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摘 要! 以玉米的幼叶为实验材料"用小量快速法提取玉米总 ./0# 提取的 ./0 经 "123琼脂糖凝胶电泳检

测"结果发现 ./0 质量较好"所得的 ./0 可用于 405. 和 ./0 酶切等技术# 此法具有提取速度快$./0 质量好和

经济实用等优点"为玉米及其他植物 ./0 的提取提供了一个快速$简便的途径#
关键词! 玉米%./0 提取%小量快速法

中图分类号! 6#!,1",#1, 文献标识码! 0
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在一些分子生物学实验中"./0 的质量至关重

要"它直接影响到后续实验的进行# 植物 ./0 的提

取有许多方法"一步法 ]!^尽管提取速度很快"但提取

的植物 ./0 质量较差" 只能用于 5C4$405. 等技

术" 不能用于 ./0 酶切$4XY5 等技术% 用传统的

CV0_ 法提取植物 ./0](^"质量很好"但较费时"一天

只能提取近百份材料"很难满足 664$405. 等大规

模研究的需求% 用小量快速法可克服以上两种方法

的缺点" 既有很快的提取速度" 又能获得较好的

./0 质 量 " 提 取 的 ./0 可 用 于 664$405. 及

4XY5 等技术" 是一种比较理想的玉米 ./0 提取

方法#
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>@A 实验方法

!"#"! $%& 的抽提方法 本方法是在 COEKe9 等人],̂

的基础上改良而成#
./0 提取液成分!!" H> VK;Q$8CO+U821"-"( !""

H> /ECO"#" H> b.V0"(3 5f5"(3 CV0_"!)" H>
!$>b+!$>b 在使用前才加-#

实验步骤!
+!-取 "1( g "1) N 玉米幼叶于 !1# HY 离心管中"

加入 "12 HY 的提取液" 用电钻研磨+钻头用适当大

小的玻璃棒替代"与 !1# HY 离心管底接触的一端磨

尖"使玻璃棒能与管底充分接触-#
+(-&#h水浴 ," H;?"水浴期间要温和摇荡 ( g ,

次"水浴后取出离心管放于室温自然冷却 # H;?#
+,-向离心管中加入 "12 HY 的异戊醇!氯仿+!i()-"

轻轻摇动 # H;?"然后 # """ K j H;? 离心 # H;?#
+)-取上清液于另一 !1# HY 离心管中"加入 ‘#

"Y 的 , HGO j Y /ECO 和 ! HY 预 冷 的 无 水 乙 醇 沉 淀

./0#
+#-!( """ K j H;? 离心 !" H;?"去上清液#加 ! HY

‘"3乙醇洗"沉淀 ," H;?"倒掉乙醇"干燥 ./0#
+&-待 ./0 干燥后"加 ("" "Y 灭菌的 SS8(a+或

Vb-溶解 ./0"溶解后置于 )h条件下保存备用#
!"#"# ’&($ 扩增反应 扩增反应体系为每管 (#
"Y"其中 (" ?N j"Y 模板 ./0 , "Y"!" H> 405. 引
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物 ! !"!!# $% &’()* #+, !"!!#-./0012 3+4 !"!34
$% %5673 !+4 !" 和 (89 酶 4 : ;!" #+3 !"!加 &&<3=
至 34 !"!加矿物油 ! > 3 滴"

反应扩增程序为#?,@ A $BC$?,@ ! $BC!,3@ !
$BC!D3@ ! $BC!A4 循环$D3@ !# $BC!,@保存"
!"#"$ %&’ 酶切反应体系 取 E’F4!5!加入 G6=H
I 酶后用移液枪上下缓慢抽吸 3 > A 次进行混合!加

&&<3= 至总体积为 3# !"! 然后将反应管放入 AD@
水浴锅中!过夜"

3 结果与分析

!"# 小量快速法提取 $%& 的浓度测定

将小量快速法提取的 E’F!任意取 4 管!每管

取 4 !" 用 &&<3=J或 (GK稀释至 ! $" 测定其浓度!
测量结果如表 !"

从 表 ! 可 以 看 出 !F3L# C$ ; 3M# C$ 的 比 值 在

!+M 左右!E’F 浓度介于 #+A > #+LA $5 ; $"! 说明所

提取的 E’F 纯度较高"
!"! $%& 电泳检测

将小量法提取的玉米总 E’F 在 #+MN的琼脂糖

凝胶中电泳! 电泳结果如图 !"

从图 ! 可以看出!小量快速法提取的 E’F 有清

晰的主带!也有少部分降解!产生拖尾现象!但总的

来说提取的 E’F 质量较好"
!"’ (&)$ 分析

将小量法提取的 E’F!用于 HF)E 扩增!扩增

产物的琼脂糖凝胶电泳结果如图 3"
从 图 3 可 知 ! 小 量 快 速 法 提 取 E’F 可 用 于

HF)E 分析!但由于 HF)E 技术对 E’F 质量要求不

高!故 HF)E 扩增结果不足以说明小量快速法提取

E’F 质量的优劣"

材料 F3L# F3L# ; F3M# E’F 浓度O!5 ; $"P

! #+#,3 !+M,# A?3+D
3 #+#A3 !+MM# 3MM+A
A #+#,D !+M?D ,3#+M
, #+#4M !+?3A L3L+A
4 #+#A3 !+?AD A!,+,

表 * 小量快速法提取 $%& 的浓度测量结果

!+, 酶切结果分析

将小量法和 6(FQ 法提取的 E’F 各取 4 管!每

管取 4 !5!用 G6=H I 进行酶切!酶切结果如图 A"

从图 A 可以看出!小量法提取的 E’F 可用于酶

切! 酶切的效果与 6(FQ 法提取的 E’F 酶切结果

相当! 说明用小量法提取的 E’F 质量较好!可用于

E’F 酶切%HR") 等技术"

A 讨 论

本方法用电钻代替传统的研钵! 极大地提高了

E’F 提取速度!每人平均每天可提取数百份玉米材

料!并且提取的 E’F 质量较好!可用于 HF)E%SSH
等大规模研究分析!也可用于 HR") 等技术" 本方法

也可用来提取银杏%水稻%小麦和油菜等植物 E’F!
是一种比较理想的 E’F 提取方法"

使用本方法应该注意以下几点# "实验材料的

叶片或其它组织应越嫩越好! 较老的组织用本方法

也可提取 E’F!但提取的 E’F 质量较差"#提取过

程中应注意实验材料的用量!取材过多!容易造成实

验失败!一般取 #+3# > #+,# 5 左右的叶片!提取效果

较好"
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图 * 小量快速法提取的 $%& 凝胶电泳

图 ! 小量法玉米 $%& 的 (&)$ 电泳图

! 3 A , 4 L D M ? !#

! > 4 泳道为小量法提取 E’F 酶切结果$
L > !# 泳道为 6(FQ 法提取 E’F 酶切结果

图 ’ $%& 酶切电泳图
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