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基于核酸定量的核质分离质控方案 *
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摘要目的：拟建立一种方便快捷、经济有效的细胞核质分离鉴定方法。方法：本研究从 DNA水平进行核质分离鉴定，选择

GAPDH、ND1分别作为细胞核和细胞质标志基因，并根据 GAPDH及 ND1序列保守区设计引物，基于荧光定量 PCR方法定性检

测核质分离的效果。随后将本鉴定方法应用于其他种类细胞（BEAS-2B细胞、GT1-7细胞）及组织（小鼠心脏、肝脏、大脑）的核质

分离鉴定。结果：在 293T细胞应用该鉴定方法鉴定核质分离效果，结果显示：GAPDH、ND1在核组、质组中的含量存在明显差异，

其中核标志基因 GAPDH在细胞核中的比例达到了 95 %以上，质标志基因 ND1在细胞质中的比例也达到了 90 %左右，这与从

RNA水平及蛋白水平鉴定核质分离的结果一致。在其他种类的细胞（BEAS-2B细胞、GT1-7细胞）及组织（小鼠心脏、肝脏、大脑）

应用该方法结果显示：细胞核组分中质标志基因 ND1含量比 293T细胞的有所增加，但仍可以实现核质分离鉴定。结论：本研究

所建立的核质分离质控方法可以实现从 DNA水平进行核质分离的鉴定，该方法更加经济、快捷。
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Nucleocytoplasmic Separation Quality Control Scheme
Based on Nucleic Acid Quantification*

It is proposed to establish a convenient, rapid and cost-effective method for identification of

nucleocytoplasmic separation. In this study, identification of nucleocytoplasmic separation were performed at the DNA level.

GAPDH and ND1 were selected as nuclear and cytoplasmic marker genes respectively, moreover primers were designed according to the

conserved regions of GAPDH and ND1 sequences. The effect of nucleocytoplasmic separation was determined by Real-time quantitative

PCR. The identification method was applied to other types of cells (BEAS-2B cells, GT1-7 cells) and tissues (mouse heart, liver, brain).

The method was used to identify the effect of nucleocytoplasmic separation in 293T cells. The results showed that there were

significant differences in the content of GAPDH and ND1 in the nuclear and cytoplasm groups. And the ratio of nuclear marker gene

GAPDH in the nucleus was over 95%, the proportion of cytoplasm marker gene ND1 in the cytoplasm also reached about 90%, which

was consistent with the results of identification from RNA and protein levels. The results of this method in other kinds of cells

(BEAS-2B, GT1-7) and tissues (mouse heart, liver, brain) showed that the content of ND1 in the nuclear component was increased

compared with that of 293T cells. However, identification of nucleocytoplasmic separation can still be achieved in those kinds of cells or

tissues. We create a more economical, fast nucleocytoplasmic separation quality control method that can identify the

nucleocytoplasmic separation from DNA level.

The identification of nucleocytoplasmic separation; Nuclear marker gene; Cytoplasmic marker gene
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前言

蛋白质分子的亚细胞定位是蛋白功能的重要体现，其分布

具有重要的调控作用和生物学意义[1]。在研究细胞不同组份的

时候，细胞核和细胞质这两个细胞组份最受关注，这就要求研

究者对细胞的核、质进行有效的分离提取；核质分离提取之后，

还需要对得到的核、质进行鉴定[2，3]。常用的核质分离方法是利

用试剂盒来进行核质分离的，如 Ambion公司的 PARISTM试

剂盒[4]及 Thermo Fisher Scientific公司的 NE-PERTMNuclear and

Cytoplasmic Extraction Reagents试剂盒等[5]，这些试剂盒价格昂

贵，成本较高；也有实验室利用自建方法进行核质分离[2，6，7]；究

其原理，都是先利用一种强度较低的裂解液来进行核质分离，

1451窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.8 APR.2020

gene sequences（5'→3'）

Hsp GAPDH -F CCCACTCCTCCACCTTTGAC

Hsp GAPDH -R CCACCACCCTGTTGCTGTA

Hsp ND1-F CCCATGGCCAACCTCCTAC

Hsp ND1-R ATAGCCTAGAATTTTTCGTTCGG

Mus GAPDH DNA-F GGGCCACGCTAATCTCATTTTC

Mus GAPDH DNA-R CACCGACCTTCACCATTTTGTC

Mus ND2-F CGTTCTCCTACTATCCCCAATCC

Mus ND2-R AGAATTTGATTGATGTGGTGGTGT

U6-F GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

U6-R CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

Mus GAPDH RNA-F AAGCCCATCACCATCTTCCA

Mus GAPDH RNA-R CACCAGTAGACTCCACGACA

表 1核质标志基因引物序列

Table 1 Nuclear cytoplasmic marker gene primer sequence

之后再用另一种强度较高的裂解液或超声法破裂细胞核[2-7]。至

于核质分离之后的核、质成分的鉴定，利用细胞核、细胞质中的

标志蛋白检测核质分离得到的细胞核、细胞质一直是核质分离

鉴定的金标准，如 Liu，Rose等人就通过 western方法进行核质

分离的鉴定[2-7]，但该方法需要更长的时间，且对抗体的要求较

高，而抗体成本较高；从 RNA水平进行核质分离质控也是一种

常用的方法，如Wei，Diot等人就通过细胞核、细胞质中的标志

RNA检测核质分离得到的细胞核、细胞质从而鉴定出核质分

离的效果[3，8]，但由于 RNA容易降解，对操作要求较高，此外，过

程中可能还还需要逆转录，操作步骤较多，费时费力并且增加

了交叉污染的可能性[9]。而在 DNA水平上鉴定核质分离的效

果目前还未见报道。

本研究首次从 DNA水平进行核质分离的鉴定，即通过核、

质标志 DNA对分离得到的细胞核、细胞质进行鉴定。染色体组

DNA只存在于细胞核的染色体中，而不存在于细胞质中[10]，从

中选择 GAPDH作为细胞核标志 DNA[11]；线粒体组 DNA只存

在于细胞质中的线粒体中，而不存在于细胞核中[12]，从中选择

ND1作为细胞质标志 DNA[13]。利用细胞核、质标志 DNA引物

通过 RT-qPCR对得到的细胞核、质进行检测，根据检测结果便

可鉴定出核质分离的效果。

基于 Carlevaro-Fita J等人建立的核质分离方案[14]，本研究

先利用较易培养的 293T细胞优化核质分离方法；之后，用核、

质标志 DNA先从 DNA水平上对分离得到的细胞核、细胞质

进行鉴定，再将鉴定的结果与从蛋白和 RNA水平鉴定核质分

离的结果相比较，观察该方法是否可行，之后又将该方法在其

他种类的细胞与组织中进行试验，观察该方法是否适用于其他

种类的细胞与组织。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 实验细胞与动物 293T细胞，BEAS-2B细胞，GT1-7细胞

本实验室保存。3月龄的雄鼠 C57BL/6J小鼠由本实验室饲养。

1.1.2 实验试剂及仪器 RT-PCR试剂盒购自上海近岸科技

有限公司；DNA消化试剂盒及逆转录试剂盒购自美国 Thermo

Fisher Scientific公司；引物合成于苏州泓迅生物科技有限公

司；一抗 GAPDH购自万类生物科技有限公司，Lamin A/C购自

上海博研生物科技有限公司；HRP连接的二抗购自天根生化科

技有限公司。强 RIPA购自购自碧云天生物技术有限公司。其

他几种裂解液配制方法如下：中等强度裂解液（mRIPA，1 mL）：

50 滋L 1 M Tris (pH8.0)，150 滋L 1 M KCL，10 滋L 10 % SDS，

100 滋L 10 % Triton-X100，10 滋L 0.5 M EDTA，50 滋L 10 %

DOC，0.5 滋L 1 M DTT；弱裂解液 1（L1 lysate，1 mL）：50 滋L 1 M

Tris(pH8.0)，150 滋L 1 M KCL，100 滋L 10 % Triton-X100，10 滋L
0.5 M EDTA，0.5 滋L 1 M DTT，剩余体积用灭菌超纯水补齐。弱

裂解液 2（L2 lysate，1 mL）：100 滋L 10 % Triton-X100，900 滋L
PBS。PK mix配制方法如下：15 滋L 5 M NaCl，1 滋L 5 mg/ml糖

原，8 滋L 20 mg/mL PK，181 滋L TE。

组织均质器购自美国 PRO Scientific公司；RT-qPCR仪购

自 Applied Biosystems公司；CO2恒温培养箱购自美国 Thermo

Fisher Scientific公司。

1.2 方法

1.2.1 样品的处理 对于细胞（293T、BEAS-2B、GT1-7），取

2× 107个细胞，PBS洗涤并收集细胞沉淀进行核质分离；至于

组织（小鼠心脏、肝脏、大脑），先取 30~50 mg鲜活组织进行组

织匀浆，收集沉淀并进行核质分离。

1.2.2 核质标志基因的设计

1.2.3 核质分离及蛋白提取 将细胞或组织沉淀用 150 滋L核
质分离裂解液（提蛋白需要加入 PMSF）重悬，冰上裂解 5 min、

10min，每隔 1 min颠倒混匀。在 4℃，13.3 K r/min，离心 10 min，

取 120 滋L上清为细胞质样品，沉淀为细胞核。对于核蛋白，将
核用 PBS洗三次。随后加入 150 滋L强裂解液重悬至无明显絮
状沉淀，冰上静置 30 min。4℃，13.3Kr/min，离心 10 min取 120滋L
上清作为细胞核样品。

1.2.4 核质分离后 DNA抽提 使用 PK mix法[15]抽提 DNA并

溶于无菌水中，-20℃保存。

1.2.5 核质分离后 RNA抽提 使用 Trizol法[16]抽提 RNA并

溶于 DEPC水中，-80℃保存。

1.2.6 RT-qPCR RNA用 DNA消化试剂盒纯化后用 RNA

逆转录试剂盒进行 cDNA合成。RT-qPCR反应体系为 20 滋L，
其中 2× Superpre Mix 10 滋L，ROX dyeⅡ0.4 滋L，上下游混合
引物（2 滋mol/L）3 滋L，模板 2 滋L，DEPC水 4.6 滋L。使用 ABI

7500 Real Time PCR System定量检测，反应条件：95℃ 2 min；

95℃ 15s，62℃ 32s，62℃采集信号，进行 40个循环。

1.2.7 Western blot 取 10 滋L 蛋白点样；80V，30 min，后

120V，90 min 进行电泳；280 mA，1.5h 进行转膜（湿转）；将

PVDF膜用 5％脱脂奶粉室温封闭 1 h；按 1:1000的比例稀释

一抗，4℃过夜孵育；TBST洗涤 3次，15 min/次；按 1:1000的

比例稀释二抗，室温孵育 1.5 h；TBST洗涤 3次，15 min/次，

ECL法显色；用 Bio-Rad凝胶成像分析仪拍照。

1.3 统计学分析

所有实验数据采用 GraphPad Prism 6.0进行作图，所有数
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图 1核质分离优化历程

Fig.1 Optimization of nuclear cytoplasmic separation

据采用 mean ± SD表示，并用 t检验进行统计学分析，用 ***

表示 P<0.001，用 **表示 P<0.01, *表示 P<0.05。

2 结果

2.1 从 DNA水平质控核质分离方案的摸索

使用 m RIPA进行核质分离，m RIPA处理细胞核质控结

果见图 1a。核质分离裂解 5 min，质基因 ND1在核质之间具有

显著差异，但核基因 GAPDH在细胞核中的含量相比其在细胞

质没有显著性差异。

使用 m RIPA进行核质分离，h RIPA处理细胞核的核质分

离质控结果见图 1b。核基因 GAPDH在细胞核中的含量明显比

其在细胞质中的含量高，质基因在核质之间也有较为明显的差

异；说明 h RIPA更有利于裂解细胞核。

m RIPA裂解不同时间对核质分离的影响见图 1c。1 min、

5 min、10 min、15 min这四个时间点的 GAPDH在细胞质中的

比例相差不大；此外，该裂解液进行核质分离后，细胞质中核基

因 GAPDH的含量较高（~10 %），尝试使用另一种强度较低的

裂解液。

L1 lysate进行核质分离，h RIPA裂解细胞核（离心时间为

10 min）质控结果见图 1d。GAPDH、ND1在核组质组中都有明

显差异，说明 L1裂解液也能实现核质分离。

L1 lysate和 L2 lysate的比较结果（离心时间为 10 min）见

图 1e。两种裂解液进行核质分离时，GAPDH、ND1在细胞核及

细胞质中的含量并未有显著差异。说明这两种裂解液进行核质

分离的效果并没有太大差别。但 L2裂解液配制方法更为简单，

所以，在后续实验中，使用 L2裂解液进行核质分离。

L2裂解液裂解不同时间对核质分离的影响见图 1f。离心

5 min时，随着裂解时间的延长，细胞质中核基因所占的比例越

来越高。至于裂解时间，由于核质分离时需要用核质分离裂解

液将沉淀的细胞团块吹打均匀，这一步骤本身需要一定的时

间，所以如果裂解时间太短；而裂解时间太长又会导致细胞质

中核基因的含量增加，最终决定选择核质分离的时间为 5 min。

所以，后续实验选择 L2裂解液裂解 5 min，离心 5 min进行核

质分离。
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图 3新建立的核质分离质控方法在两种细胞中的应用

Fig.3 Newly established method for quality control of nuclear cytoplasmic separation in two kinds of cells

图 2从 RNA及蛋白水平进行核质分离的质控

Fig.2 Quality control of nuclear cytoplasmic separation from RNA and

protein levels

Note: N in the figure b refers to the nucleus, C in the figure b refers to the

cytoplasm.

2.2 DNA水平质控核质分离方案的验证

从 RNA水平质控核质分离结果（图 2a）可以看出：核基因

及质基因在核质之间都有明显差异，这与从 DNA水平鉴定核

质分离所得结果一致。Western Blot分析结果显示核标志蛋白

La min A/C（74 KDa和 63 KDa）主要分布于细胞核中，而质标

志蛋白 GAPDH（37 KDa）主要分布于细胞质中。这与先前从

DNA水平及 RNA水平上检测的结果一致。综上可知，该核质

分离质控方法与 RNA水平及蛋白水平鉴定结果相一致，说明

所建立的核质分离质控方法可行。

2.3 新建立的核质分离质控方法在其他种类细胞及组织中的

应用

由图 3可见，在 BEAS-2B及 GT1-7细胞中，单拷贝基因

GAPDH在核质间有明显差异，尽管多拷贝基因（ND及 U6）在

核质之间的差异没有其在 293T 细胞中明显，但在 DNA 及

RNA水平上，核、质标志基因在核质间仍然有明显差异。图 4

结果表明小鼠组织经过核质分离之后，在 DNA及 RNA水平

上，核、质标志基因在核质间都存在明显差异。综上所述，新建

立的核质分离质控方法同样适用于其他种类的细胞及组织。

3 讨论

细胞所处的时期与其分裂状态密切相关[17]，若细胞处于分

裂期，核仁核膜消失[18]，此时无法较好地对核质进行分离，这也

是核质分离时，核质不能彻底分开的一个重要原因[9，19]。所以，

本研究在进行核质分离时，细胞生长到 90 %以上，此时由于细

胞间的接触抑制[20]，绝大多数细胞停留在分裂间期，核膜完整

存在[21]，核质分离时能够取得较好的结果。

在从 DNA水平鉴定核质分离效果过程中，可以看出：当使

用中等强度的裂解液（m RIPA）进行核质分离时，经常会出现

核基因在细胞质中含量较高的现象，而当使用弱裂解液（L1和
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图 4新建立的核质分离质控方法在三种小鼠组织中的应用

Fig.4 Application of newly established nuclear cytoplasmic separation quality control method in three mouse tissues

L2 lysate）进行核质分离时，质基因在细胞核中的含量较高，这

也是由两种裂解液自身属性决定的[22]，所以，为了在研究核质

分离裂解液裂解不同时间对核质分离的影响实验中争取更长

的时间间隔，最终采用弱裂解液进行核质分离。

在研究核质分离裂解液裂解不同时间对核质分离的影响

时，本研究选择了单拷贝的 GAPDH 基因 [23]而不是多拷贝的

ND1基因，这是由于存在于细胞中的 ND1含量和细胞状态密

切相关，即细胞状态的微小差异就可能会对细胞中 ND1含量

造成很大的影响[24]；也正是由于 ND1基因拷贝数的不稳定，进

行 RT-qPCR时其在两种组分之间的微小偏差会被放大，从而

对结果造成非常不利的影响[25]。本研究结果显示，单拷贝基因

（GAPDH）在核质间都能表现出非常显著的差异，而多拷贝基

因 U6，ND往往不如单拷贝基因 GAPDH效果好，这也是由拷

贝数决定的[3，26]。

SDS是一种强去污剂，其非极性基团能够破坏蛋白质分子

的次级键，使蛋白变性[27]，因而能够使细胞膜及核膜破裂，故而

常用于进行细胞的裂解[28]。Triton X-100是一种非离子型表面

活性剂，其对疏水性物质有很强的亲和力，能结合并溶解磷

脂 [29]，常被用来破裂细胞膜，但其破裂生物膜结构的效果较

弱 [30]，本文中核质分离裂解液进行裂解后，这些小分子物质在

离心时，仍会发挥一定的裂解作用，继续破坏细胞核的膜结构，

从而影响核质分离结果，所以，离心时间太长可能会导致不同

裂解时间组鉴定出的核质分离结果没有明显差别，而离心时间

太短，可能会造成细胞核未能完全沉降，从而导致细胞核、细胞

质成分无法充分分离[31]。

本研究所建立的核质分离鉴定方法与常见的从 RNA及蛋

白水平进行鉴定的方法相比较有如下优势：操作简单；核质分

离后无需进行逆转录或是用时较长的 western blot也能完成对
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核质分离的鉴定；对超声仪器依赖性较低；此外，该鉴定方法在

其他种类的细胞及组织中也具有普遍性。这为之后研究生物大

分子的亚细胞定位提供了便利。
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