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濒危兰科植物 DNA 的提取方法

潘英文，张 凌，王安石，李佳潼，谢添伟，陈施明，刘福秀，林明光
( 海南出入境检验检疫局 热带植物隔离检疫中心，海口 570311)

摘 要: 濒危兰科植物组织富含多糖和多酚类物质，提取高质量的 DNA 较困难。为优化濒危兰科植物基因

组 DNA 提取方法，采用改良 CTAB 法、改良 SDS 法和试剂盒法对多种濒危兰科植物基因组 DNA 进行提取，

对获得的 DNA 质量、浓度和纯度进行比较。结果表明，用改良 CTAB 法和试剂盒法可有效去除多糖类和多

酚类物质的干扰，DNA 提取效果较理想，改良 SDS 法较差; CTAB 法获得的 DNA 浓度高于试剂盒法，且后续

PCＲ 扩增效果也优于试剂盒法。
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兰科植物极具观赏价值，近年来其分子生物学研究越来越多。DNA 的提取是基因克隆、PCＲ 扩增、分
子杂交以及遗传多态性分析等分子生物学研究的基础。按照《濒危野生动植物种国际贸易公约》，兰科植

物大多为濒危植物，濒危兰科植物约占公约保护植物总数的 90%，是进出境物种资源查验工作的重要组

成部分。由于处于非生育期的许多兰科植物种类间形态差别很小，仅凭形态特征较难分类。目前，兰科

植物大多采用 DNA 条形码方法如 atpF-atpH，rbcL，rpoB，rpoC1，psbA-trnH，matK 和核糖体 ITS 等序列来加

以鉴定［1 － 2］。这些方法都需要获得高质量 DNA 才能进行。为了适应相对恶劣的环境，濒危野生兰科植物

细胞壁坚韧含有与抗逆有关的多种化合物，如多糖、脂类、多酚等次生代谢物，高质量的基因组 DNA 提取

相对困难，经典的 DNA 提取方法有 CTAB 法和 SDS 法［3 － 10］。为探索简便和高效的兰科植物基因组 DNA

提取方法，笔者对应用较广、成本较低的 CTAB 法和 SDS 法进行适当改良，并与试剂盒法一起对濒危兰科

植物基因组 DNA 进行提取，比较不同提取方法的效果及优缺点，旨在筛选出提取兰科植物基因组 DNA 的

有效方法，为开展兰科植物后续的分子生物学研究提供参考。

1 材料与方法

1． 1 材料 供试材料来自海南出入境检验检疫局热带植物隔离检疫中心种质资源圃保存的濒危兰科植

物，分别是金钗石斛 Dendrobium nobile、卷萼兜兰 Paphiopedilum appletonianum、春兰 Cymbidium goeringii
var． goeringii、矮万代 Vanda pumila、云南火焰兰 Ｒenanthera imschootiana、小兰屿蝴蝶兰 Phalaenopsis eques-
tris，选取植株叶片为材料，每植株采集 2 ～ 3 片叶，放入已编号的封口袋中并立即拿回实验室放入 － 70 ℃

冰箱内贮存。
1． 2 DNA 提取方法

1． 2． 1 改良 CTAB 法 取新鲜叶片 100 mg，置于研钵中，加入液氮，研磨成粉，将粉末转至 2 mL 的离心



管中，再加入 800 μL 的 CTAB 提取缓冲液( 50 mmol·L －1 Tris-HCl，20 mmol·L －1 EDTA，700 mmol·L －1

NaCl，φ = l% β － 疏基乙醇，φ = 2% CTAB，pH8． 0) ; 混匀后 65 ℃水浴 30 ～ 40 min，振荡混匀 2 ～ 3 次，放置

冷却至室温，加入等体积的 V酚 ︰ V氯仿 ︰ V异戊醇 = 25 ︰ 24 ︰ 1 振荡混匀，4 ℃，12 000 r·min －1 离心 10

min; 取上清液转入一新离心管，加入 1 /10 倍体积的 3 mol·L －1 NaAc 和等体积的无水乙醇，混匀，冰上放

置 10 ～ 15 min，4 ℃，12 000 r·min －1离心 10 min; 弃上清，沉淀用 φ = 70%乙醇洗涤 2 次，加入 800 μL TE

溶解后，加入等体积的 V酚 ︰ V氯仿︰ V异戊醇 = 25 ︰ 24 ︰ 1 振荡混匀，4 ℃，12 000 r·min －1离心 10 min; 取

上清液转入一新离心管，加入等体积的 V氯仿 ︰ V异戊醇 = 24 ︰ 1 振荡混匀，4 ℃，12 000 r·min －1 离心 10

min; 取上清液转入一新离心管，加入 1 /10 倍体积的 3 mol·L －1 NaAc 和等体积的无水乙醇混匀，冰上放

置 10 ～ 15 min，4 ℃，12 000 r·min －1离心 10 min; 弃上清，沉淀用 70% 乙醇洗涤 2 次，室温静置 2 ～ 3 min

晾干，加入 100 μL TE 或 ddH2O 溶解，加入 10 g·L －1 ＲNase 液 2 μL 混匀，37 ℃保温 30 min，置于 － 20 ℃

冰箱中保存。
1． 2． 2 改良 SDS 法 取新鲜叶片 100 mg，置于研钵中，加入液氮，研磨成粉，将粉末转至 2 mL 的离心管

中，再加入 800 μL 的 SDS 提取缓冲液 ( 100 mmol·L －1 Tris-HCl，50 mmol·L －1 EDTA，500 mmol·L －1

NaCl，φ = l% β － 疏基乙醇，φ = 3% SDS，pH8． 0) ; 混匀后 65 ℃水浴 10 min; 加 1 /5 体积的 5 mol·L －1 KAc

于冰上放置 30 min，4 ℃，13 000 r·min －1离心 15 min; 取上清液入一新离心管，加入等体积的 V酚 ︰ V氯仿 ︰

V异戊醇 =25 ︰ 24 ︰ 1 振荡混匀，4 ℃，12 000 r·min －1离心 10 min; 取上清液转入一新离心管，加入等体积的

V氯仿︰ V异戊醇 =24 ︰ 1 振荡混匀，4 ℃，12 000 r·min －1离心 10 min; 取上清液转入一新离心管，加入 0． 6 倍体

积的异丙醇混匀，冰上放置 10 ～15 min，4 ℃，12 000 r·min －1离心 10 min; 弃上清，沉淀用 φ =70%乙醇洗涤

2 次，室温静置 2 ～3 min 晾干，加入100 μL TE 或 ddH2O 溶解，加入10 g·L －1 ＲNase 液2 μL 混匀，37 ℃保温

30 min，置于 －20 ℃冰箱中保存。
1． 2． 3 试剂盒法 使用 TIANGEN 植物基因组 DNA 提取试剂盒，按照试剂盒操作手册提取 DNA。
1． 3 DNA 检测

1． 3． 1 DNA 浓度与纯度检测 使用 Thermo Nanodrop 2000 核酸分析仪测定 3 种方法提取的 DNA 样品

230 ，260，280 nm 处的光吸收值，根据 OD260 /OD280和 OD260 /OD230的比值确定 DNA 纯度。
1． 3． 2 琼脂糖凝胶电泳检测 取 5 μL 样品 DNA 加上 Loading buffer 后，使用 w =1%琼脂糖凝胶，在 0． 5 ×
TBE 缓冲液中，3 V·cm －1恒压电泳 1 ～2 h( Power PAC3000 电泳仪，BIO-ＲAD)。根据电泳结果检测 DNA 质量。
1． 3． 3 PCＲ 扩增检测 根据第 3 届条形码国际学术大会上建议的兰科植物 DNA 条形码片段，选择用通

用引物 ITS 进行 PCＲ 扩增［11 － 12］，以上述 3 种方法提取的 DNA 样品为模板进行 PCＲ 反应及电泳检测，以

检测提取的 DNA 中是否有抑制 PCＲ 反应的成分存在。PCＲ 反应体系: 10 μL 2 × PrimeStar Max premix
( TaKaＲa) ，0． 4 μmol·L －1引物，6 ～ 10 mg·L －1模板 DNA，用 ddH2O 补充至 20 μL。反应程序: 94 ℃预

变性 8 min; 94 ℃变性 45 s，60 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环; 72 ℃延伸 6 min，4 ℃保存。扩增

产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，以 DL2000 marker ( TaKaＲa) 为参照，凝胶成像系统下观察并拍照。

2 结果与分析

2． 1 DNA 浓度与纯度检测 由表 1 可看出，试剂盒法提取 DNA 质量最好，OD260 /OD280 为 1． 8 ～ 1． 9，

OD260 /OD230﹥ 2，表示蛋白质，ＲNA、盐类、有机溶剂等杂质污染很少，DNA 纯度较高，但 DNA 浓度明显低

于其他 2 种方法。CTAB 法提取 DNA 质量较好，DNA 浓度较高，OD260 /OD280 为 1． 7 ～ 1． 9，说明蛋白质及

ＲNA 污染较少，但 OD260 /OD230大多低于 2． 0，表示存在少量盐类或有机溶剂等其他杂质污染。SDS 法提

取的 DNA 虽然浓度较高，但 DNA 质量较差，OD260 /OD280均低于 1． 8，OD260 /OD230均低于 2． 0，表示 DNA 纯

度较低，存在蛋白质、ＲNA、盐类、有机溶剂等杂质污染现象。
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表 1 3 种方法提取基因组 DNA 质量及浓度检测

Tab． 1 The quality and concentration of DNA extracted by using 3 methods

物种

Species

OD260 /OD280 OD260 /OD230 DNA / ( mg·L －1 )

CTAB 法 SDS 法 试剂盒法 CTAB 法 SDS 法 试剂盒法 CTAB 法 SDS 法 试剂盒法

金钗石斛
D． nobile 1． 78 1． 68 1． 81 2． 06 1． 85 2． 18 531． 5 443． 0 163． 6

卷萼兜兰
P． appletonianum 1． 76 1． 57 1． 88 1． 93 1． 87 2． 10 487． 8 477． 4 153． 9

春兰
C． goeringii
var． goeringii

1． 82 1． 53 1． 85 1． 98 1． 72 2． 16 615． 2 510． 8 165． 4

矮万代
V． pumila 1． 75 1． 63 1． 87 1． 96 1． 70 2． 15 577． 0 393． 6 159． 8

云南火焰兰
Ｒ． imschootiana 1． 73 1． 56 1． 90 1． 99 1． 85 2． 09 566． 7 405． 6 168． 6

小兰屿蝴蝶兰
P． equestris 1． 81 1． 61 1． 89 1． 92 1． 90 2． 12 590． 5 485． 5 155． 7

2． 2 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的提取质量 由图 1 可看出，CTAB 法提取的 DNA 电泳后样品孔干净，

杂质含量较低，DNA 条带清晰完整，亮度较高，有轻微拖尾现象; SDS 法提取的 DNA 电泳后样品孔残留部

分杂质，杂质较多，DNA 条带较模糊，亮度较低，且有较严重的拖尾现象，DNA 存在降解情况; 试剂盒法提

取的 DNA 样品孔干净无杂质，DNA 电泳条带清晰，无明显拖尾现象，但亮度较低。
A B C
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图 1 3 种方法提取兰科植物基因组 DNA 凝胶电泳检测图

A． 改良 CTAB 法; B． 改良 SDS 法; C． 试剂盒法; 1． 金钗石斛; 2． 卷萼兜兰; 3． 春兰; 4． 矮万代; 5． 云南火焰兰; 6． 小兰屿蝴蝶兰
Fig． 1 Gel electrophoresis of DNA extracted by using 3 methods

A． Improved CTAB method; B． Improved SDS method; C． Kit method; 1． Dendrobium nobile; 2． Paphiopedilum appletonia-
num; 3． Cymbidium goeringii var． goeringii; 4． Vanda pumila; 5． Ｒenanthera imschootiana; 6． Phalaenopsis equestris
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图 2 ITS 引物的 PCR 扩增结果

A． 改良 CTAB 法; B． 改良 SDS 法; C． 试剂盒法; 1． 金钗石斛; 2． 卷萼兜兰; 3． 春兰; 4． 矮万代; 5． 云南火焰兰; 6． 小兰屿蝴蝶兰
Fig． 2 PCＲ amplification with primer ITS

A． Improved CTAB method; B． Improved SDS method; C． Kit method; 1． Dendrobium nobile; 2． Paphiopedilum appletonia-
num; 3． Cymbidium goeringii var． goeringii; 4． Vanda pumila; 5． Ｒenanthera imschootiana; 6． Phalaenopsis equestris

69 热 带 生 物 学 报 2019 年



2． 3 PCＲ 扩增检测 DNA 的提取质量 由图 2 可看出，采用 CTAB 法和试剂盒法提取 DNA 作为模板进

行 PCＲ 扩增反应得到的条带清晰，亮度较高，稳定性好; SDS 法提取 DNA 作为模板进行 PCＲ 扩增反应得

到的条带亮度模糊，亮度相对较低，稳定性大大降低; 试剂盒法和 CTAB 法提取 DNA 作为模板进行 PCＲ

扩增效果均获得理想带型，能满足 DNA 条形码检测鉴定的实验要求。

3 讨 论

濒危兰科植物大多数含有丰富的多糖多酚物质，DNA 提取过程中难于分离，尤其多糖的污染是影响

植物 DNA 纯度的主要问题，多糖的理化性质与 DNA 相似，容易与 DNA 结合产生难溶于水的凝胶状透明

沉淀影响 DNA 沉淀，多糖能抑制限制性核酸内切酶、连接酶及 DNA 聚合酶等酶类的生物活性，影响后续

的分子生物学研究。本试验采用 SDS 法提取的 DNA 可用于一般的 PCＲ 反应，只能满足常规的分子生物

学实验要求; CTAB 法和试剂盒法所提 DNA 质量较高，但试剂盒法成本较高，且每次提取 DNA 量较少，不

适用大量提取 DNA，在原 CTAB 法基础上进行改良，加入高盐法去除杂质，可防止沉淀过程中酚化合物氧

化降解以及电离化作用，以保证提取的 DNA 质量，同时通过 2 步沉淀法，减少蛋白质、多糖等其它杂质的

影响，可提高 DNA 纯度。改良 CTAB 法提取 DNA 浓度高，质量较好，操作简单，相比试剂盒法成本低廉。

目前，有关兰科植物 DNA 提取方法仅局限于春兰、卡特兰、石斛兰和蕙兰等特定的原生种或杂交种

中［6 － 10］，主要针对兰科特定类群的特有属，大多数没有涉及到多糖或多酚类物质含量丰富的类群，改良

CTAB 法解决了兰科植物 DNA 提取方法适用性差的问题，可广泛应用于兰科植物分子生物学研究。
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Extraction of Genome DNA from Endangered Orchid Plants

PAN Yingwen，ZHANG Ling，WANG Anshi，LI Jiatong，XIE Tianwei，
CHEN Shiming，LIU Fuxiu，LIN Mingguang

( Post-Entry Quarantine Station for Tropical Plants，Hainan Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau，Haikou，Hainan 570311，China)

Abstract: Endangered Orchid plants contain polysaccharides and polyphenols，and it is difficult to extract high-
quality DNA from these plants． Three extraction methods，i． e． improved CTAB method，improved SDS method
and Kit method，were used to extract genomic DNA of endangered Orchid plants ( Dendrobium nobile，Paphiope-
dilum appletonianum，Cymbidium goeringii var． goeringii，Vanda pumila，Ｒenanthera imschootiana and Phalae-
nopsis equestris) ，and the extracted DNA was compared in quality，concentration and purity to optimize DNA ex-
traction methods for these orchid plants． The results showed that the improved CTAB method and Kit method re-
moved effectively polysaccharides and polyphenols from the Orchidaceae plants and had a higher positive effect
on DNA extraction，while the improved SDS method was poorest in DNA extraction． The DNA extracted by the
improved CTAB method was higher in concentration than that by the Kit method，and its follow-up PCＲ amplifi-
cation was better as well．
Keywords: Endangered Orchidaceae; genomic DNA; extraction methods
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Effective Evaluation of Open Space of Urban Street System

CHEN Long，LIN Shiping
( Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: In order to quantitatively evaluate the actual utilization efficiency of urban street open space，the con-
cept of open space utilization value and open space value was introduced． In this concept the index factor assign-
ment score was used to evaluate the actual use value of open space ( M) ，and a multivariate linear regression
model is constructed based on the Hedonic model to calculate the open space value of the sample ( α) ，so that
the actual utilization efficiency of the open space is obtained，that is，η = M /α． In order to judge whether the
open space is inefficient，the optimal utilization efficiency of the open space has to be calculated． The govern-
ment reference and questionnaire survey were used to determine the standard reference sample． The Jurenfang
Community were determined as the standard reference sample，based on which the actual utilization efficiency
standards of thecommunity were calculated and compared with that of the other sample communities under study
to judge the inefficiency of the open space． If the actual utilization efficiency of the open space in a sample is
higher than that of the standard sample，the open space in the sample is fully utilized． Conversely，if the actual
utilization efficiency of the open space in a sample is lower than that in the standard sample the actual utilization
efficiency of the open space in the sample is in a course of inefficient use． The research results showed that the
actual utilization efficiency of the open space in the sample Gaodeng Community was greater than that in the
standard sample Jurenfang Community，indicating that the open space in the Gaoden community was fully uti-
lized． The actual utilization efficiency of the open space in Aihua Community and Wanfu Community was less
than that in the standard sample，suggesting these two communities were had inefficient actual utilization efficien-
cy in the open space．
Keywords: Urban street; evaluation based on Hedonic model; multiple linear regression model; actual utiliza-

tion efficiency; open space
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