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五种杨树叶绿体 ONA的提取及 R FLP分析
*
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(中国林业科学研究院林业研究所)
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近几年
,

叶绿体 D N A 的研究越来越受到重视
,

因为叶绿体不仅是植物光合作用的器官
,

而且 D N A 分子结构紧凑
,

相对于核 D N A 而言
,

分子量小
,

结构简单
,

更易从分子水平上

作精细分析
。

另外
,

叶绿体 D N A 具有稳定性
、

进化缓慢性及编码序列的保守性
,

因而是研

究植物系统发育的好材料 I‘1。 虽然在许多植物中
,

叶绿体 D N A 分子非常保守
,

环状结构大

都含有由两个单拷贝 区分割的反向重复序列 I‘1,

但在一些豆科作物和针叶树中却发现没有反

向重复序列
,

从而使叶绿体 D N A 在这些植物中出现了较大变异
,

并表现为父系遗传I” : ]。

此外
,

在玉米
、

烟草
、

油茶等植物上也发现了 D N A 序列在种属水平上的变异
,

有人依据这

些变异进行了分类及系统进化研究 [s,
‘l。 证明以叶绿体 D N A 为材料

,

经限制性内切酶降解
,

用所产生的限制性片段长度多型性(R FLP )来研究分类及系统进化
,

具有重复性高和不受环

境条件影响等优点
。

本试验以分类复杂
、

分布极广
、

有较高经济价值的杨树为材料
,

对五种杨树进行了叶绿

体 D N A 的提取
、

纯化及限制性酶切分析
。

试验为杨树的分类
、

杂交育种
、

系统发育及叶绿

体 D N A 分子生物学研究提供方法和依据
。

1 材料和方法

1
。

1 杨树材料

美洲黑杨姊妹系〔PO p : l: 5 d e lto id e s B a r t r
。

CL
。 ‘

L u x ’

(6 9杨 )x P
.

d e lto id e s B a r tr
.

CL
。 ‘

H a r v a rd
’

(6 3杨 )〕3 4一1 1 9和 3 4一2 8 6 ; 美洲黑杨(来自美国 o k la ho ma 州 )的 两 个天然

杂交种5 5一 8 一 1 和 8 8 一 8 一 2 ; 苦杨(P
。

la o r ifo lfa ,

来自原苏联 )
。

1
。

2 试荆及仪器

R N A 酶 A
、

蛋白酶K
、

E co R I等 5 种内切酶均购自华美生物工程公司 , Se p har os e ZB凝

胶和紫外检测设备为 Phar m ac ia 公司的产品
。

1. 3 试验方法

叶绿体 D N A 的提取
、

纯化采用龚小松等I“】提取方法
,

但做如下改动
:
取五种杨树幼效

叶片各50 9
,

冲洗后饥饿24 h
,

加入。
。

Z L 溶液A [“] ,

低速匀浆二次
,

每次 5 5 ,

高速匀浆二次
,

19 9 2一0 2一2 1收稿
。

水本试验得到王学聘
,

韩一凡先生指导
, 张香华

、

韩一依 同志笋加部分工作
,

谨此表示感谢,
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每次10 5 , 过滤后分装在两个o
.

OS L 离心管中
,

用溶液 B
、

C [ ”]各洗二次
,

以后所用溶液体

积与原方法相同
。

最后叶绿体 D N A 粗提液 过 S e p h a r o s e Z B 柱 (1 5 e m x 1 e m )
,

收集第一

峰(2 5 4 n m 紫外检测 )
,

乙醇沉淀后放 一 20 ℃过夜
,

离心后将沉淀溶于。
.

25 L T E 缓冲液中
。

叶绿体 D N A 的酶切
,

依照生产商提供的反应条件进行
。

在 o
.

03 L反应体积中
,

加入叶绿

体 D N A 约 3 林g
,

内切酶。
.

o 03 L
,

10 倍酶切缓冲液。
.

00 3 L
,

水补足反应体积
,

37 ℃酶切至

少Z h
。

酶切产物的电泳采用 0
.

7 % 的琼脂糖凝胶按 S a m b r 。。k 等 [。J方法进行
。

2 结果与分析

2
。

1 叶绿体 D N A 的提取及纯化

叶绿体经反复差速离心和洗涤后
,

显微镜观察未见细

胞碎片污染
,

表明纯度较高
。

叶绿体经 Sar co s y l
、

蛋白酶

K 处理后通过 S e p h a r o s e ZB 柱可使叶绿体D N A 与 R N A

分开
,

从而得到进一步的纯化 (见图 1 )
。

叶绿体 D N A 的

酶切结果(图 2 ~ 4 )表明
,

此方法用于杨树叶绿 体 D N A

的提取及纯化可满足酶切分析的要求
。

叶绿体 吸收峰
日n�八�no门

八
‘

q八��西n�

T上

�汉�阅哭并

4 一

时i司( h )

图 1 叶绿体 D N A 粗制品在 S e p h a r o s e

ZB 柱上的层 析曲线

2
.

2 叶绿休 D N A 的酶切分析

用 Sal 工
、

P v u 亚和 Pst 工三种内切酶所产生的五个样品的叶绿体 D N A 西每切 图 谱 完全

一致 (见图 2 )
,

没有发现差异
,

表明杨树叶绿体 D N A 结构
、

序列相当保守
,

迸化缓慢
。

琳八姗封狱卿

图 2 叶绿体 D N A 的 S a l l ( A )
、

Ps t l (B )和 Pv u 亚 (C )的酶切图谱

1
·

3 4 一 1 1 9 , 2
.

苦杨, 3
.

3小2 8 6 ; 4
.

8 8
一

8
一

1 ; 5
.

8 8
一
8

一 2 , M
.

分子量对 照
、

几D N A / E
e o R I / I Ji

n d 皿

美洲黑杨连同其天然杂交种共四个样品用 E co R I 所作的酶切图谱没有区别
,

但 苦 杨缺

少存在于其他样品中的 5
.

0 k b 和 4
.

o k b 两条带
,

但多一条 3
.

s k b 的带
。

因此
,

E co R I 产生

的 R FL P 至少可区分开苦杨与美洲黑杨(见图 3 )
。

在用 B am H 工所作的酶切图谱中(见图 4 )
,

苦杨少一条分子量为 5
.

6 k b 带
,

而多一条约

5
.

o k b 带
,

也 可区分开苦杨和美洲黑杨及其天然杂交种
。

在天然杂交 种8 8一 8 一 1 的谱带中
,

存在一条 1 5
.

8 k b 的带而在 8 8 一 8 一 2 中不存在
,

表明两者存在着差异
,

依据此差异可区分这

两个天然杂交种
,
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图 3 叶绿体 D N A 的 E c o R 工醉切图谱示意 图 4 叶绿体 D N A 的 B a m H 工酶 切图谱示意

(图例说明见图 1 , 箭头所示为出现差异的带
, 图中数宇为分子量大小

,

单位为 k b )

3 讨论

(1) 叶绿体 D N A 提取
、

纯化的关键在于提纯叶绿体时防止核 D N A 的污染
。

本试验在原

方法基础上
,

将匀浆次数由原方法 3 一 4 次
,

减少为 2 次
,

避免了因叶绿体膜损 伤 造 成 的核

D N A 的污染
。

同时增加了用溶液B 和 C洗涤叶绿体的次数
,

尽可能除去吸附在叶绿 体上的

核 D N A 及其他杂质
,

从而提高叶绿体 D N A 的纯度
。

但如果构建叶绿体 D N A 的基因文库
,

尚需采用 Cs C I密度梯度离心做进一步的纯化
。

(2) D N A 结构的改变(D N A 片段的插入
、

缺失
、

易位及点突变等 )是探测叶绿体 D NA

的 R FLP 的前提
。

由 Sal l
、

Pst 工 和 P v u IL 所产生的酶切图谱完全一致
,

表明杨树叶绿体

D N A 在进化过程中非常保守
,

结构没有发生很大改变 (无缺失或插入 D N A 片段 )
,

所 以未

检测到差异
。

而用 E co R 工和 B a m H I 酶切所产生的差异是由于酶切位点上发生了变化 (点

突变)
,

失去或产生了新的酶切位点造成的
。

因此
,

用更多的内切酶来寻找叶 绿 体 D N A 的

差异很有必要
。

(3) 美洲黑杨的天然杂交种8 8 一 8 一 1 和 8 8 一 8 一 2 ,

由 B a m H 工酶切图谱上的差 异
,

可

以区分开来
。

但差异是来自个体发育中的突变
,

还是父本不同所引起的? 尚需进一步试验证

实
。

总之
,

叶绿体 D N A 的 R FL P 分析可区分天然杂交种
,

表明这一方法可应用于杨树的种

质鉴定和种质渗透的研究
。

(4) 本试验采用的凝胶浓度为。
.

7 %
,

在此浓度下
,

小于 2 k b 的 D N A 片段很难分离成

带
。

所以检测小于 2 k b 的片段的差异
,

需要增加胶浓度或用分子杂交等方法
。

(5) 本研究用叶绿体 D N A 的酶切图谱比较了苦杨与美洲黑杨及其天然杂交种之 间的差

异
。

从得到的初步结果可以预测
,

选取更多的内切酶
,

建立酶切图谱
,

进行杨树各派
、

种的

叶绿体 D N A 的 R FL P 分析
,

对杨树分类
、

杂交育种及阐明系统进化具有重要意义
。
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.

a n d Se e t
。

A ig e ir o 3 D u b y 15 lo w
,

the y e a n be d is t in g u is h e d b y u s in g th e

r e s t r ie t io n fr a g m e n t le n g th p o lym o r Ph ism s (R F LP ) g e n e r a te d b y E e o R 1 a n d

B a m H I
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T h e R FL P g e n e r a t e d b y B a m H 1 e a n a ls o b e u s e d to d is t in g u is h th e
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。

d elto d e s .

50 t h e a n a lys is o f Po p la r e p D N A R FL P

P ro v ide s a m o le e u la r b io lo g ie a l m e th o d fo r Po Pla r e la s s ifie a tio n , e ro s s b r e
-

e d in g P r o g ra m a n d P hylo g e n e tie s tud ie s
。

K e y w o rd : Po p la r e h lo r o p la s t D N A r e 3 tr ie tio n fr a g m e n t le n g th

Po lym o r Ph ism 。 (R FL P)


