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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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种子发芽的影响［Ｊ］．林业科技开发，２０１２，２６（３）：２９－３３．
［２０］龚娜，魏永祥，杨凤英，等．酸 处 理 对 黑 莓、‘早 红’树 莓 种 子

发芽的影响［Ｊ］．北方果树，２００８（５）：１０－１１．
［２１］王学勇，张 均 营．树 莓 和 黑 莓 的 研 究 进 展［Ｊ］．安 徽 农 业 科

学，２０１０，３８（１０）：５　０７０－５　０７３．
［２２］ＮＩＫＯＬＡＥＶＡ　Ｍ　Ｇ．Ｆａｃｔｏｒｓ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｅｅｄ　ｄｏｒｍａｎｃｙ

ｐａｔｔｅｒｎ．Ｉｎ　ＫＨＡＮ，Ａ　Ａ．（Ｅｄ．）Ｔｈｅ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｂｉｏ－
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｓｅｅｄ　ｄｏｒｍａｎｃｙ　ａｎｄ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ．Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：

Ｎｏｒｔｈ－Ｈｏｌｌａｎｄ，１９７７：５１－７４．
［２３］ＮＩＫＯＬＡＥＶＡ　Ｍ　Ｇ，ＲＡＳＵＭＯＶＡ　Ｍ　Ｖ，ＧＬＡＤＫＯＶＡ　Ｖ

Ｎ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｏｏｋ　ｏｎ　ｄｏｒｍａｎｔ　ｓｅｅｄ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ．ＤＡＮＩＬＯ－
ＶＡ　Ｍ　Ｆ．（Ｅｄ．）．Ｌｅｎｉｎｇｒａｄ，‘Ｎａｕｋａ’Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ（ｉｎ　Ｒｕｓ－
ｓｉａｎ），１９８５．

［２４］ＧＵＢＬＥＲ　Ｆ，ＭＩＬＬＡＲ　Ａ　Ａ，ＪＡＣＯＢＳＥＮ　Ｊ　Ｖ．Ｄｏｒｍａｎｃｙ
ｒｅｌｅａｓｅ，ＡＢＡ　ａｎｄ　ｐｒｅ－ｈａｒｖｅｓｔ　ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎ－
ｉｏｎ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００５，８（２）：１８３－１８７．

［２５］ＤＥＮＧ　Ｚ　Ｊ，ＣＨＥＮＧ　Ｈ　Ｙ，ＳＯＮＧ　Ｓ　Ｑ．Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａ－
ｔｕｒｅ，ｓｃａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｄｒｙ　ｓｔｏｒａｇｅ，ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ

ａｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｏｎ　ｄｏｒｍａｎｃｙ－ｂｒｅａｋｉｎｇ　ａｎｄ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｏｔｉ－
ｎｕｓ　ｃｏｇｇｙｇｒｉａ　ｖａｒ．ｃｉｎｅｒｅａ （Ａｎａｃａｒｄｉａｃｅａｅ）ｓｅｅｄｓ［Ｊ］．Ｓｅｅｄ

Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１０，３８（３）：５７２－５８４．


（上接第２９页）
［１８］徐宝利，毛娟，丁永胜，等．核果类果树基因组ＤＮＡ提 取 方

法的研究［Ｊ］．甘肃农业大学学报，２００６，４１（６）：４９－５４．
［１９］Ｈ　Ｌｉａｎｇ，Ｙ　Ｄｅｎｇ，Ｃ　Ｗａｎｇ，ｅｔ　ａｌ．Ａ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ＤＮＡ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｒｏｍ　ｒｉｃｅ　ｓｅｅｄｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　＆

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ，２０１６，３０（１）：３２－３５．
［２０］姜丽媛，臧德奎，李文清，等．野生玫瑰基因组ＤＮＡ提 取 及

ＣＤＤＰ引物筛选［Ｊ］．山东农业科学，２０１６，４８（１１）：１３－１７．
［２１］王钰婷，李瑞雪，王伟，等．安徽桑树品种全基因组ＤＮＡ提

取方法研究［Ｊ］．农学学报，２０１６，６（１１）：６４－６６．
［２２］陈芸，高原青，王 继 莲，等．不 同 保 存 方 法 对 石 榴 成 熟 叶 片

基因组ＤＮＡ提取效果的影响［Ｊ］．北方园艺，２０１６（８）：１００－
１０３．

［２３］张道微，张 超 凡，董 芳，等．甘 薯 薯 块 ＤＮＡ提 取 方 法 研 究

［Ｊ］．湖南农业科学，２０１６（４）：５－７．
［２４］周 海 兰，李 绍 鹏，李 卫 亮，等．油 梨 基 因 组ＤＮＡ提 取、ＳＳＲ－

ＰＣＲ反应体系优 化 及 引 物 筛 选［Ｊ］．生 物 技 术 通 报，２０１６，

３２（４）：１４３－１５０．
［２５］王占军，李娇娇，张家效，等．黄山木兰叶片基因组ＤＮＡ提

取方法的 比 较 研 究［Ｊ］．分 子 植 物 育 种，２０１６，１４（３）：６６０－
６６６．

［２６］何克勤，李艳 阳，胡 能 兵，等．基 于 分 子 标 记 稳 定 性 的 甜 叶

菊组培苗ＤＮＡ提取方法优 化［Ｊ］．分 子 植 物 育 种，２０１６，１４
（２）：３９６－４０２．

［２７］程文，夏 正 俊，冯 献 忠，等．一 种 快 速、无 损 大 豆 种 子 ＤＮＡ
提取方法的建立和应用［Ｊ］．植物学报，２０１６，５１（１）：６８－７３．

［２８］王亮，杨 鑫 雷，ＧＥＴＡＨＵＮ　Ａｄｄｉｓｕ，等．栽 培 种 花 生 ＡＦＬＰ
标记体系的优化及多态性引物筛选［Ｊ］．核农学报，２０１７，３１
（１１）：２　０８７－２　０９５．

［２９］付涛，胡仲义，何 月 秋，等．铁 皮 石 斛ＥＳＴ－ＳＳＲ分 子 标 记 的

开发［Ｊ］．核农学报，２０１７，３１（４）：６６３－６７０．
［３０］张鹍飞，牟利，李鹏，等．青 稞ＯＭＴ１基 因 克 隆 及 原 核 表 达

分析［Ｊ］．核农学报，２０１７，３１（１２）：２　３１４－２　３２２．
［３１］张胜博，刘景辉，赵宝平．燕麦ＡｓＫＵＰ１的克隆与功能分析

［Ｊ］．核农学报，２０１７，３１（６）：１　０６１－１　０６９．
［３２］陈学进，郭卫丽，姜立娜，等．南瓜ＤＮＡ提取方法比较 分 析

［Ｊ］．中国瓜菜，２０１８，３１（１）：１７－１９．
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