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摘要#环境微生物
>*L

提取是应用分子生物学技术研究微

生物群落的基础#

>*L

提取的纯度及其结构完整性直接影

响后续试验结果%环境样品多种多样#包括水样(土壤(活性

污泥(传统发酵食品(白酒酿造环境等#使得
>*L

的提取方

法没有统一的标准%目前
>*L

的提取方法有很多#大致可

以分为直接提取法和间接提取法%直接提取法操作简便#耗

时短#而杂质较多'间接提取法操作复杂#耗时长#但纯度较

高%文章在对比各种
>*L

提取方法的基础上#重点介绍了

白酒酿造环境中
>*L

的提取方法和大片段
>*L

的提取及

其研究进展%

关键词#

>*L

提取'白酒酿造'大片段
>*L
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和
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发现了
>*L

分

子双螺旋结构到现在!随着分子生物学的发展!人们对
>*L

的了解越来越多"而要想研究其性质特点!从生物中提取

>*L

是一种重要的方式"目前!虽然从单一生物体内提取

>*L

的方法逐渐成熟!但对于复杂的环境微生物来说同时

提取多种微生物的
>*L

仍然是一个很大的挑战!故选择一

种较好的提取方法尤为重要"判断一个好的提取方法不仅

仅是看其提取出来的
>*L

含量%纯度以及分子大小!其提取

出来的
>*L

能否充分反映该环境中微生物种群多样性也是

关键"本文在对比了各种微生物
>*L

提取方法的基础上!

重点介绍了白酒酿造环境中
>*L

的提取方法和大片段

>*L

的提取以及其研究进展!旨在为白酒酿造环境及其他

环境微生物的
>*L

提取方法作出较为系统的总结!为从白

酒酿造环境或其他类似环境中提取
>*L

提供参考"

$

!

>*L

常规提取方法
基因组

>*L

的提取方法一般分为两类!即直接提取法

和间接提取法"直接提取法!即利用各种物理与化学方法直

接从环境样品中裂解细胞!再从中提取
>*L

"

3

T

-,F

等0

$

1

曾运用直接法将环境中的微生物
>*L

抽提出来"直接法操

作相对简便!不需要分离细胞!提取出来的
>*L

也更具代表

性"然而!直接法虽然产量较高!纯度却一般较低!因为在其

提取
>*L

的过程中!也会将其中含有的抑制剂像腐殖酸%褐

菌酸等一起提取出来!进而干扰或抑制了后续操作"间接提

取法又叫细胞抽提法0

"

1

!即先将细胞从环境中分离出来再从

中提取
>*L

"

2'-AYDE

等0

!

1报道了间接提取法"间接提取

法提取出来的
>*L

虽然纯度较高!然而操作较为复杂!并且

提取出来的
>*L

分子量远远少于直接法提取出来的"故对

于选择直接法还是间接法提取
>*L

的关键在于预处理"

$)$

!

预处理

在某些环境&如土壤%活性污泥%海洋沉积物%大曲等'

中!往往存在一系列杂质!如腐殖酸0

.

1

%褐菌素0

0

1和重金属离

%#"



子0

B

1等!而正是由于这些杂质!在进行环境微生物
>*L

提取

时!对其产率与效率造成不同程度的抑制!因而预处理在

>*L

提取过程中尤为重要"此处以对腐殖酸的处理为例进

行详细叙述"

腐殖酸拥有独特的结构!为极性化合物!可以抑制
;>;

%

溶菌酶及蛋白酶
?

等的活性0

%

1

"目前!去腐的方法有很多!

常用的方法有硫酸铝法%

C&CC

法%

M2L[

法%氯化铯密度梯

度离心法%交联葡聚糖和琼脂糖凝胶过滤树脂%离子交换和

高效分子量排阻层析%电洗脱等方法0

/

1

"氯化铯密度梯度离

心法与其他方法相比较复杂%昂贵且费时0

R

1

!因此一般不选

用"有人 也 利 用 焦 磷 酸 钠 &磷 酸 四 钠'

0

$#

1和 磷 酸 五 钠

&

;2CC

'

0

$$

1与其发生反应进而将其除去"席峰等0

$"

1在经过

多种缓冲液进行预处理比较后!得出了一种优化后的脱腐缓

冲液&
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!
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!

.)#Q

脱脂奶粉'!此种缓冲液比传统的

2N*C

等缓冲液脱腐作用更好"此外!宋培勇等0

$!

1利用芬

顿试剂&即过氧化氢与亚铁离子组成的混合溶液'在提取

>*L

过程中对土壤中的腐殖酸进行脱腐处理!芬顿试剂具

有一定脱腐能力!并且对
>*L

片段降解影响不大"

$)"

!

细胞裂解

>*L

的提取效率与细胞的裂解效率呈正相关!因此有

效裂解细胞的方法对
>*L

的提取尤为关键!同时也需要考

虑到
>*L

片段是否在裂解细胞的过程中受损"细胞裂解的

方法主要分为三类!即物理法%化学法与生物酶法"

$)")$

!

物理法
!

物理法即利用外力破坏细胞结构使其内容

物溶出!主要有液氮冻融法%玻璃珠振荡法%液氮研磨法%超

声振荡法&

G(6-,A'9D7,6D'9

'和微波热休克法&

FD7-'Z,Y585,6S

D9

T

'等0

$.

1

"物理法由于操作较为剧烈!所以往往不容易得到

大片段
>*L

0

$0

1

"超声法是一种较为剧烈的裂解方法!其设

备费用较低%速度快%操作较为简单!且能有效提取
>*L

"

但是其超声的时间对
>*L

的提取效率有比较大的影响"万

晶晶等0

$B

1发现功率为
0# :\

的超声波在
"%A

时有最大

>*L

提取效率"曲艳玲0

$%

1对液氮冻融法和液氮研磨法提

取活性污泥
>*L

进行了对比!发现用液氮冻融法提取
>*L

腐殖酸等含量较低!蛋白质去除得较彻底"吕新等0

$/

1通过

比较得出利用玻璃珠振荡法提取出来的
>*L

量较多!但腐

殖酸污染较严重"

$)")"

!

化学法
!

化学法是利用一些化学试剂对细胞进行破

壁裂解"常用的方法有十二烷基硫酸钠&

;>;

'法和十六烷

基三甲基溴化铵&

M2L[

'法或两者的结合使用"

;>;

是一种

阴离子表面活性剂!能与膜脂蛋白相互作用进而破坏细胞膜

结构"而
M2L[

是一种阳离子去污剂!能够与核酸形成复合

物0

$R

1

"比起试剂盒法!

;>;

法和
M2L[

法成本低!

>*L

产

量高%降解少0

"#

1

"此外!

,̂-D, ,̂6DF,

等0

"$

1在
;>;

与
M2L[

结合的情况下!又添加了甘露醇后提取的
>*L

产量高且腐

殖酸的污染较小"

$)")!

!

生物酶法
!

生物酶法是利用溶菌酶%蜗牛酶%蛋白酶

?

等裂解细胞"一般情况下!化学法与酶法联合使用效果

更好0

$0

1

"

一般来说!在加入溶菌酶后!控制温度在
!%W

左右!而

添加蛋白酶
?

后!控制温度在
B#W

左右0

""V"!

1

"然而!将蛋

白酶
?

置于
!%W

下0

".

1

!或将溶菌酶置于
B0W

下0

"0

1

!也能提

取到较长的
>*L

片段"曲衍洪等0

"B

1发现在环氧丙烷皂化

废水活性污泥中溶菌酶最适温度为
.0W

!而非一般认为的

!%W

!表明在不同的环境中提取
>*L

!酶的最适作用温度也

会发生变化"

通常会用上述
!

种方法或
"

种方法结合起来提取

>*L

!如闫亮珍等0

$.

1将化学+物理法与酶+化学+物理法

相比较!得出酶+化学+物理法提取的
>*L

能更好地体现

生物多样性!且操作上更方便%简洁"王晓辉等0

B

1对化学法

与酶+化学法进行了比较!结果证明化学+酶法既得到了大

片段
>*L

!又保证了
>*L

的高浓度"

$)!

!

蛋白质的去除

细胞裂解之后!裂解液中除了
>*L

外还含有大量的蛋

白质!为了进一步纯化
>*L

!就必须除去蛋白质"一般会使

用苯酚+氯仿+异戊醇&

"0

#

".

#

$

'与氯仿+异戊醇&

".

#

$

'来抽提蛋白质0

"%

1

"此外!还可以利用高盐法与苯酚+氯

仿+异戊醇或氯仿+异戊醇结合除蛋白质!无论是先加盐还

是后加盐!均比不加盐溶液提取的效果好0

$%

!

"/

1

"

$).

!

>*L

沉淀

用来沉淀
>*L

的试剂一般为无水乙醇或异丙醇"用无

水乙醇沉淀!通常情况下用
"

!

!

倍体积无水乙醇在
V"#W

过夜沉淀或者在
V%#W

沉淀
$8

!沉淀效果比较明显!乙醇

易挥发除去!但一般总体积较大"而用异丙醇沉淀!通常仅

用
#)0

!

#)B

倍体积异丙醇!虽在室温下沉淀下来的
>*L

量

多!但易使盐类共沉淀!且异丙醇难以挥发除去!必须用
%#Q

乙醇洗涤"因而在加入同样多的试剂时!异丙醇沉淀下来的

>*L

远远多于乙醇沉淀下来的0

"R

1

"闫建芳等0

!#

1指出用异

丙醇沉淀
>*L

时沉淀时间过长会降低
>*L

的纯度"

e8,9

T

_D9

等0

!$

1曾用异丙醇在
V"#W

下沉淀!而陈琰等0

"%

1

认为将异丙醇在
V"#W

沉淀会有盐离子共沉淀出来!影响

后续操作"此外!

>*L

含有大量的磷酸基团而带负电!当被

大量带正电荷的基团中和后更容易沉淀出来!因此异丙醇还

可以结合醋酸钠0

!"

1一起使用来增强
>*L

的沉淀效果"另

外!

2,9DF,C,G(

等0

!!

1利用聚乙二醇&

CN4

'和
*,M(

溶液也

可以达到沉淀
>*L

的目的"

"

!

白酒窖池微生物
>*L

的提取
白酒的生产以窖池为基础!发酵过程是庞大微生物种群

在窖池的糟醅和窖泥中进行复杂物质能量代谢的过程"窖

池微生物构成极其多样复杂!这些复杂的微生物在窖池中生

长%繁殖%新陈代谢!产生各种代谢产物和酶!发生各种生化

反应!最后形成白酒中各种呈香物质和重要有效成分"前人

已经在窖池微生物的分析方面作了大量的研究!但是人们对

于微生物的认识基本都是依赖于形态特征%生理学特性等传

统的分类鉴定方法0

!.V!0

1

!对可培养的微生物进行研究!而对

占微生物总体
RRQ

以上的不可培养微生物的研究较少0

!B

1

"

宏基因组学技术的出现!使得人们对大量不可培养微生

/#"

研究进展
!

"#$%

年第
!

期



物的研究成为现实!微生物基因的可探测空间显著增大"另

外!随着分子生物学技术的发展!白酒窖池微生物多样性的

研究也已经不局限在可培养微生物的范围0

!%

1

"作为宏基因

组学和微生物群落分子分析方法的基础!最重要的环节就是

从样品中尽量提取出高质量并具有代表性的微生物总基因

组
>*L

"

")$

!

大曲中
>*L

提取

环境中普遍含有的腐殖酸在大曲中也存在!因而!在从

大曲中提取微生物基因组
>*L

时需要进行脱腐处理"然

而!先对曲样进行脱腐处理会使提取到的
>*L

总量变少0

.

1

"

不同时期的大曲曲块硬!水分较少!进而导致其具有高吸水

性!如不进行蒸馏水反复洗涤!则会导致抽提液被其过度吸

收!进而加入的溶菌酶等酶不起作用0

$.

1

!所以!可以先对其

进行充分研磨后再加入抽提液"

对大曲提取的方法无非也是分为物理法%化学法和酶

法"闫亮珍等0

$.

1采用酶+物理+化学法提取大曲
>*L

!与

纯物理法相比!获得了质量及纯度更好的
>*L

!且后续试验

表明酶+物理+化学法提取获得的高质量
>*L

能全面反映

汾酒酿造过程中的微生物群落结构多样性"

")"

!

酒醅中
>*L

提取

就酒糟的预处理来说!因为其含有酒精等微生物的次级

代谢产物!因而将对后续加入的溶菌酶%溶壁酶%蛋白酶
?

等

活性产生不利影响!故可用无菌水对其反复洗涤!进而有利

于
>*L

的提取0

$.

1

"而沈才萍等0

!/

1在此基础上!采用
;>;

高盐
K

蛋白酶
?

的方法提取得到酒醅中的微生物总
>*L

!

分别利用无菌水%

2N*C

以及
C[;

缓冲液对糟醅进行预处

理!结果证明!用
C[;

缓冲液预处理后获得的基因组
>*L

其
>44N

图谱中条带明亮%丰度高!能很好地反映样品细菌

的多样性!有利于相关分子生物学分析"李德林等0

!R

1对比

了
;>;

高盐提取法和
M2L[

提取方法在酒醅中微生物基因

组
>*L

提取的效果!发现石英砂
KM2L[

法获得的
>*L

浓

度最大!而液氮
K;>;K

溶菌酶法获得的总
>*L

纯度最高"

")!

!

窖泥中
>*L

提取

对于窖泥微生物
>*L

的提取是近几年才发展起来的!

但并没有找到一种专有的从窖泥微生物中提取
>*L

的方

法"窖泥水分较多!故在预处理时常采用冷冻干燥窖泥的方

法0

.#

1除去窖泥水分"边名鸿等0

.$

1采用在高盐提取缓冲液中

裂解细胞并在加入
;>;

%溴化十六烷基三甲铵和蛋白酶
?

后

持续加热
"

!

!8

的方法成功将窖泥微生物
>*L

提取出来!

扩增古菌
$B;->*L

序列!构建了古菌
$B;->*L

文库"刘

金英等0

."

1用不同方法提取窖泥的微生物
>*L

!结果表明用

化学+酶法提出的
>*L

产率高且较纯!并且在粗提取过程

中!还发现了
>*L

含量与液相层中的黄褐色深度呈正比

关系"

!

!

大片段
>*L

的提取
环境微生物中可培养微生物仅占不到

$Q

0

.!

1

!严重影响

了人们对环境微生物的了解及利用!故建立一个宏基因组文

库对微生物的研究及利用尤为重要"宏基因组揭示了生物

群落多样性!进而反映了基因组的编码功能多样性!且其中

绝大部分是未知基因0

..

1

"根据插入
>*L

片段的大小!宏基

因组文库常常被划分为小插入片段文库和大插入片段文库

两大类0

.0

1

"稳定的大片段基因组文库能保证基因簇的完整

性!更利于目的基因的结构及功能分析0

.B

1

!因此大片段
>*L

的提取!是建立高质量宏基因组文库的关键"

大片段
>*L

的提取既可以利用间接提取法!也可以利

用直接提取法"直接提取法相对间接提取法耗时短!但非

>*L

物质残留较多!且有可能对
>*L

进行降解!从而提取

不到大片段的
>*L

0

.%

1

!因此在直接提取前必须进行必要的

预处理!除去大部分对
>*L

提取有较大影响的杂质"蒋云

霞等0

./

1通过改良后的高盐%

;>;SM2L[

热裂解直接提取法

与电洗脱法联用能高效构建红树林土壤微生物大片段宏基

因组文库!其包含克隆子的平均插入片段均大于
!0E@

X

"但

仅用
M2L[

%

;>;

等基因组
>*L

常用提取方法则因为提取

过程需要较多步骤的震荡等操作会使基因组
>*L

断裂!无

法获得大片段
>*L

"而低熔点琼脂糖包埋法则可以保护

>*L

免受降解!尽可能地减少裂解处理过程中的药物和机

械损伤0

.R

1

!是一种高效%简便的大片段
>*L

制备方法"苟

敏等0

0#

1通过用琼脂糖包埋法!与试剂盒法及
M2L[

法对比

发现!琼脂糖包埋法提取出来的
>*L

分子片段最长!且纯度

较高"

.

!

总结及展望
随着人们对微生物

>*L

提取手段的改进!涌现了各种

各样高效的提取方法"如何快速%经济地从各种复杂的样本

中提取高纯度%高产量的
>*L

已经成为生物研究的一个非

常重要的基础"而普遍适用的即为酶+化学结合法提取

>*L

!然而!由于在不同样品中存在样品本身各自特性的差

异!还没有一种方法可以适用于所有的样品!也没有一种方

法可以满足所有的后续试验的要求!故在选择
>*L

提取方

法时!要根据样品的特性和试验的目的选择合适的方法"本

文对近年来国内外的各种
>*L

提取方法进行比较表明.简

化操作程序!缩短操作时间!减少提取过程中对
>*L

的损

伤!保护
>*L

的完整性!已成为环境微生物
>*L

研究的发

展趋势"
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