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一管酒精法提取转基因小鼠胚胎组织基因组
的实验方法及应用
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【摘　要】目的：优化提取基因组的方法，建立高效、简便、快速提取基因组 ＤＮＡ的方法，用于大批量转基因小鼠鉴定。方法：
用一管酒精基因组ＤＮＡ抽提法抽提基因组ＤＮＡ。结果：经过分光光度法检测基因组ＤＮＡ浓度、纯度及电泳分析ＤＮＡ质量，
显示一管酒精抽提法提取的基因组与经典酚?氯仿提取法提取的基因组产量、纯度及质量没有明显差别；酶切全基因组后，２
种方法获得的基因组都可以被酶完全切开；两者模板都能成功应用ＰＣＲ扩增来鉴定基因敲入小鼠并可应用于基因组测序及
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测基因敲入小鼠中外源基因并鉴定其相对拷贝数。结论：一管酒精基因组抽提法得到的 ＤＮＡ质量可靠，可
高效、简便、快速鉴定转基因小鼠及进行基因组ＤＮＡ酶切、测序、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ等后续实验。
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　　目前，基因工程小鼠在认识基因的功能、建立人
类遗传性疾病的动物模型方面被认为是最佳动物模

型［１］。小鼠的基因组改造技术已非常成熟，并已广

泛应用［２～６］；小鼠生理及发育过程与人类相似，小鼠

基因组和人类具有９０％同源性，所以复制人类疾病
的小鼠模型基本上可真实模拟人类的生理现象和疾

病的病理过程。在整体动物表型水平，研究胚胎心

脏发育和心肌损伤修复过程的研究中，基因工程小

鼠是目前最流行和有效的功能基因组研究手

段［７～１２］。应用基因谱系示踪技术研究心脏祖细胞

的分化命运，更是关键技术手段［１３，１４］。但是，基因

工程小鼠的品系繁殖及基因型鉴定需要成熟的技术

平台。如何快速大批量的鉴定筛选出 Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ基
因敲入杂合子小鼠，是建立双杂合基因谱系示踪模

型的关键技术和保障。经典酚?氯仿抽提基因组
ＤＮＡ法［１５］，具有毒性、操作时间长，更换 ＥＰ管等缺
点，不利于大样本的转基因小鼠的筛选和鉴定。

２００６年 ＤａｎｉｅｌＲ．Ｓｔｏｒｍ等报道一种更简便、高效的
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鉴定转基因小鼠的方法［１６］，但是该方法是否能应用

于转基因胚胎组织的鉴定，目前还未见文献报道。

本研究将该方法应用于转基因小鼠胚胎组织基因组

的提取及鉴定，并对其部分条件进行了优化。

１　材料与方法

１．１　一管酒精基因组提取法
参考及改进 Ｄａｎｉｅｌ等提取小鼠尾巴组织基因组的方法

（在１．５ｍｌＥＰ管中加２ｍｍ小鼠尾巴，用３００μｌ消化液及
０４ｍｇ蛋白酶Ｋ５５℃消化过夜；加入１ｍｌ无水乙醇，充分混
匀；１６０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，倒去上清；加入１ｍｌ７５％乙醇，充
分洗涤，１６０００×ｇ离心２０ｍｉｎ；倒去乙醇，干燥后立即加入
３００μｌＴＥ溶液溶解ＤＮＡ，５５℃开盖蒸发乙醇２ｈ，将ＤＮＡ储
存在４℃或２０℃）［１６］，在体视显微镜下解剖分离小鼠胚胎，

取１～２ｍｍ尾巴或卵黄囊组织，按以下步骤提取基因组
ＤＮＡ：用１．５ｍｌＥＰ管保存样本，标记编号；在 ＥＰ管中加入
５００μｌ消化液（５ｍｍｏｌ?ＬＥＤＴＡｐＨ８．０，２００ｍｍｏｌ?ＬＮａＣｌ，１００
ｍｍｏｌ?ＬＴｒｉｓｐＨ８．０，０．２％ ＳＤＳ）和０．２～０．３ｍｇ的蛋白酶 Ｋ
（Ｒｏｃｈｅ）５５℃过夜消化；加入 １ｍｌ无水乙醇，混匀，
１３０００×ｇ离心３０ｍｉｎ；弃上清，加入１ｍｌ７５％乙醇，漩涡震
荡１５ｓ，充分洗涤，１３０００×ｇ离心２０ｍｉｎ；弃上清，加入３００

μｌＴＥ溶液溶解 ＤＮＡ，５５℃开盖蒸发乙醇 １～２ｈ，提取的
ＤＮＡ储存于４℃或２０℃。
１．２　经典酚?氯仿基因组提取法，基因组测序及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

酚?氯仿抽提基因组法参考相关文献［１５］；基因组 ＤＮＡ
测序由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ使用 Ｆａｓｔｓｔａｒｔ
ｕｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｇｒｅｅｎｍａｓｔｅｒ（ｒｏｃｈｅ），按照厂家说明完成。

２　结果

２．１　一管酒精基因组提取法和经典酚?氯仿提取法基因组

产量及纯度相同

在体式显微镜下解剖分离小鼠胚胎，每只胚胎小鼠均取

相同长度的尾巴组织２段装入２管，其中一管用一管酒精法
提取基因组，另一管则用经典酚?氯仿提取法提取基因组，分
别用紫外分光光度计检测２管基因组的浓度，随机抽取一管
酒精法与经典酚?氯仿提取法提取的基因组样本各１００个，
测取其浓度，显示两法所得基因组产量无明显差异（Ｐ＝

０１１６３，即Ｐ＞０．０５）。ＤＮＡＯＤ２６０?ＯＤ２８０比率是判定ＤＮＡ纯
度的常用方法，一般为１．８～２．２，若小于 １．６，表明有蛋白
质、酚等污染。随机抽取一管酒精法与经典酚?氯仿提取法

提取的基因组样本各１００个，检测 ＯＤ２６０?ＯＤ２８０比率 ＜１．６的

比例。酚?氯仿提取法 ＯＤ２６０?ＯＤ２８０比率 ＜１．６的比例为８％

（８例?１００例），一管酒精法 ＯＤ２６０?ＯＤ２８０比率 ＜１．６的比例为
６％（６例?１００例），两者纯度没有明显差别（Ｐ＝０．４９３８）。

２．２　凝胶电泳鉴定基因组ＤＮＡ的质量
图１显示一管酒精抽提法提取的基因组与经典酚?氯仿

提取法提取的基因组质量没有明显差别，图１（ａ）１～６为用
酚?氯仿提取法提取的基因组，９～１７为用酒精抽提法提取的
基因组。图１（ｂ）示一管酒精抽提法提取的基因组与经典酚?
氯仿提取法提取的基因组模板用于 ＰＣＲ反应后所得结果相
同，图１（ｂ）１、７、１１、１５为一管酒精抽提法提取的基因组的
ＰＣＲ结果，图１（ｂ）２、８、１２、１６为经典酚?氯仿提取法提取的
基因组ＰＣＲ结果，两者模板用于ＰＣＲ结果完全一致，说明一
管酒精抽提法提取的基因组用于 ＰＣＲ鉴定转基因小鼠胚
胎，结果可靠，其中图１（ｂ）中最下方的条带为ＰＣＲ试剂中的
染料所致，对实验结果无影响。

２．３　酶切鉴定基因组ＤＮＡ的质量
图１（ｃ）显示，用ＥｃｏＲⅠ＋ＢａｍＨⅠ限制性核酸内切酶酶

切全基因组后，２种方法获得的基因组都可以被完全切开。
说明一管酒精抽提法提取的基因组还可以用于相关后续实

验，如酶切电泳、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交等。因此，一管酒精抽提法与
经典酚?氯仿提取法提取的基因组质量基本一致。

图１　基因组ＤＮＡ、ＰＣＲ产物、酶切凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ，ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．４　一管酒精抽提基因组用于ＰＣＲ鉴定转基因小鼠
应用一管酒精抽提基因组法，成功在子代小鼠中筛选、

鉴定出 Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ基因敲入杂合子小鼠和 Ｒｏｓａ２６ＥＹＦＰ、Ｒｏ
ｓａ２６ＬａｃＺ杂合子条件性 Ｃｒｅ报告系统小鼠。Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ、Ｒｏ
ｓａ２６ＥＹＦＰ、Ｒｏｓａ２６ＬａｃＺ阳性小鼠 ＰＣＲ分别扩增出约４００、
３２０、３４０ｂｐ的目的条带；图２（ａ）中１、７、１１、１５及２、８、１２、１６
分别为用一管酒精基因组抽提法及经典酚?氯仿提取法所得
基因组鉴定得到的Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ杂合子小鼠 ＰＣＲ凝胶电泳图，
图２（ｂ）中１、５、１１、１５及２、６、１２、１６分别为用一管酒精基因
组抽提法及经典酚?氯仿提取法所得基因组鉴定得到的 Ｒｏ
ｓａ２６ＥＹＦＰ杂合子小鼠ＰＣＲ电泳鉴定图，图２（ｃ）中１、５、１１、
１３及２、６、１２、１４分别为前法及后法鉴定所得的 Ｒｏｓａ２６ＬａｃＺ
杂合子小鼠ＰＣＲ电泳图。其中图２（ａ）、２（ｂ）及２（ｃ）中最下
方的电泳条带为 ＰＣＲ试剂中的染料所致，对实验结果无影
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响。一管酒精基因组抽提法所得的样本可以有效地用于转

基因小鼠的鉴定，并与经典酚?氯仿提取法所得基因组鉴定
结果一致。

图２　Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ、Ｒｏｓａ２６ＥＹＦＰ、Ｒｏｓａ２６ＬａｃＺ小鼠ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴｂｘ１８Ｃｒｅ，Ｒｏｓａ２６ＥＹＦＰ

ａｎｄＲｏｓａ２６ＬａｃＺｍｉｃｅｂｙＰＣＲ

２．５　一管酒精抽提基因组用于基因组测序
一管酒精抽提基因组法所提取的基因组可进一步用于

基因组测序。２法各自抽提 Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ基因敲入小鼠基因组
ＤＮＡ，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成测序。图３（ａ）为用一管酒精抽
提基因组法所得基因组ＤＮＡ测序所得的部分Ｃｒｅ序列，图３
（ｂ）为用经典酚?氯仿提取法所得的基因组 ＤＮＡ测序所得的
相同部分Ｃｒｅ序列，两者结果完全一致。因此一管酒精基因
组抽提法所得的样本可以准确地应用于基因组测序。

（ａ）一管酒精抽提基因组法所得基因组ＤＮＡ测序所得

的部分Ｃｒｅ序列；（ｂ）经典酚?氯仿提取法所得的基因组

ＤＮＡ测序所得的部分Ｃｒｅ序列

图３　Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ基因敲入小鼠部分Ｃｒｅ序列基因组测序

Ｆｉｇ．３　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｐａｒｔｏｆＣｒｅｉｎＴｂｘ１８Ｃｒｅｋｎｏｃｋｉｎｍｉｃｅ

２．６　一管酒精抽提基因组可用于进一步完成ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
的研究

一管酒精基因组抽提法所得的基因组ＤＮＡ可进一步用
于ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，设计内参基因及目的基因的引物序列，按照
ＢｉｏＲａｄＣ１０００仪器说明，进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ
基因敲入雌雄鼠近亲交配后将得到３种基因型小鼠：Ｔｂｘ１８
Ｃｒｅ基因敲入小鼠，Ｔｂｘ１８ＣｒｅＣｒｅ基因敲入小鼠，野生型小鼠。
图４为２法抽提所得基因组ＤＮＡ用于ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ后所得

的Ｃｒｅ基因相对拷贝数结果，其中１、３为一管酒精基因组抽
提法所得，２、４为经典酚?氯仿提取法所得。２法所得的 Ｃｒｅ
基因相对拷贝数基本一致，且不同基因型小鼠中 Ｃｒｅ基因拷
贝数存在确切差异，Ｔｂｘ１８ＣｒｅＣｒｅ基因敲入小鼠中Ｃｒｅ的相
对拷贝数近似于 Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ基因敲入小鼠的２倍，２法所得
基因组样本扩增曲线均一，引物融解曲线均为单峰（图略）。

因此，一管酒精抽提基因组法可用于进一步完成 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ，并与经典酚?氯仿提取法所得实验结果一致。

１、３．一管酒精基因组抽提法所得基因组Ｃｒｅ基因相对拷贝数；

２、４．经典酚?氯仿提取法所得基因组Ｃｒｅ基因相对拷贝数

图４　不同基因型小鼠Ｃｒｅ基因相对拷贝数差异

Ｆｉｇ．４　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓｏｆＣｒｅｉｎｍｉｃｅ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

３　讨　论

经典酚?氯仿抽提基因组ＰＣＲ鉴定法，具有以下
缺点：多次更换 ＥＰ管、枪头；应用酚?氯仿等对人体
有害物质，操作时间较长等。这些缺点不利于大样

本转基因小鼠的筛选、鉴定。有研究者尝试建立

ＨｏｔＳＨＯＴ［１７］小鼠基因组抽提法，可以快速、高效、大
样本的进行转基因小鼠的鉴定，但是该方法所提取

的基因组浓度较低、纯度不高，且不能做酶切及

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交等后续实验。我们的研究需要建立大
样本转基因小鼠的鉴定平台，才能保证后续实验的

进行。

因此，借鉴Ｄａｎｉｅｌ等的抽提基因组的方法，建立
一管酒精抽提基因组法，经过大样本转基因小鼠鉴

定结果证实，该方法相比经典酚?氯仿抽提基因组
ＰＣＲ鉴定法，具有以下优点：中途不更换 ＥＰ管，避
免样品处理错误；抽提过程不用酚?氯仿，避免其对
人体的伤害；操作过程简单，操作时间短，特别适用

于大样本的转基因小鼠的鉴定。总之，一管酒精抽

提基因组简便、便宜、快速，同时可以操作大样本转

基因小鼠的鉴定工作，且基因组质量可靠，与经典基

因组提取法提取基因组质量相同，并可进一步满足

酶切、测序、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ等后续实验要求，是一种
值得推广的实验方法。主要改良为：（１）将原应用

—０３３— 重庆医科大学学报２０１２年第３７卷第４期 （ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ２０１２．Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．４）



于新生及成年小鼠组织的方法更多地应用转基因胚

胎组织，结合胚胎组织的相关特点，进行了条件优

化。（２）本实验发现胚胎组织胶原较多，如果加入
太多组织，会导致组织消化不充分，导致胶原聚合包

裹基因组 ＤＮＡ，影响提取质量。因此，必须减少胚
胎组织的量，一般１～２ｍｍ的胚胎小鼠尾巴组织已
经足够。（３）蛋白酶Ｋ的浓度调整，对于胚胎组织，
由于其胶原含量丰富，因此蛋白酶 Ｋ的量可适当增
加，但一般１～２ｍｍ的尾巴组织中加入 ０．２～０．３
ｍｇ蛋白酶Ｋ已足够。（４）离心速度和时间，离心速
度可适当降低，一般１３０００×ｇ即可，离心速度第１
次为３０ｍｉｎ，第２次为２０ｍｉｎ。（５）开盖蒸发乙醇时
间。乙醇蒸发时间也可适当减少，一般 ５５℃环境
中，１ｈ的蒸发时间已足够，蒸发完全后可短暂漩涡
震荡，短暂低速离心后即可应用于后续实验。通过

反复大样本的实验验证，一管酒精抽提基因组的方

法是一种简便、高效的基因组抽提方法。利用该技

术平台鉴定的大批 Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ基因敲入小鼠和报告
系统小鼠，结果符合孟德尔遗传规律，未发现基因突

变，为建立 Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ?Ｒｏｓａ２６ＥＹＦＰ?ＬａｃＺ双杂合基
因敲入小鼠模型，提供了最基本、最关键的实验材料

保障。通过反复实践和大样本验证，一管酒精基因

组提取法基因组质量良好，具有较多的优点。利用

该方法，我们成功建立简便、快速的大样本基因敲入

小鼠筛选、鉴定研究平台，并繁殖、鉴定出足够的

Ｔｂｘ１８Ｃｒｅ基因敲入小鼠和条件性 Ｃｒｅ报告系统小
鼠Ｒｏｓａ２６ＥＹＦＰ和 Ｒｏｓａ２６ＬａｃＺ，为在体内、外示踪
观察Ｔｂｘ１８＋心外膜祖细胞多潜能分化命运提供了
实验动物。
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