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摘要 : DNA 指纹分析是一种关于整体遗传结构分析的强有力的分子生物学技术, 广泛应用于种群及个体水平层次

生命系统。本文以东湖浮游生物为对象,用随机引物和特异引物进行扩增探讨了 DNA 指纹分析技术在群落级生命

系统应用的可能性。实验表明:取自分别处于超富营养水平、富营养水平和中营养水平的�、�、�站样本的模板

DNA, 无论是以随机引物M�01、M�02、M�03、M�18 及 M�19 还是特异引物 CW15946/ 47、EGMS6、EGMS4、ITS1 及 HSP 扩

增均获得清晰且稳定的图谱;各站间浮游生物群落 DNA指纹拓扑结构存在明显的表观差异: 居中营养水平的�站

谱带较多,而分别居富营养水平、超富营养水平的�站和 �站较少; 各站既有特异性谱带也有共有的谱带, �站包

含了�站和�站 33% � 100% 的谱带。本文还结合现有有关物种生物多样性及理化方面的资料, 对所获得群落

DNA指纹图谱的生物学意义进行尝试性的、定性的讨论。
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� � DNA指纹是指生物基因组 DNA经限制性酶切、聚

合酶链式反应(PCR)扩增或两者组合处理后电泳以揭

示基因组DNA特征的分子遗传标记技术。与形态标

记、细胞标记、生化标记、免疫学标记相比,DNA指纹具

有许多优点:多态性高;信息量大;多为共显性;广泛可

比性;可用于不同发育时期、个体以及个体以下等级结

构[ 1� 4] ,因此,它自 Condzicber 等创建始就受到研究者

的广泛关注与厚爱。三十年来, DNA指纹分析技术发

展非常迅速, 形成了许多相关分析方法[ 5� 7]。现在,

DNA指纹分析技术已广泛应用于许多研究领域,如:种

质资源分类演化、基因分离测序、作物品种及纯度鉴

定、杂交育种、遗传图谱构建、生物多样性分析[ 8� 11]等。

然而,从应用等级结构来看, DNA 指纹分析研究

大都局限于种群、个体、器官、组织或细胞等群落级以

下生命系统
[ 12]

,尽管对细菌这类原核生物的群落有

些探索性的工作[ 13� 14]。群落是生态系统中的一个重

要结构层次和功能类群,本文选择在水体生态系统的

物质转化和能量流动中起重要作用的浮游生物群落

为对象,探索 DNA 指纹分析在群落级生命系统的应

用可能性以期积累各种类型水体生态系统中浮游生

物遗传多样性资料,进而从分子水平解读某些生态学

困惑和建立一种监测水资源质量的分子生物学方法。

1 � 材料与方法

1�1� 采样点 � 采样点为武汉东湖 �、�及 �站, 分

别位于东湖的水果湖区、郭郑湖区与汤林湖区

(图 1)。2003年 9月,利用采水器从各站采取 1L 表

层水作为制备浮游生物 DNA水样。

图 1 � 武汉东湖采样点分布图

Fig�1� Dsitribution of sampling stat ion in Lake DongHu(WuHan)
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1�2 � 样品的预处理 � 经充分混匀后,各取 50mL水样于

培养 皿 中 沉 淀 1h, 然 后, 去 除 杂 质、离 心

(8000r/ min, 5min)。将沉淀移入一新的微量离心管,用灭

菌双蒸水清洗3次,每次清洗后8000r/min离心 3min,以

去除黏附于浮游生物表面的水溶性杂质和细菌。

1�3 � 总 DNA的提取 � 生物体沉淀加入 600�L 裂解

液( 4% SDS; 250mmol/L Tris�Cl, pH = 8�0; 60mmol/ L

Na2EDTA)和Proteinase K( 0�2mg/ mL) ,于室温下裂解

1h后,离心( 6500r/ min, 10min)。将上清转入另一离

心管中, 经等体积酚抽提后, 再用酚�氯仿�异戊醇
(25�24�1)抽提一次。加入 2/ 3体积的冷异丙醇沉

淀 3h, 离心( 13000r/min, 10min)、空气中干燥 5min,

然后,用 70%冷乙醇清洗沉淀 2 次, 待干燥后悬于

600�L TE中,于- 20 � 贮存备用。

对所提取总 DNA 用 0�7% 的琼脂糖凝胶 (含

0�5�L/mL 的 EB)进行电泳评估制备效果, 用 BECK�
MAN DU530DNA/ Protein Analyzer测定DNA浓度与纯

度(OD260、OD280值及其比值OD260/ OD280)。

1�4� RAPD扩增 � PCR 扩增仪为 PE公司 9600型;

Taq酶、dNTP 为MBI公司产品。

随机引物购自上海博亚生物技术有限公司

(表 1)。

表 1 � 随机引物及其序列

Tab�1 � Random oligonucleotide primers and their sequences

引物 Operon编号 序列 5��3� 引物 Operon编号 序列 5��3�

The Operon number of primers Sequence 5��3� The Operon number of primers Sequence 5��3�

M�01 GTTGGTGGCT M�11 GTCCACTGTG

M�02 ACAACGCCTC M�12 GGGACGTTGG

M�03 GGGGGATGAG M�13 GGTGGTCAAG

M�04 GGCGGTTGTC M�14 AGGGTCGTTC

M�05 GGGAACGTGC M�15 GACCTACCAC

M�06 CTGGGCAACT M�16 GTAACCAGCC

M�07 CCGTGACTCA M�17 TCAGTCCGGG

M�08 TCTGTTCCCC M�18 CACCATCCGT

M�09 GTCTTGCGGA M�19 CCTTCAGGCA

M�10 TCTGGCGCAC M�20 AGGTCTTGGG

� � 扩增反应总体积为25�0�L,其中 10 � buffer2�5�L,

25mmol/ L MgCl22�L, 2mmol/ L dNTP 1�5�L, 1�5ng/�L 引

物1�L,5u/�LTaq 酶0�4�L,模板DNA 2�L(约40ng,三个

站基本保持一致) , ddH2O 16�6�L。充分混匀后稍离心
将反应液集中于管底,在PCR仪上进行扩增,反应程序

为: 94 � 预变性 5min, 然后循环 40次, 94 � 20s、36�
30s、72� 120s,最后于 72 � 延伸 2min。以1�4%的琼脂
糖凝胶(含0�5�g/ mL的EB)对扩增产物进行电泳(每个

样品取 5�0�L) , Image UVP凝胶处理系统检测 RAPD扩

增结果并拍照。

1�5 � PCR扩增 � 利用实验室已有关于纤毛虫和鞭
毛虫的特定 DNA片段的特异引物(表 2)对 3个站的

浮游动物群落 DNA 进行选择性扩增, 并不断优化。

反应程序为: 94 � 预变性 5min, 然后循环 35次, 94 �

变性60s, X�C(因引物而异,表 2)退火 55s, 72 � 延伸
55s,最后于 72 � 延伸 10min。扩增产物用 1�4%的

琼脂糖凝胶(含 0�5�L/ mL 的 EB)电泳(每个样品取

5�0�L)检测扩增结果。

表 2 � 特异引物及其序列

Tab�2 � Specific primers and their sequences

引物

Primer

来源

Source

序列 5��3�

Sequence 5��3�

退火温度 X( � )

Anneal temperature

CW15946/ 47 纤毛虫 SSrDNA 正向: GACAGTCAGAGGTGAAATTCT 52

反向: TCCTTCTGCAGGTTCACCTAC

EGMS6 裸藻微卫星 正向: CATCCAGCAACACTGGCA 51
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续表

引物

Primer

来源

Source

序列 5��3�

Sequence 5��3�

退火温度 X( � )

Anneal temperature

反向: ACATCTAGGGAGAGCTCC

EGMS4 裸藻微卫星 正向: GTCTCTGTTTGCCACCAC 51

反向: CACCTGAGTCACATTGGAG

ITS1 纤毛虫 ITS1 正向: AACAAGTTACCGAGAAAGAAGAA 49

反向: ATCGTAACCGTGCATCTGCCAGTTT

HSP 纤毛虫HSP 正向: GGAATTGACTTGGGAACTAC 49

反向: TCGTTGAAGTAAGCTGG

2 � 结果

2�1 � DNA抽提

从水样中浮游生物提取的总 DNA用 BECKMAN

DU530 DNA/ Protein Analyzer 测定其浓度和纯度,

DNA 的产率较高, 纯度好, 其 OD260/ OD280 值在

1�85 � 2�0之间,经 0�7%的琼脂糖凝胶电泳后呈现

单一区带(图 2) , 表明该方法提取的 DNA具有较高

的纯度,符合作为 PCR扩增反应模板的质量要求。

图 2 � 浮游生物基因组 DNA电泳图谱

Fig�2� Electrophoretogram of Planktonic genomic DNA M: 200bp marker;

� � Lanes 1, 2, 3: Planktonic genomic DNA of station � , � , �

2�2 � RAPD扩增

以 �站浮游生物群落 DNA 为模板, 用 20个随

机引物(表 1)进行了试探性 RAPD扩增研究, 重复 3

次。除M�08引物扩增不出条带外, 其他 19个引物

均可获得数条 0�3 � 4�0kp的 DNA 谱带。从上述引

物中,筛选出 5个扩增结果稳定且条带清晰的引物,

即M�01、M�02、M�03、M�18、M�19对 3个站点的浮游

生物群落 DNA多态性进行了 RAPD指纹分析,结果

见图3和表 3。

从图3 和表 3 可看出: 5个随机引物对所有站

浮游生物群落 DNA模板均能扩增出产物,形成清晰

的条带。每一引物的扩增产物在大小和数量上随浮

游生物群落 DNA站点来源不同而不同。对于引物

M�01, �站获得 6条带, 而�站、�站则相对少些,分

别为 4 条和 3 条。 �站、�站、�站都有 1200 与

600bp两条带, �站包含�站与 �站的所有条带;对

于引物M�02, �站获得 5条带, 而�站、�站也相对

少些 , 分别为3条和2条。�站、�站、�站都有720bp

图 3 � RAPD 电泳图谱

Fig�3 � Electrophoretogram of RAPD

M: 200bp marker; Lanes 1, 4, 7, 10, 13: the amplified results of primersM�01, M�02,M�03, M�18,M�19 at station � ; Lanes 2, 5, 8, 11, 14: the amplif ied results

� � � � � at stat ion � in the same order of primers; Lanes 3, 6, 9, 12,15: the amplified results at stat ion � in the same order of primers
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表 3 � 五种随机引物扩增各模板 DNA片段

Tab�3� Length of DNA fragments amplif ied by f ive random primers

引物

Primer

不同引物对东湖各站 DNA 的扩增片段

DNA fragments amplified by different primers in total DNA of each stat ion

�站( bp) �站( bp) �站( bp)

Stat ion� Station� Station �

M�01 1200 1000 600 1200 800 600 1200 1000 800

520 600 520 250

M�02 1200 720 520 720 580 3500 1400 1200

720 580

M�03 800 600 400 800 600 1600 800 340

M�18 1400 1000 2000 1400 1000 2000 1400 1000

580

M�19 1800 1600 720 1400 800 520 2000 1400 800

600 520 720 600 520

� � 注:表中数字为片段大小( bp)。

Note: Length of DNA fragments are in the table.

条带;对于M�03引物, �站除了获得�站的所有条带

(800bp和600bp)外还有一条400bp的带, �站尽管也是

3条,但与�站没一条是相同的;M�18引物则在三个站
都有 1400bp和1000bp的带,并且�站包括了�站和�站

的所有条带;至于引物M�19, �站共获得 6条带,其中

包括了�站的全部(分别为 1400、800、520bp) ,同时�站

的这 6条带与�站的 5条带相比,也有2条相同的带。

2�3 � PCR扩增

在对浮游生物群落 DNA 多态性作 RAPD 指纹

分析后, 利用实验室已有关于纤毛虫和鞭毛虫的特

定 DNA片段的特异引物(表2)对三个站的浮游生物

群落DNA进行了 PCR指纹分析。首先,仍以�站浮
游生物群落 DNA为模板,摸索出反应最佳条件。然

后, 依据所确立的条件用 CW15946/ 47、EGMS6、

EGMS4、ITS1与HSP这 5 个特异引物对 3个站点的

浮游生物群落DNA进行 PCR指纹分析,结果见图 4

和表4。

� � 从图4和表4可看出: 各引物在所有站中均获

图 4 � 特异引物的PCR扩增图谱

Fig�4 � Electrophoretogram of PCR amplified results by specific primers

M:200bp marker;Lanes 1, 4, 7, 10, 13: the amplified results of primers CW 15946/ 47, EGMS6, EGMS4, ITS1, HSP at station � ; Lanes 2, 5, 8, 11, 14: the

� � � � �amplif ied results at station � in the same order of primers; Lanes 3, 6, 9, 12,15: the amplified results in station � at the same order of primers

表 4 � 特异引物扩增各模板 DNA片段

Tab�4 � Length of DNA fragments amplified by specif ic primers

引物

primer

不同引物对东湖各站 DNA 的扩增片段

DNA fragments amplified by different primers in total DNA of each stat ion

�站( bp) �站( bp) �站( bp)

station� stat ion� stat ion �

CW15946/ 47 1100 900 600 900 1400 900

EGMS6 1400 600 580 1100 850 600 1400 850 600

300 200 580 300 450 300 200
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续表

引物

Primer

不同引物对东湖各站 DNA 的扩增片段

DNA fragments amplified by different primers in total DNA of each stat ion

�站( bp) �站( bp) �站( bp)

Stat ion� Station� Station �

EGMS4 1200 1000 800 1600 1100 1000 1400 1000 800

600 400 550 400 580 400 250

ITS1 600 420 600 520 420 620 520 420

HSP 420 420 420

� � 注:表中数字为片段大小( bp)。

Note: Length of DNA fragments are in table.

得清晰的条带, 最少 1条, 最多达 6条, 但对同一引

物各站之间条带数的差异较少,最多只相差 2条, 而

引物HSP在 3个站获得的带完全一模一样 � � � 仅
一条 420bp的共有带。其他四个引物在 3个站获得

数目不等的条带, 其中既有相同的带, 也有特异性

带。对于引物 CW15946/ 47, 3 站共有一条 900bp 的

带, �站的条带比�站和 �站都要多,分别为 3条、1

条和 2条;对于 EGMS6和 EGMS4两个引物, 则在 �
站获得的条带比 �站和 �站都多 1条;至于 ITS1引

物, �站和 �站均获得 3条, 并且 3条带大小一样,

都是比�站多出 1条 520bp的带。

3 � 讨论

DNA指纹是指生物基因组 DNA经限制性酶切、

聚合酶链式反应( PCR)扩增或两者组合处理后电泳

以揭示基因组 DNA 特征的分子遗传标记技术。这

种技术现已广泛应用于群落级以下结构层次的各级

生命系统并获得了许多很有意义的成果, 它能否突

破层次瓶颈而应用于较高层次的生命系统研究? 作

者对此进行了勇敢的探索并取得了积极的进展。

3�1 � DNA指纹分析能否用于群落级生命系统遗传

结构研究

DNA指纹分析能否应用于群落级生命系统遗

传结构研究,主要涉及两个层面的问题。一是打破

种群以内应用范围瓶颈拓展至真核生物群落级层

次,理论上是否可行;二是从复杂的群落样本能否制

备合适于 DNA指纹分析的模板 DNA。

3�1�1 � DNA指纹分析理论上可否拓展至群落 � 所

有 DNA 指纹技术都是揭示研究对象 DNA 的多态

性。当分析对象是个体或细胞时,所揭示的是一个

同质的基因组 DNA的多态性;如分析的对象是种群

时,则揭示的是非同质的基因组 DNA的多态性, 因

为构成种群的个体间在遗传结构方面是存在差异

的。这也就是说,来自前者与后者的模板 DNA多样

性是有差别的,后者提供的模子(模板类型)要比前

者多。如果从生物群落获取模板 DNA的话, 无疑模

子会更多,也就是说具有更高的模板 DNA 多样性。

DNA指纹图谱的拓扑结构, 包括谱带数量和相互位

置是扩增产物的函数, 而反应体系中反应产物的成

分和产量与模板密切相关。当模板多样性很高时,

则可能会因为模子间对引物和底物的竞争而出现部

分模板的扩增产物浓度低于凝胶检测灵敏度的情

况。但只要从群落制备高品质的模板 DNA,就应该

可以整体上对群落进行指纹分析。

3�1�2 � 能否由群落样本制备适用的模板 DNA � 制
备优质的模板 DNA是DNA指纹分析能否进行的前

提。本项研究的样本是水生态系统中的浮游生物群

落水样。因此,首先去除样本中存在着的污染物和

悬浮杂质,然后,作后续处理。在普遍使用的酚/氯

仿抽提方法
[ 15]
的基础上参照土壤微生物化学裂解

法[ 11]和王江新[ 16]等, 建立了适合浮游生物群落

DNA抽提的方法:裂解前将水样于培养皿中沉淀 1h

后去除杂质、离心( 8000r/ min, 5min) ;用灭菌双蒸水

清洗3次以去除黏附于浮游生物表面的水溶性杂质

与细菌;由于水样中生物种类繁多,为了保证各类群

充分裂解和有效去除蛋白质, 在本实验中结合

酚/氯仿抽提方法和王江新等的裸藻 DNA 抽提法,

在抽提液 ( 4% SDS; 250mmol/ L Tris�Cl, pH = 8�0;

60mM/L Na2EDTA)
[ 16]
中加入 Proteinase K(终浓度为

0�2mg/ mL)裂解 1h,从而保证破细胞的数量, 并有效

地使蛋白质变性; 参照土壤微生物的抽提方法在裂

解完后 6500r/ min离心 10min取上清进行后续实验,

这减少了非水溶性腐殖质对酚抽提的影响,并可提

高 DNA的纯度。经上述步骤所提取的基因组 DNA

具有较高的纯度, 其 OD260/ OD280值在 1�85 � 2�0之
间, 0�7% 琼脂糖凝胶上呈现单一区带(图 2) , 这表

明从浮游生物群落制备的 DNA可作为指纹分析的

模板。
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3�2 � 群落 DNA指纹图拓扑结构的生物学意义

所制备DNA,经随机引物与特异性引物扩增后均

能获得清晰且多样化的图谱(图 3和图 4)。结合现有

有关物种组成及理化方面的资料,对所获得群落 DNA

指纹图谱的生物学意义进行尝试性的、定性的论述。

3�2�1 � 图谱拓扑结构与物种生物多样性 � 随着分
子生物学技术发展、成熟,遗传多样性研究也逐步走

向生物多样性研究领域的中央舞台[ 17� 18]。遗憾的

是,所有关于真核生物遗传多样性的工作至今几乎

都是种群水平以下生命系统的, 且这些工作均是涉

及大型生物类型的。而任何生态系统中, 微型生物

和中型生物均是多样性最丰富的,也是功能上最重

要的类群。要清点生物多样性的家底和揭示生态功

能的机制, 这两大类群生物不应该是被人们遗忘的

角落。在本项补遗与探索研究中,笔者选择了有相

当工作积累的东湖 3个湖区观察站,即分别位于东

湖的水果湖区、郭郑湖区与汤林湖区的武汉东湖�、

�及 �站(图 1)。RAPD 指纹分析表明: 3个采样站

的浮游生物群落遗传结构间存在明显的表观差异

(图 3,表 3)。实验中获得的稳定可分辨的 RAPD电

泳谱带数在 �站最多( 23条) , �站和 �站较为接近

(分别为 17条和 14条) , 并且 �站包括了 �站和 �

站33% � 100%的条带。从特异引物所获得的图谱

来看,尽管各站之间差异相对要少一些,但仍是�站

的多于�、�两站(图 4,表 4)。这说明了 �站的生

物多样性是最高的, 这一结论与谢平等[ 19]研究东湖

水体富营养化与浮游生物群落多样性时得出的�多
数类群(如轮虫和桡足类)的物种多样性是随着水体

营养水平的上升而下降的�结论是相符的,与雷安平

等[ 20]对东湖硅藻群落多样性的研究得出的结论也

是相类似的。这方面的工作, 如果与物种组成研究

严格对应进行将是非常有意义的。

3�2�2 � 图谱拓扑结构与环境理化因子 � 本项研究
的采样站 �、�、�站分别处于超富营养水平、富营
养水平和中营养水平[ 19]。从 �站 � �站 � �站

RAPD谱带数呈依次降低的趋势, 并且 �站明显多

于�站和 �站, 而 �站和 �站相差不太明显(图 3,

表3)。从差异性来看, 不论是在条带数量上, 还是

在片段大小上都是�站与 �站之间的差异比 �站与

�站之间的差异要大。这与龚志军等[ 21]直接测定

的总磷、总氮从 �站 � �站� �站依次降低, 且�站
与�站、�站的差异较大,而�站与�站相差不是很

明显的这样一变化趋势是一致的。这说明了 DNA指

纹图谱与 TP、TN 等理化因子间存在着一定的联系。

至于更确切的对应关系还有待更进一步的探讨。

综上所述, DNA指纹分析所获得的东湖 �、�、
�站浮游生物多样性的数据与已有资料是基本吻合

的。据此,作者认为DNA指纹分析在群落级生命系

统的研究是可行的, 并有可能为推动分子生态学向

深层次的发展和水资源科学管理方法的建立起着一

个有力的杠杆作用。
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THE FEASIBILITY FOR APPLICATION OF DNA FINGERPRINTING

TO COMMUNITY2LEVEL LIFE SYSTEM

YU Yu2He, ZHANG Wen2Jing and YAN Qing2Yun

( Institute of Hydrobiology , The Chinese Academy of Sciences, Wuhan  430072)

Abstract: PCR2based DNA fingerprint ing techniques such as random amplified polymorphic DNA analysis ( RAPD) represents a

very informative and cost2effective approach for assessing genetic diversity of a wide range of organisms. As a powerful molecular

biology technology, DNA fingerprint ing is widely applied on the study of integral genet ic structure. All DNA fingerprinting tech2

niques can discover the genetic diversity. For a individual or cell, they can discover the diversity of one genome; For population,

they can discover the diversity of total DNA including many individuals. If for community, more information for different species

can be discovered from many kinds of DNA templates. However, it is restricted to population and individual2level life system.

This paper first explored the feasibility for application of DNA fingerprinting to community2level life system with plankton commu2

nity from three stations of different eutrophic status in Lake Donghu as samples. Total community DNAs were extracted. PCR fin2

gerprinting techniques based on the use of arbitrary primers( RAPD2PCR) have been developed and compared for their ability to

generate/ fingerprint0patterns characteristics. 20 RAPD primers were screened. 5 primers which amplified clear and sharp bands

were used to discuss from these total RAPD primers. The results show that( 1)we constructed a DNA extraction method adapat ing

to plankton community through a series of getting rid of impurities. The high quality of template DNA is a precondition for DNA

fingerprinting analysis. The composition and their concentration are key factors for DNA extraction. The template DNAs extracted

from Station Ñ of hypertrophication, Station Ò of eutrophication and Station Ó of mesotrophication, respectively, were amplified

repreduciblely; ( 2) the result ing amplified maps are clear and stable in both RAPD by random primers M201, M202, M203, M218

and M219, and PCR by specific primers CW 15946/47, EGMS6, EGMS4, ITS1 and HSP, and there were some relationship be2

tween the topological structure and trophic status. From RAPD and specific primers PCR amplification, there are many variations

among three stations. Station Ó comprising 33% ) 100% bands of Station Ñ or Station Ò. This indicats species biodiversity of

Stat ion Ó is the highest. In addition, the DNA fingerprinting maps obtained were tentatively and qualitatively discussed with the

available data of species biodiversity and physical chemistry. In the present work, the results of this study will contribute to our

understanding of the feasibility for application of DNA fingerprinting to community2level life system in plankton.

Key words: DNA fingerprint ing; Community life system; Plankton; Lake Donghu
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