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3种提取基因组 DNA方法的比较分析 

刘燕 。刘孟洲 。徐彦祥。 

(1．甘肃农业大学动物科技学院，兰州 730070；2．兰州猪场 ，榆中 730100) 

摘要：分别采用 3种不同的方法提取基因组 DNA，比较所提取的DNA的质量以及提取所需时间、费用，以期选择一种高 

效 、简洁快速 、价格合 理的提取方法 。结果发 现这 3种 方法提取的质量都 能达到相 关分子 生物学试验 的要求 ，但在操 作步骤 、 

时间、价格等方面存在差异 ，具体比较结果可为分子生物学试验选择提取方法提供依据。 
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从 血 液 、组织 中 提 取基 因 组 DNA(genomic 

DNA，gDNA)是分子生物学试验的第一步。虽然其 

方法早 已成熟 ，但 由于分子生物学方法 的不断改进 

和各种试剂盒的出现，选择一个简便、快速、价格合 

理的 DNA提取方法尤为重要 。我们分别尝试用几 

种不同的方法进行大样本量提取 DNA，现将结果报 

道如下 。 

1 材料与方法 

1．1 材料 本研究试验动物为甘肃省 2个地方猪 

种(合作猪、八眉猪)，2个配套系(华特 A系、B系)， 

4个纯种 (长 白、大约克 、杜洛克 、皮特兰)。采样 在 

甘肃兰州润通原种猪场 、甘肃兰州猪场 、甘肃临泽新 

华种猪场完成。准备ACD抗凝剂(0．48 9／6 Citric Acid， 
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1．32 Sodium Citrate，1．47 9／6 Glucose)、FTA采 

样卡、耳号钳、装有 75 9／6酒精的 5 ml EP管和酒精 

棉 ，Shanghai Generay Biotech血液基因组 DNA提 

取试剂盒(离心柱型)。采颈静脉血每头 2 ml，不加 

任何抗凝剂直接滴在 FTA采样卡上，晾干保存(注 

意在采血过程中，不要污染 FTA试纸)。陈旧血样 

(非肝素抗凝剂抗凝，一70℃保存 3～5年)也可按照 

新鲜血样的方法滴在 FTA采 样卡上 ，在干净 的环 

境中避光晾干后室温保存备用。DNA提取所用试 

剂 20mM NaOH，TE缓冲液 (10 mM Tris—HC1，0．1 

mM EDTA，pH8．0)，将这 2种试剂高压灭菌后 CC 

保存备用。FTA采样卡，FTA反应液由Whatman 

(Whatman，Middlesex，UK)公 司生产 。另用耳号 

钳采黄豆大小的耳组织样。本试验共对 8个猪品种 

(品 系)的 300个 个 体 进行 活 体 采样 ，样 品置 于 

一 20℃冷冻，冷藏箱保存带回实验室，一70℃条件下 

保存备用。 

1．2 方 法 
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1．2．1 血液中提取DNA ①将冷冻的血样在常温 

下解冻 ，取 1 ml血样至 EP管中 ，加入 500 l PBS 

缓冲液，充分混匀 5～6 min，然后 12000 r／min，4℃ 

离心 10 min。②弃上清 ，再加 1 ml血样 ，加 500 l 

PBS缓冲液 ，充分混匀 5～6 min，12000 r／min，4℃ 

离心 10 min。③重复上述步骤 2次 ，加 900 l PBS 

缓冲液，使血样达到 2 ml，离心直至上清液透明，沉 

淀呈淡黄色。④加 500 l DNA抽提缓冲液，混匀， 

使血细胞脱离离心管管壁。⑤加 10 l蛋 白酶 K， 

混匀，55℃水浴过夜。⑥将反应液冷却至室温，加 

500 l Tris饱 和酚 ，温 和摇 动 20 min，充分 混匀 ， 

12000 r／min，4℃离心 10 min，取上清。⑦加入 500 

l的苯酚 ：氯仿 ：异戊醇(体积比为 25：24：1)， 

均匀混合 20 min，12000 r／min，4℃离心 10 min，取 

上清 。⑧加入 250 l的氯仿 ：异戊醇(体积 比为 24 

：1)，缓慢摇动 20 min，12000 r／min，4℃离心 10 

min，取上清。⑨加入 1 ml无水冰乙醇，混合轻微摇 

晃后 ，12000 r／min，离心 1 min，倒 掉乙醇 。⑩加入 

1ml 70 乙醇洗涤 ，12000 r／min，离心 1min，倒掉 

乙醇 ，置于室温下 自然干燥 。⑩加入 100 l TE溶 

液室温放置24 h以溶解 DNA，一20℃保存备用。 

1．2．2 耳 组织 中提取 DNA ①称取耳组织样 约 

30 mg装入 1．5 ml的 EP管 中，用手术剪刀剪成粉 

末状 。②加入 600 l的组织裂解液 ，加入 RNA 酶 

4．5 l，然后放入 37℃恒温箱中温浴 2．5 h。③加入 

蛋白酶 K 10 l，用封 口膜封 口后放入 55℃的水浴 

锅中12 h(过夜，每隔 0．5 h将样品取出，来回颠倒 

几次使样品充分混匀，若有样 品黏滞在 管底则用手 

指弹管底使其充分混匀)。将样品从水浴锅中取出 

后观察结果，除毛发以外的耳组织全部被消化 ，待样 

品冷却至室温后加入 600 l Tris饱和酚，将样品插 

入泡沫板后缓慢颠倒摇晃 10 min，使溶液的两相充 

分混 匀，然后 12000 r／min，4℃离心 10 min。离 心 

完吸取上清液到另一新 的 1．5 ml EP管 中待用 ，下 

层混浊液丢弃(注意 ：吸取上清液时不要把中间那层 

乳白色的蛋白质吸上来，不要吸出两相界面)。④往 

上清液中加入 Tris饱和酚 600 l，摇晃 、离心、取上 

清液，步骤同3。⑤往上清液中加入 Tris饱和酚和 

氯仿 ：异戊醇(体积 比为 24：1)各 300 l，摇晃、离 

心、取上清液，步骤同3。⑥往上清液中加入氯仿 ： 

异戊醇(体积 比为 24：1)600 l，摇晃、离心、取上清 

液，步骤同 3。⑦往上清液中加入 NaAc 60 l和一 

2O℃充分预冷的无水冰乙醇 1000 l。盖上 盖子轻 

微摇晃后即出现乳白色丝状 DNA絮状沉淀浮在液 

体中。将样品置于冰中 15 min，取出，12000 r／min， 

4℃离心 10 min，使 DNA沉淀于离心管底部。⑧倒 

出上清液 ，加入 75 乙醇 1000 l，混匀漂洗 以除去 

残留的盐 。⑨12000 r／min，4℃离心 2 min，倒 出上 

清液，加入 75 乙醇 1000 l，混匀漂洗以除去残 留 

的盐 。⑩12000 r／min，4℃离心 2 min，小心倒掉 乙 

醇，将离心管倒扣于滤纸上，置于室温下自然干燥。 

⑩待乙醇完全挥发，加入 200 l TE，室温放置 24 h 

以溶解 DNA。最后一20℃保存备用。 

1．2．3 FTA 采 样 卡 提 取 DNA ① 用 取 样 器 

(punch)在 FTA采样卡上取若干直径为 1．2 mm 的 

圆盘(disk)，每个PCR管中放入一个 disk(注意：取 

样器及取样器下垫的玻璃平板在使用前要用 75％ 

的酒精消毒 ，等完全 晾干后才可取样。为避免样品 

污染 ，在一样品取完后取另一样 品时要在 FTA 采 

样纸的空白处操作 3次 ，丢弃无样空 白圆盘 ，进行下 

一 样品 的采样 )。② 在 PCR 管 中加 入 200 l 20 

mM 的 Na0H溶液 ，在室温下孵育裂解 25 min(陈 

旧血样则在 50℃下孵育 30 rain)，在孵育过程中可 

以翻转离心管，孵育结束后，弃去 Na0H溶液。③ 

在PCR管中加入 200 l的TE缓冲液，静置洗涤 3 

min，弃去 TE溶液，室温下风干 disk备用，每个 

disk含 DNA约 50～100 ng。④用 FTA 反应液提 

取基因组 DNA，严格按照生产商提供的使用说明书 

进行 。 

1．2．4 试剂盒提取 DNA 按照 Shanghai Generay 

Biotech血液基 因组 DNA 提取试剂盒 (离心柱 型) 

技术手册 No GRXO08操作。 

1．3 检 测 

1．3．1 琼脂糖凝胶 电泳检测 配制 0．8 的琼脂 

糖凝胶，1 l的 6×Loading Buffer上样缓 冲液 ，加 

入3 l TE溶解的DNA溶液，混合均匀后加入点样 

孔中，同时上样 DNA Marker1，与 DNA Marker比 

较电泳条带的亮度、整齐度及位置 ，粗略估计其纯度 

及片段大小。100 V，电泳 15 min左右。 

1．3．2 紫外分光光度计检测 5 F1 DNA+95 F1 

双蒸水稀释，用紫外分光光度计进行定量分析。 

DNA 纯 度 一 OD 6。／oD28。，DNA 样 品 的 OD 6。／ 

OD 。。比值为 1．8，质量较好的DNA其 OD 6。／OD 8。 

比值应在 1．6～1．8之间。若大于 1．8则说明 RNA 

尚未除净 ，若小于 1．6则说明样品有蛋白或酚。 

1．3．3 PCR扩增产物分析 猪 PRKAG3基 因引 

物 序歹U：上游 5’一AAATGTGCAGACAAGGAT(、- 

TCG一3’；下 游 5’一ACGAAGCTCTGCTTCTTG(、_ 
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3’。利用模板 DNA对猪 PRKAG3基因作 PCR扩 

增反应 。PCR反应体 系 ddH2O 18．5 p．1；10×buffer 

(含 15 mM Mg 。。)2．5 1；Mg (25 rnM)1．5 1； 

dNTPs(10 rnM)0．5 1；上、下游引物各 0．5 1；模 

板 (100 ng／／*1)0．5 1；Taqase(2．5 U／>I)0．5 t,1。 

94℃预变性 3 min；94℃变性 30 S，59℃ 复性 30 S， 

72℃延伸 30 S，35个循环；72℃延伸 5 min，4℃保 

存。产物用 1．5 9／6琼脂糖检测。 

2 结果与分析 

2．1 常规酚一氯仿抽提 法 用时最长达 2O～24 h， 

但浓度高，纯度好，OD 。。／OD 。。值可达 1．7～1．8， 

提取效率达 98 9／6，完全适用于 PCR反应，是较为常 

用的稳定的提取方法。从电泳图可看出基因组条带 

较亮，并且没有蛋白质杂质，可以作为大样本量的试 

验。耳组织提取与血液提取相比较而言，采集动物 

耳组织对动物机体应激较小而且操作简单，不需要 

抗凝剂，保存和运输携带方便。 

2．2 FTA采样卡提取 DNA 经过 电泳检测 ，采用 

优化的 NaOH—TE法和 FTA反应液法均可 以扩增 

出明亮的目的条带。采用优化的 NaOH—TE法，在 

血样采集过程 中可 以避免添加抗凝剂、反复离心 、低 

温保存等步骤，可以大大减轻采集血样时携带大量 

设备，且采集后血样体积小，易存储，只需保存在干 

净 、干燥 环 境 中 即 可，无 需 低 温 冷冻 。在 基 因 组 

DNA提取时仅用两步 ，且每步所用时间较短 ，提取 

的FTA 圆盘只需放置于灭菌 PCR管内，常温或 

4℃保存即可，对设备和试剂要求不高，进行 PCR反 

应时只需在管内加入反应液即可进行扩增 。不同的 

FTA圆盘洗涤时 间对 PCR反应有 明显影 响 ，对新 

鲜血样 ，洗涤最佳时间为 25 min，而对陈 旧血样 最 

佳洗涤时间为 30 min。提出的DNA吸附于所取的 

disk上 ，无法检测所提取 的 DNA 的质与量 ，所 以只 

能在进行 PCR后检测 目的片段 ，有时会造成一定的 

浪费 。但 总体而言 ，这种方法成本较低、操作简单 ， 

避免了 DNA提取过程 中可能造成 的交叉污染 ，省 

时省力且提取效率很高，适用于常规 PCR、SSCP、 

克隆以及基因测序等 目的 DNA的提取，是一种 

DNA提取 的好方法 。 

2．3 试剂盒提取 用时达 6～7 h，经电泳检 测提 

取效率仅达 7O 9／6，效果不理想，并利用试剂盒反复 

提取 DNA，结果始终如一。试剂盒价格较高，使用 

次数有限，不适合大样本量的提取试验，而且试剂盒 

质量存在差异，选购要谨慎。 

3 讨论与小结 

提取血液基因组 DNA是现代分子生物学研究 

开始的关键，提取 DNA首要的是保证其一级结构 

的完整性，排除其它生物大分子的污染以及核酸分 

子之间的污染，尽量简化操作步骤，不但可节省时 

间，更重要的是，可减少提取过程中各种有害因素对 

核酸的破坏 。因此 ，一个 好 的提取 DNA 的方法或 

试剂盒，应该是在保证 DNA质量的前提下便捷而 

高效的。提取方法简便快速，适用范围广，对设备和 

试剂的要求不高 ，得率和纯度都可以满足要求，而且 

价格低廉是我们必须考虑的重要因素。 
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methods could achieve the quality of molecular biology experiments related requirements，but in the sequence of operation，the 

time and the price there exist differences．Specific results of this comparison to be possible to provide the basis for the molecular 

biology experiment selective extraction method． 

Key words：DNA；extraction；blood~organizations；FTA sampling card 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

