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皱边石杉内生真菌DNA快速有效提取的研究
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摘要：为了选择一种省时省力、简单有效的皱边石杉内生真菌茵丝体总DNA提取方法，采用氯化苄法
提取其总DNA。对比研究石英砂研磨与超声波振荡2种破壁方式对其DNA的提取效能。结果表明，采

用石英砂研磨法提取的DNA。其点样孔附近残余杂质较多、拖尾现象严重；超声波破壁法提取的DNA

质量总体较好，DNA条带在23．1 kb处集中，多糖、蛋白质等杂质污染少，拖尾现象轻微。比较而言，超

声波破壁法可快捷、高效提取皱边石杉内生真菌茵丝体DNA，适于植物内生真茵DNA大规模快速提
取。尤其对质地坚硬的茵落较石英砂研磨更有效。提取的DNA经琼脂糖凝胶电泳、ITS序列扩增，表明

超声波破壁法提取的DNA与石英砂研磨法一样，均可获得良好的PCR扩增结果。
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Abstract：In order to select a time-saving，simple and efficient total DNA extraction method for Huperzia

erispata’s endophyte fungi mycelia which were isolated from Huperzia eHspata．In this study，using benzyl

chloride method to isolate total DNA of endophyte fungi and comparing quartz sand—nd method with

ultrasonic break method two break treatments for endophyte fungi mycelia DNA extraction efficiency．Results

showed that。the DNA extraction efficiency and quality obtained by ultrasonic break method Was superior to

quartz sand srind method．Using quartz sand grind this method，the extracted DNA had more impurity and

appeared serious tailing．But using ultrasonic break this method，the extracted DNA were concentrated in v

23．1 kb band．1ittle polysaccharides and proteins were polluted near loading well．Ultrasonic break treatment

Was a fast，efficient and time-saving method for endoph)rte fungi mycelia DNA extraction，especially suitable

for large sacle DNA extraction．The genomic DNA extracted by this two different break treatments were

digested by RNase A and amplified with ITS primers，agarose gel electrophoresis checking results showed that

this two different break treatments could obtain good quality PCR effects．But，the ultrasonic break method Was

a faster and more efficient method for DNA extraction from Huperzia erispata’s endophyte fungi mecylia than

quartz sand grind method，especially for large scale samples and firm texture fungi colony．
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0引言

石杉碱甲(Huperzine A，HupA)是当今治疗阿尔茨

海默病(Alzheimer’S disease，AD，俗称早老性痴呆)的

有效临床用药【Ⅷ，药物来源极其匮乏。发掘新的药物

资源，是解决早老性痴呆用药紧缺的有效措施㈣。Y一、

杨培迪‘61等发现，皱边石杉内生真菌具有生产Hup A的

潜能，为阐明皱边石杉内生真菌与其宿主植物的遗传

进化关系，拟建立皱边石杉内生真菌菌丝体的有效提

取方法，为后期分子遗传进化研究提供高质量的DNA

模板。

氯化苄法因其提取步骤相对简易，仅需3--4 h即

可获得DNA，己成为植物内生真菌菌丝体DNA的首

选提取方法p。8】，但对菌丝体的破壁处理主要采取石英

砂、液氮冷冻研磨等逐一研磨的方式进行。超声波振

荡常用于皱边石杉等药用植物功能成分提取，具有高

效、快速等特点嗍：在螺旋藻基因组DNA制备、原位杂

交中鲑鱼精子DNA处理中有初步研究⋯01；但在植物

内生真菌菌丝体DNA提取中未见相关文献报道。因

此，本研究采用石英砂研磨法与超声波振荡法2种不

同破壁方式，对皱边石杉中15株代表性内生真菌其菌

丝体进行DNA提取比较研究，琼脂糖凝胶电泳检测

DNA提取质量，并对消化、纯化后的DNA以真菌通用

引物ITSl、ITS4扩增其核糖体内转录基因间隔区

(intemal transcribed spacer，ITS)序列，检测其是否可以

作为后续分子生物学鉴定的模板，旨在寻求一种适宜、

快速、简便的总DNA提取方法，以应对皱边石杉内生

真菌样本多、菌落质地各异等特点，以便开展皱边石杉

内生真菌各菌株的遗传背景研究。

l材料与方法

1．1试验时间、地点

于2011年6—7月在湖南农业大学国家植物功能

成分利用工程技术研究中心，进行皱边石杉内生真菌

的分离纯化、发酵培养、菌丝体DNA提取等系列分子

生物学试验。

1．2试验材料

从皱边石杉植物体中分离、纯化得到的15株内生

真菌：真菌核糖体内转录基因间隔区通用引物：ITSl

(5’·TCCCGl’AGGTGAACCTGCGG．3’)，ITS4(5’．

TCCTCCGC兀A1陌GATATGC．3。)，由上海生工生物工

程公司生工合成；200 bp Ladder、LDNA／Hind为BBI公

司产品；RNaseA购于北京天根公司；EDTA、氯仿、异

戊醇、氯化苄为国药集团化学试剂公司产品；

"Iris—HCI、琼脂糖为长沙欧迈生物科技公司产品；SDS

为上海生工生物工程公司产品。

1．3试验方法

1．3．1菌丝体获取从皱边石杉植物体中分离纯化的内

生真菌，马铃薯液体培养基发酵培养2～3天，抽滤获取

菌丝体，无菌水冲洗2—3次，．20℃贮存备用。

l-3．2石英砂研磨法提取皱边石杉内生真菌DNA参

考文献【ll】进行，并加以改进，称取2．0 g左右的冰冻菌

丝，置于预冷的无菌研钵中，加入少许石英砂、3 mL氯

化苄提取缓冲液(100 mmol／L Tris．HCl，40 mmol／L

EDTA，pH 9．0)，冰上快速研磨成匀浆；吸取3 mL于

10 mL无菌离心管中，加入800此10％SDS，2．4 mL氯

化苄原液，充分振荡混匀，50℃水浴1 h，每隔10 min轻

摇混匀1次，直到溶液变粘稠，细胞完全裂解；加入
2．4 mL乙酸钠(pH 5．2)，冰浴15 min；4500 r／min离心

15 min，吸取4 mL上清液转入于另一新离心管中；加

入等体积的异丙醇小心混匀，室温沉淀20 min，

4500 r／min离心10 min，弃上清液；沉淀用80％的乙醇

洗涤2次，于超净工作台上吹干乙醇(DNA仍保持湿

润，鼻闻无乙醇味)：加入300此TE缓冲液溶解DNA，
用于琼脂糖凝胶电泳检测及RNase A消化。

1．3．3超声波振荡法提取皱边石杉内生真菌DNA称

取2．0 g左右的冰冻菌丝，置于10 mL无菌离心管，加

无菌水5 mL，混匀后放入水浴式超声波振荡仪

(KQ3200B)中超声振荡10 min，4500 r／min离心

10 min，弃上清；加入3 mL氯化苄提取缓冲液

(1 00 mmol／L Tris-HCI，40 mmol／L EDTA，pH 9．O)、

800此10％SDS、2．4 mL氯化苄原液，充分振荡混匀，

50℃水浴l h，后续步骤同1．3．2。

1．3．4 RNaseA消化吸取200此粗提DNA样品，加入
RNase A(终浓度为10 pg／mL)，370C水浴30 min；加等

体积的氯仿：异戊醇(V肛24：1)，轻摇萃取5 min，

12000 r／min离心10 min(180C)；上清液转入新的离心

管，加入1／10倍体积的NaAc(pH 6．81及2．5～3倍体积的

无水乙醇沉淀DNA，7500 r／min离心5 min；吸弃上清，

管底沉淀用80％的乙醇洗涤2次，于超净工作台上吹

干残留乙醇(DNA仍保持湿润，鼻闻无乙醇气味)；溶

于100此TE缓冲溶液中，分成2管，一管用于检测
DNA的浓度和质量，另一管于一20℃保存备用。

1．3．5 DNA电泳检测配制0．8％的琼脂糖凝胶(内含
0．5 pg／mL溴化乙锭)，取3止DNA样品与l止上样
缓冲液充分混合上样，以加NⅣHindⅢ为Marker，
100V电泳45min，于凝胶自动成像系统观察照相。
1．3．6 ITS序列的PCR扩增ITS序列的扩增反应体系

为：2．5止。10xPCR buffer(含Mf+)，dNTPs(2．5 mmol／L)

3止，引物ITSI(10 pmol／止)、rrs4(10 pmol／此)各
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l¨L，Taq酶(2．5 U／止)1此，模板DNA 29L(30 ng)，用 1．3．8统计分析以kDNA／HindIIIMarkc作参照，采用

无菌双蒸水补足至25止；扩增程序为：94。C预变性 GeneTools from SynGvne软件对所提取的DNA进行

3min，94。C变性30 s，550C退火30 s，72℃延伸1rain，30 MolecularwcightCalibration，获知各DNA样本的相对

个循环，最后72。C延伸5 rain，4。C保存。扩增产物检 提取率及PCR反应其DNA模板用量。

测：同1．3．5，Marker更换为200bpLadder。 2结果与分析

1．3．7试验仪器HettichMIKRO 22R台式高速冷冻离 2．1不同破壁处理方式对被边石杉内生茵DNA粗提

心机(德国)；Syngene Gcne Gcnuis凝胶成像系统(英 效果比较

国)；DYY-III．5型电泳仪、水平电泳槽(中国北京)： 选取皱边石杉中分离纯化得到的15个形态各异

BiomctraPCR仪(德国)；KQ 3200B型超声波振荡仪 的代表性菌株(见表1)，以石英砂研磨和超声波振荡2

(中国江苏)；SW-CJ．1B(U)超净工作台(中国江苏)等。 种破壁方式，参考文献【11]进行其基因组DNA提取。

表1皱边石杉内生真菌菌落形态特征

菌株编号 菌落形态特征

表面灰绿色，边缘白色．背面黄色．同心环纹饰．质地疏松

表面淡绿色，边缘纯白色，全缘；背面黄色至淡黄色．同心环纹饰。质地致密

初期白色．成熟后为青绿色．苗落凸起，粉粒状．背面浈黄色，质地疏松

表面黑灰色．均匀覆盖。层白色棉毛状绒毛，背面黑灰色．质地致密

表面黄褐色，中心呈同心环，四周放射状．粉粒状，背面暗黄色，质地疏松

表面为青绿色．粉粒状．同心环纹饰，质地疏松

表面墨绿色．中心同心环，周围辐射状褶皱．菌核颜色略深，边缘为乳白色，质地疏松

表面白色，蔓延生长，周围有白色气生苗丝．气生苗丝较为发达．长绒毛状，质地疏松

表面草绿色，粉粒状，边缘为白色气生菌丝．背面中心凹陷，颜色略深．周围浈黄色．边缘白色不透明．质地疏松

表面青绿色，边缘白色，背面中心同心环．周围辐射状，淡绿．质地琉松

表面青色．边缘白色，粉粒状．背面中心淡黄色，边缘白色，质地疏松

呈青灰色，周围为白色气生菌丝，粉粒状，质地疏松

表面白色细绒状，蔓延生长．背面乳白色，中心同心环，周围辐射状

表面黑色．蔓延生长，菌丝顶端有粗颗粒状黑色孢子．背面淡黄色．质地琉松

表面青色．边缘白色绒毛状，背面乳白色，同心环纹饰．质地疏松

从图1的电泳结果可知，采用石英砂研磨法提取

15株形态各异菌株菌丝体DNA．在23．1 kb处可观察

到相对集中的DNA条带，但点样孔附近有较多多糖杂

质残余、DNA降解严重、DNA条带拖尾现象明显，

DNA的产量不能做出比较准确的估计。这主要是由

于石英砂研磨用力较大，使得DNA出现不同程度降

解。

从图2电泳结果可知，2．0 g冰冻菌丝分别经历2、

3、4、5、6、7、8、9 min超声振荡提取，从其电泳结果可

知，随着超声处理时间的延长，DNA产量依次增加、条

图l石英砂研艟法提取l一15号内生真菌菌丝体DNA电泳结果

l

2

3

4

5

6

7

B

9

m¨他¨¨坫
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I～8号点样孔为2．09菌丝体分别经历2⋯3 4 5⋯6 7 8、9mln

超声破壁处理

图2不同超声振荡提取时间对4号菌丝体DNA提取效果

带依次增量，说明4号菌丝体的破损率依次增高。综

合考虑各菌丝体的质地特征，选定超声振荡10 rain为

各菌丝体的适宜超声处理时间。

从图3电泳结果可知，超声波振荡法提取15株内

生真菌菌丝体DNA，除4号(菌落质地致密)的产量略

低，其余各样本均在23．1 kb左右有清晰、完整的条带，

且无明显的DNA降解、拖尾现象。对比图1、图3的电

泳结果可知，以超声波破壁提取15株形态各异内生真

菌菌丝体DNA，获取23．1 kb处DNA的完整度比石英

砂研磨法高，条带更清晰。且可～次处理15个样品，

省时、省力。

2．2 RNaseA消化粗提DNA的效能比较

从图4电泳结果可知，以石英砂研磨法获得的1～

15号粗提DNA经RNaseA消化纯化后，与图1比较，

在23．1 kb处出现了相对集中的DNA条带，集中程度

比图l有明显改善，但在点样孔附近仍可观察到较多

多糖杂质残留，拖尾现象仍很明显，小分子量的RNA

也不能有效去除。由此可知，以常规研磨法粗提获取

DNA，RNaseA消化用量及纯化步骤还有待进一步优

化。

从图5电泳结果可知，以超声波破壁法获得的l～

15号粗提DNA经RNaseA消化、纯化后。与图3比较，

条带更清晰，小分子量的RNA去除较彻底。对比图4、

图5的电泳结果，可知超声波破壁法提取的DNA经

RNaseA消化、纯化后(见图5)，DNA的纯度、完整度

均比石英砂研磨法(见图4)的要好。除4号、8号的小

分子RNA未有效去除，其余样品均获得了相对高纯度

的DNA，若进行后续分子生物学研究，以超声波破壁

法提取、纯化的DNA为首选模板。
2_3 2种不同破壁方式所提DNA的PCR扩增结果比

较

以石英砂研磨、超声波振荡2种不同破壁方式所

提的DNA经RNaseA消化、纯化后作为PCR反应模

板，以真菌核糖体内转录基因间隔区通用引物ITSI、

ITS4进行PCR扩增，200 bp Ladder作为Marker，产物

经1％琼脂糖凝胶电泳，于凝胶自动成像系统观察拍

照，PCR结果见图6、图7。从图6可知，除了4号不能

获得有效扩增，其余样品均在500bp左右获得了有效

扩增。4号样品无明显的扩增条带，可能是由于DNA

降解程度高，用于扩增反应的DNA模板量相对较少，

致使扩增条带检测不出。而用超声波破壁法获取的

图3超声波振荡法提取l一15号内生真菌苗丝体DNA电泳结果

bD

图4 RNaseA消化石英砂研磨法粗提DNA(1—15号)电泳结果
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图5 RNaseA消化超声波破壁法粗提DNA(1—15号)的电泳结果

图6石英砂研磨法所提DNA的PCR扩增结果

田7超声波破壁法所提DNA的PCR扩增结果

DNA，均获得了理想的PCR扩增产物。可见2种方法

所提取的DNA样本均可用于后续的分子生物学研

究。

3结论

本研究采用石英砂研磨与超声波振荡2种不同

破壁方式均可提取皱边石杉内生真菌菌丝体DNA。

综合比较2种方式获得的粗提DNA琼脂糖凝胶电

泳、RNase消化、ITS序列PeR扩增等结果，不同破壁

方式提取的DNA质量存在较大差异。其中．超声波

振荡提取的DNA纯度较高，效果理想，并可一次进行

大批量样品处理，简便、快捷、省力，尤其对质地坚硬

的菌落较石英砂研磨更有效，可作为皱边石杉内生真

菌菌丝体DNA提取并开展后续分子生物学研究的首

选方法。

4讨论

有关植物内生真菌DNA的提取一般都采用石

裟
1400

嚣
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英砂研磨、液氮冷冻低温研磨进行破壁处理“““，

单个样品逐一研磨。耗时费力，不利于样品大批量处

理。超声振荡常见于植物功能成分提取、水体残余

物的提取，快速制各样品用于高效液相色谱、气象色

谱分析is,14i。本试验对比研究传统机械研磨与超声

振荡2种破壁方式，对皱边石杉中15株代表性内生

真菌菌丝体DNA的提取效果。综合比较可知，超声

振荡破壁方式提取效能明显优于石英砂机械研磨破

壁处理，每批可处理24-36个菌丝体样本，l天可轻

松提取3批高质量DNA，操作简便易行。因此，对于

植物内生真菌这类样本量大，难以用常规方式破壁

的菌株材料，超声振荡为首选破壁方式。在进行皱

边石杉内生真菌DNA提取时，需要注意以下几个方

面：

(1)材料选择。真菌几丁质层厚实，难以破壁，提

取的DNA一般得率较低。随着培养时间的延长．菌丝

坤
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体年龄越大，越难破壁。综合考虑菌丝体的量及适宜

的提取率，菌丝体培养以不超过3天为宜。若菌丝体

产量不足，可平行培养2～3瓶，收集足量菌丝体作为

DNA提取材料。菌株经马铃薯液体培养后，其菌丝体

应以灭菌超纯水充分洗涤2~3次，抽干、分装，于．20℃

冰箱中储藏备用。

(2)简化操作步骤。对比2种破壁处理方式，超

声振荡处理在同一离心管中进行超声处理、离心、裂

解，保证了各样品的平行均一性，避免了石英砂研磨

法的转管步骤，不存在磨碎样的损失，确保DNA的较

高提取得率。后续以等体积异丙醇沉淀DNA，80％

乙醇洗涤2次去杂，不换管，试验进程简化，冰盒上低

温操作，防止DNA降解，以得到足量的DNA用于后

续试验。

(3)动作轻重适宜。进行皱边石杉内生真菌菌丝

体DNA提取，整个操作过程动作轻重缓急应区别对

待。进行破壁处理、涡旋混匀，应有足够的力量促其

破壁；DNA一旦从菌丝体中释放出来，后续步骤应低

温、快速、温和进行，包括去除DNA中残余乙醇，也应

在超净工作台以微风徐徐吹干，尽量避免抽真空干

燥，防止DNA过分干燥，影响其溶解性。

(4)分管保存、批量使用。为保证试验进程顺利继

续，节省时间，避免返回再次抽提DNA。一次抽提得

到的多个DNA样品，应分批、分管保存，批量使用。尽

管DNA是溶于TE缓冲溶液于．20℃保存，但反复冻融

也会使DNA降解。

(5)RNaseA消化适宜用量。以超声波破壁处理

提取的DNA，因其纯度较高，DNA产量可通过

GenneTools的Molecular Weight Calibration进行准确

估计，消化小分子量RNA能准确估算RNaseA的使用

量。但以石英砂研磨破壁处理提取的DNA杂质较多、

纯度不高，DNA产量不能准确估算，RNaseA消化粗提

DNA，未能取得对所有样品均一、良好的消化效果，有

待在后续试验中进一步探索。
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