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摘　要：在鱼类分子系统学的研究中，常常会碰到样本难以采集而博物馆中保存的大量标本又因经过福尔马
林处理而无法利用的难题，比如：鲟形目鱼类。为了研究鲟鱼的系统分类，获取福尔马林固定标本的线粒体基

因组，我们将匙吻鲟（Ｐｏｌｙｏｄｏｎｓｐａｔｈｕｌａ）样本用福尔马林进行不同时间的固定 （１ｈ、１ｄ、３ｄ、１０ｄ、３０ｄ和１５０
ｄ），采用提取古 ＤＮＡ的方法获得样本的 ＤＮＡ，以新鲜匙吻鲟线粒体基因组设计诱饵（Ｂａｉｔｓ），通过靶基因富
集“钓取”固定样本中的线粒体基因组序列，进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序，获得线粒体基因组序列。结果表明处理 １ｈ、
１ｄ、１０ｄ、３０ｄ、１５０ｄ的匙吻鲟样本测得的线粒体基因组序列长度均为 １６５２４ｂｐ，覆盖率为 １００％，目标序列
占总数据的比率均大于４５％，错误率均为０。另外，采用 Ｑｒａｔｉｏ方法检测固定时间对 ＤＮＡ片段化的影响：前
端引物保持不变，设计 ４种右端引物分别进行 ＰＣＲ扩增，目标片段长度分别为 ４１、１２９、３０５和 ６５０ｂｐ。结果
前３组引物在各样本 ＤＮＡ中均扩增成功，６５０ｂｐ片段引物仅在固定 １ｈ的样本 ＤＮＡ中扩增成功；固定时间
越长，各组引物所得到的 Ｑｒａｔｉｏ值（不同长度扩增片段和４１ｂｐ扩增片段的比值）越低，ＤＮＡ片段化程度越
大。此研究结果可为提取福尔马林固定标本 ＤＮＡ用于分子遗传学研究提供参考。
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　　由于生物多样性的下降，对一些已灭绝物种
或濒危物种的研究只能依赖博物馆中储存的样

本。保存的组织样品（如石蜡切片）和博物馆里

储存的标本是重要的遗传信息储存库，对物种形

态、分类及系统发育的研究具有重要的意义。然

而，这些样本大部分是经过福尔马林固定的，福

尔马林固定会导致 ＤＮＡ破碎成小片段、核苷酸
改变和大分子交联等现象的出现［１－４］，不能像新

鲜样本一样直接作为实验材料［５］。因此，尝试新

的实验方法，从福尔马林固定样本中获取 ＤＮＡ
序列一直是近年来热门的研究方向。

鲟形目（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｉｆｏｒｍｅｓ）分为匙吻鲟科
（Ｐｏｌｙｏｄｏｎｔｉｄａｅ）和鲟科（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｉｄａｅ），是原始硬
鳞下纲存在的唯一一目。鲟形目最早出现于侏

罗纪时期，距今已有 ２亿年的历史。分化时间
长，进化速度缓慢，因而在脊椎动物的进化研究

中具有相对重要的作用［６］。目前公认的鲟形目

包含 ２７种，且分布广泛，后因污染、过度捕捞和
洄游路径打断等原因，很多物种已灭绝或濒临灭

绝［７－１１］，很难采到新鲜的组织样本。因此，尝试

从博物馆保存的标本中获取鲟鱼 ＤＮＡ序列，研
究其进化关系对解决鲟鱼分类和物种保护具有

重要的意义。

目前，对福尔马林固定样本的研究主要集中

在怎样解决从福尔马林固定样本中提取 ＤＮＡ的
问题。由于目前对福尔马林固定样本中存在的

损伤机制不清楚，起初的研究所采取的方法只是

通过蛋白酶消化，高温加热等步骤使得在实验过

程中可以提取出更多量的 ＤＮＡ产物［１２－１７］。近

几年的研究中，研究者在 ＤＮＡ提取之前对福尔
马林样本采用缓冲液浸泡、乙醇清洗等预处理步

骤，大大增加了ＤＮＡ的提取效率，对鱼类线粒体
基因的扩增具有重要的作用，但只适用于线粒体

部分基因的扩增［１８－２１］。由于样本中 ＤＮＡ的片
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段化，ＤＮＡ分子之间以及 ＤＮＡ和蛋白质分子之
间的交联，常常会使后续的 ＰＣＲ扩增等分子实验
无法进行，不能获得整个线粒体基因组。因而，

使用此 ＤＮＡ作为遗传材料的研究很少。
本实验主要是在前人研究的基础上总结并

测试提取 ＤＮＡ的最优方法，用此方法提取出不
同固定时间样本中的 ＤＮＡ；设计引物来验证固定
时间和 ＤＮＡ片段化之间的函数关系；最后运用
基因富集和二代测序技术测定福尔马林固定样

本中线粒体 ＤＮＡ的序列［２２－２３］。为福尔马林固

定样本的研究开辟了一个新的方向。

１　材料与方法

１．１　实验材料
为了检测不同固定时间对样本的影响，需要

对新鲜样本进行固定处理。本实验所用的材料

为匙吻鲟新鲜样本，取自湖北宜昌天峡鲟龙股份

公司鲟鱼种质资源库。取新鲜肌肉组织，每块大

小相同（１ｃｍ×１ｃｍ×１０ｃｍ），用福尔马林
（１０％）进行不同时间的固定（１ｈ、１ｄ、３ｄ、１０ｄ、
３０ｄ和 １５０ｄ）。达到设定的固定时间后，用
７５％的乙醇替换福尔马林进行样本保存。
１．２　实验方法
１．２．１　福尔马林固定样本ＤＮＡ的提取

本实验经过对各种方法的对比和总结认为

提取福尔马林固定样本 ＤＮＡ的关键有两点：一
是要减少样本中福尔马林或其他物质残留对蛋

白酶消化的影响；二是要能破坏 ＤＮＡ之间、ＤＮＡ
和蛋白质之间的交联使得自由的 ＤＮＡ被释放出
来。本研究采用对样本预处理结合提取古 ＤＮＡ
的方法提取ＤＮＡ。固定样本 ＤＮＡ的提取包括两
大步骤：组织样本的预处理和样本 ＤＮＡ的提取。

在预处理过程中不同固定时间的样本选择

相同大小的组织块，为了去除样本中浸泡的福尔

马林溶液和乙醇溶液，先用 ＰＢＳ缓冲液（８ｇ
ＮａＣｌ，０．２ｇＫＣｌ，１．７８ｇＮａ２ＨＰＯ４，０．２７ｇ
ＫＨ２ＰＯ４，定容到１Ｌ，ｐＨ为７．４）清洗３次，每次
为８ｈ。然后再用 ＴＥ溶液（３０．２９ｇＴｒｉｓ，９３．０６ｇ
ＥＤＴＡ，定容至５００ｍＬ，用 ＮａＯＨ调节 ｐＨ至９．０）
在 ９０℃下培养３０ｍｉｎ，以除去残留的 ＰＢＳ缓冲
液，高温可以断裂大分子交联中的共价键，使得

提取 ＤＮＡ更容易。
预处理后进行 ＤＮＡ的提取，采取古 ＤＮＡ提

取方法［２４］。具体步骤：在组织样本中加入蛋白酶

Ｋ、ＴＥ缓冲液、ＳＤＳ（２５ｇＳＤＳ固体，加入双蒸水至
１００ｍＬ，在６８℃下溶解）和ＤＴＴ（７．７１２ｇＤＴＴ固
体，定容至１０ｍＬ）等溶液，在 ５５℃下水浴，使组
织溶解。在这期间要每隔一段时间轻轻摇匀一

次，使得样本和溶液尽可能地混匀，直至样本完

全溶解。溶解后的样本含有一定的组织残渣，对

样本进行离心（１００００ｒ／ｍｉｎ）２ｍｉｎ，取上清液。
因为 ｓｉｌｉｃａ（４．８ｇ固体硅，加双蒸水定容至 ４０
ｍＬ，静止１ｈ后取上清液；将上清液再静止４ｈ后
去上清，向沉淀中加入４８μＬ３０％ ＨＣｌ，混匀）具
有强的吸附性，在实验中用 ｓｉｌｉｃａ在 ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ溶液环境下对样本中的片段 ＤＮＡ进行提
取。得到的吸附产物用 ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ进行清洗，
洗去残留的盐溶液和蛋白质，加入 ＤＥＰＣ水使得
ＤＮＡ从硅胶上洗脱下来，所得物即为提取的
ＤＮＡ，放置在－２０℃的冰箱中备用。
１．２．２　福尔马林固定时间长短与 ＤＮＡ片段化
关系的检测

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中已测定的匙吻鲟线粒体基
因组序列，设计一个５′端共用的正向引物，４１ｂｐＬ
和 ４个 ３′端的反向引物：４１ｂｐＲ、１２９ｂｐＲ、３０５
ｂｐＲ和 ６５０ｂｐＲ［生工生物工程（上海）股份有限
公司合成］。经过初步实验验证，用共用的正向

引物和 ４个不同的反向引物均可从新鲜匙吻鲟
样本中扩增出符合预期的不同片段大小的产物

（表１）。因此，它们可以被用来检验 ＤＮＡ中可扩
增目标片段的浓度。

按照ＳｓｏＦａｓｔＥｖａＧｒｅｅｎＣｏｎｔｒｏｌＡｓｓａｙ试剂盒
说明，每个样本中提取的 ＤＮＡ中分别加入４对
引物进行定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）反应，按照 １０μＬ的
反应体系，每对引物在每个样本中均做 ３个重
复，共 ７２个反应。反应结束后即得到不同样本
中可扩增的分子浓度。当 ＤＮＡ降解后，小片段
的分子应该比大片段的浓度高，在福尔马林固定

样本中４１ｂｐ长度的片段大部分可以被扩增出
来，因此在 ＱＣ分析时，以 ４１ｂｐ的样本为基准，
计算１２９、３０５或 ６５０ｂｐ扩增片段所得的浓度与
４１ｂｐ片段浓度的比值 Ｑｒａｔｉｏ，为衡量ＤＮＡ片段
化的程度。Ｑ值在 ０～１之间。如果样本中不存
在损伤现象，Ｑ１２９ｂｐ／４１ｂｐ、Ｑ３０５ｂｐ／４１ｂｐ、Ｑ６５０ｂｐ／４１ｂｐ约为
１；如 果 样 本 中 存 在 损 伤 现 象，Ｑ１２９ｂｐ／４１ｂｐ、
Ｑ３０５ｂｐ／４１ｂｐ、Ｑ６５０ｂｐ／４１ｂｐ是小于 １的，且理论上是 Ｑ

０６６
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值越小，片段化程度越大。

表１　ＤＮＡ片段化检测实验所用扩增引物名称及其序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

引物名称

ｎａｍｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒ
引物序列

ｓｅｑｕｅｎｃｅ
扩增片段大小／ｂｐ

ｌｅｎｇｔｈｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ
４１ｂｐＬ ＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＡＡＡＧＡＣＴＡＡ
４１ｂｐＲ ＡＧＧＣＧＡＴＧＴＴＴＴＴＧＧＴＡＡＡＣ

４１

４１ｂｐＬ ＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＡＡＡＧＡＣＴＡＡ
１２９ｂｐＲ ＡＡＧＡＣＡＡＧＴＧＡＴＴＡＣＧＣＴＡＣＣ

１２９

４１ｂｐＬ ＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＡＡＡＧＡＣＴＡＡ
３０５ｂｐＲ ＴＧＴＧＴＴＧＧＣＴＴＧＡＴＡＧＣＡＴ

３０５

４１ｂｐＬ ＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＡＡＡＧＡＣＴＡＡ
６５０ｂｐＲ ＴＡＣＧＴＧＡＴＣＴＧＡＧＴＴＣＡＧＡＣＣＧ

６５０

１．２．３　福尔马林固定样本线粒体基因组的获取
样本基因文库的构建：首先，用超声波破碎

仪将样本ＤＮＡ破碎成５００ｂｐ左右的小片段。为
了使每个基因文库的片段大小控制在 ５００ｂｐ左
右，本实验特别增加了样本片段大小选择步骤，

即对破碎的 ＤＮＡ用ＳＰＩＲ磁珠进行两次纯化，纯
化时 ＤＮＡ与２０％ ＰＥＧ（聚乙二醇）的比例为４∶

３。由于ＤＮＡ破碎时为随机破碎，产生的小片段
为粘性末端产物，为了更好地与文库接头相结

合，需要进行末端修复。随后在两端添加上接头

（表２），并对产生的间隙填充。最后，为了增加每
个样本基因文库的含量，对制备好的基因进行杂

交前扩增。具体实验步骤和试剂用量参照

ＭＥＹＥＲ和 ＫＩＲＣＨＥＲ［２５］的文库构建方法。

表２　基因文库制备中所用的引物及 Ａｄａｐｔｏｒｍｉｘ的制备方法
Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄａｄａｐｔｏｒｍｉｘｕｓｅｄｉｎｌｉｂｒａｒｙｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

引物 ｐｒｉｍｅｒ 序列 ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＩＳ１＿ａｄａｐｔｅｒ．Ｐ５ ａｃａｃＴＣＴＴＴＣＣＣＴＡＣＡＣＧＡＣＧＣＴＣＴＴＣＣｇａｔｃｔ
ＩＳ２＿ａｄａｐｔｅｒ．Ｐ７ ｇｔｇａＣＴＧＧＡＧＴＴＣＡＧＡＣＧＴＧＴＧＣＴＣＴＴＣＣｇａｔｃｔ
ＩＳ３＿ａｄａｐｔｅｒ．Ｐ５＋Ｐ７ ａｇａｔＣＧＧＡａｇａｇｃ
ＩＳ４＿ｉｎｄＰＣＲ．Ｐ５ ＡＡＴＧＡＴＡＣＧＧＣＧＡＣＣＡＣＣＧＡＧＡＴＣＴＡＣＡＣＴＣＴＴＴＣＣＣＴＡＣＡＣＧＡＣＧＣＴＣＴＴ
ＩＳ７＿ｓｈｏｒｔ＿ａｍｐ．Ｐ５ ＡＣＡＣＴＣＴＴＴＣＣＣＴＡＣＡＣＧＡＣ
ＩＳ８＿ｓｈｏｒｔ＿ａｍｐ．Ｐ７ ＧＴＧＡＣＴＧＧＡＧＴＴＣＡＧＡＣＧＴＧＴ

注：１．文库制备中 ａｄａｐｔｅｒｍｉｘ制备方法为：分别取 ＩＳ１＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ５．Ｆ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，ＩＳ３＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ５＋Ｐ７．Ｒ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，

Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬ和ＩＳ２＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ７．Ｆ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，ＩＳ３＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ５＋Ｐ７．Ｒ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０

μＬ，Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬ于无菌的 ＰＣＲ小管中，混合均匀，放于 ＰＣＲ仪上，按照９５℃１０ｓ，随后以０．１

℃／ｓ的速率使温度从９５℃降到１２℃，使左右两个接头退火成为双链。然后将上述两个小管中的溶液混合在一起，即为可供使用的５０

μｍｏｌ／Ｌ的 ａｄａｐｔｅｒｍｉｘ；２．表明硫代修饰。

Ｎｏｔｅ：１．Ａｄａｐｔｅｒｍｉｘ：ＩＳ１＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ５．Ｆ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，ＩＳ３＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ５＋Ｐ７．Ｒ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ

（１０×）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬ和 ＩＳ２＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ７．Ｆ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，ＩＳ３＿ａｄａｐｔｅｒ＿Ｐ５＋Ｐ７．Ｒ（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

ｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬｍｉｘａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｉｎａｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒｆｏｒ１０ｓｅｃａｔ９５℃，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａｒａｍｐｆｒｏｍ９５℃ ｔｏ１２

℃ ａｔａｒａｔｅｏｆ０．１℃／ｓ．Ｃｏｍｂｉｎｅｂｏｔｈｒｅａｃｔｉｏｎｓｔｏｏｂｔａｉｎａｒｅａｄｙｔｏｕｓｅａｄａｐｔｅｒｍｉｘ（５０μｍｏｌ／Ｌｅａｃｈａｄａｐｔｅｒ）；２． ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ．

　　ＤＮＡ探针的制备：本实验所需要的 ＤＮＡ探
针，是根据匙吻鲟线粒体基因组制备的。

首先，获取匙吻鲟线粒体基因组。以匙吻鲟

新鲜 ＤＮＡ样本为模板，用设计的 ３对引物和
ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ酶扩增线粒体基因组片段（表

３）。扩增产物用 ＳＰＩＲ方法清洗，去掉引物二聚
体、小片段产物等。这样就得到三段线粒体基

因，用荧光光度计检测其浓度后将３个扩增产物
等摩尔混合，即得到设计探针所需要的线粒体基

因组。
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表３　ＤＮＡ探针制备过程中需要的引物名称及序列
Ｔａｂ．３　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｈｏｍｅｍａｄｅｂａｉｔｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

引物名称

ｎａｍｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒ
引物序列

ｓｅｑｕｅｎｃｅ
扩增片段大小／ｂｐ

ｌｅｎｇｔｈｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ
１２１Ｌ ＡＴＣＡＡＴＴＴＴＡＡＣＣＣＡＡＴＴＴＡＣＡＣＡＴＧＣＡ
６６７９Ｒ ＡＡＡＡＧＴＧＧＧＡＡＴＣＡＧＴＧＡＡＣＧＡＡＡＧ６

６５５８

１３４Ｌ ＣＴＡＧＣＴＧＣＡＧＧＡＡＴＴＡＣＡＡＴＡＣＴＧＣＴＧ
２７３１Ｒ ＧＡＧＴＧＴＡＧＴＡＡＧＧＣＡＧＡＧＡＣＣＧＧＴＧＴ

６５９６

１１９７９Ｌ ＧＴＧＣＡＡＣＴＣＣＡＡＧＴＡＧＡＡＧＣＴＡＴＧＣＡＴＣ
６７０Ｒ ＴＧＧＴＧＡＧＧＴＴＴＡＡＣＧＧＧＧＡＴＴＡＴＣＧ

５１７０

　　其次，制备 ＤＮＡ探针文库。线粒体基因组
破碎、大小选择、平末端修复、接头添加、间隙填

充所用试剂用量及实验步骤与样本基因文库构

建的方法相同，但接头添加中所用的接头是 Ｍ１３
接头（添加接头所需要的Ａｄａｐｔｏｒｍｉｘ的制备见表
４），实验步骤与文库制备的接头添加一致。生物
素化 ＤＮＡ探针是制备 ＤＮＡ探针的一个重要步
骤，所谓生物素化 ＤＮＡ探针就是在制备探针的
ＤＮＡ两头添加上特定的生物素标记，使其能与染
色体原位的核酸分子的同源序列互补杂交。制

备好的文库通过 ＰＣＲ扩增来产生生物素化 ＤＮＡ

探针，具体实验步骤为：将 ＧｏｌｄＢｕｆｆｅｒ（１０×）５
μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，ｄＮＴＰ／ＵＴＰ（２５
ｍｍｏｌ／ＬＡ／Ｃ／Ｇ／Ｕ）０．５μＬ，ｂｉｏＭ１３Ｆ（１０μｍｏｌ／
Ｌ）２μＬ，ｂｉｏＭ１３Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，Ａｍｐｌｉ
ＴａｑＧｏｌｄ３６００．２５μＬ，Ｈ２Ｏ２９．２５μＬ混合，取４４
μＬ混合试剂与６μＬ探针文库混合进行 ＰＣＲ反
应。反应体系为：９５℃９ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，５５℃３０
ｓ，７２℃ ４５ｓ，３２个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。用 ＳＰＩＲ法
纯化扩增产物及 ＮａｎｏＤｒｏｐ３３００荧光光度计
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ）检测其浓度后储
存于－２０℃冰箱备用。

表４　匙吻鲟 ＤＮＡ探针制备所用引物及 Ａｄａｐｔｏｒｍｉｘ的制备方法
Ｔａｂ．４　ＰｒｉｍｅｒａｎｄｍｅｔｈｏｄｏｆａｄａｐｔｏｒｍｉｘｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｕｓｅｄｉｎｈｏｍｅｍａｄｅＤＮＡｂａｉｔｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

引物 ｐｒｉｍｅｒ 序列 ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ａｄａｐｔｏｒ１ ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＴＴＣＡＴＡＣＧ
Ａｄａｐｔｏｒ２ ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＴＴＣＡＴＡＣＧ
Ｉｄ６９７ ＣＧＴＡＴＧＡＡ

ｂｉｏＭ１３Ｆｏｒｗａｒｄ（－４０） ／５２Ｂｉｏ／ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ
ｂｉｏＭ１３Ｒｅｖｅｒｓｅ ／５２Ｂｉｏ／ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ

注：１．ＤＮＡ探针制备中ａｄａｐｔｅｒｍｉｘ制备方法为：分别取 Ａｄａｐｔｏｒ１（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｉｄ６９７（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

ｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬ和 Ａｄａｐｔｏｒ２（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｉｄ６９７（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０

μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬ于无菌的ＰＣＲ小管中，混合均匀，放于ＰＣＲ仪上，按照９５℃１０ｓ，随后以０．１℃／ｓ的速率使温度从９５℃降到１２℃，

使左右两个接头退火成为双链。然后将上述两个小管中的溶液混合在一起，即为可供使用的５０μｍｏｌ／Ｌ的 ａｄａｐｔｅｒｍｉｘ；２．表明

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ（硫代）修饰。

Ｎｏｔｅ：１．Ａｄａｐｔｅｒｍｉｘ：Ａｄａｐｔｏｒ１（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｉｄ６９７（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬ和

Ａｄａｐｔｏｒ２（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｉｄ６９７（５００μｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，Ｏｌｉｇｏｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（１０×）１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬｍｉｘａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｔｈｅ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓｉｎａｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒｆｏｒ１０ｓｅｃａｔ９５℃，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａｒａｍｐｆｒｏｍ９５℃ ｔｏ１２℃ ａｔａｒａｔｅｏｆ０．１℃／ｓ．Ｃｏｍｂｉｎｅｂｏｔｈｒｅａｃｔｉｏｎｓｔｏｏｂｔａｉｎ

ａｒｅａｄｙｔｏｕｓｅａｄａｐｔｅｒｍｉｘ（５０μｍｏｌ／Ｌｅａｃｈａｄａｐｔｅｒ）；２． ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓＰｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ．

　　样本线粒体基因组捕获：包括 ＤＮＡ探针与
磁珠的结合、样本文库混合物的制备、文库基因

与 ＤＮＡ 探针相结合，具体实 验 步 骤 参 照
ＭＡＲＩＣＩＣ等［２６］的基因捕获的方法。经杂交培养

后，相似度高的文库基因可以与探针相结合，相

似度低的片段及非目标基因则需要用 ＢＷＴ缓冲
液和 ＴＥＴ缓冲液进行洗脱。由于福尔马林固定

样本中存在碱基修饰现象，捕获到的目的基因进

行 ＵＤＧ处理，加入 １μＬ１Ｕ／μＬ的 ＵＤＧ，培养
３７℃ １０ｍｉｎ，９４℃ １０ｍｉｎ，４℃ ２ｍｉｎ，去掉被
修饰的碱基。为了将不同样本同时测序，而测序

后又可以对不同的样本进行区别，在测序之前需

要对每个样本进行 ＩｎｄｅｘＰＣＲ，每个样本添加特
定分子条形码，具体实验步骤参照 ＭＥＹＥＲ和
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ＫＩＲＣＨＥＲ［２５］的文库构建方法。
高通量测序：将所有样本 ＩｎｄｅｘＰＣＲ产物等

摩尔混合，取 １０ｎｇ的混合样本按照 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｍｉｓｅｑ实验步骤进行样本处理及测序。
１．３　数据处理

首先，将 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序所得的原始序
列根据分子条形码分为所属不同样本，用 Ｔｒｉｍ
ｇａｌｏｒｅ软件［２７］对文库中添加的两端接头去除，得

到不含接头的序列，并去除低质量的序列（Ｑ
ｓｃｏｒｅ＜２０）。随后，以 ＧｅｎＢａｎｋ中的匙吻鲟的线
粒体基因组序列为参考序列，将 Ｔｒｉｍｇａｌｏｒｅ处理
后所获得的短序列与参考序列对比，用 ＢＷＡ软
件将短序列拼接成长序列；再用 Ｓａｍｔｏｏｌｓ软件将
长序列按参考序列基因顺序将待测样本的序列

组装和拼接成线粒体基因序列［２８－３１］。最后用

Ｔａｂｌｅｔ软件打开拼接后的序列进行查看，检查序
列的同一位点是否为同一碱基，并将拼接错误处

手动改正；同时可以获得待测序列的覆盖率、目

标序列所占比率及错误率等信息。

２　结果

２．１　福尔马林固定样本ＤＮＡ的提取结果
由图１可知，福尔马林固定不同时间的样本

均可以提取出 ＤＮＡ，且固定 １ｈ的样本提取的
ＤＮＡ效果最好。从电泳图还可以发现福尔马林
固定的时间不同，所提取出的 ＤＮＡ其片段大小
及浓度也不同。

２．２　ＤＮＡ片段化与福尔马林固定时间的检测结
果

根据设计的４对引物进行 ｑＰＣＲ扩增，得到
其他片段长度引物（１２９ｂｐ、３０５ｂｐ和 ６５０ｂｐ）扩
增浓度与标准浓度（Ｑ４１ｂｐ）比值之间的关系（图
２）。由图２可知，当设计的引物片段长度为 ６５０
ｂｐ时，只有处理１ｈ的样本可以扩增出来，更长
的固定时间下的样本则扩增不出来；而 ４１、１２９
和 ３０５ｂｐ长度的引物在处理１小时到５个月的
样本中都可以扩增出来。对于 Ｑ１２９ｂｐ／４１ｂｐ和
Ｑ３０５ｂｐ／４１ｂｐ，随着固定时间的增加，整体呈下降趋
势，说明固定时间越长，ＤＮＡ片段化程度越大。

图１　福尔马林固定样本提取ＤＮＡ电泳图
Ｆｉｇ．１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍ

ｔｈｅｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘｅｄｓａｍｐｌｅｓ
Ｍ为ＤＮＡ分子量标准；１－６分别为固定１ｈ、１ｄ、３ｄ、１０ｄ、３０

ｄ、５０ｄ的样本。

Ｍ：１００００ｌａｄｄｅｒ；１－６：１ｈｒ，１ｄａｙ，３ｄａｙｓ，１０ｄａｙｓ，３０ｄａｙｓ，

１５０ｄａｙｓ．

图２　ＤＮＡ片段化与福尔马林固定时间的关系
Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂｅｔｗｅｅｎＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ａｎｄｔｉｍｅｏｆｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘａｔｉｏｎ

２．３　样本测序组装和拼接结果
Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序数据经组装和拼接后，得到不

同时间福尔马林固定样本线粒体序列和参考序

列比对结果（表５）。经 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序所得每个固
定样本目标序列上的 ｒｅａｄｓ（ｏｎｔａｒｇｅｔｒｅａｄｓ）数量
为 ６０９１０～１０５０８４９，相对于参考序列的覆盖率
为 １００％，即所测得的目标序列能覆盖线粒体基
因组全长。目标序列比率即所需要的目标序列

与测定的总序列的比值（ｒａｔｉｏｏｆｏｎｔａｒｇｅｔｒｅａｄｓ），
在处理过的匙吻鲟样本中为４５．０％～８２．８％。而
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新鲜的匙吻鲟样本，按照二代测序核基因捕获的

方法得到的 ｏｎｔａｒｇｅｔｒｅａｄｓ为 ２０４２５８９，目标序
列比率为 ９６．４％。错配率（ｍｉｓｍａｔｃｈ）是指测序
所得的目标序列与参考序列对比所得出的碱基

不同数目占总碱基数的比率，而错误率是指用测

序所得的目标序列拼接成的线粒体基因序列与

参考序列相比较所得差异碱基的数目与总碱基

数目的比值。对于新鲜样本和固定样本，

ｍｉｓｍａｔｃｈ的比率在 ０．２％～０．３％，第二代测序过
程中，测序错误的概率在 ０．２％左右，因此固定样
本中 ｍｉｓｍａｔｃｈ的产生是由测序产生的，而不是基
因损伤，说明按照本研究获得的福尔马林处理样

本ＤＮＡ序列并没有产生碱基替换的现象。在所
有测试样本中用测序所得到的目标序列拼接成的

线粒体基因序列与参考序列完全相同，错误率为

零。

表５　Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序和组装结果
Ｔａｂ．５　Ｉｌｌｕｍｉｎａｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅａｄｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ

样本

ｓａｍｐｌｅ
覆盖率

ｃｏｖｅｒａｇｅ
目标序列数

ｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅａｄｓ
目标序列比率

ｏｎｔａｒｇｅｔｒｅａｄｓ
错配率

ｍｉｓｍａｔｃｈ
新鲜样本ｆｒｅｓｈＳａｍｐｌｅ １００％ ２０４２５８９ ９６．４％ ０．３％
固定１ｈｆｉｘｅｄ１ｈ １００％ ５７４４２１ ６８．９％ ０．２％
固定１ｄｆｉｘｅｄ１ｄ １００％ ２７１３４２ ６６．８％ ０．３％
固定３ｄｆｉｘｅｄ３ｄ １００％ ８２８８７９ ７１．３％ ０．２％
固定１０ｄｆｉｘｅｄ１０ｄ １００％ ３２９３１０ ８２．８％ ０．２％
固定３０ｄｆｉｘｅｄ３０ｄ １００％ １０５０８４９ ８０．５％ ０．２％
固定１５０ｄｆｉｘｅｄ１５０ｄ １００％ ３８８３２０ ４５．０％ ０．２％

３　讨论

福尔马林固定样本由于存在多种损伤现象，

不能直接用于遗传信息的研究。ＤＮＡ的提取是
研究中需要突破的第一道障碍。古 ＤＮＡ提取法
可以用来提取样本中分子量较低的 ＤＮＡ，且可以
获得较小的片段［３２］。其次，用古 ＤＮＡ提取法避
免 ＤＮＡ提取过程中高温或高浓度洗涤剂对样本
ＤＮＡ的损伤［３３］。另外，古 ＤＮＡ提取法可以去除
样本中存在的 ＰＣＲ聚合酶抑制成分［３４］。由于古

ＤＮＡ样本和福尔马林固定样本都存在 ＤＮＡ损伤
及片段化的现象，因此用提取古 ＤＮＡ的方法提
取福尔马林固定样本的 ＤＮＡ应该有较好的效
果，根据我们实验电泳图结果可以看出这一点

（图１）。由于两种样本 ＤＮＡ损伤机制不同，实验
过程中我们在样本消化后进行高温加热，目的是

减少蛋白质交联现象。

本实验福尔马林样本最长固定时间仅为 ５
个月，而标本馆固定时间更长。根据固定时间的

不同，在 ＤＮＡ提取过程中可以调整预处理过程
中的清洗次数和提取过程中蛋白酶 Ｋ的用量、消
化时间和温度，这需要在后续实验中不断试验。

在线粒体基因组获取过程中，对于固定时间较长

的样本，可以不进行超声波破碎，在纯化时依据

样本片段化的程度来调整样本 ＤＮＡ和２０％ ＰＥＧ

的体积比。在后续研究中可以尝试建单链文库

法来构建样本 ＤＮＡ文库［３５］，降低原始 ＤＮＡ浓度
的损耗。

本实验所制备的 Ｂａｉｔｓ是根据已知匙吻鲟线
粒体基因组设计 ３对特定引物扩增新鲜样本
ＤＮＡ，并通过构建基因文库获得的，具有局限性。
对于 ＧｅｎＢａｎｋ中没有现成线粒体基因组序列的
物种，则需要根据多个相近物种线粒体基因组序

列，找到较保守区域，从而设计出可以扩增该物

种线粒体基因组的引物。

福尔马林固定样本中所提取的 ＤＮＡ，由于存
在交联、片段化等损伤现象，使得不能直接通过

ＰＣＲ扩增，或者扩增出的目标片段很小［３６－３７］，尚

未有从福尔马林固定样本中获取线粒体全基因

组序列的报道。第二代测序技术的出现，使得小

片段 ＤＮＡ及微量 ＤＮＡ的测定变得可行。本实
验以新鲜匙吻鲟样本设计出可以调取相似物种

线粒体序列的 Ｂａｉｔｓ，再用 Ｂａｉｔｓ捕获福尔马林处
理样本中提取的 ＤＮＡ，通过第二代测序后，即可
得到不同的小片段序列，经组装和拼接后得到样

本的线粒体基因组序列。实验中，我们得到了不

同处理时间样本匙吻鲟的线粒体序列，且所测目

标序列的覆盖率都为 １００％，是应用第二代测序
技术和基因捕获技术对福尔马林固定样本序列

测定的一次新的尝试。在此之前，有研究者运用

４６６
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第二代测序技术从石蜡切片中测得线粒体基

因［３７－３８］。制作石蜡切片时对样本的固定时间为

１ｈ左右，福尔马林还没有对样本产生严重的损
伤，只是溶解了组织中的肝糖和色素。本实验可

以测定固定 ３０ｄ或 ５个月的样本的线粒体基因
组，对福尔马林样本的研究提供了更好的方向。

本实验除了测定固定样本的线粒体序列，还

对固定时间和 ＤＮＡ片段化之间的关系进行了检
测。我们发现当处理时间为１ｈ之内时，４对引
物都可以扩增出目标片段，但当固定时间超过 ２４
ｈ后，６５０ｂｐ长度的引物则扩增不出来。根据
ＢＯＮＩＮ等［４０］研究发现，福尔马林固定时间为 ２４
ｈ的样本 ＰＣＲ扩增的最大长度为 ３３９ｂｐ，与本实
验所产生的实验结果相似。根据实验结果可以

看出当引物片段长度为 １２９ｂｐ时，处理 １ｄ到５
个月的扩增浓度变化不是很大，说明福尔马林固

定样本中大部分线粒体基因长度是大于 １２９ｂｐ
的；当引物的片段长度为 ３０５ｂｐ时，Ｑｒａｔｉｏ变化
幅度增加，短时间固定的样本（１ｈ、１ｄ、３ｄ）Ｑ
ｒａｔｉｏ变化幅度不是很大，从处理 １０ｄ的样本开始
Ｑ３０５ｂｐ／４１ｂｐ值随着固定时间的增加越来越小。整
体上来说固定时间越长，ＤＮＡ片段化程度越大，
片段则越小。本实验只是初步检测了 ＤＮＡ片段
化与固定时间之间的关系，更具体的函数关系需

要设计更多的引物进行检测，有待进一步的研

究。

　　感谢天峡鲟龙股份公司李勇提供了匙吻鲟样本。
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