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摘  要： 结合提取基因组 DNA的 CTAB法（hexadecyltrimethylammonium bromide，十六烷基三甲基溴化

铵）和用于提取海藻基因组 DNA的 LiCl法，设计了针对产生较多荚膜多糖细菌的 DNA提取方法—LiCl沉淀法。

通过电泳、分光光度计及 16S rRNA基因扩增检测，证明 LiCl沉淀法可以有效地提取产荚膜细菌基因组 DNA，

其片断大小约为 23 kb，不需进一步纯化即可用于后续分子生物学实验。 
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有些细菌在一定条件下分泌粘液或胶态物质，

在细胞壁外面形成的一层较厚的稳定的致密保护

层，即荚膜。它通常是由多糖类、多肽类或多糖蛋

白复合体组成。微生物荚膜多糖一直是工业微生物

研究的热点之一[1-2]。迄今已有多种由微生物产生的

荚膜多糖包括葡聚糖 (Dextran) 及其衍生物、黄原
胶 (Xanthan)、结凝胶 (Gellan)、凝乳胶 (Curdlan)、
茁霉多糖 (Pullulan)、鼠李胶 (Rhamsan)、沃仑胶 
(Welan) 及透明质酸 (Hyaluronic Acid) 等成功地投
入工业化生产[3-6]。荚膜物质有许多重要用途，如肠

膜明串珠菌（Leuconostoc mesenteroides) 的荚膜可

用来生产右旋糖酐，在临床上作为代血浆使用，而

且还可维持血压，在外伤出血和休克时可用于急救。

有些产荚膜细菌可制成微生物肥料菌剂，还可用于

废水处理，发酵细菌多糖等。放射型土壤杆菌

(Agrobacterium radiobacter) Q9415 所产胞外多糖

1% 水溶液经加热至 90℃ 
左右、冷至常温即成弹性

极好的热可逆透明凝胶，并在 pH 3 ~ 10 范围内稳
定[7]。 
在分子生物学实验中，细菌的荚膜多糖粘、稠

等性质在很大程度上影响 DNA 提取的质量和数
量。荚膜多糖等物质与 DNA 会结合成粘稠的胶状
物，进而与 DNA 共沉淀。因此常规的 DNA 提取
方法和处理过程（如 SDS法、酶法、超声波法等）
获得的 DNA 质量往往不能获得满意的效果。含有 

 
 
 
 

杂质的 DNA 不能作为 PCR 模板供进一步分析使
用，且会影响试验结果的重复性。李海阔等[8] 借鉴

真菌、植物基因组 DNA 提取方法，用氯化苄法提
取得到了较高质量的产气荚膜梭菌基因组 DNA，
因为氯化苄在弱碱性的条件下，可通过与各种多糖

的羟基基团作用来去除多糖。Hong 和 Park 等人
[9-10] 用 LiCl 法从富含多糖的海藻中提取核酸，并得

到高质量的 DNA 和 RNA，可分别用于 RAPD 分析

和随机引物扩增。CTAB（hexadecyltrimethylam- 
monium bromide，十六烷基三甲基溴化铵），是一
种阳离子去污剂，可溶解细胞膜，并与核酸形成复

合物。该复合物在高盐溶液中（＞0.7 mol/L NaCl）
是可溶的，通过有机溶剂抽提，去除蛋白、多糖、

酚类等杂质后加入乙醇沉淀即可使核酸分离出来。

CTAB 法常被用于植物和真菌的基因组 DNA 提取

实验中，能够有效地去除杂质污染[11-14]。本实验尝

试用 CTAB 法和 LiCl 沉淀法相结合的方式从产荚

膜细菌中提取  DNA，并成功获得了纯度较高的 

DNA，证明该方法可以有效地去除富含荚膜的细菌
基因组 DNA 提取过程中的干扰物。 

 
1  材料与方法  
 

1.1  材料 

产荚膜细菌 P1、P2、P3、P4由本实验室保存。
其中 P1为圆褐固氮菌（Azotobacterchrococcum sp.）， 
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P2为根癌土壤杆菌（Agrobacterium tumefaciens），
P3为中华根瘤菌（Sinorhizobium sp.），P4为巨大芽
孢杆菌（Bacillus mucilaginosus）。该 4 株细菌在无
氮培养基上均能产生粘稠的荚膜多糖。 

16S rDNA 通用引物 F1 (5’－AGA GTT TGA 
TCC TGG TCA GAA C－3’) 和引物 F2 (5’－TAC 
GGC TAC CTT GTT ACG ACT T－3’) 购于博亚生

物技术有限公司。 
所用的 PCR 试剂均购于上海生工生物工程技

术服务有限公司。 
1.2  LiCl沉淀法提取细菌基因组 DNA 
产荚膜细菌 P1、P2、P3、P4在 28℃ 条件下培

养 2天，从平板上轻轻刮取菌落加入盛有 700 µl抽
提缓冲液 (1.4 mol/L NaCl，0.1 mol/L Tris-HCl，pH 
8.0，20 mmol/L EDTA，20 g/kg CTAB) 的 1.5 ml离
心管中，振荡混匀，在恒温摇床（Ependorff HD-930）
上 65℃，225 r/min 温育 50 min； 然后加入等体积 
(700 µl) 的酚/氯仿/异戊醇 (体积比：25/24/1) 混合
液，颠倒混匀，室温，10000 r/min离心 5 min；而
后将上清液转入一个新管，加等体积的氯仿/异戊醇 
(体积比: 24/1) 混合液，颠倒混匀，10000 r/min离
心 5 min，将上清液再转入另一只新管中；然后加入
1/4体积 10 mol/L LiCl 溶液，轻轻混合，4℃过夜沉
淀 RNA及残留的多糖，10000 r/min离心 10 min，
取上清液；最后在上清液中加入等体积的纯异丙醇，

室温 30 min后，14000 r/min离心沉淀 DNA，加入
1 ml 70%乙醇洗涤沉淀 2次，无水乙醇洗涤 2次，
风干，将沉淀的 DNA溶于 50 µl的 TE缓冲液中，
-20℃保存备用。 
1.3  DNA检测 
1.3.1  琼脂糖凝胶电泳检测DNA    将所得DNA
分别进行 7 g/kg琼脂糖凝胶电泳，以Markerλ-hindШ 
做标准分子量 DNA，EB 染色后，于紫外凝胶成像
系统（Bio-Rad）中观察，拍照。 
1.3.2  紫外可见分光光度计检测 DNA纯度及浓度 

取少量的 DNA稀释 50倍，用紫外可见分光光
度计（WFZUV-2000）测定波长 260、280和 230 nm
下DNA样品的光吸收值，以确定DNA的纯度。DNA
浓度的确定采用如下计算公式： 
浓度 (µg/ml) = A260 × 50 × 稀释倍数 

式中 A260是指 260 nm 下的光吸收值。 
1.3.3  16S rRNA基因扩增    用改进的方法提取
DNA不经纯化，直接用于 16S rRNA基因扩增，以

进一步检测提取的 DNA是否满足后续操作的要求。
PCR 反应体系：10 × PCR buffer 5 µl，MgCl2 2.5 
mmol/L，dNTP 0.2 mmol/L，DNA模板 2 µl，TaqDNA
聚合酶 0.5 µl，引物 F1 0.2 µmol/L，引物 F2 0.2 
µmol/L，加双蒸水定容至 50 µl。 

PCR反应条件：95℃ 预变性 5 min；95℃变性
1 min，59℃退火 2 min和 72℃延伸 1.5 min，30个
循环；最后 72℃补齐 10 min。同时设置不含模板
DNA 的阴性对照和以大肠杆菌基因组为模板的阳
性对照。 
扩增产物检测：用 10 g/kg 琼脂糖凝胶，

MarkerDL2000作标准，EB染色后，于紫外凝胶成
像系统内观察。 
 
2  结果与讨论 
 

2.1  琼脂糖凝胶电泳 

如图 1所示，LiCl沉淀法能够有效地提取产荚
膜细菌基因组 DNA，所得 DNA与标准谱带中相对
分子质量为 23 kb DNA接近，RNA含量较低或者没
有，满足后续操作需要。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  紫外可见分光光度计检测 DNA 纯度及浓度 
由于核酸在 260 nm 处有一最大光吸收值，蛋 

白质在 280 nm处有一最大光吸收值，酚类及色素等
杂质在 230 nm处有一最大光吸收值，所以通过比较
A260/A280 及 A260/A230 的比值可以了解所提 DNA   
是否达到纯度要求。通常当 1.8≤A260/A280＜2，

图 1  LiCl沉淀法提取 4株细菌基因组 DNA电泳图

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of genomic DNA by  

LiCl precipitating method 

M P1 P2 P3 P4 

4.4 kb
2.3 kb

2 kb
0.6 kb

0.13 kb

23 kb
9.4 kb
6.5 kb
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A260/A230≥2 时，表明 DNA 较纯，此时 DNA 中蛋
白质、RNA、酚类及色素等杂质的含量不会影响后
续有关分子生物学试验结果[15]。采用 LiCl沉淀法提
取 DNA的纯度、浓度及提取量见表 1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
由表 1可知，采用 LiCl沉淀法提取的 DNA基

本满足 1.8≤A260/A280＜2，A260/A230≥2（表 1），说
明所 DNA较纯，DNA中蛋白质、酚类及色素、RNA
等杂质含量合乎要求。DNA浓度为 100 µg/ml左右，
满足分子生物学实验要求。 
2.3  PCR扩增产物检测结果 

经 LiCl沉淀法提取得到的 DNA纯度较高，不
经纯化即可进行 PCR扩增，如图 1所示，4株产荚
膜细菌和阳性对照均能成功扩增出 16S rRNA基因，
约 1500 bp左右，而阴性对照无扩增条带。证明用 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LiCl 沉淀法提取的产荚膜细菌基因组 DNA 能够用
于分子生物实验。 
 
3  结语 

 
提取细菌基因组 DNA 方法较多，常用方法有

物理法如液氮冻融，化学法如 SDS、CTAB，酶解
法如裂解酶，蛋白酶 K 等。其中 SDS 与 CTAB 都
是破坏细胞膜,使细胞内容物释放出来，不同的是
CTAB可与核酸结合形成复合物，有利于 DNA与变
性蛋白及多糖分开，SDS 可与蛋白质形成复合物，
经离心与 DNA分开[16]。 

笔者发现对于某些产荚膜细菌基因组 DNA 的
提取，这些方法不易去除荚膜物质对 DNA 的提取
影响，如当菌体加入裂解液，经过加热后，裂解液

形成粘稠的液体，即使加入去除多糖的试剂情况也

不能改善，或者得到的 DNA 沉淀呈果冻状，说明
较多的荚膜物质未能去除。多糖类物质对核酸限制

性内切酶和 PCR 都有抑制作用[17]，因此从产荚膜

细菌中提取 DNA 最关键的步骤就是去除荚膜多
糖。施苏华等[18]在抽提缓冲液中加入 LiCl 分别提
取龙眼基因组 DNA，去除了植物多糖的干扰并得
到较高的基因组 DNA 产量。Hong 等[9]同样在抽

提缓冲液中加入 LiCl 来提取富含多糖的海藻基因
组 DNA，并证明 LiCl 可以去除粘稠的多糖干扰。
在本实验中采用高浓度的 LiCl 沉淀 RNA，同时降
低了 DNA 抽提液的粘稠度，从而可去除荚膜多糖
对 DNA 纯度的影响。本方法对类似研究具有参考
价值。 
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图 2  LiCl沉淀法提取 4株细菌 16S rDNA扩增图谱 

Fig. 2  Agarose gel eletrophoresis of 16S rDNA amplification of  

DNA samples by LiCl precipitating method 
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Genomic DNA Extraction from Bacteria Rich in Capsular  
Polysaccharides by LiCl Precipitating Method  

 
HOU Wei-guo,  LIAN Bin 
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Abstract:  Bacteria rich in capsule are widely applied in many fields and it is important to investigate their gene 

resources. But capsules, especially capsule polysaccharides, will disturb DNA extracting largely, thus, LiCl precipitating 
method was introduced in this paper as a novel method and was examined by electrophoresis, spectrophotometer and 
amplification of 16S rRNA gene. Results showed that it could extract genomic DNA about 23 kb effectively in 
molecular weight from bacteria rich in capsule polysaccharides, and doesn’t need purification for following serial 
molecular biological experiments.  

Key words:  Capsular polysaccharides, Bacteria, Genomic DNA, LiCl precipitating method 
 
 

 
 
 
 
 
 


