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摘 要:目的 探索在生物化学实验教学中动物组织核酸的提取方法。方法 经过反复实践后,随机挑选两组学生(酚

提取组27例,三氯醋酸提取组28例),分别以酚提取法和三氯醋酸提取法提取猪肝中的核酸,分别进行水解和鉴定核酸

的各种成分(磷酸、嘌呤碱、核糖和脱氧核糖),对比分析各种成分鉴定的阳性率。结果 核酸四种成分定性鉴定,两组间

磷酸、核糖和脱氧核糖对比差异无统计学意义(P>0.05),三氯醋酸提取组的嘌呤碱明显优于酚提取组(P<0.001)。

结论 三氯醋酸提取法提取动物组织中核酸,实验试剂更加安全,步骤简单,对实验设备要求不高,实验效果明显。
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  核酸是以核苷酸为基本单位的生物信息大分子,
核苷酸由碱基(嘌呤和嘧啶)、戊糖(核糖和脱氧核糖)
和磷酸三种成分连接而成,广泛分布于所有动物细胞

内[1]。核酸既是生物大分子结构与功能的有机组成部

分,也是基因信息传递与表达部分的学习基础,跟分子

生物学联系密切[2]。动物组织中核酸的提取、水解与

鉴定是生物化学课程中生物大分子结构与功能基础章

节中的一个综合性实验,也是培养学生动手能力、可操

作性很强的一个实验。实践课程着重培养学生发现问

题、解决问题的能力,同时在实践中深化基础知识的理

解并激发学生的创造力[3]。长期以来,我们都对各专

业各层次的学生开设这个实验。由于用酚提取法进行

操作存在一定的缺陷,自2014学年第二学期起,经过

反复实践,我们认为三氯醋酸提取法所用实验试剂具

有更加安全、费用更低、对实验设备和操作要求不高、
实验阳性率较高等优点,更适合在课堂上开展。

1 对象与方法

1.1 对象 授课对象为右江民族医学院2014级55
名医学影像专业本科四年制二年级学生,将其分为酚

提取组(n=27)和三氯醋酸提取组(n=28);酚提取

组学生采用酚提取法提取核酸,三氯醋酸提取组学生

采用三氯醋酸提取法提取核酸。

1.2 方法

1.2.1 实验材料 取新鲜猪肝称重,剪成碎末,以
肝∶蒸馏水=1∶2的比例制肝匀浆。试剂:90%苯

酚、乙醚、95%乙醇、2%三氯醋酸、10%氯化钠、5%硫

酸、钼酸试剂(由钼酸铵、硫酸等配制)、氨基萘酚磺酸

钠溶液(由1,2,4-氨基萘酚磺酸钠、亚硫酸氢钠和亚硫

酸钠等配制)、饱和苦味酸溶液、Bial试剂(由3,5-二羟

甲苯、盐酸和氯化铁等配制)、二苯胺试剂(由二苯胺、

冰乙酸和硫酸等配制),以上试剂均用国产分析纯。仪

器:15mm×100mm 试管(外径15mm,长度100
mm)、滴管、玻棒、沸水浴锅、组织匀浆器、低速台式离

心机。

1.2.2 实验过程

1.2.2.1 酚提取法 取试管1支,分别加入肝匀浆和

90%苯酚各4ml,用滴管抽吸充分混匀(2min),离心

(3000r/min,下同)5min。取上层液转移至另一试管

中,加入2ml乙醚,用塞子堵住管口振摇1~2min,离
心3min,弃上层液。沉淀加95%乙醇2ml,振摇2
min,离心3min,沉淀物为核酸。水解方法:取沉淀物

加入5%硫酸4ml,摇匀,在沸水浴中加热15min,得
核酸水解液,水浴冷却。

1.2.2.2 三氯醋酸提取法 取试管1支,分别加入肝

匀浆和2%三氯醋酸各4ml,用塞子堵住管口充分混

匀(2min),离心(3000r/min,下同)5min。将离心后

的上层液倾去。于沉淀中再加入10%NaCL溶液4
ml,搅匀后置沸水浴中8min,并用玻棒不断搅拌,取
出;冷却后再离心5min,将上层液倾入另一试管中。
取等量95%的乙醇,逐滴加入到上层液中,即可见白

色沉淀逐渐出现,静置5min后,离心5min,将上层液

倾去,所得白色沉淀即为核酸钠。水解方法同上。

1.2.3 核酸四种成分的鉴定方法[4]

1.2.3.1 试剂选择及其用量 在对照管和测定管中

分别先加入相应剂量的5%硫酸和核酸水解液。因为

已证实5%硫酸与饱和苦味酸不发生(包括颜色和性

状的改变)反应,所以嘌呤碱可不设对照管。根据文

献[4]鉴定核酸四种成分的方法,在试管中加入相应量

试剂,见表1。
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表1 鉴定核酸四种成分所用试剂及其用量

加入试剂
磷酸

对照管 测定管

核糖

对照管 测定管

脱氧核糖

对照管 测定管

嘌呤碱

测定管

核酸水解液(滴) - 10 - 6 - 20 4~6

5%硫酸(滴) 10 - 6 - 20 - -
钼酸试剂(滴) 5 5 - - - - -
氨基萘酚磺酸钠(滴) 4 4 - - - - -
Bial试剂(滴) - - 9 9 - - -
二苯胺试剂(滴) - - - - 40 40 -
饱和苦味酸(ml) - - - - - - 2

1.2.3.2 核酸四种成分阳性判定标准[4] 将各管按

1.2.3.1方法加入的试剂混匀后,对磷酸和核糖的对

照管和测定管分别置100℃水浴加热5~10min,脱氧

核糖加热15min,嘌呤碱测定管室温静置5~10min。
磷酸与钼酸试剂和氨基萘酚磺酸钠加热反应生成蓝色

的钼蓝,测定管可见蓝色为阳性(见图1a);嘌呤碱与

苦味酸作用生成针状结晶,测定管有针状结晶出现为

阳性(见图1b);核糖与强酸共热生成糠醛,后者与苔

黑酚(地衣酚,3,5-二羟甲苯)反应,缩合为绿色化合

物,测定管可见绿色为阳性(见图1c);脱氧核糖与强酸

共热脱水生成ω-羟基-γ-酮基戊醛,该化合物与二苯胺

反应生成蓝色化合物,测定管可见蓝色为阳性(见图

1d)。

图1 核酸四种成分的鉴定标准

注:a为磷酸的鉴定;b为嘌呤碱的鉴定;c为核糖的鉴定;d为脱氧核糖的鉴定

1.2.4 统计学方法 使用SPSS20.0统计软件进行

两组计数资料χ2 检验,P <0.05为差异具有统计学

意义。

2 结果

酚提取组和三氯醋酸提取组学生分别采用酚提取

法和三氯醋酸提取法提取核酸后,对所得提取物均进

行阳性鉴定,结果显示:磷酸、核糖和脱氧核糖的鉴定

阳性率相对较高(>60%),两组差异无统计学意义。
而嘌呤碱的鉴定,与酚提取组比较,三氯醋酸提取组阳

性率明显升高,差异有统计学意义。见表2。

3 讨论

两种方法比较,酚提取法主要存在的缺点是:酚类

物质具有高度腐蚀性,易引起严重的烧伤,故在涉及酚

的所有实验操作中实验者往往须采取一定的防护措

施;并且实验使用的酚为商品酚,易被氧化产生酚的氧

表2 两组学生提取的核酸四种成分鉴定

的阳性结果对比 (n,%)

组别 n 磷酸 嘌呤碱 核糖 脱氧核糖

酚提取法 27 24(88.89) 5(18.52) 22(81.48) 18(66.67)
三氯醋酸提取法 28 26(92.86)24(85.71)a 22(78.57) 17(60.71)

 注:与酚提取法比较,a:P<0.001

化物如醌、二酸等,可破坏核酸的二酯键,并引起DNA
链的交联[5]。乙醚是无色透明易燃液体,极易挥发出

刺激性气味,长期接触乙醚有一定的危害,可以对中枢

神经系统、肝脏等许多器官有危害作用。而三氯醋酸

提取法是以三氯醋酸和氯化钠等替代,就不存在上述

试剂危害作用,这对学生、实验课带教教师和实验准备

人员都非常有益。
针对学生课堂教学实验,要取得良好的实验效果,
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在提取过程中必须注意各操作环节的技巧。制备匀浆

时务必使肝细胞充分粉碎均匀;离心后要保持离心管

内液体的稳定,弃留上层液时都要尽量一次性完成;在
使用95%乙醇沉淀核酸的操作时,要注意逐滴缓慢加

入,同时轻缓摇动试管,等全部加入后,可倾斜试管沿

同一方向旋转以增加两种液体的接触面,这样可使核

酸析出效果更好;水解液(5%硫酸)的用量可适当减

少,使核酸浓度相应增加,可提高鉴定阳性率;观察结

果应取对照管和测定管一起在白色背景下进行对比观

察;实验结束后,应尽快清洗实验器材,以保证下一个

班组学生实验能够顺利完成。为进一步提高实验教学

效果,我们积极开展实验形式改革,如安排学生参与实

验准备,提高学生自主学习能力[6]。表2鉴定结果显

示,对比两种方法提取到的磷酸、核糖和脱氧核糖差异

无统计学意义,而对比嘌呤碱阳性率,三氯醋酸提取法

明显高于酚提取法。图1鉴定结果显示,学生能够观

察到黄色透明的饱和苦味酸溶液中亮晶晶的针状结

晶,测定管核糖的鉴定阳性可呈现漂亮的绿色,磷酸和

脱氧核糖鉴定阳性可呈现深浅不一的蓝色,三氯醋酸

提取法增加实验的直观性和美感,可以激发学生的实

验兴趣,让学生在实验课堂中享受快乐。

综上所述,在生物化学实验教学中,针对核酸提取

实验,建议采用三氯醋酸提取法更利于提高嘌呤碱的

阳性率,而且该实验方法所用试剂更为安全和实验现

象更为直观。
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