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同位素基本概念
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同位素示踪实验



同位素基本概念
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同位素示踪应用-幽门螺旋杆菌检测原理
13CO2检测-质谱仪
14CO2检测-液闪仪

15N尿素检测-质谱仪
（如果标记15N尿素）

原理：幽门螺旋杆菌Hp产生的尿素酶可将尿素分解为氨气（NH3）和二氧化碳（CO2），CO2在胃肠道
吸收后进入血液循环，经肺呼出。当被检测者口服13C或14C核素标记的尿素后，若胃内有Hp，带标记的尿
素被分解为带标记的CO2呼出，通过检测呼出气体中的核素标记CO2，即可判断是否存在Hp感染。
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同位素，具有相同质子数，不同中子数的同一元素的不同原子
互为同位素，在元素周期表上占有同一位置，由于最外电子数
相等，所以化学性质是相同的，只是原子的质量不同。

六同：

✓ 同一元素，

✓ 质子数相同，

✓ 核电荷数相同，

✓ 核外电子数相同，

✓ 在周期表的位置相同，

✓ 化学性质相同。

三不同：

✓ 中子数不同，

✓ 质量数不同，

✓ 物理性质不同。

同位素基本概念
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稳定性同位素：原子核结构稳定，不发生衰变，没有放射性的同位素，无辐照
伤害、安全、不受半衰期的影响，可适用于长时间的示踪实验。目前有300

多个。同种元素，可以有若干种不同的核素。绝大多数的元素有同位素，只
较少数的没有，如：Na、Al、F等。

   （目前元素周期表：118种元素，1800种核素）。

同位素基本概念

放射性同位素：原子核结构不稳定，自发进行核衰变，发射出粒子或射线并释
放一定能量，如放出α、β、γ等射线，直至变成另一种稳定元素，具有一定

的半衰期。属毒类，对人体有辐射损伤作用，应用要比稳定同位素广泛。已
发现有1200个以上。

（原子序数83以后的所有元素都具有天然放射性）

（稳定同位素中部分是由放射性同位素通过衰变后形成的稳定产物）

如：碳有3种常见的同位素，碳-12、碳-13和碳-14（C-12、C-13、C-14），

C-12和碳C-13是稳定的同位素，也就是过多少年它都还在那里；（＞1017a）

C-14则为放射性元素，不稳定，自发衰变，半衰期为5730年，

也就是过了5730年后，C-14就会有一半衰变成了氮-14。

（C-14的是由宇宙射线中的中子轰击氮-14原子核，使其转变为碳-14）

https://zhida.zhihu.com/search?content_id=201743486&content_type=Article&match_order=4&q=%E7%A2%B3-14&zhida_source=entity
https://zhida.zhihu.com/search?content_id=201743486&content_type=Article&match_order=1&q=C-14&zhida_source=entity
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放射性同位素基本概念

放射性元素的衰变

原子核放出α粒子或β粒子，由于核电荷数变了，它
在周期表中的位置就变了，变成另一种原子核。

定义：一种元素经过放射过程变成另一种元素的现象.

1.衰变过程遵循质量数守恒和电荷数守恒,

2.每发生一次α衰变，质子数、中子数均减少2.

3.每发生一次β衰变，中子数减少1，质子数增加1.

放射性元素衰变的三大规律：

铀经过8次α衰变和6
次β衰变后，变成铅，
用时约45亿年。

（铀钍镭氡钋铋钛铅）

https://www.baidu.com/s?rsv_idx=2&tn=21002492_29_hao_pg&wd=%E9%92%8D&usm=2&ie=utf-8&rsv_pq=bfac5ef40000004b&oq=%E5%85%83%E7%B4%A0Th%E7%9A%84%E4%B8%AD%E6%96%87%E5%90%8D%E7%A7%B0%E6%98%AF%E4%BB%80%E4%B9%88&rsv_t=b592JU4KgdHSmIeCOrEnerYr230WsIDYNEznhv9CZLaeACz0L%2BtMqQZjrdx3MR%2B%2F65B2sFPJXDkV&rsv_dl=re_dqa_generate&sa=re_dqa_generate
https://www.baidu.com/s?rsv_idx=2&tn=21002492_29_hao_pg&wd=%E9%92%8D&usm=2&ie=utf-8&rsv_pq=bfac5ef40000004b&oq=%E5%85%83%E7%B4%A0Th%E7%9A%84%E4%B8%AD%E6%96%87%E5%90%8D%E7%A7%B0%E6%98%AF%E4%BB%80%E4%B9%88&rsv_t=b592JU4KgdHSmIeCOrEnerYr230WsIDYNEznhv9CZLaeACz0L%2BtMqQZjrdx3MR%2B%2F65B2sFPJXDkV&rsv_dl=re_dqa_generate&sa=re_dqa_generate
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稳定同位素基本概念

由于分析精度有限，早期质谱仪多用于C、H、O、N 和S 等较轻元素而较少用于重元素
的同位素测定，该几 种元素也因此在很长一段时间内被学界默认为传统稳定同位素。
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稳定同位素技术分类

富集稳定同位素示踪技术

稳定同位素自然丰度技术

将特异性富集了某同位素的物质加入到各种化学的、生物的研究体系中，并检
测含有特定同位素的化合物，可以示踪该元素的转化过程，反映其环境行为。

如：将稳定同位素13C的自然丰度值1.108%atom增高到5.108%atom 以上，含此
同位素13C的化合物即可作为13C标记物，将其加入到研究体系中，通过检测含
13C的物质可了解该元素在各库中的迁移、转化过程。

利用测定化合物中特定元素的天然稳定同位素组成的变化开展研究。

由于同位素原子或化合物之间存在物理化学性质上的差异，在物理、化学及生
物作用过程中同位素会以不同比例分配于不同物质中，即发生同位素分馏效应。
将化合物元素的同位素组成作为一种指纹特征，就可以获取化合物的环境行为
信息。

一般化学反应中，轻元素分子比重同位素分子要易于发生反应

根据应用原理可分为两种：

如：在碳的有机循环中,轻同位素容易摄入有机质(如烃、石油中富含
12C)中,而在无机循环中,重同位素倾向于富集在无机盐(如碳酸盐富含
13C)中,导致碳同位素出现明显的分馏现象。
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稳定同位素自然丰度技术

⚫ 同位素丰度：指自然界存在的某一元素中各同位素所占的原子百分比

如：16O＝99.762％，17O＝0.038％ ，18O＝0.204％

⚫ R值-同位素比值：某一元素相对丰度的比值=重同位素丰度/轻同位素丰度=R

如 ： 18O/16O =0.200/99.762=0.002   

（R值非常低、冗长，不便于比较，实际常采用δ值来表示同位素组成。）

⚫ δ值：样品的同位素比值（Rsp）与标准物质的同位素比值（Rst）的千分差值：

δ(‰)=           ×1000=[(R样品/R标准) -1]×1000

               

⚫ 同位素组成：指样品中某一种元素的各种同位素的相对含量。

               可用丰度表示，也可用比值R或δ值表示。

⚫ δ值的测定：稳定同位素比值质谱仪（IRMS）精确测量样品中同位素的相对丰度。
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稳定同位素自然丰度技术

δ值为正值时，样品同位素丰度高于标准样品，为负值时则反。

作标准的样品应具备同位素成分均匀、数量大、便于采样和同位素成分测定等特点。

定义δ值的意义：① 因为自然界的稳定同位素组成的变化很微小，用δ值可
以明显表示变化的差异；② 便于全世界范围内数据大小的对比。
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稳定同位素自然丰度技术

应用举例：

鉴别真假大闸蟹

同一只中华绒螯蟹不同部位
锶（Sr）同位素组成一致。
来自同一产地的中华绒螯蟹
Sr同位素组成均一，而不同
产地的中华绒螯蟹具有不同
的Sr同位素组成。进一步研
究发现，中华绒螯蟹的Sr同
位素组成与产地的水源相似，
不受外来饲料的影响。螃蟹
的Sr同位素组成完全由生长
期所饮用的水源决定。

也就是说，通过标定一只螃
蟹中的Sr同位素含量，就能

准确鉴别出这只蟹是否为真
正的阳澄湖大闸蟹。

中国科学技术大学地球和空间科学学院黄方教授课题组长期研究结果。
Hao-Ming Yin,Fang Huang, Jun Shen, Hui-Min Yu. Using Sr isotopes to trace the 

geographicorigins of Chinese mitten crabs[J]. Acta Geochimica, 2020, 39(03): 326-336



富集稳定同位素示踪技术
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SIP技术基本原理：

在土壤中添加含有稳定性同位素标记的代谢底物，土壤中利用该标
记底物的微生物细胞在其生长繁殖过程中同化合成含标记元素的生
物标志物(DNA、 RNA及 P LFA)。通过对生物标志物进行提取、分
离、鉴定和比对分析，鉴别土壤中驱动特定生态过程的功能微生物。

元素 同位素 自然丰度 样品来源

  C                      12C                       98.892                       捷克扑利兹石灰石

13C                        1.108     

  N                       14N                      99.635                       大气中的氮气

15N                        0.365

  O                      16O                       99.762                      大气中的氧气

17O                        0.0374

                                        18O                         0.2039

常用作SIP标记的元素及其自然丰度

⚫ 规范术语：核素15N和核素13C，或氮的同位素15N和碳的同位素13C



2015，Noor-Ul-Huda Ghori et al.

SIP技术实验流程



富集稳定同位素示踪技术
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SIP技术路线：

SIP研究中常采用的生物标志物有三大类: DNA    RNA   PLFA 



常采用的生物标志物
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标志物 优点 缺点

DNA

标记的13C-DNA一定来自新

产生的子代微生物细胞，是
证明微生物原位生长并驱动
生态过程的最直接证据。

DNA的双链结构保证了遗传
物质的稳定

经验表明，环境微生物基因组总DNA 

中13C-DNA丰度达到20%,或者15 N-DNA 

达到50%,才可从环境微生物基因组总
DNA 中将标记DNA 有效分离。

自然环境中能被微生物利用的底物浓度
通常很低，微生物大量分裂繁殖的可能
性低。

13C标

记
DNA

偏少解
决办法

1、增加同位素标记底物的浓度。但会产生富集偏差，即不能反映自然
状态下目标污染物的代谢途径
2、延长 S I P实验的培养时间。但是有可能出现交叉喂食的情况
3、向 Cs CI 梯度溶液中加入合成或者天然13C载体 D NA ( 酵母菌或者
古 菌)



常采用的生物标志物

17

标志物 优点 缺点

RNA

可以独立于细胞分裂而进行复制，

因此可以在较短时间内灵敏的反映
环境样品中功能微生物对同位素标
记基质的利用状况。
对环境样品中基质被同位素标记 的
程 度 以及浓 度 要 求低，研究结
果更接近原位状况。

一般来说从污泥、淤泥、森林土
壤、河边土壤、稻田泥土、草地、
池塘泥土等样品提取RNA比较难，
RNA非常容易降解，对提取RNA

非常不利的腐植酸还会影响后续
的实验，限制了 R NA— S I P 的
实际应用。

解决办
法

Ma n e f ie l d等从 13C-Phenol培养的环境样品中分离出 DNA 和 RNA，
发现13 C- RNA 合成的速度比13C— DNA 快十倍，并且 13C-RNA 的
合成与13C— Phe nol降解关系密切。
DNA- SI P和 RNA- SI P联合应用可以相得益彰，在探查环境中功能微
生物方面具有很大的潜力。



常采用的生物标志物

标志物 优点 缺点

P LFA

不需密度梯度离心，可以减少操
作过程中样品的损失。具有灵敏
度高、重复性
GC-C-IRMS对 c同位素丰度的分辨
率可达到千分之一，即使很小的
13 C含量的差别也可以通过此方
法分辨开.

P L F A特异性不高。不同种类的
微生物可以合成相同的 P L F A，

同一种微生物在不同的环境条件
中产生的 P L F A 也可能不同；
对于缺乏 P L F A图谱的微生物无
法获知其具体的微生物种类。

无法在更精细的微生物分类水平
(种) 上辨识区分，很难明确特定
微生物类群。

适合 该技术较适用于环境样品中功能微生物数目少 ,生长速率低、只能同
化吸收少量标记基质的情况，如：山地土壤微生物对大气中甲烷的
利用、细胞数目较少，导致碳吸收利用率低的水体环境中微生物群
落的研究 。



SIP技术常用13C-标记物
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主要有三大类:

13CO2, 多用于植物-微生物相互作用对陆地生态系统碳循环、
土壤中碳周转速率、 稻田产甲烷机理及产甲烷菌的研究;

13C-甲基化合物(13CH4、 13CH3OH、 13CH3Br和13CH3Cl), 多
用于甲基营养菌(甲烷营养菌、 甲醇营养菌、 卤化甲烷营养菌)
的研究;

13C-多碳化合物(13C-乙酸、 13C-葡萄糖、 13C-咖啡因、 13C-
萘、 13C-菲、 13C-甲苯、 13C-苯酚、 13C-丙酸盐) 。多用于多
氯联苯(PCBs) 、 多环芳烃(PAHs)等有机污染物的生物降解过
程和机理的研究。



标记物（底物） 研究目的

葡萄糖、氨基酸 微生物对外源简单碳源的利用

秸秆、生物炭 微生物对外源复杂碳源的利用

有机污染物
（菲、五氯酚、多氯联苯等）

有机污染物的微生物降解

甲烷 甲烷氧化微生物研究

葡萄糖、蔗糖、纤维素、玉米
秸秆

参与土壤有机质激发分解（激发效应）的
微生物研究

13CO2 标记植物 光合同化碳的根际微生物利用

SIP技术常用的标记物



21

常用标记物市场价格



1、美国剑桥同位素CIL — 全国授权总代理

2、13C、18O、15N标记试剂和气体

3、稳定同位素13C、15N单标或双标秸秆

稳定同素试剂位、气体专业供应商 -青岛腾龙微波科技有限公司

常用标记物种类
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⚫ 与自然丰度同位素( 12C、14N) 组成的DNA相比，
13C取代12C导致DNA分子量增加约2. 8% -3. 1%, 浮力密度增加大约为0. 051 g /mL;  
15N取代14N导致DNA分子量增加约0. 62%-1. 51% , 浮力密度约增加0. 02 g /mL。

⚫ DNA 在氯化铯介质中的浮力密度与其GC 含量呈正比

环境中微生物DNA的GC含量可能在30% -70% ，其浮力密度之差可达0. 0392 g 
/mL，几乎是15N-DNA 浮力密度增加量的两倍。

（贾仲君,2011 ,微生物学报）

⚫ 氯化铯介质中超高速离心后2个相邻梯度区带的浮力密度差为
0. 004 ~0. 006 g /mL。理论上，浮力密度差大于0. 012 g /mL的
两种DNA 离心后相隔一个区带，能被有效分离。

                                            (刘天琳、贾仲君等，2019 ，环境科学)

SIP技术存在的难题

SIP 技术使用过程中存在的 3个难题：

1、标记和未标记 DNA 浮力密度梯度区域的模糊界定；

2、微生物基因组中具有高GC 含量的非标记DNA 组分对超高速密

       度梯度离心过 程中分层的干扰；

3、鉴别低 GC 含量且分布在轻浮力密度梯度区的重要微生物类群。
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定量稳定同位素示踪技术- qSIP

qSIP 技术—定量稳定性同位素探针技术

对所有组分微生物类群进行绝对定量和测序分析，基于 GC 含量和未
标记处理 DNA 密度曲线量化参与吸收转化的 DNA 同位素丰度。

SIP 技术—稳定性同位素探针技术

能够鉴定某些利用特定标记底物的微生物，但不能定量分析在同位素
吸收过程中发生变化的所有微生物类群，通常被认为是 一种定性技术。

（王万洁等，2021，环境化学）

qSIP技术消除了 SIP 技术使用过程中存在的 3 个难题：

1)标记和未标记 DNA 浮力密度梯度区域的模糊界定；

2)微生物基因组中具有高 GC 含量的非标记 DNA 组分对超高速
密度梯度离心过程中分层的干扰；

3)鉴别低 GC 含量且分布在轻浮力密度梯度区的重要微生物类群。

SIP技术与qSIP技术



SIP与qSIP技术实验步骤

1、在原位环境或者实验室微宇 宙条件下，向一部分土壤
样品添加稳定性同位素，另一部分土壤样品设置为对照组
并添加未被标记的 底物；

2、将两组土壤样品培养一定时段后提取微生物生物标记物，
经超速离心、分级、纯化后，制备 DNA 或 cDNA 文库；

3、使用特定引物，利用 qPCR 技术测定各密度组分中微生
物目标基因总拷贝数；

4、通过高通量测序平台，对各密度组分含有的目标基因进
行测序；

5、根据 GC 含量和序列信息计算样 本中各微生物类群的
核酸加权平均密度及其变化。

SIP

qSIP

技术主要步骤：

（邹文萱等，2021，应用生态学报）



qSIP技术实验流程

（定量数据分析见Hungate BA, et al，2015，AEM）

（邹文萱等，2021，应用生态学报）



qSIP

定量数据分析步骤
（Hungate BA, et al，2015，AEM）

（邹文萱等，2021，应用生态学报）

生物地球化学组王超团队

1、(序号1~4)

根据细菌拷贝数和基于测序的细
菌类群相对丰度计算特定标记细
菌类群核酸同位素密度变化；

2、(序号5~9)

根据浮力密度计算特定细菌类群
GC 含量和DNA 单链分子量；

3、(序号10~12)

根据标记和未标记DNA 密度变化

曲线计算被标记的同位素元素丰
度。

量化环境样品特定微生物吸收
的同位素。



DNA-SIP实验操作流程

超高速密度梯度离心

DNA回收及检测

定量PCR判定富集程度

标记（微宇宙培养实验）



微宇宙培养实验

取定量新鲜土壤（5.0g

干土）置于瓶中，调
节到田间土壤最大持
水量的60%，用橡胶塞
密封。

用注射器打入标记的
CO2 ，每隔1周换气，
重新打入标记的CO2,

连续培养8周。

培养结束后，土壤在-

20℃保存，进行后续
实验。



微宇宙培养实验
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超高速离心分层收集离心液的流程



超密度离心溶液配制

1、 超密度离心溶液所需试剂

氯化铯溶液（1.85g/ml密度)

DNA样品 (2-5ug)

Gradient Buffer (GB) (0.1M Tris-HCL,0.1MKCL, 
1.0mM EDTA)

2、 在15ml离心管中，依次加入：

4.9ml CsCl

   1.0ml GB

   2.0ug DNA

   用涡旋混合器混合均匀。

3、 混合液折光率测定

采用折光仪测定： 超高速离心溶液目标折射率：

nD-TC模式下，1.4029±0.0002

⚫   如值偏大，添加GB (20u约为一个添加单位）

⚫ 如值偏小，添加CsCl GB(20ul约为一个添加单位）



超密度离心溶液配制

4、 将调好折光率的
溶液由注射器转移
到5.1ml的超高速

离心管中。



超密度离心溶液配制

5、 配平（两管之差小于0.01g) 和封口



超高速密度梯度离心

基本参数是：

• 44小时，

• 20°C，

• 速度45 krpm （190000×g）

• time：hold，

• Accel：9；

• Decel：no break

(Neufeld, et al., 2007)。



离心机上样和取样

先上内盖适配器，将外盖抹润滑油后拧紧，扭力要到达120

内盖 外盖



手动收集各层离心液



自动收集各层离心液

自动分层收集器



分层样品测定

1、 检测各层折光率，计算浮力密度

2 、各层样品DNA纯化，测定核酸浓度

3、 定量PCR判定13C-DNA 富集程度



13C-DNA 鉴定方法

方法一、DNA 浓度分析。

NanoDrop 测定不同浮力密度DNA 的浓度。与12C-CH4对照处理的重浮力密
度DNA 相比，13C-CH4 标记处理样品的重浮力密度DNA 数量通常较高，然而
，这一指标通常很难作为DNA-SIP 成功的主要标准。

方法二、常规PCR 和实时荧光定量PCR 分析。
13C-CH4 标记处理土壤中甲烷氧化微生物DNA 为13C 所标记，超高速离心

后13C-DNA 将在试管下部重浮力密度梯度区带中相对富集，利用甲烷氧化细
菌特异的pmoA 功能基因引物，定性（常规PCR）或者定量（实时荧光PCR）分
析pmoA 基因在不同浮力密度DNA 中的数量变化规律，并与12C-CH4 对照处理
相比，根据pmoA 功能基因在不同浮力密度梯度区带中的位移，即可准确判定
13C-DNA 在不同浮力密度区带中的位置及其富集程度。

方法三、高通量测序分析（目前最准确的方法）。

通过454 高通量测序技术，检测各层中微生物16S rRNA 基因组成，分析
目标标记微生物占该层总微生物的比列。如果标记成功，目标微生物占每层
总微生物的比值会随着浮力密度的增加而显著增加。
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各层样品折光率及浮力密度测定

测定15层液体每

层的折光率，评

价分层效果，并

通过离心溶液密

度计算的经验公

式推导各层液体

的浮力密度；

收集
管编
号

折光率

(nD-TC)

浮力密度

(g/ml)

标准差

1 1.4056 1.757 0.000129

2 1.4055 1.756 0.000096 

3 1.4053 1.754 0.000050 

4 1.4051 1.751 0.000050 

5 1.4050 1.750 0.000096 

6 1.4048 1.748 0.000058 

7 1.4045 1.745 0.000050 

8 1.4043 1.742 0.000000 

9 1.4041 1.740 0.000058 

10 1.4038 1.737 0.000050 

11 1.4036 1.734 0.000050 

12 1.4034 1.732 0.000058 

13 1.4032 1.730 0.000058 

14 1.4029 1.726 0.000082 

15 1.4027 1.724 0.000050 

浮力密度= -75.9318+99.2031x-31.2551x2    x表示折光率



各层DNA纯化及含量测定

1. 每层中加入550 μl的PEG6000
溶液，头尾倒置若干次混匀溶
液 ，室温静置2h或者37℃温
浴1h，沉淀DNA；

2. 在15-20°C下13000×g高速离
心30 min，除去上清液；

3. 加入500 μl 70%乙醇清洗DNA
沉淀，离心10 min，除去上清
液；

4. 重复步骤3（进一步去除氯化
铯，同时去除PEG）；

5. 于室温干燥沉淀DNA 大约15 
min；

6. 确保DNA沉淀中无液体存在
后，将其溶于30 μl TE缓冲液，
零下20摄氏度保存。

收集管

编号

浮力密
度

(g/ml)

核酸
浓度

（ng/μl）

核酸含
量

（μg）

比值

(%)

1 1.757 2.20 0.76 0.02

2 1.756 0.40 0.14 0.00

3 1.754 0.60 0.20 0.01

4 1.751 1.1 0.37 0.01

5 1.750 0.20 0.07 0.00

6 1.748 0.40 0.14 0.00

7 1.745 0.90 0.30 0.01

8 1.742 2.10 0.69 0.02

9 1.740 8.40 3.00 0.09

10 1.737 16.80 6.37 0.19

11 1.734 30.20 11.82 0.35

12 1.732 14.70 5.84 0.17

13 1.730 7.10 2.81 0.08

14 1.726 3.30 1.30 0.04

15 1.724 0.53 0.20 0.01可用合适的纯化试剂盒替代PEG沉淀法
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常规PCR检测各层基因分布规律



定量PCR检测各层基因拷贝数

（2015，Noor-Ul-Huda Ghori et al.）



定量PCR检测各层基因拷贝数

氯化铯介质中超高速离心后2个相邻梯度区带的浮力密度差为0. 004 ~0. 006 g /mL。理论
上，浮力密度差大于0. 012 g /mL的两种DNA 离心后相隔一个区带，能被有效分离。

                                                                                    （刘天琳、贾仲君等，2019 ，环境科学）



RNA-SIP实验操作流程

一. 样品总RNA提取
使用RNA提取试剂盒提取RNA，提取最后一步使用RNA保护剂进行洗脱并保存，可有效

避免RNA降解。
二．等密度超速离心
  1.配制密度梯度混合液

(1)向15ml离心管中依次添加5 mlCsTFA(约2g/ml)，185 ul Hi-DiFormamide和1mlGB梯
度缓冲液（5微克RNA）。梯度缓冲液与RNA总体积为1 ml，即梯度缓冲液实际添加体积为
1mlGB-RNA添加体积；

CsTFA(2g/ml)配置：50gCsTFA溶于约15mlGB，测定折光率，灭菌。
GB梯度缓冲液配置：0.1 M Tris-HCl (pH 8), 0.1 M KCl 及1 mM EDTA；试剂及水须无

核酸酶，配制后用0.2微滤膜或滤头过滤并灭菌。
当使用新配制的梯度缓冲液和新的CsTFA溶液或Hi-Di Formamide时，需验证验证折光率

或重新建立标准曲线。
(2)拧紧管盖，轻轻翻转几次离心管以混合均匀，取75微用数字折光仪测定折光率。在

折光率 -温度校正模式下 (nD-TC， 20℃ )，依照配制的密度梯度混合液读数应为
1.3724±0.0001，密度约为1.8 g/ml，若数值偏高或偏低，可加入适量 (20-100微)梯度缓
冲液或CsTFA溶液调整浮力密度并重复测量折光率直至调至目标范围；

（3）使用10 ml注射器搭配120 mm针头将混合液移入5.1 ml密封离心管，加液过程中应
避免气泡，混合液加至管颈下缘处；

（4）将所有离心管两两配平至±10 mg；
（5）使用密封器将离心管热封，密封过程中应小心避免热熔离心管上部圆面。
2.等密度梯度离心
将离心管小心对称放入Vti65.2垂直转头中，加盖管帽，旋紧旋盖，空孔无需加盖。设

置190000xg，20℃离心44h，加速度设为最大，减速度设为无刹车。
三.密度梯度区带分离

使用本实验室自研分层仪器进行分层操作。
四. RNA纯化
    使用合适的试剂盒进行纯化回收。
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不同技术方法检测成本（2023）

定量PCR

分析

基因组DNA

样品

PCR扩增扩增子测序

标准品制备

宏基因组测序

基因组RNA

宏转录组测序

PLFA

图谱分析

PLFA

PLFA提取150元/样品

上机检测 80元/样品

DNA提取      60元/样品

96/384孔板 50元/个

上机扩增 100元/小时

细/真/古 3万条 250元/样品

功能基因 1.6万条 250元/样品

6G 数据 1000元/样品

12G 数据量 1500元/样品

6G 数据量 2500元/样品

12G 数据量 3000元/样品

提取 200元/样品

SIP

离心管 50元/只

超高速1000元/44小时

C13标记葡萄糖 3000元/g

C13标记二氧化碳 3000元/L

N15标记尿素10%  80元/g*50g

扫描电镜观察与分析

自拍照 300元/小时 5张照片

实验室拍照 500元/小时 10张照片



谢谢!
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