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摘 要 ： 获得高质量的微生物基因组 DNA 是进行复杂微生物群落宏基因组学研究的基础和难点。植物叶表是一个微生物多

样性丰富的复杂生态系统，这些微生物群落可以调节叶片功能性状，影响植物的适应性。深入了解叶表微生物群落的基本结构和

功能原理，有助于在促进植物生长和植物保护方面发挥重要的应用价值。由于叶表严苛的环境，导致富集叶表微生物难度较大，

严重限制了高质量叶表微生物基因组 DNA 的提取。基于现有 DNA 提取方法，加入表面活性剂 Silwet L-77 进行前处理，同时循环

利用洗脱液，加强叶表微生物的富集，以提高叶表微生物的获取量。结合商业试剂盒方法进行提取得到高纯度、高浓度的基因组

DNA。经过质量控制和建库测序验证，DNA 质量达到宏基组建库的要求。通过此方法可以提高叶表微生物分离和收集效率的方法，

提高叶表微生物 DNA 提取成功率，为应用高通量测序技术研究叶表微生物组成和其他植物分子生物学研究提供参考。
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Abstract: Obtaining high-quality total genomic DNA of microbial community is the basis and difficulty in the study of metagenomics of 

complex microbial communities. The plant leaf surface is a complex ecosystem with abundant microbial diversity，and the microbial community 

mediates leaf functional traits and affects plant adaptability. An in-depth understanding of the basic structure and functional principle of the 

microbial community on leaf surface will contribute to the applications of promoting plant growth and plant protection. Due to the harsh living 

environment of leaf surface，it is difficult to enrich microorganisms on leaf surface，which severely limits the extraction of high-quality genomic 

DNA of microorganisms on leaf surface. Based on the existing DNA extraction method，the surfactant Silwet L-77 was added for pretreatment，

and the eluent was recycled，which increased the enrichment of microorganisms on leaf surface. The genomic DNA with high purity and 

concentration was extracted in combination with commercial kit methods. After quality control and library building sequencing as verification，

DNA quality met the requirements for metagenomic library construction. This method may improve the enrichment and collection efficiency of 

microorganisms on leaf surface，increase the success rate of DNA extraction of microorganisms on leaf surface，and provide a reference for 

applying high-throughput sequencing technology to study the composition of microorganisms on surface and molecular biology research of plants.
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叶表生境广阔，总表面积估计超过 4×108 km2，

植被模型估计的叶子总表面积大约是陆地表面积的

两倍［1］，是陆生微生物的一个巨大且极其多样化的

栖息地，也是地球上最大的微生物栖息地之一。叶

表面的环境是复杂而动态的，叶表微生物在这样极

端、紧张和变化的环境中仍有着丰富的多样性［2］，

叶表面的微生物相互作用可以影响植物种群在自然

生态系统中的适应性。叶表微生物不仅促进植物生

长发育，还可以抑制病原菌的入侵和定殖，对植物

有着重要的保护作用［3］。由于植物的空中部分是不

适宜微生物生存的开放系统，这些微生物极易受到

各种环境条件和营养缺乏的影响，不同分类群的微

生物在植物叶表面的数量波动变化很大［4］，导致对

叶表微生物群落的组成和功能等基本问题仍然没有

清晰的认知。研究表明叶表微生物群落较为复杂［5］，

特别是通过与植物的相互作用进而影响整个生态环

境系统，叶表微生物群落及其对植物生长、发育和

保护的重要作用已经受到了人们的广泛关注［6］。因

此尽可能多地保留微生物多样性可以更好地理解生

物多样性的结构、功能和生态多样性［7］。

由于叶表微生物基因组 DNA 的提取难度较大，

叶表微生物在推动生态系统功能和植物群落动态方

面作用的研究较少。一直以来，人们对叶表微生物

的认识是建立在纯培养的基础上，对叶表微生物多

样性的认识不够深入。Yang 等［5］采用培养和非培

养方法对 7 种不同植物的叶表微生物群落进行了评

价，结果表明与不依赖培养的方法相比，传统的基

于培养的方法无法检测到大多数优势的叶表微生物。

测序技术和生物信息学的快速发展为微生物生态学

领域带来革命性的影响，以扩增子测序和宏基因组

测序为代表的非培养测序技术极大地增强了对叶表

微生物群落多样性和结构的评估。扩增子测序局限

于研究物种的群落组成、物种间的进化关系和群落

多样性［8］，无法对微生物的功能做出解释，而宏基

因组测序通过环境 DNA 构建克隆文库，可以得到生

态环境中的全部微生物基因的总和，包括可培养的

和不可培养的微生物基因的总和［9］，提供叶表微生

物分类群和功能更为准确的描述［7，10］，帮助我们理

解微生物与宿主和环境的联系和微生物组的整体功

能［11］，进而可以开发新的叶表微生物资源。宏基因

测序同样为微生物物种鉴定开辟了新的研究途径，

它能够对复杂环境背景下的基因组异质性和进化进

行分析，并提供了远比在培养皿中观察到的微生物

多样性更多的途径［12-13］。目前，宏基因组学作为迄

今为止最全面地了解微生物群落特征、最大限度地

挖掘微生物资源的一种方法，已经成为了国际上微

生物生态学主要的研究手段。到目前为止，宏基因

组学研究已经开展了多种常见环境（如土壤、水等）

和极端环境（如冰川、间歇泉等）的研究［14］，但是

对自然生态中的各种植物的叶表微生物在生态系统

中的功能和作用尚不清楚。

宏基因组学研究的第一步是直接从生活在特定

环境中的所有微生物中提取出高质量、完整的微生

物基因组 DNA［15-16］。宏基因组数据的质量和准确性

依赖于可靠的取样和 DNA 提取程序［17］。取样的关

键是收集到足够的微生物进行测序，为了保证获取

足够的叶表微生物基因组 DNA，需要对叶表微生物

进行有效的分离。已有的研究在改进 DNA 提取过程

中，一般只涉及 DNA 的提取过程［18］，很少重视对

叶表微生物的富集和前处理，对此本研究将目标集

中在收集叶表微生物细胞的过程，尤其是对洗脱液

的选择。对于洗脱液的选择，主要有磷酸缓冲液和

无菌水［19］等，不同洗脱液对于不同植物叶表微生

物的洗脱效果没有统一的结论。由于微生物细胞通

常附着在表面上，并可能被整合成生物膜［20］，使用

磷酸缓冲液或无菌水作为洗脱液的方法无法洗脱形

成生物膜的细胞，可能会导致样本微生物 DNA 的质

量不佳，叶表微生物 DNA 总量不够。为了解决叶表

微生物多样性丰富但可获取的数量少这一难点，本

研究通过改良洗脱液成分，通过洗脱并收集更多的

叶表微生物，以提高对叶表微生物 DNA 的提取质量。

通过此方法能够提高叶表微生物 DNA 的提取效率，

进而提高宏基因组文库构建的成功率，促进叶表微

生物宏基因组学研究的发展。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究选取内蒙古呼伦贝尔草原常见的 6 种

草 本 植 物， 分 别 为 羊 草（Leymus chinensis（Trin.）

Tzvel.）、 叉 分 蓼（Polygonum divaricatum L.）、 冷 蒿
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（Artemisia frigida Willd.）、 马 蔺（Iris lactea Pall. var. 
chinensis（Fisch.）Koidz.）、披针叶黄华（Thermopsis 
lanceolata R. Br.）、野韭（Allium ramosum L.）。分别

取其植物叶片，放于灭菌的封口袋，每袋大约 180 g，

每种 10 袋。迅速将样品转移到实验室，存放于 -20℃

冰箱。

1.2 方法

1.2.1 植物叶表微生物的分离和收集 （1）实验以

无菌水作为对照，添加表面活性剂 Silwet L-77 的

PBS 缓冲液（PBS+ Silwet L-77）为处理。配置 PBS

磷 酸 缓 冲 盐 溶 液（1×PBS ：137 mmol/L NaCl，10 
mmol/L phosphate，2.7 mmol/L KCl，pH 7.4）， 在 每

1 000 mL 的 PBS 缓冲液中加入 200 μL 表面活性剂

Silwet L-77（GE Bayer Silicones），分别称取大约 30 
g 叶片置于 2 个 500 mL 无菌玻璃瓶中，分别加入一

定量的可以淹没叶片的无菌水和 PBS+ Silwet L-77，

200 r/min 振荡 20 min，将微生物细胞从叶上清洗掉，

取出叶片，留下含有菌泥的洗脱液，每组处理重复

2 次。（2）将余下的植物样品采用的同样的方法，

循环利用洗脱液进行振荡，以此循环，直至将叶片

全部洗完。这样可以保证叶表微生物更好的富集在

一起。（3）将洗脱液通过 100 μm 大小的细胞过滤器

过滤到 50 mL 离心管中，5 000×g 离心 10 min，弃

去上清液，所得沉淀存于 -80℃冰箱，用于 DNA 的

提取。

1.2.2 植物叶表微生物 DNA 的提取与检测 使用

MoBio PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit 按照说

明进行叶表基因组 DNA 的提取。为了获得足够量的

DNA 用于宏基因组测序，将洗脱下来的沉淀全部用

于 DNA 的提取（每个重复 0.25 g 沉淀物）。每个重

复最终得到的 DNA 即为用 100 μL 纯水洗脱下来的

DNA。用 Thermo NanoDrop2000 分光光度计测定各

样本 DNA 的浓度及 A260/A280 值。将使用不同洗脱液

进行前处理收集得到的菌泥提取到的叶表微生物宏

基因组 DNA 送到上海美吉生物医药科技有限公司，

经 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的提取质量，判

断哪一种分离和收集叶表微生物的方法提取得到的

基因组 DNA 可以满足宏基因组建库的要求。

1.2.3 宏基因组测序 选取满足宏基因组建库的叶

表微生物基因组 DNA 样品进行鸟枪法宏基因组测

序。准备用于测序的 DNA 库，根据 Illumina 配对端

准备试剂盒的描述对 DNA 提取液进行处理。机械剪

切 DNA，大小选择至 ~180 bp，纯化凝胶。测序是

在上海美吉生物医药科技有限公司的 Illumina Hiseq 
2000 平台上进行的。

1.2.4 数据质控 为了提高后续分析的可靠性和

质量，对原始序列数据进行了以下两步处理。首

先， 使 用 fastp（https://github.com/OpenGene/fastp，

version 0.20.0） 对 reads 3' 端 和 5' 端 的 adapter 序

列 进 行 质 量 剪 切。 其 次 使 用 fastp（https://github.

com/OpenGene/fastp，version 0.20.0） 去 除 剪 切 后 长

度小于 50 bp、平均碱基质量值低于 20 以及含 N 碱

基 的 reads， 保 留 高 质 量 的 pair-end reads 和 single-
end reads。

1.2.5 叶表微生物 COG 功能注释 使用 FLASH 对

宏基因组的配对序列进行拼接，将拼接序列上传到

STRING 数 据 库， 并 使 用 MBLASTX（E-value cutoff 
1e-6）对蛋白质序列进行直系同源聚类（clusters of 
orthologous groups of proteins，COG）功能注释，并将

注释结果进行分类统计。

2 结果

2.1 植物叶表微生物总DNA质量评估 

宏基因组一次建库浓度 / 总量标准 ：浓度 ≥ 10 
ng/μL，文库构建需要总量 5-10 μg 的环境 DNA。由

表 1 可知以 PBS+ Silwet L-77 为洗脱液分离收集得到

的植物叶表微生物 DNA 的浓度都大于 20 ng/μL 且

总量都大于 5 μg，能够满足宏基因组建库的要求。

以无菌水作为洗脱液得到的叶表微生物最终获得的

DNA 浓度较低且总量不满足宏基因组文库构建所需

的环境 DNA 总量。通常用 A260/A280 检测 DNA 的纯

度，通过两种方法得到的每种植物叶表微生物 DNA

的 OD260/280 在 1.8-2.0 之间，说明 DNA 纯度都满足

建库要求（表 1）。对植物种类和提取方法对叶表微

生物 DNA 浓度的方差分析结果表明，植物种类对微

生物 DNA 浓度无影响，提取方法显著影响叶表微生

物 DNA 浓度（表 2），以 PBS+ Silwet L-77 为洗脱液

分离收集得到的植物叶表微生物 DNA 的浓度明显大
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于以无菌水为洗脱液分离收集得到的 DNA 的浓度

（图 1）。琼脂糖凝胶电泳图（图 2）显示，以 PBS+ 
Silwet L-77 为洗脱液分离和收集得到的叶表微生物

最终得到的 DNA 质量，DNA 主带 ≥ 5 kb，DNA 溶

液无严重 RNA、蛋白、糖类等杂质污染，而以无菌

水作为洗脱液最后提取出来的 DNA 质量 ；胶图条带

弥散，DNA 溶液无严重 RNA、蛋白、糖类等杂质污染，

DNA 浓度和总量较低，不满足宏基因组建库需求。

综上所述，用无菌水洗脱得到微生物较少，提取效

率不高，提取得到植物叶表微生物 DNA 浓度和质量

不满足宏基因组建库标准，以 PBS+ Silwet L-77 作为

洗脱液所提取微生物相对较多，提取效率高，提取

得到植物叶表微生物 DNA 都相对完整且 DNA 总量

满足宏基因组标准建库需求。

2.2 宏基因组测序结果

以 PBS+ Silwet L-77 为提取叶表微生物的洗脱液

获取的 DNA 作为最终样品进行宏基因组测序。通过

数据质量控制，过滤掉低质量序列、接头序列等杂质，

得到的 Clean reads 占比在 98% 以上（表 3），表明

原始数据的质量较高。综合各项指标确定在这 6 种

植物的叶表提取得到用于宏基因组测序的 DNA 质量

合格，满足建库标准，可以进行下游的生物信息学

分析和统计学分析。经过宏基因组测序，最终得到

表 1 无菌水和 PBS 缓冲液 +Silwet L-77 表面活性剂对叶表微生物基因组 DNA 的提取效果

Table 1  Extraction effect of sterile water and PBS buffer solution +Silwet L-77 surfactant on microbial genomic DNA from 
leaf surface

样品名称

Sample name

无菌水 Sterile water PBS+Silwet L-77

DNA 浓度 DNA concentration/（ng·μL-1） A260/A280 质量 Mass/μg DNA 浓度 DNA concentration/（ng·μL-1） A260/A280 质量 Mass/ μg

LC 14.43±2.79 1.86 2.94 40.08±10.29 1.82 19.30

PD 13.61±7.52 1.91 1.44 74.25±5.77 1.96 19.85

AF 11.51±2.33 1.84 1.15 49.55±0.21 1.93 7.44

IL 19.51±8.13 1.89 1.95 64.42±13.03 1.93 34.97

TL 18.75±3.61 1.99 1.78 35.45±7.42 1.81 22.28

AR 18.14±3.87 1.97 1.81 44.93±31.67 1.96 30.31

All 15.99±4.95 1.93 1.63 51.44±18.10 1.86 22.36

注 ：LC、PD、AF、IL、TL 和 AR 和分别是羊草、叉分蓼、冷蒿、马蔺、披针叶黄华和野韭。下同

Note：LC，PD，AF，IL，TL and AR are L. chinensis（Trin.）Tzvel.，P. divaricatum L.，A. frigida Willd.，I. lactea Pall. var. chinensis（Fisch.）Koidz.，T. lanceolata R. 
Br.，and A. ramosum L.，respectively. The same below

表 2 植物种类与不同富集方法对 DNA 浓度的影响

Table 2  Effects of plant species and different enrichment 
methods on DNA concentration

Df F value Pr（>F）

富集方法 Enrichment method 1 59.11 P<0.05

植物种类 Plant species 5 1.71 0.21

富集方法∶植物种类

Enrichment method∶Plant species
5 1.96 0.16

残差 Residual 12 NA NA

/(
n
g
·μ
L
-1
)

图 1 不同洗脱液提取不同植物种类叶表微生物的 DNA 
浓度

Fig. 1  DNA concentration of leaf surface microorganism 
extracted from different plant species by different 
eluents

叶表微生物的各个分类群占叶表微生物群的相对比

例（图 3）。结果显示这 6 种植物的叶表微生物中的
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细菌在全基因组测序中占比达到了一半以上，说明

叶表微生物群落主体由细菌组成，其次为真菌，古

菌最少，几乎没有，其他的非微生物的比例说明可

能存在植物 DNA 污染。

与扩增子测序分析相比，宏基因组学分析不仅

能够进行物种注释，还能够通过比对多个功能数据

库，进行功能注释，揭示微生物群落的功能多样性

和功能潜力。为了揭示优化方法后提取建库得到的

叶表 DNA 宏基因测序数据的质量，在物种注释的基

础上，宏基因组分析通过比对直系同源聚类（COG）

进行功能注释分析。通过 BLAST 将宏基因组拼接组

装序列与 COG 数据库进行比对分析，COG 功能分类

富集结果如图 4 所示，说明宏基因组建库可以满足

1-6 和 7-12 分别是羊草、叉分蓼、冷蒿、马蔺、披针叶黄华和野韭，1-6

以 PBS+ Silwet L-77 为洗脱液，7-12 以无菌水为洗脱液

1-6 and 7-12 were L. chinensis（Trin.）Tzvel.，P. divaricatum L.，A. frigida 
Willd.，I. lactea Pall. var. chinensis（Fisch.）Koidz.，T. lanceolata R. Br. and 
A.ramosum L.. PBS+ Silwet L-77 as eluent for 1-6，and sterile water as eluent for 
7-12，respectively

图 2 六种植物叶表微生物 DNA 电泳图

Fig. 2  Microbial DNA electrophoresis patterns on the leaf 
surfaces of 6 plants

表 3 宏基因组测序统计

Table 3 Metagenomics sequencing statistics 
样品名称 Sample name Clean reads Clean base/bp Percent in raw reads/% Percent in raw bases/%

LC 84554592 12743415315 99.08±0.12 98.89±0.26

PD 76636682 11558890595 98.97±0.04 98.86±0.09

AF 70985020 10682348648 98.70±0.10 98.36±0.14

IL 77764022 11727532109 99.11±0.08 98.97±0.11

TL 87048063 13081919500 98.93±0.08 98.47±0.24

AR 80930005 12202864242 98.82±0.69 98.67±0.74

图 3 六种植物叶表微生物不同分类群的百分比

Fig. 3  Percentages of different taxa microorganism on the 
leaf surfaces of 6 plants

物种注释和功能注释的需求，达到揭示微生物群落

功能多样性的研究目的，进而表明以 PBS+ Silwet L-77

为洗脱液收集得到 DNA 可以通过宏基因组测序对植

物的叶表微生物进行功能研究。

3 讨论

本研究以提高叶表微生物的收集和分离为目的，

只有获取足够多的叶表微生物，才可能进一步提高

DNA 的获得量。进行 DNA 提取工作的第一步是将

微生物从叶片中分离出来，超声和震荡技术已用于

这一目的，但由于操作较为剧烈往往不容易得到大

片段的 DNA［21］。稳定的大片段基因组文库能保证

基因簇的完整性，更利于目的基因的结构和功能分

析［22］，因此大片段 DNA 的提取是建立高质量宏基

因组文库的关键。超声波利用声波产生高速、强烈

的空化效应和搅拌作用会破坏植物细胞［22］，为此本
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研究只采用恒温摇床震荡，而没有选择超声波震荡。

由于叶片形态差异，叶片的结构和表面化学构

成了一个特殊的微环境［6］，各种叶片表面特征，如

表皮细胞连接处形成的凹陷处、沿静脉和毛状体基

部都被确定为微生物的优先附着位置［2］，导致微

生物在叶片表面的分布不均匀。之前研究表明无菌

水和磷酸缓冲液这两种洗脱液对叶表微生物基因

组 DNA 提取效果基本没有差别［19］，目前多采用的

是使用磷酸缓冲盐溶液作为洗脱液来获取叶表微生

物［23］。相较于无菌水，PBS 磷酸盐缓冲液具有盐平衡、

可调整的适宜 pH 缓冲作用，可以使完整的、具有活

性的微生物细胞保持其特性，面对复杂的叶表环境，

微生物需要形成聚集体以及分泌生物活性化合物来

克服这一困难［2］。只使用 PBS 磷酸盐缓冲液不足以

使我们获得足够多的叶表微生物。叶片最外侧的蜡

质层具有疏水性，普通缓冲液的很难使叶面湿润，

而表面活性剂可以降低溶液与叶表蜡质层之间的界

面张力［24］，使叶片更易被润湿，从而能更有效的收

集叶表微生物。已有研究采用含有 0.01% Tween-80

的 PBS 缓冲液富集黄瓜（Cucumis sativus L.）叶片表

面的微生物［25］，由于水的表面张力为 72.4 mN/m， 
0.1% 的 Silwet-L77 系列有机硅溶液的表面张力约为

21 mN/m［26］，0.1% 的 Tween 80 水溶液的表面张力

约为 48.21 mN/m［27］，相比 Tween-80，Silwet L-77 更

能降低水的表面张力。Silwet L-77 是一种高效有机

硅表面活性剂，具有很强的表面活性，可以在难以

湿化的表面迅速扩散，几乎可轻易湿润所有种类的

叶面，增加叶子湿润性，产生的水膜可以让微生物

在叶子表面活动起来［26，28］，促进微生物在叶平面

上的运动，在震荡的过程中更容易将微生物从叶表

面洗脱下来。PBS 磷酸缓冲液结合表面活性剂 Silwet 
L-77 作为洗脱液被成功应用到根际微生物的提取

中［29］，但在叶表微生物上的应用几乎没有，因此选

择在 PBS 磷酸缓冲液中加入表面活性剂 Silwet L-77

提高对叶表微生物的富集。由于根系上会附着很多

的土壤颗粒，很容易就可以得到足够的菌泥来获得

足够量的根际微生物基因组 DNA，而植物叶片表面

极小量的微生物以及形态各异的叶表皮环境增加了

分离和收集叶表微生物的难度，需要大量的植物叶

片才可富集得到足够的菌泥进行 DNA 提取［30］。因

此植物叶片样品的采集量也是获取足够叶表微生物

基因组 DNA 的关键因素，由于采样量的限制，本研

究每组处理做了两次重复，在以后的方法改进中需

要注意。

目前，鸟枪法宏基因测序仍然是适合研究叶表

微生物的非培养方法，不仅可以对环境样本中存在

的微生物进行分类［31］，而且可以更深入地了解测序

数据中识别出的微生物的结构、功能和代谢途径。

对于叶表微生物，宏基因组测序可以实现物种注释

和功能描述，通过增加测序深度和数据量，可以深

度揭示植物叶表微生物群落，甚至是低丰度的但可

能在生态系统功能中发挥重要作用的微生物也可以

被发掘［32］。宏基因组测序可以得到环境微生物的全

基因组序列［10］，能够全面显示样品中微生物群落的

实际丰度和多样性。植物的叶表存在各种各样的微

生物，包括细菌、古生菌、原生生物和真菌［33］，具

有高度的多样性和重要的生态学意义。本研究最终

得到的每种植物叶表微生物的分类群在叶表微生物

群中占比各不相同，可能是由于植物种类会影响叶

图 4 六种植物叶表微生物 COG 功能注释

Fig. 4  Functional annotation of microorganism COG on 
the leaf surfaces of 6 plants
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片的微生物携带能力。一直以来，大多数关于叶表

微生物的研究大部分集中在细菌上，对叶表真菌的

研究目前也有所增多，但叶表真菌和细菌很少被同

时研究［12］，叶表很少有古菌，对叶表古菌的研究几

乎没有。随着测序技术的进步，宏基因组测序可以

对同一环境的所有微生物进行研究，打破迄今为止

大多数与植物叶表微生物相关的研究只集中在单个

微生物分类群（即细菌）的界限。通过 COG 功能注

释，可以对基因功能进行预测，发掘微生物群落功能，

对进一步揭示叶表微生物群落的结构和功能具有重

要意义。

4 结论

本研究得到了一种可以更高效的分离和收集叶

表微生物的方法，Silwet L-77 表面活性剂缓冲液的

使用提高了叶表微生物的收集量，在震荡清洗的过

程中，选择循环利用洗脱液，一方面可以节省实验

成本，另一方面可以更好的富集叶表微生物。通过

商业试剂盒提取得到的高纯度和高质量的 DNA，经

过琼脂糖凝胶电泳，宏基因组测序、数据质控和功

能注释的验证，此方法满足宏基因组建库的要求，

并成功进行了宏基因组测序和建库。
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