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火龙果根际土壤微生物 2 种 DNA提取方法的比较
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摘 要: 为获得高质量的火龙果根际土壤微生物总 DNA，比较了 CTAB-SDS法和 SDS法的提取效果，结果表
明: 2种提取方法均获得约 23． 1 kb的 DNA片段。其中，CTAB-SDS法获得的 DNA提取上清液颜色为淡黄色，
提取总 DNA的量为 7． 4 ～7． 7 mg·kg －1，OD260 /280值在 1． 81 ～1． 95之间，OD260 /230值在 1． 26 ～2． 03之间，DNA平

均质量浓度为 0． 51 g·L －1。SDS法获得的 DNA提取上清液颜色为深棕黄色，提取总 DNA的量为 3． 5 ～ 4． 15
mg·kg －1，OD260 /280值在 1． 52 ～1． 68之间，OD260 /230值在 1． 35 ～ 1． 53 之间，DNA平均质量浓度为 0． 075 g·L －1。
可见，CTAB-SDS法提取 DNA的片段较完整，纯度较高，可直接用于后续实验操作，更适用于火龙果根系土壤微
生物总 DNA的提取。
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植物根际土壤是植物能量转换和物质代谢最活跃的部位之一［1］，根际土壤微生物是根际土壤生态系

统中有生命力的群体，有望作为 1 个生物指标，其可以随寄主植物变更，随四季寒热交替，随耕作栽培措
施改变而发生群落演替，因此根际土壤微生物与植株互作机制成为目前的研究热点。火龙果( Hylocereus
undatus Britt． ) 是一种重要的热带果树，属于仙人掌科( Cactaceae) 量天尺属( Hylocereus) 的多肉植物［2］，火
龙果其叶片已退化，光合作用功能由茎干承担，因其具有独特的生理特征，可以生长于热带沙漠地区，植

株无主根，侧根大量分布在浅表土层。对火龙果土壤微生物组的研究，将有助于对土壤微生物进行调控，
从而实现作物增产，减少化肥与杀虫剂的农业投入。目前，主要通过宏基因组测序、16S rDNA 测序、变性
梯度凝胶电泳( PCＲ-DGGE) 或者限制性酶切片段多样性( T-ＲFLP) 等分子生物学方法［1，3 － 4］，来开展根际

土壤微生物多样性及种群变化的研究，其中，最关键的步骤是在于根际土壤微生物总 DNA提取的质量是
否过关，提取土壤微生物总 DNA经过后续测序后，是否能反应样品间微生物种群的显著差异性，是否能
体现出样品土壤的优势微生物种群。土壤成分较为复杂，特别是土壤腐殖酸类物质会影响基因组抽提过
程中的效果［5 － 7］，及后续对土壤微生物群落结构的分析。国内外研究者对不同的土壤微生物 DNA提取和
纯化方法进行了比较研究［8 － 10］。但火龙果根系与根际微生物互作的土壤微生态研究未见报道。因此，笔
者比较了火龙果根际微生物 2 种 DNA 的提取方法，试图找到一种简便、高效的火龙果根际土壤微生物
DNA的提取方法，旨在获取火龙果根际土壤微生物组较完整的生物学信息，为开展火龙果根际土壤微生
物多样性及功能等后续研究提供参考。

1 材料与方法

1． 1 土壤样品的采集 土壤样品采自海南省三亚市吉阳区火龙果园，使用钻头长 25 cm，直径为 38 mm



的土壤取样器，采集土壤样品 3 份。采集深度 5 ～ 10 cm的土样 1 ～ 2 kg，装于塑料袋，带回实验室后过筛。
土样分 3 份，1 份用于土壤含水量、pH值和土样理化性质测定，样品测定在 1 周内进行; 另 1 份用于土壤
微生物 DNA提取; 1 份保存于 － 70 ℃冰箱，备用。
1． 2 土壤样品的理化性质测定 对采集回实验室的土样进行 pH 和含水量的测定。从表 1 可见，3 个土
壤样品的 pH为 4． 34 ～ 4． 56、含水量为 13． 74% ～15． 15%。结果表明，火龙果园植株根际土壤 pH值和含
水量基本趋于一致，可减少土壤对提取方法的影响。

表 1 供试土样的理化性质
Tab． 1 Physical and chemical properties of soil samples tested

土样编号
Sample code

取样地点
Sampling spot

取样日期
Sampling time

土壤类型
Soil type

土壤含水量 /%
Soil moisture content

土壤 pH
Soil acidity

1 三亚市吉阳区 2018 － 04 － 09 红壤 13． 74 4． 34

2 三亚市吉阳区 2018 － 04 － 09 红壤 14． 42 4． 37

3 三亚市吉阳区 2018 － 04 － 09 红壤 15． 15 4． 56

1． 3 土壤微生物 DNA提取
1． 3． 1 CTAB-SDS提取法［11］ ( 1) 称取 10 g 土样于 50 mL 离心管中，加入 18． 5 mL SDS 裂解液( 0． 25
mol·L －1 NaCl，0． 1 mol·L －1 EDTA，w =4%SDS) 和 1． 5 mL 5 mol·L －1异硫氰酸胍，于混匀仪上涡旋 1． 5min。
( 2) 在恒温水浴中( 68 ℃ ) 温育 1 h，每隔 10 ～ 15 min轻轻颠倒几下，常温下 6 000 r·min －1离心 20 min，将
上清液移入另一个干净的 50 mL离心管。( 3) 上清液加入 0． 125 倍体积的 5 mol·L －1醋酸钾和 0． 42 倍的
φ = 40% PEG-8000，于 － 20 ℃下沉淀 1 h，常温解冻后室温 6 000 r·min －1离心 20 min。( 4) 弃离心管里的
液体，往离心管加 18 mL 2 × CTAB( w =2% CTAB，1． 4 mol·L －1 NaCl，0． 1 mol·L －1EDTA) 溶解沉淀，于恒温
水浴锅中 68 ℃温育 25 min，直至沉淀完全溶解，加等体积预冷的 VTris平衡酚︰ V氯仿︰ V异戊醇 =25︰ 24︰ 1，混
匀后于 4 ℃下 6 000 r·min －1离心 15 min。如果上清液不太干净可加等体积的 V氯仿︰ V异戊醇 = 24 ︰ 1 再抽
提 1次，4 ℃，6 000 r·min －1离心 15min。( 5) 在 DNA上清液中加 0． 7倍体积的异丙醇，于 －20 ℃静置过夜。
( 6) 室温解冻后，于 4 ℃，14 000 r·min －1离心 25 min。倒空液体，用预冷的 φ =70%酒精清洗 2 ～3 次，自然
风干，加 200 μL的 TE溶解 DNA。
1． 3． 2 SDS提取法 ［12］ ( 1) 称取 5 g土样于研钵中，加少许液氮并迅速研磨。液氮即将挥发完时再倒入适
量液氮，继续研磨，重复 3 ～4次。使土壤颗粒研磨成粉末状，并达到使部分细菌细胞壁破裂的目的。( 2) 将
研磨好的土壤转移到 50 mL干净的离心管，加入 13． 5 mL DNA提取液( 0． 1 mol·L －1 Tris·HCl，0． 1 mol·
L －1 EDTA，0． 1 mol·L －1Na3PO4，1． 5 mol·L －1NaCl，w =1% CTAB，pH8． 0) 混合，再加入 50 μL蛋白酶 K( 20
g·L －1 ) ，于 37 ℃摇床上 225 r·min －1摇动 30 min。( 3) 加 1． 5 mL w =20%的 SDS，恒温水浴锅中 65 ℃水浴
2 h，每 10 ～15 min轻轻颠倒数下，室温 6 000 r·min －1离心 15 min，收集上清液，转移至干净的 50 mL离心管
中。( 4) 在沉淀中加入 4． 5 mL DNA提取液和 0． 5 mL w = 20% SDS，混匀仪上涡旋 10 s，于恒温水浴锅中
65 ℃再水浴 20 min，室温 6 000 r·min －1离心 15 min，合并 2 次上清液。( 5) 在合并的上清液中加入等体
积预冷的 VTris平衡酚︰ V异戊醇 = 1 ︰ 1 混合，轻轻摇匀后，于 4 ℃，6 000 r·min －1离心 15 min，上清液转至新
的离心管，加等体积预冷的 V氯仿︰ V异戊醇 = 24 ︰ 1 混匀，4 ℃，6 000 r·min －1离心 15 min。( 6) 吸取水相
转移至另一个干净的 50 mL离心管中，加 0． 7 倍体积的异丙醇( 7mL) ，－ 20 ℃静置过夜。( 7 ) 室温解冻
后，于 4 ℃，14 000 r·min －1离心 25 min。倒空液体，用预冷的 φ = 70%酒精清洗 2 ～ 3 次，自然风干，加
200 μL的 TE溶解 DNA。
1． 4 火龙果根际土壤 DNA纯度测定 使用 NanoDrop 2000 软件测定土壤 DNA在 280，260，230 nm处的
OD值，软件检测得出 DNA 的质量浓度( 单位为 g·L －1 ) ，得出每克干土提取的 DNA 量。并根据
OD260 /280，OD260 /230值评价 DNA纯度［14］。
1． 5 火龙果根际土壤细菌多样性分析 基于上述方法提取根际土壤微生物宏基因组 DNA，委托华大基
因公司，对根际基因组的细菌 16S rDNA V3 区进行扩增并测序，分析火龙果根际细菌多样性。
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2 结果与分析

2． 1 DNA 提取上清液的颜色 从图 1 可见，CTAB-SDS 法提取得的 DNA 上清液颜色较淡，为淡黄色;
SDS法提取的 DNA 上清液颜色较深，为深棕黄色。通过比较 2 种方法提取 DNA 提取液的颜色，可知
CTAB-SDS提取法提取的上清液杂质较少; 而 SDS提取法提取的上清液颜色较深，原因可能是其中含有较
多的腐殖酸、酚类化合物等杂质［5］。
2． 2 土壤微生物总 DNA提取方法的比较 对同一土壤样品分别用 2 种不同的方法提取总 DNA。制作
w = 0． 8%的低熔点琼脂糖胶，在 1 × TAE缓冲液中进行电泳检测，制胶时使用小孔梳，每条泳道里加 6 μL
DNA，结果如图 1 所示。从图 1 可以看出，2 种方法提取的 DNA约为 23． 1kb，足以用于后续的实验。SDS
法提取的 DNA电泳条带亮度较弱，是因为提取的 DNA 量较少及 DNA 中含有腐殖酸等杂质导致部分
DNA降解［6］。

图 1 不同 DNA 提取方法过程中 DNA 上清液颜色比较
1～3：CTAB蛳SDS 法提取的 DNA 上清液；4～6：SDS 法提取
的 DNA 上清液

Fig.1 Color comparison of DNA supernatants of soil
microbes extracted by different DNA extraction methods

1-3: The DNA supernatant extracted by CTAB蛳SDS method;
4-6: The DNA supernatant extracted by SDS method

M 1 2 3 4 5 6bp
23 130
9 416
6 557
2 322
2 027

图 2 不同提取方法提取总 DNA 片段
M:λ-DNA/HindⅢ；1～3：CTAB蛳SDS 法提取总 DNA 片段；

4～6:SDS 法提取总 DNA 片段
Fig.2 Total DNA fragment extracted by different extraction

methods
M:λ蛳DNA/HindⅢ ; 1-3:Total DNA fragment extracted by
CTAB蛳SDS methods; 4-6:Total DNA fragment extracted by

SDS methods

2． 3 不同提取方法 DNA提取量和纯度的比较 由表 2 可知，CTAB-SDS法提取总 DNA的量为 7． 4 ～ 7． 7
mg·kg －1 ; OD260 /280值为 1． 81 ～1． 95，OD260 /230值为 1． 26 ～2． 03，计算得出 DNA平均质量浓度为 0． 51 g·L －1。
SDS法提取总 DNA的量为( 3． 5 ～4． 15) mg·kg －1 ; OD260 /280值在 1． 52 ～ 1． 68 之间，OD260 /230值在 1． 35 ～ 1． 53
之间。计算得出DNA平均质量浓度为0． 075 g·L －1。从表2得出，CTAB-SDS法OD260 /230比值比 SDS法的比
值高，提取 DNA的 OD260 /280值约为 1． 8，表明去除了大量蛋白质和酚类物质; OD260 /230值约为 1． 9，表明提取
DNA中污染的腐殖酸类物质较少，所抽提的 DNA具有较高的质量。因土壤中含有大量的腐殖酸，从土壤
提取的 DNA会有腐殖酸杂质，SDS法由于纯度不够，所以算出的产量可能会出现误差。

表 2 2 种方法提取 DNA的提取量和纯度
Tab． 2 The amount and purity of DNA extracted from soil microbes by two methods

样品

编号

CTAB-SDS SDS

OD260 /230 OD260 /280

DNA质量浓度 /

( g·L －1 )

DNA提取量 /

( mg·kg －1 )
OD260 /230 OD260 /280

DNA质量浓度 /

( g·L －1 )

DNA提取量 /

( mg·kg －1 )

1 2． 03 1． 95 0． 154 7． 7 1． 35 1． 68 0． 083 4． 15

2 1． 91 1． 87 0． 152 7． 6 1． 42 1． 63 0． 072 3． 6

3 1． 26 1． 81 0． 148 7． 4 1． 53 1． 52 0． 07 3． 5

注: DNA量为每克干土提取量
Note: The amount of DNA indicated the amount of DNA of microbes extracted from dry soil per gram
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2． 4 火龙果根际微生物多样性分析 将获得的根际土壤微生物宏基因组 DNA，委托华大基因公司，对根
际基因组的细菌 16S rDNA V3 区进行扩増并测序，分析火龙果根际细菌多样性。结果表明( 图 3) ，火龙果
根际微生物种群，在门水平上健康植株根际优势微生物种群有 Proteobacteria( 变形菌门) ，Firmicutes( 厚壁
菌门) ，Actinobacteria( 放线菌门) ，Acidobacteria( 酸杆菌门) ，Planctomycetes( 浮霉菌门) ，Crenarchaeota( 泉
古菌门) ，Chloroflexi( 绿弯菌门) ，Nitrospirae( 硝化螺旋菌门) ，Verrucomicrobia( 疣微菌门) ，Gemmatimona-
detes( 芽单胞菌门) 。其中，Proteobacteria丰度达 39． 53%，Firmicutes丰度达 21． 15%，Acidobacteria丰度达
12． 36%。火龙果健康植株根际土壤科水平上优势种群有: 假单胞菌科( Pseudomonadaceae) 、芽胞杆菌科
( Bacillaceae) 、类诺卡氏菌科( Nocardioidaceae) 、芽苔科( Gemmataceae) 、链球菌科( Streptococcaceae) 。其
中，Pseudomonadacea丰度达 38． 29%，Bacillaceae丰度达 20． 39%，Nocardioidaceae丰度达 3． 40%。

在门水平上土壤优势微生物种类
The dominant microbial species in the soil at the phylum level

60

50

40

30

20

10

0

相
对
丰
度

/%
Re

la
tiv

e
ab

un
da

nc
e

在科水平上土壤优势微生物种类
Dominant microbial species in soil at family level
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图 3 火龙果根际微生物多样性分析
Fig.3 Analysis of microbial diversity in rhizosphere of pitaya fruit
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3 讨 论

植物根际土壤( Ｒhizosphere soil) 是指粘附在植物根系表面的土壤。在以往的研究中大多采用抖落
法，取植物根系表层 1 ～ 2 mm土壤［15］。由于土壤本身及其中微生物的复杂性，采用常规分析微生物的方
法如平板计数、生物量测定等方法的准确性受到了很大的限制。从土壤微生物群体提取基因组 DNA 的
角度来研究其多样性及功能是一种可行的方法［16］。提取微生物组总 DNA 是从 DNA 的角度分析土壤微
生物的关键一步。随着科学技术的发展，DNA 提取方法有很多。但从土壤中提取微生物总 DNA 的方法
主要分为 2 大类［17 － 18］: 一类为直接提取法———直接将样品悬浮在 DNA缓冲液中进行处理，使土壤中微生
物体直接裂解，再提取 DNA。另一类为间接提取法———首先除去土壤等杂质，通过不同的离心速度使细
胞和土壤分离开来，然后用对细胞进行抽提，提取出土壤微生物总 DNA。一般第 1 类方法提取效率比较
高。从土壤中提取 DNA可分为 2 个过程，使在土壤中菌体细胞的裂解和粗 DNA 的提取及粗 DNA 的纯
化。粗 DNA的提取和纯化均有各种各样的方法，有些研究者应用物理法使菌体破碎，如超声波破碎等，
但此种方法得到的片段较小。选用哪一种方法的组合，需要根据实验的要求来选择。在预实验时，笔者
尝试过采用试剂盒法提取土壤 DNA，此法需要原始土壤量为 0． 5 g，结果显示，DNA严重条带弥散，提取量
较少，无法计算得率。后续实验笔者采用的 2 种 DNA 提取方法均是直接提取法，需要的土壤量为( 5 ～
10) g，因为直接提取法操作简单、提取量高，但在提 DNA 过程中也会提取到样品中的其他杂质，如腐殖
酸、酚类化合物等。提取方法的效率对于后续研究是非常重要的，CTAB-SDS 法 和 SDS 选取的土壤原始
量多，对土壤微生物种类多样性和丰富性更具有代表性，更能全面包含微生物生物学信息。所以，笔者认
为，从土壤中提取微生物总 DNA的理想方法是: 该方法能获取完整片段、纯度高的 DNA，对不同环境土壤
微生物均能提取 DNA，且提取的 DNA能包含着大多数土壤微生物的信息量。
本研究比较了 2 种常用的 DNA提取方法，其中，采用 CTAB-SDS法能获得约 23． 1 kb的 DNA，提取总

DNA的量为( 7． 4 ～ 7． 7) mg·kg －1。这一结果与张瑞福等［9］报道的 DNA 提取量基本一致，且 DNA 的纯
度较高，片段较完整，可直接用于后续的操作; 土壤高质量基因组 DNA，OD260 /280值为 1． 8，样品中如果含有
蛋白质及苯酚，OD260 /280比值会明显下降

［15］。而较纯净的核酸 OD260 /230的比值大于 2． 0。笔者采用的 2 种
DNA提取方法与刘峰［12］在提取量和纯度上都有差异，可能与土壤矿物类型、质地、含水量及 pH 值等有
关。关于另一种土壤微生物提取方法 SDS法，获得的总 DNA的效果不够理想，提取的 DNA 纯度不够，可
能是腐殖酸污染严重，如用于后续研究需纯化后方可操作。对于火龙果园土壤微生物 DNA 的提取，
CTAB-SDS法比 SDS法提取的效果好，提取 DNA的片段较完整，纯度较高，结合细菌 16S rDNA 测序结果
表明，该方法可直接用于后续实验操作，更适用于火龙果根系土壤微生物总 DNA 的提取，为后续土壤微
生物多样性及种群变化研究奠定了基础。
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Comparison of Two Extraction Methods in Extraction of
Total DNA from Soil Microbes in the Ｒhizosphere of Pitaya

CHEN Di1，2，LI Kezeng1，WU Qiong1，HE Yindui1，YIN Xiaomin1，2

( 1． Haikou Experimental Station，CATAS，Haikou ，Hainan 570102，China;

2． Hainan Key Laboratory of Banana Genetic Improvement ，CATAS，Haikou，Hainan 570102 China;

3． Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou，Hainan 570102，China)

Abstract: In order to obtain the total DNA of the soil microbes in the rhizosphere of pitaya ( Hylocereus undatus
Britt． ) ，two methods，CTAB-SDS and SDS，were used to compare their extraction effect in extraction time，col-
or of DNA supernatant in the extraction process，and total DNA extraction amount and purity after extraction．
The results showed that both methods produced DNA fragments with about 23． 1kb． With the CTAB-SDS method
the color of the supernatant was light yellow; the total amount of DNA extracted was ( 7． 4 ～ 7． 7) mg·kg －1 ;

the OD260 /280 value was between 1． 81 and 1． 95，and the OD260 /230 value was between 1． 26 and 2． 03; the average
DNA concentration was 0． 51 g·L －1 ． With the SDS method the color of the supernatant was dark brown-yellow，
and the total amount of DNA extracted was ( 3． 5 ～ 4． 15) mg·kg －1 ; the OD260 /280 value was between 1． 52 and
1． 68，and the OD260 /230 value was between 1． 35 and 1． 53; the average DNA concentration was 0． 075 g·L －1 ． It
was hence concluded that the fragment extracted by the CTAB-SDS method was relatively complete and highly
pure，which could be directly used for subsequent experimental operation，and was more suitable for the extraction
of total DNA from soil microbes in the rhyzosphere of pitaya．
Keywords: Pitaya; rhizospheric soil microbes; DNA; extraction method
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