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摘要:定量描述微生物群落的组成,在微生物生态学的许多研究领域都是非常重要的。然而由于可培养技术的局限性,定量描述

微生物群落成为比较困难的事情。最近包括 PCR技术在内的分子生物学技术为人们提供了有力的工具,使对微生物群落的分

布、丰度等有了进一步的了解。实时荧光定量PCR技术作为核酸定量检测技术,自从发明以来在微生物生态学研究中逐渐得到

了广泛的应用。从微生物生态学角度,综述了实时荧光定量 PCR技术的原理、发展、优缺点及其在微生物生态学研究中的应用

与研究进展,并探讨了实时荧光定量 PCR技术的发展和应用前景。
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Abstract:Thequantitativedescriptionofmicrobialcommunity,especiallythedominantgroupsandthegroupsthatplaysome

biologicalfunctions,isveryimportantinsomeaspectsofmicrobialecology.However,conventionalcultivationtechniques

cannotbeusedtofullycharacterizemostsoilmicroorganismsinrespectthatmostofenvironmentalspeciescannotbecultured,

soitbringsussomeobstaclesandmakesusnotthoroughlystudythemicrobialcommunities.Fortunately,somemolecular

biologicaltechniquesincludingPCRtechniquegiveusnewwaystounderstandthedistributionandabundanceofmicrobial

community.

Sincetheinventionofreal-timefluorescentquantitativePCRasaquantitativetechniqueofnucleicacid,duetoitshigh

sensitivityandhighaccuracy,ithasbeenmoreandmorewildlyappliedinthefieldofmicrobialecology.Usingreal-time

fluorescentquantitativePCRprofiletocharacterizemicrobialcommunitycanovercomethelimitationoftraditionaltechnique,

moreoveraccurateinformationaboutthemicrobialcommunitycanbegot.Thedevelopmentofreal-timefluorescent

quantitativePCR,itsprincipleandadvantagesanddisadvantagesweredescribedindetail,furthermoretheapplicationand

advancesofreal-timePCRinthisfieldwerereviewed.Futuretrendsofreal-timePCRtechniquesinmicrobialecologywerealso

discussed.

Real-timePCRisapowerfultoolforanalysisofmicrobialcommunities.Inordertogetthemoreaccurateandfull

information,itisbettertocombinewithothermolecularandmicrobiologicaltechniquestogiveusamoreclearlydetailedview

ofmicrobialcommunitystructure,compositionandabundance.Atthesametime,howtoovercomesomefactorsthataffectthe

resultofreal-timePCRisanotherchallengewehavetoaffrontwith.Withthedevelopmentofreal-timePCRtechnique,the

studystrivesforrealizingabsolutequantificationanduniversalquantificationinthefuture.
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量化微生物群落的组成,确定群落的优势类群[1,2]或具有某种生物学功能微生物类群[3]的丰度,在微生物生态学的许多研

究领域中都是非常必要的。然而许多环境微生物是不可培养的,这给人们的研究带来了一些障碍。最近包括PCR在内的许多分

子生物学方法,提供了不依赖于培养的新技术,使人们对环境微生物群落组成和丰度有了进一步了解。实时荧光定量PCR技术

作为一种核酸定量的手段,以其高灵敏性、高特异性、高精确度、实时性、污染少等优点,在微生物生态学中逐渐得到广泛的应

用。与其他的分子生物学技术[4～6]的联合应用,使我们不仅可以定性,也可以定量研究微生物群落结构组成及数量变化,深入探

索微生物群落与环境因子之间的相互作用及其动态变化过程。

1 实时荧光定量 PCR技术概述

1.1 实时荧光定量 PCR技术的发展

PCR技术发明以来,研究人员一直致力于用其进行核酸精确定量。1991年 Holland等[7]首次运用不可延伸的寡核苷酸杂

交探针与模板结合,然后利用 DNA聚合酶的 5'→3'核酸外切酶活性将探针切断,使探针的能量传递结构被破坏发出荧光来定

量PCR产物。1992年Higuchi等[8,9]在PCR反应管中加入EB,反应进行过程中,PCR产物增加,EB与DNA双链结合发出荧光

强度也逐渐增加.他们通过连续照相动态观察荧光强度的变化,并以此定量 PCR产物的多少,成为最早的实时定量 PCR。1996
年 Heid[10]等首先报道了 TaqmanPCR的原理及方法。同年,美国 AppliedBiosystems公司推出商用实时定量 PCR(Taqman

PCR)系列。之后,人们又设计出不同的荧光探针,如分子信标技术(molecularbeacon)[11]、LightcyclerPCR[12,13]等。随着研究的

不断进展,研究人员不仅定量 DNA分子,还定量 RNA分子,从而进一步定量基因的表达[14]。

1.2 实时荧光定量 PCR技术的基本原理

所谓实时荧光定量 PCR技术,是指在 PCR反应体系中加入荧光基团,利用荧光积累实时监测整个 PCR进程,最后通过标

准曲线对未知模板进行定量分析的方法。其常用机制包括荧光染料检测和水解探针检测。

图 1 Ct值的确定[36]

Fig.1 DefinitionofCtValue

(1)SYBRGreenⅠ检测 SYBRGreenⅠ是一种只与双链

DNA小沟结合的具有绿色激发波长的染料。当它与 DNA双链

结合时,发出荧光,当 DNA解链成为单链时,它从链上释放出

来,这时荧光信号急剧减落。其最大吸收波长约为 497nm,发射

波长最大约为 520nm。SYBRGreenⅠ的优点是不必因为模板不

同而特别定制,因此设计的程序通用性好,且价格相对较低,缺

点主要是由引物二聚体、单链二级结构以及错误的扩增产物引

起的假阳性会影响定量的精确性。通过升高温度后测量荧光的

变化可以帮助降低非特异产物的影响。由解链曲线来分析产物

的均一性有助于分析由 SYBRGreenⅠ得到的定量结果。

(2)Taqman探针检测 Taqman水解探针主要是利用 Taq
酶 5'→3'外切核酸酶活性,并在 PCR反应体系中加入一个荧光

标记探针。探针的 5'端标记报告基团 FAM(6-羧基荧光素),3'端标记淬灭基团 TAMRA(6-羧基四甲基丹诺明)。探针结构完整

时,3'淬灭基团抑制 5'荧光基团的荧光发射。随着 PCR反应的进行,由于 Taq酶 5'→3'外切核酸酶活性,当合成的新链移动到

探针结合位置时,Taq酶将探针切断,探针的完整性遭到破坏,能量传递结构亦被破坏,5'端 FAM 荧光报告基团的荧光信号被

释放出来。模板每复制一次,就有一个探针被切断,同时伴有一个荧光信号的释放。产物与荧光信号产生一对一的对应关系,随

着产物的增加,荧光信号不断增强。如图 1所示当信号增强到某一阈值(根据荧光信号基线的平均值和平均标准差,计算出以

99.7%的置信度大于平均值的荧光值,即为阈值),此时的循环次数即循环阈值Ct(cycletheshold)。该循环参数Ct和PCR体系

中起始模板数的对数之间有严格的线性关系,利用不同的标准模板扩增的 Ct值和标准模板数经过对数拟合作图,制成标准曲

线,再根据待测样品的 Ct值可以准确地确定起始模板的数量[8,10]。图 2显示了 Taqman探针反应原理。

1.3 实时荧光定量 PCR的优缺点

1.3.1 优点 与其他基于 PCR定量方法相比,实时荧光定量 PCR有着显而易见的优点:

①灵敏性 光谱技术和计算机技术的联合使用,大大提高了检测的灵敏度,甚至可以检测到单拷贝的基因。

②精确性 由于 PCR的平台效应,传统 PCR不能进行精确的定量,而实时荧光定量 PCR不受扩增效率和试剂损耗的影

响,利用扩增进入指数增长期的 Ct值来定量起始模板量。

③特异性 荧光探针是针对靶序列设计,相当于在 PCR的过程中自动完成了 Southern杂交,具有高特异性。

④安全、快速性 实时荧光定量 PCR是在全封闭状态下实现扩增和产物分析的,降低了溴化乙锭的污染,同时可以检测多

个样品,有效减少了劳动量。
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⑤动态性 实时荧光定量 PCR可以在 PCR反应的同时,检测反应的进程。

图 2 Taqman探针反应原理图[36]

Fig.2 PrincipleofTaqmanprobereaction

1.3.2 缺点 实时荧光定量 PCR技术需要特殊的热循环仪和试剂,这些都比较昂贵。同时操作时要考虑以下几个影响因素,
包括同源和异源 DNA背景[15]、寡核苷酸杂交特异性[15]、Taqman探针比例[15]、细胞裂解效率[1]、mRNA的部分降解[16]、SYBR

GreenⅠ的浓度大小[14]、PCR产物的长度长短[14],这些都可能会引起实时荧光定量PCR反应在定量上的偏差,因此在操作时需

要进行条件的最优化研究。另外,标准曲线的制作可能也存在一定的问题。例如在定量一些不可培养微生物时,可能要用质粒

DNA的拷贝数来换算才能得到某一微生物种类的丰度,其准确性则值得探讨。

2 实时荧光定量 PCR在微生物生态学研究中的应用

2.1 用于环境中微生物群落变化的动态监测

实时荧光定量 PCR技术的一个显著特性就是可以同时对多个样品进行分析,因此适合于检测环境中微生物在时间和空间

上的动态变化。Tay等[17]利用特异性 16SrDNA引物扩增两种甲苯降解菌,观测河流中这两种甲苯降解菌的群落动态,荧光定

量 PCR结果显示:Xanthobacterautotrophicus和 X.mycobacterium在甲苯污染地区的丰度比非污染地区的高,这与早期可培养

调查结果一致。但 X.autotrophicus只在污染地区夏季有相对短暂的繁盛,而 X.mycobacterium数量持续增高的时间超过 5个

月,从而产生与早期传统单一时间点细菌培养实验不同的结论,表明分枝杆菌在甲苯降解方面比想象的更为重要。Feris等[5]在

研究重金属污染梯度高流变区微生物群落时,利用荧光定量 PCR技术量化 16SrRNA基因拷贝数和 α-,β-,γ-proteobacteria,

cyanobacteria四个系统进化类群。发现淤泥中重金属离子梯度与类群Ⅲ正相关,与类群Ⅱ负相关,与类群Ⅰ或Ⅳ无相关性,从而

为预测河流重金属污染的长期效应提供了进一步研究的基础。Boon等[4]应用实时荧光定量 PCR研究了污染物 3-氯苯胺(3-

CA)短期刺激下活性污泥反应器功能效应。发现 3-氯苯胺的添加造成无生物放大作用反应器中铵的积累,反应器中氨氧化细菌

数量显著下降,群落组成改变且无法恢复。而在加入 3-CA降解菌株具有生物放大作用的反应器中氨氧化微生物群落的结构、
活性和丰度可以恢复,从而验证生物放大作用加快了有毒氯化物的降解,对反应器中微生物群落有保护功能。Seghers等[5]发现

阿特拉津和莫多草等杀虫剂的长期慢性作用并没有造成玉米非根际土壤Ⅰ、Ⅱ型甲烷杆菌丰度的降低,即土壤系统甲烷杆菌总

丰度保持平衡。
草食动物的瘤胃是一个复杂的共生微生物区。瘤胃中的微生物群落会随地理位置、季节、饮食、寄主动物的健康状况、抗生

素使用的变化而改变。然而早期受纯培养技术的局限,研究结果缺乏内在的联系,新的灵敏和精确的分子检测方法使这一领域

有新的进展。Tajima等[2]通过实时荧光定量 PCR监测了饮食改变后牛瘤胃细菌种群的变化。饮食从干草变成谷类后,在干草

饮食占优势的Fibrobactersuccinogenes在第 3天下降了 20倍,第 28天降低了 57倍。Ruminococcusflavefaciens在第 3天减少了

约 10%,第 28天时维持这一水平.这与可培养技术的结果相一致.在转换期(第 3天),瘤胃中两种 prevotellaDNA增长相当

大,分别增长了 7倍和 263倍。28d后,与原来草食比,P.ruminicola却下降了 3倍,但P.bryantii仍然增多了 10倍。Eubacterium

ruminantium在饮食转换后下降了 14倍,28d后仍然保持这一水平。瘤胃螺旋菌 Treponemabryantii减少并不激烈,在第 28天

时稳定在较原来下降 7倍的水平。Streptococcusbovis在第 3天时增长 67倍,而第 28天时比原来的水平又下降了一些。

Selenomonasruminantium-M在第 3天增加了 8倍,到第 28天时稳定在原数量 2倍水平。上述结果揭示了传统培养实验无法揭

示的现象,说明饮食的改变对瘤胃微生物群落的影响是显著的。Einspanier等[18]也通过实时荧光定量 PCR技术对胃肠道不同

部分(包括瘤胃、皱胃、空肠、结肠)的叶绿体、玉米转化酵素、玉米蛋白和 Bt毒素基因片段进行定量分析。发现牛饲用转 Bt176
基因玉米 4周后,高中度植物基因片段丰度的显著变化取决于驻留时间和原始基因拷贝数,从而为进一步评价新型转基因饲料

在胃肠道中的归宿提供了补充数据。
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由微核糖体 RNA序列差异造成生理多样化菌株生态型的演替,解释了微小红色藻青菌在深湖自养微小浮游生物中占优

势的原因。而在相似系统发育生物混合体中,特定生态型和基因型的丰度必须先被确定。Becker等[15]发现在系统发育相近的菌

株混合物背景中,微生物群落丰度受到背景 DNA浓度、PCR引物和寡核苷酸探针特异性、Taqman探针与扩增产物比例等因素

的影响,从而造成生态学分析的偏差。他以两种分类学水平设计探针和引物,计量已知所有蓝细菌类基因组和代表富含藻红蛋

白的蓝细菌菌株 BO8807单一基因型基因组,研究了康士坦茨湖年季变化过程中小型自养浮游生物优势种蓝细菌群落丰度和

深度分布动态。发现清水期有较高的生物相对丰度,同时发现了取样过程和检测中存在的一些问题,推测可能有一个蓝细菌类

群没被检测到[19]。Kurmayer等[20]也通过对藻青蛋白操纵子基因间隔区和微囊藻素合成酶 mcyB基因定量微囊藻素基因型,观

测微囊菌基因型在整个种群的季节更替中的变化,发现季节更替过程中微囊藻素基因型的平均比例是稳定的。

2.2 用于微生物群落生理代谢的研究

通过对微生物代谢功能基因的定量研究,可以加深人们对代谢途径的了解。Wikstrom等[16]研究硝基芳香族化合物污染的

地下水微生物群落变化时,发现微生物代谢外源烃类与内源烃类的能力不同。荧光定量 PCR结果显示:儿茶酚-2,3-双加氧酶

基因相对丰度与萘和酚的降解有关,与 2,4-二硝基甲苯降解无关。说明微生物对水体中的外源烃类代谢有选择作用,而对与生

长相关的内源烃类的降解无选择作用。Hejianzhong等[21]研究了氯化物脱氯的微生物降解过程,发现在添加氯乙烯的培养基连

续培养 40d后,培养物失去利用三氯乙烯、四氯乙烯作为代谢载体的能力。实时荧光定量 PCR结果确定了 Dehalococcoides是依

赖氯乙烯生长类群,微生物利用氯乙烯、二氯乙烯作为电子受体而不是三氯乙烯、四氯乙烯。

Baldwin等[22]将芳香族加氧酶(包括萘双加氧酶、联苯双加氧酶、甲苯双加氧酶、二甲苯单加氧酶、酚单加氧酶、羟甲基苯酚

单加氧酶)大亚基基因作为指示基因,通过多重 PCR和实时荧光定量 PCR扩增来检测和量化芳香族化合物分解代谢途径,扩

展了对芳香族污染物生物降解相关的基因型的量化能力,从而对自然退化、污染地生态调查和生物修复条件优化提供辅助评

价。Hristova等[3]利用荧光定量 PCR技术检测甲基-4-二丁醚(MTBE)污染地下水中自然存在的 MTBE降解菌 PM1的数量,
发现缺氧环境中 PM1的数量在检测线以下,在有氧环境在 103～104个/ml,在 10µgMTBE/L微宇宙体系中土著 PM1细菌数

量增加到约 105个/ml。同时在发生 MTBE降解的沉积物中,菌株 PM1的密度也增加。大田实验中随 O2和 MTBE浓度增加,
土著 PM1菌株数量也增加。说明 O2和 MTBE的存在使菌株 PM1的代谢旺盛。

Okano等[23]通过定量氨单加氧酶基因(amoA)来确定土壤中氨氧化细菌(AOB)群落大小,同时研究了铵离子浓度对氨氧

化细菌群落的影响。发现随着铵离子浓度增加,氨氧化细菌数量也呈不同程度增长,而细菌总数稳定在一定的范围,同时还发现

常年施肥的土壤中氨氧化细菌显著增长,甚至在施肥 8个月以后,说明铵肥对氨氧化细菌群落具有长期影响。

Mayer等[14]通过实时反转录 PCR定量黄曲霉毒素生物合成基因 nor-1mRNA浓度从而监测小麦黄曲霉毒素 B1的产生。
发现接种第 4天可以检测到 nor-1mRNA,6d天后达到最大值。之后开始缓慢降解,8d后非常快速降解直到不可检测水平。同

时黄曲霉毒素在第 9天时达到最大值,之后保持恒定。mRNA拷贝数与毒素表达之间有很好的相关性。

2.3 用于环境微生物群落分布的研究

由于纯培养和显微技术的不便,人们对土壤中甲烷菌的丰度了解很少。Kolb等[1]通过比较甲烷菌 16SrDNA和甲烷单加

氧酶 α亚基的 pmoA基因系统进化树,发现两者有良好的相关性,并且揭示了变形菌 α和 γ亚纲五大甲烷菌群。因此他通过靶

定 pmoA基因来定量变形菌 α和 γ亚纲五大甲烷细菌群及所有的甲烷细菌,分析了水淹稻田的甲烷细菌数量,指出

Methylosinus类群占优势,同时 Methylosinus/Methylosarcina也有较高丰度,而林地甲烷细菌和 Methylocapsa类群的数量低于

检测极限。

Matsuki[24]通过实时荧光定量 PCR研究了肠内双歧杆菌菌群的分布,发现 Bifidobacteria.adolescentis、B.catenulatum、

B.longum是肠道内的主要类群。同时监测了健康人 8个月内的双歧杆菌群落组成变化,结果显示其组成基本上是稳定的。Qi

yuan等[25]利用 rpoB基因作为特定染色体标记物定量来自不同地理位置的炭疽杆菌,该方法无交叉反应,而且时间短,不失为

一种对炭疽杆菌检测和定量的好方法。

Grüntzig等[26]通过定量反硝化亚硝酸盐还原酶基因(nirS)丰度研究施氏假单胞菌种类的丰度,发现海底沉积物中施氏假

单胞菌的丰度极低或无法检测,说明这种微生物不是海底主要的反硝化微生物。同时也通过 DNA阻滞和细胞外加实验证明荧

光定量 PCR能够精确分析环境样品功能基因(nirS)的丰度。

Yeager[27]发现在成熟地壳固氮酶活性分别是科罗拉多高地和池华欢沙漠的 10倍和 2.5倍,而成熟和未成熟地壳的固氮

微生物组成无显著差异,但相比之下,荧光定量 PCR结果显示成熟地壳的 nifH基因丰度是未成熟的 7.5倍,可能由于土壤的

不稳定性和水分胁迫限制了固氮微生物的生长,造成成熟与未成熟地壳固氮酶基因丰度的显著差异。

Ochsenreiter等[28]用古细菌 16SrDNA实时荧光定量 PCR技术,研究来自欧洲和亚洲不同地理区域(包括林地、草原、杂

草地、永久冻结带)的 7个不同类型土壤样品中陆栖 Crenarchaeota的多样性和丰度时,发现 rDNA在沙土生态系统的相对丰度
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为 0.5%～3%,而根际间仅为 0.16%,附近农田土壤的相对丰度为 0.17%。指出土壤 Crenarchaeota种群是一个稳定而特殊的

陆栖微生物类群。
产肝毒微囊藻素的微囊菌、项圈藻和浮游生物均会造成藻青菌大量泛滥,因此如果缺乏适当的定量方法就很难确定有效的

产生者。Vaitomaa等[29]通过实时荧光定量PCR技术定量湖泊中微囊菌和项圈藻微囊藻素合成酶E拷贝数,发现湖泊中主要的

微囊藻素产生者是微囊菌,其微囊素合成酶 E拷贝数是项圈藻的 30多倍。

Cummings等[30]研究了沿湖泊重金属污染浓度梯度中还原铁离子 Geobacteraceae家族的丰度和分布,发现其分布相对均

匀,说明在湖泊沉积物中 Geobacteraceae家族分布及丰度不受重金属离子浓度影响。

2.4 用于方法探讨和条件优化研究

应用实时荧光定量 PCR技术来检测不同生物学方法对研究的影响或条件的优化,从而使研究更好的进一步展开。

Hermansson等[31]通过实时荧光定量PCR发现玻璃珠打击 10～100s之间土壤氨氧化细菌裂解效率最高。Fykse等[32]发现超声

波裂解革兰氏阳性细菌 3～5min时,DNA的产量最大。Dionisi等[33]通过实时荧光定量 PCR技术确定方法学差异对定量影响

最小的样品处理点。针对丰度高的细菌和丰度较低的硝化细菌 Nitrospira16SrRNA进行分析,发现 DNA提取对定量 PCR变

异系数影响小,而 PCR扩增对其影响较大,低丰度的靶序列差异比高丰度的大,分析显示在 PCR扩增中 3～5个样品分别对细

菌 16SrRNA基因的 2倍增加和 Nitrospira的 5倍增加是必要的。Requena[34]通过转醛醇酶基因研究了双叉乳杆菌种类的数

量。成人排泄物的定量 PCR检测结果与纯培养的 16SrDNA或转醛醇酶基因相关性好,而婴儿的 16SrDNAPCR结果优于转

醛醇酶基因来定量双叉乳杆菌类群。

3 结语

实时荧光定量 PCR技术作为核酸定量方法,在微生物生态学领域中得到了广泛的应用.在未来的研究中,如何能够更加准

确定量(绝对定量)及对不同环境中微生物定量(普遍定量)成为研究者最关心的问题。目前的实时荧光定量 PCR反应通常针对

16SrDNA或功能基因来量化环境微生物的相对数量丰度,由于功能基因在不同的微生物种类中拷贝数不同,例如氨氧化细

菌[35],可能造成虽然扩增反应特异性较高但定量不准确的结果。另外,在许多生态系统中微生物的丰度较低和细胞中 rDNA含

量较少都会限制杂交的敏感度。同时对一些环境样品微生物定量时,受到非靶序列DNA的干扰。如何排除背景的影响,使实时

荧光定量 PCR具有普遍性是人们面临的又一个挑战。
总之,实时荧光定量 PCR技术,为微生物生态学研究提供了强有力的技术支撑,与其他分子生物学及传统方法相结合,将

为微生物生态学开辟出更加广阔的前景。
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