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隔开&被子植物叶绿体基因组序列高度保守!且属

于母系遗传!具有分子量小'结构简单!进化速率低'

多拷贝)
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的完整性&

!"%

!

&

'

()*

检测

#>&>#

!

H

I

B2C

质量检测
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结果与分析
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丁香叶绿体完整性检测
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#的叶绿体&对比图
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可发现!方法
%

所得的叶

绿体沉淀更多(对比图
!

镜检结果可发现!方法
%

分

离的叶绿体浓度高'数量多'杂质少'背景清晰!说明

改良高盐
)

低
I

J

法更适合丁香叶绿体的分离&

注$

$

'

%

分别代表高盐
)

低
I

J

法和改良高盐
)

低
I

J

法!

a

'

b

分别代表紫丁香和羽叶丁香&下同&

图
:

!

高盐
)

低
I

J

法"

!

#和改良高盐
)

低
I

J

法"

"

#分离的叶绿体沉淀比较

8;

G

>#

!

O+E

I

/-;7+.+1H40+-+

I

0/73

I

-6H;

I

;3/3;+.;7+0/36=Q

9

3464;

G

4)7/030+5)

I

J E634+=

"

$

#

/.=346E+=;1;6=4;

G

4)7/030+5)

I

J E634+=

"

%

#

#"#

!

丁香
&

'

()*

质量检测

由表
#

的紫外分析结果可知!

!

种提取方法所

得的
H

I

B2C

的各项质量指标差异显著!方法
$

所

提取的紫丁香与羽叶丁香的
H

I

B2C

质量浓度仅为

?&>#.

G

%

#

R

和
#A#>?.

G

%

#

R

!

KB!?"

%

KB!$"

值分

别为
#>%!

和
#>!'

!均
#

#>A

!表明样品存在蛋白'酚

的污染!

KB!?"

%

KB!%"

值分别为
#>%&

和
#>""

!均

#

!>"

!表明样品存在被糖类'盐类或有机溶剂污染!

不能满足后续的测序要求以及叶绿体基因组的深入

研究&方法
%

所提取的紫丁香与羽叶丁香的
H

I

B)

2C

质量浓度分别为
?(">#.

G

%

#

R

和
%%">%.

G

%

#

R

!

KB!?"

%

KB!$"

值分别为
#>$?

和
#>$$

!在纯净

的
B2C

比值
#>$

"

#>'

!

KB!?"

%

KB!%"

值分别为

!>%(

和
!>($

!大于衡量
B2C

纯净比值
!>"

!表明方

法
%

所提取的
B2C

质量好!浓度和纯度高!不存在

蛋白'酚类'盐以及有机溶剂等的污染&上述结果表

明改良的高盐
)

低
I

J

法适合丁香叶绿体
H

I

B2C

的

提取!能够满足后续的测序要求以及叶绿体基因组

的深入研究&

#"$

!

丁香
&

'

()*

电泳检测

由图
%

的琼脂糖凝胶电泳结果可知!方法
$

所

提取的
H

I

B2C

无明显条带!而方法
%

所提取的
H

I

)

B2C

条带清晰!明亮!整齐一致!无降解现象!无

W2C

'蛋白'盐等杂质的污染!所得
H

I

B2C

纯度较

高!质量好&

A'

第
&

期 张靖雯 等$紫丁香与羽叶丁香叶绿体
B2C

提取方法研究



图
;

!

高盐
)

低
I

J

法"

!

#和改良高盐
)

低
I

J

法"

"

#分离的

叶绿体镜检比较

8;

G

>!

!

O+E

I

/-;7+.+1H40+-+

I

0/73E;H-+7H+

I9

76

I

6-/36=Q

9

346

4;

G

4)7/030+5)

I

J E634+=

"

$

#

/.=346

E+=;1;6=4;

G

4)7/030+5)

I

J E634+=

"

%

#

表
:

!

;

种方法提取的
H

I

B2C

紫外分析结果

P/Q06#

!

:`7H/..;.

G

-67,037+1H

I

B2C6M3-/H36=

Q

9

35+E634+=7

种类
提取
方法

KB!?"

%

KB!$"

KB!?"

%

KB!%"

质量浓度
%"

.

G

+

#

R

]#

#

紫丁香
$

#>%! #>%& ?&>#

%

#>$? !>%( ?(">#

羽叶丁香
$

#>!' #>"" #A#>?

%

#>$$ !>($ %%">%

注$

N

代表
("""B2CR/==6-N/-T6-

&

图
<

!

高盐
)

低
I

J

法"

!

#和改良高盐
)

低
I

J

法"

"

#

提取
H

I

B2C

电泳图谱比较

8;

G

>%

!

O+E

I

/-;7+.+1H

I

B2C606H3-+

I

4+-67;7

I

-+1;0676M3-/H36=

Q

9

3464;

G

4)7/030+5)

I

J E634+=

"

$

#

/.=346E+=;1;6=

4;

G

4)7/030+5)

I

J E634+=

"

%

#

%

!

结论与讨论

获得高质量'高纯度的
H

I

B2C

样品!是后续基

因分子水平研究的前提条件&

H

I

B2C

提取的关键

是去除叶绿体膜外的核
B2C

与线粒体
B2C

污染&

高盐
)

低
I

J

法分离叶绿体的原理是通过叶片在高

速匀浆过程中!产生大量静电!核
B2C

被组蛋白包

裹带正电!紧紧地被吸附在带负电的叶绿体膜上!而

在高盐介质环境中由于电子屏蔽作用!这种静电作

用被减弱!因此可以通过不同
I

J

值的高盐缓冲液

反复洗涤!以达到去除吸附的核
B2C

的目的)

#(

*

!而

由于线粒体与叶绿体差别较大!通过差速离心就可

分离&其他关于
H

I

B2C

的提取方法主要有
B2/76

$

法)

#?

*

'蔗糖密度梯度离心法)

#A

*

'

I

6-H+00

密度梯度

离心法)

#$

*

'氯化铯密度梯度离心法)

#'

*等&

B2/76

$

法利用
B2/76

$

消化膜外的
B2C

!以达到消除核

B2C

以及线粒体
B2C

污染的目的!但经过匀浆和

多次离心后!叶绿体膜难以保持完整!使得膜内的

H

I

B2C

也被消化掉!

H

I

B2C

得率低)

#(

*

(蔗糖密度

梯度离心法无法将完整的叶绿体与破碎的叶绿体分

离!密度梯度液不易保持!对离心机等设备要求高!

分离效果不理想(氯化铯密度梯度离心法主要用于

草本植物
H

I

B2C

的提取!且其成本高'耗时长'得

率低'对设备要求也较高!一般实验室难以采用)

!"

*

(

I

6-H+00

密度梯度离心法虽可较简便地分离提取
H

I

)

B2C

!但所提取的
H

I

B2C

得率较低!且
I

6-H+00

分

离液的价格偏高&因此!这几种方法均无法简便高

效地提取植物
H

I

B2C

&

本研究采用了高盐
)

低
I

J

法)

##

*和改良的高盐
)

低
I

J

法)

#!)#&

*

!分别提取了紫丁香与羽叶丁香的
H

I

)

B2C

&

O>L4;

)

##

*的高盐
)

低
I

J

法已成功提取了葡

萄)

!#

*

'无患子)

!!

*

'三叶青)

!!

*

'枣)

!%

*等植物的
H

I

B)

2C

!但此方法并不适合丁香
H

I

B2C

的提取!经紫

外分光光度计检测!所提取的紫丁香与羽叶丁香

H

I

B2C

的
KB!?"

%

KB!$"

#

#>A

!

KB!?"

%

KB!%"

#

!>"

!且质量浓度较低!表明提取的
H

I

B2C

纯度低!

含有蛋白'酚类'盐以及有机溶剂等的污染!琼脂糖

凝胶电泳也发现并无条带!表明所提取的
H

I

B2C

含量小!浓度低!结果证明
O>L4;

)

##

*的高盐
)

低
I

J

法并不适合丁香
H

I

B2C

的提取!分析可能是
O>

L4;

)

##

*的高盐
)

低
I

J

法在叶绿体分离过程中!离心

时间过长!是本研究改进的高盐
)

低
I

J

法分离叶绿

体离心时间的两倍!因此导致叶绿体活性大幅降低(

叶绿体裂解时间过长!导致基因组
B2C

片段断裂!

使得最终提取结果
H

I

B2C

的质量'浓度都达不到

要求&之 后 采 取
Y>B;6TE/..

)

#!

*

'刘 娟)

#%

*

'陈 春

梅)

#&

*等的方法进行组合!并根据丁香的特性加以改

进!形成改良的高盐
)

低
I

J

法!所提取的紫丁香与

羽叶丁香的
H

I

B2C

的
KB!?"

%

KB!$"

值在
#>$

"

#>'

!

KB!?"

%

KB!%"

值接近
!>(

!且质量浓度分别高

达
?(">#.

G

%

#

R

和
%%">%.

G

%

#

R

!表明提取的
H

I

B)

2C

质量好'纯度高!琼脂糖凝胶电泳显示条带清

晰'明亮!无降解现象!结果证明改良后的高盐
)

低

$'

西北林学院学报
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卷
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I

J

法适合紫丁香与羽叶丁香
H

I

B2C

的提取&本

研究在高盐
)

低
I

J

法的基础上!做了如下改进$提

取前!将新鲜叶片放入
&X

冰箱!将饥饿处理时间减

少到
#!

"

!&4

!去除叶片中的淀粉等糖类物质!减

少糖类物质对后续提取工作的影响(由于叶绿体离

体后活力会迅速下降!所以叶绿体分离过程要快!本

试验开始采用研钵进行手工研磨!发现手工研磨会

使叶片研磨不彻底!费时费力且导致叶绿体活性下

降严重!因此采用匀浆机代替手工研磨匀浆!减少匀

浆时间!避免叶绿体离体时间过长导致的活力下降!

并采用短时多次的匀浆方法!避免匀浆机发热!破坏

叶绿体被膜(用
BPP

"二硫苏糖醇#代替
&

)

巯基乙醇

作为还原剂!

BPP

具有比
&

)

巯基乙醇更低的毒性和

更小刺激性的气味!且其抗氧化性是
&

)

巯基乙醇的
A

倍!能更有效组织酚类物质的氧化!并进一步提高叶

绿体完整性(增加了氯仿抽提!是因为酚%氯仿%异戊

醇"

!(\!&\#

#抽提后!会有酚污染残留!由于酚易溶

于氯仿中!因此增加氯仿抽提!以达到进一步排除酚

污染的目的(试验最后再次加入少量蛋白酶
Y

!

%AX

水浴
#4

!以达到进一步去除蛋白残留的目的(在使用

W2/76

和蛋白酶
Y

处理了
H

I

B2C

溶液后!再次进行

酒精沉淀洗涤
H

I

B2C

!是为了减少所得
H

I

B2C

溶液

中的其他杂质!提高所得
H

I

B2C

质量&

本研究改良的高盐
)

低
I

J

法可较快速简单地

提取丁香
H

I

B2C

!所提取的
H

I

B2C

可用于叶绿体

基因组分子水平的后续研究&此提取方法对实验室

仪器设备要求不高!操作简便'成本低!可为木本植

物
H

I

B2C

的提取提供参考&
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