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银柴胡不同材料总 ＤＮＡ提取方法的筛选
李　军，郝彩琴，张　燃，冷晓红
（宁夏职业技术学院，宁夏银川７５００２１）

　　摘要：拟筛选最适合银柴胡叶片、鲜根和干根总ＤＮＡ提取的方法，为同科、属及同类药材总 ＤＮＡ提取提供依据，
并为银柴胡 ＤＮＡ条形码分子鉴定及分子生物学研究奠定基础。采用 ２％十六烷基三甲基溴化铵（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ
ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）法、４％ ＣＴＡＢ法、十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称 ＳＤＳ）法、试剂盒法、高
盐低ｐＨ值法和尿素法共６种方法提取银柴胡叶片、鲜根和干根总ＤＮＡ，用琼脂糖凝胶电泳法、紫外分光光度计法及
ＰＣＲ扩增检测所提ＤＮＡ的质量。试剂盒法提取银柴胡叶片、鲜根和高盐低ｐＨ值法提取干根总ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
值分别为１．８７５、１．８４８、１．８７８，电泳条带清晰，无拖尾。利用上述方法提取的 ＤＮＡ可以扩增出 ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序
列。用试剂盒法提取银柴胡叶片、鲜根和用高盐低ｐＨ值法提取银柴胡干根ＤＮＡ是简便、快速的方法，用这些方法得
到的ＤＮＡ适合用于分子生物学的进一步研究。
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　　银柴胡（别称银胡、山菜根、牛肚根、沙参儿、白根子等）
是石竹科繁缕属植物银柴胡（ＳｔｅｌｌａｒｉａｄｉｃｈｏｔｏｍａＬ．ｖａｒ．
ｌａｎｃｅｏｌａｔｅＢｇｅ．）的干燥根［１］，味甘性寒，具有清虚热、除疳热

的功效，临床用于阴虚发热、骨蒸劳热、小儿疳热等症［２］。银

柴胡作为２０１５年版《中华人民共和国药典》收载的传统中
药［３］，在临床上的应用比较广泛，尤其是将其作为主要成分

的传统中成药乌鸡白凤丸，在临床上有很好的口啤［４］。

ＤＮＡ条形码技术（ＤＮＡｂａｒ－ｃｏｄｉｎｇ）作为中药材物种鉴
定研究中的新方法，是利用标准的、有足够变异的、易扩增且

相对较短的 ＤＮＡ片段对物种进行快速、准确的鉴定的技
术［５］，且具有鉴定结果准确、可重复性良好、方法通用性强等

优点。ＤＮＡ条形码鉴定技术已经在冬虫夏草、枸杞、羌活、党
参、天南星、锁阳等中药材及其混伪品的鉴定中取得了良好的

效果［６］，并已被收录进２０１５年版《中华人民共和国药典》［３］。
获取高质量的ＤＮＡ是进行银柴胡ＤＮＡ条形码研究的必要前
提和关键环节。本研究以银柴胡叶片、鲜根和干根为材料，考

察６种ＤＮＡ提取方法，旨在寻找一种能够得到相对高产量、
高纯度的适合于银柴胡总ＤＮＡ提取的方法［７－８］，为后续银柴

胡ＤＮＡ条形码分子鉴定及分子生物学的深入研究提供技术
依据。

１　材料与方法

１．１　材料
银柴胡叶片和鲜根于２０１６年１０月采自宁夏回族自治区

吴忠市同心县预旺镇南关村，叶片和一部分根趁鲜放入

－７０℃ 冰箱中冷冻，备用，另一部分根自然晾干。以上样品

经宁夏大学李吉宁教授鉴定为石竹科繁缕属植物银柴胡

（ＳｔｅｌｌａｒｉａｄｉｃｈｏｔｏｍａＬ．ｖａｒ．ｌａｎｃｅｏｌａｔｅＢｇｅ．）的叶片及根。
１．２　仪器与试剂

ＭｙＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪、ＢｉｏＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝胶成像系统、
Ｐｏｗｅｒｐａｃｂａｓｉｃ琼脂糖凝胶电泳仪，购自美国伯乐有限公司；
Ｓｉｇｍａ１－１４高速离心机，购自德国 Ｓｉｇｍａ公司；Ｇｅｎｏ２０１０高
通量组织研磨机，购自美国 ＳＰＥＸＳａｍｐｌｅＰｒｅｐ公司；Ｑ６０００核
酸蛋白检测仪，购自美国 Ｑｕａｗｅｌｌ公司；ＴＧＬ－１６Ｇ型低温冷
冻离心机，购自上海安亭科学仪器厂；Ｍｉｎｉ１０ｋ迷你离心机，
购自珠海黑马医学仪器有限公司；ＳＺ－１涡旋混合器，购自常
州国宇仪器制造有限公司；ＨＨＳＹ２１－Ｎｉ４－Ｃ恒温水浴锅，购
自北京长源实验设备厂。

十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）、十二烷基硫酸钠
（ＳＤＳ）、乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）、聚乙烯吡咯烷酮 ４０
（ＰＶＰ－４０，纯度 ＞９５％）、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ，纯
度＞９９．５％）。植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ所用
ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （５Ｕ／μＬ）、Ｍｇ２＋

（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ，均购自天根生
化科技（北京）有限公司；ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ引物，由生工生
物工程（上海）股份有限公司合成；琼脂糖为西班牙琼脂糖

ＢｉｏｗｅｓｔＡｇａｒｏｓｅ；三氯甲烷、异戊醇、乙醇、异丙醇、无水乙醇、
氯化钠、醋酸钠等为国产分析纯试剂。

１．３　ＤＮＡ提取方法
以银柴胡的叶片、鲜根和干根为材料，分别采用 ２％

ＣＴＡＢ法、４％ ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、试剂盒法、高盐低 ｐＨ值法和
尿素法共６种方法提取３种材料的 ＤＮＡ。提取的 ＤＮＡ经紫
外检测、琼脂糖凝胶电泳和ＰＣＲ扩增确定最适方法。
１．３．１　２％ＣＴＡＢ法 　取银柴胡叶片（长０．５～１．０ｃｍ）、鲜
根（长０．２～０．５ｃｍ）和干根（长０．２～０．５ｃｍ），经７０％乙醇
擦洗表面后放入 ６００μＬ２％ ＣＴＡＢ缓冲液［２％ ＣＴＡＢ、
１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ 值 ８．０）、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、
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１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２％可溶性 ＰＶＰ］中，并加入２％ β－巯基乙
醇，再加２枚直径为 ０．４５ｍｍ的小钢珠，叶片和鲜根置于研
磨仪上，以１４００次／ｍｉｎ研磨４ｍｉｎ，干根以１６００次／ｍｉｎ研
磨６ｍｉｎ；６５℃水浴 ３０～４５ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；在上清液中加入等体积三氯甲烷、异戊醇（体积比为
２４∶１）充分混匀，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清液，
重复以上步骤１～２次，直到界面清晰为止；在上清液中加入
２～３倍体积的－２０℃预冷的异丙醇，于－２０℃静置３０ｍｉｎ，
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；沉淀用７０％乙醇洗涤２次后，
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，沉淀晾干后加入１００μＬＴＥ缓
冲液［由三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）和 ＥＤＴＡ配制而成］溶解，
－２０℃保存备用。
１．３．２　４％ ＣＴＡＢ法　具体步骤参考“１．３．１”节，提取液为
４％ ＣＴＡＢ缓冲液［２％ ＣＴＡＢ、１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值
８．０）、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、３％可溶性ＰＶＰ、２％
β－巯基乙醇］。
１．３．３　ＳＤＳ法　具体步骤参考“１．３．１”节，提取液为 ＳＤＳ缓
冲液 ［１０％ ＳＤＳ、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ 值 ８．０）、
１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１％可溶性ＰＶＰ、２％ β－巯基乙醇］。
１．３．４　试剂盒法　在材料中加入 ＧＰ１缓冲液，参照
“１．３．１”节的方法研磨，采用植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（离心柱型）提取ＤＮＡ，详细操作参照试剂盒说明书。
１．３．５　高盐低 ｐＨ值法 　根据文献［９］的操作步骤进行试
验，材料处理方法同“１．３．１”节，提取缓冲液含 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＡｃ、０．０５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、３％ ＰＶＰ、３％
ＳＤＳ、１％ β－巯基乙醇。
１．３．６　尿素法　在材料中加入尿素裂解液［７ｍｍｏｌ／Ｌ尿素、
０．３ｍｏｌ／Ｌ氯化钠、０．０３４ｍｏｌ／Ｌ十二烷基肌氨酸钠、
５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值
８．０）］，参照 “１．３．１”节的方法研磨，摇匀，６５℃水浴 ２０～
３０ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液，将上清液移入
另一新管中；加入等体积的三氯甲烷、异戊醇（体积比为

２４∶１）溶液，振荡数次混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；重复
上述步骤；在上清液中加入２／３体积的 －２０℃预冷的异丙
醇，混匀，－２０℃沉淀３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；在沉
淀中加入２００μＬ７０％乙醇洗涤２次，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ，沉淀晾干后加入１００μＬＴＥ溶解，－２０℃保存备用。
１．４　ＤＮＡ的质量检测
１．４．１　紫外检测　取２μＬ采用６种方法提取的银柴胡叶
片、鲜根及干根ＤＮＡ溶液，用核酸蛋白检测仪分别测定２６０、
２８０ｎｍ处的吸光度。根据 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值判断 ＤＮＡ纯度，根
据Ｄ２６０ｎｍ计算ＤＮＡ浓度。
１．４．２　琼脂糖凝胶电泳检测　取７μＬＤＮＡ母液加１μＬ上
样缓冲液，用Ｇｅｌｒｅｄ进行染色，上样于１％琼脂糖凝胶，以 ＤＬ
２０００ｍａｒｋｅｒ为标准，在１×ＴＡＥ的电泳缓冲液中进行水平板
电泳，１００Ｖ恒电压，电泳约３０ｍｉｎ，用凝胶成像系统进行拍
照检测。

１．４．３　ＰＣＲ扩增检测　以试剂盒法提取银柴胡叶片和鲜根
ＤＮＡ、高盐低ｐＨ值法提取干根所得 ＤＮＡ为模板，按照文献
［９］中ＩＴＳ２和ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ通用引物、２５μＬ反应体系和条件
进行 ＰＣＲ扩增。扩增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，用 Ｂｉｏ

ＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ＋凝胶成像分析系统拍照、分析。

２　结果与分析

２．１　提取银柴胡总ＤＮＡ的紫外检测
由表１可知，用试剂盒法、２％ ＣＴＡＢ法、４％ ＣＴＡＢ法提

取得到的银柴胡叶片 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在１．８～２．０
范围，表明这３种方法得到的ＤＮＡ质量较好。试剂盒法提取
的ＤＮＡ浓度较高，高盐低ｐＨ值法提取的 ＤＮＡ浓度最低，且
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值大于２．０，说明有酚类和糖类等的污染。ＳＤＳ
法与尿素法提取到的 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值小于１．８，说明
得到的ＤＮＡ中存在蛋白质的污染。

表１　银柴胡药材叶片总 ＤＮＡ提取纯度及浓度

提取方法 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值
ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

２％ ＣＴＡＢ法 ０．５１３ ０．２７７ １．８５２ ３５．８０
４％ ＣＴＡＢ法 ０．４８７ ０．２５４ １．９２９ ３２．７０
ＳＤＳ法 ０．９１２ ０．５５９ １．６３２ ４２．９０
试剂盒法 １．０４３ ０．５５６ １．８７５ ５０．３０
高盐低ｐＨ值法 ０．１１７ ５．８５ ２．０５３ ５．８５
尿素法 １．９３０ １．０２３ １．６０４ ９６．５０

　　由表 ２可知，对于银柴胡鲜根 ＤＮＡ的提取，２％ ＣＴＡＢ
法、４％ ＣＴＡＢ法和试剂盒法提取ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在
１．８～２．０标准范围内，表明其ＤＮＡ纯度较高，其中试剂盒法
提取的浓度最高；高盐低 ｐＨ值法提取 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
值在２．０以上，说明有多糖、酚类等杂质污染。ＳＤＳ法和尿素
法提取的ＤＮＡ浓度较高，其Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均低于１．８，说明
有蛋白质、有机物等杂质污染。

表２　银柴胡鲜根总ＤＮＡ提取纯度及浓度

提取方法 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值
ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

２％ ＣＴＡＢ法 １．９５７ １．００９ １．９３８ ９７．８５
４％ ＣＴＡＢ法 ０．６２５ ０．３４１ １．８３２ ３８．６０
ＳＤＳ法 １．９４７ １．０９６ １．７７６ ９８．５０
试剂盒法 ２．７８６ １．５０８ １．８４８ １１８．９０
高盐低ｐＨ值法 １．４２６ ０．６８９ ２．０７０ ７１．３０
尿素法 ２．８５７ １．６４８ １．６７３ １３７．８５

　　由表３可知，对于干根 ＤＮＡ的提取，试剂盒法和高盐低
ｐＨ值法提取的 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在１．８～２．０范围，
表明其ＤＮＡ纯度较高；２％ ＣＴＡＢ法、４％ ＣＴＡＢ法和 ＳＤＳ法
提取的ＤＮＡ浓度相对较高，其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在２．０以上
或小于１．８，说明有杂质污染。尿素法提取的 ＤＮＡ浓度最
低，说明提取效果欠佳。

表３　银柴胡干根总ＤＮＡ提取纯度及浓度

提取方法 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值
ＤＮＡ浓度
（μｇ／ｍＬ）

２％ ＣＴＡＢ法 １．８１２ ０．８６９ ２．０８６ ８６．９
４％ ＣＴＡＢ法 １．６２７ ０．７７８ ２．０９１ ７４．６
ＳＤＳ法 １．９３０ １．０２３ １．６０４ ９６．５
试剂盒法 ０．８７５ ０．４７２ １．８５２ ４３．２
高盐低ｐＨ值法 ０．７８４ ０．４１７ １．８７８ ３５．８
尿素法 ０．３５８ ０．１６３ ２．１９６ １７．９
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２．２　琼脂糖凝胶电泳检测
由图１可知，试剂盒法所提银柴胡叶片 ＤＮＡ完整性较

好，电泳条带单一；２％和４％ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ浓度较低，
且稍有降解；ＳＤＳ法和尿素法提取的ＤＮＡ条带清晰，浓度高，
但有拖尾，降解较严重；高盐低 ｐＨ值法提取 ＤＮＡ泳道无条
带，电泳未检出 ＤＮＡ。６种提取方法中，试剂盒法提取的
ＤＮＡ电泳条带最整齐明亮，说明ＤＮＡ完整，该结果与紫外检
测结果一致。因此，后续试验可以选择用试剂盒法提取银柴

胡叶片ＤＮＡ，用于中药条形码序列ＩＴＳ２的扩增。

　　由图２可知，试剂盒法提取ＤＮＡ条带最亮，浓度最高，条
带完整，提取效果最好。４％ ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ条带单一，
完整性好，但亮度不高，说明浓度低。其他３种方法提取的
ＤＮＡ都有降解，其中尿素法降解最严重，该结果与紫外检测
结果一致。因此，后续试验可以选择用试剂盒法提取银柴胡

鲜根ＤＮＡ，用于中药条形码序列的扩增。

　　由图３可知，试剂盒法和高盐低 ｐＨ值法提取干根的条
带单一，降解较少，质量好，浓度高。未检测到尿素法提取的

ＤＮＡ，其他３种方法的ＤＮＡ降解都较多。该结果与紫外检测
结果一致。其中试剂盒法成本相对较高，故后续试验可以选

择高盐低ｐＨ值法提取银柴胡干根的 ＤＮＡ，用于中药条形码
序列的扩增。

２．３　ＰＣＲ扩增检测
由图４可知，银柴胡叶片、鲜根和干根均可扩增出清晰的

ＤＮＡ条带，表明用对应方法提取银柴胡 ＤＮＡ的质量完全能
够满足后续ＩＴＳ２和ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列的ＰＣＲ扩增反应要求。

３　讨论与结论

ＤＮＡ条形码研究包括ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、ＤＮＡ测序以
及基于条形码数据库的序列比对等工作，获得高质量的基因

组ＤＮＡ，是进行ＤＮＡ条形码研究的前提。目前，提取植物基

因组ＤＮＡ的方法有很多，如 ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、高盐低 ｐＨ值
法、尿素法、试剂盒法等［１０］。ＣＴＡＢ法能有效除去材料中的蛋
白质、多糖和酚类等物质，但由于步骤多、试剂组成复杂、易污

染等缺点，在使用上受到了一定的限制；ＳＤＳ法操作简单、温
和，但对于次生代谢物、多糖等含量较高的植物，提取出的基

因组ＤＮＡ质量往往不高；高盐低 ｐＨ值法操作方便省时，所
需样品量少，适用于濒危植物或干燥药材ＤＮＡ的提取［１１－１２］；

试剂盒法提取基因组 ＤＮＡ因其操作简单、快速，得到的总
ＤＮＡ纯度高，近年来已被广泛采用；尿素法操作温和、简单、
快速，但其ＤＮＡ质量不高［１３］。本研究选择６种常用的 ＤＮＡ
提取方法，筛选出提取银柴胡叶片、鲜根和干根的最适方法，

其中试剂盒法提取３种材料的ＤＮＡ质量和浓度都较好，因后
续试验中样品处理量较大，且费用有限，考虑到提取成本，银

柴胡叶片和鲜根采用试剂盒法提取ＤＮＡ，而干根采用高盐低
ｐＨ值法提取ＤＮＡ。在用试剂盒提取时也应注意：在漂洗吸
附柱时，加入漂洗液后可静置１ｍｉｎ后再进行离心，从而提高
ＤＮＡ的质量；加入ＴＥ缓冲液洗脱之前必须保证吸附材料彻
底晾干，避免漂洗液中的乙醇等溶剂影响后续试验。用高盐

低ｐＨ值法提取时，应将干根提前放于－７０℃冷冻过夜，可以
提高材料脆性，易于粉碎；加入提取液研磨后于６５℃水浴，时
间不宜过长，６０ｍｉｎ即可，太长会加快ＤＮＡ的降解。

银柴胡根中富含多糖、多酚、纤维和贮藏物质等，极易氧

化，且蛋白质含量高，ＤＮＡ提取溶液浑浊，产率较低，在研磨
前加入 ＰＶＰ和 β－巯基乙醇可防止多元酚类物质氧化［１４］。

另外，样品处理时组织研磨机的转速和时间会影响细胞破碎

的效果，故对其进行了优化，既能使药材研磨完全，又能降低

ＤＮＡ的损失，选出的干根最佳研磨条件为１６００次／ｍｉｎ，研磨
６ｍｉｎ，提高了ＤＮＡ的质量和产率。

从银柴胡鲜根中提取的ＤＮＡ浓度较干根高，但纯度相对
较低，原因可能是新鲜材料活性较高，ＤＮＡ降解少，各种代谢
产物和后含物含量高，在提取过程中不易去除干净；干根由于

晾干过程时间长、温度高，造成 ＤＮＡ大量降解，因此得率低，
完整性差。而叶片提取的ＤＮＡ浓度低，可能与叶片比根取样
量相对少有关。另外，以优选方法提取的银柴胡叶片、鲜根和
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干根总 ＤＮＡ能够扩增出 ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨＤＮＡ条形码序
列。本研究根据不同方法对银柴胡叶片、鲜根和干根ＤＮＡ提
取的检测结果，比较得出相对适合的银柴胡不同材料总 ＤＮＡ
提取方法，为后续的ＤＮＡ条形码分子鉴定及分子生物学研究
奠定了基础。
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　　在酿酒行业中，作为原料的粮食外层有纤维素和木聚糖
等半纤维素成分，从而影响对淀粉的利用率。利用木聚糖酶

作用于半纤维素层，降低物料黏度，有利于提高淀粉的利用

率，增加乙醇的产率［１］。木聚糖酶通过水解木糖分子１，４－
糖苷键，将木聚糖水解为木寡糖等低木聚糖及少量木糖和阿

拉伯糖，在食品、饲料、医药、能源、生物转化等行业中有着广

泛的应用［２－４］。果胶酶是可将果胶协同分解为半乳糖醛酸等

小分子的一组酶的总称，存在于高等植物及微生物中，也分布

在某些昆虫和原生动物中。根据果胶酶作用原理分为原果胶

酶、果胶酯酶、水解酶、裂解酶［５］，其中水解酶和裂解酶统称

解聚酶。果胶裂解酶在果酒的澄清和提高出酒率方面起着重

要作用［６］。

近年来，蛋白融合技术越来越受到人们的关注，其中基因

重叠延伸技术应用最为广泛，通过重叠ＰＣＲ方法将木聚糖酶
基因和果胶裂解酶基因连接在一起，转入大肠杆菌 ＢＬ２１原
核系统中，实现了木聚糖酶 －果胶裂解酶双功能酶的分泌表
达，为工业化应用奠定了理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
海栖热袍杆菌购自中国农业科学院微生物菌种保藏中

心；木聚糖酶基因来源菌桔青霉ＣＲ－２由笔者所在实验室筛
选得到；ｐＰＡＬ７表达载体购自ＢＩＯ－ＲＡＤ（美国）公司；表达菌
株ＢＬ２１和克隆宿主菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α由笔者所在实验
室保存。限制性核酸内切酶和 ＤＮＡ连接酶均购自 ＮＥＢ（北
京）有限公司；ＰＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ购自Ｐｒｏｍｅｇａ（北京）生物技术有
限公司；ＤＮＡ回收试剂盒和 ＤＮＡ纯化试剂盒均购自宝生物
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