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土壤微生物总 DNA提取方法的优化
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摘要:【目的】土壤中未培养微生物约占总量的 99%，这就意味着绝大多数微生物资源还未得到开发和利用。
本研究通过优化土壤微生物总 DNA的提取方法，获得较高质量的 DNA，为后期研究土壤微生物的多样性及
构建大插入片段的宏基因组文库奠定基础。【方法】通过综合比较已报道的微生物 DNA 提取方法的优缺
点，我们设计出一种新的提取方案。对提取过程中的几个关键步骤进行了优化，包括联合使用 SDS-CTAB 和
溶菌酶一起来破细胞，利用氯仿除蛋白，使用 PVPP 柱纯化 DNA 等。比较分析了优化后的方法和 3 种已报
道方法所获得的土壤总 DNA的产量、纯度及片段大小。【结果】优化后的方法所获得的土壤 DNA 质量明显
有所提高:每克土壤最高能提取 95 μg DNA，A260 /A280 和 A260 /A230 比值更接近理想水平，PCR扩增能够
得到明显的目标条带，DNA片段最大能达到 100 kb左右。【结论】通过比较分析，最终确立了一种较理想的
土壤微生物总 DNA提取方法，为更好地开发利用土壤未培养微生物资源提供了有力工具。
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土壤是自然环境中最复杂的异质体系，蕴含着
丰富的微生物资源并表现出高度的多样性，每克土
壤中含有几千到上百万种不同的基因组信息，近 10
亿的细菌细胞［1 － 2］。土壤微生物不仅在生态循环系
统中扮演着重要的角色，而且一直以来都是结构独
特多样、生物活性丰富的天然产物的重要来源之
一［3］。目前人们对土壤微生物的基因组、代谢和多
样性了解的仍然很少。长期以来，对土壤微生物的
研究仅限于极少部分可培养的微生物。实际上，绝
大多数环境微生物都是不可或很难被培养的，利用
传统的培养方法研究土壤微生物多样性及基因资源
信息，具有很强的偏好性，因为可培养的微生物只占
自然界微生物总量的 0. 01% － 10%［4 － 5］。随着宏

基因组学在该领域的应用，利用分子生物学的研究
方法绕过了传统培养方法的局限，直接研究微生物
的多样性及功能，为土壤微生物更全面的研究开辟
了新局面［6 － 7］。

土壤微生物的研究，尤其是一些未培养微生物
的基因资源信息以及分子生态学信息分析，很大程
度上 依 赖 于 有 效 的 且 无 偏 好 性 的 eDNA
(environmental DNA)提取方法。然而，土壤样品含
有非常复杂的成分［8］，微生物细胞可能与土壤颗粒
紧密结合，而且土壤中富含腐殖酸等有机物质，这些
都会影响高产量、高纯度的大分子量土壤 DNA的获
得［9］。尤其是在提取过程中，腐殖酸、酚类化合物、
重金属离子、不明沉淀物等杂质很难除去，直接影响
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后续的 PCR扩增、DNA杂交、内切酶消化等［10］。研
究者尝试过多种多样的提取 eDNA 方法，根据微生
物细胞壁裂解方法的不同，主要可分为三大类:(1)
物理方法(研磨、高温、超声波等)，(2)化学方法(高
盐浓度 SDS法等)，(3)酶裂解法(蛋白酶 K、溶菌酶
等)［11］。根据实验目的不一样，各种方法均有优缺
点。利用物理方法得到的 DNA片段往往偏小，只有
5 － 10 kb左右，且 DNA的产率较低［8］，不适合推广。
化学方法和酶裂解法目前应用的比较普遍，但是缺
点是很难获得大片段 eDNA( ＜ 70 kb)。这在一定
程度上限制了宏基因组学的推广应用，使得绝大多
数情况下只能构建插入片段在 40 kb 以下的 cosmid
宏基因组文库来进行研究工作。截至目前，一般用
BAC载体构建出来的土壤宏基因组文库插入片段
也只有 44 kb 左右［12］。当然，除了 eDNA 片段大小
以外，提取的 eDNA纯度也尤为关键，尽管商业化的
eDNA提取试剂盒能够获得较纯的 DNA，不过 eDNA

产率很低，而且片段大小往往小于 20 kb［13 － 14］，不适
合于大型基因簇、调控网络及基因组相关性的研究。
因此，确立高效且无偏好性的土壤微生物总 DNA的
提取方法，对土壤微生物的宏基因组学具有重要的
意义。

本研究在比较现有提取方法优缺点的基础上，
建立了一种优化土壤微生物总 DNA 提取的方案。
并对不同提取方法所获得的土壤总 DNA的产量、纯
度及片段大小进行了详细的分析比较。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 土壤样品:供试的土壤样品采集于不同的地
区，选择天然土样，取样深度为 5 － 20 cm左右，除去
明显颗粒杂物，装入无菌袋中，－ 80℃冰箱保存。供
试的 3 种土壤部分理化性质见表 1。

表 1 所用土壤的理化性质
Ttable 1 The properties of soil samples tested in the study

Samples Location Sampling Time Soil Type H2O(% ) pH number
1 Guangxi Province，Beihai City(广西省北海市) 2011. 7 Light black，spongy 32. 1 4. 88
2 Shanxi Province，Luliang county(山西省吕梁县) 2011. 8 Black 22. 5 5. 20
3 Hubei Province，Yingchen City(湖北省应城市) 2011. 7 Khahi，humid 30. 2 6. 35

1. 1. 2 主要试剂和仪器:本实验所用引物由南京金
斯瑞生物科技有限公司合成，溶菌酶为 Fermentas公
司产品，DNA marker 及 rTaq DNA 聚合酶购自东盛
生物科技有限公司。其余试剂均购自国药集团。
PCR仪和冷冻离心机均来自德国 Eppendof公司。
1. 2 土壤微生物总 DNA的提取方法
1. 2. 1 土壤样品的预处理:取出适量的土壤样品经
1 mm筛子过滤，除去明显的石头颗粒杂质，将样品
放入 50 mL 无菌离心管中备用。
1. 2. 2 土壤 DNA 提取方法 1:高温裂解法。参照
文献［15］报道的方法。
1. 2. 3 土壤 DNA提取方法 2:SDS-CTAB原位裂解
法。参照文献［16］报道的方法。
1. 2. 4 土壤 DNA 提取方法 3:酶裂解法。参照文
献［17］报道的方法。
1. 2. 5 土壤 DNA 提取方法 4:优化后的方法。称
取 10 g经筛子过滤后的土壤样品加入 50 mL 无菌
离心管中，加入 10 mL 裂解缓冲液 (100 mmol /L
Tris-HCl，100 mmol /L Na EDTA，100 mmol /L 磷酸

钠，1. 5 mol /L NaCl，1%［w /v］CTAB，pH8. 0)，振荡
混匀，放置在恒温摇床 (37℃，200 r /min) 45 min。
向样品中加入溶菌酶(终浓度为 10 mg /mL)，混合
均匀，37℃恒温水浴 3 h，每 30 min 温和颠倒混匀 1
次。在样品中加入 SDS(终浓度为 4% )，65℃水浴
2 h，每 30 min温和颠倒混匀 1 次(可以使用玻璃棒
等将沉淀的土壤搅匀)。直接加入 1 /5 体积的氯仿
(提前预冷)，轻微振荡混匀，4℃，3500 × g 离心
15 min。取上清，加入 1 /3 体积的 20% PEG，
2. 5 mol /L NaCl来沉淀 DNA。放置于 4℃冰箱过夜。
4℃，3000 × g 离心 20 min 来沉淀 DNA。弃去上清，
保留 DNA沉淀，用 70%冰乙醇洗涤 DNA 3 － 4 次，
每次静置 20 － 30 min，自然风干 DNA，加入 200 μL
TE。待 DNA样品溶解后，将 DNA 粗品过 PVPP 柱
(先 用 3 mol /L HCl 处 理 PVPP 过 夜，再 用
200 mmol /L NaH2PO4漂洗至 pH为 7. 0，121℃，灭菌
备用，吸取 700 μL灭菌的 PVPP悬液加入垫有少许
棉絮的1 mL无菌注射器中，短暂离心即可)，4℃，
2200 × g离心 15 min，得到的 DNA 样品放在 － 20℃
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冰箱保存。
1. 3 土壤 DNA的定量和纯度检测

采用 Thermo SCIENTIFIC 公司的 Spectroph-
otometer NaNoDrop 2000 测定 DNA 含量以及 A260 /
A280、A260 /A230的比值。
1. 4 土壤 DNA的 PCR扩增条件

以提取的土壤 DNA 为模板，扩增 16S rDNA 片
段。上游引物序列为:5'-ACTTTCATCCTCGCTCAG-
3'，下游引物序列为:5'-TACCTTCTTACCACTT-3'，扩
增片段为 1. 5 kb左右。PCR扩增反应体系:10 ×缓
冲液 2 μL，dNTP(2. 5 mmol /L) 2 μL，上下游引物
(10 pmol /L)各 1 μL，DMSO 1 μL，模板(土壤 DNA)
1 μL，Taq DNA 聚合酶 0. 5 U，加 ddH2 O 至总体积
20 μL。反应参数:95℃变性 5 min;95℃ 1 min，57℃
1 min，72℃ 1. 5 min，30 个循环;72℃延伸 10 min。
1. 5 脉冲场电泳检测土壤 DNA

采用 Bio-RAD 公司的脉冲场电泳仪检测提取
的土壤 DNA 大小及浓度，脉冲电泳条件:0. 5%的
TBE琼脂糖凝胶，6 v /cm，20 h，(注:使用前将电泳
槽用无菌去离子水清洗 2 次，避免杂质污染样品)。

2 结果和分析

2. 1 土壤微生物 DNA提取方法的优化
目前已报道的土壤 eDNA 提取方法，主要可分

为三大类，即物理方法、化学方法、酶裂解法。为了
确定合适的土壤 eDNA 提取方法，我们首先选择现
在实验室最常用的三种方法(高温裂解法(方法 1)、
SDS-CTAB原位裂解法(方法 2)和酶裂解法(方法
3))对不同的土壤样品进行了 DNA 提取和分析，结
果发现所获得的 DNA 均不能达到我们的要求。比
较这三种提取方法的优缺点，同时参考提取纯培养
微生物基因组 DNA的方法，我们对以下几方面进行
了改进，得到优化后的土壤微生物总 DNA提取方案
(方法 4):

(1)从 DNA得率方面考虑，方法 1 和 2 提取的
DNA得率明显低于方法 3(见表 2)，说明方法 3 裂
解微生物细胞壁的效果较好。因此，选择方法 3 中
的破壁方法来进行细胞裂解。

(2)从 DNA片段大小方面考虑，方法 1、2 和 3
所得到的 DNA 片段大小均不够理想，有的甚至在
23 kb 以下(如图 1)。在 DNA 提取过程中，影响

DNA片段大小的主要因素是操作过程的人为剪切
力、大片段 DNA的释放效率以及高浓度细胞壁裂解
酶对 DNA片段的降解作用。因此，借鉴常规 DNA
操作经验，首先减小高浓度溶菌酶对 DNA大片段的
降解作用，考虑降低溶菌酶的浓度(选择终浓度为
10 mg /mL)。同时为了保证细胞壁裂解效率，采用
SDS-溶菌酶法裂解细胞壁。为了减小人为操作对
DNA片段的剪切力以及土壤颗粒对大片段 DNA 的
吸附作用，在完成微生物细胞裂解后，直接加入 1 /5
体积的氯仿［16］。

(3)从 DNA纯度方面考虑，方法 1、2 和 3 提取
得到的 DNA纯度均不够好，尤其是方法 1 效果最差
(见表 3)，不利于后续的分子生物学操作。土壤中
的腐殖酸等杂质和有效的 DNA 沉淀方法是影响
DNA纯度的主要因素。首先参考方法 2，在对土壤
微生物细胞裂解前，加入 DNA 提取液后，将样品放
置在 37℃摇床 (180 r /min)处理 30 － 45 min，让
CTAB充分吸收土壤中的腐殖酸等杂质。其次，参
照 常 规 DNA 操 作 经 验，选 择 20% PEG，
2. 5 mol /L NaCl来专一性地沉淀 DNA。最后，增加
了一个纯化步骤，利用 PVPP柱纯化 DNA粗品。
2. 2 土壤微生物总 DNA的提取和检测

为了验证优化后的方法是否对土壤微生物总
DNA的提取有促进作用，将方法 4 与方法 1、2 和 3
进行了比较分析。利用 4 种方法分别处理 3 种不同
来源的土壤样品，将所获得的 eDNA 样品进行琼脂
糖凝胶电泳检测，结果如图 1。

从图 1 中可以看出 4 种方法均可以提出土壤微
生物总 DNA，其中方法 3 和方法 4 提取出来的土壤
DNA浓度远远高于方法 1 和方法 2。4 种方法提取
出来的土壤 DNA 都有拖尾现象，说明:(1)土壤中
含有已降解的 DNA片段;(2)在提取过程中基因组
DNA可能因物理机械剪切或酶降解作用而变为不
同大小程度的片段。方法 4 提取出来的 DNA 浓度
最高，且包含较多的大片段 DNA，从三种土壤样品
中提取的总 DNA均大于 20 kb，最大可达到 100 kb
左右(见图 3)。除方法 4 以外，其它方法提取出来
的土壤 DNA均呈现不同程度的棕褐色，这可能与其
提取过程中缺少有效的纯化步骤有关。
2. 3 土壤总 DNA的得率和纯度

土壤 DNA的得率和纯度是评价 DNA质量的两
个重要指标。从表 2 中可以看出，方法 1 和方法 2
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提取的 DNA得率较低，每克土壤提取的 DNA 浓度
均在 10 μg以下，而方法 3 和方法 4 提取的 DNA得

率大幅提升，尤其是方法 4 每克土壤最高能得到 95
μg DNA，比方法 1 的 DNA得率高出 40 倍左右。

图 1 4 种方法所获得的土壤总 DNA的凝胶电泳分析
Fig． 1 Electrophoresis analysis of total DNA isolated from three different soil samples using Method 1 ( lane 4，8 and 12)，2 ( lane 3，7 and 11)，

3 ( lane 2，6 and 10) and 4 ( lane 1，5 and 9)，respectively． DNA obtained from 10 g soil sample was dissolved into 200 μL TE buffer and detected

by electrophoresis with the loading volume of 2 μL in each experiment． Lane 1 － 4: soil sample 1; lane 5 － 8: soil sample 2; lane 9 － 12: soil sample

3; M: λ DNA /HindIII．

表 2 4 种方法提取 3 种土壤样品的 DNA得率
Table 2 DNA quantity analyses isolated from three soil samples using four methods

Soil samples
DNA quantity /(μg /g) *

Method 1 Method 2 Method 3 Method 4
1 1. 53 ± 0. 08 3. 22 ± 0. 11 62. 14 ± 0. 55 82. 09 ± 0. 95
2 2. 32 ± 0. 12 4. 72 ± 0. 18 30. 51 ± 1. 30 59. 05 ± 2. 05
3 2. 07 ± 0. 11 6. 38 ± 0. 09 58. 12 ± 0. 81 95. 67 ± 1. 56
Average 1. 973 4. 773 50. 257 78. 937

* Values are presented as the average DNA quantity per gram soil and thestandard deviation (shown in brackets) from three independent experiments．

在土壤样品提取过程中，DNA 很容易受到杂蛋
白、腐殖酸、酚类物质等的污染而影响后期的实验操
作。通常检测 DNA 样品纯度的指标有 A260 /A280
和 A260 /A230 比值，其中 A260 /A280 比值主要用来
检测蛋白质和酚类物质的污染情况，理想比值在
1. 8 － 2. 0 之间;A260 /A230 比值主要用来检测糖
类、盐类或有机物等杂质污染情况，理想比值在

2. 0 － 2. 5之间。从表 3 中可以看出，方法 1 所得
DNA样品的 A260 /A280 和 A260 /A230 比值均小于
1. 0，说明其中蛋白质、腐殖酸等杂质成分较多，方法
2 和方法 3 所得 DNA的纯度略有提高，方法 4 所得
的 DNA 纯度最高，A260 /A280 和 A260 /A230 比值
均最接近理想水平。

表 3 4 种方法提取 3 种土壤样品的 DNA纯度分析
Table 3 DNA quality analyses isolated from three soil samples using four methods

Method
A260 /A280

* A260 /A230
*

Sample 1 Sample 2 Sample3 Sample1 Sample2 Sample3

Method1 0. 97 ± 0. 03 1. 17 ± 3. 08 0. 85 ± 0. 05 0. 66 ± 0. 01 0. 72 ± 0. 15 0. 77 ± 0. 06

Method2 1. 65 ± 0. 11 1. 53 ± 0. 10 1. 62 ± 0. 06 1. 55 ± 0. 07 1. 46 ± 0. 03 1. 63 ± 0. 19

Method3 1. 65 ± 0. 15 1. 55 ± 0. 08 1. 59 ± 0. 06 1. 12 ± 0. 07 1. 32 ± 0. 04 1. 50 ± 0. 20

Method4 1. 77 ± 0. 17 1. 73 ± 0. 09 1. 64 ± 0. 04 1. 68 ± 0. 08 1. 70 ± 0. 18 1. 82 ± 0. 07

* Values are presented as the average OD A260 /A280 and A250 /A230 ratio and thestandard deviation ( shown in brackets) from three independent
experiments．
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2. 4 PCR扩增结果
从土壤中提取到的 eDNA难免会受到腐殖酸等

物质的污染，而造成 PCR 扩增或酶处理反应的失
败。因此我们用所获得的土壤 DNA 作为模板进行
了 PCR 扩增检测。将土壤 DNA 稀释至 20 ng /μL
后，利用细菌的 16S rDNA 通用引物进行扩增，结果
见图 2。方法 1 提取的 DNA 样品中 PCR 扩增效果
最差，甚至扩增不出条带，说明该方法提取出的
DNA受污染情况最严重，这个结果恰好与前面 DNA
的纯度分析的结果一致。而方法 2、3 和 4 提取出的
DNA均能扩增出目标条带，其中方法 4 的扩增效果
最好。说明方法 4 提取的 DNA 样品纯度比其它三
种方法的要高，可以直接用于后续的分子生物学实
验。

图 2 4 种方法提取的土壤 DNA进行 16S rDNA扩增的结
果分析
Fig． 2 Electrophoresis analysis of 16S rDNA amplification from soil

eDNA isolated from three different soil samples by using Method 1 ( lane

1，5 and 9)，2 ( lane 2，6 and 10)，3 ( lane 3，7 and 11) and 4 ( lane

4，8 and 12)，respectively． Lane 1 － 4: soil sample 1; lane 5 － 8: soil

sample 2; lane 9 － 12: soil sample 3; M1: 1 kb DNA ladder．

2. 5 脉冲电泳检测土壤 DNA片段大小
对 4 种方法所得到的土壤 eDNA 进行脉冲电

泳分析 DNA 片段的大小。图 3-A 中展示出利用
不同提取方法从 2 号土样中得到的土壤总 DNA
片段大小分析的结果，可以明显看出方法 2 所得
的 DNA 片段最小，方法 1 和 3 得到的土壤 DNA
片段主带均在 20 kb 左右，而方法 4 得到的 DNA
片段大部分超过 23 kb，说明所含的大片段 DNA
的比例高于其它三种方法。图 3-B 显示使用方
法 4 从 3 号土壤中提取的 DNA 最大可达到 100
kb 左右。

图 3 PFGE检测 DNA片段大小
Fig． 3 PFGE results for analyzing sizes of DNA fragments． A: DNA

isolated from soil sample 2 using Method 1 ( lane 1)，2 ( lane 2)，3

( lane 3) and 4 ( lane 4)，respectively． B: DNA isolated from soil sample

3 using Method 4． M: λ DNA /HindIII; M1: NEB MidRange PFG

Marker I．

3 讨论

随着宏基因组学和分子生物学技术的快速发
展，基于群体基因组的方法来研究土壤微生物多样
性及挖掘基因资源信息的策略得到了广范的应
用［1］。其中最关键的步骤之一就是提取高质量的
土壤微生物的总 DNA。研究的目的不同，对提取得
到的土壤 eDNA的要求也有较大的差别。对于研究
微生物多样性及分子生态学等，要求 DNA的产率高
且无偏好性，对 DNA片段大小要求不高。而在微生
物天然产物合成基因簇及复杂代谢途径的研究中，
则需要的 DNA片段越大越好。据报道，目前获得的
土壤 eDNA片段大小一般在 70 kb 以下，经过纯化
回收后得到的 DNA片段大多在 40 kb 以下，只适合
用于构建 cosmid宏基因组文库，而本研究能够得到
更大的 DNA片段，这使得构建大插入片段的土壤宏
基因组文库成为可能。
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表 4 4 种提取土壤微生物 DNA的方法
Table 4 Four methods for soil microbial DNA isolation in the study

Method Mainstrategy Merits Demerits Field of application

1 Thermal lysis Easy operation and low
cost

Low diversity， bad DNA
purity and quantity Construction of libraries with small inserts

2 In situ SDS-CTAB lysis Better DNA purity Low DNA quantity Construction of cosmid libraries

3 Enzyme lysis Better DNA quantity Small DNA size Construction of libraries with ＜ 40 kb inserts
and biodiversity analysis

4 SDS-enzyme lysis Highest DNA quantity and
quality，largest DNA size

Complicated operation and
time consuming

Construction of libraries with larger inserts and
biodiversity analysis

从土壤中提取微生物总 DNA 主要可分为两个
关键步骤:(1)土壤微生物细胞的裂解和 DNA 粗品
的提取;(2)DNA粗品的纯化。尽管粗 DNA的提取
和纯化都有许多不同的方法，但往往是纯化得到的
样品较少，尤其是大片段的 DNA 回收率很低［18］。
比较文献所报道的提取方法的优缺点，本研究建立
了一种优化土壤微生物总 DNA 提取的方案(方法
4)，最高能获得 95 μg DNA /g土壤，DNA纯度较高，
A260 /A280 和 A260 /A230 比值均接近理想水平，
DNA片段最大可达到 100 kb 左右，能够直接用于
PCR、酶切等分子生物学实验。与现有方法相比，方
法 4 表现出一定优势，综合比较分析结果见表 4。
总体来说，方法 4 在以下几个关键步骤进行了优化
处理:

(1)增加了预处理步骤。首先通过筛子过滤除
掉了一些大的颗粒杂质，其次在对土壤微生物细胞
裂解前，加入 DNA提取液后，将样品放置在 37℃摇
床(180 r /min)处理 30 － 45 min。一方面使土壤均
质化，利于后续操作，另一方面提取液中的 CTAB 能
充分吸收土壤中的腐殖酸等杂质［16］，减小了腐殖酸
等杂质对 DNA质量的影响。

(2)采用 SDS-溶菌酶法裂解微生物细胞。前期
实验结果表明单纯使用某一种细胞裂解方法，很难
达到理想的结果。SDS和溶菌酶都能高效地裂解细
胞，不过浓度太高或处理时间过长都会造成 DNA断
裂，影响 DNA质量，本文将两者适当结合，确定了一
种较好裂解细胞的方法。

(3)完成微生物细胞裂解后，直接加入 1 /5 体
积的氯仿。一般裂解完后，都会直接离心，然后再用
笨酚抽提除去蛋白杂质，研究中发现这样处理不利
于大片段 DNA 的提取。如果在细胞裂解完后直接
加入 1 /5 体积的氯仿，不仅能够除去部分蛋白杂质，
而且可以防止裂解释放出来的大片段 DNA 重新吸

附到土壤颗粒中［16］，增加了获得大片段 DNA 的
几率。

(4) 选择 20% PEG，2. 5 mol /L NaCl 来沉淀
DNA。大多数报道的方法都是用异丙醇、无水乙醇
等来沉淀 DNA，实验证明其沉淀效果并不是很好，
很多蛋白、腐殖酸、酚类物质、不明沉淀物等杂质都
可以混夹在 DNA 中，给后续的纯化工作带来不便。
而利用 20% PEG，2. 5 mol /L NaCl 4℃过夜，可专一
性的沉淀 DNA，获得的 DNA 样品杂质较少，又不会
影响 DNA的得率。

(5)利用 PVPP柱纯化 DNA粗品。大多数研究
者纯化 DNA粗品，采用 CsCl梯度离心、Sephadex 凝
胶层析，树脂吸附及解吸附等方法，或者直接通过琼
脂糖胶电泳，切胶回收 DNA片段。这些方法要么价
格昂贵，要么操作繁琐，且对 DNA 都有一定程度的
损伤。也有文献报道将 PVPP直接加入裂解液中以
除去土壤样品中的腐殖酸等杂质，但效果不理想。
本研究通过制备 PVPP 柱纯化 DNA，效果明显。经
初步纯化后基本能除去有色物质，且对 DNA的大小
及产量影响不大，操作简便。

本研究建立的新方法综合了酶裂解法和化学裂
解法，可将不同类型的微生物基因组 DNA从土壤中
抽提出来，适用范围更加广泛，可用于土壤微生物多
样性及其相关基因功能研究，为更好地开发利用土
壤未培养微生物资源提供了有力工具。
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Optimization of soil microbial DNA isolation
Yudong Zhao，Jun Zhou，Jing He*

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China

Abstract:［Objective］The vast majority of microbial resources has not been exploited and utilized because more than

99% of microorganisms in soil cannot be cultured by conventional means． The quantity and quality of environmental DNA

(eDNA) are the most important issues in metagenomic study． Here we set up an optimized method for high quality soil

microbial DNA isolation，which can be applied for microbial diversity study and metagenomic library construction

containing large eDNA inserts． ［Methods］After comprehensive comparison of strengths and weaknesses of the commonly

used methods for microbial DNA isolation，we proposed a new method by optimizing several key procedures of isolation，

including combination of sodium dodecyl sulfate (SDS)-hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) and lysozyme to

lysis cells， usage of chloroform in stead of phenol to remove protein contamination， filtration with the

polyvinylpolipyrrolidone (PVPP) column to purify DNA． Using three different soil samples，we compared the optimized

method with three reported methods in the literature by analyzing soil eDNA yield，rate of purity，size and ability of PCR

amplification． ［Results］ The quality of soil eDNA isolated by the optimized method was significantly improved． We

obtained 95 μg DNA per gram of soil． OD A260 /A280 and A260 /A230 ratios of DNA were much closer to the ideal level．

More desired PCR product was amplified and maximum size of eDNA reached 100 kb． ［Conclusion］High quality and

quantity of soil microbial DNA can be isolated by the optimized method we established，which provides a powerful tool for

metagenomic research to exploit uncultured microbial resources in soil．

Keywords: soil microorganisms，eDNA isolation，quantity and quality of eDNA，PCR amplification，large DNA fragment
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