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基于密度梯度离心技术分离稳定
同位素 DNA的方法研究

何秋香

（福建农林大学 资源与环境学院，福州 350002）

摘要：有别于传统的通过富集分离纯化技术获得一些纯培养污染物降解功能微生物，稳定同位素技术（SIP-DNA）可以

更加便捷地鉴定出功能基因。该文研究针对 SIP-DNA 中密度梯度离心这一核心技术，获得了该技术的条件及相关参数。浮

力密度和 DNA 浓度结果表明该方法可以有效地把同位素标记和非同位素标记的 DNA 分离，为 SIP-DNA 后续高通量测序

奠定基础。同时也为离心机管理人员和实验人员正确使用该方法提供技术手段。
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Abstract: Unlike the traditional enrichment, separation and purification technology to obtain some purely cultured pollutant-de-
grading functional microorganisms, stable isotope technology (SIP-DNA) can more easily identify functional genes. In this study, the
core technology of density gradient centrifugation in SIP-DNA was used to obtain the conditions and related parameters of the techno-
logy. The buoyancy density and DNA concentration results show that this method can effectively isolate isotope-labeled and non-iso-
topic-labeled DNA and lay the foundation for subsequent high-throughput sequencing of SIP-DNA. It also provides technical means
for centrifuge managers and experimenters to use the method correctly.
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超速离心机是分子生物实验室最常用的科研

仪器之一，能将具有不同沉降系数、质量和密度

的混合物在离心机高速旋转产生的离心力场作用

下进行快速分离、浓缩和纯化[1]。密度梯度区带离

心法（简称区带离心法），是超速离心机常用的一

种离心方法，在一定的离心力下将加入惰性梯度

介质的样品进行离心沉降，把所需的颗粒分配到

梯度中某些特定位置，形成不同区带的分离方

法。该法能够在保持颗粒活性条件下很好地将不

同颗粒的物质进行分离[2]。

为探究环境中降解某种污染物功能微生物，

传统的方法是通过加大富集培养和分离的方式获

得。然而，并非所有微生物都可以获得纯培养，

而且实验室条件下获得可培养的土壤微生物受到

很多因素的限制。所以通过传统方式获得的某种

污染物的功能降解菌可能无法准确反映污染环境

中微生物分布的真实情况，也不能预测功能微生

物对底物的同化代谢水平 [3]。稳定同位素探针

（stable isotope probing, SIP）技术规避了传统方式的

缺点，利用非纯培养的方法，用于鉴别稳定同位

素示踪自然环境中的功能微生物。微生物通过代

谢被标记的底物，追踪被稳定同位素标记的 DNA
来达到识别功能微生物的目的[4]。根据生物标记

样品的浮力密度可以对目标的功能微生物 DNA
进行分离和表征，从而确定环境样品中的功能微

生物[5]。
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2000年英国科学家首次利用 DNA-SIP技术成

功获得森林土壤13C-DNA[6]；2017年文献 [7]运用

这一技术，通过添加同位素标记的 PAH样品到污

染的水体系统中，经过一段时间的处理后，成功

提取了具有该同位素标记的 DNA，并通过密度梯

度离心技术将同位素标记和非同位素标记的 DNA
进行分离，成功鉴定出降解 PAH的功能微生物，

并将它分离纯化。

DNA-SIP技术的一个难点是如何有效的分离

稳定同位素标记 DNA样品。密度梯度离心技术是

分离同位素样品的技术核心[8−9]。该技术不仅需要

制备惰性梯度介质溶液，而且离心时间长，操作

严格不易掌握[8]。但是少有文章详细报道了该技术

的详细信息，本研究就从这些问题出发，采用密

度梯度离心法中的等密度区带离心法，以贝克曼

公司的 Optima XPN-100超速离心机，VTI-90垂

直转头为例，用氯化铯为介质，构建了超速离心

机分离 SIP-DNA样品的条件、相关参数，以及如

何根据离心后样品的指标判定样品是否有效分

离。目前该技术在国内只有少数几个团队使用，

掌握该技术，可以为高校科研和教学提供强有力

的技术手段，而且大大提高昂贵的超速离心机的

使用价值。

1    材料和方法

1.1    主要试剂及仪器

Fast DNA快速提取试剂盒（MoBio Laborator-
ies, Solana Beach, CA），CsCl（AR99%，成都西亚

试剂），Tris-EDTA（TE，pH8.0）。
Optima XPN-100超速离心机，贝克曼垂直转

子 VTI-90（最高转速（rpm） 90 000，最大相对离心

力（g）645 000，最大容量（mL）8 × 5.1），ND-1 000
UV-vis紫外可见分光光度计（NanoDrop Technolo-
gies，Wilmington，DE），AR200数显手持式折光

仪（Leica Microsystems Inc.）。
1.2    Optima XPN-100超速离心机的基本操作

1）电源开启：打开电源，待显示器显示操作

界面；

2）装入样品：将装有样品的离心管对称放入

VTI-90转头中的，上层盖子涂上胶后用卡尺锁紧

最外层盖子；

3）放置转子：双手握紧转子边缘将转子提

起，对准离心机转轴轻轻放置，确认放好后，旋

转几圈听到“滴”的一声表示转头放至准确位置，

关上仓门；

4）设置参数：在显示器操作界面上选择所用

转子的型号，离心转速，离心时间及离心温度，

按“Download”键确认并回到主界面；

5）开始抽真空：参数设置完毕点击“Vacuum”

仓体开始抽真空，抽到 200 Pa以下表明真空度

正常；

6）开始离心：在主界面上按“Precool”键预

冷，当界面显示的温度达到设定温度后，按

“Enter”键和“Start”键开始离心；

7）离心结束：当离心机蜂鸣器提示离心结束

时，按“Vacuum”键使离心仓从真空状态恢复到

正常气压；

8）收集样品：打开仓门，平稳取出转子放置

于桌面固定的位置；

9）关闭离心机：用干净的布擦拭转子和离心

仓，关上仓门，最后关闭电源；

10）登记信息：在大型仪器使用记录本上记录

本次离心机使用的相关信息。

Optima XPN-100超速离心机如图 1所示。
 
 

图 1    贝克曼 XPN-100超速离心机
 

2    SIP-DNA样品制备的流程

2.1    DNA样品制备

用 DNA快速提取试剂盒提取土壤样品中同位

素标记和非同位素标记的样品 DNA，获得以
12C和13C标记物为底物两个处理组的总 DNA，即
12C-DNA和13C-DNA。

2.2    离心样品的制备

在 10 mL无菌离心管中加入 5 mL折光率约

为 1.402 0的 Tis-EDTA（TE，pH 8.0） /CsCl溶液，

　第 2期 何秋香：基于密度梯度离心技术分离稳定同位素 DNA的方法研究 · 33 ·  



2.5~5 μg DNA样品，用数显手持折光仪测定溶液

折光率，通过加入少量 Tris-EDTA（TE，pH 8.0）或
者折光率约为 1.41 Tis-EDTA（TE，pH 8.0）/CsCl溶
液调节，使得最终折光率为 1.402 0±0.000 2 g[10]。
两个处理的 DNA样品按上述方法调节好后将溶液

用注射器转移到 Quick-seal离心管中 （ 13  mm×
51 mm，5.1 mL，Beckman Coulter），使得对称的

两个离心管称量误差在±0.000 2 g，之后热封 [7]。

将装满样品的封口离心管装入 Beckman超速离心

机中 （Optima  XPN-100， Beckman  Corporation），

在 20℃，45 000 g离心 48 h。
2.3    分液分层

利用 Frantion  Recovery  System（如图 2（ a）所
示）用穿刺取代法分离样品：把装满无菌水的注

射器连上引流管和恒流泵（图 2（b））及穿刺分层器

连接好，缓慢取出离心管，剪开离心管上面管口

后轻置于分层器上，刺破底部离心管，调节恒流

泵流速先排出引流管中的气泡后，启动恒流泵，

后从底部引流管缓慢把每一层样品分接到无菌的

1.5 mL离心管中，总共将 5.1 mL的离心液平均分

为 14~15个等体积不同浮力密度的氯化铯梯度区

带 DNA分层样品，每层样品体积大约为 360 μL，
并做好每一层标记。用折光仪测定每一层的折光

率，并根据公式计算转换为浮力密度值（Buoyant
Density，BD）。
  

(b) 雷弗微流量泵(a) 贝克曼 Frantion Recovery System

图 2    密度梯度离心技术分层分液仪器
 

2.4    纯化分层后 DNA样品

分层后的样品加 70% 的冰乙醇，加 pH=5.2
的乙酸钠，−80℃ 放 1 h，4℃ 离心，去上清，用

70% 冰乙醇洗涤两次后，风干，将 DNA溶于无

菌 ddH2O。即为分离纯化后的 DNA，并测定纯化

后每一层样品 DNA的浓度。

3    实验结果分析

密度梯度离心分离步骤如图 3所示，经过 2.2节

条件下设置的参数经密度梯度离心后样品出现明

显的分层现象（本实验分为 14层）[8]。测定分层后

每层的折光率，由折光率和浮力密度转换公式计

算出相应的浮力密度 BD[5]，样品经 DNA纯化后

根据不同层 DNA浓度值，判断较高可能出现富集

重碳，把其他数值较小富集概率小的相邻层数合

并，使原来 14层用相同的方式合并为 7层进行后

续高通量测序。
  

DNA-SIP 密度梯度离心

加 DNA 样 离心后
12C-DNA

13C-DNA

图 3    密度梯度离心分离步骤示意图
 

合并后层数和对应的浮力密度 BD关系图如

图 4（a）所示，从上往下合并后 1~7层分别为12C-DNA
（1.671 4 > 1.694 3 > 1.714 3 > 1.727 4 > 1.737 2 >
1.750 7 > 1.776 2）和 13C-DNA（1.692 1 > 1.710 0 >
1.726 8 >1.744 2 > 1.762 1 > 1.778 4 > 1.778 9），按

相同方式合并后从上往下浮力密度呈直线上升趋

势，且相对应层 13C-DNA样品 BD均比 12C-DNA
样品大。说明分层后浮力密度是由轻到重不断增

加，且标记处理13C-DNA因添加了重碳的缘故浮

力密度相对于未标记的大。由浮力密度和 DNA浓

度指标可初步判断该条件下离心获得的样品是否

已经成功地将 DNA样品分离 [11]，浮力密度与各

层 DNA浓度的关系曲线如图 4（b）所示，重碳

DNA浓度在中下的位置出现一个明显的浓度峰值

（6.5 ng/μL）。这一结果表明被标记13C-DNA主要

在离心管下部重浮力密度梯度区富集，而未被标

记 DNA在上层[12]。密度梯度离心可以将不同微生

物片段的 DNA密度的不同分别收集在不同的层，

同一平行样品添加不同的同位素标记物处理后，

相同片段的13C-DNA样品比12C-DNA样品出现的

位置更靠后，在较高浮力密度区域属于同位素样

品标记的重碳层。由12C-DNA和13C-DNA相对应

层的高通量数据比对可知丰度含量较高的微生物

为主要功能微生物，为分离纯化该功能微生物提

供更多生理生化信息[13−14]。该方法可以很好地运

用于实际水体或者土壤污染物中功能微生物的

鉴定[7, 15]。
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图 4    12C和
13C处理的 DNA样品离心后

 

4    结束语

密度梯度离心技术是实现 SIP-DNA样品分离

的关键技术，本研究通过实验获得了超速离心机

分离 SIP-DNA样品的最佳条件（以 CsCl为惰性

介质，在 20℃，45 000 g离心 48 h，离心后分为

14层）。根据每层的浮力密度和 DNA浓度这两个

参数可以判定分离是否成功，成功分离后的重的

同位素样品与正常样品相比不仅相同层数浮力密

度大，在相同浮力密度层 DNA浓度最大位置也会

比较靠后。该技术可为后续 16Sr RNA高通量测序

提供前提和保障。根据高通量数据结果可以从整

体水平上反应环境样品微生物群落水平，也可以

更准确地认识自然条件下微生物的作用与具体的

功能微生物。
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