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　　通过传统分离方法获得并进行过研究的微生物种群数量
只占自然界微生物总数的１％［１－２］，因此，采用培养的方法很

难真实地反映土壤微生物的变化。近年来，不依赖于培养，直

接从土壤中提取微生物总 ＤＮＡ进行分析的一系列分子生态
学研究技术因其研究结果具有快速、准确、全面等特点，被广

泛应用于土壤微生物群落结构、功能及动态监测等方面的研

究［３］。通过这些分子生态学技术，土壤不再是黑箱，而是可

以看得见、摸得着的系统，使得许多年以来土壤微生物学家所

面临的诸多问题可以得到解决。ＤＮＡ的分离提取是分子生
物学研究中重要的基本技术，从不同土壤中提取分离获得纯

度较高的土壤ＤＮＡ是进行土壤微生物分子生态学研究的前
提。本研究探索了１种简单高效提取根际土壤 ＤＮＡ的改良
十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法。

１　材料与方法

１．１　材料
土壤为取自海南省农业科学院农业环境与土壤研究所大

棚的西瓜连作根际土壤，共连作３茬。每茬取样１次，作为１
份样品。

１．２　试剂与仪器
１．２．１　主要试剂　十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）、三氯氨
基甲烷（Ｔｒｉｓ）、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），均为国产分析纯。
１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、４×ｄＮＴＰｓｍｉｘ，中科瑞
泰（北京）生物科技有限公司产品。相关序列扩增多态性

（ＳＲＡＰ）引物序列为正向引物 Ｍｅ１（５′－ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧ
ＧＡＴＡ－３′）、反向引物Ｅｍ４（５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ－
３′），生工生物工程（上海）股份有限公司产品。

１．２．２　主要仪器　台式高速冷冻离心机；温水浴锅；制冰机；
移液枪；紫外分光光度计；Ｔ１００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ型 ＰＣＲ仪（美
国Ｂｉｏ－Ｒａｄ）；水平电泳仪；凝胶成像系统等。
１．３　试验方法
１．３．１　取样及样品前处理　（１）带土挖出整株植物的根系，
挖出时尽可能多带些土；（２）轻轻抖去根系上大块的土壤，剪
取约１５ｇ的带土根系，置于装有灭菌的０．８６％ ＮａＣｌ溶液的
２５ｍＬ离心管中，并快速带回实验室；（３）将上述离心管放在
冰中３０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ取出摇匀１次；（４）去掉植株根系，
４０００ｇ、４℃低温离心３０ｍｉｎ，然后去除上清液。将所得土壤
沉淀物保存于－２０℃备用。
１．３．２　土壤总 ＤＮＡ的提取　（１）取上述土壤样品约１．０ｇ
于２．０ｍＬ离心管中，置于液氮中３ｍｉｎ，再放入６５℃水浴锅
中解冻２ｍｉｎ，反复进行３次；然后在高通量组织研磨仪上用
液氮研磨１ｍｉｎ，至粉未状。（２）立即将上述粉末转入６５℃
预热的８００μＬ３×ＣＴＡＢ提取液［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
值８．０），２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２％硫基乙醇，３％
ＣＴＡＢ］中，迅速混匀，置于 ６５℃水浴约 ２５ｍｉｎ，其间每隔
１０ｍｉｎ摇１次。（３）加入约等体积的三氯甲烷 ∶异戊醇
（２４∶１），９０℃连续翻动至浑浊而无２相，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取上清。重复此操作 ２次。（４）取上清液加入 ５μＬ
１０ｍｇ／ｍＬＲＮａｓｅ溶液，摇匀，室温下静置１０ｍｉｎ。（５）加入无
水乙醇至离心管满，此时马上看到白色絮状沉淀漂浮于上层

乙醇中，切勿摇动。用灭菌牙签轻轻挑出白色絮状 ＤＮＡ沉
淀。然后吸出下层提取液于另１支离心管中，吸至２相混合
面颜色较淡的液体时，将此液体连同上层乙醇丢弃。（６）重
复第（５）步３次，并将最后３次所得 ＤＮＡ沉淀转入同一离心
管中，用７０％乙醇清洗２次，晾干至 ＤＮＡ沉淀呈透明状，再
溶于１２０μＬ无菌 ｄｄＨ２Ｏ中，于４℃保存备用或长期保存于
－２０℃。
１．３．２　ＤＮＡ的质量检测　用 １．０％琼脂糖凝胶检测所提
ＤＮＡ的完整性；直接取１００μＬ用紫外分光光度计测定２３０、
２６０、２８０ｎｍ处的吸光度Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２３０ｎｍ，计算 ＤＮＡ的浓
度，并估测ＤＮＡ的纯度。
１．３．３　ＳＲＡＰ扩增　以上述提取的土壤总ＤＮＡ为模板，进行
ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增反应，以进一步检测所提ＤＮＡ的质量，反应
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在ｉＣｙｃｌｅｒＴＭＴｈｅｒｍａｌ的Ｃｙｃｌｅｒ型ＰＣＲ仪上进行。采用李春楠
等优化后的反应体系和扩增程序［４］。２５μＬ反应体系组成：
２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２００μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，１．０ＵＴａｑ酶，０．４μｍｏｌ／Ｌ引物，３０ｎｇＤＮＡ模板，用无
菌超纯水补足至２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃
４５ｓ，３５℃ １ｍｉｎ，７２℃ １２０ｓ，５个循环；９４℃ ４５ｓ，５０℃
１ｍｉｎ，７２℃１２０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。反应重复１次。

ＰＣＲ产物用 ２．０％琼脂糖凝胶检测，以 １００ｂｐＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ作为对照分子量标准（ｍａｒｋｅｒ），在０．５×ＴＢＥ缓冲液
中，于５Ｖ／ｃｍ的条件下电泳，在ＧｅｌＤｏｃＸＲ型凝胶成像分析
系统下照相并记录结果。

２　结果与分析

２．１　提取根际土壤ＤＮＡ质量
由图１可见，琼脂糖凝胶电泳结果无拖尾现象，表明所提

ＤＮＡ基本上无断裂，完整性好。能够有效去除腐殖酸是土壤
ＤＮＡ提取的关键。腐殖酸在２３０ｎｍ处有１个吸收峰，可通
过估算Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值来确定所提取的 ＤＮＡ中腐殖酸的污

染程度，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值越高，表明ＤＮＡ纯度越高；反之，表明
腐殖酸污染越严重［５］。诸多学者报道土壤 ＤＮＡ提取法所获
得的ＤＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值在１．３左右

［６－８］。本研究所获得的

ＤＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在１．５６０～１．９３５之间，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值在
１．３５６～１．５５２之间，可见纯度较高（表１）。

表１　改良ＣＴＡＢ方法所制备的土壤ＤＮＡ纯度及产量

材料 Ｄ２３０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值
ＤＮＡ浓度
（μｇ／μＬ）

ＤＮＡ产量
（μｇ／ｇ）

ＬＺ－１ １．５２２２ ２．０６４１ １．３２３１ １．３５６ １．５６０ ０．１０３２ １２．３８４
ＬＺ－２ ０．７３３１ １．１３７７ ０．６４８６ １．５５２ １．７５４ ０．０５６９ ６．８２８
ＬＺ－３ ０．８６５１ １．２５６１ ０．７６９７ １．４５２ １．６３２ ０．０６２８ ７．５３６
ＬＺ－４ ０．６３９０ ０．９８９２ ０．５１１２ １．５４８ １．９３５ ０．０４９５ ５．９４０

　　提取ＤＮＡ的质量会影响 ＰＣＲ是否能扩增或扩增的效
果。在提取土壤ＤＮＡ时，影响 ＤＮＡ质量的主要是腐殖酸类
物质，这类物质可以螯合Ｍｇ离子或与ＤＮＡ或蛋白质发生共
价结合，从而抑制酶的活性［９］。为了验证本方法所提取的

ＤＮＡ中是否含有杂质，采用 ＳＲＡＰ扩增的方法来判断是否存
在足以抑制Ｔａｑ酶活性的抑制剂。由 ＳＲＡＰ的扩增结果（图
２）可见，本研究的ＤＮＡ提取方法所提取的 ＤＮＡ完全可以用
于ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应，扩增条带清晰，结果重复性高。综上可
见，本研究中所采用的ＤＮＡ提取法是１种可以有效减少腐殖
酸类物质的方法，用该法所提ＤＮＡ几乎不含有酶抑制物等影
响ＰＣＲ反应的杂质。

２．２　根际土壤ＤＮＡ提取效率
经紫外－可见分光光度计检测，４份样品所提取的 ＤＮＡ

浓度分别为０．０６２８、０．１０３２、０．０５６９、０．０４９５μｇ／μＬ。经计
算，用本方法所提取根际土壤 ＤＮＡ的产量为 ５．９４～
１２．３８４μｇ／ｇ，这与张海燕等建立的方法获得的 ＤＮＡ产量［１０］

相当，较陈旭玉等建立的方法获得 ＤＮＡ产量［８］高。此外，本

研究所建立的方法步骤简单，仅需６个步骤即可完成，需时
１．０～１．５ｈ。可见本方法为操作简单、效率较高的土壤 ＤＮＡ
提取方法。

３　讨论

土壤微生物的种群和数量极易随着环境条件的变化而变

化，因此为了确保所获得的研究结果能真实反映土壤微生物

信息，在取样过程中既要迅速，又要砌底。可见取样过程是极

为重要的，但也是常被研究者忽略的。为了正确与迅速取样，

在本研究中，抖去根系大块土壤后直接将土壤置于装有灭菌

的０．８６％ ＮａＣｌ溶液的２５ｍＬ离心管中，并快速带回实验室
进行样品预处理。根际土壤微生物在盐溶液中置于冰上

３０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ取出摇匀１次，这样既降低了土壤微生物
的种群、数量的变化，减少在样品取样过程中的污染，同时也

可使部分腐殖酸等杂质溶于０．８６％ ＮａＣｌ溶液而得以去除。
为了达到去除腐殖酸的目的，诸多学者对土壤样品进行了预

处理，王澍等采用ＣａＣＯ３溶液和聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）磷酸
溶液对样品进行预处理［１１］；赵勇等在微生物细胞裂解前采用

ＴＥＮＰ缓冲液、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）对土壤样品进行了２次洗
涤处理［７］；徐岩等采用 ２％磷酸缓冲液（ｐＨ值 ８．０，含 ２％
ＰＶＰ）对土壤样品洗涤处理［６］，均取得了一定的效果。本研究

（下转第６９页）
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果与之相似。本研究中３３℃时有７５％的菌株仍能缓慢生
长，并产生少量孢子，这与张莉等的研究结果［８］不一致，表明

北疆早熟棉区黄萎病病菌的耐高温能力可能有所增强，这也

可能是造成当前新疆棉花黄萎病在高温期仍然发病较重的原

因之一。３０℃ 条件下发现有个别菌株由菌核型转为菌丝
型，这与朱荷琴等研究的高温胁迫下温度对病原菌的培养特

性有影响［９］一致。ｐＨ值在４～９范围内菌株均可生长，ｐＨ值
在５～７范围内菌株生长速度较快，表明ｐＨ值是影响棉花黄
萎病病菌生长的因素之一。６．２５％菌株致死温度、时间为
６５℃、１０ｍｉｎ，３７５０％菌株致死温度、时间为６０℃、１０ｍｉｎ，
５６．２５％的菌株致死温度、时间为 ５５℃、１０ｍｉｎ，表明北疆早
熟棉区黄萎病病菌对高温具有一定的耐受性，籍秀琴等认为

高温可明显控制黄萎病的发生［１０］，棉田遭遇连续高温容易产

生隐症，但是一旦环境条件适宜即可暴发成灾。

本研究仅从北疆早熟棉区中的第五师、第七师和第八师

采集了１５个重病田的病株，只能代表北疆早熟棉区局部黄萎
病病菌的类型。下一阶段的任务是广泛采集病样，进行 ＰＣＲ
分子鉴定及致病力分化研究，以便为新疆棉花黄萎病的防控

提供理论依据。
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用盐溶液低温振荡悬浮处理也有效去除了部分腐殖酸类

物质。

　　在细胞裂解释放 ＤＮＡ时，不同的学者采用了２×ＣＴＡＢ
提取液、溶菌酶、蛋白酶 Ｋ、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）裂解液对
土壤样品进行处理。本研究则采用反复冻溶和３×ＣＴＡＢ提
取液以使细 胞壁 充 分 裂 解，并 适 当 提 高 ＮａＣｌ浓 度
（２．０ｍｏｌ／Ｌ）以使ＤＮＡ充分溶解，从而达到提高ＤＮＡ产量的
目的。在土壤ＤＮＡ提取时，影响 ＤＮＡ质量的主要是腐殖酸
类物质。这类物质主要通过影响 ＰＣＲ酶的活性致使 ＰＣＲ扩
增失败。本法在沉淀 ＤＮＡ时，白色絮状 ＤＮＡ沉淀漂浮于上
层无水乙醇中，快速挑出ＤＮＡ沉淀，使之未与下层液体接触，
因而能避免由于腐殖酸类物质等原因给 ＤＮＡ质量造成的
影响。

目前所报道的土壤 ＤＮＡ提取方法中，为了获得更多的
ＤＮＡ沉淀，多数是用预冷的无水乙醇或异丙醇沉淀 ＤＮＡ，并
置于－２０℃、３０ｍｉｎ左右。这种方法虽然可以避免 ＤＮＡ断
裂并可获得更多的ＤＮＡ沉淀，但是低温可能会使ＣＴＡＢ溶液
产生沉淀而影响后续工作。例如，导致ＤＮＡ沉淀较难溶解和
有ＣＴＡＢ残留，从而可能会对 ＰＣＲ产生影响。此外，长时间
的沉淀会使更多的腐殖酸类物质随之沉淀而严重影响 ＤＮＡ
质量。利用本方法所提取的ＤＮＡ虽然浓度稍低，但可以有效
去除腐殖酸等物质的干扰。同时本方法具有操作相对简单、

整个过程所用时间短等优点，是 １种简易快速获得高质量
ＤＮＡ的提取方法。
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