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�� � 技术在环境微生物检测中的应用
胡稳奇 张志光

�湖南师范大学生物系
,

长沙 � � � � ���

摘要 多聚酶链式反应技术 �� � � �近年来已广泛应用于环境微生物检测中
,

与常规方法 比较
,

它具有灵敏度高
、

特异性强及快速简便等优点
。

本文简要介绍了� � 技术的基本原理
, ��  应用于环境微生物检测的方法学及其

应用现状与前景
。

关锐词 多聚酶链式反应
,

环境微生物学
,

检测
。

多聚 酶链 式 反 应 技术 �� � �� � � �� �� � � � ��

� �� � ����
,

简称 �� � �
,

是美国学者 �
�

�
�

� � �� � 和

�
�

�
�

��  ! 等于 � � �  年首创的〔‘〕
。

作为一种特异

性 � � � 体外扩增技术
,

��  具有特异性
、

灵敏度

高
、

快速简便和重复性好等优点
,

应用该方法可

使极微量的特异 � �  片段在几小时内�� 一 ���

迅速扩增百万倍以上
,

从而有利于对 � �  分子

检测
,

增加其特异性与灵敏度川
。

从 ��  技术发

明至今虽然仅有不到 �� 年时间
,

它的应用已涉

及几乎整个生命科学的领域
。

近几年来
,

随着 ��  技术的不断发展与完

善
,

它在环境微生物学 中也得到 了广泛 的应用
,

有关这方面的文献报道日益增多
,

至今 已达 � ��

余篇川
。

� � � 技术创立之初期
,

各国环境微生物

学工作者即开始应用该技术
,

检测环境中的特定

微生物类群或基因型
。

近年来随着 ��  技术本

身的发展
,

其特异性和灵敏度不断提高
,

各国环

境微生物学工作者研究的重点主要集中于以下

� 个方面
�

� 应用 �� � 技术研究某一特定环境中

微生物区系的组成
、

结构
,

并进而了解其种群动

态
� � 应用 �� � 技术监测环境中特定种群 �如致

病菌
、

工程菌株 � 的动态
。

� �� � 技术的基本原理与方法川

�� � 技术是特异性 � � � 体外扩增的一种非

常快速而简便的新方法
,

其反应主要包括以下 �

个过程
�

� 双链 � � � �模板 �加热变性为单链
� �

引物与模板 � � � 单链结合
� � 引物延伸 �扩增 �

。

其基本原理与反应过程是
�

在 ��  反应缓冲液

中
,

分别加入一定量的 � � � 聚 合酶
、

待扩增

� � � 样品
、

一对引物及 �种脱氧核昔酸 � � � � ��
,

首先加热 � �� ℃ �使模板 � �  变性
,

解链为单链

� � � ,

随即一对引物分别与模板 � � � 的 � 条单

链的两端互补杂交
。

这时反应温度降至适宜的温

度
,

在适宜离子强度
、

� � 和 �种脱氧核昔酸等条

件下
,

由 � � � 聚合酶催化引物引导的 � � � 链的

延伸
。

至此完成了 �� � 第一轮反应
。

继之又开始

加热变性和退火进入第二轮反应
。

由于在第一轮

反应中新扩增的 � � � 链又可作为第二轮反应的

模板
,

� � � 链拷贝数以 �”

增加
。

上述反应周而复

始
,

循环往复
,

经 �� 一�� 轮反应后
,

目的 � � � 成

百万倍扩增
。

� � � 技术创立之初
,

在 ��  反应中使 用的

� � � 聚合酶是来源于大肠杆菌 � �
�

诫
‘� 的 � � �

聚合酶 � 的 �� �� � � 大片段
,

由于该酶不耐高温
,

因而必须在每轮反应中加入新酶
,

给其操作带来

了困难
。

�� � � 年美国 � � �� � 公司的 �
�

�
�

�� �� � 等

从一种嗜热细菌中分离到可耐 �� ℃高温的 � �  

聚合酶
一

� �� � �  聚合酶
,

从而解决 了上述 困

难闭
。

继之又发明了 �� � 扩增仪
,

使�� � 反应的

实验操作完全 自动化
,

从而促进了 �� � 技术在

各个研究领域的更广泛应用
。

研究表明
,

虽然 ��  反应的基本原理 已十

分简单明了
,

但其反应本身及整个循环中不断变

化着的温度
、

产物
、

引物
、

� � � � 及 � � � 多聚酶的

浓度等存在着极为复杂的动力学关系川
。

影响

�� � 反应的主要因子是反应液中 � � � 多聚酶
、

引物
、

� � � � 、

模板 � � � 及 � �
, �
的浓度

。

因此
,

在

��� �年 � 月 � 日收到修改稿
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��  每一新的应用中
,

常需反复试验从而找到其

最佳反应条件
,

这一点对于 ��  在环境微生物

检测 中的应用尤其重要
。

因为从环境样品 �如水

样
、

土样或空气样本 �提取的 � � � 或 � � � 的量

往往是极其微量的
,

即模板 � � � 的量极微量
,

如

果反应条件控制不好
,

常会出现扩增后见不到产

物或产物浓度太低而无法检测出来�� 
。

环境样品

��  检测的另一个困难就是待扩增样品往往含

有较多的非特异性 � �  或 � � �
,

从而拟制特异

性 � � � 的扩增或造成扩增产物出现非特异性背

景区带
,

影响产物的检测困
。

近年来
,

很多研究者对环境样本的 �� � 的

适宜条件进行了深入研究
巨�

’

�二,

�‘� ��� � 等 �� � � � �

对此作了综述
巨�〕。

� � ���� 等 �� � � � �研究表明巨� 〕
,

对

环境样本的 � � � 进行 � 轮扩增可显著提高其灵

敏度并减少非特异性 � � � 的干扰
,

其方法是
�

将

前一轮 �� � 扩增产物进行适 当稀释 � �
� � �一

�� � �
,

然后再进行 �� � 扩增
,

据认为通过对前一

轮反应 的产物进行适 当稀 释
,

可 提高特异性

� � � 在反应液中的比例
,

从而提高 �� � 扩增 的

灵敏度与特异性
。

在上述前后 � 轮 �� � 扩增中
既可以使用同一对引物 �� �� � ��

� �
,

也可以在后一

轮扩增使用套式引物 �
� �  �� � � � �� � �� �

。

� � � � �等

�� � � �� 研究发现川
,

在后一轮反应中使用套式引

物对于 环境样本 的 ��  扩增 是十分适用的
。

� ��
� 。
等 �� � � �� 提出了另一种适应于环境样本

�� � 扩增的策略
,

即在 �� � 扩增的前 �� 轮反应

中将引物浓度控制在 �
�

�一 �
�

�� � �� � �
,

后 �� 轮

反应中将引物浓度提高至 �
�

�一 �如� �� � �� 幻
。 �

使

用这一方法
,

即使样本仅含有 �一 �� 个 � � � 分

子也能通过 ��  扩增后检测出来
。

� �� � 在环境微生物检测中应用的方法

应用 �� � 技术检测环境样品中的特定微生

物类群
,

其基本步骤主要包括
�

� 从环境样本中

提取核酸 � � � � 或 � � � � � � 以提取的 � � � 或

� � � 样品为模板进行 ��  扩增
� � 对 ��  扩增

产物的检测与分析
。

�
�

� 环境样本中核酸的提取

应用 �� � 技术检测环境样本的第一步
,

就

是必须从水样
、

土样或空气样本等环境样品中提

取到纯化的 � � � 或 � � � ,

然后以此为模板进行

��  扩增
。

近年来各国研究者对从环境样本中

提 取 核 酸进 行 了 深 入 的 研 究 � �� �� ��� 等
,

�� ��� 阁
。

从环境样本中提取核酸的方法主要包

括
�

氯化艳
一

溟化乙锭超速离心
、

亲和层析
、

酚 �氯

仿抽提
、

乙醇沉淀及 聚乙烯聚毗咯烷酮 ��� ���

处理等
,

有时是上述几种方法的结合
。

最近几年一些研究者提 出了多种从水体样

本中提取核酸的方法 〔�〕
,

一般说来
,

从水样中提

取核酸比从土样或空气样品提取更简单一些
。

多

数情况下是首先对水样进行过滤收集微生物细

胞
,

然后用溶菌酶处理微生物使核酸从细胞中释

放 出来
,

也可以采用 反 复冻 融 的方 法进行 处

理陈
, 。二。 �� �等发现通过上述处理得到的核酸粗

液即可进行 �� � 扩增
,

而不需进一步纯化以除

去杂质〔‘’习
。

但多数情况下需通过酚 �氯仿抽提
、

高速离心及乙醇沉淀等进一步纯化
,

然后再以纯

化的 � � � 或 � �  样 品进 行扩增
。

�� �� ��� 等

� �� � �� 提 出了一种较为理想的纯化方法
,

即在上

述微生物细胞水解液中添加一定量的醋酸氨
,

使

其终浓度为 �
�

�� �� � �
,

接着进行高速离心
,

然后

取上清液进行 乙醇沉淀 �� “〕。

通过上述处理可除

去 样 品中 的大 多数 有 机物 杂 质
,

得 到 较纯 的

� � � 样品
。

从土壤样本提取 � � � ,

目前主要采用以下 �

种方法
�

一是先从土样中分离微生物细胞
,

然后

对分离的微生物细胞进行酶解及进一步 的纯化

� � � ,

称之为细胞抽提法 �� 〕
。

二是对土壤样本中

的微生物连同土壤基质一起酶解
,

然后再纯化其

中的 � � � ,

称之为直接抽提法川口
。

�� �� ��� 等

� �� � � �研究发现
,

采用直接抽提法的 � � � 得率

较高
,

但样品含杂质也多
,

需经过进一步纯化
�而

采用细胞抽提法的 � � � 得率低
,

但样品一般较

纯仁’“〕
。

�
�

� �� � 产物的检测与分析

如前面所述
,

��  技术具有极高的灵敏度和

特异性
,

即使是极其微量甚至无法检出的 � � �

分子通过 ��  扩增后
,

由于其含量成百万倍增

加
,

从而可以通过适当的方法予以检测川
。

如果
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待检样 本 中 含 有较 多的 目的 � �  

一般通 过

PC R 扩增后
,

可用肉眼从嗅化乙锭染色的琼脂糖

凝胶上 见到清晰的电泳区带
一
’

一 。

然而
,

由于环境

样 品中一般仅 含有极其微量的待检 D N A 分子
,

常常通过 Pc R 扩增后仍无法用肉眼观察到清晰

的电泳 区带 (Pa ul 等 1990 护
,

因而近年 来发展

了多种检测环境样本 Pc R 产物的方法 (St ef f
an

等 一9 9 1 )二
3 。

这些方法主要包括
:
¹ S
outher印迹

杂交
j 一

;

º
生物素标记探针分子杂交 仁‘钊 ;

» 在

PCR 扩增中以生物素标记的 Bi
o一

d U T P 等取代

dTTP 直接掺入到 PC R 产物 中三‘7三;
¹ 在 Pc R 产

物 中直接接上生物素标记 的寡核昔酸探针 (用

D N A 连接酶连接)
扛’8二。

述 PC R 技 术 的 灵 敏 度 可达 到 1一 5 个 细 胞 /

10Om l水
。

另据报道
,

。e z等(1990)还建立了另外

一种检测水样中大肠杆菌 类细菌的方法
,

即利用

一对 Pc R 引初特异性地扩增样品 D N A 中的 ui d

基 因片段 (编妈 {3
一

葡糖昔酸酶)
.
然后用 ul d 基因

探针进行检测
,

结果发现该方法可特异性地检测

出水样中的大肠杆菌 (E
.
喇

,
) 和志贺氏菌(肋明“

。

sP
p
.

)

,

即使是大肠杆菌的 ui d
一

菌株也能检出
.
而

其它大肠杆菌类细菌及非肠道菌的 D N A 不能扩

增

PCR 技术在环境微生物学中的应用

3. 1 应用 PC R 技术检测环境中的致病 菌与指

示菌

研究表明
,

水
、

土壤及空气等环境中都存在

一定种类和数量的致病性细菌和病毒等
,

它们与

某些重要的传染性疾病的传播和流行密切相关
。

例如 1955 年印度新德里市和 19 88 年我国上海

市的甲肝大流行
,

证明与水源污染有关
〔‘9〕

。

因此

定期性的检测环境中致病菌的动态 (种类
、

数量
、

变化趋势等)具有重要的意义
。

以前大多采用分

离培养的方法进行检测
,

不仅费时(一般需几天

到数周)
,

而且无法检测一些难于人工培养的病

原菌
。

近年采用 PC R 技术进行检测则克服 了上

述缺陷
,

一般仅需 2一如 就能完成
。

Be

j 等 1990 年报道 了利用 PC R 技术检测水

中大肠杆菌类细菌 的结果 乙” 二
。

他们对水样 中提

取的 DN A 利用 PC R 扩增技术
,

特异性地扩增其

La cZ 和 L
am B 基因 (来源于大肠杆菌 )片段

,

然后

分别用 La 忆 和 La m B 基因探针进行检测
。

结果

发现
:
¹ 利用 PC R 技术特异性扩增样品 D N A 的

La
cz 基因片段后

,

可以检测出水样中的大肠杆

菌(E
.
戚)

、

志贺氏杆菌 (Sh 乞撰认
刀 s

PP

.

)
,

但不能检

测沙门 氏菌 (&以
刀翻洲为 s

PP
.
)及其它非大肠杆菌

类细菌
;
º 利用 PC R 特异性地扩增样品中 D N A

的 L
am B 基因片段后

,

可以选择性地检测出水样

中的大肠杆菌
、

沙门氏菌和志贺氏菌
;
» 利用上

1989 年 St
arnbaeh 等报道

一
? ‘

一 ,

采用 Pe R 技术

特异性 扩增 Le gi on
e
lla sPP

.
D N A 的一未知功 能

的 D N A 片段
,

可特异性地检出样品中的 了沪夕勿n

曲
尹矛己尸户。、砂ila

,

其 灵 敏 度 相 当 于 稀 释 培 养 法 的

35CFU 。

M

a
h b

u
b
a n i 等 1990 年报道 了一种用 Pe R

技术检测水样中 2七夕友
夕n

曲 属细菌的方法
乙22二,

即采

用 PcR 技术特异性地扩增待测样 品 D N A 的

IO4bP D N A 片段 (该片段编码 55 rR N A )
,

然后用

104 bP D N A 探针进行检测
,

结果表 明该方法可检

测出水样中的 及咖用以勿 属的全部细菌
,

并可检测

出 及呱功以勿 夕刀进叙二砷如 的全部 15 个血清型
。

3

.

2 利用 PC R 技术检测环境中的工程菌株

随着遗传工程研究的广泛开展和大量的工

程菌株的出现
,

一些工程菌株将不可避免地进入

周围环境中
,

由于安全方面的考虑及研究工作本

身的需要
,

检测工程菌株在水
、

土壤等环境中的

动态在目前具有十分重要的意义
。

而 PC R 技术

在这一领域具有广阔的应用前景
,

因为工程菌株

的 D N A 基因组的结构和功能往往是 已知的或较

清楚
,

因而可有的放矢地设计 PCR 扩增 的引物

和检测扩增产物的探针
。

C h
a u

d
r y 等 1989 年报道 了应用 Pe R 技术检

测环境中工程菌株的结果如皿
。

他们将一工程菌

株接种于经过过滤灭菌的湖水及污水中
,

定期取

样并对提取的样品 D N A 进行 PCR 扩增
,

特异地

扩增其 0
.
3kb D N A 片段 (为该工程 菌 株 的标

记)
,

然后用 0
.
3kb D N A 探针进行检测

。

结果表

明接种 10 一14d 后仍能用 PCR 方法检测出该工

程菌株
。



卷 4期 环 境 科 学

steffan 等 (2958)报道
一
’“ ,

他们对 环境 (土

壤 )中的 肠
,

ld,j o ls 。脾、 重组菌株的检测研究表

明
.
P c R 技术应用于检测土壤中的工程菌株具有

极高的灵敏度
,

即使每 g 土壤样本中仅含有 1个

细菌仍可检出
。

3

.

3 P c R 技术在环境微生物基因克隆中的应用

众所周知
,

土壤
、

淡水及海洋等环境中含有

极其丰富的微生物资源
,

其中某些微生物种类具

有重大的应用价值
,

从这些微生物中克隆出某些

可利用的基因 (如固氮基因
、

抗重金属基因等)具

有重要的意义
。

但用常规的基因克隆方法难于分

离到一些不能人工培养的细菌的基因
。

P C R 技

术 则在这一方 面提供 了一有力 的工 具
。

例如
,

z
e , l r 等(一9 8。)报道

2‘一 他 们采用 pC R 技术直接

从 海 水 D N A 样本 特异性地 扩 增 其 固 氮基 因

(nif)片段
,

最终克隆到 T
riehodesm ium th iebautii

的
nif 基因

,

而 Trieh记
esm ium thiebautii至今无法

人工培养
,

用常规方法无法克隆到其 ni f基因
。

4 小结与展望

自 1985 年 K
.
B
.
M olis 等首光建立 P C R 技术

至今仅有不到 10 年的时问
,

但已在包括环境微

生物学在内的众多 生物学分 支领域中得到 了广

泛的应用
。

本文展示了 Pc R 技术在环境微生物

学领域的广阔的应用前景
。

近几年来利用 PCR

技术进行环境微生物检测的研究报道与日俱增
。

研究结果表明
,

P c R 技术与其它常规检测方法比

较 具有下列优点
:
¹ 高度灵敏性

,

Pc

R 技术的检

测灵 敏度可达到 1一 ZPg D N A 水平
,

或可从 lg

环境样品检出 l一2 个细菌细胞
江3〕;

º 高度特异

性
,

利用 Pc R 技术可特异性地检出环境微生物

中的特定基因型
、

血 清型及株系
,

还 可特异性检

测 样本中的特 定墓 因如毒性基 因
;
» 快速简便

,

以前利用常规分离培养方法检测环境样本的细

菌和病毒
,

一般需几天甚至几周
,

利用 Pc
R 技术

仅需 2一如 就能完成
;
¹ 适用面广

.
利用 PC R 技

术既可检测环境中的细菌
,

也能检测病毒
.
如 X u

等(199 0)
二25 利用 Pc R 技术直接从人类粪便中检

测出轮状病毒
,

其灵敏度 比核酸杂交高 5 丫 1『

倍
。

近年来 PC R 技术正在不断发展之中
,

如近

年 又 相继 建立 了套 式 PcR
、

逆 向 Pc
R 及复式

Pc R 等
。

可以预料
,

今后几年内 PC R 技术在环境

微生物领域中的应用将进一步扩大
,

特别是在检

测水体
、

土壤中的致病细菌
、

病毒及指示菌等方

面发挥愈来愈大的作用
。
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sP
A c E M

AN
特别推荐

全中文高档微机地理信息系统 sP A CE M A N 4
·

o

s P A C E
M

A N 是一套专为地学及环境专家设计的G IS 软件工具
,

国内用户已近 20 0 家
,

遍及著名的高等院校及科

研院所
,

该系统以其功能齐全
、

操作方便
、

价格适宜及全中文面向用户的开放式设计
,

赢得了广泛好评
。

部分成果已

打入国际市场
,

并在国际上获奖
。

sP

A c E M A N 4

.

0 主要特点
:

基本软件配盆
:

中文管理
、

操作便捷
、

一看就懂
、

一用就会 图形图像采集编辑模块
、

图形图像分析管理模块

面向用户设计
,

无需编程
,

可实现二次开发 属性数据库管理模块
、

图形图像彩色打印制图模块

空间模型自动生成
,

地学专家好帮手 图形彩色绘图制图模块

立体地形任意角度生成
,

替代地图及沙盘 数字地形(D TM )制作模块
、

统计制图制表模块

千种图案
,

矢量汉字
,

任意缩放
,

旋转注记 空间模型自动生成运行模块

栅格矢量共存
、

相互转换
、

应用面广 应用界面辅助生成模块

精美彩色制图
,

进入二维/三维制图新天地 图表文及排版综合管理模块

图表文及排版一体化管理
、

实现信息现代化 硬件配t
:
数字化仪

、

绘图仪
、

彩色打印机
、

喷墨绘图

工作站的效率
,

微机的价格 仪
、

喷墨打印机及各类微型机
。

可选软件配t
:sPA cEM A N 一

sca nn
er

:
G

ls 扫描输入系统
,

s p A C E M A N
一

ma

p p
心r :

遥感地图制做系统
,

s p A C E M A N
一
p to f e . 旧r : G ls 教学演示系统

。

s以CEMAN 提供下列服务
:
提供各类 Gl s 硬件及负责软硬件接口

,

常年举办 Gl s 专业培训班
,

承接专题图件录

入
、

专题及遥感制图及 G ls 项 目设计
、

软件开发等业务
,

欢迎垂询 !

国内首家 G ls 专业企业

北京天维资源环境新技术研究所

地 址
:
北京市北京大学畅春园一号二楼 邮 编

:100080 寻呼热线
:2048888一22342

电 话
:2559组6 1一2165(或 2163) 2571135 259421峨一6318(晚) 6895629一419(晚)


