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农作物种子核酸真空抽滤快速提取方法的研究

张海波　张宏军　雷　军　张　英
（陕西省种子工作总站，西安 710018）

摘要：为解决转基因检测中植物种子核酸提取步骤多、效率低的难题，发明了非接触式连接装置，组装了真空抽滤快速提

取装置，改进了核酸提取方法。该方法提取的种子核酸质量和浓度符合需求，核酸完整性好、无降解、无扩增抑制物，有效解决

了种子样品核酸快速提取的技术难题。对转基因玉米 Bt11 的检测结果表明，该核酸提取方法适用于农作物种子的转基因检测。
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分子检测方法越来越多地应用于农作物种子

的转基因成分和品种真实性检测项目中，这些方法

通常以核酸检测为主，以 PCR 扩增为核心 [1]。PCR
扩增的首要步骤是核酸提取。因为有细胞壁，植物

的核酸提取不同于动物组织，过程比较复杂，尤其是

农作物种子干物质较多，核酸提取更为困难 [2]。种

子核酸提取是进行 PCR 扩增的基础，是获得高质量

检测结果的前提，但因其步骤多且费时长，也是整个

方法的限速步骤。

目前农作物种子主流的核酸提取方法需要用

到十二烷基硫酸钠（SDS）、十六烷基三甲基溴化铵

（CTAB）、饱和酚、氯仿等化学试剂，这些试剂对人

体有毒有害，不宜长期使用。商业化试剂盒法多采

用离心过滤柱式，提取时间长、操作复杂，难以对大

批量样品进行核酸提取，且产生的离心管等垃圾较

多。碱煮法虽然快速，但是核酸质量不高，且不易保

存，无法进行复检 [3]。

为解决核酸快速高效提取问题，本研究发明了

一种用于核酸抽滤的非接触式连接装置 [4]，改进了

核酸提取真空抽滤技术。该技术快速、简便、可操作

性好、实用性强，能够使 PCR 技术在农作物种子分

子检测中得到更为广泛的普及和推广。

1　材料与方法
1.1　试验材料　本试验中玉米、小麦和水稻的种

子为陕西省农作物种子检验站收藏，转基因玉米粉

末 Bt11（ERM-BF412BK）由欧洲标准局（IRMM，

Institute for reference materials and measurements）制
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作，并通过上海安谱实验科技股份有限公司购买。

吸附柱法植物核酸提取试剂盒（MolPure Plant 
DNA Kit）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司

（Yeasen Biotechnology），实时荧光 PCR 扩增试剂

（Pro Taq HS 预混型探针法 qPCR 试剂盒 AG11704）
购自湖南艾科瑞生物工程有限公司，扩增引物和探

针由湖南艾科瑞生物工程有限公司合成。

1.2　试验方法

1.2.1　核酸抽滤快速提取法　核酸抽滤快速提取

使用吸附柱法植物核酸提取试剂盒提供的试剂，其

中洗脱和离心步骤由本研究设计的真空抽滤方法

代替。具体提取步骤如下：将种子样品磨碎，称取

100mg 放入 2mL 离心管中，加入 400µL 裂解液和

5µL RNase，混匀后 60℃加热 10min，期间混匀数次；

加入 130µL 去蛋白液，混匀后 12000r 离心 5min；
取上清 400µL，加入 600µL 结合液，混匀加入吸附

柱中；将吸附柱通过发明的连接装置与真空抽滤提

取系统连接，打开真空泵，待液体全部吸入真空腔

中后，加 2 次漂洗液漂洗；将吸附柱取下，12000r 离
心 2min，恒温震荡仪烘干 5min，加入洗脱液 200µL，
12000r 离心 1min，获得的溶液为所提取的核酸。

1.2.2　试剂盒提取方法　利用吸附柱法植物核酸提

取试剂盒提取试验材料的核酸，具体操作步骤参照

试剂盒使用说明书，其中起始种子材料的质量以及

最终的核酸洗脱液体积与核酸抽滤快速提取法保持

一致，以便将两种核酸提取方法所提取核酸的质量

进行比较。

1.2.3　核酸质量检测　提取的核酸使用紫外分光

光度计 ND2000（赛默飞世尔科技公司，Thermo 
Fisher Scientific）测定核酸的纯度和浓度，核酸纯度由

260nm 吸光值和 280nm 吸光值的比值判定，1.6~2.0
为符合要求。核酸浓度由 260nm 吸光值计算，260nm
吸光值为 1.0 表明核酸浓度为 50ng/µL。使用 8g/L
琼脂糖凝胶电泳和 EB 染色检测核酸样品的完整性，

没有严重拖尾表明提取的核酸未降解，符合试验要求。

1.2.4　内源基因 PCR 扩增　采用 GB/T 19495.4—
2018《转基因产品检测　实时荧光定性聚合酶链式

反应（PCR）检测方法》中的方法，根据玉米、小麦和

水稻的内源基因 zSSIIb、Wx012 和 SPS 基因检测方

法，分别合成 Taqman 探针实时荧光 PCR 的引物。

Taqman 探针实时荧光 PCR 扩增条件及扩增程序依

据上述执行标准执行。扩增使用 ABI StepOne Plus
实时荧光 PCR 仪（美国 Applied Biosystems）进行，

使用仪器自带软件进行数据分析。

1.2.5　转基因玉米检测分析　采用农业部 2122 号

公告—14—2014《转基因植物及其产品成分检测　

抗虫和耐除草剂玉米 Bt11 及其衍生品种定性 PCR
方法》中的转基因玉米 Bt11 检测方法，合成 Bt11 内

源基因和转化体特异性检测的 Taqman 探针和实时

荧光 PCR 引物。对使用核酸抽滤快速提取方法提

取的标准物质转基因玉米 Bt11 的核酸进行实时荧

光检测。Taqman 探针实时荧光 PCR 扩增条件及扩

增程序依据上述执行标准执行，扩增循环数为 45 个

循环，扩增使用 ABI StepOne Plus 实时荧光 PCR 仪

进行，使用仪器自带软件进行数据分析。

2　结果与分析
2.1　核酸抽滤快速提取装置　为改良离心过滤柱

式提取时间长、操作复杂、产生垃圾多等问题，本研

究首先设计了一种用于核酸抽滤的非接触式连接装

置。该连接装置结构示意图如图 1 所示。该装置由

连接管和吸附柱组成，连接管的下端固定连接有连

接头，与真空腔连接。吸附柱的外侧设有连接部，与

连接管螺纹槽连接，连接头的下端内侧设有密封圈，

连接管的内侧设有单向阀，防止逆流。在第二堵盖

的背面增设带有软磁层的打标槽，可以方便利用软

磁层磁吸带有标签纸的铁片，利用标签纸可以方便

对对应使用的连接管进行打标。当连接管重复使用
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图 1　连接装置结构示意图
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时，可以方便地将对应的标签纸铁片取下更换，不需

要按照传统的方式直接将标签纸粘在连接管上，避

免更换撕揭不便等问题。

利用图 1 的非接触式连接装置，联合使用真空

腔和真空泵，组建了核酸抽滤快速提取装置，详见 
图 2 示意图。核酸抽滤快速提取装置由非接触式连

接装置、真空腔和真空泵 3 部分组成。真空腔顶部

每排有 10 个小孔，可同时插 10 个非接触式连接装

置，下部有废液口。真空腔通过连接软管与真空泵

连接。真空泵可提供 -760mmHg 的真空度，考虑到

整个装置的气密性，一般使用时达到 -600mmHg 的

真空度时即可实现真空抽滤。
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1：非接触式连接装置，2：真空腔，3：连接软管，4：真空泵，5：废液口

图 2　核酸抽滤快速提取装置示意图

2.2　核酸质量分析　使用试剂盒提取法和核酸抽

滤快速提取法分别提取玉米、水稻和小麦粉末样品

各 10 份，其中玉米样品标记为 1~10 号，水稻样品

为 11~20 号，小麦样品为 21~30 号。核酸质量和核

酸浓度测定结果分别如图 3 和图 4 所示。

对于核酸质量，A260/280 的比值在 1.6~2.0 之

间的为核酸质量合格，可用于种子的分子检测。试

剂盒提取法获取的玉米、水稻和小麦核酸 A260/280
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图 3　试剂盒提取法和核酸抽滤快速提取法 
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图 4　试剂盒提取法和核酸抽滤快速提取法 

获得的核酸平均浓度比较

的比值中位值分别是 1.77、1.75、1.79，核酸抽滤快速

提取法获取的玉米、水稻和小麦核酸 A260/280 的

比值中位值分别是 1.74、1.76、1.73。从图 3 可以看

出，试剂盒法和快速提取法获得的核酸，A260/280
的比值都在 1.6~1.9 之间，符合分子检验要求。两

组数据无显著差异，说明两种方法提取的核酸质量

无较大差别。由图 4 可知，提取的玉米、水稻、小麦

核酸浓度分别在 62.5~83.0ng/μL、56.0~82.0ng/μL、
53.0~83.5ng/μL 之间，中位值分别是 66.0ng/μL、
67.0ng/μL 和 66.0ng/μL，符合检测要求。

2.3　核酸完整性分析　使用 0.8% 的琼脂糖对提取

的核酸进行琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图 5 所示。

从图中可以看出，采用核酸抽滤快速提取法提取的

玉米、水稻和小麦的核酸在 0.8% 的琼脂糖凝胶电

泳试验中亮度高、弥散少、无拖尾，说明提取的核酸

量足、降解少、大小一致，满足进行下一步转基因成

分分析的要求。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

图 5　0.8% 琼脂糖凝胶电泳结果
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2.4　内源基因扩增结果　使用实时荧光 PCR 方法，

对核酸抽滤快速提取法提取的核酸进行内源基因

扩增，结果如图 6 所示。从图中可以看出，玉米、水

稻和小麦的内源基因 zSSIIb（图 6A）、SPS（图 6B）

和 Wx012（图 6C）都能够得到完整扩增，Ct 值（循

环阈值）在 24~26 之间，说明提取的玉米、水稻和小

麦核酸不存在扩增抑制物，适合进行转基因成分的

PCR 检测。

2.5　转基因玉米 Bt11 检测结果分析　以转基因玉

米 Bt11 的标准物质为检测对象，应用核酸抽滤快速
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图 6　玉米、水稻和小麦内源基因 zSSIIb、SPS 和 Wx012 扩增曲线

提取方法提取核酸。分别对玉米内源基因 zSSIIb 和

Bt11 转化体特异性片段进行实时荧光扩增，结果如图

7 所示。转基因玉米 Bt11 内源基因 zSSIIb（图 7A）

和 Bt11 转化体（图 7B）特异性片段都扩增出了典型

的 S 型扩增曲线，Ct 值分别是 24.33 和 24.26。检测

结果表明，本研究建立的核酸抽滤快速提取方法适合

进行转基因作物的核酸提取和实时荧光检测。

3　讨论与结论
核酸提取是植物转基因检测的基础性、关键性

环节，核酸质量的高低直接影响转基因检测结果的
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图 7　转基因玉米 Bt11 内源基因 zSSIIb 和转化体特异性扩增曲线

准确性 [5]。为了提高转基因检测中核酸提取的速度

和通量，本研究用真空抽滤方法代替离心的方法，改

进了核酸提取技术，发明了非接触式连接装置，组装

了核酸抽滤快速提取装置。经测定，提取的种子核

酸 A260/280 比值在 1.6~2.0 之间，浓度中位值分别

是 66.0ng/μL、67.0ng/μL 和 66.0ng/μL。0.8% 的 琼

脂糖电泳提示核酸完整度好，无降解拖尾。内源基

因扩增表明提取的核酸无扩增抑制物。使用非接触

式连接装置，避免了样品之间产生污染，有利于种子

转基因检测结果质量控制 [6]。

核酸抽滤快速提取技术解决了实验室种子检

测中提取种子样品核酸的技术难题。由于使用了真

空抽滤技术，核酸提取步骤由原来的 14 步减少为

7 步，一次提取所用时间由原来的 142min 缩短到

58min，所需时间减少约 60%，效率提升 140% 以上。

该方法减少了提取环节，提高了核酸提取的效率和

通量，保证了提取纯度。使用了非接触方式抽滤，使

离心管和废液收集管可重复使用，节约了实验耗材，

克服了样品间易污染的难题，可高效助力种子分子

检测。
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