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中华蜜蜂王浆中 DNA的提取方法研究

邹 阳 ,黄 康 ,颜伟玉 ,曾志将*
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摘要:在国内外首次以中华蜜蜂新鲜王浆为材料 ,采用改进的苯酚 -氯仿法 , 提取出其 DNA并对其含量及纯度

进行测定。结果表明:中华蜜蜂新鲜王浆中 DNA的含量为 66. 29 ～ 105. 34 μg /g,平均含量为(82. 95±10. 39)

μg /g, 平均纯度(A260 /A280)为 1. 69±0. 08,以其作为模板进行 RAPD - PCR扩增 , 扩增的条带较清晰 、明亮 、稳

定性好。
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A Study on Extraction of DNA from Fresh Royal Jelly ofApis cerana
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　　Abstract:In the presen t investiga tion, the DNA from fresh roya l je lly o f Apis cerana was extrac ted w ith

modified phenol - ch lo ro form me thod, and its conten t and purity we re de te rm ined. The resu lts show ed that the

mean con tent o fDNA ex tracted from fresh royal je lly ofApis cerana was(82. 95 ±10. 39)μg /g, themean pu-

rity(A 260 /A 280)was 1. 69±0. 08. Taking the DNA as the temp la te fo rRAPD -PCR, the ob tained bandsw ere

clear, b righ t and comp le te.
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蜂王浆是由蜜蜂工蜂王浆腺分泌的乳白色或淡黄色浆状物质。蜂王浆的成分十分复杂 ,营养极为

丰富 ,已广泛应用在治病 、保健及美容等领域
[ 1]
。目前对蜂王浆和蜜蜂的相关报道比较多

[ 2 ～ 4]
。蜂王浆

中除含有蛋白质 、脂类 、糖类 、氨基酸等外 ,还含有核酸。 1964年 , Marko等人通过测定首次报导了意大

利蜜蜂王浆冻干粉中含有核酸
[ 5]
;1979年 , 牛春艳等人提取并测定了意大利蜜蜂新鲜王浆中的

DNA
[ 6]
。但目前 ,国内外尚无关于中华蜜蜂王浆中 DNA的任何报道。为了确定中华蜜蜂王浆中是否含

有 DNA及其含量 ,我们对中华蜜蜂新鲜王浆中的 DNA进行提取并测定其含量 。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

实验王浆:实验所用王浆产自江西农业大学蜜蜂研究所饲养的中华蜜蜂 ,共 14份;分别产自不同的

蜂群。 -70 ℃贮藏 。
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1. 2　主要试剂

STE(30 mmo l /L Tris -HC l, 200 mmo l /L EDTA , 50 mmo l /L NaC l, pH8. 0);10%的 SDS细胞裂解液;

蛋白酶 K (200 μg /mL);水饱和酚 , V苯酚 ∶V氯仿 ∶V异戊醇 (25∶24∶1)混合液 , V氯仿 ∶V异戊醇 (24∶1);TE

(10mmol /L Tris -Hc l, 1 mmo l /L EDTA. pH8. 0);φ=75%乙醇;琼脂糖 ,溴化乙锭;引物 S系列(购自上

海生工 );DAN marke r、Taq DNA聚合酶 (5. 0 U /μL)、10 mmo l /L dNTPs(大连宝生物公司 )、10 ×PCR

Buffer(含 Mg
2+
)购自大连宝生物有限公司。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　DNA的提取　(1)大离心管中加入约 2 ～ 3 g左右的王浆 ,加入 10倍于王浆体积的双蒸水 ,搅

拌混匀 , 18 000 r /m in离心 15 m in,弃上清。 (2)重复步骤(1)2 ～ 3次 ,直至离心后的上清不浑浊为止。

(3)称取离心后的王浆约 0. 5 g,加入 450 μL STE缓冲液 (30 mmo l /L Tris -HCL, 200 mmo l /L EDTA ,

50 mmol /L N aC l, pH 8. 0)和终浓度分别为 10%的 SDS 80 μL和 200 μg /mL的蛋白酶 K。 (4)充分混匀

后置 56 ℃温箱中消化 8 ～ 12 h至澄清 。 (5)加入等体积的水饱和酚 ,缓慢混匀 30 m in(手摇 ), 6 000 r /

m in离心 10 m in,上清液转至另一干净的 Eppendo rf管中。 (6)加入等体积的 V苯酚∶V氯仿∶V异戊醇 (25∶24∶

1)混合液缓慢混匀抽提 30m in(手摇 ), 6 000 r /m in离心 10m in,上清液转至另一干净的 Eppendorf管

中 。 (7)再加入等体积的 V氯仿∶V异戊醇 (24∶1)抽提 20 m in(手摇 ), 6 000 r /m in离心 10m in,上清液转至

另一干净的 Eppendo rf管中 。 (8)加入等体积的异丙醇沉淀 DNA , - 20 ℃过夜放置 , 6 000 r /m in离心

10 m in后 ,弃上清 。 (9)加入 800 μL φ=70%乙醇洗涤 , 10 000 r /m in离心 10m in后 ,弃上清 ,重复 1

次 。 (10)将 DNA样品置于真空干燥器干燥 3 m in左右 (视管中乙醇残留量多少适当调整干燥时间 )。

(11)加入适量 TE(pH =8. 0)缓冲液溶解 ,置 4 ℃冰箱待用或保存于 - 20 ℃。

1. 3. 2　DNA质量和浓度检测　(1)电泳分析。取 2 μL DNA加样于 0. 9%琼脂糖凝胶泳道中 ,电泳缓

冲液为 10×TAE ,电场强度为 6 V /cm ,电泳时间为 20 m in ,凝胶成像仪上观察 DNA分子的大小 、完整性

并拍照 。

1. 3. 3　DNA含量和纯度的测定　取 1 μL DNA样品 ,加 ddH 2O至 50 μL,在 Eppendo rf B ioPho tome ter

(德国 , EPPENDORF公司)核酸定量仪上测定 OD260 , OD280 , OD260 /OD280 ,及 DNA的含量。 RAPD - PCR

反应:10 μL反应体系中包括:模板 10 ng /μL, MgC l2 2. 5mmol /L, dNTP0. 25 mmo l /L,引物 0. 3 μmol /L,

Taq DNA聚合酶为 1 U /10 μL, RAPD - PCR扩增反应条件为:94 ℃预变性 4 m in, 94 ℃变性 1m in,

37 ℃退火 1 m in, 72 ℃延伸 2 m in, 40个循环;后延伸 10 m in。

2　结果与分析

2. 1　DNA提取结果

利用改进的苯酚 -氯仿法对中华蜜蜂新鲜王浆中的 DNA进行提取 ,对其进行定量检测:A 260 /A 280

在 1. 56 ～ 1. 82之间 ,表明 DNA的纯度较高;其得率在 66. 29 ～ 105. 34 μg /g之间。

根据琼脂糖凝胶电泳图(图 1)可以看出:中华蜜蜂王浆中提取的 DNA清晰 、明亮且所得片段较大。
表 1　各样品提取的 DNA纯度和产量

Tab. 1　Pur ity and y ie ld of DNA from differen t samp les

中华蜜蜂

王浆样品
A260 /A280

DNA含量

/μg g- 1

中华蜜蜂王

浆样品
A260 /A280

DNA含量

/μg g -1

1# 1. 56 74. 93 9# 1. 82 66. 29

2# 1. 59 88. 33 10# 1. 72 75. 70

3# 1. 67 105. 34 11# 1. 64 84. 92

4# 1. 75 75. 31 12# 1. 60 82. 17

5# 1. 76 84. 02 13# 1. 73 99. 92

6# 1. 66 76. 61 14# 1. 65 78. 73

7# 1. 70 78. 90 平均数 ±标准误 1. 69±0. 08 82. 95±10. 39

8# 1. 79 90. 09
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图 1　中华蜜蜂王浆 DNA电泳胶图

F ig. 1　E lec tropho resis m ap of aga rose o f DNA ex tracted

from roya l je lly o fApis cerana

图 2　引物 S27对中华蜜蜂王浆中 DNA的 RAPD扩增结果

F ig. 2　Random am plified po lymo rph ic DNA o f DNA ex tracted

from royal je lly o fApis cerana

2. 2　RAPD -PCR扩增结果

用中华蜜蜂新鲜王浆中提取

的 DNA作为模板进行 RAPD -

PCR扩增 ,结果见图 2 ,获得了清

晰稳定的条带 ,说明用改进的苯

酚 -氯仿法提取中华蜜蜂新鲜王

浆中的 DNA , 完全可以满 足

RAPD分析的需求 , 这对进一步

开展中华蜜蜂王浆中的 DNA研

究打下了基础。

3　讨　论

蜂王浆中只含有微量的 DNA ,而含有较

多的糖类 、脂类物质和蛋白质。用标准的苯

酚 -氯仿法很难将这些物质有效地去除 ,因

而几乎得不到 DNA。本研究在苯酚 -氯仿

抽提之前 ,向装有新鲜王浆的大离心管中加

入相当于王浆体积 10倍的双蒸水 ,搅拌均

匀;18 000 r /m in离心 15 m in,能够较为有效

地去除王浆中部分的糖类和脂类物质。 DNA

的产率为 66. 29 ～ 105. 34 μg /g, A260 /A 280比

值为 1. 56 ～ 1. 82,平均为 1. 69 ±0. 08,说明

其纯度较高 。以此法提取的 DNA作模板进行 RAPD - PCR扩增 ,获得了较为清晰稳定的条带 ,说明用

改进的苯酚 -氯仿法提取中蜂王浆中 DNA效果好 ,完全可以满足王浆中 DNA的分子标记 。本研究在

国内外首次提取出中华蜜蜂王浆中的 DNA并对其进行定量 , 从实验上证实了中华蜜蜂王浆中含有

DNA并且能够被提取出来 ,这为往后科学工作者们进一步开展中华蜜蜂王浆中的 DNA的研究打下了

基础。在提取过程中要注意:

(1)DNA提取过程的步骤(1)、(2)不能省略 ,否则得不到 DNA。

(2)收集的王浆样品应尽早置于 - 70 ℃保存 ,防止王浆中的 DNA过分降解 ,影响实验结果 。

(3)在 DNA提取过程中 ,为提高 DNA的纯度 ,可重复 DNA提取步骤 (7)2 ～ 3次 ,能够更好地除去

王浆中的脂类和蛋白质 ,从而得到更纯的 DNA。
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