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荧光原位杂交在环境微生物学中的应用及进展

邢德峰 , 任南琪 , 李建政
(哈尔滨工业大学 市政环境工程学院 ,黑龙江 哈尔滨　150090)

摘要 : 荧光原位杂交技术广泛用于分析复杂环境的微生物群落构成 ,可以在自然生境中监测和鉴定微生物 ,并能对未被培养的微生物进行检测。

rRNA为靶序列寡核苷酸或 PNA探针的荧光原位杂交能提供微生物的形态学、数量、空间分布等信息 ,现已成为环境科学研究领域中的热点技术。对

荧光原位杂交技术的发展和在环境微生物学中的应用进行了综述 ,探讨了该技术的应用和发展前景。
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Application and Progre ss of Fluore scence In Situ Hybridization
( FISH) in Environmental Microbiology
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Abstract : Fluorescence in situ hybridization(FISH) has been widely applied for analyzing the composition of microbial communities in complex en2
vironmental samples. The examination and identification of individual microbial cells within their natural habitat could be performed ,and those ye2to2
be cultured microorganisms could be visualized by this technology. The information about morphology ,number and spatial distribution of the microor2
ganisms could be provided by FISH within rRNA2targeted oligonucleotide probes or PNA. Furthermore ,it is a powerful tool for studying environmental

microbiology. The authors reviewed the major techniques and progresses of FISH ,and its applications in microbial ecology ,and subsequently discussed

the perspectives of FISH.
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　　在三废的综合治理中广泛应用到生物降解方法 ,因此只有

充分了解环境微生物学和群落演替规律等生物学特性 ,才能提

高环境科学研究中的生物学效能 ,推动和深化环境整治工作 ,

合理利用环境资源。传统菌种分离培养的鉴定方法不仅耗时

费力 ,而且不能精确地反映混合菌群的组成和多样性 ,对于一

些培养条件要求较苛刻或未被培养的细菌往往不能达到预期

效果 [1 ]。近几年 ,随着分子生物学技术如分子杂交、PCR、核酸

测序等的发展 ,微生物学研究领域发生了深刻的变革 ,灵敏的

检测和精确的细菌鉴定成为可能。借助分子生物学方法进行

特异微生物的快速检测和鉴定已成为现代微生物诊断和生态

学研究的重要手段。荧光原位杂交技术 (Fluorescence in situ hy2
bridization ,FISH)结合了分子生物学的精确性和显微镜的可视性

信息 ,可以在自然或人工的微生境中监测和鉴定不同的微生物

个体 ,同时对微生物群落进行评价。FISH技术被广泛应用于揭

示微生物的原位生理学特性和功能 ,现己成为微生物分子生态

学研究的重要技术手段。

1　FISH技术的发展和技术原理
1969年 ,Pardue等[2 ]和 John[3 ]两个研究小组发明了原位杂

交技术 ( in situ hybridization ,ISH) ,这一技术可以在保持细胞形态

完整性的条件下 ,检测出细胞内核酸序列。1988年 , Giovannoni

等 [4 ]首次将 ISH技术引入细菌学的研究 ,使用放射性标记 rRNA

寡核苷酸探针检测微生物。1989年 ,DeLong[5 ]首次使用荧光标

记寡核苷酸探针检测单个微生物细胞。与放射性探针相比 ,荧

光探针更安全 ,具有较好的分辨力 ,不需要额外的检测步骤。

此外 ,可用不同激发和散射波长的荧光染料标记探针 ,在一步

反应中同时检测几个靶序列。近几年 ,由于 FISH技术的灵敏性

和快捷性使其成为微生物系统发育学、微生物生态学、微生物

诊断学和环境微生物学研究的有力工具 [6 ]。FISH技术检测核

酸序列是利用荧光标记的探针在细胞内与特异的互补核酸序

列杂交 ,通过激发杂交探针的荧光来检测信号。该技术主要包

括以下几个步骤 :①样品固定 ;②样品的预处理 ;③预杂交 ;④

探针和样品变性 ;⑤杂交 ;⑥漂洗去除未结合的探针 ; ⑦检测

杂交信号。
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2　r RNA为靶序列的 FISH检测
在微生物学研究中 FISH检测最常使用的靶序列是 16S

rRNA ,这是由于 16S rRNA具有遗传稳定性 ,它的结构域具有保

守区和可变区 [7 ]。对于每个分类水平 ,根据 rRNA目标区域可

设计寡核苷酸探针 ,进行种属特异性鉴定。16S rRNA基因比较

测序在进行微生物鉴定时是最简便和准确的 ,尤其是对混合菌

群和未被培养的微生物进行诊断时更为重要。在每个处于复

制和代谢活跃的细胞中高拷贝的 16S rRNA通常为监测单个细

菌细胞提供了足够的靶序列。其他的靶序列如 23S rRNA[8 ] ,18S

rRNA[9 - 10 ]和 mRNA[11 ]也被成功地用于 FISH检测。近年来 ,广

泛应用寡核苷酸探针或 PNA探针的 FISH技术对特异微生物进

行了鉴定和定量分析 [12 ] ,表 1中列举了一些微生物 FISH杂交

中应用的特异寡核苷酸探针。

表 1　微生物 FISH杂交中应用的特异寡核苷酸探针

Table 1　Specific oligonucleotide probes used for in situ

hybridization to determine the presence of bacterial groups

探针 序列 (5′→3′) 特异性 靶位点

ARCH915 [13 ] GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea
16S rRNA ,
915 - 934

EUB338 [13 ] GCTGCCTCCCGTAGGAGT Eubacteria
16S rRNA ,
338 - 355

NHGC[14 ] TATAGTTACGGCCGCCGT
Low % G+
C Bacteria

23S rRNA ,
1901 - 1918

HGC69a [13 ] TATAGTTACCACCGCCGT
High % G+ C gram2

positive bacteria
23S rRNA ,
1901 - 1918

ALF1b[13 ] CGTTCG(CT) TCTGAGCCAG α- Proteobacteria
16S rRNA ,

19 - 35

ALF968 [15 ] GGTAAGGTTCTGCGCGTT
α- Proteobacteria ,

someδ- Proteobacteria
16S rRNA ,
968 - 985

BET42a [13 ] GCCTTCCCACTTCGTTT β- Proteobacteria
23S rRNA ,
1027 - 1043

GAM42a [13 ] GCCTTCCCACATCGTTT γ- Proteobacteria
23S rRNA ,
1027 - 1043

SRB385 [13 ] CGGCGTCGCTGCGTCAGG δ- Proteobacteria ,
16S rRNA ,
385 - 402

3　FISH诊断环境微生物多样性
环境微生物的研究主要是依赖于纯培养 ,由于环境微生物

中只有一部分能被培养 ,因此 ,进行微生物多样性分析时其结

果往往是局限的。研究不同的环境微生物时发现显微镜下可

见的微生物 99 %以上通过常规方法不能被培养 [16 ] ,可见对不同

环境样品研究时微生物的总数远远超过被培养的数量。微生

物生态系统的比较 rRNA测序分析比分类研究应用得更广泛 ,

原因是核酸序列可以提供遗传距离、分子杂交探针等信息 ,可

进一步用于鉴定、监测自然生态系统中的微生物 [17 ]。FISH技术

可以再现微环境中完整细胞的景象信息 ,具有更好的精确性 ,

因此在环境微生物多样性等研究领域被广泛采用。近几年 ,应

用 FISH技术研究自然环境微生物群落的报道较多 ,如海水沉积

物 [18 ]的群落 ,海水 [19 ]、河水 [20 ]和高山湖雪水 [21 ]的浮游菌体、土

壤 [22 ]和根系表面 [23 ]的寄居群落。FISH技术不仅能提供某一时

刻的微生物景象信息 ,还能监测生境中的微生物群落和种群动

态 ,如海水沉积物连续流培养的微生物群落、原生动物摄食的

增加对浮游生物组成的影响、季节变化对高山湖水微生物群落

的影响等。此外 ,应用 FISH技术检测和鉴定未被培养的种属或

新种属 ,如巨大硫酸盐细菌 ( Thiomargarita namibiensis) [24 ]、全噬

菌属 ( Holophaga)和酸杆菌属 ( Acidobacterium) [25 ]等。FISH技术

对于探明自然菌群的生态学和组成 ,以及群落对自然和人为因

素动态变化的应答研究均是最有力的技术手段。

4　FISH在水污染控制微生物生态学中的应用
早在 1914年 ,Ardern和 Lockett[26 ]就发明了活性污泥法净化

废水 ,然而在废水处理过程中微生物群落的作用和生态学特性

一直没有得到深入地研究。研究活性污泥等复杂微生物群落

时 ,分子生物学分析显示混合菌群具有较高的多样性 ,但是只

有非常少的微生物被分离和鉴定。可见 ,只有了解微生物个

体、群落多样性以及絮体形成等特性 ,才能提高对处理系统的

控制能力。在废水处理中对活性污泥功能菌群进行检测和记

数 ,并掌握其原位生理学信息是一项重要的内容。常规的方法

是通过检测特异底物转化率来研究活性污泥中重要功能菌群

的活性 ,如氧消耗率、硝化、反硝化、磷吸收和释放、Fe3 +的还原

等。FISH技术能提供处理过程中微生物的数量、空间分布和原

位生理学等信息。放射自显影和 FISH (MAR - FISH)结合被用

于研究水体微生物 ,检测细菌生活力、数目和对特异有机底物

的消耗 [27 ]。16S rRNA为靶序列的 FISH检测技术是快速可靠的

分子生物学工具 ,可以不依赖培养方法监测环境样品中的种群

并对其进行系统分类。这种方法被用于检测活性污泥微生物

群落结构和数目 ,同时对特异菌群进行空间定位和原位生理学

的研究。

411　FISH监测废水处理中的微生物群落

rRNA测序和 FISH结合的群落分析广泛用于监测生物反应

器或废水处理厂的微生物多样性。应用共聚焦激光扫描显微

镜 (Confocal Laser Scanning Microscope ,CLSM)的 FISH技术可以对

生物膜和活性污泥絮体的特异种群进行空间分布研究。

Domingues等 [28 ]应用 CLSM - FISH研究了不同反应器的厌氧生

物膜中的乙酸氧化细菌、脱硫微菌属、产甲烷细菌、硫酸盐还原

细菌的分布。Amann[29 ]和 Snaidr[30 ]根据 PCR扩增的 rRNA序列

设计寡核苷酸探针 ,用 FISH技术诊断活性污泥中的微生物群落

结构。Schramm[31 ]和 Juretschko [32 ]等在硝化流化床反应器和活性

污泥中研究了亚硝酸氧化细菌和氨氧化细菌的数量和空间分

布。Silyn2Roberts等 [33 ]应用 FISH技术对废水处理湿地生物膜进

行了研究 ,结果表明亚硝化单胞菌属是主要的氨氧化细菌。

Bond等 [34 ]应用 FISH技术对活性污泥生物除磷的菌群进行了鉴

定。Tagawa等 [35 ]应用 FISH技术揭示了 UASB反应器中颗粒污

泥的微生物生态学结构 ,试验结果显示古细菌是颗粒污泥中的

优势种群 ,产甲烷细菌的种群密度与乙酸的利用是正相关的。

Syutsubo等 [36 ]研究了 UASB反应器中高温颗粒污泥的厌氧微生

物群落 ,随着底物的变化的种群动态变化规律。Sekiguchi 等 [37 ]

研究了 UASB反应器中高温和中温颗粒污泥的厌氧微生物群

落 ,揭示了微生物的多样性和空间分布 ,对其原位生理学和功

能进行了探讨。Sorensen等 [38 ]和 Rocheleau[39 ]等在厌氧消化和
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厌氧污泥颗粒中应用 FISH技术对古细菌如产甲烷菌等进行了

分子诊断。Schuppler等 [40 ]发现生活污水处理厂的丝状泡沫物

中存在放线菌菌群 ,同时研究了引起污泥膨胀的菌群。

412　FISH技术用于原位生理学和功能性研究

Nielsen等 [41 ]对工业废水处理厂活性污泥的细菌表面疏水

性进行了原位检测 ,应用 FISH技术结合细胞表面微球体 (Micro2
sphere Adhesion to Cells ,MAC)分析 ,研究了丝状细菌的胞外聚合

物 ( Extracellular Polymeric Substances ,EPS)。Schramm等[42 ]将 FISH

和微传感器结合 ,同时分析微生物群落和代谢活性 ,揭示了厌

氧微生物在有氧环境中的缺氧微生态位。近年来 ,绿色荧光蛋

白 ( Green Fluorescent Protein ,GFP)分子被应用到微生物生态学的

研究中 ,将不同的基因插入微生物的质粒或染色体 DNA ,表达

的绿色荧光蛋白分子能在单细胞水平可视化和监测启动子活

性或基因中表达。Eberl等 [43 ]应用结合报告基因分析的 FISH技

术研究了活性污泥的微生物生态学。Moller等 [44 ]研究了生物膜

的微生物空间分布、启动子诱导及其表达的时序进程 ,同时对

菌群间的相互影响进行了分析。Christensen等 [45 ]用 FISH技术

鉴定了生物膜中的恶臭假单胞菌 ,并将 gfp基因标签的质粒导

入该菌获得了景象信息。

5　FISH技术的应用前景及展望
应用在线监测活性污泥絮体或生物膜中特异的化合物 ,如

氧、硫化氢、硝酸盐、亚硝酸盐或 pH值等是目前采用的主要分

析方法。常规的在线分析结合 FISH技术 ,既能监测生物膜的生

长和群落组成动态及其代谢活性 ,又可以揭示影响因子与生物

相动态变化的映射规律。FISH技术可用于确定细胞和组织中

特异性转录物定位及其表达的相对水平 ,这一技术将是研究复

杂环境中原位基因表达和代谢水平最有利的手段。结合报告

基因分析的 FISH技术对于复杂微生物群落的结构、功能分析也

是十分有利的。PNA ( Peptide Nucleic Acid ,即核酸肽)探针具有

稳定、不易降解和较高的杂交亲和力等特性 ,检测细菌细胞的

rRNA具有较高的灵敏性 ,即使是细菌死亡一段时间后也可能被

检测到。PNA探针主链骨架是中性的 ,并且通常比寡核苷酸探

针短 ,能够通过疏水的细胞壁 ,具有较好的渗透性。由此可见

PNA探针将会进一步推动 FISH技术在环境微生物学中的应用。

最近 ,多彩 FISH (Multicolor FISH ,M2FISH)技术可以通过多种标

记的探针和荧光染料同时检测多个靶序列 ,对不同的种属进行

鉴定和分类。

FISH技术与其他技术的结合可为环境微生物学研究提供

更多的信息。共聚焦激光扫描显微镜和多光子显微镜的应用 ,

可获得较好的景深和清晰的图象 ,与微传感器相结合也是 FISH

技术在环境微生物学中应用的又一技术手段。Orphan等 [46 ]将

FISH和次级离子质谱结合 ( Secondary Ion Mass Spectrometry ,

SIMS)对厌氧条件下的甲烷氧化细菌进行了鉴定。BÊckelmann

等 [47 ]应用 FISH和凝集素分析技术对激流群落微生物的胞外物

和糖结合物进行了分析。Strathmann等 [48 ]应用荧光标记凝集素

对生物膜中的铜绿假单胞菌胞外聚合物进行了监测。可以说 ,

结合荧光显微镜和流式细胞计的 FISH技术是诊断和评价复杂

微生物群落的种群结构及其动态学最有前景的技术手段。
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表 2　M - 25的正交实验结果

Table 2　The result of the orthogonal test of Strain M - 25

实验号 A B C D 絮凝率Π%

1 1 1 1 1 97. 92
2 1 2 2 2 90. 58
3 1 3 3 3 50. 75
4 2 1 2 3 99. 67
5 2 2 3 1 97. 75
6 2 3 1 2 —
7 3 1 3 2 89. 08
8 3 2 1 3 47. 75
9 3 3 2 1 69. 58

E1
1) 79. 75 95. 56 48. 56 88. 42

E2 65. 81 78. 69 86. 61 59. 89 E平 = 71. 45
E3 68. 80 40. 11 79. 19 66. 06
α1

2) 8. 30 24. 11 - 22. 89 16. 97
α2 - 5. 64 7. 24 15. 16 - 11. 56
α3 - 2. 65 - 31. 34 7. 74 - 5. 39
极差 13. 94 55. 45 38. 05 28. 53

　　1) Ei 为某因素某水平下的平均絮凝率 ;

2)αi 为 Ei 与 E平 的差值 ,代表了不同因素水平下的水平效应。

3　结论
筛选出 1 株具有高效絮凝活性的微生物 ,经鉴定为曲霉

属 ,命名为Aspergillus M - 25 ;通过正交实验 ,优化了该微生物产

絮凝剂的培养条件为 :查式培养基培养 ,初始 pH为 510 ,摇床转

速为 140 rΠmin ,水浴温度为 25 ℃,发酵时间为 3 d ,发酵液对高

岭土的絮凝率达到 97115 %。
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