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海湾扇贝样品不同保存条件下 ∆ΝΑ的提取及 Ρ ΑΠ∆扩增比较 ∗

刘保忠 宋林生 相建海

中国科学院海洋研究所 青岛

提要 以海湾扇贝为材料 研究了鲜活样品以及采用冷冻保存 ! 乙醇固定和 福尔

马林固定等方法保存的闭壳肌样品用于 ⁄ 提取的不同效果 并分析了不同保存条件下所提

得 ⁄ 用于 °⁄扩增的结果 ∀研究表明 鲜活样品以及采用冷冻保存和 乙醇固定的样

品可以得到很好的 ⁄ 其质量和得率没有显著差异 利用上述 ⁄ 模板进行 °⁄分析 可

以获得到一致性很好的扩增结果 ∀ 福尔马林固定样品则没有得到可用的 ⁄ 模板 ∀采用

乙醇固定保存海洋动物组织 是用于 ⁄ 提取及相关的分子生物学研究的快速 !简易和

有效的方法 ∀

关键词 海湾扇贝 ⁄ 提取 °⁄

随着分子生物学技术的发展 分子遗传标记技术

被越来越多地应用于海洋动物学的各个研究领域 ∀其

中 °⁄ ƒ ° 微卫星等标记因其分辨率高 !稳定性

好 成为研究种群遗传学和种系发生的有效手段≈ ∀

因为该类标记对样品 ⁄ 的要求较高 以往的研究

工作多以鲜活材料和超低温冷冻样品作为提取 ⁄

的首选≈ ∀在实际的研究工作中 野外取样的地点

一旦较为偏远 受条件的限制 很难保证得到的样品

活体运回或能够快速冷冻 另外 对一些稀有种和濒

危种 鲜活样品的采集十分困难 这就为研究工作的

开展带来了诸多不便 ∀为了解决上述问题 本研究分

别采取活体取样 !低温冷藏 !乙醇和甲醛固定等方法

处理海湾扇贝样品 然后对样品 ⁄ 进行提取 并将

所得的 ⁄ 进行了 °⁄扩增 对用于分子标记研

究的样品处理方法进行了探讨 ∀实验中选取的海湾扇

贝 是我国从美国引进的外来物种 繁殖和养成是在

全人工条件下进行的 因此成为研究遗传变异的独特

材料 引起人们的广泛关注 ∀同时 本研究所取得的结

果 对其他海产贝类分子遗传学的研究也有很好的应

用前景 ∀

材料和方法

1 1 样品处理

海湾扇贝样品取自中科院海洋研究所实验室暂

养的亲贝 取两个亲贝解剖后各将其闭壳肌分为 等

份样品 样品 直接用于提取 ⁄ 样品 放入

ε 冰箱快速冷冻 样品 用 乙醇固定 样品 用

的中性甲醛溶液固定 ∀其中 样品储存

后再用于 ⁄ 的提取 ∀

1 .2 ∆ΝΑ提取

样品 各取 组织剪碎后直接用蛋白

酶裂解 样品 自固定液中取出后放入蒸馏水中浸

泡 其间换水 ∗ 次 浸泡期间样品始终置于

ε 冰箱内 防止样品变质 ∀样品自蒸馏水取出后用吸

水纸吸去表面的水分 剪碎后裂解 ∀

各取 组织 放入 Λ 裂解液 Λ

× 2 ≤ ∞⁄× Λ

浓度 的 ≥⁄≥ Λ 蛋白酶 ε 水浴消化

∗ 至组织碎块完全裂解 裂解液变清 ∀

裂解液分别用等体积的饱和酚 ! 酚 Β氯仿 Β

!氯仿 Β异戊醇 Β 抽提 加入 倍体积的无水

乙醇和终浓度 的乙酸钠离心沉淀 ⁄ 然后用

的乙醇洗 次后晾干 ∀

1 .3 ∆ΝΑ定量检测

干燥好的 ⁄ 用 ×∞ 溶解成为母

液 各取母液 Λ 用重蒸水稀释 倍 使用 ∞≤ 2

⁄ 2 紫外分光光度计检测 ⁄ 的含量 ∀

将母液各取 Λ 用 的琼脂糖凝胶电泳 根据

电泳结果评价所提 ⁄ 的质量 ∀

1 .4 ΡΑΠ∆ 扩增及电泳检测
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图 海湾扇贝样品 ⁄ 的 °⁄电泳图谱

ƒ × °⁄ ∏

√ Α. ιρραδιανσ
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实验所用引物为上海生工公司的随机引物 °≤

扩增使用 °∞ 扩增仪 ∀ °⁄反应条件参照

• 年的报道 ε 预变性 个扩

增循环 ε ε ε ε

延伸 ∀

扩增产物用 的琼脂糖凝胶电泳分离 ∞ 染

色 凝胶成像系统观察及记录 ∀

结果

从电泳结果分析 样品 都得到了大小在

左右的条带 说明 ⁄ 片断较大 且没有产生

明显的降解 所得 ⁄ 无论从得率还是质量上 种

处理方法无显著差异 而甲醛固定的样品则没有检测

到 ⁄ 图 ∀

从测量结果看 甲醛固定样品的 ⁄ 值很低

其余各种保存条件下得到的 ⁄ 除 号个体 样品

因为操作原因得率稍低外 其他样品保持了较高的得

率 且 ⁄ 的量大致相同 表 ∀

利用随机引物的 °≤ 扩增 在相同的扩增条件

下 所得扩增产物没有显著差异 通常用于遗传分析

的主条带表现出了很强的一致性 说明冷藏及乙醇处

理样品所得的 ⁄ 完全可以用于 °≤ 扩增 其结果

用于遗传分析 同鲜活材料所得的结果具有很好的可

比性 图 利用甲醛固定样品的提取物扩增 各种

模板浓度都未检出扩增产物 ∀

图 不同保存条件下海湾扇贝样品 ⁄

ƒ ⁄ Αργοπεχτεν ιρραδιανσ

为 Κ⁄ ∞ 及 分别为

个体 之鲜活 !冷冻 及乙醇和甲醛固定样品 图 图 同

讨论

已有的研究结果 绝大多数是采用活体取样或冷

冻样品获得的 本研究证实 乙醇固定的样品完全可

以得到质量很好的 ⁄ 样品 °≤ 扩增产物上述两

种方法所得结果表现出很好的一致性 说明乙醇固定

是野外取样保存材料的简便可行的方法 其固定保存

的样品完全可以满足遗传分析的需要 并且所得结果

同以前的研究结果具有很好的可比性 ∀甲醛固定的海

湾扇贝样品 采用我们目前的提取方法 没有得到高

质量的 ⁄ 这与王义权等对蛇的研究结果相似≈ ∀

作者曾尝试延长浸泡时间和采用双倍蛋白酶 的用

量 都没能取得满意的结果 ∀肖武汉等报道从甲醛固

定的云南鲴标本中提取到 ⁄ 并成功地用于其细胞

色素 基因序列的分析≈ 因此 海洋动物甲醛固定

样品的 ⁄ 提取方法 需要我们进一步研究 因为以

往固定保存的动物样品 多数是以甲醛作为固定剂

的 ∀

细胞内 ⁄ 的降解 主要是自身 ⁄ 酶的作

用 乙醇和甲醛作为常用的固定剂 都能较快地渗入

细胞内部 促使蛋白质变性 各种水解酶很快失活 从

而达到保存 ⁄ 的作用 ∀甲醛固定的材料 较难提取

到好的 ⁄ 样品 因为固定样品的 ⁄ 分子产生交

联作用 ⁄ 抽提时与蛋白等产生共沉淀进入酚相 ∀

另外 甲醛氧化后形成的甲酸对 ⁄ 有较强的降解

作用 ∀

乙醇固定样品时 应保证足够的乙醇用量 如果

野外采样没有足够大的容器用于固定样品 可采用多

次更新固定液的方法 同样可以取得满意的结果 ∀
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南海的营养盐添加实验表明 南海原绿球

藻似乎更受磷限制 ∀在生理上 原绿球藻与聚球藻和

超微型真核浮游植物差别较后两者之间要大 ∀在生理

特性上 原绿球藻似乎更接近异养细菌 ∀

无论在自然分布上还是在现场实验中 原

绿球藻与其他几类超微型自养或异养生物的数量分

布和变动呈相反的趋势 似乎表明在超微型浮游生物

群落中存在着种间相互作用 ∀由于实验条件所限 我

国原绿球藻的研究还有待于进一步深入 如生物间相

互作用 常量和微量营养元素的上行效应以及微型浮

游动物和病毒的下行效应 东海和南海不同海区原绿

球藻品系的分离培养以及生理生态学 !系统发育的研

究等等 ∀
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