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　　摘要：分子生物学试验中的细胞裂解及 ＤＮＡ提取是试验的第１步，但是由于细胞种类多样、细胞壁成分复杂，
ＤＮＡ提取的效果容易受到提取方法的影响。针对以上问题，主要研究溶菌酶、蛋白酶 Ｋ、十二烷基磺酸钠（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＳＤＳ）、十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）等４种化学方法
对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌以及大肠杆菌３种代表性细菌细胞的裂解效果。结果表明：溶菌酶＋ＳＤＳ法对３种
微生物的裂解效果都不错，但可能造成蛋白质污染且ＤＮＡ碎片较多；溶菌酶＋热冻法对于金黄色葡萄球菌、大肠杆菌
的裂解效果较好且蛋白质污染较少；蛋白酶Ｋ＋ＣＴＡＢ法仅对金黄色葡萄球菌的裂解提取效果较好；溶菌酶 ＋蛋白酶
Ｋ法的提取效果最差。在试验中可以根据需要选择不同的裂解方式，从而达到操作性、重现性及经济性的统一。
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　　由于细胞壁结构的不同，细菌可分为革兰氏阳性菌
（Ｇ＋）、革兰氏阴性菌（Ｇ－）［１］。革兰氏阳性菌的细胞壁主要
成分是肽聚糖，其上附有磷壁酸；革兰氏阴性菌的细胞壁分为

内壁层、外壁层，内壁层由肽聚糖组成，外壁层主要由脂多糖、

蛋白质组成。细胞破碎的方法有很多［２］，有机械法（如珠磨

法、高压匀浆法、超声波法）和非机械法（如溶酶法、渗透压冲

击、干燥法、化学渗透法）。由于提取细胞内物质如 ＤＮＡ、
ＲＮＡ、活性物质等多数需要将细胞破碎，而机械法容易导致
ＤＮＡ断裂，因此相关报道更多地集中在使用有机溶剂、抗生
素、表面活性剂、螯合剂、变性剂等化学试剂进行细胞破

碎［３－５］。本试验以金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌

３种实验室常用细菌为研究对象，采用溶菌酶、蛋白酶 Ｋ、十
二烷基磺酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＳＤＳ）、十六烷基三
甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称
ＣＴＡＢ）等４种常见化学试剂的不同组合对其细胞进行裂解，
通过结合提取裂解后细胞破碎所释放出ＤＮＡ的效果，比较这
些方法对不同类型细菌的裂解效果，尝试寻找适合的方法，以

期为细胞裂解及提取ＤＮＡ的研究提供一定的参考。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
试验所用菌株为笔者所在实验室中原有冷藏保存的金黄

色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大肠杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｌｉ）。

１．２　试验试剂
试验中所用到的主要试剂有三羟甲基氨基甲烷盐酸盐

（简称 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）、乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ，简称ＥＤＴＡ）、ＣＴＡＢ、ＳＤＳ、ＮａＣｌ、ＮａＡｃ、蛋白酶Ｋ、溶菌酶、
无水乙醇、溶菌酶、酚、三氯甲烷、异戊醇、异丙醇等。

１．３　试验仪器
试验中所用的主要仪器：ＤＮＰ－９０５２型电热恒温培养

箱、ＤＫ－Ｓ２２型电热恒温水浴锅，上海精宏实验设备有限公
司；ＲＪ－ＴＧＬ－１６Ｇ台式离心机，无锡市瑞江分析仪器有限公
司；ＤＹＹ－６Ｃ型电泳仪，北京市六一仪器厂；ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ生
物分光光度计，德国艾本德（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）股份公司；Ｂｉｏｓｔｅｐ凝
胶成像分析系统，德国Ｂｉｏｓｔｅｐ公司。
１．４　试验方法

将枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌接种于放有

培养基并已灭菌的培养皿中，于２５℃培养箱中培养２４ｈ，并
按相应方法裂解细菌细胞并提取 ＤＮＡ。所用培养基为上海
疾控华康科技开发公司生产的营养琼脂，其主要成分为蛋白

胨、牛肉膏粉、氯化钠、琼脂粉，ｐＨ值为７．３±０．２。
１．４．１　方法１（溶菌酶＋蛋白酶 Ｋ法）　参照刘晓侠等的方
法［６］并稍作改动：将菌体用 ５００μＬＴＥ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ，ｐＨ值８．０；１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值８．０）重悬于２ｍＬ离
心管中，加入１０μＬ２０ｍｇ／ｍＬ溶菌酶，３７℃水浴２０ｍｉｎ；加入
２．５μＬ２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ混匀，３７℃水浴１ｈ。
１．４．２　方法２（溶菌酶 ＋ＳＤＳ法）　参照陈敏的方法［７］并稍

作改动：将菌体用１００μＬＴＥ、５０μＬ２０ｍｇ／ｍＬ溶菌酶重悬于
２ｍＬ离心管中，于３７℃水浴１ｈ；加入１０μＬ１０％ ＳＤＳ，混匀
后于室温放置５ｍｉｎ；加入６６μＬＮａＣｌ（５ｍｍｏｌ／Ｌ），混匀后于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。
１．４．３　方法３（溶菌酶 ＋热冻法）　参照宋培勇的方法［８］并

稍作改动：将菌体置于２ｍＬ离心管中，加入１５０μＬ裂解液Ⅰ
（０．１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值 ８．０）、１５０μＬ
２０ｍｇ／ｍＬ溶菌酶，混匀后于３７℃水浴２ｈ；加入２００μＬ裂解
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液Ⅱ（０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，１０％ ＳＤＳ，ｐＨ值
８０），反复冻融（冰浴５ｍｉｎ与沸水浴５ｍｉｎ交替进行各３次），
于８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液于１支新离心管中。
１．４．４　方法４（蛋白酶Ｋ＋ＣＴＡＢ法）　参照刘敏等的方法［９］

并稍作改动：将菌体用５００μＬＴＥ重悬于２ｍＬ离心管中，加
入５０μＬ１０％ ＳＤＳ、２０μＬ２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶 Ｋ，混匀后于
３７℃ 水浴１ｈ；加入２００μＬ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，充分混匀；加入
１００μＬＣＴＡＢ－ＮａＣｌ溶液（０．７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０％ ＣＴＡＢ），混
匀后于６５℃水浴１ｈ。
１．５　裂解效果的检验

通过对裂解后提取到的ＤＮＡ浓度、纯度以及琼脂糖凝胶
电泳检测来评估各种方法裂解细菌细胞的效果。

１．５．１　ＤＮＡ的浓度与纯度检测　取 １０μＬＤＮＡ，稀释 ２０
倍，测定其Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ，通过 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值来检测所提取
ＤＮＡ的纯度。根据以下公式来检测所提取的ＤＮＡ浓度：

ＤＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）＝５０×Ｄ２６０ｎｍ×稀释倍数。
　　Ｄ２６０ｎｍ＝１，相当于约５０μｇ／ｍＬ双链 ＤＮＡ。通常情况下
纯ＤＮＡ样品 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值约为 １．８；若 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 ＞
１．９，可能有ＲＮＡ污染；若 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 ＜１．８，可能有蛋白
质污染［１０］。

１．５．２　琼脂糖凝胶电泳检测　将提取得到的ＤＮＡ进行琼脂
糖凝胶电泳，电泳时间约为４５ｍｉｎ，电泳完毕后用紫外凝胶成
像系统进行成像分析和拍照。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ纯度与浓度
由表１可见，方法１对于金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的

Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ相近且效果相对较好，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值高于１．８，
但低于１．９，表明ＤＮＡ浓度较高且几乎不存在 ＲＮＡ污染；但

是枯草芽孢杆菌的 Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ都相对较低，说明释放出的
ＤＮＡ与蛋白质相对较少，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值高于１．９，说明其中
有ＲＮＡ污染。

方法２对试验细菌细胞的裂解非常充分，相对于其他方
法，所获得的ＤＮＡ产量最高，ＤＮＡ浓度也最大，但同时蛋白
质产率也最高。推测原因为该方法中加入大量溶菌酶并使用

ＳＤＳ，但未使用蛋白酶；该方法对于大肠杆菌的提取效果不如
其他２种菌，其Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值只有１．５５，远远低于一般纯度
ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值，虽然有大量 ＤＮＡ，但也因存在过多
蛋白质而造成污染。

在方法３中，有２种细菌 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值高于１．９，表明
存在ＲＮＡ污染；相对于其他２种菌，大肠杆菌的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
值为１．８７，所得到的ＤＮＡ纯度相对较好；３种菌中枯草芽孢
杆菌的Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ均低于金黄色葡萄球菌、大肠杆菌，表明
释放出的ＤＮＡ、蛋白质都相对较少。

在方法４中，金黄色葡萄球菌的Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ均比其他２
种菌高，所释放出的 ＤＮＡ、蛋白质都较多，因而虽然 ＤＮＡ浓
度相对较高，但Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值只有１．５８，远低于１．８，存在较
多蛋白质污染。与之前３种方法相比，用方法４来裂解金黄
色葡萄球菌细胞并提取ＤＮＡ的效率较低，而用该方法提取的
枯草芽孢杆菌，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值高于 １．９，表明存在 ＲＮＡ
污染。

如果以方法归类，从提取的 ＤＮＡ量来看，对于金黄色葡
萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌这３种细菌而言，方法２（溶
菌酶＋ＳＤＳ）提取得到的３种细菌的ＤＮＡ的量都明显大于方
法１、方法３、方法４所提取的３种细菌的ＤＮＡ量（Ｐ＜０．０５）；
同时，方法２（溶菌酶＋ＳＤＳ盐）最终提取的ＤＮＡ质量浓度也
明显高于方法１、方法３、方法４所提取的３种细菌的ＤＮＡ浓
度（Ｐ＜０．０５）。

表１　３种细菌不同裂解方法提取得到的ＤＮＡ纯度与浓度的比较

方法编号 菌种 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值
ＤＮＡ质量浓度
（μｇ／ｍＬ）

１ 金黄色葡萄球菌 ０．０９７±０．００３ ０．０５３±０．００４ １．８９±０．０８ ９６．００±２．８３
枯草芽孢杆菌 ０．０４３±０．００５ ０．０２２±０．００４ １．９７±０．１２ ４３．００±４．２４
大肠杆菌 ０．０９８±０．０３１ ０．０５３±０．０１４ １．８５±０．０８ ９８．００±１５．１１

２ 金黄色葡萄球菌 ０．４９９±０．０３２ ０．２７９±０．０１６ １．７９±０．０１ ４９９．００±４１．５３
枯草芽孢杆菌 ０．４３４±０．０９１ ０．２２０±０．０４９ １．９６±０．０６ ４３３．００±５０．７２
大肠杆菌 ０．２２６±０．０２２ ０．１４６±０．０１１ １．５５±０．０４ ２２６．００±３６．６３

３ 金黄色葡萄球菌 ０．１６２±０．０１１ ０．０８４±０．００５ １．９４±０．００ １６２．００±６．３１
枯草芽孢杆菌 ０．０５９±０．０３７ ０．０３２±０．０２５ １．９８±０．３５ ５８．００±１８．７７
大肠杆菌 ０．１０８±０．００４ ０．０５８±０．００４ １．８７±０．１６ １０８．００±２．８３

４ 金黄色葡萄球菌 ０．２０９±０．０２１ ０．１５０±０．０６５ １．５８±０．３４ ２０９．００±４９．７２
枯草芽孢杆菌 ０．０５６±０．０１７ ０．０２９±０．００８ １．９３±０．０４ ５６．００±１１．９７
大肠杆菌 ０．０７７±０．００６ ０．０４３±０．００６ １．８０±０．０９ ７７．００±７．０７

２．２　细菌细胞形态差异对提取结果的影响
由表２可见，金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌同为革兰氏

阳性菌（Ｇ＋），根据查阅的资料［１］，革兰氏阳性菌对于溶菌酶

比较敏感，革兰氏阴性菌则相对不敏感，因此溶菌酶对革兰氏

阳性菌裂解效果应较好。但从实际结果比较来看，枯草芽孢

杆菌效果明显较差。有的细菌在其生活史的一定阶段，于所

影响的细胞内形成１个圆形、椭圆形或柱形的结构，称为芽

孢［１］，因此推测此时正值枯草芽孢杆菌存在芽孢的阶段，而

芽孢对外界不良环境具有很强的抵抗能力，因此大大影响了

裂解效果，释放出的ＤＮＡ量也就相对较少。而属于革兰氏阴
性菌的大肠杆菌裂解效果与金黄色葡萄球菌相近，应是溶菌

酶的浓度比较高的原因造成的，实际所用浓度为相关报道［６］

中的２倍。
大量高浓度的溶菌酶使得方法２的裂解效果大大优于原
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文献中提到的裂解效果［９］，再加上 ＳＤＳ分离蛋白质的作用，
使该方法成为所有方法中裂解效果最好的，但是将通常与

ＳＤＳ搭配使用的蛋白酶Ｋ换成了溶菌酶，大量分离出来的蛋
白质得不到充分降解，使得蛋白质的含量也是４种方法中最
高的。同时，革兰氏阳性菌对于溶菌酶较革兰氏阴性菌敏感

的特点在该方法中得到体现。

在方法３中，冻融作用极冷极热的急速温度变化对细菌
细胞壁和细胞膜的破坏作用也是比较强的，这点从金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌裂解所释放出的ＤＮＡ量能看出，但是对枯
草芽孢杆菌不甚理想，推测为其中芽孢的作用。芽孢尤其能

耐高温，同时也能抵抗低温，在－１９０℃的液氮中保存６个月
仍能存活［１］，在进行该方法的试验时一些细菌胞内已形成的

芽孢抵御了温度对于细胞的杀伤以及部分化学试剂的破坏。

方法４适用于大多数微生物细胞的裂解和ＤＮＡ提取［６］，

但相对于其他２种菌，对溶菌酶敏感且又不含有芽孢的金黄
色葡萄球菌显然裂解效果更好。在抽提时，金黄色葡萄球菌

的上清液更易被吸取，而其他２种菌的上清液则相对浓稠，难
以吸取。正因为如此，金黄色葡萄球菌在试验过程中容易将

蛋白质一并吸取上来，造成蛋白质的污染；而其他２种菌却是
因为上清液吸取的不充分导致ＤＮＡ提取量的减少，影响对裂
解效果的评估。

表２　３种细菌细胞形态结构的简单比较

菌种 革兰氏染色结果 芽孢

金黄色葡萄球菌 Ｇ＋ 无

枯草芽孢杆菌 Ｇ＋ 有

大肠杆菌 Ｇ－ 无

２．３　琼脂糖凝胶电泳结果分析
将细胞裂解后提取得到的 ＤＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳的

结果如图１所示，可见１～２４泳道各组呈现不同的亮度，表明
４种方法对于４种细菌都可提取出 ＤＮＡ，但 ＤＮＡ的浓度、含
量及片段分布不尽相同，其中３、４，５、６，７、８，９、１０，１１、１２，１５、
１６，１７、１８，２１、２２，２３、２４泳道带相对于其他泳道更亮，说明相
对于其他几个样，它们中所含的 ＤＮＡ片段量是较高的，特别
是７～１２泳道所属的方法２，该方法作用的３种细菌都释放
出较大量的ＤＮＡ片段，与５、６，１７、１８泳道相对比也略显得有
些暗淡，说明该方法所提取 ＤＮＡ片段断裂最少，对于 ２３与
２４泳道而言亦是如此。而５、６，１５、１６，１７、１８，２１、２２泳道较
同样提取方法中的泳道条带更亮且更规则，表明样品ＤＮＡ浓
度较大且片段较完整。综合比较条带亮度及其片段分布情

况，５、６，１５、１６，１７、１８，２１、２２泳道，即方法１的大肠杆菌、方
法３的枯草芽孢杆菌、方法３的大肠杆菌以及方法４的枯草
芽孢杆菌提取效果较好，此外方法２就总体效果而言也较好。

３　讨论与结论

评价一种ＤＮＡ提取方法优劣的主要依据是ＤＮＡ是否量
多、纯度好、片段足够完整以及能否准确反映样品中微生物种

群的多样性［１０］。仅从 ＤＮＡ浓度与纯度看，本研究方法１对
于金黄色葡萄球菌与大肠杆菌裂解效果较好；方法２对于３
种细菌效果都不错，但对于大肠杆菌提取的ＤＮＡ含量较其他
２种菌有些偏低；方法３对于金黄色葡萄球菌与大肠杆菌相
对来说效果较明显；在方法４中，金黄色葡萄球菌的裂解提取
效果最佳。但如果结合电泳图并考虑提取的 ＤＮＡ量多而且
片段也相对较大，适合进一步进行其他研究的话，则本试验中

最适合金黄色葡萄球菌的裂解提取ＤＮＡ的方法为方法２，最
适合枯草芽孢杆菌裂解提取ＤＮＡ的方法为方法３，最适合大

肠杆菌裂解提取 ＤＮＡ的方法为方法３。此外，方法２（溶菌
酶＋ＳＤＳ）在本试验中裂解获得 ＤＮＡ的量是最多的，在有关
文献中也证实该方法既简便效果又较理想［１１］，但从本试验来

看，ＤＮＡ高释放率的同时也存在大量蛋白质造成污染，以及
少量的ＲＮＡ，因此该方法若进一步改进，可加入蛋白酶 Ｋ及
少量ＲＮＡ水解酶，减少污染、提高提取的 ＤＮＡ浓度，则该方
法将进一步成为４种方法中最优最有效率的方法。而且，过
夜等步骤使得试验时间加长，这样ＤＮＡ容易出现降解和断裂
的现象［１２］，因此，应尽量寻求试验所需时间更短的方法，最大

限度地减少提取的 ＤＮＡ片段的再次断裂、降解。另外，根据
所查阅的部分文献［１３－１４］，也可考虑增加ＰＣＲ扩增这一步骤，
通过对ＰＣＲ产物的检验，不但能使试验结果的显著性进一步
提高，也可检验各种方法所提取的ＤＮＡ是否适于进行ＰＣＲ
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水稻粒形基因 ＧＳ３的功能标记开发与鉴定
裔传灯，李　玮，王德荣，蒋　伟，王　颖，周　勇，梁国华，顾铭洪
（扬州大学江苏省作物遗传生理国家重点实验室培育点／粮食作物现代产业技术协同创新中心／

教育部植物功能基因组学重点实验室，江苏扬州２２５００９）

　　摘要：籽粒的大小和形状是影响水稻产量和稻米品质的主要性状。在基因ＧＳ３序列分析的基础上，对该基因第２
外显子Ａ／Ｃ和第５外显子１３ｂｐＩｎｄｅｌ的２个变异位点分别开发功能标记，并将其用于２９４份水稻微核心种质和
２００７—２０１３年江苏省审定的６５份粳稻品种的基因型鉴定。研究结果表明，第２外显子的 Ａ／Ｃ变异在籼粳亚种中有
着相似的分布频率，并且都对粒长、粒厚和长宽比有极显著的影响。相对于基因型Ｃ而言，基因型Ａ在籼粳亚种中都
有更长的粒长、更薄的粒厚和更大的长宽比。但是第５外显子的１３ｂｐ缺失变异只在粳稻中极低频率（０７４％）出现，
属于稀有变异类型，比１３ｂｐ插入变异有着更短的粒长和更小的长宽比。这些研究结果为水稻产量和品质育种中充
分利用基因ＧＳ３的优异等位基因奠定了基础。
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　　由于人口数量持续增长、耕地面积日益减少、自然灾害频
发和水资源不足等原因，水稻育种研究者不断致力于提高水

稻产量水平，确保国家的粮食安全。同时随着生活水平的不

断提高，稻米消费者对稻米品质也提出了更高的要求。水稻

的产量和稻米品质都是受多因素控制的复杂性状［１－２］，其中

粒形是影响水稻产量和稻米品质的重要因素之一［３］。在目

前已经克隆的水稻基因中，通过调节粒形提高水稻产量的基

因 有 ＧＳ３［４］、ｑＰＥ９ －１［５］、ＧＷ２［６］、 ｑＧＬ３／ＧＬ３．１［７－８］、
ｑＳＷ５／ＧＷ５［９－１０］、ＧＳ５［１１］、ＧＳ６［１２］、ＧＷ７［１］、ＧＷ８［３］、ＳＬＧ７［１３］和
ＴＧＷ６［１４］；通过调节粒形改善稻米品质的基因有 ＧＷ７［１］和
ＧＷ８［３］。因此粒形性状调控机理的研究对水稻的产量育种和
品质育种有着重要的参考价值。

ＧＳ３是控制水稻粒形的重要基因。Ｆａｎ等研究发现基因
ＧＳ３是控制水稻粒长和粒质量的负调控因子，以短粒水稻品
种川７基因 ＧＳ３的基因组序列 ＤＱ３５５９９６为参照，来自长粒
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