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　　摘　要：针对葡萄组织中多酚、多糖类物质含量较高的特点，对比研究了利用植物总ＤＮＡ提
取试剂盒和改良ＣＴＡＢ法提取葡萄总ＤＮＡ。结果表明：改良的ＣＴＡＢ法能够从不同葡萄品种和
不同生长时期的叶片中获得高质量、完整性好的总ＤＮＡ，其ＯＤ２６０／ＯＤ２８０介于１．７～１．９之间，无
降解现象，ＲＮＡ去除干净，完全适于进行ＰＣＲ和酶切等研究。
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　　葡萄是世界上种植面积最大的水果，占全球水果
种植面积的１０％以上［１］。近年来，分子标记技术在葡
萄育种辅助选择［２］、葡萄种类和品种鉴定［３］、遗传分
析［４］等方面逐步得到了应用。然而，所有的这些分子
技术都需要高质量的基因组ＤＮＡ，尽管葡萄ＤＮＡ提
取的方法已经有了较多的报道［５－７］，但多数都是以幼嫩
叶片为材料，由于成熟叶片中含有丰富的多酚、多糖和
单宁等粘性物质，从而导致ＤＮＡ提取的难度增加，同
时由于品种间的差异，也导致了不同葡萄品种提取的
ＤＮＡ质量存在明显差异。现以不同的葡萄品种、不同
生长时期的叶片为材料，通过与商品试剂盒比较，获得
一种得率高、稳定性好、实用性广的葡萄基因组ＤＮＡ
提取方法，为开展葡萄分子生物学研究提供可靠的技
术基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
葡萄品种“赤霞珠”和‘Ｎｏｒｔｏｎ’的成熟叶片和幼嫩

叶片，于２０１０年１２月分别采集于美国密苏里州立大
学果树试验站实验温室。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取方法　试剂盒法：采用ＱＩＡＧＥＮ公
司ＤＮＡ提取试剂盒，ＤＮＡ提取方法完全按照试剂盒
使用说明书操作。改良ＣＴＡＢ法：称取葡萄叶片１ｇ，

加液氮研磨成粉末，放入５０ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ
提取液（２０ｍＭ　ＥＤＴＡ，１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．０），
１．４Ｍ ＮａＣｌ， ２％ ＣＴＡＢ， １．５％ ＳＤＳ， １％

β－ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ），再加入４００ｍｇ　ＰＶＰＰ，充分混匀，
６０～６５℃水浴２５ｍｉｎ，加入１０ｍＬ氯仿∶异戊醇＝
２４∶１，充分混匀，室温下６　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取
上清液，加入０．７体积的５ Ｍ ＮａＣｌ，混匀后，４℃，

１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清液，加入２／３倍体积
的异丙醇，－２０℃冰浴３０ｍｉｎ，４℃，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，弃上清液，７０％酒精清洗沉淀物２次，１　０００μＬ
无菌去离子水溶解 ＤＮＡ，加入１０μＬ（１０Ｕ／μＬ）

ＲＮａｓｅ，３７℃水浴３０ｍｉｎ，酚∶氯仿＝１∶１抽提２次，加
２／３体积异丙醇和０．１体积 ＮａＯＡＣ，－２０℃冰浴
３０ｍｉｎ，４℃条件下，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清
液，７０％酒精清洗２次，室温干燥后，４００μＬ　ＴＥ溶解
ＤＮＡ，置于－２０℃冰箱中保存备用。
１．２．２　ＤＮＡ质量检测　ＤＮＡ纯度及产率测定：将提
取的ＤＮＡ样品（５μＬ）用去离子水稀释至１００μＬ后，
测定样品液在ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值，并根据ＯＤ２６０＝１．０
时溶液浓度为５０μｇ／ｍＬ计算产率。ＤＮＡ分子完整性
的检测：分别取５μＬ　ＤＮＡ溶液样品于１．０％琼脂糖上
电泳，电压８０Ｖ，时间６０ｍｉｎ，凝胶成像仪上进行观察
并照相，以检测不同葡萄ＤＮＡ的完整性。ＤＮＡ样品
用于ＰＣＲ扩增的适应性：取１μＬ　ＤＮＡ溶液作为模板，
根据葡萄ａｃｔｉｎ基因特异序列设计引物 ＧＡＩ－Ｆ：５’－
ＣＣＡＴＴＣＧＧＴＴＣＡＧＴＴＴＡＴ－３ ’； ＧＡＩ－Ｒ： ５’－
ＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＴＴＣＧＴＣＣＣ－３’，ＰＣＲ 反应体系为：
Ｈ２Ｏ　１５．８μＬ，５×Ｇｒｅｅｎ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ　１μＬ，

ｐｒｉｍｅｒ（ＧＡＩ－Ｆ）１μＬ，ｐｒｉｍｅｒ（ＧＡＩ－Ｒ）１μＬ，ＧｏＴａｑ
０．２５１μＬ，模板１μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９５℃２ｍｉｎ，
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９５℃ ３０ｓ，５２℃ ３０ｓ，７２℃ １．５ｍｉｎ，３５ｃｙｃｌｅｓ，７２℃
１０ｍｉｎ，４℃ｆｏｒｅｖｅｒ。取５μＬ扩增产物于１％琼脂糖
上电泳，电压８０Ｖ，电泳时间６０ｍｉｎ，凝胶成像仪上进
行观察并照相。ＤＮＡ样品用于酶切的适应性：分别取
５００ｎｇ总ＤＮＡ溶液作为模板进行酶切，酶切反应体
系：内切酶ＥｃｏＲⅤ用量为５个单位，５×缓冲液４μＬ，
加去离子水至２０μＬ。酶切温度：３７℃，酶切时间：２ｈ。
取酶切产物于１％琼脂糖上电泳，电压８０Ｖ，电泳时间
６０ｍｉｎ，凝胶成像仪上进行观察并照相。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ纯度和产率

２种方法从２个不同葡萄品种的不同生长期叶片
中提取ＤＮＡ的效果具有明显差异（表１），无论是“赤
霞珠”还是‘Ｎｏｒｔｏｎ’，从葡萄嫩叶中提取的ＤＮＡ产率
均高于成熟叶片；而不同方法之间，利用试剂盒提取的
总ＤＮＡ的产率明显低于改良后的ＣＴＡＢ法，且利用
试剂盒提取的ＤＮＡ中除了从“赤霞珠”嫩叶中提取的
ＤＮＡ的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值为１．８２外，其它材料中提取的
ＤＮＡ的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０≤１．４８，而利用改良ＣＴＡＢ法提
取的ＤＮＡ，１．７４≤ＯＤ２６０／ＯＤ２８０≤１．８５，说明该方法在
不同品种和不同生长期的叶片中提取的ＤＮＡ的纯度
较好。

　　表１ 不同方法从不同葡萄品种

不同生长时期叶片中提取的ＤＮＡ比较
方法 样品 浓度／μｇ·ｍＬ－１ 产率／μｇ　 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０
试剂盒法 赤霞珠成熟叶 ５９．６　 １１．９２　 １．３４

赤霞珠嫩叶 １３７．７　 ２７．５４　 １．８２

Ｎｏｒｔｏｎ成熟叶 １６．６　 ３．３２　 １．３１

Ｎｏｒｔｏｎ嫩叶 ７４．２　 １４．８４　 １．４８

新方法 赤霞珠成熟叶 １９６．９　 ３９．３８　 １．７８

赤霞珠嫩叶 ６０７．２　 １２１．４４　 １．８４

Ｎｏｒｔｏｎ成熟叶 ７８．８　 １５．７６　 １．７４

Ｎｏｒｔｏｎ嫩叶 ２４１．７　 ４８．３４　 １．８５

２．２　２种提取方法的ＤＮＡ完整性
ＤＮＡ样品经琼脂糖凝胶电泳后可见（图１），利用

试剂盒法只有从“赤霞珠”嫩叶中提出的ＤＮＡ能得到
清晰的电泳条带，完整性较好，从‘Ｎｏｒｔｏｎ’嫩叶中提出
的ＤＮＡ虽然也能见到电泳条带，但条带不清晰，说明
ＤＮＡ完整性较差，而２个品种的成熟叶中均未有明显
的电泳条带。利用改良ＣＴＡＢ法在不同材料中提取的
ＤＮＡ都能得到清晰电泳条带，且没有拖尾现象，说明
该方法提取的葡萄ＤＮＡ完整性较好，无将建现象，

ＲＮＡ去除干净。虽然电泳前上样的体积相等（５μＬ），
但电泳条带的亮度却差异明显，来自嫩叶的ＤＮＡ电泳
条带明显亮于来自成熟叶片的ＤＮＡ电泳条带，这与
ＤＮＡ浓度检测的结果相一致。

２．３　ＤＮＡ样品对ＰＣＲ扩增和酶切的适应性
利用不同方法从不同葡萄品种、不同生长时期叶

片中提取的ＤＮＡ为模板，通过对葡萄ａｃｔｉｎ基因的
ＰＣＲ扩增，其结果如图２所示，试剂盒提取的ＤＮＡ
中，只有“赤霞珠”嫩叶的ＤＮＡ满足ＰＣＲ反应的要求，
能扩增出符合预期大小的约４９０ｂｐ的片段，而改良
ＣＴＡＢ法提取的所有的ＤＮＡ都满足ＰＣＲ反应的要
求。同时，不同ＤＮＡ经ＥｃｏＲⅤ酶切（图３），利用试剂
盒提取的葡萄ＤＮＡ，只有从“赤霞珠”嫩叶中提取的
ＤＮＡ酶切图谱呈弥散状，符合进一步的分子操作要
求，其它的均不符合进一步分子操作要求，而利用改良
ＣＴＡＢ法提取的葡萄ＤＮＡ，所有的酶切图谱都呈弥散
状，符合进一步的分子操作要求。

图１　不同ＤＮＡ电泳图
注：１，２，３，４：利用试剂盒提取的ＤＮＡ；５，６，７，８：利用新方

法提取的ＤＮＡ；１，５：从赤霞珠嫩叶中提取的ＤＮＡ；２，６：

从赤霞珠成熟叶片中提取的ＤＮＡ；３，７：从Ｎｏｒｔｏｎ嫩叶中

提取的ＤＮＡ；４，８：从 Ｎｏｒｔｏｎ成熟叶片中提取的ＤＮＡ。

下同。

图２　不同ＤＮＡ　ＰＣＲ扩增产物电泳图

３　讨论与结论
多糖、多酚等物质在 ＤＮＡ提取过程中容易与

ＤＮＡ共沉淀，形成胶状物难以溶解或产生褐变，严重
影响了ＤＮＡ的质量［８］。由于葡萄组织中酚类物质和
多糖含量较高，且随着葡萄叶片生长，多酚和多糖的含
量也随之增加［９］。因此，利用不同生长时期的植物组
织提取ＤＮＡ的难易程度具有明显的差别，利用成熟组
织提取ＤＮＡ的难度大于幼嫩组织。同一植物不同品
种之间提取ＤＮＡ的难易程度也存在差异性，抗性较强
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图３　不同ＤＮＡ酶切产物电泳图

的品种的叶片中由于多酚类物质含量比抗性较弱的品

种高［１０］，往往导致提取ＤＮＡ的难度较大。试验中选
用的葡萄品种“赤霞珠”为欧亚品种，其抗病性和抗寒
性等都低于美洲品种‘Ｎｏｒｔｏｎ’，因此，从“赤霞珠”叶片
中提取ＤＮＡ的难度低于‘Ｎｏｒｔｏｎ’。
该研究针对葡萄叶片多糖、多酚、单宁等物质含量

偏高，尤其是利用抗性较强的品种成熟叶片提取ＤＮＡ
难度较大的情况，通过一系列措施，有效控制了葡萄叶
片中多糖、多酚、单宁等物质对ＤＮＡ提取的影响。首
先是提取液中加入ＣＴＡＢ，并在利用异丙醇沉淀ＤＮＡ
的前加入了高浓度的ＮａＣｌ，可去除多糖，这是因为在
高盐条件下，多糖可与高浓度的ＣＴＡＢ 结合形成沉
淀［１１］，并通过离心去除多糖；其次，β－巯基乙醇和
ＰＶＰＰ的组合也有效避免了ＤＮＡ在抽提过程中受多
酚物质的影响，因为ＰＶＰＰ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，具有抗氧
化作用［１２］，β－巯基乙醇的巯基能与酚类物质竞争氧，有
效避免酚类物质氧化成醌类［１３］；再次，在ＤＮＡ纯化过
程中，通过加入ＲＮａｓｅ，并２次利用酚∶氯仿＝１∶１进行

抽提，可有效去除ＤＮＡ中的ＲＮＡ和蛋白质杂质。总
之，该方法是一种适合葡萄基因组ＤＮＡ提取的高效方
法，提取的ＤＮＡ能满足进一步分子操作的要求。
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