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提取大白菜基因组 DNA的几种方法比较 
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[摘 要] 对用 SDS法、尿素法、改良 SDS法、氯化苄和 CTAB法提取的太 白菜基因组 

DNA进行了比较。结果表明，改良SDS法提取的DNA具有典型的天然 DNA分子的标准紫 

外 吸收光谱 特点，其 A ／A28o为 1．7～1．9，A*o／A瑚为 1．8～2．0，叶片的 DNA 产量为 400 

／g。用该法提取的太白菜DNA适于进行RAPD分析。 
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快速提取高质量 的 DNA是对植物基因组进行研究的基础 ，也是对植物遗传转化后 

代进行分子鉴定的前提。目前国内外提取 DNA 的方法很多 ，但因所研究的对象和目 

的不同而有差异 本试验对 5种有代表性的方法所提取的大 白菜基 因组 DNA进行了比 

较研究 ，旨在筛选 出一种快速、简便且可获得高质量 DNA分子的方法，为进一步开展大 

白菜分子生物学研究奠定基础。 

1 材料和方法 

材 料 试验材料为大白菜异源胞质不育系 CMS341 1-7及其保持系 341 1—7l1 。 

试材的培养 挑选成熟度好、饱满且表面光滑的大白菜种子。先用体积分数为 7O 

乙醇处理 30 s，然后用质量分数为0．1 HgC1 z消毒 1 5 min，无菌水冲洗 5次后备用。在 

100 mL的三角瓶 中加入 20 mL固体 MS培养基，每瓶播处理好的种子 lO粒 ，置于 25"C， 

16 h／d光照，光强 1 500 Ix条件下培养 1 4 d，取幼嫩的叶片提取 DNA。 

DNA提取 方法 采用 SDS法 ]、尿素法口J、改 良 SDS法 、氯 化苄法 和 CTAB 

法l5 对大白菜基因组 DNA进行提取。 

RAPD 扩增反应 反应体积 为 25 L，其 中含 10 mmol／L Tris—HCI(pH 8．3)，50 

mmol／L K cl，10 mmol／L MgCI 2，4种 dNTPs各 1 50 umol／L，随机引物 1．0 vmol／L，基 

因组 DNA约 25 ng，TaqDNA聚合酶 10~．mol／(L·min )(华美生物工程公司产品)。扩 

增反应在 DNA Thermal Cycler 4800型 PCR仪(PE公司制造)上进行 反应程序如下： 

94℃预变性 5 rain后执行 9CC变性 1 min，37"C复性 1 min，72"C延伸 2 rain，经 35个循 

环，最后 72℃再延伸 5 mim，扩增产物在质量分数为 I．5 的琼脂糖凝胶上电泳，在紫外 
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透射仪上观察照相【 。 

2 结果与分析 

2．1 电泳检测 

取 2～6 LDNA溶液在质量分数为L 0 琼脂糖凝胶上进行电泳，用k-DNA／Hind 

Ⅱ作标准分子质量对照，结果见图 1。从图 1可 看出，5种方法所提的 DNA都大于 25 

kb，泳带清晰整齐。SDS法、改 良SDS和 C I'AB法所提取的DNA明显优于氯化苄和尿素 

法所提取的DNA。用氯化苄和尿素法提取的 DNA有部分降解现象，而用其他 3种方法 

所提取的DNA则无此现象 在这 3种方法中又以改良SDS提取的 DNA条带最好 。 

2313o bD 

9 416 bD 

6 557 hp 

4 361 bp 

2 a22 bp 

2 027 bp 

图 1 5种方法提取 的 DNA 电泳 图 

M 为 1,DNA／HindI Markers；1，2，3，4，5分别为用 SDS法、屎亲法、改 良SDS法、氯化苄法和 

CTAB法提取的“CMS341卜7 的DNA}6．7．8，9，10丹射为jjjSDS法、犀察法、改赶SDS法、氯化 

苄法 和 CTAB法提 取 的 3411—7 的 DNA。 

2．2 紫外吸收检测 

取 4 L DNA溶液用 TE稀释至 400 L，在 BECKMAN@Du一7O型紫外检测仪上进 

行扫描，5种方法所提取的 DNA样品在 230，26t3，280 nm波长处的紫外吸值的 3次平均 

结果如表 1。 

袁 1 5种方法提取的 DNA 紫外吸收值 

从表 1可见，用尿素法和氯化苄法提取的 DNA A 。／A 和 A ／A 。偏低 ，说明采用 

这两种方法提取的 DNA盐离子、糖类及蛋白质含量较高，纯度不好。并且用这两种方法 

提取的 叶片 DNA量 较少 (大 致为 200 g，g)。CTAB法和 改 良 SDS法提取 的 DNA 

Am／Am和 Az6o／Az3o都大于 1．8，说明采用这两种方法提取的 DNA纯度较好，盐离子和 

蛋白质及糖类含量较少。但采用CTAB法所提取的叶片DNA产率较低，只有 250 g／g， 
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且提取步骤繁多 ，成本较高，毒性较大 采用 SDS法所提取的叶片 DNA虽产率~N(650 

g／g)，但其纯度较改良SDS法和 CTAB法所提取的较差 综合来看，改良SDS法是一种 

适于大白菜 DNA提取的方法，采用该方法提取的 DNA纯度较高 ，其紫外吸收曲线具有 

典型的天然 DNA 的标准吸收光谱特征。 

2．3 RAPD分析 

以改 良 SDS法提取 的 CMS3411—7和 34l1-7的 DNA 为模板 ，用 Operon公 司的 

OPA一10和 OPB一12随机引物进行扩增，扩增产物带型丰富且条带清晰(图 2)。对这一结 

果 进 行 了多次重 复，均表现 出了 良好 的稳定性 和重复 性 此外 以改 良SDS提取 的 

CMS3411—7和 3411 7的 DNA为模板，用 200多个随机引物进行扩增，都得到了理想的 

扩增结 果 。 

542．bp 

994 bp 

695 

515 bp 

377 bp 

23 bp 

圉 2 DNA样品的 RAPD分析 

M 为 PCR Maeker~；1．3分男lI为 CMS3411一T DNA为挺扳tOPA一10和 OPB—l2为弓I物的 RAPD图谱 

2．4分别为以34l1—7 DNA为模板．OPA 10和 ()I]B-12为引物的 RAPD图谱。 

3 讨 论 

提取植物 DNA 的方法虽然很多，但每种方法最关键的 3步为：①破碎细胞壁和细胞 

膜使 DNA释放到提取缓冲液 中；②消除蛋 白质、多糖、色素等杂质的污染；③防止 DNA 

的降解 。各种方法都是针对以上 3步做了不同的改进和完善。一般来说，一个好的 DNA 

提取方法应符合以下标准：①所得到的 DNA应当完整 ，电泳检测时应得到精确性高、重 

复性好的迁移带型；②所得的DNA纯度应满足后续操作的要求{③所得的DNA应有足 

够的量；④操作程序应当快速、简便、成本低，并尽可能避免使用有毒试剂 在以上衡量标 

准下，率研究选择了 5种有代表性的方法对大白菜细胞质雄性不育系 CMS3411—7和其保 

持系 3411—7的基因组 DNA进行提取 ，经 电泳分析，紫外检测及 RAPD分析，发现改 良 

SDS法最适于大白菜基因组 DNA 的提取 用该法提取的DNA分子质量大，纯度高，作模 

板可产生带型丰富、清晰的 RAPD图谱 笔者 以改 良SDS法提取的大白菜基因组 DNA 

为材料，已鉴定出了与大白菜细胞质雄性不育基因及其保持基因相连锁的RAPD标记， 

并对这些特异片段进行 了克隆测序(将另文报道)。 
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Comparison of genomic DNA extraction methods of 

Chinese cabbage (Brassica campestris ssp．pekinensis) 

W ANG Yong—fei ，W ANG M ing ，ZHENG Xae—qin ，ZHANG Lu—gang。 

t I De~ rtmem 0j Heqticulture，Nomht~est Science and Technology Um  m Agriculture and 

Forestryt Yangling·Shaanxi 712100．China；2 Nati~tal Key Biotechnology Imborat~y b  Tropical 

Crops，Haikou—Hainan 571101，China；3 Vegetable and F ⋯ In~itgte North~ st Science and 

Technology University of Agriculture and F~ stry．Yahgling，Shaanxl 7121O0，China) 

Abstract：The DNA samples of Chinese cabbage male sterile 1ine“CM $3411-7”and 

maintainer line “3411—7”were prepared by SDS ，Urea，improved SDS，Benzyl chloride 

and CTAB methods，respectively．The results showed that DNA samples obtained by the 

improved SDS method possessed the standard ultraviolet absorbance spectron2 of Pure 

natural DNA，whose A260／A280was 1．70—1．90 and A2rio／AⅢ was 1．8—2．0．The yield of 

DNA obtained by the improved SDS method was 400 vg／g young leaves，and the DNA 

sam ples prepared by this procedure were suitable for RAPD analysis
．  

Key words：Chinese cabbage (Brassica campestris ssp．pekinensis)；DNA extraction 

method；improved SDS 
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