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柑桔组织培养材料基因组 DNA的快速提取 

张 健 夏海武 吕柳新 陈桂信 杨国华 

( 福建农林大学生命科学学院，福建福州 350002 2福建农林大学园艺学院) 

摘 要 本文介绍了一种适用于柑桔组织培养材料基因组DNA的快速提取方法，获得的柑桔基 

因组 DNA具有较好的质量和较高的纯度，可满足进一步研究的需要。 
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DNA的提取是分子生物学的基础技术，提取 

高质量、高纯度的柑桔基因组 DNA是进行柑桔分 

子生物学和基因工程各项研究所必需的条件。本试 

验在Dellaporta等 用 CTAB法制备植物基因组 

DNA的基础上进行改进，研究了一种可有效排除 

细胞内多酚类、多糖等杂质污染的简便、快捷、经 

济的提取方法，获得的柑桔基因组 DNA具有较好 

的质量和较高的纯度，可满足进一步研究的需要。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

柑桔组培材料取自福建农林大学园艺学院果树 

遗传育种实验室，取愈伤组织、嫩芽及嫩叶部位， 

分装至干净的1．5ml离心管中，液氮速冻后保存于 
一 70℃低温冰箱备用。试剂有 Tris、EDTA、NaC1、 

NaAc、CTAB、RNase A、氯仿、异戊醇、无水乙 

醇、异丙醇、冰乙酸、溴化乙锭、琼脂糖等 (分 

析纯)，Marker为 XDNA／EcoR I+HindIU (购于 

上海生工生物工程技术服务有限公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 柑桔基因组 DNA的提取 

参照Dellaporta等 ]、陈大明等 、肖顺元 

等 4 和程运江等 的方法并加以改进：取洁净的 

1．5ml离心管，加人7501xl CTAB抽提液 [质量浓 

度 P =2．0％ CTAB、0．1 mol／L Tris— HC1 

(pH8．0)、20 mmol／L EDTA (pH8．0)、1．4 mol／L 

NaC1]，预热至65℃；取冻存嫩芽或嫩叶于研钵 

中，加人液氮迅速研磨成细粉末后，取约0．2g粉 

末迅速转人上述离心管中，充分摇匀，于65℃温 

育45 min(每10min轻摇1次)，取出离心管冷却； 

加人等体积的氯仿／异戊醇 (24：1，以下同)抽提 

裂解液并颠倒混匀，静置 5 min，于4℃、12000g 

离心15 min，取上相 (约600tx1)；再用等体积的 

氯仿／异戊醇重复抽提 1次，取上相；加人3／5体 

积的预冷异丙醇，混匀，于4℃静置20 min，然后 

于4℃、10000g离心10 min，去上清液，得到DNA 

粗沉淀；用75％乙醇漂洗两次，晾干；加人400txl 

高盐的 TE缓冲液 [10 mmol／L Tris—HCI(pH 

8．0)，0．1 mmol／L EDTA (pH 8．0)，1．0mol／L 

NaC1]溶解沉淀，加人81xl RNase A，轻轻混匀， 

于37％保温lh；加人等体积的氯仿／异戊醇并颠倒 

混匀，于4℃、10000g离心 15 min，取上相，重复 

该步骤1次；加人1／10体积的3M NaAc(pH 5．2) 

和2倍体积的无水乙醇，混匀，一20℃下静置 30 

min；于4℃、10000g离心10 min，去上清液；沉 

淀用75％乙醇洗涤2次，晾干；加人301xl无菌重 

蒸水溶解沉淀，于一20％保存。 

1．2．2 纯度和浓度的测定 

取 5 l基因组 DNA样品稀释100倍，在 Uhro— 

spec 2100 Pro紫外分析仪上测定 0D260、OD 8。，汁 

算检测 DNA的纯度 (OD260／OD28o)、DNA浓度 

( g／ 1)。 

1．2．3 电泳分析 

取10txl DNA样品在 1．0％琼脂糖凝胶，‘电泳 

缓冲液为 1×TAE，电压为 90V的条件下电泳 30 

min，溴化乙锭染色，在凝胶成像仪上观察、拍照。 

2 结果与分析 

本实验以柑桔的组织培养物为材料，对传统 

C rAB法加以改进，所得的基因组 DNA样品呈白 
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色、半透明、絮状、不粘稠，质地较好。 

对于纯净的 DNA样品，OD ∞／OD 舳值应为 

1．8～1．9，当 OD 60／OD 。大于 1．9时表明有 RNA 

污染，小于 1．6时表明有蛋白质、酚等杂质的污 

染。紫外分析结果 (表1)显示，本方法所提取的 

柑桔基因组 DNA的 OD 6。／OD 。为 1．82，介于 1．8 
～ 1．9之间，表明 DNA样品较纯净，无蛋白质、 

酚类物质及RNA污染。 

表 1 柑桔基因组的 DNA纯度和浓度 
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图 1 柑桔基因组 DNA电泳图 

1．kDNA／EcoR I+Hind11 Markers 2．柑桔基因组 DNA样品 

电泳检测结果显示 (图1)，试验得到的柑桔基 

因组DNA大小在 30kb左右，完整性较好，无大量 

降解情况；电泳条带清晰，没有 RNA污染，在基因 

组 DNA条带附近及点样孔周围没有发亮现象，表明 

样品中的蛋白质、多糖等物质得到较彻底的去除。 

综合紫外分析测定和电泳分析的结果，表明本 

研究中所提取的柑桔基因组DNA样品纯净，结构完 

整，浓度达到 0．345~g／ l，完全可满足如 PCR、 

RAPD分析等后续研究的需要。 

3 讨论 

提取高质量的DNA是有效开展分子生物学研 

究的前提。多年生木本果树的细胞中含有多种次生 

物质，这些物质在 DNA提取过程中与 DNA共沉 

淀，形成粘稠的胶状物而难以溶解或产生褐变，不 

但给实验操作带来不便，还对反应体系中的酶活性 

产生抑制作用，严重影响分子生物学研究的下游工 

作 。因此，去除多酚、多糖等次生物质成为提 
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取和纯化木本果树 DNA的关键步骤。多数报道是 

在提取液中加入抗氧化剂 (如 B一巯基乙醇)与 

吸附剂 (如 PVP或PVPP) -5]以达到去除多酚的 

目的，但在本研究中，由于选用的材料为柑桔组织 

培养的愈伤组织、嫩芽和嫩叶等，取用量仅0．2g， 

多酚类次生物质的含量较少，影响不大，因此无需 

添加 B一巯基乙醇与 PVP、PVPP即能获得较理想 

的实验结果。多糖的去除一般是利用高盐缓冲条件 

下，DNA在乙醇或异丙醇中优先沉淀的特性，以 

达到分离 目的  ̈。J。本研究在 DNA粗提液中加入 

适量高浓度NaAc和无水乙醇沉淀DNA，可以有效 

地去除多糖的干扰。 

本研究试用的柑桔基因组DNA提取方法所需材 

料少，无需昂贵的试剂，操作简便，经济快速，一般 

实验室中均能应用，是一种值得借鉴的方法，尤其在 

处理材料稀少或处理大量样品时，具有明显优势。 
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福清市大力引进推广台湾优质水果 

今年以来，福清市采取优惠政策，大力推进台湾农民 

创业园建设，积极引进台湾先进的栽培技术和优质品种， 

截止目前，全市已推广 台湾番石榴、芒果、火龙果、杨桃、 

毛叶枣等优质水果20多种，面积达5000多亩。 

(信息来源：福州市农业局) 
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