
外周血细胞DNA、RNA及血红蛋白同时提取法  

    人类基因分析所用的DNA多从外周血中提取，而研究白细胞或红细胞功能状况时又需分析外周血细胞

RNA，在研究血红蛋白异常性疾病时，更需同时对血红蛋白进行分析。本文介绍一种简单可行的从少量外周血

中同时提取DNA、RNA及血红蛋白的方法。 

    

1  方法介绍 

    1.1  仪器与试剂 

    1.1.1  试剂   淋巴细胞分离液(上海生化一厂)；N-三羟甲基氨基甲烷(Tris)、TritonX-100、十二烷

基硫酸钠(SDS)及2-巯基乙醇均为Sigma 公司产品；焦碳酸二乙酯(DEPC)，逆转录酶抑制剂(华美生物技术公

司)；AG501-X8树脂(Bio-Rad公司)；其他均为国产试剂。 

    1.1.2  仪器   Du 640 型紫外分光光密度仪(Beckman)，PE-480 型DNA扩增仪(PE公司)。BioFocus 3 

000自动毛细管电泳仪(Bio-Rad公司)。 

    1.1.3  样品   健康成年人新鲜外周血1 ml(EDTA·K
2
抗凝)。 

    1.2  方法 

    1.2.1  分离外周血有核细胞[1]   外周血1 ml，用等量磷酸盐缓冲液(PBS)稀释，混匀。10 ml 试管1

支，加入1 ml淋巴细胞分离液，取上述稀释过的血液2 ml小心加在细胞分离液上，注意保持界面。2 000 g 

离心20 min。小心分别吸出中间细胞层，置1.5 ml微量离心管(注意保留红细胞沉淀)。500 g离心3 min。弃

上清。用PBS 清洗细胞2 次，500 g离心 2 min。 

    1.2.2  提取RNA   采用细胞质RNA提取法[2](略作改进)提取，即向细胞沉淀中加入裂解液[含5 

mmol/L Tris-HCl (pH8.0)，140 mmol/L NaCl，1.5 mmol/L MgCl
2
，0.5% TritonX-100] 0.2 ml，2 μl 

的2-巯基乙醇，混匀，置冰上3 min，500 g 离心3 min。小心移取上清，置另一1.5 ml微量离心管。留细胞

沉淀待提取DNA。继续向上清中加入200 μl水饱和酚及50 μl氯仿/异戊醇(体积比 24∶1)，混匀，10 000 

g，4 ℃，离心10 min。移取上清。向上清中加入氯仿/异戊醇及水饱和酚各100 μl，混匀。10 000 g，4 

℃，离心10 min，取上清。再加入200 μl氯仿/异戊醇，混匀，10 000 g，4 ℃，离心20 min。取上清。向

上清中加入3 mol/L的乙酸钠40 μl，及－20 ℃的无水乙醇1 ml，混匀，－20 ℃至少1 h。4 ℃，10 000 g

离心20 min。弃上清。75%乙醇清洗沉淀3次，室温下干燥20 min。 以0.1% DEPC 水5 μl溶解。取4 μl 用

于2%琼脂糖凝胶电泳(电泳缓冲液1′TAE，电压6 V/cm，电泳时间30 min)。另1 μl 用于紫外分光光度仪测D

(λ)值。 

    1.2.3  抽提DNA[1]   向前述的细胞碎片沉淀中加入STE 200 μl 吹打混匀，再加入10% SDS 20 μl，

混匀。55 ℃水浴3 h。然后加入200 μl Tris-HCl 饱和酚，混匀，10 000 g，4 ℃，离心10 min。取上

清，加入100 μl Tris-HCl 饱和酚及100 μl 氯仿/异戊醇(体积比49∶1)，充分混匀，4 ℃，10 000 g，离

心10 min。取上清，加入200 μl 氯仿/异戊醇，充分混匀，4 ℃，10 000 g，离心10 min。取上清，加入
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20 μl 3 mol/L 乙酸钠，混匀，加入1 ml无水乙醇，混匀，－20 ℃静置1 h。4 ℃，10 000 g，离心20 

min。弃上清，室温下干燥20 min。加入三蒸水5 μl，使充分溶解。4 μl 2%琼脂糖凝胶电泳(电泳缓冲液1′

TAE，电压6 V/cm，电泳时间30 min)。另1 μl 用于紫外分光光度仪测定D(λ)值。 

    1.2.4  血红蛋白溶液的制备   向淋巴细胞分离液分离后的下层红细胞沉淀中加入0.5 ml 生理盐水，

混匀。取200 μl，用生理盐水洗涤3次，3 000 g，离心5 min。最后一次离心10 min。尽量吸去上清。向洗

涤后的红细胞中加入1 ml的双蒸水和0.5 ml 的四氯化碳，剧烈振荡3 min，使彻底溶血。3 000 g 离心10 

min。留取血红蛋白上清液，进行毛细管电泳[3]。 

    

2  结果 

    2.1  RNA电泳及D(λ)值 

    电泳结果见图1。泳道1为100 bp ladder 的DNA分子量标准(自下而上依次为100~1 000 bp)，泳道2显

示三条清晰的RNA带型，自下而上依次为5S、18 S、28 S，18 S较28 S产量高。D
260

/D
280

为1.95。 

    图1 RNA电泳结果 
    Fig.1 Electrophoresis of the RNA extract
    Lane 1: 100 bp DNA ladder; Lane 2: RNA

    2.2  DNA电泳及D(λ)值 

    电泳结果见图2。泳道1为DNA，可见一清晰的带型，泳道2是λDNA/HindⅢ标记物，D
260

/D
280

为1.81。 



    图2 DNA电泳结果 
    Fig.2 Electrophoresis of the DNA extract
    Lane1: DNA; Lane2: λDNA/Hin dⅢ markers 

    2.3  珠蛋白肽链毛细管电泳结果 

    图3可见自左向右出现3个波峰，依次为α、β、δ峰，分别代表3种相应的珠蛋白肽链。未见杂峰。 

    图3   珠蛋白肽链毛细管电泳图 
    Fig.3 Capillary eletrophoresis of the globin chains

    

3  讨论 

    RNA的提取方法较多[2][4]，由于细胞质RNA提取法相对省时，且价廉，提取的RNA产量较高，已被许多

RNA提取试剂盒采用。而且，我们分析认为，有效地控制细胞裂解时间，使裂解仅发生于细胞膜，既可使细胞



质RNA释放出来，又可得到相对完整的细胞核，从而可从裂解后的细胞碎片提取DNA。实验结果证实了我们的

推测，RNA提取的同时也得到了质量较高的DNA。由于采集儿童，特别是婴儿外周血标本量的限制，要求我们

尽可能有效地利用标本。我们将分离细胞后得到的红细胞沉淀清洗后提取血红蛋白，并经珠蛋白肽链毛细管电

泳验证了其质量。认为在临床上可用于异常血红蛋白疾病的蛋白水平筛查[5][6]。本文介绍的方法，可从小

量的外周血标本提取DNA用于遗传性疾病的基因诊断，RNA可用于白细胞功能基因的转录水平的监测或红细胞

特异功能蛋白的mRNA水平的定性及定量[7]。此方法尤其可有效地应用于地中海贫血等异常血红蛋白疾病的研

究中[8][9]。 
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