
书书书

第４４卷　第６期
２０１２年６月

　
哈　尔　滨　工　业　大　学　学　报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＨＡＲＢＩＮＩＮＳＴＩＴＵＴＥＯＦＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ
　

Ｖｏｌ４４ Ｎｏ６

Ｊｕｎ．２０１２

　　　　　　

适用于第２代测序技术的宏基因组 ＤＮＡ提取方法
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摘　要：为快速、高效、大量地获得城市污水处理厂活性污泥中的宏基因组ＤＮＡ，将３种不同的基因组ＤＮＡ
提取方式进行对比．结果显示，采用液氮研磨＋基因组提取试剂盒相结合的方法获得的宏基因组 ＤＮＡ信息
量最大，质量好，Ｄ（２６０／２８０ｎｍ）在１６９～１７２．在进行高通量测序前的样品制备过程中，样品经过初步处
理后宏基因组Ｄ（２６０／２８０ｎｍ）达１８３，满足文库构建要求．利用 ＳｏｌｅｘａＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｚｅｒＳｙｓｔｅｍ测序结果显
示，两个样品正向测序结果良好，可用于序列拼接的高质量数据条数占９０８％．
关键词：宏基因组测序；宏基因组ＤＮＡ；活性污泥；Ｓｏｌｅｘａ测序
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　　环境生物领域中各种组学技术 （－ｏｍｉｃｓ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）的发展及应用为揭示复杂体系微生
物群落结构及功能的关系提供了强有力的工具．

Ｈａｎｄｅｌｓｍａｎ于１９９８年首次提出并定义了宏基因组
（Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ），即环境样品中的细菌和真菌的基
因组总和［１］．宏基因组技术研究的初期阶段主要以
获得环境样品中新的生物活性物质为目的［２－３］．随
着基因测序技术的进步，第２代测序技术已经被引
入环境宏基因组学的研究中［４］．宏基因组测序技术
是指直接从环境中提取所有物种的ＤＮＡ进行全基
因组测序，该技术可以极大程度地揭示环境样品中

微生物多样性、功能多样性及代谢多样性，是评估

环境样品中微生物组成结构最精确的方法之一．到
目前为止，已有超过２１０个不同环境的宏基因组样



品被测序，包括土壤、海洋及人类肠道等［５－７］．因
此，宏基因组测序技术是解析城市污水处理厂活性

污泥系统中微生物群落基因组微观变化的最有力

手段和方法．
目前，环境样品中宏基因组ＤＮＡ的提取成为

制约宏基因组测序技术应用的主要瓶颈之

一［８－９］．土壤、水体与海洋沉积物等自然环境中的
宏基因组ＤＮＡ提取方法已有较多报道，而活性污
泥宏基因组ＤＮＡ提取方法的研究较少［３］．本文通
过对不同宏基因组ＤＮＡ提取方法的比较，建立满
足宏基因组测序要求的快速、高效、经济的活性污

泥宏基因组ＤＮＡ提取方法；评价活性污泥宏基因
组ＤＮＡ的不同提取方式对 Ｓｏｌｅｘａ测序结果的
影响．

１　实　验
１１　样品采集

活性污泥样品分别于２００９年秋季 （１０月）
和冬季 （１２月）采集自哈尔滨某城市污水厂生化
处理系统，记为样品１和样品２．取一定量的污泥
样品经１０ｋｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，离心后弃上清液，沉
淀立即保存于－８０℃冰箱中，４８ｈ内提取活性污
泥宏基因组ＤＮＡ．
１２　基因组提取

目前活性污泥基因组 ＤＮＡ的提取主要有试
剂盒提取法及酚 －氯仿法．试剂盒提取法操作简
单，毒性小，提取的ＤＮＡ样品纯度高，但菌体破碎
不完全，产率低；酚 －氯仿法菌体破碎完全，收率
高，但杂质去除效果不佳．因此，本研究还将采用
液氮研磨与试剂盒相结合的方法提取活性污泥的

宏基因组ＤＮＡ，以期提高菌体的破碎程度及基因
组ＤＮＡ样品的纯度．

将保存于－８０℃冰箱中的活性污泥样品沉
淀用磷酸缓冲溶液 （ｐＨ７０）洗涤２～３次，弃上
清，所得沉淀采用不同方式进行基因组 ＤＮＡ
提取．
１２１　试剂盒提取活性污泥宏基因组ＤＮＡ

采用上海华舜公司生产的细菌基因组提取试

剂盒．步骤如下：
１）向一定量的活性污泥沉淀中加入４０μＬ

ＤＢ溶液、１６０μＬＬｙｓｏｚｙｍｅ及８μＬＲＮａｓｅＡ，彻底
悬浮．３７℃ 恒温水浴３０～６０ｍｉｎ，期间来回颠倒
离心管数次．
２）水浴完毕，加入２００μＬＤＬＴ液和２５μＬ

ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ，迅速温和地来回颠倒离心管使之彻
底混匀．置６５℃ 恒温水浴３０ｍｉｎ，期间来回颠倒

离心管数次．水浴后离心 （９ｋｒ／ｍｉｎ），将上清移
入一个干净的离心管，加入２００μＬ无水乙醇，混
匀后全部移入吸附柱中，离心后 （１２ｋｒ／ｍｉｎ），将
吸附柱移入一个干净的收集管．
３）将５００μＬＷ１液静置离心后，倒掉收集管

内液体，吸附柱放回收集管中，重复此步２～３次，
将吸附柱移入一个１５ｍＬ的离心管中，在吸附膜
中央加入 １００μＬＴ１液，６５℃静置 ５ｍｉｎ，离心
（９ｋｒ／ｍｉｎ）将收集管低温 （－２０℃）保存．
１２２　酚－氯仿方法提取活性污泥宏基因组ＤＮＡ

１）称取１ｇ经 －８０℃保存的活性污泥样品
于 １０ｍＬ灭菌离心管中，加入 ５ｍＬ缓冲液
（ＴＥＮＰ）震荡悬浮．
２）加入１００μＬ溶菌酶母液至终质量浓度为

１ｇ／Ｌ，３７℃水浴１ｈ．
３）加入５００μＬ１０％ ＳＤＳ至终质量分数为

１％，５０μＬＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ母液，至终质量浓度为
２００ｍｇ／Ｌ，５５℃水浴１ｈ．

４）将混合液分装至１５ｍＬ离心管，加入等
体积的ＰＣＩ，充分混匀，４℃低温离心（１２ｋｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ）．取上清液，重复抽提一次．

５）获得的上清液加入等体积的ＣＩ抽提一次．
６）获得的上清液加入０６倍体积的异丙醇，

－２０℃沉降４０ｍｉｎ，４℃低温离心（１２ｋｒ／ｍｉｎ，
２０ｍｉｎ），弃上清．

７）加入１ｍＬ７０％乙醇清洗沉淀物，４℃低
温离心 （１２ｋｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），弃上清．
８）自然风干沉淀物，加入２０μＬ无菌超纯水

回溶，电泳检测，－２０℃保存待用．
１２３　物理破碎与试剂盒相结合提取活性污泥

宏基因组ＤＮＡ
活性污泥样品经液氮研磨后，采用试剂盒进行

宏基因组ＤＮＡ的提取，提取步骤如１２１所述．
１３　宏基因组ＤＮＡ浓度、纯度及产量的测定及

电泳检测

测定所提取的活性污泥宏基因组 ＤＮＡ的浓
度和纯度采用紫外吸收光谱法［１０］，以 ＭａｒｋｅｒＤＬ
２，０００作为标准，取 ２μＬ所得的宏基因组 ＤＮＡ
样品进行琼脂糖凝胶电泳．
１４　ＳＯＬＥＸＡ测序样品制备

步骤如下：

１）细菌基因组样品体积于 ＴＥｂｕｆｆｅｒ／ｄｄＨ２Ｏ
补齐至３００μＬ，Ｃｏｖａｒｉｓ仪器超声打碎片段设置４
个梯度程序，３％琼脂糖凝胶检测．

Ｃｏｖａｒｉｓ程序 （１）：１０％ ｄｕｔｙｃｙｃｌｅ，１０Ｉｎｄｅｎｓｉ
ｔｙ，５００ｃｙｃｌｅ，１０ｓ，共２５ｃｙｃｌｅｓ．
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Ｃｏｖａｒｉｓ程序 （２）：１５％ ｄｕｔｙｃｙｃｌｅ，１５Ｉｎｄｅｎｓｉ
ｔｙ，５００ｃｙｃｌｅ，１５ｓ，共２５ｃｙｃｌｅｓ．

Ｃｏｖａｒｉｓ程序 （３）：２０％ ｄｕｔｙｃｙｃｌｅ，２０Ｉｎｄｅｎｓｉ
ｔｙ，５００ｃｙｃｌｅ，２０ｓ，共２５ｃｙｃｌｅｓ．

Ｃｏｖａｒｉｓ程序 （４）：２５％ ｄｕｔｙｃｙｃｌｅ，２５Ｉｎｄｅｎｓｉ
ｔｙ，５００ｃｙｃｌｅ，２５ｓ，共２５ｃｙｃｌｅｓ．
２）末端补平体系．５０μＬ二链 ｃＤＮＡ，２５μＬ

ｗａｔｅｒ，１０μＬ１０ｘｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，４μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｍｉｘ，５μＬＴ４ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，１μＬＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，５μＬＴ４ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＫｉｎａｓｅ，水补齐
至１００μＬ，ＰＣＲ扩增后洗脱．
３）向补平的二链 ｃＤＮＡ３’端加碱基 Ａ．

３２μＬ洗脱产物，５μＬＮＥＢｕｆｆｅｒ，１０μＬｄＡＴＰＳｏ
ｌｕｔｉｏｎ，３μＬＫｌｅｎｏｗＦｒａｇｍｅｎｔ，水补齐至 ５０μＬ，
ＰＣＲ扩增后洗脱．
４）加接头．１ｇ洗脱产物，２５μＬＱｕｉｃｋＬｉｇａ

ｔｉｏｎＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，１μＬＰＥａｄａｐｔｅｒＯｌｉｇｏＭｉｘ，
５μＬＴ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ，水补齐至５０μＬ，纯化洗脱．

５）ＰＣＲ富集ｃＤＮＡ模板．
６）胶回收ＰＣＲ产物，２１００检测．
７）测序．

２　结果分析
２１　不同提取方法获得基因组ＤＮＡ的效果评价

不同方法提取活性污泥样品的宏基因组

ＤＮＡ如图１所示，标号１～６分别代表两个样品
的３组平行样本，３组宏基因组 ＤＮＡ获得的纯度
如表１所示．
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　　　　（ａ）试剂盒法（ｂ）酚－氯仿法（ｃ）物理破碎＋试剂盒法

Ｍ—ＤＬ２０００；１，３，５—秋季样品；２，４，６—冬季样品．

图１　获得的宏基因组ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳图
表１　宏基因组ＤＮＡ的纯度

指标 Ｄ（２６０／２８０ｎｍ） Ｄ（２６０／２３０ｎｍ）

１ １６２ ０８４

２ １６５ ０８７
３ １６６ ０９０
４ １６７ ０９２
５ １７２ １０８
６ １７３ １１６

　　由图１和表１可知，采用物理破碎与试剂盒
相结合的方法提取活性污泥样品中的宏基因组

ＤＮＡ效果最好，含量及纯度最高．说明经液氮研
磨使活性污泥样品的ＤＮＡ充分释放，再经过试剂
盒中的吸附柱有效去除蛋白质等杂质，有利于得

到高纯度及含量较高的宏基因组 ＤＮＡ．单纯用试
剂盒提取宏基因组 ＤＮＡ的效果不好，产率不高．
一是由于采用该方法污泥样品中的 ＤＮＡ不能完
全释放，使得产量减少；二是经过吸附柱处理时出

现样品过载现象，有部分蛋白质、腐植酸等杂质存

在，干扰ＤＮＡ的产率和纯度．采用苯酚 －氯仿方
法提取宏基因组ＤＮＡ的效果较好，但操作过程耗
时费力，且酚及氯仿等药品存在毒性，对人体危害

较大．
２２　Ｓｏｌｅｘａ测序分析

宏基因组ＤＮＡ样品经 Ｃｏｖａｒｉｓ不同频率打断
后的电泳检测结果如图２所示，有效条带位点应介
于３００～５００ｂｐ，只有１道频段 （１０Ｉｎｄｅｎｓｉｔｙ）打断
条带结果最佳，２、３、４道频段打断条带在 ３００～
５００ｂｐ极弱，丰度较差．因此，在１０Ｉｎｄｅｎｓｉｔｙ条件下
打断宏基因组片段适宜于进行后续高通量测序．
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１—Ｃｏｖａｒｉｓ程序（１）；２—Ｃｏｖａｒｉｓ程序（２）；３—Ｃｏｖａｒｉｓ程序（３）；

４—Ｃｏｖａｒｉｓ程序（４）．

图 ２　Ｃｏｖａｒｉｓ不同频率超声打断宏基因组ＤＮＡ样品的
琼脂糖凝胶电泳检测

　　如图３（ａ）所示，将获得的高质量活性污泥样
品的宏基因组 ＤＮＡ样品采用１道频段条件进行
超声打断，经琼脂糖凝胶电泳检测，样品 ＤＮＡ打
断后呈弥散状态，Ｍａｒｋｅｒ为 １００ｂｐ标记，２００～
７００ｂｐ皆有条带，质量好．Ｓｏｌｅｘａ测序样品制备步
骤如下：末端补平，向补平的二链 ｃＤＮＡ３’端加
碱基Ａ，加接头至最后 ＰＣＲ胶回收结果检测，如
图３（ｂ）所示，片段大小在４５０～５５０ｂｐ，质量好．
Ｄ（２６０／２８０ｎｍ）为１８３，总质量为２４８９ｎｇ，产量
为１３１ｍｇ／Ｌ．
　　宏基因组 ＤＮＡ样品经过测序拼接后的序列
分析结果如表２所示，总数据量１６５５７７７Ｍｂ，原
始序列条数可达２７３９８９２８条，其中高质量的系
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列条数为 ２４８９１１１１条，占总序列条数的
９０８％．原始序列经过拼接后≥５００ｂｐ的 ｃｏｎｔｉｇ
数目为 ２３７１９条．该结果说明采用液氮研磨＋基
因组提取试剂盒相结合的方法提取的宏基因组

ＤＮＡ完全满足宏基因组测序的要求．
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图３　测序用宏基因组ＤＮＡ样品超声打断后
琼脂糖凝胶电泳检测图

表２　宏基因组ＤＮＡ高通量测序结果

项目 测序模式
原始序列

条数

≥５００ｂｐ

ｃｏｎｔｉｇ数目

高质量

序列条数

样品１ ２×８０ ２７３９８９２８ ２３７１９ ２４８９１１１１

３　结　论
１）３种不同宏基因组 ＤＮＡ提取方法的对比

结果表明，液氮研磨 ＋试剂盒法提取的活性污泥
样品宏基因组ＤＮＡ效果最好，产率高，质量好，且
快速简便．单纯用试剂盒方法进行提取细菌基因
组效果最差，获得产物含有较多蛋白质、腐植酸等

杂质，干扰Ｓｏｌｅｘａ测序．
２）Ｓｏｌｅｘａ样品制备阶段，宏基因组 ＤＮＡ样

品最佳超声打断条件为１０％ ｄｕｔｙｃｙｃｌｅ，１０Ｉｎｄｅｎ
ｓｉｔｙ，５００ｃｙｃｌｅ，１０ｓ，共２５ｃｙｃｌｅｓ．
３）Ｓｏｌｅｘａ测序冬季样品的 Ｄ（２６０／２８０ｎｍ）

可达 １８３，Ｄ（２６０／２３０ｎｍ）达 ０２５，产量为
１３１ｍｇ／Ｌ．基因组样品正向测序结果较好，总数
据量１６５５７７７Ｍｂ，可用高质量序列数据为
２４８９１１１１条．
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