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摘  要: 采用单链构象多态性(SSCP)技术, 以 16S rDNA 基因的 V3 区为靶对象, 分析泥火山细菌

多样性及其群落结构。通过对泥火山不同月份的不同深度土样 DNA 提取后, 针对 16S rDNA 进行

PCR 扩增出 236 bp 大小片段, 通过 SSCP 电泳对泥火山细菌进行季节性多样性分析, 并对主要条

带进行克隆分析。结果显示: 新疆泥火山细菌不同季节多态性明显, 而且这种多态性容易受生态

和气候的影响; 假单胞菌属是泥火山土壤优势菌群, 在泥火山区土壤中广泛分布, 受生态和气候

环境影响较小。 
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Abstract: A technology sigle-strand conformation polymorphism (SSCP) and a target 16S rDNA gene 
on V3 region were used to analyze mud volcano microbial community and structure. After extracting 
DNA samples from different mud deepth and month, get a 236 bp fragment by PCR. The fragment was 
used to analyze the microorganisms seasonal diversity of mud volcano by SSCP, and some target frag-
ments were analyzed clone. Resluts showed: the bacteria polymorphism in Xinjiang mud volcano soil is 
significant, which is vulnerable to ecological and climatics factors. Pseudomonas is a dominant micro-
organism in Xinjiang mud volcano, it distributes widely in mud volcano and was affected little by eco-
logical and climatics. 
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新疆乌苏具有亚洲最大的泥火山群, 而且多数

处于活动状态中。泥火山地质特殊环境恶劣, 是研

究极端微生物的理想场所[1]。周围有丰富的矿藏和

油气资源, 拥有发展生物技术产业的资源优势, 这

些特殊多样的微生物资源, 具有巨大的潜在利用价

值。本研究拟通过 16S rDNA 的 PCR-SSCP 分析, 初
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步探讨泥火山极端微生物的多样性及丰富度, 为探

索泥火山微生物资源奠定基础。 

单链构象多态性分析技术(SSCP)是新近发展起

来的一门分子生物学技术。利用 DNA 单链构象具有

多态性在非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳差异来检测

单链碱基突变。PCR-SSCP 操作的基本流程是首先

采用特异性引物进行 PCR 扩增待测 DNA 片段, 然

后对扩增产物进行变性处理, 得到具有二级构象的

单链 DNA; 最后在非变性的聚丙烯酰胺凝胶上进行

电泳, 根据电泳条带所显示的亮度、丰度、条带位

置和清晰度等基本信息进行 SSCP 图谱分析, 然后

确定不同菌株类型及其相对数量关系等[2−3]。 

1  材料与方法 

1.1  材料采集和预处理 
选取乌苏白杨沟泥火山为土样采集地, 采取 Z

字划线采样法确定了 5 个采样点, 而且每个采样点

分 5 个深度梯度, 每个梯度采集大概 200 g 土样放入

无菌袋中。选取喷发剧烈而且特征显著的泥火山口

采集泥浆水 , 每个喷发口 600 mL。采取冰盒保存

运回实验室进行研究。采样日期分别为 09 年 5

月、8 月、9 月。 

1.2  基因组 DNA 的提取 
改良后的 DNA 提取法 : CTAB 法 [4−7]: 称取充

分研磨的 5 g 土样 , 加入 13.5 mL DNA 提取液  
(100 mmol/L Tris, 100 mmol/L EDTA, 100 mmol/L  
Na3PO4, 1.5 mol/L NaCl, 1% CTAB, pH 8.0)和 20 颗

直径为 3 mm 左右的玻璃珠, 振荡 3 min。加 500 μL 

溶菌酶(50 g/L), 振荡 30 s, 37 °C 水浴 30 min。加入

20 μL 蛋白酶 K (20 g/L), 振荡 30 s, 37 °C 水浴

30 min。加入 1.5 mL 10% SDS 后 , −20 °C 放置 1 h,  

65 °C 水浴 1 h (期间每隔 15 min 上下颠倒晃动几次),  

重 复 2 次 。6 000 r/min 离 心 10 min, 取 上 清 液 ,  

用 等体积苯酚和氯仿 :异戊醇(24:1, V/V)各抽提 2

次 , 12 000 r/min 离心 15 min, 取上清。加入 0.6 倍体

积的异丙醇, 室温放置 2 h 或过夜, 12 000 r/min 离心 

15 min, 弃上清。沉淀加 5 mL 预冷的 70%乙醇 ,  

12 000 r/min 离心 20 min, 收集 DNA 沉淀, 风干, 适

量双蒸水溶解。 

1.3  PCR 扩增和电泳检测[8] 
PCR 扩增采用通用引物: 第 1 次扩增引物序列

8F: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′和 1492R: 

5′-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′, 扩增出 1 500 bp

左右的片段。第 2 次扩增引物序列 F339: 5′-ACT 

CCTACGGGAGGCAGCAG-3′和 R518: 5′-ATTACC 

GCGGCTGCTGG-3′, 扩增出 260 bp 左右的片段。 

扩增体系为 20 μL 体系 : 10×PCR buffer(含

2.5 mmol/L Mg2+) 3 μL, dNTPs (各 2.5 μmol/L) 

0.5 μL, 引物各 1 μL (10 μmol/L), Taq DNA 聚合

酶 0.5 μL, 模板 1 μL, 加 dd H2O 补齐至 20 μL。 

第 1 次 PCR 反应程序为 : 94 °C 5 min; 94 °C  

40 s, 55 °C 30 s, 72 °C 2 min, 35 个 循 环 ; 72 °C  

8 min。第 2 次 PCR 反应程序退火温度为 52 °C 30 s, 

72 °C 延伸 1 min, 其余同第 1 次 PCR 反应程序。取

3 μL PCR 产物于 1%的琼脂糖凝胶上电泳, 并与

DNA 定量 Marker DL2000 (TaKaRa)比较确定浓度。 

1.4  SSCP 图谱的产生和分析 
电泳采用 PowerPac1000 型电泳仪(Bio-Rad, CA, 

USA), 采用 8%的聚丙烯酰胺凝胶(丙烯酰胺和甲叉

配比为 10:1), 控制在 4 °C 恒温下进行。10 L 酶解产

物与 5 L 变性液混合后, 于 95 °C 变性 5 min, 迅速

插入冰中, 冰浴 5 min 后上样[9−10]。然后在 4 °C、 

80 V 下, 电泳 20 h 结束后, 按 Bassam 等的方法进行 

银染[11]。获得的 SSCP 图谱用 Quantity One 软件

(Bio-Rad)对条带数和亮度进行数字化处理, 并依此

为据进行聚类分析。 

2  结果与分析 

本研究所用引物为真细菌通用引物, 反映的是

不同月份优势真细菌构成的群落的总体状况。将二

次 PCR 扩增产物与等量变性液混合, 高温变性后进

行 SSCP 分离, 分别得到不同土壤样品细菌群落的

SSCP 图谱(图 1), 不同样品的细菌 SSCP 图谱的条带

数、条带位置和亮度存在一定程度的差异, 样品 5、

10、15 的条带数比同月份其它样品稍多, 且每个样
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图 1  PCR 产物的 SSCP 电泳图谱 
Fig. 1  SSCP profiles of the PCR products 

注: 1−5: 五月份 0−10 cm、10 cm−20 cm、20 cm−30 cm、30 cm−40 cm、40 cm−50 cm; 6−10: 八月份的 5 个深度梯度的土样; 11−15: 十

月份的 5 个深度梯度的土样. 
Note: 1−5: The soil sample in May (0−10 cm, 10 cm−20 cm, 20 cm−30 cm, 30 cm−40 cm, 40 cm−50 cm); 6−10: The soil sample of five depth 
gradient in August; 11−15: The soil sample of five depth gradient in Ocboter. 
 

品也都含有自己的独特条带。进一步利用 Quantity 

One 软件(Bio-Rad)对 SSCP 图谱进行聚类分析, 得

到各个土壤样品之间微生物组成的聚类分析结果

(图 2)。 

从图 2 我们可以看出, 聚类树亦可以分为 3 支: 

第 1 支包含 1、2、3、4 号土样, 我们称其为“五月

份”; 第 2 支包括 11、12、13、14、15 号土样, 我们

将其称为“十月份”; 最后一支包括 5、6、7、8、9、

10 号土样, 我们将其称为“八月份”。从中也可以得

出, 同一月份、不同深度泥火山土壤细菌的组成相

似性较高; 而不同深度、不同月份及同一深度、不

同月份泥火山土壤细菌的组成存在较大差异。 

SSCP 图谱中也有部分条带如条带 D、E、F, 在

15 个样品中均有分布, 对这 3 个条带进行回收克隆

测序及序列比对(表 1)。4 个条带代表的细菌均为假

单胞菌, 这进一步证明假单胞菌属是泥火山土壤优

势菌群, 在泥火山区土壤中广泛分布, 受生态和气

候环境影响较小。 

 

图 2  SSCP 图谱聚类分析 
Fig. 2  Dendrogram showing the relatedness of the SSCP 
banding patterns 
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表 1  测序结果比对 
Table 1  Compared the sequencing results 

编号 
No. 

相似菌株 
Most similar sequence 

相似度 
Similarity (%) 

GenBank 登录号
GenBank No.

D 
Pseudomonas sp. oral 
taxon B99 clone LW060 
16S ribosomal RNA gene 

99 HM192823 

E 

Uncultured Pseudomonas 
sp. isolate DGGE gel 
band K17 16S ribosomal 
RNA gene 

98 HM192822 

F 
Uncultured Pseudomonas 
sp. clone CHINA4 16S 
ribosomal RNA gene 

100 HM192821 

3  讨论  

本研究利用 SSCP 技术对新疆乌苏泥火山不同

深度和不同月份土壤细菌组成进行了研究, 揭示了

我国泥火山土壤细菌组成的多态性。由于土壤中微

生物分布的不均一性, 我们选用改良后的方法, 取

样量大, 更能代表泥火山土壤中微生物的实际分布

情况, 且结果稳定。采用嵌套式 PCR 进行扩增, 提

高了 PCR 检测的灵敏度, 保证产物的特异性, 有利

于获得较为清晰的 SSCP 图谱。 
通过对 SSCP 图谱的聚类分析, 显示新疆泥火

山不同深度和不同季节土壤的细菌组成多态性明

显。其中五月份各土样细菌多样性最为丰富, 相同

季节不同深度的细菌组成的相似度较高, 这说明新

疆泥火山土壤微生物分布可能更易受到生态、气候

等因素的影响。特异条带的回收测序结果表明: 假

单胞菌属是泥火山土壤优势菌群, 他们在泥火山土

壤中广泛分布, 受深度及季节环境影响较小。假单

胞菌属于化能有机营养, 严格好氧, 利用呼吸代谢, 
广泛存在于高盐碱、低营养的环境中。新疆地下天

然气和石油矿藏丰富区域的泥火山区正属于这类极

端环境, 假单胞杆菌可能参与油藏生态系统 C、N 和

S 代谢, 是其为该区域优势菌的一个重要原因, 这

与大庆油田和大港油田的一个水驱油藏的非培养分

析结果一致[12−14], 相关机理有待进一步研究。 
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