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摘要:宏基因组DNA的成功获取是宏基因组学技术顺利开展的关键.利用溶菌酶-SDS-蛋
白酶K法(LSK法)提取活性污泥宏基因组DNA,结合单因素法与表面响应法对提取过程的

4个关键步骤进行条件优化,即预处理、细胞裂解、蛋白去除及 DNA沉淀过程.确定影响

DNA产量的重要因素:预处理缓冲溶液与DNA沉淀剂类型、CTAB质量分数、溶菌酶浓度、

37℃水浴时间及SDS质量分数.确定LSK法提取宏基因组DNA的最佳条件:TENC预处理

活性污泥;1.5%CTAB;0.5mg/mL溶菌酶,37℃水浴1.4h;2%SDS,200μg/mL蛋白酶,55
℃水浴2.5h;异丙醇沉淀DNA40min.在最佳条件下,活性污泥宏基因组DNA的最大产量为

每g污泥170μg.本研究可为环境样品中高质量宏基因组DNA的提取提供有价值的参考.
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0 引 言

研究表明,利用纯培养技术可培养的微生物

不到总数的1%,仅为巨大微生物资源的冰山一

角[1].近年来,各种宏基因组学技术飞速发展,它
们避开微生物的分离培养过程,直接以宏基因组

DNA为研究对象,开启了获取未培养微生物信息

的大门[2-4].目前,宏基因组学技术已被证实是开

发真实微生物多样性及新型生物活性物质的有效

途径[5-7].
获取高纯度、高质量的宏基因组DNA是宏

基因组学技术顺利开展的有力保证.土壤、水体与

海洋沉积物宏基因组 DNA 的提取方法报道较

多,然而,活性污泥宏基因组DNA的提取研究相

对较少[8-10].同时,对这些方法的优化多采用传统

的“单次单因子法(one-factor-at-a-time(OFAT)

method)”,存在耗时长、费时费力等局限,且无法

评估 多 因 素 间 的 相 互 作 用[11,12].表 面 响 应 法

(responsesurfacemethodology,RSM)是一种基

于统计学的过程优化方法,其基本思想即通过近

似构造一个多项式函数来表征受多个因素(自变

量)影响的目标值(因变量)的状况,从而实现目标

值的优化.在有限的实验次数下,RSM 不仅能够

描述每个因子的影响,同时还能反映多种因素间

的交互作用[13].RSM已广泛应用于生物学、食品

学、工程学以及环境学等领域的条件优化[14,15],
但国内外还未有利用RSM 优化宏基因组DNA
提取的报道.

为此,本 研 究 以 溶 菌 酶-SDS-蛋 白 酶 K 法

(LSK法)为例,结合单因素法及RSM,对影响活

性污泥宏基因组DNA提取效果的主要因素进行

考察,并对这些因素进行条件优化,以期为后续的

微生物群落分析及文库构建等分子生物学操作提

供高质量的宏基因组DNA.

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 培养基 本实验所用培养基为无机盐培

养基,具 体 组 成 (g/L)为 (NH4)2SO4 2.0,
KH2PO42.0,Na2HPO41.3,pH自然.
1.1.2 活性污泥 活性污泥样品采自大连春柳

污水处理厂污泥外运车间.污泥经无机盐培养基

于30℃培养48h后,新鲜培养液立即进行宏基

因组DNA的提取.



1.1.3 实验仪器 所用实验仪器如下:V-560型

紫外-可见分光光度计(日本JASCO),Biofuge

primoR台式冷冻离心机(德国 Heraeus),GDS-
8000凝胶图像分析系统(美国 UVP),SK-1型快

速混匀器(常州国华),AvantiTMJ-30型高速低温

冷冻离心机(美国Beckman).
1.1.4 实验试剂 溶菌酶及蛋白酶K购自大连

宝生物公司,聚乙烯吡咯烷酮(PVP)与十六烷基

三甲基溴化铵(CTAB)购于北京索莱宝科技有限

公司,SDS购自上海华美生物工程公司.
本研究使用的缓冲溶液如下:TEN 缓冲溶

液,即含0.1mol/LNaCl的TE缓冲溶液;TENP
缓冲溶 液,即 含1% PVP 的 TEN 缓 冲 溶 液;

TENC缓冲溶液,即含1% CTAB的 TEN 缓冲

溶液.
1.1.5 软件 利用Statease公司的软件Design
Expert7.1.3进行表面响应实验的设计及数据分析.
1.2 实验方法

1.2.1 宏基因组 DNA 的提取 利用溶菌酶-
SDS-蛋白酶 K法(LSK法)进行宏基因组DNA
的提取[16].方法略有改动,即活性污泥先经缓冲溶

液洗涤2次后(预处理步骤),再进行细胞的裂解.
1.2.2 溶菌酶-SDS-蛋白酶 K法提取宏基因组

DNA的条件优化 对LSK法的4个重要步骤进

行优化,即预处理过程、细胞裂解过程、蛋白去除

过程及DNA沉淀过程,图1为每个步骤所考察

的因素及水平.

图1 宏基因组DNA提取方法的优化因素及水平

Fig.1 Factorsandleveloptimizationforextraction

ofmetagenomicDNA

(1)预处理及DNA沉淀过程的优化

利用单因素法优化预处理及 DNA 沉淀过

程.平行称取12份活性污泥(每份1g,湿重),按
表1的实验条件提取DNA,以确定缓冲溶液类

型、DNA沉淀剂类型及沉淀时间.

表1 预处理及DNA沉淀过程的实验设计

Tab.1 Experimentaldesignforthe processof

pretreatmentandDNAprecipitation

序号 缓冲溶液 沉淀剂 沉淀时间

1 TEN 异丙醇 40min
2 TEN 乙醇 40min
3 TENC 异丙醇 40min
4 TENC 乙醇 40min
5 TENP 异丙醇 40min
6 TENP 乙醇 40min
7 TENC 异丙醇 20min
8 TENC 异丙醇 40min
9 TENC 异丙醇 1h
10 TENC 异丙醇 2h
11 TENC 异丙醇 3h
12 TENC 异丙醇 4h

(2)细胞裂解及蛋白去除过程的优化

利用表面响应法优化细胞裂解及蛋白去除过

程.以DNA产量为响应值,采用 DesignExpert
软件中心组合设计法(centralcompositedesign,

CCD)设计实验.根据方差分析确定模型的可行

性,得出细胞裂解及蛋白去除过程的显著影响因

素及最佳条件.
1.2.3 宏基因组DNA的分析方法 

(1)DNA定量分析

利用紫外-可见分光光度计测定宏基因组

DNA的光密度值OD260,DNA产量(μg)计算公

式如下:

DNA产量 =OD260×50μg/mL×γ×V
1000

其中V 为宏基因组 DNA 的总体积,μL;γ 为

DNA的稀释倍数.
(2)DNA定性分析

对宏基因组DNA进行1%琼脂糖凝胶电泳,
采用凝胶图像分析系统对胶块进行分析检测.

2 结果与讨论

2.1 预处理及DNA沉淀过程的优化

细胞裂解前利用合适的缓冲溶液洗涤环境样

品(预处理步骤),可有效地去除溶解态抑制剂(如
腐殖酸、褐色素、重金属离子等)及胞外DNA,以
减小 这 些 杂 质 对 后 续 DNA 分 子 操 作 的 影

响[17,18].因此,本研究利用单因素法考察了含有

CTAB及PVP的缓冲溶液对DNA产量的影响.
由电泳图(图2(a))可知:与TEN及TENP相比,
经TENC洗涤后的活性污泥可获得最大的DNA
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产量,是本研究最佳的预处理缓冲溶液.Zhou
等[19]也证实,虽然CTAB和PVP均可有效地去

除腐殖酸,但PVP易引起DNA损失.
考察了沉淀剂类型及沉淀时间对DNA提取

效果的影响.图2(a)表明异丙醇对DNA的沉淀

效果要优于乙醇,这与Cullen等的研究结果一

致[20].图2(b)显示大于40min的沉淀时间对

DNA产量影响不大,但长时间沉淀会引起蛋白质

的共沉,从而降低DNA纯度.综合考虑,后续实

验采用TENC缓冲溶液预处理活性污泥,异丙醇

沉淀DNA的时间为40min.

Mλ-HindⅢdigestedDNAmarker;

1~1212组实验提取的宏基因组DNA(如表1)

图2 预处理及DNA沉淀过程电泳图

Fig.2 Electrophoretogram for the process of

pretreatmentandDNAprecipitation

2.2 细胞裂解过程的优化

利用 表 面 响 应 法 优 化 细 胞 裂 解 过 程.以

CTAB质量分数(A)、溶菌酶浓度(B)、37℃水浴

时间(C)作为优化因子,以DNA产量为响应值,
实验设计及结果见表2.

利用软件DesignExpert7.1.3对实验数据

进行二次多元回归拟合,得到DNA产量Y 对自

变量A、B、C的二次多项式回归方程:

 log10Y =1.79-0.21A-0.28B-0.11C-
0.21AB+0.056AC-0.091BC-
0.21A2+0.016B2-0.14C2 (1)

根据上式进行计算,得到DNA产量的预测值列

于表2.
利用ANOVA方差分析检验了回归模型的

显著性,结果见表3.其中,F 值越大越好;p <
0.05时说明考察的因子有统计学意义[14].本模型

的F值为102.23,对应的p<0.0001,表明该模

型具有显著性.模型R2(复相关系数的平方)为

0.9892,显示该模型有98.92%的可信度,最多

只有1.08%的变化不能用此模型来解释.校正相

关系数的平方(AdjustedR2)为0.9796,说明模

型的预测值与实验值拟合的程度较好.

表2 细胞裂解过程的实验设计

Tab.2 Experimentaldesignfortheprocessofcelllysis

序号 A/% B/(mg·mL-1) C/h
DNA产量/μg
实验值 预测值

1 0.50 0.50 0.50 71.04 66.07
2 2.50 0.50 0.50 49.94 52.48
3 0.50 2.50 0.50 67.14 72.44
4 2.50 2.50 0.50 8.14 8.12
5 0.50 0.50 2.50 44.94 46.77
6 2.50 0.50 2.50 63.30 61.66
7 0.50 2.50 2.50 21.93 21.88
8 2.50 2.50 2.50 3.72 4.17
9 0.30 1.50 1.50 56.04 54.95
10 2.70 1.50 1.50 19.28 17.78
11 1.50 0.30 1.50 139.98 144.54
12 1.50 2.70 1.50 34.13 30.20
13 1.50 1.50 0.30 55.92 53.70
14 1.50 1.50 2.70 30.88 28.84
15 1.50 1.50 1.50 53.49 61.66
16 1.50 1.50 1.50 51.78 61.66
17 1.50 1.50 1.50 64.71 61.66
18 1.50 1.50 1.50 58.35 61.66
19 1.50 1.50 1.50 71.07 61.66
20 1.50 1.50 1.50 65.43 61.60

表3同时显示:A、B、C 的p 均小于0.05,可
见CTAB质量分数、溶菌酶浓度及37℃水浴时

间对DNA 产量均为显著影响因素.AB、AC 与

BC 的p 均小于0.05,说明这3个因素间存在显

著交互作用,因此采用单变量考察会产生误差.

表3 模型(1)的ANOVA方差分析结果

Tab.3 ANOVAvarianceanalysisresultsofmodel(1)

因子 自由度
总偏差

平方和

平均偏差

平方和
F值 p(prob>F)

模型 9 2.410 0.270 102.23 <0.0001
A 1 0.460 0.460 177.28 <0.0001
B 1 0.880 0.880 335.29 <0.0001
C 1 0.140 0.140 53.26 <0.0001
AB 1 0.350 0.350 135.15 <0.0001
AC 1 0.025 0.025 9.56 0.0114
BC 1 0.067 0.067 25.47 0.0005
A2 1 0.220 0.220 85.45 <0.0001
B2 1 1.409×10-3 1.409×10-3 0.54 0.4800
C2 1 0.097 0.097 37.15 0.0001

利用软件DesignExpert7.1.3得到上述3
个因素间相互作用的3D图(图3).经模型预测得

出细胞裂解过程的最优条件为CTAB质量分数

1.5%,溶菌酶浓度0.5mg/mL,37℃水浴时间

1.4h.在此条件下,DNA的最大产量为每g污泥

124.16μg.
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(a)CTAB质量分数与溶菌酶

浓度相互作用

(b)CTAB质量分数与37℃水浴

时间相互作用

(c)溶菌酶浓度与37℃水浴

时间相互作用

图3 细胞裂解过程中3个因素相互作用的响应面3D图

Fig.3 3Dresponsesurfaceplotofinteractionamongthethreefactorsofcelllysis

2.3 蛋白去除过程的优化

利用表面响应法优化蛋白去除过程.以SDS
质量分数(A)、蛋白酶浓度(B)、55℃水浴时间

(C)作为优化因子,以DNA产量为响应值,实验

设计及结果见表4.

表4 蛋白去除过程的实验设计

Tab.4 Experimentaldesignforthe processof
proteinremoval

序号 A/% B/(mg·mL-1) C/h
DNA产量/μg
实验值 预测值

1 0.50 50.00 0.50 6.77 7.41
2 2.50 50.00 0.50 39.88 31.62
3 0.50 250.00 0.50 9.00 7.08
4 2.50 250.00 0.50 31.08 31.62
5 0.50 50.00 2.50 7.66 7.94
6 2.50 50.00 2.50 28.82 38.90
7 0.50 250.00 2.50 7.70 10.23
8 2.50 250.00 2.50 56.24 53.70
9 0.30 150.00 1.50 6.64 5.89
10 2.70 150.00 1.50 37.40 38.02
11 1.50 30.00 1.50 41.40 36.31
12 1.50 270.00 1.50 41.00 41.69
13 1.50 150.00 0.30 30.06 41.69
14 1.50 150.00 2.70 91.36 58.88
15 1.50 150.00 1.50 68.04 51.29
16 1.50 150.00 1.50 40.58 51.29
17 1.50 150.00 1.50 32.04 51.29
18 1.50 150.00 1.50 54.76 51.29
19 1.50 150.00 1.50 65.84 51.29
20 1.50 150.00 1.50 49.48 51.29

利用软件DesignExpert7.1.3对实验数据

进行二次多元回归拟合,得到DNA产量Y 对自

变量A、B、C的二次多项式回归方程:

 log10Y =1.71+0.34A+0.028B+
0.063C+7.068×10-3AB+
0.016AC+0.035BC-0.37A2-
0.085B2-0.012C2 (2)

根据上式进行计算,得到DNA产量的预测值列

于表4.
ANOVA方差分析结果如表5所示.模型的

F 值为13.19,p<0.05,表明该模型具有显著性.
模型R2(复相关系数的平方)为0.9223,表明该

模型有92.23%的可信度.校正相关系数的平方

为0.8524,说明模型的预测值与实验值拟合的程

度较好.同时,从表5可以看出,仅因素A 的p 小

于0.05,证明SDS质量分数、蛋白酶浓度以及55
℃水浴时间这3个因素中,只有SDS质量分数对

DNA产量为显著影响因素.AB、AC 与BC 的p
均大于0.05,表明上述3个因素间不存在显著的

相互作用.

表5 模型(2)的ANOVA方差分析结果

Tab.5 ANOVAvarianceanalysisresultsofmodel(2)

因子 自由度
总偏差

平方和

平均偏差

平方和
F值 p(prob>F)

模型 9 2.360 0.260 13.190  0.0002
A 1 1.220 1.220 61.520 <0.0001
B 1 8.413×10-3 8.413×10-3 0.420 0.5300
C 1 0.043 0.043 2.150 0.1737
AB 1 3.997×10-4 3.997×10-4 0.020 0.8901
AC 1 2.145×10-3 2.145×10-3 0.110 0.7493
BC 1 9.634×10-3 9.634×10-3 0.480 0.5022
A2 1 0.730 0.730 36.580 0.0001
B2 1 0.037 0.037 1.870 0.2015
C2 1 7.584×10-4 7.584×10-4 0.038 0.8491

利用软件DesignExpert7.1.3得到上述3
个因素间相互作用的3D图(图4).经模型预测得

出蛋白去除过程的最优条件为SDS质量分数

2%,蛋白酶浓度200μg/mL,55℃水浴时间2.5
h.在此条件下,最大DNA产量为每g污泥71.94

μg.
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(a)SDS质量分数与蛋白酶

浓度相互作用

(b)SDS质量分数与55℃水浴

时间相互作用

(c)蛋白酶浓度与55℃水浴

时间相互作用

图4 蛋白去除过程中3个因素相互作用的响应面3D图

Fig.4 3Dresponsesurfaceplotofinteractionamongthethreefactorsofproteinremoval

由此确定了LSK法提取活性污泥宏基因组

DNA的最佳条件:TENC作为预处理缓冲溶液,
1.5%CTAB,0.5mg/mL溶菌酶,37℃水浴1.4
h;2%SDS,200μg/mL蛋白酶,55℃水浴2.5h,
异丙醇沉淀40min.在此条件下,DNA最大产量

为每g污泥170μg.
以上结果证实,表面响应法能够用于宏基因

组DNA提取过程的优化,并了解各因素间的相

互作用关系,但产生交互作用的原因还有待于进

一步研究.同时,研究过程中也发现LSK法存在

的不足.首先,该法获得的宏基因组DNA片段大

小基本在23kb左右,难以满足大文库构建的需

求(插入的DNA片段需大于20kb),而宏基因组

大文库对开发新基因簇及新代谢途径具有更大的

优势.其次,虽然对活性污泥增加了预处理洗涤步

骤,但LSK 法获得的 DNA 仍含有深棕色的杂

质.在进行下一步的DNA精制时,不仅容易降低

DNA产量,而且有可能会导致低丰度基因信息的

丢失.因此,LSK法需要进一步改进以获得高质

量DNA,为宏基因组学技术的开展奠定基础.

3 结 论

(1)利用溶菌酶-SDS-蛋白酶K法(LSK法)
提取活性污泥宏基因组DNA,结合单因素法与表

面响应法对该过程进行了条件优化,确定了影响

DNA产量的显著因素:预处理缓冲溶液类型、
DNA沉淀剂类型、CTAB质量分数、溶菌酶浓度、
37℃水浴时间及SDS质量分数.

(2)确定LSK法提取宏基因组DNA的最佳

条件:TENC预处理活性污泥;1.5% CTAB;0.5
mg/mL溶菌酶,37℃水浴1.4h;2% SDS,200

μg/mL蛋白酶,55 ℃水浴2.5h;异丙醇沉淀

DNA40min.在最佳条件下,活性污泥宏基因组

DNA的最大产量为每g污泥170μg.
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OptimizationofmetagenomicDNAextractionfromactivatedsludge

GOU Min, QU Yuan-yuan*, ZHOU Ji-ti, CAO Xiang-yu, XU Bing-wen, WANG Teng

(KeyLaboratoryofIndustrialEcologyandEnvironmentalEngineering,MinistryofEducation,

DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:TheextractionofmetagenomicDNAisthekeystepfor metagenomictechnology.
Lysozyme-SDS-proteinaseK method (LSK method)isusedtoextractmetagenomicDNAfrom
activatedsludge.FourstepsofLSKmethod,suchaspretreatment,celllysis,proteinremovaland
DNAprecipitation,areoptimizedusingsingle-factor methodandresponsesurface methodology
(RSM).AndseveralkeyfactorsforDNAextractionareidentified,includingthetypeofbufferfor
pretreatmentandreagentforDNAprecipitation,CTABmassfraction,lysozymeconcentration,SDS
massfractionandthetimeofwaterbathat37℃.TheoptimalconditionsforDNAextractionusing
LSKmethodareasfollows:TENCaspretreatmentbuffer,1.5%ofCTAB,0.5mg/mLoflysozyme,
waterbathat37℃for1.4h,2%ofSDS,200μg/mLofproteinase,waterbathat55℃for2.5h,
DNAprecipitationfor40minwithisopropanol.ThehighestDNAyieldisobtainedwith170μgper
gramsludgeundertheoptimalconditions.Thisstudywillprovidevaluablereferenceforextractionof
high-qualitymetagenomicDNAfromenvironmentalsamples.

Keywords:metagenomicDNA;activatedsludge;single-factormethod;responsesurfacemethodology
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