
7��水稻基因组ＤＮＡ简易制备方法

7��孙　川 7��１，２，＃ 7��　陈　刚 7��１，２，＃ 7��　饶玉春 7��１ 7��　张光恒 7��１ 7��　高振宇 7��１ 7��　刘　坚 7��１ 7��　鞠培娜 7��１ 7��　胡　江 7��１

7��郭龙彪 7��１ 7��　钱　前 7��１，＊ 7��　曾大力 7��１，＊

7��（ 7��１ 7��中国水稻研究所 水稻生物学国家重点实验室，浙江 杭州３１０００６； 7��２ 7��扬州大学 农学院，江苏 扬州２２５００９； 7��＃ 7��共同第一作者； 7��＊ 7��通讯联系人，

Ｅ-ｍａｉｌ：ｑｉａｎｑｉａｎ１８８＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ；ｄａｌｉｚｅｎｇ＠１２６．ｃｏｍ）

7��ＡＳｉｍｐｌｅＭｅｔｈｏｄｆｏｒＲａｐｉｄＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＲｉｃｅＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

7��Ｓ 7��ＵＮ 7��Ｃｈｕａｎ 7��１，２，＃ 7��，Ｃ 7��ＨＥＮ 7��Ｇａｎｇ 7��１，２，＃ 7��，Ｒ 7��ＡＯ 7��Ｙｕ-ｃｈｕｎ 7��１ 7��，Ｚ 7��ＨＡＮＧ 7��Ｇｕａｎｇ-ｈｅｎｇ 7��１ 7��，Ｇ 7��ＡＯ 7��Ｚｈｅｎ-ｙｕ 7��１ 7��，Ｌ 7��ＩＵ 7��Ｊｉａｎ 7��１ 7��，Ｊ 7��Ｕ 7��Ｐｅｉ-ｎａ 7��１ 7��，Ｈ 7��Ｕ 7��Ｊｉａｎｇ 7��１ 7��，

Ｇ 7��ＵＯ 7��Ｌｏｎｇ-ｂｉａｏ 7��１ 7��，Ｑ 7��ＩＡＮ 7��Ｑｉａｎ 7��１，＊ 7��，Ｚ 7��ＥＮＧ 7��Ｄａ-ｌｉ 7��１，＊

7��（ 7��１ 7��ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲｉｃｅＢｉｏｌｏｇｙ，ＣｈｉｎａＮａｔｉｏｎａｌＲｉｃｅＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１０００６，Ｃｈｉｎａ； 7��２ 7��ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｙａｎｇ-

ｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｙａｎｇｚｈｏｕ２２５００９，Ｃｈｉｎａ； 7��＃ 7��Ｔｈｅｓｅａｕｔｈｏｒｓｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｅｑｕａｌｌｙｔｏｔｈｉｓｐａｐｅｒ； 7��＊ 7��Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ，Ｅ-ｍａｉｌ：ｑｉａｎｑｉａｎ１８８

7��＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ；ｄａｌｉｚｅｎｇ＠１２６．ｃｏｍ）

7��ＳＵＮＣｈｕａｎ，ＣＨＥＮＧａｎｇ，ＲＡＯＹｕｃｈｕｎ，ｅｔａｌ．ＡｓｉｍｐｌｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｒａｐｉｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｒｉｃｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ．ＣｈｉｎＪＲｉｃｅＳｃｉ，
7��２０１０，２４（６）：６７７-６８０．

7��Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＡｓｉｍｐｌｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｒｉｃｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄ．Ａｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔ（１－５０ｍｇ）ｏｆｌｅａｆｔｉｓｓｕｅｏｆ

7��ｒｉｃｅｓｅｅｄｌｉｎｇ，５００μＬｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，ａｎｄｏｎｅｓｔｅｅｌｂｅａｄｗｅｒｅｐｕｔｉｎｔｏａ２-ｍＬｍｉｃｒｏｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｔｕｂｅ．Ａｆｔｅｒｖｉｇｏｒｏｕｓｌｙ

ｍａｓｈｉｎｇｆｏｒ２ｍｉｎ，５μＬｏｆｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｄｉｒｅｃｔｌｙａｐｐｌｉｅｄｔｏＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ，ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｐｒｅｃｉｐｉ-

ｔａｔｅｄｗｉｔｈ２ｖｏｌｕｍｅｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｔｏｏｂｔａｉｎｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ．Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄ，ｌｏｗｃｏｓｔ，ａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅｆｏｒ

7��ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ．Ｏｎｅｐｅｒｓｏｎｃａｎｍａｎｉｐｕｌａｔｅａｓｍａｎｙａｓ９６ｓａｍｐｌｅｓｆｏｒＰＣＲｉｎ１０ｍｉｎｕｔｅｓ．Ｉｔｉｓｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
7��ｏｆｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ．

7��Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｈｉｇｈ-ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ；ｒｉｃｅ

7��孙　川，陈　刚，饶玉春，等．水稻基因组ＤＮＡ简易制备方法．中国水稻科学，２０１０，２４（６）：６７７-６８０．
7��摘　要：介绍了一种用于ＰＣＲ的水稻基因组ＤＮＡ的快速制备方法。该方法只需将少量（１～５０ｍｇ）样品、适量提取液（５００

μＬ）和一粒钢珠放入２ｍＬ离心管，在细胞破碎仪中粉碎２ｍｉｎ，经离心后可直接取少量（约５μＬ）上清液作为ＰＣＲ的模板

ＤＮＡ，也可进一步根据需要实现高质量ＤＮＡ的提取。该方法具有成本低、操作快速简便等优点，一个人可以在１０ｍｉｎ内完

成９６份样品ＤＮＡ的简易制备，特别适合高通量的分子检测。

7��关键词：ＤＮＡ提取；高通量ＰＣＲ扩增；样品制备；方法；水稻

7��中图分类号：Ｑ９４-２３６；Ｑ９４３；Ｓ５１１．０３　　　　　文献标识码：Ａ　　　 7��文章编号：１００１-７２１６（２０１０）０６-０６７７-０４

7��　　基于ＰＣＲ技术的分子标记已广泛地运用于种子纯度鉴

定、亲缘关系的分析、分子标记辅助育种、基因定位以及转基

因植株检测等。在水稻和大多数其他作物中，以ＰＣＲ技术

为基础的标记如简单重复序列标记（ＳＳＲ标记或微卫星标

记），由于其具有多态性好、可靠性高、技术简单、价格便宜和

ＤＮＡ模板使用量低等优点，在分子生物学中得到了广泛的

应用。另一方面，随着生物技术的不断发展、水稻基因组测

序的完成、功能基因鉴定的日益增多，分子标记辅助选择育

种越来越多地应用于作物新品种的改良 7��［１-３］ 7��，即通过对与表

型紧密连锁的ＤＮＡ分子标记的筛选，以快速获取带有目的

表型的理想植株。

7��为了应用ＰＣＲ检测技术，人们需要从组织样品中提取

ＤＮＡ。然而，ＤＮＡ提取是一项耗费人力、物力的烦琐工作，

提取的ＤＮＡ也仅在筛选、鉴定时使用了很少的一部分，剩余

的大部分ＤＮＡ将作为累赘而被废弃。尽管人们也一直致力

于ＤＮＡ抽提方法的改进，但目前应用的主要方法仍烦琐、费

时，如ＣＴＡＢ法 7��［４］ 7��和ＳＤＳ法 7��［５］ 7��。因此，在大规模的基于ＰＣＲ

7��的基因型检测作业中，高效、快速、简便的模板ＤＮＡ制备显

得非常重要。

7��１　材料与方法

7��１．１　植物材料

7��本实验使用的水稻品种主要包括日本晴、台中本地１号

（ＴＮ１）、春江０６、中花１１、Ｃ-堡和Ｊａｉｍａｉｃａ等。将水稻种子催

7��芽２～３ｄ，发芽后播于水田中备用。

7��１．２　化学试剂

7��试剂 Ａ：ｐＨ ７．５，含有 １５０ｍｍｏｌ／Ｌ 山梨糖 醇，１２５

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ-Ｎａ 7��２ 7��，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０

ｍｍｏｌ／ＬＮａ 7��２ 7��ＳＯ 7��３ 7��，质量分数０．８％的十六烷基三甲基溴化胺

（ＣＴＡＢ），质量分数２％的月桂酰-Ｎ-甲基氨基乙酸钠。

7��试剂 Ｂ：ｐＨ９．０，含有１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌ，１８ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ 7��２ 7��，质量分数１％的ＴｒｉｔｏｎＸ-１００。

7��试剂Ｃ：ＤＮＡ提取液。在使用前由试剂Ａ、试剂Ｂ、蒸馏

7��水按１∶２∶７的体积比混合而成，再加入体积分数０．２％的

7��收稿日期：２０１０-０３-１１；修改稿收到日期：２０１０-０４-１１。

7��基金项目：国家转基因生物新品种培育重大科技专项资助项目

（２００８ＺＸ０８００９-００３）；国家自然科学基金资助项目（３０７７１１６０）；浙

江省自然科学基金杰出青年团队项目（Ｒ３０９００２３）。

7��７７６

7��中国水稻科学（ＣｈｉｎＪＲｉｃｅＳｃｉ），２０１０，２４（６）：６７７～６８０

7��ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ

7��ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１-７２１６．２０１０．０６．０２１



7��7��7��

7��β-巯基乙醇。

7��试剂Ｄ：１０×ＰＣＲ反应缓冲液，ｐＨ９．０，含有５０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ，２５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，９ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ 7��２ 7��，质量分数０．５％的

ＴｒｉｔｏｎＸ-１００，体积分数１０％的牛血清白蛋白（ＢＳＡ）。

7��１．３　模板ＤＮＡ制备

7��提取水稻ＤＮＡ的方法包括以下步骤：

7��１）取约０．０１ｇ水稻叶片放入２ｍＬ的圆底离心管（江苏

7��海门耀华玻璃仪器厂），加入５００μＬ试剂Ｃ和２００μＬ氯仿，

并加入１粒钢珠（５ｍｍ碳素钢珠，上海自行车钢珠厂）；

7��２）使用细胞破碎仪（ＴｉｓｓｕｅＬｙｓｅｒⅡ，ＱＩＡＧＥＮ，德国），

在２８Ｈｚ的频率下，对水稻样品破碎２ｍｉｎ；

7��３）将破碎后的样品在８０００～ 7��１００００ｒ／ｍｉｎ下离心４～６

7��ｍｉｎ；

7��４）以试剂Ｄ作为ＰＣＲ反应缓冲液，取４～６μＬ上清液

直接作为模板ＤＮＡ，用于ＰＣＲ检测；

7��若需对ＰＣＲ检测后的部分目标样品提取 ＤＮＡ以保存

备用或他用，则可继续实施以下步骤：

7��５）根据ＰＣＲ检测结果，从上述第３步中挑出对应样品，

取４００μＬ上清液于一新的离心管，加４００～８００μＬ无水乙醇

7��轻摇混匀，沉淀３０～６０ｍｉｎ后于８０００～ 7��１００００ｒ／ｍｉｎ下离

心１０～１５ｍｉｎ；

7��６） 弃 上 清 液，用 ５００ μＬ ７０％ 的 乙 醇 洗 涤，在

7��８０００～１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１０～１５ｍｉｎ；

7��７）弃上清液，倒置离心管至晾干，即获得 ＤＮＡ，可于

7��－２０℃下长期保存备用或加２００μＬ超纯水溶解。

7��１．４　ＰＣＲ分析

7��ＰＣＲ反应体系为２０μＬ：取５μＬ上清液作为ＰＣＲ模板，

7��２μＬ 试剂 Ｄ 作为 ＰＣＲ 反应缓冲液，另外加 ５ｎｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ、８ｐｍｏｌ／Ｌ引物和１ＵＴａｑ酶。ＰＣＲ反应在东盛热循

7��环仪上进行，反应程序为：９４℃下预变性４ ｍｉｎ；每个循环

7��９４℃下３０ｓ，５５℃下３０ｓ，７２℃下３０ｓ，循环３５次；最后７２℃

下１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物于３％～４％的琼脂糖凝胶中进行电泳

检测。本研究所用的引物如表１所示。

7��１．５　ＤＮＡ产量和纯度分析

7��测定样品在吸光度为２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的ＯＤ值，用

于评测样品中ＤＮＡ的产量和浓度。

7��２　结果与分析

7��２．１　模板ＤＮＡ的快速制备

7��取约０．０１ｇ水稻叶片（实际操作中无需称量，目测大概

即可）放入２ｍＬ的圆底离心管中，加入５００μＬ试剂Ｃ和２００

7��μＬ氯仿，并加入１粒直径约５ｍｍ的钢珠；使用细胞破碎仪

对水稻样品进行破碎（一次可操作４８个样品），离心后的上

清液可用于ＰＣＲ扩增反应。取２０μＬ上清液进行琼脂糖凝

胶电泳检测，由图１可见，尽管有少量ＤＮＡ降解，但大部分

ＤＮＡ片段的分子量仍较大。

7��２．２　ＳＳＲ标记检验模板ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增效果

7��在ＤＮＡ制备过程中，由于使用了氯仿进行抽提，离心后

7��图１　本方法制备的水稻基因组ＤＮＡ

7��Ｆｉｇ．１．ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｓｆｒｏｍｌｅａｆｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒｉｃｅ．

7��Ｍ―Ｍａｒｋｅｒ；泳道１～８为本方法提取的水稻基因组ＤＮＡ。

7��Ｍ，Ｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅｓ１ｔｏ８，ＲｉｃｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｔｈｅ

ｍｅｔｈｏｄ．

7��表１　ＰＣＲ引物序列

7��Ｔａｂｌｅ１．ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｕｓｅｄｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＰＣＲ．

7��引物名称

7��Ｐｒｉｍｅｒ

7��正向引物

7��Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′-３′）

7��反向引物

7��Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′-３′）

7��产物大小

7��Ｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

7��ＲＭ３２５２ �Z7��ＧＧＴＡＡＣＴＴＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＣＣ 7��ＧＧＴＣＡＡＴＣＡＴＧＣＡＴＧＣＡＡＧＣ 7��１５３ $��
7��ＲＭ１２４７ �Z7��ＴＴＣＴＣＡＧＣＴＧＣＴＴＧＴＧＣＡＴＣ 7��ＣＣＴＣＣＡＡＧＧＴＡＡＡＧＧＧＧＴＴＣ 7��１８３ $��
7��ＮＢ３１６ �<7��ＡＴＧＴＧＴＧＣＴＴＣＧＧＴＣＧＴＧＡＴ 7��ＴＴＣＴＣＡＣＡＴＣＴＧＡＡＣＣＴＣＴＣＣ 7��１５３ $��

7��ＮＢ４７８ �<7��ＧＧＧＣＴＧＴＣＡＴＴＧＴＣＡＣＧＡＧ 7��ＧＧＣＡＴＣＧＡＣＴＣＡＴＣＡＧＣＣ 7��１８８ $��
7��ＮＢ４４４ �<7��ＴＣＧＴＣＣＡＴＣＣＡＴＴＧＡＴＧＣＴＡＡＴＣ 7��ＴＧＣＣＡＴＴＴＡＴＣＡＴＴＴＧＣＣＡＴＴＣ 7��１８７ $��
7��ＮＢ８７６ �<7��ＴＴＧＧＡＧＡＧＡＣＧＡＧＣＧＡＧＡＧＡＧ 7��ＡＧＴＧＴＴＧＧＴＧＡＧＣＡＴＡＧＣＡＧＴＴＧ 7��１４７ $��
7��ＮＢ２３１ �<7��ＡＧＡＡＴＡＧＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＣ 7��ＡＡＣＣＴＧＡＴＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＴＧＴＡＣ 7��１８５ $��
7��ＮＢ３４２ �<7��ＡＣＣＡＴＧＣＣＴＣＡＴＧＡＣＡＴＧＴＧＧ 7��ＴＧＧＴＴＴＴＧＴＧＴＡＧＣＴＣＴＧＴＣＧＧ 7��１２８ $��

7��ＮＢ５５８ �<7��ＧＣＴＣＣＡＣＡＧＡＡＡＡＧＣＡＡＡＧＣ 7��ＴＧＣＡＡＣＡＧＴＡＧＣＴＧＴＡＧＣＣＧ 7��１４３ $��
7��ＮＢ７８９ �<7��ＧＡＡＴＧＧＧＡＴＴＡＧＡＣＧＡＴＴＴＧ 7��ＣＣＡＴＧＡＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＡＧＧ 7��２０６ $��
7��ＮＢ６７８ �<7��ＣＣＴＧＧＴＴＡＧＣＡＣＴＡＣＡＧＣＴＣ 7��ＴＡＧＴＴＧＧＣＴＡＴＧＴＣＣＡＣＡＣＣ 7��８７ $��
7��ＮＢ６６５ �<7��ＡＡＧＴＣＧＡＡＧＧＡＧＧＡＧＴＴＧＴＣ 7��ＣＡＣＣＧＡＡＡＣＴＡＡＡＧＡＣＧＡＧ 7��１２６ $��
7��ＮＢ４４２ �<7��ＣＴＴＴＧＴＡＧＡＣＣＧＴＡＴＣＡＴＴＧＴＣＣ 7��ＧＡＡＡＣＧＴＣＴＧＧＣＧＡＧＴＴＣＣ 7��１３９ $��
7��ＮＢ６４２ �<7��ＧＣＡＧＧＡＧＴＡＴＡＴＡＣＧＣＡＧＧＧ 7��ＡＣＴＣＡＧＣＧＴＧＣＴＣＡＡＣＣＴＧ 7��１３１ $��

7��ＮＢ９４２ �<7��ＡＴＣＡＧＣＡＧＣＡＧＡＴＴＧＧＴＧＣ 7��ＴＡＣＣＣＴＴＡＧＴＣＴＣＣＴＡＴＧＴＧＴＣＣ 7��１３０ $��

7��　　另随机选取的 Ｇｒａｍｅｎｅ网站已公布的１９对ＳＳＲ引物，分别是ＲＭ７５８１、ＲＭ１３６１、ＲＭ３７４０、ＲＭ８２１３、ＲＭ１７７１３、ＲＭ１３、ＲＭ１９２３４、

ＲＭ１０１９、ＲＭ５０５５、ＲＭ６３５６、ＲＭ１３２８、ＲＭ５７９５、ＲＭ２１７、ＲＭ３１８３、ＲＭ５７１１、ＲＭ３８１９、ＲＭ１３３７、ＲＭ７３７６、ＲＭ４９３。

7��Ａｎｏｔｈｅｒｓｅｌｅｃｔｅｄ１９ｐａｉｒｓｏｆＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｒｅＲＭ７５８１，ＲＭ１３６１，ＲＭ３７４０，ＲＭ８２１３，ＲＭ１７７１３，ＲＭ１３，ＲＭ１９２３４，ＲＭ１０１９，ＲＭ５０５５，

7��ＲＭ６３５６，ＲＭ１３２８，ＲＭ５７９５，ＲＭ２１７，ＲＭ３１８３，ＲＭ５７１１，ＲＭ３８１９，ＲＭ１３３７，ＲＭ７３７６ａｎｄＲＭ４９３．

7��８７６ 7��中国水稻科学（ＣｈｉｎＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２４卷第６期（２０１０年１１月）
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7��图２　 ４对ＳＳＲ和ＳＴＳ引物的ＰＣＲ扩增产物的电泳结果

7��Ｆｉｇ．２ ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒａｔｏｔａｌｏｆ３４ｐａｉｒｓｏｆＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄ

ＳＴＳｐｒｉｍｅｒｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｅｖｅｎｌｙｉｎｔｈｅｒｉｃｅｇｅｎｏｍｅ．

7��图３　ＲＭ３２５２的ＰＣＲ扩增产物

7��Ｆｉｇ．３．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍｅｒＲＭ３２５２．

7��Ａ－来自不同品种的模板ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物电泳结果。泳

道１～６分别来自日本晴、ＴＮ１、春江０６、中花１１、Ｃ-堡和Ｊａｉｍａｉｃａ；Ｂ

7��－来自不同组织样品的模板ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物电泳结果。泳道

7��１～６分别来自水稻的嫩叶、老叶、茎、鞘、穗和根。

7��Ａ，ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＲＭ３２５２ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖａｒｉｅｔｉｅｓ．

Ｌａｎｅｓ１ｔｏ６ａｒｅｆｒｏｍＮｉｐｐｏｎｂａｒｅ，ＴＮ１，Ｃｈｕｎｊｉａｎｇ０６，Ｚｈｏｎｇｈｕａ

１１，Ｃ-ＢａｏａｎｄＪａｉｍａｉｃａ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ，ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ＲＭ３２５２ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ．Ｌａｎｅｓ１ｔｏ６ａｒｅｆｒｏｍｙｏｕｎｇｌｅａｆ，

ｏｌｄｌｅａｆ，ｓｔｅｍ，ｓｈｅａｔｈ，ｐａｎｉｃｌｅａｎｄｒｏｏｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

7��的上清液可直接用于ＰＣＲ扩增。同时，为检验简易制备的

ＤＮＡ对ＰＣＲ引物是否有较高的要求，选用了分布于水稻不

同染色体的３４对ＳＳＲ和ＳＴＳ引物进行ＰＣＲ扩增（表１，图

２），扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，发现用于扩增的所有

引物的ＰＣＲ产物的电泳条带均清晰明亮，片段大小也符合

预期（图２）。同时，还对来自不同水稻品种叶片制备的ＤＮＡ

进行了ＰＣＲ扩增检测，图３-Ａ显示了６份材料制备的ＤＮＡ

样品，经ＲＭ３２５２扩增后的琼脂糖凝胶电泳检测结果。另

外，还进一步对来自老叶、茎、叶鞘、穗、根等组织的样品制备

了模板ＤＮＡ，结果表明所有模板均能扩增出产物（图３-Ｂ）。

7��２．３　不同储存时间的模板ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增效果

7��本方法制备ＤＮＡ过程简单、操作简便快捷，在基因型的

初步检测、筛选和鉴定过程中，当天就可完成ＤＮＡ的制备、

ＰＣＲ扩增和电泳检测等过程，对于部分一次性的初步筛选和

鉴定工作，模板ＤＮＡ无需长时间保存。为此，我们比较了

ＤＮＡ样品短期的储存时间及储存温度对ＰＣＲ扩增效果的影

7��响。每天取０．０１ｇ叶片用于制备模板 ＤＮＡ，吸取上清液

后，分２份分别保存于４℃和－２０℃的冰箱中，至第７天时取

7��图４　ＲＭ１２４７的ＰＣＲ扩增产物

7��Ｆｉｇ．４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍｅｒＲＭ１２４７．

7��Ａ－在４℃条件下储存０～６ｄ的模板ＤＮＡ；Ｂ－ 在－２０℃条件

7��下储存０～６ｄ的模板ＤＮＡ。

7��Ａ，ＴｈｅｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡｗａｓｓｔｏｒｅｄａｔ４℃；Ｂ，Ｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅ

ＤＮＡｗａｓｓｔｏｒｅｄａｔ－２０℃．

7��图５　 ℃条件下存储１～６ｄ的ＤＮＡ样本经沉淀、洗脱纯化后

的ＤＮＡ量

7��Ｆｉｇ．５ ＱｕａｎｔｉｔｙｏｆＤＮＡｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ４℃ｓｔｏｒｅｄ

7��ＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｅｔｈａｎｏｌ．

7��出所有保存的模板用于ＰＣＲ扩增。图４是ＰＣＲ扩增产物的

7��琼脂糖凝胶电泳检测结果，由此可见，在４℃或－２０℃储存条

件下，存放１～７ｄ的模板ＤＮＡ不影响ＰＣＲ的扩增效果。

7��２．４　ＤＮＡ的纯化和检测

7��在ＰＣＲ筛选和鉴定基因型过程中，可能需要对筛选出

来的部分重要目标单株提取高质量的ＤＮＡ以保存备用或作

其他用途。简易制备的ＤＮＡ除了直接作为模板ＤＮＡ用于

ＰＣＲ扩增外，还可用无水乙醇沉淀获得高质量的ＤＮＡ。图５

7��是在４℃条件下分别存放１～６ｄ的样品经乙醇沉淀、洗脱后

获得的ＤＮＡ量，结果表明，在４℃储存条件下，简易制备的

ＤＮＡ量不受贮存时间的影响，０．０１ｇ水稻叶片最终大约可

获得３０μｇＤＮＡ。

7��３　讨论

7��植物基因组ＤＮＡ制备的方法已有很多报道，如经典的

ＣＴＡＢ法 7��［４］ 7��、ＳＤＳ法 7��［５］ 7��，另外还有一些简化的制备方法，如

ＳＤＳ一步法 7��［６］ 7��、ＮａＯＨ处理幼叶直接作为ＰＣＲ模板法 7��［７］ 7��、简

易提取法 7��［８］ 7��、剪切法 7��［３］ 7��、微量提取法 7��［９］ 7��。对于需要大量样品

进行基因型分析的研究来说，这些方法或操作效率仍需进一

步提高，或者其制备的模板ＤＮＡ的扩增结果不够稳定。

7��与其他常规植物ＤＮＡ提取法 7��［３-１２］ 7��相比，本方法有几个

明显的特点和积极效果：１）快速简便，一个人可以在１０ｍｉｎ

内完成９６份可用于ＰＣＲ筛选的水稻基因组ＤＮＡ的简易制

7��９７６ 7��孙　川等：水稻基因组ＤＮＡ简易制备方法
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备；２）成本低，提取过程中减少了多种试剂的使用量，若从水

稻中快速提取ＤＮＡ仅应用于ＰＣＲ反应时，无需使用乙醇或

异丙醇沉淀；３）ＤＮＡ产量高，０．０１ｇ左右的水稻样品可用作

１００次ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ模板使用；４）周期短，由于所需的水

7��稻样品少，催芽、播种５～８ｄ后就可取少量叶片用于ＰＣＲ检

测；５）对ＰＣＲ检测后的部分目标样品，可进一步用乙醇沉

淀、洗脱纯化，获得的ＤＮＡ可长期保存或作其他用途，实现

短期使用和长期保存的兼顾；６）除可用于水稻ＤＮＡ快速提

取外，也可用于其他作物样品ＤＮＡ的提取。

7��从植物中提取的基因组ＤＮＡ通常含有抑制ＰＣＲ扩增

的物质 7��［１３-１４］ 7��，本文所述的ＤＮＡ提取方法，加入氯仿和β-巯

基乙醇于提取液中用于去除多糖和水稻叶组织中的多酚等

物质，以避免对ＰＣＲ反应的抑制作用 7��［１５］ 7��；而在配制的ＰＣＲ

反应缓冲液中加有ＢＳＡ，有助于稳定 Ｔａｑ酶的活性，可以提

高ＰＣＲ的效率。提取的 ＤＮＡ中含有少量ＲＮＡ并不影响

ＰＣＲ的后续实验，因此，ＤＮＡ 的进一步提纯过程可以省

略 7��［１６］ 7��。同时，该方法提取的ＤＮＡ质量接近于 ＣＴＡＢ法，

ＤＮＡ可长期保存。该方法适用于水稻各组织和器官的ＤＮＡ

7��提取，如根、茎秆、成熟种子等，在其他植物中也可能有广泛

的适用性。
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