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扩展青霉基因组 ＤＮＡ 五种提取方法比较
李 亚 菲，何 鸿 举，吕 　 茜，樊 明 涛

（西北农林科技大学 食品科学与工程学院，陕西 杨凌７１２１００）

　　摘　要：为寻找一种适合于扩展青霉基因组ＤＮＡ的提取方法，比较了固体培养、液体静置培
养和液体振荡培养３种培养方式的提取效果，分别采用氯化苄法、蜗牛酶法、ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法及
异硫氰酸胍法提取扩展青霉菌基因组ＤＮＡ，经ＤＮＡ质量浓度测定及电泳分析，比较５种方法的
差异，并利用扩展青霉的多聚半乳糖醛酸酶（Ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ）基因内一段保守序列，设计ＰＣＲ
引物，扩增大小为２８８ｂｐ的特异目的基因，检测其灵敏性。结果表明：固体培养的方式较适合扩
展青霉基因组ＤＮＡ的提取，另外５种提取方法均能提取出扩展青霉菌基因组ＤＮＡ，扩增出目的
条带，其中氯化苄法和蜗牛酶法所提ＤＮＡ的纯度均较好，但蜗牛酶法所提ＤＮＡ量较少。因此，
氯化苄法是５种提取方法中最可靠的ＤＮＡ提取方法，所提ＤＮＡ浓度高、纯度好、结果稳定，可作
为ＰＣＲ反应的模板进行特异性扩增，且该方法的最低检测限大约为１．０１×１０－１μｇ／ｍＬ。
关键词：扩展青霉菌；ＤＮＡ提取；氯化苄法；蜗牛酶法；ＳＤＳ法；ＣＴＡＢ法；异硫氰酸胍法
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　　扩展青霉是一种多细胞的丝状真菌，属真核微生
物，细胞内富含多糖、脂类等物质，细胞壁结构紧密、坚
固，其主要成分以几丁质为主，而几丁质是由Ｎ－乙酰
葡萄糖胺分子以β－１，４葡萄糖苷键连接而成的多聚
糖。扩展青霉是引起苹果腐烂的主要真菌，也是苹果
及未发酵苹果汁中棒曲霉素（Ｐａｔｕｌｉｎ）的主要产生
菌［１］。棒曲霉素是一种能够致畸、致癌、致突变的真菌
毒素［２］。苹果汁生产上减少棒曲霉素最有效的方法就
是剔除含有扩展青霉的苹果以及后续果汁的吸附去

除，要剔除污染扩展青霉菌的苹果，早期的检测是重要
手段之一，而要实现这种检测，传统的方法是培养法，
费时、费力，达不到在线的目的，而ＰＣＲ方法却具有明
显的优势，但ＰＣＲ方法需要有高质量的扩展青霉
ＤＮＡ，由于扩展青霉菌细胞结构的特殊性，其基因组
ＤＮＡ的提取比较困难。尽管目前有很多提取真菌
ＤＮＡ方法的报道［３－５］，但却没有对这些方法的优缺点
进行比较，课题组在进行扩展青霉ＰＣＲ的过程中，发
现利用不同的方法，扩增效果差异较大，因此有必要对
现有方法的优缺点进行比较，以期找到一种高质高效的
适合扩展青霉基因组ＤＮＡ的提取方法，为扩展青霉菌
分子生物学水平的研究提供理论依据和技术支持。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　菌株来源　扩展青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｅｘｐａｎｓｕｍ）
由加拿大国家食品安全研究所提供。
１．１．２　培养基　察氏培养基：先取２００ｍＬ蒸馏水，依
次添加 Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５ｇ、ＮａＮＯ３
３．０ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＫＣｌ　０．５ｇ使其充分溶解，加水定
容到１　０００ｍＬ，分装于三角瓶中，将蔗糖３０ｇ、琼脂粉
１５ｇ（固体培养基）按三角瓶中溶液体积（ｍＬ）：１　０００ｍＬ
的比例分装到各瓶中，加盖硅胶塞，０．１ＭＰａ（１２１℃）灭
菌３０ｍｉｎ。
１．１．３　试剂（均为实验室配制）　氯化苄提取液：１００
ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ　９．０；４０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，ｐＨ　８．０。
蜗牛酶法缓冲液①：０．９ｍｏｌ／Ｌ　Ｓｏｒｂｉｔｏｌ＋０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ；缓冲液②：５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ＋２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ；缓冲液③：１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ＋１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ。ＣＴＡＢ 法提取液：１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ
８．０；２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，２０ｇ／Ｌ　ＣＴＡＢ，０．７ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，
１０ｇ／Ｌ　ＰＶＰ。ＳＤＳ法提取液：４％ＳＤＳ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ，ｐＨ　８．０；１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，ｐＨ　８．０。异硫氰酸胍
法提取液（ＧＴＰ试剂）；６ｍｏｌ／Ｌ异硫氰酸胍＋５０ｍｍｏｌ／
Ｌ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ　８．３）＋等体积Ｔｒｉｓ饱和酚（ｐＨ　８．０）。
１．１．４　仪器与设备　ＵＶ－３８０２Ｈ紫外可见分光光度
仪（尤尼科（上海）仪器有限公司）、ＰＴＣ－２００ＰＣＲ仪（美
国 ＭＪ　ＲＥＳＥＡＲＣＨ公司）、Ｂｉｏ　Ｄｏｃ凝胶成像系统（美
国伯乐公司）、ＨＣ－３０１８Ｒ高速冷冻离心机（安徽中科中
佳科学仪器有限公司）、ＤＹＹ－６Ｃ型电泳仪（北京市六
一仪器厂）。
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１．２　试验方法
１．２．１　菌体培养及收集　在无菌操作条件下，将扩展
青霉菌转接到灭菌察氏固体培养基和液体培养基上，
置于真菌培养箱中２５℃培养５～６ｄ，另将部分置于
２５℃摇床振荡培养５～６ｄ。用接种环从固体培养的平
板上刮取菌体，从液体培养的三角瓶内挑取菌体，均以
无菌生理盐水浸洗２次然后用无菌滤纸吸干备用。
１．２．２　氯化苄法ＤＮＡ提取　称取１００ｍｇ菌体置于
１．５ｍＬ离心管中，加入５００μＬ提取液，充分振荡使之
混合，加入１００μＬ　１０％ＳＤＳ，３００μＬ氯化苄，剧烈振荡
使之成乳状。５０℃保温１ｈ，每隔１０ｍｉｎ振荡混匀１
次。再加入３００μＬ　ＮａＡｃ（３ｍｏｌ／Ｌ）混匀，冰浴１５ｍｉｎ，
１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液，加入等体积异
丙醇，－２０℃放置１ｈ，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。弃上
清液，沉淀加５００μＬ　７０％乙醇洗涤，乙醇挥发完全后
加入２００μＬ灭菌超纯水重悬 ＤＮＡ，－２０℃保存
备用［６－７］。
１．２．３　蜗牛酶法ＤＮＡ提取　称取１００ｍｇ菌体加入
６００μＬ缓冲液①，６００μＬ蜗牛酶（５０ｍｇ／ｍＬ），３７℃保
温１ｈ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清液，加８００μＬ
缓冲液②，１００μＬ　１０％ＳＤＳ，混匀，６５℃水浴３０ｍｉｎ，再
加３００ｍＬ　５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＡｃ，混匀，冰浴１ｈ，１０　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，收集上清液并加入２～３倍体积无水乙
醇，混匀后静置１０ｍｉｎ，６　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上
清液，６００μＬ缓冲液③溶解沉淀，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，转移上清液至一新管，加２μＬ　５０μｇ／μＬ
ＲＮａｓｅ溶液，３７℃保温３０ｍｉｎ，再加入等体积４℃预冷
的异丙醇，混匀后－２０℃沉淀１ｈ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清液，沉淀加５００μＬ　７０％乙醇洗涤

［８］，以
下步骤同１．２．２所述。
１．２．４　ＣＴＡＢ法ＤＮＡ提取　称取１００ｍｇ的菌体，加
入６００μＬ提取液和少许灭菌石英砂到无菌研钵，在无
菌操作条件下研磨成糊状，转入到１．５ｍＬ离心管中
（尽可能转移完全），６５℃水浴３０ｍｉｎ，再加入等体积的
氯仿／异戊醇（２４∶１）充分振荡混匀，４℃８　０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，收集上清液然后加入１０％体积３ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＡｃ和２．５倍体积的异丙醇，４℃１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，７０％乙醇洗涤沉淀［９］，以下步骤同１．２．２。
１．２．５　ＳＤＳ法ＤＮＡ提取　称取１００ｍｇ菌体加入
６００μＬ提取液和少许灭菌的石英砂，如上述方法步骤
研磨，６５℃水浴３０ｍｉｎ，迅速冰浴５ｍｉｎ，加入３００μＬ
Ｔｒｉｓ饱和酚和３００μＬ氯仿，于室温下放置１０ｍｉｎ，
１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清液并加入等体积的
氯仿１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清液然后加入
１／５体积的 ＮａＡｃ和３／５体积的异丙醇，室温放置１０
ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，７０％乙醇洗涤沉淀［１０］，以
下步骤同１．２．２。
１．２．６　异硫氰酸胍法ＤＮＡ提取　称取１００ｍｇ菌体，
加入５００μＬ　ＧＴＰ试剂，振荡混匀，６５℃保温３０ｍｉｎ，轻
微离心后加入２５０μＬ氯仿／异戊醇（２４∶１），室温放置
１０ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液然后加

入５００μＬ异丙醇，－２０℃放置１ｈ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀用７０％乙醇洗涤［１１］，以下步骤同
１．２．２。　
１．２．７　ＤＮＡ纯度及浓度检测　ＵＶ－３８０２型紫外分光
光度计测定各种方法提取的ＤＮＡ样品在２６０、２８０、
３２０ｎｍ波光下的吸光度，计算出（Ａ２６０－Ａ３２０）／（Ａ２８０－
Ａ３２０）的值以及ＤＮＡ浓度。每种方法做３个平行，取
其平均值。总ＤＮＡ用０．７％的琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．８　ＰＣＲ扩增及凝胶电泳检测　根据 ＧｅｎＢａｎｋ
（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｕｍｂｅｒ，ＡＦ　０４７７１３）中 扩 展 青 霉
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｅｘｐａｎｓｕｍ）的ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ（ＰＯＬ）基
因序列［１２］，该实验室利用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０软件按照引物设
计的一般原则设计１对特异性引物，正向引物５’－
ＣＧＣＣＡＡＧＡＡＴＡＣＡＣＣＡＡＣＴ－３’，反向引物为５’－
ＴＣＣＡＡＡＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＧＡＡ－３’，引物扩增片段大
小为２８８ｂｐ。引物由Ｔａｋａｒａ公司合成。ＰＣＲ反应体
系（２５μＬ）为：２．５μＬ　１０×ＰＣＲ缓冲液，正反引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）上下游各０．４μＬ，３．５μＬ　ＤＮＡ模板，２．０μＬ
底物ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），１６μＬ　ｄｄＨ２Ｏ，最后加入０．
２μＬ　ＴａｑＤＮＡ 聚合酶。ＰＣＲ 循环条件：９４℃预热
５ｍｉｎ，９４℃解链１ｍｉｎ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，
３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保温１０ｍｉｎ。凝胶电
泳检测：将ＰＣＲ产物于１％的琼脂糖凝胶上进行电泳，
并在凝胶成像仪上拍照进行比对。

２　结果与分析
２．１　培养方式的选择
用氯化苄法分别提取固体培养，液体静置培养和

液体振荡培养菌体的基因组ＤＮＡ，提取结果见表１。
Ａ３２０表示检测浑浊度，一般应比较小，有些接近于０。
纯ＤＮＡ（Ａ２６０－Ａ３２０）／（Ａ２８０－Ａ３２０）的值应该在１．８～
２．０，若太高（＞２．０）表明可能有ＲＮＡ存在，而低于１．８
可能有酚或蛋白质的污染。在扩展青霉基因组ＤＮＡ
提取方面，无论是在静置还是振荡的液体培养方式下，
所提ＤＮＡ的质量均不如固体培养，因此，该试验选择
固体培养的方式。
表１　３种培养方式下扩展青霉ＤＮＡ的提取结果
培养方式 检测指标

Ａ２６０ Ａ２８０ Ａ３２０ （Ａ２６０－Ａ３２０）／（Ａ２８０－Ａ３２０）

液体静置培养 ２．７９５　 ２．６６６　 ０．０５０　 １．０４８
液体振荡培养 ２．８３３　 ２．２２３　 ０．００９　 １．２７４
固体培养 ２．６３０　 １．３３３　 ０．０１６　 １．９１４

　　
２．２　５种ＤＮＡ提取方法比较
对５种方法的操作特点做了比较，各方法主要优

缺点见表２。试验中发现，蜗牛酶法ＤＮＡ提取成本
高，操作时间长，倒管次数多，操作步骤繁琐，但整个
ＤＮＡ提取过程没有涉及到有害化学试剂的参与，试验
相对较安全，且所用仪器设备相对简单，一般实验室可
满足试验要求。相比之下，氯化苄法、ＣＴＡＢ法和ＳＤＳ
法试验成本较低，操作时间和倒管次数较蜗牛酶法明
显减少，但是氯化苄是一种有毒、易燃、致癌并具腐蚀
性的有机溶剂，ＣＴＡＢ和ＳＤＳ均为有机去污剂，且操作
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过程中还用到氯仿等危险有机溶剂，这对试验操作者
和环境均构成了危害及潜在的污染。异硫氰酸胍是一
种强烈的变性剂，该法成本相对偏高，操作复杂，不宜

选用。另外，ＣＴＡＢ和ＳＤＳ法用研磨的方法来破除细
胞壁，在往离心管转移时会损失一部分菌体，而且可能
会造成部分ＤＮＡ条带的断裂。

　　表２　 ５种方法的比较
提取方法 方法优缺点比较

成本 操作时间／ｈ 试剂危害性 仪器使用 操作步骤 倒管次数

氯化苄法 低 ３．０ 有毒可燃 相对复杂 繁琐 ２
蜗牛酶法 高 ５．５ 无毒 简单 繁琐 ５
ＣＴＡＢ法 低 ２．０ 有毒 简易 简易 ３
ＳＤＳ法 低 ２．０ 有毒 简易 简易 ４
异硫氰酸胍法 较高 ２．５ 有毒 相对复杂 简易 ２

２．３　５种方法提取ＤＮＡ纯度及浓度比较
使用氯化苄法、蜗牛酶法、ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、异硫

氰酸胍法提取１００ｍｇ干菌体的总ＤＮＡ，紫外吸收光
谱检测结果见表３。氯化苄法所提ＤＮＡ纯度以及浓
度均为最高，能满足ＤＮＡ提取的要求；蜗牛酶法所提
ＤＮＡ纯度较好但是浓度偏低，可能对ＰＣＲ快速检测
时有一定的影响；ＣＴＡＢ、ＳＤＳ法和异硫氰酸胍法所提
扩展青霉ＤＮＡ的量比氯化苄法的量要少的多，比蜗牛
酶法所提 ＤＮＡ量大，但 ＤＮＡ纯度较低，有可能对
ＰＣＲ扩增时的结果造成较大地影响。按照该试验所用
紫外分光光度计使用手册给出计算公式：ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）＝（Ａ２６０－Ａ３２０）×ｆ１－（Ａ２８０－Ａ３２０）×ｆ２，其中
计算因子ｆ１＝６２．９，ｆ２＝３６．０。
表３　５种方法提取扩展青霉ＤＮＡ的结果

提取方法 检测指标

Ａ２６０ Ａ２８０ Ａ３２０
（Ａ２６０－Ａ３２０）
／（Ａ２８０－Ａ３２０）

质量浓度

／μｇ·ｍＬ－１

氯化苄法 ２．３１１　１．２１５　０．０１６　 １．９１４　 １０１．１８０
蜗牛酶法 ０．７５４　０．５０９　０．２０１　 １．７９４　 ２３．７１４
ＣＴＡＢ法 ２．８８３　２．７９２　１．２１８　 １．０５８　 ４８．０６５
ＳＤＳ法 ３．７３２　３．５３８　０．９７７　 １．０７５　 ８１．０５２
异硫氰酸胍法 ３．０９９　２．７４１　０．３５５　 １．１５０　 ８６．７１１

２．４　电泳检测所提ＤＮＡ结果
由图１可知，５种方法所提扩展青霉菌基因组

ＤＮＡ均在２３ｋｂ左右有明显条带，条带亮度除了异硫
氰酸胍法稍弱以外，其它４种方法所提总ＤＮＡ的电泳
条带均明亮，这和表２中ＤＮＡ浓度的测定结果一致，
说明这５种方法均能提取出扩展青霉基因组ＤＮＡ，
ＤＮＡ片段分子量大约在２３ｋｂ。

图１　扩展青霉总ＤＮＡ电泳
　　注：Ｍ：标准ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒλ－ＨｉｎｄⅢｄｉｇｅｓｔ；１：氯化苄法；２：蜗
牛酶法；３：ＣＴＡＢ法；４：ＳＤＳ法；５：异硫氰酸胍法。

２．５　ＰＣＲ扩增结果
用设计的ＰＣＲ引物扩增５种方法所提扩展青霉

ＤＮＡ，氯化苄法、蜗牛酶法、异硫氰酸胍法所提ＤＮＡ都

得到了很好扩增，目的条带亮度很好，说明这３种提取
方法都能很好满足ＰＣＲ扩增的要求，但ＣＴＡＢ 法和
ＳＤＳ法扩增条带明显要差，特别是ＳＤＳ法，几乎看不到
扩增条带，和表２相比较，这２种方法所提ＤＮＡ的浓度
还比较高，但（Ａ２６０－Ａ３２０）／（Ａ２８０－Ａ３２０）值只有１，远低于
１．８，说明这２种方法所提ＤＮＡ的质量较差，含有较多
的杂质，进行ＰＣＲ扩增时会对扩增有较大影响。

图２　５种方法提ＤＮＡ的ＰＣＲ产物电泳图
　　注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ－１　０００；１：氯化苄法；２：蜗牛酶法；３：ＣＴＡＢ
法；４：ＳＤＳ法；５：异硫氰酸胍法。

２．６　灵敏性检测结果
对氯化苄法所提ＤＮＡ进行梯度稀释后再进行

ＰＣＲ扩增，由图３可看出，在１０－３倍稀释时扩增条带
明显变暗，１０－４倍稀释时已看不到目的条带的存在，说
明菌液稀释的检测限大约为１０－３。经测定得知，原始
菌液提取的ＤＮＡ质量浓度约为１０１．１８μｇ／ｍＬ，故在
该试 验 条 件 下，ＤＮＡ 质 量 浓 度 的 检 测 限 约 为
０．１μｇ／ｍＬ。　

图３　ＤＮＡ梯度稀释进行ＰＣＲ扩增的结果
　　注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ－１　０００；１～７分别是：１０－１、１０－２、１０－３、

１０－４、１０－５、１０－６稀释液，空白对照。

３　讨论与结论
随着分子生物学的发展，近年来关于真菌ＤＮＡ

提取方法的研究也有不少报道，但是基于真菌细胞结
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构的多样性和复杂性，同一种方法对不同的种属的菌
体或者不同的方法对同一种属的菌体，所提ＤＮＡ的浓
度和纯度都会存在很大差别，在该研究中，用不同的方
法提取扩展青霉ＤＮＡ，结果的重复性较差。
氯化苄法的原理是利用细胞壁的Ｎ－乙酰基葡萄

糖胺的糖链上含有大量的羟基这一特点［１３］，在碱性条
件下氯化苄可以与细胞壁多糖包括纤维素和半纤维素

的羟基作用，反应式为：ＲＯＨ＋ＰｈＣＨ２Ｃｌ＋ＮａＯＨ→
ＰｈＣＨ２ＯＲ＋ＮａＣｌ＋Ｈ２Ｏ，从而破坏细胞壁而使得细胞
内ＤＮＡ释放出来，条件较温和，对其产生很小的机械
撕裂作用［１４］。因为氯化苄与苯酚极性相近，因此有抽
提蛋白的作用，并能抽提水相中其它细胞残存物［１５］，
破壁抽提合二为一，简化了步骤而且所提ＤＮＡ浓度及
质量均较高，亦满足ＰＣＲ扩增。
蜗牛酶法是一种温和无害的生物方法，但所提

ＤＮＡ浓度偏低，可能是原生质体形成的过程中细胞释
放了ＤＮＡ酶降解所提ＤＮＡ。异硫氰酸胍能够破坏植
物和真菌的细胞壁，已广泛的被应用于许多微生物的
ＤＮＡ和ＲＮＡ的提取，但是在试验中发现虽能够提取
ＤＮＡ并得到清晰的扩增条带，但在试验过程中其重复
性很低。通过该研究综合比较５种方法，氯化苄是最
适合于扩展青霉菌基因组 ＤＮＡ的提取方法，所提
ＤＮＡ浓度高、纯度好、结果稳定，是理想的扩展青霉基
因组ＤＮＡ的提取方法，用于ＰＣＲ扩增可以获得良好
的结果。通过灵敏性试验得到该方法的最低检测限大
约为０．１μｇ／ｍＬ。
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