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苯酚对枣疯病病原检测及AFLP分析的影Ⅱ向

杨海旭1，赵 锦2，武晓波2，刘孟军1，郑永圃2

(1河北农业大学中国枣研究中心，保定071001；2河北农业大学生命科学学院，保定071000)

摘要：苯酚是进行高质量植物DNA提取常用的试剂，但苯酚对患病材料中病原检测及后续分子生物学试验的影响尚未见

报道。本试验利用苯酚对健康和惠枣疯病的枣树叶片中DNA进行提取，并进行了后续的病原检测和AFLP分析。结果表明

(1)苯酚抽提获得的DNA质量及产率明显高于对照；(2)苯酚抽提处理对枣疯病病原的检测有直接影响，当病原含量较低时，

加苯酚抽提后的DNA检测不到病原；(3)苯酚抽提处理与否获得的DNA对后续AFLP分析的扩增效果没有明显影响；但两者

出现了有规律的差异条带，经分析此差异应该是由材料中有无病原引起的。本试验结果为寄主材料中病原检测及寄主与病

原之间的互作等研究提供了有益参考。
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Abstract：Phenol is applied to plant DNA extraction commonly，but there was still no report about if phenol

had influenced to pathogen detection and further molecular analysis．The healthy and diseased leaves infected by Ju-

jube Witches’Broom(JWB)of Chinese jujube were used to extract total DNA and then to detect pathogen and carry

out AFLP analysis．The results showed that(1)The quality and extraction rate of DNA obtained by using phenol was

higher than CK；(2)Phenol had a directly influenced the detection of phytoplasma．The phytoplasma couldn’t be

detected in the leaves with lower amount of pathogen and treated by phenol；(3)Phenol had no influence to the am-

plified effects of AFLP．But there were obvious different bands between using phenol and without using phen01．It

was considered that those different bands were caused by phytoplasma．Those results provided beneficial reference to

the study of pathogen detection in host and the relation between pathogen and host．
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植物DNA的提取和纯化是植物基因工程研究

的基础操作，而苯酚是进行植物DNA提取常用的试

剂。枣疯病(Jujube Witches’Broom，JWB)病原一植

原体(Phytoplasma)属于Bergey’s系统细菌学手册

的柔膜菌纲⋯。严格寄生于植物的韧皮部，因仍不

能进行人工培养，所以对其遗传本质、生化特性、营

养要求的研究都比较缺乏，导致其检测和鉴定技术

的发展也受到阻碍旧1。但是病原能否被精确检测

直接关系到不同品种抗病性的评价和优良种质的保

存水平，同时植原体检测在枣疯病抗病品种选育与

鉴定以及引种、脱毒苗的鉴定中具有重要的实践意

义。目前普遍将基因组分析作为研究此有机体的首
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选方法"1，这就要求在提取和纯化植物体总DNA时

尽量选用对植原体DNA破坏少的方法，同时尽可能

提高试验用DNA的保真度，以确保总DNA的质量。

本试验在前期试验中发现苯酚的应用可能对枣疯病

病原DNA的检测有一定影响，为此本文主要针对

DNA抽提过程中应用苯酚处理是否会对枣叶片

DNA的提取、枣疯病病原检测及进一步AFLP分析

(amplified fragment length polymorphism)产生的影响

进行探讨，旨在为进一步开展寄主材料中病原鉴定

及寄主与病原之间的互作等分子生物学研究奠定

基础。

l材料与方法

1．1材料

采样品种为赞皇大枣的健树和枣疯病病树，采

样地点为河北省赞皇县许亭村，取样部位为幼嫩叶

片，材料采下后立即放入冰盒带回实验室，一20℃冻

存待用。。

1．2 DNA提取

1．2．1 叶片总DNA提取与纯化DNA的提取具

体步骤：取0．19左右材料叶片，加适量液氮研磨

后，加6001上1提取液(2．0％CTAB，1．4mol／L NaCI．

0．5％PVP-40，0．5moⅣL Tris—HCI pH8．0，0．25mol／L

EDTA，2％巯基乙醇)混匀于65℃水浴30min。

抽提过程中添加Tris一苯酚：(1)在水浴好的材

料中加入等体积苯酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)。

40C，10000rpm，离心lOmin。取上清再加等体积的

氯仿：异戊醇(24：1)，4。C，10000rpm，离心10min，抽

提2次。取上清加入一20℃预冷0．6×异丙醇沉

淀，沉淀用70％乙醇和无水乙醇各洗一次，风干后

溶于灭菌双蒸水(ddH：0)。(2)将以上得到的

DNA各加1．5wl Rnase，用ddH，0补足至5001xl，37℃

水浴30min。在水浴好的材料中加入等体积苯酚：

氯仿：异戊醇(25：24：1)，40c，10000rpm，离心

10min。取上清再加等体积的氯仿：异戊醇(24：1)，

4℃，10000rpm，离心10min。取上清加入一20℃预

冷0．6×异丙醇沉淀，沉淀用无水乙醇洗一次风干后

溶于ddH，O。

抽提过程中不添加Tris一苯酚：(1)在水浴好的

材料中加入等体积氯仿：异戊醇(24：1)，4℃。

10000rpm，离心10min，抽提3次。取上清加入一

20℃预冷0．6×异丙醇沉淀lh以上，沉淀用70％乙

醇和无水乙醇各洗一次风干后溶于ddH：O，得到

DNA。(2)将以上得到的DNA各加1．5“l Rnase，

用ddH：osb足至5001xl，37。C水浴30min。在水浴好

的材料中加入等体积氯仿：异戊醇(24：1)，40c，

10000rpm，离心10rain，抽提两次。取上清加入一

20。C预冷0．6×异丙醇沉淀，沉淀用无水乙醇洗一次

风干后溶于ddH：O。

1．2．2 DNA纯度测定及质量浓度计算DNA纯

度及浓度测定采用紫外分光光度法。DNA浓度

(斗s／mL)=A：∞×50 x稀释倍数，DNA提取率(斗g／

g)=DNA浓度×体积／取材量(g)。

1．3病原检测

1．3．1直接PCR检测 分别以未纯化DNA产物

和纯化DNA产物为模板，使用根据植原体16S一23S

rDNA序列设计的通用引物对H o P1：5’一AAGAGl耵-
GATCCTGGCTCAGGATT一3’。P7：5’一CGTCCTTCATCG

GCTCTT一3’进行PCR扩增p1。反应体系：10×PCR缓

冲液3“，MgCl2 2vd，10mmoL／L dNTP 0．4．a，10 pmol／L

引物各l斗l，5 U／pA Taq酶0．3斗l，模板DNA 1斗l，加

ddH：O使体积至301山1。反应循环为：94。C预热

6min，94℃50s，58℃1min40s，72℃2min30s，共32

个循环，最后于72℃保温7min。

1．3．2巢式PCR检测 以直接检测产物为模板，

以巢式引物对Rml6F2：5’．CATGCAAGTCGAACGG

A-3’，Rml6R1：5’一CTTAACCCCAATCATC一3’进行

PCR扩增【31。反应体系：10×PCR缓冲液2¨l，

MgCl2 1．5trl，lOmmol／L dNTP 0．4斗l，10 p。mol／L引

物各1wl，5 U／pA Taq酶0．2wl，模板产物1wl，加灭

菌双蒸水使体积至20td。反应循环为：940C预热

2min，940C 30s，520C 30s，72％2rain，共30个循环，

最后于72℃保温5min。

1．4 AFLP分析

本试验AFLP分析主要采用本实验室建立的方

法进行”1。

1．4．1 DNA的酶切、连接、预扩增DNA经过限

制性内切酶EcoR I／Mse I进行双酶切后，DNA被

切成大量含有粘性末端的片段，然后用与EcoR I和

Mse I酶切位点互补的接头进行连接反应，接头是

已知序列的20bp左右的寡核苷酸。用人工合成不

带有选择性碱基的EeoR I+0和Mse I+0预扩增

引物进行预扩增¨1。

1．4．2选择性扩增 对预扩增产物稀释倍数进行

了摸索，最终确定稀释100倍进行选择性扩增。选

取差异表达效果好的16对E+NNN和M+NNN组

合的选择性引物进行扩增。
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2结果与分析

2．1苯酚抽提对DNA提取效果的影响

苯酚抽提是获得高质量DNA普遍采用的步骤，

为了进一步验证苯酚抽提与否对枣叶片DNA提取

效果的影响，本试验对不同处理获得的DNA进行了

电泳检测及DNA浓度测定。苯酚抽提与否获得的

DNA电泳结果见图1。由图1可以看出，无论纯化

前后，苯酚抽提和未加苯酚获得的DNA均没有显著

区别，只是纯化前RNA污染较严重；而纯化后RNA

去除比较彻底。

提取样品的紫外分光光度计的检测结果见表1

表1未经纯化的DNA浓度与提取辜

Table 1 Crude extract DNA concentration and extraction rate

和表2。由表1、表2结果可知，在DNA纯化前后，

用苯酚抽提后获得的DNA质量几乎都高于不加苯

酚抽提的DNA，而且经苯酚抽提所得的DNA浓度

和产率几乎都低于不加苯酚抽提的材料。

图l 苯酚对赞皇大枣叶片DNA提取效果影响

Fig．1 The effect of phenol to DNA extraction

from the leaves of‘Zanhuangdazao’

a：未纯化DNA Partially crude DNA；b t纯化DNA Partially purified DNA

I、3、5、7：加苯酚处理Using phenol；2、4、6、8：不加苯酚处理

Without using phenol

2．2苯酚对枣疯病病原检测的影响

本试验对赞皇大枣枣疯病病叶及表现健康叶片

提取获得的DNA进行了枣疯病病原检测，检测结果

见图2。

由图2．a、图2．b可见，利用P1／I>7引物进行

直接检测，在纯化前、后DNA中枣疯病病叶和健 图2苯酚与未用苯酚处理获得的DNA样品进行

叶植原体特异条带(1．8Kb)有规律的出现，纯化 枣疯病病原检测结果

前表现枣疯病的病叶中都扩增出清晰的植原体 Fig·2 The pathogen detection of different DNA between

特异条带，而表现健康的均没有此条带，此结果 吣ing Ph。noI and without uslag phenol

复田望竺症状表现一致；挚化后表现健康的譬兰钆DN未A篡淼鬈怒=曲PC岫R de。t=：j瓮瓮篙差
均没有扩增出植原体特异条带，同时也有1个表 纯化DNA(右)巢式检测c。d。。；trac‘(1曲)。d p。向。砒ion of DNA
现枣疯病的病叶且加苯酚抽提的材料中未扩增 (figlIt)dete。ted by。。。ted PCRI、2,3、4：赞皇大枣表现枣疯病的病叶

出该特异条带。The diseased leav∞of‘Zanhuangd㈣’；5、6、7、8：赞皇大枣表现健康
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由图2-c可见，利用Rml6F2／Rml6R1引物进

行巢式PCR检测，发现纯化前后的DNA表现枣疯

病的病叶材料中无论用苯酚抽提与否均扩增出特别

亮的植原体特异条带(1．4Kb)，而表现健康的材料

中用苯酚抽提的样品均未扩增出植原体特异条带，

但未用苯酚抽提的对照材料却扩增出了特别亮的植

原体特异条带。

本试验中所用样品为表现健康和表现枣疯

病症状的材料，由直接和巢式PCR的病原检测结

果比较可看出，表现健康的材料在直接PCR没有

检测出病原，但在巢式PCR中却明显检测出了病

原，说明外观表现健康的材料也有可能已经感染

病原，但由于病原含量极低，所以在外观上并未

表现症状，而巢式PCR可进行病原含量的精确

检测。

但在表现健康的材料中，苯酚处理与未加苯酚

的对照中均是苯酚处理后不能检测出病原，而未加

苯酚的对照中检测出了明显的病原特异条带。在直

接PCR中也有1个表现枣疯病但用苯酚抽提的材

料中未扩增出该特异条带。综合来看，在DNA提取

过程中加苯酚处理对枣疯病病原检测有显著影响，

说明枣疯病病原一植原体的DNA在加苯酚抽提过

程中有可能被去除一部分，当病原含量较低时有可

能完全被去除，导致在后续的直接和巢式检测中不

能被检测到。

2．3苯酚对AFLP分析的影响

为了确定苯酚抽提处理与否获得的DNA对进

行后续分子生物学试验的影响，本试验对不同处

理获得的DNA进行了AFLP分析，结果见图3、

图4。

由图3和图4可以看出，从扩增效果看，不管是

加苯酚处理还是未加苯酚处理获得的DNA均可以

扩增得到理想的扩增效果，扩增图谱中条带整齐、清

晰。虽然未纯化DNA和纯化DNA在应用一些引物

扩增时个别条带出现强弱差异，即未纯化DNA扩增

获得的个别条带弱一些，但条带信息没有缺失现象。

此结果一方面说明未纯化DNA中虽有RNA污染，

但对AFLP扩增的影响不大；另一方面也说明本试

验应用的AFLP技术体系比较稳定。

但通过对AFLP图谱进行进一步的条带分析，

发现AFLP扩增中出现了一些差异条带，如图3、图

4中箭头所示。这些差异条带均是在表现健康而且

在提取过程中添加Tris一苯酚的材料中出现；同时，

这些材料也是经巢式PCR未扩得病原的材料。因

图3不同处理获得的DNA进行AFLP分析结果

(Eata／Mcat)

Fig．3 AFLP patterns of DNA obtained by different

treatment(Eata／Mcat)

1—8：未纯化DNA扩增结果The amplified results of crude DNA；

9—16：纯化DNA扩增结果The amplified results of purified DNA；1、2、

3、4、9、10、11、12：赞皇大枣表现枣疯病的病叶The diseased leaves of

‘Zanhua日Igd㈣’；5⋯6 7 8、13、14、15、16：赞皇大枣表现健康的健叶
The behaved healthy leaves of‘ZanhuarIgd㈣’；1⋯3 5 7、9、11、13、15：
加苯酚处理Using phenol；2、4、6、8、10、12、14、16：不加苯酚处理

Without using phenol

圈4不同处理获得的AFLP图谱(Eatt／Meat)

Fig．4 AFLP patterns of different treatment(Eatt／Mcat)

样品顺序同图3 The order of samples was nmtle∞fig．3

为在患病材料中添加Tris一苯酚处理和对照之间没有

出现这些差异条带，可以排除是苯酚处理造成的这些

差异条带。因此，本试验认为AFLP分析所得差异条

带应该是因为材料中有无枣疯病病原所引起的。

3讨论

以往的试验报道DNA提取方法很多n-lo】，大都是

进行CTAB法与SDS法的比较或对CTAB法进行改

良¨卜17】，但抽提过程中是否使用％s一苯酚、Tris一苯酚

对DNA提取及后续试验有无影响并无定论。目前，

有关苯酚、对苯二酚等酚类化合物对DNA的损伤主

要集中于哺乳动物体内代谢水平的研究。外源苯酚

对体外DNA如何作用及相关影响尚未见报道。本

试验过程中发现，在相同条件下提取DNA加入苯酚

抽提对DNA有一定影响。同时加酚抽提后DNA褐
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化较为严重，可能是因为苯酚在最后的DNA中还会

有所残留并被氧化所致。对DNA质量和浓度的测

定结果说明，经苯酚抽提的DNA质量和浓度均较

高，可见苯酚对多糖和蛋白类杂质的去除效果明显。

但从后续的AFLP扩增效果看，不管DNA提取过程

中是否应用苯酚处理均可以获得理想的扩增结果，

这和以往报道AFLP分析要求DNA纯度和质量较

高有所不同。

以往报道中检测植原体所需总DNA提取方法

主要针对各自不同的寄主材料，且都未明确苯酚抽

提是否对植原体DNA有影响¨卜2引，但本试验发现

表型健康的赞皇大枣叶片材料中，用苯酚抽提纯化

后的DNA经巢式PCR检测未能检测到病原，而不

用苯酚抽提的DNA巢式PCR检测均能检测到病

原。这说明虽然对照健康材料外观表现健康，但实

际上体内已经感染了枣疯病病原，只不过病原浓度

较低尚不能表现症状Ⅲ1。由于病原含量少，提取的

总DNA中病原DNA也相应减少，使用苯酚抽提后

有可能会在一定程度上破坏基因组DNA，尤其对含

量较少的植原体基因组破坏更加明显，使最终检测

不到病原特异条带。因此建议，为了得到较纯的植

物基因组DNA可以在抽提过程中加入苯酚，而为了

检测病原在提取总DNA时抽提过程中尽可能不要

加苯酚。这样就可以精确鉴定样本中有无病原，并

依据此结果对抗病种质做出更加全面的评价。同时

在进行种质资源的保存时，可以依据病原的精确检

测结果来进行优质资源筛选。

本试验中的差异条带均出现在表现健康且应用

苯酚抽提所得的DNA材料中，而这些材料又正是经

巢式PCR检测后未能检测到病原的样品，因此推测

所得差异来自有无病原。但枣疯病病原是如何影响

枣基因组DNA和后续的AFLP分析的尚需进行深

入研究。
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