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1 引言

紫菜(Po
rPhyra S p p

.

)是一种大型红藻
,

它的抱子体世代是丝状体
.

丝状体适于在常温条

件下 (20 ℃左右 )长期保存和培养
,

是筛选丝状体优 良栽培品系
,

利用光生物反应器进行紫菜

育苗的理想材料
.

紫菜细胞含有大量胞外多糖
,

主要以硫酸基多糖和梭基多糖形式存在
,

它们

比陆生植物的中性多糖更易溶于水
,

与 D N A 产生共沉淀
,

从而影响限制性内切酶的消化和

PC R 扩增
.

另外
,

紫菜细胞 D N A 含量较少
,

D N A 酶含量却很高
,

使紫菜 D N A 提取的得 率不

足 [‘]
.

R AP D 技术 已用于紫菜的种质鉴定和遗传多样性研究〔
2 一 4 ]

,

但是
,

从紫菜丝状体中提取

D N A 的方法不够完善
.

提取叶状体 D N A 方法如细胞法并不适用于丝状体
,

限制 了分子 生物

学在紫菜丝状体研究上的进一步应用
.

本文报道一种从紫菜丝状体中方便提取 D N A 的方法
,

提取的 D N A 用于紫菜丝状体的 R A PD 一 PCR 反应
.

2 材料和方法

2
.

1 材料

坛紫菜(Po rP 人夕ra 入a ita , e n s i: ) 6

学海洋生物工程实验室保存
.

21
,

Z2
,

2
.

2 试剂

CT
AB 购自华美生物工程公司

,

酸钠 ) 等购 自上海生工生物工程公司

个丝状体无性系 Z1
,

2 2
,

2 4
,

Z5
,

H Z Z
,

H M L
,

由宁波大

z4
,

Z5 采 自福建沿海 ; H M L 和 H Z Z 采 自浙江沿海
.

Pv PP (p o lyv in ylp yr ro lido n e )
,

sa re o syl(十二烷基肌氨基
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3 D N A 提取纯化方法

将丝状体用蒸馏水浸泡 30 m in
,

冲洗两次后用绢布挤干
,

再用滤纸 吸去剩余水分
,

称取

0
.

1 9 丝状体
,

用剪刀尽量剪碎
,

置于 1
.

5 c m 3 e
即

e n d o r f管内
,

加 l 。m , D N A 提取液 (o
.

s m o l/

d m 3 L ICI
,

0
.

6 % S a r e o syl
,

1 0 m m o l/ d m ‘E D T A
,

0
.

2 % P v PP
,

s% p 一 琉基乙醇 )混匀
.

5 5 ℃水

浴温育 10 m in 后
,

于 4 ℃放置 l h
,

定时地轻轻混匀
.

于 4 ℃
,

8 0 0 0 r / m in 离心 10 m in
,

取上清

液
.

用酚 /氯仿 /异戊醇 (25
:
24

: l) 和氯仿/ 异戊醇(24
: 1) 各抽提 1 次

.

上清液加蛋白酶 K 至终

浓度为 1 0 0 “g / e m 3 ,

于 3 7 飞二处理 1 h
.

用 5 m o l/ d m 3 N a e l调节 D N A 溶液的 N ae l终浓度至

0
.

7 m o l/ Cm 3 ,

加入 0
.

1 体积 6 5 ℃预热的 e T
胡/ N a e l溶液 (10 % e T

朋
+ 0

.

7 m o l/ 。m 3 N a e l)

混匀后
,

于 65 ℃ 温育 10 m 讯
.

加入等体积的氯仿 / 异戊醇 (24
: 1) 抽提

,

上清液经 R N a se A (50

阳 / m l) 37 ℃ 处理 l h
,

再经酚 /氯仿 / 异戊醇 (25
:
24

: l) 和氯仿 / 异戊醇 (24
: l) 各抽提 1 次

.

上

清液加入 0
.

1 体积 3 m o l/ d m 3 N aA e (p H 值 5
.

4 )和 2 倍体积
一 2 0 ℃预冷的 10 0 % 乙醇

,

4 ℃下

12 oo o r / m in 离心 10 m in
,

用 70 % 的乙醇洗涤沉淀
,

沉淀物通过冷冻干燥后
,

溶于 20 m m ” T E

缓冲液
,

4 ℃保存
.

2
·

4 D N A 纯度和浓度的测定

取 1 m m 3 总 D N A 溶液
,

在 0
.

5 % 琼脂糖凝胶上 电泳
,

用数码相机拍照
,

图片输入计算机
,

通过 K o dak
一 ID 软件分析

,

测算 D N A 的分子量和相对含量
、

在 B ec k m an D U 6 40 型紫外分光

光度计上测 D N A 的纯度并估测 D N A 的浓度
.

2
·

5 R Ap n 一 Pe R 扩增反应

反应总体积为 2 5 m m 3 ,

含模板 D N A 1 0 n g
,

T a g 酶 l u
,

M扩
十

2
.

5 m m o l
,

dN T P 0
.

2

m m o l
,

1 x PC R 反应缓冲液
,

随机引物 3 0 n g
.

9 4 ℃ 预变性 5 m in
,

然后进入循环
:
9 4 ℃ 1 0 5 ,

3 8 ℃ 6 0 5 ,

7 2 ℃ 12 0 5 ,

一共 45 个循环
,

最后 72 ℃ 延长 10 m in
.

反应产物于 1
.

5 % 琼脂糖凝

胶上电泳检测
.

3 结果和讨论

电泳显示提取的 D N A 呈一条清晰的约 23 k b 的 D N A 条带
.

说明在提取过程中
,

没有降

解
,

D N A 带型完整
,

其长度足够用于 PC R 扩增
.

该法提取的基因组 D N A 的纯度 ()D 2 6 0 / 2 8 0 达到 1
.

8
,

随机引物 O PC 一 2 的 R A PD 扩增

条带清晰
,

条带之间无弥散
.

这表明提取的 D N A 的大小和纯度均适合于在 PCR 等实验中作

模板
.

本提取方法的 D N A 得率约为 20 拜g / g 新鲜丝状体
.

多糖是紫菜 D N A 提取的主要干扰物质
,

采用传统方法需要将紫菜在液氮中研磨
,

这样不

仅会释放出 D N A
,

可溶性酸性多糖也释放出来
,

引起操作不便
,

并且 D N A 得率低
.

细胞法被

认为是紫菜叶状体 D N A 提取 的有效方法
,

它通过海螺酶处理 除去大部分细胞壁 (含大量 多

糖)
,

排除了多糖对提取步骤的干扰
,

但将其用于紫菜丝状体时
,

由于无法完全降解细胞壁
,

且

细胞形状为长条型
,

无法获得丝状体细胞的原生质体
.

Li cl 法提取紫菜 D N A 最早由 H on g [’〕于 1 9 9 2 年提出
,

其原理是用 LI CI 软化紫菜组织
,

D N A 从松散的细胞壁和细胞膜之间释放出来
,

避免液氮研磨造成 的酸性多糖的释放
,

减少了

D N A 纯化的困难
.

但此法提取的 D N A 纯度不高
,

效果也不稳定
,

获得的基因组 D N A 仍需要

琼脂糖电泳分离纯化困
.

本实验中
,

丝状体经 Li cl 提取 液处理后
,

加 入 c TAB / N acl 溶液
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(10 % e T姗
+ 0

.

7 m o l/ d m , N ae l)去除提取液中的多糖成分[ 7 ]
,

直接进入 D N A 纯化步骤
,

从而

使 D N A 的提取和纯化步骤结合起来
,

提高紫菜丝状体 D N A 的提取效率
.

D N A 提 取液中

Pv PP 的作用为除去色素和结合多糖
.

藻类的酸性多糖可抑制 PCR 扩增反应
.

笔者在紫菜 R A PD 一 PC R 扩增实验中
,

发现使用

较低浓度的 D N A 模板
,

可以提高结果的可靠性
.

用 1 ng D N A 时结果较好
,

用 10 0 ng 以上

D N A 做扩增模板时
,

却没有任何结果
,

原因可能是 D N A 提取时残留的酸性多糖抑制了扩增反

应
,

类似的结果在 Hi zi ki 。
fu

s

ifo
r m i: 的 R A PD 一 P c R 扩增实验中也发现过

,

该实验只使用了

0
·

3 5 n g 的 D N A 模板 [ 8〕
.

本实验得到中国科学院发育研究所金振华研究员的悉心指导
,

特此致谢
.
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