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用 RAPD分子标志方法研究

氧化亚铁硫杆菌遗传多样性
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摘　要:本文对采自 7 个不同环境的氧化亚铁硫杆菌进行了随机扩增多态性 DNA(RAPD)分析 , 20 个引物中筛选

出扩增效果较好的 4 个引物 ,每个引物能产生 1 ～ 9 条 DNA 条带。通过 4 个引物的 RAPD分析获得的平均相似性

系数表明不同来源的菌之间的相关系数在 44%～ 83%之间。
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Abstract:Random amplified polymorphic DNA(RAPD)was used in analy zing the polymo rphisms of Thiobacillus ferroox-

idans from seven different places.Of the 20 primers , four could generate reproducible RAPD profiles , and each one pro-

duced 1 ～ 9 bands.The similarity coefficients obtained from profiles generated by four primers among Thiobacillus Fer-

rooxidans were about 44%～ 83%.
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　　氧化亚铁硫杆菌是一类革兰氏阴性的化能无机

营养细菌 ,是极端嗜酸性的专性自养细菌 ,最适宜生

长pH 为 2.0 ～ 3.5 ,广泛分布在硫化矿床的酸性废

水中 。这类细菌很早就被应用于贵重金属的浸出和

回收 ,适合于从低品位的矿石中浸出稀有贵重金属 。

主要是通过氧化 FeSO4 和 FeS2 产生 Fe3+氧化剂 ,

氧化金属硫化物使之变成可溶性的硫酸盐形式 ,称

为细菌的间接作用[ 1] ;或者细菌直接作用于矿物表

面氧化金属硫化物 ,称之为直接作用[ 2] 。细菌浸出

的方法具有低成本 、低能耗 、无污染等特点。美国有

25%左右的铜就是通过这种方法开采的[ 3] 。此外

在含硫废水处理和煤的脱硫等方面也有重要的应用

前景 。氧化亚铁硫杆菌也有一些限制其应用的特

点 ,比如这类细菌的生长缓慢 ,细胞得率低 ,生产成

本增加 ,而且氧化亚铁硫杆菌对对某些重金属离子

缺乏抗性 ,而限制了其应用的范围。有研究表明 ,来

源不同的氧化亚铁硫杆菌菌株对金属硫化矿物的浸

出效果是不一样的 ,因而从各个矿山酸性废水中采

集氧化亚铁硫杆菌 ,并对其氧化金属硫化矿物能力

进行实验 ,以筛选出适应于不同底物作用的优良菌



株极为重要。

RAPD技术是由 Williams等于 1990 年首先创

立的一种 DNA分子标记技术[ 4] 。近年来分子标记

技术发展迅速 ,其中常用的有 RFLP 、AFLP 及 ARD

等 ,这些方法均为选择性扩增特异的 DNA 片段 ,要

求对所研究物种 DNA 序列文库清楚 ,以便设计和

合成特异的引物碱基序列 ,这给研究工作带来了局

限性 。RAPD技术是利用随机 DNA序列(引物),在

生物种群中寻找同源序列 ,并将同源序列之间的片

段扩增出来的一种分子标记技术 ,在对研究对象遗

传背景知之甚少的情况下 ,是寻找生物间遗传多样

性的一种十分有效的手段。但 RAPD 分析技术的

工作量较大 ,在寻找同缘序列的过程中须筛选大量

的引物 ,但一旦找到稳定出现的多态性分子标记 ,就

可反映生物间遗传物质的差异 。RAPD作为一种快

速 、灵敏的分子标记已广泛应用于细微生物的种间 、

种内遗传多样性分析和各种鉴定等 ,表现出较强的

多态性。

本实验首次采用 RAPD法对来自 7个不同金

属矿山的酸性废水的氧化亚铁硫杆菌建立分子遗传

标志 ,从分子生物学角度考查了不同来源的氧化亚

铁硫杆菌核酸序列的多态性。对浸矿效果好的菌株

通过筛选特异的具有标志性的扩增条带 ,从而为筛

选出优良的氧化亚铁硫杆菌菌株的提供遗传标记 。

1　材料 和方 法

1.1　供试菌株

氧化亚铁硫杆菌是由本实验室从 7个不同地方

的矿山废水采集富集培养 ,并经溶液稀释法纯化分

离得到 。(7个菌株分别采自:广东韶关大宝山铜

矿 、长沙浏阳市 、南京栖霞山铅锌矿 、湖北大冶铜矿 、

安徽铜陵铜矿 、九江城门山铜矿 、江西德兴铜矿)。

1.2　试剂

TAQ酶 , dNTP 购自 Sangong 公司;20个随机

引物购自上海生物工程公司(生物公司已合成 ,随机

定购的)。其余试剂均为国产或进口试剂。

1.3　DNA的提取

基因组 DNA 提取的技术按照 Ausubel等[ 5] 来

操作。于对数期取 200 mL 在铁培养基培养的氧化

亚铁硫杆菌菌液 ,经离心收集用 10倍稀释的 9K 培

养基冲洗几次以除去沉淀的铁 。离心得到的细胞团

重悬于含有 10 mmol/ L Tris-HCl , pH8 , 1 mmol/L

EDTA的 200μL 溶液中;然后轻轻地与 80μL 10%

SDS ,80μL 0.5 mol/ L EDTA pH8及 10μL 10 ng/

mL RNase A混合 ,在室温下温浴 15min;把重悬液

置于-20℃下冷冻 15 min ,在 55℃溶化 5分钟后加

入 50μL 3 ng/mL 蛋白酶 K 。混合物在 55℃下温浴

10min。从细胞中裂解出来的 DNA 用酚抽提 ,再用

酚∕氯仿∕异丙醇和氯仿∕异丙醇抽提。最后 ,用

Ethanol沉淀并重悬于 150 μL Tris-HCL pH8 ,

1 mmol/L EDTA溶液中。

表 1　随机引物序列

Table 1　The sequences of random primers

S3 CATCCCCCTG S136 GGAGTACTGG

S35 TTCCGAACCC S147 AGATGCAGCC

S39 CAAACGTCGG S1061 TCGCTACGGT

S46 ACCTGAACGG S1113 CACGGCACAA

S47 TTGGCACGGG S1244 TTGCCTCGCC

S57 T TTCCCACGG S1278 CACCACTAGG

S65 GATGACCGCC S1488 C TCTGCCTGA

S79 GTTGCCAGCC S1489 CCCCTCAGAA

S87 GAACCTGCGG S1505 CCCACTAGAC

S109 TGTAGCTGGG S1520 TGCGCTCCTC

1.4　RAPD反应条件

扩增 PCR反应在 Hybird 公司产的 PCR仪上

进行 ,反应体积为 25 μL。有关循环热参数 ,变性:

94℃,1 min;退火:36℃1 min;延伸:72℃1.5 min;

40次循环 ,最后 72℃延伸 10 min终止反应 ,产物

4℃保存。25 μL 反应体系中的各物质的配比按以

下最佳反应体系来优化 。

RAPD-PCR 最佳反应体系的建立:以引物浓

度 、模板浓度 、镁离子浓度 、脱氧核苷酸(dNTPs)浓

度 、牛血清白蛋白(BSA)浓度及 TAQ 酶用量为因

素 ,设计因素位级表(表 2),再根据因素位级表确定

正交实验方案(表 3),并根据以下的正交实验方案

经过实验确定方案 3为最后条件 ,建立 RAPD-PCR

最佳反应体系。

1.5　数据分析

1.5.1　菌株间相似系数

电泳图谱中的每一条带(DNA 片段)均为一个

分子标记 ,并代表一个引物结合位点 ,根据各分子标

记的迁移率及其有无所有位点的二元数据 ,在同一

电泳迁移位置上 ,有 DNA 扩增条带记为 1 ,没有记

为 0 ,强带和弱带的赋值均为 1 ,按以下公式计算物
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种 X和物种 Y间的相似性系数:

相似性系数 SIM =2×nxy/(n x +ny)×100%

n xy :两样品共有的 DNA条带数;n x :X样品的

DNA条带数;ny :Y样品的 DNA条带数 。

表 2　因素位级表

Table 2　The grades of factors table

位

级

Grades

因　　　素(Factors)

模板浓度

(mol/ L)
Con.of

model(mol/ L)

引物浓度

(μmol/ L)
Con.of primer

(μmol/ L)

dNTPs浓度

(mmol/ L)
Con.of dNTPs

(mmol/ L)

MgCl2 浓度

(mmol/ L)
Con.of MgCl2

(mmol/ L)

BSA 浓度

(ng/μL)
Con.of

BSA(ng/μL)

Taq酶

用量(U)
Con.of

enzyme(U)

1 0.1 0.4 0.1 1.0 0 0.5

2 0.5 0.6 0.15 1.5 125 1.0

3 1.0 0.8 0.20 2.0 250 1.5

4 1.5 1.0 0.25 2.5 375 2.0

表 3　正交实验方案表

Table 3　The intercross experiments' scheme

位

级

Grades

因　　　素(Factors)

模板浓度

(mol/ L)
Con.of

model(mol/ L)

引物浓度

(μmol/ L)
Con.of primer

(μmol/ L)

dNTPs浓度

(mmol/ L)
Con.of dNTPs

(mmol/ L)

MgCl2 浓度

(mmol/ L)
Con.of MgCl2

(mmol/ L)

BSA 浓度

(ng/μL)
Con.of

BSA(ng/μL)

Taq酶

用量(U)
Con.of

enzyme(U)

1 1 2 3 2 3 3

2 3 4 1 2 1 2

3 2 4 3 3 1 4

4 4 2 1 3 3 1

5 1 3 1 4 4 4

6 3 1 3 4 2 1

7 2 1 1 1 2 3

8 4 3 3 1 4 2

9 1 1 4 3 1 2

10 3 3 2 3 3 3

11 2 3 4 2 3 1

12 4 1 2 2 1 4

13 1 4 2 1 2 1

14 3 2 4 1 4 4

15 2 2 2 4 4 2

16 4 4 4 4 2 3

1.5.2　聚类分析

采用平均链锁聚类方式(average linkage clus-

tering)运用 SPSS系统软件进行分析 。

2　结果 与讨 论

2.1　城门山氧化亚铁硫杆菌的 PCR扩增

以正交方案中的方案 2为条件 ,用 20种引物对

城门山铜矿分离的氧化亚铁硫杆菌进行 PCR扩增

(如图 1), 从中筛选出多态性好的引物 S3;S35;

S147;S1113作为下一步扩增的引物。

2.2　按正交实验表 ,用引物 S35对城门山的细菌进

行扩增

氧化亚铁硫杆菌的 RAPD-PCR 正交实验的

扩增结果(图 2)。可分为 3种情况:(1)无任何扩

增带 ,如 4 , 5 号实验;(2)有扩增带但重复性不好

如 1 、6 、9 、10 、13 、15 、16号;(3)扩增带数多 ,谱带较

清晰 ,重复性好 ,如 2 、3 、7 、8 、11 、12 号实验 , 因此

实验号为 2 、3 、7 、8 、11 、12的反应为最佳体系。选用

3号实验作为氧化亚铁硫杆菌的最佳扩增反应体

系 。大多数有关 RAPD-PCR文献认为[ 6 , 7] ,模板浓

度一般采用 0.1 ng/μL ～ 10 ng/μL。引物浓度在

0.1μmol/L ～ 2.0 μmol/L 之间为最佳。dNTP 各自

在反应的最终浓度在 0.1 μmol/ L ～ 2.0 μmol/L 之

间最佳 。Mg2+是 Taq 酶的激活剂 ,其优化浓度在
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1.0 μmol/ L ～ 10 μmol/ L 之间 。有的学者[ 6]还在反

应体系中加入蛋白质保护剂牛血清白蛋白(BSA),

以延缓 TAQ 酶活性的丧失 ,使扩增稳定。 TAQ 酶

的用量至关重要 ,研究表明其用量大都在 0.5 U ～ 2

U 之间 。因此我们设计各因素的位级都在以上范

围内。

图 1　20 条引物对城门山氧化亚铁硫杆菌的随机扩增

M:Mark;A:S3引物;B:S35引物;C:S39引物;D:S46引物;E:S47引物;F:S57引物;G:S65引物;

H:S79引物;I :S87引物 J:S109引物;K:S136引物;L:S147引物;N:S1061引物;O:S1113引物;

P:S1244引物;Q:S1278引物;R:S1488引物;S:S1489引物;T:S1505引物;U:S1520引物。

Fig.1　Random amplified Thiobacillus ferrooxidans(T.f)from Chengmenshang with 20 pieces of primers

M:Mark;A;S3 primer;B:S35 prim er;C:S39 p rimer;D:S46 p rimer;E:S47 primer;F:S57 primer;G:S65 primer;H:S79 primer;

I:S87 primer;J:S109 primer;K:S136 primer;L:S147 primer;N:S1061 primer;O:S1113 primer;P:S1244 primer;

Q:S1278 primer;R:S1488 primer;S:S1489 primer;T :S1505 primer;U:S1520 primer.

图 2　按正交实验表用引物 S35 对城门山的细菌进行扩增

M:Mark;1～ 16:与正交实验方案表对应;E:空白对照。

Fig.2　Amplification for T.f from Chengmenshang with primer S35

M :Mark;1～ 16:corresponding w ith Table 3;E:blank comparison.

2.3　4种引物对 7种氧化亚铁硫杆菌的扩增结果

从20条引物中筛选出 4条引物对 7种氧化亚

铁硫杆菌进行 PCR扩增。4条引物对 7 个不同地

方的氧化亚铁硫杆菌扩增都有条带出现 。经重复实

验 ,各引物的扩增图谱重复性较好 ,说明 RAPD 图

谱能稳定地反映出各氧化亚铁硫杆菌的遗传

差异性 。每条引物对不同地方的氧化亚铁硫杆菌扩

增的 DNA 条带数不等 , 都在 1 ～ 9 条之间 , 扩增

DNA产物其长度范围在 100 ～ 1250bp 之间。每个

引物对 7 种氧化亚铁硫杆菌扩增的 RAPD图谱都
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不一样 ,都有其独特的谱带 ,也就是说每一种都有各

自的“指纹” 。同时 ,很多 DNA 扩增片段是几种氧

化亚铁硫杆菌所共有的 ,即某一引物的结合位点较

保守。

图 3　S3 引物扩增结果(左)与 S35 引物扩增结果(右)

1:大宝山 T.f菌;2:浏阳 T.f 菌;3:栖霞山 T.f菌;4:铜禄山 T.f 菌;5:铜陵 T.f菌;6:城门山 T.f 菌;7:德兴 T.f菌;E:空白对照。

Fig.3　The results amplified with S3 primer(left)and the results amplified with S35 primer(right)

1:Dabaoshang T.f;2:Liuyang T.f;3:Xixiashang T .f;4:Tonglushang T .f;5:Tongling T.f;

6:Chengmenshang T.f;7:Deixing T.f;E:the blank comparison.

图 4　S147 引物扩增结果(左)与 S1113 引物扩增结果(右)

1:大宝山 T.f 菌;2:浏阳 T.f菌;3:西峡山 T.f 菌;4:铜禄山 T .f菌;5:铜陵 T.f 菌;6:城门山 T .f菌;7:德兴 T.f 菌;M :M ark。

Fig.4　Results amplified with S147 primer(left)and the results amplified with S1113(right)

1:Dabaoshang T.f;2:Liuyang T.f;3:Xixiashang T.f;4:Tonglushang T.f;

5:Tongling T.f;6:Chengmengshang T .f;7:Deixing T.f;M:Mark.

表 4　数据平均相似性系数矩阵

Table 4　The data average comparability coeff icient matrix

S IM(%) VAR00001 VAR00002 VAR00003 VAR00004 VAR00005 VAR00006 VAR00007

VAR00001 100.00
VAR00002 78.95 100.00

VAR00003 55.80 61.58 100.00
VAR00004 48.89 48.78 60.87 100.00

VAR00005 80.95 57.89 55.81 44.44 100.00
VAR00006 72.34 60.47 66.67 52.00 46.81 100.00

VAR00007 75.00 72.22 82.93 60.47 65.00 71.11 100.00
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2.4　聚类分析

4个引物 RAPD分析所获得的数据平均相似性

系数矩阵(表 4)得知 ,氧化亚铁硫杆菌的最大相关系

数是 82.93 ,最小是 44.44 ,这说明它们之间存在较

大的差异性。这与由于长期在不同的环境下生存的

氧化亚铁硫杆菌具有变异性相吻合;同时 ,为从自然

界中选取优良菌种提供了理论上的可能性。

从图 5树状数字分类图可以看出 , 1 ,2 ,6号 3种

氧化亚铁硫杆菌之间及 4 ,5号亲缘关系较远 ,7号在

树状数字分类图中离其他菌株最近 ,所以相对亲缘

关系也较近。

本实验采用正交实验方案建立 RAPD最佳反

应体系 ,从而提高了 RAPD法建立遗传标志的稳定

性。

图 5　树状数字分类图

Fig.5　Endrogram using average linkage(Between groups)
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