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摘 要：为了建立快速高效稳定的高质量鸡胚盘 DNA提取方法，试验通过收集第 X期鸡胚胎，应用酚氯仿抽提法、微量

组织 DNA提取试剂盒法和优化的硅胶膜吸附法分别提取鸡胚 DNA，所提 DNA经 0.8%的琼脂糖凝胶电泳初步检测，并经

PCR进一步分析检验，对不同方法提取 DNA的稳定性和质量进行评价。结果表明：微量组织 DNA提取试剂盒法提取的

基因组 DNA比用酚氯仿抽提法提取 DNA的方法具有更高的稳定性和更好的质量，而微量组织 DNA提取试剂盒法与本试

验建立的优化的硅胶膜吸附法提取的基因组 DNA稳定性和质量相近，但本试验建立优化的硅胶膜吸附法，无需蛋白酶 K
消化胚盘组织，因而优化了步骤降低了成本。试验建立了一个简单高效稳定的高质量低成本的第 X期鸡胚盘 DNA提取

方法，为后续的相关研究建立了一个有效的鸡受精蛋胚盘DNA提取方法。
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Establishment of a Simple, Efficient and Stable Method for DNA Extraction
from Stage X Chicken Blastoderm
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Abstract：In order to establish a rapid, efficient, stable and high quality chicken blastoderm DNA extraction meth⁃
od, the X stage chicken blastoderm were collected and extracted by phenol chloroform extraction method，Kit Meth⁃
od of DNA extraction from micro tissue and optimized silicone membrane adsorption method respectively. The stabil⁃
ity and quality of the extracted DNA were preliminary evaluated by agarose gel electrophoresis of 0.8% and further
analyzed by PCR. The results showed that the genomic DNA extracted by Kit Method of DNA extraction from micro
tissue was more stable and better quality than that extracted by phenol chloroform extraction method, while the sta⁃
bility and quality of genomic DNA extracted by Kit Method of DNA extraction from micro tissue was similar to that
of the optimized silicone membrane adsorption method. However, the optimized silicone membrane adsorption meth⁃
od was established, which did not need protease K to digest the blastoderm tissue, so the steps were optimized and
the cost was reduced. The results showed that a simple, efficient and stable DNA extraction method with high-quali⁃
ty and low-cost for X stage chicken blastoderm were established and it can be used in subsequent related studies.
Key words：X stage chicken blastoderm; Kit Method of DNA extraction from micro tissue; Optimized silicone mem⁃
brane adsorption method; Proteinase K; Phenol-chloroform extraction method; DNA extraction

鸡作为主要家禽之一，世代周期短，作为一种
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重要的农业经济动物，是人类主要的蛋白来

源 [1-2]。同时，在禽类转基因方法研究以及发育生

物学领域的研究中，鸡也是一个重要的模式动

物 [3]。在发育生物学领域重要的研究内容之一就

是应用鸡胚作为研究对象阐明鸡胚发育过程中基

因表达调控机理以及胚胎发育异常的分子基

础 [4]，在转基因方法建立方面需要对外源基因整

合效率进行评估 [5]。开展上述研究都需要提取鸡
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胚 DNA，因此建立一个快速高效稳定的高质量鸡

胚 DNA提取方法对保障上述相关研究结果准确

可靠具有重要意义。

母鸡刚产下的受精蛋是在不伤害母鸡的前提

下得到最早时期的子代遗传信息，此时的胚盘将

分化发育为鸡的各个组织器官，含有鸡的全部遗

传信息，Eyal-Giladi H将此发育时期命名为第 X
期 [6]。受精蛋卵黄表面圆盘状，胚盘颜色浓，且胚

盘也略大，未受精蛋的蛋黄表面只见一个小白点，

称为胚珠，色浅也小[7]。剖视受精蛋，可以看到分为

两个部分，中央白色部分为胚盘将发育为雏鸡，其他

部分为卵黄[8]。第X期的鸡胚约含有 50 000~60 000
个细胞，经估算大约含有 100 ng DNA。如果方法

得当，可以从中提取获得足够用于上述分析的

DNA。但不同的 DNA提取方法获得 DNA的效率

和质量差异很大，如果不能快速高效稳定地提取

获得高质量的 DNA，会对后续研究结果及结论的

准确性产生不良影响 [9]。目前提取 DNA的方法众

多，动物组织 DNA提取的经典方法主要有 SDS抽
提法、酚仿抽提法、高盐沉淀法、离子交换法等 [10]，

这些方法在提取常规动物组织基因组 DNA时都

有其本身优势，但是第 X期鸡胚盘提取 DNA属于

微量操作，上述这些方法因 DNA提取效率低下很

难应用于第 X期鸡胚盘的 DNA提取 [11]。目前已有

的微量组织 DNA提取方法需要使用蛋白酶 K消
化，延长了 DNA提取的时间，而且成本较高。本

试验通过对比试验，建立了一个无需蛋白酶 K消
化优化硅胶膜吸附法提取第 X期鸡胚中 DNA的
方法。优化的方法与微量组织 DNA提取试剂盒

法提取 DNA的方法相比具有快速低成本的优点，

与以酚氯仿抽提的传统方法相比具有稳定、高效

以及高质量的优点，这为后续相关研究提供了一

个有效的高质量的DNA制备方法。

1 材料与方法

1.1 种蛋

新鲜未孵化的受精太行鸡种蛋 38枚，购自赞

皇天然农产品有限公司第二种鸡场。

1.2 主要试剂

SDS（分析纯，500 g/瓶）、NaCl（分析纯，500
g/瓶）、EDTA（分析纯，500 g/瓶）、Tris·HCl（分析

纯，500 g/瓶）、1 kb DNA ladder（50反应/盒）、异硫

氰酸胍（分析纯，500 g/瓶）、Triton-X100（分析纯，

100 mL/瓶）等购自上海生工生物工程技术服务有限

公司；微量组织DNA提取试剂盒（50反应/盒）购自

基因生物技术国际贸易（上海）有限公司；硅胶膜

吸附柱（微量）购自上海士锋生物科技有限公司；

蛋白酶 K（10 mg/瓶）、λ-Hind III digest DNA Mark⁃
er（100反应/支）购自宝生物工程（大连）有限公司；

Tris平衡酚（分析纯，250 mL/瓶）、氯仿（分析纯，

500 mL/瓶）、异丙醇（分析纯，500 mL/瓶）、乙醇（分

析纯，500 mL/瓶）、dNTPs（High Pure, 10 mmol/L）、
EasyTaq DNA Polymerase（500 U/支）、10×EasyTaq
Buffer（1 mL/支）等购自北京全式金生物技术有限

公司。

1.3 主要仪器

台式高速离心机购自金坛区金城春兰实验仪

器厂；PCR仪购自美国应用生物系统公司；凝胶成

像系统购自美国伯乐生命医学产品有限公司；电

泳仪购自北京六一仪器厂。镊子、手术剪、培养

皿为本实验室提供并均做无菌处理。

1.4 引物的设计与合成

依据鸡 GnRH基因序列（GenBank 登录号为

408184），应用 Oligo 7引物设计软件设计 1对引

物 ，引 物 序 列 为 P1 5′-AGGATCTCTTGT⁃
GCCTTCATAGG-3′和 P2 5′-ATAGAAAGATCTCC⁃
GTCAACTGCAT-3′，预扩增产物长度为 1 kb，引物

由通用生物系统（安徽）有限公司合成。

1.5 第X鸡胚盘组织的获得

收集刚产下种蛋，将蛋黄倒入培养皿，翻转找

到胚盘，用手术剪轻轻剪下胚盘，用镊子将胚盘

转移至新的 1.5 mL离心管中，用手术剪剪碎。

1.6 DNA提取及初步凝胶电泳分析

1.6.1 酚氯仿抽提法提取 DNA
向放有剪碎胚盘的离心管中加入200μL组织裂

解液（0.5％ SDS、0.1 mol/L NaCl、0.1 mol/L EDTA，
pH 8.0）再加入蛋白酶 K至终浓度 100μg/mL，移液

枪吸打混匀，55℃过夜消化，之后加入等体积的

Tris平衡酚/氯仿/异戊醇（25∶24∶1），缓慢颠倒混

匀 5 min，4℃、8 000 r/min离心 10 min，取上清液至

一个新的 1.5 mL离心管中，加入等倍体积氯仿/异
戊醇（24∶1），缓慢颠倒混匀 5 min，4℃、8 000 r/min
离心 10 min，取上清液至一个新的 1.5 mL离心管

中，加入 1/10体积的 3 mol/L NaAc（pH 5.4）和 2倍
体积的无水乙醇。-20℃放 30 min，12 000 r/min离
心 8 min，去掉上清液，加入 1 mL 70%乙醇轻轻颠

倒离心管 2次，去掉上清液，室温挥发残留乙醇，

用 12μL无菌水溶解 DNA。取 8.5μL DNA溶液加

入适量上样缓冲液于 0.8%琼脂糖凝胶中进行电

泳检查，并用凝胶成像系统拍照。
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1.6.2 微量组织 DNA 提取试剂盒法提取 DNA
向放有剪碎胚盘的离心管中加入 200μL组织

裂解液，再加入蛋白酶 K至终浓度 100μg/mL），用
移液枪吸打混匀，56℃消化 3 h，操作方法参照试

剂盒说明书。取 8.5μL DNA溶液加入适量上样缓

冲液于 0.8%琼脂糖凝胶中进行电泳检查，并用凝

胶成像系统拍照。

1.6.3 优化的微量硅胶膜吸附柱法提取 DNA
向放有剪碎胚盘的离心管中加入 300μL禽血

裂解液（2 mol/L 尿素、100 mmol/L Tris·Cl 100
mmol/L EDTA，高压灭菌后，加 1% 的 SDS，pH
8.0），再加入 300μL裂解结合液（5 mol/L异硫氰酸

胍、0.05 mol/L Tris·Cl（pH 6.4）、0.1 mol/L EDTA
（pH 8.0），1.3% Triton-X100），用移液枪吸打至胚

盘完全溶解，然后将液相移入硅胶膜吸附柱（微

量）中，12 000 r/min 离心 1 min；弃废液，加入

700μL 漂洗液（80% 乙醇），12 000 r/min 离心 1
min，弃废液，12 000 r/min离心 3 min，换灭菌套

管，开口挥发乙醇 2 min，加入 37℃预热无菌水

12.5μL，室温静置 5 min，12 000 r/min离心 1 min，
收集DNA。取 8.5μL DNA溶液加入适量上样缓冲

液于 0.8%琼脂糖凝胶中进行电泳检查，并用凝胶

成像系统拍照。

1.7 提取的DNA进一步PCR检测

用合成的引物分别以不同方法提取的 DNA
为模板进行 PCR扩增。PCR扩增体系：模板 DNA
2μL，P1（5μmol/L）1μL，P2（5μmol/L）1μL，dNTP
（10 mmol/L）2μL，10×EasyTaq Buffer 2.5μL，Easy⁃
Taq DNA Polymerase（5 U/μL） 0.5μL，灭 菌 水

16μL。PCR扩增程序：95℃ 5 min；95℃ 30 s，64℃
30 s，72℃ 1 min共 40个循环；72℃ 7 min，然后降

至 4℃。每组 PCR反应设置 1个阳性对照（以之前

提取的鸡血液基因组 DNA为模板）和一个阴性对

照（以水为模板）。取 5μL PCR产物，用 0.8%琼脂

糖凝胶电泳检测，并用凝胶成像系统拍照。

2 结果与分析

2.1 第X期鸡胚盘组织的获得

由图 1可知，受精蛋的胚盘要明显大于未受

精的蛋，且颜色更深。

2.2 提取的DNA凝胶电泳

由图 2可知，酚氯仿抽提的 8个样品中有 4个
样品基因组 DNA凝胶电泳几乎看不到 DNA条带，

另外 4个有较弱的 DNA带，而且有一个样品在点

样孔处有不明杂质。而微量组织 DNA提取试剂

盒法提取的 10个样品基因组 DNA凝胶电泳都有

DNA条带，且亮度比较一致，这初步说明与微量

组织 DNA提取试剂盒法相比用酚氯仿抽提法提

取的第 X期胚盘 DNA产量不够稳定、纯度也不一

致。出现上述结果的主要原因可能在于第 X期胚

胎细胞数量少，DNA含量低，使用传统的酚氯仿

抽提法提取 DNA时 ,转移抽提后上层水相时都会

存在误差，而且乙醇沉淀 DNA时，由于 DNA量太

低肉眼难以看到，因此在去除乙醇沉淀后的上清

液以及用 70%乙醇洗涤时很容易导致 DNA沉淀

丢失，在最后用水溶解 DNA时由于无法看到 DNA
沉淀的位置，导致无法保障全部 DNA沉淀都能得

到溶解，这些都可能导致用传统酚氯仿抽提法提

取第 X期胚胎 DNA产量不稳定。另外，由于酚氯

仿抽提法很难彻底去除蛋白和其他一些杂质，在

操作中不同样品会存在一些操作误差，这也会导

致提取得到的 DNA纯度存在差异，尤其是提取微

量样品时为了尽量减少 DNA的损失，会尽量多地

转移抽提后的上层水相，会增加将有机相和水相

间杂质带入所取的含有 DNA的水相中的几率，从

而导致所提取的DNA纯度难以保障。

 B 受精蛋A 未受精蛋

图1 未受精蛋和受精蛋的卵黄

1~8：酚氯仿抽提法提取的 DNA；M:λ-Hind III digest DNA Marker；9~19：微量组织 DNA提取试剂盒法提取的 DNA
图2 应用酚氯仿法和微量组织DNA提取试剂盒法提取的第X鸡胚盘提取DNA电泳结果
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由图 3可知，微量组织 DNA提取试剂盒法和

优化的硅胶膜法提取新鲜胚盘 DNA，均能看到成

型的 DNA带，而且产量基本一致。初步说明优化

的硅胶膜吸附法与微量组织 DNA提取试剂盒法

相比具有相近的效果。

 
P：阳性对照；N:阴性对照；1~8：酚氯仿抽提法提取DNA PCR产物；M：1kb DNA ladder；9~19:微量组织DNA提取试剂盒法提取DNA PCR产物

图4 以不同方法提取的鸡X期胚胎DNA为模板PCR扩增产物电泳结果

 
P：阳性对照；N：阴性对照；1~10：微量组织 DNA提取试剂盒法 DNA PCR产物；M：1kb DNA ladder；11~20:优化的硅胶膜吸附法提取

DNA PCR产物

图5 以不同方法提取的鸡X期胚胎DNA为模板PCR扩增产物电泳结果

2.3 以不同方法提取的DNA进一步PCR扩增

由图 4和图 5可知，用蛋白酶 K消化然后通过

酚氯仿抽提纯合获得的 DNA有 1个没有扩增出产

物。而阳性对照 P以及以常规硅胶膜吸附法和优

化的硅胶膜吸附法提取 DNA都有正确扩增产物。

这进一步证实了 2.2的推测。说明传统的酚氯仿

抽提法用于提取第 X期鸡胚盘 DNA产量稳定性

和质量很难得到保障，容易出现假阴性现象，导

致试验结果和结论的可靠性受到影响，因此不适

合用于第 X期鸡胚盘 DNA的提取。而微量组织

DNA提取试剂盒法和优化的硅胶膜吸附法具有

更好的产量稳定性和更高的质量，能够获得满足

后续研究需要的高质量的DNA。

 

1~8：微量组织 DNA提取试剂盒法提取的 DNA；M:λ-Hind III digest DNA Marker；9~19：优化的硅胶膜法提取的 DNA
图3 微量组织DNA提取试剂盒法和优化的硅胶膜吸附法提取的第X鸡胚盘提取DNA电泳结果

3 讨论与结论

成功地从不同类型的样品中提取得到高质量

的 DNA是很多相关分子生物学研究的前提和基

础。对于不同类型的样品前人建立了一些特有的

高效提取 DNA方法。然而从第 X期鸡胚盘样品

中提取 DNA的方法还未见有针对性的研究。而

第 X期鸡胚具有一定的特殊性，一是该样品细胞

数量少，只有 50 000~60 000个细胞，而且在取样

中不可避免地会有蛋黄蛋白的混入，其蛋白含量

较高，如不能充分使蛋白变性使之与 DNA分离，

可能会对 DNA提取产生影响，使得提取的 DNA产

量和质量不稳定而影响后续研究结果的可靠性。

在前人的研究中，提取微量组织 DNA多采用蛋白

酶 K消化，再利用经典的酚氯仿抽提抽提方法提

取 DNA，如孙研研等 [12]在鸡胚注射外源基因探讨

转基因鸡制备方法可行性实验提取鸡胚 DNA、李
文明 [13]在研究胚胎死亡相关基因以及 Casaril A
E[14]在提取沙蝇 DNA用于基因分型，都采用了上

述 DNA提取的方法，结果显示用这种方法提取的

第 X期鸡胚 DNA和沙蝇基因组 DNA产量和质量

不够稳定。本试验也尝试使用这一方法进行第 X
期鸡胚胎 DNA的提取，得到了类似的结果，说明

传统的酚氯仿抽提法不适合用于第 X期鸡胚胎
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DNA的提取。

硅胶膜吸附法是最近出现的一种基因组 DNA
提取的方法。避免了传统的酚氯仿抽提法存在的

一些缺陷，能够获得稳定高质量的 DNA。这一方

法应用于从动物组织中提取 DNA非常有效。但

微量组织 DNA提取试剂盒法提取动物组织 DNA
的方法中，因使用的组织裂解液并不能完全裂解

组织细胞，常需要使用蛋白酶 K消化组织样，而蛋

白酶 K消化组织样一般需要 2~3 h，耗时长而且蛋

白酶 K价格高昂导致成本较高。而本实验中所用

材料为细胞数量很少的第 X期鸡胚，尝试对微量

组织 DNA提取试剂盒法提取 DNA的方法进行优

化，使用更强的去污剂破坏细胞、使用更强的蛋

白变性剂组合使蛋白质充分变性并与 DNA分离

来代替蛋白酶 K消化组织样的步骤。这样可优化

DNA提取的步骤，使 DNA提取更加快速，还能降

低成本，因此本研究尝试使用含有更强蛋白变性

能力的尿素的禽血裂解液 [15]代替组织裂解液，以

及使用含有高蛋白质变性能力和具有离液剂作用

的异硫氰酸胍 [16]以及含有更好的能够溶解细胞膜

的非离子表面活性剂 Triton X100[17]的裂解结合液

处理胚盘来替代蛋白酶 K和微量组织 DNA提取

试剂盒的结合液。试验结果显示取得了良好的效

果。DNA提取产物电泳结果初步显示新建立的优

化的硅胶膜吸附法提取基因组DNA产量和质量基

本和使用蛋白酶K消化的微量组织DNA提取试剂

盒法相近，PCR检测结果显示优化硅胶膜提取DNA
法和微量组织DNA提取试剂盒法提取的DNA质量

都比较理想，比用传统的蛋白酶K消化然后经酚氯

仿抽提纯化的方法提取的DNA产量更稳定质量也

更好。

从上述分析可以看出用本研究建立的优化的

硅胶膜吸附法提取第 X期鸡胚盘 DNA的方法，省

去价格昂贵的蛋白酶 K消化的步骤，提取获得的

DNA具有和微量组织 DNA提取试剂盒法相似的

稳定、高效、高质量的效果，一方面降低了提取

DNA的成本，相较于微量组织 DNA提取试剂盒

法，此方法平均每个反应可以节约 13~14元，也节

约了消化的时间，而与传统的蛋白酶 K消化后酚

氯仿抽提纯化的方法相比具有更高的产量稳定性

和更高的质量。因此本研究建立了一个快速高效

稳定的高质量第 X期鸡胚盘 DNA提取方法。为

后续的相关研究建立了一个良好的 DNA提取方

法。
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