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北方黑土土壤细菌 16S rDNA扩增体系的优化*

李秋红 � 吴凤芝�
(东北农业大学园艺学院,哈尔滨 � 150030)

摘 � 要 � � 采用降落 PCR方法扩增目的基因,设计两次正交试验对 PCR反应体系中的各组分浓度进行

筛选,同时对退火时间、延伸时间及循环次数进行摸索。结果表明, 适合北方黑钙土土壤细菌 16S rDNA 扩增

体系为:在 25 �l体系中, 10 � buffer2�5 �l, DNA 模板 20 ng , Mg2+ 2� 5 mmol L- 1, dNTPs0� 25 mmol L- 1, 引物 0� 3

�mol L- 1, TaqDNA聚合酶 1� 5 U。降落 PCR扩增程序为: 95 , 5 min; 95  , 45 s; 65~ 56  , 60 s; 72  , 90 s; 每两

个循环降低 1 。95 , 45 s; 55 , 60 s; 72 , 90 s; 10个循环。最后 72  , 10 min。
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� � 目前对于土壤微生物多样性的研究已引起国内

外学者的极大重视, 利用分子生物学方法研究土壤

微生物多样性已经成为最主要的手段。rDNA 由保

守区和可变区组成, 在细菌中高度保守,素有! 细菌

化石∀之称,是细菌系统分类学研究中最有用和最常

用的分子钟。其中 16S rRNA 序列分析已经成为细

菌种属鉴定和分类的标准方法[ 1]。现在人们对 16S

rDNA序列有了清晰的认识, 日前已经明确细菌的

16S rDNA全长约 1 540 bp,片段长度适中,信息量较

大且易于分析。在细菌的 16S rDNA 中有多个区段

高度保守, 根据这些保守区人们可以设计出细菌的

通用引物, 用它们可以扩增出所有细菌的 16S rDNA

片段, 扩增得到的细菌的 16S rDNA片段根据扩增产

物分析方法的不同, 发展了多个分支, 如 16S rDNA

的限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 ( RFLP ) 分 析

(ARDRA) [ 1~ 11]、末端限制性片段长度多态性 ( T�
RFLP) 分析[ 1, 12~ 17]、单链构象多态性 ( SSCP) [ 18]、

DGGE的巢式 PCR扩增
[ 19]
。

本文使用有机质含量丰富的北方黑土土壤

DNA作为扩增细菌16S rDNA的模板,目的是找到适

合北方黑土土壤 DNA的最佳扩增体系,为相关研究

奠定基础。

1 � 材料与方法

1�1 � 供试材料与仪器
1�1�1 � 土壤 � � 本试验土壤(黑钙土)采自位于北

纬 45#的黑龙江省哈尔滨市东北农业大学试验实习

基地,土样过 80 目筛, 存于- 70  备用。土壤的基
本理化性状见表 1。

表 1� 供试土壤理化性状
Table 1 � Physicochemical properties of the soils studied

土壤类型

Soil type

全氮

Total N

(g kg- 1)

碱解氮

Alkaline

hydrolysis N

(mg kg- 1)

全磷

Total P

( g kg- 1)

有效磷

Availabe P

(mg kg- 1)

缓效钾

Slow�release K

(mg kg- 1)

速效钾

Available K

(mg kg- 1)

有机质

Organic matter

( g kg- 1)

电导率 Electric

conductivity

(�S cm- 1)

pH

黑土 Black soil 3�62 326 3�61 399 761 473 68�96 294 5�73
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1�1�2 � 药品及仪器 � � TaqDNA聚合酶为美国 MBI

产品;引物序:

5∃�AGAGTTTGATCCTGGC TCAG�3∃ (N8�N27) , 5∃�ACG�
GTTACCTTGTTACGACTT�3∃( N1487�N1507)

[ 20] ,由上海生

工生物公司合成; PCR仪为美国 MJ Research Thermal

Cycler DNA Engine( PTC�150)。
1�2 � 方法

1�2�1 � 土壤微生物 DNA 的提取 � � 参照 SANNO

和夏北成的方法[ 21~ 26] , 稍做修改。称取 10 g 土壤

样品于灭菌的研钵中,加液氮迅速研磨,直至土样成

为粉末为止,并迅速将粉末转至 50 ml的离心管中,

加土壤缓冲液( 0�4 mol L- 1磷酸盐缓冲液; 0�5 mol

L- 1 EDTA; 1 mol L- 1Tris; 5 mol L- 1 NaCl, 1% CTAB,

pH6�5) 13�5 ml及 100 �l蛋白酶K( 10 mg ml
- 1
)于离

心管中, 混匀,并在 37  下在摇床上以 220 r min- 1

转速震荡 30 min, 加1�5ml 20% 的 SDS(十二烷基磺

酸钠) ,在 65  下水浴 2 h, 每隔 20 min 轻轻摇匀一

次。6 000 r min- 1下离心 10 min,收集上清液于另一

离心管中, 再取 4�5 ml提取缓冲液及 0�5 ml 20%

SDS加入原离心管中,放回水浴 15 min,用上述同样

的速度离心 10 min, 将上清液转出并与原上清液合

并,加入等体积的氯仿: 异戊醇( 24%1)混匀, 6 000

r min- 1离心并收集上清液至新的 50 ml离心管中,

于上清液中加入 0�6倍体积的异丙醇, 室温静止过

夜后以10 000 r min- 1速度离心30 min,倒出上清液,

用 75%的乙醇清洗 2~ 3 次, 转移至 1�5 ml离心管

中, 在无菌室将乙醇吹干,最后加入500 �l左右的去

离子水, 溶解粘附于管壁的 DNA及杂质。

1�2�2 � DNA纯化 � � 利用 Promega Winzard纯化试

剂盒纯化。纯化后的DNA适当稀释后,在紫外分光

光度计测定 230 nm、260 nm及 280 nm波长下的吸光

度 OD值。

1�2�3 � PCR循环条件 � � 本试验采用降落 PCR扩

增, 基本程序为:

95  , 5 min

95  , 45 s

65~ 56  , 60 s

72  , 90 s

�
每两个循环降 1  ,

共 20个循环

95  , 45 s

55  , 60 s

72  , 90 s

� 10个循环

最后 72  , 10 min。

1�2�4 � 正交设计 � � ( 1)搜索性正交试验。在体系

组成未知的情况下,首先选用大的正交表, 对各因素

和水平进行搜索性正交摸索试验。反应体系 25 �l,

Buffer 2�5 �l,补足去离子水至 25 �l, 在此基础上对

反应混合物中各组分的浓度做了调整,选用 L16( 4
5)

正交表
[ 28]

,所考虑的因素水平如表 2, 按照表3设计

了 16组 PCR扩增试验。

表 2� 搜索性正交试验 PCR水平一因素表

Table 2 � Factors of the scanning orthogonal design

水平

Level

因素 Factor

引物

Primer(�mol L- 1)
dNTPs( mmol L- 1) Mg2+ (mmol L- 1)

Taq酶

Taq enzyme(U)

模板

Template( ng)

1 0�2 0�15 1�5 0�5 10

2 0�3 0�20 2�0 1�0 20

3 0�4 0�25 2�5 1�5 30

4 0�5 0�30 3�0 2�0 40

� � ( 2)细调性正交试验。在搜索性正交试验的基

础上,选取扩增效果相对较好的条件,以此作为中心

基点继续设计细调性正交试验。本试验选用搜索性

正交试验的第 10组条件为基点, 选用 L9 ( 3
3
)正交

表[ 28] ,按照表 4和表 5设计试验。其他条件为引物

0�3 �mmol L- 1, Taq酶 1�5 U, Buffer 2�5 �l。

1�2�5 � PCR扩增反应程序的优化 � � 根据细调性试
验所得的结果,筛选出第 8组作为反应体系中的最佳

浓度,在此基础上对退火时间、延伸时间和循环次数

进行单因子试验,以期找到最佳的 PCR扩增程序。

1�2�6 � 产物鉴定 � � PCR扩增产物于 1%琼脂糖凝

胶中检测,于凝胶成像系统下观察并照相。
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表3 � 搜索性正交试验设计表[ L16( 4
5) ]

Table 3 � The scanning orthogonal arrays

组号

Group number

因素 Factor

引物 Primer dNTPs Mg2+ Taq酶Taq enzyme 模板 Template

1 1 1 1 1 1

2 1 2 2 2 2

3 1 3 3 3 3

4 1 4 4 4 4

5 2 1 2 3 4

6 2 2 1 4 3

7 2 3 4 1 2

8 2 4 3 2 1

9 3 1 3 4 2

10 3 2 4 3 1

11 3 3 1 2 4

12 3 4 2 1 3

13 4 1 4 2 3

14 4 2 3 1 4

15 4 3 2 4 1

16 4 4 1 3 2

表 4� 细调性正交试验水平一因素表[ L9( 3
3) ]

Table 4 � Factors of the inching orthogonal design

水平

Level

因素 Factor

Mg2+

(mmol L- 1)

dNTPs

(mmol L- 1)

模板

Template ( ng)

1 2�0 0�15 10

2 2�5 0�20 20

3 3�0 0�25 30

表 5 � 细调性正交试验设计表

Table 5 � Inching orthogonal arrays

组号

Group number

因素 Factor

Mg2+ dNTPs 模板Template

1 1 1 3

2 2 1 1

3 3 1 2

4 1 2 2

5 2 2 3

6 3 2 1

7 1 3 1

8 2 3 2

9 3 3 3

表 6� PCR 扩增程序中各参数梯度

Table 6 � Gradients of parameters in PCR amplification procedure

参数

Parameter

梯度Gradients

1 2 3 4

退火时间 Anneal time ( s) 40 50 60 70

延伸时间 Extension time ( s) 75 90 105 120

循环次数 Cycle t ime 25 30 35 40

2 � 结果与分析

2�1 � 搜索性正交试验结果

搜索性正交试验用于新的 PCR体系的建立之

中, 对于新的 PCR体系而言,所有条件均是未知的,

因此搜索性正交试验的结果大都不理想, 本次结果

见图 1。

图1中 8, 9泳道条带较暗说明扩增效率较低,

10和 15泳道条带清晰且无非特异带, 但 15泳道的

二聚体较多, 因此选用第 10组条件为基点进行细调

性正交试验, 以获得进一步的优化。

2�2 � 细调性正交试验结果
细调性正交试验主要用来调节偏离中心不远的

试验条件,本试验中细调性正交试验结果如图 2所
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注: 1~ 16泳道分别对应于表 3的 1~ 16组

Note: Paths 1~ 16 correspond respectively to Groups 1~ 16 in Table 3

图 1� 搜索性正交试验结果
Fig�1 � Results of the scanning orthogonal arrays

示,出现了多组整齐清晰、扩增效率高、泳道干净、特

异性好的条带。从产物产量的角度出发, 选取产量

最高的第 8组,进行单因子优化试验。

注: 1~ 8泳道分别对应于表 5的 1~ 8组

Note: Paths 1~ 8 correspond respectively to Groups 1~ 8 in Table 5

图 2� 细调性正交试验结果
Fig�2 � Results of the inching orthogonal arrays

2�3 � PCR扩增反应程序的优化结果

2�3�1 � 退火时间对 PCR扩增的影响 � � 4 种退火

时间下的结果显示: 当采用 60 s 时扩增效率较高,

产物条带最亮; 当采用 50 s 时有明显的非特异性条

带,且产物条带很弱;当退火时间为 40 s和 70 s时

均未得到产物, 如图 3。

注: 1~ 4两重复依次为 40 s、50 s、60 s、70 s

Note: 1~ 4 duplicat ions following 40 s, 50 s, 60 s and 70 s, respect ively

图 3� 不同退火时间对 PCR扩增的影响

Fig�3 � Effects of annealing time on PCR amplification

2�3�2 � 延伸时间对 PCR扩增的影响 � � 4 种延伸

时间下的结果显示:只有在 90 s时可以扩增出清晰

的条带; 75 s时扩增效率低只能看到微弱的条带且

重复性差;当延伸时间超过 90 s时,均未得到目的

条带,如图4。

注: 1~ 4两重复依次为 75 s、90 s、105 s、120 s

Note: 1~ 4 dupl icat ions following 75 s, 90 s, 105 s and 20 s, respect ively

图 4� 不同延伸时间对 PCR扩增的影响

Fig�4� Effects of extending t ime on PCR amplification

2�3�3 � 循环次数对 PCR扩增的影响 � � 本试验循

环次数的确定是:降落部分的 20 个循环不变, 只有

最后 55  恒定温度时的循环次数变化。4种循环条

件下的结果显示:当循环次数为 30时,扩增效果较

好, 条带很亮且重复性好;当循环次数为25时,扩增

效率较低,条带很弱重复性差;当循环次数高于 30

时, 产生成片拖带的现象,且随着循环次数的增加这

种现象越明显,如图5。

注: 1~ 4两重复依次为 25、30、35、40循环

Note: 1~ 4 duplications following 25, 30, 35 and 40 cycles, respectively

图 5� 不同循环次数对 PCR扩增的影响

Fig�5 � Effects of number of cycles on PCR

3 � 结论与讨论

本试验采用降落 PCR 方法扩增目的基因, 这种

方法对于特异性扩增尤其适合, 是一种潜在的一步

找到最佳退火温度的方法[ 29] ,省去了找最佳退火温

度的步骤,大大提高了工作效率
[ 30]
。通过设计搜索

性L16( 4
5)和细调性 L9 ( 3

3)两次正交试验对 PCR扩

增体系中各组分浓度进行了筛选,同时对退火时间、

延伸时间及循环次数进行优化。结果表明, 16S rD�
NA扩增体系在 25 �l 体积中进行, 包括 20 ng DNA
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模板、Mg2+ 2�5 mmol L- 1, dNTP 0�25 mmol L- 1, 引物

0�3 �mol L- 1, Taq DNA聚合酶 1�5 U, Buffer 2�5 �l。
PCR扩增程序为: 95  , 5 min; 95  , 45 s; 65~ 56  ,

60 s; 72  , 90 s。每降 1  两个循环, 共 20个循环。

95  , 45 s; 55  , 60 s; 72  , 90 s; 10 个循环。最后

72  , 10 min。

当扩增较大片段时, 如果退火时间过短, 引物与

靶序列不能牢固结合或结合不完全, 从而导致无扩

增产物或产生非特异条带; 但时间过长可能会导致

非特异性扩增。由本试验结果来看, 退火时间为

40 s时扩增失败, 50 s时扩增效率很低且得到非特异

性条带, 只有在 60 s时扩增结果最好, 当升至 70 s

时没有得到产物,这与赵晓勤等[ 31]研究结果有相似

之处。由此可见对于一个成功的 PCR反应来说,不

仅退火温度很重要, 退火时间的选择也很重要。本

试验选择的 4个延伸时间, 只有 90 s时能扩增出理

想的产物, 延长或缩短时间扩增效率较低甚至无产

物。循环次数主要取决于 DNA浓度, 一般而言 25~

30轮循环已经足够。循环次数过多,会使 PCR 产物

中非特异性产物大量增加。由本试验来看, 循环次

数由 25增至 30后产物量明显增多, 但继续增加循

环次数后产生了非特异带和成片拖带现象。PCR扩

增有时出现涂抹带或片状带或地毯样带, 其原因往

往由于酶量过多或酶的质量差, dNTP 浓度过高,

Mg2+ 浓度过高,退火温度过低, 循环次数过多引起。

由本试验结果来看, 随着循环次数的增加,这种成片

拖带的程度有所增加。

PCR反应失败的原因有很多:模板核酸的制备,

引物的质量与特异性,酶的质量及活性, PCR循环条

件及反应体积的改变等。本试验尝试使用不同来源

的Taq DNA聚合酶扩增目的基因, 结果扩增失败,

这是因为不同的酶活性有很大差别, 如果使用不同

厂家的试剂,则扩增体系也应有所改变。另外,本试

验所用的 Taq DNA聚合酶配套的缓冲液为 K+ ,换

用NH
+
4 的缓冲液时扩增也失败。在保证模板质量

的前题下, 如果模板变性不彻底也会导致 PCR反应

的失败, PCR反应的变性温度及时间与模板的大小

和性质有关。本试验提取的北方黑钙土土壤总

DNA片段大小在15 000 bp左右,所采用的变性温度

及时间可以成功地扩增出目标产物。模板的性质和

片段大小与土壤类型和提取总 DNA 的方法有关。

一般情况下,退火温度在许可范围内即可扩增出产

物,本试验采用的退火温度由高到低,适合大部分土

壤类型的 16S rDNA扩增,只是针对不同的模板类型

及不同类型的酶, 所采用的退火时间、延伸时间及变

性时间应做相应的调整。
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OPTIMIZATION OF 16S rDNA AMPLIFICATION SYSTEM OF BACTERIA

IN BLACK SOIL IN NORTH CHINA

Li Qiuhong � Wu Fengzhi�

( College of Horticulture , Northeast Agricultural University , Harbin � 150030, China)

Abstract � Target genes were amplified with the TD PCR method, two orthogonal experiments were designed to screen out

optimal concentrat ions of various components of the PRC react ion system, while to explore annealing time, extending time and

cycling frequency. Results show that soil bacteria 16S rDNA amplification system fit for black soil in North China was in 25 �l

volume, which was composed of 10 � buffer 2�5�l , 20 ng soil microbial DNA template, Mg2+ 2�5 mmolL- 1 , dNTPs 0�25 mmol
L- 1, 0�3 �mol L- 1 primer, and 1�5UTaq enzyme. The TD PCR reaction procedure went like first keeping 95  for 5 min to

make soil microbial DNA denatualized, 95  for 45 s more, 65~ 56 for 60 s, and then 72  for 90 s, and lowering the tem�
porature by 1  every two cycles; and starting another 10 cycles of 95  for 45 s, 55  for 60 s, and 72 for 90 s, and finally

staying at 72  for 10 min for extending.

Key words � Soil bacteria 16S rDNA; TD PCR; Optimization
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