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动物基因组 DNA小量提取试剂盒

简介

本试剂盒用于多种动物细胞材料的基因组DNA的提取。该试剂盒提供的方法简单易行，通过蛋白酶K

处理和特殊的液体系统将裂解细胞后产生的DNA结合在柱材上，避免酚仿抽提。所获的基因组DNA具有完

整性好、产量大、纯度高和稳定性好等特点。可以满足PCR、酶切、分子杂交和文库构建等各种分子生物

学实验需要。

试剂盒组成 <20次>＜50次＞

离心柱及收集管 各 20支/50支

裂解液 GDL 6 ml/15ml 缓冲液 GDB 6 ml/12ml 蛋白清洗液 PWB 12 ml/28ml

洗涤液 WB 20ml/20ml 蛋白酶 K 340µl/800µl 洗脱液 EB 15 ml/15ml

需自备的试剂

无水乙醇，RNase A(25mg/ml)和无菌的等渗盐溶液（0.15mol/L NaCl溶液或PBS液）。

保存条件及有效期

试剂盒保存在室温（15-30℃）。试剂如出现混浊或结晶，可以将试剂瓶置于 55℃水浴加热，溶液

变清亮后再使用。本试剂盒有效期为 12个月。蛋白酶 K含 50％的甘油和稳定剂，请置于-20℃可保存更

长时间。

操作步骤

所有离心步骤皆使用台式离心机，为室温下操作。

第一次使用前请先参考试剂瓶上的标签，在洗涤液WB中加入无水乙醇。

1. 动物材料处理

1a. 血液

在1.5ml离心管中加入15µl蛋白酶K，加入100-200µl无核红细胞血液（或5-10µl有核红细胞血液），

用无菌PBS，TE或0.15mol/L的NaCl补足220µl，振荡混匀。为去除RNA可加入5µlRNase A

（25mg/ml），振荡混匀。然后按步骤4a进行。当无核红细胞血液量大于200µl时，需用红细胞裂解

液处理掉红细胞，获得的白细胞可按组织培养细胞提取方法进行。

1b. 组织培养细胞

离心收集不超过5×10
6
个的细胞（贴壁培养的细胞应先用胰酶消化成单个细胞后），离心收集到的

细胞沉淀用1mlPBS重悬并将细胞悬液转移到1.5ml离心管中，再次离心，弃上清，加入200µl裂解

液GDL重悬细胞。对于倍性较高的细胞如Hela细胞，应使用较少的细胞，取1-2×106个细胞。加

入200µl裂解液GDL，彻底悬浮。

1c. 动物组织

取不超过25mg的组织，脾不超过10mg，0.5cm的大鼠尾尖或1cm小鼠尾尖，50mg左右的昆虫（如果

蝇，蝗虫等），25mg左右的鱼鳍（金鱼、斑马鱼等）。对于组织可参考以下三种预处理方法。
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（1）剪切成尽可能小的碎片，加入200µl裂解液GDL。使组织小块彻底浸没在液体中。

（2）用组织匀浆器匀浆。研磨好的匀浆液转入到1.5ml离心管中，加入200µl裂解液GDL。

（3）组织块用液氮冷冻，在研钵研磨成粉状，将研磨好的粉状物转移到1.5ml离心管中，加入200µl

裂解液GDL。

置于55℃水浴中消化处理。

2. 提取组织培养细胞和动物组织DNA时为清除RNA，加入5µlRNase A（25mg/ml），振荡混匀。

3. 加入15µl蛋白酶K，振荡混匀。

4a. 提取血液和培养细胞中的DNA时，可以直接加入220µl缓冲液GDB，颠倒离心管充分混匀。然后进入

步骤5。

4b. 提取动物组织块DNA时，组织块消化时间一般持续1-2个小时，鼠尾可以消化过夜。消化结束时，

12,000rpm离心1分钟以除掉未消化掉的类似于鼠毛或昆虫外骨骼等组织，用宽口吸头将上清转移到

一个新离心管中，再加入220µl缓冲液GDB，充分混匀。然后进入步骤5。

5. 加入缓冲液GDB并充分混匀后，置于70℃水浴15分钟。等溶液变清亮（血液样品为紫黑色）。12,000rpm

离心数秒。

6. 加入220µl的无水乙醇，剧烈振荡混匀数秒，此时可能会出现絮状沉淀。

7. 将离心柱装在收集管上，然后将所得溶液及沉淀都转移入离心柱中。12,000rpm离心1分钟，倒掉收

集管中的滤液。

8. 加入500µl蛋白清洗液PWB，12,000rpm离心1分钟。倒掉收集管中的滤液。并将离心柱放回收集管

中。

9. 加入500µl洗涤液WB，12,000rpm离心30秒。（使用前请检查是否已经加入无水乙醇）倒掉收集管

中的滤液。并将离心柱放回收集管中。

10. 重复步骤9的操作一次。

11. 12,000离心1分钟，去掉离心柱中的所有液体。将离心柱放在一个干净的新的1.5ml离心管中，置于

37℃烘箱放置5-10分钟，待管中的乙醇全部挥发为止。

12. 往离心柱中央悬空滴加经70℃水浴预热的100-200µl洗脱液EB。室温放置2分钟后，12,000rpm离心

30秒，洗脱DNA到离心管中。为了得到更多的DNA，可以再加100-200µl洗脱液EB，室温放置2分

钟后，再次洗脱DNA。

13. 取10µlDNA进行0.8％琼脂糖电泳检测提取DNA的完整性和质量。
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注意事项

1. 血液样品，尤其是人类血液中含潜在危险致病因子，处理血样时应严格按照世界卫生组织（WHO）或

疾病预防和控制中心（CDC）制定的相关标准操作程序进行。残留的血样和废弃物请务必按生物危险品

（biohazard）等级处理。

2. 本试剂盒采用了直接裂解血液的方法，70℃水浴15分钟具有灭活病原体的功效。直接裂解法提取的

DNA包括动物本身基因组、线粒体和寄生在血液中各类病原体的DNA。

3. 样品越新鲜提取的DNA质量越好。反复冻融会导致提取的DNA片段变小。短期保存在2-8℃，长期保存

应冻于-70℃。

4. EDTA是极大多数降解DNA的脱氧核糖核酸酶的强烈抑制剂，建议血液抗凝剂使用EDTA，终浓度一般为

50-100mmol/L。

5. 人类和哺乳类动物血液中的红细胞（RBC）为无核细胞。人类血液中WBC数量为4-10x10
6
个/ml, RBC为

3.5-5.5x10
9
个/ml。小鼠血液中WBC为4-12x10

3
个/ml, RBC为7.7-12.5x10

6
个/ml, 家兔血液中WBC为

8-11x10
3
个/ml, RBC为4.5-7x10

6
个/ml。鸟类、鱼类、两栖类及爬行类动物血液中的红细胞为有核细胞。

有核红细胞的血液起始用量应为无核红细胞血液用量的1/10-1/20。

6. 样品在水浴裂解期间可以偶尔取出样品振荡混匀以加快裂解速度。裂解的时间因组织不同而有所不同，

通常为1-3小时。坚硬组织可以直接裂解过夜，裂解过夜对抽提效果无任何负面影响。组织完全裂解后

可能呈粘稠状。若呈凝胶状则不可进行下一步操作，否则极可能会堵住离心柱。如果消化过夜仍呈凝

胶状，说明样品用量过多，作为补救措施，可以把整个裂解体系放大。

7． 在处理转录活性水平很高的组织如肝和肾时，RNA含量很高，而小鼠尾尖组织中RNA含量不高。在不做

RNA清除时总DNA含有少量RNA。如果残余的少量RNA对后续实验没有干扰，可以不进行RNA清除操作步

骤，直接进入下一步骤。

8. 一般贴壁培养细胞大概估计量1cm
2
为1-2×10

5
个细胞，悬浮培养细胞可以用细胞计数板计数。

9． 新鲜脾组织中脾细胞的分离方法：将脾组织放在一块载玻片的磨砂面上，用手术刀片切几刀，然后用

另一块载玻片的磨砂面一压，对挫几下，即可将脾细胞分散开，用适量的无菌PBS把脾细胞从载玻片上

冲洗到一个干净培养皿中。再将脾细胞悬液收集到离心管中，离心收集细胞即可。提取方法可按组织

培养细胞方法进行。一般6-8周龄小鼠，根据品系不同，可得0.5-2×10
8
细胞/只脾。要非常注意起始

提取细胞量。

10. 加入缓冲液GDB和乙醇后的剧烈振荡不会对DNA造成损伤。

11. RNase A配制：将称好的RNase A完全溶于10mmol/L TrisHCl（pH7.5），0.15 mmol/L NaCl的溶液中，

500µl每管分装到1.5ml离心管中。100℃煮10分钟。然后冷却至室温，-20℃保存备用。


