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　　摘要：分别采用ＰＥＸ法、ＣＴＡＢ法和ＳＤＳ法３种方法提取广藿香叶、茎、根的基因组总ＤＮＡ，用琼脂糖凝胶电泳和
紫外分光光度计检测总 ＤＮＡ提取效果。结果表明，ＳＤＳ法能高效一致地提取广藿香根、茎、叶的总 ＤＮＡ。以叶总
ＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ技术扩增广藿香醇合成酶（ＰＴＳ）基因，测序得到 ＰＴＳ基因（中国广藿香）的全长序列，长度为
３０５８ｂｐ，包括７个外显子和６个内含子，共编码５５２个氨基酸。该ＰＴＳ基因所推导的氨基酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ中已登
录的印度广藿香ＰＴＳ氨基酸序列存在４．７％的差异。
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　　纯度高、质量好的 ＤＮＡ是开展分子生物学研究的基础，
是分子遗传学试验成功与否的关键因素之一［１］，植物总 ＤＮＡ
的纯度还是影响 ＰＣＲ反应的限制因素之一［２］。由于不同植

物、甚至同一植物的不同部位，其代谢产物的种类和含量不

同，尤其是多糖、多酚和蛋白质等，很难找到一种高质量 ＤＮＡ
提取的通用方法［３－４］。因此对植物总 ＤＮＡ提取方法进行比
较分析、改进，以获得高质量的植物总 ＤＮＡ提取方法极为重
要。广藿香［Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎｃａｂｌｉｎ（Ｂｌａｎｃｏ）Ｂｅｎｔｈ．］为唇形科刺
蕊草属一年生草本植物，以干燥的地上部分入药，是我国常用

的芳香化湿类中药之一，常用于治疗湿浊中阻、脘痞呕吐、寒

湿闭暑、暑湿倦怠、腹痛吐泻、鼻渊头痛、胸闷不舒等疾［５］。

百秋李醇（又名广藿香醇），是一种存在于天然植物中的三环

倍半萜化合物，广泛应用于药品、食品及日用化妆品行业，是

广藿香挥发油的主要成分之一，被历版《中华人民共和国药

典》规定用作评价广藿香药材及广藿香油质量的指标成分。

百秋李醇的生物合成途径类型与青蒿素的合成途径相同，属

于类异戊二烯代谢途径中的倍半萜类分支途径。广藿香醇合

成酶（ｐａｔｃｈｏｕｌｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＴＳ）被认为是百秋李醇合成调控的
关键酶［６］。２００６年，Ｄｅｇｕｅｒｒｙ等从印度广藿香中克隆得到了
ＰＴＳ基因的ｃＤＮＡ及ＤＮＡ序列［６］；２０１４年，Ｈａｒｔｗｉｇ等从印度
另一栽培居群的广藿香中克隆得到了 ＰＴＳ基因的 ｃＤＮＡ序
列，其编码的氨基酸序列与之前报道的 ｃＤＮＡ序列所编码的
氨基酸序列存在３．４％的差异［７］。中国广藿香作为一种独立

栽培居群的广藿香，其ＰＴＳ基因序列与之前报道的印度广藿

香是否存在差异，目前尚未见报道。因此，本试验选用３种常
用的ＤＮＡ提取方法，比较其对广藿香根、茎、叶３个部位的提
取效果，并以ＤＮＡ为模板进行ＰＴＳ基因的ＰＣＲ扩展并克隆，
比较克隆得到的基因序列及其编码的氨基酸序列与之前报道

的印度广藿香的异同，为广藿香ＰＴＳ基因的进一步利用奠定
基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试的广藿香植物材料采于海南大学园艺园林学院广藿

香资源圃，采集生长期为５个月的广藿香叶、茎、根，采后用液
氮冷冻处理，－８０℃保存，备用。

试验所用的主要试剂有 ＳＤＳ（十二烷基磺酸钠）、ＣＴＡＢ
（十六烷基三乙基溴化铵）及ＰＥＸ（乙基磺原酸钾）（北京鼎国
公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｐＭＤ１９－Ｔ载体、感受态细胞（上海
生物工程有限公司），其余试剂均为进口或国产分析纯，引物

合成及测序由北京诺赛基因组研究有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　采用 ＰＥＸ法、ＣＴＡＢ法及 ＳＤＳ法［８－１０］分

别提取广藿香根、茎、叶的基因组总ＤＮＡ。
１．２．２　ＤＮＡ质量与浓度检测　取５μＬ提取的广藿香各部
位总ＤＮＡ溶液于０．８％琼脂糖凝胶在１×ＴＡＥ缓冲液中电
泳，检测ＤＮＡ的完整性。并取１μＬＤＮＡ样品，用无菌水稀
释５０倍，用紫外分光光度计检测 Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ，并计算
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ，以确定其纯度及得率。
１．２．３　ＰＴＳ基因ＰＣＲ扩增　根据 Ｇｅｎｂａｎｋ中登录的 ＰＴＳ基
因的ＤＮＡ序列，设计全长引物用于广藿香 ＰＴＳ基因的扩增，
引物序列如下：正向引物５′－ＡＴＧＧＡＧＴＴＧＴＡＴＧＣＣＣＡＡＡＧ－
３′；反向引物５′－ＴＴＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＡＧＧＧＴＧＡＡ－３′。ＰＣＲ反
应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，
７２℃延伸３ｍｉｎ，３５个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。
１．２．４　基因克隆和测序　１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产
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物，利用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒纯化目的条带，将纯化后的
ＰＣＲ产物与 ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，并转化至感受态细胞
ＤＨ５α，经蓝白斑筛选和 ＰＣＲ扩增鉴定获得阳性克隆。测序
由北京诺赛基因组研究有限公司完成。

２　结果与分析

２．１　总ＤＮＡ的光吸收比值和ＤＮＡ得率
通常将光吸收比值作为衡量总 ＤＮＡ纯度的一个重要指

标，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．７～１．９之间说明 ＤＮＡ纯度较高，低于
１．７说明存在蛋白质、多糖等杂质污染，高于２．０说明有ＲＮＡ

污染［１０］。由表１可知，ＣＴＡＢ法所提取的叶总 ＤＮＡ及 ＰＥＸ
法提取的根总 ＤＮＡ，其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ分别为１．６９和１．４６，说
明含有杂质，而ＣＴＡＢ法未能从根中提取到 ＤＮＡ。ＰＥＸ法和
ＳＤＳ法提取的叶总ＤＮＡ，３种方法提取的茎总ＤＮＡ及ＳＤＳ法
提取的根总ＤＮＡ，其Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ界于１．７８～１．８６，说明纯度
较高。ＰＥＸ法提取的叶总ＤＮＡ得率最高，为２２９．１７μｇ／ｇ，其
次是ＣＴＡＢ法，ＳＤＳ法得率最低。３种方法提取的茎总 ＤＮＡ
得率相差不大，从１２２．６９μｇ／ｇ到１３１．８８μｇ／ｇ，而 ＰＥＸ法提
取的根总ＤＮＡ得率较ＳＤＳ法高，约为其２倍。

表１　不同方法提取的广藿香叶、茎、根总ＤＮＡ的纯度及得率

提取方法
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 总ＤＮＡ得率（μｇ／ｇ）

叶 茎 根 叶 茎 根

ＰＥＸ法 １．８１±０．０５２ １．８６±０．０４７ １．４６±０．０６８ ２２９．１７±５．７４２ １２２．６９±４．９６４ １３４．００±５．８９２
ＣＡＴＢ法 １．６９±０．０９８ １．８４±０．０３５ — １９４．４８±８．６９９ １３１．８８±２．６７６ —

ＳＤＳ法 １．８４±０．０２４ １．７８±０．０２６ １．８１±０．０３９ １７６．５２±３．４００ １２９．７０±２．１１４ ６９．９９±１．４９５

　　注：“—”表示未得到ＤＮＡ，此法不适宜。

２．２　广藿香３个不同部位基因组总ＤＮＡ完整性的检测
由图１可知，不同部位的样品其总ＤＮＡ得率存在一定差

异，广藿香叶在 ３种不同的提取方法中均能得到较多的总
ＤＮＡ，其次是茎，而根提取的总 ＤＮＡ量则较少。ＣＴＡＢ法在
广藿香根中未提取出 ＤＮＡ，在叶中虽提取出了 ＤＮＡ，但出现
轻微降解现象，说明此方法不能有效提取广藿香基因组

ＤＮＡ，特别是提取其根中的ＤＮＡ。ＰＥＸ法和ＳＤＳ法均能从广
藿香根、茎、叶中提取到总 ＤＮＡ，但 ＰＥＸ法提取的根总 ＤＮＡ

杂质较多，且条带弥散，说明存在降解。虽然 ＳＤＳ法提取的
叶总ＤＮＡ浓度不如ＰＥＸ法高，用其提取的茎总ＤＮＡ效果与
另外２种方法差异不明显，但３种方法中只有 ＳＤＳ法可以从
根中提取出条带清晰、完整性好的总 ＤＮＡ。因此，ＳＤＳ法能
高效一致地提取广藿香各部位的基因组总ＤＮＡ，以此方法提
取的ＤＮＡ条带亮、清晰完整、纯度高。电泳检测的结果和紫
外分光光度计检测的结果一致。

２．３　藿香醇合成酶（ＰＴＳ）基因的ＰＣＲ扩增及测序
以广藿香叶总 ＤＮＡ为模板，进行 ＰＴＳ基因 ＤＮＡ序列的

全长扩增，获得３０００ｂｐ左右的特异条带（图２），片段大小与
预期相符。测序得到３０５８ｂｐ的序列，将序列在 ＧｅｎＢａｎｋ上
经Ｂｌａｓｔ分析，发现与已登记的ＰＴＳ基因序列ＤＱ３５５１５１有较
高的相似性，证明获得的序列为ＰＴＳ基因序列。
２．４　生物信息学分析

将所得的 ＰＴＳ基因序列与已登记的 ＰＴＳ基因 ｃＤＮＡ序
列进行比对，发现ＰＴＳ基因序列包含了完整的７个外显子和
６个内含子，７个外显子的大小分别为１１５、２６４、３７６、２２１、１３７、
２５２、２９４ｂｐ，６个内含子大小分别为１４４、４５５、７９、１１９、７９、５２３ｂｐ。
共编码５５２个氨基酸，等电点为５．４６，将其命名为 ＰＴＳ－１。
在氨基酸组成中，酸性氨基酸（Ｄ、Ｅ）占１５．４０％，碱性氨基酸（Ｋ、
Ｒ）占１２．１４％，极性氨基酸（Ｎ、Ｃ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ）占２２．２８％，疏水
氨基酸（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｆ、Ｗ、Ｖ）占３６．９７％。由图３可知，蛋白质疏

水性预测结果表明，ＰＴＳ－１疏水性平均值（ＧＲＡＶＹ）为
－０．３２３，表明该蛋白为亲水性蛋白。利用在线分析软件
ＴＭＨＭＭ对ＰＴＳ－１氨基酸序列进行跨膜结果预测，发现该蛋
白为非跨膜蛋白。由图４可知，蛋白质二级结构预测结果表
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明该氨基酸序列含有 ４种二级结构，有 ３６３个氨基酸参与
α－螺旋，占６５．７６％；５４个参与延伸链，占９．７８％；４２个参与
β－转角，占７．６１％；９３个参与无规则卷曲，占１６．８５％。本
试验所得ＰＴＳ基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已登记的该基因序列

ＤＱ３５５１５１相比，有５３个核酸差异，所编码的氨基酸序列与已
登记的广藿香ＰＴＳ氨基酸序列ＡＢＣ８７８１６相比，有２６个氨基
酸差异，差异率为４．７％（图３）。

３　讨论与结论

ＤＮＡ是最重要的生物信息分子，是遗传信息的载体，能
快速、经济地从植物样品中提取高产量、高纯度的基因组

ＤＮＡ在当前分子生物学研究中极为重要。１９６１年，十二烷基
磺酸钠（ＳＤＳ）和氯仿从细胞中分离提取 ＤＮＡ样品的方法被
首次报道，自此，国内外学者对不同样品的 ＤＮＡ提取方法进
行了深入的研究，至今国内外已报道了多种从植物细胞中提

取ＤＮＡ的方法。不同植物、甚至同种植物的不同器官，其化
学成分及含量各不相同，导致 ＤＮＡ提取难易程度及所提出
ＤＮＡ的质量存在明显差异［１１－１５］。广藿香化学成分主要有挥

发性成分和非挥发性成分２类，其中挥发性成分主要有酮类、
萘类、单萜类、倍半萜烯类、醇类、烷酸类及醛类化合物

等［１６－１７］。非挥发性成分主要为黄酮类、植物甾醇类、生物碱、

三萜类、苯丙素苷类及烷酸类化合物等次生代谢产物及植物

多糖［１８－１９］，在提取 ＤＮＡ的过程中，这些物质会与 ＤＮＡ共沉
淀，形成黏稠的胶状物，这些胶状物难以溶解或产生褐变，致

使提取出来的ＤＮＡ质量降低甚至提取不出 ＤＮＡ，进而抑制

了ＰＣＲ扩增反应。我们在提取过程中发现，从广藿香根中提
取的总ＤＮＡ颜色为褐色，较难溶解，而从叶和茎中提取的总
ＤＮＡ为白色，溶解较易。

ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．７～１．９之间通常被认为纯度
较高、质量较好，纯的双链ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．８。如果
总ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ低于１．７或高于２．０则被认为是含有
一定的杂质，影响了ＤＮＡ分子的光吸收值而导致的［１０］，这些

杂质包括蛋白质、多糖、多酚和单宁类物质、ＲＮＡ等。本研究
所用的 ３种 ＤＮＡ提取方法中，ＳＤＳ法所得总 ＤＮＡ的
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．７８～１．８４，说明纯度较高，不会影响到下游
ＰＣＲ反应。此外，ＤＮＡ得率也是衡量提取方法优劣的重要参
数之一。植物总ＤＮＡ得率与植物种类和来源存在一定的关
系，不同物种的 ＤＮＡ得率不同，同一物种的不同部位，其
ＤＮＡ得率也存在差异，如侯艳霞等以一串红的叶片、茎段、花
为材料，比较５种方法对其 ＤＮＡ提取效果的影响，结果表明
叶片较容易得到高质量的 ＤＮＡ，茎段次之，花最差［９］。本研

究选用的３个部位的植物材料中，叶的总 ＤＮＡ得率最高，为
１７６．５２～２２９．１７μｇ／ｇ，茎次之，根最低。此外，植物材料的保
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存时间是影响总 ＤＮＡ得率的主要因素之一，保存的时间越
长，ＤＮＡ降解越严重，得率越低。郭红媛等在棉花的总 ＤＮＡ
提取过程中发现，老化或储存时间较长的材料中，棉酚、多糖、

单宁等次生代谢物质含量较高，在提取过程中易与 ＤＮＡ结
合，并且难以去除，严重影响了ＤＮＡ的得率和质量［２０］。

本研究得到的广藿香醇合成酶基因与已登录的该基因存

在一定的差异，不仅体现在有２６个氨基酸序列不同，还体现
在蛋白质的结构上。ＰＴＳ－１的二级结构中，有３６３个氨基酸
参与α－螺旋，占６５．７６％，５４个参与延伸链，占９．７８％，４２
个参与 β－转角，占 ７．６１％，９３个参与无规则卷曲，占
１６．８５％。而已登录的广藿香醇合成酶蛋白序列 ＡＢＣ８７８１６
的４种二级结构中，有 ３５９个氨基酸参与 α－螺旋，占
６５．０４％，５０个参与延伸链，占９．０６％，４６个参与β－转角，占
８．３３％，９７个参与无规则卷曲，占１６．８５％。造成同一物种的
同一基因序列和结构差异的因素有很多。首先，同一物种不

同部位的同一类型基因可能存在差异，如Ｖａｓｉｌｉｋｉ等在对番茄
（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）不同器官的同一功能酶进行研究时
发现，在番茄中可以催化 ＧＰＰ形成芳樟醇的酶 ＴＰＳ３７和
ＴＰＳ３９，在序列上存在较大差异，前者在叶片、茎、花中都表
达，而后者只在嫩叶和花中表达［２１］。其次，同一物种不同品

种的同一酶基因序列也可能存在差异，如 Ｎａｏｋｏ等通过比较
３种不同紫苏（Ｐｅｒｉｌｌａｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ）品种合成的香叶醇合酶基因，
发现不同紫苏品种合成的香叶醇合酶蛋白序列存在 ２％～
３．２％的差异［２２］。再者，同一物种不同生长环境，同一类型基

因也可能存在差异，如王海波等通过对芦苇（Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ
Ａｕｓｔｒａｌｉｓ）Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白分子的研究发现，不同生态型的２种芦
苇（沙芦和水芦）的 Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白的一级结构发生了变化，反
映了该酶有基因表达的环境适应［２３］。本研究选用的材料为

中国广藿香，而ＮＣＢＩ已登录的 ＰＴＳ基因序列是从印度广藿
香中克隆得到的，生长环境的不同可能是广藿香 ＰＴＳ基因存
在差异的主要原因。然而，ＰＴＳ基因序列和结构是否还存在
其他影响因素，如不同取材部位等，还有待进一步研究。

综上所述，通过本研究可以得出如下３个结论：其一，在
所选用的３种方法中，ＳＤＳ法可以高效一致地提取广藿香根、
茎、叶的基因组总ＤＮＡ，而ＣＴＡＢ法不能从根中提取到ＤＮＡ，
且该法提取的叶总 ＤＮＡ存在降解，ＰＥＸ法提取的根总 ＤＮＡ
杂质较多，降解严重。其二，广藿香叶总ＤＮＡ得率最高，其次
是茎，根得率最低。其三，中国广藿香 ＰＴＳ基因的 ＤＮＡ序列
与印度广藿香相比，有５３个核酸存在差异，二者编码的氨基
酸序列有４．７％的差异，引起基因差异的具体原因，还需进一
步研究确定。
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