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摘 要：分别采用两种环境总 (IJ 直接提取法和一种间接提取法从 " 种温泉菌席样品中提取总 (IJ，以 (IJ 粗产

物的纯度、能否用于后续 03K 扩增及 03K2(LL>（变性梯度凝胶电泳）所反映的微生物多样性为评价指标对两类方

法进行比较和评价。研究发现，虽然间接提取法效率低下，但对于高温极端环境中生物量较小的样品，间接法能得

到有研究价值的、纯度较高的环境样品总 (IJ，而直接法得到的 (IJ 量小且不适于 03K 扩增操作。在使用这 # 类

方法都能得到可用于研究操作的 (IJ 的情况下，间接提取法能更好的体现环境样品中微生物的多样性。

关键词：菌席；环境 (IJ；间接 (IJ 提取法；03K2(LL>
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在自然环境中，超过 5$N的微生物不能通过传统的分离

培养方法进行研究［%］。随着上个世纪 &$ 年代初分子生物学

技术被运用到微生物生态学的研究中，获得环境样品中微生

物的群落指纹以揭示其多样性［# ’ !］，获取环境样品中各种微

生物的特征性核苷酸序列以确定其分类地位并据此设计探

针原 位 探 测 环 境 样 品 中 的 微 生 物［%，/，"］，设 计 基 因 芯 片

（+?*-H;--;BO）调查环境样品中的微生物群落结构［=］，克隆新基

因进行表达和应用［&，5］等研究手段使我们更深入的了解和利

用了丰富的未培养微生物资源［%$］。在这些研究中，环境样品

微生物的总 (IJ 提取成为研究起始最重要的步骤。

以往对环境样品总 (IJ 提取方法的研究多集中于土壤

样品［!，%% ’ %!］，以这些方法为基础经改进后的 (IJ 提取方法被

广泛应用于其它环境样品总 (IJ 的提取［5，%/ ’ %5］。这些 (IJ
的提取方法分为两大类：通过离心等手段先收集细胞再对细

胞进行裂解操作的间接法和不经细胞收集在样品中裂解细

胞的直接法。在这两类方法中，不同的物理裂解、化学裂解

和酶裂解手段以及这 . 种手段中 % 种或多种手段的使用，组

合出多种环境样品总 (IJ 提取方法。在 (IJ 提取产率高即

表示其所代表的微生物多样性高的前提下，(IJ 直接提取法

被认为是较好的方法并被广泛应用［/，"，%#］。但近年来有研究

表明 (IJ 提取的产率高不等同于微生物的多样性高［.］，间

接提取法又再次被提出并用于相关研究［%!］。由于高温热泉

的自然环境与早期的地球环境比较接近，其中的微生物生态

系统相对比较简单、稳定，对其生态学的研究有助于认识微

生物生态学的基本理论和相关研究方法的建立［#$］，我们选取

滇西腾冲热海一高温热泉喷水口周围不同温度样点的 " 个

菌席样品，分别采用两种 (IJ 直接提取法和一种间接提取

法对样品进行总 (IJ 提取，并应用 03K2(LL> 等技术对这 .
种方法所得到的微生物多样性进行比较分析。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 样品来源：实验中所用菌席（+;P）样品均采自云南腾

冲热海高温热泉蛤蟆嘴的喷水口周围，喷水口温度为 5=Q，

样品具体描述见表 %。

$%$%& 主要仪器：高速冷冻离心机为 6;*R+;C 公司产品，

(LL> 电泳设备（7S) (*HE) TC?U)-O;8 V@P;P?HC ()P)*P?HC WBOP)+ ）

为 6XY2KJ( 公司产品，凝胶成像系统及成像软件 L)C)WC;Z、

凝胶分析软件 L)C)7HH8O 为 WBCL)C) 公司产品，核酸定量设备

6?HZSHPH+)P)- 为 >ZZ)CEH-G 公司产品。

$%$%’ 主要试剂：玻璃珠（LH8E)C 6);EO）通用 (IJ 纯化试剂

盒及玻璃珠（W?8U)- 6);EO）(IJ 胶回收试剂盒为上海生工生物

工程有 限 公 司 产 品，V;-R)-（!2>*H7%!"）和 03K 所 用 试 剂

（!"#$%，EI70 等）为大连宝生物工程有限公司产品。

$%& 总 !"# 的提取

$%&%$ 直接提取：酶裂解法（方法 %）：据文献［%#］中所述方

法并做适当改进。于 $[#\ 样品中加入 /$$#] 7>（Z^&[$），研

磨至匀浆，加入 %$#] 溶菌酶（#/+\9+]），.=Q处理 %S。再加



入 !"!# 浓度为 $"%的 &’&，$"!# 浓度为 !%的 ()*+（(,-./
)012,-3./ *2245162 +04217,，十六烷基三甲基溴化胺）和 !!#
蛋白酶 8（9"2:;2#），!!<处理 93。=""" > : 离心 9"215，上清

用等体积的酚;氯仿;异戊醇（$!：$?：9）抽提两次，所得水相用

"@A 倍体积的异丙醇 B $"<沉淀 93 以上，="%乙醇洗涤沉淀

两次，风干后加入 $"!# )C（DEF@"）溶解沉淀。

表 ! 实验所用菌席样品

)GH/, 9 ’,IJ01D-145 4K 2G- IG2D/,I
LG- &G2D/, ’1I-G5J, K042 -3, M,5-;2 (4/460 DE ),2D,0G-60,;< E$N;%

( !$ 7G0O :0,,5 F@! A! AA@?F
’ $ P Q H01:3- :0,,5 F@" A! QQ@!9
CH R 9 S31-, F@! =A A9@9F
C3 !9 :0G. F@! =A !F@9Q
T $ P Q /1:3- D15O F@! A" !"@?U
& !9! K1/,24- =@" !" A"@"A

高盐缓冲液提取法（方法 $）：据文献［9?］中所述方法并

做适 当 改 进。 于 "@$: 样 品 中 加 入 !""!# 裂 解 缓 冲 液

（"@924/;# )01IVE(/， "@924/;# C’)*， 9@!24/;# WG(/， 9%
()*+；DEF@"），研磨至匀浆，加入 !!# 蛋白酶 8（9"2:;2#）和

$"!#溶菌酶（$!2:;2#），于 Q=< 处理 Q"215。再加入 9""!#
&’&（$"%），A!<处理 $3。=""" > : 离心 9"215，收集上清。在

沉淀中加入 $!"!# 裂解缓冲液，X40-,Y 处理 Q215（每震荡 9215
停 9215）使 沉 淀 重 悬，A!< 保 温 9"215 后，=""" > : 离 心

9"215，所得上清与前次收集的上清合并，再如 9@9@9 中所述，

用酚;氯仿;异戊醇抽提、异丙醇沉淀等操作得到 $"!# ’W*
粗产物。

!"#"# 间接提取：差速离心除杂法（方法 Q）：据文献［9?］的

方法并做适当改动。9": 样品和 $"2# 缓冲液 *（"@924/;#
)01IVE(/，"@924/;# C’)*，9% ()*+，"@9% &’&；DEF@"）研磨

至匀浆，转入 !"2# 离心管中，用 X40-,Y 处理 Q 分钟（每震荡

9215 停 9215），9""" > : 离心 9"215，收集上清。重复在沉淀中

加入 9!2# 缓冲液 *，X40-,Y 处理、离心和收集上清的操作两

次，将所得 Q 份上清液合并，于 ?< 9"""" > : 离心 Q"215。弃

上清，用 Q"2# "@9%焦磷酸钠重悬沉淀，于 ?< 9"""" > : 离

心 $"215。Q"2# 缓冲液 +（"@QQ24/;# )01IVE(/，9224/;# C’)*；

DEF@"）洗涤沉淀 9 次，离心后所得沉淀用 92# 前述的裂解缓

冲液重悬，每管 !""!# 分装于两个 CDD,5740K 管中。在每个

CDD,5740K 中 加 入 Q"!# 溶 菌 酶（$!2:;2#），?!# 蛋 白 酶 8
（9"2:;2#），Q=< 处理 Q"215。然后 加 入 9""!# &’&（$"%），

A!<处理 $3，再如 $@9@9 中所述，用酚;氯仿;异戊醇抽提、异

丙醇沉淀等操作得到 ’W* 沉淀，最后用 $""!# )C（DEF@"）溶

解沉淀。

用上述 Q 种方法提取 A 个菌席样品的总 ’W*，每个样品

用每种方法提取 ? 次。所得到的 ’W* 产物及其后的实验均

在样品名称前加上编号 9、$ 和 Q 分别表示所的用提取方法

为方法 9，方法 $ 和方法 Q。

!"$ %&’ 产率和纯度的检测

测定 ’W* 粗提物浓度并换算成每克样品所提取的 ’W*
质量以确定产率。

混合同种提取方法所得到的 ’W* 粗提物，取 $!# 溶于

!"!# )C 中测量 !"$A" ;!"$F"值，结合能否直接用于后续 Z([
扩增来评价 ’W* 粗提物的纯度。

!"( %&’ 粗提物的纯化

使用 ’W* 纯化试剂盒纯化不能直接用于 Z([ 扩增的

’W* 粗提物。

!") 各 %&’ 提取方法所代表的微生物多样性比较

采用 Z([V’\\C 的方法获取微生物多样性信息，用香农

指数 E]（&3G5545VS1,5,0 157,Y）评价 Q 种 ’W* 提取方法的微生

物多样性。

!")"! Z([ 扩增：用热启动降落 Z([（)’VZ([）扩增 ’W* 产

物中的细菌 9A& 0’W* XU 片断，使用文献［$］中引物：9"!!K 和

9?"A0V\(，引物由上海生工生物工程有限公司合成。Z([ 反

应条件：U!< ! 215，F"<保温加酶；U!< A"I，AQ< A"I，（每个

循环降低 9<），=$< U"I，9" 个循环；U!< A"I，!Q< A"I，=$<
U"I，$! 个循环；=$< 9"215。

!")"# 变 性 梯 度 电 泳（’\\C）：Z([ 产 物 经 胶 回 收 后 用

’\\C 分离，条件为：A%的聚丙烯酰胺凝胶，Q"% P A"%的变

性剂梯度（=24/;# 的尿素，?"%的甲酰胺为 9""%的变性剂浓

度），9$"X 恒定电压，A"<下电泳 F3。

凝胶经成像后用凝胶分析软件进行分析，以软件分析所

得条带的数量和亮度信息为依据，使用统计软件 &Z&& 计算

香农指数 E]（&3G5545VS1,5,0 157,Y）。

# 结果

#"! %&’ 粗产物的片段大小和产率

Q 种环境总 ’W* 提取方法所得粗产物的产率和电泳结

果见表 $ 和图 9（’W* 粗产物不经稀释直接用 9%琼脂糖凝

胶电泳）。

表 # $ 种方法所得 %&’ 的产率

)GH/, $ (42DG01I45 4K 71KK,0,5- 2,-347I S1-3 J067,

’W* .1,/7,7 K042 I1Y 2G- IG2D/,I

&G2D/,I
(067, ’W* .1,/7（!:·:B 9 S,- IG2D/,）

L,-347 9 L,-347 $ L,-347 Q
( 9Q@"Q ^ "@9" ==@U! ^ "@9! =@$" ^ "@"?

’ QQ@!= ^ "@99 99@"$ ^ "@"U F@$9 ^ "@"=

CH U@$9 ^ "@"$ !@AF ^ "@"$ 9@!Q ^ "@"9

C3 9"@$? ^ "@"! A@9Q ^ "@"Q "@F? ^ "@"$

T 9?@AU ^ "@99 AQ@F= ^ "@9F 9@A9 ^ "@"F

& $=@F" ^ "@$" FU@"F ^ "@$? 9$@!9 ^ "@9"

*M,0G:, 9F@"U ?$@$U !@Q$

U9"9刘宏伟等：高温环境样品总 ’W* 直接和间接提取方法的比较 _ ;微生物学报（$""A）?A（A）



图 ! "#$ 粗产物琼脂糖凝胶电泳结果

!"#$% &#’()*+ +,+-.()/0)(+*"* )1 -(23+ 45& +6.(’-.")7 2*"7# +6.(’-.")7

8+.0)3 %，9 ’73 :; &：<+.0)3 %；=：<+.0)3 9；>：<+.0)3 %; <：<’(?+(
（!@A-)B%C D）， .0+ 728E+( %，9 ’73 : E+1)(+ +’-0 *’8/,+ 7’8+

-)((+*/)73"7# .) 45& +6.(’-.")7 8+.0)3 %，9 ’73 : ，(+*/+-."F+,G$

由图可知，除使用方法 % 提取 H 样品所得到的 45& 粗

产物明显弥散（*0+’(）外，其它所有 45& 粗产物片段大小均

超过 %I?E，表明各方法对 45& 片断的剪切作用均不明显。

由于采样点 AE 和 A0 温度远高于采样点 ! 和 H，并且在用同

一种提取方法所得到的 45& 粗产物中样品 AE 和 A0 的 45&
产率明显小于样品 ! 和 H，表明菌席样品 AE 和 A0 中的生物

量远小于样品 ! 和 H。从样品 > 和样品 4 用直接提取法（方

法 % 和方法 9）所提取的 45& 粗产物产率和电泳结果（表 9，

图 %@& 和图 %@=）来看，不同的直接提取法对不同样品总 45&
提取的产率影响明显：样品 > 使用方法 9 提取 45& 产率较

高，而样品 4 和 H 使用方法 % 提取 45& 产率较高。

%&% "#$ 粗产物的纯度

: 种环境总 45& 提取方法所得粗产物 !"9JK L!"9MK 的比

值见表 :。由于方法 : 在酶处理之前先去除了大量的杂质，

45& 粗提物的纯度比其他两种直接提取法高，均能直接用

于后续 N>O 扩增操作。两种直接提取所提取的 45& 粗产物

由于杂质较多，部分不能直接用于 N>O 扩增，经纯化后大部

分 45& 样品可以较好的扩增出目的条带。有 P 个 45& 样品

（样 %AE，%A0，9AE，9A0 和 %H）即使经试剂盒纯化也不能扩增

出目的条带。

表 ’ ’ 种方法所得 "#$ 粗产物的纯度

B’E,+ : B0+ /2(".G )1 -(23+ 45& G"+,3+3 1()8 *"6 8’. *’8/,+*

H’8/,+*
!"9JK L!"9MK

<+.0)3 % <+.0)3 9 <+.0)3 :
> %;C: %;PI %;QI
4 %;PQ %;JP %;MJ
AE %;%P %;9Q %;MK
A0 %;C% %;PC %;I9
! %;QP %;QP %;QC
H %;JP %;JK %;MP

&F+(’#+ %;CI %;PQ %;M:

%&’ 各提取方法 "(() 多样性分析

由于有 P 个 45& 样品未能 N>O 扩增出目的条带，用扩

增出的 %: 种 N>O 产物作为 4RRA 实验对象。4RRA 结果见

图 9，由 4RRA 凝胶图像分析所得香农指数见表 C。

从图 9 可以看出同一样品用不同 45& 提取方法所得到

的条带在位置上相似度较大，但大部分相同位置的条带在量

上有明显的不同，表明不同 45& 提取方法对某一特定微生

物类群丰富程度的反映存在偏差。样品 4、! 和 H 用方法 :

得到的 4RRA 条带数均多于其他两种方法（具体比较结果未

给出），所得到的微生物多样性香农指数也高于另外两种方

法，表明间接提取法获得了直接提取法未能获得的某些微生

物总 45&，在体现样品微生物群落多样性方面有优势。样品

AE 和 A0 用方法 : 也得到了有研究价值的 4RRA 条带，并能

用香农指数衡量样品中微生物的多样性。

图 % "(() 凝胶成像结果

!"#$9 4RRA /()1",+*$ B0+ 728E+( %，9 ’73 : E+1)(+ +’-0 *’8/,+ 7’8+

-)((+*/)73"7# .) 45& +6.(’-.")7 8+.0)3 %，9 ’73 :，(+*/+-."F+,G$

表 * + 个样品用 ’ 种 "#$ 提取方法的

,-./"(() 多样性香农指数

B’E,+ C H0’77)7@S"+7+( "73+6 )1 N>O@4RRA )1 45&

(+-)F+(+3 1()8 *"6 8’. *’8/,+* EG .0(++ 8+.0)3*

H’8/,+
H0’77)7@S"+7+( "73+6

<+.0)3 % <+.0)3 9 <+.0)3 :
> %;QP% 9;%I9 9;9KP
4 9;:PC 9;:%I 9;CQJ
AE 5;& 5;& %;MM:
A0 5;& 5;& 9;CPI
! %;%IJ %;QP9 9;9K%
H 5;& 9;9%Q 9;P%I

5$ &：5). ’8/,"1"+3 EG N>O$

综合上述结果，45& 直接提取对某些特定样品用特定

的操作方法能获得较高的提取效率，但是对有些生物量不高

的样品则很难得到足够的环境总 45& 用于后续操作，适合

在样品生物量较大但采样量不大的情况下采用。

间接提取在提取效率上远小于直接提取，但用间接提取

法所得到的环境总 45& 纯度较高，所有样品能直接用于

N>O 扩增，并且能更好的体现样品中微生物的多样性，适合

于有大量样品可以使用的情况下采用。

’ 讨论

环境样品微生物总 45& 提取的目标，是获得足够量的，

K9K% TDU V)7#@S+" #$ %& $ L’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（9KKJ）CJ（J）



能用于后续分子生物学实验操作的，并且能代表样品中尽可

能多的微生物类群的总 !"#。在提取过程中还需要兼顾实

验操作是否简便，方法是否经济以及样品量是否充足（有些

样品因考虑到保护环境的目的采集量不大）。

以往研究［$%，$$］表明环境样品总 !"# 粗提物中有机物质

（主要是腐殖酸和多糖）对后续分子生物学操作有很大影响，

而 !"# 间接提取法能更好的减轻这种影响［%&］，本研究的实

验结果也验证了这一点。

有研 究 发 现 使 用 ’(#) 比 使 用 *+**（*,-. +/0.- *,-.
*.11,-/2,03，交联聚乙烯基吡咯烷酮）在腐殖酸去除过程中

!"# 的损失更少［%$］，本实验中将以往用 *+** 的情况改为使

用 ’(#) 以减少 !"# 的损失。虽然在 !"# 提取最后阶段两

次用酚4氯仿抽提并用 567乙醇洗涤 !"# 沉淀，增加了实验

操作的复杂程度，并且 !"# 会有一定的损失，但这样操作提

高了 !"# 粗产物的纯度，并且大部分能直接用于 *’8 扩增，

减少了一些样品的纯化操作。

研究中有 9 个 !"# 样品样未能扩增出目的条带用于后

续 !::; 操作，后来曾用所有 !"# 样品作为模版 *’8 扩增

细菌 %<= 1!"# 序列，这 9 个 !"# 样品仍未能得到目的条带

（结果未给出）。这个结果的出现可能是由于样品 ;> 和 ;?
生物量较小，间接提取法使用大量样品操作，在收集细胞的

同时去除了许多杂质，减少了对提取过程和后续研究操作的

干扰，能够得到较好的结果；而直接提取法在样品量小的情

况下所得到的 !"# 粗产物量太少，腐殖酸等物质的浓度又

相对较高，所以不适于后续 *’8 扩增，需要进行得率更高、

纯化效果更好的纯化操作。如果改为大样品量直接提取，则

所需要的试剂量和酶量都很大（一个样品一次提取过程仅溶

菌酶就需要 %6@A 以上），所得到的 !"# 粗产物中腐殖酸等

污染物质的浓度更高，仍将严重影响后续 *’8 扩增。

土壤样品总 !"# 的提取方法中被关注较多的操作是如

何高效裂解样品基质中的微生物细胞［%$］和在提取过程中除

去大部分腐殖酸样品［$$］。高盐环境样品 !"# 提取操作被关

注的除了述两点以外，则是找到一个合适于 !"# 提取的等

渗缓冲液体系［%B］。对于高温环境中的菌席样品，由于其中

的生物以及这些生物附着的基质大多顺着水流的方向形成

丝状物，所 以 在 实 验 操 作 时 大 多 用 研 磨 而 非 珠 磨（>3C2D
>3CE/0A）的方法从样品中裂解微生物细胞［&，%F］；对于高温环境

中的沉积物样品，则多是用土壤样品的裂解操作手段（珠磨

法、冻融法和微波炉法等）。在本实验中，样品 = 在用方法 %
和方法 $ 提取 !"# 得到了明显不同的结果（!"# 样品 %= 弥

散，产率较低且不能用于后续操作）。这些事实都说明：在环

境样品 !"# 提取过程中，不同的细胞裂解手段、细胞裂解操

作时不同的处理时间、温度、缓冲体系适合不同环境样品中

不同的微生物群落总 !"# 的提取。这就要求我们在选择提

取方法时不仅要试用直接提取和间接提取这两类方法，在每

类方法中也要试用不同的处理组合方式，使后续操作能顺利

进行，并得到准确可信的研究结果。
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