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水环境细菌 �� � �� �  限制性片段长度

多型性及群落结构分析

李志岗 杨官品
�湖北大学生命科学系

,

武汉

摘要 � 用细菌 �� � 核糖体 � �  基因�
�� � � �限制性片段长度多型性描述了水环境细菌群落

结构
。

从环境水样中直接分离 � � 
,

以细菌特异的引物扩增 �� � ��  ! ∀
,

构建质粒文库
,

随机

分离重组质粒
,

用限制性内切酶消化获得 �� � �� �� 基因型
,

用基因型的种类及频率描述特

定水体生境的细菌群落结构
。

该方法在分析水体隐含遗传多样性
、

揭示污染的生物学效应和

评价水环境质量等方面具有重要的应用价值
。
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近年来
,

� � � 序列差异及根据序列差异研制的各类分子标记系统广泛用于遗传学研

究
,

使在分子水平上研究细菌群落结构成为可能
。

根据已发表的众多 �� � 核糖体 � � 

基因�月〕�� �序列
,

在不同分类层次上专一扩增细菌 �� � �� 口� � 的若干对引物被设计出

来〔‘
,

幻
。

用它们扩增的
�� �  序列 已用于揭示土壤或水体隐含 的细菌遗传多样性 ��,

� 〕和

追踪各类病源细菌�� 
。

用它们扩增细菌纯培养物的 �� � ��  !∀ 并结合限制性内切酶消

化
,

获得的限制性片段长度多型性资料 已广泛用于亲源关系分析〔� 一 “〕
。

用细菌群落的多

样性指示环境污染
,

探索污染与细菌群落动态变化的关系等离不开对细菌群落结构的描

述
。

本文报道了用 �� �
�� �� 限制性片段长度多型性描述水环境细菌群落结构的方法

。

� 材料与方法

�
�

� �  � 分离 武昌沙湖是一个污染较严重的湖泊
,

工业废水和生活污水是主要的污

染源
,

主要污染物有各类重金属
、

酚等
。

在基本等距离的 �� 个点上各取 ��� � � 从水面下

��一�� �� 的湖水混合
,

密封带 回实验室并保存于 �℃
。

模板 � � � 分离在 �� � 内进行
。

取 ��� 拌� 混合水样
,

加人 �� � �
�

� � �� ��� �
�� � 混匀

,

在沸水中煮 �� � ��
,

置冰与水混合物

上 �� � ��
,

并重复一次 �加人 �� � �
�

��� �� � �  �混匀
,

等体积分装于 �� 只小塑料离心管
,

于 一 ��℃保存备用
。
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菌裂解
,

由此总结出差速离心 一 溶菌酶 一 �� � 处理法分离水样总 � �  〔川
。

该方法克服

了已有方法繁复冗长
、

费用昂贵的缺点
,

但不适用于较干净
、

细菌少
、

无法沉淀出细菌的样

品
。

为使模板 � � � 分离方法适用于所有环境水样
,

曾尝试了碱煮法
,

即在 � �� � 溶液中

裂解细菌体
。

该方法也能使所有细菌裂解
,

释放出单链 � ��
。

另外
,

直接处理能收集到

的各种环境水样
,

都能直接用于 �� 反应
,

因此
,

这是一种最简洁的模板 � � 分离方法
。

已报道该法能裂解酵母细胞和真菌抱子〔“
,

‘, 〕
,

相信该法能用于分离水环境样品 中各种细

菌的 � � 
。

由于 �� 的选择性
,

少量其它生物的 � �� 不影响分析
。

表 � 水环境细菌 �� �
�� � � 基因型及其频率
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