
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［８］徐　丽．马铃薯 Ｙ病毒复制酶基因介导的病毒抗性研究［Ｄ］．
泰安：山东农业大学，２０１０：４６－６２．

［９］ＧｏｌｅｍｂｏｓｋｉＤＢ，ＬｏｍｏｎｏｓｓｏｆｆＧＰ，ＺａｉｔｌｉｎＭ．Ｐｌａｎｔｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈ
ａｔｏｂａｃｃｏＭｏｓａｉｃｖｉｒｕｓｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｒｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｔｈｅ
ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅ
ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９９０，８７（１６）：６３１１－６３１５．

［１０］饶雪琴，李华平．番木瓜美中红品种体胚转化体系的建立［Ｊ］．
华中农业大学学报，２００７，２６（３）：２９３－２９６．

［１１］饶雪琴，李华平．番木瓜环斑病毒融合基因植物表达载体的构
建［Ｊ］．华中农业大学学报，２００５，２４（４）：３２５－３２９．

［１２］鲁瑞芳，吕鹏飞，彭学贤．马铃薯Ｙ病毒ＮＩｂ复制酶基因在转录水
平介导的相对广谱抗病性［Ｊ］．病毒学报，２０００，１６（２）：１６２－１６６．

［１３］ＨｅｌｌｗａｌｄＫＨ，ＰａｌｕｋａｉｔｉｓＰ．ＶｉｒａｌＲＮＡａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｗｏ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｒｅｐｌｉｃａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｇａｉｎｓｔ
ｃｕｃｕｍｂｅｒＭｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９５，８３（６）：９３７－９４６．

［１４］王关林，方宏筠．植物基因工程原理与技术［Ｍ］．３版．北京：科
学出版社，２００２．

［１５］ＨａｎｓｏｎＰ，ＢｅｍａｃｃｈｉＤ，ＧｒｅｅｎＳ，ｅｔａｌ．Ｍａｐｐｉｎｇｏｆａｗｉｌｄｔｏｍａｔｏ
ｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎａｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｔｏｍａｔｏｌｉｎｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＳｏｃｉｅｔｙｏｆ

ＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２０００，１２５：１５－２０．
［１６］ＨａｎｓｏｎＰ，ＧｒｅｅｎＳＫ，ＫｕｏＧ．Ｔｙ－２ａｇｅｎｅｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１１ｃｏｎ

ｄｉｔｉｏｎｉｎｇｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｔｏｍａｔｏ［Ｊ］．ＴｏｍａｔｏＧｅｎｅｔｉｃ
ＣｏｏｐｅｒａｔｉｖｅＲｅｐｏｒｔ，２００６，５６：１７－１８．

［１７］ＣａｒｒＪＰ，ＭａｒｓｈＬＥ，ＬｏｍｏｎｏｓｓｏｆｆＧＰ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｔｏｂａｃｃｏ
Ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅ５４－ｋＤａｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｑｕｉｒｅｓｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ５４－ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔ－ＭｉｃｒｏｂｅＩｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，１９９３，５（５）：３９７－４０４．

［１８］ＧｕｏＨＳ，ＧａｒｃｉａＪＡ．Ｄｅｌａｙｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｐｌｕｍｐｏｘｐｏｔｙｖｉｒｕｓｍｅ
ｄｉａｔｅｄｂｙａｍｕｔａｔｅｄＲＮＡｒｅｐｌｉｃａｓｅｇｅｎｅ：ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆａｇｅｎｅ－ｓｉ
ｌｅｎｃｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔ－ＭｉｃｒｏｂｅＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，
１９９７，１０（２）：１６０－１７０．

［１９］ＣａｒｒＪＰ，Ｇａｌ－ＯｎＧＡ，ＰａｌｕｋａｉｔｉｓＰ，ｅｔａｌ．Ｒｅｐｌｉｃａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｃｕｃｕｍｂｅｒＭｏｓａｉｃｖｉｒｕｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｉｎｖｏｌｖｅｓ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｏｔｈｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｌｅａｖｅｓａｎｄ
ｌｏｎｇ－ｄｉｓｔａｎｃｅｍｏｖｅｍｅｎｔｏｒｉｇｉｎａｌｒｅｓｅａｒｃｈａｒｔｉｃｌｅ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，
１９９４，１９９（２）：４３９－４４７．

［２０］ＢａｕｌｃｏｍｂｅＤ．Ｒｅｐｌｉｃａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ：ａｎｏｖｅｌｔｙｐｅｏｆｖｉｒｕｓ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ？［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９４，
２（２）：６０－６３．

徐　岩，吴友根，张军锋，等．广藿香根际土壤微生物总ＤＮＡ提取方法的优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（２）：４５－４７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０２．０１３

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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物群落分子分析方法的基础，最重要的一步就是从土壤样品

中尽量毫无偏差地提取出高质量的微生物总基因组 ＤＮＡ。
迄今尚未见关于广藿香根际土壤微生物总ＤＮＡ提取的报道，
本研究采用４种方法对广藿香根际土壤微生物总 ＤＮＡ进行
提取和优化，旨在为克服广藿香种植中连作障碍及其根际土

壤微生物区系的研究提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试土壤样品于２０１３年９月取于海南省万宁市广藿香

种植园内，取样面积为１００ｍ２（１０ｍ×１０ｍ），采用５点混合
采样法，根际土壤采集按慕东艳等的方法［７］进行。将取好的

土壤混匀，除去明显杂质后装入无菌袋中，过８０目筛后于 －
８０℃冰箱保存待用，供试土壤的部分理化性质：土壤为沙壤
土，ｐＨ值５９３％，全氮含量（０．９９８±０．００１）ｇ／ｋｇ，全钾含量
（２．１７２±０．０２５）ｇ／ｋｇ，全磷含量（０．６２３±０．００９）ｇ／ｋｇ，含水
量３０．２％。
１．２　广藿香根际土壤微生物总ＤＮＡ的提取方法
１．２．１　方法１　改良ＣＴＡＢ法：在Ｅｌｌｉｎｇｓｅ等方法［８］的基础

上，将ＣＴＡＢ浓度提高到３％，并增加“ＳＤＳ裂解前，３７℃水浴
及涡旋振荡”的步骤。

１．２．２　方法 ２　聚乙烯吡咯烷酮（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ，
ＰＶＰ）法：参照Ｊｉａ等的方法［９］进行。

１．２．３　方法３　超声细胞破碎法：称取０．５ｇ根际土壤，加入
１．５ｍＬＤＮＡ提取缓冲液［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值
８０），１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值 ８．０），１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠
（ｐＨ值８．０），１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＣＴＡＢ］，置于超声细胞破
碎仪内，超声振荡 ３０ｍｉｎ后，于室温、８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集上清并转移到２ｍＬ离心管中，用０．６倍体积的
异丙醇沉淀ＤＮＡ；于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集核
酸沉淀，用４℃７０％乙醇洗涤沉淀后重悬于灭菌的去离子水
中，最终体积为１００μＬ。
１．２．４　方法４　采用笔者优化的方法：在张瑞福等方法［１０］的

基础上优化，即（１）土壤预洗：取０．５ｇ土壤样品，加入 １０ｍＬ
２％磷酸缓冲液［ｐＨ值８．０，含２％ 聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）］，
磁力搅拌１５ｍｉｎ，于１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取沉淀，重复上
述步骤洗涤２次，将沉淀转移至１．５ｍＬ离心管中，于－２０℃
冰箱保存备用；（２）ＤＮＡ提取：称取 ０．５ｇ根际土壤，加入
１．５ｍＬＤＮＡ提取缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠，１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２％ ＣＴＡＢ），再加
入１０μＬ蛋白酶Ｋ，３７℃水浴３０ｍｉｎ，其间每 １０ｍｉｎ用涡旋
仪振荡１次，接着加入１５０μＬ２０％ ＳＤＳ，６５℃水浴３ｈ，每隔
１５～２０ｍｉｎ摇晃１次，于室温、８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集
上清并转移到２ｍＬ离心管中。用等体积的酚－氯仿 －异戊
醇（２５∶２４∶１）抽提。离心后将水相转移至已灭菌的２ｍＬ离
心管中，用 １／３体积的 ＰＥＧ８０００于 －２０℃沉淀 ２ｈ，４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集核酸沉淀，用４℃７０％乙醇洗
涤沉淀，重悬于灭菌的去离子水中，最终体积为１００μＬ。
１．３　广藿香根际土壤微生物总ＤＮＡ的纯化方法

参照ＵＮＩＱ－１０柱式ＤＮＡ凝胶回收纯化试剂盒［生工生
物工程（上海）股份有限公司］的步骤进行回收纯化。

１．４　广藿香根际土壤微生物总ＤＮＡ粗提物及纯化物的产率
及纯度检测

用分光光度法分别测定 Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２３０ｎｍ值，计算其
比值Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ。
１．５　广藿香根际土壤细菌１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增条件

采用细菌通用引物 ２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ
ＣＡＧ－３′，９０７Ｒ：５′－ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＣＴＴＴＲＡＧＴＴＴ－３′扩增１６Ｓ
ｒＤＮＡ片段。其中正向引物的５′端用带羟基荧光素（ＦＡＭ）的
荧光标记。扩增采用４管平行，２０μＬ反应体系为：１０μＬ２×
ＰＣＲＭｉｘ，各２μＬ引物（１μｍｏｌ／Ｌ），１．５μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶
（５Ｕ），２μＬ牛血清蛋白（ＢＳＡ）（２μｇ／μＬ），１μＬ模板，
３．５μＬ无菌水。反应条件为：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性
４５ｓ，５３℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　土壤微生物ＤＮＡ提取方法的分析
２．１．１　ＤＮＡ纯度　Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ主要用来检测蛋白质和酚
类物质的污染情况，而Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ主要用来检测糖类、盐类
或有机物等杂质的污染情况。从表１可见，方法３所得 ＤＮＡ
样品的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ均低于其他３种方法，而方
法４所得的 ＤＮＡ纯度最高，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ分别
为１．７５、１．８３。
２．１．２　ＤＮＡ产率　由表１可见，方法４提取的 ＤＮＡ产率最
高，达８８．７６μｇ／ｇ，可能是因为增加了土壤预洗过程，使得杂
质减少，且使用了１／３体积的 ＰＥＧ８０００沉淀 ＤＮＡ，沉淀效果
好，从而增加了ＤＮＡ的产率。方法３所得的ＤＮＡ产率最少，
仅为１．６７μｇ／ｇ。结果表明，在不添加化学裂解液的情况下，
物理方法可能使细胞破壁不完全，导致ＤＮＡ产率降低。

表１　４种方法提取广藿香根际土壤样品的ＤＮＡ纯度与产率分析

方法编号 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
ＤＮＡ产率
（μｇ／ｇ）

１ １．０１±０．０６Ａ １．３５±０．０２Ａ ３．３６±０．１４Ａ
２ １．５４±０．０１Ｂ １．５４±０．０９Ｂ ５８．１３±０．８５Ｂ
３ ０．８６±０．０６Ｃ １．１６±０．０２Ｃ １．６７±０．０９Ｃ
４ １．８３±０．０１Ｄ １．７５±０．０４Ｄ ８８．７６±１．３２Ｄ

　　注：Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值在 １．８～２．０之间表明较纯；Ｄ２６０ｎｍ／

Ｄ２３０ｎｍ＞２．０较好。

２．２　广藿香根际土壤微生物总ＤＮＡ的提取和检测
将４种方法所提取的 ＤＮＡ样品进行琼脂糖凝胶电泳检

测，从图１可以看出，４种方法均可提取广藿香根际土壤微生
物总ＤＮＡ，其中方法２、方法４所得的 ＤＮＡ浓度远高于方法
１、方法３。试验中还发现，除方法 ４外，其他方法提取出的
ＤＮＡ均呈现不同程度的棕褐色，说明土壤预洗可有效地去除
土壤中的杂质。

２．３　广藿香根际土壤微生物的ＰＣＲ扩增结果
以所提土壤 ＤＮＡ为模板，利用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物

进行扩增。由图２可见，方法３提取的ＤＮＡ样品扩增条带均
不清晰；方法１、方法２提取的 ＤＮＡ有５０％的扩增条带不清
晰；方法４所得的ＤＮＡ均能扩增出目标条带且效果最好，可
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直接用于后续分析。

３　结论与讨论

一般认为，药用植物在栽培中产生的连作障碍，与根际土

壤中的微生物群落变化密切相关，根际土壤中的微生物可以

促进植物的生长发育，同时对植物体其他生命活动进行调

控［１１－１３］。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。然而，此方法最重要的一步就是提取高质

量的微生物总基因组ＤＮＡ。由于广藿香根际土壤成分复杂，
如腐殖酸、重金属离子、大分子杂质等，因此需要筛选和优化

土壤微生物总ＤＮＡ的提取方法。本研究筛选和优化了４种

广藿香根际土壤微生物总 ＤＮＡ的提取方法。方法 １仅用
ＣＴＡＢ作为裂解液，微生物细胞裂解不完全，ＤＮＡ产率及纯度
低，杂质多，后续的ＰＣＲ扩增效果不理想；方法２尽管有 ＳＤＳ
和ＰＶＰ２种裂解液，其提取的 ＤＮＡ浓度、纯度和产率均略高
于方法１，但也不是最佳的方法；方法３采用超声细胞破碎
法，未添加化学裂解液，不能完全破碎细胞壁，ＤＮＡ不能全部
从细胞中释放出来，导致产率低，且不能去除土壤样品中的杂

质；方法４采用ＣＴＡＢ和ＳＤＳ２种裂解液，提取效果较好，加上
与蛋白酶Ｋ及ＰＶＰ的共同作用，可更好地结合土壤中的腐殖
酸，防止大片段的 ＤＮＡ降解，从而得到更纯的土壤微生物
ＤＮＡ。试验中还发现，方法４中的聚乙二醇（ＰＥＧ）沉淀 ＤＮＡ
的效果较好，使所得ＤＮＡ纯度较高，且不影响其产率。当前，
土壤微生物ＤＮＡ有时采用专一试剂盒来提取，虽然操作简
便，但是价格昂贵［１４］。方法４所提取的ＤＮＡ纯度和产率高，
ＰＣＲ扩增的条带清晰，提取的ＤＮＡ可用于根际土壤微生物群
落和多样性分析，表明方法 ４适宜提取土壤中微生物总
ＤＮＡ，此方法为广藿香种植中克服连作障碍及其根际土壤微
生物区系的研究提供了科学依据。
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