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　　叶绿体是绿色植物进行光合作用的细胞器。２０世纪初，
学者根据植物叶片的花斑现象具有母性遗传的特性，推断在

叶绿体上或许存在核外的遗传因子。２０世纪６０年代初，随
着电镜技术与分子生物学技术的发展，叶绿体基因组的存在

由Ｇｕｐｔａ等证实［１］。目前，叶绿体ＤＮＡ（ｃｐＤＮＡ）被广泛应用
于细胞质遗传、植物系统发育、植物雄性不育、亲缘关系、叶绿

体转基因等研究中。微藻作为水体生态系统重要的初级生产

者及潜在的外源基因表达载体，研究其叶绿体和 ｃｐＤＮＡ功
能、结构特征，对于叶绿体表达体系构建具有重要作用。因

此，快速、简便地获得质纯、量大 ｃｐＤＮＡ是许多工作的前提。
目前，获得微藻完整叶绿体和纯度高、浓度大的微藻 ｃｐＤＮＡ
存在一定困难，主要原因是微藻种类繁多，每种微藻有其生物

学特点，缺乏通用方法；叶绿体ＤＮＡ含量较少，在提取过程中
存在诸多干扰因素 （核ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质等）。

提取植物ｃｐＤＮＡ的传统方法有ＣｓＣｌ２梯度离心及ＤＮａｓｅ
Ⅰ结合蔗糖梯度离心等，这些方法操作较繁琐，不易同时获得
理想的产率、纯度。２０世纪８０年代至今，在非藻类植物叶绿
体提取、微藻叶绿体分离技术等方面研究成果较多［２－９］。本

研究在前人研究的基础上作了一些改进（如离心时间和速

度、藻体破碎方法、叶绿体破碎时间、ＤＮＡ分离时的离心速度
和时间等），提取杜氏盐藻（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａ）、湛江叉鞭金藻
（ＤｉｃｒａｔｅｒｉａＺｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）、球等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ）的
完整叶绿体，结果较为满意。

１　材料与方法

１．１　材料
杜氏盐藻、湛江叉鞭金藻、球等鞭金藻由笔者所在实验室

培养。

１．２　试剂配制［７］

缓冲液Ａ：４００ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值
８．０）、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ－Ｎａ２、０．２％ ＢＳＡ、０．２％巯基乙醇（现
用现加）；缓冲液 Ｂ：４００ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ
（ｐＨ值 ８．０）、０．１％ ＢＳＡ；缓冲液 Ｃ：１．２５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、
５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．０）；缓冲液
Ｄ：１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ７．８）、５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、０．２％巯基乙醇（现用现加）。试验所用试
剂蛋白酶Ｋ、ＤＮａｓｅⅠ、ＤＮＡＭａｋｅｒ等购于宝生物工程（大连）
有限公司。

１．３　分离叶绿体和提取ｃｐＤＮＡ［９］

把生长到对数期的微藻置于０～４℃暗处理２４ｈ。将暗
处理后的 ５００ｍＬ藻液分装到 ５０ｍＬ离心管中，４℃下
５５００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ收集藻细胞（沉淀），弃上清。往以上
所得沉淀加入３０ｍＬ缓冲液Ａ，冰上破碎１．５ｍｉｎ得藻体破碎
液。将藻体破碎液用６层滤网（３００目）过滤，滤液倒入离心
管中，４℃ １０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清。将上清液在
４℃４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清，将沉淀保存于４℃冰箱
备用。ＤＮＡ酶去核处理：往上一步所得沉淀中加入２００μＬ
缓冲液Ｂ、２．５μＬＤＮａｓｅ－Ⅰ、４０μＬ０．２ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，３７℃
静置１５ｍｉｎ。加入２００μＬ０．４ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ－Ｎａ２，再加入缓
冲液Ｃ，４℃４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清。在上一步所得
沉淀中加入６００μＬ预冷的缓冲液 Ｄ，３０μＬ２０％ ＳＤＳ（终浓
度１％），２．５μＬ蛋白酶 Ｋ（始浓度为１ｍｇ／ｍＬ），６０℃水浴
２ｈ。冷却后加入等体积的酚 ∶氯仿 ∶异戊醇（２５∶２４∶１）混
合液，４℃１００００～１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清。上清
液加入等体积的氯仿：异戊醇 ＝２４∶１，４℃ １００００～
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清。上清加入１／５体积的
３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ及２倍体积预冷的无水乙醇，－８０℃放置１ｈ，
然后４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清。加入预冷的
７５％ 乙醇，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ洗涤１～２次（此步骤要
特别小心，重悬ＤＮＡ时动作要轻缓。操作太剧烈会机械断裂
ｃｐＤＮＡ）。倒立 ＥＰ管，自然晾干或置于超净台风干。加入
３０～４０μＬ１×ＴＥ，－２０℃保存。
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１．４　蔗糖密度梯度法分离球等边金藻、杜氏盐藻叶绿
体ＤＮＡ

参考曲京东的蔗糖梯度离心法［９］分离球等边金藻、杜氏

盐藻叶绿体ＤＮＡ，其中２个蔗糖梯度分别为４０％、６０％。采
用紫外分光光度法检测ｃｐＤＮＡ的浓度、纯度。
１．５　叶绿体ｒｐｓ２基因、ｒｂｃＬ基因片段的扩增

为了验证所提取的 ｃｐＤＮＡ质量，参照 ＮＣＢＩ上收录的杜
氏盐藻 ｒｐｓ２基因、球等鞭金藻 ｒｂｃＬ基因序列设置２对引物：
ｒｐｓ１：５′－ＡＧＣＡＡＧＡＣＧＡＡＴＡＣＧＡＧＴ－３′，ｒｐｓ２：５′－ＴＴＴＡＣＧＡ

ＣＡＡＴＴＡＴＡＣＣＧ－３′；ｒｂｃＬ１：５′－ＡＡＧＣＣＴＣＴＡＡＴＧＣＡＡＣＡＣ－３′，
ｒｂｃＬ２：５′－ＣＣＡＣＡＡＡＣＴＧＡＡＡＣＧＡＡＡ－３′。分别以所提取
的杜氏盐藻、球等鞭金藻的 ｃｐＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增。
反应体系如表１所示。
　　同时设置１个阴性对照，验证提取的ｃｐＤＮＡ有无基因组
ＤＮＡ污染。利用盐藻基因组 ＤＮＡ的特异引物对：前：５′－
ＴＧＡＧＣＣＴＧＴＧＣＧＴＧＴＴＴＣ－ ３′；后：５′－ＧＧＴＧＴＣＴＴＧＣＧＴ
ＧＡＧＴＧ－３′，并以所提取的 ｃｐＤＮＡ、基因组 ＤＮＡ作为模板
（表２）。

表１　ｒｐｓ２、ｒｂｃＬ基因的ＰＣＲ反应体系

ｒｐｓ２基因 ｒｂｃＬ基因
反应体系 反应程序 反应体系 反应程序

２８μＬｄｄＨ２Ｏ ９８℃ ２ｍｉｎ１０ｓ ２８μＬｄｄＨ２Ｏ ９８℃ ２ｍｉｎ１０ｓ
１０μＬ５×ＰＳＢｕｆｆｅｒ ９８℃ ２０ｓ １０μＬ５×ＰＳＢｕｆｆｅｒ ９８℃２０ｓ
４μＬｄＮＴＰ ５０℃ １５ｓ ４μＬｄＮＴＰ ５２℃１５ｓ
２μＬｃｐＤＮＡ ７２℃ ２ｍｉｎ１０ｓ ２μＬｃｐＤＮＡ ７２℃１ｍｉｎ３０ｓ
２μＬｒｐｓ１ ３５个循环 ２μＬｒｂｃＬ１ ３５个循环
２μＬｒｐｓ２ ７２℃６ｍｉｎ ２μＬｒｂｃＬ２ ７２℃１０ｍｉｎ

０．５μＬＰｒｉｍｅｒｓｔａｒ酶 １２℃ ｆｏｒｅｖｅｒ ０．５μＬＰｒｉｍｅｒｓｔａｒ酶 １２℃ ｆｏｒｅｖｅｒ
理论产物长度２０１９ｂｐ 理论产物长度１２８０ｂｐ

表２　ＰＴＯＸ１基因的ＰＣＲ反应条件

ｃｐＤＮＡ模板 基因组模板

反应体系 反应程序 反应体系 反应程序

２８μＬｄｄＨ２Ｏ ９８℃ ２ｍｉｎ１０ｓ ２８μＬｄｄＨ２Ｏ ９８℃ ２ｍｉｎ１０ｓ
１０μＬ５×ＰＳＢｕｆｆｅｒ ９８℃ ２０ｓ １０μＬ５×ＰＳＢｕｆｆｅｒ ９８℃２０ｓ
４μＬｄＮＴＰ ５４℃ １５ｓ ４μＬｄＮＴＰ ５４℃１５ｓ
２μＬｃｐＤＮＡ ７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ ２μＬｃｐＤＮＡ ７２℃１ｍｉｎ３０ｓ
２μＬ前 ３５个循环 ２μＬ前 ３５个循环
２μＬ后 ７２℃ １０ｍｉｎ ２μＬ后 ７２℃１０ｍｉｎ

０．５μＬＰｒｉｍｅｒｓｔａｒ酶 １２℃ ｆｏｒｅｖｅｒ ０．５μＬＰｒｉｍｅｒｓｔａｒ酶 １２℃ ｆｏｒｅｖｅｒ
理论产物长度１４９６ｂｐ 理论产物长度１４９６ｂｐ

２　结果与分析

２．１　叶绿体显微观察
在叶绿体提取的不同阶段进行显微观察，以确定不同阶

段叶绿体形态的变化。图１－ａ是光学显微镜下完整的杜氏
盐藻细胞，其形态呈梭形或球形，随其运动的改变而改变，细

胞的一端几乎完全被叶绿体占据。图１－ｂ是经过超声波破

碎和差速离心后分离得到的杜氏盐藻完整叶绿体，在叶绿体

周围可以看到光晕，说明所得叶绿体比较完整，外膜没有被破

坏。图１－ｃ为蔗糖密度梯度离心所得叶绿体。图２－ａ为湛
江叉鞭金藻完整细胞，图２－ｂ是湛江叉鞭金藻完整的叶绿
体。图３－ａ为球等鞭金藻完整细胞，图３－ｂ、图３－ｃ分别是
球等鞭金藻完整叶绿体。

２．２　ｃｐＤＮＡ的电泳检测
将２种方法提取的３个不同海水藻提到的 ｃｐＤＮＡ进行

０．７％琼脂糖凝胶电泳（１１０Ｖ／ｍＬ，４０ｍｉｎ，８μＬ），得到整齐
干净的条带，如图４所示。Ｍ为ｍａｋｅｒ；１、３、４分别为差速离
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心所提取的杜氏盐藻 ｃｐＤＮＡ、球等鞭金藻 ｃｐＤＮＡ、湛江叉鞭
金藻ｃｐＤＮＡ；２、５分别为蔗糖梯度离心所得杜氏盐藻ｃｐＤＮＡ、
球等鞭金藻ｃｐＤＮＡ。
２．３　分光光度计检测ｃｐＤＮＡ的浓度和纯度

表３为快速分离法所得 ｃｐＤＮＡ纯度、浓度，表４为蔗糖
密度梯度离心法所得ｃｐＤＮＡ光密度结果。由表３可知，快速
差速离心抽提到的 ｃｐＤＮＡ浓度约２．８０μｇ／ｍＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

接近１．８，说明其含量及纯度都较为理想，可用于后续分子操
作。由表４可知，蔗糖密度梯度离心法提取的ｃｐＤＮＡ浓度约
１．００μｇ／ｍＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ约１．６，这可能跟含有色素杂质等
有关。

２．４　叶绿体ｒｐｓ２基因、ｒｂｃＬ基因片段的扩增
ｒｐｓ２、ｒｂｃＬ基因基因都在目的片段长度处显示出整齐干净

的条带（图５），第３泳道没有明显的条带，与预期结果一致。
表３　快速分离法所得ｃｐＤＮＡ的纯度、浓度

藻种 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ
Ｂｋｇ

３２０．０ｎｍ
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 稀释倍数

浓度

（μｇ／ｍＬ）

球等鞭金藻 ０．０５８９ ０．０３３８ ０．１８４２ １．７４２６ １．００００ ２．７７２３
湛江叉鞭金藻 ０．０５６６ ０．０３１８ ０．１９５８ １．７８０１ １．００００ ２．８３１４
杜氏盐藻 ０．０５８６ ０．０３２７ ０．１９８８ １．７９０１ １．００００ ２．９３１２

表４　蔗糖密度梯度离心法所得ｃｐＤＮＡ光密度结果

藻种 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ
Ｂｋｇ

３２０．０ｎｍ
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 稀释倍数

浓度

（μｇ／ｍＬ）

球等鞭金藻 ０．６６９８ ０．６４８２ ０．１４９８ １．５０３３ １．００００ ０．９６７８
杜氏盐藻 ０．８７２０ ０．７０４５ ０．１４０１ １．６０３４ １．００００ ０．９５９５

—８６— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第２期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

３　结论与讨论

开始分离叶绿体之前，把藻液在黑暗下低温静置２４ｈ，可
以降低叶绿体中淀粉的含量，减少淀粉核对叶绿体膜的破坏

性，有利于分离得到完整的叶绿体［９］。经差速离心以后分离

到的叶绿体样品纯度虽然相对很高，但是仍有来自细胞核的

污染。因此，本试验在保持叶绿体不破碎的前提下（低温下

完整叶绿体比较稳定），在叶绿体样品中加入 ＤＮａｓｅⅠ并于
３７℃静置１５ｍｉｎ以去除来自核ＤＮＡ的潜在污染。在裂解叶
绿体时先充分重悬，再加入 ＳＤＳ，可提高叶绿体破碎效果，提
高ｃｐＤＮＡ得率。本研究结果表明，蔗糖梯度密度分离的叶绿
体及其ｃｐＤＮＡ浓度都比较低，此外，还存在着２个不同浓度
的蔗糖缓冲液混合时间过长就会相溶在一起，提取的叶绿体

层面比较窄，叶绿体得率低的弊端。ＰＴＯＸ１基因在以ｃｐＤＮＡ
为模板时没有明显的条带，说明所得ＤＮＡ纯度比较高。
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　　玉米产量是玉米育种学家和遗传学家共同关注的性状，
穗行数是一个重要的产量组成因子，与产量显著正相关，探明

穗行数形成的遗传机理有助于玉米产量性状形成的遗传机理

的阐述，为开展分子设计育种提供理论指导。玉米穗行数是

一个数量性状，受到多基因的控制。随着分子标记技术的发

展和玉米基因组测序结果的出现，在玉米全基因组内检测控

制产量相关ＱＴＬ取得了一定进展。在２０世纪８０—９０年代，
Ｅｄｗａｒｄｓ等就使用同工酶和 ＲＦＬＰ标记开展玉米数量性状基
因的研究［１－２］。随后Ｖｅｌｄｂｏｏｍ等报道了利用ＲＦＬＰ标记对玉
米形态和产量性状进行 ＱＴＬ定位，鉴定了２３个控制形态性
状、３５个控制产量性状的 ＱＴＬ，其中，在 １Ｓ（ｂｎｌ５．６２，
１．０２ｂｉｎ）、２Ｓ、４Ｓ和 ４Ｌ上各鉴定了一个穗行数 ＱＴＬ［３］。
ｂｎｌ５．６２附近的 ＱＴＬ也被 Ａｕｓｔｉｎ等所鉴定到，另外他们在其
邻近的ｕｍｃ１５７附近还检测到一个穗粗 ＱＴＬ［４］。杨俊品等以
４８２２×５００３的１６６个Ｆ２：３家系作为定位群体，共检测出５９个
分布于１０个连锁群的 ＱＴＬ，其中第１、３连锁群较多；在第一
染色体的ｂｎｌｇ１０８３（１．０２ｂｉｎ）、ｕｍｃ１０３５（１．０６ｂｉｎ）附近发现了
２个穗行数ＱＴＬ［５］，这些ＱＴＬ也与产量有关［６］。严建兵等分别

利用综 ３×８７－１的 Ｆ２：３家系和 ＲＩＬ群体，发现 ｕｍｃ１１２２～
ｂｎｌｇ１５５８（１．０６ｂｉｎ）为一个产量、行数和行粒数 ＱＴＬ簇，
ｕｍｃ１１６９～ｂｎｌｇ１８１１（１．０４ｂｉｎ）之间存在一个穗行数 ＱＴＬ，
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