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苹果黑星病菌D NA 提取方法研究
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　　[摘　要 ]　采用CTAB 法、SD S 法、Parker 法及改进的 SD S 法提取苹果黑星病菌的DNA , 经紫外分光光度计

测定, 改进 SD S 法提取的DNA 得率较其他 3 种方法高, 约为 Parker 法的 2 倍。改进 SD S 法提取的DNA A 260 nm ö

A 280 nm值为 1. 700～ 1. 900,DNA 纯度较高, 而其他 3 种方法提取的DNA A 260 nm öA 280 nm 值均高于 1. 900,DNA 中所

含 RNA 的量较高。4 种方法提取的DNA 在 230 nm 波长处的吸收值分别为 0. 658, 0. 257, 0. 926 和 0. 208, 说明

DNA 不同程度地被酚类物质所污染, 但改进的 SD S 法提取的DNA 受污染程度最小。
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　　苹果黑星病 (V en tu ria inaequa lis (Cooke )

W in t. ) 又称疮痂病 (A pp le Scab ) , 也称黑点病
(B lack Spo t) , 是世界各苹果 (M a lus sp. ) 产区的重

要病害之一, 严重时可造成苹果落叶落果, 直接影响

苹果的产量及其商品价值。该病主要发生在中国的

黑龙江、吉林两省, 辽宁、河南、河北、甘肃、宁夏、山

东、陕西、新疆、四川、云南等省局部地区有分布[1 ] ,

已被列为国内检疫对象[2 ]。苹果黑星病菌DNA 的

提取是其分子群体遗传学等的研究基础, 快速地提

取高质量的DNA , 可大大提高工作效率。作者曾采

用CTAB 法、SD S 法及 Parker 法[3 ]提取苹果黑星病

菌DNA , 但DNA 的得率不高, 提取的DNA 呈棕

色, 很难用限制性内切酶完全降解, 加之苹果黑星病

菌在培养基中生长缓慢, 因此, 如何提高其DNA 的

得率和纯度是影响深入研究的关键所在。为此, 作者

对 SD S 法进行了改进, 获得了预期效果, 现将结果

报道如下。

1　材料与方法

1. 1　供试材料与试剂

　　苹果黑星病菌 (V . inaequa lis) 为从 Gala 苹果病

叶上的分离物 (菌株编号为V 001) , 由西北农林科技

大学植物生态病理学实验室提供。

ED TA、溴酚兰、T ris 饱和酚、氯仿、乙酸钠、

T ris2HC l、DNA M arker (D GL 2000) 等购自北京鼎

国生物技术发展中心, Α2巯基乙醇、琼脂糖、聚乙烯

吡咯烷酮 (PV P )、SD S、十二烷基肌氨酸钠等购自

Sigm a 公司, 其他化学试剂购自西安化学药剂公司。

1. 2　菌体培养方法

液体培养基配方为马铃薯 200 g 去皮切碎, 加

水 1 000 mL 煮沸 0. 5 h, 用纱布滤去马铃薯, 加入蔗

糖 15 g, 用水定容至 1 000 mL , 用 1 mo löL HC l 调

节 pH 至 5. 0～ 6. 0, 分装, 8 磅灭菌 30 m in。待培养

基冷却至 55 ℃左右时, 加入硫酸链霉素, 使之终质

量浓度达 40 m göL。待培养基冷却至室温时, 接入苹

果黑星病菌, 于 18～ 20 ℃, 120 röm in 摇培约 40 d

后, 用双层纱布过滤, 获得菌丝体, 用无菌滤纸尽量

吸干其中的水分, 贮于- 20 ℃备用。

1. 3　DNA 提取方法

1. 3. 1　CTAB 法、SD S 法　参见文献[ 4 ]。

1. 3. 2　Parker 法　参见文献[ 3 ]。

1. 3. 3　改进的 SD S 法　①称取 100 m g 苹果黑星

病菌菌体, 置于- 20 ℃预冷的研钵中, 立即加入液

氮, 迅速研磨至粉末状, 分装于 1. 5 mL 离心管中;

②加入 600 ΛL DNA 提取液 (质量分数 4% 十二烷

基肌氨酸钠; 100 mmo löL T ris2C l, pH 8. 0; 10

mmo löL ED TA , pH 8. 0) , 混匀, 65 ℃水浴中保温

30 m in 后, 将离心管迅速移入冰浴中静置 5 m in。加

入 T ris 饱和酚和氯仿各 300 ΛL , 充分混匀, 室温静

置 10 m in, 4 ℃ 12 000 röm in 离心 5 m in; ③吸取上

清, 加入等体积的氯仿, 混匀, 4 ℃ 12 000 röm in 离

心 5 m in; ④吸取上清, 加入 1ö5 体积的 3 mo löL 的

N aA c (pH 6. 0) 和 3ö5 体积的异丙醇, 混匀, 室温静

置 10 m in, 4 ℃ 12 000 röm in 离心 5 m in; ⑤弃上
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清, 加入 500 ΛL 体积分数 70% 乙醇, 4 ℃ 12 000

röm in离心 3 m in; ⑥弃上清, 瞬时离心, 吸弃残液;

⑦离心管置于超净台上干燥 1 h, 加入 100 ΛL 无菌

双蒸水, 加入 2 ΛL 的 5 m gömL RN ase, 于 37 ℃下

保温 30 m in;

1. 4　DNA 浓度与纯度的测定

以 紫 外 分 光 光 度 计 ( B iopho tom eter,

Eppendo rf) , 测定DNA 溶液在 230, 260 和 280 nm

波长处的消光值, 计算DNA 的质量浓度。

1. 5　DNA 质量检测

制备质量分数 0. 8% 的琼脂糖凝胶 (内含 0. 5

ΛgömL 溴化乙锭) , 取 3 ΛL DNA 样品与等体积的

上样缓冲液混合后上样, 同时点入 8 ΛL D GL 22000

M arker, 以 70 V 电压电泳 1 h 后, 在UV I自动凝胶

成像系统 (BT S2202M ,UV ISoft)上观察、照相。

2　结果与分析

采用 CTAB 法、SD S 法、Parker 法及改进的

SD S 法提取苹果黑星病菌的DNA , 经紫外分光光度

计测定, 获得的 DNA 质量浓度分别为 0. 036,

0. 173, 0. 350和 0. 567 ΛgöΛL , 说明改进的 SD S 法提

取的DNA 得率较其他 3 种方法高, 约为 Parker 法

的 2 倍 (表 1)。

表 1　不同方法提取的苹果黑星病菌DNA 的含量

T abel 1　Conten t of DNA of V entu ria inaequa lis

DNA 提取方法
DNA extraction m ethod

DNA 含量ö(Λg·ΛL - 1)
Con ten t of DNA

A 230 A 260öA 280

CTAB 法 CTAB m ethod 0. 036 0. 658 1. 93
SD S 法 SD S m ethod 0. 173 0. 257 1. 94
Parker 法 Parker m ethod 0. 350 0. 926 1. 95

改进的 SD S 法 M odified
SD S m ethod

0. 567 0. 208 1. 86

　　4 种方法提取的苹果黑星病菌DNA 的A 260 nm ö
A 280 nm值分别为 1. 93, 1. 94, 1. 95 和 1. 86, 其中改进

的 SD S 法提取的DNA A 260 nm öA 280 nm 值为 1. 700～

1. 900, 说明DNA 纯度较高, 而其他 3 种方法提取

的DNA A 260 nm öA 280 nm 值均高于 1. 900, 说明提取的

DNA 中所含RNA 的量较高。4 种方法提取的DNA

在 230 nm 波长处的消光值分别为 0. 658, 0. 257,

0. 926和 0. 208, 说明DNA 不同程度地被酚类物质

所污染, 但采用改进的 SD S 法提取的DNA 受污染

程度最小 (表 1)。

图 1　琼脂糖凝胶上苹果黑星病菌DNA 的电泳图
1. 改进 SD S 法; 2. Parker 法; 3. SD S 法; 4. CTAB 法;M. M arker

F ig. 1　DNA patterns of V entu ria inaequa lis in agro s gel
1. M odified SD S mo thed; 2. Parker m ethod; 3. SD S m ethod; 4. CTAB m ethod; 5. DNA M arker

　　质量分数 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳结果表明 (图

1) , 改进的 SD S 法及 Parker 法提取的苹果黑星病

菌样品DNA 的谱带较清楚, 但 Parker 法提取的样

品DNA 中 RNA 含量较高, CTAB 法和 SD S 法提
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取样品DNA 的谱带较弱。

3　讨　论

DNA 提取是分子生物学研究的基本技术之一。

提取的DNA 中蛋白质、RNA 及多酚类物质含量

少、片段大是试验结果可靠性和重复性的保证[5 ]。

由于苹果黑星病菌在培养基中生长缓慢, 为了

提高其DNA 得率, 本研究在 SD S 法的基础上进行

了一些改进, 用质量分数 4% 的十二烷基肌氨酸钠

代替质量分数 3% 的 SD S 裂解细胞; 在提取液中加

入体积分数 2% 的 Α2巯基乙醇, 以防止酚类化合物

与 DNA 共价结合, 提高限制性内切酶对基因组

DNA 的酶切效果; 加入体积分数 1% 的 PV P 主要

是起抗氧化作用, 减少酚类化合物的含量。

用改进 SD S 法提取的苹果黑星病菌DNA 呈纯

白色, 而其他几种方法提取的DNA 均呈现不同程

度的棕色, 这是其中含有一定量的RNA 和酚类化

合物所致。采用改进的 SD S 法, 1 人 1 d 能提取 100

份以上的样品, 且DNA 质量高, 可满足分子标记等

技术的需求。为了进一步提高苹果黑星病菌DNA

的得率和纯度, 最大程度地降低其他因素的影响, 还

需要对此方法进一步改进和优化。
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Study on the m ethod fo r DNA ex tract ion of V en tu ria inaequa lis

HU X iao-p ing,YANG J ia-rong, SHANGW en - j ing,YANG Zh i-we i
(T he K ey L abora tory of P lan t P rotection R esou rces and P ests M anag em en t of Ch inese M in istry of E d uca tion,

Colleg e of P lan t P rotection, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: DNA ex tract ion quality of V en tu ria inaequa lis u sing CTAB m ethod, SD S m ethod, Parkerπs

m ethod and modified SD S m ethod w as detected by u lt ravio let spectrom eter. R esu lts show ed that DNA ex2
t ract ion ra te u sing modif ied SD S m ethod w as h igher than that of o ther th ree m ethods. It w as tw ice of DNA

ex tract ion ra te of Parkerπs m ethod. A 260 nm öA 280 nm value of DNA from modified SD S m ethod w as betw een

1. 700 and 1. 900. It show ed that the DNA had h igh pu rity. How ever,A 260 nm öA 280 nm value of DNA from o th2
er th ree m ethods w ere greater than 1. 900. T he DNA con ta ined RNA. T he ab stract ion value of 4 m ethods at

230 nm w as 0. 658, 0. 257, 0. 926 and 0. 208 respect ively. It show ed that DNA w as po llu ted by pheno l a t d if2
feren t level. Among them ,DNA from modified SD S m ethod w as po llu ted sligh t ly.

Key words: V en tu ria inaequa lis; DNA ex tract ion m ethod; DNA ex tract ion ra te
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