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摘 要 : 以不 同梁品种为材料
,

分别来用改良 C IA B 法
、

改良 SDS 法
、

SE6 一 C l人B 和高盆低

p H值法对梨基因组 D N A 进行了提取
。

结果表明
:
采用改良 C l产B 法在提取各种梨基因组 D N A

过程中表现最好且纯度最高 ; SE 6 法提取的基因组 D N A 产率最高
,

但纯度校低 ;高盐低 p H 位法

产率和纯度均最低
。
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梨属于蔷薇科 (尺。翻 cae e) 梨属 (巧川
` .

)L 植物
.

我

国是世界梨属的起源中心之一
,

组藏的梨属种质资源极

为丰富
,

主栽系统有砂梨
、

白梨
、

秋子梨和新孤梨等川
,

我

国北方主要有秋子梨和白梨系统
.

从 20 世纪 50 年代开

始
,

我国主要进行了形态学
、

细胞学
、

解剖学以及同工酶

等方面的研究
。

但在梨的众多的品种中
,

存在许多相似

的性状很难用形态学等方法区分开
,

这就为梨品种的鉴

定带来了较大的难度图
.

自凡护汀
3〕价 F LP

、

骆 R 等分

子标记技术应用到品种鉴定中以后
,

为性状近似的品种

鉴定打开了新局面
。

使用以上技术的前提条件是选用适宜的基因组总

1)]闷A 的提取方法
,

分离出符合研究目标和要求的高质

量 D N A
,

这样才能更真实地反映品种的特征
.

另外
,

由

于梨的品种繁多
,

其所富含的多糖和酚类物质多少也有

差异
,

在 D N A 提取过程中这些物质包围着 D N A
,

干扰

ND A 的絮状结构
,

致使 DN A 提取难度变大t’. 5〕 。

因此
,

探索和筛选高效的基因组总 DN A 的提取方法
,

就成为

利用分子标记技术准确鉴定品种的一个重要因素
。

现

以不同梨品种为材料对改良 C以 B 法
、

改良 SD6 法
、

S DS一 C IA B 和高盐低 pH 值法四种常用的提取基因组

总 D N A 的方法进行了比较研究
。

以期筛选适合于梨

DN A 的最佳提取方法
,

满足梨分子生物学研究的需要
。

1 材料与方法

1
.

1 供试材料

试验所采用的试材为苹果梨
、

延光梨
、

红金秋 X 苹

果梨
、

东宁 5号大梨
、

延边小香水
、

南果梨
、

延边大香水
、

红金秋共 8 个品种
,

依次编号为 l
、

2
、

3
、

4
、

5
、

6
、

7
、

8
,

采自

第一作者筒介 :石蕊 ( 1男的
,

女
,

延边大学农学院因艺系
,

在读硕士
。
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2 主要试剂与仪器

试剂
: 2咖1/ L irT

s 一 H C I ( pH S
.

0)
,

0
.

5伽 1/ L ED
~

认 ( pSH
.

0)
,
5二l/ L N a C I

,
2写C l人B 提取缓冲液

,

T E

(1 。

~
l/ )L

,

20 %S E 6 缓冲液
。

此外还有 2%日一琉基乙

醇
、

抓仿
、

异戊醉
、

乙醇 ( 70 %
、

95 % )
、

PVP
、

液氮
、

异丙醉
、

乙酸钾
、

乙酸钠
、

澳化乙锭
、

琼脂糖
、

Ran se 等
,

以上试剂

均购自华美公司北京分公司
。

仪器
: HER州L[ 理 383 型 台式低温离心机

,

iH at c坛

U一 3010 紫外可见分光光度计
,
G E6一 80 00 凝胶成像系

统
,

超低温冰箱 (一 86 ℃ )
,

酸度计
、

水浴锅
、

D Y Y一 m型电

泳仪及各种规格电泳槽和离心管
。

1
.

3 梨基因组 D N A 的提取

改良C l九B 法
:
参照肖军等人的提取方法困 ;改良

SDS 法
:
参照马兵钢等人的提取方法图 . SD6一口人B 提

取法
:
参照刘小勇等人的提取方法 8j[ .高盐低 pH 值法

:

参照漆艳香等人提取方法图
.

1
.

4 基因组 】〕N A检测

1
.

4
.

1 紫外分光光度检测法 根据 O玖 6。 / O口翻的比值

计算 DN A原液浓度 C
。

计算公式 C (呵汕 ) = O飞
。
X

50 X 稀释倍数
,

并根据 Y ~ O q o6 X 1 0 00 /样品重童 ( g )公

式计算产率
,

并对最终结果采用 sP ss n
.

5 软件中 E心n ca

检验进行差异显著性分析
.

1
.

4
.

2 琼脂糖凝胶电泳检测 取 5川D N A 样品
,

以

。
.

5X I
,

BE 作电泳缓冲液
,

在含有 。
.

5尸g /mL 澳化乙锭

的0
.

7%琼脂糖凝胶上电泳 30 而
n ,

恒压 60 V
,

用于检测

DN A质 t
。

2 结果与分析

2
.

1 不同提取方法对梨品种基因组 DN A 提取效果的

影响
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采用改良C 理旧 法提取 A DN的 8个梨品种在提取 C IA B法提取 DNA 的 8个梨品种在提取缓冲液中流动

缓冲液中流动性好
,

表现为抓仿中易溶解
,

抓仿提取后 性较好
,

表现为抓仿中易溶解
,

抓仿提取后形成较厚的

形成很厚的白色沉淀杂质界面
,

絮状和胶状沉淀
,

D N A 白色沉淀杂质界面
,

絮状和胶状沉淀
,
DN A 的颜色偏黄

,

的颜色纯正
,

几乎不含色素等物质
,

兀 中易溶 (见表 1)
。

兀 中易溶
.

采用高盐低 pH 值法提取 D NA 的 8个梨品

采用改良 SD6 法提取 DN A 的 8个梨品种在提取缓冲液 种在提取级冲液中流动性较好
,

稍粘稠
,

表现为乙酸钾中

中流动性较好
,

稍粘稠
,

表现为乙酸钾中易溶解
,

抽提离 易溶解
,

抽提离心后形成较厚的白色沉淀杂质界面
,

纤维

心后形成较厚的白色沉淀杂质界面
,

纤维状和胶状沉 状和片状沉淀扩1卫 中较易溶
,
DN A 的颜色不正

.

淀
,
D N A 的颇色较白扩IE 中较不易溶解

。

采用 5 1万一

衰 1 改良 C l产B 法提取梨 D N A过程中表现的差异

样品 抓仿 ( 24 ’ 1) 级仿抽提后的表现 〕 门人的翻色 ET
溶溶溶溶昌溶溶溶昌昌昌昌昌昌色白白白色色白纯无纯无纯无纯苹果架

括光架

红 一
苹 17

东宁 5号

2%C】人B

沈动性好

流动性好

流动性好

稍祠

小香水

南果架

大香水

红金秋

流动性好

流动性好

流动性好

流动性好 昌溶

蛋白质层较厚

蛋白质层厚

蛋白质层厚

蛋白质层厚

蛋白质层厚

蛋白质层厚

蛋白质层厚

蛋白质层厚

沉淀效果

架状

架状

架状

胶状成团

招状

絮状

絮状

洛溶溶溶溶溶昌昌昌昌溶昌昌昌

架状 泛黄 昌溶

衰 2 四种提取方法对泉 DN A产率和纯度的影响

样品
O公. 1幽 产率 ( F以砂

改良 C认 B 改良日万 日万一 C以B 高盆低 p H 改良 C队B 反巧一 C以 B 离盐低 PH

苹果集

廷光泉

红
.

苹 17

东宁 5号

小香水

南果梨

大香水

红金秋

1
.

3 7

l
。

62

1
.

58

l
。

74

1
。

61

1
。

23

1
.

16

1
。

52

1
。

58

1
.

5 9

1
.

5 7

1
.

5 0

32.6 80 b

3 00
.

1c0

3 12
.

70 b

33 0
.

90 b

3 02
.

2 c0

3 44
。

2 0b

29 8
.

10 e

3 18
.

50 e

改良日万

44 0
.

60.

4 1.0 1a0

4 35
.

50口

4 26
.

40 a

3 9 9
。

30 a

406
。

go a

41 1
.

7Oa

43 2
.

00 8

258
.

2c0

3 14
.

5 0b

3 11
.

4c0

306
.

的 c

306
.

3 0b

2 74) 加

3 1 5
.

50 b

3 2 6
。

3Ob

85
.

加 d

10 8
.

2叱

1 10
.

3d0

12 1
.

4叼

98
。

60 d

10.2 4 d0

9 5
.

加d

9 6
.
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12620975U083823
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2
.

2 基因组 D N A 检测

2
.

2
.

1 紫外分光光度检测 由表 2 可知
,

四种方法均可

以提取梨基因组总 DN A
,

经紫外分光光度计检测
,

O砚 60 /O砚80 均高于 1
.

3
,

说明所提取的 D N A 基本没

有蛋白质和酚类的污染
,

但含有一定浓度的 RN A 杂质
,

少量的 RN A 对 PC R扩增结果并无显著影响
.

采用改

良 C l人B 法提取的各梨品种基因组总】〕N A 的 O砚 60/

0砚80 均普遍高于其他方法
。

延光梨基因组总 D N A 的

0砚 60 / O砚 80 高达 1
.

85
.

分析原因可能是改良 C l人B

法中的抓仿不仅对蛋白质具有变性作用
,

且与水不相混

溶
,

不会带走基因组 DN A
,

另外
,

它是利用 C l九B 裂解

细胞
,

能有效的沉淀多糖
。

经方差显著性分析
,

采用改

良 SD6 法提取的各梨品种 D N A 产率均普遍显著优于其

他方法
。

苹果梨基因组总 D N A 的产率高达 4 40
.

6
,

分析

原因可能是 DN A 沉淀过程中多糖也同时被沉淀下来
。

D N A产盆高也可能是与叶片经液氮充分冷冻和研磨
,

组织破碎程度高
,

残余的核糖核酸酶活性全部被抑制
,

以及提取步骤有关
。

SDS一 C l人B 法 D N A 的获得率不

高
,

高盐低 p H 值法效果最差
。

2
.

2
.

2 琼脂糖凝胶电泳检测 从图 1 可以看出
,

所有的

样品在选用改良 C江人B 法时得到的谱带多
、

清晰
,

而其

他三种方法也能获得 D N A
,

但是完整性和产童间存在差

异
。

采用改良口丸B 法所提取的总 DN A 质童较高
,

无

明显的降解现象
,
DN A 呈整齐的一条直线

,

说明这种方

法提取的 DN A 完整性较好 ;改良 SDS 法提取的总 D N A

难以从点样孔跑出来
,

这有可能与该法提取的 ND A 杂

质含量高有关
,

尤其是多搪
,

它与 DN A不可逆的结合极

不易分离密切相关
.

S D6一 C l人B 法存在大量的降解片

段
,

1加阿A 的获得率不高
,

高盐低 pH 值法在产量和完整

性方面均不理想
。

3 结果与讨论

3
.

1 由不同提取方法对梨品种基 因组 DN A 提取效果

的影响结果可知
,

采用改良 C l许卫 法提取 D N A 的 8 个

梨品种在提取缓冲液中流动性好
,

表现为抓仿中易溶

解
,

抓仿提取后形成很厚的白色沉淀杂质界面
,

絮状和

胶状沉淀
,

DN A 的颜色纯正
,

几乎不含色素等物质
,

T E

中易溶
,

其次为改良 S DS 法
,

高盐低 pH 法效果最差
。

3
.

2 由紫外分光光度计检测结果可知
,

采用改良 C卫出

法提取的各梨品种基因组总 D N A 的 0砚 60/ 0砚 80 均

2 0 4
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高于其他方法
;经显著性方差分析

,

采用改良 S DS 法提

取的各梨品种 DN A 产率均显著优于其他方法
。

3
.

3 由琼脂糖凝胶电泳检测结果可知
,

采用改 良 C认B

法所提取的总 DN A 质量较高
,

提取的 D N A 完整性较

好 ;其次为改良 S E6 法 ; SDS一 C l人B 法存在大盆的降解

片段
,

D N A 的获得率不高 .高盐低 p H 值法在产 t 和完

整性方面均不理想
。

3
.

4 改良 C砂己 法提取液中加人适量的 PVP 和 p一疏

改良 C以 B法 改良 51万法

日万一口队B 法 高盐低闭 值法

圈 1 四种方法提取的维 DNA 电泳圈讲

基乙醇可避免酚类化合物的氧化
,

防止揭变现象的发

生
,

其提取液利用 C IA B 裂解细胞
,

同时又能有效的沉

淀多糖
。

改良 SDS 法能够提取大量的 DN A
,

但是纯度

较低
,

所以在供体材料缺少
,

又对 D N A 纯度要求不高

时
,

可采用改良 SD6 法
.

试验研究表明
,

对于我国北方

主要梨品种基因组总】州A 的提取采用改良 C l人B 法最

适宜
。
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