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摘  要: 采用荧光原位杂交(Florescence in situ Hybridization, FISH) 技术分析了喀斯特山地土壤

硫酸盐还原菌(SRB)的数量和空间分布状况。运用 16S rRNA特异性探针, 结合DAPI全细胞染色和

样品稀释, FISH 技术准确、高效地原位检测出土壤剖面中SRB的数量和分布状况。结果显示, 在
所研究的土壤剖面各层均有SRB检出, 最低为(0.8±0.4)×107个/g , 最高为(6.2±1.3)×107个/g, 平均

为(2.7±1.2)×107个/g。FISH 能同时对土壤中的SRB进行定性和定量分析, 是研究环境中SRB时空

分布的快速有效的检测技术。 
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Abstract: Florescence in situ Hybridization(FISH) was used to analyze the amount and spatial distribution 
of Karst mountainous soil sulfate-reducing bacterium(SRB), 16S rRNA specific probe used with DAPI total 
cell staining and dilute technology, FISH can in situ detect the amount and spatial distribution of SRB in soil 
profile efficiently. The results showed that, there were sulfate-reducing bacteria in each layer of soil profile. 
The minimum cell numbers was (0.8±0.4)×107cells/g and maximum cell numbers was (6.2±1.3)×107cells/g , 
the average was(2.7±1.2)×107cells/g. FISH is a rapid and effective detection technology in the research of 
spatial and temporal distribution of  SRB in environment that can qualitative and quantitative analysis SRB 
in the soil simultaneously. 
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硫酸盐还原菌(Sulfate-reducing bacteria, SRB)
是一大类厌氧菌, 广泛分布在水体、土壤和沉积物
等环境中 , 其特点是在代谢活动中可以利用硫酸
盐、亚硫酸盐、硫代硫酸盐或元素硫作为最终电子

受体而形成高浓度的H2S, SRB在硫元素的生物地球
化学循环、有机质降解以及部分重金属的迁移转化

中起着重要作用 [1−5]。传统方法分离和鉴定SRB一般
需要实验室纯培养, 厌氧条件难于控制, 费时费力
且细菌计数不准确, 误差较大。随着分子生物学技
术的飞速发展, 分子生物学方法已经渗透到环境生
物地球化学的许多领域。荧光原位杂交(Florescence 
In Situ Hybridization, FISH)是把非放射性的荧光信
号基团标记在特异性碱基序列的核酸探针上, 再用
带有荧光标记的探针与固定在玻片或滤膜上细胞中

特定的核苷酸序列进行杂交, 然后在荧光显微镜下
对荧光信号进行辨别和摄像。FISH技术无需纯培养
和分离DNA或RNA, 结果能更确切地反映环境中微
生物的原位状况。 

国内外学者应用FISH技术研究水体、沉积物、
活性污泥及生物膜中SRB分布的报道较多 [6−15], 而
关于土壤的报道较少 [16−18]。本文应用针对SRB 16S 
rRNA特异性序列设计的寡核苷酸探针, 结合DAPI
全细胞染色和稀释技术, 分析了喀斯特山地土壤中
SRB的原位分布状况, 进而加深对喀斯特地区土壤
硫的生物地球化学循环和有机质厌氧降解等重要生

物地球化学过程的认识。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集及处理 
于 2007 年 5 月在贵州普定县喀斯特岩溶站

(N26° 16.090′, E105° 46.592′)崖口山和对面山峰沿
垂直高度各采集 3 个山地土壤剖面, 在广西环江县
喀斯特农业生态国家野外观测研究站(N24° 44.534′, 
E108° 19.456′) 后山选择采集 6个山地土壤剖面, 以
10 cm 间隔取样, 每个剖面采集 5 个样品, 共 60 个
样品。广西环江采样点和贵州普定崖口山土壤剖面

上覆植被为灌丛 , 崖口山对面山峰上覆植被为森
林。采样次序自下而上以减少样品间交叉污染。所

有采样工具均经高压灭菌处理, 现场工具用 75％酒
精擦拭, 样品采集后立刻装入便携式冰箱保存至实
验室分析。微生物计数要求样品无污染, 及时处理, 

本研究采样点距实验室仅 3 h 左右车程, 可满足计
数要求。 

1.2  主要试剂及仪器 
多聚赖氨酸(分子量大于 15000 D, Sigma), PBS, 

Tris Buffer, APES, 甲酰胺, DAPI染色液(Roche), 焦
碳酸二乙酯(DEPC)。主要仪器包括：pH计, 载波片, 
FISH专用试盒, SWCJCO 净化工作台, Allergra 64R 
高速冷冻离心机(Beckman), Nikon Eclipse 80i 落射
荧光显微镜, 配备 100 W高压汞灯, ALP全自动高压
灭菌器。 

1.3  荧光探针 
所用探针为 SRB385(上海生工合成), 5′端 Cy3

标记 , 序列为： 5′-CGGCGTCGCTGCGTCAGG-3′ 
包含 δ群 Proteobacteria 的硫酸盐还原菌。 

1.4  FISH 分析喀斯特山地土壤 SRB 
1.4.1  玻片处理：原位杂交, 常在载玻片上进行, 故
载玻片的处理至关重要, 必须清洁且不能有任何核
酸的污染。处理方法如下：(1) 玻片的洗涤：热肥
皂水浸泡过夜, 次日自来水冲洗干净。① 1 mol/L 
HCl浸泡 1 h左右, ② DEPC水中洗片, ③ 95％乙醇
中洗片, ④ 空气干燥, 重复一遍步骤①~④。(2) 玻
片的硅化：室温下将玻片放入 2％的APES/丙酮(V/V)
溶液中浸泡 10 s, DEPC水中洗片, 95％乙醇中洗片, 
空气干燥。(3) 玻片的包被：吸取 20 μL多聚赖氨酸
工作液涂满玻片上 1 cm2的小方格(事先划好), 空
气干燥。包被过的玻片应尽早使用, 以防多聚赖氨
酸解聚失效。 
1.4.2  样品预处理与固定：取 0.5 g 土壤样品于 
10 mL 离心管中 , 加入 5 mL 4％多聚甲醛 /PBS 
[0.13 mol/L NaCl, 7 mmol/L Na2HPO4, 3mmol/L 
NaH2PO4 (pH 7.2)], 4℃, 固定 16 h左右。次日多聚甲
醛固定的样品随后加入适量PBS(pH 7.2), 无菌研磨, 
蜗旋振荡混匀, 12000 r/min离心 10 min, 弃上清液, 
重复 2次。样品最终浓度为 100 mg/mL。取 50 μL
土壤分散液样品(含 5 mg土壤)溶于 950 μL 0.1％ 焦
磷酸钠中振荡混匀, 制成杂交用土壤分散液[17]。 
1.4.3  原位杂交反应：10 μL固定并分散的土壤溶液
转移到多聚赖氨酸包被的载玻片上(1 cm2), 室温干
燥至少 3 h, 然后 50％、80％和 96％乙醇分别脱水 3 
m i n ,  空气干燥。 1  m L  1 0  m g / m L溶菌酶 
(100 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5, 5 mmol/L EDTA)  
37℃孵育 30 min。灭菌水洗涤 1 次, 再用 50％、 
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拍照和计数, 随机选择 90个 0.01 mm2小视野, 由软
件给出 90 个小视野的数量平均值x和标准偏差s, 然
后计算出 1 cm2内SRB的总数, 最后得到 1 g干土中
含有的SRB个数, 计数结果表示为x±s。 

80％和 96％乙醇分别脱水 3 min, 空气干燥。9 μL

杂交缓冲液(0.9 mol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.2), 5 mmol/L EDTA, 0.01％ SDS, 20％甲酰

胺), 25 ng/μL探针 1 μL, 200 ng/μL DAPI 1 μL, 42℃

湿盒中暗处杂交 2 h。杂交后 ,  载玻片用缓冲液 1.4.5  对照：用选择性培养基富集土壤样品中的

SRB, 取富集的菌液作为阳性对照 , 杂交缓冲液只
加入探针作为阴性对照。 

(20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.2), 10 mmol/L EDTA, 
0.01％ SDS, 308 mmol/L NaCl) 48℃, 30 min洗去未

杂交的探针, 最后灭菌去离子水冲洗干净, 空气干

燥[17−20]。 2  结果与讨论 

1.4.4  镜检及计数：高倍镜下(1000 倍), 选择 WG 

滤光片, 计数发红色荧光的菌体为 SRB。选择 WU

滤光片, 计数发蓝色荧光的菌体即为总细胞数。采

用 Nikon NIS Elements AR荧光成像分析软件进行 

2.1  土壤剖面 SRB 的荧光原位杂交结果 
在所分析的 60 个样品中均有 SRB 阳性检出,  

荧光信号对比明显, 见图 1。土壤剖面 SRB 含量见
表 1。 

 

 
 

图 1  同一视野下 DAPI 全细胞染色(A)和 SRB385 探针染色(B)(直线代表 5 μm) 
Fig. 1  DAPI total cell staining (A) and SRB385 probe staining (B) in the same field (bar=5 μm) 

 
表 1  喀斯特山地土壤剖面SRB含量(×107个/g, n=90, x±s) 

Table 1  The amount of SRB in Karst mountainous soil profile(×107个/g, n=90, x±s) 

 
  

垂直深度 
Vertical depth 

剖面 1 
Profile 1 

剖面 2 
Profile 2 

剖面 3 
Profile 3 

剖面 4 
Profile 4 

剖面 5 
Profile 5 

剖面 6 
Profile 6 

0 cm~10 cm 3.5±1.6 4.1±1.2 1.8±1.1 2.3±1.2 1.9±0.6 1.9±1.2 

10 cm~20 cm 5.2±1.1 6.2±1.3 2.2±1.3 3.3±1.6 2.8±1.1 2.2±1.3 

20 cm~30 cm 5.8±0.9 4.5±0.9 2.9±1.5 2.2±0.8 3.5±1.3 4.1±1.9 

30 cm~40 cm 4.7±1.5 3.3±1.6 3.8±1.6 3.5±1.6 2.4±1.1 2.7±1.6 

普定采样点 
Puding 
sampling site 
 
 
 
 40 cm~50 cm 2.9±0.9 1.8±0.7 1.4±0.7 1.9±0.9 1.8±0.8 1.6±0.7 

 
 

垂直深度 
Vertical depth 

剖面 7 
Profile7 

剖面 8 
Profile8 

剖面 9 
Profile9 

剖面 10 
Profile10

剖面 11 
Profile11 

剖面 12 
Profile12 

0 cm~10 cm 2.3±1.2 2.7±1.3 0.9±0.4 1.1±0.8 0.8±0.4 1.2±0.6 

10 cm~20 cm 3.2±1.1 5.2±1.9 2.2±1.1 1.9±1.2 2.1±1.1 2.6±1.5 

20 cm~30 cm 4.1±1.9 3.5±1.9 3.1±1.7 2.5±0.9 3.5±1.8 4.5±1.8 

30 cm~40 cm 3.1±1.6 2.3±1.1 2.1±1.6 3.1±1.3 3.1±1.1 3.3±1.2 

环江采样点 
Huanjiang  
sampling site 
 
 
 
 40 cm~50 cm 1.2±0.7 0.9±0.7 1.9±0.7 1.7±0.7 1.9±1.2 1.6±0.9 
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由表 1 可以看出 , 喀斯特山地土壤剖面中的

SRB具有相似的数量分布：土壤剖面表层 10 cm内

SRB数量较少, 沿剖面向下, SRB数量逐渐增加, 至

次底层和底层又减少。分析可能与土壤剖面各层的

厌氧条件、有机质含量和SO4
2−浓度有关, 表层土有

机质含量虽高, 但厌氧条件不充分, 不适宜SRB生

长, 而在次表层及中间层, SO4
2−和有机质可随雨水

迁移并积累且厌氧条件优于表层土, SRB数量有所

增加, 喀斯特山地土层浅薄, 至次底层和底层时已

接近成土基岩, 虽具备厌氧条件, 但SO4
2−和有机质

已耗用将尽, 故SRB数量急剧减少。 

普定采样点灌丛植被下的土壤剖面SRB数量平

均值为(3.6±1.2)×107个/g, 高于森林植被(2.5±1.1) 

×107个/g。也高于环江采样点的平均值(2.4±1.2)×

107个/g。 

2.2  FISH 检测结果假阳性和假阴性的排除 
寡核苷酸探针的特异性决定了FISH检测结果

的精准性, 本实验中使用的SRB385 探针为众多研
究人员所用 [2,3,6,10,11,19,20], 是检测SRB的通用探针。
此外, 一些土壤矿物颗粒具有自发荧光, 会对FISH
检测产生假阳性, 运用DAPI进行全细胞染色, 可以
在同一视野下观察计数总细胞数和SRB, 能有效的
排除FISH检测的假阳性, 减少计数误差。FISH检测
的假阴性主要与细菌体内rRNA丰度有关, 而rRNA
丰度又取决于细菌自身的生长状况, 一般来说, 细
菌体内含有较高的rRNA丰度 , 但采样后细菌所处
的环境状况有所改变, 如不及时固定, 细菌生长减
缓甚至进入休眠状态 , 导致rRNA含量降低和细胞
渗 透 性 较 差 ,  这 些 都 将 导 致 假 阴 性 结 
果 [15,19,21,22]。因此, 对细菌细胞及时固定, 优化探针
渗透性是减少实验结果假阴性的关键。本实验从采

样到实验室固定不到 5 h, 溶菌酶处理可以增加细胞
的渗透性, 以及高亮度和高稳定性的荧光染料Cy3
的使用均可以有效防止假阴性的发生。 

3  结语 

硫酸盐还原菌 (SRB)是一类分布广泛且具有 
重要生态学意义的微生物。传统的环境样品 SRB 
分离和鉴定技术只能分析微生物群落的一小部 
分 [14,16−18,23], 且误差较大。FISH技术结合了分子生
物学的精准性和显微镜的可视性, 可以在细胞水平

上对喀斯特山地土壤SRB进行定性定量分析和空间
位置标示, 而且无需纯培养和核酸提取步骤, 得到
的结果相比传统方法可以确切地反映SRB的原位分
布状况, 是研究SRB等难培养微生物快速有效的的
检测技术。 
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