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改良一步法制备人外周血白细胞线粒体 DNA

Improved one-step method for extraction and purification of mitochondrial DNA from

human peripheral white blood cells
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　　提　要:目的　建立从少量外周血中提取白细胞线粒体 DNA(mtDNA)的快速 、简便方法。方法　58 份抗凝血静置后取

白细胞层 ,采用碱变性法裂解细胞, 酚 氯仿 异戊醇抽提, RNA酶消化后再抽提及沉淀, PCR扩增产物电泳鉴定。结果　获得

的mtDNA样品不存在蛋白质等污染, 用特异性 mtDNA PCR引物从 58例核酸样品中均能扩增出 1 528 bp 的mtDNA基因片段。

结论　改良一步法是一种省时、经济、实用 、重复性好 、能满足常规分子生物学和遗传学分析需要的 mtDNA 制备新方法。

　　线粒体DNA(mtDNA)的常规制备方法存在所需细

胞量大 、设备及试剂昂贵 、操作程序复杂 、mtDNA产量

低等缺点 。胡义德等
[ 1]
根据闭环双链 mtDNA的变性

与复性特点 ,建立了从完整单细胞或组织细胞中直接

制备 mtDNA的一步法 ,此方法已被广泛应用 。但在应

用中发现一步法对血量很少 、白细胞含量极低 、血粘度

极高的样本较难得到质量可靠的mtDNA样品 ,而且白

细胞分离试剂 Percoll较昂贵。因此 ,在一步法基础上

又发展了直接从抗凝血的白细胞层制备 mtDNA的技

术方法 ,称为改良一步法 。

1　材料和方法

1.1　主要仪器与试剂
1.1.1　仪器　　台式常温高速离心机 、紫外分光光度仪 、电泳

仪为国产 , PTC-100 型 PCR仪为美国产。

1.1.2　试剂 　　PCR 核心试剂盒 、RNA 酶购自罗氏公司 ,

λDNA HindⅢ购自北京鼎国生物公司 , 其它化学试剂均为国产

分析纯。

1.2　溶液配制
1.2.1　TBS 液含 25 mmol L Tris , 0.136 mol L NaCl , 2.7 mmol L

KCl , pH 7.4。

1.2.2　STE 液含 0.1 mol L NaCl , 10 mmol L Tris·HCl , 1 mmol L
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EDTANa2·2H2O , pH 7.6。

1.2.3　TE 液含 10 mol L Tris·HCl , 1 mmol L EDTANa2·2H2O , pH

8.0。

1.2.4 　溶液 Ⅰ 含 50 mmol L 葡萄糖 , 25 mmol L Tris·HCl , 30

mmol L EDTANa2·2H2O , pH 8.0。

1.2.5　溶液Ⅱ含 0.2 mol LNaOH 和1 % SDS(临用前用 5 mol L

NaOH和 10% SDS 贮存液配制)。

1.2.6　溶液Ⅲ含 3 mol L醋酸钾溶液 , 5 mol L醋酸根离子 , pH

5.4。

1.3　mtDNA的制备及纯化
1.3.1　白细胞的分离与洗涤　　选健康成人献血者 24 例 , 我

院住院肺癌患者 34例。各抽取肝素抗凝外周静脉血 1 ～ 3 ml ,

静置30 min 或低速离心 5 min 后取白细胞层 , 用 TBS 液 5 ml洗

涤两次 ,再用适量 STE 液洗涤 1 次 , 将细胞悬液转移至 Eppen-

dorf管中 , 1 500×g 离心 5 min , 彻底去上清 , 获得纯净的白细

胞 ,立即进行 mtDNA的提取。

1.3.2　白细胞 、线粒体的裂解及 mtDNA的变性与复性　　以

每107 细胞数为例 , 加入 150 μl溶液Ⅰ , 冰浴中吹吸混匀 , 依次

加入 300μl溶液Ⅱ , 冰浴变性 8 min , 再加入 225 μl溶液Ⅲ冰浴

复性 25 min。

1.3.3　mtDNA 的酚 氯仿 异戊醇抽取及纯化　　裂解产物以

10 000×g 离心 6 min , 取上清 , 加入半体积 Tris 饱和酚(pH >

7.6), 温和振荡 10 min ,再加半体积的氯仿 异戊醇(24∶1),振荡

5 min , 10 000×g 离心 10 min , 取水相 ,加 2倍体积无水乙醇冰浴

30 min , 15 000×g 离心 10 min , 用 70%乙醇洗涤 , 15 000×g 离

心2 min , 彻底去上清 , 自然干燥 , 适量 TE 液溶解 , 加入无 DNA

酶的 RNA酶 A , 使其终浓度为 20μg/ ml , 室温消化 30 min ,等体

积Tris 饱和酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶1)重抽提 1 次 , 经沉淀 、室

温干燥纯化的mtDNA ,用适量 TE液溶解 , -20 ℃保存。

1.4　mtDNA样品的鉴定
1.4.1　紫外分光光度法测定　　用 UV-754型紫外分光光度仪

测定 A230 、A260 、A280值 ,计算 A230 A260 、A260 A280比值 , 绘制核酸紫

外吸收光谱曲线 ,按公式:mtDNA 浓度(μg ml)=A260×稀释倍数

×50 计算 mtDNA浓度。
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1.4.2　琼脂糖凝胶电泳　　用 0.8%琼脂糖制胶 , 含溴化乙锭

0.5 μg ml。mtDNA样品点样后以 3 V cm恒压电泳 2 ～ 3 h ,紫外

灯下自动扫描。

1.4.3　PCR 检测　　以抽提样品为模板 , 扩增定位于 mtDNA

上的 1 528 bp 目 的 基 因 片 段。 引 物:5′-ATTCTAACCT-

GAATCGGAGG-3′, 5′-GATGCTTGCAT GTGTAATC T-3′。 按 PCR

核心试剂盒操作说明加入各成分后混匀稍加离心 , 置 PCR基因

扩增仪上 , 94 ℃预变性 5 min ,然后 94 ℃变性 1 min、55 ℃退火1

min、72 ℃延伸 2 min、35 个循环后于 72 ℃延伸 7 min 结束。 产

物鉴定同步骤 1.4.2。

1.5　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 行描述统计。

2　结果

2.1　mtDNA的紫外光谱分析
　　结果显示 ,mtDNA样品的最大光吸收值在 260 nm 处 , 最小

光吸收值在 230 nm 处 ,呈现出典型的核酸紫外吸收光谱曲线 ,

见图 1。mtDNA 的纯度及产量分析见表 1。

图 1　mtDNA样紫外光谱分析曲线

表 1　mtDNA样品的纯度及产量分析

mtDNA 粗制品 纯化mtDNA样品MtDNA

来源
例数 mtDNA产量

A260 A280 A230 A260 A260 A280 A230 A260

肺癌组 34 2.16±0.23 0.45±0.05 1.82±0.07 0.44±0.06 90±17 ng 107 白细胞

健康组 24 2.13±0.21 0.43±0.07 1.83±0.06 0.41±0.08 84±15 ng 107 白细胞

2.2　mtDNA的琼脂糖凝胶电泳分析
　　结果可见 16.5 kb大小的清晰mtDNA 条带。mtDNA 粗制品中

含有较多 RNA。经纯化后 RNA被消除 ,未见蛋白质污染(图2)。

M:Marker;1～ 2:肺癌患者;3～ 4:健康成人

图 2　人白细胞 mtDNA纯化制品琼脂糖凝胶电泳

2.3　PCR产物分析
　　本方法所获得的 58 份 mtDNA 样品 , 均能扩增出包括 mtD-

NA Cytb 、12SrRNA 基因以及 1 120 bp 非编码区序列在内的 1 528

bp片段 , 见图 3。

1～ 24:肺癌患者;24～ 58:健康成人;M:Marker

图 3　人白细胞 mtDNA模板 PCR扩增产物电泳图

3　讨论

　　真核细胞拥有两种类型 DNA。一种是核 DNA

(nDNA),它是目前受到高度重视的研究对象。另一种

是mtDNA ,它位于线粒体内 ,仅占细胞总 DNA量的百

万分之一到百分之一。与 nDNA 相比 ,mtDNA 具有不

同的遗传密码和分子结构。人类 mtDNA是一个闭合 、

环状的双链 DNA 分子 ,由 16 569个碱基对(base pair ,

bp)构成 ,其核苷酸序列已完全清楚
[ 2]
。研究表明 ,人

类神经退行性疾病 、糖尿病以及衰老的发病与 mtDNA

突变密切相关
[ 3 , 4]
。恶性肿瘤细胞 mtDNA分子结构及

表达调控研究已逐渐成为研究的热点
[ 5 , 6]
。因此 ,建立

一个简便 、快速的 mtDNA 制备方法 ,对从事该领域科

研具有重要价值 。

　　目前 ,制备真核细胞 mtDNA 大致有两种方法:①

先提取细胞总 DNA ,然后 ,通过氯化铯(CsC1)密度梯

度离心或柱层析法分离纯化 mtDNA
[ 7]
;②先将细胞充

分匀浆 ,通过蔗糖不连续梯度超速离心分离出线粒体 ,

并通过DNA酶降解 nDNA而纯化线粒体 ,然后用 SDS 

或碱裂解线粒体而提取 mtDNA
[ 8]
。这些方法尽管能获

得纯度较高的 mtDNA ,但所需实验设施及试剂昂贵 ,操

作程序复杂 ,且对微量组织 、细胞难以获得可供分析使

用的 mtDNA量。1997 年胡义德
[ 1]
建立了从完整细胞

或组织块中直接提取 mtDNA 的一步法。但在应用中

发现一步法对血量很少 、白细胞含量极低 、血粘度极高

的样本较难得到质量可靠的 mtDNA样品 ,而且白细胞

分离试剂 Percoll较昂贵 。因此 ,在一步法基础上又发

展了直接从抗凝血白细胞层制备 mtDNA的改良技术
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方法 。

　　研究结果显示 ,改良一步法获得的 mtDNA 样品不

存在蛋白质和 nDNA 的污染 , 纯度较高 。用特异性

mtDNA PCR引物从样品中扩增出 1 528 bp 的 mtDNA

基因片段 ,也进一步证实了所得样品为 mtDNA 。密度

梯度离心 、柱层析或纯化线粒体等方法分离纯化真核

细胞mtDNA至少需要 48 h才能完成 ,其成功率约为

60%
[ 7 , 8]
。就本次实验来源一步法分离纯化完整细胞

mtDNA需 6 h可完成整个实验操作 ,改良一步法仅需 4

h 就可完成 , 经过 58 例次重复性试验 , 成功率为

100%。实验证实 ,该方法尤其适合于血量很少 、血液

粘度极高或癌患者经化疗 、放疗后外周血白细胞显著

减少的血样本 mtDNA模板的制备 。因此 ,与常规方法

相比 ,改良一步法是一种省时 、经济实用 、mtDNA产量

高 、对实验设备和试剂要求不高且重复性好的方法 ,所

得mtDNA样品完全可以满足常规分子生物学和分子

遗传学如 PCR分析 、DNA探针的制备 、DNA杂交以及

限制酶谱的构建等研究工作的需要 。
　　关键词:线粒体 DNA;白细胞;抽提

　　中图法分类号:R394-33　　　文献标识码:B
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文章编号:1000-5404(2004)15-1409-02　　 个案与短篇

超选择性肾动脉栓塞术在肾损伤中的临床应用

Clinical application of super-selective renal artery embolization in renal injuries

罗香国 ,张伟国 ,严景恩　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所影像诊断科 , 重庆 400042)

　　1997年 6 月至 2002 年 6月对 17 例肾损伤伴肉眼血尿经内

科保守治疗无效 ,采用超选择性肾动脉栓塞术治疗 ,效果满意 ,

现报告如下。

1　临床资料

1.1　一般资料
　　本组 17 例 , 男 16 例 , 女 1 例;年龄 36 ～ 57 岁 , 平均 44 岁。

左侧7 例 , 右侧10 例。均为外伤性损伤 , 其中刀刺伤9 例 , 坠落

伤 2例 , 车祸伤 2例 , 撞击伤 4例。所有病人均经 B超 、CT 等检

查确诊为肾损伤 , 3例合并腹膜后血肿 , 2例合并肝包膜下少量

积液 ,肋骨骨折 4 例 ,骨盆骨折 2例 , 四肢脊柱骨折5 例 , 排除各

种其它脏器的急诊外科情况 , IVU 检查提示肾脏功能良好 , 未

发现严重造影剂外溢。临床均有不同程度的肉眼血尿 , 经绝对

卧床休息 、内科补液 、输血 、止血 、预防感染等保守治疗 , 血压 、

脉搏等生命体征平稳 , 但肉眼血尿仍持续存在 , 血红蛋白及红

　　作者简介:罗香国(1966-),男 ,河北省石家庄市人 ,主治医师 ,主要从事临床

介入治疗及螺旋 CT 诊断方面的研究 ,发表论文 10 余篇。电话:

(023)68757527

　　收稿日期:2003-02-01;修回日期:2003-09-19

细胞压积仍趋下降。

1.2　方法
　　本组 17例患者均采用超选择性肾动脉栓塞术治疗。病人

平卧在检查床上 ,常规消毒 、铺单 , 采用 Seldinger穿刺技术经右

侧股动脉穿刺 ,成功后插入 4F 或 5F Cobra 导管至第一腰椎水

平 ,旋转导管 , 首先插入正常侧肾动脉造影 , 证实血管及肾功能
正常后 , 再将导管头转向受伤侧 , 上下移动 , 滑入肾动脉 , 经导

管手推少量造影剂(优维显 300～ 350 mgI ml), 证实导管头在肾

动脉后 ,用高压注射器 , 以3 ml s、总量 12 ml行 DSA 造影。明确
诊断后在超滑导丝的引导下作超选择性插管 ,直至导管头端达

损伤部位的肾动脉分支 , 并再造影证实。根据动脉的情况 , 选
择合适的弹簧栓子 , 在透视引导下经导管用导丝推入。 15 min

后再造影 , 如果治疗不彻底 , 根据情况再用弹簧圈或明胶海绵

栓塞 ,直至损伤动脉的分支完全栓塞。于术后 1周内连续观察

尿液性状 、尿常规 、血常规及生命体征等 , 术后 1 个月至 2 年复

查 B超或 和 CT 检查。

2　结果

　　本组 17例病例的特点是血尿比较严重 ,经内科保守治疗
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