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一种提取眼点拟微球藻k Ναννοχηλοροπισισ οχυλατα) ∆ΝΑ的简便
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提要 用氯化锂法从眼点拟微球藻k Ναννοχηλοροπισισοχυλαταl中提取 ⁄��并对其提取条件进

行了优化 ∀新鲜藻细胞在提取液ksqy °²̄r��¬≤̄ osq{h ≥¤®²¶¼̄ ous °°²̄r�∞⁄×�k³�{qsl osqwh

°∂°ots °°²̄r�×µ¬¶2�≤̄ k³�{qsl oxh Β2巯基乙醇l中经过 xx ε 温育 vs °¬±o每 °ª鲜藻可提取

us ∗ ws±ª⁄�� o提取的 ⁄��分子量在 uv®¥左右 o可用于 °≤� !限制性酶切等 ∀

关键词 ⁄��提取 o眼点拟微球藻k Ναννοχηλοροπισισοχυλαταl o氯化锂
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分子生物学研究要求高分子量和高纯度的 ⁄�� o

而目前微藻 ⁄��的提取还缺少理想的方法 ∀ ⁄��的

提取需要细胞的破碎并使 ⁄��与其它成份分离 ∀从

绿藻 !红藻和褐藻中提取 ⁄��的方法需要液氮研磨 o

造成大量的粘性多糖被释放 o妨碍 ⁄��分离 ≈t ou ov ∀微

藻的藻细胞直径只有几个 Λ°o也含有糖和酚类物质 o

因此不宜用液氮研磨 o经典方法如 ≤×��!氯化铯密度

梯度离心也难以克服粘性多糖的影响 ∀眼点拟微球藻

k Ναννοχηλοροπισισοχυλαταl在分子生物学上的研究还处

于空白阶段 o用经典方法提取其 ⁄��较繁琐且效果

不佳 ∀参照 ≠²±ª2�¬�²±ª等的方法 o我们用 �¬≤̄ 提取

液提取眼点拟微球藻 ⁄�� o并对其提取条件进行了优

化 o为以后的研究打下基础 ∀该方法不用液氮研磨 !

≤×��和氯化铯密度梯度离心 o简单易行 o提取的 ⁄��

可用于 °≤� 扩增和限制性酶切反应等 ∀

t 材料和方法

tqt 实验材料

眼点拟微球藻 k Ναννοχηλοροπισισοχυλαταl o为本实

验室保存 ∀

tqu 实验方法

实验方法参照文献 ≈w  并作了改进 ∀离心收集

uxs °�对数中期的藻细胞 o按 w °�rª加入湿藻泥提

取液ksqy °²̄r��¬≤̄ osq{h ≥¤®²¶¼̄ ous °°²̄r�∞⁄×�

k³�{qsl osqwh °∂°ots °°²̄r�×µ¬¶2�≤̄ k³�{qsl oxh

Β2巯基乙醇l oxx ε 处理 vs °¬±o每 ts °¬±晃动一次 o

然后 w ε 冷却 o置摇床上摇动 ys °¬±ov sssµr°¬±离心

x °¬±o取上清 o用等体积的酚r氯仿ktΒ tl !氯仿r异戊

醇kuwΒ tl各抽提一次 ots sssµr°¬±离心 ts °¬±o小心

吸取上清 o加入 � ��¤¶̈ 和蛋白酶 �消化 ovz ε 保育 t

«o加入等体积的氯仿r异戊醇kuwΒ tl抽提 ts °¬±o

ts sssµr °¬±离心 ts °¬±o小心吸取上清 o然后加入

trts体积的 v °²̄r��¤�¦k³�xqul和 u倍体积的预冷

无水乙醇 op us ε 放置 u «以上 otu sssµr°¬±离心 tx

°¬±o去上清 o沉淀用 zsh的乙醇洗涤 u次 o离心 o沉淀

用 xs Λ�×∞k³�{qsl 悬浮 ∀取 t Λ�用 �²̈ ©̈µ⁄��

±∏¤±·uss进行 ⁄��定量 ∀另取 ts Λ�经 tqsh琼脂糖

凝胶电泳检测 ⁄��片段的大小 ∀实验重复两次 o结果

取两者平均值 ∀

u 结果

当 �¬≤̄ 的浓度在 sqy ∗ sq{ °²̄r�时 o每 °ª湿藻

泥提取的 ⁄��量达到 wxqxy ±ªo低于或高于此浓度 o

⁄��提取的量都下降 o在缺少 �¬≤̄ 的条件下 o仅能提
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取少量的 ⁄��k见图 tl ~ ∞⁄×�的浓度在 us °°²̄r �

时 o提取的 ⁄��量较大 ~在缺少 ∞⁄×�的条件下 o藻

细胞 ⁄��的提取量明显减少k见图 ul ~提取液中 °∂°

的浓度在 sqwh ! ≥¤µ¦²¶¼̄ 在 sq{h时 o ⁄��提取的量

较大并且基本维持不变 k见图 v ! wl ~热处理时间在

us ∗ xs °¬±时 o⁄��提取量最多 o不经过热处理藻细

胞仅提取少量的 ⁄��k见图 xl ~ 而缓冲液 ×µ¬¶2�≤̄

k³�{qsl的存在 k见图 yo{l和 Β2巯基乙醇的含量对

⁄��量的影响基本不大 k见图 zl ∀提取的 ⁄��分子

量大小在 uv®¥左右并以其为模板进行 °≤� 反应 k引

图 u ∞⁄×�的浓度对 ⁄��提取量的影响

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·¶²©∞⁄×� ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ⁄�� ¼¬̈ §̄

图 t �¬≤̄ 的浓度对 ⁄��提取量的影响

ƒ¬ªqt ∞©©̈¦·¶²©�¬≤̄ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ⁄�� ¼¬̈ §̄

图 v °∂°的浓度对 ⁄��提取量的影响

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·¶²©°∂°¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ⁄�� ¼¬̈ §̄

图 w ≥¤µ¦²¼̄ 的浓度对 ⁄��提取量的影响

ƒ¬ªqw ∞©©̈¦·¶²©≥¤µ¦²¼̄ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ⁄�� ¼¬̈ §̄

图 x 热处理时间对 ⁄��提取量的影响

ƒ¬ªqx ∞©©̈¦·¶²©«̈¤·¬±ª·µ̈¤·°̈ ±··¬°̈ ²± ⁄�� ¼¬̈ §̄

图 y ×µ¬¶2�¦̄的浓度对 ⁄��提取量的影响

ƒ¬ªqy ∞©©̈¦·¶²© ×µ¬¶2�≤̄ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ⁄�� ¼¬̈ §̄

物 °t� �≤××≤�×≤�×≤�≤×××≤�×≤�o°u� ≤××≤≤×�≤≤2

×���×≤��≤�≤��l o扩增出的片段在 |ss ®¥左右 o并

对该片段进行测序分析 o结果表明其为叶绿体 ³¶¥�

基因的一部分 ∀利用限制性内切酶 ∞¦²��对提取的

⁄��进行了酶切 o电泳结果显示还可以k图 |l ∀

v 讨论

�¬≤̄ 中的金属锂离子能够使墨角藻 kΦυχυσl 组织

中的褐藻酸胶溶解性增加 o变软≈x 
~使紫菜kΠορπηψραl的

图 z Β2巯基乙醇浓度对 ⁄��提取量的影响

ƒ¬ªqz ∞©©̈¦·¶²©Β2°̈ µ¦¤³·²̈·«¤±²̄ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ⁄�� ¼¬̈ §̄
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