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水体及沉积物中微生物的分离
、

检测与鉴定
‘
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摘要 微生物在海洋环境中起着非常重要作用
,

对其的研究技术也在不断地发展
。

作者综

述了海洋水体及沉积物环境中微生物的分离
、

检测与鉴定等方面的技术方法
,

并评价它们

在微生物工作中的有效性及效率
,

指出各方法的优点和不足
。
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微生物是海洋生物群落的一个重要组成部分
,

在海洋生态系的生源要素生物地球

化学循环中起着重要的作用
。

作为分解者和次级生产者
,

影响着生态系中 的溶解

与沉降
,

的形成和消耗
,

无机营养盐的形成等生态过程 微生物中有些种类还是

初级生产者
,

能通过光合自养
、

化能自养等营养方式生产有机物
。

微生物在海洋生态

系统中起着重要的作用
。

微生物在海洋环境中的重要性
,

使得对它的研究要求不断地发展新的检测和鉴定

技术
。

这些技术有 显微镜方法
、

培养观察法
、

比色分析方法
、

分子方法
。

选择何种

技术根据我们所要检测的类群及其生存环境的不同而异
。

微生物的检测和鉴定一般还

分为定量或定性两类
。

由于海洋环境的多样性和复杂性
,

用上述的某些技术对微生物进行检测及鉴定
,

必须把微生物从环境中分离出来才能进行 非原位方法
。

采用任何一种技术分离环境

中的微生物都不可能代表原环境中存在的微生物群落
,

非原位方法的这个局限性使得

原位技术得以发展
,

其并不要求从环境中分离出微生物
,

而是直接来判断在环境中存

在的微生物种类或数量
。

鉴于海洋环境中微生物分离
、

检测与鉴定的重要性
,

下面对 目前文献已报道的一

些技术方法作一论述
,

评价其在微生物工作中的有效性及效率
,

并指出各方法的优点

和不足
。

微生物的分离

一般分离海洋环境微生物的方法
,

都要从样品中分离出微生物并把它转移到缓冲

介质中
,

用缓冲溶液的目的是防止微生物细胞由于环境渗透压的改变而破碎
,

另外可

使我们更容易地检测和鉴定这些微生物
。

从环境中分离微生物是非原位检测和鉴定的

第一步
。

水环境 从水体中分离微生物相对比从沉积物中分离简单
,

水样可直接进行微生

物观察或接种到选择培养基上培养
。

但水样中常含有大量有机物或颗粒物
,

因此分离

,
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前要求先把这些物质除去
。

而对微生物丰度较低的水环境
,

要先对水样进行浓缩后再

进行分离
。

离心 离心是分离水样中微生物最常用的方法
。

一般用
,

的 巧 就能把水

样中的细菌分离出来
,

病毒颗粒由于个体更微小
,

用超速离心机 了 而 才

能分离到
。

密度梯度离心
,

是一种分离水样中微生物的有效方法
’〕。 该方法的优点在

于在离心过程中
,

样品中的颗粒物在介质中得以分离
,

离心的过程就是颗粒在介质中

分离的过程
,

结果通常是不同重量的颗粒在介质中的位置不同
,

相同重量的颗粒集中

在一条带上
,

而不像传统的离心方法那样所有的颗粒都聚成一团
。

过滤 过滤也是比较常用的分离水样中微生物的方法
,

根据分离微生物的种类

不同
,

选用不同孔径的滤膜进行过滤
。

而在过滤过程中一般对真空负压也有所要求
,

负压过高易使膜上的细胞破裂
,

影响结果
。

双向电泳 双向电泳是通过非均衡的交流电电场诱导颗粒物作侧向运动
,

从而

达到分离细胞的目的图
。

使用双向电泳技术可以从环境中分离出特殊类型的微生物细

胞
。

如 液体环境的细菌分离
、

有活性和无活性细胞分离
、

癌细胞与正常细胞分离以

及红细胞和白细胞分离等
。

沉积物环境 沉积物的异质性对微生物分离的影响很大
,

自由生活的微生物最易

分离
,

吸附在颗粒上的最难分离 此外沉积环境中的高有机质含量以及沉积物存在的

无氧状态等 除表面外
,

对微生物的分离也提出了特殊的要求
。

离心 最简单的方法就是混合沉积物样品与缓冲溶液
,

充分摇动后进行离心
,

从上清液中分离微生物
。

用这方法显然不能彻底地分离沉积物中的微生物
。

超声波 用超声波处理沉积物混合溶液可提高微生物的分离
,

超声波中的高频

声波可以破碎沉积物颗粒和分离出微生物细胞
。

一般都在缓冲溶液中进行
,

如样品先

用甲醛固定
,

再在 缓冲溶液中进行 的超声波处理
,

可以分离到最大数

量的吸附微生物图
。

用超声波处理还可以同时分离沉积物中病毒粒子
,

冰浴

分离病毒效果最好闭
。

使用超声波的一个限制就在于它是一个破坏性的技术
,

破碎沉

积物的同时也造成微生物细胞的裂解
。

离散差异离心技术 结合了离心和超声波技术的特点
,

能更有效地分离沉积物

中微生物
,

这种方法的分离效率一般为 一 印
,

大大高于只使用搅动
、

超声波等

单一技术的处理 分离效率 闭
。

在分离过程中
,

通常还会加人一些的化学物质
,

如胆酸钠
、

缓冲液以及吐温等
,

可以降低颗粒间的表面张力
,

从而提高两个类似电

荷表面间的排斥力
,

因此更有利于微生物细胞与沉积物颗粒分离
。

微生物的检测和鉴定

非原位方法 培养方法 是检测环境微生物的最早技术
,

由于操作简便及成本低

廉
,

培养方法在检测和鉴别环境微生物上的应用最为广泛
。

该方法主要限制在于所检

测的微生物必需是可培养的
,

但据报道环境中可培养的微生物不到总数的
,

而对

于极端环境下的微生物能够用现有的技术手段可培养的仅有 一 ,

因此基于

培养的技术不能应用于检测环境中的所有微生物
。

和 飞 系统 这两个系统是 目前应用最为广泛的微生物快速鉴定系统
。

飞 检测的原理是根据微生物的氧化
一

还原代谢形成各自特有的
“

代谢指纹图谱
” ,

从

而得到准确的鉴定
。

但只能对纯种培养的微生物进行鉴别
,

对含有多种细菌的环境样
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本中的不同细菌不能直接加以鉴别
,

须常规预处理 对有些菌的鉴定还需用生化补充

试验
。

系统是根据微生物利用底物 碳源 范围能力的不同来区分微生物
。

这个

技术也要求从环境中分离微生物
,

但它无需分离培养纯化
,

可最大限度地保留微生物

群落原有的代谢特征
,

以及更大限度地减少分离平板的劳动强度和时间困
。

的局

限性在于这个系统也是在微生物生长基础上提供阳性的结论
,

不适于检测和鉴定不可

培养的微生物
。

这个系统也不适于检测丝状的微生物如真菌等
。

脂肪酸分析 不同的微生物类群间的 分布是不一样的
,

某一类群微生物有着其

明显的
“

指印图谱
” 。

磷脂脂肪酸 址
,

分析和脂肪酸甲脂 分析是脂肪

酸分析的两种主要类型
。

分析的是微生物细胞中的所有
,

而 仅分析细胞

膜上存在的磷脂
,

排除了细胞中其它的贮存脂图
。

与 铭系统一样
,

脂肪酸分析也适

用于考察微生物群落的变化特征 , 〕
,

不管采用 图 或 〔‘ 所得的结果都很相

似
。

而 方法拥有 自动样品分析系统故对样品有更大处理能力侧
。

原位方法

显微镜观察法 本方法一般用于环境样品的微生物计数
,

并不需要预先进行培

养
。

表面荧光显微镜 是一种合适的对环境样品中的微生物进行计数的方

法
,

使用
,

必需对样品中存在的细胞进行荧光标记
,

不同的细胞利用荧光素的能

力不同
,

可以用来区分有活力和无活力的细胞
,

而不必考虑其是否可培养
。

的

局限性在于荧光素 如 和 可与环境中的有机物质结合
,

导致过高估计样品

中的微生物数量
。

免疫荧光显微镜 荧光物质 如 通过抗原抗体相

互作用吸附在微生物上
,

即荧光素与样品中的微生物细胞一一对应
,

在显微镜下对荧

光进行计数就可得样品中微生物的量
。

使用该方法有利的一面是这个方法可以只针对

单一菌株或某一类微生物 如用单克隆抗体探针
,

不利的一面是微生物上的抗原仅在

某一环境条件下才得以表达 如在营养限制时
。

电镜 透射电镜 和扫描

电镜 都用于检测和鉴别环境中的微生物
。

适于判断微生物细胞的表面特

性
,

以及用于分析研究细胞与细胞之间
、

细胞与生境之间以及生物膜间的联结
。

比 有更大的分辨能力
,

更适合于来检测和鉴别病毒
,

如轮状病毒首次就是用电镜

检测到的
。

流式细胞仪 主要是通过光学手段对细胞的成分或结构特性进

行定性和定量
,

显微镜与细胞生物学的结合使的 拥有在几秒钟内就能分析成千上

万的细胞
,

最适于分析水样中的微生物〔
“ 。

也可用于对沉积物样品中微生物的进

行定量
,

但必须先对样品进行预处理
。

此外
,

与分子技术结合
,

可以更好对样品

中的微生物进行识别
、

计数和生物量的测定
。

如 与 技术的结合可对细胞进行

定量及根据不同的核酸序列进行分选等等
’了。

比色方法 环境微生物的原位检测的比色方法主要是通过观察介质中颜色变化判

断微生物的存在与否
。

而不同变色物质的使用用来区分不同的微生物类群或微生物的

不同代谢状态
。

和 ’ 是一种用来定量测量水样中微生物数量的方法
,

与形成菌落计数 ’ 不同
,

法是从一系列含有合适培养基试管中不能显示生长

的培养物部分进行数学推理而得出活菌数的方法
。

该法已广泛应用于对环境微生物进

行计数
。

用来检测环境样品中的微生物
,

是通过抗原抗体相互间的作用来

进行的
。

抗体与目标微生物表面特异抗原相联结
,

引起微生物团状聚集
,

肉眼可见
。

使用 方法可定量检测环境样品中细菌
、

真菌及病毒的存在
。

这是一种间接方法
,

它的检测下限为每毫升含 护 微生物
,

不及其它方法 如 等 敏感
,

这是它的不
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足之处
。

报告基因方法 用报告基因方法来检测环境中的微生物
,

这是比色方法和分子

方法相结合在环境中的应用
。

目前用报告基因技术能够检测环境中的大部分细菌
。

色标基因 色标基因的表达可以通过底物显色来检测
。

包括有 解忍
、 岁场

、

友优 基因

等
。

在自然或遗传转化状态下
,

当培养介质发生变色反应时
,

表示这些基因得以编码
,

表明环境中有标记细菌的存在和分布
。

这一结论的前提是要求该基因标记细胞必须有

代谢活性
,

否则难以检测
。

此外
,

这些基因如广泛存在于环境中
,

也会造成误差
。

生物发光报告基因 生物发光报告基因编码生物发光产物或荧光产物
。

包括 基因
、

兄 基因
、

。基因和肺 基因等
。

该方法的优劣与色标基因方法相似
。

分子方法 一般意义上的分子方法通常是指特别基因或核酸序列的分析或检测
,

但分子方法也包括对特殊蛋白或细胞特征结构或成分的检测
,

如脂类分子和细胞表面

抗原等〔
’〕。 核酸技术 优点是微生物在分析前不必培养甚至不必从样品中分离

,

适用于分析复杂结构的微生物群落
,

环境样品中的微生物可以通过分析样品的基因信
息即加以解释〔

‘ 〕。 应用现有的分子技术可以对环境中的微生物的丰度和多样性进行全

面地评价〔
‘ 〕。 还可用沉积物中分离的 来评价微生物群落的遗传多样性〔

‘, 〕,

对已分

离 进行重聚集分析也可得到环境中存在的种类多样性〔
‘ ,

应用 标记寡核

昔酸探针可检测环境中特异性类群的存在与否 〔’
。

尹 和 凡锣 的原理是

利用能识别特定核昔酸序列的限制性核酸内切酶处理
,

形成各种不同长度的片段
,

然后通过电泳分离得到该序列的酶切指纹图谱
。

此法能够反应多个酶切位点所包含的

序列信息
,

因此在进行微生物群落物种多样性比较时能提供较丰富的信息
,

适用

于较复杂的群落之间的比较
。

缺点是 末端片段所提供的序列信息混杂在其它片段的

信息中
,

无法判断群落中有多少物种 二是 的荧光染色法的灵敏度较低
。

的基本方法是 以 饰左右随机排列的 为引物
,

通过 扩增得到目的基因组

的小片段
。

采用的引物对特定的基因来说不具有特异性
,

但通过这种技术得

到的
“

指纹
”

却具有生物特异性
。

凡企 的优点是引物设计方便
,

检测灵敏
,

多态性

强
。

其缺点是 易受反应条件影响
,

稳定性差
,

经常会出现假阳性条带
,

在估计

群落多样性时略有不足
,

但在比较不同阶段的种群变化时极为有用
。

和

变性梯度凝胶电泳 是一种用于分离相同长度 片段的方法
,

它可

区分小到 个碱基的差异
。

该技术的基本点是在给定浓度的变性剂中
,

不同核昔酸序

列的 片段产生不同程度的变性
,

片断中变性的部分越多
,

该片断的电泳移动

速率越低
。

主要用于对核酸序列的分析
,

它适用于研究可分离 的任何环境

样品
。

但要用到 代 来扩增已有的
,

因此它只可作为一种半定量的方法
。

温度梯

度凝胶电泳 叹泥 与 相似
。

但在 中
,

变性剂浓度保持一致或不使用变

性剂
,

在凝胶上的温度却逐渐地提高
,

当 通过整个凝胶时
,

会遇到不断增加的温

度梯度
。

七 比 优点在于其不需要化学梯度
,

以及可 以高效而快速地处理样

品
。

但 叹裕 的特异性比 《芜 略低一些
。

核酸探针 可分为 探针
、

探

针
、

探针及寡核昔酸探针等
。

该技术的原理是
,

两条不同来源的核酸链如果具有

互补的碱基序列
,

就能够特异性的结合
。

因此特异探针经直接杂交后
,

我们通过检测

特异探针上的报告标记
,

就可检测到样品中特异微生物的存在与否
。

报告标记的量与

样品中存在的靶核酸的数量成比例〔
‘ 。

核酸探针使用广泛
,

特异性好
、

分辨力强
。

虽

然核酸探针在环境微生物分析中很有用
,

但是该技术的灵敏度却是它广泛应用的重要
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限制
,

当样品中小于 护 细胞 的微生物种群采用该技术就不能被准确地检测
’〕。

主要是利用针对 川四 基因或分子的特定区域
,

设计特定系统类群或特定种

类的寡核昔酸探针进行原位杂交
。

这种技术既可用于鉴定细胞形态和系统亲缘关系以

及鉴定细胞的活性
,

也可用于微生物的计数
。

技术已广泛地应用于微生物生态学

和环境微生物学的研究
。

但 技术应用于环境中也存在着一些问题
,

如信号强度较

低而背景荧光太高 此外由于所用的核昔酸序列均来自于可培养的菌株
,

因此不能反

映自然界中微生物的多样性
。

非核酸技术 非核酸的分子技术是指根据细胞的特

有物理性状来检测和鉴别微生物
,

前已有论述的有 分析
、

和 等等
。

其它方法还有全细胞分析方法
。

即采用高温裂解质谱法 巧
,

得到微生物的
“

化学指印
” 。

再通过比较所得的热解图
,

可判断相应微生物间的关系
。

这是一个非原

位的方法
,

主要用于鉴定纯培养的微生物
,

如细菌和真菌等
。

与其它的特定化学标记

和核酸探针的检测方法相 比
,

巧 可迅速获得结果
,

约需 卯
,

一次运行可分析

个样品
。

结论与展望

根据实验目的的不同
,

我们选择不同的方法从环境中分离
、

检测和鉴定微生物
。

在确定该方法时
,

我们还应考虑到所选方法的费用
、

化费的时间
、

采样环境及试验环

境等等情况
。

如尽管许多培养方法相对费用少
,

技术要求也不高
,

但其要求一个较长

的培养周期
,

因此不能迅速提供我们所需的结果
。

微生物的分离和鉴定方法在不断发展
,

每一种方法都有其优点和不足
,

没有一种

是普遍适用的方法
。

只有在了解各种方法原理的基础上
,

根据不同的实验目的
,

对各

方法进行改进
,

从而会得到理想的结果
。
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