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从固定的细胞和组织中分离 DNA 研究人 Ü{ 基因多态性

乔守怡刘阳手l、尤荣蔡新中赵寿元

(复旦大学遗传和遗传工程系 200433 ) 

目前从 DNA 水平上开展人类遗传学和医

学遗传学的研究受到人们的重视。例如: 调查

人群中某些基因座位 DNA 片段长度多态性的

出现频率以降讨种群之间进化上的亲缘关系 、

分析 RFLP 与某些疾病之间的连锁关系作为疾

病诊断指标、 研究遗传病患者的基因结构的特

征等都是当前十分活跃的研究领域。这些研究

往往需要采集许多 DNA 样品 ， 包括遗传病患

者的 DNA。由于我国幅员广阔 ， 所需调查的

对象有些处于边远地区，鲜血或组织材料中的

DNA 极易降解，不便长途携带， 这给研究工作

带来很大困难。本文介绍用固定液固定人体组

织块或白细胞，从中抽提 DNA， 用于研究 tK 基

因的 RELP，取得了令人满意的结果，解决了

上述困难问题。

材料与 方 法

-、材料

1.人体胃癌及窟旁~F 癌胃组织(由第二军医大学

附属长海医院手术室提供) ， 在手术后立即用 TE 缓冲

液洗涤后固定。

2 . 取 5 ml 人静脉血， 1000 rpm 离心 10 分钟 ，

取中间白细胞层，用 PBS (pH 7 . 4)洗涤一次 ， 1000 

rpm 再离心 10 分钟 ， 收集沉淀。低渗去除红细胞后 ，

1000 rpm 离心 10 分钟，收集白细胞后回定。

二、固定液

人休组织块、 白细胞和培养细胞分别加入固定液

甲醉 :冰黯酸 (3: 1) 或乙蹲 : 冰由股 (3:1) ， n 4 oc冰箱

保存数天至数月 。

三、 DNA 的抽提

固定的细胞先离心弃去固定液 ， 用 TE 洗涤细胞

3 - 5 次 ， 准备抽捉 DNA。固定的组织块 1. 0-1. 5

克 ， 离心弃去固定液。用 TE 反复洗涤后，将组织块

剪碎， 放入不锈钢电动组织捣碎器中 ， 加入液氮， 捣

碎成粉状。待液氮挥发后 ， 再用 TE 洗涤 ， 准备抽提

DNA。这些经J:H处理的材料用 0.5%SDS 处理， 而后

加 15 0 μgjml 蛋白酶 K 处理， 37"C过夜。次日用盼、

~仿各拍提一次， 透析过夜。加 RNaseA 至 100μgj

ml , 37 0C 3 小时，再加 SDS、 蛋白酶 K ， 37"C处理过

夜。 重复用盼及~~(仿抽提，用 TE缓冲液 (pH 8.0 )透

析， 隔日取出。乙醉沉淀 DNA，用 玻璃棒挑出絮状

DNA ， 溶解在 TE 中， 用紫外公光光度计测定 DNA

浓度。

四、 酶的消化与份子杂交

将收集到的 DNA 用 KpllI 酶消化。 10 μg DNA样

品加入 5-8 μ1 KpnI (上海华 美公司产品 ， 16 u j ul ) , 
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图 1 固定材料 DNA 电泳图

1. 用甲醇:冰醋酸 (3 : 1 )固定 ， 保存 1 天的胃

癌组织 DNA。

2 . 用甲醇:冰醋酸(3:1) 固定 ， 保存 1 7 天的胃

癌组织 DNA。

3 . 用乙醇 : 冰醋酸( 3: 1) 固定 、 保存 7 天的人

白细胞 DNA 。

4 . 用乙醇 : 冰醋酸( 3 : 1 )固定 ， 保存 6 1 天的人

自细胞 DNA。

消化 30 小时， 经酶切后的 DNA 用 0 . 7%琼 脂糖凝胶

电泳。最后进行 Seuthern 印迹杂交实验， 探针为人的

tK 基因的一个 1 . 25 kb片段。

估...... 果

从固定的人体组织块或白细胞所抽提到的

DNA 用电泳鉴定(图 1 )，再用 KpnI 酶切 ( 图

2 )，可见到重复顺序的带型(箭头 指示处) 。

这与未经固定的材料中所抽提的 DNA 酶 切后

的结果是一样的(图 3 )。酶切后的 DNA 转移

到硝酸纤维膜‘ 上， 与 1. 25 灿 的 tk 基因探针

(kb) 

23 .0 

9.4 

6 . 6 

4. 4 

2.3 

2 . 0 

回 2 即制性内切酶 KpnI 消化不同

固定材料 DNA 样品电泳图

1 , 2 , 3 , 4 同图 1 0 

5 . 分子量标记: 入 DNA/Hindm 横线示重复顺

序的条带。

杂交 ， 出现了清晰的杂交条带，大小为 3.1 油

和 2.6 kb( 图 4 )。

本实验共做了上海地区 26 名汉 族人员的

DNA 样品， tk 基因的 KpnI 片段长度有 3.1

kb 和 2.6 kb， 多态性分布见表 1 。

讨 论

实验结果表明， 从固定的哺乳类的细胞抽

提 DNA 的方法是有效的， 这样得到的 DNA

表 1 人 tk 基因 KpnI 限制位点多态性的分布

基因型 观察数(个) 基因型频率 基因频率

AA 2 0. 08 等位基因 A 的频率

A B 8 0.31 =0 . 08+t (0 .3 1) =0 .235 

B B 16 0.61 
等位基因 B 的频率

合t 26 1 =0 . 61+ 吉 (0 .3 1) = 0.765 

A: 低频等位基因 (3 .1kb) ， B: 高频等位基因 (2.6 kb).
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固 3 未经固定材料 DNA 电泳固 .

1 , 2 . 为未固定胃癌组织 DNA o 3 ， 4 .为未固定
人白细胞 DNA o 5 .为分子量标记 : 入 DNA/Hind JH • 

与未固定材料 DNA 一样， 可被限制性内切酶

酶解。通过 Southern 印迹杂交分 析，证明固

定数月 的细胞能产生与非固定样品中的 DNA

相同的杂交带。说明按此法抽 提的 DNA 未因

固定而降解。在实验中我们也发现， 抽提固定

的体外培养细胞或白细胞 DNA ， 比抽提固定

组织块的 DNA 效果要好些。推测可能是对分

散细胞的固定作用要强于细胞的组织块。在本

实验所分析的 26 份样品中 3.1 kb 和 2.6 kb 片

段出现的频率约分别为 0 .235 与 0.765 ， 这与

用非固定材料得出的频率十分吻合。所以用甲

醇(或乙醇) :冰醋酸( 3 : 1 )固定的组织块或臼

细胞， 完全可以用于 DNA 分析。这对于从边

远地区采集人体 DNA 样品 ， 在分子水平上开

展人类遗传学研究提供了一 个便 利可行的方

法。

摘 要

本文采用己醇:冰醋酸(3 : 1)和甲醇:冰

4 3 2 1 

一-2 .60Kb

争 ;

图 4 Southern 印迹杂交和放射自显影

KpnI 酶切， 探针 pHK 1. 251 ， 2, 3, 4同图 1 。

醋酸( 3 : 1 )两种 固定液固定人的细胞和组

织，时间从几天至几周不等，从中抽提 DNA ，

并用限制性内切酶酶切后作 Southerr 印迹杂

交研究人的 tK 基因的 RFLP，探针为 pHK

1. 25 ， 得到了清晰的杂交带，与未固定材料的杂

交带型完全相同。 26 名汉族人 员中 tk 基因的

KpnI 限制性片段为 3 . 1 kb 和 2 . 6 kb，频率分

别是 0.235 和 0.765 ， 也与用未固定材料研究的

结果一致。这种固定后抽提的方法有利于保存

和采集 DNA 样品，对于从边远地区采集 DNA

样品进行分子遗传学研究提供了一个便利可行

的研究方法。
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