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　　摘要：用高盐低ｐＨ值法、尿素法、ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）法、ＳＤＳ（十二烷基磺酸钠）法、ＰＶＰ（聚乙烯吡咯
烷酮）法提取一年生三七叶的基因组ＤＮＡ，用紫外分光光度法测定提取的 ＤＮＡ浓度，用琼脂糖凝胶电泳法测定提取
的ＤＮＡ质量。结果表明：用 ＣＴＡＢ法提取的基因组 ＤＮＡ含量、得率最高，分别为 ４１．４３４３～４３．２３３６μｇ／ｍＬ、
１１４．８２９５～１２７．２８２４μｇ／ｇ，且Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在标准值范围内，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ小于１．９，有ＲＮＡ污染；ＳＤＳ法、ＰＶＰ法、

尿素法也可以提取基因组ＤＮＡ，但含量较低；高盐低ｐＨ值法提取的ＤＮＡ浓度最低，电泳图基本看不到明显条带。将
这５种方法进行对比，最终确定ＣＴＡＢ法为三七基因组ＤＮＡ的最佳提取方法。
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　　三七（Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ）别称田七、金不换，为五加科人
参属植物，《本草纲目拾遗》中记载：“人参补气第一，三七补

血第一，味同而功亦等，故称人参三七，为中药之最珍贵者”，

可见三七是一种重要而名贵的药材［１］，扬名中外的中成药

“云南白药”和“片仔癀”即以三七为主要原料制成。三七味

甘、微苦，性温，归肝、肾经，具有止血、散瘀、消肿、止痛等功

效。三七的分布范围狭窄，仅分布于２３°３０′Ｎ附近的中、高海
拔地区［２］，中国的三七主产于云南西南的山区，云南省文山

州现在被定为三七的原产地和主产地。三七的栽培条件甚为

苛刻，性喜温凉，一般多栽培于年相对湿度较大的半山区缓坡

地上，忌阳光直射，需透光率为１５％的人工阴棚才可正常生
长，宜在海拔为１５００ｍ左右的地区种植［３］。

植物基因组ＤＮＡ的提取方法具有特殊性，提取难易程度
各不相同，主要影响因素有以下几点：（１）取材种类。不同植
物ＤＮＡ的最佳提取方法不同，如棉花的最佳提取方法是
ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）法［４］，茴香的最佳提取方法

是ＳＤＳ（十二烷基磺酸钠）法［５］。（２）取材部位。已有研究表
明，果树基因组ＤＮＡ提取所需的材料可以是嫩叶、成熟叶、幼
嫩果实、韧皮部及形成层组织等［６］；郭金英等对桃基因组

ＤＮＡ的提取方法及部位进行比较研究发现，从嫩叶和幼嫩果
实中提取的ＤＮＡ产率较高［７］，因此用一般植物的嫩叶可以提

取出较高含量的基因组ＤＮＡ。（３）取材时间。吴少华等在对
木奈基因组ＤＮＡ的提取研究中发现，老叶提取的 ＤＮＡ含量
和质量都不如幼叶［８］；沈向等认为，３月采集的植物幼叶中提
取的ＤＮＡ质量比９月的高［９］；彭建营等提出，取样时间对所

提基因组ＤＮＡ的质量无影响［１０］，但与产量有关，以旺盛生长

期的幼叶或嫩梢尖最佳［６］。

作为孑遗植物，三七中含有大量的酚类和黄酮类物质，因

此提取三七的基因组ＤＮＡ具有一定难度，然而在三七的生理
生化、分子生物学研究中均需要提取基因组 ＤＮＡ，因此开展
三七基因组ＤＮＡ的提取研究具有重要意义。目前，尚无三七
基因组ＤＮＡ提取方法的研究报道，本试验研究了５种提取三
七基因组ＤＮＡ的方法，以期为三七的科学贮藏及其基因组
ＤＮＡ的快速、有效提取提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用的三七叶均采自云南省砚山县苗乡三七实业有

限公司科技园的苗圃（１０４．３２２５°Ｅ，２３．５３０２°Ｎ）。于２０１３年
７月１３日１６：３５从株高（１０．４７５±２．００８）ｃｍ、株间距（５．６７０±
１．３８２）ｃｍ、种植密度（４２３．２００±１５．２９６）ｍ２的三七试验地中
按“１株１叶”的原则均匀采集一年生的三七叶，小心装入纱
布采样袋中直至装满。系好标签牌并标注采集的编号、样品

名称和时间，然后小心放入液氮中保存。

将液氮中保存的三七叶样品于实验室中进行后续处理。

以“后放入先取出”的顺序取出纱布采样袋，先将采样袋拉至

液氮罐口，等采样袋不再往下滴落大量液氮时迅速转移至试

验台上，在台上垫上１层厚纸板，用硬物将袋中的三七幼叶迅
速趁脆打碎至粉状，然后将采样袋中的碎样转移入５０ｍＬ离
心管中，标记好样品名称和时间，置于 －８０℃超低温冰箱保
存备用。重复上述步骤，处理全部样品。试验时所需的叶片

再用液氮进行更细致的研磨。

１．２　试验试剂
高盐低ｐＨ值法提取缓冲液：１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＡｃ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸），５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．５％ ＰＶＰ（聚乙烯
吡咯烷酮），１０ｍｍｏｌ／Ｌβ－ＭＥ（β－巯基乙醇），调节 ｐＨ值至
５．５。

尿素法提取缓冲液：８ｍｍｏｌ／ＬＣＯ（ＮＨ２）２（脲），０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ 值 ８．０），２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
１０ｍｍｏｌ／Ｌβ－ＭＥ，２％ ＰＶＰ。

ＣＴＡＢ法提取缓冲液：５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ值 ８．０），
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０．７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值 ８．０），２０ｍｍｏｌ／Ｌ
β－ＭＥ，１％ ＣＴＡＢ。

ＳＤＳ法提取缓冲液：５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
（ｐＨ值 ８．０），５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值 ８０），１０ｍｍｏｌ／Ｌ
β－ＭＥ。　

ＰＶＰ法提取缓冲液：２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
０．５％ ＳＤＳ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ值８．０）。

其他试剂：５０×ＴＡＥ缓冲液；２．５ｍｏｌ／ＬＫＡｃ，７．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮＨ４Ａｃ，１０％ ＳＤＳ，ＣＨＣｌ３∶Ｃ５Ｈ１２Ｏ（２４∶１），无水 Ｃ２Ｈ５ＯＨ，
（ＣＨ３）２ＣＨＯＨ，７０％ Ｃ２Ｈ５ＯＨ，无菌水。
１．３　试验仪器

ＵＶ－１６０１紫外－可见分光光度计，ＤＨＧ－９０７０Ａ型电热
恒温鼓风干燥箱，ＴＨＥＲＭＯ冷冻高速离心机，ＢＩＯ－ＲＡＤ核酸
蛋白仪，电热式压力蒸汽灭菌器，ＳＡＮＹＯ制冰机，ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ
反渗透纯水系统，ＤＹＹ－１２型电泳仪，ＳＹＮＧＥＮＥ凝胶成像分
析系统，电子天平，微波炉，多头磁力加热搅拌器，数显恒温水

浴锅，中科美菱－８０℃冰箱，伊莱克斯－２０℃冰箱。
１．４　试验方法
１．４．１　基因组ＤＮＡ的提取　在进行试验前，先将试验用的
研钵、烧杯、玻璃棒、溶液进行高压灭菌。用高盐低 ｐＨ值法、
尿素法、ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法和 ＰＶＰ法提取三七叶基因组
ＤＮＡ［５］：取０．２ｇ样品，加入液氮并将样品研磨成粉末，再加
入９００μＬ相应的提取缓冲液；抽提用 ＣＨＣｌ３∶Ｃ５Ｈ１２Ｏ
（２４∶１）；省去了ＲＮａｓｅ。
１．４．２　浓度、纯度及得率检测　取５０μＬ原液，加无菌水至
３ｍＬ以稀释 ６０倍，混匀后用分光光度计在波长 ２３０、２６０、

２８０ｎｍ处测定ＤＮＡ的吸光度，计算ＤＮＡ浓度：
ＤＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）＝Ｄ２６０ｎｍ／０．０２×Ｌ×稀释倍数 ＝

Ｄ２６０ｎｍ×５０μｇ／ｍＬ×稀释倍数。
式中：Ｌ为比色皿光径，１ｃｍ；Ｄ２６０ｎｍ为２６０ｎｍ波长处的吸光
度；０．０２为１ｍＬ溶液内含１μｇＤＮＡ钠盐时的吸光度，

ＤＮＡ得率（μｇ／ｇ）＝ＤＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）×提取的 ＤＮＡ
体积（ｍＬ）／材料质量（ｇ）［１１］。
１．４．３　琼脂糖凝胶电泳　称取０．６ｇ琼脂糖于１００ｍＬ锥形
瓶中，加入１００ｍＬ１×ＴＡＥ稀释缓冲液，用保鲜膜封口以避免
水蒸气过度散失，在保鲜膜上用枪头扎个小孔，使得加热过程

中可以放出少量水汽，以免瓶内压力过大；放入微波炉里加热

约１～２ｍｉｎ至琼脂糖全部熔化，液体变透明，取出摇匀即得
０．６％ 琼脂糖凝胶液。待胶冷却到 ６０℃左右，加入 ５μＬ
ＤＮＡ染料Ｇｏｌｄｖｉｅｗ混匀，倒入１４ｃｍ×６ｃｍ的胶板中，插入
梳子，凝固成胶（胶厚度不超过０．５ｃｍ），将制好的胶放入电
泳槽中点样。

分别取６μＬＤＮＡ样品、４μＬ６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ混匀，在
０．６％琼脂糖凝胶上上样，在１×ＴＡＥ电泳缓冲液中、８Ｖ／ｃｍ
电压下电泳１ｈ，电泳结束后，在凝胶成像系统上观察并拍照。

２　结果与分析

２．１　浓度、纯度及得率
由表１可以看出，ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ浓度、得率最高，

ＤＮＡ得率在１１４．８２９５～１２７．２８２４μｇ／ｇ；其次依次是 ＳＤＳ
法、ＰＶＰ法、尿素法、高盐低 ｐＨ值法，其中最低的 ＤＮＡ得率
在２０μｇ／ｇ左右。

表１　紫外分光光度法检测提取三七基因组ＤＮＡ纯度比较

方法 重复
叶粉鲜质量

（ｇ）
Ｄ２３０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

ＤＮＡ得率
（μｇ／ｇ）

高盐低 １ ０．２１８８ ０．０８２ ０．１５１ ０．０８５ １．８４１４ １．７７６５ ７．５３６３ ２０．６６６３
ｐＨ值法 ２ ０．２０３９ ０．０７８ ０．１４８ ０．０８９ １．８９７４ １．６６２９ ７．３８６５ ２１．７３５７

３ ０．２１７２ ０．０８６ ０．１５６ ０．０９４ １．８１３９ １．６５９５ ７．７８５８ ２１．５０７７
ｘ±ｓ ２１．３０３２±０．４５９９

尿素法 １ ０．２００９ ０．３１４ ０．５９６ ０．３６８ １．８９８１ １．６１９４ ２９．７７９７ ８８．９３８９
２ ０．２１５３ ０．２３３ ０．３９３ ０．２３５ １．６８６７ １．６７２５ １９．６２７２ ５４．６９７３
３ ０．２２０２ ０．１７７ ０．３２５ ０．１８３ １．８３６２ １．７７６０ １６．２６５５ ４４．３２０２
ｘ±ｓ ６２．６５２１±１９．０６４２

ＣＴＡＢ法 １ ０．２１６５ ０．４６６ ０．８２９ ０．４８４ １．７７９０ １．７１２８ ４１．４３４３ １１４．８２９５
２ ０．２０３８ ０．４７３ ０．８６５ ０．４９３ １．８２８８ １．７５４６ ４３．２３３６ １２７．２８２４
３ ０．２０９４ ０．４８１ ０．８４７ ０．４９８ １．７６０９ １．７００８ ４２．３３３９ １２１．３００６
ｘ±ｓ １２１．１３７５±５．０８５２

ＳＤＳ法 １ ０．２１１７ ０．４０７ ０．７８２ ０．４５１ １．９２１４ １．７３３９ ３９．０８５２ １１０．７７５２
２ ０．２０８１ ０．４２１ ０．７７９ ０．４５６ １．８５０４ １．７０８３ ３８．９３５２ １１２．２５９１
３ ０．２０６０ ０．３９７ ０．７１１ ０．３９２ １．７９０９ １．８１３８ ３５．５３６５ １０３．５０４４
ｘ±ｓ １０８．８４６２±３．８２５５

ＰＶＰ法 １ ０．２０２９ ０．３２９ ０．５９３ ０．３４４ １．８０２４ １．７７８３ ２９．６７３０ ８７．７４６７
２ ０．２０９１ ０．３８８ ０．７８８ ０．４６５ ２．０３０９ １．６９４６ ３９．３８５１ １１３．０１３２
３ ０．２１０７ ０．３４８ ０．５７７ ０．３２２ １．６５８０ １．７９１９ ２８．８３７７ ８２．１１９７
ｘ±ｓ ９４．２９３２±１３．５３４９

　　因为ＤＮＡ在紫外区有强吸收，最大吸收波长为２６０ｎｍ，
而蛋白质在２８０ｎｍ波长处有强吸收，因此可以根据 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ大致判断出ＤＮＡ的纯度。纯ＤＮＡ样品的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
应为１．８或在１．７～１．９之间；如果Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值大于１．９，

表明有ＲＮＡ污染；Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ小于１．６，表明样品中存在蛋
白质或酚污染；如果 ＤＮＡ中含有蛋白质，则 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ小
于１．７；如果含有 ＲＮＡ，则 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ大于２．０

［１１］。由表１
可以看出，ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法和ＰＶＰ法提取的三七基因组ＤＮＡ
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的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在１．７～１．９之间或十分接近，属于标准范
围，表明提取所得的ＤＮＡ较纯；高盐低 ｐＨ值法、尿素法提取
的三七基因组 ＤＮＡ中分别只有１个重复在１．７～１．９之间，
其余的均在 １．６左右，说明所提取的 ＤＮＡ不是很纯。
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ应大于２．０，如果Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值小于２．０，表明
溶液中有残存的盐和小分子杂质，如核苷酸、氨基酸、酚等。５
种方法提取的ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ几乎均小于２．０（除 ＰＶＰ
法的重复２），说明有残存盐和小分子杂质污染，如核苷酸、氨
基酸、酚等。

２．２　琼脂糖凝胶电泳检测结果
电泳检测结果与紫外分光光度法检测结果基本一致。由

图１可以看出，除了高盐低ｐＨ值法提取的 ＤＮＡ浓度无明显
特征带外，其余 ４种方法均呈现出或明或暗的条带，其中
ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ条带最亮，其次是 ＳＤＳ法，尿素法和
ＰＶＰ法提取的 ＤＮＡ条带较暗。但是 ＣＴＡＢ法和 ＳＤＳ法提取
ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ没有达到标准的１．８，表明有ＲＮＡ污染，
最可能的原因是没有进行ＲＮａｓｅ处理。

３　结论与讨论

用５种不同提取方法均能提取出基因组 ＤＮＡ，但浓度和
得率有些差别，从高到低依次是 ＣＴＡＢ法 ＞ＳＤＳ法 ＞ＰＶＰ法
＞尿素法 ＞高盐低 ｐＨ值法。５种方法的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ（除
ＰＶＰ法的处理２）均小于２．０，说明有残存盐和小分子杂质污
染，如核苷酸、氨基酸、酚等。高盐低 ｐＨ值法的重复２、重复
３，尿素法的重复１、重复２，ＰＶＰ法的重复２的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均
不在１．７～１．９之间，但也不小于１．６，说明只是略有杂质污
染。本试验较陈莉等用 ＣＴＡＢ法和 ＳＤＳ法提取的三七 ＤＮＡ
的浓度和得率［１２］高，可能是由采摘地点和时间差异造成的。

获得高质量的ＤＮＡ样品是对相应的试验材料进行分子
生物学研究的关键性步骤，也对探索适合某种特定研究材料

的ＤＮＡ提取途径具有重要意义。影响ＤＮＡ提取质量的因素
很多，主要是多糖、酚类、蛋白质、ＲＮＡ等，因此提取纯化植物
ＤＮＡ的关键就在于如何高效简便地去除多糖、多酚、蛋白质、
ＲＮＡ等物质。目前，国内外已有一些相关的报道，如多糖的
污染是提取植物ＤＮＡ时常遇到的一个棘手问题［１３－１５］，可采

用的方法有：加入高浓度的 ＫＡｃ；在１．０～２．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的
高盐ＴＥ缓冲液中用无水乙醇沉淀 ＤＮＡ；沉淀 ＤＮＡ时，将
ＮａＣｌ的浓度提高至２．５ｍｏｌ／Ｌ；将ＤＮＡ沉淀重悬于３０％乙醇
中，于４℃放置过夜，离心后取上清液，加无水乙醇至乙醇浓
度为８０％，重新沉淀 ＤＮＡ；在裂解细胞前用不含 ＣＴＡＢ的提
取缓冲液去除细胞质中大多数生化成分，排除多酚类等杂质

干扰；先用水饱和乙醚及１．２～１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液去除大部
分多糖，再用２倍乙醇沉淀ＤＮＡ，去除沉淀［１６］。

本研究对三七幼叶ＤＮＡ的提取方法进行了探索和改进，
采用常用的提取植物基因组ＤＮＡ的ＣＴＡＢ法和ＳＤＳ法，以及
高盐低 ｐＨ值法、尿素法和 ＰＶＰ法提取三七幼叶基因组
ＤＮＡ，这５种方法对核苷酸、氨基酸、酚等小分子杂质及蛋白
质的去除效果都较好，但ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ质量和产量更
佳，各项指标明显好于其他４种方法。
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