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１个漆酶ｃＤＮＡ全长基因和基因组 ＤＮＡ全长序列，这对于今
后研究漆酶基因的同源表达、异源表达及蛋白质的纯化奠定

了基础。利用ＳＥＦＡ－ＰＣＲ技术在红平菇菌株中克隆１个漆
酶５′启动子序列，这对于今后研究红平菇漆酶的表达调控具
有十分重要的意义。
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野牛草基因组 ＤＮＡ提取方法的筛选
张晓波，许沛东，赵　艳
（海南大学农学院，海南海口５７０２２８）

　　摘要：采用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）法以及高盐法３种方法对野牛草叶片的基
因组ＤＮＡ进行提取，并利用分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测比较３种方法提取 ＤＮＡ的纯度与浓度。结果表明，３
种方法提取到的野牛草叶片ＤＮＡ的纯度、完整性都较好，质量从高到低依次为ＣＴＡＢ法＞高盐法＞ＳＤＳ法，产率依次
为ＳＤＳ法＞ＣＴＡＢ法＞高盐法，综合来看ＣＴＡＢ法是提取野牛草基因组ＤＮＡ的最佳方法。
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　　野牛草是广泛种植于我国西北、华北及东北地区的暖季
型草坪草，在２０世纪５０年代初由中科院胡淑良先生从美国
引进［１－２］。野牛草耐旱性强，在年降水量３００～６００ｍｍ的干
旱、半干旱地区也可以正常生长，在持续干旱２～３个月的夏
季生长状况依旧良好。野牛草喜 ｐＨ值为６．１～８．０的黏质
土壤，但在高原丘陵瘠薄土壤上也可顽强生长；野牛草具有较

强的耐寒性，在我国北方大部分地区都可越冬，甚至在西北、

东北的寒冷地带－３９°Ｃ的低温条件下也可以正常越冬［３－６］。

由于野牛草良好的抗逆性，应用广泛，对其研究也越来越多，

但主要集中在品种选育［７－９］和抗逆性［３，１０－１２］的研究方面，而

对野牛草基因组ＤＮＡ的研究相对较少。然而，对于我国这个
水资源平均占有量不足世界平均水平１／４，被联合国列入世

界１３个贫水国之一的国家来说［１３］，收集优质草坪种质材料，

对其生物学特征及遗传多样性进行分析鉴定研究，筛选具有

观赏价值和节水环保作用的草坪品种，有着广泛的应用前景

和现实意义的。关于植物基因组ＤＮＡ提取方法，国内外都有
一定的研究，包括高粱等作物［１４］、红掌等花卉［１５］以及狗牙根

等草坪草［１６－１７］。本试验结合国内外相关研究，参考 Ｓｔａｕｂ等
的研究方法［１８－２０］，针对野牛草的特性，如叶片纤维含量高，具

有绒毛、韧性高的特点，对适合基因组 ＤＮＡ提取的十六烷基
三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）法、高盐法
３种方法进行比较，筛选出最佳方法。旨在为野牛草未来的
遗传多样性研究提供一定的参考，同时也为适应我国城市绿

化以及西部生态环境建设的需要，培育适合我国国情的环保

型耐旱草坪植物奠定一定的基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为中国农业科学院畜牧研究所培育的野牛草品
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系植株。

１．２　试验方法
１．２．１　野牛草基因组ＤＮＡ的提取方法　ＣＴＡＢ法：（１）取野
牛草叶片 ３～５ｇ，用蒸馏水洗净，吸干表面水珠后置于
１．５ｍＬ离心管中，加入适量液氮致冷，研成细粉；（２）吸取
９００μＬ提前预热到 ６５℃的 ＣＴＡＢ提取液加入到样品中混
匀；（３）将离心管放入水浴槽中，在６５℃的温度下浸提１５～
２０ｍｉｎ，每２ｍｉｎ取出充分混匀；（４）取出冷却后，加入５００μＬ
三氯甲烷 －异戊醇（２４∶１），振荡 ５ｍｉｎ；（５）在 ６０００～
８０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ；（６）弃上清液，重复４～５步；（７）
取出上清液后，加入１／１０体积的３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠和等体积异
丙醇，摇匀至出现白色絮状沉淀；（８）在１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心
５ｍｉｎ，弃上清液；（９）用７５％乙醇清洗２次，在室温干燥１ｈ
后溶入２００μＬ的ＴＥ缓冲液（２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ；０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ），在４℃的温度条件下保存备用。

ＳＤＳ法：（１）取叶片０．０５～０．１ｇ，置于１．５ｍＬ离心管中，
适量液氮冷冻后研磨成粉；（２）加入４００μＬ预热至 ６５℃ 的
缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｃｌ，ｐＨ值８．０；５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ；
５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；１５ｍｇ／ｍＬＳＤＳ；１０ｍｍｏｌ／Ｌ２－巯基乙醇；
３０ｍｇ／ｍＬＰＶＰ）；（３）混匀后置于６５℃的水浴中０．５～１ｈ；
（４）冷却后，加入１／３体积的５ｍｏｌ／ＬＫＡＣ，置于冰箱１０ｍｉｎ，
取出后再加入 １／３体积的三氯甲烷／异戊醇，混匀后离心
１０ｍｉｎ；（５）将上清移至另１支加入了等体积预冷异丙醇的离
心管中，轻轻混匀，在１３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ；（６）弃上
清，用 ７０％乙醇洗涤沉淀 ２次，在室温下干燥；（７）加入
５０μＬＴＥ溶解沉淀，经ＲＮａｓｅ酶消化后保存备用。

高盐法：（１）取０．０５～０．１ｇ叶片，加入液氮研成粉末后
分装于１．５ｍＬ的离心管中；（２）加入４００μＬＤＮＡ高盐提取
缓冲液（２００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值８．０；２ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；
７０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值８．０），加入１００μＬ５％肌氨酸钠，混
匀；（３）放入６５℃水浴锅中保温３０ｍｉｎ，其间翻转离心管２～
３次；（４）冷却后在１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液至新
离心管中，加入 ＲＮａｓｅ酶３７℃保温３０～６０ｍｉｎ；（５）然后加
入等体积三氯甲烷／异戊醇（２４∶１），混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ下离
心１０ｍｉｎ；（６）取上清液至新的离心管中，加入０．２倍体积的
１０ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ａｃ和０．７倍体积的异丙醇，混匀，放入 －２０℃
冰箱中静置３０ｍｉｎ；（７）在１３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，弃上
清，倒置离心管 １ｍｉｎ；（８）加入 ７０％乙醇 ５００μＬ洗涤，在
１３０００ｒ／ｍｉｎ下离心２～３ｍｉｎ，弃上清液，重复洗净２次，于
室温下晾干；（９）加入 ３０～５０μＬＴＥ，６５℃水浴中溶解
３０ｍｉｎ，放入－２０℃的冰箱中保存备用。
１．２．２　基因组 ＤＮＡ纯度检测　制备０．８％琼脂糖凝胶，取
ＤＮＡ２μＬ，在１×ＴＡＥ缓冲液、电场强度３～５Ｖ／ｃｍ条件下电
泳６０～９０ｍｉｎ。放入紫外灯下观察、拍照，观察点样孔及整个
泳道，判断ＤＮＡ样品纯度。
１．２．３　基因组 ＤＮＡ总浓度测定　将 ４μＬＤＮＡ样品和
３９６μＬＴＥ混匀后，放入分光光度计中测量并记录 ＤＮＡ样品
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值以及 ＤＮＡ浓度，若 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在 １．８～
２０之间时，说明 ＤＮＡ样品纯度好，适于作 ＲＡＰＤ分析。同
时根据Ｄ２６０ｎｍ值为１的ＤＮＡ样品浓度为５０ｎｇ／μＬ计算ＤＮＡ
浓度，计算公式为：

ＤＮＡ浓度＝Ｄ２６０ｎｍ×核酸稀释倍数×５０ｎｇ／μＬ。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ电泳检测结果
采用０．８％琼脂糖凝胶电泳对用 ＣＴＡＢ等３种方法提取

的ＤＮＡ分别进行纯度检测，结果（图１）表明，３种方法所提
取到的ＤＮＡ谱带亮度差异不明显，观察ＤＮＡ泳道，背景都比
较清晰，说明ＤＮＡ的完整性较好，蛋白质、ＲＮＡ及其他杂质
均比较少，可以满足 ＲＡＰＤ试验的要求。检测结果表明３种
方法都可用于野牛草基因组ＤＮＡ的提取。

２．２　ＤＮＡ总浓度测定结果
试验用３种不同提取方法均得到了野牛草叶片的基因组

ＤＮＡ，但在纯度和产率上有一定的差别。如表１所示，ＳＤＳ法
产率最高，达到 ３１０～３７５ｎｇ／ｍｇ之间，但其质量最差，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１．２５～１．６０，若想达到试验要求还须继续
纯化；ＣＴＡＢ法所提 ＤＮＡ质量最好，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值为
１．７６～１９４，且产率较高，达到２４０～３６０ｎｇ／ｍｇ；高盐法所提
ＤＮＡ 质 量 和 产 率 均 处 于 ＣＴＡＢ 法 和 ＳＤＳ法 之 间，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１５７～１．８２，产率为２３０～３６０ｎｇ／ｍｇ。综
合来看，３种方法提取到的野牛草叶片 ＤＮＡ的纯度、完整性
都较好，但 ＣＴＡＢ法提取的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值最高，所以
ＣＴＡＢ法是提取野牛草基因组ＤＮＡ的最佳方法。

３　结论与讨论

获得一定数量和质量的 ＤＮＡ样品，是进行 ＰＣＲ等分子
生物学试验的前提。目前，根据研究目的和研究对象的差异，

国内外研究者往往都采取不同的ＤＮＡ提取方法［２１－２７］。其中

有使用较通用方法的，也有针对某一具体物种或针对含多糖、

多酚等次生代谢物植物而使用改良方法的。而如果所提取的

ＤＮＡ样品用于ＰＣＲ分析，则ＤＮＡ提取的步骤越少越好，否则
多步骤多试剂容易造成交叉污染，而 ＰＣＲ极其灵敏，步骤繁
多容易影响ＰＣＲ的准确性［２６］。

本试验针对野牛草叶片纤维含量较高，具有绒毛、韧性高

等特点，设计采用ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法以及高盐法分别提取到了
野牛草基因组ＤＮＡ，并对３种方法进行比较，对所得 ＤＮＡ的
浓度和纯度进行了检测。结果表明，３种不同的方法均可提
取野牛草叶片的基因组ＤＮＡ，但在纯度和产率上却有着明显
的差别。ＳＤＳ法产率最高，但质量最差，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为
１２５～１．６０，需要继续纯化才能用于 ＲＡＰＤ反应；ＣＴＡＢ法所
提取到的 ＤＮＡ质量最好，颜色为白色，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为
１．７６～１．９３，且产率较高，可达２４０～３５５ｎｇ／ｍｇ；高盐法所提
取得到的ＤＮＡ质量和产率均介于其他２种方法之间。综上
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表１　３种ＤＮＡ提取方法的Ｄ值及产率比较

材料
ＳＤＳ法 高盐法 ＣＴＡＢ法

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 产率（ｎｇ／ｍｇ） Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 产率（ｎｇ／ｍｇ） Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 产率（ｎｇ／ｍｇ）
１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０

１．４６ ３７０
１．４７ ３１０
１．５０ ３３０
１．４９ ３４０
１．６０ ３５０
１．２５ ３３０
１．４２ ３４０
１．４５ ３３０
１．３５ ３２０
１．４３ ３７５

１．６３ ２７０
１．８２ ３１０
１．５７ ２９０
１．５９ ２６５
１．７５ ２３０
１．７０ ２７０
１．６７ ３００
１．８１ ３１０
１．４７ ３６０
１．６８ ３４０

１．８５ ２５０
１．７６ ３５５
１．８０ ２６０
１．８９ ２４０
１．９３ ２８０
１．８４ ３１０
１．７９ ２８０
１．８７ ３６０
１．９４ ３５０
１．８４ ３１０

所述，ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法以及高盐法提取的野牛草叶片基因组
ＤＮＡ的纯度和完整性都较好，其中以ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡＤ
值最高。因此，提取野牛草基因组 ＤＮＡ的最佳方法是
ＣＴＡＢ法。

但是，在利用 ＣＴＡＢ法提取野牛草基因组 ＤＮＡ时，需要
注意以下几点问题：（１）野牛草叶片的纤维含量较高，且具有
绒毛、韧性高等特点，短时间的研磨不能完全破坏野牛草叶片

细胞的细胞壁，所以在提取过程用液氮研磨时一定要充分；

（２）ＣＴＡＢ缓冲液一定要现配现用，并且为了使其更好地发挥
裂解作用，一定要预热，并在缓冲液中加入２％ ＰＶＰ；（３）在研
磨前加入２％ β－巯基乙醇。如果在温度过高的季节提取，要
尽量使用超低温离心机；（４）机械张力极其容易造成 ＤＮＡ分
子的断裂，所以在抽提过程中，要小心操作；此外，为获得较高

浓度的ＤＮＡ，可以在吸取上清液减少的前提下，尽量减少抽
提次数。
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