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快速粗提取致病疫霉菌菌丝ＤＮＡ的方法
李 海 娟，孙 银 银，权 军 利，单 卫 星

（西北农林科技大学 植物保护学院，陕西 杨凌７１２１００）

　　摘　要：为满足规模分析病菌群体、认识病菌的群体遗传变异特征，以致病疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈ－
ｔｈｏｒａ　ｉｎｆｅｓｔａｎｓ）为材料，建立快速、简便的用于ＰＣＲ扩增的病菌基因组ＤＮＡ。分别大量和微量提
取基因组ＤＮＡ，比较２种方法所提取的ＤＮＡ用于ＳＳＲ标记的ＰＣＲ扩增效果。结果表明：以微
量粗提法所得的病菌基因组ＤＮＡ质量足以用于ＰＣＲ扩增，与大量提取所得的ＤＮＡ的ＰＣＲ扩
增非常一致，并且粗提的ＤＮＡ与大提的ＤＮＡ一样都可以在－２０℃条件下保存。基于ＰＣＲ扩增
的遗传标记广泛用于病菌群体的分析，该研究建立的基于玻璃珠振荡法提取疫霉菌菌丝基因组
ＤＮＡ的微量提取方法需材少、简便且快速有效，为规模分析疫霉菌群体奠定了基础。
关键词：疫霉菌；基因组ＤＮＡ；ＰＣＲ扩增
中图分类号：Ｓ　４３５．３２　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１０）１７－０１６８－０３

　　由致病疫霉菌［１］（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ　ｉｎｆｅｓｔａｎｓ（Ｍｏｎｔ）ｄｅ
Ｂａｒｙ）引起的马铃薯晚疫病是全球范围内马铃薯生产的
一种毁灭性病害［２］。联合国粮农组织１９９６年的年度报
告认为，晚疫病的危害性、防治难度及对社会的影响己
超过了水稻稻瘟病和小麦锈病，被视为国际第一大作物
病害。由于该病的危害性已经引起全世界的关注，２０世
纪９０年代初以来，关于致病疫霉菌群体遗传学的研究
也已经在各大实验室开展［３－８］。目前，致病疫霉菌群体
遗传多样性研究采用的最简便的标记方法是ＳＳＲ标记
（Ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ），即简单重复序列标记，因为该
方法具有位点特异性、重复性好等优点，且已经具备稳
定的ＳＳＲ标记引物［９］。致病疫霉菌菌丝ＤＮＡ的提取是
ＳＳＲ标记的基础，而且群体遗传学分析所要求的菌株数
量一般都是比较庞大的，所以在这一过程中，菌丝ＤＮＡ
的提取工作往往会成为ＳＳＲ标记进展速度慢的主要因
素之一。通常，提取致病疫霉菌菌丝ＤＮＡ都是采用尿
素法［１０］，这种方法提取的ＤＮＡ质量虽好，但是步骤繁
多，费时费力，不适合于对ＤＮＡ质量要求相对较低的
ＳＳＲ标记中的ＰＣＲ扩增。因此，能够摸索得到快速、有
效微量粗提取菌丝ＤＮＡ的方法，对推进致病疫霉菌群
体遗传学研究具有重要意义。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　供试病菌　从马铃薯晚疫病病叶上分离得到的
致病疫霉菌（Ｐ．ｉｎｆｅｓｔａｎｓ）分离物。
１．１．２　主要试剂　含尿素的ＤＮＡ提取液、Ｔｒｉｓ饱和酚
（ｐＨ　７．８～８．０）、氯仿、异丙醇、乙醇（以上试剂为尿素法
提取用）；微量粗提取用的 ＴＥ提取缓冲液（５０ｍＭ
Ｔｒｉｓ－Ｈｃｌ，５ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ　８．０））、直径为５００μｍ的玻
璃珠（以上试剂为玻璃珠振荡法提取用）；１×ＴＡＥ电泳
缓冲液等。

１．１．３　主要仪器　漩涡仪；离心机；ＰＣＲ仪等。

１．２　试验方法
１．２．１　菌体培养方法　固体培养时将带有致病疫霉菌
的琼脂块放在黑麦培养基（ＲＳＡ）表面，１个培养皿可接
２～４块，然后置于１６℃的培养箱内黑暗培养５～６ｄ，菌
丝即可铺满整个培养皿；液体培养时，用灭菌牙签挑取
数块１ｃｍ×１ｃｍ的菌块放在培养皿内，倒入适量的黑麦
液体培养基，在１６℃的培养箱内黑暗培养１０～１４ｄ即可
收集菌丝。若菌丝需求量小，可不进行液体培养，直接在
固体培养基上刮取。收集的菌丝放入２ｍＬ离心管中液
氮速冻后保存在－８０℃条件下备用。

１．２．２　ＤＮＡ提取方法　尿素法：采用含有尿素的ＤＮＡ
提取液进行提取，步骤详见参考文献［１０］。玻璃珠振荡
法：①用牙签挑取少量（０．０２～０．０４ｇ左右）致病疫霉菌
菌丝放入２ｍＬ离心管中，加入约１００ｍｇ直径为５００μｍ
的玻璃珠，再加入５００～８００μＬ（视菌丝量而定）的微量
粗提取缓冲液ＴＥ；②用玻璃棒快速捣碎５ｍｉｎ后，在漩
涡仪上大于２　０００ｒ／ｍｉｎ振荡１０～１５ｍｉｎ，或直至菌丝彻
底打碎为止；③常温下，１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；④吸
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取上清液，尽量不含漂浮的菌丝，并将含有ＤＮＡ的上清
液保存在－２０℃条件下备用。

１．２．３　ＤＮＡ的ＰＣＲ检测　分别以用玻璃珠振荡法微
量粗提的致病疫霉菌菌丝ＤＮＡ和用尿素法大量提取的
菌丝ＤＮＡ为模板，以致病疫霉菌ＳＳＲ标记引物之一的
ＰｉＯ２［９］为引物（Ｐｉ０２Ｆ：ＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＧＣＡＡＧＡ，Ｐｉ０２Ｒ：

ＡＡＧＧＴＧＣＧＣＧＡＡＧＡＣＣ）进行ＰＣＲ扩增，扩增片段大
小为１４２～１６６ｂｐ。每２５μＬ　ＰＣＲ反应体系中包括１Ｘ
反应ｂｕｆｆｅｒ，１００μＭ　ｄＮＴＰ，１００μＭ上下游引物，０．５个
单位ＤＮＡ聚合酶和１０～１００ｎｇ模板ＤＮＡ。ＰＣＲ反应
程序：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃ 变性３０ｓ，６６℃退火３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ，１３个循环，每个循环退火温度降低１℃；

９４℃变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，２８个循环；

７２℃延伸２ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ扩增产物用２％的琼脂
糖凝胶进行电泳检测。

１．２．４　ＰＣＲ产物的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳　取以
上所获得的ＰＣＲ产物各２μＬ混合一定量的ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ，用１２％的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离扩增
片段（具体操作步骤参见《分子克隆实验指南》，Ｓａｍ－
ｂｒｏｏｋ，１９８９）。在３０Ｗ条件下电泳６ｈ，结束后取出凝
胶，用银染法［１１］进行染色并照相观察结果。

１．２．５　ＤＮＡ的稳定性检测　为了检测这种粗提的
ＤＮＡ能否在－２０℃条件下长时间保存，可用保存在
－２０℃冰柜中６个月的粗提菌丝ＤＮＡ和大提菌丝
ＤＮＡ为模板，重新做如同１．２．３所述的ＰＣＲ检测，并对
比其结果。如果结果一致，可证明粗提的菌丝ＤＮＡ在
一定条件下也是可以保存一段时间的。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ的ＰＣＲ检测结果
图１显示的是分别以这２种方法提取的致病疫霉

菌菌丝ＤＮＡ为模板，以ＰｉＯ２ 为引物进行ＰＣＲ扩增的
结果。由图１可以看出，在ＰＣＲ条件一致的情况下，用
玻璃珠振荡法微量粗提取的ＤＮＡ经ＰＣＲ扩增的结果
与用尿素法大量提取的ＤＮＡ的ＰＣＲ结果是非常一致
的，这可以由条带的亮度和特异性来显示。

２．２　ＰＣＲ产物的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果
各取２μＬ　ＰＣＲ产物用１２％非变性聚丙烯酰胺凝

胶进行电泳的结果也显示，用以上２种方法所提取的
ＤＮＡ做ＰＣＲ扩增后的扩增产物在非变性聚丙烯酰胺凝
胶中具有一样的分离效果，这也进一步证明了玻璃珠振
荡法微量提取菌丝ＤＮＡ的可靠性（图２）。

２．３　ＤＮＡ的稳定性检测
用在－２０℃冰柜中保存了６个月的经玻璃珠振荡

法粗提的致病疫霉菌菌丝ＤＮＡ为模板，以Ｐｉ０２为引物
进行ＰＣＲ扩增，并且以尿素法提取ＤＮＡ的ＰＣＲ结果作
为对照，来检测这种粗提ＤＮＡ的稳定性。琼脂糖电泳

图１　扩增产物的琼脂糖电泳图
　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ用以尿素法提取的菌丝ＤＮＡ为模板的扩增结果；

Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ用以玻璃珠振荡法微量粗提取菌丝ＤＮＡ为模板的扩增结

果；Ｌ．５０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４代表致病疫霉菌的４个不同

分离物。

图２　ＰＣＲ扩增产物的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图
　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ用以大提的菌丝ＤＮＡ为模板进行扩增的ＰＣＲ产物

的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果；Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ用以粗提的菌丝ＤＮＡ
为模板进行扩增的ＰＣＲ产物的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果。

图３　扩增粗提产物的琼脂糖电泳图
　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ用以粗提的菌丝ＤＮＡ为模板扩增的结果；Ｅ、Ｆ、Ｇ、

Ｈ用以大提的菌丝ＤＮＡ为模板扩增的结果；Ｌ．５０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；

Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４代表致病疫霉菌的４个不同分离物。

结果显示，所扩增片段的条带亮度和特异性在这二组之
间是没有差异的（图３）。

３　讨论
ＤＮＡ提取是分子生物学研究的基本技术之一。对

于致病疫霉菌来说，由于其引起的马铃薯晚疫病危害之
大，对其群体遗传结构的研究已经刻不容缓。目前，我国
致病疫霉菌群体遗传学研究的效率还处于较低水平，原
因之一是需要连续的大量采集和分离样品，工作量较
大；另外是常规提取病原菌ＤＮＡ的方法费时费力，由
此，更加大了研究的难度。而在该研究中提出的微量粗
提取菌丝ＤＮＡ的极其简便的玻璃珠振荡法就很适合做
致病疫霉菌群体遗传多样性研究，特别是适合于ＳＳＲ标
记方法中涉及到的ＰＣＲ扩增，原因是：首先，与步骤繁琐
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的常规方法相比，此方法虽然只是微量粗提，所得的
ＤＮＡ质量并不高，但是可以足够被应用于ＰＣＲ分析，并
且结果与常规方法非常一致；其次，此方法明显具有以
下优点：第一，使用的菌丝量极少，完全可以使用在固体
培养基上直接刮取的菌丝，避免了液体培养所带来的麻
烦（如易污染等）；第二，不用配制常规方法中一般都要
用到的成分复杂的ＤＮＡ提取液，节省准备时间，且所用
的试剂都是常规试剂，容易购买；第三，操作极其简单，
可在短时间内对大量样品进行提取，每人每天可提上百
个样品。除此之外，试验还验证了微量粗提取的ＤＮＡ
与大量提取的ＤＮＡ一样也可以在－２０℃条件下长期保
存（至少６个月）。但是，该方法在有其充分的优点的同
时也存在不足之处，最突出的缺点是用这种方法粗提取
的ＤＮＡ因为质量低，所以仅适合做后期的ＰＣＲ分析，
不适合于对 ＤＮＡ质量要求比较高的试验操作，如
ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交等。
据了解，目前，虽然有关于ＤＮＡ的小量提取方法的

报道 ［１２－１３］，但这些方法大多都是在大提方法的基础上进
行不同程度的简化，仍需要使用ＤＮＡ提取液提取、酚和
氯仿抽提等，而该研究中开发的这种新方法不仅避免了
其它小提方法中仍然存在的繁琐步骤，而且可以得到同
样的ＰＣＲ效果。因此，可以帮助解决很多丝状植物病原
真菌群体遗传学研究所遇到的难题，具有极大的创新
意义。
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