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食用仙人掌肉质茎总 DNA的提取
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摘要:以食用仙人掌的幼嫩肉质茎和紫糯玉米的幼嫩叶片为试验材料 ,采用 CTAB法提取 DNA ,

用紫外分光光度计检测 DNA 的浓度和琼脂糖凝胶电泳检测 DNA的质量。结果表明 ,采用 CTAB

法可以从食用仙人掌中提取到一定质量和浓度的 DNA ,但是在操作过程中利用 Tris-饱和酚对其

进行纯化处理是非常必要的。
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Abstract:DNA of Tender f leshy stem of Opuntia Ficus-indica and tender leaf of purple glutinous maize

w as ext racted by method of CTAB.Concentrat ion of DNA was measured by UV spect rophotometer ,

and quali ty of DNA was examined by agarose gel.Result suggested that better DNA of Opuntia Ficus-

indica w as get ted by method of CTAB , but it is necessary to purify by used Tris-Phenol.
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　　随着社会的进步 ,人类食品安全问题越来越引

人注目。利用现代生物技术完成植物物种间遗传物

质的交流 ,由此创造农作物优良基因型 ,这将使农作

物遗传改良迈上新台阶。食用仙人掌作为一种蔬菜

具有丰富的营养价值 ,由于其主要进行营养生殖 ,所

以关于食用仙人掌的遗传特性的研究鲜有报道 ,但

其可能蕴藏巨大的遗传学价值。众所周知 ,它具有

很好的抗逆性 ,比如抗旱 、抗盐 、抗寒等 。许多学者

对其感兴趣的问题是能否将其优良的基因转移到对

人类关系更密切的农作物之中 。随着现代科学技

术 ,特别是分子遗传学的飞速发展 ,植物的转基因技

术也得到了不断革新 。水稻上外源 DNA 的转化也

经历了几次变革 , 1978 年 ,安徽省农科院的周光宇

提出了以花粉管通道法将外源 DNA 导入有花植物

中 ,并从理论上提出了外源 DNA 导入的可能性。

近年来 , 国内外广泛开展了通过花粉管导入外源

DNA的研究 ,还发展了 DNA浸泡种子和幼苗 、孕穗

注射 、离子轰击和电击法等转移外源 DNA的方法 ,

并在棉花 、水稻 、小麦 、玉米 、大豆等作物上获得外源

DNA转化的变异后代 ,培育出一些新品系。同时应

用花粉管通道法 ,把 Bt 基因 、Gus 基因等导入棉

花 、玉米 、小麦中 ,获得了良好的转化效果 。可见 ,外

源 DNA(基因)直接导入法是完全可行的。 1991

年 ,中国科学院等离子体物理研究所余增亮研究员

首次提出低能离子束处理植物细胞能协助外源

DNA导入细胞的设想 ,这一设想已得到不同实验小
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组研究成果的证实。笔者拟利用低能离子束介导将

仙人掌的 DNA 导入水稻 ,以期达到对水稻的遗传

改良。而仙人掌 DNA 提取是一个重要的前提 ,目

前还没见到有关仙人掌 DNA 提取方法的报道 ,而

CTAB法较适合于幼嫩组织 DNA 的提取 ,因此 ,尝

试采用 CTAB法来进行食用仙人掌肉质茎总 DNA

的提取 ,并对其加以改进 。

1　材料与方法

1.1　试验材料

以市售的食用仙人掌盆栽培养 ,摘取鲜嫩组织

称量 50 g 备用;糯玉米盆栽 ,待其生长到 5 ～ 6片叶

时取其叶片称量 50 g 备用。 DNA 的提取采用

CTAB法。

1.2　试剂配制

试剂配制参照文献[ 9] 。A.液氮;B.CTAB 提

取缓冲液:50mmol/L Tris-HCl , pH=8.0 ,0.7mol/

L NaCl , 10mmol/L EDTA , pH =8.0 , 1.1%CTAB ,

2%V/V β -巯基乙醇用时加入;C.氯仿∶异戊醇=

24∶1;D.Tris-饱和酚;E.异丙醇;F.76%的醋酸氨

乙醇溶液;G.70%乙醇;H.TE 缓冲液:10 mol/L

Tris -HCl , 1 mmol/ L EDTA , pH =8.0。其中 ,

CTAB 、β -巯基乙醇 、Tris、Tris-饱和酚 、EDTA 均

购自上海生物化工试剂有限公司 ,其他药品均为分

析纯药品 。

1.3　仪器设备

上海安亭科学仪器厂产 TDL -5-A 型离心

机;上海跃进医疗器械厂制造的 HHS21-4型电热

恒温水浴锅;日本进口的日立牌 U-2000型紫外分

光光度计;北京市六一仪器厂制造的 DYY-6B 型

稳压稳流电泳仪 。

1.4　DNA 提取

①将刚摘取称量好的仙人掌的幼嫩组织用刀快

速切成小薄片 ,放入研钵中 ,立即加入液氮研磨;玉

米叶片可直接加入液氮研磨。研磨越充分 ,提取效

果越好。

②CTAB萃取液最好即用即配 ,然后加热使其

充分溶解 ,不能沸腾 ,可不待冷却 ,量取 250 ml加入

2个三角瓶中 ,直接放入水温 65 ℃的水浴锅中冷却

至 65 ℃。将研磨好的材料倒入三角瓶中 ,各加入

1 000 μl β-巯基乙醇 ,水浴 60 min 。

③取出室温冷却加入等体积的氯仿异戊醇(24∶

1),慢慢摇动使其充分混匀 ,待氯仿异戊醇变成墨绿

色为止 ,约 30 ～ 60 min 。

④静置一段时间 ,将上部液体倒入离心管中 ,配

平离心 ,5 000 r/min离心 20 min。

⑤将上清液用 5 m l的微量转移液枪吸出加入

到-20 ℃预冷的异丙醇中 ,缓慢摇动 ,DNA 呈絮状

沉淀析出 ,可置于 4 ℃冰箱静置一段时间。

⑥用玻璃勾将沉淀勾出放入 76%醋酸氨乙醇

溶液中 ,冰水浴 10 min。

⑦将 76%醋酸氨乙醇溶液倒掉 ,加入 70%的酒

精静置 30 min。

⑧将酒精倒掉干燥 30 min ,加入 5 ml的 10倍

TE 溶解 ,可水浴加热助溶。

1.5　DNA的纯化

1.5.1　RNA 酶处理　为了去除提取液中的 RNA ,

需要进行 RNA 酶处理 。一般是加入 1 mg/ml的

RNA酶 ,使 RNA 酶的质量浓度达到 60 μg/ml ,在

15 ml的仙人掌 DNA提取液中加入配制好的 RNA

酶溶液 0.9 m l ,在 37 ℃恒温箱内保温 30 min 。

1.5.2　饱和酚处理　由于仙人掌的组织中含有大

量的糖蛋白 ,需要进行 Tris-饱和酚的进一步纯化。

在 RNA酶处理后的溶液中加入 Tris-饱和酚和氯

仿异戊醇(24∶1)的混合液 ,充分混合摇匀 10 min ,

然后 5 000 r/min 离心 10 min ,收集上层水溶液。

在收集到的溶液中加入 1/25 体积的 5 mol/L 的

NaCl溶液 ,再加入预冷的 2 倍体积的无水乙醇 ,至

出现白色沉淀 ,沉淀物即为纯化的 DNA。此纯化过

程可重复进行 ,试验中由于一次处理后仙人掌 DNA

提取液的粘稠度仍较大 ,故将此纯化过程重复 1次。

2　结果与分析

2.1　分光光度计检测结果

将分光光度计打开预热 20 min ,在第 1个比色

皿中加入10倍的 TE缓冲液2 ml做空白对照 ,在另

一个比色皿中加入 2 μl待测样品 ,用 10倍的 TE缓

冲液稀释到 2 ml。将比色皿放入分光光度计用 0 ～

400 nm 的全波长光进行扫描 ,待测样品均在波长

260 nm 的地方出现了最高吸光值 ,将仙人掌 DNA

提取液粗提后 、RNA酶处理后及 Tris-饱和酚处理

后的溶液的吸光值均进行了检测 ,并做以对比 ,其检

测结果列入表 1。在 260 nm 处 ,仙人掌 DNA 3次

检测的吸光值 A260分别为 0.172 , 0.247 , 0.297 ,玉

米 DNA的吸光值 A260为 0.126;而在 280 nm 处仙

人掌 DNA 3 次检测的吸光值 A280分别为 0.088 ,

0.165 ,0.168 ,玉米 DNA的吸光值 A280为 0.075;仙人

掌 DNA 3次检测结果的A260/A280分别为 1.95 ,1.50 ,
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表 1　分光光度计的检测结果

材料名称 260nm 处吸光值A 260 280nm 处吸光值 A280 A 260/A 280

仙人掌粗提后 0.172 0.088 1.95

仙人掌 RNA酶处理后 0.247 0.165 1.50

仙人掌饱和酚处理后 0.297 0.168 1.77

玉米未纯化处理 0.126 0.075 1.68

1.77 ,玉米 DNA的 A260/A280为 1.68。

2.2　琼脂糖凝胶电泳检测结果

用0 .8 %的琼脂糖凝胶电泳检测所提取的

DNA的质量 。DNA 的 Marker 使用λHind Ⅲ ,上样

时λHind Ⅲ未加热。上样时λHind Ⅲ和样品 DNA 均

按如下比例混合 , DNA 加 3 μl , 重蒸水 17 μl , 6 ×

Loading buf fer加 5 μl。电泳时稳压 100 V 电泳 90

min ,电泳前未加入溴化乙锭 ,电泳后放入 5 μg/ml

的溴化乙锭溶液中染色 15 min ,用凝胶成像系统观

测电泳结果。电泳结果如图 1。

由图 1 可知 , 纯化后的仙人掌 DNA 和玉米

DNA均在 23 130 bp附近有一条清晰的带。

1糯玉米 DNA;2仙人掌 DNA

图 1　电泳检测结果

3　结论

试验中 ,纯化后的仙人掌 DNA 和玉米 DNA 的

A260/A280分别为 1.77和 1.68 ,二者都比较接近于

1.8 ,说明其均有一定的纯度。仙人掌DNA的A260/

A280值 1.77 ,更接近于 1.8 , 可能是由于其进行了

Tris-饱和酚的纯化处理 ,而玉米的 DNA没有进行

Tris-饱和酚的纯化处理 ,其里面含有较多的蛋白

所致 。在对仙人掌 DNA 的纯化过程中 ,其 A260/

A280值均发生了明显的变化 ,用 RNA 酶处理后其

A260/A280值由 1.95变到 1.50 ,由此可见 ,其提取液

中含有大量的糖蛋白 ,直观的可看到其提取液的粘

稠度较玉米提取液要大得多 ,后经 Tris-饱和酚 2

次的纯化处理后 , 其 A260/A280值由 1.50 提高到

1.77 ,说明 Tris-饱和酚的纯化过程的效果是非常

明显的 ,对于仙人掌肉质茎的 DNA 的提取也是非

常必要的。由电泳结果可知 ,所提取到的仙人掌

DNA和玉米 DNA 均有一条明亮清晰的条带 ,脱尾

不明显 ,说明提取到的 DNA基本没有降解 ,含有一

定的大片段全基因组 DNA。由此可知 ,食用仙人掌

采用CTAB法可以提取到一定浓度和质量的 DNA ,

但 T ris-饱和酚的纯化过程是非常必要的。我们已

经将利用此方法提取的糯玉米 DNA ,借助离子束介

导向小麦基因组中转化并取得一定的成绩 ,因此 ,以

此方法提取的仙人掌 DNA 亦足可用于进行外源

DNA的转化和离子束介导的外源 DNA转化。
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