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黑木相思基因组 DNA的快速提取
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摘要: � 用 SDS 高盐介质法和 1. 5� CTAB 法提取黑木相思幼叶及叶状柄基因组 DNA,将其与 2 � CT AB法、

3 � CTAB 法、改进的 CTAB 法进行比较,并用紫外光谱吸收、凝胶电泳、限制性内切酶消化、RAPD( Radomly

Amplified Polymo rphic DNA)和 ISSR( Inter�Simple Sequence Repeat)等方法进行鉴定. 结果表明,叶状柄多糖

的质量分数较幼叶少,更易于基因组 DNA 的提取; SDS 高盐介质法与 1. 5 � CTAB 法提取叶状柄的基因组

DNA得率为 180. 0~ 697. 5 �g  g- 1 ,分子质量为 48 kb, D( 260) / D ( 280) = 1. 750~ 1. 955, 无需经 RNase 处

理,可直接用于限制性酶切和 RAPD及 ISSR 分析; 1. 5 � CT AB法所提的基因组 DNA 的纯度优于 SDS 高盐

介质法� 综合考虑认为, 1. 5 � CT AB 法可作为黑木相思基因组 DNA快速提取的简便方法.
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黑木相思( A cacia melanoxy lon )属含羞草科( M imosaceae)金合欢属( Acacia mil l ) ,自然分布于澳

大利亚布里斯班以南,至南澳洲的东南部和塔斯马尼亚岛, 天然分布于南纬 22~ 43 !. 20世纪90年代引

入我国,是较为耐寒的相思树种,强阳性、耐干旱、耐瘠薄,根系有生物固氮能力,具有提高和恢复地力的

生态作用[ 1] ,可以解决闽北地区针叶树种长期连作地力衰退、土壤酸化、林种单一问题 [ 2] .从分子水平对

黑木相思的基因资源及遗传基础进行研究,进而为分子辅助育种奠定基础,是黑木相思研究的一个重要

组成部分� 目前,黑木相思在分子生物学方面的研究较少,而获取高质量的总 DNA 是开展分子生物学

研究的前提.由于黑木相思含有大量多糖、多酚和次生代谢物质,给 DNA 的提取带来一定的难度. SDS

(十二烷基硫酸钠)高盐介质法 [ 3]较常规 SDS 法省去了添加液氮研磨和水浴加热抽提等操作, 简便快

速,而 CT AB(十六烷基三甲基溴化铵)法由于其中含有去多糖功效显著的组分而被选为常用的基因组

DNA 提取方法.本文将 SDS高盐介质法和 CTAB法应用于黑木相思基因组 DNA提取.

1 � 材料与方法

1. 1 � 试验材料

供试黑木相思分别采自福建农林大学组培幼苗和漳浦中西林场,实验所用材料包括幼叶和叶状柄.

1. 2 � DNA提取

取 0. 2 g 上述实验材料的幼嫩叶片放入研钵内,加少量石英砂和 1 mL 相应裂解液( CT AB裂解液

需65 ∀ 预热; SDS裂解液: 0. 1 mol  L - 1
T ris( pH= 8. 0) , 0. 05 mol  L - 1

EDTA( pH= 8. 0) , 0. 5 mol  
L- 1NaCl, 质量分数为 2%的 SDS, 质量分数为 2%的 ��巯基乙醇; 常规 CTAB 裂解液: 0. 1 mol  L- 1

Tris( pH= 8. 0) , 0. 025 mol  L- 1EDTA, 1. 5 mol  L - 1NaCl,质量分数为 3%CT AB)迅速研磨至匀浆

状,再加入 1 mL 裂解液混匀� 分装两个 2 mL 离心管后,按以下 4种方法进行 DNA 提取.

1. 2. 1 � SDS 高盐介质提取法 � 具体方法参见文[ 3] .
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1. 2. 2 � 常规的 3 � CTAB 法[ 4] � ( 1) 将上述盛匀浆的离心管置于 65 ∀ 热水中水浴裂解 60 m in. ( 2) 于

离心机( 10 000 r  min
- 1
)离心 10 min、取上清液,加入等体积的酚�氯仿 ( V(酚) #V (氯仿) = 1# 1) ,缓

慢混合至上清液呈乳状. ( 3) 于离心机( 10 000 r  min- 1 )离心 10 min, 小心将上清液移至新的离心管

中,加入等体积的氯仿�异戊醇( V (氯仿) # V (异戊醇) = 24 # 1) , 缓慢混合. ( 4) 于离心机( 10 000 r  

min
- 1

)离心 10 m in,取上清液, 置干净离心管中,加 2倍体积预冷的无水乙醇, 轻轻转动离心管, 可见絮

状沉淀. ( 5) 弃上清液, 并将 2管絮状 DNA 合并,用体积分数为 70%乙醇洗涤沉淀 2次, 无水乙醇洗涤

沉淀 1次,自然风干后将其溶于适量的 T E( Tr is�EDTA)溶液中.

1. 2. 3 � 常规的 2 � CT AB法 � 操作同常规的 3 � CTAB 法, 裂解液改用 2 � CT AB裂解液( 0. 1 mol  

L
- 1

Tris( pH= 8. 0) , 0. 025 mol  L
- 1
EDTA, 1. 5 mol  L

- 1
NaCl,质量分数 2%的 CTA B) .

1. 2. 4 � 1. 5 � CT AB法 � 裂解液用 1. 5 � CT AB裂解液( 0. 1 mo l  L- 1 Tr is( pH= 8. 0) , 0. 025 mol  

L- 1 EDTA, 1. 5 mo l  L - 1NaCl, 质量分数 1. 5%的 CTAB, 质量分数 2%的 ��巯基乙醇, 质量分数 3%

的 PVP40 (聚乙烯吡咯烷酮) ) . ( 1) 将上述盛匀浆的离心管置于 65 ∀ 热水中水浴裂解 60 min. ( 2) 于

离心机( 7 000 r  min
- 1

)中离心 10 min,取上清液, 加入等体积的酚�氯仿( V(酚) #V (氯仿) = 1# 1) ,缓

慢混合至上清液呈乳状并静置于冷冻离心机中 10 m in. ( 3) 于离心机( 12 000 r  min- 1 )中离心10 min,

小心将上清液移至新的离心管中, 加等体积的氯仿�异戊醇( V (氯仿) # V(异戊醇) = 24 # 1) , 缓慢混合

并静置于冷冻离心机中 10 min. ( 4) 于离心机( 12 000 r  min
- 1
)中离心 10 m in, 取上清液, 置干净离心

管中,加 2倍体积预冷的无水乙醇,轻轻转动离心管,可见絮状沉淀. ( 5) 弃上清液, 并将 2管絮状 DNA

合为 1管, 用体积分数为 70%的乙醇洗涤沉淀 2次, 无水乙醇洗涤沉淀 1次,自然风干后将其溶于适量

的 0. 1 � TE 溶液中.

1. 2. 5 � 改进的 CT AB法
[ 5] � 称取 0. 2 g 黑木相思嫩叶,置研钵中,加入少量石英砂,放入- 20 ∀ 冰箱

冷冻 25 m in.取出后加入 1 mL 预处理液( 0. 1 mol  L- 1 EDT A,质量分数 2%的 ��巯基乙醇, 质量分数

3%的 PVP40,预处理液需置冰箱预冷, ��巯基乙醇在研磨时加入)迅速研磨, 再加 1 mL 预处理液, 分装

于 2个 2 mL 的离心管中. 于离心机( 5 000 r  min
- 1
)中离心 5 min,弃上清液, 沉淀加 1 mL 预处理液,

混匀,再离心 5 min, 弃上清液,得沉淀.裂解方法同 1. 5 � CTAB法.

1. 3 � DNA检测

用752型紫外光栅分光光度计, 测定提取的DNA样品在波长 260, 280 nm 处的光密度值( D) .根据

A( 260)估算样品得率, 根据 D( 260) / D ( 280)比值判断样品的大致纯度. 上样于质量分数 0. 6%的琼脂

糖凝胶,于 3 V  cm- 1电场中电泳( DYY�12型电脑三用电泳仪) ,溴乙锭染色,检测得到 DNA 的大致相

对分子量.

1. 4 � 酶切反应
Hind ∃单酶切反应体积为 20 �L,含 0. 5 �g 样品 DNA,酶活为 83. 35 nKat , 缓冲液( buf fer)为 2

�L. 酶切条件: 37 ∀ , 4 h.酶解产物上样于质量分数 0. 8%的琼脂糖凝胶上, 电泳, 溴乙锭染色,在凝胶

成像系统上观察并拍照.

1. 5 � RAPD和 ISSR反应

以上述 1. 5 � CTAB法提得的样品 DNA 为模板,用筛选的 RAPD随机引物 S1206( 10 bp)和 ISSR

引物 U BC�836( 18 bp) ,在 Biometra T1型 T hermocycler PCR仪(德国)上进行扩增. RAPD 扩增体系:

总体积 10 �L, 内含 50 ng 模板 DNA, 2. 0 mmo l  L
- 1

MgCl2 , 0. 2 �mol  L
- 1
引物, 200 �mol  L

- 1

dNT P, 8. 335 nKat 的 TaqDNA聚合酶, 10 � buf fer. RAPD扩增程序: 94 ∀ 预变性 180 s, 94 ∀ 变性 60

s, 37 ∀ 复性 90 s, 72 ∀ 延伸 120 s,循环 42次; 72 ∀ 延伸 300 s后于 4 ∀ 保存. ISSR扩增体系: 总体积

10 �L, 内含 20 ng 模板 DNA, 2. 5 mmol  L- 1MgCl2 , 0. 25 �mol  L - 1引物, 200 �mol  L- 1 dN TP,

8. 335 nKat的 T aqDNA 聚合酶, 10 � buffer. ISSR扩增程序: 94 ∀ 预变性 300 s, 94 ∀ 变性 35 s, 56 ∀
复性 90 s, 72 ∀ 延伸 90 s, 循环 35次; 72 ∀ 延伸 10 min,后于 4 ∀ 保存.扩增产物用质量分数 1. 5%琼

脂糖凝胶于 3 V  cm - 1电场中电泳, 溴乙锭染色后在 WD�9403C 型紫外分析仪上检测并拍照记录.

实验所用 T aqDNA 聚合酶购自 TaKaRa公司, 随机引物及其他试剂购自上海生工生物工程技术有

限公司.
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2 � 结果与分析

2. 1 � DNA提取结果

采用 5种方法提取的 DNA质量和得率(  ) ,如表 1和图 1所示. 表 1中,方法 1~ 4提取的 DNA 样

品D (260) / D(280)比值介于 1. 824~ 1. 944之间, D( 260)和D ( 230)比值介于 0. 722~ 2. 021之间,方法

表 1� 不同方法提得的 DNA 质量及得率

Tab. 1 � The qualit y and ratio o f DNA ex tr act ed by different methods

方法 DNA 提取法 D(230) D (260) D (280) D (260) / D( 280) D (260) / D( 230)  /�g  g- 1

1 SDS 高盐介质法 0. 097 0. 070 0. 036 1. 944 0. 722 262. 5

2 常规 3� CT AB 法 0. 014 0. 013 0. 007 1. 857 0. 929 130. 0

3 常规 2� CT AB 法 0. 021 0. 033 0. 018 1. 833 1. 571 247. 5

4 1. 5 � CT AB法 0. 046 0. 093 0. 051 1. 824 2. 021 697. 5

5 改进的 CTAB 法 - - - - - -

1, 4的得率较高, 随着 CTA B质量分数的增加, DNA 的损耗增大.可见, SDS 高盐介质法提取的 DNA

多榶质量分数偏高� 相比之下, 1. 5 � CTAB 法所提取的总 DNA 质量和纯度要优于其他方法; 改进的

CT AB法对黑木相思叶片 DNA 的损耗极大,尤其是对幼叶的 DNA 提取几乎全部损失, 加入无水乙醇

表 2� 植物组织器官的 DNA 质量

T ab. 2� Quality o f DNA in plant tissues and or gans

植物组织器官 匀浆粘稠度 D( 260) / D (230) 平均值

幼叶 十分粘稠 0. 528~ 0. 871 0. 736

叶状柄 不粘稠 1. 233~ 2. 067 1. 732

没有出现絮状的 DNA 沉淀, 所以无法在表 1中

列出数据. 1. 5 � CTAB 法提取黑木相思不同组

织器官的 DNA, 如表 2所示.表 2中, 采用 1. 5 �
CT AB法,以叶状柄为 DNA 提取材料所提取的

DNA 较以幼叶为提取材料所提取的 DNA 多糖

质量分数少,以黑木相思叶状柄作为其基因组 DNA 的提取的材料, 更容易提得含杂质少的 DNA.

� � � � 图 1 � 黑木相思 � � � � � 图 2 � 黑木相思总 DNA

� � 总 DNA电泳图 � � � � � � Hind ∃酶切图

� � � F ig. 1� T he to tal DNA � � F ig. 2� T he to tal DNA

� � Electrophor etog ram o f � � � � Cleavage map o f

� � � A cacia melanoxy lon � � � Acacia melanox y lon

2. 2 � 限制性内切酶酶解结果

不同方法提取的黑木相思总 DNA Hind

∃酶切图, 如图 2所示� 图 2表明, SDS 高盐

介质法与 3 种 CT AB 法提得的 DNA 无需

RNase 处理, 可直接用于 Hind ∃酶切消化,且

酶切效果良好.

2. 3 � RAPD和 ISSR扩增结果

引物 S1206 对 1. 5 � CT AB 法提取的样

品 DNA 进行 RA PD 的扩增, 结果如图 3 所

示. 从图 3 中可以看出, 1. 5 � CT AB 法提取

的鲜叶 DNA 适于 RAPD 扩增, 而且 1. 5 �
CT AB法所提取的不同保存方法保存的样品

DNA 亦可用于 RAPD扩增.引物 UBC�836对 1. 5 � CT AB法提取的 18个黑木相思样本鲜叶 DNA 进

行的简单重复间序列( ISSR)扩增,结果如图 4所示.

图 3 � 引物 S1206 的 RAPD扩增结果 � � � � � � � � � 图 4� 引物 UBC�836 的 ISSR 扩增结果 � � � � �

F ig. 3� RAPD result w ith primer S1206 � � � � � � � � � F ig. 4� ISSR result with pr imer UBC�836 � � � � �
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3 � 讨论

分子生物学研究需要有效分离基因组 DNA,而植物组织由于含有复杂次生代谢物质,因此,从植物

组织中提取高纯度 DNA 相对比较困难,其难度首先取决于植物自身. 黑木相思幼叶富含多糖、蛋白质、

叶绿素及多酚类等物质, 这无疑给黑木相思 DNA 的提取带来一定难度;多糖类物质易形成粘稠的胶状

物,给 DNA的分离带来困难,且会抑制许多酶的活性
[ 6]
;多酚类物质不仅极易氧化褐变, 而且还可抑制

TaqDNA 聚合酶的活性[ 7] ,从而影响 PCR扩增.所以本次实验,在裂解液中加入质量分数为3%的 PVP

及质量分数为 2%的 ��巯基乙醇, PV P可与酚类物质结合, 从而降低酚类物质对 DNA 的影响[ 8] ;而��巯
基乙醇是还原剂,可有效抑制多酚及其他物质的氧化.

实验发现, 黑木相思含多糖、多酚等次生代谢物质高, SDS 高盐介质法所提取 DNA 的多糖质量分

数偏高,而 1. 5 � CT AB法的去多糖效果好.因此, 1. 5 � CT AB法所提取的 DNA 质量纯度较 SDS 高盐

介质法高,所提取的 DNA纯度能够满足 RAPD和 ISSR 的要求; 另外, 黑木相思幼嫩的叶状柄所含次

生代谢物质较幼叶低� 因此, 黑木相思基因组 DNA 的提取,用幼嫩的叶状柄效果好.

综上所述, 1. 5 � CT AB法是黑木相思总 DNA 简便快速提取的较为理想的方法. 黑木相思幼嫩叶

状柄是黑木相思基因组 DNA 提取的理想材料.
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Fast Extraction of Genome DNA from Acacia melanoxylon

HU Wei, CHEN Yu, LIN Lai�shui, LIN Si�zu
( Colleg e of Forest ry, Fujian Agriculture and Forestmg Un iversity, Fuzhou 350002, C hina)

Abstract: � A fast and convenient method fo r ex traction of DNA fr om no rmal young fresh leaves and phyllode o f Acacia

melanoxy lon w as introduced by com par ing SDS high salt method and 1. 5 � CT AB met hod w ith 2 � CTAB, 3 � CT AB and

amelio rated CTAB method, and tests w ere carr ied out w ith ultrav io let spectrophotometer analysis, ag arose gel electr o�

phor esis, restr iction enzyme digestion, RAPD and ISSR reaction r espectively. The results indicated that 180~ 697. 5

�g g - 1 of DNA w as obt ained from a phyllode, their molecular w eights w ere about 48 kb, and the D(260) / D ( 280) o f

DNA w as 1. 750~ 1. 955, the DNA w as suit able for dig est ing w ith restr iction enzyme, RAPD and ISSR react ion without

purifying by RNase, the amylose in phy llode is much less than that in no rmal young fresh leaves, and ex traction of ge�

nome DNA fr om phy llode is easier than normal young fr esh leaves, the quality o f DNA obtained w ith 1. 5 � CTAB method

is bet ter than SDS high salt method, It is suggested that 1. 5 � CTAB method can be considered as one of fast and conven�

ient method for ext raction o f DNA in young fresh leaves o f Acacia melanox y lon .

Keywords: � A cacia melanoxy lon ; g enomic; DNA ; ex tr act ion; CTAB method
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