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鱼类肠道微生物总 ＤＮＡ的提取
汪　明，刘　军，陈爱敬，赵胜军，黄　峰，刘立鹤

（动物营养与饲料科学湖北省重点实验室，武汉工业学院，湖北 武汉　４３００２３）

摘要：尝试提取鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）肠道菌群总 ＤＮＡ，为研究鱼类肠道菌群结构提供依据。以鲫肠道内容物为
样本，用ＰＢＳ多次洗涤，离心样品，沉淀菌体。使用试剂盒法提取肠道菌群总 ＤＮＡ，电泳结果显示，样品 ＤＮＡ条
带明亮，无降解现象，可用于后续分子生物学试验研究；通过设计的细菌通用引物，对其１６ＳｒＤＮＡ基因进行 ＰＣＲ
扩增，得到较清晰的图谱，条带整齐；表明采用该方法提取鱼类肠道微生物群落的ＤＮＡ较为简单、准确、可行。
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　　鱼类肠道正常菌群是肠道微生物与宿主以及所
处水生环境形成的相互依赖、相互制约的微生态系

统，对营养物质的消化吸收、免疫反应以及器官的发

育等方面具有其他因素不可替代的作用，并且影响

到鱼类的生长、发育、生理和病理（宋增福和吴天

星，２００７）。这些菌群的分离和鉴定对于研究肠道
菌群功能及与机体的相互关系非常重要，传统的方

法都局限于从培养基中分离得到微生物，然后通过

生理生化性状、特定的表型进行分析；这样所得到的

检测结果非常容易受到操作方法的影响，而且还会

常常低估肠道菌群的数量和多样性，不能全面反映

肠道微生物之间及微生物与宿主间的真实相互关系

（Ａａｎｎｅｔａｌ，１９９５）。
随着现代科技的快速发展，大量分子生物学技

术应用于肠道微生物态学的研究中（Ｗａｒｄｅｔａｌ，
１９９０；Ｗｅｉｄｎｅｒｅｔａｌ，１９９６；Ｒｏｎｄｏｍｅｔａｌ，２０００）。这
种新的分析方法，只需从混合的微生物样品中提取

总 ＤＮＡ，得到若干个基因组的混合物，然后通过
ＤＮＡ指纹图法、分子杂交法、克隆建库法等分子标
记技术，分析混合物中不同基因组的多态性来反映

样品微生物种类组成。但多数研究还是还沿用传统

的ＤＮＡ制备方法即酚／氯仿抽提法提取肠道微生物
总ＤＮＡ；并且利用分子生物学技术研究水产动物肠
道微生物多样性的报道尚不多见。有鉴于此，本文

以鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）为研究对象，尝试探讨一种

较为简单易行的鱼类肠道微生物群落 ＤＮＡ提取方
法，为其分子生态学的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　样品准备
４尾健康鲫（１１．７±２．０）ｇ于２００８年１０月随

机挑选自武汉工业学院水产实验室水族箱，取样时

测定水温为２６℃。实验鱼全程投喂自制日粮，每天
投喂２次，在取样当日９∶００投喂后，于１５∶１０进
行取样。取样时用纱网迅速将鱼从水族箱中捞出，

剪刀敲击头部致死，随后将鱼置于灭菌塑料密封袋

内冰浴；３ｈ内转移到实验室，１２ｈ内处理鱼样。在
无菌操作台上进行鱼样处理，先用７５％酒精擦拭鱼
体表，用解剖剪沿肛门向上朝前呈弧形剪开。７５％
酒精擦拭消化道外壁，无菌冲洗液（０．９％灭菌生理
盐水）冲洗数遍（ＭａｃＤｏｎａｌｄ，１９８６）。用剪刀分离出
消化道，分别用４个２ｍＬ离心管收集消化道内容
物，标记为１、２、３、４，于－２０℃保存。
１．２　试剂

ＤＮＡ提取试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＢａｃｔｅｒｉａｌＤＮＡ
Ｋｉｔ）购自美国 Ｏｍｅｇａ生物技术公司，Ｔａｑ酶、ＤＮＡ
Ｍａｒｋ购自购自广东东盛生物科技生物科技有限公
司，琼脂糖购自上海生物科技有限公司。

１．３　方法
１．３．１　样品前处理　将采集的 ４组样品分别用
１５ｍＬＰＢＳ（ｐＨ７．４，浓度０．２ｍｏｌ／Ｌ）悬浮，剧烈震
荡５ｍｉｎ后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３次，每次５ｍｉｎ，收集
上清，然后 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集菌体沉
淀，用１ｍＬＰＢＳ悬浮沉淀，重复离心，直到上清液基
本清澈为止；最后再用１ｍＬＰＢＳ悬浮收集到的沉
淀，置于２ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中－２０℃保存备用。



１．３．２　肠道微生物总ＤＮＡ的提取　将上述处理的
样品，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去除上清液。参考
Ｙｕ＆Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（２００４）的方法略加修改，增加ＤＮＡ试
剂盒纯化步骤，按试剂盒（Ｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）操作步骤，
所得产物存放于－２０℃备用。具体操作步骤如下：

（１）在上述处理的样品中各加入１８０μＬＴＥ缓
冲液，再加入５０ｍｇ／ｍＬ的溶菌酶２０μＬ，混匀后置
３０℃温育最少１５ｍｉｎ。

（２）１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集已消化细胞壁
的细菌。

（３）加入２００μＬＢｕｆｆｅｒＢＴＬ重悬细胞，加２５μＬ
蛋白酶Ｋ（１５ｍｇ／ｍＬ），加入玻璃珠，涡旋混匀，置于
５５℃恒温水浴，每２０～３０ｍｉｎ涡旋振荡样品１次。
裂解时间随细菌的种类及用量的不同而不同，但一

般在１ｈ之内就能消化完全。
（４）加入２５ｍｇ／ｍＬ的 ＲＮＡ酶 Ａ５μＬ，并在室

温下放置５ｍｉｎ。
（５）加入 ２２０μＬＢｕｆｆｅｒＢＤＬ，涡旋混匀，并在

６５℃下水浴１０ｍｉｎ。在加入ＢｕｆｆｅｒＢＤＬ后可能会形
成小团的沉淀，并不会影响ＤＮＡ的提取。

（６）加入２２０μＬ无水乙醇并充分地涡旋振荡。
（７）把 Ｈｉｂｉｎｄ自旋柱装在 １个 ２ｍＬ收集管

上，把第６步得到的样品（包括可能形成的所有沉
淀）全部转移到柱子内，１００００×ｇ离心１ｍｉｎ以结合
ＤＮＡ，弃去流出液和收集管。

（８）把柱子装到１个新的２ｍＬ收集管上，加入
５００μＬＨＢ，加入７００μＬＤＮＡＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（已用无水
乙醇稀释）于柱子中，１００００×ｇ离心１ｍｉｎ以洗涤
柱子，弃去流出液，收集管再继续下一步使用；柱子

重新套回 ２ｍＬ收集管，加入 ７００μＬＤＮＡＷａｓｈ
Ｂｕｆｆｅｒ，１００００×ｇ离心１ｍｉｎ以洗涤柱子，弃去流出
液。

（９）柱子重新套回２ｍＬ收集管，≥１００００×ｇ
离心空柱２ｍｉｎ以甩干柱子；这一步对确保下步中
得到最理想的洗脱条件是至关重要的。

（１０）把柱子套在１．５ｍＬ离心管中，加入 １００
μＬ６５℃预热的ＴＥ（ｐＨ８．５）至柱子的膜中央，室温
下放置５ｍｉｎ。

（１１）室温下，１００００×ｇ离心１ｍｉｎ从柱子上洗
脱出ＤＮＡ。
１．３．３　肠道微生物总ＤＮＡ的电泳检测　以水作为
空白对照，取水和产物各５μＬ经１．５％琼脂糖凝胶
电泳后，用凝胶成像仪（Ｔａｎｏｎ４１００，上海天能仪器
厂）检测照相。

１．３．４　肠道微生物总 ＤＮＡ的１６ＳｒＤＮＡ　ＰＣＲ扩
增参照Ｈｕｗｓ等（２００７）的方法，引物序列分别为：

上游引物：Ｕ９６８－ＧＣ：ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣ
ＣＣＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＡＣＧＣＧＡＡ
ＧＡＡＣＣＴＴＡＣ；下 游 引 物：Ｒ１４０１：ＣＧＧＴＧＴＧＴＡ
ＣＡＡＧＡＣＣＣ；委托上海生物工程公司合成。ＰＣＲ扩
增体系２５μＬ，引物各０．５μＬ，缓冲液２．５μＬ，模板
０．５μＬ，ｄＮＴＰ０．５μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ以灭菌超纯水
补足２５μＬ。反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，３５个循
环（９４℃、２０ｓ；５６℃、２０ｓ；６８℃、４０ｓ），最后６８℃延伸
７ｍｉｎ。
１．３．５　扩增产物检测　取ＰＣＲ产物５μＬ经１％琼
脂糖凝胶电泳后，用凝胶成像仪检测。

２　结果

２．１　肠道细菌总ＤＮＡ检测结果
４组样品的ＤＮＡ提取物经１．５％琼脂糖凝胶电

泳检测，结果如图１显示。空白对照组无条带，各组
样品总ＤＮＡ在２５ｋｐ左右，每组样品条带明亮、清
晰、整齐、无降解现象，提取效果较好。表明所提取

ＤＮＡ样品溶液清亮，可用于后续试验研究。

Ｃ：空白对照；Ｍ：引物；１～４：样品

图１　鲫肠道微生物总ＤＮＡ琼脂糖电泳结果
Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～４：Ｓａｍｐｌｅ

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＤＮＡｆｒｏｍ
Ｃ．ａｕｒａｔｕｓｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　ＰＣＲ扩增产物检测结果
以提取得到的细菌总ＤＮＡ作为模板，进行ＰＣＲ

扩增，如图２所示。由细菌通用引物扩增出的各组
ＤＮＡ样品１６ＳｒＤＮＡ特异性较好，大小在４５０ｂｐ左
右，显示图谱清晰，扩增效果较好。

３　讨论

鱼类肠道微生物区系在其健康方面扮演非常重

要的角色。因此，调控鱼类消化道微生物区系对提

高鱼类的生产性能和饲料利用率，减少病原菌在肠

道内的定植具有重要的意义。
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Ｍ：引物；１～４：ＰＣＲ产物

图２　ＰＣＲ产物琼脂糖电泳结果
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～４：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

肠道正常菌群常用的研究方法是传统的细菌纯

培养法，然后通过生理生化性状、特定的表型进行分

析，但以上方法都局限于从培养基中分离得到微生

物。随着分子生物学技术的发展，纯培养日益显出

局限性：（１）自然界很多微生物不能人工培养；（２）
绝大多数严格厌氧微生物尚未得到鉴定和描述；

（３）人为培养的微生物与其自然界菌体在形态和特
征上差异显著（冯仰廉，２００４）。例如：水环境中的
可培养菌低于１％，鱼体表的可培养微生物更不足
００１％，淡水鱼半数肠道细菌即使通过不同培养基
及不同培养条件仍然无法培养（Ｓｕｇｉｔａｅｔａｌ，１９８５；
Ｂｅｒｎａｄｓｋｙ＆Ｒｏｓｅｎｂｅｒ，１９９２；Ａｍａｎｎｅｔａｌ，１９９５）。
由此不难推断，常规培养法无法获取鱼类消化道菌

群的全面信息，并且在时间和金钱上消耗比较大。

随着科技的发展，大量分子生物学技术应用于肠道

微生物态学的研究中，但多数研究还是还沿用传统

的ＤＮＡ制备方法提取肠道微生物总 ＤＮＡ；该技术
不仅步骤复杂，而且样品需要量大，难以快速处理大

量标本。相对于人、反刍动物和一般的家畜而言，水

产动物肠道短而结构简单，所能取得的肠道微生物

ＤＮＡ样品较少，因而传统的 ＤＮＡ制备方法不适用
于水产动物肠道微生物多态性的研究。

在本实验过程中，采取多种方法去除杂质和抑

制物，如在细菌裂解前使用无菌 ＰＢＳ对样品进行反
复清洗、差速离心，去除样品中较大的颗粒杂质；使

用细菌ＤＮＡ提取试剂盒独特的硅胶柱提取纯化，得
到的肠道细菌总 ＤＮＡ样品纯度高，可满足操作要
求。张雪艳和李琳琳（２００７）在提取人体肠道菌群
总ＤＮＡ时，采取了多次提取ＤＮＡ的方法，以保证结
果的可靠性；杨德君等（２００６）采用试剂盒法提取兔
子肠道微生物总ＤＮＡ，但增加了耐酸玻璃过滤漏斗
处理样品的步骤，以保证 ＤＮＡ的纯度。在本实验
中，样品进行必要的前处理后，可直接用试剂盒提取

肠道微生物总 ＤＮＡ。这可能是由于人和陆生动物
肠道结构复杂，食性相对而言也比较复杂，采集样品

所含杂质比较多，必须要经过多次提取和过滤来保

证样品的纯度，才能确保后续试验的顺利进行。
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