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青藏高原珍稀藏药水母雪莲药材 DNA微量提取方法优化
王钧 1,2 胡延萍 1 王建科 1,2 石琳 1,2 杨文韬 3 李毅 1 王莉 1*
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摘 要 本研究采用改良 CTAB法、改良 SDS法、高盐低 pH法提取自然风干的水母雪莲植株的基因组
DNA，并对提取方法进行优化筛选出适合于水母雪莲药材 DNA的提取方法。研究表明改良 CTAB (CTAB
浓度为 2%, PVP浓度为 1%, β- 巯基乙醇浓度为 2%)法所提取的基因组 DNA得率较高，且使用氯仿/异戊醇
抽提两次时提取出的 DNA质量较好，能够满足 ISSR分析要求。在此基础上对实验材料进行预处理，优化获
得了完全适用于水母雪莲风干药材 DNA提取的一整套提取流程。该方法能够有效去除次生代谢产物对
DNA提取的影响，且对原材料消耗较少，可以应用于后续水母雪莲种质资源鉴定和遗传多样性分析。
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Abstract In this study, Genomic DNA of dried Saussurea medusa was extracted through CTAB-improved method,
SDS-improved method and high salt low pH basic method, then optimized and screened a suitable method for DNA
extraction of S. medusa. Results showed that the yield of genomic DNA extracted by CTAB-improved method (2%
CTAB concentration, 1% PVP concentration, 2% β-mercaptoethanol concentration) was higher than others. And two
times of extraction with chloroform/isoamyl alcohol had got the better quality of DNA that met the requirements of
ISSR analysis. On the basis of this, preprocessed the experimental materials and got a complete set of DNA extraction
process of S. medusa dried herbs. This improved method can effectively remove the effect of secondary metabolites
and consume less plant materials and it also can be applied to the germplasm identification and genetic diversity
analysis of S.medusa.
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中药材的正确鉴定作为中医药领域发展的重要

环节之一，一直受到广泛关注。随着现代分子生物学
的蓬勃发展，传统中药材鉴定不再局限于传统的性

状特征，而是采用准确性高、重现性好的分子标记技
术(南晓洁等, 2009)，其中利用生物个体、物种或者居
群基因组中有差异的 DNA片段来鉴别药材品种的
DNA分子标记技术备受关注(李文强等, 2005;应依
等 , 2006; 张文龙和曾桂萍 , 2014)。提取优质样本

DNA是完成一系列分子鉴定过程的核心基础，不同
药材中所用方法又各有不同。
本研究以菊科(Compositae)风毛菊属(Saussurea)
植物水母雪莲 (Saussurea medusa Maxim)为实验材
料。水母雪莲又称水母雪兔子，分布于青海、西藏、四
川、甘肃等地，生长于海拔 3 700~5 200 m的高山流
石滩(刘尚武, 1996)，是一种名贵的藏药材，现已被列
入青海省第二批重点保护野生植物名录，其含有的
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生物碱类、黄酮类、甾醇、挥发油、多糖等成分在抗
癌、抗衰老、消炎镇痛，治疗妇科疾病、心脑血管疾病
等方面均具有很大的研究价值(Fan and Yue, 2003;
李咏华等, 2004)。由于水母雪莲生境特殊、天然生长缓
慢(生长期 5~6年)，目前仍无法实现人工引种和野生
抚育，市场上的药材均来自天然植物，来源混杂，鉴定

方法有限。利用分子标记技术鉴定水母雪莲药材将有
效区分其来源。但药材风干阴干过程中，DNA降解程
度比较严重，又含有较多的多酚、多糖等次生代谢产
物，极大地干扰了 DNA提取工作。因此，为了充分利
用材料，实现多种研究目的，探索一种适用于水母雪

莲药材 DNA微量的提取方法势在必行。
目前水母雪莲药材 DNA提取和分子鉴定方面

仍属空白，本研究旨在探索一种有效的水母雪莲药

材 DNA微量提取工艺，为水母雪莲药材鉴定乃至后
续分子遗传研究方面提供基础手段。

1结果与分析

1.1不同提取方法对基因组 DNA质量的影响

1.1.1微量分光光度计检测

以叶片和茎为材料，3种不同方法提取得到的基

表 1三种不同方法提取的 DNA纯度及浓度的比较
Table 1 Comparison of DNA purity and concentration extracted by three different methods

方法

Method

高盐低 pH法
High salt low pH
basic method

CTAB法
CTAB method

SDS法
SDS method

编号

Number

1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6

A260/A280

1.80
1.99
1.92
1.94
1.86
1.91
2.00
1.79
1.83
1.93
1.85
1.80
1.98
1.91
1.95
1.94
2.02
1.94

浓度(ng/μL)
Concentration
(ng/μL)
327.80
520.70
406.40
304.90
351.90
562.80
416.20
446.80
443.50
653.80
699.00
462.20
243.70
262.50
182.80
217.40
223.40
250.40

平均浓度(ng/μL)
Average concen-
tration (ng/μL)
412.42

520.25

230.03

A260/A280

1.84
1.83
2.04
1.88
1.80
1.93
1.94
1.95
2.01
2.03
2.02
1.89
2.09
2.22
2.25
2.22
2.63
2.09

浓度(ng/μL)
Concentration
(ng/μL)
126.20
116.10
202.90
186.20
228.80
290.30
162.50
244.30
397.60
356.10
283.80
131.90
149.80
162.10
202.60
132.80
56.00
134.50

平均浓度(ng/μL)
Average concen-
tration (ng/μL)
191.75

262.70

139.63

叶

Leaf
茎

Stem

因组 DNA纯度及浓度(表 1)。CTAB法提取的 DNA
浓度整体水平最高，高盐低 pH法次之，SDS法最差；
从 OD值来看，三种方法提取叶片 DNA纯度无明
显差别，但高盐低 pH法提取茎 DNA的 OD值更好，
CTAB法次之，SDS法最差。

1.1.2琼脂糖凝胶电泳检测

基因组 DNA琼脂糖凝胶电泳(图 1)，CTAB法提
取的水母雪莲药材叶片 DNA质量较好，23 kb出有一
明显主带，亮度较高，高盐低 pH法提取效果次之，SDS
法提取效果最差；同样在茎中也表现出相同的结果。
综合以上两方面的检测，选用 CTAB法为待优
化方法。

1.2正交试验优化

正交试验中不同处理组合所提取的基因组

DNA电泳差异显著(图 2)。整体来看由叶片中提取的
基因组 DNA质量优于茎的。两次提取结果的评分
(表 6)。极差与方差分析(表 2;表 3)。
根据得分计算 CTAB法各因素在同一水平得分
的平均值(X)和得分之和(T)，以及每一因素在不同水
平上得分的极差(R)。
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图 1水母雪莲药材基因组 DNA电泳
注: A:叶片; B:茎;左 1~6:高盐低 pH法;中间 1~6: CTAB法;
右 1~6: SDS法; M: λDNA/HindⅢ molecular ladder
Figure 1 Electrophoresis of genomic DNA of S. medusa
Note: A: Leaf; B: Stem; Left 1~6: High salt low pH basic method;
in between 1~6: CTAB method; Right 1~6: SDS method; M: λD-
NA/HindⅢ molecular ladder

图 2正交试验电泳
注: A: 重复 1; B: 重复 2; M: λDNA/HindⅢ molecular ladder;
L-1~L-9:表 1叶处理组合编号, S-1~S-9:表 1茎处理组合编号
Figure 2 Electrophoresis for orthogonal design
Note: A: Repeat 1; B: Repeat 2; M: λDNA/HindⅢ molecular
ladder; L-1~L-9: Numbers are shown in table 1 (leaf), S-1~S-9:
numbers are shown in table 1 (stem)

计算结果

Calculation results
T1
T2
T3
X1
X2
X3
R

注: T1~T3:每一因素同一水平下的总和; X1~X3:每一因素同一水平下的平均值; R:极差
Note: T1~T3: Sum of every factor under the same level; X1~X3: Mean of every factor under the same level; R: Range

表 2 CTAB提取法各因素极差分析
Table 2 Range analysis of the factors in CTAB method

十六烷基三甲基溴化铵

CTAB
89.000 0
53.000 0
38.000 0
7.416 7
4.416 7
3.166 7
4.250 0

聚乙烯吡咯烷酮

PVP
68.000 0
66.000 0
46.000 0
5.666 7
5.500 0
3.833 3
1.833 3

β- 巯基乙醇
β-mercaptoethanol
42.000 0
61.000 0
77.000 0
3.500 0
5.083 3
6.416 7
2.916 7

抽提次数

Extraction times
50.000 0
69.000 0
61.000 0
4.166 7
5.750 0
5.083 3
1.583 3

平均值 X显示了 CTAB 提取法各因素的理论
最适水平，X越大，表示该因素在此水平越适宜，即
DNA提取液中各因素理论最适水平为 2% CTAB，
1% PVP，2% β- 巯基乙醇，氯仿/异戊醇抽提两次。

R 值代表了各因素对试验结果的影响程度大
小，R越大，影响程度越大，因此得出各因素影响力
大小顺序：CTAB＞β- 巯基乙醇＞PVP＞氯仿/异戊醇抽

提次数。
方差分析中 F值与极差分析中 R值反映一致；p
值则显示四因素对实验结果影响显著，且均达到极

显著水平(p<0.01)。
因此，对影响 DNA 提取结果的四因素进行

Duncan多重比较(表 4)，以确定各因素最适水平。其
中，CTAB三水平之间差异显著；PVP水平 1和水平
2差异不显著，二者与水平三差异显著；β- 巯基乙醇
三水平之间差异显著；蛋白抽提次数水平 3与水平
1差异不显著，与水平 2差异不显著，而水平 1与水
平 2差异显著。
本实验中 CTAB对实验影响最大，随着提取液
中 CTAB浓度的增加(图 2)，条带逐渐模糊，提取效
果下降，且结合数据分析(表 2;表 4)，最终确定 CTAB
最适浓度为水平 1 (2% )；β-巯基乙醇三水平差异(图2)
没有表现出来，其平均值分析决定最终选用水平 3
(2% ) 为最适浓度 (表 2)；PVP水平 3结果不理想
(图2)，水平 1与水平 2相差不大，结合多重比较(表
4)，最终选取水平 1 (1%)为最适浓度；氯仿/异戊醇抽
提蛋白的次数对本次实验影响最小，为了方便实验

操作，最终选取水平 2 (氯仿/异戊醇抽提两次)为
最适条件。
综上所述确立水母雪莲风干药材基因组 DNA
提取方法，即 CTAB提取液中除常规配方外，CTAB
浓度为 2%，PVP 浓度为 1%，β- 巯基乙醇浓度为
2%，且提取过程中使用氯仿/异戊醇抽提蛋白两次。

1.3优化改良后 CTAB法的稳定性检测

以优化改良后的 CTAB法提取的水母雪莲基因
组 DNA为模板进行 ISSR-PCR扩增(图 3)。从扩增情
况来看，所有个体叶、茎均扩增出稳定、清晰的条带，且

青藏高原珍稀藏药水母雪莲药材 DNA微量提取方法优化
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条带数目较多，条带大小基本位于 350 ~2 000 bp之
间，说明优化后的提取方法能够使用微量的药材

得到高质量 DNA，可以用于进一步分子标记的研究。

1.4样品预处理对 DNA提取的影响

不同前处理方法提取的样品 DNA纯度及浓度
(表 5)。从提取浓度来看，无水乙醇预处理组合与空
白对照组效果相当，提取浓度较高，而其它两组较

低；从提取纯度来看，冰水预处理组合与空白对照组

OD值偏高，RNA含量丰富，而另外两组 OD值整体
处于可接受范围。
经不同预处理后所提取的 DNA电泳(图 4)。经

A冰水和 B丙酮处理的水母雪莲叶片 DNA提取成
效较低；无预处理的对照组 D 能够提取出足量

表 3各因素方差分析
Table 3 Variance analysis of each factor

变异来源

Source
CTAB
PVP
β-mercaptoethanol
Extraction times
Error

平方和

SS
114.500 0
24.666 7
51.166 7
15.166 7
34.500 0

自由度

df
2
2
2
2
27

均方

MS
57.250 0
12.333 3
25.583 3
7.583 3
1.277 8

F值
F value
44.804 3
9.652 2
20.021 7
5.934 8

P值
P value
0.000 1
0.000 7
0.000 1
0.007 3

表 4四因素水平间 Duncan多重比较
Table 4 Duncan multiple comparison of four factors at different levels

十六烷基三甲基溴化铵(%)
CTAB (%)
2
3
4

均值

Average
7.4167a
4.4167b
3.1667c

聚乙烯吡咯烷酮(%)
PVP (%)
1
2
3

均值

Average
5.6667a
5.5000a
3.8333b

β- 巯基乙醇(%)
β-mercaptoethanol (%)
2
1.5
1

均值

Average
6.4167a
5.0833b
3.5000c

抽提次数

Extraction times
2
3
1

均值

Average
5.7500a
5.0833ab
4.1667b

图 3不同水母雪莲个体 ISSR-PCR扩增
注: L-1~L-6为六个个体叶编号; S-1~S-6为六个个体茎编号; L-1'~L-6'和 S-1'~S-6'分别为 L-1~L-6和 S-1~S-6的重复; M1:
100 bp molecular marker, M2: 200 bp molecular marker
Figure 3 The application in dried herbs of S. medusa
Note: L-1~L-6: Numbers of six leaves; S-1~S-6: Numbers of six stems; L-1'~L-6' and S-1'~S-6': The repeat of L-1~L-6 and S-1~
S-6; M1: 100 bp molecular marker; M2: 200 bp molecular marker

DNA，但电泳后点样孔较亮，有蛋白污染；而经无水
乙醇处理后的组合 C提取出的 DNA成效高，在 23 kb
处有一条清晰的条带，且点样孔亮度明显低于无预

处理组合 D。因此证明在水母雪莲药材 DNA提取工
作开始前对样品进行相应的预处理是不可或缺的。
以上述 C预处理方法所提取的基因组 DNA为
模板所提 DNA进行 ISSR-PCR扩增(图 5)。扩增较
好，条带清晰，数目多，稳定性好，证实以上方法所提

水母雪莲药材 DNA质量较好，可以用于后续实验。

2讨论

制备出高质量的 DNA是分子生物学研究的基
础和前提。对于新鲜、保存良好、样品量充足的植物
样品，其 DNA提取工艺已相当成熟。药材传统加工
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工艺、存放条件粗犷，DNA氧化降解程度极其严重，
含有多糖、酚类等次生代谢产物，最终提取出的
DNA质量颇低，影响后续实验研究。近十几年来已
有许多关于药材中提取高质量 DNA的研究(王培训
等, 1999; 陈大霞等, 2006; 张晓祥等, 2012; 罗焜等,
2012)，但不同药材的 DNA提取方法差异较大，在研
究中应针对某种药材探索其适宜的方法。许多珍稀
中药材植物由于各种因素的影响样品量稀少，因此

建立一种利用微量样品提取高质量 DNA的方法对
于研究珍稀药材的分子标记鉴定是非常必要的。

CTAB法适用于新鲜植物基因组 DNA的提取，
但对于传统中药材来说 DNA提取效率普遍不高(曹
晖等, 1996;肖婷婷等, 2010)，这是由于这些药材中

表 5不同预处理方法提取的 DNA纯度及浓度的比较
Table 5 Comparison of DNA purity and concentration extracted with different pretreatment methods

编号

Number

1
2
3
4
5
6
平均值

Average

A260/A280

1.97
2.04
2.01
1.99
1.98
2.00
2.00

浓度(ng/μL)
Concentration
(ng/μL)
423.40
398.20
357.70
333.40
351.20
347.20
368.52

A260/A280

1.97
1.94
2.09
1.93
2.09
2.13
2.03

浓度(ng/μL)
Concentration
(ng/μL)
64.00
41.40
163.70
149.90
103.30
143.10
110.90

A260/A280

1.86
2.07
1.97
2.02
1.76
1.99
1.95

浓度(ng/μL)
Concentration
(ng/μL)
347.90
189.10
206.40
111.20
122.90
142.40
186.65

A260/A280

1.87
2.03
1.89
1.97
1.87
1.99
1.90

浓度(ng/μL)
Concentration
(ng/μL)
391.70
314.20
327.80
400.50
290.80
520.70
374.28

对照组

Control group
0℃冰水预处理
Ice water pretreatment (0℃)

丙酮预处理

Acetone pretreatment
无水乙醇预处理

Absolute alcohol pretreatment

图 5水母雪莲药材叶片 ISSR-PCR扩增(无水乙醇前处理后)
注: 1~6: 六个个体叶片编号; 7~12: 1~6 的重复 ; M: 1100 bp
molecular marker, M': 200 bp molecular marker
Figure 5 The application results of dried leaves of S. medusa (af-
ter absolute alcohol pretreatment)
Note: 1~6: Numbers of six leaves; 7~12: The repeat of 1~6; M:
100 bp molecular marker, M': 200 bp molecular marker

图 4不同预处理方法提取水母雪莲药材叶片 DNA电泳
注: A: 0℃冰水浴预处理; B:丙酮预处理; C:无水乙醇预处理;
D:对照组; M: λDNA/HindⅢ标准分子量参照物; 1~6:不同个
体叶编号

Figure 4 Electrophoresis of genomic DNA extracted from dry
leaves of S. medusa with different pretreatment methods
Note: A: Ice water pretreatment (0℃); B: Acetone pretreatment;
C: Absolute alcohol pretreatment; D: Control group; M: λDNA/
HindⅢmolecular mass marker; 1~6: Numbers of different indi-
vidual leaves

大都含有较多酚类，适量增加 CTAB浓度和 β- 巯基
乙醇浓度会使提取结果有所改善(Cheng et al., 1997 )，
本次实验选用 2% CTAB效果较好。水母雪莲药材含
大量多酚、多糖成分，在未优化提取方法之前，添加
β- 巯基乙醇水平仅为 0.2%，提出的总 DNA呈褐
色，4℃静置呈粘稠状，且在进行琼脂糖凝胶电泳时
不易跑出点样孔或形成明显拖带，这与陈大霞(2006)
和张智强(张智强等, 2015, 江苏农业科学, 12: 33-36)
等的研究出现的问题一致，因此，在优化实验时我们

将 β- 巯基乙醇的用量提升到 1%~2%，解决了上述
问题。β- 巯基乙醇与 PVP不但可以防止 DNA褐变，
同样能够有效去除中药材中的大量酚类成分，但不

同浓度的 PVP以及 β- 巯基乙醇对 DNA褐化的影
响程度不同(刘玉皎等, 2008;邓力超等, 2009)，本研
究证明其含量分别以 1%和 2%为宜。使用氯仿/异
戊醇抽提蛋白杂质效果显著，但随着抽提次数增加
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DNA损失情况严重，造成浪费，因而抽提次数以两
次为宜(郑云柯等, 2015)。另外，对干燥药材或其它
干燥样品进行 DNA提取前往往要对样品进行预处
理(南晓洁等, 2009; Hu et al., 2009;赵玲云等, 2016)，
这也是为了去除色素及氧化成分干扰而采取的必

要措施。
本研究以微量分光光度检测、DNA琼脂糖凝胶

电泳检测、ISSR-PCR 扩增检测等检测手段对所提
DNA质量进行测定，证实经改良后的 CTAB法能够
从微量水母雪莲风干药材中提取出质量较好的基因

组 DNA，且扩增条带清晰，多态性好，可以用于后续
分子鉴定工作。加之经济实用且操作简便，因而可以
广泛应用于其它取材困难、样品稀少的珍贵中药材
植物 DNA提取过程中。

3材料与方法

3.1试验材料

本实验所用水母雪莲风干药材收集于青海省玛

沁县大武镇，经中国科学院西北高原生物研究所卢

学峰研究员鉴定，并贮存于阴凉条件下。

3.2主要仪器与试剂

ChemiDocTMMP凝胶成像系统 (Bio-Rad, USA)、
离心机 Sigma 2K15, Nanodrop 2000 c微量分光光度
计、Bio-Rad PowerPac电泳仪及电泳槽；十六烷基三
甲基溴化铵(CTAB)、十二烷基磺酸钠(SDS)、β- 巯基
乙醇均购于上海生工生物公司，聚乙烯吡咯烷酮

(PVP-40)购于北京拜尔迪生物公司，Tris、乙二胺四
乙酸(EDTA)、无水乙醇、氯仿、异丙醇、异戊醇、丙酮
等为国产分析纯试剂。

3.3不同 DNA提取方法的比较

分别从六株水母雪莲药材上取下叶片、茎各
25 mg并编号，采用高盐低 pH法(张英等, 2004)、改
良 CTAB法(肖婷婷等, 2010)、改良 SDS法(卢东柏
等, 2008)提取六株水母雪莲药材叶、茎基因组 DNA，
并利用微量分光光度计、琼脂糖凝胶电泳对茎、叶的
DNA质量分别进行检测，选出适合水母雪莲药材
DNA提取的方法进行后续优化实验。

3.4 DNA提取方法的正交优化

采用 L9(34)正交试验设计方法，对 DNA提取液
中 CTAB浓度、PVP浓度、β- 巯基乙醇浓度、使用氯
仿异戊醇抽提的次数这 4个要素进行四因素三水平

筛选(表 6)。
设计配制 DNA 提取液成分 (表 6)，分别提取

DNA，并进行电泳检测，对电泳结果按照条带清晰
度、泳道弥散程度、点样孔杂质残留多少等指标划为
9个等级进行打分，条带清晰、亮度高、背景暗、杂质
少的处理记为 9分，相反最差记为 1分，并使用 DPS
7.05统计软件对评分进行极差与方差分析(唐启义和
冯明光, 2006)。
以优化改良后的 CTAB法提取的水母雪莲基因

组 DNA为模板进行 ISSR-PCR扩增，对优化工艺进
行稳定性检测。

3.5样品预处理对 DNA提取的影响

现采用 0℃冰水浴、丙酮浸泡、无水乙醇浸泡以
及无预处理对照等方式分别将水母雪莲药材叶片处

理 24 d，之后再按照上述优化后程序进行 DNA提
取。通过琼脂糖凝胶电泳对所得基因组 DNA进行检
测；并以基因组 DNA为模板进行 ISSR-PCR扩增实
验，检测优化流程的稳定性与可靠性。

3.6基因组 DNA检测方法

微量分光光度计检测: 适量待测 DNA样品经
Nanodrop 2 000 c微量分光光度计测得其浓度及 OD
值(A260/A280)，以鉴定所提 DNA的纯度。OD 值介于
1.8~2.0之间证明 DNA纯度较好，小于 1.8证明有蛋
白污染，大于 2.0则有 RNA污染。
琼脂糖凝胶电泳检测: 采用 0.8% 琼脂糖凝胶

(0.5 μg/mL溴化乙锭, 1× TAE Buffer)电泳，经凝胶成
像系统拍照保存。

ISSR-PCR检测: 20 μL反应体系中 Taq DNA聚
合酶 0.7 U、dNTP 0.125 mmol/L、引物 0.3 μmol/L、模
板 DNA 40 ng、Mg2+ 1.5 mmol/L；扩增程序为 94℃预
变性 5 min，94℃变性 20 s，57℃复性 1 min，72℃延伸
80 s，循环 38次；72℃延伸 6min，4℃保存。 PCR产物
经 1.2%琼脂糖凝胶(0.5μg/mL溴化乙锭, 1×TAEBuffer)
电泳，并在凝胶成像系统中拍照保存。ISSR引物选
用UBC862 (5'-AGCAGCAGCAGCAGCAGC-3')。
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表 6 CTAB提取法正交试验设计
Table 6 L9(34) orthogonal design of CTAB method

编号

Number

1
2
3
4
5
6
7
8
9

CTAB浓度(%)
CTAB
concentration (%)

2
2
2
3
3
3
4
4
4

PVP浓度(%)
PVP
concentration (%)

1
2
3
1
2
3
1
2
3

β- 巯基乙醇浓度(%)
β-mercaptoethanol
concentration (%)

1.0
1.5
2.0
1.5
2.0
1.0
2.0
1.0
1.5

氯仿/异戊醇抽提次数
extraction times with
chloroform/isoamyl alcohol

1
2
3
3
1
2
2
3
1

叶

Leaf
4
9
8
7
5
3
6
2
1

茎

Stem
5
9
8
6
7
3
4
2
1

叶

Leaf
7
8
9
4
5
3
6
2
1

茎

Stem
7
9
6
4
5
1
8
3
2

因素

Factors
评分结果

Score results
重复 1
Repeat 1

重复 2
Repeat 2
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