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　　摘要 : 随着分子生物学的发展 , 16S rRNA基因技术被逐渐应用到环境科学领域中。目前在环境保护和治理中 , 该技术主要被

用于鉴定污染物的生物降解菌和分析环境样品中的微生物群落多样性 , 由于它不必将微生物培养分离出来 , 也就避免了在培

养过程中可能出现的微生物丢失的情况。本文对 16S rRNA基因技术及其在环境科学领域中的应用现状和发展作了一简要介

绍 , 并对 16S rRNA基因技术存在的不足进行了讨论。
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The Application of 16S r RNA Gene Technology on Environmental Sciences
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Abstract : With the development of molecular biology , the 16S rRNA gene technique has been gradually used in environmental sci2
ences. Now , this technique has been mainly applied to identify the pollutant - biodegradation bacteria and to analyse the diversity of mi2
croorganism community in environmental samples. Because it is unnecessary to culture the microorganisms by traditional methods , it can

avoid the situation of losing the microorganisms during the culture. In this paper , it briefly introduces that the development and the use

of 16S rRNA gene technique on environmental sciences. The disadvantage of 16S rRNA gene technique is also discussed.
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1　微生物体内的 16S rRNA基因及其应
用
核糖体存在于每个合成蛋白质的细胞中 , 在原核

微生物中 , 核糖体是分散在细胞质中的亚微颗粒 , 细

菌的核糖体由三种相对分子量不同的 rRNA组成 , 分

别为 5S rRNA、16S rRNA 和 23S rRNA。其中 16S

rRNA的长度在 1475 - 1544核苷酸之间 , 含有少量修

饰碱基 , 16S rRNA的结构十分保守。

Pace等[1 ]在 20世纪 80年代首先利用 rRNA基因

(rDNA) 来确定环境中的微生物 , 通过对 5S rRNA基

因的序列分析来研究微生物的生态和进化 , 由于 5S

rRNA基因相对较小 (约 120个核苷酸) , 携带的信息

较少 , 而随后开展的 16S rRNA 基因序列可以携带更

多的信息 , 效率更高。

以 16S rRNA 基因为基础 , 结合 DNA 扩增

(PCR) 技术 , 近年来发展出一种新的分子生物学手

段 , 即通过对 16S rRNA基因的 DNA序列分析 , 可以

分析细菌的种类信息 , 并且已经逐渐成为微生物分类

和鉴定中非常重要而且有用的指标和手段。目前在生

物学上 , 有关 16S rRNA 基因的工作很多 , 集中在以

下两个方面 :

111　对未知生物的分类鉴定

相对于传统的微生物形态、生理生化指标 , DNA

由于其稳定性和保守性 , 逐渐为人们所关注 , 随着生

物学研究手段的发展 , 把生物的 DNA 信息作为生物

分类鉴定的指标已经成为可能 , 如 G + C %、DNA 杂

交、DNA - rRNA杂交和 16S rRNA碱基顺序分析等。

rRNA由于含量大 , 已成为细菌系统分类学研究

中最常用的方法 , 其中 16S rDNA 序列的相对稳定而

又高度保守 , 可以为细菌鉴定提供相对稳定可靠的信

息。目前 , 已有 10000 种以上的细菌的 16S rDNA 序

列被报道 , 并且每年以很快的速度补充到 Genebank

中。利用特异的引物对未知的来自细菌的 DNA 样品
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进行 PCR 扩增 , 构建 16S rDNA 基因文库 , 通过测

序 , 再与已知的 16S rDNA 序列进行同源性比较 , 就

可以对未知细菌进行鉴定。

112　系统发育 (亲缘关系) 的研究

根据 16S rDNA 序列的相似性 , 可以构建细菌各

个种属的系统发育树 , 比较细菌种属之间亲源关系的

远近 , 为研究细菌的系统发育提供有力的证据。

如链霉菌是一大类重要的放线菌群 , 在自然界分

布广泛 , 但长期来 , 其分类主要依据表型特征 , 造成

混乱。而分子生物学方法为改变这种状况带来可能。

Rashidian等人 (1999) [2 ]以 16S rRNA 基因全序列作

为分子指针对青色链霉菌 ( S 1 craneys) 种群进行系统

进化分析 , 指出了前人在分类上的错误 ; 我国的徐平

等人[3 ]用包含 16S rRNA 基因 V - 2 高变区在内的

120bp长核苷酸序列 , 对 300 多株已知该区段序列的

链霉菌进行分析 , 得到较为完整的系统进化树。

在其他种类的细菌分类研究中 , 16S rRNA 基因

分析 , 同样得到广泛的应用。东秀珠等[4 ]用 16S rD2
NA的同源性揭示了双歧杆菌与有关细菌的关系。赵

庆新等[5 ]研究了鲤鱼科 8种鱼中 9种肠道菌群的分布 ,

并利用从 GenBank中调取的这 9种肠道细菌菌属的 43

个种或亚种的 16S rDNA序列构建 NJ 树和 MP树 , 来

研究它们的系统演化关系。另外 , 根瘤菌的系统发育

研究中 , 16S rDNA 的基因测序 , 也成为重要的手

段[6～8 ]。

16S rRNA基因技术 , 同样在微生物多样性的分

析中得到广泛应用。如将该技术与 ARDRA (Ampli2
fied rDNA Restriction Analysis) 技术结合 , 依据原核

生物 rDNA的保守性 , 将扩增的 rDNA 进行酶切 , 然

后通过酶切图谱来分析菌间的多样性 , 该法无需分纯

试样 , 简便、高效 , 是一种很有发展前途的方

法[9 - 10 ]。应用该方法对非豆科植物共生的结瘤固氮放

线菌 Frankia菌的多样性进行研究 , 从酶切图谱上可

以看出在 Frankia 菌间存在极其丰富的遗传多样

性[11 ]。

2　16S rRNA 基因技术在环境科学领域
中的应用
在环境科学研究工作中 , 在很多情况下 , 我们希

望了解环境中存在的微生物 , 包括其种类、组成及在

环境中的变化动态。而传统的以培养为基础的微生物

分离鉴定技术 , 在这方面存在很大的局限 , 不仅工作

量大 , 而且在环境中有许多微生物至今无法被培养出

来。因此 , 对于自然界各种生境中的微生物种类的信

息 , 我们所知甚少 , 而这些信息对于环境保护和治理

又是十分重要的。如何尽可能多地了解环境中的微生

物信息 , 甚至是全部的信息 , 成为一个当前环境科学

研究中的一个难点。而 16S rRNA 基因技术的出现 ,

可以有效地解决上述难题 , 因此 , 16S rRNA 基因技

术正在被广泛应用到对环境样品中微生物的研究。

目前在环境科学领域中 , 16S rRNA 基因技术的

应用主要有以下两个方面 :

211　鉴定生物降解菌

在环境保护和治理中 , 我们需要得到在环境中对

污染物质起降解作用的微生物种类信息 , 这就需要对

生物降解菌进行鉴定 , 由于有些微生物难以培养 , 传

统的依赖于分离培养方法得到的微生物种类信息就有

可能是不完全的。

Greiselbrecht等 (1996) 用该技术对来自海洋沉

积物的萘降解菌 N 3 - PA321 进行鉴定 , 发现它与模

式菌 Cyclolqsticus pugetii 亲缘关系最近[12 ]。陈亚丽等

人 (2002) 利用 16S rDNA 序列分析 , 对分离自土壤

的甲基对硫磷降解菌进行鉴定 , 结合生理生化特性 ,

鉴定为假单胞菌属 ( Pseudomonas sp1 WB C - 3) [13 ]。

刘涛等 (2002) 从炼油厂废水中分离得到苯酚高效降

解菌 L68菌株 , 从形态、生理生化以及 16S rDNA 同

源性等指标分析鉴定其为 B urkhol deria cepacia (洋葱

柏克霍尔德氏菌) [14 ]。

212　研究某一特定环境中微生物的区系组成 , 进而了

解其种群动态 , 研究微生物的多样性

在环境保护研究工作中 , 我们需要用细菌的多样

性来指示环境污染 , 或者是探索环境污染与细菌群落

动态变化的关系等 , 这些都需要得到环境微生物群落

的结构和功能的多样性信息 , 其中包括微生物在基因

层次上的多样性和在种类组成上的多样性 , 也就是要

对环境中微生物的群落结构进行多样性分析 , 利用微

生物的 16S rDNA 信息 , 我们可以不经过分离培养微

生物 , 而直接从环境中提取 DNA , 经过 PCR扩增后 ,

通过对 16S rDNA 的序列分析 , 而对环境中存在的微

生物群落作出分析。

PCR - RFL P、PAPD等方法也被经常用于对混合

环境样品中的微生物的群落结构分析。这些方法的敏

感性更高 , 可以在群落水平上提供可信的基因型的信

息。但对于复杂的微生物群落进行 DNA 分析时 , 分

辨率过高的方法会使得到的信息量太大 , 不利于分析。

从目前情况来看 , D GGE或 DNA 复性的方法 , 在区
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别不同种群的初步调查以及数量上占优势的微生物群

落的鉴定中是十分有用的。

用 16S rRNA对环境样品中的微生物多样性进行

分析 , 可以采取不同的策略 , 目前采用的主要方法有 :

方法一 : 从环境样品中提取微生物总 DNA , 经过

PCR扩增 16S rRNA基因后 , 对扩增产物进行变性梯

度凝胶电泳 (D GGE) 或温度梯度凝胶电泳 ( TGGE)

分析 , 直接观察其多样性 ;

方法二 : 提取 DNA和经 PCR扩增后 , 对扩增产

物用限制性内切酶进行切割并电泳 , 然后用标记探针

杂交 , 从而可以进行 RFL P 分析 , 用以分析微生物

RFL P的多样性 ;

方法三 : 提取微生物总 DNA 后 , 建立 DNA 文

库 , 用 16S rRNA基因探针筛选 DNA文库中的 rDNA

克隆 , 进行测序和比较 , 用以揭示微生物序列的多样

性 ;

方法四 : 从环境样品中分离微生物菌落 , 对各单

菌落分离微生物总 DNA , 以 16S rRNA基因探针进行

杂交 , 用于研究微生物种的多样性。

上述第四种方法仍然需要对微生物进行传统的分

离培养 , 其他几种方法则不必对微生物进行培养分离。

事实上 , 在实际操作中 , 上述四种方法可根据研究的

需要进行调整 , 从而衍生出分析 16S rRNA 基因多样

性的其他方法。无论采取哪种方法 , 16S rRNA 基因

序列水平的多样性为研究环境中微生物的多样性和分

析其群落结构提供了全新的方法[15 ]。

Murray (1996) 等用 PCR - D GGE的方法对 San

- Francisco湾和 Tomales湾的浮游细菌群落组成进行

分析 , 证实正是它们在细菌种群上的差异 , 导致两个

海湾在多环芳烃代谢能力上的差异 [16 ]。李志刚等

(2001) 对水环境中存在的细菌进行群落结构分析[17 ]。

戴欣等 (2001 , 2002) 对海洋沉积物中的细菌类群分

析[18 ,19 ]。黄立南等人 ( 2002 ) 采用 16S rRNA -

ARDRA手段 , 对垃圾填埋场的渗滤液中的古细菌群

落进行分析 , 来了解垃圾填埋场内处于高有机负荷及

严格厌氧条件下的古细菌群落的结构及其多样性[20 ]。

陈灏等 (2002) 对不同土壤中存在的微生物不经培养 ,

将抽提的总 DNA中的微生物的 16S rDNA V3序列信

息进行 PCR扩增和 D GGE等 , 进行测序和生物信息

学研究后 , 对农田微生物的分布做了初步研究[21 ]。

对于特定的环境污染治理装置中的微生物群落组

成多样性 , 同样可以采用 16S rRNA 基因分析的方法

进行研究[22～24 ]。

3　16S rRNA 基因技术的发展前景与存

在的不足之处
作为一种全新的手段 , 16S rRNA 基因技术与

PCR、D GGE等技术结合 , 其最大的优点是可以不经

过分离培养微生物 , 克服了培养技术的限制 , 可以对

环境样品进行客观的分析 , 可以得到在原始样品中存

在的微生物不同种群的数量和种类分布信息 , 精确地

揭示微生物种类和多样性信息。

随着分子生物学的发展 , 新的提取和分析手段不

断出现 , 16S rRNA技术也在不断发展之中。

311　结合其他 rDNA片段的分析

在原核生物中 , 由于 16S rDNA 序列的高度保守

性 , 对于相近种或同一种内不同菌株之间的鉴别分辨

力较差。16S - 23 S rDNA间区 ( Intergenic Spacer Re2
gion , ISR) 是指位于 16S rRNA基因和 23S rRNA 基

因之间的间隔区域。与 16S和 23 S rRNA 基因比较 ,

IGS区域具有更高的变异性 , 表现出长度和序列上的

多态性 , 没有特定的功能 , 进化速率比 16S rDNA 大

10多倍 ,。近年来已逐渐用于微生物种以下水平的鉴

定、分类 , 通过对 PCR产物的 RFL P分析 , 可以达到

鉴别菌种的目的 , 该方法具有快速、简单、准确及重

复性好等的优点 , 成为细菌分类与鉴定的的热

点[25 ,26 ]。

茅云翔等 (2001) 把 16S rRNA基因与 16S - 23 S

rRNA转录单元内间隔区序列分析应用到节旋藻和螺

旋藻分类鉴定中 , 得到很好的结果[27 ]。

312　结合其他分子生物学分析手段

将 16S rRNA基因研究技术与分子生物学的其他

技术手段相结合 , 可以有效地提高检测的精度 , 简化

实验步骤 , 并且可以克服一些实验中存在的困难 , 这

方面的发展可以说是日新月异。如在 16S rRNA 基因

研究中应用荧光定量 PCR 方法 , 将荧光素直接加入

PCR反应管中 , 可以直接探测 PCR 反应过程中荧光

信号的变化以获得定量的结果 , 不需要 PCR后处理或

电泳检测 , 该方法可以克服 PCR反应过程中因为污染

造成假阳性等弊病[28 ,29 ]。

以荧光标记的 rRNA靶探针与流式细胞仪结合也

可以对混合样品的微生物种群进行自动分析。而采用

荧光原位杂交的方法 , 可以做到对单个微生物细胞进

行鉴定 , 极大地提高检测的灵敏度。

313　16S rRNA基因技术存在的不足之处

作为一种实验技术手段 , 16S rRNA 基因技术并
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不是万能的 , 它同样存在一些先天不足 , 特别是当把

它应用到环境保护和治理领域中时 , 我们必须看到它

所存在的不足 , 这些缺点限制了它在环境科学领域中

的应用。

目前看来 , 16S rRNA 基因技术在环境科学领域

中的应用 , 主要受到以下几个方面因素的限制 :

(1) 需要较高的代价 , 16S rRNA 基因技术需要

较昂贵的仪器设备和药品配套 , 对实验人员要求有较

好的分子生物学基础 , 这一点在许多一般的环境治理

实验室中可能是无法满足的 ;

(2) 16S rRNA 基因技术本身在操作过程中 , 存

在一些缺陷 , 如有可能发生基因丢失的情况 , 从环境

样品中抽提的 DNA 的质量是成功的一个关键步骤 ,

提取效率的低下或样品中其他物质的干扰 , 都会使实

验结果发生偏差。

(3) 16S rRNA基因技术在环境保护领域中应用所

面临的最大的问题是 , 我们虽然可以获知环境中微生物

存在的信息 , 却无法得到我们所检测的微生物菌株 , 这

为后面在生产实际中应用带来困难 , 这也是 16S rRNA

基因技术不如传统的微生物分离培养方法的地方。

4　结　　语
虽然存在种种不足 , 但这并不妨碍 16S rRNA 基

因技术成为在环境科学领域中成为一种新的十分有用

的技术手段 , 因为它毕竟能够使我们对在环境中存在

的微生物信息能够有一个全面而细致的了解。而且随

着分子生物学技术的进一步发展 , 有的问题也是有可

能得到解决的 , 如我们通过 16S rRNA 基因技术了解

在环境中存在的某些微生物种类 , 它们具有一些特殊

的功能基因 , 可以考虑到将该基因分离出来 , 并克隆

到其他微生物中 , 这样就可以解决我们得不到微生物

菌株的问题。

总之 , 16S rRNA 基因技术的发展方兴未艾 , 有

望在分析环境生物多样性、揭示污染的生物学效应和

环境质量评价等环境科学研究领域得到广泛的应用。
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少塑料的添加剂类 EH的危害。多食用绿色食品 , 尽

量少食或不吃罐头食品、方便面 , 市场上加工过的半

成品食品有的经过漂白、杀菌等处理 , 也应尽量少买。

不食生海鱼 , 尽量不食近海鱼类及鱼的内脏 , 防止通

过食物链浓缩而积聚在海鱼体内的 EH进入人体。服

装和被褥尽量使用天然纺织产品 , 对抗菌纺织品产品

要清洗去掉异味再使用。室内装修材料要选用有国家

安全标准的绿色环保产品 , 不要长时间呆在新装修的

房间里。不要私自焚烧垃圾 , 特别是塑料和发泡材料 ,

避免产生二恶英。少用人工合成的激素类药物 ; 慎用

化学合成化妆品。
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