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摘  要 植物叶绿体 DNA 制备相对较为困难，与核基因组 DNA 相比，其产量很低。为提高植物 cpDNA 制备效率，本法采

用酶解液预处理植物叶片。研磨前以含有 1%的纤维素酶和 0.5%的果胶酶的去壁酶液处理植物叶片 2 h，有效提高完整叶绿

体和 cpDNA 的产量，以此方法制备 1 g 新鲜的烟草叶片的 cpDNA 的量要高于传统方法制备 4 g 材料的。用 SamⅠ酶切制备

的烟草的 cpDNA，结果表明所制备的 cpDNA 质量好，能满足实验需要。以小麦和大豆叶片实验材料，采用该方法也能制备

出高质量的 cpDNA，表明该方法适于多数植物 cpDNA 的制备，对进一步研究植物 cpDNA 基因组结构、叶绿体遗传转化等

方面有积极意义。 
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Abstract It is relatively difficult to prepare plant chloroplast DNA. Quantity of cpDNA is much less than genomic DNA in plants. 
In order to increase efficiency of cpDNA preparation, the plant leaves were pre-treated by lyses solution buffer before cpDNA 
isolation. Yield of isolated chloroplast and cpDNA increased greatly when leaves were treated 2 hours with the solution buffer which 
included 1% cellulase R-10 and 0.5% Macerozyme R-10 before isolation. The cpDNA yield prepared by enzyme-lysed method from 
1 g fresh tobacco leaves was higher than that by traditional method from 4 g fresh tobacco leaves. The results of tobacco cpDNA 
digestion with SamI indicated that quality of cpDNA prepared by the method is satisfied. cpDNAs with high quality were also 
prepared from wheat and soybean through the protocol. This suggested the protocol is applicable for cpDNA preparation of plants 
and it is helpful for study of plant cpDNA structure, chloroplast transformation et al. 
Keywords Enzyme-lysed method; cpDNA chloroplast DNA; Nicotiana tabacum 

研究背景 
植物叶绿体是植物进行光合作用的主要细胞

器，具有半自主遗传特性。1962 年 Ris 和 Plaut 在
电镜下观察衣藻、玉米等植物叶绿体超薄切片时，

发现并用实验证实了叶绿体 DNA 的存在(Ris and 
Plaut, 1962)。叶绿体不仅具有自己的 DNA，而且还

具有独立的 DNA 复制、转录、翻译系统。目前已

有不少基因定位于叶绿体 DNA 上,如 rRNA 基因、

tRNA 基因、RuBPCo 酶大亚基基因、ATP 合成酶

亚基基因等(赵卫国等, 2001)。由于其基因组相对保

守性，cpDNA 已被广泛用来研究植物的系统发育及

分类等(Kato et al., 2000; 彭隽敏等, 1995; Cesare et 
al., 2010 )。叶绿体 DNA 形态上与细菌的基因组

DNA 相似，其蛋白质翻译系统也与原核生物的高度

相似，被认为是一个安全的表达系统，能用于大量、

低成本的生产重组药物蛋白(Obembe et al., 2010)。
制备高质量的 cpDNA对 cpDNA的各项研究无疑有

重要意义。 
与核基因组 DNA 制备相比，cpDNA 制备的技

术难度相对较大，一方面 cpDNA 总量少，需要材
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料多，这给一些有关 cpDNA 研究如叶绿体转化体

的鉴定带来不便。另一方面，cpDNA 制备过程中易

受细胞核 DNA 的污染，一旦污染，cpDNA 失去应

有的价值。解决这一问题的办法是首先制备出无核

基因组 DNA 污染的完整叶绿体，再行裂解叶绿体

制备 cpDNA (Frankel et al., 1979)。目前虽有许多改

进的植物 cpDNA 制备方法报道(朱小龙等, 2003)，
但 cpDNA 产量低的问题仍未解决。本文首次报道

酶解法制备 cpDNA 的方法，只需少量的植物材料

就可制备出满足实验需求的高质量的 cpDNA。 

1 结果与分析 
1.1 酶解法制备的烟草叶绿体 DNA 
   在制备叶绿体 DNA 过程中，首先是破碎植物细

胞，制备出大量纯净的叶绿体。传统制备方法破碎

细胞主要采用研磨，研磨虽能破碎组织，但对植物

细胞壁的破坏不充分，细胞质难以释放出来，叶绿

体制备效率低。考虑到植物细胞壁主要由纤维素、

半纤维素及果胶等组成，参考植物原生质体的制备

方法，在研磨之前，采用 1%纤 
维素酶和 0.5%果胶酶处理叶片 2 h，在同等质

量的情况下，制备出的叶绿体明显多于传统方法制

备的，制备出的 cpDNA 的量也明显大于传统方法

(见图 1)。用传统方法制备 cpDNA 时，4 g 叶片材

料提取的 cpDNA 溶于 30 µL TE 缓冲液，取 5 µL
进行电泳，经 EB 染色后，泳道上很难看见 DNA；  
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1 酶解法制备的烟草叶绿体 DNA 
注: M: λ-Hind Ⅲ marker; 1: 非酶解制备(1 g 叶片材料); 2:非
酶解制备(4 g 叶片材料); 3: 酶解制备(1 g 叶片材料); 4: 酶
解制备(4 g 叶片材料) 
Figure 1 Nicotiana tabacum chloroplast DNA isolated by 
enzyme-lysed method 
Note: M: λ-Hind Ⅲ marker; 1: cpDNA isolated by traditional 
method (1 g fresh leaves); 2: cpDNA isolated by traditional 
method (4 g fresh leaves); 3: cpDNA isolated by enzyme-lysed 
method (1 g fresh leaves); 4: cpDNA isolated by enzyme-lysed 
method (4 g fresh leaves) 
 

采用酶法制备，1 g 同样的材料，就能清晰地看见

DNA 样品。由此可见，酶法制备出的 cpDNA 的效

率远远高于传统方法的。由于制备出的叶绿体处于

超螺旋状态，电泳图中还不能准确判断其分子量的

大小，但清晰的一个条带说明样品纯度较好。 

1.2 限制性内切酶酶切分析酶法制备的烟草叶绿体

DNA 的质量 
  从酶法制备的 cpDNA 琼脂糖凝胶电泳检测结果

可以看出，制备出的 cpDNA 只有一个条带，说明

制备出的 cpDNA 样品较纯净，但这还不能反映

cpDNA 样品的质量，只有经过内切酶酶切，从酶切

图谱的情况才能真实说明 cpDNA 样品的质量。用

限制性内切酶 SamⅠ酶切酶法制备的烟草 cpDNA
样品 14 h，酶切结果见图 2，从酶切的结果看，除

12 kb 和 9.9 kb 的条带没有出现外，呈现的其他带

型与报道的基本一致(Fluhr and Edelman, 1981)，说

明该方法制备的烟草 cpDNA 质量可靠。 

1.3 酶解法制备的小麦和大豆的叶绿体 DNA 
   去壁酶液能有效地破坏烟草细胞壁，提高叶绿

体的产量，进而提高了 cpDNA 产量，但对其他植

物细胞作用的情况还不清楚。我们选择通常被认为

细胞壁较难破坏的单子叶植物小麦和双子叶植物

大豆作为实验材料，用酶法制备其叶片的 cpDNA，

结果见图 3，从图中可以看出，采用酶法制备，4 g
小麦和大豆新鲜叶片也能制备出满足实验要求的

cpDNA 样品。 
      
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 2 烟草 cpDNA SamⅠ酶切结果                  
注: M: Hind Ⅲ marker; 1: SamⅠ酶切结果。       
Figure 2 Nicotiana tabacum chloroplast DNA digested with 
SamⅠ                               
Note: M: Hind Ⅲ marker; 1: Results of tobacoo cpDNA 
digested with SamⅠ                                  
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图 3 酶解法制备的小麦和大豆 cpDNA 
注: M: Hind Ⅲ marker; 1: 小麦的 cpDNA; 2: 大豆的 cpDNA 
Figure 3 Wheat and soybean cpDNA isolated by enzyme-lysed 
method 
Note: M: Hind Ⅲ marker; 1: wheat cpDNA; 2: soybean 
cpDNA 

2 讨论 
植物叶绿体 DNA 基因小，结构相对保守，同

时含有许多重要功能基因，在植物分子生物学研究

中有重要价值。植物叶片是所有组织中 cpDNA 含

量最高的，但仍需要大量的材料才能制备出满足实

验需求的 cpDNA 量，这给 cpDNA 研究带来很大的

不便。在植物 cpDNA 制备过程中，获得无细胞核

DNA 污染的完整叶绿体是最关键的步骤(朱小龙等, 
2003)。由于不能采用液 N 冻干研磨，因为会造成

叶绿体的破坏，使细胞核 DNA 和 cpDNA 分离更加

困难。传统的制备方法中只能采用加石英砂研磨，

这样对植物细胞壁的破坏是非常有限的。纤维素酶

和果胶酶是植物原生质体制备过程中常用的酶，能

够酶解多数植物的细胞壁，但对植物的质膜和细胞

器没有破坏作用，采用纤维素酶和果胶酶处理植物

叶片，部分破坏细胞壁，再用石英砂研磨，可以有

效促进叶绿体的释放，进而有效提高 cpDNA 产量。

采用传统制备方法需要 4~10 g 左右的材料才能制

备出少量的可以通过凝胶分析 cpDNA，这使叶绿体

转化体的早期鉴定无法进行。通过裂解酶液预处理

叶片，1 g 材料就能制备出大量的 cpDNA，这可以

使像叶绿体转化体的早期鉴定这类实验顺利进行。 
加纤维素酶和果胶酶处理样品潜在的风险是

使样品中蛋白质含量提高，这不利于 DNA 的制备，

有可能降低 cpDNA 纯度，cpDNA 纯度对后续实验

有着重要的影响，解决的办法是通过对叶绿体多次

洗涤。用限制性内切酶酶解 DNA，从水解谱带能看

出其真实性和纯度，其电泳谱带与理论谱带基本一

致一方面表明其真实性，另一方面表明这样的 DNA

样品纯度上可以满足绝大多实验的需要，如果 DNA
样品中有一定的蛋白质污染，它是不能被酶切的。

从我们实验结果来看，用酶解法制备的 cpDNA 纯

度完全可以满足实验需要。 
小麦和大豆是重要农作物，对它们 cpDNA 的

研究和认识有重要的应用价值。小麦的细胞壁通常

也被认为是很难酶解，为了验证酶解法是否适用这

样的植物材料，选择这两种材料制备 cpDNA。从实

验结果看，用 4 g 材料也能制备出大量的 cpDNA，

这表明该制备方法能适用于大多数植物。 

3 材料和方法 
3.1 植物材料 

实验材料是烟草、小麦和大豆的叶片，烟草为

本 实 验 室 保 存 的 烟 草 品 种 SRI (Nicotiana 
tabacuumcv. SRI)。小麦为普通栽培品种鲁麦 21，由

山东农业大学王洪刚教授提供。大豆为栽培夏大豆

品种临豆 8 号，从种子市场购买。 

3.2 试剂组成 
缓冲液 A：400 mmol/L 蔗糖，50 mmol/L 

Tris-HCl，20 mmol/L EDTA—Na2，0.2% BSA, 0.2%
巯基乙醇，pH 值为 7.8，其中 0.2% BSA 和 0.2%巯

基乙醇现用现加。缓冲液 B：400 mmol/L 蔗糖，5 0 
mmol/L Tris-HCl 0.1% BSA (现用现加)，pH 7.8。缓

冲 液 C ： 100 mmol/L Tris-HCl ， 50 mmol/L 
EDTA-Na2，100 mmol/L NaCl, 0.2%巯基乙醇(现用

现加)，pH 7.2。去壁酶液：1% 纤维素酶(Cellulase 
R-10)，0.5% 果胶酶(Macerozyme R-10)，溶解于缓

冲液 A 中，贮于试剂瓶中，封口，于-20℃保存。 

3.3 叶绿体 DNA 制备方法步骤 
3.3.1 叶绿体的分离 
    取新鲜的黑暗中处理 48 h 叶片洗净，擦干,去除

中间叶脉，称 1-4 g 叶片剪成 1 cm 左右的小段分别

放入预冷(0℃)的碾钵中，加去壁酶液 2 mL, 以不加

酶液处理的传统制备方法作对照，37℃分解 2 h,各加

入 5 mL 缓冲液 A 进行研磨匀浆(操作在冰上进行)。
用 50 μm 尼纶纱或 4~6 层纱布过滤浆液，过虑物再

研磨一次，再过滤，合并滤液，倒入离心管中。于 0℃， 
1 000 rpm (200 g)离心 20 min 。取上清，分别转入新

离心管中，在 4 000 rpm (3 700 g)离心 20 min，弃上

清。在沉淀中再加入 5 mL 缓冲液 A，用毛刷重新悬

浮叶绿体颗粒，在 4 000 rpm (3 700 g)离心 20 min，
弃上清，此沉淀为初步分离的叶绿体(视淀粉情况可
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再重复洗涤，白色物质为淀粉沉淀)。 

3.3.2 DNase 处理，除去核 DNA 
     向离心管的沉淀中分别加入 400 μL 左右的缓

冲液 B，再重新悬浮叶绿体沉淀，并加入适量的

DNase I，使 DNaseI 终浓度为 250 mg/L，在 37℃下

水浴 20 min，轻轻摇匀，加入 1 mol/L EDTA-Na2 

(终浓度为 0.2 mol/L),终止酶解反应，在 4 000 rpm 
(3 700 g)离心 20 min，收集沉淀。 

3.3.3 裂解 
向离心管的沉淀中加入预冷的缓冲液C 500 μL，

重悬叶绿体颗粒，然后再各加入 30 μL 20%的 SDS 
(终浓度为 1%)，60℃水浴，不时摇匀，直到被完全

裂解。12 000 rpm，离心 10 min，取上层液。加等

体积氯仿：异戊醇—24:1，摇匀 5 min，12 000 rpm
离心 10 min，取上层液，加 1/10 体积 5 mol/L NaCl
和等倍体积的异丙醇，-20℃放 2~3 个小时或过夜。

4℃条件下 12 000 rpm 离心 15 min，弃上清液，用

70%乙醇洗涤，在温室下晾干，加 30 µL TE 缓冲液

溶解 DNA，放入-20℃保存备用。 

3.3.4 电泳检测  
取 5 µL 提取的叶绿体 DNA 在 0.8 % 琼脂糖凝

胶上用 75 V 电泳 1 h 后,置于凝胶成像系统观察结

果并成像。 

3.3.5 限制性内切酶酶切及电泳检测  
所获得的 cpDNA 经限制性内切酶 Sam Ⅰ 

(TaKaRa 公司)酶切。反应体系总体积 50 μL，其中

cpDNA 样品 10 μL, 10×Buffer 5 μL,内切酶 20 U,补
充无菌水至 50 μL, 37℃保温过夜。1.0 % 琼脂糖凝

胶上进行电泳检测。 
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