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摘 要：本文建立了从土壤中提取总 D-) 的方法，并通过改进使适合于对革兰氏阳性菌的提

取。用 2 种性质不同的土壤进行验证，均提取到了 D-)，每克干土的 D-) 提取量从 "@"$!; E
/"@!/!;，通过透析袋回收进行纯化，纯化回收率达到 ?.@"!F，纯化后的土壤 D-) 可以直接扩

增出 /?G +D-)。2 种土壤的提取率从 ?$@./F E 2"@!.F，可以从每 ; 干土添加 "?# 个菌体的

土壤中扩增到目的条带。
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从自然环境中提取细菌 D-) 是非常有用的方法，可用于检测不可培养的细菌［/，#］，跟

踪某些目标菌株或重组基因在自然环境中的行为［"，!］。也可以用来揭示土壤微生物生态

系统中的基因的多样性及其随环境的变化［.］。从环境样品中抽提和纯化 D-) 是最关键

的技术问题之一。来自环境中的样品含有非常复杂的成分［?］，尤其是土壤中的腐质酸类

物质在提取过程中不能去除掉，直接影响后续的 HIJ 扩增、杂交、内切酶消化等。本文建

立了适合从不同土壤提取总 D-) 并进行纯化的方法，可应用于环境中微生物的研究。

$ 材料和方法

$%$ 土壤样品的采集与性质测定

从各地采集了不同性质的土壤，基本性质如表 /。

$%& 菌株

大肠杆菌 ! ( "#$% DK."，霉状芽孢杆菌（&’"%$$() *+"#%,-)），枯草芽孢杆菌（&’"%$$() )(./
0%$%)），苏云金芽孢杆菌（ &’"%$$() 01(2%34%-3)%)）都是本实验室保存；邻单胞菌（ 5$-)%#*#3’)
L*(）M? 为本实验室分离的甲基对硫磷农药降解菌（带有甲基对硫磷水解酶基因 *6,）。

$%’ 土壤 !"# 的提取方法［(］

$%’%$ 自然土壤 D-) 的提取：称取 .; 土壤样品，与 /"@.6N D-) 提取液（/$$66&’ON P+,L0
KI’，/$$66&’ON 5DP)，/$$66&’ON 磷酸钠，/@.6&’ON -7I’，/F IP)Q，*KC@$）混合，再加入

/$$!N 蛋白酶 1（/$6;O6N），于 ##.+O6,: 摇床上 "3R摇动 "$6,:，接着加入 /@.6N #$F GDG，

?.R水浴 #9，每隔 /. E #$6,: 轻轻颠倒几下，室温 ? $$$ S ; 离心 /$6,:，收集上清，转移到



!"#$ 离心管中，土壤沉淀再加入 %&!#$ 提取液和 "&!#$ ’"(的 )*)，涡旋 +",，-!.水浴

+"#/0，室温 - """ 1 2 离心 +"#/0，收集上清合并于上次上清。重复上述操作，收集上清与

前两次上清合并。上清与等体积的氯仿3异戊醇（’%：+ 体积比）混合，离心，吸取水相转移

至另一 !"#$ 离心管中，以 "&- 倍体积的异丙醇室温沉淀 +4，室温 +- """ 1 2 离心 ’"#/0，

收集核酸沉淀，用冷的 5"(乙醇洗涤沉淀，重悬于灭菌的无离子水中，最终体积为 !""!$。

表 ! 试验所用土壤样品

6789: + 64: ,;/9 ,7#<9:, =:,=:> /0 =4/, ,=?>@

)7#<9: A;B $;C7=/;0 );/9 =@<: DE270/C #7==:E C;0=:0= F( )7#<9/02 =/#: $70>?,:FG:E=/9/H7=/;0

I+ A70J/02，K/702,? I:99;L 8E;L0 ,;/9 ’&!! ’""+&+’ M:2:=789:

I’ N:/G702，)470>;02 O9?P;37Q?/C ,;/9 +&R+ ’""+&+’ O9;L:E

IS N?T/70，K/702,? U7>>@ ,;/9 +&-’ ’""+&R V/C:

I% *7G:02，K/702,? I:99;L ,70>@ ,;/9 +&%’ ’""+&+’ W7EE:0 970>

I! I/02=70，K/702T/ V:> ,;/9 +&S+ ’""+&++ )=E7L /0 <97C: E:=?E0:>

I- I/02=70，K/702T/ V:> ,;/9 +&S! ’""+&++ V/C: ,=E7L 70> ,4;;=

I5 I/02=70，K/702T/ V:> ,;/9 +&’X ’""+&++ YE::0 #70?E:

IX I/02=70，K/702T/ V:> ,;/9 ’&S’ ’""+&++ Z0/#79 #70?E:

IR I/02=70，K/702T/ V:> ,;/9 "&RR ’""+&++ A; G:E=/9/H:E

A;=:：64: ,7#<9:, L:E: ,=;E:> 7= %.70> C?9=?E:> G;E ;0: L::[ 7=S". L/=4 L7=:E C;0=:0= ;G ’"( 8:G;E: :T<:E/#:0= B

!"#"$ 土壤中 Y\ 细菌 *AZ 的提取：霉状芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌过夜

培养，离心收集菌体，无菌水洗涤，再悬浮于等体积无菌水中。各吸取 +#$ 上述 S 种悬浮

液，分别加入 !2 灭菌土壤 I+ 中，摇床振荡吸附 S"#/0 后提取 *AZ。在此提取方法的基础

上，水浴结束后，于 ] 5".冷冻，然后于 -!.融化，反复 S 次，比较两种提取方法的效果。

!"#"# 提取 *AZ 的定量：以"*AZ（"&!-R!2F!$）作为标准，与提取 *AZ 同时电泳后，经溴

化乙锭染色后，用 6ZADA 凝胶分析软件进行分析定量。

!"% 土壤 &’( 的纯化

!"%"! 纯化方法：透析袋电洗脱纯化回收法，具体操作参见文献［X］

!"%"$ 纯化回收效率：吸取 ’"?$ 的标准"*AZ（"&"!-R!2F!$），按上述回收方法回收 *AZ，

回收 *AZ 与标准"*AZ 同时电泳后用 6ZADA 软件进行定量，计算纯化回收效率。

!") 土壤 &’( 的提取效率及质量检查

!")"! 土壤 *AZ 提取效率：R 个土样都于 +’+.湿热灭菌 +4，提取灭菌土壤的 *AZ 检查

灭菌情况。! B "#$% *^!#隔夜培养后，离心收集菌体，无菌水洗涤 S 次，然后悬浮于等体积

无菌水中，以无菌操作取 +#$ 分别接种 !2 的 R 种灭菌土壤，摇床振荡吸附 "&!4 后提取。

同时设置纯菌作为对照。所有处理与对照均有 S 个重复。提取后定量对照与各处理的

*AZ 提取量，计算提取效率。提取效率 _ 各处理的提取量F对照的提取量 1 +""(。

!")"$ 纯化后的土壤总 *AZ 中 U‘V 扩增 +-) E*AZ：从土壤 *AZ 扩增 +-) E*AZ 的引物 +
序列为：!a3ZYZY666YZ6‘‘6YY‘6‘ZY3Sa（! B "#$% 87,:, X =; ’5），引物 ’ 序列为：!a36Z‘‘63
6Y66Z‘YZ‘663Sa（! B "#$% 87,:, +!"5 =; +%R’）。U‘V 扩增反应体系：+" 1 缓冲液 !!$，>A6U
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（!"##$%&’）(!’，引物 )（!"*#$%&!’）!!’，引物 !（!"*#$%&!’）!!’，+,! -（!"##$%&’）(!’，模板

（土壤 ./0）)1!’，!"# ./0 聚合酶 !2"3，44 5!6 !!2"!’，总体积 "1!’。反应参数：7"8变

性 )1#9:；7"8 !#9:，(!8 ;1<，=!8 (#9:，;" 个循环；=!8延伸 !1#9:。

!"# 土壤中目标菌株 $%& 的提取灵敏度

!"#"! 土壤接种目标菌株：菌株 +>（带有 $%& 基因）是甲基对硫磷降解菌，其甲基对硫磷

水解酶基因已被克隆［7］。菌株 +> 活化后，隔夜培养，离心收集菌体，无菌水洗涤 ; 次，以

)1? ! @)1? A系列稀释，各稀释度分别取 )#’ 加入到 ", 土壤 B) 中，摇床振摇 ;1#9:，然后提

取 ./0 进行纯化。提取前用含有甲基对硫磷的肉汤平板计数添加到土壤中的 +> 菌。

!"#"’ 目的基因（$%&）的 CDE 扩增：引物 ) 为："F@G00HHD0H0HGDDDDHG00G00D@;F，引

物 ! 为："F@G00HHDHDG0GDHHGGGGHHG0DG0DDG@;F。扩增反应体系：)1 I 缓冲液 !2"!’，

4/HC（!"##$%&’）!!’，引物 )（!"*#$%&!’）12"!’，引物 !（!"*#$%&!’）12"!’，+,! -（!"##$%&’）

)2"!’，模板（土壤 ./0）;!’，!"# ./0 聚合酶 !2"3，44 5!6 )(2"!’ 总体积 !"!’。反应参

数：7"8变性 !#9:；7"8 )#9:，("8 )#9:，=!8 !#9:，;" 个循环；=!8延伸 =#9:。

’ 结果和分析

’"! 不同土壤中 $%& 的提取

用 J.J 高盐抽提法从 7 种不同土壤中都提取出了 ./0，而灭菌后的土壤，由于在高温

灭菌过程中核酸被分解，都不能提取到（图 )）。并且用该方法提出的总 ./0，其片段均大

于 !;2)KL，有利于对其进行后续操作。每 , 干土中提取的 ./0 从 ;2;1!, ? );2()!,，提取

量最大的是土壤 B)，最低的是土壤 B7。土壤中总 ./0 的提取量与土壤的有机质含量呈

正相关（M N 127)）。在同一种土壤中，例如红壤，由于耕作措施的不同，使土壤有机质含量

也变化很大，土壤 B7 由于不用有机肥料，土壤有机质含量非常低，仅为 1277O，而增施秸

杆和有机肥的土壤土壤有机质明显升高，土壤中可培养的细菌数和总 ./0 提取量均相应

地发生变化（表 !）。由此也说明，J.J 高盐抽提法适合于从不同的土壤中抽提 ./0。

图 ! 不同土壤提取的总 $%& 的琼脂糖凝胶电泳

P9,Q) 0,RM$<S ,S% S%STUM$*V$MS<9< $W U$UR% ./0 SXUMRTUS4 WM$# 49WWSMS:U <$9%

0Q HQ"./0&’()4# #RMKSM；YQ0ZU$T%R[S4 <$9% B7；DQ J$9% B7；.Q0ZU$T%R[S4 <$9% BA；\Q J$9% BA；PQ 0ZU$T%R[S4 <$9% B=；GQ J$9%

B=；5Q0ZU$T%R[S4 <$9% B>；] Q J$9% B>；̂Q 0ZU$T%R[S4 <$9% B"；_Q J$9% B"；’Q 0ZU$T%R[S4 <$9% B(；+QJ$9% B(；/Q0ZU$T%R[S4 <$9% B;；

6Q J$9% B;；CQ 0ZU$T%R[S4 <$9% B!；‘Q J$9% B!；EQ0ZU$T%R[S4 <$9% B)；JQ J$9% B)2
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表 ! 不同土壤中总 "#$ 的提取量和计数的细菌数量

!"#$% & !’% ()%$* +, -+-"$ ./0 %1-2"3-%* ,2+4 *),,%2%5- 6+)$6 "5* -’% 3+75-6 +, -’%)2 #"3-%2)" 3%$$6

8-%46
9+)$ 6"4:$%6 /+;

<= <& <> <? <@ <A <B <C <D

<)%$* +, 327*% ./0

E（!FEF *2( 6+)$ ）

=>G?=

H &GBI

DG@C

H >G&A

DGIA

H >G?A

CG&=

H =GD=

AG=D

H >G?=

AG?A

H &G>&

@G=I

H =G>A

=IGI?

H &G=I

>G>I

H =G=D

/74#%2 +, 6+)$ #"3-%2)""

E（ J =IA EF *2( 6+)$）
&@GC &=G> &IG& BG&@ @G?C AG@C @G>& =IG& >GA?

/+-%：0 :$"-% 3+75-)5F

图 ! 土壤中芽孢杆菌 "#$ 的

琼脂糖凝胶电泳

K)F;& 0F"2+6% F%$ %$%3-2+:’+2%6)6 +, -+-"$ ./0

%1-2"3-%* ,2+4 6+)$ L)-’ #"3)$$76

0; !"#$%%&’ ’&()$%$’ 9.9 M ,2%%N)5FO-’"L)5F；P; !"*

#$%%&’ +,#-$./’ 9.9 M ,2%%N)5FO-’"L)5F；Q; !"#$%%&’

)0&1$23$/2’$’ 9.9 M ,2%%N)5FO-’"L)5F；.; !"#$%%&’

’&()$%$’ 9.9；R; !"#$%%&’ +,#-$./’ 9.9；K; !"#$%%&’

)0&1$23$/2’$’ 9.9；S;"./0E4$2*# 4"2T%2 ;

!%! 土壤中 &’ 细菌 "#$ 的提取

由于基于 9.9 的的高盐提取法会对一些革兰

氏阳性细菌效果不好，本文增加物理性的处理方

法，由图 & 可以看出，经过冻融处理后，> 种芽孢

杆菌均提取到了 ./0，未经冻融处理的霉状芽孢

杆菌未提取到 ./0，并且冻融处理也未对 ./0 造

成大的剪切，提取的 ./0 片段还大于 &>G=T#。

!%( 土壤 "#$ 的提取效率

各种土壤由于性质不同，特别是土壤中粘粒

的比例不同，土壤总 ./0 的提取效率也会有很大

的差异，D 种土壤总 ./0 的提取效率从 D>G?@U V
AIG@=U，最高的为 <?，提取效率达到 D>G?@U，最

小的为 <A，提取效率为 AIG@=U，（表 >）土壤 <? 为

黄沙壤，粘粒所占比例最小。从表 > 中还可以看

出，同一类型的土壤，提取效率差别不大。土壤中

的粘粒由于会造成微生物紧紧吸附于其上而无法分离，或由于其周围的空间小而造成无

法与菌体裂解液发生作用。所以 ./0 提取效率与土壤中粘粒的比例是呈负相关的。

表 ( 不同土壤中总 "#$ 的提取效率

!"#$% > !’% :%23%5-"F% +, -+-"$ ./0 %1-2"3-%* ,2+4 *),,%2%5- 6+)$ 6"4:$%6

8-%46
9+)$ 6"4:$%6 /+;

W72% 37$-72% <= <& <> <? <@ <A <B <C <D

./0 ()%$*E!F
=?G@=

H IGA&

=>G=A

H IG&D

=>G>@

H =G=>

==GDD

H =G=I

=>G@A

H IG@D

DGBC

H IGDI

CGBC

H IG@D

DG?D

H =G=&

CGDA

H =G&C

DGA=

H IGB>

R1-2"3-)5F %,,)3)"53(EU DIGBI D&GI= C&GA> D>G?@ ABG?I AIG@= A@G?I A=GB@ AAG&>

!%) 粗提 "#$ 的纯化

!%)%* 纯化回收率：&I!X 的标准"./0（IGI@AD!FE!X）经透析袋回收后，得到 IGB?>A H
IGIBI&!F ./0，则纯化回收效率为：IGB?>AE（&I J IGI@AD）J =IIU Y A@G>?U。透析袋回收

法虽然操作复杂，但对于大片段 ./0 却非常有效。
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!"#"! 土壤 !"# 的 $%& 扩增：由于从土壤中提取的 !"# 含有腐质酸类物质在提取过程

中无法去除掉，若不经过纯化，则由于所含的腐质酸等杂质的干扰，使其不能用于下一步

的操作，如 $%& 扩增、杂交等。本文从纯化后的土壤 !"# 中通过 $%& 直接扩增出土壤细

菌的 ’() *!"#（图 +），证明经过该方法纯化后的土壤 !"#，适合进行后续的操作。

!"$ 土壤中目标菌株 %&’ 的提取灵敏度

使用一对特异引物扩增 ,( 菌株的 -./ 基因片段，大小为 ’0123 左右。取 +!4 纯化后

的 !"# 做模板，可以从每 5 添加 +(6 个菌体的 7’ 土样中扩增出目的条带（图 8）。而不添

加 ,( 菌株的土样则不能扩增出目的条带。说明所建立的提取与纯化方法对提取土壤中

的目标菌株是非常灵敏的。应用该方法来分离土壤中含量少的微生物或基因资源，或者

用来监测自然环境中的特定菌株或重组基因也是行之有效的。

图 ( 以土壤 %&’ 为模板扩增的 )*+ ,%&’
琼脂糖凝胶电泳

9:5;+ #5<*=>? 5?@ ?@?AB*=.C=*?>:>

=D ’() *!"# <-.@:D:?/ D*=- >=:@ !"#

#;’() *!"#；E;"!"#F!"#/# -<*2?* ;

图 # 从土壤中扩增的菌株 -* 的

!"# 基因琼脂糖凝胶电泳

9:5;8 #5<*=>? 5?@ ?@?AB*=.C=*?>:>
=D -./ 5?G? <-.@:D:?/ D*=- ,( !"# :G >=:@
#;,( .H*? AH@H*?；E; )=:@ I +J6 A?@@>F5 >=:@；

%;"<BH*? >=:@；!;!46111 -<*2?* ;

( 讨 论

由于土壤本身及其中微生物的复杂性，常规分析微生物的方法如平板计数、生物量测

定等方法的准确性受到了极大的限制。从土壤微生物群体基因组的角度研究其多样性及

功能是一种可行的方法，并已在国外受到广泛的关注［’1］。从 !"# 的角度分析土壤微生物

关键是 !"# 的提取。从土壤或沉积物中提取 !"# 的方法可以分为两类［’’］，一是在土壤

中直接裂解微生物体，再提取 !"#［’6］。另一类是先将微生物菌体与土壤颗粒分开，再提

取 !"#［’+］。一般第一类方法提取效率比较高。从土壤中提取 !"# 有两个关键步骤：$
土壤中菌体细胞的裂解和粗 !"# 的提取；%粗 !"# 的纯化。粗 !"# 的提取和纯化均有

不同的方法，有些工作者应用物理方法破碎菌体，如超声波破碎等，所得到的片段较

小［’，(］。也有用微型柱进行粗提 !"# 的纯化，但每次能纯化的样品少，对于大片段的 !"#
回收率低［’6］。选用哪种方法的组合，要根据实验的要求选择。本实验选择基于 )!) 的高

盐提取法和透析袋回收法，既保证了一定的提取与回收效率，又兼顾了 !"# 的质量，使在

提取和纯化过程中，!"# 不会受到机械损伤。
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提取方法的效率及其灵敏度对于后续研究是十分重要的，高效提取才能具有代表性。

基于 !"! 的高盐提取法对 # 种土壤总 "$% 的提取效率从 #&’()* + ,-’).*，但这种从灭

菌土壤中提取外源添加菌株的 "$% 所计算的提取效率可能会高于土壤中土著微生物的

提取效率。因为土著微生物可能会比接种的菌株更难裂解。

根据 /01123 等［.(］的研究，土壤中土著性细菌平均 "$% 含量为 .’,45 + 6’(457细胞，若

据此计算，则在本研究中用活菌平板计数法得到的细菌数还不到根据提取的 "$% 量得到

的数量的 .*，这也跟许多研究者的观点相符。由此也可以看出群体基因组学的方法研

究土壤微生物具有独特的优势，可以使研究对象的范围更加扩大。
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