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摘　 要：针对临床标本基因组 ＤＮＡ 的提取方法缺乏广泛适用性，提取步骤繁琐，需要进行离心操作，并且提取过程中会用到苯

酚、氯仿等有机试剂，会对操作人员有一定的危害性等不足，本研究拟建立一种适用于临床标本的基因组 ＤＮＡ 快速提取方法。
在传统的基因组 ＤＮＡ 提取试剂和方法的基础上，本研究采用二氧化硅修饰的超顺磁珠设计了一种基因组 ＤＮＡ 快速提取方

法；探讨磁珠用量、裂解液 ｐＨ、盐酸胍浓度等因素对基因组 ＤＮＡ 提取效率的影响并采用凝胶电泳实验进行验证。 当磁珠用量

在 ５０～１００ μｇ ／ １００ ｍｇ 样品，裂解液 ｐＨ 约为 ６，盐酸胍的浓度为 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 时基因组 ＤＮＡ 提取效果好、效率高，且磁珠的用量与

吸附表面积成正比，但达到一定用量后不会增加提取量，对于 １００ ｍｇ 肺组织，适宜的磁珠用量为 ８０ μｇ。 此基因组 ＤＮＡ 提取

方法高效省时，简便快捷，性价比高，适用临床大量样本基因组 ＤＮＡ 提取。
关键词：快速提取；基因组 ＤＮＡ；磁珠法
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　 　 随着分子生物学和医学技术的快速进步，分离

技术正朝着简便快捷、高质量、高纯度、高通量方向

发展，以满足大样本、高质量的实验要求。 近年来磁

性纳米材料在核酸分离领域越来越受瞩目，其具有

比表面积大、稳定性好、多种表面官能团修饰等优

点［１］，此外，磁珠颗粒的固相提取方法大大简化了

核酸的提取流程，基于此已经广泛应用［２－５］。 目前

市面上所销售基于磁性分离技术的核酸分离试剂盒

等商品，绝大多数为国外产品，这类试剂盒价格昂

贵，很难得到广泛应用。 据此，本实验针对提取基因

组 ＤＮＡ，通过对分离流程改进和试剂体系开发，对
不同提取条件和步骤进行了量化比较和条件优化，
同时比较了市售类似产品，建立了快速提取基因组

ＤＮＡ 的方法和试剂体系；对影响 ＤＮＡ 提取效率的

各个因素以及 ＤＮＡ 与磁珠的结合情况分析与探讨，
建立了一种快速提取基因组 ＤＮＡ 的磁性分离技术。

１　 材料与方法

１．１　 材料

　 　 小鼠肺组织［ＳＰＦ 级小鼠，品系：ＣＤ－１ 􀅹（ＩＣＲ）
ＩＧＳ Ｍｉｃｅ，购自北京维通利华实验动物技术有限公

司，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１１－ ００１１］，二氧化硅包

覆磁性纳米微球（河南惠尔生物科技有限公司）
１．２　 试剂

　 　 蛋白酶 Ｋ、溶菌酶、盐酸胍（Ｇｕ⁃ＨＣｌ）及琼脂糖

（均购于 Ｓｉｇｍａ 公司）；核酸染料 ＧｌｏｄＶｉｅｗ（北京索

莱宝生物）；ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 及上样缓冲液（均
购于大连宝生物）；ＥＤＴＡ、ＳＤＳ、Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００、氯化钠、
柠檬酸钠、柠檬酸钾、氯化锂及 ＭＯＰＳ（均为分析纯，
购于麦克林公司）；β－巯基乙醇、Ｔｒｉｓ、异丙醇、盐酸、
无水乙醇、硼酸（均为分析纯，购于天津大茂）。
１．３　 仪器

　 　 微型分光光度计、台式高速离心机、单道移液器

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；凝胶成像系统、水平电泳系统

（Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司）；磁性分离架（上海生工）；电热恒

温鼓风干燥箱（上海博迅实业有限公司医疗设备

厂）；酸度计（上海仪电分析仪器有限公司）；漩涡混

合器、电热恒温振荡水槽（江苏海门麒麟医用仪器

厂）；ＴＳ－２４ 多样品组织研磨机（上海净信）。
１．４　 方法

１．４．１　 组织样品准备与处理

　 　 小鼠颈椎脱臼法处死后，取新鲜肺组织置于

－２０ ℃冰箱中快速冷冻，待完全冻实后放入组织粉

碎机中快速粉碎（粉碎时间为 １０ ｍｉｎ），取粉碎后的

组织匀浆于－２０ ℃冰箱中备用。

１．４．２　 磁珠法提取 ＤＮＡ
取试管加 １００ ｍｇ 匀浆样本，参考双酶解方法，加

入１０ μＬ 混 合 酶 工 作 液 （蛋 白 酶 Ｋ 的 浓 度 为

４０ ｍｇ ／ ｍＬ，溶菌酶的浓度为１０ ｍｇ ／ ｍＬ），５６ ℃ 水浴

５ ｍｉｎ；加入 ７５０ μＬ 裂解液（盐酸胍的浓度为６ ｍｏｌ ／ Ｌ，
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 的 浓 度 为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＥＤＴＡ 的 浓 度 为

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、异丙醇的体积比为 １ ∶ ３，ＳＤＳ 为 ０．１％，
Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００为 ０．５％，β－巯基乙醇为 ０．５％，氯化钠的浓

度为８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，柠檬酸钠的浓度为２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ｐＨ＝６）和磁珠工作液（磁珠浓度１００ μｇ ／ ｍＬ，液态介

质为异丙醇），上下颠倒试管 ５～１０ 次充分混合，在室

温下放置３ ｍｉｎ；用磁分离架分离磁珠并弃上清；用
８００ μＬ 洗涤液（氯化锂的浓度为８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＭＯＰＳ
的浓度为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，氯化钠的浓度为１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
乙醇的体积比为 ６０％，其中乙醇的 ｐＨ＝ ７．０）洗 ２ 次，
然后分离磁珠弃上清；用１ ０００ μＬ漂洗液（乙醇的浓

度为 ７０％）漂洗 ２ 次，分离磁珠弃上清；室温放置 ３
ｍｉｎ，挥干乙醇，加入１００ μＬ洗脱液（ＥＤＴＡ 的浓度为

０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 的浓度１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，其中 Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ 的 ｐＨ＝８．０）上下吹打沉淀，使微球充分悬浮，在
室温下放置３ ｍｉｎ，得纯化的基因组 ＤＮＡ［６－９］。
１．４．３　 琼脂糖凝胶电泳检测

于锥形瓶中加入 ０．５ ｇ 琼脂糖，加 ｌ×ＴＢＥ５０ ｍＬ，
加热溶解后取出置冷，加３ μＬ ＧｌｏｄＶｉｅｗ 混匀，倒入

制胶板中，插梳子。 冷却凝固。 取出梳子后置于电

泳槽中。 将提取得到的样品液取４ μＬ与ｌ μＬ上样缓

冲液（Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ）混匀后，加入点样孔中。 另取

４ μＬ Ｍａｒｋｅｒ，加入点样孔中。 打开电源，将电压调

节为 １１０ Ｖ，电泳 ３０ ｍｉｎ。 然后，取出凝胶，拍照。
１．４．４　 ＤＮＡ 纯度和浓度测定

取上述提取的 ＤＮＡ 样品２ μＬ注入微型分光光

度计加样孔中，读数，每个样品测定 ３ 次，取均值，得
基因组 ＤＮＡ 纯度和浓度。
１．４．５　 盐酸胍和碘化钠浓度对 ＤＮＡ 提取效果的影响

取小鼠肺组织分成１００ ｍｇ的小份，共 １６ 份，依
次加入等浓度梯度的盐酸胍裂解液（盐酸胍的浓度

为 １～ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 的浓度为１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＥＤＴＡ
的浓度为１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、异丙醇的体积比为 １ ∶ ３，ＳＤＳ
为 ０．１％，Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００为 ０．５％，β－巯基乙醇为 ０．５％，氯
化钠的浓度为 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，柠檬 酸 钠 的 浓 度 为

２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ＝ ６）和等浓度梯度的碘化钠裂解液

（碘化钠的浓度为 １～８ ｍｏｌ ／ Ｌ，盐酸胍的浓度为

６ ｍｏｌ ／ Ｌ，Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 的浓度为１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＥＤＴＡ 的浓度

为１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、异丙醇的体积比为１ ∶ ３，ＳＤＳ 为０．１％，
Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００为 ０．５％，β⁃巯基乙醇为 ０．５％，氯化钠的浓

度为８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，柠檬酸钠的浓度为２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ
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＝６），按照上述实验过程分别进行肺组织的基因组

ＤＮＡ 提取，其它过程同上（１．４．２），得基因组 ＤＮＡ 样

品，测定基因组 ＤＮＡ 样品纯度和浓度，方法同上（１．４．
４），最后借助软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ（ｖ１．８．０），１％凝胶电泳，分
子量标准为ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，每孔样品加入量

为 ４ μＬ，进行凝胶电泳对比分析。
１．４．６　 裂解液 ｐＨ 值对 ＤＮＡ 提取效果影响

取小鼠肺组织分成 １００ ｍｇ 的小份，共 ５ 份，加
入不同 ｐＨ 的裂解液（盐酸胍的浓度为６ ｍｏｌ ／ Ｌ，Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ 的 浓 度 为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＥＤＴＡ 的 浓 度 为

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、异丙醇的体积比为１ ∶ ３，ＳＤＳ 为 ０． １％，
Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００为 ０．５％，β⁃巯基乙醇为 ０．５％，氯化钠的浓

度为８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，柠檬酸钠的浓度为２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，盐
酸调节 ｐＨ 分别为 ４、４．５、５、５．５、６），１％凝胶电泳，分
子量标准为ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，每孔样品加入量

为４ μＬ。按照上述实验过程分别进行肺组织的基因

组 ＤＮＡ 提取、检测、分析比较。
１．４．７　 磁珠用量对 ＤＮＡ 提取效果影响

取小鼠肺组织分成１００ ｍｇ的小份，共 ８ 份，加入

７５０ μＬ裂解液（同 １． ４． ２）和不同体积（２０、３０、４０、
６０、７０、８０、９０、１００ μＬ）的磁珠工作液（同 １．４．２），按
照上述实验过程分别进行肺组织的基因组 ＤＮＡ 提

取、检测、分析比较。
１．４．８　 裂解液中其它盐类对 ＤＮＡ 提取效果的影响

取小鼠肺组织分成１００ ｍｇ的小份，共 １１ 份，分
别加入不同浓度的含 Ｋ＋（柠檬酸钾）的裂解液（其
他成分同 １． ４． ２，Ｋ＋ 浓度分别为 ０． １、０． ２、０． ４、０． ８、
１．０、１．２ ｍｏｌ ／ Ｌ）和含 Ｎａ＋（氯化钠）的裂解液（其他成

分同 １．４．２，Ｎａ＋ 浓度分别为１ ２５０、１ ０００、７５０、５００、
２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， １％ 凝 胶 电 泳， 分 子 量 标 准 为

ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，每孔样品加入量为４μＬ。按照

上述实验过程分别进行肺组织的基因组 ＤＮＡ 提取、
检测、分析比较。

２　 结　 果

２．１　 基因组 ＤＮＡ 提取纯度、浓度及所耗时间

　 　 采用二氧化硅修饰的磁珠试剂盒提取 ＤＮＡ 与

传统同类试剂盒［５］ 提取 ＤＮＡ 实验对比（见表 １）。
在 ＤＮＡ 提取质量方面，本试剂盒提取的基因组

ＤＮＡ 样品纯度高，蛋白含量低，盐残留少，可直接用

于 ＰＣＲ 扩增；在 ＤＮＡ 提取时效方面，本试剂盒单次

提取时间为２５ ｍｉｎ，优于国内众多试剂盒。

表 １　 基因组 ＤＮＡ 提取情况及耗时情况对比

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ

组别 ＯＤ２６０ ／ ２８０ ＯＤ２６０ ／ ２３０ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ） 所用时间 ／ ｍｉｎ
传统同类试剂盒 １．６８±０．２３ １．１７±０．１８ ６９±２０ ５０

磁珠试剂盒 １．７９±０．２８ １．１３±０．２８ ７７±４６ ２５

２．２　 盐酸胍浓度对基因组 ＤＮＡ 提取效果的影响

　 　 本研究采用不同浓度的盐酸胍裂解缓冲液和不

同浓度的碘化钠裂解缓冲液进行了小鼠肺组织基因

组 ＤＮＡ 的提取。 从其平行实验结果（见图 １）可以

看出，当盐酸胍和碘化钠浓度１～３ ｍｏｌ ／ Ｌ时，出现电

泳条带，说明洗脱液中含有基因组 ＤＮＡ，但基因组

ＤＮＡ 含 量 较 少， 当 盐 酸 胍 和 碘 化 钠 浓 度 高 于

４ ｍｏｌ ／ Ｌ，随浓度的增加电泳条带也加粗、加亮，表明

所提取得的基因组 ＤＮＡ 的量也随之增加。 当盐酸

胍浓度高于６ ｍｏｌ ／ Ｌ后，ＤＮＡ 提取效率呈现饱和趋

势，增加效果不明显。 碘化钠亦相同。

图 １　 不同盐类浓度对基因组 ＤＮＡ 提取效果的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ
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２．３　 裂解液 ｐＨ 对基因组 ＤＮＡ 提取效果的影响

　 　 裂解液的 ｐＨ 对核酸的提取效果影响较大，本
实验采用不同 ｐＨ 的裂解液对小鼠肺组织提取所得

基因组 ＤＮＡ 的电泳图（见图 ２）。 当 ｐＨ 在 ４ ～ ６ 范

围内有亮条带显示有基因组 ＤＮＡ，ｐＨ 为 ６ 时 ＤＮＡ
条带最亮，表明该 ｐＨ 下提取 ＤＮＡ 量多，ｐＨ４⁃６ 时则

条带色浅，表明 ＤＮＡ 量少，因此，本试剂盒将裂解液

的 ｐＨ 选定在 ６．０ 左右。
２．４　 磁珠用量对基因组 ＤＮＡ 提取效果的影响

　 　 磁珠用量的多少也影响着提取的 ＤＮＡ 量，使用

不同量的磁珠对小鼠肺组织中提取 ＤＮＡ （见图 ３）。
本实验对于 １００ ｍｇ 肺组织，适宜的磁珠用量为 ８０
μｇ。 从图中可见，磁珠用量 ４０ μｇ ／ １００ ｍｇ 时 ＤＮＡ
产量在低，当在 ４０ ～ ７０ μｇ ／ １００ ｍｇ 时，ＤＮＡ 产量随

着磁珠的用量增加而显著增加，而高于 ７０ μｇ ／ １００
ｍｇ，ＤＮＡ 产量变化不明显。 理论上，当吸附未达到

饱和时，对于一定量的 ＤＮＡ，随着磁珠用量增加，吸
附表面积增大而增加吸附 ＤＮＡ 量，当所有 ＤＮＡ 被

吸附后，不会再随磁珠用量增加而增加。 此外，根据

ＵＶ 检测，样品 ＤＮＡ 的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 比值在 １．６８～

１．８２ 范围之间，说明用本方法提取所得基因组 ＤＮＡ
的纯度较高。

图 ２　 不同 ｐＨ 对基因组 ＤＮＡ 提取效率的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ

图 ３　 不同磁珠用量提取基因组 ＤＮＡ 的饱和吸附曲线

Ｆｉｇ．３　 Ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ

２．５　 裂解液中其它盐类对基因组 ＤＮＡ 提取效果的

影响

　 　 裂解液极性会影响 ＤＮＡ 提取效率，其中某些离

子强度（如加入 ＫＣｌ、ＮａＣｌ 等）的增加可以增加溶液

的极性。 本研究采用含有不同浓度的 Ｋ＋ 和 Ｎａ＋ 的

裂解液对小鼠肺组织的基因组 ＤＮＡ 进行提取（见

图 ４）。 显示增加 Ｎａ＋浓度 ＤＮＡ 得率不随之增加，相
反，低 Ｎａ＋时，ＤＮＡ 得率相对较高。 随着 Ｋ＋浓度增

加显示有挂孔现象，表明其浓度增加较大影响提取

率，综上分析，裂解液中钠离子强度在０．７５ ｍｏｌ ／ Ｌ左
右，钾离子强度暂时不添加，避免挂孔。
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图 ４　 不同 Ｎａ＋和 Ｋ＋浓度对基因组 ＤＮＡ 提取效率的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎａ＋ ａｎｄ Ｋ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ

３　 讨　 论

　 　 目前，仅有少量文献报道运用磁珠法快速提取

基因组 ＤＮＡ，这些方法的提取试剂由于成分的限制

均针对某一种特定的样本，例如：大肠杆菌、组织、细
胞、血液等，缺乏广泛适用性。 本研究通过对提取过

程工艺优化，使用了复合酶解法，可以裂解不同的组

织样品，并初步找到了一种适用于大多数实验样本

的快速提取基因组 ＤＮＡ 的实验方法，并且对实验方

法中的关键试剂的最佳用量进行摸索，最终确定了

上述试剂配方及反应体系，本文以肺组织为例介绍

该实验研究，其他的样本结果将在以后的文章中介

绍，课题组也将继续研究，进一步优化该体系。
文中选择盐酸胍作为裂解液中发挥裂解作用的

成分，它可使结构中氢键断裂，溶解蛋白质，破坏蛋

白质二级结构，使蛋白质从核酸上解离下来。 盐酸

胍在提取基因组 ＤＮＡ 时效率较高，其作用机理有以

下两点，其一可能是促使核膜破裂，降解了蛋白质，
其二促使 ＤＮＡ 的吸附，盐浓度越高溶液中的自由水

分子就越少，盐离子的水化能力就越强，导致核酸分

子暴露的磷酸基团越多，与磁珠表面修饰的基团增

加，形成氢键的结合位点，增加 ＤＮＡ 的吸附。 随着

分子诊断及分子育种等技术的兴起，快速、高效、保
质保量的提取样本的基因组 ＤＮＡ 是进行分子诊断、
分子育种等技术的首要条件［１０－１２］。

４　 结　 论

　 　 １）本实验方法提取的基因组 ＤＮＡ 样品纯度

高，蛋白含量低，盐残留少。
２）本实验方法可提取样本种类多样：组织、细

胞、致病菌和血液都可。
３）提取方法简便、快捷，有进行产业化应用的

价值。
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