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　　［摘要］　目的　建立盐析法快速从口腔拭子中提取基因组ＤＮＡ的方法。方法　首先以细胞裂解液和蛋白酶Ｋ消化
口腔上皮细胞，然后用５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ沉淀蛋白质，用异丙醇沉淀ＤＮＡ，最后用７０％乙醇洗涤得到的ＤＮＡ并将其溶于ＴＥ（１０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）中。用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术对ＴＰ５３基因

的ｒｓ１０４２５２２和ＣＨＲＮＡ３基因的ｒｓ１２９１０９８４位点进行分型。对不同基因型的样本测序验证。结果　单支口腔拭子提取得
到的ＤＮＡ量在０．６８～２．５６μｇ之间，Ｄ２６０／Ｄ２８０比值在１．７７～１．９４之间。经ＰＣＲ扩增和酶切消化，１０个样本的两个单核苷酸

多态性都得到了清楚分型。酶切结果与测序结果吻合。结论　本实验所建立的盐析法可以快速、简便、经济地从口腔拭子得
到高质量的基因组ＤＮＡ。

　　［关键词］　盐析；口腔拭子；ＤＮＡ提取；单核苷酸多态性
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　　口腔黏膜细胞是分子流行病学、遗传学和法医学研究中

重要的ＤＮＡ来源［１３］，其收集具有取样简便、安全、成本低、

无创伤的优点［１］。目前从人体口腔黏膜上皮细胞提取ＤＮＡ

的方法主要有酚氯仿法［１］、Ｃｈｅｌｅｘ１００法［４６］、试剂盒法［３，７］

等。酚氯仿法提取ＤＮＡ的操作较为繁杂，效率不稳定，且

酚和氯仿均有挥发毒性，长期使用严重危害人体健康［８］。

Ｃｈｅｌｅｘ１００法操作比较简单，但得到的ＤＮＡ纯度不高［９］，黄

晓晶等［１０］认为用此法提取的ＤＮＡ保存时间不宜过长，超过

１２个月可能会影响ＰＣＲ的忠实性。试剂盒法得到的ＤＮＡ

质量较好，但成本较高［１１］。盐析法是全血基因组ＤＮＡ提取

常用的方法之一，具有快速、简便、可靠的特点［１２］。目前国内

外尚无盐析法提取口腔拭子ＤＮＡ的报道。我们以志愿者提

供的口腔拭子为标本，建立了盐析法提取口腔拭子ＤＮＡ的

方法，并用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＰＣＲＲＦＬＰ）技术对得到的 ＤＮＡ 的２个单核苷酸多态性

（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）位点（ＴＰ５３基因的

ｒｓ１０４２５２２和ＣＨＲＮＡ３基因的ｒｓ１２９１０９８４）进行了分析。
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１　材料和方法

１．１　样本与试剂　１０支口腔拭子由志愿者（均知情同意，男

性５名，年龄２０～３８岁，女性５名，年龄２０～３４岁）提供，温开

水漱口后无菌棉签在颊黏膜轻擦１０次，室温下过夜干燥。

另取１支棉签作为阴性对照。所用试剂包括：裂解液（１０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，２

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ＳＤＳ，ｐＨ８．０），２０ｍｇ／

ｍｌ蛋白酶 Ｋ，５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，异丙醇，７０％乙醇和 ＴＥ（１０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）。ＳｉｎｏＢｉｏ２×

Ｔａｑｍａｓｔｅｒｍｉｘ购于上海欣百诺生物科技有限公司，λＤＮＡ／

ＨｉｎｄⅢ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ购于天根生化科技（北京）有限公

司，限制性核酸内切酶Ｂｓｈ１２３６Ⅰ、ＡｌｕⅠ购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司。所用试剂均为分析纯。

１．２　提取口腔拭子ＤＮＡ的方法　（１）取１．５ｍｌ离心管１１
个，标记为１～１１，将１～１０号拭子头部剪入相应离心管，在

１１号离心管剪入阴性对照棉签。加入细胞裂解液４００μｌ，蛋

白酶Ｋ２０μｌ，振荡，置６５℃３０ｍｉｎ，期间振荡２次。（２）取出

离心管，瞬时离心，加入２００μｌ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，混匀，将离心

管中 液 体 尽 量 转 移 到 新 的 标 记 好 的 相 应 离 心 管。

（３）１５１０６×ｇ离心５ｍｉｎ，将上清转移到新的标记好的相应

离心管。加入等体积异丙醇，充分混匀，１５１０６×ｇ 离心５

ｍｉｎ，弃上清。（４）沉淀加入７０％乙醇１ｍｌ，１５１０６×ｇ离心５

ｍｉｎ，弃上清。（５）瞬时离心，将离心管管底乙醇吸出，振荡培

养箱３７℃放置５ｍｉｎ，加入ＴＥ５０μｌ。

１．３　ＤＮＡ浓度和纯度检测　用ＰＵＥＸ紫外分光光度计检

测ＤＮＡ的紫外吸收值，计算ＤＮＡ的量和纯度。根据计算结

果将ＤＮＡ稀释为１０ｎｇ／μｌ。

１．４　ＤＮＡ分子质量检测　４μｌＤＮＡ与２μｌ上样缓冲液混

合，０．８％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，凝胶成像系统照相。

１．５　ＳＮＰｓ检测　引物由Ｐｒｉｍｅｒ３（ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．

ｅｄｕ／ｐｒｉｍｅｒ３／）软件设计，上海英骏生物技术有限公司合成。

ｒｓ１０４２５２２位点上游引物：５′ＣＡＡ ＴＧＧ ＡＴＧ ＡＴＴＴＧＡ

ＴＧＣＴＧ３′，下游引物：５′ＴＧＧＴＡＧＧＴＴＴＴＣＴＧＧＧＡＡ

ＧＧ３′，扩增产物长度为１９６ｂｐ。ｒｓ１２９１０９８４位点上游引物：

５′ＧＣＴＧＧＴＣＴＴＧＡＡＣＴＣＣＣＡ ＡＣ３′，下游引物：５′

ＧＧＧＣＴＡＧＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＴＧＣ３′，扩增产物长度为３１５

ｂｐ。ＰＣＲ反应体系均为２０μｌ，包含ＳｉｎｏＢｉｏ２×Ｔａｑｍａｓｔｅｒ

ｍｉｘ１０μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各０．４μｌ，模板１μｌ（１０

ｎｇ），ｄｄＨ２Ｏ８．２μｌ。ｒｓ１０４２５２２位点 ＰＣＲ扩增反应条件：

９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１５ｓ，３５个循环；最后７２℃ 延伸５ｍｉｎ。ｒｓ１２９１０９８４位点

ＰＣＲ扩增反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５９℃
退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，３５个循环；最后７２℃ 延伸５ｍｉｎ。

取４μｌＰＣＲ产物在２％琼脂糖凝胶上进行电泳，溴化乙锭染

色，凝胶成像系统照相。２个ＳＮＰｓ位点酶切总反应体积均

为１５．５μｌ，其中缓冲液１μｌ，ＰＣＲ产物１０μｌ，内切酶０．５μｌ
（５Ｕ），ｄｄＨ２Ｏ４μｌ。３７℃水浴过夜，２％琼脂糖凝胶电泳后

凝胶成像系统照相。

１．６　ＤＮＡ测序　取２个ＳＮＰｓ位点酶切后判断为不同基因

型的样本扩增后送北京诺赛基因组研究中心测序。

２　结　果

２．１　ＤＮＡ浓度和纯度检测结果　紫外吸收值测定结果显

示单支口腔拭子提取得到ＤＮＡ的量在０．６８～２．５６μｇ之间，

均值为１．０６μｇ。Ｄ２６０／Ｄ２８０比值在１．７７～１．９４之间，均值为

１．８３。

２．２　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳结果　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳显

示ＤＮＡ的大小在２３ｋｂ左右，部分样品有凋亡条带出现

（图１）。

图１　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＤＮＡ
Ｍ：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ；１１０：Ｓａｍｐｌｅｓｏｆ１ｔｏ１０；１１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｗａｂ

２．３　ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳　从图２和图３可知，１０支

口腔拭子的２个ＳＮＰｓ位点的ＰＣＲ产物都得到了单一清晰

的目的条带，而阴性对照（包括棉签和扩增用去离子水）没有

ＰＣＲ产物。

２．４　酶切结果　从图４和图５可知，１０支口腔拭子的２个

ＳＮＰｓ位点都得到了清楚分型。

２．５　ＤＮＡ测序结果　图６为ｒｓ１０４２５２２位点的测序结果，

其中Ａ为１号样本测序结果，Ｂ为４号样本测序结果，Ｃ为

１０号样本测序结果，与酶切结果相符。图７为ｒｓ１２９１０９８４位

点的测序结果，其中 Ａ为８号样本测序结果，Ｂ为９号样本

测序结果，Ｃ为１０号样本测序结果，与酶切结果相符。
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图２　ｒｓ１０４２５２２ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｓ１０４２５２２
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ；１１０：Ｓａｍｐｌｅｓｏｆ１ｔｏ１０；１１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｗａｂ；１２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｗａｔｅｒ

图３　ｒｓ１２９１０９８４ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ３　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｓ１２９１０９８４
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ；１１０：Ｓａｍｐｌｅｓｏｆ１ｔｏ１０；１１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｗａｂ；１２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｗａｔｅｒ

图４　ｒｓ１０４２５２２酶切产物电泳图

Ｆｉｇ４　Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｓ１０４２５２２ｂｙＰＣＲＲＦＬＰ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ；１：Ｐｒｏ／Ｐｒｏｇｅｎｏｔｙｐｅ；２５，９：Ｐｒｏ／Ａｒｇｇｅｎｏｔｙｐｅ；６８，１０：Ａｒｇ／Ａｒｇｇｅｎｏｔｙｐｅ

图５　ｒｓ１２９１０９８４酶切产物电泳图

Ｆｉｇ５　Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｓ１２９１０９８４ｂｙＰＣＲＲＦＬＰ

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ；１，３，４，６，７，９：ＡＧｇｅｎｏｔｙｐｅ；２，１０：ＡＡｇｅｎｏｔｙｐｅ；５，８：ＧＧｇｅｎｏｔｙｐｅ
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图６　ｒｓ１０４２５２２ＰＣＲ产物测序图

Ｆｉｇ６　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｓ１０４２５２２
Ａ：ＨｏｍｏｚｙｇｏｕｓＣＣ；Ｂ：ＨｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓＣＧ；Ｃ：ＨｏｍｏｚｙｇｏｕｓＧＧ

图７　ｒｓ１２９１０９８４ＰＣＲ产物测序图

Ｆｉｇ７　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｓ１２９１０９８４
Ａ：ＨｏｍｏｚｙｇｏｕｓＧＧ；Ｂ：ＨｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓＡＧ；Ｃ：ＨｏｍｏｚｙｇｏｕｓＡＡ

３　讨　论

　　ＴＰ５３基因是迄今发现的与人类恶性肿瘤相关性最密切

的基因之一，其第７２密码子具有ＣＧＣ／ＣＣＣ单核苷酸多态性

（ｒｓ１０４２５２２），编码的氨基酸残基分别为精氨酸（ａｒｇｉｎｉｎｅ，

Ａｒｇ）和脯氨酸（ｐｒｏｌｉｎｅ，Ｐｒｏ）［１３］。研究表明，ＴＰ５３基因外显

子４上密码子７２的多态性与细胞周期调节、凋亡、肿瘤易感

性、化疗药物敏感性、生殖、免疫和炎症等密切相关［１４１９］。

ＣＨＲＮＡ３为尼古丁乙酰胆碱受体的一个亚单位，位于该基

因的ｒｓ１２９１０９８４位点与肺癌的风险和吸烟行为相关［２０］。目

前我们正在用ＰＣＲＲＦＬＰ研究这两个ＳＮＰｓ位点与非小细

胞肺癌易感性之间的关系。

　　本研究以普通实验室具有的试剂为基础，建立了盐析提

取口腔拭子ＤＮＡ的方法。首先用细胞裂解液和蛋白酶Ｋ消

化裂解口腔黏膜上皮细胞，使其释放ＤＮＡ，然后用浓盐沉淀

蛋白质并通过离心去除蛋白质，再用异丙醇沉淀ＤＮＡ，最后

经７０％乙醇洗涤后得到高质量ＤＮＡ。ｖａｎＷｉｅｒｅｎｄｅＷｉｊｅｒ

等［１］用有机溶剂法提取口腔拭子 ＤＮＡ，经过５次离心（含

７０％乙醇洗涤２次）和１次冰浴，用到了７种试剂，时间在３ｈ

以上。本研究对口腔拭子ＤＮＡ的提取均在室温下进行，不

需要特殊设备，经过５次离心（含瞬时离心２次），用到了６种

试剂，时间在１ｈ左右，低于有机溶剂法提取口腔拭子ＤＮＡ

所需的时间，也低于Ｃｈｅｌｅｘ１００法［４，６］和试剂盒法提取口腔

拭子ＤＮＡ所用的时间。本方法所需试剂除蛋白酶Ｋ价格较

高外，其余试剂均较便宜，提取单支口腔拭子ＤＮＡ的全部费

用不超过１．５０元，低于试剂盒法提取ＤＮＡ所需费用。紫外

吸收值测定显示Ｄ２６０／Ｄ２８０比值在１．７７～１．９４之间，琼脂糖

凝胶电泳显示ＤＮＡ的大小在２３ｋｂ左右，表明得到ＤＮＡ的

质量较高。单支口腔拭子得到的ＤＮＡ量在０．６８～２．５６μｇ
之间，与国内试剂盒单支拭子样本得率在０．５～３．５μｇ相当。

不同拭子得到的ＤＮＡ量有较大差别，可能与不同拭子上细

胞数目量的多少不同有关。按１次 ＰＣＲ反应需要１０ｎｇ

ＤＮＡ计算，单支口腔拭子得到的ＤＮＡ至少可以完成数十次

的ＰＣＲ反应。部分ＤＮＡ电泳有凋亡条带出现，可能是上皮

细胞离开口腔后发生凋亡所致，但并不影响后续的ＰＣＲ扩增

和酶切。酶切显示１０个样本的２个ＳＮＰｓ都得到了清楚分

型，测序结果与酶切结果吻合，证明了该方法得到的ＤＮＡ用

于多态性分析的可行性。目前，在研究生的实验教学中，我

们应用盐析法提取口腔拭子ＤＮＡ用于胸苷酸合酶基因多态

性的分析，取得了良好效果。

　　本研究初步证明盐析法可以快速、简便、经济地从口腔

拭子中得到高质量的基因组 ＤＮＡ，进一步的应用效果尚需

在大样本量的标本中进行验证。
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·消　息·

《第二军医大学学报》入选“百种中国杰出学术期刊”和“中国精品科技期刊”

　　２０１１年１２月２日，中国科学技术信息研究所在北京国际会议中心召开了２０１０年中国科技论文统计结果发布会，大会公

布了２０１１年度“百种中国杰出学术期刊”和“中国精品科技期刊”评选结果。《第二军医大学学报》入选２０１０年“百种中国杰出

学术期刊”和２０１１年“中国精品科技期刊”。

　　 中国科学技术信息研究所每年出版的《中国科技期刊引证报告》（核心版）定期公布中国科技论文与引文数据库（ＣＳＴ

ＰＣＤ）收录的中国科技论文统计源期刊科学计量指标。１９９９年开始，采用层次分析法，由专家打分确定了重要指标的权重，并

分学科对每种期刊进行综合评定。２００２年公布了第一届“百种中国杰出学术期刊”名单。２０１１年根据中国学术期刊的变化趋

势和实际状况，重新核定了期刊的指标权重，在此基础上对２０１０年中国学术期刊的总被引频次、影响因子、即年指标、平均引

文率等多项指标进行评价，综合评定而推出了２０１０年“百种中国杰出学术期刊”。这是《第二军医大学学报》首次入选“百种中

国杰出学术期刊”。国家科技部自２０００年以来，先后立项进行了“中国精品科技期刊战略研究”和“中国精品科技期刊服务与

保障系统”的研究工作，提出了打造精品科技期刊的概念，以提升中国科技期刊的整体水平。中国精品科技期刊遴选指标由定

量指标和定性指标两部分组成，遴选时以定量指标为主，定性指标为辅。定量指标主要包括学术质量水平指标和国际竞争力

水平指标。定性指标主要是指期刊的可持续发展潜力指标。《第二军医大学学报》继２００８年被评为首届“中国精品科技期刊”

后，２０１１年又被评为第二届“中国精品科技期刊”。


