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一种高效提取干燥植物样品 ＤＮＡ的方法
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　　摘要：野外采集样品通常采用硅胶干燥的方法，但会不同程度降解 ＤＮＡ影响提取效果。为解决干燥植物样品
ＤＮＡ难提取的问题，提出ＣＴＡＢ法与全式金植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒相结合的方法，并以４种中药材为试验材料，
利用改良ＣＴＡＢ法、传统ＣＴＡＢ法及试剂盒法等进行鉴定，并用ＰＣＲ扩增和酶切验证检测提取 ＤＮＡ的质量。结果表
明，ＣＴＡＢ法与全式金植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒相结合的方法能够有效去除多酚和糖类物质对ＤＮＡ提取的干扰，
并有效富集ＤＮＡ，尤其适用于临近干燥或枯萎的植物干燥叶片，ＰＣＲ扩增和酶切反应进一步证明利用该方法提取
ＤＮＡ能够达到下游试验的要求。本研究有效解决了传统方法提取干燥样品 ＤＮＡ低效的问题，能为接下来分子标记
的开发、遗传多样性和后续遗传学分析提供基础。
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　　从植物组织中提取高质量的基因组 ＤＮＡ是进
行分子生物学研究的第 １步和必要条件［１］。高质

量的基因组 ＤＮＡ是进行如简单重复序列标记
（ＳＳＲ）、限制性内切酶片段长度多态性（ＲＦＬＰ）、随
机扩增多态性ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）、简单重复序列间
扩增（ＩＳＳＲ）等后续遗传多样性分析的基础［２］。迄

今为止，人们提出了诸多提取 ＤＮＡ的方法，目前最
常用的提取方法是十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＳ）法、十

六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［３］。远距离采样一

般无法对材料即刻提取 ＤＮＡ，通常采用硅胶脱水干
燥保存。然而有研究表明，从硅胶保存的植物样品

中提取的基因组ＤＮＡ会出现不同程度的降解现象，
而且ＤＮＡ的质量和浓度不及从新鲜样品中提取到
的ＤＮＡ［４］。尤其枯萎的植物样品中 ＤＮＡ易被核酸
内源酶降解，硅胶干燥后 ＤＮＡ降解程度更加严重，
造成ＤＮＡ提取质量下降［５］。因此，亟待开发一种能

够适用于临近枯萎植物干燥样品的基因组 ＤＮＡ提
取通用方法以适应研究要求。

本研究以山莨菪（Ａｎｉｓｏｄｕｓｔａｎｇｕｔｉｃｕｓ）、桃儿七
（Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍｈｅｘａｎｄｒｕｍ）、四数獐牙菜（Ｓｗｅｒｔｉａ
ｔｅｔｒａｐｔｅｒａ）、椭圆叶花锚（Ｈａｌｅｎｉａｅｌｌｉｐｔｉｃａ）４种中草
药为材料，分别从紫外吸光度、凝胶电泳、ＰＣＲ扩
增、酶切验证等方面对传统ＣＴＡＢ法、改良ＣＴＡＢ法
和试剂盒法３种ＤＮＡ基因组的提取方法进行比较，
以期寻找能提取干燥样品较好质量ＤＮＡ的方法。
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１　材料与方法

１．１　材料
山莨菪、桃儿七、四数獐牙菜、椭圆叶花锚分别

来源于甘肃省门源县、碌曲县神山山、临潭县贡巴

寺和贡巴寺，样本均于２０１６年９月采集。
本研究中的改良ＣＴＡＢ法裂解缓冲液与常规配

方相 同，具 体 如 下：ＣＴＡＢ ２０ ｍｇ／ｍＬ，ＮａＣｌ
１．４ｍｏｌ／Ｌ，二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）０．０１ｍｏｌ／Ｌ，三羟甲
基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）０．１ｍｏｌ／Ｌ，调节ｐＨ值至８．０。
１．２　ＤＮＡ提取

分别采用传统 ＣＴＡＢ法、北京全式金生物技术
有限公司提供的 ＤＮＡ提取试剂盒（目录号为
ＥＥ１１１）法（简称试剂盒法）以及改良ＣＴＡＢ法（即利
用传统ＣＴＡＢ法与试剂盒法相结合的方法）提取４
种植物的基因组ＤＮＡ。改良ＣＴＡＢ法中所述的ＥＢ、
ＢＢ１、ＣＢ１、ＷＢ１、ＲｎａｓｅＡ均来自北京全式金生物技术
有限公司提供的 ＤＮＡ提取试剂盒（目录号为
ＥＥ１１１），根据该试剂盒说明书的记载，ＥＢ、ＢＢ１、ＣＢ１、
ＷＢ１分别为溶解液、结合液１、清洗液１、洗液１。

取９０ｍｇ干燥植物材料，粉碎，分装，分别用上
述３种方法提取ＤＮＡ，ＤＮＡ提取试剂盒的方法严格
按照操作说明进行。改良 ＣＴＡＢ法步骤：（１）称取
３０ｍｇ干燥植物干材料，粉碎（如前所述）；（２）加入
已预热ＣＴＡＢ裂解缓冲液和一定体积的 ＲｎａｓｅＡ，涡
旋振荡，于６５℃下水浴３０～５０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ上
下颠倒混匀；（３）转移上清至干净的离心管中，加入
等体积的三氯甲烷 －异戊醇（体积比为 ２４∶１，下
同），颠倒混匀，１５℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取
上清；（４）转移上清至干净的离心管中，加入上清液
２／３体积的预冷至－２０℃的异丙醇，轻颠倒混匀，于
－２０℃下静置 ３０ｍｉｎ；（５）静置液于 １５℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，倒掉上清，在离心
管中加入 ４００μＬＥＢ溶液溶解沉淀，同时加入
４００μＬ的三氯甲烷 －异戊醇混合液，上下颠倒混
匀，于１５℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 １０ｍｉｎ，取上
清；（６）转移上清至干净的离心管中，加入等体积的
ＢＢ１，颠倒混匀，将混合液转移至干净的离心柱中，
于１５℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 ５ｍｉｎ；（７）弃液
体，加入 ５００μＬＣＢ１，静置 ５ｍｉｎ，于 １５℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 ５ｍｉｎ；（８）弃液体，加入
５００μＬＷＢ１，于 １５℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
５ｍｉｎ，重复本步骤至少１次；（９）弃液体，于１５℃、

１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 ５ｍｉｎ，彻底去除残留的
ＷＢ１；（１０）弃离心管，将离心柱放置在干净滤纸上
风干５ｍｉｎ；（１１）将离心柱转移到干净的离心管中，
向离心柱中心膜上加入４０μＬ预热至６０～７０℃的
ＥＢ，静置２ｍｉｎ，于１５℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
２ｍｉｎ，重复本步骤至少１次；（１２）弃离心柱，收集所
得离心液，即得植物基因组ＤＮＡ；（１３）测定ＤＮＡ的
浓度和纯度，－２０℃保存。
１．３　ＤＮＡ产率和质量检测
１．３．１　琼脂糖凝胶电泳检测　比较不同方法提取
ＤＮＡ的得率，琼脂糖凝胶电泳时每个样品上样３μＬ
ＤＮＡ溶液。配制１％琼脂糖凝胶，电泳液为１×ＴＢＥ
缓冲液［生工生物工程（上海）股份有限公司］，

ＧｏｌｄＶｉｅｗ（北京赛百盛基因技术有限公司）染色，于
１００Ｖ条件下电泳３０ｍｉｎ。利用ＵＰＶ紫外成像系统
（ＥＣ３ｓｙｓｔｅｍ，美国）扫描成像。
１．３．２　分光光度计检测　采用紫外分光光度计
（Ｍｅｒｉｎｔｏｎ，ＳＭＡ４０００）分别测量 ＤＮＡ溶液在 ２３０、
２６０、２８０ｎｍ处的吸光度。通过计算Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ和
Ｄ２３０ｎｍ／Ｄ２６０ｎｍ的值分别获得ＤＮＡ溶液中蛋白、多糖、
酚类的含量以及 ＲＮＡ的污染度，从而估算 ＤＮＡ浓
度，公式为ＤＮＡ样品浓度（μｇ／μＬ）＝Ｄ２６０ｎｍ×稀释
倍数×５０。
１．３．３　ＰＣＲ检测　通过ＰＣＲ（德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司）
反应验证改良 ＣＴＡＢ法所获得的 ＤＮＡ的质量，
２５μＬＰＣＲ反应体系包含 １２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、上下游引物各０．５μＬ、２μＬ基因组ＤＮＡ
（浓度约为 ４０ｎｇ／μＬ）、９．５μＬｄｄＨ２Ｏ。用于扩增
ＩＴＳ序列的１对通用引物的序列为ＩＴＳ１（５′－ＡＧＡＡ
ＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣ－３′）、ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣ
ＴＴＡＴＴＴＡＴＡＴＧＣ－３′）［６］。ＰＣＲ反应程序：９５℃预
变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５２℃退火４５ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ４０ｓ，３５个循环；７２℃终延伸 １０ｍｉｎ，
１６℃，停止反应。
１．３．４　酶切验证　２０μＬ酶切体系包括：５μＬＤＮＡ
模板（２００ｎｇ／μＬ），２μＬ１０×ＦｌｙＣｕｔＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ，
０．５μＬＥｃｏＲⅠ酶（２０Ｕ／μＬ），１２．５μＬｄｄＨ２Ｏ。
ＰＣＲ程序为３７℃ １０ｍｉｎ，６５℃ ２０ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ得率和质量
用３种不同的方法提取样品基因组 ＤＮＡ，琼脂

糖凝胶电泳结果如图１、图２所示，ＤＮＡ条带清晰，
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无明显降解拖尾现象，尤其改良 ＣＴＡＢ法提取的
ＤＮＡ条带清晰、明亮（图１）。

　　根据 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的检测值（表１）发现，改良
ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ质量较好，传统 ＣＴＡＢ法和试
剂盒法略差（Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＜１．７），说明这２种方法
抽提的ＤＮＡ中可能含有蛋白质杂质。改良 ＣＴＡＢ
法提取的ＤＮＡ的浓度明显高于其他２种提取方法，
除山莨菪试剂盒法提取的ＤＮＡ浓度最低。
２．２　ＰＣＲ验证和酶切试验

ＤＮＡ的提取是分子生物学研究中至关重要的
第１步，因此ＤＮＡ提取方法的适用性还需要下游试
验的验证。本研究通过 ＰＣＲ和酶切进一步验证该
提取方法所获得的ＤＮＡ的质量。

利用ＩＴＳ引物以本研究提取获得的上述４种植
物基因组ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，结果见图３。

表１　３种方法提取４种枯萎干燥植物叶片ＤＮＡ的质量比较

植物 ＤＮＡ的抽提法 ＤＮＡ浓度
（μｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

山莨菪 改良ＣＴＡＢ法 １８７．１５±５２．７１ １．７４０±０．０３ １．７９０±０．０３

传统ＣＴＡＢ法 ３０．５０±２．５８ ０．７９２±０．０２ １．５６４±０．０２

试剂盒法 １８．５０±０．９８ ０．７１２±０．０１ １．６６２±０．０４

桃儿七 改良ＣＴＡＢ法 １２１．１４±２３．５５ １．６７０±０．０７ １．７５０±０．０７

传统ＣＴＡＢ法 ５０．００±１．２８ １．１７６±０．０３ １．６３９±０．０４

试剂盒法 ２５．００±０．８５ １．１９０±０．０５ １．６３３±０．０３

四数獐牙菜 改良ＣＴＡＢ法 ８７．４５±１４．３３ １．６３０±０．０３ １．７３０±０．０４

传统ＣＴＡＢ法 １７．００±０．７４ ０．８９５±０．０１ １．６２７±０．０３

试剂盒法 ６．７０±０．１５ ０．３９４±０．０２ １．４８９±０．０６

椭圆叶花锚 改良ＣＴＡＢ法 ８５．４５±１２．２５ １．５５０±０．０７ １．７２０±０．０７

传统ＣＴＡＢ法 １６．２４±１．２５ ０．６３５±０．０４ １．５４３±０．０５

试剂盒法 ５．３０±０．０８ ０．４６５±０．０３ １．４９３±０．０４

４个样品中都扩增出了清晰的目的条带。ＰＣＲ试验
结果证明，改良 ＣＴＡＢ提取法获得的植物基因组
ＤＮＡ符合下游试验的要求。

ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶酶切电泳结果如图４所
示，酶切获得的条带在凝胶上呈均匀的弥散状分

布，这表明改良 ＣＴＡＢ法的 ＤＮＡ纯度良好，符合酶
切试验及下游试验的要求。

３　讨论与结论

在正常条件下，传统ＣＴＡＢ法以及试剂盒法都
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可以用于植物基因组 ＤＮＡ的抽提，但是如果从
ＤＮＡ的浓度、纯度和质量上综合考虑来说，本试验
改良ＣＴＡＢ法提取干燥样本植物基因组 ＤＮＡ效率
最好。在实际工作中，仍然须要根据植物本身的特

性和不同的试验要求来选择合适的提取方法［７－８］。

目前最好的植物基因组 ＤＮＡ提取材料是鲜样
或者是 －８０℃冻存保留的样本材料［９－１３］。但是当

采样地位于野外时，野外采样一般无法对材料即刻

提取ＤＮＡ，通常采用硅胶干燥，而经过硅胶干燥保
存的植物样品的基因组 ＤＮＡ会发生不同程度的降
解，提取的 ＤＮＡ质量和浓度远比从鲜样中提取的
差。尤其枯萎的植物样品中 ＤＮＡ易被核酸内源酶
降解，硅胶干燥后 ＤＮＡ降解程度更加严重，提取质
量下降。因此，针对长期远距离采样难保存样品的

问题，应寻找一种新的、简便经济实用的干燥样本

ＤＮＡ提取方法。
本研究利用全式金基因组 ＤＮＡ提取试剂盒所

改良的ＣＴＡＢ法，能够有效去除多酚和糖类物质对
ＤＮＡ提取的干扰，尤其适应于临近干燥或枯萎的植
物干燥叶片，能够有效地富集 ＤＮＡ，并消除颜色对

ＤＮＡ的影响。ＰＣＲ试验结果证明，改良 ＣＴＡＢ法获
得的ＤＮＡ能够达到下游试验的要求。与现有技术
相比，该方法具有以下优点：（１）利用该方法从干燥
植物样品组织中获得的 ＤＮＡ量显著高于普通提取
方法获得的 ＤＮＡ，且 ＤＮＡ纯度符合下游应用的要
求。（２）经 ＰＣＲ和酶切试验证明最终获得的 ＤＮＡ
能够达到一般分子生物学研究的要求。（３）该提取
方法具有通用、高效和简便的特点。从表１和图４
可以看出，传统 ＣＴＡＢ法以及试剂盒法均不能从上
述样品中成功提取出ＤＮＡ，紫外分光光度计检测结
果表明提取获得的ＤＮＡ纯度较差，不符合下游试验
要求。本研究的改良 ＣＴＡＢ法适合干燥样本，干燥
样本操作方便，不受太多地理及环境因素的限定，

适用于远距离样品的采集。
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