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用引物短，复性温度低 ，允许有较高的错配率 ， 

影响其稳定性的因素较多L8、1 ．特别是 RAPD 

分析对 DNA模 板质量 的要求较高，通常均从 

新鲜 的组 织材 料 中提取 高分 子 量 的基 因组 

DNA作为模板，如组织新鲜度不够．细胞内的 

DNA发生降解，则难以提得可用于 RAPD分析 

的高质量模板 DNA，导致 RAPD扩增结果不稳 

定 。 

在野生动物的研究中，多很难把野外采得 

的活标本带到实验室，而野外工作条件下取材， 

在保存和运输途中也不易保持所取材料的新鲜 

状态．使得 RAPD分析在野生动物的研究中受 

到局限 为解决把野外采集到的动物或动物组 

织标本 保存好．并方便 地携带 至实验 室用于 

tLZ~PD分析的困难，我们比较了从不同固定剂 

固定保存组织标本中提取模板 DNA对 RAPD 

扩增结果的影响。 

1 材料和方法 

1．1 动 物 标 本 及处 理 黑 眉 锦 蛇 Elaph 

taenirua( )和双斑锦蛇 E．BimaculatⅡ( )各 

1条，实验室中处死，迅速取肌 肉组织 10g左 

右，剪成约为 0．5cm 的小碎块，分成 5份，1份 

装入样品袋，置 一20℃冰箱 中速冻保存。剩下 

4份分别置 4个盛有约 20m[含 50mmot／L乙 

二胺四乙酸二钠(EDTA)的 70％乙醇、70％乙 

醇、2．5％戊二醛和 10％甲醛的小户口瓶中固 

定。夏季室温(最高温度 39℃，最低温度 25℃) 

保存70天后用于模板 DNA的提取。动物解 

剖时，用于解剖不同个体的解剖器具严格分开 

和清洗．防止交叉污染。 

1．2 模板 DNA提取 经固定剂固定的标本取 

出后流水冲洗过 夜，次 日取 出，蒸馏水 冲洗表 

面，取约 0．5g肌肉组织于研钵 内．加入液氮研 

成细粉，分装入 2个 15ml的塑料离心管中，每 

管加入 预冷 的细 胞裂 解 液 (10mmollL Tris- 

HCl，100mmo[／L Na2EDTA，pH8．0)4m1．轻 

摇，悬浮细胞团块；向悬液 中加入十二烷基硫酸 

钠(SDS)使终浓度为 0．8％，再加蛋白酶 K至 

终浓度为 100~g／ml，混匀后置 65℃水浴中捎化 

约 4小时，其间轻摇数次．至溶液完全透明。酚 

氯仿抽提至上下相问界面上无蛋白质沉淀。吸 

取上清，加 凡 1／10体积 的 3mol／LNaAc(醋酸 

钠)，2倍体积 的 一20℃ 无水 乙醇沉 淀 DNA。 

其中经两种 70％乙醇固定的标本在 DNA提取 

过程中，向提取液中缓缓加入 一20℃无水乙醇 

时，界面上出现的絮状 DNA沉淀可用玻棒缠 

绕出．绕出的 DNA用 70％乙醇洗涤 2次，室温 

自然干燥，溶于适量的 TE缓冲液 (10mmo]．／L 

Tr~s-HCi，tmmol／L NazEDTA，pH8．0．灭菌后 

用)中。而用 2．5％戊二醛和 10％甲醛固定的 

标本在 DNA提取过程中，向舍有 DNA的上清 

中加入 一20℃无水乙醇时，界面上沉淀的 DNA 

用玻棒无法缠绕出，故混匀后置 一20℃过夜．次 

日离心沉淀 DNA，再用 70％乙醇洗涤 2次后． 

凉干，熔于适 量 TE中。同期置 一20℃冷冻保 

存的标本用 同样方法 作 DNA对 照提取，也可 

以顺利地绕出 DNA．经 70％乙醇洗涤后凉干． 

溶于 TE 中。 

1．3 引 物 所甩随机引物为 Operon公司产 

品，编号为 I-O2(5 GGAGGAGAGG3 )、1 06(5 

AAGGCCW_,CAG3 )和 1-09(5 TGGAGAGC- 

AG3 )。 

1．4 PCR反应条件和电泳 PCR反应用试 

剂、循环参数和电泳条件同前文(见参考文献2 
～ 3)，每一反应在同样条件下重复一次，结果稳 

定。 

2 结 果 

对上述 2个体 5种不同处理的肌 肉标本进 

行 DNA提取 时发现，冷冻保存的肌 肉组织在 

加入蛋白酶 K和 sDs后．提取液立即变得非常 

粘稠，两种 70％乙醇固定的肌肉组织提取液也 

较粘稠，用乙醇沉淀 DNA时均 可以用玻捧绕 

出 DNA，而甩 2．5％戊二醛和 10％甲醛固定的 

肌肉组织提取液自始至终未出现粘稠状态．加 

入乙醇沉淀 DNA时因用玻棒无法绕出DNA． 

不得不用离心沉淀的方法获得总 DNA。溶解 

好的模板 DNA浓度用微 量荧光计检测．DNA 

浓度在 3O～1O0ng／t,t之间，经 1．2％的琼脂糖 
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在没有冷冻条件的情况下，如何保存好动物组 

织标本，为实验室研究提供优质 DNA模板提 

取材料，需要寻找一种合适 固定组织标本的方 

法。虽然野外保存标本有多种方法，多种固定 

剂均能达到固定动物组织标本的目的，但不同 

固定剂对 DNA的保存效果不同。细胞内 DNA 

的降解主要是 DNA酶作用的结果，乙醇作为 
一 种常用的固定剂，能迅速地渗透进入组织细 

胞．凝固蛋白质，使多种水解酶失活，而不损伤 

DNA，从而达到保存 DNA的 目的。绝大多数 

DNA酶需要一个二价阳离子作为辅助园子(如 

、Mg2 等)，在 70％的乙醇中加入适量 

EDTA，EDTA可以迅速抑制 DNA酶的活性， 

进一步减少 DNA的降解。此二种乙醇固定的 

组织中 DNA保存均很好，DNA提取时，最终沉 

淀的 DNA均可以用玻棒分离出，无需离心沉 

淀 l0％的甲醛虽然也是一种常用的固定剂， 

能使细胞内酶变性失活，但甲醛在空气中易氧 

化成 甲酸，而 甲酸对 DNA 有较 强 的降解 作 

用  ̈，因此用 l0％甲醛固定的组织中 DNA仍 

会被降解。戊二醛虽然是超微结构研究中常用 

的固定剂，它对细胞膜及细胞内膜质结构有较 

好的固定作用，但不能迅速地抑制 DNA酶的 

活性，使细胞 内的 DNA仍能发生 降解。用这 

两种 固定剂中保存的标本提取 DNA时，因 

DNA降解无法用玻棒绕 出，不得不用离心的方 

法分离 出 DNA。经琼脂糖凝胶电泳检测，从 同 
一 时间保存在不同固定剂中的肌肉组织中提得 

的 DNA，证 实 甲醛 和 戊 二醛 固定 的标 本 中 

DNA 降解严重，而 70％ 乙醇 和含 50mmol／L 

EDTA的 70％乙醇固定的标本 中 DNA无严重 

降解现象。 

以取自同一个体用不同固定剂保存的肌肉 

组织中提得的 DNA为模板，进行 RAPD扩增． 

结果表明，70％乙醇固定的组织材料已能较好 

地保存 DNA，从中提得的 DNA质量较高，与从 

同一个体冻存的标本中提得的 DNA分别作模 

板在同样条件下进行 RAPD扩增，得到的结果 

几乎完全相 同。如在 70％的乙醇 中加入 50 

mmol／L的 EDTA则能更有效的防止 DNA降 

解，用从这种固定剂固定的材料 中提得的 DNA 

作模 板，扩增结 果 与冻存标本 完全相 同。而 

2．5％戊 二 醛 和 10％ 甲醛 固定 的材 料 中 因 

DNA降解严 重，RAPD扩增较困难，有时虽 能 

扩增出一些片段，但电泳谱带已发生较大变化， 

且稳定性差。Micheli等⋯ 认为 RAPD谱带的 

稳定性除了与 M 浓度、引物序 列和复性 温 

度等因素有关外，还在很大程度上受到 DNA 

提取方法的影响。在分离 DNA沉淀时，常规 

方法是离心，但这种方法得到的 DNA中降解 

后的小分子 DNA和 RNA均较多，这些小分子 

DNA和 RNA对 RAPD扩增 的可重复性有很 

大影响，而用玻棒绕出的 DNA分子量较高， 

RAPD扩增出的谱带稳定。本研究中也发现， 

如在 DNA提取前或提取过程中，DNA发生降 

解，乙醇沉淀 DNA时无法用玻棒缠绕出，此时 

用离心沉淀方法得到的DNA模板 RAPD扩增 

效果差而且不稳定。 

因此，为保存好野外采得的标本中 DNA， 

供实验室研究用，以含有 50 mmol／L EDTA的 

70％乙醇作为固定剂为好，这种固定剂固定的 

标本，夏季室温下至少可以保存两个月，而不影 

响其中的 DNA提取和扩增。固定后的组织， 

在路途运输过程中可倒弃 固定液，用棉花吸上 

少量固定剂，保持标本湿润即可达到安全运输 

的目的。 
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THE ANALYSES 0F RAPD REACTIoN AFFECTED BY THE 

DNA TEM PLATE EXTRACTED FRoM  SAM PLES FⅨ ED IN 

DIFFERENT FⅨ ATIVEs 

WANG Yi—Quan ZH0U Kai—Ya XU Luo．Shan XU Guo-Jun 

Departmem Pharmacogaosy．0 tM Pha~ ceutical Uni~rsity Na ing 210009。CAina) 

ABSTRACT It is difficult to keep biological samples collected from the field fresh and transport safely 

to laboratory for RAPD ana lyses． In this study．the DNA templates extracted from muscles kept in 

different fixatives for more than 70 days in summer were compared in RAPD analyses and the DNA 

extracted from frozen muscles of san1e individuals was used；as contro1．The resuh suggested that the 

muscle kept in 70％ ethanol with 50mmol／L EDTA was quite good for template DNA extraction and 

RAPD reaction．At least．the sample co uld be in the fixative for two months at room temperature in 

summer without affection for DNA extraction and amplification． 

KEY WORDS Fixatives Sample preservation DNA extraction RAPD 
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