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一种玉米叶片基因组 D N A 快速提取

新方法的初步研究

雷开荣
‘ ,

石春众
2 ,

李明顺
3 ,

李晓辉
3 ,

李新海
3

(1
.

重庆市农业科学研究所
,

重庆市农作物生物工程中心
,

重 庆 4以刃55 ; 2
.

内蒙古通辽市农业科学院
,

内蒙古 通辽 0 28 〕洲〕

3
.

中国农业科学院作物科学研究所
,

农业部作物遗传育种重点开放实验室
,

北京 l以洲〕8 1)

摘要
:
在玉米分子标记辅助育种工作中

,

需要对大量群体的个体样本进行分子标记分析
,

其中 D N A 的高效快速提

取是关键的技术环节
。

以异硫氰酸肛为主要提取试剂
,

结合使用 组织研磨器 (Qi ag en Ti ss ue lyser )
,

建立 了一种玉米叶片

基因组 D NA 的快速提取新方法
。

利用此方法提取玉米 叶片基因组 D N A
,

具有使用药 品少
、

操作步骤简单
、

快速
、

成本

低
、

DNA 质量稳定等优点
,

通常情况下每人每个工作 日可 以提取 300 个 D NA 样品
。

此 D NA 提取方法可有效地用于玉

米分子标记分析
。
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随着分子生物学的快速发展
,

以 PCR 为基础的 的
,

但尚存在着操作步骤多
、

程序复杂
、

耗时较长
、

研

多种分子标记技术如 RA
PD

,

ss R
,

AFLP 等 已广泛应 磨不均匀
、

研磨时需要添加液氮等缺点
,

在分子标记

用于玉米遗传多样性
、

种质资源评价
、

指纹 图谱建 辅助育种工作中对大样本容量进行分析时
,

显得尤

立
、

性状标记与辅助选择等〔‘
一 3〕

。

在应用分子标记 为 突 出
。

目前
,

在 优 质 蛋 白玉 米 (Qu ali ty p以ei n

中
,

D NA 的高效
、

快速提取是基本环节
。

迄今
,

已建 m aiz
e ,

QPM )分子标记辅助选择 中
,

基于 o2 基因控制

立 了 多 种 玉 米 D NA 提 取 方 法
,

如 sD s
、

c TA B 的玉米高赖氨酸含量 的 ss R 分子标记技术 已经建

法 〔4
一 7〕

。

这些方法是为适应不 同研究 目的而建立 立
,

并在选育工作中开始应用 [sj
。
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早期分离群体大量样本 的 SS R 分子标记鉴定
,

及 时

准确的进行 目标性状的前景选择
,

建立 以 叶片为材

料基础的 D NA 快速提取方法是必要 的
。

本研究以玉米 QPM 群体幼苗至成熟期叶片为

材料
,

在对多种玉米 D NA 提取方法进行 比较的基础

上
,

建立 了以异硫氰酸肌为主要试剂
,

并结合组织研

磨器 (Qia罗n Tiss u e lys e r

)的 D NA 快速提取方法
,

并探

讨了将提取的 D NA 用于玉米 R APD 和 SS R 分子标

记分析的可行性
。

1 材料和方法

1
.

1 供试材料

以玉米 QPM 自交系 cA 3 35
、

普通玉米 自交 系中

黄 2 04 及 ((中黄 2 0 4 x CA 3 35 ) x 中黄 2以 )B e 1 FI 群

体的幼苗和成熟期叶片为试材
,

用于 D NA 提取
。

1
.

2 D NA 提取与检测

D NA 提取步骤
:

(l) 将叶片剪成 I C

衬 大小
,

每 2

m L 圆底离心管中放人 2 一 3 片
,

每管放人 3 m m 钢珠

2 粒
,

加人 5 m o l/ L 异硫氰酸肛溶液 50 0 拌L ; (2 )盖紧

离心管盖
,

将离心管放人支架管孔内 ;用底盖和上盖

将支架盖住 (注意盖子的方向性 ) ; (3) 在组织研磨器

(Qi铭e n Ti
ss u e ly se r ,

由德国 R e ts e h 公司生产 )上以 30

Hz 的频率震荡 30 一 60 5 ,

交换支架 的方 向
,

再震荡

30 一
60

5 ,

以保 证样 品研磨 的均匀 性
。

(4 )加 人 4

mo l几 N a CI仇 (p H 5
.

2 )7 0 0 拼L 混 匀
,

室 温放 置 xo

而 n 。

(5 )1 2 0 00 “而n 离心 5 而 n ,

取上清
,

加人等体

积无水 乙醇
,

沉 淀 D NA
。

(6 )一2 0 0 0 “而n 离 心 5

m in
,

弃上清
。

(7 )加 1 m L 7 0 % 乙醇
,

洗涤沉淀
。

(8 )

12 00 0 r/ 而n 离心 Z m in
,

弃上清
。

(9) 晾干沉淀或真

空抽干
,

加 50 拌L dd 玩o
,

完全溶解后
, 一 20 ℃保存备

用
。

用 PE 肠rnb d a3 5 紫外分光光度计 测定 D NA 样

品的 A2 6 0/ A2 8 0 比值 ;取 4 胖L D NA 溶液在 0
.

8 % 琼

脂糖凝胶 中进行 电泳检测
,

用 E B 染色
,

Bi o 一 R A D 凝

胶成像系统拍照
。

1
.

3 SSR 分子标记检测

SSR 引物 Phi0 57 序列摘 自 M a iz e D B (2 0 0 2 )
,

由

上海生物工程公司合成
。

Ta q D NA 聚合酶
、

d
‘

N TP等

购 自北京鼎国生物技术有限公司
。

p CR 反应总体积为 10 拜L
,

包括 10 x B ll

ffe
r

(含 2 0

m mo l/ L M扩
十

)l 拼L
,

d
‘

N即(2 5

rnrno
l/ L ) 0

.

1 拼L
,

引物

(20 拜mo l/ L ) 0
.

13 拜L
,

T a q D NA 聚合酶 (Z U今L )0
.

2 5

仁L
,

D NA 模板 2
.

5 拼L
,

ddHZ o 6
.

0 2 拼L
。

热反应扩增

体系为
:

94 ℃变性 2 而 n ,

60 ℃退火 30
5 ,

72 ℃延伸

5 0 5 ,

1 个循环 ; 9 4 ℃变性 5 0 5 ,

60 ℃退火 3 0 。 ,

7 2 ℃

延伸 50 5 ,

3 5 个循环 ;在 7 2 ℃延伸 5 m in
。

聚丙烯酞

胺凝胶电泳及银染程序参照李晓辉等〔3〕方法进行
。

1
.

4 R A PD 分子标记检测

随机 引 物 OPC6 由上 海 生物 工程 公 司合 成
,

d
‘

NTP
,

Ta q D N A 聚合酶等购 自北京鼎国生物技术有

限公司
。

Pc R 反应 总体积 为 25 拼L
,

包括 2
.

5 拼L ro

x Bu
ffe

r ,

0
.

5 拼L d
‘

N Tp
,

0
.

5 拜L Ta q 酶
,

1
.

5 拼L M gC12
,

l 拌L p五me
r ,

1 拜L D NA (10 n g/ 拌L )
,

18 拜L d dHZ o
。

热

反应扩增条件为
:

94 ℃ 预变性 3 而 n ,

之后
,

94 ℃变

性 30 5 ,

37 ℃退火 3 0 5 ,

7 2 ℃延伸 80 5 ,

4 0 个循环后
,

再 72 ℃延伸 7 而 n 。

扩增产物在 1
.

4 % 琼脂糖凝胶

中进行 电泳检测
,

E B 染色后
,

在 Bi o ~

R AD 凝胶成像

系统上进行图像记录并分析
。

2 结果与分析

2
.

1 D N A 样品的质量检测

用紫外分光光度计分别测定 了 ro 个幼苗期叶

片和成熟期叶片样品的 D NA 纯度
。

结果表明
,

幼苗

期叶片 D NA 的 A2 6 0 / A 2 80 比值为 (1
.

8 9 土 0
.

12 )
,

成

熟期叶片 D NA 的 A2 6o / A 2 8 0 比值为 (1
.

9 3 土 0
.

2 0 )
。

对样品 D NA 进行琼脂糖凝胶 电泳检测
,

发现用

该法提取的玉米叶片 D NA 均有清晰一致的主带
,

没

有发生明显的 D NA 降解现象 (图 1
,

2 )
。

由于在提取

过程 中没有去 除 R N A
,

在 电泳 图中
,

可 以看到 明显

的 R NA 带
。

检测结果表明
,

用异硫氰酸肌法提取 的

玉米叶片基因组 D N A 具有较高的纯度
,

符合分子标

记分析的要求
。
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图 1 用异硫氰酸肌法提取成熟期叶片 D N A 电泳图

Fi g
.

1 E lec tr0 Pho re sis Pr o 6 1e of D N A e x tra c ted fr o m

le a ves at 幽tu rity tim e



. ‘ T 自

韶洲姗监
1 2 华 月匕 农 学 报 2 1 卷

SS R 引物 phi0 57 对玉米 QPM 回交群体中的个体进

行
。2基 因的前景选择

,

能够清晰地鉴定出纯合显性

0 2 口2和杂合 口2 0 2基 因型 (图 4 )
。

电泳检测结果表

明
,

用异硫氰酸孤法提取的玉米叶片基因组 D NA 可

以用于 R APD 和 SSR 标记分析
。

l 一 10 ((中黄 2以 、 eA 3 35 ) 、 ‘

有黄职)Be l r , 单株

z 一 10 in d ivi d ual s

肠m B CIFI 脚p u la ti o 。

((zh
o

路hu an 岁以 x CA 3 35 ) x zh
o

ngh ua n g2 04 )

图 2 用异硫银酸服法提取幼苗期叶片 D N A 电泳图

R g
.

2 E le ctr o Pho r e由 p r o川e of D N A e x tr ac ted

介。m le a

ves at se e d】1. 9 ste ge

2
.

2 分子标记分析

分别用 R APD 和 SS R 标记分析对异硫氰酸肌法

提取 的成 熟期 叶 片 D NA 进 行扩 增
。

用 随机 引物

OPC6 对 D NA 样品进行扩增
,

能够得到清晰的 D NA

谱带
,

且不同 D NA 样品间存在带型差异 (图 3 )
。

用

M 分子量标准 ; 1 CA 33 5 ; 2
, 3 中黄 204 ;

4 一 s ((中黄 2 0 4 x e A 33 5 ) x 中黄 204 )B c :F: 单株

M DN A 巨dd e r l (l(X) bp ) ; 1 CA 3 35 ; 2
,

3 Zb o n

gh u an g Z以 :

4 一 8 玩山
v idu 公:

肠m Be . FIPO p己丽on ((zho
n gh uan g Z以 x

e A 335 ) x

面
”g hu缨 2以 )

图 3 用 R A PD 法检测用异硫抓酸服法提取的 D N A 质 ,

Fi g. 3 Qua lity d ete etio n of D N A a n a Iyz ed 勿 R A卫D nl eU阅d

3 讨论

M 分子量标准 ; I 一 5 1 ((中黄 2以 x CA 33 5 ) x 中黄 204 )Be lr , 单株 ; 5 2 e^ 3 35

M Mo xe e己ar st

耐耐
; l 一 5 1 In d svidu 司。 fro m B C

, F : po pu lat io n

((
z
ho n gh uan g 204 、 c A 33 5 ) x zh o gh u an g 2 04 ) ; 52 c A 3 35

图 4 用 SS R
·

PCR 法检测 用异硫抓酸肌法提取的 D N A 质t

Fi g
.

4 Q
u al ity d ete c tio n

of D NA a . a Iyz ed by SSR 口e tb o d

量分子标记分析的需要
,

为在分离世代进行 目标基

因的前景选择提供了技术基础
。

建立快速
、

经济
、

可靠的 D N A 提取技术是育种

工作所必须的基本环节
。

我们在已经建立的基于 。

基因控制的高赖氨酸含量分子标记技术基础上 [8j
,

针对 SS R 分子标记技术特点
,

对 目前采用的多种玉

米 D NA 提取方法进行简化及 比较研究
,

认为根据研

究 目标可以建立相应的 D NA 提取技术
。

本试验中
,

用异硫氰酸肛法可以从玉米幼苗期

及成熟期叶片中提取符合试验要求的 D NA
,

D NA 样

品无降解
、

无缺样
,

粗提 D NA 即可用于 RA
PD 和 ss R

分子标记分析
。

综合分析认为
,

利用异硫氰酸肌法并结合组织

研磨器提取玉米叶片基因组 D NA 的方法
,

具有使用

药品少
、

操作步骤简单
、

快速
、

成本低
、

D NA 质量稳

定可靠等优点
,

可 以在 玉米分子标记辅助育种工作

中应用
。

利用该套 D NA 提取技术
,

每人每个工作 日

可以提取 300 个以上的 D N A 样品
,

满足了大样本容
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