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人精细胞基因组DNA的分离提纯方法

及其含量测定

彭宪生 赵建升 王 平
（四川省计划生育科研所，成都610041)

虽然很容易从低等脊稚动物、哺乳动物的

一些细胞，甚至鱼的精子中分离得到DNA，但

从哺乳动物精细胞分离DNA则极为困难〔：，”，

直至1988年 Bahnak等才提出一个有效的方
法‘习，但费用既高耗时又多，需用超速离心机及

贵重药品氯化艳，故无此仪器的实验室就无法

引用。由于工作需要，我们建立了一个不用超

速离心机的新方法，突破了精子头难破及破后

DNA 又被大量蛋白质紧密缠绕很难分离的双

重困难。
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（一）精液样品

按WHO的标准方法收集人精液［[41，在

370C液化后测精子密度。正常人25例，不育病

人30例。

（二）药品及试剂

NP-40购自LKB，蛋白酶K自E. Merck,

SDS为 Serva进口分装，其余药品均为国产分

析试剂。

1·精子洗涤液〔51 0.15mol/L NaCl,
10mmol/L Tris及lmmol/L EDTA，高压灭

菌。

2．精子裂解液 4mmol/L盐酸肌，25

mmol/L柠檬酸钠，高压灭菌，用前加 NP-40

达1多及2-疏基乙醇达2多。

3.一20℃无水乙醇。

4. 20% SDS溶液。

5.一20OC70多乙醇。
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6.蛋白酶K，储存液20mg/ml,

7．用 Tris (pH,8.0）及 EDTA饱和的重

燕酚。

8. 3mol/L乙酸钠。

9. 1 X T E缓冲液。

（三）方法

将已液化的精液，于3 500rpm离心10分

钟分离精子与精浆，用精子洗涤液充分洗精子

3次以上，以尽量除去含 DNAase的精浆，将

精子悬浮于同精液原体积的精子洗涤液中，加

人二体积的精子裂解液于此悬浮液中，37℃水

浴保温直至溶液清彻，加二倍体积的一20℃无

水乙醇以沉淀DNA（粗品），仔细混匀，一200C

放置2小时以上，倾去乙醇，以一20OC70务乙醇

洗沉淀，真空干燥，浸泡此沉淀于适量的1 X TE
缓冲液中，加20多SDS直至终浓度为0.5外181

然后加蛋白酶K至终浓度约为200-400 jzg/
ml，充分混合，置65℃水浴中至沉淀全部散

开。用酚氯仿（1:1)及氯仿提取DNA，直至水

相清晰，轻轻吸出水相，加1八0体积的3mo1/ L
醋酸钠及二倍体积一20℃无水乙醇，混合，放

-200C 2小时以上，仔细吸出DNA沉淀，并用

一200C 70务乙醇洗沉淀，倾去乙醇，真空千燥

DNA后，溶于适量的1 XTE液中，储4℃冰箱

备用。并用紫外分光光度法定量。

Peng Xian sheng et al.: The Method of Isolation

and Purification of Human Sperm Genomic
DNA and Its Content
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图1 人精细胞裂解后用 Feulgan反应显示的，NA丝

结 果 和 讨 论

（一）分离提纯的DNA质量的鉴定

在精子裂解后，用 Feulgan反应可显示

DNA丝（图1),所分离的人精细胞DNA，经

0.8务凉脂糖（含澳乙锭）凝胶电泳，在紫外灯下

可n,到典型的真核细胞高分子DNA带， 位于

表1 人精细胞DNA含f

含 量
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＊正常 25例，不明原因不育病人30例。

63kb（图2)。用它进行Sauthern杂交实验时

结果是符合要求的。

（二）用 RNAase除去 RNA 的问题

文献记载 “在生情过程中 RNA逐渐消

失”t610 Abraham 等也指出成年水牛精子中

RNA的含量最多，是总精细胞DNA的0.2外〔1］，

在我们实验过程中也未见到存在RNA，与文献

记载符合，故我们认为不必用 RNAase来除去

RNA,)

（三）人精细胞 DNA 含a

关于正常人精细胞DNA含量，国际上发

表的数据及本文数据均不相同（见表1)，可能

是由于测定方法的不同所致，另外，人种、抽徉

等的差异也不能忽视。

文献报道13例少精不育者，其含量为正常

人的两倍，寡育及不育男性精细胞 DNA含量，

有的比正常人高，有的比正常人低［[71，我们则未

见到正常人（25例）与不明原因不育病人（即精

液常规正常的不育病人）的精细胞 DNA含量

有显著差异，故合并其数据如表10

（四）分离提纯中应强调的问题

1开始洗精子时，务必去尽精浆，因其中含

DNAase，为此洗涤液中必须含EDTA,否则

分离将失败。2我们配制的精子裂解液，优于

文献介绍，所用试剂在我国既好找又便宜，经摸

索用4mmo1/L盐酸呱即可。 3．分离DNA与

包绕它的蛋白质是最关键的环节，所用SDS及

蛋白酶K的浓度等均应注意，否则分离出时

DNA纯度将受影响。
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图2 分离纯化的人精细胞基因组DNA电泳（含澳乙锭

的0.8％琼脂塘凝胶板，2VZcm, 12小时）后显示的典型
真核4碘大分子DNA带。1 _.;LDNA/Hi ndIII标志物；
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