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一 种改良的转基因甘蔗基因组DNA提取方法 

姚 伟 耿广良  ̈ 余爱丽 张木清 陈如凯 
(福建农林大学，农业部甘蔗生理生态与遗传改良重点开放实验室，福建福州350002) 

摘要：用改良的转基因甘蔗基因组DNA提取方法可从少量的转基因甘蔗叶片中简便快速地提取高质量的DNA，有 

效地去除甘蔗叶片中的多糖、多酚类和RNA等物质。经核酸蛋白测定仪及凝胶电泳分析表明，该改良方法提取的 

DNA具有典型的DNA分子标准紫外吸收光谱特点，其A fA：so为 1．7-1．9，A A230为 1．8—2．0，叶片的DNA产量为 

45—6O u g(100 mg)一，适用于对转基因甘蔗进行PCR、酶切和 Southern杂交检测分析。 
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An Improved Method for Isolation of 

TransR " Sug G DN’Aransgemc Sugarcane t~enonuc 

YA0 We i’ GENG Guang一1 iang YU Ai一1 i ZHANG Mu—qing CHEN Ru-ka i’ 

(Key Lab of Eco-physiology＆Genetic Improvement for Sugarcane，Ministry ofAgriculture， 

凡 Agriculture and Forestry Uaiversity，Fuzhou350002,China) 

Abstract：The improved method for isolation of transgenic sugarcane genomic DNA could rapidly and simply 

extract high quality DNA fi'om a few leaves of transgenic sugarcane． Th e isolated DNA is essentially free of 

polysaccharides，polyphenols，RNA and other major contaminants．Ultraviolet absorbance spectrum analysis and 

gel electrophoresis results showed that DNA samples obtained by the method possessed the standard ultraviolet 

absorbance spectrum ofpure DNA, with 1．7-1．9 and 1．8-2。0 Th e yield WaS about 45-60 la g 

DNA per 100 mg young leaves．Th e total DNA prepared by this procedure could be used for PCR,restriction 

enzyme digestion an d southern blotting． 

Key words：Transgene；Sugarcane；DNA extraction 

提取高质量的DNA是进行植物基因组研究的 

基础，也是对植物遗传转化后代进行分子鉴定的前 

提。目前国内外关于提取 DNA的方法很多[】羽，但因 

研究的对象和目的不同而有所差异。由于甘蔗含有 

大量的多酚类和多糖等有机物质u‘按照常规方法提 

取基因组DNA所需时间长、产量小、纯度低。本研究 

在前人研究的基础上 对所用药品及技术进行改 

进，摸索出一套快速、简便且可获得高质量基因组 

DNA的改良方法。该方法约需 1 h即可完成甘蔗基 

因组 DNA的提取，一个人每天可以提取 100份，样 

品用量仅为100 mg,产量可达45-60 la g(100 mg) ， 

适用于进行甘蔗大量遗传转化后代的分子鉴定和 

甘蔗基因组的分析。 

1材料和方法 

材料 供试材料为本实验室的果蔗 Badila 

(Saccharum officinarumL．)抗性转化幼苗，取其中5 

个株系的幼嫩叶片，用脱脂棉沾取 70％无水乙醇擦 

去表面灰尘，放置保鲜袋中，黑暗处理24 h后备用。 

收稿 日期 ：2003-12-15 接受 日期 ：2004-03—15 

基金项目：国家 “863”计划课题糖料新品种选育(2001AA241191)资助 

’通讯作者 Correspohdingauthor 

” 现单位：山东省金乡县第三中学生物学教研室 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


258 热带亚热带植物学报 第 12卷 

基因组DNA提取 称取稍嫩的叶片 100 mg， 

剪碎后放入2．0 ml的Eppendorf管中，在液氮处理 

下，用洁净的玻璃棒迅速研成粉末状。加入 800 11 l 

65℃预热的CTAB提取缓冲液【100 mmol／L Tris— 

HC1，20 mmol／L乙二胺 四 乙酸 (EDTA，Ethylene 

diamine tetraacetic acid)，1．5 mol／L NaC1，3％十六烷 

基三甲基溴化铵(CTAB，Hexadecyltrimethylammo— 

nium bromide)，0．1％亚硫酸钠，pH8．0]，翻转离心管， 

使叶片粉末与提取缓冲液充分混匀后，依次加入 

200 11 l 8％聚乙烯基吡咯烷酮 0'vP，Polyvinylpyrro— 

lidone)，200 11l 6％月桂酰肌氨酸钠，200 11l 10％ 

CTAB，100 11 l无水乙醇，翻转数次，充分混匀后， 

置于65~C恒温水浴中，每隔5一min翻转离心管数次， 

20一min后取出离心管 自然冷却至室温。6 000xg离 

心 2一min，吸取上层清液，加入等体积的酚：氯仿：异 

戊醇(25：24：1)混匀，在室温下 8 000xg离心 5 min， 

转移上层清液至另一新的Eppendorf管中，加入等 

体积冰预冷的异丙醇，轻轻混匀。一20~(2下放置 

10一min，使DNA充分缠绕成团。在室温下4 000xg 

离心2一min，尽弃上层液，后用70％的乙醇洗涤二 

次，在真空浓缩仪中将 DNA沉淀抽干。最后加入 

100 11 l TE缓冲液 (10 mmol／L Tris—HCl，l mmol／L 

EDTA,pH 8．0)充分溶解DNA沉淀，一20~(2下贮存 

备用。生化试剂均购自上海生工生物工程有限公 

司。 

分光光度法 采用 PharmaciaBiotech公司的 

Ultrospec 2100分光光度计，以灭菌无离子水为对 

照 ，测定 DNA样品的吸光值 A2 A2∞和 A280和 

DNA浓度。用 A2 A28o、A260／A∞o比值分析 DNA质 

量。 

琼 脂 糖 电 泳 取 3 ll l基 因 组 DNA，以 

Lambda DNA／EcoR I+HindⅢ 为Marker，在 0．8％ 

琼脂糖凝胶上以5 V cm- 的电压电泳30一min。然后 

在法国VL公司的BIO·PROFIL凝胶成像系统上紫 

外照相，根据条带亮度粗略判定DNA的浓度，同时 

判别 RNA和蛋白质是否除尽。 

PCR分析 反应体系 25 ll l：10xPCR缓冲 

液2．5 11 l，25 mmol／Lig 2．0 11 l，10 mmol／L dNTPs 

0．5 11 l，50 ng ll 1- DNA模板 1 11 l，1011 mol／L的 

上、下游引物各 0．5 11 l，5 U 11 1． Taq聚合酶 0．5 11 l， 

加水定容至25 ll l。反应循环程序：94~C预变性 

5 min：94 oC 30 S，58 oC 45 S，72℃ 90 S，35个循环； 

72℃延伸 10 min；保持在 4~C。PCR产物在 2％琼脂 

糖凝胶上以5 V cm" 的电压电泳40 min。 

酶切和 Southern杂交 用 EcoR I和 风t I 

对甘蔗基因组DNA进行酶切，37~C下过夜反应。同 

时以目的基因酶切片断制作探针，按照 DIG High 

Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I说明 

书对PCR检测呈阳性的植株进行 Southern杂交检 

测。 

2结果和分析 

2．1转基因甘蔗基因组 DNA质量及含量分析 

用该方法提取的转化甘蔗植株基因组DNA质 

量及含量见表 1。在 DNA提取过程中，主要的污染 

物质为RNA、蛋白质和多糖等，A2 zso比值可以 

反映出所提取的DNA样品的纯度，纯净的DNA的 

A2 0／A2so为 1．8，如果样品中含有蛋白质等其他成 

分，会使 A2 A枷比值下降。从表 1的分析结果来 

看，该方法提取的DNA纯度和产量都比较高。经 

DNA电泳分析，该方法提取的DNA比较完整、无 

降解、RNA污染少 (图 1、图 2)。 

2．2 PCR和Southern杂交分析 

以改良方法提取的转化甘蔗基因组DNA经稀 

释后作为模板进行PCR，设立阳性对照(转化基因 

质粒载体)和阴性对照(未转化的甘蔗植株基因组 

DNA)，可以获得清晰的目标基因扩增片段，结果稳 

定、无杂带(图3)。经限制性内切酶消化后，可获得 

较好的酶切结果(图4)。同时用PCR检测阳性的 

表 1 改良方法所制备的甘蔗基因组 DNA质量及含量 

Table 1 Thequality andquantityofsugarcan egenomicDNA extractedbyimprovedmethod 
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图 1不同方法提取的甘蔗基因组 DNA 

Fig．1 TheDNAextractedbydifferentmethods 

M：Lambda DN．~EeoRl+tlindllI； 1，3,5： 改 良方法 提 取 DNA 

extracted by improved method；2,4．6：常规疗浩提取DNA extracted by． 

golxlzilonm,zthod 

M 1 2 3 4 

图2改良方法提取的甘蔗基因蛆 DNA 

Fig 2 Sugarcane ge廿O曲cDNA extracted byimprovedmethod 

M：LambdaDNAd~coRl+HbtdlIl；l-4：部分转化甘蔗基因组DNA 

part genomeDNA oftmasgenie Bne 

B CK 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 5 

图3 SeMV·c尸基固片段的 PCR扩增 

F 3 PCRampl[fica6on ofSr,~．／V一( genefra~nealt 

B：空白对照Blankeorttrot；cK：未转化植株(阴性对照)Untransformed sugare．,a~e(negativecontro1)：M：GenerulerTM100byDNA Land~rNus 

5：质粒DNA(阳性对照]plasm／dDNAfPosittve contro1)：l-4．6一I5：转化甘蔗植株 中6、7、8、9、̈ 、15为阴性)Tramsformants 

转基因甘蔗进行 Southem杂交，出现良好的杂交结 

果 (图 5)。 

3讨论 

基因组DNA的提取技术是分子生物学研究中 

的基本技术，DNA样品的质量对于实验的成败至关 

重要 甘蔗叶片中含较多的多酚类物质，在基因组 

DNA提取过程中易氧化而使 DNA呈褐色，影响 

DNA质量_1J。本实验中增加了酚类物质的结合剂 

PVP和起抗氧化作用的亚硫酸钠，有效防止了多酚 

物质氧化成醌类。此外PVP还能作为澄清剂吸附甘 

蔗叶中的多糖，使之沉淀去除。如果提取过程中不 

加PVP，用冷异丙醇沉淀所得到的DNA不是透明 

丝状，而是呈粘稠状。在提取时加适当浓度的乙醇， 

也可以在不影响DNA产率的情况下有效除去多 

糖。但加入的乙醇量要适宜(0．1倍体积 乙醇含量 

过低则不能有效地去除多糖，过高则容易引起 DNA 
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M 1 2 3 4 5 6 

图4甘蔗基因组 DNA经 I和 PstI酶切后结果 

Fig 4Resultof~gmxam： ㈣ cDNA~gcste6vdthEcoR I阻d “ 

M：Lam~mDNA／EcoRI+Hi~III；I，3．5：酶切的甘蔗基因组 DNA 

Digested sI1gafc蛆e ge~oraicDNA；2，4，6：未酶切的甘蔗基 因组 DNA 

u~ g=ted sugarcane geno~ ~DNA 

沉淀而影响产量。 

本方法提取的DNA产量高、纯度好，而且简便 

易行，整个步骤只需要 1 h，节约提取时间；每个样 

品的提取只需要 3个 2．0ml的Eppendorf管即可完 

成，整个过程不需要低温离心，节约实验成本．适合 

大多数实验室使用；在提取过程中大部分RNA被 

降解，不需要用 RNA酶处理；100 mg叶片可以提取 

出45—60 g的DNA；以其作模板对转基因甘蔗进 

行PCR检测，特异性产物明显，重复性好。因此，本 

方法提取的DNA适用于对甘蔗大量遗传转化后代 

进行 PCR、Southern杂交等分子生物学鉴定，同时 

也适合于对甘蔗基因组进行 RAPD分析。 

参考文献 

[1】 Honeygutt R J，Seroral BW S，Kiem P．et al A rapid DNA 

~~ractJon method for“garc∞e and its relatives Plant Mo] 

Biol Rep．1992 10：66I72 

[2】 Mamaer LSf M，Terming P 衄 of trimsgenic plants by 

muirip rex PCR【 PlantMolBiolR印，l997，15：38~'5 

【3】Chert D}L Ronatd P C．A rapid DNA minipreparation method 

P 1 2 3 4 5 6 7 8 CK 

图5转基因甘蔗Southern杂交检测 

F培 5 so呲hemb 出 ~ftranzgem~鼬辨fcaDe 

P： 质粒酶切片段 (阳性对照)Fragment ofpla~aid(po~flve 

controt)1 CK：未转化的受伴甘蔗(阴性对照)Utlffansformed sII rcane 

(negative∞n 【)：1_8：转基因甘蔗 (其中 l、4、6投有杂交信号) 

T~ sformed sll ∞ e(1，4，6 71o bybridization gi ) 

suitable for AFLP and other PcR applicafiom Pl~tt Mol Biol 

Rep．1999，l7：53-57 

【4_ Ditworth E，Froy J E A rapid method for high throughput DNA 

extractionfrom plantmaterialf0rPCRamotificatiort啪 PlantMol 

Biol Rep 2000，l8：61—64． 

[5】Wmag J x(王景雪)．Sun Y(孙毅 GBOW J(高武军)A simple and 

practical method lbr total DNA extraction from plant【J】J Shanxi 

Uoiv州日ns曲 (山西大学学报自然科学版)，2000，23(3)：271— 

272．(in Chinese) 

[6】L x H(刘学春)1 Pan C xI播春欣)，Song Y z(束云枝)A smapte 

procedure OfUNA isolation from ltlOtl~o喇~：loIIOu$ptmats and its 

application 【刀 J Sh~dmagA Univ (山东农业大学学报)， 

l995．26~4)：491—495．f_m chinese1 

【7] FuRz(博荣昭)I SunY 孙勇如)I Jia S R{贾士荣)TraeManual 

for Plaint Transformation[M]．Beijing}Science and Te*knoiogy 

Press．1994 131—136．f_m Chinese) 

[8】 0u H Y(威红难)，Qu L J(瞿扎嘉)．Laboratory Manual ofHam 

Mo Leeul~Biology[MI Be~jing：Hi曲Education P s，1998 3— 

12(inChinese) 

『91 Sambrook J，FtitschE F，Maniat~T金冬雁，黎盂枫译．分子克隆 

宴验指南 ．第二艋，北京：科学出版社．1993 26—28 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

