微生物多样性的研究，

有助于从侧面了解上覆水水质、推测其污染及演化历史。沉积物中微生物物种、基因等资源的鉴定和获得，有助于丰富当前对

微生物资源的认知领域，并为其在生物技术领域的应用奠定基础。研究描述了沉积物生境的一般特点，并对沉积物中微生物的

多样性、微生物种质和基因资源等几个重要方面的研究方法和进展进行了综述。沉积物中微生物的研究是生物地球化学循环

研究的基础，必将受到越来越广泛的关注。
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沉积物是集化学物质和微生物于一体的特殊生态环境［9］。沉积物既是污染源，更是一个污染汇［:］。作

为污染源，主要体现在由于沉积物与上覆水之间的交换作用，沉积物的污染能够再次成为水体污染的潜在来

源，并通过水体扩散危及人类生存环境。而作为污染汇，据报道，目前全球河流、水库、湖泊、海洋沉积物污染

严重，部分区域的沉积物中重金属如 ;+、<4、=.等含量严重超标；而且随着工业化的高速发展，这种状况已不
仅发生在发达国家，还扩展到许多发展中国家［>］。因此，沉积物的研究越来越受到重视，它已不仅属于地质

科学研究内容，更是环境科学研究的一个重要方面。

我国政府对环境污染的治理非常重视，但我国湖泊、水库、海洋等水体污染严重［>］。当前污染水体的治

理除了控制外源污染外，减少沉积物中内源污染物的释放也是主要途径。微生物作为地球物质循环的主要推

动力，在水?沉积物物质循环作用如磷的循环中，起着重要作用［@］，所以沉积物中微生物的研究具有重要的现
实意义。

本文就沉积物中微生物的多样性、微生物物种及其基因资源等方面的研究方法和进展进行了阐述，以期

为开发沉积物中的微生物资源，进而为水体的综合治理提供部分依据。

)* 沉积物的生境特点
沉积物由于上覆水的覆盖，生境条件比较特殊，如深海沉积物具有高压（每下降 9A/，增加 9 个大气压）、

黑暗、有机物含量低、盐度高等特征［B］。不同水体系统中，由于进化历史、物质汇入及沉积的方式和来源不

同，沉积物的物理和化学条件很大程度上受到周围环境的影响。不同水体的沉积物一般具有自身特异性，其

物质成分和丰度也具有不同的垂直分布特征。

相对于自然沉积环境，由于人类活动的影响，一些近海、湖泊、水库污染比较严重，使这类水体的沉积物生

境更加特殊。如富营养化的官厅水库，沉积物中重金属和有机农药（CCC、六六六等）污染严重，磷含量较高。
而南海东岛湖泊由于曾经栖息大量海鸟，之后又受到人为作用的干扰，所以沉积物有明显分层，中间有海鸟粪

土沉积层［D］。

+* 沉积物中的微生物多样性研究
沉积物中的微生物多样性对整个水体系统的状况有重要影响。微生物群落通过交互的代谢活动，影响沉

积物 E、F等营养元素的物质循环，这些物质能够通过生物体自身或者其他途径传递到水体，决定着水体的营
养化状况，进而影响水质。另一方面，水质中的化学物质又可以通过自然沉降等途径传递到沉积物中，并作为

营养物质提供给沉积物中的微生物，影响沉积物中微生物的种类和数量。所以沉积物中微生物多样性的研究

能够帮助我们推测水体污染的状况和历史，提供对水体环境认识和治理的依据，这也是目前微生物分子生态

理论研究的一个重要方面。

+& )* 方法学进展
微生物多样性是整个地球生物多样性的重要组成部分，其主要研究内容是生态系统中微生物的物种数量

和丰度。由于传统的纯培养方法很难完全体现自然生境中原始的微生物群落特征，随着分子生物学技术的高

速发展，形成了以遗传标记或者生物特征化合物为标记的不依赖于纯培养的分子生态学方法，并被广泛应用

于海洋、淡水湖、沼泽等的沉积物中微生物多样性的研究。常用方法有：

9DG 0CEH基因文库方法：在微生物研究中，9DG 0CEH 已经被广泛接受为一种“分子计时计”（/)*’(3*-0
(!0).)/’"’02），所有原核微生物 9DG 0CEH的 >’和 B’端均含有保守序列，可以用来设计引物，而中间可变序列
区可以鉴定不同种类。该方法能够得到环境中整体微生物群落信息。HICIH（-##*,5,’4 0,1)2)/-* CEH
0’2"0,(",). -.-*82,2）方法［J］有助于减少文库中要测序的克隆数量，文库评估参数［K］能够反映所建文库对实际样
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品中微生物多样性的体现程度。

变性 $温度梯度凝胶电泳：变性梯度凝胶电泳技术（/’.-"01’2 +1-2,’." +’* ’*’("1)#!)1’3,3，/445）$温度梯
度凝胶电泳技术（6’7#’1-"01’ +1-2,’." +’* ’*’("1)#!)1’3,3，6445）［8］是基于 /9: 变性剂或温度线性梯度的凝
胶电泳中，不同的 /9:分子解链后电泳速率不同，具备不同的迁移位置，从而加以区分。该方法避开了 ;<=
1/9:基因文库费时、费力的缺点，而且能研究微生物群落的动态变化。但这种方法较多地依赖于电泳技术，
存在一定误差，而且一般考察的是约 >?? 个碱基对以下的小基因片断，在系统发育分析中，能够得到的与系统
进化相关的信息比较少。

荧光原位杂交技术：荧光原位杂交技术（@*0)1’3(’.(’ ,. 3,"0 !AB1,2,C-",).，@D=E）是通过荧光染料如生物
素、地高辛、荧光素等对 /9:进行标记，清楚并方便地观察样品中细菌的细胞数量和空间位置，可以通过不同
的寡核酸探针同时对不同种类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［;?］。E)*+’1
等［;;］综合使用 @D=E、共焦激光扫描显微镜和数字图象分析技术，形成了一种检测环境样品中细胞浓度的半
自动化方法。

另外，生物化学方法也被较多地应用于微生物多样性的研究：

磷脂脂肪酸图谱分析：磷脂是构成细胞膜的主要成分，只存在于活细胞中，所以磷脂脂肪酸图谱方法适合

于对微生物群落的动态跟踪，但脂肪酸只具备属的特异性，所以该方法不能鉴定到种，另外，该方法需要大型

仪器，检测费用较高［;F］。

生物酶活性检测方法：对沉积物等环境样品中生理类群的检测，可以通过检测样品或者样品悬浮液中各

种生物酶活性来推测。G)B03等［;］在对 H 个不同营养化水库沉积物中的微生物多样性和功能进行鉴定时，分
别测定了沉积物样品中酯酶、磷酯酶、葡糖苷酶和氨肽酶等活性，结果表明，胞外酶活性可以揭示出不同营养

化水质的沉积物中微生物所具有的特异代谢模式。这种方法相对于用探针杂交检测某生理类群等分子生物

学方法，具有简便、耗费小等优点，但是该方法的检测结果只能对生理类群的大概状况进行推测。

以上一些常用生态学方法的出现和完善大多只是在最近十几年时间，而且发展迅速，多数是由常规分子

生物学方法或者其他生化方法加以改善并应用于环境样品而形成。目前，这些研究方法的建立和完善、以及

在各种环境样品研究中的合理运用，仍然是沉积物微生物群落结构研究中涉及的一个热门话题。

!& !" 沉积物中微生物群落研究现状
沉积物微生物多样性的研究，是微生物分子生态学研究中一个重要内容。分子生态学研究方法的不断发

展为其提供了有力手段，但由于每种方法各有利弊，目前对沉积物中微生物多样性的考察一般需要综合运用

其中的几种方法，已经有应用不同方法综合研究多种类型沉积物的报道。I-J’.3(!*-+ 等［;K］使用特异探针杂
交和 ;<= 1/9:文库 :I/I:方法，鉴定了连续低温海洋沉积物的细菌多样性，表明在只有 F& <L左右的海洋
沉积物中仍然存在高度多样性的细菌群落。M)%7-.［;H］于 F??K 年使用 ;<= 1/9: 文库方法，研究了南极大陆
架不同深度沉积物中原核生物的多样性，得出沉积物中微生物物种丰度随着沉积物深度增加而下降的结论，

而且鉴定出大部分生物类型在海洋沉积物中具有普遍存在性。M0!1,.+ 等［;>］于 F??> 年运用 @D=E 和脂肪酸
分析方法，对通透性沙土沉积物中的微生物群落结构进行了研究，表明硫酸盐还原菌群在有氧海洋沉积物中

也具有很重要的作用，并且证明，脂肪酸这种生物标记（B,)7-1N’1）和 @D=E 方法的综合运用能够有效地探测
沉积物中微生物的群落结构。O!-.［;<］等使用 /445方法研究了人工酸性沼泽湖中产甲烷古菌的群落特征，
表明其中产甲烷古菌类群的多样性有限，而且其多样性高低与产甲烷速率成正相关。G)B03 等［;］综合使用
@D=E、;<= 1/9:克隆文库和胞外酶测定的方法，考察了不同营养化程度的水库沉积物中的微生物多样性，得
出 !P变形杆菌更多地存在于营养化程度较高的水库沉积物中，而 "P变形杆菌则与之相反；且胞外酶测定结果
显示，不同营养化的水库沉积物有其特异的代谢模式。使用 ;<= 1/9:文库方法鉴定了官厅水库不同深度沉
积物的细菌群落分布特征，结果显示，不同深度沉积物中微生物的多样性有显著差异，且其多样性分布与沉积

物的理化特征分布呈现明显的相关性［;Q］。
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由此可见，目前沉积物中微生物多样性的研究，一方面体现在研究方法上的创新和完善，另一方面更重要

的是对各种生境沉积物中微生物多样性的鉴定研究。结果显示出沉积物中微生物多样性丰富，并且蕴藏特殊

的功能类群。

!" 沉积物中微生物的分离
尽管目前分子生态学方法越来越多地用于研究微生物群落结构，并可以鉴定出前所未有的微生物多样

性。但是，这种鉴定手段只能达到对微生物群落结构的整体认识，并不能够获得微生物物种，而且鉴定出的微

生物可能大部分是未培养（/.(/*"/0’1）种属［23］。据报道目前环境样品中可分离培养的微生物只能达到实际
生境中所有微生物总量的 4& 4425 6 275，沉积物中只有 4& 875 ［29］，仍有 2: 个区系的细菌只知道基因序
列［2;］。沉积物中含有丰富的微生物物种资源，从沉积物中进行微生物的分离成为沉积物中微生物研究的另

一个更具挑战性的课题。

!& #" 分离方法的改进
分离方法直接影响得到的微生物数量和种类。研究报道，几种适合于环境样品微生物分离的方法有：使

用寡营养成分、非传统的营养源和信号分子、添加植物多聚糖等聚合物作为能源、添加过氧化氢酶或者丙酮酸

盐（或酯）去除 <8=8、使用背景细菌来帮助目的菌的生长、选择合适的固体培养基凝固剂、长时间培养等。在

营养源方面，对环境样品中的微生物，如果立即在实验室的培养基条件下生长，会出现“富营养致死效应”，寡

营养成分［84］的使用能够减少细胞死亡率。以多聚物为能源的原理也是缓解对这种富营养的不适应，因为多

聚物必须被逐步降解到一定程度时才能被微生物所利用［82］，在这种情况下，一般要培养 22 6 28 周。另外，由
于沉积物中氧含量比较低，在分离时也需要维持较低的氧浓度，培养时加入过氧化氢酶或者丙酮酸盐（或酯）

能够去除培养时多余的 <8=8
［88］。>-?-@,［29］在 8447 年对比了 2AB 0CDE文库方法和分离培养方法得出的沉

积物中的微生物多样性，结果表明使用凝固剂结冷胶（+’**-. +/?）能够分离到更多的微生物，减少分离培养和
分子生物学方法鉴定出的微生物多样性的差别。对沉积物中微生物的分离培养，培养条件的微小改善便能提

高可培养比率，但目前可培养率比较高的也只有 275左右，仍有很大的开发空间。分散生长室法（1,FF/G,).
+0)%"! (!-?H’0）［8:］是比较适合于沉积物中微生物分离的方法，主要原理是利用原始生境材料作为培养基，保
证微生物群落的营养要求和群落间相互作用的存在，从而得到了较高的分离效率。

!& $" 沉积物中微生物新种的获得
分离方法的改进能够培养出许多未培养的菌种，开拓人类对微生物的认知范围，并丰富现有的微生物物

种资源。土壤与沉积物具有相似的生境特点，B-," 等［82］使用多聚化合物和延长培养时间的方法对牧场土壤
中微生物进行分离，结果分离到 :2 个新种，分别属于酸杆菌亚门、!I变形杆菌纲的新目和新科、放线细菌新
科、"I变形杆菌纲的新目和红色杆菌亚纲。相对于常规土壤，沉积物生境更加特殊，其中可能蕴藏更多的新种
资源。微生物新种或者特殊功能菌的获得是目前沉积物中微生物物种资源研究的另一个重要方面。

%" 沉积物中天然基因资源的开发
对沉积物中天然基因资源的开发，除了获得其 2AB 0CDE基因序列进行微生物多样性的鉴定之外，功能基

因的获得和应用，也是目前沉积物中微生物资源研究的重要方面。宏基因组文库方法是最近发展并应用起来

的环境样品中总基因组的研究方法。这一概念最早出现于 2;;9 年，当时为描述土壤中总体细菌的混合总基
因组，目的是揭示土壤细菌总基因组特点，并从中发现新药［8J］。宏基因组文库方法是一种不依赖于培养的基

因组分析技术，直接从环境样品中提取总 CDE，克隆于 ()G?,1、F)G?,1 或者 KEL 载体上，构建基因文库，并筛
选目的克隆。宏基因组方法被用来从环境中发现新基因、分析微生物多样性和活性、鉴定特殊微生物或其生

物合成途径、进行生物酶、新药的合成等［87］。

宏基因组方法作为一种比较新颖的研究手段，被较多地应用在土壤样品中，并发现了一些新的酶编码基

因和一些新的抗生素等。目前该方法也被逐渐应用于沉积物。M-H)0 等［8A］从其构建的海洋沉积物宏基因组
文库中，筛选到多个产生酰胺酶的克隆，其中一个能够产生新型的青霉素酰胺酶，为 #I内酰胺抗生素的高效
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生产提供了条件；/0’,"1-0"等［23］使用宏基因组文库方法对海洋沉积物中病毒多样性进行了分析，发现 4 $ 5 的
病毒基因序列与已知的病毒基因序列不同，且数学统计结果显示，67+ 沉积物中含有大约 685种病毒基因型，

表明海洋沉积物是一个很大的尚未开发的天然病毒库。目前四氢甲烷蛋白相关的 96 转移反应仍不清楚，
:-*;<=!.-;-等［2>］在研究可培养菌的部分相关基因基础上，用宏基因组方法，发现沉积物中有多种微生物表
达这些相关基因，促进碳循环，这些微生物远远不同于现有已知的细菌和古菌。结果表明，沉积物中宏基因组

研究不仅是对基础微生物学的丰富，也是开发生物技术资源的有效途径，而且仍有相当大的可开发空间。

!" 沉积物中微生物的生物地球化学作用研究
沉积物是水体系统重要的内源污染源，在外源污染得到控制的情况下，如果不治理内源污染，水质仍可能

继续恶化。微生物是沉积物和水体之间物质循环的主要推动力，所以沉积物中微生物的生物地球化学作用也

是该领域研究的热点之一。研究者已经认识到沉积物?水的物质循环不只是单纯的地球化学作用，生物层的
参与非常重要［2@］。但是对沉积物中的生物地球化学机理尤其是微生物的生物地球化学作用的系统研究还很

薄弱。以引起富营养化的限制性因素磷的物质循环为例，研究者尝试用藻?菌生物膜体系抑制富营养化，取得
了较好效果［48］，孙晓杭等［5］使用添加和不添加抑菌剂的方法模拟微生物作用对沉积物中磷释放的影响，研究

表明，好氧环境中微生物有助于磷的积聚，而厌氧环境中微生物强化了磷的释放。但目前对于沉积物中微生

物影响磷循环的详细机理仍不清楚。

#" 总结
作为地球生态环境的重要组成部分，由于上覆水的存在及外源物质的渗入等，沉积物的生态条件特殊，蕴

藏了丰富的微生物多样性和资源。现代生物技术的发展为这一研究领域提供了有力手段，但仍有很大的可开

发空间。该领域的研究不仅涉及微生物学，也与地球化学密切相关，属于生物地球化学这一交叉学科的内容，

必将引起研究者越来越多的关注。
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