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本文首次把三甲基月桂基硫酸钠 �� �� � 应用于蓝细菌�蓝藻�总核酸的提取
。

在用溶菌

酶破坏满江红鱼腥藻的 细胞壁后
,

再用 � � � 分别取代常用法
〔� ’

中的各种试剂
,

即 � � �� 
� � � �

� �� ��
� �。 “�� ,

蛋白酶 �
,

总核酸产率分别是常用法的 � �
�

��
, � �

�

� �
, � � �

�

�呢
。

用 � � � 取

代蛋白酶 � 处理不同生长期的满江红鱼腥藻
,
总核酸产率随生长期延长而降低

。
� � � 取代蛋

白酶 � 提取的 � � � 和常用法提取的 � �  
,

都能被限制性内切酶 ��
� � � 水解

。

用光学显

微镜观察到
,

满江红鱼腥藻经 � �� 处理后
,

丝状体断裂
,
细胞破裂成碎片

。

在扫描电子显微镜

下
,

未经 � �� 处理的细胞表面光滑平整
,

而经 � � � 处理的细胞表面有鳞片状突起
、

皱褶
、

凹

陷
,

甚至穿孔
。

关键词 � ��
,
� � � ,

满江红鱼腥藻

三
‘

甲基月桂基硫酸钠�简称 � � �� 是一种蛋白质增溶剂
,

能有效地裂解动物和微生物

的细胞
。

有报道指出
,

用 � � � 裂解血细胞
,

提取的核酸产率高
、

纯度高 �� 。

本研究试图把

� � � 应用于蓝细菌
,

比较 � � � 分别取代常用法中的 � �� ��� � 一 � ��
,

�� �� �� ��
,

蛋白酶

� 对核酸产率和纯度的影响
。

比较常用法
、

� � � 取代蛋白酶 � 和常用法加 � � ��
水

处理

不同生长期的满江红鱼腥藻对核酸产率的影响
。

用光学显微镜和扫描电子显微镜 ��� � �

观察比较满江红鱼腥藻受 � �� 处理前后的变化
。

为检验提取的核酸纯度
,

作了限制性

核酸内切酶 � �� � � 水解和 电泳分析
。

材 料 和 方 法

,

蓝细菌的培养和收集 满江红鱼腥藻 �才
二 � 占� 。 , 。 。名� ��� 。 或 才。 � 吞� �  。 ��

�

�� � �
�

� 本研究得到汤佩松
、

阎隆飞
、

赵 微平等教授的关心 和指导
,
特致谢意
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北京农业大学生物学院沈代伟
, 北京师范

学院生物系倪东海
, 中国科学院植物研究所宋晖参加 了部分工作

。

本研究由中国科学院院长特别基金资助
。

� �  � 年 � � 月 � � 日收到
。

� � 菌体先按常用法处理后
,

再把离心沉淀的菌体用 � � � 处理
。
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�� �� � 由美国 � � � �� � 博士惠赠
。

把这种蓝细菌培养在 � � 一
� 无氮培养液中

〔���
,

置

于 � � ��� � � � � � 照光冷却旋转保温箱中
,

光强 � � � � ��
,

温度 � � ��
,

振荡频 率 � �  一 � �  

次 � � 玩
。

培养物分别在对数生长期前期 �担�
,

中期介� �和后期�� � � �用 �� , � � 指形管收

集
, �� � � � � � � �

� , , � ��
,

离心沉淀
。

沉淀的菌糊用 � � 缓冲液 �� � � � � � ��
一
� � � � �� �

� � � �
,
�� �

�

�� 洗一次
,

新鲜菌糊直接用于提取核酸
,

或 一 �� ℃ 保存备用
。

�
�

� � � 和酶对蓝细菌的处理 � � � 处理参照罗格等的方法 �� , �
�

� � 蓝细菌菌糊加

人 ��� �� �多 � ��, 在 �� ℃ 保温 ��
。

溶菌酶和蛋白酶 � 处理按常用方法进行
‘幻 。

�
�

总核酸的提取 把离心沉淀的蓝细菌菌糊按 � � ��
� � �� 等所述方法处理

〔幻 ,

提取的

核酸用 ��� � � �
� � � � 一 � �� 型分光光度计测定光密度

,

按公式计算总核酸产率
〔月 。

�
�

限制性核酸内切酶 � � � � � 水解及其电泳分析 将提取的总核酸用 � � � 。�
纯化

后
口, ,

再用限制性内切酶 ��
� � � 处理

,

水解产物按 � � �� � � �� 等所述方法作凝胶电泳分

析 �吕, �

�� 光学显微镜观察 蓝细菌用溶菌酶处理
,

再用常用法或 � � � 取代蛋白酶 � 处理

前后
,

取样置于 。 ��� � �� �� 型光学显微镜下观察
,

并用 � ��� � �� ��
一 � 型 相 机 照

相
。

�� 扫描电子显微镜观察 用 � � � 和各种酶处理后的蓝细菌按施定基等所述方法处

理�� !
,

置于 � �� � �� � �
一 � �� 和 � � � � 两种电子显微镜下观察

。

�
�

试剂来源 � � � 和限制性核酸内切酶 � 。。� � 来自中国医科院协和医科大学
。

溶

菌酶是西德 � �� �� 公司产品
。

蛋 白酶 � 为西德 ��
�五�� � � �� 公司产品

。

�� � �二�� 来自

美国 ��� � � 公司
。

� � �� � � 一 � �� 是上海化学试剂厂产品
。
� � � �� 为华美生 物工程公

司洛阳化学试剂厂产品
。

结 果 和 讨 论

�
�

� � � 分别取代 � �� �� � �
一

�� �
,

� � � � 。。� �
,

蛋白酶 � 处理满江红鱼腥藻

表 � 列出了满江红鱼腥藻用溶菌酶处理后
,

再用 � � � 分别取代 �� ��
。。 � 一 � � �

,

��
�

�� � ���
,

蛋白酶 � 处理
,

对总核酸产率 �� � � 十 � � � � 和核酸纯度的影响
。

表 � 表明
, � � � 取代常用法中的 � �� 

� � �
一 � �� 或蛋 白酶 � 后

,

其总核酸产率和核

酸纯度与常用法接近
,

而 � � � 取代 S;rko yl 总核酸产率只有常用法的 47
.
3 %

,

核酸纯

度也降低较多
。

T
Ls
可以取代 T r众。 n X

一
l 。。

,

可能因为它们在破坏细胞膜使内容物外逸方面的作

用相似
。

已经知道 T ri to n X 一 1 0 0 和 T L S都是去垢剂
,

也叫表面活性剂
。

T
r
i
t 。n x

一
1
00

是非离子型的
〔“ ,

它对蛋白质有乳化
,

分散和增溶的作用
,

可以使细胞膜蛋白溶解
,

原生质

逸出
,

从而达到提取核酸的目的
。

T L S 是阴离子型的
,

它的作用可能类似于十二烷基硫

酸钠 (s D s)
,

即可促进核蛋白体解体释放核酸
,

并对核酸酶
、

对核酸的降解有一定的抑

制作用即
。

T L s 还可以取代蛋 白酶 K
,

蛋白酶 K 是一种蛋 白质水解酶
,

它可以水解细 胞

膜蛋 白和核蛋白
,

暴露出核酸
,

特别是它在阴离子去垢剂 SD S (或类似的去垢剂
,

如 T L s)

和核酸酶抑制剂乙二胺四乙酸 (E D T A
,

可鳌合核酸酶的激活剂 M g+十
、

ca

+ 十
等二价金
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表 1 T L S 分别取代 T ri to n X
一

10 0
,

S a r
k

os
y l

,

蛋白酶 K 对总核酸产率和核酸纯度的影响

T ab
. I E 王f e‘t s o n t

h
e

p
r o

d
u e t

i
v
i
t y o

f
t o t a

l
n u c

l
e
i
c a c

i d
s a n

d th
e
i
r

p
u r

i
ty w i

t
h T L s

r e P l
a c

i
n g T

r
i
t o n

X
一
1 0 0

,

S
a r

k
o s

y
l

,
P r o t e

i
n a s e

K

,

i
n s t a n

d
a r

d m
e t

h
o

d
r e s

P
e e t

i
v e

l y

.

处 理
T reatm en t

总核酸产率 ( m g 核酸/g 鲜菌糊)
P ro du etivity of to tal nu cleic acid s

(m g N A /9 f
resh w t

. of cells
核酸纯度
A 260/280

常用法t8
,

S
t a n

d
a r

d m
e t

h
o

d

卜

r L S 取代 T riton X 一
1 0 0

’

r
L

S
r 亡p l a c i n g T r i t o n X

一
1 0 0

T L S 玩什 S arko sv l
’

r L S

r e
P

l

a c

i

n

g S

a r

k

o s
y

l

T L s 取代蛋 白酶 K
T L s rep la cin g p rote王n a se K

0
.
3 7 0 土0

.062(100)¹ 1 .65+ 0
。

1 4
6

o

·

3 6 6 土 0
·

1 1 1

(

9
8

·

9
)

1

。

6 9 十 0
.
130

0 ·

1 7 夕士0
·

1 2
5

(

4 7

.

3 0

)

1

.

3 4 十 0
。

2
3 6

o

·

3 8
4 士 0

·

1 2 7

(

1 0
3

·

7
8

)

1

.

6
7 士0

.
140

¹
一

活号内的数字是与常用法产率比较的百分比
。

满江红鱼腥藻是培养 3 d 后收集的
。

’

T h

e v a

l

u e s

i

n t

h

己
b
r a c

k
e 士名

芯
h
o
d

。

岔n a b a 亡作 a a 名o
l l
a ‘

w
a s th

e

研了e r e

3
一
d
a y

x
P
r e s s e

d
a s

P
e r c e n t a

g
e s o

f
t
h
e

P
r o

d
u e t

i
v
i
t y o

f
s t a n

d
a r

d m
e -

o
l d

‘u
l
￡u r e

.

属离子
,

使酶钝化 )存在的条件下
,

仍表现出很高的活力叨 ,

保证了提取的核酸产率高
、

纯

度高
、
.

分子量大
。

所以
,

蛋 白酶 K 是通过降解蛋白质
,

而 T L S 使蛋 白质变性
,

它们都能破

碎细胞而有利于提取核酸
。

从表 1 还看出 T L s 取代 Sar kosyl 的效果不好
,

因为 Sa rko
-

syl 是两性表面活性剂
’习 ,

它在水溶液中亲水基团带阴阳两种电荷
,

而细胞膜磷脂双分子

层中的磷酸 电离
,

使整个细胞膜表面带阴电
。

当 Sark os y l与细胞膜接触时
,

其亲水基阳

离子由于静电吸引与磷酸结合
,

而其疏水基钻入膜内的脂质疏水部分
,

以致使细胞膜渗透

性发生改变
,

内容物外逸
,

然后 Sarko
syl 可随意进人细胞

,

引起核蛋 白变性释放核酸
〔幻。

而 T LS 是阴离子型去垢剂
,

在水溶液中电离出阴离子而与带负 电的细胞膜排斥
,

所 以对

细胞膜的破坏作用比 Sark osy l 差
,

总核酸产率也低
。

2

.

T L S 处理不同生长期的满江红鱼腥藻

表 2 列出了 T L S 对不同生长期的满江红鱼腥藻的作用结果
。

虽然 T L S 对蓝细菌细胞有较强的裂解作用
,

但这种作用可随蓝细菌的生长期长短

而不同
。

表 2 的数据表明
,

蓝细菌生长期越长
,

用 T L S 处理提高总核酸产率的效果越明

显
。

培养 3d 后收集的蓝细菌经常用法提取后
,

再用 T L S 处理
,

可提高总核酸产率 75 多;

T L S 可提高培养 sd 的蓝细菌的总核酸产率 1“
.
2多;而对培养 1Zd 的菌体

,

T L S 可提高

总核酸产率 47 0 6外
。

这种差别反映了不同生长期的蓝细菌的细胞壁结构 有 变 化
。

用

H Zo 代替 T L S ,

增加量少
。

用常用法 T L S 取代蛋白酶 K 处理不同生长期的满江红鱼腥藻
,

其总核酸产率的变

化见表 3
。

从表 3 可看出
,

用常用法处理对数生长期前期(3d)
,

中期(7d)
,

后期 ( 13d) 的满江红

鱼腥藻
,

其总核酸产率变化不大
,

但有波动现象
,

这可能与不同生长期
、

培养条件引起核酸

代谢变化有关
。

用 T L S 取代蛋白酶K 处理不同生长期的满江红鱼腥藻
,

总核酸产率随
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表 2 三甲基月桂基硫酸钠 (T L s) 处理不同生长期的满江红鱼腥藻对总核酸产率的影响

T ab
. 2 In fluen ce of grow th Ph ase on the P rodu etivity of total n ucleic aeids

ex traeted from A ”a
b
a 已n a a 之o

l l
a ‘

b y T L S
.

总核酸产率 (m g 核酸厂g 鲜菌糊)

生 长 期
G row t五 P h a名 e

P
r o

d
u e t

i
v
i
t y o

f
t o t a

l
n u e

l
e
i
e a e

i d
s

(
。g N A /9 fr e sh w t

. o f c e lls)

常用法处理
5tand ard m eth od

T L S 处理
*

T L S m eth od

培养 3 天后收集
3一 d a y o

l d
c u

l
t u r e

l
·

4
4

(

5 7

·

1 4

%
)

1

.

0
8

(

4 2

·

8
%

)

2

·

, 2 (
10 0 % )

培养 3天后收集
8一 d a y o

l d
e u

l
t u r e

0

.
2 7 4

(
3 7

.

8 5 % )
o

·

4 5

(

6
2

·

1
5

% )

0

·

7
2 4

(

1
0 0

%
)

培养 12 天后收集
12一 d a

y
o
l d

‘u l t
u 丁 e

o
·

3 5 7

(

1 7

·

5 0

% )

1

·

6
8

(
8

2

·

, % ) 2
·

0
4

(

1
0 0

%
)

*

菌体先按常用法处理后
,

再把离心沉淀物用 T L S 处理
。

*
T h

e ‘ y a n o
b
a e t e r i

a
l
‘e

l l
s

研产e r e
t r e a t e

d w i
t
h

s t a n
d
a r

d m
e t

h
o
d f i

r s t , t
h

e n e e n t r
i f

u g a t e
d

,
a

n
d f i

n a
-

l l
y t

h
e

p
e

l l
e t s

w
e r e t r e a t e

d w i
t

h T L S

.

表 3 常用法
、

T L S 取代蛋白酶 K 处理不同生长期满江红鱼腥藻对总核酸产率的影响

T ab
. 3 In flu en ce of g row th p ha se o n th e P ro du etivity of tot吕1 n u e

l
e
i
e a e

i d
s e x t r a e t e

d

b y
s t a n

d
a r

d 功e th o d o r b y T L S re P la cin g P r o te in a
: e K

.

生 长 期
G row th P ha se

总核酸产率 (m g 核酸29 鲜菌糊)
p rodu ctivity of total nu cleic aeid s (m g N A /9 f

resh w t
. of cells)

常 用 法
Stan dard m eth od

丁L s 取代蛋白酶 K
T L S rep laeing P-r

ote孟n a se K

培养 3 天后收集
3一d a y o

l d
c u

l
t u r e

0
.
4 4 8 + 0

。

0 3
4 0

.

4
3

0
+

0

.

0 4 0

培养 7 天后收集
7一 d a y o

l d
‘u

l
t u r e

0
.
4 ; 0 十0

.
0 5 5 0

.
2 7 6 + 0

.
1 3 9

培养 13 天后收集
13一 d a y o

l d
c u

l
t u r e
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生长期延长而降低
,

这可能与不同生长期的细胞壁结构有关
。

对数生长期前期细胞壁的

肤聚糖层不完善
,

有利于溶菌酶的降解作用
,

随生长期延长细胞壁逐渐完善
,

而且在细胞

生长过程中细胞壁能保持完整性和稳定性[6]
,

所以细胞壁对溶菌酶的敏感程度降低
,

总核

酸产率也降低
。

逸
,

限制性核酸内切酶水解及电泳分析

为了检验常用法
、

T L S 取代蛋 白酶 K 处理后提取的核酸纯度
,

选取了限制性核酸内

切酶 Ec
0R I 来切割从满江红鱼腥藻提取的 D N A[ 翔

。

四种处理的 D N A 都停留在点样

槽附近(图版 I:1)
,

未经 Fc
oR I 处理的电泳图

,
D N A 也都停留在点样槽附近 (图版 I

:

1 ,
2

)

,

但常用法提取的 D N A 混有较多的 R N A 。

用常用法 (
n
和m 道 )

、

T L S 取代蛋

酶白K (1 和 k道 ) 提取的核酸经 R N as e 纯化后
,

用限制性内切酶 Ec
oR I 处理的电泳

图(图版 I
:3)

。

可见
,

经 E ooR I 处理后
,

两种方法提取的 D N A 都被降解为大小不等的

片段
。

这与 Pl as ins ki 等的结果田 一致
。
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4
.
光学显微镜的观察

满江红鱼腥藻用溶菌酶处理
、

再用常用法或 T L S 取代蛋白酶 K 处理前后的裂解情

况表明
,

未经任何处理的满江红鱼腥藻是细胞连成串的丝状体
。

用溶菌酶处理后
,

长丝状

体断裂成含 5 至 8 个细胞的短链
,

部分细胞的细胞壁溶解
,

形成原生质球
,

也有极少数原

生质球破裂成碎片(图版 I
:4)

。

再用常用法 (图版 I
:5 )

、

T L S 取代蛋 白酶K (图版 I:6)

处理
,

大部分细胞碎裂成碎片
,

只有少部分原生质球残存
。

S

,

扫描电子显微镜观察

为了进一步了解 T L s 作用于蓝细菌的机理
,

用扫描电镜观察了满江红鱼腥藻细 胞

表 面的变化
。

图版 I
:7 和 8是未经 T L s 处理的满江红鱼腥藻细胞

,

可以看到其 表 面 平

整光滑
。

但是经 T L s 处理后
,

细胞表面产生了鳞片状突起
,

皱褶
、

凹陷
、

甚至穿孔 (图版

I:9 ,
1 0

)

。

用其他酶处理蓝细菌后
,

也可以观察到细胞表面产生皱褶和凹陷 (未发表 )
,

但

受 损程度不如 T L S 处理的严重
。

至今
,

我们 尚未见到关于 T L S 处理满江红鱼腥藻及其它蓝细菌的文献 ;而关于它作

用于其它生物材料的研究
,

在国内外也刚开始不久
。

根据上述所得结果
,

提取满江红鱼腥

藻核酸时
,

可用 T L s 取代常用法中的 T rit
on X 一 1 0 0

,

蛋白酶 K
,

但不能取代 Sarkosylo

不 同生长期的满江红鱼腥藻用常用法处理后
,

再用 T L s 处理
,

又能提取出较多核酸
,

表

明 T L S 对不同生长期的蓝细菌都是有效的
。

光学显微镜和扫描 电镜的观察表明
,

T L S

引起蓝细菌丝状体断裂
,

细胞破裂成碎片
,

细胞壁发生鳞片状突起
、

皱褶
、

凹陷
几

,

甚至穿孔
,

这 可能因为 T 毛s 不仅损伤了蓝细菌细胞壁的外层
,

也穿透了其内层
,

从而有利于细胞内

含物外流
,

最终明显提高总核酸产率
。

用 T L s 取代蛋 白酶K 处理满江红鱼腥藻
,

不仅提取的总核酸产率高
,

而且核酸纯度

也高
。

凝胶电泳图谱表明
,

T L S 取代蛋白酶K 提取的核酸能被限制性核酸内切酶 Ec
oR

I水解
,

说明 T LS 能有效地去除与核酸结合的蛋白质
。

总之
,

T L s 处理满江红鱼腥藻的结果表明
,

T L s 不仅对细胞壁有效
,

而且对细 胞

膜
、

细胞内成分也有效
,

从而提高了核酸的产率和纯度
。
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: 三甲基月桂基硫酸钠 (T L s) 在蓝细菌核酸提取中的作用 图版 I

1.常用法 ( d 道)
,

T L S 分别取代 T riton X 一
1 0 0

(

C 道)
,

s
a r

k
o s y l

(
b 道)

,

蛋 白酶 K (
a 道) 提取的核

酸 ; 2
.
常 用法 (i

、

l

、

和 f 道)
、

T l

·

S 取代蛋 白酶 K (认 g 和
e道) 提取的核峻

。

i 和 i是培养 3d 材料
,

h

和 g :7d ,
f 和 e :13d ; 3 · ‘

常用法 (n 不fl rn 道)
,

T L S 取代蛋 白酶 K ( l和 k 道) 提取的核酸
, 经 R N ase

纯化后
,

E
。。

R l 水解 (k 和 m ) 的凝胶 电泳图谱; 斗
·

光学显微镜下 , 经 溶菌酶处理的前期满 江红鱼 腥 藻

(义4 0。) ; 5
,

溶菌酶处理后
, 常 用法处理的前期满江红鱼腥藻( X 400) ; 6. 溶菌酶处理后

,

再用 T L s 取

代蛋白酶 K 处理的前期满江红鱼腥藻( 火 4 00 ) ; 7 ,
8

·

未处理 的蓝细 菌细胞
,
其表面光滑 ; 9、 I O

.

T L S 处理

后的蓝细菌细胞
,

其表面出现 了皱褶和凹陷( 9)以及鳞片状突起和穿孔(l。)

1
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