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海参营养液 DNA 高效快速提取及

种类鉴定方法
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摘   要：本实验以海参口服液为原料，采用异丙醇和乙酸钠沉淀的改良方法提取DNA，通过 A260/A280、琼脂糖

凝胶电泳和 PCR 检测，对 DNA 溶液进行定性分析和综合比较。结果表明，本方法是一种新型的海参营养液 DNA

高效快速提取及种类鉴定的方法，可用于对海参营养液进行定性检测。
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Abstract ：Mitochondria DNA of sea cucumber were extracted from the sea cucumber nutrient solution with optimized method.

The quantitative and qualitative analyses of DNA solution were performed with the calculation of A260/A280, Agarose gel

electrophoresis, and PCR. The results showed that our method of DNA extraction and species identification from the sea

cucumber nutrient solution was more efficient and rapid than traditional methods. This study will be helpful for quicker, more

economical, and dependable species identification of the sea cucumber.
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海参为棘皮动物门( E c h i n o d e r m a t a ) 海参纲

(Holothrioider)动物的总称，根据Pawsonet Fell 的分类

系统，海参纲下设 3 亚纲、6 目和 2 4 科[1 ]。

自古以来，海参就是保健食品和营养食品。目

前，市场上的海参产品种类繁多，但其质量问题也令

人担忧。由于海参的生活环境不同、食用物质的不同，

所含营养物质存在明显差异[2]，价格也大相径庭。海参

产品中使用的海参种类以及海参的有无是一个重要问

题，采用适当方法对其中的海参进行定性、定量以及

种类鉴定，对规范海参产品加工市场具有重要意义。

单懿等人曾进行干海参 DNA 的提取和纯化研究[3]，

迄今为止，利用 D N A 提取方法进行海参深加工产品中

海参种类鉴定在国内外均未见报道。本实验拟从海参营

养液中提取海参的 DNA，通过 CO Ⅰ[4]引物进行 PCR 扩

增，扩增产物纯化后与 T 载体进行连接，通过克隆、

测序，最终确认海参有无以及所含海参的种类。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

引物 COIef AT A A TG A T AG G A G G[ A / G] T T TG G、

COIer GCTCGTGT[A/G]TCTAC[A/G]TCCAT    上海生物工

程有限公司；富硒海参多肽营养液    威海清华紫光科技
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开发有限公司；鲜刺参    青岛市售。

Wizard Cenomic DNA Purification试剂盒    美国

Pro me g a 公司；Taq 酶、dNT P s、PCR 缓冲液、溴化

乙锭、DL2000MARKER        大连宝生物工程有限公司；

UNIQ-10 柱式PCR产物纯化试剂盒、琼脂糖    上海生物

工程有限公司。

1.2 D N A 提取

1.2.1 C T A B 法提取 D N A

海参多肽营养液，经10000r/min 离心10 min预处

理，弃去上清液，保留沉淀用于 D N A 的抽提；将 1 0 0

m g 经预处理的试样，在液氮中充分研磨成粉末后加入

400μl冰上预冷的CTAB提取缓冲液I中(不需研磨的试样

直接加入)。加入500μl 65℃预热的 CTAB 提取缓冲液

II，1μl 2- 巯基乙醇，混匀，65℃保温30～90min，期

间不时轻缓颠倒混匀。待冷却至室温后加入5μl RNase

A 贮液，室温下放置30min。加入450μl 氯仿 + 异戊醇，

轻缓颠倒混匀溶液。12000r/min 离心 2min 至分相。将

上清液转移至干净的离心管中，依次加入600μl 异丙醇

及60μl 乙酸钠溶液，轻缓颠倒混匀。12000r/min 离心

10min。弃上清液，加入800μl 76% 乙醇，12000r/min

离心 5min，弃上清液后，再加入100μl 70% 乙醇洗涤

沉淀。12000r/min 离心 5min，弃上清液。除去残留的

乙醇，待沉淀干燥后，DNA 沉淀溶解于100μl TE 缓冲

液中，－ 2 0 ℃保存备用。

1.2.2 异丙醇预处理法

取10ml海参营养液，加入0.6倍体积的异丙醇和0.1

倍体积的乙酸钠，-20℃沉淀2h，12000× g离心10min，

留沉淀。在沉淀中加入600μl 裂解液[1.5%(W/V)CTAB、

1.0mol/L NaC1、15mmol/L EDTA、pH8.0 75mmol/L Tris-

HC1]，6μl 蛋白酶 K，55℃放置 1h，10000 × g 离心

2min，取上清液。在上清液中加入 500μl 氯仿，混合

2min，10000 × g 离心 2min，取上清液。在上清液中

加入 2 倍体积的沉淀液[1.0%(W/V)CTAB、10mmol/L

EDTA、pH8.0 50mmol/L Tris-HC1]，混合均匀，静置

1～2h，12000 × g 离心5min。弃上清液，吸尽残留液，

加入100μl 1.2mmol/L NaC1，混合均匀，直至DNA 完

全溶解。加入 6μl RNA 酶，55℃放置 10min。加入等

体积的氯仿，混合2min，10000 × g 离心 2min。取上

清液，加入1ml 冰乙醇和 0.1 倍体积的乙酸钠，混合均

匀，－ 20℃放置 10min，中间混匀一次，12000 × g 离

心 5min，弃上清液，吸干残液。沉淀中加入 1ml 70%

乙醇， 12000 × g 离心 2min，弃上清液，吸干残液，

37℃放置 10min，加入 30μl 水，－ 20℃保存。

1.3 D N A 浓度和纯度检测

用 7 2 5 分光光度计测定 A 26 0、A 2 8 0，1 % 琼脂糖凝

胶检查纯度和分子量大小。

1.4 PCR 扩增海参Col 序列

按以下反应条件进行PCR 扩增：在 50μl 的反应体

系中，包括1.5mmol/L MgC12，2μmol/L CO Ⅰ引物，

0.2mmol/L dNTP，1.0 单位 Taq DNA 聚合酶，5μl 10

× PCR buffer，2.21μg/ml DNA 模板。在Authorized

Thermal Cycler扩增仪(Eppendorf公司)上经94℃ 预变性

3min 后经过35个循环，每个循环包括：94℃ 1min，55

℃，1min，72℃ 1min，最后 72℃延伸 5min。

1.5 PCR 产物分子克隆

PCR 产物经电泳纯化后与载体 PMD18-T 进行连接，

转化大肠杆菌 DH-5α后，挑选克隆按照常规的碱裂解法

提取质粒，并通过载体两端的酶切位点对质粒进行酶切

鉴 定 。

1.6 测序和数据处理

将有基因插入的阳性质粒送大连宝生物公司测序，

并对测序结果进行人工核对、矫正。测序后利用

“D N A s t a r ”软件进行序列比对。

2 结果与分析

2.1 两种方法提取所得 D N A 的纯度和浓度

应用紫外分光光度计测定所提海参营养液 D N A 的

纯度和浓度结果见表 1 。

分光光度计测定结果表明异丙醇预处理法提取的

提取方法
A260 A 280 A260/A280 DNA浓度(μg/ml)

异丙醇

预处理法 0.221 0.123 1.8 221

C T A B 法 0.185 0.147 1.26 185

表 1  两种方法提取DNA的测定结果

Table 1    Testing results of purified DNA in two ways

D N A 略高于 C T A B 法。

2.2 两种方法提取所得 D N A 的琼脂糖凝胶电泳

将按照 CTAB 法和异丙醇预处理法从海参营养液中

图 1   两种方法提取DNA的琼脂糖电泳图的比较

Fig.1    Gel electrophoresis of purified DNA in two ways

1.CTAB 法提取的DNA；2.异丙醇预处理法提取的DNA；M. DL 2000。

1             2              M

2000bp
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提取的 DN A 在 1. 0 % 的琼脂糖凝胶中电泳进行检测(图

1 ) ，结果表明，C T A B 法电泳无带，说明此方法提取

的 D N A 的量不足，直接电泳无法检验；而异丙醇预处

理法提取的 D N A，电泳条带清晰，分子量 2 0 0 0 以上。

2.3 PCR 扩增后的琼脂糖凝胶电泳结果

图2    PCR后琼脂糖电泳分析

Fig.2     PCR amplied products of CO Ⅰfragment

1.阳性对照；2.异丙醇预处理法提取的DNA；3.CTAB 法提取的 DNA；

M.DL 2000。

1             2                M               3

将两种方法提取的 D N A 进行 P C R 扩增，引物为

CO Ⅰef/CO Ⅰer，扩增产物在1.0% 的琼脂糖凝胶中电泳

进行检测(图 2)。结果表明，CTAB 法提取的 DNA PCR

扩增后电泳，拖尾非常严重，无法得到清晰条带；而异

丙醇预处理法得到一条与预期大小一致的清晰条带，这与

Allan Arndt等人[5]设计的COⅠ引物的扩增结果相符合。

2.4 酶切结果

将回收的 DN A 转化，提取质粒 DN A 进行酶切，最

终得到和扩增后大小一致的条带，如图 3，说明克隆成

功。并不是每一个克隆都能得到正确的 P C R 扩增的 C O

Ⅰ序列，有时候 PC R 产物会插到 Sm aⅠ限制性酶切位点

上，而不是 pU C 1 8 的 T 位点上[6]。

2.5 测序结果

海参口服液中提取 D N A 扩增经测序得到序列如

下，经证实的确是海参的 C OⅠ序列，与青岛产鲜刺参

C OⅠ序列比对发现，序列同源性 1 0 0 % 。

所测海参的核苷酸序列：

图3    酶切后琼脂糖电泳图片

Fig.3    Gel electrophoresis of purified DNA afer enzyme cutting

1.所需的酶切片段；2.空载质粒酶切片段；M.DL 2000。

M                  1                   2

3 结论与讨论

本实验通过异丙醇和乙酸钠沉淀的改良方法从海参

营养液中提取海参的 DNA，A260/A 280 值为 1.8，DNA 浓

度为 221μg/ml，纯度较好。PCR 扩增后，琼脂糖凝胶

电泳检测得到清晰的条带，确认这种富硒海参营养液中

含有海参，经克隆、测序确认所含海参为青岛刺参。

海参、枸杞等作为海参口服液中主要成分，本身

含有较多的多糖和色素成分，给 D N A 提取带来很多干

扰。按照 NY / T 6 7 2 中 C T A B 方法提取海参营养液中的

D N A ，得到的是黄褐色的絮状沉淀，不能有效的去除

多糖和色素，D N A 样品电泳无带，P C R 扩增后显示一

系列的拖尾带，因此无法用于分子生物学研究。与常

规方法相比，本实验所建立方法的特点是：在 D N A 提

取过程中增加了样品的预处理过程，从而有效地去除海

参口服液中的焦糖色素，减轻后续 D N A 提取过程的压

力；通过增加三氯甲烷和异戊醇抽提的次数以及溴代十

六烷基三甲胺沉淀的时间，有效地去除蛋白质和多糖等

杂质。此方法快速、简便、特异性强，效率高，所

提取 D N A 的纯度大大提高，从而保证了后续 P C R 扩增

的成功率。

海参营养液中枸杞等其他物质的 D N A 作为杂质

DNA 对海参线粒体 DNA PCR 也存在干扰，影响 PCR 的

灵敏性，电泳条带出现严重拖尾。将 D N A 模板稀释后

再加入，减少了杂 D N A 的影响，最终电泳得到理想的

条 带 。

01 AT A A T G A T A G G A G G G T T T G G T A A T G A T T A A T T C C T C T A A T G A T A G G T G C T C C A G A C A T G G

61 C T T T C C C A C G A A T G A A A A A A A T G A G A T T T T G A C T A A T A C C T C C C T C C T T C A T T C T T C T T C

121 T T G C C T C T G C A G G A G T T G A A A G A G G G G C C G G A A C A G G G T G A A C A A T T T A C C C T C C A C T C T

181 C A A G C A A T A T T G C C C A C G C A G G A G G A T C T G T T G A C C T A G C T A T T T T T T C A C T A C A C T T G G

241 C T G G T G C C T C C T C A A T T C T A G C T T C C A T A A A A T T C A T A A C C A C A A T T A T T A A A A T G C G G A

301 C T C C G G G G A T A A C T T T T G A T C G A C T T C C C T T A T T C G T G T G A T C C G T A T T T A T A A C T G C T A

361 T T C T T T T A C T T C T G A G C C T T C C A G T A C T A G C T G G A G C T A T A A C G A T G T T A C T A A C G G A C C

421 G T A A A A T T A A A A C A A C T T T T T T T G A C C C A G C A G G T G G A G G A G A C C C A A T A T T G T T T C A A C

481 A C T T G T T C T G A T T C T T C G G A C A C C C A G A A G T T T A T A T T T T A A T A C T A C C T G G A T T T G G T A

541 T G A T C T C T C A C G T T A T A G C A C A T T A T A G A G G T A A G C A A G A A C C C T T C G G T T A T T T A G G T A

601 T G G T G T A T G C C A T G G T G G C T A T A G G G A T A C T A G G A T T T C T T G T T T G G G C C C A C C A T A T G T

661 T T A C T G T T G G T A T G G A T G T A G A C A C A C G A G C
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海参口服液作为深加工食品，经过多种生产工序，

已无法得到比较完整的海参基因组 D N A 。而由于动物

线粒体基因组在遗传上具有自主性，含量丰富，并具

有一定的遗传保守性，已广泛作为物种鉴定的分子信

标。本研究提取的海参口服液 D N A 可以成功的扩增得

到海参 COⅠ序列，通过与青岛产鲜刺参 COⅠ序列比对发

现，它们的序列同源性为 10 0 %。这提示针对 COⅠ序列

的扩增和比对适用于对海参口服液等深度加工食品中原

料成分的定性检测。
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