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摘要: 【目的】研究同一个土壤需要反复提取几次才能在最大程度上反映土壤微生物的丰度，探讨风干土壤
代替新鲜土壤用于微生物丰度研究的可行性。【方法】针对两种理化性质具有较大差异的旱地和稻田新鲜
土壤及其风干土壤，分别对土壤微生物进行 5 次连续裂解提取 DNA。通过实时荧光定量 PCR 技术分析连续
反复提取对土壤古菌和细菌 16S rRNA gene 数量、氨氧化古菌和细菌功能基因 amoA 数量的影响。【结果】3
次连续提取 DNA 占 5 次提取 DNA 总量的 76%以上，氨氧化古菌、氨氧化细菌、古菌和细菌 4 类微生物的 3
次连续提取最低回收率为 77. 5% ; 与新鲜土壤相比，风干处理导致氨氧化古菌、氨氧化细菌、古菌、细菌的数
量分别降低 84. 3%、81. 2%、12. 5%和 90. 3%，然而，2 种土壤风干过程中主要微生物类群的数量变化规律基
本一致，表明土壤微生物对风干处理的响应可能受土壤类型的影响较小。【结论】土壤微生物连续 3 次裂解
能较好反映微生物丰度。与新鲜土壤相比，风干过程显著降低了土壤微生物丰度，然而，通过风干土壤中微
生物丰度的变化趋势反映新鲜土壤中微生物数量变化规律具有一定的可行性。
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土壤微生物丰度和组成是评价微生物多样性的

重要内容。现阶段，土壤微生物多样性分析主要包
括传统的分离培养法和现代分子生物学技术 2 种手
段。传统研究方法只能在实验室进行，而实验室理
想条件下的土壤微生物生理代谢特点可能与原位状

况下的差异较大，很难真实反映土壤微生物在自然

环境中的群落结构与生理代谢功能。已有分子生态
学研究表明传统方法只能培养不到 1%的土壤微生
物［2］，大约 99%的微生物难以在实验室培养。随着

分子生物学手段的兴起，特别是基于 16S rRNA 基

因的古菌和细菌分类体系逐渐被认可，在分子水平

上定量描述、研究复杂环境中微生物的丰度及其潜
在的生理代谢功能，是目前微生物多样性研究的主

要内容，也可能更为准确地反映自然环境中微生物

的数量变化规律［1］。

土壤微生物分子生态学研究的前提是土壤样品

微生物 DNA 提取。不同方法的 DNA 提取效率、
DNA 质量以及数量都可能对后续的土壤微生物丰
度产生巨大影响，高质量的土壤微生物 DNA 提取是
土壤微生物分子生态学研究的关键。土壤微生物细
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胞裂解是土壤 DNA 提取的核心，细胞裂解主要有 3
种方法:物理法、化学法和酶解法。目前，大部分提
取方法将 3 种裂解方法配合使用。物理法通过冻
融、玻璃珠搅拌、液氮研磨、超声波处理和微波热击
等破碎细胞。一般情况下，采用物理法破碎细胞效
果较好、DNA 提取效率较高。化学法也被人们广泛
使用，通常使用十二烷基磺酸钠 ( SDS，Sodium
Dodecyl Sulfonate ) 和 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵
(CTAB，Hexadecyl trimethyl ammonium bromide)作为
DNA 提取缓冲液的主要成分。SDS 是离子型表面
活性剂，能够使蛋白质变性，溶解膜蛋白而破坏细胞
膜。CTAB 在高盐溶液中与蛋白质和大多数酸性多
聚糖以外的多聚糖形成复合物，并能去除部分腐殖
酸。酶解法通常不单独使用，往往和物理或化学方
法结合使用［3］。然而，由于土壤是一个高度复杂的
有机无机聚合体，现有的 DNA 提取方法似乎很难一
次性将所有土壤微生物细胞裂解并获得 DNA，现有
的文献表明同一个土壤需要反复提取 3 次才能较好
表征土壤微生物多样性［18］。

通常情况下，野外采集的大量土壤样品很难在
实验室保持其原位自然状况，例如水分和温度。因
此，通常采用风干土壤样品测定土壤理化指标［4 － 5］。
同时，由于微生物适应性较强，也有研究采用风干土
壤进行土壤生物学分析，如土壤酶活性测定［6］。然
而，几乎所有的分子微生物生态学研究都采用新鲜
土壤，鲜有用风干土壤的报道。我们推测，新鲜土壤
中存在大量的游离 DNA，这些 DNA 可能对后续的
分子生态学分析产生较大的影响。土壤风干过程
中，游离 DNA 可能作为易分解的有机质被迅速矿
化，而风干土壤中的完整休眠细胞能够在一定程度
上反映土壤微生物的丰度。目前，大多数研究更多
关注风干处理对土壤微生物生物量碳、氮以及矿化
过程的影响［7 － 9］，风干过程对土壤微生物数量的影
响仍不清楚。为了缓解新鲜土壤难以保存的现实，
风干土壤用于微生物丰度研究具有极大的实用性。
然而，相关的可行性评价迄今未见报道。

本研究采用分子生态学手段，研究了连续提取
过程对土壤微生物 DNA 提取效率和质量的影响，分
析了土壤风干处理对微生物数量的影响，初步探讨
了风干土壤用于微生物丰度研究的可行性，为在大
尺度下更准确地描述土壤微生物地理分布规律提供
依据。

1 材料和方法

1. 1 土壤样品概况
小麦土壤采自中国科学院封丘农业生态国家实

验站(35°00'N，114°24' E)。该实验站成立于 1983
年，隶属于中国科学院南京土壤研究所。实验站位
于河南省东北部的封丘县潘店乡，是中科院首批对
外开放的野外站和网络研究重点站。封丘站年平均
气温 13. 9℃，全年日照时数 2300 － 2500 h，年平均
降水量 615 mm，无霜期 220 d，年蒸发量 1875 mm。
在小麦生长季节采集 0 － 20 cm 表层新鲜土壤(WS-
F)，过 20 目筛后，一部分置于 4℃冰箱保存备用，另
一部分于室温下风干 (WS-D)。小麦土壤的有机
碳、全 氮、全 磷、全 钾、含 水 量 和 pH 分 别 为:
7. 0 g / kg，0. 64 g / kg，0. 71 g / kg，20. 8 g / kg，27. 5%
和 8. 5。土壤详细理化特性已有报道［10］。

水稻土壤采自江苏省扬州市小纪镇马凌村的中
国稻麦轮作农田生态系统 FACE ( Free Air Carbon-
dioxide Enrichment)试验平台 (32°35. 5' N，119°42'
E)。该 FACE 平台于 2004 年 6 月开始运行，设有
FACE 高 CO2浓度圈与 Ambient 对照圈 2 个处理，
FACE 圈内大气 CO2浓度比 Ambient 对照圈区高
200 μmol /mol，控制误差为 10%。实验田为典型的
稻麦轮作种植制度，土壤类型为发育于下位砂浆土
的水耕人为土。其年平均气温 14. 9℃，全年日照时
数 2100 h，年平均降水量 980 mm，无霜期 220 d，年
蒸发量 1100 mm。在水稻生长季节采集 Ambient 圈
对照处理新鲜土壤(RS-F)，过 20 目筛后，一部分置
于 4℃冰箱保存备用，另一部分于室温下风干(RS-
D)。水稻土壤的有机碳、全氮、全磷、全钾、含水量
和 pH 分别为: 18. 4 g / kg，1. 50 g / kg，0. 63 g / kg，
14. 0 g / kg，22. 4% 和 7. 9。土壤详细理化特性已有
报道［11］。

风干处理具体流程如下:将研磨并过 20 目筛后
的新鲜土壤置于阴凉、干燥、通风的室温条件下风干
直至土壤基本保持恒重(15 d)后，装入无菌塑料袋
密封保存待用。
1. 2 土壤 DNA 提取方法

土壤 微 生 物 基 因 组 DNA 提 取 方 法 参 考
Griffiths 等［12］，但作适当修改。具体步骤如下:(1)
称取 0. 5 g 土壤样品于 2. 0 mL 带螺帽口的裂解管

598



Yun Guo et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(7)

中，加入 425 － 600 "m 和小于 106 "m 的玻璃珠各
0. 5 g(Sigma 公司);(2)向裂解管中加入 0. 5 mL 的
CTAB(Hexadecyl trimethyl ammonium bromide)提取
液(10% 的 CTAB ( w / v) 和等体积的 0. 2 mol /L 的
pH = 8. 0 的磷酸缓冲液混合，混合液中含 0. 7 mol /L
NaCl)，再加入 0. 5 mL 的 PCI 试剂 (苯酚:氯仿:异
戊醇 = 25∶ 24∶ 1( v / v / v))，并用旋涡仪(海门其林贝
尔 Vortex － 6 旋涡混合器) 在 1960 r /min 下混匀;
(3)将裂解管放入 Fast PrepTM FP120 核酸提取仪，在
5. 5 m / s 的速度下裂解土壤微生物细胞 30 s，并将裂
解混合物在 4℃下 16000 × g 离心 5 min，上清液转移
至无菌的 2. 0 mL 离心管中;(4)重复步骤(2) － (3)
4 次，获得同一土壤 5 次连续提取的 DNA 上清液;
(5)在上清液中加入等体积的 CIA 试剂(氯仿:异戊
醇 = 24∶ 1( v / v))，充分混匀后，25℃下 16000 × g 离
心 5 min;(6)转移上清液至无菌的 2. 0 mL 离心管，
加入 2 倍体积的 PEG /NaCl 沉淀试剂(1. 6 mol /L 的
NaCl 和 30%的 PEG 6000 混合)，25℃静置 2 h;(7)
4℃下 18000 × g 离心 10 min;弃去管中液体，并加入
0. 5 mL 的 70%的乙醇清洗沉淀 DNA，混合均匀后，
4℃下 18000 × g 离心 5 min;(8)室温自然干燥 DNA
约 30 min;5 次连续提取的土壤微生物基因组 DNA 依
次溶解于 100、100、50、50、50 的 TE Buffer［1 mL Tris-
HCl 溶液(pH = 8. 0，1 mol /L)和 200 μL 的 EDTA 溶
液(pH = 8. 0，0. 5 mol /L)定容于 100 mL 容量瓶中，并
用 NaOH 将 pH 调至 8. 0］，保存于 － 20℃冰箱。
1. 3 DNA 样品定量及定性检测

取 1 μL 的 DNA 样品于微量紫外分光光度计
(NanoDrop ND － 1000)测定 DNA 样品的浓度 ( ng /
μL)，并记录 OD600 /OD280和 OD260 /OD230的比值以确
定 DNA 样品的纯度。此外，将 5 μL 的 DNA 通过
1. 2%的琼脂糖凝胶电泳分离(0. 5 × TAE 缓冲液)，
检验 DNA 的完整性和含量。
1. 4 实时荧光定量 PCR

将提取的 DNA 样品根据微量紫外分光光度计
测定的 DNA 浓度进行稀释，使 DNA 浓度在 1 －
10 ng /μL，然后对稀释过的样品进行定量 PCR，从而
获得基因拷贝数。采用特定引物(表 1)对细菌和古
菌的 amoA 基因以及 16S rRNA 基因进行扩增。定
量 PCR 标线采用含有古菌和细菌 amoA 基因以及
16S rRNA 基因的克隆进行制备。将含有目标基因
的克隆在 LB 营养液中过夜培养，提取质粒纯化并
测定质粒浓度，根据摩尔常数计算目标基因的拷贝
数，并将质粒连续稀释 6 － 8 个数量级。实时荧光定
量 PCR 扩增反应体系为:10 μL 的 SYBR@ Premix
EX TaqTM ( TaKaRa 公 司 )，上、下 游 引 物
(20 pmol /μL) 各 0. 2 μL，1. 0 μL 的土壤微生物
DNA 模板，8. 6 μL 的灭菌双蒸水，反应体系总体积
为 20 μL。阴性对照采用灭菌双蒸水代替 DNA 作
为反应模板。定量 PCR 反应在 CFX96TM Real-Time
System(Bio-Rad 公司)扩增仪上进行。定量 PCR 扩
增得到的基因拷贝数 (Copy Numbers) 用于后续计
算。

表 1 PCR 引物及条件
Table 1 The primers and PCR conditions

Primer Name Primer sequence (5'→3') Target gene Thermal Profile
Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG ArchaealamoA 95℃，3. 0 min;
Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT gene［13］ 40 × (95℃，30 s;
amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT BacterialamoA 55℃，30 s; 72℃，
amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC gene［14］ 30 s with plate
771F ACGGTGAGGGATGAAAGCT Archaeal 16S rRNA read) ; Melt curve
934R GTGCTCCCCCGCCAATTCCT gene［10］ 65. 0℃ to 95. 0℃，
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Bacterial 16S rRNA increment 0. 5℃，
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT gene［15］ 0:05 + plate read

2 结果和分析
2. 1 土壤微生物基因组 DNA 提取

如图 1 所示，琼脂糖凝胶电泳分析表明:小麦鲜

土和水稻鲜土及其风干处理土壤的微生物总 DNA
提取效果较好，5 次裂解后的土壤中仍然存在一定
量的 DNA。相比于风干土壤，新鲜土壤提取的总
DNA 条带较亮。大部分风干处理土壤连续 5 次提
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取 DNA 过程中，第 2 次 DNA 提取量明显高于第 1
次，表明对于风干土壤来说，常规土壤微生物 DNA
提取的 1 次裂解不能真实反映土壤中的微生物丰
度，可能遗失土壤中部分微生物的遗传信息。此外，

凝胶电泳图中出现 2 条清晰的核酸片段，大小分别
与 1489 bp 和 925 bp 的 Marker 片段相似，表明
Griffiths 方法提取 DNA 的同时，也获得了一定数量
的核糖体 rRNA，与已有报道相似［12］。

图 1 小麦土和水稻土 5 次连续提取的琼脂糖凝胶电泳图
Fig． 1 Agarose gel electrophoresis of total nucleic acid from five successive extractions in wheat and paddy soils． Soil samples in

triplicate． A:Fresh wheat soil (WS-F) ; B:Air-dried wheat soil (WS-D) ; C:Fresh rice soil (RS-F) ; D:Air-dried rice soil (RS-D) ．

M represent for λ-EcoT14Ⅰ digest DNA Marker in A，B and D，M represent for DL15000 DNA Marker in C．

2. 2 土壤细菌、古菌、氨氧化细菌、氨氧化古菌丰度
小麦鲜土和水稻鲜土以及风干处理土壤中氨氧

化古菌、氨氧化细菌、古菌以及细菌的基因拷贝数如
图 2 所示。随着 DNA 连续提取次数的增加，微生物
数量总体呈下降趋势，第 4 次与第 5 次 DNA 提取样
品中微生物数量处于较低的水平，并趋于平稳，表明
同一个土壤样品 3 次提取后仅有少量 DNA 残存于土
壤中。此外，风干处理后土壤微生物基因拷贝数明显
低于新鲜土壤。例如，风干处理导致新鲜土壤的氨氧
化古菌数量降低 84. 3%，氨氧化细菌数量降低
81. 2%，古菌数量降低 12. 5%，细菌数量降低 90. 3%。

新鲜土壤风干后，不同微生物类群基因数量的
变化规律具有显著差异。如表 2 所示，小麦鲜土与
干土中古菌的数量几乎相同，其比例为 1. 01，水稻
鲜土与干土中古菌的比例仅为 1. 32。然而，鲜土与
干土中氨氧化古菌的比例高达 8. 64，氨氧化细菌的
比例不低于 4. 68，细菌的比例最高可达 10. 99，表明
风干处理对氨氧化古菌、氨氧化细菌及细菌影响较
大，其中细菌受风干处理的影响最突出;而古菌的比
例为 1. 01，说明风干处理对古菌影响不明显。通过
对小麦鲜土 /小麦干土，水稻鲜土 /水稻干土的 4 类
微生物比例进行线性回归，相关系数高达 0. 95，表
明风干处理过程对细菌、古菌、氨氧化细菌与氨氧化

古菌的影响可能与土壤类型关联度不高。进一步通
过对小麦鲜土 /水稻鲜土，小麦干土 /水稻干土的 4
类微生物比例进行线性回归，相关系数高达 1. 00，
表明风干处理后不同土壤中主要类群微生物数量变
化趋势与新鲜土壤基本一致。

表 2 土壤微生物拷贝数比值

Table 2 The gene copy numbers ratio of soil microorganisms

Microorganisms WS-F /WS-D RS-F /RS-D WS-F /RS-F WS-D /RS-D
AOA 5. 03 8. 64 17. 5 30. 05
AOB 4. 68 6. 17 2. 93 3. 85
Archaea 1. 01 1. 32 3. 09 4. 05
Bacteria 9. 7 10. 99 2. 53 2. 86

2. 3 DNA 连续提取法的提取效率
Griffiths 方法提取土壤微生物基因组总 DNA 的

前 3 次累积效率达到了 82. 3% ;对氨氧化古菌、氨
氧化细菌、古菌及细菌的提取效率分别为 88. 3%、
77. 5%、83. 0%和 80. 4% (图 3)。氨氧化古菌的提
取效率最高，表明相对于氨氧化细菌、古菌和细菌，
土壤氨氧化古菌的细胞可能更易于裂解。除了细菌
以外，利用 Griffiths 方法连续提取小麦干土前 3 次
累积效率都高于新鲜处理，但是差别很小;而水稻鲜
土的提取效率则远高于水稻干土，表明水稻干土微
生物 DNA 的提取具有一定的难度，风干过程可能对
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图 2 小麦鲜土和水稻鲜土及其风干处理后土壤中氨氧化古菌、氨氧化细菌、古菌及细菌的丰度
Fig． 2 The copy number of 16S rRNA and amoA genes of Archaea and Bacteria in fresh soils cultivated with wheat (WS-F) or rice (RS-

F) crops and in air-dried soils (WS-D and RS-D) ． A:amoA gene of Archaea(AOA) ; B:amoA gene of Bacteria(AOB) ; C:16S rRNA

gene of Archaea(Archaea) ; D:16S rRNA gene of Bacteria(Bacteria) ．

图 3 小麦鲜土和水稻鲜土及其风干处理土壤的氨氧化古菌、氨氧化细菌、古菌及细菌的提取效率
Fig． 3 Extraction efficiency of 16S rRNA and amoA genes of Archaea and Bacteria in fresh soils cultivated with wheat (WS-F) or rice (RS-F)

crops and in air-dried soils (WS-D and RS-D) ． A:amoA gene of Archaea(AOA) ． ; B:amoA gene of Bacteria(AOB) ; C:16S rRNA gene of

Archaea(Archaea) ; D:16S rRNA gene of Bacteria(Bacteria) ．
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其细胞影响较大。

3 讨论

土壤微生物基因组 DNA 提取是现代微生物分
子生态学研究的基础。对土壤微生物 DNA 的分子
分析能充分认知土壤微生物的数量及其组成，并可
能进一步推测其在自然环境中的生理代谢规律及其
潜在的生态功能。然而，同一个土壤需要重复提取
多少次才能在最大程度上反映土壤微生物的丰度，
特别是反映数量上占较小比例的重要功能微生物，
目前未见报道。因此，建立可靠的土壤微生物群落
基因组 DNA 提取方法的指标体系，并对主要微生物
类群的丰度变化规律进行评价，具有重要的科学意
义。我们的结果表明，5 次裂解后复杂土壤样品中
仍存在一定量的 DNA，但 DNA 提取量在第 4 次和
第 5 次趋于平稳，连续 3 次裂解和提取的 DNA 能够
表征 76%以上的土壤古菌、细菌、氨氧化古菌和氨
氧化细菌丰度。风干处理显著降低土壤微生物
DNA 提取量，导致土壤微生物基因拷贝数明显减
少。然而，风干处理过程中，2 种土壤的 4 类微生物
丰度的变化趋势基本一致，相关系数高达 0. 95，表
明不同风干土壤中主要微生物类群的数量差异能在
一定程度上反映新鲜土壤微生物丰度的变化规律。

鲜土的核酸电泳条带亮度明显高于干土，这表
明从鲜土中所提取的总 DNA 量比干土多。这可能
是由于微生物在风干过程中活性降低或者已经失活
而裂解死亡［16］，部分细胞的核酸快速降解而不能被
提取出来。鲜土中可能含有大量的游离 DNA［17］，
风干过程中土壤微生物游离 DNA 可能被快速矿化，
导致风干土壤微生物 DNA 提取量偏低。此外，
Griffiths 法能同时提取风干土壤的 DNA 和 RNA，并
且核糖体 rRNA 条带较为明显，这也从侧面表明风
干处理后，尽管土壤水分含量极低，大部分土壤微生
物仍然可能具有一定的代谢活性。

目前，绝大部分土壤微生物基因组总 DNA 提取
时采用 1 次裂解。本研究表明 1 次裂解并不能提取
土壤中的大部分微生物 DNA，特别是风干土壤，其
含水量较低，第 1 次提取时加入缓冲液的部分水相
可能被土壤团聚体吸收，致使裂解时缓冲体系体积
减小，可能影响后续 DNA 提取效率。单次裂解极可
能对后续的分子微生物生态学研究产生较大的实验

误差，特别是忽略了数量上不占优势的重要功能微
生物，影响 DNA 下游分析。Feinstein 等人研究了连
续提取对土壤微生物群落分析的影响，表明 3 次连
续 DNA 提取效率大于 80%，与本实验结果一致［18］。
然而，他们的研究基于新鲜土壤的 DNA 提取，未涉
及风干处理对土壤微生物丰度的影响。本研究表
明，尽管风干过程导致土壤微生物数量显著降低，但
不同土壤中的相同微生物种类可能对风干处理的响
应规律基本一致，风干处理后，不同土壤之间的微生
物丰度差异具有一定的参考价值，此为使用风干土
壤进行的土壤微生物多样性研究提供了一定的依
据。

Feinstein 等人的研究结果［18］显示，土壤提取次
数既影响 DNA 的下游微生物丰度分析，也可能影响
微生物组成。例如，采用新一代焦磷酸测序技术分
析裂解 1 次和 6 次后提取的土壤 DNA 微生物组成，
结果表明，对于土壤中数量上占弱势的微生物类群
( 如 Acidobacteria， Gemmatimonades 和
Verrucomicrobia)，裂解 1 次后土壤 DNA 中这些微生
物的相对丰度高于裂解 6 次后的土壤 DNA;然而，
对于土壤中数量上占优势的微生物类群如变形菌和
放线菌，其相对丰度在裂解 1 次的土壤 DNA 中高于
裂解 6 次后的土壤 DNA，进一步的分析表明同一个
土壤反复提取 3 次后能够较好地表征土壤微生物的
数量和物种组成。此外，Jones 等人采用稳定性同位
素核酸探针技术 ( DNA-SIP ) 研究了土壤微生物
DNA 连续提取对污染土壤中蒽降解菌的影响，研究
结果表明，尽管连续提取提高了 DNA 的回收率，但
对微生物群落组成影响较小，与已有的报道基本一
致［19］。然而，土壤质地等环境条件极可能对土壤微
生物 DNA 提取及其下游分析产生较大影响，风干和
新鲜土壤连续多次提取 DNA 对微生物群落组成的
影响仍需进一步研究。

小麦鲜土与水稻鲜土前 3 次累积提取量的各比
值(WS-F /RS-F)和小麦干土与水稻干土前 3 次累积
提取量的各比值(WS-D /RS-D)较相近，说明同一条
件处理下的 2 种干土可以反映其新鲜土壤中氨氧化
古菌、氨氧化细菌、古菌以及细菌的变化趋势。然
而，已有的研究表明风干处理可能影响土壤重要微
生物过程。例如，林江辉等人研究发现风干土加水
培养后 NH4 + － N 量明显高于新鲜土处理，但是
NO3—N 的量一直低于新鲜土处理，表明风干处理可
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能抑制了氨氧化微生物的生长和硝化微生物的繁
殖，风干后加水培养也很难再恢复到新鲜土水
平［20］。我们的结果也表明，相对于细菌而言，风干
过程中古菌减少的幅度较小，但是风干处理对土壤
微生物过程的影响仍需深入研究。

风干过程中遗失的 DNA 究竟来源于新鲜土壤
中已有的游离 DNA，还是风干过程导致部分微生物
细胞死亡后裂解而产生的 DNA，目前仍未有明确的
结论。如果来自活体细胞，我们的研究结果表明不
同类群的微生物对风干处理的适应能力具有显著差
异;但如果来自游离于土壤中的 DNA 或者是形成复
杂水合聚合物累积在细菌细胞表面的 DNA［21］，那
么风干处理对土壤微生物多样性研究的影响有限。
水是自然环境中生命得以延续发展的基本物质，干
湿交替是陆地生态系统广泛存在的自然现象，也是
土壤微生物多样性形成与演化的重要驱动因子，未
来随着研究手段的不断进步，将有可能更加清楚地
揭示风干过程对土壤微生物多样性的影响及其微生
物生态学意义。
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Three successive extractions reduce quantification bias of
microbial communities associated with incomplete DNA
recovery in soil

Yun Guo1，2，Yucheng Wu2，Xiangui Lin2，Wenhui Zhong1* ，Weixin Ding2，Jianguo
Zhu2，Zhongjun Jia2*
1 School of Geography Science，Nanjing Normal University，Nanjing 210046，China
2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture，Institute of Soil Science，Chinese Academy of Sciences，
Nanjing 210008，China

Abstract:［Objective］ To assess the quantification bias associated with incomplete extractions of soil microbial DNA and
the feasibility of air-dried soil for microbial ecology study． ［Methods］ The flooded rice soil and upland wheat soil were
used，and multiple extractions of soil microbial DNA was performed by lysing a single sample for 5 successive times． The
copy number of 16S rRNA and amoA genes of Archaea and Bacteria was quantified in each DNA extraction by real-time
PCR． ［Results］Cumulative DNA yields in 3 successive extractions accounted for more than 76% of microbial DNA in
soils，and more than 77. 5% of gene copies could be recovered． Air-drying decreased the abundance of bacterial 16S
rRNA gene and archaeal 16S rRNA gene by 90. 3% and 12. 5%，and the abundance of bacterial and archaeal amoA genes
showed a decline by 81. 2% and 84. 3%，respectively． The decline showed similar trend in two soils，suggesting air-dried
soil could be of choice for biogeographic survey of microbial communities． ［Conclusion］ Three successive extractions of
microbial DNA in soil could be of choice for microbial ecology study in order to reduce quantification bias associated with
incomplete DNA recovery． Air-dried soil could be employed under certain circumstances，and further investigation is
warranted for the underlying mechanism by which microbial communities manage to survive the desiccation of soil．
Keywords: successive extractions of DNA in soil，air-dry treatment，archaea，bacteria，ammonia oxidizing archaea，
ammonia oxidizing bacteria
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