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一 种适合 AFLP分析的油茶 DNA提取方法 

黄永芳 廖国春 吴雪辉 
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安 星 阮瑶瑶 谭裕开 
510642；2．广东省肇庆市林业科学研究所) 

摘要 以油茶的成熟叶片为材料提取 DNA，40个样品用改良的提取纯化方法成功提取出适用于AFLP 

分析的高质量 DNA，OD 0／OD28o在 1．7～2．0之间，可以用于 AFLP反应。该方法打破 了仅能用幼嫩叶片作 

为提取材料的限制，具有更广泛的适用性和重要的实用性。 

关键词 油茶 DNA提取 AFLP反应 

中图分类号：$794．4 文献标识码：A 文章编号：1006—4427(2009)01—0023～04 

DNA Extraction of AFLP Reaction System for Camellia oleifera 
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Abstract DNA of samples was extracted and purified from mature leaves，40 samples were succeed to ex- 

tracted high quality DNA by using reformative extraction method．OD26o／OD280 value is between 1．7 and 2．0，DNA 

is suitable f0r AFLP reaction．This method has broken the limitation of using tender leaves only f0r DNA extraction． 

which has wider range applicability and great practical significance． 
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油茶(Camellia oleifera Abe1)属山茶科，是我国南方主要的木本食用油料树种，在我国的栽培历史悠 

久 ]̈。目前，我国油茶的研究主要限于栽培与常规育种，着重进行传统的油茶 良种选育和推广 J。要提高 

油茶的竞争力，打破油茶育种周期长、见效慢的限制，必须借助油茶分子生物学的研究手段，然而，我国在这 

方面的研究很少，这一现状亟待改变。 

目前，已有学者对油茶进行了RAPD分子标记、ISSR分子标记的研究 剖，这些研究为今后开展油茶的 

分子标记辅助育种打下了良好的基础。然而，油茶 AFLP分子标记的研究可以说是刚刚起步。进行分子标 

记的研究，首先要解决提取 DNA的问题。对于 AFLP而言，模板 DNA的制备是非常重要的一个基础环节， 

它的好坏直接关系着试验的成败。本研究拟探索出一套适用于油茶 AFLP分子标记的DNA提取和纯化的 

方法，为 AFLP分子标记在油茶上的应用突破第一道难关。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

试验材料来 自广东、广西、湖南等省选育出的油茶优良无性系。为了打破仅能用幼嫩叶片作为提取材料 
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的限制，本试验以成熟叶片为材料。采新鲜无病虫害成熟叶片，放人密封袋中，加入 1：20(W／W)的变性硅 

胶后，封口，带回实验室进行提取，提取后剩余的叶片存放于超低温冰箱。共采集了个4O无性系，见表 1。 

表 1 油茶试验材料 

代号 名称 代号 名称 代号 名称 代号 名称 代号 名称 

A1 湘林 97 AIO 湘林 11 A18 岑软 11 A30 东风 3号 GX2 桂系2 

A2 湘林67 Al1 湘林 18 A21 岑软2 A35 茶陵529 GX3 桂系 3 

A3 湘林78 A12 湘林 156 A22 岑软24 A36 白市 4号 GX11 桂系11 

A5 湘林 15 Al3 湘林 4 A23 岑软 l 三 4 三门江4 GX22 桂系 22 

A6 湘林 5 A14 湘林 210 A24 赣石 834 三 15 =-I'q江 15 GX23 桂系23 

A7 湘林 183 A15 湘林 1 A25 赣兴46 三 24 三门江 24 GX24 桂系24 

A8 湘林29 A16 湘林 27 A26 赣7O 三56 三门江 56 GL12 桂林 12 

A9 湘林 190 A17 湘林 34 A28 赣447 三87 三门江 87 GL15 桂林 15 

1．2 DNA提取与纯化 

本研究将常规 CTAB和SDS提取方法结合，在此基础上，增加一些有效去除多糖、多酚的步骤，并进行适 

当的组合、改进。具体方法如下： 

(1)称取 1 g经变性硅胶干燥后的叶片，液氮中迅速磨成粉末，立即转人50 mL离心管中，加入20 mL 

65~C预热的抽提液 I(2％ CTAB，2 M NaC1，100 mM Tris—HC1 pH 8．0，20 mM EDTA pH 8．0，5％ PVP，使用前 

加人2％ B一巯基乙醇)，轻摇混匀，65℃水浴震荡2 h； 

(2)在离心管中加入20 rilL氯仿：异戊醇(24：I)，置于脱色摇床上轻摇混合 15 rain，4 000 rprn离心 15 
rain； 

(3)取上清液转入新离心管中，加入 1 mL 10％ CTAB溶液，轻摇混匀，加入 10 mL氯仿：异戊醇 

(24：1)，于脱色摇床上轻摇混合 15 rain，4 000 rpm离心 15 rain； 

(4)取上清液转入新离心管中，加入等体积异丙醇，温和混匀，室温放置30 rain，4 000 rpm离心 15 rain， 

去上清液，沉淀用 10 mL高盐 TE(含 10 10 mg·mL。RNase A)于55~C彻底溶解后，再水浴 1 h； 

(5)缓慢加入20 mL无水乙醇，轻轻混匀，4 000 rpm离心 15 rain，去上清液，用70％乙醇漂洗沉淀2次， 

向沉淀中加入5～10 mL抽提液Ⅱ(0．5％ SDS，1 M NaCI，10 mM Tris．HC1 pH 8．0，1 mM EDTA pH 8．0，2％ 

PVP，使用前加入2％ 13-巯基乙醇)，轻摇至沉淀完全溶解，加入10 mL氯仿：异戊醇(24：1)，于脱色摇床上 

轻摇混合 15 rain，4 000 rpm离心 15 rain； 

(6)取上清液转入新离心管中，缓慢加入 2倍体积无水乙醇，轻轻混匀，4 000 rpm离心 15 rain，去上清 

液，用 70％乙醇漂洗沉淀2次，沉淀于室温晾干后，加入 100～200 IxL 1×TE溶解，一20％保存。 

1．3 DNA质量检测 

采用 8 L的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA浓度和质量，紫外吸收法检测 DNA纯度 。 。 

1．4 AFLP分析方法 

AFLP反应体系和反应条件参考 Van der Lee的方法改进 。酶切体系30 L，包含基因组 DNA 80 ng， 

EcoR I l0 U，Mse I 10 U，37~C酶切 8 h。连接体系40 L，Mse I接头 10 U，EeoR I接头 10 u，T4连接酶20 

u，22℃连接 10 h以上。酶切、连接产物稀释20倍用于预扩增。 

预扩体系20 ，包括引物组合E0、M0各5 IxM，Taq DNA聚合酶1 U，dNTP 3．75 IxM，稀释20倍的酶切 

连接产物 5 。预扩增反应程序为95 4 rain；95~C 30 s，56~C30 s，72~C 2 rain，共 3O个循环；72 延伸 lO 

ra in 0 

选择性扩增体系25 L，包括E+3和M+3引物各 10 txM、Taq DNA聚合酶 1 U、dNTP 3．75 IxM、稀释30 

倍的预扩产物2 L。选扩反应程序为95℃ 4 rain；95~C 30 S，65~C 45 S，720(；2 rain，退火温度每循环一次降 

低0．7~C，13个循环；95℃ 30 S，56oC 45 S，72~C 2 rain，24个循环；72℃延伸 10 rain。 

产物采用20 L琼脂糖凝胶电泳预检测，60 L的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染法进行分离和检 

测 
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2 结果与分析 

结果表明，此法获得的样品DNA的凝胶电泳图谱主带明显，为一条亮而清晰的主带(见图 1)。紫外分 

光光度计测定 OD ∞／OD 。。在 1．7～2．0之间(见表 2)，由此可初步推知所提取的 DNA完整性较好。而仅用 

CTAB法或者 SDS法提取的 DNA条带模糊，拖带严重(图2)。提取的DNA经选择性扩增，最终能获得清晰 

明亮的条带(见图3，图4)。本试验中采用的适用于 AFLP的油茶 DNA的提取方法是可行的。 

图 1 样品总 DNA琼脂糖凝胶电泳检测图谱 

图2 双提取液法(左边5个泳道)、CTAB法 

(中间5个泳道)、SDS法(右边 5个泳道) 

提取 DNA效果对比 

图3 20 g／L琼脂糖凝胶电泳预检测 

选择·眭扩增图谱 

表 2 油茶 DNA的 OD值检测结果 

样品号 00260 OD28o OD260／OD280 样品号 OD260 OD280 OD260／OD280 

Al 0．0817 0．0477 1．7128 A24 0．0395 0．0220 1．7727 

A2 0．1433 0．0733 1．9550 A25 0．0075 0．0039 1．923l 

A3 0．0942 0．0527 1．7875 A26 0．0134 0．0075 1．7867 

A5 0．0724 0．0389 1．8612 A28 0．0872 0．0460 】．8913 

A6 0．0583 0．0303 1．9241 A30 0．0941 0．0531 1．7755 

A7 0．0494 0．0257 1．9222 A35 0．0239 0．0128 1．8672 

A8 0．0623 0．0358 1．7402 A36 0．0682 0．0371 1．8383 

A9 0．0I75 0．0095 1．8421 = 4 0．0768 0．o425 1．8071 

A10 0．0276 0．0154 1．7922 三 15 0．0478 0．0265 1．8038 

A11 0．0198 0．0ll2 1．7679 24 0．0254 0．0142 1．7887 

Al2 0．0146 0．0077 1．896l 三 56 0．0953 0．0522 1．8257 

Al3 0．0159 0．0092 1．7283 87 0．0101 0．0057 1．7719 

A14 0．0179 0．0101 1．7723 GX2 0．0625 0．0332 1．8825 

Al5 0．0035 0．0019 1．8421 G)(3 0．0082 0．OO45 1．8222 

A16 O．0400 0．0200 2．0oo0 GX1l 0．0092 0．0054 1．7037 

A17 0．O175 0．0094 1．8617 GX22 0．0188 0．0107 1．7570 

A18 0．0077 0．0041 1．8780 GX23 0．06l1 0．0347 1．7608 

A21 0．O07l 0．0038 1．8684 GX24 0．0824 0．0453 1．8190 

A22 O．O138 0．0o78 1．7692 GL12 0．0917 0．O495 1．8525 

A23 0．1135 0．0640 1．7734 GL15 0．0109 0．0061 1．7869 
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3 讨论 

图4 60 L的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳一银染，选择性扩增图谱 

3．1 AFLP分子标记技术对 DNA模板的质量要求较高，模板的质量将影响充分酶切及以后的连接扩增反 

应，应避免其它DNA污染和抑制物质的存在。油茶叶片革质化程度高，蜡质层厚，纤维、酚类物质和色素含 

量很高，所以油茶 DNA提取材料的选取显得尤为重要。很多研究表明，DNA基因组提取时选取新生叶效果 

最好，色素物质干扰少，容易研磨；老叶含纤维 、酚类等物质太多，研磨时很难成粉末状，导致最后几乎得不到 

DNA，电泳检测时很微弱  ̈。因此，一般选取油茶幼嫩叶片作为提取材料较好。然而，有时候不一定能获取 

嫩叶，考虑到使试验具有更广泛的适用性，本试验采用成熟叶片为材料进行提取，但这无疑加大了获得高纯 

度 DNA的难度。用于 AFLP分析的 DNA模板，提取之后，一般都要经过纯化” ” ，才能满足 AFLP对 DAN 

质量要求。本方法最大的特点是采用了双提取液提纯，然而，最大的缺点也在于此，耗费大量的试剂和时间， 

今后有望在该方法的基础上作进一步改进，探索出更为高效的提取方法。 

3．2 本试验采用大样法提取基因组模板，并且采用多次离心有效的去除杂质，但这无疑增加了成本，耗费更 

多时间，因此如改为挑出 DNA沉淀，这不仅能使 DNA沉淀和其他杂质分开，而且 DNA沉淀在松散状态下漂 

洗，可以洗去黏附在上面的大部分色素  ̈，这样得到的 DNA质量会更高。由于油茶叶片杂质的含量非常 

高，不建议采用小样法提取适用于 AFLP分析的油茶 DNA模板。 
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