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　　提　要　目的: 探索不同保存血样方法对猪全血中总 DN A制备的影响。 方法: 采取全血 4℃保存 (方法

Ⅰ )、沉淀白细胞加消化液室温保存 (方法Ⅱ )和全血加 SDS-EDTANa2缓冲液室温保存 (方法Ⅲ )等 3种方法

保存血样 ,用常规方法制备总 DNA并对其效果进行评价。结果: 方法Ⅰ 、Ⅱ均能得到较纯净、完整的 DN A,方

法Ⅲ得率高、简便 ,但 DN A有一定降解。结论: 因方法Ⅱ勿需低温冷藏 ,可作为野外远距离采血的首选方法。
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　　野外远距离采血制备总 DNA,如果血样保存不

当 ,必然严重影响 DNA的质量。为解决野外远距采血

血样保存问题 ,根据课题实际 ,本研究采取 3种方法保

存血样 ,常规方法制备总 DNA,分别以总 DNA的得

率、纯度、完整性以及基因组 DNA的 RAPD和

mtDN A的 D-loop PCR为指标 ,对其效果进行评价 ,以

达到优选适合野外远距离采血血样保存方法的目的。

1　材料和方法

1. 1　样品来源
　　来自同一头杂交长白猪 (由第三军医大学实验动物中心提

供 )的前腔静脉血 200 ml, ACD抗凝。

1. 2　血样的保存
1. 2. 1　全血 4℃保存 (方法Ⅰ )　　分别取 10 ml抗凝血于 4

支 50 ml离心管中 ,置 4℃存。

1. 2. 2　沉淀白细胞加消化液室温保存 (方法Ⅱ )　　分别取 10

ml抗凝血于 4支 50 ml离心管中 ,加入等体积 2× S T ( 0. 64

mo l /L 蔗糖、 0. 02 mo l /L T ris-HCl p H7. 6、 0. 01 mol /L

MgCL2、 2% TritonX-100) ,充分振荡混匀 ,冰浴 15 min,破碎红

细胞。加 10 ml 1× ST洗 1～ 2次。 每管加入消化液 : STE( 10

mmo l /L Tris-HCl pH8. 0、 25 mmo l / L EDTANa2、 100 mmol /L

NaCl 5 ml和 SDS、蛋白酶 K (终浓度分别为 1%和 0. 1

mg /ml) ,充分振荡 ,室温保存。

1. 2. 3　全血加 SDS-EDTANa2缓冲液室温保存 (方法Ⅲ )　　

分别取 10 ml抗凝血于 4支 50 m l离心管中 ,加入等体积的

SDS-EDT ANa2 缓 冲液 ( 10 mmo l / L T ris-HCl pH8. 0、 100

mmo l /L EDTANa2、 2% SDS)和蛋白酶 K (终浓度为 0. 1

mg /ml) ,充分振荡混匀 ,室温保存。

1. 3　总 DNA的制备
　　 3组样品分别在 0 d和 8 d各取 2管 ,于 37℃消化过夜 ,其

中方法Ⅰ 须先沉淀白细胞和加消化液 (同方法Ⅱ )。 按常规酚、

氯仿、异戊醇抽提 ,乙醇沉淀 DNA, 12 000× g离心 , T E溶解。

1. 4　总 DNA质量评估
　　应用 752型紫外光栅分光光度计测定其得率和纯度 , 1%

琼脂糖凝胶电泳和 RAPD检查基因组 DN A的完整性 ,以

mt DNA D-loop PCR检查 mt DNA的存在。

2　结果

2. 1　 DNA得率和纯度
　　 3种血样保存方法制备的总 DN A纯度 (D260 /D280 )在 1. 4～

1. 7之间。各组得率比较 ,方法Ⅰ 与方法Ⅱ无差别 ,方法Ⅲ在 0 d

和 8 d均显著高于方法Ⅰ 、Ⅱ 。

2. 2　总 DNA琼脂糖凝胶电泳结果 ,见图 1

图 1　 1%琼脂糖凝胶检测总 DNA的电泳结果

Fig 1　 Total DNA of detect ion by agarose

gel electrophoresis

1, 8: methodⅢ 0 d; 2, 3: m ethodⅡ 8 d; 4: methodⅡ 0

d; 5, 6: method Ⅰ 8 d; 7: methodⅠ 0 d; 9, 10: mehtod

Ⅲ 4℃ 8 d; 11～ 14: m ethodⅢ 8 d
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　　方法Ⅰ 、Ⅱ 0 d和 8 d以及方法Ⅲ的 0 d制备的总 DN A谱

带清晰一致 , DNA较完整 ,而方法Ⅲ 8 d,出现拖尾现象。

2. 3　 mtDN A D-loop PCR结果 ,见图 2

图 2　猪 mtDNA D-loop的扩增

Fig 2　 Amplif ication of the porcine mtDNA D-loop

1: methodⅠ 0 d; 2: methodⅠ 8 d; 3: methodⅡ 0 d; 4:

methodⅡ 8 d; 5: methodⅢ 0 d; 6: me thodⅢ 8 d

　　 3种方法在 0 d和 8 d所制备的总 DN A,均能得到 mt DN A

D-loop区域的清晰的扩增带。

2. 4　基因组 DNA RAPD分析结果 ,见图 3

图 3　猪总 DNA的 RAPD分析

Fig 3　 Analysis of porcine total DNA by RAPD

1: methodⅠ 0 d; 2: methodⅠ 8 d; 3: methodⅡ 0 d; 4:

method : Ⅱ 8 d; 5: methodⅢ 0 d; 6: methodⅢ 8 d

　　 3种方法在各天所制备的总 DNA,进行 RAPD分析 ,均得

到一致的谱带。

3　讨论

3. 1　关于总 DNA的得率和纯度

　　 3种保存方法制备的总 DNA纯度在 1. 4～ 1. 7之

间 ,表明有一定量未抽提净的蛋白质存在 ,这与抽提过

程有关 ,若增加酚抽提步骤即可有效去除蛋白质。但该

纯度已能达到常规分子生物学实验要求。 方法Ⅲ得率

较高 ,是因为省略了先沉淀白细胞步骤 ,直接破裂全血

中的白细胞 ,减少了白细胞的丢失。

3. 2　总 DNA完整性比较

　　琼脂糖凝胶电泳结果表明 ,方法Ⅰ 、Ⅱ谱带完整、

一致 ,而方法Ⅲ 8 d出现拖尾现象 ,说明 DNA有一定

降解 ,可能是因为 SDS-EDTANa2或蛋白酶 k浓度

低 ,未能较好地抑制核酸酶的活性 ,为证实这一点 ,本

实验将方法Ⅲ血样置 4℃保存 8 d作对照 ,使核酸酶在

低温下活性变低 ,得到与方法Ⅰ 、Ⅱ一致的结果。

　　基因组 DNA RAPD分析和 mtDN A D-Loop

PCR分析结果显示 , 3种方法所得总 DNA均能得到

较好的扩增结果 ,证明所制备的总 DNA较完整 ,符合

常规分子生物学实验要求。

3. 3　 3种血样保存方法综合评价

　　在野外条件下采血 ,应用方法Ⅰ 需要低温冷藏 ,方

法Ⅱ需离心分离设备 ,方法Ⅲ最为简便 ,但 DNA有一

定程度的降解。笔者认为方法Ⅱ较好 ,通过对南宁 ( 300

头 ) ,贵阳 ( 250头 )和西双版纳 ( 250头 )共计 800头猪

血样的野外采集 ,远距离运输和实验室制备总 DNA,

得到满意效果 ,进一步证实方法Ⅱ (沉淀白细胞加消化

液 )是保存血样中总 DN A的实用方法。
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Effects of three sample preservation methods on total DNA preparation

of porcie whole blood
*

Liu Zhonglu, Wang Yong , Zu Fuxu, W ei Hong ( Labor ato ry Animal Center, Third M ilitar y Medical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To investiga te the effects of differ ent blood sample preserv ation methods on tota l

DN A prepara tion o f po rcine who le blo od. Methods: The three methods used in the study w ere as fo llowing s:

1) Me thod I-the blood sample was sto red at 4℃ . 2) MethodⅡ -leukocyte sediment w as added to th e dig es-

tiv e solution and then sto r ed at ro om tempera ture. 3) MethodⅢ -th e blood sample was mixed w ith SDS-ED-

TANa2 and then sto r ed at r oom tempe ratur e. To tal DNA w as purified by Pheno l /Chlo ro fo rm ex traction and

ethanol precipita tion. Results: Pur e and intact to tal DNA w as obtained w ith a ll the thr ee methods. Though

the use o f methodⅢ r esulted in mo re DNA, DN A w as destro y ed to some ex tent. Conclusion: M eth odⅡ

does no t need low tempera ture stor age condition. Ther efo r e, it is the best w ay to sto re blo od samples fo r

outdoo r sample co llection.

　　 Key words　 po rcine who le blood; to tal DNA; prepa ra tion; pr eserva tion

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the National Natur al Science Foundation of China, No . 39770398

双眼视乳头小凹伴黄斑部脱离 1例

A case report pit of the optic disc with bilateral macula detachment

刘少章
 
　谢　琳　 袁容娣　　 (第三军医大学附属大坪医院眼科 ) 重庆 , 400042

1　临床资料

　　患者男 , 27岁。 因双眼视力逐渐下降一月于 1997年 1月

10日就诊。 眼部检查: 视力右 0. 5 /、右 0. 6 /。 双角膜透明、 KP
( - )、前房 ( - )、虹膜瞳孔未见异常。 三面镜检查:右视乳头颞

上方可见一 1 /6DD大小黄白色小凹深约 4D。 左眼视乳头颞上

方可见一 1 /8DD大小黄白色小凹深约 2D。小凹边缘呈峭壁状 ,

其底部偏颞侧边缘可见一只血管。 双眼颞侧视网膜水肿 ,黄斑

部脱离。 诊断: 双眼视乳头小凹伴黄斑部脱离。

　　荧光血管造影: ①静脉早期小凹呈弱荧光 , 1 min后小凹内

逐渐有荧光漫延 , 17 min后小凹内荧光染料外溢形成强荧光

区。②静脉早期双眼后极部有窗样缺损区 ,其形态大小无变化 ,

随背景荧光消退而逐渐减弱。诊断:①双眼视乳头小凹 ;②双眼

后极部色素上皮损害。

　　视野: 双眼生理盲点扩大 ,中心暗点。

2　讨论

　　视乳头小凹是视盘上的小凹陷 ,属先天性视盘异常 ,是一

种较少见的神经外胚叶发育缺陷 [1]。 小凹多位于视盘颞侧 ,数

量多为一个。多系单眼发病 ,约 10% ～ 15%为双侧性。50%以上

的病例在小凹底部或边缘可见一只或两只视网膜睫状血管。约
有 25% ～ 75%的患者于 20～ 40岁左右发生浆液性黄斑脱

离 [2]。 当合并黄斑部视网膜脱离时出现视力障碍。荧光血管造

影显示:早期低荧光 ,静脉期后染料由小凹边缘逐渐漫延到小

凹内 ,晚期可见染料向小凹外溢形成高荧光 ,荧光素不向视网

膜下间隙扩展至黄斑部 [3]。视野常有生理盲点扩大 ,中心或旁

中心暗点 ,牛角形暗点。本病不需治疗 ,合并黄斑部网脱离时尚

无理想疗法 ,但其常有自愈倾向 ,近年来有报道用玻璃体切出、

注气 ,眼内光凝可增进远期视力 [2]。

　　本例患者双眼视乳小凹伴双眼黄斑部脱离实属罕见 ,同时

也提醒临床医生 ,对双眼黄斑浆液性脱离的病人 ,应注意有无

视乳头小凹的存在。 另外 ,本例患者的双眼色素上皮损害是否

与视乳头小凹有关 ,有待进一步观察和探讨。

　　关键词　视乳头小凹 ,黄斑脱离

　　中图法分类号　 R774. 5
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