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　　摘要：以景天三七药材为材料，分别采用改良ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、高盐低 ｐＨ法对其 ＤＮＡ进行提取并检测，旨在建
立一种适合中药材景天三七的ＤＮＡ提取方法。结果表明，改良ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ浓度为２９０μｇ／ｍＬ，电泳条带最
亮，无拖尾现象，在浓度和纯度方面均优于其他２种方法，并可用于ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增，改良ＣＴＡＢ法是中药材景天三七
ＤＮＡ提取的最佳方法。
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　　目前，分子生物学技术在中药材研究中广泛应用，如药用
植物的亲缘与进化关系、种质鉴定、分类和提取［１－３］等，而

ＤＮＡ的分离纯化是中药材分子生物学研究的基础。但商品
药材经过干燥、加工、贮藏等过程，ＤＮＡ会出现不同程度的降
解；同时，由于中药材中的小分子次生物质，如有机酸、萜类、

香豆素、鞣质、黄酮等含酚羟基化合物，氧化后容易与ＤＮＡ结
合，引起ＤＮＡ降解，而其中存在的多糖由于与ＤＮＡ同属于大
分子化合物，在一般提取过程中很难完全去除，因此，针对不同

药材进行ＤＮＡ提取方法的探索是有必要的。所以，本研究以
市售景天三七（ＳｅｄｕｍａｉｚｏｏｎＬ．）干品药材和新鲜嫩叶为材料，
采用改良ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、高盐低 ｐＨ法提取干品景天三七
ＤＮＡ，并对３种提取结果进行比较分析，选出适合中药材景天
三七的简便、快速、高纯度的ＤＮＡ提取方法，为中药材景天三
七的遗传多样性、种质鉴定等分子水平的研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
中药材景天三七购自同仁堂药店，嫩叶取自运城学院栽

种的中药材景天三七。

１．２　试剂
ＣＴＡＢ、ＳＤＳ、ＰＶＰ、ＮａＣｌ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．０）、ＥＤＴＡ、

ＫＡｃ、Ｔｒｉｓ饱和酚、β－巯基乙醇、异戊醇、异丙醇购自北京拜
尔迪生物技术有限公司，ＲＮａｓｅ、ＰｒｉｍｅｒＵＢＣ８９１、Ｔａｑ聚合酶
等试剂均购自上海生工生物工程技术有限公司。

１．３　ＤＮＡ提取方法
１．３．１　改良ＣＴＡＢ法　材料加入液氮充分研磨后转入离心
管，加入６５℃预热的ＣＴＡＢ缓冲液，２μＬβ－巯基乙醇，充分
混匀；６５℃温浴３０～４５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ；上
清液加入等体积酚 ∶三氯甲烷 ∶异戊醇（２５∶２４∶１）充分混
匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ；取上清液，重复以上步骤

１～２次，直到界面清晰为止；上清液加入等体积的三氯甲
烷 ∶异戊醇（２４∶１）充分混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ；
上清液加入２～３倍体积的 －２０℃预冷无水乙醇，于 －２０℃
静置３０ｍｉｎ，沉淀用７０％乙醇洗２次后加入５０μＬＴＥ溶解，
加入ＲＮａｓｅ于３７℃温浴１ｈ，４℃保存。
１．３．２　ＳＤＳ法　材料加入液氮充分研磨后转入离心管，加入
６５℃预热的ＳＤＳ缓冲液，２μＬβ－疏基乙醇，充分混匀，６５℃
温浴３０～４５ｍｉｎ；取出冷却至室温后加入 ５００μＬ５ｍｏｌ／Ｌ
ＫＡｃ，充分混匀，冰浴２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；上清
液加入等体积的三氯甲烷 ∶异戊醇（２４∶１），混匀，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；重复抽提１次，上清液加入２／３体
积的 －２０℃预冷的异丙醇，混匀，－２０℃沉降 ３０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；上清液加入２００μＬ的７０％乙醇和
无水乙醇各洗涤沉淀２次，沉淀晾干后加入３０μＬＴＥ溶解，
加入ＲＮａｓｅ于３７℃水浴锅中恒温４５ｍｉｎ，４℃保存备用。
１．３．３　高盐低 ｐＨ法　材料加入液氮充分研磨后转入离心
管，加入５６℃预热的２％ ＳＤＳ缓冲液，２μＬβ－巯基乙醇，充
分混匀，５６℃温浴３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ；上清
液加入等体积的三氯甲烷：异戊醇（２４∶１），充分混匀，
１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ；上清液加入 １倍体积的异丙
醇，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；沉淀的 ＤＮＡ用７０％乙醇洗２
次，晾干后加入５０μＬＴＥ，加入ＲＮａｓｅ于３７℃温浴１ｈ，４℃
保存。

１．４　ＤＮＡ质量检验
１．４．１　紫外检测　将所得 ＤＮＡ提取液稀释 １００倍后，用
ＵＶ１１０２紫外分光光度计分别测定２３０ｎｍ、２６０ｎｍ及２８０ｎｍ
处的吸光度。根据 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值判断 ＤＮＡ纯度，以 Ｄ２６０ｎｍ
的值计算ＤＮＡ浓度。
１．４．２　琼脂糖凝胶电泳检测　将所得 ＤＮＡ于１％琼脂糖凝
胶中进行电泳，在ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶系统下观察、拍照。
１．４．３　ＰＣＲ扩增检测　以改良 ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ为模
板，用ＩＳＳＲ引物 ＵＢＣ８９１进行 ＰＣＲ扩增。２５μＬ反应体系
中，含３０～５０ｎｇ模板 ＤＮＡ，１．５ＵＴａｑ酶，１×ＰＣＲ缓冲液，
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，４种ｄＮＴＰｓ各１５０μｍｏｌ／Ｌ，０．５μｍｏｌ／Ｌ引
物，加水至 ２５μＬ。扩增产物以 １．２％琼脂糖凝胶电泳，
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ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像分析系统拍照、分析。

２　结果与分析

２．１　紫外检测
景天三七含有较多的糖类、鞣质、生物碱、黄酮类等化合

物，ＤＮＡ提取过程中如不能很好地除去这些化合物，会导致
分离出的ＤＮＡ因结合了这些化合物而呈棕褐色，而不能用于
ＰＣＲ扩增、酶切等分子生物学研究。本试验采用的上述３种
方法所得ＤＮＡ溶液都为浅黄色，说明这３种方法能有效地去
除细胞内杂质，抑制次生代谢物与ＤＮＡ结合。

采用３种方法提取的景天三七中药全草及新鲜嫩片
ＤＮＡ溶液，分别用紫外分光光度计进行纯度及浓度的检测，
试验结果见表１、表２。
　　由表１可知：改良ＣＴＡＢ法和高盐低ｐＨ法提取的中药材
景天三七基因组ＤＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值分别为１．７５和１．７６，纯
度都较高，而改良 ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ浓度更高；ＳＤＳ法提
取的ＤＮＡ纯度稍低，其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１．７２，也接近１．８。
表明这３种方法均可以提取到纯度较好的 ＤＮＡ，改良 ＣＴＡＢ
法提取的ＤＮＡ浓度最高。

表１　中药材景天三七基因组ＤＮＡ提取纯度及浓度

提取方法 重复 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ

ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

ＣＴＡＢ法 １ ０．０５６ ０．０３２ １．７３ ２８０
２ ０．０６ ０．０３４ １．７８ ３００
３ ０．０５８ ０．０３３ １．７５ ２９０
平均 ０．０５８ ０．０３３ １．７５ ２９０

ＳＤＳ法 １ ０．０４２ ０．０２４ １．７２ ２１０
２ ０．０３９ ０．０２３ １．６９ １９５
３ ０．０４３ ０．０２５ １．７４ ２１５
平均 ０．０４１ ０．０２４ １．７２ ２０７

　高盐低ｐＨ法 １ ０．０３６ ０．０２１ １．７０ １８０
２ ０．０３８ ０．０２１ １．７８ １９０
３ ０．０３７ ０．０２０ １．７９ １８５
平均 ０．０３７ ０．０２１ １．７６ １８５

　　由表２可知：用３种方法提取景天三七新鲜叶片总 ＤＮＡ
效果不同，其中ＣＴＡＢ法提取景天三七新鲜叶片基因组 ＤＮＡ
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．８～２．０之间，表明ＤＮＡ中蛋白质、酚类、色

表２　景天三七嫩叶基因组ＤＮＡ提取纯度及浓度

提取方法 重复 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ

ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

ＣＴＡＢ法 １ ０．０６４ ０．０３３ １．９０ ３１８
２ ０．０６１ ０．０３１ １．９５ ３０６
３ ０．０６２ ０．０３２ １．８９ ３０９
平均 ０．０６２ ０．０３２ １．９１ ３１１

ＳＤＳ法 １ ０．１４３ ０．０８０ １．７８ ７１６
２ ０．１３９ ０．０８２ １．７０ ６９８
３ ０．１４２ ０．０８４ １．６９ ７０９
平均 ０．１４１ ０．０８２ １．７２ ７０８

　高盐低ｐＨ法 １ ０．０９１ ０．０５４ １．６８ ４５８
２ ０．０９０ ０．０５２ １．７２ ４５２
３ ０．０９５ ０．０５４ １．７５ ４７５
平均 ０．０９２ ０．０５３ １．７２ ４６２

素等杂质含量较少，ＤＮＡ质量符合分子生物学研究要求。
ＳＤＳ法和高盐低 ｐＨ法提取景天三七新鲜叶片基因组 ＤＮＡ
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均小于１．８。比较３种方法提取景天三七新鲜
叶片 ＤＮＡ 的 浓 度，ＣＴＡＢ法 提 取 ＤＮＡ 平 均 浓 度 为
３１１μｇ／ｍＬ，ＳＤＳ法 为 ７０８ μｇ／ｍＬ，高 盐 低 ｐＨ 法 为
４６２μｇ／ｍＬ。由此可见，３种方法中，ＣＴＡＢ法提取 ＤＮＡ纯度
最高，而ＳＤＳ法提取ＤＮＡ浓度最高。
２．２　电泳检测

采用３种方法提取的中药材景天三七ＤＮＡ，经琼脂糖凝
胶电泳检测所得的结果见图１。由图１可知：３种方法所提中
药材景天三七ＤＮＡ完整性好，电泳条带在溴酚蓝位置均明显
发亮，说明所得 ＤＮＡ有较严重 ＲＮＡ污染；ＤＮＡ条带稍有拖
尾，说明ＤＮＡ有轻微降解，这是中药材ＤＮＡ提取中普遍存在
的问题。３种提取方法中，ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ电泳条带最
整齐明亮，说明ＤＮＡ完整，此结果与紫外检测结果一致。

　　采用３种方法提取景天三七嫩叶ＤＮＡ，经琼脂糖凝胶电
泳检测所得结果见图２。由图２可知：ＳＤＳ法提取 ＤＮＡ条带
最亮，高盐低ｐＨ法次之，改良ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ条带较高盐
低ｐＨ法稍暗，说明３种方法中 ＳＤＳ法所提 ＤＮＡ浓度最高，
高盐低ｐＨ法次之，ＣＴＡＢ法最低。ＳＤＳ法和高盐低 ｐＨ法提
取ＤＮＡ点样孔处明显发亮，说明该 ＤＮＡ样品中可能含有未
被去除的多糖、蛋白质及一些其他次生代谢产物，由于这些物

质具有粘连性，易与ＤＮＡ结合成复合物，致使ＤＮＡ分子电泳
速度比较慢，从电泳图谱也可看出，这２种方法提取的 ＤＮＡ
条带电泳距离短于ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ条带。ＣＴＡＢ法点样
孔处仅有微亮出现，说明蛋白质、多糖杂质去除效果较好，所

提ＤＮＡ较前２种方法纯度高，该结果与紫外检测结果一致。
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２．３　ＣＴＡＢ法提取不同材料ＤＮＡ电泳分析
据以上试验结果，可见ＣＴＡＢ法是景天三七药材ＤＮＡ和

新鲜嫩叶ＤＮＡ提取的最佳方法，并采用ＣＴＡＢ法提取这２种
材料ＤＮＡ作进一步比较，经琼脂糖凝胶电泳检测，结果见图
３。由图３可知：２种试验材料所得 ＤＮＡ条带在亮度上无明
显差别，新鲜嫩叶所得 ＤＮＡ条带稍亮于中药材；用新鲜叶片
提取的ＤＮＡ稍有降解，且在溴酚蓝位置处发亮，说明嫩叶提
取ＤＮＡ在操作过程中更易降解，且有ＲＮＡ杂质；用中药材提
取的ＤＮＡ也有轻微降解和较多的ＲＮＡ污染。由该图可以看
出，采用ＣＴＡＢ法提取景天三七中药材和其新鲜嫩叶ＤＮＡ在
得率上无明显区别，此结果和紫外检测结果一致，新鲜叶片提

取ＤＮＡ平均浓度为３１１μｇ／ｍＬ，中药材提取 ＤＮＡ平均浓度
为２９０μｇ／ｍＬ，可进一步说明 ＣＴＡＢ法适合景天三七中药材
和新鲜嫩叶ＤＮＡ的提取。

２．４　景天三七基因组ＤＮＡ的ＩＳＳＲ扩增
以改良ＣＴＡＢ法提取的景天三七不同材料ＤＮＡ为模板，

用引物ＵＢＣ８９１进行ＩＳＳＲ扩增，扩增图谱如图４所示。景天
三七干燥药材和新鲜嫩叶均可扩增出多条清晰条带，且试验

重复性好，表明以改良ＣＴＡＢ法所提取的景天三七ＤＮＡ质量
完全能够满足后续的ＰＣＲ扩增反应，可用于ＩＳＳＲ分子标记。

３　讨论与结论

高质量的ＤＮＡ是进行分子生物学研究的基础［４－６］，但从

中药材中获取ＤＮＡ存在较大困难。因为中药材的加工炮制、
贮藏过程都会对ＤＮＡ造成一定的破坏，而且中药材一般都储
存了较长时间，ＤＮＡ存在不同程度的降解。此外，中药材含
多糖、多酚以及其他次生物质较多，它们会和蛋白质及核酸结

合，进而影响后续的分子生物学研究。因此，对不同中药材

ＤＮＡ提取方法进行研究很有必要。目前，在一些中药材ＤＮＡ
提取中已取得了很好的效果，如柴胡［７］、玉竹［８］、贝母［９］、肉

桂［１０］、陈皮［１１］、牡丹皮［１２］、蒲公英［１３］等。

中药材景天三七为干燥全草，含多糖、色素和多酚类物质

比较多，常规提取方法易氧化而使ＤＮＡ呈褐色。本试验在改
良ＣＴＡＢ法提取过程中参考前人的研究结果，加入 ＰＶＰ与景
天三七共同研磨，阻止多糖、多酚氧化物等与 ＤＮＡ结合。为
了能较有效防止氧化、褐变，在提取缓冲液中加入了２％ ＰＶＰ
和β－巯基乙醇。此外，对于景天三七药材，液氮研磨比石英
砂研磨能更好地破碎细胞，更有利于ＤＮＡ的提取。

本研究中采取了３种方法提取景天三七药材 ＤＮＡ，紫外
检测、凝胶电泳检测及 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增表明，改良 ＣＴＡＢ法
提取的ＤＮＡ质量最好，纯度最高，能满足一般分子生物学操
作要求。
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