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摘  要: T_RFLP 是建立在 PCR 基础上的, 一种不依赖于传统培养方法的微生物生态学的研究方

法。具有快速、灵敏的特点。自 1997 年首次被报道以来,  T_RFLP 技术已广泛应用于菌种鉴定、

群落对比分析、群落中系统发育种群多样性的评估等领域, 并成为环境微生物群落结构分析的强

有力工具之一。目前 T_RFLP 在国内的应用较少, 硝化细菌的群落分析上还未见报道。但作为一

种研究微生物群落结构特征的理想方法, 将会得到广泛地应用。本文主要介绍了 T_RFLP 的基本

原理, 概括了在微生物群落分析上的应用, 阐述了硝化细菌传统研究的局限性及 T_RFLP 在硝化

细菌群落结构分析上的应用前景。 
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T_RFLP Technique and Its Application on Community  
Analysis of Nitrifying Bacteria 
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Abstract: Terminal restriction fragment length polymorphism (T_RFLP) analysis is a culture- independent 
approach for analyzing microbial community in environment. It bases on PCR technology, and its process 
includes DNA extraction of environmental samples, amplification of genes encoding the 16S rRNA, 18S 
rRNA or enzymes with fluorescently labeled primers, the restriction enzyme digestion of PCR products, cap-
illary electrophoresis and the analysis of T_RFLP profile. It has been proved to be powerful applied on mi-
crobial community in environment since developed in 1997. Currently, T_RFLP rarely applied in China, and 
it has no applications on microbial community analysis of nitrifying bacteria. In this article, the fundamental 
principle of this technique and the recent applications of T_RFLP on microbial community are summarized; 
in addition, it illustrates the confinements of conventional culture-dependent of nitrifying bacteria and the 
foreground of T_RFLP applying on microbial community structure analysis of nitrifying bacteria. 
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环境微生物是由多个种群(population)组成的微
生物群落(community), 不同种群之间存在着共生、
互利、共存和竞争等各种复杂的关系, 在物质循环

和能量转化过程中发挥着重要作用[1]。因此, 环境中
的微生物都不是单独存在的, 总是通过各种信号传
递、对空间和营养的相互竞争和依赖等作用而形成
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的微生物群落[2]。 近几年来, 微生物群落结构成为
研究的热点。首先, 群落结构决定了生态功能的特
性和强弱。其次, 群落结构的高稳定性是实现生态
功能的重要因素。再次, 群落结构变化是标记环境
变化的重要方面。 因此, 通过对目标环境微生物群
落的种群结构和多样性进行解析并研究其动态变化, 
可以为优化群落结构、调节群落功能和发现新的重

要微生物功能类群提供可靠的依据[3]。 
传统的微生物群落分析方法建立在微生物分

离、纯种培养的基础上, 通过对纯种微生物进行显
微观察和生理生化特性研究来认识群落结构[1, 2]。由

于环境中微生物群落结构非常复杂, 物种多样性极
高, 纯种分离富集培养的方法不但费时费力, 而且
存在很多的局限性:①自然界中绝大部分的微生物, 
以目前的条件还难以培养, 而且一旦将这些有机体
从环境中分离出来, 微生物原有生存环境将被改变, 
因而所获得的物种丰度和物种均匀度数据无法准确

地反映原始群落结构和微生物多样性, 且分离培养
后微生物的生理特性易发生改变[1, 4, 5]。②培养分离

方法采用配比简单的营养基质和固定的培养温度 , 
还忽略了气候变化和生物相互作用的影响[3]。反应

结果的阳性阴性有时不好判断, 容易产生偏差[6]。所

以, 很有必要研究不依赖微生物培养来进行环境微
生物群落分析的方法。近年来, 随着分子生物学理
论与技术的发展, 基于 16S rRNA基因的非培养技术
为揭示自然环境中微生物种类和遗传多样性开辟了

一条全新的途径。末端限制性酶切片段长度多态性

分析 (terminal restriction fragment length polymor-
phism, T_RFLP)就是在PCR技术和RFLP技术基础上
发展起来的微生物群落分析的最新技术之一[2]。 

1  T_RFLP 技术的基本原理 

T_RFLP技术以分子系统学原理为基础 , 综合
运用了PCR技术、DNA限制性酶切技术、荧光标记
技术和DNA序列自动分析技术, 在DNA水平上通过
对特定核酸片段长度多态性的测定来分析比较微生

物群落结构和功能[2]。其原理是根据微生物群落的

特点以及分析目的确定目标DNA片段, 以目标基因
序列上的保守区域设计一对合适的引物, 其中一个
引物的 5′端用荧光物质标记。采集样品, 提取样品
中微生物群落的总DNA, 以总DNA为模板进行PCR
扩增, 所得到的PCR产物一端就带有这种荧光标记。
将PCR产物用合适的限制性内切酶消化, 由于在不
同细菌的扩增片段内存在核苷酸序列的差异, 酶切
位点就会存在差异, 酶切后就会产生许多不同长度
的限制性片段。消化产物用自动测序仪进行检测 , 
只有末端带荧光标记的片段能被检测到, 而其它没
有带荧光标记的片段则检测不到。通过对这些荧光

信号以及由此生成的T_RFLP图谱的分析 , 就可以
揭示样品中微生物的种类、数量和种群大小等, 从
而解析微生物群落的结构、功能及其动态变化[2, 7]。

图 1[6]显示了T_RFLP分析的全过程。 
 

 
 

图 1  T_RFLP 流程 
Fig. 1  The process of T_RFLP 

 

环境样品总DNA的提取是T_RFLP技术的关键
之一。 DNA提取法应尽可能地提取样品中所有微生
物的完整的DNA分子, 使之能够代表样品中的遗传
多样性的实际情况。由于实际操作中很难保证对所

有微生物的完整DNA分子进行提取, 所以必须根据
T_RFLP分析的目的来选取DNA提取方法[2]。选择引

物不同, 最终获得的T-RFLP图谱就会产生很大的差
异 , 因为一对引物只能扩增一部分微生物的 16S 
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rDNA序列 , 只有选择特异性强的引物才能获得尽
量多的唯一的末端片段长度[7]。 

2  T_RFLP 技术在微生物群落分析中的缺
陷和优势 

作为一种技术, T_RFLP有其自身的缺陷: 1) 该
技术建立在PCR的基础上, 不可避免的造成群落中
不同菌种DNA的差异性扩增, 以及目标DNA在菌种
间拷贝数的差异等等, 导致分析结果难以准确反映
自然群落的多样性以及物种间的相对丰度信息[2]。 2) 
该指纹印记技术只检测带荧光标记的末端限制性片

段, 从理论上讲, T_RFLP图谱中每个T_RF有可能对
应着几个近缘的菌种, 这样造成对群落多样性的低
估 [2,  6]。3) 酶切后T_RF的长度不一, 测序仪检测
500bp以上的T_RF精度不够, 对于更长的片段, 检
测分辨率明显下降, 也会造成对复杂群落多样性的
低估[8, 9]。虽然T_RFLP技术存在不少的缺陷, 但作
为分析复杂环境微生物群落的最强有力的工具之 

一[10−13], T_RFLP技术具有几个明显优势: 1) 相对于
其它分子生物学分析技术如RFLP、DGGE或TGGE
等, 它具有分辨率高、简单快速、易于实现自动化
等特点[2, 32]。 2) 重复性好, 平行样得到的峰也是几
乎是一样的, 因此用它来进行定性和定量分析是可
靠的[14]。3) 序列数据库具有直接参考意义, 也就是 
说, 从消化产物中获得的所有的末端片段大小, 可
以与越来越丰富的序列数据库中的末端片段相对比, 
从而可以做系统发育的推断[4]。4) T_RFLP的毛细管
凝胶电泳分析更为快速, 而且结果是以数据的形式
输出[7]。这些优势使T_RFLP技术越来越广泛地应用
于环境中微生物群落多样性的分析。 

3  T_RFLP 技术在研究微生物多样性中的
应用 

近年来, 国内外研究者利用 T_RFLP 技术开展
了大量的微生物群落结构方面的研究, 表 1 列举了
国外的一些研究, 表 2 列举了国内的一些研究。 

 

表 1  国外利用 T_RFLP 分析技术在微生物群落研究中的应用 
Table 1  Applications of T_RFLP used in the study of microbial communities in abroad 

序号 
Number 

研究内容 
Aim 

结论 
Conclusion 

文献来源
Reference

1 
 
 

利用 T_RFLP 法分析了活性污泥、生物反应器
内污泥、含沙水层以及白蚁内脏中微生物种群

的多样性 

T_RFLP 是评估复杂微生物群落多样性、比较不同生态环
境下微生物群落多样性及结构的快速有效的方法 
 

[15] 
 
 

    

2 
 
 

利用 T_RFLP 技分析了 3 种不同的细菌群落,
包括鹿肠道、沙地以及被碳水化合物污染的沙

地中的微生物群落 

表明了这 3 种菌落的不同, 且根据末端片段的大小检测出
了 25种不同的核酸类型 
 

[16] 
 
 

    

3 
 

利用 T_RFLP 技术分析了水稻种植区土壤中沿
着氧垂直梯度上的细菌群落组成变化。 

结合 16S rDNA 克隆文库的构建和测序分析, 获得了与氧
垂直梯度相关的不同深度细菌群落组成情况 

[17] 
 

    

4 
 
 

研究种植不同品种马铃薯的农田土壤中细菌群

落结构受到的影响及其变化 
 

尽管建立在 PCR基础上, T_RFLP技术用于分析高度多样
的土壤细菌群落时 , 不仅可以揭示群落结构的空间异质
性, 而且能够揭示群落结构随时间的变化规律 

[18] 
 
 

 

表 2  国内利用 T_RFLP 分析技术在微生物群落研究中的应用 
Table 2  Applications of T_RFLP used in the study of microbial communities in china 

序号 
Number 

研究内容 
Aim 

结论 
Conclusion 

文献来源
Reference

1 
 

利用 DGGE和 T_RFLP分析技术研究堆肥微生
物种群分布及群落结构演变规律 

DGGE和 T_RFLP分析技术为研究堆肥过程提供了有力的 
技术支持 

[19] 
 

    

2 
 
 

研究了五氯酚(PCP)对好氧颗粒污泥处理生活
污水的影响, 借助(T_RFLP)技术考察了 PCP存
在时好氧颗粒污泥细菌组成的变化 

PCP对氨氮去除率的影响大于对COD去除率的影响, 好氧颗
粒污泥中微生物的种群数量随着 PCP 浓度的增加而逐渐减
少, 氨氮和COD去除率的变化与微生物种群数量变化相吻合 

[20] 
 
 

    

3 
 
 

应用 T_RFLP技术分析和比较了胜利油田单 12
区块的 1 口注水井 (S12-zhu)和 3 口采油井
(S12-4、S12-5和 S12-19)的油藏微生物多样性

查询 RDP 数据库推测这 4 个油藏样品所共有的优势微生
物可能 Pseudomonas 属, Marinobacter属和产甲烷微生物 
 

[21] 
 
 

    

4 
 

利用表面荧光显微的 DAPI染色法和 T_RFLP技
术分析了胶州湾表面海水微生物的丰度和多样性

总的微生物丰度范围在 106−107 cells/cm 之间, 与世界上3

温带的大多数半封闭海湾相似
[22] 
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T_RFLP 技术自 1997 年首次报道以来, 国外已
进行了 10年的研究, 得到了广泛地应用。国内起步
较晚, 应用的范围较小, 但存在很大的发展潜力。 

4  T_RFLP 技术在硝化细菌群落分析中的
应用 

硝化细菌 (Nitrifying bacteria)是一大类在自然
界氮素循环中十分重要的菌群, 它们能够通过硝化
作用把氨氮转化为亚硝酸盐, 再进一步把亚硝酸盐
转化为硝酸盐[23]。 目前, 己知的化能无机自养型硝
化细菌均不能将氨直接氧化成硝酸盐。将氨氮氧化

为硝态氮的过程是两类不同的细菌连续作用的结

果。一类是氨氧化菌(AOB), 它们把氨氮转化为亚硝
酸盐;另一类是亚硝酸氧化菌(NOB), 它们将亚硝酸
盐氧化为硝酸盐 [23−25]。环境中起硝化作用的是由

AOB和NOB组成的硝化细菌群落, 其中可能包含了
不同种属的AOB和NOB。 Hongyan Li等[26]研究认为

在一体式膜反应器中亚硝化单胞菌属和硝化螺菌属

是硝化作用中的主要菌, 同时还存在一些其它的硝
化杆菌。David Berry等[27]在研究饮用水配置系统中

发现起硝化作用的微生物群落由亚硝化螺菌、亚硝

化单胞菌、硝化杆菌和硝化螺菌组成。 
目前, 我国对硝化细菌的研究主要停留在传统

的菌种的分离, 纯化和生理生化特性的基础上[28,29], 

但硝化细菌的一些生长特性使其分离的难度加大。

如: 1) 硝化细菌的代时长, 生长缓慢 [30], 在硅胶或

琼脂平板上菌落较小, 易受杂菌污染。2) 硝化细菌

易受温度、pH、溶氧和一些化学因子等环境因素的

抑制[25]。3) 硝化细菌具有生长在固体表面的习性。

即使在液体培养基上, 它们也往往附着在不溶性固

体颗粒或器壁表面上。粘连在一起给分离工作带来

不便[31]。4) 硝化细菌的生长伴随着其它异养细菌的

生长, 要分离到纯种要经过很多次的纯化步骤。现

在的研究很少涉及硝化微生物的分子生物学方面的

工作。这不仅与应用的要求还有较大的距离, 而且

与国外研究水平的差距也很大。传统的显微方法难

于获得微生物群落结构和空间分布的有关信息, 因

而不利于根据微生物群落多样性的变化以迅速判断

环境的变化。所以, 很有必要研究不依赖微生物培养

来进行环境微生物群落分析的方法。T_RFLP技术作

为微生物群落分析中快速而有效的方法 [9, 15, 33, 34] ,  

虽然在国内还没有相关的硝化细菌群落多样性分析

的报道, 但在国外已有了较广泛的应用。 Horz HP

等 [35]利用T_RFLP技术 , 通过扩增群落中的编码氨

单加氧酶的amoA基因序列 , 研究氨氧化菌群的多

样性。结果证明T_RFLP技术是一种可靠的手段, 可

用于快速分析环境样品中氨氧化菌群的群落结构。

Takshi Terahara等[36]利用T_RFLP技术研究了污水处

理反应器起步阶段微生物种群的动态变化。结果显

示硝化细菌的丰度和活性的增加与初始硝化作用有

关。 Siriponga S和Rittmann BE[25] 利用T_RFLP技术

分析了 7 个市政水回收厂中硝化细菌群落的多样

性。研究结果表明 , 种群结构相似的水回收厂中

AOB和NOB具有稳定的硝化作用, 并且在同一个系

统中总是存在几种不同生长特性的AOB和NOB。 

5  展望 

T_RFLP 作为一种研究微生物种群多样性的分

子生物学技术, 克服了传统培养方法的限制, 可以

快速、灵敏地分析微生物群落的变化规律, 将会广

泛应用于硝化细菌群落分析上, 以解决当前研究中

因纯种分离的困难而导致的硝化细菌理论研究的 

难题。 
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