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　　摘要：为了得到经济、简便、易于操作且效果好的基因组ＤＮＡ，选取小白鼠６种不同的组织部位：肝、脾、肾、尾、肺和
心脏，分别采用ＳＤＳ法和ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ，通过琼脂糖凝胶电泳、紫外分光光度计和ＰＣＲ３种手段对其质量和
浓度进行检测，结果显示：小白鼠６种组织部位采用ＳＤＳ和ＣＴＡＢ法提取的基因组ＤＮＡ均可扩增得到目的基因，满足下
一步分子生物学试验的要求。但是从ＤＮＡ的质量和产量方面，不同组织部位之间具有很大差别，ＣＴＡＢ法和ＳＤＳ法针
对不同的组织部位具有不同的优势。总体来看，在小鼠的６种组织部位中，肝脏最适合用来提取基因组ＤＮＡ。
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　　ＤＮＡ是生物体的基本遗传物质。基因组 ＤＮＡ的提取是
分子生物学的基础试验操作［１］，其提取效率和质量的好坏直

接决定了后面一系列基因工程试验的成败，如基因分离、

ＡＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＳＳＲ等。因此，学习、掌握 ＤＮＡ提取方法并对
其进行比较、总结，有利于后续试验的顺利开展。国内外研究

人员已经发现并使用了许多种ＤＮＡ提取方法［２－７］，并且针对

不同生物体的具体特点，对许多方法进行了改良，摸索出适用

于具体物种的高效方法［８－１５］。目前，传统的 ＳＤＳ法和 ＣＴＡＢ
法由于其成本低廉、提取的 ＤＮＡ质量相对较好，在实际应用
中仍占有主要地位。随着生物技术的普及和应用，使用试剂

盒提取基因组ＤＮＡ逐渐增多［１６－１９］。基因组提取试剂盒具有

操作简便、节省时间等独特优势，但是对于一般的实验室、特

别是普通高等学校来说，由于价格较为昂贵，在很大程度上限

制了其使用范围；尤其对刚接触分子生物学试验的初学者，只

知道按照说明书流程操作，不了解试剂的化学成分、具体配制

方法及作用，不利于理解、掌握试验的基本原理，动手能力差、

试验技能得不到提高，最终出现一旦离开试剂盒，什么试验也

不会做的情况。本试验以普通试验动物小白鼠作为提取基因

组ＤＮＡ的材料，选取小白鼠的６个组织部位，分别是肝、脾、
肾、尾、肺和心脏，采用提取基因组 ＤＮＡ的经典方法 ＳＤＳ法
和ＣＴＡＢ法，提取小白鼠的基因组 ＤＮＡ，并对其质量、浓度、
纯度进行检测，从中筛选出经济、简便、易于操作、质量良好的

基因组ＤＮＡ，这对于今后的试验教学和科研工作具有重要的
指导作用。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　小白鼠购自沈阳医学院实验中心。
１．１．２　试剂　ｄＮＴＰ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、高保真酶均购自宝生物工
程（大连）有限公司，引物于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ北京分公司合成，ＣＴＡＢ
和ＳＤＳ法提取液配制所需药品购自 Ｓｉｇｍａ，其余所用的化学
试剂（氯仿、异戊醇、异丙醇、乙醇等）均为国产分析纯试剂。

１．２　方法
１．２．１　ＳＤＳ提取法　参照中真核基因组 ＤＮＡ提取方法［方
案５］［１］从鼠尾或其他小样本中制备基因组ＤＮＡ并作适当修
改。此流程最初由Ｐａｌｍｉｔｅｒ等［２０］提出，现在关于动物基因组

提取的很多方法都是由此衍生而来的。其具体步骤如下：

样品预处理：解剖小鼠，ＰＢＳ磷酸缓冲液冲洗各组织部位
后，将组织尽量剪碎后分别放入冻存管，液氮速冻后，保存于

－７０℃。其中尾巴部位剪成１ｃｍ左右小段。取小鼠不同部
位组织至灭菌研钵中，液氮研磨。研磨好的样品放入到灭菌

离心管中，为了便于试验结果的比较，将研碎的组织均加入到

离心管５００μＬ刻度处。加入５００μＬＳＮＥＴ裂解缓冲液，再加
入１０μＬ蛋白酶Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ）使终浓度达到４００μｇ／ｍＬ，充
分混匀后，６０℃保温１．５ｈ。待冷却至室温时加入等体积氯
仿 ∶异戊醇（２４∶１），上下温柔翻转５ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ，室温
离心１０ｍｉｎ，取上清液转移到新的１．５ｍＬ离心管中。加入
２．５μＬＲＮａｓｅＡ（１０μｇ／μＬ），３７℃保温３０ｍｉｎ除去其中的
ＲＮＡ。加入等体积氯仿 ∶异戊醇（２４∶１），上下温柔翻转
５ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ，取上清液到 １个新的
１．５ｍＬ离心管中，重复此操作１次。加入２／３倍体积异丙醇，
－２０℃静置 １０ｍｉｎ，沉淀 ＤＮＡ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ收集沉淀的 ＤＮＡ。用 ７０％的乙醇清洗沉淀，４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清。用冷冻的无水乙醇清洗沉
淀。４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心７ｍｉｎ，去上清。室温干燥 ＤＮＡ。
加入２０μＬＴＥ溶解ＤＮＡ，－２０℃保存备用。
１．２．２　ＣＴＡＢ提取法　参照 Ｄｏｙｌｅ等的方法［３］，并进行适当

修改。试验流程绝大部分与ＳＤＳ法相同，只在划线处存在变
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动。划线处试验步骤改为：将研磨好的样品，加入预热好的

４×ＣＴＡＢ提取液５００μＬ，同时加入１０μＬ的β－巯基乙醇。
１．２．３　基因组ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳　２种方法提取不同组
织部位的基因组 ＤＮＡ，每个样品吸取１μＬ原液，选择 λ－
ＨｉｎｄⅢ 作为 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，０．８％琼脂糖凝胶电泳，１２０Ｖ，
３０ｍｉｎ，ＥＢ染色后，凝胶成像仪（中国北京宾达英创科技有限
公司，２０２Ｄ型）拍照保存。
１．２．４　基因组ＤＮＡ质量和浓度测定　使用超微量分光光度
计ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００（Ｔｈｅｒｍｏ）检测ＤＮＡ的纯度及浓度，分别测定
基因组ＤＮＡ在Ｄ２６０ｎｍ和Ｄ２８０ｎｍ的吸光度，以及Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ和
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ比值。同时，测定提取的基因组ＤＮＡ的浓度。
１．２．５　ＰＣＲ扩增　使用小鼠看家基因引物［２１］ＡｃｔｉｎＦ（５′－
ＣＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＧＡＣＴＡＣＣＴ－３′）和 ＡｃｔｉｎＲ（５′－ＧＧＣＣＧＴ
ＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣ－３′）进行扩增，目的片段长４１１ｂｐ。试验
采用２０μＬ体系，成分如下：１３．７μＬｄｄＨ２Ｏ；２．０μＬ１０×ＰＣＲ
Ｅｘｂｕｆｆｅｒ；２．０μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ）；０．８μＬＡｃｔｉｎＦ
（５ｍｍｏｌ／Ｌ）；０．８μＬＡｃｔｉｎＲ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）；０．５μＬＤＮＡ模板。
提取的１２个基因组ＤＮＡ样品，根据浓度将其稀释成不同倍
数，达到终浓度大约为８ｎｇ／μＬ，用作ＰＣＲ模板。ＰＣＲ程序设

为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３０个
循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。吸取５μＬ扩增产物，０．８％ 琼
脂糖电泳检测目的基因扩增情况。

２　结果

２．１　琼脂糖凝胶电泳检测结果
ＳＤＳ法和ＣＴＡＢ法提取６个组织部位基因组 ＤＮＡ，每个

部位每种方法任选１个作为代表，吸取１μＬ原液，同时吸取
３μＬＤＮＡｍａｒｋｅｒ进行琼脂糖凝胶电泳后，结果如图１所示，
１２个点样孔跑出的电泳条带，除了肾／ＳＤＳ、心／ＳＤＳ和
心／ＣＴＡＢ条带较暗外，其余 ９个样品条带较亮、无拖尾；与
λ－ＨｉｎｄⅢ相比较，所有样品ＤＮＡ大小均在１０ｋｂ左右（如图
２左侧箭头所示），说明提取的基因组 ＤＮＡ完整性较好。但
是几个浓度大的样品，点样孔存在不同程度ＥＢ吸收，并且在
基因组ＤＮＡ条带后方、靠近点样孔一侧有明亮度不同的条
带，浓度低的样品则没有，而将浓度高的 ＤＮＡ样品进行稀释
后，重新进行琼脂糖凝胶电泳，这一现象消失。因此推测此种

现象很可能是由于ＤＮＡ浓度过大造成的。脾／ＣＴＡＢ法提取
的基因组ＤＮＡ中的ＲＮＡ条带较为明显。

２．２　紫外分光光度计检测ＤＮＡ质量和浓度
采用紫外分光光度法测定提取的基因组 ＤＮＡ的纯度和

浓度，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值用来衡量蛋白质的去除情况，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ比值用来衡量盐分去除情况，结果如表１所示。
２种方法提取６种不同组织部位的基因组 ＤＮＡ，浓度和质量
方面有很大差异。

在ＤＮＡ浓度方面，ＳＤＳ法提取６个组织部位的基因组
ＤＮＡ中，肝脏浓度最高，达到了（７０５３．６０±４８．００）ｎｇ／μＬ；心
脏最低，平均值只有１３．３２ｎｇ／μＬ，两者浓度相差了５００多倍；
其余几个部位的浓度，从高到低依次为肺 ＞脾 ＞尾 ＞肾。采
用ＣＴＡＢ法提取的６个组织部位的基因组ＤＮＡ，ＤＮＡ浓度的
数值也是肝脏最大（２８７１．１０±６７．１８）ｎｇ／μＬ，心脏最低
（８．２７±０．３５）ｎｇ／μＬ，这点与ＳＤＳ法相同，但是所获得的基因
组ＤＮＡ浓度均低于ＳＤＳ法。其余４个部位的 ＤＮＡ浓度，从
高到低依次为脾＞肾＞尾＞肺。

在提取的 ＤＮＡ质量方面，主要根据 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ和
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ的比值来衡量。Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的比值可以看出基
因组 ＤＮＡ中蛋白质和 ＲＮＡ的去除情况。纯净 ＤＮＡ的
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值应为１．８，如果小于１．６说明有蛋白质、酚
等污染，如果大于１．９，证明ＲＮＡ去除不完全。

从表１可以看出，肾／ＳＤＳ纯度最差，平均值只有１．４７；其
次是心／ＳＤＳ和心／ＣＴＡＢ，分别是 １．７１和 １．６８；脾／ＣＴＡＢ比

值是２．０５；而其余几个样品提取的基因组 ＤＮＡ质量较好，范
围在１．７３～１．８６之间。Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ的比值可以检测出基因
组 ＤＮＡ中盐分的去除情况，如果 ＤＮＡ盐分去除完全，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ的比值应该在２．０以上。提取的所有样本，除了
肺／ＳＤＳ、尾／ＳＤＳ、脾／ＳＤＳ、脾／ＣＴＡＢ和肝／ＣＴＡＢ这 ５个样品
的值接近于２．０（在１．９３～２．０６之间）之外，剩下的７个样品
的盐分都没有去除完全（０．７８～１．７３），特别是其中的肾／
ＳＤＳ，比值只有０．７８。

表１　２种方法提取６个组织部位的基因组
ＤＮＡ浓度与纯度的检测结果

组织

部位

提取

方法

提取量

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ

肝 ＳＤＳ ７０５３．６０±４８．００ １．８５±０．００６ １．７３±０．０１６
肝 ＣＴＡＢ ２８７１．１０±６７．１８ １．８６±０．００９ １．９６±０．０１６
脾 ＳＤＳ ８４５．４０±１８．４８ １．７９±０．０２４ １．９９±０．１１２
脾 ＣＴＡＢ １７０９．１３±２４．０５ ２．０２±０．１７３ １．９３±０．０１７
肾 ＳＤＳ ２３．４７±０．８６ １．４７±０．０５９ ０．７８±０．０４１
肾 ＣＴＡＢ １３４８．５３±４６．８８ １．７９±０．０２２ １．６４±０．０４５
尾 ＳＤＳ ７３１．２０±２８．８２ １．８１±０．０１９ １．９３±０．０２６
尾 ＣＴＡＢ ３９８．６１±１１．５３ １．７３±０．０３１ １．４８±０．０４２
肺 ＳＤＳ ８４８．４５±１４．９７ １．８６±０．０３２ ２．０６±０．１３５
肺 ＣＴＡＢ ２６６．９４±８．２４ １．７３±０．０３９ １．４２±０．０３８
心 ＳＤＳ １３．３２±０．８１ １．７１±０．０４０ １．２９±０．１７９
心 ＣＴＡＢ ８．２７±０．３５ １．６８±０．０１４ １．４４±０．０３９
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２．３　ＰＣＲ检测
将２种方法６种不同组织部位提取的基因组 ＤＮＡ样品

进行ＰＣＲ扩增，吸取５μＬＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，结
果见图２。由图２可见，以０．５μＬＤＮＡ作为模板进行 ＰＣＲ

扩增，１～１２号点样孔均出现明亮、特异的条带，条带大小４００
多ｂｐ，符合目的片段的长度。同时阴性对照无任何条带出
现，证明在整个ＰＣＲ扩增过程中没有污染。

３　讨论

小白鼠是高校常用的一种试验动物，其组织部位由于其

细胞类型、代谢产物等成分的不同，对不同的提取方法适用性

也不一样。并且由于含有的一些特殊物质，导致在基因组

ＤＮＡ提取过程中，操作的难易度也不一样。试验共选取了６
个组织部位，肝、脾、肾、尾、肺和心脏，尽管对样品进行了预处

理（尽量将组织减碎），但是在研磨的难易度上，不同组织部

位，差别很大。最容易研磨的部位是肝脏，并且肝脏的样品量

最大，得率也最高；最不容易研磨的部位是尾巴，但是尾部除去

漂浮的毛后，含的杂质最少，上清液最为清晰，后面的试验操作

最为容易。而脾、肺、心的上清液都比较黏稠，后面较难操作。

为了节省时间，提高试验效率，将细胞裂解、释放基因组

ＤＮＡ的时间进行了改良，即水浴时间缩短到１．５ｈ。同时为
了便于比较２种方法的优劣，水浴的温度都定在了６０℃，观
察紫外分光光度计的检测结果，可以看出，除了肾／Ｓ、心／Ｓ和
心／ＣＴＡＢ外，大部分样品的蛋白都去除得比较彻底。
　　 ＳＤＳ法提取 ６个组织部位得到的基因组 ＤＮＡ，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ的比值普遍都低于２．０，说明 ＳＤＳ法提取基因组
ＤＮＡ时，去盐不完全，但是从ＰＣＲ结果来看，可以扩增出目的
基因，说明用于普通的分子生物学操作没有问题。如果用于

要求较高的分子生物学试验，可以采取无水乙醇洗涤沉淀

ＤＮＡ、ＤＮＡ溶于水而不是ＴＥ等措施除去多余盐分，从而进一
步纯化提取的基因组ＤＮＡ。而肾／ＳＤＳ相对肾／ＣＴＡＢ的浓度
来说，得率非常低，有可能是 ＳＤＳ法不适合用于提取肾脏部
位ＤＮＡ，肾／ＳＤＳ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ和Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ的比值（均是
最差的数值）也从另一方面说明了 ＳＤＳ方法提取肾脏部位的
基因组ＤＮＡ质量稍差。

ＣＴＡＢ法提取的６个组织部位的基因组 ＤＮＡ浓度，除了
肝脏（最高）和心脏（最低）外，其余４个部位从高到低依次为
脾＞肾＞尾 ＞肺；而 ＳＤＳ法为肺 ＞脾 ＞尾 ＞肾，说明在这４
个组织部位中，２种方法各具优势。根据Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的测定
结果，相对于脾／ＳＤＳ＝１．７９的比值，脾／ＣＴＡＢ质量稍差，达
到了２．０５，说明ＲＮＡ没有去除完全，基因组 ＤＮＡ的琼脂糖
凝胶电泳图片也说明了这一点。另外一个与 ＳＤＳ法差别较
大的是肾脏，ＳＤＳ法测的比值只有１．４７，而肾／ＣＴＡＢ达到了
１．７９。说明ＣＴＡＢ法比较合适肾脏部位基因组ＤＮＡ的提取。

总的来看，采用ＳＤＳ和ＣＴＡＢ２种方法对小鼠的６个组织
部位基因组ＤＮＡ进行提取，提取的基因组ＤＮＡ基本都能满足
分子生物学研究。根据琼脂糖凝胶电泳图片、ＤＮＡ的浓度和
纯度，及ＰＣＲ扩增效果，说明ＳＤＳ和 ＣＴＡＢ这２种提取方法，
对于不同的组织部位具有不同的优势。综合来看，小鼠的６个
组织部位中，肝脏最合适用来作为提取基因组ＤＮＡ的材料。
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双单倍体马铃薯 ＤＭ再生体系的构建
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　　摘要：以双单倍体马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）ＤＭ１－３－５１６－Ｒ４４的无菌茎段、叶片作为材料，构建马铃薯离体再
生体系。结果表明，茎段愈伤组织适宜的诱导培养基ＢＩ为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，叶片愈伤组织适宜
的诱导培养基ＢＮ为ＭＳ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，愈伤的平均诱导率均达９５％以上，甚至可以全部诱导愈伤
形成；愈伤组织分化不定芽适宜的培养基ＢＺ为ＭＳ＋３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＺＴ，分化率也达到９０％左右。
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　　马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）是粮蔬两用的经济作物［１］，

我国对马铃薯的需求量日益增加。马铃薯于１７世纪传入我
国，并迅速在我国西北地区大面积取代低产的粮食作物，成为

当时西北地区最重要的粮食作物之一［２］。由于马铃薯通过

营养体繁殖，繁殖数代后会出现高染病率，从而影响马铃薯的

产量、品质［３］。近年来，随着细胞培养技术、基因组学的发

展，马铃薯的品质得到极大提高。在我国，大多数学者以 ＭＳ
普通培养基为基本培养基，添加适量的植物激素，以马铃薯茎

段、叶片、薯块等为材料得到再生植株［４］。由于不同品种马

铃薯的基因型存在差异，导致马铃薯对植物激素的耐受性也

不尽相同，因而各品种马铃薯的再生体系无法完全套

用［５－１１］。本试验所用材料为 ２０１１年测序成功的马铃薯品
种，探究其再生体系，旨在为后续马铃薯基因表达、转基因研

究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　以２０１１年７月测序成功的双单倍体马铃薯 ＤＭ１－３－
５１６－Ｒ４４无菌试管苗（简称 ＤＭ）为材料，在 ＭＳ基础培养基
中扩繁，培养温度为（２５±２）℃，光照时间为１４ｈ／ｄ，白天采
用日光灯补光。由于其长势较弱，故采用生长近１个月的无
菌苗作为材料。所用植物激素 ＩＡＡ、ＮＡＡ、２，４－Ｄ、６－ＢＡ、
ＺＴ［１２］以及试剂均为生工生物工程（上海）股份有限公司
产品。

１．２　方法
　　结合ＤＭ本身特性，利用植物分裂素 ＩＡＡ、ＮＡＡ、２，４－Ｄ
和植物生长素６－ＢＡ、ＺＴ不同浓度配比来诱导愈伤组织形
成、不定芽分化［９，１３－１７］。

１．２．１　茎段、叶片的愈伤组织诱导　选取生长３０ｄ左右的
ＤＭ无菌马铃薯试管苗，分别切下叶片、茎段，去除叶片边缘。
切取长为０．５ｍｍ左右的茎段，不可带生长点。分别将上述
材料放入加有植物激素的ＭＳ培养基中，培养２５～３０ｄ。
　　为了得到更加合适的配比，设定植物分裂素与植物生长
素配比从高到低为梯度，进一步确定诱导茎段、叶片愈伤组织

合适的植物激素配比。

１．２．２　愈伤分化不定芽培养基的选择　将愈伤组织放入含有
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