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摘要: DNA 提取是拟南芥突变体筛选与鉴定中的关键环节． 结合拟南芥突变体鉴定特点和 DNA 提取特

点，对传统 SDS 法进行改良，摸索出一种简易、快速且经济的 DNA 提取方法，并将其应用到突变体的批量筛选

与鉴定中． 使用该方法可在常温下利用 10 mg 左右拟南芥叶片，以少量试剂，通过简单的研磨、离心、沉降和干

燥等步骤便能快速制备用于 PCＲ 检测的 DNA 模板． 采用本方法个人提取单个样品 DNA 仅需 15 min 左右，每

小时可提取 48 个 DNA 样品． 研究采用该方法提取了一批待鉴定拟南芥突变体的 DNA 样品，利用三引物法对

其进行 PCＲ 检测，结果表明 DNA 样品浓度高，DNA 扩增成功率高达 100%，且目的条带清晰，说明该方法在拟

南芥突变体的筛选和鉴定上是适用且高效的，可广泛应用于实验室突变体库的建立．
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拟南芥 ( Arabidopsis thaliana) 又称鼠耳芥、阿

拉伯芥、阿拉伯草，是十字花科( Crucifer) 拟南芥属

( Arabidopsis) 植物［1 － 2］． 作为一种基因组小、生长周

期短、操作简便并已知基因组的模式植物，拟南芥

已在植物功能基因组学的研究中发挥着越来越重

要的 作 用［3 － 6］，被 科 学 家 誉 为“植 物 界 中 的 果

蝇”［7 － 9］． 在涉及到拟南芥的相关分子操作中，有许

多工作需要提取单株拟南芥的 DNA 样品用于 PCＲ
分析和检测，如突变体的筛选、鉴定及遗传转化后

的后代阳性植株的筛选等，都是以提取 DNA 为前

提的［10 － 11］． 通常实验室待检测的拟南芥植株数量

是较大的，少则数 10 株，多则几百株，需要进行大

量的 DNA 提取工作，其工作量之大显而易见［12］．
目前使用较多的 DNA 提取方法为 SDS ( 十二

烷基硫酸钠) 法［13 － 14］、CTAB ( 十六烷基三乙基溴

化铵 ) 法［15］、碱 裂 解 法［16］ 及 其 改 良 后 的 方 法

等［17 － 20］，此 外 还 有 尿 素 提 取 法［21］、氯 化 苄 提 取

法［22］等． 尽 管 利 用 传 统 的 SDS、CTAB 和 SDS －
CTAB 等方法从植物中提取的 DNA 质量、产量和

纯度均较高，符合普通 PCＲ 检测的要求． 但这些方

法大多需使用液氮对植物组织进行冷冻后研磨，或

需要较长时间水浴，且通常操作步骤繁多复杂，过

程费力，耗时长，成本高，成为限制拟南芥大规模突

变体建库过程中提高效率和降低成本的关键因

素［23］． 因此，建立一种适用于 PCＲ 扩增分析的简

易、高效和低成本的 DNA 提取方法是十分迫切和

必要的．
目前在 DNA 的提取方法上已经建立了一些快

速的 DNA 提取方法［24 － 29］，但这些方法通常存在操

作步骤较多，提取的 DNA 质量不高或提取成本较
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高等不足． 而现在有关适合大规模 PCＲ 检测的简

易快速 DNA 提取方法的报道较少［30 － 31］，钟罗宝，

陈谷［30］建立的方法虽然有简易、快速且经济的优

点，但也存在提取的 DNA 产量较低，片段较短，

1 000 bp内扩增效果好，大于 1 000 bp 扩增效果不

理想，不适用于较大片段的 PCＲ 检测分析． 因此，

有必要寻找一种简易、快速、高效且提取的 DNA 产

量高、质量较好的 DNA 提取方法，以加速批量突变

体筛选与鉴定进程，提高实验室批量突变体库的建

立效率．
在前人的研究基础之上，本研究整合了传统

DNA 提取 SDS 法和 CTAB 法中的优点，将传统 SDS
法进行优化． 舍弃了耗时长、成本高、较繁琐的步骤，

如液氮研磨、高温水浴等，并去掉了大部分有毒的试

剂，如氯仿、β －巯基乙醇和异戊醇等有毒试剂，同时

也去掉了高浓度乙醇洗涤 DNA 的步骤，而改用异丙

醇洗涤，降低了成本，建立了一种利用少量试剂简易

快速又经济地提取拟南芥新鲜叶片 DNA 的方法． 我

们将其应用于实验室拟南芥突变体的筛选和鉴定工

作中，达到了较好的检测效果． 相比其他方法，本方

法具有简易、高效、快速、安全和取材少、低耗材、成
本低等的优点，不失为一种拟南芥大规模突变体建

库中 DNA 样品提取的可取方法． 此外，该方法也可

用于其他植物如水稻、玉米和烟草等转基因作物的

批量筛选与鉴定中，对其他植物、动物和微生物等的

DNA 提取也有重要参考价值．

1 材料与方法

1． 1 材料 供试材料为 Columbia 生态型拟南芥

( Arabidopsis thaliana) 野生型( Col － 0，WT) ，待鉴定

的 HOS1 － 3 基因的 T － DNA 插入突变系 hos1 － 3
( Salk_069312) T1 代植株和已鉴定阳性对照植株．

试剂: 异丙醇，dd H2O，DNA 提取缓冲液( DNA
extraction buffer) : 含 200 mmol /L Tris － HCl，pH =
8． 0; 250 mmol /L NaCl; 25 mmol /L EDTA，pH =8． 0;

0． 5% SDS 等．
仪器及耗材: 旋转真空泵，核酸蛋白分析仪

ND1000，PCＲ 仪，电泳仪，凝胶成像系统，离心机，

低温冰箱，剪刀，研磨棒，1． 5 mL 离心管等．
1． 2 DNA 的提取 该方法主要包括取样、研磨、
离心、沉降和干燥等步骤．

( 1) 取样 从生长 25 d 左右的待检测拟南芥

基部剪取约 1 cm2大小( 10 ～ 15 mg) 的健康叶片，放

入 1． 5 mL 离心管中，根据需要进行标记．
( 2) 研磨 将研磨棒插入离心管中，徒手或机

械研磨数下后加入 200 μL DNA 提取缓冲液( DNA
extraction buffer) ，充分研磨后再加入 200 μL DNA
提取缓冲液，室温下静置 2 min．

( 3) 离心 12 000 r /min 常温离心 3 ～ 5 min，吸

取上清到另一新 1． 5 mL 离心管中．
( 4) 沉降 向上清中加入 300 μL 异丙醇，上下

颠倒数次，可看到白色絮状沉淀产生，即为 DNA;

－ 20 ℃沉降 3 ～ 5 min，12 000 r /min 常温或 4 ℃离

心4 ～ 6 min，弃上清留沉淀; 向沉淀中继续加入 300
μL 异丙醇润洗沉淀一次，12 000 r /min 常温或 4 ℃
离心 1 ～ 2 min，倒去上清，并用 200 μL 枪尽量吸尽

离心管底部残液，并将离心管倒立于吸水纸上．
( 5) 干燥 将留有沉淀的离心管开盖于旋转真

空泵中抽 3 min，或开盖于室温下通风处放置 5 min，

使异丙醇挥发殆尽，加入 50 μL dd H2O 或 EB 并轻

弹数下，以溶解沉淀中的 DNA，稍离心后上清即为

制备的用于 PCＲ 扩增的 DNA 模板，通常 10 ～20 μL
体系中加入 0． 5 或 1 μL 上清作为模板． 上清可立即

用于 PCＲ 实验，也可于 －20 ℃中长期保存．
1． 2 DNA 的质量和含量测定 吸取 2 μL DNA 样

品在核酸蛋白分析仪 ND1000 上测定所提 DNA 的

质量及其含量．
1． 3 突变体的鉴定 本研究采用三引物法对待检

测突变体材料进行筛选和鉴定． 三引物法原理如图

1 所示，即采用 LP、ＲP 和 BP 三对引物对待测材料

DNA 进行 PCＲ 扩增． 野生型植株 ( wild type，简称

WT) 因为目的基因的 2 条染色体上均无 T － DNA
插入，故其 PCＲ 产物仅有 1 种，约为 900 bp ( 即从

LP 到 ＲP 的片段长度) ; 纯合突变体植株( homozy-
gous lines，简称 HM) 因目的基因的 2 条染色体上

均有 T － DNA 插入，而 T － DNA 自身长度约为 17
kb，使模板过长，这阻止了目的基因特异性扩增产

物的形成，因而只能得到 1 种以 BP 与 LP( 或 ＲP) 为

引物进行扩增的 PCＲ 产物，其长度约为 410 + N bp
( 即从 LP 或 ＲP 到 T － DNA 插入位点间的片段，长

度为 300 + N bp，加上从 BP 到 T － DNA 载体左边界

的片段，长度为 110 bp) ; 杂合突变体植株( heterozy-
gous lines，HZ) 因只在目的基因的 1 条染色体上有 T
－ DNA 插入，所以 PCＲ 扩增后可同时获得大小为

410 + N bp 和 900 bp 的 2 种产物［32］． 上述 3 种情
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图 1 三引物法原理图( 详见 http: / / signal． salk． edu /tdnaprimers． 2． html)
Fig． 1 The principle of three primer method( For detailed information，please see http: / / signal． salk． edu / tdnaprimers． 2． html)

况的电泳结果差异明显，故能有效区分不同基因型

的植株． 相比其他方法，三引物法的优点是可同时

鉴定出纯合突变体并确证 T － DNA 的插入情况．
1． 4 PCＲ 扩增及电泳分析 以提取的 DNA 上清

液为模板，采用 T － DNA 特异引物为 salkLBb1． 3
( 5' － ATTTTGCCGA TTTCGGAAC － 3') ，HOS1 － 3
基因 的 LP 引 物 ( 5' － TGGACCGCATATTTCAGG-
TAG － 3') 和 ＲP 引物 ( 5' － AAGGCACGATAATG-
GTCTTCC －3') ，所有引物均由上海捷瑞生物工程

有限公司合成． 用于 PCＲ 扩增的反应体系为 20
μL: 10 × buffer 2 μL、2． 5 dNTP 1． 6 μL、LP 端引物、
ＲP 端引物( 或 LB 引物) 各 0． 5 μL、taq 酶 0． 5 μL、
DNA 提取上清液 1 μL、ddH2O 13． 9 μL． PCＲ 扩增

程序为: 94 ℃预变性 3 min，然后按下列程序进行

32 个循环: 94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s( 不同引物退火温

度不同) ，72 ℃ 1 min; 循环结束后再 72 ℃ 延伸 5
min; 最后 4 ℃∞ ．

反应结束后 PCＲ 产物用 1% 琼脂糖凝胶进行

电泳，点样槽内依次加入 Marker、待检测样品 PCＲ
产物，阳性植株 DNA 为模板的阳性对照产物和野

生型 DNA 为模板的阴性对照( 均为先加 LP，ＲP 扩

增产物，再加 LB，ＲP 扩增产物) ，电泳完毕后用凝

胶成像系统进行拍照．

2 结果与分析

实验结果表明使用该方法提取单个材料的

DNA 样品仅需 15 min 左右，每小时可提取 48 个材

料的 DNA 样品，1 个人 1 个工作日可提取 300 个

DNA 样品，提取速度较快．
2． 1 DNA 质 量 及 产 量 从 核 酸 蛋 白 分 析 仪

ND1000 检测的 DNA 模板信息( 表 1) 可知，所有提

取样品的 A260 nm /A280 nm值均大于 1． 8( 或 2． 0) ，表明

样品中蛋白质、酚类等杂质较少． 但 A260 nm /A230 nm值

明显偏离 2． 0，表明样品中存在多糖、多肽等其它杂

质． 从产量来看，使用该方法提取的 DNA 整体而言

产量较高，但不同样品提取的 DNA 含量存在一定差

异，测定的 DNA 质量浓度从 364． 8 ng /μL 到 1 040． 7
ng /μL 不等，这主要与所取叶片大小、叶片部位有较

大关系．
2． 2 PCＲ 扩增结果 从 PCＲ 扩增后的电泳检测

结果( 图 2) 可以看出 DNA 扩增成功率为 100%，且

目的条带单一、清晰，表明利用该方法对提取的

DNA 样品均能成功地进行 PCＲ 扩增． 通过对琼脂糖

凝胶电泳结果进行分析可知待鉴定的 20 个突变体

材料中，共检测出 HOS1 纯合体 11 个，杂合体 7 个，

另外 2 个为野生型，通过再次验证结果正确，纯合体

可直接用于其他生理生化等实验中，而杂合体可收

获种子再次播种，在下一代植株中鉴定获得纯合体．
综上所述，使用该方法提取 DNA 样品速度较

快，产量较高，质量较好，符合 普 通 PCＲ 反 应 对

DNA 模板的要求． 虽然不同样品提取的 DNA 质量

和产量等有一定不同，且所有样品都存在一定程度

的杂质污染，但这些因素并没有影响 PCＲ 扩增，所

有待检测样品均得到了较理想的实验结果．

3 讨 论

本研究建立了一种简易、快速且经济适用的拟

南芥 DNA 提取方法，并用该方法提取了 20 个待检

测突变体材料的 DNA，且用三引物法成功对其进

行了 PCＲ 扩增和鉴定，实验结果理想． 表明该方法

可以提取到产量和质量均较好的 DNA 模板，适用

于以 PCＲ 为基础的各种分子检测分析，可以用于
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较大规模突变体的筛选、鉴定及遗传转化后的后代 阳性植株的筛选等．
表 1 研究中提取的基因组 DNA 纯度和浓度信息

Tab． 1 The purity and concentration information of genomic DNA extracted in the study

编号
A260 nm /

A280 nm

A260 nm /

A230 nm

质量浓度 /

( μg·μL －1 )
编号

A260 nm /

A280 nm

A260 nm /

A230 nm

质量浓度 /

( μg·μL －1 )

1 2． 20 0． 87 661． 6 12 2． 15 0． 95 587． 5

2 2． 22 0． 60 366． 6 13 2． 20 0． 84 825． 3

3 2． 16 0． 96 488． 1 14 2． 14 0． 72 438． 8

4 2． 18 1． 04 637． 1 15 2． 19 0． 81 530． 3

5 2． 15 0． 88 572． 9 16 2． 19 0． 73 478． 0

6 2． 09 0． 78 492． 2 17 2． 17 0． 72 456． 1

7 2． 19 0． 68 379． 9 18 2． 18 0． 74 473． 2

8 2． 23 0． 65 371． 7 19 2． 16 0． 85 547． 7

9 2． 15 0． 96 1040． 7 20 2． 19 0． 77 442． 2

10 2． 21 0． 68 423． 3 阳 2． 14 0． 73 640． 6

11 2． 21 0． 77 647． 6 WT 2． 24 0． 59 364． 8

M: Marker; 阳: 阳性对照植株; WT: 野生型植株; 1 ～ 20: 待检测植株． 各编号均为先加 LP，ＲP 扩增产物，再加 LB，ＲP 扩

增产物; LP，ＲP 扩增目的片段大小约 1 000 bp，LB，ＲP 扩增目的片段大小约 700 bp
图 2 待检测拟南芥突变体植株的 PCＲ 鉴定

Fig． 2 PCＲ identification of Arabidopsis mutants to be detected ( M: Marker; Postive: Postive control; WT: Wild Type; 1—20: Mu-
tants to be detected． Each amplified product of LP，ＲP primers was added first，and that of LB，ＲP primers next; The tar-
get fragment length of LP，ＲP primers amplification is about 1 000 bp，and that of LB，ＲP primers amplification is about
700 bp)

此外本研究还用该方法提取到的 DNA 对部分

样品进行过 SSＲ 分子标记检测，检测结果理想，分

辨率明显增高，可见本方法还可以应用于基因定位

及分子标记辅助育种等研究［33］． 同时本研究利用

提取到的 DNA 进行载体构建中较大目的片断的扩

增，效果良好，可见本方法也可用于拟南芥载体构

建和原核表达等相关研究中［34］．

该方法用到的试剂都是实验室常见的试剂，如

异丙醇、Tris － HCl、SDS、CTAB 和 NaCl 等，且操作

比较简单，主要只有 4 步． 与其他常规方法和简易

方法相比该 DNA 提取方法主要有以下优点: ① 实

验步骤少，操作简单省时省工; ② 需要叶片量少，

只需 10 mg 左右，对植株损伤较小; ③ 无需液氮研

磨、高温水浴和低温离心等，节约氮气且能耗大为
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降低;④ 所需耗材很少，提取单个 DNA 样品只需

要更换一次离心管，无乙醇洗涤步骤，成本大大降

低;⑤ 实验中用到的试剂毒性很小，去掉了有毒的

β － 巯基乙醇和氯仿等，对人体更安全; ⑥ DNA 产

量高，质量较好，所提取的 DNA 样品浓度高，片段

较长，蛋白杂质较少．
尽管如此，该方法提取到的 DNA 模板有一定

的多糖、多肽等杂质污染，对 DNA 纯度要求较大的

研究较 不 适 用，此 时 传 统 的 CTAB 法［15］、SDS －
CTAB 法［35］是较好的 DNA 提取方法． 此外，随着各

种实验仪器、设备的出现和广泛应用，对于本方法，

待改善的是将研磨棒用研磨机代替以减少时间和

人力，同时加样改用排枪等以节约时间，提高提取

效率［26］，这些改进将大大加快 DNA 的提取速度，

使 DNA 提取效率大大提高． 此外用该方法提取的

DNA A260 nm /A230 nm值偏低，有待通过改进 DNA 提取

液配方而进一步改善该方法，以便快速提取到更高

质量的 DNA，更好地服务相关科研工作．
致谢: 感谢中国科学院昆明植物研究所西南野

生生物种质资源库温室周廷才在温室植物日常看

护上所做的贡献; 中国科学院昆明植物研究所西南

野生生物种质资源库分子生物学实验平台为本研

究提供旋转蒸发仪和核酸蛋白分析仪 ND1000 等，
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A rapid DNA extraction method for batch screening and
identification of Arabidopsis mutants

ZHANG Xiao-ming1，2，GOU Xue-jiao1，2，LIANG Peng3，LIN Hua-ming4，ZHAO Jin-jie1，HU Xiang-yang1

( 1． Germplasm Bank of Wild Species in Southwest China，Kunming Institute of Botany，

Chinese Academy of Sciences，Kunming 650201，China;

2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China;

3． BGI Tech Solutions Co． ，Ltd． ，Shenzhen 518083，China;

4． Guangzhou Genedenovo Biotechnology Co． ，Ltd，Guangzhou 510224，China)

Abstract: DNA extraction is key to the screening and identification process of Arabidopsis mutants． Based on
the characteristics of Arabidopsis mutants identification and DNA extraction，a simple，fast and economical DNA
extraction method was worked out and applied into the batch screening and identification of mutants through mod-
ifying the traditional SDS extraction method． By using this method，DNA templates for PCＲ testing could be pre-
pared quickly at room temperature from about 10 mg leaves，a small amount of reagent，and easy operation steps of
grinding，centrifugation，sedimentation，and drying． A single DNA sample can be obtained in only about 15 mi-
nutes and 48 DNA samples are able to be extracted in an hour by the method． In this study，DNA samples of a
batch of Arabidopsis mutants to be identified were prepared by applying the method，and then was detected by
three primer PCＲ methods． The results showed that the concerntration of DNA samples was high，the success rate
of DNA amplification was up to 100% and the target bands were clear and ideal，which indicates that the method
is suitable and efficient，and can be widely used for mutant library constructions in the laboratory．

Key words: Arabidopsis thaliana; DNA extraction; SDS extraction method; PCＲ ( polymerase chain reac-
tion) ; mutant identification; three primer method
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