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　　摘要：克隆番茄黄化曲叶病毒的复制酶基因（ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ），并构建其植物表达载体，通过农杆菌介导法转入番
茄子叶外植体。经过共培养、潮霉素筛选和分化再生，获得２１株潮霉素抗性植株。ＰＣＲ检测和 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ检测结
果表明，有３株呈阳性检测反应，说明ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因已整合到番茄基因组中，阳性率为１４．３％。烟粉虱接种试验
结果表明，番茄转基因植株较非转基因植株对番茄黄化曲叶病毒的抗性明显增强。
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　　番茄在中国各蔬菜产区均有大面积的种植，在我国蔬菜
周年供应中占有非常重要的地位。随着温室大棚的推广及蔬

菜反季节栽培效益的提高，温室番茄栽培面积连年增长，其病

害的发生也呈现逐步加重的趋势。近年来，在番茄主产区相

继发现的番茄黄化曲叶病毒，对番茄植株的生长、开花、坐果

等方面均产生严重的危害，给当地的番茄生产带来巨大的经

济损失［１－６］。番茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，
ＴＹＬＣＶ）属双生病毒科（Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｉｄａｅ）菜豆金色花叶病毒属
（Ｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓ）［４－７］，是一类世界范围内广泛发生的单链环状
ＤＮＡ病毒。自１９８６年首次将烟草花叶病毒（ＴＭＶ）外壳蛋
白（ｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＰ）基因导入烟草培育出抗ＴＭＶ植株以来，
利用病毒本身的基因导入植物获得抗病毒植株已成为抗病毒

基因工程的重要手段。在番茄转基因抗病毒育种中，主要利

用病毒的外壳蛋白基因和复制相关蛋白（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ－ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｒｅｐ）基因。

复制酶是指由病毒编码的，能特异合成病毒正负链 ＲＮＡ
的ＲＮＡ聚合酶，其核心功能是合成全长的病毒基因组 ＲＮＡ。
在病毒编码的复制酶组分中存在多个保守序列，这些序列对

聚合酶的活性必不可少［８］。自１９９０年 Ｇｏｌｅｍｂｏｓｋｉ等将 ＴＭＶ
Ｕ１株编码的复制酶的一部分基因序列转入烟草中，得到了高
抗的烟草植株［９］以来，人们已对许多病毒的复制酶基因介导

的抗病性及其抗性机制开展了深入研究［１０－１３］。但利用转番

茄黄化曲叶病毒的复制酶基因来获得番茄抗黄化曲叶病毒的

实例还未见报道。本研究从番茄黄化曲叶病毒株中克隆黄化

曲叶病毒的复制酶基因，并将其转入番茄中以期获得抗番茄

黄化曲叶病毒植株，从根本上解决当前番茄普遍存在的病害

问题，尽快培育出适合山东乃至国内主要番茄种植区的抗番

茄黄化曲叶病毒株系，以满足目前番茄产业的需求。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　植物材料　植物受体番茄品种菜都六号购于山东省
寿光市金田种苗有限公司。ＴＹＬＣＶ病毒样品采自山东省寿
光市，番茄植株上部卷曲黄化及矮缩等具有感染番茄黄花曲

叶病毒典型症状的叶片。

１．１．２　菌株与试剂　限制性内切酶 ＢｇｌⅡ、Ｅｃｏ９１１、
Ｔ４－ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ均购自 ＭＢＩ公司，ＴａｑＤＮＡ聚
合酶、碱性磷酸酶购自宝生物工程有限公司，植物基因组

ＤＮＡ提取试剂盒、凝胶快速纯化试剂盒、质粒小量提取试剂
盒等均购自北京全式金公司。植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４、
农杆菌ＬＢＡ４４０４由山东农业大学竺晓平老师惠赠。大肠杆
菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α、ＢＬ２１由笔者所在实验室保存。琼
脂糖、胰蛋白胨、酵母提取物、氨苄青霉素（Ａｍｐ）、卡那霉素
（Ｋａｎ）、头孢霉素（Ｃｅｆ）、潮霉素（Ｈｙｇ）、乙酰丁香酮（ＡＳ）、利
福平（Ｒｉｆ）、链霉素（Ｓｔｒ）、６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）、３－吲哚
乙酸（ＩＡＡ）均购自 Ｓｉｇｍａ公司，其他试剂为国产分析纯。引
物均由北京华大基因科技有限公司合成，其序列如表１所示。
１．１．３　培养基　基本培养基为ＭＳ培养基，各培养基附加蔗
糖３０ｇ／Ｌ、琼脂７．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值调至５．８。种子发芽的培养基
为 １／２ＭＳ；预培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．０５ｍｇ／Ｌ；共培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
００５ｍｇ／Ｌ；选择培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．０５ｍｇ／Ｌ＋Ｈｙｇ１０ｍｇ／Ｌ＋Ｃｂ４００ｍｇ／Ｌ；生根培基为１／２ＭＳ＋
ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ＋Ｈｙｇ１０ｍｇ／Ｌ＋Ｃｂ２００ｍｇ／Ｌ。
１．２　试验方法
１．２．１　ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因的克隆　用植物基因组ＤＮＡ提取
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表１　供试引物的序列情况

引物 引物序列（５′→３′） 备注

Ｒｅｐ－Ｆ ＣＣＡＴＴＡＧＧＴＧＴＣＣＡＧＧＴＡＴ
Ｒｅｐ－Ｒ ＴＡＣＡＣＧＣＴＴＡＣＧＣＣＴＴＡＴ

Ｒｅｐ－１３０４－Ｆ ＧＣＡＧＡＴＣＴＡＴＧＣＣＴＣＧＴＴＴＡＴＴ 下划线为ＢｇｌⅡ酶切位点
Ｒｅｐ－１３０４－Ｒ ＡＣＴＡＧＴＴＴＡＣＧＣＣＴＴＡＴＴＧＧＴＴＴＣＴ 下划线为ＳｐｅⅠ酶切位点

试剂盒提取番茄病叶总ＤＮＡ，根据ＧｅｎＢａｎｋ中双生病毒序列
设计引物Ｒｅｐ－Ｆ和Ｒｅｐ－Ｒ，以提取的番茄病叶总 ＤＮＡ为模
板，进行 ＰＣＲ扩增，反应体系如下：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２５μＬ，Ｒｅｐ－Ｆ（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，Ｒｅｐ－Ｒ（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）
１．０μＬ，模板ＤＮＡ１．０μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至终体积２５．０μＬ。反
应条件为：９４℃变性４５ｓ，５３℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃继续延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．０％琼脂糖凝
胶电泳检测。

１．２．２　ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因片段的回收及克隆载体的连接、转
化　用凝胶快速纯化试剂盒对符合预期大小的片段进行回
收、纯化。采用冻融法将连接产物转入Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１感受态细
胞中，将菌液涂布于 ＬＢ＋Ｔｅｔ１００ｍｇ／Ｌ＋Ａｍｐ５０ｍｇ／Ｌ的平
板上，室温放置 １ｈ，待菌液完全被吸收后，倒置平板放于
３７℃ 培养过夜。
１．２．３　转化子的鉴定　从转化平板上挑取白色菌斑，用含有
５０ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的液体培养基于３７℃振荡培养箱中培
养６ｈ，用质粒小量提取试剂盒提取质粒，用引物 Ｒｅｐ－Ｆ、
Ｒｅｐ－Ｒ进行ＰＣＲ检测，限制性内切酶 ＢｇｌⅡ和 ＳｐｅⅠ进行双
酶切鉴定阳性克隆的正确性，将含有的重组质粒阳性克隆命

名为ｐＴ－Ｒｅｐ－１，并送上海生工生物工程技术服务有限公司
测序。

１．２．４　植物表达载体的构建　按照图１所示基因图谱构建
植物表达载体。用ＢｇｌⅡ和ＳｐｅⅠ将ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因从克隆
载体ｐＴ－Ｒｅｐ－１上切下，然后与同样双酶切的植物表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４连接后，转化至大肠杆菌中，在含有 ５０ｍｇ／Ｌ
Ｋａｎ抗性的平板上进行培养。挑取阳性克隆进行 ＰＣＲ及
ＢｇｌⅡ、ＳｐｅⅠ双酶切鉴定。将连接正确的重组质粒命名为
１３０４－Ｒｅｐ，并送上海生工生物工程技术服务有限公司
测序。　　

１．２．５　番茄外植体材料的获得　选取饱满、大小一致、新鲜
的番茄种子用清水反复冲洗数次，先后用７５％乙醇对番茄种
子消毒３０ｓ、２０％次氯酸钠消毒１０ｍｉｎ，无菌水冲洗４～５遍，
无菌滤纸吸干后，接种于种子发芽培养基中。暗培养至大多

数种子发芽露白后，将其放到光照 １６ｈ／ｄ、光照强度
１６００～１８００ｌｘ、温度（２４±２）℃的条件下培养１周后，取番
茄无菌苗的子叶，切去叶尖、叶柄，其余部分切成 ０．５ｃｍ×
０５ｃｍ大小的叶块，子叶正面向上接种至诱导愈伤的培养基
上进行预培养。

１．２．６　农杆菌介导 Ｒｅｐ基因转化番茄　采用冻融法将重组

质粒１３０４－Ｒｅｐ转入农杆菌（ＬＢＡ４４０４）中，于 ＹＥＢ＋Ｒｉｆ
３０ｍｇ／Ｌ＋Ｓｔｒ３０ｍｇ／Ｌ＋Ｋａｎ５０ｍｇ／Ｌ平板上２８℃培养４８ｈ。
挑取含有重组质粒１３０４－Ｒｅｐ转入农杆菌（ＬＢＡ４４０４）单菌
落，接种到加 Ｓｔｒ和 Ｋａｎ的 １０ｍＬ液体 ＹＥＢ中，２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜，以１∶４０加入到新鲜的无任何抗生
素的ＹＥＢ培养基中，于２８℃恒温摇床振荡培养３～４ｈ，取液
体ＭＳ培养基稀释２０倍后用于侵染。收集预培养基上的子
叶放在培养皿中，倒入稀释好的菌液，轻轻摇匀使外植体和菌

液充分接触，侵染１０ｍｉｎ后，取出子叶，置于无菌滤纸上吸去
多余菌液，接种到共培养基上２８℃暗培养３ｄ。经共培养的
外植体，转入抑菌培养基上培养７ｄ后转接于筛选培养基中，
每２周更换新鲜培养基，并逐渐降低 Ｃａｒｂ浓度至２００ｍｇ／Ｌ。
经筛选再生的抗性芽长至１．５～２ｃｍ时，将其切下并剔净基
部附着的愈伤组织，接种到生根培养基上进行生根培养，待幼

苗生长至３～４张真叶时，进行炼苗，移栽至营养钵中。
１．２．７　潮霉素筛选浓度试验　在筛选培养基中分别添加０、
２．５、５、７．５、１０、１２．５、１５、１７．５、２０ｍｇ／ＬＨｙｇ，每个浓度筛选培
养基接种１０～１５个外植体；在（２５±２）℃、光照约１６ｈ／ｄ、光
照强度３０００ｌｘ条件下培养，２０ｄ后观察生长情况。

统计愈伤组织诱导率和不定芽分化率。

１．２．８　番茄抗性植株的检测
１．２．８．１　抗性植株的 ＰＣＲ检测　再生番茄植株的基因组
ＤＮＡ采用ＳＤＳ法微量提取［１４］。以质粒１３０４－Ｒｅｐ作阳性对
照，以未转基因的番茄基因组 ＤＮＡ为阴性对照，利用引物
Ｒｅｐ－１３０４－Ｆ和 Ｒｅｐ－１３０４－Ｒ进行 ＰＣＲ扩增，扩增条件同
“１．２．３”节，ＰＣＲ产物经１０ｍｇ／ｍＬ琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．８．２　抗性植株的 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ检测　对以上扩增的
ＰＣＲ产物进行ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ检测，用生物素地高辛标记的Ｒｅｐ
基因杂交探针、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ转膜、预杂交、杂交、洗膜、检测等方
法均按Ｒｏｃｈｅ公司“ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃ
ｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩ”中的说明进行。
１．２．８．３　转基因番茄 Ｔ１代植株的 ＰＣＲ检测　待转基因番
茄Ｔ１代植株长至２叶１心时，采取尚未脱落的子叶提取基因
组ＤＮＡ。利用ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因上对应的特异引物进行目
的基因的 ＰＣＲ扩增，扩增条件同“１．２．３”节，ＰＣＲ产物经
１０ｍｇ／ｍＬ琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．８．４　转基因番茄Ｔ１代植株的抗病性鉴定　２０１３年３月
在潍坊科技学院蔬菜育种基地将转基因 Ｔ１番茄种子及同品
种的非转基因番茄种子播种于托盘中，当待测番茄植株长到

３～４张真叶时，分别移栽于温室大棚及繁殖保存烟粉虱的防
虫温室，每个番茄材料设计３个重复，每个重复１０株，植株随
机排列，常规管理，分别于移栽后７、１４、２１、４２ｄ观察叶片感
病情况。

对病情调查及抗性评价时，由病级计算病情指数（ＤＩ）。

—２４— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第２期



根据Ｈａｎｓｏｎ等的分级方法［１５－１６］进行病级分级。本研究以

４２ｄ时调查的病情指数为鉴定依据。
病情指数（ＤＩ）＝［（各级发病株数 ×病级数）／（最高发

病级数×调查株数）］×１００。
按病情指数（ＤＩ）分别划分为免疫，不侵染，ＤＩ＝０；高抗

（ＨＲ），０＜ＤＩ＜６．７；抗病（Ｒ），６．７≤ＤＩ＜２００；中抗（Ｍ），
２００≤ＤＩ＜３３．３；感病（Ｓ），３３．３≤ＤＩ＜４６７；高感（ＨＳ），
４６．７≤ＤＩ≤１００。

２　结果与分析

２．１　ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因的ＰＣＲ扩增
以Ｆ－Ｒｅｐ和Ｒ－Ｒｅｐ为引物，番茄病叶总ＤＮＡ为模板进

行ＰＣＲ扩增，得到约１２００ｂｐ的特异性扩增带，与预期结果
一致（图 ２）。以经过 ＰＣＲ检测的重组质粒为模板，用
Ｒｅｐ－１３０４－Ｆ和Ｒｅｐ－１３０４－Ｒ为引物进行 ＰＣＲ扩增，均得
到约 １１００ｂｐ的片段。

２．２　基因序列测定及分析
将所得 ＤＮＡ序列输入 ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ）进行Ｂｌａｓｔ检索，选择并下载相应序列，采用 ＤＮＡＳ
ＴＡＲ、ＤＮＡＭＡＮ和ＭＥＧＡ３．１软件对所得到的核苷酸序列与
ＧｅｎＢａｎｋ中收录的相应基因的核苷酸序列进行比较和分析。
结果证明，番茄黄化曲叶病毒复制酶基因核苷酸序列

１０７４ｂｐ，编码３５７个氨基酸，与 ＧｅｎＢａｎｋ中相应的复制酶基
因序列一致。

２．３　植物表达载体的构建及其转化
将构建好的 １３０４－Ｒｅｐ转化至农杆菌，提取重组质粒

ＤＮＡ，并以此为模板进行 ＰＣＲ扩增，分别得到约１１００ｂｐ特
异性扩增带（图３），片段大小与预期结果一致；经ＳｐｅⅠ和Ｂｇｌ
Ⅱ进行双酶切均得到１条约１１００ｂｐ的条带（图４），测序结
果表明，１０７４ｂｐ的不含终止密码的ＴＹＬＣＶ的Ｒｅｐ基因序列
已正向插入ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４载体中，没有发生移码，碱基没有
改变，与ＧｅｎＢａｎｋ中报道的序列完全一致。

２．４　潮霉素浓度筛选试验
如图５所示，番茄子叶对潮霉素较敏感，当潮霉素浓度为

１０ｍｇ／Ｌ时，尽管仍然存在子叶增厚的现象，但愈伤组织诱导
率急剧下降。当潮霉素浓度为１２．５ｍｇ／Ｌ时，只有少数子叶
加厚，极少诱导出愈伤组织。当潮霉素筛选浓度达到

１５ｍｇ／Ｌ时，无外植体愈伤组织长出，也无外植体膨大、加厚，
外植体在４～６ｄ内相继黄化死亡。为了抑制杀死非转化细
胞，同时又保证转化细胞能正常生长，所以选择潮霉素浓度为

１２．５ｍｇ／Ｌ作为番茄转基因材料的筛选浓度。

２．５　番茄抗性植株的检测
２．５．１　番茄抗性植株的ＰＣＲ检测　将潮霉素筛选呈阳性的
２１株番茄植株组培苗移栽到营养钵中，提取２１株（ＴＹＬＣＶ－
Ｒｅｐ）潮霉素抗性番茄植株叶片及阴性对照的ＤＮＡ，以相应质
粒ＤＮＡ为阳性对照，进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物用１０ｍｇ／ｍＬ
琼脂糖凝胶电泳检测（图６）。结果发现，２１株抗性植株中，
有３株能扩增出与质粒ＤＮＡ大小一致的１２００ｂｐ左右的条
带，而阴性对照和另外 １８株均未扩增出任何条带，说明
ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因已整合到番茄基因组中，阳性率为１４．３％。
２．５．２　转基因番茄植株的ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ检测　选取 ＰＣＲ反
应呈阳性的转基因番茄植株和非转基因番茄植株叶片的总

ＤＮＡ，以非转基因番茄植株叶片总 ＤＮＡ为阴性对照，以质粒
酶切产物为阳性对照，分别经ＳｐｅⅠ和ＢｇｌⅡ进行双酶切后的
酶切产物进行 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ杂交。结果表明，质粒及转基因
番茄植株出现了相应的杂交信号，而未转基因番茄植株则没

有相应的杂交信号（图７）。说明ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因都已经整
合进番茄的基因组中。

２．５．３　转基因番茄Ｔ１代的ＰＣＲ检测　转基因番茄 Ｔ１代植
株长至２叶１心时，采取尚未脱落的子叶提取基因组 ＤＮＡ。
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利用ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因上对应的特异引物进行目的基因的
ＰＣＲ扩增，扩增片段长度分约为１２００ｂｐ，部分样品的电泳结

果见图８。转基因番茄Ｔ１代植株分别检测到４５个阳性植株，
显示ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ基因可以在后代中稳定遗传。

２．５．４　转基因番茄Ｔ１代的抗病性鉴定　利用烟粉虱对转基
因番茄进行侵染试验。用ＰＣＲ反应为阳性的转ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ
基因的番茄抗性植株做侵染试验，以非转基因植株作对照，防

虫温室中植株表现如表２所示，非转基因植株对ＴＹＬＣＶ表现
高感（ＨＳ），而转基因植株对 ＴＹＬＣＶ表现出抗性（Ｒ）。田间
抗病性观察发现，侵染７ｄ后转基因及非转基因植株叶片均
未发现有异常变化；１４ｄ后发现非转基因番茄植株叶片出现
轻微黄化，转基因植株叶片未发现有异常变化；２１ｄ后非转
基因番茄植株叶片表现出典型的黄化卷曲症状，转基因植株

叶片未发现有异常变化；４２ｄ后非转基因番茄植株叶片表现
出典型的严重黄化卷曲症状，转基因植株叶片未发现有异常

变化（图９）。表明转基因番茄植株的抗病性较非转基因植株
明显增强。

表２　番茄黄化曲叶病毒病抗性鉴定结果

品种
侵染接种鉴定

病情指数 抗级
田间鉴定抗级

转基因番茄 ６．８ Ｒ Ｒ
非转基因番茄 ５２．３ ＨＳ ＨＳ

３　结论与讨论

与传统育种方式相比，通过转基因手段获得抗性更具优

越性，转基因操作将有效单基因转入优良的栽培品种中，避免

了常规杂交育种中，受多基因控制及数量性状遗传等复杂性，

从而使植株有效获得相应的抗性。本研究ＴＹＬＣＶ－Ｒｅｐ的全

长序列通过构建相应的植物表达载体将其转入番茄中，获得

了抗病性明显增强的转基因株系，该结果与Ｃａｒｒ等的研究结
果［１７－１８］一致。

在植物对病毒产生抗性的过程中可能涉及到一系列基因

的表达，有些膜上基因的优先表达在植物的防御机制中起非

常重要的作用。Ｃａｒｒ等认为，转基因植物表达的复制酶在病
毒的侵染过程中作为一种调节蛋白发挥功能，打破了病毒正

链和负链复制的平衡［１９］；而 Ｂａｕｌｃｏｍｂｅ则认为，复制酶基因
是在ＲＮＡ水平上介导对病毒的抗性［２０］。利用这些与抗性表

达有关的关键基因通过生物工程手段来提高番茄抗性的调控

机理，仍需进一步研究；另外，对获得相应抗性的番茄在某些

条件下（如高温）会部分丧失抗性的原因，也将是番茄抗病育

种的研究内容之一。

本研究成功克隆了番茄黄化曲叶病毒的复制酶基因，通

过基因工程手段，将抗病基因导入番茄基因组，获得了抗病性

增强的转基因番茄植株，通过 ＰＣＲ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测表明
该复制酶基因已成功转入番茄基因组中，烟粉虱侵染的抗性

鉴定结果表明转基因番茄对 ＴＹＬＣＶ的抗性明显增强。本研
究为培育番茄抗黄化曲叶病毒的抗病品种提供了可靠的理论

依据和相应的技术保障。
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广藿香根际土壤微生物总 ＤＮＡ提取方法的优化
徐　岩，吴友根，张军锋，杨东梅，胡新文

（热带作物种质资源保护与开发利用教育部重点实验室／海南大学园艺园林学院，海南海口５７０２２８）

　　摘要：提取高质量的土壤微生物ＤＮＡ是进行后续分子生物学试验的前提。在３种常用土壤微生物 ＤＮＡ提取方
法的基础上，提出了１种新的优化方案，包括使用添加聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）的磷酸缓冲液对土壤进行预洗、联合使
用ＳＤＳ－ＣＴＡＢ和蛋白酶Ｋ来破碎细胞、用酚－氯仿－异戊醇（２５∶２４∶１）除蛋白质和淀粉等杂质、使用 ＰＥＧ８０００沉
淀ＤＮＡ、用琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化ＤＮＡ等。比较分析了优化的方法与其他３种常用方法所获得的总 ＤＮＡ产率
和纯度的差别，结果表明，优化的方法所提取ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均高于其他３种方法，且ＰＣＲ扩增

条带清晰、ＤＮＡ产率高，土壤中ＤＮＡ得率达８８．７６μｇ／ｇ，表明该方法适宜提取土壤中的微生物ＤＮＡ，从而为研究广藿
香根际土壤微生物种类及其多样性奠定了基础。
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　　广藿香［Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎｃａｂｌｉｎ（Ｂｌａｎｃｏ）Ｂｅｎｔｈ．］为唇形科刺
蕊草属植物，原产于东南亚地区，如马来西亚、菲律宾、印度尼

西亚等国，在我国引种可追溯到梁代或以前［１］，我国的主要

栽培地为海南、广东两省。广藿香以其干燥地上部分入药，是

我国常用的芳香化湿类中药之一，常用于治疗湿浊中阻、脘痞

呕吐、暑湿倦怠、胸闷不舒、寒湿闭暑、腹痛吐泻、鼻渊头痛

等［２］。广藿香不仅是３０多种中成药的主要原料，而且从其中
提取的广藿香油还是医药和轻化工业的重要原料［３］。然而，

广藿香在种植过程中连作障碍十分明显，通常认为根系分泌

物会破坏土壤微环境、改变土壤微生物群落结构及多样性，从

而影响植物自身生长［４－５］。因此，研究广藿香土壤微生物的

区系状况和变化是解决广藿香连作障碍的重要环节。传统的

分离鉴定法可培养土壤微生物的数量仅占总微生物数量的

０．１％～１．０％［６］，不能全面地反映根际土壤微生物的区系状

况，局限性十分明显。目前，通过基于土壤微生物群落总

ＤＮＡ的现代微生物分子生态学方法研究土壤中微生物，能较
全面获得土壤微生物种类与多样性的信息。此方法作为微生
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