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小麦叶绿体 DNA提取方法研究
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摘要:以成熟的中国春小麦叶片为材料 ,采用改进的高盐-低 pH 方法提取叶绿体 DNA ,经琼脂糖凝

胶电泳和 PCR扩增 ,结果表明:所提取的小麦叶绿体 DNA纯度高(OD260 /280 =1. 89 ,OD260 /230 =2. 23),

适于 PCR反应 、基因扩增和酶切鉴定等分子操作 ,为深入研究小麦叶绿体基因组奠定了基础。
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Abstract:An improved high-salt low-pH method w as used to ex t ract chlo roplast DNA from leaf

tissues o f w heat cul tivar Chinese spring. The agro se gel elect ropho re sis and PCR amplification

show ed that w heat chloroplast DNA of high puri ty (OD260 /280 =1. 89 , OD260 /230 =2. 23)was

obtained. The DNA was suitable to be used as templa te in PCR , gene amplif icat ion and enzyme

digestion.
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　　叶绿体是植物细胞中与光合作用直接相关的细

胞器 。作为半自主性细胞器 ,它的形成是叶绿体基

因组和核基因组相互作用的结果
[ 1]
,也是植物细胞

质遗传的重要单位 ,在植物系统发育中具有广泛的

作用[ 2] ,由于其特殊优势 ,目前叶绿体 DNA 已在分

子标记
[ 3]
、核质互作和植物基因工程

[ 4]
等研究中得

到了广泛应用。提取高等植物叶绿体 DNA 常用的

方法主要有蔗糖密度梯度离心法[ 5] 、DNase Ⅰ法[ 6]

和高盐 - 低 pH 法
[ 7]
等 。目前这些方法虽已在水

稻[ 8] 、白菜[ 9] 等叶绿体 DNA 提取中得到了应用 ,但

小麦的叶绿体 DNA 提取至今没有十分有效的方

法。本研究在改进 Gong 等
[ 10]
方法的基础上 ,对小

麦叶绿体 DNA 提取技术进一步优化 ,以期获得高

纯度 、高质量的小麦叶绿体 DNA ,为小麦叶绿体基

因组研究奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　植物材料

供试材料为小麦品种中国春的叶片。

1. 2　试剂和缓冲液

蛋白酶 K 、Tris饱和酚(pH8. 0)为北京鼎国公

司产品 ,氯仿 、异戊醇 、无水乙醇 、醋酸铵等其他常规

试剂均为国产分析纯。

提取缓冲液 A(pH3. 6):Tris-HCl 45mmol /L ,

NaCl 1. 25mol /L ,Vc 0. 25mol /L , EDTA 20mmol /L;

提取缓冲液 B(pH8. 0):EDTA 25mmol /L , β-巯基乙

醇 10mmol /L , Tris-HCl 45mmol /L;提取缓冲液 C

(pH8. 0):NaCl 150mmol /L , EDTA 80mmol /L;提取

缓冲液 D(pH 8. 0):Tris-HCl 50mmol /L , EDTA

20mmol /L。
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1. 3　叶绿体的分离及检测

叶绿体分离采用高盐 - 低 pH 的方法 ,参照欧

立军等[ 8] 和 Gong 等[ 10] 的方法并进行改进 。取新鲜

成熟的小麦叶片 10 g , 4℃黑暗饥饿 12h ,用蒸馏水

冲洗干净 ,吸干水分 ,去中脉 ,剪碎放入匀浆器缸中 ,

加入预冷提取缓冲液 A 40mL 高速匀浆 ,用 2 ～ 3

层 74μm 孔径的尼龙网过滤 , 滤液装入预冷的

50mL 离心管中 , 静置 2min , 4℃、1500 ×g 离心

6min ,弃上清 ,沉淀中加入提取缓冲液 B 20mL ,悬

浮沉淀 , 4℃、800×g 离心 6min ,倒掉上清 ,沉淀用

提取缓冲液 C 3mL 悬浮 , 4℃、800×g 离心 6min ,

弃上清 ,沉淀即为粗提叶绿体 。用荧光显微镜检测

叶绿体的完整性 。

1. 4　叶绿体 DNA的提取与纯化

粗提叶绿体用 1. 6mL 提取缓冲液 D悬浮 、混

匀 ,加 10% SDS 至终质量分数为 2%,加蛋白酶 K

(5mg /mL)30μL 至终质量浓度为 50μg /μL , 37℃

水浴 3 ～ 4 h ,加入 0. 3mo l /LT ris饱和酚(pH8. 0)

3mL 抽提 2次 ,每次 4℃11 000×g 离心 15m in ,吸

取上清到新的离心管 ,加与上清等体积的酚 /氯仿 /

异戊醇(25∶24∶1)抽提 2 次 ,每次 4℃11000×g

离心 15min ,转移上清至预冷的离心管 ,加 1 /2体积

的 7. 5mo l /L 醋酸铵 ,3倍体积预冷的无水乙醇 ,充

分混匀后放入 - 40℃冰箱沉淀 30min , 4℃、11000

×g 离心 15min ,弃去上清 ,沉淀用 70%的冷乙醇洗

2遍 ,自然风干 ,加 50μL TE Buffer(pH8. 0)溶解后

备用 。

1. 5　叶绿体 DNA 检测

1. 5. 1　叶绿体 DNA含量测定　取 2μL TE Buf fer

溶解的叶绿体 DNA 原液 , 再补加 TE Buf fe r 至

200μL(稀释 100 倍),用 Eppendo rf蛋白核酸测定

仪测核酸含量 ,记录 OD260 /280 、OD260 /230及质量浓度。

1. 5. 2　凝胶电泳检测　采用 1. 0%的琼脂糖凝胶 ,

0. 5×TA E电泳缓冲液 ,90V ×60mA 电泳 30min ,

设置 1μL 、2μL 样品上样量 ,利用凝胶成像系统观

察结果并照相。

1. 5. 3　PCR扩增检测　根据小麦品种中国春叶绿

体 DNA
[ 11]
的 2 个基因 psbD 和 psbC 序列 , 利用

Primer 5. 0软件分别设计特异性引物扩增 2个基因

的部 分 片 段 , 并 进 行 电 泳 检 测 。 D-F:5′-

GGAGTCTTGGAATAA TGCTG-3′; D-R: 5′-

CAACCTTCCAAA TAGGAACT-3′;C-F:5′-GTG-

GCCCA T TTCGTACCAG-3′;C-R:5′-CAGG TTC-

CAAA TCACGA TC-3′。

PCR 反应体 系为 25μL :10 × LA Buffer

2. 5μL , dN TP 2. 5μL , 正向 、反向 引物各 1μL

(10μmol /L), LA Taq 0. 3μL(5U /μL),模板 50 ng ,

加 ddH 2O 补足为 25μL。PCR 反应程序为:95. 0℃

预变性 2min;94. 0℃变性 35 s , 50. 0℃退火 40 s ,

72. 0℃延伸 1min ,30个循环;最后 72℃延伸 3min。

2　结果与分析

2. 1　小麦叶绿体完整性检测结果

采用改进的高盐 - 低 pH 方法 ,得到了小麦叶

绿体。图 1显示 ,得到的叶绿体含量高 ,数目多 ,结

构完整 ,基本无破碎 ,无污染 ,背景清晰 ,为获得高质

量的叶绿体 DNA 奠定了基础 。

A.提取的小麦叶绿体;B.小麦叶绿体显微图片

图 1　小麦叶绿体完整性检测结果

2. 2　小麦叶绿体 DNA含量测定结果

将提取的叶绿体 DNA 原液稀释 100倍后用蛋

白核酸测定仪测定 ,结果待测液质量浓度为 16 ng /

μL ,即原液质量浓度为 1 600ng /μL , OD 260 /280为

1. 89 ,介于 1. 8 ～ 2. 0 ,说明所提取的叶绿体 DNA 纯

度较高 ,没有蛋白质的污染。OD 260 /230为 2. 23 ,说明

基本不存在多糖 、碳水化合物等的污染。

2. 3　小麦叶绿体 DNA电泳检测结果

采用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测结果表明(图

2),所提取的叶绿体 DNA 条带清晰 ,无拖尾 ,无明

显的降解现象发生 ,完全能够满足基因克隆及酶切

等分析的需要。

M. DL2000 Marker ,上样量 4μL;A 1.小麦叶绿体 DNA ,
上样量 2μL;A 2.小麦叶绿体 DNA ,上样量 1μL

图 2　小麦叶绿体 DNA 电泳检测结果
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2. 4　小麦叶绿体 DNA的 PCR检测结果

以提取的小麦叶绿体 DNA 为模板 ,设计特异

引物 ,扩增叶绿体编码的 psbD 和 psbC 基因的部分

序列 ,PCR结果(图 3)显示 ,利用改进后的方法所提

取的小麦叶绿体 DNA作模板 ,可以扩增出清晰 、亮

度高的单一条带 ,且片段大小与预期相符。说明提

取的叶绿体 DNA 质量浓度高 ,质量可以得到保证 ,

完全能用于后续的分子操作。

M. Marker DL2000;1 、2. p sbD 基因部分序列;

3 、4. p sbC基因部分序列

图 3　小麦叶绿体 DNA的 PCR扩增结果

3　讨论

相对于核基因组 DNA 的提取 ,叶绿体 DNA 的

提取有很多困难 ,首先必须得到完整的叶绿体 ,在这

个过程中 ,可能存在的核 DNA 污染 、线粒体 DNA

污染以及叶绿体的完整性等问题 ,这些都是制约叶

绿体 DNA 提取的关键因素 。经过努力 ,目前已经

掌握了一些植物叶绿体 DNA 的提取方法 ,如史公

军等
[ 9]
、金双侠等

[ 12]
分别成功提取了白菜和棉花的

叶绿体 DNA ,为叶绿体的深入研究奠定了基础。本

研究采用改进的高盐 - 低 pH 方法 ,把去核的离心

速度提高为 1 500×g 离心 6min ,以便获得尽可能

多的叶绿体 ,经一系列检测证明 ,既保证了叶绿体

DNA 的得率 ,又保证去除核 DNA 的影响 。提取之

前 ,把新鲜叶片黑暗饥饿 12 h ,目的是为了让叶片消

化组织中的淀粉 ,以减少糖类物质对 DNA 分离纯

化的干扰 ,这与相关文献报道一致
[ 8 , 13]

。
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