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B 种不同方法对标本基因组 C7&
固定和抽提效果研究

!

黄! 为，赵元莙，唐安科
（重庆市动物生物学重点实验室 重庆师范大学 生命科学学院，重庆 %###%D）

摘! 要：利用常规基因组 C7&抽提方法，对分别用甲醛、乙醇、聚乙二醇 B 种 固定液固定的鲫（!"#"$$%&$ "&#"’&$）肌
肉样品基因组 C7&提取进行了比较研究。结果表明：*E甲醛保存的样品很难提取到完整的基因组 C7&，乙醇 F*E
和聚乙二醇（分子量为 G##）保存的样品均能成功提取出基因组 C7&，并能成功地进行 H$? (C7&的扩增。同时探讨
了不同固定方法对基因组 C7&提取的影响。
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! ! 目前，分子系统学相关方法已经被广泛应用于
物种的分类学研究之中［HJH#］。其利用获得的特定靶

基因进行序列的分析并构建分子系统树，结合形态、

生理等经典分类学研究方法，就可以从多个层面上

研究物种的多样性和亲缘关系。分子系统学的研究

首先必须获取含有足够遗传信息的生物样品和高质

量的 C7&，所以利用活体样本作为提取 C7& 的材
料是最理想的。然而，由于自然环境的变迁和人类

的干扰，目前许多物种处于濒危的状态或被保护状

态，这给获取新鲜标本造成困难。因此如何从馆藏

固定标本中获得需要的遗传信息成为了分子系统学

需要解决的问题。目前保存的动物馆藏标本绝大多

数是福尔马林或乙醇浸泡，虽然福尔马林固定具有

渗透力强、防腐杀菌效果好、固定速度快，能快速杀

死生物细胞以固定生物大分子的优点，但很多研究

表明，经福尔马林浸泡的样品，提取 C7& 都存在实
验方法繁琐、重复性差、提取得到的基因组 C7& 片
段较小等缺点，不利于后续进行的分子系统学研

究［HHJHG］。乙醇作为一种挥发性液体，在作为固定剂

使用中需要人工定时添加，增加了标本保存的繁琐

性。并且对标本完整形态也有一定的影响。因此，

寻找一种既能够很完好地保存标本，又不影响其高

质量 C7&的提取，并且安全便利的固定剂，是目前
动物馆藏标本保存所迫切需要解决的问题。

本实验室在改良传统标本的方法上，采用高分

子水溶性塑料———聚乙二醇（KLM）作为标本固定
剂，在前期系列研究中，已证明了其具有无毒、安全、

便利等优点［HDJH$］，本研究利用不同保存方法下鲫肌

肉样品基因组 C7&提取的比较，旨在从分子层面验
证聚乙二醇作为标本固定液的可行性，同时为馆藏

样品保存工作探求一条更加便捷而经济的途径。

H 材料和方法
H) H 材料
实验用鲫采于重庆市沙坪坝市场。样本处理参

见表 H。
表 H! 不同保存液保存的样品

N/O0; H! ?/8’0;< =(;/=;P 6. P611;(;.= 16Q/=6:;

样品编号 材料 保存方法 保存时间

H 鲫肌肉 *E甲醛溶液固定 H 年

" 鲫肌肉 F*E乙醇溶液固定 H 年

B 鲫肌肉 F*E乙醇固定转聚乙二醇浸泡 H 年

% 鲫肌肉 聚乙二醇（分子量 G##）固定 H 年

* 鲫肌肉 新鲜组织 新鲜材料

H) " C7&的提取及测量
梯度稀释浸泡方法：/）将 F*E乙醇保存和 *E

甲醛保存的标本样品取出，分别置于浓度梯度为

G#E，B#E，H#E的乙醇和灭菌纯水中浸泡（每个梯
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度浸泡 !"），#$过夜，再将样品吸干［!%，!&］。
’）将聚乙二醇保存的样品，置于浓度梯度为

%()，*()，!()的聚乙二醇和灭菌纯水（每个梯度
浸泡 !"），#$过夜，再将样品吸干。
蒸馏水直接浸泡方法：将 &+)乙醇、+)甲醛和

聚乙二醇保存的标本样品分别使用灭菌纯水浸泡，

中途换水 ! 次，#$过夜，再将样品吸干。
上述方法处理过的标本放入 %($温度的烘箱

中彻底烘干，之后分别破碎样品，将其悬于 +(( !,
消化液（ !(( --./ 0 , 123/；!(--./ 0 , 4567893,，
:9;< %；!(--./ 0 , =>4?；(< @) A>A；@(-B 0 -, C5.8
DE6F27E G）中于 ++$过夜。采用常规酚8氯仿法抽
提 >1?，按以下步骤进行：

!）向裂解好的材料中加入 (< +-, 苯酚，轻微翻
转混合，以 !#((( 转 0 -6F 的转速离心 + -6F。

@）取上清液放入新的离心管，然后加入 (< +-,
苯酚8氯仿8异丙醇（比例为 @+：@#：!）混合液，轻微翻
转混合，!#((( 转 0 -6F 离心 + -6F。

*）取上清液放入新的离心管，入 (< +-, 氯仿，
轻微翻转混合，!#((( 转 0 -6F 离心 + -6F。

#）取上清液加入 +(!, 氯化锂（,H3,）（+I）
和 ! -,冷冻无水乙醇（ J @($保存）。混匀后 #$
沉淀 >1? @ K* "。!#((( 转 0 -6F 离心 + -6F。

+）弃上清液。加入 +(( !, ;() 冷冻乙醇
（#$）清洗 >1?。>1?干燥后加入 +(!,灭菌超纯
水完全溶解，J @($保存。

>1?的检测使用 !)（- 0 -）琼脂糖凝胶进行
电泳，并用 96D2L"6公司的 M8((N(>型号紫外分光光
度计测定 @%(F- 和 @N(F- 处的吸收值，计算 >1?
含量及 ? @%(F- 0 ? @N(F-值。
!< * 引物和试剂

42O>1? 聚合酶、扩增缓冲液及 P14C 购自
42Q252公司；采用通用引物 IR+（+S834T3TT?3T8
T343?T4???43?T48*S） 和 IR* （ +S833?TT?8
3?4344?TTT3?43?3 ?T?8*S）［@(］对所获得的样
本 >1?进行 !NA 5>1?的扩增。
!< # C3U扩增

C3U反应体系包括 !( V ’WXXE5 + 0 !,，引物各
@(!-./ 0 ,，P14C7 #(!-./ 0 ,，模板 >1? !((FB，>1?
聚合酶（42Q252）!< +W，然后用灭菌双蒸水补足至终
体积 +(!,，反应混合物首先在 &#$变性 +-6F后，于
以下参数先进行 + 个循环：&#$变性 !-6F，+%$退
火 @ -6F，;@$延伸 @ -6F；然后于以下参数进行 *+
个循环：&#$变性 ! -6F，+*$退火 @ -6F，;@$延伸

@ -6F。最后于 ;@$延伸 !( -6F。取 N!, 扩增产物
于 !)的琼脂糖凝胶电泳（!((Y，+( -6F）分离，=Z
染色，凝胶成像系统检测、拍照。

@ 结果与分析
@< ! >1?提取结果
图 ! 为不同固定液保存下鲫肌肉 >1? 提取后

的电泳图，可以明显看出利用 +)甲醛保存的样品
只提取出了少量的 >1?小片段，而其它固定液保存
方法下鲫肌肉均可提取出所需 >1?，但是均有不同
程度的降解。证实应有大于 !( GZ 以上的分子存
在。图中，?Z3> 为梯度稀释浸泡处理过的样品；
2’LP为蒸馏水直接浸泡处理的样品。

图 ![ 运用两种样品处理法从各种保存
样品中提取的 >1?电泳检测图

!：新鲜组织；? 0 2：+)甲醛保存；Z 0 ’：酒精保存；

3 0 L：酒精转聚乙二醇保存；> 0 P：聚乙二醇保存；

\6B< ![ =/ELD5.:".5E767 :2DDE5F .X D"E >1?
E]D52LDEP X5.- P6XXE5EFD Q6FP7 .X 72-:/E7
^6D" D^. Q6FP7 .X :5ED5E2D-EFD -ED".P7

!：X5E7" 72-:/E；?0 2：+)X.5-2/PE"_PE8X6]EP；Z0 ’：2/L."./8X6]EP；

30 L：2/L."./ 0 :./_ED"_/EFE B/_L./8X6]EP；>0 P：:./_ED"_/EFE B/_L./8X6]EP<

?Z3>：:5ED5E2DEP 72-:/E7 ^6D" B52PEP8-256F2DE；

2’LP：72-:/E7 6--E5BEP 6FD. P67D6//EP ^2DE5 P65ELD/_<

@< @ 不同保存方法的材料 >1?提取量
通过对样品进行梯度浸泡后 >1?提取的量，数

据均采用重复测量的数据方差分析，所获结果表示

为（"! ‘ "）（表 @）。固定材料与新鲜材料相比，所提
取的 >1?量同等情况下偏少。固定样本中，+)甲
醛保存样品所获 >1?的量最低，聚乙二醇保存的标
本 >1?提取量最高，其次为 &+)乙醇保存的标本，
经乙醇转浸聚乙二醇的样品在转浸过程中 >1? 有
少量损失。紫外分光光度计检测 a>@%( 0 a>@N( 值
在 !< #! K !< +# 左右。新鲜样本的 a>@%( 0 a>@N( 值
在 !< %! 左右。
表 * 为通过对样品进行蒸馏水直接浸泡后

>1?提取的量，数据处理同表 @。由表 * 可见，直接
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用蒸馏水浸泡样品后，!"# 提取量较梯度浸泡处理
过的样品 !"# 提取量要少。紫外分光光度计检测
$!%&’ ( $!%)’ 值在 *+ ,% - *+ .. 左右。

表 %/ 梯度浸泡法处理后的标本 !"#提取量
01234 %/ 054 67189:9; <= !"# 4>9?1@94A =?<B C1BD34C

2; 7C:8E E?1A4AFB1?:8194 D?49?419B489

样品编号 样品保存液
!"#提取量 (

（!E ( BG）
$!%&’ ( $!%)’

* HI甲醛 J)+ ) K , *+ .* K ’+ ’%

% LHI乙醇 *&, K J+ , *+ H K ’+ ’H

, LHI乙醇 (聚乙二醇 *&’ K ,+ H *+ H. K ’+ **

. 聚乙二醇 *J, K .+ .) *+ .* K ’+ ’%

H 新鲜材料 *)H+ . K *+ ,) *+ &* K ’+ **

表 ,/ 蒸馏水直接浸泡处理后的标本 !"# 提取量
01234, 054 67189:9; <= !"# 4>9?1@94A =?<B

C1BD34C :BB4?E4A :8 A:C9:334A M194?

样品编号 样品保存液
!"#提取量 (

（!E ( BG）
$!%&’ ( $!%)’

* HI甲醛 HL+ H K %+ %H *+ .. K ’+ ’H

% LHI乙醇 *.H+ & K *+ &% *+ .* K ’+ ’*

, LHI乙醇 (聚乙二醇 *,J+ ) K ’+ &% *+ ,% K ’+ ’J

. 聚乙二醇 *.&+ H K *+ *) *+ .% K ’+ ’&

H 新鲜材料 *)H+ . K *+ ,) *+ &* K ’+ **

%+ , NOP扩增结果
图 % 为不同保存方法样品提取的 !"# 的 NOP

扩增结果电泳图。在图 % 中，HI甲醛所获 !"# 只
有小分子的引物二聚体，没有目的条带，其余各样品

均有明显目的条带，片段长度在 *H’’ 2D 左右，但存
在一定的弥散。

,/ 讨论
（*）不同保存方法的样品及其前处理对 !"#
抽提量的影响。如何从各种保存方法保存的样本

中，提取到足够的可供后续分子系统学研究的

!"#，一直是相关领域研究学者关注的技术课题。
根据本研究结果，甲醛固定的样品提取的 !"#均为
小分子片段。这与已有的研究结果一致［**F*,］。以

往的研究者认为，原因在于：甲醛在空气中易氧化成

甲酸，而甲酸对 !"# 有较强的降解作用，因此稍有
不慎，就会对标本的 !"# 分子造成严重的破坏；甲
醛还能导致生物分子之间形成交联，影响蛋白酶 Q
对蛋白质消化的效率，进而影响样本的 !"# 提取
量，不利于后续进行的分子系统学研究［**F*&］。

图 %/ NOP扩增结果电泳图
R：R1?S4?；*：HI甲醛保存；%：LHI乙醇保存；

,：LHI乙醇转聚乙二醇果；.：聚乙二醇保存；

H：新鲜材料保存；& 空白

T:E+ %/ U34@9?<D5<?4C:C D1994?8 <= NOP D?<A7@9C
=?<B A:==4?489 S:8AC <= C1BD34C

R：R1?S4?；*：HI =<?B13A45;A4F=:>4A；%：13@<5<3F=:>4A；

,：13@<5<3 F D<3;495;3484 E3;@<3 F=:>4A；

.：D<3;495;3484 E3;@<3 F=:>4A；H：=?4C5；&：2318SF@<89?<3+

LHI乙醇固定的样品 !"#抽提，则获得较好效
果（表 %）。张海琪、薛良义等对不同保存方法的大
黄鱼肌肉样品基因组 !"#进行了提取比较，结果表
明乙醇保存样品可提取较大量的 !"# 分子［**］。这
与本研究的结果相似。水溶性塑料聚乙二醇（分子

量 &’’）固定标本 !"# 提取结果表明，能提取出大
于 *’QV的 !"# 分子片段，且 !"# 提取的量（*J,
K .+ .) !E ( BG）较同等条件下 LHI乙醇保存的标本
!"#提取量（*&, K J+ , !E ( BG）多，仅次于新鲜材料
的提取结果。但从图 * 可见，存在一定的 !"#分子
降解现象，可能的原因有：*）本实验采用的标本利
用聚乙二醇固定后，暴露于常温环境下近一年，样本

!"#分子可能受到 !"#酶的影响而降解。%）鉴于
新鲜样品提取的 !"#也出现部分弥散现象，则有可
能是由于操作过程中的误差或机械损伤造成了

!"#分子的断裂。
通过对不同保存方法保存的鲫肌肉样品基因组

!"#提取获得量比较表明：甲醛保存下的样品难以
提出完整的 !"#；利用 LHI乙醇固定的样品对 !"#
的提取量影响不大，且可获得较大分子的 !"#。方
旅平等人对固定时间达到一年以上中华哲水蚤

（!"#"$%& &’$’(%&）样品的研究结果认为：高浓度乙醇
固定的样本对 !"# 提取量的影响很小。本研究结
果与此点相同［*L］。本研究采用聚乙二醇保存的样

品则可以提取出比 LHI 乙醇固定的样品更多的
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!"#。这表明聚乙二醇保存的标本不仅可以提取大
分子的 !"#，而且还可以获得较大的 !"#提取量。
研究还显示：在样本的处理方法上，通过梯度浸

泡法处理后的样品 !"# 的提取量明显高于直接蒸
馏水浸泡处理的样品 !"# 提取量（表 $、表 %）。张
德华、周开亚等对乙醇保存的动物标本基因组 !"#
提取方法研究结果表明，直接用蒸馏水浸泡固定标

本，会使标本组织大量吸水而造成细胞严重破裂，在

换水时部分 !"#随之丢失而影响 !"#提取量。本
研究结果也可证明此点［$&］。鉴于此，建议在固定样

品的处理上，应以梯度浸泡法处理逐步除去样品中

残留的固定剂，避免直接加水浸泡样品，以降低

!"#的损失。
（$）不同保存方法样品 !"# 的 ’() 结果。利
用通用引物（*+, 和 *+%）对不同方法保存的样
本的 !"# 进行 &-. /!"# 扩增，除甲醛保存下的样
品仅见小分子的片段及引物二聚体之外，其余保存

法的样本均有明亮的目的条带，片段长度为 &,00 12
左右，3,4乙醇和聚乙二醇固定标本与新鲜样品扩
增的目的条带明亮度差异不大，但扩增中出现了较

明显的弥散。这可能是由于本研究采用的通用引物

特异性不高的原因，也有可能是降解的 !"#与引物
结合造成的。本研究提取的 !"# 之 5!$60 7 5!$-0
值在 &8 %$ 9 &8 6& 左右，也说明提取的 !"# 中存在
少量蛋白质的污染，但并不影响 ’() 扩增效果。综
上，本次 ’() 扩增是有效扩增，证明了从 3,4乙醇
和聚乙二醇固定标本中提取的 !"# 都是可用于
’()扩增的。

:; 结论
本工作利用一种能够完好地保存生物标本的固

定液———聚乙二醇，探索了其对 !"# 提取质量的
影响，这对于馆藏样品保存工作及后续的分子系统

研究都是很有意义的。聚乙二醇作为固定剂不仅具

有无毒、安全、便利、无虫害、无霉变等优点［&<=&-］，而

且保存样本 !"# 的提取量也是 % 种固定方法中最
大的。并且本研究通过 &-. /!"# 扩增表明聚乙二
醇作为固定剂也能够满足分子生物学研究的要求。

综上，聚乙二醇可作为一种安全便利的、可替代乙醇

且有良好发展前景的固定剂应用于生物标本的保

存。
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