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转基因棉花根际土壤 !"# 的提取方法研究#
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摘要：采用直接裂解方式，通过玻璃珠、溶菌酶和 ’(’ 共同作用直接从转基因棉花 ’)*#"! 和中棉所 +! 的根际土壤

中提取微生物 (,-。结果表明，该方法能从两种转基因棉花根际土壤中提取到 "$./ 大小的完整的 (,- 片段。所

得 (,- 完全适用于 012 扩增和酶切的要求。
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植物根际土壤（2:>RCNS:IHI NC>L）是植物能量和

物质代谢最活跃的部位之一。在植物根际土壤中

生存 着 大 量 的 微 生 物，其 数 量 远 高 于 非 根 际 土

壤［!］，在土壤的生物化学过程中发挥着重要作用，

影响着植物的生长、发育。植物根际土壤微生物研

究一直是倍受关注的热点问题，尤其随着分子生物

学的发展，一些不依赖培养的土壤微生物学研究方

法 的 出 现，例 如 ) \ 1、())Y、’’10、-2(2-、

W72340［"，#］，突破了传统的依赖于培养的研究方法

的局限，拓展了土壤微生物的研究范围，深入了土

壤微生物区系、功能、动态的研究。高质量的 (,-

提取是应用这些研究手段的前提，也是关键所在。

尤其是根际土壤富含大分子的腐殖酸，植物根分泌

物，如何减少这些物质对 (,- 的污染，降低其对

012 扩增的干扰变得尤为重要［+，6］。以往对土壤微

生物 (,- 的 提 取 方 法 的 探 讨 多 限 于 植 物 根 周

土［8 ] [］，而就某一种植物根际土壤微生物 (,- 的提

取报道较少。本研究尝试采用简便易行的方法采

集转基因棉花根际土壤，应用直接裂解方式从其中

提取满足核酸分析的微生物 (,-，以期为应用分子

生物学方法研究转基因棉花根际土壤微生物群落

多样性提供可行的方法。
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! 材料和方法

!"! 样品采集

根际土壤样品于 !""# 年 $ 月采于天津武清区

转基因棉花试验田。转基因棉花品种 %&’(!) 和中

棉所 *) 由中国农科院棉花研究所提供。每个转基

因棉花品种取 ( 株，抖落根周土，然后将带有根际

土的棉花根系用硫酸纸包裹放入液氮，带回实验室

转入 + ,"-冰箱保存。

!"# 根际土壤 $%& 提取

!"#"! 根 际 土 壤 的 收 集：取 )./01 2345 67889:
（/"00;<=1 2:>?［@A $."］，!"00;<=1 B>?;B>70 3C2D，

)""00;<=1 4EF<，)G［! ="］5H5）于 !01 离心管中，

将带有根际土的棉花根系在其中搅动，洗掉粘附在

其表面的根际土壤，其质量控制在 !""0I 左右，然

后 )""":=0>J )/-离心 )"0>J，弃上清液，重复 ) 次。

!"#"# 根际土壤 C4D 粗提取：在装有根际土壤的

!01 离心管中加入 ".!I 灭过菌的玻璃珠（直径约

)00）和 "./01 C4D 提 取 液（)""00;<=1 2:>?［ @A
$."］，)""00;<=1 B>?;B>70 3C2D，!""00;<=1 4EF<，!G

［!="］5H5，!G［!="］F2DK）高 强 度 旋 涡 震 荡

)"0>J，加 入 /"!1 溶 菌 酶（)""0I=01），(,- 水 浴

*"0>J，上下颠倒离心管 * 次，水浴结束后加入 "./01
%C% 67889:（ )""00;<=1 2:>?［ @A $."］，)""00;<=1
B>?;B>70 3C2D，!""00;<=1 4EF<，!G［! ="］%C%），

#$-水浴 *"0>J，上下颠倒 离 心 管 * 次，)""":=0>J
)/-离心 )"0>J，收集上清液［#，,］。按上述方法再把

残渣抽提一次。在上清液中加入等体积的氯仿=异
戊醇（!* L )，" ="），颠倒混匀放置 )"0>J，)""":=0>J
)/- 离心 )/0>J，收集上清液。加入 !=( 倍体积的

异丙醇，+ !"-沉淀 !M，)""":=0>J )/-离心 )/0>J，

弃上清液。沉淀用 ,"G乙醇洗涤 ) 次，冷冻干燥后

溶于 ("!1 23 67889: 中，将同一土壤样品提取的 C4D
合并在 ) 个离心管中，+ !"-保存。

!"#"’ C4D 纯化：采用上海申能博彩 (? ?@>J C4D
57:>8>NEO>;J ’>O 试剂盒纯化。

!"’ $%& 的定量和纯度检测

用 3@@9JB;:8 公司的 6>;@M;O;09O9: C4D 定量仪

测定 C4D 含量，以 #$!#" =#$!$"比值评价纯度。

!"( )*+ 扩增反应

扩增采用细菌 )#% :C4D 的通用引物 K%P 和

K%Q。5FQ 体系（!/!1）：模板 C4D *"JI，) R 5FQ 缓

冲液，SIF<! /"J0;<，引物各 )/ @0;<，2ET C4D 聚合酶

! U，B425 / J0;<，加水补足 !/!1。5FQ 扩增条件：

V*-初始变性 /0>J；V*-变性 **?，/,-退火 )0>J，

,!-延伸 !0>J，(/ 个循环；,!-延伸 /0>J。反应结

束后，取 !!1 5FQ 产物在 )."G琼脂糖凝胶上电泳

检测。

!", +-.) 分析

用限制性内切酶 %&’"对 )#% :C4D 5FQ 扩增

产物进行消化。酶切反应总体积为 !"!1，含 $!1
5FQ 反应产物，)U 的内切酶和 !!1 的 )" R 反应缓冲

液。(,- 水浴 *M 后，#/-水浴 !"0>J 终止反应，取

$!1 酶切产物在 !G的琼脂糖凝胶上电泳检测。

# 实验结果

#"! 所提取的土壤 $%& 产率及质量

通过直接裂解方式均从两个转基因棉花根际

土壤中提取出 C4D，其大小为 !"W6 左右，C4D 主带

较亮，无明显的弥散现象（图 )），说明所提取的 C4D
较为完整，无明显降解。从 %&’(!) 根际土壤提取

的 C4D 产 率 平 均 为 )".#/!I=ICX，#$!#" =#$!$" 为

).(V，中棉所 *) 根际土壤提取的 C4D 产率平均为

V.)/!I=ICX，#$!#" =#$!$"为 ).*!（表 )）。

表 ! 根际土壤微生物 C4D 的产率及纯度

样品 #$!$" =#$!#" C4D 产率（!I=ICX ?;><）

%&’(!) ).(V )".#/
中棉所 *) ).*! V.)/

图 ) C4D 琼脂糖凝胶电泳

S C4D 0E:W9:；D Y K 从 %&’(!) 根际土壤提取的 C4D；

F Y C 从中棉所 *) 根际土壤提取的 C4D

#"# !/0 1$%& 扩增

* 个样品中同一品种根际土壤微生物 C4D 合

并在一起，稀释到 !"JI=!1 进行 5FQ 扩增，均在约

)./W6 处得到较亮的条带，与预期大小一致（图 !）。
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!"# $%& ’()* 限制性酶切

利用限制性内切酶 !"#!对扩增片段进行酶

切，经电泳发现产生了丰富的谱带类型，!"#$%& 和

中棉所 ’& 根际土壤微生物 ()* &+! ,()* 扩增产物

酶切 后 均 产 生 了 ’ 种 类 型，最 大 的 酶 切 片 段 为

+--./，具有多态性（图 $），表明两种转基因棉花品

种根际土壤微生物区系具有明显不同。

图 % &+! ,()* 扩增产物的电泳图谱

0 ()* 12,34,；* 阴性对照；5 !"#$%& 根际土壤 ()* &+! ,()*

扩增产物；6 中棉所 ’& 根际土壤 ()* &+! ,()* 扩增产物

图 $ &+! ,()* 的 !"#!限制性酶切图谱

0 ()* 12,34,；* !"#$%& 根际土壤 ()*&+! ,()* 序列酶切产物；

5 中棉所 ’& 根际土壤 ()*&+! ,()* 序列酶切产物

# 讨论

植物根际土壤（789:;</84,4 <;9=）是粘附在植物

根系表面的土壤。以往研究中大多采用抖落法，取

根系表层 &11 > %11 土壤［?］，而在实际研究中这是

很难操作的。本研究通过将低温保存的带有根际

土壤的棉花根系在加入含有 ()2<4 抑制剂的 @A)B
.CDD4, %1E 离心管中搅动收集根际土壤，减少了样品

的解冻时间，最大限度的降低了 ()* 降解，而且根

系取出后立即放入无菌的 @A)B .CDD4, 避免了环境

的污染，更为主要的是该方法所需样品很少，一般

从 &F > %F 棉花根系表面即可收集到 %--1F 的土壤，

足够满足 ()* 提取的需要。

土壤 ()* 的提取主要包括 % 个关键步骤："细

胞的裂解；#土壤杂质的去除。研究表明玻璃珠、

溶菌酶和 !(! 共同作用的方法，能有效的裂解土壤

微生物［+，G］，释放其 ()*。该方法从 ’ 个样品中均

提取出大小约为 %- 3. 的完整 ()* 片段，其产率在

?$F HF(I 以上，表明通过这种方式能有效的裂解土

壤微生物细胞，释放其基因组 ()*，这与前人的研

究结果相一致［+，G］。土壤中尤其是根际土壤中含有

大量的腐殖酸，这些物质若混入 ()* 将有可能抑制

()* 聚合酶的活性，导致 B67 扩增失败。本研究中

通过 $ 种途径除掉根际土壤中的杂质。&）根际土壤

样品的洗涤，为了防止 ()* 降解，样品洗涤过程中

采用 @A)B .CDD4, 而未采用 B5! .CDD4,，两次洗涤上清

液均呈黑褐色，其作用可见一斑。%）()* 粗提液的

纯化。经 过 酚、氯 仿、$! 柱 纯 化 后，转 基 因 棉 花

!"#$%& 和中棉所 ’& 根际土壤 ()* 的 $%%+- H$%%J-

值分别为 &K$? 和 &K’%，颜色透明，表明大量的蛋白

质、腐 殖 酸 已 经 除 去。$）()* 原 液 的 高 度 稀 释。

()* 原液若要稀释到 %- LFH$E，一般要稀释 ’- > M-
倍，大大降低了原液中腐殖酸的浓度。B67 扩增和

酶切均获得理想的结果，所提取的 ()* 已经达到了

土壤微生物分子生物学研究的需要。
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