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［摘　要］　目的：探讨磁珠法提取基因组ＤＮＡ的影响因素，建立快速、高效、批量提取全血基因组
ＤＮＡ的优化方案。方法：使用磁珠法核酸自动提取系统从全血中提取基因组 ＤＮＡ，紫外分光光度
计测定ＤＮＡ浓度和纯度。采用正交试验设计分析裂解时间、全血量、磁珠量和乙醇浓度４个因素
的主效应和全血量与裂解时间、磁珠量，裂解时间与磁珠量的二阶交互作用对所提取 ＤＮＡ浓度和
纯度的影响。结果：裂解时间、全血量、磁珠量和乙醇浓度４个主效应对ＤＮＡ浓度的影响均存在统
计学差异（Ｐ＜０．０５），当裂解时间为１５ｍｉｎ，全血量为１００μｌ，磁珠量为８０μｌ，乙醇浓度为８０％时，
ＤＮＡ平均浓度最高。磁珠量、裂解时间和全血量的交互作用对 ＤＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值有影响
（Ｐ＝０．００８和 Ｐ＝０．０１３）。当磁珠量为４０μｌ，裂解时间为１５ｍｉｎ，全血量为１００μｌ时，ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０的比值较好。磁珠量和乙醇浓度影响ＤＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２３０的比值（Ｐ＝０．０１７和Ｐ＜０．０５），
磁珠量为４０μｌ，乙醇浓度为８０％时，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０的比值更好。结论：当 ＤＮＡ得率优先考虑时，
可以选择裂解时间１５ｍｉｎ、全血量１００μｌ、磁珠量８０μｌ、乙醇浓度８０％的提取条件；而对ＤＮＡ纯度
要求较高时，可以将磁珠量改为４０μｌ，以获得最优ＤＮＡ提取效果。
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　　随着分子生物学技术的发展，基因组水平
上的研究已成为热点。在分子遗传学和分子流

行病学中，无论是全基因组关联分析（ＧＷＡＳ）、
候选ＳＮＰ位点基因分型，还是基因组文库的建
立，都需要从大批量血液样本中提取基因组

ＤＮＡ。所抽提得到的ＤＮＡ浓度、纯度和一级结
构的完整性都会影响到后续的研究，因此高效、

可靠的高通量 ＤＮＡ提取方法是分子遗传学基
础研究迫切需要的［１］。

ＤＮＡ的抽提方法有很多，包括传统的酚
氯仿法、盐析法、滤膜离心柱法等。这些方法各

有优缺点，但都只能用于人工提取，不适用于自

动化操作。磁珠法利用磁性硅胶对 ＤＮＡ的特
异性吸附，在磁场作用下分离并获取 ＤＮＡ，无
需离心和有机溶剂，适合于自动化操作［２］。基

于磁珠法提取原理的ＤＮＡ半自动提取仪，可节
约时间和人力，减少人工操作误差，保证 ＤＮＡ
质量均衡性，适用于大批量ＤＮＡ的提取。磁珠
法的缺点是所得ＤＮＡ纯度易受磁珠残留影响，
裂解时间、全血量和乙醇浓度等因素也都有可

能影响ＤＮＡ提取效果。这些因素既能产生独
立效应，也可能通过交互作用产生影响。正确

分析影响因素的作用，才能获得最佳提取效果。

利用正交设计方法可成倍地减少试验次数，且

方法简单，在影响因素较多的情况下，能有效防

止遗漏或重复，适用于快速高效地摸索试验条

件，建立ＤＮＡ提取最优方案。

ＴＡＣＯ核酸自动提取系统以磁珠法为提取
原理，利用磁性硅胶对 ＤＮＡ的特异性吸附，在
磁场作用下分离 ＤＮＡ，经过多次洗涤和溶解，
可获得较为理想的 ＤＮＡ。本研究应用 ＴＡＣＯ
核酸自动提取系统和 ＴＯＹＡＢＯ磁珠法 ＤＮＡ提
取试剂盒，探讨上述不同因素对ＤＮＡ提取效果
的影响，为快速批量提取基因组ＤＮＡ方法提供
最佳方案。

１　材料与方法

１．１　材料　取６份成人ＥＤＴＡ抗凝全血标本，
每份标本体积１．５ｍｌ。
１．２　试剂　ＴＯＹＯＢＯ磁珠法基因组ＤＮＡ提取
试剂盒（日本 ＴＯＹＯＢＯ公司）；无水乙醇（分析
纯，１０００９２１８，国药集团化学试剂有限公司）；
ＴＥ溶液 （１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ＋１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）。
１．３　仪器　ＴＡＣＯ核酸自动提取系统（台湾
ＧｅｎｅＲｅａｃｈＢｉｏｔｅｃｈ公司）；微量紫外分光光度
计（Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；离心机
（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．４　试验方法　影响ＤＮＡ提取效果的因素主
要有裂解时间、全血量、磁珠量和乙醇浓度，每

个因素各有２个水平（表１）。为探讨上述４因
素主效应和全血量与裂解时间、磁珠量，裂解时

间与磁珠量的二阶交互作用对 ＤＮＡ浓度和纯
度的影响，采用Ｌ８（２

７）正交试验设计（表２）。
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表１　影响ＤＮＡ提取效果的因素水平表
Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｎＤＮＡ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

水平

试验因素

裂解时

间／ｍｉｎ
全血量／
μｌ

磁珠

量／μｌ
乙醇

浓度／％
１ １５ １００ ４０ ７０

２ ３０ ２００ ８０ ８０

１．５　ＤＮＡ提取步骤　将每个全血样本分为８
份，按表２正交设计方案进行８种不同条件下
的ＤＮＡ提取试验。６个样本共重复 ６次。在
每种条件下加做１孔不加血样的空白对照，以
去除磁珠和试剂对ＤＮＡ提取效果的影响。
１．５．１　加样　按照仪器操作说明将裂解液、全
血、洗净液、磁珠、乙醇和 ＴＥ溶液依次加入 Ｕ
型９６孔板内，第１孔／第７孔加入７５０μｌ裂解

表２　Ｌ８（２
７）正交试验设计表

Ｔａｂｌｅ２　Ｌ８（２
７）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｌａｙｏｕｔｏｆＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

试验序号

试验因素

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７

裂解时间 全血量
全血量×
裂解时间

磁珠量
裂解时间×
磁珠量

全血量×
磁珠量

乙醇浓度

１ １ １ １ １ １ １ １
２ １ １ １ ２ ２ ２ ２
３ １ ２ ２ １ １ ２ ２
４ １ ２ ２ ２ ２ １ １
５ ２ １ ２ １ ２ １ ２
６ ２ １ ２ ２ １ ２ １
７ ２ ２ １ １ ２ ２ １
８ ２ ２ １ ２ １ １ ２

液和１００μｌ／２００μｌ全血，第２孔／第８孔加入
９００μｌ洗净液和４０μｌ／８０μｌ磁珠，第３孔／第９
孔加入９００μｌ洗净液，第４、５孔／第１０、１１孔各
加入７０％（或８０％）乙醇９００μｌ，第６孔／第１２
孔加入ＴＥ溶液５０μｌ（图１）。

　　１：７５０μｌ裂解液 ＋全血（１００μｌ／２００μｌ）；２：
９００μｌ洗净液＋磁珠（４０μｌ／８０μｌ）；３：９００μｌ洗净
液；４：９００μｌ乙醇（７０％／８０％）；５：９００μｌ乙醇
（７０％／８０％）；６：５０μｌ溶解液．

图１　９６孔Ｕ型板加样示意图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｏｒｄｅｒｏｆｓａｍｐｌｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎＵ

ｓｈａｐｅ９６ｗｅｌｌｐｌａｔｅ

１．５．２　上机　将９６孔板和磁套按仪器使用说
明书要求放入 ＴＡＣＯ核酸自动提取系统，按

“ＳＴＡＲＴ”键后系统按照设定程序自动运行。
程序结束后，ＤＮＡ溶解于５０μｌＴＥ溶液中，将
ＤＮＡ溶液转移至０．５ｍｌ的ＥＰ管中。
１．６　ＤＮＡ浓度和纯度的测定　将 ＤＮＡ样本
在１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取２μｌ上清加入
Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００微量紫外分光光度计，测定样
本ＯＤ２６０、ＯＤ２８０和ＯＤ２３０吸光度。测定前用
空白对照调零。ＤＮＡ浓度（ｎｇ／μｌ）＝５０（ｎｇ／
μｌ）×ＯＤ２６０；ＤＮＡ的纯度以 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比
值和ＯＤ２６０／ＯＤ２３０比值表示。
１．７　统计学分析　ＤＮＡ浓度和纯度以均值和
标准差表示。采用多因素方差分析分析裂解时

间、全血量、磁珠量和乙醇浓度４个因素的主效
应，以及裂解时间和全血量、全血量和磁珠量、

裂解时间和磁珠量的交互作用。所有数据采用

ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析。

２　结　果

采用正交设计的６个标本，每个标本按８
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种不同条件试验，结果见表３。
２．１　不同试验条件对ＤＮＡ浓度的影响　多因
素方差分析显示，裂解时间、全血量、磁珠量和

乙醇浓度４个主效应对 ＤＮＡ浓度的影响均存
在统计学差异（Ｐ＜０．０５），而裂解时间和全血

量、裂解时间和磁珠量、全血量和磁珠量之间则

未见交互作用（表４）。比较各变量不同水平下
的平均ＤＮＡ浓度可见，当裂解时间为１５ｍｉｎ，
全血量为１００μｌ时，磁珠量为８０μｌ；乙醇浓度
为８０％时，样本的平均ＤＮＡ浓度最高（表５）。

表３　ＤＮＡ浓度和纯度的正交试验结果
Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｔｙｂｙｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ＤＮＡ浓度和纯度
标本

编号

试验序号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

ＤＮＡ／（ｎｇ·μｌ－１） １ ３９．５ ６２．２ ４３．８ ４５．１ ４９．１ ４６．１ ３１．０ ４７．８

２ ３４．４ ４８．５ ３３．２ ３３．１ ４０．７ ４６．７ ２９．０ ３０．４

３ ３０．２ ３８．６ ２６．２ ３２．４ ３４．５ ２８．３ ２１．７ ３２．９

４ ３８．７ ５８．１ ４７．７ ４６．０ ４９．９ ４３．７ ２３．７ ３９．４

５ ３８．６ ５２．８ ４１．１ ４９．２ ３５．６ ４１．７ ３０．９ ４１．８

６ ３５．３ ４７．５ ４２．１ ５１．２ ３７．６ ３７．１ ３５．２ ５１．４

ＯＤ２６０／ＯＤ２８０ １ １．８１ １．８２ １．７８ １．７６ １．８０ １．８１ １．７６ １．７９

２ １．８４ １．８２ １．７８ １．７５ １．７９ １．８１ １．７５ １．７８

３ １．８８ １．８０ １．８６ １．７４ １．７９ １．７３ １．８８ １．７５

４ １．８３ １．８１ １．８４ １．７６ １．７７ １．８０ １．９０ １．７５

５ １．８２ １．８２ １．７７ １．８０ １．７８ １．７５ １．７９ １．７８

６ １．７９ １．８３ １．７９ １．７６ １．７９ １．７５ １．７８ １．７７

ＯＤ２６０／ＯＤ２３０ １ ２．３８ ２．２２ ２．２６ １．７１ ２．１２ ２．０７ ２．０３ １．８１

２ ２．３２ ２．２４ ２．０５ １．８３ ２．１９ ２．０３ １．５２ １．９０

３ ２．１３ １．９２ ２．４２ １．２８ １．９４ １．６５ ２．０８ １．８０

４ ２．２１ ２．２７ ２．１６ １．８５ ２．１２ １．９７ ２．０５ ２．１５

５ １．８６ ２．３３ ２．３２ １．９７ ２．２６ １．６６ １．６６ ２．３３

６ １．９３ ２．２４ ２．２７ １．８７ ２．０８ １．８４ ２．１０ ２．１８

表４　ＤＮＡ浓度方差分析表
Ｔａｂｌｅ４　ＡＮＯＶＡｏｆＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

方差来源 离均差平方和 自由度 均方差 Ｆ Ｐ

裂解时间 ２４８．８８５ １ ２４８．８８５ ５．１８１ ０．０２８

全血量 ２４７．９７５ １ ２４７．９７５ ５．１６２ ０．０２８

磁珠量 ６９２．３６０ １ ６９２．３６０ １４．４１２ ０．０００

乙醇浓度 ４３２．６００ １ ４３２．６００ ９．００５ ０．００４

误差 ２０６５．８０９ ４３ ４８．０４２

２．２　不同试验条件对ＤＮＡ纯度的影响
２．２．１　不同试验条件对 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值

的影响　表６可见，磁珠量的主效应、裂解时间
和全血量的交互作用对 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值
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有影响（Ｐ＝０．００８和Ｐ＝０．０１３）。磁珠量为４０
μｌ时ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的平均比值为１．８０７，高于
磁珠量为 ８０μｌ时的平均比值 １．７８１（表 ７）。
裂解时间和全血量对 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值的交
互作用见表８，当裂解时间为１５ｍｉｎ，全血量为
１００μｌ时，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值优于其它
条件。

２．２．２　不同试验条件对 ＤＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２３０
的影响　磁珠量和乙醇浓度的主效应对
ＯＤ２６０／ＯＤ２３０比值的影响存在统计学差异（Ｐ
＝０．０１７和 Ｐ＝０．０００），各变量间的交互作用
则未见统计学差异（表９）。磁珠量为４０μｌ，乙
醇浓度为 ８０％时，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０平均比值较
高（表１０）。

表５　各变量不同水平对ＤＮＡ浓度的影响
Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｖａｒｉａｂｌｅｓｆｏｒ

ＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

变量 水平 ＤＮＡ／（ｎｇ·μｌ－１）

裂解时间 １５ｍｉｎ ４２．３１３±８．９２８

３０ｍｉｎ ３７．７５８±８．３５５

全血量 １００μｌ ４２．３０８±８．３９５

２００μｌ ３７．７６３±８．８９２

磁珠量 ４０μｌ ３６．２３８±７．４４５

８０μｌ ４３．８３３±８．６４９

乙醇浓度 ７０％ ３７．０３３±８．０００

８０％ ４３．０３８±８．８０５

表６　ＤＮＡ纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０）方差分析表
Ｔａｂｌｅ６　ＡＮＯＶＡｏｆＤＮＡｐｕｒｉｔｙ（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０）

　方差来源 离均差平方和 自由度 均方差 Ｆ Ｐ

裂解时间 ０．００４ １ ０．００４ ３．２３５ ０．０７９
全血量 ０．００３ １ ０．００３ ２．６３４ ０．１１２
磁珠量 ０．００８ １ ０．００８ ７．６３８ ０．００８
乙醇浓度 ２．０８３Ｅ－６ １ ２．０８３Ｅ－６ ０．００２ ０．９６５
裂解时间和全血量的交互作用 ０．００７ １ ０．００７ ６．６９９ ０．０１３
误差 ０．０４５ ４２ ０．００１

表７　不同水平磁珠量对 ＤＮＡ纯度（ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０）的影响

Ｔａｂｌｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｇｎｅｔｉｃ
ｂｅａｄｆｏｒＤＮＡｐｕｒｉｔｙ（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０）

变量 水平 ＯＤ２６０／２８０均值

磁珠量 ４０μｌ １．８０７±０．０４１

８０μｌ １．７８１±０．０３０

表８　裂解时间与全血量对ＤＮＡ纯度（ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０）的交互作用

Ｔａｂｌｅ８　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆｌｙｓｉｓｔｉｍｅａｎｄ ｂｌｏｏｄ
ｖｏｌｕｍｅ ｆｏｒ ＤＮＡ ｐｕｒｉｔｙ（ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０）

全血量
裂解时间

１５ｍｉｎ ３０ｍｉｎ
１００μｌ １．８２３ １．７８１
２００μｌ １．７８３ １．７９０

表９　ＤＮＡ纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２３０）方差分析表
Ｔａｂｌｅ９　ＡＮＯＶＡｏｆＤＮＡｐｕｒｉｔｙ（ＯＤ２６０／ＯＤ２３０）
方差来源 离均差平方和 自由度 均方差 Ｆ Ｐ
裂解时间 ０．１３０ １ ０．１３０ ３．３９２ ０．０７２
全血量 ０．１１８ １ ０．１１８ ３．０７４ ０．０８７
磁珠量 ０．２３２ １ ０．２３２ ６．０５５ ０．０１８
乙醇浓度 ０．６４９ １ ０．６４９ １６．９００ ０．０００
误差 １．６５０ ４３ ０．０３８
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表１０　各变量不同水平对 ＤＮＡ纯度（ＯＤ２６０／
ＯＤ２３０）的影响

Ｔａｂｌｅ１０　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｖａｒｉａｂｌｅｓ
ｆｏｒＤＮＡｐｕｒｉｔｙ（ＯＤ２６０／ＯＤ２３０）

变量 水平 ２６０／２３０均值
磁珠量 ４０μｌ ２．１０３±０．２１２

８０μｌ １．９６３±０．２５６

乙醇浓度 ７０％ １．９１７±０．２５３
８０％ ２．１４９±０．１６９

３　讨　论

核酸自动提取仪因其自动化和高通量性，

适用于大批量 ＤＮＡ的提取工作。同一台核酸
自动提取仪，使用不同的试剂盒，可以从多种生

物材料中提取ＤＮＡ或 ＲＮＡ［３］。已有研究者利
用核酸自动提取仪，探索从全血中批量提取基

因组ＤＮＡ的方法［４５］，其中磁珠法的效果较为

理想［５］。本次试验通过对磁珠法提取 ＤＮＡ过
程中不同条件的优化，建立最佳提取方案。实

验结果提示，ＤＮＡ提取过程中，裂解时间、全血
量、磁珠量和乙醇浓度均可影响ＤＮＡ浓度和纯
度，其中影响较大的因素为磁珠量和乙醇浓度，

其次为裂解时间和全血量。

３．１　磁珠量和全血量　在 ＤＮＡ提取过程中，
磁珠可特异性吸附 ＤＮＡ，使之分离并纯化。磁
珠的用量与全血量成正比。一般来说，全血量

增加，则需要的磁珠量也增加，磁珠量不足时无

法完全吸附ＤＮＡ，过量则可能超过磁棒对磁珠
的吸附能力，导致大量磁珠残留，影响 ＤＮＡ提
取效果，从经济角度考虑会造成不必要的浪费。

ＴＯＹＯＢＯ试剂说明中推荐用量为１００μｌ全血
加入４０μｌ磁珠，即全血量和磁珠量比例为５∶
２，全血为２００μｌ时需加入８０μｌ磁珠。考虑到
９６孔板的单孔体积，单孔全血量以不超过２００
μｌ为宜。因此，本实验将全血量两水平定位
１００μｌ和２００μｌ，相应的磁珠两水平定为４０μｌ
和８０μｌ。本试验磁珠量和全血量对ＤＮＡ的浓
度均存在影响，当磁珠量为 ８０μｌ、全血量为
１００μｌ时，ＤＮＡ平均浓度最高。该结果提示
ＴＯＹＯＢＯ试剂说明的推荐用量中磁珠量可能不
足。但是，对ＤＮＡ纯度来说，当磁珠量为４０μｌ

时，其纯度要优于８０μｌ。
在后续验证试验中，我们调整了磁珠用量，

当全血量为１００μｌ时，磁珠量为８０μｌ，全血量
为２００μｌ时，磁珠量为１２０μｌ。结果显示，两
种条件下ＤＮＡ平均浓度没有统计学差异。全
血量的增加并不能提高ＤＮＡ的得率。

综合考虑认为，１００μｌ全血和８０μｌ磁珠
量可获得较为理想的得率，而１００μｌ全血和４０
μｌ磁珠可得到较为理想的纯度。
３．２　乙醇浓度　不同浓度的乙醇在ＤＮＡ提取
过程中所起的作用不同。高浓度乙醇（无水乙

醇或９５％乙醇）主要起到沉淀 ＤＮＡ的作用，而
稍低一点的浓度（７０％～８０％）则可纯化 ＤＮＡ。
磁珠法过程中不依靠高浓度乙醇沉淀 ＤＮＡ，因
此在本试验中乙醇主要起纯化作用。

紫外分光光度法检测ＤＮＡ纯度，判断指标
为ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值和 ＯＤ２６０／ＯＤ２３０比值。
纯ＤＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值约为１．８，该比值小
于１．６时，提示有蛋白质污染，大于２．０时，提
示有ＲＮＡ污染。当ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值范围为
１．６～２．０时，样本纯度基本符合要求。ＯＤ２６０／
ＯＤ２３０比值提示有无小分子盐类污染。一般
的后续实验（如ＰＣＲ扩增等）对 ＯＤ２６０／ＯＤ２３０
比值没有特殊要求，但在全基因组关联分析

（ＧＷＡＳ）研究中，过多的小分子盐类混杂会影
响芯片的结果，因此要求 ＤＮＡ的 ＯＤ２６０／
ＯＤ２３０比值大于１．８。以往的实验中大多采用
７０％的乙醇洗脱 ＤＮＡ中的杂质盐离子，提高
ＤＮＡ纯度［６］。ＴＯＹＯＢＯ试剂说明中用的也是
７０％的乙醇，但在 ＴＡＣＯ核酸自动提取系统厂
家的试剂说明中用的则是８０％的乙醇。以此
为依据，我们在试验中对两种浓度的乙醇作用

作了探索。结果显示，两种浓度的乙醇洗脱后

的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值均符合要求。但是８０％
乙醇洗脱后的ＯＤ２６０／ＯＤ２３０比值要大于７０％
乙醇的比值，更适合进行 ＧＷＡＳ等对 ＤＮＡ纯
度要求较高的后续实验。从ＤＮＡ得率角度看，
８０％乙醇洗脱的 ＤＮＡ得率也高于 ７０％乙醇。
因此，我们认为８０％乙醇洗脱后的 ＤＮＡ提取
效果优于７０％的乙醇。
３．３　裂解时间　在ＴＡＣＯ核酸自动提取系统的
设定操作程序中，ＤＮＡ裂解的时间大约是 １５
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ｍｉｎ，为了提高ＤＮＡ得率，考虑适当延长血液与
裂解液的作用时间，使裂解作用更充分。一般

ＤＮＡ提取法中裂解的时间大约是１５～３０ｍｉｎ，
因此我们取裂解时间３０ｍｉｎ与１５ｍｉｎ作对比。
但试验结果显示，延长裂解时间并不能提高

ＤＮＡ得率。系统设定的１５ｍｉｎ已足够使血细胞
裂解完全。以往的研究认为，增加裂解时间可提

高ＤＮＡ的纯度［７］，但在本次试验中没有观察到

这样的结果。裂解时间和全血量的交互作用对

ＤＮＡ纯度有影响（表 ８），但在 ４种条件下的
ＤＮＡ纯度均符合要求，因此这种交互作用没有
实际意义。

３．４　磁珠残留　磁珠法的缺点是提取操作结
束后，难免有少量磁珠残留。磁珠残留会影响

ＤＮＡ吸光度，导致所测浓度和纯度的不准确。
因此在ＤＮＡ样品测定吸光度前，必须离心使残
留磁珠沉淀，必要时可转移上清溶解液，以去除

残留磁珠影响。

在本次试验中，裂解时间、全血量、磁珠量和

乙醇浓度对ＤＮＡ纯度均存在主效应，磁珠量和
乙醇浓度对ＤＮＡ纯度存在主效应。除了裂解时
间和全血量对ＤＮＡ纯度存在交互作用外，没有
观察到其他因素之间的交互作用。在整个ＤＮＡ
提取体系中，每个步骤都有一定的条件，单个条

件的改变可能影响不大，但对一个整体来说，却

可能对最终的提取效果产生明显影响。

本试验采用的核酸自动提取系统操作简单，

实验员只需负责加样和上机，系统即可根据设定

程序自动提取 ＤＮＡ。一般来说，加样时间大约
１０ｍｉｎ，系统一次运行５０ｍｉｎ，１ｈ内即可完成１６
个样本的提取工作。在系统自动运行过程中，可

进行下一批次的加样操作。当进行大批量ＤＮＡ
提取工作时，运用该提取系统并合理安排工作时

间，可大大节约时间和人力。与传统的人工提取

方法相比，自动提取法的成本相对较高，但可以

通过选用合适的试剂盒来降低成本。一些进口

试剂盒ＤＮＡ提取效果较好，但价格昂贵。本试
验使用了一种较为经济的试剂盒，通过优化试验

条件，同样获得了理想的ＤＮＡ提取效果，却大大
降低了每个样本的提取成本。

在ＤＮＡ提取最优条件的选择上，需综合考
虑裂解时间、全血量、磁珠量和乙醇浓度４个因

素对ＤＮＡ浓度和纯度的影响。当需要较多数
量的ＤＮＡ而对纯度无特殊要求时，可以选择的
提取条件为裂解时间１５ｍｉｎ、全血量１００μｌ、磁
珠量８０μｌ、乙醇浓度８０％；而当对ＤＮＡ纯度要
求较高时，可以选择将磁珠量改为４０μｌ，其余
条件不变，以获得最优ＤＮＡ提取效果。
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