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浙贝母根际土壤总 DNA 提取和纯化方法的比较 
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(中国药科大学生命科学与技术学院  南京  210009) 

 
 

摘  要: 本研究通过对 6种土壤总 DNA提取方法(CTAB-SDS-冻融法、玻璃珠-SDS-酚氯仿抽提法、

玻璃珠-聚乙烯聚吡咯烷酮-SDS 法、玻璃珠-聚乙烯聚吡咯烷酮-溶菌酶法、玻璃珠-聚乙烯聚吡咯

烷酮-冻融法和 UltraClean 试剂盒法)和 4 种纯化方法(改进琼脂糖凝胶电泳法、2％聚乙烯吡咯烷酮

-琼脂糖凝胶电泳法、PVPP 层析柱法和低熔点琼脂糖电泳法)的比较, 证明利用 20 mmol/L EDTA 
(pH 7.5)预处理土壤后, 利用 CTAB-SDS-冻融法提取土壤总 DNA 并经改进琼脂糖凝胶电泳法纯化

获得的浙贝母根际土壤总 DNA的得率和纯度相对较高, 达 44.00 μg/g±2.65 μg/g土壤, 可用于后续

基于 16S rDNA 分析基础上的土壤微生物分子生态学的分析工作。 
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Comparison of Rhizospheric Soil DNA Isolation and Purifica-
tion Methods from the Root of Fritillaria thunbergii Miq 
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(School of Life Science and Technology, China Pharmaceutical University, Nanjing 210009) 

Abstract: Six DNA extraction methods and four DNA purification methods were compared and analyzed in 
this study to get higher quality DNA from the rhizospheric soil of Fritillaria thunbergii Miq. Results showed 
that higher purity DNA were harvested by pretreating the soil with 20 mmol/L EDTA (pH 7.5), then isolating 
soil DNA with CTAB-SDS-frozen-thawing, and further purified by agarose method. The recovery rate of 
this soil DNA was about 44.00 μg/g ± 2.65 μg/g soil, and they were qualified for the microbial diversity 
analysis in the rhizospheric soil of F. thunbergii Miq based on the 16S rDNA sequence. 
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植物根际土壤微生物在植物的生长发育[1]、分

布[2]、次生代谢产物的产生[3]以及N、P、K的循环[4]过

程中起着非常重要的作用。早期有关植物根际土壤

微生物的研究一般采用常规的分离鉴定手段, 但是
由于绝大多数微生物目前尚处于难培养或不可培养

阶段 [5], 通过常规方法获得的研究结果很难全面反

映植物根际土壤微生物区系的状况。基于 16S rDNA
以及ITS序列在进化过程中的保守性以及在物种分
类上的应用, 利用各种分子生物学手段开展植物根
际土壤微生物的研究开始受到关注并取得了一些重

要的成果[6]。然而, 目前的主要问题在于不同来源土
壤中腐殖质成分以及土壤微生物类群的差异(如菌



窦莹颖等: 浙贝母根际土壤总 DNA提取和纯化方法的比较  1841 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

种的大小、多样性和丰度等)往往导致提取的土壤总
DNA质量低下, 影响了后续的DNA分析工作 [7], 需
在研究中针对不同的土壤特点对DNA提取和纯化方
法进行优化。 

中药浙贝母为百合科植物浙贝母 (Fritillaria 
thunbergii Miq)的鳞茎, 主要分布在浙江、江苏、江
西和安徽等地, 在我国具有 2000多年的应用历史。
近 30 年来, 研究人员已先后开展了有关浙贝母形
态、生理生化、活性产物以及病原菌等的研究工作, 
但是, 尚未见有关于浙贝母根际土壤微生物区系的
研究报道。鉴于鳞茎类药材的品质可能受到土壤环

境中各种生物因子和非生物因子的影响 [8], 有必要
对其根际土壤微生物区系进行深入的研究。为此 , 
本研究通过比较不同的土壤总DNA提取和纯化方法
对浙贝母根际土壤总DNA提取效率以及后续PCR扩
增的影响, 确定了适合浙贝母根际土壤总DNA提取
和纯化的方法, 为后续通过 16S rDNA分析方法研
究其土壤根际微生物区系奠定一个良好的工作基

础。 

1  材料和方法 

1.1  土壤样品 
2008年 4月采自于中国药科大学燕子矶药用植

物园浙贝母根际。用一中空无菌钢管(2 cm×30 cm)
沿浙贝母根垂直插入土层后, 取出带土的钢管, 擦
除钢管表面的附着土壤, 用保鲜膜封闭两端的开口, 
取回并在实验室无菌环境下取出管中土样混匀。经

检测, 土壤为棕褐色沙壤土, pH为 6.4, 自由水含量
为 16.7%。 

1.2  土壤预处理 
将新鲜土壤样品与 20 mmol/L EDTA (pH 7.5)溶

液按 1:2 (W/V)涡旋混合 30 s 制成土壤混悬液 ,  
室温下 8000 r/min离心 5 min后弃上清, 重复操作 3
次, 制备的土壤预处理样品供后续分析[9]。 

1.3  土壤 DNA 粗提取 
取 3 g预处理后的土壤, 分别以(1)CTAB-SDS-冻

融法 [ 1 0 ] (使用液氮代替文献中−20°C进行冷冻 )、 

( 2 )玻璃珠 - S D S -酚氯仿抽提法 [ 1 1 ]、 ( 3 )玻璃珠

-PVPP-SDS法 [12]、(4)玻璃珠-PVPP-溶菌酶法 [12]、 

(5)玻璃珠-PVPP-冻融法[12]和(6)试剂盒法(UltraClean 

Soil DNA Isolation Kit, MO BIO Laboratories, Inc., 由

Michigan大学奚传武博士提供)提取土壤总DNA, 并

将DNA沉淀溶于 100 μL无菌去离子水中。 

1.4  粗提 DNA 的检测及含量测定 
DNA样品经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。用

UV-1700 Pharma Spec (Shimadzu, 日本) 测定粗制
DNA的吸光度值(OD260、OD280、OD230), 分别计算
OD260/OD280和 OD260/OD230, 并根据 OD260计算出

DNA含量。 

1.5  土壤 DNA 粗提物的纯化 
取 50 μL经CTAB-SDS-冻融法制备的土壤DNA

样品 ,  分别按照以下方法进行纯化 ,  最后溶解于 
20 μL无菌去离子水中。 
1.5.1  改进的琼脂糖凝胶纯化法(a)：将样品 DNA
于 1.0%的琼脂糖凝胶中以 5 V/cm电泳 40 min, EB
染色后切下 DNA 所在胶带, 用 DNA 凝胶回收试剂
盒(DNA Gel Extraction Kit, Axygen)回收胶块, 用
UltraClean Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Labora-
tories, Inc.)中的过滤柱替换 DNA 凝胶回收试剂盒
(Axygen)中的过滤柱进行凝胶回收。 
1.5.2  改进的PVP琼脂糖凝胶电泳纯化法(b)[13]：试

剂盒纯化步骤同方法 1.5.1, 但不更换DNA凝胶回收
试剂盒中的过滤柱。 
1.5.3  PVPP 层析柱纯化法(c)：按文献[14]中的方法
2 加以改进, 取凝胶回收试剂盒中的过滤柱, 将上
层套管中的滤膜去除, 将适当大小的灭菌脱脂棉推
到过滤柱的底部, 然后向管中加入 1 mL TE缓冲液
浸透的 PVPP (0.1 g/mL), 制成简式离心纯化柱。其
余纯化步骤同文献[14]。 
1.5.4  低熔点琼脂糖电泳纯化法(d)：将 DNA 样品
于 1.0%的低熔点琼脂糖(BBI)凝胶中以 5 V/cm电泳
40 min, EB 染色后切胶回收含 DNA 的胶块，加入
100 μL TE缓冲液 65°C水浴溶解后直接用于 PCR等
操作。 
1.5.5  纯化后 DNA 的检测及含量测定：同 1.4, 回
收率=纯化后 DNA量/纯化前 DNA量×100%。 

1.6  16S rDNA 扩增 
1.6.1  引物设计： 16S rDNA 上游引物序列为

5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3', 下游引物序
列为 5'-ATTACTAGCGATTCCGTCTTC-3'。由上海
生工公司合成并经 PAGE纯化。 
1.6.2  PCR扩增体系和程序：建立总体积为 25 μL
的PCR 扩增体系, 其中含 2.5 μL 10×PCR buffer(上海
生工)、2.5 mmol/L MgCl2、2 mmol/L dNTP、0.4 μmol/L
上下游引物、1.0% DMSO, 100 ng模板DNA以及 
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1.5 U Taq DNA聚合酶(上海生工)。PCR反应液于
94°C 预变性 3 min; 94°C 变性 45 s, 52°C 退 
火 45 s, 72°C延伸 2 min, 30个循环; 最后 72°C延伸
10 min结束反应。取 10 μL PCR产物用 1.0%琼脂糖
凝胶电泳分析。 

2  结果 

2.1  不同方法对浙贝母根际土壤总 DNA 提取得

率和纯度的影响 
在本研究的 6 种方法中, 利用 CTAB-SDS-冻融

法、玻璃珠-SDS-酚氯仿抽提法和试剂盒法可从浙贝
母根际土壤中有效提取出总 DNA, 其它 3种方法均
未检测到浙贝母根际土壤总 DNA (图 1)。 
 

 
 
图 1  6 种不同提取方法获得的土壤 DNA 琼脂糖电泳分

析图 
Fig. 1  Agarose gel electrophoretic analysis of unpurified 
soil DNA by six DNA extraction methods 
1: CTAB-SDS-冻融法(方法 1); 2: 玻璃珠-SDS-酚氯仿抽提法(方法 2); 
3: 玻璃珠-PVPP-SDS法(方法 3); 4: 玻璃珠-PVPP-溶菌酶法(方法 4); 
5: 玻璃珠-PVPP-冻融法(方法 5); 6: UltraClean Soil DNA Isolation 
Kit试剂盒法(方法 6) 
1: DNA extracted by CTAB-SDS-frozen-thawing (Method 1); 2: 
SDS-phenol-Chloroform (Method 2); 3: Beads-PVPP-SDS (Method 
3); 4: Beads-PVPP-lysozyme (Method 4); 5: Beads-PVPP-frozen- 
thawing (Method 5); 6: UltraClean Soil DNA Isolation Kit (Method 
6) 
 

比较了通过不同提取方法获得的土壤总DNA量, 
结果表明由CTAB-SDS-冻融法提取到的DNA量最
多, 得率比其它 5 种方法高约 3~50 倍(表 1)。但通
过该提取方法获得的DNA溶液为棕黑色 , 表明其
中 的 腐 殖 酸 等 杂 质 含 量 很 高 , 可 通 过
OD260/OD280(高质量的DNA中一般为 1.7~1.8)和
OD260/OD230 (高质量的DNA一般为 1.7~2.0) 比值反

映出来(表 1)。因此, 通过上述 6种方法获得的土壤
总DNA有待进一步纯化。 
 

表 1  6 种不同提取方法获得的 DNA 纯度及其得率 
Table 1  Purity and recovery rate of the crude DNA 

extracted by six DNA extraction methods 

方法 
Method

OD260/OD280 OD260/OD230
DNA得率(μg/g soil)
DNA recovery rate 

1 1.17 ±0.05 0.81 ±0.03 250.00 ±10.60 

2 1.11 ±0.02 0.85 ±0.01 84.60 ±9.91 

3 1.02 ±0.07 0.94 ±0.04 22.47 ±1.89 

4 1.09 ±0.02 0.93 ±0.10 9.33 ±1.00 

5 1.03 ±0.03 0.76 ±0.12 4.80 ±0.87 

6 1.84 ±0.30 1.24 ±0.05 60.00 ±5.00 

Note: Method 1-6 are the same as indicated in figure 1 
 
2.2  不同纯化方法对 DNA 质量的影响 

采用 4种方法对通过CTAB-SDS-冻融法提取的

浙贝母根部土壤总DNA进行了进一步的纯化, 结果

表明：除改进的PVP琼脂糖凝胶电泳纯化法外, 其它

3 种方法可纯化DNA样品(图 2), 并降低了样品中

的腐殖酸等杂质含量, OD260/OD230有一定的改善(表 

2)。但这 3 种方法的回收率并不高 , 分别为

20.75%±1.25%、8.23%±2.10%和 10.75%± 0.99%。 

 

 
 
图 2  4 种不同纯化方法获得的 DNA 的凝胶电泳分析图 
Fig. 2  Agarose gel analysis of the purified DNA by the four 
DNA purification methods 
1: DNA before purification; 2: DNA purified by modified agarose 
(Method a); 3: DNA purified by agarose-PVP (Method b); 4: DNA 
purified by PVPP-gel filtration chromatography (Method c); 5: 
DNA purified by low-melting-point agarose (Method d) 
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表 2  4 种不同纯化方法获得的 DNA 的纯度及回收率 
Table 2  Purity and recovery rate of soil DNA purified by the four DNA purification methods 

方法 
Method 

OD260/OD280 OD260/OD230
DNA含量(μg/g soil) 
DNA concentration 

DNA回收率(%) 
DNA recovery rate 

a 1.09±0.02 1.04±0.02 44.00±2.65 20.75±1.25 

b 1.27±0.26 0.67±0.15 4.00±1.00 1.89±0.47 

c 1.18±0.04 0.82±0.03 17.47±4.46 8.23±2.10 

d 1.04±0.03 0.89±0.03 22.80±2.11 10.75±0.99 

Note: Method a-d are the same as indicated in figure 2 
 
2.3  16S rDNA 扩增分析 

由于土壤中的腐殖酸等物质可显著抑制 PCR扩
增反应, 在本研究中将 PCR扩增效率作为检测DNA
纯度的一个指标。研究结果显示：4 种方法纯化后
的DNA样品均能作为模板得到有效扩增, 但效率有
所不同, 其中通过方法 a和方法 b获得的 DNA模板
扩增效率明显优于方法 c和 d, 与通过试剂盒方法获
得的 DNA质量相当(图 3)。 
 

 
 
图 3  以纯化后 DNA 为模板通过 PCR 扩增获得的 16S 
rDNA 琼脂糖凝胶电泳分析图 
Fig. 3  Agarose gel electrophoretic analysis of 16S rDNA 
amplified with the purified DNA 
1: Agarose Method; 2: Agarose-PVP Method; 3: PVPP-gel Filtra-
tion Chromatography Method; 4: Low-melting-point Agarose 
Method; 5: DNA extracted by UltraClean Soil DNA Isolation Kit 
 

3  讨论 

本研究通过比较不同的 DNA 提取和纯化方法

对浙贝母根际土壤总 DNA 的质量以及 PCR 扩增效

率的影响, 证明 CTAB-SDS-冻融法提取后的土壤总

DNA经改进琼脂糖凝胶电泳法纯化后, DNA质量较

高, 适宜后续的 PCR分析。 

土壤总DNA的提取方法一般分为两大类[15]：一

类是直接提取法, 该方法直接利用各种化学或物理

方法裂解土壤样品中的微生物再提取总DNA, 其主

要优点是避免了一些微生物与土壤颗粒共沉淀, 从

而提高DNA产量, 能更好地反映土壤微生物群落多

样性, 缺点在于提取的同时将土壤中有机成分(如腐

殖酸和褐菌酸等)溶出, 影响了后续分析[16]。另一类

是间接提取法, 先采用差速离心等物理方法将微生

物从样品中分离出来 ,  再用较温和的方法提取总

DNA。但一些微生物因与土壤微颗粒共沉淀而导致

它们在后续分析过程中被“漏检”, 因而一般不建议

用于土壤微生物区系分析[17]。本研究比较的 6种总

DNA提取方法均为直接提取法。为降低提取后

D N A溶液中的腐殖酸含量 [ 9 ] ,  在提取前利用 

20 mmol/L EDTA (pH 7.5)缓冲液对土壤样品进行了

预处理。 

在土壤微生物的裂解方法中, 冻融处理和玻璃

珠振荡法是较常用的物理方法 , 而化学裂解法

(SDS、CTAB法等)和酶法(溶菌酶和蛋白酶 K等)则

是一类相对温和的微生物裂解方法。在本研究中 , 

为保证DNA的完整性, 我们对振荡处理的速度和时

间进行了适当的降低, 使最终获得的土壤总DNA保

持相对完整, 降低了 DNA电泳时“拖尾”现象。研究

中还发现：尽管利用 PVPP 可去除土壤溶液中大多

数腐殖酸等杂质, 但获得的土壤DNA产率也随之大

大下降, 其原因可能与 PVPP与 DNA共沉淀所致。 

就土壤总 DNA 的纯化而言, 改进琼脂糖凝胶

纯化法和低熔点琼脂糖法可相对有效地从土壤总

DNA 粗提液中回收到高纯度 DNA, 回收效率分别

为 20.75%±1.25%和 10.75%±0.99%。鉴于上述两种
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纯化方法的操作相对比较简单, 建议在其它土壤来

源的总 DNA纯化中参考。 

土壤总 DNA 提取和纯化的目的是尽可能多地

反映土壤微生物区系的多样性, 但由于不同来源的

土壤类型以及微生物种类具有多样性的特点, 目前

还未有一种通用的方法获得各种来源土壤的高质量

总 DNA。因此, 需在研究中针对目标土壤特点优化

总 DNA提取和纯化的过程。 
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