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适于 ＳＳＲ分析的不同生长型桃幼叶
基因组 ＤＮＡ提取方法
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　　摘要：以６种不同生长型桃幼叶为材料，为适应ＳＳＲ分析要求，对常规ＣＴＡＢ法、改进ＣＴＡＢ法、常规ＳＤＳ法以及
ＳＤＳ－ＣＴＡＢ结合法４种基因组ＤＮＡ提取方法的效果进行了比较研究。结果表明：常规ＣＴＡＢ法所提取的 ＤＮＡ呈黏
稠状的浅褐色沉淀，难以溶解；常规ＳＤＳ法和ＳＤＳ－ＣＴＡＢ结合法提取的桃基因组ＤＮＡ浓度较低，在品种间差异较大；
而改进ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ完整性较好，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值介于１．８～２．０，ＲＮＡ去除干净，其ＳＳＲ分析（引物ＣＰＰＣＴ２６）条

带清晰，多态性好，表明此方法提取的不同生长型桃幼叶基因组ＤＮＡ完全适于ＳＳＲ分析。
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　　桃原产于中国，我国不仅是桃的种内多样性中心，而且也
是整个桃属植物的多样性中心。桃树生长型资源丰富，据相

关报道，主要有开张型（普通型）、矮化型、紧凑型、垂枝型、柱

型和直立型６种类型［１］。近年来，果树矮化密植栽培因结果

早、品质好、管理方便、品种更新快等优点，已成为果树种植业

发展的趋势。因此，开展桃树生长型研究，培育短枝型品种和

矮化砧木已成为桃育种的主要目标之一［２］。目前，我国桃研

究主要集中在对不同生长习性桃树特征分析及遗传研究上，

相关基因的标记、定位也已开始［３］，但由于资源匮乏，研究进

展相对缓慢，还不能满足生产的需要。

简单序列重复（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）标记以其多
态性高、重复性高、数量丰富、共显性和对基因组有很好的覆

盖性等特点［４］，目前已在桃种质资源遗传多样性评价、遗传

连锁图谱构建、功能基因定位及分子辅助育种等方面发挥重

要作用［５－７］。进行分子研究的关键步骤之一就是制备高质量

的基因组ＤＮＡ。笔者在相关研究［８－１１］的基础上，进行了适用

于ＳＳＲ分析的不同生长型桃幼叶 ＤＮＡ不同提取方法的研

究，成功获得了高质量的桃基因组 ＤＮＡ和清晰的 ＳＳＲ谱带，
为ＳＳＲ技术有效地用于桃种质资源的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
以中国农业科学院郑州果树研究所桃国家种质资源圃中

不同生长型的６个桃品种为试验材料（表１），取生长季节新
梢刚展开的幼叶，放入液氮中带回实验室，置于 －７０℃的超
低温冰箱中保存备用。试验所用试剂ＣＴＡＢ、ＳＤＳ、ＰＶＰ、β－巯
基乙醇、ＥＤＴＡ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、氯仿、异戊醇、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰ、Ｔａｑ聚
合酶等均购于上海生物工程公司。

表１　供试材料

编号 生长型 品种

１ 矮化型 粉寿星

２ 柱型 帚形山桃

３ 直立型 红花山桃

４ 紧凑型 紧罗曼

５ 开张型 大久保

６ 垂枝型 红垂枝

１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取
１．２．１．１　常规ＣＴＡＢ法　取适量桃幼叶叶片，去中脉，加液
氮迅速研磨后称取 ０．１５ｇ左右，转移至含有 ６００μＬ常规
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ＣＴＡＢ裂解液［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）、２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ（ｐＨ值 ８．０）、１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２０ｇ／ＬＣＴＡＢ、２０ｇ／Ｌ
ＰＶＰ、２％β－巯基乙醇（体积比ＰＶＰ－巯基乙醇）］的１．５ｍＬ离
心管中，６５℃水浴１ｈ，期间颠倒混匀３次；水浴后，加入等体
积的氯仿－异戊醇（２４∶１，体积比），轻轻摇匀（５～１０ｍｉｎ），
１００００ｒ／ｍｉｎ常温离心１５ｍｉｎ；吸取上清液于另一离心管中，
再加入等体积的氯仿－异戊醇（２４∶１，体积比），轻轻摇匀
（５～１０ｍｉｎ），１００００ｒ／ｍｉｎ常温离心１５ｍｉｎ；吸取上清液于
另一离心管中，加入１／２体积５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，混匀后加入２倍
体积－２０℃预冷的无水乙醇，颠倒混匀，－２０℃静置３０ｍｉｎ；
１００００ｒ／ｍｉｎ常温离心１５ｍｉｎ，弃去上清液；用７５％乙醇冲洗
沉淀２～３次；室温风干２ｈ左右，加入１μＬＲＮａｓｅ和３０μＬ
灭菌双蒸水，１００００ｒ／ｍｉｎ常温离心１５ｍｉｎ后３７℃温浴１ｈ，
－２０℃保存备用。
１．２．１．２　改进 ＣＴＡＢ法　改进 ＣＴＡＢ法粗提步骤与常规
ＣＴＡＢ法相同，待沉淀加入１μＬＲＮａｓｅ和３０μＬ灭菌双蒸水
３７℃温浴１ｈ后，加入灭菌双蒸水至３００μＬ，再加入等体积
的酚－氯仿 －异戊醇（２５∶２４∶１，体积比），轻轻混匀，
１００００ｒ／ｍｉｎ常温离心１５ｍｉｎ；取上清液于另一离心管中，加
入１／１０体积３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ值５．２）溶液，混匀后加入２
倍体积 －２０℃预冷的无水乙醇，颠倒混匀，－２０℃静置
３０ｍｉｎ；１００００ｒ／ｍｉｎ常温离心１５ｍｉｎ，弃上清液；用７５％乙醇
冲洗沉淀２～３次，室温风干２ｈ左右，溶于３０μＬ灭菌双蒸
水中，－２０℃保存备用。
１．２．１．３　常规ＳＤＳ法　取适量桃幼叶叶片，去中脉，加液氮
迅速研磨后称取０．１５ｇ左右，转移至含有６００μＬ常规 ＳＤＳ
裂解液［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．０）、２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ（ｐＨ值８．０）、１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１５ｇ／ＬＳＤＳ、２％β－巯基
乙醇（Ｖ／Ｖ）、２０ｇ／ＬＰＶＰ］的１．５ｍＬ离心管中，其余操作步骤
同改进ＣＴＡＢ法。
１．２．１．４　ＳＤＳ－ＣＴＡＢ结合法　取适量桃幼叶叶片，去中脉，
加液氮迅速研磨后称取０．１５ｇ左右，转移至含有６００μＬ常
规ＳＤＳ裂解液的１．５ｍＬ离心管中，６５℃水浴１ｈ后，加１／１０
体积的６５℃预热的 ＣＴＡＢ－ＮａＣｌ（０．７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１００ｇ／Ｌ
ＣＴＡＢ）溶液，颠倒混匀后，其余操作步骤同改进ＣＴＡＢ法。
１．２．２　ＤＮＡ的检测
１．２．２．１　ＤＮＡ的纯度和浓度检测　将４种方法提取的ＤＮＡ
样品按一定倍数稀释后，测定其在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的紫
外吸收值Ｄ，用Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的比值表示ＤＮＡ样品的纯度，若
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值介于１．８～２．０之间，则表示 ＤＮＡ纯度较好。
根据稀释倍数按照１个Ｄ２６０ｎｍ值相当于５０ｎｇ来计算ＤＮＡ的
浓度：ＤＮＡ的浓度（ｎｇ／μＬ）＝Ｄ２６０ｎｍ×５０×稀释倍数。
１．２．２．２　ＤＮＡ的电泳检测　分别取６μＬＤＮＡ提取原液，在
１％琼脂糖凝胶［含０．５μｇ／ｍＬ的ＥＢ（溴化乙锭）］中电泳，电
泳缓冲液为０．５×ＴＢＥ，电压８０Ｖ，电泳约１ｈ后，在紫外凝胶
成像系统下检测其完整性及ＲＮＡ消化情况，并拍照。
１．２．３　ＳＳＲ分析　引物序列引自世界蔷薇网（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏ．ｗｓｕ．ｅｄｕ／ｇｄｒ），由上海生物工程公司合成，序列为
ＣＰＰＣＴ２６（Ｆ：ＡＧＡＣＧＣＡＯＣＡＣＣＣＡＡＡＣＴＡＣ；Ｒ：ＣＡＴＴＡＣＡＴ
ＣＡＣＣＧＣＣＡＡＣＡＡ）和 Ｐ０９（Ｆ：ＴＴＣＴＡＡＴＣＴＧＧＧＣＴＡＴＧＧＣＧ；
Ｒ：ＧＡＡＧＴＴＣＡＣＡＴＴＴＡＣＧＡＣＡＧＧＧ）。ＰＣＲ扩增体系、ＰＡＧＥ

电泳及检测参考熊明国提供的方法［１２］。

２　结果与分析

２．１　不同提取方法对桃幼叶ＤＮＡ纯度和产率的影响
４种方法均能提取出６种生长型桃幼叶基因组 ＤＮＡ，但

纯度和产率有较明显的差异（表 ２）。常规 ＣＴＡＢ法提取的
ＤＮＡ浓度明显高于其他 ３种方法，６个品种平均达
５２２５ｎｇ／μＬ，但由于 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值低于 １．８，且常规 ＣＴＡＢ
法所提取的ＤＮＡ呈黏稠状的浅褐色沉淀，难以溶解。其他３
种方法所提取的ＤＮＡ浓度均明显低于常规ＣＴＡＢ法，分析是
由于常规ＣＴＡＢ法只用氯仿－异戊醇（２４∶１，体积比）抽提２
次，其他３种方法用氯仿－异戊醇（２４∶１，体积比）抽提２次
后用酚－氯仿－异戊醇（２５∶２４∶１，体积比）再抽提１次，导
致ＤＮＡ产率下降所致。其中改进ＣＴＡＢ法所提取ＤＮＡ浓度
均高于常规ＳＤＳ法和 ＳＤＳ－ＣＴＡＢ结合法，６个品种平均达
３３１２ｎｇ／μＬ，提取的 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为 １．８５９（介于
１．８～２．０之间），纯度明显高于其他３种方法。

表２　不同方法提取桃幼叶基因组ＤＮＡ紫外分析结果

方法 桃品种 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ

ＤＮＡ浓度
（ｎｇ／μＬ）

常规ＣＴＡＢ法 红寿星 ０．１８１ ０．１０８ １．６７５ ５４３０
帚形山桃 ０．１６６ ０．０９２ １．８０５ ４９８０
红花山桃 ０．１５５ ０．０８５ １．８２４ ４６５０
紧罗曼 ０．１５３ ０．０８７０ １．７５９ ４５９０
大久保 ０．２０８ ０．１１２ １．８５７ ６２４０
红垂枝 ０．１８２ ０．１００ １．８２０ ５４６０
平均 １．７８７ ５２２５

常规ＳＤＳ法 红寿星 ０．０６４ ０．０３７ １．７３０ １９２０
帚形山桃 ０．１０８ ０．０６１ １．７７０ ３２５０
红花山桃 ０．０６１ ０．０３６ １．６９４ １８３０
紧罗曼 ０．０６３ ０．０３６ １．７５０ １８９０
大久保 ０．０９６ ０．０５６ １．７１４ ２８８０
红垂枝 ０．１１０ ０．０６７ １．６４２ ３３００
平均 １．７１７ ２５１０

改进ＣＴＡＢ法 红寿星 ０．１３６ ０．０７２ １．８８９ ４０８０
帚形山桃 ０．１０８ ０．０５９ １．８３０ ３２５０
红花山桃 ０．０３７ ０．０２０ １．８５０ １１１０
紧罗曼 ０．１３５ ０．０７５ １．８００ ４０５０
大久保 ０．１２９ ０．０６６ １．９５５ ３８７０
红垂枝 ０．１１７ ０．０６４ １．８２８ ３５１０
平均 １．８５９ ３３１２

ＳＤＳ－ＣＴＡＢ结
合法

红寿星 ０．１６０ ０．０８９ １．７９８ ４８００
帚形山桃 ０．０７８ ０．０４１ １．９０２ ２３４０
红花山桃 ０．０４２ ０．０２４ １．７５０ １２６０
紧罗曼 ０．０４９ ０．０２９ １．６９０ １４７０
大久保 ０．０９２ ０．０６１ １．５０８ ２７６０
红垂枝 ０．０７５ ０．０３７ ２．０２７ ２２５０
平均 １．７８０ ２４８０

２．２　不同方法提取的ＤＮＡ电泳检测
从ＤＮＡ提取样品琼脂糖凝胶电泳分析图谱（图１）可以

看出，４种方法均能提取出较完整的桃幼叶基因组ＤＮＡ；但是
不同提取方法所提取的 ＤＮＡ电泳谱带亮度不同，其中常规
ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ电泳谱带最亮，与其他３种方法相比，
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改进ＣＴＡＢ法所提取的ＤＮＡ主带清晰，拖尾现象不明显。因
此，结合ＤＮＡ紫外检测和电泳检测的结果，从ＤＮＡ纯度和产
率两方面综合考虑，改进ＣＴＡＢ法是桃幼叶基因组ＤＮＡ提取
较适宜方法。

２．３　ＳＳＲ分析
为了验证改进ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ样品用于 ＳＳＲ反应

的适用性，用２对ＳＳＲ引物（ＣＰＰＣＴ２６和 Ｐ０９）对不同生长型
桃的６个样品进行ＳＳＲ试验（图２），ＳＳＲ分析结果表明，在不
同材料间和不同引物组合下都能得到稳定、清晰、分辨率高的

条带，其中引物ＣＰＰＣＴ２６在不同材料间表现多态性。表明改
进ＣＴＡＢ法提取的桃基因组 ＤＮＡ质量好、纯度高，适于 ＳＳＲ
分析。

３　结论与讨论

采用４种不同方法提取不同生长型桃幼叶基因组 ＤＮＡ，
结果表明，４种方法中改进 ＣＴＡＢ法提取 ＤＮＡ完整性较好，
纯度高，其ＳＳＲ分析条带清晰，多态性好，说明此方法是一种
有效提取不同生长型桃幼叶高质量基因组ＤＮＡ的方法，提取
的不同生长型桃幼叶基因组ＤＮＡ完全适于ＳＳＲ分析。

桃叶片中含有大量的多糖、蛋白质、多酚和色素等次生代

谢物，叶片越老次生代谢物质含量就越高，给 ＤＮＡ的提取带
来一定难度［１２］。其中多糖类物质易与 ＤＮＡ形成黏稠的胶状

物，给ＤＮＡ的分离和纯化带来困难，多酚类物质极易被氧化
褐变，选择适宜的ＤＮＡ提取方法尤为重要。前人研究表明，
ＮａＣｌ有助于多糖类物质的溶解［１３］；ＰＶＰ可络合多酚物质以
防止其氧化使ＤＮＡ褐化［１４］；苯酚是强烈的蛋白质变性剂，能

有效使蛋白质变性而除去［１５］。我们将本试验提取缓冲液中

ＮａＣｌ浓度提高到 １．４ｍｏｌ／Ｌ以有效去除多糖；同时加入
２０ｇ／ＬＰＶＰ络合多酚物质以防止其氧化导致 ＤＮＡ褐化。此
外，除常规 ＣＴＡＢ法外，其他 ３种方法均增加 １次酚 －氯
仿－异戊醇混合液抽提，目的是有效去除叶片中残留的蛋
白质。

改进 ＣＴＡＢ法是一种有效提取高质量桃幼叶基因组
ＤＮＡ的方法，笔者用该方法已提取５０余份桃基因组ＤＮＡ，利
用已收集和开发的桃 ＥＳＴ－ＳＳＲ引物进行分析，为进行桃种
质资源系统进化和亲缘关系演化奠定基础。
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