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  瘤胃纤毛虫在瘤胃功能中扮演着重要角色, 但它与其他

瘤胃微生物之间关系复杂, 而且其种类、数量、功能随着日

粮、内容物稀释率、外流速率的变化而改变, 因此应用传统的

分析方法很难探究其奥秘, 迫切需要应用新技术、新方法, 从

新的角度对其进行研究。分子生物学的飞速发展就为人们

提供了研究瘤胃微生态系统的新思路和有力工具, 在瘤胃纤

毛虫系统发生学研究中有重要作用。

1  分子标记技术在瘤胃纤毛虫分类学研究中的应用

运用分子标记技术( 包括 PCR- RFLP、PCR- RAPD、AFLP、

SAP 等) 研究纤毛虫是近二三十年开展起来的工作, 该方法

体现了可靠、准确的优点。通过 DNA 多态性分析, 可以克服

因虫体小、形态相似而无法准确区分的困难。在基因和分子

水平上调查纤毛虫群体的遗传多样性, 为研究近缘种及种内

群体间的遗传差异 , 分析种内及种间的进化时序以及系统地

位开辟了一条新的途径[ 1] 。

1 .1  限制性酶切片段长度多态性 限制性酶切片段长度多

态性( RFLP) 技术是用特异性引物对混合微生物群体 DNA 提

取物进行PCR 扩增, 然后用适当的限制性内切酶对扩增产物

进行酶解产生若干不同长度的小片段, 其数目和每一片段长

度反映了DNA 限制性位点( Restriction site) 的分布, 由于不同

来源的 DNA 具有不同的限制性酶切位点, 每一种 DNA/ 限制

性酶组合所产生的片段是特异的, 从而产生多态性, 所以它

能作为某一DNA 的特有指纹。

RFLP 的优点主要表现在: ①无表型效应, 其检测不受环

境条件和发育阶段影响 ; ②共显性, 可以区别纯合基因型和

杂合基因型 ; ③可利用的探针很多, 可以检测到很多遗传位

点。但RFLP 指纹技术也有缺陷: ①RFLP 分析所需 DNA 量

较多, 纯度要求较高; ②RFLP 对未知基因进行定位比较方

便, 但检测步骤较多, 周期长, 特别是用放射性核素, 影响应

用[ 2] ; ③它具有种属特异性 , 且只适应单/ 低拷贝基因; ④

RFLP 多态位点数仅1～2 个 , 多态信息含量低, 仅0 .2 左右。

Mitsunori 等[ 3] 运用PCR- RFLP 技术研究了附着于山羊瘤

胃纤毛虫上的产甲烷菌的系统发生学。通过对产甲烷菌染

色体 DNA 进行PCR 扩增后, 将扩增产物克隆到大肠杆菌, 并

对克隆片段分组。通过与已知产甲烷菌的16Sr DNA 的 RFLP

类型比较, 分析瘤胃产甲烷杆菌的16S rDNA 的丰度。结果

表明, 几乎所有纤毛虫体内都含有产甲烷菌, 其中有尾头毛

虫和等毛科瘤胃纤毛虫与产甲烷菌结合紧密。

1 .2  随机扩增多态 DNA 指纹图谱  随机扩增多态 DNA 指

纹图谱( RAPD) 技术是利用一系列不同随机排列碱基序列的

寡核苷酸单链为引物 , 通过PCR 扩增得到目的基因组特异性

DNA 片段, 由此研究微生物种群多态性。该技术所用的一系

列引物 DNA 序列各不相同 , 但对于任一特定的引物, 它同基

因组DNA 有其特定的结合位点。如果这些结合位点在基因

组某些区域内的分布符合PCR 扩增反应条件, 就可扩增出

DNA 片段。因此 , 如果基因组在这些区域内发生 DNA 片段

插入、缺失或碱基突变就可能导致这些特定结合位点分布发

生相应的变化, 而使PCR 产物增加、缺少或发生分子量的改

变。通过对PCR 产物的检测即可测出基因组 DNA 在这些区

域的多态性。由于进行 RAPD 分析时 , 可用引物数量很大 ,

虽然对每个引物而言其检测基因组 DNA 多态性的区域是有

限的, 但利用一系列引物则可以使检测区域几乎覆盖整个基

因组。因此RAPD 可以对整个基因组DNA 进行多态性检测。

RAPD 技术建立在PCR 基础之上, 继承了PCR 的优点又

具有自身特点: ①所用的引物为随机设计的寡核苷酸引物 ;

②不同的物种可以使用通用的引物进行遗传分析 ; ③可以在

对物种没有任何分子生物学研究的情况下, 分析其 DNA 多

态性; ④检测效率高、样品用量少、灵敏度高; ⑤RAPD 技术简

单, 易掌握, 不需要繁杂的准备工作。RAPD 也有其缺点 : ①

RAPD 图谱中某些弱带重复性较差; ②目前该法在引物长度

和序列及应用的引物数目、扩增反应条件等实验技术方面未

标准化, 影响了不同条件下结果的可比性; ③每个标记含有

的信息量小 ; ④显性标记无法区分从一个位点扩增的 DNA

片段是纯合的还是杂合的, 无法进行等位基因分析。

目前, 已经采用 RAPD 方法和ITS1 序列分析技术进行了

反刍动物瘤胃厌氧真菌 Neocalli mastix frontalis 不同代基因组

相似性的研究[ 4] , 但应用于瘤胃纤毛虫的研究鲜有报道。

1 .3 扩增片段长度多态性 扩增片段长度多态性( AFLP) 技

术是在PCR 和RFLP 的基础上发展起来的一种将RAPD 的随

机性与专一性扩增巧妙结合的新型分子标记技术。该技术

是通过对基因组DNA 进行限制性酶切片段的不同长度进行

检测多态性的分子标记, 原理是利用限制性内切酶对基因组

DNA 进行酶切, 产生不同大小的酶切片段, 用T4DNA 连接酶

将双链人工接头与酶切片段进行连接, 从而形成特异片段 ,

作为扩增的模板; 用含有选择性碱基的引物对特异片段进行

扩增, 获得的扩增片段经聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测, 据

扩增片段的长度来揭示其多态性。

AFLP 技术作为一种新的分子标记技术, 主要有以下特

点: ①用少量的选择性引物能在较短的时间内检测到大量的

安徽农业科学,Journal of Anhui Agri . Sci .2008 ,36( 3) :908 - 910                      责任编辑 方媛  责任校对  方媛



位点, 且一对引物所检测到的多个位点或多或少地随机分布

在多条染色体上, 因此可通过选用少量效率高的引物组合 ,

获得覆盖全部基因组的 AFLP 标记; ②AFLP 的多态性高, 一

般一次检测可获得50 ～100 个 AFLP 扩增产物, 能在遗传关

系十分相近的材料上产生多态性, 且谱带丰富、清晰可辨; ③

AFLP 分析由于扩增片段较短, 故分辨率高; ④AFLP 分析所

需DNA 的量少( 0 .05～0 .50 μg) , 而且对模板浓度的变化不敏

感, 允许一定程度的共扩增; ⑤AFLP 稳定可靠, 直接以 DNA

的形式表现 , 不受基因组来源和复杂程度的影响, 没有种属

特异性 ; ⑥AFLP 引物是通用的, 可用于没有任何分子生物学

研究基础的物种; ⑦AFLP 标记银染技术具有快速、方便的特

点, 在1 ～2 d 内可以得到指纹结果; ⑧AFLP 标记呈典型的孟

德尔方式遗传, 可作为物理图谱和遗传图谱的联系桥梁, 用

于构建基因组的高密度连锁图谱。AFLP 技术的缺点表现为

它的整套实验费用昂贵和在操作中通常要利用同位素标

记[ 5] , 对样品DNA 质量要求严格。

国内利用该法对瘤胃纤毛虫的系统分类研究仍为空白 ,

但此方法不失为一种极有希望的 DNA 分子标记手段。

1 .4 酶切扩增多态性  酶切扩增多态性( CAPS) 技术是将

RFLP 探针的两端测序, 合成引物, 扩增的是探针本身, 然后

用多种内切酶酶解扩增产物, 产生的多态性称为酶切扩增多

态性序列。由于仅在探针片段以内的多态性才有可能检测

到, 因此用该方法检测到的多态性水平较低。采用 CAPS 法

的关键是如何扩增出有代表性的多态性片段。当前研究较

多的线粒体DNA( mtDNA) 是良好的目的片段,mtDNA 具有结

构简单、母系遗传、进化速度快等特点 , 因而对于调查微生物

群体遗传多样性、研究近缘种及种内群体间的遗传差异、分

析种内及种间的遗传分化特别有效。利用扩增 mtDNA 片段

的通用引物, 结合纤毛虫的序列特点设计专一性mtDNA 引物

进行特异性PCR 扩增, 再利用识别特定碱基序列的限制性内

切酶对产物进行酶、双酶或不完全酶消化, 用琼脂糖凝胶电

泳将各消化片段分开, 测定其迁移距离, 计算大小, 分析结

果, 可确定限制酶在 mtDNA 上消化位点的位置并构建出该

mtDNA 的限制性酶切图谱。目前, 国内已经有应用 mtDNA

酶切技术对哺乳类动物进行的研究[ 6] , 但应用于瘤胃纤毛虫

的研究鲜有报道。

2  以SSU rRNA 为主的分子生物学技术在瘤胃纤毛虫研究

中的应用

目前瘤胃微生物标记物不能很好地区分纤毛虫氮和细

菌氮, 因此限制了对瘤胃纤毛虫数量的研究[ 7] , 而实时定量

PCR ( Real-ti me quantitative PCR) 、单链构象多 态性( Single-

strand conformation polymorphism, SSCP) 、变性梯 度凝胶 电泳

( Denaturing gradient gel electrophoresis ,DGGE) 等技术的应用, 为

研究瘤胃纤毛虫提供了极有效的工具。

2 .1  实时定量 PCR 技术 是指在PCR 反应体系中加入荧

光基团, 利用荧光信号积累实时监测整个PCR 进程, 最后通

过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。定量的原理 :

PCR 反应过程中产生的 DNA 拷贝数是呈指数方式增加的 ,

随着反应循环数的增加, 最终PCR 反应不再以指数方式生成

模板, 从而进入平台期。在传统的PCR 中, 常用凝胶电泳分

离并用荧光染色来检测PCR 反应的最终扩增产物 , 因此用此

终点法对PCR 产物定量存在不可靠之处。在实时荧光定量

PCR 反应中, 对整个PCR 反应扩增过程进行了实时的监测和

连续地分析扩增相关的荧光信号, 随着反应时间的进行, 监

测到的荧光信号的变化可以绘制成一条曲线。在PCR 反应

早期, 产生荧光的水平不能与背景明显地区别 , 而后荧光的

产生进入指数期、线性期和最终的平台期, 因此可以在 PCR

反应处于指数期的某一点上来检测PCR 产物的量 , 并且由此

来推断模板最初的含量。

实时定量PCR 不仅操作简便、快速高效、高通量, 而且具

有很高的敏感性、重复性和特异性; 在封闭的体系中完成扩

增并进行实时测定, 大大降低了污染的可能性且无须在扩增

后进行操作。同时, 它还可以通过不同的引物设计在同一反

应体系中同时对多个靶基因分子进行扩增, 即多重扩增。目

前它作为一种极有效的实验方法 , 已广泛地应用于病原微生

物检测、细胞因子表达分析、基因突变分析等研究中[ 8 - 13] , 但

应用于瘤胃纤毛虫的研究不多。Sylvester 等[ 10] 认为, 可以用

实时PCR 半定量地间接估测瘤胃的纤毛虫数量。他们用专

一性的纤毛虫18S rRNA 探针( P .SSU- 54f/ P.SSU-1747r) , 测定

了瘤胃液和小肠食糜中的纤毛虫数, 发现PCR 产物中有6 .38

×108 个/ ng 纤毛虫r DNA 拷贝, 而且还发现7 .2 ×105 个/ ng

未知r DNA 拷贝。

2 .2 单链构象多态性技术 是由于单链DNA 片段呈复杂的

空间折叠构象, 这种立体结构主要是由其内部碱基配对等分

子内相互作用力来维持的, 当有一个碱基发生改变时, 会或

多或少地影响其空间构象, 使构象发生改变, 空间构象有差

异的单链 DNA 分子在聚丙烯酰胺凝胶中受排阻大小不同。

因此, 通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE) , 可以非常敏

锐地将构象上有差异的分子分离开, 并称该方法为单链构象

多态性分析。在随后的研究中, 又将SSCP 用于检查 PCR 扩

增产物的基因突变, 从而建立了PCR- SSCP 技术, 进一步提高

了检测突变方法的简便性和灵敏性。

SSCP 方法简便、快速、灵敏, 不需要特殊的仪器, 适合临

床实验的需要。但它也有不足之处, 例如, 只能作为一种突

变检测方法 , 要最后确定突变的位置和类型, 还需进一步测

序; 电泳条件要求较严格; 另外, 由于SSCP 是依据点突变引

起单链DNA 分子立体构象的改变来实现电泳分离的, 这样

就可能会出现当某些位置的点突变对单链 DNA 分子立体构

象的改变不起作用或作用很小时, 再加上其他条件的影响 ,

使聚丙烯酰胺凝胶电泳无法分辨造成漏检。尽管如此 , 该方

法和其他方法相比仍有较高的检测率。首先, 它可以发现靶

DNA 片段中未知位置的碱基突变,Takao 经实验证明小于300

bp 的DNA 片段中的单碱基突变 ,90 % 可被SSCP 发现 , 他认

为现在知道的所有单碱基改变绝大多数可用该方法检测出

来。另外 ,SSCP 方法可通过聚丙烯酰胺凝胶电泳将不同迁移

率的突变单链 DNA 分离, 并且还可以进一步提纯。用这种

方法可以最终从 DNA 序列水平上鉴别突变DNA 片段。目前

国内外利用该法对瘤胃纤毛虫的系统分类研究仍为空白。

2 .3  变性梯度凝胶电泳技术 是通过在一段引物上附加富

含GC 的约40 个碱基组成的一段序列( GC 夹子) , 使双链
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DNA 分子在梯度变性的凝胶中解开但不彻底解离, 使 DNA

泳带的形成位置更有特异性, 而序列不同的 DNA 分子有着

不同的解链行为, 它们在凝胶的不同位置停止迁移, 从而使

长度相同而序列不同的 DNA 片段分离。基本原理是: 双链

DNA 在变性梯度凝胶( 变性剂浓度从小到大) 的泳动过程中 ,

恒定的电泳温度( 45～65 ℃) 和化学变性剂( 尿素、甲酰胺) 作

用DNA 双链分子,DNA 的两条链就会开始解开( 解链) 。其

解链的速度和程度与其碱基序链的区域由解链温度较低的

碱基组成, 由于 GC 碱基对比AT 碱基对结合得牢固, 因此GC

含量高的区域具有较高的解链温度。解链温度低的区域, 通

常位于端部称作低温解链区( Lower melting domain) 。如果端

部解开, 那么双螺旋就由未解链部分束在一起 , 这一区域便

称作高温解链区( High melting domain) 。如果变性剂浓度继续

升高, 两条链就会完全解开。变性梯度凝胶电泳的依据, 首

要的一点是 DNA 双链末端一旦解链 , 其在凝胶中的电泳速

度将会急剧下降。其次, 如果某一区域首先解链, 而与其仅

有一个碱基之差的另一条链就会有不同的解链温度, 因此 ,

不同碱基序列的DNA 片段加入到含有梯度变性的凝胶中进

行电泳, 碱基序列不同的 DNA 片段就会在各自相应的变性

剂浓度下变性, 导致其电泳速度的急剧下降, 从而使不同碱

基序列的DNA 片段滞留在凝胶的不同位置。

DGGE 作为一种新的核酸分离电泳技术, 主要的优点有 :

①无需进行体外培养, 直接利用微生物样品中的 DNA 或

RNA 对微生物群体加以区别 , 这样不但避免了传统上耗时的

厌氧分离, 更可鉴定出传统方式难以培养的微生物种类; ②

检出率很高, 即使微生物样品量极少, 经过PCR 扩增后 , 也可

以检测分离得出; ③结果稳定, 重复性好, 因为电泳条件( 如

温度、时间等) 由微处理器控制, 可以保证电泳的重现性和结

果的重复性; ④便于后续研究分析, 根据微生物样品 DNA 或

RNA 的PCR 扩增后产物在凝胶中的相对位置, 经过切胶、测

序、分析, 就可以很准确地判断出它们之间的种属关系, 甚至

还可能发现尚未分离鉴定的微生物; ⑤操作简便, 容易掌握 ,

不需要繁杂的准备工作, 耗时少 , 一般电泳3～5 h 就可以达

到很好的分离效果。其缺点主要是只能对不同微生物 DNA

序列进行分离, 而不能确定各 DNA 序列中突变的位置及相

关信息 , 最终还得依赖于 DNA 测序分析。

DGGE 技术以瘤胃微生物群体的基因组 DNA 为研究对

象, 通过比较不同瘤胃中各种微生物的18S r RNA 的基因信

息来了解微生物的多样性。Sylvester 等[ 14] 用它研究了纤毛

虫氮向小肠的流动, 表明尽管相对于内毛目纤毛虫、等毛科

纤毛虫的过瘤胃速度较慢, 但大多数瘤胃纤毛虫的过瘤胃速

度相差不大。Regensbogenova 等[ 15] 采用 DGGE 技术测定瘘管

羊瘤胃中纤毛虫的多样性。实验中, 同一羊舍饲喂相同日粮

的8 只瘘管羊, 瘤胃各种纤毛虫的数量占总数量的比例有很

大的差异 , 并且这一比例不随饲喂天数的增加而改变。另外

还发现日粮中蛋白质含量的高低对瘤胃纤毛虫种群的多样

性影响显著。

3  展望

目前分子生物学技术在瘤胃微生物分子生态学研究中

的应用还处于起步阶段, 但其迅猛的发展给反刍动物瘤胃纤

毛虫研究带来了一次方法上的革命, 它方法简易、重现性强、

可靠性高、速度快 , 能够弥补传统分析方法的不足, 必将成为

评价复杂微生物种群结构及其动态学最有前景的技术之一。
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