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摘　要：通过对４种具有不同裂解方式的微生物总ＤＮＡ提取方法的比较，筛选出较佳的方法进行滤膜

处理、ＤＮＡ抽提及沉淀的优化，再将优化出的传统ＤＮＡ提取方法与商业化试剂盒提取方法比较．结

果表明：商业化试剂盒提取总ＤＮＡ的方法适用于冰川表层雪微生物总ＤＮＡ的提取；其次，将滤膜剪

碎，用溶菌酶 （５ｍｇ·ｍＬ－１）＋ 蛋白酶Ｋ（１ｍｇ·ｍＬ－１）＋ＣＴＡＢ（１％）＋ＳＤＳ（１％）的裂解方 式，氯

仿：异戊醇 （２４∶１）抽提一次，乙醇沉淀ＤＮＡ的提取方法是一种效果较佳且廉价的冰川表层雪微生物

总ＤＮＡ提取方法．
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０　引言

　　 微 生 物 随 着 大 气 环 流 和 降 水 沉 积 于 冰 川

中［１－３］，成为极端低温环境中的主要生命形式．冰

川微生物影响冰川的表面反照率和水文化学，而且

扮演冰川的初级生产者，在其物质循环和能量流动

中起着重要作用［４－８］．起初，冰川微生物的 研 究 主

要是依靠传统培养方法对不同区域冰芯和雪坑中可

培养微生物群落结构和 多 样 性 的 研 究［９－１５］．但 是，
自然环境中可培养微生物可能不及所有微生物总数

的１％［１６－１７］，成为环境微生物研 究 的 限 制 性 因 素．
因此，自２０世纪８０年代中期以来，一些微生物学

家开始通过免培养法 （ｃｕｌｔｕｒｅ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ），直接

利用分子 杂 交、ＤＧＧＥ（ＴＧＧＥ）和 高 通 量 测 序 等

分子生物学方法对环境微生物的数量、群落结构和

功能等特征 进 行 研 究［１６］．然 而，这 些 技 术 的 基 础

以提取环境样品中微生物总ＤＮＡ为前提．
　　所有环境微生物总ＤＮＡ的提取都分为样品的

预处理、细胞裂解（物理裂解、化学裂解、酶裂解以

及裂解方式的结合）及ＤＮＡ的抽提、沉淀和纯化．

目前，多家生物公司已生产出各种环境样品微生物

总ＤＮＡ提取 的 试 剂 盒，与 传 统 提 取 方 法 相 比 较，
使用试剂盒比较省时省力，适合于大批样 品ＤＮＡ
的提 取，但 其 成 本 较 高，应 用 受 到 一 定 的 局 限 性．
由于环境样品本身各自的特性，在已经提出的提取

方法中还没 有 一 种 方 法 适 合 于 所 有 样 品 微 生 物 总

ＤＮＡ的提取．冰川微生物生物量低［１８］，而且主要

以革兰氏阳性菌为主［１９］，因此，建立可靠的高质量

微生物总ＤＮＡ提取方法，对研究冰川微生物的分

子多态性及其在地球生物化学循环中的作用具有重

要意义．本研究首先对４种裂解方式不同的微生物

总ＤＮＡ提取方法进行筛选，再从冰雪微生物的过

滤到ＤＮＡ沉淀 进 行 优 化，将 优 化 出 的ＤＮＡ提 取

方法与试剂盒提取方法作比较，从而筛选出较佳的

ＤＮＡ提取方法用于冰川微生物多样性的研究．

１　材料与方法

１．１　供试菌株

　　将本实验室保存的分离自冰雪样品中的４种不

同种属的革兰氏阳性菌Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ，Ｃｌａｖｉ－

第３４卷　第２期

２　０　１　２年４月
冰　川　冻　土

ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＧＬＡＣＩＯＬＯＧＹ　ＡＮＤ　ＧＥＯＣＲＹＯＬＯＧＹ
Ｖｏｌ．３４　Ｎｏ．２
Ａｐｒ．２　０　１　２



ｂａｃｔｅｒ　ｓｐ，Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａ　ｓｐ和 Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ　ｓｐ
分别接入ＬＢ液体培养基，以１８０ｒｐｍ，在２５℃培

养后用于总ＤＮＡ提取．
１．２　供试雪样

　　２０１１年４月末和６月初在祁连山老虎沟１２冰

川（３９°２６′Ｎ，９６°３３′Ｅ）海拔４　６００ｍ处，采样者身

穿洁净服，佩戴口罩和 ＰＥ手套采集表面雪样，装

入预先无菌处理的塑料瓶中，低温运回实验室置于

冷库中（≤－１５℃）备用．
１．３　冰雪微生物总ＤＮＡ提取方法

　　将液体培养的每种供试菌株１．５ｍＬ依次加入

同一个２ｍＬ离心管以８　０００ ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，弃

上层液相，收集细胞，参照以下４种不同方法提取

其总ＤＮＡ，每种方法设３个重复．
１．３．１　Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ提取方法

　　参照Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ等［２０－２１］的方法稍加改动．
将收集的细胞悬浮于２００μＬ裂解缓冲液 （５０ｍＭ
蔗糖；２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ；１０ｍＭ　ＥＤＴＡ，ｐＨ　８．０）中，加

入５０μＬ溶菌酶 （２０ｍｇ·ｍＬ－１），３７℃水浴１．５
ｈ，加入１０μＬ蛋白酶Ｋ（２０ｍｇ·ｍＬ－１）与１５μＬ
ＳＤＳ（ｗｔ／ｖｏｌ，２０％），３７℃水浴３０ｍｉｎ，５５℃水浴

２ｈ 后，加 入 预 热 的 ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ溶 液 （１０％
ＣＴＡＢ；０．７Ｍ ＮａＣｌ），６５℃水 浴３０ｍｉｎ，８　０００
ｒｐｍ离 心１５ｍｉｎ，将 上 层 液 相 转 入 另 一 洁 净 的２
ｍＬ离 心 管 后，加 入 等 体 积 的 酚：氯 仿：异 戊 醇

（２５∶２４∶１），充分混匀，１２　０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，
收集上层液相，加入２／３体积预冷的异丙醇，颠倒

混匀，－２０℃过夜，１２　０００ｒｐｍ离心２０ｍｉｎ，弃液

相，加入２５０μＬ冰乙醇（７０％）清洗沉淀２次，室温

晾干，加入２０μＬ　ＴＥ溶解，－２０℃保存备用．
１．３．２　Ｌｉｕ提取方法［２２］

　　将收 集 的 细 胞 悬 浮 于１ｍＬ　ＧＴＥ缓 冲 液（５０
ｍＭ 葡 萄 糖；２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ；１０ｍＭ　ＥＤＴＡ，ｐＨ
８．０）中，３７℃水浴２ｈ，加入１０μＬ蛋白酶Ｋ（２０
ｍｇ·ｍＬ－１）、１４０μＬ　ＮａＣｌ（５Ｍ）和 ５５μＬ　ＳＤＳ
（２０％），６５℃水浴１．５ｈ，８　０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，
将上层液相转入另一洁净的２ｍＬ离心管中，加入

等体积的酚：氯仿：异戊醇 （２５∶２４∶１），充分混

匀，１０　０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，再一次将上层液相转

入另一洁净的２ｍＬ离心管中，加入等体积的氯仿：
异戊醇（２４∶１），充 分 混 匀，１０　０００ｒｐｍ 离 心１５
ｍｉｎ，收集 上 层 液 相，加 入 等 体 积 预 冷 的 异 丙 醇，

－２０℃过夜，１２　０００ｒｐｍ离心２０ｍｉｎ，弃液相，加

入５００μＬ乙醇 （７５％）吹洗沉淀２次，室温晾干，

加入５０μＬ　ＴＥ溶解，－２０℃保存备用．
１．３．３　Ｚｈｏｕ提取方法［２３］

　　将收集的细胞悬浮于６５０μＬ　ＤＮＡ提取缓冲液

（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．０）；１００ｍＭ　ｓｏｄｉｕｍ
ＥＤＴＡ（ｐＨ　８．０）；１００ｍＭ　ｓｏｄｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ｐＨ
８．０）；１．５ＭＮａＣｌ；１％ＣＴＡＢ）中，加入５μＬ溶菌

酶（１０ｍｇ·ｍＬ－１），在２２５ｒｐｍ，３７℃下 振 荡２０
ｍｉｎ，加５μＬ蛋白酶Ｋ（１０ｍｇ·ｍＬ－１），继续振荡

２０ｍｉｎ，加 入７５μＬ　ＳＤＳ（２０％），６５℃水 浴２ｈ，
在此过 程 中 每１５～２０ｍｉｎ轻 轻 翻 转 离 心 管 一 次，

８　０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，收集上清液转入另一洁净

的２ ｍＬ 离 心 管，加 入 等 体 积 的 氯 仿：异 戊 醇

（２４∶１），充分混匀，１０　０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，吸取

上层液相转入 另 一 洁 净 的２ｍＬ离 心 管，加 入２／３
倍 体 积 预 冷 的 异 丙 醇，充 分 混 匀，室 温 过 夜，

１２　０００ｒｐｍ离心３０ｍｉｎ，弃液相，７５％乙醇漂洗沉

淀２次，室温晾干，加入５０μＬ超纯水溶解，－２０
℃保存备用．
１．３．４　冻融法

　　将收集的细胞悬浮在６５０μＬ　ＤＮＡ提取缓冲液

中进行３次反复 冻 融 过 程（液 氮 中２ｍｉｎ；６５℃水

浴中１０ｍｉｎ）［２４］，以下步骤同Ｚｈｏｕ提取方法［２３］．
１．４　滤膜处理、ＤＮＡ抽提及沉淀的优化

　　采集的冰川表层雪在４℃下溶化后，如表１所

示：１）将约８００ｍＬ融水平均过滤到４张０．２２μｍ
的膜上，将滤膜分剪碎（Ｊ）和 完 整（Ｗ）２种 处 理 方

式转入装有２００μＬ 裂解液的２ｍＬ离心管中，以

下步骤同Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法提取总ＤＮＡ；２）将 约

１　１００ｍＬ融 水 平 均 过 滤 在６张０．２２μｍ 的 膜 上，

然后将膜完整的转入装有２００μＬ 裂解液的离心管

中，设３种ＤＮＡ抽提方式，即ＦＬ（第一次用等体

积的酚：氯仿：异戊醇 （２５∶２４∶１）抽提；第二次

用等体积的氯仿：异戊醇 （２４∶１）抽 提）、ＬⅡ（用

等体积的氯仿：异戊醇 （２４∶１）抽提２次）和ＬⅠ
（用等体积的氯仿：异戊醇（２４∶１）抽提１次），其

他步骤同Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法提取总ＤＮＡ；３）将 约

６００ｍＬ融水平均过滤在４张０．２２μｍ的膜上，然

后将膜完整 的 转 入 装 有２００μＬ 裂 解 液 的 离 心 管

中，设用３倍体积的纯乙醇沉淀（Ｙ）和用２／３体积

的异丙醇沉淀（Ｂ）２种ＤＮＡ沉淀方式，其 它 步 骤

同Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法 提 取 总ＤＮＡ．以 上 所 有 处 理

设２个重复，并计算每个重复第一次水浴及第二次

与第三次水浴混合的平均ＤＮＡ产率．
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表１　ＤＮＡ提取中滤膜处理、抽提和沉淀的优化

Ｔａｂｌｅ　１　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｉｎｇ　ｆｉｌｔｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

处理 过滤体积／ｍＬ 滤膜处理 抽提 沉淀

Ｊ　 ２００ 剪碎膜 同ＬⅡ 同Ｂ

Ｗ　 ２００ 膜完整 同ＬⅡ 同Ｂ

ＦＬ　 １８０ 同 Ｗ
第一次用等体积的酚：氯仿：异戊醇（２５∶２４∶１）

抽提；第二次用等体积的氯仿：异戊醇（２４∶１）抽提
同Ｂ

ＬⅡ １８０ 同 Ｗ 等体积的氯仿：异戊醇（２４∶１）抽提２次 同Ｂ

ＬⅠ １８０ 同 Ｗ 等体积的氯仿：异戊醇（２４∶１）抽提１次 同Ｂ

Ｙ　 １５０ 同 Ｗ 同ＬⅡ ３倍体积的纯乙醇沉淀

Ｂ　 １５０ 同 Ｗ 同ＬⅡ ２／３体积的异丙醇沉淀

１．５　优化后的提取方法与试剂盒提取方法的比较

　　将Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法 和Ｚｈｏｕ法 的 滤 膜 处 理、

ＤＮＡ抽提及沉淀步骤优化后命名为ＺＥ和ＺＨ．然

后将约１　８００ｍＬ表层雪融水平均过滤在９张０．２２

μｍ的膜上，用 ＭＯＢＩＯ试剂盒（ＰｏｗｅｒＷａｔｅｒ　ＤＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，型 号：１４９００－５０－ＮＦ）、ＺＥ和ＺＨ 提

取方法提取其总ＤＮＡ，筛选较佳的冰川微生 物 总

ＤＮＡ提取方法．
１．６　微生物ＤＮＡ质量检测

　　ＤＮＡ的浓度和２３０，２６０，２８０ｎｍ处的光密度

值采用美国Ｎａｎｏｄｒｏｐ公司的ＮＤ－１０００紫外分光光

度计 测 定． 并 以 Ａ２６０／Ａ２３０（ＤＮＡ／腐 植 酸）和

Ａ２６０／Ａ２８０（ＤＮＡ／蛋白 质）的 比 值 来 评 价ＤＮＡ纯

度．
１．７　ＰＣＲ扩增

　　采用细菌１６ＳｒＤＮＡ基因的通用引物对１．５所

提 取 的 ＤＮＡ 进 行 扩 增，引 物 为 ８－２７ｆ （５’－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３’） 和 １５０７－
１４９２ｒ （５ ’－ＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３’）［２５］．扩 增 体 系：１×ＰＣＲ缓冲液 （ＭＢＩ），２．５
ｍＭ　ＭｇＣｌ２（ＭＢＩ），正 反 向 引 物 各０．２ μＭ，０．２
ｍＭ　ｄＮＴＰ，１ＵＴａｑ　ＤＮＡ 聚合酶（ＭＢＩ），４μＬ上

述提取液用作ＤＮＡ模板，总反应 体 系２５μＬ．同

时用无 菌 去 离 子 水 代 替ＤＮＡ模 板 用 作ＰＣＲ反 应

的阴性对照．扩增条件：９４℃预变性１ｍｉｎ；９４℃
变性１ｍｉｎ，复性温度５８℃１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５
ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物用

１．０％（ｗｔ／ｖｏｌ）琼脂糖凝胶电泳检测．

２　结果与讨论

２．１　不同ＤＮＡ提取方法的比较

　　表２中４种 提 取 方 法 的 Ａ２６０／Ａ２８０值 都 在

１．８～２．０，表 明 酚 和 氯 仿 对 蛋 白 质 的 去 除 效 果 很

好．Ａ２６０／Ａ２３０的值都大于２．０，表明基本没有试

剂杂质残留［２６－２７］．由 于 本 试 验 是 对 液 体 培 养 的 菌

体总ＤＮＡ的提取，相对环境样品无腐殖酸等杂质

的污染，因此提取ＤＮＡ产率的差异主要源于裂解

方式的不 同．冰 雪 细 菌 以 革 兰 氏 阳 性 菌 为 主 要 类

群，以复杂的细胞壁结构适应极端的低温环境［１９］．
所以，此试验采用４种具有不同裂解方式的提取方

法对革兰氏阳性混合菌体提取总ＤＮＡ．裂解 方 式

中不同浓度的溶菌酶和蛋白酶 Ｋ分别溶解细胞壁

和蛋白质，ＣＴＡＢ和ＳＤＳ破坏脂质双分子层，破裂

细胞，反 复 冻 融 可 以 破 解 细 胞 结 构．试 验 结 果 表

明，Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法 所 提 取 ＤＮＡ 产 率 高 于 其 它

３种 方 法 的，但 与 冻 融 法 和Ｚｈｏｕ法 的 无 显 著 性 差

表２　４种不同提取方法的ＤＮＡ产率及纯度

Ｔａｂｌｅ　２　Ｙｉｅｌｄ　ａｎｄ　ｐｕｒｉｔｙ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ｍｅｔｈｏｄｓ

方法 ＤＮＡ产率／（ｎｇ·μＬ－１） Ａ２６０／Ａ２８０ Ａ２６０／Ａ２３０

Ｚｈｏｕ法 １５５．２３０±８２．７９２　 １．９５３±０．０２１　 ２．１１０±０．１２０

冻融法 １６２．５７０±９４．３３０　 １．９２０±０．０４４　 ２．０３７±０．１２２

Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法 ２０２．０７０±３８．５１１　 １．９５０±０．０１０　 ２．０９０±０．０１７

Ｌｉｕ法 ４９．６５０±１２．０９２　 １．９３５±０．０２１　 ２．２２５±０．０３５

　　注：表中数值为平均值±标准差（ｎ＝３）．

０８４　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冰　　　川　　　冻　　　土 　　３４卷　



异（ｐ＞０．０５），说 明 反 复 冻 融 不 能 显 著 提 高 ＤＮＡ
产率；Ｌｅｆｆ等同样发现冻融法对沉积物中ＤＮＡ的

提取质量没影响［２８－２９］；Ｌｉｕ法提取的ＤＮＡ浓度低

于其它３种方法的，且显著低于Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法

的（ｐ＜０．０５），其裂解方式中无ＣＴＡＢ，可 能 是 降

低了裂 解 作 用，从 而 减 少 了ＤＮＡ的 产 率．ＣＴＡＢ
不但有 去 除 腐 殖 酸 的 作 用，还 有 类 似ＳＤＳ的 裂 解

作用［３０－３１］．因 此，Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法 和Ｚｈｏｕ法 提

取方法中的裂解方式比较有效，即溶菌酶＋蛋白酶

Ｋ＋ＣＴＡＢ＋ＳＤＳ．
２．２　ＤＮＡ提取中滤膜处理、抽提和沉淀的优化

　　第二次和第三次水浴收集的ＤＮＡ量占到总量

的２５％～３７％（表３），因此，有必要将第一次水浴

离心的沉淀进行重复的水浴步骤以提高ＤＮＡ的总

产率．重复提取在土壤微生物总ＤＮＡ的提取过程

中也是有效的［２３］．在对膜的处理中，将膜剪碎可以

明显提高ＤＮＡ产率（ｐ＜０．０１），处理Ｊ的ＤＮＡ产

率是 Ｗ 的２．６倍，但处理Ｊ的Ａ２６０／Ａ２８０值小于

Ｗ 的，可能在６５℃水浴过程中，碎膜很少一部分

溶于提取液 中，干 扰 了 ＤＮＡ的 蛋 白 质 抽 提 效 果．
在蛋白质抽提处理中，处理ＬⅠ的ＤＮＡ产率明显

高于处理ＬⅡ和ＦＬ，而处理ＬⅡ和ＦＬ的ＤＮＡ产

率相近，说明抽提次数增加会损失ＤＮＡ量．处理

ＦＬ的Ａ２６０／Ａ２８０值大于ＬⅡ和ＬⅠ的，接近２．０，
而ＬⅡ和ＬⅠ的Ａ２６０／Ａ２８０值相近，因此处理ＦＬ
和 ＬⅠ是各有优势的２种抽提方法，处理ＦＬ适合

于复杂的环境样品，而处理ＬⅠ适合于生物量低的

冰雪样品．在ＤＮＡ的沉淀处理中，处理Ｙ的总产

率明显高于处 理Ｂ的，且 它 的 Ａ２６０／Ａ２３０值 大 于

处理Ｂ的 （ｐ＜０．０５），即在冰雪微生物ＤＮＡ提取

中，乙醇沉淀比异丙醇有效．
２．３　优化后的提取方法与试剂盒提取方法的比较

　　３种方法提取ＤＮＡ产率的比较结果是方法ＺＥ
＞试剂盒法 ＞ＺＨ（表４），但三者无显著差异（ｐ＞
０．０５）．这三 种 方 法 提 取 老 虎 沟１２冰 川 表 层 雪 的

ＤＮＡ产率远大于尚天翠用高盐法提取其它冰川雪

样品的［３２］，一 方 面 可 能 由 于 这 三 种 方 法 比 高 盐 法

有效；另一方面也可能由于不同冰川冰雪微生物的

数量和群落结构不同［３３－３４］．ＺＨ、ＺＥ和试剂盒法的

Ａ２６０／Ａ２８０值在１．８～２．０的范围，即优化后的方

法ＺＥ和ＺＨ及试 剂 盒 法 对 冰 川 表 面 雪 样ＤＮＡ提

取中的蛋白 质 去 除 彻 底；三 者 的 Ａ２６０／Ａ２３０值 都

小于２．０，即这三种方法提取的ＤＮＡ有腐殖 酸 等

杂质的污染，但试剂盒法的Ａ２６０／Ａ２３０大于其它２
种方法的；对三种方法提取的ＤＮＡ　１６ＳｒＤＮＡ扩

增 结 果 是（图１），方 法ＺＨ提 取 的ＤＮＡ的３个 重

表３　滤膜处理、抽提和沉淀对ＤＮＡ产率的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｆｉｌｔｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ，ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ＤＮＡ

处理
第１次水浴ＤＮＡ产率

／（ｎｇ·μＬ－１）

第２和３次水浴ＤＮＡ

产率之和／（ｎｇ·μＬ－１）

ＤＮＡ总产率

／（ｎｇ·μＬ－１）

第２和３次水浴ＤＮＡ

产率之和所占比例／％
Ａ２６０／Ａ２８０ Ａ２６０／Ａ２３０

Ｊ　 ０．１３０±０．０７５　 ０．０４３±０．０１８　 ０．１７３±０．０９３　 ２５　 １．６１０±０．０７７　 ０．７１３±０．２６５

Ｗ　 ０．０５２±０．００４　 ０．０２４±０．００１　 ０．０７６±０．００５　 ３２　 １．７４５±０．０４５　 ０．６０３±０．１７６

ＦＬ　 ０．０４６±０．００６　 ０．０２６±０．００１　 ０．０７２±０．００７　 ３６　 １．９１５±０．２３３　 ０．５２８±０．１７８

ＬⅡ ０．０５１±０．０００　 ０．０３０．±０．００４　 ０．０８１±０．００４　 ３７　 １．７３３±０．１８８　 ０．５４０±０．１４３

ＬⅠ ０．０７６±０．０２３　 ０．０３０±０．００３　 ０．１０６±０．０２６　 ２８　 １．７４８±０．０．２２５　０．５９５±０．１７４

Ｂ　 ０．００６±０．００４　 ０．００２±０．００１　 ０．００８±０．００５　 ２９　 １．７３７±０．０８３　 ０．５０５±０．３６８

Ｙ　 ０．０３１±０．０１４　 ０．０１５±０．００１　 ０．０４６±０．０１５　 ３３　 １．７１０±０．６２９　 ０．９７８±０．３１２

　　注：表中数值为平均值±标准差（ｎ＝２）．

表４　优化后提取方法与试剂盒提取方法的ＤＮＡ产率和纯度

Ｔａｂｌｅ　４　Ｙｉｅｌｄ　ａｎｄ　ｐｕｒｉｔｙ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｔｗｏ　ｍｅｔｈｏｄｓ

方法
ＤＮＡ产率

／（ｎｇ·μＬ－１）
ＣＶ／％ Ａ２６０／Ａ２８０　 ＣＶ／％ Ａ２６０／Ａ２３０　 ＣＶ／％

ＺＨ　 ０．０１５±０．０１０　 ６７　 ２．００５±０．５３０　 ２６　 ０．８２０±０．１８４　 ２２

ＺＥ　 ０．０３４±０．０１４　 ４１　 １．９３０±０．３１１　 １６　 ０．８４０±０．０１０　 １２

试剂盒法 ０．０２０±０．００８　 ４０　 １．８１５±０．０９１　 ５　 １．１４５±０．０１１　 １０

　　注：表中数值为平均值±标准差（ｎ＝３）．

１８４２期 闫沛迎等：冰川表层雪样中微生物总ＤＮＡ几种提取方法的比较研究 　



复不能 都 扩 增 出 条 带，方 法ＺＥ提 取 的ＤＮＡ的３
个重复中，１个扩出的条带亮度强，另 外 的２个 扩

出的条带亮度弱，试剂盒法提取的ＤＮＡ的扩增效

果最好，３个重复都能扩增出清晰 的 条 带，这 可 能

是由于试剂盒法提取的ＤＮＡ相对较纯．重复间的

变异系数（ＣＶ）可 以 比 较 不 同 提 取 方 法 所 得 ＤＮＡ
各参数的变异度大小，进而比较ＤＮＡ提取方法重

复性的好 坏［３５］．试 剂 盒 法 的３个 重 复 的 ＤＮＡ 产

率，Ａ２６０／Ａ２８０和Ａ２６０／Ａ２３０值的变异 系 数 都 小

于其它２种提取方法各参数的变异系数，说明试剂

盒法的重复性 最 好，其 次 是ＺＥ的ＤＮＡ各 参 数 的

变异系 数，除 Ａ２６０／Ａ２８０值 的 以 外，其 它 的 接 近

试剂盒法的，因而方法ＺＥ也是一种可取的冰川微

生物总ＤＮＡ提取方法．

图１　３种方法提取的ＤＮＡ的１６ＳｒＤＮＡ扩

增产物电泳图谱

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｋｅｒ；１～３．ＺＨ提取方法；

４～６．ＺＥ提取方法；７～９．试剂盒提取法

Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

１６ＳｒＤＮＡ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｆｒｏｍ　ｇｌａｃｉｅｒ

ｓｕｒｆａｃｅ　ｓｎｏｗ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ　ｍｅｔｈｏｄｓ

３　结论

　　首先选用４种以不同裂解方式为主的ＤＮＡ提

取方法对实验室混合培养的革兰氏阳性冰雪细菌提

取总ＤＮＡ，并对４种方法提取的ＤＮＡ产率进行比

较评 价，筛 选 出Ｚｈｏｕ法 和Ｂｏｓｓｈａｒｄ－Ｂａｎｏ法 的 裂

解方式较好，即溶菌酶＋蛋白酶Ｋ＋ＣＴＡＢ＋ＳＤＳ；
在冰川表层雪ＤＮＡ提取步骤中，优化出１）较佳的

膜处理方式，即将膜 剪 碎 有 利 于ＤＮＡ的 提 取；２）
适合于冰雪微生物ＤＮＡ的抽提方法，即氯仿抽提

一 次；３）高 效 的 核 酸 量 沉 降 法，即 用 乙 醇 沉 淀

ＤＮＡ．最后，将优化后的ＤＮＡ提取方法与试剂盒

法作比较，ＤＮＡ参数和ＰＣＲ扩增结果显示试剂盒

法适于冰川表 面 层 雪 微 生 物 多 样 性 的 研 究．其 次，

方法ＺＥ也是一种效果较好且廉价的冰川微生物总

ＤＮＡ提取方法．
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