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摘 � 要 � 野生芋属植物体内多糖、色素、酚类等次生物质含量较高, 严重影响从中提取的 DNA的质量。针对这一

问题, 作者以 6种芋属植物的干叶片为材料,摸索出一种适合芋属植物的 DNA提取方法,并对提取的 DNA进行了

纯度鉴定和 PCR检测,结果表明此方法可有效去除次生物质对 DNA的干扰, 样品 DNA的质量和纯度较高, 可用于

下游分子生物学操作。
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Abstract: The contents o f po lysaccharides, pigmen,t pheno lic compound and other secondarymetabo lites

are high inColocasia Scho t,t wh ich in fluence frequent ly the y ield and quality o fDNA when be ing extrac�
ted. In th is study, a new method w as introduced which do best for characterization the purity and concen�
tration of DNA. The result show ed tha t it cou ld effectively e lim inate the affections of the secondary mate�
ria ls to ex tracted DNA from Co locasia, and wh ich be su itab le for o thermo lecu lar ana lysis.
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� � 获得大量的高纯度 DNA是分子生物学研究的

基础。提取植物 DNA通常使用的是新鲜幼嫩的材

料,这样实验材料的来源就受到了时间和地域上的

限制; 现在野外采集时可将新鲜叶片或嫩芽用变色

硅胶快速干燥,这样可防止细胞死亡过程中次生物

质的释放和 DNA的原位降解, 方便了材料的保存。

目前,国内外已形成多种较成熟的植物 DNA提取方

法
[ 1- 4]

,同时也有新的 (或改良的 )方法见于报

刊
[ 5- 8]
。但是由于植物体内含有较多的色素、酚类

和多糖等次生物质,它们可在不同程度上使 DNA失

活, 因此对于不同的物种可能需要寻找适当的提取

方法来去除这些次生物质,以获得高质量的 DNA样

品用于下游操作。

芋属 ( Colocasia Schott)植物为天南星科多年生

常绿草本,分布于亚洲热带、亚热带及许多温暖地

区
[ 9- 10]

。该属植物具有十分重要的经济价值,一些

种类是重要的经济作物、观赏和药用植物资源, 如:

芋 (C. esculenta )是世界著名的粮食作物, 全球有

6 000万人以此为主食;异色芋 (C. heterochroma )叶

片墨绿色,有暗紫色花纹和银光效果,是很好的盆栽

观叶植物;大野芋 (C. gigantea )叶色碧绿,被长而粗

壮的淡绿色叶柄盾状撑起,株型十分优美,可用作蔬

菜和庭园观赏,其根茎入药, 有解毒、止痛、消肿之功
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效,主治口疮、肿毒、烫火伤。近年来在芋的研究中

应用生物技术,使得芋在抗性和品质改良方面均取

得了较大进展;但是芋属植物的叶片较肥厚,是一类

高多糖含量植物,其叶片常有紫色大斑块,含色素也

较多,使得总 DNA的提取较为困难,质量较低, 从而

直接影响其下游分子生物学操作。针对这些问题,

我们对 Doy le和 Doy le
[ 11]
提取植物 DNA的 CTAB法

进行了改良,用此方法提取了 6种野生芋属植物的

DNA,并对此进行了纯度鉴定和 PCR检测, 获得了

较理想的效果。

1� 材料与方法

1. 1� 材料

供试材料分别采自云南勐腊基诺山、盈江姐冒、

高黎贡山等地 (表 1)。取野生植株刚展开、生长旺

盛的幼嫩鲜叶 10 g左右, 撕成面积不超过2 cm
2
的碎

片, 置于 12 cm  8 cm封口袋中, 立即放入 100 g变色

硅胶中干燥常温保存,硅胶变色后及时更换硅胶,直

至叶片完全干燥为止 (以手指捻时发出噼啪声为

准 )。凭证标本均保存于湖南师范大学植物标本馆

( HHNU )。

1. 2� 主要仪器和提取试剂

DYY - 6B型稳压稳流电泳仪 (北京六一仪器

厂 ) ,台式高速低温离心机 ( Sigma公司 ) , HW - 8B

型超级微量恒温器 (浙江永嘉分析仪器厂 )。 CTAB

组成成分: �= 2% CTAB (十六烷基 - 三甲基溴化

铵 ) , 1�4 mol /L N aC ,l 0�02mo l/L EDTA (乙二胺四

乙酸 ), 0�1mo l/L tris - HC,l pH8�0。 TE缓冲液:

0�01 mol /L T ris- HC ,l pH8�0, 0�001 mo l /L EDTA。

水洗 Buffer组成成分: 8 mL灭菌水、100�L  -巯基

乙醇。去多糖 Bu ffer组成成分: 0�2 mol /L T ris -

HC l、0�05 mol /L EDTA、0�25 mol /L N aC ,l pH8�0。
表 1� 材料来源

编号 种名 凭证标本 采集地点 采集日期

1 芋 C olocasia esculenta CA I 03020 昆明植物园 2003. 07. 15

2 异色芋 C. heterochr1om a CA I 03023 云南德宏盈江 2003. 07. 16

3 花叶芋 C. b icolor CA I 04019 云南勐腊基诺山 2004. 07. 11

4 龚氏芋 C. gong ii CA I 04018 云南德宏盈江 2004. 07. 10

5 贡山芋 C. gaoligongensis CA I 04014 云南高黎贡山 2004. 07. 09

6 大野芋 C. gigantea CA I 04007 云南勐腊南公山 2004. 06. 22

1. 3� 提取方法

( 1)取干燥叶片 0. 5 g置于研钵中, 加少许固体

PVP(聚乙烯吡咯烷酮 )和石英砂,迅速研磨成粉末。

( 2)将粉末转至10mL的 EP管中,加满水洗 Buffer混

匀, 6 000 r/m in离心 5m in, 弃上清。若色素仍较多,

可重复此步骤,直至沉淀为鲜绿色。 ( 3)加满去多糖

Buffer混匀, 6 000 r /m in离心 5m in, 弃上清。 ( 4)加

4 mL 2  CTAB和 120�L  -巯基乙醇混匀,使沉淀

溶解。 ( 5) 6 5 ! 水浴1 h,前30m in不时颠倒离心管,

使沉淀充分溶解。 ( 6 )冷却后每管加入 1�2mL

5 mo l/L KAC混匀,冰浴1 h。 ( 7)加 4mL的 24: 1( V /

V )氯仿 - 异戊醇溶液, 电动混匀 10 m in, 4 ! ,

10 000 r/m in离心 10m in。 ( 8)吸取上清,重复 ( 7)步

骤。 ( 9)吸取上清,加 3. 2mL - 20 ! 的冰冷异丙醇

混匀, - 20 ! 下静置 30~ 60 m in, 至白色絮状 DNA

沉淀出现。 ( 10 ) 4 ! , 10 000 r /m in离心 10m in。

( 11)弃上清, 加 2mL 75%乙醇, 4 ! , 5 000 r/m in离

心5m in。重复 2次。 ( 12)弃上清, 加 2mL 100%乙

醇, 4 ! , 5 000 r /m in离心 5m in。 ( 13)弃上清, 等沉

淀自然风干后,加 300 �L1  TE溶液使其充分溶解。

( 14)若多糖产物太多,可等沉淀控干后加 2 mL水溶

解,再加 1�2mL 5mo l/L NaC l和等体积的冰冷异丙

醇混匀, - 20 ! 下静置 30~ 60m in,重复 ( 10) ~ ( 13)

步骤。 ( 15) - 20 ! 保存备用。

2� 结果与分析

2. 1� DNA纯度、浓度检测

使用紫外分光光度计 (德国 Eppendorf公司 ),分

别测定样品 A 230 nm、A 260 nm、A 280 nm处的光吸

收值 ( OD值 )。A260 /A 280 nm的值即为样品 DNA

的纯度。 260 nm与230 nm的光吸收比值确定 DNA的

纯度。在波长260 nm紫外线下, 1OD值的光密度相当

于双链 DNA浓度为 50�g /mL,由此可计算出 DNA的

浓度 (表 2)。
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DNA在波长 260 nm处有一个明显的吸收峰, 本

实验提取的 DNA经检测知: A 260 nm /A 280 nm的值

在 1�706~ 1�811之间,说明得到的 DNA纯度较高,蛋

白质、酚类及多糖类杂质去除较完全,提取时残留的

氯仿、乙醇等小分子成分已基本除去。DNA的浓度

在 8�15~ 9�60 �g /mL之间。由此可见, 用本文所述

的方法已基本可将蛋白质、多糖等杂质以及一些带正

电荷的杂质去除干净,得到较纯的 DNA样品。

2�2� PCR扩增反应及电泳检测

为了进一步证实此改良法 DNA提取方法的效

果,我们对此又进行了 PCR检测。以所提 DNA为

模板, 引物为 2个 ITS序列扩增双向通用引物, 在

Eppendorf公司的 PCR自动扩增仪上进行 PCR扩

增。PCR扩增条件及扩增程序参见W illiam等人的

方法
[ 12]
。 95 ! 预变性5 m in,接着以 95 ! 1m in, 56

~ 58 ! 30 s, 72 ! 50 s,循环 2次;再以95 ! 30 s,

56~ 58 ! 30 s, 72 ! 50 s,循环 38次;最后在 72 !

保温 10m in。 1�0%琼脂糖凝胶电泳, 约 1 h后在紫

外分析仪和凝胶成像分析系统下拍照。

用该方法提取的总 DNA样品进行 ITS序列引物

PCR扩增也可获得清晰的带谱 (图 1) ,说明所得 DNA

可以用于 PCR扩增及其它后续分子生物学操作。
表 2� 6种芋属植物基因组 DNA浓度及产率

编
号

OD260 OD280
OD260 /
OD280

DNA浓度

/�g∀ mL- 1

1 0� 163 0� 090 1�811 8�15
2 0� 185 0� 103 1�796 9�25
3 0� 167 0� 094 1�777 8�35
4 0� 184 0� 102 1�804 9�20
5 0� 192 0� 106 1�811 9�60
6 0� 176 0� 101 1�743 8�80

图 1� 6种芋属植物 ITS区的 PCR扩增产物电泳图谱

3� 讨 � 论

芋属植物的叶片较为肥厚,多糖含量较高,多糖

可与 DNA同时沉淀使 DNA提取物呈胶状, 从而影

响对 DNA样品的浓缩。常规提取方法中,通过氯仿

-异戊醇抽提, 高盐低温沉淀可除去一部分多糖。

本实验针对芋属植物富含多糖的特点,在水洗后加

入去多糖 Buffer,在 DNA沉淀控干后视多糖多寡可

再加水溶解沉淀,加 NaC l和等体积冰冷异丙醇, 混

匀, - 20 ! 下静置再次沉淀 DNA, 这样可有效除去

多糖。酚类物质广泛分布于植物体, 它经氧化后易

与 DNA共价结合引起褐变。一般采取加酚类的结

合剂 (如 PVP、PEG等,使之与酚类物质结合成复合

物通过离心除去 )和抗氧化剂 (如巯基乙醇、亚硫酸

钠、半胱氨酸等,使多酚氧化酶失活从而防止酚类物

质被氧化 )这两类方法来去除 DNA提取过程中的

酚类物质。本实验将两类方法结合起来应用, 在研

磨时加入 PVP,在提取液中加入  -巯基乙醇,结果

证明可以有效去除酚类物质。色素对 DNA的纯度

也有一定的影响,本实验为除去色素的影响,在研磨

后增加了水洗步骤,加8 mL灭菌水和 100�L -巯基

乙醇,离心后弃上清, 视溶液颜色情况可重复 2 ~ 3

次。通过以上几项优化处理, 得到了纯度较高的

DNA样品。

除 DNA的纯度对后续操作影响较大外, DNA

片断的长度对实验结果也有一定的影响。DNA对

剪切力极为敏感,为得到尽可能大的 DNA片段, 在

提取过程中要注意以下问题: 提取过程中应温和操

作, 避免剧烈震荡, 用较粗的枪头 (剪去先端 )吸取

上清液,吸取过程中避免产生气泡,加溶液时勿对着

DNA沉淀冲洗, 而应让溶液顺着离心管壁流下, 不

要通过反复吸打的方法助溶 DNA;应尽量简化操作

步骤,减少转移 DNA的次数并以适当的次数、速度

离心,离心时达到两相分离即可。这样可保证得到

较大片段的 DNA,扩增效果比较稳定。
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核酸析出 (周延清, 2005)。研究结果证实,丹参 DNA

的提取在提取缓冲液中加入一定量的巯基乙醇即可。

改良 CTAB法提取的 DNA基本上无色,质量比 CTAB

法与 SDS法高。在改良 CTAB法中,提取缓冲液中加

入 0�2%的  -巯基乙醇可以防止抽提过程中酚的自

发氧化;将加入 RNAase的步骤置于第 ( 3)步中,不仅

取得了去除 RNA的良好效果,还简化了操作步骤,获

得了可用于 ISSR反应的 DNA。

前人研究指出: SDS法提取的核酸质量不高但

提取的产率较高 (彭建营, 2000 )。本研究发现:

CTAB法提取的 DNA污染程度总体上比 SDS法要

轻。尽管理论计算中 SDS法的 DNA得率较高, 但

是从电泳及 DNA浓度纯度测定结果可以看出, 相同

点样量情况下, SDS法提取的 DNA主带的亮度比

CTAB法弱或亮度相近, 这说明 SDS法提取的丹参

DNA产率和 CTAB法相近或稍低。
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