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一种有效分离沙冬青线粒体基因组DNA的方法
于婷乔  崔洪玮  孙丽春  刘胜利  陈玉珍*  卢存福*

(北京林业大学生物科学与技术学院, 北京林木分子设计育种高精尖创新中心, 林木育种国家工程中心, 北京 100083)

摘要      线粒体作为重要的细胞器, 在植物进化适应过程中起着不可忽视的作用。抗旱耐寒常

绿阔叶灌木沙冬青主要分布在我国西北荒漠地区, 是第三纪孑遗植物, 研究该植物线粒体基因组与

长期进化适应的关系具有重要意义。然而, 用常规的方法难以分离纯化获得沙冬青线粒体基因组

DNA, 限制了沙冬青线粒体功能基因组研究。该研究利用不连续蔗糖梯度密度离心和DNase I消化

技术, 成功获得了高纯度沙冬青线粒体DNA, 该线粒体DNA的纯度和完整性满足建库的要求, 为沙

冬青线粒体基因组研究提供了技术支持, 对其他植物线粒体基因组学研究也具有参考价值。
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An Effective Method for Ammopiptanthus mongolicus 
Mitochondrial Genome Extraction

Yu Tingqiao, Cui Hongwei, Sun Lichun, Liu Shengli, Chen Yuzhen*, Lu Cunfu*
(Beijing Advanced Innovation Center for Tree Breeding by Molecular Design, College of Biological Sciences and 

Biotechnology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China)

Abstract       Mitochondria is essential in the process of plant evolution. Xerophyte evergreen broadleaf shrub 
Ammopiptanthus mongolicus is a tertiary relic plant, which is mainly distributed in the desert region of northwest 
China. Analyses of the complete mitochondrial genome of A. mongolicus may provide valuable information 
for understanding the evolutionary adaptation of this xerophyte. However, it is difficult to isolate and purify the 
mitochondrial genome DNA of A. mongolicus using the conventional method. So, researches on A. mongolicus 
mitochondria function genome is restricted. In this study, we successfully obtained the high purity mitochondrial 
DNA by using the discontinuous sucrose density gradient centrifugation and DNase I digestion technology. The 
mitochondrial DNA purity and integrity met the requirements of building library for mitochondrial genome 
sequencing, supplying technological support for A. mongolicus functional mitochondria genome research. 
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沙冬青隶属于豆科蝶形花亚科沙冬青属, 为荒

漠特有超旱生常绿灌木, 是第三纪古热带气候地中

海孑遗物种, 国家三级濒危保护植物[1]。沙冬青在

我国主要分布于内蒙古阿拉善和鄂尔多斯西部, 该

技术与方法



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

于婷乔等: 一种有效分离沙冬青线粒体基因组DNA的方法 391

地区属大陆性气候, 春季干燥, 夏季炎热, 冬季寒冷, 
年降水量50~200 mm, 且降水大都集中于夏季[2]。沙

冬青具有显著的耐寒耐旱形态及生理特性, 如叶片

角质层厚、表皮毛浓密[3]、根系发达、侧根多、有

很强的固氮和吸水作用[4]。在长期的适应性进化过

程中, 沙冬青基因组可能发生了适应性变化, 特殊抗

性基因表达产生的功能性蛋白质对耐寒耐旱性起着

重要的作用。我们前期的研究表明, 沙冬青的脱水素

基因 (Ammopiptanthus mongolicus cold-induced protein, 
AmCIP)[5]、胚胎成熟基因 (Ammopiptanthus mongolicus 
late embryogenesis abundant, AmLEA)[6]、钙调素基因

(Ammopiptanthus mongolicus calmodulin, AmCaM)[7]等

都能有效地提高异源表达物种的抗寒或抗旱能力。

近些年的研究显示, 细胞质的起源在重组自交

系群体对核等位基因分离有着重要的影响[8]。细胞

器基因组通常与植物的适应性相关[9-10]。Tao等[11]在

水稻中证实, 细胞质和细胞核相互作用在产量、低

温抗性等一些重要农艺性状方面起着重要作用。

Moison等[12]分析了拟南芥95个已注册物种的线粒体

和质体基因组的多样性, 证实拟南芥的进化史与细

胞核和细胞质相互作用有关。植物长期受自然环境

变化的影响, 不同植物的抗逆强度随着地域和种类

的不同而有所区别。韩善华等[13]曾用透射电子显微

镜观察到, 在严寒的冬季, 沙冬青线粒体数目增多, 
多呈椭圆形, 被膜清晰完整, 膜间隙无肿胀现象, 而
且主要分布在一些重要的细胞器附近, 如叶绿体、

内质网等。对比叶绿体, 线粒体对低温环境表现更

稳定, 在植物的能量代谢、细胞质遗传、细胞质雄

性不育、基因组的维护、基因调节等方面也起着至

关重要的作用[14]。植物线粒体自身的DNA重组系统

可以有效地修复基因突变, 导致大多数植物物种的

线粒体基因序列的进化非常缓慢, 点突变十分罕见。

随着生物学技术和测序技术的不断创新和发展, 越
来越多的关注点集中于“细胞的能量工厂”—线粒

体, 包括线粒体自身的遗传进化以及线粒体与细胞

核和叶绿体之间的基因水平转移等[15]。

当前线粒体基因组研究方法包括: (1)全基因

组测序, 根据参考物种的线粒体图谱进行拼接组装; 
(2)提取线粒体, 获得线粒体DNA(mitondronal DNA, 
mtDNA), 建库、测序、组装[16]。第一种方法, 植物

的全基因组测序信息量大, 成本过高, 完全依赖于测

序、拼接和组装等生物信息学技术, 很难进行假基

因或基因顺序的验证。而植物物种和组织的多样性, 
严重影响第二种方法mtDNA的提取效率。迄今为止, 
共获得了70多种植物完整的线粒体基因组, 而其中

多数为农作物或草本植物, 很少有木本线粒体基因

组的报道, 尤其是极端生长环境下的抗逆植物更是

罕见。基于此, 本研究主要通过利用不连续蔗糖梯

度密度离心法和DNase I消化技术提取高纯度沙冬

青的mtDNA, 旨在为后续沙冬青线粒体全基因组测

序及功能基因组研究提供技术支持。

1   材料与方法
1.1   材料、试剂和仪器

1.1.1   材料      选取颗粒饱满、完整的蒙古沙冬青

种子约30 g, 种子源于内蒙古阿拉善盟地区。种子

经75%无水乙醇消毒1 min, 无菌水冲洗3次, 再经2% 
NaClO3消毒6 min, 无菌水冲洗4次, 放无菌滤纸上约

5 min。消毒后的种子种脐朝下置于含有WPM培养

基的100 mL三角瓶中, 25±1 °C, 暗培养14天。

1.1.2   试剂      (1)研磨缓冲液: 1.25 mol/L NaCl, 
50 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L EDTA, 2 mmol/L 
EGTA, 0.5% (w/v) PVP-40, 0.5% (w/v) BSA, 15 mmol/L β-
巯基乙醇, 0.3 mol/L蔗糖(PVP-40、BSA和β-巯基乙醇, 
使用前加); (2)悬浮缓冲液: 0.3 mol/L蔗糖, 50 mmol/L Tris-
HCl, 10 mmol/L MgCl2, 20 mmol/L EDTA; (3)洗涤缓

冲液: 0.35 mol/L蔗糖, 50 mmol/L Tris-HCl, 25 mmol/L 
EDTA; (4)RQ1 RNase-Free DNase, RQ1 DNase Stop 
Solution (Promega, Cat. #M6101, 美国); (5)40%和23%
蔗糖缓冲液; (6)裂解缓冲液[5% (w/v)肌氨酸钠、50 
mmol/L Tris-HCl、25 mmol/L EDTA]; (7)2 mol/L乙酸

钠; (8)75%无水乙醇, 95%无水乙醇; (9)TE: 10 mmol/L 
Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH8.0; (10)Rh123缓冲液: 
0.3 mol/L蔗糖, 10 mmol/L Tris-HCl, 2 mmol/L EGTA, 
0.5 mmol/L NADH, pH7.4。
1.1.3   仪器      实验所用仪器有: 高速组织捣碎机

(BILONJJ-2型 )、冷冻高速离心机Beckman Coulter 
Optima L-100 XP Ultracentrifuge (SW40 rotor, Beck-
man, Fullerton, CA, USA)、PCR仪、凝胶成像系统、

电泳仪和激光共聚焦显微镜。

1.2   方法

1.2.1   线粒体的富集      (1)取生长14天鲜嫩的无菌

沙冬青黄化苗整株共100 g, 加入200 mL研磨缓冲液, 

置于4 °C冰箱内浸泡4 h, 以下所有实验步骤如未特
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指出, 均在4 °C低温下进行。(2)将样品放入高速组

织捣碎机中, 高速捣碎, 每工作2 min暂停40 s。如此

循环6~7次, 组织样品完全呈黄色浆状。浆液用无

菌的4层纱布过滤, 该过程完全置于冰上进行。(3)滤
液低温离心, 3 000 ×g, 10 min, 重复2次, 弃沉淀。(4) 
50 mL无菌离心管收集上清, 再次低温离心, 12 000 ×g, 
15 min, 弃上清。收集沉淀, 此时的沉淀为粗线粒

体。(5)用10 mL悬浮缓冲液轻轻地悬浮粗线粒体, 加
入100 μL RQ1 RNase-Free DNase, DNA消化反应1 h 
(冰浴), 然后加入10 μL RQ1 DNase Stop Solution终
止消化反应。(6)加入3倍体积的洗涤缓冲液, 4 °C下
18 000 ×g离心20 min; 10 mL洗涤缓冲液悬浮。(7)向
38 mL薄壁离心管依次滴入18 mL 40%、10 mL 23%
的蔗糖溶液和上述10 mL的粗线粒体悬浮液, 置冷冻

高速离心机, 4 °C下20 000 ×g离心20 min。(8)小心

吸取上层和下层溶液, 洗涤缓冲液稀释3倍, 4 °C下
20 000 ×g离心20 min, 得到纯线粒体。

1.2.2   线粒体DNA的提取      (1)上述所得的线粒体

沉淀中加入1 mL洗涤缓冲液和1/5体积的裂解缓冲

液, 悬浮沉淀。37 °C下裂解1 h。(2)将上述裂解产

物分装于2个1.5 mL的离心管中, 加入600 μL的241׃
的氯仿–异戊醇, 上下混匀, 12 000 ×g离心10 min, 抽
提2次, 取上清。(3)加入0.1倍体积的2 mol/L乙酸钠

和2倍体积的95%无水乙醇, –20 °C过夜。(4)13 000 ×g
离心20 min, 弃上清。75%无水乙醇洗涤1次。空气

中晾10 min, 加入30 μL TE溶液。

1.2.3   线粒体DNA的质量检测      (1)DNA完整性: 
(a)1%琼脂糖凝胶电泳胶浓度, 150 V, 40 min; (b)
分离得到的40 μg线粒体沉淀, 加入200 μL 1 mmol/L 
Rh123缓冲液, 30 °C黑暗条件下孵育5 min[17], 激光

共聚焦显微镜(Nikon, A1 MP+/A1R MP+)下观察染

色的线粒体。(2)DNA浓度: Qubit(Fluorometers, 美国)
荧光定量仪。(3)mtDNA纯度: 利用线粒体和叶绿体

以及核基因组的特异性引物进行PCR扩增。

2   结果
2.1   沙冬青线粒体的完整性

线粒体提取结果如图1A所示, 蔗糖梯度密度高

速离心后, 线粒体提取液分为上下两层悬浊液, 上层

为轻链线粒体, 富含胞嘧啶, 顺时针复制; 下层为重

链线粒体, 富含鸟嘌呤, 逆时针方向复制[18-19]。在本

实验中, 合并两层线粒体, 混匀富集, 获得纯的线粒

体。该结果与Zhou等[20]的结果相一致。从罗丹明

123染料的染色结果来看, 粗线粒体中含有一定的细

胞碎片等杂质(图1B和图1C白箭头所示), 经不连续

蔗糖密度离心后, 线粒体明显得到纯化, 可以看到规

则的圆形颗粒(图1D和图1E红箭头所示)。综上, 为
了获得高质量的沙冬青线粒体, 蔗糖梯度密度离心

方法是提取沙冬青mtDNA的有效方法。

2.2   沙冬青线粒体DNA质量检测

从Qubit Fluorometer测定结果(表1)可见, 本方法

提取的mtDNA纯度高, 其D260/D280平均值为1.92, 介于

1.8~2.0, 表明样品中无蛋白质或酚类污染; D260/D230

平均为1.84, 表明样品中基本不含有机试剂等干扰; 
样品平均浓度为2 370.95 ng/μL, 平均每克黄化苗可

提取mtDNA 64.02 μg。
研究表明, 植物线粒体全基因组大小为200~ 

2 000 Kb, 约是真菌和动物线粒体基因组的几十至几

百倍[21]。由于其分子质量较大, 且多数是环形分子, 
因此要获得完整的mtDNA, 必须严格控制提取步骤, 
过程必须规范且快速, 以防mtDNA降解或断裂。用

本方法所提取的mtDNA经琼脂糖电泳检测, 凝胶图

像分析系统成像显示, DNA片段没有降解, 无拖尾现

象, 条带单一, 带型整齐, DNA完整性较好(图2A), 可
进行后续的建库实验。根据李文强等[22]的研究结果, 
如果提取的mtDNA中有细胞核DNA的混入, 凝胶电

泳检测时会有明显的拖尾现象。本结果的mtDNA
条带清晰可见(图2A), 所以有效排除了细胞核DNA
的干扰。

根据实验室前期构建的EST[23]数据, 选取叶绿

体基因ndhK、线粒体基因rrn26S和细胞核基因actin, 
设计特异性引物[24], 分别以沙冬青黄化苗的cDNA和

mtDNA为模板进行 PCR 扩增鉴定。图2B中的第1、
2、3泳道扩增出了条带, 大小分别为164 bp、483 bp、
375 bp, 和目的片段大小一致, 从而证明叶绿体基因

ndhK、线粒体基因rrn26S、细胞核基因actin在沙冬

青的黄化苗中表达。而图2B的第4、5、6泳道扩增

结果显示, 只有5泳道扩增出了线粒体基因rrn26S的
特异片段, 无杂带, 而叶绿体基因和细胞核基因都没

有扩增产物。以上说明, 本实验方法得到的沙冬青的

mtDNA纯度较高, 可以排除叶绿体基因和核基因的

干扰, 可用于后续的线粒体基因组测序及分子实验。

依据上述方法, 我们成功组装了沙冬青的线粒

体基因组(GenBank: MK683210)。将线粒体rrn26S
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表1  沙冬青线粒体DNA Qubit Fluorometer测定结果

Table 1  Quality determination of Ammopiptanthus mongolicus mtDNA by Qubit Fluorometer 
样品名称

Sample
浓度(ng/μL)
Concentration (ng/μL)

总量(μg)
Total (μg)

D260/D280 D260/D230

1 2 326.10 62.80 1.92 1.85

2 2 415.80 65.23 1.93 1.84

A: 不连续的蔗糖梯度密度离心提纯沙冬青线粒体; B~E: 沙冬青线粒体的激光共聚焦显微镜检测B(荧光素滤光片)、C(明场, 粗线粒体Rh123染
色)、D(荧光素滤光片)、E(明场, 纯线粒体Rh123染色); 红色箭头表示线粒体, 白色箭头表示细胞碎片。

A: mitochondrial purification by discontinuous sucrose gradient density centrifugation; B-E: Ammopiptanthus mongolicus mitochondrial quality 
observed by confocal microscopy B (fluorescein filter), C (bright-field, primary mitochondria pellet stained with Rh123), D (fluorescein filter), E 
(bright-field): pure mitochondria stained with Rh123; The red arrows represent the pure mitochondria and the white arrows represent the cell debris.

图1   沙冬青线粒体提取纯化及检测结果

Fig.1   Mitochondria extraction, purification and detection from Ammopiptanthus mongolicus

A

Unpurified
mitochondria

23%

40%

Light mitochondria

Heavy mitochondria

10 µm 10 µm

10 µm 10 µm

B C

D E

的目的片段大小(图2B)且相似度为100%, 证实ndhK
可作为叶绿体的特异性基因对样品进行检测(图
3A)。

3   讨论
现有的植物mtDNA提取方法多具有组织特异

性和物种特异性, 在进行沙冬青mtDNA提取的过程

中, 我们运用了多种植物线粒体提取方法, 如Wilson

的PCR扩增序列和组装后测序的rrn26S基因完整

序列进行比对, 共有序列的长度为483 bp, 符合PCR
扩增的目的片段大小(图2B)且相似度为100%, 证实

rrn26S可作为线粒体的特异性基因对提取的样品进

行检测(图3B)。此外, 我们也成功得到了沙冬青的

叶绿体基因组(GenBank: KC695666), 将叶绿体ndhK
的PCR扩增序列和组装后测序的ndhK基因完整序列

进行比对, 共有序列的长度为164 bp, 符合PCR扩增
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A: 沙冬青mtDNA检测; M: marker 23 130 bp; 1、2: 沙冬青mtDNA样本。B: 沙冬青mtDNA纯度检测; M: marker 2 000 bp; 1、4: ndhK叶绿体特异

性引物; 2、5: rrn26S线粒体特异性引物; 3、6: 细胞核特异性引物actin。
A: detection of Ammopiptanthus mongolicus mtDNA; M: marker 23 130 bp; 1,2: Ammopiptanthus mongolicus mtDNA sample. B: quality detection of 
Ammopiptanthus mongolicus mtDNA; M: marker 2 000 bp; 1,4: PCR products using specific primers of Chloroplast ndhK; 2,5: PCR products using 
specific primers of mitochondrial rrn26S; 3,6: PCR products using primers of nucleus specific actin.

图2   沙冬青mtDNA电泳检测结果

Fig.2   Quality analysis of Ammopiptanthus mongolicus mtDNA by agarose gel electrophoresis
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A: ndhK的PCR扩增序列和叶绿体ndhK序列比对; B: rrn26S的PCR扩增序列和线粒体rrn26S序列比对。

A: alignment of ndhK PCR amplification sequence and chloroplast ndhK gene sequence; B: alignment of rrn26S PCR amplification sequence and 
mitochondrial rrn26S gene sequence. 

图3    叶绿体ndhK基因和线粒体rrn26S基因序列比对分析

Fig.3   Sequence alignment and analysis of ndhK from chloroplast and rrn26S from mitochondria
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等[25]、李俊英等[26]、Zaheer等[27]发表的方法, 但并

没有得到理想的沙冬青mtDNA。原因可能有二: (1)
样品量过少, 4~5 g的样品无法富集线粒体, 所以实

验提取失败; (2)以上的方法都只尝试了烟草、玉米、

燕麦、拟南芥、胡麻、黄芥末等草本材料, 而并未

涉及到木本材料, 不同的物种或组织因其特有的生

理代谢过程, 酚类等化合物可能损伤线粒体膜的完

整性, 影响线粒体的提取[27-28]。此外, 相比较动物而

言, 植物线粒体的提取容易受到细胞核和叶绿体等

的干扰, 影响线粒体的纯度。叶绿体DNA和细胞核

DNA对mtDNA纯度有很大影响[18], 提取的效果不好

直接影响后续实验, 特别是高通量测序和分子遗传

分析。

本研究采用不连续蔗糖密度梯度高速离心法[29]

和差速离心法[30]相结合的方法, 利用DNase I有效

分离纯化线粒体, 成功建立了沙冬青黄化苗mtDNA
的提取体系。为了得到高质量的mtDNA, 本研究

做了四点特殊处理: (1)为排除叶绿体和微生物的干

扰, 我们选取无菌黄化苗为实验材料, 暗培养14天, 
又经提取缓冲液在4 °C冰箱浸泡8~10 h; (2)为减少

线粒体的损伤, 研磨缓冲液使用前加入BSA和β-巯
基乙醇, 防止氧化损伤; (3)为消除核基因DNA的污

染, 线粒体裂解前用RQ1 RNase-Free Dnase消化处

理, 降解细胞核DNA, 而后加入足量RQ1 DNase Stop 
Solution终止反应; (4)为了保证线粒体的完整性, 控
制研磨缓冲液和悬浮缓冲液的pH=8.0, 避免渗透压

引起线粒体膜的破损, 影响线粒体的提取质量。尽

量简化试验步骤, 本试验中未使用蛋白酶K[31], 而是

在后续试验利用裂解液和氯仿/异戊醇(241׃)反复抽

提2~3次, 消除蛋白质、酚类、多糖的污染。

总之, 本研究建立了分离沙冬青mtDNA的方

法, 在提取过程中确保对线粒体机械损伤程度最小

的基础上, 有效的除去线粒体以外的核DNA以及酚

类、多糖类物质, 降低污染率, 提高了mtDNA的纯

度和质量。本文结果为沙冬青线粒体基因组研究提

供了技术基础, 也可以为其他木本多糖多酚类植物

的mtDNA提取纯化提供借鉴。
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