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摘 要：采用化学裂解和酶解相结合的方法，选择加入 EFEE 的高盐缓冲液作为细胞裂解的反应体系，并以 E6G2
1%%% 进行 HIJ 沉淀，从高有机含量的堆肥样品中进行微生物总 HIJ 的提取。结果表明，从 ! 种性质不同的堆肥中

均获得了高质量的微生物总 HIJ，所得的 HIJ 分子片段在 $3K* 左右；每克干重堆肥的总 HIJ 提取量为 "3L’! M
#$L%1!C & #%"L’% M $1L3"!C，!$"% N!$1%大于 #L"，!$"% N!$3%大于 #L1，不用经过纯化可以直接进行 EOP 扩增和限制性酶

切；以该 HIJ 为模板进行微生物区系的 HGG6 分析，显示了丰富的微生物多样性。该方法减少了通常环境样品

HIJ 提取过程中的纯化步骤，减少了 HIJ 的损失，为从事微生物分子生态学，尤其是那些针对高有机含量以及获

取极为不易的环境样品的研究而言是十分有益的。
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堆肥是回收利用有机残余物质的重要方法之一，近年来

其在土壤修复方面的潜力也逐渐引起了人们的关注，对堆肥

过程中微生物的衍替情况进行研究，有助于我们更深入地了

解堆肥发生的机理，从而更好地实现对其技术的控制和优

化。基于 HIJ 分析的分子生态学技术为该研究提供了强有

力的工具，而该技术的应用必须以获得能真实反映原环境样

品中微生物实际组成状况的总 HIJ 为基础［#］。堆肥中含有

高达 3%R & 5%R的有机质［$］，远远高于一般的环境样品，堆

制过程中会产生大量的腐殖酸，而腐殖酸在 HIJ 的提取和

纯化过程中不易去除，会影响后续的 EOP 扩增、限制性酶切

以及杂交等反应［3］。因此，尽管近年来土壤等环境样品中的

HIJ提取、纯化工作已经有了很大的突破，但高有机含量的

堆肥样品 HIJ 的获得仍存在着纯化回收效率低，纯化产物

EOP 扩增不稳定等问题［$，!］。本文介绍了从高有机含量的堆

肥样品中高效提取微生物总 HIJ 的方法，可用于堆肥中的

微生物分子生态学研究。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 堆肥样品的采集：从各地采集了 ! 份不同来源的堆肥

样品，其性质见表 #；以两份土壤样品做比较。

$%$%& 试 剂 和 仪 器：EFEE（ED0.S8<.0TD0.T.++D08UD<)，V8C7-），

E6G21%%%（ED0.)B;.0)<) C0.:D0，V8C7-），腐 殖 酸 标 准 品（W,78:
-:8U 784B,+)，J0U+8:;），蛋白酶 X（E+DB)8<->) X，Y)+:K），"#$ 酶

（E+D7)C-），溶菌酶（G)<S8)Z），溶壁酶（广东微生物研究所），各

种限制性内切酶（Y[\），HIJ 胶纯化回收试剂盒（F2C)<)），其

他试剂均为国产分析纯或分子生物学等级。]-+8<C *0)<U)+
（6[6P[JOW），EOP 扩增仪（Y^ P)>)-+:; E/O2$%%），核酸蛋白

分析仪（[6OXYJI），HGG6 电泳仪（[8D2P-U H:DU)），凝胶成像

系统（E;-+7-:8- FHV）。

表 $ 试验所用堆肥样品

/-*0) # /;) :D7TD>B >-7T0)> B)>B)U 8< B;8> >B,U.

V-7T0) ID? _D:-B8D< V-7T0) B.T) (,<:B8D< ‘+C-<8: 7-BB)+
:D<B)<BNR

O# a-<B-8，V;-<UD<C ]->B) :DBBD<，P8:) >B+-Z，]-B)+ V,*>B+-B) bD+ 7,>;+DD7 :,0B8S-B8D< ’"
O$ Y8<;-<C，V;-<C;-8 ];)-B >B+-Z，O;8:K)< 7-<,+)，]-B)+ V,*>B+-B) bD+ 7,>;+DD7 :,0B8S-B8D< "%
O3 Y8<;-<C，V;-<C;-8 H)bD08-B8D<，V-ZU,>B ‘+C-<8: b)+B808c)+ !!
O! I-<98<C，^8-<C>, O-BB0) 7-<,+) ‘+C-<8: b)+B808c)+ "3
V# ^8<c;-8，J<;,8 V-<U. >D80 #L!$
V$ Y8<;-<C，V;-<C;-8 E-UU. >D80 #L"$

$%& 堆肥中微生物总 !"# 的提取

$%&%$ 样品的前处理：称取 $’C 堆肥与 #%%7_ 无菌水混合，

经匀浆器（]-+8<C *0)<U)+）#$%%%+N78<，3%>，3 次匀浆后，混合液

于室温 #’%%% d C 离 心 #%78<，收 集 沉 淀 为 处 理 过 的 样 品，



于 ! "#$保存。

!"#"# 样品的洗涤：取 #%&’ 处理过的样品用 ()* 的磷酸缓

冲液洗涤 + 次［"］，用于去除胞外 ,-. 和可溶性的有机物质。

!"#"$ ,-. 的提取：具体操作步骤参见文献［"，(］。为减少

机械损伤，采用酶解法（细胞裂解液中含 "%/)’0)* 溶菌酶，

"/)’0)* 溶壁酶）取代 12345)677 法。酶解结束后，加入 8/#!*
"#9的 :,:，#%8/’ ;<;;，&/$水浴 8%/=。采用 ;>?5@###（终浓

度为 8#9的 ;>?，8%8)A70* 的 -3B7）进行 ,-. 的沉淀，($静

置 "= 以上，8&### C ! 离心 8/)6D，即可获得核酸沉淀。

!"$ %&’ 的提取效率及质量检测

!"$"! ,-. 及腐殖酸的定量：用核酸蛋白分析仪测定 ,-.
样品的 ."&#和 ."+#分别用于 ,-. 及腐殖酸的定量，腐殖酸的

测定以腐殖酸标准品的梯度溶液（#%8 E 8##D’0!*）为参照。

!"$"# 限制性酶切：为检测提取的总 ,-. 样品中杂质对于

限制性酶切的影响，选用 "#$F"对总 ,-. 进行限制性完全

酶切；并以 G>H"@1 质粒作为对照，选用 %&’I#和 ()*"进行

酶切，考察 ,-. 样品中杂质对酶切作用位点的影响［(］。

!"$"$ ;BJ 扩增：为检测提取的总 ,-. 样品中杂质对于

;BJ 扩增的影响，分别采用细菌、放线菌以及真菌的特异性

引物对其进行 ;BJ 扩增，引物序列及反应条件见表 "。

表 # ()* 试验所用的引物及反应条件

H3172 " ;K6)2KL 3D4 GKAMAIA7L NL24 OAK ;BJ 2PG2K6)2DML

;K6)2K -AQ H3K’2M L2RN2DI2L ;K6)2K L2RN2DI2L（/S E +S） J2O2K2DI2L

T"U，

J8(V@ 8&: K,-. AO W3IM2K63 .?.?HHH?.HBBH??BHB.?
H.BBHH?HH.B?.BHH /

;"，

;+5?B <+ J2’6AD AO 8&: K,-. AO W3IM2K63 .HH.BB?B??BH?BH??
?B5I73)G5BBH.B???.??B.?B.? &

T"(+，

J/8+5?B 8&: K,-. TK3’)2DM AO .IM6DA)XI2M2L ??.H?.?BBB?B??BBH.
?B5I73)G5B??BB?B??BH?BH??B.B?H. U

YH:8，

YH:( YH: :2RN2DI2 AO TND’6 BHH??HB.HHH.?.??..?H..
HBBHBB?BHH.HH?.H.H?B @

?B5I73)G B?BBB?BB?B?B?B??B???B????B??
???B.B??????

T，TAKZ3K4 GK6)2K；J，J2[2KL2 GK6)2K；?B5I73)G，:=AKM L2RN2DI2L K6I=24 6D ? 3D4 B NL24 OAK ,??> 3D37XL6L；<+，FXG2K[3K63172 K2’6AD；YH:，YDM2KD37
MK3DLIK6124 LG3I2K K2’6ADQ

!"$"+ ,??> 分析微生物区系及多样性：对 + 份不同堆肥来

源的总 ,-. 扩增细菌的 <+ 可变区，引物序列及扩增条件见

表 "；;BJ 产物用 ,??>（,2D3MNK6D’ ?K3462DM ?27 >72IMKAG=AK2L6L）
分析。;.?> 胶浓度为 @9，变性梯度为 +/9 E &/9，电泳条

件为 8/#<，(%/=；电泳结束后进行银染。,-. 模板的纯度会

影响微生物区系的分析结果［V］，为进一步检测该方法提取的

,-. 的纯度，将此 + 份样品分别用透析带电洗脱法［8#］和

,-. 胶纯化试剂盒（,-. ?27 >PMK3IM6AD \6M）进行纯化，以纯化

后的 ,-. 样品为对照同时进行 ,??> 分析。

# 结果和分析

#"! 不同堆肥中 %&’ 的提取

图 ! 不同堆肥中提取的总 %&’ 的琼脂糖凝胶电泳

T6’Q8 .’3KAL2 ’27 272IMKAG=AK2L6L AO MAM37 ,-. 2PMK3IM24 OKA) 46OO2K2DM
IA)GALM
]Q$,-.0%&’4% )3K^2K；8 Q BA)GALM B8；" Q BA)GALM B"；+Q BA)GALM

B+；( Q BA)GALM B(；/Q :A67 :8；& Q :A67 :" Q

加入 ;<;; 的高盐裂解液结合 ;>?5@### 沉淀的方法，从

( 份堆肥样品和两份土壤样品中均提取到了总 ,-.，该提取

方法采用 :,: 和生物酶（溶菌酶、溶壁酶以及蛋白酶 \）解法

进行细胞破壁，减少了 W234 )677 等方法在提取过程中对 ,-.
的机械损伤；电泳结果（图 8）显示条带整齐一致，且 ,-. 的

分子量在 "+^1 左右，不会对后续操作产生影响。

#"# %&’ 及腐殖酸含量的测定

不同堆 肥 中 提 取 的 总 ,-. 量 差 异 较 大，从 &+%/( _
8"%#@!’ ,-.0’ 干重堆肥到 8#&%/# _ "@%+&!’ ,-.0’ 干重堆肥

（表 +），该差异可能是由于不同堆肥中存在的微生物数量差

异引起的。该提取量同 *3]ADM3’D2［"］报道的 /V!’ 粗 ,-.0’
干重堆肥到 V#!’ 粗 ,-.0’ 干重堆肥相近。+"&# 0+"+# 的比值，

是检测环境样品 ,-. 质量的重要指标［+］。本试验从堆肥中

提取的总 ,-. 其 +"&# 0+"+# 值均大于 8%@，该值已接近环境样

品纯化后的水平［88］；而从土壤中提取的总 ,-. 虽然腐殖酸

的绝对浓度显著低于从堆肥中提取的 ,-.，但从 +"&# 0+"+# 的

比值判断其纯度不如后者，这可能与不同环境样品中腐殖酸

表 $ 不同堆肥中提取的总 %&’ 的比较

H3172 + BA)G3K6L6AD AO ,-. A1M36D24 OKA) 46OO2K2DM IA)GALM

:3)G72
-AQ

,-. X6274
0（!’ ,-.
0’·L3)G72）

,-. RN376MX
,（FN)6I 3I64）

+"&# 0+"@# 0（D’0!*） +"&# 0+"+#

B8 &U%V" _ 8"%"+ 8%U" _ #%#+ 8U(%"+ _ "&%8" 8%V" _ #%#V
B" 8#&%/# _ "@%+& 8%&U _ #%#+ ""(%/" _ +/%@( "%8# _ #%8&
B+ &+%/( _ 8"%#@ 8%&/ _ #%#8 8&@%8& _ ""%/@ 8%@# _ #%8"
B( U(%#" _ 8U%#" 8%&U _ #%#+ 8@U%(8 _ "V%V" "%+@ _ #%8U
:8 &%8# _ 8%8U 8%&& _ #%#8 @+%U" _ 8/%UU 8%8+ _ #%#@
:" /%(V _ 8%#@ 8%&& _ #%#" U8%+( _ 8U%#8 8%"8 _ #%88
_ ，]23D（ _ :,）X6274 AK IADI2DMK3M6AD 6D MK6G76I3M2 ,-.Q
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的具体组成和存在形式的差异有关。

!"# 酶切验证和 $%&扩增

酶切结果说明：提取的 !"# 样品腐殖酸等杂质的含量

较低，对酶切反应不存在明显干扰；与 $%&’() 载体混合，也

未影响酶切作用位点，图略。

本试验以提取的 * 份 !"# 样品为模板分别对细菌，放线

菌以及真菌等的多个特异片段进行了 +,- 扩增，均扩增出了

目的条带（图 ’），证实了该方法提取的 !"# 纯度较高，可直

接用于 +,- 扩增。另一方面也说明本试验采用的化学裂解

和生物酶解相结合的方法具有较高的破壁效率，可以从堆肥

中同时提取到细菌、放线菌以及真菌的总 !"#。

图 ! 以堆肥 ’()为模板进行 $%&扩增结果

./01’ -234563 78 +,- 9:$5/8/;96/7< 78 ;7:$736 !"#

=1!>?’@@@ A9BC2B；’ 1 ,7:$736 !"# 9:$5/8/2D 43/<0 $B/:2B3 .’E 9<D

-=FG’（9)746 =HIC)）；J 1 ,7:$736 !"# 9:$5/8/2D 43/<0 $B/:2B3 +’ 9<D

+J（9)746 @ 1 ’JC)）；F 1 ,7:$736 !"# 9:$5/8/2D 43/<0 $B/:2B3 .’FJ 9<D

-I=J（9)746 @H’EC)）；I 1 ,7:$736 !"# 9:$5/8/2D 43/<0 $B/:2B3 K&L= 9<D

K&LF（9)746 @HJC)）；* 1 ,7<6B75，<7 62:$5962 !"#；E 1 !>?’@@@ A9BC2B 1

!"* ’++,分析

图 # 堆肥中 -# 扩增产物的 ’++,图谱

./01J !>>% 78 9:$5/8/2D MJ 8B90:2<63

= 1 MJ 9:$5/8/2D 8B7: 6N2 ;B4D2 !"# ,=；’1 MJ 9:$5/8/2D 8B7: 6N2 $4B/8/2D

!"# ,=；J 1 MJ 9:$5/8/2D 8B7: 6N2 ;B4D2 !"# ,’；F1 MJ 9:$5/8/2D 8B7:

6N2 $4B/8/2D !"# ,’；I 1 MJ 9:$5/8/2D 8B7: 6N2 ;B4D2 !"# ,J；* 1 MJ

9:$5/8/2D 8B7: 6N2 $4B/8/2D !"# ,J1

用 !>>% 分析了不同来源的 J 份堆肥样品中细菌的结

构组成和多样性（图 J），证实以该方法提取的未经纯化的

!"# 可以直接用于微生物群落结构的 !>>% 分析；在主要条

带的分布上纯化前后的样品不存在明显的差异，但以纯化前

的 !"# 直接为模板，!>>% 分析得到的条带要多于纯化后的

!"# 样品，这显示了更加丰富的微生物多样性，纯化的 !"#
样品多态性降低可能与纯化过程中 !"# 严重损失有关［’］。

# 讨论

堆肥中腐殖酸的含量是土壤样品的 =@ O =@@ 倍［=’］，腐殖

酸的存在会影响 +,- 扩增等一系列分子生物学操作。在微

生物细胞裂解之前对环境样品进行洗涤是腐殖酸脱除的重

要步骤，在去除腐殖酸等可溶有机物的同时，还可去除样品

中尚未降解的胞外 !"#，使得制备的模板更为真实地反映环

境中微生物的实际状况。

在 !"# 的抽提过程中针对腐殖酸的结构和理化性质选

择合适的抽提缓冲体系也是极为重要的，对于土壤等环境样

品，提高抽提缓冲液的盐浓度和 $P 值有助于 !"# 产量的增

加，但也会带来大量的腐殖酸［=J，=F］。然而，针对高有机含量

的堆肥样品，高盐浓度的抽提液却可大大降低腐殖酸的干

扰［’］。本 试 验 采 用 =H=:75Q? 的 高 盐 缓 冲 体 系，同 时 加 入

+M++，它能有效地吸收腐殖酸及其它酚类化合物，避免以上

杂质对 !"# !"# 聚合酶的抑制作用；另一方面采用 +%>R(@@@
进行 !"# 的沉淀，同传统的氯仿Q异戊醇沉淀法相比，+%> 沉

淀法具有相近的得率，却能大大减少腐殖酸等杂质的污染。

!"#模板的纯度不仅会影响各类 !"# 修饰酶的活性，

而且同 !"# 模板量一样会引起微生物区系分析的偏差［G，=F］。

因此，各种纯化方法在环境样品 !"# 的获取过程中被广泛

采用。但对于高有机含量的堆肥样品，纯化过程中 *JS的

!"# 会损失掉，而有些方法即使能获得 $’*@ Q$’J@ 高于 =H( 的

高纯度 !"#，但在 +,- 扩增中仍不稳定［’］。本试验亦采用了

透析带电洗脱法和纯化试剂盒对总 !"# 进行纯化，虽能去

除 =IS O ’IS的腐殖酸，但 !"# 的回收效率不足 J@S（结果

未列出），这 也 可 能 是 导 致 本 试 验 中 回 收 后 的 !"# 用 于

!>>%分析，微生物的多样性下降的原因。虽然 !>>% 只是

评价微生物区系组成和多样性的诸多方法之一，而各方法间

的结果是否存在差异还有待进一步验证，但充分说明了根据

试验材 料 及 目 的 合 理 地 选 择 !"# 的 提 取 方 案 是 极 为 重

要的。

综上所述，本文介绍的方法可以从高有机含量的堆肥样

品中获得高质量的微生物总 !"#，直接用于 +,- 扩增、限制

性酶切以及 !>>% 分析微生物的多样性。该方法减少了通

常的纯化步骤，在很大程度上避免了总 !"# 量的损失，这对

于一些不易获得的材料的研究是极为有益的。
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