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富含多糖葡萄风信子花瓣总RV<提取方法研究"

郭翠英!王跃进!刘雅丽"!贺明阳

!西北农林科技大学园艺学院"陕西杨凌!#$!$""#

摘!要!在普通?+2_法与0]0法提取a62的基础上"从去除多糖和]62污染两个方面进行优化"筛选出

适于富含多糖类葡萄风信子花瓣a62提 取 的 方 法"经 检 测 b]!%"$!)"值 在$1)!!1"之 间"电 泳!)0条 带 和

$)0Ia62条带都很清亮"比值约$1(%对改进的?+2_法提取的总a62进行a+3V?a能扩增出所需目的条

带%有效去除多糖类物质污染对于富含多糖类花瓣组织a62提取很重要%

关键词!葡萄风信子&多糖&改良?+2_法&改良0]0法&总a62提取
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!!葡萄风信子为百合科多年生球根花卉"花瓣

为天蓝色"从其花瓣中提取纯度高(完整性好的总

a62是 后 续a+3V?a(6FIJ;=I9杂 交(<]62文

库构建等分子生物学研究的基础%各种植物因其

自身的特点"总a62的 提 取 方 法 也 有 一 定 的 差

异%普通的?+2_法和0]0法提取葡萄风信子

a62"D8?G沉 淀 后 亦 会 有 不 溶 性 的 多 糖 物 质 存

在%本研究主要是在这两种方法的基础上"围绕

去除多糖和]62污染两方面进行了步骤方法优

化"为深入开展相关研究奠定基础"并为提取其他

富含多糖类植物a62提供借鉴%

$!材料与方法

>1>!材料

材料为葡萄风信子花蕾期"开花初期"开花盛

期花瓣的混样"从正在生长的植株上剪下立即转

入液氮"W)"-冰箱冻存%

>1?!方法

$1!1$!普通的?+2_法!未加特异的除多糖步

骤"具体步骤参照文献)$*%

$1!1!!普通0]0法!具体步骤参照文献)!*%

$1!1&!优化 的?+2_法!具 体 步 骤’第 一 次 氯
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仿m异 戊 醇 抽 提 后!取 上 清 加 入$"$"体 积(
RFG"Df2?#E4’1)$!$"$"体积的无水乙醇!等

体积的氯仿m异戊醇#!’m$$混匀!’-!$!"""I"

R89离心$(R89%取上清!可重复 此 步 骤%移 上

清至新离心管!加入$"&体积的预冷D8?G!W!"-
冰浴!!&;%’-!$!"""I"R89!离心$(R89!弃
上清!用#(.乙 醇 洗 涤 沉 淀 两 次!室 温 干 燥%沉

淀溶 于$""&D]5V?水 中!再 加 入$""&D经

%(-水浴$"R89的V05IBNFG#天泽基因 的 除 多

糖试剂$%振 荡 器 上 充 分 振 荡$R89%加 入$""

&D氯仿m异戊醇#!’m$$!振荡器上 充 分 振 荡$
R89%’-!$!"""I"R89状态下!离心(R89!移上

清至新离心管!加入$"$"体 积 的&RFG"D6B2?
#E4(1!$!!倍体积的无水乙醇沉淀%’-!$!"""
I"R89状态下!离心$"R89!收集沉淀!用#(.乙

醇洗涤两 次!室 温 干 燥%沉 淀 溶 于&"&D]5V?
水中%

$1!1’!优化的0]0法!具体步骤&第一次氯仿&
异戊醇抽提后!取上清至离心管!加入$"&体积的

(RFG"Df2?#E4’1)$!充 分 震 荡 混 匀!冰 浴$"
R89%$!"""I"R89离心$(R89!弃沉淀%氯仿m
异戊醇#!’m$$再抽提一次%之后步骤与优化后

的?+2_法相同%

>BD!总RV<中7V<的去除

总a62中]62的去除参照VIFR=>B公司

a6BN=HI==的]6BN=A使用说明略有改动!具体

为&建立$!"&D的酶解体系#&&>总a62!%&D
的aZBN=!$"&D的$"gTKHH=I!’&D的 a6BN89
用]5V?水 补 齐 至$!"&D$!混 匀!&#-水 浴!"
R89’水饱和酚m氯仿m异戊醇#!(m!’m$$和氯

仿m异戊醇#!’m$$各抽提一次!移上清至离心管

加$"$"体积&RFG(D6B2?#E4(1!$和!1(倍

体积无 水 乙 醇!W!"-放 置!;’’-!$!"""I"

R89离心$(R89!弃上清液!#(. 乙醇清洗沉淀!
次!室 温 下 干 燥’沉 淀 溶 于&"&D]5V?水 中!

W’"-冻存%

>BK!总RV<的检测

$1’1$!琼脂糖凝胶电泳法!取(&D总a62溶

液在$1".琼 脂 糖 凝 胶 上 电 泳 后!5_染 色!紫 外

灯下观察照相%

$1’1!!测 b]值!参 照 奥 斯 伯 等 的 方 法!取 经

]62酶 解 的 总 a62 溶 液!&D!采 用_=<SRB9
公司的]L)""型紫外分光光度仪测在!%"9R和

!)"9R处的光吸收值%

$1’1&!反 转 录 及V?a扩 增!反 转 录 反 应 参 照

YYDe反转录酶#VIFR=>B!Y$#"$$使用说明进

行%V?a扩增引物根据,=9=TB9S上登录的目的

基因的保守区设计%

VI8R=I* (P2+??,??22,+,,+?,+?,
??+?&P

VI8R=Ia (P?+?,???,2+,,???2+2+
,++,2?&P

反应程序为&/’-预变性(R89!/’-变 性$
R89!%"-退 火$R89!#!-延 伸$R89!&(个 循

环!#!-延伸$"R89%’-保存%

$1普通的?+2_法!?FRRF9?+2_R=J;FC’

!1普通的0]0法!?FRRF90]0R=J;FC

图>!普通J!<N法和H7H法提取总RV<电泳结果

@4AB>!R#;/2’(%’(’.2RV<40’#A-4’6/;40A&(++(0

J!<N+#’"(:.0:H7H+#’"(:

$!!优化的?+2_法!YFC8H8=C?+2_R=J;FC’

&!’优化的0]0法!YFC8H8=C0]0R=J;FC

图?!优化的J!<N法和H7H法提取总RV<电泳结果

@4AB?!R#;/2’(%’(’.2RV<40’#A-4’6/;40A+(:4%4#:

J!<N+#’"(:.0:H7H+#’"(:

!!结果与分析

?B>!总RV<的电泳检测

普通 的 未 加 除 多 糖 的 提 取 a62 的 方 法 用

]5V?水溶 解 时 会 发 现 有 不 容 性 的 黏 性 物 质 存
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在!电泳加样时有飘样现象!经$1". 的琼脂糖凝

胶电泳!5J_I染 色!紫 外 光 检 测 结 果 显 示 电 泳 结

果见图$!点样孔不清亮!且提取的a62条带不

够整齐!呈现弥散状"
优化 的 ?+2_法 和 优 化 的 0]0法 提 取 的

a62电泳结果见图!!图!中!为在普通?+2_
法基础上仅加了$#$"体积f2?$(RFG#D%和$#

$"体积无水乙醇除多糖的电泳图片!&为在普通

0]0法基础上加了$#&体积的f2?$(RFG#D%除
多糖的电泳图片"!&&电泳条带有拖尾"$&’为

优化的?+2_法和0]0法$加了除多糖试剂%提

取的a62电泳图片"条带很清晰!!)0亮度基本

是$)0的 两 倍!说 明 优 化 的 ?+2_法 和 优 化 的

0]0法提取的a62完整性较好!但是有]62污

染"去除]62污染后的电泳图片见图&"

$1优化的0]0法!YFC8H8=C0]0R=J;FC’

!1优化的?+2_法!YFC8H8=C?+2_R=J;FC

图D!去除7V<后总RV<完整性的电泳检测结果

@4ABD!R#;/2’(%’(’.2RV<40’#A-4’6.%’#--#:/&#7V<

?B?!总RV<纯度!浓度检测

从表$中可以看出!优化的?+2_法和优化

的0]0法 总 a62的 b]!%"#b]!)"值 均 介 于

$1)!!1"之间!b]!%"#b]!&"值大于!1"!说明

优化方法提取的a62纯度较高"优化的?+2_
法提取的a62产率明显高于优化的0]0法提取

的a62"
表>!蓝色葡萄风信子花蕾总RV<

不同提取方法纯度及产率

!.52#>!J(+,.-4;(0(%’(’.2RV<,/-4’6.0:Z/.0’4’6(%

&(++(0A-.,#"6.&40’"56:4%%#-#0’+#’"(:;

方法
Y=J;FCN

总a62产率
#$9>(&DW$%
a62VIFCK<J

纯 度

2!%"#
2!)"

2!%"#
2!&"

优化的?+2_法
YFC8H8=C?+2_R=J;FC &$"1’& $1)% !1"&

优化的0]0法
YFC8H8=C0]0R=J;FC $&/1! $1/% !1$$

?BD!1JR扩增目标基因

对优化的?+2_法提取的总a62反 转 录!

V?a扩增获得大约%""TE的特异条带$图’%!与

所需 目 标 片 断 大 小 一 致!条 带 清 晰!说 明 提 取 的

a62能用于后期的分子试验"

!!$1YBIS=I’!1V?a扩增产物!a+3V?aEIFCK<JN

图K!葡萄风信子总RV<的R!G1JR反应

产物琼脂糖凝胶电泳结果

@4ABK!>] <A-(;#A#2#2#&’-(,"(-#;4;-#;/2’(%&(++(0

A-.,#"6.&40’"RV<R!G1JR,-(:/&’4(0

&!讨 论

从文献报道上看!许多植物就是由于 未 能 有

效地分离纯化其组织中的a62!而阻碍了其分子

生物学 方 面 研 究 的 进 展"认 为 在 这 些 植 物 组 织

中!或富含酚类化合物!或富含多糖!或含有某些

尚无法确定的次级代谢产物!或a6BN=的活性较

高)$"!$!*"用 常 规 的?+2_法!0]0法 不 能 够 从

葡萄风信子中提取到高质量的a62!主要是因为

葡萄风信子花蕾富含多糖类物质!这一点可从常

规方法提取 到 的 a62呈 现 难 溶 的 粘 稠 状 看 出!
而且电泳点样时有飘样现象!点样孔不亮"多糖

的许多理化 性 质 与a62很 相 似!因 此 很 难 将 它

们分开)&*"在去除多糖的同时a62也被裹携走

了!造成a62产量的减少’而在沉淀a62时!也
产生多糖 的 凝 胶 状 沉 淀!这 种 含 有 多 糖 的 a62
沉淀难溶于水!或溶解后产生粘稠状的溶液)’*"

在常规的a62提取方法中!通过0]03盐酸

胍处理可以去除部分多糖’在高浓度 6Bj 或 fj

离子存在条件下!通过苯酚&氯仿抽提可以除去一

些多糖)(*’通过D8?G沉淀a62也可以将部分多

糖留在上清液中)%*"但即使通过这些步骤仍会发

现有相当多 的 多 糖 与a62混 杂 在 一 起!所 以 还

需要用更有效的方法来解决植物a62分离纯化

时多糖污染的问题"用低浓度乙醇沉淀多糖是一

个去除多糖效果较好的方法)/*"在a62提取液

("/$( 西!北!农!业!学!报!!!!!!!!!!!!!!!!$%卷
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或 溶 液 中 缓 慢 加 入 无 水 乙 醇 至 终 浓 度$".!
&".!可以使多糖沉淀下来!而a62仍保留于溶

液中"另 一 个 常 用 的 方 法 是 醋 酸 钾 沉 淀 多 糖

法##$"
本试验在普通的?+2_法和0]0法 基 础 上

着重添加了除多糖步骤%优化的?+2_法中加$&

$"体积的(RFG&Df2?’E4’1)(和$&$"体积的

无 水 乙 醇"优 化 的 0]0法 中 加$&&体 积 的(
RFG&Df2?’E4’1)("结 果 表 明 在 匀 浆 上 清 液

中加入一定体积的(RFG&Df2?’E4’1)(!去除

多糖!效果 较 明 显"另 外!在 优 化 的?+2_法 和

优化的0]0法 中 还 加 入 了 天 泽 基 因 的 除 多 糖 试

剂V05IBNFG进 一 步 除 去 残 留 多 糖"V05IBNFG
其原理是从a62样 品 中 将 粘 性 多 糖 沉 淀!而 部

分a62还留在溶液中!通过盐&醇沉淀回收"本

研究结果表 明?+2_裂 解 细 胞 的 能 力 明 显 强 于

0]0!与刘志等#)$研究报道过的资料相一致从图$
和图!可以看 出!提 取 的a62中 有]62污 染!
本 试 验 主 要 用 了 天 泽 基 因 的 除 ]62 试 剂 和

VIFR=>=公司的]6BN=!具 体 过 程 均 参 照 说 明 书

进行"结果发现天泽基因公司的除]62试剂能

有效 去 除 ]62!但 是 却 给 a62 带 来 了 其 他 杂

质!电 泳 后 的 a26 照 片 不 清 晰!呈 弥 散 状"

VIFR=>=公司的]62酶能有效去除]62!但是

a62损 失 很 严 重!D8?G沉 淀 后!四 管a62合 一

管!才能有足够的a62浓度"说明除去]62的

步骤还需要进一步的摸索"
本试验还进一步证实了前期研磨材料一定要

细致!这 是a62提 取 产 率 提 高 的 关 键 步 骤"氯

仿m异戊醇抽提时反复涡旋!让其与材料充分反

应!有利于去除蛋白污染"

总之对于富含多糖类物 质 植 物 材 料 的a62
提取!无 论 基 于 哪 种 方 法!若 能 有 效 去 除 多 糖 污

染!便可得到较高质量的a62"
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