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鸡基因组 DNA 不同提取方法的比较研究
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* ，韩瑞丽，孙桂荣，潘 军，黄 煌，刘 凯，张立恒
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摘要:实验用优化煮沸法提取鸡血液基因组 DNA，经核酸蛋白定量仪检测，DNA 的 OD260 /OD280 达 1. 77 ± 0. 06，

证明所提 DNA 质量较好，用于 PCR 扩增，可以得到满意的扩增效果。与酚 － 氯仿法相比，优化煮沸法避免了

用氯仿、酚等剧毒试剂，且节约了时间和成本，是一种较好的提取基因组 DNA 的方法。
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A Comparative Study on Different Methods
for Extraction of Gallus Genomic DNA
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Abstract:The optimized cooking extraction method was used in this study to extract gallus genomic DNA.
OD260 /OD280 was up to 1. 77 ± 0. 06 by the SmartspecTMplus test. The result showed that the quality of DNA
extracted by the optimized cooking extraction method was very good，clear and bright fragments were detected
through PCR amplification. Compared with the Phenol － chloroform extraction method，The optimized cooking
extraction method is free from chloroform，phenol and other toxic reagents，and saves time and costs，hence a
good method for extracting genomic DNA.
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自 20 世纪 50 年代 Watson J D 和 Crick F 提出 DNA 双螺旋模型以来，分子生物学在广度和深度上

都获得了空前的发展。现代分子生物学技术已经渗透到生物学、医学、遗传学和动物学等各个方面
［1］，

而基因组 DNA 的提取是分子生物学研究的一项基础技术，是后续试验成功的关键。目前基因组 DNA
的提取方法较多，试剂盒价格昂贵不适用于较大批量的提取 DNA，而其它的一些方法主要是有机溶剂

提取法，费时且不经济。因此，从实验的具体要求，样本量大小和经济等方面考虑，寻找简便、安全、成本

较低的方法很有必要。本研究在参考几种常用的 DNA 提取方法的基础上优化出了一种快速、简便、高
效、经济的提取方法，以便为进行禽类分子遗传学的相关研究奠定基础。
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1 材料和方法

1. 1 材料及试剂

基因组 DNA 从固始鸡和安卡鸡 F2 代资源群血液中提取。引物由上海生工生物技术服务有限公司

合成;蛋白酶 K、平衡酚等购自北京鼎国生物技术有限公司;Taq DNA 聚合酶、dNTPs 购自广州东盛生物

有限公司。
1. 2 基因组 DNA 提取

1. 2. 1 酚 － 氯仿法 取 80 μL 抗凝血于 1. 5 mL 离心管中，加 500 μL TE 缓冲液，15 μL ρ(SDS) =
25%和 15 μL 蛋白酶 K(10 mg /mL)，充分混匀，置 57. 8 ℃水浴锅中消化过夜;加入等体积 Tris 饱和酚，

缓慢摇匀 10 min，离心 10 min(12 000 r /min);取上清液，转入另一离心管，再加 500 μL Tris 饱和酚，缓

慢摇匀 10 min，离心 10 min(12 000 r /min);接着取上清液，转入另一离心管，加入(V酚 ∶ V氯仿 ∶ V异戊醇 = 24
∶ 23∶ 1)600 μL，缓慢摇匀 10 min，离心 10 min(12 000 r /min);再取上清液，转入另一离心管，加入(V氯仿

∶ V异戊醇 = 23∶ 1)600 μL，缓慢摇匀 10 min，离心 10 min(12 000 r /min);最后再取上清液，转入另一离心

管，加入 2 倍体积预冷至 － 20 ℃的无水乙醇沉淀 DNA，缓慢摇匀 10 min，离心 10 min(12 000 r /min)，

小心弃去液体部分;加入体积分数 φ(乙醇) = 70%冲洗，缓慢摇匀 10 min，离心 15 min(12 000 r /min);

自然风干(倒置);加入 100 μL TE 溶解过夜(约 24 h)。
1. 2. 2 煮沸法 取 100 μL 抗凝血于 1. 5 mL 离心管中，加 1 mL 双蒸水，充分混匀，冰浴 10 min 后

13 000 r /min 离心 1 min，弃上清，向下层沉淀中加入 100 μL 双蒸水使之充分悬浮，煮沸 5 min，立即冰

浴 5 min，以 13 000 r /min 离心 10 min，取上清于另一离心管中即可用于 PCR 检测。
1. 2. 3 优化煮沸法 用 100 μLTE 替代煮沸法中的 100 μL 双蒸水。
1. 3 引物设计

利用 primer 5 分析软件，根据鸡基因组序列中过氧化物酶体增殖物激活受体(PPARα) 基因(Gen-
Bank 登录号:NC_006088) 序列和 PPARα 基因的 mRNA 序列(GenBank 登录号:NM_001001464) 对鸡

PPARα 基因的编码区序列(第二外显子)设计引物。引物由上海生物工程技术有限公司合成。其引物

序列为:上游:5’－ GTTGTTGTTGTGGGTTTAGC －3’;下游:5’－ GCAACGTGATTTAGGCTCTT －3’。
1. 4 PCR 反应体系及扩增条件

1. 4. 1 PCR 反 应 体 系 10 × PCR 缓 冲 液，2. 5 μLTaq DNA 聚 合 酶 (0. 5 U /μL) 0. 3 μL，dNTPs
(10 mmol /mL)0. 5 μL，引物(10 pmol /L)各 0. 5 μL，DNA 模板(100 ng /μL)1 μL，最后加灭菌超纯水补

足至 25 μL。
1. 4. 2 PCR 反应程序 95 ℃预变性 5 min，94 ℃ 变性 30 s，60 ℃ 退火 35 s，72 ℃ 延伸 30 s，34 个循

环，72 ℃延伸 10 min，最后 4 ℃保存。

2 结果与分析

2. 1 核酸蛋白定量仪检测结果

由于 DNA 提取的质量和产量直接影响了 PCR 扩增，限制性内切酶的酶切反应以及单核苷酸多态

性等试验的成败，所以对提取的 DNA 质量有较高要求。优质 DNA 的 OD260 /OD280值在 1. 7 ～ 2. 0。核酸

蛋白定量仪测定结果如表 1 所示，优化煮沸法和酚 － 氯仿法提取的 DNA 的 OD260 /OD280值都在 1. 7 ～2. 0，

然而煮沸法提取的 DNA 的 OD260 /OD280值仅为 1. 26;酚 － 氯仿法提取的 DNA 浓度最高，但缺点是耗时

较长。
表 1 3 种方法提取 DNA 的浓度、纯度及血液需要量

Tab. 1 Concentration，purity and blood volume of extracted DNA by three kinds of method

提取方法

Extraction method
质量浓度 /(ng·uL －1)

Concentration

OD260 /OD280

Purity
血液需要量 /μL
Blood volume

酚 － 氯仿法 Phenol － chloroform extraction 328. 2 ± 32. 95 1. 89 ± 0. 11 80

煮沸法 Cooking extraction method 165. 6 ± 15. 62 1. 26 ± 0. 10 100

优化煮沸法 Optimized cooking extraction method 204. 7 ± 18. 13 1. 77 ± 0. 06 100
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1 ～ 3. 酚 － 氯仿抽提;4 ～ 6. 煮沸法;7 ～ 9. 优化煮沸法

1 － 3. phenol － chloroform extraction; 4 － 6. cooking extraction method; 7 － 9.
optimized cooking extraction method.

图 1 比较三种方法提取的基因组

Fig. 1 Comparison of three genomic DNA extraction methods

1 ～ 3. 酚 － 氯仿抽提;4 ～ 6. 煮沸法;7 ～ 9. 优化煮沸法;M. DNAmark1，最

亮的条带为 400 kb。
1 － 3. Phenol － chloroform extraction; 4 － 6. cooking extraction method; 7

－ 9. Optimized cooking extraction method; M. DNA marker 1，the lightest band
is 400 kb.

图 2 PCR 扩增三种方法提取的基因组

Fig. 2 Comparison of three genomic DNA extraction methods

1. 阴性对照;2 ～ 4. 酚 － 氯仿抽提;5 ～ 7. 煮沸法;8 ～ 10. 优化煮沸法;M.
DNAmark1，最亮的条带为 400 kb。
1. Negative control;2 － 4. phenol － chloroform extraction; 5 － 7. cooking

extraction method;8 － 10. optimized cooking extraction method;M. DNA marker
1，The lightest band is 400 kb.

图 3 3 种方法提取基因组在 － 20 ℃ 冻存 1 个月后的 PCR 扩增

Fig. 3 PCR results of three genomic DNA extraction methods after
being preserved for a month at － 20 ℃

2. 2 基因组 DNA 抽提结果的

检测

将酚 － 氯仿法获得的基因组

DNA、煮沸法提取的基因组 DNA
和优 化 煮 沸 法 提 取 的 基 因 组

DNA 同时进行琼脂糖凝胶电泳，

检测的结果见图 1。结果显示，

在 10 g /kg 的琼脂糖凝胶电泳条

件下，经过一段时间的电泳后，酚

－ 氯仿法得到的基因组 DNA 出

现了整齐、清晰的单一条带，无拖

尾现象，而煮沸法提取的基因组

DNA 未见条带。这可能是由于

在热 的 条 件 下，小 部 分 超 螺 旋

DNA 发生了不可逆变性而产生

环状卷曲 DNA，且它在琼脂糖电

泳中 的 迁 移 率 为 正 常 超 螺 旋

DNA 的 两 倍
［5］，结 果 这 种 大 的

DNA 复合体在电场中不能够穿

过琼脂糖凝胶这一分子筛，而滞

留在点样孔。
2. 3 PCR 检测基因组 DNA 质量

为检测煮沸法提取的效果，

同时对 3 种方法获得的基因组

DNA 进行 PCR 扩增，产物经琼脂

糖电 泳 检 测 后 见 图 2。结 果 表

明，3 种方法提取的基因组 DNA
经 PCR 扩增，琼脂糖检测都可见

一条清晰、致密的条带，与 DNA
分子量标准相比，与预期片段大

小一致。可见所提取的 DNA 均

已达到分子生物学实验的要求。
2. 4 －20 ℃保存一个月后用相

同的引物再次 PCR 检测基因组

DNA 质量

结果表明，酚 － 氯仿法和优

化煮沸法提取的基因组 DNA 在

保存 1 个月后都得到了相应清

晰、明亮的目的条带，而煮沸法提

取的基因组 DNA 所获得的目的条

带变淡，提取的 DNA 质量降低。
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3 讨 论

(1)选择快速、简便、高效、经济的方法是提取基因组 DNA 的重要条件。目前基因组 DNA 提取的

方法较多，试剂盒价格昂贵不适用于较大批量的提取 DNA，而其它的一些方法需采用蛋白酶 K 消化蛋

白质，成本较高
［6］。本试验通过对基因组提取方法研究，摸索出了一种简洁的提取鸡基因组 DNA 的方

法，本方法在试验中只是利用渗透压平衡原理，将细胞破碎，再通过热力学原理将染色体与破碎的膜结

构等分离，同时使基因组 DNA 与组蛋白分离，最后离心取上清液即可获得基因组 DNA。
(2)为了检验冷冻保存对基因组 DNA 的影响，在基因组 DNA 提取 1 个月后以相同的引物对 3 种方

法提取的 DNA 进行了 PCR 扩增。结果表明，与酚 － 氯仿法一样，优化煮沸法提取的 DNA 也可以在冷

冻状态下长期保存，但煮沸法提取的 DNA 在保存 1 个月后再次 PCR 扩增时，目的条带变淡，这可能是

DNA 综合纯度影响了 PCR 产物
［8］。虽然在试验中我们可以用灭菌双蒸水代替 TE 去提取基因组 DNA，

但是 TE 成分中的 EDTA 可以中和溶液中的金属离子，使核酸酶无法起作用，保存的时间也更长，并且

TE 缓冲液的 pH 在 8 左右，此时 DNA 为盐离子状态，更容易溶于水，从而也可以获得更多 DNA。因此，

应用基因组 DNA 去进行长期试验研究时最好是用 TE 去保存。
(3)通过比较我们发现，常规的基因组 DNA 酚 － 氯仿法提取的模板质量最好，保存时间也长，但操

作步骤繁杂，成本也高，而且酚和氯仿均有挥发毒性，对环境造成诸多危害，长期使用严重危害人体健

康。煮沸法虽节省了实验时间和成本，但提取的 DNA 中蛋白质含量较高，能干扰 DNA 聚合酶的活性，

不利于后期基因体外扩增。而优化煮沸法不仅节省了试验时间和成本，且提取的 DNA 质量高，保存时

间也长，是一种快速简便的提取基因组 DNA 的方法。
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