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大黄鱼高质量基因组 ⁄ 的简便提取方法
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目前常用的分子标记技术如 °⁄! ƒ °!微卫

星等都是以 ⁄ 为研究对象 而高质量 ⁄ 的简便

快速提取是至关重要的 ≈ ∀大黄鱼 Πσευδοσχιαενα χρο2

χεα 曾是我国著名的四大海洋渔业对象

之一 也是目前闽浙两省重要的经济养殖品种 ∀近年

来养殖大黄鱼普遍出现生长缓慢 !抗病能力弱 !性成

熟提早 !个体小等生物学性状退化的现象 ≈ ∀为了从

⁄ 水平上研究大黄鱼遗传多样性 为养殖大黄鱼种

质的改良和养殖业的健康持续发展提供依据 我们首

先要从大黄鱼组织中提取基因组 ⁄ ∀在提取实验

中 发现常规的酚 氯仿 异戊醇抽提法不够理想 操

作繁琐 需时较长 稳定性差 ∀为此 我们尝试用星普

组织微量 ⁄ 纯化试剂盒提取大黄鱼的基因组

⁄ 获得了较满意的结果 ∀

材料和方法

材料

本实验所用的大黄鱼是 年 月 日取自浙

江宁波宁海樟树村养殖场 健康状况良好 体重为

∗ ∀采用充氧袋充氧后快速运回实验室 并于

增养殖研究室内的玻璃缸内暂养 ∀

星普组织微量 ⁄ 纯化试剂盒购自宁波星普基

因技术有限公司 随机引物 !⁄ 聚合酶 含 ∏ 和

! ×° 购自上海生工公司 其它试剂均为分析

纯试剂 ∀

方法

解剖取背部肌肉 ∀酚 氯仿 异戊醇抽提基因组

⁄ 法参考魏群 ≈ 的方法 ∀称取 新鲜组织 加

Λ 裂解液 ≥⁄≥ ≤ 冰浴研磨成

匀浆 加入 Λ 浓度为 的蛋白酶 ε 水

浴过夜 裂解物用等体积的饱和酚 !酚 氯仿 异戊醇

Β Β 和氯仿 异戊醇 Β 各抽提一次

离心 ∀移出上层水相至 离

心管中 加两倍体积预冷至 ε 的无水乙醇 混

匀 ε 静置过夜 离心 沉淀

物用 乙醇漂洗 ∗ 次 室温自然干燥 最后将

⁄ 溶于 Λ ×∞稀释液中 ∀

用星普组织微量 ⁄ 纯化试剂盒提取 ⁄ 步

骤参照产品说明 略有改进 ∀称取 ∗ 组织加

入 离心管中 加 Λ 裂解液 用组织捣碎棒

将组织充分捣碎成匀浆 离心 弃

上清液待用 ∀再在离心管中加入 Λ 裂解液与

Λ 浓度为 的蛋白酶 立即在振荡器上剧

烈振荡 使离心管底部的沉淀打散 再加入 Λ

浓度为 的 酶 混匀后 ε 水浴 ∗

∀ 离心 ∗ 取上清液加入 Λ

异丙醇 并立即在振荡器上振荡 充分

混匀 ∀将混合液转移到旋转离心柱 离心

弃过滤液 用 Λ 无水乙醇洗离心柱 次

离心 弃去过滤液 再次

离心 ∗ 最后用 Λ ×∞缓冲液洗脱离心柱

∞÷°∞ ∞ × ×∞≤ ≠
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图 大黄鱼基因组 ⁄ 的琼脂糖凝胶电泳图

Κ⁄ ∞ 泳道 ∗ 为传统法提取的 ⁄ 泳道

∗ 为星普法提取的 ⁄ ∀

图 大黄鱼 °⁄扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图

同图 为 为 为 为

⁄ 模板的 °⁄扩增产物 ∀

∞÷°∞ ∞ × ×∞≤ ≠
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上的 ⁄ ∀

质量检测

⁄ 经稀释后在 ≤ 紫外分光光度计上检

测 和 的光吸收值 计算 ⁄ 的浓度

并用 琼脂糖凝胶电泳检测所提取 ⁄ 的质量 ∀

°⁄扩增及电泳检测

以星普法所提取的大黄鱼基因组 ⁄ 为模

板 使用经过筛选的 !能扩增多带的引物 ≥ χ

≤ ×≤≤ ≤ ∀反应体系含 ×° Λ ≤

引物 Λ ≅ °≤ 缓冲液 Λ

× ⁄ 聚合酶 ⁄ 模板设置 个浓度

反应总体积 Λ 于 Τηινκερσεριεσ

基因扩增仪上进行 ∀循环参数参照文献 ≈ ε 预

变性 ε 变性 ε 退火 ε 延

伸 循环 次 最后于 ε 延伸 结束反

应 ∀扩增产物由 琼脂糖凝胶电泳检测 ∀

结果与分析

电泳检测

用上述方法能获得较高质量的 ⁄ ∀经 琼

脂糖凝胶电泳结果如图 所示 ∀

从图 可以看到传统方法和星普法提取的 ⁄

分子量大小基本与 分子量标准同一水平排列

因此可以满足一般分子生物学研究对 ⁄ 分子大小

的要求 ∀传统方法提取的 ⁄ 含有杂质 所以有拖带

现象 并且含有 ∀若要纯化还需要用 酶处

理 ∀而星普法所提取的 ⁄ 主带清晰完整 未见有拖

带现象 ∀

紫外吸收检测

采用 ≤ 紫外分光光度计检测 和

的光吸收值 ∀传统方法提得的 ⁄ 浓度平均

为 Α Α 比值在 ∗ 之间 结果

变异大 常含有蛋白质污染 ∀而星普法提取 ⁄ 稳定

性好 所得的 ⁄ 浓度平均为 左右

Α Α 比值在 ∗ 之间 说明所提取的

⁄ 质量高 几乎没有 及蛋白质污染 ∀传统方法

和星普法相比 后者所提取的 ⁄ 质量高 故在大黄

鱼基因组 ⁄ 提取过程中 以星普法为佳 ∀

°⁄分析

采用星普法所提取大黄鱼肌肉的基因组 ⁄

为模板 进行 °⁄扩增 电泳检测结果见图 ∀ 个

模板浓度的 °⁄条带清晰度高 重复性好 进一步

证实了所提取的 ⁄ 质量高 完全可以满足 °⁄

实验对模板 ⁄ 质量的要求 ∀

讨论

⁄ 的提取是分子生物学研究中的基本技术

⁄ 样品的质量对实验的成败至关重要 ∀提取动物

⁄ 的方法虽然很多 但每种方法中最为关键的有

点 破碎细胞壁和细胞膜使 ⁄ 释放到提取缓冲

液中 消除蛋白质 !多糖等杂质的污染 防止

⁄ 的降解 ∀各种方法都是针对以上 点做了不同的

改进和完善 ∀一般而言 一个好的 ⁄ 提取方法应符

合以下标准 所提取的 ⁄ 完整 电泳检测时有

良好的电泳图谱 操作程序应当快速 !简便 !成本

低 并尽可能避免使用有毒试剂 所提取的 ⁄

量大 ∀以往对于海水鱼类分子生物学的研究所采用的

是传统方法抽提 ⁄
≈ ∗ ∀传统方法提取 ⁄ 耗时

长 需要 ∗ 才能完成整个过程 操作繁琐 往往

需要用多次酚和氯仿等有机溶剂进行抽提 而饱和酚

具有高度腐蚀性 易引起严重的烧伤 因此对实验人

员不利 并且传统方法的结果不稳定 ∀

采用星普法提取 ⁄ 其原理是采用强有效的裂
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解液完全破碎细胞并利用旋转离心柱内的固态膜选择

性地吸附 ⁄ ∀当标本经细胞裂解处理后 加入离

心柱内 通过高速离心 ⁄ 能被高效选择性地吸

附在固态膜上 而绝大多数杂质 蛋白质 ! 糖类 ! 脂

类 ! 盐等 均可通过固态膜被离心掉 ∀再经两次洗脱

离心将残留在固态膜上的微量杂质 主要是二价阳离

子和一些杂质蛋白等生化反应抑制物 除去 最后用

低盐中性缓冲液洗脱以获得高纯度的 ⁄ ∀本法所

需材料较少 只要 ∗ 就足够了 且 ∗

内就可以完成整个过程 ∀其最大的特点就是用离心柱

吸附 ⁄ ∀由于固态膜吸附 ⁄ 的能力有限 若

使用过多的组织 反而会降低 ⁄ 的数量 因此一

个组织样品用量需控制在 左右 这是快速提取

⁄ 需注意的第一点 第二点是组织捣碎要完全

如果组织捣碎不完全 将明显地降低 ⁄ 的产量

并可能引起旋转离心柱堵塞 ∀用该法提取的 ⁄ 分

子质量大 纯度高 作模板可产生带型丰富 ! 清晰的

°⁄图谱 ∀
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