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高等动物线粒体 DNA(Mitochondrial DNA , mtDNA)

是一共价闭合的环状双链 DNA分子 , 且有分子量小 、

结构简单 、进化速度快 、母性遗传 、无组织特异性等特

点 。这些特点使得 mtDNA成为目前研究动物起源进化

及群体遗传分化的理想研究对象 , 而 mtDNA的制备是

进行这些研究的前提条件 。关于 mtDNA的提取方法 ,

国内外已有较多报道 。但这些方法存在所需细胞量

大 、实验设备及试剂昂贵 、操作程序复杂等缺点。为

此 , 我们建立了一种通过核质分离制备 mtDNA的新方

法 。

1 材料和方法

1.1 取材
BALB/C 、C57BL/6L、T739 、615小鼠各 1只 。分别取其肝脏 、

心脏 、脾脏及肌肉组织 , 立即使用或置于-20°C温水箱中保存

备用 。BALB/C等小鼠由第三军医大学实验动物中心提供 。

1.2 试剂及溶液
琼脂糖系 Serra产品 , 多聚酶链反应(PCR)试剂盒系德国宝

灵曼公司产品 。其它生化试剂系国产分析纯 。

Triton溶解液:含 50 mmol/L KCl , 15 mmol/L Tris-HCl , pH

8.3 , 2.5 mmol/L MgCl2 , 1% V/V Triton X-100。

RTE液:含 10mmol/L Tris-HCL , 1 mmol/L EDTANa2 , 20μg/

ml无 DNA酶的 RNA酶 A ,pH 8.0。

1.3 mtDNA的提取及纯化

取黄豆大小新鲜或冷冻的鼠肝脏 、脾脏或肌肉组织。在铝

箔中 ,用手术刀片将其仔细挑碎 ,然后使之悬浮在 5 ml的 Triton

基金项目:国家自然科学基金资助项目(39600079, 39900173)、 全

军“九五”医药卫生科研基金资助项目(96M083)、重庆市

攻关项目

作者简介:戴纪刚(1972-),男 ,湖南省娄底市人 ,硕士 ,医师 ,主要

从事肿瘤遗传学方面的研究 ,现在附属新桥医院胸外科

工作。电话:(023)67660997

收稿日期:1999-04-09;修回日期:1999-10-12

溶解液中。温和振荡片刻后 ,室温下放置 10 min。反应完毕的溶液以

8 000×g离心 1 min , 上清液即为mtDNA。小心取上清 , 加入半体积

Tris饱和酚(pH< 7.50), 温和振荡 10 min , 再加入原上清半体积的

氯仿/异丙醇(24/1),温和振荡 5min ,以 10 000×g离心 10 min ,

轻取上层水相 , 加入 2倍体积无水乙醇或等体积异丙醇混匀后

冰浴 30 min , 以 15 000×g离心 10 min , 用 70%乙醇(0°C)洗沉

淀 , 15 000×g离心 2 min , 彻底去上清 , 空气中自然干燥纯化的

mtDNA ,加入适量双蒸水或 RTE溶解 , -20℃保存 。

1.4 总 DNA的提取

按常规酶解法提取总 DNA
[1 ] 。其中含有 mtDNA和核 DNA。

取 0.5μg总 DNA作 PCR模板 。

1.5 mtDNA样品的鉴定

1.5.1紫外分光光度法测定 mtDNA 样品经适当稀释 , 用

UV-754型紫外分光光度计测定 。

1.5.2 琼脂糖凝胶电泳 用 0.8%琼脂糖制胶 , 含溴化乙锭

0.5μg/ml mtDNA样品与适量 6倍上样缓冲液混合后点样 , 以 3

U/cm桓压电泳 2 ～ 3 h ,紫外灯下观察并拍照。

1.5.3 PCR检测 分别以总 DNA 和 mtDNA样品为模板 , 扩增

定位于 mtDNA和核 DNA上的两个目的基因片段 。mtDNA D环

特异引物 P1:5'-ATAAACATTACTCTGGTCTTGTAAACC-3', P2:5'

-ATTAATTTAAAGGCCAGGACCAAACCT-3', 预期扩增 产物为

1100bp。核 DNA脂蛋白脂酶基因特异引物 ,P3:5'-ACAGAGAAA

CCCTGTCTCGG-3', P4:5'-GTATATCCCTTGAC-TCTTTC-3', 预期

扩增产物为 534 bp。引物由中国科学院上海生物工程研究中心

合成 。PCR反应各成分及循环参数按 PCR core kit说明书进行 。

产物鉴定同步骤“1.5.2” 。

2 结果

2.1 mtDNA的紫外吸收光谱分析
测得 mtDNA样品的光吸收最高峰在 260 nm处 , 最低点在

230 nm处 , 呈现出典型的核酸紫外吸收光谱曲线 。所有标本所

提取的 mtDNA样品 , 其吸光度 A260/A280值为 1.79 ～ 1.90 , A230/

A260值为 0.37～ 0.49。

2.2 mtDNA的琼脂糖凝胶电泳分析

结果可见 16.3 kb左右的 mtDNA条带 ,见图 1。
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图 1 mtDNA的琼脂糖凝胶电泳结果
1 、2 、3 、4分别为鼠肝脏 、脾脏 、心脏 、肌肉组织细胞

mtDNA(各 1例);5为人 DNA/Hind Ⅲ标记

2.3 PCR产物分析

细胞总 DNA样品既可扩增出 mtDNA D环的 1 100 bp片段 ,

也可扩增出定位于核 DNA上的脂蛋白脂酶基因 534 bp片段 。而

本实验所获得的 mtDNA样品 , 只能扩增出 mtDNA D环的 1 100

bp片段 ,见图 2。

图 2 PCR产物分析结果

1为mtDNA样品 ,引物P1-P2;2为总 DNA样品 ,引物 P3-P4;3

为 mtDNA样品 ,引物 P1-P2加P3-P4;4为总 DNA样品 ,引物

P1-P2和P3-P4;5为 DNA Marker

3 讨论

本方法是利用非离子型去污剂 TritonX-100能溶

解除核被膜以外的所有细胞膜的特点[ 2] , 通过适当

离心 ,分离细胞核/细胞质 ,来获取 mtDNA。其主要优

点是不需要分离细胞的总 DNA , 也不需要分离和纯

化细胞线粒体 , 而从完整细胞直接分离 mtDNA。方

法简单快速 ,对实验设备和试剂要求不高 ,一般实验

室均可应用。mtDNA样品紫外吸收光谱分析结果表

明 , 所得核酸样品纯度产率较高 , 方法重复性好。

PCR方法检测结果证实所得样品为 mtDNA , 且该样

品中无核 DNA污染。由此可见 ,本方法制备 mtDNA

完全可以满足常规分子生物学和分子遗传学研究工

作的需要 ,因此 ,值得推广应用。
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紫杉醇(Taxol)是继阿霉素后最热点的新抗癌药 ,

它主要从红豆杉属植物的茎皮中提取分离获得 。紫杉

醇对晚期卵巢癌 , 转移性乳腺癌和非细胞性肺癌等多

种癌症有显著疗效。目前国内外紫杉醇的供药主要依
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