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一种少量提取植物组织D NA 的快速方法
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　　 [摘　要 ] 　为了从植物组织中快速提取核酸, 从多种DNA 提取方法中遴选出 2种基本方法。通过优化基本

方法的操作步骤、试剂用量与作用时间, 建立了一种改良的DNA 快速提取方法。在此方法中, 用氯仿代替液氮或

提取液进行植物组织研磨, 之后加入提取液抽提DNA , 并用氯仿- 异戊醇反复抽提, 可显著降低蛋白质含量; 通

过应用RNA 酶可获得纯度较高的DNA。该方法的特点是在室温下即可进行简便操作, 快速 (提取核酸的过程仅

需 30 m in) , 污染器皿少, 实用性强, 提取物产量高, 纯度好。
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　　在分子生物学中, 核酸是重要的研究对象, 对

DNA 的研究更是重中之重。无论是对农作物品种纯

度的检测、种质资源的评价与分类研究、作物性状

的RA PD 分子标记、利用DNA 导入法从事分子育

种研究, 还是重要性状的基因定位、克隆和测序等

工作, 都必须提取高产量、高纯度的基因源植物总

DNA [1, 2 ]。依据所采用的试剂不同, 植物DNA 提取

的方法分为 SD S法[3 ]、CTAB 法[4 ]、脲法等, 其基

本程序为: 首先破碎植物组织; 其次破碎细胞壁; 第

三是从细胞核中抽提DNA ; 四是纯化DNA。这些方

法在提取植物核酸方面各有优缺点, 但多数步骤繁

琐, 提取时间长, 不能满足现代植物分子生物学研

究中大批量提取DNA 的要求[ 1, 2 ]。RA PD 分子标记

中需要对后代群体进行数十个乃至数百个样品的

DNA 提取和测定, 作物品种的杂交种纯度鉴定中,

亦需大批量的样品鉴定。因此, 从植物组织中提取

DNA 的方法亟需改进和提高。目前已有一些关于

DNA 提取改进方法的报道[5～ 8 ] , 但鲜见真正简便快

捷者[9 ]。本文结合玉米光温敏核不育性的研究工作,

查阅了大量有关DNA 提取方法的文献, 从中遴选

了 2种DNA 提取方法作为改进基础, 对这两种方

法的试剂和作用时间等因素择优组配, 摸索出了一

个成本低、产量较高、适用性较强、无毒副作用的

快速、简便的DNA 提取新方法。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　试验材料有玉米种子、玉米成年叶片和小麦成

年叶片。供试材料为自育的品种 (系) 和自交系, 经

2001年田间种植鉴定为高纯度不育系、可育系上代

种子的籽粒和当代的成株。田间试验在西北农林科

技大学农作一站试验区进行。玉米种子先浸种 1～ 3

d, 蒸馏水冲洗后用手术刀剥出胚仁, 进行细胞核基

因组DNA 提取 (可免去种子籽粒发芽过程) ; 玉米

叶片为抽雄后采集的成年叶片, - 70 ℃储存于冰箱

中备用, 进行植物总DNA 的提取。小麦叶片为抽穗

到开花期的成年叶片, 处理方法同玉米。

1. 2　试剂和仪器

氯仿、DNA 提取液 (0. 45 mo löL 氯化钠; 0.

045 mo löL 柠檬酸三钠盐 (3×SSC) ; 0. 1 mo löL 乙
二胺四乙酸二钠盐 (ED TA ) ; 质量分数 1%的十二

烷基硫酸钠 (SD S) ; 调节pH = 7. 0)、氯仿2异戊醇
(体积比为 24∶1)、无水乙醇、体积分数 70%乙醇、

溶解液 (0. 1×SSC 和 10×SSC) 等。

AB 204 型全自动电子天平; CEN TR IFU GE

T GL 21613微型高速离心机; BECKM AN DU 640型

紫外2可见分光光度计; 1. 5 mL Eppendo rf离心管;

研钵。磨制圆尖头玻棒 1 支, 使其圆尖头恰可与

Eppendo rf离心管底部吻合。
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1. 3　方　法

整体试验采取对比方法进行, 按DNA 提取程

序操作步骤完成不同处理的同一操作步骤后再进行

下一操作。试验中记录试剂用量、核酸提取关键步

骤操作时间。不同处理间蛋白质含量和核酸含量利

用紫外分光光度计测定, 计算的经验公式如下:

蛋白质含量 (ΛgömL ) = asb (260. 0) nm×

(- 757. 29) + asb (280. 0) nm×1 552. 00,

核酸含量 (ΛgömL ) = asb (260. 0) nm ×

(62. 900 00) + asb (280. 0) nm× (- 36. 000)。

依据吸光率 (asb) 260ö280值评价核酸纯度及

核酸中RNA 的含量。通过凝胶电泳鉴定提取DNA

的纯度, 以图谱条带丰度来直观显示样品核酸中

DNA 含量与RNA 含量的多少, 达到评价不同方法

提取DNA 优缺点的目的。

2　结果与分析

2. 1　改进方案的选定

　　陈永强[10 ]介绍的Bendick 等[3 ]提出的DNA 提

取方法 (方法É ) , 基本可代表 SD S法。在液氮中研

磨植物组织材料, 加提取液研磨少许之后加入等量

氯仿2异戊醇, 5 000 röm in 下离心 5 m in, 上清液再

转入氯仿2异戊醇中以脱除组织蛋白质。两次加入氯仿
2异戊醇, 具有较好的蛋白质变性失活作用, 核酸提取

率高 (表 1)。其缺点是需要高温水浴, 低温预冷等方

法, 耗时长达 3 h 以上; 液体转移多达 15次以上, 污

染器皿多, 易造成实验室环境污染; 且使用了毒性大的

高氯酸钠, 有害于研究人员的身体健康。
表 1　两种DNA 提取方法的比较

T able 1　Comparison betw een tw o m ethods fo r ex traction nuclic acid

方法
M ethods

样品
Samp le

asb

260 nm 280 nm

asb 260 nm ö
asb 280 nm

蛋白质ö
(Λg·mL - 1)
Con ten t of

p ro tein

核酸ö
(Λg·mL - 1)
Con ten t of
D öR 2NA

提取率ö%
Extraction

ratio

É
1 2. 005 0 1. 409 6 2. 154 2 - 40. 928 6 51. 324 8 11. 660
2 0. 520 3 0. 379 6 2. 232 3 - 15. 812 2 11. 919 1 2. 709
3 1. 727 5 1. 209 8 2. 154 9 - 35. 826 6 44. 629 4 1. 014

Ê
1 0. 057 7 0. 032 1 2. 304 6 - 3. 793 2 2. 138 6 0. 779 6
2 0. 178 3 0. 099 2 2. 127 8 - 4. 167 4 6. 865 5 1. 170
3 0. 030 7 0. 016 6 2. 096 3 - 0. 457 7 1. 236 5 0. 211

　　注: 小麦叶片未加RNA 酶。

N o te: L eaves of w heat are no t to add RN ase.

　　郭景伦等[9 ]提出了一种快速提取植物组织

DNA 的方法 (方法Ê ) , 经应用于玉米种子胚的

DNA 提取, 认为简便快捷。其缺点是DNA 提取产

量很低 (表 1, 表 2) ; 同时试剂用量不足时蛋白质

去除不彻底 (表 3) ; 且在植物组织RNA 含量高的

情况下, 作用逊色。

在对比 2种方法异同、优缺点的基础上, 择优

组配两者的优点, 重建植物组织DNA 提取的快速

新方法 (方法Ë )。改进方案主要是: 用氯仿作为组

织研磨液; 用氯仿2异戊醇反复提取除去蛋白质; 提

高氯仿和氯仿2异戊醇用量, 最后用RNA 酶纯化

DNA。具体操作步骤如下。
(1) 提取玉米种子DNA 时, 玉米胚仁称量后置

于 Eppendo rf离心管中, 加入 200 ΛL 氯仿, 用自制

的圆尖头玻棒进行组织研磨。研碎后加 300 ΛL

DNA 提取液, 继续研磨 1～ 2 m in, 10 000 röm in 离

心 5 m in; 叶片DNA 提取时, 取叶片 100～ 200 m g,

蒸馏水冲洗后置于研钵中, 加入 500 ΛL 氯仿进行研

磨。叶片组织研碎之后, 加入 1 500 ΛL DNA 提取液

研磨稍许, 之后将组织提取液分别装入 2～ 3 个

Eppendo rf管, 10 000 röm in 离心 5 m in。
(2)上清液移入300 ΛL 氯仿2异戊醇的Eppendo rf

管中, 摇动约 30 s, 7 000 röm in 离心 6 m in。
(3) 重复 (2)。
(4)将上清液慢慢滴入提前加入 500 ΛL 无水乙

醇的 Eppendo rf管中, 轻轻倒置 2～ 3次, 使DNA

沉淀, 12 000 röm in 离心 6 m in。
(5) 去上清液, 用体积分数 70%乙醇 100 ΛL 冲

洗沉淀 2～ 3次, 风干后加入 180 ΛL 0. 1× SSC 溶

解, 之后加入 20 ΛL 10×SSC, 用紫外分光光度计测

定核酸含量。
(6) 在溶解的核酸溶液中加入RNA 酶, 使其最

终质量浓度为 50～ 70 göL , 37 ℃保温 30 m in。
(7) 重复 (2)、 (4)、 (5) 步, 即可获得植物材

料的总DNA。提取完毕的DNA 贮存于 4 ℃备用。

应用本方法提取核酸大约需 30 m in, 纯化

DNA 大约需 40 m in, 全过程需 1 h 左右。

2. 2　氯仿的作用

氯仿是核酸提取中重要的试剂, 新方法将其用

作研磨液来变性蛋白质。在同一提取液的情况下,使
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用氯仿和不使用氯仿的试验结果 (表 2) 表明, 氯仿

具有明显变性蛋白质的作用。从表 2可以看出, 氯

仿不但具有明显变性蛋白质作用, 同时也具有降低

核酸含量的负作用。前者是新方法所取之处; 后者

是方法Ê产量低的原因所在, 也是新方法利用方法

É的提取液进行综合改进的重要方面。
表 2　氯仿对蛋白质的变性作用

T able 2　D enatural act ion of ch lo rofo rm to p ro teins

试剂
Reagen ts

样品
Samp les

asb

260 nm 280 nm 320 nm
asb 260 nm ö
asb 280 nm

asb 280 nm ö
asb 260 nm

蛋白质ö
(Λg·mL - 1)

P ro tein

核酸ö
(Λg·mL - 1)
N ucleic acid

氯仿
CHC l3

1 0. 305 2 0. 268 0 0. 218 7 1. 756 2 0. 5694 10. 939 8 3. 669 4
2 0. 306 0 0. 268 4 0. 217 6 1. 739 3 0. 574 9 11. 930 5 3. 729 6

CK
1 0. 465 3 0. 361 4 0. 220 8 1. 738 5 0. 575 2 33. 126 0 10. 318 8
2 0. 470 0 0. 363 0 0. 220 2 1. 748 9 0. 571 8 32. 506 5 10. 569 3

2. 3　剂量优化

降低核酸提取液中蛋白质含量是有效提取的保

证。根据笔者等的试验, 针对不同组织的蛋白质含

量须将方法Ê 中氯仿和氯仿2异戊醇的用量从 100

ΛL 提高到 200～ 300 ΛL。在提取玉米种子胚DNA

时, 使用 300 ΛL 氯仿和 300 ΛL 氯仿2异戊醇, 能较

好地消除蛋白质。成年植物叶片浸出液中常含有大

量水溶性糖和蛋白质, 使 asb 260 nm öasb 280 nm

值降低。本方法将氯仿2异戊醇抽提这一步骤重复 2

～ 3次, 可使 asb 260 nm öasb 280 nm 值提高至 1. 8

以上。以离心后水相与有机相间蛋白质层的厚薄作

为判断依据确定重复次数, 随着几次用氯仿2异戊醇
处理后, 该层逐渐变为痕量, 说明蛋白质被有效去

除 (表 3)。

表 3　氯仿2异戊醇用量对蛋白质变性的作用

T able 3　D enatural act ion of ch lo rofo rm and ch lo rofo rm 2isoam yl alcoho l to p ro tein

氯仿+ 氯仿2异戊醇öΛL
Ch lo rofo rm and

ch lo rofo rm 2isoam yl
alcoho l

样品
Samp les

asb

260 nm 280 nm

asb 260 nm ö
asb 280 nm

蛋白质ö
(Λg·mL - 1)

P ro tein

核酸ö
(Λg·mL - 1)

N ucleic
acid

核酸提取率ö%
Extract

ratio

200+ 200

1 0. 366 9 0. 238 2 1. 987 3 6. 124 1 11. 601 0 2. 630
2 0. 019 7 0. 009 6 1. 791 6 2. 505 3 0. 984 0 0. 062
3 0. 130 2 0. 106 1 1. 845 5 4. 396 8 2. 280 3 0. 518

300+ 300

1 0. 180 4 0. 116 7 2. 011 3 1. 816 9 5. 701 6 1. 290
2 0. 056 0 0. 028 6 1. 968 7 1. 726 6 2. 482 3 0. 564
3 0. 035 3 0. 019 3 2. 338 2 - 2. 624 8 1. 332 9 0. 303

300+ 300
抽提 2～ 3次

Extracting 2- 3 tim es

1 0. 129 1 0. 060 8 2. 353 6 - 11. 637 5 5. 659 4 1. 286
2 0. 143 4 0. 074 3 2. 694 7 - 19. 929 5 5. 445 6 1. 238
3 0. 124 7 0. 063 6 2. 219 2 - 6. 451 2 5. 196 2 1. 181
4 0. 122 0 0. 065 7 2. 096 5 - 1. 829 6 4. 919 2 1. 118
5 0. 128 2 0. 071 5 2. 068 7 0. 778 7 4. 998 6 1. 136
6 0. 122 6 0. 063 8 2. 121 9 - 2. 879 3 5. 107 2 1. 161
7 0. 084 6 0. 042 4 2. 090 9 - 1. 211 5 3. 698 1 0. 840

2. 4　琼脂糖电泳

图 1是用方法É (第 1, 2泳道)、方法Ê (第

3, 4泳道) 和方法Ë (第 5～ 8泳道) 提取的DNA

进行电泳鉴定纯度的结果。其中, 第 7, 8泳道是氯

仿和氯化锂对蛋白质及RNA 的提取作用。从图 1

可以看出:

(1) 方法É (第 1泳道) 和方法Ë (第 5, 7泳

道) 均能获得较高产量的DNA , 说明改进的方法保

留了被改进方法的优点。
(2) 经RNA 酶处理后, 方法É和方法Ë的DNA

带整齐 (第 2, 5, 6, 8泳道) , 无拖带和弥散现象。
( 3) 方法Ê 未经 RNA 酶处理, 含有较多的

RNA (第 3, 4泳道的下部)。
(4) 不论何种方法, 未经RNA 酶处理的DNA ,

均含有一定数量大小不等的RNA 片段 (1, 3, 4, 7

泳道) , 分布于泳道的中下部。

图 1　不同方法提取DNA 的电泳鉴定纯度结果
1, 2. 为方法É ; 3, 4. 为方法Ê ; 5～ 8. 为方法Ì

F ig. 1　R esu lts of electropho resis of
differen t m ethods fo r ex traction DNA

1, 2. m ethods É ; 3, 4. m ethods Ê ; 5- 8. m ethods Ì
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3　讨　论

从植物组织中提取核酸时, 必须抑制DNA 酶

的水解活性, 以防止其对DNA 的降解。一般的提取

方法是先加入提取液进行研磨提取,并在 72 ℃水浴

中保温 3～ 4 m in, 以灭活组织内的DNA 酶[7 ] , 并不

单独使用氯仿。本试验选用先加氯仿研磨, 再用提

取液抽提DNA 的方法[9 ] , 这与在液氮中研磨的原

理和效果相似, 延迟了DNA 的释放时间, 减少了研

磨期间DNA 酶对DNA 的降解作用, 又能提前使细

胞质中释放的蛋白质失活变性, 比在液氯中研磨更

为廉价和方便。此方法能使蛋白质和DNA 酶随着

其从植物组织中释放而逐渐被氯仿失活变性, 在加

入提取液后DNA 集中释放, 其释放后在液体中存

留时间短, 使DNA 片段能保持相对完整。另外, 本

方法提取核酸时减少了保温、预冷、液体多次转移、

长时间离心等程序, 缩短了提取时间, 使核酸提取

过程减少到 30 m in, 其中从抽提到乙醇沉淀DNA

仅 20 m in, 减少了DNA 被DNA 酶降解的机会, 从

而大大缩短了提取核酸的时间, 减少了DNA 被降

解和提取液转移时机械损伤的各种机会, 因此可提

高DNA 的相对产量和质量。另外, 本方法应用玉米

籽粒胚提取DNA , 可免去种子籽粒发芽过程, 能满

足作物品种 (玉米杂交种) 纯度鉴定中当即试验和

大批量样品鉴定的需要。

在分子生物学实验室中, 防止DNA 的污染是

DNA 提取成功的保障。CTAB 法对处理含多糖成分

的组织有独特的优点[11 ] , 但提取缓冲液用量大, 使

用的盛器多而大, 且必须首先对材料进行研磨, 由

于研磨所用器皿一般都不是一次性的, 易构成样品

和用具的污染。SD S 法相对于 CTAB 法所用器皿

少, DNA 污染也小。应用本方法提取玉米籽粒胚中

DNA 时, 仅用 3个 1. 5 mL 的 Eppendo rf 离心管

(其中 1个用作保存提取物)和 1个自制的圆尖头玻

棒, 从而减少了DNA 的污染和传播。另外, 本研究

方法不使用对人体有害的试剂, 如酚、高氯酸钠等

有毒物质, 不形成污染源。
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R ap id m ethod fo r ex t ract ing DNA from p lan t issues

L IW e i-p ing, ZHAO W en -m ing, L E I P ing
(L if e S cience and T echnology colleg e, X iπan J iaotong U niversity , X iπan C ity , S haanx i, 710049, Ch ina)

Abstract: Tw o m ethods w ere selected from variou s DNA iso la ted m ethods fo r ex tract ing DNA from
p lan t t issues rap id ly. T h rough op t im izing the step s, do sage of reagen ts and m an ipu la t ing t im e, a
refo rm at ive m ethod is fo rm ed fo r ex tract ing DNA rap id ly. In ou r m ethod, ch lo rofo rm is rep laced w ith liqu id
n it rogen, ex tract ing reagen t in w h ich p lan t issues are sk ived w as added, ch lo rofo rm 2isoam yl alcoho l is u sed
to ex tract DNA repeated ly, h igh yield of DNA is gained. U sing RN ase, varif ied DNA cou ld be ob ta ined.
T he tra it of the m ethod is simp le to app ly in room temperatu re, t im e2saving (30 m in ) , less po llu t ing,
adap tab le fo r ex tract ing DNA from differen t p lan t m ateria ls and effect ive.

Key words: DNA ; ex tract ion and iso la t ion m ethod; p lan t issues
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