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摘!要! 为研究玻璃粉在植物核酸提取中的应用"比较了玻璃粉颗粒大小%离液盐种类及浓度%NF等条件对玻璃粉吸附
核酸的影响"得出玻璃粉吸附核酸的各种最佳条件# 结果表明"普通玻璃粉吸附核酸能力强于硅胶和硅藻土"玻璃粉颗
粒的直径以'9

*

)为佳"NF:6#时吸附效果达到最大# 提取I?>时"?*\,浓度应大于9 )7,XB"而提取E?>时"异硫氰
酸胍大于" )7,XB就能取得很好的效果"此外"在玻璃粉吸附E?>前"需要加入;#W以上的无水乙醇才能更好地吸附#

利用玻璃粉制作简易纯化柱"可用于植物组织核酸提取纯化"所提取的核酸纯度高%完整性好"可用于酶切%杂交和_\E

等实验# 与传统方法相比"采用玻璃粉简易离心柱提取植物核酸"效果好%环保%快速%经济#

关键词! 玻璃粉!纯化柱!吸附!核酸
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!!核酸提取纯化己经成为分子生物学研究的必
备工作!疾病诊断$克隆$测序$扩增$杂交和分析
等实验操作的首要步骤就是提取出完整性好$纯
度高的核酸' 植物细胞含有大量的酚类$多糖和
色素等物质!给植物组织核酸的提取纯化带来许
多困难!因此!如何简便$快速提取高质量的核酸!

一直是植物生物技术研究者关注的问题'

酚氯仿抽提法是最经典的传统纯化核酸方
法%$&

!在纯化过程中涉及多次离心操作!耗时长$

耗材多!复杂繁琐!不可避免地使用挥发性有毒化
学试剂!沉淀$烘干$溶解等步骤不易操作!由于多
次的样品转移!容易导致部分核酸的丢失!如果用



比较敏感的方法进行检测!如聚合酶链式反应
(_\E)!则有可能会出现假阴性的结果'

介质吸附法是另一种常用的纯化核酸方法!

利用该法提取的核酸具有纯度高$完整性好$操作
简单等优点!已成为大多数实验室常用的方法'

介质吸附法中最常用的介质为二氧化硅' 早在
"#世纪;#年代!人们就知道在有离液盐存在时
核酸能与硅胶可逆结合%"&

!e7/K,3OK+.等%9&直接使
用玻璃粉从琼脂糖凝胶中提取得到I?>"Y*MS7

等%:&使用玻璃粉成功提纯质粒I?>"<77)等%;&

对该方法加以改进!用二氧化硅和硅藻土为固相
吸附剂!用来提取纯化人血清或尿液中的微量病
原体基因组I?>' 利用硅介质的形式有两类!一
类是直接将颗粒状的介质放到液相中吸附核酸"

另一类是柱式的!即介质被预先装填在离心柱中'

目前已有多种商品试剂盒!将硅胶膜填充在离心
柱中!采用吸附原理纯化核酸!大大地简化了实验
步骤!所得核酸纯度很高' 生产试剂盒的成本不
高!但由于试剂盒厂家普遍对所用药品种类及浓
度等信息进行封锁!所以试剂盒产品一般价格不
低!进口试剂盒则价格更高'

针对上述核酸纯化方法的缺点!本文在前人
研究的基础上!采用回收废弃的普通玻璃磨成的
粉末制成简易纯化柱!通过实验摸索了玻璃粉吸
附核酸的最佳条件!总结出一套简单易行的提取
植物核酸的方法!具有高效$环保$经济等优点'

利用该法所提取核酸纯度高$完整性好!可用于酶
切$杂交$_\E等实验'

$M材料与方法

$&$M材料与试剂
所用的植物材料为#飞机草$烟草$甘蔗$山药

的嫩叶!种植于广西大学农学院教学科研基地'

玻璃粉为将普通玻璃放于研钵中研磨而成的
粉末'

"W\[><裂解液配制参照李荣化等%U&

#称取
\[><" /$?*\,'6$'" /!量取$ )7,XB[M+3%F\,

(NF'i#)$# )B$#6; )7,XB(I[>: )B!定溶于
$## )B去离子水中灭菌后使用'

异硫氰酸胍裂解液配制参照王爱勤等%&&

#异
硫氰酸胍$;# /溶于$V' )B\<̂ 缓冲液(:"

))7,XB柠檬酸钠$V6' )B!'69W十二烷基肌氨

酸钠$V6' )B!I(_\处理水$;'6: )B)中'

所用试剂均为分析纯!经高压灭菌后使用!提
E?>所用的药品和仪器均用I(_\处理!经高压
灭菌后使用'

$&/M方法
$6/6$M玻璃粉吸附核酸的最佳条件的研究M参
照谢云等%'&的方法提取飞机草嫩叶基因组I?>!

以及参照潘华清等%V&的方法提取飞机草嫩叶总
E?>!用于比较玻璃粉吸附核酸的最佳条件' 比
较了普通玻璃粉$硅胶和硅藻土!以及玻璃粉直
径$离液盐种类$?*\,浓度$NF$异硫氰酸胍浓度$

无水乙醇用量等对核酸吸附的影响' 纯化后的核
酸用$W琼脂糖凝胶电泳检测!再用分光光度计
测定波长为"U# .)时的吸光度!并计算核酸的浓
度' I?>浓度的计算公式为#cI

"U#

r稀释倍数r

;#!E?>浓度的计算公式为#cI

"U#

r稀释倍
数r:#'

$6/6/M简易纯化柱提取基因组I?>M

"

称取约
#69 /植物材料剪碎放到研钵中!加入$6; )B的
"W \[><裂解液!研磨'

#

取$ )B研磨液转移
到" )B的离心管中!U;t水溶9# )+.'

$

加入等
体积的饱和?*\,溶液$" ### MX)+.离心$# )+.!

取上清'

%

将上清转移至做好的简易纯化柱中!

静置" )+.!' ### MX)+.离心$ )+.!倒去收集管
内的液体!重复该步操作!直至核酸混合物全部转
移完毕'

+

加入;##

*

B&#W乙醇溶液!' ###

MX)+.离心$ )+.!倒去收集管内的液体!重复该步
" T9次'

,

' ### MX)+.离心$ )+.!以利于完全
去掉离心柱内的乙醇'

-

把离心柱移到另一干净
$6; )B离心管中!往离心柱的中间加入U#

*

B

U#t预热的双蒸水!静置" )+.!' ### MX)+.离心
$ )+.!即得纯化的核酸'

.

取纯化好的I?>"

*

B!用$W琼脂糖凝胶电泳检测'

$6/6'M简易纯化柱提取总E?>M

"

把约#6$ /

飞机草嫩叶剪碎放到研钵中!加入$ )B的异硫氰
酸胍裂解液!研磨'

#

取#6; )B研磨液转移到
$6; )B的离心管中!冰上放置; )+.'

$

加入';#

*

BI(_\处理水!混匀!$" ### MX)+.离心; )+.'

%

取上清!加入等体积的无水乙醇!混匀'

+

把混
合物转移到做好的简易纯化柱中!静置" )+.!

' ### MX)+.离心$ )+.!倒去收集管内的液体!重
复该步操作!直至核酸混合物全部转移完毕'

,

加入;##

*

B&#W乙醇溶液!' ### MX)+.离心

#U9
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$ )+.!倒去收集管内的液体!重复该步" T9 次'

-

' ### MX)+.离心$ )+.!完全去掉离心柱内的
乙醇'

.

把离心柱移到另一干净$6; )B离心管
中!加入U#

*

BI(_\处理水!静置" )+.!' ###

MX)+.离心$ )+.!$6; )B离心管中即为纯化的核
酸'

+

取纯化好的E?>"

*

B!用$W琼脂糖凝胶
电泳检测'

$6/62M核酸质量检查M将用玻璃粉简易纯化柱
提取的I?>和E?>样品分别用于=̂̂ E分子标
记%$#&实验$烟草基因组杂交检测%$$&和E[%_\E实
验%V&

!以观察应用效果'

/M结果与分析

/&$M简易纯化柱的制作
取$6; )B离心管!用尖的物品(如镊子等)

在管底穿几个小孔!然后在离心管内放入一小团
棉花!塞到管底压实!以防止上面的玻璃粉往下
漏!再往离心管内加入大约#6; /磨好的玻璃粉
末!即为简易纯化柱!盖上盖子!经高温高压灭菌
后使用' 使用时!外面套上一个去盖的"6# )B离
心管做为收集管!用于收集废液' 简易纯化柱的
示意图见图$'

图$!简易纯化柱示意图
P,B&$M[DKQ+*/M*)743+)N,KNAM+4+5*O+7. 57,A).36

/&/M不同来源的:,"

/

做成的纯化柱对![I的
吸附效果
玻璃粉$硅胶和硅藻土均含有相同的成

分...二氧化硅!我们比较了以三者制作成的简
易离心柱对核酸的吸附效果' 结果显示!纯化
I?>效果无明显差异' 用紫外分光光度计测定
cI

"U#

!发现玻璃粉吸附的I?>能力最高!浓度为
$"V6U ./X

*

B!硅胶次之(VV6U ./X

*

B)!而硅藻土
最低(V&6" ./X

*

B)!但三者之间无显著差异
(图")' 因此!玻璃粉$硅胶和硅藻土均可用于特

异性地吸附核酸进行核酸纯化!但选用回收废弃
的普通玻璃磨成的粉末!成本更低!材料更容易
获得'

图/!不同来源的̂+c

"

做成的纯化柱对I?>的
吸附效果的影响

P,B&/M(44K5O374NAM+4+5*O+7. 57,A). )*QKR-Q+44KMK.O

)*OKM+*,7. I?>R+.Q+./6

/&'M玻璃粉颗粒大小对![I吸附的影响
玻璃粉颗粒的直径是影响玻璃粉吸附核酸的

一个重要因素' 从I?>浓度变化曲线可以看出
(图9)!玻璃粉颗粒的直径对核酸的吸附能力影
响很大!核酸的吸附能力与颗粒的直径成反比!颗
粒直径小于$";

*

)($"# 目)时!其吸附I?>的
能力急剧上升!'9

*

)($'# 目)与$";

*

)($"#

目)$";#

*

)(U#目)差异极显著(;q#i#$)' 原
因为同样重量的玻璃粉!其颗粒越细!表面积就越
大!与核酸的接触面积也越大!所以吸附能力也大
大增强'

图'!玻璃粉颗粒直径对I?>吸附的影响
P,B&'M(44K5O374/,*33N7PQKMQ+*)KOKM7. I?>R+.Q+./6

/&2M离液盐种类对玻璃粉吸附![I的影响
在提取的飞机草基因组I?>中!分别加入不

同种类的离液盐溶液!使其最终浓度达到
: )7,XB!以研究离液盐种类对玻璃粉吸附I?>

的影响' 相同浓度条件下!?*=使玻璃粉吸附
I?>的能力最大!异硫氰酸胍次之!两者无显著

$U9
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差异"?*\,和?*\,c

:

的能力较弱!与?*=和异硫
氰酸胍均达到极显著差异(;q#i#$)(图:)' 由
于?*=和异硫氰酸胍的价格相对较高!且?*=容
易分解!贮藏时间过长!NF会升高!从而影响玻璃
粉对I?>的吸附能力!而异硫氰酸胍是蛋白质的
强变性剂!对人体具有较大的毒性' 因此!从高丰
度的组织或细胞中提取纯化核酸时!可以考虑使
用价格便宜$无毒$稳定的?*\,浓液促进核酸吸
附到玻璃粉上'

图2!离液盐种类对玻璃粉吸附I?>的影响
P,B&2M(44K5O374Q+44KMK.O5D*7OM7N+53*,O37. I?>

R+.Q+./O7/,*33N7PQKM6

/&0M[;H5浓度对玻璃粉吸附![I的影响
为研究盐浓度对玻璃粉吸附I?>的影响!在

提取的飞机草基因组I?>中!加入不同量的
; )7,XB?*\,溶液!使?*\,的最终浓度分别达到
$ )7,XB$" )7,XB$9 )7,XB和: )7,XB!结果表明!

随着盐溶液浓度升高时!I?>的得率上升!盐浓
度低于" )7,XB时!I?>的得率比较低!超过"

)7,XB后!I?>的得率明显增高!9 )7,XB时!I?>

的得率与" )7,XB时达到显著差异(;q#i#;)!浓
度超过9 )7,XB时!I?>的得率虽然随着盐浓度
的升高而继续升高!但不显著(图;)' 因此!为使
玻璃粉更好地吸附I?>!盐溶液浓度应采用大于
9 )7,XB的高浓度比较合适'

/&)M7T对玻璃粉吸附![I的影响
在相同盐浓度的条件下!待纯化的I?>及离

液盐混合液在NF" T'条件下!玻璃粉均能吸附
I?>!但在低NF下的吸附能力较强!NF: 时最
大!与NF U 时的I?>浓度有显著差异(;q

#i#;)!NF为'时!所得的I?>浓度极低(图U)'

图0!?*\,浓度对玻璃粉吸附I?>的影响
P,B&0M(44K5O374?*\,57.5K.OM*O+7. 7. I?>

R+.Q+./O7/,*33N7PQKM6

图)!NF对玻璃粉吸附I?>的影响
P,B&)M(44K5O374Q+44KMK.ONF7. I?>R+.Q+./

O7/,*33N7PQKM6

由于在较低的NF下!核酸易变性降解!所以在实
际应用中!采用NF: 条件可使玻璃粉吸附I?>

的能力达到最大值'

/&VM胍盐浓度对玻璃粉末吸附C[I的影响
E?>与I?>同为核酸!理化性质比较相似!

都在高盐低NF的条件下能被玻璃粉特异吸附!

但不同的盐浓度对玻璃粉吸附E?>的影响与
I?>相似但稍有不同' 以异硫氰酸胍作为离液
盐!浓度为$ )7,XB时!E?>浓度较低' 随着浓度
的上升吸附)E?>浓度上升!大于" )7,XB时!所
得E?>浓度无显著差异(图&)' 因此!异硫氰酸
胍" )7,XB时就能取得很好的效果'

/&XM乙醇用量对玻璃粉吸附C[I的影响
在待纯化的E?>及离液盐混合液中加入无

水乙醇!其用量对玻璃粉吸附E?>的影响很大
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图V!异硫氰酸胍浓度对玻璃粉末吸附E?>的影响
P,B&VM(44K5O374/A*.+Q+.KOD+75-*.*OK57.5K.OM*O+7. 7.

E?>R+.Q+./O7/,*33N7PQKM6

(图')!无无水乙醇时!所得E?>的浓度极低!仅
为:;6# ./X

*

B"9969W乙醇(无水乙醇用量为混
合液体积的#6;倍)时!E?>的浓度为$UV6" ./X

*

B!

与无无水乙醇时差异极显著(;q#6#$)";#W时
(无水乙醇用量为混合液体积的$倍)!玻璃粉吸
附E?>的能力达到最大值!与9969W时差异极
显著(;q#6#$)!但超过;#W时!E?>浓度则略
有下降' 因此!为使E?>的得率最高!乙醇的用
量应以;#W时比较合适'

/&(M利用简易纯化柱提取不同植物基因组![I

的质量检验
为检验用玻璃粉制作的简易纯化柱提取植物

图X!乙醇用量对玻璃粉末吸附E?>的影响
P,B&XM(44K5O374*.D-QM7A3KOD*.7,7. E?>R+.Q+./

O7/,*33N7PQKM6

基因组I?>的可行性!我们分别用简易纯化柱提
取飞机草(U-B&2(%#-C(?(%&2-C)$烟草(<#0(2#&+&

2&$&0-C)$甘蔗( =&007&%-C)$淮山(A#(,0(%5& (BO

B(,#2&)等:种植物叶片的基因组I?>!$W琼脂糖
凝胶电泳结果显示!用简易纯化柱能够成功提取
这几种植物的基因组I?>!且I?>的浓度!纯度
和完整度均较高(图V)'

为进一步验证用简易纯化柱提取的I?>对
后续实验是否有影响!我们分别用甘蔗的I?>进
行=̂̂ E分子标记以及用烟草的I?>进行酶切!

并进行̂7AODKM. 杂交验证' : 个甘蔗品种I?>

经'条=̂̂ E引物扩增后!用简易纯化柱提取的甘
蔗I?>均能扩增出多态性条带(图$#)'

图(!利用简易纯化柱提取不同植物的基因组I?>

P,B&(MI?>74Q+44KMK.ON,*.O3PKMKNAM+4+KQ R-3+)N,KNAM+4+5*O+7. 57,A).36

>6U-B&2(%#-C(?(%&2-C" <6<#0(2#&+& 2&$&0-C" \6=&007&%-C" I6A#(,0(%5& (BB(,#2&

图$%!甘蔗=̂̂ E指纹图谱
P,B&$%M[DK=̂̂ E4+./KMNM+.ON*OOKM. 74=&007&%-C6

!!在̂7AODKM.杂交实验中!提取转基因的烟草
基因组I?>!用(57E

/

内切酶进行酶切过夜!酶
切产物用$W琼脂糖凝胶电泳进行分离!所有的
泳道的条带均呈弥散状态(图$$>)!说明提取的
I?>完全被内切酶酶切' 将酶切产物转移并固
定到带正电荷的尼龙膜上!用标记有地高辛的探
针进行杂交!可以检测到杂交信号(图$$<)!说明
简易纯化柱提取的I?>样品对后续实验无影响'
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图$$!转基因烟草基因组I?>酶切#>$及
^7AODKM.杂交检测#<$

P,B&$$M[DKQ+/K3O+7. NM7QA5O74/K.7)KI?>74

OM*.3/K.+5<#0(2#&+& 2&$&0- #>$ *.Q ODKMK3A,O74

37AODKM. D-RM+Q+h*O+7. #<$6

/&$%M利用简易纯化柱提取植物总C[I的CQ1

EHC检验
用简易纯化柱提取飞机草嫩叶的总E?>!用

$W琼脂糖凝胶电泳分离后(图$">)!发现提取
的总E?>有清晰的"'^和$'^条带!且它们的亮
度比大约为"v$!在泳道内未发现蛋白质及I?>

等杂质!没有拖带!说明提取的E?>的完整度较
好!质量高' 将E?>反转录成单链5I?>后进行
_\E扩增!可以扩增出一条与预计相符的
$ ### RN左右的特异条带(图$"<)!说明简易纯
化柱提取的E?>可用于后续E[%_\E实验'

图$/!飞机草嫩叶总E?>#>$及E[%_\E#<$结果
P,B&$/M$W */*M73K/K,K,K5OM7ND7MK3+374O7O*,E?>#>$

K0OM*5OKQ 4M7)U-B&2(%#-+C(?(%&2-C*.Q

E[%_\ENM7QA5O#<$6

'M讨论

利用二氧化硅颗粒!可以直接从液相中吸附

纯化核酸!如从琼脂糖凝胶中回收I?>

%$"&

$提取
质粒I?>

%$9&等' 但一些植物组织细胞中含有大
量的色素分子!如叶绿素等!如果用二氧硅颗粒直
接在这些组织细胞的裂解混合物中吸附核酸!则
会有大量的色素分子随着二氧化硅颗粒一起沉
淀!很难去除!不适合直接从含色素多的液相中吸
附纯化核酸' 但把玻璃粉做成简易纯化柱用于提
取纯化核酸时!可以用&#W T'#W乙醇将色素洗
脱!从而可直接用于提取纯化植物组织中的核酸!

特别是绿色组织'

简易纯化柱的主要作用是能够代替传统的
酚$氯仿等有机溶剂来抽提纯化核酸!能有效去除
氯仿$酚等挥发性有毒物质的污染!而且操作步骤
简单!操作时间可以从原来用酚氯仿抽提的几个
小时缩短到"# )+.以内!所用药品和材料均为实
验室常用物品!可以自制!比商品试剂盒便宜' 简
易纯化柱将可以广泛地用于核酸的提取和纯化实
验!如基因组I?>的提取$总E?>的提取$质粒
I?>的提取以及_\E产物纯化$琼脂糖凝胶回收
等' 无论用什么方法获得待纯化的核酸混合液
(如提I?>时用\[><或̂Î 裂解后的上清液$

提E?>时用异硫氰酸胍或\[><裂解后的上清
液$提取细胞的质粒时用碱裂解后的上清液$琼脂
糖凝胶溶胶后的混合液等)!只要往混合液内加
入适当浓度的离液盐!调整适当的NF!便能使玻
璃粉吸附核酸!从而纯化核酸'

大量实验证明!玻璃粉颗粒在有高浓度的离
液盐存在时!能够特异性地吸附核酸' 离液盐的
种类很多!常见的有异硫氰酸胍$盐酸胍$碘化钠$

高氯酸钠$氯化钠等!但它们对促进二氧化硅吸附
核酸的能力不同' 碘化钠促进吸附的能力非常
强!早期有人用其促进核酸吸附%9!$"&

!但由于碘化
钠化学性质不稳定!不耐贮存!容易分解!近年来
逐渐被其他药品所代替' 胍盐(异硫氰酸胍或盐
酸胍)是一种蛋白质的强变性剂!它能够抑制核
酸酶对核酸的水解作用!并且对促进二氧化硅吸
附核酸的能力也很强!很多实验方案均采用胍盐
来促进核酸的吸附%$: T$&&

!但由于其对人体具有极
强的毒性!使用时应该注意安全' 本文结果表明!

高氯酸钠和氯化钠也具有促进二氧化硅吸附核酸
的能力!虽然它们的促进能力比碘化钠和异硫氰
酸胍弱!但在提取植物组织中的核酸时!仍能满足
后续实验的需要!且氯化钠具有稳定$无毒$便宜
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等优点!可以考虑用氯化钠代替其他药品来促进
二氧化硅吸附核酸'

玻璃粉在高盐低NF条件下!能够特异性地
吸附核酸%$&

! 但其最适合的吸附条件未见有报
道' 现有报道大多采用大于: )7,XB的高盐浓度
促进吸附!而我们的实验表明!盐浓度在大于或等
于9 )7,XB时已能很好地促进I?>的吸附!而
E?>吸附所需的最适盐浓度则比I?>的稍低'

不同NF对玻璃粉吸附核酸的影响显著!NF:最
合适' 在提取植物总E?>时!用玻璃粉吸附
E?>前!如果不加入无水乙醇!则E?>的得率很
低或者没有!而加入;#W以上无水乙醇时!E?>

得率大大增加!提取基因组I?>时!则不需加入
无水乙醇'
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