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高粱 ＤＮＡ提取方法筛选及其在叶色
性状基因定位中的应用

颜学慧，梁　缘，沈梦茹，王佑栋，刘言龙，李杰勤，詹秋文
（安徽科技学院农学院，安徽凤阳２３３１００）

　　摘要：获得高质量的ＤＮＡ是分子试验的一个先决条件，常用的植物ＤＮＡ提取过程及步骤繁杂，需要进行多次离
心操作，所需时间较长，并且在ＤＮＡ提取过程中会用到三氯甲烷和其他一些有毒试剂，对操作人员有一定危害。为了
筛选出高粱ＤＮＡ的最优提取方法，进行基因定位等方面的研究，采用十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）法、ＳＤＳ＋２％聚乙烯吡咯
烷酮（ＰＶＰ）法、十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法、ＣＴＡＢ＋２％ＰＶＰ法和磁珠法，提取高粱不同部位（嫩叶、老叶、根、
茎、种子）的ＤＮＡ，然后对其提取步骤、ＤＮＡ浓度、吸光度、ＰＣＲ扩增效果等进行比较。结果表明，磁珠法步骤简单、无
毒、低成本，所需时间仅为其他几种方法的１／３，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．８～２．０，ＤＮＡ的质量、纯度、浓度优于其他方法。各

试验数据表明，磁珠法提取的ＤＮＡ最适于分子生物学验，将其应用于高粱叶色性状基因的定位，可将紫色叶片基因
ＰＬ１初步定位到４号染色体上，白条纹叶基因ＷＳＬ１０初步定位到１０号染色体上。
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　　高粱［Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ（Ｌ．）Ｍｏｅｎｃｈ］为禾本科
高粱属一年生草本 Ｃ４植物［１］，是继小麦、水稻、玉

米和大麦之后世界第五大谷类作物，其籽粒富含淀

粉、蛋白质和矿物质等营养成分［２－３］。高粱光合效

率高，生物量大，高效节水，抗旱，耐盐碱，耐贫瘠，

富含糖分，对土壤和环境具有极强的适应能力和抗

逆特性［４］。高粱也是一种很好的饲料作物，营养价

值高，适口性好，草食家畜采食后易消化，可显著提

高反刍家畜的消化机能及机体的免疫力和泌乳

量［５－７］。另外，高粱还被广泛用于淀粉、酿酒和乙醇

产业，其中甜高粱作为能源作物在生物燃料方面展

现出广阔的开发利用前景［８－１０］。

近年来，高粱分子标记研究及重要农艺性状基

因克隆、ＤＮＡ文库构建、数量性状座位（ＱＴＬ）定位

等方面的研究成为分子生物学研究的热点［１１－１４］。

快速、经济、安全、高质量的ＤＮＡ提取方法能够提高
转基因试验中转基因植株的检测效率［１５］。优质提

取ＤＮＡ的方法应具有高效、快速、简单、污染小等优
点，此外安全性、经济价值也是值得注意的关键因

素。目前，高粱ＤＮＡ提取方法主要有十二烷基硫酸
钠（ＳＤＳ）法、十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法、尿
素法和 ＮａＯＨ法等［１６］，但在 ＤＮＡ提取过程中使用
的试剂对ＤＮＡ的完整性和质量都有一定影响，往往
安全性差，所耗时间长，难以达到快速且质量高的

效果。

植物叶色突变体是研究作物光合作用、叶绿素

合成与降解及其生长发育调控机制的重要材料，国

内外对叶色的研究主要集中在杂种纯度的快速鉴

定上，也有将其运用到育种工作中［１７］。如杨颜榕等

在水稻叶色遗传机制与基因克隆、分子调控机制及

其在水稻育种上的应用方面开展了探索［１８］；任永梅

等进行了水稻白条纹叶突变体 ｗｓｌ１的生理特性分
析及基因定位研究［１９］；金怡等对水稻苗期白条纹叶

及抽穗期白穗突变体进行鉴定和基因定位，成功克

隆了ＷＳＬＷＰ基因［２０］。高粱叶片基本都为绿色，但

因叶片中色素比例不同，也会出现条纹叶、黄化叶、

白化叶、斑点叶和紫叶等，育种者希望利用叶色标

记进行种子纯度鉴别［２１］。李杰勤等用高粱棕色中
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脉材料（ｂｍｒ－６）与白色中脉材料杂交构建 Ｆ２代分
离群体，并用 ＳＳＲ分子标记对 ｂｍｒ－６进行了基因
定位，初步将该基因定位于第７连锁群［２２］。但是，

如何构建高粱紫色和白条纹叶遗传作图群体，并了解

其叶色性状的遗传和相关基因定位，目前未见报道。

本研究通过ＳＤＳ法、ＳＤＳ＋２％聚乙烯吡咯烷酮
（ＰＶＰ）法、ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ＋２％ＰＶＰ法和磁珠法，
分别对高粱不同部位进行 ＤＮＡ提取，再进行 ＰＣＲ
扩增，通过琼脂糖凝胶电泳进行扩增条带的比较，

筛选出高粱ＤＮＡ提取的最优方法，并将其应用于高
粱紫叶、白条纹叶基因的定位，以期为高粱分子遗

传育种提供理论依据和应用参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
绿叶高粱Ｔｘ４３０、突变体白条纹高粱 ＷＳＬ１０和

紫叶高粱ＩＳ３１５５７种子由安徽省饲草育种与利用重
点实验室提供。

提取高粱 ＤＮＡ使用的试验材料为 Ｔｘ４３０，于
２０２０年９月种植于安徽科技学院种植科技园内。
紫叶性状基因定位群体的母本为绿叶高粱 Ｔｘ４３０，
父本为紫叶高粱 ＩＳ３１５５７。２０２０年５月，将紫叶性
状的父母本及Ｆ２代种植于安徽科技学院种植科技
园内，其中Ｔｘ４３０高梁、ＩＳ３１５５７高梁各种植３０株，
Ｆ２代分离群体共种植 １０００株，种植密度行距为
５０ｃｍ，株距为３０ｃｍ，每行１０株，待表现出紫叶后
及时进行调查统计和分析。白条纹叶高粱基因定

位群体的母本为白条纹叶高粱突变体 ＷＳＬ１０，父本
为绿叶高粱Ｔｘ４３０。２０２０年１１月，将白条纹性状的
父母本高粱及Ｆ２代高粱种植于海南省三亚南繁基
地，Ｔｘ４３０高粱、ＷＳＬ１０高粱各种植３０株，Ｆ２代分离
群体共种植１０００株。种植密度为行距５０ｃｍ，株距
３０ｃｍ，每行种植１０株，待白条纹性状出现后及时进
行调查统计分析。

１．２　高粱ＤＮＡ的提取方法
１．２．１　ＳＤＳ法　取适量试验材料，清洗干净后放入
研钵中，加入液氮研磨成粉末，将粉末装入２ｍＬ离
心管中（每管０．５ｇ），加６００μＬＳＤＳ提取液，６５℃
水浴３０ｍｉｎ（每１０ｍｉｎ轻轻摇匀１次）；加入１２０μＬ
预冷的醋酸钾（５ｍｏｌ／Ｌ），轻轻摇匀，冰浴３０ｍｉｎ；加
入 ４００μＬ三氯甲烷 －异戊醇溶液（体积比为
２４∶１），摇匀３０ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；吸取
４００μＬ上清液于１．５ｍＬ离心管中，加入８００μＬ预

冷的无水乙醇，摇匀后于 －２０℃冰浴３０ｍｉｎ，再于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；倒去上清液，加入４００μＬ
７０％乙醇，轻轻晃动，静置５ｍｉｎ；倒出７０％乙醇，将
离心管倒扣在吸水纸上吸干水分，再加入 １５０μＬ
ｄｄＨ２Ｏ，充分溶解后放于－２０℃冰柜中保存备用。
１．２．２　ＳＤＳ＋２％ＰＶＰ法　取适量试验材料，清洗
干净后放入研钵中，加入液氮，研磨成粉末。装入

２ｍＬ离心管中（每管０．５ｇ），加６００μＬＳＤＳ＋２％
ＰＶＰ溶液，于６５℃水浴３０ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ轻轻摇匀
１次。其余步骤同ＳＤＳ法。
１．２．３　ＣＴＡＢ法　取适量试验材料，清洗干净后放
入研钵中，加入液氮研磨成粉末，装入２ｍＬ离心管
中（每管０．５ｇ），加６００μＬＣＴＡＢ溶液，于６５℃水
浴３０ｍｉｎ。其余步骤同ＳＤＳ法。
１．２．４　ＣＴＡＢ＋２％ＰＶＰ法　取适量试验材料，清洗
干净后放入研钵中，加入液氮研磨成细沫。装入

２ｍＬ离心管中（每管０．５ｇ），加ＣＴＡＢ＋６００μＬ２％
ＰＶＰ溶液，于６５℃水浴３０ｍｉｎ。其余步骤同ＳＤＳ法。
１．２．５　磁珠法　取适量试验材料，清洗干净后放入
研钵中，加入液氮研磨成细沫；装入２ｍＬ离心管中
（每管０．５ｇ），加入６００μＬ快速裂解液（１Ｌ配方：
９．８２ｇＫＡＣ，１８．６１ｇＥＤＴＡ，４７７．６５ｇ盐酸胍，
１．４７０５ｇ柠檬酸钠，２０ｍＬ２％ＴＷＥＥＮ，ｐＨ值
５２），于６５℃水浴１０ｍｉｎ（每隔２～３ｍｉｎ摇晃１
次）；于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；吸取４００μＬ上清
液于１．５ｍＬ离心管中，分别加入４００μＬＤＮＡ结合
液［１Ｌ配方：５０ｇ５％ＰＥＧ８０００，４ｍｏｌ／Ｌ异硫氰酸
胍（ＧＩＴＣ），０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ］、４００μＬ异丙醇、２０μＬ
磁珠悬浮液，充分振荡；室温下静置５ｍｉｎ，将离心管
置于磁力架上静置１ｍｉｎ；将离心管在磁力架上固定
好，倒去上清液，再加入４００μＬ７０％乙醇，充分振
荡、混匀后于室温下静置１ｍｉｎ，将离心管放回磁力
架上，若离心管中的溶液还有青色，便重复上一步

操作 ２～３次；将离心管倒置在吸水纸上风干
１０ｍｉｎ；加入１５０μＬｄｄＨ２Ｏ，充分振动后于６５℃水
浴３ｍｉｎ；将离心管放在磁力架中，静置２ｍｉｎ；吸出
上清液，于－２０℃冰箱中保存备用。
１．３　检测ＤＮＡ扩增效果所用 ＳＳＲ引物及 ＰＣＲ反
应体系与电泳方法

１．３．１　ＳＳＲ引物　为了检测５种方法提取ＤＮＡ的
质量，选取２对ＳＳＲ引物，即ＲＡＤ１－１１（Ｆ：５′－ＡＣＣ
ＣＡＴＧＡＧＡＴＣＧＡＧＧＡＡ－３′；Ｒ：５′－ＡＴＣＧＧＡＣＡＡＧＣ
ＴＡＡＧＴＧＡ－３′）和ＲＡＤ２－６（Ｆ：５′－ＧＧＣＡＴＣＴＣＣＴＴ
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ＣＣＴＴＣＴＣＣ－３′；Ｒ：５′－ＧＧＴＴＧＧＧＴＡＣＧＧＡＴＧＴＧＧ－
３′），用于下一步的ＰＣＲ扩增。
１．３．２　ＰＣＲ反应体系和扩增程序　１０μＬＰＣＲ反
应体系：２．０μＬＤＮＡ，１．５μＬ引物，０．５μＬＴａｑ酶，
１μＬｂｕｆｆｅｒ，１μＬ脱氧核糖核苷三磷酸（ＤＮＴＰＳ），
４μＬ水。扩增程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５０℃
３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。
１．３．３　制胶与电泳　称取３ｇ琼脂糖倒入锥形瓶
中，加入１００ｍＬＴＡＥ缓冲溶液［是由三羟甲基氨基
甲烷（Ｔｒｉｓｂａｓｅ）、乙酸（ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）和乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）组成的缓冲液］，摇匀后放入微波炉中加热
至透明液体状，加入２滴溴化乙锭（ＥＢ）染色剂，摇
匀，倒入制胶板中，待胶板凝固后将其放置在水平

电泳槽中，在第１个样孔中加入８μＬＭａｋｅｒ，按顺序
依次加入８μＬＰＣＲ扩增产物，倒入缓冲液，电压设
为１５０Ｖ，电泳３０ｍｉｎ后取出凝胶于成像仪中，拍照
并记录数据。

１．４　ＤＮＡ质量的测定方法
用 ＢｉｏＤｒｏｐ紫外分光光度计检测样品的 ＤＮＡ

浓度和纯度。当样品ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．８～
２．０时，表明已达到所要求的纯度。当样品中含有
蛋白质或苯酚等杂质时，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ发生改变。若
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＜１．７，说明蛋白质没有去除干净；若
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ ＞２．０，则表明 ＲＮＡ没有除干净或
ＤＮＡ已变性。

１．５　利用磁珠法所提取的ＤＮＡ对高粱叶色性状基
因定位的方法

用紫叶高粱ＩＳ３１５５７（父本）与绿叶高粱 ＴＸ４３０
（母本）杂交获得 Ｆ１代单株，再套袋自交获得 Ｆ２代
群体，观察性状分离情况。采取Ｆ２代群体中的隐性
性状绿色植株叶片，用磁珠法快速提取 ＤＮＡ，参考
高粱基因组设计４９对 ＳＳＲ引物，并筛选出１１对稳
定、清晰的多态性引物用于紫叶基因定位，引物序

列见表１。ＰＣＲ反应体系和扩增程序同“１．３．２”节。
对亲本及隐性遗传群体进行８％聚丙烯凝胶电泳，
经银染显色后，在胶片观察灯上查看结果。

通过ＥＭＳ诱变获得高粱白条纹叶突变体植株，
将白条纹叶突变体 ＷＳＬ１０（母本）与绿叶高粱
ＴＸ４３０（父本）杂交，获得杂交种 Ｆ１代，再自交得到
Ｆ２代群体，观察性状分离情况。分别提取高质量Ｆ２
代分离群体中３０株绿色植株和３０株白条纹叶植株
的ＤＮＡ，进行ＢＳＡ混合池基因组测序。采集 Ｆ２代
群体中全部表现为隐性性状的白条纹叶植株的叶

片，用磁珠法快速提取 ＤＮＡ。参考高粱基因组设计
５５对ＳＳＲ引物，其中２１对多态性良好并用于白条
纹叶基因定位（表２）。ＰＣＲ反应体系和扩增程序同
“１．３．２”节。用８％聚丙烯凝胶进行电泳，经银染显
色后，在胶片观察灯上查看结果。

最后用 Ｍａｐｍａｋｅｒ计算遗传距离，分别绘制高
粱紫叶基因、白条纹叶基因遗传的连锁图谱。

表１　用于紫叶高粱基因定位的ＳＳＲ引物序列

引物名称 正向引物 Ｆ（５′→３′） 反向引物 Ｒ（５′→３′）

ｓｍｒ５７４６ ＧＣＧＧＡＣＡＣＴＡＣＧＡＴＧＴＧＧ ＴＧＴＡＴＧＡＴＡＣＴＣＴＧＴＴＧＧＡＧＧ

ｓｍｒ５９５８ ＴＧＧＡＡＧＣＡＣＣＡＣＡＡＧＡＣＣＣ ＣＡＣＧＣＴＴＴＧＣＣＡＡＧＣＴＡＡＴＴ

ｓｍｒ６０５７ ＣＣＣＴＡＧＣＣＴＧＡＴＴＡＣＡＣＧ ＡＴＴＴＣＧＡＣＣＡＡＴＴＣＣＴＴＧ

ｓｍｒ６１６５ ＡＣＧＡＧＴＣＣＣＧＡＣＧＧＡＡＣＣＡ ＡＣＴＧＡＴＣＧＣＣＧＣＣＣＡＴＴＴ

ｓｍｒ６１９７ ＡＡＡＧＡＧＣＡＡＡＴＡＡＧＡＧＣＡ ＧＣＡＴＣＡＣＣＴＴＧＡＡＴＧＴＡＧ

ｓｍｒ６２０７ ＡＡＡＡＣＧＴＣＡＴＧＴＧＧＧＡＴＧ ＴＴＣＴＡＣＣＡＡＧＣＧＧＧＡＴＡＡ

ｓｍｒ６２２８ ＴＴＴＴＡＴＣＴＴＡＴＴＣＧＧＴＣＡＧＧ ＣＡＡＧＣＣＴＣＣＡＡＴＣＡＣＡＡＣ

ｓｍｒ６２４２ ＧＴＴＣＧＣＣＴＣＧＧＧＡＡＧＡＡＡ ＧＣＣＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＣＣＡＴＣ

ｓｍｒ６２４４ ＴＧＡＧＡＣＧＧＡＧＧＧＡＧＴＡＧＴ ＣＡＧＴＴＴＧＧＴＴＣＡＡＡＡＴＣＧ

ｓｍｒ６２６０ ＡＧＣＣＡＡＴＣＴＡＴＣＡＣＴＴＣＡ ＡＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＡＧＣＡＧＧＡ

ｓｍｒ６３４０ ＡＴＴＣＡＡＧＴＡＴＴＧＣＴＧＧＣＴＣＧ ＧＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣＣＧＣＴＣＧＴ

２　结果与分析

２．１　不同部位和方法提取的ＤＮＡ扩增结果
选取高粱嫩叶、老叶、根、茎、种子５种部位，通

过ＳＤＳ法、ＳＤＳ＋２％ＰＶＰ法、ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ＋２％

ＰＶＰ法及磁珠法提取ＤＮＡ，获得的ＰＣＲ扩增结果见
图１，其中Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ分别为嫩叶、老叶、根、茎、种
子在 ＳＳＲ引物 ＲＡＤ１－１１、ＲＡＤ２－６、ＲＡＤ２－６、
ＲＡＤ２－６、ＲＡＤ１－１１上的扩增结果。
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表２　用于白条纹叶高粱基因定位的ＳＳＲ引物序列

引物名称 正向引物 Ｆ（５′→３′） 反向引物 Ｒ（５′→３′）

Ｙ５４０４ ＡＡＧＴＧＡＧＣＡＧＣＣＴＧＧＡＧＡ ＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＧＴＧＧＧＡＣＡ

Ｙ５６０５ ＴＧＡＴＴＧＡＴＴＣＴＴＧＧＴＴＡＣ ＡＡＡＴＴＧＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＡＴ

Ｙ５７０４ ＴＡＴＧＴＡＴＣＡＴＴＣＴＧＧＴＣＣＴＴ ＧＴＣＣＧＴＴＡＣＴＴＴＣＣＣＴＴＴ

Ｙ５７７０ ＧＡＧＣＡＡＡＡＧＴＴＴＣＴＣＡＧＴ ＡＣＡＣＴＴＡＣＣＡＡＣＴＣＴＡＴＣＴ

Ｙ５７９５ ＧＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＴＴＧＴＴＡ ＧＣＴＴＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＡＡＴＡ

Ｙ５８２９ ＴＣＡＣＧＴＴＣＣＴＣＣＣＧＡＣＴＣ ＣＣＧＣＴＧＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＡＡ

Ｙ５８６７ ＴＧＣＧＧＣＡＧＡＡＣＣＣＴＴＡＣＣ ＣＣＧＡＣＡＴＣＣＴＴＣＣＧＡＣＡＴ

Ｙ５８７０ ＣＡＴＡＣＴＡＴＴＴＧＡＣＴＣＣＴＴＧＡ ＴＣＴＣＣＧＴＣＣＴＡＡＴＡＣＡＡＴ

Ｙ５８７２０ ＣＧＣＡＡＴＡＧＴＧＴＴＣＡＡＡＴＣ ＴＴＧＴＡＴＣＡＡＴＧＧＣＧＧＡＣＴ

Ｙ５８８０ ＧＴＴＡＧＧＡＧＣＧＡＣＧＧＡＧＴＧ ＣＧＴＡＡＡＴＧＣＧＡＡＡＴＴＧＧＡＣ

Ｙ５８８１ ＧＧＧＴＧＣＡＧＴＣＧＴＧＣＡＴＴＣＣ ＴＧＴＧＡＴＴＴＣＧＴＣＧＴＧＧＴＣＧＧ

Ｙ５８８２０ ＣＧＣＴＴＴＧＴＧＡＴＴＧＴＧＡＧＴ ＴＴＴＡＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＧＧＧＡ

Ｙ５８８２ ＣＣＡＧＣＡＣＧＡＣＣＡＡＧＡＴＡＡ ＣＡＣＡＧＧＴＴＧＴＡＣＣＧＡＧＧＡ

Ｙ５８８４ ＣＣＧＡＡＡＴＣＣＡＴＧＡＧＴＡＡＣ ＣＴＧＡＡＡＴＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＡＡ

Ｙ５８９６ ＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＴＣＡＡＡＧＣＡ ＧＣＡＴＣＡＣＧＣＣＣＴＡＡＣＴＣＣ

Ｙ５８９９ ＣＴＴＡＡＣＡＡＧＣＡＡＧＧＧＡＴＴ ＴＣＧＴＧＣＧＡＴＴＴＡＣＡＧＡＣＡ

Ｙ５９００ ＣＴＡＧＡＴＡＣＴＡＡＡＡＧＣＡＡＧＡ ＡＡＧＴＧＡＡＡＧＡＧＴＧＧＡＡＡＧ

Ｙ５９６３ ＴＧＴＴＧＴＧＡＣＡＴＴＣＣＧＴＣＣ ＣＴＴＡＣＣＴＴＴＧＴＧＧＣＴＴＴＧ

Ｙ５９６４ ＧＧＣＴＧＡＧＧＧＧＴＣＡＣＡＡＡＡ ＧＡＧＧＧＡＡＧＡＴＧＧＡＡＣＡＣＧＡ

Ｙ６１０１ ＧＧＣＡＴＣＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＣＣ ＧＧＴＴＧＧＧＴＡＣＧＧＡＴＧＴＧＧ

Ｙ６１０３ ＡＣＣＣＡＴＧＡＧＡＴＣＧＡＧＧＡＡ ＡＴＣＧＧＡＣＡＡＧＣＴＡＡＧＴＧＡ

　　从图１－Ａ可以看出，用嫩叶提取的 ＤＮＡ进行
ＳＳＲ扩增，５种方法均能提取出 ＤＮＡ，且 ＰＣＲ扩增
条带清晰，无拖带现象。从图１－Ｂ可以看出，用老
叶提取的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增得到的条带以磁珠法
的完整性最好、亮度清晰、均匀。从图１－Ｃ可以看
出，用根提取的ＤＮＡ进行 ＳＳＲ扩增，以磁珠法最完
好，其他方法的效果很差。从图１－Ｄ可以看出，用
高粱茎提取的ＤＮＡ扩增均能成像但不够清晰，以磁
珠法表现较好。由图１－Ｅ可以看出，用高粱种子
提取的ＤＮＡ进行ＳＳＲ扩增，除磁珠法外，其他方法
所得带型的拖带现象均较严重。总之，无论材料取

自哪种部位，磁珠法均可扩出清晰、明亮和完整的

条带。

２．２　不同方法和部位提取ＤＮＡ的时间和质量比较
本试验结果表明，不管选取高粱哪种部位，ＳＤＳ

法、ＳＤＳ＋２％ＰＶＰ法、ＣＴＡＢ法和ＣＴＡＢ＋２％ＰＶＰ法
提取高粱组织ＤＮＡ用时均需要２ｈ，而采用磁珠法
提取ＤＮＡ的用时仅为４０ｍｉｎ，为其他方法的１／３，
由此说明磁珠法极大缩短了 ＤＮＡ的提取时间。更
为重要的是，从 ＤＮＡ浓度（ｎｇ／μＬ）和 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

来看，５种不同方法提取的 ＤＮＡ质量差异明显
（表３）。　
　　从提取的 ＤＮＡ浓度和 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ来看，
ＣＴＡＢ法提取高粱嫩叶的浓度最大，但Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
低于１．８，提取的ＤＮＡ可能含有大量蛋白质和酚类
物质；磁珠法提取高粱种子的 ＤＮＡ浓度最低，其
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ位于１．８～２．０之间，表明用该方法提
取ＤＮＡ中蛋白质、酚类物质和 ＲＮＡ的含量较低，
ＤＮＡ提取质量较高。综合分析发现，ＳＤＳ法、ＳＤＳ＋
２％ＰＶＰ法、ＣＴＡＢ法和ＣＴＡＢ＋２％ＰＶＰ法提取高粱
ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均存在大于２．０或小于１．８的
情况；用磁珠法提取高粱 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在
１．８～２．０内，说明用这一方法可从高粱任何组织部
位提取到高质量的ＤＮＡ。
２．３　磁珠法提取ＤＮＡ在高粱叶色性状基因定位中
的应用

２．３．１　在高粱紫叶性状基因定位中的应用　通过
统计发现，紫叶高粱 ＩＳ３１５５７（父本）与绿叶高粱
ＴＸ４３０（母本）Ｆ２代作图群体中的紫叶与绿叶植株
数符合３∶１的分离比，说明紫叶性状为显性遗传，
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受１对等位基因控制。用磁珠法对高粱紫叶性状
Ｆ２代隐性遗传植株进行 ＤＮＡ提取，ＰＣＲ扩增结果
的条带清晰，父母本性状分型明显，表明 ＤＮＡ满足
ＳＳＲ分子标记法对基因定位的鉴定。利用已公布的
高粱分子图谱中的标记对 ＰＬ１基因进行连锁分析，
找出与其紧密连锁的分子标记，将基因 ＰＬ１初步定
位在４号染色体ＳＳＲ标记ｓｍｒ６２２８（６２２８０５５５ｂｐ）
和ｓｍｒ６２４４（６２４４５７２１ｂｐ）之间，基因与两侧标记
的遗传距离分别为１．８、４．０ｃＭ（图２）。
２．３．２　在高粱白条纹叶基因定位中的应用　对白
条纹叶突变体ＷＳＬ１０与绿叶高粱 ＴＸ４３０杂交构建
的Ｆ２群体中不同叶色性状植株进行统计，发现绿叶
与白条纹叶植株数符合３∶１的分离比，说明白条纹
叶性状基因受１对隐性基因控制。通过 ＢＳＡ混合
池基因组测序，将控制白条纹叶基因 ＷＳＬ１０初步定
位在１０号染色体上。用筛选出的２１对ＳＳＲ标记对

Ｆ２代群体中的２１０株隐性白条纹叶性状进行验证，
发现ＷＳＬ１０基因与 Ｙ５８７０标记（５８７０６５１１ｂｐ）紧
密连锁，遗传距离为１．０ｃＭ（图３）。

３　讨论

３．１　高粱提取ＤＮＡ的最优方法
植物组织细胞壁比较复杂，在提取ＤＮＡ的过程

中，多酚、多糖等杂质增加了提取难度，这就需要采

取不同方法进行处理。王志龙等在提取滇池表层

沉积物时发现，常规 ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法操作较为繁
琐，不能用于大量样品的提取［２３］。谭小艳等改良了

４种ＣＴＡＢ法提取石榴叶片 ＤＮＡ，开展了几种方法
ＰＣＲ扩增和琼脂糖凝胶的验证，在ＤＮＡ质量上有所
提高，但其试验步骤繁琐，时间较长，且使用了三氯

甲烷等有机溶剂，对人体有一定危害［２４］；廖云蓉通

过改良ＳＤＳ法对银杏不同器官进行ＤＮＡ提取，但
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表３　５种方法提取ＤＮＡ质量的比较

方法 部位
浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

ＳＤＳ 嫩叶 １６３１．７０ １．７０５

老叶 １３８３．９０ １．８８９

根 ６９２．９０ １．９２８

茎 ８９７．９０ １．９８４

种子 １０３０．５０ ２．０２８

ＳＤＳ＋２％ＰＶＰ 嫩叶 ６８７．２０ １．９２３

老叶 ８３１．７０ １．８８２

根 ４５７．２０ １．７８１

茎 ９８２．１０ １．９３４

种子 ７４５．５０ ２．００１

ＣＴＡＢ 嫩叶 １９４２．９０ １．６９８

老叶 ６８４．２０ １．９８１

根 ３８４．００ １．９５７

茎 ７５３．５０ ２．０１７

种子 ９９７．６０ ２．００７

ＣＴＡＢ＋２％ＰＶＰ 嫩叶 ５５０．２０ １．９８６

老叶 ５２２．６０ １．９３１

根 ３５３．９０ １．９５１

茎 ７４０．８０ ２．０２１

种子 ５６８．１０ １．９９７

磁珠法 嫩叶 ４１４．７０ １．８５６

老叶 ５４５．６０ １．８３８

根 ４５０．３０ １．９２８

茎 ４０３．６３ １．８４６

种子 ２６８．４０ １．９４４

只适用于嫩叶，其他部位提取的ＤＮＡ杂质多、带弱、
浓度低，不能满足基因组研究的要求［２５］。王军等在

提取新城疫病毒ＤＮＡ时发现，磁珠法的提取过程省
去了大量离心步骤，有效地节省了试验人员的时

间，快速裂解液能代替有机溶剂，且成本低，无毒，

安全可靠，不会在试验中对操作人员产生危害［２６］。

然而，以往利用磁珠法提取ＤＮＡ大多局限于植物叶
片，缺乏对植物多种部位的研究，尤其是尚未见用

磁珠法提取高粱基因组ＤＮＡ的报道。本研究发现，
当用ＳＤＳ法、ＣＴＡＢ法提取高粱 ＤＮＡ时，若 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ小于１．８，加入２％ＰＶＰ能够有效去除提取物
中的蛋白质、酚类物质，可以提高ＤＮＡ质量；但是当
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ大于２．０时，加入２％ＰＶＰ对提取高粱
ＤＮＡ质量无影响。然而，磁珠法能够在不加入２％
ＰＶＰ的情况下有效去除蛋白质、多酚和ＲＮＡ杂质对
提取 ＤＮＡ的干扰，并且可应用于高粱的多个部位，
所提取的ＤＮＡ质量优于其他方法，并且在高粱叶色
性状基因定位上取得了理想的试验结果。

３．２　高粱提取ＤＮＡ的最佳部位
从ＰＣＲ扩增效果来看，用嫩叶提取的 ＤＮＡ质

量最好，其次是老叶、种子和茎；由于根较硬，磨样

耗时耗力，提取的质量、浓度较低，这也许是许多研

究者采用叶片提取植物ＤＮＡ的主要原因［２４－２５］。本

研究发现，因提取方法不同，提取的 ＤＮＡ质量差异
较大。若选取嫩叶，采用 ＳＤＳ、ＣＴＡＢ法提取 ＤＮＡ，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ低于１．８，表明 ＤＮＡ中蛋白质、酚类物
质含量比较高；若选取老叶，无论采用哪种方法提

取ＤＮＡ，其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在１．８～２．０之内；若选
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取根，用ＳＤＳ＋２％ＰＶＰ法的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ低于１．８，
可能由于提取的 ＤＮＡ中蛋白质、酚类物质含量较
高；若选取茎，用 ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ＋２％ＰＶＰ法提取
的ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均大于２．０，可能由于 ＲＮＡ
含量较高；若选取种子，用 ＳＤＳ法、ＳＤＳ＋２％ＰＶＰ
法、ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均超过
２０，说明提取的ＤＮＡ质量较差。但是，如果采用磁
珠法，无论选取哪种部位，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在１．８～
２．０之间，表明提取的 ＤＮＡ中蛋白质、ＲＮＡ的含量
少，符合基因定位的纯度要求。

３．３　高粱叶色基因定位的意义
叶色可用于分子标记辅助育种以培育新品种，

还可将叶色标记与不育系相结合，根据叶色的明显

差异去除不育系的自交种子，从而保证杂种的纯

度，是解决雄性不育系不纯的一条有效途径［２０］。本

研究利用磁珠法分别提取了紫叶、白条纹叶群体的

ＤＮＡ进行遗传分析及基因定位，最终将紫叶基因
ＰＬ１定位到４号染色体上，将白条纹叶基因 ＷＳＬ１０
定位在１０号染色体上。虽然本研究定位的紫叶基
因ＰＬ１和白条纹叶基因ＷＳＬ１０只是初定位，下一步
尚待开展精细定位，但是本研究结果验证了磁珠法

提取高质量ＤＮＡ的意义，而且对于高粱分子标记辅
助育种具有重要利用价值。
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