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摘要 : 采用 SDS 法、尿素法、改良 SDS 法、氯化苄法和 CTAB 法对黄瓜的基因组 DNA 进行提

取。结果表明, 改良 SDS 法提取的黄瓜叶片 DNA 具有典型的天然 DNA 分子的标准紫外吸收光

谱特点, 其 A 260/ A 280在 117~ 11 9 之间, DNA的产量为 450 Lg/ g。用该法提取的黄瓜 DNA 适合

进行 RAPD 分析。
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快速提取高质量的 DNA 是对植物基因组进行研究的基础, 也是对植物遗传转化后代进

行分子鉴定的前提。目前, 国内外已有许多 DNA 的提取方法11~ 62, 这些方法因所研究的对

象和目的不同而有差异。本试验从中选取 5种有代表性的方法对黄瓜基因组 DNA 提取进行

了比较研究, 旨在筛选出一种快速、简便且可获得高质量 DNA 分子的方法, 为进一步开展

黄瓜分子生物学研究奠定基础。

1  材料和方法

111  黄瓜材料

所用材料为黄瓜抗枯萎病材料 YS及感病材料 MC。

112  黄瓜幼苗的培养

挑选成熟饱满且表面有光泽的黄瓜种子, 先用 70%乙醇处理 30 s, 然后用 011% HgCl2

消毒 10 min, 无菌水冲洗 3次后, 播于消毒后的蛭石营养钵中, 置于 26 e , 12 h光照, 光

强 1 500 lx 条件下培养 14 d, 取幼嫩的叶片提取 DNA。

113  DNA的提取方法

SDS 法112, 尿素法172, 改良 SDS 法142, 氯化苄法152, CTAB法182。

114  RAPD扩增反应

反应体系为 25 LL: 反应液包括 1 @ PCR Buffer ( 50 mmol/ L KCl, 10 mmol/ L Tris-HCl,

pH 810, 011% TritonX- 100) , 115 mmol/ L M gCl2, 011 mmol/ L dNTP, 1 U T aq (上海生工

生物公司) , 30 ng 的引物(上海生工生物公司)和 40 ng 的模板 DNA。

扩增反应在 PTC- 200 型 PCR 仪( MJ Research Inc1)上进行, 程序为: 94 e 预变性 4

min 后, 94 e 30 s, 37 e 30 s, 72 e 105 s, 经 35个循环后, 72 e 延伸 7 m in。扩增产物
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在 116%琼脂糖凝胶上进行电泳, 电泳介质为 1 @ TAE 缓冲液, 电泳完毕以 015 Lg/LL 浓度
的 EB染色 30 min, 用蒸馏水振荡洗涤凝胶 15~ 30 min, 紫外透射仪上观察照相。

2  结果与分析

211  电泳检测

取 4 LL DNA溶液在 016%琼脂糖凝胶上进行电泳, 用 KDNA/ Hind Ó做标准分子量对

照, 可以看出 5种方法所提取的 DNA 分子量都大于 25 kb, 泳带清晰整齐。SDS 法、改良

SDS 法及 CTAB法所提取的DNA明显好于氯化苄法和尿素法。氯化苄和尿素法提取的DNA

有部分降解现象, 而其他三种方法提取的 DNA 没有产生降解, 其中改良 SDS 法提取的

DNA泳带最好(图 1)。

 

M 为KDNA/ HindÓ Markers; 1, 2, 3, 4, 5分别为用 SDS法、尿素法、改良 SDS 法、氯化苄法和 CT AB法提取的 YS

的 DNA; 6, 7, 8, 9, 10分别为用 SDS法、尿素法、改良 SDS法、氯化苄法和 CTAB法提取的 MC的 DNA

图 1 5 种方法提取 DNA的电泳图

212  紫外吸收检测

取15 LL 原液用TE 稀释至500 LL, 在 TU900型紫外扫描仪上进行扫描, 5种方法所提

取的 DNA样品在 260 nm, 280 nm 波长处的紫外吸收值如表 1。

表 1  5种方法提取的 DNA紫外吸收值

品种 方   法 A 260 A280 A260 / A280 DNA产量(Lg / g)

YS SDS 法 0. 843 0. 492 1. 713    702. 49

尿素法 0. 289 0. 180 1. 656 240. 83

改良 SDS 法 0. 562 0. 308 1. 825 468. 34

氯化苄法 0. 275 0. 180 1. 528 229. 17

CTAB 法 0. 364 0. 201 1. 811 303. 32

MC SDS 法 0. 749 0. 445 1. 683 624. 17

尿素法 0. 274 0. 175 1. 566 228. 30

改良 SDS 法 0. 550 0. 299 1. 839 458. 34

氯化苄法 0. 268 0. 177 1. 514 223. 32

CTAB 法 0. 355 0. 194 1. 829 295. 83
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  从表 1可知, 用尿素法和氯化苄法提取的黄瓜叶片 DNA 的 A260/ A280值偏低, 说明提取

的DNA中蛋白质含量较高, DNA 纯度不好, 并且 DNA的产量也较少(约 200 Lg/ g ) ; CTAB

法和改良 SDS法提取的 DNA的 A260/A280在 118 左右, DNA 的纯度较好, 但 CTAB 法所提

取的 DNA产率较低( 250 Lg/ g) ,且提取步骤繁琐, 成本高, 毒性大; SDS 法虽产率较高( 650

Lg/ g ) ,但 DNA纯度较差。综合看来, 改良 SDS法是一种适合黄瓜叶片 DNA 提取的方法,

提取的纯度较高, 其紫外吸收曲线具有典型的天然 DNA 标准吸收光谱特征。

213  RAPD分析

以改良 SDS法提取的 YS和 MC 的 DNA为模板, 用上海生工生物公司的 S112和 S114

随机引物进行扩增, 扩增产物带型丰富且泳带清晰(图 2)。对此结果进行多次重复, 均表现

良好的稳定性和重复性。此外, 以改良 SDS 提取的 YS和 MC的 DNA 为模板, 用 172 条随

机引物进行扩增, 都得到了理想的扩增结果。

 

M 为 PCR Markers; 1, 3以YS为模板, 采用 S112和 S114引物扩增的 RAPD图谱;

2, 4以M C为模板, 采用 S112和 S114引物扩增的 RAPD 图谱

图 2  DNA样品的 RAPD分析

3  讨论

提取植物 DNA的方法很多, 但每种方法中最为关键的有三部分, 首先破碎细胞壁和细

胞膜使 DNA充分释放到缓冲液中; 其次消除蛋白质、多糖、色素等杂质的干扰; 最后防止

DNA的降解。一般好的DNA提取方法应该是所得到的DNA完整性好, 电泳检测精确性高,

具有重复性好的迁移泳带, 纯度应满足后续操作的要求, 并且产量高, 提取操作的程序应当

快速、简便、成本低, 尽可能避免有毒试剂。所以我们选择了 5种有代表性的方法对黄瓜抗

枯萎病材料 YS及感病材料 MC 的基因组 DNA 进行提取。经电泳分析、紫外检测及 RAPD

分析, 发现改良 SDS 法最适合黄瓜基因组 DNA的提取。表现在提取的 DNA 分子量大, 纯

度高, 能扩增出带型丰富、清晰的 RAPD图谱。目前, 我们以改良的 SDS法提取的黄瓜基

因组 DNA为材料, 正在进行黄瓜抗枯萎病基因连锁的 RAPD标记研究。
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Genomic DNA Extraction and RAPD Analysis of Cucumber

LIU Dian- lin, YANG Ru-i huan, HA Yu-jie

( T ianjin Cucumber Research Institute, T ianjin 300192, China)

Abstract:The preparat ion of DNA samples w ith good quality is the basis for researches of plant

molecular biology . The DNA samples of cucumber male sterile line YS and maintainer line MC

were prepared by SDS, Urea, Improved SDS, Benzyl chloride and CTAB method, respect ively. The

results showed that DNA samples obtained by improved SDS method possessed the standard ultra-

violet absorbance spectrum of the pure natural DNA and the A260/ A280 was betw een 1. 7- 1. 9, the

yield of DNA obtained by improved SDS method w as 450 Lg/ g young leaves, and the DNA sam-

ples prepared by this procedure w ere suitable for RAPD analysis.
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