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噬菌体基因组 DNA快速提取方法
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摘 要: 针对传统噬菌体基因组 DNA的提取方法缺乏广泛适用性，并且提取中用到酚 /氯仿抽提，操作步骤
繁琐，会对操作人员身体造成一定程度的损伤等不足，笔者建立了 1 种噬菌体基因组 DNA 快速提取方法。

其提取的主要步骤包括宿主核酸降解、噬菌体粒子沉淀、噬菌体 DNA 释放、杂质去除、DNA 吸附、DNA 清洗
和 DNA洗脱等。结果表明，通过此法能快速提取以溶藻弧菌、大肠杆菌和阴沟肠杆菌为宿主菌的多种噬菌
体基因组 DNA，最快可以在 2 h 内完成，而且提取的产量和纯度均较高，DNA 浓度超过 100 ng·μL －1，

OD260 /280达到 1． 8 以上，提取产物不受宿主菌基因组 DNA污染，可用于下游的实验分析。
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噬菌体是一类以细菌为宿主的病毒，通常存在于充满细菌群落的地方，如: 河水、泥土和动物的内脏。
噬菌体被认为是地球上含量最丰富的生物种类［1］，只含有 DNA或 ＲNA 1 种遗传物质，绝大部分噬菌体的
遗传物质是 DNA。近 20 年来，随着分子生物学技术的进步，噬菌体的研究变得越来越热门，主要表现在
以下几个方面: 第 1，细菌的耐药问题日趋严重，采用噬菌体治疗疾病的方法再次受到研究者广泛关注［2］;
第 2，通过微生物基因组测序技术，人们发现细菌基因组中广泛存在着噬菌体的痕迹，显示出噬菌体在细
菌基因组进化中扮演非常重要的角色; 第 3，一些严重威胁人类健康的致病株的致病性都与前噬菌体有
关［3］; 第 4，噬菌体在细菌分型、检测、噬菌体展示、细菌重组工程以及发展新的遗传学操作工具领域具有
广泛的应用［4 － 7］。提取噬菌体基因组 DNA是基于分子技术研究噬菌体的基础; 此外，提取高质量、具有一
定浓度并且不受宿主菌核酸污染的噬菌体基因组 DNA 已经成为噬菌体基因组测序要求中关键的一项。
然而，目前还没有可广泛使用的细菌噬菌体基因组 DNA提取方法，但在微生物领域对于通用的细菌噬菌
体基因组 DNA快速提取方法存在强烈需求。通用且快速的细菌噬菌体基因组 DNA提取方法的出现必将
大大减少技术人员的操作时间，加快相关领域的研究进程。因此，笔者建立了 1 种通用的快速噬菌体基
因组 DNA提取方法，利用此方法获得了较高浓度和纯度的噬菌体基因组 DNA。

1 材料与方法

1． 1 细菌及噬菌体 溶藻弧菌噬菌体 ΦPE333、大肠杆菌噬菌体 ΦP1655 和阴沟肠杆菌噬菌体 ΦPZJ02
分别分离自广东省阳江市、广州市。宿主菌溶藻弧菌 E06333、大肠杆菌 1723 和阴沟肠杆菌 ZJ02 为笔者
实验室分离保存。
1． 2 试剂 DNase I、ＲNase A、聚乙二醇( PEG-8000) 、EDTA、十二烷基磺酸钠、蛋白酶 K、NaCl、异硫氰酸



胍、Tris-Cl等试剂均购自上海生工; LB 培养基购于 Amresco 公司，琼脂糖购于西班牙 Biowest 公司，DNA
吸附柱购自广州诺晶生物技术有限公司，其余试剂购于 TaKaＲa公司。
1． 3 主要仪器 摇床( 上海智城分析仪器制造有限公司) 、水浴锅( 金坛市科析仪器有限公司) 、离心机
( Thermo) ，移液枪( Eppendorf) 、电泳仪( 北京六一仪器厂) 、NanoDrop 2000( Thermo) 。
1． 4 噬菌体基因组 DNA 提取 ( 1) 37 ℃过夜培养宿主菌，2% ( V/V) 接种于新鲜 LB 培养基中，再加入
2% ( V/V) 相应的噬菌体ФPE333、ΦP1655或ΦPZJ02液，37 ℃振荡培养5 h ( 转速220 r·min －1 ) ; ( 2) 分别取
10 mL培养液，加入 1%氯仿( V/V) ，混合，4 ℃ 10 000 g离心 10 min，取上清; ( 3) 宿主菌核酸降解: 0． 45 μm
滤膜过滤上清，滤液中分别加入 20 μL DNase1( 20 g·L －1 ) 及 ＲNase A ( 10 g·L －1 ) ，上下颠倒混匀，37 ℃温
育 30 min; ( 4) 噬菌体粒子沉淀:加入 10 mL PEG-8000( 400 g·L －1 ) ，轻柔上下混合，冰上放置60 min( 或 4 ℃
过夜放置) 。4 ℃ 10 000 g离心 10 min，得到噬菌体粒子沉淀; ( 5) 噬菌体蛋白结构破坏和水解: 向沉淀中分
别依次加入 500 μL 裂解缓冲液［NaCl 5． 8 g·L －1，MgSO4 1． 23 g·L －1，Tris-Cl 50 mL·L －1 ( 1mol·L －1，

pH8． 0) ，EDTA 100 mL·L －1 ( 0． 05 mol·L －1 ) ］，100 μL SDS溶液( 20% ) 和 3 μL蛋白酶 K ( 25 g·L －1 ) ，

50 ℃温育 30 min; ( 6) 杂质去除:加入 200 mL NaCl ( 6 mol·L －1 ) ，轻柔混匀 6次，12 000 g离心 10 min，取上
清; ( 7) DNA结合:加入上清 50%体积的结合缓冲液( 6 mol·L －1异硫氰酸胍，100 mM Tris，pH6． 4) ，上下轻轻
颠倒混匀 8次; ( 8) DNA吸附:取 DNA吸附柱放置在新的离心管中，将上述步骤( 7) 中的混合液移入 DNA吸
附柱中，12 000 g离心 1 min，弃过滤液; ( 9) DNA 清洗: 向 DNA 吸附柱中加入 700 mL 漂洗缓冲液［10 mM
Tris-Cl( pH8． 0) 与无水乙醇按 1 ︰ 4( V /V) 比例混合) ］，12 000 g 离心 1 min，弃去过滤液; 重复本操作 1
次，将 DNA吸附柱置于干净的操作台上，室温放置 5 min; ( 10) DNA洗脱: 将 DNA吸附柱转移至 1 支新离
心管中，加入 100 μL Tris-Cl ( 10 mmol·L －1Tris，pH8． 0) 于 DNA吸附柱的膜中央，室温放置 1 min; 12 000 g
离心 1 min，取洗脱液即得到噬菌体基因组 DNA。
1． 5 噬菌体基因组 DNA纯度检测 对上述提取的噬菌体基因组 DNA 进行琼脂糖凝胶电泳检测: 取 5
μL DNA原液，加入 1 μL的 DNA上样缓冲液，进行 0． 7%琼脂糖凝胶电泳，使用凝胶成像系统观察并拍照
记录，检测 DNA的完整性，根据分子质量标准判断 DNA分子大小［8］。采用 NanoDrop 2000 ( Thermo) 分别
测定提取的噬菌体 DNA浓度以及 OD260 /280值，样品上样量 2 μL。
1． 6 宿主菌基因组 DNA污染检测 采用高灵敏度的 PCＲ方法检测所提取的噬菌体基因组 DNA中是否
存在宿主基因污染，以细菌看家基因 gyrB作为靶基因，引物序列如下:

gyrB-UF: AAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAAＲTTYGA; gyrB-UＲ: AGCAGGGTACGGAT-
GTGCGAGCCＲTCNACＲTCNGCＲTCNGTCAT( 划线部分为人工添加的 5'端接头，方便测序) ［9］。

PCＲ扩增程序: 94 ℃ 4 min; 94 ℃ 20 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，30 个循环; 72 ℃ 7 min。PCＲ扩增产物
采用 1． 0%琼脂糖凝胶电泳检测。

2 结果与分析

2． 1 噬菌体基因组 DNA浓度及纯度检测结果 提取的噬菌体 ФPE333 基因组 DNA的浓度为 128 ng·
μL －1，OD260 /280 = 1． 85; 噬菌体 ФP1655 基因组 DNA 的浓度为 105 ng·μL －1，OD260 /280 = 1． 86; 噬菌体

ФPZJ02 基因组 DNA的浓度为 233 ng·μL －1，OD260 /280 = 1． 80。结果表明，3 种噬菌体基因组 DNA 的浓度

均达到 100 ng·μL －1以上，DNA纯度高，可以满足下游实验需求。对所提取的噬菌体基因组 DNA进行琼
脂糖凝胶电泳检测结果见图 1。由图 1 可知，3 种噬菌体基因组 DNA的片段集中在 15 Kb左右的位置，无
明显的 ＲNA污染，表明提取成功。
2． 2 宿主菌基因组 DNA污染检测结果 琼脂糖凝胶电泳检测 gyrB 基因 PCＲ 扩增结果见图 2。由图 2
可见，以提取的噬菌体基因组 DNA为模板的 PCＲ 产物电泳检测均无条带，而以细菌基因组 DNA 为模板
的阳性对照则呈现预期大小的条带。表明提取样品中不存在宿主基因组 DNA污染。
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图 1 噬菌体 ФPE333，ФP1655 和 ФPZJ02
基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳结果

M: DNA Marker (λ hind Ⅲ)；1.噬菌体 ФPE333 基因
组 DNA；2.噬菌体 ФP1655 基因组 DNA；3.噬菌体
ФPZJ02 基因组 DNA
Fig.1 Agarose gel electrophoresis of genomic DNAs

of bacteriophagesФPE333, ФP1655 andФPZJ02
M:DNA Marker( λ hind Ⅲ )
1.Genomic DNA of bacteriophageФPE333; 2.Genom鄄
ic DNA of bacteriophageФP1655;3. Genomic DNA of
bacteriophage ФPZJ02

图 2 噬菌体基因组 DNA 污染 PCR 检测电泳图
M: DNA Marker (DL2000)；1.溶藻弧菌 E06333；
3.大肠杆菌 1723；4.噬菌体 ФP1655；5.阴沟肠杆菌 ZJ02；
6.噬菌体 ФPZJ02
Fig.2 Gel electrophoresis of PCR products of contaminated

genomic DNAs of bacteriophages
M: DNA Marker (DL2000)
1.Vibrioalginolyticus strain E06333; 3.Escherichia colistrain
1723; 4.BacteriophageФP1655;5.Enterobacter cloacae strain
ФPZJ02; 6. BacteriophageФPZJ02
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3 讨 论

目前，仅有少量文献报道噬菌体基因组 DNA 的提取方法［10 － 11］，这些方法均针对特定的某一种噬菌

体，缺乏广泛适用性，并且提取中用到酚 /氯仿抽提，操作步骤繁琐，会对操作人员身体造成一定程度的损
伤。本研究仅在初期辅助细菌细胞裂解释放噬菌体粒子时加入微量的氯仿，操作简便，危害性小。在噬
菌体粒子破解前，加入 DNaseI和 ＲNase A能消化宿主菌的 DNA和 ＲNA，有效地避免宿主菌 DNA和 ＲNA
污染，进而可避免由宿主基因组污染而造成的噬菌体测序序列的错误拼读。此外，采用 PEG-8000 对裂解
液进行噬菌体沉淀避免了 CsCl 密度梯度离心法［12］要求昂贵仪器( 超速离心机) 、操作时间长的缺点。
DNA回收纯化操作过程中，本实验充分利用高盐、低 pH值状态下，硅胶膜专一性吸附 DNA，低盐状态下，
DNA从硅胶膜上洗脱下来的特性，进行 DNA的纯化和回收。比传统的苯酚氯仿抽提加乙醇沉淀法方便、
快捷，而且安全、无毒、无污染，符合现今噬菌体基因组 DNA提取的商业化发展趋势。本方法从噬菌体颗
粒到获取噬菌体基因组 DNA整个过程仅需 2 h，简便、省时、高效，且对于 3 种不同来源的噬菌体基因组
DNA均取得良好的提取效果。DNA浓度达到 100 ng·μL －1以上，OD260 /280达到 1． 8 以上，并且以细菌保守
的看家基因 gyrB为靶基因的 PCＲ检测表明提取的噬菌体 DNA 中无宿主 DNA 污染。结果表明，通过此
方法提取的噬菌体基因 DNA质量高。笔者对利用该提取方法获得的 3 种噬菌体基因组 DNA进行了高通
量测序，目前已经获得其全基因组序列。
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Development of aＲapid Method for Extraction of
Genomic DNAs of Bacteriophages

( 1． South China Sea Institute of Oceanology，Chinese Academy of Sciences ( CAS) / Key Laboratory of Tropical Marine Bio-resources

and Ecology，CAS / Guangdong Key Laboratory of Applied Marine Biology，，Guangzhou，Guangdong 510301，China;

2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 101408，China)

Abstract: Molecular biologicresearch on bacteriophages is primarily based on genomic DNA extraction． The tra-
ditional DNA extraction for bacteriophages is complicated in operation andthe use of phenol and chloroform in the
DNA extraction is harmful to operator． A new rapid method for bacteriophage genome DNA extraction was devel-
oped． Procedures in the method includes nucleic acid degradation of host strains，bacteriophage precipitation，
bacteriophage DNA release，impurity removal DNA adsorption，DNA washing，and DNA elution． The results in-
dicated that bacteriophagegenomic DNAs，the host strains of which are Vibrio alginolyticus，Escherichia coli and
Enterobacter cloacae，respectively，were extractedin two hours at the soonest，with the yield and purity of genom-
ic DNAsbeing up to 100 ng·μL －1 and 1． 8 ( OD260 /280 ) ，respectively． This extraction method can prevent the
DNA contamination from the host strains，and thus the extractedgenomic DNA of bacteriophagescan be used in
further experiments．
Keywords: bacteriophagegenomic DNA; rapid extraction; nucleic acid degradation; bacteriophage precipitation
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