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一种从 PAXgene全血 RNA管内提取基因组 DNA的方法 *
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摘要 目的：从同一生物样本同步提取 RNA和 DNA，能提高样本的利用率，而且对于基因组学、转录组学和表观遗传学检测数据

之间的比对和匹配分析也十分重要。本研究在不影响 RNA样品制备的前提下，建立一种从 PAXgene全血 RNA管内提取基因组

DNA的方法。方法：取一定量 PAXgene全血 RNA管血液样本，使用 QIAamp DNA试剂盒提取血细胞基因组 DNA，系统优化提

取过程中的离心参数、洗脱量以及初始血液样本量等实验参数，并对提取的基因组 DNA质量进行检测。结果：用 PAXgene全血

RNA管 3 mL血液样本能够提取出 8.918± 1.100 滋g基因组 DNA，紫外分光光度计检测 DNA样品的 OD 260/280比值为 1.89±

0.09，琼脂糖凝胶电泳结果显示 DNA样品完整无降解。结论：利用本方法提取的 DNA样品能够满足下游 DNA芯片、DNA甲基

化测序等实验要求。该方法有助于从有限的临床血液样本中获取全面的遗传信息，并且提高后续不同实验方法所生成数据之间

的可比性和匹配度。
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A Method for Extracting Genomic DNA from PAX gene Blood RNA Tube*

Simultaneous extraction of RNA and DNA from the same biological sample can improve the utilization of

the sample, and it is also very important for the comparison and analysis of the data of genomics, proteomics and epigenetic detection.

This study established a method for extracting genomic DNA from PAXgene blood RNA tube without affecting the preparation of RNA

samples. A certain amount of blood samples was taken and gDNA was extracted from blood cells using the QIAamp nucleic

acid purification kit. The centrifugal parameters including centrifugal speed and time, elution volume and initial blood sample volume

were optimized in the process of extraction and then the quality of the extracted gDNA was detected. We could extract 8.918±

1.100 滋g (mean ± SD) gDNA from 3 mL tube-sample with an OD 260/280 ratio of 1.89± 0.09 (mean ± SD). The agarose gel elec-

trophoresis analysis showed that the extracted gDNA was of high molecular weight and integrity. The extracted gDNA is

generally able to meet the requirements of downstream experiments such as DNA chip, DNA methylation sequencing. This method is

helpful to obtain comprehensive genetic information from the limited clinical blood samples, and improve the comparability and the

matching degree between the data generated by different experimental methods.

PAXgene Blood RNA tube; Genomic DNA; Extraction method

*基金项目：国家自然科学基金项目（81574058，81473760）；上海市中医药事业发展三年行动计划项目（ZY3-CCCX-3-3005,ZYSNXD-CC-ZDYJ039）；

上海市卫生和计划生育委员会科研课题（201640133）

作者简介：杨莎莎（1991-），硕士研究生，主要研究方向：针刺效应物质基础研究，电话：021-54592134，E-mail: shashastella@163.com

△ 通讯作者：徐玉东，博士，副研究员，E-mail: xydong0303@126.com；

杨永清，博士生导师，研究员，E-mail: yyq@shutcm.edu.cn

（收稿日期：2016-10-21 接受日期：2016-11-19）

前言

生命活动是一个由不同组织层面的 DNA、RNA和蛋白质

与外界环境信息在时间 -空间维度内相互作用、相互影响，形

成的极其复杂的生物学过程。系统生物学能够通过基因组学、

转录组学、表观遗传学、蛋白质组学以及代谢组学等的整合分

析，全面地理解细胞、组织及生物体在生理和病理状态下的生

物信息调控网络[1]。完成上述分析研究必须从细胞、组织、或体

液等标本中提取不同生物学组分，而从同一生物标本中同时提

取 DNA、RNA等核酸组分并完成同步检测，一方面能够实现

对少量珍贵样本的高效利用；另一方面由同步提取样品产生的

基因组学、转录组学和表观遗传学数据之间更易于进行比对和

匹配分析，尤其是当样本之间生物学差异细微的情况下；同时

还能较大程度地降低样品提取的时间和费用成本[2-4]。
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在临床上，相对于其他组织样品全血样品较为方便获得，

而且全血的基因组表达谱变化可以反映出机体器官或远端组

织的病理状态，成为临床试验和疾病分子诊断中核酸样品的主

要来源[5]。RNA相对于 DNA而言更易降解，在临床采样过程中

应该选择能够保护 RNA 不被降解的试管。PAXgene Blood

RNA Tube（PAXgene全血 RNA管）是目前临床研究中应用最

广泛的采血管之一[6]，管内含稳定体内基因转录性状的添加剂，

能够减少体外 RNA 降解并将基因诱导减少到最小。由于

PAXgene全血 RNA管主要用于提取血细胞中的 RNA，在实验

过程中 DNA被生物物理和生物化学的方法去除，从而丢失了

DNA遗传信息。如果要同步获取更为全面的遗传信息并提高

后续不同实验检测数据之间的匹配度，就需要从 PAXgene全

血 RNA管同时提取 DNA和 RNA。

目前同步提取 DNA和 RNA的方法虽有不少研究 [7,8]，但

各有侧重和适用面。本文通过关键实验参数的系统优化结合

DNA样品质量检测，建立一种快速、可靠、安全以及能够有效

利用珍贵的生物样本的血液核酸提取方法，同时也为临床试验

采样提供一种可行的思路和方法。

1 材料与方法

1.1 全血样品来源

健康志愿者手肘静脉采血 2.5 mL，收集于 PAXgene全血

RNA管内，-80℃冰箱保存备用。

1.2 主要试剂

QIAamp DNA Blood Midi试剂盒（德国 Qiagen公司）；QI-

Aamp DNA Blood Max 试剂盒（德国 Qiagen 公司）；无水乙醇

（国药集团）；DNA marker（美国 NEB 公司）；10 × loading

buffer；GelRed核酸染料（10000× ，美国 Biotium公司）；TAE

buffer；琼脂糖（Biowest，基因公司进口分装）；DNA标准品（来

源于大肠杆菌菌株 B的脱氧核糖核酸钠盐，美国 Sigma公司）。

1.3 主要仪器

台式离心机（Allegra X-30R，美国 Beckman公司）；微量紫

外分光光度计（Nanodrop 2000，美国 Thermo公司）；高速微流

体分光光度计（QIAxpert，德国 Qiagen公司）；电热恒温水槽

（DK-8D，上海一恒科技公司）；荧光计（Qubit 2.0，美国 Thermo

公司）；微型电泳仪（DYCP-31BN，北京六一仪器厂）；微波炉

（WP900S，格兰仕公司）；电子天平（JA3003，上海舜宇恒平科学

仪器公司）；凝胶成像仪（Amersham Imager 600，GE公司）。

1.4 全血基因组 DNA提取方法

PAXgene全血 RNA管从 -80℃冰箱取出后室温静置 2小

时，取 1 mL样品，加入蛋白酶和 Buffer AL，之后在 70℃水浴

锅内孵育 10 min，然后加入无水乙醇混匀后进行离心。进入清

洗步骤，分别依次加入 Buffer AW1和 Buffer AW2，加入 Buffer

AW2之后离心参数的设定极为关键，会影响最终的 DNA得

率，因此本实验设置了 4500 rpm× 15 min和 4500 rpm× 20 min

两种离心参数，以期得到最优离心参数。在最后洗脱步骤中为

得到最优洗脱量，本实验设置了 100 滋L、200 滋L、300 滋L三个
洗脱量进行比较。考虑到不同血液样本之间的差异，本实验中

使用了 4个不同人的样品重复实验。

另外，取普通抗凝采血管收集外周血，并使用相同参数进

行提取 DNA，最终提取的样品作为本实验的阳性对照。

1.5 DNA质量检测

1.5.1 DNA浓度与纯度检测 使用 Nanodrop 2000分光光度

计检测DNA浓度及纯度，用试剂盒中的 BufferAE测定空白值，

DNA标准品作为阳性对照，每个 DNA样品取 1 滋L进行检测。
1.5.2 琼脂糖凝胶电泳 本实验中相关参数：琼脂糖浓度为

0.5 %，电压为 100 V，电泳时间为 30 min，每孔上样量为 10

滋L，电泳液使用 1× TAE buffer，染色剂为 GelRed核酸染料，最

后使用凝胶成像仪进行拍照。

1.6 统计学分析方法

采用 SPSS 21.0统计软件进行分析，所有实验结果均以平

均数± 平均数标准误差的形式表示。多样本间分析采用单因素

方差分析（ANOVA），两样本均数比较采用 t检验，P＜0.05有

统计学意义。

2 结果

2.1 不同离心参数对 DNA得率的影响

在对离心参数进行优化的实验中样本量均为 1 mL，洗脱

量为 100 滋L，结果显示离心转速 4500 rpm，离心时间 20 min条

件下，DNA得率与纯度均优于 4500 rpm× 15 min的离心参数。

前者 DNA 总量为 0.508± 0.127 滋g，260/280 比值为 1.86±

0.20；而后者 DNA 总量为 0.166± 0.043 滋g，260/280 比值为
1.62± 0.37。见表 1。

Note: Expected OD 260/280 values of pure DNAs are commonly in the range of 1.8-2.0. *P＜0.05 VS. the yield of 4500 rpm, 15 min.

表 1 不同离心参数下 DNA得率

Table 1 DNA yields with different centrifugal parameters

Centrifugal speed and time No. of samples gDNA yields (滋g) OD 260/280

4500 rpm, 15 min 4 0.166± 0.043 1.62± 0.37

4500 rpm, 20 min 4 0.508± 0.127* 1.86± 0.20

2.2 不同洗脱参数对 DNA得率的影响

QIAamp DNA 提取试剂盒最后使用单次洗脱收集 DNA

样品，但是我们发现再次洗脱仍可回收部分 DNA样品，说明在

首次洗脱后滤膜上仍有残存 DNA。在离心参数进行优化之后，

为得到最优洗脱量，本实验将洗脱量增加至 200 滋L和 300

滋L，结果显示洗脱量为 200 滋L 时 DNA 得率最优，可得到

DNA总量为 1.627± 0.157 滋g，同时不影响 DNA的纯度（OD

260/280=1.86± 0.05）。见表 2。

2.3 初始样本血量对 DNA总量的影响

使用以上优化之后的参数提取的 DNA总量还不能满足下
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游 DNA甲基化测序所需的 DNA用量，在不影响 RNA样品提

取的前提下，将初始样本血量提高至 3 mL进行 DNA提取，结

果显示 3 mL样本量最终可将 DNA总量提高至 8.918± 1.100

滋g，纯度 OD 260/280为 1.89± 0.09，完全能够满足下游相关实

验需求。见表 3。

Note: Expected OD 260/280 values of pure DNAs are commonly in the range of 1.8-2.0. *P＜0.05 VS. the yield of 100 滋L elution volume.

Elution volume No. of samples gDNA yields (滋g) OD 260/280

100 滋L 4 0.508± 0.127 1.86± 0.20

200 滋L 4 1.627± 0.157* 1.86± 0.05

300 滋L 4 1.425± 0.513* 2.07± 0.55

表 2 不同洗脱量下 DNA得率

Table 2 DNA yields with different elution volume

Note: Expected OD 260/280 values of pure DNAs are commonly in the range of 1.8-2.0. *P＜0.05 VS. the yield of 1mL sample volume.

表 3 不同样本量下 DNA得率

Table 3 DNA yields with different sample volume

Blood sample volume No. of samples gDNA yields (滋g) OD 260/280

1 mL 4 1.627± 0.157 1.86± 0.05

3 mL 4 8.918± 1.100* 1.89± 0.09

2.4 琼脂糖凝胶电泳结果

将使用上述参数提取的 DNA样品进行琼脂糖凝胶电泳检

测 DNA样品的完整性，结果显示，PAXgene全血 RNA管提取

的 DNA 样品和 DNA 标准品以及普通抗凝采血管提取的

DNA样品分子量一致（约 20 kb位置），且无明显拖尾现象，表

明提取的 DNA样品完整无降解。见图 1。

图 1 琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.1 Results of agarose gel electrophoresis

Note: Lane P1-P6 are the DNA samples extracted from the PAXgene blood RNA tube, S1 is the standard, lane E1-E5 are the DNA samples extracted from

the EDTA tube

3 讨论

3.1 DNA提取方法

核酸是生物遗传信息的载体，为基因复制和转录提供了模

板，也是生命遗传的物质基础和个体生命活动的信息基础。生

物学活动中，DNA在转录以及表观遗传调控中扮演着极其重

要的角色[9]。DNA提取是进行相关 DNA研究的基础和前提[10]，

DNA样品质量直接影响下游实验和分析。

传统从血样中提取 DNA的方法包括酚抽法、甲酰胺解聚

法以及异丙醇沉淀法等，上述方法要求初始血样是抗凝血或新

鲜血液[11-14]。临床中的血液样本比较珍贵，在将患者痛苦降低到

最小的前提下，如何充分利用有限的样本提取出可用于下游实

验研究的高质量生物学样品是临床试验在设计方案之初需要

考虑的重要问题。本研究中所使用的 PAXgene全血 RNA管其

主要功能是保护血液中的 RNA不被降解，且能够长期保存，优

势在于能够从少量血样中提取出满足下游实验要求的 RNA[6]，

但其中的 DNA被视为杂质通过特制的离心柱以及酶处理膜选

择性去除，从而丢弃了宝贵的 DNA样品。本研究通过改进现有

方法，同步从 PAXgene全血 RNA管中提取 RNA和 DNA样

品，有利于减少采血量和实验成本，而且对于不同组学实验方

法所生成实验数据之间的比对、匹配分析也十分重要。

QIAamp DNA提取试剂盒提取 DNA 的原理是利用硅胶

膜离心吸附柱法，相对于传统提取方法，其不含苯酚、氯仿等有

害物质，操作方便，联合蛋白酶 K消化和漂洗，确保了高纯度

的可能性，是目前所有方法中，纯度最高的一种全血 DNA的提

取方法[15,16]。Kruh覬ffer等[17]研究表明从 PAXgene全血 RNA管

1617· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.9 MAR.2017

内可以提取出 DNA，但是文章内没有对提取 DNA的实验参数

进行系统优化，且没有对 DNA进行质检就直接进行下游实验，

存在质量风险。此外，其 DNA的提取总量低于 1.5 滋g，不能满
足下游 DNA甲基化测序等实验。

为此，本研究对提取 DNA的离心参数、洗脱量、样品量进

行了优化：① 在加入 Buffer AW2之后需离心以去除样品中的

杂质，以免影响最终洗脱液中 DNA的质量，在本研究中经过多

次实验发现转速为 4500 rpm，离心 20 min为最优离心参数，但

是可能实验室条件以及实验人员操作上的略微不同会导致该

离心速度及时间存在差异；② 使用 1 mL初始样品量进行提取

时为得到最大洗脱量，试剂盒操作手册建议洗脱两次，每次使

用 200 滋L进行洗脱，最终洗脱量为 400 滋L。本研究中分别使
用 100 滋L、200 滋L、300 滋L洗脱液进行洗脱，每次重复洗脱两
次，结果显示使用 200 滋L洗脱液重复洗脱得到的 DNA总量最

多，纯度最优；③ 使用 1 mL样品量进行提取最终得到 DNA总

量为 1.627± 0.157 滋g，不能满足下游 DNA甲基化测序等实验

要求用量 [18-20]，一般甲基化测序实验要求 DNA总量至少在 3

滋g以上，因此需要增加初始样品量。本研究发现使用 3 mL初

始样品量最终可得到 DNA总量为 8.918± 1.100 滋g，能够满足
下游相关实验研究所需，且不会影响 RNA得率，使用剩余 6 mL

样品能够提取出的 RNA总量为 6 滋g左右。
3.2 DNA质量鉴定

为了验证提取的 DNA样品可用于下游实验，本研究分别

使用紫外分光光度计检测 DNA 样品的浓度及纯度（OD

260/280比值），琼脂糖凝胶电泳检测 DNA样品的完整性。由于

从 PAXgene全血 RNA管内提取的 DNA浓度较低（15 ng/滋L
左右），Nanodrop检测结果可能会出现偏差，因此我们还利用

QIAxpert对最终提取的 DNA样品进行重复检测。QIAxpert基

于独特的全谱图扫描程序能够精确地定量样本成分，区分

DNA、RNA及其他杂质，对于低浓度样品能够准确定量。QI-

Axpert 检测结果显示 DNA 总量为 9.126 ± 0.933 滋g，OD
260/280 比值为 1.82± 0.06，而 Nanodrop 检测 DNA 总量为

8.918± 1.100 滋g，OD 260/280比值为 1.89± 0.09，两种检测方

法结果差异不大，说明本研究中 DNA检测结果可信。从图 1中

可看出从 PAXgene全血 RNA管内提取的 DNA样品与从 ED-

TA抗凝管内提取的 DNA样品分子量一致，提示从 PAXgene

全血 RNA管内提取的 DNA样品和抗凝管内提取的 DNA样

品无差别。

总之，本研究通过优化 DNA提取实验相关参数从 PAX-

gene全血 RNA管内提取基因组 DNA，并使用紫外分光光度计

和琼脂糖凝胶电泳实验进行质检，结果显示 DNA的纯度高，完

整性较好，说明使用 QIAamp DNA提取试剂盒可以从 PAX-

gene全血 RNA管内提取出合格的基因组 DNA。该方法可以从

3 mL 初始血样中提取出总量为 8.918± 1.100 滋g 的基因组
DNA，能够满足下游 DNA芯片、DNA甲基化测序等实验要

求。该方法有助于从有限的临床血液样本中获取全面的遗传信

息，从而提高样本的利用效率，同时也提高了后续不同实验方

法所生成数据之间的可比性和匹配度。
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