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缩略词表 

Abbreviations 
缩写简称

Abbreviations
英文全称

English appellation
中文意义

Chinese appelation

Long PCR Long PCR 长链聚合酶链式反应

Real-time PCR
Real-timequantitative 

polymerase chain reaction
实时定量聚合酶

链式反应

DMF N,N-Dimethylformamide N,N-二甲基甲酰胺

mtDNA Mitochondrion DNA 线粒体基因组脱氧核糖核酸

ptDNA Plastid DNA 质体基因组脱氧核糖核酸

nuDNA Nucleus DNA 细胞核基因组脱氧核糖核酸

accD acetyl-CoA carboxylase 
beta subunit

乙酰辅酶 A 羧化酶

β 亚基基因

ATPase 6 ATP synthase F0 subunit 
6

腺苷三磷酸合成酶

F0 单位亚基 6 基因

COX I cytochrome c oxidase 
subunit I

细胞色素 C 氧化酶

亚基 I 基因
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摘    要 

细胞核基因组、质体基因组、线粒体基因组的协调表达是植物正常生长、发

育的必要条件。此前有研究报道植物的质体基因组 DNA 和线粒体基因组 DNA

会因光照而降解。在叶绿体光合磷酸化产生的 ATP 是否会降低细胞对线粒体的

需求这两个问题上也存在争论。大多数对变绿过程中叶绿体基因组的研究是以植

物的叶片为材料，还缺乏对其他组织器官中的研究，因此我们还不确定植物不同

组织器官的叶绿体基因组在稳定性等方面是否存在共性。 

在本研究中，我们采用马铃薯品种“费乌瑞它”和“夏波蒂”的块茎为实验

材料，每一品种的块茎分成两组，分别进行光照（变绿）处理和避光处理；费乌

瑞它的光照实验包含两组重量不同的块茎，以研究不同重量块茎在变绿时 DNA

含量的变化。在经过光照（变绿）处理和避光处理后，光照组削取 1-2 mm 厚的

块茎表层变绿组织以提取总 DNA，避光组则削取与光照组相同部位的组织。然

后采用实时定量聚合酶链式反应（Real-time quantitative polymerase chain 

reaction；简称 real-time PCR）和长链聚合酶链式反应（Long PCR）的方法来分

析块茎表皮组织的总 DNA。 

1. Real-time PCR 实验中的参考引物对 B20B22 为核基因组（Solanum 

tuberosum cultivar DM 1-3 516 R44 unplaced genomic scaffold, SolTub_3.0 

scf00001, whole genome shotgun sequence）单拷贝区；叶绿体引物对 C5C6 扩增

序列位于叶绿体基因组 accD 基因（乙酰辅酶 A 羧化酶β 亚基基因 acetyl-CoA 

carboxylase beta subunit）的单拷贝区；线粒体引物对 C13C14、C15C16 扩增序列

位于线粒体基因组的单拷贝区，C13C14 对应线粒体 ATPase 6 基因的片段，

C15C16 对应线粒体 COX I 基因的片段，两个基因分别为线粒体呼吸功能关键酶

ATP 合成酶（ATPase）和细胞色素 C 氧化酶（COX）的蛋白亚基编码基因，以

上引物对依据 Li 等（未发表）。通过 real-time PCR 数据分析表明：块茎重量相

似时，光照处理组的块茎变绿组织总 DNA 与避光处理组的块茎表皮组织总 DNA

相比，其质体基因组 DNA 拷贝数有所降低，线粒体基因组 DNA 拷贝数也表现

出明显地降低；这一结果在马铃薯品种“费乌瑞它”和“夏波蒂”的块茎中均有

表现。这可能表明了在经过光照处理的两个马铃薯品种的块茎变绿组织中，细胞

对质体总量的需求有所降低，以及细胞降低了对线粒体呼吸作用产生 ATP 的需
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求。在块茎重量不同的情况下，较重块茎的细胞器基因组 DNA 拷贝数多于较轻

的块茎。较重块茎变绿组织的叶绿体基因组 DNA 拷贝数较多；C13C14 所扩增

的 ATPase 6 基因拷贝数增加显著（P<0.05），C15C16 扩增的 COX I 基因拷贝数

增加极显著（P<0.01）。

2. Long PCR 的实验中，我们选取马铃薯叶绿体基因组中一段长度为 8033bp

（GenBank accession No. JF772171 基因组的 7261-15293 位置）的序列设计引物。

马铃薯品种“费乌瑞它”和“夏波蒂”的光照变绿组织的总 DNA 中均成功扩增

出了长度约 8000 bp 的序列，结果表明质体基因组 DNA 基本稳定。

这些结果表明在两个品种的块茎变绿组织中质体基因组 DNA 拷贝数受光照

影响而降低，随块茎质量增大而增加；变绿组织线粒体 DNA 的拷贝数受光照影

响降低，随块茎重量增大而增加。

关键词：马铃薯;薯块变绿;叶绿体;线粒体;DNA 稳定性 
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                      Abstract 

The growth and development of plant require coordination of three 

DNA-containing compartments including nucleus，plastid and mitochondria. There 

are currently debates on whether in green tissues plastid DNA (ptDNA) and 

mitochondrial DNA (mtDNA) were damaged to fragments by light and whether the 

cellular energy ATP produced by chloroplast phosphorylation can partly reduce the 

demand of mitochondrial respiration. Most studies are on leaves.It's unclear whether 

it’s similar in other organs about the stability of DNA. 

In the present research, tubers of two potato (Solanum tuberosum L.) cultivars 

Favorita and Shepody were used as donors. To found out the difference of Organelle 

DNA content in tubers with different weight, there are two gruop of Favorita tubers 

( 38 g and 102 g ) in the greening experiment.Total DNA of tuber peels was analyzed 

using real-time quantitative polymerase-chain-reaction (real-time PCR) and long PCR 

in comparison between tubers in the dark and tubers under light in both cultivars.  

1. The reference primers B20B22 nuclear DNA region was used as unique 

sequence reference control of the nuclear genome because the region was found to be 

unique single copy region (Dr. Xiu-Qing Li et al. will be published elsewhere). The 

ptDNA primers C5C6 ( accD gene,acetyl-CoA carboxylase beta subunit) and the 

mtDNA primers C13C16 (ATPase 6) and C15C16 (COX I) were designed according 

to the Solanum tuberosum isolate RH89-039-16 reference chloroplast genome 

(JF772171) and the mitochondrial genome (version 3) of the some clone . The ratio 

between ptDNA and nuclear DNA (nuDNA) showed little decrease during greening

when the weight of tubers are similar, but the mtDNA/nuDNA ratio significantly 

decreased during greening in both Cultivars. When the weight of tubers are different, 

the ptDNA/nuDNA ratio showed little increase, but the mtDNA/nuDNA ratio 

significantly increased in the weighter tubers. The result may suggest that the 

greening tubers reduce the demand of ATP which produced by mitochondrial 

respiration, and the weighter tubers increase the demand of ATP.

2. To test the stability of ptDNA of greening tubers, we designed a couple of 

primers based on the Solanum tuberosum isolate RH89-039-16 chloroplast complete 
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genome (JF772171.1) and the estimate amplification size is 8,033 bp (7261-15293). 

In the result, we amplified the target sequence successfully, and did not find evidence 

of DNA fragmentation. 

These results of little reduction of ptDNA but significant reduction of mtDNA in 

greening tubers (compared with the tubers that were not exposed to light) suggests 

reduced requirement of mitochondrial respiration in greening tissues of these two 

cultivars. As the weight of tubers increase the Organelle DNA content increased. Two 

hypotheses, one for the ptDNA amount stability and one for the mtDNA changes, 

were postulated. 

    Keywords: Potatoes; Tuber greening;Chloroplasts; Mitochondria; DNA stability 
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第一章 文献综述 

植物的细胞核之外有两种细胞器——质体和线粒体——含有自己的DNA基

因组。质体因功能不同有多种类型，例如在绿色叶片中是以叶绿体为主，马铃薯

块茎中是以淀粉质体（amyloplast，淀粉体或造淀粉体）为主。同一植物的各种

类型的质体还没发现在 DNA 基本序列方面有何不同，根据学术界多年来的习

惯，本文中将质体 DNA 统称为叶绿体基因组DNA。叶绿体的光合作用和线粒

体的呼吸作用对植物的生长发育是必不可少的。叶绿体和线粒体产生一系列代

谢产物而且还有一些未知的功能[1]。叶绿体基因组和线粒体基因组以及它们和细

胞核基因组的合作在很大程度上决定了农林园艺等植物的产量和品质。细胞质和

细胞核的某些基因有协同进化[2]。 

1.1 从内共生到细胞器 

    叶绿体很可能起源于一种蓝藻菌（cyanobacteria）[3]。这种假说有光合作用中

心蛋白的特点、蛋白质向细胞器的输入体系和 DNA 序列等方面的支持[4]。共生

可能发生在 14 到 17 亿年之前[5]，发生在红藻、褐藻和绿藻三大藻类的共同祖先

[6,7]。线粒体也被认为由一种古老的内共生细菌演变而来[8-10]。叶绿体基因组 DNA

序列分类学的证据显示早期的叶绿体可能通过水平转移途径扩展到了别的一些

早期，所以植物直接通过改造共生体而演变成的叶绿体称为原始叶绿体或直系叶

绿体，而通过水平转移而获得的叶绿体被称为次生叶绿体[11]。叶绿体在进化过程

中已经与现在的蓝藻菌后很大差别，例如光合作用中心光吸收蛋白已经在绿藻的

叶绿体和蓝藻菌之间有很大差别[12]。早期的植物可能得益于共生菌的分泌物，

获得了利用早期质体所产生的碳水化合物的能力[13]。 随着共生菌丢失了某些功

能而不能独立生存而剩余的功能又对植物的生长发育有利，这些共生菌便逐渐演

化成了现在所知的叶绿体（质体）和线粒体。 

1.2 动物利用获取的叶绿体进行光合作用 

    通常境况下动物体细胞中不含有质体，但海天牛属（一类海生蛞蝓）可以经

过消化吃进的海藻而获得叶绿体[14,15]。 某些海生蛞蝓可以仅仅依靠这些叶绿体



甘肃农业大学 2015 届硕士学位论文

2

进行光合作用而生存数月。尽管有报道一种由海藻的细胞核基因编码的叶绿体蛋

白基因转移到了海天牛属动物体内[16]，但并没有证据可以证明此基因可以在动

物体内表达。 在高等植物中 ftsH 是在细胞核基因组上，所以高等植物的叶绿体

不大可能离开植物细胞而独立生存。但在某些藻类的叶绿体上自己有这个 ftsH

基因；这可能解释了为什么有些藻类的叶绿体能在海蛞蝓中存活和进行光合作用

很长时间[17]。 我们还不了解叶绿体基因组在海天牛属动物体内的几个月里具体

发生了什么变化，但是叶绿体基因组 DNA 的降解应该是一种可控的、程序性的

过程。

1.3 线粒体在真核生物中的普遍存在 

    绝大多数真核生物都有线粒体。一类胞内寄生性原生生物（单细胞真核微生

物）或许曾拥有线粒体，但已失去了典型的线粒体或者线粒体基因组，只拥有几

个被称为纺锤剩体的类线粒体结构。 这类线粒体缺失的寄生性原生生物包括兔

脑炎原虫（Encephalitozoon cuniculi，一种能让艾滋病人感染痢疾的原生生物）、

阿米巴虫（Entamoeba histolytica，一种在人身上引起阿米巴痢疾的原始生物） 和

兰氏贾第鞭毛虫（Giardia intestinalis）。这些可能失去了线粒体的单细胞原生生

物主要进行简单的二分法分裂生殖[18]。很显然，以已经研究过的真核生物都有

线粒体或很可能曾经有过线粒体；还没有发现没有线粒体的植物。   

1.4 叶绿体和线粒体基因向细胞核基因组的转移 

    细胞器的基因组现在比起海藻和细菌的基因组要小得多，这表明细胞器在内

共生后的演化过程中丢失了大多数的基因[19]。 例如绿藻 tufA 基因[20] 和豆科植

物 rpl22 基因[21]均由叶绿体转移到了细胞核中。 在一项针对叶绿体基因组卡那

霉素抗性基因的研究中，在体细胞与生殖细胞中都发现了从叶绿体基因转变为细

胞核基因的现象，但换了细胞质的烟草配子发育过程中这种细胞质到细胞核基因

组的 DNA 转移较为频繁[22]。在修复细胞核染色体双链断裂的过程中，轻度热刺

激可提高叶绿体基因组 DNA 和线粒体基因组 DNA 在换了细胞质的烟草中转变

为细胞核 DNA 的频率[19]。已发现拟南芥的线粒体基因组 DNA 是通过经非同源
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重组的途径稳定地插入细胞核基因组[23]。通过对玉米染色体 B73-W23 之间一段

长约 570 kb 的片段进行荧光原位杂交研究，发现线粒体基因组 DNA 转变为细胞

核 DNA 的过程中产生了大量的插入位点[24]。相较于染色体的减数分裂重组，无

论在体细胞中还是在生殖细胞中，DNA 从细胞器至细胞核的转移更是通过 DNA

插入来实现的，因此这种转移属于非孟德尔遗传的体细胞遗传途径。

某些物种的线粒体基因组包含来自于叶绿体的基因，比如葡萄属植物中接近

42.4 %的叶绿体基因组可能并入到了线粒体基因组[25]。 叶绿体及其基因可以通

过嫁接[26] 或者寄生物和宿主的相互作用[27]而在植株间转移。 这些研究说明，植

物的线粒体基因组会转移部分 DNA 序列给细胞核基因组，并且在某些特定的条

件下可以从质体获得 DNA 序列。但由于叶绿体和线粒体是在同一个细胞中而且

序列有些相似性，两种细胞器的 DNA 容易有混杂。有些技术可以分别提取叶绿

体和线粒体基因组 DNA以通过减少两种DNA的混杂而提高DNA 序列分析的可

靠性[28]。

1.5 叶绿体基因组的大小 

    叶绿体由于结构比线粒体简单，在烟草 [29] 和苔藓植物（Marchantia 

polymorpha）[30]的叶绿体基因组测序之后，目前已有很多叶绿体基因组完成了测

序和组装。叶绿体基因组一般都有一对大的反方向重复片段，例如在大豆中是 

25.574 kb [31]。尽管叶绿体基因组都比较小，但在叶绿体基因组大小差别很大，

例如二倍体马铃薯的叶绿体为 155492 kb （NCBI accession JF772170）。在 2015

年 4 月 21 日，李修庆（本研究合作者之一）在分析 NCBI 基因库中所有的叶绿

体基因组全长（complete chloroplast genome）的序列时，发现最小的叶绿体基因

组是 73345 kb （AJ294725.1，来自腐生型眼虫 Astasia longa，一种无色的非光合

作用胞藻） ，最大的是 165389 kb （来自 NC_020372.1| Trithuria inconspicua，

一种单子叶独蕊草），平均大小为 146189 kb， 比已知细菌的平均基因组（2.61 

Mb [32]）要小很多（李修庆 Li X.-Q.未发表）。 
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不同类型真核生物的线粒体大小不一，如节肢动物的线粒体基因组大小一般

14-19 kb [33]，鳄蜥（Shinisaurus crocodilurus Ahl. 有鳞目爬行动物）粒体基因组

全长 16,585 bp [34]；高等植物的线粒体规模远大于其他生物类群，且不同高等植

物的线粒体基因组大小差别巨大，可能是由于有很多重复片段间的重组[35,36]。

比如最小的油菜（ Brassica napus L．）为 221853 bp （NCBI accession: 

AP006444.1）。有些线粒体还含有 DNA 质粒，例如玉米 S 型雄性不育系中有一

个 1.94 kb 的线粒体质粒[37]。植物线粒体基因组具有多态性，但是在目前已完

成测序图谱的线粒体基因组中除玉米 S 型细胞质雄性不育系和粳稻的构型是线

形分子外,其他线粒体基因组全为环状结构[37,38]。

1.7 体细胞中质体和线粒体基因组拷贝数的变化 

    不同组织中质体和线粒体含量不同。质体在植物中按功能不同而需要用多种

形式存在，例如叶肉细胞中的叶绿体和淀粉储藏细胞中的造粉体等。尽管尚不很

清楚质体基因组拷贝数对某些叶绿体基因表达的具体影响[39]，但由于基因组是

质体和线粒体的根本而且质体和线粒体功能上必须互相配合，所以很有必要研究

质体和线粒基因组在细胞中各自的含量和两者的最适比率。细胞器基因组拷贝数

和相互比例可能影响对农作物的生长、产量和品质。 

    多种不同的方法被用于研究叶片中的叶绿体基因组拷贝数，如流式细胞分析

法[40]，染色荧光显微法[41,42]，脉冲场凝胶电泳[42]，复性动力学[41]，实时定量 PCR 

[43]，以及斑点印迹杂交[43]。研究者在如何准确评估质体基因组拷贝数的问题上

有争论[44]。 虽然有人研究过玉米的几种线粒体基因拷贝数变化，但总体上对线

粒体基因组拷贝数的研究较少[39]。 

实时定量 PCR 技术广泛应用于研究细胞中叶绿体基因组 DNA 含量[43,45-47]

和 DNA 动物和植物的线粒体基因组 DNA 含量[48.49]。但很多因素影响实时定量

PCR 的反应和估算结果，所以还需要认真遵守 Bustin 等[50] 提出的实时定量 pCR

技术注意事项（ MIQE guideline: minimum information for publication of 

quantitative real-time PCR experiments）。有多篇论文指出了遵守 MIQE guideline

的重要性[50.51]。DNA 质量对实时定量 PCR 的结果有很大影响[52]。 用实时定量

PCR 进行 DNA 样本间比较时需要测定 PCR 反应效率[53-62]。 

1.6 线粒体基因组简介
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在不同条件下生长的植物，其叶绿体基因组 DNA 含量差异很大。在枫树叶

片的衰老变黄的过程中，叶绿体基因组的 rbcL 基因逐步降解[63]。 由于某些植物

染色体倍性有组织特异性变异[64]从而增加了计算细胞平均叶绿体或线粒体基因

组拷贝数的难度。另外，Kumar 等[49]认为玉米绿叶中叶绿体基因组 DNA 和线粒

体基因组 DNA 在光下降解成了没有功能的小片段，并从而认为定量 PCR 的扩增

量在组织间的差异并不代表叶绿体和线粒体基因组拷贝数有差异；这是因为他们

在比较玉米黄化苗叶片和光下绿叶时，绿叶的叶绿体和线粒体基因组 DNA很难

进行长片段 DNA 的 PCR 扩增但很容易进行短片段的定量 PCR 扩增[49]。

由于技术难度，大多数研究只能报道通过实时定量 PCR 检测到的叶绿体基

因组 DNA 和细胞核 DNA 数量的比例[39,65]。最近李修庆实验室发现 Kumar 等使

用的 Long PCR 配对温度过高，例如在进行叶绿体基因组 DNALong PCR 时比所

用 DNA 聚合酶产品建议的合适配对温度高了 11 °C。如果用 LongAmp Taq DNA

聚合酶产品建议的合适的温度，长片段 PCR 扩增的很正常，玉米苗根和叶不同

组织的扩增量顺序和实时定量 PCR 的扩增量顺序基本相同。而通过实验观察和

文献数据分析发现玉米叶片和根主要是二倍体，从而发现叶绿体和线粒体基因组

DNA 在光下绿叶中基本上是完整的并没有严重地断裂成小片段，而且可以用细

胞器 DNA 和细胞核 DNA 的比例推算细胞器基因组的拷贝数[66]。发现玉米苗中

叶绿体和线粒体基因组 DNA 的量以及它们的基因组拷贝数随着植物的生长发育

而有规律的地变化[66]。

由于许多叶绿体基因和线粒体基因已经转移到了细胞核基因组，细胞的许多

功能需要质体、线粒体和细胞核紧密合作进行，所以不难理解为何叶绿体基因组

和线粒体基因组的拷贝数和功能受细胞的明显调控。

1.8 植物体细胞中线粒体亚基因组 DNA分子比例的变化和对植物生长

发育的影响 

    尽管线粒体很可能起源于共生细菌，而且所有已知的细菌和绝大多数古生菌

中基因组为单个染色体[32]， 绝大多数植物和少数动物的线粒体基因组由很多个

亚基因组分子组成。大多数动物的线粒体基因组与细菌基因组相类似，也由单个

的环状染色体构成。人类的线粒体基因组长 16 kb，并携带 37 个基因。 但不同
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虱子的的线粒体基因组有 14 至 20 个微型环状染色体[67]。在玉米 [68] 和黄瓜 [69]，

等植物中，线粒体基因组不仅尺寸较大，而且由若干个起源于非对称重组的大小

不一的基因组 DNA 分子构成[69]。DNA 同源序列重组很可能是产生多个亚基因

组分子的主要原因。因为线粒体基因组在绝大多数物种中是来源于母本亲本，所

以线粒体亚基因组分子的频率变化的主要途径是体细胞遗传途径，而不是减数分

裂染色体重组。尚不清楚这种多重亚基因组分子的特征是继承自内共生细菌还是

共生后逐步演化而来。

线粒体亚基因组分子之间的比例相当稳定，但这种稳定性会因受到组织培养

等特殊条件的影响而改变[70]。体细胞的线粒体亚基因组分子在数量比例方面的

变化能够影响植物雄性的育性、叶片形状以及植株生长速度[70]。李修庆在植物

中第一次证明线粒体基因突变能引起细胞质雄性不育（CMS）的突变体便是通

过林烟草（Nicotiana sylvestris）原生质体培养而诱导产生的[70]。细胞质雄性不育

和线粒体基因组 DNA量的变化之间的联系[70]现已经在许多别的植物上得到了验

证如黑小麦[71]、菜豆[72]、狼尾草[73]以及芸苔属植物[74]。

李修庆还发现有些线粒体亚基因组 DNA 计量变化并不会引起明显的育性和

植株形态的变化，但可以改变株高[75]；这种线粒体基因组突变可以在一定程度

上解释育种方面经常观察到的细胞质效应，尽管植物杂交育种中的细胞质效应往

往不知道是由线粒体还是叶绿体决定的。引导体细胞线粒体基因组 DNA 的计量

变化有可能够成为一种植物遗传改良的有效途径，尤其是对无性繁殖的植物。

大多数体细胞都有线粒体而且都需要从线粒体的呼吸作用获得 ATP，但是这

并不意味着所有细胞都表达相同的线粒体基因以及所有的线粒体基因在所有细

胞中都需要表达。体细胞的线粒体基因表达有着相当高的差异性，例如李修庆发

现线粒体不同基因在玉米根分生组织不同区域的细胞之间的表达有着明显差异

[1]。细胞质引起的雄性不育也常被认为与花器官细胞的线粒体 CMS 相关开放阅

读框的表达提升有关，比如芸苔属植物的 pol CMS 和 nap CMS 基因[76]。有些细

胞质雄性不育基因和雄性育性恢复基因有一定的副作用，这些基因在植物群体中

的能够存在是由于杂种优势胜过了其副作用，这可以解释为何雄性不育恢复基因

和细胞质的雄性不育基因在芸薹属油菜物种中需要一起存在才不至于被淘汰

[2]。不同生物的细胞核基因转录产物在 RNA 三末端加工位点附近有不同的加多
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腺苷尾巴的信号序列[77.78]。但还不清楚线粒体 RNA 的三末端是否也有加多腺苷

尾巴的信号。

由于线粒体基因组尺寸较小且携带的基因数较少，对线粒体转录产物的

RNA 编辑需借助细胞核基因。例如，已经发现细胞核染色体上有 Mmt 基因（线

粒体 RNA 加工基因）负责加工油菜线粒体的 orf224 和 orf222 两个阅读框架[105]

的 RNA。芸苔属植物基因 pol CMS 和 nap CMS 的雄性育性恢复基因被发现是同

一个染色体 Mmt 位点上的不同的等位基因或类等位基因[2]。因为几乎所有细胞

核基因的表达活性都会受到发育和环境调控，这些 Mmt 基因的表达以及产生的

转录产物很可能也有严格的调控。这种细胞核基因的调控可以让我们在另一个层

面上了解线粒体基因组在体细胞中是如何工作的。将 pol CMS 细胞质和它的恢

复基因转到白菜型油菜中后，它们的细胞核基因产物仍能加工线粒体 CMS 基因

的转录产物[79]。

上述研究说明可以通过线粒体突变或操作细胞核和细胞质的互作系统而创

造雄性不育系或改变植物的形态和生长速度，创造遗传变异。

目前的知识说明叶绿体来自植物的内共生蓝藻菌，线粒体来自内共生细菌。

叶绿体和线粒体的大部分基因已经转移到了细胞核基因组上。线粒体基因组有很

多亚基因组分子，他们的比例变化直接影响到植物的生长速度形态和雄性育性。

叶绿体和线粒体基因组 DNA 在与细胞核 DNA 比例，基因组拷贝数和基因表达

方面随着植物的生长发育而有规律地变化。根据目前有限的研究，与黄嫩叶相比，

叶片成熟变绿过程中叶绿体基因组 DNA 含量增大，而线粒体基因组 DNA 含量

减少。需要研究是否有些物种或品种不如此变化；需要研究绿叶中叶绿体光下产

生的三磷酸腺苷（ATP）是否在某种程度上减少了细胞对功能线粒体的依赖。需

要研究植物的茎和起储藏淀粉作用的马铃薯块茎在光下变绿时叶绿体和线粒体

基因组 DNA 如何变化，从而帮助揭示细胞核、质体和线粒体在基因组水平上是

如何根据植物器官功能的不同而相互作用。研究叶绿体和线粒体时一般需要用细

胞核基因组为对照，但细胞核基因组在细胞分化和植物生长发育过程中和不同环

境条件下除了基因表达有变化外也有许多体细胞基因组变异[80]。这些生长发育

或环境引起的细胞核基因组 DNA 序列和染色体倍性变异对质体和线粒体基因组

有何影响尚待进一步研究。
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1.9 实验目的和内容 

    Kumer[49]
等报道称在光照的影响下，玉米幼苗叶片的质体基因组 DNA 降解为

小片段。我们认为实验者所使用的退火温度相对于叶绿体基因组 DNA 的最适退

火温度提高了 11 ℃，所以无法扩增出产物序列。我们还不清楚在贮藏器官如马

铃薯块茎的变绿过程中，质体基因组 DNA 是否也能保持完整。 

此前的研究表明，由于质体中的光合磷酸化反应大量产生 ATP，有可能降低

植物叶片对线粒体产生 ATP 的需求。相对于较薄且氧气供应充足的植物叶片，

块茎之类的贮藏器官不仅体积较大而且氧气供应有限。块茎的主要功能并非光合

成，与叶片相比有功能性的不同。所以尚不清楚在马铃薯块茎中是否也存在着同

样的，由于光合作用产生 ATP 而降低线粒体呼吸作用的现象。 

在研究中，我们以马铃薯品种“费乌瑞它”和“夏波蒂”的经过光照处理（光

照组分为两组重量不同的块茎）与避光处理的块茎的表层变绿组织总 DNA 进行

Long PCR（检测 DNA 稳定性）和 real-time PCR（检测 DNA 拷贝数）检测，计

算质体基因组 DNA 和线粒体基因组 DNA 的拷贝数。希望通过本实验来检测受

光照变绿组织的叶绿体基因组 DNA 稳定性，以及不同光暗条件和不同块茎重量

条件的细胞器基因组 DNA 拷贝数的变化。 
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第二章 材料与方法 

2.1 材料 

2.1.1 植物材料 

    马铃薯品种“费乌瑞它”（Favorita）块茎，由山东省日照市农业科学院提

供。马铃薯品种“夏波蒂”（Shepody）块茎则取自加拿大新不伦瑞克省（纽宾

士域省）弗雷瑞克登的农田，实验使用的是收获两周的马铃薯块茎。 

2.1.2 酶与试剂 

DNA 提取试剂盒：DNeasy Plant Mini Kit （50）               Cat.No.69104 

定量 PCR 试剂盒： SuperReal PreMix Plus（SYBR Green）     Cat.#FP205-02 

TAQ 酶：2×Easy Taq SuperMix                            Code#AS111-11 

Long TAQ 酶：2×Long Taq PCR MasterMix                   Cat.#KT203-01 

DNA Ladder：Tran2K Plus DNA Marker                       Code#BM111 

引物合成：生工生物工程（上海）股份有限公司  

2.1.3主要仪器设备 

紫外成像仪：Gel Doc-IT 310 Imaging System 使用波段 302nm 

超微紫外分光光度计：Quawell UV-Vis Spectropho tometer Q5000 

常规 P C R 仪：BIO-RAD T100 Thermal Cycler 

室温离心机：5430 Eppendorf Centrifuge  

光照培养箱：珠江牌培养箱 泰宏医疗器械公司 

定量 PCR 仪：Stratagene MX3005p Real-Time real-time PCR System  
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2.2 试验方法 

2.2.1 大田取样 

    本实验所用“费乌瑞他”（Favorita）马铃薯块茎取自山东省日照市农业科学

院莒县研究所的试验田，海拔107.4米，东经 118.50，北纬 35.34。而“夏波蒂”

（Shepody）则取自加拿大农业部马铃薯研究中心试验田（位于新不伦瑞克省的

弗雷德里克顿市 （Fredericton，45.957°N  66.648°W），变绿实验采用收获后两

周的马铃薯块茎。 

    因为本实验目的为检测光照条件下细胞器基因组 DNA 完整性，以及光照条

件对块茎皮层细胞的线粒体基因组 DNA 和叶绿体基因组 DNA 拷贝数的影响，

所以从大田取样时注意了以下几点： 

1．取样时选择地上部分仍然存活生长，并未出现干枯、病虫害等迹象的植

株； 

2．开始采样前应先用打印好的字迹清晰粗大的纸片标明植株的品种以及采

样时间地点等信息，拍照以便后期查验，拍照时纸片应放在视野的一侧以便于后

期对图片的处理； 

3．取样时尽量避免强光直接照射； 

4．不用有虫咬和明显病斑等薯块； 

5．取样的块茎原则上应大小、重量、形状一致，取样前应了解采集品种的

形态等形状； 

6．对于部分露出地面遭受自然光照射，或已经有变绿迹象的块茎必须舍弃； 

7．同一块大田中，从四周及中央分别取样已取得较好的代表性； 

8．出土的块茎及时放入标记好的纸袋中或箱中并用碎报纸覆盖，然后才用

塑料袋包裹纸箱，避免光照的情况下保持块茎呼吸的顺畅； 

9．大田采集的块茎需要尽快带回实验室，以进行后续步骤，本实验采用的

“费乌瑞它”块茎从采集到开始进行光照和避光对照实验间隔为 3 天。 
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2.2.2 块茎处理 

    大田取回的块茎带回实验室后，在避免阳光直射的情况下先用清水洗去泥

土，清洗时动作轻柔避免损伤马铃薯块茎的表皮；用清水将泥土洗净后，喷洒

75% 的乙醇给马铃薯表面消毒；待乙醇挥发完全后，将所有的块茎用电子天平

称重并记录；按块茎重量分组，然后在块茎的一面上用记号笔做标记或直接标明

重量。需要解释一下的是，取样的块茎不光用于本次实验，所以块茎的大小并不

均一。但本实验尽量选用大小比较一致的薯块。 

    从上述块茎中选取 12 个块茎进行本实验，其中重量为 32.2、37.0、37.2、37.4、

37.4、38.2、41.4、41.6（g）的 8 个块茎编为两组进行对照处理；93.5、103.7、

104.1、109.3（g）的 4 个块茎作为第二光照处理组以检测不同重量块茎的 DNA

含量变化。 

2.2.3 对照试验设计 

    将上述较轻的 8 个块茎顺序打乱后，取 4 个作为光照组，另 4 个作为避光处

理组。作为光照组的 4 个编号为 D3709、D3710、D3711、D3712，避光对照组编

号为 D3713、D3714、D3715、D3716。另 4 个较重的块茎编号为 D3743、D3744、

D3745、D3747。 

    实验室准备了同样型号的光照培养箱两台，一台用于光照组块茎实验，另一

台用于对照组块茎实验，及若干不透光的纸张或者其他避光材料。 

    为验证块茎可能有的形状改变是因光照引起的，两台培养箱的同样位置（中

层偏下）放置报纸以隔绝来自下面的光照（这样单纯光照组的块茎也会有不同的

颜色变化，便于同对照组进行比较）；并设置同样的光照、温度、湿度等环境参

数，培养箱尽量调成气流一致。本实验中设置的环境参数为光照强度 20 

µmol/m2/s1（虽然许多文献中光照实验的光强都超过 100 µmol/m2/s1，但为维持稳

定的环境而使用光照培养箱，故光强相对较弱，但结果证明足以引起颜色变化），

光照时间为 16 小时每天，湿度为 13% RH，温度为 24 ℃；避光处理培养箱关闭

照明，且用牛皮纸将四周围住避免任何光照，湿度为 13%RH，温度 24℃ 。 
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将 D3709、D3710、D3711、D3712 以及 D3743、D3744、D3745、D3747 作

为光照组放入光照培养箱中，D3713、D3714、D3715、D3716 作为避光对照组

放入避光处理培养箱。对照处理开始 9 天后，两组块茎的表皮已经有明显的颜色

反差，准备进行后续实验。

2.2.4 表皮取样及叶绿素提取 

    本阶段应准备至少 12 组实验工具，每组至少包括三片培养皿（事先按块茎

编号给皿标记，并称量培养皿重量），一枚刀片，一套研钵研棒，5ml 冷冻管和

10ml 离心管各一个，一张滤纸以及一副手套；每个块茎使用不同的实验工具以

免交叉污染；削皮切片人员用一次性手套，倒液氮和取试管架则需用较厚的手套。 

    对照处理 9 天后，将光照组和避光组取出培养箱，此时光照组接触光照的部

分已明显变绿，而避光组的块茎表皮仍未黄色未有明显变化；从光照组块茎的朝

上的接触光照最多的一侧取表皮样，取样时用刀片从向上侧的茎端朝芽端削皮，

皮的厚度约为 2 mm 左右。避光组取样时，取样位置和大致的表皮重量基本相同。 

    将每一个块茎上削下的表皮放在干净的且事先按块茎编号标记的培养皿内，

快速切成小片并且混均匀，然后分成三等份。 

    第一份用于提取基因组总 DNA（2.2.5）。表皮组织先用液氮冷冻，放置于

-80 ℃冰箱中保存备用。在冷冻样品时，应先将 5 ml 冷冻管浸入液氮中降温以

避免样品粘粘管壁（切勿采用向管内倒入液氮的方法降温，管内残余液氮则内部

气压较大，冷冻管易炸裂或者把样品冲出管外），再将样品夹入 5 ml 冷冻管中

（镊子或者直接用刀取），倒入液氮，待液氮挥发完全后盖浩好盖子，再将 5 ml

冷冻管放入已倒入液氮的冰盒内的试管架上；待样品收集完毕后，将试管架取出

然后放入-80 ℃的冰箱中保存。 

第二组用于提取表皮内的叶绿素。使用重量相似 D3709-D3716 号块茎进行

叶绿素提取实验。 通过提取叶绿素的方法进一步验证两组块茎颜色的明显差别

来自于块茎表皮细胞内的质体或者叶绿素的累积。将切好的表皮组织放入研钵，

加入少量石英砂，每个研钵加入 6 ml DMF（二甲基甲酰胺，对人体有害的氨气

味有机溶剂），用研棒充分研磨，将研磨好的液体和残渣一起倒入 10 ml 离心管

中；8 只离心管放在同一离心管架上至于遮光处静置三天。 
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第三组表皮样品用于测定干物质含量。单独称量或放在标明重量的培养皿

中，计算出表皮样品的鲜重；60 ℃烘箱中加热 72 小时左右，每隔约 8 小时取三

个样品称重，待重量没有变化时将样品全部取出称重，与鲜重比较得出表皮样品

的干物质含量。

2.2.5 DNA提取 

    提取 DNA 时使用的 QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit（50）试剂盒，除试剂盒

提供的耗材之外，准备了液氮、研钵研棒、移液器及枪头、1.5 ml 及 2 ml 离心

管、60 ℃水浴锅、20000 g（12000 rpm）常温离心机等，操作液氮时需带厚手

套。实验前检查试剂盒的药剂，若出现沉淀，65 ℃水浴溶解。 

    将-80℃保存的含有表皮样品的离心管及管架取出，放入冰盒中，加入干冰

或者液氮保持盒内低温。研钵研棒在研磨表皮样品前应在-20℃冰箱中低温备用，

以避免样品粘粘。 

提取过程及注意事项如下： 

1．用镊子从 10 ml 离心管中取出一部分表皮样品加入研钵；向研钵中加入

液氮，在液氮挥发完之前充分研磨，若研磨不充分需重新加入液氮继续研磨；研

磨的同时将 2 ml 离心管浸入液氮降温（避免样品粘粘在管壁上），再从研钵中

刮取≦100 mg 研磨充分的表皮样品粉末（提前练习以掌握 100 mg 的体积，用完

的研钵研棒及时放入水中避免污染实验）。 

2．向上述 2 ml 离心管中先后移入 400 µl Buffer AP1 和 4 µl RNase A（两种

试剂不可提前混合），混均匀并 65 ℃水浴 10 分钟，水浴期间颠倒 2-3 次促进充

分裂解，水浴完毕后瞬时离心 2 秒。 

3．加入 130 µl Buffer P3，使之混合并冰浴 5 分钟。 

4．将冰浴后的离心管 20000 g（12000 rpm）离心 5 分钟。 

5．移液器将溶解液移入 QIAGEN 自带滤过柱（简称滤过柱，且置于 2 ml

收集管内），20000 g（12000 rpm）离心 2 分钟。 

6．将滤过液（约 500 µl）移入新的 2 ml 离心管中，移液时切勿吸入可能存

在的颗粒；向 2 ml 离心管加入管内液体体积 1.5 倍的 Buffer AW1，然后用移液

器使之混合均匀。 
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7．从上一步的混合液中吸取 650 µl 加入到 QIAGEN 自带吸附柱（简称吸附

柱，且置于 2 ml 收集管内），以≧6000 g（≧8000 rpm）的转速离心 1 分钟，倒

掉滤过液，剩余混合液重复此步骤。

8．将吸附柱置于新的 2 ml 离心管内；加入 500 µl Buffer AW2，转速≧6000 

g（≧8000 rpm）离心 1 分钟后舍弃滤过液。

9．重新加入 500 µl AW2 Buffer，此时以 20000 g（12000 rpm）离心 2 分钟；

取吸附柱时切勿使之接触离心管内的滤过液。

10．将上一步的 QIAGEN 吸附柱移入新的 1.5 ml 离心管里面。

11．向 QIAGEN 吸附柱的吸附膜位置加 100 µl 的 Buffer AE 作为溶解液，室

温（15-25 ℃）放置 5 分钟；≧6000 g（≧8000 rpm）进行 1 分钟的离心。

12．重复上一步，并最终得到所需的 DNA（说明书建议重复上一步骤，但

实际上 DNA 浓度提升的效果并不明显，且容易把吸附膜上的杂质洗入 DNA 溶

解液中）。

提取的 DNA 溶液用超微紫外分光光度计检测 DNA 浓度以及 OD260/OD280

值，品种“费乌瑞它”的 DNA 采用 QUAWELL UV-VIS Spectrophotomrter Q5000

系统检测浓度与纯度；而品种“夏波蒂”的 DNA 检测采用的是 NanoDrop 1000 

spectrophotometer （Thermo Scientific，Wilmington，DE，USA）系统，以及 Qubit 

fluorometer （Invitrogen，NY，USA） 监测系统。将检测完毕 DNA 浓度和

OD260/OD280 比值的总 DNA 提取液放入-20 ℃冰箱中保存备用。

2.2.6 长链 PCR检测 

本实验的 Long PCR 尝试了两种 PCR 体系，A 组使用马铃薯品种“夏波蒂”

的 DNA，Long Taq 酶为 NEB LongAmp Taq DNA polymerase；B 组使用马铃薯品

种“费乌瑞它”的 DNA，Long Taq 酶为 TIANGEN 2×Long Taq PCR MasterMix，

两组的 PCR 程序以及引物序列相同。实验所用引物对是以马铃薯 JF772171.1 叶

绿体基因组的 15293-15273 位置为模板设计的，为叶绿体基因组特异性引物，在

细胞核基因组内无对应的序列；扩增产物预计长度为 8033 bp。 

正向引物命名 LPCRStCtF，序列为“GTTGCCTTACCACTTGGCCACG”，

对应序列为马铃薯叶绿体基因组（编号 JF772171）序列的 7261-7282；反向引物
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命名 LPCRStCtR 序列为“GCTTTGGCTTTACTCACATCC”。

2.2.6.1 夏波蒂块茎总 DNA长链 PCR检测 

    Long PCR （A 组）的引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。反

应的退火温度依据 Li 等（未发表），设定为 54 ℃和 56 ℃。 

    长链 PCR 的 A 组（NEB LongAmp Taq DNA polymerase）反应条件为：总反

应体系为 50 µl，其中包含 3 units 的 LongAmp Taq DNA polymerase（Cat. No. 

M0323S；New England Biolabs，Ipswich，MA，USA），1×buffer （LongAmp Taq

自带，New England Biolabs），200 µM 4 种 dNTP 均 200 µM，正反向引物各 400 

µM ，以及 0.5 ng 的块茎变绿组织基因组总 DNA。 

长链 PCR 所用程序为： 

 预变形阶段 95 ℃保持 30 秒； 

 25 个循环且每个循环包括变形阶段 95 ℃保持 30 秒，叶绿体基因组扩增

退火阶段 54 ℃保持 1 分钟，延伸阶段 65 ℃保持 7.2 分钟； 

 充分延伸阶段 65 ℃保持 10 分钟。 

叶绿体引物对所使用的退货温度是利用 New England Biolabs NEB Tm 

Calculator（http://tmcalculator.neb.com）计算得到的，所用酶为 NEB LongAmp Taq 

DNA polymerase。 

Long PCR 完成后进行 1 % 的琼脂糖凝胶电泳检测（60ml 的琼脂糖凝胶中

加入 4.5 µl 的 GelRed 染料），每个点样孔上样使用 4 µl 的 Long PCR 产物；使

用的硼酸钠电泳缓冲液中包含 10 mM 硼酸钠和 150 mM 氯化钠，PH 值为 8.2。 

2.2.6.2 费乌瑞它块茎总 DNA长链 PCR检测 

长链 PCR 的 B 组（TIANGEN 2×Long Taq PCR MasterMix）反应条件为：

总反应体系为 25 µl，其中包含 12.5 µl 2×Long Taq PCR MasterMix，按产品要求

稀释为 100 µM 的正反向引物各 4 µl（此处引物不需要长时间保存，为了大量避

免 TE 缓冲液对反应的影响，使用 Mix 自带的 RNase-Free ddH2O 溶解引物），

以及 1 ng/µl 的块茎变绿组织基因组总 DNA 1 µl，然后用 RNase-Free ddH2O 补充
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至 25 µl。程序同 A 组。

Long PCR 完成后进行 1 % 的琼脂糖凝胶电泳检测（60 ml 的琼脂糖凝胶中

加入 2.5 µl 的 Golden View 染料），每个点样孔上样使用 5 µl 的 Long PCR 产物；

使用 1×TAE 电泳缓冲液进行电泳。

30 ml 1.5 % 琼脂糖凝胶制作方法：用称量纸在电子天平上称取 4.5 g 琼脂糖

并导入三角瓶中。再用量筒取 1×TAE Buffer 30 ml 导入同一三角瓶中，用一次

性手套覆盖瓶口，放入微波炉加热 1 分钟后取出摇匀，再加热 30 秒然后摇匀，

室温冷却 5 分钟后加入 GoodView Nucleic Acid Srain（GV - II）。摇匀后倒入胶

板中冷却 30 分钟使用。1 % 胶制作方法相同，。

50×TAE Buffer 配制方法：

① 称量 Tris 242 g，Na2EDTA·2H2O  37.2 g 于 1 L 烧杯中；

② 向烧杯中加入约 800 ml 去离子水，充分搅拌均匀；

③ 加入 57.1 ml 的冰乙酸，充分溶解；

④ 加去离子水定容至 1 L 后，室温保存；

⑤ 用时取 20 ml 50×溶液用蒸馏水定容至 1 L 使用。

2.2.7 实时定量 PCR 

实验中所使用的引物对包括内参引物对，编号为 B20 和 B22，叶绿体基因组

DNA 引物对 C5 和 C6 以及两个线粒体基因组 DNA 引物对 C13C 和 14C、15C

和 16（表 2.1）。 

B20B22 引物对是按照马铃薯细胞核基因组（reference genome from the 

doubled monoploid S. tuberosum Group Phureja clone DM1-3）的单拷贝序列区设计

并经过 BLAST 验证（Li 等，未发表）。叶绿体引物对 C5C6 的扩增序列位于叶

绿体基因组的单拷贝区，为 accD 基因的片段（乙酰辅酶 A 羧化酶 β 亚基基因，

acetyl-CoA carboxylase beta subunit）；线粒体引物对 C13C14、C15C16 扩增序列

位于线粒体基因组的单拷贝区，C13C14 扩增线粒体 ATPase 6 基因的片段，

C15C16 扩增线粒体 COX I 基因的片段。 
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表 2.1 实验使用的引物 

                         Tab.2.1 Primers used in the study 

Primera Primer description Sequence （5′— 3′）

B20 内参引物 TACAAGGCCAAAGTTAAGAAAGCA

B22 内参引物 AGATTGAGGAAGAAACATCTCCCAT

C5 叶绿体基因组 DNA 引物 TCCGACAACTGGTGGAGTGACAG

C6 叶绿体基因组 DNA 引物 TGCTTGTGAACCTTCGGGTAC

C13 线粒体基因组 DNA 引物 TTGAGGACTTTCCAGGTCTTAACC

C14 线粒体基因组 DNA 引物 GCACTCTTGTTAGGCATCAACT

C15 线粒体基因组 DNA 引物 GGTCCGATGGCTGTTCTCCAC

C16 线粒体基因组 DNA 引物 CAGTACTGAGAAGCATGTGCCCAT

实时定量 PCR 所用模板浓度为 1 ng/µl，举例：X 号 DNA 溶液测定浓度为 5 

ng/µl，为稀释成体积 50 µl 的 1 ng/µl 溶液，取 20 µl 的 X 号 DNA 溶液加入到 80 

µl 的 RNase-Free ddH2O 中，用手指轻弹几下并用离心机进行瞬时离心使之浓度

均匀；稀释后的模板因为不需要长期保存，-4 ℃环境下保存，原 X 号 DNA 放回

-20 ℃保存。

实时定量 PCR 使用 SuperReal PreMix Plus（SYBR Green）试剂盒，其标准

反应体系为 20 µl 体系：加入 10 µl 的 2×SuperReal Premix Plus，10 µM 的正反

向引物各 0.6 µl（终浓度 0.3 µM），基因组 DNA 或者 cDNA 模板使用量一般小

于 100 ng，50×ROX Reference dye 的终浓度为每 50 µl 反应体系包含 1 µl ROX

（不同 real-time PCR 仪器使用的 ROX dye 浓度不同），然后用 RNase-free ddH2O

补足至 20 µl。

实际的反应体系为 10 µl，2×SuperReal Premix Plus 用量为 5 µl，10 µM 的

正反向引物各 0.3 µl（终浓度 0.3 µM），1 ng/µl 的总 DNA 模板用量为 1 µl，

50×ROX Reference dye 用量为 0.2 µl（1 µl ROX / 50 µl 反应体系），3.2 µl 

RNase-free ddH2O 补足至 10 µl。

实时定量 PCR 的反应程序：

 预变性阶段 95 °C 保持 5 分钟；
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 扩增阶段 40 个循环，每个循环包括变性 95 °C 保持 10 秒，复性 55 °C 保

持 20 秒，延伸 72 °C 保持 32 秒；

 融解曲线阶段包括 95 °C 保持 15 秒，55 °C 保持 15 秒，95 °C 保持 30 秒

（图 2.1）。

配制定量反应液时，SuperReal Premix Plus 试剂盒包含 Premix Plus、ROX dye 

以及 RNase-Free ddH2O 三部分。配制定量反应液时，应估计每种溶液参加的分

装次数，每分装一次应多加 10 %的量以应对损耗。PCR 反应液配制时如果混合

不均匀，则结果差别较大；在摇匀时可将封好口的 PCR 管倒立，用手指弹 PCR

管使之混合均匀，然后离心机 8000 rpm 瞬时离心将液体收集到管低。

图 2.1 实时定量 PCR 程序 

                       Fig.2.1 the program of real-time PCR 

 



甘肃农业大学 2015 届硕士学位论文

19

第三章 结果与分析 

3.1 不同处理块茎颜色差异 

经过 9 天（费乌瑞它）以及25 天（夏波蒂）的对照处理，光照组块茎与避

光组块茎在颜色上产生了明显区别（费乌瑞它块茎，图 3.1）。马铃薯品种“费

乌瑞它”的实验结果表明每天照光 16 小时，光照强度 20 µmol/m2/s1 的条件足以

引起块茎的变绿。实验前后的“费乌瑞它”块茎鲜重表现出明显地降低，这可能

是因为实验中用易吸水的报纸作为铺垫材料造成的；而在马铃薯品种“夏波蒂”

的实验是在潮湿的盆栽环境中进行，所以实验前后几乎检测不到马铃薯块茎鲜重

的变化。 
                 

 
 

图 3.1  费乌瑞它块茎光照与避光组颜色差异 

Fig.3.1  Potato tubers with difference in colour. Cultivar: Favorita. 

左侧为避光组块茎，右侧为光照组块茎 

Left are tubers in the dark,right are tubers under light 

3.2 叶绿素提取 

以光照和避光处理的费乌瑞它块茎表皮为材料提取叶绿素。将切好的表皮组

织放入研钵，加入少量石英砂，向研钵加入 6 ml DMF（二甲基甲酰胺），用研

棒充分研磨，将研磨好的液体和残渣一起倒入 10 ml 离心管中；8 个 10 ml 离心

管放在同一离心管架上至于遮光处静置三天，然后对比观察颜色（图 3.2）。由

萃取液的颜色可以看出，光照处理过的块茎中明显含有大量的绿色色素。 
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图 3.2  费乌瑞它叶绿素提取液颜色对比 

Fig. 3.2 Extract color comparison between control tubers and green tubers.  

Cultivar: Favorita. 

左侧 4 个为避光组的提取液; 右侧 4 个为光照组的提取液. 

Left are extractive of yellow tubers,right are extractive of greening tubers 

3.3 DNA提取 

以光照和避光处理的 12 个马铃薯品种费乌瑞它的块茎表皮组织为材料提取

总 DNA，用 QUAWELL UV-VIS Spectrophotomrter Q5000 紫外分光光度计检测

DNA 浓度以及 OD260/OD280 比值（表 3.1）。4 个避光处理组块茎编号为 D3709、

D3710、D3711、D3712，4 个光照组的块茎则编号为 D3713、D3714、D3715、

D3716 ，较重 4 个块茎编号为 D3743、D3744、D3745、D3747。 

 

表 3.1  总 DNA 浓度与 OD260/OD280 比值（费乌瑞它） 

Table 3.1 The DNA content and optical density OD260/OD280ratio. Cultivar Favorita 

避光组

编号

浓度

ng/µl

OD260/

OD280

光照组

编号

浓度

ng/µl

OD260/

OD280

光照组

编号

浓度

ng/µl

OD260/

OD280

D3709 4.36 1.51 D3713 1.99 2.2 D3743 5.05 1.81

D3710 7.68 1.35 D3714 2.28 1.27 D3744 5.62 1.87

D3711 3.23 1.14 D3715 0.77 1.35 D3745 3.72 1.92

D3712 2.99 1.96 D3716 2.19 1.35 D3747 7.29 1.95
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3.4 Long PCR检测 

根据模板来源不同， Long PCR 的检测分为两组， A 组以马铃薯品种“夏波

蒂”的光照和避光处理组的总 DNA 为模板，B 组则以马铃薯品种“费乌瑞它”

的光照和避光处理组总 DNA 为模板。  

A 组进行 Long PCR 后，用 1 % 的琼脂糖凝胶电泳检测（ 60 ml 的琼脂糖凝

胶中加入 4.5 µl 的 GelRed 染料），每个点样孔上样使用 4 µl 的 Long PCR 产物，

检测结果如图 3.3。图片上可以看到，两组块茎的总 DNA 都扩增出了长度略大

于 8,000 bp 的产物序列；并且不同处理组块茎的 PCR 产物条带的亮度基本一致，

没有明显差别。 

B 组以费乌瑞它不同处理的块茎变绿组织总 DNA 为模板进行 Long PCR，然

后进行 1% 琼脂糖凝胶电泳检测（60 ml 的琼脂糖凝胶中加入 2.5 µl 的 Golden 

View 染料），每个点样孔上样使用 5 µl 的 Long PCR 产物；使用 1×TAE 电泳缓

冲液进行电泳，结果如图 3.4。 

在图 3.4中，编号D3709的条带为避光组的 PCR产物条带，而D3712和D3715

为光照组的 PCR 产物条带，所有的产物中都有明显大于 5000 bp 的条带。 
Kumar 等[49]报道称玉米叶片叶绿体基因组 DNA 受光照影响而降解。在本实

验中，以两个马铃薯品种的叶绿体基因组 DNA 进行 Long PCR，结果表明在光

照变绿块茎表皮组织的叶绿体基因组 DNA 在光照下未严重降解。 

 

 

 

图 3.3 质体基因组 DNA（夏波蒂）长链 PCR 产物检测 

Fig. 3.3 LongPCR for plastid DNA. Cultivar: Shepody. 
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图 3.4 质体基因组 DNA（费乌瑞它）长链 PCR 产物检测 

Fig.3.4 LongPCR for plastid DNA.Cultivar Favorita 

3.5 重量相似块茎的 real-time PCR分析 

提取光照和避光处理组块茎组织的总 DNA，进行 real-time PCR 实验。在做

实时定量前先用 real-time PCR 的程序做普通 PCR 并以 1.5 % 琼脂糖凝胶检测，

结果表明各引物对可用（图 3.5）。在内参引物对 B20B22 以及质体引物对 C5C6

和线粒体引物对 C13C14、C15C16 的溶解曲线中只有单一的峰值，表明所有引

物都具有良好的特异性见（图 3.6）。 

 
图 3.5 实时定量引物的 PCR 产物 

Fig.3.5 PCR product of primers of real-time PCR 
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图 3.6 实时定量 PCR 产物的融解曲线 

Fig. 3.6  Dissociation curve of real-time PCR products  

B20B22. C13C14. C15C16 为引物对 

B20B22. C13C14. C15C16 are primers 

在块茎重量相似的前提下，费乌瑞它的避光组叶绿体基因组拷贝数（C5C6）

为 499，光照组为 417；夏波蒂的避光组叶绿体基因组拷贝数（C5C6）为 1468，

光照组为 1339。费乌瑞它避光组线粒体基因组拷贝数（C13C14）为 188，光照

组为 144；夏波蒂的避光组线粒体基因组拷贝数（C13C14）为 112，光照组为 80。
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费乌瑞它避光组线粒体基因组拷贝数（C15C16）为 232，光照组为 177；夏波蒂

的避光组线粒体基因组拷贝数（C15C16）为 87，光照组为 60。

通过对 real-time PCR 结果的分析，在我们使用两个品种中得出了相似的结

果，即光照组的 ptDNA/nuDNA 比值要低于避光组比值；与 ptDNA/nuDNA 比值

相类似，不同品种的光照组中也表现出了 mtDNA/nuDNA 比值降低（图 3.7 A 为

费乌瑞它，图 3.7 B 为夏波蒂）。

 

 

图 3.7 块茎重量相似时，细胞核 DNA 为内参的定量结果分析 

Fig.3.7  Real-time quantitative PCR analysis of plastid and mitochondrial DNA using the 

nuclear DNA as reference control，when the weight of tubers are similar. 

A 图为费乌瑞它结果分析，B 为夏波蒂结果分析 

A. Cultivar: Favorita  B.Cultivar: Shepody 
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3.6 重量不同块茎的 real-time PCR分析 

    不同重量的块茎存在以下差异：较轻块茎的质体基因组拷贝数为 417

（C5C6），线粒体基因组拷贝数为 144（C13C14）和 177（C15C16）；在较重

组块茎中质体基因组拷贝数为 438（C5C6），线粒体基因组拷贝数为 203（C13C14）

和 230（C15C16），如图 3.8。较重块茎的细胞器 DNA 拷贝数高于较轻块茎的

数值，且较重块茎中 C13C14 所扩增的 ATPase 6 基因拷贝数增加显著（P<0.05），

C15C16 扩增的 COX I 基因拷贝数增加极显著（P<0.01）。     

 
图 3.8 块茎重量不同时，细胞核 DNA（费乌瑞它）为内参的定量结果分析 

Fig.3.9  Real-time quantitative PCR analysis of plastid and mitochondrial DNA using the 

nuclear DNA as reference control，when the weight of tubers are significantly 

different .Cultivar: Favorita 

3.7 结果总结 

以两个马铃薯品种“夏波蒂”和“费乌瑞它”的块茎光照变绿组织总 DNA

进行 Long PCR，结果表明光照变绿组织的叶绿体基因组 DNA 并未表现出如

Kumer 等所报道的由光照引起的严重降解。 
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通过 real-time PCR 分析可知：

 两个马铃薯品种“夏波蒂”和“费乌瑞它”均表现出在马铃薯块茎重量

相似时，光照变绿组织的叶绿体基因组 DNA 拷贝数受光照影响而降低，线粒体

基因组各亚分子 DNA 拷贝数均受光照影响而降低；

 两个马铃薯品种“夏波蒂”和“费乌瑞它”的不同重量马铃薯块茎的光

照变绿组织中，较重块茎的叶绿体基因组 DNA 拷贝数多于较轻块茎的数值，线

粒体基因组各亚分子 DNA 拷贝数同样也均随块茎重量增大而增加。
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第四章  讨 论 

4.1 功能不同的组织之间线粒体拷贝数差异 

线粒体的功能是把储存在生物大分子中的化学能转变为细胞可直接利用的

能源。Real-time PCR 结果表明，光照变绿组织的线粒体基因组 DNA 拷贝数低于

避光组块茎的数值。试验结果所表现出的差异很可能是随着块茎表层组织由储蓄

组织到光合组织的功能转变，部分质体转变为叶绿体，而叶绿体通过光合磷酸化

产生 ATP。叶绿体提供的新 ATP 来源很可能降低了变绿组织中的细胞对线粒体

供能的需求。 

4.2 农作物优良品种的 ptDNA/mtDNA值 

   质体有多种不同的类型，每种类型都有自己特殊的功能。参与光合成的叶绿

体是质体在绿色组织中主要存在形式。在不进行光合成的块茎细胞中，质体主要

是以造粉体、白色体等形式存在，并承担着合成以及储存淀粉等物质的功能。 

优良品种植株中 ptDNA/mtDNA 值可能对作物品种的优良形状有重要影响，

比如夏波蒂 ptDNA/mtDNA 值与费乌瑞它的值存在差异，这一差异可能影响块茎

的淀粉积累。 

4.3 块茎 mtDNA/nuDNA值大于根 mtDNA/nuDNA值的假设 

    1. 块茎内部氧气浓度偏低会对线粒体的氧化磷酸化产生抑制，而糖酵解产

生的能量可能一定程度上降低了细胞对线粒体的依赖性；而块茎和根的表皮组织

由于直接和外部接触，氧气浓度较高，线粒体通过氧化磷酸化提供 ATP 的作用

更为显著。 

    2. 作为淀粉的储存器官，块茎不仅是有机物运输的目的地，而且必须具备

较强的淀粉合成能力，而这种能力需要更多的能量供应；光照变绿组织的叶绿体

光合磷酸化产生的 ATP 可能在一定程度上降低了细胞对线粒体氧化磷酸化产生

ATP 的需要。 
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4.4 后续实验分析 

1. 本研究中选取了两个生产中常用马铃薯品种为材料，但尚不能确定在其

他品种中是否也有同样结果。比如“夏波蒂”与“费乌瑞它”的质体基因组 DNA

拷贝数以及质体基因组 DNA 拷贝数，以及两种拷贝数的比值存在很大的数值差

异。因此，检测其他马铃薯品种（特别是具有不同表皮颜色的品种）的质体和线

粒体基因组 DNA 拷贝数，以及不同品种的拷贝数变化趋势是很有必要的实验项

目。 

2. 谢开云等报道称高淀粉含量马铃薯品种块茎淀粉含量随着块茎的增大而降

低[81]，但本实验结果表明变绿组织的质体基因组 DNA 拷贝数随块茎重量的增大

而增加。本实验与前人研究成果之间的差异可能是由于实验材料均为受光照变绿

组织的总DNA，但是块茎重量相同的情况下，光照处理组材料的质体基因组DNA

拷贝数略高于避光处理组的数值。但也有可能随着块茎重量增大其组织中的质体

基因组 DNA 拷贝数上升，但是质体的类型反正了分化，只有部分用于合成并储

存淀粉，其他质体用于合成蛋白质等。另一个可能的原因是块茎不同部位的淀粉

以及质体的含量或者拷贝数存在差异，有可能表层组织中的质体拷贝数多于块茎

内部组织的相关数值。 

为了验证以上的几点猜想，后续实验首先需要在块茎发育的全过程中并且不

受其他因素影响的情况下，检测质体和线粒体基因组 DNA 拷贝数的变化趋势。

其次检测与淀粉合成相关的淀粉体酶或者蛋白相应基因转录量在不同阶段的差

异。并且在每个阶段都要分析块茎不同部位的淀粉含量以及质体基因组 DNA 拷

贝数。 

3. 通过研究更多品种和薯块发育阶段有可能鉴定出是哪些细胞核基因可以

调控质体和线粒体基因组 DNA 的拷贝数和相关功能基因的表达。下一步可以通

过转基因方式来过表达或者干扰相关基因的表达，以此方法来验证这些细胞核基

因对细胞器基因组 DNA 拷贝数以及基因表达的调控功能。在确认了相关调控基

因的功能后，可以进一步探讨通过调控质体和线粒体基因组 DNA 拷贝数，使植

株不同组织器官内的质体和线粒体的含量更加适应各个组织器官的功能，进而改

良叶片的光合作用以及块茎等器官中淀粉的合成与储存。 
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附  录 

1. 试剂 

销售商：兰州华瑞德生物工程有限公司 Hoogon Biotech（Lanzhou）Co.,Ltd 

生产商：QIAGEN 

  DNA 提取试剂盒：QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit（50）      Cat#69104  

 

销售商：甘肃鹏程生物科技发展有限公司      

生产商：天根生化科技（北京）有限公司 TIANGEN Biotech（Beijing）Co.,Ltd 

  定量 PCR 试剂盒：SuperReal Premix Plus （SYBR GREEN）    Cat#FR205-02 

  水（PCR 及引物）：DNase/RNase-Free Deionized Water         Cat#RT121 

 

销售商：兰州鑫祥生物工程有限公司 

生产商：北京全式金生物技术有限公司 TransGen Biotech （Beijing） Co.,Ltd 

  TAQ 酶：EasyTaq SuperMix                                 Code#AS111-11 

  DNA ladder：  Trans2K Plus DNA Marker                     Code#BM111 

          100-250-500-750-1000-2000-3000-5000 

 

销售商：兰州君域生物工程有限公司 

生厂商：北京塞百盛基因技术有限公司 SBS Genetech Co.,Ltd 

琼脂糖凝胶用染料：GoodView Nucleic Acid Srain （GV-II）          Cat#HGVII 

2. 耗材 

销售商：甘肃鹏程生物科技发展有限公司 

生厂商：Axygen  96 孔板：Axygen PCR MICROPLATE           Cat#PCR-96M2-HS-C 

生厂商：platemax  96 孔板用膜：PLATEMAX PCR-TS 
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销售商：兰州乾煜宏达生物技术有限公司

生厂商：Axygen

移液器枪头：Axygen T300    0.5-10 µl   clear

            Axygen T200-Y  1-200 µl   yellow 

3. 引物合成 

生工生物工程（上海）股份有限公司 Sangon Biotech Co.,Ltd 

4. 仪器 

电泳仪：北京六一仪器厂  DYY-12C 电泳仪 

电泳槽：北京六一仪器厂  DYCP-31DN 电泳槽 

常规 PCR 仪：BIO-RAD  T100 Thermal Cycler 

常温离心机：Eppendorf  Centrifuge 5430 

移液器：Eppendorf  Research 2-20 µl 

        Eppendorf  Research 0.5-10 µl 

        Eppendorf  Research  Plus 200 µl 

        Eppendorf  Research  Plus 10 µl 

定量 PCR 仪：Stratagene MX3005p Real-Time real-time PCR System 

光照培养箱：韶关市泰宏医疗器械有限公司  珠江牌培养箱  

水浴锅：国华电器有限公司 数显恒温水浴锅 HH-6 

紫外成像仪：Gel Doc-IT 310 Imaging System 观察波长 302 nm 

紫外分光光度计：QUAWELL UV-VIS Spectrophotomrter Q5000 
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