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摘 要! 研究了玉米单粒种子 +,- 的提取新方法"利用该方法提取 +,-"液氮#研磨#离心#沉淀#.+.#/0-1
及氯仿都不用"一个工作人员提取 !"" 粒种子’! 个检测样品2+,- 只需 3" 456 左右"一天可以提取 !&"" 粒种子7!&
个检测样品2的 +,-"并且提取的 +,- 分子量大"不降解"完全可以满足利用 ..8 分子标记进行 +,- 指纹分析的需

要"为 +,- 指纹技术在玉米种子纯度及真伪快速鉴定中的广泛应用解决了关键性技术难题$

关键词! 玉米%单粒种子%+,- 提取%..8 分子标记
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+,- 指纹技术的诞生"对于玉米种子纯度和真

伪鉴定来说"是一场技术革命"解决了过去一些玉米

品种利用同工酶和蛋白质电泳技术无法进行纯度鉴

定的难题$ 然而 +,- 指纹技术能否得到普及和推

广"+,- 快速提取技术是关键" 因此国内外学者一

直没有停止对 +,- 快速提取方法的研究$但是目前

应用的方法提取时间仍然偏长" 不能适应玉米种子

纯度快速鉴定的需要$因此"本文尝试研究出一种新

的玉米单粒种子 +,- 提取方法"不仅能进一步提高

+,- 的提取速度" 而且提取的 +,- 又能完全满足

..8 分子标记的需要"解决 +,- 指纹技术在玉米种

子纯度快速鉴定中应用存在的关键性技术难题$
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! 材料与方法

7!2实验材料$ 京科 !# 种子 !" 粒"母本 %*#3 种

子 # 粒"父本 1- 种子 # 粒$
7(2+,- 提取$ 将每一粒干种子的胚取下"分别

放入 %& 孔深孔板中"每孔加入 !#" !b 提取液7"9![
,E<C""9!c溴酚蓝2"盖上封口膜"沸水加热 # 456"
然后每孔分别加入 !#" !b 0^ 缓冲液7LC(9"2"放在

]d冰箱保存备用$
利用 !9"e琼脂糖凝胶电泳"溴乙锭染色"紫外

灯下观察照相"检测 +,- 质量$
732引物$ 本试验采用的 ..8 引物由上海生工

合成$
7]2..8 反应体系$ (" !b 反应液中包括!!" 44Q?

fb 0D5T$C/?"#" 44Q? fb g/?""9""!e:H?EO56"(9# 44Q? f
b [>/?(""9!& 44Q? f b ] M ,0h""9(# !4Q? f b ..8 引

物"! 单位 0EW +,- 聚合酶"( !b +,- 模板$
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!"#$$% 反应程序! &’% 扩增在 &(’)*++ &’% 仪

,-. %/0/1234# 上进行! 反应程序为"5"6预变性 7
89:#一个循环$5;6变性 ;+ 0#""6退火 <" 0#=76延

伸 ;" 0#共 <+ 个循环$最后在 =76延伸 = 89:%
!>#电泳! &’% 产物变性后在 ;?"@测序胶上分

离! 预电泳 A" B&7+ 89:$电泳 A+ B&7+ 89:%
,=#银染% *+@冰醋酸固定 < 89:$双蒸水快速漂

洗 * 次&不超过 *+ 0$+?7@CDEF< 溶液染色 " 89:$显

影液,<@E1FG&+?"@甲醛#显影$*+@冰醋酸定影%

7 结果与分析

!"# $%& 质量

每管吸取 *" !H IEC& 分别加入 " !H 溴酚蓝&
用 *@琼脂糖电泳检测 IEC 质量,图 *#% 从图 * 中

可以看出& 虽然用快速提取方法在提取 IEC 的过

程中&没有用液氮碾磨&没有用氯仿’$I$ 等试剂&
没有离心&没有沉淀&但是提取出来的 IEC 却没有

降解!

* J " 号为母本 5A"< 的 IEC&> J *" 为京科 *" 的 IEC&*> J 7+ 为父本 KC 的 IEC

图 ’ 用快速方法提取的 $%& 质量

!"! (() 分析结果

将上述 IEC 一起进行 $$% 分析,图 7#&尽管用

快速方法提取的 IEC 中含有多种杂质& 如多糖’蛋

白质’叶绿素等&但是并不影响 &’% 扩增&即对 $$%
分析结果没有影响! 从图 7 上可以看出&京科 *" 母

本 5A"< 和父本 KC 都只有一条带& 母本带分子量

大&父本带分子量小&而京科 *" 的带型为父母本互

补&有两条带&带型清晰! 因此&用快速方法提取的

IEC 质 量 完 全 可 以 满 足 利 用 $$% 分 子 标 记 进 行

IEC 指纹分析的需要!

* J " 号为母本 5A"< 的指纹&> J *" 为京科 *" 的指纹&*> J 7+ 为父本 KC 的指纹

图 ! 利用新方法提取的 $%& (() 分析结果

< 讨 论

利用本文介绍的玉米单粒种子 IEC 提取新方

法&提取的 IEC 仍然能够满足 $$% 分析的需要&最

关键的是速度快&一个人提取 *++ 粒种子的 IEC 只

需 <+ 89: 左右& 一人一个工作日可以提取 * >++ 粒

种子,*> 个种子样品#的 IEC! 因此&经过改进 IEC
提取方法&优化 &’% 反应程序&简化银染技术&要分

析一个玉米种子样品,*++ 粒种子#的纯度&从 IEC
提取&到 &’% 扩增&经过电泳&染色&到最后统计出

结果&总共只需 ; 4 左右! 与目前普遍应用的同工酶

和蛋白质电泳技术相比&IEC 指纹技术已经成为室

内检测玉米种子纯度的最快方法!

虽然利用快速提取新方法提取的 IEC 没有降

解&但是由于存在多糖’蛋白质’叶绿素等细胞内含

物杂质以及 E1L’(290)G’M’NI(C 等化学物质& 因此

扩增时 IEC 用量不宜过多&7 J < !H 比较合适&如

果 IEC 用量过大& 容易造成反应体系中杂质过多&
影响扩增&容易发生有些管扩增不出来的现象&并且

IEC 用量越大&缺管数量就越多!
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遗传力相近!而产量的狭义遗传力却较小# 因此!优

良玉米自交系的选育应从穗部产量相关性状着手!
通过穗行数$穗位高$株高$行粒数$穗粗的选择来获

得优良的玉米自交系#

a

性 状 产 量 株 高 穗位高 穗 长 穗 粗 穗行数 行粒数 千粒重

一般配合力方差 "K$+M [,$+O [-$"- N"$-, NM$-, ["$[" NN$NN -O$.O
特殊配合力方差 N,$M" .K$MO .O$NN "N$N, "+$N, .N$.M ""$"- O-$[O
广义遗传力 ["$O. [,$-" [K$M+ [O$+M [O$-, K.$," [[$"+ [.$-.
狭义遗传力 "+$[, N-$O- MO$NM O-$,M OM$ON MN$". O[$[M "N$MN

表 ! 各性状配合力方差及亲本遗传力分析

" 讨 论

/._根据产量等 [ 个性状的一般配合力效应值

估算! 得出参试的 .- 个宁夏自育玉米自交系的产

量$株高$穗位高的 \P’ 均小于掖 O+.,N 的 \P’!
仅有宁 O[$宁 M,$宁 N. 的 \P’ 与郑 ++ 的 \P’ 相

近! 说明宁夏自育的玉米自交系在丰产性上还有一

定的差距! 主要原因可能是为避免套种条件下高密

度引起的倒伏!在株高和穗位高性状上选择较强!造

成植株偏低生物产量不足% 而在穗长$ 穗粗上!宁

O[$宁 [O 具有较高的 \P’%在穗行数上!宁 M, 具有

较高的 \P’%在千粒重上!宁 [O$宁 "N$宁 N, 具有

较高的 \P’#
/+_产量 (P’ 较 P]/掖 O+.,Nb掖 -M[_大的组合

有 - 个!仅占参试组合的 Oa!说明在现有育种材料

下!育成新品种是较为困难的!必须拓宽现有种质的

遗传基础!引进和筛选新的玉米自交系!是宁夏玉米

育种的关键#
/"_各性状的广义遗传力相近!而产量的狭义遗

传力却较小#因此!优良玉米自交系的选育应从穗部

产量相关性状着手!通过穗行数$穗位高$株高$行粒

数$ 穗粗的选择来获得优良的玉米自交系# 产量

(P’ 与 各 性 状 (P’ 相 关 性 大 小 依 次 为 行 粒 数$穗

长$穗粗$千粒重$株高$穗位高$穗行数#
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