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摘 要 针对海洋沉积环境样品 DNA提取中的腐殖酸去除难题，采取先脱除腐殖酸再提
取 DNA的策略，进行了海洋沉积物 DNA 提取前的简易脱腐方法研究。依据腐殖酸的理
化性质，遴选出由 Tris-HCl、EDTA、Na4P2O7、NaCl、PVP、Triton X-100 及脱脂奶粉组成脱腐缓
冲液，有效地脱除了腐殖酸。之后采用温和的溶菌酶-蛋白酶 K-SDS 直接裂解法，获取了
大片段（分子量 21kb以上）可进行 rpoB 基因 PCR 扩增的海洋沉积物 DNA，为海洋沉积环
境分子生态学研究与海洋生物活性物质开发奠定了基础。
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0 引 言

海洋沉积物 DNA 提取对海洋沉积环境的分子
生态学研究与海洋生物活性物质开发有重要意义。

在以往的海洋沉积物 DNA 提取过程中，对 DNA 提
取影响最大的是结构复杂的结合态腐殖酸（humic
acids，HAs），它难以分离。原因在于腐殖酸拥有独
特的苯环、稠环和各种杂环结构，富含羟基、羧基、烯

醇基、磺酸基、胺基等多种活性官能团，表现出极性、

氧化还原性、络合与吸附等多重理化性质［1］，致使在

经典的 DNA提取过程中它不仅可与粘粒及金属离
子等相互作用而将微生物裹挟其中，阻止 SDS 等变
性剂的渗透并抑制溶菌酶及蛋白酶 K 等的活性，而
且在相当程度上影响裂解缓冲液对微生物的裂

解［2］，同时经碱性裂解液处理后溶出的黄腐酸与棕

腐酸既能氧化为醌，又能还原为酚［3］，这样可导致部

分 DNA随氧化的苯酚进入有机相而丧失［4，5］，即便
在对 DNA进行纯化与浓缩的乙醇或异丙醇溶液中，
腐殖酸仍与 DNA 表现出相似的沉淀行为［6］，因此，
即使采用透析、离子交换、密度梯度离心、层析和电

泳等不同方法对核酸粗提物进行进一步纯化［7-9］，仍

有一些理化性质与核酸相近的腐殖酸组分与之共

存，从而影响到核酸的定量［10］及后续的 PCR 扩增、
杂交、酶切乃至转化等技术过程［1，11-15］。由于传统

的海洋沉积物 DNA提取方法存在除杂步骤多、过程
繁杂、依赖贵重仪器、提取成本高、DNA 损失量大等

诸多缺陷，难以客观揭示原位环境的分子生态状况。

即便是某些商业公司开发的土壤 DNA 抽提试剂盒，
其效果仍难以满足宏基因组文库对 DNA 大片段的
需求，无法应用于生物活性物质的开发。因此，建立

简便有效的海洋沉积物 DNA提取方法势在必行。
纵观传统的沉积物 DNA提取过程可以发现，在

细胞裂解之前，腐殖酸与 DNA 本是相隔离的，若在
此前有效地去除腐殖酸，则可望解决腐殖酸问题。

因此，我们开展了这项建立一种细胞裂解前有效脱

除海洋沉积物腐殖酸的简易方法，实现采取温和裂

解法获取高产、高纯度的大片段 DNA。

1 材料与方法

1 .1 沉积物样品
沉积物样品采自近海滩涂半精养虾池、港口和

红树林区。虾池沉积物表层为棕黄色，港口与红树

林沉积物样品均为棕黑色。

1 .2 方法
1 .2 .1 脱腐缓冲液筛选
将沉积物（湿重）与不同的脱腐缓冲液按质量 /

体积比（w / v）1 : 10 混合，旋涡 3 min 后作用 10 min，
再旋涡 3 min 后 3000g离心 5min，根据上清颜色深浅
判定不同脱腐缓冲液的脱腐效果，洗涤完毕后采用

DAPI荧光计数检测微生物的裂解率，筛选脱腐效果
显著且无明显裂解现象的脱腐缓冲液。

1 .2 .2 脱腐参数优化
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将遴选出的脱腐缓冲液在不同的温度与沉积物

（湿重）与脱腐缓冲液的质量 /体积比（w / v）条件下进
行脱腐效果测试，优化脱腐方案。

1 .2 .3 脱腐效果检验
将脱腐与未脱腐的沉积物样品采用直接裂解

法：按 1 : 10（w / v）加入 DNA 提取缓冲液（100mmol / L
Tris-HCl，50 mmol / L Na2EDTA pH 8 .0，200 mmol / L
NaCl，1%（w / v）PVP，0 .05%（v / v）Triton X-100，2%的
CTAB，1 .0 mg / ml 溶菌酶），旋涡混匀后于 37℃水浴
30min，再加入终浓度为 0 .1 mg / ml 蛋白酶 K 于 55℃
水浴 30min，后加入终浓度为 1 .5%的 SDS于 65℃水
浴至上清与沉积物分层且上清清亮，将离心管经凉

水浴降至室温后加入等体积的氯仿 /异戊醇（24 : 1），
与上清和沉积物共抽提，离心取上清后以等体积的

酚 /氯仿 /异戊醇（25 : 24 : 1）抽提 1 次或 2 次，氯仿 /
异戊醇（24 : 1）洗涤 1 次，乙醇沉淀，TE（10 mmol / L
Tris-HCl，1 mmol / L Na2EDTA pH 8 .0）溶解。
将所提 DNA模板稀释 100 倍后进行 rpoB 基因

PCR扩增，引物为 F-primer：5’-CGCCCCCCGCGCCCC-
GCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCATCGAAACICCIG
AAGG-3’；R-primer：5’-CGTTGCATGTTGGTACCCAT-
3’。5 .0µl 模板加入到 45µl PCR 混合液（5 .0µl 10 ×
PCR buffer，4 .0 mM MgCl2，0 .4 mM dNTP，0 .4µM 引
物，100µg / ml BSA，2 .5 u Ex Taq DNA 聚 合 酶
（TakaRa））。PCR 程序为 94 .0℃预变性 4 .0 min；30
个循环（94 .0℃变性 1 .0 min，52 .0℃复性 1 .0 min；
72 .0℃延伸 1 .0 min）；72 .0℃，10 .0 min；4 .0℃终止。

PCR产物与 DNA 提取物经 1 .0%的琼脂糖凝胶电
泳，EB染色后于 Bio-Rad 凝胶成像系统进行拍摄。

2 结果与分析

2 .1 不同脱腐缓冲液的脱腐效应
不同脱腐缓冲液的脱腐效果比较表明：单一的

配位剂，如 NaOH，Na2EDTA 以及 Na4P2O7 均具备一

定的脱腐能力，Na2SO4 浓度大于 300mmol / L 时易引
发絮凝，单一的 NaCl 几乎无脱腐能力；若将配位剂
加以组合，其脱腐能力大为提高，但仅由配位剂组合

而成的脱腐体系不能与沉积物形成稳定的分散系，

沉积物颗粒易发生聚沉，降低了配位剂与颗粒相互

作用的表面积，影响腐殖酸的抽提效率。即使在此

基础上加入 Triton 也未能改善体系的分散性能，而
一旦加入 PVP，其卓越的抗沉积性能使体系更为舒
展而稳定，即便在 pH 值为 10 . 0 的条件下其腐殖酸
结合能力已大为降低，但与其他试剂的综合效应仍

使体系的脱腐性能极为显著；若同时加入 0 . 05 %
（v / v）Triton将使整个脱腐缓冲系与离心管壁的摩擦
减小，体系更为均一稳定，抽提效率也略有提高，但

Triton X-100 含量不可太高，否则将与 PVP 竞争吸附
位点而影响 PVP的分散悬浮能力；同时，采用 4%脱
脂奶粉大大提高了沉积物微生物的洗脱率，缩短了

洗涤时间，减少了洗涤次数。此缓冲液在 pH 10 . 0
以下对沉积物样品中的微生物无明显裂解效应。表

1和表 2 分别给出了单一组分脱腐缓冲液的脱腐效
应和复合组分脱离缓冲液的脱腐与裂变效应。

表 1 单一组分脱腐缓冲液的脱腐效应

脱腐缓冲液 脱腐效应

NaCl（50mmol / L，100mmol / L，200mmol / L，
500mmol / L，1 .0 mol / L，1 .5 mol / L）

均无明显脱色效果

Na2SO4（50mmol / L，100mmol / L，200mmol / L，
300mmol / L，400mmol / L，500mmol / L）

均无明显效果，浓度在 300mmol / L
以上时引发絮凝

Na2EDTA（5mmol / L，10mmol / L，20mmol / L，
50mmol / L，100mmol / L，200mmol / L）

浓度在 20mmol / L时上清为淡黄色，
50 mmol / L以上时为黄色

Na4P2O7（5mmol / L，10mmol / L，20mmol / L，
50mmol / L，100mmol / L，200mmol / L）

脱腐浓度效应与 Na2EDTA相当

NaOH（pH 8 .0，pH 9 .0，pH10 .0，pH 11 .0，
pH 12 .0，pH 13 .0）

仅 pH 13 .0 时为黄色，余者浅黄色

pH 8 .0 Tris-HCl（10mmol / L，20mmol / L，
50mmol / L，100mmol / L，200mmol / L）

均无明显脱色效果

Triton X-100（0 .01%，0 .02%，0 .05%，
0 .1%，0 .2%）

均无明显脱色效果

PVP（0 .1%，0 .2%，0 .5%，1 .0%，2 .0%） 0 .2%时淡黄色，0 .5%以上时黄色

PVPP（0 .1%，0 .2%，0 .5%，1 .0%，2 .0%） 均无明显脱色效果

脱脂奶粉（0 .5%，1 .0%，2 .0%，4 .0%，
6 .0%）

均无明显脱色效果
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表 2 复合组分脱腐缓冲液的脱腐与裂解效应

试剂组合 脱腐与裂解效应

100mmol / L Tris，100mmol / L Na4P2O7，100mmol / L Na2EDTA，
1 .0% PVP（以 NaOH 分别调 pH 至 8 . 0，9 . 0，10 . 0，11 . 0，
12 .0，13 .0）

pH 8 .0 与 9 . 0 呈浅棕黄色和棕黄色，pH 10 . 0 以
上呈棕黑色，pH 10 .0 无明显的细胞裂解现象，pH
11 .0 时微生物细胞裂解率 6% ～ 15%

100mmol / L Tris，100mmol / L Na4P2O7，100mmol / L Na2EDTA，
1 .0% PVP，100 mmol / L NaCl（pH 10 .0）

上清棕黑色，微生物无明显裂解

100mmol / L Tris，100mmol / L Na4P2O7，100mmol / L Na2EDTA，
1 .0% PVP，100 mmol / L NaCl，0 .05% Triton X-100（pH 10 .0）

上清棕黑色，微生物无明显裂解，体系更为均一

稳定

100mmol / L Tris，100mmol / L Na4P2O7，100mmol / L Na2EDTA，
1 . 0% PVP，100 mmol / L NaCl，0 .05% Triton X-100，4 .0%脱脂
奶粉（pH 10 .0）

上清棕黑色，微生物无明显裂解，洗涤次数减少

至 2 次即可充分脱腐

50 mmol / L Tris，20 mmol / L EDTA，100 mmol / L NaCl，1 . 0%
（w / v）PVPP（pH 10 .0）［16］

上清澄清，无明显脱腐效应

50 mmol / L Tris-HCl，200 mmol / L NaCl，5 mmol / L Na2EDTA，
0 .05% Triton X-100（pH 8 .3）［17］

上清澄清，无明显脱腐效应

由此，最后遴选出的脱腐缓冲液为：100mmol / L
Tris， pH 10.0， 100mmol / L Na4P2O7， 100mmol / L
Na2EDTA，1.0% PVP，100 mmol / L NaCl，0.05% Triton

X-100，4.0%脱脂奶粉。将此缓冲液与 Picard 等［16］

（1992）提出，后相继为许多研究者作为 DNA 提取缓
冲液的 TENP（50 mM Tris，pH 10 .0，20 mM EDTA，100
mM NaCl，1%（w / v）PVPP）以及 Fortin 等［17］（2004）的
研究（50 mM Tris-HCl pH 8 . 3，200 mM NaCl，5 mM
Na2EDTA，0 .05% Triton X-100）相比，其脱腐性能更

为优越。

2 .2 脱腐方案
以遴选出的脱腐缓冲液为基础，比较沉积物（湿

重）与脱腐缓冲液的质量 /体积比（w / v）在 1 : 3，1 : 5，
1 : 8，1 : 10，1 : 15 条件下的洗脱时间与速度，发现其比
例至少应在 1 : 5 以上，不同样品间以 1 : 10 较为稳
定。同时，温度对脱腐速率的影响表明：随着水浴温

度提高，脱腐速率提高，适当提高洗涤温度至 DNA
抽提过程中的反应温度 55 ～ 65℃，未使样品微生物
发生明显裂解，而脱腐时间大为缩短。至此，优化的

脱腐方案为：沉积物（湿重）与脱腐缓冲液的质量 /体
积比（w / v）为 1 : 10，旋涡混合 3min，60℃水浴 5min，
再旋涡 1 min后 3000g 离心 5 min，根据上清颜色再
重复洗涤与离心 1 或 2 次，至上清颜色与洗涤缓冲
液颜色无明显差异止。

2 .3 脱腐前后沉积物 DNA的产量与质量
对脱腐与未脱腐样品 DNA 粗提物加以比较发

现，前者颜色为白色或略带黄色（红树林样品），而后

者为棕黄色。

琼脂糖凝胶电泳表明，脱腐前后 DNA 产量无明

显差异，DNA 片段大小均在 21 kb 以上。对粗提模
板经 rpoB基因 PCR 扩增后，琼脂糖凝胶电泳显示：
未脱腐样品模板的扩增无法进行，而脱腐样品均有

效扩增。

3 讨 论

3 .1 脱腐缓冲液的筛选原则
海洋沉积物中对 DNA 提取影响最大的是结构

复杂的结合态腐殖酸，它一般与矿物质中的金属离

子配位形成稳定的盐类。针对腐殖酸的理化性质及

其赋存形态，腐殖酸脱除缓冲液应具备以下功能：

（1）能有效地解除腐殖酸与金属离子、粘土颗粒之间
的作用，使腐殖酸的由不溶解的二价或多价盐转变

为可溶解的单价盐；（2）能促使释出的腐殖酸充分悬
浮，增加未脱腐组分与缓冲液接触的表面积，避免洗

脱的腐殖酸在离心过程中聚沉；（3）能填充并饱和粘
粒等的吸附位点，减少其在后续过程中对腐殖酸和

核酸的再吸附。

3 .2 脱腐缓冲液不同组分的功能
就结合态腐殖酸的脱除能力而言，常用的配位

体 Cl -作用很弱，但NaCl能提供电解质，加速其他配
位剂与表面活性剂在沉积物颗粒固液界面的吸附与

扩散速度，提高其吸附量；SO4
2 - 在浓度较高时易引

发絮凝，也不利于脱腐反应的进行；而 OH-，P2O7
4 -

与 EDTA 则与金属离子生成不溶性配合物，破坏腐
殖酸钙镁键与铁铝键复合体能力较强；PVP 因其分
子链节中的酰胺基团具有吸电子性，导致 N 体现出
微弱的阳离子性，因而容易吸附于带负电的沉积物

—145—

席 峰等：海洋沉积物 DNA提取前的简易脱腐方法研究



颗粒、微生物及腐殖酸的表面，它可使洗脱出的腐殖

酸分散悬浮，而且，PVP 及其聚合物 PVPP 中所含的
酰胺基有很强的结合多酚化合物酚羟基的能力，可

与腐殖酸形成稳定的复合物［9］，PVP 与腐殖酸形成
的复合物存在于离心后的上清中，而 PVPP 因其聚
合度高，与腐殖酸形成的不溶性复合物离心后则与

泥沙、粘粒等共存于离心管底部可继续对后续过程

中释出的核酸产生吸附与结合作用而降低其产率；

Triton X-100 可降低疏水界面表面张力，因而可增强
脱腐缓冲液的渗透能力及对碳氢化合物等疏水性污

染物的清除能力；脱脂奶粉与腐殖酸竞争并饱和粘

粒的吸附位点，防止粘粒对后续裂解过程中释出的

核酸产生吸附作用而降低产率［18］，同时也缓冲洗涤

过程对微生物产生的剪切作用力。

左起：1为 DNA Marker 2-Log DNA Ladder（Biolabs）；2为阳性对照 E . Coli rpoB基因 PCR产物，3为不

加模板的阴性对照；4，6，8分别为脱腐后的虾池、红树林、港口沉积物 DNA rpoB 基因 PCR 产物；5，7，9

分别为未脱腐虾池、红树林、港口沉积物 DNA rpoB 基因 PCR 产物；11，13，15 为虾池、港口、红树林沉积

物脱腐样品的 DNA提取物；12，14，16 为虾池、港口、红树林沉积物未脱腐样品 DNA提取物；17为 lambda

DNA / EcoRⅠ + Hind Ⅲ Marker（Sangon），其带 A大小为 21223bp。

图 1

3 .3 脱腐 pH 值对微生物裂解的影响
腐殖酸具有类似生物膜的双分子层结构，这种

胶体结构依靠弱键维系，一旦 pH 或某些多价离子
浓度发生微弱变化，将引发腐殖酸结构的强烈变化

———解聚并与大量的自由基、金属离子及其他杂质

相互作用［19］。在高 pH 条件下，腐殖酸聚合体的长
链结构趋于舒展，而低 pH 条件下则趋向紧缩，故腐
殖酸的脱除应在碱性环境下进行。对脱腐影响最大

的是腐殖酸组分的酸解离常数 pKa 值达 9 . 0［20］，因
此，缓冲液的 pH应为 9 .0 以上可使其解离。鉴于沉
积物颗粒结构的复杂性，而绝大多数微生物能在 pH
5 .0 ～ pH 9 . 0 范围内生长，以及微生物坚韧的细胞
壁和疏水的细胞膜对短时间洗涤的耐受力，为增强

缓冲液渗透强度与速度，pH宜适当提高。本研究通
过 Tris-HCl 将 pH提高至 10 .0，兼顾了脱腐与防裂解
双重效益。

3 .4 沉积物与脱腐缓冲液的质量 /体积比对脱腐反
应的影响

腐殖酸具有巨大的表面积与表面能，它对各种

离子的吸附能力很强，在较低的质量 /体积比条件
下，脱腐缓冲液中的水分子几乎为腐殖酸及各种离

子所束缚，使体系处于凝胶状态，加之腐殖酸本身亦

为多元酸，具有较强的缓冲能力，因而脱腐难以进

行。随着质量 /体积比的提高，富余的脱腐缓冲液对
业已膨胀、松散的腐殖质凝胶团的渗透与瓦解能力

逐渐增强，致使平衡朝着有利于脱腐的方向进行。

因此，腐殖酸含量越高的沉积物，其质量 /体积比宜
越大。

3 .5 脱腐反应的温度影响
腐殖酸体系为非平衡体系，它与其他物质的反

应是受扩散控制的慢反应过程［21，22］。因此，温度升

高可促进腐殖酸的脱除。在避免微生物发生裂解的

前提下，采用 55 ～ 65℃水浴可使脱腐反应速率较常
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温下大大加快，减少了脱腐时间与次数。

3 .6 方法的可靠性与适用性
脱腐前后沉积物样品 DNA 粗提物颜色、产量、

大小与进化中保守的单拷贝看家基因 rpoB［23］的
PCR效果表明：先脱腐后提 DNA 的策略与上述脱腐
方法切实可行。腐殖酸脱除缓冲液可针对中国南方

土质以黄色或红色的铁铝键复合体为主和北方以黑

色或棕黑色的钙镁键复合体为主的特点进行设计，

不同生境的研究可根据沉积物性质衍生出特定的脱

腐方法。此外，该方法摆脱了以往对特殊器材的需

求，仅需普通离心机和恒温水浴锅及相关的试剂与

耗材即可获取满足分子技术要求的大片段 DNA，是
一类经济、简易且普遍适用的方法。

4 结 论

本研究采取先除腐殖酸再提 DNA 的策略，依据
腐殖酸理化性质与赋存形态制定脱腐缓冲液组分的

遴选原则，优化出 Tris-HCl、EDTA、Na4P2O7、NaCl、
PVP、Triton X-100 及脱脂奶粉组成的脱腐缓冲系及
其脱腐方案，在 DNA提取前有效地脱除了海洋沉积
物样品的腐殖酸，建立了服务于海洋分子生态研究

的海洋沉积物腐殖酸简易脱除方法。

致谢 研究中蒙艾春香、杨小茹、骆苑蓉、王晓颖、李可

和蔡莹等支持与帮助，在此谨表谢忱。
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A simple method for removing humic acids from marine sediment
samples prior to DNA extraction
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Abstract
A strategy of removing humic acids（HAs）prior to DNA extraction was conducted to resolve the problem of removing

HAs from marine sediments in DNA extraction . According to the physical and chemical properties of HAs，the HAs’re-
moving buffer composing of Tris-HCl，EDTA，Na4P2O7，NaCl，PVP，Triton X-100 and skim milk was screened out，
which washed HAs out from the marine sediment samples successfully . Then a mild lysozyme-proteinase K-SDS direct ly-
sis method was applied and the large fragment DNA was recovered from the marine shrimp pond，seaport and mangrove
sediments samples，the molecular mass of which is more than 21 kb . These DNA extractions contain the sediment DNA
which could be PCR amplified for rpoB gene . These work laid a foundation for molecular ecology research and exploiting
the bioactive substances from marine sediments .

Key works：marine，sediment，DNA，humic acids（HAs），remove
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