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近年来,粘孢子虫的分子生物学及免疫学逐步发展[ 1, 2] , 在很多研究中都需以纯净的孢子为材料,

因此如何从鱼体分离出纯净的孢子就显得格外重要。另一方面, 粘孢子虫的孢子具坚韧的壳瓣,在提取

虫体基因组 DNA 时,必须先使其裂解,方法主要有常规裂解液裂解法、热裂解法、超声破碎法、液氮冷冻

研磨法等几种方法,本文对这几种方法进行比较后认为:液氮冷冻研磨法既可使多数虫体裂解, 对 DNA

的破坏又比较小,是较为行之有效的方法。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料 � 病鱼系武汉市鄂州收集的冻存标本, 其体表具有大量圆形碘泡虫( Myxobolus rotundus Ne�

meczek, 1911)孢囊。

1. 2 � 粗孢子的分离 � 用镊子小心取下孢囊, 于研钵中磨碎,用含 2%盐酸( v/ v)的 2%胰蛋白酶( w/ v)消

化 1~ 3h, 然后经双层纱布过滤, 滤液 1000r/ min 离心 10min, 弃上清。

1. 3 � 孢子的提纯 � 沉淀加适量蒸馏水重悬, 并加等量乙醚, 剧烈振荡后 200r/ min 低速离心, 吸出上层

乙醚及中间层,下层水相 1000r/ min,离心 10min, 沉淀用 0� 1mol/ L pH8�0 的 PBS 洗三次。

1. 4 � 常规裂解法 � 将孢子( 2 � 106 )重悬于 500�L 裂解液( 100mmol/ L NaCl, 10mmol/ L T r is pH7� 6,

10mmol/ L EDTA, 0� 2% SDS, 0� 2mg / mL 蛋白酶 K) , 37� 温育 16h。
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1. 5 � 热裂解法 � 参照文献[ 3] ,等量孢子置 800w 微波炉用中火加热 1min, 后按常规裂解法进行。

1. 6 � 超声破碎法 � 参照文献[ 2] ,等量孢子先用 0�1mol/ L pH8� 0 PBS 稀释,再超声破碎。

1. 7 � 液氮冷冻研磨法 � 参照文献[ 4] ,等量孢子用 PBS 稍作稀释后。加到研钵中, 在研钵中倒入适量液

氮,待冷却后迅速研磨, 重复 3 次即可,后按常规裂解法进行。

1. 8 � DNA提取 � 将上述裂解好的孢子,按常规酚- 氯仿法抽提 DNA,所得 DNA 溶于 20�L TE 缓冲液

( 10mmol/ L T ris, 1mmol/ L EDTA) , Beckman DU- 600 蛋白核酸分析仪测 DNA 浓度。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 孢子的提取 � 经胰蛋白酶消化获得的粗孢子, 用乙醚处理后,杂质聚集于乙醚与水的中间,用吸管

小心将其连同乙醚吸出弃掉,下层经洗涤离心后,在管底一乳白色团块即为纯净孢子。

2. 2 � 孢子的裂解 � 显微镜下观察,血球计数器计数, 裂解率由公式( 1- 完整孢子/ 2 � 106) � 100% 得

出,结果发现,常规裂解法仅能裂解 28�8%的孢子, 热裂解法可裂解 53�5%的孢子, 液氮冷冻研磨法可

裂解 84�7%的孢子,而超声破碎法可使所有的孢子破碎。

2. 3 � DNA提取 � 不同的裂解方法提取的 DNA 浓度有很大差异如下表 1。

表 1 � 不同裂解方法对DNA提取浓度的影响

Tab. 1 � Ef fect of dif ferent lysis methods to DNA concentrat ion

S ample

ID

吸光值

Absorbance

260�0nm

吸光值

Absorbance

280�0nm

260nm/ 280nm

核酸

Nucleic Acid

(�g/�L)

常规裂解法

Common lysis
0. 1295 0. 0870 1. 6367 4. 4662

热裂解法

Heat lysis
0. 5593 0. 5258 1. 2666 5. 4762

超声破碎法

Ult rasonication
0. 6295 0. 6005 1. 4017 3. 7755

液氮冷冻研磨法

Ground while f rozen

under liquid nit rogen

0. 3085 0. 2059 1. 4972 12. 0091

方法学上的微小进步对研究来说,都是至关重要的。本文所述方法简便易行,遗憾是由于乙醚对蛋

白质具潜在破坏作用,所得虫体不能用于免疫学研究。孢子的裂解程度应与所得 DNA 浓度成正比, 但

超声破碎却会破坏绝大多数 DNA,因此虽则超声破碎法会使全部孢子裂解 ,其 DNA 产量却最低,这提

示在提取虫体可溶性抗原时,超声破碎可能是个较为理想的方法;液氮冷冻研磨法由于在处理过程中避

免了热变性这一环节,对 DNA的破坏比较小,是获得 DNA比较理想的一种方法。
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