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葡萄总 DNA提取方法的比较研究 
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摘要：以葡萄幼叶为材料，分别采用溴化十六烷基三甲基铵(CTAB)法、高盐低 pH法、简易法、高盐 

沉 淀法和 改良十二烷基硫 酸钠 (SDS)法 5种方法提取 总 DNA，通过 A2 。／A2 。值 、琼脂糖凝胶 电泳 

和 RAPD对 5种方法所得 DNA溶液进行定量、定性分析和综合比较。结果显示高盐低 pH法、高 

盐沉淀法综合效果较好，改良SDS法所得 DNA纯度最佳。因此，在实际工作中还应根据实验 目的 

选取 最适合的方法。 
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高质量 DNA 的获得是 进行分子 杂交、基 因库 

构建 、核酸分析等分子生物学研究的首要步骤。虽然 

目前文献 已报道了许多 DNA 提取的方法。但是 ，研 

究 中我 们仍 需 要 根 据植 物材 料 的 不 同情 况 进行 

DNA提取方法 的改进及筛选比较 。对于葡萄而言， 

因其多糖 、多酚、单 宁、脂质等物质含量较高 ，这些次 

生物质常与核酸形成复合物 ，DNA 埋在这种粘稠的 

胶状物中难 以溶 解且产生程度不 同的褐变L】]，这种 

DNA是不能用于分子生物学研究的。因此 ，建立一 

种制备高质量葡萄总 DNA的有效方法是十分必要 

的。本研 究对 5种提取总 DNA 的方法做适 当改进 

并进行 比较分析 ，试 图建立一种快速从葡萄 中提取 

高纯度、高得率总 DNA 的方法 ，为葡萄分子生物学 

的深入研究奠定技术基础 。 

1 材料和方法 

1．1 试验材料 

试验材料为巨峰葡萄，取 自西北大学果园。选取 

处 于旺盛营养生长期的健康幼叶 ，去除 叶柄分装 于 

塑料袋中立即置于一8O℃超低温冰箱保存备用。 

1．2 总 DNA的提取 

取 出超低温冰箱保存的幼叶 ，迅速研磨 至粉末 

状 ，分别采取 以下方法提取 总 DNA。 

1．2．1 CTAB法[2 称取 2 g干 粉，加 入 10 mL 

65℃预热的 CTAB提取液 ，充分混匀于 65℃中保温 

30 min，加等体积的氯仿一异戊醇 (24：1)，10 000 g， 

4℃离心 5 min，取上清液 加 t／to体积 65℃预热的 

CTAB／NaCl溶 液，混 匀 加 等 体 积 的 氯仿一异 戊 醇 

(24：1)，10 000 g，4℃离心 5 min，取上清液加 1倍 

体积 CTAB沉淀液 ，10 000 g，4℃离心 5 min，用高 

盐 TE缓 冲液重悬沉淀(65℃温育 30 min)，加0．6倍 

体积的异丙醇 ，10 000 g，4℃离心 15 min，70 的乙 

醇洗涤 DNA沉淀 2次，风干后溶 于 1 mL TE，4℃ 

保存备用。 

1．2．2 高盐低 pH 法[3“ 称 取 2 g干粉 ，加入 1O 

mL 65℃预热的提取液 ，充分混匀于 65℃中保温 3O 

min，10 000 g，4℃离心 10 min，取 上清液加 2／3倍 

体 积的 2．5 mol／L(pH一4．8)的 KAc溶液 ，4℃放 

置 15 min，10 000 g，4℃离心 10 min，取上清液加等 

体积 的氯仿一异戊 醇(24：1)，12 000 g，4℃离心 20 

min，取上清液加等体积 的一2O℃预 冷的异丙 醇，一 

2O℃静置 20 min，15 000 g，4℃离心 10 min，70 的 

乙醇洗 涤 DNA 沉 淀 2次，风 干后 溶 于 1 mL TE， 

4℃保存备用 。 

1．2．3 简易法[5] 称取 2 g干粉，加入 10 mL 

CTAB提取 液 ，充分混 匀于 65℃中保 温 30 min，冷 

却至室温加等体积的氯仿一异戊醇 (24：1)，12 000 
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g，CC离心 10 min，重复抽提 2次 ，取 上清液加 2．5 

倍体积 的一20℃预冷 的无水 乙醇 ，一20℃静 置 1 h， 

12 000 g，4℃离心 10 min，70 的乙醇洗涤 DNA沉 

淀 2次 ，风干后溶于 1 mL TE，4℃保存备用 。 

1．2．4 高盐沉淀法[5] 向简易法提取的 DNA 中 

加 3 mol／L NaCl至 NaCl终浓度 为 2．5 mol／L，并 

用等体积的一20℃无水 乙醇沉淀 DNA，一20℃静置 

1 h，12 000 g，4℃离 心 10 min，70 的 乙 醇 洗 涤 

DNA沉淀 2次，风干后溶于 1 mL TE，4℃保存备 

用 。 

1．2．5 改 良SDS法[6 称取 2 g干粉 ，加入 10 mL 

提取 液，室温数 分钟解冻后加入 5 mL 10 SDS溶 

液 ，轻轻混匀 于 65℃保温 3O min，取 出后 立即置于 

冰上，加 2．4 mL 5 mol／L KAc溶液于冰上反应 30 

min，13 000 g，CC离心 2O min，取上清液加 1倍体 

积的异丙醇 ，一40℃放置 3O min，13 000 g，4℃离心 

2O min，用 5 mL TE缓 冲液溶解沉淀 ，加 等体积 的 

氯仿一异戊 醇(24：1)，混匀后 10 000 g，CC离 心 10 

min，取上清 液加 0．8倍体积 的 一20℃预冷 的异丙 

醇 和 1／10体 积 的 3 mol／L NaCl，一40℃静 置 30 

min，13 000 g，4℃离 心 2O min，70 的 乙醇 洗 涤 

DNA 沉 淀 2次 ，风干后溶 于 1 mL TE，4℃保存 备 

用 。 

向 以上 5种 方法 所 得 的 DNA 溶 液 中加 入无 

DNA 酶的 RNase(终浓度为 4O~g／mL)，37℃保温 

1 h，氯仿一异戊醇(24：1)抽提后用 一20℃的无水乙 

醇沉淀 DNA，将所得的 DNA溶于等体积的 TE中。 

1．3 总DNA的定性、定■检测 

将 提取 的 DNA 样品做适 当稀释后 ，分别测 定 

。 ， 。。值 并 计 算 。／A 。。以检 验 纯 度 ，并 根 据 

2 。计算 DNA含量 ；以 NA／Hind I为参照 ，用 0． 

7 的琼脂糖凝胶 电泳做定性分析。 

1．4 PCR扩增及电泳检测[7 ] 

反应 在 Touchgene Gradient(TECHNE公 司) 

PCR仪上进行 。分别以 5种方法提取的总 DNA 为 

模 板 ，反应 体系为 25 L，其 中含 10 mmol／L Tris— 

HCl(pH一8．3)，5O mmol／L KCl，2．5 mmol／L Mg— 

Cl2，0．2 mmol／L dNTPs，2．5 U TaqDNA 聚 合酶 

(上海 Sangon)，10 pmol引物(10 bp随机引物)。扩 

增程 序：95℃预变性 2 min，94℃，45 S，37℃，3O S， 

72℃，5O s，进行 40个循环，72℃延伸 5 min。扩增产 

物在 1．5 9，6琼脂糖凝胶 (EB )中电泳后于紫外透射 

仪上观察照像。 

2 结果与分析 

2．1 DNA样品的纯度和产量 

如表 1所示 ，5种方法提取所得 的 DNA溶液的 

2 。／ 2。。均在 1．6～1．8之 间，这表明所得 DNA 样 

品中基本无蛋 白质污染 。但是 ，各种方法在去除蛋 白 

质方面的效果仍存 在一定差异，其中改 良SDS法效 

果最好 ，高盐低 pH 法、高盐沉淀法 的较好 ，而简易 

法和 CTAB法的结果稍差 。就 DNA 的产量而言 ，简 

易 法、高盐 沉淀 法均 可 得 到大 量 的 DNA，而改 良 

SDS法的 DNA 产量最低 。其次 ，5种方法的工作时 

间差异也较大 ，改 良SDS法 和 CTAB法 比较繁琐、 

费时 ，而其他 3种方法则较为简单、耗时少 。 

袭 1 5种提取方法所得 DNA样品的纯度和产量 

Tab．1 The purity and yields of extracted DNA by 

five methods 

2．2 琼脂糖凝胶 电泳分析 

从 电泳图谱 1(图 1)可 以看出，5种方法所提取 

的 DNA 均无 明显的拖尾现象 ，说 明所得的 DNA 完 

整性均较好 、其次．我们可以发现各种方法的点样孔 

Ij}I l 5种 方 法提 取 匍 萄 基 组 DNA 电 冰 Ij}I 

Fig．1 Agarose gel electrophoresis of genomic DNA from 

grape by 5 methods 

注 ：1，2 CTAB法 3，4高盐低 pH 法 5，6高盐 沉淀法 M 

Marker 7，8简 易法 9，10改 良 SDS法 

基本都残留一些杂质 ，其中简易法的点样孔最亮 ，这 

说 明该 DNA 样 品 中含有 较 多 的未被 去除 的蛋 白 

质 、多糖及一些其他次生代谢产物，由于这些物质具 

有粘连特性 ，常与 DNA 结 合成复合 物，使得 DNA 

分子无法离开点样孔或电泳速度较慢。相比较而言， 

高盐低 pH法 的效果最好 ，点样孔基本无异物，说 明 
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该方法对于葡萄中的多糖 和次生代谢产物去除效果 

很好 ，其他 3种方法的效果较好 。 

从 电泳 图谱 2(图 2)可 以看 出，5种方 法所 得 

DNA 均可用 于 PCR 操作 ，所得 RAPD条 带清 晰， 

重复性好。其 中改 良SDS法 的DNA 浓度虽低 ，但扩 

增后 产物浓度却很 高，说 明所得 DNA 的质量较 高， 

相反简易法 的质量就较低 ，其他 3种方法也有清晰 

的反应结果。总之 ，扩增后的分析结果与上述结果基 

本保持一致。 

图 2 RAPD产物电泳 l奎I 

Fig．2 Agarose gel electrophoresis of RAPD products 

注 ：1 CTAB法 2高盐低 pH法 3高盐 沉淀法 

4简易法 5改 良 SDS法 

3 讨 论 

目前 ，关 于植物总 DNA 的提取方法 已报道 了 

许多，本研究根据所选材料的特点选取 5种方法，各 

种方法均有其优缺 点。CTAB是一种去污剂 ，它既 

可 以裂解 细胞，又可 与 DNA 形成复合 物而溶 于高 

盐溶液 中，当盐 浓度 降低时 此复合物将 析 出，同时． 

CTAB可有效沉淀多糖 。但是 ，对酚类化合物 的去 

除效果不 是很理 想，实 验步骤 也 比较 繁琐 ；高盐低 

pH法 中，低 pH 可有效地防止组织破碎及沉淀大量 

材料时的电离化作用和酚类化合物的褐变 ，高盐 则 

是有效的蛋 白质沉淀剂。其次，该方法简便 、经济，虽 

然其 A 。。／A 。并非最高 ，但完全可用于 PCR等分子 

生物学操作；SDS也是去污剂 ，可直接裂解细胞 ，使 

其释放出核 DNA，经过 一些 步骤 的改进 ，结果显示 

DNA 的质量很好 。但是 ，其产量很低。另外 ，DNA样 

品的 RAPD鉴定结果说 明 5种方法所得 DNA 均可 

用于 PCR等分子生物学操作。总之 ，高盐低 pH法、 

高盐沉淀法 效果较好 ，当然实际应用 中可根据具 体 

的要求选择适 当的提取方法。 

为了更有效地去除杂质，提高 DNA 的质量 ，采 

取了以下措施：① 在适当步骤中加大了离心力和离 

心时间；② 所有方法中均避免了酚的使用，采用氯仿 

一 异戊醇抽提 ，克服了酚对人体 的危害及酚的残 留对 

下一步分子操作带来的困难；③ 选取处于旺盛营养 

生长期 的健康幼 叶，因为随着植物个体的发育 ，植物 

组织内的成分变得愈加 复杂 ，且多酚、多糖以及一些 

次生代谢产物含量也将增 高，因此严重影响了 DNA 

的提取及质量，本试验观察到，当选取较成熟 的叶子 

时，所得DNA溶液的颜色均比幼叶深，为浅褐色；④ 

实验材料研磨充分 ，操作 中当 DNA 释放出来后，一 

直给予温和处理 ，稍剪除移液器枪头的前端 以避免 

DNA受到剪切或断裂；⑤ PVP，2一巯基乙醇联合使 

用去除酚类 ，PVP是一种高分子合成树脂 ，能络合多 

酚物质，防止酚类化合物氧化成醌类 ，避免溶液变褐 

而具有抗氧化作用 ，并且可直接通过离心或氯仿一异 

戊醇抽提去除[9]，针对葡萄中酚类化合物含量较高，5 

种方法中均加入 了一定量的 PVP，其 中改 良SDS法 

是在研磨过程中添加适量 PVP。其次酚类化合物的 

存在加强了褐化效应，2一巯基乙醇具有阻止酚类物质 

氧化的作用 ，可有效地防止褐变[1。。，二者的联合使用 

在去除葡萄酚类化合物方面取得 了良好效果 ，5种方 

法得到的 DNA 溶液均无色或略带黄色。 

注 ：尉亚辉 为本文通讯 作者 
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The mathematical representatiOn and their significance of 

geological timing with M ilankevitch theory 

‘ 

CHEN Qing—hua． ，LIU Chi—yang ．LI Qinz 
(1．Depa咖 ent。fGe。l。gy'N。rthwest uniVersity，Xi an 710069

， China；2．Libraty。f University。f Petr。1eum
， D0ngying， 

257061，China) 

Abstract：The mathematical representations and their significance are discussed in geolo
gica1 dating with 

M ilankovitch theory·The results show that the theoretical basis is practicable for geolo
gica1 dating using 

M ilankovitch theory·The study of the depositional velocities is an important way to impro
ve the effect of 

the geological dating· Another important way is to determine the time interval of the strata to be processed 

accurately·The time interval must be longer than the largest M ilankovitch cycle
，which can be taken as 

the lower limit that can be recognized in geological dating
． W hen the thickness is quite big，it should be 

payed attention to the effectiveness of the energy degree for the frequencies related to M ilankovitch cyc1es
．  

The M ilankowitch theory dating method is a new method
．  Its mathematical representations can be used in 

the computer·This provide an automatic method for geological dating
．  

Key words~M ilankoviteh theory；geological dating；mathematical representation 
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Comparison research of methods of DNA extraction from grape 

DANG W ei，W EI Ya—hui，ZHANG Hua—ping，LIU Ke 

(College of Life Science，Northwest University，Xi an 710069
，China) 

Abstract：Five methods，i·e．CTAB，high salt—low pH ，basic method，high salt precipitation
， improved SDS 

method’were used to extract total DNA from the young leaves of grape
． The resulted DNA samPles of 

five methods were tested qualitatively and quantitatively using the value of A
26o／A28o、agarose geJ eJec— 

trophoresis and RAPD．The results show that high salt precipitation and high salt
— low pH methods are 

better as a whole．The purity of extracted DNA by improve SDS is the best
． So we should select the prop— 

er method according to the objetive in the study． 

Key words：grape；total DNA ；methods of extraction；RAPD 
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