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芹菜不同器官、品种 ＣＥＬⅠ核酸酶提取的比较
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（烟台大学生命科学学院，山东烟台２６４００５）

　　摘要：随着ＴＩＬＬＩＮＧ技术的发展，发挥关键作用的芹菜ＣＥＬⅠ核酸酶也得到了越来越广泛的应用。鉴于其活性直
接影响突变体检测的效果，而芹菜粗提物中ＣＥＬⅠ核酸酶的含量和活性因提取组织及提取程序不同而有较大变化，所
以本研究分析了芹菜不同器官、品种等因素对ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物提取量的影响，并用只含有１个碱基差异的２个目
的ＤＮＡ片段形成的杂交链为底物对其活性进行了鉴定。结果表明：芹菜不同器官和品种间的ＣＥＬⅠ核酸酶提取量存
在较大差异。不同器官的榨汁率和提取量，以茎的出汁率最高，而叶片中的提取量显著高于根和茎中的提取量；在本

研究所用的３个品种中，以山东地方品种马家沟芹的提取量最高，山芹次之，西芹的提取量最低；ＣＥＬⅠ核酸酶的活性
鉴定表明，ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物能有效切割ＤＮＡ双链中的错配碱基。
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　　定向诱导基因组局部突变技术［１］（ｔａｒｇｅｔｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｌｏｃａｌ
ｌｅｓｉｏｎｓｉｎｇｅｎｏｍｅ，ＴＩＬＬＩＮＧ）是研究功能基因组的重要技术之
一，在众多反向遗传策略中最有应用前景［２］，利用ＣＥＬⅠ核酸
酶切割错配碱基在 ＴＩＬＬＩＮＧ技术中检测突变位点时具有非
常重要的作用［３－４］。ＴＩＬＬＩＮＧ技术中用 ＣＥＬⅠ核酸酶进行突

变位点检测的主要流程如下：（１）以５０％致死剂量的 ＥＭＳ诱
变种子［５］，产生大量点突变，并组成饱和突变群体；（２）提取
突变群体单株基因组 ＤＮＡ并构建 ＤＮＡ池；（３）根据目标基
因设计特异引物，以 ＤＮＡ池为模板进行目的片段的 ＰＣＲ扩
增；（４）扩增产物经变性、退火，获得野生型与突变型的异源
双链核酸分子后进行ＣＥＬⅠ核酸酶酶切［６－７］；（５）电泳检测含
有突变位点的阳性 ＤＮＡ池；（６）相同方法从阳性 ＤＮＡ池中
筛选突变个体；（７）突变体经测序、有效突变预测和表型鉴定
获得目的基因的有效突变等位基因。ＣＥＬⅠ核酸酶是从芹菜
中提取的分子量约为４３ｋｕ的单链特异性切割酶，能特异性
切割错配碱基。商业高纯度 ＣＥＬⅠ核酸酶的价格昂贵，其应
用在一般科研单位或进行 ＴＩＬＬＩＮＧ育种实践时受到较大限
制。尽管国内外相关文献已经报道了此酶的提取和纯化过
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程［６，８］，但存在耗时较长、步骤繁琐等缺点。因为从芹菜中粗

提的ＣＥＬⅠ核酸酶也能有效地识别并切割错配碱基［９］，可以

满足在ＴＩＬＬＩＮＧ突变体筛选中的要求，所以自己制备芹菜
ＣＥＬⅠ核酸酶已在国内外一些研究和育种单位得到应用。
Ｏｌｅｙｋｏｗｓｋｉ等在１９９８年首先报道了从芹菜中提取 ＣＥＬⅠ核
酸酶的实验技术［６］，后来很多研究人员对这种方法进行了改

进［８，１０］，现在形成的提取方法已经被广泛接受。但目前对影

响ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的因素的研究还不多见。崔海瑞等报
道了芹菜品种、器官、发育时期和提取液 ｐＨ值对ＣＥＬⅠ核酸
酶提取量的影响［１１］，但所采用的雪白、文图拉和泰国黄心芹３
个品种在国内多数地区难以获取。本研究选用３个常见的芹
菜品种西芹、山芹和马家沟芹，比较分析了不同芹菜品种、不

同器官等因素对 ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物提取量及酶活性的影
响，以期为ＴＩＬＬＩＮＧ应用过程中的突变体筛选奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　芹菜品种　本研究选用西芹、山芹和马家沟芹３个芹
菜品种，供试材料的新鲜样品均从超市购得。西芹是从欧洲

引进的品种，茎宽厚，纤维少，多实心。山芹茎直立，中空，细

而紧，我国东北、山东等地均有分布。马家沟芹原产于山东青

岛，叶茎嫩黄，茎直空心，棵大鲜嫩。

１．１．２　 试验试剂 　 常规试剂如 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ＰＭＳＦ、
（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＫＣｌ、β－巯基乙醇、琼脂糖、丙烯酰胺、甲叉丙烯
酰胺、ＴＥＭＥＤ、过硫酸铵、溴酚蓝、考马斯亮蓝、甘氨酸、甘油、
ＳＤＳ、甲醇、冰乙酸等均为国产分析纯制剂。ＤＬ２０００ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ聚合酶和Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ（３５９５Ｑ）均购自大连宝
生物公司（ＴａＫａＲａ）。
１．１．３　溶液配制　ＢｕｆｆｅｒＡ（０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，１００μｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ，０．５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，ｐＨ值７．７），５０×ＴＡＥ缓冲液（２ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ，０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ，５．７１％（Ｖ／Ｖ）醋酸），ＣＥＬⅠ
核酸酶缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，ｐＨ值 ７．５），标准蛋白溶液（质量体积浓度为
００１％）、考马斯亮蓝 Ｇ－２５０溶液（０．０１％考马斯亮蓝 Ｇ－
２５０，５．０％的９０％乙醇，１０．０％的８５％磷酸）。
１．２　试验方法
１．２．１　ＣＥＬⅠ核酸酶粗提液的提取　在比较不同器官的榨
汁率差异及对ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的影响时，取新鲜山芹等
量的根、茎和叶为试材，在比较低温保存对ＣＥＬⅠ核酸酶提取
量的影响时，取山芹的等量茎和叶组织，在比较不同品种对

ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的影响时，分别取新鲜西芹、山芹和马家
沟芹发育时期相近的等量幼茎为试材。将所取样品清洗干

净，用吸水纸吸干表面水分，每份称取６０ｇ，参照 Ｔｉｌｌ等的方
法［１２］进行ＣＥＬⅠ核酸酶粗提液的提取，所有操作在４℃进行。
将清洗干净的新鲜样品用榨汁机匀浆，纱布过滤，在收集到的

汁液中分别加入１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ７．７）和０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ，使终浓度分别为 ０．１ｍｏｌ／Ｌ和 １００μｍｏｌ／Ｌ。４℃、
２６００ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清，加入硫酸铵粉末，使其终浓度为
２５％，磁力搅拌３０ｍｉｎ。４℃、１５０００ｇ离心４ｍｉｎ，取上清，加
入硫酸铵粉末，使其终浓度为８０％，磁力搅拌３０ｍｉｎ。４℃
１５０００ｇ离心１．５ｈ，弃上清，用１／１０初始体积的 ｂｕｆｆｅｒＡ溶

解沉淀，将重悬液注入透析袋内［ＭＤ２５（８０００～１４０００）］，以
ｂｕｆｆｅｒＡ为透析液（淹没透析袋），４℃下透析 １０ｈ，开始每小
时换１次透析液，透析４ｈ后每２～３ｈ换１次透析液。收集
透析袋内的样品于 ＥＰ管，轻柔混匀，即为 ＣＥＬⅠ粗提物，于
－８０℃ 下储存。
１．２．２　ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物的定性和定量分析　采用
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测上述 ＣＥＬⅠ粗提物，分离胶浓度为
１２％，浓缩胶浓度为４％，用考马斯亮蓝法估测 ＣＥＬⅠ核酸酶
的量，配制１００μｇ／ｍＬ的标准蛋白溶液和考马斯亮蓝Ｇ－２５０
溶液，具体过程如下：取７支试管，分别配制含０、１０、２０、３０、
４０、６０、８０μｇ／ｍＬ的牛血清蛋白溶液各１ｍＬ，然后在每支试
管中加入４ｍＬ考马斯亮蓝 Ｇ－２５０溶液，混匀，放置 ５ｍｉｎ
后，在５９５ｎｍ下比色。吸取上述酶液０．０５ｍＬ，加入蒸馏水
０．９５ｍＬ，放入试管内摇匀，加入４ｍＬ考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶
液，混匀，放置５ｍｉｎ后，在５９５ｎｍ下比色。样品中蛋白含量
（ｍｇ／ｇ）＝Ｃ×ＶＴ／Ｖ１×ｍ×１０００，式中：Ｃ为查标准曲线数值
（μｇ）；ＶＴ为提取酶液总体积；Ｖ１为测定时酶液使用体积；ｍ
为样品鲜质量（ｇ）。
１．２．３　ＣＥＬⅠ核酸酶切底物的准备　对 ＣＥＬⅠ核酸酶进行
活性鉴定时，选用只有１个碱基差异（Ｇ或Ｃ）的 ｐＥＧ为模板
进行ＰＣＲ扩增，获得长度为６４８ｂｐ的目的ＤＮＡ片段，ＰＣＲ反
应体系为５０μＬ，含有 Ｇ、Ｃ的模板各１μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．４μＬ，ｄＮＴＰｓ（各
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，左右引物各 １μＬ，去离子水 ３７．６μＬ。
ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５４℃退
火３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，进行 ２８个循环；７２℃充分延伸
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增完毕后，在 ９９℃下变性 １０ｍｉｎ，接着按
１℃／ｓ的速度将温度下降至７０℃，最后再以０．３℃／ｓ的速
度将温度下降至２０℃。所得目的ＰＣＲ产物经变性退火得到
含有错配碱基的杂合双链，用作 ＣＥＬⅠ核酸酶活性鉴定时的
酶切底物。

１．２．４　粗提物中ＣＥＬⅠ核酸酶活性鉴定　以上述含有错配
碱基的异质双链为底物进行ＣＥＬⅠ核酸酶酶切。２０μＬ酶切
体系含有ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物 １μＬ，ＣＥＬⅠ核酸酶缓冲液
２μＬ，ＰＣＲ产物５μＬ，去离子水１２μＬ。酶切体系在４５℃水
浴锅温育３０ｍｉｎ。将酶切产物进行１％琼脂糖凝胶电泳检
测，电极缓冲液采用１×ＴＡＥ，在１２０Ｖ条件下电泳２０ｍｉｎ，用
培清ＪＳ－６８０Ｄ全自动凝胶成像分析仪拍照，以 ＤＬ２０００ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ为参照确定酶切产物切割片段大小。

２　结果与分析

２．１　ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物的定性和定量
通过上述试验步骤，提取的 ＣＥＬⅠ核酸酶电泳结果如图

１所示，由于粗提的 ＣＥＬⅠ核酸酶未纯化，含有部分杂质，经
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测其主要条带在５０ｋｕ左右，略高于文献
报道的４３ｋｕ。
２．２　芹菜不同器官的榨汁率差异及对 ＣＥＬⅠ核酸酶提取量
的影响

榨汁率是影响ＣＥＬⅠ酶产率的重要因素，为了分析不同
器官的榨汁率情况，本研究选择山芹的根、茎、叶为材料进行

比较，结果如图２所示：茎秆的出汁率明显高于根和叶，达到
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７８８．８９μＬ／ｇ，是根的３倍多，叶片的出汁率则介于两者之间。
　　为进一步分析芹菜不同器官对ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的影
响，选取山芹的根、茎和叶，在相同条件下进行 ＣＥＬⅠ核酸酶
的提取。提取结果（图 ３）表明，叶片的提取量最高，达到
１７６．０６μｇ／ｇ，分别为根和茎提取量的３．０９倍和５．１２倍。

２．３　芹菜低温保存对ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的影响
在很多情况下，采取的试验材料由于时间等原因，不能立

即投入使用，要经过一定时间的储存。为了分析低温保存对

ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的影响，本研究以山芹为试验材料，比较
了新鲜植株的成熟茎秆和叶片在４℃冰箱中密封保存３ｄ后
对ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的影响。由图４可见，保存３ｄ后植
株茎秆和叶片的 ＣＥＬⅠ核酸酶提取量分别为３３．９７μｇ／ｇ和
１７５．６９μｇ／ｇ，与保存前新鲜茎和叶提取量（３４．３９μｇ／ｇ、
１７６０６μｇ／ｇ）相比没有显著变化。说明短期低温保存对
ＣＥＬⅠ 核酸酶的提取没有显著影响。
２．４　不同芹菜品种对ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的影响

选用３个不同芹菜品种的主要器官茎进行ＣＥＬⅠ核酸酶
的提取。结果表明，不同品种间 ＣＥＬⅠ核酸酶的提取效果存
在明显差异，以马家沟芹为最好，ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物达到
１５４０７μｇ／ｇ，山芹次之，提取量为３４．３９μｇ／ｇ，而西芹的提取
量最低，仅为２５．２２μｇ／ｇ（图５）。在相同条件下，马家沟芹的

ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物产量为西芹的６．１倍。
２．５　ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物的活性鉴定

对ＣＥＬⅠ核酸酶进行活性鉴定时，选用了只有１个碱基
有差异（Ｇ或Ｃ）的ｐＥＧ质粒为模板进行ＰＣＲ扩增，获得了长
度为６４８ｂｐ的目的 ＤＮＡ片段，然后经变性退火得到含有错
配碱基的杂合双链，经 ＣＥＬⅠ核酸酶酶切后获得４９２ｂｐ和
１５６ｂｐ２种酶切产物，与ｐＥＧ质粒错配碱基Ｇ／Ｃ的位置相符
（图６）。说明该粗提物可以切割错配碱基位点，具有 ＣＥＬⅠ
核酸酶活性。

２．６　ＣＥＬⅠ核酸酶提取物酶切用量的优化
为确定本研究所提取的ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物的活性和适

宜用量，在２０μＬ酶切反应体系中加入１～５μＬ的 ＣＥＬⅠ核
酸酶粗提物，均获得较好的酶切效果，不同加入量间未发现明

显差异。说明本研究所提取ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物具有很高的
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活性，在酶切体系中加入１μＬ的酶粗提物即可获得较好的酶
切效果。

３　讨论与结论

随着ＴＩＬＬＩＮＧ技术在拟南芥中的成功应用，此技术现在
已经广泛应用于水稻、大麦、玉米、大豆、燕麦等多种作物

中［１３－１７］。这也使在ＴＩＬＬＩＮＧ技术中发挥重要作用且具有单
链切割活性的ＣＥＬⅠ核酸酶的需求不断增加，所以亟须建立
一种简便、高效且低成本的 ＣＥＬⅠ核酸酶提取技术。本研究
分析了不同品种、不同器官等因素对 ＣＥＬⅠ核酸酶提取量的
影响，主要结果与韩锁义等［２］、Ｏｌｅｙｋｏｗｓｋｉ等［６］、Ｔｉｌｌ等［１０］的

报道相似，并有较多的补充和扩展。

本研究结果显示，不同芹菜器官的榨汁率存在显著差异，

茎的榨汁率高于根和叶，叶片中的提取量明显高于根和茎，新

鲜样品的提取量和密封保存于４℃冰箱中３ｄ材料的提取量
没有明显差异，在本试验所用的３个品种中，马家沟芹的提取
量明显高于西芹和山芹。因此，在粗提 ＣＥＬⅠ核酸酶选择材
料时，尽量选择提取量高的品种和器官，提高工作效率。茎的

提取量不高，但榨汁率很高，且是芹菜的主体器官。叶的提取

量大，但榨汁率却不高，因此，本研究建议将茎和叶进行混合

榨汁，互相补充其优缺点。

本研究所获得芹菜 ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳的条带略大于文献上的报道，可能与粗提物的纯化程度、

实验室条件及芹菜品种的差异有关。但在本研究试验条件

下，仍可以高效酶切只有１个碱基差异的目的片段，而且加入
１μＬ的酶粗提物即可获得较好的酶切效果，进一步证明粗提
的ＣＥＬⅠ核酸酶同样具有酶切活性。所以将粗提的ＣＥＬⅠ核
酸酶用于ＴＩＬＬＩＮＧ技术中，进行大批量的筛选突变体或进行
功能基因组研究，可大幅度降低成本。

本研究在国内外报道的基础上进一步探讨了影响ＣＥＬⅠ
核酸酶粗提物的产量及酶活性的诸多因素，为普通实验室进

行ＣＥＬⅠ核酸酶的粗提提供了一套简便、高效、低成本的技术
流程，对其在ＴＩＬＬＩＮＧ技术中的广泛应用具有指导意义。
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