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　 　 【摘要】 　 目的　 为模式小鼠基因型批量鉴定工作建立高效的 ＤＮＡ 提取方法。 方法　 以鼠尾组织为实

验材料，采用碱煮简化法、碱煮常规法、蛋白酶 Ｋ 裂解法和 ＤＮＡ 提取试剂盒 ４ 种方法提取模式小鼠 ＤＮＡ，测
定 ＤＮＡ 模板纯度、浓度，评价凝胶电泳图的优劣，并比较 ４ 种方法所耗时长及实验成本。 结果　 蛋白酶 Ｋ 裂

解法提取的 ＤＮＡ 浓度最高，碱煮简化法和常规法次之；试剂盒处理所得的 ＤＮＡ 纯度较高，碱煮简化法次之。
４ 种方法处理所得的 ＤＮＡ 模板通过聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增、凝胶电泳后均可得到

清晰的 ＤＮＡ 目的条带。 此外，碱煮简化法提取的 ＤＮＡ 模板在－２０ ℃ 保存 １ 个月后仍可用于基因鉴定，且耗

时最少、成本最低。 结论　 模式小鼠批量鉴定基因型时，碱煮简化法是目前最简便、最快捷、最经济的 ＤＮＡ 模

板提取方法。
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　 　 随着基因工程技术的不断发展和完善，越来

越多的模式小鼠在生命科学领域中受到众多科

研人员的青睐，在人类疾病致病分子机制及临床

研究中发挥着重要的作用。 模式小鼠在繁殖过

程中，需要不断对其子代进行基因型鉴定，因而

建立快速、稳定、准确、经济的基因型鉴定方法具

有非常重要的实际应用价值。 在 ＣＮＫＩ 中国知网

学术文献总库上以“基因鉴定、小鼠”为关键词搜

索 ２０２３ 年 ２ 月至 ２０２４ 年 １ 月间已在刊物上发表

的模式小鼠鉴定方法，共有 ６ 篇文献采用 ＤＮＡ 提

取试剂盒［１－６］、４ 篇采用蛋白酶 Ｋ 裂解法［７－１０］、１
篇采用碱煮常规法［１１］。 这表明曾经广泛使用的

ＤＮＡ 提取法苯酚－氯仿法［１２－１３］ （氯仿有神经毒

性）已被淘汰。 然而，目前使用最多的商业试剂

盒成本昂贵，耗时费力，为了快速、经济地进行模

式小鼠的基因型鉴定，本研究针对碱煮简化法、
碱煮常规法、蛋白酶 Ｋ 裂解法和 ＤＮＡ 提取试剂

盒法 ４ 种不同方法进行比较，检测所提取 ＤＮＡ 模

板的纯度、浓度，评价凝胶电泳图的优劣，对比 ４
种方法所耗时长及实验成本，以期为模式小鼠基

因型鉴定建立一个稳定、快速、经济的提取技术。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
　 　 本研究选用了 ３２ 只 ４ 周 ＳＰＦ 级雄性 ＭＣ４Ｒ⁃
ｌｏｘｐ 小鼠，体重 １３ ～ １６ ｇ，为基因鉴定实验对象。
ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠最初购买于美国 ＪＡＣＫＳＯＮ 实验

室，在华中科技大学同济医学院 ＳＰＦ 级屏障系统

动物实验室［ＳＣＸＫ（鄂）２０２１－０００９］进行繁殖和

扩增［ＳＹＸＫ（鄂）２０２１－００５７］。 该屏障系统的洁

净度为 ７ 级标准，控制温度在（２４±２）℃之间，相
对湿度在（５０ ± １０）％之间，换气次数每小时 １５
次，１２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／暗循环，动物自由进食水。 本实

验在华中科技大学实验动物伦理委员会监督下

进行， 确 认 符 合 动 物 伦 理 学 要 求 （ ＩＡＣＵＣ⁃
２０２３３８７７）和实验动物保护的相关规定。 在实验

中，动物繁殖饲养及实验过程均按照实验动物使

用的 ３Ｒ 原则给予了人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 ＮａＯＨ （天津市天为化学试剂有限公司，
Ｆ２０１１１０２０）；ＥＤＴＡ（国药集团化学试剂有限公

司，２０２３０８１７）；琼脂糖（西班牙 Ｈｉｓｐａｎａｇａｒ 公司，
２１２４１５）；ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（北京天根生化科技有限公

司，Ｙ１６２６、Ｙ１７２１）；２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ（北京天

根生化科技有限公司，０１０３１、１７７２３）；核酸染料

（北京天根生化科技有限公司，Ｘ１０３１）；组织基因

ＤＮＡ 提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司，
Ｙ２１１３）；蛋白酶 Ｋ（美国 ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司，１００１２），其他试剂均为分析纯国产试剂。
引物（ＨＧ２４０ １１１０００８）由武汉英骏科技有限公司

合成。
高压灭菌锅（日本 Ｈｉｒａｙａｍａ 公司，ＨＶＥ⁃５０）；

迷你金属恒温加热器（杭州米欧仪器有限公司，
ＭＩＮＩＢ⁃１００Ｉ）；高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｅｎｄｏｒｆ 公
司，５４２４Ｒ）；微量分光光度计（德国 Ｉｍｐｌｅｎ 公司，
Ｐ⁃３６０⁃ＤＥＭＯ）； ＰＣＲ 仪 （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司，
Ｔ１００ＴＭ ）； 电 泳 仪 （ 美 国 Ｅ⁃Ｃ Ａｐｐａｒａｔｕｓ 公 司，
ＥＣ２５０⁃９０）；琼脂糖水平电泳槽（北京六一仪器

厂，ＤＹＣＰ⁃３１ＣＮ）；凝胶成像仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司，ＧｅｌＤｏｃ ＸＲ＋）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样本制备

　 　 准备手术剪、 酒精棉球、 消毒干棉球及

１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管。 剪取 ２～ ４ ｍｍ 左右鼠尾，置于 ＥＰ
管中。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＤＮＡ 提取

　 　 （１）碱煮简化法

向有鼠尾的 ＥＰ 管中加入 １８０ μＬ ＮａＯＨ 溶液

（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），９５ ℃孵浴 ９０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 常

温离心 １０ ｍｉｎ，上清即为 ＤＮＡ 模板。
（２）碱煮常规法

按如下比例配置 ＤＮＡ 裂解液：ＥＤＴＡ （０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ） ∶ ＮａＯＨ（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）＝ １ ∶ ４５０ 取装有鼠

尾的印管，向每个鼠尾样本 ＥＰ 管中加入 １８０ μＬ
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ＤＮＡ 裂解液，９５ ℃孵浴 ９０ ｍｉｎ，加入 ２０ μＬ Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ（１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ＝ ８􀆰 ０）混匀最后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 常

温离心 １０ ｍｉｎ，上清即为 ＤＮＡ 模板。
（３）蛋白酶 Ｋ 裂解法

按照下列配方配置裂解液：硫酸铵 ０􀆰 １１０ ｇ、
氯 化 镁 ０􀆰 ０３２ ｇ、 Ｔｒｉｓ ０􀆰 ４０６ ｇ、 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
２􀆰 ５ ｍＬ，双蒸水定容至 ５００ ｍＬ，高压灭菌后待用，
临 用 前 将 裂 解 液 与 β － 硫 基 乙 醇 （ β⁃
ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ，β⁃ＭＥ）按 １００ ∶ １ 配制成混合液，
向有鼠尾的 Ｅｐ 管中加入 １８０ μＬ 混合液，９５ ℃反

应 １０ ｍｉｎ，离心并冷却至室温，每管加入 １０ μＬ 蛋

白酶 Ｋ（１０ ｍｇ ／ ｍＬ），５５ ℃ 孵育 １２ ｈ 最后样本

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清即为 ＤＮＡ 模板。
（４）ＤＮＡ 提取试剂盒法

使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒，依据说明书（版本号： ＤＰ２１０８３１）进
行操作。 最后取 ５０ μＬ 洗脱缓冲液（ＤＮＡ 模板）
置于 ４ ℃备用，长期保存放于 －２０ ℃冷冻。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＤＮＡ 质量和浓度测定

　 　 利用微量分光光度计，取 １ μＬ 按照各种方

法提取的 ＤＮＡ 模板，在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 测定其

吸光度值，仪器自动计算 ２６０ ｎｍ ／ ２８０ ｎｍ 的吸光

度比值和 ＤＮＡ 浓度。 吸光度（Ａ２６０ ／ Ａ２８０）的比

值在 １􀆰 ８～２􀆰 ０ 的范围内表示所获得的 ＤＮＡ 较为

纯净，而低于 １􀆰 ０ 则说明有蛋白质污染［１４－１５］。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增及琼脂糖凝胶电泳检测

　 　 以上 ４ 种方法提取的总 ＤＮＡ，通过 ＰＣＲ 反应

进行基因扩增。 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠的上游引物为

ＧＡＣＡ ＴＧＡＡＡＧＡＡＡＡＡＣＡＧＡＣＡＣＣ，下游引物为

ＧＡＧＴＣ ＴＣＧＧＧＣＡＡＴＧＡＡＣＣ（５’⁃３’）。 ＰＣＲ 扩增

反应体系总体积为 １０ μＬ。 ＰＣＲ 反应前体系组

成：Ｍｉｘ ５ μＬ，上下游引物各 ０􀆰 ３ μＬ，无酶水补足

９􀆰 ５ μＬ。 按样本数 Ｎ＋１ 配制 ＰＣＲ 反应前体系，
并在漩涡振荡器上混匀，微型离心机离心 １ ｍｉｎ。
取 ９􀆰 ５ μＬ 反应前体系混合物，加入 ＤＮＡ 模板 ０􀆰 ５
μＬ，进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应程序如下：９５ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ，６５ ℃退火 ３０ ｓ（每个

循环降温 ０􀆰 ５ ℃），７２ ℃ 延伸 ４０ ｓ，４０ 个循环；
７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，１２ ℃ 保存。 扩增反应结束后，
ＰＣＲ 产物放置于 ４ ℃冷藏。

取 ７ μＬ 扩增产物，进行 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶

（１５０ Ｖ，３５ ｍｉｎ）电泳，在凝胶成像系统中观察电

泳结果。 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠的基因型目的条带为

５００ ｂｐ（突变型）和 ４１１ ｂｐ（野生型）。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 检测结果用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＮＡ 模板的质量与浓度　
　 　 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠尾分别按照 ４ 种方法处理

所得上清液即为 ＤＮＡ 模板。 取 １ μＬ 模板，使用

微量分光光度计检测模板的 ＤＮＡ 浓度和纯度，
结果见表 １。 表中可见 ＤＮＡ 提取试剂盒法处理

的 ＤＮＡ 模板最纯净，其次是碱煮简化法。 而碱

煮常规法和蛋白酶 Ｋ 裂解法处理的 ＤＮＡ 模板

吸光度 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值均在 １􀆰 ３０ 左右，表明这

两种方法提取的 ＤＮＡ 模板含杂质较多，残留了

部分蛋白质。 此外，在总 ＤＮＡ 得率方面，蛋白酶

Ｋ 裂解法最优，最高可达到 ２８０５ μｇ ／ ｍＬ，平均得

率为（１７０３􀆰 ８８± ６１６􀆰 ００） μｇ ／ ｍＬ，几乎是试剂盒

法处理模板（４３􀆰 ９１±１５􀆰 ６４） μｇ ／ ｍＬ 的 ３９ 倍；其
次为碱煮简化法和碱煮常规法。
２􀆰 ２　 琼脂糖凝胶电泳结果

　 　 ＭＣ４Ｒ⁃ｌｏｘｐ 小鼠的鼠尾经 ４ 种方法处理后所

得 ＤＮＡ 模板在 ＰＣＲ 扩增和凝胶电泳后结果见图

１。 图中可见 ４ 种方法处理的 ＤＮＡ 模板 ＰＣＲ 扩增

后均可得到清晰的 ＤＮＡ 目的条带，能够达到筛选

转基因阳性鼠的实验目的。
２􀆰 ３　 提取方法耗时及费用比较　
　 　 配制完所有试剂后，按照 ４ 种方法提取 ８ 个

样本 ＤＮＡ 模板的时间依次为 １􀆰 ６５、１􀆰 ９８、１３􀆰 ５ 和

１２􀆰 ５ ｈ。 在试剂消耗上， 碱煮简化法只需用

ＮａＯＨ，碱煮常规法除 ＮａＯＨ 外，还需消耗 ＥＤＴＡ
和 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ；蛋白酶 Ｋ 裂解法中需使用 Ｔｒｉｓ、Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００、β⁃ＭＥ 和蛋白酶 Ｋ 等。 从实验成本上看费

用从低到高依次是：碱煮简化法、常规法、蛋白酶

Ｋ 裂解法和 ＤＮＡ 提取试剂盒法。
２􀆰 ４　 碱煮简化法 ＤＮＡ 模板保存时间　
　 　 碱煮简化法处理后所得的 ＤＮＡ 模板采用常

规－２０ ℃保存 １０ ｄ、２０ ｄ 和 ３０ ｄ 后重复 ＰＣＲ 扩

增、凝胶电泳，依然能够呈现清晰的目的条带（见
图 ２），说明该法所提取的 ＤＮＡ 模板保存 ３０ ｄ 后

依然可用于基因型分析。
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表 １　 各组提取的 ＤＮＡ 模板结果比较（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ（􀭰ｘ±ｓ）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

项目
Ｉｔｅｍ

小鼠编号 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

平均值
Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ

碱煮简化法
Ａｌｋａｌｉｎｅ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ６７ １􀆰 ５９ １􀆰 ７３ １􀆰 ７０ １􀆰 ６３ １􀆰 ６５ １􀆰 ６６ １􀆰 ７６ １􀆰 ６７±０． ０５

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４６８ ５２７ ４６３ ４６８ ２８１ ４１４ ４２１ ３８９ ４２８􀆰 ８８±７３． ２９

碱煮常规法
Ａｌｋａｌｉｎｅ ｒｏｕｔｉｎｅ

ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ２７ １􀆰 ３７ １􀆰 ３８ １􀆰 ２８ １􀆰 ３１ １􀆰 ２８ １􀆰 ３３ １􀆰 ３０ １􀆰 ３１±０． ０４

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４５１ ３０６ ５００ ４４４ ４２７ ３０８ ２７３ ５１６ ４０３􀆰 １３±９４． １７

蛋白酶 Ｋ 裂解法
Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｋ ｃｌｅａｖａｇｅ

ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ３２ １􀆰 ２１ １􀆰 １８ １􀆰 ２６ １􀆰 ３６ １􀆰 ２９ １􀆰 ３１ １􀆰 ４９ １􀆰 ３０±０． １０

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ １２５６ ２３５５ ２０４４ １３８２ ２８０５ １２２７ １１９５ １３６７　 １７０３􀆰 ８８±６１６． ００

ＤＮＡ 提取试剂盒法
ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｋｉｔ ｇｒｏｕｐ

吸光度比值
ＯＤ ｒａｔｉｏ １􀆰 ７９ １􀆰 ８５ １􀆰 ９５ １􀆰 ７８ １􀆰 ９ １􀆰 ９６ ２􀆰 ０７ ２􀆰 １１ １􀆰 ９３±０􀆰 １２

ＤＮＡ 浓度 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ５１􀆰 ００ ４４􀆰 ４０ ６０􀆰 ４０ ６４􀆰 ９０ ３７􀆰 ９０ １８􀆰 ４０ ２７􀆰 ９０ ４６􀆰 ４０ ４３􀆰 ９１±１５􀆰 ６４

注：Ａ：碱煮简化组；Ｂ：碱煮常规组；Ｃ：蛋白酶 Ｋ 裂解组；Ｄ：ＤＮＡ 提取试剂盒组；１～８：小鼠编号。

图 １　 ４ 种不同提取方法所得 ＤＮＡ 模板的琼脂糖凝胶电泳检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｌｋａｌｉ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ａｌｋａｌｉｎｅ ｒｏｕｔｉｎｅ ｇｒｏｕｐ． Ｃ， Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｋ ｃｌｅａｖａｇｅ ｇｒｏｕｐ． Ｄ， ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ ｇｒｏｕｐ． １～８， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｍｏｄｅｌ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ４ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

注：Ａ：１０ ｄ；Ｂ：２０ ｄ；Ｃ：３０ ｄ；１～８：小鼠编号。

图 ２　 碱煮简化法所得 ＤＮＡ 模板不同保存时间的琼脂糖凝胶电泳检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， １０ ｄ． Ｂ， ２０ ｄ． Ｃ， ３０ ｄ． １～８， Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｍｏｄｅｌ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ａｌｋａｌｉ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ
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３　 讨论

　 　 人类探索生命特征往往需要大量的基因小

鼠，如刘畅等［１６］曾经使用了 ６９ 只 ＰＶ⁃ｃｒｅ 小鼠才

完成了小白蛋白阳性抑制性神经元作用机制研

究，ＬＩＵ 等［１７］ 用了 ８０ 余只 ＳＡＲＭ１ＧＦＡＰ ⁃ＣＫＯ 双基

因小鼠才完成 ＳＡＲＭ１ 通过 ＮＦ⁃κＢ 信号促进神经

炎症并抑制脊髓损伤后的神经再生研究。 因此

在基因小鼠的繁育过程中常常必须进行大量模

式小鼠基因型鉴定工作。 故建立稳定、可靠、快
捷、经济的鉴定方法可有效提高模式小鼠基因型

鉴定工作效率、降低实验成本。
从表 １ 中可以看出，ＤＮＡ 提取试剂盒法处理

所得的 ＤＮＡ 模板纯度最好，且凝胶电泳后无杂带

干扰，鉴定结果可靠。 这主要是因为 ＤＮＡ 提取试

剂盒法中吸附柱可以吸附部分杂质，且漂洗液中

乙醇也可除去部分杂质。 但该法操作复杂、耗时

长，且漂洗后模板中 ＤＮＡ 浓度非常低。 故有时条

带较弱，甚至无条带出现。 蛋白酶 Ｋ 裂解法处理

所得的模板中 ＤＮＡ 浓度最高，凝胶电泳后所有的

样本基本都有目的条带出现，可有效鉴定出模式

小鼠的基因型，但该法不仅操作复杂、耗时长，而
且使用的无色挥发性液体 β－硫基乙醇具有较强

烈的刺激性气味，需要在通风橱中进行操作，噪
声较大。 碱煮常规法中的 ＥＤＴＡ 是一种重要的螯

合剂，可在一定程度上除去部分杂质，其 ＤＮＡ 模

板凝胶电泳结果与碱煮简化法基本相同。
综合比较 ４ 种基因鉴定方法的效果、效率及

成本后发现碱煮简化法有以下优点：（１）操作步

骤精简，污染少：碱煮简化法只需消化、离心，２ 步

即可完成 ＤＮＡ 提取，操作非常简便快捷，无毒无

味，减少了样本间的交叉污染。 （２）实验周期短，
效率高：碱煮简化法处理时间不足 ２ ｈ，当天即可

快速筛选出基因型结果，便于模式小鼠后续研究

工作的开展。 （３）成本低廉，效果好：碱煮简化法

只使用了最便宜的 ＮａＯＨ，样本处理成本几近于

０，且在凝胶中可电泳出清晰的目的条带，能够满

足模式小鼠基因型鉴定工作。
当然碱煮简化法也有缺陷。 在模式小鼠的

鉴定工作中发现当目的条带在 ８００ ｂｐ 以上时，碱
煮简化法提取的模板无 ８００ ｂｐ 以上的条带，如
Ｎｉｘ⁃ｋｏ 小鼠，其目的条带为 ８７０ ｂｐ（突变型）和

３６８ ｂｐ（野生型），碱煮简化法提取的 ＤＮＡ 模板均

只有 ３６８ ｂｐ 的条带。 故碱煮简化法多用于目的

条带在 ５００ ｂｐ 以下的小鼠基因型鉴定工作。 在

美国 ＪＡＸ 公司的模式小鼠供货单上适用于心血

管研究、可用 ＰＣＲ 程序鉴定出基因型的前 ５０ 种

中共有 ４２ 种目的条带在 ４００ ｂｐ 以下，故绝大多

数模式小鼠的基因鉴定均可使用碱煮简化法提

取 ＤＮＡ。
综上所述，碱煮简化法所得 ＤＮＡ 模板在

－２０ ℃冷冻保存 １ 个月后仍可用于基因鉴定，且
费用低廉，耗时较少，电泳条带较清晰，是目前最

简便、最快捷、最经济的 ＤＮＡ 提取方法。
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