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摘要  [ 目的] 探索高粱总DNA 的快速、高效提取方法 ,为将其导入水稻提供大量、高质量的DNA。[ 方法] 以高粱幼叶为材料 ,分别采用
SDS 法、CTAB 法、尿素法和NaOH法提取高粱总DNA,并对不同方法提取DNA 的纯度、浓度和产量进行检测。[ 结果] 尿素法提取DNA 纯
度和质量最好 ,SDS 法和CTAB 法次之,NaOH 法最差。采用尿素法、SDS 法、CTAB 法和NaOH法分别可从1 g 高粱样品中提取到约292 .00、
21 .75、152 .25 和243 .75 μg 的DNA。4 种方法提取的高粱总DNA 的琼脂糖凝胶电泳结果表明NaOH 法不能有效提取高粱总DNA,其他3
种方法在提取高粱总DNA 时能较好地保证其完整性。高粱总DNA 分子量约为50 KB。[ 结论] 尿素法提取DNA 的纯度最好、产率最高 ,
是一种理想的高粱总DNA 提取方法。
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Comparisonof Different Extraction Methods of Total DNA fromSorghum
ZHENG Zhuo et al  ( College of Life Science ,Jinggangshan University ,Jian ,Jiangxi 343009)
Abstract  [ Objective] The research ai medto discuss rapid and highly - efficient extraction methods for extracti ng DNAfromsorghumand provide a large
amount of DNA with high quality for i ntroduci ng it into rice . [ Method] With the tender leaves of sorghumas materials , total DNA was extracted from
sorghumby SDS method , CTAB method , urea method and NaOH method . And the purity , concentration and yield of DNA extracted by different methods
were detected . [ Result] The purity and quality of DNA extracted by urea method were best , followed by SDS method and CTAB method , that by NaOH
method was worst . And 292 .00 , 21 .75 , 152 .25 and 243 .75 ug DNA were respectively extracted from1 g sorghumsample by urea method , SDS method ,
CTAB method and NaOH method . The agarose gel electrophoresis results of DNA extracted fromsorghumby 4 kinds of methods showed that NaOH method
could not extract total DNAfromsorghumeffectively and the other 3 methods could keep the integrality of total DNAextracted fromsorghum. The molecu-
lar weight of total DNAfromsorghum was about 50 KB. [ Conclusion] DNA extracted by urea method has the best purity and the highest yield . Urea
method is a kind of ideal extraction method for extracti ng total DNAfromsorghum.
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  外源DNA 导入植物的遗传转化技术( genetic transfor ma-

tiontechnique) 是应用整体植物生长过程中控制世代遗传交替

的种胚细胞或苗端分生组织细胞为靶细胞, 导入外源 DNA

进行品种改良[ 1] 。不少研究证明, 外源 DNA 导入技术可以

克服远缘杂交不亲和性 ,实现基因在物种间的交流, 同时创

造一 些特异中 间材料, 为大 田育种 提供 丰富 的基础 材

料[ 2 - 5] 。高粱为 C4 作物, 光合效率高, 且茎秆坚韧、穗大粒

多、抗性好。能否通过外源 DNA 导入技术将高粱 DNA 直接

导入水稻, 从而实现高粱有益性状向水稻的转移, 一直受到

育种家们的关注。外源 DNA 导入技术的第一步是外源DNA

的提取。因此,外源 DNA 质量的好坏直接关系到外源 DNA

导入的成败[ 6] 。笔者旨在探索高粱 DNA 的快速、高效提取

方法, 以期为高粱DNA 导入水稻提供大量、高质量的 DNA。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 高梁品种。当地( 吉安市) 农家品种。将高粱种子用

70 %酒精灭菌后置于恒温箱中发芽,然后将其移栽于经土壤

灭菌的花盆内, 待其幼叶长出后备用。

1 .1 .2  试剂。SDS、尿素、CTAB、NaOH、氯仿、异戊醇、NaCl 、

HCl 、95 %酒精、EDTA、琼脂糖等, 均由井冈山大学生命科学学

院分子生物学实验室提供。

1 .2 .3 仪器。FA1004 型精密天平,TGL- 16C 型高速离心机 ,

水浴锅,UV754N 型紫外可见分光光度计,DYY- 101 电泳仪 ,

YLN-2000 型凝胶成像系统,1 .5 ml 无菌离心管, - 20 ℃冰箱。

1 .2 方法

1 .2 .1 高粱总DNA 的提取。

1 .2 .1 .1 SDS 法。①取高粱幼叶2 g 剪碎于研钵中,加10 ml

SDS 提取液, 快速研磨, 将研磨液装于1 .5 ml 无菌离心管中 ,

摇动离心管并使其充分混匀; ②将离心管放于65 ℃的水浴

锅中水浴30 min ; ③再将等体积的氯仿∶异戊醇( 24∶1) 溶液加

入离心管中,摇匀 ,使之成乳状液,12 000r/ min 离心5 min ; ④

用移液枪吸取上清液并转入另一离心管中, 加等体积的氯

仿, 混匀, 12 000 r/ min 离心5 min ;⑤将上清液转入另一无菌

离心管中, 加2 倍体积预冷的乙醇( 95 %) , 温和倒转数次, 出

现絮状DNA 沉淀后用吸管将其吸出 , 放入另一无菌离心管

中;⑥用75 %乙醇冲洗 DNA 3 次, 小心倒去液体相, 风干, 用

500 μl TE 溶液溶解, - 20 ℃保存备用。

1 .2 .1 .2 尿素法。取高粱幼叶2 g 剪碎于研钵中, 加10 ml

尿素提取液,快速研磨,以后步骤同上述SDS 法②～⑥。

1 .2 .1 .3 NaOH 法。取0 .4 g 高粱嫩叶剪碎于研钵中, 加0 .25

mol/ L NaOH 5 ml ,研磨,将研磨液转移至纯净的小烧杯内, 将

小烧杯置于沸水中2 min 之后加入3 ml 0 .25 mol/ L HCl 中和 ,

再加5 ml 0 .5 mol/ L Tris- HCl( pH 值8 .0) , 沸水浴5 min。以后

步骤同上述SDS 法②～⑥。

1 .2 .1 .4 CTAB 法。将CTAB 提取缓冲液及CTAB/ NaCl 溶液

预热到65 ℃;取高粱幼叶2 g ,剪碎于研钵中, 加10 ml 预热的

CTAB 提取液 ,快速研磨, 将研磨液分装转入1 .5 ml 离心管

中, 摇动离心管使充分混匀。以后步骤同SDS 法②～⑥。

1 .2 .2 高粱总DNA 产量和质量的检测。

1 .2 .2 .1  DNA 纯度、浓度和产量的检测。将上述提取的

DNA( 2 μl ) 用蒸馏水稀释20 倍, 在 UV754N 型紫外可见分光

光度计上测定 OD260、OD280 ,计算DNA 溶液的浓度( 每个样品
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取3 次平均值) 。根据DNA 的浓度计算样品中DNA 的产量 ,

根据 OD260/ OD280比值估计DNA 的纯度。

DNA 浓度(μg/ ml) = OD260×50×稀释倍数

DNA 产量( μg/ g) = DNA 浓度/ ( 2×提取 DNA 所需的叶

片克数)

1 .2 .2 .2  DNA 分子量大小的检测。取3 μl 上述 DNA 样品和

3 μl 标准分子量大小λDNA/ EcoRI + HindⅢ为Marker , 于1 .4 %

琼脂糖上电泳,后经溴化乙锭染色, 在YLN-2000 型凝胶成像

系统上成像,以检测高粱 DNA 分子量的大小。

2  结果与分析

2 .1  DNA 的质量和产量 由表1 可知 , 尿素法提取的高粱

DNA OD260/ OD280值接近1 .8 ,表明尿素法提取的高粱DNA 纯

度高、质量好[ 6] ;SDS 法和 CTAB 法的 OD260/ OD280值在2 .000

左右,表明这两种方法提取 DNA 纯度和质量较好; 而 NaOH

法的 OD260/ OD280值最大,为2 .407 , 表明NaOH 法提取的DNA

纯度和质量最差。在这4 种方法中, 尿素法1 g 样品可提取

总DNA 292 .00 μg ,SDS 法可提取21 .75 μg ,CTAB 法可提取

152 .25 μg ,NaOH 法可提取243 .75 μg。综合分析, 提取方法的

优劣是 :尿素法> CTAB 法> SDS 法> NaOH 法。

  表1 高粱总DNA 紫外分光光度计分析结果

方法 OD260 OD280 OD260/ OD280
DNA浓度

μg/ ml

DNA产量

μg/ g
SDS法 0 .087 0 .045 1 .993 87 .00   21 .75

尿素法 1 .168 0 .662 1 .878 1 168 .00 292 .00

CTAB 法 0 .609 0 .294 2 .071 609 .00 152 .25

NaOH法 0 .130 0 .054 2 .407 195 .00 243 .75

 注 :表内为3 次重复的平均值。

2 .2 高粱总DNA 琼脂糖凝胶电泳检测结果  由图1 可见 ,

碱法提取的高粱 DNA 泳道无任何反应, 说明碱法不能有效

提取高粱的总 DNA。用 CTAB 法提取,DNA 带亮度较弱 , 但

点样孔较亮,说明CTAB 法提取的高粱 DNA 中含有较多的多

糖, 纯度较差。用尿素法提取的高粱DNA 泳道内,DNA 带最

明亮, 点样孔较暗 ,说明尿素法提取的高粱 DNA 中多糖含量

少,纯度最好, 浓度最高。用SDS 法提取,DNA 带亮度较弱 ,

点样孔暗, 说明SDS 法提取的 DNA 所含多糖少, 纯度高, 但

浓度较低。这些结果与紫外可见分光光度计测定结果相一

致。尿素法、CTAB 法和SDS 法提取的DNA 主要集中在50 kb

左右的位置,说明高粱总DNA 分子量的大小约为50 Kb ,这3

种方法在提取高粱总 DNA 时能较好地保证其完整性。

图1 高粱总DNA 琼脂糖凝胶电泳结果

3  结论

在DNA 提取过程中, 首先要考虑 DNA 的质量和产量,其

次是方法的简洁和经济。一般而言, 上述4 种方法均可用于

植物总 DNA 的提取。经综合考虑 , 笔者认为尿素法是获取

高质量、高产量的最佳高粱总 DNA 提取方法。
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  能与甲基化 DNA 结合的蛋白最先在哺乳动物中发现 ,

目前, 脊椎动物中共分离到5 个MBD 成员。近年来, 关于植

物甲基结合域蛋白基因的研究也取得了初步进展。拟南芥、

水稻、玉米基因组分别编码13、16 和16 个包含MBD 保守域

的蛋白; 对拟南芥、玉米、水稻的MBD 蛋白聚类分析表明, 双

子叶植物拟南芥MBD 分为8 个亚类, 单子叶植物玉米、水稻

MBD 蛋白只包含其中的6 个亚类[ 10] 。
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