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表 " 红金秋液体授粉坐果率调查
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!- " 人工授粉试验

从上述调查看，一些品种 #系 &金香水、晚香、牡育 ( . * 等

亲合力好，花粉量大，但与红金秋花期不一致，能否通过液体

授粉达到更理想的效果，我们进行了试验，结果见表 "。金香水

和晚香的花粉液为红金秋授粉，坐果率比自然坐果率分别提

高 %- ), 和 ()- (, ，说明取花粉进行人工授粉可弥补自然配

置授粉树花期相遇时间不足的现象，保证红金秋正常结果。

" 结果与讨论

红金秋自花不实，必须配置授粉树，从试验结果看出，红

金秋接受不同品种 #系 &的花粉能力强，授粉组合坐果率高于

自然授粉坐果率的有友谊 +(、苹果梨、脆香、牡育 ($ . !、金香

水等。从花期相遇上看，苹果梨、牡育 ($ . !、友谊 +( 最为理

想，与红金秋盛花期相遇；金香水、牡育 (( . (( 为盛花末期；

脆香、晚香为终花期。但苹果梨、友谊 +( 抗寒力弱，因此，在黑

龙江省第一积温区以苹果香和友谊 +( 为较好授粉组，第二、

三积温区以牡育 ($ . !、金香水为较好授粉组合，脆香、晚香次

之。为了使红金秋得到最佳的授粉效果，应进行人工授粉。
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摘 要：以改良 0123 法提取复烤烟叶 452，经 6 . "’’’ 紫外分光光度计测定，所获 452 呈典型的吸收曲线，且

74!/’ 8 74!%’ 在 (- * 9 (- + 之间；对烟草叶绿体不编码序列进行 :0; 扩增，获得理想条带。

关键词：提取；复烤烟叶；452
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’ 前言

近年来，转基因产品日益增多，不断地进行推广和引入市

场，由此引发的公众对转基因产品的接受程度的问题成为当

今的热门话题之一。烟草作为一种特殊的消费品，也是转基因

的模式植物，在我国有广泛的种植。为杜绝出口烟叶中的转基

因成分，对复烤烟叶进行出口前检测是必不可少的工作环节。

目前国际上认同的烟草转基因检测方法是建立在聚合酶链式

反应 # QHKPI>CD@> E=D?N C>DEB?HN，:0;& 基础上的分子生物学检

测，复烤烟叶 452 的提取是该工作的重要组成部分。

由于复烤烟叶属干制品，且经过不同程度的高温处理，

452 降解严重。为此，采用适合的 452 提取方法，确保复烤烟

叶 452 的产量和纯度，满足 :0; 工作需要，乃是检测工作的

前提。本文介绍的改良 0123 法，是实践中摸索出的一种成熟

的复烤烟叶 452 提取方法，现报告如下。

( 材料与试剂

(- ( 试验材料

50%+、龙江 %$(、Y"!/ 三个品种的复烤烟叶，由黑龙江省

烟草科研所提供。

(- ! 试剂
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图 "

高盐 #$ %&’’()* "+,,-.·/ 0 "#)12 3 4567 + 8 9 ",,-.·/ 0 "

$:#;34567 + 8 9 ",-.·/ 0 "<=>.；
#=? 酶 3附 "+ @ A>B %&’’() 8 9 %1-2C=) 产品；

D<#A2，天象人生物工程公司；

引物 "：E‘ 0 >F; ;;# >FF #=F ;>G >#; >F 0 !’，

引物 H：E‘ 0 FFF F;# ;F; FFF ;># #F; ;> 0 ! I ，
:/H+++ :<; J=)K()，由大连宝生物工程公司合成。

H 实验方法

H7 " 复烤烟叶 :<; 的提取 3改良 >#;% 法 8
干烟叶称重，液氮研磨，转入 $44(LD-)’ 管中，按 "7 E!. M ,F

的量加入适量的 +7 6 @ >#;% %&’’()，NEO 水浴 "+ P H+,1L，加

入等体积的氯仿Q 异戊醇 3 HRQ " 8，混匀后，""+++)4, 离心 E,1L，

取上清加入 " M "+ 体积的 NEO 3预热 8的 "+S >#;%，再加入等

体积的氯仿Q 异戊醇 3 HRQ " 8，混匀，"E+++)4, 离心 E,1L，取上清

加 入 等 体 积 的 >#;% 沉 淀 %&’’()，轻 轻 摇 匀 ，"E+++)4, 离 心

E,1L，弃上清。加入高盐 #$ %&’’()。NEO 水浴 "+ P "E,1L，加入

二倍体积的 冷无水乙醇 或 H M ! 体积的 异丙醇，0 H+O H+ P
!+,1L 沉淀 :<;，"E+++)4, 离心 "+,1L，去上清，用乙醇清洗，

抽干，溶于纯水中待用。

H7 H :<; 质量鉴定

H7 H7 " T: 值检测

H7 H7 H 叶绿体不编码序列的 A>B 检测

反应体系：

"+ @ A>B %&’’() E!. "+,,-.·/ 0 " D<#A2 +7 E!.
引物 " 3RT: M ,. 8 +7 E!. 引物 H 3RT: M ,. 8 +7 E!.
模板 :<; "++LF #=? 酶 "U
加去离子水补至总体积为 E+!.
反应程序：

预变性 VEO E,1L 变性 VEO !+2
复 性 NHO ",1L 延伸 WHO ",1L!+2
!E 次循环 后保温 WHO
反应结束后，取 "+!. 扩增产物，于 "S 琼脂糖凝胶电泳

3内加 $%8，结果于紫外下观察，记录。

! 实验结果

!7 " :<; 紫外吸收曲线及 T: 值测定

所提取的样品 :<; 经 U 0 !+++ 紫外分光 光度计测定，

T:HN+ M T:H6+ 均在 "7 W P "7 V 之间，纯度较高；浓度均在 "++LF M
!. 以上，产量相对 A>B 而言应属充分。图 " 示所提取三个样品

:<; 在 HH+ P !H+L, 波 长 之 间 的 扫 描 图 ，均 呈 现 为 典 型 的

:<; 吸收曲线。

!7 H A>B 扩增结果

选 择 <>6V 样 品 :<; 为 代 表 ，针 对 叶 绿 体 不 编 码 序 列

3 EE+X4 8 进行 A>B 扩增，取 "+!. 扩增产物经 "S 琼脂糖凝胶

3内加 $%8电泳，结果如下：

末泳道为 :/H+++ :<; J=)K()，片段长度由上向下依次为

HKX，"KX9 WE+X49 E++X49 !++X49 "E+X4。

由上图结果可见，目标序列扩增比较充分，对所提取 :<;
质量的可靠性给予了肯定。

R 讨论——— 样品类型对提取 :<; 质量的影响

出于对 :<; 产量及基因组完整性的考虑，鲜组织是 :<;
提取的首选材料，所获 :<; 纯度主要受以下因素影响：B<;、

蛋白和多糖的去除程度；酚试剂残余；叶绿素干扰。

由于客观因素的制约，本实验中只能以干制品为材料。因

经受不同程度的高温处理，:<; 产量不高，降解严重，基因组

完整性不好。然而，经这样处理的材料，蛋白和多糖也受到极度

破坏，并且所提取 :<; 基本上无叶绿素干扰，这是实验中所获

:<; 纯度较高的一个重要原因。

为尽可能提高 :<; 产量，对材料进行充分研磨是极其重

要的操作。实验中在此基础上所获 :<; 均在 "++LF M !. 以上。

"++LF:<; 对于烟草基因组而言，可以保证单一序列拷贝数在

"+R 数量级，完全能够满足理想扩增的需要，实验中 A>B 结果

证实了这一点。

E 结论

通过对样品 :<; 进行波长扫描分析和叶绿体不编码序列

扩增结果两项指标鉴定，认为所采用的方法——— 改良 >#;% 法

对于复烤烟叶 :<; 的提取充分可靠。

图 H
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