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Abstract 
Microorganisms inhabited in marine sediments server as an important role in the marine ecosys-
tem as well as the biosphere substances’ circulation. The gradually deepening understanding of 
the biodiversity and the continuous improvement of research methods in marine sediments still 
face some basic obstacles, such as the cultivation of microorganisms and DNA extraction. This pa-
per aims to summarize the current research progress in environmental DNA extraction method in 
marine sediment, which corresponds to Metagenomics and other modern molecular ecology re-
search methods. Key steps in the sampling, transportation, storage, samples pretreatment, cell 
disruption, total DNA enrichment, storage and quality evaluation were discussed in detail. 
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摘  要 

海洋沉积物中微生物是海洋生态系统的重要组成部分，在维持生态平衡方面发挥着重要作用。随着人们

对生物多样性重要性认识的不断深入及研究方法的不断改进，对海洋沉积物中微生物的研究取得了新的

进展，但仍然存在一些问题，如微生物难培养、DNA难提取等。本论对海洋沉积物微生物多样性研究中

的关键步骤进行分析探讨，主要包括样品取样及预处理、细胞的裂解、总DNA的提取、纯化和保存方法

及质量评价等方面。阐述国内外对海洋沉积物微生物多样性研究中DNA提取方法取得的成果，以及存在

的局限性。 
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1. 引言 

海洋沉积物中的微生物是自然界生态系统中的重要组成成员，在维持环境与海洋生态平衡方面发挥

着至关重要的作用。海洋的面积约占地球总表面积的 3/4，在海洋高盐、高压、低温、低营养或无光照等

特殊的生态环境下，造就了海洋沉积物中微生物的多样性，是海洋 
环境下生物多样性的主要来源之一。沉积物是集化学物质和微生物于一体的特殊生态环境[1]，海洋

沉积物中的微生物往往因适应其特殊环境而引起功能、遗传、系统发育的多样性，是海洋沉积物微生物

分子生态学研究中重要的一部分。目前自然环境中可培养的微生物可能不及所有微生物总数的 1% [2]，
可知约占 99%的微生物至今难以培养，甚至一些微生物处于“存活却无法培养”的状态，可见海洋微生

物及其沉淀物中的微生物拥有巨大的开发利用价值。 
宏基因组学(或元基因组学，Metagenomics)是一种以环境样品中的微生物群体基因组为研究对象，不

依赖于有机体培养的技术手段。研究流程一般包括从环境样品中提取基因组 DNA，再进行高通量测序分

析或克隆 DNA 到合适的载体中，再载导入宿主菌体，筛选出目的转化子等现代分子生物学工作。与传统

纯培养方法相比较而言，传统方法是对微生物先进行纯培养，再进行重复筛选的过程，因此筛选出的新

活性物质的几率是不断降低的[3]。而基于宏基因组学的现代分子生物学研究中不需要先对微生物进行人

工培养，可以直接从特定的环境中提取出微生物的总 DNA，再进行基因的测序等操作，从而开发微生物

和基因资源。宏基因组学的出现使人们打破了物种界的界限，突破了传统方法的局限，为微生物新资源

的开发利用提供了更好的技术平台[4]。随着现代分子生物学研究技术的不断发展，宏基因组学在微生物

学的研究中得到广泛的应用。在农业微生物研究方面，可以用于改造土壤、提供有机肥料和改进粮食品

种等领域；在医学研究领域中，可以用来研究人或动物体内的微生物群体，如 Breitbart 等[5]利用宏基因

组方法获得了人类粪便中的 1200 个病毒基因型，在对抗病毒基因研究表达等方面获得了突破性的进展[6]；
尤其是在水体环境中新型酶及新型功能的已知酶的宏基因组学研究中具有广泛的应用[7]。 

海底沉积物中达 50%~80%的物质为腐殖质，腐殖质与 DNA 在分子大小和理化性质方面比较相近，

其化学结构复杂，能够阻碍 DNA 的提取、分离以及抑制某些活性物质。因此在进行海洋沉积物中微生物

多样性研究中需去除腐殖质对 DNA 提取质量的影响。同时能否获得高质量、高纯度的 DNA 对后面的微

生物学分析和下游生物学实验起着决定性的作用。从程凡升等[7]在水体宏基因组学研究进展及应用中可

知以水中微生物为研究对象的宏基因组构建比较容易，而对于海洋沉积物环境下的以底泥及附着微生物

为研究对象的宏基因组的构建却困难很多，存在泥微粒对于 DNA 的附着及其酚类物质对 DNA 及后续操

作污染等问题。可见 DNA 的提取存在一些难题，从另一方面证明提取出高质量的 DNA 对于海洋沉积物
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微生物的研究起着关键性影响。Lesack 等[8]在 16S rDNA 基因克隆的研究中发现，DNA 提取的基因片段

及质量效果不好时可能会导致 2 种不同的 16S rDNA 类型的结果出现。即验证了 DNA 的提取过程是宏基

因组学研究的关键与前提。刘璞等[1]在海洋沉积物微生物多样性研究中进行了存在问题的总结概述，结

果如表 1。 
在海洋沉积物微生物研究中 DNA 的提取是研究现代分子生物学的基础，获得完整性好、纯度高和品

质好的 DNA 是宏基因组学的必需条件。而在 DNA 提取的过程中由于材料来源、微生物多样性及环境组

成成分是不同的，因此提取方法往往存在一定的差异。张宁等[9]在对动物、植物、微生物以及海洋生物

DNA 提取进展的比较中发现：不同来源实验材料由于其组织和细胞结构特点不同往往采用不同的 DNA
提取方法。其中对于海洋沉积物微生物的研究虽然方法较多，但技术方法尚不完善，仍然存在微生物 DNA
流失等一些问题，可见对于海洋沉积物微生物总 DNA 的提取方法探究方面仍然有很大的发展空间，因此

本研究对海洋沉积物微生物总 DNA 提取方法方面进行系统的分类概述，并针对其中存在的一些问题优化

出最佳方案。 

2. 样品取样、运输、保存 

海洋沉积物是一种特殊的生态环境，其来源复杂多样。通常采取表层样品，并且要求重金属类样品

装在聚乙烯塑料袋中，油类样品放在广口磨砂玻璃瓶中。因此一般借助采样器进行采样。表层样品可用

咬合采泥器直接取样，如果底质为基岩或砾石时，可使用拖网采样法进行采样[10]。参照《海洋生态环境

监测技术规程》，采集后立即 4℃下冷藏运输到实验室，在无菌室中的超净台上取出柱状样品，去除样

品外表层以防陆地空气等其他污染，按 2 cm 进行分层，再分别放入无菌塑料盒中于−40℃保存备用[11]。 

3. 样品的预处理 

样品的预处理主要包括直接法和间接法。直接法用来去除样品中腐殖酸、蛋白质等杂质的干扰；间

接法主要提取样品中的细胞悬液。目前普遍使用的是间接法[12]，即通过梯度离心、离心洗涤等操作方式

来去除样品中的腐殖酸、蛋白质等杂质的影响，这样收集和裂解的细胞就可以减少或者避免杂质对实验

的影响，其不足是容易造成微生物种类和数量的丢失[13]。在对海洋沉积物中微生物总DNA提取过程中，

可能还会受到胞外游离的 DNA、无机物和有机物的干扰。Nathalie 等[14]建议在裂解细胞前，采用磷酸

缓冲液进行样品的处理；张娇等[15]在研究 DNA 提取方法对菌的多样性中采用了此法，获得了较好的纯

化结果。 
在 DNA 提取的杂质去除过程中，王琦等[16]在海水多营养层次生态养殖池塘细菌群落分析及与环境

因子中比较了三种 DNA 提取方法，采用 CTAB 和蛋白酶 K，与蛋白质和多聚糖形成复合物，再通过有

机溶剂抽提，去除蛋白、多糖、酚类等杂质，提取结果表明提取的 DNA 产量最高并无明显拖尾，说明杂

质去除效果明显；而王宇等[17]通过改进的 Tiedje [18]法采用同样方法去除杂质的影响。提取结果发现： 
 
Table 1. Problems are classified study microbial diversity in marine sediments [1]                                      
表 1. 海洋沉积物微生物多样性研究中存在问题归类[1]                                                        

项目 存在问题 

核酸回收 无法回收全部的 DNA 或 RNA；菌体细胞无法完全裂解并且重复性差；伴有腐殖质等杂质的干扰。 

PCR DNA 混合物中扩增特定基因时可能面临不同物种间的基因序列互相集结形成 DNA 
聚合物的问题以及 PCR 技术中的 DNA 污染问题。 

克隆 不同有机体的 rDNA 基因片段的克隆效率存在差异；根据 rDNA 克隆的相对丰度来估算其 
相应种群的相对丰度时一般会产生偏差；DNA 提取可能会受到其他微生物基因片段的污染。 
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获得的 DNA 纯化提取液的 OD260 nm/OD230 nm 值仅为 0.89，OD260 nm/OD280 nm 值为 1.31，说

明此方法去除腐殖酸效果较差，却具有较强的去除蛋白质能力。Tiedje 等[18]人就结合使用了 PVP 和

CTAB 的方法来去除杂质，经测定发现OD260 nm/OD230 nm值仅为 1.12，OD260 nm/OD280 nm值为 1.27，
可以看出去测定的评价效果数值均大于 1，所以对于腐殖酸、蛋白质等杂质的去除效果还是比较理想的。 

除了采用上述试剂，还可以通过加入脱腐缓冲液使其在细胞的裂解前去除一部分的腐殖酸，同时增

加样品洗脱步骤，可以去除可溶性的抑制物和胞外 DNA [19]。李靖宇等[20]在 DNA 的提取及其脱腐处理

中，加入了脱腐缓冲液[21]进行腐殖酸的去除处理，在加入 DNA 提取缓冲液前加入氯化钙进行腐殖酸沉

淀反应，注意的是如果 DNA 提取缓冲液中加入 EDTA 螯合剂，由于 EDTA 可以螯合 Mg2+或 Mn2+离子，

抑制 DNase 活性，因此可以将氯化钙形成的沉淀溶解，重新释放出腐殖酸，影响 DNA 的提取纯度。 
上述都是去除腐殖酸等杂质的处理方法，样品的预处理还可以进行菌体细胞的回收，黄婷婷等[22]

通过改进 Esther M. Gabor 的 Blending method 采用匀浆缓冲液进行匀浆，再进行低速室温离心等操作进行

菌体细胞的回收。经研究发现此处理获得的 DNA 受土壤中腐殖酸等的杂质影响很小。 

4. 细胞裂解技术 

在样品的预处理之后，需要对菌体细胞进行裂解处理，菌体细胞的裂解主要是对细胞进行破壁等处

理，作用主要是用来释放细胞内核酸、蛋白质和核酸分离。细胞裂解一般釆用研磨、超声波、机械破碎

等物理方法，或采用添加化学试剂 SDS、溶菌酶等化学方法裂解细胞。 
在化学方法中通常加入溶菌酶，其是一种专门作用于微生物细胞壁的水解酶，可以破坏菌体细胞的

细胞壁；还可以加入 SDS 等除垢剂，其中 SDS 是分离 DNA 时常用的一种阴离子除垢剂，不仅可以溶解

膜蛋白及脂肪，从而使细胞膜破裂，还可以溶解核膜和核小体，使其解聚，将核酸释放出来，并对 RNase、
Dnase 有一定的抑制作用。陈双喜等[23]采用 SDS-蛋白酶 K 处理，以提取的混合液总 DNA 为模板，进

行 PCR、电泳等处理分析了印度洋与大西洋中脊深海沉积物菌落的分布情况以及砷抗性菌的多样性，可

见 SDS 对于细胞的裂解效果是比较理想的。袁志辉等[24]在对水样进行 DNA 提取中同样采用了此法，经

0.8%的琼脂糖凝胶电泳显示：所有样品均在 23 kb 左右出现条带，表明已经获得了水样微生物的宏基因

组 DNA 的较长基因片段。 
CTAB 是常用的一种阳离子去污剂，能够与核酸形成复合物然后在低盐溶液沉淀出来。在该法中使

用的 PVP(聚维酮)与多酚结合形成复合物，能够有效避免多酚类化合物介导的 DNA 降解[25]。但存在实

验操作步骤繁多、试剂组成复杂及实验试剂有一定毒性等问题。 
由于 CTAB 法试验步骤繁多复杂，经过近几年 DNA 提取方法的不断发展，利用 SDS-Tris-EDTA 等

试剂结合的方法来直接裂解细胞使其释放出 DNA 的方法逐渐被广泛应用于 DNA 提取[26]。该法提取所

用试剂较少，步骤简单。但不能有效地去除多糖和多酚类物质，因此在 DNA 提取的后续实验研究中一般

需要进行改良优化处理。吴发红等[27]采用了 CTAB 法、SDS 法及改良的 CTAB 法对真菌进行 DNA 提

取，经电泳结果显示：三种方法都能够获得 DNA 片段，并且得率较高。改良的 CTAB 法提取的 DNA 电

泳带很亮而且将提取和纯化实现同步，简化了操作步骤，但所需的费用较高。因此还有待开发一种新型

简单易提取、纯度高的方法。 
本论文所讲的几种细胞裂解方法有些方法对于湖水中底泥的 DNA 提取，其与活性污泥、海洋沉积物

的物理化学性质有一些相近的地方，因此对于海洋沉积物的 DNA 提取还是具有一定的参考价值。朱艳霞

等[28]在研究太湖入水口底泥微生物宏基因组及聚磷菌多样性研究中采用冻融–溶菌酶-SDS 法裂解细胞

提取总 DNA，进行了 3 次反复冻融，结果发现提取出的 DNA 得率较低，而溶菌酶-SDS-二次沉淀法提取

的效果最好，得到的DNA颜色洁白透明，OD260/OD280比值在 1.86~1.95，OD260/OD23比值在 1.67~1.78，
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平均得率为 12.365 μg/g。并得出溶菌酶-SDS-二次沉淀法是适合太湖底泥基因组 DNA 提取的最优方法的

结论。熊开容等[29]通过进行了一些改进，采用冻融+玻璃珠+溶菌酶+SDS 方法提取了活性污泥的 DNA，

结果表明获得的 DNA 适合于酶解和符合 PCR 扩增要求。 
在细胞裂解的过程中，还可以采用一些物理方法进行菌体裂解。在 DNA 提取中可以采用液氮研磨处

理。液氮不仅有助于研磨充分，还可以让细胞冷冻起来，变得很脆，这样容易破细胞壁，同时，液氮的

超低温可以大大降低酶活性，防止 DNA 的降解和组织的破坏。许守英等[30]在热泉微生物研究中，就采

用了液氮研磨处理，再利用MPbio土壤基因组DNA提取试剂盒(MP Bio Laboratories, Inc.)提取海水样品、

菌苔、沉积物的总 DNA，经电泳、PCR 确定获取的是目的基因及目的扩增片段，证明获得了总 DNA 片

段。除了液氮研磨还可以超声波、玻璃珠粉碎法进行细胞裂解，赵吉等[31]发明一种快速提取沉积物环境

样品总 DNA 的方法，其中采用玻璃珠破碎-SDS 法，不仅能高效去除腐殖酸等杂质，还提高了沉积物中

DNA 提取的纯度。同时不用添加一些有一定毒性的化学试剂，操作比较简单。李鹏等[32]采用一种超声

波法(Miller 等[33])处理代替珠磨匀化法，得到结果发现：提取到的活性污泥微生物的总 DNA 片段分子

量约为 23 kb，条带较亮，纯度大于 1.70，可以用来 PCR 等后续处理。包慧等[34]为建立一种快速、高效

的藻类 DNA 提取方法，分别采用了纤维素酶法、改良的 CTAB 法、超声波粉碎及试剂盒法对自然界中

的藻类进行 DNA 的提取及比较。结果证明，三种方法提取的 DNA 片段完整。但纤维素酶法提取的 DNA
沉淀显黄褐色，可能存在蛋白质的污染，改良的 CTAB 法和超声波粉碎法提取效果差别不大，而后者耗

费较大，因此得出改良的 CTAB 法是比较适合藻类的 DNA 提取方法。吕新等[35]在探究不同土壤微生物

DNA 提取方法对 DGGE 分析微生物群落的影响时采用了高盐法、玻璃珠破碎法、冻融法和试剂盒法对土

壤进行微生物 DNA 提取。通过电泳结果发现：玻璃珠破碎法和试剂盒法提取的 DNA 均能满足后续土壤

微生物多样性分析实验的要求；其中试剂盒法操作简单且提取的 DNA 质量好，但 DNA 产率较低且耗费

成本较高；而玻璃珠破碎法虽然具有提取耗时较长，步骤复杂的缺点，但 DNA 产量较高，提取的 DNA
对于后续 PCR 分析等下游实验并没有明显影响。得出玻璃珠破碎法是一种比较适合土壤微生物总 DNA
提取方法的结论。 

细胞裂解不仅仅局限于单纯的物理或者化学方法，也可以两者进行适当的组合，王宇等[17]在 DNA
不同提取方法对养殖池塘底泥细菌多样性 PCR-DGGE 检测的影响的研究中，通过改进的 Tiedje[18]法中

使用 20% SDS，65℃加热和改进的 Martin-Laurent 法[36]中酸洗石英砂对底泥细菌进行细胞裂解。结果发

现，改进的 Tiedje [18]法获得 DNA 纯度较高、产量一般、耗时长；而后者获得 DNA 纯度较低；并提出

对于提取养殖池塘中的细菌用改进的 Martin-Laurent 法获取 DNA 纯度及含量是可以直接用于 PCR 的。

Bourrain 等[37]人采用该方法从活性污泥中提取了 DNA；Reddy 等[38]人同样成功的从堆肥中提取出了

DNA。 

5. DNA 提取方法 

在总 DNA 的提取过程中，常使用乙醇、异丙醇和聚乙二醇等有机溶剂来沉淀样品中的 DNA 分子，

其对 DNA 分子具有一定优先选择性[39]。李新伟等[40]使用 Mobio 高效 DNA 提取试剂盒的提取方法，

对胶州湾近岸沉积物中细菌群落组成、结构及功能方面进行了分析。还可以利用磁珠法进行 DNA 纯化提

取，韩云霞[41]通过分析常见的 DNA 纯化提取方法发现，通过加入适量的磁珠悬液，可以提取出纯度高、

完整性好的 DNA 片段。根据磁珠添加比例区别来回收大小不同的 DNA 片段，特别适用于微量样品的

DNA 纯化提取。 
除以上方法，Chelex-100 煮沸法同样可以用于 DNA 的纯化提取。Chelex-100 是一种碱性多价金属离

子螯合树脂，它可以和 DNase 维持活性的金属离子如镁、锰等所必需的离子相结合，以此可以有效地抑
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制其活性，从而达到保护 DNA 的效果。还可以提供一个强碱性环境，在煮沸条件下可以裂解细胞并沉淀

蛋白质，以分离 DNA。这种 DNA 提取方法简便易行，不需要多次转换离心管，因此降低了其它 DNA
污染的可能性。但该方法得到的 DNA 中含有 Taq 聚合酶抑制作用，仍需用硅质颗粒或玻璃珠进行 DNA
纯化。胡晓红等[39]比较了五种细菌 DNA 提取方法，结果证明通过进一步优化改进 Chelex-100 方法获得

了一种特异性高、灵敏度高、高效，无需酚/氯仿抽提，大大减少了有毒试剂对人体和环境的危害。Coombs
等[42]则采用热循环方法，将标本上的蜡融入样品溶液，在酶的作用下进行裂解，然后用 Chelex-100 进

行吸附，离心去蜡，这种方法安全、简便、有效、经济。蔡鹏[43]在 DNA 分离纯化中发现，苯酚–氯仿

法提取 DNA 比 Sephadex 50 柱脱水效果好。在提取 DNA 中用氯仿–异戊醇进行 DNA 提取时，提取液中

依然存在大量的腐殖酸等杂质，导致溶液呈现黑褐色。 
目前免疫磁珠分离技术已成功应用于 DNA 研究领域，通过利用纳米磁性粒子的特异性吸附可以用于

富集捕获目的菌及 DNA 的分离。Rudi 等[44]通过纳米磁性粒子对裂解菌体释放的 DNA 进行吸附处理，

成功提取了 DNA 并能用于 PCR 的测定。裴杰萍[45]通过比较五种 DNA 提取方法发现，免疫磁珠法制备

的 DNA 纯度高、含量多，尤其适合微量样品的 DNA 提取，但是以成功制备特定纳米磁珠为前提的。 

6. 粗 DNA 纯化 

在总 DNA 提取的过程中，虽然经过了样品的预处理去除杂质处理，但仍存在一些杂质会对后续的分

子生物实验结果造成干扰，如电泳效果不明显、PCR 扩增困难等问题。因此往往需要对提取的粗 DNA
进行纯化处理。 

王琦等[16]采用胶回收和稀释法对粗 DNA 进行了纯化效果比较，PCR 扩增得到目的条带，结果说明

对粗提 DNA 的纯化方法能有效去除样品中的腐殖酸、蛋白质等抑制 PCR 反应过程中 Taq 酶活力的杂质

且效果显著，并得出胶回收方法是更为理想的纯化方法的结论。还可以利用溶液的回收来进行 DNA 纯化，

李鹏等[32]比较了两种回收纯化 DNA 方法发现，胶回收的 DNA 量虽然显著小于溶液的回收量，但均能

获得理想的 PCR 产物条带，所以两种回收纯化方法对 DGGE 的结果没有明显的影响。 
透析袋电洗脱法也是一种常用的 DNA 纯化方法，黄婷婷等[22]采用透析袋电洗脱法进行粗提 DNA

的纯化。结果显示：此法虽然操作复杂，但对于大片段 DNA 却非常有效。并且回收效率达 50% - 60%，

基本可以满足后续 PCR 等实验操作的样品要求。 

7. DNA 保存技术 

DNA 分子经纯化之后有可能需要进行一段时间的贮藏，DNA 在贮存过程中容易降解，因为 DNA 会

随着时间降解(或称退化)，暴露于一定的影响因素下 DNA 的降解可能会变快，如阳光、水、温度等。经

研究发现在理想条件下，DNA 的“可读”时间约占其存活时间的 1/5，可见 DNA 的保存同样在海洋沉积

物的微生物多样性、资源的利用等方面是至关重要的。 
常用的贮藏方法有−20℃ TE (无菌水)溶液、−20℃ 70%酒精、液氮超低温、DNA 冻干粉等。这类方

法具有操作简单、耗时短等特点，但 DNA 保存的安全性、质量的完整性不能保证。李娜等[46]通过不同

保存方法对基因组 DNA 提取效果的影响中，比较了直接低温(保温瓶中加生物冰袋)保存、60℃干燥后低

温保存、100%乙醇保存及 75%乙醇保存样品所提取的 DNA 对 DNA 纯度和完整性进行了方法检测比较

发现，乙醇保存样品室具有多优点是能够获得较高质量 DNA 的保存方法，而且操作简单。 

8. 质量检测和评价进展 

在对提取的 DNA 片段进行基因的测序、克隆、转化等分子生物学操作过程中，DNA 的纯度、品质
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对实验结果起着决定性作用。因此需要对提取的 DNA 样品进行质量检测及评价，需达到无污染、无降解

(脉冲场电泳主带大于 40 Kb)、无颜色、不粘稠的要求，以确保后续实验结果的准确性。质量检测和评价

主要包括：基因组 DNA 的片段大小确定、基因组 DNA 浓度的测定、基因组 DNA 纯度的测定三个方面

进行评价。常用的检测方法有以下几种： 

8.1. 紫外吸收与琼脂糖凝胶电泳检测 

紫外吸收检测 DNA 的纯度：核酸的最大吸收波长为 260 nm，蛋白质为 280 nm。在波长 260 nm 时，

OD 值为 1 时相当于双链 DNA 浓度为 50 μg/mL，单链寡核苷酸的含量为 30 μg/mL。因此通过计算可以

得知核酸样品的浓度。其中纯净 DNA 的比值为 1.8，RNA 为 2.0，可以通过测定在 260 nm 和 280 nm 的

OD 值的比值(OD260/OD280)可以估计核酸的纯度。如果比值高于 1.8，则说明提取的 DNA 样品中有 RNA
残留。如果存在酚和蛋白质将会导致比值降低，其中 270 nm 存在高吸收表明有酚的干扰。紫外分光光度

法只能测定浓度大于 0.25 μg/mL 的核酸溶液，对浓度更小的样品，可采用荧光分光光度法(琼脂糖凝胶电

泳法)。 
琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的完整性：琼脂糖凝胶电泳是利用琼脂糖溶化再凝固后能形成带有一定孔

隙的固体基质的特性。DNA 分子在琼脂糖凝胶中泳动时有电荷效应和分子筛效应，琼脂糖凝胶电泳是最

常用的鉴定 DNA 的方法。其原理是利用 DNA 分子电泳时的电荷效应和分子筛效应及溴化乙锭在紫外光

照射下能发射荧光。当提取的 DNA 片段在琼脂糖凝胶中从负极向正极泳动时，溴化乙锭会从正极向负极

移动，致使溴化乙锭分子嵌入到 DNA 分子中形成荧光络合物，使 DNA 在紫外光下的能够发射出很强的

荧光，而荧光的强度正比于 DNA 的含量，同时将已知浓度的标准样品作为电泳的对照，进行对比就可以

对 DNA 进行样品的浓度评估。 

8.2. DNA 扩增片段的测序 

对 PCR 产物进行 1.0%的琼脂糖凝胶电泳，扩增效果较好的样品进行回收试剂盒处理，获得的纯化

DNA 进行测序，从而进行 DNA 样品的质量检测[46]。以上为常用的几种质量检测和评价的方法，当然

还有很多别的不同的方法，需要我们在实验时根据实验目的基因的要求及所需的 DNA 质量标准进行方法

的选择。对 DNA 进行质量检测和评价可以反映 DNA 提取方法的不足与优势，从而更好地改进获得新的

DNA 提取技术，为宏基因组的研究奠定基础。 

9. 总结展望 

目前微生物多样性研究正处于概念和方法体系构建阶段，单一的研究方法已经基本完善[47]。但在方

法的针对性选择和优化组合方面仍存在很大发展空间。与传统培养法相比，PCR 技术研究方法的优点是

无需分离培养纯种微生物，通过提取 DNA 即可获得有关微生物群落总体活性与代谢功能的信息，最大限

度地保留微生物群落原来的代谢特征[48]。但基于 PCR 技术的研究方法存在局限性，在 DNA 提取中每

次提取的 DNA 效率不同即重复性比较差，无法获得完全相同的 DNA 片段；同时细胞的裂解程度不同导

致提取的 DNA 效果不同，也存在在微生物研究中偏漏的可能：提取 DNA 所采集的样品只是在某些方面

具有代表性，而不能包括所有环境的特征，同时在样品的保存过程中可能导致微生物组分的变化[49]。因

此提取的总 DNA 不能定义为全部的微生物基因，要得到非培养微生物的微生物信息。 
本论文比较了目前常见的几种 DNA 提取方法和试剂盒对 DNA 提取效果。经过对样品的预处理、细

胞的裂解、DNA 的提取及纯化方面和提取的 DNA 质量、得率和 PCR 扩增效果方面进行分析比较。结果

表明，每种 DNA 提取方法各有利弊，没有一种 DNA 提取方法或试剂盒可以对所有样品 DNA 的提取产
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生最好的提取效果。所以总 DNA 提取方法研究中只有将各种方法有机结合，才能从不同角度揭示微生物

多样性，提供更加全面的微生物信息。 
微生物功能性研究以基因组 DNA 序列为基础并依赖其信息的完整性，必须提取出完整的高品质的全

部 DNA，并使其纯度及片段大小等满足后面的研究需要。因此在现代分子生物学研究中需要原创性地、

系统地研究和开发一种新型、高效快速、简单易行、低成本、低毒性或无毒性、高纯度的总 DNA 提取方

法。 
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