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　　摘要：在利用里氏木霉降解纤维素为葡萄糖继而发酵生产液体燃料和大宗化学品的工业生产过程中，降解纤维素
为葡萄糖是关键的一步。β－葡萄糖苷酶在调控纤维素酶的活性及其表达时起到至关重要的双重作用。为了研究
β－葡萄糖苷酶Ｃｅｌ１ａ在里氏木霉ＲｕｔＣ－３０中对纤维素酶诱导表达及其酶活性的影响，以里氏木霉的基因组ＤＮＡ为
模板，设计扩增看家基因（β－ａｃｔｉｎ）的启动子（Ｐａｃｔ）和ｃｅｌ１ａ的引物，分别进行Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａ的ＰＣＲ扩增，然后利用重叠
ＰＣＲ将Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａ连成１个片段 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ，再通过酶切成功地将 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ片段连接到 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００二元质粒
上，从而为后续研究β－葡萄糖苷酶在调控纤维素酶的酶活性及其表达过程中的作用奠定了基础。
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　　木质纤维素是地球上储量最丰富的可再生资源。近年
来，各地露天大面积直接焚烧秸秆的现象时有发生，并且日趋

严重。而秸秆焚烧不但造成严重的资源浪费，而且会排放大

量的污染物，使得局部大气和水环境质量恶化，造成环境污

染［１］。在矿物燃料资源日趋枯竭、环境日趋恶化的严峻形势

下，利用廉价的木质纤维素生产液体燃料和大宗化学品，可以

有效地缓解能源和环境危机，促进全球经济的可持续

发展［２－３］。

纤维素酶是实现秸秆等废弃木质纤维素水解为单糖，继

而发酵生产生物乙醇和其他化工产品的生产过程中最为关键

的环节之一［４］。生物产纤维素酶的效率很低、生产成本高、

酶活性低、用量大等因素限制了纤维素酶的推广和应用［５］。

丝状真菌是自然界中降解木质纤维素的主要微生物，其中木

霉属中的里氏木霉是最重要的代表菌株［６］。里氏木霉分泌

的纤维素酶具有产量高、种类相对齐全等特点，也是工业生产

纤维素酶的主要菌株［７］。里氏木霉的纤维素降解酶的表达

合成受到多级控制，然而大部分调节发生在转录水平。不同

纤维素酶的编码基因被共同调节，这意味着它们同时受到诱

导或抑制，虽然诱导或抑制的程度不尽相同［８－１０］。其中外切

酶ＣＢＨⅠ（ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅⅠ）占里氏木霉分泌的纤维素酶
组分的６０％，其次为ＣＢＨⅡ（ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅⅡ）和ＥＧ２。而
β－葡萄糖苷酶在里氏木霉分泌的纤维素酶组分中含量最
少，其酶活性较低，因此造成水解体系中纤维二糖的积累，由

此可见，人为过量表达 β－葡萄糖苷酶是提高纤维素酶整体

酶活性的有效途径之一。

有研究显示，在细胞膜上１个通透酶负责将纤维二糖运
送到细胞内，从而诱导纤维素酶的合成［１１］。然而，关于纤维

二糖是否就是纤维素酶的诱导分子还不是很清楚。纤维二糖

的诱导效果不如其位置异构体，如槐糖、龙胆二糖和昆布二

糖，其中槐糖的诱导效果最好［１２－１３］。有研究者在用 β－葡萄
糖苷酶作用过的纤维素酶降解纤维素的溶液中分离得到纤维

二糖的异构体，主要有槐糖，说明β－葡萄糖苷酶对纤维二糖
不仅有水解作用，很可能还在纤维素酶诱导分子的合成过程

中起到重要作用［１４］。

相关研究还显示，β－葡萄糖苷酶 Ｃｅｌ１ａ有转糖基作用的
酶活性，可以催化纤维二糖得到槐糖、纤维三糖、纤维四糖

等［１４］。敲除里氏木霉β－葡萄糖苷酶ｃｅｌ１ａ、ｃｅｌ３ａ或ｃｅｌ１ｂ后，
严重延迟了纤维素酶的表达时间，使得胞外纤维素酶的活性

也有所降低（ｃｅｌ１ａ受到的影响最严重），而添加强诱导物槐糖
后又恢复了纤维素酶的正常表达［１１，１５－１６］，说明 β－葡萄糖苷
酶在里氏木霉纤维素酶诱导物槐糖的形成过程中起着重要作

用。１个不影响 β－葡萄糖苷酶 Ｃｅｌ１ａ的转糖基作用的酶活
性而降低了其水解酶活性的单个氨基酸的突变（Ｖ４０９Ｆ）提高
了纤维二糖对里氏木霉纤维素酶的诱导作用［１７］，进一步说明

β－葡萄糖苷酶的转糖基作用在纤维素酶的诱导合成过程中
起到重要作用，因此，体内过量表达β－葡萄糖苷酶不但能提
高里氏木霉体内纤维素酶的整体酶活性，更能研究其纤维素

酶的诱导表达机制。本研究利用重叠ＰＣＲ成功克隆β－葡萄
糖苷酶ｃｅｌ１ａ，并使其受里氏木霉看家基因β－ａｃｔｉｎ的启动子
（Ｐａｃｔ）启动，能够在里氏木霉细胞内持续过量表达，以期为后
续研究β－葡萄糖苷酶在调控纤维素酶的酶活性及其表达过
程中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒及试剂
大 肠 杆 菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉＤＨ５α）、二 元 载 体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００、里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０均为笔者所在课题组保
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存。大肠杆菌（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α）感受态细胞由笔者所在
实验室制备。ＤＮＡ回收试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＰＣＲＤＮＡ
纯化试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒、ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连
接酶、ＲＮａｓｅ、ｄＮＴＰ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶ＨｉｎｄⅢ和 Ｘｂａ
Ⅰ，均购自宝生物工程（大连）有限公司（ＴａＫａＲａ）。其他试
剂均为进口或国产分析纯。ＰＣＲ引物由上海赛百盛基因技
术有限公司合成，ＤＮＡ测序由生工生物工程（上海）股份有限
公司完成。

１．２　引物设计
根据ＧｅｎＢａｎｋ上里氏木霉基因组 ＤＮＡ中看家基因（β－

ａｃｔｉｎ）的启动子（Ｐａｃｔ）ＤＮＡ序列和β－葡萄糖苷酶ｃｅｌ１ａ基因
序列，设计 ＰＣＲ程序，分别扩增 Ｐａｃｔ（长度约为１２００ｂｐ）和
ｃｅｌ１ａ（长度约为 ２２００ｂｐ）ＤＮＡ片段 ＸｂａⅠ －Ｐａｃｔ－Ｆ和
Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－Ｒ、Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－Ｆ和ｃｅｌ１ａ－ＨｉｎｄⅢ－Ｒ，考虑到
后续要利用重叠ＰＣＲ拼接２个基因片段为Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ（长度
约为３４００ｂｐ）及其后续的克隆酶切位点，在扩增Ｐａｃｔ的上游
引物上添加 ＸｂａⅠ酶切位点 ５′－ＴＣＴＡＧＡ－３′（用波浪线标
出），在下游引物上添加ｃｅｌ１ａ的５′端 ＤＮＡ序列（用下划线标
出）；在扩增ｃｅｌ１ａ的上游引物上添加 Ｐａｃｔ的３′端 ＤＮＡ序列
（用下划线标出），在下游引物上添加 ＨｉｎｄⅢ酶切位点
５′－ＡＡＧＣＴＴ－３′（用波浪线标出）。引物序列如下（加粗的
为２个引物的重叠部分）：

ＸｂａⅠ －Ｐａｃｔ－Ｆ： ５′－ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＣＴＡＧＡＣＡＣＡＧＣＡ
ＧＡＡＧＧＧＧＧＴＴＣＣＧＴＣＡＡＣ－３′；

Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－Ｒ：５′－ＧＧＧＣＡＧＣＡＴＴＧＴＧＡＣＴＧＡ
ＴＴＡＡＴＧＴＡＴＧＡＡＧＣＴＧＡＴＧＡＡＡＧ－３′；

Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－Ｆ：５′－ＡＴＴＡＡＴＣＡＧＴＣＡＣＡＡＴＧＣＴ
ＧＣＣＣＡＡＧＧＡＣＴＴＴＣＡＧＴＧＧ－３′；

ｃｅｌ１ａ－ＨｉｎｄⅢ －Ｒ： ５′－ＡＴＴＡＴＡＴＡＴＡＡＧＣＴＴＧＣＣＡＴＣ
ＡＴＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＴＣＴＧ－３′。
１．３　启动子Ｐａｃｔ与ｃｅｌ１ａ的ＰＣＲ扩增与纯化

用
!

洁等的方法提取里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０基因组
ＤＮＡ［１８］，经ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ检查纯度及其
浓度后，以里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０基因组为模版，根据 ＰｆｕＤＮＡ
聚合酶说明书要求，用第１．２节中设计的引物分别扩增启动
子Ｐａｃｔ和ｃｅｌ１ａＤＮＡ片段。其 ＰＣＲ扩增程序均如下：９４℃
４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ３６ｓ，７０℃，３０ｓ，３０个循环；７２℃
５ｍｉｎ，４℃冷却后进行琼脂糖凝胶电泳检测。由于ＰＣＲ产物
较纯，采用ＰＣＲ纯化试剂盒分别纯化Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａＤＮＡ片段。
１．４　重叠ＰＣＲ连接Ｐａｃｔ与ｃｅｌ１ａ

以第１．３节ＰＣＲ扩增并纯化的 Ｐａｃｔ和 ｃｅｌ１ａ为 ＤＮＡ模
板，按照ＰｆｕＤＮＡ聚合酶说明书要求，以 ＸｂａⅠ －Ｐａｃｔ－Ｆ、
ｃｅｌ１ａ－ＨｉｎｄⅢ－Ｒ为引物拼接 Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａＤＮＡ片段，并扩增
Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ。其 ＰＣＲ扩增程序均如下：９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５２℃３６ｓ，７０℃３ｍｉｎ，３０个循环；７２℃５ｍｉｎ，４℃冷却
后进行琼脂糖凝胶电泳检测。由于出现多条ＰＣＲ产物，采用
琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒回收大小合适的ＰＣＲ产物。
１．５　融合ＤＮＡ片段Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ的克隆

由于引物ＸｂａⅠ－Ｐａｃｔ－Ｆ、ｃｅｌ１ａ－ＨｉｎｄⅢ－Ｒ上分别设
计有 ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ酶切位点，Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ的两端分别含有
ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ酶切位点。因此可以通过 ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶

切把 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａＤＮＡ片段克隆到二元载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００
上。根据说明书要求选择 Ｔａｎｇｏｂｕｆｆｅｒ对 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ和二元
载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３００分别进行ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切。分别纯
化Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ、ｐＣＡＭＢＩＡ１３００双酶切片段，按照 Ｔ４连接酶试
剂盒说明书，将酶切后的 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ和 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００片段
连接起来，得到重组质粒Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－ｐＣＡＭＢＩＡ１３００，并用化
学转化法将连接产物转化到大肠杆菌（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α）
感受态细胞中进行重组子的筛选、鉴定。从阳性克隆子中提

取重组质粒进行酶切和ＰＣＲ鉴定，然后将所得阳性克隆委托
生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

２　结果与分析

２．１　启动子Ｐａｃｔ与ｃｅｌ１ａ的ＰＣＲ扩增
以里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０基因组为模版，分别以 ＸｂａⅠ －

Ｐａｃｔ－Ｆ和Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－Ｒ、Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－Ｆ和ｃｅｌ１ａ－ＨｉｎｄⅢ－
Ｒ为引物ＰＣＲ扩增 Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａ。取４μＬＰＣＲ产物进行琼脂
糖凝胶电泳，由图１－ａ、图１－ｂ可以看出，ＰＣＲ获得了大小
约为１２００ｂｐ的ＰａｃｔＤＮＡ片段和约为２１００ｂｐ的ｃｅｌ１ａＤＮＡ
片段，与预期片段大小符合，表明 ＰＣＲ成功。由于 ＰＣＲ产物
较为单一，采用ＰＣＲ纯化试剂盒分别纯化Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａＤＮＡ片
段，所得ＤＮＡ浓度分别为１２．５、１１．５ｎｇ／μＬ。

２．２　重叠ＰＣＲ连接Ｐａｃｔ与ｃｅｌ１ａ
２．２．１　重叠ＰＣＲ的原理　重叠ＰＣＲ的原理如图２所示。以
里氏木霉ＲｕｔＣ－３０基因组ＤＮＡ为模板，分别扩增Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａ
ＤＮＡ片段，由于本研究采用具有互补末端的引物ｃｅｌ１ａ－Ａｃｔ－
Ｆ、ｃｅｌ１ａ－Ａｃｔ－Ｒ，使得Ｐａｃｔ的３′端和ｃｅｌ１ａＤＮＡ的５′端ＤＮＡ
序列相同，在ＰＣＲ过程中，Ｐａｃｔ和ｃｅｌ１ａＤＮＡ片段可以互为模
板，并将 Ｐａｃｔ和 ｃｅｌ１ａＤＮＡ片段拼接在一起，得到 Ｐａｃｔ－
ｃｅｌ１ａ，如果用两端引物ＸｂａⅠ－Ｐａｃｔ－Ｆ、ｃｅｌ１ａ－ＨｉｎｄⅢ－Ｒ进
行扩增，将得到Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａＤＮＡ片段。
２．２．２　Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａＰＣＲ扩增　以Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａ为模板，以Ｘｂａ
Ⅰ－Ｐａｃｔ－Ｆ、ｃｅｌ１ａ－ＨｉｎｄⅢ－Ｒ为引物，能将 Ｐａｃｔ、ｃｅｌ１ａ２个
ＤＮＡ片段连接起来，并扩增得到 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ。由图１－ｃ可
以看出，ｃｅｌ１ａ大小约２１００ｂｐ，启动子 Ｐａｃｔ大小为１２００ｂｐ，
拼接在一起约为３４００ｂｐ。由图１－ｃ还可以看出，ＰＣＲ产物
的主要条带在３４００ｂｐ左右，说明拼接成功。由于ＰＣＲ产物
不单一，通过切胶回收得到 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ的 ＤＮＡ浓度约为
１３５ｎｇ／μＬ。　
２．３　Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ的克隆

由于扩增Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ时所用引物ＸｂａⅠ－Ｐａｃｔ－Ｆ、ｃｅｌ１ａ－
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ＨｉｎｄⅢ－Ｒ分别含有 ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ限制性酶切位点，使得
Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ两端分别含有 ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ限制性酶切位点。
因此可以通过 ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切而连接到二元载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００上。Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ、ｐＣＡＭＢＩＡ１３００经 ＸｂａⅠ、
ＨｉｎｄⅢ双酶切、纯化后，利用Ｔ４连接酶将２个ＤＮＡ片段连接
在一起，并将连接反应产物转化到大肠杆菌 ＤＨ５α中。筛选
阳性转化子进行ＰＣＲ及质粒酶切鉴定。由图３可以看出，上
面的条带为ｐＣＡＭＢＩＡ１３００的质粒片段，大小约为９ｋｂ，下面
的条带为 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ片段，大小约为３．４ｋｂ，因此可见载体
和插入ＤＮＡ片段与预期结果一致。重组质粒测序结果也与
ＧｅｎＢａｎｋ中的序列完全一致，进一步说明本研究成功用重叠
ＰＣＲ将 启 动 子 Ｐａｃｔ与 ｃｅｌ１ａ连 接 起 来，并 克 隆 到 了
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００二元载体上，得到重组质粒 Ｐａｃｔ－ｃｅｌ１ａ－
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００。

３　讨论

重叠ＰＣＲ技术是采用具有互补末端的引物，分别扩增２
个ＤＮＡ片段，使得 ＰＣＲ产物的引物互补部分形成重叠链，并
在随后的扩增反应中通过重叠链的延伸，将不同来源的扩增

片段拼接起来［１９］。因此，通过精心设计引物，可以将任意２
个基因拼接连接形成２个目的基因的融合基因，中间无需任
何目的基因的ＤＮＡ序列，从而避免了依靠限制性内切酶进行
基因重组的麻烦，也避免了连接序列中可能出现的非目的基

因的ＤＮＡ序列［２０］。

本研究成功利用重叠 ＰＣＲ技术将里氏木霉看家基因
（β－ａｃｔｉｎ）的启动子（Ｐａｃｔ）ＤＮＡ序列与里氏木霉 β－葡萄糖
苷酶ｃｅｌ１ａ的ＤＮＡ序列拼接在一起，使得ｃｅｌ１ａ基因在里氏木
霉内能由看家基因（β－ａｃｔｉｎ）的启动子（Ｐａｃｔ）驱动，能够在
里氏木霉细胞内持续过量表达，从而增加了 β－葡萄糖苷酶
ｃｅｌ１ａ的表达量，有望提高纤维素酶的整体酶活性，今后也可
以进一步研究与证实 β－葡萄糖苷酶 ｃｅｌ１ａ在里氏木霉纤维
素酶表达调控中的作用。本克隆方法的建立为后续研究其他

β－葡萄糖苷酶在里氏木霉纤维素酶表达调控中的作用，以
及利用强弱不同的启动子控制β－葡萄糖苷酶在里氏木霉中
的表达水平及其细胞定位奠定了技术基础。
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不同酶液组合对蒰柑原生质体分离的影响

周一鹏，何　丽，罗　丽，许晓玲，徐小勇
（扬州大学园艺与植物保护学院，江苏扬州２２５００９）

　　摘要：以蒰柑愈伤组织和试管苗叶片为试验材料，采用纤维素酶Ｒ－１０＋离析酶Ｒ－１０的酶液组合Ⅰ和纤维素酶
Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋离析酶Ｒ－１０的酶液组合Ⅱ进行原生质体的分离，比较这２种酶液组合对原生质体的酶解时间、产量及
活性氧含量的影响。结果表明，酶液组合Ⅱ所需的酶解时间均短于酶液组合Ⅰ；酶液组合Ⅱ所获得的原生质体产量均
高于酶液组合Ⅰ，在愈伤组织中前者产量是后者的９．０９倍，在叶片中前者产量是后者的５．２９倍，差异显著；酶液组合
Ⅰ的愈伤组织原生质体的活性氧水平是酶液组合Ⅱ的１．９６倍，且差异显著，而对于叶肉原生质体，２种酶液组合之间
的差异不显著。因此可见，酶液组合Ⅱ更适合用于蒰柑原生质体的分离。
　　关键词：蒰柑；原生质体；酶液组合；纤维素酶Ｒ－１０；纤维素酶Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ
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　　原生质体指采用酶解法或机械法去掉细胞壁的裸露活细
胞，在一定条件下可以发育成完整的植株，同时，原生质体也

是一种理想的单细胞系统［１］。因此，原生质体可以为现代生

物技术研究的诸多方面提供有利的试验材料，已被广泛地应

用于植物基础理论研究和遗传改良中［２－３］。然而，原生质体

技术应用的首要前提是分离出高质量的原生质体。由目前的

研究现状可知，影响原生质体分离的因素主要有分离起始材

料、预处理、酶液组合和浓度、酶解时间、渗透压等。其中，酶

液组合是影响原生质体分离成败的关键因素之一［４－５］。

目前，人们广泛使用的酶液组合为纤维素酶 ＋离析酶或
纤维素酶＋果胶酶，已被成功地用于小麦、马铃薯、油菜、柑橘
等植物的原生质体分离［６］。另外，值得注意的是，不同来源

的纤维素酶对原生质体分离也有影响。研究发现，相对于非

纯化的纤维素酶，纯化的纤维素酶用于烟草和葡萄原生质体

分离时，可降低活性氧水平，提高分离效果［７－８］。柑橘原生质

体主要由愈伤组织和叶片分离而来，所使用的酶液组合皆为

纤维素酶Ｒ－１０＋离析酶 Ｒ－１０，然而纤维素酶 Ｒ－１０是一
种非纯化的纤维素酶。本研究拟采用纯化的纤维素酶

Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋离析酶Ｒ－１０的酶液组合与常规酶液组合进行
蒰柑原生质体的分离，比较它们在原生质体酶解时间、产量及

活性氧含量上的差异，从而分析纤维素酶纯化与否对蒰柑原

生质体分离的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料
将蒰柑（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ）胚性愈伤组织保存于ＭＴ

基本培养基中，每２０ｄ继代１次；将愈伤组织用悬浮培养基
（ＭＴ＋０．５ｍｇ／ＬＭＥ＋１．５ｍｇ／Ｌ谷胺酰氨 ＋５０ｇ／Ｌ蔗糖）悬
浮培养４代后用于原生质体的分离。

取新鲜蒰柑果实，去掉果肉，将种子用水冲洗干净，用

１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ浸泡１０ｍｉｎ，去掉果胶，转入超净工作台内，用
无菌蒸馏水冲洗后，再用７５％乙醇浸泡 １０ｍｉｎ，然后用１％
ＮａＣｌＯ溶液消毒２０ｍｉｎ，再然后用无菌蒸馏水冲洗３次，每次
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