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摘要　以大白猪背最长肌、脾脏、耳组织为材料,用碱裂解法和酚Ｇ氯仿法分别提取猪基因组 DNA,用紫外

分光光度计、琼脂糖凝胶电泳、PCR扩增检测 DNA的产量和质量,结果发现２种方法提取的 DNA 产量没有明

显差异.通过猪 MC４R、TEFＧ１基因特异引物进行PCR扩增均能得到目的条带.碱裂解法提取的 DNA 原液

稀释５倍、１０倍后作为模板均获得了较为稳定的扩增产物.该结果表明,简单、快速、无毒的碱裂解法适用于动

物定性PCR检测时 DNA的提取.
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　　提取动物基因组 DNA 的方法有多种,其中经

典的方法有酚抽提法、甲酰胺裂解法、异丙醇沉淀

法、盐酸胍裂解玻璃棒缠绕法及酚Ｇ氯仿法等[１],这
些方法都能获得高质量 DNA;但是提取过程繁琐,
技术、设备要求高、耗时长,且有的试剂具有一定的

毒性.在经典的 DNA 提取方法上经过改进、优化

出现了盐析法[２]、试剂盒提取法[３]、颗粒吸附法[４Ｇ６],
但仍需要特殊设备(高速冷冻离心机)并以高成本为

代价.DNA提取方法经进一步改进出现了快速提

取法,可在无高速冷冻离心机等设备条件下实现基

因组DNA的快速提取,如碱裂解法[７].使用这种方

法成本低、提取所用试剂无毒,操作简单,尤其适合现

场操作,并且提取的DNA可用于常规PCR扩增.
近些年碱裂解法和改良的碱裂解法在动物基因

组 DNA 提 取 中 主 要 用 于 动 物 血 液[８]、动 物 组

织[９Ｇ１０]、动物药品[１１]等样品的 DNA 快速提取.本

研究以猪肌肉组织、脾脏、耳组织为材料,用酚Ｇ氯仿

法和碱裂解法分别提取基因组 DNA,检测 DNA 的

产量和质量,并利用猪 MC４R 和TEFＧ１基因的引

物进行PCR扩增以对 DNA 提取质量进行检测,并
综合对比２种DNA提取方法对猪３种组织样品的

提取效果,以期为猪基因组 DNA 快速提取时样品

采集及方法筛选提供可靠的依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料、主要仪器及试剂

大白猪的背最长肌、脾脏、耳组织(活体取样)均
由华中农业大学农业动物遗传育种与繁殖教育部重

点实验室刘榜教授课题组提供,所有材料用７５％乙

醇浸泡,－２０℃冰箱保存.
主要仪器设备:台式高速离心机(德国 EppenＧ

dorf公司)、冷冻低温超速离心机(德国 Eppendorf公

司)、NanoDrop２０００超微量紫外可见分光光度计核

酸蛋白测定仪(美国 Thermo公司)、PCR 仪(美国

BioRad公司)、凝胶成像系统(美国 BioRad公司).
主要试剂:琼脂糖(西班牙 BiowestAgarose),

gelred(美国 Biotium 公司),２×PowerTaq PCR
MasterMix(北 京 百 泰 克 生 物 技 术 有 限 公 司),

BM２０００DNA Marker(Biomed),其他试剂均为国

产分析纯.MC４R、TEFＧ１基因的 PCR 引物由擎

科生物技术有限公司(武汉)合成.
1.2　猪基因组 DNA 提取方法

１)碱裂解法.参考文献[７]方法并适当改进,具
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体步骤为:取出－２０℃冰箱保存的背最长肌、脾脏、
耳组织样品,用吸水纸将表面吸干,３种组织各称取

３份０．０５g样品后于吸水纸上按压,尽量去除样品

中残留的乙醇,样品置于２ mL 的 Epppendolf管

中,加入５００μL的０．２mol/LNaOH,用小手术剪

刀剪碎样品,颠倒混匀后用泡沫浮漂使其浮于盛有

沸水的烧杯中１０min,取出静置５min,吸取上清液

２００μL作为 DNA 提取原液,取部分 DNA 原液用

１．０mol/LTrisＧHCl(pH＝８．０)分别稀释５、１０、２０、

５０、１００ 倍 作 为 后 续 PCR 检 测 的 模 板,存 放 于

－２０℃备用.

２)酚Ｇ氯仿法.取样及前处理同碱裂解法,参考

酚Ｇ氯仿法[１]提取猪基因组 DNA,用５００μL灭菌双

蒸水溶解后存放于－２０℃备用.
1.3　2 种方法提取的基因组 DNA 质量检测

１)紫外可见分光光度计检测.将碱裂解法、酚Ｇ
氯仿法提取的DNA原液经 NanoDrop２０００超微量

紫外可见分光光度计核酸蛋白测定仪检测,同时将

酚Ｇ氯仿法提取的DNA分别稀释为１００、５０、２０、１０、

５、１ng/μL 作 为 后 续 PCR 检 测 的 模 板,保 存 于

－２０℃备用.

２)琼脂糖凝胶电泳检测.将碱裂解法、酚Ｇ氯仿

法提取的DNA原液各５μL与２μL加有Gelred的

LoadingBuffer混匀,BM２０００DNAMarker作为分

子质量标记,利用１％琼脂糖凝胶在电压１２０V 条

件下电泳１h,凝胶成像系统照相检测.

３)PCR及电泳检测.为检验碱裂解法提取的

猪基因组 DNA 能否用于 PCR 检测及筛选合适的

模板浓度,以酚Ｇ氯仿法提取的基因组 DNA１００、

５０、２０、１０、５、１ng/μL６个质量浓度作为对照,对应

碱裂解法提取的基因组 DNA 原液、５倍、１０倍、２０
倍、５０倍和１００倍稀释液,以猪 MC４R、TEFＧ１为

目标基因进行PCR检测.MC４R 引物[１２]上游序列

为５′ＧAGCGGGTTGGAATCATCATCＧ３′,下游序

列为５′ＧCACCCAGGGGATAGCAACAGＧ３′,片段

大 小 为 ４８０ bp;TEFＧ１ 引 物[１３] 上 游 序 列 ５′Ｇ
GGCAGGAGCAGTGCTAACAGＧ３′,下 游 序 列 为

５′ＧGCGAGTCCGAGGCAAACTTCＧ３′,片段大小

为１１８bp.PCR 扩增反应总体系为２０μL,体系如

下:２×PowerTaqPCR MasterMix１０μL,上下游

引物各０．４μL(引物终浓度为０．２μmol/L),酚Ｇ氯仿

法提取DNA的６个浓度稀释液各２μL作为模板,
碱裂解法提取的 DNA 原液及体积倍比稀释液各

２μL作为模板,每个浓度做２个平行,每个反应管中

加７．２μL灭菌双蒸水.MC４R 引物反应程序为:

９５℃５min;９４℃３０s,５６℃３０s,７２℃２５s,３０个

循环;７２℃延伸 ５min.TEFＧ１引物反应程序为:

９５℃５min;９４℃３０s,６２℃３０s,７２℃１０s,３０个

循环;７２℃延伸５min.扩增产物５μL与２μL加

有 Gelred的 LoadingBuffer 混匀,BM２０００DNA
Marker作标准对照,用２％ 琼脂糖凝胶在１２０V电

压条件下电泳 ３０ min,然后 凝 胶 成 像 系 统 照 相

检测.

2　结果与分析

2.1　紫外可见分光光度计检测结果

NanoDrop２０００超微量紫外可见分光光度计核

酸蛋白测定仪检测结果显示,２种方法提取猪的肌

肉、脾脏、耳组织 DNA 的浓度均较高,尤其是脾脏

获得的DNA 产量最高,肌肉次之,耳组织的产量最

低.不同方法提取３种组织所获得的 DNA 产量没

有明显规律性:碱裂解法提取的肌肉 DNA 产量略

高于酚Ｇ氯仿法,但差异不显著(P＞０．０５).碱裂解

法提 取 的 脾 脏 DNA 产 量 低 于 酚Ｇ氯 仿 法 (P ＜
０．０５).碱裂解法提取的耳组织 DNA 产量高于酚Ｇ
氯仿法(P＜０．０５).碱裂解法提取 DNA 的 D２６０/

D２８０比值略低于酚Ｇ氯仿法,但差异不显著 (P ＞
０．０５).碱裂解法提取的３种组织 DNA的D２６０/D２３０

值均低于１．０,均与酚Ｇ氯仿法的D２６０/D２３０值之间存

在显著差异(P＜０．０５),这主要是由于没有使用任

何纯化DNA的处理,盐类、碳水化合物混在其中导

致D２３０值偏高引起的.具体检测结果见表１.
2.2　琼脂糖凝胶电泳检测结果

碱裂解法和酚Ｇ氯仿法提取的基因组电泳结果

如图１所示,酚Ｇ氯仿法提取的猪肌肉、脾脏、耳组织

的基因组DNA均有较清晰的条带,脾脏DNA和耳

组织DNA 有降解的小片段拖尾.碱裂解法只有

脾脏基因组 DNA有条带,但条带区域宽并且不如

酚Ｇ氯仿法条带清晰,肌肉、耳组织的基因组 DNA
则由于产量相对低和杂质的阻滞在电泳图中没有

条带.
2.3　PCR 检测结果

碱裂解法和酚Ｇ氯仿法提取的基因组 DNA 作

模板的PCR扩增结果如图２所示,酚Ｇ氯仿法提取

的３种组织DNA模板量为２００、１００、４０、２０ng时扩

增获得的产物均能够达到琼脂糖凝胶电泳的检出

１９
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表１　２种方法提取猪基因组DNA结果比较

Table１　ComparisonofpiggenomicDNAextractedbytwomethods

材料

Materials
方法

Methods
DNA/(ng/mL) D２６０ D２８０ D２６０/D２８０ D２６０/D２３０

肌肉 Muscle

碱裂解法

Alkalinelysis
１７７３．４３±４２８．６６ ３６．４７±８．２２ １８．８３±４．３０ １．８８±０．０８ ０．７７±０．２０a

酚Ｇ氯仿法

PhenolＧchloroform
１６６４．３６±７５３．３３ ３３．２９±１５．０７ １６．５６±７．６７ ２．０２±０．０３ １．７８±０．０１b

脾脏 Spleen

碱裂解法

Alkalinelysis
２２６５．８１±１４８．０３a ４５．３５±３．０１ ２４．３３±１．８４ １．８６±０．０２ ０．６６±０．０２a

酚Ｇ氯仿法

PhenolＧchloroform
２９８７．５３±１２６．１８b ５９．７５±２．５３ ３１．４０±１．１６ １．９０±０．０１ ２．０６±０．０６b

耳组织 Ear

碱裂解法

Alkalinelysis
１０９７．１０±５４．９２a ２１．９４±１．１０ １１．８１±０．６７ １．８６±０．０２ ０．３６±０．１１a

酚Ｇ氯仿法

PhenolＧchloroform
８３７．３０±２００．９８b １６．７５±４．０２ ８．５６±２．０７ １．９６±０．０１ ２．０５±０．１６b

　注:不同字母表示不同方法差异显著(P＜０．０５)Note:Meanvalueswithdifferentlettersindifferentmethodsdiffersignificantly
(P＜０．０５)．

　M:BM２０００DNAmarker,泳道１~９为酚Ｇ氯仿法提取的 DNA,其中１~３为肌肉 DNA,４~６为脾脏 DNA,７~９为耳组织 DNA;泳

道１０~１８为碱裂解法提取的 DNA,其中１０~１２为肌肉 DNA,１３~１５为脾脏 DNA,１６~１８为耳组织 DNA.M:BM２０００DNA markＧ

er,lane１Ｇ９．GenomicDNAextractedbyphenolＧchloroform,１Ｇ３．GenomicDNAofmuscle,４Ｇ６．GenomicDNAofspleen,７Ｇ９．Genomic

DNAofear;lane１０Ｇ１８．GenomicDNAextractedbyalkalinelysis,１０Ｇ１２．GenomicDNAoflongissimusdorsi,１３Ｇ１５．GenomicDNAof

spleen,１６Ｇ１８．GenomicDNAofear．

图１　２种方法提取的猪基因组DNA电泳图

Fig．１　AgaroseelectrophoresisresultsofpiggenomicDNAextractedbytwomethods

量,随着模板量减少,电泳条带变暗,其中模板量为

１００ng时扩增产物的电泳条带最整齐、清晰.碱裂

解法提取的３种组织 DNA 原液经５、１０、２０倍稀释

作模板时扩增获得的产物电泳能够检测到清晰的条

带,其中原液进行５倍稀释作模板扩增产物电泳效

果最理想.

２种方法提取的基因组 DNA 作模板经 MC４R
和TEFＧ１基因引物进行 PCR,扩增产物检测结果

显示:酚Ｇ氯仿法提取的３种组织基因组 DNA 模板

量为２００、１００、４０、２０ng时,电泳均能检测到产物的

目的条带;碱裂解法提取的基因组 DNA 不同组织

同等倍数稀释 PCR 结果有差异:猪肌肉基因组

DNA原液、５倍、１０倍稀释作为模板扩增产物均有

明显的电泳条带,其中以５倍稀释条带最清晰;脾脏

基因组DNA５倍、１０倍、２０倍、５０倍、１００倍稀释模

板PCR扩增均有清晰的目的条带,DNA 原液没有

扩增出目的条带,可能是由于模板浓度太高,抑制了

PCR反应所致;耳组织基因组 DNA５倍、１０倍、２０
倍稀释模板PCR扩增产物电泳检测有目的条带,其
中５倍稀释模板PCR扩增目的条带最清晰.综合

图２中 A、B两图可知,不同组织碱裂解法提取的基

因组DNA作模板,使２个基因引物都能成功扩增

的DNA原液稀释倍数是５倍和１０倍,其中以５倍

稀释效果最理想.

２９
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　M:BM２０００marker,marker左侧酚Ｇ氯仿法提取的DNA模板质量浓度,泳道１~２、３~４、５~６、７~８、,９~１０、１１~１２分别为１００、５０、

２０、１０、５、１ng/μL.Marker右侧为碱裂解法提取的 DNA模板稀释倍数为:泳道１３~１４、１５~１６、１７~１８、１９~２０、２１~２２、２３~２４分

别为原液、５倍、１０倍、２０倍、５０倍、１００倍稀释.M:BM２０００marker,theleftofmarkerareamplificationproductwithdifferentconcenＧ

trationDNAextractedbyphenolＧchloroform,lane１Ｇ２,３Ｇ４,５Ｇ６,７Ｇ８,９Ｇ１０,１１Ｇ１２is１００,５０,２０,１０,５,１ng/μLrespectively．Therightof

markerareamplificationproductwithdifferentdilutionratiosDNAextractedbyalkalinelysis,lane１３Ｇ１４,１５Ｇ１６,１７Ｇ１８,１９Ｇ２０,２１Ｇ２２,２３Ｇ

２４isoriginalsampleliquid,５,１０,２０,５０,１００timesdilutionrespectively．

图２　猪不同组织２种DNA提取方法用于MC４R(A)、TEFＧ１(B)基因PCR检测结果

Fig．２　PCRdetectionresultsforpigdifferenttissuesgenomicDNAextractedbytwomethods
usingMC４R (A)andTEFＧ１(B)primeramplification

3　讨　论

3.1　碱裂解法和酚Ｇ氯仿法提取猪基因组 DNA 方

法的对比

　　碱裂解法需要３种试剂,提取成本低廉,每个样

品消耗的试剂和耗材价格约为０．２０元.所用试剂

无毒、常见,购买、贮存、携带不受限制.碱裂解法提

取DNA所用时间短,得到可用 DNA 只需２０min.
操作过程在常温环境中进行,不需要大型设备,尤其

适合现场或实验条件受限的环境下提取动物样品

DNA.酚Ｇ氯仿法使用９种试剂,提取成本较高,

１个样品消耗的试剂和耗材价格约需１．０元.使用

的苯酚、氯仿均有毒,操作时需要注意人员的安全防

护,蛋白酶 K需要冷冻贮存,苯酚需要避光冷藏、防
止氧化,不便于汽车、火车等常见交通工具携带,不
适合现场检测使用.酚Ｇ氯仿法提取过程大约需要

３~４h,待到洗涤用乙醇挥发殆尽、DNA 彻底溶解

能够使用至少需要１２~２４h,且过程中需要通风

厨、水浴锅、低温高速离心机等设备,更适合实验条

件较好的实验室采用.本试验采用的碱裂解法加热

过程在盛有热水的烧杯中进行,取代了文献中水浴

锅加热,并且省略了离心过程[７,９Ｇ１０],精简了仪器并

缩短了提取时间,更适合生产现场操作.
3.2　碱裂解法提取的 DNA 作模板 PCR 效果理想

比较碱裂解法和酚Ｇ氯仿法提取的猪肌肉、脾
脏、耳组织基因组 DNA,碱裂解法提取的基因组

DNA在浓度检测时虽然产量和纯度不高(表 １,

图１),但不影响常规 PCR检测的效果(图２),PCR
扩增目的片段大小不同的２个基因时,碱裂解法提

取的DNA模板均获得了清晰的、单一的目的条带,
没有产生非特异性条带,并且３种组织样品的基因

组DNA提取液的５倍、１０倍、２０倍稀释液作模板

扩增得到的目的条带亮度均非常明显,能够满足检

测要求.这可能是由于 DNA 经过碱裂解后,Taq
聚合酶更易于接近目的片段,对于 G、C 富集区

DNA扩增具有明显的增强效果[１４].对比同质量肌

肉、脾脏、耳组织碱裂解法提取基因组 DNA 的产

量,脾脏是最高的,提取原液在进行５０倍、１００倍稀

释时作为PCR扩增模板依然能够检测到明显的目

的条带,所以在实验条件允许时,用碱裂解法取脾脏

作为提取样本快速提取DNA,产量高、效果好,如果

需要活体取样则耳组织是最佳的选择样本;用酚Ｇ氯

仿法提取３种组织样品的 DNA 产量、纯度都很高,
除了做定性PCR检测的模板外,还可以做酶切、分
子杂交等其他分子生物学实验.

碱裂解法提取猪基因组 DNA 简单、快速、成本

低,像肌肉、脾脏、耳组织等动物组织只在细胞数量

上有差别,在基因组DNA 提取质量上无差别,所以

碱裂解法提取的基因组 DNA 适合进行定性 PCR
检测.目前转基因动物产品的鉴定、动物源性食品

的检测,一般都要求现场快速给出结论,因此,碱裂

解法提取基因组DNA可以推及其他动物种类进行

定性PCR检测时使用.
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Arapidalkalinelysismethodofextractingpiggenomic
DNAforPCRamplification

ZHAOJinyan１　LIUBang２,３　WANG Wenjun２,３　ZHANGYu２,３　ZHANGQingde３,４

１．HenanUniversityofAnimalHusbandryandEconomy,Zhengzhou４５００４６,China;
２．KeylaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction

ofMinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;
３．TheCooprativeInnovationCenterforSustainablePigProduction,Wuhan４３００７０,China;
４．ExperimentalAnimalCentre,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　AlkalinelysisandconventionalphenolＧchloroformextractionmethodswereadoptedto
extractgenomicDNAfromthelongissimusdorsimuscle,spleenandeartissuesfromLargeWhitepigs．
ThequantityandqualityofDNAweredeterminedbyultravioletspectrophotometer,agarosegelelectroＧ
phoresisandPCRamplification．TheresultsshowedthattherewasnosignificantdifferenceofDNA
quantitybetweenthetwoDNAextractionmethods．ThegenefragmentsofMC４RandTEFＧ１couldbe
obtainedbyPCRamplificationusinggenomicDNAextractedbythetwodifferentextractionmethods．
Mostimportantly,theamplificationresultswererelativelystablewhenusing５and１０timesdiluted
DNAextractedbyalkalinelysismethod．Therefore,thesimple,rapidandnonＧtoxicalkalinelysismethod
canbewidelyusedinextractionanddeterminationofDNAforqualitativeanalysisinanimals．

Keywords　piggenomicDNA;alkalinelysis;phenolＧchloroform;PCRamplification
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