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　　［摘要］　目的　比较３种血细胞ＤＮＡ提取方法（进口试剂盒、国产试剂盒和改良苯酚抽提方法）对新鲜血细胞及冻血细

胞ＤＮＡ的提取效率及差异。方法　收集２０例胰腺癌患者５ｍＬ外周血标本，经低速离心获得血细胞沉淀后分装，根据保存
方式分为新鲜血细胞和冻血细胞。新鲜血细胞不经冻存，在１２ｈ内迅速抽提ＤＮＡ；冻血细胞在－４０℃保存７２ｈ后，室温解冻

后抽提ＤＮＡ。抽提方法分别采用进口试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）、国产试剂盒（天根生化科技有限公司）和改良苯酚方法。琼脂糖

电泳检测ＤＮＡ片段的完整性，核酸蛋白检测仪测定ＤＮＡ纯度和浓度，计算不同抽提方法的ＤＮＡ得率。结果　在获得的
ＤＮＡ完整性方面，改良苯酚方法抽提的基因组ＤＮＡ断裂和降解较少，而进口和国产试剂盒抽提的ＤＮＡ均有一定程度的降解

小片段。在获得ＤＮＡ的纯度方面，部分冻存血细胞无论应用进口试剂盒、国产试剂盒和改良苯酚方法，均表现出一定的污染

杂峰。在ＤＮＡ得率方面，无论新鲜血细胞和冻存血细胞，均是进口试剂盒得率最高，其次为国产试剂盒；冻血细胞的改良苯酚

法ＤＮＡ得率与国产试剂盒相当，新鲜血细胞的改良苯酚法ＤＮＡ得率最低。在耗时和成本分析中，试剂盒较快但成本较高。

结论　改良苯酚抽提法可获得较进口和国产试剂盒片段更长、更完整的基因组ＤＮＡ，虽然在得率和耗时方面稍逊色，但其成
本较低，可推荐用于大规模、分批次、低成本冻存血细胞的基因组ＤＮＡ抽提。
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　　基因组ＤＮＡ的提取物作为分子生物学研究必

需的一项技术手段，已被广泛应用于生物学及医学

领域［１］。根据研究的目的不同，研究者对基因组

ＤＮＡ的完整性、纯度和得率也有不同要求［２］，也需

进行多种常用方法的比较分析［３５］。Ｋｒａｓ突变通常

被认为是胰腺癌发生的早期事件，对胰腺癌的诊断

具有重要意义［６９］。本实验室在胰腺癌的早期诊断

研究中，拟对胰腺癌高危人群的外周血中的Ｋｒａｓ
基因突变进行检测，研发胰腺癌筛查诊断试剂盒，这

需要多中心、大样本的ＤＮＡ抽提，必须事先对冻存

血和新鲜血及不同抽提方法进行评估，以保证后期

大规模实验的成功和成本核算。本研究比较了进口

试剂盒、国产试剂盒和改良苯酚抽提法３种血细胞

ＤＮＡ提取方法对新鲜血细胞及冻血细胞ＤＮＡ的提

取效率，以寻找一种高效率、低成本的基因组ＤＮＡ
抽提方法。

１　材料和方法

１．１　标本来源、试剂及仪器　外周血样本来源于长

海医院消化内科及胰腺外科的胰腺癌患者，共２０
例，每例晨间抽取５ｍＬ外周静脉血，ＥＤＴＡＮａ２ 抗

凝。进口外周血ＤＮＡ抽提试剂盒为Ｑｉａｇｅｎ公司的

ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ．５１１０４），国

产外周血ＤＮＡ抽提试剂盒为天根生化科技（北京）

有限公司生产的血液基因组ＤＮＡ抽取系统（货号：

ＤＰ３１９０１），饱和酚购自上海生工生物工程技术服务

有限公司，红细胞裂解液和ＤＮＡ裂解液由本实验室

配制。ＮＤ１０００核酸测定仪为 ＮａｎｏＤｒｏｐ公司产

品，电泳仪为ＢｉｏＲａｄ公司产品，低速离心机为上海

飞鸽仪器厂产品，高速台式离心机为 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司产

品，水浴锅为上海精宏仪器厂产品，凝胶电泳成像系

统为上海复日科技公司产品。

１．２　标本分组及处理　抗凝全血９５０×ｇ低速离心

１０ｍｉｎ，分离血浆和血细胞，用枪头小心吸除上层血

浆至淡黄色层（此为密度不均一的白细胞宽带），将

剩下的血细胞吹散、颠倒混匀后，吸取血细胞（２００

μＬ或３００μＬ）用１．５ｍＬ的ＥＰ离心管进行分组分

装（表１）。拟进行新鲜血细胞抽提的样品不经冻存，

１２ｈ内进行ＤＮＡ抽提；拟进行血液冻存后抽提的样

品，－４０℃冻存７２ｈ后，室温解冻，进行ＤＮＡ抽提。

１．３　ＤＮＡ抽提方法

１．３．１　进口试剂盒抽提　采用吸附柱抽提方法，取

２００μＬ血细胞，应用ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ
试剂盒（同一货号不同批次随机选用），按说明书上

的步骤进行操作。

表１　标本分组方案

Ｔａｂ１　Ｓｐｅｃｉｍｅｎｇｒｏｕｐｉｎｇ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｓａｍｐｌｅ ＶｏｌｕｍｅＶ／μＬ

ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ Ｆｒｅｓｈ ２００

Ｆｒｏｚｅｎ ２００

ＴｉａｎｇｅｎＤＮＡＢｌｏｏｄＫｉｔ Ｆｒｅｓｈ ３００

Ｆｒｏｚｅｎ ３００

Ｍｏｄｉｆｉｅｄｐｈｅｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｆｒｅｓｈ ３００

Ｆｒｏｚｅｎ ３００

１．３．２　国产试剂盒抽提　采用吸附柱抽提方法，取

３００μＬ血细胞，应用天根生化科技（北京）有限公司

的血液基因组ＤＮＡ抽取试剂盒（同一货号不同批次

随机选用），按说明书上的步骤进行操作。

１．３．３　改良苯酚抽提法　对源自于《分子克隆实验

指南》的“新鲜抽取或冻存血细胞的裂解”［１０］方法进

行改良。主要对ＤＮＡ裂解液成分进行了添加，配方

如下：６７ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．８），１６．６ｍｍｏｌ／

Ｌ硫酸铵，５ ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇，６．７ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，６．７μｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０），１．７μｍｏｌ／Ｌ

ＳＤＳ，５０μｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ。硫酸铵可以降低裂解液

中的蛋白含量及去除ＲＮＡ，提高ＤＮＡ的得率。β
巯基乙醇是一种还原剂，可以防止ＤＮＡ提取过程中

细胞内物质发生褐变，以免对实验结果产生影响。

ＭｇＣｌ２是为了增加ＥＴＤＡ的螯合作用。操作过程如

下：取３００μＬ血细胞，加１ｍＬ红细胞裂解液（１０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．６），１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００），振

荡混匀，９５０×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清。如此重复２
次，裂解红细胞。然后，向沉淀中加３００μＬＤＮＡ裂

解液，振荡混匀，５５℃水浴１ｈ，再放入８５℃水浴１０

ｍｉｎ。而后，加入等体积饱和酚、氯仿各抽提１次，取

上清，加１／１０体积的３ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠，再加入等体

积的异丙醇，上下颠倒混匀；室温放置５ｍｉｎ后，

１５２９０×ｇ，离心５ｍｉｎ，弃上清。再加１ｍＬ７０％乙

醇，１５２９０×ｇ，离心５ｍｉｎ，弃上清，用滤纸尽量吸干

废液，放超净台吹风，晾干。用３０μＬ无核酸纯净水

溶解沉淀。

１．４　ＤＮＡ质量检测

１．４．１　琼脂糖凝胶电泳检测　取５μＬＤＮＡ样品，

用含溴化乙啶的１％琼脂糖凝胶进行电泳，凝胶成像
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系统分析电泳结果并成像。

１．４．２　核酸蛋白测定仪检测　取１μＬＤＮＡ样品，

使用ＮＤ１０００核酸测定仪进行吸光谱带扫描，检测

Ｄ２６０／Ｄ２８０的值及ＤＮＡ浓度。根据溶解体积和抽提

血量，计算３种方法抽提ＤＮＡ的得率（ｎｇ／ｍＬ）；按

一次抽提所用的血细胞量，计算３种方法对新鲜和

冻存血细胞样本抽提获得的血ＤＮＡ总量；按各自方

法最后推荐的溶解体积，计算３种抽提方法对新鲜

和冻存血细胞样本抽提获得血ＤＮＡ的浓度。

１．５　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０软件分析数据，各

组间比较采用单因素方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　三种方法所提取的ＤＮＡ的完整性比较　对随

机挑取的新鲜及冻存血细胞４例血样用３种ＤＮＡ
抽提方法抽提获得的ＤＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳，以

检测 ＤＮＡ 质量。如图１所示，３种方法抽提的

ＤＮＡ主条带基本一致，但进口和国产试剂盒抽提的

ＤＮＡ均表现出一定程度的小片段模糊影，而改良苯

酚法抽提的ＤＮＡ无此模糊影。

图１　琼脂糖凝胶电泳检测３种ＤＮＡ抽提方法获得的ＤＮＡ完整性

Ｆｉｇ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｐ１Ｐ４：Ｆｏｕｒｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ

２．２　三种方法所提取的ＤＮＡ的纯度比较　用核

酸蛋白测定仪对抽提的所有样品进行吸光谱带扫

描，发现吸光谱带扫描的主吸收峰均在２６０ｎｍ处，

但部分冻存血细胞在２３０ｎｍ处显示出杂峰。图２
所示为上述随机挑取的４例血样的３种ＤＮＡ抽提

方法获得的ＤＮＡ的检测结果。采用３种ＤＮＡ抽

提方法对新鲜血细胞及冻存血细胞抽提获得的

ＤＮＡ的Ｄ２６０／Ｄ２８０比值的均数及标准差、中位数及

最小数和最大数结果见表２，各组之间进行单因素

方差分析，差异无统计学意义。

２．４　三种方法所提取的 ＤＮＡ 的浓度及得率比

较　ＮＤ１００核酸测定仪测得３种方法抽提获得的

ＤＮＡ浓度均在３３０ｎｇ／μＬ左右，各组之间差异无统

计学意义。３种方法抽提ＤＮＡ的得率如图３所示，

无论新鲜和冻存血细胞，均是进口试剂盒得率最高，

分别为（８２．６±８．１）ｎｇ／ｍＬ和（８１．４±１０．３）ｎｇ／ｍＬ；

其次为国产试剂盒；苯酚抽提冻存血细胞的ＤＮＡ得

率与国产试剂盒相当，得率最低的是苯酚抽提新鲜血

细胞ＤＮＡ，为（３２．９±４．０）ｎｇ／ｍＬ。３种抽提方法对

新鲜和冻存血细胞样本抽提获得血ＤＮＡ总量的中位

数（最小值，最大值）为１５．７（８．０，２０．０）μｇ，ＤＮＡ浓度

的中位数（最小值，最大值）为３１９．５（２３９．１，４００．５）

ｎｇ／μＬ。这些结果表明，本实验中３种抽提方法获得

血ＤＮＡ质量均可满足一般分子生物学检测需要。
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图２　核酸蛋白检测仪检测３种抽提方法获得的ＤＮＡ吸光谱带

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｂｙｐｒｏｔｅｉｎｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｄｅｔｅｃｔｏｒ

ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｒｖｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｆｏｕｒｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｉｎＦｉｇ１

表２　核酸蛋白检测仪检测３种ＤＮＡ抽提方法获得的ＤＮＡ的Ｄ２６０／Ｄ２８０比值

Ｔａｂ２　Ｄ２６０／Ｄ２８０ｒａｔｉｏｓｏｆＤＮＡｏｂｔａｉｎｅｄｂｙ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｂｙｐｒｏｔｅｉｎｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｄｅｔｅｃｔｏｒ

ｎ＝２０

Ｍｅｔｈｏｄ Ｓａｍｐｌｅ Ｄ２６０／Ｄ２８０珚ｘ±ｓ Ｍｅｄｉａｎ（ｍｉｎ，ｍａｘ）

ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ Ｆｒｅｓｈ １．８３２０±０．０４００８ １．８２５０（１．７７，１．９１）

Ｆｒｏｚｅｎ １．８２９５±０．０３７７６ １．８３５０（１．７６，１．９０）

ＴｉａｎｇｅｎＤＮＡＢｌｏｏｄＫｉｔ Ｆｒｅｓｈ １．８２００±０．０３００９ １．８２５０（１．７７，１．８７）

Ｆｒｏｚｅｎ １．８１８５±０．０４３２０ １．８１５０（１．７５，１．８９）

Ｍｏｄｉｆｉｅｄｐｈｅｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｆｒｅｓｈ １．８２０５±０．０３９９３ １．８３００（１．７３，１．８８）

Ｆｒｏｚｅｎ １．８２７４±０．０３９４２ １．８４００（１．７４，１．８９）

图３　不同ＤＮＡ抽提方法获得的ＤＮＡ得率比较

Ｆｉｇ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤＮＡｙｉｅｌｄｏｂｔａｉｎｅｄ
ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｓａｍｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＱｉａｇｅｎ
ｋｉｔ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｓａｍｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｗｉｔｈ
Ｔｉａｎｇｅｎｋｉｔ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｆｒｏｚｅｎｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｅｘｔｒａｃ
ｔｅｄ ｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｎｕａｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ．
ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

２．５　三种方法花费和耗时比较　两种试剂盒抽提

血细胞ＤＮＡ一般需要耗时１ｈ，改良苯酚法抽提耗

时１．５ｈ。国产天根生化科技（北京）有限公司试剂

盒一次价格约为１０元，进口 Ｑｉａｇｅｎ试剂盒价格约

为２０元，改良苯酚抽提约需３～４元。

３　讨　论

　　本研究对采用３种不同的抽提方法抽提血细胞

ＤＮＡ的效率进行了全面的比较研究，同时比对了新

鲜血细胞和冻存血细胞用同一方法抽提的效率差

异。结果表明，改良苯酚抽提法可获得较进口 Ｑｉａ

ｇｅｎ和国产天根生化科技（北京）有限公司试剂盒片

段更长、更完整的基因组ＤＮＡ，虽然在得率和耗时

方面稍逊色，但其成本较低，可推荐用于大规模、分

批次、低成本冻存血细胞的基因组ＤＮＡ抽提。
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　　在抽取新鲜血细胞和冻存血细胞ＤＮＡ的差异

分析中，我们发现，两者在ＤＮＡ得率之间没有显著

差异，仅仅发现在改良苯酚抽提时，冻存血细胞具有

更高的得率，原因可能在于苯酚抽提法的裂解液在

短时间内作用不够充分，而冻存可能使血细胞裂解

得更为彻底，从而获得更高的得率。另一方面，也表

明试剂盒的裂解能力是充分的［１１］。其次，在获得

ＤＮＡ完整性和纯度方面，虽然各组的Ｄ２６０／Ｄ２８０比

值之间差异无统计学意义，但是，从吸光谱带扫描检

测中可以发现，冻存血可导致部分样品在２３０ｎｍ处

出现杂质峰，其性质有待进一步分析。

　　分析３种抽提方法的实验操作，我们发现进口

Ｑｉａｇｅｎ试剂盒抽提时需要的血量少，耗时短，操作

简便，但成本较高。国产天根生化科技（北京）有限

公司试剂盒使用时操作也很简便，耗时短，需要的血

量比进口试剂盒多出１００μＬ，其成本也相对低于进

口试剂盒。改良苯酚抽提方法需要的标本量和国产

试剂盒相同，操作时间略多于试剂盒所需的时间，但

操作也相对简便，其成本最低。

　　本研究在方法学上获得了一些差异结果，考虑

导致这些差异的原因可能为多方面的：首先是抽提

原理的不同，吸附柱抽提主要靠材料的吸附能力大

小，国产和进口的吸附材料的品质不同可能是造成

这两种试剂盒差异的主要原因；改良苯酚法主要靠

乙醇沉淀。其次是裂解液的不同，冻存血和新鲜血

的差异可能主要在于细胞裂解程度的差异。在进行

３种抽提方法之间的差异分析时，由于本实验室长

期进行ＤＮＡ标本的抽提，所以有多批次的进口和

国产抽提试剂盒，在实验中我们对所用的试剂盒进

行随机化处理，在同一货号不同批次随机选用，具有

一定的普遍意义。但不能据此数据，随意扩大推论

到所用进口和国产试剂盒的比较。

　　综上所述，３种抽提方法均具有其特点，本研究

从多个层次上评估了实验室常用３种外周血ＤＮＡ
抽提方式的实用性，为今后的实验合理选用 ＤＮＡ
抽提方法提供了可靠的依据。为进行小样本、完整

性好和纯度高的血细胞基因组ＤＮＡ抽提，推荐采

用新鲜血细胞改良苯酚抽提方法；为进行大规模、分

批次、低成本抽提血细胞基因组ＤＮＡ，推荐采用冻

存血细胞改良苯酚抽提方法；为进行快速血细胞

ＤＮＡ抽提，推荐采用进口和国产试剂盒。本试验室

前期进行胰腺癌早期筛查与早期诊断研究中，血细

胞样品收集具有多中心、大样本和冻存时间长等特

点［１２］，因此采用改良苯酚抽提获得的ＤＮＡ样品可

有效用于靶基因的ＰＣＲ检测。本研究为今后开展

类似工作提供了技术支持。
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