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改良碘化钠法提取人类微量全血基因组ＤＮＡ的探索


郭　瑶，李巧红，袁淳珏，周雯锦，谢惠君，刘　湘△，曾　嵘，张胜威

（湖北中医药大学检验学院，武汉４３００６５）

　　摘　要：目的　通过改良碘化钠（ＮａＩ）法，建立一种简单、快速、经济的从人微量全血中提取基因组 ＤＮＡ 的方法。方法　采

用经典ＮａＩ法和改良ＮａＩ法分别从人微量全血中提取基因组ＤＮＡ，并进行常规和荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ），比较两种方法

ＤＮＡ提取的效果。结果　采用改良ＮａＩ法从人外周全血中提取的ＤＮＡ浓度和纯度与经典 ＮａＩ法相比较，差异无统计学意义

（犘＞０．０５），并且可以在较短时间内获得满意的常规和荧光定量ＰＣＲ结果，且耗时较短。结论　改良ＮａＩ法是一种简便、快速的

提取人微量全血基因组ＤＮＡ的方法，在临床和基础研究中具有较大的应用价值。
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　　随着医学技术的日益发达，对许多疾病的研究都深入到基

因水平，为获得高水平研究结果，基因组ＤＮＡ提取显得尤为

重要。人外周血标本由于取材方便，易于反复多次检测，常常

作为首选基因组ＤＮＡ提取材料。目前已经发展出许多全血

基因组ＤＮＡ的提取方法，如传统的酚／氯仿提取法、硅胶膜吸

附法、盐析法、碘化物法等，但操作方法均较复杂、耗时较

长［１５］。本研究在经典碘化钠（ＮａＩ）法的基础上，进行改良合并

相关步骤，缩减提取时间，以建立一种简单、快速、经济的从人

外周全血中提取基因组 ＤＮＡ的方法。

１　材料与方法

１．１　标本采集　取静脉全血２ｍＬ于乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）

抗凝管中，共计５２份，来自湖北中医药大学２０１６研究生新生

入学体检学生中的健康志愿者。

１．２　仪器与试剂　ＴＧＬ１６ＢＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ离心机（由常州丹瑞

实验仪器设备有限公司提供）、涡旋振荡仪（由美国ＳＣＩＬＯ

ＧＥＸ提供）、凝胶电泳分析系统（由北京君意东方有限公司提

供）、ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪（由美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ提

供）、ＰＣＲ仪（由德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ提供）、ＵＶ２５５０紫外分光光度

计（由日本岛津提供）等。ＤＮＡ提取试剂：６ｍｏｌ／Ｌ溶液、氯

仿／异戊醇（２４∶１）、异丙醇、７０％乙醇、去离子水等；ＰＣＲ试

剂：灭菌ｄｄＨ２Ｏ、缓冲液（ｂｕｆｆｅｒ）、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、底物

ｄＮＴＰｓ、上游引物（Ｐ１）、下游引物（Ｐ２）、ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ

模板等；琼脂糖凝胶电泳试剂：琼脂糖、０．５×ＴＢＥ和５×ＴＢＥ（５４

ｇＴｒｉｓＨＣｌ，２７．５ｇ硼酸，２０ｍＬ５００ｍｍｏＬ／ＬＥＤＴＡ）、上样缓冲

液（ＢＰＢ）、ＤＮＡ标志物（１００～６００ｂｐ）、溴化乙啶（ＥＢ）等。

１．３　方法

１．３．１　ＮａＩ法　经典 ＮａＩ法提取人全血基因组ＤＮＡ参照陈

雪梅等［６］实验方案。改良 ＮａＩ法提取人全血基因组ＤＮＡ根

据《分子克隆试验指南》的方案，参照陈丽霞等［２］实验对传统实

验进行适当改良，具体方法为以下几点：（１）取ＥＤＴＡ 抗凝全

血１００μＬ于ＥＰ管中，加入１００μＬＮａＩ，涡旋振荡２～３ｍｉｎ，

相比经典ＮａＩ法，省却了离心抗凝全血去上清及加蒸馏水低渗

溶血的步骤，极大简化了操作过程并缩短了操作时间；（２）加入

２００μＬ氯仿／异戊醇，抽提３ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，增

加了抽提液的量，可提高抽提效果；（３）取上清液至新ＥＰ管，

加入２００μＬ异丙醇，摇匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，增加了异

丙醇的量，可缩短ＤＮＡ沉淀时所用的时间；（４）弃上清，加入１

ｍＬ７０％乙醇，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，乙醇由７５％降到了

７０％，有利除去ＤＮＡ中的盐离子，可提高纯度；（５）弃上清液、

干燥，加２０μＬｄｄＨ２Ｏ溶解ＤＮＡ。

１．３．２　紫外分光光度法检测提取的ＤＮＡ样品　 吸取ＤＮＡ

样品５μＬ，稀释至１．０ｍＬ，测定样品在２６０、２８０和３１０ｎｍ 处

的吸光度（ＯＤ）值，估算每个 ＤＮＡ 样品浓度和并鉴定其

纯度［２］。
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１．３．３　琼脂糖凝胶电泳　取６μＬＤＮＡ样品和１μＬ上样缓

冲液，充分混匀后加入至１．２５％琼脂糖凝胶的点样孔中，以

０．５×ＴＢＥ缓冲液，１００ｍＶ／ｃｍ的电压电泳３０～４０ｍｉｎ，在凝

胶成像仪中观察结果。

１．３．４　ＰＣＲ扩增　以上述２种方法提取的基因组ＤＮＡ为模

板，对管家基因（β球蛋白）片段进行常规和荧光定量ＰＣＲ 扩

增，其中上游引物（Ｐ１）：５′ＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＣＡＣＣＴ

３′；下游引物（Ｐ２）：５′ＴＡＣＧＧＣＴＧＴＣＡＴＣＡＣＴＴＡＧＡＣ

３′，ＰＣＲ产物大小为２４８ｂｐ。常规ＰＣＲ反应体系为１０×ｂｕｆｆ

ｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）２．０μＬ，Ｐ１、Ｐ２各０．４μＬ，ｄＮＴＰ０．４μＬ，加双蒸

水调至１８．４μＬ，加入提取好的ＤＮＡ模板１．６μＬ使总反应体

系为２０μＬ。扩增程序：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃２０ｓ，７２

℃３０ｓ，３０个循环；７２℃５ｍｉｎ。荧光定量ＰＣＲ反应体系为

ＳＹＢＲ绿色荧光染料１０μＬ，Ｐ１、Ｐ２各０．６μＬ，ＤＮＡ模板５０

ｎｇ，加双蒸水至２０μＬ。反应条件：９５℃２ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，６０

℃３０ｓ，７２℃２０ｓ，４５个循环，读取Ｃｔ值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行分析，计

量资料比较采用狋检验，以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　紫外分光光度法检测　改良ＮａＩ法与经典ＮａＩ法分别提

取５２份全血基因组ＤＮＡ纯度、浓度见表１。两种方法提取的

基因组ＤＮＡ纯度和浓度比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），

但改良ＮａＩ法所用时间（约１８ｍｉｎ）明显少于经典 ＮａＩ法（约

４０ｍｉｎ）。

表１　　两种方法提取的基因组ＤＮＡ纯度、浓度比较（狓±狊）

方法 ＤＮＡ纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０） ＤＮＡ浓度（ｎｇ／μＬ）

改良ＮａＩ法 １．６６±０．１３ ６３．３１±１４．６４

经典ＮａＩ法 １．７０±０．１０ ６２．２２±１７．２０

犘 ０．０８５ ０．６８７

２．２　琼脂糖凝胶电泳　同一样本用经典ＮａＩ法和改良ＮａＩ法

提取外周血基因组ＤＮＡ经过琼脂糖凝胶电泳后在凝胶成像

系统中进行分析，结果显示，两种方法在各自泳道上均出现单

一条带，清晰明亮且均无明显拖尾及降解条带，见图１。

　　注：Ｍ表示ＤＬ６００ＤＮＡ标志物；１～２表示改良 ＮａＩ法提取的基

因组ＤＮＡ产物；３～４表示经典ＮａＩ法提取的基因组ＤＮＡ产物。

图１　　２种方法提取的基因组ＤＮＡ电泳图

２．３　ＰＣＲ扩增　用经典ＮａＩ法和改良 ＮａＩ法提取同一ＤＮＡ

样本作为模板进行β球蛋白基因片段的常规ＰＣＲ扩增，均可

在约２４８ｂｐ处见单一特异性条带，见图２。２种方法提取的基

因组ＤＮＡ作为模板进行荧光定量ＰＣＲ扩增β球蛋白基因片

段时，经典ＮａＩ法平均Ｃｔ值为１７．６７±０．７７，和改良 ＮａＩ法平

均Ｃｔ值为１７．９６±０．６３，差异无统计学意义（犘＝０．５７７）。结

果表明两种方法所提取基因组ＤＮＡ均可用作常规和荧光定

量ＰＣＲ的模板，可作为分子生物学实验的后续材料。

　　注：Ｍ表示ＤＬ６００ＤＮＡ标志物；１～２表示改良ＮａＩ法ＰＣＲ结果；

３～４表示经典ＮａＩ法ＰＣＲ结果。

图２　　ＰＣＲ产物电泳图

３　讨　　论

　　ＤＮＡ制备总原则是保证核酸一级结构的完整并尽量排除

其他分子污染［１］，临床上常用外周ＥＤＴＡ 抗凝全血作为提取

基因组ＤＮＡ的材料，需去除红细胞及蛋白质，尽量简化操作

步骤、缩短操作时间，避免剧烈的溶液震荡、搅拌和反复冻融等

机械剪切力引起的ＤＮＡ降解。目前提取全血基因组ＤＮＡ的

方法很多，为建立高效、快速的ＤＮＡ 提取方法，不少学者在常

规方法的基础上尝试着进行改进。如用含有ＮＨ４Ｃｌ的等渗溶

液破碎去除红细胞，避免了用苯酚等剧毒试剂［７］；探讨用Ｃｈｅｌ

ｅｘ１００法提取ＤＮＡ时，５６℃保温时间、１００℃保温时间长短对

ＳＴＲ扩增的影响
［８］；赵嘉惠等［９］摸索的一种ＴＫＭ血液ＤＮＡ

提取法，在去污剂ＮＰ４０存在下破坏红细胞，经多次清洗除血

卟啉和血红蛋白，利于后期的基因体外扩增；采用含有 ＮＨ４Ｃｌ

裂解液和含三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（ＴｒｉｓＨＣｌ）的核裂解液

对样本进行处理，用蛋白酶Ｋ消化后，采用氯化钠高盐沉淀法

提取外周血基因组ＤＮＡ，结果稳定可靠等
［１０］。然而，这些方

法有的操作繁杂，耗时较长，有的存在较多蛋白质杂质，有的需

蛋白酶Ｋ消化，增加了成本等。

ＮａＩ法是常用外周血ＤＮＡ制备方法之一，其提取基因组

ＤＮＡ的原理简单易懂
［１１］，在低渗的双蒸馏水中，血中红细胞

膜及白细胞膜被破坏，放出血红蛋白及胞核。加入 ＮａＩ后，破

坏核膜并解离ＤＮＡ蛋白质复合物，使ＤＮＡ以游离形式存在，

易于摄取；再以氯仿／异戊醇抽提使蛋白质变性，沉淀并溶解脂

质，离心后 ＤＮＡ 存在于上层水相中；用３７％异丙醇沉淀

ＤＮＡ，去上清液，即可得到ＤＮＡ。改良 ＮａＩ法和血细胞裂解

液是主要含胍盐、阴离子去污剂、非离子去污剂等物质的试剂

盒法相比，用６ｍｏｌ／ＬＮａＩ溶液替代试剂盒中的细胞裂解液，

可以在短时间内直接裂解白细胞膜且价格低廉适于大规模基

因组ＤＮＡ的提取
［１２］。

在此基础上，本研究考虑 ＮａＩ溶液为水溶液，亦有溶血作

用，因此在经典ＮａＩ法原理的基础上进行了改进，将溶血破细

胞膜和ＮａＩ破核膜解离ＤＮＡ蛋白质复合物两步合为一步，没

有先加双蒸馏水，而是直接加入 ＮａＩ，在震荡作用下使其直接

发生溶血，使得ＤＮＡ被释放出来。同时加入（下转第２９４页）

·０９２· 国际检验医学杂志２０１７年２月第３８卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．３



ｔｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｐｌａｃｅｎｔａｆｒｏｍｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｉｃｓｕｂｊｅｃｔｓ

［Ｊ］．ＨｏｒｍＭｅｔａｂＲｅｓ，２０１６，４８（１）：６２６９．

［２］ＢａｓｒａｏｎＳＫ，ＭｅｌｅＬ，ＭｙａｔｔＬ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅａｒｌｙ

ｐｒｅｇｎａｎｃｙｗａｉｓｔｔｏｈｉｐｒａｔｉｏｖｅｒｓｕｓｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘｗｉｔｈ

ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ａｍ

ＪＰｅｒｉｎａｔｏｌ，２０１６，３３（１）：１１４１２２．

［３］ ＨｅｒｎａｎｄｅｚＴＬ，ＶａｎＰｅｌｔＲＥ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＭＡ，ｅｔａｌ．Ｗｏｍｅｎ

ｗｉｔｈｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｔｏａｈｉｇｈｅｒ

ｃｏｍｐｌｅｘｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ／ｌｏｗｆａｔｄｉｅｔｍａｎｉｆｅｓｔｌｏｗｅｒａｄｉｐｏｓｅ

ｔｉｓｓｕｅｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ｇｌｕｃｏｓｅ，ａｎｄｆｒｅｅ

ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ：ａｐｉｌｏｔｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＣａｒｅ，２０１６，３９（１）：

３９４２．

［４］ ＷｏｊｃｉｋＭ，ＺｉｅｌｅｎｉａｋＡ，ＺｕｒａｗｓｋａＫｌｉｓＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｏｆｐａ

ｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ

（ＧＤＭ）［Ｊ］．ＥｘｐＢｉｏｌＭｅｄ（Ｍａｙｗｏｏｄ），２０１６，２４１（５）：

４５７４６５．

［５］ ＭａＱ，ＦａｎＪ，ＷａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｌｅｖｅｌｓｏｆｃｈｏｒｉｏｎｉｃｇｏｎａ

ｄｏｔｒｏｐｈｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｉｎｓｕｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１５，５４

（２）：１６１１７０．

［６］ ＣａｂｉａＢ，ＡｎｄｒａｄｅＳ，ＣａｒｒｅｉｒａＭＣ，ｅｔａｌ．Ａｒｏｌｅｆｏｒｎｏｖｅｌ

ａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｓｅｃｒｅｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎｏｂｅｓｉｔｙｒｅｌａｔｅｄｃａｒｃｉｎｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＯｂｅｓＲｅｖ，２０１６，１７（４）：３６１３７６．

［７］ 潘宝龙，马润玫．脂肪因子ｏｍｅｎｔｉｎ１、ｃｈｅｍｅｒｉｎ与妊娠期

糖尿病的相关性［Ｊ］．南方医科大学学报，２０１６，３６（９）：

１２３１１２３６．

［８］ ＷｅｉＹＭ，ＹａｎＪ，ＹａｎｇＨＸ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒｅ

ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓａｆｔｅｒｎｅｗｃｒｉｔｅｒｉａｕｓｅｄｉｎ

Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＪＰｅｒｉｎａｔｏｌ，２０１６，３６（２）：９０４．

［９］ 李晓红．脂肪组织Ｏｍｅｎｔｉｎ，Ｖａｓｐｉｎ，Ｃｈｅｍｅｒｉｎ与ＧＤＭ胰

岛素抵抗的研究［Ｄ］．昆明：昆明医科大学，２０１４．

［１０］ＲｅｎＣ，ＺｈａｎｇＹ，ＣｕｉＷ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｅｘｔｒａｃｔｏｆ

ｍｕｌｂｅｒｒｙｌｅａｆａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｈｅｐａｔｉｃｇｌｕｃｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄ

ｉｎｓｕｌｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔａｎｄｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，

２０１５，７２（４）：９５１９５９．

［１１］ＹａｎｇＲＺ，ＬｅｅＭＪ，ＨｕＨ，ｅｔａｌ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＯｍｅｎｔｉｎ

ａｓａｎｏｖｅｌｄｅｐｏｔｓｐｅｃｉｆｉｃａｄｉｐｏｋｉｎｅｉｎｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓ

ｓｕｅ：ｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｉｎｍｏｄμｌａｔｉｎｇｉｎｓｕｌｉｎａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪ

ＰｈｙｓｉｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２００３，２９０（６）：１２５３１２６１．

［１２］ＳｕｎＮ，ＷａｎｇＨ，ＷａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｖａｓｐｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓｄｙｓｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｇｌｕ

ｃｏｓｅｖｉａＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐ

Ｐａｔｈｏｌ，２０１５，８（１）：４８２４８９．

［１３］林园梅．华南汉族２型糖尿病人群 Ｏｍｅｎｔｉｎ基因ＳＮＰｓ

扫描及与高甘油三酯腰围关联［Ｄ］．南宁：广西医科大学，

２０１４．

［１４］张漫漫，班博，陈京，等．初发２型糖尿病合并肥胖患者血

清网膜素及脂联素水平的变化［Ｊ］．中国老年学杂志，

２０１５，３５（５）：１１５３１１５５．

［１５］ＫｉｍＣ，ＣｈｒｉｓｔｏｐｈｉＣＡ，ＧｏｌｄｂｅｒｇＲＢ，ｅｔａｌ．Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，

Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎａｎｄｔｉｓｓｕｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｏｒａｎｔｉｇｅｎｌｅｖｅｌｓａｍｏｎｇｇｌｕｃｏｓｅｉｎｔｏｌｅｒａｎｔｗｏｍｅｎｗｉｔｈ

ａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｈｉｓｔｏｒｉｅｓｏｆｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔ

Ｍｅｄ，２０１６，３３（１）：３２３８．

（收稿日期：２０１６０９０６　修回日期：２０１６１０２６）

（上接第２９０页）

氯仿／异戊醇（２４∶１）的量增加到了２００μＬ，使得裂解液与有

机相充分混旋，更有利于分离ＤＮＡ上清液；加入异丙醇的量

也增加到２００μＬ，使得多糖等物质溶解于异丙醇中，利于

ＤＮＡ快速沉淀；最后加入７０％乙醇漂洗，利于除去ＤＮＡ中的

盐离子，可使ＤＮＡ纯度更高。结果显示，经典 ＮａＩ法和改良

ＮａＩ法所提取ＤＮＡ浓度和纯度比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），均可用作常规和荧光定量ＰＣＲ反应模板，但改良 ＮａＩ

法明显缩短了提取时间，使提取效率大大提高，是一种简单、快

速、经济的从人微量外周全血中提取基因组ＤＮＡ的方法，可

用于临床大量血样本的批量提取、流行病学调查等，具有较高

的实用价值。
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