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Abstract
AIM: To extract mitochondrial DNA (mtDNA) 
and nuclear DNA (nDNA) simultaneously from 
the same tissues and evaluate its efficiency by 
comparative analysis.

METHODS: Both mtDNA and nDNA were ex-
tracted simultaneously from the same tissues 
using agent kit. Agarose gel electrophoresis and 
polymerase chain reaction were used to identify 
the obtained mtDNA and nDNA�.

RESULTS: mtDNA and nDNA were successful-
ly extracted from the mitochondria and nucleus 
of the same tissue, respectively. The efficiency of 
this method for extracting mtDNA and nDNA 
simultaneously from the same tissue was simi-

lar to that of the traditional method (extracting 
mtDNA and nDNA from different tissues), and 
there was a close relationship between these two 
methods.

CONCLUSION: It is timesaving and economical 
to extract mtDNA and nDNA simultaneously 
from the same tissues, which is a better way for 
DNA study.
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摘要
目的: 研究在同一组织中同时提取线粒体
DNA(mtDNA)和核DNA(nDNA)的方法的有
效性. 

方法:  同一组织中既含有m t D N A又含有
n D N A, 利用试剂盒同时提取出m t D N A和
n D N A, 用琼脂糖凝胶电泳, 聚合酶链反应
(PCR)的方法, 对所提取的mtDNA和nDNA进
检测. 

结果: 用同一组织从线粒体中得到mtDNA, 从
细胞核中得到nDNA. 与用传统方法分别提取
mtDNA和nDNA效果一样, 并且两者相关性
强, 相比较更有说服力.

结论:  同一组织中能同时提取m t D N A和
n D N A, 既节省组织又节省时间和费用, 为
DNA的研究提供了较好的实验方法.

关键词: 食管肿瘤; 鳞状细胞癌; 线粒体DNA; 核

DNA; 提取
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■背景资料
线粒体DNA是细
胞内唯一的核外
遗 传 物 质 ,  由 于
其自身特殊的结
构 特 点 ,  线 粒 体
DNA的突变率比
细 胞 核 D N A 高
10-20倍, 而且与
细胞凋亡和肿瘤
形成都有密切关
系. 近年来有关各
类因素所致线粒
体DNA数量或质
量的改变与细胞
癌变、肿瘤发生
的相关性研究已
成为热点, 随着研
究的深入要求, 纯
化线粒体DNA已
成为必要. 而在同
一组织中同时提
取线粒体和细胞
核DNA的报道国
内外未见.
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0  引言

近年来, 由于mtDNA突变和nDNA突变而引起

人类各种疾病的研究日益深入[1], 从组织中提取

mtDNA和nDNA已成为必要. 过去常用的方法

是先取组织, 从中提取mtDNA, 然后再取组织 
提取nDNA[2-5]. 这种方法虽然能得到mtNDA和

nDNA, 但是比较浪费标本, 时间较长, 该提取方

法不仅增加费用, 而且过程相对复杂. 从理论上

讲mtDNA存在核外胞质的线粒体内, 用一种细

胞裂解工作液, 将细胞壁裂解, 从而得到线粒体

和细胞核的混合液. 通过线粒体分离试剂得到

线粒体的同时得到剩余的细胞核及部分剩余的

完整细胞[6], 这样, 从线粒体中得到mtDNA, 而从

细胞核中得到nDNA. 现介绍一种新方法, 从同

一组织中同时提取mtDNA和nDNA.

1  材料和方法

1.1 材料 62例食管癌组织取自河南省安阳市肿

瘤医院2006-02-16/03-26手术切除标本, 所有病

例术前均无化疗、放疗及免疫治疗史. 其中男

36例, 女26例; 年龄在38-77岁之间. 62例标本均

在离体0.5 h内迅速取材, 分别取无坏死癌灶、

癌旁3 cm以内的癌旁组织及远端正常黏膜组织

3部分, 并分别放于冻存管置于-80℃冰箱中备

用. 剩余组织经40 g/L多聚甲醛液固定, 石蜡包

埋切片, 用于常规病理诊断及免疫组织化学染

色, 并经两位资深病理学专家诊断均为食管鳞

状细胞癌. 肿瘤组织学类型依据WHO标准分为

3级: 鳞状细胞癌Ⅰ级, 15例; 鳞状细胞癌Ⅱ级, 
25例; 鳞状细胞癌Ⅲ级, 22例. 有淋巴结转移20
例, 无淋巴结转移42例. 浸润深度: 浸润至浅层

7例(肿瘤浸润深度在黏膜层、黏膜下层或浅肌

层); 浸润至深层55例(肿瘤浸润深度在深肌层

或纤维膜). 线粒体提取试剂盒, mtDNA萃取试

剂盒购自上海杰美基因医药科技有限公司. 动
物组织基因DNA小量制备试剂盒, 由V-GENE  
BIOTECHNOLOGY  LIMITED提供.
1.2 方法 
1.2.1 组织中mtDNA及nDNA的常规提取方法 
(1)mtDNA的常规提取(命名为A样品). 分别取癌

组织、癌旁组织及正常黏膜组织各100 mg, 置
于匀浆器中, 加入Regent A清理液, 充分研磨, 后
移入1.5 mL离心管内, 8000 r/min离心5 min, 之
后弃上清, 具体操作步骤严格按照说明书进行; 
(2)nDNA的常规提取方法命名为B样品. 分别取

癌组织、癌旁组织及正常黏膜组织各100 mg, 置

于匀浆器中, 加入BufferG-A及RNase A1, 充分研

磨, 后移入1.5 mL离心管内, 具体操作步骤严格

按照说明书进行. 
1.2.2 改良的mtDNA及nDNA提取方法 分别取

癌组织、癌旁组织及正常黏膜组织各100 mg, 
置于匀浆器中, 充分研磨. 按照线粒体提取试

剂盒说明书提取线粒体, 然后从线粒体中按照

mtDNA萃取试剂盒提取mtDNA(命名为C样品). 
另从提取线粒体后的沉淀物(残存的细胞核和未

溶解的细胞)中按照DNA萃取试剂盒说明提取

nDNA(命名为D样品). 
1.2.3 聚合酶链反应(PCR)检测 mtDNA上游引

物: 5' CACCCTAGCCATCATTCTAC 3', 下游

引物: 5' GGGGTATGCTGTTCGAATTC 3', 扩
增长度为403 bp. 核基因组为P53基因上游引物

5' GGGCAACCAGCCCTGTCG 3', 下游引物: 5' 
GTGCCCTGACTTTCAACTCTG 3', 扩增长度为

266 bp. 上述引物均由上海杰美基因医药科技有

限公司合成. PCR扩增标准反应体系(25 μL): 反
应液Reagent A 15 μL, 上游引物0.5 μL, 下游引

物0.5 μL, mtDNA模板0.5 μL, 配平液8.5 μL, 配
制成PCR反应体系. 扩增条件: 95℃ 2 min; 95℃ 
30 s, 59℃ 1 min, 72℃ 30 s, 共40个循环; 72℃延

伸5 min. 
1.2.4 mtDNA和nDNA特异性检测 进行PCR扩增

时按如下分组进行. Ⅰ, Ⅱ组: 分别取A, B样品及

其对应的上下游引物加入PCR反应体系中, 扩增

出常规提取方法得出的产物; Ⅲ, Ⅳ组: 分别取

C, D样品及其对应的上下游引物加入PCR反应

体系中, 扩增出改良提取方法得出的产物; Ⅴ组: 
取nDNA的引物加入至C样品中进行PCR扩增, 
检验C样品的特异性; Ⅵ组: 取mtDNA的引物加

入至D样品中进行P C R扩增, 检验D样品的特

异性.

2  结果

2.1 常规提取方法PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果 
组织中分别获得了403 bp及266 bp大小的片段

(图1-2).
2.2 改良后的mtDNA及nDNA提取方法PCR产物

琼脂糖凝胶电泳结果 组织中分别获得了403 bp
及266 bp大小的片段(图3-4). 
2.3 mtDNA和nDNA特异性检测结果 C样品中未

见到nDNA 266 bp大小的片段(图5), D样品中未

见到mtDNA 403 bp大小的片段(图6).

■创新盘点
本实验用同一组
织先提取细胞内
线粒体DNA, 同
时将剩余的细胞
核中的DNA同时
提出, 这样既节省
材 料 ,  又 减 少 费
用 ,  同 时 得 到 同
一细胞中的线粒
体和细胞核DNA, 
相关性较强. 
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3  讨论

线粒体是真核细胞内的重要细胞器, 其主要功

能是在内部进行生物氧化和能量转换, 除此之

外, 线粒体还支持和参与了许多主要的细胞功

能, 如介异代谢, 保持离子稳态、脂质、核酸和

氨基酸的合成及细胞增殖和启动细胞凋亡等[7]. 而
mtDNA存在于线粒体的内膜上, 暴露于由氧化

磷酸化过程产生的高浓度的反应性氧簇(reactive 
oxygen species, ROS)中, 故mtDNA的突变易发

生. 在很长一段时间人们把主要精力集中在研

究肿瘤和核DNA改变的关系上, 对肿瘤细胞线

粒体DNA改变关注很少, 但近年来由于证明了

mtDNA特殊的结构特点, mtDNA的突变率比核

DNA高10倍以上[8-10], 且与细胞凋亡[11-12]和肿瘤

形成[13-15]都有密切的关系. 

在一般情况下, m t D N A的衰老或损伤常

被胞质中溶酶体内的DNA水解酶彻底降解. 但
有时如细胞内外环境中有害因素增加时 ,  可
使m t D N A错配片数产生和降解增加, 或大量

mtDNA裂解等造成游离的mtDNA片数增多, 致
使mtDNA或其片数有机会游离并可能会具有类

似致癌病毒样作用, 穿过细胞核孔, 随机整合到

核基因组中, 如果这种整合出现在癌基因或抑

癌基因组中, 使癌基因激活或抑癌基因失活, 可
诱导细胞发生癌变[13]. 因此, 探讨肿瘤发生、发

展过程中mtDNA的改变(拷贝量变化, 突变、微

卫星的不稳定性), 以及其对细胞核DNA改变的

影响, 必将成为今后肿瘤研究的热点之一[16]. 本
实验基于以上观点, 以往有不少学者对mtDNA
与nDNA的提取方法, 进行了不断的改进, 但均

A6   A5 A4  A3  A2  A1  M 图   1   m t D N A  P C R
产物. M: 100-1000 

marker; A1-A6: 常规方

法提取的mtDNA样品.

M  B1   B2  B3   B4  B5   B6 图  2  nDNA PCR产物. 
M: 100-1000 marker; 

B1-B6: 常规方法提取

的nDNA样品.

C6   C5  C4   C3  C2  C1   M 图   3   m t D N A  P C R
产物. M: 100-1000 

marker; C1-C6: 新方法

提取的mtDNA样品.

M   D1  D2  D3   D4   D5  D6 图  4  nDNA PCR产物. 
M: 100-1000 marker; 

D1-D6: 新方法提取的

nDNA样品.

图   5   m t D N A  P C R
产物. M: 100-1000 

marker; C1-C6: 新方法

提取的mtDNA样品.

图  6  nDNA PCR产物. 
M: 100-1000 marker; 

D1-D6: 新方法提取的

nDNA样品.

C6   C5  C4  C3  C2  C1   M M  D1  D2  D3  D4  D5  D6

■应用要点
利用同一种组织, 
同时提取线粒体
和 细 胞 核 D N A , 
得到较为纯化的
线粒体DNA和细
胞核DNA. 在将
来的研究中具有
很好的应用价值.

■名词解释
线 粒 体 D N A 
(mtDNA): 存在于
线粒体的内膜上, 
呈双链闭环结构, 
全长16 569 bp, 有
轻链(L链)和重链
(H链)之分, 两条
链均具有独立编
码功能.
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采用两部分组织, 分别提取mtDNA和nDNA[17], 
作者采用改良的方法, 在同一组织中同时提取

mtDNA和nDNA, 节省组织, 缩短时间, 减少费

用, 操作相对简单, 另外在同一组织中既提取

mtDNA又提取nDNA, 对研究疾病的发生、发展

及两者的相关性应更有说服力.
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■同行评价
本文使用不同的
方法提取食管癌
组织内线粒体和
细胞核DNA, 并
经过PCR扩增后
证实纯度高, 方法
可靠 ,  简单易行 , 
易于推广.
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