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Abstract 
Objective: To compare the effects of four methods, including boiling method, improved alkali 
cracking method, magnetic bead method and adsorption column method, for extracting the ge-
nomic DNA of S. aureus, selecting methods with better extraction quality and more suitable for 
automation, to provide technical support for rapid detection of clinical S. aureus infection. Me-
thods: 20 clinical strains of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) were isolated and their DNA was 
extracted by boiling method, improved alkali cracking method, magnetic bead method and ad-
sorption column method. The extraction effects of spa gene, mecA gene and femB gene in S. aureus 
were detected by polymerase chain reaction (PCR). Results: In the DNA gene template extracted by 
magnetic bead method, all samples detected spa genes, mecA genes and femB genes; in the DNA 
gene template extracted by adsorption column method, all samples detected spa genes and mecA 
genes, while 19 samples detected femB genes; in the DNA gene template extracted by improved 
alkali cracking method, all samples detected spa genes, and 19 samples detected mecA genes and 
femB genes; in the DNA gene template extracted by boiling method, only 7 samples and 8 samples 
detected spa genes, mecA genes and none of the samples detected femB genes. Conclusion: The 
DNA gene template extracted by improved alkali cracking method, magnetic bead method and 
adsorption column method can be used for PCR assay, but the direct boiling method is not suitable 
for clinical S. aureus genomic DNA extraction. Magnetic bead method uses the shortest time, which 
is more suitable for a large number of rapid automatic extraction. 
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摘  要 

目的：比较4种方法，包括煮沸法、改良碱裂解法、磁珠法和吸附柱法提取金黄色葡萄球菌基因DNA效
果，为临床金黄色葡萄球菌感染的快速检测提供技术支撑。方法：选取20株临床分离耐甲氧西林的金黄

色葡萄球菌，分别使用煮沸法、改良碱裂解法、磁珠法和吸附柱法提取基因DNA。通过PCR法扩增所提

取DNA模板中金黄色葡萄球菌spa基因、mecA基因和femB基因，以评估4种方法提取效果。结果：磁珠

法制备的模板中，PCR法可以扩增出所有标本的spa基因、mecA基因和femB基因；吸附柱法制备的模板

中，所有标本均可扩增出spa基因和mecA基因，而仅19个标本扩增出femB基因；以改良手工碱裂解法制

备的模板，所有标本均可扩增出mecA基因，19标本可以扩增出spa基因和femB基因；煮沸法制备的模板

中，PCR法可以分别扩增出7个标本的spa基因，8个标本的mecA基因，所有标本均未扩增出femB基因。

结论：改良碱裂解法、吸附柱法和磁珠法提取金黄色葡萄球菌基因组DNA均可以用于PCR扩增，直接煮

沸法提取效果较差，不适合用于临床金黄色葡萄球菌基因组DNA提取；磁珠法用时最短，更适合于大量

快速自动化提取。 
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1. 引言 

金黄色葡萄球菌是人类皮肤表面一种常见致病菌[1]，可以引起多种化脓性感染[2]，也是目前最重要

的医院内感染性病原体。随着近年来 β-内酰胺类抗生素的广泛应用[3]，临床耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA)的分离率迅速上升[4]，并且患者病死率也逐年增加[5]。
在 MRSA 菌感染的治疗中，早期诊断具有重要意义，分子生物学技术(如 PCR 法)是目前最具前景的诊断

方法。 
金黄色葡萄球菌是革兰阳性菌[6]，具有较厚的细胞壁结构，主要含有肽聚糖附磷壁酸，而且 90%的

金黄色葡萄球菌细胞表面都含有蛋白 A，并与细胞壁中的肽聚糖结合成致密的共价交联结构[7]，增加了

提取该菌基因组 DNA 的难度。现有的金黄色葡萄球菌基因组 DNA 提取方法包括煮沸法[8]、免疫磁珠法

[9]、各种裂解法(包括 CTAB 裂解、SDS 裂解等) [10]，但目前尚缺乏对上述方法提取效果的横向比较研

究[11]。 

Open Access

https://doi.org/10.12677/hjbm.2019.94023
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


邹治情 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjbm.2019.94023 156 生物医学 
 

PCR 技术是近 20 年来迅速发展的一种快速检测方法[12]，在医学检验中发挥重要作用，具有高灵敏

性和特异度的优良品质，还兼具操作简便、成本较低等诸多优势[13]。获得质量合格的模板 DNA 是开展

PCR 检测的先决条件，本研究比较了现有的 4 种常用金黄色葡萄球菌基组 DNA 提取方法，现将结果汇

报如下[14]。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 菌种来源 
本研究中使用的 20 株 MRSA 菌株均来自于江苏大学附属医院检验科微生物室鉴定分离。所有菌株

均经 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪(法国生物梅里埃公司)鉴定为 MRSA 菌。 

2.1.2. 主要试剂 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自北京天根生物有限公司；酵母浸出液、胰蛋白酶(英国 OXIOD 公

司)；羊血琼脂培养平板、Muller-Hinton 培养基(法国生物梅里埃公司)；溶菌酶(美国 Amersco 公司)；蛋

白酶 K 溶液(20 mg/mL) (美国 Merck 公司)；琼脂糖(西班牙进口分装)；2 × Taq Master Mix (Dye Plus) (南
京 Vazyme 公司)；TanonTM DNA Maker (上海天能公司)；改良碱裂解法中所需试剂配制包括，溶液 1 (含
25 mol/L Tris·HCl，10 mmol/L EDTA-Na2 和 50 mmol/L 葡萄糖)，经高压灭菌后于 4℃保存；溶液 2 含有

0.2 mol/L NaOH 和 10% (w/v) SDS，该液现配现用；溶液 3 含有醋酸钾 150 mg，冰醋酸 11.5 mL，以灭菌

蒸馏水定容至 100mL，室温下保存备用。其他试剂均为国产分析纯。 

2.1.3. 引物 
参考李克诚[15]等报道合成 spa 检测引物，参考黄辉[16]等报道合成 mecA 基因和 femB 基因(见表 1)，

由苏州涨迅生物公司合成。 
 
Table 1. Staphylococcus aureus spa, mecA and femB gene amplification primers 
表 1. 金黄色葡萄球菌 spa、mecA 和 femB 基因扩增引物 

基因 引物序列 产物长度 退火温度 

spa F: 5'-TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3' 
R: 5'-CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT-3' n × 70 bp 55℃ 

mecA F:5'-GGCATTCGTGTCACAATCG-3' 
R:5'-CTGGAACTTGTTGAGGAGAG-3' 310 bp 57 ℃ 

femB F: 5'-TTACAGAGTTAACTGTTACC-3' 
R: 5'-ATACAAATCCAGCACGCTCT-3' 651 bp 51 ℃ 

2.1.4. 主要仪器 
电热恒温培养箱(绍兴市苏珀仪器有限公司)；气浴恒温振荡器(江苏科析仪器有限公司)；恒温水浴锅

(嘉兴俊思电子有限公司)；梯度 PCR 仪(西安 TIANLONG 科技有限公司)；低温高速离心机(德国 Eppendorf
公司)；凝胶成像系统(美国 Bio-Rad 公司)。 

2.2. 方法 

2.2.1. 细菌复苏和培养 
所有细菌均先涂布于羊血琼脂平板，于 37℃温箱中培养，12 h 后挑取单个菌落接种于 3 mL 液体 LB

培养液，37℃、220 rpm 连续振摇培养 12 h 后，取上述新鲜饱和菌液 1.5 mL，以 12,000 r/min 离心 2 min，
弃上清，收集沉淀用于细菌基因组 DNA 提取。 
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2.2.2. 磁珠法 
向 2.2.1 收集的菌种沉淀中加入 500 μL LBS 溶液，100 μL 溶菌酶溶液(20 mg/mL)和 20 μL 蛋白酶 K

溶液(20 mg/mL)，充分重悬后于 37℃中温育 30 min，再转至 56℃中温育 10 min，其间注意颠倒混匀 3 次，

加入 40 μL 混匀的磁珠悬浮溶液，充分吹打混匀后于 56℃孵育 10 min，磁性分离 1 min。向样品管加入

600 μL Buffer WS1，涡旋震荡 30 s，磁性分离 1 min；继续向样品管加入 600 μL Buffer WS2，涡旋震荡

30 s，磁性分离 1 min；向样品管加入 600 μL Buffer WS3，涡旋震荡 30 s，磁性分离 1 min；最终向样品

管加入 50 μL Buffer ES，将磁珠悬浮，65℃混匀温浴 5 min 以上，磁性分离 1 min 后用移液器小心吸取上

清转移到另一干净的灭菌离心管，此即提取的细菌 DNA，−20℃冷冻保存备用。 

2.2.3. 吸附柱法 
取 2.2.1 收集的菌种沉淀，向沉淀中加入 180 μL 溶菌酶溶液(20 mg/mL)于 37℃温育 30 min，再向管

中加入 20 μL 蛋白酶 K 溶液(20 mg/mL)，混匀后加入 220 μL 缓冲液 GB，于 70℃放置 10 min，再加

220 μL 无水乙醇沉淀核酸，将上一步所得溶液和絮状沉淀全部加入一个吸附柱 CB3 中，以 12,000 r/min
离心 30 s，倒掉废液；向吸附柱 CB3 中加入 500 μL 缓冲液 GD，12,000 r/min 离心 30 s，倒掉废液，将吸

附柱 CB3 放入收集管中；向吸附柱 CB3 中加入 600 μL 漂洗液 PW，12,000 r/min 离心 30 s，倒掉废液，

吸附柱 CB3 放入收集管中，重复一次；将吸附柱 CB3 放回收集管中，12,000 r/min 离心 2 min，倒掉废

液。将吸附柱 CB3 置于室温放置 10 min，以彻底晾干吸附材料中残余的漂洗液。将吸附柱 CB3 转入一

个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位悬空滴加 50 μL 缓冲液 TE，室温放置 5 min，12,000 r/min 离心

2 min，将溶液收集到离心管中，−20℃冷冻保存备用。 

2.2.4. 改良碱裂解法 
取 2.2.1 收集的菌种沉淀，加入 200 μL 溶液 1 充分重悬后加入 20 μL 溶菌酶溶液(20 mg/mL)充分吹吹

打完全重悬后于 37℃恒温培养箱孵育过夜，次日加 20 μL 蛋白酶 K 溶液于 55℃水浴 30 min，后加 300 μL
溶液 2 (现配现用)，上下颠倒 5~10 次，静置 5 min，充分混匀，加入 300 μL 预冷溶液 3，上下颠倒 5~10 次

充分混匀(可见大量白色絮状沉淀)，置冰上 5 min 后 12,000 r/min 离心 10 min，取上清 600 μL，加入等体积

的酚：氯仿：异戊醇，剧烈震荡 30 s 后 12000 r/min 离心 10 min，小心吸取上清至一新的 Ep 管内，加入 0.7
倍体积异丙醇，颠倒混匀后在−20℃放置 1~4 h，12000 r/min 离心 10 min 后弃尽上清，用 1 mL 70%乙醇洗

涤沉淀 2 次，弃尽上清放置空气中自然晾干，于白色沉淀中加入 50 μL 灭菌双蒸水，−20℃冷冻保存备用。 

2.2.5. 煮沸法 
取 2.2.1 收集的菌种沉淀，加 200 μL 灭菌双蒸水充分吹打重悬混匀，于沸水中煮沸 10 min，以 12,000 

r/min 离心 10 min 收集上清液，于−20℃冷冻保存备用。 

2.2.6. PCR 法检测 spa 基因、mecA 基因和 femB 基因 
PCR 反应体系中含有 2 × Taq Master Mix 预混液 12.5 μL，上下游引物各 0.5 μL，DNA 模板 2 μL，以

灭菌双蒸水补足体系至 25 μL。反应条件为 94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s，spa 基因 55℃退火 1 min；
mecA 基因 51℃退火 1 min；femB 基因 57℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 35 个循环，最终 72℃延伸 10 
min。PCR 反应结束后，以 1.2%琼脂糖电泳检测 PCR 产物。 

3. 结果 

3.1. spa 基因检测结果 

如图 1(a)和图 1(b)所示，以磁珠法和吸附柱法制备的 DNA 模板中 spa 基因可以全部被检出；如图 1(c)
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所示，改良碱裂解法制备的 DNA 模板中可以检出 19 株菌的 spa 基因，仅 1 株菌未检出；如图 1(d)所示，

煮沸法制备的 DNA 模板中，仅检出 7 株菌 spa 基因。 
 

 
M: DNA marker                                          1~20: 20 株 MRSA 菌 

Figure 1. Staphylococcus aureus spa gene detection results in DNA templates prepared by four methods; (a) Magnetic bead 
method; (b) Adsorption column method; (c) Modified alkali lysis; (d) Boiling method 
图 1. 4 种方法制备的 DNA 模板中金黄色葡萄球菌 spa 基因检测结果；(a) 磁珠法；(b) 吸附柱法；(c) 改良碱裂解法；

(d) 煮沸法 
 

 
M: DNA marker         1~20: 20 株 MRSA 菌 

Figure 2. Detection results of Staphylococcus aureus mecA gene in DNA template prepared by four methods; (a) Magnetic 
bead method; (b) Adsorption column method; (c) Modified alkali lysis; (d) Boiling method 
图 2. 4 种方法制备的 DNA 模板中金黄色葡萄球菌 mecA 基因检测结果；(a) 磁珠法；(b) 吸附柱法；(c) 改良碱裂解

法；(d) 煮沸法 
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3.2. mecA 基因检测结果 

如图 2(a)~图 2(c)所示，以磁珠法、吸附柱法和改良碱裂解法制备的 DNA 模板中均可以检出 mecA
基因；如图 2(d)所示，煮沸法制备的 DNA 模板仅能检出 8 株菌的 mecA 基因。 

3.3. femB 基因检测结果 

如图 3(a)所示，以磁珠法制备的 DNA 模板中均可以检出 femB 基因；如图 3(b)~图 3(c)所示，以吸附

柱法和改良碱裂解法制备的 DNA 模板中有 19 株菌 femB 基因均可被检出出；如图 3(d)所示，以煮沸法制

备的 DNA 模板均未扩增出 femB 基因。 
 

 
M: DNA marker         1~20: 20 株 MRSA 菌 

Figure 3. Detection results of Staphylococcus aureus femB gene in DNA template prepared by four methods; (a) Magnetic 
bead method; (b) Adsorption column method; (c) Modified alkali lysis; (d) Boiling method 
图 3. 4 种方法制备的 DNA 模板中金黄色葡萄球菌 femB 基因检测结果；(a) 磁珠法；(b) 吸附柱法；(c) 改良碱裂解

法；(d) 煮沸法 

4. 讨论 

金黄色葡萄球菌具有坚固的细胞壁，其基因组 DNA 提取难度远大于其他细菌[17]。本研究比较了目

前常用的4种基因组DNA提取方法效果发现，磁珠法、吸附柱法和手工碱裂解法均具有较好的提取效果，

而煮沸法提取效果较差。 
磁珠法的提取时间是 3 种方法中(磁珠法、吸附柱法和手工碱裂解法)最短的。磁珠法采用包裹有氧化

硅的磁性纳米粒子[18]，粒径约为 20 nm，利用氧化硅在高盐、低 pH 值条件下能吸附生物核酸，而在低

盐、高 pH 值条件下释放核酸的特性，结合外部磁场实现从生物样本中分离核酸的目的[19]。在外加磁场

作用下将负载核酸的磁珠从样品中分离洗脱，加入适当溶液使核酸脱离磁珠可得到纯化的核酸[20]。磁珠

法可以省去离心过滤等费时步骤，操作简便且不使用氯仿和异丙醇有毒试剂；磁珠与 DNA 的特异性结合

保证了提取质量，十分适合后续分子生物学研究[21]。目前已有基于磁珠法的基因组 DNA自动化提取仪，

极大地方便了临床中开展金黄色葡萄球菌的检测工作。 
吸附柱法采用特异性结合 DNA 的离心吸附柱和独特的缓冲液系统提取细菌的基因组 DNA [22]，其
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硅基质材料为特有新型材料，能够高效专一吸附 DNA，避免蛋白质、酯类以及多糖等生物大分子的污染，

提取的基因组 DNA 片段大，纯度高，质量稳定可靠。手工碱裂解法破壁能力强[23]，提取 DNA 质量相

对煮沸法较好，虽然成本较低但是操作复杂用时过长约需 2 天，并且提取过程需要多种有毒试剂，对操

作人员伤害较大并且不利于绿化环保，所提取 DNA 模版虽可用于实验研究，但是程序繁琐复杂无法完成

大批量自动化提取。煮沸法虽然操作简便但是提取效果很差，不稳定性极高，DNA 模版质量很低无法用

于后续研究，不推荐用于金黄色葡萄球菌的 DNA 提取。综合所述，我们可以根据实际需求选取最合适最

恰当的方法。 
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