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(中国农业科学院植物保护研究所 植物病虫害生物学国家重点实验室  北京  100193) 

 
 

摘  要: T-RFLP 技术是一种新近发展起来的分析微生物多样性的分子生物学方法, 与其它多样性

分析技术相比, 具有一些不可比拟的优势, 但 T-RFLP 技术操作流程将对结果产生系统误差的程

度鲜有报道。实验以紫茎泽兰入侵过程中 4 种土样中的 nifH 基因多样性分析为例, 进行了只改变

T-RFLP 操作流程中一个步骤的 3 次重复分析, 结果表明: 限制性内切酶种类对 T-RFLP 分析结果

的可重复性影响最大, PCR 次之, 而毛细管电泳对结果的可重复性几乎没有影响。 
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Abstract: T-RFLP is a newly developed molecular technique for microbial diversity analysis. Com-
pared with other techniques, T-RFLP has several unparalleled advantages. However, there is no report 
on measuring the system errors generated in T-RFLP operational process. In this study, diversity analy-
sis of nifH gene from 4 soil samples which represented different invaded stages after Ageratina adeno-
phora (Sprengel) invasion was chosen as a case. In order to determine possible system errors in our 
study, multiple analysis in which only one procedure of the whole operational processes was changed 
each time were conducted. Results showed that repeatability for the results of T-RFLP analysis was in-
fluenced mostly by the types of Restriction Endonucleases, followed by the PCR procedure, while cap-
illary electrophoresis has almost no effect. 
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T-RFLP (Terminal restriction fragment length 

polymorphism)技术是发明于上世纪末用于分析环 
境微生物多样性的一种新方法, 其原理是在 RFLP

引物的一端加上荧光标记, PCR、酶切后用自动测序
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仪进行分析, 但只有末端带有荧光标记的 DNA 片段

能被检测到[1−3]。能被检测到的片段为末端限制性片

段(Terminal restriction fragments T-RFs), 其作用等

同于开放分类单元(Operational taxonomic unit, OTU), 
不同长度的 T-RFs 代表不同的微生物, 同一个 T-RFs

至少代表一种微生物。T-RFLP 技术的结果以峰的位

置和面积表示微生物的种类和数量, 进而反映目标

微生物群落的组成及时空动态。目前 T-RFLP 技术

已被广泛用于分析各种环境中某类微生物的群落结

构及动态, 例如土壤、水样、肠道等[4−8]。 

一般而言, 指纹图谱技术都具有高通量的特点, 

可以分析微生物群落的结构及其时空动态。T-RFLP

技术相对于其它指纹图谱技术具有如下优势 : (1) 

高通量, 能够迅速产生大量重复、精确的数据, 有利

于分析微生物群落结构的时空演替; (2) 根据 T-RFs

的长度与已有数据库比对, 有可能直接鉴定群落中的

单个菌种[9], 优于除 SSCP (Single-strand conformation 

polymorphisms, 单链构象多态性法)和 DGGE (De-

naturing gradient gel electrophoresis, 变性梯度凝胶

电泳法)之外所有其它指纹图谱技术。然而, T-RFLP

技术比 DGGE 技术和 SSCP 技术的灵敏度高[10−11]; 

(3) T-RFLP 技术操作简单、实验周期短, 比构建克

隆文库和 RFLP 分析工作量大为减少; (4) T-RFLP

技术既可以进行定性分析, 也可以进行定量分析。

任何技术方法的分析过程都会产生误差, 尽管多次

重复可以消除人为误差, 但是系统误差仍客观存在, 

因此尤其需要通过同一个样品的重复测定来衡量测

定过程中产生的误差, 进而估计其对结果的影响。

就 T-RFLP 技术而言, 目前很少报道其每个步骤产

生误差的定量描述。 

紫茎泽兰(Ageratina adenophora Sprengel)是一

种世界入侵性有毒杂草, 在新的生境定殖后能迅速

形成大面积的单优群落[12], 已有研究发现紫茎泽兰

入侵可以增加土壤自生固氮菌数量并提高土壤有效

氮含量[13], 因此研究紫茎泽兰入侵对自生固氮菌群

落的影响及其对紫茎泽兰入侵的反馈具有重要意

义。由于 nifH 基因是固氮菌的识别基因, 为单拷贝

基因。本文以紫茎泽兰入侵前后的土壤中自生固氮

菌群落变化为例, 分析 T-RFLP 技术流程中各个步

骤产生的系统误差的程度, 为后续的自生固氮菌群

落多样性研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  土样采集及处理 
采样地点为云南省玉溪市澄江县麒麟桥村(北

纬 24°42.36′, 东经 102°52.821′), 海拔 1988 m, 属亚

热带季风气候; 土壤类型为南方典型红壤土。生境

中紫茎泽兰为约 10 年生的单优群落。于 2009 年 12

月初, 分别采集该地点的 4 种生境土样: 紫茎泽兰

单优区根际土 (SR), 紫茎泽兰单优区根周土 (DS), 

紫茎泽兰与本地植物混生区根周土(HD), 本地植物

单优区根周土(DD)。采集时去除落叶层后, 分别多

点撰取 0−10 cm 土层并混合。土样过 20 目筛并去除

其中的根组织, 置于−40°C 冰箱保存备用。 

1.2  DNA 提取 
采用“土壤样品 gDNA 提取试剂盒”(Biomiga)按

照其说明书在同一时间提取所有处理土壤样品的

DNA。 

1.3  PCR 扩增 
nifH 基因扩增采用嵌套 PCR 方法, 引物参考 Poly

等[16], 由上海生工公司合成。外侧引物为 FGPH19 

(5′-TACGGCAARGGTGGNATHG-3′)和 PolR(5′-ATS 

GCCATCATTCRCCGGA-3′), 内侧引物为 FAM-PolF 

(5′-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3′)和 AQER(5′-G 

ACGATGTAGATYTCCTG-3′)。第 1 轮扩增用 20 µL

体系, 其中包括: 0.1% BSA (TaKaRa) 2 µL, 10 × 
ThermoPol buffer (New England BioLabs) 2 μL, 
40 mmol/L (每种 10 mmol/L) dNTPs (New England 
BioLabs) 0.4 µL, FGPH19 (10 mmol/L) 0.5 µL, PolR 
(10 mmol/L) 0.5 µL, Taq 酶(New England BioLabs) 

1 U, 模板 1 µL, 去离子水 13.4 µL。第 2 轮扩增用

50 µL 体系, 其中包括: 10 × ThermoPol buffer (New 

England BioLabs) 5 μL, 40 mmol/L (每种 10 mmol/L) 
dNTPs (New England BioLabs) 1 µL, FAM-PolF 
(10 mmol/L) 1.25 µL, AQER (10 mmol/L) 1.25 µL, 
Taq 酶(New England BioLabs) 2.5 U, 模板 2.5 µL, 

去离子水 38.5 µL。PCR 程序: 95°C 4 min; 95°C 30 s, 

53.6°C 30 s, 72°C 1 min, 30 个循环; 72°C 7 min。扩

增产物长度约为 340 bp。第 2 轮 PCR 产物用多功能

DNA 回收试剂盒(北京博迈德公司)回收后溶于 20 µL 

TE 缓冲液用于后续分析。 

同一批土样在同一时间提取的 DNA, 每一个样

品在相同条件下进行 3 次 PCR 重复 , 比较结果的
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差异性, 以衡量 PCR 过程对 T-RFLP 结果准确性的

影响。 

1.4  酶切 
参考 Moseman 等[17]和 Flores-Mireles 等[18]的方

法, 选用 Msp I 酶、Taq I 酶和 Hinf I/Alu I 酶 3 种酶

切方案, 酶切体系: 内切酶(TaKaRa) 1 µL (两种酶的

各 1 µL), 10 × Buffer (TaKaRa) 2 µL, 0.1% BSA 2 µL, 

回收后的 PCR 产物 8 µL, 去离子水 7/6 µL, 共

20 µL。37°C 酶切 3 h。酶切产物用多功能 DNA 回

收试剂盒(北京博迈德公司)回收后溶于 10 µL 去离

子水备用。 

取同一批 DNA 样品, 在相同的条件下进行一

次 PCR 后, 分别用 Taq I、Hinf I/Alu I、Msp I 进行

消 化 , 比较产 物的差 异性 , 以衡量内 切酶消 化对

T-RFLP 技术准确性的影响。 

1.5  毛细管电泳  
10 µL 电泳体系中包括 9 µL 甲酰胺(ABI 公司), 

0.5 µL 内标(GeneScanTM-500Liz®Size, ABI 公司), 

0.5 µL 酶切回收样品。电泳体系经 95°C 变性 5 min

后, 在 ABI 3730 测序仪上 15 kV 电泳 1600 s。 

取同一批 DNA 样品, 在相同的条件下进行一

次 PCR 后, 用 Msp I 进行消化, 上 ABI 3730 测序仪

分析 3 次, 比较结果的差异性, 以衡量毛细管电泳

对 T-RFLP 技术准确性的影响。 

1.6  数据处理 
1.6.1  去除噪声: 依据 Blackwood[19]描述的噪声峰

去除方法去除实验过程中产生的噪声峰: (1) 按照

公式①计算所有图谱的相对荧光强度; (2) 选取同

一批样品中(本试验中为平行测定的 4 个样 SR、DS、

HD 和 DD)总荧光面积最小的样品, 求得其中最小

的相对荧光强度值(令其为 Min 值), 将其作为噪声

上限, 所有相对荧光强度小于 Min 值的峰都将被作

为噪声峰去除。 

相对荧光强度(Relative fluorescence) (%) 

=  图谱中单个峰的峰面积  × 100 
①

 

 
1.6.2  计算图谱之间的相似性 : 选用海灵格距离

(Hellinger distance)[20]和 Sorenson 系数[21]作为比较

图谱差异性的指标, 算法公式见②和③。多个平行

样品之间的平均海灵格距离和 Sorenson 系数为样品

两两之间值的平均值。两个样品之间的海灵格距离

越大, 说明样品的相似度越小; Sorenson 系数越大, 
说明相似度越高。 

海灵格距离(Hellinger distance) 

=
p

1 2 2

j 1 1 2

[ ]x x
x x

j j

= ++ ++

∑ -  ② 

x1j = 第 1 个图谱(样品)中第 j 个峰的峰面积; 

x1++ = 第 2 个图谱(样品)中所有的峰面积之和; 

x2j = 第 2 个图谱(样品)中第 j 个峰的峰面积; 
x2++ = 第 2 个图谱(样品)中所有的峰面积之和。 

Sorenson 系数= AB

A B

2 N
N N
×
+

 ③ 

NAB = A、B 两个图谱(样品)中共有的峰的数目; 
NA = A 样品中峰的数目; 

NB = B 样品中峰的数目。 

1.7  统计分析 
用 SAS (The SAS system for windows V8)统计

分析软件对得到的重复数据进行方差分析, 多重比

较采用 LSD 法。 

2  结果与讨论 

2.1  以海灵格距离评价 T-RFLP 过程中产生的

误差 
对于 T-RFLP 技术而言, Blackwood 等[19]认为海

灵格距离可以较好地比较其产生的图谱之间相似性

程度; 采用这个参数, 可以降低产生 II 型错误(结果

中丢失了某些荧光强度弱的 T-RFs)的几率, 并且可

以降低其中峰面积大的峰在整个结果中的比重。本

研究表明(图 1), T-RFLP 技术的最后一步, 即在遗传

分析仪上进行毛细管电泳时产生的误差最小, 并且

对所有供试样品的影响一致; 与其他几个步骤相比, 
采用不同的限制性内切酶消化后, 结果之间差异最

大, 明显大于 3 次 PCR 和 3 次毛细管电泳后结果之

间的差异; 不同限制性内切酶对不同样品的影响没

有显著性的差异, 即只要选择相同的限制性内切酶

分析同一批样品, 不会在样品间引入新的误差。 
PCR 过程也会对 T-RFLP 技术的结果带来显著

的影响, 并且对不同样品的影响显著不同。但是, 对

4 个样品中的 3 个影响都显著小于酶切的影响, 对 4
个样品中的 2 个影响与毛细管电泳没有显著差异。 

2.2  以 Sorenson 系数评价 T-RFLP 过程中产生的

误差 
Sorenson 系数评价结果显示 , 毛细管电泳对

图谱中所有峰的面积之和 
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T-RFLP 技术的影响最小, PCR 次之, 内切酶最大(图
2)。毛细管电泳对 T-RFLP 结果的影响要显著小于

PCR 和内切酶, 而且对于 4 个样品之中的 3 个而言, 

PCR 和内切酶对 T-RFLP 结果的影响没有显著差异

(P < 0.05)。此外, Sorenson 系数对样品本身的差异

不敏感。 
 

 

图 1  用海灵格距离评价 T-RFLP 过程中产生的误差 
Fig. 1  Measure the variation of T-RFLP by Hellinger dis-
tance 
注: 图中数据为平均值 ± 标准差, 不同的小写字母表示不同过

程处理之间的海灵格距离在不同样品间的差异显著性(P < 0.05, 
n = 3). 
Note: Bars with different letters indicates that means are signifi-
cantly different between samples. Data are means ± standard devia-
tion (P < 0.05, n = 3). 
 

 

图 2  用 Sorenson 系数评价 T-RFLP 过程中产生的误差 
Fig. 2  Measure the variation of T-RFLP by Sorenson index 
注: 图中数据为平均值 ± 标准差, 不同的小写字母表示不同过

程处理之间的 Sorenson 系数在不同样品间的差异显著性(P < 
0.05, n = 3).  
Note: Bars with different letters indicates that means are signifi-
cantly different between samples. Data are means ± standard devia-
tion (P < 0.05, n = 3). 

2.3  两种距离参数总评 T-RFLP 过程中产生的

误差 
两种评价方法的结果表明, T-RFLP 技术结果的

准确性几乎不受毛细管电泳的影响。以往 T-RFLP

技术大部分试验中所采用的遗传分析仪为 ABI310

型, 由于遗传分析仪的更新换代, 本实验中采用的

遗传分析仪为 ABI3730 型, 结果说明采用 ABI3730

进行 T-RFLP 技术分析同样是可靠的。 

T-RFLP 的数据输出形式允许对大量信息的快

速分析, 由于片段分析软件已经预装于 DNA 测序仪

中, 这些软件能够自动将电泳结果数字化并以表格

方式输出以用于统计分析, 避免了将指纹图谱再数

字化的程序[22]以及在这个过程中引入的误差, 这一

点也优于其它指纹图谱技术。由于产生 T-RFs 图谱

的设备为 DNA 测序仪, 所以图谱的精确度和分辨率

均高于其它方法[23]。 

PCR 过程的步骤差异会导致相当大的误差, 对

同一样品在相同条件下进行多次 PCR 最终产生的结

果间差异较大; 对不同的样品 PCR 过程引入的误差

程度不相同, 且没有规律性。为了减少 PCR 步骤对

结果准确性的影响, 一般采取混合同一个样品的多

次 PCR 产物, 再进行下游分析。然而, 所有依赖于

PCR 的多样性分析方法都存在这个缺陷, 而目前在

国内, 要想研究环境中某一类微生物的多样性几乎

离不开 PCR 这个步骤。虽然宏基因组测序和大规模

的芯片技术(例如 Geochip)可以较好地解决这一问

题, 并同时能全面检测环境中微生物的组成、数量、

功能及相互的联系, 但是由于种种原因, 这些技术

在中国还没有得到广泛的应用。 

尽管 T-RFLP 技术是建立在 PCR 基础上, 但是

有研究认为, 在混合多次 PCR 产物的情况下它的重

复性好, 对平行样分析得到的峰也是几乎完全一样

的, 因此用它来进行定性和定量分析是可靠的[24]。 

不论是海灵格距离作为参数还是 Sorenson 系数

作 为 参 数 , 其 比 较 结 果 均 显 示 限 制 性 内 切 酶 对

T-RFLP 的结果产生重要的影响, 相同的样品用不同

的限制性内切酶消化后产生的图谱之间的相似度很

低, 但是对样品本身的差异不敏感。因此, 只要选用

相同的内切酶, T-RFLP 技术在目前同类技术中具有

不可比拟的优势。 
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