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摘要  建立简便、快速和无损种子连续取样技术流程及基因型鉴定技术体系, 可节约种植成本及缩短鉴定周期, 提高基因

功能研究和育种效率。该研究利用微型电钻和空气泵等简单装置设计了一种连续且无损钻取大豆(Glycine max)种子组织的

方法, 并优化了利用384深孔微孔板高通量提取DNA及基因型鉴定技术体系。该方法也可用于水稻(Oryza sativa)和玉米

(Zea mays)等多种主要作物的种子取样及基因型鉴定。 
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随着后基因组时代的到来, 主要农作物种子纯度

及品种鉴别、基因组功能研究和分子育种均需进行大

样本的基因型鉴定。最初, 人们采用整体粉碎种子的

方法鉴定种子的基因型。后来, 有专家尝试用手术刀

将小麦(Triticum aestivum)种子胚乳端切下约50%, 

然后提取DNA (即半种子法) (McCarthy et al., 2002); 

King等(2014)则用剃须刀片将十分之一的种子收集

至96孔板中。但无论是用手术刀切取种子还是用剃须

刀片收集样品效率均较低。Von Post等 (2003)及 

Kamiya和Kiguchi (2003)发明了钻孔法(适用于体积

相对较大的植物种子), 并在大麦(Hordeum vulgare)

和大豆(Glycine max)中加以应用, 但因不能连续取

样, 影响了其整体效率。近年来, 随着大豆等作物基

因功能的研究及分子设计育种的发展 (薛勇彪等 , 

2015), 建立大容量、快速且无损种子钻取方法及其

基因型鉴定技术体系势在必行。本研究利用微型电

钻、移液枪头及空气泵等简单装置, 设计了一种快速

且无损大豆种子的连续钻取方法及后续DNA制备技

术, 可用于高通量基因型鉴定等下游工作。此外, 应

用该技术取样后的大豆等作物种子能够正常发芽和

生长, 可节省田间种植空间与时间, 提高育种效率。 

1  植物材料 

实验材料包括大豆(Glycine max L.) Harosoy近等基

因系Harosoy-E1 (L68-694、E1e2E3E4e5和PI547- 

707)和Harosoy (e1) (L58-266、e1e2E3E4e5和PI547- 

676), 及其建立的F2代遗传和衍生群体。 

2  仪器设备 

包括电钻(钻头直径约0.9–1.3 mm, EYELA mini DC 

stirrer 3S, 东京理化器械株式会社, 日本)、稳定气压

空气压缩泵(奥突斯1100W-40L型, 浙江省台州市)、

离心机(DD-5M, 湘仪)、回旋式振荡器(HY-5, 荣华仪

器制造有限公司 )、PCR仪 (SimpliAmp, Applied 

Biosystems)、水浴锅(HH600, 茂祥仪器设备厂)、聚

丙烯384透明底白色深孔方型微孔板(每孔容积约为

240 μL) (Corning)和普通5 mL移液器吸头。 

3  试剂 

包括CTAB (十六烷基三甲基溴化铵, 上海生工)溶

液、1.5% CTAB、1.4 mol·L–1 NaCl、100 mmol·L–1 

Tris-HCl (pH8.0)、20 mmol·L–1 EDTA (4 mL 0.5 mol 

·技术方法· 
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Stock·(100 mL)–1)、1% PVP-40和CIA溶液(在氯仿中

加入1/24异戊醇)。 

4  大豆种子取样和基因型鉴定方法 

4.1  取样技术流程 

快速、无损大豆种子钻取流程如图1所示。为减少样

品交叉污染, 先在深孔方型微孔板上覆盖1层锡箔纸, 

然后轻压以凸现微孔位置。再将微型电钻固定在水平

台面上, 左手持5 mL移液枪头(用无名指抵住枪头底

部), 右手拿种子, 调好种子的种胚与钻头的相对位

置, 以免在钻取胚乳组织时导致种胚部分受到损伤

(图1A)。钻取时, 将转速调至每分钟180–200转, 待

钻头深入至种子胚乳部分时, 左手将移液枪头的粗端

移置钻头下, 用枪头管收集5.85–9.75 mg的大豆胚

乳组织。收集完成后, 将5 mL移液枪头近水平放置

(图1B), 移液枪头的顶端对准384深孔板的相应孔后, 

用枪头刺破锡箔纸, 轻弹枪头数下, 使胚乳组织落入

384深孔板中(图1C)。一列样品取样完成后, 用胶带

将锡箔纸上的孔贴上, 防止放置下一列样品时交叉污

染(图1D)。重复上述步骤, 直至完成所有种子取样。

注意每完成1个种子取样均需用高压气流清除钻头、

移液枪头及手套上残留的样品(图1E, F)。将钻取后的

种子编号或顺序放入96孔板的培养板中。1个384样

品板取样完成后, 低速离心, 使样品沉降于底部。 

4.2  DNA提取 

揭开已完成取样的384深孔板表面的锡箔纸, 用连续

加样器向每孔加入85 μL CTAB溶液, 低速离心, 使

植物样品与溶液均沉降于底部, 并去除气泡, 贴上锡

箔封板膜。在摇床(每分钟60转)中60°C恒温水浴30

分钟, 半小时后取出至60°C带有水平振荡装置的恒

温箱中, 低速振荡1.5小时。取出并冷却至室温后加入

75 μL CIA (氯仿:异戊醇=24:1, (v/v)), 室温下在水 

 

 
 

图1  种子钻孔和样品采集过程 

(A) 种子组织的钻取; (B) 移液枪头收集种子组织; (C) 钻取种子组织并转移至384深孔板中; (D) 一列取样完成后贴胶带保护; (E) 

钻头的清洁; (F) 移液枪头和手套的清洁; (G) 钻孔后的大豆种子; (H) 钻孔大豆种子播种后14天的幼苗。中间部分为整体流程简图, 

种子取样经钻取、转移和清洁3个步骤, 再进行下一个种子的钻取。 

 
Figure 1  Procedure for seed drilling and sample collection 
(A) Drilling of seed tissue; (B) Dilled tissue was collected by a pipette tip; (C) Transferring into a 384 deep-well plate; (D) When all 
wells in a row of the 384 deep-well plate were filled, the row will be sealed with a sticky tape; (E) Cleaning of the driller; (F) 
Cleaning of the tip and gloves; (G) Appearance of drilled seed; (H) Seedling of drilled seed (14 days after being sown). In the 
middle panel, the whole procedure is shown, in which seed sampling is performed by drilling, transferring and cleaning before 
proceeding to the next one. 
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平摇床上摇2小时; 2 500 ×g离心45分钟。 

用8连枪或12连枪吸取50 μL上清液至384深孔

板, 加入30 μL异丙酮; 2 500 ×g离心60分钟; 150 ×g

倒置离心数秒; 之后, 加入10 μL 70%无水乙醇; 150 ×g 

倒置离心数秒。室温放置5–10分钟, 直至沉淀晾干; 

加入约50 μL (视沉淀大小而定)含RNase的TE溶液, 

完全溶解DNA。  

4.3  PCR反应及电泳 

DNA模板准备: 用8连移液枪吸取1 μL 384深孔板中

的DNA至384 PCR板中 , 每孔的PCR反应液包括 : 

0.8 μL 10×不含镁离子的PCR缓冲液(TaKaRa, Ja- 

pan), 0.8 μL dNTP (TaKaRa, Japan), 0.3 μL MgCl2
溶液(TaKaRa, Japan), 第1对PCR引物(含10 μmol· 

L–1 Satt557正向引物以及10 μmol·L–1 Satt557反向

引物) 0.3 μL, 第2对PCR引物(含10 μmol·L–1 S8正向

引物以及10 μmol·L–1 S8反向引物) 0.3 μL, 0.1 μL 

TaKaRa ExTaq酶(TaKaRa, Japan)。加入灭菌超纯

水(ddH2O)至8 μL。 

PCR反应条件: 95°C预变性5分钟; 95°C变性1分

钟 , 52°C退火1分钟 , 68°C延伸1分钟 , 32个循环 ; 

72°C延伸5分钟; 4°C保存。 

电泳及显色: 凝胶(分离胶浓度为13%, 浓缩胶

浓度为5%)用Vistra Green (Amersham Pharmacia 

Biotech, UK)染色后, 在FluorI-mager 585仪器(Amer-

sham Pharmacia Biotech)上 , 使用HEGS (high- 

efficiency genome scanning)系统(Xia et al., 2007)

扫描成像。 
 

 
 

图2  大豆遗传群体经种子钻取及DNA制备后的基因型鉴定 

利用Satt557和S8两对引物进行单管PCR能准确鉴定两分子标记间的重组个体(箭头)。M: 分子质量标准品ΦX174 HaeIII; 1–19: 

Harosoy-E1与Harosoy (e1)杂交的F2群体(在每个泳道底部标注有每个个体2个分子标记的基因型)。 
 

Figure 2  Genotyping of a soybean genetic population through seed-drilling and thereafter DNA extraction 
Accurate identification of recombinant occuring between two markers, Satt557 and S8, using one tube PCR (arrow). M: Molecu- 
lar weight marker ΦX174 HaeIII; 1–19: F2 population that were derived from Harosoy-E1 × Harosoy (e1) (the genotypes of each 
individual were indicated at the bottom of each lane). 
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5  应用实例 

5.1  大豆生育期基因克隆 

本研究建立的取样方法只需利用简单的设备即可实

现连续钻取和收集种子组织样品, 同时保持种子的发

芽势。钻取的种子组织无须粉碎, 可直接用于高通量

DNA提取与基因型鉴定(图1)。与现有钻孔法(Kamiya 

and Kiguchi, 2003; 程文等, 2016)相比, 钻取效率明

显提高。使用该方法, 每人每日可累计钻取大豆种子

组织样品384样品板4–6块, 相当于1 500–2 300粒大

豆种子。 

采用图位克隆法分离生育期基因E1时, 需要从

大量个体中筛选出遗传重组体。E1基因位于着丝点附

近, 重组率很低。若能够在种子阶段明确大豆的基因

型, 筛选E1区域的重组体则可节省大量田间种植时

间与空间。按照上述方法, 我们采集了36块384孔板, 

约13 824粒种子的组织样品; 使用CTAB抽提法提取

种子DNA, 获得了13 761粒种子的基因型信息, 成功

鉴定出了10个遗传重组体。两对引物的单管式

(one-tube) PCR结果见图2。在高通量鉴定系统中, 

两引物相互间无影响。采用Satt557扩增的近等基因

系Harosoy-E1和Harosoy (e1)间只有3个SNP差异, 

在基因型鉴定系统中也能很好地区分开来。采用S8

扩增的PCR产物较Satt557短, 故可根据1个样品两

引物间的基因型迅速确定重组体。播种使用种子法鉴

定后的种子, 对所获植株叶片进行取样, 分别验证

Satt557和S8, 结果与种子基因型鉴定一致(图3)。在

所验证的600个个体中成功率达100%; 并根据鉴定

出的10个重组体 , 成功克隆了E1基因 (Xia et al., 

2012)。 

5.2  水稻、大豆及玉米种子与钻头的选配 

本方法可用于水稻(Oryza sativa)、小粒大豆农家品种

和玉米(Zea mays)等多种作物种子的取样。基于我们

的试验, 水稻和小粒大豆分别宜选用直径为0.9–1.1

和1.1 mm的钻头; 大粒大豆和玉米则宜选用直径为

1.2–1.3 mm的钻头(图4)。 

5.3  钻取样本的DNA提取 

本方法所需设备简单, 一般研究室或育种单位均可配

备; 并可根据样本容量和下游应用途径选择使用384

孔深孔板或96孔深孔板。取样后的种子的发芽率和生

长率与正常种子相似。对于特殊的种子, 为防止其吸

水过快和萌发过程中病原菌入侵可用蜡封闭钻孔口 
 

 
 

图3  种子钻孔法鉴定结果的验证 

钻孔的大豆种子出苗后, 提取其叶片DNA进行相关引物的基因型鉴定, 以验证种子基因型鉴定结果的准确性。上部和下部凝胶图分

别为Satt557和S8的验证结果(底部标注了2个分子标记的基因型)。 
 

Figure 3  Verification of genotyping results obtained through seed-drilling 
DNA were extracted from leaves of the plants that were developed from the drilled seeds, thereafter genotyping of Satt557 and 
S8 were performed to verify the accuracy of genotyping data of seed. The upper and the bottom gels are shown the genotyping 
result of Satt557 and S8, respectively (the genotypes of each individual were indicated at the bottom of each lane).  
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图4  水稻、大豆和玉米种子大小及对应钻头型号 

(A) 水稻种子(平均钻孔深度为(1.52±0.12) mm, 直径0.9 mm的钻头获取的平均组织重量为(1.54±0.12) mg, 直径1.1 mm的钻头获

取的平均组织重量为(2.30±0.18) mg); (B) 小粒大豆种子(平均钻孔深度为(3.88±0.37) mm, 直径1.1 mm的钻头获取的平均组织重

量为(5.85±0.99) mg, 直径1.2 mm的钻头获取的平均组织重量为(6.96±0.66) mg); (C) 大粒大豆种子(平均钻孔深度为(4.63±0.43) 

mm, 直径1.2 mm的钻头获取的平均组织重量为(8.31±0.79) mg, 直径1.3 mm的钻头获取的平均组织重量为(9.75±0.92) mg)。(D) 

玉米种子(平均钻孔深度为(3.78±0.46) mm, 直径1.2 mm的钻头获取的平均组织重量为(6.79±0.83) mg, 直径1.3 mm的钻头获取的

平均组织重量为(7.97±0.98) mg)。 

 
Figure 4  The seed dimensions of rice, soybean and maize and the selection of their appropriate drillers  
(A) Rice seed (average drilling depth is (1.52±0.12) mm; average acquired tissue weight is (1.54±0.12) mg for the 0.9 mm diame- 
ter driller; average acquired tissue weight is (2.30±0.18) mg for the 1.1 mm diameter driller). (B) Soybean seed (small size) 
(average drilling depth is (3.88±0.37) mm; average acquired tissue weight is (5.85±0.99) mg for the 1.1 mm diameter driller; 
average acquired tissue weight is (6.96±0.66) mg for the 1.2 mm diameter driller). (C) Soybean seed (large size) (average drilling 
depth is (4.63±0.43) mm; average acquired tissue weight is (8.31±0.79) mg for the 1.2 mm diameter driller; average acquired 
tissue weight is (9.75±0.92) mg for the 1.3 mm diameter driller). (D) Maize seed (average drilling depth is (3.78±0.46) mm; avera- 
ge acquired tissue weight is (6.79±0.83) mg for the 1.2 mm diameter driller; average acquired tissue weight is (7.97±0.98) mg for 
the 1.3 mm diameter driller. 

 

(将蜡烛在孔口摩擦即可, 不要点燃蜡烛)。如需大量

和高质量的DNA, 可适当加大钻取的植物组织量, 用

每孔为2 mL的96孔深孔板取样和DNA提取(使用含有

蛋白酶K的提取液(能使植物组织中的蛋白质完全消

化)) (Kamiya and Kiguchi, 2003)。 

6  注意事项 

(1) 钻取过程中可能出现静电, 影响组织的钻取和转

移。此时, 可选用新的枪头或将移液枪头与较大体积

的金属接触, 释放静电。 

(2) 为避免样品污染, 不收集种皮组织; 并且每钻取

完1粒种子, 用空气泵中的气流清除钻头、移液枪头

和手套上残留的组织样品, 或用乙醇擦拭上述物品。

此外, 选用适量扩增效果好的引物, PCR反应的循环

数不超过30。 

(3) 用CTAB溶液等不含蛋白酶的提取液提取DNA时, 

因钻取样品较多, 会出现少量白色胶状物(主要是蛋

白质), 一定程度上影响样品的转移效率, 使个别样品

的基因型鉴定失败。此时, 可适当减少钻取的组织量。

在克隆大豆生育期基因过程中, 我们鉴定的36块384

孔板的13 824粒大豆种子中, 有61粒的基因型鉴定失

败, 占比约0.44%, 不影响整体基因型的鉴定效果。 

(4) 下游的DNA提取及PCR均使用384孔板(或96孔

板), 以提高基因型的鉴定效率。 

(5) 将钻取的种子按顺序放置在样品板中, 可在基因

型鉴定后迅速找出所需种子。 

(6) 在钻取其它植物种子时, 需先对钻头直径、转速

和钻孔深度进行预试验, 并根据试验目的选择相应的

DNA提取和基因型鉴定技术。 
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A Rapid, Non-destructive and Continuous Sampling Technique and 
DNA Extraction for Soybean Seed 

Zhengjun Xia1*, Yuzhuo Li1, 2, Jinlong Zhu1, Hongyan Wu1, Kun Xu1, Hong Zhai1 
1Northeast Institute of Geography and Agroecology, the Innovative Academy of Seed Design, Chinese Academy of  

Sciences, Harbin 150081, China; 2University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

Abstract  Establishment of a simple, quick, non-destructive, and continuous sampling procedure, can save planting cost 

and accelerate gene functional analysis and breeding procedures. In this study, we created a rapid, non-destructive, and 

continuous sampling technique using micro electric driller and air pump. We also optimized the high throughput DNA 

extraction method for the 384 deep-well plate and genotyping method. Furthermore, this technique could be applied in 

rice, maize and other crops for seed sampling and high throughput genotyping. 
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