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不同方法提取牛心朴子基因组

ＤＮＡ效果的比较研究
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　　摘　要：以牛心朴子的叶片、茎段、根为试材，采用改良的ＣＴＡＢ法Ⅰ、ＣＴＡＢ法Ⅱ和ＳＤＳ法
对其进行了基因组ＤＮＡ提取效果的比较分析。结果表明：ＣＴＡＢ法Ⅰ从３个部位都能提出较高
浓度的ＤＮＡ，电泳条带完整清晰；ＣＴＡＢ法Ⅱ从３个部位都能提出ＤＮＡ，条带明亮，但有明显拖
尾现象；ＳＤＳ法从叶片中能提出较高的ＤＮＡ，但从茎和根中所提的ＤＮＡ含量较小，电泳条带暗；３
种方法所提的ＤＮＡ其ＲＡＰＤ扩增效果以ＣＴＡＢ法Ⅰ最好，ＣＴＡＢ法Ⅱ次之，ＳＤＳ法最差。叶片
提取的ＤＮＡ平均纯度、浓度和得率为最高，ＲＡＰＤ扩增效果最好，茎次之，根最低。说明ＣＴＡＢ
法Ⅰ是牛心朴子ＤＮＡ的高效提取方法，不同部位以牛心朴子叶子提取的ＤＮＡ得率高，扩增效果
最好。
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　　牛心朴子（Ｃｙｎａｎｃｈｕｍ　ｋｏｍａｒｏｖｉｉ　Ａｌ．）又称老瓜头、
黑心脖子、芦芯草。据内蒙古植物志记载，牛心朴子属
萝摩科（Ａｓｃｌｅｐｉａｄａｃｅａｅ）鹅绒藤属（ＣｙｎａｎｃｈｕｍＬ．）［１］多
年生直立或半直立丛生草本植物，广泛生长在次生沙漠
中的半固定沙丘和荒漠流沙区，主要分布于内蒙古、宁
夏、甘肃等省（区），是沙化进程中为适应环境而保存下
来的沙漠生态型植物，也是一种良好的蜜源植物，其鲜
草有毒，但干枯的全草是很好的饲草。据姚宇澄等测
定，牛心朴子的化学成分主要含有生物碱、挥发油、黄酮
类糖类、甾体、甙、脂肪酸、脂肪酸酯及芳香族化合物等。
民间用它作绿肥与杀虫剂，藏医用它退烧、止泻、治胆囊
炎。其提取物在农业生产方面有较多的应用，如抗菌、
抗病毒、杀虫等；而且其在医学领域也具有一定的抗菌、
抗病毒、抗肿瘤、抗炎及镇痛的作用，另有资料表明，它
还具有一定的增强机体免疫力的作用［２－３］。
该试验以牛心朴子为材料，选用不同ＤＮＡ提取

方法，分别提取牛心朴子３个部位（叶片、茎段、根）的
基因组ＤＮＡ，并进行比较分析。旨在寻找适合于牛心
朴子基因组ＤＮＡ的高质量、高效率提取方法，为在分
子水平展开对牛心朴子的研究奠定试验基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料

植物材料：成熟的牛心朴子（取自北方民族大学实
践基地）；试剂：液氮、ＣＴＡＢ、ＳＤＳ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．０）、
ＥＤＴＡ、ＰＶＰ、饱和酚、氯仿、异戊醇、无水乙醇、７０％乙
醇、ＮａＣｌ、β－巯基乙醇、无菌水、琼脂糖、ＴＡＥ缓冲液、溴
酚蓝、冰醋酸、ＥＢ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、随机引物、ｄＮＴＰ
ｍｉｘｔｕｒｅ、ＰＣＲ　Ｌｏｄｄｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）等；器材：研钵、移
液枪、１．５ｍＬ离心管、ＰＣＲ管、ＬＧ微波炉、北京六一仪
器厂ＤＹＹ－１２型电泳仪、ＨＨ－４恒温数显水浴锅、Ｓｉｇｍａ
３Ｋ３０－１２１５４型高速冷冻离心机、ＤＵ８００核酸蛋白检测
仪、ＳＤＳ－８０００ＵＶＰ凝胶成像系统、ＰＣＲ仪等。
１．２　试验方法
１．２．１　ＣＴＡＢ 法Ⅰ　提取缓冲液配制：０．２％ＣＴＡＢ、
１．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．０）、
２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、０．２％β－巯基乙醇（用前加入）、
０．４％ＰＶＰ（用前加入）；提取方法：分别取牛心朴子叶
片、茎和根，用蒸馏水洗净吹干，各称取０．５ｇ，置研钵
中，加入充足液氮，迅速充分研磨（１０ｍｉｎ）然后将其移
入１．５ｍＬ离心管中，加入２５０μＬ预热的ＣＴＡＢ提取缓
冲液。６５℃水浴振荡４０ｍｉｎ（轻轻振荡，避免机械损
伤），－２０℃降温１０ｍｉｎ，离心（１０　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０
ｍｉｎ）。取上清液转至另一个１．５ｍＬ离心管中，加入等
体积酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶２４∶１），混匀，离心（１０　０００
ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ）。将上清液转至另一个１．５ｍＬ离
心管中，加入等体积氯仿∶异戊醇（２４∶１），离心（１０　０００
ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ）。将上清液转至另一离心管中，加
入等体积无水乙醇（提取效果好可见絮状沉淀），－
２０℃保存３０ｍｉｎ，离心（１０　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ）；小
心倒掉上清液，沉淀用７０％乙醇洗３次，每次１０　０００
ｒ／ｍｉｎ、４℃、离心５ｍｉｎ；弃乙醇，室温干燥ＤＮＡ，加入
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２００μＬ　ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ　８．０，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ）或者无菌水溶解ＤＮＡ，－２０℃保存。
１．２．２　ＣＴＡＢ法Ⅱ　ＣＴＡＢ法Ⅱ与ＣＴＡＢ法Ⅰ相比，去
掉了步骤（３）和（５），即少了一步水浴振荡和抽提。
１．２．３　ＳＤＳ法　提取缓冲液的配制：０．２ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ　８．０）、５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、
０．２％β－巯基乙醇（用前加入）、０．４％ＰＶＰ（用前加入）；
提取方法：分别取牛心朴子叶片、茎和根，用蒸馏水洗
净吹干，各称取０．５ｇ，置研钵中，加入充足液氮，迅速
充分研磨（１０ｍｉｎ）然后将其移入１．５ｍＬ离心管中，加
入２５０μＬ预热的ＳＤＳ提取缓冲液。６５℃水浴振荡
４０ｍｉｎ（轻轻振荡，避免机械损伤），－２０℃降温１０ｍｉｎ，
离心（１０　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ）。取上清液转至另一
个１．５ｍＬ离心管中，加入等体积酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶２４∶
１），混匀，离心（１０　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ）。将上清液
转至另一个１．５ｍＬ离心管中，加入等体积氯仿∶异戊
醇（２４∶１），离心（１０　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ）。将上清液
转至另一离心管中，加入等体积无水乙醇（提取效果好
可见絮状沉淀），－２０℃保存３０ｍｉｎ，离心（１０　０００
ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ）；小心倒掉上清液，沉淀用７０％乙
醇洗３次，每次１０　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、离心５ｍｉｎ；弃乙醇，
室温干燥ＤＮＡ，加入２００μＬ　ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
ｐＨ　８．０，１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ）或者无菌水溶解 ＤＮＡ，
－２０℃保存。
１．３　ＤＮＡ质量检测
１．３．１　纯度、浓度检测　取１μＬ　ＤＮＡ 样液，用
ｄｄＨ２Ｏ稀释５０倍，以ｄｄＨ２Ｏ为空白对照，用核酸蛋白
检测仪测定样品 ＯＤ２６０与 ＯＤ２８０的比。以 ＯＤ２６０计算
ＤＮＡ浓度。ＤＮＡ浓度计算公式：Ｃ（ｄｓＤＮＡ）＝５０×
ＯＤ２６０×稀释倍数，浓度单位为μｇ／ｍＬ。
１．３．２　电泳检测　凝胶的配制：称取０．４ｇ琼脂糖溶
于５０ｍＬ　１×ＴＡＥ缓冲液，微波炉加热融化，稍冷却后
加入一小滴 ＥＢ，混匀，倒入胶板，冷却凝固后即为
０．８％的凝胶。点样：用移液枪取２μＬ加样缓冲液与
５μＬ　ＤＮＡ样品混匀，然后点入凝胶孔中。电泳：１００Ｖ
电泳４５ｍｉｎ左右。当溴酚蓝染色液移动到距胶前
２ｃｍ左右时停止电泳，取出照相。
１．４　ＲＡＰＤ扩增检测
用ｄｄＨ２Ｏ补充至２５μＬ。扩增反应程序：９４℃预

变性２ｍｉｎ；用ｄｄＨ２Ｏ补充至２５μＬ。扩增反应程序：
９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，３６℃退火１ｍｉｎ；
７２℃延伸２ｍｉｎ，４０个循环；然后７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃
保存。２５μＬ　ＰＣＲ反应体系：ＰＣＲ　ｌｏｄｄｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ　２．５
μＬ，ｄＮＴＰ　ｍｉｘｔｕｒｅ　２．０μＬ，模板 ＤＮＡ　１．０μＬ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶１Ｕ，取０．４μＬ，Ｍｇ

２＋２．５μＬ，引物１．０
μＬ。按以上体系和程序，先筛选引物，该试验所用随机
引物购自宁夏昕泰生物公司；通过４０组引物的筛选，
该试验选择 ０９Ａ０８１１３号随机引物，序列为 ５’－
ＴｇＡｇｇｇｇｇＡＡ－３’。然后用该引物再对各ＤＮＡ提取样
品进行ＰＣＲ扩增；扩增完成后，取１０μＬ样品与２μＬ
上样缓冲液混匀点样，１００Ｖ电泳，照相。

２　结果与分析
２．１　不同方法提取牛心朴子不同部位基因组ＤＮＡ结
果分析

２．１．１　不同部位及不同提取方法所得ＤＮＡ纯度和浓
度测定结果比较　从ＤＮＡ样品的测定结果可以看出
（表１），２种 ＣＴＡＢ 法提取的不同部位的 ＤＮＡ，其
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０均值高于１．８０，说明得到的ＤＮＡ中均含
有ＲＮＡ（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．６～１．８时，ＤＮＡ纯度较好，
大于１．８说明ＲＮＡ含量高，小于１．６说明蛋白和杂质
含量高）；而用ＳＤＳ法提取的不同部位ＤＮＡ，ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０均小于１．７，说明得到的ＤＮＡ蛋白含量高。用３
种方法在提取过程中发现，ＤＮＡ抽提液颜色ＣＴＡＢ法
Ⅰ为无色、ＣＴＡＢ法Ⅱ为淡黄色、ＳＤＳ法为黄色，表明这３
种提取方法对去除植物多酚及色素的效果不同，ＣＴＡＢ
法Ⅰ可以更有效地去除色素、抑制酚类物质的褐变，使
色素及酚类物质在提取过程中基本除去，而ＳＤＳ法和
ＣＴＡＢ法Ⅱ去除效果相对较差。就ＤＮＡ的产量而言，
所有样品用ＣＴＡＢ法Ⅰ提取的ＤＮＡ浓度、得率都相对
较高，而用ＳＤＳ法和ＣＴＡＢ法Ⅱ提取的ＤＮＡ产率相对
较低，虽也偶有浓度、得率较高的，但是ＳＤＳ法和
ＣＴＡＢ法Ⅱ提取的ＤＮＡ带有一定的颜色，ＳＤＳ法提取
的ＤＮＡ颜色更深些；综合以上分析初步推测，ＣＴＡＢ
法Ⅰ提取的牛心朴子ＤＮＡ的质量应该好于其它２种方
法。从ＤＮＡ样品的测定结果还可以看出，牛心朴子不
同部位所提基因组ＤＮＡ的质量也有差异，叶片的浓度
和得率相对较高、茎次之、根最低（表１）。
表１　不同提取方法所得ＤＮＡ样品的测定结果

部位 方法 ＯＤ２６０ ＯＤ２８０ ＯＤ２６０／ＯＤ２８０
浓度

／μｇ·ｍＬ－１
得率

／μｇ·μｇ－１

叶片 ＣＴＡＢ法Ⅰ ０．６０５３　０．３１１３　 １．９４４０　 １　５１３　 １２１
ＣＴＡＢ法Ⅱ ０．５４９０　０．２５０１　 ２．１９５１　 １　３７２　 １０９
ＳＤＳ法 ０．４３２０　０．２０１３　 １．６４２０　 １　０８０　 ８６

茎段 ＣＴＡＢ法Ⅰ ０．５１５１　０．２５４９　 ２．０２０１　 １　２８７　 １０２
ＣＴＡＢ法Ⅱ ０．４５２６　０．２２４８　 ２．１８２７　 １　１３１　 ７８
ＳＤＳ法 ０．４７７８　０．２３５７　 １．５４３６　 １　１９４　 ６４

根 ＣＴＡＢ法Ⅰ ０．３９２７　０．１９８４　 １．９７９３　 ９８１　 １１２
ＣＴＡＢ法Ⅱ ０．４５５２　０．２１１８　 ２．１４９２　 １　１３８　 ７０
ＳＤＳ法 ０．４８７７　０．２３２４　 １．４６７０　 １　２１９　 ５４

２．１．２　电泳结果比较　电泳结果显示（图１），ＳＤＳ法在
牛心朴子的茎和根中几乎未提取出ＤＮＡ，在叶片中虽提
取出了ＤＮＡ，但条带相对较微弱弱，说明此方法不能有
效提取牛心朴子基因组ＤＮＡ，特别是提取其根中的
ＤＮＡ；其余２种方法均在牛心朴子不同部位中提出了
ＤＮＡ，ＣＴＡＢ法Ⅱ提取的茎段ＤＮＡ条带相对较弱，而在
叶和根中有严重拖尾现象，说明ＲＮＡ含量很高，质量不
高；ＣＴＡＢ法Ⅰ在牛心朴子３个部位提取的ＤＮＡ电泳条
带都较亮，虽然也有一定的拖尾现象形成（可能是含
ＲＮＡ，也可能是ＤＮＡ有一定程度的降解），但相对另２
种方法提取的ＤＮＡ，拖尾较低，说明提取的ＤＮＡ质量
较好；ＣＴＡＢ法Ⅰ提取的３个部位的ＤＮＡ亮度较均匀一
致，质量较高。从图１还可以看出，３种方法从叶片中提
取出的ＤＮＡ条带最亮、最清晰，说明牛心朴子叶片较容
易获得完整性好、纯度高的基因组ＤＮＡ。
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图１　牛心朴子ＤＮＡ的电泳图谱

　　注：Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，１～３：叶片，４～６：茎，７～９：根；１、４、７：ＣＴＡＢ法Ⅰ，２、５、８：

ＳＤＳ法，３、６、９：ＣＴＡＢ法Ⅱ。

２．２　ＲＡＰＤ扩增结果分析
以随机引物０９Ａ０８１１３（序列：５’－ＴｇＡｇｇｇｇｇＡＡ－３’）

对所提ＤＮＡ的质量进行进一步鉴定，结果表明，３种方
法提取的ＤＮＡ的扩增效果存在有差异（图２）。用ＳＤＳ
法从茎和根中提取的ＤＮＡ，ＰＣＲ反应扩增带少且不明
显、不均匀；而用２种ＣＴＡＢ法提取的牛心朴子ＤＮＡ都
有ＲＡＰＤ扩增带，这与图１电泳图谱结果基本一致。用
ＳＤＳ法在叶片提取的ＤＮＡ虽然有扩增带，但条带相对
另２种较弱；ＣＴＡＢ法Ⅱ所提的ＤＮＡ条带亮，但重复性
不好，在根中存在扩增不完全的现象，同时在茎中存在
一定弥散现象；而ＣＴＡＢ法Ⅰ所提取的牛心朴子不同部
位的ＤＮＡ其ＲＡＰＤ扩增都较完整，条带清晰，重复性较
强，是牛心朴子ＤＮＡ提取的较理想的方法。从３个不
同部位的ＲＡＰＤ扩增结果可以看出，叶片的扩增效果较
好，而从茎和根中提取的ＤＮＡ的扩增条或者不完全，或
者不清晰，这可能是因为茎和根中的次生代谢物含量比
叶片要高，从而对其扩增结果有影响。

图２　牛心朴子ＤＮＡ的ＲＡＰＤ扩增图谱

　　注：随机引物０９Ａ０８１１３（序列：ＴｇＡｇｇｇｇｇＡＡ），Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｋｅｒ，１：空白，２～４：
叶片，５～７：茎，８～１０：根；２、５、８：ＣＴＡＢ法Ⅰ，３、６、９：ＳＤＳ法，４、７、１０：ＣＴＡＢ法Ⅱ。

３　讨论
取牛心朴子３个不同部位（叶片、茎段、根），用３种方

法提取ＤＮＡ，其中ＣＴＡＢ法Ⅱ与ＣＴＡＢ法Ⅰ相比，少了水
浴、分离和一步抽提，减少了提取时间和降低了受机械损
害程度。提取牛心朴子基因组ＤＮＡ时，由于多糖类、多酚
类物质含量高而影响了ＤＮＡ提取质量。在提取一开始
就尽可能地避免或去除多糖与多酚等物质的干扰，并且每
步操作都要轻、慢、稳，保证ＤＮＡ的完整性，保证试验的顺
利进行。试验中，虽然ＣＴＡＢ法Ⅱ相对于ＣＴＡＢ法Ⅰ提取效
果较差，但是由于步骤少，操作简单，对ＤＮＡ的破坏小，成
本也低，因此，该方法值得借鉴，如果加以改进，将也会是
一种很好的ＤＮＡ提取方法。
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