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用于 ＰＣＲ扩增的细菌 ＤＮＡ提取方法比较
冯广达，陈美标，羊宋贞，朱红惠

（广东省微生物研究所／广东省华南应用微生物重点实验室－省部共建国家重点实验室培育基地／
广东省菌种保藏与应用重点实验室／广东省微生物应用新技术公共实验室，广东 广州 ５１００７０）

摘要：以１４个属的革兰阴性菌和阳性菌为研究对象，采用１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增对４种细菌ＤＮＡ提取法进行了
比较．结果表明，对细菌ＤＮＡ的提取效果排序，依次为冻融法、煮沸法、碱解法、ＲＯＳＥ法．冻融法效果最好，具有成
本低、省时省力、无污染等优点，但仍存在少数革兰阳性菌 ＤＮＡ提取失败的现象．因此，在菌株较多的情况下可先
采用冻融法提取细菌ＤＮＡ，对少数提取失败的菌株，弃冻融法得到的上清液，再以ＳＤＳ法、ＣＴＡＢ法或ＤＮＡ试剂盒
的提取进行补充．采用该操作流程既能节省成本和时间，又减少了提取过程中有机废弃物的产生．
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　　 随着分子生物学技术的不断进步，许多非培养 法在微生物学领域的研究中得到广泛应用［１４］．尽管



如此，传统的平板分离及鉴定工作仍然是获取微生

物资源最直接的方式，发挥着不可替代的作用．菌株
遗传信息的获取对于明确其分类地位必不可少，因

此需要提取 ＤＮＡ进行基因扩增和测序．采用 ＣＴＡＢ
法［５］、ＳＤＳ法［６］或基因组提取试剂盒提取 ＤＮＡ均具
有较好的效果，但在菌株数量较多的情况下，这些方

法仍存在耗时长或费用高等问题．此外，ＣＴＡＢ法和
ＳＤＳ法提取ＤＮＡ的过程中还会产生酚、氯仿等有机
污染物．针对该问题，本研究以不同属的革兰阴性菌
和阳性菌为研究对象，比较了 ４种简单提取细菌
ＤＮＡ方法的效果，为其在细菌资源发掘和鉴定中的
应用提供参考．

１　材料与方法
１．１　供试菌株

革兰阴性菌 ７株，包括：ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＡＴＣＣ
８７３９、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．１ＰＮＭ１、Ｍａｓｓｉｌｉａｓｐ．１ＰＮＭ３、
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．１ＰＮＭ９、Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍｓｐ．９ＰＮＭ
１３、Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｐ．６ＨＲ１４和 Ｍｏｒａｘｅｌｌａｓｐ．１ＮＭ７．革
兰阳性菌 ８株，包括：ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＡＴＣＣ６６３３、
ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ ６５３８、Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．
１ＰＮＭ７、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．９ＰＮＭ１、Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．
６ＰＮＭ１７、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．１ＮＭ１７、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．
６ＰＮＭ９和 Ｋｏｃｕｒｉａｓｐ．１ＰＮＭ１６．其中，Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉＡＴＣＣ８７３９、ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＡＴＣＣ６６３３和Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ６５３８由广东省微生物菌种保藏
中心提供，其余菌株均分离自矿区．
１．２　试剂及仪器

酵母提取物和蛋白胨（Ｏｘｏｉｄ，ＵＫ），酸水解干酪
素、琼脂糖和十二烷基肌氨酸钠（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），丙酮
酸钠（国药集团，上海），ＥａｓｙＴａｑＴＭ ＤＮＡ聚合酶（全
式金，北京），ｄＮＴＰ和 ＭａｋｅｒＤＬ５０００（东盛生物，广
州），引物合成（英骏，上海）；ＰＣＲ仪（ＢｉｏｍｅｔｒａＴｐｒｏ
ｆｅｓｓｉｏｎａｌ，Ｇｅｒｍａｎｙ），离心机（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），电泳仪
（六一，北京）．
１．３　ＤＮＡ提取

将供试菌株分别接种于 Ｒ２Ａ［７］液体培养基中，
３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数期后期或稳定期，
菌液浑浊．每个菌株分别取２ｍＬ菌液于４个离心管
中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清液．收集的菌体
分别按下述４种方法进行处理．
１．３．１　冻融法　向离心管中加入５００μＬ的无菌双
蒸水，采用液氮将离心管冷冻后，置于９９℃水浴５
ｍｉｎ，取出后涡旋 ３０ｓ，重复上述操作 １次．１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心，以上清液作为模板．

１．３．２　煮沸法［８］　向离心管中加入５００μＬ无菌双
蒸水，涡旋３０ｓ，置９５℃水浴５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心２ｍｉｎ．以上清液作为模板．
１．３．３　碱解法［９］　加入５０μＬ０５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶
液于离心管中，涡旋３０ｓ．取５μＬ液体用无菌的０１
ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ８０）溶液稀释１００倍，以稀释液作为
模板．
１．３．４　ＲＯＳＥ法［１０］　向离心管中加入２００μＬＲＯＳＥ
Ｂｕｆｆｅｒ［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ８０），３１２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
（ｐＨ８０），１０ｇ／Ｌ十二烷基肌氨酸钠，１０ｇ／Ｌ聚乙烯
聚吡咯烷酮］，涡旋３０ｓ，置９０℃水浴２０ｍｉｎ后，冰
浴５ｍｉｎ，取１０μＬ液体用无菌双蒸水稀释１００倍，以
稀释液作为模板．
１．４　ＰＣＲ扩增

采用 细 菌 １６ＳｒＲＮＡ 基 因 引 物 ２７Ｆ（５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和 １４９２Ｒ（５′ＴＡＣ
ＧＡＣＴＴＡＡＣＣＣＣＡＡＴＣＧＣ３′）［１１］对１５株细菌分别进
行ＰＣＲ扩增．２５μＬ反应体系包括：１０×Ｂｕｆｆｅｒ２５
μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各０５
μＬ，Ｔａｑ酶１２５Ｕ，模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ定容至２５μＬ．
ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性３ｍｉｎ；进入 ＰＣＲ循环，
９４℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ １５ｍｉｎ，３０个循环；７２
℃延伸２０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物采用添加了 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ的１０
ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测，根据电泳图谱来判断４种
细菌ＤＮＡ提取方法的效果．对其中提取效果较好的
方法，增加ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ扩增的重复试验２次，
以验证方法的稳定性．

２　结果与分析
２．１　细菌ＤＮＡ提取效果比较

分别采用４种方法提取了１５株细菌的总ＤＮＡ，
以之为模板进行了１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增．电泳
结果如图１所示，以冻融法、煮沸法和碱解法提取的
不同属的革兰阴性菌的总 ＤＮＡ为模板，均能够成功
用于１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增，目的片段大小约为
１５ｋｂ，而采用ＲＯＳＥ法提取的７株革兰阴性菌的总
ＤＮＡ中，仅 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ、Ｍａｓｓｉｌｉａ和
Ｍｏｒａｘｅｌｌａ４个属的菌株得到了较好的 ＰＣＲ扩增效
果，而其他３个属的菌株ＰＣＲ扩增效果较差或失败．
４种方法对革兰阳性菌总ＤＮＡ的提取效果也存在较
大的差异，采用冻融法成功提取了７株不同属的革
兰阳性菌菌株的总 ＤＮＡ，仅 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ６５３８的总ＤＮＡ未能成功提取．采用煮沸法则
成功提取了 ５株革兰阳性菌的总 ＤＮＡ，但提取的
ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ６５３８、Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．
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１ＰＮＭ７和Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．６ＰＮＭ９的ＰＣＲ效果较差
或失败．采用碱解法和ＲＯＳＥ法仅能成功提取４株革
兰阳性菌的总 ＤＮＡ，而对 Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．１ＰＮＭ７、
Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．９ＰＮＭ１、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．６ＰＮＭ９和

Ｋｏｃｕｒｉａｓｐ．１ＰＮＭ１６的提取效果较差或失败．增加
冻融法和煮沸法的２次重复试验分别取得了与图１ａ
和图１ｂ相同的效果，证明这２种方法均具有较好的
稳定性．

泳道１：ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ５０００；泳道２～８：革兰阴性菌株，依次为 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＡＴＣＣ８７３９、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．１ＰＮＭ１、Ｍａｓｓｉｌｉａｓｐ．１ＰＮＭ３、Ｓｐｈｉｎ

ｇｏｍｏｎａｓｓｐ．１ＰＮＭ９、Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍｓｐ．９ＰＮＭ１３、Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｐ．６ＨＲ１４、Ｍｏｒａｘｅｌｌａｓｐ．１ＮＭ７；泳道９１６：革兰阳性菌株，依次为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ

ＡＴＣＣ６６３３、ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ６５３８、Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．１ＰＮＭ７、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．９ＰＮＭ１、Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．６ＰＮＭ１７、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．

１ＮＭ１７、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．６ＰＮＭ９、Ｋｏｃｕｒｉａｓｐ．１ＰＮＭ１６；泳道１７：空白．

ａ：冻融法；ｂ：煮沸法；ｃ：碱解法；ｄ：ＲＯＳＥ法．

图１　不同ＤＮＡ提取方法的ＰＣＲ扩增效果
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

　　冻融法和煮沸法提取 ＤＮＡ原理均为物理作用
裂解细胞，两者对 ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ６５３８
的总 ＤＮＡ提取均未成功，但前者对 Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ和
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ属菌株的总 ＤＮＡ提取效果均优于煮沸
法．碱解法和ＲＯＳＥ法均为化学作用裂解细胞，在革
兰阴性菌的总 ＤＮＡ提取效果上碱解法优于 ＲＯＳＥ
法，与冻融法和煮沸法取得了相似的效果，但在革兰

阳性菌的ＤＮＡ提取上，两者效果均较冻融法和煮沸
法差．碱解法和 ＲＯＳＥ法均能够成功提取 Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ６５３８的总ＤＮＡ，而该菌株采用物
理裂解的方法均未成功，这说明化学作用在裂解革

兰阳性菌的细胞方面具有一定的优势，但它们对

Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ和 Ｋｏｃｕｒｉａ属的
菌株ＤＮＡ提取均未成功．总体而言，对细菌总 ＤＮＡ
的提取效果排序依次为冻融法、煮沸法、碱解法、

ＲＯＳＥ法，冻融法效果最好．

２．２　细菌ＤＮＡ提取操作规程

本研究表明了冻融法的 ＤＮＡ提取效果要优于
煮沸法，但并不能成功提取所有菌株的总ＤＮＡ，尤其
是革兰阳性菌．针对该问题，我们提出了如图２所示
的操作规程．先对大量分离的菌株进行液体培养，待
对数期取部分菌液用于甘油种制备．剩余的菌液按
照冻融法进行前处理，以获得的上清液为模板进行

１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增．对于少数扩增效果差或

失败的菌株，则弃上清液，采用 ＣＴＡＢ、ＳＤＳ法或试剂
盒再次提取其总ＤＮＡ进行补充，以确保获取菌株的
遗传信息．

图２　细菌ＤＮＡ提取操作规程
Ｆｉｇ．２　ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

３　讨论与结论
微生物资源获取的过程中往往需要分离大量菌

株，并通过１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增及测序了解其
分类地位．因此，ＤＮＡ的提取成本和效率尤为重要．
目前许多学者仍采用化学裂解的方法（如 ＳＤＳ、
ＣＴＡＢ等）提取细菌的总 ＤＮＡ［１２１６］，这些方法不仅耗
时耗力，且会产生大量的酚和氯仿等有机污染物．尽
管市售的基因组 ＤＮＡ提取试剂盒具有省时和效率
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高的优点，但在菌株较多和经费有限的情况下成本

依然较高．为此，本研究以来自１４个属的革兰阴性
和阳性细菌菌株为研究对象，对４种简单提取细菌
ＤＮＡ方法的效果进行了比较．研究结果表明在细菌
ＤＮＡ的提取效果上进行排序，依次为冻融法、水煮
法、碱解法、ＲＯＳＥ法，冻融法效果最好，理论上，碱解
法和ＲＯＳＥ法采用化学作用的方式应更有助于细胞
的裂解和 ＤＮＡ的释放，但在实际操作过程中，我们
发现部分细菌的胞内物与化学裂解液反应后会形成

大量的黏稠状物质，这种现象在革兰阳性菌中更为

突出，而这２种方法又缺少了酚／氯仿／异戊醇的纯
化步骤，使得ＤＮＡ释放和溶解都较为困难，这些黏稠
状物质可能也影响到了ＤＮＡ聚合酶的活性，导致部分
菌株的ＰＣＲ扩增失败，尝试采用高速离心仍无法解决
该问题．钱雪琴等［１７］对Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２和Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２５９２３利用碱解法提取 ＤＮＡ用
于ＰＣＲ扩增也均告失败．冻融法和煮沸法虽为物理
作用裂解细胞，但在不同属的供试菌株 ＤＮＡ提取中
均取得了较好的提取效果．与之相似，李淼等［１８］采用

煮沸法成功提取了冻土中１４４株细菌的总 ＤＮＡ．在
大量菌株的分离鉴定过程中，采用本研究中的操作

流程获取的ＰＣＲ产物可直接用于测序和克隆，在实
现菌种保藏的同时，又缩减了 ＤＮＡ提取的成本和时
间，且减少了有机废弃物对环境的污染，提高了细菌

菌株遗传信息的获取效率．
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［１５］ＪＡＮＳＯＪＥ，ＣＡＲＴＥＲＧＴ．Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｐｈｙ
ｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｕｎｉｑｕｅｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓｆｒｏｍｔｒｏｐｉ
ｃａｌｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌＥｎｖｉｒｏｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１０，７６（１３）：
４３７７４３８６．

［１６］ＳＵＮＬｅｎｉ，ＺＨＡＮＧＹａｎｆｅｎｇ，ＨＥＬｉｎｙａｎ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｅａｖｙｍｅｔａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｅｎ
ｄｏｐｈｙｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｔｗｏｃｏｐｐｅｒｔｏｌｅｒａｎｔｐｌａｎｔｓｐｅｃｉｅｓｏｎ
ｃｏｐｐｅｒｍｉｎｅｗａｓｔｅｌａｎｄ［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒＴｅｃｈｎｏｌ，２０１０，
１０１（２）：５０１５０９．

［１７］钱雪琴，张军，沈芳．Ｃｈｅｌｅｘ１００法和碱性裂解法提取
细菌ＤＮＡ的比较［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２００８，１８
（８）：１５６５１５６６．

［１８］李淼，冯海艳，杨忠芳，等．中国典型冻土区土壤可培
养细菌多样性［Ｊ］．微生物学报，２０１１，５１（１２）：
１５９５１６０４．
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