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提要 以马氏珠母贝k Πινχταδα µαρτενσιιl为材料 o采用一步法k� �≥∞l提取 ⁄�� o并将提取的

⁄��应用于 �≥≥� 扩增 ∀结果表明 }� �≥∞法提取 ⁄��比常用的 ≥⁄≥法简易 o快捷 o无污染物产

生 o节省费用 ||h o⁄��提取效率相当 ∀� �≥∞法和常用的 ≥⁄≥法提取的 ⁄��分别用于 �≥≥� 分

析 o可以获得一致性很好的扩增效果 ∀因此 o� �≥∞法提取 ⁄��是一种适合于海洋贝类大规模

提取 ⁄��的有效方法 ∀

关键词 马氏珠母贝k Πινχταδα µαρτενσιιl o⁄��一步法提取 o°≤� 应用

中图分类号 ±z{o±tz{qxv 文献标识码 � 文章编号 tsss2vs|ykussvlts2sswu2sw

随着现代分子生物学和生物技术的快速发展 o分

子遗传标记技术已广泛地应用于植物 !动物和微生物

的各个研究领域 ∀ � �°⁄!�≥≥� !≥≥� 及 �ƒ�°等分子标

记已成为研究生物种群遗传学 !系统进化及保护生物

学等的有效手段 ≈t ∀近年来 o分子标记技术的应用也

日益受到海洋生物学家的重视 ∀然而 o以 ⁄��为研究

对象的分子遗传与育种学研究大都具有特殊的生活

环境 o样本采集数量大 o样本需要长时间保存及只能

运回实验室进行 ⁄��的大量提取等问题为海洋分子

生物学研究带来了不便和困难 ∀t||x年 ≥·̈¬±̈ µ等 ≈u 首

先报道 � �≥∞法k�¤³¬§²±̈ 2¶·̈³∞¬·µ¤¦·¬²± l提取 ⁄�� ~

t||z年方宣钧等 ≈v 人进一步简化了 � �≥∞法 o成为更

为省时省力的 /一步一管法0 ~简化提取 ⁄��的方法

已广泛应用于作物分子生物学研究中 ≈w ox ∀目前 o海洋

生物的 ⁄��提取方法常见的是以酚氯仿抽提为基础

的 ≥⁄≥法 ≈y oz 
o其提取过程 o主要不足是耗时长 o成本

高 ∀本研究探索将应用于植物的 � �≥∞法改良后应用

于马氏珠母贝的 ⁄��提取 o试图为海洋生物大规模

⁄��提取提供一条方便快捷的途径 o并应用于 °≤�

研究 ∀

t 材料与方法

tqt 材料

本研究材料为海南野生马氏珠母贝 k Πινχταδα

µαρτενσιιl o取 y只贝解剖后取其闭壳肌 o样品 touov用

≥⁄≥法提取 ⁄�� o样品 woxoy用 � �≥∞法提取 ∀

tqu ⁄��提取方法

� �≥∞法 }本方法按 ≥·̈¬±̈ µ
≈u 和方宣钧等 ≈v 人的

方法稍作改进后进行 ∀ � �≥∞提取缓冲液为 th ≥⁄≥o

ts °°²̄r �×µ¬¶2�≤̄ o sqv °²̄r �∞⁄×� o uh °∂°°o

³�{qs∀实验操作如下 }

ktl 取马氏珠母贝闭壳肌 squ ª剪碎置于 tqx °�

的 ∞³³̈ ±§²µ©管中 ∀kul 加 xss Λ�的 � �≥∞提取缓冲

液 o混匀后置于 |s ε 水浴中 o不时颠倒混匀 o温育 us

°¬±∀kvl 于冰浴中 x °¬±o使组织和 °∂°°沉淀 o置于 w

ε 保存备用 ∀

≥⁄≥法 k常规法l }本方法按刘必谦 ≈y 等人的方法

稍作改进 ∀ ≥⁄≥提取缓冲液为 } ts °°²̄r �×µ¬¶2�≤̄

k³�{qul ot °°²̄r�∞⁄×�2�¤owss °°²̄r��¤≤̄ oth ≥⁄≥

和 tss Λªr°�蛋白酶 �∀实验操作如下 }

m 国家自然科学基金项目 v||y|ssv号 ~广西壮族自治区科

学研究与技术开发项目 o桂科配 ssszst{号 ~国家 {yv计划

项目 ussu��ysvsuu号 ∀

m m 通讯作者 }¤¬°º¤±ªy� «²·°¤¬̄q¦²°

第一作者 }吕林兰 o出生于 t|zy年 o硕士研究生 ∀研究方向 }

贝类遗传育种和养殖 ∀ ∞2°¤¬̄} √̄̄¬±̄¤±�¶²«∏q¦²°

收稿日期 }ussu2tu2vs~修回日期 }ussv2sy2ts



�¤µ¬±̈ ≥¦¬̈±¦̈¶r∂²̄ quzo�²qtsrussv wv

ktl squ ª闭壳肌于研钵中加液氮研磨成粉末

状 o置于 tqx °�∞³³̈ ±§²µ©管中 ∀kul 加入 xss Λ�提取

液 oxx ε 消化过夜k至样品变清l ∀kvl 变清的样品中

加入 txs Λ�饱和 �¤≤̄ ∀kwl 室温 {ssµr °¬±离心 us

°¬±∀kxl 加入 xss Λ�酚 }氯仿 }异戊醇kuxΒ uwΒ tl轻

轻混匀 ts °¬±∀kyl 室温 tu sssµr°¬±离心 ts °¬±o将

上清小心转移至另一 tqx °�∞³³̈ ±§²µ©管中 ∀kzl 加

xss Λ�氯仿 o轻轻混匀 o抽提 ts °¬±∀k{l 室温 tu sss

µr °¬±离心 ts °¬±o将上清小心转移至另一 tqx °�

∞³³̈ ±§²µ©管中 ∀k|l 溶液中加入 ts Λª � ��酶 ovz ε

保温 vs °¬±∀ktsl 加入等体积氯仿 o轻轻混匀 o再抽提

ts °¬±∀kttl 室温 tu sssµr °¬±离心 ts °¬±o小心转移

上清至另一 tqx °�∞³³̈ ±§²µ©管中 ∀ktul 加入 t °�预

冷的无水乙醇 o于 p us ε 沉淀 sqx «∀ktvl室温 tu sss

µr°¬±离心 x °¬±∀ktwl 弃上清 o加 zsh的酒精洗涤 ∀

ktxl 室温干燥后 o加 tss Λ�×∞溶解 ∀

tqv �≥≥� 扩增

用上述两种方法提取的 ⁄��作模板 o用 �≥≥� 随

机引物对其进行 °≤� 扩增 ∀

u 结果

uqt ⁄��提取的质量检测

用 � �≥∞法提取的 ⁄��直接取其上清液 kuxs

Λ�l o稀释 us倍后用 ≥³̈¦·µ∏°̄¤¥xu紫外分光光度计

检测 ⁄��含量 ∀≥⁄≥法提的 ⁄��凉干后用 tss Λ�的

×∞溶解 o稀释 xs倍后检测 ∀检测结果如表 t所示 ∀从

表 t可以看出 o用 � �≥∞法提取的 ⁄��量 o样本间

⁄��量相差不大 o最大相差 {u ±ªo而 ≥⁄≥法提取的

⁄��量却相差较大 o最大达 t|y ±ª∀

以 sq{h 琼脂糖凝胶电泳检测上述两种方法提

取的 ⁄�� o吸取 u Λ�原液 o以 x ∂r¦°电泳 t «o∞�染

色 o在紫外凝胶图像系统中观察并扫描 o结果如图 t

所示 ∀由图 t可以看出 ≥⁄≥法和 � �≥∞法提取的 ⁄��

都没有明显的降解现象 ∀经紫外分光光度计检测其纯

度 o�⁄uysr �⁄u{s均达到 tq{o电泳也无明显拖尾 o由此

说明 ⁄��样品纯度较高 o可满足一般分子生物学的

实验需求 ∀

uqu � �≥∞法与 ≥⁄≥法的操作程序及其效

率分析

从本研究可以得出 o用 � �≥∞法提取 ⁄��不需

大型的仪器设备 o不需要液氮 o操作简易 o省时省力 o

成本低廉 o⁄��提取率高k表 ul ∀

uqv �≥≥� 扩增及电泳检测

实验所用的 �≥≥� 引物为 ��≤ ³µ¬°̈ µo °≤� 扩增

图 t sq{ h琼脂糖凝胶电泳检测 ⁄��

ƒ¬ªqt sq{h �ª¤µ²¶̈ ª̈¯ ¬̈¤°¬±¤·¬²± ²©¤°³̄¬©¬̈§⁄��¶

touovowoxoy为样号
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图 u 不同方法提取的 ⁄��的 �≥≥� 扩增结果

ƒ¬ªqu �≥≥� ¥¤±§¶²© �°³̄¬©¬̈§⁄��¶©µ²°·º²§¬©©̈µ̈±·

¬̈·µ¤¦·¬±ª °̈ ·«²§¶

touovowoxoy为样本号

仪为美国 ��公司生产的 °×≤2tss型 o所用缓冲液和

酶均购自 °µ²°̈ ª¤公司 ∀反应总体积为 ux Λ�o反应体

系为 }uqx Λ�ts≅ ¥∏©©̈µotqx Λ��ª≤̄ u ot Λ��≥≥� 引

物 osqx Λ�甲酰胺 ot∏±¬·×¤́ 酶 o⁄�� tx ±ªo加双蒸水

至总体积 ux Λ�∀反应程序为 }|w ε 预变性 x °¬±owv

个循环k|w ε t °¬±oxu ε t °¬±ozu ε u °¬±l o最后 zu

ε 延伸 ts °¬±∀扩增产物用 yh的聚丙稀酰胺凝胶电

泳检测 o电极液为 t≅ ×�∞o恒压 x ∂r¦°进行电泳 o电

泳后银染 o观察扫描并记录实验结果 ∀结果如图 u所

示 ∀从图中可以看出 o以 � �≥∞法提的 ⁄��与 ≥⁄≥法

提取的 ⁄��在用于 �≥≥� 扩增时 o其扩增产物无明显

区别 o扩增效果基本一致 ∀

v 讨论

⁄��分子标记是 ⁄��水平变异的直接反映 o既

不受环境影响 o也不受基因表达与否的限制 o标记数

量丰富 o遗传性稳定 o所有这些特性使得它具有广泛

的应用前景 ∀在水产动物上 o已有不少报道应用在遗

传多样性分析 ! 种质资源调查 ! 杂交优势预测等方

面 ∀如何在短时间内大规模进行海洋生物的 ⁄��提

取是广大海洋生物学家共同关心的问题 ∀常见的 ≥⁄≥

法提取 ⁄��不仅需要大型的仪器设备 o如低温冰箱 !

离心机等 o而且操作繁琐 o苯酚氯仿使用不慎还会对

人体造成伤害 o其废液对环境也是一种污染 ∀本研究

采用的 � �≥∞法 o一步一管即可完成 ⁄��的提取 o方

法简单 o提取快速 o成本低廉 o而且无污染 ∀一次提取

的 ⁄��量可用于 v sss次 °≤� 实验 o完全满足像 �≥≥�

分子标记所需的模板量 o而且由于 � �≥∞法操作简单

即一步一管 o避免了 ≥⁄≥法中不断转移上清和一些人

为原因造成的误差 o在保证取样量一致的情况下 o用

� �≥∞法提取的 ⁄��量在样本间基本保持一致 o使得

在最后用于扩增时 o样本间模板浓度无需调整 o扩增

更加稳定 ∀本研究的 �≥≥� 扩增结果也进一步证实了

� �≥∞法应用于 °≤� 的可行性 o而且 � �≥∞法提取的

⁄��中大分子量 ⁄��占比例高 o从而减少了小分子

量 ⁄��片段引起的扩增产物不稳定 ∀显然 o� �≥∞法

是一种简单快捷的 ⁄��提取方法 o尤其为野外 !远洋

工作者提取 ⁄��提供了方便 ∀
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