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Abstract: Soil microorganism plays an important role in recycling and transformation of material as well as has a close 
relationship with the type of forest types, soil physical and chemical. The microbial diversity can indicate the station of 
the forest environment, and play a key function in succession and restoration. Recently, more and more published pa-
pers focus on this area. The T-RFLP approach serves as a fast, efficient and reproducible tool. In this review, we intro-
duced the principle and character of T-RFLP technique, analysis of the limitation and optimization method, demonstra-
tion the prospects for the development of the technology, in order to provide a scientific basis for future research in this 
area. 
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摘  要：土壤微生物在物质循环转化中具有重要的作用，与森林植被类型、土壤理化性质存在密切的关系。森

林土壤微生物多样性及其变化在一定程度上反映了土壤环境的生产力和稳定性，对森林演替，土壤生境改善等

有重要意义。末端限制性酶切片段长度多态性分析(T-RFLP)技术具有快捷、高效和可重复性高等优点。本文简

要介绍 T-RFLP 技术的原理和特点，分析这一技术的局限性和优化方法。以及该技术在森林土壤微生物多样性

研究中的应用现状，展望该技术的发展前景，以期能为今后这一领域的研究提供科学依据。 

 

关键词：真菌；细菌；T-RFLP 

1. 引言 

微生物在土壤养分循环和周转中具有重要的作 

用，是反应土壤性质的一个重要生物指标[1]。土壤理

化性质的改变会引起微生物群落结构的改变，同时微

生物的数量和群落组成也可以反应其对土壤理化性

质的适应。土壤生境会受森林植被的影响，而生境的 
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改变又会直接影响到土壤微生物群落结构和多样性，

所以研究森林植物多样性与土壤微生物多样性之间

的相互关系，对了解森林土壤生态及环境的变化等有

积极作用[2]。 

传统的微生物群落分析方法主要是建立在微生

物培养分离的基础上，通过对培养出的单一微生物进

行显微观察和生理生化特性研究来认识群落结构。这

种方法的优点在于可以直观的观察微生物的形态，可

以分离出单一的纯菌种，但是由于土壤中微生物群落

结构非常复杂、物种多样性极高，分离富集培养的方

法不但费时费力，而且存在很多难以克服的问题：1) 

自然界中可培养的微生物不到总数的 1%[3]，这就给客

观认识环境中微生物的存在状况造成严重障碍。2) 分

离培养方法具有强烈的选择性，使培养得到的微生物

在种类、数量和功能上都无法反映自然状态下微生物

群落的真实情况[4]。所以，研究不依赖传统方法的环

境微生物群落分析方法显得极为重要。1986 年 Pace

等[5]人利用核酸序列分析技术研究微生物的生态和进

化以来，分子生物学技术已被广泛地应用于微生物群

落分析，研究方法也层出不穷，包括变性梯度凝胶电

泳法(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE)[6]，

限制性酶切片段长度多态性分析法(Restriction Frag-

ment Length Polymorphism, RFLP)[7,8]，荧光原位杂交

法(Fluorescence In Situ Hybridization, FISH)[9]、克隆分

库分析方法[10]等。末端限制性酶切片段长度多态性分

析(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism, 

T-RFLP)技术是将 RFLP 技术和荧光标记技术相结合

后发展的一种较先进的分子生态学方法，相对于其它

分子生物学技术具有快速简便，分辨率高、重复性好，

并且可以给出定量分析结果等优点，目前已广泛应用

于各种微生物群落多样性研究中[11,12]，涉及湖泊[13]、

草地[14]、湿地[15]、石油[16]、农田[4]等各个领域。在森

林土壤微生物多样性研究中的应用也日趋增多。因

此，本研究将对 T-RFLP 技术在森林土壤微生物多样性

研究中的应用现状进行综述；并对这一技术的应用前

景作出展望，以期为这一领域的研究提供科学依据。 

2. T-RFLP 技术简介 

T-RFLP 技术以分子生物学的原理为基础，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，对一个生物群体的特定基因进行

定性和定量测定。它的技术原理如图 1，在引物的一

端标记上荧光，常用的荧光物质有 HEX、TXT、6-FAM

等。然后进行 PCR 扩增，对 PCR 产物用可以识别 4

个碱基的限制性内切酶进行酶切，酶切后的产物用

DNA 测序仪进行分析，通过扫描，得到含有荧光标记

片段的 PCR 产物长度(Terminal Restriction Fragment, 

T-RF)，而没有标记荧光的片段没有办法识别，所以没

有显示，图谱中波峰的多少表明了群落的复杂程度，

峰面积的大小代表该片段的丰度，最后通过分析，揭

示样品种类、数量和种群大小等信息，从而解析群落

结构、功能及动态变化。从原理上讲，微生物群落中

任何具有特异性的 DNA 片段都可以作为目标分析序

列，包括微生物核糖体小亚基(SSU)16S rRNA(原核生

物)和 ITS rRNA(真核生物)的基因序列[17]，以及一些

保守的功能基因序列等。此技术的优点是可以检测微

生物群落中较少的种群。另外，系统发生分类也可以

通过末端片段的大小推断出来。本技术的局限主要是

假末端限制性片段的形成，它可能导致对微生物多样

性的过多估计。引物和限制酶的选择对于准确评估生

物多样性也是很重要的。 

3. T-RFLP 技术分析微生物群落的步骤 
及局限性分析 

3.1. 土壤 DNA 的提取 

土壤总 DNA 的提取是 T-RFLP 技术的关键之一。

DNA 提取应尽可能的提取土壤样品中所有的完整的 
 

 
Figure 1. Principle of T-RFLP method to analyze microbial 

community 
图 1. T-RFLP 分析微生物群落的工作原理 
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DNA，尽可能完整的代表土壤中的真实情况。关于土

壤总 DNA 的提取方法已经有很多的研究和报道，主要

有以下几种：溶菌酶或蛋白酶 K 法、SDS 法、SDS 和

蛋白酶 K 法、SDS-CTAB 法、液氮处理和冻融法以及

以上方法的结合运用和商品试剂盒提取等。由于实际

操作中很难提取土壤中所有的微生物 DNA，所以必须

根据实验目的来选取 DNA 的提取方法。例如，如果要

重点研究土壤微生物中的群落和种类，则尽可能的提

取土壤中的微生物 DNA；如果重点要研究微生物中占

优势的微生物种群大小以及功能，则应该考虑 DNA 的

完整性。所以应根据研究目的和样品等实际情况，对

微生物群落总 DNA 的提取方法进行优化，找出最适宜

的 DNA 提取方法，保证后续的 T-RFLP 的准确性。 

3.2. PCR 反应及优化 

PCR 是 T-RFLP 分析的关键，在扩增过程中需要

选择合适的引物和确定最佳条件。对于细菌或古菌，

根据其 16S rDNA 上的某些保守区域来设计通用型引

物，可以用来扩增环境样品中大部分真细菌和古菌。

对于真核微生物，相应的分类进化分子标记是 18S 

rDNA，同样可以设计出扩增群落中大部分真菌的通

用引物。另外，根据编码一些蛋白质氨基酸残基的

DNA 序列具有高度保守特异性，也可以设计 PCR 的

引物。具体操作上，对于复杂的微生物群落，选择不

同引物扩增得到的目标序列的回收率可能会有差异
[18]，从而影响最终对群落结构的解析。为了尽可能降

低因引物效率和特异性差异带来的影响，在引物设计

时应使用相应的计算机算法来分析。 

PCR 扩增反应是整个过程中的最关键步骤之一。

只有对土壤样品中的各种微生物的目的片段进行无

差异的高效扩增，才能保证扩增产物的多态性可以真

实地反映样品中的微生物 DNA 多态性。影响 PCR 扩

增反应的因素也很多，包括模板 DNA 的浓度和纯度、

PCR 反应体系、Taq 酶的种类和浓度、退火温度、循

环次数，PCR 反应程序等等[19-21]，要通过各种优化来

确定最适宜的反应体系和反应条件。 

3.3. 扩增产物的限制性酶切 

对 PCR 扩增得到的产物进行纯化，以防止残留的

带荧光标记的引物对后续分析和检测造成干扰。通常

选用识别 4 个碱基识别位点的内切酶进行酶切。不同

限制性内切酶种类对 T-RFLP 图谱会产生显著的影

响。通过不同实验表明，分析细菌 16S rDNA 多态性

时，HhaI，RsaI，以及 BstUI 这 3 种限制性内切酶最

为有效，可产生数量最多的末端限制性片段[22]。扩增

不同区域，同一种酶切后 T-RFs 变化较大；同一个区

域，选择不同的内切酶，产生的 T-RFs 数目也有显著

的差别。值得指出是，不同限制性内切酶可以引入程

度不同的“假带”(Pseudo-T-RFs)。所以，不应简单地

认为能够产生数量最多的末端限制性片段的酶就是

最优的[23]。所以，在 T-RFLP 分析时也应注意限制性

内切酶的优化选择。 

3.4. T-RFLP 技术的局限性及改进方案 

T-RFLP 的优点在于它可以不依赖于培养，同时

检测多种群落的组成。然而，这种方法并不能检出样

品中的全部群落。主要的限制因素：1) T-RFLP 是基

于 PCR 扩增的技术，因此就摆脱不了这类技术共同的

缺陷，例如 PCR 扩增中引物存在偏好性，扩增所得到

的产物并没有完全包括样品中的类群，造成分析结果

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[24,25]；2) 共迁移现象，同一位置的片段所代

表的种类并不是单一的某一类，一条 T-RF 带可能代

表几种菌，造成对群落多样性的低估；3) T-RFLP 技

术无法像 DGGE 那样对图谱进行杂交或直接克隆测

序分析，而且单酶切的 TRF 片段在数据库中匹配不够

精确，无法鉴定至种甚至属水平；4) 在如何对大量的

T-RFLP 数据进行处理和统计学分析，以挖掘出其中

的群落结构信息方面，很多理论和技术上的问题仍处

于摸索阶段。 

为解决上述局限性，需要根据研究目的、样品、

环境条件等对 T-RFLP 分析的各个步骤进行优化，一

般采用与克隆、测序方法相结合，精确了解每个 T-RF

所代表的微生物种类；利用多种酶对 PCR 扩增产物分

别进行酶切，将多个 T-RFLP 图谱进行综合分析；利

用毛细管电泳技术，提高分辨率[26]等等。 

3.5. T-RFLP 技术与其它方法的比较 

近些年来，国内外研究学者利用 T-RFLP 技术开

展了大量的微生物群落结构方面的研究：袁三青利用
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T-RFLP 技术分析了油藏微生物的多样性，与构建基

因文库和 DGGE 技术相比，展示了更高的灵敏度[16]。

Eschenhagena 研究了处理生活污水的强化生物除磷工

艺中活性污泥微生物群落结构，发现两种运行方式下

活性污泥中的微生物群落结构有明显差异，而用 FISH

技术却未发现差异[27]。Marsh 研究一个实验规模的生

物反应器的活性污泥中真核微生物群落，发现T-RFLP

要比 DGGE 分辨率更高，非常适合用于对微生物群落

多样性进行快速、灵敏的分析评价[28]。 

总之，T-RFLP 法优越性在于：酶切片段中仅有

一端的片段长度被测定，每一种长度的末端片段至少

可以代表一种微生物的基因型，因此可以直接给出群

落中微生物群落组成的最小估计值。其缺点是：由于

仅有一端片段长度被分析，这样很多有用的信息会丢

失，不适于分析非常复杂的微生物群落。由于每种方

法都有其自己的有点，但又有其不足之处，所以在实

际操作过程中，往往需要将两种以上的方法联合起来

使用，以便于互相取长补短，或进行比较，前人用过

的组合有：RFLP + T-RFLF；DGGE + T-RFLP；克隆、

测序 + T-RFLP；传统的微生物培养技术 + T-RFLP

等。 

4. T-RFLP 技术在森林土壤微生物多样性 
研究中的应用现状 

森林土壤微生物多样性分析，是近 10 年来才发

展起来的一个领域。目前，相关报道逐渐增多，研究

领域也不再局限于热带、亚热带地区。研究的主要内

容是利用一些传统方法和分子生物学技术来分析优

势种群或微生物多样性与林型、土壤养分、土壤酶活、

土壤水分以及季节变化的关系。在微生物多样性研究

中，T-RFLP 技术被研究者们广泛应用，这一技术主

要应用于分析森林土壤中细菌和真菌的群落多样性

以及在森林生态系统演替过程中微生物群落的变化。

主要包括以下一些方面：1) 群落结构的研究。主要是

分析不同林型土壤的群落分布情况，Curlevski 等[29]

通过 T-RFLP 与克隆相结合，分析了澳大利亚热带雨

林向原生树种更替过程中微生物的变化，验证了单一

种植乡土树种的会显著改变土壤真菌的群落结构。

Korkama 等[30]选用 ITS1-F/ITS2 研究了挪威云杉林真

菌的多样性。马万里等[31]应用 T-RFLP 技术分析了澳

大利亚 Creswick 的松树林和澳大利亚澳大利亚 Ash

山的桉树林，通过实验证明，T-RFLP 技术比 DGGE，

SSCP 或 ARDRA 等方法有更强的分析能力。Rich[32]

研究了相邻的草地和森林的土壤的反硝化细菌的群

落变化，结果表明，草地和森林反硝化细菌的群落结

构差异很明显；2) 气候变化与微生物群落多样性之间

的关系。周慧[33]利用 T-RFLP 和基因芯片法分析了云

南高黎贡山国家自然保护区土壤微生物多样性研究，

根据分析结果显示，海拔 2000 m 左右的森林土壤细

菌多样性普遍高于其它海拔和植被的样地，样地内细

菌多样性与可培养微生物数量显著相关。由此推测出

土壤细菌与海拔引起的温湿环境变化及地上植被类

型有关；3) 自然修复与森林演替。王金成 [34]利用

T-RFLP 技术研究了黄土高原子午岭天然油松林土壤

微生物的变化，结果显示：天然油松林的演替导致土

壤环境的变化造成土壤微生物群落结构组成的发生

显著变化。总之，T-RFLP 技术在森林土壤微生物多

样性研究中应用的例子还有很多，这一方法在不断地

改进，在多样性分析中与其他方法相结合能够获得更

加全面的分析微生物的多样性，使得到的结果最大程

度的反应原位群落结构。 

5. 发展前景 

森林土壤微生物多样性的研究是森林土壤微生

物研究的一个重要分支。多样化的程度与林型，季节

变化，土壤理化性质，土壤酶活，土壤水分都存在着

一定的关系。微生物作为一种灵敏的生物指标，分析

其多样性与上述指标的相关性，在森林演替、退化、

功能性微生物的筛选方面都有重要的意义。T-RFLP

技术作为这一领域研究中的一种快捷、有效、重复性

高的分子生物学工具，虽存在一定的局限性，但在森

林土壤微生物多样性分析中发挥着重大作用。因此，

在未来的研究中，应该将 T-RFLP 技术不断改进，更

好的应用于这个领域。相关领域的研究者应该致力于

探究出适合于不同林型、不同土壤的 DNA 提取方法，

寻找更为适合真菌多样性分析的引物，以更好地研究

森林微生态系统。此外，在研究中应该将其与其他技

术手段相结合，不断优化相关技术，发现新方法；系

统全面的分析森林土壤微生物的多样性。进而结合其

他有关森林土壤微生物的研究，不断地推进森林土壤
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微生物的研究深度，扩大这一领域的研究范围，并将

研究成果应用到实际中去。 
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