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3种提取河豚鱼肠道微生物总DNA的方法比较
李 丹，潘迎捷，赵 勇，孙晓红 *

(上海海洋大学食品学院，上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海      201306)

摘   要：目的：建立一种有效、节约的河豚鱼肠道内容物总 DNA 提取方法，应用于聚合酶链式反应 - 变性梯度凝

胶电泳(PCR-DGGE)等分子生物学研究。方法：采取苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法，QIAamp DNA Stool Mini Kit，
改良 FastDNA    SPIN Kit for Soil 这 3 种 DNA 提取方法，并结合 PCR-DGGE 技术分析河豚鱼肠道微生物多样性。结

果：苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法与 QIAamp DNA Stool Mini Kit 提取的 DNA 量远高于改良 FastDNA   SPIN Kit for
Soil，并且包含的微生物多样性较高。结论：苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法作为一种有效、节约的 DNA 提取方法，

可应用于肠道微生物多样性研究。
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Abstract ：Objective: To establish an effective and economical method for total DNA extraction from intestinal contents in puffer

fish. Methods: Three DNA extraction methods including phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction method, QIAamp DNA

Stool Mini Kit, modified FastDNA    SPIN Kit for soil were designed and used in combination with polymerase chain reaction-

denatured gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) technique to analyze the microbial diversity in the intestine of puffer fish.

Results: Much more DNA and higher microbial diversity were extracted by phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction

method and QIAamp DNA Stool Mini Kit compared with modified FastDNA    SPIN Kit for soil. Conclusion: Phenol-chloroform-

isoamyl alcohol extraction method is an effective and economical method for DNA extraction, and can be applied for studying

microbial diversity.
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野生河豚鱼肉味鲜美但有剧毒[1]，近年来研究发现

养殖河豚鱼毒性降低或没有毒性。随着各地相继颁发实

行河豚鱼管理试行办法，同时为了保护自然资源、开

发地方特色优良品种，河豚鱼养殖业逐渐发展起来。由

于肠道微生物在维持肠道功能及机体健康等方面发挥重

要作用，因此评估河豚鱼养殖质量的一项重要指标是肠

道微生物组成。传统研究鱼体内微生物组成的方法主要

是通过培养分离细菌，但研究表明[2]依靠培养获得的肠

道菌群不足总量的 10%，因此必须发展不依靠培养的分

子生物学技术。目前已有很多针对肠道微生物多样性分

析的分子生物学方法，如变性梯度凝胶电泳(denatured
gradient gel electrophoresis，DGGE)[3]、克隆文库[4-6]、

焦磷酸测序[7]等，这些技术均建立在肠道微生物总 DNA
提取的基础之上。肠道微生物 D N A 提取方法有很多，
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但由于样品和操作方法的不同，D N A 提取质量有差

异，后续 P CR 等分子生物学技术的结果也有差异。为

了今后研究河豚鱼肠道微生物多样性，本实验主要探索

河豚鱼肠道微生物总 D N A 的 3 种不同提取方法：

FastDNA  SPIN Kit for Soil 试剂盒；苯酚 - 氯仿 - 异戊醇

抽提法，并进行适当改进；QIAamp DNA Stool Mini
K i t 商业试剂盒。通过比较分析，以期建立一种高效、

节约的提取河豚鱼肠道微生物总 DNA 的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人工养殖一龄暗纹东方豚，采自上海能正渔业科技

开发有限公司。

TaqTM    日本 TaKaRa 公司；QIAamp DNA Stool Mini
Kit    德国 Qiagen 公司；FastDNA   SPIN Kit for Soil    美
国 MP Biomedicals 公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

SMA4000 微量紫外 - 可见分光光度计    美林恒通技

术有限责任公司；D-Code System 电泳仪、GelDocXR
凝胶成像系统    美国 Bio-Rad 公司；pH 测定仪    瑞士梅

特勒 - 托利多公司；DK-8D 型电热恒温水槽    杭州博日

科技有限公司；236HK 高速冷冻离心机    上海申生科技

有限公司；PCR 仪    德国 Eppendorf 公司。

1.3 方法

1.3.1 样品预处理

用无菌氧气袋将采集到的人工养殖一龄暗纹东方豚

运回实验室，立刻在无菌条件下解剖取肠道，用无菌

剪刀剪开肠道，收集肠道内容物于无菌冻存管中密封保

存，置于－80℃保存备用。

1.3.2 肠道内容物微生物总 DNA 的提取

方法一：苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法，参考《分

子克隆实验指南》(第三版) [8]，并作改进。取 0.2g 肠道

内容物，加入 500μL 含有 0.1% Tween-20 的磷酸盐缓冲

液。高速振荡 4 5 s，迅速置于冰上 2 m i n，反复 4 次。

于 5000r/min 离心 10min 收集上清。重复上述操作，合

并两次上清液，12000r/min 离心 10min 收集沉淀。加入

500μL SDS 提取液(包括 100mmol/L Tris-HCl(pH8.0)，
50mmol/L EDTA，250mmol/L NaCl)重新悬浮，加入

50μL 10% SDS混匀；65℃水浴10min；－80℃冷冻5min，
6 5℃水浴 1 0 mi n，反复 3 次。用等体积酚抽提，再用

等体积氯仿 - 异戊醇(体积比 24:1)抽提。用异丙醇沉淀，

再用 70% 乙醇洗涤 2 次(12500r/min，10min)。最后用

100μL 灭菌蒸馏水溶解。加入 2μL RNase A，37℃水

浴 30min。
方法二：改良 FastDNA  SPIN Kit for Soil。参考

More 等[9]对肠道内容物进行前处理，并做适当改进。取

0.2g 肠道内容物，加入 1mL 0.2mol/L 磷酸钠(pH7.2)，
10000 × g 离心 10min 收集沉淀。加入 1mL 磷酸钠重新

悬浮沉淀，9500× g离心 1min收集沉淀。加入 150μL TNE
Buffer(含有 40mmol/L、pH7.5 Tris-HCl，150mmol/L
NaCl，1mmol/L EDTA)和 150μL TNS Buffer(含有 0.5mmol/L、
pH8.0 Tris-HCl，100mmol/L NaCl，4% SDS)。65℃水

浴 5min，液氮冷冻 2min，反复 4 次。产物转移至 Lysing
Matrix E Tube(FastDNA   SPIN Kit for Soil)，加入 600μL
TNE Buffer。高速振荡 45s，迅速置于冰上 2min，反

复 4 次。14000 × g 离心 10min 收集上清，然后参考试

剂盒说明书进行操作。

方法三：QIAamp DNA Stool Mini Kit。取 0.2g 肠

道内容物参考试剂盒说明书操作。

1.3.3 肠道微生物总 DNA 分子质量和质量浓度检测

用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测所提取 DNA 的分子质

量，G e l D o c X R 凝胶成像系统观察并照相。同时，使

用微量紫外分光光度计检测所提取 D N A 的质量浓度，

分别测定 260nm 和 280nm 波长处的吸光度，记为 A260nm

和 A 28 0nm，根据 A 260 nm/A 280 nm 比值来判断 DNA 的纯度。

1.3.4 PCR 扩增 V3 区

以上述3种方法提取的DNA为模板，对V3区片段进行扩

增。采用V3区特异性引物：341f(5＇-CCTACGGGAGGCA
GCAG-3＇)，并且在其 5＇端加入 1 段 GC 夹子(CGCCCGC
CGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG)和
518r (5＇- ATTACCGCGGCTGCTGG -3＇)[10]。PCR 反应体

系：10 × PCR Buffer(Mg2+ Plus)2.5μL，2.5mmol/L dNTP
2.5μL，25μmol/L 引物各 1μL，5U/μL Taq 酶 0.3μL，
模板 DNA 1.5μL，蒸馏水补足体积至 25μL。PCR 反

应条件：95℃预变性 3min；然后 95℃变性 1min，55℃
退火 1min，72℃延伸 30s，25 个循环；最后 72℃延伸

10min。用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。

1.3.5 DGGE实验

利用 D-Code System 电泳仪进行 DGGE 实验。具体

条件：8 % 聚丙烯酰胺凝胶，变性梯度为 3 0 %～6 0 %
(100% 变性胶中含有 7mol/L 尿素和 40% 去离子甲酰胺)，
电泳缓冲液为 1 × TAE。以步骤 1.3.4 节所得 PCR 产物

为模板，DGGE 上样量为 2μL。电泳参数：温度 60℃，

电压 100V，时间 5h。电泳结束，用 SYBR Green Ⅰ染

色 3 次，每次 10min。用 GelDocXR 凝胶成像系统拍照，

用 Image Lab 软件分析图谱。

2 结果与分析

2.1 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 分子质量
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如图 1 所示，改良 FastDNA   SPIN Kit for Soil 所提

DNA 条带单一清晰，且较为明亮，片段大小为 23000bp
左右。苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法与 QIAamp DNA Stool
Mini Kit 所提取 DNA 条带亮度很高，片段大小跨度较

大，原因可能是提取过程中部分细菌 DNA 发生不同程

度的降解，也可能是操作过程中剧烈振荡将大片段

DNA 分子断裂成较小片段，但不影响后续 V3 区扩增。

分析琼脂糖凝胶电泳图谱得出，从 DNA 提取量角度出

发，QIAamp DNA Stool Mini Kit 提取 DNA 效果最优，

其次是苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法，再次是改良 FastDNA
SPIN Kit for Soil。改良 FastDNA   SPIN Kit for Soil 所得

条带亮度不如苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法和 QIAamp DNA
Stool Mini Kit 所得条带，可能是由于 FastDNA  SPIN Kit
for Soil 中的过滤柱子专门针对底泥颗粒样品，而肠道内

容物较为黏稠，黏稠物在过滤过程中堵塞滤膜，未能

将 D N A 完全过滤出来，造成损失。

2.2 紫外分光光度法检测 DNA 质量浓度

从表 1可以看出，3种DNA提取方法所得A260nm/A280nm

比值均处于 1.8～2.0 之间，表明所提取的 DNA 都较为纯

净。QIAamp DNA Stool Mini Kit 提取 DNA 质量浓度最

高，苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法次之，改良 F a s t D N A
SPIN Kit for Soil 最低。

2.3 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物

以 3 种提取方法所得 DNA 为模板，阴性对照组用

无菌去离子水作为模板，阳性对照组用 ATCC33846 副溶

血性弧菌的 DNA 作为模板，对 16S rRNA 基因上 V3 区

进行扩增。琼脂糖凝胶电泳图谱见图 2，3 种提取 DNA
的方法所得的 PCR 产物大小均为 230bp 左右，条带明亮

单一，表明 3 种方法所提的基因组 DNA 较纯，可用于

P C R 扩增。

DGGE 图谱用来反映样品中微生物多样性，图谱上

不同泳道中处于同一位置的条带代表同一种细菌。如图

3 所示，苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法与 QIAamp DNA Stool
Mini Kit 所得的 DGGE 图谱包含的条带数目相同，均为

14 条，且条带位置均一致。改良 FastDNA  SPIN Kit
for Soil 所得的 DGGE 图谱包含 8 条条带，且与另两种方

法所得 D G G E 图谱条带位置相对应。由此得出，由苯

酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法提取的 DNA 经 PCR-DGGE 分析

后，所反映的微生物多样性与由 QIAamp DNA Stool Mini
Ki t 提取的 DN A 所反映的微生物多样性一致。而改良

FastDNA   SPIN Kit for Soil 提取的 DNA 所反映的微生物

多样性不如前两种 DNA 提取方法。

M. 100bp DNA Ladder；1. 阴性对照；2. 阳性对照；

3. QIAampDNA Stool Mini Kit；4. 苯酚 - 氯仿 - 异
戊醇抽提法；5. 改良 FastDNA  SPIN Kit for Soil。

图 2 PCR 产物琼脂糖电泳结果

Fig.2    Agarose gel electrophoresis of PCR products

300bp→

M 1 2 3 4 5

200bp→

M. λ DNA/Hind Ⅲ；1、2. QIAamp DNA Stool Mini Kit；3、4.
苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法；5、6. 改良 FastDNA   SPIN Kit for Soil。

图 1 河豚鱼肠道微生物总 DNA 琼脂糖电泳结果

Fig.1  Agarose gel electrophoresis of total DNA from intestinal bacteria
in puffer fish

← 23130bp
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DNA提取方法 A260nm/A280nm 比值
DNA质量

浓度 /(ng/μL)
QIAamp DNA Stool Mini Kit 1.91 1471.53
苯酚 -氯仿 -异戊醇抽提法 1.96 707.93

改良 FastDNA   SPIN Kit for Soil 2.00 17.63

表 1 紫外分光光度法检测河豚鱼肠道微生物总 DNA 质量浓度

Table 1   Total DNA concentration extracted from intestinal bacteria of
puffer fish (as determined by UV spectroscopy)
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1 .  苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提法；2 .  改良 F a s t D N A
SPIN Kit for Soil；3. QIAamp DNA Stool Mini Kit。

图 3 不同提取方法河豚鱼肠道微生物 16S rDNA V3 区 PCR-DGGE
指纹图谱

Fig.3    PCR-DGGE fingerprints of the V3 region of 16S rDNA
extracted from intestinal bacteria in puffer fish by different DNA

extraction methods
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3 结论与讨论

近年来随着河豚鱼养殖业的发展，养殖河豚鱼的经

济价值逐渐提高，人们对于河豚鱼的需求也日益增加。

但食用河豚鱼仍具有高风险，多项研究表明野生河豚鱼

体内存在产河豚毒素的细菌[11-14]，因此在开放养殖河豚

鱼市场之前，必须对养殖河豚鱼体内菌群进行透彻研

究。评估河豚鱼养殖质量的重要指标是河豚鱼肠道微生

物多样性，分析河豚鱼肠道微生物多样性的关键前提是

有效提取河豚鱼肠道内容物微生物总 DNA。然而，由

于河豚鱼肠道细长，内容物含量少，利用传统的拍打

方式很难将内容物挤压出来；并且肠道柔韧性大，利用

研磨方式很难将肠壁磨碎，内容物无法释放；此外，

收集肠道内容物时 DNA 很易降解。因此，有效获取肠

道内容物对于提取 DNA 的质量十分关键。

针对如何有效、节约的提取河豚鱼肠道内容物

D N A 设计了 3 种提取方法，通过比较发现，3 种方法

均可得到一定质量浓度较纯净的 DNA 片段。在 DNA 提

取过程中，QIAamp DNA Stool Mini Kit 操作简单、省

时，所得 DNA 质量浓度高，但造价昂贵。苯酚 - 氯仿 -
异戊醇抽提法造价低，但耗时较长，且部分试剂对人

体有毒，操作时需做好防护。苯酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提

法将样品进行反复冻融处理，可以裂解如革兰氏阳性菌

等难以裂解的细菌，做到最大程度的 DNA 提取，并且

所用试剂为实验室常见试剂，以最低耗费提取 D N A。

本研究选取 16S rRNA 基因上 V3 区进行 PCR 扩增，

由于 16S rRNA 序列含有 9 个可变区，不同可变区适合

不同菌群的鉴定与分析，而 V3 区适用于大多数细菌的

分离鉴定[15]。经 PCR 扩增，3 种 DNA 提取方法所得 V3
区扩增产物条带均清晰可见，明亮单一。

为了分析 3 种方法所获得的微生物总 DNA 的容量，

本研究采用 DGGE 指纹图谱进行分析。结果表明苯酚 -
氯仿 - 异戊醇抽提法与 QIAamp DNA Stool Mini Kit 提取

的 DNA 其 DGGE 指纹图谱包含的细菌种类相同。虽然

这两种 DNA 提取方法的 DGGE 指纹图谱中同一细菌条带

亮度不尽相同，但是它们反映出的微生物多样性是一致

的，且微生物多样性覆盖率高于改良 FastDNA  SPIN Kit
for Soil，能够尽可能全面的反应样品中微生物多样性。

综上所述，与商业试剂盒 QIAamp DNA Stool Mini
Kit 和 FastDNA   SPIN Kit for Soil 相比，苯酚 - 氯仿 - 异
戊醇抽提法在提取 DNA 的高效能和低成本方面具有双重

优越性，能够有效提取少量样品及易降解样品中的微生

物总 D N A ，普遍适用于其他肠道样品或环境样品的

DNA 提取工作，能够为后续微生物多样性分析等提供
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