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PCR-RFLP 技术在环境地球化学研究
中的应用及展望

梁小兵　万国江　黄荣贵
(中国科学院地球化学研究所环境地球化学国家重点实验室 ,贵阳 550002)

摘　要　PCR—RFLP技术为环境地球化学提供了一种新的研究方法和实验设计的新的思维方式。该方法

具有所需样品量低 、快速简便及特征性强等优点 , 可广泛应用于物质的生物地球化学循环 、环境过程的生物

作用 、生物多样性及有机物源判断等方面的研究。利用 PCR—RFLP技术 , 以环境中存在的 16S rRNA 为对

象 ,对环境生物的研究已广泛开展并取得了许多成果。展望未来研究成果 ,将会在海洋及湖泊沉积物等自然

环境中发现更多的 、新的微生物种类;将进一步阐明生物作用和物质循环的机理和过程;进一步阐明自然环

境中生物大分子的变化机理及其环境效应并找到判断沉积物有机物源的新方法。

关键词　PCR-RFLP　环境地球化学

中图分类号:X142 文献标识码:A

　　随着生物化学及分子生物学的发展 ,各种新

的方法广泛应用于许多其他学科的研究领域 ,为

这些学科的发展提供了新的研究方法和实验设计

的新的思维方式。PCR—RFLP 技术[ 1] 在环境地

球化学方面的应用就是一个典型的方面 。参与环

境地球化学作用的生物种类和功能的鉴别是该学

科急待解决的问题之一 , PCR-RFLP 技术则是

解决这一难题的有效方法。 PCR(polymerase

chain reaction)指多聚酶链式反应 ,是大量特异性

DNA(deoxyribonucleic acid)片段扩增和目的基因

筛选的一种有效方法 。 RFLP(rest riction-frag-

ment length polymo rphisms)指限制性片段长度多

态性 ,是研究生物进化和分化的有力工具 ,因为它

依据的是一个生物体的基因组的独特特征和能被

某些限制性酶识别的特殊碱基序列的特有分布方

式 ,因此对生物种类的鉴别具有高度的专一性。

PCR和 RFLP 结合起来使用就形成了 PCR-

RFLP技术。在对特殊环境下参与环境地球化学

过程的生物的研究基础上 ,就能更深入地探讨多

种地球化学过程和不同历史时期的生物多样性和

生物进化途径。利用 PCR—RFLP 技术 ,以环境
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中存在的 16S rRNA 为对象 ,对环境生物的研究

已广泛开展并取得了重大成果 。自然环境中的生

物多样性及其在环境过程中的作用远没有被认

识 ,随着 PCR—RFLP 技术的应用 ,将在这方面取

得更多的研究成果。

1　方法简介

在海洋和湖泊等沉积环境中生长的生物的

RNA (ribonucleic acid)基因的克隆和测序能揭示

生物的基因多样性 , 通常选用 16S rRNA 、18S

rRNA 、5S rRNA 的基因进行 PCR扩增和 RFLP

分析 ,目的是鉴别生物多样性及其在环境地球化

学过程中的作用 。由于历史和技术的原因 ,大多

利用 5S rRNA(～ 120个核苷酸)和 16S rRNA(～

1600个核苷酸)进行以 rRNA 为基础的系统发生

特征研究[ 2] 。16S rRNA 含有生物系统发生的信

息 ,在用寡聚核苷酸探针 、基因克隆和测序 、16S

rRNA的逆转录三种方法获得了它的大多数可用

资料的背景下 ,用于研究生物的系统发生倍受人

们的关注 ,由此也可以找到它和环境地球化学研

究的结合点 。PCR技术能够快速特异地扩增任何

希望的目的基因或 DNA 片段 ,并很容易地使得

皮克(pg)水平的起始物达到纳克(ng)水平的量。

PCR方法所使用的仪器是 PCR扩增仪 ,它的原

理类似于天然 DNA 的复制 。它由高温变性 、低

温退火及适温延伸等几个反应组成一个周期 ,循
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环进行[ 3] 。PCR需要 DNA 合成的引物 ,通常可

以在实验室自己合成或从许多厂商处购得。环境

地球化学研究中扩增的 DNA片段通常具有限制

性片段长度多态性的特征 , 如 16S rRNA 、18S

rRNA基因等[ 4 ～ 7] 。测定 RFLP 的方法有以下两

种:1.限制性片段的长度分布图象。分离提取

DNA ,通过 PCR扩增目的 DNA 片段 ,再用适当

的限制性内切酶将其酶解 ,将限制酶切产物与分

子量标准物一起在含溴化乙锭的琼脂糖凝胶上电

泳 ,结果在紫外灯下进行观察拍照 ,对应点表示限

制性片段的大小及位置。2.限制性酶切产物与

探针杂交的放射自显影。通过 DNA 探针与特异

碱基序列相结合进行检测 ,再用放射自显影或免

疫荧光进行观察
[ 8]
。

2　环境地球化学方面的应用

2.1　物质循环

在环境中进行着 C 、N 、P 、S等元素的生物地

球化学循环 ,这些元素的组合反映了区域范围生

态环境演化的基本特点[ 9] 。同时 ,这些元素也是

生命物质的组成元素。它们所构成的核酸 、蛋白

质及其水解产物核苷酸 、氨基酸通过生物细胞释

放到环境中 ,参与元素的地球化学循环 。湖泊沉

积物中既存在无机碳酸盐的溶蚀和结晶 ,又存在

生物残骸的分解和转化。来源于流域生物碎屑 、

水体浮游和底栖生物残骸 、底栖微生物组织的有

机碳 ,在沉积物中参与各种生物化学和地球化学

作用 ,是活泼的生物地球化学要素 。N 、P 循环是

影响湖泊水质的重要因素 ,湖泊沉积物中有大量

含N 、P 的核酸和蛋白质等生命物质 ,占有机 N 、P

的很大部分并且极易发生变化 。硫循环对环境地

球化学研究问题的解决具有重要意义 ,表现在对

酸雨的归宿和潜在的环境效应 、沉积物中硫酸盐

的还原作用机理和清除机制以及早期大气氧的演

化历史
[ 10 , 11]

等方面的研究工作 。因此 ,需要开展

对C 、N 、P 、S循环中的含这些元素的生化物质的

研究工作 ,而 PCR-RFLP 技术则是很好的研究

手段 。通过分离提取自然环境中残留的 DNA ,选

定合适的 RFLP 片段 ,经过 PCR的扩增 ,结合其

他研究手段 ,可以鉴定出该核酸的生物来源和生

物种类 。生物是 C 、N 、P 、S 的主要来源和循环变

化的控制和参与者 ,通过生物及其残留生化物质

就可寻找 C 、N 、P 、S 循环的变化规律。例如 ,湖泊

沉积物和土壤中进行着各种形态的氮的转化 ,是

N循环的组成部分 ,有微生物参与的硝化-反硝

化作用的研究越来越受人们重视 ,人们对有关环

境条件和微生物的研究作了很多工作
[ 12 ,13]

。

PCR-RFLP 是研究硝化-反硝化作用中微生物

群落的很好的 、新颖的方法 ,各种硝化-反硝化作

用的微生物都有供扩增的特征 DNA 片段 , 是

PCR-RFLP 技术应用的先决条件。该手段的介

入有利于阐明这一过程中微生物的作用机理及 N

循环的过程。在 N循环过程中 ,一氧化二氮还原

是脱氮途径的最后一步 ,由一氧化二氮还原酶催

化。Scala等人运用 PCR技术对海洋沉积物中该

酶的基因进行了扩增研究 ,用 CAMP -Nos661F

和 CAMP-Nos1773R 为引物 ,扩增 ～ 1000bp 的

一氧化二氮还原酶基因 ,研究结果提示了脱氮微

生物群落受地理分布的限制[ 14] 。因此 , PCR-

RFLP 技术作为研究元素地球化学循环的一种新

的手段 ,在环境中的 DNA 的 RFLP 分析的基础

上 ,可探讨 C 、N 、P 、S的来源 、变化途径 、生物控制

因素和环境效应。

2.2　生物作用

生物作用在环境地球化学过程中非常重要 ,

硫酸盐的还原 、甲烷的产生和消耗等都是生物作

用的结果。生物作用的主体是微生物 , PCR-

RFLP技术是研究微生物种类及功能的有效手

段 ,具有传统微生物分离培养法所无法达到的优

点。对不同环境条件下 RFLP 的鉴定 ,有助于对

生物作用过程的阐明。例如 Hinrichs 等人用

PCR-RFLP 技术对海洋沉积物中甲烷循环进行

研究 ,发现了甲烷循环的新途径和参与循环的新

的微生物种类 。虽然这类微生物并没有被分离出

来或得到纯培养 ,但用这种分子生物学的手段已

能证明它们的存在 ,这也展示了 PCR-RFLP 技

术在沉积物的生物作用方面的优势及应用前

景[ 15] 。海洋和湖泊沉积物中的硫酸盐还原作用

是在硫酸盐还原菌的作用下进行的 ,硫酸盐还原

菌的种类很多 ,至今仍不能获得所有这些菌种的

纯培养菌株 ,给硫酸盐还原作用的研究带来困难。

硫酸盐还原菌(SBR)在湖泊的硫循环中起重要的

作用 ,有机质可通过硫酸盐还原菌的降解作用来

形成硫化氢 ,然后和 Fe2+结合而固定在沉积物

中 ,这种发生在湖泊沉积物中 SO2-
4 的变化具有

重要的环境意义[ 16 ～ 18] 。在这一研究领域中 ,对

硫酸盐还原菌在沉积物中不同深度的空间分布和

种类的鉴定是关键 ,用传统的微生物培养方法 ,难
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度大而且不能获得所有种类的纯培养 ,但在实验

室合成硫酸盐还原菌的特征性引物 ,通过 PCR扩

增沉积物中残存的 DNA 的限制性片段 , 经过

RFLP的鉴定 ,就可轻易了解硫酸盐还原菌的状

况。在这方面的研究中硫酸盐还原菌的 SBR385

基因片段是可选用的片段之一 。因此 ,运用 PCR

-RFLP 技术可以不通过培养硫酸盐还原菌而直

接用沉积物中残存的 DNA 研究硫酸盐还原的生

物作用过程。

2.3　有机物源的鉴定

有机物来源常常是环境地球化学研究中需要

解决而又难以解决的难题 。河流和湖泊沉积物中

的有机物源的鉴定可用于指示流域的侵蚀作用。

水生生物和陆生生物以及植物和微生物的 DNA

和 RNA 有显著的差异 ,而 RFLP 能有效地反映

出这种差异 ,并且容易进行实验操作 。对 RFLP

的鉴定是区分有机物源的有效而又精确的方法。

有两种方法可供有机物源的鉴定参考 ,一种是在

对沉积物中 DNA 和 RNA 定量的基础上[ 19] ,分

离出不同的核酸谱带 ,用 PCR-RFLP 技术对它

的生物来源进行鉴定 ,以确定有机物源;另一种方

法是根据生物的 DNA 片段的多态性 ,采用不同

的引物 ,扩增并鉴定不同来源的 DNA。对沉积物

中DNA 和 RNA 的分离提取及定量则是对有机

物源进一步定量的关键。例如 ,自养生物含有叶

绿体 DNA ,异养生物则没有;真核生物包括植物

的DNA能转录出核不均一 RNA(hnRNA),这有

别于原核生物 。植物类脂物与细菌 、藻类的类脂

物在组成和分布特征上有明显的差异 ,反映在

DNA上也有明显的差异 。厌氧条件下生活的微

生物主要是原始细菌[ 20 ,21] , 选取编码原始细菌

16S rRNA的特征性 DNA 片段作为扩增对象 ,采

用特 征性的 合成引 物(如 Ar20F :TTCCG-

GTTGATCCYGCCRG 和 Ar958R: YCCG-

GCGTTGAMTCCAAT T),可对其进行鉴定。因

此 ,选取其中一个或几个 DNA 片段 ,进行多态性

的研究就可判断湖泊沉积物的有机来源 。

2.4　生物多样性

Carl Woese 通过比较核糖体 RNA(rRNA)顺

序 ,建立了以分子顺序为基础的种系发生树 ,它能

将所有的生物联系起来并重建生命的历史[ 22] 。

自然环境中的各种生物的 DNA 和 RNA 都具有

特征性的片段或者说同类片段对不同生物具有多

态性 ,生物死亡后将其体内的 DNA 和 RNA释放

到环境中 ,而经历了一定的时间变化后 ,环境(如

湖泊沉积物)对这类物质仍有一定的保留 。运用

PCR-RFLP 技术对一定时期的 DNA 和 RNA进

行研究 , 就可复原这一时期的生物多样性。

Palmer指出沉积物环境中的微生物圈作用过程

还未经多少研究 ,很大程度上是由于方法学上的

困难
[ 23]

。PCR—RFLP 提供了一个很好的方法

来研究微生物圈的作用及生物多样性。沉积环境

中微生物的分离 、培养是研究微生物圈和微生物

多样性的难题之一 ,而传统的方法很难解决这一

难题 ,但用 PCR-RFLP 技术在没有检出或获得

微生物纯培养的情况下 ,通过沉积环境中的 DNA

和 RNA就可判断释放它们的微生物的多样性 ,

而且 , 所需样品量仅仅是皮克级的。通过特征

DNA片段的 PCR扩增 ,结合 DNA 的测序技术 ,

就可构建生物系统发生树 ,研究生物多样性和系

统发生关系 , 这方面的研究技术已得到广泛应

用
[ 15 , 22 ,24 , 25]

。选择 16S rRNA 的基因作为扩增

对象 ,采用 PCR-RFLP 技术对环境样品中微生

物群落的分析方法是一种非常有效的手段。

Schw ieger等人用 PCR 结合 DNA 的单链结构多

态性(SSCP)的分析 ,能够清晰地区分同一块土地

上生长的两种植物的根际微生物群落[ 26] 。Wid-

mer等人采用 16S rRNA 基因的 PCR-RFLP 技

术和 DNA测序相结合的方案 ,对与生态 、经济和

人类健康有重要功能的假单胞菌进行研究 ,结果

表明这是分析假单胞菌种群结构和寻找分类学证

据的有力手段
[ 27]

。Lueders等人用小亚基(SSU)

rRNA基因进行 PCR扩增 ,对扩增物作末端限制

性长度多态性(T -RFLP)分析 ,发现原始细菌在

灌溉后水稻土的连续还原过程中 ,具有相对稳定

的原始细菌群落结构
[ 28]

。我们课题组的工作是

在某一环境样品(如湖泊沉积物和黄土等)定年的

基础上 ,研究一定历史时期的生物多样性和生物

进化关系 。

采用 PCR-RFLP技术对生物群落结构的研

究 ,在一定时标下 ,用不同的样品 ,就可研究生物

多样性和生物进化关系。这是一种行之有效而又

有待发展的方法。

3　应用展望

生物圈是环境的重要组成部分 ,环境地球化

学的研究离不开对环境中生命物质的研究。新的

生物技术向环境地球化学研究领域的渗透 ,能有
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效地促进该领域研究问题的解决 。PCR-RFLP

技术已经在这一领域应用并取得了一些创新性的

研究成果 , Summons认为分子生物学的技术和有

机地球化学结合为微生物生态学提供了一种新的

手段[ 29] 。PCR-RFLP 技术的应用能从以下几

方面促进环境地球化学的发展:第一 ,将有更多

的 、新的微生物在海洋和湖泊沉积物等自然环境

中被发现 。微生物种类之多 、分布之广 ,远没有被

人类认识 ,特别是生活在一些特殊环境(如深层的

海洋和湖泊沉积物)中的微生物的多样性 ,会逐步

被揭示出来;第二 ,更明确和深入地揭示一些物质

的地球化学循环过程 。生物作用是物质循环的一

个不可分割的重要方面 ,新技术的应用将会进一

步地阐明生物作用和物质循环的机理和过程;第

三 ,将进一步阐明自然环境中生物大分子的变化

机理及其环境效应并找到判断沉积物有机物源的

新方法。自然环境中生物大分子的检出极限的提

高和所需纯样品量的减少 ,为环境中生物大分子

的研究工作提供了基本的研究条件 ,在此基础上

可以运用更多的生物化学和分子生物学方法进行

自然环境中残存生物大分子的研究 ,以探讨与此

相关的多种环境过程 。
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EXPECTATION AND APPLICATION OF PCR-FFLP IN

ENVIRONMENENTAL GEOCHEMISTRY

Liang Xiaobing　Wan Guojiang　Huang Ronggui
(State Key Laboratory o f Environmental Geochemistry , Institute of Geochemistry , Chinese Academy

of Sciences , Guiyang 550002)

Abstract

Application of PCR-RFLP technique in environmental geochemistry provides a new research method ,

as w ell as a manner of thinking in experimental design.The method has many advantages such as low sam-

ple requirement , faster performance and convenience.It can be w idely applied in the study of biogeochemi-

cal cycle of substances , biological effects in environmental processes , biolog ical diversity and identif icat ion of

the sources of org anic substances.By using the PCR—RFLP technique , environmental biology , which

takes 16S rRNA in the environment as research object , has been studied and many results have been

achieved.Prospects of the future research are:more and unknown microorganisms w ill be discovered in

natural environments such as oceans and lakes , ulterior mechanism and processes of biological ef fects and

substantial cycle and ulterior change mechanism of biological macromolecules in natural environments w ill be

enucleated , and a new method to identify the origin of org anic substances.

Key words:PCR-RFLP;environmental geochemistry
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