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揖摘要铱 摇 目的摇 筛选适合提取曲霉 阅晕粤 的方法遥 方法摇 比较 圆 个菌落培养时间段 渊猿 凿 内和 员园 凿 左右冤提取 阅晕粤 质量的

差异曰运用氯化苄法尧石英砂 垣 悦栽粤月 法尧月蚤燥泽责蚤灶 法和微波法分别提取黑曲霉基因组 阅晕粤袁然后用直接电泳尧浓度测定尧孕悦砸
扩增等方法比较所提 阅晕粤 的浓度和质量遥 结果摇 培养 猿 凿 内的菌落提取的 阅晕粤 纯度较高袁无需纯化即可用于后续实验曰源
种方法制备的 阅晕粤 均可用于 孕悦砸 等后续实验袁其中以石英砂 垣 悦栽粤月 法提取的 阅晕粤 纯度好袁产率最高遥 结论摇 石英砂 垣
悦栽粤月 法是一种适用于曲霉 阅晕粤 提取的简便方法遥
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葬遭造藻 枣燥则 粤泽责藻则早蚤造造怎泽 灶蚤早藻则 阅晕粤 藻曾贼则葬糟贼蚤燥灶援
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摇 摇 真菌 阅晕粤 的提取是包括分子诊断在内的所有

真菌分子生物学实验的基础咱员暂 袁简便快捷地提取真

菌 阅晕粤袁且获得的 阅晕粤 完整尧纯度高袁对真菌分子

生物学的后续实验操作有极其重要的意义遥 丝状

真菌的细胞壁结构坚固袁且富含多糖袁破壁比较困

难袁而 阅晕粤 的提取效率袁尤其是 阅晕粤 的纯度可严

重影响实验结果咱圆暂 遥 同一标本采用不同方法或不

同标本采用相同方法提取 阅晕粤 其纯度和提取率有
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有很大差异遥 本实验以产黑色素最为丰富的黑曲

霉为例袁通过检测 阅晕粤 浓度尧孕悦砸 扩增等方法比较

了几种 阅晕粤 提取方法的优劣遥
员摇 材料和方法

员援 员摇 主要试剂及菌株

引物合成购自上海生生物工程技术设备有限

公司袁热启动 栽葬择 酶尧凿晕栽孕 和核酸内切酶 匀澡葬 陨尧
匀蚤灶枣 陨尧 匀葬藻 陨陨陨尧 栽葬择 陨尧 酝泽责 陨 购自大连宝生物工程

有限公司遥 实验所用标准菌黑曲霉咱悦酝悦悦悦 渊云冤援
粤猿暂由中国微生物菌种保藏管理委员会医学真菌

中心提供遥
员援 圆摇 菌株的培养和收集

窑缘源员窑摇 中国真菌学杂志 圆园员员 年 远 月 第 远 卷 第 猿 期摇 悦澡蚤灶 允 酝赠糟燥造袁允怎灶藻 圆园员员袁灾燥造 远袁晕燥援 猿摇



将黑曲霉接种到 孕阅粤 培养基上培养 苑 耀 员源 凿
至成熟袁收集上层孢子至生理盐水中袁振荡袁制成孢

子悬液袁取菌悬液接种至 孕阅粤 培养基上袁圆愿益 培

养遥 两个时间段收集菌种院一为 猿 凿 菌龄 渊菌丝为

白色袁且该菌株未产生大量黑色的分生孢子冤曰另一

为 员园 凿 左右菌龄 渊该菌株产生大量黑色的分生孢

子冤遥 后续实验按照石英砂 垣 悦栽粤月 法提取基因组

阅晕粤遥
员援 猿摇 阅晕粤 提取方法

包括氯化苄法尧石英砂 垣 悦栽粤月 法尧微波法和

月蚤燥泽责蚤灶 试剂盒法 源 种方法的比较遥
氯化苄法摇 将菌丝体加入 缘 皂蕴 研磨器中袁加

缘园园 滋蕴 的氯化苄提取液袁研磨遥 将研磨液加入 员援 缘
皂蕴 无菌 耘孕 管中袁再加入 员圆缘 滋蕴 员园豫 杂阅杂 和 猿园园
滋蕴 氯化苄原液遥 缘园益水浴 远园 皂蚤灶袁然后加入 晕葬粤糟
猿园园 滋蕴袁冰浴袁离心取上清液袁加入等体积的异丙

醇袁室温沉淀 猿园 皂蚤灶袁溶于 员园园 滋蕴 栽耘 缓冲液遥
石英砂 垣 悦栽粤月 法摇 加石英砂及 源园园 滋蕴 员园 伊

栽耘 月怎枣枣藻则 到无菌的 耘孕 管中袁刮入菌丝体遥 加入

员圆园 滋蕴 员园豫 杂阅杂袁加入 员园 滋蕴 蛋白酶 运袁混匀袁远缘益
水浴 猿园 皂蚤灶袁加入 员圆园 滋蕴 缘 皂燥造 辕 蕴 晕葬悦造袁加入约 远缘
滋蕴 的 员园豫 悦栽粤月袁远缘益水浴 远园 皂蚤灶遥 加入等体积的

氯仿院异戊醇 渊圆源颐 员冤袁轻柔混匀遥 离心取上清液

至无菌 耘孕 管中遥 加 圆圆缘 滋蕴 晕匀源粤糟袁取上清液至无

菌 耘孕 管中袁加入 缘员园 滋蕴 异丙醇袁鄄圆园益 放置 猿园
皂蚤灶袁离心弃上清液袁用 苑园豫乙醇清洗沉淀物袁用 缘园
滋蕴 栽耘 月怎枣枣藻则 溶解沉淀遥

微波法 摇 将菌丝体加入 缘 皂蕴 研磨器中袁加
猿园园 滋蕴 缓冲液袁研磨遥 将研磨液加入 员援 缘 皂蕴 无

菌 耘孕 管中袁加少量石英砂袁加 员园园 滋蕴 裂解液遥
将 耘孕 管置于微波炉中袁远园园 宰袁共 员园园 泽遥 加入

源园园 滋蕴 抽提液袁倒置振荡 缘 泽袁加入 远园园 滋蕴 栽则蚤泽 饱

和酚氯仿抽提袁混匀 缘 泽遥 离心取上清液加等体积

异丙醇袁离心袁苑园豫乙醇洗两次室温下晾干袁用 缘园
滋蕴 栽耘 月怎枣枣藻则 溶解遥

月蚤燥泽责蚤灶 试剂盒摇 将菌丝体用 缘 皂蕴 研磨器研磨

过后袁放入 圆 皂蕴 微量离心管中遥 加 源园园 滋蕴 栽耘 月怎枣枣鄄
藻则袁于 远缘益 环境中温浴 猿园 皂蚤灶遥 加入 员猿园 滋蕴 阅粤
月怎枣枣藻则袁于冰浴中放置 缘 皂蚤灶遥 离心将上清液转移离

心管袁加 苑缘园 滋蕴 的 耘 月蚤灶凿蚤灶早 月怎枣枣藻则袁将混合液体转

移至 杂责蚤灶 糟燥造怎皂灶袁加入 缘园园 滋蕴 的 郧 月蚤灶凿蚤灶早 月怎枣枣藻则
离心袁再加入 宰葬泽澡 月怎枣枣藻则遥 最后 杂责蚤灶 糟燥造怎皂灶 中加入

员缘园 滋蕴 耘造怎贼蚤燥灶 月怎枣枣藻则袁离心并弃去 杂责蚤灶 糟燥造怎皂灶遥

员援 源摇 基因组 阅晕粤 样品直接电泳检测

取几种方法提取的基因组 阅晕粤 源 滋蕴袁与适量

远 伊 蕴燥葬凿蚤灶早 月怎枣枣藻则 混合袁采用 员援 缘豫 琼脂糖凝胶进

行电泳袁电泳缓冲液为 员 伊 栽粤耘袁恒压 愿园 灾袁电泳约

猿园 皂蚤灶遥 电泳结束后袁取琼脂糖凝胶在凝胶成像仪

上紫外线透射下观察结果并摄片遥
员援 缘摇 基因组 阅晕粤鄄陨栽杂 的 孕悦砸 扩增

真菌通用引物 陨栽杂员 渊缘 鸳鄄 栽悦悦郧栽粤郧郧栽郧粤粤悦鄄
悦栽郧悦郧郧 鄄猿鸳冤和 陨栽杂源 渊缘鸳鄄 栽悦悦栽悦悦郧悦栽栽粤栽栽郧粤栽粤栽
鄄猿鸳冤袁反应总体积为 圆缘 滋蕴袁含 源 滋蕴 员园 伊 缓冲液袁员援
缘 滋蕴 酝早悦造圆 渊 员园 皂皂燥造 辕 蕴冤 袁 圆 滋蕴 凿晕栽孕皂蚤曾 渊 员园
滋皂燥造 辕 蕴冤袁引物 渊员园 滋皂燥造 辕 蕴冤各 园援 缘 滋蕴袁阅晕粤 模板

圆 滋蕴袁栽葬择 阅晕粤 聚合酶 圆哉遥 反应条件为 怨缘益 缘 皂蚤灶
预变性后 怨缘益 员 皂蚤灶袁缘园益 员 皂蚤灶袁苑圆益 员 皂蚤灶袁共进

行 猿园 个循环袁最后 苑圆益延伸 员园 皂蚤灶遥 扩增产物采

用 员援 缘豫琼脂糖凝胶进行电泳袁每个加样孔点样 源
滋蕴袁电泳缓冲液为 员 伊 栽粤耘袁恒压 愿园 灾袁电泳约 猿园
皂蚤灶遥 电泳结束后袁取琼脂糖凝胶在凝胶成像仪上

紫外线透射下观察结果并摄片遥
员援 远摇 基因组 阅晕粤 浓度和产率测定

使用 陨灶增蚤贼则燥早藻灶 匝怎葬灶贼鄄蚤栽栽酝试剂盒测定样本的

浓度袁严格按照说明书操作曰用所测的 阅晕粤 浓度和

测量的菌丝体的重量 渊湿重冤之比计算产率遥
圆摇 结摇 摇 果

圆援 员摇 菌株培养时间的确定

黑曲霉培养 猿 凿 内袁菌落为白色时袁未长出黑

色孢子袁收集的菌落主要为菌丝袁用体视显微镜观

察结构 渊见图 员冤曰黑曲霉培养 员园 凿 左右袁菌落产生

大量的孢子和色素袁收集的菌落大部分为孢子袁并
见部分菌丝 渊见图 圆冤遥 培养 猿 凿 内 阅晕粤 溶液为透

明无色袁培养 员园 凿 阅晕粤 溶液为淡褐色 渊见图 猿冤遥
用相应的 阅晕粤 做为模板进行 孕悦砸 扩增袁结果见图

源遥 培养 猿 凿 内 阅晕粤 模板成功扩增出约 远园园 遭责 的

片段袁培养 员园 凿 的 阅晕粤 模板 孕悦砸 反应为阴性遥
圆援 圆 摇 源 种方法提取的黑曲霉基因组 阅晕粤 直接电

泳结果

源 种方法提取的 阅晕粤 直接电泳都有阳性条

带袁以石英砂 垣 悦栽粤月 法的条带最亮袁且没有拖尾曰
微波法的亮度高袁但有明显拖尾曰月蚤燥泽责蚤灶 试剂盒法

的条带最弱 渊见图 缘冤遥
圆援 猿 摇 源 种方法提取的黑曲霉基因组 阅晕粤鄄陨栽杂 的

孕悦砸 扩增结果
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源 种方法均能扩增出阳性条带袁以石英砂 垣
悦栽粤月 法条带最亮 渊见图 远冤遥
圆援 源摇 基因组 阅晕粤 浓度和产率测定结果

源 种方法中以石英砂 垣 悦栽粤月 法提取后的黑曲

霉基因组 阅晕粤 的浓度和产率最高袁与基因组 阅晕粤
直接电泳结果一致 渊见表 员冤遥

图 员摇 培养 猿 凿 左右菌落形态摇 图 圆摇 培养 员园 凿 左右菌落形态摇 图 猿摇 基因组 阅晕粤 溶液摇 图 源摇 模板 阅晕粤鄄陨栽杂 孕悦砸 扩增电泳图摇 图 缘摇 基

因组 阅晕粤 直接电泳图院酝援 员园园 遭责 蕴葬凿凿藻则袁员 耀 源援 分别为氯化苄法尧石英砂 垣 悦栽粤月 法尧微波法尧月蚤燥泽责蚤灶 试剂盒法摇 图 远摇 基因组 阅晕粤鄄陨栽杂 的

孕悦砸 扩增结果院酝援 员园园 遭责 蕴葬凿凿藻则袁员 耀 源援 分别为氯化苄法尧石英砂 垣 悦栽粤月 法尧微波法尧月蚤燥泽责蚤灶 试剂盒法

云蚤早援 员摇 悦燥造燥灶蚤藻泽 葬枣贼藻则 猿 凿泽摇 云蚤早援 圆摇 悦燥造燥灶蚤藻泽 葬枣贼藻则 员园 凿泽摇 云蚤早援 猿摇 栽藻皂责造葬贼藻 阅晕粤 泽燥造怎贼蚤燥灶摇 云蚤早援 源摇 粤早葬则燥泽藻 早藻造 藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽 燥枣 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽院酝援
员园园 遭责 蕴葬凿凿藻则摇 云蚤早援 缘摇 粤早葬则燥泽藻 早藻造 藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽 燥枣 贼藻皂责造葬贼藻 阅晕粤院酝援 员园园 遭责 蕴葬凿凿藻则曰员鄄源援 月藻灶扎赠造 悦澡造燥则蚤凿藻 皂藻贼澡燥凿袁择怎葬则贼扎 泽葬灶凿 垣 悦栽粤月袁皂蚤糟则燥憎葬增藻
皂藻贼澡燥凿袁月蚤燥泽责蚤灶 云怎灶早怎泽 郧藻灶燥皂蚤糟 阅晕粤 耘曾贼则葬糟贼蚤燥灶 运蚤贼摇 云蚤早援 远摇 粤早葬则燥泽藻 早藻造 藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽 燥枣 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽院酝援 员园园 遭责 蕴葬凿凿藻则曰员鄄源援 月藻灶扎赠造 悦澡造燥则蚤凿藻
皂藻贼澡燥凿袁择怎葬则贼扎 泽葬灶凿 垣 悦栽粤月袁皂蚤糟则燥憎葬增藻 皂藻贼澡燥凿袁月蚤燥泽责蚤灶 云怎灶早怎泽 郧藻灶燥皂蚤糟 阅晕粤 耘曾贼则葬糟贼蚤燥灶 运蚤贼

表 员摇 源 种方法提取的基因组 阅晕粤 浓度和产率结果

栽葬遭援 员摇 悦燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶 葬灶凿 赠蚤藻造凿 则藻泽怎造贼泽 燥枣 贼藻皂责造葬贼藻 阅晕粤 遭赠 源 皂藻贼澡燥凿泽

方法

基因组 阅晕粤

浓度 渊滋早 辕 皂蕴冤 产率 渊滋早 辕 早冤
氯化苄法 缘怨援 愿 员猿援 圆愿
石英砂 垣 悦栽粤月 法 员猿怨援 园 猿源援 苑缘
微波法 愿猿援 苑 员远援 苑猿
月蚤燥泽责蚤灶 试剂盒法 员猿援 缘 圆援 圆缘

猿摇 讨摇 摇 论

近些年以 孕悦砸 技术为基础的分子生物学方法

不断发展并越来越多地被应用至临床咱猿暂 遥 为保证

真菌 孕悦砸 技术及其相关分子生物学技术的顺利开

展袁简单快捷地获取 阅晕粤袁且获得完整尧高纯度的

阅晕粤袁是所有病原真菌分子实验必须解决的前提遥
阅晕粤 的提取效率袁尤其是 阅晕粤 的纯度可明显影响

后续的实验结果遥 同一标本采用不同方法或不同

标本采用相同方法提取的 阅晕粤 其纯度和提取率有

很大差异遥
丝状真菌细胞壁坚韧厚实的构成需要较为繁

琐的破壁手段袁这样就使真菌 阅晕粤 的提取较细菌

或其他组织细胞的难度更大咱源暂 遥 真菌 阅晕粤 提取方

法颇多袁主要区别在于破壁方法以及破壁后分离核

酸尧蛋白质方法的不同遥 常用的破壁方法有机械

法尧酶法和化学法等袁其中液氮研磨是最常用的机
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械破壁方法遥 但液氮研磨需要的菌体较多袁研磨的

容器为体积较大的研钵袁在研磨过程中菌体丢失较

多袁同时因暴露在空气中也容易污染曰在研磨过程

中如果研磨时间和力度掌握不好袁极易造成基因组

阅晕粤 的断裂和不完整咱缘暂 遥 很多学者在实验研究中

发现袁液氮研磨过的菌体所提取的 阅晕粤 直接电泳

拖尾现象严重袁所以在本实验中袁我们没有选择液

氮研磨法作为比对遥
本实验中袁所用的方法能提取到 阅晕粤 并能成

功进行 孕悦砸 扩增袁最关键的就是确定了实验用菌

的培养时间遥 因为丝状真菌的细胞壁主要成分为

几丁质袁与细菌或者是酵母菌相比其结构要坚固遥
但真菌细胞壁各成分的比例在细胞生活周期的过

程中是存在差异的袁一般而言袁当真菌细胞处于幼

嫩时期时袁破壁相对容易些咱远暂 遥 在本实验开始

时袁我们参考各文献咱苑暂 袁用生长 员园 凿 左右的成熟

菌株进行实验袁但所得 阅晕粤 溶液均有不同程度的

黑色素溶解其中遥 虽然后来也制订了相应的纯化

方法袁使之能够成功进行 孕悦砸 扩增袁但纯化过程

包括离心袁清洗等步骤袁耗时在 员 耀 圆 澡 之间曰有时

候一次纯化不成功袁尚需要第二次尧第三次纯化袁
阅晕粤 的含量会随之逐次明显减少遥 所以我们选

择了生长伊始的菌落袁大部分为菌丝袁只有少量孢

子袁不仅破壁较容易袁阅晕粤 获取率高袁最终提取的

阅晕粤 较纯袁没有抑制 孕悦砸 反应的色素存在袁可以

不用纯化直接用于 孕悦砸 扩增遥 更重要的袁我们认

为袁在菌落早期提取 阅晕粤 不仅可以提前数天 渊缘
凿 以上冤进行菌种鉴定袁也意味着可以提前对接种

了一定量标本的培养基上刚长出的菌落进行基因

型鉴定袁即可以大大缩短鉴定丝状真菌所需的时

间袁这对临床遇到的由丝状真菌引起的危重感染

的救治十分重要和关键遥
源 种提取方法均能获得一定量的 阅晕粤袁长度

一致袁但提取率和纯度因方法的不同有较大差异遥
石英砂 垣 悦栽粤月 法所得的基因组 阅晕粤 浓度最大袁

明显要高于其他三种方法袁后续的 孕悦砸 反应得到

的条带也最亮曰微波法虽然得到的基因组 阅晕粤 浓

度较好袁但纯度较差袁有明显的拖尾曰月蚤燥泽责蚤灶 试剂

盒提取基因组 阅晕粤 量较少袁但纯度高袁并且整个

实验所耗时间较短袁不需要另外配制试剂和高温

高压灭菌袁在实验较急且没有相应试剂的情况下

可以试用遥
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