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海带、紫菜等养殖海藻不但经济价值高 , 而且

还有抗肿瘤、抗衰老、抗氧化、降血脂等重要药理

作用 [ 1~ 3 ], 已成为中国水产养殖业的支柱产品。随着

养殖规模的不断扩大, 近年来面临着养殖品种退化和

病害频发的严重局面。因此, 从基因、基因组水平研究

海藻生长发育规律以及优良性状形成的分子基础, 是

培育高产、优质、抗逆新品种的最佳途径, 而且将带动

我国海藻养殖业的深入发展。然而目前海藻的分子生

物学研究还比较落后, 其主要制约因素是海藻核酸的

提取, 也是一个世界性的难题。这主要是由于海藻富

含多糖、多酚、蛋白、核酸酶、次级代谢产物等物质, 容

易与核酸结合形成不溶于水的复合物或造成核酸的

降解 [ 4 ], 用传统方法难以提取到高质量的核酸, 严重

阻碍了海藻分子生物学研究的深入开展。作者综述了

影响海藻核酸提取的主要因素, 并结合目前的最新研

究进展和作者的工作经验提出了一些解决方法。

1 多糖

海藻中多糖的含量很高 , 主要是硫酸多糖

( sulfated polysaccharides)、羧基多糖 ( carboxylic polysac-

charides) 等, 这些多聚物的密度和离子结合性质与核

酸相似, 很难与核酸分开 [ 5 ], 它们比陆生植物的中性

多糖更易溶于水, 形成的溶液也更加粘稠。由于多糖

可以抑制许多酶的活性, 如限制性内切酶、Taq酶、逆

转录酶等, 影响了后续的 DNA酶切、克隆、cDNA合成

等, 使测序、RAPD、RFLP、RT- PCR、基因文库构建等

工作无法进行, 所以必须除去多糖。传统的苯酚抽提

等方法并不能将多糖和核酸完全分开, 在除去多糖的

同时也将丢弃部分核酸, 并且得到的核酸样品中也经

常含有多糖, 这种含有多糖的核酸沉淀溶于水后往往

产生粘稠的溶液,或者很难溶于水。因此,去除多糖是

海藻核酸提取的关键所在。

1. 1 乙基黄原酸钾法

乙基黄原酸钾能够与多糖结合, 形成可溶性复合

物, 使海藻的细胞壁破裂, 释放出核酸。此复合物在铵

离子存在的情况下可转变为水不溶性, 并可通过简单

的离心除去,不需要苯酚或氯仿抽提。另外,乙基黄原

酸钾能够结合金属离子, 从而抑制 DNase的活性。该

方法的优点是操作简便, 不需要机械匀浆, 从而减少

了污染的机会, 而且产生的气雾剂最少 (如果样品中

含有人类病原菌, 这是很重要的 ) ; 匀浆液中不含胍

盐、B- 巯基乙醇,也不需要液氮研磨, 所以费用较低,

而且对人体没有毒害作用。Tillett和 Neilan
[ 6 ]
利用该方

法从蓝细菌、微生物、环境样品中提取到高质量的核

酸, DNA可以用于酶切、克隆、PCR, RNA可以用于

RT- PCR, Northern杂交等反应, 并且样品中不含核酸

酶, 温育 16 h没有发生降解。

1. 2 十六烷基三甲基溴化铵( CTAB)法

CTAB是一种阳离子型表面活性剂, 当溶液中

NaCl浓度大于 0. 5 mol/ L时, 它可以选择性地同细胞
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碎片、变性的蛋白质和多糖结合形成不溶性复合物,

而核酸仍处于溶解状态, 通过等体积的氯仿/ 异戊醇

( 24: 1, 体积分数)抽提可除去多糖。值得注意的是,当

NaCl浓度小于 0. 5 mol/ L 时, DNA将在室温下与

CTAB形成沉淀 [ 7 ]。该方法去除多糖的效果非常明显,

以往多用于植物基因组 DNA的提取 [ 8 , 9], 近来逐渐用

于微生物 [ 10]、海洋生物核酸的提取中。1996年 Kitade

在提取条斑紫菜基因组 DNA时, 先经 CsCl密度梯度

离心除去蛋白质后, 再用 CTAB处理, 获得的 DNA分

子量在 25~ 166 kb之间,产率平均为17. 7Lg/ g组织。

Phillips
[ 11, 12 ]利用改进的 CTAB法从马尾藻中提取到高

分子量的 DNA样品, 可用于基因库的构建。De Cle-r

ck [ 13]结合使用 CTAB和 Sephaglass Bandprep Kit, 从褐

藻门 Dictyota 属的 7个种中提取到高质量的 DNA用

于 PCR扩增及 RFLP分析。因 CTAB处理多糖大多在

65 e 进行, 所以 CTAB溶液中一般加有体积分数为

1%的 B- 巯基乙醇以增加溶液的还原性, 防止核酸

酶的降解 [ 11]。

1. 3 LiCl软化组织法

起初人们利用 LiCl软化海藻组织, 使染色体易于

观察; 后来又发现 50mmol/ L的浓度就可以打破哺乳

动物细胞膜, Raha 1990年使用 LiCl和苯酚抽提从哺

乳动物细胞中提取到了细胞总 RNA和 DNA。1992年

Hong通过实验发现, 紫菜在含有 0. 5~ 1. 0mol/ L LiCl

的提取液中 55 e 处理 5 min, 再 4 e振荡 1 h, 低速离心

除去残渣, 存在于上清中的 DNA用乙醇沉淀后即可

用于酶切或 PCR。对该方法进行改进后, Hong
[ 14]
从 18

个属 26个种的海藻中提取到可以进行 RAPD分析的

高质量 DNA; 提取液中加入 4 mol/ L异硫氰酸胍可以

用来提取足以进行差异显示的总 RNA。Ji等利用 LiCl

法从 Hizikia fusiformis 中提取到高质量的 DNA, 用于

RAPD分析, 研究了从不同海域采集的藻株的遗传多

变性。这种方法步骤少, 操作简便,不需要液氮研磨、

苯酚/氯仿抽提、CsCl密度梯度离心, 费用低廉, 对人

体没有毒害。

1. 4 LiCl沉淀法

在高浓度的 LiCl( 3~ 4 mol/ L) 存在下, RNA难以

溶于水, 可以通过离心沉淀下来, 而大部分多糖仍留

在上清中, 少数与 RNA共沉淀的多糖可以在高浓度

的 K
+
或 Na

+
存在下通过苯酚/ 氯仿抽提除去。Su和

Gibor曾将 LiCl沉淀与其它方法结合使用, 从大型海

藻中提取到高质量的 RNA, 可用于 RT- PCR和 cDNA

文库的构建。但该方法单独使用去除多糖的效果并不

佳
[ 15]
, 而且 LiCl沉淀一般需要在- 20 e 过夜, 大大延

缓了实验的进程, 而对于多糖含量较高的海藻及植

物,需要与其它方法结合使用才能得到满意的效果。

1. 5 钾离子/乙醇法

在提取植物核酸时, 研究人员经常使用醋酸钾或

低浓度的乙醇来沉淀多糖 , 杨君等 [ 16 ]发现向含有

CTAB的提取缓冲液中加入终浓度1. 25mol/ L的 KAc,

能有效去除绿藻、红藻多糖, 得到的 DNA可用于酶切

及 RAPD分析。但 Su等在提取褐藻的核酸时发现,单

独使用这两种试剂效果都不好, 只有联合使用 ( 0. 5

mol/ L K +、体积分数 20% 乙醇) 才能较好地除去多

糖。他认为 K +能引起多糖明胶化, 更难与 RNA分开,

而低浓度的乙醇可以抑制明胶化, 并促进多糖沉淀,

但对去除红藻、绿藻多糖效果不明显。

2 多酚

大型海藻 (如褐藻、红藻)中往往富含多酚, 匀浆时

多酚会释放出来, 氧化后使匀浆液变为褐色, 这一现象

称为褐化效应 ( browning effect)。多酚的氧化产物 (如醌

类) 能与 RNA以氢键或共价键结合 [17], 抑制 RNA的活

性,并且难以用标准的CsCl密度梯度离心或LiCl沉淀法

将其与 RNA分开。一般处理策略是先防止多酚氧化或将

氧化的多酚还原,然后再将多酚与 RNA分开。

2. 1 还原剂法

一般在匀浆液中加入 B- 巯基乙醇 ( 2- ME)、二硫

苏糖醇( DTT)、半胱氨酸、还原型谷胱甘肽等还原剂来防

止多酚被氧化, 然后利用 LiCl或 CaCl2沉淀 RNA时多酚

仍留在上清中的性质将其除去。另外, 这些还原剂还可

以打断多酚氧化酶的二硫键而使之失活。最常用的是在

匀浆液中加入体积分数 1%的B- 巯基乙醇
[14]
,有时浓度

甚至高达 2%~ 5% [12]。NaBH4是一种醌类还原剂,能够有

效地将醌类还原成多酚,处理后的RNA溶液的褐色显著

减轻。

2. 2 硼酸盐法

硼酸盐可以与多酚以氢键结合, 从而抑制了多酚的

氧化及与 RNA的结合。Su和Gibor在提取褐藻 RNA时

将该方法( 0. 15mol/ L, pH7. 5)与 B- 巯基乙醇、NaBH4结

合使用,有效去除多酚,获得了较好的结果。
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2. 3 螯合剂法

聚乙烯吡咯烷酮 ( PVP) 和聚乙烯聚吡咯烷酮

( PVPP)中的 CO- N= 基能与芳香环上的羟基结合
[18]
,因

此可以和多酚形成稳定的复合物, 并可通过等体积的氯

仿/ 异戊醇 ( 24: 1) 抽提除去。Hong
[14]在裂解液中加入

0. 2% PVPP, 能有效去除紫菜中含有的多酚类物质, 提

取到的 DNA可用于 RAPD分析, RNA可用于差异显

示。Coyer在研究中还发现, 褐藻在含有 CTAB和PVPP

的裂解液中研磨, 匀浆液室温下可保存 1周, DNA不会

发生降解。

3 蛋白质

因为核酸酶和多酚氧化酶也是蛋白质,所以蛋白

质也必须尽可能除去。匀浆液中一般含有多种蛋白

变性剂, 如胍盐 [ 19]、十二烷基磺酸钠 ( SDS) [ 20]或十二

烷基肌氨酸钠( sarcosyl)
[ 14, 21 ]、CTAB [ 11~ 13]、苯酚等, 在

破裂细胞释放核酸的同时就抑制核酸酶的活性,并将

蛋白质变性凝聚,然后通过苯酚/氯仿/异戊醇抽提除

去。一般在匀浆液中还含有一定量的乙二胺四乙酸

二钠 ( EDTA)、B- 巯基乙醇, 它们和胍盐都是核酸酶

的抑制剂, 能有效防止核酸酶对核酸的降解。另外,

液氮速冻样品并在- 70 e 保存,液氮研磨或在冰浴中

匀浆样品, 以及在提取过程中低温操作, 都能有效抑

制核酸酶的活性。但 Brasch指出,液氮研磨紫菜通常

会释放出大量可溶性粘多糖, 并且难以与 DNA分开。

有人在提取 DNA时先用蛋白酶 K消化蛋白质
[ 22]
, 再

用苯酚/氯仿 /异戊醇抽提, 也能获得较好的结果。但

由于蛋白酶 K活性的最适温度是 56 e , 而且作用时

间比较长,所以一般不用于 RNA的提取。

4 小结

以上对海藻核酸提取过程中经常遇到的问题进行

了分析并提出了相应解决的方法, 可以说多糖的去除是

海藻核酸分离纯化中最普遍而又最不容易克服的难题,

笔者在研究中发现, CTAB去除多糖效果非常显著,结合

LiCl、PVPP、苯酚抽提、蛋白酶K处理条斑紫菜能获得大

于 50 kb的高纯度DNA, 至少可保持 1个月以上而无降

解, 可以直接用于测序、酶切、RFLP、基因组文库构建等

工作(数据未列出)。在实际工作中应针对样品的特性选

择适当的实验方案, 尽量简化操作步骤。随着现代分子

生物学研究新技术的不断出现和人们对海洋资源研究

开发的日益重视, 相信不久科研工作者必将彻底解决海

藻核酸的提取这一难题, 而且向着自动化、快速化和高

通量的方向发展。
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崂山与冰川地质公园

)) ) 评价5崂山地质与古冰川研究6

2003年 12月由海洋出版社出版的李乃胜、石学法、赵松龄、于洪军等著的5崂山地质与古冰川研究6新书,

是一本有独到见解与科学创新的大作。它是迄今为止, 对崂山研究最为详尽的第一部崂山地质地貌的科学

专著。

作者发现, 崂山具有中国东部保存最为完好的冰川遗迹, 发育了典型的冰川侵蚀和堆积地貌, 拥有中国东

部罕见的、大规模的滨海冰碛物质。崂山古冰川遗迹保存的规模, 远超过庐山和黄山, 崂山发育了中国目前发

现的惟一的一段冰碛海岸, 有独一无二的冰碛海滩; 有海拔最低的古冰舌; 有大量多姿多态的冰臼; 有冰舌前

缘巨砾形成的小岛群; 有种类繁多的冰碛堆积洞; 有中国东部保存最为完整的冰碛堤; 有耸立山颠的冰碛漂

砾;有规模巨大的冰碛丘陵。崂山还具有中国东部罕见的冰碛海岸、冰碛扇和冰碛崖。崂山古冰川遗迹虽然发

现较晚, 却有可能是继庐山、黄山古冰川遗迹被发现后, 中国东部古冰川研究中所取得的又一新的重大突破。

因此, 崂山堪称中国古冰川研究的地质宝库。由于崂山处于得天独厚的自然环境,是更新世早期的冰碛物, 依

然如故地保存如初,因此崂山成为天然的古冰博物馆,可命名为崂山古冰川地质公园。先向国土资源部申请为

崂山国家古冰川地质公园,批准后,再向联合国教科文申请崂山世界古冰川地质公园。地尽其利,物尽其用,以

此为依托,发展青岛市的科学普及与旅游事业。

景才瑞

(华中师范大学地理系)
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