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摘  要：运用 CTAB 法、CTAB 改良法 1、CTAB改良法 2、氯化苄法、裂解法、改良 SDS 法、改良尿素法等

7种方法提取北冬虫夏草基因组 DNA，发现 CTAB改良法 2(提纯时加入低浓度乙醇)提取的 DNA的 OD260/OD280

都在 1.9以上，能获得清晰的 PCR扩增图谱，能被 HindⅢ酶切消化。 
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Abstract: This study is an attempt to compare the DNA extraction methods of 7 kinds of extraction: CTAB method, 

improved CTAB method 1, improved CTAB method 2, benzyl chloride method, lysis method, improved SDS method, 

and improved urea method so as to isolate high quality genomic DNA from Cordyceps militaris enriching 

polysaccharides and protein. The results showed that the extraction effect of the third method (improved CTAB method 2) 

(added low concentration ethanol at purification) was the best. The value of OD260/OD280 was over 1.90, the DNA was 

amplifiable in the polymerase chain reaction (PCR) and completely digestible with restriction endonucleases HindⅢ. 
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由于北冬虫夏草某些活性成分如虫草素含量

高于冬虫夏草[1−4]，常被作为冬虫夏草的替代品在

临床上应用。北冬虫夏草的分子生物学研究需要能

迅速分离出纯度高、相对分子质量大的基因组

DNA[5]。笔者借鉴了大量食用菌基因组 DNA 的提

取方法，对北冬虫夏草基因组 DNA 的提取方法进

行比较研究。 

1  材料与方法 

1.1  材 料 

北冬虫夏草菌种来源于湖南农业大学食用菌
研究所。 

1.2  方  法 

1.2.1  DNA 的提取 

采用7种方法提取北冬虫夏草基因组DNA，菌



 
 

148               湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hnndxb.com                2011 年 4 月 

丝体0.5 g。 

方法1：CTAB法，参照文献[6]。方法2：CTAB

改良法1，参照文献[7−8]，将CTAB缓冲液中的NaCl

浓度提高至2.5 mol/L，并在加入CTAB提取缓冲液

后再加入蛋白酶K进行裂解，沉淀后加入低浓度的

NaCl对DNA进行溶解，再用氯仿∶异戊醇(24∶1)

进行抽提。方法3：CTAB改良法2，参照文献[9]，

用苯酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶1)进行提纯的同

时，加入30%体积的无水乙醇对杂质多糖进行沉淀。

方法4、5、6、7分别为氯化苄法、裂解法、改良SDS

法、改良尿素法，参照文献[10−13]。 

1.2.2  DNA 质量检测 

1) 纯度检测。将所得DNA 提取液稀释后，

Shimadzu UV1800紫外分光光度计测定260、280 nm

处的吸光度以及DNA质量浓度，并根据OD260/ 

OD280值判断DNA 纯度。 

2) 电泳检测。将所得DNA 于1.0%琼脂糖凝胶

中进行电泳，在SYNGENE 型凝胶成像系统下观

察、拍照。 

3) PCR 扩增检测。以提取的DNA为模板，进行

PCR检测。25 μL 反应体系中含ddH2O 14.8 μL、

10×PCR Buffer 3 μL、10 mmol/L dNTPs(北京鼎国) 

0.3 μL、20 mmol/L Mg2+ 2 μL、2.5 μmol/L引物1(上

海生工) 2 μL， 2.5 μmol/L引物2 2 μL、5 U/μL Taq

酶(上海生工) 0.4 μL、150 ng/μL模板0.5 μL。扩增在

东胜龙EDC−810 PCR仪上进行，扩增程序为94 ℃预

变性5 min，94  ℃ 变性60 s，35 ℃退火60 s，72 ℃延

伸2 min，5个循环，94 ℃变性60 s，50 ℃退火60 s，

72 ℃延伸2 min，35个循环，72 ℃延伸10 min，16 ℃

保温结束反应。扩增产物在1.0 %的琼脂糖凝胶上电

泳，在SYNGENE型凝胶成像系统下观察、拍照。 

4) 限制性内切酶酶切检测。将提取的DNA用

限制性内切酶Hind Ⅲ 于37 ℃水浴中酶切消化1 

h(酶切反应总体积为20 μL，包括10×Buffer 2 μL，

DNA 5 μg，Hind Ⅲ 5 U，加超纯水至20 μL)后，取

2.5 μL用1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测酶切效果。 

2  结果与分析 

2.1  DNA 的紫外吸收值比较 

用 7种方法多次重复提取北冬虫夏草的 DNA，
分别测定其 OD260、OD280、OD260/OD280值，结果(表
1) 表明，7 种方法提取的 DNA，方法 3 的 OD260/ 
OD280值最佳，大多为 1.90～2.10，平均为 1.913，
表明这种方法提取的 DNA 有较好的纯度。 

表 1  7 种方法提取 DNA 的紫外检测结果 

Table 1 The ultraviolet absorbance of DNA extracted with seven 

different methods 

OD比值 方法 1 方法 2 方法 3 方法 4 方法 5 方法 6 方法 7

平均值 1.575 1.542 1.913 1.752 1.677 1.769 1.750

2.2  电泳检测结果 

从图 1可看出，7种方法所提 DNA电泳后的图
谱清晰，方法 1、3、4的 DNA条带较亮，方法 5、
7的稍弱，而方法 2、6几乎没有，总体基本无降解
拖尾现象，在加样孔附近滞留的物质也很少。但仔

细比较，仍可发现 7种 DNA 之间的细微差别，方
法 1、3、4 比方法 5、7 的降解略多，在加样孔附
近的滞留物也是方法 1、3、4比方法 5、7的稍多。
方法 4的 RNA残留较多，方法 1、5次之，说明方
法 4提取的 DNA中仍含有抑制 RNA酶的杂质。 

1 1 1  2  2  2 3  3  3  4   4  4  5  5  5   6  6  6  7  7   7 

 
1 CTAB 法；2 CTAB 改良法 1；3 CTAB 改良法 2；4 氯化

苄法；5 裂解法；6 SDS 法；7 尿素法。 

图 1 7 种方法提取北冬虫夏草基因组 DNA 的电泳图谱 

Fig. 1 Electrophoresis figure of genomic DNA extracted with seven 

different methods 

2.3  PCR 扩增结果 

图 2是 7种方法提取的 DNA以Me1为正向引
物，分别以 Em1、Em2为反向引物的 PCR 扩增结
果。扩增产物的电泳结果表明，方法 3提取的 DNA 
均能很好地进行 PCR 扩增，并获得丰富清晰的扩
增谱带；方法 4以 Em1为反向引物时，虽也有些条
带能扩增出来，但谱带较弱，且扩增的条带不完全。

说明方法 3 所提取的 DNA 质量最好，杂质少，对
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Taq 酶的活性影响小，所提取的 DNA 能用做 PCR
的模板，可满足 DNA 分子标记的要求。 

1  2   3  4   5  6  7   M  1  2   3   4   5  6  7 

 
1 CTAB法；2 CTAB改良法 1；3 CTAB改良法 2；4 氯化苄

法；5 裂解法；6 SDS法；7 尿素法；M DNA marker。 

图 2  7 种方法提取北冬虫夏草基因组 DNA 的 PCR 扩增图谱 

Fig.2 PCR amplified of DNA extracted with seven different methods 

2.4  DNA 的酶切效果 

用限制性内切酶 HindⅢ对 7 种方法所提取
DNA的酶切结果(图 3)表明，方法 1、3、7的 DNA
能看出酶切的痕迹，而方法 2、4、5、6既无 DNA
条带，也无任何酶切痕迹。方法 3的酶切痕迹最为
明显，可能是酶切时所用 DNA 量少，所以总体图
谱不清晰，而方法 2、4、5、6 可能含杂质较多未
被酶切开，却因 DNA量太少而看不出 DNA条带；
方法 1、3、7均被切开，以方法 3最为明显，说明
方法 3 的 DNA 质量最好，所含抑制限制性内切酶
的各种污染物最少。 

1  1 1 2  2  2 3  3  3 4  4  4  5  5  5  6  6  6 7 7 7 

 
1 CTAB法；2 CTAB改良法 1；3 CTAB改良法 2；4 氯化苄

法；5 裂解法；6 SDS法；7 尿素法。 

图 3 7 种方法提取北冬虫夏草基因组 DNA 的 Hind Ⅲ 酶切

图谱 

Fig.3  HindⅢ  digesting the genomic DNA extracted with seven 

different methods 

3  讨  论 

去除多糖类物质是提取药食用真菌 DNA 时常
遇到的难题。药食用真菌中富含多糖，而多糖的许

多理化性质与核酸相似，在去除多糖的同时 DNA也
被裹携，造成 DNA得率的减少；在沉淀 DNA时，
产生多糖的凝胶状沉淀，这种含有多糖的 DNA沉淀

难溶于水，或溶解后产生黏稠状的溶液，由于多糖

可以抑制 DNA 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、
TaqDNA 聚合酶等多种酶类的活性[14−15]，因此污染

了多糖的 DNA 样品无法用于进一步的分子生物学
研究。在常规方法中，通过在 CTAB 缓冲液中加入
PVP去除少许多糖[16]，在高浓度 Na+或 K+存在条件

下，通过苯酚、氯仿抽提除去一些多糖[7]，通过水饱

和乙醚将部分多糖留在上清液中[17]，或通过区室法

在细胞裂解前就将细胞质中的大多数生化物质包括

多糖去除[18−19]，虽然这些方法都可以在一定程度上

减少多糖污染，但仍有相当多的多糖与 DNA混杂在
一起，所以还需要用更有效的方法来解决 DNA分离
纯化时多糖污染的问题。 
用低浓度乙醇沉淀多糖是提取 RNA 去除多糖

效果较好的方法，Tesniere[9]报道多糖会在低浓度乙

醇(10%~30%)中沉淀，而 RNA则要在 75% 的乙醇
中才能沉淀，所以利用 RNA 与多糖在不同浓度乙
醇中的沉淀性质不同来分离这 2种物质。本研究中，
方法 3采用了去多糖效果较好的 CTAB法，并在此
基础上根据 RNA 去多糖的方法进行了改良，在加
入苯酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶1)的同时，加入
30%无水乙醇，所提取的 DNA OD260/OD280值都处

于 1.9~2.0，能获得清晰的 PCR 扩增图谱，也能被
HindⅢ酶切。表明低浓度乙醇沉淀法不仅可以很好
地去除 RNA中的多糖，也可以很好地去除 DNA中
的多糖。 
本研究中，7 种方法提取的 DNA，只有方法

3(CTAB 改良法 2)无论从 OD260/OD280值、PCR 扩
增，还是从酶切图谱来看，都是最优方法，去除蛋

白质和多糖的效果好。只是在电泳检测时，方法 3
比方法 5、7 的降解和加样孔附近的滞留物略多，
但黄建安等[18]认为，这些问题的解决有赖于实验者

对一些操作细节的掌握，只要操作精细合理，都是

可以避免的。 
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法外，还有液相色谱法、气相色谱法、毛细管电泳

法等[9]，这些方法在测定低含量的糖类化合物时，

无一例外的需对样品进行柱前衍生或柱后衍生，操

作步骤繁琐，所需时间较长，人力和物力成本较高，

分离效果不理想。而离子色谱法使用了脉冲安培检

测器，这种检测器可对糖类化合物直接进行检测，

无需衍生，具有非常高的灵敏度，且具有选择性。

测定结果表明，测定的精密度、回收率高。本试验

中选择的 2套梯度条件分别进行检测，可以较好地

解决干扰的问题，达到较好的分离效果，综合这两

套数据基本可以得到样品中所有待测糖类的准确

测定结果，从而提供水稻秸秆木质纤维素的单糖组

成基本信息。 
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