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摘要  火龙果(Hylocereus undulatus)是近年发展起来的一种新兴热带水果, 其茎富含多糖、多酚及其它次生代谢物, 黏性

极大, 很难从中提取高质量的DNA。特别是一年生以上的老茎, 目前尚未有较好的DNA提取方法。为了解决这一难题, 该

研究对CTAB+Tris-HCl洗涤法进行了3种方式的改良。结果表明, “改进三”方法可不受取样时期和取样部位的限制, 从一

年生以上火龙果茎中提取的DNA质量最好且不含黏性物质, 可用于酶切与分子标记等生化和分子生物学实验。该研究探索

了一条较为理想的火龙果茎DNA提取方法, 值得推广应用。 
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火龙果(Hylocereus undulatus)又称红龙果、青龙

果和仙蜜果等, 为蔓藤类仙人掌科(Cactaceae)量天

尺属(Hylocereus)(或蛇鞭柱属(Selenicereus))植物, 

是近年发展起来的一种新兴热带亚热带果树(邓仁菊

等, 2011); 其风味独特, 营养丰富, 含有一般植物少

有的植物性白蛋白、花青素, 丰富的维生素和水溶性

膳食纤维, 以及黄酮类、植物甾醇类化合物和多糖等

活性物质, 对人体健康非常有益(申世辉等, 2015; 张

桂春等, 2017)。火龙果花、茎、果实皆可食用和观赏, 

是集果树、花卉和蔬菜于一体的特色植物。火龙果原

产于墨西哥及美洲大陆等地, 是当地传统的食物来源

和经济作物。我国于20世纪90年代开始引种火龙果, 

现已在海南、广东、福建、广西、云南及贵州等省自

治区广泛种植(罗小艳和郭璇华, 2007; 田新民等, 

2015)。然而, 目前我国火龙果种质资源鉴定和评价

工作较为落后, 在育种上还是以传统育种技术为主, 

一定程度地影响了火龙果的育种研究进程(董美超等, 

2013)。现代生物技术的高速发展有效提高了育种效

率并缩短了育种周期, 故在植物育种中的应用越来越

广泛 (冯建成 ,  2006; 李建生 ,  2007; 邱丽娟等 , 

2007; 程文等, 2016; 马小军和莫长明, 2017)。DNA

是现代分子生物学研究的主要对象之一, DNA质量的

优劣直接影响以其为基础的各项分子生物学实验(詹

少华和尹艺林 , 2008; 罗焜等 , 2012; 吴敏娜等 , 

2015; 傅建敏等, 2015)。因此, 能否提取到高质量的

DNA对分子生物学研究极为重要。 

植物基因组DNA的提取方法有很多, 常用的有

普通CTAB法(Murray and Thompson, 1980)、SDS

法(梁雪莲等, 2007; 韩静丹等, 2012)、高盐沉淀法(吴

丽圆, 2004)和试剂盒提取方法(李会等, 2013)等。对

不同植物, 由于其所含成分不同, DNA提取方法也不

尽一致。火龙果组织富含多糖、植醇、维生素E、白

蛋白及其它次生代谢物质等黏性成分, 显著增加了其

DNA提取难度。目前 , 火龙果DNA主要通过微量

CTAB法(余志雄等, 2010)和试剂盒提取方法(陈明贤, 

2012; 张冰雪等, 2013)从其嫩茎中提取。而相关研究

表明, 微量CTAB法并不能够从抽生3个月以上的嫩

茎中提取质量较好的DNA (陈明贤 , 2012; 吴琳 , 

2016)。试剂盒提取方法虽然可从火龙果茎中提取到

质量较好的DNA, 但提取的DNA量少, 且成本高。此

·技术方法· 
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外, 我们的研究发现, 使用普通植物基因组DNA提取

试剂盒提取一年生以上火龙果茎DNA需严格控制样

品量, 否则容易造成柱子堵塞。火龙果主要以枝条

(茎)扦插方式繁殖, 鉴于其花和果具有季节性, 导致

野外取样不方便。因此, 探索一种不受取样时间和部

位限制、成本低且容易操作的火龙果DNA提取方法

势在必行。 

CTAB+Tris-HCl洗涤法(张芬等, 2011)是针对兰

花植物中多糖等黏性物质建立的一种DNA提取方法。

该方法先对样品黏性物质进行洗涤 , 然后再进行

DNA萃取, 有可能适用于火龙果茎DNA的提取。然而

经尝试, 发现该方法尚不能从火龙果老茎中提取质量

较好的基因组DNA。因此本研究基于此方法, 对样品

的预处理、洗涤和萃取过程进行改良, 同时简化了

DNA提取过程, 建立了一种较好的适用于火龙果茎

DNA提取的方法。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

以一年生以上的火龙果(Hylocereus undulatus Britt.)

茎为材料, 按照颜色和大小分为绿色宽大型、绿色窄

小型和紫红窄小型。实验用火龙果种植于中国科学院

华南植物园火龙果种质资源圃中(经度113°21, 纬度 

23°1012)。 

1.2  DNA提取 

参考张芬等(2011)的CTAB+Tris-HCl洗涤法, 并进行

以下3种不同的改进: 

改进一: (1) 取0.2–0.3 g去除中间髓部分的火龙

果茎, 液氮研磨成粉末, 移入2 mL离心管中, 加入

1.5 mL Tris 洗涤液 (200 mmolL–1 Tris-HCl; 40 

mmolL–1 EDTA; 5 molL–1 NaCl), 摇匀, 静置10分

钟, 室温下12 000 ×g离心10分钟, 弃上液; 重复洗

涤3–4次。(2) 加入1.3 mL CTAB裂解液(2% CTAB; 

100 mmolL–1 Tris-HCl; 20 mmolL–1 EDTA; 1.4 

molL–1 NaCl), 振荡混匀, 65°C水浴45分钟, 每10分

钟轻摇1次; (3) 室温下12 000 ×g离心10分钟, 将上

清液转入另一个1.5 mL离心管中, 加入等体积的氯

仿:异戊醇(24:1, v/v)混合液抽提, 室温下12 000 ×g

离心10分钟; (4) 将上清液转移至新的离心管中, 加

入等体积的氯仿:异戊醇(24:1, v/v)混合液再次抽提, 

室温下12 000 ×g离心10分钟; (5) 将上清液转移至新

的离心管中, 加入2/3体积的异丙醇, 轻摇, 使其充分

混匀, 置于–20°C下30分钟; (6) 室温下12 000 ×g离

心15分钟, 弃上清液, 可见絮状沉淀, 即为DNA沉

淀, 用75%乙醇洗涤2遍, 置于室温风干; (7) 加入50 

μL 50 μgL–1 RNase水溶解沉淀, 放置–20°C冰箱中

保存。 

改进二: 对“改进一”中的步骤1和3同时优化, 步

骤1优化后变为: 取0.5–1.0 g去除中间髓部分的火龙

果茎, 液氮研磨成粉末, 移入50 mL离心管中, 加入

45 mL Tris 洗涤液 (200 mmolL–1 Tris-HCl; 40 

mmolL–1 EDTA; 5 molL–1 NaCl), 摇匀, 静置10分

钟, 室温下8 000 ×g离心10分钟, 弃上液。将沉淀转

移至2 mL离心管中继续用Tris洗涤3–4次。步骤3的优

化为将氯仿:异戊醇(24:1, v/v)混合液改为酚:氯仿:异

戊醇(25:24:1, v/v/v), 其余步骤同“改进一”。 

改进三: 在“改进二”的基础上将步骤1改为: 取

0.5–1.0 g去除中间髓部分及含90%以上肉质部分的火

龙果茎, 液氮研磨成粉末, 移入50 mL离心管中, 加入

45 mL灭菌蒸馏水, 摇匀, 静置10分钟, 室温下8 000× 

g离心10分钟, 弃上液。将沉淀转移至2 mL离心管中

继续用Tris洗涤3–4次。其余步骤同“改进二”。 

1.3  DNA质量检测 

1.3.1  紫外分光光度计检测 

取1 μL DNA于Thermo Scientific Nano Drop 2000c

检测仪上进行DNA质量检测。 

 

1.3.2  琼脂糖凝胶电泳检测 

取3 μL DNA和5 μL DL5000 DNA Marker点样于含有

溴化乙锭的1%琼脂糖凝胶中进行电泳, 在电压176 

V、电流300 A条件下电泳25分钟, 然后经紫外凝胶成

像扫描结果。 

 

1.3.3  酶切反应检测 

分别对通过3种新方法提取的基因组DNA进行单酶切

和双酶切反应。10 μL单酶切反应体系为: 200 ng 

DNA模板, 1 μL 10× FastDiest green Buffer, 0.5 μL 

HindIII, 加ddH2O至10 μL。10 μL双酶切反应体系为: 

250 ng DNA模板, 1 μL 10× FastDiest green Buffer, 
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0.5 μL HindIII, 0.5 μL EcoRI, 加ddH2O至10 μL。反

应条件: 37°C酶切30分钟。最后, 使用琼脂糖凝胶电

泳检测反应结果。 
 

1.3.4  ISSR扩增反应检测 

以3种新方法提取的火龙果基因组DNA为模板, UB- 

C808为引物进行ISSR扩增。10 μL PCR反应体系为: 

5 μL 2× Ex Taq, 1 μL 10 μmolL–1 UBC808, 50 ng 

DNA模板, 加ddH2O至10 μL。反应程序为: 94°C预变

性5分钟; 94°C变性30秒, 54°C退火30秒, 72°C延伸5

分钟, 35个循环; 72°C延伸5分钟。最后, 通过琼脂糖

凝胶电泳检测PCR扩增结果。 

2  结果与讨论 

2.1  DNA提取 

在用3种改进的CTAB+Tris-HCl洗涤法提取火龙果成

熟茎DNA的过程中发现, 经过第1步的洗涤后, “改进

二”与“改进三”的沉淀很容易与CTAB裂解液混

匀, “改进一”的沉淀则很黏稠, 无法与CTAB裂解液 

混匀(图1)。而与“改进二”相比, “改进三”更容易

洗掉黏液 ; 故从洗涤效果上看 , 3种方法中“改进

三”最佳。 

另外, 3种改进方法提取的DNA经紫外分光光度

计检测, 结果(表1)显示DNA的OD260与OD280比值均

介于1.90–3.83之间, 说明DNA中蛋白质去除地比较

干净, 而大部分比值高于2.0, 说明DNA有所降解或

有RNA污染; OD260与OD230比值为0.48–1.79, 说明

DNA中有糖类或盐类的污染, 但“改进三”的污染程

度最低。由于在溶解DNA的过程中“改进二”与“改

进三”均未发现有黏性物质, 而“改进一”有黏性物

质, 但“改进一”提取DNA的OD260/OD280和OD260/ 

OD230值均优于“改进二”, 说明紫外分光光度计检

测结果不很准确, 3种改进方法的优劣需进一步通过

琼脂糖凝胶电泳检测加以判断。 

将3种方法提取的DNA进行琼脂糖凝胶电泳检

测, 结果(图2A)发现“改进一”的1号和3号点样孔亮, 
 

 
 

图1  洗涤后的火龙果样品加入CTAB裂解液混匀图  

1–3: 样品与CTAB难以均匀混合; 4–9: 样品与CTAB容易混合 
 

Figure 1  The washed samples of pitaya mixed with CTAB lysate 
1–3: Represented the precipitation can not be mixed with CTAB lysate; 4–9: Represented the precipitation can be mixed with 
CTAB lysate 
 

表1  3种改进CTAB+Tris-HCl洗涤法提取的火龙果DNA的OD260/OD280和OD260/OD230值 

Table 1  The OD260/OD280 and OD260/OD230 of DNA extracted from pitaya by 3 different improved CTAB+Tris-HCl washing methods 

No. 
Improved 1 Improved 2 Improved 3 

OD260/OD280 OD260/OD230 OD260/OD280 OD260/OD230 OD260/OD280 OD260/OD230

1 1.99 1.38 3.83 0.48 2.06 1.51 

2 1.90 1.16 2.12 0.92 2.04 1.79 

3 2.03 1.30 2.69 0.63 2.05 1.65 

1, 2和3分别代表3个不同的火龙果材料茎。高质量的DNA通常具有较高的OD260/OD230值, OD260/OD280值介于1.8和2.0之间。 

1, 2 and 3 represent the stems of three different pitayas, respectively. High quality DNA was generally with a high OD260/OD230 
value and the OD260/OD280 value between 1.8 and 2.0. 
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且没有DNA条带, 说明DNA中含有黏性物质, 这与

溶解DNA沉淀时观察到的结果一致; 2号点样孔不亮

且没有DNA条带, 说明该样品未提出DNA。而“改进

二”和“改进三”的点样孔清晰且几乎不亮, 并有明

显的DNA主带, 说明这两种方法均提取出了不含黏

性物质的火龙果DNA; 同时, “改进二”和“改进

三”的DNA主带有轻微的拖尾现象, 说明DNA有所

降解。但“改进二”的DNA主带比较暗淡(相比“改

进三”), 说明“改进二”提取的DNA浓度较低。基

于此可以得出“改进三”方法提取的DNA质量和浓

度均最优。 

本研究表明, “改进二”与“改进三”方法均可

从火龙果茎中提取不含黏性物质的DNA, 但“改进

三”的提取效果优于“改进二”, 且“改进三”在大

离心管中用水作为洗涤液, 大大降低了成本。因此, 

我们初步认为, “改进三”为火龙果茎的最佳DNA提

取方法。为了进一步检测“改进三”方法提取DNA的

质量, 后续进行了生化与分子生物学实验。 

2.2  酶切反应检测 

用“改进三”方法重新提取7个不同火龙果材料

DNA, 并以提取的DNA为模板进行单酶切和双酶切

反应。DNA、单酶切及双酶切产物经琼脂糖凝胶电泳

检测, 结果(图2B)显示, DNA泳道有明显的DNA主带, 

几乎无拖尾或拖带现象, 且DNA能够完全酶切, 说明 

 

 
 

图2  火龙果DNA、酶切及ISSR扩增电泳图 

(A) 3种改进方法提取的DNA电泳图(M: DNA marker; 1–3: 用“改进一”方法提取的DNA; 4–6: 用“改进二”方法提取的DNA; 7–9: 用

“改进三”方法提取的DNA); (B) 用“改进三”方法提取的火龙果DNA及酶切产物电泳图(M: DNA marker; 1–7: DNA; 8–14: HindIII

酶切产物; 15–21: HindIII和EcoRI酶切产物; 8–14及15–21所用模板DNA分别对应于1–7泳道中的DNA); (C) ISSR扩增电泳图(M: DNA 

marker; 1–7: 以“改进三”方法提取的7个DNA为模板进行ISSR扩增的产物)。 

 
Figure 2 Electrophoretograms of pitaya DNA, enzyme digestion and ISSR amplification 
(A) Electrophoretogram of DNA extracted by 3 different improved methods (M: DNA marker; Lane 1–3: DNA extracted by im-

proved 1 method; Lane 4–6: DNA extracted by improved 2 method; Lane 7–9: DNA extracted by improved 3 method). (B) Elec-

trophoretogram of pitaya DNA extracted by improved 3 method and enzyme digestion (M: DNA marker; Lane 1–7: DNA; Lane 

8–14: DNA digested by HindIII; Lane 15–21: DNA digested by HindIII and EcoRI; The DNA template of 8–14 and 15–21 is cor-

responding to the DNA in 1–7 lanes, respectively). (C) Electrophoretogram of ISSR amplification (M: DNA marker; Lane 1–7: 

Products of 7 different DNA templates ISSR amplification). 
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提取的DNA质量能够满足酶切反应的要求。 

2.3  ISSR扩增反应检测 

以酶切反应实验中提取的7个DNA为模板进行ISSR

扩增(图2C), 发现7个泳道中均有很多清晰的条带, 

说明这7个DNA能够较好地进行ISSR扩增, 从而说明

“改进三”提取的DNA可满足ISSR多态性扩增的基

本要求。 

2.4  讨论 

DNA作为分子生物学主要的研究对象之一, 其质量

的好坏关乎下游实验的成败。不同实验目的对DNA质

量的要求不同, 对于普通PCR检测, 含有杂质较多的

DNA也能达到实验目的。然而, 高灵敏度的分子生物

学实验(如分子标记分析实验及以酶切为基础的实验

等)对DNA的质量要求比较高(郑育声等, 2007)。不同

植物种类由于其组织成分、含量差异较大, 致使DNA

提取难易不尽相同。例如, 用普通CTAB法即可提出

水稻(Oryza sativa)质量较好的DNA, 而春兰(Cym- 

bidium goeringii)和珙桐(Davidia involucrate)等植物

的叶片由于富含多酚和多糖等物质, 用普通CTAB法

很难提取到高纯度的DNA, 需要在CTAB法的基础上

进行改良(张芬等, 2011; 张玉晶等, 2011; 李金璐等, 

2013)。本研究基于前人和笔者以前的工作 , 选择

CTAB+Tris-HCl洗涤法并加以改进, 探索火龙果茎的

DNA提取方法。其中, “改进一”的沉淀经洗涤后黏

性依然很大, 很难与CTAB抽提液混匀, 这是由于加

样量偏多, 造成第1次洗涤时混合液过于黏稠, 之后

再多洗涤几次也无法将黏液清洗掉, 结果造成“改进

一”方法无法从火龙果茎中提取质量较好的DNA。可

见, 欲通过该方法提取火龙果茎DNA, 首先必须控制

好加样量。 

紫外分光光度计检测是DNA质量检测的方法之

一。然而, 本研究中该方法并不能很好地判断DNA质

量的优劣, 这可能是由于“改进一”中DNA含有黏性

物质, 致使DNA中杂有的各成分不能完全混匀, 从而

造成吸取1 μL DNA进行检测的不准确性;“改进二”

的DNA OD260/OD280值偏高, OD260/OD230值偏低, 而

DNA又不含黏性物质, 推测可能是由于“改进二”的

DNA盐类污染严重, 及DNA浓度过低所致。 

“改进二”和“改进三”都能提取不含黏性物

质的火龙果DNA, 但“改进三”方法效果更佳, 主要

原因如下。(1) Tris缓冲液为有机溶剂, 水为无机溶剂, 

“改进三”将有机溶剂与无机溶剂结合使用, 洗涤效

果更好, 这可能也是“改进三”提取DNA的OD260/ 

OD230值最高的原因之一; 此外, 实验结果证明, 先

用水洗涤1次并不会造成DNA的严重降解, 这可能是

由于在洗涤过程中已将研磨时细胞破裂产生的DNA

连同黏性物质一起洗掉, 提取的DNA可能大部分为

CTAB裂解液重新抽提出来的, 因此洗涤过程对DNA

的降解影响极小。再有, 在大离心管中用水洗涤, 大

大降低了成本。(2) 火龙果茎肉质部分含有的物质成

分不仅多且黏性大, “改进三”方法在样品研磨前已

将这部分去除, 故大大降低了样品的黏性。而“改进

二”研磨时将肉质部分一起研磨, 不仅使样品的黏性

更大, 导致难以除尽黏性物质, 而且还造成了洗涤后

沉淀含量少, 进而影响DNA的提取量。 

虽然“改进三”方法提取的DNA质量最好, 且

基本满足酶切反应及ISSR分子标记实验等要求。但

是, 其DNA OD260/OD230的最高值为1.79, 而高纯度

DNA该比值为2.0–2.2 (Kaczyńska et al., 2013)。同

时, DNA有轻微降解, 说明“改进三”方法可进一步

优化以提取更高质量的DNA。通过分析本研究结果不

难发现, 3种方法提取的DNA都不同程度地受到盐类

污染, 可能是由于洗涤液中使用了5 mol·L–1 NaCl的

缘故。因此, 降低洗涤液中的NaCl浓度或许可达到降

低盐类污染的目的。此外, 本研究离心均是在室温条

件下进行, 将室温下离心改为4°C下离心可在一定程

度上避免DNA的降解。 

我们对CTAB+Tris-HCl洗涤法进行了3种不同方

式的改进, 结果表明“改进三”方法提取的DNA质

量最好, 可直接用于下游的生化实验, 满足酶切及分

子标记等高灵敏度实验的基本要求, 且不受取样时期

和部位的限制。“改进三”的基本步骤如下: (1) 取

0.5–1.0 g去除中间髓部分及含90%以上肉质部分的

火龙果茎, 液氮研磨成粉末, 移入50 mL离心管中, 

加入45 mL灭菌蒸馏水, 摇匀, 静置10分钟, 室温下

8 000 ×g离心10分钟, 弃上液。将沉淀转移至2 mL离

心管中继续用Tris-HCl (200 mmol·L–1 Tris-HCl; 40 

mmol·L–1 EDTA; 5 mol·L–1 NaCl)洗涤3–4次, 室温下

12 000 ×g离心3–10分钟, 弃上液; (2) 加入1.3 mL 

CTAB裂解液(2% CTAB; 100 mmol·L–1 Tris-HCl; 20 
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mmol·L–1 EDTA; 1.4 mol·L–1 NaCl), 振荡混匀, 65°C

水浴30–60分钟 , 每10分钟轻摇1次 ; (3) 室温下 

12 000 ×g离心10分钟, 将上清液转入新的2 mL离心

管中, 加入等体积的酚:氯仿:异戊醇(25:24:1, v/v/v)

混合液抽提, 室温下12 000 ×g离心10分钟; (4) 将上

清液转移至新的2 mL离心管中, 加入等体积的氯仿:

异戊醇(24:1, v/v)混合液再次抽提, 室温下12 000 ×g

离心10分钟; (5) 将上清液转移至新的1.5 mL离心管

中, 加入2/3体积的异丙醇, 轻摇, 使其充分混匀, 置

于–20°C下30分钟; (6) 室温下12 000 ×g离心15分钟, 

弃上清液, 可见絮状沉淀, 即为DNA沉淀, 用75%乙

醇洗涤2遍, 置于室温风干; (7) 加入30–50 μL含50 

μg·mL–1 RNase水溶解沉淀, 于–20°C冰箱中保存。 
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Improvement in Extraction Methods of Genomic DNA  
from Pitaya Stems 
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Abstract  Pitaya (Hylocereus undulatus) is a tropical fruit developed in recent years. Because its stem is full of poly-

saccharides, polyphenols and other secondary metabolites, extracting high-quality DNA from the stem is difficult, espe-

cially from stems more than 1 year old. At present, there is no good method for DNA extraction. We examined three 

methods to improve DNA extraction based on the CTAB+Tris-HCl washing method for better and easier DNA extraction. 

The third method obtained the best-quality DNA without sticky substances from pitaya stem more than 1 year old and was 

not restricted by sampling data and sampling site. The extracted DNA can be used in enzyme digestion and inter-simple 

sequence repeat amplification experiments. Our study provides an ideal method for extracting DNA from pitaya stem, 

which is worth popularizing. 

Key words  pitaya, stem, DNA extraction, improved CTAB+Tris-HCl washing method 
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