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L it e h i ( 几ct h i ch i en esn is oS n n
.

) ; D N A ; A R 尹

Al
,

J ( mA
p li五de fr吧

刀e n t le
n gt h 印l , 的甲坛 snI )具有共显性表达

,

不受环境影响
,

无复等位效应
,

带纹丰富
,

DNA 用样量少
,

灵敏度高
,

快速高效
,

重复性好等优点
.

AFI 尹被认为是最有效的分子标记方法
,

近年来发展很

快
,

在芒果
、

愕梨 (乃 et e : e t al
,

199 5) 等果树上均有研究
.

然而有关荔枝 A l l尹 分析却少见报道 洁 F廿 反应程序

主要包括模板 D N A 制备
,

酶切片断及凝胶电泳分析 3 个步骤
,

其中高分子组成基因组 DN A 的成功制备和避免

部分分解是 A F I尹 成功的关键
.

传统的 D N A 提取方法包括 以下几种
:

①碱法 ; ② C T A B ; ③DS S 法
.

其中碱法

多用于质粒 D N A 的快速提取
,

C T A B 法是较为经典的提取方法
,

多用于 R l l尹 操作中的提取 D NA
,

而 S D S 法是

最为常用的方法
,

多用于 R A P D 操作中 DN A 提取
,

然而荔枝叶片含有许多单宁
、

酚及色素物质
,

这些物质使得

DNA 提取变得复杂化
,

因此
,

本试验试图探索出一套适于荔枝 A f l尹 分析的 DNA 提取方法
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

本研究材料均取自广东省农科院果树研究所国家荔枝种质资源圃
,

分别为惠东 四季荔
、

玉麒麟
、

解放红
、

怀枝
、

妃子笑
、

高州糖驳
、

野生 9 号
、

野生 10 号共 8 个品种 (单株 )
,

取其嫩叶提取 DN A
.

1
.

2 试剂

A ) D NA 提取液
: w

(门决丑 )
二 2 % ; 100

1
加F L肠-s Ho p H 5

.

0 ;加朋 F L E DT A ; l
.

4 nOI F L N刃
.

B ) DN A 沉降

液
: 二 ( c l

l

AB ) = l % ; 10 mo F L E仪 rA ; 50 nOI F L 介-s HO p H 8
.

o
.

C ) 几
:

1 0 mO F L irT -s HO PH S
.

o ; I lnO F L DE
-

AT
.

D ) RN sA比
:

10 m扩mL
,

朋A ase 配制
:

10 mo F L % -s HO p H 7
.

5 + 1 5 m 0 F L N
a O l mL 中溶 10 吨 NR A ase

,

并煮沸 巧 ~
·

1
.

3 D N A 提取

( l) 将冷冻磨成粉未的材料 (约 3 9 ) 一 移人 50 毗 离心管中
,

加人 20 mL 的 DNA 提取液 ( )A 在 55 ℃温育 1

h
,

并每 10 而
n
摇 1次

.

(2) 加人 20 mL 氯仿
一

异戊醇 (24
:

1 )
,

混匀至奶状 25 ℃
,

10 《XX) r/ 而
n

离心 10 h
.

( 3) 收取上

清液
.

( 4) 重复 ( 2) 和 (3 )
,

而后加人 2 倍体积的沉降液并在室温下放置 30 h
.

(5) 25 ℃
,

6 以1 ) r/ 而
n
离心 10 h

.
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(6) 收集沉淀
,

用 2 mL ET 溶解
,

加人 4 mL 冰乙醇
,

并置于
一

20 ℃过夜
.

(7) 4 ℃ 8 OX ) 川而
n
离心 20

一
30 h

.

( 8)

用 沪 二
75 % 乙醇漂洗 5 一 or h

,

然后离心 (重复 1次 )
.

( 9) 用 粼x 〕沙 ET 溶解
,

然后加人 1 沙 R N Aase ( 10
n l g /

mL )
,

摇匀至 D NA 完全溶解
.

( 10 )加 p = s
l n o F L N刃 25 mL

,

且加人螂 汕 冰乙醇
,

然 后离心
.

( 1 1 )除去乙醇
,

适当

风干
,

溶解 DN A 于 4D 祥L rrE 中
,

此方法在柑桔
、

水稻中提取效果较好
,

但在荔枝中提取到的 DNA 为深褐色
,

甚至难以得到 DNA
,

本试验在

提取液中加人抗酚类氧化褐变物质
,

各处理如下
:
提取液中加人 50

n

nOU F L 月一 琉基乙 醇 ; 提取液中加人

u 二 5 % 水溶性 Pv p (鲜样 ) ;提取液中加人 5 m noI F L N勺几咙 ;提取液中加人 or m n lo l/ L N aZ 几仇
.

1
.

4 D N A 质最检测

提取的 D N A 以蒸馏水稀释 20 倍
,

在紫外分光光度计上读取 2印 和 28 O nm 的 几
,

同时进行 A F I」〕 分析
,

AFI 尹分析采用 iG玩ol 公司提供的试剂盒
,

用同位素33 P 进行标记
.

2 结果与讨论

2
.

1 不同提取方法对荔枝 DN A 提取的影响

SDS 法和传统 CT A B 法不适宜荔枝 DNA 提取
,

其氯仿抽提后样液颜色为深褐色
,

且不能得到 D NA 沉淀
,

从试验结果得知
,

在所使用的抗氧化剂中
,

以 or nnOU
F L N处易几 效果较好

,

可提取的 DN A量多色浅
,

质量较好
,

可见 肠乓炳是荔枝 DNA 提取的最佳抗氧化剂
.

在此基础上
,

笔者进一步探讨了 N匆昆仇 的最佳使用浓度
.

2
.

2 N兔凡仇 的优化

在提取缓冲液中分别添加不同量的 N aZ 乌咙
,

观察对提样过程中的颜色变化
,

沉淀多少
,

颜色和刀溯 / D洲

比值
,

从试验结果得知
:

N处熟仇 加量越大
,

氯仿抽提后样液颜色由绿褐色变为浅红绿色
,

最终沉淀出的 D N A

颜色也逐渐减轻
,

变为白色或透明状
,

但 N处乓咙 使用量越多
,

DN A量越少
,

马 值显示
,

当 N处乓仇 添加量为 巧

皿加 l / L 时
,

其 D NA 纯度较高
,

在含 20
I
nn 刃 l/ L N处易几 的情况下

,

刀魏 / D翔达 2
.

0 以上
,

可能是 l州 A 含量较高
.

因此
,

笔者认为 巧

~
F L N处乓Os 为进行荔枝 ND

A 提取的最佳浓度
.

2
.

3 A F L P 分析结果

应用 C TA B 十 巧 ~
。 F L N aZ 乓咙 提取了 8 个荔枝品种 (单株 ) 的 DNA

,

并进行了 A月
`

J〕 分析
,

所用引物对

&
。

lR CA C 十 Ms
。 1 C AT

,

从所得结果 可看出
,

8 个荔枝品种 (单株 ) A月
曰

P 分析结果条带清晰
,

多态性极好
,

可见

用上述方法提取的 D N A 质量好
,

纯度高
,

适于进行 A月」〕 分析
.

许多研究者认为 D N A 中含有少量的 NR A 和蛋白质不会影响扩增
,

但是一些多糖
、

多酚
、

单宁及色素等会

严重影响 D N A 聚合酶的 活性 ( Uat e t al
,

1卯3 )
,

干 扰引物与模板的结合
,

从而导 致扩增失败
,

本实验采 用

N处易仇 作为抗氧化剂
,

成功克服了 D N A 褐变的问题
,

获得了很好的 AF Lp 分析结果
.

为防止酚物质的氧化
,

通常在提取液中加人一定量的抗氧化剂
,

如在柑桔
、

油菜等 中加人 B M E (也防止

D N A 链断裂并重聚为二聚物 )
,

在梨 D
NA 提取液中加人 V

C

(胡春根等
,

1卯 8 )
,

在菊花 D N A 提取液中加人 P明〕

等
,

但笔者发现 N aZ 乓咙 更适宜于荔枝 DNA 提取
,

可见不同种类的 DNA 提取
,

需要的抗氧化剂不完全相同
.
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