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摘 要:简单、高效的抽提 DNA 是进行分子生物学研究的基础。选取兰种不同海藻纲中的条斑紫菜、条浒苔、

钝顶螺旋藻为材料，通过采用改良的 CTAB 法、LiCl 法及试剂盒法抽提基因组 DNA 并进行比较，以找出适用

于各种藻类 DNA 提取的快速有效方法。结果表明适当提高裂解液与样品比能有效降低材料中多糖与蛋白

质、盼类等杂质，提高 DNA 纯度和得率。经过修改后，三种方法都能有效抽提 DNA，其中试剂盒法省时，所得

到的 DNA 纯度最高，但得率较低且成本高。 CTAB 法与 LiCl 法也均能得到高质量的 DNA ，但 LiCl 法相对而言

更简捷有效。此外，抽提前的材料预处理对 DNA 质量有明显影响。
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Studies on efficient methods of algae DNA isolation 
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Abstract: Simple and high efficiency methods for DNA preparation were the base for the algae molecular 

genetic research. To look for rapid and efficient methods to isolate DNA , three algae (Porphyra yezoensis , 

Enteromorphα clathratαand Spirulinα platensis) were as materials to extract DNA by three preparation methods , 

improved CTAB method , LiCI method and extraction ki t. These results indicated that the more extraction 

buffer was valid to remove impurities such as proteins and polysaccharides , and increased the yield and purity 

of DNA. Three methods have been improved and are all potent for genomic DNA extraction. Using the 

isolation kit was the most rapid method and the DNA purity was high , but expensive with low DNA yield. The 

improved CTAB method and the LiCI method were inexpensive and efficient methods for total genomic DNA 

isolation from 3 algal species , but the latter was more rapid and simple. Furthermore , the pretreatment of 

material also affected the quality of DNA. 
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DNA 是分子生物学研究的基本材料，高效的抽提制备方法是开展基因工程研究的基础。众所周
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知，藻类的形态各异，不同的藻类具有极强的特异性。单一机械的 DNA 提取方法不足以满足需要，另外

藻体中大量的多糖、蛋白质、多酣等物质将 DNA 包埋而难以去除，这也给抽提 DNA 带来了二定难度。

我们选取条斑紫菜 ( Porphyrα yezoens川、条浒苔 ( Enteromorphα clαthrαtα) 、钝顶螺旋藻 ( Spirulina 

platensis) 三种分属不同门类的海藻，参考韩峰等[!J 提出的海藻核酸提取的难点及对策，分别采用改良的

CTAB 法、 LiCl 法和普通的基因组 DNA 提取试剂盒对这三种海藻进行 DNA 抽提。并对得到的 DNA 进

行 PCR 扩增，以探索简单、快速、低成本的高效抽提各种藻类 DNA 的抽提方法。

1 材料与方法

1. 1 材料

螺旋藻加人 Zarrouk 培养基[2J ,28 -30 "c ,3 000 LUX[3 J 光照培养箱中生长至 ODS60 = 0.8 ，用筛绢过

滤收集，蒸馆水清洗 2 -3 次，挤去水备用。条斑紫菜丝状体在天然海水加 MES 培养基[2J 中 20 "c左右

通气培养，随时取用。条斑紫菜、条浒苔、钝顶螺旋藻藻种均由上海水产大学生命与科学技术学院藻种

保存中心提供。

1. 2 总 DNA 的提取

1. 2.1 试剂盒法

采用 V-gene(爱思进生物技术有限公司杭州、1) 的 DNA 小量提取试剂盒，具体的操作参照试剂盒说

明书。

1. 2.2 CTAB 法

参考常规方法，并根据李晋楠等[4J 的方法进行修改 :200 mg 材料，液氮研磨后加入 1 mL 预热 CTAB

提取液(100 mmol/L Tris-Hcl , 100 mmol/L EDTA , 1. 4 mol/L NaCl ,2% CTAB) ，使用前加人 2% 萨琉基乙

醇，65 "c水浴 1 h ，其间每隔 5 min 振荡混匀。加人等体积的苯酣-氯仿-异戊醇 (25: 24 :1 )提合振荡
20 mi叽 10 000 甲m 离心 10 min ，取上清，加入 0.35 倍体积的无水乙醇和 0.2 体积的 5 mol/L 的 KAc 混

匀，离心后取上清加人半体积异丙醇， - 20 "c冷冻 30 min , 10 000 甲m 离心 10 min ，吹干后加人

400μLmol/L NaCl 和1. 5μL RNase ,37 "c水浴 30 min 消解 RNA。将 5 个离心管中的溶液收集合并，加

人预冷的无水乙醇沉淀， - 20 "c静置超过 10 min 后离心，沉淀用 70%酒精洗涤，晾干后溶于 200μLTE

中。

1. 2. 3 LiCl j去

参照 Hong 等[们的方法， 200 mg 材料，液氮研磨后加人 1 r此预热 LiCl 提取液 (0.8 moνL LiCl , 

0.6% SDS , 10 mmol/L EDTA) ，处理方法改为 55 "c水浴 15 min ，其它纯化处理与 CTAB 法相同。

螺旋藻属于单细胞藻类，不需液氮破碎组织，操作流程稍作修改，未经液氮研磨，直接加人抽提溶液

进行研磨，其他方法同上面所述。

1. 3 检测方法

1. 3.1 总 DNA 质量鉴定

取 5μL DNA 原液经含澳化乙链(EB) 的 1%琼脂糖凝胶电泳，以 Hindffi酶切的 λDNA 作为分子量

标记，检测其分子量的大小。电泳缓冲液为 1 x TAE( 40 mmol/L Tr世Ac.l mmol/EDTA) ， Tanon 凝胶自

动成像系统拍照。采用 DU640 ( BECKMAN) 紫外分光光度计检测 OD260/0D280 比值，得到三种方法的

DNA 的纯度并检测浓度，以计算得率。

1. 3.2 PCR 扩增检测

采用两对 RAPD 引物进行 PCR 扩增，25μL 体系，将 DNA 原液稀释 50 倍，取 lμL 作为模板， PCR

反应条件为 94 "C 3 min 后，94 "c 30 s , 36 "c 30 s , 72 "c 30 s , 35 个循环。 72 "C延伸 5 mino 产物取 10μL

在 1%琼脂糖凝胶电泳后检测。
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2 结果和分析

2.1 DNA 产物的浓度、纯度和得率

三种方法提取的 DNA 紫外分光检测的结果见表 1 ，由于材料的含水量及核酸含量有区别，因此得

率有一定误差。为了尽可能准确，分别对这些材料通过过滤和离心进行脱水。通过测定结果可以看出，

三种方法中试剂盒法得到的 DNA 纯度最高，但得率较低， LiCl 法与 CTAB 法纯度相差不大，但 LiCl 法的

得率较高。从三种藻类提取结果来看，用 LiCl 法提取的 DNA 得率在 50μglg 到 75μglg 之间，高于

CTAB 法的 30μglg 到 43 罔/g 的得率，在抽提效率上要高于 CTAB 法。

表 1 三种 DNA 提取方法的结果比较

Tab. 1 The results of three DNA extraction methods 

条斑紫菜 P. yezoensis 条浒苔 E. clathratα 螺旋藻 S. platensis 

纯度
浓度 得率

纯度
(ODz回/ (OD2回/
OD280 ) 

(μ吕/mL) (μ吕/g)
OD280 ) 

Kit 法 1. 84 89 17.8 1. 88 

CTAB 法 1. 39 203 40.6 1. 79 

LiCl 法 1. 33 248 49.6 1. 68 

2.2 基因组 DNA 的电泳结果

从总 DNA 电泳结果来看，试剂盒所得到的 DNA

条带亮度较弱，但点样孔元残留，条带整齐，元拖尾。

说明含量较少但纯度较高。 LiCl 法所得 DNA 电泳

条带比 CTAB 法所得条带亮，说明 DNA 浓度高。这

与紫外分光光度计测定的结果吻合。

2.3 PCR 扩增结果

本实验采用 RAPD 引物来了解基因组 DNA 是

浓度 得率
纯度

浓度 得率(OD2曲/
(μglmL) ( f.Lglg) 

OD280 ) 
(μ吕/mL) (μ吕/g)

67 14.4 1. 8 101 21. 2 

149 29.8 1. 63 213 42.6 

282 56.4 1. 75 375 75.0 
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图 l 三种藻类不同方法提取物的电泳结果

Fig. 1 The electrophoresis map of extractions using 

different methosds from three algaes 

否适合进行 PCR o 随机采用两个 RAPD 引物，退火 1 - 3 条斑紫菜 ;4 -6 条浒苔 ;7 -9 钝顶螺旋藻 ;1 ， 4 ， 7. CTAB 

温度经优化，在 39 oC 的退火温度下进行 PCR 扩增法 ;2 ， 5 ， 8. LiCl 法 ;3 ， 6 ， 9 试剂盒法 ;M.λDNA 经 HindIII 酶切后
产生的 DNA 标记。

(具体见材料与方法) ，其电泳结果见图 2 ，结果表明

除少数样品外均能有效进行扩增，且条带清晰。

3 讨论

本文所选三种海藻分属于红藻门、绿藻门和蓝

藻门三个不同门类，并在其中具有一定的代表性。

前人曾对其中某些门类的 DNA 抽提进行过研究:郭

宝大等[6] 用 SDS-蛋白酶 K 裂解细胞提取条斑紫菜

~，，__ ___ :_.[I.IWJI.qll.....rôllrllI:l 

盯亘古立]]噎矗-==
图2 三种方法提取海藻基因组 DNA 的 PCR 扩增电泳图

总 DNA ， Hu 等 [7] 采用 SDS 裂解法提取条斑紫菜等 Fig. 2 The PCR p时ile with 山ee algae genome 

十五种红藻的 DNA。茅云翔等[8J 使用了改进的 DNAs by three methods 

CTAB 法及琼脂糖包埋法制备了大分子量的螺旋藻 1 -9 采用 OPAAI 寻|物， 10 - 18 采用 OPAA 2 iJ l 物。 1 - 3 和
10 - 13 条斑紫菜 ;4 -6 和 13 -15. 条浒苔 ;7 - 9 和 16 - 18 钝

DNA。藻体的形态和不同的特性对 DNA 的抽提效顶螺旋藻。 1 ， 4 ， 7 ， 10 ， 13 ， 16. CTAB 法; 2 ,5 ,8 , 11 , 14 ,17. LiCl 

果有较大影响。成熟的条斑紫菜叶状体组织中的法;3 ， 6 ， 9 ， 12 ， 15 ， 18 试剂盒法。
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DNA 含量不高山，且细胞壁较厚，多糖多酣等杂质成分含量很高，因此我们选择了紫菜丝状体作为材
料，王勇等[ 10] 也证明丝状体紫菜 DNA 提取效果要好于叶状体。条浒苔为中空管状结构，因此藻体含水

量大，冷冻研磨易结块，且多糖和蛋白含量偏高，给提取带来了一定难度。钝顶螺旋藻属于蓝藻门，是一

种原核丝状微藻，外被胶质鞠，可耐受高浓度溶菌酶、冻融裂解、煮沸裂解等处理;同时有非常高的核酸

酶活性，易使 DNA 降解[ll]O 另外，由于螺旋藻在碱性高盐环境下生长，在需要用纯水多次洗涤藻体以

消除残余培养液的影响。除了根据材料的自身特征改变抽提方法外，在提取过程中共同的难题是多糖

的去除。前人为分离抽提产物中的多糖污染，利用琼脂糖电泳，切下 DNA 部分再将胶回收[叫，但这也

使 DNA 更易降解。藻中多糖的主要成分是硫基多糖和竣基多糖等，它们的密度与核酸相似，很容易与

DNA 共沉淀，教性很高，这些多糖污染还会抑制连接酶、DNA 聚合酶等酶的活性问 o 在其他植物的
DNA 提取中，CTAB 及 LiCl 裂解液被证明能有效去除多糖，并在此基础上发展了简易的 DNA 提取方

法[l4]O 与植物 DNA 提取方法相比，在本实验中，发现藻类需要更高的裂解液与材料体积重量比才能充

分去除多糖等污染(数据未列出)。

目前→些传统生物技术已广泛应用于藻类研究，但应用分子生物学技术有目的地深人研究则是近

些年才得以开展[ 15] 。基因组 DNA 的提取技术是分子生物学研究中的基本技术， DNA 样品的质量对于

实验的成败至关重要。传统的 CTAB 法虽然在植物中发展的较为成熟，但在海藻 DNA 提取的过程中但

还有很多问题存在，罗立明等[ 16] 指出，藻类富含蛋白多糖等物质，这些杂质降低了 DNA 的质量，导致实

验需要反复多次抽提，降低了提取效率。裂解与破碎细胞壁，使 DNA 透出是抽提中必需解决的问

题[l7]O 在已报道的藻类提取方法中，很多都采用海螺酶、蛋白酶 K 等进行消化，以解决液氮破碎细胞后

裂解物却稠、DNA 得率低且有严重的多糖污染等难题[叫，但这元疑使实验过程更加复杂耗时，成本相

应增加。因此本实验中为了提高 DNA 抽提效率，分别采用改进的植物 CTAB 法和 LiCl 法，发现能明显

改善 DNA 的抽提流程和质量。为了进一步提高得率，在 CTAB 及 LiCl 法后续的纯化中采用了醋酸押和

低浓度乙醇结合去除多糖杂质的方法。三种方法都可在材料较少的情况下进行抽提，所得 DNA 的抽提

效率有一定的差别。除试剂盒外，两种方法纯度的差别并不十分明显。 LiCl 法提取的 DNA 得率在

50μglg到 75μglg 之间，高于 CTAB 法的 29μglg 到 43μglg 鲜重的得率。从 DNA 电泳的结果来看，发

现 CTAB 及 LiCl 法虽都得到了完整的基因组 DNA，可同试剂盒方法相比仍有杂质存在，点样孔明显的

荧光存在，两种方法得到的 DNA 纯度相差不大。但总体而言 LiCl 法相对较好，成本低廉，得率较其他

方法有明显的优势，且抽提所需时间比 CTAB 法短。缩短抽提时间也有利于保持基因组 DNA 的完整

性，提高了实验的效率。

从 PCR 结果来看，使用 RAPD 引物都得到了扩增结果，但是电泳结果显示出部分差异，说明不同抽

提方法所残留的杂质对 PCR 扩增有影响。两个引物扩增中，不同海藻的 LiCl 法的抽提的 DNA 的 PCR

扩增都进行得十分充分，暗示该方法抽提 DNA 后残留的杂质对后续的分子生物学研究影响最小。如果

能够利用 DNA 纯化试剂盒对抽提的 DNA 进行进一步的纯化，将明显提高 DNA 质量，并能应用于各种

分子生物学操作。因此， LiCl 法和 CTAB 法均可作为简单高效的 DNA 提取方法，适用于多种海藻，其操

作简便易行，成本较低，是较为理想的方法。
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