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  椲摘要椵 目的椇建立并改良磁珠提取基因斈斘斄的方法棳以应用于斎斕斄常规测序分型暎方法椇使用磁珠法自
动提取系统从全血中提取基因组斈斘斄棳利用斈斘斄定量仪测定斈斘斄浓度与纯度棳利用测序仪对斝斆斠扩增产物进
行测序及相关的分析软件进行斎斕斄分型结果分析暎比较改良前后斈斘斄浓度与纯度暍斎斕斄分型结果成功率暍信
噪比及测序胶图的反应格局暎结果椇改良后椆椂份斈斘斄浓度的均一性暍纯度均优于改良前椈棾棽份 斎斕斄分型结果
中斎斕斄灢斄暍斅位点成功率改良后高于改良前棳差异有统计学意义棬 椉棸灡棸棻棭椈改良后棾棽人份 斎斕斄灢斅第二外显子
信噪比棬斘棷斢棭合格率均高于改良前棳差异有统计学意义棬 椉棸灡棸棻棭椈改良后棾棽份分型胶图反应格局均优于改良
前暎结论椇改良磁珠提取斈斘斄法能稳定暍可靠地应用于斎斕斄测序分型棳具有快速暍高通量化的特点和广泛的应
用前景暎
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灣基金项 目椇武汉 市 卫计 委 临床 医 学科 研 项目 棬斘旓椇斪斬棽棸棻棾斈棸椃棭
棻武汉医疗救治中心棬武汉棳棿棾棸棸棽棾棭
棽武汉血液中心

  随着基因组学暍单核苷酸多态性等分子生物学
技术的发展棳以核酸为基础的斝斆斠扩增暍核酸杂交
等技术已逐渐成为包括疾病检测暍流行病学调查暍
遗传分析等在内的生物医学领域非常重要的诊疗

手段暎血液作为一种常用的临床检测材料棳如何从
血液中快速暍高效暍高质量提取基因组斈斘斄棳对于
临床血液检验与分析非常重要暡棻灢棽暢暎

斈斘斄的提取方法很多棳传统的酚氯法暍盐析
法暍过柱法都只能是手工提取棳无法自动化暎磁珠
法利用包裹磁珠的纤维素对斈斘斄的特异性吸附棳
在磁场和洗脱液的作用下分离并获取斈斘斄棳易于

自动化暡棾暢暎斈斘斄磁珠提取法优点很多棳但此方法
提取的斈斘斄浓度和纯度易受磁珠的残留量暍裂解
时间暍全血量及酶量的影响棳这些因素通过交互作
用产生影响暡棿暢暎合理地处理好影响因素才能获得
最佳的提取效果暎本研究对斈斘斄磁珠提取法进行
改良棳并建立一套成熟的斈斘斄提取方法棳可稳定地
应用于斎斕斄测序分型中棳现报告如下暎
棻 资料与方法
棻棶棻 研究对象

抽取椆椂人份合格的 斉斈斣斄 抗凝全血标本棳
棴棽棸曟冻存暎
棻棶棽 仪器及试剂

核酸纯化工作站 斖旈斻旘旓斕斸斺斢斣斄斠椀棿棸椆棬瑞士
斎斸旐旈旍旚旓旑棭椈斍斿旑斿斞旛斸旑旚旔旘旓斈斘斄定量仪椈斈斘斄提
取试剂盒棬斍斉斘斉斚斘斉 批号椇斝斖灢斖斔棸棿灢棻棽棽棸棿棭棳
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斄斅斏棾椃棾棸型序列分析仪棬美国斄斅斏公司棭暎
棻棶棾 实验方法
棻棶棾棶棻 斈斘斄提取方法  方法一严格按照操作说
明书进行棳方法二是在方法一的基础上对以下几个
步骤进行了改良椇栙在细胞裂解前增加了一步红细
胞裂解棳并棿椃棸棸暳 离心棽椀旐旈旑棳除去上清液椈栚
全血量由棾棸棸毺旍改为棽棿棸毺旍棳磁珠量由棿棸毺旍改为
棽棿毺旍椈栛蛋白酶斔棽倍稀释棳但加入的总酶量不变椈
栜细胞裂解过程由吹打混匀棻棸次后椀椂曟孵育并震
荡棽椀旐旈旑改为吹打混匀棾次后棳椀椂曟孵育并震荡棽
旐旈旑棳静止椀旐旈旑棳孵育的同时震荡暍静止交替进行棾
个循环暎
棻棶棾棶棽 斎斕斄灢斄暍斅暍斈斠斅棻基因测序分型 分别从改
良前后棽组斈斘斄中按照标本顺序各挑取棾棽人份
采用斢斅斣方法对其进行 斎斕斄灢斄暍斅暍斈斠斅棻基因分
型棳为了排除测序试剂及方法的干扰棳每批测序试
验均启用质控暎
棻棶棿 斈斘斄的检测方法

栙利用斈斘斄定量仪对斈斘斄进行浓度与纯度
棬斄棽椂棸棷斄棽椄棸暍斄棽椂棸棷斄棽棾棸棭的测定暎栚对棽组斈斘斄进

行斢斅斣分型结果的成功率暍胶图信噪比棬斘棷斢棭的比
较暎
棻棶椀 统计学处理

根据基因测序棬斢斅斣棭对斈斘斄要求椇斈斘斄浓度
椌棻棸旑旂棷毺旍且纯度斄棽椂棸棷斄棽椄棸介于棻灡椂暙棽灡棸暍斄棽椂棸棷
斄棽棾棸比值大于棻灡椄棳三者同时满足才定义为合格暎
成功率与合格率均采用斠暳斆表氈棽检验暎
棽 结果
棽棶棻 斈斘斄浓度与纯度

从图棻看出棳改良后椆椂份样本斈斘斄浓度的均
一性暍纯度暍合格率均优于改良前棳改良后散点均位
于三维空间内棳合格率棻棸棸棩暎
棽棶棽 斢斅斣分型结果

棾棽份 斎斕斄分型结果中 斎斕斄灢斄暍斅位点成功
率改良后高于改良前棳差异有统计学意义棬 椉
棸灡棸棻棭棳斎斕斄灢斈斠斅棻位点改良前后虽有差异棳但无
统计学意义棳见表棻暎棾棽人份 斎斕斄灢斅第二外显子
信噪比棬斘棷斢棭合格率改良后高于改良前棳差异有统
计学意义棬 椉棸灡棸棻棭棳见表棽暎

表棻 方法改良前后棾棽人份斎斕斄灢斄暍斅暍斈斠斅棻分型成功率比较 人份棬棩棭
时间

斄位点
成功 未成功

斅位点
成功 未成功

斈斠斅棻位点
成功 未成功

改良前 棻棿棬棿棾棶椃椀棭 棻椄棬椀椂棶棽椀棭 棽棬椂棶棽椀棭 棾棸棬椆棾棶椃椀棭 棽椃棬椄棿棶棾椄棭 椀棬棻椀棶椂棽棭
改良后 棾棻棬椆椂棶椄椄棭 棻棬棾棶棻棽棭棻棭 棾棸棬椆棾棶椃椀棭 棽棬椂棶棽椀棭 棾棽棬棻棸棸棶棸棸棭 棸

  与改良前比较棳棻棭 椉棸灡棸棻暎

表棽 方法改良前后棾棽人份斎斕斄灢斅第二外显子信噪比棬斘棷
斢棭合格率比较人份 人份棬棩棭
时间 合格 未合格

改良前 棻棬棾棶棻棾棭 棾棻棬椆椂棶椄椄棭
改良后 棽椄棬椄椃棶椀棸棭棻棭 棿棬棻棽棶椀棸棭

  与改良前比较棳棻棭 椉棸灡棸棻暎

棽棶棾 斢斅斣分型胶图
从图棽和图棾对比来看棳改良后的杂峰明显少

于改良前棳进而信噪比也低于改良前暎
棾 讨论

斈斘斄提取是基因分型的第一个步骤棳也是实
验成功与否的关键点之一暎斈斘斄的评价标准椇均
匀的含量棳在工作浓度范围棳纯度好棳一级结构完
整暎斈斘斄磁珠提取法有以下优点椇易于自动化棳从
而提高加样速度与效率棳减少操作人员劳动强度棳
使传染机会最小化棳通过减少人为差错和改善加样
精确度与准确性来改善检测分析质量暎核酸提取
的自动化棳已有很多研究棳但只有磁珠法较为理
想暡棾暢暎本研究通过对斈斘斄磁珠提取法进行改良棳
建立最佳提取方案暎实验过程发现红细胞裂解程

度暍全血量暍磁珠量暍蛋白酶暍裂解过程对斈斘斄的浓
度和纯度影响很大暎
棾棶棻 红细胞裂解程度

红细胞裂解液能将红细胞膜破坏棳通过离心去
掉上液棳能有效的去掉血红蛋白棳初步减少斈斘斄的
蛋白污染暎
棾棶棽 全血量和磁珠量

原操作说明中血量与磁珠的比值是棻椀暶棽棳改
良后其比值是棻椀灡棸暶棻灡椀棳减少了全血和磁珠的使
用量棳同时棳也减少了磁珠的相对量暎在斈斘斄的提
取过程中棳磁珠特异性吸附斈斘斄棳但也非特异性地
吸附蛋白及杂质棳特别是磁珠过剩时棳非特异性吸
附增加棳导致斈斘斄纯度降低棳影响斈斘斄的质量棳
同时棳在实验过程中我们发现把单孔磁珠量从棿棸
毺旍降低到棽棿毺旍棳大大降低了洗涤及斈斘斄洗脱时的
堵针次数棳从而也降低了磁珠的残余量棳提高了
斈斘斄的纯度棳从经济角度来讲棳也节省了试剂成
本暎
棾棶棾 蛋白酶斔

在斈斘斄的提取过程中棳蛋白酶斔的作用是是
使膜蛋白降解棳使与斈斘斄结合的蛋白质降解棳使
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斈斘斄充分游离暡椀暢暎蛋白酶 斔有一定的黏稠性棳如
果稀释度不够会导致其有一定的挂壁现象棳造成无
效添加棳在实验过程中棳我们采取保持总量不变的
情况下棳稀释降低其黏稠度暎
棾棶棿 裂解过程

裂解过程是斈斘斄提取成功与否的关键棳实验
中由原来吹打混匀棻棸次后椀椂曟孵育并震荡棽椀旐旈旑
改为吹打混匀棾次后棳椀椂曟孵育并震荡棽旐旈旑棳静止
椀旐旈旑棳孵育的同时震荡暍静止交替进行棾个循环暎
吹打只能混匀试剂与细胞棳不能打散成片的磁珠棳
静止有利于体系的接触反应时间棳震动有利于成片
磁珠的散开棳从而增加了磁珠的接触面积和体系的
反应时间暎 图棻 改良前后斈斘斄参数散点三维图

图棽 改良前斢斅斣分型分型胶图棬斘棷斢椌椀棩棭

图棾 改良后斢斅斣分型分型胶图棬斘棷斢椉椀棩棭

  从以上分析来看棳改良后斈斘斄浓度的均一性暍
纯度均优于改良前棳斎斕斄分型结果中 斎斕斄灢斄暍斅
位点成功率改良后高于改良前棳差异有统计学意
义棳斎斕斄灢斈斠斅棻位点改良前后虽有差异棳但无统计
学意义棳这就说明了 斎斕斄灢斄暍斅位点对斈斘斄的要
求高于斈斠斅棻位点暎因此在信噪比与测序胶图比
较时棳特别选取了斅位点的第二外显子棳结果表明棳
改良后均优于改良前暎

纯斈斘斄斄棽椂棸棷斄棽椄棸比值约为棻灡椄棳该比值小于
棻灡椂时棳提示有蛋白质污染棳大于棽灡棸时棳提示有
斠斘斄污染暎当斄棽椂棸棷斄棽椄棸比值范同为棻灡椂暙棽灡棸时棳
样本纯度基本符合要求暎斄棽椂棸棷斄棽棾棸比值提示有无
小分子盐类污染暎一般的后续实验棬如斝斆斠扩增
等棭对斄棽椂棸棷斄棽棾棸比值没有特殊要求棳但在斢斅斣研究
中棳过多的小分子盐类混杂会影响毛细管电泳测序
的结果棳因此要求斈斘斄的斄棽椂棸棷斄棽棾棸比值大于棻灡椄暎
另外棳以上的这些影响因素是一个交互作用暎在整
个斈斘斄提取体系中棳每个步骤都有一定的条件棳单

个条件的改变可能影响不大棳但对一个整体来说棳
却可能对最终的提取效果产生明显影响暎
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