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摘 要 ：采 用 淋 巴 细 胞 分 离 液 分 离 外 周 血 中 的 有 核 细 胞 ，经 细 胞 裂 解 液 处 理 ，上 清 提 取 RNA，沉 淀 提 取 DNA，用 分 离 液 分

离 所 得 红 细 胞 沉 淀 制 备 血 红 蛋 白 溶 液 。经 对 抽 提 物 质 量 进 行 评 价 ，发 现 3 种 提 取 物 质 量 均 高 。本 法 能 从 少 量 外 周 血 中 同

时 分 离 DNA、RNA及 血 红 蛋 白 ，高 效 易 操 作 ，值 得 推 广 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ�Nucleatedcellswereisolatedfromperipheralbloodofhealthynormaladults,dissolvedandcentrifugedtoacquire

thesupernatantforRNAandthedepositforDNAextraction. Hemoglobinwasextractedfromthedepositformedbythered

bloodcells. Property assessmentoftheextractsindicatedhighqualityproducts, demonstrating thatthis method is highly

efficientandoperableinDNA,RNAandhemoglobinextractionfromthesamebloodsampleoflimitedvolume.
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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 Du640 型 紫 外 分 光 光 密 度 仪 （Beckman），

PE-480型 DNA 扩 增 仪 （PE公 司 ）。BioFocus3000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 1ml （EDTA·K2

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 。 10ml 试 管 1 支 ，加

入 1ml 淋 巴 细 胞 分 离 液 ， 取 上 述 稀 释 过 的 血 液 2ml

小 心 加 在 细 胞 分 离 液 上 ，注 意 保 持 界 面 。2 0 0 0 g离 心

20min。 小 心 分 别 吸 出 中 间 细 胞 层 ，置 1.5ml 微 量 离

心 管 （注 意 保 留 红 细 胞 沉 淀 ）。5 0 0 g离 心 3min。弃上

清 。 用 PBS 清 洗 细 胞 2 次 ，5 0 0 g离 心 2min。

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)，140mmol/LNaCl，1.5mmol/LMgCl2，

0.5%TritonX-100]0.2ml，2μl 的 2- 巯 基 乙 醇 ，混 匀 ，

置 冰 上 3min，5 0 0 g离 心 3min。 小 心 移 取 上 清 ，置 另

一 1.5ml 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 ，1 0 0 0 0 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

100μl，混 匀 。 10000g，4℃，离 心 10min，取 上 清 。 再

加 入 200 μl 氯 仿 / 异 戊 醇 ，混 匀 ，1 0 0 0 0 g，4 ℃，离 心

20min。取上清。向上清中加入 3mol/L的 乙 酸 钠 40μl，

及 －20℃的 无 水 乙 醇 1ml，混 匀 ，－20 ℃至 少 1 h。4 ℃，

10000g离 心 20min。 弃 上 清 。 75%乙 醇 清 洗 沉 淀 3
次 ， 室 温 下 干 燥 20min。 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 6V/cm，电 泳 时 间 30min）。另 1μl 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%SDS20 μl，混 匀 。55 ℃

水 浴 3 h。 然 后 加 入 200 μlTris-HCl 饱 和 酚 ， 混 匀 ，

1 0 0 0 0 g，4 ℃，离 心 10min。取上清 ，加 入 100μl Tris-

HCl饱 和 酚 及 100 μl 氯 仿 / 异 戊 醇 （体 积 比 49∶1），充

分 混 匀 ，4 ℃，1 0 0 0 0 g， 离 心 10min。 取 上 清 ， 加 入
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图 3 珠 蛋 白 肽 链 毛 细 管 电 泳 图
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图 2DNA 电 泳 结 果

Ｆｉｇ．２ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔ

Lane1:DNA; Lane2:λDNA/ＨｉｎdⅢ markers

图 1RNA 电 泳 结 果
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Lane1:100bpDNAladder; Lane2:RNA
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200 μl 氯 仿 / 异 戊 醇 ，充 分 混 匀 ，4 ℃，1 0 0 0 0 g，离 心

10min。 取 上 清 ，加 入 20μl3mol/L 乙 酸 钠 ，混 匀 ，加

入 1ml 无 水 乙 醇 ，混 匀 ，－20℃静 置 1 h。4℃，10000g，

离 心 20min。 弃 上 清 ，室 温 下 干 燥 20min。 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 30min）。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 0.5ml生 理 盐 水 ，混 匀 。

取 200μl，用 生 理 盐 水 洗 涤 3次 ，3 0 0 0 g，离 心 5min。

最 后 一 次 离 心 10min。 尽 量 吸 去 上 清 。 向 洗 涤 后 的 红

细 胞 中 加 入 1ml 的 双 蒸 水 和 0.5ml 的 四 氯 化 碳 ，剧

烈 振 荡 3min，使 彻 底 溶 血 。3 0 0 0 g离 心 10min。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 100~1000bp），

泳 道 2 显 示 三 条 清 晰 的 RNA 带 型 ，自 下 而 上 依 次 为

5S、1 8 S、2 8 S，1 8 S较 2 8 S产 量 高 。 D260/D280 为 1.95。

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 ，D260/D280 为 1.81。

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 。

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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梅 毒 是 由 苍 白 螺 旋 体 引 起 的 一 种 慢 性 传 染 病 ， 主 要 通 过

性 接 触 传 播 。 近 年 来 ，其 发 病 率 呈 高 速 持 续 递 增 的 趋 势 ［1］。 目

前 ， 该 病 的 治 疗 仍 以 青 霉 素 为 主 。 1999 年 1 月 ~1999年 5 月

间 ，我 们 采 用 上 海 罗 氏 制 药 有 限 公 司 生 产 的 头 孢 三 嗪 [商 品 名

罗 氏 芬 ，批 准 文 号 ：1998 卫 药 准 字 XF-0129（1）]治 疗 早 期 梅 毒 ，

并 与 卞 星 青 霉 素 G治 疗 对 照 ，进 行 临 床 及 血 清 学 比 较 分 析 ，现

将 结 果 报 道 如 下 。

1 病 人 与 方 法

1.1 病 例 来 源

63 例 患 者 均 为 本 院 性 病 科 就 诊 的 初 发 病 人 ， 将 其 随 机 分

成 治 疗 组 与 对 照 组 。 治 疗 组 31 例 ，男 17 例 、女 14 例 ，年 龄

18~45岁 ，平 均 26.9 岁 ，其 中 I 期 梅 毒 7 例 ，II 期 梅 毒 21 例 ，潜

伏 梅 毒 3 例 ；对 照 组 32 例 ，男 17 例 、女 15 例 ，年 龄 20~46岁 ，

平 均 25.6 岁 ，其 中 I期 梅 毒 8 例 ，II期 梅 毒 20 例 ，潜 伏 梅 毒 4例 。

1.2 病 例 纳 入 标 准

血 清 快 速 血 浆 反 应 素 环 状 卡 片 试 验 （RPR）及 梅 毒 螺 旋 体

被 动 颗 粒 凝 集 试 验 阳 性 ； 有 或 无 临 床 症 状 ， 病 程 在 2 个 月 ~1

年 ；发 病 以 来 无 药 物 治 疗 史 、无 青 霉 素 及 头 孢 三 嗪 过 敏 史 ，能

够 配 合 追 踪 随 访 者 。

1.3 治 疗 方 法

治 疗 组 ：头 孢 三 嗪 0.25g，肌 肉 注 射 ，1 次 / 日 ，1 5 d为 1 疗

程 。 对 照 组 ：卞 星 青 霉 素 G240 万 U，分 两 侧 臀 部 肌 肉 注 射 ，每

周 1 次 ，3周 为 1 疗 程 。 为 预 防 吉 海 反 应 ，均 于 开 始 治 疗 前 加 服

强 的 松 片 5mg，4 次 /d，4 d。

1.4 疗 效 判 定 标 准 ［2］

临 床 治 愈 ： 临 床 症 状 及 体 征 消 失 或 在 原 皮 损 处 残 留 浅 表

瘢 痕 或 色 素 沉 着 斑 ，3 个 月 内 RPR滴 度 下 降 4 倍 以 上 。 血 清 学

治 愈 ：临 床 症 状 与 体 征 消 失 ，RPR 每 3 月 检 查 1 次 ，连 续 3 次

阴 性 。

2 结 果

2.1 临 床 结 果

治 疗 组 临 床 治 愈 29 例 ，治 愈 率 为 93.5%，其 中 6 例 遗 留 有

色 素 沉 着 斑 ；对 照 组 治 愈 31 例 ，治 愈 率 为 96.9%，8 例 遗 留 色

素 沉 着 。 两 者 临 床 疗 效 无 显 著 性 差 异 （Ｐ>0.05） 。 两 组 患 者 一 般

均 于 用 药 后 2 ~ 3 d硬 下 疳 干 燥 、收 敛 ，全 部 病 例 硬 下 疳 7~10 d

内 愈 合 。 II期 梅 毒 疹 用 药 后 2 ~ 3 d颜 色 变 暗 ，2 周 内 消 失 。

2.2 血 清 学 结 果

治 疗 组 与 对 照 组 患 者 均 进 行 1 年 以 上 血 清 学 随 访 。 治 疗

组 31 例 中 ，血 清 RPR转 阴 27 例 （87.1%），对 照 组 32 例 中 RPR

（下 转 58页 ）

LiaoYX,QianXH,XuXM. Capillaryfreezoneelectrophoresisof

globin chains［J］.ChinJMedGenetics,1999,16(3):180-4.

［4］ LeonardD,MichaelK,JamesB.Basicmethodsin molecularbiology

［M］. 2nded.Norwalk:Appleton &Lange,1993.322-8.

［5］ KirkCM,PapadeaCN,LazarchickJ.Laboratoryrecognitionofarare

hemoglobinopathy:hemoglobins SSandSG(Philadelphia)associat -

edwith alpha-thalassemia-2［J］. ArchPatholLab Med, 1999, 123

(10): 963-6.

［6］ SaboG,BrodbeckU,CardileN, ｅｔａｌ.Diagnosisof thalassemiasand

hemoglobinopathiesbyHPLC (high performanceliquidchromato-

graphy): studyof627patients［J］.SchweizMedWochenschr,1999,

129(34):1196-200.

［7］ 国 红 , 孙 宏 , 许 贤 豪 , 等 . 重 症 肌 无 力 胸 腺 和 外 周 血 抗 原 特 异 性

单 个 核 细 胞 IFN-γ、IL-4 的 转 录 及 表 达 ［J］. 中 国 神 经 免 疫 学 和 神

经 病 杂 志 , 1999,6（2）:67-71.

GuoH,SunH,XuXH, ｅｔａｌ. StudyonmRNAexpressionofIFN-γ

and IL-4and theirproteinssecretion ofthymocytesandperipheral

blood mononuclearcellsinpatientswithmyastheniagraris［J］.Chin

JNeuroimmunolNeurol,1999,6(2):67-71.

［8］ HuangSZ,ZengFY,ChenMJ, ｅｔａｌ.The delta-globinRNAtranscript

levelinbeta-thalassemia carriers［J］. ActaHaematol,1999,102(1):

1-6.

［9］ DedoussisGV,SinopoulouK,GyparakiM, ｅｔａｌ. Fetal hemoglobin

expression inthecompoundheterozygousstatefor-117 (G→ A)

Agamma HPFHandIVSII-745 (C→ G) beta+thalassemia: acase

study［J］. A m JHematol,1999,61(2):139-43.

2002;22(1) 第 一 军 医 大 学 学 报 (JFirstMilMedUniv) 53· ·


