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摘要  [ 目的] 为研究枸杞的遗传多样性、种质鉴定和指纹图谱的构建提供基础保证。[ 方法] 以枸杞成熟叶片为试材 ,分别采用常规
CTAB 法、高盐CTAB 法等11 种方法从枸杞中提取基因组DNA,比较不同方法的提取效果。[ 结果] 11 种方法中 ,除5×CTAB 法试验结果
不理想外 ,其余10 种均能有效地从枸杞叶片中获得DNA,所提DNA 的质量和产量均无明显差异。[ 结论] 11 种方法提取的枸杞基因组
DNA ,能够满足RAPD 分析的需要。
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Abstract  [ Objective] Theresearch ai medto provide basic guarantee for studying the genetic diversitythe germplase identification and construction of fin-
gerprint of Lyciu m barbaru m L.[ Method] With mature leaves of Lyciu m barbaru mL .as tested material ,the genomic DNA was extracted from Lycium bar-
barum L .using eleven different methods ,such as CTAB method ,high-salt CTAB method and so on.The extraction effects of different methods were com-
pared .[ Result] High-quality DNA could be obtained withten of all methods ,except 5×CTAB method .Quality and outtput of DNA had no significant dif-
ferences .[ Concl usion] The genomic DNA could be extracted fromthe mature leaves of Lyciu m barbaru m L . by 11 ki nds of methods .These methods all
could be used in RAPDreaction .
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  宁夏枸杞( Lyciu m barbarum L .) 为茄科多年生落叶灌

木[ 1] ,主要分布在宁夏、内蒙古、新疆等省的干旱和半干旱地

区,具有很强的耐盐和耐旱性[ 2] 。宁夏枸杞由于其组织细胞

中含有大量的多糖、多酚及其他次生代谢产物, 一般方法所提

取的DNA 质量较差。笔者主要采用常规CTAB 法、常规SDS

法、改良的CTAB、改进的SDS 法等11 种方法,对宁夏枸杞叶片

DNA 进行提取,目的在于筛选出更适合于枸杞叶片基因组提

取的方法,为枸杞DNA 分子标记研究提基础保证。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试材料宁夏枸杞叶片, 采自北方民族大学试

验基地 ,取其成熟叶片,洗去叶面灰尘 ,晾干。

1 .2  提取方法  采用11 种提取方法, 分别为: ①常规 CTAB

法[ 3] ;②高盐CTAB 法[ 4] ; ③改良的SDS 法[ 4] ; ④5×CTAB 法

( 方法同常规CTAB , 只是用5 %CTAB) ;⑤CTAB 法[ 5] ; ⑥CTAB

法[ 6] ;⑦常规SDS 法[ 7] ; ⑧改进 CTAB 法[ 8] ; ⑨CTAB 法[ 9] ; ⑩

改进SDS 法[ 8] ; �瑏瑡改良 CTAB 法[ 4] 。

1 .3 DNA 检测方法

1 .3.1  DNA 纯度和浓度检测。吸取10 μl DNA 溶液, 加入

3 ml 蒸馏水,DNA 母液被稀释301 倍。混匀, 转入分光光度计

的石英比色杯中, 用等体积的蒸馏水做空白对照。用紫外分

光光度计测量260 和280 nm处的 OD 值,根据公式DNA 浓度

= 50 ×OD260×301 , 计算 DNA 浓度; 根据 OD260/ OD280判断

DNA 的大致纯度。

1 .3.2 琼脂糖凝胶电泳检测。取5 μl 样品在浓度0 .8 % 含

有EB( 溴化乙锭) 的琼脂糖凝胶上电泳, 电泳电压100 V,30

min 后在紫外光下检测。

1 .3 .3 RAPD 检测。按照枸杞基因组 DNA 指纹图谱分析[ 6]

中RAPD 反应体系进行检测。

2  结果与分析

2 .1 DNA 样品的纯度和浓度 由表1 可知, 方法②、③、⑥、

⑦、⑧提取的基因组 DNA 纯度均较好, A260/ A280在1 .80 左

右, 说明DNA 中不含蛋白质; 而方法④、⑨、⑩、�瑏瑡A260/ A280小

于1 .70 ,表明有蛋白质、苯酚、多糖多酚类等杂质存在, 影响了

DNA 纯度; 方法①、⑤A260/ A280大于1 .9 , 表明 DNA 中 RNA 或

DNA 已降解。根据估算的DNA 浓度,基本表现与纯度相符。

表1 11 种方法提取枸杞叶片DNA 的纯度和浓度

Table 1 Thepurity and concentration of DNA extractedfrom Lyciu m bar-

baru m by eleven kinds of methods

方法

Method
A260 A280

纯度A260/A280

Purity

DNA 浓度∥μg/μl

DNAconcentration
① 0 .014 0 .007 2 .00 210 .70
② 0 .015 0 .008 1 .875 225 .75
③ 0 .021 0 .012 1 .75 316 .05
④ 0 .020 0 .019 1 .05 301 .00
⑤ 0 .016 0 .008 2 .00 240 .80
⑥ 0 .017 0 .009 1 .89 255 .85
⑦ 0 .051 0 .027 1 .89 767 .55
⑧ 0 .013 0 .007 1 .86 195 .65
⑨ 0 .011 0 .007 1 .57 165 .55
⑩ 0 .018 0 .012 1 .50 270 .90
�瑏瑡 0 .023 0 .014 1 .64 346 .15

 注 :1 .常规CTAB ;2 .高盐CTAB 法 ;3 . 改良的SDS 法 ;4 .5×CTAB
法 ;5 .CTAB 法 ;6 .CTAB 法 ;7 .常规 SDS 法 ;8 . 改进CTAB 法 ;

9 .CTAB 法 ;10 . 改进SDS 法 ;11 .改良CTAB 法 , 下同。
 Note :1 .Conventional CTAB ; 2. High - salt CTAB method ;4 .5 ×CTAB

method ;5 .CTAB method ; 6 .CTAB method ;7 .Conventional SDS method ;
8 .Improved CTAB method ;9 .CTAB method ;10 .Improved SDS method ;
11.Improved CTAB method .The same as below.

图1 枸杞叶片DNA 不同提取方法电泳图谱

Fig .1 Electrophotogramof DNA extractedfromwolfberryleaves by

different methods ( 下转第6875 页)
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生长点的茎尖为外植体,可使草木犀的基因转化效率得到较

大提高。

4  结论

该试验采用草木犀试管苗的子叶、下胚轴、破坏生长点

的茎尖为外植体, 在含有0、1、3、5、10 mg/ L 除草剂草丁膦的

分化培养基MS+ BA 3 mg/ L + IAA 0 .2 mg/ L 上诱导再生芽 ,

得出3 mg/ L 除草剂为适宜的筛选压力。在此筛选压力下 ,

对不同外植体进行遗传转化, 其中破坏生长点的茎尖再生芽

的效率最高 ,对其部分再生苗进行PCR 及Southern blot 杂交

检测, 再生苗均为转化苗( 图3～4) 。

图3 移栽入土的再生转化草木犀

Fig .3 Theregeneratecl andtransformed M. suaveclens after trans-

planting

图4 转化的草木犀外植体

Fig .4 Thetransfor med explants of M.suaveclens
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2 .2  琼脂糖电泳分析  不同方法提取 DNA 的凝胶电泳检

测结果见图1。由图1 可知, 提取方法①、②、③、⑦、⑧、⑨、

⑩、�瑏瑡所提取 DNA 的电泳带很清晰, 基本无降解拖尾现象 ,

在加样孔附近滞留的物质很少; 而方法④、⑤、⑥电泳带不明

显, 可能存在污染物。

2 .3  RAPD 检测 基因组 DNA 是否可用, 可直接用 PCR 扩

增效果验证。在 PCR 扩增反应中, 对模板 DNA 的要求以

RAPD 最低。由图2 可知, 运用11 种不同方法通过 RAPD 检

测都能扩增出清晰的带型。

图2 RAPD扩增电泳图谱

Fig .2 RAPDamplificationelectrophotogram

3  讨论

( 1) 对于方法④, 利用提高 CTAB 浓度的办法提取 DNA ,

未能获得满意效果。可能是因为 CTAB 具有一定的黏性, 浓

度过高 ,保温时材料与CTAB 缓冲液难以充分混匀, 造成材料

发泡不均匀,需延长保温时间 ,增加 DNA 的降解。

  ( 2) 分子生物学研究中,DNA 的提取质量是影响试验分

析结果的关键因素之一。目前, 植物基因组 DNA 的提取方

法主要有CTAB 法、SDS 法以及试剂盒提取法等。人们常根

据试验目的、要求和植物种类或营养体的不同选用不同的方

法, 具体操作也会存在较大差异。该试验中 ,由于枸杞叶片

组织含有较高的糖和酚类物质, 利用适用于其他植物的提取

方法从枸杞叶片中也能得到枸杞基因组 DNA, 完全能满足

RAPD 分析的需要。
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