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5种主要农作物 DNA 快速提取方法研究
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摘要:以玉米 、小麦 、大豆 、高梁 ,水稻的种子和幼苗的 4种处理组织为材料 ,利用碱煮法对 DNA 提取程序进行了

研究 ,建立了一种简单 、快速的 DNA 提取程序。该程序提取的 DNA 可用 SSR 引物进行扩增 , 扩增产物质量良

好 ,并且能满足这 5种常见作物的分子标记研究。
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Research on Fast DNA Extraction of Five Main Crops
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Abstract:Acco rding to this expe riment , a simple fast DNA ex traction method w as established , w hich using five

crops (maize , wheat , soybean , broomco rn and rice)prepared by four trea tments (entire seeds , smashed seeds , en-

tire seedling s , smashed seedlings)as material w hile using NaOH as ex traction buffer.The ex trac ted DNA could be

used for SS R marker PC R reaction and the PCR productions have good quality , w hich made a step on mo lecular

marker resea rch.
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　　近二十多年来 ,生物技术以前所未有的速度迅
速发展 ,它是一个新兴独立的技术领域 ,其核心是基
因工程 。而 DNA 的提取和纯化是基因工程研究的

基础操作 ,实施分子标记 ,基因文库构建 、分子标记
辅助育种 、转基因检测等都以提取 DNA 为前提 。
现在常用的植物 DNA 的提取方法主要是 C TAB

(十六烷基三甲基溴化铵)法和 SDS(十二烷基磺酸
钠)法两种方法[ 1] 。虽然研究者们对植物 DNA 的

提取方法做了许多改进研究 ,但大部分方法提取步
骤繁琐 ,所用试剂多是有毒有害药物[ 2-3] 。如何更
简便有效地提取到纯净 、合格的大分子双链 DNA ,
一直是植物生物技术研究者关注的问题 。植物细胞
不同于动物细胞 ,除了具有细胞壁外 ,还含有大量的
多糖 、脂质 、色素和酚类物质

[ 4]
,给 DNA 的提取和

纯化带来许多困难。并且不同植物材料的细胞内容
物在组成上有所不同 ,因此 ,对不同的植物材料采取
不同的 DNA 提取方法 ,以保证提取的 DNA 的质
量[ 5] 。为此 ,本研究以玉米 、水稻 、大豆 、小麦 、高粱

等主要作物为材料 ,以减少操作步骤 、不用有毒有害
的化学试剂为目标 ,通过实验找到一种快速简便的 、
能满足分子标记研究要求的植物 DNA 提取方法 ,
该方法不仅可以广泛适用于植物分子生物学领域的

DNA 制备 ,而且对大幅度缩短种子纯度检验 、转基
因检测时间 ,提高检测效率 ,降低检测成本具有重要
意义和实用价值。

1　材料
本实验选用了玉米 、小麦 、大豆 、高粱和水稻 5

种常见作物的种子和幼苗作为 DNA 提取的原料。

2　实验方法
2.1　DNA提取和检验
2.1.1　植物材料处理　本实验对 5种作物的种子

和幼苗做如下的 4种处理:完整的种子 ,被粉碎的种
子 ,完整的幼苗 ,被破坏的幼苗。其中玉米种子取半
粒(含胚乳),大豆种子取整粒 ,小麦 、高粱和水稻种
子均取多粒(约 5粒),幼苗均由单粒培养 。
2.1.2 　DNA 提取　A .将 5 种植物材料的 4种处
理组织分别装入 1.5 m L 离心管 ,并编号 ,作物种子
约取200 mg ,叶片组织约取 0.5 cm2以嫩叶为宜;B.
在离心管中加入 400 μL , 1 m ol·L-1 NaOH ,确保
将植物组织完全浸泡 ,沸水浴 5 min ;C.在离心管中
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加入 200 μL , 1 m ol·L
-1

T ris-HCl(pH 8.0),沸水
浴 1 min;D .加入 200 μL , TE(pH 8.0);E.吸取 2

μL 液体作为 PCR反应模板 。
2.1.3　DNA检验　分别吸取不同植物不同组织不
同处理提取的 DNA 溶液 5 μL 在 0.8%琼脂糖凝胶
中电泳 ,检测 DNA 质量 。
2.2　扩增反应和扩增产物检验

按以下反应条件进行 PCR扩增:在 20 μL 的
反应体系中 ,包括 1X Buffer , 0.2 mmo l·L-1 dN TP ,
0.25 μmo l·L -1 SSR 引物 , 1.0 U Taq DNA 聚合

酶 ,2 μL DNA 溶液。反应程序条件按照不同引物
采用不同的退火温度 、延长时间和循环次数。吸取
得到的各 PC R扩增产物 6 μL 在 1.5%琼脂糖凝胶
中电泳 ,检测不同植物不同组织扩增的效果。

3　结果与分析
3.1　提取的 DNA 质量

经过 0.8%琼脂糖凝胶电泳对各个 DNA 溶液

进行检验后 ,未发现 DNA条带。
3.2　扩增产物质量

经过 1 .5 %琼脂糖凝胶电泳对 PCR产物进行

检验 ,发现玉米 、大豆 、小麦和水稻的 4种组织均具
有清晰的扩增产物条带(见图 1 ～ 4),以高粱种子中
提取的 DNA 为模板的扩增反应并未发现产物 ,以
高粱叶片中提取的 DNA 为模板的扩增反应具有扩

增产物(见图 5)。比较 4种组织处理可发现叶片提

取 DNA 的成功率高于种子 ,而且比较完整组织和
破坏组织 ,并未发现有大的差别 ,可以说明 NaOH

对于细胞壁在沸水浴 5 min的条件下基本上可以破
坏大部分的细胞壁 ,而不需要对组织进行机械处理 。

图 1　玉米 PCR扩增产物检验

1-M ark er 250bp , 100bp;2-完整种子;3-被粉碎种子;4 -完

整幼苗;5-被破坏幼苗;下同。

图 2　大豆 PCR扩增产物检验

图 3　小麦 PCR扩增产物检验

图 4　水稻 PC R扩增产物检验

图 5　高粱 PC R扩增产物检验

4　讨论
NaOH 的作用是破坏细胞壁 ,从而使细胞内的

遗传物质得到释放 ,沸水浴则加快细胞壁破坏的速
度和程度 ,但提取液的 pH 过高会影响 PCR扩增 ,
因此 T ris-H Cl(pH 8.0)作为 pH 调节的缓冲液被加

入使溶有 DNA 的溶液 pH 趋近于 8.0。但同时我
们发现 ,植物组织附近的溶液 pH 仍然很高 ,在加入
DNA 模板的时候 ,有很大的几率会抽取到组织附近
的溶液而影响 PCR扩增 ,因此我们用沸水浴 1 min

来使组织中残留的 NaOH 与溶液中的 T ris-HCl得

到充分的混合 ,使 pH 达到 8.0左右。
对于玉米和大豆类大籽粒作物 ,此方法可简便

地用来提取单籽粒 DNA ,但对于小麦 、水稻类小籽
粒作物 ,用此方法从单籽粒中提取的 DNA 量会较
弱 ,所以若要对单籽粒提取 DNA ,建议采用幼苗组
织作为提取材料。

高粱种子经过碱煮后会有大量色素出现 ,DNA

溶液呈黑红色 ,并且 PC R反应无产物 ,推断是色素
中的某些成分对 PC R反应产生影响 ,具体原理有待
于后续的研究。

5　结论
通过对本实验的研究结果分析可得出:对于本实

验所采用的 5种植物材料 ,采用种子作为提取组织除
高粱外均可获得好的 PCR扩增产物 ,采用叶片作为
提取组织均可获得好的SSR标记 PCR扩增产物。利
用此方法 ,大大提高了DNA提取速度 ,节约了药品使
用成本 ,减少了有毒药品污染。
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