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基于磁性微球的基因组核酸提取及其在中药材 

真伪鉴别和亲缘关系分析中的应用 
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摘 要：为从分子水平上对中药材质量进行控制，基于磁性微球对中药材核酸进行纯化及后续生物鉴定，采用磁

分离技术提取高纯度的核酸模板，以高磁响应性、粒径均一的超顺磁性四氧化三铁微球为固相载体，在聚乙二醇

和氯化钠等的协同作用下，对根、茎、叶、花、果实、种子类中药材基因组核酸进行提取；分别提取丹参和柴胡

的基因组核酸，并对其进行聚合酶链式反应扩增(PCR)和随机扩增多态性分析(RAPD)，用于对丹参的真伪鉴别和

对柴胡进行亲缘关系分析。结果表明：经提取，获得了纯度较高(OD260 nm/OD280 nm介于 1.6~2.0)的中药材核酸模板；

通过扩增叶绿素 rpl16 基因片段，可有效鉴别丹参及其伪品牛蒡；采用 3个有效随机引物，可从基因水平上分析

4个柴胡品种的亲缘关系远近。 
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Surface modification of magnetic microspheres for genomic DNA extraction 
and its application in detection of traditional Chinese medicine  

and analysis of genetic diversity 
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Abstract: To control the quality of traditional Chinese medicine (TCM) at the molecular level, magnetic microspheres 
was utilized to extract and purify DNA from TCM for subsequent biological detection. Fe3O4 magnetic microspheres 
with high magnetic susceptibility, uniform particle size and superparamagnetism were applied in this study as solid 
absorbents to extract genomic DNA from different TCM samples, such as roots, stems, leaves, flowers, fruits and seeds. 
The prepared DNA was used in biological identification of Chinese herbal medicines by PCR and random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) technology. Results showed that high-purity DNA (OD260 nm/OD280 nm ranged from 1.6 to 2.0) 
was obtained by solid-phase extraction with the magnetic microspheres; Salvia miltiorrhiza Bge. was distinguished from 
Arctium lappa L. by amplifying rpl16 gene fragment; and three random primers could be used in RAPD analysis of four 
species of Bupleurum.  

Key words: magnetic microspheres; traditional Chinese medicine (TCM); DNA extraction; distinguishing the genuine 
from sham TCM; genetic diversity analysis 
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随着分子生物学理论和试验技术的快速发展，

在基因水平上对中药材进行分析已经成为常规手

段[1–3]。基因分析准确性高，重现性好，不受样品

形态、生长发育阶段、供试部位、环境条件的限制，

可用于对原药材、饮片、粉末乃至含有生药原型的

中成药(丸剂、散剂)等进行分析。基因分析所需的
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检样量少，对珍稀药材鉴定更具应用价值。中药材

基因分析主要的两类基因技术(分子杂交和 PCR法)

都需要对基因组核酸进行后续限制性内切酶酶切

或片段扩增，因此，获得高纯度的 DNA 模板是基

因水平检测的关键。传统的 DNA 提取方法主要有

十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)法和十二烷基磺酸

钠(SDS)法，提取过程中包括多次有机溶剂抽提、

醇沉淀和离心等步骤，不仅污染环境，费时费力，

而且不易实现自动化。近年来，玻璃粉法、硅胶层

析柱法等新兴固相提取法得到了大范围的商业化

应用，但是多步离心操作不仅耗时长，而且不利于

自动化操作。 

磁分离技术的发展和磁性微球的出现，给 DNA

提取带来了新的方法。以磁性微球为固相载体，从

细胞裂解液中提取 DNA 的方法主要基于核酸在高

浓度盐溶液中的脱水作用[4]。在高浓度的 PEG/NaCl

溶液中，DNA分子失去水分，弯曲折叠为密度较大

的线团状结构，而 Na+等金属阳离子可以中和 DNA

分子磷酸根上的负电荷，进一步对线性双螺旋 DNA

分子进行压缩。压缩后的 DNA分子从溶液中析出，

通过氢键作用附着在磁性微球表面。蛋白质分子和

其他杂质组分仍然存在于缓冲溶液中，经磁分离

后，即可将其与核酸分开。最后采用低盐溶液对吸

附在磁性载体表面的核酸进行洗脱，实现对 DNA

分子的富集与纯化。与传统 DNA 提取法相比，磁

性微球 DNA 提取法无需使用有机溶剂对蛋白进行

抽提变性，省去了离心步骤，对样品的生物活性几

乎无影响，操作步骤简单，绿色环保，且易于实现

自动化[5–7]。笔者以磁性微球为吸附剂，建立中药

材基因组核酸提取方法，并选用不同药用部位的

干、鲜药材对提取方法的有效性进行验证，结合

PCR和 RAPD，将纯化的核酸应用于丹参真伪鉴定

及柴胡品种的亲缘关系分析，旨在为基于基因的中

药材质量管理提供参考。 

1 材料和方法 

1.1 材 料 

中药材(表 1)鲜品、饮片及种子均为市售，经天

津大学药学院天然产物与中药系李霞老师鉴定。 

表 1 中药材名称及产地 

Table 1 Name and origin of TCM 

中药材 学名 产地 

白果鲜品 Ginkgo biloba L. 天津 

甘草鲜品 Glycyrrhiza uralensis Fisch 内蒙古赤峰 

甘草饮片 Glycyrrhiza uralensis Fisch 内蒙古杭锦旗

枸杞饮片 Lycium barbarum L. 宁夏中宁 

金银花饮片 Lonicera japonica Thunb. 河南封丘 

丹参饮片 Salvia miltiorrhiza Bge. 山东 

绞股蓝饮片 Gynostemma pentaphyllum 安徽黄山 

丹参种子 Salvia miltiorrhiza Bge. 北京通州 

牛蒡鲜品 Arctium lappa L. 天津 

黑柴胡种子 Bupleurum smithii Wolff 河北保定 

红柴胡种子 Bupleurum scorzonerifolium Wolff 甘肃临洮 

藏柴胡种子 Bupleurum smithii var. parvifolium 

Shan et Y. Li. 

甘肃临洮 

川岛柴胡种子 Bupleurum falcatum L. 河北保定 

1.2 仪器与试剂 

主要仪器：JEOL透射电子显微镜(TEM，日本

电子株式会社)；Tecnai G2 F20场发射透射电子显

微镜(HR–TEM，荷兰 FEI 公司)；XRD–7000 X 射

线粉末衍射分析仪(XRD，日本 SHIMADZU公司)；

LDJ 9600–1振动样品磁强计(美国 LDJ电子仪器公

司)；UV–2450 紫外可见分光光度计(日本岛津公

司)；DYCP–31C 水平电泳仪(北京六一仪器厂)；

BioDoc－ IT 凝胶成像系统 (美国 UVP 公司 )；

PTC–150 PCR仪(美国MJ RESEARCH公司)。 

主要试剂：磁性四氧化三铁微球(Affimag FEO，

500 nm, 天津市倍思乐色谱技术开发中心)；四乙氧

基硅烷(分析纯，武大有机硅新材料有限公司)；磁分

离架(1.5 mL×2 孔，天津市倍思乐色谱技术开发中

心)；聚乙烯吡咯烷酮 K30(PVP，分析纯，天津天泰

精细化学品有限公司)；维生素 C(天津力生制药股份

有限公司)；蛋白酶 K(生物级，德国 Merck 公司)；

RNase(生物级，上海生工生物工程技术服务有限公
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司)；盐酸胍(分析纯，天津市光复精细化工研究所)；

聚乙二醇 8000(PEG8000，分析纯，北京鼎国生物技

术发展中心)；琼脂糖(电泳级，Bio Basic Inc.)；DNA 

Primer(生物级，上海生工生物工程技术服务有限公

司)；2×Taq PCR Master Mix(生物级，北京天根生化

技术有限公司)；其他试剂均为分析纯。 

1.3 中药材基因组核酸的磁性微球法提取 

1.3.1 磁性四氧化三铁微球的表面二氧化硅包覆 

采用 sol–gel法，称取 1 g磁性微球，用 0.1 mol/L 

HCl 超声处理 1 h。蒸馏水洗涤后，加入无水乙醇

40 mL，蒸馏水 8 mL，氨水 0.2 mL，四乙氧基硅烷

0.25 mL，室温振荡反应 3 h。产物依次用无水乙醇

和蒸馏水洗涤，60 ℃真空干燥，获得表面二氧化硅

包覆的磁性 Fe3O4微球。 

1.3.2 磁性四氧化三铁微球的表征 

分别用 TEM和HR–TEM对磁性四氧化三铁微

球和二氧化硅包覆的磁性微球的粒径和形貌进行

分析；用 XRD 对四氧化三铁的晶体结构进行考察

(CuKα射线，λ=0.154 1 nm)；用振动样品磁强计测

定磁性微球的饱和磁化强度。 

1.3.3 中药材基因组核酸的提取 

中药材种类繁多，药用部位不同，DNA提取的

难易程度也不同。为验证基于磁性微球核酸提取法

的普遍适用性，使用磁性微球提取不同部位入药的

中药材鲜品和饮片的 DNA，对制备得到的基因组

DNA的纯度、产量、完整性进行分析。 

样品前处理：挑选无菌斑的药材适量，剪碎后

加入维生素 C粉末(10%)、PVP粉末(10%)和液氮研

磨成粉。称取 3 g上述粉末置于离心管中，加入预

冷的多糖洗涤液 (0.25 mol/L NaCl， 0.2 mol/L 

Tris–HCl，pH 8.0，50 mmol/L EDTA–2Na(乙二胺四

乙酸二钠)，4% PVP)，冰浴静置 10 min，离心，弃

去上清。重复洗涤 1次，在沉淀中加入 PVP 0.3 g，

维生素 C 0.3 g，细胞裂解液(100 mmol/L Tris–HCl，

pH 8.0，100 mmol/L EDTA–2Na，500 mmol/L NaCl，

2%SDS) 4 mL，5 mol/L盐酸胍溶液200 μL，5 mg/mL

蛋白酶 K溶液 50 μL，振荡混匀，55 ℃水浴 45 min。

加入 5 mg/mL RNase10 μL，4 ℃静置 30 min，12 000 

r/min离心 5 min，取上清液作为样品液备用。 

DNA的纯化：参考文献[5]，用 PBS缓冲液(800 

mL 蒸馏水中溶解 8 g NaCl，0.2 g KCl，1.44 g 

Na2HPO4，0.24 g KH2PO4，HCl调 pH至 7.4，定容

至 1 L)将磁性微球稀释成 10 mg/mL的悬液，取 500 

μL置于 1.5 mL的离心管中，磁分离，弃去清液；

加入 1 mL PBS缓冲液，洗涤 2遍，弃去清液；在

洗涤好的磁珠中加入吸附液 (20% PEG8000，2 

mol/L NaCl) 1.0 mL，振摇混匀，加入上述处理好的

样品液 500 μL，振荡混匀，磁分离，弃去清液；再

加入 1.0 mL 吸附液，重复上述操作；用 70%乙醇

洗涤磁珠 2遍，弃去清液，室温风干；最后加入 TE

缓冲液(10 mmol/L Tris–HCl，1 mmol/L EDTA–2Na，

pH 7.8) 0.4 mL，振荡混合，使磁性微球分散均匀；

磁分离，清液即为 DNA 提取液。空白组不加样品

液，其余操作均相同。 

提取基因组的纯度、含量和片段完整性分别用

紫外分光光度计和 1%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.4 磁性微球提取法在中药材真伪鉴定和亲缘关

系分析中的应用 

1.4.1 丹参及其伪品的鉴定 

将上述磁性微球 DNA 提取方法应用于丹参种

子、丹参饮片和牛蒡鲜品，对获得的 DNA 模板进

行特异性片段 PCR 扩增。根据参考文献[8]，选用

RYF(5′–TCA AAC AAA ATA GAT GAA T–3′)和

RYR(5′–AGT TAA ATC AGT CAT ATC–3′)分别作为

上游和下游引物。 

PCR反应体系 50 μL，其中，模板 DNA 1 μL，

2×Taq PCR Master Mix 25 μL，100 μmol/L上下游引

物各 1 μL，ddH2O 22 μL。扩增程序：70 ℃预变性

4 min，94 ℃变性 40 s，40 ℃退火 20 s，72 ℃延伸

2 min，进行 4个循环，然后 94 ℃变性 20 s，40 ℃

退火 20 s，72 ℃延伸 2 min，进行 30个循环，最后

72 ℃保温 10 min。PCR扩增产物进行 3%琼脂糖凝

胶电泳检测。 
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1.4.2 柴胡的亲缘关系分析 

以磁性微球提取的黑柴胡、红柴胡、藏柴胡、

川岛柴胡种子的 DNA 为模板，进行随机扩增多态
性 PCR(RAPD)检测。根据参考文献[9]，选取对柴
胡品种随机扩增重复性好、多态性高的随机引物进

行 RAPD扩增。 
PCR反应体系 50 μL，其中，模板 DNA 1 μL，

2×Taq PCR Master Mix 25 μL，10 μmol/L引物 1 μL，
ddH2O 23 μL。扩增程序：95 ℃预变性 5 min，95℃
变性 50 s，34 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，进行
30个循环，最后 72 ℃保温 7 min。扩增产物进行
2%琼脂糖凝胶检测。 

1.5 数据分析 

用 SPSS 11.0 分析软件计算样品间的相似系

数，用Withingroups linkage法进行聚类分析。 

2 结果与分析 

2.1 基于磁性微球的中药核酸提取 

2.1.1 磁性微球的粒径和形貌 

分别用透射电子显微镜、高倍透射电子显微

镜、X射线衍射仪和振动磁强计对磁性微球的形貌、
粒径、包覆层、晶体结构和磁学性质进行分析。从

分析结果(图 1~3)可以看出，磁性微球粒径均一，
球形规整，粒径约为 500 nm，包覆的二氧化硅层厚
度约 3.5 nm。磁性微球的主要衍射峰的峰位(2θ)和
相对强度与标准 Fe3O4晶体

[10]一致，可以确定该磁

珠中所含铁氧体为单相立方晶系反尖晶石结构的

Fe3O4，而且具有较好的纯度和结晶度
[9]。 

 
图 1 磁性微球的 TEM 照片(a)和硅修饰磁性微球的 HR–TEM 照片(b) 

Fig.1 TEM image of the magnetic microspheres (a) and HR–TEM image of silica modified magnetic microspheres(b) 

 

 
图 2 Fe3O4磁性微球的 XRD 图谱 

Fig.2 XRD pattern of Fe3O4 magnetic microspheres 

从微球的磁滞回线(图 3)可以看出，其比饱和磁
化强度为 77.83 emu/g，剩磁为 6.675 emu/g，矫顽
力为 54.84 Oe。表明该磁性微球剩磁较小，比饱和
磁化强度很高，在 10 s内即可完全吸附到磁分离架
一侧，获得透明澄清的溶液。对于含多糖较多的中

药材等黏稠的生物样品，该磁性微球表现出更加明

显的优势，可满足中药材 DNA 提取快速高效的分
离需求。 

 
图 3 室温下 Fe3O4磁性微球的磁滞回线 

Fig.3  Magnetization curve of the magnetic microspheres 
at room temperature 
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2.1.2 提取中药核酸的表征 

由表 2可见，纯化核酸的 OD260 nm/OD280 nm介

于 1.6~2.0，纯度较好，含量较高，均在微克级以上，
完全可以满足后续 PCR等对于模板 DNA的要求。 
由图 4 可见，中药材鲜品的 DNA 条带整齐无

降解，片段大小在 10 kb以上，而中药材饮片的DNA
条带大多呈弥散状，几乎观察不到大片段的 DNA。
这是因干药材在加工炮制过程中 DNA 出现不同程
度的降解所致。 

表 2 中药材 DNA 的紫外检测结果 

Table 2  UV data of DNA extracted from TCM 

中药材 OD260 nm
OD260 nm/
OD280 nm

DNA含量/ 
(μg·mL–1) 

DNA提取量/ 
(μg·g–1) 

白果鲜品 1.83 1.69 91.5 15.3 

甘草鲜品 1.00 2.04 50.0 41.7 

甘草饮片 0.28 1.60 14.0 9.3 

枸杞饮片 0.46 1.77 23.0 3.8 

金银花饮片 0.33 1.69 16.7 8.4 

丹参饮片 2.99 1.98 149.5 24.8 

绞股蓝饮片 0.37 1.93 18.5 3.1 
 

 
A 白果鲜品；B 甘草鲜品；C 甘草饮片；D–1 枸杞饮片；D–2 金银花饮片；D–3 丹参饮片；D–4 绞股蓝

饮片；M 1 000 bp ladder marker。 

图 4  中药材鲜品及饮片的 DNA 电泳图 

Fig.4  Agarose gel electrophoresises of DNA obtained from traditional Chinese medicine 

2.2 基于磁性微球提取法的中药材真伪鉴定和亲

缘关系分析 

2.2.1 丹参的真伪鉴定 

为鉴定常用中药材丹参及其伪品牛蒡，采用磁

性微球提取法从丹参种子及其饮片、牛蒡鲜品中提

取出基因组 DNA。随后通过引物设计[8]，在此基础

上扩增出 472 bp的丹参特异性片段(图 5)，而牛蒡鲜
品扩增出 2条大于 600 bp的片段。可见，产物不仅
大小不同，数量也不同，所以，可通过对比 PCR产
物的大小和数量，对丹参及其伪品牛蒡进行鉴别。 

2.2.2 柴胡亲缘关系分析 

采用 3条重复性好、多态性明显的 10 bp随机
引物对 4种柴胡基因组进行 RAPD (图 6)。 

 

 
M  DNA marker I；1  牛蒡；2  丹参鲜品；3  丹参

饮片；4  阴性对照 PCR产物。 

图 5 丹参及伪品牛蒡的 PCR 电泳图 

Fig.5 Agarose gel electrophoresis of the PCR products obtained 
from Salvia miltiorrhiza and Arctium lappa 
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A 引物 AW56325；B 引物 AW56326；C 引物 AW56327；M 100 bp ladder marker；1 黑柴胡；2 红柴胡；3 藏柴胡；

4 川岛柴胡；5 阴性对照 RAPD产物。 

图 6 4 种柴胡基因组引物扩增产物电泳结果 

Fig.6  RAPD products with three primers obtained from four species of Bupleurum 

由表 3可知，3个引物共扩增出了 37个 DNA
片段。RAPD分析中每条扩增片段至少代表基因组
的 1个与引物相对应的位点，37条扩增产物意味着
对供试柴胡 DNA的至少 37个位点进行了检测。 

表 3 3 个有效引物及其扩增结果 

Table 3 Three primers and results of RAPD–PCR 

片段数/个 
引物名称 序列(5′–3′) 

平态性 多态性 总片段

AW56325 CAG GCC CTT C 2  7  8 

AW56326 GTG TGC CCC A 2 15 17 

AW56327 AGC GCC ATT G 2  9 11 

合计  6 31 37 
 

依据扩增产物在电泳上的位置，以“1”和“0”
记录条带的有无，得到二元矩阵。由图7可见，黑柴
胡与红柴胡2个品种先聚在一起，然后与川岛柴胡和
藏柴胡聚在一起，表明黑柴胡与红柴胡亲缘关系较

近，二者与川岛柴胡和藏柴胡的亲缘关系稍远。 

 
图 7  4 个柴胡品种间的 RAPD 聚类分析 

Fig.7  Dendrogram of the four species of Bupleurum 

3 结论与讨论 

结合中药材特性和磁分离原理，基于磁性微球

的中药材核酸提取主要分为前处理和 DNA 纯化两
大步骤。中药材中通常含有大量多酚和多糖类化合

物。酚类物质在氧气环境中易被酶催化氧化成棕褐

色的醌类物质，后者会和 DNA 分子产生不可逆的
结合，形成难以溶解的复合物，甚至引起 DNA 分
子降解[11]。酸性多糖和酚类物质均为聚合酶的强抑

制剂[12]，是基于 PCR 反应的核酸分析假阴性结果
出现的主要原因，所以，在样品的前处理过程中需

设计多个步骤以除去酚类和糖类物质。聚酰胺吡咯

烷酮可与多酚以复合氢键结合，从而防止酚类与

DNA 的结合[13]；抗氧化剂维生素 C 能够防止酚类
氧化为醌类。另外，在裂解细胞核之前，先用不含

SDS的多糖洗涤液进行冰浴洗涤，可以除掉部分多
糖及其他水溶性成分，这样得到的 DNA纯度更高，
完整性更好。牛蒡外形与丹参类似，常被不法分子

用来冒充丹参。编码核蛋白体大亚基多肽 L16基因
(rpl16)是一段突变度非常高的植物内源片段，通过
设计引物，可以从丹参基因组核酸中扩增出一段

472 bp的特异性片段。另外，在实际检测中，由于
难以获得中药材的鲜品或者嫩叶，人们常常需要直

接对中药材饮片进行真伪鉴定。本文中基于磁性微

球 DNA提取法和常规 PCR技术，可快速、准确地
进行中药材鲜品及饮片的真伪鉴别，这在中药材质

量管理中具有广阔的应用前景。 
由于中国柴胡品种众多，对柴胡品种的分类一

直是学者们关注的焦点。Wang 等[14]以柴胡的 ITS
和 rpl16 片段为对象，通过聚类分析，得出黑柴胡
与红柴胡亲缘关系较近，同属较小的一分支。本研

究结果与此一致。柴胡是常用中药材，不同柴胡品

种所含皂苷量不尽相同，药用功效相差很大。中国

大部分地区的药用柴胡主要为伞形科北柴胡或红

黑柴胡 1
红柴胡 2

川岛柴胡 3
藏柴胡 4

C A S E 
Label Num 
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M    1     2     3     4     5 M     1     2     3     4     5 M     1    2     3     4     5 

1 500 bp 

CBA 



 
 

第 38卷第 4期     冉晓华等 基于磁性微球的基因组核酸提取及其在中药材真伪鉴别和亲缘关系分析中的应用      391 

 

柴胡的干燥根，在西北部分地区的主流品种为藏柴

胡。川岛柴胡是从日本引进的品种，正确鉴定川岛

柴胡可以保持其品种的优质性，防止属内杂交，提

高经济效益。可见，正确区分不同柴胡品种，并根

据不同品种采取不同的炮制方法，对于合理、安全

使用柴胡具有重要意义。 
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