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摘要：以马铃薯叶片为试验材料，采用改良CTAB法和试剂盒法提取马铃薯叶片基因组DNA。结果表明，2
种方法均可得到满足SSR-PCR扩增要求的DNA，其中试剂盒较改良CTAB法提取的DNA质量高、杂质少，DNA得
率低，操作简单，耗时短，毒害小，但费用较改良CTAB法高。实践中可根据条件选择适宜方法提取马铃薯基因
组DNA。
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Study on Comparison of Methods to Extract Genomic DNA from Potato Leaves
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Abstract：The potato leaves as test materials，improved CTAB method and plant genomic DNA extraction Kit is used to
extract genomic DNA from leaves of potato in field respectively. The result shows that DNA extacted by the two methods also met
demands for SSR-PCR amplification；The quality of DNA obtained by plant genomic DNA Kit is better but the achievement rate of
DNA is lower. Moreover，the method of plant genomic DNA Kit is much easier，needed shorter time，had lower toxicity，and high
cost than improved CATB method. Suitable method can be choose to genomic DNA of potato according to the actual conditions of the
laboratory.
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美液体氮肥的适宜用量为 120～180 kg/hm2。建议

高肥力地块和早熟品种用低量，低肥力地块和晚

熟品种用高量。

2）在施用一定量磷钾肥的基础上，施氮对制种玉

米的综合农艺性状均有一定的影响，特别是决定

其产量的株粒数和株粒重增加明显［ 3 - 4］。优斯美液

态氮肥作为一种高浓度的液体肥料，同时含有硝

态、铵态和酰胺态 3种形态的氮，易于玉米吸收

利用，利用率高达 87.5%。在滴灌水氮一体化合理

运筹条件下，氮肥利用率显著提高。特别是在玉

米拔节、大喇叭口和抽雄等需氮关键期，通过滴

灌系统注入效果更好。
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马铃薯（Solanum tuberosum L.）是茄科（Solan-

aceae）茄属（Solanum）马铃薯组（Tuberarium）双子叶

草本植物，可一年一季或一年两季栽培，普通马铃

薯是马铃薯亚组中能形成地下块茎的一年生草本
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四倍体作物。由于受到同源四倍体遗传复杂性的限

制，马铃薯遗传规律极为复杂，常规杂交育种效

率较低，近年来在分子水平方面开展了大量的研

究。DNA的分离提取是进行植物分子生物学研究

工作的基础，DNA的提取效率和纯度严重影响分

子生物学实验的结果，因此快速提取得到高纯度

的DNA，是分子生物学实验成败的关键因素之

一 ［ 1］。目前，普通植物DNA提取方法已经非常成

熟，常用的有十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）［ 2］，

十二烷基苯磺酸钠（SDS）法［ 3］，尿素法［ 4］、试剂盒

法提取基因组 DNA［ 5］。其中，CTAB 法是植物提

取的经典方法，提取效果好，但步骤繁琐、试剂

组成复杂、易污染［ 5 - 6］；SDS法较为简易、产量

高，但有蛋白污染可能［ 3］；尿素法具有产量高、

快速省时、可常温操作、成本耗用低等优点［ 4］；

试剂盒法操作简便、快速省时、污染少、提取的

DNA 纯度高，但其成本比较高［ 4］。我们采用

CTAB和试剂盒 2种不同的 DNA提取方法，以常

规种植马铃薯植株叶片为实验材料，探索了适合

批量高效的马铃薯叶片基因组 DNA提取方法。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试材料为 8份马铃薯品系，均为普通栽培

种。植物基因组 DNA提取试剂盒（DP305-2）购自

天根生化科技（北京）有限公司。

1.2 试验方法

试验材料于 4月 28日种植于农业部西北旱作

区马铃薯野外观测实验站（甘肃省渭源县），出苗

后 15 d，剪取马铃薯植株上部倒数未完全展开的

第 2片复叶，放入冰盒带到实验室，经液氮速冻

后置于 -80℃下保存备用。马铃薯基因型编号分

别为 001、010、039、043、052、060、109、111。

1.3 DNA提取
采用改良 CTAB 法和试剂盒法两种方法分别

提取马铃薯叶片基因组 DNA。

1.3.1 改良 CTAB法提取 DNA［ 7］ 取备用马铃薯

叶片约 500 mg，加液氮研磨成粉末状，迅速移入

2 mL离心管。加入 700 滋L的 CTAB提取缓冲液，

混匀（CTAB在65℃水浴预热），待所有样品研磨完

后，逐个加入 2 滋Lβ-巯基乙醇（通风橱下），放

回水浴锅中，每 5 min轻轻震荡几次，30 min后加

入 700 uL氯仿∶异戊醇（24∶1），颠倒摇匀数次，

在 12 000 r/min条件下离心 10 min。小心吸取上清

液 600 滋L转入 1.5 mL离心管，加入等体积的饱和

酚和氯仿∶异戊醇（各300 滋L）溶液，混匀，在

12 000 r/min条件下离心 10 min。小心吸取上清液

400 滋L转入新离心管，加入等体积的异丙醇，混

匀，室温静置 10 min，在 12 000 r/min条件下离心

10 min，弃去上清液，用 70%乙醇洗涤沉淀 2次。

室温下干燥 5～15 min 后，溶于 100 滋L TE 溶液

中，置于 -20℃保存备用。每个基因型材料 DNA

提取重复 2次。

1.3.2 试剂盒法提取 DNA 按试剂盒（DP305-2）

说明书操作。提取马铃薯叶片基因组 DNA后，置

于 -20℃保存备用。每个基因型材料 DNA提取重

复 2次，验证其 DNA提取的效果。

1.4 DNA检测
1.4.1 琼脂糖凝胶电泳法 取 DNA样品 5 滋L，与

1 滋L 6×Loading Buffer 混匀后上样，以 2 000 bp

DNA Ladder Marker 为参照，在含荧光染料 EB 的

1%琼脂糖凝胶上 120 V电泳 20 min。电泳结束后，

通过凝胶成像系统（BIO-RAD，GelDocXR+）观察拍

照，进行纯度、浓度检测。

1.4.2 紫外分光光度法 取 2 滋L DNA 样品，与

498 滋L 加 ddH2O 稀释 250 倍至 500 滋L，在紫菀

分光光度计（岛津，UV-240）上测定 DNA OD260 和

OD280 值，并计算 OD260/OD280 ，以检测纯度和浓

度。

1.5 SSR-PCR检测
利用文献公开发表的 SSR 引物 STM0024 ［ 8］，

对 8份材料中的 1个基因型的 4份 DNA样品进行

PCR扩增，引物由上海生工生物有限公司合成。

STM0024 引物序列：上游引物序列 CATTAC-

CTTGTGAGATTAGATTG（5忆-3忆），下游引物序列
CATATAAGTAGGAATAGGAGGTTT（5忆-3忆），扩增
目标片段 135 bp。

PCR反应体系：在 20 滋L反应体系中加入上

下游引物各 1.20 uL（20 pmol/滋L），10×Buffer（含

Mg2+）为 2.0 滋L，dNTPs 为 1.0 μL，Taq 酶为 0.1

μL（5U/滋L），DNA 模板为 0.8 uL（50 ng/滋L）。扩

增程序：95 预变性 3 min，95℃变性 30 s， 53.4

℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 34循环，最后

72℃延伸 10 min，4℃保存 PCR产物。

吸取 PCR 产物 10 滋L，加 2 滋L 6× Loading

Buffer配制样品，以 2000 bp DNA Ladder Marker为

参照，在含荧光染料 EB的 2%琼脂糖凝胶上，120
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基因型
CTAB法 试剂盒法

重复 OD260 OD280 OD260 /OD280 重复 OD260 OD280 OD260 /OD280

001 Ⅰ 0.307 0.179 1.72 Ⅰ 0.113 0.068 1.66
Ⅱ 0.317 0.180 1.76 Ⅱ 0.025 0.014 1.79

010 Ⅰ 0.271 0.145 1.87 Ⅰ 0.044 0.026 1.69

Ⅱ 0.246 0.129 1.91 Ⅱ 0.021 0.013 1.62

039 Ⅰ 0.777 0.404 1.92 Ⅰ 0.018 0.011 1.64
Ⅱ 0.651 0.324 2.01 Ⅱ 0.011 0.006 1.83

043 Ⅰ 0.570 0.293 1.95 Ⅰ 0.019 0.012 1.58
Ⅱ 0.036 0.023 1.57 Ⅱ 0.008 0.005 1.60

052 Ⅰ 0.324 0.173 1.87 Ⅰ 0.036 0.021 1.71
Ⅱ 0.253 0.135 1.87 Ⅱ 0.017 0.010 1.70

060 Ⅰ 0.636 0.317 2.01 Ⅰ 0.034 0.022 1.55
Ⅱ 0.616 0.308 2.00 Ⅱ 0.021 0.013 1.62

109 Ⅰ 0.284 0.146 1.95 Ⅰ 0.031 0.020 1.55

Ⅱ 0.259 0.139 1.86 Ⅱ 0.013 0.008 1.63
111 Ⅰ 0.869 0.448 1.94 Ⅰ 0.027 0.017 1.59

Ⅱ 1.046 0.544 1.92 Ⅱ 0.014 0.008 1.75

平均 0.466 0.243 1.89 0.028 0.017 1.66

图 1 改良 CTAB法与试剂盒法提取的基因型 DNA样品

1. 数字代表不同的基因型。2. C表示改良 CTAB法提取的 DNA样品；S表示试剂盒法提取的 DNA样品。3. I、II表示重复 I
和 II。4. M为 2000bp DNA Ladder Marker（6条带依次为 2000，1000，750，500，250，100 bp）

表 1 改良 CTAB法与试剂盒法提取的 DNA样品纯度

V电泳 30 min，电泳结束后，通过凝胶成像系统

（GelDocXR+）观察拍照。

2 结果与分析

2.1 DNA样品凝胶电泳检测结果
图 1的 Marker含 6条带，分子量由大到小依

次为 2 000、1 000、750、500、250、100 bp，其

中 750 bp条带的 DNA浓度约为 100 ng，其余条带

约 50 ng。琼脂糖凝胶电泳结果显示，2种方法提

取的 DNA条带均清晰整齐、DNA完整无杂带。改

良 CTAB法提取的 DNA点样孔内有杂质且存在拖

尾现象，试剂盒提取的 DNA只有少量点样孔内有

杂质，表明试剂盒提取的 DNA 纯度较高于改良

CTAB 法。改良 CTAB 法提取的 1 份样品（109I）

DNA浓度低于 50 ng，8份材料 2次重复共 16 份

次的 DNA得率为 93.8%；试剂盒提取提取的 5份

样品（010I，010II，039I，039II，043II）浓度低于

50 ng，8份材料 2次重复共 16 份次的 DNA得率

68.8%，说明改良 CTAB 法提取 DNA 得率高于试

剂盒。2种方法提取的 DNA样品浓度、纯度在各

重复之间差异不明显。

2.2 紫外分光光度法测定结果

DNA样品的纯度用 OD260 /OD280的比值来表示，
当 OD260 /OD280 比值接近 1.8时，DNA纯度符合质

量标准；当 OD260 /OD280 比值大于 1.9时，表明有

RNA污染，小于 1.6时，表明样品中存在蛋白质

或酚污染［ 9 - 10］。根据紫外分光光度分析（表1），改
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良CTAB法提取的010I，039I，039II，043I，060I，

060II，109I，111I、111II等 9份 DNA样品吸光值

比值大于 1.9，说明有 RNA污染，和图 1结果相

同。试剂盒提取的 043I，060I，109I，111I等 4份

DNA 样品吸光值比值小于 1.6，说明有蛋白质、

多糖或酚等杂质。改良 CTAB 法提取的 DNA 样

品 OD260 /OD280 比值平均值 1.89，试剂盒提取的

DNA 样品 OD260 /OD280 比值平均值 1.66，2 种方法

提取的 DNA样品均符合质量标准。

2.3 SSR-PCR检测
由图 2可以看出，2种方法提取的 DNA样品

为模板进行 SSR-PCR扩增反应，经琼脂糖凝胶电

泳检测，产物条带清晰，大小一致，说明两种方

法提取的 DNA 完全满足马铃薯 SSR-PCR 扩增需

要。

3 小结与讨论

1） CTAB法作为 DNA提取的经典方法，广泛应用

于植物基因组 DNA 提取，具有稳定性好、得率

高、成本低等优点［ 4］，根据研究对象特点而进行

改良后可以提取到高质量的 DNA［ 3，9，11］。但该方法

在配制试剂过程中繁琐耗时，步骤多，试剂组成

复杂，易污染，在使用上收到了一定程度的限

制［ 1］。从成本来看，试剂盒法所用药品及耗材都

需整套购买，费用较高，而 CTAB 法只需配好所

需药品，耗材不多。但试剂盒可用于多样品同时

操作，快速，准确，方便，无需酚、氯仿抽提，

避免了有机质溶剂的污染，逐渐受到重视。从本

研究结果来看，试剂盒法提取的 DNA质量高、杂

质少，DNA得率略低，CTAB法提取的 DNA浓度

大、量大，但杂质多。

2）本试验选用的材料采自田间马铃薯植株，较组

培苗叶片含有较多的酚类物质。试验结果表明，

改良 CTAB 法和试剂盒两种方法都可得到满足

SSR-PCR 反应扩增要求的 DNA，能够进行基于

SSR标记的马铃薯遗传多样性分析试验，各实验

室可根据实际条件、经费支出、人员配给等具体

情况，选择适合的方法进行马铃薯基因组 DNA的

提取。如果需要样品 DNA数量不多、质量高，样

本较多时建议选用试剂盒法提取，因为其操作过

程简便。相反，若是小规模提取、质量要求不是

很高、样本较少时建议选用 CTAB 法，因为其成

本低、得率较高。
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图 2 不同方法提取的 DNA样品 PCR扩增结果

1. M 为 2000 bp DNA Ladder Marker（6条带依次为
2 000， 1 000， 750， 500， 250， 100 bp） 2. 043CI，
043CII和 043SI，043SII分别为改良 CTAB法和试剂盒提取
的基因型 043为模板 DNA的扩增结果

M 043CI 043CII 043SI 043SII
2000bp

100bp
135bp
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