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农田土壤中病原真菌 ＤＮＡ提取方法的研究
王楠１，２，　王伟２
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摘要：通过比较不同的研磨、洗涤、裂解和沉淀方法，成功获得一种适于土壤真菌 ＤＮＡ提取的方法．
结果表明，采用石英砂研磨、ＴＥＮＰ和ＰＢＳ联合洗涤、ＳＤＳ高盐裂解、异丙醇沉淀等一系列步骤，所获
取的土壤微生物ＤＮＡ质量最佳．该试验方法可以直接从土壤中提取微生物基因组，尤其适用于土壤
病原真菌的提取，所得ＤＮＡ完全可以直接用于酶切和ＰＣＲ扩增．该方法高效、价廉、操作简单，对改
进土壤病原菌生态的研究方法具有重要价值．
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０　引言
土壤生态系统极其复杂，土壤中微生物种类丰

富多样，其中可在试验室培养的微生物仅占其中的

１％，而那些不可培养的微生物对田间作物的影响十

分巨大［１］．采用分子生物学技术，通过研究土壤微
生物ＤＮＡ的差异和特征来检测土壤病害，已成为现
代农业发展的一个重要推动力，而快速、高效地获

得土 壤 微 生 物 ＤＮＡ，成 为 研 究 的 一 个 重 要
瓶颈［２－３］．
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国内外对土壤微生物总 ＤＮＡ提取的工作已开
展了２０多年［４－６］．目前提取土壤微生物 ＤＮＡ的方
法分为２类：一类是直接法，即不去除土壤及其所包
含的其他杂质，直接在裂解缓冲液中裂解土壤微生

物细胞，再提取和纯化裂解液中的 ＤＮＡ；另一类是
间接法，即通过良好地分离缓冲液将微生物菌体与

土壤颗粒分开，再通过差速离心法去除土壤等杂

质，最后将回收到的细胞裂解，进行 ＤＮＡ提取［７］．
２种方法都要通过细胞裂解、抽提核酸和纯化核酸
３个步骤．土壤总微生物ＤＮＡ提取液中主要的污染
物是腐植酸，可以螯合 Ｍｇ２＋，引物，ｄＮＴＰ，Ｔａｑ酶或
是与ＤＮＡ或蛋白质发生共价结合，从而抑制酶的活
性［８］．很多研究使用树脂柱、氯化铯梯度离心、色谱
法、电泳回收等方法，既费时费力又丢失了很多核

酸信息［９－１０］．
目前，针对土壤微生物总 ＤＮＡ和细菌 ＤＮＡ的

提取有很多报道，而对于土壤真菌ＤＮＡ的提取则极
为少见［１１－１２］．本文旨在研究针对土壤植物病原真菌
ＤＮＡ的快速、简捷、高效的提取方法，并用真菌通用
引物和特异性真菌引物进行ＰＣＲ反应，以检测提取
方法的优劣．

１　实验
１．１　材料

土样：于２０１０年９月采土壤自上海南汇区（经
度１２１．７６纬度３１．０５）英雄村蔬菜大棚，该大棚多
年连续种植甜瓜，枯萎病、蔓枯病等病害发生较严

重．先去除土壤表面杂物，采集距甜瓜根 ２ｃｍ，深
５～１０ｃｍ的土壤，除去根系、石块等杂物，过２ｍｍ
筛．立即分析或置于４℃冰箱保藏．

试剂：所用试剂均为ＡＲ级，上海生工生物工程
公司生产．
１．２　土壤样品预处理
１．２．１　石英砂研磨　称取５００ｍｇ土壤样品，等重
石英砂（２０～４０目，下同），置研钵中研磨至粉末状，
转移至离心管中，添加５００ｍｇ石英砂振荡．同时对
比不添加石英砂而直接进行研磨的处理方法比较

效果．
１．２．２　液氮研磨　称取５００ｍｇ土壤样品，放入预
冷研钵中，加入液氮快速研磨至粉末状，转移至离

心管中，添加石英砂振荡．
１．３　土壤微生物的洗涤
１．３．１　磷酸洗涤法　向经过１．２预处理的离心管
中加 ３ｍＬ磷酸洗涤液 （０．１２ｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４，

０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ＝８．０），旋涡振荡 ５ｍｉｎ，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１室温离心５ｍｉｎ，弃上清．重复２次．
１．３．２　ＴＥＮＰ洗涤法　向经过１．２预处理的离心
管中加 ３ｍＬＴＥＮＰ洗涤缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，
２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣ１，０．０１ｇ／ｍＬ
ＰＶＰＰ，ｐＨ＝８．５），同１．３．１方法洗涤３次．
１．３．３　ＴＥＮＰ及 ＰＢＳ联合洗涤法　向经过１．２预
处理的离心管中加 ３ｍＬＴＥＮＰ洗涤缓冲液，洗涤
２次．加 ３ｍＬＰＢＳ缓冲液（１３７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
２．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，４．３ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，１．４ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ＝７．４），洗涤１次．
１．４　土壤微生物ＤＮＡ的裂解
１．４．１　ＳＤＳ高盐裂解法　向经过１．３洗涤处理的离
心管中加入３ｍＬＳＤＳ高盐提取缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４，
１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５％ ＰＶＰ，１％ ＣＴＡＢ，ｐＨ＝８．０），
５００μＬ溶菌酶（２０ｍｇ·ｍＬ－１），１５μＬ蛋白酶 Ｋ
（２０ｍｇ·ｍＬ－１），振荡１０ｍｉｎ，３７℃水浴０．５ｈ，间
隔５ｍｉｎ上下颠倒数次．再加入 １２５μＬ２０％ＳＤＳ和
０．１５ｇＰＶＰＰ（固体），６５℃水浴２ｈ，其间每隔５ｍｉｎ
颠倒离心管数次．８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，将上
清液转入新的 ５ｍＬ离心管中．
１．４．２　ＣＴＡＢ裂解法　向经过１．３洗涤处理的离
心管中加入 ３ｍＬＣＴＡＢ提取缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５％
ＰＶＰ，３％ＣＴＡＢ，ｐＨ＝８．０），同１．４．１方法进行裂解．
１．４．３　Ｒｅｄｄｙ提取液法［１３］　向经过１．３洗涤处理
的离心管中加入３ｍＬＲｅｄｄｙ提取缓冲液（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１．５％
ＣＴＡＢ，ｐＨ＝８．０），同１．４．１方法进行裂解．
１．４．４　脱脂牛奶法　向经过１．３洗涤处理的离心
管中再加入 １ｍＬ０．４％脱脂牛奶溶液，剧烈振荡
１５ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１室温离心１０ｍｉｎ，取上清，
加入 ２ｍＬＳＤＳ高盐提取缓冲液．同 １．４．１方法
裂解．
１．５　土壤微生物ＤＮＡ的抽提

在粗 ＤＮＡ溶液中加入等体积苯酚／氯仿／异戊
醇（２５∶２４∶１）颠倒混匀，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１室温离心
１０ｍｉｎ，收集上清，加入等体积氯仿／异戊醇（２４∶１），
颠倒混匀，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１室温离心 １０ｍｉｎ，收集
上清．
１．６　土壤微生物ＤＮＡ的沉淀
１．６．１　ＰＥＧ沉淀法　抽提后加入０．５倍体积２５％
（Ｖ∶Ｖ）ＰＥＧ８０００，４℃过夜，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
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１０ｍｉｎ，７０％乙醇洗涤，离心晾干，溶于１００μＬｐＨ＝
８．０ＴＥ缓冲液，备用．
１．６．２　异丙醇沉淀　抽提后加入０．１倍体积３ｍｏｌ·
Ｌ－１ＮａＡＣ（ｐＨ＝５．２），０．６倍体积异丙醇４℃沉淀
１ｈ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，７０％乙醇洗涤，离
心晾干，溶于１００μＬＴＥ，备用．
１．７　ＤＮＡ质量的检测与定量

ＤＮＡ质量的检测与定量采用紫外分光度计与
琼脂糖凝胶电泳双重分析，紫外分光光度法以

λＤＮＡ为标准品，以 Ａ２６０对 ＤＮＡ进行定量，同时测
Ａ２３０和Ａ２８０，以测定其纯度．电泳图谱经 ＧＩＳ凝胶成
像分析系统与标准 ＤＮＡ分子量参照物比较定量
而得．
１．８　ＤＮＡ稀释度的考察

将提取得到的 ＤＮＡ溶液稀释至不同浓度：５×
１０－１倍，１×１０－２倍，５×１０－２倍，１×１０－３倍，２×
１０－３倍，５×１０－３倍，１×１０－４倍，进行 ＰＣＲ扩增，以
找到最佳的稀释浓度．
１．９　ＰＣＲ扩增
１．９．１　真菌通用引物ＩＴＳ扩增　提取所得ＤＮＡ用
真菌核糖体基因转录间隔区（ＩＴＳ）通用引物 ＩＴＳ１
（５’—ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ—３’）和 ＩＴＳ４
（５’—ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＧＡＴＡＴＧＣ—３’）．ＰＣＲ反应体
系：２．５μＬ１０×ＰＣＲ反应缓冲液，２μＬ２．５ｍＭ
Ｍｇ２＋，２０μＭ引物各 ０．２５μＬ，２．５ｍＭ ｄＮＴＰ各
１μＬ，２μＬＢＳＡ，１．２５ＵＴａｑ酶，模板若干．反应程序
为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，共 ３２个循环，７２℃延伸
７ｍｉｎ．反应结束后，取５μＬ样品进行琼脂糖凝胶电
泳，Ｂｉｏｒａｄ凝胶成像系统照相．
１．９．２　特异引物扩增　采用瓜类枯萎病（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．Ｎｉｖｅｕｍ）、瓜类蔓枯病（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ
ｂｒｙｏｎｉａｅ，有性Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａｍｅｌｏｎｉ）２种主要瓜类病
原菌的特异引物进行检测，瓜枯萎病引物 Ｆｎ－１
（５’—ＴＡＣＣＡＣＴＴＧＴＴＧＣＣＴＣＧＧＣ—３’）／ Ｆｎ －２
（５’—ＴＴＧＡＧＧＡＡＣＧＣＧＡＡＴＴＡＡＣ—３’），瓜蔓枯病
引物Ｍｎ－１（５’—ＧＧＡＴＣＡＴＴＡＣＣＴＡＧＡＧＴＴＧ—３’）／
Ｍｎ－２（５’—ＡＣＧＴＣＧＴＣＧＴＴＧＴＧＡＧＴＧ—３’）［１４］．

２　结果与讨论
从田间作物病害的病原菌数量看，病原真菌数

量较多．为考察本实验所采用方法提取ＤＮＡ对后续
试验的影响，用真菌通用引物 ＩＴＳ扩增的方法来判
断是否存在足以抑制Ｔａｑ酶活性的抑制剂．

２．１　研磨方法的比较
图１中所有处理ＩＴＳ１／ＩＴＳ４扩增后在５００ｂｐ附

近有明显条带出现，符合真菌ＩＴＳ片段大小．不添加
石英砂研磨法所得模板也能实现扩增，但条带非常

弱，可能是提取的 ＤＮＡ杂质较多，影响了后期 ＰＣＲ
反应，而加石英砂研磨和液氮研磨的处理均实现了

扩增，且条带很明显．可见研磨充分实现了土壤颗
粒的分散，使其充分与裂解液接触，进而裂解微生

物．加石英砂研磨和液氮研磨可以达到相同效果，
而从实验室条件和实验操作来看，显然石英砂研磨

既经济又安全．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；泳道１—２：不添加石英砂研磨法的 ＰＣＲ
结果；泳道３—４：石英砂研磨法的ＰＣＲ结果；泳道５—６：液氮研磨
法的ＰＣＲ结果．

图１　不同研磨方法所得土壤ＤＮＡ模板的
ＰＣＲ产物电泳图

２．２　洗涤方法的比较
因农田土壤有机质含量高，若提取过程中不能

有效去除腐植酸等杂质的干扰，则不能进行下一步

的操作，如ＰＣＲ扩增、杂交等．在裂解前对土壤进行
预洗，可以去除一些可溶性抑制剂和细胞外 ＤＮＡ，
因而对洗涤方法进行比较很有必要．图２为不同洗
涤研磨方法所得土壤 ＤＮＡ模板的 ＰＣＲ产物电泳
图，图３为不同洗涤方法所得土壤ＤＮＡ模板的ＰＣＲ
产物电泳图．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；泳道１：研磨且不洗涤法的 ＰＣＲ结果；泳
道２：不研磨且不洗涤法的 ＰＣＲ结果；泳道３：不研磨且 ＴＥＮＰ和
ＰＢＳ联合洗涤法的ＰＣＲ结果；泳道４—５：研磨且 ＴＥＮＰ和 ＰＢＳ联
合洗涤法的ＰＣＲ结果．

图２　不同洗涤研磨方法所得土壤ＤＮＡ模板的
ＰＣＲ产物电泳图

图２中，所有不洗涤的处理所得ＰＣＲ扩增条带
都非常淡，而 ＴＥＮＰ和 ＰＢＳ联合洗涤后的处理条带
清晰可见，洗涤离心后上清呈淡黄色或黄褐色，此

为附着土壤表面的腐植酸，这样便大大减少了影响

后续操作的障碍．一般土壤的洗涤采用磷酸缓冲液
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或偏磷酸缓冲液洗涤，可以去除土壤中的杂质离

子，胞外ＤＮＡ和部分有机质．而 ＴＥＮＰ和 ＰＢＳ洗涤
方法一般用于洗涤淤泥，由于淤泥中的有机质更为

丰富，微生物生态复杂，ＴＥＮＰ和 ＰＢＳ联合洗涤可以
在洗涤杂质的同时进行一定程度的裂解，更大程度

地将土壤有机质去除．鉴于农田土壤中有机物含量
丰富，腐植酸也较多，故这里借鉴过来进行农田土

壤的洗涤处理．由图３也可以看出，这种方法对于农
田土壤微生物ＤＮＡ的提取很有效．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；泳道１：ＴＥＮＰ和 ＰＢＳ联合洗涤法的 ＰＣＲ

结果；泳道２：磷酸缓冲液洗涤法的 ＰＣＲ结果；泳道３：ＴＥＮＰ洗涤

法的ＰＣＲ结果．

图３　不同洗涤方法所得土壤ＤＮＡ模板的
ＰＣＲ产物电泳图

２．３　裂解方法的比较
本文所选用的几种裂解方法均为文献广泛报

道的ＤＮＡ提取方法．ＣＴＡＢ由于对多糖去除效果显
著，广泛应用于植物 ＤＮＡ的提取．脱脂牛奶洗涤能
够使土壤中大部分细胞悬浮于试剂中，但对于菌丝

体较大的真菌效果不明显．图４为不同裂解方法所
得土壤ＤＮＡ模板的 ＰＣＲ产物电泳图，从图４可以
看出，用脱脂牛奶法所扩增条带非常淡．ＳＤＳ高盐和
热处理使微生物细胞变性裂解，ＳＤＳ有助于蛋白质
与ＤＮＡ的分离，同时ＰＶＰＰ的添加有助于腐植酸的
去除，利于核酸纯化．图４中 ＳＤＳ高盐法处理的扩
增条带最亮，明显优于其他３种方法．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；泳道１：Ｒｅｄｄｙ提取液裂解法的ＰＣＲ结果；

泳道２：ＣＴＡＢ裂解法的ＰＣＲ结果；泳道３：脱脂牛奶裂解法的 ＰＣＲ

结果；泳道４：ＳＤＳ高盐裂解法的ＰＣＲ结果．

图４　不同裂解方法所得土壤ＤＮＡ模板的
ＰＣＲ产物电泳图

２．４　沉淀方法的影响
图５为不同沉淀方法所得土壤ＤＮＡ模板的ＰＣＲ

产物电泳图．ＰＥＧ沉淀所需时间较长，且易导致腐植
酸沉淀，影响后续 ＰＣＲ反应，由图５可见，其扩增条
带很淡，异丙醇沉淀较适中，扩增条带清晰可见．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；泳道１—２：ＰＥＧ沉淀法的ＰＣＲ结果；泳道
３—４：异丙醇沉淀法的ＰＣＲ结果．

图５　不同沉淀方法所得土壤ＤＮＡ模板的
ＰＣＲ产物电泳图

２．５　ＤＮＡ模板不同稀释度的扩增
紫外分光光度法测定 ＤＮＡ溶液的 Ａ２３０，Ａ２６０及

Ａ２８０．以Ａ２６０／Ａ２８０代表 ＤＮＡ的纯度与质量，以 Ａ２６０／
Ａ２３０代表ＤＮＡ中污染腐植酸的程度．检测结果见表
１，不同稀释度的土壤ＤＮＡ模板的ＰＣＲ产物电泳图
见图６．

表１　土壤微生物ＤＮＡ分光度检测结果
波长 Ａ２３０ Ａ２６０ Ａ２８０ Ａ２６０／Ａ２３０ Ａ２６０／Ａ２８０ 产量／μｇ·ｇ－１

吸光值 ０．０９１ ０．１０２ ０．０８４ １．１２２ １．２１４ ６８

ＤＮＡ初产量为６８μｇ·ｇ－１，图６中 ＤＮＡ稀释
度依次为５×１０－１，１×１０－２，５×１０－２，１×１０－３，２×
１０－３，５×１０－３，１×１０－４．ＤＮＡ稀释度达到２×１０－３

时仍可以检测到，但扩增条带很淡．本实验所得
ＤＮＡ产量较高，为减少后续分子实验中的干扰因
素，尽量提高模板的稀释度，降低腐植酸等杂质对

ＰＣＲ反应的影响，故后续的实验均采用１×１０－３的
稀释度．本实验优化的提取方法获得的ＤＮＡ量比较
大，所含微生物遗传信息多，有利于对植物病原菌

的监测，每克干土所获取的 ＤＮＡ量远大于张瑞
福［１５］和Ｊ．Ｚｈｏｕ等［１６］的研究报道．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；泳道０：空白对照；泳道１－７依次为不同稀

释度ＤＮＡ样品的ＰＣＲ扩增结果．

图６　不同稀释度的土壤ＤＮＡ模板的
ＰＣＲ产物电泳图

２．６　特异引物检测植株根围土壤样品
图７为特异引物扩增优化前后所得土壤 ＤＮＡ
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模板的 ＰＣＲ产物电泳图．对于瓜蔓枯病，按照引物
Ｍｎ－１／Ｍｎ－２，能够扩增出４４２ｂｐ的特异引物条
带．选取蔓枯病发病植株根围土壤，分别用优化前
和优化后的提取方法进行提取，获得土壤微生物

ＤＮＡ，用Ｍｎ－１／Ｍｎ－２进行ＰＣＲ扩增．从图７可以
看出，优化前的虽然部分样品有条带出现，但都或

淡或弥散，而优化后的结果非常清晰，扩增结果也

符合瓜蔓枯病特异条带大小．

Ｍ：ＤＬ６００ｂｐ的Ｍａｒｋｅｒ，泳道１—４：优化前；泳道５：本试验优化后．

图７　特异引物扩增优化前后所得土壤ＤＮＡ模板的
ＰＣＲ产物电泳图

用引物 Ｍｎ－１／Ｍｎ－２，扩增大棚甜瓜根围土
壤样品中提取的基因组，若扩增出该特异条带即表

示该样品土壤中含有瓜蔓枯病病原菌．同样，对于
瓜枯萎病按照引物 Ｆｎ－１／Ｆｎ－２，能够扩增出
３２７ｂｐ的特异引物条带，因此如果土壤中提取的基
因组也扩增出该特异条带，即表示该样品土壤中含

有瓜枯萎病病原菌．
图８为蔓枯病特异引物扩增甜瓜根围土壤微生

物ＤＮＡ的ＰＣＲ产物电泳图．从图８可以看出，瓜蔓
枯病在４４２ｂｐ有清晰条带出现，也证明了ＰＣＲ扩增
过程成功．对于从甜瓜植株根部取土壤样品，用本
试验方法提取获得土壤微生物 ＤＮＡ，用 Ｍｎ－１／
Ｍｎ－２扩增，泳道４，５有较清晰的条带出现，说明该
２个样品检测到瓜蔓枯病病原菌，有可能致使作物
发病．而其余泳道即没有检测到该瓜蔓枯病原菌．

Ｍ：ＤＬ６００ｂｐＭａｒｋｅｒ，泳道１：阴性对照，泳道２—３：西瓜蔓枯萎病

菌ＰＣＲ扩增阳性对照；泳道４—９：不同甜瓜根围土壤样品ＤＮＡ的

ＰＣＲ扩增结果．

图８　蔓枯病特异引物扩增甜瓜根围土壤
微生物ＤＮＡ的ＰＣＲ产物电泳图

　　图９为枯萎病特异引物扩增甜瓜根围土壤微生
物ＤＮＡ的ＰＣＲ产物电泳图．从图９可以看出，瓜枯
萎病在３２７ｂｐ有清晰条带出现，也证明了ＰＣＲ扩增
过程成功．对于土壤微生物ＤＮＡ的扩增，泳道４－６，
８－９有不同亮度的条带出现，说明该编号样品检测
到瓜蔓枯病病原菌，有可能致使作物发病，而其余

泳道则没有检测到该瓜蔓枯病原菌．

Ｍ：ＤＬ６００ｂｐＭａｒｋｅｒ，泳道１：阴性对照，泳道２：西瓜枯萎病菌ＰＣＲ

扩增阳性对照，泳道３—１０：不同甜瓜根围土壤样品 ＤＮＡ的 ＰＣＲ

扩增结果．

图９　枯萎病特异引物扩增甜瓜根围土壤
微生物ＤＮＡ的ＰＣＲ产物电泳图

３　结论

本实验在对传统土壤微生物 ＤＮＡ提取方法优
化的基础上重点比较了几种裂解和洗涤方法，单个

样品操作一般可在５ｈ内完成，可以不经进一步的
纯化步骤即可直接进行后续分子实验，尤其利于土

壤中丝状真菌 ＤＮＡ的提取．优化后的提取方法为：
称取５００ｍｇ土壤样品，等重石英砂研磨后添加石英
砂振荡，加３ｍＬＴＥＮＰ洗涤２次．加３ｍＬＰＢＳ洗涤
１次．加入３ｍＬＳＤＳ高盐提取液，５００μＬ溶菌酶，
５００μＬ纤维素酶溶液，１５μＬ蛋白酶 Ｋ，振荡
１０ｍｉｎ，３７℃水浴０．５ｈ．加入１２５μＬ２０％ ＳＤＳ和
０．１５ｇＰＶＰＰ，６５℃水浴２ｈ．离心后上清液加入等
体积酚／氯仿／异戊醇抽提 １次，等体积氯仿／异戊
醇，抽提１次．上清加入０．１倍体积ＮａＡＣ，０．６倍体
积异丙醇沉淀，乙醇洗涤，离心晾干，溶于 １００μＬ
ＴＥ缓冲液．

本研究最终建立了优化的微生物 ＤＮＡ提取方
法，为开发土壤微生物资源提供了有力工具和借鉴．
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３　结论
通过对改良ＣＴＡＢ法的ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用

量、裂解时间、Ｔｒｉｓ平衡酚的处理次数和 ＲＮａｓｅ处理
时间４个主要影响因素进行单因素优化．实验结果
表明：ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用 ＤＮＡ溶液体积的
１．５倍、裂解时间４０ｍｉｎ、Ｔｒｉｓ平衡酚的抽提１次和
ＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍＬ，１μＬ）处理１０ｍｉｎ，能得到主带清
晰、纯度良好并适合用于ＰＣＲ分析的烤后烟叶基因
组ＤＮＡ．
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