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　　摘要：为探讨适合枸杞棉蚜基因组ＤＮＡ提取的方法，采用９种方法提取枸杞棉蚜基因组ＤＮＡ，并对每种方法提取
的ＤＮＡ样本质量进行综合比较分析。结果表明，改进十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）法、优化 ＫＡｃ法、ＳＴＥ精提法、Ｃｈｅｌｅｘ粗
提法、十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法、盐析法均可从枸杞棉蚜中提取总ＤＮＡ，浓度高且所制备出的ＤＮＡ均可成功
应用于ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因扩增。ＳＴＥ粗提法、Ｃｈｅｌｅｘ精提法、饱和ＮａＣｌ法Ⅱ提取的枸杞棉蚜基因组ＤＮＡ质量低，不能
满足分析要求。改进ＳＤＳ法及ＳＴＥ精提法所制备的 ＤＮＡ质量较佳、产量较高、实用性强，是值得推广应用的枸杞棉
蚜基因组ＤＮＡ提取方法。盐析法提取ＤＮＡ，试剂成本低、毒性小，是一种安全有效的枸杞棉蚜基因组ＤＮＡ提取方法。
Ｃｈｅｌｅｘ粗提法是一种快速的枸杞棉蚜基因组ＤＮＡ提取方法。
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　　枸杞棉蚜（ＡｐｈｉｓｇｏｓｓｙｐｉｉＧｌｏｖｅｒ）属同翅目（Ｈｏｍｐｏｔｅｒａ）蚜
科（Ａｐｈｉｄｉｄａｅ）蚜属（Ａｐｈｉｓ），是我国西北地区栽培枸杞（Ｌｉｃｉ
ｕｍｂａｒｂａｒｕｍＬ．）分布地的主要害虫，短期内可暴发成灾，引
起枸杞果产量和品质严重下降［１］。棉蚜具有明显的生物

型［２－３］，如棉花型和黄瓜型［４－５］，而枸杞棉蚜属于何种生物型

亟待验证。确定昆虫的生物型，不仅需要采用传统的生物学

特征和生态学参数比较［４，６－７］，而且需要分子遗传学数据

佐证［２，７－８］。

单头枸杞棉蚜基因组 ＤＮＡ提取是开展枸杞棉蚜分子遗
传学研究的前提与基础［９］。由于枸杞棉蚜体型微小，体表有

外骨骼，其ＤＮＡ提取有一定难度。Ｂｌａｃｋ等通过十二烷基硫
酸钠（ＳＤＳ）方法提取蚜虫基因组 ＤＮＡ，并通过随机扩增多态
性ＤＮＡ－ＰＣＲ（ＲＡＰＤ－ＰＣＲ）检测蚜虫多态性［１０］；龚鹏等在

棉蚜ＤＮＡ的提取中采用 ＳＴＥ精提法，用简单重复序列 ＰＣＲ
（ＳＳＲ－ＰＣＲ）技术研究了棉花和木槿上棉蚜的多态性［１１］；安

瑞生等对 ＫＡｃ法、ＳＤＳ法的研磨步骤进行了改进［１２－１３］；张帆

对改进后的 ＫＡｃ法中加入蛋白酶 Ｋ进行了优化，并用
ｍｔＤＮＡ－ＣＯⅠ技术研究了棉花型、黄瓜型棉蚜的多态性［１４］。

目前，国内最常用的２种棉蚜基因组 ＤＮＡ提取方法为改进
ＳＤＳ法和优化 ＫＡｃ法。国外棉蚜基因组 ＤＮＡ提取常采用
ＳＤＳ法［２，８］，以及Ｃｈｅｌｅｘ粗提法［７，１５］。

为筛选出适合枸杞上棉蚜基因组ＤＮＡ的提取方法，本研
究借鉴国内外应用较多的提取蚜虫 ＤＮＡ的８种方法对其稍
作改进，即改进ＳＤＳ法、优化ＫＡｃ法、十六烷基三甲基溴化铵
（ＣＴＡＢ）法、盐析法、饱和ＮａＣｌ法Ⅱ、ＳＴＥ粗提法、Ｃｈｅｌｅｘ粗提

法、ＳＴＥ精提法，并参照Ｃｈｅｌｅｘ粗提法自创了 Ｃｈｅｌｅｘ精提法，
对这９种方法提取的基因组 ＤＮＡ的质量、ＤＮＡ提取所需时
间、操作难易程度和所用试剂的毒性大小进行综合比较，为进

一步开展枸杞棉蚜遗传结构分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
于２０１５年７—８月在青海诺木洪枸杞主产区蚜虫发生较

重的栽培枸杞田，采集无翅蚜虫成虫，每株枸杞采集１头试
虫，每头试虫所在植株至少间隔５ｍ，样品单头分别放于盛有
无水乙醇的１．５ｍＬ离心管中浸泡，于４℃低温采样箱内保
存，带回实验室后，于 －４０℃超低温冰箱保存备用。试验时
随机抽取。

１．２　基因组ＤＮＡ的提取方法
改进 ＳＤＳ法：参照杨子祥等的改进 ＳＤＳ法［１６］，稍作改

进。具体方法：将单头蚜虫在双蒸水中漂洗，滤纸吸干后转入

１．５ｍＬ离心管中，加入１００μＬ匀浆液（按Ａ液 ∶Ｂ液 ∶Ｃ液
体积比２５∶３∶２配制。其中Ａ液：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ１０ｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ
０１ｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为８．０；Ｂ液：１０％ＳＤＳ；Ｃ液：
蛋白酶Ｋ１０ｍｇ／ｍＬ）。用灭菌玻璃研磨棒对蚜虫进行研磨。
并用５００μＬ匀浆液冲洗研磨棒，５６℃水浴４ｈ（若裂解液未
透明，水浴时间延长至８ｈ），其间摇匀３～４次。加入６００μＬ
Ｔｒｉｓ饱和酚，在摇床上缓慢摇匀２０ｍｉｎ后，７０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液。加入６００μＬ三氯甲烷 ∶异戊醇（体积比
为２４∶１），在摇床上缓慢摇匀 ２０ｍｉｎ后，７０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液。加入６００μＬ无水乙醇（－２０℃预处理），
混匀，－２０℃冰箱内放置 １ｈ以上。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃去上清液。加入 ６００μＬ７０％乙醇（－７℃预处
理），１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液。自然干燥后，加
入２０μＬｄｄＨ２Ｏ溶解，－２０℃保存。

优化ＫＡｃ法：参照张帆的优化ＫＡｃ法［１４］。

ＳＴＥ粗提法：参照Ｇｏｍｉ等的ＳＴＥ粗提法［１７］，挑取蚜虫方
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法同改进 ＳＤＳ法中的挑取方法，加入 ２０μＬＳＴＥ缓冲液
（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ
值为 ８．０），用玻璃研磨棒研磨，加入 １．６μＬ蛋白酶 Ｋ
（１０ｍｇ／ｍＬ）；简单离心后，３７℃孵育３０ｍｉｎ；９５℃初始变性
５ｍｉｎ；简单离心后，－２０℃保存。

Ｃｈｅｌｅｘ粗提法：参照 Ｃａｒｌｅｔｔｏ等的 Ｃｈｅｌｅｘ粗提法［７，１５］，蚜

虫在 ０．６５％（质量分数）ＮａＣｌ溶液中洗 ２次；将蚜虫放入
１．５ｍＬ离心管中，管内放有５５μＬ５％（质量分数）Ｃｈｅｌｅｘ树
脂溶液，用玻璃研磨棒研磨；５６℃水浴３０ｍｉｎ，在１００℃水浴
７ｍｉｎ；５０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，取上清液，－２０℃保存。

ＳＴＥ精提法：参照龚鹏等的 ＳＴＥ精提法［１１］，在 ＳＴＥ粗提
法的基础上进行改进，挑取单头蚜虫置于１．５ｍＬ离心管内分
别加入 ２００μＬＳＴＥ缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值为８．０），用玻璃研磨棒研
磨，分别向离心管内再加入５００μＬ匀浆液、１．６μＬ蛋白酶 Ｋ
（１０ｍｇ／ｍＬ），５６℃水浴４ｈ；剩余步骤参照改进 ＳＤＳ法进行
酚－三氯甲烷抽提，无水乙醇沉淀ＤＮＡ，溶解保存。

Ｃｈｅｌｅｘ精提法：在 Ｃｈｅｌｅｘ粗提法的基础上进行改进，蚜
虫在 ０．６５％（质量分数）ＮａＣｌ溶液中洗 ２次；将蚜虫放入
１．５ｍＬ离心管中，管内放有１００μＬ５％（质量体积比）Ｃｈｅｌｅｘ
树脂溶液，研磨；分别向离心管内再加入５００μＬ匀浆液、２μＬ
蛋白酶Ｋ（１０ｍｇ／ｍＬ），５６℃水浴４ｈ；剩余步骤参照改进ＳＤＳ
法进行酚－三氯甲烷抽提，无水乙醇沉淀ＤＮＡ，溶解保存。

ＣＴＡＢ法：参照韩玉翠等的ＣＴＡＢ法［１８］，稍作改进。具体

步骤如下：挑取蚜虫于离心管中，加入 ５０μＬＣＴＡＢ缓冲液
［２％ＣＴＡＢ，０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为８．０），０．０２ｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．２％ β－巯基乙醇］，用灭菌玻璃研
磨棒对蚜虫进行研磨。并用１５０μＬＣＴＡＢ缓冲液冲洗研磨
棒；６５℃水浴１ｈ；取出后加入１ＵＲＮＡ酶，置于３７℃温箱中
１ｈ；取出后加入 ５００μＬ三氯甲烷 －异戊醇（体积比为
２４∶１），缓慢摇动混匀，１３０００～１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取
上清液（约１５０μＬ），加入２倍体积的冰无水乙醇，约１／１０体
积ＮａＡｃ（３ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为５．２），混匀后置于 －２０℃ ３ｈ以
上；１３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，弃上清液，用 ７０％ 乙醇
（－２０℃ 预处理）清洗２次；室温干燥，加入２０μＬＴＥ缓冲
液溶解，于－２０℃ 保存。

盐析法：参照Ｓｕｎｎｕｃｋｓ等的盐析法［１９］，稍作改进。具体

步骤如下：挑取蚜虫于离心管中，加入２０μＬＴＮＥＳ提取缓冲
液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值为 ７．５，４００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％ ＳＤＳ），用灭菌玻璃研磨棒对蚜虫进
行研磨，并用２００μＬＴＮＥＳ冲洗研磨棒；再加入５μＬ蛋白酶
Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ），轻摇混匀，于６０℃水浴１ｈ（中间取出摇匀１
次）；加入 ８０μＬ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，用力摇动 １５ｓ，４℃、
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液；加入３００μＬ预冷的无水
乙醇轻轻混匀，－２０℃放置３０ｍｉｎ；４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清液；加入３００μＬ７５％乙醇（－２０℃预处理）洗
涤，４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液；在室温下干燥，
然后加２０μＬ灭菌ｄｄＨ２Ｏ，充分溶解后－２０℃保存备用。

饱和 ＮａＣｌ法Ⅱ：参照马丽滨等挑取蚂蚁的饱和 ＮａＣｌ
法Ⅱ［２０］。

１．３　基因组ＤＮＡ纯度及浓度检测
对９种方法提取的 ＤＮＡ浓度和纯度进行检测。用

ＢｉｏｗａｖｅＤＮＡ型蛋白核酸分析仪测定 ＤＮＡ纯度和浓度。纯
度由Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值确定，该值介于１．７～１．９之间时ＤＮＡ纯
度较好，以测量值为参数确定ＤＮＡ浓度。
１．４　基因组ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测

采用１％琼脂糖凝胶（添加了０．０１％ ＧｏｌｄＶｉｅｗＩ型核酸
染色剂）电泳，将８．０μＬＤＮＡ、２μＬ６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ混匀后
上样，电泳条件为 １４０Ｖ，３０ｍｉｎ，经 ＧｅｌＤｏｃ凝胶成像系统
（购自美国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司）照相和分析。ＤＮＡ的条带无拖
尾、无ＲＮＡ污染，点样孔无酚、蛋白质残留，可用于 ｍｔ－ＤＮＡ
ＣＯⅠ扩增研究。
１．５　ＰＣＲ扩增及检测

参照张帆使用的棉蚜 ＣＯⅠ 引物［１４］，上游引物为 ＣＡＬ：
５′－ＴＡＡＴＡＡＣＧＡＡＣＡＧＧＡＡＣＡＧ－３′，下游引物为 ＣＡＲ：５′－
ＴＡＧＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＡＧＴＡＧ－３′，委托生工生物工程（上海）股
份有限公司合成。扩增体系为 ５０μＬ：２５μＬＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ

（ＴａＫａＲａＴａｑＴＭＶｅｒｓｉｏｎ２．０ｐｌｕｓｄｙｅ），１μＬ上游引物，１μＬ下
游引物，１μＬＤＮＡ，２２μＬｄｄＨ２Ｏ。扩增程序为９４℃预变性
２ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃退火５０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个
循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物于－２０℃保存。

ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶（添加了０．０１％ ＧｏｌｄＶｉｅｗＩ
型核酸染色剂）电泳检测（１４０Ｖ，３０ｍｉｎ），上样量为每孔
１０μＬ，经ＧｅｌＤｏｃ凝胶成像系统照相和分析。其中 ＣＯⅠ 基
因在电泳中检测到目标片段后，将４０μＬ扩增产物送往生工
生物工程（上海）股份有限公司测序，以 ＰＣＲ引物为测序引
物，在ＡＢＩ３７３０测序仪上进行正向测序。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ纯度及浓度检测
通过９种方法提取单头枸杞蚜虫样品，检测ＤＮＡ的浓度

和纯度，如表１所示，改进ＳＤＳ法、ＳＴＥ精提法、Ｃｈｅｌｅｘ粗提法
提取 ＤＮＡ样品浓度的平均值分别为 ２６４．３３、２２５．００、
２５６．６７ｎｇ／ｍＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ平均值分别为１．７３、１．８４、１．７３，
均为高质量ＤＮＡ；ＣＴＡＢ法、盐析法、饱和ＮａＣｌ法Ⅱ提取ＤＮＡ
样品浓度的平均值分别为 ３１６．６７、４５６．６７、２１６．６７ｎｇ／ｍＬ，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ平均值分别为１．９４、１．９４、１．９０，可见 ＤＮＡ中有
少量ＲＮＡ的污染；Ｃｈｅｌｅｘ精提法提取 ＤＮＡ样品浓度的平均
值为３６．６７ｎｇ／ｍＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ平均值为２１３，说明ＤＮＡ中
有大量 ＲＮＡ的污染，ＤＮＡ浓度过低；优化 ＫＡｃ法提取 ＤＮＡ
样品浓度的平均值为 ３１８．３３ｎｇ／ｍＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ平均值为
１．６３，说明 ＤＮＡ中有蛋白质或酚的污染；ＳＴＥ粗提法提取
ＤＮＡ样品浓度的平均值为８３４．６７ｎｇ／ｍＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ平均
值为１４６，说明ＤＮＡ中有大量蛋白质或酚的污染。
２．２　基因组ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测

９种提取枸杞棉蚜基因组 ＤＮＡ方法的电泳检测结果如
图１、图２所示，改进ＳＤＳ法、ＳＴＥ精提法、ＣＴＡＢ法、盐析法显
示ＤＮＡ主带明显，其中改进ＳＤＳ法、ＳＴＥ精提法中有ＲＮＡ条
带；饱和ＮａＣｌ法Ⅱ条带暗，说明浓度低；优化 ＫＡｃ法 ＤＮＡ主
带不明显，ＤＮＡ不完整，有降解；ＳＴＥ粗提法、Ｃｈｅｌｅｘ粗提法、
Ｃｈｅｌｅｘ精提法均无ＤＮＡ条带，说明ＳＴＥ粗提法、Ｃｈｅｌｅｘ粗提
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表１　ＤＮＡ的浓度和纯度测量结果

提取方法
ＤＮＡ浓度
（ｎｇ／ｍＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ值

平均总耗

时（ｍｉｎ）
ＣＯⅠ扩
增效果

改进ＳＤＳ法 ２６４．３３ １．７３±０．０６ ３６０ ＋
优化ＫＡｃ法 ３１８．３３ １．６３±０．０７ ３００ ＋
ＳＴＥ粗提法 ８３４．６７ １．４６±０．１８ ４０ －
Ｃｈｅｌｅｘ粗提法 ２５６．６７ １．７３±０．１０ ４２ ＋
ＳＴＥ精提法 ２２５．００ １．８４±０．０６ ３６０ ＋
Ｃｈｅｌｅｘ精提法 ３６．６７ ２．１３±０．２７ ３６０ －
ＣＴＡＢ法 ３１６．６７ １．９４±０．０３ １８０ ＋
盐析法 ４５６．６７ １．９４±０．０３ １５０ ＋
饱和ＮａＣｌ法Ⅱ ２１６．６７ １．９０±０．３５ ９３０ －

　　注：表中数据为３次重复的平均值；“＋”表示得到较好扩增，
“－”表示没有得到有效扩增。

法提取的ＤＮＡ含大量杂质，无法检测出 ＤＮＡ主条带，Ｃｈｅｌｅｘ
精提法提取的ＤＮＡ浓度极低，因而无法检测出ＤＮＡ条带。
２．３　ＰＣＲ扩增及检测

按照“１．５”节中的方法进行ＣＯⅠ引物的特异性扩增，结
果显示，ＳＴＥ粗提法、Ｃｈｅｌｅｘ精提法、饱和 ＮａＣｌ法Ⅱ没有扩增
到特异性条带，而其余６个方法均扩增到目的条带，且目的条
带清晰，如图３、图４所示。
２．４　测序结果分析

以改进 ＳＤＳ法、优化 ＫＡｃ法、ＳＴＥ精提法、Ｃｈｅｌｅｘ粗提
法、ＣＴＡＢ法、盐析法提取的枸杞蚜虫的基因组 ＤＮＡ为模板，
以ＣＯⅠ引物扩增的产物均能达到测序要求，获得成功测序，

部分测序结果如图５所示。将所测定的蚜虫 ＣＯⅠ基因序列
在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行比对，根据结果判定为棉蚜。

３　讨论与结论

本研究首次采用国内外９种方法对枸杞棉蚜基因组ＤＮＡ
提取进行了比较试验。结果表明，改进 ＳＤＳ法、ＳＴＥ精提法、
Ｃｈｅｌｅｘ粗提法、ＣＴＡＢ法、盐析法均可有效地提取枸杞棉蚜基
因组ＤＮＡ，并成功应用于 ｍｔＤＮＡＣＯⅠ 基因的扩增；饱和
ＮａＣｌ法Ⅱ可以提取枸杞棉蚜 ＤＮＡ，但质量较低，在 ＣＯⅠ 扩
增中不能显示出 ＤＮＡ条带；ＳＴＥ粗提法、Ｃｈｅｌｅｘ精提法提取
的枸杞棉蚜基因组ＤＮＡ质量低，不能满足分析的需求。

杨子祥等认为改进 ＳＤＳ法优于 ＫＡｃ法［１３］，本试验的结

果与之一致。在用改进ＳＤＳ法提取棉蚜ＤＮＡ过程中，采用
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无水乙醇沉淀 ＤＮＡ也能制备出高质量棉蚜的 ＤＮＡ，满足
ＣＯⅠ 扩增需求；张帆采用优化 ＫＡｃ法成功提取棉蚜 ＤＮＡ，
并满足ＣＯⅠ扩增［１４］，本研究采用优化 ＫＡｃ法提取的 ＤＮＡ
虽能满足 ＣＯⅠ 扩增，但提取的 ＤＮＡ样品不完整，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值低于１６５，原因可能是枸杞棉蚜较棉花棉蚜、
黄瓜棉蚜体壁颜色深，该方法不能有效去除色素杂质，并且研

磨时间长，导致提取的ＤＮＡ样品降解。
龚鹏等采用ＳＴＥ精提法需要３０头棉蚜混合制备高质量

ＤＮＡ［１１］，而本研究用单头棉蚜也可以提取出相同质量的棉蚜
ＤＮＡ，说明 ＳＴＥ裂解液能有效释放枸杞棉蚜的 ＤＮＡ，经由
酚－三氯甲烷抽提可以有效去除杂质，即制备出高质量的
ＤＮＡ。本研究ＳＴＥ粗提法未能快速提取枸杞棉蚜高质量的
ＤＮＡ，与Ｇｏｍｉ等的研究结果［１７］不一致，Ｇｏｍｉ等采用 ＳＴＥ粗
提法提取单头叶螨ＤＮＡ，满足１６ＳｒＤＮＡ的分析，原因可能是
ＳＴＥ粗提法提取枸杞棉蚜ＤＮＡ时，水浴条件为３７℃、３０ｍｉｎ，
导致蛋白质、多糖等杂质不能完全降解。是否可以通过提高

水浴温度、延长孵育时间使蛋白质等杂质完全降解，有待进一

步验证。

本研究表明，盐析法也适用于棉蚜 ＤＮＡ的提取，与前人
试验结果一致，他们通过盐析法高效地提取了大豆蚜［２１］、麦

长管蚜［２２］、烟粉虱［２３］的 ＤＮＡ，其中张烨等采取液氮破碎虫
体［２２］，本研究改进使用灭菌玻璃研磨棒研磨虫体，也可提取

相同质量的ＤＮＡ，使操作更加简便。
　　采用ＣＴＡＢ法提取枸杞棉蚜ＤＮＡ过程中，采取无水乙醇
沉淀 ＤＮＡ无法制备高质量的 ＤＮＡ，与韩玉翠等的研究结
果［１８］一致，韩玉翠等用ＣＴＡＢ法提取麦长管蚜、高粱蚜ＤＮＡ，
认为异丙醇沉淀ＤＮＡ优于无水乙醇沉淀ＤＮＡ［１８］。使用异丙
醇沉淀ＤＮＡ能否制备高质量棉蚜ＤＮＡ有待进一步验证。

胡尊瑞等采用 ＣＴＡＢ法、饱和 ＮａＣｌ法Ⅱ、盐析法提取桃
蚜ＤＮＡ时，认为饱和 ＮａＣｌ法Ⅱ优于其他方法［２４］，本试验结

果与之不一致，表明饱和 ＮａＣｌ法Ⅱ不适用于提取枸杞棉蚜
ＤＮＡ，原因可能是试验材料物种不同。

Ｃｈｅｌｅｘ粗提法是国外常用的提取棉蚜ＤＮＡ的方法，本试
验也证明Ｃｈｅｌｅｘ粗提法能够快速地提取高质量的枸杞棉蚜
ＤＮＡ。Ｃｈｅｌｅｘ精提法，提取ＤＮＡ浓度极低，不能满足ＣＯⅠ分
析，原因可能是 Ｃｈｅｌｅｘ－１００为化学离子螯合树脂，Ｃｈｅｌｅｘ－
１００吸附ＤＮＡ，经酚抽提时，ＤＮＡ也进入有机相，故上层水相
中无ＤＮＡ。

综上所述，在时间充裕并要求提取高产量、高质量的

ＤＮＡ情况下，提取枸杞棉蚜 ＤＮＡ建议选用改进 ＳＤＳ法、ＳＴＥ
精提法；在要求减少对试验人员毒害的前提下，建议选用盐析

法，此方法在安全性及时间方面优于改进 ＳＤＳ法、ＳＴＥ精提
法；在时间紧促情况下，建议选用Ｃｈｅｌｅｘ粗提法，该方法操作

简单，耗时最少，Ｃｈｅｌｅｘ－１００使用手册上指出该法所获得
ＤＮＡ模板保存时间较短，应在１周内使用。因此，可以根据
试验目的、试验成本等情况综合考虑，选取合适的枸杞棉蚜基

因组ＤＮＡ提取方法。
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学报，２００６，３４（１）：８５－８７．

［２１］张　拓，庞春杰，韩岚岚，等．大豆蚜基因组ＤＮＡ四种提取方法
的比较［Ｊ］．大豆科学，２０１３，３２（４）：４７３－４７６．

［２２］张　烨，李克斌，尹　姣，等．几种适合蚜虫基因组ＤＮＡ提取方
法的比较研究［Ｃ］／／中国植物保护学会．中国植物保护学会
２００８年学术年会论文集．北京：中国农业科学技术出版社，
２００８：６５８－６６１．

［２３］滕　希，武　强，万方浩．盐析法提取烟粉虱基因组ＤＮＡ［Ｊ］．生
物技术通报，２００９（８）：１６６－１６８．

［２４］胡尊瑞，吴晓云，张翌楠，等．桃蚜 ＤＮＡ提取方法的研究［Ｊ］．
安徽农业科学，２０１３，４１（３３）：１２８２３－１２８２５．

瞿印权，徐　雯，沈　露，等．大头典竹ＩＳＳＲ反应体系建立与优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１０）：３４－３９．
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大头典竹 ＩＳＳＲ反应体系建立与优化
瞿印权１，徐　雯１，沈　露１，何天友２，魏建文３，荣俊冬１，郑郁善１

（１．福建农林大学林学院，福建福州３５０００２；
２．福建农林大学艺术学院园林学院，福建福州３５０００２；３．福建省东山赤山国有防护林场，福建东山 ３６３４００）

　　摘要：以大头典竹叶片为材料，采用单因素分析法和正交设计直观分析法，对影响ＰＣＲ扩增效果的Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物、模板ＤＮＡ含量这５个ＰＣＲ反应体系主要成分以及退火温度和循环次数进行筛选。通过研究
建立了适合大头典竹的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系：２０μＬ反应液中含 ２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１．２５Ｕ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶，０．６μｍｏｌ／Ｌ引物，１０ｎｇ模板ＤＮＡ，２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，１０．５５μＬｄｄＨ２Ｏ。相应反应程序为９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃ 变性４５ｓ，５４．５℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。应用建立的优化反应
体系成功地筛选出１６条多态性较高的引物，表明该体系具有较高稳定性、重现性、适用性，可较好地应用于大头典竹
不同地理种源间的遗传多样性研究。
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　　地球上的竹类植物共有８８属１４００多种，主要分布在亚
太区、美洲区、非洲区［１］。中国竹类主要分布于长江中下游，

其中以福建、浙江、江西、湖南４省最多，占全国竹林面积的
６０．７％［２］。大 头 典 竹 ［Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｏｐｓｉｓｂｅｅｃｈｅｙａｎａｖａｒ．
ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｐ．Ｆ．Ｌｉ）Ｋｅｎｇｆ．］属于竹亚科（Ｂａｍｂｕｓｏｉｄｅａｅ）绿
竹属［Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｏｐｓｉｓ（ＣｈｉａｅｔＨ．Ｌ．Ｆｕｎｇ）Ｋｅｎｇｆ．］的丛生
竹，别称新竹、荣竹，具有繁殖生长快、根系发达、适应性广等

特点。目前，在我国关于大头典竹在分子生物方面的研究

较少。

近年来，随着现代分子生物学的快速发展，分子标记技术

被广泛应用于遗传多样性以及指纹图谱构建的研究［３－５］。目

前应用最为广泛的分子标记技术主要有 ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、
ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ等［６］。其中ＳＳＲ序列广泛分布在高等生物的染
色体上，因此利用该简单重复序列标记（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）技术可以获得较多的分子标记。ＩＳＳＲ的引物长
度较ＲＡＰＤ引物长，因此 ＩＳＳＲ具有重现性的特点，可以获得
较可靠的遗传多样性信息，有利于植物种间及种内的鉴

别［７］。已有研究表明，竹亚科植物不同地理种源间的遗传变

异较丰富［８］，为了进一步证实上述观点，本试验采用 ＩＳＳＲ方
法对大头典竹的群居差异进行研究，旨在建立 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最
佳反应体系，为其地理种源的遗传多样性分析和亲缘关系的

鉴定奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试的材料来源于福建省东山国有赤山林场的大头典竹

地理种源试验样地。采摘洗净的竹叶３～５张，放入自封袋并
冰袋保存，尽快转移至－８０℃冰箱，以备ＤＮＡ的提取。
１．２　试剂与仪器

主要试剂：ＩＳＳＲ引物都参考哥伦比亚大学公布的１００条
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