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[摘要 ] 采用 Q iagen的植物基因组 DNA提取试剂盒并加以改进,首次从不同季节采收、不同干燥方法保存的

三种罗布麻 (罗布红麻、大叶白麻和白麻 )干燥叶片中提取出基因组 DNA. 提取的基因组 TE溶解液的 OD260 /

OD280值多在 1 7~ 1 9范围内,电泳呈现单条带,核基因组的 ITS片段、叶绿体基因组的 trnL内含子和 trnL - F

非编码区片段的 PCR扩增条带清晰并能进行 DNA测序,这表明基因组 DNA质量较好,可以满足后续分子生物

学实验的要求.本研究为罗布麻等中药材的进一步分子生物学研究提供了必要的技术基础.
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Abstract: Genom ic DNA w as first iso lated from dr ied leaves of Luobum a by the mod ified m e thod of the

Q iagen DNeasy plant m in i k it. Resu lts showed tha t by th is me thod genom ic DNA cou ld be iso lated from

Luobum a leaves o f three species be ing co llected at d ifferent seasons and be ing preserved by d ifferent

m ethods. The OD260 /OD280 ratio s of the iso lated DNA w ere in the range o f 1 7~ 1 9, and only one band

presented in agarose ge ls; c lear PCR bands o f ITS rDNA and trnL intron, trnL- F non- cod ing cpDNA

cou ld be sequenced. A ll the above revea led tha t the iso lated DNA w as com plete and it cou ld fulfill further

dem and fo rm olecu lar b io log ical expe rim en t.
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0 引言

通常人们所说的罗布麻在中国有大叶白麻 ( Poacynum hend ersonii )、白麻 ( P. p ictum )和罗布红麻

(Apoacynum venetum ) 3种植物.它们均是具有许多优良性状的野生植物资源
[ 1 ]

.目前国内外对它们的研究

多是围绕其比较解剖以及药用等方面展开
[ 2, 3]

,而在分子水平的研究较少.

完整的基因组 DNA提取是分子生物学研究的起点, 也是实验中最关键的一步.由于罗布麻叶片含有

较多的乳汁、多糖、黄酮类及蛋白质等多种物质;我国优良的罗布麻资源又多分布在新疆、甘肃等气候条件

恶劣的边远地区,采集时很难有冷冻等较好的保存条件,很难获得与保存;我国的罗布麻资源正在急剧减

小,原先分布于新疆、甘肃的白麻在我们的 2005年全国罗布麻资源调查中已难觅踪迹, 现在人们所能见到

的仅是保存在各标本馆中的标本;药用、茶用、烟用等的罗布麻叶片又采用干燥法保存,要从以上这些材料

中获得完整的基因 DNA并进而进行分子鉴定、系统演化等分子生物学研究均有一定的技术难度. 这也是

目前罗布麻相关分子生物研究较少的原因所在.因此急需寻找一种能够从自然干燥与标本罗布麻样本中

提取完整基因组 DNA的方法.
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本实验通过比较实验室常用 DNA提取方法与不同市售试剂盒方法,并对 Q iagen试剂盒方法进行改

进,首次从不同季节采收与不同方法保存的罗布麻干燥叶片中提取出完整基因组 DNA. 这为进一步从分

子生物学方面研究罗布麻提供了一个技术基础.

1 材料与方法

1 1 材料

实验所用材料包括 2个属 3个分类群的 8个地区的植物样本. 材料的采集地、采集时间与贮藏方法等

详见表 1,材料最终由南京野生植物研究院的肖正春教授鉴定.

表 1 罗布麻材料名称、来源、不同罗布麻样本的基因组 DNA提取结果比较以及部分序列 GenBank序列号

Table 1 Lubum a sam ples from different loca lities used in this study, efficiency com parison o f g enom ic DNA iso la ted from

d ifferent sam ples and som e DNA reg ions GenBank access ion num ber

中文名 植物学名 采集地 采集时间 干燥方法纯度 ( OD
260

/OD
280

)
GenBank序列登录号

ITS trnL内含子 trnL- F间隔区

罗布红麻 A. venetum 内蒙通辽扎旌 2005- 10 自然 1 82 DQ 449485 DQ 463213 DQ 463212

L inn. Sp. Ed. 新疆库尔勒 2005- 7 硅胶 2 04

甘肃玉门 2005- 8 自然 1 63

河南三门峡 2005- 9 硅胶 1 75

江苏东台 2005- 9 硅胶 1 78

大叶白麻 P. h enderson ii 新疆库尔勒 2005- 7 硅胶 1 67 DQ 451831 DQ 463215 DQ 463214

(H ook. F. ) W ood son 青海柴达木 2005- 9 自然 1 76

甘肃玉门 2005- 8 自然 1 87

白麻 P. p ic tum 宁夏中巴 1988 压制标本 1 82 DQ 451830 DQ 463216 DQ 463217

(S chrenk) Bail.l

1 2 实验方法

1 2 1 DNA提取法

为了提取罗布麻干燥叶片中的基因组 DNA,实验首先尝试了 3种常用市售试剂盒 (上海申能博采 3S

Spin P lant试剂盒、安徽优晶 H. Q. &. Q.试剂盒、Q iagen DNeasy plant m in i kit)与实验室常用的 CTAB与

SDS综合法
[ 4]

,但均未成功.在此基础上又分别对 H. Q. &. Q.法和 Q iagen法进行改进, 具体方法如下:

改进的 H. Q. &. Q.法:在材料直接经液氮研磨成粉末后,向每一份样品粉末中加入 800 L的 ZW - I

和 DTT至终浓度为 40m g /mL,强烈漩涡振荡混匀后再加入 2 L木瓜蛋白酶 ( Sigm a公司 )至终浓度 50

m g /mL, 37 条件下振荡 ( 140 r/m in)温浴 12 h.以下按试剂盒说明书步骤进行,直至去除蛋白. 去除蛋白

后,加入 5m o l/L的 N aC l溶液至终浓度 2 5m o l/L,再加入 0 7倍体积的异丙醇,沉淀 DNA去除多糖.后续

操作按试剂盒说明书进行.

改进的 Q iagen法:采用 Q iagen DNeasy p lantm ini k i.t在材料直接经液氮研磨成粉末后,向每一份粉末

中加入裂解液后,再加入木瓜蛋白酶 ( S igm a公司 )至终浓度 50m g /mL和 DTT至终浓度 40 mg /mL( S igm a

公司 ), 37 条件下,振荡 ( 140 r /m in)温浴 12 h.其余操作按试剂盒说明书进行.

1 2 2 DNA纯度与基因组 DNA完整性检测

DNA纯度测定采用紫外分光光度法.基因组完整性检验采用电泳法.

1 2 3 ITS片段、trnL内含子和 trn L- F非编码区片段的扩增

rDNA ITS区 (包括 ITS1、5 8S和 ITS2)扩增选用W hite等
[ 5]
设计的 ITS通用引物 ITS4和 ITS5; trnL内

含子与 trnL- F非编码区扩增选用 Taberlet等
[ 6]
设计的通用引物 c 和 e . PCR反应分别得到 ITS片段

和 trnL内含子与 trnL- F非编码区片段的扩增产物.

1 2 4 DNA测序与序列确定

PCR产物经 1%常规琼脂糖凝胶电泳分析,目的条带经纯化后,直接作测序模板,用 PCR扩增引物测

序.所得各样品的 ITS区、trnL内含子和 trnL- F非编码区序列始末端的决定,均参考了 GenBank中相关属

植物的相应序列,各序列均已被 GenBank收录,具体登录号详见表 1.
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2 结果与分析

2 1 不同植物基因组 DNA提取方法比较

首先以内蒙通辽扎旌地区的自然干燥罗布红麻叶片进行基因组 DNA提取试验.虽然 3种常用植物基

因组 DNA提取试剂盒以及常用 CTAB与 SDS综合法均未能从罗布红麻自然干燥叶片中提取得基因组

DNA (部分结果见图 1- 2, 4) ,但发现在使用 3S Sp in Plant法、H. Q. &. Q. 法和 CTAB与 SDS综合法时,醇

沉后, 均有透明胶状物析出, 且只有 H. Q. &. Q. 法的醇沉物中有少量白色絮状物 (紫外与电泳检测是

DNA );而使用 Q iagen法没有任何物质析出.以上结果显示,除 Q iagen试剂盒法外,其余 4种方法未能彻底

去除多糖,而 5种方法均未能很好释放 DNA. 据此, 参照提取动物标本基因组 DNA的提取方法
[ 7 ]

,改进

H. Q. &. Q法和 Q iagen法.结果显示: 改进 H. Q. &. Q法, 可以去除多糖, 但 TE溶解液的 OD260 /OD280为

1 57,电泳条带呈弥散状 (图 1- 3) ,显示提取的 DNA纯度不高、也不完整; 而改进的 Q iagen法可以从自然

干燥的罗布红麻叶片中提取出高纯度的基因组 DNA ( OD260 /OD 280 = 1 82),电泳结果亦显示提取的基因组

DNA为单条带 (图 2),初步表明提取的基因组 DNA完整度较高.

2 2 不同种类、不同保存方法的罗布麻叶片提取效果比较

为检验该方法适用范围,进一步选取了三种罗布麻的样本,取材时间从 7月到 10月不等,干燥方法则

有自然干燥、硅胶干燥和长期的压制标本干燥 (具体见表 1) . 这些材料统一用改进的 Q iagen法提取基因

组 DNA,提取结果见表 1与图 2.结果显示: 虽然不同的植物样本在提取时条带亮度不是很一致,但纯度均

相对较高,而且基因组 DNA均没有发生降解.

2 3 不同罗布麻样本提取基因组 DNA的质量检测

植物基因组 DNA包括核基因组、细胞器 (包括叶绿体和线粒体 )基因组两个部分. 为进一步检验提取

基因组的完整度,并检验提取的基因组 DNA是否适用于分子生物学研究,分别选择位于核基因组部分的

ITS片段和位于叶绿体基因组部分的 trnL内含子与 trnL- F非编码区片段作为 PCR扩增对象, 图 3- A与
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图 3- B分别是 ITS片段和 trnL内含子与 trnL- F非编码区片段扩增电泳图谱结果. 电泳图谱显示: 应用

改进的 H. Q. &. Q.法虽然可以提取出部分 DNA,但未能从中扩增出条带 (图 3- A - 0) ;而用改进的 Q ia

gen法提取的基因组 DNA作为模板,均可扩增出清晰的 ITS和 trnL内含子与 trnL- F非编码区片段 PCR

条带;并且回收的这些 PCR产物均可很好地完成 DNA的测序工作, 所得罗布红麻、大叶白麻和白麻的

ITS、trnL内含子与 trnL- F非编码区片段的序列均已登录 GenBank, 其具体序列号详见表 1. 以上结果表

明:用改进 Q iagen法提取的不同方法保存的 3种罗布麻叶片基因组 DNA,完整度较高、质量较好, 包含了

完整的细胞核与细胞器基因组 DNA.

3 讨论

实验室常规方法以及常见市售试剂盒均不能从干燥罗布麻叶片中提取出基因组 DNA.由于使用的是

干燥叶片,且根据应用上述方法提取时的现象与检测结果,推测 DNA提取困难的主要原因可能由于绝大

部分 DNA未能从细胞或组蛋白中释放.而从乙醇保存的动物标本中提取基因组 DNA时,由于乙醇的作用

使细胞内 DNA和蛋白质交联现象严重, 多采用蛋白酶 K长时间水解释放的方法
[ 7 ]

.借鉴这一做法, 在裂

解植物材料时加入了木瓜蛋白酶,并在 37 条件下,振荡 ( 140 r/m in)温浴 12 h.长时间的振荡是为了尽可

能彻底地将组蛋白降解以释放 DNA,而将温度从 65 降低到 37 是为了尽量长时间保持蛋白水解酶活

性以达到最佳降解效果;此外加入 DTT则是为了防止组织的褐变.实验结果显示:改进的 Q iagen法均可以

从不同生长时期与不同方法保存的 3种罗布麻叶片中提取到包括细胞核和细胞器基因组在内的完整基因

组;用提取的基因组 DNA作为模版可以分别扩增出位于细胞核和叶绿体基因组上的基因序列, 并且 PCR

产物可以完成测序工作.以上结果不仅显示用改进 Q iagen法提取的基因组 DNA可以适用于常规的分子

生物学实验,而且罗布红麻、大叶白麻和白麻的 DNA序列的测出,也为罗布麻相关的分子生物学与系统分

类学研究提供了一个基础. 该方法还为相关属干燥药材与植物标本完整基因组 DNA的提取提供了一个很

好的借鉴.
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