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摘要　提出一种排除酚类物质干扰提取棉苗线粒体DNA (m itochondria l DNA m t DNA )的

简便和经济的方法。本法提取的m tDNA 易被限制性内切酶酶切, 适用于 sou thern 杂交,

PCR 扩增和分子克隆。
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Abstract　A sim p le p rocedu re fo r iso la t ion of m itochondria l DNA (m tDNA ) from co t ton

seed lings (Gossyp ium h irsu tum L. ) has been developed. T he m tDNA ob ta ined w ith th is

p rocedu re can be digested w ith rest rict ion endonuclease and is ava ilab le fo r Sou thern b lo t

ana lysis, PCR am p lif ica t ion and liga t ion react ion.

Key words　co t ton seed lings　m itochondria l DNA 　iso la t ion p rocedu re

棉花的根、茎、叶等器官组织中含有大量的色素腺体, 酚类化合物主要存在于这种腺体

中, 其中棉酚占主要成分。如棉子仁的棉酚含量约占总重量的 011% , 高的可达 110%。棉酚

含有酚基和羟基, 是一类相当活泼的化合物, 在植物细胞破碎时能与核酸作用形成稳定的不

可逆的复合物[ 1～ 2 ]。用常规的苯酚ö氯仿抽提方法获得的棉花DNA 常呈棕褐色, 不易被限制
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性内切酶酶切[ 1～ 3 ]。国外, 常用氯化铯梯度超速离心法, 虽可获高纯度的DNA , 但因费用高

和设备限制, 在国内普通实验室不易适应。国内, 翁坚等用有机溶剂 (醇、醚和酮)预处理棉子

以除去脂肪和棉酚等干扰物质, 然后再提取DNA [ 1 ]。这种剧烈的预处理难免导致细胞内各

种细胞器的破裂, 若以提取细胞总DNA 为目的, 这是适用的。但以提取线粒体或叶绿体

DNA 为目的, 这种预处理显然是不适用的, 因为需要保证细胞器在裂解前不破裂, 以免不同

细胞器内的DNA 交叉污染。

我们为了研究棉花细胞质雄性不育的分子生物学机理 (线粒体基因组突变与细胞质雄

性不育的关系) , 在提取棉花m tDNA 的技术方面进行了探索, 其目的是寻找一种既避开高

费用氯化铯超速离心又能获得高纯度和高分子量m tDNA 的提取方法, 为棉花m tDNA 的

分子操作奠定基础。

1　材料与方法

111　材料

具哈克尼西棉细胞质的陆地棉核类型的雄性不育系D ES—HAM S277 作为供试材料。

种子经 100g 硫酸脱绒后, 用自来水冲洗和在 011% 氯化汞溶液中浸泡约 1h 灭菌。无菌种子

播于经高压灭菌过的湿润黄砂中, 在 37℃黑暗中发芽和生长。当黄化苗长至约 5cm 高时, 剪

取茎和子叶备用。

112　线粒体的分离和m tD NA 提取

以下操作除注明外均在 4℃条件下进行。取 50g 黄化苗于 200mL 匀浆缓冲液 A

(112m o l·L - 1N aC l, 0105m o l·L - 1T ris2HC l, pH 810)中, 高速匀浆 1m in, 用 6 层纱布过滤匀

浆液, 滤液经 1000×g 离心 10m in 后, 取上清液在 16000×g 离心 45m in 以沉淀线粒体。粗

制线粒体悬浮于 10mL 缓冲液B (013m o l·L - 1甘露醇, 0105m o l·L - 1 T ris2HC l, pH 712,

5mm o l·L - 1M gC l2) 中, 加DN ase I 至终浓度为 50Λg·L - 1在 4℃反应 1h 以除去线粒体外

的核DNA。在 3mL 超速离心管内依次加入用缓冲液C (10mm o l·L - 1T ris- HC l, 20mm o l

·L - 1 ED TA , pH 712) 配制的 52% 和 36% 蔗糖溶液各 1mL , 再将 1mL 粗制线粒体平铺于

蔗糖液面上, 用 SW 60水平转头于 35000r·m in - 1梯度离心 40m in。收集 52% 与 36% 界面中

的线粒体于另一新离心管中, 加 3 倍体积的缓冲液 C 于 12000×g 离心 10m in, 沉淀即为纯

化的线粒体。合并的线粒体在 15mL 缓冲液D (100mm o l·L - 1 T ris2HC l, pH 810, 50mm o l·

L - 1 ED TA , 500mm o l·L - 1N aC l) 中裂解, 加 1mL 20% SD S, 摇匀后在 36℃水浴 10m in, 加

5mL 5m o l·L - 1乙酸钾, 在冰块中置 20m in 后, 12000×g 离心 30m in, 取上清液于新管中, 加

10mL 异丙醇, 混匀后置- 20℃30m in, 12000×g 离心 10m in 沉淀粗制m tDNA。DNA 稍干
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后溶 T 50E 10溶液 (50mm o l·L - 1T ris2HC l, pH 810, 10mm o l·L - 1ED TA ) , 再离心去沉淀, 在

上清液中加 RN ase (10g·L - 1) 20Λl, 37℃水浴 15m in。加入等体积的 T 10E 1 溶液饱和的苯

酚, 离心后取上层水相, 再用氯仿抽提 1～ 2 次。加入 1ö10 体积 3m o l·L - 1N aA c 和 2 倍体积

无水乙醇, - 20℃过夜, 12000×g 离心 5m in 沉淀DNA , 再用冷的 70% 乙醇洗 2 次。DNA 经

干燥后, 溶于 100～ 150Λl 的 T 10E 1 溶液, 置- 20℃冰箱中备用。

113　m tD NA 的限制性内切酶酶切及琼脂糖凝胶电泳

取 1～ 115Λg DNA , 用过量 (10～ 20 个单位) 的限制性内切酶 H indË (购自德国宝灵曼

公司) , 按厂家提供的反应条件, 消化 6～ 8h。酶切样品 018% 琼脂糖水平凝胶 (长 30cm )中电

泳 (TBE 电泳缓冲液) , 电压 1～ 5V ·cm - 1, 电泳时间约 24h。电泳结束后凝胶在含 015Λg·

mL - 1溴化乙锭 (EB )的 TBE 溶液中染色 1h, 紫外灯下观察和照相。

114　PCR 扩增

PCR 反应在 25mL 体积中进行, 其中含有 10mm o l·L - 1T ris- HC l(pH 813) , 50mm o l·

L - 1KC l, 210mm o l·L - 1M gC l2, 01001% 明胶 100Λm o l·L - 1dN T P, 15ng 10 聚体随机引物,

25ng m tDNA , 210 单位的 T aq 酶。扩增反应在 Perk in- E lm er 扩增仪 (480 型)上进行。整个

程序为 94℃ 1m in, 37℃ 1m in, 72℃ 2m in, 35 个循环后再在 72℃延伸 5m in。扩增产物在

110% 琼脂糖胶上电泳, EB 染色, 紫外灯下照相记录。

115　Southern 杂交和分子克隆

采用德国宝灵曼公司生产的D IG DNA L abeling K it 中的试剂和方法标记线粒体基因

rrn26s。用 H indË 酶切的m t DNA 片段经电泳分离后, 转印至尼龙膜上, 120℃烘干 15～

30m in。然后用D IG N ucleric A cicl D etect ion K it 中的试剂和方法, 将标记的 rrn26s 与印渍

在尼龙膜上的m t DNA 酶切片段进行杂交和显色。m t DNA öH indË 酶切片段经低融点琼脂

糖胶电泳分离, 回收约 110kb 左右的片段。按常规的分子克隆方法将m tDNA 片段连接在

pGEM - 6Zf (+ ) 载体上, 转化感受态细胞 (JM 109) , 挑取重组克隆, 提取其质粒, 经 H indË

酶切后在琼脂糖胶上电泳, EB 染色和照相。

2　结果与讨论

211　NaCl 作为匀浆缓冲液的渗压剂

在多数植物的m tDNA 提取方法中, 常用甘露醇作为匀浆缓冲液的渗压剂。我们经过比

较, 以N aC l 作为匀浆缓冲液的渗压剂为佳 (图 1- A )。从图 1- A 可看出三点, 第一, 采用以

N aC l 作为渗压剂的匀浆缓冲液 (第 4 泳道) 提取的m tDNA 纯度较高, 基本上没有核DNA

污染; 相反, 以甘露醇作渗压剂的匀浆缓冲液 (第 2 泳道)提取的m tDNA 有少量核DNA 污
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图 1　棉花m tD NA 的分析

　　A. 用不同匀浆缓

冲液和不同匀浆速度

提取的未酶切的棉花

m tDNA 的琼脂糖凝胶

电泳。在匀浆缓冲液中

分别以 013mo l·L - 1甘

露 醇 ( 1～ 2 泳道) 和

112mo l·L - 1N aC l (3～

4 泳道)作为渗压剂。在

匀浆器中高速匀浆 (2

和 4 泳道) 和在研钵中

低 速匀浆 ( 1 和 3 泳

道)。

B 1H ind Ë 酶切的

棉花m tDNA 的琼脂糖

凝 胶电泳图谱 ( 1 泳

道)。印渍在尼龙膜上

的m tDNA 片段与线粒

体基因 rrn26s 探针杂

交 (2 泳道)。

C. 在 10 聚体随机

引 物 ( O PA H 5, 5′-

T T GCA GGCA G - 3′)

引导下, 从棉花 m tD 2

NA 中扩增出的 PCR

产 物。M 为 pBR 322

DNA öB stN I

D. pGEM - 7ZT

(+ ) 载体 (1 泳道) 和两

个带有棉花m tDNA 片

段的经 H ind Ë 酶切的

重组质粒 (2～ 3 泳道)

的电泳结果。
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染; 第二, 匀浆速度对单位重量黄化苗提取的m tDNA 量有明显影响, 在匀浆器中高速匀浆

(第 2 和第 4 泳道)比在研钵中低速匀浆能获更多m tDNA 量 (第 1 和第 3 泳道) ; 第三,m tD 2

NA 分子量大, 基本上无降解。

212　在酚ö氯仿抽提前用异丙醇沉淀m tD NA

在常规方法中, 提取和纯化线粒体后一般直接用苯酚和氯仿抽提m tDNA [ 4 ]。但是, 在棉

花中直接用苯酚和氯仿抽提得到的m tDNA 总是棕褐色的, 很难被限制性内切酶切割。为

此, 我们在酚ö氯仿抽提前, 插入异丙醇沉淀m tDNA 这一环节, 则能获得较好的结果, 即避

免了DNA 棕褐色现象。如图 1- B 所示, 经异丙醇沉淀后再进行酚ö氯仿纯化的m tDNA 易

被限制性内切酶 (H indË ) 消化, 在琼脂糖凝胶上电泳显示出清晰的条带 (第 1 泳道) ; 以线

粒体基因 rrn26s 为探针, 与转印在尼膜上的m tDNA 酶切片段进行 Sou thern 杂交, 产生三

条清晰的杂交带 (第 2 泳道)。图 1- C 是在 10 聚体随机引物 (O PA H 5)的引导下, 对本法提

取的m tDNA 进行随机扩增, 其产物在琼脂糖胶上电泳的结果; 在第 1～ 3 泳道中, 可见棉花

m tDNA 中扩增出的两条带。如图 1- D 所示,m tDNA öH indË 酶切片段, 在DNA 连接酶的

催化下, 能插入 pGEM - 7Zf (+ )载体中, 两个重组克隆的质粒经H indË 酶切后在胶上能分

离出插入的m tDNA 片段 (1. 5Kb 和 019Kb)。

以上结果表明, 本方法提取的棉花m tDNA , 其分子量、纯度和产量均较高, 适用于限制

性内切酶的酶切反应, Sou thern 杂交, 聚合酶链反应和DNA 连接反应。本法的最大优点是

避开了高费用的氯化铯梯度超速离心过程, 适用于在普通实验室操作。本法的主要改进之处

是, N aC l 作为匀浆缓冲液中的渗压剂以及在酚ö氯仿抽提前用异丙醇沉淀m tDNA。虽然,

改进之处在提取m tDNA 过程中所起的作用机理尚不清楚, 但是, 改进之处具有抑制DNA

被酚类物质氧化而形成不可逆的复合物的可能性是存在的。
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