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　　摘要：藏猪源的芽孢杆菌制剂具有潜在研究应用价值，更好地提取其基因组ＤＮＡ对后期研究具有重要作用。采用
微波法、酚／三氯甲烷法、改进ＣＴＡＢ法、试剂盒法等４种方法提取同一份藏猪粪便ＤＮＡ，测定所得ＤＮＡ含量及纯度，然
后对ＤＮＡ进行１６ＳｒＲＮＡ基因扩增并使用琼脂糖凝胶电泳法对比。结果表明，４种方法均能提取到藏猪粪便的芽孢杆菌
基因组ＤＮＡ，微波法虽然得到最多的ＤＮＡ，但是其蛋白质含量过高，ＤＮＡ纯度最低；试剂盒法提取的ＤＮＡ纯度最高，但
是ＤＮＡ含量太低；综合比较，改进ＣＴＡＢ法ＤＮＡ得率多且纯度高，性质稳定，扩增效果好，价格低廉，是最优提取方法。
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　　藏猪别称藏香猪，原产于中国青藏高原海拔 ２５００～
４３００ｍ的农区和半农区。藏猪保存了较为纯正的品系资
源，是唯一能适应高原海拔气候和以放牧为主的猪种，是我国

特有世界珍稀的草食性优良品种［１］。藏猪肉质优良，主要源

于其食草特性和生活环境，也与其不同于其他猪种的特殊胃

肠道环境有着密不可分的关系。芽孢杆菌制剂通常都是以休

眠孢子的形式存在，进入动物肠道后，孢子能在肠道上部迅速

萌发、增殖，并分泌很多种活性很强的消化酶，有助于降解植

物性饲料中某些复杂的碳水化合物，同时可以消耗大量的氧，

维持肠道厌氧环境，增强肠道对厌氧益生菌的定植，抑制致病

菌生长，平衡、稳定乳酸杆菌，维持肠道微生态平衡［２－５］。

藏猪来源的芽孢杆菌制剂具有潜在的开发研究价值，提

取其基因组ＤＮＡ在开发研究中具有重要的意义，理想的基因
组ＤＮＡ获取方法除了考虑到 ＤＮＡ的产率，还要考虑到尽可
能减少ＤＮＡ的降解及试剂成本等。目前，已经有多种提取微
生物基因组 ＤＮＡ的方法［６－８］，如微波法、酚／三氯甲烷法、
ＣＴＡＢ法、试剂盒法等。为了探究不同方法获取的基因组
ＤＮＡ对芽孢杆菌研究的影响，本试验采用４种方法对样品进
行基因组ＤＮＡ的提取，通过紫外可见分光光度计、琼脂糖凝
胶电泳分析不同方法得到ＤＮＡ的产量、纯度、稳定性，再将获
得的基因组ＤＮＡ进行１６ＳｒＲＮＡ基因扩增进行对比并评价。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）裂解液、
酚、三氯甲烷、异戊醇、无水冰乙醇、ＡｘｙＰｒｅｐ细菌基因组 ＤＮＡ
小量制备试剂盒、琼脂糖、磷酸钠缓冲液（ｐＨ值 ７．０）、１０％
ＳＤＳ溶液、ＴＡＥ缓冲液、ＴＥ缓冲液、ＬＢ液体培养基等。

１．１．２　试验样品　采集于西藏林芝地区一牧民家中公藏猪
新鲜粪便，－８０℃液氮保存带回实验室。
１．１．３　主要仪器　ＰＣＲ扩增仪，东胜龙ＥＴＣ８１１；高速冷冻离
心机，Ｔｈｅｒｍｏ；紫外可见分光光度计，上海成光仪器有限公司；
凝胶成像系统，Ｔａｎｏｎ；电泳仪，Ｔａｎｏｎ；电泳槽，Ｔａｎｏｎ；微量移
液器，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；电子天平，江苏省常州市宏衡电子仪器厂；
涡旋振荡器，北京优晟联合科技有限公司等。

１．２　方法
１．２．１　样品预处理　称取冻存的粪便样品５ｇ于４℃冰水
或冰盒上解冻，置于５０ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中，并充
分涡旋混匀，纱布过滤后，收集滤液并于沸水浴中处理

５ｍｉｎ，吸取１ｍＬ热处理后的滤液加入到１９ｍＬＬＢ液体培养
基中，振荡培养２４ｈ，４℃保存备用。
１．２．２　基因组ＤＮＡ的提取
１．２．２．１微波法　（１）微量移液器取１ｍＬＬＢ菌液于１．５ｍＬ
ＥＰ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗涤菌体 ２～３
次；（２）弃上清，加 ５００μＬ１×ＴＥ吹打混匀，取 １００μＬ于
２００μＬＥＰ管，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；（３）弃上清，加１００μＬ
１×ＴＥ吹打混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；（４）弃上清，加１００μＬ
１×ＴＥ吹打混匀，用微波炉（先预热 １ｍｉｎ）加热 １ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；（５）收集上清液，即为所提ＤＮＡ。
１．２．２．２　酚／三氯甲烷法　（１）微量移液器取１ｍＬＬＢ菌液
于 １．５ｍＬＥＰ管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清；（２）加
入 ５００μＬＳＴＥ液悬浮，加１０μＬ蛋白酶 Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ），混
匀，３７℃恒温水浴２０ｍｉｎ，再加入１０％ＳＤＳ２０μＬ，１０ｍｇ／ｍＬ
ＰＫＡ２０μＬ；（３）置于 ５５～６５℃恒温水浴中 １～３ｈ；（４）
５００μＬ酚－三氯甲烷－异丙醇（体积比为２５∶２４∶１），下层
生成牛奶色，混匀后１００００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ；（５）上一步后分
３层，用剪了头的枪头吸取上层ＤＮＡ，加入异丙醇－三氯甲烷
５００μＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，收集上清；（６）加入３０μＬ
５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０００μＬ冰无水乙醇，混匀后，冰上静置１０ｍｉｎ
至出现白色丝状物，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清；（７）加
入５００μＬ７０％乙醇，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃乙醇，风干约
３０ｍｉｎ；（８）加入１００μＬ无菌水即为所提ＤＮＡ。
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１．２．２．３　改进ＣＴＡＢ法　（１）微量移液器取１ｍＬＬＢ菌液于
１．５ｍＬＥＰ管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清，用０．８５％
ＮａＣｌ溶液洗涤２次，加５５０μＬ１×ＴＥ吹打混匀；（２）加８μＬ
蛋白酶Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ），混匀，３７℃恒温水浴 ３０ｍｉｎ，再加
４０μＬ１０％ ＳＤＳ混匀，３７℃恒温水浴３０ｍｉｎ，再加入１００μＬ
５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ混匀，加８０μＬＣＴＡＢＮａＣｌ溶液混匀，６５℃恒温
水浴１０ｍｉｎ；（３）再加入８μＬ１０ｍｇ／ｍＬＲｎａｓｅ，３７℃恒温水
浴 １ｈ；（４）加入等体积（０．７～０．８ｍＬ）三氯甲烷 －异丙醇
（体积比为２４∶１），轻轻振荡混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ，
分３层，收集上清液，加入等体积酚 －三氯甲烷 －异丙醇（体
积比为 ２５∶２４∶１），轻轻振荡混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；（５）收集上清液，加入等体积三氯甲烷 －异丙醇（体
积比为２４∶１），轻轻振荡混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收
集上清液，加入２倍体积预冷的无水乙醇，混匀，－２０℃静置
３０ｍｉｎ，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清，加入５００μＬ７０％
乙醇，混匀；（６）１４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，弃上清，风干
１５ｍｉｎ，将沉淀溶于６０μＬｄｄＨ２Ｏ中，即为所提ＤＮＡ。
１．２．２．４　试剂盒法　采用ＡｘｙＰｒｅｐ细菌基因组ＤＮＡ小量制
备试剂盒，具体步骤参见说明书。

１．２．３　基因组ＤＮＡ质量检测　分别采用紫外可见分光光度
计法、１％琼脂糖凝胶电泳法、ＰＣＲ扩增法分析所提取基因组
ＤＮＡ的得率、纯度以及大小。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ得率及纯度
对藏猪粪便进行沸水浴处理５ｍｉｎ，只有芽孢杆菌可以存

活于沸水浴中，其他细菌已被杀死。将４种方法所提取的基
因组ＤＮＡ稀释１００倍，用紫外可见分光光度计测定 ＤＮＡ得
率及纯度，每个样品 ＤＮＡ测定３次，取其平均值，得到 ＤＮＡ
提取含量、ＤＮＡ纯度和蛋白质含量。ＤＮＡ得率测定标准：
Ｄ２６０ｎｍ值为１时等同于５０μｇ／ｍＬ双链 ＤＮＡ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比
值在１．７～１．９之间，则说明所测样品ＤＮＡ纯度较高；比值低
于１．７，则可能有蛋白等杂质污染；高于２．０，则样品 ＤＮＡ很
可能已经降解。从表１可以看出，ＤＮＡ得率微波法 ＞改进
ＣＴＡＢ＞试剂盒法＞酚／三氯甲烷法；ＤＮＡ纯度试剂盒法 ＞改

进ＣＴＡＢ＞酚／三氯甲烷法＞微波法；蛋白含量微波法 ＞改进
ＣＴＡＢ＞试剂盒法＞酚／三氯甲烷法。改进ＣＴＡＢ法的ＤＮＡ得
率和纯度均是第２位；微波法得率最高，但是其蛋白含量最高，
导致ＤＮＡ纯度最低；试剂盒法得率居第３位，ＤＮＡ纯度最高
且蛋白含量最少；酚／三氯甲烷法得率最低且ＤＮＡ纯度居于第
３位。微波法和酚／三氯甲烷法的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值均低于
１７０，接近 １．０，这 ２种方法提取的 ＤＮＡ污染较严重，改进
ＣＴＡＢ法和试剂盒法分别是１．６９、１７６，属于纯度较高的ＤＮＡ。
试剂盒法需要价格昂贵的试剂盒。综合考虑以上因素，改进

ＣＴＡＢ法最适合于藏猪粪便中芽孢杆菌基因组ＤＮＡ的提取。
表１　４种方法提取的基因组ＤＮＡ纯度和得率

方法 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
ＤＮＡ得率
（μｇ／ｍＬ）

微波法 ０．２２１ ０．２０８ １．０６ １１０５
酚／三氯甲烷法 ０．１０７ ０．０８７ １．２３ ５３５
改进ＣＴＡＢ法 ０．２１３ ０．１２６ １．６９ １０６５
试剂盒法 ０．１８６ ０．１０５ １．７６ ９３０

　　注：ＤＮＡ得率＝Ｄ２６０ｎｍ×稀释倍数×５０μｇ／ｍＬ。

２．２　基因组ＤＮＡ电泳检测
　　１％琼脂糖凝胶电泳法检测结果（图１）表明，４种方法提
取的基因组ＤＮＡ分子质量均在２３０００ｂｐ左右，酚／三氯甲烷
法所提ＤＮＡ拖尾较严重，表明含杂质较多，其余３种方法所
提基因组ＤＮＡ较为完整且纯度较高，电泳条带清晰。图２为
基因组ＤＮＡ在－２０℃冰箱存放２４ｈ后所得电泳，微波法提
取的基因组ＤＮＡ降解量最多，表明 ＤＮＡ含有太多杂质。其
他３种方法基因组ＤＮＡ均有相似程度的降解。
２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增后效果

用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因通用引物扩增所提基因组 ＤＮＡ，
使用１％ 琼脂糖电泳法检测，以 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００作为标准分
子质量参照，通过凝胶成像系统成像（图３），４种方法ＰＣＲ扩
增效果都较好，扩增的片段大小在１５０００ｂｐ左右，且干扰性
杂带不多，重现性较好，但微波法、改进 ＣＴＡＢ法和试剂盒法
获得的条带较清晰，酚／三氯甲烷法的条带较模糊，表明微波
法、改进ＣＴＡＢ法和试剂盒法提取的基因组ＤＮＡ具有较好的
质量，所得的 ＤＮＡ可作为 ＰＣＲ模板进行１６ＳｒＲＮＡ基因的有
效扩增，为进行后续的试验研究提供材料保障。

３　结论与讨论

微波法只有洗涤、微波振荡破壁和酚／三氯甲烷抽提 ３
步，相对于物理法破壁的费时、费力和酶法破壁的长时间消化

处理，微波法具有简便、高效、快速和价廉等特点［９］。虽然微

波法能提取到高得率的ＤＮＡ，但所提ＤＮＡ中含有太多杂质，
以致其稳定性极差，很可能是因为未进行核酸酶消化处理。

酚／三氯甲烷抽提方法是目前提取外周血基因组ＤＮＡ方

—４９— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第４期



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
法，可除去蛋白质和色素物质，研究表明，酚／三氯甲烷法可提
取高纯度的ＤＮＡ［１０］。在本试验中，酚／三氯甲烷法提取的基
因组ＤＮＡ得率最低，ＤＮＡ纯度居于第３位，可能与酶消化细
胞壁时间不足、萃取不彻底有关。改进ＣＴＡＢ法提取的基因组
ＤＮＡ得率和纯度均居第２位，综合考虑是提取藏猪粪便芽孢
杆菌基因组ＤＮＡ的最优方法。ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ经琼脂糖
凝胶电泳检测和１６ＳｒＲＮＡ扩增表明，该法提取的ＤＮＡ蛋白质
污染少，降解不明显，产量稳定，重复性好，可做大量提取试验

并应用于后续研究。试剂盒法操作简单，用时相对较短，所得

ＤＮＡ质量较为稳定，但价格昂贵，使用次数有限，不适合作大
量基因组ＤＮＡ提取。不同方法出现的差异可能与不同方法裂
解细菌细胞的效率及藏猪粪便中特异菌群组成有关。用４种
方法提取同一份样品ＤＮＡ的得率和纯度差异较大，说明对肠
道菌群研究时采用不同ＤＮＡ提取方法会影响对菌群多样性的
分析，导致引入一些误差，因此，在研究不同动物肠道菌群时应

选择合适的方法提取ＤＮＡ以减少菌群分析误差。
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基酸，预测理论分子量为４８．２５ｋｕ，等电点为７．６３。氨基酸序列同源比对分析发现，黄粉甲ＩＤＧＦ与赤拟谷盗（Ｔｒｉｂｏｌｉ
ｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍ）和蔗根非耳象（Ｄｉａｐｒｅｐｅｓａｂｂｒｅｖｉａｔｕｓ）的ＩＤＧＦ相似性分别为８９％、７１％。系统发育树分析表明，黄粉甲
ＩＤＧＦ与赤拟谷盗ＩＤＧＦ进化关系最近。荧光定量ＰＣＲ分析表明，在不同发育阶段，ＩＤＧＦ基因在幼虫１龄和２龄中的
表达量明显高于其他发育阶段。在蛹期不同组织中，ＩＤＧＦ基因在脂肪体中的表达量最高。被管氏肿腿蜂（Ｓｃｌｅｒｏｄｅｒ
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　　翅芽生长因子（ｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＤＧＦ）是一种
可溶性多肽生长因子，因在黑腹果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏ
ｇａｓｔｅｒ）翅芽 Ｃ１．８＋细胞中鉴定具有促进翅芽细胞的增殖和

生长而得名［１－２］。最初，科学家们在黑腹果蝇中通过同源性

搜索和遗传分析发现存在一些类生长因子，如 Ｓｐｉｔｚ和 Ｇｕｒｋｅｎ
的表皮生长因子（ＥＧＦ）、纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）及转化生
长因子－β（ＴＧＦ－β）［２－６］。但是，这些基因不具有生长因子
所具备的促进有丝分裂活性，而仅是这些基因编码的分泌蛋

白异常表达能导致细胞增生并抑制生长［７－９］。然而，经细胞

体外培养认为，ＩＤＧＦ可能是作为胰岛素或类胰岛素的一个辅
助因子而发挥生理功能［１０－１１］。目前，遗传学研究发现，ＩＤＧＦ
参与调节果蝇的生长发育，在果蝇的胚胎卵黄细胞、胚胎和幼

虫的脂肪体中显著表达，其蛋白分泌到血淋巴并运输到靶标
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