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奶粉基因组 ＤＮＡ不同提取方法的比较

徐伟丽，马　莺
（哈尔滨工业大学 食品科学与工程学院，１５００９０哈尔滨）

摘　要：为选择适合奶粉材料进行分子标记检测的 ＤＮＡ提取方法，以市售奶粉为材料，采用６种不同的方
法提取基因组ＤＮＡ，并比较这６种方法的提取效果．结果表明，除异丙醇沉淀法和十二烷基硫酸钠法（ＳＤＳ
法）外，其他４种方法提取的基因组ＤＮＡ均适用于聚合酶链式反应（ＰＣＲ）检测．同时，结合基因组ＤＮＡ的纯
度和质量浓度，明确奶粉基因组 ＤＮＡ提取方法的优劣依次为：热解法、异硫氰酸胍法、高盐低 ｐＨ法和十六
烷基三甲基溴化铵法（ＣＴＡＢ法）．
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　　近年来，分子生物学技术已成功用于物种鉴
别，其中的聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术更是广泛
应用于食品原料物种鉴别、饲料中动物源性成分

的鉴别和掺伪检验．核酸分子是ＰＣＲ技术应用的
主要对象，所以，ＤＮＡ的分离与提取是该项技术
的重要前提［１－４］．反刍动物奶中含有体细胞（包括
白细胞和乳腺上皮细胞）．有研究表明，这些细胞
可以作为ＤＮＡ来源用于ＰＣＲ扩增特定靶序列的

区别动物物种［５－９］．目前，对于植物和动物组织全
基因组 ＤＮＡ的提取方法已有不少研究和报
道［１０－１９］．奶粉不同于一般的植物和动物组织材
料，适宜的提取方法也不同．能够更有效地提取更
高质量的奶粉基因组ＤＮＡ方法的筛选，是一个需
要进一步探讨的问题．

目前关于奶粉中全基因 ＤＮＡ的提取国外尚
无报道，国内仅有岳巧云等［２０］采用 ＰｌａｎｔＤＮＡ
Ｗｉｚａｒｄ纯化试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）提取奶粉中的
基因组ＤＮＡ用于实时荧光ＰＣＲ法对奶粉中的豆
粉进行检测．此方法具有费用高、费时、对操作技
能有较高要求等缺点，因此，需要发展简单、快速、

成本低的奶粉基因组ＤＮＡ提取方法．而采用不同



方法提取奶粉基因组 ＤＮＡ的比较研究目前国内
外尚无报道．本实验选择热解法、异丙醇沉淀法、
ＣＴＡＢ（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，十六烷
基三甲基溴化铵）法、ＳＤＳ（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌ
ｐｈａｔｅ，十二烷基硫酸钠）法和高盐低ｐＨ值法、异
硫氰酸胍法６种方法，以市售奶粉为材料，进行基
因组ＤＮＡ提取，通过提取效果比较，探讨适用于
奶粉的基因组ＤＮＡ提取方法．为乳品安全中利用
ＰＣＲ技术进行快速检测找到简单、稳定、优质的
ＤＮＡ提取方法．

１　实　验
１１　实验材料

全脂奶粉购于超市，于阴凉干燥处储存备用．
开封后分装，于４℃保存．
１２　试剂

ＴｒｉｓＢａｓｅ、ＥＤＴＡＮａ２、ＳＤＳ、ＣＴＡＢ、异硫氰酸
胍、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、Ｔｒｉｓ平衡酚、琼脂糖 Ｇ－１０、氯
仿、异戊醇、异丙醇、乙醇及ＰＣＲ试剂均购于哈尔
滨宝泰克生物科技有限公司．
１３　主要仪器

ＴＧＬ１６Ｇ型台式离心机、ＤＫ８０型电热恒温
水槽、ＷＦＺＵＶ２１００型紫外可见分光光度计、
ＤＹＹ１０型 （ＥＣＰ３０００）三恒电泳仪、ＴＡＫＡＲＡ
ＴＰ６００ＰＣＲ仪、ＢｉｏＲＡＤＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ凝胶成
像仪和电脑７５０Ｗ微波炉均为本实验室仪器．
１４　引物

参照文献［２１］合成扩增牛１２ＳｒＲＮＡ基因设
计特异性引物 ｃｏｗ１：５′ＣＴＡＧＡＧＧＡＧＣＣＴＧＴＴＣ
ＴＡＴＡＡＴＣＧＡＴＡＡ３′； ｃｏｗ２： ５′ＡＡＡＴＡＧＧＧＴ
ＴＡＧＡＴＧＣＡＣＴＧＡＡＴＣＴＡＴ３′，扩增产物 ３４４ｂｐ，
引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成．
１５　ＤＮＡ提取方法

热解法、异丙醇沉淀法、ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、高盐
低ｐＨ法、异硫氰酸胍法的具体步骤见文献［１，３］．
１６　基因组ＤＮＡ纯度和质量浓度检测

参考文献［１，３］进行检测．根据 ρ（ＤＮＡ）／
（ｍｇ·Ｌ－１）＝５０×Ｄ（２６０ｎｍ）×５０１计算ＤＮＡ质量
浓度；根据Ｄ（２６０ｎｍ）／Ｄ（２８０ｎｍ）和Ｄ（２６０ｎｍ）／
Ｄ（２３０ｎｍ）判断ＤＮＡ的大致纯度．
１７　琼脂糖凝胶电泳检测

５μＬ基因组 ＤＮＡ与１μＬ６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
混匀，点样，１０％琼脂糖凝胶电泳（１００Ｖ，
３０ｍｉｎ），紫外凝胶成像仪观察电泳胶板并拍照．
１８　基因组ＤＮＡ用于ＰＣＲ扩增的适应性检测

参考文献［１－４］的反应体系和条件．用

１７％的琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物．

２　实验结果
２１　奶粉基因组ＤＮＡ质量浓度和纯度检测结果

奶粉中基因组ＤＮＡ的提取结果见表１．可以看
出：ＤＮＡ质量浓度最大的为ＳＤＳ法（４９５８３３ｍｇ／Ｌ）；
其次为异丙醇沉淀法和热解法，分别为３０２０８３和
２３１２５０ｍｇ／Ｌ．高盐低ｐＨ法和ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ
质量浓度最低，分别为３１２５０和２９１６７ｍｇ／Ｌ．提取
得到的ＤＮＡ的Ｄ（２６０ｎｍ）／Ｄ（２８０ｎｍ）范围为
１６５～１８７，较为理想；若偏高，表明有 ＲＮＡ污
染；若偏低，则表明有蛋白或苯酚污染，接近１８０
效果最好［２２－２３］．表中数据也表明ＣＴＡＢ法和异丙
醇沉淀法提取的基因组 ＤＮＡ的纯度较高，其他４
种方法均较低．因此，也不能排除由于杂质的影响
而使ＤＮＡ质量浓度的测量结果偏大的可能．

表１　奶粉基因组ＤＮＡ的质量浓度和纯度

提取方法
ρ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｄ（２６０ｎｍ）／

Ｄ（２８０ｎｍ）

Ｄ（２６０ｎｍ）／

Ｄ（２３０ｎｍ）

热解法 ２３１２５０ １０４７ ０４２０

异丙醇沉淀法 ３０２０８３ １６２９ ０２３３

ＣＴＡＢ法 ２９１６７ １２７３ １７５０

ＳＤＳ法 ４９５８３３ ０５６１ ００９０

高盐低ｐＨ法 ３１２５０ ０９３８ ０５５６

异硫氰酸胍法 １３９５８３ １０００ ００１４

２２　奶粉基因组ＤＮＡ的琼脂糖电泳检测结果
奶粉基因组 ＤＮＡ的质量浓度和纯度进一步

采用１０％的琼脂糖凝胶电泳进行检测，结果见
图１．ＣＴＡＢ法提取的奶粉基因组ＤＮＡ谱带单一，
无碎片和连片；重复试验的 ＤＮＡ条带迁移率一
致，说明此方法具有较好的稳定性以及此法提取

的基因组ＤＮＡ完整性好．其他５种方法提取的基
因组ＤＮＡ在凝胶上没有出现谱带，其可能原因：
一是ＤＮＡ质量浓度较低；二是没有提取到ＤＮＡ．
２３　ＰＣＲ扩增结果

奶粉基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ反应结果见图２．结
果显示，ＰＣＲ产物的量不取决于 ＤＮＡ的质量浓
度，而是取决于 ＤＮＡ的提取方法．异丙醇沉淀法
和ＳＤＳ法提取的 ＤＮＡ质量浓度较高，却不能得
到满意的ＰＣＲ扩增产物．其他４种方法提取的基
因组 ＤＮＡ样品的 ＰＣＲ扩增片段大小与预期一
致，且重复性好．说明这４种方法提取的基因组
ＤＮＡ可以直接用于牛特异性片段的ＰＣＲ扩增．因
此，认为这４种方法提取的奶粉基因组ＤＮＡ均适
用于ＰＣＲ检测．其中热解法和 ＣＴＡＢ法特异性条
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带更清晰，效果更好．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～６为热解法；７～１２为异丙醇沉淀法；１３～１８

为ＣＴＡＢ法；１９～２４为ＳＤＳ法；２５～３０为高盐低ｐＨ法；３１～３６为

异硫氰酸胍法．

图１　奶粉基因组ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳

Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ（最亮的条带为５００ｂｐ）；１为空白对照（水

代替ＤＮＡ模板）；２～７为热解法；８～１３为异丙醇沉淀法；１４～１９

为ＣＴＡＢ法；２０～２５为ＳＤＳ法；２６～３１为高盐低ｐＨ法；３２～３７为

异硫氰酸胍法．

图２　牛特异性引物扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

３　讨　论
ＰＣＲ技术以及建立在 ＰＣＲ基础上的分子标

记技术，能以微观的视角解释其他技术现在无法

解决的问题．但是，由于ＰＣＲ扩增对模板 ＤＮＡ的
质量要求较高，ＤＮＡ质量是影响分子实验结果的
关键因素之一［１－４，１８－１９］．

在提取奶粉基因组ＤＮＡ的过程中要注意：奶
粉开封后阴凉干燥处保存，避免杂菌污染和吸湿

结块；奶粉在进行去蛋白步骤时，颠倒混匀要充分

（保持一段时间），以增加抽提效果；水浴加热时

要使管盖高出水面并保持一定的高度，避免 Ｅｐ
ｐｏｒｄｏｒｆ管炸开，污染样品．

４　结　论
１）奶粉中的 ＤＮＡ含量很少，这６种方法获

得的提取物中均有蛋白质污染．
２）热解法、ＣＴＡＢ法、高盐低 ｐＨ法和异硫氰

酸胍法提取的奶粉基因组ＤＮＡ均适用于 ＰＣＲ检
测．综合考虑基因组 ＤＮＡ的纯度和质量浓度，认
为这４种方法的优劣依次为：热解法、异硫氰酸胍
法、高盐低ｐＨ法和ＣＴＡＢ法．
３）这４种奶粉基因组ＤＮＡ提取方法均具有

操作简便、省时、利于快速检测等优点．可以根据
具体的实验条件和要求选择相应的 ＤＮＡ提取
方法．
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