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摘 要 : 报导了一种简单
、

高效提取食用菌总 DNA 的方法
.

该法在 Y日ot n 的提取方法基础上

做了一些改良和简化处理
,

使本方法具有获得的总 DN A 相对分子质量大
、

得率高
、

质 t 好
、

操作简单迅速等一系列优点
,

为以后进一步开展食用菌的分子生物学研究提供了一种有力的

研究手段
.
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提取总 DN A 是进行食用菌分子生物学方面研究的一项基本技术
.

由于关于食用菌的

分子生物学研究目前才刚刚起步
,

所 以关于提取食用菌总 DN A 的方法很少见
.

而关于丝

状真菌分子生物学的研究已有 20 多年的历史
,

故有多种提取丝状真菌 (例如黑曲霉 ) 总

DN A 的方案 已被提出
.

其中 eY lotn 的方法川是在丝状真菌总 DNA 的提取中使用得很普遍

的一种方法
,

我们以该方法为基础
,

参照 了 (分子克隆 ) 中提取生物材料总 DN A 的方

法 z[]
,

加上我们自己在实验中的一些心得和体会
,

并考虑到食用菌与低等丝状真菌在材料

本身方面的不同之处
,

对 Y e lotn 的提取方法做了一些改良和简化处理
,

从而建立了一种简

单快速
、

高效的食用菌总 DN A 的提取方法
.

本研究为以后进一步开展食厂有的分子生物

学研究提供了一种有力的研究手段
.

1 材料和方法

1
.

1 材 料

提取液为 5 0

~
F L irT

s 一H C I ( pH 8
.

0 )
,

500 mlOn
F L N a CI

,

100 mlOn
F L ED TA ; 尸为

10 % sD S ; 5

~
l/ 毛 Nac ;l 苯酚 / 抓仿 (体积 比为 1 : 1 ) ; 异丙醇 ; 甲 =

70 % 乙 醇 ;
TE 缓冲

液 ( pH 8
.

0
,

含 20 Ij岁mL 无 DNA 酶的 RN A 酶 )
.

l
,

2 方 法

① 用无菌纱布过滤经液体摇瓶培养的食用菌菌丝体
,

所得菌丝体用无菌蒸馏水洗涤

几次
,

以除去菌丝表面所粘附的培养液
.

用干燥的无菌纱布包裹湿菌丝并充分挤出其中的

,
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水分
.

② 取挤出水分的菌丝 1一 2 9
,

放在研钵中并加人液氮研磨成粉末后
,

迅速悬浮于盛

有 10 礼提取液的 50 毗离心管中
,

轻微振荡至溶液中无团块存在
.

③ 加人 。
.

5 mL p 为 10 % SsD
,

充分混匀后
,

在 65 ℃水浴中保温 15 n
血

,

并间或振荡

一下
.

④ 加人等体积的苯酚 / 抓仿 (体积 比为 1 : 1 )
,

混匀后
,

于 4 ℃下 5 0以) r/ 而
n
离心 or

】l ll n
。

⑤ 取上清液
,

重复步骤 4 至无肉眼可见的蛋白质界面
.

⑥ 取上清液
,

加人 0
.

5 mL S 伽F l 的 Nac l
,

然后加人 0
.

6 倍体积放于
一
20 ℃ 预冷的

异丙醇
,

混匀后于冰浴中静置 30 njI n
.

⑦ 4 ℃下
,

5 仪X) r/ 而 n 离心 10 I n il l ,

小心除去上清液
.

⑧ 用 70 % 的乙醇洗涤沉淀
,

然后于 5 戊心 r/ n云n
离心 10 而 n ,

小心除去上清液
.

⑨ 沉淀的 DN A在超净台中风吹干燥 巧 面 n ,

然后用 100 匹含 20 尸岁mL 无 DN A酶的

RNA 酶的兀缓冲液溶解并混匀 DN A
,

贮存于
一
20 ℃备用

.

2 结果和讨论

实验表明
,

应用本方法可以在 2 一 3 h 内从 1 9挤干水分的食用菌材料中得到 2的
一 6汉〕

滩 总 DNA
.

与同类的丝状真菌提取总 DN A 的方法相比
,

达到了快速高效的要求
.

本方法所提 DN A 质量很好
,

完全可 以满足分子生物学实验的要求
.

另外本方法由于

操作步骤较少
,

所用试剂也较少
,

故所提 DN A 在进行 PCR
、

豁 u ht e m 等分子生物学方面的

分子鉴定实验时不易引起交叉感染
,

完全能够满足这些操作的需要
,

本方法的改良之处主要有
:

( l) 改良了 Ye l to n
方法 中 DN A 提取液 的成份

.

Ye lton 方法中提取液的成份为
:

50

~ 司少L E J A[ (声 8
.

5)
,

0
.

2 % N aD oe 玛氏 (含微量氧二 甲酸二乙醋 )
,

我们所用的提取液

成分为
:

50 lnnI
o F L T” s 一 HCI (声 8

.

0)
,

500 nnI O1 F L N aC I
,

100 ~
F L E ly l

l

A
,

根据比较
,

我们所用的提取液抽提 DNA 的效果要强于 eY h on 方法 中的 DN A 提取液
.

( 2 ) 增加 了苯酚 / 氯仿 (体积 比为 l :
l) 处理 的步骤

,

减少 了 DNA 中蛋 白质的含量
,

提高了所提 DN A 的纯度和质量
.

( 3 ) 将 eY l t o n
方法中所用的 DN A 助沉剂 KA C 改为 NaC I

.

因为本方法中使用 了 SDS
,

而据 (分子克隆 ) 记载
,

含有 SD S 的 DNA 样品应使用 Na CI 沉淀
,

这样 SDS 可溶于 70 % 的

乙醇而除去 a1[
.

( 4 ) 降低了 Y e lotn 方法中 DNA 的离心速率
.

在 Y e lotn 方法中 DN A 的离心速率常常在

12 (X】) g 以上
,

而我们在实验中发现
,

高速离心不仅会使 D NA 易于断裂
,

以至得不到高分

子量的 DN A
,

而且有时会使 DN A 沉淀缠绕过紧而难以溶于 TE 中
,

故本方法 中我们采用了

5 X( 幻 材m in 的转速
.

( 5) 此外
,

本方法只采用去污剂 SD S来去除菌体中的蛋白质和多糖
,

而未使用在真菌

和植物材料总 DN A 提取中常用的去污 剂 口队B (十六烷基三 甲基澳化按 )
,

是因为用 SD S

处理较 C孙田 处理更为温和
,

避免了对核酸的过度切割
,

因而可提取出高分子量的总 D NA

用于基因组文库构建等实验
.
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