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应用DNA提取改良和二次聚合酶链反应技术检测乌头及其炮制品

朱高倩 1，2，3， 李双良 1，2，3， 马莉 1，2，3， 周培军 1，2，3， 蒲星宇 1，2，3， 王丽 1，2，3， 符德欢 1，2，3

（1. 云南省药物研究所，云南昆明 650111；2. 云南白药集团创新研发中心，云南昆明 650111；
3. 云南省中药和民族药新药创制企业重点实验室，云南昆明 650111）

摘要：【目的】筛选适用于 9种乌头属植物根茎炮制前后DNA提取的方法。【方法】采用基于十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）
法、十二烷基硫酸钠（SDS）法的12种改良方法提取9种乌头属植物根茎炮制前后DNA，考察提取缓冲液种类、聚乙烯吡咯烷

酮（PVP）添加、水浴时间、DNA沉降方式对乌头属植物根茎炮制前后DNA提取的影响，以及二次聚合酶链反应（PCR）技术

对乌头炮制品 ITS2片段浓度提高的影响。【结果】 不同缓冲液与水浴时间互作提取DNA效应不同，2×CTAB（含 2.5 mol/L
NaCl）水浴 3 h提取的 9种乌头生品DNA的 ITS2扩增效果最佳，2×CTAB（含 1.4 mol/L NaCl）水浴 3 h提取的 9种乌头炮制品

DNA的 ITS2扩增效果最佳。添加PVP或添加PVP+改变DNA沉降方式对生品DNA提取影响不大，但对炮制品有明显的抑制
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作用。经过二次PCR可显著提高炮制品 ITS2的扩增效率。【结论】提取缓冲液和水浴时间的有效互作提取DNA以及二次PCR
技术的应用可提高乌头属植物根茎 ITS2片段制备效率，为DNA条形码技术广泛应用于乌头属药材提供必要的技术支持。

关键词：乌头属；炮制；DNA提取；二次PCR；ITS2
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Detection of Aconitum Materials and Its Processed Products Using Improved
DNA Extraction and Two-time PCR

ZHU Gao-Qian1，2，3， LI Shuang-Liang1，2，3， MA Li1，2，3， ZHOU Pei-Jun1，2，3，

PU Xing-Yu1，2，3， WANG Li1，2，3， FU De-Huan1，2，3

（1. Yunnan Institute of Materia Medica，Kunming 650111 Yunnan，China；2. Yunnan Bai Yao Group Innovation，Research and
Development Center，Kunming 650111 Yunnan，China；3. Yunnan Provincial Company Key Laboratory for Traditional

Chinese Medicine and Ethnic Drug of New Drug Creation，Kunming 650111 Yunnan，China）
Abstract：Objective To establish a method for extracting DNA from the rhizomes of 9 kinds of Aconitum plants
before and after preparing. Methods Twelve modified methods based on cetyl trimethyl ammonium bromide（CTAB）
method and sodium dodecyl sulfate（SDS）method were used for extracting DNA from the rhizomes of 9 kinds of
Aconitum plants before and after preparing. It was investigated that the effects of extracting buffer variety，
polyvinyl pyrrolidone（PVP）addition，water-bath time，and DNA sedimentation mode on DNA extraction from the
rhizomes of 9 kinds of Aconitum plants before and after preparing，and the effects of two-time polymerase chain
reaction（PCR） technology on concentration increasement of ITS2 fragments in Aconitum preparing products.
Results The DNA extraction efficiencies were different using interactions of various extracting buffers with water-
bath time. It was the best for PCR amplification efficiency on ITS2 in DNA extracted from the crude medicinal
materials of 9 kinds of Aconitum plants by 2×CTAB（containing 2.5 mol/L NaCl）with 3-hour water bath，and from
the preparing products of 9 kinds of Aconitum plants by 2×CTAB（containing 1.4 mol/L NaCl）with 3-hour water
bath. PVP addition or interactions of PVP addition with alterative DNA sedimentation mode has little impact on
extracting DNA from crude medicinal materials， but has obvious inhibiting effect on preparing products. The
application of two-time PCR promoted the amplification efficiency on ITS2 from preparing products. Conclusion
Use of the effective interactions of extracting buffer with water-bath time for DNA extraction and application of two-
time PCR technology has effects on promoting preparation efficiency on ITS2 fragments from the rhizomes of
Aconitum plants，contributing to providing necessary technical support for DNA barcoding technology application
for Aconitum medicinal materials.
Keywords：Aconitum；preparing（herbal medicine）；DNA extraction；two-time PCR；ITS2

乌头类药物有较为悠久的传统用药历史，具

有祛风除湿、温经止痛等功效，广泛应用于风湿

麻痹、关节疼痛等临床治疗中，在各类成药制

剂、药材标准中占比较大[1]。该类药材均来自毛茛

科（Ranunculaceae）乌头属（Aconitum）植物根茎。乌

头属种类繁多，分布广泛，全球约有350种，我国

约有 167种 [2]，仅云南省境内就有约 66种，25变

种，4变型[3]。《中华人民共和国药典》 2000年版、

2005年版、2010年版、2015年版等标准均有记载

乌头类药材[4-7]。《中华本草》记载了60多种乌头属

植物可入药 [8]。目前，《云南省中药材标准》收载

的乌头类药材仅有黄草乌一种[9]，但当地民间还将

乌头属其他种也当作乌头类药材使用。目前，有

些非国标或非省标的乌头属植物被盲目栽培，市

场上充当国标或省标药材销售，难以通过产地判

断乌头属药材的基原，市场上充斥了大量以国标
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或省标正品名销售的混伪品，加之乌头属种间的

化学成分种类、含量可能会存在差异[10-12]，炮制前

混杂的品种经过统一的炮制方法炮制后，导致有

效成分（或有毒成分）含量可能不在预期范围内，

进而导致入药后无效、低效或中毒。

目前，对于乌头属药材的鉴别，单纯通过性

状、显微、理化等方法已不能满足市场药材种源

鉴定的需求，研究发现，ITS、psbA-trnH对乌头

属植物具有一定的鉴别能力[13-14]。2015年版《中华

人民共和国药典》首次收载了“中药材DNA条形

码分子鉴定法指导原则”，植物类中药材选用 ITS2/
ITS 为主体序列，以叶绿体 psbA-trnH 为辅助序

列 [7]。而DNA条形码技术的应用成功与否取决于

DNA的成功提取和PCR的成功扩增。乌头作为重

要药材，其入药的关键即经过炮制，需“用水浸

泡至内无干心，加水煮至取大个切开内无白

心”[7]，长时间的水煮会使DNA严重降解[15-16]，加之

乌头药用部位富含淀粉、多糖等成分也会干扰

DNA提取 [17]，使得乌头属炮制品 PCR扩增难以有

效实现，从而影响DNA条形码技术在乌头药材鉴

定的应用。因此，在DNA提取方面，本研究从细

胞裂解阶段和DNA沉淀阶段入手，基于十六烷基

三甲基溴化铵（CTAB）法[18]和十二烷基硫酸钠（SDS）
法 [19]，并参考前人研究所获得的DNA提取改良方

式[17，20]，对乌头属药用部位炮制前后DNA提取方法

进行系统分析，从裂解液类型、水浴时间、沉淀

方式等方面进行改良比较。在 PCR扩增方面，将

应用于临床上提高基因扩增效率的二次 PCR扩增

技术[21-22]在炮制品DNA的PCR扩增中进行尝试，旨

在探索对乌头属植物炮制前后样品 DNA提取和

PCR扩增适用性较好的方法，以期为产地、市场

乌头类药材生品、炮制品的基原检测提供有效的

技术支持，现将研究结果报道如下。

1 材料与方法
1. 1 药材 研究材料包括 9种乌头根茎生品和对

应的炮制品，其中炮制品参照 2015年版《中华人

民共和国药典》“制川乌”【制法】进行炮制，凭

证标本由中国科学院华南植物园杨亲二研究员鉴

定，标本保存于云南省药物研究所标本馆中。具

体采集信息见表1。
1. 2 试剂 CTAB 缓冲液（含 1.4 mol/L NaCl）：

100 mmol/L Tris- HCl（pH8.0）、 1.4 mol/L NaCl、

20 mmol/L EDTA（pH8.0）、2% CTAB；CTAB缓冲液

（含2.5 mol/L NaCl）：100 mmol/L Tris-HCl（pH8.0）、
2.5 mol/L NaCl、 20 mmol/L EDTA（pH8.0）、 2%
CTAB； 1% SDS： 100 mmol/L Tris- HCl（pH8.0）、

10 mmol/L EDTA（pH8.0）、 0.1 mol/L NaCl、 1%
SDS；植物基因组DNA快速抽提试剂盒（上海生工

公司，产品编号：B518231）；异丙醇、2 mol/L醋

酸 铵（NH4Ac）、 无 水 乙 醇 、 1 × TAE 缓 冲 液 、

BIOWEST G-10琼脂糖、花青素核酸染料均购自上

海生工公司；2×Es TaqMasterMix（Dye）购自康为世

纪公司。

1. 3 仪器 EYELA NTT-2000水浴锅；Eppendorf
Mastercycler PCR扩增仪；北京六一DYY-6C型电

泳仪；Eppendorf Centrifuge 5418离心机；ZF-258
全自动凝胶成像分析系统。

1. 4 实验方法

1. 4. 1 实验设计 采用基于CTAB法[18]和SDS法[19]

的 12 种改良方法对 9 种乌头生品和炮制品进行

DNA提取，方案设计见表2。
1. 4. 2 DNA提取 ①将 9种乌头根茎生品或炮制

品研磨成细粉，取20 mg左右样品进行提取。②加

入表 2中 1 ~ 12的提取缓冲液 1 mL，添加（+）或不

添加（-）聚乙烯吡咯烷酮（PVP40）至终浓度 1%，

65 ℃水浴 1 h或 3 h。③以 12 000 × g离心 5 min，
取上清液，加入等体积氯仿∶异戊醇（24∶1）重复

4次，以8 000 × g离心10 min。④取上清液，加入

等体积异丙醇或5倍体积无水乙醇+1倍体积2 mol/L
NH4Ac，颠倒混匀。⑤于 4 ℃或-20 ℃过夜沉降反

应。⑥以 13 000 × g离心 15 min。⑦沉淀干燥后加

入100 μL ddH2O溶解备用。

表1 9种乌头属植物采集信息表

Table 1 Collection information of 9 kinds of
Aconitum plants

序号

1
2
3
4

5
6
7
8
9

中文名

玉龙乌头

中甸乌头

马耳山乌头

石膏山乌头

瓜叶乌头

长喙乌头

黄草乌

直缘乌头

短柄乌头

拉丁名

Aconitum stapfianum Hand.-Mazz.
Aconitum piepunense Hand.-Mazz.
Aconitum delavayi Franch.
Aconitum rockii Fletcher et Lauener
var. fengii（W.T.Wang）W.T.Wang
Aconitum hemsleyanum Pritz.
Aconitum georgei Comber.
Aconitum vilmorinianum Kom.
Aconitum transsectum Diels.
Aconitum brachypodum Diels.

采集地

云南省玉龙县

云南省香格里拉市

云南省大理州鹤庆县

云南省香格里拉市

云南省玉龙县

云南省宁蒗县

云南省玉龙县

云南省玉龙县

云南省昆明市
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A 生工试剂盒

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
B 2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）水浴1 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
C 2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）水浴1 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
D 1%SDS，水浴1 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

E 2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）水浴3 h，
异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
F 2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）水浴3 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
G 1%SDS，水浴3 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. 4. 3 PCR扩增 提取的DNA用 ITS2F/ITS2R进

行 PCR扩增检测。正向引物 ITS2F： 5’-ATGCGA
TACTTGGTGTGAAT-3’；反向引物 ITS2R：5’-G
ACGCTTCTCCAGACTACAAT-3’。引物由上海生

工合成。 PCR 反应体系为 20 μL，包括 ITS2F
0.1 μL、 ITS2R 0.1 μL、2×Es TaqMasterMix（Dye）
（康为世纪公司）10 μL、ddH2O 8.8 μL、DNA模板

1 μL。在 Eppendorf Mastercycler PCR 仪上设定程

序：94 ℃预变性 5 min，35 个循环（循环条件为

94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 40 s），

72 ℃终延伸 10 min。PCR完成后，制作 1.5%琼脂

糖凝胶，取 5 μL PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳分

离，紫外灯检测。二次PCR是将上述PCR反应体

系中的DNA模板更换为第一次PCR产物以相同的

PCR反应条件进行第二次PCR即可。

1. 4. 4 改良方法的比较 以试剂盒（上海生工公

司，产品编号：B518231）提取DNA的PCR扩增产

物琼脂糖凝胶电泳检测结果作为参照，比较 12种
改良方法提取DNA的PCR扩增效果的优劣。

2 结果与分析
2. 1 不同缓冲液与水浴时间互作对DNA提取的

影响 具体结果见图1。利用2×CTAB（含1.4 mol/L
或2.5 mol/L NaCl）、1%SDS、生工试剂盒等4种缓冲

液对 9种乌头属植物根茎生品和炮制品DNA进行

提取（异丙醇沉淀DNA），提取的DNA利用 ITS2F/

A. 生工试剂盒提取乌头属生品和炮制品DNA的PCR扩增结果；B~D. 2×CTAB（含1.4 mol/L 或2.5 mol/L NaCl）和1%SDS水浴

1 h提取乌头属生品和炮制品DNA的PCR扩增结果；E~G. 2×CTAB（含1.4 mol/L 或2.5 mol/L NaCl）和1%SDS水浴3 h提取乌头

属生品和炮制品DNA的PCR扩增结果

注： M为分子量标准，从上至下对应的分子量分别为2 000、1 500、1 000、750、500、250、100 bp；1~9代表9种乌头

属植物根茎生品和炮制品：1.玉龙乌头；2.中甸乌头；3.马耳山乌头；4.石膏山乌头；5.瓜叶乌头；6.长喙乌头；7.黄草

乌；8.直缘乌头；9.短柄乌头

图1 不同缓冲液与水浴时间互作提取DNA比较

Figure 1 Comparion of DNA extraction using interactions of various extraction buffers with different water-bath time

表2 乌头生品和炮制品DNA提取的12种方法方案设计

Table 2 Designs for 12 kinds of methods for extracting
DNA from crude and preparing products of Aconitum

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

提取缓冲液

2×CTAB（1.4 mol/L NaCl）
2×CTAB（2.5 mol/L NaCl）
1% SDS
2×CTAB（1.4 mol/L NaCl）
2×CTAB（2.5 mol/L NaCl）
1% SDS
2×CTAB（1.4 mol/L NaCl）
2×CTAB（1.4 mol/L NaCl）
2×CTAB（2.5 mol/L NaCl）
2×CTAB（2.5 mol/L NaCl）
1% SDS
1% SDS

质量分数1%
聚乙烯吡咯
烷酮（PVP）

-
-
-
-
-
-
+
+
+
+
+
+

水浴
时间
（h）
1
1
1
3
3
3
3
3
3
3
3
3

DNA沉降
方式

异丙醇，-20 ℃
异丙醇，-20 ℃
异丙醇，-20 ℃
异丙醇，-20 ℃
异丙醇，-20 ℃
异丙醇，-20 ℃
异丙醇，-20 ℃
乙醇+NH4Ac，4 ℃
异丙醇，-20 ℃
乙醇+NH4Ac，4 ℃
异丙醇，-20 ℃
乙醇+NH4Ac，4 ℃

“+”：处理；“-”：未处理
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ITS2R进行PCR扩增，琼脂糖凝胶检测，以试剂盒

的提取效果为对照（见图1-A）。结果表明：不同缓

冲液与水浴时间互作效应不同，2×CTAB（含 1.4
mol/L 或 2.5 mol/L NaCl）水浴 1 h或 3 h、1%SDS水

浴1 h提取的生品DNA均可成功扩增 ITS2片段，其

中 2×CTAB（含 2.5 mol/L NaCl）水浴 3 h提取的 9种

乌头生品 DNA 的 ITS2 扩增效果最佳，见图 1-
B~F；1%SDS水浴1 h、2×CTAB（含2.5 mol/L NaCl）
水浴 1 h、2×CTAB（含 1.4 mol/L 或 2.5 mol/L NaCl）
水浴3 h提取的炮制品DNA均可扩增浓度相对较低

的 ITS2片段，其中，2×CTAB（含 1.4 mol/L NaCl）
水浴3 h提取的9种乌头生品DNA的 ITS2扩增效果

最佳，见图1-C~F。
2. 2 1%PVP对DNA提取的影响 在 2×CTAB（含

1.4 mol/L 或2.5 mol/L NaCl）、1%SDS缓冲液中添加

1%PVP，对 9 种乌头属植物根茎生品和炮制品

DNA进行提取，提取的DNA利用 ITS2F/ITS2R进行

PCR扩增，琼脂糖凝胶电泳检测。结果表明，添

加PVP对生品DNA提取影响不大，但对炮制品有

明显的抑制作用。其中，添加PVP后提取的8~9种
乌头生品DNA均能成功扩增 ITS2片段，而乌头炮

制品均未检测到明显的 ITS2片段。见图2-A~C。
2. 3 1%PVP和DNA沉降方式互作对DNA提取的

影响 在 2×CTAB（含 1.4 mol/L 或 2.5 mol/L NaCl）、

1%SDS缓冲液中添加 1%PVP对 9种乌头属植物根

茎生品和炮制品DNA进行提取，乙醇+NH4Ac沉降

DNA，提取的 DNA 利用 ITS2F/ITS2R进行 PCR 扩

增，琼脂糖凝胶电泳检测。结果表明，添加 1%
PVP +乙醇+NH4Ac沉降DNA对生品DNA提取影响

不大，但对炮制品有明显的抑制作用。其中，添

加 1%PVP且进行乙醇+NH4Ac沉降DNA后，提取

的 8 ~ 9种乌头生品DNA均能成功扩增 ITS2片段，

而乌头炮制品均未检测到明显的 ITS2片段。见图

2-D ~ F。

A ~ C. 2×CTAB（含1.4 mol/L 或2.5 mol/L NaCl）或1%SDS、添加1%PVP、水浴3 h、异丙醇沉淀提取乌头属生品和炮制品

DNA的PCR扩增结果；D ~ F. 2×CTAB（含1.4 mol/L 或2.5 mol/L NaCl）或1%SDS、1%PVP、乙醇+NH4Ac沉淀提取乌头属生品

和炮制品DNA的PCR扩增结果

注：M为分子量标准，从上至下对应的分子量分别为2 000、1 500、1 000、750、500、250、100 bp；1~9代表9种乌头

属植物根茎生品和炮制品：1.玉龙乌头；2.中甸乌头；3.马耳山乌头；4.石膏山乌头；5.瓜叶乌头；6.长喙乌头；7.黄草

乌；8.直缘乌头；9.短柄乌头

图2 PVP和DNA沉降方式对乌头生品和炮制品DNA提取的影响

Figure 2 Effects of PVP and DNA sedimentation modes on DNA extraction from crude and preparing products of Aconitum

2. 4 乌头炮制品的 ITS2片段二次 PCR 对上述

12种方法提取的炮制品DNA用 ITS2F/ITS2R进行

一次PCR后，以PCR产物为模板进行 ITS2位点的

二次 PCR，琼脂糖凝胶电泳检测。结果表明，除

了2×CTAB（含1.4 mol/L NaCl）水浴1 h和1%SDS水
浴 3 h+异丙醇沉淀方法，生工试剂盒和其他 10种
方法提取的乌头炮制品DNA均可通过二次PCR显

著提高 ITS2扩增产物浓度。见图3。

3 讨论

3. 1 乌头生品和炮制品DNA提取方法改良 DNA

提取为乌头药材分子鉴定的第一步，其成功与否

直接决定了后续的鉴定程序能否正常进行。在乌

头药材产地、市场或企业多以经过长时间蒸煮后

的乌头炮制品入药，这类材料的DNA提取难度远

大于叶片或干燥生药。本研究采用基于 CTAB和

SDS的改良方法对9种乌头的生品和炮制品的DNA
提取进行了较为系统的研究。结果表明，不同水

浴时间与不同缓冲液结合对提取乌头生品和炮制

品DNA有较大影响，筛选出 2×CTAB（含 2.5 mol/L
NaCl）水浴 3 h提取乌头生品DNA的 ITS2片段扩增

效果最好，而 2×CTAB（含 1.4 mol/L NaCl）水浴 3 h

朱高倩，等． 应用DNA提取改良和二次聚合酶链反应技术检测乌头及其炮制品第 2期

A 2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

B 2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

C 1%SDS+1%PVP，
水浴3 h，

异丙醇沉淀
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

F 1%SDS+1%PVP，
水浴3 h，

乙醇+NH4AC沉淀
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

D 2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
乙醇+NH4AC沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

E 2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
乙醇+NH4AC沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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提取乌头炮制品DNA的 ITS2片段扩增效果相对较

好。该结果与崔红光等[17]观点一致。本研究中的生

品和炮制品也需要CTAB法结合较长时间水浴来提

高DNA得率，这与乌头药材本身特性有关。作为

根茎类药材，富含纤维、淀粉等物质，适当延长

水浴时间可使其组织、细胞得到充分裂解，从而

释放核酸。而乌头生品和炮制品对CTAB缓冲液中

NaCl浓度的反应不同，NaCl浓度为 1.4 mol/L时更

适于提取乌头炮制品DNA，而升高至 2.5 mol/L时

适合乌头生品。在药材DNA提取中高盐溶液的应

用是为了去除其中的淀粉、多糖等物质[17，23]，本研

究结果进而间接说明乌头生品经过蒸煮后，除了

次生代谢产物（生物碱或非生物碱成分）均有了较

大的变化[24-25]，其结构物质如淀粉、多糖类等物质

也发生了变化。另外，添加 1% PVP或者添加 1%
PVP 并改变 DNA 沉降方式对乌头生品和炮制品

DNA提取有不同程度的抑制作用。前人在DNA提

取过程中添加 PVP浓度各有不同，如在提取富含

多酚、多糖等次生物质的药用植物新鲜叶片使用

1% PVP结合 0.2% β-巯基乙醇可有效去除杂质和

防止 DNA降解 [26]，而在提取升麻、楤木、木香、

乌药、芍药和木通等根茎类药材DNA时则在 2%
CTAB中加入PVP至终浓度6%[27]。本研究结果显示

1% PVP产生了抑制作用，说明 1% PVP可能不适

合提取乌头生品和炮制品DNA。虽然前人使用乙

醇+NH4Ac可抑制小片段和低浓度的DNA分子在延

长的低温保存中形成盐沉淀物[28]，但在本研究中未

显现出乙醇沉降的优势，原因可能在于1% PVP的

不当比例影响了乙醇沉降的作用。

3. 2 二次PCR提高乌头炮制品DNA扩增敏感性

本研究中乌头炮制品提取的DNA扩增结果均不理

想，即使是相对较好的方法[2×CTAB（含 1.4 mol/L
NaCl）水浴3 h]提取的炮制品DNA扩增的 ITS2片段

浓度与生品比较还是较低的。若要进行后续的测

序等反应，浓度一定是达不到的。目前，二次

PCR多用于临床检测扩增量少的标本或是极微量

A. 试剂盒提取乌头属炮制品DNA的二次PCR扩增结果；B. 12种方法提取乌头属炮制品DNA的二次PCR扩增结果

注：M为分子量标准，从上至下对应的分子量分别为2 000、1 500、1 000、750、500、250、100 bp。1 ~ 9代表9种乌头属

植物根茎炮制品：1.玉龙乌头；2.中甸乌头；3.马耳山乌头；4.石膏山乌头；5.瓜叶乌头；6.长喙乌头；7.黄草乌；8.直缘

乌头；9.短柄乌头

图3 乌头炮制品的 ITS2片段二次PCR
Figure 3 Two-time PCR for ITS2 fragments in preparing products of Aconitum

A 生工试剂盒

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
B 2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）水浴1 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）水浴1 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1%SDS，水浴1 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1%SDS，水浴3 h，
异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）水浴3 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）水浴3 h，

异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2 × CTAB（1.4 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
乙醇+NH4AC沉淀

2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
异丙醇沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2 × CTAB（2.5 mol/L NaCl）+1%PVP，水浴3 h，
乙醇+NH4AC沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1%SDS+1%PVP，
水浴3 h，

异丙醇沉淀

1%SDS+1%PVP，
水浴3 h，

乙醇+NH4AC沉淀

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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DNA标本供后续 SSCP和 DNA测序分析，或是加

工食品中成分的核酸检测，此方法的敏感性明显

高于一次PCR[22，29-31]；但二次PCR在药材物种鉴定

中还尚未见有报道。本研究中的乌头炮制品是由

生品经过长时间蒸煮获得的，其中的DNA降解程

度远超干燥生品，本研究通过二次 PCR可以明显

提高乌头炮制品DNA扩增量，减少DNA中杂质对

PCR的影响，使其后续的测序等试验得以顺利进

行。
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