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摘要! 建立一种满足天山冰川冻土微生物宏基因组文库构建要求的
"#$

提取方法!为低温乳糖

酶基因的筛选奠定基础# 通过对
"#$

纯度与得率进行比较!从
%

种
"#&

提取方法中选择提取
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得率和纯度最高的
'(#

法!进一步通过增加预处理$反复提取等步骤进行了改良和优化#
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进行优化改良发现!
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和
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为引物的
-+F

扩增和酶切实验验证了所提

取冻土宏基因组
"#&

的质量满足后续分子生物学的要求#改良优化过的
'(#

法是适合天山
?

号

冰川冻土的一种经济有效的
"#&

提取方法!为构建冻土低温微生物宏基因组文库奠定了基础#
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天山
!

号冰川冻土属于我国高海拔高山多年

冻土类型!分布于乌鲁木齐河源天山冰川站及空冰

斗地区!海拔
" #$% &

以上!年平均地温为
'()*$ !

+,-

"

冻土环境中的微生物需要通过各种生理机制适应

低温#寡营养#强辐射#冻融等一系列极端环境" 冻

土微生物的这些极端生理特性为研究和开发利用

参与代谢过程的低温酶提供了丰富的材料" 已有研

究对天山
,

号冰川冻土中产低温
!.

半乳糖苷酶的

微生物进行筛选!本课题组从天山
,

号冰川冻土中

分离获得产低温
!.

半乳糖苷酶#低温脂肪酶#低温

蛋白酶和低温淀粉酶的菌株" 然而!由于冰川冻土

有机质营养十分贫瘠!从中分离的寡营养型微生物

在现有培养技术条件下普遍生长速率较慢!产酶水

平较低$仅约
,"$ /0&1

%!严重限制了低温酶的高效

筛选和制备" 因此!利用宏基因组学等分子生物学

技术!构建冰川冻土的宏基因组文库进行功能筛选!

有助于更高效地从低温环境中筛选
!.

半乳糖苷酶"

获取高质量的宏基因组
234

是构建宏基因组

文库的先决条件"目前对于各类土壤微生物总
234

的提取方法已有较多的报道+5.6-

!但在已经报道的提

取方法中还没有一种方法能够适用于所有环境样

品微生物总
234

的提取" 由于冰川微生物生物量相

对较低!而且主要以革兰氏阳性菌为主+7-

!本课题组前

期尝试使用商业化提取试剂盒
89:;234 <=>3 ?@;
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%提取的天山
!

号冰川冻土
234

的得

率和纯度均无法满足构建宏基因组文库的要求" 因

此! 建立一种适用于天山
!

号冰川冻土的
234

提

取方法!对构建冰川冻土的宏基因组文库及低温
!.

半乳糖苷酶的高效筛选具有重要意义" 本文对目前

报道的几种土壤
234

提取方法进行了比较! 并对

最适合天山
!

号冰川冻土
234

提取的
MN3

法进行

了优化和改良"

!"!

土壤样品

天山一号冰川属于天格尔山北坡乌鲁木齐河

的河源区!海拔
" 7"" &

$

("#%6O!5$ 3

!

7P$(7O6%6 N

%"

冻土土壤样品取自从乌鲁木齐天山一号冰川尾部

的底部沉积层!用提前灭菌的工具沿冰川边缘收集

土样" 采集的样品迅速装入已灭菌的
$% &1

离心

管!置于车载冰箱中
'( !

保存" 采集的冻土样品于

当天运回实验室并在
'5% !

保存备用"

!"#

主要试剂
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性 内 切 酶
F9& T>

购 自 赛 默 飞 世 尔 $
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%公司!引物由上海生工生物工程有限公司

合成!蛋白酶
?

和溶菌酶购自北京康为世纪有限公

司! 相关生化试剂购自上海生工生物工程有限公

司!实验用到的主要缓冲液及成分如下&
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溶液"

*+, --./01 )"(2

#

3,, --./01 (456

$

78 9:+

%#

3:; -./01 #<=/

#

3++ --./01 #<8

>

?@

'

和

#<

>

8?@

'

!

() ABCCD4

"

*+ --./01 (456E8=/ ABCCD4

$

78 9:+

%#

3 --./01 )"(2

&

!"#

冻土微生物总
$%&

的提取方法

!"#"! F"FE=(2G

裂解法 参考赵裕栋等的方法HIJ

#

略有调整& 称取
K:+ L

土壤样品于
K+ -1

离心管中#加

*+ -1

裂解缓冲液#振荡混匀& 向样品中加
*++ !1

溶菌酶$质量浓度为
>K+ -L0-1

%#混合均匀#

MN !

恒温水浴
3 O

#每
3K -5P

温和震荡混匀
3

次!加
K, !1

蛋白酶
Q

$

3, -LR-1

%#恒温水浴
3 O

!加
3,, LR1

十

二烷基磺酸钠$

F"F

#终质量浓度为
S, LR1

%#

TK !

水

浴
> O

#每
>, -5P

温和颠倒混匀
3

次!离心#取上清

液#上清液中加
3RK

倍体积的氯仿$提前预冷%#轻微

振荡混匀#

>K ! 9 ,,, 4R-5P

离心
3K -5P

# 取上清

液! 向水相中加入
,&T

倍体积的异丙醇和
,&3

倍体

积的醋酸钠#

S !

'

> O

沉淀
"#2

!

S !

#

3, ,,, 4R-5P

离心
>, -5P

#弃去上清液#保留
"#2

沉淀& 体积分

数
N,U

冰乙醇洗涤沉淀
M

次#自然晾干#加
*++ !1

()

溶解
"#2

#于
E>+ !

保存&

!"#"' ()#?

法 参考赵勇等方法H*+J

#略有改动& 预

处理"取
K:+ L

土壤#于
K+ -1

离心管中#加
*+ -1

的

()#? ABCCD4

#振荡混匀#离心
*+ -5P

$

*+ +++ 40-5P

#

>K !

%# 去上清液 & 沉淀中再加
*+ -1

的
()#?

ABCCD4

#振荡混匀#离心
*+ -5P

$

*+ +++ 40-5P

#

>K !

%#

弃上清液& 重复上述步骤直至上清透明#加入
K -1

的
?GF ABCCD4

按上述操作洗涤#保留沉淀&

"#2

提

取" 将收集的沉淀悬浮于
*+ -1

裂解缓冲液 $同

F"FE=(2G

裂解法%#

MN!

水浴
SK -5P

!加
K+ !1

蛋白

酶
Q

$

*+ -L0-1

%#

MN !

水浴
M+ -5P

!加
*++ !1

溶菌

酶$

>K+ -L0-1

%#

MN !

水浴
M+ -5P

!加
> -1 *++ L01

F"F

#

TK!

水浴
> O

&

9 +++ 40-5P

'

>K !

离心
*+ -5P

#将

上层液相转入另一洁净的
K+ -1

离心管#加等体积

氯仿
E

异戊醇$

>S"*

#体积比%#

*+ +++ 40-5P

'

>K !

离心

*K -5P

& 取上层清液#向水相中加入
+:T

倍体积的异丙

醇和
+:*

倍体积的醋酸钠#

S !

沉淀
> O

!

*+ +++ 40-5P

'

S !

离心
>+ -5P

# 体积分数
N+U

冰乙醇洗涤沉淀
M

次#洗涤后自然风干
> O

#待乙醇风干后#加
*++ !1

()

#得到
"#2

溶液
E>+ !

保存&

!"#"# ()#

法 参考
V<PL

等方法H33J

#略有改动& 称取

K&, L

土壤样品#加入
3, -1 ()#

溶液#将样品完全

悬浮到
()#

溶液中#反复冻融$

E9, !

#

3, -5P

!

TK !

#

K -5P

%

M

次后!再加入
3,, !1

溶菌酶$

>K, -LR-1

%#

MN !

水浴
M, -5P

!加入
3, !1

蛋白酶
Q

$

3, -LR-1

%#

MN !

水浴
M, -5P

& 酶解后在试样中加入
> -1

预热

的
3,, LR1 F"F

#

TK !

恒温水浴
> O

# 期间每
3K -5P

轻轻上下颠倒一次&

3, ,,, 4R-5P

#

>K !

离心
3, -5P

后#将上清液转移到新的离心管中#土壤颗粒裂解

后沉淀于
S !

保存备用& 向上清液中加入等体积的

氯仿
E

异戊醇$

>S"3

#体积比%#混匀后#

3, ,,, 4R-5P

#

>K !

离心
3, -5P

#收集水相& 向水相中加入
,&T

倍

体积的异丙醇和
,&3

倍体积的醋酸钠#

S !

沉淀
> O

#

3, ,,, 4R-5P

'

S !

离心
>, -5P

#弃上清液#体积分数

N,U

冰乙醇洗涤沉淀
M

次#室温晾干#加
3,, !1

无

菌
()

溶解
"#2

&

!"#"( WO.B

法 H3>J 称取
K&, L

土壤样品#研碎#于
K,-1

离心管中#加
3M&K-1

裂解缓冲液#振荡混匀!加
3,, !1

蛋白酶
Q

$

3, -LR-1

%#

MN !

水浴
M, -5P

!加
3&K -1

>,, LR1 F"F

#混 匀 #

TK !

水浴
> O

#间或混匀 !

9 ,,, 4R-5P

'

>K !

离心
>, -5P

# 将上层液相转入另

一洁净的
K, -1

离心管于
S !

备用!土样沉淀再加

S&K -1

裂解缓冲液和
,&K -1 >,, LR1 F"F

混匀#于

TK !

#

3, -5P

后#离心!上清液与前一次上清合二为一#

加等体积氯仿异戊醇抽提#

9 ,,, 4R-5P

' 离心
3, -5P

!

取上层清液#加入
,&T

倍体积异丙醇#室温沉淀
3 O

!

3, ,,, 4R-5P

'

>K !

离心
>, -5P

#体积分数
N,U

乙醇

洗涤沉淀
M

次#自然风干#加
3,, !1 ()

&

!"#") ()#

法的改良和优化
3

% 反复多次提取对

提取效率和质量的影响&以
()#

法首次裂解后的含

细胞裂解物沉淀作为第
>

次
"#2

提取样品 #按

()#

法反复提取
3

次 $在提取样品中加入
> -1

预

热的
3,, LR1 F"F

#

TK !

恒温水浴
M, -5P

# 其余不

变%#记为
()#3

法& 以第
>

次裂解后的含细胞裂解

物沉淀作为第
M

次
"#2

提取样品# 再用
()#

方法

重复提取
3

次#记为
()#>

法&

>

%向
()#

法首次裂

解后的土壤颗粒沉淀中加入
S -1 ()#

溶液# 并反

复冻融$

E9, !

#

3, -5P

!

TK !

#

K -5P

%

M

次后#再加入

3 -1

预热的
3,, LR1 F"F

#

TK !

恒温水浴
M, -5P

#

9 ,,, 4R-5P

离心
3K -5P

后的上清液与第
3

次离心

获得的上清液合并后#进行核酸沉淀#后续操作方

法与
()#

法相同#记为
()#M

法&

M

%预处理对提取

效率和质量的影响& 取
>

组冻土样品分别不进行预

'$
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处理和进行预处理!将土壤颗粒重悬于
!" #$ %&'

溶液中"

() !

#

!)" *+#,-

#

!" .

后" 将混合物离心"收

集沉淀$ 再重复用
%&'

溶液洗沉淀
("/

次"直到悬

浮液无色澄清% 后按
%&'/

法提取 !预处理记为

%&'0

%每个处理至少做
/

个平行实验$

!"#

冻土微生物总
$%&

完整性及纯度和得率的检测

提取的冻土微生物核酸样品用
'1-23*24("""

超微量分光光度计测定
(/"

&

(5"

&

(6" -#

处的光吸

收和核酸浓度$以
!

(5"

+!

(6"

和
!

(5"

+!

(/"

的比值来评价

3'7

的纯度$ 此外"取
!" !$

提取的冻土微生物核

酸样品"

! 8+#$

琼脂糖凝胶电泳!

!#%7&

缓冲溶液"

6

9+:#

"

0) #,-

%检测
3'7

片段的完整性和含量$

!"'

冻土微生物总
$%&

的
()*

扩增

以提取的冻土微生物总
3'7

为模板" 分别扩

增
!5; *3'7

和
(5; *3'7

片段"分析冻土微生物总

3'7

的提取质量$ 扩增体系!

(" !$

%'

!"$%1< =>?

@ABBC* ( !$

"

D'%=; ( !$

"正反向引物!表
!

%各
! !$

"

%1< 3'7

聚合酶
! !$

"冻土微生物总
3'7

溶液
! !$

"

其余用灭菌双蒸水补齐$

=>?

反应的阴性对照用无菌

双蒸水代替
3'7

模板$扩增条件'

E)!

预变性
) #,-

(

E) !

变性
/" ;

(

)5 !

退火
/" ;

(

F( !

延伸
! #,-

(

/"

个循环(

F( !

延伸
!" #,-

$ 反应在
=>?

仪!

%>)!(

型"英国
%C:.-C

公司%上进行$

=>?

产物用
!G" 8+#$

琼脂糖凝胶电泳检测$

表
!

引物序列及
()*

产物

+,-./ ! (012/3 3/45/67/3 ,68 ()* 90:857;

引物名称 引物序列 预期扩增片段大小
+H4

(FB )

)

I7J7J%%%J7%>K%JJ>%>7JI/

)

! )""

!0E(* )

)

I%7>JJL%7>>%%J%%7>J7>% %I/

)

'$M )

)

IJ>7%7%>77%77J>JJ7JJ7777JI/

)

)("

'$0 )

)

IJJ%>>J%J%%%>77J7>JJI/

)

基因

!5; *3'7

(5; *3'7

表
<

不同提取方法获得的
$%&

得率和纯度比较

+,-./ < ):29,013:6 := >1/.8 ,68 9501;> := $%& :-;,16/8 -> 81==/0/6; /?;0,7;1:6 2/;@:83

3'7

得率
+

!

-8+8

冻土%

变异系数
+N !

(5"

+!

(6"

(E5%06 !5 !G5F&"G)6

/E(&00 !! !G6(&"G0"

!F)&FF 00 !G5!&"G"5

/)!&!E0 )) !G F&"G"F

方法

O3OI>%7@

%&'

%&'=

P.2A

变异系数
+N

/

((

0

0

!

(5"

+!

(/"

"GE5&"G(/

"GEF&"G /6

"GF(&"G")

"G6/&"G(5

变异系数
+N

(0

/E

F

/(

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
::::

:

!"A

冻土微生物总
$%&

的限制性酶切

冻土微生物总
3'7

的酶切按照
Q1;R3,8C;R

快

速限制性内切酶
"#$ ST

的推荐酶切体系进行酶

切"在
/F !

水浴酶切指定时间后"

6"!

"

) #,-

灭活

后进行琼脂糖凝胶电泳$

<"!

不同冻土微生物总
$%&

提取方法的比较

土壤
3'7

的得率和纯度是评价
3'7

提取方

法的
(

个重要指标$

0

种方法所提
3'7

的含量和纯

度的测定结果见表
(

$从表
(

中可以看出"

/

次平行实验

中
%&'

法提取
3'7

的得率最高"为!

/E(&00

%

-8+8

冻土$

O3OI>%7@

法和
%&'=

法的得率最低$与一般

土壤中
3'7

得率!

E)G5F &!G)5

%

!8 +8

土壤相比U!"V

"冻

土中
3'7

的得率明显偏低" 这可能由于冰川冻土

中微生物生物量较低或冻土微生物细胞的裂解效

率较低$ 从表
(

中可以看出 "

0

种提取方法所得

3'7

的
!

(5"

+!

(/"

比值均小于
!G"

"说明提取
3'7

中

:;



研究论文

!"#$

年第
%&

卷第
'!

期食品与生物技术学报

李 梦!等" 天山
!

号冰川冻土微生物总
"#$

提取方法的比较和优化

%

!

! "#$&'()* "

"

!+,

!

-.#/

法 "

0+1

!

-.#

法 "

2+34

!

-.#3

法"

33+35

!

-.#5

图
! "#$%

法和
"&$

法反复多次提取冻土的基因组
'$(

凝胶电泳

)*+, - &./01234532/6*6 2/67.1 38 +/93:*0 ;$( 2/4/<1/=.>

/?12<01/= 823: 823@/9 63*. 6<:4./6 A> =*88/2/91

"&$ :/153=

表
% "&$

法反复多次提取
;$(

和
"&$%

法的得率和纯度

"<A./ % ;$( >*/.= <9= 472*1> /?12<01/= A> 15/ "&$ :/153= 2/4/<1/=.> <9= "&$% :/153=

"#6

得率
&

#

)7&7

冻土$

变异系数
&8 6

594

&6

514

/1/!:; 3: 3<94!4<3;

,34!;5 31 3<2;!4<3/

93!3: 5: 5<:;!3</5

,3/!23 5, 3<;9!4<4,

方法

-.#

-.#3

-.#5

-.#/

变异系数
&8

33

9<:

53

/

6

594

&6

5/4

4<29!4< 5

3<9:!4<3/

4<,5!4<35

3<41!4<5,

变异系数
&8

53

1

,

,3

%

!

! "#6&!"#$ "

"

3+/

!

-.#=

法 "

,+9

!

>">+?-6@

法 "

A+2

!

BCDE

法"

34+35

!

-.#

法

图
B

不同方法提取的冻土基因组
;$C

凝胶电泳

)*+, D &./01234532/6*6 2/67.1 38 +/93:*0 ;$( /?12<01/=

823: 823@/9 63*. 6<:4./6 A> =*88/2/91 :/153=6

杂质成分仍较多 % 从
%

5F4

&%

514

上看 &

-.#

法提取

"#6

的
%

5F4

&%

514

的比值最接近理想指标%

利用琼脂糖凝胶电泳对
,

种提取方法所提
"#6

进行了完整性检测&结果如图
3

所示%除了
-.#=

法外&

其余的
/

种方法提取的
"#6

电泳后均得到明显的主条

带&主条带相对分子质量在
34"34

/

#5/"34

/之间%

,

种提取方法都有不同程度的降解现象 &但

-.#

法的主条带最亮% 综合考虑不同提取方法获得

"#6

的得率'完整性和纯度&本研究选择
-.#

法做

了进一步优化%

!,! "&$

法反复多次提取
;$(

和改良
"&$

法的

得率和纯度分析

为了进一步提高
-.#

法的
"#6

提取得率&用

-.#

法对同一份天山冰川冻土样品进行了反复提

取&同时采用改良后的
-.#/

法提取%

-.#/

法和反

复提取
/

次后的
"#6

得率及纯度汇总在表
/

%同一

样品反复通过
-.#

法进行提取
/

次获得的
"#6

#对应
-.#

'

-.#3

'

-.#5

( 得率依次为 )

/1/!:;

('

#

,34!;5

(

)7&7

和#

F3!3:

(

)7&7

冻土&而
%

5F4

&%

514

逐

渐升高&这表明单次提取无法完全获得冻土样品中

的所有
"#6

& 反复多次提取同一样品后
"#6

中的

杂质成分逐渐减少%

-.#/

法参考
BCDE

法将
5

次细

胞裂解产物合并进行
"#6

抽提&得率达到#

,3/!23

(

)7&7

冻土&

%

5F4

&%

514

和
%

5F4

&%

5/4

分别为#

3<;F!4<4,

(和

#

3<41!4<5,

(% 对所提基因组
"#6

进行琼脂糖电泳

检测结果如图
5

所示& 提取的
"#6

电泳后均得到

较清晰的主条带&相对分子质量接近
5/"34

/

% 但由

于冻土土壤中微生物的分布存在着不均一性&而在

提取过程中可能又因物理机械剪切的作用而使基

因组
"#6

有不同程度的降解% 因此&后续实验选择

对
-.#/

法进行了优化%

!,E

样品预处理对
;$(

提取得率和纯度的影响

为分析预处理步骤是否能够提高
-.#

法提取

"#6

的得率和纯度&分别取
/

份冻土样品进行预处

理&

/

份冻土样品不进行预处理提取总
"#6

%从表
,

可以看出&相比未经预处理样品&经预处理的样品

提取
"#6

的得率从 #

,5,!;F

(

)7&7

冻土增加到

#

,,2!F3

(

)7&7

% 未经预处理提取的
"#6

和预处理

提取
"#6

的
%

5F4

&%

514

均在
3<1#5<4

之间& 但预处理

提取的
"#6

其
%

5F4

&%

5/4

值达到了
5<4/!4</3

%

!'
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讨讨讨讨讨 论论论论论
7777

7

表
! "#$%

法预处理对
&$'

得率与纯度的影响

"()*+ , -..+/01 2. 34+04+(05+60 7809 "-$ ):..+4 26 09+ &$; <8+*= (6= 3:480<

!"#

得率
$

!

%&$&

冻土"

变异系数
$' !

()*

$!

(+*

,(,!-) .+ ./+0!*10,

,,2!). .( .12(!*1.3

方法

45"0

45",

变异系数
$'

.+

+

!

()*

$!

(0*

.1(.!*1(,

(1*0!*10.

变异系数
$'

(*

.)

>?,

改良
"-$

法提取
&$;

质量的
@AB

检测和

限制性酶切检测

为验证提取的
!"#

质量是否满足后续分子生

物学实验的要求#采用
.)6 7!"#

和
()6 7!"#

引物

89:

扩增进一步验证了提取的冻土宏基因组
!"#

质量!图
0

"$结果显示
,

种方法提取的
!"#

样品均

可成功扩增出
.)6 7!"#

产物# 但
6!6;94#<

法%

=>?@

法和
45"8

法提取的部分
!"#

样品没有成功

扩增出
()6 7!"#

产物$ 采用
45"

方法反复多次提

取的
!"#

样品均能成功扩增出
.)6 7!"#

和
()6

7!"#

产物#扩增产物的琼脂糖电泳条带单一#分别

约为
. ,** AB

和
3** AB

#与预期大小一致$

C

为
47D%E 3F !"# CD7GH7

&!

D

"'不同提取方法的
.)6 7!"#

的扩增结果!

.

'阴性对照&

(

'

=>?@

法&

0

'

45"

法&

,

'

45"8

预

处理法 &

3

'

6!6;94#<

法 "&!

A

"' 优化
45"

法提取后
.) 6

7!"#

的扩增结果 !

.

'

45"

法 &

(

'

45".

法 &

0

'

45"(

法 #

,

'

45"0

法#

3

'

45",

法#

)

'阴性对照"&!

I

"'为不同提取方法的

() 6 7!"#

的扩增结果!

.

'阴性对照&

(J0

'

=>?@

法&

,J3

'

45"

法&

)

'

45"8

&

-

'

6!6;94#<

法"&!

K

"'不同优化
45"

法提取后

() 6 7!"#

的扩增结果!

.

'

45"

法&

( 45".

法&

0

'

45"(

法&

,

'

45"0

法&

3

'

45",

法&

)

'阴性对照"

图
C DEF 4&$;

和
>EF 4&$;

引物
@AB

扩增结果

G8H? C @AB (53*8.8/(0826 :186H IEF 4&$; (6= >EF 4&$;

3485+41

分别对
45"0

法 %

45",

法和
45".

法获得的

!"#

样品进行限制性酶切#实验结果!图
,

"显示经

"#$ LM

部分酶切后
45"0

法基因组
!"#

的主条带

降解不明显# 而
45".

法提取基因组
!"#

和
45",

法的主条带降解明显# 表明
45".

法和
45",

法获

得的
!"#

满足限制性酶切的要求$ 进一步验证了#

增加预处理的方法可以提高核酸的得率和纯度$ 但

由于通过综合考虑到
45",

法核酸的得率相对较

高#损失较少#更能展示生物的多样性#所以采用

45",

法从天山
.

号冰川冻土中提取的总基因组

!"#

质量满足后续分子生物学实验的要求$

C

'

! !"#$LN%K "

&!

D

"

.

'

45"0

法酶切前
!"#

#

(

'

45"0

法酶

切后
!"#

#

0

'

45".

法酶切前
!"#

#

, J3

'

45".

法酶切后

!"#

&!

A

"

.

'

45",

法酶切前
!"#

#

(

'

45",

法酶切后
!"#

#

0

'

45"0

法酶切前
!"#

#

,

'

45"0

法酶切后
!"#

图
!

提取冻土基因组
&$;

的限制性酶切分析

G8H? ! B+1048/0826 =8H+10826 (6(*<181 2. H+6258/ &$;

+J04(/0+= .425 .42K+6 128* 1(53*+1

天山
.

号冰川冻土环境中的微生物通过产生

低温酶等多种机制适应低温环境#这为挖掘各类低

温酶提供了极好的研究材料$ 课题组已从天山
.

号

冰川冻土中分离获得产低温
#O

半乳糖苷酶%低温脂

肪酶%低温蛋白酶和低温淀粉酶的菌株 P.0O.)Q

$ 据估

计#环境样品中可分离培养微生物仅占总微生物的

.'

#通过现有标准培养方法无法进行培养微生物的

种类更占到环境中所有微生物种类的
22'

以上 P+Q

$

近年来#极端微生物的研究已经成为热点#特别是

它们所具有的独特基因P.-O.2Q

$ 冰川冻土由于有机质

::
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白玉
%$

天山冻土微生物的系统多样性分析及生长特性的研究
!&#%

兰州
'$

兰州大学!

())*%

! ( #$ +,-./,01,2345./,$1

!
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!
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!
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结结结结结 语语语语语
((((

(

营养十分贫瘠!分离获得的低温微生物在现有培养

技术条件下普遍生长速率较慢!产酶水平较低"仅

约
%!& '()*

#! 严重限制了低温酶的高效筛选和制

备$ 因此!需要采用基于宏基因组文库的分子生物

学方法更高效的从天山冰川冻土中挖掘酶学特性

优良的低温酶!并构建相应的基因工程菌以实现低

温酶的高效制备$

构建宏基因组文库的重要前提是获取高质量

的宏基因组
"#$

$尽管目前针对多种土壤样品都有

相应的
"#$

提取解决方案! 但还尚未报道一种可

适用于所有土壤的高效方法$ 课题组前期采用商业

化提取试剂盒 "

+, -./)01.2345

公司的
6357"#$

8,9# :.7 ;/< 8/.4

和
+= -9=

公司的
,/>0<8/.4 "#?

95/437./@ :.7

% 进行提取发现! 试剂盒提取单次土壤

样品处理量小"

AB& C

提取样%!并且提取的天山
%

号

冰川冻土
"#?

无法满足构建宏基因组文库的要求

并且价格昂贵$ 因此!本文以天山
%

号冰川冻土为

提取材料! 对现有的几种土壤
"#?

提取方法进行

了比较! 并从中选择了
"#?

提取纯度和得率相对

较高的
DE#

法进行了进一步的优化和改良$

土壤
"#?

的手提方法通常包括直接法和间接

法两类!间接法通常从土壤样品中回收细胞后再提

取
"#?

!纯度高但得率低!往往不能包括真菌和细

菌总
"#?

FGH

$ 直接法是直接裂解土壤样品中的微生

物!通常包括预处理&细胞裂解&蛋白质抽提和
"#?

沉淀几个基本环节$ 为了获得较高的
"#?

提取效

率! 通常采用预处理过滤除掉一些大的颗粒杂质!

并利用预处理液中的
ID?-

或
,J,,

等成分充分吸

收土壤中的腐殖酸等杂质 F%KH

$ 本研究中
DE#,

法将

,J,,

加入预处理中! 结果核酸的纯度和得率并不理

想$ 推测可能是由于预处理液中残留的
,J,,

阻碍了

后续的微生物细胞裂解!导致
"#?

提取得率最低$

为了获得最佳的细胞裂解效果!许多研究都采

用物理&化学和水解酶类联用进行细胞裂解FLH

$ 本研

究"

8"8MID?-

法%发现单纯采用
ID?-

对细胞进行

裂解!效果并不好'

NO/P

法
"#?

的得率和纯度也并

不理想'而
DE#

法主要通过溶菌酶
Q

蛋白酶
:Q

反复

冻融
Q8"8

破碎裂解细胞!把物理&生物和化学的方

法结合起来!提高了细胞的裂解效率!在
R

种手提

方法中
DE#

法提取的
"#?

得率最高! 纯度也相对

较高"表
K

%$

"#?

粗可体液通过吸附柱等方法进一

步纯化! 但通常对不同相对分子质量
"#?

的吸附

具有一定的选择性!不利于宏基因组文库的构建FSH

!

因此本研究综合考虑
"#?

的纯度和完整性! 选择

DE#

法进行了进一步的优化和改良$

已有文献表明同一土壤样品反复提取
T

次后

能够较好地表征土壤微生物的数量和物种组成!现

有的
"#?

提取方法似乎很难一次性将所有土壤微

生物细胞裂解并获得
"#?

FUAMU!H

$ 本研究的结果也表

明反复提取
V

次均能从天山
%

号冰川冻土样品中

提取出不同含量的
"#?

!但以
DE#%

法的得率和纯

度最高$

DE#V

法则参考了
NO/P

法中一次提取过程

将
U

次细胞裂解物成分合并后一并进行
"#?

抽提

的策略! 所提
"#?

的总体得率不如分
U

次提取

"

DE#QDE#%

%的总得率高!但由于进行了多批次细

胞裂解! 所提
"#?

更能体现冻土中微生物的天然

组成$因此!最终选择了
DE#V

法的样品进行后续实

验$

63@C

等提取河床沉积物
"#?

时发现
DE#

法预

处理有助于提高
"#?

的纯度和得率F%UH

!本文的结果也

表明预处理后
DE#

法提取的冻土
"#?

其
!

UWX

(!

UVX

值达到了"

UBXV"XBV!

%!提取
"#?

的纯度明显提高$

!W8 <"#?

和
UW8 <"#?

的
,IY

扩增结果显示

预处理改良
DE#

法提取的
"#?

质量相对较高!表

明该方法能从冻土中同时有效提取细菌和真菌总

基因组
"#?

$ 预处理改良
DE#

法提取
"#?

的限制

性酶切效果明显! 提取所获得
"#?

满足构建天山

冰川冻土微生物宏基因组文库的要求$

本研究通过对现有几种土壤样品
"#?

提取方

法的比较和优化!建立了一种适合天山
!

号冰川冻

土样品微生物总
"#?

提取的有效方法(((预处理

改良
DE#

法!为后续天山
!

号冰川冻土宏基因组文

库的构建和低温乳糖酶的筛选奠定了基础$

!%
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