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摘  要：【目的】通过荧光定量 PCR 技术对土壤微生物目标基因进行绝对定量，其定量结果的准

确性容易受到 DNA 提取得率以及腐殖酸抑制性的影响。【方法】采用内参基因加标法，利用构

建的突变质粒 DNA，对供试水稻土壤样品中的微生物 16S rRNA 目标基因的绝对拷贝数进行荧

光定量 PCR 检测，用来表征该样品中细菌群落总体丰度。在定量前通过双向引物扩增方法验证

突变质粒中的内参基因对供试土壤的特异性。【结果】不同水稻土壤样品的 DNA 提取量在样品

间差异较大。通过内参基因加标法对 DNA 提取量进行校正，显著提高了 16S rRNA 基因绝对定

量的精确度。不同水稻土壤样品间的变异系数为 17.8，与未加标处理相比降低了 66.7%。在此基

础上，进一步通过内参基因加标法对土壤有机质和含水率均呈现典型空间特征差异的 6 处亚热带

湿地土壤样品中的 16S rRNA 基因进行绝对定量。16S rRNA 基因绝对拷贝数与土壤微生物生物

量碳具有显著的线性相关性(R2=0.694，P<0.001)，表明内参校正后的 16S rRNA 基因绝对拷贝数

可以准确反映单位质量土壤中微生物的丰度。【结论】内参基因加标法可以对 DNA 提取得率以

及腐殖酸对 PCR 扩增的抑制性进行校正，从而提高绝对定量的准确性。基于内参基因加标法的

目标基因绝对定量 PCR 检测，可作为土壤微生物生物量测量，以及微生物功能基因绝对丰度定

量的一种核酸检测方法。 
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The absolute PCR quantification of microbial target genes in 
soils using internal gene as standards 
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Abstract: [Objective] Fluorescence quantitative PCR can absolutely or relatively quantify the target 
genes in soil samples. However, the accuracies of absolute quantification of target genes are influenced 
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by DNA yields during DNA extraction and inhibition caused by co-extracted humic acids. [Methods] 
Using prepared mutated plasmid DNA, this paper quantified the 16S rRNA gene from one paddy soil 
by the methods of adding such plasmid containing mutated internal gene before DNA extraction. 
Two-way primers amplification showed that the added internal gene inserted in this mutated plasmid 
DNA was specific to studied soils when used as internal standards. [Results] The results showed that 
DNA yields varied greatly among these paddy soil samples, leading to incorrect results from absolute 
quantification. Using the mutated plasmid DNA, the precision of resulted data points has been 
improved significantly. It showed that the coefficient of variation for absolute 16S rRNA gene copies of 
these samples was 17.8, which was 66.7% lower than the values calculated for soil samples without 
internal gene correction. It indicates that added internal gene can correct the effects of varied DNA 
yields. Such tested methods were further used to quantify 16S rRNA gene from 6 wetland soils with 
great spatial and physic-chemical differences in soil organic matter contents and water moisture. The 
total bacterial abundance indicated by absolute 16S rRNA gene copies was linearly correlated 
(R2=0.694, P<0.001) with soil microbial biomass carbon, demonstrating that after addition of internal 
standards, the quantified 16S rRNA gene copies can accurately reflect the absolute microbial 
abundance in soil samples. [Conclusion] The added internal gene can correct for DNA yields and the 
effects of inhibition of humic acids on PCR amplification. Using plasmid containing mutated internal 
gene as internal standards, this method, as a nucleic acid assay can be applied in soil ecology to 
quantify soil microbial biomass and absolute abundance of microbial functional genes. 

Keywords: Soil, Water content, DNA yield, Quantitative PCR, Absolute quantification, Internal gene, 
Humic acids inhibition 

荧光定量PCR技术(Quantitative real-time PCR，

qPCR)可以对土壤微生物目标基因进行定量化检

测，从而反映某类微生物的群落数量丰度(如对 16S 

rRNA 基因或 18S rRNA 基因进行定量)或功能丰度

(如对碳固定基因或氮硝化基因进行定量)。常用的

定量检测方法主要分为相对定量和绝对定量两

种 [1]。真核生物体内存在看家基因(House-keeping 

gene)，这类基因在细胞体内的表达量受环境因素影

响较小，因此在真核生物(如植物)细胞学的研究中，

可通过目标基因拷贝数与看家基因拷贝数的比值

来对真核生物不同处理之间的样本进行目标基因

的相对定量研究[2]。不同于真核生物细胞学的研究，

环境样品微生物数量众多且成分复杂，不存在恒定

的看家基因对目标基因进行标准化[3]。目前针对土

壤等环境样品微生物目标基因的相对定量，主要通

过目标基因拷贝数与编码原核生物核糖体小亚基

rRNA (16S rRNA 基因)基因序列拷贝数的比值来表

示(Target gene/16S rRNA)。然而利用 16S rRNA 基

因拷贝数对目标基因进行相对表达量的计算受到

应用条件的限制，即要求所研究的目标基因主要来

自于原核生物，土壤中的真核生物(如真菌)可以忽

略不计，或者不同土壤样本间原核生物所占总微生

物数量的百分比相同[4]。 

目前土壤样品中的目标基因丰度主要通过相

对基因拷贝数来表示[5]，然而实现对某些目标基因

的绝对定量仍然具有重要意义。在绝对定量的过程

中，不同土壤样品之间、甚至同一样品多个重复之

间 DNA 提取得率(DNA yields)的差异将显著影响目

标基因绝对定量的结果[6-8]。土壤含水率以及土壤质

地是导致土壤DNA提取得率差异较大的主要原因。

含水率差异影响细胞与土壤基质分离以及细胞裂

解效率；而当土壤质地不同时(如粘土与沙土)，DNA
裂解液会吸附在粘土成分较高的土壤上而损失。对

冷冻干燥及风干土壤进行 DNA 提取，也会遇到

DNA 提取得率的问题，并且研究表明风干土壤会显

著降低微生物丰度[9]。除此之外，裂解的 DNA 在

分离、纯化等一系列随机因素下的损失，也是导致

DNA 提取产率差异的重要原因。另外，土壤微生物
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基因组 DNA 的提取得率不同，导致微生物的种群

结构多样性具有明显差异[10]。准确测定土壤样品中

的微生物(细菌、真菌与古菌)群落数量丰度或者功

能丰度，对于了解各种微生物在土壤生态过程中所

扮演的角色十分重要。 
为解决不同土壤DNA得率差异对目标基因绝

对拷贝数的影响，国外开展了一系列研究。Möller

等在波罗的海底泥蓝细菌 (Cyanobacteria)基因组

DNA的luc基因区域插入了一段37 bp大小的基因序

列作为内参，通过竞争性定量PCR反应，对遗传标

记的蓝细菌进行定量[11]。Nurmi等[12]通过加入一段

外源基因序列，用非竞争性内参照物法对核酸进行

定量，用于消除操作过程中产生的误差。另外将非

竞争性内参DNA整合到细胞染色体中，把含有该突

变染色体的细胞加入到土壤样品中与土壤中内源

性DNA一起抽提，可以实现对咔唑1,9a-双加氧酶基

因的定量化[13]。Park等[3]将携带有PEGFP-N1质粒[14]

的大肠杆菌JM109细胞作为内参加入到土壤中，通

过qPCR法对目标基因的绝对拷贝数进行标准化。

Daniell等构建了含有突变大肠杆菌DNA片段的质

粒对土壤样品目标基因进行定量研究[15]。综合以上

研究发现，前人所构建的竞争性及非竞争性内参基

因主要针对特定的目标基因序列而专门设计，内参

基因的构建较为复杂。而Park等[3]将含有内参基因

质粒的大肠杆菌JM109细胞加入土壤中的方法解决

了内参构建复杂性的问题，然而加入的外源性大肠

杆菌细胞中的某些基因可能与土壤本身内源性目

标序列相互干扰，增加了实验步骤，因而可能导入

新的误差。另外通过国内文献调研发现，目前有研

究利用内参基因实现纯培养微生物或真核细胞基

因丰度的研究[16-17]。在土壤生态学研究领域，国内

研究人员对环境样品目标基因进行绝对定量时，少

有通过加入内参基因的方法对数据进行校正，而具

体介绍内参加标法对土壤微生物目标基因绝对拷

贝数进行定量的研究还未见报道。 

本文利用英国詹姆斯·赫顿研究所(The James 

Hutton Institute) T.J. Daniell 博士提供的大肠杆菌突

变 DNA 环状质粒载体，经线性化处理后作为内参，

选取 16S rRNA 基因作为目标基因进行绝对定量研

究。16S rRNA 基因的绝对拷贝数可以用来反应一

定质量土壤样品中细菌数量的绝对丰度。土壤样品

选择成分较为复杂、含水率差异变化的淹水土壤，

包括 1 处人工耕作、季节性淹水的水稻土样品(农田

生态系统)和 6 处天然型、次生型湿地土壤样品(湿

地生态系统)。研究内参基因在未加标与加标条件

下，同一供试水稻土样品中 16S rRNA 基因绝对拷

贝数在不同重复样品之间的差异性，从而反应内参

基因加标法结果的精确度。在评价内参基因加标法

结果的基础上，进一步选取具有典型空间特征的

6 处亚热带湿地土壤，通过加标法对湿地土壤样品

中的 16S rRNA 基因绝对拷贝数进行测定，其定量

结果与传统氯仿提取微生物生物量法进行比较，进

一步说明内参基因加标法结果的准确性。 

1  材料与方法 

1.1  土壤采样 
水稻土采自杭州市余杭区长岗农场永建分场

(30º18'52'' N, 119º54'13.37'' E)，为湖泊湿地沉积物发

育而成的青紫泥粘土。采集 100 g 左右表层(0−5 cm)

土壤样品后立即放入装有冰块的采样箱中，于 2 h

内送至实验室并放置在 4 ºC 保存，保存期不超过一

周，样品含水率均值为 31.2%。称取一定量鲜土，

充分混匀后分为 5 份，梯度加入双蒸水进行稀释，

使土壤含水率分别为 39.2%、47.2%、55.2%、63.2%

以及 71.2%，加上原水稻土共 6 份样品。每份样品

设置 3 个重复。 
湿地土壤采自亚热带长三角浙江地区，选取土

壤有机质、含水率等具有显著空间差异的代表性天

然型、次生型及湖/河滨带型湿地共 6 处：嘉兴石臼

漾湿地(SJ)、绍兴镜湖湿地(JH)、杭州西溪湿地

(XX)、长兴包漾河湿地(BY)、德清下渚湖湿地(XZ)

以及桐乡鸭塘湿地(YT)。采集湿地表层(0−5 cm)土

壤，每处湿地土壤设置 3 个重复，共 18 个样品。
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按照水稻土的采集、预处理方法进行样品制备，并

测定含水率。6 处湿地土壤的含水率均值分别为

32.6%、35.1%、55.0%、54.5%、64.5%以及 68.7%。

详细的理化指标及水文特征参见之前的研究报

道[18]。简言之，6 处湿地土壤样品中的有机质含量

与土壤含水率显著正相关，SJ 样品的有机质含量最

低，而 YT 样品的有机质含量最高[18]。 

1.2  突变质粒 DNA 的制备 
突变质粒 DNA 由英国詹姆斯·赫顿研究所(The 

James Hutton Institute)的 T.J. Daniell 博士提供。通

过 PCR 原位突变法两步构建突变 DNA 片段：首先

吸取 1 μL 大肠杆菌菌液作为模板，通过引物对

342FMut (5′-CCTACGGGAGGCACGTCTGGGGA 
ATAT-3′)和 E518 (5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′)

进行第一轮普通 PCR 扩增；扩增后的 PCR 产物稀

释 100倍后取 1 μL作为模板，利用引物对Mut-F (5′- 

CCTACGGGAGGCACGTC-3′)和 534RMut (5′-ATT 

ACCGCGGCTGGACCCACGGAGTTA-3′) 进 行 第

二轮扩增。反应体系和反应模板见前人的研究报

道[15]。扩增后的突变 DNA 片段进行电泳、切胶回

收，连接到 pGEM-T Easy 质粒载体，并导入

Escherichia coli DH10B 感受态细胞中，最后对含有

突变 DNA 片段的质粒进行提取。该质粒中所含有

的突变 DNA 片段可以通过引物对 Mut-F 和 Mut-R 

(5′-ATTACCGCGGCTGGACC-3′)进行扩增。该对引

物 3′末端的 4 个碱基分别是细菌 16S rRNA 基因特

异性引物 E338 (5′-CCTACGGGAGGCAGCAG-3′)
和 E518 末端 4 个碱基的互补序列。 

由于质粒成环状，与土壤微生物基因组 DNA

的线性结构不同，因此对提取出来的质粒用

Promega 公司提供的 Not I 内切酶进行线性化酶切，

使其与土壤 DNA 具有相似的分子特征。酶切后的

线性化质粒用标准的乙醇纯化步骤进行纯化，用

NanoDrop 2000c 分光光度计测定浓度(ng/μL)，并换

算成拷贝数(copies/μL)。将此线性化后的突变质粒

作为土壤的内参加标物，该质粒中含有正确插入的

突变大肠杆菌 DNA 片段作为内参基因。 

1.3  突变质粒 DNA 特异性检测 
利用 NCBI 数据库中的 BLAST (http: //www. 

ncbi.nlm.nih.gov/blast/)对突变质粒的测序结果进行

序列比对分析，确定突变 DNA 片段与数据库中已

知微生物物种的基因片段具有非同源性。用突变引

物(Mut-F 和 Mut-R)，对未加标的土壤 DNA 进行目

标基因的普通 PCR 扩增，未扩增出任何 PCR 产物

片段；进一步采用 16S rRNA 目标基因引物(E338

和 E518)对质粒中插入的突变 DNA 片段进行普通

PCR 扩增，未扩增出任何 PCR 产物片段。双向引

物扩增实验表明，该突变质粒对供试土壤具有特异

性，可以作为加标物进行后续目标基因的 qPCR 反

应。25 μL 的普通 PCR 扩增反应体系包括：10 U/μL

的 DNA 高保真聚合酶 0.25 μL，10 μmol/L 的上下

游引物各 0.5 μL，2.5 mmol/L 的 dNTP 溶液 5 μL，

10×高保真 Buffer 2.5 μL，1.0 mg/mL 的牛血清蛋白

(BSA)溶液 10 μL，DNA 模板 1.0 μL，另外加入 5.25 μL 

DNA-free 水。 

1.4  土壤 DNA 提取与内参加标 
在提取DNA前为降低土壤异质性带来的误差，

首次准确称取 1.00 g 土(水稻土与湿地土)于带刻度

的 10 mL 试管中，用 PBS 缓冲液(pH 7.4，浓度为

0.2 mol/L)定容至 10 mL 后，充分混匀成土壤匀液，

混匀后确保试管底部没有固体颗粒物残留。吸取

2 mL 匀液于 2 mL 离心管中 (合 0.2 g 鲜土 )，

12 000 r/min 离心 2 min，倒掉上清液。离心管中的

土壤样品再用 PBS 洗涤 2 次后，用美国 MO BIO 公

司的 PowerSoil® DNA Isolation Kit 对土壤 DNA 进

行提取。对于内参基因加标法而言，按照同样的方

法提取相同样品的 DNA。所不同的是，在土壤 DNA

提取前，每个样品中加入 109 拷贝的线性化突变质

粒 DNA 作为加标内参。所有样品的 DNA 提取过程

严格按照说明书中的标准操作步骤进行。提取的

DNA 通过琼脂糖凝胶电泳，以确保 DNA 条带完整

并无明显拖带，然后用美国 Thermo 公司的

NanoDrop 2000c 分光光度计测定核酸浓度(ng/μL)
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以及 A260/A280、A260/A230 等指标。研究表明，DNA

条带断裂越厉害，吸光率越高[19]，测定出来的 DNA

浓度比实际浓度要大。因此确保只选取具有高质量

的 DNA 样品用于下游操作。 

1.5  目标基因与内参基因标准曲线的制备 
用 16S rRNA 目标基因引物(E338 和 E518)对大

肠杆菌模板进行普通 PCR 扩增，扩增反应体系和反

应条件如 1.3 小节。对 PCR 产物进行电泳并对目标

基因条带切胶回收纯化 (AxyPrep™ DNA Gel 
Extraction Kit)。纯化后的目标基因连接到 TaKaRa
公司的 pMD 19-T Simple 质粒载体上，然后导入 E. 
coli DH5α 大肠杆菌感受态细胞。挑取单克隆质粒

并测序，以确定质粒中插入的片段为目标基因片

段。对含有目标基因的质粒与上述 1.2 小节构建的

突变质粒通过一系列 10 倍梯度稀释后分别作为目

标基因和内参基因的标准品，用于 qPCR 反应过程

中目标基因和内参基因标准曲线的绘制。 

1.6  目标基因与内参基因的 qPCR 反应 
对加标土壤样品(水稻土以及湿地土壤)中的目

标基因(16S rRNA 基因)和内参基因(突变 DNA 片段)
分别进行 qPCR 反应。20 μL 反应体系包括：10 μL 
Bestar™ Real-time PCR Master Mix SYBR Green 
(DBI, Germany)，10 μmol/L 的上下游引物各 0.5 μL，
0.5 g/L 的 BSA 溶液 8.0 μL 以及加标 DNA 1.0 μL 作

为模板。qPCR 反应在美国 Bio-Rad 公司的 Bio-Rad 
CFX96 system 仪器上进行。对 16S rRNA 基因进行

qPCR 扩增的引物对为 E338 和 E518，对内参基因

进行 qPCR 扩增的引物对为 Mut-F 和 Mut-R。反应

条件为：95 ºC 2 min；95 ºC 10 s，56 ºC 30 s，72 ºC 
30 s，40 个循环；荧光获取温度设定为 72 oC。qPCR
产物的特异性通过溶解曲线以及琼脂糖凝胶电泳

进行检测。 

1.7  内参校正的目标基因绝对拷贝数的计算 
内参校正的目标基因绝对拷贝数的计算参考

Park 等[3]的研究，并在此基础上有所改进。首先计

算标准品中内参基因和目标基因的绝对拷贝数[计

算公式分别见公式(1)和(2)]。然后分别以标准品中

内参基因和目标基因的 Ct 值为 x 轴，对应标准品绝

对拷贝数的 Log10 值为 y 轴建立标准曲线，进而得

到土壤样品中内参基因和目标基因的绝对拷贝数。

最后根据公式(3)计算得到内参基因标准化后样品

中目标基因的绝对拷贝数。 
目标基因绝对拷贝数(copies/μL)=[目标基因质

粒 DNA 标准品浓度(g/μL)/插入目标基因片段后质

粒的长度(bp)×660]×阿伏伽德罗常数          (1) 

内参基因绝对拷贝数 (copies/μL)=[突变质粒

DNA 标准品浓度(g/μL)/插入内参基因片段后质粒

的长度(bp)×660]×阿伏伽德罗常数            (2) 

内 参 校 正 的 目 标 基 因 绝 对 拷 贝 数

(copies/μL)=[目标基因绝对拷贝数(copies/μL)/内参

基因绝对拷贝数(copies/μL)]×所有样品内参基因绝

对拷贝数均值(copies/μL)                    (3) 

1.8  腐殖酸对目标基因抑制系数的确定 
在DNA提取过程中发现，德清下渚湖湿地(XZ)

土壤样品中提取的 DNA 颜色发黄，表明 DNA 样

品中可能存在少量腐殖酸。在对 XZ 样品中的目标

基因进行 qPCR 绝对定量前，对提取的 DNA 进行

100 倍稀释的处理操作。此外，进一步对该样品中

腐殖酸的抑制性进行检测。首先对该土壤中稀释后

的 DNA 样品用 DNase I 酶处理，得到仅含有腐殖

酸而不含有 DNA (DNA-free)的土壤提取物。接着

在该提取物中加入已知理论拷贝数的 16S rRNA目

标基因标准品，通过 qPCR 反应计算得到目标基因

的拷贝数，通过该值与理论拷贝数的比来确定抑制

系数。 

2  结果与分析 

2.1  水稻土 DNA 提取得率的差异 
DNA 提取得率受土壤含水率影响。对 6 份(每

份 3 个重复)完全相同仅含水率呈梯度变化的水稻

土样品，统一采用 PowerSoil® DNA Isolation Kit 试

剂盒推荐的标准方法进行 DNA 提取操作。提取的

DNA 经过 NanoDrop 2000c 核酸检测后统一换算成

单位土壤干基下的 DNA 浓度(图 1)。结果发现，1#
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水稻土样品(含水率为 31.2%)的提取量最低，而 6#

水稻土样品(含水率为 71.2%)的提取量最高。1#−6#

样品之间以及每个样品 3 个重复之间的 DNA 检测

浓度具有较大差异。由于 1#−6#样品来自于同一水

稻土，因此结合方差分析的基本思想，将 DNA 检

测浓度的变异分为组内变异(With-groups)和组间变

异(Between-groups) (表 1)。组内变异(每个样品 3 个

重复之间)代表 DNA 提取过程中受随机因素影响引

起的 DNA 得率差异(如细胞与土壤基质分离过程、

酚抽提对DNA的水溶性以及DNA在吸附与洗脱过

程中的损失)，而组间变异(1#−6#之间)代表随机变

异和含水率差异(处理因素)所共同引起的 DNA 检

测浓度差异。剔除随机变异影响后，土壤含水率差

异对 DNA 提取量的影响仍然较大，组间均方达到

1 315 (F=4.01，P=0.023)。 

当土壤含水率不同时，土壤中微生物细胞的裂

解效率、裂解液的回收率等受到不同程度的影响，

可能是导致 DNA 得率差异较大的原因之一[6-8]。

DNA 的提取得率不仅与土壤含水率有关，还与土壤

类型以及提取方法密切相关[15]。不同于纯培养物， 

 

图 1  水稻土样品 DNA 检测浓度值 
Figure 1  DNA yields from paddy soils 
注：1#−6#分别代表含水率为 31.2%，39.2%，47.2%，55.2%，

63.2%以及 71.2%的同一水稻土样品；DNA 含量以土壤干基表

示；误差线代表 3 个重复样品之间的标准差. 
Note: 1#−6# represent the identical soils with only varied water 
contents, i.e., 31.2%, 39.2%, 47.2%, 55.2%, 63.2%, and 71.2%, 
respectively; The DNA yields are normalized to dry soil mass; The 
error bar indicates The standard deviations of three replicates for 
each sample. 

表 1  DNA 检测浓度变异分析 
Table 1  Variation analysis for DNA concentration 

变异来源 
Source of variation 

均方差 
Mean square deviation 

组间变异 Within-groups  

随机变异 Random variation 436 

组内变异 Between-groups  

随机变异 Random variation 436 

不同含水率处理导致的变异 
Soil water-induced variation 

1 315 

 
土壤中含有的基质及各种复杂成分将影响 DNA 得

率，并影响样品之间的提取误差。前人研究比较了

两份泥炭土样品，通过加标法发现其加标基因的回

收率分别为 2.61%和 8.19%[15]。而对 3 份河流底泥

样品进行 DNA 提取，其加标回收率分别为 14.9%，

28.3%和 2.4%[20]，样品间误差较大。这些土壤样品

的共同特征是有机质含量高、土壤含水率差异大，

并且基质成分复杂。除不同类型土壤之间 DNA 得

率的差异外，即使同一样品的不同重复采用统一的

方法提取 DNA，由于受到各种随机因素的影响，其

DNA 得率也会有较大差异[15]。本研究表明，由随

机因素所引起的 DNA 得率差异为 436 (组间均方)，

同土壤水分梯度变化所引起 DNA 得率差异共同决

定了不同样品中 DNA 的提取得率。可见，在通过

qPCR 技术对目标基因进行绝对定量时，需要考虑

DNA 在提取过程中的各种损失，这对含水率相差较

大的淹水土壤尤为重要。在 qPCR 之前，通过提高

DNA 得率的方法可以间接提高目标基因绝对定量

的准确性，然而得率的提高往往意味着 DNA 条带

断裂的增加以及样品纯度的降低。为解决此问题，

前人有通过多次提取同一土壤中 DNA 的方法来提

高提取效率，通过多次提取有效避免了在一次提取

过程中由于过度机械震荡对 DNA 完整性的破坏[9]。

我们的研究与前人的研究结果[3,10,15,20]均表明，土壤

样品 DNA 提取过程具有较大的随机性。可见，需

要通过内参加标的方法实现对目标基因绝对拷贝
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数的准确估计。 

2.2  内参加标法计算水稻土16S rRNA基因目标

基因绝对拷贝数 
分别对未加标水稻土(图 2A)和加标水稻土(图

2B)提取的 DNA 进行 16S rRNA 基因的 qPCR 反应。

通过内参加标法计算目标基因绝对拷贝数的方法

参见公式 3。定量结果表明，目标基因扩增效率 E

为 105.6%，标准曲线 R2=0.998；内参基因扩增效率

E 为 98.2%，标准曲线 R2=0.995。内参基因和目标

基因标准品的基因扩增效率及线性化相关系数 R2

均在文献报道的范围内。另外，加入线性化内参基

因后进行 DNA 提取，内参的回收率为 22%−79%，

变化范围较大，表明不同样品在 DNA 提取过程中

发生了不同程度的损失。 

未加标水稻土 16S rRNA 目标基因绝对拷贝

数在 1#−6#样品之间差异较大，标准误差为

7.32×1010 copies/g，变异系数为 53.4 (图 2A)。结合

图 1 的结果，对于 DNA 检测浓度较高的样品(5#和

6#)，相应计算出来的目标基因绝对拷贝数也较大，

表明 DNA 提取得率是影响绝对定量结果的关键因

素。采用内参基因对目标基因进行标准化后，6 份

水稻土样品标准误差为 2.54×1010 copies/g，变异系

数为 17.8，变异系数降低了 66.7%，从而显著提高

了目标基因绝对定量数值的精确度。利用方差分析

的基本思想，将目标基因绝对拷贝数的总体变异分

为组内变异和组间变异。内参加标法计算的数值与

未加标相比，代表随机误差的组内变异降低了

87.3%，而组间变异中由水分差异引起的变异降低

了 86.4%。 
内参加标法在 qPCR 定量研究领域具有广泛的

应用。如前人在对土壤指示动物的研究过程中，在

土壤动物样品DNA提取前加入突变DNA质粒作为

内参基因，实现了对弹尾虫(Folsomia candida)绝对

丰度的准确估计[21]，计算得到的基因绝对拷贝数可

以作为评估弹尾虫实际生物量和生长情况的重要

指标。Hoffmann 等将寄主木虱(Diaphorina citri)的
无翼调控基因(wg)作为内参基因，通过对沃尔巴克

氏体(Wolbachia)的表面蛋白基因(wsp)进行 qPCR 反

应，准确定量了寄主体内沃尔巴克氏体的种群数量

丰度[22]。这些研究多集中在真核生物细胞或原核生

物的纯培养物，本研究表明内参基因加标法同样适

用于环境样品中目标基因的检测。 

 

图 2  水稻土 16S rRNA 基因绝对拷贝数 
Figure 2  The quantified 16S rRNA absolute gene copies for paddy soils 

注：A 为未加标水稻土样品，B 为加标水稻土样品.1#−6#：含水率为 31.2%，39.2%，47.2%，55.2%，63.2%以及 71.2%的同一水稻

土样品；16S rRNA 基因拷贝数含量以土壤干基表示；误差线代表 3 个重复样品之间的标准差. 
Note: A: Paddy soils without added mutated plasmid as internal standards; B: Paddy soils with added mutated plasmid as internal standards. 
1#−6#: The identical soils with only varied water contents, i.e., 31.2%, 39.2%, 47.2%, 55.2%, 63.2%, and 71.2%, respectively; The DNA 
yields are normalized to dry soil mass; The error bar indicates the standard deviations of three replicates for each sample. 
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2.3  内参加标法准确定量湿地土壤16S rRNA目

标基因 
通过分析同一水稻土壤样品，内参基因加标法

显著提高了目标基因绝对定量的精确度。其中，土

壤含水率不同是导致 DNA 提取得率差异的关键因

素之一。在此基础上，我们利用内参基因加标法

对 6 处湿地土壤样品中的 16S rRNA 基因绝对拷贝

数进行测定，通过 16S rRNA 基因绝对拷贝数来反

应单位质量(干基)土壤中细菌种群数量的丰度(图

3)。研究表明，SJ、JH 以及 XX 等湿地土壤中细菌

种群数量的绝对丰度较低，而 BY、XZ 以及 YT 等

湿地土壤中细菌种群数量的绝对丰度较高，且 6 处

湿地差异显著(P<0.05，ANOVA)。微生物数量的差

异反映了湿地土壤典型营养水平以及生态功能利

用方式之间的差异性。YT 和 XZ 湿地是典型的水产

品(如贝类和甲鱼等)与禽类(如鸭子)养殖湿地，土壤

的富营养程度最高；BY 为湖滨湿地，周围常驻居

民点附近氮磷等物质排放进入河道导致水体局部

富营养化。相比而言，XX、JH 以及 SJ 等湿地为典

型的保护区恢复性湿地。SJ 为淹水性水稻土湿地，有

机质和氮磷等营养物质在 6 处湿地中均为最低[18]。 

XZ 样品中提取的微生物基因组 DNA 颜色发

黄，表明 DNA 样品中可能存在少量腐殖酸。通过

研究腐殖酸对 qPCR 反应的抑制性发现，XZ 样品

中目标基因 qPCR 的实际扩增效率为 81%。假定

qPCR 反应的实际扩增效率可达到 100%，此处对应

的抑制系数理论值为 0.19。一般情况下，可以通过

DNA 提取过程中的纯化步骤以及对 DNA 样品的梯

度稀释，最大限度的去除腐殖酸对 PCR 反应的抑制

效应。然而当土壤中存在的腐殖酸无法有效去除时

(如 XZ 样品)，可以通过计算腐殖酸抑制系数的方

法来实现准确定量。qPCR 对土壤等复杂环境样品

中基因的定量，存在诸多误差。同一样品、不同批

次的或不同人员开展相同的实验，所得到的结果也

会存在较大差异。因此在操作过程中，需要尽量满

足实验条件的一致性，最大限度的较少随机误差和

系统误差的发生。在规范实验的基础上，通过本文

介绍的内参基因加标法，腐殖酸对目标基因的抑制

性也可以得到有效校正，即当腐殖酸对目标基因与

内参基因同时产生抑制性时，目标基因绝对拷贝数

的标准化过程[参见公式(3)]可以实现对腐殖酸抑制

的校正。Lindberg 等 [23]对湖泊沉积物中采集的

50 个土壤样品进行内参基因的 qPCR 检测，发现其

中有 3 个样品的内参基因受到明显的抑制，抑制系

数为 0.15−0.34；而另外一个样品中加入的内参基因

没有扩增。在提取 DNA 的过程中他们发现，同 XZ
土壤样品，这些样品 DNA 提取物的颜色普遍泛黄，

表明其中存在腐殖酸等抑制成分。由于不同土壤样

品中提取出的腐殖酸对 PCR 反应具有不同程度的

抑制作用，因此 Lindberg[23]强调了在环境样品中加

入内参来校正腐殖酸对目标基因抑制作用的必要

性。实验过程中为实现更加精确的定量，可以分别

计算目标基因和内参基因的腐殖酸抑制系数，并结

合内参加标法一起使用。而在预实验时，采用腐殖 

 
 
图 3  6 处加标湿地土壤 16S rRNA 基因绝对拷贝数 
Figure 3  The quantified 16S rRNA absolute gene copies 
from six wetland soils by the methods of adding plasmid 
containing mutated internal gene before DNA extraction 
注：六处湿地土壤样品的含水率分别为 32.6%，35.1%，55.0%，

54.5%，64.5%以及 68.7%；目标基因含量以土壤干基表示；误

差线代表 3 个重复之间的标准差；其中，XZ 提取的 DNA 样品

稀释 100 倍后进行 qPCR 试验. 
Note: The water contents for these soils are 32.6%, 35.1%, 55.0%, 
54.5%, 64.5%, and 68.7%, respectively; Gene copies are 
normalized to dry soil mass; The error bar indicates the standard 
deviations of three replicates for each wetland soil sample; The 
extracted DNA sample from XZ is diluted by 100 times before 
qPCR reactions. 
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酸去除效果较好的试剂盒、对样品进行必要的稀释

以及评价土壤的腐殖酸抑制性，能够减少腐殖酸对

结果准确性的影响。 

16S rRNA基因绝对拷贝数可以反映土壤中

微生物生物量的丰度。通过氯仿熏蒸浸提—水浴

法[24]，本文进一步对6处湿地土壤进行微生物生物

量碳的测定，得到的数据与16S rRNA基因绝对拷贝

数进行Pearson线性相关分析(图4)，从而考察内参基

因加标法结果的准确性。研究表明，内参校正的16S 
rRNA基因拷贝数与微生物生物量碳两者具有极显

著的正相关关系(R2=0.694，P<0.001)。未加标(图4A)

与加标样品(图4B)拟合的线性方程斜率与截距较为

一致，但加标样品拟合的相关系数明显高于未加标

样品。比较发现，通过加标法计算的16S rRNA基因

绝对拷贝数可以更加准确的反应土壤样品中微生

物生物量的多少。 

对于成分复杂的土壤样品，尽管经过纯化与浓

缩，得到的DNA样品仍然含有一定量的腐殖酸与其

共存，进而在后续qPCR过程中抑制酶的活性。需要

注意的是，不同环境样品引入的干扰可能不同，导

致不同类型土壤定量结果之间的可比性有待进一

步探究。比如，森林土壤DNA样品中残留的腐殖酸

组分很可能与湿地土壤不同，导致不同腐殖酸组分

对内参基因与目标基因抑制程度的差异。因此在

qPCR反应前，最大限度的降低DNA样品中腐殖酸

的含量具有十分重要的意义。本研究表明，内参基

因加标法完全可以实现对DNA得率的矫正，而针对

同类型土壤之间的比较(存在相似的腐殖酸组分)，
该方法对腐殖酸抑制性的矫正也具有明显效果。 

目前常用的土壤微生物量检测方法主要包括

传统平板计数、氯仿熏蒸法以及底物诱导呼吸法等

方法。通过内参校正的 16S rRNA 基因或 18S rRNA
基因绝对拷贝数可以分别用来反映单位土壤中细

菌和真菌种群数量的丰度大小，作为土壤微生物生

物量测量的一种核酸检测方法。除此之外，内参基

因加标法还可以对微生物功能基因进行校正，实现

对微生物功能丰度的绝对定量。作为 qPCR 相对定

量方法的重要补充，基于内参基因加标法的目标基

因qPCR绝对定量检测适合于含水率变化导致DNA

得率差异大的淹水土壤样品。 
 

 
 

图 4  16S rRNA 基因绝对拷贝数与土壤微生物生物量碳的线性相关性 
Figure 4  The liner correlations between 16S rRNA absolute gene copies and soil microbial biomass carbon 

注：A 为未加标湿地土壤样品，B 为加标湿地土壤样品；所分析样品来自 6 处湿地. 
Note: A: Wetland soils without added mutated plasmid as internal standards, B: Wetland soils with added mutated plasmid as internal 
standards; Samples are from six studied wetlands. 
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3  结论 

土壤等环境样品微生物基因组 DNA 在提取过

程中容易受到许多随机因素的影响，导致不同样品

之间实际提取的 DNA 数量具有较大差异。在土壤

DNA 提取前加入特异性基因作为内参加标物，加标

后的 DNA 与土壤内源性 DNA 一同提取，并分别进

行内参基因和目标基因的 qPCR 检测，可以有效校

正 DNA 提取量对目标基因绝对定量的影响。对于

含水率差异变化大、土壤有机质含量高的湿地土壤

样品而言，内参基因加标法可以实现目标基因绝对

拷贝数的准确定量。 
本文所采用的突变质粒对于绝大多数土壤微

生物目标基因具有特异性，不仅可以对土壤中的

16S rRNA基因或18S rRNA基因绝对拷贝数进行定

量，作为土壤微生物生物量测定的一种核酸检测方

法，还可以实现对微生物功能基因丰度的绝对定

量，作为 qPCR 相对定量方法的重要补充。 
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