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　　摘要：利用细菌１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹图谱技术，对虾夷马粪海胆不同肠道的微生物菌群组成进行分析，结
果表明：海胆小肠与大肠样品分别得到１４条与１３条条带，其中，共有条带为１０条，优势条带分别为７条与５条，特异
性条带分别为４条与３条；经后续条带比较分析和ＤＧＧＥ图谱割胶测序后发现，小肠与大肠样品中微生物主要来源于
外界海水环境，其菌群构成存在差异与虾夷马粪海胆消化巨藻存在不同有关。
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　　近年来，随着化石燃料资源日趋减少及空气污染问题逐
渐加重，可再生能源已成为世界研究热点。藻类具有资源丰

富、生长迅速等优势，是一种重要的潜在生物质能源资源［１］；

但是，藻类细胞壁结构复杂且难以降解［２］，大大阻碍了藻类

胞内生物能向化学能的转变［３］，因此生产中迫切需要一种成

本低廉且高效降解巨藻的方法。虾夷马粪海胆（Ｓｔｒｏｎｇｙｌｏｃｅｎ
ｔｙｏｔｕｓｉｎｔｅｒｎｅｄｉｕｓ）喜食藻类，可利用肠道微生物水解酶来水解
结构致密且多层的藻类细胞壁，达到释放藻类细胞内容物并吸

收营养物质的目的［４］，这类生物降解一般需要多种微生物协同

完成，绝非一个简单过程。虾夷马粪海胆肠道结构复杂，紧贴

于体腔壁难以剥离，因此关于其肠道中微生物构成及功能的研

究甚少［５］。本试验采用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术，以１６ＳｒＤＮＡ作为
分子标记，对海胆不同肠道的微生物菌群组成进行分析，探究

不同海胆肠道微生物在巨藻（Ｍａｃｒｏｃｙｓｔｉｓｐｙｒｉｆｅｒａ）消化过程中
的关系，为海胆肠道菌群动态研究，以及体外模拟海胆肠道微

生物降解巨藻以提高其胞内物质的化学能利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　原料　虾夷马粪海胆购买于大连太平洋海珍品有限
公司；巨藻采购于青岛明月海藻集团有限公司。

１．１．２　主要试剂　ＴＩＡＮａｍｐＳｔｏｏｌＤＮＡＫｉｔ，由天根生化科技
有限公司生产；ＵＮＩＱ－１０柱式细菌基因组抽提试剂盒，由上
海生工生物工程有限公司生产；大量 ＤＮＡ产物纯化试剂盒，
由天根生化科技有限公司生产。

１．２　样品的处理
取形态大小正常且均一的健康海胆１０只，在超净工作台

上用７０％乙醇清洗海胆表面３次；使用无菌剪刀由海胆排泄
孔方向环形剪开，用手术刀轻轻剥离海胆性腺与内脏，将肠道

完全剥离到无菌的工作盘中并清楚分段；取小肠液与大肠中

的食物残渣，装入２ｍＬ无菌离心管中备用。
１．３　肠道ＤＮＡ的提取

使用ＴＩＡＮａｍｐＳｔｏｏｌＤＮＡＫｉｔ提取海胆大肠微生物ＤＮＡ。
１．４　１６ＳｒＤＮＡＶ３区的扩增

以提取的海胆大肠微生物 ＤＮＡ为模版，进行１６ＳｒＤＮＡ
Ｖ３区的扩增，ＰＣＲ体系：引物３５７Ｆ－ＧＣ－ｃｌａｍｐ（５′－ＣＧＣ
ＣＣＧＣＣＧＣＧＣＣＣＣＧＣＧＣＣＣＧＧＣＣＣＧＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＣＣＣＴＡＣ
ＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′）、５１８Ｒ（５′－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－
３′）各 １μＬ，依次加入浓度为 ２５μｍｏｌ／μＬ的 ｄＮＴＰ５μＬ、
５×ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ、１ｍｍｏｌ／μＬ的Ｍｇ２＋３μＬ、Ｔａｑ酶 ０．５μＬ，并
加入２８．５μＬ无菌水至 ５０μＬ。反应条件：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸 １ｍｉｎ；
７２℃ ３ｍｉｎ。扩增产物经１．０％琼脂糖电泳检验。
１．５　ＤＧＧＥ指纹图谱的构建

使用ＤＣｏｄｅ２０００Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）进行 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
电泳。变性凝胶制备电泳条件为：１０％聚丙烯酰胺，浓度范围
在３０％～５５％；上样量为２０μＬ，电压６５Ｖ，温度６０℃，电泳
时间１６ｈ。染色方法为银染。

２　结果与分析

２．１　海胆肠道中细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３区ＰＣＲ扩增
将从海胆大肠、小肠中提取的微生物总 ＤＮＡ进行 １６Ｓ

ｒＤＮＡＶ３区ＰＣＲ扩增，在２３０ｂｐ左右处可见清晰且单一的条
带（图１）。这表明经扩增后的１６ＳｒＤＮＡＶ３区片段纯度符合
ＰＣＲ－ＤＧＧＥ要求，可以利用１６ＳｒＤＮＡＶ３区片段作为分子
标记构建ＤＧＧＥ图谱。
２．２　１６ＳｒＤＮＡＶ３区ＤＧＧＥ指纹图谱的构建与海胆肠内细
菌组成分析

　　由图２、表１可见，海胆小肠与大肠样品细菌总 ＤＮＡ由
１６ＳｒＤＮＡＶ３区扩增后经ＰＣＲ－ＤＧＧＥ电泳，分别得到１４条
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与１３条条带，两者条带总数较为单一；海胆小肠样品优势条
带为７条，分别为Ｘ１～Ｘ４、Ｘ７、Ｘ１０和Ｘ１４，其中，５种为海洋
嗜冷单胞菌属（Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）细菌，２种为希瓦氏菌属
（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．）细菌；大肠样品优势条带为 ５条，分别为
Ｄ１～Ｄ４、Ｄ１２，其中，４种属于嗜冷单胞菌属细菌，１种为希瓦
氏菌属细菌；海胆小肠与大肠中特异性条带分别为 Ｘ５～Ｘ７、
Ｘ９和Ｄ５、Ｄ６、Ｄ９，其中，小肠中３个条带为海洋嗜冷单胞菌
属菌，１个为希瓦氏菌属菌，而大肠中特异条带均为希瓦氏菌 属菌。这说明海胆不同肠道中微生物类群组成存在差异。

表１　小肠ＤＧＧＥ条带聚类分析结果

部位 条带号 细菌种类 相似度（％） 登录号

小肠 Ｘ１～Ｘ５、Ｘ８、Ｘ９、Ｘ１４ 海洋嗜冷单胞菌属（Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．） ９４～９７ ＮＣ＿０２０８０２．１
Ｘ６ 非培养细菌（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ） — —

Ｘ７、Ｘ１０～Ｘ１３ 希瓦氏菌属（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．） １００ ＮＣ＿００８５７７．１
大肠 Ｄ１～Ｄ４、Ｄ７、Ｄ１３ 海洋嗜冷单胞菌属（Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．） ９４～９８ ＮＣ＿０２０８０２．１

Ｄ５、Ｄ６、Ｄ８～Ｄ１２ 希瓦氏菌属（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．） ９９ ＮＣ＿００８５７７．１

３　结论与讨论

海胆体腔为一个相对密闭的空间，正常海胆体内微生物

数量远少于外界环境［６］，同时，ＰＣＲ－ＤＧＧＥ过程存在技术限
制，不同微生物ＤＮＡ可能会发生条带共迁移，低丰度的菌群
较难检测出来［７］，造成ＤＧＧＥ图谱条带数量较少。这一现象
与虾夷马粪海胆体腔中微生物研究结果较为相似。

海洋嗜冷单胞菌属微生物在海水中普遍存在，可分泌嗜

冷酶［８］，这类酶最适反应温度较低，可长时间维持稳定的活

性且作用广泛。目前，已从海水中分离出具纤维素酶与脂肪

酶活性的嗜冷酶［９］，而纤维素与脂肪同样也是巨藻的主要营

养成分［１０］。虾夷马粪海胆中海洋嗜冷单胞菌属微生物的出

现，在一定程度上也说明海洋嗜冷单胞菌属微生物在海胆消

化巨藻过程中起到不可忽略的作用。希瓦氏菌属微生物常在

皱纹鲍及海虾等海洋生物中被发现［１１－１２］，该菌属中某些细菌

可分泌多糖类与多不饱和脂肪酸等物质，为海洋生物提供营

养［１３］，并在海洋动物生长过程中与肠道内的有害微生物形成

拮抗关系［１４］，起到抑制病原菌生长、提高机体免疫力的作用。

因此，从试验结论看，海胆肠道菌中的海洋嗜冷单胞菌属和希

瓦氏菌属菌有可能来源于海洋环境，并在海胆消化巨藻及生

长发育过程中起到重要作用。

海胆肠道中，小肠优势菌群数量比大肠丰富，这可能是由

于在海胆消化过程中，食物首先经过小肠，造成大部分附着在

食物上的微生物随之进入小肠所致。在试验过程中，某些小

肠样品ＤＧＧＥ图谱条带在大肠样品中观测不到，这一结果与
海参肠道的研究［１５］相似，这也说明了海胆肠道对微生物具有

一定的选择调节作用。另外，小肠中的海洋嗜冷单胞菌属菌

相对大肠来说，为主要的特异菌群，其对巨藻的降解能力较

强，可能对巨藻前期消化起到一定作用；大肠中的特异菌群为

希瓦氏菌属菌，可有效帮助海胆体进一步吸收营养物质，并抑

制大肠中有害微生物的产生。

总之，海胆肠道微生物是在进食过程获得，通过机体自身

作用对肠道微生物进行选择与调节达到菌群的动态平衡，并

利用相对密闭的体腔空间来维持肠道内微生物数量的稳定。

在海胆消化过程中，不同肠道中的微生物消化分工有所不同，

小肠中海洋嗜冷单胞菌属菌对巨藻进行前期消化，大肠希瓦

氏菌属菌对巨藻营养进行吸收调节。海胆肠道中微生物群类

差异与海胆肠道功能密切相关，其优势微生物差异性将是了

解海胆摄食、揭示肠道微生物协同降解巨藻机理的关键所在。
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农杆菌渗透法转化烟草条件的优化

李晓君，王绍梅，谢艳兰，和　敏
（临沧师范高等专科学校农学系，云南临沧６７７０００）

　　摘要：植物瞬时表达系统常用于研究基因表达产物的亚细胞定位和蛋白间的互作，将ＧＦＰ－ＧＵＳ融合蛋白植物表
达载体导入农杆菌ＥＨＡ１０５，获得工程菌，制备不同浓度的农杆菌浸染液，用注射法对烟草叶片进行转化，荧光显微镜
检测烟草叶片原生质体和下表皮中ＧＦＰ的表达情况。结果表明，浸染注射液的Ｄ６００ｎｍ在０．３～０．７之间均具有较高的

转化效率，注射后第４天至第６天为较佳观察时间。
　　关键词：植物瞬时表达系统；渗透法；转化；农杆菌渗透注射；烟草；绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
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　　植物瞬时表达系统常用于基因产物的亚细胞定位、蛋白
间互作、转录因子与启动子之间的互作、启动子分析等方面的

研究［１－２］。植物瞬时表达系统中外源基因的导入方法有植物

病毒介导法、ＰＥＧ法、电击法、基因枪法和农杆菌渗透法［２］。

农杆菌渗透法是一种比较简便的方法，通过将植物表达载体

导入农杆菌，用真空法或注射法将农杆菌导入植物细胞，使得

农杆菌 Ｔｉ质粒上的 Ｔ－ＤＮＡ区整合到植物基因组中，
Ｔ－ＤＮＡ区的目标基因培养几天后即可得到表达［３］。较其他

方法而言，农杆菌渗透法具有转化效率高、基因表达在完整活

体内进行、可携带较大片段的目的基因等优点［２］。原生质体

是观察基因瞬时表达情况的优选材料，传统的原生质体转化

方法首先要制备高浓度、高质量的质粒，经过从植物活体材料

中分离纯化原生质体，在 ＰＥＧ的介导下将质粒 ＤＮＡ导入原

生质体，进行原生质体培养后再检测目标基因的表达情

况［４］。用该方法转化后的原生质体敏感、易破裂，使得阳性

细胞检出率低，不利于观察。以农杆菌渗透法转化材料提取

原生质体，可缩短从原生质体提取到观察的时间，原生质体完

整，镜检阳性率高。本研究在Ｓｐａｒｋｅ等的研究基础［５］上简化

了农杆菌注射液的制备和注射过程，通过荧光显微镜观察注

射区域下表皮和原生质体中绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达情
况，检测不同注射浓度下和注射后不同时间的转化效率，总结

出一种高效简易的农杆菌渗透注射转化烟草的方法。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　植物材料　将普通烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）种子播撒
在育苗盘中，２周后移至小花盆，５～６周后即可作为转化
受体。

１．１．２　菌种和质粒　农杆菌 ＥＨＡ１０５为临沧师范高等专科
学校农学系植物生理实验室保存，植物表达载体 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ１３０４图谱如图１（空载体表达ＧＦＰ－ＧＵＳ基因，亚细胞定
位特点：细胞质［６］）所示。
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