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摘 要：目的　探究 6 种化学试剂型和 3 种酶型菌体裂解剂在聚合酶链式反应（PCR）扩增体系中的最大允许终

浓度和不同浓度 IGEPAL CA-630 裂解不同种属菌株的差异。方法　配制 6 种化学试剂型（IGEPAL CA-630、

CTAB、SDS 、EDTA、异硫氰酸胍和 NaOH）和 3 种酶型（溶菌酶、溶葡球菌酶和蛋白酶 K）及多个不同稀释度的裂解

液，添加于荧光定量 PCR 体系中，分析比较 Ct 值差异。用 IGEPAL CA-630 溶液（浓度为 1% 和 0. 1%，TE 为溶剂）、

TE 和去离子水分别裂解嗜热链球菌、金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌，经荧光定量 PCR 扩增，比较 Ct 值的差异。

结果　 在 PCR 体 系 中 ，IGEPAL CA-630、CTAB、SDS、EDTA 异 硫 氰 酸 胍 和 NaOH 的 最 大 允 许 终 浓 度 分 别 为

0. 800‰、0. 256‰、0. 012 8‰、0. 8 mmol/L、0. 012 8 mol/L 和 0. 64 mmol/L，溶菌酶、溶葡球菌酶和蛋白酶 K 的最大允

许浓度分别为 0. 512、1. 28 和 0. 512 μg/mL。IGEPAL CA-630 裂解嗜热链球菌和金黄色葡萄球菌实验中，TE 溶液、

0. 1% 和 1% IGEPAL CA-630 的 Ct 值依次减小，TE 溶液和去离子水的 Ct 值没有明显差异；去离子水、TE 溶液、

0. 1% 和 1% IGEPAL CA-630 裂解大肠埃希菌的 Ct 值均没有明显差异。结论　通过探究，明确了上述 9 种常见裂

解剂不影响 PCR 扩增的最大浓度，且适当提高 IGEPAL CA-630 浓度可以增强提取革兰氏阳性菌 DNA 作用。
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Study on the effect of nine nucleic acid extraction lysing reagents on PCR amplification efficiency
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Abstract： Objective　 To explore the maximum allowable concentration of six chemical reagents and three enzyme 
lysates in a polymerase chain reaction （PCR） amplification system and the differences of IGEPAL CA-630 cleaving different 
species. Methods　Prepare different kinds of working solutions， including six chemical reagents （IGEPAL CA-630， CTAB， 
SDS， EDTA， guanidine isothiocyanate， and NaOH） and three enzymes （lysozyme， lysostaphin， and protease K） with 
different concentrations.  Add the working solutions to the fluorescent quantitative PCR system and then analyze the 
differences in Ct values.  Streptococcus thermophilus， Staphylococcus aureus， and Escherichia coli were lysed with IGEPAL 
CA-630 solutions （1% and 0. 1% with TE buffer）， TE buffer and deionized water， respectively， and the differences in 
PCR results were analyzed. Results　 In the PCR system， the maximum allowable final concentrations of IGEPAL CA-

630， CTAB， SDS， EDTA， guanidine isothiocyanate， and NaOH were 0. 800‰， 0. 256‰， 0. 012 8‰， 0. 8 mmol/L， 
0. 012 8 mol/L， and 0. 64 mmol/L respectively.  The maximum allowable concentrations of lysozyme， lysostaphin， and 
protease K were 0. 512， 1. 28， and 0. 512 μg/mL.  In the lysing of S.  thermophilus and S.  aureus with IGEPAL CA-630， 
the Ct values of TE solution， 0. 1% and 1% IGEPAL CA-630 decreased successively， with no significant difference 
between the TE solution and deionized water.  There was no significant difference in Ct values of E.  coli treated with 
deionized water， TE solution， 0. 1% and 1% IGEPAL CA-630. Conclusion　 This study established the maximum 
allowable concentration of the above nine components in the PCR amplification solution.  Additionally， it was found that 
increasing the concentration of IGEPAL CA-630 could enhance DNA extraction from gram-positive bacteria.
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聚 合 酶 链 式 反 应（Polymerase chain reaction，
PCR）是一种体外扩增特定核酸片段的分子生物学

技术，具有灵敏度高、操作简便、检测效率高［1］和容

易实现高通量［2-4］等特点。因此，PCR 在微生物学和

细胞生物学等多个基础现代生命科学领域［5-6］是必

不可少的检测手段，同时也在食品安全［7］、生态保

护［8］、临床诊断［9-11］等多个领域中的应用越来越广

泛。现在已经发展的 PCR 包括普通 PCR、荧光定量

PCR［12-14］和数字 PCR 技术等［15-16］，无论哪种 PCR 技

术都离不开有效的核酸模板制备方法，无论是 RNA
还是 DNA 模板一般都是由裂解剂裂解细胞制备而

成［17］，因此在保证模板链完整的同时，还需要确保

裂解剂不会干扰 PCR 扩增过程［18-19］。

目前，用于裂解细胞提取核酸的裂解剂主要有

化学试剂型和酶型两类，前者主要包括液体形态

的 IGEPAL CA-630、十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵

（Cetyltriethylammnonium bromide，CTAB）、固体形态

的十二烷基硫酸钠（Sodium dodecyl sulfate，SDS）、乙

二 胺 四 乙 酸（Ethylene diamine tetraacetic acid，
EDTA）、异硫氰酸胍、氢氧化钠（NaOH）。酶型裂解

剂主要有溶菌酶、溶葡菌酶和蛋白酶 K。无论化学

型还是酶型裂解剂，都是裂解菌体提取核酸用于后

续 PCR 扩增等实验，因此需要在裂解剂发挥作用的

同时不能干扰后续 PCR 过程。对于常规样本，实验

室按照推荐方法或经验使用可以达到研究目的。

但是对于稀缺等非常规样本时，需要尽可能提高核

酸提取效率，而增大裂解剂浓度是一种方法，但还

需要保证不影响后续实验过程，因此需要明确裂解

剂在 PCR 体系中的浓度上限。在上述 9 种裂解剂

中，市售的 IGEPAL CA-630、CTAB 等裂解剂虽然生

产厂家已经有明确的安全浓度范围，但在产品使用

说明书中仅提供推荐使用浓度；SDS 和 EDTA 是《分

子克隆》中核酸提取试剂，也并未对安全使用浓度

做出说明。

本研究通过多个浓度探索上述 9 种裂解剂在

PCR 体系中的最大允许终浓度，明确裂解剂安全使

用上限，期望为提高稀缺样本核酸提取效率提供方

法支持，为今后 PCR 检测技术更好的发展奠定

基础。

1　材料与方法

1. 1　菌株与引物

细胞壁组分不仅是影响裂解剂效率的因素之

一，而且是细菌区分为革兰氏阳性菌和阴性菌的关

键原因，在革兰氏阳性菌中还有易于成链或成团的

嗜热链球菌类。为全面探究裂解剂，本研究选择以

嗜热链球菌 CMCC（B）32483 和金黄色葡萄球菌

CMCC（B）26003 为革兰氏阳性菌代表，以大肠埃希

氏菌 CMCC（B）44102 为阴性菌代表，均来自于中国

医学细菌保藏管理中心。

1. 2　主要仪器与试剂

电 子 天 平（瑞 士 梅 特 勒 公 司）；离 心 机 、

Thermo1389 生物安全柜（美国赛默飞公司）；基因扩

增仪（定量）（美国伯乐公司）。

PCR 扩增试剂［宝生物工程（大连）有限公司］；

IGEPAL CA-630 和异硫氰酸胍（美国默克公司）；

SDS、NaOH（中国医药集团有限公司）；2% CTAB（中

国索莱宝生物科技有限公司）；EDTA（美国赛默飞

公司）；蛋白酶 K（20 mg/mL）（中国天根生化科技

（北京）有限公司）；溶菌酶（中国上海翊圣生物科技

有限公司）；溶葡球菌酶（源叶生物有限公司）；所有

试剂均在有效期内使用。

1. 3　试剂配制

液体 IGEPAL CA-630、2% CTAB 用去离子水依

次 5 倍稀释至 15 625 倍。固体的 SDS、EDTA、异硫

氰酸胍和 NaOH 需要称量并溶解于去离子水，分别制

备成 10% 的 SDS 溶液、0. 25 mol/L 的 EDTA 溶液（调

pH 至 8. 0）4 mol/L 的异硫氰酸胍溶液和 0. 2 mol/L 的

NaOH 溶液，用去离子水依次 5 倍稀释至 15 625 倍。

称量溶菌酶、溶葡球菌酶和蛋白酶 K 并用去离

表 1　裂解剂最大允许终浓度研究用引物和探针

Table 1　Primers and probes for maximum allowable concentrations of lysing reagents research
种属

嗜热链球菌 [28]

黄色葡萄球菌 [29]

大肠埃希菌

基因名称和序列（5’-3’）
pdh-F： ATTCCGATGTCTGCTATG
pdh-R：GTAACGGTGTTCCTCTTT

pdh-Probe：FAM-TGGTGCAGTCAAGTATGAGTGCGT-BHQ1
nuc-F：AAAGCGATTGATGGTGATACGGTT

nuc -R：TGCTTTGTTTCAGGTGTATCAACCA
nuc-Probe：FAM-ATGTACAAAGGTCAACCAATGACATTYAGAT-BHQ1

16Sr-F：CCTCTTGCCATCGGATGTG
16Sr -R：GGCTGGTCATCCTCTCAGACC

16Sr -Probe：CY5-GTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGAC-BHQ3
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子水配制成 20、10 和 20 mg/mL 的溶液储存液，用

去离子水依次 5 倍稀释至 15 625 倍。

1. 4　模板制备

探究 9 种裂解剂在 PCR 体系中的最大允许终

浓度时，模板为由 Qiagen DNA 提取试剂盒（DNeasy 
Blood & Tissue Kit）提取的嗜热链球菌基因组 DNA。

用 TE 溶液溶解 IGEPAL CA-630 制备成 1% 和

0. 1% 溶液，挑取嗜热链球菌、金黄色葡萄球菌和大

肠埃希菌二代新鲜培养物适量分别溶解于上述

IGEPAL CA-630 溶液、TE 溶液和去离子水中，经

99 ℃煮沸 10 min 和 13 800×g 离心 10 min 后，获取

上清液作为进一步研究 IGEPAL CA-630 用模板。

1. 5　PCR 体系配制和扩增

依照表 2 配制 PCR 体系，其中阳性对照和阴性

对照的裂解剂为去离子水，阴性对照体系中的模板

为去离子水。在不同浓度 IGEPAL CA-630 裂解不

同种属菌体试验中，则不需要添加裂解剂。

每个样品设置两个平行，扩增条件为 5 min 
95 ℃，30 s 95 ℃（变性）、30 s 58 ℃（退火）、40 循环。

1. 6　荧光定量 PCR 扩增差异判定规则

计算每个样品的 Ct 均值，以阳性对照为参考，

规定偏差<5% 为没有差异，偏差>5% 为有差异。

2　结果

2. 1　9 种裂解剂不影响 PCR 扩增最大浓度结果

在以嗜热链球菌基因组 DNA 为模板的 PCR 扩

增体系中，6 种化学试剂型和 3 种酶型裂解剂不影

响 PCR 扩增最大浓度结果见表 3。当裂解剂组 Ct
值与阳性对照 Ct 值相差小于 1. 17（5%）时为没有

差异。两种液体化学试剂中，IGEPAL CA-630 一般

使用浓度为 0. 1%，在实验中添加 2 μL 时，即终浓

度为 0. 800‰，未见其对 PCR 的干扰；CTAB 作为分

子生物学 DNA 提取常用裂解剂，其推荐裂解浓度

为 2%，从结果中可以看出在 125 倍及更高倍数稀

释后，其 Ct 值与阳性对照没有差异，即最大允许浓度

为 0. 256‰。4 种固体化学试剂中，SDS、EDTA、异硫

氰酸胍和 NaOH，最大允许终浓度分别为 0. 012 8‰、

0. 8 μmol/L、0. 012 8 mol/L 和 0. 64 μmol/L。
3 种酶型裂解剂中，溶菌酶、溶葡球菌酶和蛋白

酶 K 在 PCR 反应体系中最大允许终浓度分别为

0. 512、1. 28 和 0. 512 μg/mL。

2. 2　IGEPAL CA-630 裂解不同种属菌株结果

1% 和 0. 1% 的 IGEPAL CA-630 溶液、TE 溶液

和去离子水分别裂解嗜热链球菌、金黄色葡萄球菌

和大肠埃希菌制备的模板，其 PCR 结果见表 4。在

嗜热链球菌组中以对照组 Ct 值较低的去离子水组

为 参 照 ，两 个 实 验 组 Ct 值 分 别 降 低 了 8. 9% 和

3. 4%，可以看出 1% 实验组 Ct 值降低幅度更大。

对照组中的 TE 溶液和去离子水则没有明显差别。

金黄色葡萄球菌组中，以对照组 Ct 值较低的 TE 组

为 参 照 ，两 个 实 验 组 Ct 值 分 别 降 低 了 8. 1% 和

3. 9%，可以看出 1% 实验组 Ct 值降低幅度更大。

大肠埃希菌组中，实验组 Ct 值和对照组差异介于

-1. 0% 和 1. 0% 之间，差异值低于嗜热链球菌和金

黄色葡萄球菌组，提示该组对照组和实验组提取核

酸效率没有明显区别。对于荧光定量 PCR 实验，Ct
值越大，模板浓度越低，因此对于本研究中的嗜热

链球菌和金黄色葡萄球菌，1% IGEPAL CA-630 提

取核酸效率最高。

表 2　PCR 扩增体系成分表

Table 2　PCR amplification system composition
试剂名称

模板

引物（10 nmol/μL）
探针（10 nmol/μL）
DNTP mix
10x Buffer
Taq 酶

去离子水

裂解剂

总计

体积/μL
2

上下游各 0.5
0.5
0.5
2.5
0.2

16.3
2

25
表 3　以嗜热链球菌 DNA 模板 PCR 反应体系中九种裂解剂的最大允许浓度结果

Table 3　The results of the maximum allowable concentrations of nine lysing agents in the PCR reaction system with  Streptococcus 

thermophilus DNA template
裂解剂名称

IGEPAL CA-630
CTAB
SDS
EDTA
异硫氰酸胍

NaOH
溶菌酶

溶葡球菌酶

蛋白酶 K
阳性对照

原始浓度

1%
2%

10%
0.25 mol/L

4 mol/L
0.2 mol/L
2 mg/mL
25 μg/mL
2 mg/mL

—

不影响 PCR 稀释倍数*
原液

125
625

25
25
25

312.5
1.6

312.5
—

裂解剂终浓度

0. 800‰
0.256‰

0.012 8‰
0.8 μmol/L

0.012 8 mol/L
0.64 μmol/L
0.512 μg/mL
1.28 μg/mL

0.512 μg/mL
—

Ct均值（n=3）
19.91
20.62
20.26
21.02
20.76
20.05
20.12
20.75
20.28
20.34

注：* PCR 体系为 25 μL，裂解剂添加量为 2 μL
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3　讨论

化学试剂型裂解剂 IGEPAL CA-630 属于醚类

非离子表面活性剂，能增强细胞膜通透性［30-31］，适用

于膜蛋白复合物的增溶、分离和纯化，一般作为

Nonidet P-40（因属于危险化学品而退市）的替代品

而使用，推荐使用浓度为 0. 1%［32］。在研究中发现，

IGEPAL CA-630 在裂解革兰氏阳性菌和阴性菌时

存在差异。当不同浓度的 IGEPAL CA-630 溶液裂

解嗜热链球菌、金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌时，

发现随着 IGEPAL CA-630 浓度的提高，革兰氏阳性

菌的裂解程度在提高，表现为 Ct 值减小，这说明在

一定范围内，IGEPAL CA-630 的裂解能力随着浓度

的提高而增强；而革兰氏阴性菌的裂解程度没有变

化，因此 Ct 值也没有明显变化。这可能与细胞壁组

成的差异有关，嗜热链球菌和金黄色葡萄球菌属于

革兰氏阳性菌，细胞壁含有多层肽聚糖以及肽交联

桥，细胞壁厚且坚韧［33- 34］；大肠杆菌为典型的革兰氏

阴性菌，细胞壁中的肽聚糖成分较少，容易被破

坏［35］。依据实验结果和细胞壁组成特点，低浓度

IGEPAL CA-630 足以使革兰氏阴性菌裂解充分，革

兰氏阳性菌并没有充分裂解，需要提高 IGEPAL 
CA-630 浓度才能裂解充分。因此在实际研究中，不

能将 IGEPAL CA-630 的推荐使用浓度作为唯一使

用浓度，要根据菌株种属特性，选择合适的浓度裂

解菌体提高核酸提取效率。

在去离子水和 TE 溶液溶解核酸模板的比较试

验中，证实了 TE 溶液并不影响 PCR 扩增过程。在

实验室中，DNA 模板一般会保存于去离子水或 TE
溶液中，水作为核酸溶剂时，长时间保存或者反复

冻融会破坏核酸的结构，而核酸一级结构的完整性

是 PCR 扩增实验的基础。TE 溶液相较去离子水，

组成成分较为复杂，一般为 10 mmol/L Tris-HCl 和

1 mmol/L EDTA （pH=8. 0），核酸在 Tris-HCl 维持的

弱碱性环境中稳定存在，EDTA 可以螯合二价金属

离子，从而抑制 DNA 酶的作用，因此对于需要长时

间保存的核酸，TE 溶液是最佳溶剂。然而有些实验

室考虑到 TE 溶液会影响 PCR 扩增，选择用水溶解

核酸。本研究结果显示，无论是革兰氏阳性菌还是

阴性菌，TE 溶液和去离子水溶解的核酸模板，经

PCR 扩增后的 Ct 值没有明显差异，即证明了 TE 溶

液不会干扰 PCR 扩增过程。这与 PCR 扩增体系的

组成成分有关，其中，缓冲溶液是维持 Taq 酶活性

的关键条件，常包含 KCl/NH4Cl、Tris-HCl、Mg2+等成

分。与 TE 成分相比，Tris-HCl 为相同成分，暂且可

以不考虑其影响；EDTA 理论上可以螯合 Mg2+等离

子，而实验结果表明并没有影响 PCR 扩增结果，这

可能与 EDTA 终浓度过低，其螯合的 Mg2+等离子不

足以影响 Taq 酶活性有关。因此，少量的 TE 溶液

加至 PCR 扩增体系中不会影响 PCR 扩增，实验室

可以依据实验条件或目的选择用去离子水或 TE 溶

液溶解核酸模板。

实验室应根据不同目的和试验要求，结合本研

究的安全使用浓度范围，选择合适的裂解剂裂解细

胞提取核酸。 IGEPAL CA-630 的作用原理和适用

对象已经介绍。CTAB 具有从低离子强度溶液中沉

淀核酸与酸性多聚糖的特性［20］，可用于植物组织、

动物组织、真菌和细菌中 DNA 的提取，且提取的

DNA 浓度高［21-22］。SDS 和 EDTA 是《分子克隆》中用

于核酸提取的试剂，SDS 可降解细胞壁细胞膜等成

分［20， 23］，EDTA 通过与 Mg2+等二价金属离子结合抑

制核酸酶，从而保证核酸的稳定性和完整性［24］。异

硫氰酸胍是在 RNA 提取中发挥重要作用，通过抑

制 RNA 酶等保证 RNA 的完整性［25］。NaOH 是常见

的强碱试剂，可以快速破坏细胞结构。溶菌酶是一

种能水解细菌中黏多糖的碱性酶，破坏细胞壁利于

核酸的提取［26］。葡萄球菌类细胞壁中，聚甘氨酸交

联键可以耐受溶菌酶，而溶葡球菌酶能裂聚甘氨酸

交联键，从而利于葡萄球菌类核酸提取。蛋白酶 K
则通过酶解与核酸结合的蛋白质在核酸提取中发

挥作用［27］。在上述 9 种裂解剂中，酶型相较化学型

比较贵，但并不代表酶型裂解细胞提取核酸的效率

优于化学型，实验室还有依据样品特性在安全浓度

上限选择最佳裂解剂。

本研究通过实验，确定了常见的 6 种化学试剂

型和 3 种酶型裂解剂在 PCR 反应体系中的最大允

许终浓度，为安全浓度上限提供了数据支撑。实验

室可以结合具体的样品，确定合适的裂解剂种类和

浓度来有效提取核酸。尤其是稀缺样品，可以在安

表 4　不同浓度 IGEPAL CA-630 制备不同种菌模板的 PCR 结果

Table 4　PCR results of different templates prepared by different concentrations of IGEPAL CA-630
菌株种属

嗜热链球菌

金黄色葡萄球菌

大肠埃希氏菌

不同 IGEPAL CA-630 浓度裂解菌体对应的 Ct均值（n=3）
1%

21.16
21.13
20.45

0.1%
22.43
22.10
20.87

对照组 Ct均值（n=3）
TE 溶液

23.45
22.98
20.66

去离子水

23.22
23.12
20.28

实验组比对照组 Ct值
差异值（%）

8.9，3.5
8.1，3.8

1.0， -1.0
注：选择与实验组 Ct值更近的对照组 Ct值为参考值，计算实验组和对照组 Ct值差异
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全浓度上限下，适当提高裂解剂浓度来提高核酸提

取效率，避免样品、时间和相关试剂的浪费，达到提

高检验技术水平的目的。
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