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摘要:为了探索有效的海洋底泥宏基因组DNA提取与纯化方法,分别采用CTAB结合SDS
法、CTAB结合玻璃珠法、SDS结合蛋白酶 K法和SoilMasterTM试剂盒法提取海洋底泥宏基

因组DNA,用柱式腐殖酸清除试剂盒法与电洗脱法纯化宏基因组DNA,并对宏基因组DNA
的产量与纯度进行评价.结果表明:SDS结 合 蛋 白 酶 K 法 提 取 率 最 高,DNA 片 段 完 整;

SoilMasterTM试剂盒法与CTAB结合SDS法次之;CTAB结合玻璃珠法有严重降解;电洗脱

法可以得到高纯度、大于42kb宏基因组DNA片段.因此,SDS结合蛋白酶K法和电洗脱法

提取纯化海洋近海底泥宏基因组DNA优于其他方法.
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0 引 言

海洋 约 占 地 球 表 面 积 的 70%,具 有 高 盐

(3.5%)、高压(>100MPa)、低温、低光照、寡营

养等特点,以及无光照和局部高温(400℃)等极

端环境.据估计海洋微生物接近3.67×1030种[1],

而可培养微生物仅占0.001%~0.1%[2],人们对

于绝大多数不可培养微生物几乎一无所知.宏基

因组学(metagenomics)技术为人类从海洋天然宝

库中寻找新型功能生物活性物质和工业酶制剂提

供了新的方法,为海洋微生物资源的开发和利用

开辟了一个新领域.
目前海洋底泥宏基因组DNA提取主要有两

种方法:一种是直接对环境样品进行微生物宏基

因组 DNA 的提取,称直接裂解法(directlysis

extractionmethod),也称原位裂解法;另一种是

间接 裂 解 法,即 微 生 物 细 胞 抽 提 法(bacterial

extractionmethod),先分离黏附在土壤、沉积物

等样品 中 的 微 生 物 细 胞,然 后 提 取 宏 基 因 组

DNA.间接裂解法所制备的宏基因组DNA较直

接裂解法纯度高、片段大,然而DNA的产量及基

因组信息的广泛性不如直接裂解法[3].直接裂解

法常采用高温(>60℃)裂解,并加入去污剂及螯

合剂,如十二烷基硫酸钠(SDS)、十六烷基三甲基

溴化铵(CTAB)、乙二胺四乙酸(EDTA)等,特定

环境样品也加入蛋白酶K、溶菌酶,并结合研磨、

冻融等物理措施.虽然这些裂解策略得到的宏基

因组DNA质量相对较低,但是可获取多样化的

不可培养微生物的基因信息,便于后续宏基因组

文库构建及功能基因筛选.
本研究中海洋底泥样品含有腐殖酸、重金属

离子等杂质,水分、盐分含量高,黏稠度高并含有

少量的贝壳碎片,严重影响宏基因组文库构建的

后续操作,如PCR反应、酶切、连接等,因此对宏



基因组DNA的纯化显得尤为重要.目前常用的

纯化方法包括氯化铯密度梯度超速离心、脉冲电

泳法、透析和过滤法[4]等,然而以上任何一种方法

都不可能完全适用于所有的环境DNA除杂,在

实际操作中应结合样品情况选择一种或多种纯化

方法进行组合纯化.鉴于此,作者分别采用CTAB
结合SDS法、CTAB结合玻璃珠法、SDS结合蛋

白酶K法、SoilMasterTM试剂盒法及柱式腐殖酸

清除试剂盒法和电洗脱法提取纯化海洋底泥宏基

因组DNA,并比较其提取与纯化效果,以期获得

有效提取纯化海洋底泥宏基因组DNA的方法,

为后续构建宏基因组文库,筛选新型工业生物催

化剂奠定基础.

1 材料和方法

1.1 材 料

样品采自中国辽宁大连渤海海域近海底泥

6~100m(123°371'E,39°697'N),样品采集后迅

速装入无菌保鲜袋冻存于-20℃冰柜,运回实验

室后转至-80℃.

1.2 方 法

1.2.1 宏基因组DNA提取 
(1)CTAB结合SDS法

参照Brady法[5],称取1.0g近海底泥样品,

加入70 ℃预 热 的1.5 mL 裂 解 缓 冲 液(100

mmol/L Tris-HCl,100 mmol/L Na2EDTA,

1.5mol/LNaCl,1%CTAB,2%SDS,pH8.0),

振荡器上充分混匀;70℃水浴2h,每隔30min
混匀一次;2h后冷却至室温,12000g,4℃离心

10min,重复一次;上清液加入0.7体积的异丙

醇,室 温 放 置 30 min 后,12000g,4 ℃ 离 心

30min;沉 淀 加 入1.0mL 预 冷 的70%乙 醇,

12000g,4℃离心10min;风干,溶于50μL无菌

水,4℃保存备用.
(2)SDS结合蛋白酶K法

参照Zhou等法[6],称取近海底泥1.0g,加

入1.35mLDNA 提 取 液(100mmol/L Tris-

HCl,100mmol/LEDTA,100mmol/LNa3PO4,

1.5mol/LNaCl,1% CTAB,pH8.0)与10μL
蛋白酶 K(10mg/mL),37 ℃,225r/min振荡

30min;加入0.15mL10%SDS,65℃水浴2h,

每隔15~20min上下颠倒混匀;12000g,4℃离

心10min;取上清液,用等体积氯仿-异戊醇(24∶

1)抽提2次,12000g,4℃离心20min;沉淀加入

1.0mL预冷的70%乙醇,12000g,4℃离心10

min;风干,溶于50μL无菌水,4℃保存备用.
(3)SoilMasterTM试剂盒法

具体见 Epicentre公 司 SoilMasterTM DNA

ExtractionKit,按照操作说明进行.
(4)CTAB结合玻璃珠法

参照Huang等法[7],称取1.0g近海底泥于

1.5mL无菌离心管,加入0.5mL磷酸盐提取缓

冲液,40μL20%SDS,加入与近海底泥等重玻璃

珠.用涡旋振荡器混匀2min,68℃水浴2h,每隔

15min上下颠倒混匀.12000g,4℃离心15min,

将上清液转移至另一无菌离心管,加入50μL

5mol/LKAc和0.2mLPEG8000,-20℃放置

15min,12000g,4℃离心15min.沉淀用50μL

2×CTAB重悬,68℃水浴1h.加入等体积氯仿-
异戊醇(24∶1),轻柔混匀,静置5min,12000g,

4℃离心15min.将上清液转移至另一新无菌离

心管,加 入 等 体 积 异 丙 醇,混 匀,室 温 放 置15

min,12000g,4℃离心10min.70%乙醇洗涤2
次,风干,溶于50μL无菌水,4℃保存备用.

1.2.2 宏基因组DNA纯化 
(1)柱式腐殖酸清除试剂盒法

采用柱式腐殖酸清除试剂盒(北京天恩泽)进

行纯化,具体操作参见试剂盒说明书.
(2)电洗脱法

参照Brady法[5],DNA粗提液1%低熔点琼

脂糖凝胶电泳,20V,16h.将凝胶两侧含DNA

Marker及相邻部分目的胶条切下,于溴化乙锭中

染色约2h,而后与未切除部分拼接,用刀片将目

的DNA胶条切下,将凝胶转移至预先处理好的

透析袋(MWCO10000)中,加入1×TAE溶液直

至有充足的缓冲液与凝胶接触.用透析袋夹将袋

夹紧,避免存留气泡.把透析袋泡在盛有1×TAE
的水平电泳槽中,7.5V/cm的电压电洗脱4h,

电极反转同样电压电洗脱1min,将透析袋中的

溶液转移至1.5mL的无菌离心管中,加入0.1
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体积3mol/LNaAc(pH5.2)和2.5体积无水乙

醇,室温放置30min,在13000g、4℃下离心15

min.70%乙醇洗涤2次,风干,溶于适量无菌水,

4℃保存备用.

1.2.3 宏基因组DNA电泳检测 采用常规1%
琼脂糖凝胶电泳检测.提取宏基因组DNA的电

泳条件:普通琼脂糖(生工生物工程(上海)股份有

限公司,简称生工,上海),100V,1h;16SrDNA
扩增的电泳条件:普通琼脂糖(生工,上海),120

V,30min;电洗脱纯化DNA的电泳条件:20cm
长低熔点琼脂糖凝胶(生工,上海),20V,16h.

1.2.4 宏基因组DNA定量和纯度检测 采用

HD-21C-B型核酸蛋白检测仪检测不同方法提取

的宏基因组 DNA 的吸光度(A260/A280与 A260/

A230)及提取量.

1.2.5 PCR扩增16SrDNA PCR引物分别为

F27(5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3')和

R1492(5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-

3')[8],由生工合成.PCR反应条件:95℃预变性

2min,95℃变性30s,55℃退火30s,72℃延伸

1.5min,30个循环;最后72℃延伸10min.

2 结果与分析

2.1 海洋底泥宏基因组DNA提取

对于同一样品而言,环境DNA提取方法的好

坏,取决于宏基因组DNA总量以及DNA片段的

完整性.本文采用CTAB结合SDS法、CTAB结合

玻璃珠法、SDS结合蛋白酶K法、SoilMasterTM试

剂盒法4种方法提取海洋近海底泥宏基因组

DNA样品,每种方法做了3次重复.结果如图1
所示:4种方法所得土壤DNA电泳后均呈现单一

的带,相对分子质量均在23kb以上.其中SDS
结合蛋白酶K法提取的DNA效果最显著,既保

持了宏基因组DNA 片段的完整性,又得到浓度

高的环境 DNA.CTAB结合 SDS法提取所得

DNA量相对于SDS结合蛋白酶K法低很多,同

时有拖尾现象,说明其完整性遭到破坏.SoilMas-

terTM试剂盒法提取的DNA片段较完整,但浓度

较低,片段长度小.CTAB结合玻璃珠法提取的海

洋底泥宏基因组DNA严重降解.

M 核酸相对分子质量标准;1~3CTAB结合SDS法;

4~6SDS结合蛋白酶K法;7~9SoilMasterTM试剂盒法;

10~12CTAB结合玻璃珠法

图1 不同方法提取的海洋底泥宏基因组DNA
Fig.1 ThemarinesedimentmetagenomicDNAextracted

bydifferentmethods

综上所述,SDS结合蛋白酶K法为提取海洋

底泥宏基因组DNA最佳方法.

2.2 海洋底泥宏基因组DNA纯度检测

DNA纯度可通过A260/A280和A260/A230来评

价.A260/A280在1.8~1.9时,DNA纯度较高,小

于这个范围则可能含有蛋白质、腐殖酸等有机物,

而大于这个范围则可能含有RNA.与此同时,干

净的DNA其A260/A230应不小于2.0,小于这个范

围则可能含有无机盐离子.表1中4种提取方法

获得环境DNA纯度均未达到要求,需进一步纯

化,但SDS结合蛋白酶 K法提取 DNA 产量最

大,确定SDS结合蛋白酶K法为提取海洋底泥样

品最佳方法.

表1 海洋底泥宏基因组DNA产量与纯度比较

Tab.1 AmountandpurityofmetagenomicDNAfrom

marinesedimentsamples

方法 A260/A230 A260/A280
DNA产量/
(ng·μL-1)

SoilMasterTM试剂盒法

CTAB结合SDS法

CTAB结合玻璃珠法

SDS结合蛋白酶K法

0.87
0.78
0.74
0.85

1.39
1.38
1.09
1.62

412.6
365.2
375.4
545.8

2.3 海洋底泥宏基因组DNA电洗脱纯化

在粗提物中,DNA含量与提取物颜色成正比

关系:黑褐色越深,DNA含量越高.电洗脱纯化

中,因紫外照射的DNA对后期建库阳性克隆效

率有影响,因此纯化过程中只将DNAMarker和

部分目的胶条进行溴化乙锭染色观察,而后与目

的胶条拼接来获取所需宏基因组DNA进行后续
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实验(见图2).

M 核酸相对分子质量标准;粗提宏基因组DNA

图2 电洗脱法纯化海洋底泥宏基因组DNA
Fig.2 Thepurifiedmarinesedimentmetagenomic

DNAbyelectroelution

分别以粗提宏基因组DNA及电洗脱法与柱

式腐殖酸清除试剂盒法纯化后的DNA为模板,

进行16SrDNA扩增,纯化后DNA长度与理论

值一致,而以粗提宏基因组DNA为模板无法得

到扩增产物,说明纯化效果较好(见图3).与试剂

       

MBM5000DNA Marker;1~3 电 洗 脱 法 纯 化 16S

rDNA扩增结果;4~6试剂盒法纯化16SrDNA扩增结

果;7~9粗提宏基因组DNA16SrDNA扩增结果

图3 以 纯 化 后 的 DNA 为 模 板 扩 增 的16S

rDNA琼脂糖电泳结果

Fig.3 Agaroseelectrophoresisofamplified16SrDNA

withpurifiedDNAastemplate

盒法相比(见图4),电洗脱法纯化获取DNA收率

和纯 度 高、浓 度 较 大,其 A260/A280 为1.8908,

A260/A230为2.2014(见表2),可满足后续建库筛

选工业酶制剂要求.因此,针对海洋底泥样品,应

选用电洗脱法对其进行纯化.

M1Fosmid对 照 DNA,42kb;1 电 洗 脱 法 纯 化

DNA;2试剂盒法纯化DNA

图4 试剂盒法与电洗脱法纯化宏基因组

DNA电泳结果

Fig.4 Electrophoresis of purified metagenomic

DNApurifiedbykitandelectroelution

表2 海洋底泥宏基因组DNA不同纯化方法的

比较

Tab.2 Comparisonofdifferentpurificationmethodsof

metagenomicDNAfrommarinesediment

样品 A260/A230 A260/A280

纯化前

试剂盒法纯化

电洗脱法纯化

0.8500
1.1602
2.2014

1.6200
1.8235
1.8908

3 结 语

环境DNA的提取和纯化是构建宏基因组文

库、获取环境微生物资源的关键所在.宏基因组

DNA提取方法主要有直接裂解法和间接裂解法.
据报道[9-11],间接裂解法至少需要10~100g样品

量才能满足后期建库需求.本研究海洋底泥样品

采集困难,确定1.0g海洋底泥提取环境宏基因

组DNA.基于海洋底泥微生物多样性的特性,海

洋底泥样品中含有大量腐殖酸与重金属离子,水

分、盐分含量高,黏稠度高并含有少量的贝壳碎片

等杂质,运用现有DNA提取技术到底能回收环

境中多少类型微生物的核酸信息仍不清楚[12].选

用温和的提取方法,环境中大部分革兰氏阴性细

菌能被裂解,而革兰氏阳性细菌几乎不能被裂解;
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采用剧烈的提取方法,有可能获得环境中革兰氏

阳性细菌的信息,但所得的环境DNA又将被严

重剪切,无法满足构建大片段环境宏基因组文库

的要求[13].不可避免地,在构建环境宏基因组文

库过程中环境DNA的损失将直接导致“基因遗

漏”现象发生,因此,本研究将物理法、化学法与酶

法相结合,比较4种直接裂解环境DNA提取方

法.其中化学与物理结合法即CTAB结合玻璃珠

法提取DNA样品严重降解,可能由于玻璃珠等

对样品完整性有一定破坏.SoilMasterTM试剂盒

法虽然裂解效果明显,然而其样品浓度较低,离心

柱式的收集方式影响DNA片段收率.化学法即

采用CTAB结合SDS法能获取一定收率DNA,

但DNA片段降解严重.因此,化学与酶法相结合

即SDS结合蛋白酶 K法提取海洋底泥DNA效

果最佳.
评价一种DNA提取方法是否有效,一般需

从以下几个方面考虑:DNA是否发生降解且所提

取的片段是否完整;能否去除样品中大量存在的

影响后续实验的物质,如腐殖酸、腐殖酸类似物、

酚类化合物和重金属离子等[11].其中又以腐殖酸

和腐殖酸类似物的抑制作用最明显,它们主要通

过干扰裂解、使核酸降解或非特异性吸附和抑制

酶活性方式起作用.基于海洋底泥样品的特点,环

境DNA纯化主要是去除腐殖酸与无机盐成分.
根据后续实验建库筛选酶制剂要求,纯化后的

DNA需要满足DNA纯度和收率高与完整性好

等要求.试剂盒法简单,然而纯化效果不明显,离

心柱收集影响了DNA的收率,同时破坏了DNA
的完整性.电洗脱法步骤相对烦琐,但低压、长时

间(10h以上)的电泳利于 DNA与杂质充分分

离.电洗脱纯化中将 Marker和部分目的条带切

除染色观察,避免紫外照射对目的DNA影响.整

个过程操作温和,极大地保护了宏基因组 DNA
片段的完整性.根据建库需求,选择电洗脱法对环

境DNA进行纯化效果最佳,纯化后的环境DNA
其A260/A280为1.8908,A260/A230为2.2014,片段

均大于42kb,为后期构建海洋底泥宏基因组文

库筛选具有潜在工业生产与应用价值新型生物催

化剂奠定基础.
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Comparativestudyofmethodsforextractionandpurification
ofenvironmentalDNAfrommarinesedimentsamples

WANG Xiao-hui*1,2,3,4, HUANG-LI Shu-xin2,4, BAI Feng-wu1, DU Yu-guang5

(1.SchoolofLifeScienceandBiotechnology,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China;

2.DalianInstituteofChemicalPhysics,ChineseAcademyofSciences,Dalian116023,China;

3.BioengineeringCollege,DalianUniversity,Dalian116622,China;

4.UniversityofChineseAcademyofSciences,Beijing100049,China;

5.InstituteofProcessEngineering,ChineseAcademyofSciences,Beijing100190,China)

Abstract:InordertoseekaneffectiveextractionandpurificationmethodofmetagenomicDNAfrom
marinesedimentsamples,themetagenomicDNAwasextractedbyCTABplusSDSmethod,CTAB

plusglassbeadsmethod,SDSplusproteinaseK methodandSoilMasterTM DNA ExtractionKit

method,respectively.ThemetagenomicDNAwaspurifiedbycolumnhumicclearkitmethodand

electroelution.Thequalityandquantityoftheextracted metagenomicDNAarecompared.The

highestextractedrateandintegrityareobtainedbySDSplusproteinase K method,nextare

SoilMasterTM DNA ExtractionKitmethodandCTABplusSDSmethod;CTABplusglassbeads

methodhasseveredegradation;andelectroelutionproducesthepurestmetagenomicDNAandlarge

fragmentswithmorethan42kb.TheresearchresultsshowthatSDSplusproteinaseKmethodand

electroelutionaretheoptimumextractionandpurificationmethodsofmetagenomicDNAfrommarine

sedimentsamplescomparedwithothermethods.

Keywords:metagenomicDNA;extraction;purification;marinesedimentsamples
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