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刺参肠道及养殖池塘茵群组成 

的 PCR—DGGE指纹图谱分析 

王轶南 朱世伟 常亚青 
(大连海洋大学 农业部海洋水产增养殖学重点实验室，l16023) 

摘 要 采用基于l6S rDNA的PCR—DGGE指纹图谱技术对黄海北部刺参养殖池塘(底泥、海水) 

及刺参肠道的菌群组成进行 了初步分析。结果显示，从刺参肠道 、底泥及海水样品分别获得 41、31及 

4l条扩增条带，其中优势条带分别为 12、9及 1O条；三者具 20条共有条带，其中4条为各样品的优 

势条带，共有条带在各样品中的丰度不同；三者分别具 5、2及 13条特异条带，其中肠道中的第34、42 

条带以及海水中的第 25、46条带丰度均较高；肠道与底泥的菌群组成相似性系数(戴斯系数)为 

77．8％，二者与海水菌群组成的相似性 系数分别为 65．9 和 55．6 。 
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PCR—DGGE analysis of bacterial community composition 

in the intestine and aquaculture pond of AposfZc Dp j aponicus 
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ABSTRACT The bacterial community composition in the intestine and aquaculture pond of 

Apostichopus japonicus cultured at Zhuanghe，Dalian was primarily analyzed with 1 6S rDNA 

PCR—DGGE fingerprint． The results showed that 4 1，3 1 and 4 1 bands were observed in the 

PCR—DGGE fingerprint of intestine，sediment and seawater，with 1 2，9 and 1 0 dominant bands 

respectively．20 bands different in abundance were shared by intestine。sediments and seawater。 

and 4 of them were dominant bands in each sample．5，2 and 1 3 special bands appeared in each 

sample，in which band 34，42 from intestine and band 25，26 from water were with higher a— 

mount than the others．Similarity between the intestine and sediment was 77．8 ，while 65．9 

was defined between the intestine and seawater and 55．6 700 between the sediment and seawater． 
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刺参养殖环境恶化，病害频发等问题已逐渐引起养殖户和研究学者的广泛关注。良好的环境条件是刺参健康 

生长的必备条件，而作为养殖池塘生物群落的重要组成部分，水体及沉积物中的微生物可以作为衡量环境优劣 

的指标(Hans et a1． 2003)。同时，因刺参底栖并以沉积物为食的生活习性 ，细菌在刺参的食物中占据相当大 

的比例(常亚青等 2004)，了解刺参的肠道与养殖环境中海水、底泥的菌群结构组成及其相互作用关系具有重 

要意义。另一方面，现有研究显示细菌是刺参疾病的主要病原，并且同一病症往往存在多种病原(马悦欣等 

2006；孟庆国等 2006；杨嘉龙等 2007；王友涛等 2008)，由于传统研究方法的局限性，不同学者对同一病症 

的研究结论差异也较大，针对个别病原菌的相关研究对刺参病害的实际防控作用甚微，刺参发病原因的复杂性 

与研究手段的局限性严重制约了刺参的病害及防控研究 。为推动刺参养殖环境和疾病防控的相关研究 ，亟待 

开展系统的微生物基础研究工作 。 

有关刺参及养殖环境微生物方面的研究较少 ，并且多采用传统的分离培养方法 (孙 奕等 1989；向怡卉 

等 2006)，由于生态环境中仅有 1％的可培养菌，有必要辅助不依赖分离培养的分子技术手段(李志勇等 

2005)。因此，作者采用基于 16S rDNA的PCR—DGGE指纹图谱技术研究刺参肠道及养殖池塘(底泥、海水)菌 

群的基本组成。目前，研究已成功构建刺参肠道与养殖池塘菌群 16S rDNA的PCR—DGGE指纹图谱，并初步 

探讨 了刺参肠道与养殖池塘菌群的相互关系。 

1 材料与方法 

1．1 样品采集 

健康刺参采集于大连庄河某刺参养殖场，取健康刺参(2龄)10头，用无菌剪刀剪开体壁，70 乙醇清洗肠 

道表面后，用一次性针头划破肠道收集并混合内容物；用无菌瓶分别取刺参养殖池塘水面下40 am左右处海水 

1L、池底 2～5 cm处底泥 100 g。采集样品于冰盒中运送至实验室。 

1．2 DNA提取 

1．2．1 水样预处理及 总 DNA的提取 

海水在无菌操作台内经 500目筛绢过滤及 0．22,um聚碳酸酯薄膜(Millipore)真空抽滤，之后将滤膜剪碎 

并置于5 ml离心管内，加入 1 ml SET缓冲液(20 蔗糖、50mmol／L EDTA、50mmol／L Tris—HC1，pH 7．6)后 

涡旋振荡。参考 Rivera等(2003)粗提 DNA并做适当修改：在上述离心管中加入 90 l新鲜溶菌酶，恒温摇床 

温育 lh(37℃，150 r／min)，加入 100>1 SDS(10 )溶液及 12．5 1蛋白酶 K(20 mg／m1)，继续振荡温育 2h 

(37 oC，150 r／rain)后加入 200 1 NaC1(5 mol／L)并上下颠倒混匀 ，再加入 100>1 65℃预热 CTAB，65℃温育 

20min。之后采用酚一氯仿抽提方法(罗 鹏等 2OO6)进行DNA抽提。 

1．2．2 底 泥及 肠道 内容物 总 DNA 提取 

在无菌操作台内充分混合底泥，参考 Laura等(1995)、Zhou等(1996)、Miller等(1999)采用以下步骤进行 

DNA粗提：取底泥或肠道内容物 1g加入 3ml DNA抽提缓冲液(50 mmol／L Tris—HC1，20 mmol／L EDTA ， 

100 mmol／L NaC1，1％ PVPP，1％ CTAB)及 0．6 g玻璃珠(400um)，涡旋振荡 3 min后加入溶菌酶(终浓度 

20mg／m1)，恒温摇床温育 40min(37。C，225 r／min)，加入蛋白酶K(20mg／m1)10／A及 SDS(终浓度 2 )，温育 

1 h(37 oC，225r／rain)后，离心(6 000×g，10rain)，收集上清。之后加入 200~1 NaC1(5 mol／L)并上下颠倒混 

匀，再加入 100t,1 65℃预热 CTAB，65℃温育 20min．DNA抽提同1．2．1。 

1．3 16S rDNA V3区扩增 

以上述所得DNA为模板，采用细菌 16S rDNA V3区特异引物 F357(5’一CCTACGGGAGGCAGCAG)和 

R518(5’ATTACCGcGGCTGCTGG)分别进行扩增(Li et a1． 2007)，并在 F357 5’端加入长为 40bp的富含 

GC的片段(Holben et a1． 2004；Li et a1． 2007)。PCR体系：引物 F357一GC和 R518各 20 pmol，DNA模板 

1 l，10xPCR buffer 5 l，1．5 mmol／L MgC12，0．25mmol／L dNTP，1．5U Taq酶，加 ddH20补足至 5O l。反 
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应条件 ：95。C预变性 2 min，然后 94℃变性 30s，52C退火 30 S，72 C延伸 90s，进行 3O个循环且每一循环在延 

伸处增加 1s，最后 72℃延伸 5 min。扩增产物经 1．0 琼脂糖凝胶电泳进行分析。 

1．4 DGGE指纹图谱建立及分析 

DGGE指纹图谱构建采用 D Code System (Bio Rad)按下列条 

件进行 ：8 的聚丙烯酰胺 ，变性剂浓度范围为 30 ～6O ，上样量 

为 15~．1，电压 75V，温度 60C，电泳时问 15h。银染 ，UVP凝胶系统 

成像后采用软件 BandScan 5．0分析。 

2 结果 

2．1 细菌 16S rDNA V3区 PCR扩增 

刺参肠道内容物、养殖池底泥及海水总 DNA经细菌 16S rDNA 

V3区特异性引物 PCR扩增后，分别得到单一明显的扩增片断，大小 

约 230bp左右(图 1)，阴性对照无条带。 

2．2 细菌 16S rDNA V3区特征片段 DGGE指纹图谱分析 

上述扩增产物经聚丙烯酰胺变性梯度凝胶 电泳后得 到清 晰的 

DGGE电泳 图(图 2一A)。软件分析 电泳图并 以模示图反 映 DGGE 

指纹图谱(图 2 B)：刺参肠道 、池塘底泥及海水共获得 57个不 同的 

扩增条带 ，分别具 41、31和 4l条扩增条带以及 12、9和 10个优势条 

带 ；三者有 2O个共有条带 ，其 中第 5、9、1 5、26条带 同时是各样品的 

优势条带；共有条带在各样品中的丰度大多不同，其中第 18、l9、26、32等的丰度差异较为显著；三者分别具 5、 

2和 13个特异条带 ，其中肠道 中的第 34、42以及海水 中的第 25、46条带丰度均较高。用戴斯系数 Cs(Dice 

coefficient)计算各样品相似性(刘新春等 2005)，Cs一2 (＆+6)( 是样品A 与B问相同的条带。“和6分别 

是各自的条带数)，可知肠道与底泥的菌群组成相似性系数(戴斯系数)为 77．8 ，二者与海水菌群组成的相似 

性系数分别为 65．9 和 55．6 (表 1)。 

表 1 刺参肠道及池塘底泥、海水菌群组成的相似性矩阵 

Table 1 Dice coefficients by comparii1g the similarities of the bacterial conmmnitv 

composition 0f intestine of sea cucumber。sediments al1d soawaler 

3 讨 论 

在细菌 16S rDNA的 PCR—DGGE指纹图谱中，迁移到不同位置的条带表示不同的细菌，条带数量反映菌 

种 的多样性 ，而条带亮度反映细菌的相对数量 。本文结果显示，刺参肠道与养殖池塘的底泥、海水 中均存在丰 

富菌群 ，并且优势菌种的数量较多。孙 奕等(1989)通过细菌分离培养 曾于刺参肠道及栖息地底泥中获得分 

属 13个菌属的200余株细菌，多样性较高，但其中是否有相同的菌种以及共有多少菌种并未确定。 

刺参肠道与养殖池塘底泥 、海水具有 20种共有菌种 ，并分别具 5、2及 I3种特异菌种 ，三者的菌种组成有 

较强的相关性和明显的特异性 。其中海水 中的特有菌种数量最多，而肠道及底泥仅具有少数的特有菌种，大部 

分菌种都来源于海水。刺参肠道与底泥的菌群组成较为相近 ，符合刺参底栖并以沉积物为食的习性，以往研究 

蝴 一 
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也发现刺参肠道的优势菌群同样是海藻和 

海泥中的常见菌群(孙 奕等 1989)。然 

而，底泥与刺参肠道中的菌群仍存在较大差 

异。海泥中的芽孢杆菌属细菌在刺参肠道 

中极少发现 ，而海泥中一些罕见的细菌类群 

如柄杆菌属可在后肠定居富集，反映了机体 

对微生物具有调节控制作用(孙 奕等 

1989)。凡纳滨对虾养殖系统内细菌群落组 

成的 PCR_I)()GE图谱显示 ，凡纳滨对虾肠 

道样品中出现的条带绝大多数会在水样 中 

出现 ，即在肠道中出现的细菌绝大多数可以 

从水环境中找到来源。同时，肠道与外界水 

环境存在差异，说明宿主本身对肠道细菌菌 

落组成具有一定的决定作用(罗 鹏等 

2006)，与本文研究结果相同。 

在刺参养殖系统菌群组成的研究中， 

共有菌种尤其是丰度存在明显差异的菌种 

以及各自的特异菌种可能是了解刺参养殖 

营养摄食、揭示刺参与环境菌群组成之间 

的相互联系 的关键点 。在下一 步的工作 

中，我们将进一步通过分子克隆、菌种鉴定 

等步骤确定刺参肠道 、池塘底泥、海水的菌 

群组成，进而为刺参养殖环境调控、病害防 

治、微生态制剂应用等提供资料。 
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A：变性梯度凝胶电泳图谱；B：模式图 (I：刺参肠道，S：底泥，w：海水) 

Note：A：Denaturing gradient gel electrophoresis；B：Schema chart， 

I：Intestine of sea cucumber；S：Sediments；W ：Seawater 

图2 刺参肠道及池塘底泥、海水菌群 16S rDNA V3区PCR-[~GE图谱 

Fig．2 PCR-DGGE profiles of the V3 region of 16S rDNA of the bacteria 

from intestine of sea cucumber，sediments and seawater 
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