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　　摘要：应用硅胶干燥法对棕榈科３个不同属作物椰子、油棕和槟榔的叶片经干燥处理后置于不同温度条件下保存
３个月，以新鲜叶片为对照，采用简易十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取基因组 ＤＮＡ，分析硅胶干燥处理后对
ＤＮＡ提取效果的影响。研究结果表明，硅胶干燥法处理的叶片提取的基因组 ＤＮＡ质量较好，与对照无明显差异，完
全可以应用于后续的分子生物学研究。硅胶干燥法处理的叶片在常温条件下保存即可达到后续试验的要求，这为今

后棕榈科植物试验材料的中短期保存提供了新的途径。
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　　棕榈科植物是单子叶植物中一个非常有特色的植物类
群，全世界共有２００多属３０００余种，主要分布于热带和亚热
带地区。原产于美洲、澳洲的棕榈科植物种类最多，约有１００
属１４００种，少数原产于非洲和欧洲［１］，原产于我国的有１８
属１１７种，主产地为云南、广东、海南、广西、台湾、福建、四川、
湖南、江西、贵州，西藏的一些温暖地区也有分布［２］。

提取完整的基因组 ＤＮＡ是分子生物学研究的起点。野
外采集叶片材料时往往很难及时带回实验室进行低温保存而

使材料发生褐变，严重影响ＤＮＡ的提取效果。硅胶脱水干燥
法保存植物样品操作方便，不受时间限制，已在多种作物中应

用［３－９］，均取得较好的效果，而在棕榈科植物上的应用未见报

道。本研究对棕榈科植物椰子、油棕和槟榔的叶片分别采用

硅胶脱水干燥后置于２５℃、－２０℃和－８０℃保存３个月，以
新鲜叶片为对照，采用简易十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）
法对３种不同处理的样品进行基因组 ＤＮＡ提取效果的比较
分析，探讨硅胶干燥叶片对棕榈科植物 ＤＮＡ提取的影响，以
期为今后棕榈科植物材料的长期保存提供新的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以椰子、油棕和槟榔３种棕榈科植物为试验材料，均采自

中国热带农业科学院椰子研究所种质圃。取完全展开的新鲜

叶片，用变色硅胶干燥后置于 ２５℃（常温）、－２０℃和
－８０℃ 保存３个月后提取基因组 ＤＮＡ，同时以新鲜叶片为
对照（ＣＫ）。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取方法　采用 ＣＴＡＢ法，参考吴翼等的方

法［１０］，具体步骤：（１）取约２ｇ幼叶新鲜材料或约１ｇ干燥材
料在研钵中加液氮迅速研磨成粉末，转入１５ｍＬ离心管中，加
约５ｍＬ提取液，摇匀，置于冰上，将所有材料研磨完后，进行
下一步操作。（２）离心（５ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ，４℃），弃去上清
（小心管内粉末）。再次加入约５ｍＬ提取缓冲液，摇匀，离心
（５ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ，４℃），小心弃去上清。（３）在管中加入
５ｍＬ６５℃预热的裂解液，摇匀。６５℃水浴９０～１２０ｍｉｎ，每
３０ｍｉｎ摇１次。（４）裂解后冷却２ｍｉｎ，加等体积三氯甲烷＋
异戊醇（体积比２４∶１）抽提液，摇匀（摇５０次左右，再涡旋约
２ｍｉｎ）至乳浊液。１５ｍｉｎ、８０００ｒ／ｍｉｎ、２５℃离心。（５）吸取
上清，转入新的１５ｍＬ离心管，加入０．６倍体积的冰冻异丙醇
和０．１倍体积的３ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠（ｐＨ值５．２），缓慢摇匀至沉
淀析出。（６）将离心管离心（３ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ，２５℃）。再
将沉淀转入２ｍＬ离心管，用７０％乙醇１ｍＬ洗涤 ２次。加
７０％乙醇１ｍＬ浸泡过液。（７）去盐离子及可溶于乙醇的杂
质：次日，用７０％乙醇１ｍＬ洗１次，自然风干或者离心干燥
后加０．７ｍＬ的灭菌水溶解。（８）加等体积酚 ＋三氯甲烷 ＋
异戊醇（体积比２５∶２４∶１）抽提液，冷却２ｍｉｎ，摇匀（约５０
次后再涡旋３０ｓ），离心（１５ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ，２５℃）。（９）取
上清加等体积三氯甲烷 ＋异戊醇（体积比２４∶１）抽提液，冷
却后，摇匀 （约 ５０次后再 涡旋 ３０ｓ），离心 １５ｍｉｎ，
８０００ｒ／ｍｉｎ，２５℃。（１０）吸取上清，加入２倍体积的冰冻乙
醇和０．１倍体积的３ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠（ｐＨ值５．２），缓慢摇匀至
沉淀析出。 －２０℃下放置 １ｈ以上。（１１）离心（３ｍｉｎ，
８０００ｒ／ｍｉｎ，２５℃），用０．１ｍＬ枪头吸干，再用７０％乙醇洗２
次（去盐离子）。尽可能吸干净乙醇，自然风干或者离心干燥

至ＤＮＡ略有潮湿，用ＴＥ（根据 ＤＮＡ多少确定用量）溶解，－
２０℃保存备用。
１．２．２　ＤＮＡ检测方法　（１）紫外分光光度计检测。取２μＬ
ＤＮＡ样品加ｄｄＨ２Ｏ稀释５０倍至１００μＬ，用紫外分光光度计
测定Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ以及Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值和Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
值，判断ＤＮＡ的纯度；再根据公式计算 ＤＮＡ样品浓度，具体
公式：ＤＮＡ样品浓度 ＝Ｄ２６０ｎｍ ×稀释倍数 ×５０／１０００。（２）
２％琼脂糖凝胶电泳检测。取出一定量的 ＤＮＡ，稀释成
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１００ｎｇ／μＬ，取８μＬ在２％琼脂糖凝胶上电泳，在凝胶成像系
统下观察、拍照，根据λ－ＤＮＡ判断基因组 ＤＮＡ的分子质量
和大小。（３）简单重复序列（ＳＳＲ）－ＰＣＲ扩增检测。分别以
所提取的ＤＮＡ为模板进行 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增。所用 ＳＳＲ引物
Ｃｏ１０７的序列分别为５′－ＣＡＧＴＡＧＴＧＣＣＣＡＡＧＡＡＴＡＧＡ－３′和
５′－ＴＧＣＧＴＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧ－３′，由 Ｂｉｏｎｅｅｒ公司合成；
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、４×１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚
合酶、１０×ＴａｑＢｕｆｆｅｒ均购自生工生物工程（上海）股份有限
公司。ＰＣＲ扩增在ＴａＫａＲａ－ＴＰ６００扩增仪上进行，其扩增体
系与扩增程序如下：总体积为 ２０μＬ，其中 １０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ
２０μＬ，ｄＮＴＰｓ（各 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５ μＬ，ＳＳＲ 引 物
（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各 １．０μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １Ｕ，ＭｇＣｌ２
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，模板 ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）２μＬ。扩增程序

如下：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ４５ｓ，
７２℃ 延伸４５ｓ，２５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

２　结果与分析

２．１　紫外分光光度法检测结果
ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ沉淀呈透明胶状，没有酚类氧化或

其他色素造成的污染。由表１、表２、表３可见，ＤＮＡ溶液的
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值大部分为１．７０～１．９０，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值在２．０
左右，进一步说明提取的 ＤＮＡ较纯，ＲＮＡ较少，多糖、蛋白
质、酚类等杂质污染也较少。与对照组（ＣＫ）相比，硅胶干燥
处理的叶片所提取的ＤＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值和 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
值较接近，无明显差异。

表１　椰子的紫外分光光度法检测结果

处理 重复
原液浓度

（μｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
平均值

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
平均值

ＣＫ １ ０．６０ ０．２４２ ０．１２６ １．９２ １．６６ １．９４ １．９６
２ ０．２３ ０．０９１ ０．０４７ １．９５ １．８０
３ ０．８１ ０．３２３ ０．１６５ １．９６ ２．４２

干燥后２５℃保存 １ １．４５ ０．５８１ ０．３０６ １．９０ ２．１２ １．９２ ２．２１
２ ２．２９ ０．９１６ ０．４７３ １．９４ ２．２９
３ １．５１ ０．６０２ ０．３１３ １．９２ ２．２２

干燥后－２０℃保存 １ ０．７９ ０．３１６ ０．１７６ １．８０ ２．３７ １．９０ ２．０２
２ ０．１４ ０．０５５ ０．０２８ ２．０１ １．８０
３ ０．２８ ０．１１０ ０．０５８ １．９０ １．８９

干燥后－８０℃保存 １ ０．７５ ０．３００ ０．１６４ １．８４ １．１８ １．８５ １．５９
２ ０．２３ ０．０９０ ０．０４８ １．８８ １．７７
３ ０．３９ ０．１５５ ０．０８５ １．８２ １．８３

表２　油棕的紫外分光光度法检测结果

处理 重复
原液浓度

（μｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
平均值

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
平均值

ＣＫ １ ０．１６ ０．０６２ ０．０３１ ２．０１ １．６５ １．９３ １．８３
２ ０．４１ ０．１６４ ０．０９０ １．８３ １．７８
３ １．１４ ０．４５５ ０．２３５ １．９４ ２．０５

干燥后２５℃保存 １ １．０３ ０．４１１ ０．２３０ １．７８ ２．０８ １．８８ ２．２７
２ ０．３５ ０．１３９ ０．０７３ １．９０ ２．５１
３ １．０６ ０．４２２ ０．２１６ １．９５ ２．２２

干燥后－２０℃保存 １ １．７９ ０．７１７ ０．３７５ １．９１ ２．２２ １．８７ １．９１
２ １．２７ ０．５０８ ０．２７７ １．８４ １．６０
３ ０．５０ ０．１９８ ０．１０５ １．８７ １．９１

干燥后－８０℃保存 １ ０．４４ ０．１７７ ０．０９０ １．９６ ２．１０ １．９０ ２．１０
２ ０．９５ ０．３８１ ０．１９９ １．９１ ２．０６
３ １．６７ ０．６６６ ０．３６３ １．８４ ２．１４

２．２　琼脂糖凝胶电泳检测结果
根据琼脂糖凝胶电泳结果（图１、图２、图３）可以看出，３

种棕榈科植物材料提取的 ＤＮＡ条带整齐、清晰、无明显弥散
现象，表明ＤＮＡ完整性较好，降解较少。点样孔亮度微弱，表
明提取到的ＤＮＡ纯度高，蛋白质、酚类及多糖类等杂质去除
得较彻底。由图１和图２可知，椰子、油棕各个处理所提取的
ＤＮＡ纯度都较好，条带整齐、清晰，与 λＤＮＡ接近。硅胶干燥
处理的叶片所提取的ＤＮＡ（泳道４～１２）与对照组（泳道１～
３）无明显差异；图３显示，槟榔各个处理的 ＤＮＡ条带均暗于
λＤＮＡ，硅胶干燥处理的叶片所提取的 ＤＮＡ（泳道４～１２）均

略有降解现象，相比对照组（泳道１～３）ＤＮＡ质量差。
２．３　基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增结果

用ＳＳＲ引物 Ｃｏ１０７对所提取的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，扩
增产物经８％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。由图 ４可
知，３种棕榈科植物的不同处理所提取的ＤＮＡ均获得了清晰
的扩增条带。从硅胶干燥处理样品中提取的 ＤＮＡ与从鲜叶
中提取的ＤＮＡ采用同一引物扩增，所得谱带基本无差异。

３　讨论

ＣＴＡＢ是一种强去污剂，能溶解细胞膜，还能有效地去除
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表３　槟榔的紫外分光光度法检测结果

处理 重复
原液浓度

（μｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
平均值

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
平均值

ＣＫ １ ０．８１ ０．３２２ ０．１４７ ２．１９ １．６６ １．９２ １．７４
２ ０．４８ ０．１９２ ０．１０４ １．８５ １．９９
３ １．９４ ０．７７５ ０．４４８ １．７３ １．５６

干燥后２５℃保存 １ ３．１０ １．２３８ ０．６７９ １．８２ １．９１ １．８１ １．９６
２ ２．５５ １．０１８ ０．６２１ １．６４ １．７４
３ ４．６７ １．８６８ ０．９５２ １．９６ ２．２３

干燥后－２０℃保存 １ ４．６４ １．８５７ １．０４４ １．７８ １．９８ ２．０１ ２．２３
２ ０．９２ ０．３６８ ０．１７３ ２．１３ ２．１７
３ ２．０６ ０．８２３ ０．３８９ ２．１２ ２．５３

干燥后－８０℃保存 １ ２．６０ １．０５４ ０．５２６ ２．００ ２．２２ ２．００ ２．１９
２ ３．２５ １．３００ ０．６４６ ２．０１ ２．２４
３ １．９４ ０．７７８ ０．３９４ １．９８ ２．１１

糖类杂质。目前此法已经被广泛地应用于植物基因组 ＤＮＡ
的提取。本研究结果进一步表明，ＣＴＡＢ法不仅适合椰子、油
棕和槟榔等棕榈科植物新鲜叶片的ＤＮＡ提取，同时也适合棕
榈科植物硅胶干燥叶片的ＤＮＡ提取。
　　本研究在ＤＮＡ提取的过程中发现，新鲜叶片在研磨时较
干燥叶片更容易些；新鲜叶片在研磨完成时须快速转入离心

管中，并添加含有聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）和 β－巯基乙醇的
提取液，否则容易引起褐化，而干燥叶片研磨后也不易褐化，

这与何天明等的研究结果［６］相同；新鲜叶片置冰箱冷冻后取

出，有冻伤现象，出现水渍状，而干燥叶片无此现象。

　　紫外分光光度计检测结果表明，从硅胶干燥处理的叶片
样品中提取的 ＤＮＡ，纯度较高，其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１．７０～
１９０，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值约为２．０，与从新鲜叶片样品中提取的
ＤＮＡ无明显差异，这与李学营等的研究结果［４，７，１１］相似，表明

叶片干燥处理后置于不同温度（２５℃，－２０℃，－８０℃）短期
保存（３个月），其ＤＮＡ质量也无明显差异。琼脂糖凝胶电泳
结果进一步表明，硅胶干燥处理的叶片仍能提取出高质量的

ＤＮＡ，除槟榔的ＤＮＡ略有降解外，椰子和油棕干燥处理的叶
片提取的ＤＮＡ与对照组无明显差异，表明叶片干燥处理后短

期保存（３个月）于不同温度（２５℃，－２０℃，－８０℃）条件
下，其ＤＮＡ质量也无明显差异。通过 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增检测，
发现所有提取的ＤＮＡ均能扩增出清晰一致的条带，进一步表
明从硅胶干燥处理叶片中提取的ＤＮＡ质量较好，能满足分子
生物学试验的要求，这对远距离取样研究棕榈科植物居群遗

传多样性是很有用的。

４　结论

从硅胶干燥处理的棕榈科植物叶片样品中提取的ＤＮＡ
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质量较好，能满足分子生物学试验的要求；叶片干燥处理后短

期保存（３个月）于不同温度（２５℃，－２０℃，－８０℃）条件
下，其ＤＮＡ质量无明显差异；硅胶快速干燥叶片法能解决在
棕榈科植物种质资源调查与收集时，不能及时将新鲜材料带

回实验室而引起的褐化问题，同时干燥后的叶片长期保存不

易变质，在ＤＮＡ提取过程中也不易产生褐化。因此，硅胶干
燥法是一种简便实用的理想方法。
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植物三萜皂苷代谢中达玛烷合成酶和 β－香树脂
合成酶的生物信息学分析

赵志新１，王星星２

（１．商洛学院生物医药与食品工程学院，陕西商洛７２６０００；２．西藏阿里地区中等职业技术学校，西藏阿里 ８５９０００）

　　摘要：搜集４种植物的１０条达玛烷合成酶及２２种植物的３０条β－香树脂合成酶，利用生物信息学工具对这２种
三萜皂苷代谢关键酶的理化性质、蛋白特性及进化亲缘关系等进行分析。理化性质分析显示，这２种酶的氨基酸序列
在氨基酸数目、组成、分子量、理论ｐＩ和脂肪指数等方面均表现出较强的一致性；同时，这２种酶的糖基化位点具有高
度的保守性，并且大豆（２）、绿玉树、木榄这３条β－香树脂合成酶序列有极大的可能性有糖基化位点；信号肽预测分
析表明，这２种酶没有明确的信号肽；α－螺旋和无规则卷曲是多肽链中主要存在的二级结构元件；系统进化树显示序
列间差异较小，并且聚类结果与序列的科属特性相一致。不同植物的达玛烷合成酶和 β－香树脂合成酶蛋白特性差
别不大，进化距离也比较近，说明这２种酶具有较高的保守性和稳定性。这有助于理解达玛烷合成酶和β－香树脂合
成酶的保守结构域及进化变异，为研究这２种酶的酶学特征及三萜皂苷代谢提供帮助。
　　关键词：达玛烷合成酶；β－香树脂合成酶；生物信息学分析；三萜皂苷；理化性质；蛋白特性；进化亲缘关系；糖基
化位点；保守结构域；酶学特征
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　　三萜皂苷类化合物在自然界中分布广泛，菌类、蕨类、单
子叶植物、双子叶植物、动物及众多海洋生物均可产生，尤以

双子叶植物含量最佳。目前在人参、三七等药用植物中的研

究比较成熟，同时在桔梗中三萜皂苷的含量也比较高［１］。三

萜皂苷是一类重要的植物次生代谢产物，具有抗癌、抗病毒、

降低胆固醇等药理作用［２］，但三萜皂苷结构和生物合成途径

复杂，在植物产量低，提取成本高，因此，对三萜皂苷生物合成

途径研究并通过合成生物学等方法生产三萜皂苷已成为研究

热点，合成生物学在三萜类药效成分或其前体的大规模生产

应用方面具有广阔前景［３－６］。

达玛烷合成酶（ｄａｍｍａｒｅｎｅｄｉｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＤＳ）和β－香
树脂合成酶（β－ａｍｙｒｉｎｓｙｎｔｈａｓｅ，简称 β－ＡＳ）同属氧化鲨烯
环化酶（ｏｘｉｄｏｓｑｕａｌｅｎｅｃｙｃｌａｓｅ，简称 ＯＳＣ）家族，催化２，３－氧
化鲨烯环化合成达玛烷二醇和 β－香树素，它们分别是合成
达玛烷型和齐墩果烷型三萜皂苷的关键酶［１］。近年来，随着

植物次生代谢途径（甾醇类化合物、丹参酮和紫杉醇等生物

合成途径）及其关键酶基因研究的深入，越来越多的关键酶
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