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摘 要! 优化建立了玉米单粒种子胚和单叶片基因组 /01 快速提取方法$ 琼脂糖凝胶检测结果表明"提取的
/01 主带清晰"无降解现象"质量好"可以满足 223$453 分析的需要$ 结合采用 223 分子标记技术"此 /01 提取方
法可有效地用于玉米种子纯度检验和分子标记辅助育种$
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近年来" 分子标记技术已逐步被应用于种子纯
度检验% 标记辅助选择或转基因作物种子检测等研
究领域 ’赵久然"!%%%#李晓辉等"(""+#梁荣奇等"
(""!X" 有力地促进了种子检测和育种技术的发展$
但采用分子标记技术开展科研工作的前提应首先建

立起大规模快速提取个体 /01 的方法$以往大多以
较大量的幼芽或叶片为材料" 采用 5Y1Z 法或 2/2
法提取 /01"操作步骤复杂"所需时间较长"不能满
足种子检测和标记辅助选择技术的需要$ 王玉民等
’!%%&X和郭景伦等’!%%[X先后提出用于玉米种子 314/
分析的单粒种子 /01提取方法$本文在已有研究基
础上"以单粒种子胚和单叶片为材料"旨在建立能结
合 223 标记技术用于玉米种子纯度检验和标记辅
助选择的 /01快速提取方法$
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! 材料与方法

@A@ 实验材料
玉米单交种四单 !% 及亲本自交系 ’))) 和

WB![X"用于种子纯度检验$ 自交系是通过套袋自交
获得"杂交种为手工配制$ !%份优质蛋白玉米’]4WX
材料用于 BLA^D9(,B(X基因的微卫星标记检测$
@AB 实验方法
!"#"! 引物

223 引物 LC<"%" 和 LC<"#[ 序列来自 WA<S9 /Z
,(""(X"由上海生物工程公司合成$
!"#"# $%&提取方法
单粒种子胚 /01 提取!选取若干粒种子"用镊

子和刀片将种子切开取胚" 放入 !-# G> 离心管中$
加入 !"" !>氯仿"用锥形玻璃棒碾磨$加入 +"" !>
/01提取液 ,!"" GW L_ [-& YK<O$_5Q"!"" GW ‘/Y1"
#"" GW 0A5Q"!-#a2/2X"并充分混均$ !( """ K b G<:"
离心 ( G<:$吸上清液"在 "-.a琼脂糖电泳检测或稀
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释数倍后!直接用于 !"#扩增"
单叶片 $%& 提取#取 ’ ( ) 叶期玉米幼苗的叶

片于 *+) ,-的 !.#管中!放入液氮缸中" 用锥形玻
璃棒研磨叶片成粉末状/速度要快!以防降解0" 加入
122 !- 34的$5$5%提取液!充分混匀&在 6)7下!水
浴 82 ,9:& 加入等体积的氯仿!充分混匀& ) 222 ; <
,9:! 离心 =2 ,9:! 取上清液置于一新的 =+) ,- 管
中& 加入等体积异丙醇!沉淀 $%&& ) 222 ; < ,9:!离
心 =2 ,9:!弃上清液&用 = ,- 124乙醇洗涤两次&晾
干沉淀后加入 822 !- =>?@溶解 A%&&
!"#"$ %%&标记技术

!"# 扩增体系’热反应程序’聚丙烯酰胺凝胶
电泳检测’银染程序等流程参见李晓辉等/3228B的
实验方法"

3 结果与分析
!"# 玉米单粒种子胚和单叶片 $%&快速提取与检
测

如图 =所示! 用玉米单粒种子胚快速提取技术
获得的基因组 A%& 经琼脂糖凝胶检测! 其主带清
晰!整齐一致!分子量在 ’2 C )2 DE!无降解现象" 经
紫外分光光度计检测 !&362 < &3F2 比值在 =+F C
3+2!表明提取的 A%& 质量较好!浓度比较一致" 与
传统方法/如 .?&G 和 5A5 法B相比!本文提出的方
法无 A%& 沉淀和用 ?@ 溶解等步骤! 操作简单!所
需时间较短"

由图 3可见!用单叶片快速提取法获得的 =F份
A%&质量较好!主带清晰!未发生降解现象"由于未
去除 #%&!其含量较高!但这并不影响 !"#扩增"
!"! 单粒种子胚 $%&快速提取方法在玉米种子纯
度检验中的应用

用单粒种子胚 A%& 快速提取方法抽提玉米杂
交种四单 =H 及亲本自交系 /’’’ 和 IJ*1B的 A%&"
采用能够揭示亲本间遗传多态性的引物 KL92H2 对
四单 *H及其亲本进行 55#标记分析" 由图 8可见!
* C 6 和 *1 C 33 泳道分别为亲本 ’’’ 和 IJ*1 的扩
增带!1 C *6 泳道为杂交种四单 *H 的扩增带" 所有
泳道的扩增带型均十分清晰" 这表明用此方法提取
的 $%& 完全可以满足 55# 标记分析! 用于玉米种
子纯度检验"

图 ’ 玉米单粒胚快速提取的 $%& 电泳检测

图 ! 玉米单叶片快速提取的 $%& 电泳检测

I * 3 8 ’ ) 6 1 F H *2 ** *3 *8 *’ *) *6 *1 *F *H 32 3* 33

* C 6 为 ’’’( 1 C *6 为四单 *H( *1 C 33为 IJ*1

图 ( 玉米杂交种四单 ’)!亲本 *** 和 +,’- 的 ../ 扩增图谱

!"( 单叶片 $%& 提取方法在优质蛋白玉米 ,! 基
因标记辅助选择中的应用

监测育种材料的赖氨酸含量是优质蛋白玉米育

种的关键环节& 采用物理或生化技术测定赖氨酸含
量!技术繁杂且费用昂贵& J3 基因可以显著提高玉
米子粒胚乳中的赖氨酸含量&同时 J3基因的克隆及
微卫星标记 KL92)1的开发/.L9:等!*HH6B!亦为采用
分子标记辅助选择 J3基因! 进而选育 M!I 材料提
供了条件&

用单叶片 A%& 提取方法抽提 *H 份 M!I 材料
的 A%&! 利用微卫星标记 KL92)1检验其在 J3 位点
的纯合程度&从图 ’可见!除 *号材料扩增带型与黄
早四>"&88) 一致!呈杂合带型外!其余 *F 份材料
的带型均与 "&88) 一致!为 J3J3 纯合型!说明这些
材料在 J3位点已纯合&同时可以看出!所有 *H份材
料的扩增带型均很清晰! 表明用本文提出的方法抽
取的 A%&可以满足优质蛋白玉米 J3 基因标记辅助
选择的需要&
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!上接第 ""# 页$为优质蛋白玉米育种发展的瓶颈! 利
用分子标记将普通自交系转化为 !"#自交系"对拓
展 !"#种质的遗传基础无疑具有重要意义!
但在研究中也发现"利用 $$% 引物分析普通玉

米和 !"# 自交系时" 个别材料可能有交换现象发
生! 例如"!"# 自交系齐 &’("在用 )*+’(, 分析时"
难以区分!因此"进一步发展新的分子标记是非常必
要的!
应用以上技术体系" 还可以创建多种优良性状

的聚合体! 例如"在选育高油玉米过程中"利用以上
策略"将 -& 基因导入高油玉米自交系"可以创造高
油#高赖氨酸的双高自交系!
总之"综合利用 $$%#./0"等分子标记"并与南

繁加代技术#常规回交技术相结合"我们已经建立起
一套经济实用的优质蛋白玉米分子标记辅助育种新

体系"从而提高了选择效率和育种的科学性! 目前"
正在利用该分子育种体系" 加速培育优质蛋白玉米
自交系"组配新的 !"#杂交种!
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图 ! 利用微卫星标记 "#$%&’ 扩增 () 份优质蛋白玉米材料的单株基因型谱带

S 讨 论
8Y. 提取是分子标记技术应用于玉米育种研

究的关键步骤"高效#低成本是其普及推广的前提!
目前"$$%标记技术已被用于种质鉴定#种子纯度分
析#遗传图谱构建#基因定位及标记辅助选择等研究
领域!本文优化提出的单粒种子胚和单叶片 8Y.快
速提取方法实用性较强"操作步骤简单"需时短"完
全可以满足 $$%D"6%扩增要求!对于一个操作者来
说" 采用此法在一个工作日内可提取 2’’ k &’’ 份
样品的 8Y."成功率在 ]]l以上! 结合 $$%标记技
术"种子检验部门和育种者可将此 8Y.提取方法有
效地用于玉米品种纯度鉴定和分子标记辅助育种!
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