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用于处理 DN A 检材 以分离和提取 D N A 的方

法很多
。

不 同的方法有不同的优缺点
,

其适用的分

析技术也不同
I ’ 一 ” 】。 在法医检案的实际应用过程 中

经常会遇到不少的问题
,

如微量检材的 D NA 提取
,

既要纯度高
,

又要回收率高 ; 常用的几种方法单独

进行时则很难达到这样的要求
。

本文就几种常用的

方法进行了改良及它们效果 比较
。

1 材料与方法

1
.

1 血液及血痕的酚
一 氯仿提取法

取构椽酸钠抗凝血 80 卜 L (血痕样品取 I c
澎

血纱 )
,

其它操作同一般文献报道 l4]
。

1
.

2 血液或血痕 5% C h el ex 一 10 0 处理法

取混匀 的构椽酸钠 抗凝血 50 林(L 上 机取样

3
.

0 匹 )或剪取血痕同
“ 1

.

1”

(上机取样 5 m m ,

)
,

置

于 0
.

5 m L 离心管中 ;加超纯水浸泡 10 一 15 m i n
,

使

红细胞溶解或血纱血液溶解
,

10 00 O r / m in 离心 5

m in (
; 二 8 c

m)
,

弃上清
,

保留 20 卜L 左右液体和载

体 ;重复上述操作 1次
,

当浸泡液变为浅红色
,

或当

血纱色较浅时
,

进人下一步骤 ; 以下步骤按 PE 公司

用户操作手册的 DN A 提取部分 ( p E B io s y s t e m s U s -

e r , 5 M a n u a l : DN A e x t r a e t i o n p or to e o l s )进行
。

1
.

3 碱裂解法

全血 DN A 提取
:
取 30 林L 血液于 0

.

5 m L 离心

管中
,

加 5 0 0 卜L 水混匀
,

室温放置 l 一 2 m in
,

5 0 0 0

r / m i n 离心 (
; = 8 c m ) 7 m i n

,

去上清液 ;或剪取血纱

约 Z m耐
,

置于 0
.

5 m L 离心管中
,

以下步骤见参考

文献 [ 5 ]
。

1
.

4 改良方法

将 C ha le x 一 100 血液或血痕处理法
、

碱裂解法

处理 的模板用等体积饱和酚
一 氯仿 ( 1

:
l) 处理 1

次
,

冷无水乙醇沉淀
,

待干后
,

加适量纯水溶解
。

1
.

5 电泳及银染

将经过酚
一
氯仿提取法

、

C he lex
一

100 处理法
、

碱裂解法和 C he lex
一

or o 法结合 酚
一

氯仿提取法处

理的模板经 P CR 扩增 TP Ox 位点
,

产物经 300 9 / L

聚丙烯酞胺凝胶电泳银染显色
。

1
.

6 D N A 测序

将经过酚
一 氯仿提取法

、

C he lex
一

100 处理法
、

碱裂解法 3 种方法及改良法处理的模板进行 P C R
,

用 P or m e gr a 16 sy st e m 进行常染色体短 串联重复序

列 (
s h o rt ta n d e r r e p e a t s T R ) 扩增

,

产物用 3 7 7 D N A

测序仪荧光分析
,

仪器操作按说明书进行
。

2 结 果

2
.

1 D N A 序列仪荧光分析

5 种方法处理模板的分析结果见图 1
。

由图

可以看到
,

Che lex
一

1 00 处理法
、

酚 一氯仿提取法处

理模板结果 均较好
,

碱裂解 法结果较差
。

将经

C he le x 一 100 处理 法和碱裂解法处理的模板分别用

酚
一

氯仿提取法再处理一次
,

其效果 良好
。

2
.

2 银染法比较 5 种模板的电泳结果

不同方法处理检材对银染结果影响不 同 (图

2 )
。

酚 一 氯仿提取法处理模板按本室常规模板用量

未扩 出产物
,

说明此法需 要较多 的标本用量
。

Che le x 一

10 0 处理模板扩出的产物含量高
,

电泳染色

条带较碱裂解法的条带浓
。

C he lex
一

10 0 改 良法处理

模板
,

二次溶解模板含量高
,

扩增产物较多
。
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