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　　摘要：由于ＰＣＲ技术已经被广泛地应用于小麦分子生物学研究领域中，因此建立一种适合ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ快速
提取方法十分必要。对传统的ＳＤＳ提取法进行改良和优化后，经检测发现，改良后的 ＳＤＳ提取法提取的小麦基因组
ＤＮＡ产量高、纯度好，适用于ＰＣＲ分析。与传统的 ＣＴＡＢ法相比，改良的 ＳＤＳ方法的特点是快速、试验成本低、污染
少、可在室温下简便操作，因此研究结果为大批量ＤＮＡ样品的提取提供了参考。
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　　小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）是全世界主要的粮食作物之一，
是世界上产地分布范围最广、栽培面积最大、总产量最高的作

物［１］。随着现代分子生物学的发展和完善，科学工作者们利

用分子生物学相关手段对小麦的品种、产量、品质、抗病性等

方面做了大量深入的研究工作，比如遗传多样性［２］、分子标

记辅助选择［３］、分子标记定位［４］、转基因后代的检测［５］等。

上述研究的发展依靠准确、稳定可靠的 ＤＮＡ遗传标记，而多
数分子标记研究所需的 ＤＮＡ量较多，甚至需要整个基因组。
小麦庞大的基因组使得分子标记技术在小麦上的应用落后于

其他农作物，因此简便、快捷、高效的ＤＮＡ提取方法是从分子
水平上推进小麦相关研究发展的必要前提［６－７］。ＳＤＳ法、
ＣＴＡＢ法是最为常用与有效的植物基因组 ＤＮＡ提取方法［８］。

近年来也出现了其他 ＤＮＡ提取方法，如高盐低 ｐＨ值法［９］、

异硫氰酸胍法［１０］、尿素法［１１］等，这些方法各有优缺点，且多

数步骤繁琐、耗时长，不适用于大批量单株小麦基因组 ＤＮＡ
的提取。本研究在综合分析多种提取方法的基础上，对 ＳＤＳ
法进行改进，以期建立一个低成本、高质量、少污染的快速提

取方法，在保证ＤＮＡ提取质量的同时简化操作步骤、降低试
验成本，最终用于大批量的样本ＤＮＡ提取。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　试验材料　小麦种子中国春由沈阳农业大学植物保
护学院提供。用穴盘播种，取３～４周苗龄的小麦植株。
１．１．２　试验试剂　ＣＴＡＢ提取液：２０ｇ／ＬＣＴＡＢ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．０），２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值 ８．０），
１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（ｐＨ值８．０），２０ｇ／ＬＰＶＰ，２％ β－巯基乙醇；
ＳＤＳ提取液：１ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．０），５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值８．０），２０％ＳＤＳ；１×ＴＥ缓冲

液：１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．０），１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值
８．０）；其他试剂：氯仿－异戊醇（体积比２４∶１）；７０％乙醇；无
水乙醇（－２０℃）；ＲＮＡａｓｅ（１ｍｇ／ｍＬ）；３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（ｐＨ
值５．２）。
１．２　试验方法
１．２．１　改良的ＳＤＳ方法　（１）取０．１ｇ新鲜的小麦叶片，将
其尽可能剪成细小的片段，置于 １．５ｍＬ离心管中，先加入
３００μＬＳＤＳ提取液，用圆尖头玻璃棒（玻璃棒的圆尖头与离
心管底部吻合）或镊子研磨，再加入３００μＬ在６５℃条件下预
热的ＳＤＳ提取液，６５℃水浴３０ｍｉｎ，其间颠倒３～４次；（２）加
入等体积的氯仿－异戊醇（２４∶１），混匀，１００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液；（３）重复步骤（２）；（４）取上清液，加入１／１０
体积的乙酸钠和２倍体积的冷无水乙醇（－２０℃），混匀并静
置２０ｍｉｎ（－２０℃），１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒掉液相后用
７０％乙醇冲洗 ２次沉淀后干燥，将干燥的 ＤＮＡ样品溶于
４０μＬ１×ＴＥ中；（５）在溶解的 ＤＮＡ中加入 １μＬＲＮＡａｓｅ
（１ｍｇ／ｍＬ），３７℃水浴３０ｍｉｎ，－２０℃保存备用。
１．２．２　对照方法———ＣＴＡＢ法　（１）取０．１ｇ新鲜的小麦叶
片置于预冷的研钵中，加入适量的液氮，快速磨碎后转入

１．５ｍＬ离心管中，加入６００μＬＣＴＡＢ提取液，６５℃水浴１ｈ，
其间颠倒３～４次；（２）加入等体积的氯仿－异戊醇（２４∶１），
混匀后于１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液；（３）重复步骤
（２）；（４）取上清液，加入冷无水乙醇（－２０℃），混匀后静置
２０ｍｉｎ（－２０℃），１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；（５）倒掉液相，加
入３５０μＬ１×ＴＥ和 １０μＬＲＮＡａｓｅ（１ｍｇ／ｍＬ），３７℃水浴
３０ｍｉｎ；（６）加入等体积氯仿 －异戊醇（２４∶１），颠倒混匀后
于 １００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；（７）加入１／１０体积的醋酸钠、２
倍体积的冷无水乙醇（－２０℃），混匀后静置 ２０ｍｉｎ
（－２０℃），１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；（８）倒掉液相，用７０％
的乙醇冲洗 ２次后干燥，将干燥的 ＤＮＡ样品溶于适量
１×ＴＥ，－２０℃ 保存备用。
１．２．３　电泳检测　取５μＬＤＮＡ样品和 ２μＬ上样缓冲液
（０．２５％溴酚蓝和４０％蔗糖）混匀，在０．８％琼脂糖凝胶电泳
中检测，缓冲液为１×ＴＡＥ，电压８０Ｖ，电泳４０ｍｉｎ后，ＥＢ染
色，于紫外凝胶成像系统下观察、照相。

１．２．４　紫外分光光度计测ＤＮＡ纯度和浓度　用紫外分光光
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度计 （ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）测 定 ＤＮＡ 的 浓 度 及
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ 的 比 值 以 确 定 ＤＮＡ 纯 度。
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的数值在１．８～２．０（不含１．８）之间，说明 ＤＮＡ
纯度较高、蛋白质和 ＲＮＡ污染较少；Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ的数
值＞２．０，说明样品中残存的盐类物质较少。
１．２．５　ＰＣＲ扩增及产物检测　从Ｔｏｒａｄａ等报道的ＳＳＲ标记
研究［１２］中，随机选取 ５对引物（ｂａｒｃ２３２；ｗｍｃ２９１；ｗｍｃ１１；
ｇｗｍ１５３；ｇｗｍ４５５）作为试验引物，ＰＣＲ反应在 Ｔ－ｇｒａｄｉｅｎｔ
ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ（ｂｉｏ－ｍｅｔｒａ）仪上完成。ＰＣＲ反应体系
（总体积 ２５μＬ）：２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，２μＬ２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２＋，０．５μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，各３μＬ２μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒ，３μＬ
ＤＮＡ（２０ｎｇ），０．５μＬＴａｑ酶（２Ｕ），１０．５μＬｄｄＨ２Ｏ。扩增反
应程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变性０．５ｍｉｎ，５０～６０℃（根
据引物各自的特性）退火１ｍｉｎ，７３℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；
７３℃延伸５ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ扩增产物通过１．５％琼脂糖
凝胶电泳检测。

２　结果与分析

２．１　小麦基因组ＤＮＡ的完整性检测结果
从小麦ＤＮＡ的琼脂糖凝胶电泳分析图谱（图１）看出，用

改良后的ＳＤＳ方法提取的小麦基因组 ＤＮＡ基本无降解，点
样孔无残留，无 ＲＮＡ污染，条带清晰明亮，产量高。对照
ＣＴＡＢ法，２种方法所得基因组 ＤＮＡ带型基本一致，但 ＣＴＡＢ
法提取的 ＤＮＡ主带较弱，原因可能是抽提次数较多，导致
ＤＮＡ产量下降。

２．２　小麦基因组ＤＮＡ的纯度和浓度
紫外分光光度计测ＤＮＡ纯度和浓度的结果（表１）表明，

用改良后的 ＳＤＳ法提出的 ＤＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ数值在１．８～
２０范围内，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ数值也接近 ２．０，说明提取的小麦
ＤＮＡ纯度高、杂质少，且 ＤＮＡ浓度均大于 ＣＴＡＢ法获得的
ＤＮＡ浓度。

结合紫外检测和电泳检测的结果，改良的 ＳＤＳ法提取的
ＤＮＡ与ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ的纯度基本一致，但产量相对
较高。　

表１　提取小麦基因组ＤＮＡ的纯度和浓度

编号 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ ＤＮＡ浓度（ｎｇ／μＬ）
１（ＣＴＡＢ法） １．８７ ２．１１ ５４２．６
２（ＣＴＡＢ法） １．８３ ２．０５ ４４５．９
３（ＳＤＳ法） １．９１ １．９９ １２０７．１
４（ＳＤＳ法） １．８９ ２．０１ １１１６．５

２．３　ＰＣＲ检测结果
用５对不同ＳＳＲ引物对改良的ＳＤＳ法与传统的ＣＴＡＢ方

法所提取的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，电泳检测结果如图２所示，
可见２种方法均能得到稳定、清晰可辨的谱带，表明改良的
ＳＤＳ提取法提取的ＤＮＡ质量好、纯度高，可以满足一般 ＰＣＲ
扩增的需要。

３　结论与讨论

一般来说，ＣＴＡＢ法对处理含多糖成分的植物组织有独
特的优势［１３］，广泛应用于植物基因组 ＤＮＡ的提取；ＳＤＳ法在
植物基因组ＤＮＡ的提取中应用较少。传统的 ＣＴＡＢ法操作
繁琐，试剂消耗量大，并且使用器皿多，研磨器皿等需要重复

利用，易造成样品污染；虽然得到的ＤＮＡ纯度较高，但产率较
低［１４］。改进的ＳＤＳ法操作简单，省略了液氮研磨和研钵遇冷
的步骤，仅需要几个离心管和圆尖头玻璃棒或镊子，减少了

ＤＮＡ的污染，且所需试剂种类少、消耗量小，降低了试验成
本。另外，本试验方法避免使用酚、高氯酸钠、异硫氰酸胍等

有毒试剂，减少了人体伤害和环境污染。

本研究通过紫外分光光度计、琼脂糖凝胶电泳、ＰＣＲ扩增进
行研究，并用传统的ＣＴＡＢ方法做对比，结果表明改良的ＳＤＳ方
法所提取的小麦基因组ＤＮＡ的浓度和纯度均能满足普通的ＰＣＲ
扩增试验，可用于群体中大批量单株小麦的ＤＮＡ提取。
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玉米 ＺｍＣＩＰＫ基因的克隆及表达分析
徐俊华

（淄博职业学院，山东淄博２５５３１４）

　　摘要：根据玉米ＣＩＰＫ基因ＥＳＴ序列设计引物，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术从玉米中克隆了１个ＺｍＣＩＰＫ基因。分析结果
表明，ＺｍＣＩＰＫ基因ｃＤＮＡ全长１７４８ｂｐ，５′－非编码区长１１５ｂｐ，３′－非编码区长５０８ｂｐ，编码区长１１２５ｂｐ，编码３７４
个氨基酸，预测分子量为４１．７２Ｋｕ，等电点为６．９６。氨基酸同源性分析发现，ＺｍＣＩＰＫ蛋白与高粱的ＣＩＰＫ蛋白同源性
较高。实时定量ＰＣＲ检测表明，ＺｍＣＩＰＫ基因的表达受盐胁迫和低温诱导，说明玉米ＺｍＣＩＰＫ基因可能参与玉米对逆
境胁迫的应答。
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　　真核细胞中钙（Ｃａ２＋）是普遍存在的第二信使，在信号传
导过程中具有重要的作用［１］。Ｃａ２＋信号通过 Ｃａ２＋结合蛋白
进行传递。目前存在３类Ｃａ２＋结合蛋白：钙调素［２］及类钙调

素蛋白［３］（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎａｎｄｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｓ）、钙依赖
性蛋白激酶［４］（Ｃａ２＋ －ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＰＫ）和类
钙调磷酸酶 Ｂ蛋白［５］（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＢＬｓ）。
ＣＢＬ蛋白自身不具有功能，必须与 ＣＩＰＫ（ＣＢＬ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ）结合才具有功能。在植物中，ＣＩＰＫ是由多基因
家族编码的一类具有丝氨酸／苏氨酸结合位点的蛋白激
酶［１］。前人研究发现拟南芥有２５个ＣＩＰＫ基因［６］，水稻有３０
个ＣＩＰＫ基因［７］。ＣＩＰＫ在植物逆境胁迫应答中具有重要的
功能。例如，过量表达玉米 ＺｍＣＩＰＫ１６提高转基因拟南芥的
耐盐能力［８］。玉米是重要的粮食作物和饲料来源。干旱、高

盐和低温等逆境胁迫严重影响玉米的产量和品质。通过转基

因方法，将逆境相关基因转化玉米，是提高玉米抗逆性的有效

方法之一。本研究利用 ＲＴ－ＰＣＲ方法从玉米中克隆了１个
ＺｍＣＩＰＫ基因，利用实时定量 ＰＣＲ方法分析了 ＺｍＣＩＰＫ基因
在不同逆境胁迫下的表达模式，为进一步分析 ＺｍＣＩＰＫ基因
在逆境胁迫中的功能提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为玉米品种旱玉５号。

１．２　方法
１．２．１　材料处理　种子经０．１％ ＨｇＣｌ２消毒１５ｍｉｎ，并用蒸

馏水冲洗 ３遍，播种于装有蛭石的盒子中，在培养箱中以
２８℃、１６ｈ光照→２２℃、８ｈ黑暗的条件培养至３叶期。对３
叶期的玉米分别进行脱水干旱、３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、低温
（４℃）胁迫处理，分别取处理后０、１、２、６、１２、２４ｈ的叶片，立
即经液氮冷冻，－８０℃保存备用，供提取总ＲＮＡ。
１．２．２　 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ第一链的合成　根据 ＲＮＡ提取
试剂ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）的操作说明提取不同胁迫处理的玉米
叶片总ＲＮＡ，总ＲＮＡ用 ＤＮａｓｅＩ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）处理，去除基因
组ＤＮＡ。按照反转录试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）的操作步骤合成
ｃＤＮＡ第一链，产物作为基因克隆和荧光定量ＰＣＲ的模板。
１．２．３　ＺｍＣＩＰＫ全长ｃＤＮＡ的克隆及分析　根据ＺｍＣＩＰＫ拼
接序列设计 １对特异引物，ＺｍＣＩＰＫ－Ｆ：５′－ＴＧＧＴＴＴＣＣＧＴ
ＴＣＣＣＡＡＴＣＣＣＣＴＴ－３′和 ＺｍＣＩＰＫ－Ｒ：５′－ＡＣＴＧＧＡＴＡＡＡ
ＣＧＡＴＴＴＡＴＴＴＣＴＴＡ－３′，以玉米叶片ｃＤＮＡ第一链为模板，扩
增基因全长ｃＤＮＡ。５０μＬ体系中含ｃＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）１μＬ，
２×ＧＣ－ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，引物
（２５μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ和 ＬＡ－Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ（ＴａＫａＲａ），
ｄｄＨ２Ｏ补足５０μＬ。ＰＣＲ程序为：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；９４℃
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