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摘  要 以鹅掌楸、北美鹅掌楸、杂种鹅掌楸的萌动幼芽和幼叶为材料，利用 CTAB 法、PEG 法、DNeasy Plant Mini Kit 

(QIAGEN)、新型快速植物基因组 DNA 提取试剂盒(BioTeke)提取基因组 DNA。同时使用 PEG 法中的 PEG 漂洗液配合另外

三种方法提取。综合比较七种 DNA提取方法表明：PEG法中的 PEG漂洗液可以有效去除材料中的次生代谢物提高 RnaseA

效率，增加 DNA纯度。配合 DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)使用可获得高质量高浓度 DNA。检测结果显示 OD260/OD280

介于 1.84~1.86之间，OD260/OD230介于 2.3~2.4之间，DNA得率为 180~200 µg/g，琼脂糖凝胶电泳结果显示 DNA完整性良好。 
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Abstract Genome DNA was extracted from the sprouting buds and leaves of Liriodendron chinense, L. tulipifera and their hybrids 

(L. Chinense × L. tulipifera).The methods were CTAB, PEG, DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN), New Plant DNA Extraction Kit 

(BioTeke) and PEG washing buffer with CTAB, QIAGEN kit and BioTeke kit. The performances of seven extraction methods of 

genome DNA were compared in this report. The results showed the PEG washing buffer can increase the purity of DNA extraction 

through removing foreign material and enhancing RnaseA effect. The OD260/OD280 of DNA solution ranged between 1.84-1.86 and 

OD260/OD230 ranged between 2.3~2.4. The productivity was between 180~200 µg/g. The extracted DNA was complete by the result 

of agarose gel electrophoresis. 
Keywords Liriodendron; Sprouting bud; Leaf; Extraction of high quality DNA 

研究背景 

木兰科鹅掌楸属(Liriodendron)植物现存两个

种，即鹅掌楸(Liriodendron chinense)和北美鹅掌楸

(L. tulipifera)。1963年叶培忠先生成功培育出了鹅

掌楸和北美鹅掌楸的种间杂交种(南京林产工业学

院林学系育种组, 1973)。杂交鹅掌楸杂种优势明显，

具有生长快、树形美、抗性强等特点，在园林观赏、

道路绿化和用材造林方面有很高的利用价值(李周

岐等, 2001)。随着对鹅掌楸属植物的关注度不断增

加，引种试验、生理生态学特性、杂种优势遗传学

等基础研究也在不断跟进。以杂交鹅掌楸体细胞胚

胎发生技术为代表的细胞培养方面研究也不断成

熟，逐步形成一个完整的技术平台。在此平台的基

础上发展的转基因、分子生物学等研究也不断发展

(陈金慧等, 2003; 陈志等, 2007; 吴淳等, 2010)。这

些研究要求使用的Southern、AFLP、RFLP等技术

对基因组DNA的质量、纯度要求较高。而鹅掌楸属

植物叶片本身具有油细胞，次生代谢物含量也极为

丰富(蔡霞等, 2000; 陈茜文, 1995)，使DNA的大量

提取具有一定的难度。传统鹅掌楸属植物分子遗传

学中所使用的DNA一般采用CTAB-硅珠法提取，该

提取方法虽然可以达到DNA纯度要求，但得率非常

低，且常常会有硅珠残留(Doyle et al, 1990; Rogstad, 

2003; 胥猛等, 2008)。残留的硅珠会抑制多种酶的
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活性从而在某些实验中无法应用。为此，本实验采

用鹅掌楸萌动芽和叶片为材料，比较了CTAB法、

PEG法、QIAGEN试剂盒和BioTeke试剂盒的提取效

果。并根据PEG法中漂洗液的效果将其与CTAB和

试剂盒方法配合使用，以期找到一种提取鹅掌楸属

植物基因组DNA的最佳方法。 

1结果与分析 

1.1不同方法提取的DNA纯度和得率比较 

7种不同方法提取的基因组DNA用Nanodrop准

确计算DNA的纯度和得率，结果见表1。 

高纯度DNA的OD260/OD280值应介于1.8~1.9之

间。结果表明，以上7种方法所提取的DNA纯度不

同，OD260/OD280在1.8~2.1之间。通过比较可以看出

QIAGEN试剂盒所得的DNA纯度最好，BioTeke试剂

盒次之，CTAB法和PEG法所得的样品中都有不同

程度的RNA污染。从DNA的得率上看，用CTAB法

和PEG+QIAGEN试剂盒法每克样品可以获得200 

µg左右的基因组DNA，明显高于另外几个方法，而

且比木本植物DNA提取常用的CTAB-硅珠法要高

许多(胥猛等, 2008)。RNA污染会影响DNA吸光度，

所以表中的OD260/OD280高于1.9的样品得率都应该

比实际值偏高。OD260/OD230也是DNA纯度指标，一

般在2.0以上都符合要求。而表中数据显示BioTeke

试剂盒所得的DNA OD260/OD230在2左右偏移，数值

稳定性较低。 

1.2不同方法提取的DNA完整性分析 

由于DNA提取过程有蜗旋混匀和高温裂解等

操作，对DNA完整性有一定的损伤。因此在研究过

程中使用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA的完整性，

同时检测OD260/OD280偏高的样品中RNA污染程度。 

表 1 不同提取方法提取鹅掌楸基因组 DNA纯度与得率比较 

Table 1 Comparison of purity and quantity among different methods 

提取方法 

Extraction method 

材料 

Material 

OD260/OD280 OD260/OD230 得率(µg/g) 

Yield (µg/g) 

CTAB 法 

CTAB method 

芽 

Bud 

2.12 2.32 217.6 

叶 

Leaf 

2.1 2.43 209.9 

PEG法 

PEG method 

芽 

Bud 

2.06 2.16 122.4 

叶 

Leaf 

2.05 2.21 116.5 

QIAGEN 试剂盒 

QIAGEN kit 

芽 

Bud 

1.87 2.48 226.5 

叶 

Leaf 

1.85 2.33 235.8 

BioTeke 试剂盒 

BioTeke kit 

芽 

Bud 

1.98 2.08 167.6 

叶 

Leaf 

1.96 2.02 146.3 

PEG+CTAB 法 

PEG+CTAB method 

芽 

Bud 

1.98 2.4 177.5 

叶 

Leaf 

1.95 2.33 188.7 

PEG+QIAGEN 试剂盒 

PEG+QIAGEN kit 

芽 

Bud 

1.84 2.29 187.4 

叶 

Leaf 

1.84 2.32 190.2 

PEG+BioTeke 试剂盒 

PEG+BioTeke kit 

芽 

Bud 

1.88 2.04 110.6 

叶 

Leaf 

1.86 1.99 101.1 
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琼脂糖电泳检测显示CTAB法和PEG法可以较

好的保存DNA的完整性 (图 1A, 1B)，而使用

QIAGEN试剂盒和BioTeke试剂盒提取的DNA条带

有明显拖尾和丝状痕迹，说明提取的DNA发生降解

和存在次生代谢物残留，无法保证其完整性和纯度

(图1C, 1D)。CTAB法和PEG法虽然都有RnaseA消化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图1 不同方法提取DNA电泳图(左侧泳道为幼芽DNA, 右侧泳道为幼叶DNA) 

注: A: CTAB法; B: PEG法; C: QIAGEN试剂盒; D: BioTeke试剂盒; E: PEG+CTAB法; F: PEG+QIAGEN试剂盒; G: 

PEG+BioTeke试剂盒 

Figure 1 1% agarose gel electrophoresis of genome DNA extracted by different methods (Left lane: bud DNA, Right: leaf DNA) 

Note: A: CTAB; B: PEG; C: DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN); D: New Plant DNA Extraction Kit (BioTeke); E: PEG washing 

buffer with CTAB; F: PEG washing buffer with DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN); G: PEG washing buffer with New Plant DNA 

Extraction Kit (BioTeke) 

RNA的步骤，但是无法完全消化RNA，使DNA样品

的纯度无法达到要求(图1A, B)。QIAGEN和BioTeke

试剂盒在处理RNA污染方面具有良好的表现(图1C, 

1D)。PEG漂洗液配合使用法得到的三个样品DNA

完整性有较大提高的同时很好的解决了RNA污染的

问题，其中CTAB法提取的DNA条带稍有拖尾，说

明DNA发生轻微降解；QIAGEN试剂盒表现非常突

出，提取的DNA电泳条带整齐明亮，说明DNA完整

且得率较高；BioTeke试剂盒提取的DNA电泳条带较

QIAGEN试剂盒稍暗，但条带比较整齐，说明该方

法得到的DNA完整性良好但得率稍低(图1E, 1F, 1G)。 

1.3北美鹅掌楸和杂交鹅掌楸基因组DNA提取结果 

根据七种不同提取方法的比较，选择提取效果

最好的PEG+QIAGEN试剂盒法提取北美鹅掌楸和

杂交鹅掌楸基因组DNA，用Nanodrop计算纯度和得

率。结果如表2所示。1%琼脂糖凝胶电泳进行DNA

完整性检测，电泳结果如图2所示。从检测结果可

以看出PEG+QIAGEN试剂盒法提取的北美鹅掌楸

和杂交鹅掌楸基因组DNA无论在得率和纯度方面

都符合要求，同时也很好的保存了DNA的完整性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图2 北美鹅掌楸与杂交鹅掌楸基因组DNA电泳图(左侧泳道

为幼芽DNA, 右侧泳道为幼叶DNA) 

注: A: 北美鹅掌楸; B: 杂交鹅掌楸 

Figure 2 Electrophoresis of genome DNA of L. tulipifera and L. 

Hybrids (L. chinense × L. tulipifera) (Left: bud DNA Right: 

leaf DNA) 

Note: A: L. tulipifera B: L. Hybrids (L. Chinense × L. tulipifera) 

with 1% agarose gel
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表 2 PEG+QIAGEN 试剂盒法提取北美鹅掌楸与杂交鹅掌楸基因组 DNA纯度与得率 

Table 2 Purity and quantity of DNA of L. tulipifera and their hybrids (L. Chinense × L. tulipifera) by PEG washing buffer with 

DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) 

种 

Species 

材料 

Material 

OD260/OD280 OD260/OD230 得率(µg/g) 

Yield (µg/g) 

北美鹅掌楸 

L. Tulipifera 

芽 

Bud 

1.85 2.34 190.5 

叶 

Leaf 

1.86 2.34 189 

杂交鹅掌楸 

L. Hybrids 

芽 

Bud 

1.86 2.27 200.6 

叶 

Leaf 

1.85 2.35 190.4 

 

2讨论 

由以上研究结果可以看出鹅掌楸属植物DNA

提取重点在于消除RNA污染和保证DNA完整性。

CTAB法虽然得率和DNA完整性较好，但无法完全

消除RNA污染，DNA纯度无法达到要求。同时得到

的DNA溶液呈浅褐色，说明材料在提取过程中发生

了氧化。为消除RNA污染，实验过程中尝试了加大

RNaseA用量、延长RNaseA消化时间和增加消化纯

化次数。结果表明前两种处理都无法完全消化

RNA，多次消化纯化在完全消化RNA的同时也使

DNA损耗严重，最终得率和CTAB-硅珠法接近，所

以舍弃了这种方法。在以往的研究中，木兰科木兰

属植物提取DNA时大多采用CTAB法(王亚玲等 , 

2003; 徐凤霞, 2003)。陈永华比较了CTAB法和SDS

法提取广玉兰基因组DNA，同时对两种方法进行了

改进，即在研磨样品时加入了防氧化剂PVP (陈永华

等, 2008)。结果表明PVP可以有效防止样品氧化，

所得的DNA样品可用于ISSR-PCR，但从电泳结果

来看仍然存在严重的RNA残留。虽然不影响PCR反

应，但是在对DNA纯度要求高的实验中CTAB法提

取的DNA无法使用。本文的实验结果也表明CTAB

法不适合提取高质量高纯度的鹅掌楸基因组DNA。 

PEG法对研磨后的样品先用PEG漂洗液进行漂

洗，然后用含有RNaseA的裂解液进行裂解，最后的

得到的DNA无褐化，RNA污染较轻。但由于漂洗步

骤中要进行数次涡旋混匀和高速离心，难以保证

DNA完整性。在实验过程中经过五次漂洗之后提取

的DNA发生降解，所以样品漂洗次数应严格控制在

3次以内。漂洗液在防止样品褐化的同时也去除了

样品中的杂质，使裂解液中RNaseA效率提高，但

DNA得率有所较低。所得DNA经RNaseA消化后纯

化，可使OD260/OD280略低于1.9，但DNA得率进一

步降低。PEG法得到的DNA虽然纯度有所提高，但

仍未达到要求。同时该方法在DNA得率上也没有明

显优势，所以不推荐使用PEG法。 

QIAGEN和BioTeke两种DNA提取试剂盒虽然

在DNA得率和去除RNA污染方面表现良好，但是电

泳结果显示DNA发生降解并且条带沿电泳方向存

在丝状痕迹(图1C, 1D)，说明在保持DNA完整性和

去除次生代谢物残留方面仍有不足。 

单独使用CTAB法、PEG法、QIAGEN和BioTeke

试剂盒法提取结果显示鹅掌楸中的杂质会严重影

响DNA完整性和RNaseA效率，而PEG法中的漂洗

液则可以有效去除杂质。因此在CTAB法、QIAGEN、

BioTeke试剂盒基础上配合PEG漂洗液使用。结果表

明漂洗后三种提取方法的DNA得率和纯度都相应

有所提高，QIAGEN试剂盒表现尤为突出。使用PEG

漂洗液+QIAGEN试剂盒法提取北美鹅掌楸和杂交

鹅掌楸的结果进一步说明此方法完全适用于鹅掌

楸属植物基因组DNA的提取。 

与动物组织相比植物组织中含有较多的多糖

及单宁、酚、醌、花色素类物质等次生代谢物质。

这些物质化学性质与核酸相似，严重影响植物核酸

的提取效率和纯度，甚至无法提取(Kiefer et al, 2000; 

Salzman et al, 1999; Southerton et al, 1998)。常用的

提取植物核酸的方法如CTAB、SDS、异硫氰酸胍法、

硅珠法等只适用于部分植物。虽然在这些方法的基

础上进行了改进使其适用范围扩大，但是仍然存在
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局限性。随着提取技术的发展，基于高效核酸吸附

柱的核酸提取试剂盒出现，大大提高了核酸提取效

率。但是核酸吸附柱同样会受到次生代谢物质的干

扰而降低吸附效率与特异性，影响了核酸提取试剂

盒的适用范围。本文使用的PEG漂洗液可以有效去

除植物组织中的次生代谢物保证后续提取步骤顺

利进行。PEG漂洗液可以加强常规提取方法的提取

效果，增加其适用性。同时该漂洗液与核酸提取试

剂盒配合使用表现良好，大大增加了试剂盒的性能

和适用范围。结合本文结果和桉树(黄真池等, 2010)

等植物DNA提取来看，PEG漂洗液与核酸提取试剂

盒配合使用可从大部分富含次生代谢物的植物中

提取高纯度的核酸，使得植物提取核酸更加方便，

快捷，省略了核酸提取方法的摸索过程，提高了实

验效率。 

3材料与方法 

3.1材料与试剂 

鹅掌楸、北美鹅掌楸、杂交鹅掌楸萌动幼芽和

幼叶。 

2×CTAB提取液：20 g/L CTAB，1.4 mol/L 

NaCl，20 mmol/L EDTA (pH=8.0)，100 mmol/L 

Tris-HCl (pH=8.0)，5 g/L PVP，2% β-巯基乙醇(用

前加入)。 

PEG漂洗液：5 mmol/L EDTA (pH=8.0)，50 

mmol/L Tris-HCl (pH=8.0)，350 mmol/L山梨醇，10% 

PEG8000，1% β-巯基乙醇(用前加入)。 

PEG法裂解液：5 mmol/L EDTA (pH=8.0)，

50 mmol/L Tris-HCl (pH=8.0)，350 mmol/L山梨醇，

710 mmol/L NaCl，0.1%月桂酰基肌氨酸钠，1% 

CTAB，2% β-巯基乙醇(用前加入)。 

DNeasy Plant Mini Kit (购于QIAGEN公司)。 

新型快速植物基因组DNA提取试剂盒(购于

BioTeke公司)。 

其他试剂：3 mol/L NaAc (pH=5.2)，5 mol/L 

KAc，7.5 mol/L NH4Ac无水乙醇，异丙醇，氯仿-

异戊醇(24:1)，水饱和酚，75%乙醇，100 mg/ml 

RnaseA (sigma)，5×TBE，琼脂糖，无菌水。 

3.2 DNA提取方法 

CTAB法参照马明(马明等, 2007)文章中步骤

进行。 

PEG法参照Kobayashi N (Kobayashi N et al., 

1998)等文章中步骤进行：样品液氮研磨后加入PEG

漂洗液洗涤三次，离心收集沉淀加入裂解液65℃裂

解45 min后离心取上清；氯仿-异戊醇(24:1)抽提后

加入体积异丙醇沉淀；收集沉淀用75%乙醇洗涤沉

淀两次，风干后溶于水中。 

DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)和新型快速

植物基因组DNA提取试剂盒(BioTeke)按试剂盒说

明书进行。 

3.3 PEG漂洗液配合使用法 

将样品用PEG方法中的PEG漂洗液漂洗三次后

再使用CTAB法、QIAGEN试剂盒和BioTeke试剂盒

提取基因组DNA。 

3.4 DNA溶液纯度、浓度测定及完整性分析 

将得到的DNA溶液取2 µl用Nanodrop 2000c 

(Thermo)测定波长260 nm的OD值以及OD260/OD280

和OD260/OD230比值；用1%琼脂糖凝胶电泳检测

DNA的完整性。 
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