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摘要:CTAB或者预混试剂盒是当前提取植物基因组 DNA的常用方法,提取步骤比较繁琐,提取时间较长且

在提取过程中会用到易制毒试剂,具有一定风险性.探索一种适用于植物基因组 DNA 的绿色不易制毒、操
作简单、效率高和耗时短的提取技术,不仅可以节省时间,还能提高效率,避免易制毒试剂对人身和环境的危

害.基于上述目的,本研究借鉴其他作物快速高效提取基因组 DNA的方法,基于 NaOH 裂解法建立了一个

简便快速提取大豆基因组 DNA 的技术方法.该技术方法能满足常规分子辅助育种的高通量样品基因组

PCR检测,具有一定的利用价值和应用前景.
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　　当前,科研人员对农作物的研究水平和深度

正逐渐提高,除了需要调查基础的田间农艺性状

外,还要进行更深层次的分子水平研究,以明确性

状的调控机理.分子实验操作过程的首要步骤就

是提取植物组织 DNA,例如转基因技术、分子标

记、基因克隆等都是以提取 DNA 为前提[１Ｇ３].常

规的DNA提取工作量较大,耗费时间较长,是后续

分子检测的重要限制环节,所以建立一个快速且保

证质量的DNA提取方法十分必要[４].实验目的不

同,实验需要的基因组DNA总量也不同.例如,转
基因检测、分子标记检测等实验只需要微量 DNA
就可通过PCR扩增来达到实验目的[５].因此,可
以采用降低样品取样量的方法减少取样时间和试

剂消耗,同时配合提取环节技术改进来提高基因组

DNA提取效率.
现今,提取植物基因组 DNA 的方法主要有

预混试剂盒、SDS法、微波法、CTAB法[６Ｇ９]等,其
中CTAB法是提取 DNA 常用方法之一.CTAB
法提取植物组织DNA的成本较低,但实验步骤较

繁琐、药品耗量大、提取效率低、耗时长、对人体和

环境有潜在危害等特点.试剂盒法虽有操作简易、
毒害少、质量高等优点,但其成本较高、且实验时间

只是比CTAB法相对缩短.此外,还有 Kamiya和

Kiguchi提出的钻孔法,孟山都公司的自动无污

染种子取样器[１０],Zou等[１１]开发的试纸条快速提

取纯化植物组织 DNA 的方法,以及通过简单的

加热、稀释等操作便能提取多个样品组织的 DNA
的方法[１２],这些方法虽然简便快捷,但仍需要专

用材料,费用较高.因此,对于普通实验室而言,
开发一种简单、快速、无易制毒试剂且低成本的提

取基因组DNA方法显得尤为重要.
本研究在当前降低易制毒试剂使用量背景

下,探索了一种绿色无易制毒试剂、操作简单和效

率较高的大豆基因组 DNA 提取技术,并以其作

为模板进行PCR扩增,并对提取效果进行验证.
本试验选取大豆育性不同的资源作为材料,利用

NaOH 法提取大豆组织DNA,与预混试剂盒提取

的DNA质量进行比较,并检测其浓度;同时以其

为模板进行PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳,评价通

过两种方法提取出的DNA 质量是否具有显著差

异,结果表明利用 NaOH 法提取的基因组 DNA
可以稳定地进行PCR分析.同时,本研究成功提

取了大豆不同组织的 DNA,证明 NaOH 法对植

物基因组DNA提取具有较好的组织适用性.

１　材料与方法

１．１　材料

本研究所用植物材料为不育系后代大豆和常

规大豆东农５０.将东农５０大豆种子种植在草炭土∶
蛭石(１∶１)的培养钵中,在温度设定为２８℃,相对

湿度为６０％,光照条件为光照１６h/黑暗８h的培

养箱内种植１２d左右,待大豆植株三出复叶长出
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后提取DNA.同时,在向阳本科生实验实习基地

选取大豆不育系后代材料的嫩叶和豆荚,用于组

织DNA提取.
主要试剂有０．５mol􀅰L－１NaOH、１００mmol􀅰L－１

TrisＧHCl(pH＝８)、１mmol􀅰L－１ EDTA(pH＝８)、
Taq酶、琼脂糖和DNA Maker.

主要仪器有梯度 PCR仪、组织研磨仪、台式

冷冻离心机、电泳槽、照胶仪、４ ℃冰箱、－２０ ℃
低温冰箱、快速光度计.
１．２　方法

１．２．１　样品采集　选取健康大豆植株的幼嫩叶

片０．０５g,用７５％酒精消毒后的镊子夹进灭菌的

１．５mL离心管,在管内放４粒直径３mm 的钢

珠,然后放入装有液氮的泡沫箱中.最后用组织

研磨仪快速研磨９０~１２０s至粉状,将离心管放

回液氮.
１．２．２　NaOH 法　打开离心管取出钢珠后,在
粉末中加入５００μL的NaOH(０．５mol􀅰L－１)上下

颠倒３~５次,直至混匀,静置１０min.静置完成

后,将离心管在２５℃条件下１２０００r􀅰min－１离心

１０min.慢慢取出离心管后,取１０μL上清液转

移到新的离心管中,加入 ９０μL 的 TEbuffer
(１００mmol􀅰L－１ TrisＧHCl、１mmol􀅰L－１ EDTA)
中和,将DNA置于－２０℃备用.
１．２．３　试剂盒　选用 OMEGA 公司 D５５１１SP
PlantDNAKit型试剂盒.步骤:(１)准备干燥的

样品;(２)将大约１０~３０mg的样品放到新的离

心管 中;(３)加 入 ６００μLSP１Buffer和 ５μL
RNaseA,用涡旋仪混匀;(４)６５℃孵育１０min,期
间颠倒混匀两次;(５)加入SP２Buffer２１０μL,用涡

旋仪混匀;(６)冰浴５min,然后１００００r􀅰min－１离心

１０min;(７)将上清转移至 HomogenizerColumn,
离心２min;(８)将裂解液吸入至灭菌后的１．５mL
离心管;(９)加入裂解液１．５倍体积的SP３Buffer,
涡旋混匀;(１０)转移６５０μL混合裂解液到 HiBind
DNA MiniColumn中,离心 １ min,倒掉滤液;
(１１)重复操作,直到将混合裂解液全部转移过柱;
(１２)加入６５０μLSPW WashBuffer到 HiBind
DNA MiniColumn收集管中,离心１min,弃滤

液;(１３)重复步骤(１２),用SPW WashBuffer进行

第二次洗涤;(１４)将 HiBindDNA MiniColumn套

入到２mL收集管中,最大速度空柱离心２min干

燥;(１５)将 HiBindDNAMiniColumn装入灭菌后

的１．５mL离心管中,在吸附柱中央点入５０~
１００μL６５℃已预热的 ElutionBuffer,静置３~
５min,最大速度离心１min;(１６)重复步骤(１５);
(１７)将DNA置于－２０℃备用.

１．２．４　DNA 浓度测定　用快速分光光度计检测

提取的大豆基因组DNA浓度,以TE缓冲液作为

对照.

１．２．５　PCR反应及电泳检测　本试验选取大豆的

可 育 引 物 (F:GACGACCTTGTTGAGTCGAGA;

R:ATGAAGTTTGATGGTTCACGTACTA)和
不育引物 (F:GCACCAACCTTCCAAGAGTC;

R:GCAACCAAGCAAAAAGAGGA)进行 PCR
扩增.PCR反应体系见表１,PCR程序见表２.

表１　PCR反应体系

组分 每管加入量/μL

模板

正向引物(１０mmol􀅰L－１)

反向引物(１０mmol􀅰L－１)

Taq酶

ddH２O
总体积

２．０
１．０
１．０

１２．５
８．５

２５．０

表２　PCR程序

温度/℃ 时间

９４ ５min(预变性)

９４ ３０s

５５ ３０s }３５cycles

７２ ３０s

７２ １０min(终延伸)

４ ∞(保存)

　　利用０．８％的琼脂糖凝胶进行电泳,检测

PCR产物的质量.

１．２．６　引物合成与数据分析　SSR引物由库美

生物有限责任公司合成.利用 Excel２０１９对试

验数据进行整理和作图.

２　结果与分析

２．１　DNA浓度检测

对通过 NaOH 法和试剂盒提取出的东农５０
的叶片DNA进行浓度检测,结果显示利用 NaOH
法提取大豆DNA的量平均为４７ng􀅰μL－１,利用试

剂盒提取大豆DNA的量平均为１６３ng􀅰μL－１.试

验结 果 表 明,试 剂 盒 提 取 大 豆 DNA 的 量 比

NaOH 法提取的量多３倍左右(图１),两种方法

提取大豆DNA的总量有明显差异.
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２．２　PCR扩增及电泳检测

为验证上述步骤中利用 NaOH 提取的组织

DNA能否满足PCR分子检测的质量需求,本研

究利用 NaOH 法和试剂盒对大豆品种东农５０新

鲜幼嫩的叶片组织提取的 DNA 进行 PCR 扩增

比较.利用大豆可育基因特异引物扩增 NaOH
法提取的基因组DNA,并与试剂盒法作对照进行

比较.试验结果表明,利用 NaOH 法提取出的基

因组DNA 的PCR扩增目标基因条带清晰,与试

剂盒提取的基因组 DNA 的 PCR 检测结果一致

(图２).上述结果表明可以利用NaOH 法提取大

豆基因组DNA进行目标基因的PCR扩增.

图１　不同方法提取大豆基因组的DNA浓度检测

M．DL２０００Marker;泳道１、２．东农５０叶片.

图２　不同方法提取基因组的PCR检测

２．３　NaOH法提取大豆不育系材料叶和豆荚组

织DNA的PCR鉴定

　　为进一步确定上述步骤中 NaOH 提取及

PCR检测结果的可靠性,利用 NaOH 法提取３份

大豆不育系后代材料 DNA 后,利用一对不育引

物扩增 NaOH 法提取的３份不育系材料叶片

DNA.PCR检测结果显现出清晰特异的条带,证
明NaOH 法提取的大豆组织DNA质量满足不育

系后代材料 PCR 鉴定要求,可以利用 NaOH 法

提取大豆基因组,并进行不育系大豆后代遗传信

息的PCR检测(图３).

M．DL２０００Marker;１．不育系后代４号材料叶片;２．不育

系后代６号材料叶片;３．不育系后代８号材料叶片.

图３　利用 NaOH法提取大豆不育系材料叶片DNA
的PCR检测

对通过 NaOH 法提取的大豆不育系后代的

可育豆荚组织 DNA,利用可育引物进行 PCR扩

增.结果显示,大豆豆荚组织样品的 DNA 提取

效果良好,可作为模板进行PCR检测,且PCR特

异性较强(图４).说明NaOH法可对大豆荚(图４)
和叶片(图３)不同组织进行有效的DNA提取,对
组织样品不具有选择性.

M．DL２０００Marker;１．不育系后代７６号材料的豆荚;２．不育

系后代１６１号材料的豆荚;３．不育系后代１６４号材料的豆荚.

图４　利用 NaOH法提取大豆不育系材料

豆荚组织DNA的PCR检测

２．４　两种DNA提取方法对比

从表 ３ 可 以 看 出,提 取 同 一 样 品 的 组 织

DNA,利用NaOH 法耗费时长明显短于试剂盒方

法.NaOH 法耗时０．４h,而试剂盒约３．０h.说

明利用 NaOH 法提取 DNA 不仅时间短、使用仪

器少且所用试剂容易获取.
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表３　NaOH法及试剂盒提取大豆DNA的对比

提取方法 仪器 试剂 累计时长/h

NaOH 离心机 NaOH ０．４

试剂盒 离心机,水浴锅 SP(１Ｇ３)Buffer,

SPW WashBuffer

３．０

３　讨论

快速有效地进行 DNA 提取是后续 PCR 扩

增以及分子检测的前提和基础.本研究提出了一

种利用不易制毒试剂快速提取大豆组织 DNA 的

方法,并将其与植物DNA提取试剂盒的 DNA提

取效果进行对比.两种方法提取 DNA 的过程差

异主要有以下几个方面:(１)在时间方面,试剂盒

需要多次洗涤,反复涡旋离心静置,其中还包括多

次更换离心管,提取过程至少需要３h左右才可

完成.且实验样本数量较多时,试验耗时会更长.

NaOH 法操作便捷,不需反复涡旋离心洗涤和更

换离心管,从而可以节省大量等待时间,整个提取

过程只需要０．４h,耗时较少.(２)在试剂方面,
试剂盒所使用药品需要５种.而 NaOH 法使用

药品简单,所用药品属于常用药品,价格低,安全

性相对较高.(３)在操作方面,试剂盒提取步骤繁

多琐碎,在实验中易出现操作失误导致实验失败,
而 NaOH 法操作步骤少,可以避免由于复杂的过

程而导致失败的风险.(４)DNA 提取效果方面,

NaOH 法和试剂盒提取方法得到的 DNA 质量并

无明显差别,均能够满足常规PCR检测.为检测

该方法对植物 DNA 提取的稳定性,本试验同时

提取了大豆的豆荚 DNA,并进行PCR检测.结

果表明 NaOH 法可以稳定地提取植物不同组织

DNA,并应用于PCR检测.
本提取方法优点在于无需任何易制毒试剂,

无环境污染,且只需一台离心机和２个分别装有

NaOH 和 TE缓冲液的锥形瓶即可完成 DNA 提

取,提取成本低.与现有的 DNA 提取相比,减少

了操作步骤,节约了时间,降低了样品提取成本,
可以高效完成高通量样品的 DNA 提取工作,适
合当前经常进行的遗传群体高通量标记分析工

作.虽然常用提取法进行DNA提取,其 DNA提

取质量好,但某些实验仅需少量 DNA 且对于

DNA 的质量要求并不高.如利用 NaOH 提取

DNA进行分子检测在菠菜[１３]、甜菜[１４]、真菌[１５]

及细菌[１６]等物种中都展开了一系列应用并获得

成功,这也体现了 NaOH 裂解法在 DNA 提取过

程中的优势.

４　结论

本研究建立了一个具有绿色安全、步骤少、低
成本和操作简单等优点的大豆 DNA 提取方法,
提取的大豆基因组 DNA 可应用于常规 PCR 检

测,可节约实验时间及成本,并为后续进行杂交后

代选择和分子标记辅助高通量筛选提供帮助,能
够促进大豆分子生物学向实用性方向发展,具有

广泛的应用前景和利用价值.
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冬季保护性耕作对稻田土壤酶活性及
水稻产量的影响

孙　红１,２,陈　勇１

(１．四川农业大学 农学院,四川 成都 ６１１１３０;２．黑龙江省农业科学院 大豆研究所,黑龙江

哈尔滨１５００８６)

摘要:为了合理利用农田,提高土地利用效率,改善稻田土壤环境,促进水稻增产.在连续２年大田分区定位

试验基础上,以水稻品种F优４９８为供试材料,研究了薯Ｇ稻(PR)、油Ｇ稻(RR)、冬闲Ｇ稻(WFR)３种种植模式

下稻田土壤酶活性的动态变化及不同种植方式对水稻产量的影响.结果表明,PR、RR较对照 WFR相比,可
显著提高土壤中过氧化氢酶活性和脲酶活性,水稻整个生长期内过氧化氢酶活性在分蘖盛期和齐穗期达到

峰值,２个时期均是PR模式最高,分别为２．７８和２．３８mL􀅰g－１.３种耕作模式的脲酶活性均在水稻抽穗期

最高,具体表现为PR＞RR＞WFR,抽穗期后稻田土壤脲酶活性开始下降,齐穗期至成熟期脲酶活性下降幅

度最大.各处理下水稻单位面积的有效穗和产量的变化趋势均为 PR＞RR＞WFR,PR和 RR模式较 WFR
模式分别提高了１４．００％、４．９６％和７．２３％、０．７２％.说明PR、RR两种保护性耕作模式较 WFR这种非保护

耕作模式能够提高土壤酶活力,增加水稻有效穗数和产量.
关键词:保护性耕作;稻田;土壤酶活性

　　保护性耕作是２０世纪初,在美国农业生产
严重受损时,为了保护农业生产而不断发展起来
的一种耕作制度[１].稻田冬季保护性耕作是一种
我国的传统农业耕作方式,广泛运用于我国水热

收稿日期:２０２２Ｇ１０Ｇ０６
第一作者:孙红(１９９１－),女,硕士,农艺师,从事耕作栽培与
生理生态研究.EＧmail:sunhong_９９＠１２６．com.

　　通信作者:陈勇(１９７９－),男,博士,副教授,硕导,从事稻田轮
作制度与农业生态研究.EＧmail:yongchen＠sicau．edu．cn.

资源丰富,适宜水稻或其他作物复种,能够种植冬

季作物的南方稻田区[２].相关研究表明稻田保护

性耕作能够涵养水源、提高水分利用率,增加土

壤养分含量[３],改善土壤结构、减少土壤的侵蚀破

坏,减少有害气体的排放[４].稻田冬季保护性耕

作不仅能够提高作物产量节本增收,带动稻田高

产高效,同时还是一种兼顾经济效益、生态效益

和社会效益,可解决粮食安全和农业结构调整及

农民增收等社会问题的种植方式[５Ｇ６].

ARapidExtractionMethodforSoybeanDNAWithout
PoisonableChemicals

DUYanＧwei１,ZHANGXu１,LIJiaＧnan２,JIANGZhenＧfeng１

(１．NortheastAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryofSoybeanBiologyinChineseMinistryofEducation/

KeyLaboratoryofSoybeanBiologyandGeneticsBreedingofChineseAgricultureMinistry,Harbin１５００３０,

China;２．NorthCorporationofSinograin,Nenjiang１６１４００,China)

Abstract:Usually,CTABmethodorkitandothermethodsarecommonlyusedtoextractplantgenomicDNA,

buttheextractionproceduresareoftencumbersome,theextractiontimeislong,andpoisonablechemicalswill
beoftenusedintheextractionprocess,whichhascertainriskstoourhealthandsurroundingenvironment．
ExploringagreenextractiontechnologysuitableforgenomicDNAthatisnotpoisonable,simpletooperate,

highefficiencyandshortintimecannotonlysaveexperimentaltime,butalsoimproveexperimentalefficiency．
ThecurrentstudyusesNaOHtocarryoutasimpleandrapidextractionofsoybeanDNA．Thistechnology
meetstheconventionalPCRdetectionandhascertainutilizationvalueandapplicationprospects．
Keywords:soybean;NaOH;DNAextraction;PCR
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