
第 32卷　第 4期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 32 N o. 4
2004年 4月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) A p ril 2004

小麦条锈菌基因组D NA 的分离及其
RAPD 分析体系的建立

Ξ

曹丽华1, 2,康振生1,魏国荣1

(1 西北农林科技大学 植保学院 生物技术中心,陕西 杨凌 712100;

2 河南农业大学 植保学院,河南郑州 450002)

　　[摘　要 ]　对小麦条锈菌基因组DNA 分离的氯化苄法和 CTAB öSD S 法进行了比较分析,认为后者无降解,

质量高,可用于RA PD 分析。试验对小麦条锈菌RA PD 反应条件进行了优化,建立了标准化的小麦条锈菌 RA PD

反应体系,即 10× R eaction Buffer 2. 5 ΛL ,M gC l2 2 mmo löL , dN T P s 0. 15 mmo löL ,模板DNA 40 ng,引物 10 ng,

T aq 1 U , ddH 2O 15. 76 ΛL。
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　　小麦条锈病发生面积大、流行成灾率高、危害严

重。使用抗病品种,辅以化学药剂是防治该病的主要

途径。但生产中的一个突出问题是小麦品种抗条锈

性的丧失,这主要是由条锈菌毒性新小种的产生和

发展引起的[1 ]。小麦条锈菌体积小、繁殖快、群体大、

毒性变异频率高。迄今,我国已发现 32个条锈菌生

理小种。常规的生理小种鉴定和毒性分析方法繁杂、

费工费时,准确性易受到鉴定条件的影响,严重制约

了条锈菌群体生物学的研究。

分子生物学的发展,为研究病原菌自然群体的

遗传结构和流行区系间的关系、监测各地生理小种

的组成及变异动态提供了新方法。然而,目前小麦条

锈菌DNA 水平的研究相对较少, 主要是因为小麦

条锈菌的菌种繁殖困难, 夏孢子细胞壁厚, 富含多

糖、蛋白质及色素类杂质,即使从萌发的夏孢子中提

取DNA ,效率也仅为 10 Λgög [2 ] ,难以满足锈菌分子

生物学研究的需要。

小麦条锈菌为专性寄生菌,无有性阶段,目前对

其遗传背景了解不多。就此类病原菌而言, RA PD

因其技术简便、快速、费用低,可提供大量的分子标

记,因此,适用于从分子水平研究生理小种的进化与

亲缘关系,客观认识病原物的群体生物学特性。采用

RA PD 技术, Chen 等[3 ]研究了北美不同地域 23 个

分离系 115个单孢菌的RA PD 谱型,认为RA PD 聚

类组与地域及毒力聚类不相关。单卫星等[2 ]通过对

中国小麦条锈菌 13 个分离系的RA PD 分析, 检测

到了小种间及小种内的遗传变异,得到了分离系特

异的 RA PD 图谱,但未找到小种特异性分子标记。

由于上述研究所筛选的随机引物数较少, RA PD 扩

增条件及参数不同,故难以较全面地反映小麦条锈

菌的遗传多样性。基于上述原因,本研究试图进一步

完善小麦条锈菌 gDNA (基因组DNA )的提取方法,

以期得到足量、完整、高纯度的 gDNA ,供锈菌分子

生物学研究应用,并且优化建立适于小麦条锈菌的

RA PD 分析体系, 以便进行大规模的引物筛选, 完

善小麦条锈菌的RA PD 研究。

1　材料和方法

1. 1　供试菌种的繁殖与鉴定

　　供试菌种由西北农林科技大学植物保护学院植

物免疫室提供,条锈菌单孢系的分离、鉴定按常规方

法进行[1 ]; 夏孢子的繁殖在感病品种铭贤 169 上进

行。收集菌种抽真空后封存, - 70 ℃保存, 以备

gDNA 提取应用。

1. 2　小麦条锈菌 gDNA 的提取

1. 2. 1　氯化苄法　本法在 Shan W ei2x ing 等[2 ]的

基础上改进:取 50 m g 锈菌夏孢子,加 1 g 灭菌石英

砂, 加液氮反复研磨呈粉状; 移入 1. 5 mL 离心管

后, 加 500 ΛL 预冷的提取液 (100 mmo löL T ris2
HC l, pH 9. 0; 100 mmo löL ED TA , pH 8. 5)混匀。加
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55 ΛL 质量分数 20% SD S后 65 ℃水浴 1 h;加等体

积氯化苄后, 65 ℃继续水浴 30 m in。在混合液中加

入 1ö10体积的 3 mo löL N aA c (pH 5. 2) ,混匀后冰

浴 1 h; 4 ℃ 14 000 röm in 离心 10 m in,取上清;用等

体积的酚∶氯仿∶异戊醇 (25∶24∶1)及氯仿各抽

提 1次后,加等体积异丙醇沉淀核酸,沉淀物经体积

分数 70%的乙醇漂洗 2 次, 室温干燥, 再溶入适量

的 T E (10 mmo löL T ris2HC l, pH 8. 0, 1 mmo löL
ED TA )中;加适量RN ase 37 ℃处理 30 m in,氯仿抽

提,最后在上清液中加 2. 5 倍体积乙醇, - 20 ℃沉

淀DNA 过夜; DNA 保存于- 20 ℃体积分数 70%

的乙醇中。

1. 2. 2　CTABöSD S 法　本法在 Chen 等[3 ]的基础

上改进: 取 25 m g 夏孢子,加灭菌石英砂 0. 5 g, 加

液氮反复研磨至粉状后转入 1. 5 mL 离心管, 加 1

mL 预冷的提取缓冲液 (50 mmo löL T ris2HC l, pH

8. 0; 150 mmo löL N aC l, 100 mmo löL ED TA )充分

混匀,加 60 ΛL 质量分数 20% SD S,混匀后 65 ℃水

浴 1 h,加 150 ΛL 5 mo löL N aC l与 130 ΛL CTAB ö
N aC l (1 g CTAB 溶于 10 mL 0. 7 mo löL N aC l中)

后再 65 ℃水浴 1 h; 将反应物平均分配到 2 支 1. 5

mL 离心管中后,加等体积酚∶氯仿∶异戊醇与氯

仿分别抽提,其余步骤同氯化苄法。

1. 3　小麦条锈菌RA PD 分析体系的优化

小麦条锈菌 gDNA 含量的测定采用紫外分光

光度法,模板DNA 的使用质量浓度为 20 ngöΛL ; 10

bp 随机引物购自上海生物工程公司,用灭菌去离子

水稀释至 10 ngöΛL 备用; 4 种 dN T P s 与 T aq 酶,

M gC l2, 10×R eact ion Buffer 均购自华美生物工程

公司。RA PD 的反应体系为 25 ΛL ,且每次反应均以

无菌去离子水替代模板 DNA 为对照。为优化

RA PD 分析体系,并进行了不同模板质量DNA (20,

40, 60, 80, 100 Λg) , T aq 酶量 (1, 1. 2, 1. 5, 2 U ) ,

M gC l2 ( 1. 5, 2. 0 mmo löL )、dN T P s ( 0. 15, 0. 2

mmo löL ) ,引物量 (10, 15, 20 ng)的优化筛选试验。

扩增反应在 PTC2100热循环仪上进行: 94 ℃,

5 m in, 1 个循环; 94 ℃, 30 s, 36 ℃, 40 s, 72 ℃, 90

s, 45个循环;最后 72 ℃延伸 7 m in。扩增产物用质

量分数 1. 5%琼脂糖凝胶 1×TA E 电泳缓冲液电泳

分离,以凝胶成像系统记录分析RA PD 谱型。

2　结果与分析

2. 1　小麦条锈菌 gDNA 的提取

　　采用改良氯化苄法与CTAB öSD S 法都得到了

片段长度为 21 kb 的 gDNA (图 1) ,得率分别为 300

～ 700和 100～ 500 Λgög。经紫外分光光度法检测,

OD 260öOD 280值> 1. 7, 其提取质量与数量可满足

RA PD , R FL P,A FL P 等分子生物学研究需要。

图 1　小麦条锈菌 gDNA 电泳图谱

1. L am bda DNA öE coR É + H indË m arker;

2, 5. C tABöSD S法提取的 gDNA ;

3. 氯化苄法提取的 gDNA ; 4. 对照

F ig. 1　T he electropho resis analysis of genom ic DNA

1. L am bda DNA öE coR É + H indË m arker;

2, 5. T he gDNA p repared using the CTABöSD S m ethod;

3. T he gDNA p repared using the benzyl ch lo ride m ethod; 4. CK

图 2　2种DNA 提取法的RA PD 谱型

1. PCR m arker; 2. 无菌水对照; 3, 5, 7～ 9. 氯化苄法

提取的模板DNA ; 4, 6, 10, 11. CTABöSD S法提取的模板DNA

F ig. 2　T he RA PD p rofile of tw o DNA extraction m ethods

1. PCR m arker; 2. CK amp lified w ith ddH 2O;

3, 5, 7- 9. Amp lified w ith gDNA extracted by benzyl

ch lo ride m ethod; 4, 6, 10, 11. Amp lified w ith gDNA

extracted by CTABöSD S m ethod

　　为比较氯化苄法和 CTABöSD S 法的优劣, 作

者进行了条中 29 号不同单孢菌系的RA PD 分析
(图 2)。由图 2可知,氯化苄法的 gDNA 得率较高,

但存在一定程度的降解,其RA PD 谱带集中在 800

～ 250 bp。而 CTAB öSD S 法较氯化苄法省时,

gDNA 基本无降解、断裂,拖尾少,其RA PD 谱带集
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中在 2 000～ 200 bp。对寻找特异DNA 标记的分子

生物学试验而言, CTABöSD S 法显然优于氯化苄

法。

2. 2　小麦条锈菌RA PD 优化体系的建立

不同模板质量 DNA 浓度, 不同 T aq 酶量及

M gC l2 与 dN T P s量、引物量的优化筛选试验结果见

图 3～ 6。

经反复对比认为,模板DNA 40 ng, T aq酶 1～

1. 5 U ,M gC l2 2 mmo löL , dN T P s 0. 15 mmo löL ,引

物量 10 ng 的扩增效果最佳,因此最后确定的优化

体系为: 10×R eact ion Buffer 2. 5 ΛL , M gC l2 2

mmo löL , dN T P s 0. 15 mmo löL , 模板DNA 40 ng,

引物 10 ng, T aq 1 U , ddH 2O 15. 76 ΛL。多次RA PD

试验证明,该反应体系稳定性好、重复性强。在使用

不同公司 (宝泰克,生工,华美等)与同一公司 (华美)

不同批次的 T aq 酶时, 均能得到稳定、清晰的

RA PD 谱型, 综合考虑试验结果及成本, 本研究选

用华美公司的 T aq酶与 dN T P s。

图 3　不同模板DNA 质量浓度时的RA PD 谱型

F ig. 3　T he RA PD p rofile of differen t

amount of temp late DNA

1. PCR m arker; 2. 100 ng; 3. 80 ng; 4. 60 ng; 5. 40 ng; 6. 20 ng

图 4　不同引物量时的RA PD 谱型

F ig. 4　T he RA PD p rofile of differen t

amount of p rim er

1. PCR m arker; 2. 10 ng; 3. 15 ng; 4. 20 ng

图 5　不同M gC l2 与 dN T P s量时的RA PD 谱型
F ig. 5　T he RA PD p rofile of differen t

amount of M gC l2ödN T P s
1. PCR m arker; 2. M gC l2 20 mmo löL , dN T P s 0. 15 mmo löL ;

3. M gC l2 1. 5 mmo löL , dN T P s 0. 2 mmo löL ;
4. M gC l2 1. 5 mmo löL , dN T P s 0. 5 mmo löL ;

5. M gC l2 2. 0 mmo löL , dN T P s 0. 2 mmo löL

图 6　不同 T aq酶量时的RA PD 谱型
F ig. 6　T he RA PD p rofile of differen t

amount of T aq po lym erase
1. PCR m arker; 2. T aq 1. 5 U ; 3. T aq 2. 0 U ;

4. T aq 1. 2 U ; 5. T aq 1 U

　

　

3　讨　论

3. 1　小麦条锈菌基因组DNA 的提取

　　多数植物病原真菌的 gDNA 提取自菌丝,操作

相对简单。小麦条锈菌是严格的专性寄生菌,无法人

工培养,夏孢子是其 gDNA 的唯一来源, 因此试验

材料不易获得;加之小麦条锈菌夏孢子的抗逆性强,

细胞壁厚,呈橘红色,富含RNA、蛋白质、多糖及色
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素类杂质,用一般的机械破壁或抽提缓冲液无法提

取到 gDNA , 或因杂质浓度高而导致提取的DNA

呈胶状物[4 ] ,无法进行核酸的定量分析和后续操作,

如酶切、扩增、基因克隆等。

经反复试验对比作者发现, 在条锈菌夏孢子

DNA 提取中应注意以下问题:①夏孢子的机械破壁

程度与DNA 的提取得率呈正相关,因此,研磨必须

充分,否则夏孢子的破壁不完全。②应保证化学试剂

与夏孢子细胞壁及内含物的充分作用。研磨后加入

抽提缓冲液、质量浓度 20% SD S 及氯化苄或

CTAB öN acl等试剂时,应彻底混匀,如果反应物呈

乳浊状,则提取不到 gDNA 或 gDNA 的得率急剧下

降。③提取缓冲液的组分与配比对 gDNA 得率至关

重要。常规的 DNA 提取法常单独使用 SD S 或

CTAB , SD S是阴离子型去垢剂,可破坏蛋白质分子

内的疏水相互作用,使非极性集团暴露于介质水中,

降低非极性侧链从水介质到疏水内部的自由能。而

CTAB 是阳离子型去垢剂,可通过形成去垢剂、磷脂

和蛋白质混合微团溶解生物膜,去除膜脂和多糖[5 ]。

鉴于锈菌材料的特殊性,本试验中结合使用CTAB ö

SD S 法。④应注意抽提缓冲液的pH 值与 ED TA 浓

度。氯化苄法或CTAB öSD S法的DNA 抽提缓冲液

均呈弱碱性,有利于破壁反应。若 pH 值太低,则破

壁反应受抑制,作用不完全,DNA 的得率低; pH 值

太高 (> 11)又易导致DNA 变性和降解[6, 7 ]。由于

ED TA 可抑制限制性内切酶活性,防止DNA 降解,

且易与酚分层[8 ] , 本试验采用 100 mmo löL 的 ED 2
TA 极限浓度[9 ] , 并在 65 ℃摇床水浴, 旨在完全抑

制DNA 限制性内切酶活性与色素的氧化作用, 保

证 gDNA 的顺利提取。

3. 2　小麦条锈菌优化体系的建立

RA PD 技术简单快捷, 试验成本低, 无须预先

了解DNA 序列的信息,但RA PD 带谱对试验程序

和条件的变化很敏感,不同实验室及不同操作人员

的试验结果难于比较、交流, 因此RA PD 试验条件

的标准化十分重要[10 ]。本研究确定了小麦条锈菌的

RA PD 优化体系。经多批次DNA 扩增证明,该体系

的可靠性及重复性较好,可满足小麦条锈菌大规模

RA PD 分析的需要。
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analysis of w hea t st r ipe ru st

CAO L i-hua1, 2, KANG Zheng- sheng1,W E I Gou-rong1

(1 Colleg e of P lan t P rotection,B iotech Cen ter,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;

2 Colleg e of P lan t P rotection, H enan A g ricu ltu ra l U niversity , Z heng z hou, H ennan 450002, Ch ina)

Abstract: Comparing tw o gDNA ex tra t ion m ethods of the w heat st ripe ru st (P uccin ia striif orm is f. sp.

tritici ) , the au tho r regards the CTAB m ethod is bet ter than the PhCH 2C l m ethod to search the specia l

mo lecu le m arkers. In o rder to facilita te comm un ion, a standard RA PD system is a lso p rovided in th is re2
search.

Key words: w heat st ripe ru st; DNA ex tra t ion; RA PD; op t im izat ion of the react ion system
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