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　　摘要：苹果树木质部及韧皮部中含有大量的酚类、多糖等次生代谢物质，严重影响基因组 ＤＮＡ提取的得率和纯
度。采用３种不同方法，即改良的ＣＴＡＢ法、快速盐提法、试剂盒法，从苹果树木质部及韧皮部提取基因组ＤＮＡ，并通
过琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度法检测所提取基因组ＤＮＡ的质量。结果表明，改良的ＣＴＡＢ法提取的组织基因组
ＤＮＡ不论是浓度、质量还是随机引物ＰＣＲ扩增效果均能够满足进一步分子试验需要，而改进的快速盐提法和试剂盒
法提取得率太低，不能用于分子生物学研究。因此改良的ＣＴＡＢ法是适合苹果树木质部及韧皮部组织基因组ＤＮＡ提
取的最佳方法。
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　　苹果属于蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａ）仁果亚科（Ｐｏｍｏｉｄｅａ）苹果属
（ＭａｌｕｓＭｉｌｌ．）植物，在我国有悠久的栽培历史。最新的统计
数据显示，２０１２年，我国苹果栽培面积达到２０６万 ｈｍ２，产量
３７００万ｔ，我国已经成为世界上最大的苹果生产国［１］。我国

苹果上的枝干病害如苹果树腐烂病、轮纹病等严重影响苹果

树的生长及产量，从分子水平研究枝干病害对病害的正确诊

断、病菌的分布以及有效防治策略的制定有十分重要的意义。

植物ＤＮＡ的提取方法在很多文献中都有大量报道［２－５］，而苹

果树木质部及韧皮部中含有大量的酚类、多糖等次生代谢物

质，严重影响基因组ＤＮＡ提取的得率和纯度。本试验对改良
的ＣＴＡＢ法、快速盐提法、试剂盒法这３种提取总 ＤＮＡ的方
法进行比较分析，试图确立适于苹果树木质部及韧皮部基因

组ＤＮＡ提取的最佳方法，以便于进行枝干病害的分子生物学
研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料
苹果木质部及韧皮部材料采自河北农业大学植物病害流

行与综合防治试验园，分别取富士苹果树的主干、１年生枝
条、２年生枝条和３年生枝条的木质部及韧皮部，放入保鲜袋
中并尽快带回实验室，放于－８０℃超低温冰箱中保存，备用。
１．２　方法
１．２．１　改良的ＣＴＡＢ法［６］　将样品加入适量的石英砂，加液
氮研磨，取适量植物组织粉状装入２ｍＬ无菌的离心管中备
用。向离心管中加入 ６５℃预热的 ２％ ＣＴＡＢ抽提缓冲液

［１４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣＬ（ｐＨ值８．０），２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，２％ ＣＴＡＢ，２％ ＰＶＰＰ，２％β－巯基乙醇］６５０μＬ，涡旋
混匀，６５℃水浴１ｈ，每隔１０ｍｉｎ轻轻颠倒离心管１次，使研
磨后的粉末和抽提缓冲液充分混匀。向离心管中加入

６５０μＬ的酚－氯仿－异戊醇（体积比２５∶２４∶１），涡旋混匀，
并于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。将上清液转移至一个新
的离心管中，向其中加入等体积的氯仿混均匀，于 ４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。吸取上清液转移至另一新的离心
管中，向其中加入６０μＬ的３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ，和２００μＬ异丙醇，
混合均匀，－２０℃放置１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒出上
清液。用３００μＬ冷冻保存７０％乙醇清洗沉淀２次，无水乙醇
冲洗１次，最后于室温条件下干燥，向离心管中加入 １００μＬ
ＴＥ（ｐＨ值８．０），４℃放置过夜待 ＤＮＡ完全溶解，于 －２０℃
保存备用。

１．２．２　改进的快速盐提法［７］　在样品中加入适量的石英砂，
加液氮研磨，取适量粉状植物组织装入２ｍＬ无菌的离心管中
备用。每管加入提取缓冲液（１．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值８．０），５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值８．０）４００μＬ，
用塑料棒旋转碾碎后加４０μＬ２０％ＳＤＳ，振荡混匀３０ｓ。将样
品放于６５℃水中温育２ｈ，向每管加入３００μＬ６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
振荡混匀３０ｓ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上清转入干净的
离心管中，加入等体积预冷的异丙醇，轻柔混匀后 －２０℃冰
箱放置１ｈ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心将上清液倒出，分
别用７０％乙醇和纯乙醇各洗１次后，晾干。将 ＤＮＡ样品溶
解于１００μＬ灭菌的蒸馏水中，－２０℃保存，备用。
１．２．３　试剂盒法　采用植物组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＥａｓｙＰｕｒｅＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ，北京全式金生物公司）进
行木质部和韧皮部组织基因组 ＤＮＡ的提取，严格按照试剂
盒说明书上提供的方法进行操作，最后提取的基因组 ＤＮＡ
于－２０℃ 保存，备用。
１．３　ＤＮＡ的质量检测
１．３．１　ＤＮＡ浓度的测定和纯度检测　采用Ｋ５５００超微量紫
外分光光度计进行浓度测定及纯度检测。ＤＮＡ样品的浓度
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一般可根据其在 ２６０ｎｍ的吸光度来确定，纯度检测通过
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ来确定。
１．３．２　ＤＮＡ质量的琼脂糖凝胶电泳检测　分别取 ５μＬ
ＤＮＡ样品和１μＬ的６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，混匀后经１．２％琼脂
糖凝胶电泳检测，检测使用Ｍａｒｋｅｒ为宝生物工程（大连）有限
公司的 ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，电泳电压为 １１０Ｖ，时间为
４０ｍｉｎ。电泳结束后进行溴化乙锭（ＥＢ）染色，最后经
ＳＹＮＧＥＮＥ凝胶成像仪观察照相。
１．３．３　随机引物ＰＣＲ扩增　随机引物扩增反应使用３０μＬ
反应体系（２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１５μＬ，引物１μＬ，ＤＮＡ模板
１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１３μＬ）。其中，随机引物为上海生工生物工程
技术服务有限公司２０００多条引物中随机挑选的１条。扩增
程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，３５℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸９０ｓ，共４０个循环；最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ，４℃
保存。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ浓度的测定和纯度检测
由表１可以看出，改良的ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ的浓度基本

能满足ＰＣＲ要求，而改进的快速盐提法和试剂盒法提取效果
很差，提取ＤＮＡ得率太低或无法提出，因而无法进行后续的
分子生物学试验。从表 ２可以看出，改良的 ＣＴＡＢ法提取
ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为２．０６～２．２９，这表明ＤＮＡ受损程度不
高且比较纯，蛋白质、酚类及多糖等杂质去除效果较好，但

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ大于１．９，表明可能有ＲＮＡ，要求严格的分子生
物学试验可以加一步去除 ＲＮＡ的操作。改进的快速盐提法
和试剂盒法提取 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均小于１．６，甚至有的
为负数，这表明蛋白质或酚类污染严重，或是未提出 ＤＮＡ。
综上，改良的ＣＴＡＢ法是适合苹果树木质部及韧皮部组织基
因组ＤＮＡ提取的最佳方法。

表１　苹果树木质部及韧皮部组织提取ＤＮＡ浓度检测

组织部位

提取的ＤＮＡ浓度（ｎｇ／μＬ）
改良的ＣＴＡＢ法 改进的快速盐提法 试剂盒法

木质部 韧皮部 木质部 韧皮部 木质部 韧皮部

主干 １０２．１ ２５６．６ １２．０ １６．２ ３．３ ７．５
３年生枝条 １７８．４ ３７６．５ ３４．９ ４６．７ ４．４ １１．２
２年生枝条 ２２８．５ ５６６．２ ４２．６ ６９．２ １．６ ９．５
１年生枝条 ４１８．２ ７３４．５ ９２．３ ９７．７ ８．２ １８．９

表２　苹果树木质部及韧皮部组织提取ＤＮＡ纯度检测

组织部位

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
改良的ＣＴＡＢ法 改进的快速盐提法 试剂盒法

木质部 韧皮部 木质部 韧皮部 木质部 韧皮部

主干　　　 ２．２９ ２．２３ １．６ １．０ ０．８ ０．９７
３年生枝条 ２．１１ ２．０６ ０．５ ０．５ １．２ －３．７０
２年生枝条 ２．１５ ２．１２ １．１ ０．５ ０．６ １．１０
１年生枝条 ２．１０ ２．０９ １．３ ０．６ １．４ １．３０

２．２　ＤＮＡ质量的琼脂糖凝胶电泳检测
从图１可以看出，用改良的 ＣＴＡＢ法提取的组织基因组

ＤＮＡ可以看到均有大于２０００ｂｐ的条带，但条带亮度均比
Ｍａｒｋｅｒ要暗，说明所提基因组 ＤＮＡ浓度均偏低，从条带亮度

也大致可以看出主干的木质部以及韧皮部的基因组 ＤＮＡ提
取质量低于枝条组织；而改进的快速盐提法以及试剂盒法提

取的基因组ＤＮＡ均未有明显条带，有的泳道可以隐约看到条
带，说明提取质量太差或未成功提取到。

２．３　随机引物ＰＣＲ扩增
从图２可以看出，用改良的 ＣＴＡＢ法提取的苹果树木质

部及韧皮部组织基因组ＤＮＡ进行随机引物的 ＰＣＲ反应获得
了清晰稳定的条带，进行重复试验，均获得了较好的扩增，表
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明该方法提取的基因组 ＤＮＡ适合进一步的分子分析。从图
３可以看出，改进的快速盐提法提取的组织基因组 ＤＮＡ进行
随机引物的ＰＣＲ反应，部分组织也获得了条带，但条带模糊
且重复性不好，因而不太适合进一步的分子分析。从图４可

以看出，试剂盒法提取的组织基因组 ＤＮＡ进行的随机引物
ＰＣＲ反应均未获得任何条带，表明此方法可能未提取
到ＤＮＡ。

３　讨论

高质量ＤＮＡ要求尽量保持核酸分子完整性、高分子量，
无明显降解现象；还要求纯度高，尽量去除酚类等严重干扰酶

作用的杂质；此外要求获取效率高，能够达到试验要求的浓

度［８］。苹果树木质部及韧皮部中含有大量的酚类、多糖等次

生代谢物质，严重影响基因组 ＤＮＡ提取的得率和纯度。
ＣＴＡＢ提取液中加入的ＰＶＰＰ具有酰胺键，可吸附多酚分子上
的氢氧基从而形成氢键，可以吸附多酚，其中加入的 β－巯基
乙醇是一种还原剂，可防止细胞内物质发生褐变，因此，本试

验采用的改良的ＣＴＡＢ法获得了较好的提取效果，此外泳道
下边无拖尾，无小片段产物，说明未有ＲＮＡ污染，这可能是因
为提取完ＤＮＡ后未及时进行电泳检测，ＲＮＡ可能已经降解。
改进的盐提法中加入的１．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ在减少 ＤＮＡ降解的
同时可以清除严重降解的ＤＮＡ［９］；ＥＤＴＡ可以螯合金属离子，
酶不能与金属离子结合，否则就失去了活性，核酸酶类也是如

此，所以 ＥＤＴＡ可避免提取 ＤＮＡ时核酸酶类污染造成 ＤＮＡ
的降解。但该方法依旧未获得高质量的ＤＮＡ，虽避免了使用
酚／氯仿抽提，减少了酚／氯仿对试验人员的伤害，但提取效果
不佳，不建议使用该方法进行苹果树木质部及韧皮部的基因

组ＤＮＡ提取。试剂盒法为公司开发的便捷型产品，对一般植
物组织可能通用性较强，但是对于苹果树的木质部和韧皮部

针对性太差，无法提取到高质量的基因组ＤＮＡ。
杨英军等采用ＣＴＡＢ法和ＳＤＳ法从落叶果树韧皮部提取

ＤＮＡ，认为ＳＤＳ法总体上优于 ＣＴＡＢ法［１０］，但王富荣等［１１］以

及王飞等［１２］分别采用ＣＴＡＢ法提取桃韧皮部 ＤＮＡ和果梅休
眠枝韧皮部ＤＮＡ均获得了良好的提取效果，这可能是因为不
同的果树组织中的代谢产物有差别。本试验采用３种不同的
提取方法进行比较，最终确定改良的 ＣＴＡＢ法是较适合苹果
树木质部及韧皮部组织基因组ＤＮＡ提取的方法，但是该方法
所采用的试剂如β－巯基乙醇、酚／氯仿等均对人体有轻微伤

害，因此在提取ＤＮＡ过程中，一定要注意佩戴口罩和手套，尽
量减小对试验人员的伤害。

参考文献：

［１］Ｆａｏｓｔａｔ．Ｔｈｅａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｄｉｃｅｓ［ＥＢ／ＯＬ］．［２０１４－０６－
０８］．ｈｔｔｐ：／／ｆａｏｓｔａｔ３．ｆａｏ．ｏｒｇ／ｆａｏｓｔａｔ－ｇａｔｅｗａｙ／ｇｏ／ｔｏ／ｄｏｗｎｌｏａｄ／Ｑ／
ＱＣ／Ｅ．

［２］卢扬江，郑康乐．提取水稻ＤＮＡ的一种简易方法［Ｊ］．中国水稻
科学，１９９２，６（１）：４７－４８．

［３］汤文开，谭　新，张　辉，等．一种快速简单高效提取植物 ＤＮＡ
的方法 ［Ｊ］．华中师范大学学报：自然科学版，２００７，４１
（３）：４４７－４４９．

［４］张　磊，任　贤．枸杞基因组 ＤＮＡ的提取及 ＲＡＰＤ反应体系的
优化［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（３０）：１４６１１－１４６１３，１４６３４．

［５］邹喻苹，汪小全，雷一丁，等．几种濒危植物及其近缘类群总ＤＮＡ
的提取与鉴定［Ｊ］．植物学报，１９９４，３６（７）：５２８－５３３，５７８．

［６］ＺａｎｇＲ，ＹｉｎＺＹ，ＫｅＸＷ，ｅｔａｌ．ＡｎｅｓｔｅｄＰＣＲａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
Ｖａｌｓａｍａｌｉｖａｒ．ｍａｌｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆａｐｐｌｅｔｒｅｅｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
Ｄｉｓｅａｓｅ，２０１２，９６（１１）：１６４５－１６５２．

［７］ＡｌｊａｎａｂｉＳＭ，ＭａｒｔｉｎｅｚＩ．Ｕｎｉｖｅｒｓａｌａｎｄｒａｐｉｄｓａｌｔ－ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈ
ａｌｉｔｙｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｆｏｒＰＣＲ－ｂａｓｅｄｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９７，２５（２２）：４６９２－４６９３．

［８］李登科，黄丛林，田建保，等．高质量枣树基因组 ＤＮＡ提取方法
的研究［Ｊ］．分子植物育种，２００５，３（４）：５７９－５８３．

［９］彭玉华，王晓琳．以ＰＣＲ为目的的大豆叶片 ＤＮＡ快速分离方法
［Ｊ］．中国油料，１９９６，１８（４）：３４－３６．

［１０］杨英军，耿　森，李爱江．从落叶果树韧皮部提取 ＤＮＡ［Ｊ］．分
子植物育种，２００６，４（增刊２）：１４２－１４６．

［１１］王富荣，何华平，赵剑波，等．适于 ＡＦＬＰ分析用的桃韧皮部
ＤＮＡ提取方法［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，３９（１６）：９５０３－
９５０４，９５２１．

［１２］王　飞，沈玉英，佟兆国，等．一种果梅休眠枝韧皮部ＤＮＡ提取
方法［Ｊ］．上海农业学报，２０１１，２７（１）：５５－５９．

—８３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期


