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摘要：为解决烤后烟叶基因组ＤＮＡ提取稳定性差的问题，以烤后烟叶为材料，对 ＣＴＡＢ法提取基因
组ＤＮＡ进一步改良优化：对ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量、裂解时间、Ｔｒｉｓ平衡酚的处理次数和 ＲＮａｓｅ
处理时间４个影响因素进行单因素优化．实验结果表明：ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用 ＤＮＡ溶液体积的
１．５倍、裂解时间４０ｍｉｎ、Ｔｒｉｓ平衡酚抽提１次和ＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍＬ，１μＬ）处理１０ｍｉｎ，能得到主带清
晰的烤后烟叶基因组 ＤＮＡ．该方法提取得到的烤后烟叶基因组 ＤＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２８０为 １．７～１．９，
ＯＤ２６０／ＯＤ２３０＞２．０，３５ｎｇ左右基因组ＤＮＡ即能得到清晰的ＲＡＰＤ和ＳＣＡＲ图谱，适用于以ＰＣＲ为基
础的分子生物学实验．
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０　引言
植物基因组ＤＮＡ提取方法较多，如高盐低 ｐＨ

值法、改良ＳＤＳ法、改良 ＣＴＡＢ法和苯酚法等［１］，目

前常用改良ＣＴＡＢ法，但是不同植物基因组ＤＮＡ的
提取步骤不尽相同［２］．烟草属于含多酚、多糖、色素
和蛋白质等较高的植物，基因组ＤＮＡ提取过程中容
易受这些物质的干扰，影响基因组ＤＮＡ的质量和产
量［３］．因此烟草基因组ＤＮＡ提取常采用的是增加了
聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）和 β－巯基乙醇的改良
ＣＴＡＢ法［３－６］．郭兆奎等［５］对烤后烟叶基因组 ＤＮＡ
提取方法进行了对比，确定了改良 ＣＴＡＢ法作为烤
后烟叶基因组ＤＮＡ提取的基本方法．

烤后烟叶基因组 ＤＮＡ在经过烘烤高温（６８℃
左右）之后严重降解，烟叶中高分子化合物转化为

低分子化合物，加大了基因组 ＤＮＡ分离纯化难度．
Ｆ．Ｇａｄａｎｉ等［７］建立的改良 ＣＴＡＢ法提取烤后烟叶
基因组ＤＮＡ．但检测结果波动较大，特别是对于保
存时间较长的烤后烟叶，上述方法很难提取得到主

带单一的基因组 ＤＮＡ．因此，本文拟通过对改良
ＣＴＡＢ法中 ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量、裂解时间、
Ｔｒｉｓ平衡酚的处理次数和ＲＮａｓｅ处理时间等主要影
响因素进行单因素优化，并通过 ＰＣＲ检测基因组
ＤＮＡ的可用性，建立稳定的适合ＰＣＲ分析的烤后烟
叶基因组ＤＮＡ提取技术，以期为烟草转基因检测和
病原检测等工作中烤后烟叶基因组 ＤＮＡ提取提供
新的实用方法．

１　实验

１．１　材料
烤后烟叶红花大金元，Ｋ３２６，ＮＣ１０２，ＮＣ２９７，云

烟８５，云烟８７和云烟９７，均为２００９年产，由红云红
河烟草（集团）有限责任公司提供．

Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ、ＥＤＴＡ２Ｎａ、ＮａＣｌ、ＣＴＡＢ、ＰＶＰ、β－巯
基乙醇、三氯甲烷、异戊醇、无水乙醇、溴化乙锭、琼

脂糖等试剂为分析纯，天津大茂化学试剂厂产；Ｔｒｉｓ
平衡酚和 ＲＮａｓｅ，上海生工生物工程技术服务有限
公司产；Ｔａｑ酶和２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ，宝生物
工程（大连）有限公司产；ｄＮＴＰ，美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司产．

ＲＡＰＤ引物 Ｌ３４：ＣＣＡＣＡＧＣＡＧＴ；ＳＣＡＲ引物 Ｓ
－１：ＣＣＡＣＡＧＣＡＧＴＡＡＣＡＧＣＡＧＧＡ／Ｓ－２：ＣＣＡＣＡＧ
ＣＡＧＴＣＴＧＡＴＡＴＴＧＧＡＴＧ，扩增产物大小为 ３１３ｂｐ，

均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成．
０．７５×ＣＴＡＢ提取缓冲液：ｐＨ＝８．０，含７．５ｇ／Ｌ

ＣＴＡＢ，１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ２Ｎａ，２％ ＰＶＰ和２％ β－巯基乙醇；ＣＴＡＢ沉淀
缓冲液：ｐＨ＝８．０，含５ｇ／ＬＣＴＡＢ，０．０１ｍｏｌ／ＬＥＤ
ＴＡ，０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，０．０４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ．
１．２　仪器

ＰＣＲ仪，Ｖｅｔｉｔｉ型，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产；离
心机，ＭｉｃｒｏＣＬ１７型，ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公
司产；紫外分光光度计，Ｔ６新世纪，北京普析通用有
限责任公司产；凝胶成像分析系统，ＭｉｎｉＢｉｓＰｒｏ型，
以色列ＤＮＲ凝胶成像系统有限公司产．
１．３　实验方法
１．３．１　烤后烟叶基因组ＤＮＡ提取方法　ＣＴＡＢ法
步骤：１）向盛有样品（０．１５ｇ）的１．５ｍＬ离心管中，
加７００μＬ０．７５×ＣＴＡＢ提取缓冲液，混匀，６５℃温
浴１０ｍｉｎ以上；２）加入７００μＬ三氯甲烷／异戊醇
（２４∶１），混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；３）取上清，
加１／１０体积１０％ ＣＴＡＢ提取缓冲液，再加入等体
积三氯甲烷／异戊醇（２４∶１），混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ；４）取上清，加１．０倍体积的 ＣＴＡＢ沉淀缓
冲液，混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；５）弃上清，加
１００μＬ高盐ＴＥ，６５℃温浴１０ｍｉｎ；６）加入２．０倍体
积冷的无水乙醇，－２０℃下静置３０ｍｉｎ；７）１２０００ｒ／
ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，沉淀溶于５０μＬ超纯水中，４℃保
存备用．

改进并优化方法：选用烤后烟叶Ｋ３２６（２００９）为
材料，增加ＲＮａｓｅ处理和Ｔｒｉｓ平衡酚处理步骤．针对
ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量、样品裂解（６５℃温浴）时
间、Ｔｒｉｓ平衡酚处理次数和 ＲＮａｓｅ处理时间４个因
素进行单因素优化．
１）在上述方法的基础上，对 ＣＴＡＢ沉淀缓冲液

使用量设 ３个梯度，分别是 ＤＮＡ溶液体积的
１．０倍，１．５倍，２．０倍，其他条件不变．

２）在上述方法的基础上，对样品６５℃温浴时
间设２０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，４０ｍｉｎ，５０ｍｉｎ４个梯度，采用
优化后的ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量，其他条件不变．
３）在上述方法步骤后增加等体积 Ｔｒｉｓ平衡酚

抽提步骤，分别抽提０次，１次，２次，３次．采用优化
后的ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量和样品裂解时间，并
在Ｔｒｉｓ平衡酚抽提后再用等体积三氯甲烷／异戊醇
（２４∶１）抽提１次除去痕量酚，其他条件不变．
４）在等体积 Ｔｒｉｓ平衡酚抽提后增加 ＲＮａｓｅ水
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解步骤，加入１μＬＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍＬ），在３７℃分别
处理０ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，２０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，４０ｍｉｎ，采用优化
后的ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量、样品裂解时间和等
体积Ｔｒｉｓ平衡酚抽提次数，其他条件不变．
１．３．２　基因组 ＤＮＡ紫外与电泳分析　基因组
ＤＮＡ纯度和浓度检测：样品稀释５０倍后在紫外分
光光度计上测定 ＯＤ２３０，ＯＤ２６０，ＯＤ２８０，计算 ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０和ＤＮＡ浓度．

琼脂糖凝胶检测：点样量 ７μＬ，１％琼脂糖凝
胶，在１×ＴＡＥ缓冲液中，９０Ｖ条件下电泳３０ｍｉｎ，
ＥＢ染色后在凝胶成像仪上成像，并分析基因组
ＤＮＡ完整性．
１．３．３　基因组 ＤＮＡＰＣＲ分析　ＲＡＰＤＰＣＲ分析
采用文献［８］中所述方法．ＳＣＡＲＰＣＲ分析采用
２０μＬ反应体系，包括５０ｎｇ／μＬＤＮＡ模板０．７μＬ，

１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．６μＬ，
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上下游各０．５μＬ，
５Ｕ／μＬＴａｑ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１３．２μＬ．反应程序为：
９４℃预变性６ｍｉｎ；９４℃变性５０ｓ，５８℃退火２０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，反应３５个循环；然后于７２℃下延
伸６ｍｉｎ，４℃保温．扩增产物用１×ＴＡＥ，２．０％的琼
脂糖凝胶，在１００Ｖ稳定电压下电泳４０ｍｉｎ，凝胶成
像系统，拍照分析．

２　结果与讨论
２．１　烤后烟叶基因组ＤＮＡ提取条件优化结果分析

图１为烤后烟叶基因组 ＤＮＡ电泳检测图．表１
为不同提取方法对烤后烟叶基因组 ＤＮＡ纯度和产
量的影响．

ａ）为优化前提取烤后烟叶基因组ＤＮＡ效果，１—３为３次重复实验；ｂ）为ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量优化结果，４—６为ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量

分别为ＤＮＡ溶液量的１．０倍，１．５倍，２．０倍；ｃ）为样品裂解时间优化结果，７—１０为裂解时间，分别为２０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，４０ｍｉｎ，５０ｍｉｎ；ｄ）为酚处

理次数优化结果，１１—１４为酚处理次数分别为０次、１次、２次、３次；ｅ）为 ＲＮａｓｅ处理时间优化结果，１５—１９为 ＲＮａｓｅ处理时间分别为０ｍｉｎ，

１０ｍｉｎ，２０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，４０ｍｉｎ；ｆ）为优化后提取烤后烟叶基因组ＤＮＡ效果，２０—２１为２次重复实验．

图１　烤后烟叶基因组ＤＮＡ电泳检测

表１　不同提取方法对烤后烟叶基因组ＤＮＡ纯度
和产量的影响

提取
方法

ＯＤ２８０ ＯＤ２６０ ＯＤ２３０ＯＤ２６０／ＯＤ２３０ＯＤ２６０／ＯＤ２８０
ＤＮＡ浓度
／（ｎｇ·μＬ－１）

优化前０．１５００．２８７０．１５６ １．８４０ １．９１６ ７１８．３３３
优化后０．０８１０．１５３０．０７３ ２．０９６ １．８９７ ３８２．５００

由图１ａ）可看出，优化前 ＣＴＡＢ法提取得到的
烤后烟叶基因组 ＤＮＡ主带不清晰，拖尾严重，点样
孔不干净，并且存在弥散现象．分析其纯度（见表
１），ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＞１．９，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０＜２．０，说明含有
大量的ＲＮＡ、多糖、蛋白质和盐类等物质．因此，为
了得到主带清晰的烤后烟叶基因组 ＤＮＡ，还需要对
改良 ＣＴＡＢ法进行优化，以除去 ＲＮＡ和蛋白质、多

糖等杂质．
由图１ｂ）可看出，当 ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量

为ＤＮＡ溶液体积的１．５倍时，基因组 ＤＮＡ主带清
晰，但仍存在拖尾和弥散现象，点样孔仍有残留，还

需进行进一步纯化．而当 ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量
为ＤＮＡ溶液体积的１．０倍和２．０倍时，基因组ＤＮＡ
完整性较差，与优化前 ＣＴＡＢ法效果一致．因此，对
于烤后烟叶基因组 ＤＮＡ的提取，ＣＴＡＢ沉淀缓冲液
使用量以ＤＮＡ溶液体积的１．５倍为宜．

由图１ｃ）可看出，当裂解时间在２０～４０ｍｉｎ内
增加时，提取得到的基因组 ＤＮＡ主带亮度增加；当
裂解时间为５０ｍｉｎ时，小片段ＤＮＡ浓度增加，主带
含量减少．且随着裂解时间增加，点样孔残留物增
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加，说明随着裂解时间的增加，细胞裂解程度加大，

但是进入 ＤＮＡ溶液中的杂质含量也随之增加．因
此，裂解时间以４０ｍｉｎ为宜．

由图１ｄ）可知，在使用等体积Ｔｒｉｓ平衡酚抽提１
次后蛋白质去除效果明显，点样孔基本无残留，但

拖尾现象仍然严重．而随着等体积 Ｔｒｉｓ平衡酚抽提
次数的增加，拖尾现象有所减轻，但是基因组 ＤＮＡ
主带亮度也明显减弱．这说明随着处理步骤的增
加，ＤＮＡ损失量也在增加，拖尾物质为ＲＮＡ和ＤＮＡ
碎片．因此，等体积 Ｔｒｉｓ平衡酚抽提次数以１次
为宜．

由图１ｅ）可知，用ＲＮａｓｅ在３７℃处理１０ｍｉｎ之
后，ＲＮＡ降解完全，拖尾现象得到有效解决；而随着
处理时间的增加，基因组 ＤＮＡ主带亮度也明显减
弱．因此，ＲＮａｓｅ在３７℃处理以１０ｍｉｎ为宜．

由图１ｆ）和表１可知，优化后的ＣＴＡＢ法提取烤
后烟叶基因组 ＤＮＡ主带清晰，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．７～
１．９，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０＞２．０，说明纯度较好，且浓度达到
３８２．５００ｎｇ／μＬ．
２．２　烤后烟叶基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ结果分析

为考察优化后用ＣＴＡＢ法提取的烤后烟叶基因
组ＤＮＡ的可用性，采用ＲＡＰＤ引物Ｌ３４和ＳＣＡＲ引
物Ｓ１／Ｓ２进行 ＰＣＲ扩增．图２为烤后烟叶基因组
ＤＮＡＲＡＰＤＰＣＲ扩增结果．由图２可知，ＲＡＰＤ引物
Ｌ３４在７个烤后烟叶品种基因组 ＤＮＡ中扩增条带
大小在２５０～２０００ｂｐ之间，并且有２条特异性条
带，１８００ｂｐ左右条带只在红花大金元和 Ｋ３２６中有
扩增，３００ｂｐ左右条带在红花大金元、Ｋ３２６和
ＮＣ１０２中没有扩增．ＳＣＡＲ引物 Ｓ１／Ｓ２是根据
ＲＡＰＤ引物扩增的３００ｂｐ左右条带序列而设计的．
图３为烤后烟叶基因组 ＤＮＡＳＣＡＲＰＣＲ扩增结果．
由图 ３可知，ＳＣＡＲ引物 Ｓ１／Ｓ２在烤后烟叶
ＮＣ２９７，云烟８５，云烟８７和云烟９７基因组 ＤＮＡ中
扩增出清晰的３１３ｂｐ条带．因此，优化后 ＣＴＡＢ法得
到的烤后烟叶基因组 ＤＮＡ可直接用于 ＰＣＲ扩增，
ＤＮＡ用量仅为３５ｎｇ左右，在合适的反应体系中，可
满足ＲＡＰＤ和ＳＣＡＲ标记对模板ＤＮＡ的要求．
２．３　基因组ＤＮＡ的浓度及纯度影响因子分析

基因组ＤＮＡ的浓度（ＤＮＡ产量）在很大程度上
取决于烟叶细胞的破碎程度．本研究发现，样品在
６５℃水浴裂解细胞时，裂解时间太长会导致部分
ＤＮＡ降解．在ＤＮＡ提取过程中，蛋白质的去除十分
关键．由于苯酚能破坏蛋白质的二级结构，使蛋白质

１．红花大金元；２．Ｋ３２６；３．ＮＣ１０２；４．ＮＣ２９７；５．云烟８５；６．云烟８７；

７．云烟９７；Ｍ，Ｍ，２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ

图２　烤后烟叶基因组ＤＮＡＲＡＰＤＰＣＲ扩增结果

１．红花大金元；２．Ｋ３２６；３．ＮＣ１０２；４．ＮＣ２９７；５．云烟８５；６．云烟８７；

７．云烟９７；Ｍ，Ｍ，２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ

图３　烤后烟叶基因组ＤＮＡＳＣＡＲＰＣＲ扩增结果

变性并从溶液中沉淀出来［９］，但是苯酚会对后续实

验产生影响，因此本方法中增加了三氯甲烷／异戊
醇（２４∶１）抽提步骤，利用三氯甲烷萃取 ＤＮＡ中的
痕量酚．有文献报道在使用 ＲＮａｓｅ消化 ＲＮＡ之后，
用异丙醇等沉淀 ＤＮＡ会破坏 ＲＮａｓｅ的活性［１０］，而

本研究通过电泳观察发现，１μＬＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍＬ）
的存在对ＴＥ中的ＤＮＡ基本无影响，这与黄萱等［１１］

的报道一致．ＧＢ／Ｔ２４３１０—２００９［１２］改良 ＣＴＡＢ法中
建议ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用量为 ＤＮＡ溶液体积的
１．０倍，而Ｆ．Ｇａｄａｎｉ等［７］建议 ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使
用量为ＤＮＡ溶液体积的１．０倍或者１．５倍，本研究
通过单因素实验发现１．０倍或者２．０倍都容易沉淀
出小片段ＤＮＡ，而１．５倍最适宜，提取 ＤＮＡ的主带
最清晰．
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３　结论
通过对改良ＣＴＡＢ法的ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用

量、裂解时间、Ｔｒｉｓ平衡酚的处理次数和 ＲＮａｓｅ处理
时间４个主要影响因素进行单因素优化．实验结果
表明：ＣＴＡＢ沉淀缓冲液使用 ＤＮＡ溶液体积的
１．５倍、裂解时间４０ｍｉｎ、Ｔｒｉｓ平衡酚的抽提１次和
ＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍＬ，１μＬ）处理１０ｍｉｎ，能得到主带清
晰、纯度良好并适合用于ＰＣＲ分析的烤后烟叶基因
组ＤＮＡ．
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