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摘  要: 目的  建立膜法改进十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)法结合实时荧

光聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)检测高色素食品 DNA 的方法。方法  以黑芝麻、茶籽粕和

菜籽粕为样本 , 采用 0.7 μm 玻璃纤维膜结合 70%乙醇淋洗液及三羟甲基氨基甲烷 -乙二胺四乙酸

[tris(hydroxymethyl)aminomethane ethylenediaminetetraacetic acid, TE]缓冲液洗脱 3 次的优化方案。通过滤膜特

异性吸附和选择透过性去除色素, 对比传统 CTAB 法与膜法改进 CTAB 法的提取效果。利用实时荧光 PCR 技

术检测内源基因, 评估 DNA 纯度和扩增效率。结果  改进方法获得的 DNA 脱色效果显著优于传统 CTAB 法, 

3 种样本均成功检测到内源基因, DNA 质量浓度均在 100 ng/μL 以上, 循环阈值(cycle threshold, Ct)在 20~25 之间, 

而传统 CTAB 法因色素残留导致实时荧光 PCR 扩增失败。结论  膜法改进 CTAB 法通过简化纯化步骤、提升脱色

效率, 显著提高了高色素食品的 DNA 提取及检测成功率, 为食品安全检测提供了高效可靠的技术支持。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for detecting DNA in highly pigmented food samples by 
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membrane-based improved cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) combined with real-time fluorescence 

polymerase chain reaction (PCR). Methods  Black sesame, tea seed meal and rapeseed meal were selected as 

samples. The optimized protocol employed 0.7 μm glass fiber membrane with 70% ethanol as the rinsing solution and 

3 rounds of tris(hydroxymethyl)aminomethane ethylenediaminetetraacetic acid (TE) buffer elution. Pigment removal 

was achieved through membrane-specific adsorption and selective permeability. The extraction efficiency of the 

modified CTAB method was compared with that of the traditional CTAB method, and DNA purity and amplification 

efficiency were evaluated via real-time fluorescence PCR targeting endogenous genes. Results  The modified 

method demonstrated significantly superior DNA decolorization effects compared to the traditional CTAB method. 

Endogenous genes were successfully detected in all 3 kinds of samples, with DNA mass concentrations exceeding 

100 ng/μL and cycle threshold (Ct) values ranging between 20 and 25. In contrast, the traditional CTAB method 

failed to achieve real-time fluorescence PCR amplification due to pigment residue. Conclusion  The 

membrane-optimized CTAB method simplifies purification steps, enhances decolorization efficiency, and 

significantly improves the extraction and detection success rate of DNA from highly pigmented foods. This approach 

provides a reliable and efficient technical solution for food safety testing. 
KEY WORDS: glass fiber membrane; nucleic acid purification; decolorization; real-time fluorescence polymerase 

chain reaction; highly pigmented foods 
 
 

0  引  言 

黑芝麻[1]、茶籽和菜籽[2]是我国常见食品的加工原料, 
它们不仅富含油脂和蛋白质, 还含有大量花青素、类胡萝

卜素和叶绿素等天然色素。作为重要的食品加工原料, 其
成分检测不仅是保障食品安全的基础环节, 还可以整治以

次充好的不良行为并规范市场。然而, 这类高色素食品中

含有的色素易对其检测造成干扰, 因此针对高色素食品的

掺假风险亟待能去除色素干扰的更精准的检测技术支撑。 
基 于 DNA 分 子 的 实 时 荧 光 聚 合 酶 链 式 反 应

(polymerase chain reaction, PCR)检测技术[3]因其高灵敏度

和可靠性[4], 已成为植物检疫[5–6]和食品安全检测[7–8]的核

心手段, 该技术是通过提取目标样品中的核酸并对核酸片

段进行扩增来达到检测目的[9–10], 因此核酸的质量是后续

扩增实验的关键因素 [11]。传统十六烷基三甲基溴化铵

(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)法[12–13]作为植物

核酸提取的通用方法虽然技术成熟、样本适用性广[14–15], 
但流程烦琐耗时, 难以满足高通量检测需求, 在处理高色

素植物食品时也面临色素去除不彻底、醇沉淀步骤难以有

效分离色素-DNA 复合物的问题[16]。黑芝麻、茶籽和菜籽

中的花青素等含酚羟基结构[17], 易与水生栖热菌(thermus 
aquaticus, Taq) DNA 聚合酶结合; 叶绿素等的自身荧光与

常用荧光染料的光谱重叠易产生荧光干扰[18], 导致实时荧

光 PCR 扩增失败或信号淬灭。因此能否去除色素分子在实

时荧光 PCR 检测过程中造成的干扰是检测高色素食品安

全的重要因素。 
根据高色素食品的特点, 本研究提出基于玻璃纤维

膜的 CTAB 改进法, 其创新性体现在用膜吸附技术替代醇

沉淀, 实现 DNA 富集以及色素杂质的高效分离。玻璃纤维

膜是一种以玻璃为原料, 通过高温熔融、拉丝工艺形成薄

膜结构产品[19], 表面富含羟基(-OH)等亲水基团[20]。玻璃纤

维膜在水溶液中能将带负电的 DNA 分子以静电吸引吸附

在滤膜表面[21], 而溶液中的其他杂质则被滤膜过滤掉, 最
终实现 DNA 高效提取、分离、纯化[22]。除此之外, 利用

膜的选择透过性和静电吸附性能[23], 玻璃纤维膜能截留溶

液中分子量较大或带负电的色素分子[24], 还可以起到脱色

的效果, 为后续实时荧光 PCR 检测去除干扰。 
因此, 本研究基于核酸水平的分子生物学检测技术, 

选用黑芝麻糖、茶籽粕和菜籽粕 3 种高色素食品进行研究, 
其中茶籽粕与菜籽粕分别为茶籽与菜籽炒制榨油后的产品, 
具有一定的可食用性。使用玻璃纤维膜对 3 种食品进行

DNA 提取、纯化, 然后用实时荧光 PCR 技术测定其内源

基因, 并与 CTAB 法进行对比, 以评估玻璃纤维膜提取、

纯化 DNA 的可行性, 同时该方法可以解决高色素食品

DNA 提取中色素干扰的难题, 为食品安全性鉴定提供方

法学参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

CTAB 裂解缓冲液(中科瑞泰生物科技有限公司); 焦
碳酸二乙酯(diethyl pyrocarbonate, DEPC)水、三羟甲基氨

基甲烷 -乙二胺四乙酸 [tris(hydroxymethyl)aminomethane 
ethylenediaminetetraacetic acid, TE]缓冲液、蛋白酶 K 溶液

[生工生物工程 (上海 )股份有限公司 ]; 酚 :氯仿 :异戊醇
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(25:24:1, V:V:V, 上海吉至生化科技有限公司 ); 氯化钠

(NaCl, 58.44 g/mol, 西陇科学股份有限公司); 异丙醇(分
析纯, 大茂化学试剂有限公司); 无水乙醇(分析纯, 国药集

团化学试剂有限公司 ); 核糖核酸酶 A (ribonuclease A, 
RNase A)溶液、引物、探针、Premix Ex Taq (Probe qPCR) (2×) 
(TaKaRa 公司); 玻璃纤维膜(0.7 μm、1.2 μm, 迈博瑞生物

膜技术有限公司); 聚四氟乙烯膜、聚醚砜膜(0.22 μm, 上
海安谱实验科技股份有限公司)。 

黑芝麻糖、茶籽粕和菜籽粕 3 种高色素食品均来源于

市场抽检样品。 

1.2  仪器与设备 

Ecotron 台式振荡培养箱 ( 瑞士 INFORS 公司 ); 
UNIVERSAL 320R 台式冷冻离心机(德国 Hettich 公司); 
5417R 冷冻离心机、ThermoStat plus 金属浴锅 (德国

Eppendorf 公司); NANODROP 1000 核酸蛋白测定仪(美国

Thermo Fisher Scientific 公司); CFX96 实时荧光 PCR 仪(美
国 Bio-Rad 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  膜法改进 CTAB 法提取 DNA 的处理步骤 
(1)称取 1.0 g 高色素食品样品加入 10 mL 裂解液, 振

荡混匀后放入振荡培养箱中 65 ℃加热 2 h; 加热后的溶液

以9000 r/min离心5 min, 取上层清液1 mL转移至新的2 mL
离心管中。 

(2)加入蛋白酶 K 溶液 7 μL、RNase A 溶液 3 μL、2 mol/L 
NaCl溶液 1 mL, 振荡混匀后放入金属浴中 56 ℃加热 1.5 h, 
再以 12000 r/min 离心 5 min。 

(3)取适量上层清液分装至两个 2 mL 离心管中, 分别

加入等体积的酚:氯仿:异戊醇, 振荡混匀后以 12000 r/min
离心 5 min; 再取适量上层清液于新的 2 mL 离心管中并加

入等体积的酚:氯仿:异戊醇重复上述操作。 
(4)取上层清液用提前被DEPC水活化过的玻璃纤维膜滤

器分离、富集上述清液; 使用淋洗液 2 mL 洗涤玻璃纤维膜。 

(5)使用 56 ℃预热的 TE 缓冲液冲洗玻璃纤维膜, 收
集冲洗溶液。样品 DNA 提取液放 4 ℃保存。 
1.3.2  膜法改进 CTAB 法的步骤优化 

(1)滤膜材料的选择 
本研究根据不同滤膜的特点选择了玻璃纤维膜、聚四

氟乙烯膜、聚醚砜膜按照同样的实验步骤提取黑芝麻糖、

菜籽粕和菜籽粕 DNA, 确认提取 DNA 的最佳滤膜类型。 
(2)玻璃纤维膜规格的选择 
本研究选择纤维直径 1.2 μm、0.7 μm 的玻璃纤维膜按

照同样的实验步骤进行对比实验, 按照同样的实验步骤提

取黑芝麻糖、菜籽粕和菜籽粕 DNA, 确认提取 DNA 的最

佳玻璃纤维膜的规格。 
(3)滤膜淋洗液的选择 
常用的淋洗液如乙醇或高浓度 NaCl 溶液, 能够有效

洗去大部分杂质, 但对 DNA的洗脱能力较弱, 适合用于纯

化 DNA。本研究选择 70%乙醇与 2 mol/L NaCl 为淋洗液

探讨淋洗效果最好、不易破坏膜材料的淋洗液选择。 
(4) TE 缓冲液洗脱次数的优化 
TE 缓 冲 液 由 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷

[tris(hydroxymethyl)aminomethane, Tris]和乙二胺四乙酸

(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)配制而成, 它可以

为核酸分子提供适宜的离子环境与 pH 条件, 促进 DNA 分

子溶解于溶液中, 同时 TE 缓冲液是弱碱性, 对 DNA 的碱

基有保护性。因此本研究选择 TE 缓冲液作为对滤膜的洗

脱液, 能实现对 DNA 的高效提取、分离、纯化同时又能保

持 DNA 分子结构的稳定性。在相同的其他实验条件下, 设
置 TE 缓冲液对滤膜洗脱 2、3、4 次, 确认提取 DNA 的 TE
缓冲液最优洗脱次数。 
1.3.3  膜法改进 CTAB 法与 CTAB 法实验步骤的对比 

膜法改进 CTAB法是在CTAB法的基础上对其进行实

验步骤的改良, 使其在处理高色素食品时能更有效地去除

色素对下游实验的干扰。膜法改进 CTAB 法与 CTAB 法的

差异点见表 1。 

 
表 1  膜法改进 CTAB 法与 CTAB 法实验步骤的对比 

Table 1  Comparison of experimental procedures between membrane-based improved CTAB method and CTAB method 

步骤 膜法改进 CTAB 法 CTAB 法 

样品裂解 
加入蛋白酶 K 溶液、RNase A 溶液、 

2 mol/L NaCl 溶液 56 ℃加热 1.5 h 
加入蛋白酶 K 溶液、RNase A 溶液 

37 ℃加热 1.5 h 

DNA 富集 滤膜吸附富集 异丙醇低温沉淀 2 h 

DNA 纯化 淋洗液洗涤滤膜 70%乙醇洗涤沉淀 

DNA 溶解 使用 TE 缓冲液冲洗膜收集洗脱液 干燥乙醇后使用 100 μL TE 缓冲液溶解 DNA 沉淀 

差异点 
(1)使用 NaCl 促进 DNA 与滤膜结合; 

(2)膜过滤替代醇沉淀; 
(3)避免低温处理, 操作更温和 

(1)传统醇沉淀法; 
(2)需要冷冻和干燥步骤; 

(3)实验所需时间更长 
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1.3.4  提取 DNA 的浓度及纯度检测 
使用核酸蛋白测定仪检测样品 DNA 的质量, 通过测

定 230、260 和 280 nm 波长处的吸收值计算 DNA 浓度与

纯度。 
1.3.5  实时荧光 PCR 体系建立 

使用实时荧光 PCR 技术对样品 DNA 提取液进行检

测。将提取得到的 DNA 作为模板, 使用芝麻 2S albumin 
mRNA 基因、茶籽 1214 基因和菜籽 PEP 基因设计引物与

探针, 实时荧光 PCR 扩增反应程序为 95 ℃, 30 s, 循环程

序为 95 ℃, 10 s; 60 ℃, 60 s, 共 40 个循环, 每个样品做 6
组平行实验。引物与探针序列见表 2。 

反应体系总体积为 25 μL, 其中 Premix Ex Taq (Probe 
qPCR) (2×) 12.5 μL, 芝麻源性成分上下游引物(10 μmol/L) 
1.0 μL, 芝麻源性成分探针(10 μmol/L) 1.0 μL; 茶籽源性成分

上下游引物(10 μmol/L) 0.5 μL, 茶籽源性成分探针(10 μmol/L) 
1.0 μL; 菜籽源性成分上下游引物(10 μmol/L) 1.0 μL, 茶籽源

性成分探针(10 μmol/L) 0.5 μL, DNA 模板 5.0 μL, 用 DEPC
水补充至总体积 25 μL。 

 
表 2  实时荧光 PCR 内源基因引物及探针设计 

Table 2  Design of primers and probes for endogenous genes for real-time fluorescence PCR 

源性成分 目标基因 引物及探针序列 

芝麻 2S albumin mRNA 
正向引物: 5'-CCAGAGGGCTAGGGACCTTC-3' 
反向引物: 5'-CTCGGAATTGGCATTGCTG-3' 

探针: 5'-FAM-TCGCAGGTGCAACATGCGACC-TAMRA-3' 

茶籽[25] 1214 
正向引物: 5'-GAGGAAACAGCAGCGGCAAA-3' 
反向引物: 5'-GGTCGCAGCATTCGTCAAGG-3' 

探针: 5'-FAM-TCGCTGTGCCTGCTGCGCCATGT-TAMRA-3' 

菜籽 PEP 
正向引物: 5'-CCCTTGTGAAGCTCGACATC-3' 

反向引物: 5'-CTTGTCCTCTGACCATTCTTTGT-3' 
探针: 5'-FAM-CCGACCGTCACACCGATGTTTTAGA-BHQ1-3' 

注: 芝麻 2S albumin mRNA 基因序列来源于 SN/T 1961.12—2013《出口食品过敏原成分检测 第 12 部分: 实时荧光 PCR 方法检测芝麻成

分》; 菜籽 PEP 基因序列来源于 SN/T 1204—2003《植物及其加工产品中转基因成分实时荧光 PCR 定性检测方法》。 

 
1.4  数据处理 

采用 Origin 2024 软件对 CFX96 实时荧光 PCR 仪获得

的实验数据进行数据分析并制作折线图, DNA 质量浓度与

纯度数据使用 Excel Office 2019 版制表表示。 

2  结果与分析 

2.1  膜法改进 CTAB 法实验步骤的优化结果 

2.1.1  滤膜材料的选择结果 
滤膜的选择是核酸提取过程中关键的一环, 直接影

响最终提取的 DNA 质量, 不同的滤膜对溶液中不同分子

的吸附能力存在差异[26–27], 这与膜材料的表面特性以及孔

径结构密切相关[28]。本研究根据不同滤膜的特点选择了玻

璃纤维膜、聚四氟乙烯膜、聚醚砜膜提取黑芝麻糖、菜籽

粕和菜籽粕 DNA, 使用核酸蛋白测定仪测定所得 DNA 提

取液的浓度与纯度结果见表 3。 
由表 3 可知, 在同样的实验条件下, 玻璃纤维膜提取

的 3 种样品 DNA 浓度均为最高, 聚四氟乙烯膜提取的

DNA 浓度较低, 而聚醚砜膜提取的 DNA 溶液未检测出

DNA 浓度与纯度。表明聚醚砜膜对 DNA 分子没有吸附能

力或吸附能力极低无法成功提取 DNA。3 种滤膜提取的

DNA A260/A280 与 A260/A230 的数值差距不大, 表明 3 种滤膜

对蛋白质、盐类等杂质的吸附分离能力相差不大。使用实

时荧光 PCR 仪对获得的 DNA 提取液进行实时荧光 PCR 扩

增实验, 最终获得的实时荧光 PCR 扩增结果见图 1。 
 

表 3  3 种滤膜提取的 DNA 浓度及纯度对比 
Table 3  Comparison of DNA concentration and purity extracted 

using 3 kinds of filter membranes 

样品 滤膜种类 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
A260/A280 A260/A230

黑芝麻糖

玻璃纤维膜 189.28 1.39 1.76 

聚四氟乙烯膜  81.14 1.34 1.78 

聚醚砜膜 N/A N/A N/A 

茶籽粕

玻璃纤维膜 223.93 1.41 1.85 

聚四氟乙烯膜  72.36 1.26 1.77 

聚醚砜膜 N/A N/A N/A 

菜籽粕

玻璃纤维膜 199.21 1.45 2.01 

聚四氟乙烯膜  73.05 1.39 2.10 

聚醚砜膜 N/A N/A N/A 

注: N/A 为未检测到 DNA 浓度与纯度, 表 7 同。 
 

由图 1 可知, 玻璃纤维膜与聚四氟乙烯膜提取的 3 种

样品 DNA 的实时荧光 PCR 结果中均出现了扩增曲线, 聚
醚砜膜提取的 DNA 样品则出现了杂乱的曲线, 表明聚醚

砜膜无法成功提取 DNA 或去除杂质对实时荧光 PCR 的干

扰。实时荧光 PCR 检测循环阈值(cycle threshold, Ct)及其

平均值与标准偏差见表 4。 
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注: A. 黑芝麻糖; B. 茶籽粕; C. 菜籽粕, 图 2、4~7 同; 1. 玻璃纤维膜处理方法; 2. 聚四氟乙烯膜处理方法; 3. 聚醚砜膜处理方法。 
图 1  3 种滤膜提取的 DNA 实时荧光 PCR 检测结果 

Fig.1  Real-time fluorescent PCR detection results of DNA extracted from 3 kinds of filter membranes 
 

表 4  3 种滤膜提取的 DNA 实时荧光 PCR 检测 Ct 值及其平均值与标准偏差 
Table 4  Real-time fluorescent PCR detection Ct values and their mean values and standard deviations for DNA extracted using 3 kinds of 

filter membranes 

样品 滤膜种类 
Ct 值 

1 2 3 4 5 6 平均值±标准偏差

黑芝麻糖 

玻璃纤维膜 22.04 21.76 21.65 21.73 21.61 21.72 21.75±0.15 

聚四氟乙烯膜 26.85 26.41 26.54 25.99 26.47 26.41 26.44±0.27 

聚醚砜膜 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

茶籽粕 

玻璃纤维膜 26.78 25.38 26.79 26.46 26.33 26.68 26.40±0.53 

聚四氟乙烯膜 29.79 29.84 29.70 29.68 30.26 29.61 29.81±0.83 

聚醚砜膜 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

菜籽粕 

玻璃纤维膜 24.11 24.03 24.06 24.27 24.03 24.76 24.21±0.28 

聚四氟乙烯膜 29.67 27.85 28.73 29.56 28.56 28.71 28.84±0.67 

聚醚砜膜 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

注: N/A 为未成功扩增, 表 8、12 同。 
 

虽然玻璃纤维膜与聚四氟乙烯膜均可以成功获得实

时荧光 PCR 的扩增曲线, 但在提取过程中, 聚四氟乙烯膜

是疏水膜, 富集 DNA 时滤膜压力过大, 出现膜破损现象, 
导致膜净化效果不佳, 并对最终的结果造成影响。因此由

表 3、4 以及图 1 结果最终确定提取 DNA 效果最优的滤膜

为玻璃纤维膜。 

2.1.2  玻璃纤维膜规格的选择结果 
不同纤维直径的玻璃纤维膜在实际应用中对 DNA 的

结合与洗脱会存在部分差异[29–30], 需要通过实验验证不同

规格滤膜对目标 DNA 片段的截留能力和通透性。本研究对

玻璃纤维膜的规格进行优化, 选择纤维直径 0.7 μm、1.2 μm
的玻璃纤维膜进行对比实验。所得 DNA 提取液的浓度与
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纯度结果见表 5。 
 

表 5  2 种规格的玻璃纤维膜提取的 DNA 浓度及纯度对比 
Table 5  Comparison of DNA concentration and purity extracted 

from 2 kinds of glass fiber membranes 

样品 实验方法 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
A260/A280 A260/A230

黑芝麻糖 
0.7 μm 玻璃纤维膜 189.28 1.39 1.76

1.2 μm 玻璃纤维膜  75.99 1.31 1.68

茶籽粕 
0.7 μm 玻璃纤维膜 223.93 1.41 1.85

1.2 μm 玻璃纤维膜  48.62 1.23 1.77

菜籽粕 
0.7 μm 玻璃纤维膜 199.21 1.45 2.52

1.2 μm 玻璃纤维膜  65.62 1.31 2.01
 

由表 5 可知, 在同样的实验条件下, 0.7 μm 纤维直径

的玻璃纤维膜提取的3种样品DNA浓度均为最高, 而1.2 μm
纤维直径的玻璃纤维膜提取的 DNA 浓度较低。0.7 μm 玻璃

纤维膜提取的 DNA A260/A280与 A260/A230 的数值更高, 表明其

对蛋白质、盐类等杂质的吸附分离能力比 1.2 μm 玻璃纤维膜

更好。使用实时荧光 PCR 仪对获得的 DNA 提取液进行实

时荧光 PCR 扩增实验, 最终获得的实时荧光 PCR 扩增结

果见图 2。 
由图 2 可知, 两种玻璃纤维膜提取的 3 种样品 DNA

的实时荧光 PCR 结果中均出现了扩增曲线, 表明两种玻璃

纤维膜均可以成功提取到进行实时荧光 PCR 扩增的 DNA
并去除杂质的干扰。实时荧光 PCR 检测 Ct 值及其平均值

与标准偏差见表 6。 

 
 

注: 1. 0.7 μm 玻璃纤维膜处理方法; 2. 1.2 μm 玻璃纤维膜处理方法。 
图 2  2 种玻璃纤维膜提取的 DNA 实时荧光 PCR 检测结果 

Fig.2  Real-time fluorescent PCR detection results of DNA extracted from 2 kinds of glass fiber membranes 
 

表 6  2 种玻璃纤维膜提取的 DNA 实时荧光 PCR 检测 Ct 值及其平均值与标准偏差 
Table 6  Real-time fluorescent PCR detection Ct values and their mean values and standard deviations of DNA extracted from  

2 kinds of glass fiber membranes 

样品 滤膜种类 
Ct 值 

1 2 3 4 5 6 平均值±标准偏差 

黑芝麻糖 
0.7 μm 玻璃纤维膜 22.04 21.76 21.65 21.73 21.61 21.72 21.75±0.15 
1.2 μm 玻璃纤维膜 26.36 26.24 26.32 26.17 26.23 26.17 26.24±0.08 

茶籽粕 
0.7 μm 玻璃纤维膜 26.78 25.38 26.79 26.46 26.33 26.68 26.40±0.53 
1.2 μm 玻璃纤维膜 30.72 30.35 30.13 30.19 30.23 30.01 30.27±0.24 

菜籽粕 
0.7 μm 玻璃纤维膜 24.11 24.03 24.06 24.27 24.03 24.76 24.21±0.28 
1.2 μm 玻璃纤维膜 26.79 26.32 26.83 26.80 27.35 26.68 26.79±0.33 
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由表 6 可知, 虽然两种规格的玻璃纤维膜均成功提取

到进行实时荧光 PCR 扩增的 DNA, 但 1.2 μm 玻璃纤维膜提

取的 DNA 样品实时荧光 PCR 扩增得到的 Ct 值均比 0.7 μm
玻璃纤维膜提取 DNA 样品 Ct 值高, 表明 0.7 μm 玻璃纤维膜

对 DNA 的吸附能力更强。在滤膜直径相同的条件下, 0.7 μm
的玻璃纤维膜因其纤维直径更短, 使其的接触面积更大, 对
DNA 分子的吸附能力更强, 提取的 DNA 质量更好。因此

由表 5、6, 图 2 结果最终确定提取 DNA 效果最好的滤膜

为 0.7 μm 玻璃纤维膜。实验所用的玻璃纤维膜的成品及扫

描电镜图如图 3 所示。 
 

 
 

注: A. 玻璃纤维膜成品; B. 玻璃纤维膜扫描电镜图。 
图 3  玻璃纤维膜成品及扫描电镜图 

Fig.3  Finished fiberglass membrane and scanning electron 
microscope image 

 

由图 3 可知, 玻璃纤维膜中纤维呈无序、空间重叠排

列, 而色素是由共轭平面结构使 π 电子离域化, 高效吸收

特定波长光波, 而产生颜色。深色植物中颜色越深说明共

轭链越长, 并且绝大部分色素呈平面结构。本研究的研究

对象黑芝麻、茶籽粕和菜籽粕中含有的主要色素分别为花

青素、类胡萝卜素和叶绿素等。其中花青素属平面型黄酮

类化合物, 叶绿素属卟啉环平面结构, 而平面结构易与纤

维紧密接触, 增强范德华力与氢键结合, 从而达到除色净

化的目的。 
2.1.3  滤膜淋洗液的选择结果 

淋洗液的使用目的是有效去除结合在滤膜上的蛋白

质、色素等杂质并避免将目标 DNA 洗脱下来。选择 70%
乙醇与 2 mol/L NaCl 为淋洗液对玻璃纤维膜做淋洗处理, 
对比两种溶液对杂质的去除效果以及对膜材料的影响。使

用核酸蛋白测定仪测定所得 DNA 提取液的浓度与纯度结

果见表 7。 
 

表 7  不同淋洗液处理的 DNA 浓度及纯度对比 
Table 7  Comparison of DNA concentration and purity extreated 

with different eluents 

样品 淋洗液种类
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
A260/A280 A260/A230

黑芝麻糖
70%乙醇 189.28 1.39 1.76 

2 mol/L NaCl N/A N/A N/A 

茶籽粕 
70%乙醇 223.93 1.41 1.85 

2 mol/LNaCl N/A N/A N/A 

菜籽粕 
70%乙醇 199.21 1.45 2.52 

2 mol/L NaCl N/A N/A N/A 
 
由表 7 可知, 在其他实验步骤相同的条件下, 在使用

70%乙醇处理滤膜后得到的 DNA 样品中成功检测出较高

的样品 DNA 浓度, 而使用高浓度 NaCl 处理的 DNA 溶液

未检测出 DNA 浓度。使用实时荧光 PCR 仪对获得的 DNA
提取液进行实时荧光 PCR 扩增实验, 最终获得的实时荧光

PCR 扩增结果见图 4。 
 

 
 

注: 1. 70%乙醇处理方法; 2. 2 mol/L NaCl 处理方法。 
图 4  2 种淋洗液处理提取的 DNA 实时荧光 PCR 检测结果 

Fig.4  Real-time fluorescence PCR detection results of DNA extracted by treating with 2 kinds of eluents 
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注: 1. 70%乙醇处理方法; 2. 2 mol/L NaCl 处理方法。 
图 4(续)  2 种淋洗液处理提取的 DNA 实时荧光 PCR 检测结果 

Fig.4  Real-time fluorescence PCR detection results of DNA extracted by treating with 2 kinds of eluents 
 

由图 4 可知, 70%乙醇淋洗滤膜后所得的 DNA 实时荧

光 PCR 结果中均出现了扩增曲线, 使用 2 mol/L NaCl 淋洗

滤膜后所得的 DNA 样品则出现了杂乱的曲线, 表明 70%
乙醇可以有效去除杂质的干扰并保留滤膜上的 DNA 分子, 
而 2 mol/L NaCl 虽然理论上可以溶解 DNA 但在实际实验

中无法去除杂质对实时荧光 PCR 的干扰。实时荧光 PCR
检测 Ct 值及其平均值与标准偏差见表 8。 

由表 7、8, 图 4 结果最终确定 70%乙醇为玻璃纤维膜

的淋洗液, 能有效去除溶液中的杂质干扰且不影响实时荧

光 PCR 的扩增。 
 

表 8  2 种淋洗液处理提取的 DNA 实时荧光 PCR 检测 Ct 值及其平均值与标准偏差 
Table 8  Real-time fluorescent PCR detection Ct values and their mean and standard deviation for DNA extracted using  

2 kinds of eluents 

样品 淋洗液选择 
Ct 值 

1 2 3 4 5 6 平均值±标准偏差 

黑芝麻糖 
70%乙醇 22.04 21.76 21.65 21.73 21.61 21.72 21.75±0.15 

2 mol/L NaCl N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

茶籽粕 
70%乙醇 26.78 25.38 26.79 26.46 26.33 26.68 26.40±0.53 

2 mol/L NaCl N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

菜籽粕 
70%乙醇 24.11 24.03 24.06 24.27 24.03 24.76 24.21±0.28 

2 mol/L NaCl N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 
 

2.1.4  TE 缓冲液洗脱次数的优化结果 
过多的洗脱次数可能导致 DNA 损失, 而次数过少则

可能洗脱不完全, 影响后续实时荧光 PCR 扩增实验。因此

本研究对 TE缓冲液洗脱滤膜上 DNA的洗脱次数进行优化, 
设置洗脱次数分别为 2、3、4 次, 使用核酸蛋白测定仪测

定所得 DNA 提取液的浓度与纯度结果见表 9。 
 

表 9  不同洗脱次数处理的 DNA 浓度及纯度对比 
Table 9  Comparison of DNA concentration and purity treated 

with different elution times 

样品 
洗脱 

次数/次 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
A260/A280 A260/A230

黑芝麻糖 
2  58.35 1.35 1.92 
3 189.28 1.39 1.76 
4 210.74 1.38 1.73 

茶籽粕 
2  74.09 1.26 1.66 
3 223.93 1.41 1.85 
4 146.51 1.35 1.72 

菜籽粕 
2  90.01 1.40 2.21 
3 199.21 1.45 2.01 
4 170.55 1.46 2.44 

由表 9 可知, 在其他实验步骤相同的条件下, TE 缓冲

液洗脱 3、4 次的 DNA 浓度较高, 而洗脱 2 次的 DNA 浓

度较低。3 种洗脱次数处理的 DNA A260/A280 与 A260/A230 数

值差距不大, 表明洗脱次数对蛋白质、盐类等杂质的分离

去除效果影响不大。使用实时荧光 PCR 仪对获得的 DNA
提取液进行实时荧光 PCR 扩增实验, 最终获得的实时荧光

PCR 扩增结果见图 5。 
由图 5 可知, 不同缓冲液洗脱次数处理的 3 种样品

DNA 的实时荧光 PCR 结果中均出现了扩增曲线。实时荧

光 PCR 检测 Ct 值及其平均值与标准偏差见表 10。 
由表 10 可知, 虽然不同洗脱次数处理的 DNA 样品均

成功提取到可进行实时荧光 PCR 扩增的 DNA, 但 TE 缓冲

液洗脱 2 次的样品 Ct 值偏高, 而洗脱 3、4 次的样品 Ct 值
相差不大。因此由表 9、10, 图 5 结果并结合实际操作最

终确定缓冲液洗脱次数为 3 次, 在保证提取效率的同时又

可节省实验时间。 
综上所述, 最终确定膜法改进 CTAB 法中利用 0.7 μm

玻璃纤维膜、使用 70%乙醇为淋洗液并用 TE 缓冲液洗脱

3 次时的 DNA 提取效果最佳。 
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注: 1. 缓冲液洗脱 2 次; 2. 缓冲液洗脱 3 次; 3. 缓冲液洗脱 4 次。 
图 5  不同洗脱次数处理的 DNA 实时荧光 PCR 检测结果 

Fig.5  Real-time fluorescence PCR detection results of DNA treated with different elution times 
 

表 10  不同洗脱次数处理的 DNA 实时荧光 PCR 检测 Ct 值及其平均值与标准偏差 
Table 10  Real-time fluorescent PCR detection Ct values and their mean and standard deviation for DNA treated with different  

elution times 

样品 洗脱次数/次 
Ct 值 

1 2 3 4 5 6 平均值±标准偏差 

黑芝麻糖 
2 23.67 23.50 23.60 23.67 23.70 23.59 23.62±0.07 
3 22.04 21.76 21.65 21.73 21.61 21.72 21.75±0.15 
4 22.30 22.72 22.37 22.62 22.40 22.72 22.52±0.18 

茶籽粕 
2 28.40 28.12 28.20 28.64 27.80 28.15 28.21±0.28 
3 26.78 25.38 26.79 26.46 26.33 26.68 26.40±0.53 
4 27.02 26.64 25.90 26.35 26.53 26.62 26.51±0.37 

菜籽粕 
2 25.42 25.24 25.21 25.29 25.39 25.35 25.31±0.08 
3 24.11 24.03 24.06 24.27 24.03 24.76 24.21±0.28 
4 24.84 25.27 25.05 25.07 24.56 25.03 24.97±0.24 

 

2.2  膜法改进 CTAB 法与 CTAB 法的对比结果 

2.2.1  DNA 提取液颜色的对比 
将 2.1 确认的玻璃纤维膜改进 CTAB 法提取样品 DNA 并

与传统CTAB法对比, 两种方法获得的核酸提取液如图6所示。 
从图 6 中可以看出, 使用膜法改进 CTAB 法获得的

DNA提取液基本无色; 而使用CTAB法获得的3种样品DNA
提取液颜色都比膜法改进 CTAB 法获得的样品颜色深, 说明

用CTAB法获得的样品DNA提取液仍有色素残留, 其中黑芝

麻糖的颜色最深, 其次是茶籽粕, 菜籽粕的颜色最浅。 

 
 

注: 1. 膜法改进 CTAB 法; 2. CTAB 法, 图 7 同。 
图 6  2 种方法获得的样品 DNA 提取液颜色对比 

Fig.6  Comparison of the color of sample DNA extracts  
obtained by the 2 kinds of methods 
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2.2.2  两种核酸提取方法获得的 DNA 纯度及浓度对比 
使用核酸蛋白测定仪比较两种核酸提取方法的提取

效果, 两种方法均成功提取到一定浓度和纯度的 DNA, 但
提取效果略有差异。当 A260/A280 比值在 1.7~2.0 之间时, 表
明 DNA纯度良好且无显著蛋白质污染; 若超出该范围, 则
表明 DNA 存在蛋白质污染; 当 A260/A230 比值大于等于 2.0
时, 表明 DNA 无盐类、多酚或有机溶剂残留。比值偏离程

度与污染程度正相关。两种方法的 DNA 浓度及纯度对比

见表 11。 

 
表 11  2 种方法的 DNA 浓度及纯度对比 

Table 11  Comparison of the color of DNA extracts of samples 
obtained by the 2 kinds of methods 

样品 实验方法 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
A260/A280 A260/A230

黑芝麻糖 
膜法改进 CTAB 法 146.51 1.35 1.72 

传统的 CTAB 法 261.87 1.35 1.46 

茶籽粕 
膜法改进 CTAB 法 129.66 1.33 1.59 

传统的 CTAB 法 131.43 1.42 1.02 

菜籽粕 
膜法改进 CTAB 法 178.63 1.43 2.11 

传统的 CTAB 法 158.28 1.63 1.44 

 
由表 11 可知, 两种核酸提取方法获得的 DNA 质量浓

度均在 DNA 扩增的黄金区间 50~300 ng/μL 之间。传统的

CTAB 法测得黑芝麻糖 DNA 的质量浓度为 261.87 ng/μL 是

膜法改进 CTAB 法中 DNA 浓度的 2 倍, 而部分色素如花青

素等酚类色素在 A260 存在吸收峰, 会导致紫外分光光度计

测得 A260 值偏高, 进而使得出的 DNA 质量浓度较高; 其中

A260/A280 数值偏低, 说明两法前处理过程存在蛋白质去除

不彻底的问题; A260/A230 数值也偏低是因样品富含多酚类

物质, 而膜法改进 CTAB 法前处理方法中 A260/A230 数值均

高于传统的 CTAB 法, 说明膜法改进 CTAB 法能较好地纯

化样品中多酚类物质。 
2.2.3  实时荧光 PCR 扩增结果 

使用实时荧光 PCR 仪以两种核酸提取方法获得的

DNA 为模板做扩增实验, 得到的扩增结果如图 7 所示。 
实时荧光 PCR 结果出现“S”型扩增曲线表明通过膜法

改进 CTAB 法获得的 DNA 可以成功扩增并从中检测出了

样品内源基因。从图 7 中可以看出, 使用膜法改进 CTAB
法获得的 3 种高色素食品 DNA 样本的实时荧光 PCR 结果

中均出现了扩增曲线; 而 CTAB 法获得的 3 种高色素食品

DNA 样本均出现了杂乱的曲线, 表明通过 CTAB 法获得的

DNA 无法成功扩增, 实时荧光 PCR 未检测出样本中的芝

麻、茶籽与菜籽的内源基因。实时荧光 PCR 检测的 Ct 值
及其平均值与标准偏差见表 12。 

 

 
 

图 7  2 种方法的实时荧光 PCR 检测结果 
Fig.7  Real-time fluorescent PCR results of the 2 kinds of methods 
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表 12  实时荧光 PCR 检测 Ct 值及其平均值与标准偏差 
Table 12  Real-time fluorescent PCR detection Ct values and their mean values and standard deviations 

样品 实验方法 
Ct 值 

1 2 3 4 5 6 平均值±标准偏差 

黑芝麻糖 
膜法改进 CTAB 法 21.18 20.91 20.79 20.80 20.92 20.82 20.90±0.13 

CTAB 法 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

茶籽粕 
膜法改进 CTAB 法 23.80 24.21 23.78 24.04 23.38 23.77 23.83±0.26 

CTAB 法 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

菜籽粕 
膜法改进 CTAB 法 21.67 21.67 21.60 21.61 21.42 21.51 21.58±0.09 

CTAB 法 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

 
结合表 11、表 12 数据, 传统 CTAB 法提取的 DNA 提取液

浓度不低但无法成功检测出样品内源基因, 表明溶液中的

色素会对实时荧光 PCR 的结果造成影响。而膜法改进

CTAB 法提取的 DNA 质量浓度均在 100 ng/μL 以上, 实时荧

光 PCR 扩增的 Ct 值在 20~25 之间, 表明该方法能够有效分

离、富集、纯化高色素食品中的 DNA, 从而提升了实时荧

光 PCR 的检测成功率。 

3  结  论 

本研究使用滤膜改进 CTAB 法提取高色素食品中的

DNA, 实验结果表明 0.7 μm玻璃纤维膜使用 70%乙醇为淋

洗液并用 TE 缓冲液洗脱 3 次时的 DNA 提取效果最佳。将

膜法改进 CTAB 法与 CTAB 法进行对比: 使用核酸蛋白测

定仪分析两种提取方法获得的 3 种高色素食品的 DNA, 
DNA 质量浓度均在 100 ng/μL 以上, A260/A280 与 A260/A230 比

值对比正常范围偏低; 两种提取方法的实时荧光 PCR 结果

差异明显, CTAB 法获得的 3 种高色素食品 DNA 提取液色

素残留较多, 实时荧光 PCR 均未检测出样品内源基因, 没
有扩增值; 膜法改进 CTAB 法获得的 3 种样品 DNA 提取

液中基本无色素残留, 实时荧光 PCR 成功检测出样品内源

基因, Ct 值均在 20~25 之间。 
综上所述, 0.7 μm 玻璃纤维膜使用 70%乙醇为淋洗液

并用 TE 缓冲液洗脱 3 次时的膜法改进 CTAB 法能从高色

素食品中提取高质量 DNA 并有效去除溶液中色素对实时

荧光 PCR 的影响。市场上现有的专用核酸试剂盒对高色素

食品脱色能力有限, 且检测成本高; 而 CTAB 法难以有效

净化高色素食品。因此本研究方法的优点在于相对 CTAB
法操作简单、步骤少、耗时短、检测效率高, 而相对试剂

盒法成本低廉并能有效去除植物色素对实时荧光 PCR 的

影响。实验所用的玻璃纤维膜已商业化生产, 可以作为一

种高色素食品 DNA 提取方法应用于实验研究及检测中。

同时我国没有出台针对芝麻、茶籽和菜籽检测的国家标准

方法, 本方法可以为这 3 种高色素食品的核酸提取方法标

准提供一定的数据参考。 
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