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　　摘要：为了快速获取高质量的藜麦基因组ＤＮＡ，采用改良的ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法和高盐低ｐＨ值法等３种方法分别提
取藜麦不同组织（叶、茎、根部）的基因组ＤＮＡ。通过琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度法测定比较所提ＤＮＡ的质量和
产量，同时进行了ＰＣＲ－ＳＳＲ、ＳＳＣＰ等分子检测。用不同方法提取藜麦不同组织部位ＤＮＡ的结果表明：不同提取方法
的凝胶检测条带均比较清晰，且无明显降解；改良的ＣＴＡＢ法所提取的ＤＮＡ产率最高，ＳＤＳ法其次，而高盐低ｐＨ值法
最低；不同方法提取的叶片ＤＮＡ产率均明显高于根部和茎部；改良的ＣＴＡＢ法和高盐低ｐＨ值法所提取的 ＤＮＡ质量
较好，多酚类化合物和多糖等杂质去除得比较完全。ＰＣＲ－ＳＳＲ和 ＳＳＣＰ检测结果表明：不同方法和不同组织所提取
的ＤＮＡ均能跑出良好的条带，适合进行后续的分子生物学研究。
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　　藜麦（ＣｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍｑｕｉｎｏａＷｉｌｌｄ），又称南美藜、藜谷、奎
奴亚藜等，是一年生的藜科草本作物，原产于南美洲安第斯山

脉海拔２８００～４２００ｍ的地区，分布于１２°Ｎ～３９°Ｓ的范围，
在安第斯山脉已有５０００多年的种植历史，被印加人称为“谷
物之母”［１］。藜麦蛋白质含量高，具有近乎完美的氨基酸组

成，含有较高的钙磷铁，是联合国 ＦＡＯ唯一认定的完美营养
食品，被誉为“未来的超级谷物”“营养黄金”“有机谷类之

王”等［２－３］。研究表明，长期食用藜麦，对心脏病、高血压、高

血糖、高血脂等有很好辅助治疗作用，此外还有增强免疫力、

修复体力、补充营养、减肥等功效［４－５］。联合国大会宣布

２０１３为“国际藜麦年”，旨在让世界更多地关注藜麦的生物多
样性和营养价值在提供粮食和营养安全等方面所发挥的作

用。藜麦的营养和开发利用价值在最近几十年才得到人们的

广泛认识和重视。目前，藜麦的研究主要集中在生物学特

性［６－７］、化学成分［８－９］、抗逆性等生理学特性［１０－１１］方面。与

国外相比，我国对藜麦的研究还较少，尤其在藜麦分子生物学

方面的研究几近空白。获取高质量的 ＤＮＡ样品是植物分子
生物学研究的基础，而研究者对不同植物以及相同植物不同

部位的ＤＮＡ提取、处理方法又有所区别［１２－１６］，目前尚无关于

藜麦基因组 ＤＮＡ提取方法的报道。本研究用改良的 ＣＴＡＢ
法、ＳＤＳ法、高盐低ｐＨ值法３种不同方法分别提取藜麦的幼
叶、茎、根部基因组 ＤＮＡ，同时进行 ＳＳＲ和 ＳＳＣＰ等分子标记
检测，旨在筛选出一种快速、简便且可获得高质量 ＤＮＡ分子
的提取方法，为进一步开展藜麦分子生物学研究提供参考。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为藜麦品种 ＰＩ５９６２９３，由浙江农林大学农学院

提供。叶片的采集：取种植于田间的藜麦幼嫩叶片。茎、根部

的采集：取ＰＩ５９６２９３种子置于发芽纸上，在２５℃气候箱中培
养１２ｄ，分别取茎、根部用于ＤＮＡ提取。
１．２　主要试剂

试验试剂：ＥＤＴＡ、Ｔｒｉｓ、ＣＴＡＢ、ＰＶＰ４０、ＳＤＳ、β－巯基乙醇
等均购自Ｓｉｇｍａ公司；无水乙醇、氯仿、异丙醇、氯化钠、醋酸
钠、醋酸钾等为国产分析纯；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、ＤＬ２０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自ＴａＫａＲａ公司；引物由华大基因公司合成。
１．３　ＤＮＡ提取方法

分别取约０．１５ｇ藜麦幼嫩的叶、茎、根于２ｍＬ离心管中
（设３次重复），用长柄镊子夹住离心管管盖放入液氮中速冻
５ｓ，取出并用插有玻璃棒的电钻快速充分研磨。
１．３．１　ＣＴＡＢ法　加入 ６００μＬ预热的 ＣＴＡＢ提取液［含
０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）、０．０２ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值
８．０）、２％ＣＴＡＢ、２％ＰＶＰ４０、１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０．２％β－巯基乙
醇］，置于６５℃水浴５０～６０ｍｉｎ，期间颠倒混匀数次；冷却至
室温 后 加 入 等 体 积 的 氯 仿 －异 戊 醇 －无 水 乙 醇
（７６∶４∶２０），颠倒混匀后于１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；吸上
清液，加２倍体积的冰乙醇颠倒混匀，再将絮状 ＤＮＡ挑出并
用７０％乙醇洗涤２次；风干后加入８０μＬｄｄＨ２Ｏ溶解，４℃冰
箱保存。

１．３．２　ＳＤＳ法　加入 ８００μＬ预热的提取缓冲液［含
０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）、０．０５ｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ（ｐＨ值８．０）、０．０１ｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇］，再加入８０μＬ
２０％ＳＤＳ（使终浓度为 ２％），振荡混匀后置于 ６５℃水浴中
３０ｍｉｎ，不停颠倒混匀；取出静置至室温，加入 ０．３ｍＬ
５ｍｏｌ／Ｌ的醋酸钾混匀，冰浴２０ｍｉｎ后在 １００００ｒ／ｍｉｎ条件
下离心１０ｍｉｎ；加入等体积氯仿－异戊醇（２４∶１），颠倒混匀
后于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清液，加入０．７倍体积的
预冷冰异丙醇，轻轻颠倒混匀后于 －２０℃放置 ２０ｍｉｎ；
１２０００ｒ／ｍｉｎ、常温离心１０ｍｉｎ，收集沉淀，用７０％乙醇洗 ２
次；风干ＤＮＡ并溶于６０μＬｄｄＨ２Ｏ中，于４℃保存备用。
１．３．３　高盐低ｐＨ值法　加入预热的１ｍＬ提取缓冲液（含
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ、０．０５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２５％
ＰＶＰ、３％ ＳＤＳ、１％β－巯基乙醇），于６５℃水浴３０ｍｉｎ；取出
静置至室温后于１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清液，加入
２／３体积的２５ｍｏｌ／ＬＫＡＣ（ｐＨ值４．８），冰上放置３０ｍｉｎ后于
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清液，加入等体积的氯仿 －异
戊醇（２４∶１），反复颠倒混匀后于１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；
取上清液，加入０．６倍体积的 －２０℃异丙醇，轻轻混匀后置
于－２０℃沉淀２０ｍｉｎ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，所得沉淀用
７０％乙醇洗 ２次；ＤＮＡ风干后溶于 ６０μＬｄｄＨ２Ｏ中，置于
４℃ 冰箱备用。
１．４　ＤＮＡ纯度、浓度及得率检测

用ＮａｎｏＤｒｏｐ／ＮＤ１０００核酸蛋白质分析仪分别测定 ＤＮＡ
样品浓度、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值（≈１．８表示为纯 ＤＮＡ；＞１．９表示
有ＲＮＡ污染；＜１．６表明样品中存在蛋白质或酚污染）。同

时计算产率，即ＤＮＡ得率，公式为：ＤＮＡ得率（μｇ／ｇ）＝ＤＮＡ
量（μｇ）／取材量（ｇ）。各取３μＬＤＮＡ溶液，进行１％琼脂糖
凝胶电泳，凝胶成像系统下观察并拍照。

１．５　基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ检测
参考 Ｊａｒｖｉｓ等 的 研 究 结 果［１７］，设 计 了 ＳＳＲ 引 物

ＫＣＡＡ００３、ＫＡＡＴ００９。引物ＫＣＡＡ００３的上游序列（５′→３′）为
ＡＣＣＴＴＴＣＧＧＣＴＧＣＴＣＡＧＡＴＡ，下游序列（５′→３′）为 ＴＧＣＴ
ＧＡＴＧＴＴＧＴＴＧＣＡＧＡＴＧ；引物ＫＡＡＴ００９的上游序列（５′→３′）
为 ＡＧＴＴＧＣＣＡＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＣ，下 游 序 列 （５′→ ３′）为
ＣＧＡＣＧＡＣＧＣＡＡＧＡＣＡＴＴＡＧＡ。ＰＣＲ反应体系：１．５μＬ１０×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、１μＬ模板ＤＮＡ、０．３μＬＳＳＲ引物、０．２５μＬｄＮＴＰｓ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．１５μＬＴａｑ酶、１１．５μＬｄｄＨ２Ｏ。扩增程序为：
９４℃预变性５ｍｉｎ：９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃ 延伸
３０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物用
１５％琼脂糖凝胶电泳进行检测，并用凝胶成像系统拍照。
１．６　ＳＳＲ分子检测

取１μＬＰＣＲ扩增产物用１２％非变性聚丙烯酰胺凝胶电
泳进行检测，恒功率８０Ｗ，检测时间３０ｍｉｎ。电泳结束后，将
胶浸入固定液（１０％乙醇、０．０５％冰醋酸）中，在摇床上固定
１０ｍｉｎ，用蒸馏水冲洗 ２遍；然后用 ０．２％ ＡｇＮＯ３ 染色
２０ｍｉｎ，再用蒸馏水漂洗１～２次（不得超过３０ｓ）；最后用显
色液（含３０ｇ／ＬＮａＯＨ，１３．６ｍＬ／Ｌ甲醛）显色至条带清晰，再
用蒸馏水洗脱３次停显。
１．７　ＳＳＣＰ分子检测

将ＰＣＲ扩增产物与变性上样液（含９８％去离子甲酰胺、
ｐＨ值为８．０的１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．０２５％二甲苯氰、０．０２５％
溴酚蓝）按１∶５的比例加入０．５ｍＬ微量离心管中，混匀。将
样品在 ９８℃变性 １０ｍｉｎ后立即取出，置于冰浴中骤冷
１０ｍｉｎ。取约５μＬ变性样品上样，用１２％非变性聚丙烯酰胺
凝胶于４℃恒温电泳（恒功率８０Ｗ，１２ｈ）检测。然后进行固
定、银染和显影，方法步骤同上。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ质量的凝胶电泳检测
用琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ质量是一种常用的检测手

段［１８］。由图１可以看出：用１％琼脂糖凝胶电泳检测不同方
法提取的藜麦基因组 ＤＮＡ的结果表明，不同组织中提取的
ＤＮＡ都能扩增出明显的条带，但叶片中的 ＤＮＡ浓度明显高
于茎和根。３种方法所提取的ＤＮＡ样品的浓度、纯度及得率
见表１。综合分析试验可知：改良的 ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ得
率最高，叶片、茎、根中的 ＤＮＡ得率分别为 ８２４．５、２０９．３、
２５４．１μｇ／ｇ；改良的 ＳＤＳ法提取的 ＤＮＡ得率次之，分别为
４９６０、２０７．２、２３１．４μｇ／ｇ；而高盐低 ｐＨ值法提取的 ＤＮＡ得
率最低，分别为３２２．６、１１２．０、１５６．２μｇ／ｇ。３种方法提取的
叶片ＤＮＡ得率均为茎、根部的２倍以上，凝胶检测结果与分
光光度计的检测结果一致。由表１还可以看出：ＣＴＡＢ法提
取的ＤＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ介于１．７～１．８之间，说明蛋白、酚类、
多糖等杂质和 ＲＮＡ都去除得较干净；ＳＤＳ法提取的 ＤＮＡ
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值表明，该法提取的基因组ＤＮＡ质量较好，基本
无ＲＮＡ和蛋白混杂；而高盐低 ｐＨ值法的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值表
明，该法提取的叶片ＤＮＡ可能有ＲＮＡ污染或有降解。
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２．２　分子检测
２．２．１　ＰＣＲ－ＳＳＲ检测　将各ＤＮＡ浓度调成约３００ｎｇ／μＬ，
分别用２个ＳＳＲ引物进行ＰＣＲ扩增，结果（图２）表明，用不

表１　不同方法提取藜麦不同部位的ＤＮＡ浓度与纯度

方法 材料
ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
ＤＮＡ得率
（μｇ／ｇ）

ＣＴＡＢ法 叶 １５４６．０ １．７９ ８２４．５
茎 ３９２．５ １．７１ ２０９．３
根 ４７６．５ １．７３ ２５４．１

ＳＤＳ法 叶 １２４０．０ ２．０４ ４９６．０
茎 ５１８．０ １．８８ ２０７．２
根 ５７８．５ １．６５ ２３１．４

高盐低ｐＨ值法 叶 ８０６．５ １．９８ ３２２．６
茎 ２８０．０ １．７２ １１２．０
根 ３９０．５ １．９２ １５６．２

同方法从藜麦不同组织提取的ＤＮＡ中均能扩增出清晰条带，
可以很好地用于聚丙烯酰胺凝胶电泳。由图３的 ＳＳＲ结果
可以看出：条带清晰，无杂带和非特异性带，说明所选的２个
引物有很好的特异性，提取的 ＤＮＡ质量满足 ＳＳＲ分子标记
要求，可用于分子标记技术为基础的分子辅助育种。

２．２．２　ＳＳＣＰ分析　ＳＳＣＰ（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，单链构象多态性）是以构象为基础的检测基因组中单核
苷酸变异（ＳＮＰ）的一种方法，具有快速、简便、灵敏等特点，可

将双链水平无法检测的 ＤＮＡ微小差异在单链水平上检测出
来［１９］。由图４可见，通过显影，不同方法提取的不同组织ＤＮＡ
的ＰＣＲ产物在变性后均能在１２％凝胶中跑出清晰条带。
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３　结论与讨论

植物基因组ＤＮＡ的提取方法目前有 ＣＴＡＢ、ＳＤＳ、高盐低
ｐＨ值法、尿素法、柠檬酸钠法等［２０］。建立简单快速且能获得

高质量ＤＮＡ的提取方法，对利用ＳＳＲ和ＳＳＣＰ等分子标记研
究和揭示藜麦种质资源遗传多样性和遗传特征显得尤为重

要。藜麦含有多糖、多酚及其他次生代谢产物［２１－２３］，这些次

生物质在ＤＮＡ提取过程中会与核酸形成复合物，影响 ＤＮＡ
的质量和产量。本试验结果表明，改良的 ＣＴＡＢ、ＳＤＳ和高盐
低ｐＨ值法提取的藜麦不同组织部位的 ＤＮＡ均能满足
ＰＣＲ－ＳＳＲ和 ＳＳＣＰ等后继的分子生物学分析。但不同方法
提取叶片ＤＮＡ的产率显著高于根和茎部，因此宜采用叶片进
行藜麦基因组ＤＮＡ的提取。
　　本研究表明，改良的ＣＴＡＢ法提取的基因组ＤＮＡ产率最
高，且较有效地去除了蛋白质和多糖物质，能够获得较纯的

ＤＮＡ，这与在其他植物中 ＤＮＡ提取方法比较的研究结果一
致［２０，２４－２６］。本试验在改良的ＣＴＡＢ和高盐低ｐＨ值提取液中
加了ＰＶＰ－４０、ＰＶＰ（聚乙烯吡咯烷酮），它们是酚的络合物，
能与多酚形成一种不溶的络合物质，因而能够有效去除多酚，

减少ＤＮＡ中酚的污染；同时它们可以与多糖结合，因此通过
离心可以有效去除多糖，从而提高 ＤＮＡ的纯度［２７］，然而后者

提取的ＤＮＡ产率相比较低。
本研究所用的３种方法都用电钻粉碎取代了手工研磨，

节约了劳动力和成本。相比而言，改良的 ＣＴＡＢ法叶片的
ＤＮＡ得率高，而提取时间比其他２种方法少 ２０～３０ｍｉｎ左
右，可大量节省科研工作时间，对将来开展藜麦图谱构建、

ＱＴＬ分析等有很好的辅助作用。本研究提取的对象是藜麦幼
嫩组织，下一步将对其老叶的ＤＮＡ提取方法作改进研究。
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