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几种中药 DNA提取方法的比较研究 

陈 莉 ，魏 莉 *，周 童 ，李敏瑜 ，覃玉斌 ，吴耀生 
(广西医科大学 生物化学与分子生物学教研室，南宁 530021) 

摘 要：以丹参 、绞股蓝 、三七为材料，分别采取 CTAB法和 SDS法提取基因组 DNA，并通过紫外分光光度法 

和琼脂糖凝胶电泳对所提取的 DNA样品进行检测 ，将它们在 DNA产量、质量等方面的优缺点进行总结。结 

果表明，CTAB法能从丹参、绞股蓝中提取高质量的DNA，而三七的DNA更适合用 SDS法提取。 
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Study on isolation methods of genomic DNA 
● 11 ● _ l 1 1 ● ● 

in several L二|llneSe herbaI nlem ClIIeS 

CHEN Li，WEI Li ，ZHOU Tong ，LI Min-Yu ， 

QIN YU-Bin ，WU Yao-Sheng 

(Department ofBiochemistry andMolecularBiology，GuangxiMedical University，Nanning 530021，China) 

Ai~tract：CTAB method and SDS method were used to extract genomic DNA from Salvia miltiorrhiza Bunge， 一 

nostemma pentaphyllum and Panax notoginseng．The DNA samples obt~ned by the above methods were tested by 

ultraviolet spectrophotometry and agarose gel electrophoresis．Based on the comparative analysis of yield and quality 

of the DNA samples by different methods，CTAB method was found to be optimal to produce high quality DNA from 

Salvia miltiorrhiza Bunge and G3mostemma pentaphyllum，SDS method was more effective to Panaxnoto~nseng． 
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获取高质量的DNA样品是进行分子生物学研 

究的必要前提，同时也是中药分子诊断技术中的关键 

环节。由于不同植物代谢产物尤其是多糖、多酚及其 

他未知次级代谢产物种类及含量的不同，基于植物化 

学组分 的特异 性，难 以找 到一 种适 合于所 有植 物 

DNA提取的方法，即不同化学组分的植物需要相应 

的DNA提取方法。绞股蓝、丹参、三七为临床常用中 

药，所含成分与药性都不相同。本研究采用 CTAB法 

和SDS法提取这三种中药 DNA，探讨这两种方法的 

提取效果，确定了分别适合于它们的经济有效的 

DNA提取方法，为进一步深入研究奠定了基础。 

1 实验材料与设备 

1．1实验材料 

丹参 (Salvia miltiorrhiza Bunge)、绞 股 蓝 

(Gynostemma pentaphyllum)采 自广西药用植物园 

药圃，实验时采其新鲜嫩叶和根。三七(Panax no— 

toginseng)采自广西靖西县。分离根叶，分装后于 

液氮中保存。 

1．2主要试剂和仪器 

CTAB、SDS、EDTA、PVP、Tris、KAc均购 自上 
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海生工生物工程技术服务有限公司。其他试剂为国 

产分析纯。TGLL一18K台式高速冷冻离心机；UV一 

100—40日立分光光度计；DYY—I]I型电泳槽 Bio—Rad 

PCR仪 ；el DOC 2000凝胶呈像系统。 

2 方 法 

2．1植物 DNA提取方法 

(1) 法(王珍等，2003)：取嫩叶或根 2．5 g， 

置于液氮研磨成粉。加入 7 n 预热的 1．5×CTAB 

提 取 缓 冲 液 (1．5 CTAB，75 mmol／L "Iris—HC1 

(pH8．0)，15 mmol／L EDTA (pH8．0)，1．05 mol／L 

NaC1)，混匀后 ，置于 65℃水浴 30 min。冷却至室温， 

加入等体积氯仿／异戊醇(24／1)，充分混匀。5 000 r／ 

min离心20 min。取上清，加 1／lO体积 10 CTAB 

和等体积的氯仿／异戊醇(24／1)，充分混匀，放置片 

刻。5 000 r／min离心20 min。取上清，加等体积 1 

CTAB沉淀 缓 冲液 (1．02，6 CTAB，50 mmol／L Tris- 

HC1(pH8．0)，10 mmol／L EDTA(pH8．0))，轻轻颠倒 

离心管至形成 DNA絮状沉淀，5 000 r／min离心 10 

min使 DNA沉淀于管底。加 1．5～2 n 1 mol／L 

NaC1 56℃水浴溶解 DNA，再加入 2～3 n 预冷的 

95％乙醇沉淀 DNA，挑出 DNA置于 1．5 mL离心管 

中。用 70 9，5乙醇洗涤沉淀两次，挥干后加适量 TE缓 

冲液溶解。 

(2)SDS法(王关林等，2002，参照文献略加改 

进)：嫩叶和根各取 0．5 g，分别置于液氮研磨成粉，加 

入提取缓 冲液 (100 mmol／L"Iris—HC1(pH8．0)，5O 

mmol／L EDTA(pH8．0)，0．5 mol／L NaC1，用前加 巯 

基乙醇至终浓度为 2 )7 n ，混匀后加入 1 n 109，6 

SDS，65℃水浴 10~15 rain(间隔晃动2～3次)。加入 

1．85 ml 5 mol／L KAc，混匀后冰浴 30 min。12 000 r／ 

min离心 15 min。取上清，加入等体积的氯仿／异戊醇 

(24／1)，充分混匀，放置片刻。8 000 r／min离心 10 

min。取上清，加入2／3体积预冷异丙醇，混匀，室温放 

置30 min。8 000 r／min离心 10 min，弃上清。用 70 

乙醇洗涤沉淀两次，挥干后加适量 TE缓冲液溶解。 

2．2 DNA纯度 、收率检测 

(1)纯度测定：将 DNA提取液适当稀释后，用 

紫外分光光度计观测在紫外光 260 am和 280 am 

的吸收值 Aze。和Az 并以 A。。。／Azso的比值鉴定纯 

度。采用 1 琼脂糖电泳，溴化乙锭染色，凝胶成像 

系统观察并拍照。 

(2)收率计算：DNA收取量( g)一A26。×5O× 

稀释倍数×原液体积；DNA收率(~g／g)一DNA收 

取量( g)／提取样 品量(g)。 

3 结果与分析 

3．1紫外分光光 度法检测不 同的提取方 法对 提纯 

DNA效果的影响 

表 1所示，CTAB法提取的丹参根、叶、绞股蓝 

叶以及 SDS法提取的三七根 DNA A。。。／A。∞在 1．6 

～ 1．9之间，表明得到的 DNA较纯。而 CTAB法 

提取的三七根 以及 SDS法提取 的丹参根 、叶 DNA 

A。。。／A。。。<1．6，说明样品中有蛋白质和酚等污染。 

SDS法提取的绞股蓝叶 DNA A2e。／A。∞>1．9，表 明 

有 RNA 污染 (王关林 等，2002)。从 收率 上看， 

CTAB法提取的绞股蓝叶最高，SDS法提取的三七 

根和绞股蓝叶其次，其余的均在 3～l1之间。 

表 1 CrAB法和 SDS法提取不同中药 DNA效果 

Table 1 The effect of several Chinese herbal medicine DNA extracted by CTAB method and SDS method 

3．2琼脂糖电泳检测不 同提取方 法对提 纯 DNA效 

果的影响 

电泳检测结果与紫外分光光度法检测结果基本 

一 致。如图 1所示，除 SDS法提取的丹参根、叶和 

绞股蓝叶外，其他的 DNA样品在电泳凝胶上都呈 

现出清晰、迁移率很低的条带，溴酚蓝前无光亮区且 
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点样孔内无荧光出现。由此可见，这些方法已基本 

将蛋白质、多糖及一些带正电荷的杂质去除，得到了 

较纯的 DNA。SDS法提取的丹参根 、叶和绞股蓝叶 

点样孔亮且 DNA电泳速度较慢，说明样品所含糖 

类较多，特别是 SDS法提取的绞股蓝叶，拖尾现象 

明显。SDS法提取的丹参根、叶在溴酚蓝附近有光 

亮区，特别是根的 DNA可看到两条较清晰的条带， 

且后一条亮度约为前一条的 2倍 ，应为 rRNA(图 

2)。说明此种方法在提取 DNA的同时获得了较完 

整的 RNA。由此可见 ，无需对试剂和耗材进行特别 

处理，将 SDS法 略 加 改 进 可 用 于 提 取 丹 参根 的 

RNA 

1 2 3 4 5 

图 1 两种不同方法提取不同中药 DNA电泳图 

Fig．1 The agarose gel electrOphoresis of several 

Chinese herbaI medicines DNA extracted 

by different methods 

CrAB法：泳道 1，丹参根；泳道 2，丹参叶}泳道 3，绞股蓝叶； 

泳遒 4，三七根．SOS法 泳道 5，三七根。 

CTABmethod：lane1．root of Salviamiltiorrhiza；lane 2，leaf of 

Salr]ia miltiorrhiza；lane 3，leaf of Gynostemma penmphyllum # 

lane 4，root of Panax notoginseng；SDS method： 

lane 5，root of Pa月nz notoginseng． 

4 讨论 

提取植物基因组 DNA的方法很多，最常见的 

提取方法是 CTAB法和 SDS法。这两种方法对多 

数植物基因组 DNA的提取均比较有效。但对某些 

特定植物，或不同的器官部位，提取效果有明显差 

异。有的植物适于用 SDS法(Haymes，1996；Oard， 

1992)，有的植物适于用 CTAB法 (Cheng，1997； 

Collins，1992；Luro，1995)。SDS和 CTAB都是一 

类去污剂，其作用是破坏细胞膜释放 DNA。CTAB 

法通过改变盐浓度选择性地沉淀 DNA，可早期去除 

色素、多糖类杂质，避免 DNA与它们共沉淀后再难 

分离而得到较纯的 DNA。但由于使用盐浓度改变 

沉淀DNA会使 DNA沉淀不完全，收率会较低。因 

而，对于丹参、绞股蓝等这些富含多糖、酚类、酮类等 

次生代谢物的中药，应采用 CTAB法。而 SDS能较 

好地使蛋白质变性沉淀，对于三七这类次生代谢产 

物较易去除的中药，可采用 SDS法以提高收率。 

1 2 3 

图 2 SDS法提取的丹参根 、叶和绞股蓝叶 DNA电泳图 

Fig．2 The agarose gel electrophoresis of root and 

leaf of Salvia miltiorrhiza and leaf of Salvia 

miltiorrhiza DNA extracted by SDS method 

泳道 1：丹参叶；泳道 2：丹参根；泳道 3：绞股蓝叶。 

lane 1：leaf of Salzda miltiorrhiza；lane 2：root of SaZ n 

miltiorrhiza；lane 3：leaf of Gynostemma pentaphyllum． 

绞股蓝叶富含酚类及多糖(郭锡勇，1999)，SDS 

法提取的DNA呈深褐色且电泳拖尾现象严重，我 

们对传统的 SDS法进行了改进。(1)提高提取缓冲 

液中p一巯基乙醇的浓度至 6 ，并在研磨样品时加 

入 2 9，6 PVP。PVP有很强的结合多酚化合物的能 

力，可与多酚结合形成复合物，可以在抽提液中加入 

PVP以去除多酚的影响(Kim，1997)。丁晓东等 

(2000)在细胞裂解液中加入 PVP，解决了酚类、色 

素和蛋白质等对荔枝 DNA质量的影响。p一巯基乙 

醇作为强还原剂也能防止多酚的氧化，还可以打断 

多酚氧化酶的二硫键使之失活。二者协同作用，有 

效地抑制酚类物质对 DNA的影响。(2)增加 KAC 

选择性沉淀多糖的次数。多糖对总 DNA样品的纯 

度影响较大，若提取的样品中含多糖较多，DNA溶 

解于 TE缓冲液后会形成粘稠的溶液。此外，多糖 

可以抑制多种酶如限制性酶、Taq酶的活性(Fang， 

1992)。增加 KAC选择性沉淀多糖的次数可有效 

地去除多糖。(3)异丙醇沉淀后，改离心得到 DNA 

为挑取絮状 DNA。通过离心得到的 DNA沉淀，常 

常会使溶液 中的其它细小杂质沉淀下来而降低 

DNA纯度。挑取絮状的 DNA大分子，既可排除杂 

质，又可弃去部分小分子的 DNA，使得到的 DNA 

较完整 。经过处理后得到的 DNA呈半透明状 ，电 

(下转第 136页 Continue on page 136) 
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杆菌仅将左右边界序列 RB和 LB之间的DNA序列 

整合到植物染色体中。pGreen0029载体在 pSoup质 

粒的协助下，在农杆菌 GV31Ol内的复制速度快，转 

化植物的范围广，多克隆位点多，操作方便(Hellens 

等，2000)。因此，整个含 VP1基因的表达调控元件 

(启动子 、增强子 、外源基因和 DHA)通过酶切连接， 

构建在植物双元载体 pGreen0029的左右边界序列之 

间，由于构建的VP1表达为独立的表达单元，因此不 

需要鉴别其方向，左右边界序列之间还包含一个 

NPTII基因，也是一个独立的表达单元，其表达产物 

能够磷酸化卡那霉素及其衍生物，作为筛选转基因植 

株的抗性基因。 

本研究所构建 的 pGreen0029-VP1一DHA植物表 

达载体，可用于烟草、马铃薯、玉米、番茄等植物的转 

化，从而为用植物作为生物反应器生产口服疫苗提供 

依据。 
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