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两种方法提取柔嫩艾美耳球虫孢子化卵囊
基因组D NA 的对比试验

Ξ

张志敏, 于三科, 林　青, 余招锋, 翟军军
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　为寻找一种合适的提取球虫基因组DNA 的方法, 试验采用氯化苄法 (BC) 和常规提取DNA 的方

法提取了鸡柔嫩艾美耳球虫孢子化卵囊基因组DNA。氯化苄的化学性质类似于苯酚, 在 65 ℃条件下与蛋白质和

几丁质等发生反应, 能够有效地破坏球虫卵囊壁, 可用于大规模提取基因组DNA ; 常规方法提取DNA 的程序是用

蛋白酶 K 消化处理, 用酚ö氯仿抽提, 再用氯仿抽提, 部分步骤需要重复。2 种方法对比试验结果表明, 二者均可用

于鸡球虫基因组DNA 的提取, 所获得的DNA 数量和质量都很高, 可用于各种分子生物学实验。但BC 法具有简

便、快速、经济实用的特点, 更适用于球虫卵囊大量样品的DNA 快速提取。
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　　随着分子生物学技术在寄生虫研究领域的广泛

应用, 为寄生虫病的防治开拓了新的思路, 对球虫病

分子生物学的研究也不例外。自 20 世纪 80 年代末

至 90 年代初, 国外就开始从分子水平研究鸡球虫基

因, 但无论采用哪种分子生物学技术, 都必须提取一

定数量的核酸[1 ]。在重组疫苗和基因工程疫苗的研

究中, 除了要获得一定量的核酸外, 提取方法还应简

便易行。

氯化苄 (benzyl ch lo ride, BC) 是一种疏水性化

合物, 化学性质类似于苯酚, 能够与多糖类物质如几

丁质、纤维素等末端羟基发生反应, 其化学反应方程

式为:

PhCH 2C l (氯化苄) + ROH (几丁质) + OH - →

PhCH 2+ C l- + H 2O

同时, 氯化苄能降解蛋白质, 并可从水相中抽提

出蛋白质, 从而能够使DNA 从鸡球虫卵囊中提取

出来。目前, 用BC 法提取核酸的方法在国内外已有

报道, 如从细菌、真菌、植物及家蚕体内提取DNA

以及从水稻中提取RNA 等[2～ 5 ]。在寄生虫方面, 也

有人用 BC 法从微孢子虫体内提取出了基因组

DNA。但由于球虫卵囊壁与一般细胞壁的结构有所

不同, 因而需要寻求一种不同于常规的提取DNA

的方法。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　虫　种　鸡柔嫩艾美耳球虫杨凌株孢子化

卵囊, 由西北农林科技大学动物寄生虫学实验室保

存提供。

1. 1. 2　试验动物　尼克红小公雏, 购自西北农林科

技大学畜牧站鸡场, 饲养于经高温消毒过的隔离器

中, 自由采食和饮水, 饲喂不加任何抗球虫药的饲

料, 饲料经高温消毒。

1. 1. 3　试　剂　用BC 法提取DNA 所用试剂:

DNA 提取缓冲液 (100 mmo löL T ris· C l, pH 8. 0;

40 mmo löL ED TA , pH 8. 0 ) ; T E 缓 冲 液 ( 10

mmo löL T ris ·C l, pH 8. 0, 1 mmo löL ED TA ,

pH 8. 0) ; 100 göL 十二烷基磺酸钠 (SD S) ; 氯化苄;

醋酸钠 3 mmo löL (pH 5. 2) ; 异丙醇; 乙醇等。

用常规法[6 ]提取DNA 所用试剂: 细胞裂解液

( 0. 1 mo löL N aC l; 10 mmo löL T ris·C l, pH 8. 0;

100 mmo löL ED TA , pH 8. 0 ) ; 5 göL SD S, 100

ΛgömL 蛋白酶 K; RNA 酶; 平衡酚; 酚ö氯仿ö异戊

醇; 乙醇等。
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1. 2　方　法

1. 2. 1　鸡柔嫩艾美耳球虫孢子化卵囊的收集　用

单卵囊分离技术增殖纯化的鸡柔嫩艾美耳球虫杨凌

株孢子化卵囊, 按 1×103ö羽接种 14 日龄无球虫小

公雏, 感染 7 d 后剖杀鸡, 收集盲肠。参照蒋建林

等[7 ]的方法略加改进后进行卵囊的分离和纯化, 将

其孢子化后置于 4 ℃冰箱中保存备用。

1. 2. 2　用BC 法提取球虫基因组DNA 　取柔嫩艾

美耳球虫孢子化卵囊 0. 5 mL (约 1×106 个卵囊) 充

分洗涤, 除去卵囊中的重铬酸钾溶液。加入少量

DNA 提取液, 研磨成匀浆。提取DNA 的步骤为: 向

匀浆液中加 400 ΛL DNA 提取液, 100 ΛL 100 göL
SD S 和 200 ΛL 氯化苄, 混合均匀使之溶解, 得到乳

浊样液体; 将该液体在 65 ℃水浴中孵育1. 5～ 2 h,

每 15 m in 剧烈振荡 1 次; 加入 3 mmo löL 醋酸钠

200 ΛL (pH 5. 2) , 冰浴上放置 20 m in, 镜检观察直

到 85% 的卵囊破裂, 混合物在 4 ℃条件下以 12 000

röm in离心 15 m in; 取上清液于另一干净离心管中
(若蛋白含量多可用氯仿抽提 1 次) , 加入 0. 6 倍体

积的异丙醇, 混匀后冰浴上放置 20 m in, 4 ℃条件下

以12 000 röm in 离心 15 m in, 所得沉淀即为提取的

DNA ; 用体积分数 70% 乙醇洗涤 2 次, 室温下干燥

后加 50 ΛL T E 缓冲液溶解, 然后在- 20 ℃条件下

保存备用。

1. 2. 3　用常规法提取球虫基因组DNA 　将洗涤好

的鸡柔嫩艾美耳球虫孢子化卵囊 0. 5 mL 放入研钵

中, 加入少量细胞裂解液研磨成匀浆。提取DNA 的

步骤如下: 向研磨好的匀浆液中加 700 ΛL 细胞裂解

液后, 将细胞悬液于 50 ℃水浴3 h, 不时旋动悬液;

加入RNA 酶至终浓度为 200 ΛgömL , 37 ℃孵育 15

m in, 冷却至室温; 加入等体积平衡酚, 缓慢地来回

颠倒离心管 10 m in, 以小心混合两相, 形成乳浊液,

4 ℃条件下以 12 000 röm in 离心 3 m in 使两相分

开; 将粘稠的水相移至另一干净的离心管中, 用等体

积酚∶氯仿∶异戊醇 (体积比25∶24∶1) 混合液抽

提 2 次, 再用氯仿抽提 1 次除去酚; 将全部水相转移

至另一离心管中, 加 2. 5 倍体积无水乙醇于- 20 ℃

放置 20 m in 后, 在 4 ℃条件下以 12 000 röm in 离心

10 m in, 弃上清液, 注意保留DNA 团; 用体积分数

70% 乙醇洗涤 2 次, 室温下干燥后加 50 ΛL T E 缓

冲液溶解, 于- 20 ℃保存备用。

2　结果与分析

2. 1　电泳检测DNA

　　将用 2 种方法提取的DNA 用 10 göL 的琼脂

糖凝胶电泳检测, 结果见图 1。由图 1 可以看出, 2 种

方法提取的DNA 均无 RNA 污染, DNA 未出现降

解现象。

图 1　E im eria tenella 孢子化卵囊

基因组DNA 电泳图谱

1. 用常规法提取的基因组DNA ;

2. 用BC 法提取的基因组DNA

F ig. 1　E lectropho resis resu lt of the

to ta l genom ic DNA from the spo ro la ted

oocyst of E im eria tenella

1. Ex tracted DNA by using the usual m ethod;

2. Ex tracte DNA by using BC

2. 2　紫外分光光度仪检测DNA

用紫外分光光度仪检测 260 和 280 nm 光吸收,

计算球虫基因组 DNA 的纯度, 结果 2 种方法的

OD 260öOD 280比值均在 1. 75～ 1. 80, 可进一步说明提

取物为DNA。计算DNA 的浓度, 即OD 260乘以稀释

倍数的 0. 05 倍, 得 2 种方法的DNA 浓度分别为

500 和 300 ngöm g。表明上述 2 种方法均可以用于

鸡球虫基因组DNA 的提取; 但从提取DNA 的浓度

上看,BC 法提取DNA 的量多于常规法, 说明BC 法

提取鸡球虫基因组DNA 比常规方法效果要好。

3　讨　论

球虫是一种低等的真核生物, 艾美耳属球虫由

900 多种球虫组成, 宿主范围很广, 包括动物、昆虫

及脊椎动物等, 但一种球虫只能感染一种宿主[8 ]。随

粪便排出的球虫卵囊为了能侵入新的宿主, 在外界

环境中须发育成有感染性的孢子化卵囊。在长期进

化过程中, 球虫卵囊为了抵抗外界各种不良的环境,

卵囊壁由 10 nm 厚的外层壁和 90 nm 厚的内层壁

组成[9, 10 ]。这双层壁由 2 种类型的“壁形成体”(W all

Fo rm at Body) 组成, 即W FB É 和W FB Ê ,W FB 由

糖蛋白及其内容物构成。关于艾美耳属球虫卵囊壁

蛋白的生物化学特征报道不多, 这种蛋白及其壁形

成体内容物之间形成卵囊双层壁结构的机理还不清

楚。由于球虫卵囊壁结构的复杂性和特殊性, 为提取

球虫DNA 和RNA 带来了许多不便, 因此寻找一种
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合适的提取球虫基因组DNA 的方法显得极为重

要。

通过对比试验可以看出, 2 种方法都可用于球

虫基因组DNA 的提取, 但是从提取DNA 的量和提

取过程上看,BC 法更适用于球虫孢子化卵囊基因组

DNA 的提取。用等量的球虫卵囊提取时,BC 法提

取的DNA 明显多于常规法。从 2 种方法提取DNA

的过程上分析, 用常规法提取DNA 所用试剂较多,

如蛋白酶 K、平衡酚、氯仿等, 不仅试剂昂贵, 步骤烦

琐, 整个实验操作过程耗时多, 而且对于大规模提取

球虫基因组DNA 也不太经济; 而用BC 法提取鸡球

虫DNA 仅需 1～ 2 h, 所用试剂少, 步骤简单, DNA

提取缓冲液为普通化学试剂配制而成, 突出特点为

使用了高盐离子溶液。通常情况下, 核酸可与 1 价、

2 价阳离子形成盐类, 在 T ris·C l 和 ED TA 存在下

可避免盐与DNA 的共沉淀, 不影响提取DNA 的质

量。所以用BC 法提取鸡球虫DNA 既简便、易行, 又

保证了提取DNA 的完整性和纯度。因此, 用BC 法

提取球虫基因组是一种切实可行的方法, 对大量样

品的提取更为经济实用。
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Com para of tw o m ethods fo r ex t ract ion of genom ic DNA from

E im eria tenella spo ru la ted oocysts

ZHANG Zh i-m in ,Y U San -ke,L IN Qing,Y U Zhao-feng, ZHA I Jun - jun
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw estern A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In o rder to look fo r a su itab le m ethod fo r ex tract ing h igh quality genom ic DNA from E im eria

tenella spo ru la ted oocysts, the benzyl ch lo ride m ethod w as u sed in comparision w ith the u sual m ethod. Ben2
zyl ch lo ride, w h ich had chem ical characterist ics sim ilar to pheno l, cou ld eff icien t ly b reak spo ru la ted oocyst

w all. T he resu lts ind ica ted that, the tw o m ethods w ere eff icien t fo r ex tract ing genom ic DNA. T he quan t ity

and quality of the DNA ex tracted by these tw o m ethods w ere all h igh. Bu t the benzyl ch lo ride m ethod w as

no t on ly simp le and fast, bu t a lso inexpen sive. T herefo re, the benzyl ch lo ride m ethod is f it fo r large2scale

p repara t ion of genom ic DNA from E. tenella spo ru la ted oocysts.

Key words: benzyl ch lo ride; E im eria tenella; spo ru la ted oocyst; genom ic DNA
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