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一种提取橡胶树叶中总DNA 的方法
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提要  橡胶树叶中富含多糖和多酚类物质，严重影响高质量基因组 DNA 的提取，文章针对这一特点提出了改良的 CTAB
法。这一方法可用于 DNA 的大量或小量提取，小量提取的产量为 50 mg·g-1(FW)，大量提取可达到 400 mg·g-1(FW) ；可从
橡胶树古铜期、变色期、稳定期等 3 个生长时期的叶中提取出高质量 DNA，所得 DNA 可用于 PCR 分析和酶切分析等分
子生物学研究。
关键词  基因组 DNA；CTAB；橡胶树

收稿 2004-12-07 修定 　 2005-03-20

资助　 科技基础性工作研究专项( 2 0 0 3 D E B 6 J 0 7 5 、

2 0 0 3 D I B 7 J 0 6 6 ) 。

      *通讯作者(E-mail: huanghs@scuta.edu.cn, Tel: 0898-23300573)。

橡胶树(Hevea brasiliensis Muell. Arg.)原产于

亚马逊河流域，是目前唯一有商业利用价值的天

然橡胶来源。橡胶树体内不仅富含胶乳，而且有

大量的多酚及多糖类次生物质。在提取 DNA 时，

多糖很难与 DNA 分离[1]，而酚类物质在研磨时易

氧化，并与蛋白质和核酸发生不可逆的结合，形

成胶状物[2]，这种含有 D N A 的胶状物对其进行

PCR 或酶切分析不利。虽然提取橡胶树中 DNA 有

多种方法[3~7]，但这些方法均需用氯化铯超速离

心，而且产物经常呈褐色的胶状物。要提取高质

量的 DNA，就得克服多酚及多糖类物质的干扰。

根据Vrohbi等[8]和Chaudhry等[9]的方法，本文探

索出一种适合于提取橡胶树中高质量 D N A 的方

法。此法费用低，效率高。

材料与方法

1  植物材料

分别取1 g橡胶树(Hevea brasiliensis Muell.

Arg.)古铜期、变色期和稳定期3个不同生长时期

的幼叶，置于 15 mL 离心管中提取。如要小量提

取时则可用0.2 g幼叶于1.5 mL离心管中进行。

2  溶液

提取液配制根据Chaudhry等[9]的方法进行改

良，包括0.45 mol·L-1 葡萄糖、0.1 mol·L-1 Tris-

HCl (pH 8.0)、5 mmol·L-1 EDTA (pH 8.0)、2%

(W/V) 聚乙烯吡咯烷酮(PVP)-36、2%(V/V)巯基乙

醇。裂解液的配制根据Vrohbi等[8]的方法改良而

来，包括 2%(W/V) CTAB、2%(W/V) PVP-36、

1.4 mol·L-1 NaCl、20 mmol·L-1 EDTA (pH 8.0)、

0.1 mol·L-1 Tris-HCl (pH 8.0)、2%(V/V) 巯基乙

醇。TE 缓冲液为: 10 mmol·L-1 Tris-HCl、1

mmol·L-1 EDTA (pH 8.0)。酚∶氯仿∶异戊醇

为 2 5 ∶2 4 ∶1 ，氯仿∶异戊醇为 2 4 ∶1 ，乙

醇为 70%、100%，醋酸钠(pH 5.2)为 3 mol·L-1，

异丙醇为 10 0 %。

3  操作流程

(1)取1 g叶片，放在液氮中快速研成粉末后

转入15 mL 的离心管中。(2)在盛有样品的离心管

中加入 5 mL 冰冷的提取缓冲液，混匀，冰上放

置 20 min。样品与缓冲液的比例以 1∶5~1∶7

为宜，缓冲液太少，DNA 产量会下降。(3)以4 020×

g，于 4℃下离心 20 min。(4)弃去上清液，沉淀

中加入 65℃预热的 5 mL 裂解液，混匀后于 65℃

水浴中保温40 min。弃去的上清液中含有大量来

自细胞质的多糖、多酚及色素类物质，低速离心

可将这些杂质与未释放出的 DNA 分离。沉淀中加
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入预热的裂解液使核内的 DNA 释放出来，同时可

钝化内源核酸酶的活性，以使释放出的 DNA 受到

保护。(5)加等体积酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶

1)，翻转混匀约 80 次，直至有机相溶液浑浊为

止。这样，可有效去除蛋白质。(6)以11 180×g，于

室温下离心 20 min。CTAB 溶液在低于 15℃时会

产生沉淀，所以不能在低温下离心。(7)上清液转

至另一新管中，加入 0.6 体积的冰冷的异丙醇，

翻转混匀 40 次后于室温下静置 10 min。(8)以

11  180×g，于室温下离心 10 min，以 70% 乙醇

洗沉淀 2 次，以除去沉淀中的小分子物质。(9)沉

淀风干后，加入500 mL TE， 溶于Eppendorf 管

中。(10)加入 2 mL RNase A，于 37℃下保温 30

min。(11)加等体积氯仿∶异戊醇(24∶1)，翻转

混匀约80次，于4℃以11 180×g离心10 min。(12)

转移上清液，加入 0.1 体积的 3 mol·L-1 醋酸钠，

混匀后加入 2 倍体积的无水乙醇，翻转混匀 4 0

次，于 -20℃中静置 30 min，以使 DNA 得到充

分沉淀。(13)以 11 180×g于 4℃下离心5 min，用

70% 乙醇洗沉淀 2 次，以除去沉淀中的小分子物

质。(14)风干后，将沉淀溶于100 mL TE 中，于

-20℃下保存。

4  DNA 质量检测

用紫外分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测

D N A 质量。

5  限制性酶切和简单序列重复间区(inter-simple

sequence repeats，ISSR)分析

酶切反应参照 Ausubel 等[10]的方法。ISSR-

PCR 反应在 Biometra T1 PCR 仪上进行。引物为

836(GAGAGAGAGAGAGAGYA)。反应体积为 10

mL，其中包括 1 mL 10× 缓冲液、2 mmol ·L-1

MgCl2、0.1 mmol·L-1 dNTPs、0.4 mmol·L-1 引物、

0.5 U Taq 酶、DNA 30 ng、ddH2O 6.64 mL。反

应程序为：94℃预变性 4 min；94℃变性 30 s,

50℃退火 30 s, 72℃延伸70 s，共循环45次; 72℃

下延伸 7 min。将扩增产物在 2% 琼脂糖凝胶(含

0.5 mg·mL-1的溴化乙锭)， 80 V稳压条件下进行电

泳，紫外灯下观察结果并照相。

结果与讨论

针对橡胶树富含次生物质这一特点，我们对

提取方法的改进主要是从抑制次生物质影响 DNA

提取进行的。以往提取橡胶树总 DNA 的方法[3~7]

是用裂解液直接处理样品，或是用氯化铯来进行

超速离心，改良的 CTAB 法与这些方法的不同之

处在于：(1)在细胞核裂解前用提取缓冲液对样品

进行预处理，使细胞质中的大部分多糖和多酚类

物质溶解在提取缓冲液中，通过低速离心使之与

含有总DNA的样品分离；(2)提取缓冲液中用葡萄

糖作稳定剂，以保持渗透性[11] ；(3)用高浓度PVP-

36结合多酚类物质；(4)用高浓度巯基乙醇作抗氧

化剂；(5)裂解液中提供高浓度的氯化钠环境，使

CTA B 与 DN A 的复合物能充分溶解。

我们用这一方法已提取了近 500 个橡胶树样

品的 DNA，均获得满意的结果，OD 260/ OD 280 在

1.8~2.0，OD260/OD230 在 2.0~2.7，大量提取 DNA

的产量最高可达400 mg·g-1(FW)，小量提取的DNA

产量在 50 mg·g-1(FW)左右。橡胶树不同生长时期

的 D N A 产量差异较大：稳定期的产量最低，为

50 mg·g-1(FW) ；变色期的最高，为400 mg·g-1(FW) ；

古铜期的居中。DNA 得率随生长时期不同而有所

差异，这可能与不同时期的橡胶树叶片的解剖结

构和化学成分有关。稳定期的叶片已完全成熟，

角质层较厚，叶脉明显，纤维增多增粗，很难

研磨，多糖和多酚类物质也较多；古铜期的叶片

尚未成熟，易于研磨，但叶片水分含量较大；变

色期的叶片虽接近成熟，但其叶片质地柔软，易

于研磨，多糖和多酚类物质并没有明显增多。本

统计结果来自大量提取和小量提取，40 0 和 5 0

mg·g-1(FW)分别是大量提取和小量提取的统计数

据。由于样品在直径为 6 cm 的陶瓷研钵中研磨，

样品容易粘在研钵壁上，很难转移干净，使有效

样品的量降低，而小量提取中样品量远小于大量

提取，同样的样品损失量对小量提取的影响就要

大过大量提取，故此统计结果会相差 8 倍。

为了保证每次实验都有高质、高产的 DNA，

操作中应注意以下问题：(1)研磨要充分，尽可能

选取变色期的材料；(2)研磨后的样品转移要快且

干净，以减少样品人为损失及避免 D N A 降解；

(3)样品与缓冲液的比例以 1∶5~1∶7 为好，缓

冲液太少 DNA 产量会下降，太多则不易操作，造

成试剂浪费；(4)65℃水浴中保温时以 40 min 为
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宜，其间要翻转混匀 8~10 次；(5)抽提时要尽可

能多地转移上清液，但要避免吸取中间相；(6)加

入裂解液后的所有操作都要温和，以防止 DNA 降

解。

采用本方法从不同生长时期橡胶树叶中提取

的 DNA 均为白色沉淀。图 1-a 为从橡胶树品种

RRIM600 不同生长时期叶片中所提的总 DNA，3

个泳道 DNA均无降解，质量较高(表 1)。以此DNA

为模本进行的酶切和ISSR 反应表明，所提的DNA

很容易酶解，且能产生清晰的 PCR 扩增带(图 1-

b 、c ) 。实验证明，采用这一方法提取橡胶树

DN A 是切实可行的，所得 DN A 没有蛋白质、酚

类及小分子的污染，适合于分子生物学研究。
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图 1  RRIM 600 的总 DNA 分析
　　a: 从不同时期 RRIM 600 叶片提取的总 DNA；b: Taq1 消

化后的 RRIM 600 总 DNA；c: ISSR 引物 836 的扩增图谱。M:

DNA 分子量标准(Lambda DNA/HindIII+EcoRI) ；1: 古铜期叶

片；2: 变色期叶片；3: 稳定期叶片。


