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大多数裸藻为单细胞游动种类
,

无细胞壁
,

细胞质外层特化为表质
,

部分种类 细胞具

胶质的囊壳
�

表质
、

囊壳的主要成分为蛋白质
,

使之具有柔韧的类牛皮糖的特性
,

给裸藻破

细胞
、

� �  抽提及进行下一步工作造成一定的难度
�

本文在 比较
、

改进的基础上
,

得到一

种快速有效的裸藻 � � � 抽提方法
�

�
�

�

� �

材料方法
�

试剂

�� �� � � 抽提液 � � � � �� �� � �
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以上试剂在使用以前
,

均经分装高压灭菌
�

�
�

� 实验材料 纤细裸藻 ��
� 梦�� �

�� �� �� � �� 是裸藻类的一种典型代表
,

与其他的裸

藻类
,

诸如螺旋裸藻��
�

��� �� � ”’� �
,

阿洛格裸藻 ��
�

�� ��邵�� 等相比
,

纤细裸藻 的破细胞

是最困难的
�
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�
�

� 实验步骤 取处在生长对数期的藻液
,

经离心而得新鲜湿藻 � �� � �
,

置于 �
�

��� 离

心管
,

室温下加入 � � �川
声

� �  抽提液
,

震荡或搅拌使藻样悬浮完全
,

并不时轻轻颠倒
,

�

一 巧� �� 之后
,

加入等体积酚抽提
�

抽提液在 � ℃
,

�����  � �� 离心 �� � ��
,

取上清
,

用酚
�
氯

仿
�

异戊醇 �� � � � � � �� 抽提一次
�

核酸用 � �� 体积冷异丙醇沉淀
,

在空气中干燥 �� � 
�

用

�� � 乙醇洗涤沉淀 � 次
,

干燥
�

沉淀用 �� �拜� 溶解完全并加 � � �� � � �终浓度为 ��� � � � �

�� ℃ 温育 �� � � 处理去 � � �, 然后氯仿 �异戊醉�� � � 王�抽提一次
,

之后
,

核酸用 � 倍体积

的冷乙醉 ��
、

� � � � �
』

����  沉淀
,

并在 ��� 仁� �它 中溶解
�

经过 �� ℃ 温育 �� � �� 变性

� � �� � 之后
,

在 � ℃下保存
�

�
�

� 纯度和浓度检测 纯度用紫外线测定
,

算出 �� ��� �� � �� 浓度则用电泳稀释法
�

即用

一系列稀释浓度与标准浓度 �
� �� � �

亮度做比较
,

作出粗略的估算
�

�
�

� 限制性内切酶酶切 总反应体积为 ��川
� �川基因组 � �  

,

� 单位限制性内切酶
,

�闪

缓冲液
,

消化 �
�

� �
�

�
�

� �� � 扩增 随机引物扩增 � ��
,

选用 �� �� 引物 � � 种�引物号为 � � �� � �� � � � �

� � � � ! � ∀ # � ∃ ∃
,

为 O p
em 公司提供 )

,

扩增条件为
:94℃ 3m in 之后 35 个循环(94℃ 变

性 30
5,

3 8 ℃ 复性 30
5 ,

7 2 ℃ 延伸 90
5)

,

最后在 72℃ 延伸 10m i
n .

1
.
7 电泳条件 常规琼脂糖凝胶电泳

,

T E 缓冲液
,

胶浓度 0
.
8 %

,

滇化乙锭 (5产g / m 工
碑

)

.

电泳之后在紫外灯下观察
,

照相
.

2 结果与讨论

纯度的结果是 A2 60/ A2 80
= 1

、

” 说明没有明显的蛋 白质污染 ;浓度的检测结果是

50 拼g /衅
, ,

产率为 30 拜岁200 m g鲜藻样
.
从图 1

,

2 可以看出
,

每 Zoo m g 的藻样用此法制备

的基因组 D N A 纯度为 A2 60/ A2 80
二 1

.

77
,

产量为 30 拼g; 经电泳后的基因组 D N A 用澳化

乙锭染色条带清晰整齐
,

没有 R N A 拖尾现象 ;P CR 产物一般在 10 条以上
,

而且条带清晰

可分
,

可用于亲缘性及系统分析
.
而酶切结果则发现 D N A 并没有被切断

,

作者认为很可

能是不存在着这三种酶的酶切位点
.

这种方法主要是改进 sam
broo k 等〔‘〕及 B心

ze n 。
za kr

y s 等人的蛋白酶 K /酚抽提法[2]

而得
.
其主要改进的地方是

:
(l) 破细胞体系的组成 Sa m b

roo k
,

Bo
ze na

Z
ak ry

s

的体系当

中
,

除 D N A 抽提液之外
,

需加入蛋 白酶 K 并且在 37 ℃保温 4 一 24 h
,

而作者在实验过程 中

发现
,

对一般的裸藻品系
,

直接加入 D N A 抽提液
,

在室温(20 一
30 ℃ )下温育 15 tn in 即可

达到 95 % 的破细胞率
.
延长温育时间并不会明显地增加破细胞的数量

,

反而
,

温育时间过

长
,

抽提出的 D N A 含有较多的杂质
,

如多糖以及胡萝 卜素等
,

可能会导致 P CR 酶切的失

败
.
在实验过程就出现过电泳时

,

P C R 产物停滞在电泳槽里的情况
,

解决的方法是再纯化

基因组 D N A 或重新抽提一次
.
(2) 酚抽提次数 S

am b
roo
k 等

,

Bo
瞬na Z akrys 等人的体系需

3 次酚抽提
,

本法则一次抽提之后
,

蛋白质含量就已经很少了
,

再次酚抽提则中间界面 已

无可见蛋 白质
,

多次抽提并无必要
.
这样

,

不仅节省了抽提时间
,

而且
,

由于抽提次数少了
,

D N A 在抽提过程中的损失也会减少
,

从而提高了 D N A 的产率
.
这对不易得到大量样品的

裸藻类来说
,

能保证用少量的藻样得到 足够研 究用 的 D N A
,

这点是 非常重 要 的
.
(3)

R N ase A 的处理 Sam b
roo
k 等

,

Bo

z e n a
z

a
k

r
y

s

等的体系中
,

R N
a s e

处理在最后一次 D N A
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沉淀之前
,

此时 R N as
e A 的量虽然较少(1拜以In L )

,

可依然是一定量的蛋 白质污染
.
这一步

放在第一次粗 D N A 的溶解时候
,

一样可以去掉 R N A
,

而且
,

不会有不必要的蛋白质污染
.

由于国内未见有裸藻 D N A 的抽提方法
,

加上裸藻细胞无细胞壁
,

可变形运动
,

又有

叶绿素可进行光合作用
,

兼有动植物的奴重特性t3J
,

因此
.
除改进 Sa m br oo k 等

,

Bo
ze na

z
ak ry

s

等的 D N A 蛋白酶 K /酚抽提体系之外
卜

还对几种其他 D N A 抽提方法进行了试验
,

结果发现这几种方法都不很适合裸藻
‘

B 打妇和 S伪瘫6记(1 , 76) 的改进方法L
4’适用于动物细

)薰篡黔:黔藕簌逻薰鬓
至于适用于蓝藻 D N A 抽提的 CT A B 法[6]

,

操作也比较方便简单
,

但其破细胞缓冲体系

(
TE
S 十 50 m g / m L 的溶菌酶)对裸藻细胞的效率较低

,

要达到 95 % 的破细胞
,

温育时间需

8h
,

这无疑增加了实验时间(同时
,

本法的缓冲体系对蓝藻的破细胞也有效 )
;sau nd

ers 的

凝胶纯化提取红藻基因组
DN
A 法[71

,

由雍白铸 K/ 阶抽提粗制 D N A 和凝胶纯化两部分

组成
,

所需藻样少(100 一 2加 mg )
,

得到的 D N A 质量高(均可有效 PCR )
,

缺点在于耗时

长
:
95 % 破细胞需 lh

,

胶纯化 3 一 4h

,

而且 巨前凝胶纯化 D N A 一般均需试剂盒
,

费用较

贵
,

不太适用一般国内藻类实验室裸藻进行 D N A 分子系统学的研究工作
.

总之
,

本文通过改进 sa m broo
k 等

,

Bo
ze

n a
Z

ak ry

s

等人的方法
,

建立的提纯微量裸藻

基因组 D N A 的方法
,

既有快速简便的特点
,

又有需藻量少
,

产量高的优点
,

这对研究裸藻

分子系统学
,

遗传学是个非常实用有效 的方法
,

同时
,

此法对其他淡水微型藻 D N A 的抽

提也具有一定的参考价值
.
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