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摘#要! 为建立和优化适合于哈尔滨产乙醇杆菌属基因组 -/.K分析的技术体系!以哈尔滨产乙醇杆菌属

!"#$%&'()*%*%+#$,-(%*%+*为研究材料!对-/.K反应体系的几个关键参数进行探讨和优化?结果表明!%&

!

.

反应体系中!用于酶切的基因组 L,-的纯度")L

%$&

M)L

%N&

#和质量分别为 '<N O'<A 和 @& O'&& >P之间为

宜$限制性内切酶 " !.&+2M/+*2# 组合的最佳酶切用量和酶切时间分别为!.&+2"%<&

!

.#M/+*2"&<Q

!

.#

和 " E$琼脂糖凝胶电泳图谱对比显示!利用!.&+2R-M/+*2R7% !.&+2R7M/+*2R-% !.&+2R7M/+*2R6%

!.&+2R4M/+*2R-%!.&+2R4M/+*2R6%!.&+2R4M/+*2R7和!.&+2R4M/+*2R4Q 个选择性扩增引物组

合选扩出的条带稳定%清晰%无背景干扰!能够很好地反映哈尔滨产乙醇发酵细菌间L,-指纹图谱的多态性

分布!为构建发酵产氢细菌-/.K图谱和种间遗传多样性奠定基础?
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##扩增片段长度多态性 ! -̂ \;FZFHI /BWP̂H>G

.H>PGE K:;â:B\EF̀̂ " -/.K$ 是结合 +/.K和

+-KL优点的基础上发展起来的一项技术?基于

其可靠性和 K6+技术的高效性"且具有快速(灵

敏(稳定(所需L,-量少(多态性检出率高(重复

性好(可以在不知道基因组序列特点的情况下进



行研究等特点"被认为是一种十分理想的(有效

的(先进的分子标记方法"现已广泛用于遗传图谱

构建)' R%*

(遗传多样性研究)" R@*

(基因定位及品质

鉴定)$ RQ*等方面?利用 -/.K分子标记的方法探

讨产氢突变菌株和野生菌株的基因组 L,-之间

的遗传多态性差异"将为更深入地研究产氢突变

菌株的突变机理提供重要的信息基础?针对哈尔

滨产乙醇菌杆菌属的分子标记研究还未见有报

道"本研究以发酵产氢细菌作为研究对象"建立和

优化适合于哈尔滨产乙醇杆菌属基因组 -/.K分

析的技术体系"为进行发酵产氢细菌的遗传代谢

机理的深入研究提供重要的技术支撑和信息

基础?

'#实#验

<=<>实验菌株和培养条件

本实验所用的出发菌株分离于 634+生物制

氢反应器的活性污泥"为乙醇型厌氧发酵产氢细

菌"哈尔滨产乙醇杆菌 !"#$%&'()*%*%+#$,-(%*%+*

T7S!"以其为出发菌株经过诱变筛选获得突变株

!"#$%&'()*%*% #$,-(%*%+*8+R""以上菌株由哈尔

滨工业大学市政环境生物技术中心提供?

<=?>微生物的保存"激活及厌氧培养条件

参考文献)N*方法进行?

<=@>AB!的提取

将 ' .̂已经预先活化的菌液接入 '& .̂的

+T.R% 培养基中""Q e6进行厌氧过夜培养"然

后将 % .̂的接种液转接入装有 @& .̂+T.R% 培

养基的培养瓶中"在 "Q e6培养 %! O%N E?菌液的

L,-提取利用华舜细菌 L,-提取试剂盒"提取

的 L,-用 &<Nf琼脂糖电泳进行检测" 并用蛋

白质核酸分析仪!1HJc Ŵ> 6:=;G:BL*N&&$检测

L,-的质量和纯度?

<=C>!"#$指纹分析体系的优化

'<!<'#酶切与连接

'$酶切%"Q g下"采用 !.&+2和 /+*2两种酶

对细菌L,-的全基因组进行酶切?

%$纯化酶切样品%将 'M'& 体积的醋酸钠和

%<@ 体积的冰醋酸加入酶切样品" R%& g条件下

保存 % E#然后在 ! g"%& &&& BM̂F> 离心 '@ F̂>"

弃上清液"加 Q&f乙醇溶解沉淀"%& &&& BM̂F> 离

心 '@ F̂>"弃上清液"干燥""&

!

.45液溶解"置

于R%& e6下保存?

"$接头的连接%利用4! L,-酶连接L,-酶

切片段和接头?!酶切h接头$混合样品分别稀释

'&(%& 和 "& 倍"做预扩增的模板?

'<!<%#预扩增反应

A! g变性 "& "̀@$ g退火 "& "̀Q% g延伸

N& ?̀取 !

!

.样在 &<Nf的琼脂糖凝胶电泳检测"

样品稀释 '&(%& 和 "& 倍"做选择性扩增的模板?

'<!<"#选择性扩增反应

采用选择性引物对进行特异性选择扩增?程

序%"& 个循环"A! g "& "̀$@ g

!

@@ g"& "̀Q% g

N& 退̀火温度每个循环降 &<" g?取 K6+样品

"

!

.进行琼脂糖电泳检测?

%#结果与讨论

扩增片段长度多态性分子标记!-/.K$具有

在一次实验中可同时观测大量限制性片段的优

点"是目前最有效的分子标记技术?-/.K反应程

序中模板L,-质量及酶切片段扩增反应的条件

是否恰当都将影响最终结果的分析?因此"利用产

氢野生菌株和突变菌株作为研究对象"探讨和优

化-/.K程序中的试验条件将为增加产氢发酵细

菌的遗传多态性和高效性提供重要的实验基础?

?=<>模板AB!的质量和纯度

-/.K对样本的 L,-纯度要求较苛刻"基因

组L,-的纯度直接影响 -/.K后续的实验结果?

使用细菌L,-抽提试剂盒对产氢野生菌株T7S!

和突变菌株8+R" 进行了 L,-提取?利用紫外

分光法测定L,-的质量和纯度"结果表明"L,-

质量在 @& O'&& >P时"当 )L

%$&

M)L

%N&

小于 '<N

时"L,-样品中存在蛋白质污染现象"见图 ' 的

泳道 " 和 !"同时出现明显的弥散现象"即 L,-

降解迹象?而 )L

%$&

M)L

%N&

大于 '<A 的 L,-样品"

存在明显的+,-污染和 L,-降解脱尾现象"如

图 ' 中的泳道 @ 和 $ 所示#选用 )L

%$&

M)L

%N&

在

'<N O'<A 之间的 L,-样本"经琼脂糖电泳检测

结果!图 ' 的泳道 ' 和 %$显示"产氢菌株的 L,-

带型整齐"无 +,-污染和 L,-降解"完全符合

-/.K试验要求"进行K6+扩增可以获得稳定(清

晰的带谱"表明L,-质量符合 -/.K后续的试验

操作要求?

?=?>基因组AB!的酶切和连接

通常情况下"选用单一限制性内切酶对 L,-

进行酶切"产生的 L,-片段较少"体现出来的

L,-片段多态性效果较差)!*

?-/.K所使用的限

制性内切酶一般采用两种"一种是内切酶的识别

位点是 $ 个碱基"例如 !.&+2( 0+"2和 1$.2#另一

种是 ! 碱基内切酶"如/+*2( 2$32和 1+*2?选用两

种酶同时酶切可以产生比较小的酶切片段"经过

K6+反应扩增出的产物范围可在 '&& O% &&& _\

+'%+
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之间?本实验选用 !.&+2M/+*2作为产氢细菌 8+

R" 和T7S! 基因组L,-的限制性内切酶?

! " # $ % & '

($ "$) *+

, %") *+

!-./0.1

!"#$%

!23456778

"1$1&

!

94:6 ;<.-45 =>?%@(8%8'

!

AB<-5< CD2$E

图 <>产氢细菌基因组AB!琼脂糖电泳图

##-/.K片段的多态性及丰富性是由酶切的多

态性和丰富性决定的"因此"酶切质量是决定

-/.K成功与否的关键前提条件之一?酶用量过

大"首先是造成浪费"[̀H2酶是稀有酶"价格昂

贵"用量过多还会在相同时间出现酶切过头的现

象?用量过少"所需要的时间过长"而且常常会导

致酶切不完全?因此"准确把握酶的用量及酶切时

间十分重要?

%<%<'#酶切用量

大量实验已经表明"-/.K的两种限制性内

切酶的总量不能超过反应体积的 'M'&

)A*

"本实验

针对发酵产氢细菌基因组 L,-材料"采用 !.&+2

!%& *M

!

.$M/+*2!'& *M

!

.$做双酶切"设定其用

量 组 合 分 别 为 '" !.&+2! &<@

!

.$M/+*2

!&<%

!

.$#%" !.&+2!'<&

!

.$M/+*2!&<!

!

.$#

"" !.&+2!'<@

!

.$M/+*2!&<$

!

.$# !" !.&+2

!%<&

!

.$M/+*2!&<Q

!

.$# @"!.&+2!%<@

!

.$M/+*2

!'

!

.$# $" !.&+2!"<&

!

.$M/+*2!'<@

!

.$"L,-

质量为 $& >P"时间为 " E?利用琼脂糖凝胶电泳进行

检测"具体的酶切用量对产氢细菌基因组L,-产生

的酶切效果见图 %所示?

试验结果表明"利用 !.&+2!&<@

!

.$M/+*2

!&<%

!

.$对哈尔滨产乙醇发酵细菌的L,-进行酶

切之后效果很差"如图 %的泳道 '"L,-酶切片段多

分布在 N&& O% &&& _\"基本没有切开#利用 !.&+2

!'<&

!

.$M/+*2!&<!

!

.$和!.&+2!'<@

!

.$M/+*2

!&<$

!

.$组合的酶切效果表明"L,-酶切片段分布

的范围在 @&& O% &&& _\"如图 %的泳道 %和 "所示#

而通过对比发现"利用 !.&+2!%<&

!

.$M/+*2

!&<Q

!

.$和!.&+2!%<@

!

.$M/+*2!'

!

.$两个酶切

组合的试验结果显示"在'&& O% &&& _\都有L,-酶

切片段出现"见图 %的泳道 !和 @"酶切用量都比较

理想"鉴于经济性考虑"在相同酶切效果的前提下"

选择!.&+2!%<&

!

.$M/+*2!&<Q

!

.$为哈尔滨产乙

醇杆菌属的最佳酶切用量#当继续增加酶切用量"即

!.&+2!"<&

!

.$M/+*2!'<@

!

.$时"如图 %的泳道 $

所示"出现了小于 '&& _\的L,-酶切片段?可见"限

制性内切酶用量太少"导致酶切不完全"基因组多态

性不丰富?酶用量过多"既造成了浪费"又容易出现

酶切过头现象"产生低于 '&& _\的L,-片段"导致

接头接不上"K6+反应失败)'&*

?

! " # $ % & '

( ))) *+

" ))) *+

,&) *+

&)) *+

(&) *+

")) *+

!-./01231()))4 51!"#67 8)9& !3:;$%&7 8)9( !3:4 (1!"#67

859) !3:;'%&78)9% !3:4 $1!"#67 859& !3:;'%&7 8)9' !3:4

%1!"#67 8(9) !3:;'%&7 8)9, !3:4 &1!"#67 8(9& !3:;

'%&785 !3:4 '9!"#678$9) !3:;'%&7859& !3:9

图 ?>产氢细菌基因组AB!不同酶切用量的酶切效果

%<%?%#酶切时间

在确定最佳酶切组合和酶切用量后"选择最恰

当的酶切时间也是影响酶切成败的必要条件?如果

酶切时间过短"酶切不完全"酶切片段不能覆盖整个

基因组"影响K6+扩增的多态性)''*

?从图 " 可以看

出"酶切 " E的效果比较理想!泳道 "$"酶切片段在

'&& O% &&& _\之间都有分布?而泳道 '和 %的酶切

时间相对较短"分别为 ' E和 % E"L,-酶切不充分?

泳道 !!! E$和 @!@ E$显示酶切时间过长"出现

'&& _\以下的片段"酶切过头将使接头连接不上"导

致K6+反应无结果?因此"通过酶切时间的试验确定

利用!.&+2!%<&

!

.$M/+*2!&<Q

!

.$ 酶切哈尔滨

产乙醇杆菌属的最佳时间为 " E?将/+*2和!.&+2

接头配制成终质量浓度为'&&

!

:̂;M."4! L,-酶连

接L,-酶切片段和接头"连接时间过夜效果最好?

?=@>预扩增反应条件的选择

-/.K反应程序中另一重要的环节就是酶切连

接产物的预扩增反应"该反应起着呈上启下的作

用"既反映酶切连接效果的好坏"又决定后续选择

性扩增反应成功与否?预扩增的目的是为选择性扩

增提供大量的模板"同时对模板起到选择性纯化的

+%%+ 哈#尔#滨#工#业#大#学#学#报#############第 !" 卷#



作用"以使选择性扩增能产生清晰(稳定(易重复的

条带)'% R'"*

?本试验酶切和接头的混合样本分别稀

释 '&倍!带 '和 !$(%&倍!带 %和 @$和 "&!带 "和

$$倍进行预扩增?图 ! 显示"样品稀释的倍数对预

扩增影响的效果不是很明显"" 个梯度的稀释效果

都较好"扩增信号强"相对分子质量大小在 %&& O

' &&& _\之间出现连续(均匀的弥散带"表明预扩增

效果较好"稀释后可为选择性扩增反应提供理想的

模板?

! " # $ % &

' ((( )*

" ((( )*

+&( )*

&(( )*

'&( )*

"(( )*

!

!

,-.'(((/"

!

" 0/'

!

' 0/$

!

$ 0/%

!

% 0/&

!

& 01

图 @>产氢细菌基因组AB!不同酶切时间的酶切效果

! " # $ % & '

!

!

()*+,,,- ./ +/ $

!

012%- %/ &/ '

!

34*$5

图 C>预扩增反应图谱

?=C>选择性引物组合的选择

选择性引物的筛选很重要"不同的引物组合

扩增效果明显不同?而且不同的微生物基因组

L,-"同一引物组的扩增效果也大不相同?选择性

引物中 "i末端选择性核苷酸数目的多少确定了

-/.K扩增产物的多少"一般选择性碱基数目越

少"扩增的条带数越多#选择性碱基数目越多"扩

增的条带数越少?条带太多"不利于分辨#而条带

太少"则不利于多态性的检出)'!*

?因此"根据具体

的实验材料即基因组 L,-的大小确定引物末端

所需的选择性核苷酸数目?

哈尔滨产乙醇厌氧发酵产氢细菌的基因组较

小"所以"采用的扩增策略是在两种限制性内切酶

的核心序列及识别序列基础上分别在 "i增加一个

选择性碱基!-"6"7"4$进行随机组合"表 ' 显示

的是扩增产氢野生菌株T7S! 和突变菌株8+R"

的选择性引物的序列?选择稀释 '& 倍的预扩增产

物为模板"利用 &<Nf琼脂糖凝胶电泳对 '$ 个限

制性酶切引物组合扩增出的 L,-片段多态性进

行检测?每一个引物组合的试验对象为野生产氢

菌株T7S!!左侧$和突变菌株 8+R"!右侧$"结

果表明"不同引物组合的选择性扩增L,-多态性

分布差异较为明显"具体见图 @ 所示?其中以 '

! !.&+2R-M/+*2R-$(%! !.&+2R-M/+*2R6$(

@! !.&+2R6M/+*2R-$及 $! !.&+2R6M/+*2R

6$为选择性扩增引物组合扩增酶切片段的K6+效

果表现出的差异性不明显"产氢菌株 T7S! 和 8+

R"的L,-酶切片段的K6+产物集中分布在 '&&

O@&& _\ 之间"L,-扩增片段太小"表明基因组

L,-片段的多态性丰度不够"不能很好地表现出

基因组酶切片段的多态性差异"因此"本试验可以

确定! !.&+2R-M/+*2R-$(! !.&+2R-M/+*2R

6$(! !.&+2R6M/+*2R-$及! !.&+2R6M/+*2R

6$引物组合不适合作为哈尔滨产乙醇杆菌属细菌

T7S!和8+R" 的选择性扩增引物?相对而言"利

用引物组合 ! ! !.&+2R-M/+*2R7$(A! !.&+2R

7M/+*2R-$( '& ! !.&+2R7M/+*2R6$( '"

! !.&+2R4M/+*2R-$('!! !.&+2R4M/+*2R6$(

'@! !.&+2R4M/+*2R7$('$! !.&+2R4M/+*2R

4$对产氢野生菌株T7S! 和突变菌株8+R" 的酶

切片段进行K6+的扩增结果显示"扩增片段在 '&&

O' N&& _\之间呈现出明显的特异性及多态性分

布?而引物 "! !.&+2R-M/+*2R7$(Q! !.&+2R

6M/+*2R7$( N ! !.&+2R6M/+*2R4$ 和 '%

! !.&+2R7M/+*2R4$组合的L,-扩增片段在琼

脂糖凝胶中表现相似的的分布状态"野生菌株和突

变菌株的L,-酶切片段的扩增产物所呈现出的特

异性不强"差异微小"因此"不适合作为哈尔滨产乙

醇杆菌属-/.K检测技术的选择性引物组合?

表 <>选择性引物的序列

序号 内切酶 核心部分 酶切位点
选择性

"j末端

-' !.&+2R- @jR7-647674-66 --446 -R"j

-% !.&+2R6 @jR7-647674-66 --446 6R"j

-" !.&+2R7 @jR7-647674-66 --446 7R"j

-! !.&+2R4 @jR7-647674-66 --446 4R"j

1' /+*2R- @jR7-47-746647-7 4-- -R"j

1% /+*2R6 @jR7-47-746647-7 4-- 6R"j

1" /+*2R7 @jR7-47-746647-7 4-- 7R"j

1! /+*2R4 @jR7-47-746647-7 4-- 4R"j

+"%+
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! """ #$

% """ #$

&'" #$

'"" #$

!'" #$

%"" #$

( % ! ) * ( ' + & ,

( - %" %% %! ( %) %* %' %+

(./0.!"""1 %2 !2 ).345*1 *2 '2 +.67.)8

(9:;<:./0.!"""1%.!"#7=.>?$%&=.>

!

!.!"#7=.>?'%&=.@

!

).!"#7=.>?'%&=.4

!

*.!"#7=.

>?'%&=.A

!

'.!"#7=.@?'%&=.>

!

+.!"#7=.@?'%&=.@

!

&.!"#7=.@?'%&=.4

!

,.!"#7=.@?'%&=.

A

!

-.!"#7=.4?'%&=.>

!

%".!"#7=.4?'%&=.@

!

%%.!"#7=.4?'%&=.4

!

%!.!"#7=.4?'%&=.A

!

%).!"#7=.A?'%&=.>

!

%*.!"#7=.A?'%&=.@

!

%'.!"#7=.A?'%&=.4

!

%+.!"#7=.A?'%&=.A8

图 D>不同引物组合扩增产氢细菌EFGC 和HIJ@ 的$KI产物在琼脂糖凝胶电泳中的多态性

"#结#论

'$ -/.K的 反 应 体 系 为 %&

!

." 利 用

!.&+2M/+*2作为产氢细菌 8+R" 和 T7S! 基因

组L,-的限制性内切酶"最适酶切基因组 L,-

质量和纯度!)L

%$&

M)L

%N&

比值$范围分别为 @& O

'&& >P和 '<N O'<A?

%$ 最佳酶切用量和酶切时间分别为 !.&+2

!%<&

!

.$M/+*2!&<Q

!

.$ 和 " E#预扩增产物稀

释 '& 倍为模板"以引物组合 !.&+2R-M/+*2R

7( !.&+2R7M/+*2R-( !.&+2R7M/+*2R6(

!.&+2R4M/+*2R-( !.&+2R4M/+*2R6( !.&+2

R4M/+*2R7和!.&+2R4M/+*2R4进行选择性

扩增"效果较为理想"可以获得较为明显的 L,-

多态性分布差异?
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dFGEF> W>I Ŵ:>P\:\=;WGF:> :̀ZGEHH>IW>PHBHI \̀HU

JFH̀2$56+7$6%$ !4WVWJHWH$ ZB:̂ KWcF̀GW> W>I F̂\;FU

JWGF:> Z̀:BFG̀J:> H̀B]WGF:> )(*?1F:JEĤFJW;3àGĤU
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