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摘要  [ 目的] 介绍一种简单、高效且能用于提取动物与植物的总DNA 的方法。[ 方法] 采用改良CTAB 法 ,从24 个花生品种嫩叶及小白
鼠的肝、肺和肾中提取DNA,进行琼脂糖电泳和蛋白核酸分析仪检测及PCR 扩增检验。[ 结果] 所提取DNA 电泳条带清晰 ,整齐均匀 ,
OD260/ OD280值为1 .77～1 .83 ,用于PCR 扩增获得理想效果。[ 结论] 该研究介绍的改良CTAB 法提取的动物和植物总DNA 满足开展PCR

扩增的要求。
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A Method Suitable for Extracting Genomic DNAfromAni mal and Plant———Modified CTAB Method
YAN Miao- miao et al  ( Yantai Campus of Bi nzhou Medical College ,Yantai ,Shandong 264003)
Abstract  [ Objective] The study ai med to introduce a rapid and effective method that is suitable for extracting genomic DNA fromani mal and plant .
[ Method] The genomic DNAs were extracted fromtender leaves of 24 peanut cultivars and fromthe liver , lung and ki dney of white mouse through the
specifically modified CTAB method . The DNAs wererun onagarose gel , next detected by DNA/ Protein analyzer . Finally PCRamplification was conducted
to detected the quality of DNAs extracted by the modified CTAB method . [ Result] The clear and orderly bands were observed in gel detectionand the val-
ues of OD260/ OD280 for DNAs extracted by modified CTAB method were between 1 .77-1 .83 . The DNAs performed well i n PCR amplification. [ Conclu-
sion] The DNAs extracted by modified CTAB method could satisfy the requirement of PCR amplification.
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  随着现代分子生物学的飞速发展,DNA 多态性遗传标记

及个体基因差异等方法已广泛应用于分子育种及克隆研究

等领域, 而简便实用的 DNA 提取方法是开展上述研究工作

的重要前提。关于动物和植物基因组 DNA 的提取方法在国

内外有很多报道[ 1] , 但同一方法通常只能较好地从动物或植

物提取总DNA。在前人报道[ 2 - 5] 的基础上, 该研究对常用的

CTAB 法进行了适当修改, 获得了1 种从动物和植物中均能

有效提取DNA 的方法。

1  材料和方法

1 .1 试验材料 植物材料是购自山东省花生研究所的24 种

花生品种,对其进行种植培养 ,待其生长30 d 后,取其嫩叶速

冻备用。动物材料小白鼠由滨州医学院烟台校区实验动物

中心提供,取其肝、肺和肾速冻后备用。

1 .2  试验方法 通过对24 种花生叶片 DNA 的多次提取及

ISSR 等其他相关技术的研究, 及对小白鼠肝、肺和肾组织

DNA 的多次提取及荧光光谱分析结果, 笔者总结出1 种适用

于动植物 DNA 提取的方法———改良 CTAB 法。其提取步骤

如下:①取0 .5 g 植物材料, 快速放入冷冻的研钵中并加入

适量PVP 研成粉末 , 然后加入1 ml CTAB 继续研至匀浆; 动

物组织在研磨前需要在加入1 ml CTAB 提取缓冲液且0 ℃预

冷的情况下先剪碎, 然后在低温下研磨成匀浆 ;②迅速转入

1 .5 ml 离心管中,65 ℃浸提20 min ;③冷却至室温, 加入100

μl 3 mol/ L 醋酸钾( pH= 4 .8) 及150 μl 无水乙醇, 混匀,4 ℃

12 000 g 离心15 min ;④取上清于另一离心管, 再加入等量的

氯仿∶异戊醇( 24∶1) , 混匀,4 ℃ 12 000 g 离心10 min ; ⑤取上

清于另一离心管, 加入1/ 10 体积的3 mol/ L 醋酸钠( pH =

5 .2) 和2 倍体积的无水乙醇( - 20 ℃预冷) ,置于- 40 ℃ ,2 h。

4 ℃,12 000 r/ min , 离心15 min ; ⑥弃上清 ,用75 %乙醇洗涤沉

淀2～3 次,干燥后溶解于适量TE, 检测 DNA 浓度、纯度和完

整性。

1 .3  PCR 扩增鉴定模板 DNA  以提取的花生叶片的总

DNA 为模板, 采用 ISSR 引物 UBC840( GA) 8YT 为引物进行

L16( 4) 5正交试验,PCR 循环参数:94 ℃ 2 min ;( 94 ℃ 30 s ,52

℃45 s ,72 ℃2 min) 40 个循环;72 ℃10 min ;4 ℃保存。

2  结果与分析

2 .1  所提取 DNA 电泳结果  将提取的动物和植物 DNA 分

别在0 .8 %的琼脂糖凝胶上电泳, 以检测其纯度和质量。缓

冲体系为TBE 电泳液, 在室温以5 V/ c m恒压电泳。电泳完

毕后用EB 染色, 用凝胶图像分析系统照相分析, 所获 DNA

电泳条带清晰、整齐均匀, 背景清晰( 图1 , 图2) 。

图1 花生叶片总DNA 提取结果

Fig .1  The electrophoresis results of genomic DNA extracted from

leaves of peanut

2.2 DNA 的吸光度检测 取溶于TE 的2 种总DNA,用去离子

水稀释至1/ 200 , 使用蛋白核酸分析仪检测其纯度, 其 OD260/

OD280值为1 .77～1 .83 ,表明该法提取的DNA 纯度较高。

2 .3 花生叶片DNA PCR 扩增效果 PCR 产物经2 % 琼脂糖

凝胶电泳, 用紫外凝胶图像分析系统照相分析, 从图3 可以

看出,该法获得的植物基因组 DNA 完全能满足PCR 扩增的

要求。 ( 下转第10373 页)
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理上特殊需求的结果[ 5] 。王启瑞等2006 年对巨缘蝽亚科的

3 种昆虫不同组织酯酶同工酶进行了研究, 认为同种昆虫不

同组 织酯酶酶 谱存在 差异, 可能与 适应 特殊 生理功 能

有关[ 9] 。

对于半翅目蝽科昆虫的酯酶同工酶, 目前研究较少。笔

者对不同地域斑须蝽的酯酶同工酶以及半翅目蝽亚科3 种

蝽象的酯酶同工酶进行了比较研究, 结果表明 ,同种斑须蝽

在不同地域 ,EST 同工酶显示了一定的差异 ,分析认为, 这种

差异可能和它们要适应各自生存的地理环境有关,不同的地

理环境使生物个体的一些相应的基因得以表达, 以适应对不

同环境的特殊需求, 但这种地域间的差异小于种间差异。另

外,3 种蝽象的电泳结果显示 ,3 种蝽象电泳酶谱明显不同 ,

都有各自的特征酶谱, 证明种间差异明显存在 ,这和以往的

试验结论相一致。该试验将3 种蝽象的电泳酶带 Rf 值进行

了聚类分析 ,结果表明, 绿蝽和斑须蝽的关系较红尾碧蝽更

近, 而如果在形态上划分的话, 绿蝽和红尾碧蝽无论在形态

大小还是体色上都十分相似, 很难区分, 这显示了传统形态

分类的不足和局限性以及生物化学研究手段运用于昆虫分

类的优越性。由此可见 ,酯酶同工酶电泳技术可以运用于蝽

科昆虫的鉴别和各物种亲缘关系以及分类地位的探索 ,可将

酯酶同工酶技术、数值分类法与传统形态分类方法相结合 ,

为半翅目蝽科以及其他各类群昆虫的系统学研究提供更科

学丰富的分类依据。
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图2 小白鼠肝的总DNA 提取结果

Fig .2  The electrophoresis results of genomic DNA extracted from

liver of white mouse

图3 引物UBC840( GA) 8YT 正交试验结果

Fig .3 The results of orthogonal designfor PCR amplification using

pri mer UBC840( GA) 8 YT

3  讨论

DNA 的提取是分子生物学研究的重要技术环节之一, 高

质量的 DNA 是分子实验重复性和可靠性的保证。该方法提

取的DNA 质量较高, OD260/ OD280值为1 .7～1 .83 , 适于 PCR

扩增等分子生物学研究。植物含有较多的酚类物质容易褐

化,解决褐化的方法是加入适量的聚维酮( PVP) ,PVP 与多酚

结合形成复合物, 从而可有效避免多酚类化合物介导的DNA

降解[ 6] 。从样品溶液中去除蛋白质经典方法是采用24∶1 抽

提1 次 ,酚/ 氯仿( 1∶1) 抽提1 次, 氯仿抽提1 次, 某些情况下

还要重复几次,这样就增加了工作量及实验成本。该法在提

取步骤“③”中加入 3 mol/ L 醋酸钾和无水乙醇, 之后加入

酚/ 氯仿,这既有效去除了色素、糖类及蛋白等杂质, 也缩短

了提取时间。该研究提取缓冲液中的CTAB 是一种阳离子去

污剂, 能与核酸形成复合物 ,这些复合物在低盐溶液中会因

溶解度降低而沉淀, 而在高盐溶液中可解离 ,从而使DNA 和

多糖分开,再用乙醇沉淀 DNA 而除去 CTAB , 不妨碍所提取

DNA 的质量。该方法简便易行, 提取 DNA 的质量和数量均

能满足分子生物学研究的要求。
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