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分子生物学技术在堆肥微生物研究
中的应用综述

张蔓１，　魏明宝１，２，　马闯１，２，　张宏忠１，２，　赵继红１，２
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摘要：对常用的１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ序列分析、变性梯度凝胶电泳、ＤＮＡ单链构象多态性分析、限制
性片段长度多态性分析、随机扩增多态性ＤＮＡ分析、扩增的限制性片段长度多态性分析等分子生物
学技术的特点及其在堆肥微生物研究中的应用进行了述评，提出堆肥微生物研究应结合传统的分离

培养方法，多种技术互补使用，以便取得更科学的结果．
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０　引言

人类在生产和生活中产生了大量有机固体废

弃物，主要包括农作物秸秆、畜禽粪便、生活垃圾、

城市污泥等．堆肥具有良好的环境效应、生物处理
的可持续性和实现废弃物的循环利用等特点，被许

多国家和地区广泛接受，成为处理有机固体废弃物

的有效方法之一［１］．堆肥是利用自然界广泛存在的

微生物（细菌、真菌、放线菌等）或商业菌株，有控制

地促进可被生物降解的有机物转化为稳定的腐殖

质ＨＳ的生物化学过程［２］，本质是群落结构迅速演

替的多个微生物群体共同作用的动态过程［３－４］．堆
肥接种高效微生物菌剂，能够迅速提高堆温，有效

增加微生物数量，加快有机物料分解速度，促进堆

肥产品的腐熟、稳定，减少臭气的产生，促进氮素的

积累，提高堆肥效率［５－８］，研究堆肥微生物对于揭示
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堆肥过程中物质转化规律和工艺优化有非常重要

的意义．
近年来，国内外学者对堆肥微生物进行了一系

列理论和实践研究．由于堆肥原料性质和微生物群
落结构复杂多样，随温度的改变，微生物处于动态

变化．另外，传统方法主要采用一定配比的培养基
和固定的培养温度，通过分离纯化和培养选育，对

微生物的种群与群落多样性进行研究，忽略了气候

变化和生物相互作用的影响，具有明显的人工选择

性［９］．许多研究已经证实，自然界中９０％以上微生
物要求的营养条件非常严格或是难以培养，通过传

统的分离方法鉴定的微生物只占环境微生物总数

的０．１％～１０％，因此，利用传统纯培养方法难以快
速、准确、定量地反映堆肥不同阶段微生物群落结

构的演替规律和微生物多样性的原始状态及动态

变化［１０］，具有很大局限性［１１］．经历了百余年的发展
和完善，利用传统纯培养法从环境中直接分离鉴定

菌种的科研工作已接近极限［１２］．
分子生物学以研究分子水平生命本质为目的，

以核酸和蛋白质等生物大分子的结构及其在遗传

信息和细胞信息传递中的作用为研究对象，是当前

生命科学中发展最快并与其他学科广泛交叉和渗

透的重要前沿领域［１３］．分子生物学技术的发展，弥
补了传统方法的不足，为堆肥微生物的研究开辟了

新的途径，也为堆肥复合菌系的选育、堆肥过程的

控制提供了行之有效的手段．当然分子生物学技术
也具有一定的缺陷，利用其分析环境样品，得到的

结果难免有所偏差．本文拟对分子生物学技术在堆
肥微生物研究方面取得的进展进行综述，以期为正

确运用这些技术提供参考．

１　１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ序列分析技术
在堆肥微生物研究中的应用

　　１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ序列分析技术是由环境微
生物样品总 ＤＮＡ的提取、引物与探针的设计、聚合
酶链式反应（ＰＣＲ）扩增、遗传指纹技术、１６ＳｒＲＮＡ
基因（ｒＤＮＡ）克隆文库的构建、序列测定、序列分析
与系统树构建、核酸杂交等一系列技术组成．在实
际的研究与应用中，可以根据研究对象和目的的不

同单独或组合使用以上技术［１３］．
１．１　１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ序列分析技术及其应用

利用１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ序列分析技术不需要

对微生物进行分离培养，能够动态地研究微生物群

落的多样性，真实反映微生物的生存状态．随着核
酸序列数据库的不断补充和完善，可以实现对复杂

环境微生物快速、微量、准确、简便的分类和检测．
１９８３年，Ｃ．Ｒ．Ｗｏｅｓｅ等［１４］利用该技术定义并建立

了古菌界，将生物界重新划分为３主干６界系统．目
前，该技术在堆肥微生物研究方面被广泛应用．使
用该技术的关键在于：首先要有足以代表实际生存

环境的微生物组成的基因组 ＤＮＡ；其次是有数量足
够多的克隆子，以反映环境样本实际的微生物组成

情况，构建１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ基因文库，最后进行１６Ｓ／
１８ＳｒＤＮＡ序列分析．

采用１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ序列分析技术，不仅
能对分子特性进行研究，而且能够用于数量检测、

预测自然进化关系以及物种分类．Ｐ．Ｐａｒｔａｎｅｎ等［３］

对生产性和中试阶段的生活垃圾堆肥中的细菌多

样性进行了研究，通过对得到的超过１５００条近全
长１６ＳｒＲＮＡ序列进行分析，发现其中超过５００条序
列在所检测样品中只出现一次，另外，尽管大多数

序列与堆肥中已发现的微生物序列相似，但是仍有

部分细菌系统发育型是首次被检测到，经过统计学

分析，预测在生活垃圾堆肥中可能存在超过

２０００种不同的细菌系统发育型；且中试阶段和生
产性阶段的生活垃圾堆肥微生物在属水平上比较

相似，而在种和菌株水平上差异较大．
１．２　变性梯度凝胶电泳技术及其应用

ＤＧＧＥ技术由Ｆｉｓｃｈｅｒ等最早于１９７９年在检测
ＤＮＡ片段中的点突变时提出．１９９３年 Ｇ．Ｍｕｙｚｅｒ
等［１５］将该技术应用于微生物生态学研究，证实了其

在研究自然界微生物群落的遗传多样性和演替规

律方面所具有的独特优越性．ＤＧＧＥ技术无需培养，
不受培养基的影响，可以快速、可靠、可重复地同时

分析多个样品，非常适用于堆肥这种复杂环境中的

微生物分析，已引起越来越多研究者的重视［１６］．目
前，该技术被广泛应用于河流、活性污泥、生物膜、

土壤、堆肥［１７－２１］等环境样品的微生物多样性检测及

群落结构演替分析，已成为研究堆肥化过程中微生

物多样性重要的分子生态技术之一［２２］．该技术不仅
适用于通过普通培养方法得到的微生物，还能够分

离到难以或无法用常规方法培养的细菌或厌氧菌，

以及混合微生物群落中含量很低的ＤＮＡ序列，揭示
堆肥化过程中好氧和厌氧的、可分离培养和目前不

·４１· ２０１３年　
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可分离培养的微生物的动态及多样性．
目前，将ＤＧＧＥ技术与其他技术（传统微生物

培养技术、构建ｒＤＮＡ克隆文库、ＰＣＲ等）相结合，能
够发挥各种技术的优势，在堆肥微生物的研究中有

着广泛的应用．王伟东等［４］将 ＤＧＧＥ和平板计数法
相结合对堆肥化过程中微生物的区系动态变化进

行了研究．结果表明：在堆肥化过程中，微生物数量
总的趋势是细菌的数量最多，放线菌次之，真菌的

数量最少，在堆肥前后中温微生物、高温放线菌、高

温真菌的数量也有明显变化，通过 ＤＧＧＥ分析表
明，发酵过程中细菌的种类发生了明显的更迭现象．

将ＰＣＲ与ＤＧＧＥ相结合的ＰＣＲＤＧＧＥ技术，可
以通过图谱特征来分析系统中微生物的群落变化

规律，克服了传统微生物研究方法的局限性，目前

已被广泛应用于环境样品的研究中［２３－２６］．党秋玲
等［２７］以生活垃圾为原料进行好氧堆肥，多阶段强化

接种功能微生物菌剂，利用 ＰＣＲＤＧＧＥ方法并结合
聚类分析和 ＳｈａｎｎｏｎＷｅａｖｅｒ指数变化来研究堆肥
过程中多阶段强化接种对细菌群落多样性的影响，

结果表明，多阶段接种堆肥能有效提高堆体降温期

和二次发酵期的温度，并提高半纤维素、纤维素和

木质素的降解率．
ＤＧＧＥ与单链构象多态性（ＳＳＣＰ）技术相比，

２种技术能够提供的信息相似，但在描述某些过程
方面存在细微差异，ＤＧＧＥ对细菌群落结构变化更
敏感．叶凝芳等［２８］针对细菌群落的 １６ＳｒＤＮＡＶ３
区，采用ＤＧＧＥ和ＳＳＣＰ技术，分别分析蔬菜类废物
中温好氧降解过程中的细菌群落，比较２种技术对
微生物群落结构和动态变化的解析水平，结果表

明，细菌群落结构在中温好氧降解过程中有显著变

化，随降解时间的延长总体呈现从简单到复杂的趋

势；主成分分析结果表明，细菌群落结构的演替与

好氧降解过程不同阶段生物质组成具有相关性．
受ＤＮＡ提取方法、ＰＣＲ条件和效率等因素的影

响，ＤＧＧＥ技术也存在其局限性：一般只有在总的微
生物群落中占１％以上的种群才能被检测出来，弱
势菌群不能检测到，只能分离较小的 ＤＮＡ片段，较
长的片段分离率下降，限制了用于系统发育分析和

探针的序列信息数量．

２　分子标记技术在堆肥微生物研究中
的应用

　　１６Ｓ／１８ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ序列分析技术虽然能够对

环境中各种微生物进行量化，但是需要的测序工作

量大，时间周期长且不经济，而且要求要有足够的

克隆子数才能准确反映环境中的微生物群落的真

实组成情况．分子标记技术可用于监测微生物群落
结构及其动态变化过程，近年来被广大科研工作者

引入到微生态研究中，发挥了巨大的作用．
广义的分子标记是指可遗传并可检测的 ＤＮＡ

序列或蛋白质，狭义的分子标记概念只指 ＤＮＡ标
记，目前被广泛采纳［２９］．ＤＮＡ分子水平上的遗传标
记可以揭示生物的遗传多态性．将ＤＮＡ限制性片段
长度多态性作为遗传标记的思想由 Ｄ．Ｂｏｔｓｔｅｉｎ
等［３０］首次提出，至今，联合 ＰＣＲ技术已经发展了十
多种基于ＤＮＡ多态性的分子标记技术．本文主要阐
述以下几种分子标记技术在堆肥微生物研究中的

应用．
２．１　ＤＮＡ单链构象多态性分析及其应用

ＳＳＣＰ技术主要用于各种点突变，短核苷酸序列
的缺失或插入等突变的检测．该技术由 Ｍ．Ｏｒｉｔａ
等［３１］于１９８９年首次提出，并由Ｄ．Ｈ．Ｌｅｅ等［３２］首次

应用于微生物群落组成的分析．之后，Ｆ．Ｓｃｈｗｉｅｇｅｒ
等［３３］对该技术进行了改进，提高了其图谱带型的分

辨率和可读性，使之更适合较为复杂的微生物群落

结构的分析．该技术简便、快速、灵敏、适于大样本
筛查，且不需要特殊仪器，目前已在堆肥微生物检

测［３４］中得到了广泛应用．
Ｍ．Ｏｒｉｔａ等［３１］在研究中将 ＳＳＣＰ用于检查 ＰＣＲ

扩增产物的基因突变，从而建立了 ＰＣＲＳＳＣＰ技术，
简便性和灵敏性进一步提高，该技术目前在堆肥微

生物研究中已有广泛应用，且操作简便，价格低廉．
章戴荣［３５］在研究中将 ＰＣＲＳＳＣＰ技术应用于检测
堆肥细菌和真菌随时间的变化，结果表明：在堆肥

过程中，细菌和真菌构成的微生物群落发生了很大

变化，前期细菌的优势地位在１５ｄ后被真菌取代，
因此，提高堆肥效率的措施应当重点放在堆肥后

期．Ｎ．Ａｂｉｄ等［３６］通过使用ＰＣＲＳＳＣＰ技术研究实验
室规模的反应器中活性污泥堆肥过程中微生物的

群落演替，结果表明：细菌群落比真核生物群落具

有更高的多样性，在堆肥６０ｄ后，堆肥中微生物群
落趋于稳定，且堆肥危害植物的毒性明显消失．

然而，ＰＣＲＳＳＣＰ技术也有其局限性：随着分析
片段长度增加，分析灵敏度降低；大于５００ｂｐ的片
段则只能检出１０％～３０％的变异，且该技术仅限于
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对样品中优势菌群的分析，有些单链ＤＮＡ可以形成
不止一个稳定的构象，造成对微生物多样性的过高

估计．选择合适的引物，扩增合适长度的ＤＮＡ片段，
可以弥补灵敏性方面的不足［３７－３８］．

２．２　限制性片段长度多态性分析及其应用
限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）技术利用限制

性内切酶对 ＤＮＡ进行切割，产生长短、数目不同的
限制性切割片段，进而利用电泳技术或特定探针杂

交对ＤＮＡ样品的限制性内切酶切割产物进行分析，
根据ＤＮＡ序列的限制性片段长度多态性分析微生
物种群的遗传多样性，或经过多个探针的比较确定

生物的进化和分类关系．喻曼等［３９］用 ＲＦＬＰ技术研
究了农业固体废物堆肥过程中的微生物多样性及

其动态变化，结果表明：在不同发酵期接种黄孢原

毛平革菌（Ｐ．ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）对堆肥进程的影响不
同．接种黄孢对堆肥细菌群落的影响显著且迅速，
二次接种可以很好地巩固一次接种的效果．利用该
技术简单快捷，自动化程度高，准确率高，但存在的

问题是图谱的谱带比扩增ＤＮＡ的谱带要多，因此会
过高估计群落成员数．

ＲＦＬＰ技术在牧草的个体识别、遗传图谱的绘
制、目的基因定位、检测群体内或群体间序列差异

程度［４０－４３］、辅助育种等方面的研究中有着广泛的应

用，利用该技术有利于培育优良品种，提高牧草的

产量、品质和生态效益．陈金华等［４４］利用 ＤＧＧＥ和
ＲＦＬＰ方法初步研究了桑粒肩天牛幼虫肠道微生态
系统，结果显示：桑粒肩天牛幼虫肠道微生物非常

丰富，２种方法都能有效反应肠道微生物的多样性
状况，且ＲＦＬＰ分辨率更好．

末端限制性片段长度多态性 ＴＲＦＬＰ是由
ＲＦＬＰ技术发展起来的一种高通量指纹技术技术，
该技术将酶切产物电泳后进行荧光检测，得到末端

限制性片段的多样性，进而研究微生物群落的结

构、组成及其动态变化，还可以研究微生物的系统

发育及种属鉴定．该技术目前在微生物生态学中广
泛应用．Ｕ．Ｍ．Ｅ．Ｓｃｈüｔｔｅ等［４５］对 ＴＲＦＬＰ在微生物
群落结构研究中的应用进展进行了综述：虚拟 ＰＣＲ
和限制性内切酶工具以互联网为基础，极大地方便

了ＴＲＦＬＰ技术对引物和限制性内切酶的选择，使
用该方法的缺陷在于利用自动测序仪完成 ＴＲＦＬＰ
价格昂贵．

２．３　随机扩增多态性ＤＮＡ分析及其应用
随机扩散多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）技术建立在ＰＣＲ

技术基础上，利用一系列碱基顺序随机排列的、不

同的寡聚核苷酸单链为引物，对所研究的基因组

ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增．ＲＡＰＤ技术继承了 ＰＣＲ技术
效率高、样品用量少、灵敏度高、检测容易等优点，

同时又有其独到之处［４６］：操作程序技术简单，不需

要特殊的仪器设备，不需 ＤＮＡ探针，只需少量 ＤＮＡ
样品，用一个引物就可扩增出许多片段，成本较低，

多态性丰富，因此，非常适合对微生物种群进行快

速检测．已有研究表明，ＲＡＰＤ技术具有很好的种群
特异性，能够用于微生物遗传多样性的研究［４７］．陈
杰娥等［４８］利用 ＲＡＰＤ方法分析了厌氧氨氧化污泥
驯化过程中的微生物遗传性质，发现不同反应器内

的微生物遗传变异较大，通过对比分析，找到了效

果更好的驯化途径．
ＲＡＰＤ技术在微生物的分类鉴定方面有其显著

的优越性：在Ｆｒａｎｋｉａ菌中，１６ＳｒＲＮＡ扩增、扩增核
糖体ＤＮＡ限制性分析（ＡＲＤＲＡ）、重复基因外回纹
序列 －聚合酶链式反应（ＲＥＰＰＣＲ）等均以属间甚
至原核生物普遍存在的高度保守序列为基础设计

引物，比较变异程度和同源相关性，进而评价系统

发育和鉴别物种．由于产物同源保守性强，给种内
或亚种的区分鉴别带来问题．ＲＡＰＤ由于不需要设
计特异的引物，一次可获得大量 ＤＮＡ多态性片段，
为在同一属（或群）下分类鉴别提供了有效可行的

办法［４６］．
ＲＡＰＤ分析中存在的最大问题是重复性较低，

工作量大，容易受各种因素的影响．随着分子技术
的发展，在实际使用中，它的缺点将被克服或通过

其他方法加以弥补和完善．
２．４　扩增的限制性片段长度多态性分析及其应用

扩增的限制性片段长度多态性（ＡＦＬＰ）技术是
基于ＰＣＲ技术扩增基因组ＤＮＡ的限制性片段的分
子标记技术．使用该技术，可以在预先不知道 ＤＮＡ
序列信息的情况下同时进行多数 ＤＮＡ酶切片的
ＰＣＲ扩增．反应程序主要包括３个基本步骤：制备
模板ＤＮＡ、扩增酶切片段和凝胶电泳分析．

ＡＦＬＰ分析技术结合了 ＲＦＬＰ和 ＰＣＲ技术，因
此，它除了具备重复性强、可信度高等优点外，还具

有ＲＦＬＰ技术可靠性和 ＰＣＲ技术高效性的特点，方
便、快速，目前被认为是 ＤＮＡ指纹图谱技术中多态
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性最为丰富的一项技术［４９］．作为一种检测遗传多样
性、构建高密度遗传图谱以及定位克隆目的基因的

理想分子标记技术，ＡＦＬＰ技术在细菌的分类和鉴
定、真菌的分类和基因标定、菌株之间亲缘关系、微

生物的遗传多样性［５０－５３］等方面有广泛的应用，并将

在鉴定与评估堆肥微生物种质资源、评估堆肥微生

物种群内与菌群间的多样性水平和描述种下水平

的遗传关系方面发挥重要作用．

３　其他技术在堆肥微生物研究中的
应用

　　在环境微生物的研究中，生物芯片技术主要应
用于对环境中病原微生物的检测和快速诊断［５４］．目
前，生物芯片技术主要包括基因芯片、蛋白质芯片

和芯片实验室三大领域，基因芯片是其中最重要的

一种．由于芯片技术仅通过一次杂交实验就可得出
多种目的核酸的基因信息，具有快速、高通量、平行

化等其他技术无法比拟的优点，现已广泛应用于临

床诊断和食品卫生监督等研究领域，为细菌、病毒、

真菌等病原体的种类鉴定、功能基因及耐药性检测

等提供了一个强有力的工具［５５］．可以将基因芯片技
术应用于堆肥中的特定微生物种群的检测，如监测

某些功能微生物在堆肥过程中的动态变化，也可用

于检测堆肥产品中可能存在的病源微生物，从而对

堆肥质量进行监控，为堆肥的安全使用提供保障．
流式细胞术ＦＣＭ应用于对液体中的细胞或其

他生物微粒逐个进行多参数快速（１０３细胞／ｓ）定量
分析和分选，检测环境微生物的类群结构，具有自

动、快速、客观、直接和同时检测多参数的优点，可

以很好地避免显微术人工计数的主观性偏差，弥补

传统培养方法的局限性［５６］．许多研究者成功地使用
ＦＣＭ技术对简单的人工培养的微生物细胞群或诸
如活性污泥等复杂的微生物自然群落进行了

分析［５７］．
另外，扩增性 ｒＤＮＡ限制性酶切片段分析

ＡＲＤＲＡ、基因工程ＧＥ等技术，也有着广阔的应用前
景，但目前在堆肥微生物学中应用还不是很多．

４　结语

随着堆肥技术的广泛应用，对准确、快捷、简便

的堆肥微生物研究技术的需要更加迫切．分子生物
学技术能够突破菌株分离和培养的限制，直接对堆

肥微生物总ＤＮＡ、微生物群落多样性的动态变化进
行研究，为寻找适当的微生物菌剂，优化堆肥工艺

提供理论指导．另外，传统的分离培养方法和分子
生物学技术，在目前应用于堆肥微生物多样性和群

落结构变化规律研究中，都存在自身的缺陷，因此，

如果能够根据需要，将新技术与传统培养方法相结

合，多种技术相互配合，互为补充进行菌种的分离

鉴定，将能够提供更加直观、全面、准确的信息，得

到更加科学合理的结果．
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