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摘　要：为了满足分子标记辅助育种中基因型鉴定、基因克隆、测序的需要，本研究借用棉签等具吸附功能的材料代替移

液器，依次直接在２种ＤＮＡ提取液中操作，建立了一种简单、快速、环保的水稻叶片ＤＮＡ提取方法。结果表明，提取溶

液通过ＰＣＲ扩增，满足基因扩增对模板的要求；同时，对其进行了灵敏度测试，稀释１０７ 倍仍然能够扩增出目标片段；最

后通过ＰＣＲ、克隆载体连接等分子生物学手段，验证此方法也满足测序的需要。本方法能够在９０ｓ内完成植物叶片

ＤＮＡ的提取，解决了目前植物基因组ＤＮＡ提取方法需要离心机等昂贵特殊设备、提取步骤繁锁、提取过程中刺激味

大、提取时间长等问题，有利于大规模开展分子标记辅助育种中材料基因型的鉴定，具有简单、快速、廉价、环保等优点。
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　　ＤＮＡ是分子生物学研究的主要对象之一，在植物
分子生物学和遗传育种中，基因组ＤＮＡ的质量好坏
是影响其成败的关键因素。人们经常需要提取高质量
的植物 ＤＮＡ，用于构建基因文库、基因组Ｓｏｕｒｔｈｅｒｎ
分析、酶切、克隆和测序等分子生物学实验。根据植物
的研究对象、研究目的和研究成本等不同，提取基因组

ＤＮＡ所应用的方法也不同。其中，随着作物分子辅
助育种的广泛应用与推广，基因型鉴定是最主要的工
作，基因组ＤＮＡ的提取则是最繁重、最耗时的工作之
一。目前提取基因组ＤＮＡ的方法有：１）ＣＴＡＢ提取
法。此方法多用于禾本科植物基因组ＤＮＡ的提取，
是１９８７年Ｄｏｙｌｅ最先应用［１］，后来应用改进的ＣＴＡＢ
法，用特定吸附作用的螯合树脂在特定条件下，吸附、
纯化ＤＮＡ；２）ＰＶＰ提取法。此方法主要应用于林木
类植物ＤＮＡ的提取，１９９７年Ｋｉｍ 最先应用此方法提
取果树和针叶类林木中高质量的ＤＮＡ［２］；３）ＳＤＳ提
取法。此方法适用于多种植物ＤＮＡ的提取。４）尿素
提取法。此方法适用于一般植物和真核微生物ＤＮＡ
的提取，１９９０年Ｄｕｄｌｅｒ最先应用此方法［３－５］。这些方
法均用到离心机、提取步骤繁杂、配制化学试剂种类众
多、提取过程刺激味大，缺乏高效的、快速、环保的提取
植物基因ＤＮＡ的方法。

　　本研究针对以上基因组ＤＮＡ提取方法存在的不
足进行改进，用时大约９０ｓ即可完成植物叶片基因组

ＤＮＡ的提取，且完全可以满足ＰＣＲ反应的基因型鉴
定［６］、基因克隆和测序等需要。

１　材料与方法
１．１　植物材料

　　选取４ｍｇ水稻新鲜、幼嫩叶片为试验材料。

１．２　主要试剂

　　植物细胞裂解液（裂解液中ＳＤＳ质量百分比浓度
为０．０６％、ＥＤＴＡ的浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ、ＮａＣｌ的浓度
为２５０ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔｒｉｓ－ｂａｓｅ　２００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝８．０）；

ＤＮＡ漂洗液（Ｔｒｉｓ－ｂａｓｅ的浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔｗｅｅｎ－
２０质量百分比浓度为０．１５％）；２×Ｍｉｘｔｕｒｅ　ＰＣＲ扩增
试剂盒购自北京擎天生物科技有限公司；ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ　２０００，质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、

ＤＨ　５α感受态均为北京天根生化科技有限公司产品；

Ｐｅａｓｙ－Ｔ载体为北京全式金生物公司产品，其它试剂
为分析纯；测序工作由北京擎天生物科技有限公司用

ＡＢＩ　３７３０测序仪完成。

１．３　引物序列与合成

　　针对水稻 Ａｃｔｉｎ 基因设计上下游引物 Ａｃｔｉｎ＿

ＦＰｒｉｍｅｒ，Ａｃｔｉｎ＿ＲＰｒｉｍｅｒ，预计扩增大小为４５９ｂｐ。

针对水稻ＢＡＤＨ２第三外显子片段，扩增片段预计大
小为４３１ｂｐ。

　　Ａｃｔｉｎ＿ＦＰｒｉｍｅｒ：ＴＧＣＴＡＴＧＴＡＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣ－
ＣＡ，

　 　Ａｃｔｉｎ＿ＲＰｒｉｍｅｒ：ＡＡＴＧＡＧＴＡＡＣＣＡＣＧＣＴＣ－
ＣＧＴＣ，

　　Ｅ　３＿ＦＰ：ＧＧＣＡＴＡＴＧＣＧＡＧＣＡＴＴＴＴＡＴ，

　　Ｅ　３＿ＲＰ：ＴＡＧＴＡＣＣＡＴＧＣＴＴＧＧＧＴＣ。

　　以上引物由上海捷瑞生物公司合成，用去离子水
将各引物稀释到１０μＭ工作浓度。

１．４　植物叶片ＤＮＡ提取

　　植物叶片ＤＮＡ按以下步骤提取。

　　１）水稻叶片提取材料４ｍｇ，装入圆底ＥＰ管中，
加１粒直径４ｍｍ的钢珠，将管子浸入液氮中冷却，待
彻底冷却后（２～３ｍｉｎ），快速用振荡研磨仪（频率２５
次／ｓ，时间３０ｓ）将植物组织打碎。

　　２）加入植物细胞裂解液３００μＬ，上下颠倒５～６
次，溶液变浑浊，室温下放置待用，即得到植物材料

ＤＮＡ的粗提液。若无液氮，可先用小剪刀将叶片尽可
能剪碎装入１．５ｍＬ尖底ＥＰ管中，然后加入５００μＬ
植物细胞裂解液振荡破碎组织。

　　３）将干净脱脂棉签浸入步骤二中的ＤＮＡ的粗
提液３ｓ，将浸润的棉签迅速在ＤＮＡ 漂洗液中轻轻漂
洗３次，然后再将其在１００μＬ去离子水（ｄｄＨ２Ｏ）或

ＴＥ彻底洗脱３～５次，洗脱过的ｄｄＨ２Ｏ即 ＤＮＡ溶
液，可用于下游的分子生物学实验。

１．５　ＰＣＲ检测

　　为了验证所提ＤＮＡ是否满足ＰＣＲ扩增，选取水
稻肌动蛋白基因Ａｃｔｉｎ设计的上述引物，预计扩增大
小为４５９ｂｐ。按照以下ＰＣＲ反应体系配置反应液

２０μＬ：２× Ｍｉｘｔｕｒｅ，１０μＬ；Ａｃｔｉｎ－ＦＰｒｉｍｅｒ，１μＬ；

Ａｃｔｉｎ－ＢＰｒｉｍｅｒ，１μＬ：上述 ＤＮＡ 溶液２μＬ；ｄｄＨ２Ｏ
６μＬ。反应程序为：预变性９５℃，５ｍｉｎ；循环３０个，

９５℃，３０ｓ；５５℃，３０ｓ；７２℃，３０ｓ；最后延伸７２℃，

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ 产物上样量为 １０μＬ，电压 １２０Ｖ，

４ＣＭ／Ｖ；恒压电泳３０～５０ｍｉｎ。

１．６　ＤＮＡ灵敏度检测

　　为了检测其灵敏度，对所提ＤＮＡ溶液进行了梯
度稀释。首先吸取２μＬ　ＤＮＡ溶液至８μＬ去离子水
中，再从稀释溶液中吸取２～８μＬ去离子水，依次稀释
到１０７。以上述依次稀释溶液为模板进行ＰＣＲ扩增。

１．７　ＤＮＡ测序验证

　　为了检测此方法所提ＤＮＡ是否满足克隆、测序
的需要，用Ｅ　３＿ＦＰ，Ｅ　３＿ＲＰ引物对水稻ＯｓＢＡＤＨ２基
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因的片段进行扩增，预计扩增大小为４３１ｂｐ，用胶回收
试剂盒将其回收，然后连接Ｐｅａｓｙ－Ｔ载体，转化ＤＨ　５α
感受态大肠杆菌，挑取阳性克隆进行测序分析。胶回
收步骤、连接体系、转化方法和质粒提取均按试剂盒说
明书进行。

２　结果与分析

２．１　植物叶片ＤＮＡ提取

　　依据以上的提取方法，得到ＤＮＡ粗提液效果见
图１。圆底ＥＰ管中，溶液呈翠绿色，植物组匀浆彻底，
表明使用液氮效果较好。所得ＤＮＡ溶液为Ⅰ。无液
氮提取效果见图２。此方法得到的ＤＮＡ粗提溶液较
前法较淡，一些叶片组织明显未被破碎。但通过延长
破碎时间改善组织破碎效果。所得到 ＤＮＡ 溶液
为Ⅱ。

图１　液氮研磨效果

图２　无液氮研磨效果

２．２　ＰＣＲ产物凝胶电泳结果

　　液氮研磨法和无液氮研磨法２种提取方法，分别
用水稻Ａｃｔｉｎ基因的上述引物进行了ＰＣＲ，其产物的
凝胶电泳分别见图３和图４。两图中均有４５９ｂｐ条带
扩增，说明２种方法所提ＤＮＡ溶液满足基因扩增的
需要。

图３　液氮研磨法ＰＣＲ扩增

图４　无液氮研磨法ＰＣＲ扩增

２．３　ＤＮＡ溶液的灵敏度检测

　　以液氮方法提取的ＤＮＡ溶液梯度稀释后作为模
板，以水稻Ａｃｔｉｎ基因设计的引物进行扩增，ＰＣＲ产
物凝胶电泳见图５，从左到右稀释倍数依次递增。图
中结果表明，此方法提取的ＤＮＡ溶液１　０００万倍稀
释，依然可以进行目的基因的ＰＣＲ扩增。

图５　ＤＮＡ溶液灵敏度验证

２．４　目标基因的测序分析

　　以Ｅ　３＿ＦＰ，Ｅ　３＿ＲＰ引物对水稻ＯｓＢＡＤＨ２基因
的片段扩增结果见图６，扩增片段大小为４３１ｂｐ；阳性
克隆质粒的测序结果见图７。测序峰图清晰，经比对
完全与参考序列一致，此方法所提ＤＮＡ完全满足基
因克隆、测序的需要。

图６　ＯｓＢＡＤＨ２ＰＣＲ扩增
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图７　ＢＡＤＨ２测序图

３　结　论

　　本研究以水稻幼苗叶片为试验材料，通过棉签等
吸附材料直接提取 ＤＮＡ，建立了一种简便、快速的

ＤＮＡ提取方法，大大加快了分子标记辅助育种中基因
型鉴定等繁锁工作。同时，该方法对其它植物，如花
生［２８］，铁皮石斛［２９］、青稞［３０］、燕麦［３１］、南瓜［３２］等叶片

ＤＮＡ提取有参考价值。

４　讨　论

　　由于植物特有的细胞壁及胞内物质，很难轻易从
植物中分离高产量和高质量的ＤＮＡ［６］。在选取材料
时，应尽可能的挑取处于生长旺盛期的幼嫩组织。这
时组织中蛋白质、多糖及酚类化合物都很少，并且由于
细胞多数处于分裂旺盛期，ＤＮＡ的产量也会很高，几
乎所有的实验手册都推荐以幼嫩组织作为提取基因组

ＤＮＡ的首选材料［８－１０］。叶片是十分理想的材料，叶片
中维管组织含量少，提取效果较好。本试验中，选用

４ｍｇ新鲜、幼嫩水稻叶片为材料。通过组织破碎，发
现叶片量不是越多越好，材料量适合，组织破碎均匀。
圆底ＥＰ管较尖底ＥＰ管效果好，钢珠在破碎仪作用
下，更能够在狭小的空间中将叶片组织破碎。漂洗液
中Ｔｗｅｅｎ　２０的作用主要是清洗杂质。ＳＤＳ是离子型
表面活性剂，能溶解细胞膜上的脂质与蛋白质，从而破
坏细胞膜结构；且能解聚细胞中的核蛋白，使蛋白质变
性而沉淀下来。增大提取缓冲液中ＳＤＳ的含量，有助
于去除糖类和酚类物质［１１－１４］。本实验中，没有使用

ＲＮＡａｓｅ　Ｉ去除ＤＮＡ溶液中的ＲＮＡ，这对基于ＰＣＲ
的基因型鉴定没有影响。本试验中的棉签可以用滤纸
等具有吸附作用的材料代替，作者用少量 Ｗｈａｔｍａｎ
Ｇ／Ａ玻璃纤维滤纸固定在牙签头上，使用本方法提取
步骤同样获得可以直接用于ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ。对于
提取其他植物叶片组织或者其它组织ＤＮＡ及其下游
基因克隆等分子生物学操作，同样可以借鉴本方
法［１５－２７］。
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