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的思路。 
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[摘要] 目的 分析两种不同方法提取人粪便进行DNA检测的效果。方法 收集 108例研究者的粪 

便，采用粪便 DNA提取试剂盒及酚一氯仿法提取DNA，比较两种方法提取 DNA的效果。结果 采用酚-氯仿 

的方法及试剂盒提取的DNA浓度分别为(232．51±41．24)ng／Ix1、(67．35±13．17)ng／Ixl(P<0．01)；试剂盒提 

取粪便 DNA在纯度 (0D260／280)、溶液澄清度及电泳结果等方面，均高(优)于酚一氯仿提取 的 DNA(P< 

0．01)。酚-氯仿及试剂盒首次提取的DNA能进行PCR扩增的阳性率分别为5％(1／20)和91．67％(99／108) 

(P<0．01)。另有9例采用试剂盒未能提取足够的DNA量，加大粪便量后，再次提取的DNA能够满足实验要 

求。结论 试剂盒提取的DNA质量较高，能满足 DNA甲基化检测的条件。酚一氯仿的提取方法有待进一步 

研究才可能获得质量较高的 DNA。 
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Research on the effectiveness of two methods for fecal DNA extraction and detection HE Chun-gang Huang 

Qin-yuan，Chen Li-sheng，et a1．Department of General and Pediatric Surgery，the People’s Hospital of Guangxi 

Zhuang Autonomous Region，Nanning 530021，China 

[Abstract] Objective To analyze the effectiveness of two methods for fecal DNA extraction and detection． 

Methods In 108 patients who were investigated，fecal samples were collected．The fecal DNA was extracted by 

QIAamp DNA Stool Mini Kit and phenol／chloroform method．The DNA quality extracted by the two methods was eom— 

pared with each other．Results The concentrations of DNA extracted by phenol／chloroform  method and kit were 

(232．51+41．24)ng／ and(67．35 4-13．17)ns／ l，respectively(P<0．01)．The fecal DNA extracted by kit out— 

weighed than phenol／ chloroform method when compared on the indexes of purity(OD260／280)，clarity of DNA solu- 

tion and electrophoresis results(all P<0．01)．There were 91．67％(99／108)samples of fecal DNA extracted by kit 

can be amplified by PCR，while only 5％(1／20)samples of fecal DNA extracted by phenol／chloroform method can be 

amplifled(P<0．01)．There was not enough concentration of DNA got from another 8．33％(9／108)samples of stool 

at the first time extracted by kit，but can achieve the requirements by improving the method at last．Conclusion The 

fecal DNA may be got higher quality extracted by kit when compared th phenol／chloroform  method．and can achieve 

the requirements of bisulfite modification and PCR．Improving the phenol／chloroform  method may also get high quali— 

tative DNA． 、 

[Key words] Colorectal cancer； Early diagnosis； Fecal DNA extraction 

近年对于粪便基因突变的检测发现其对结直肠 

癌的早期筛查有较高的灵敏度和特异度  ̈J。从粪 

便中提取高质量的 DNA是粪便 DNA检测技术首要 

解决的关键问题。因此，本研究对从粪便 DNA提取 

方法作初步探讨，为研究粪便提取 DNA甲基化检测 

用于结直肠癌的早期筛查奠定研究基础。 

1 资料与方法 

1．1 临床资料 108例研究对象中散发性结直肠 

癌 6l例，进展期结直肠腺瘤 27例；非癌和非癌前病 

变者及正常人志愿者 20例。粪便标本均取 自于首 

次住院的患者，术前均经电子肠镜及病理证实。61 

例散发性结直肠癌患者中，男性 37例，女性 24例； 

年龄 16—89岁，中位年龄 58岁。27例进展期结直 

肠腺瘤患者中，男性 l5例，女性 12例；年龄 18～78 

岁，中位年龄 54岁；病变部位位于结肠 8例，直肠 

19例，直径均 >2 cm；其中绒毛状腺瘤 9例，管绒毛 

状腺瘤l4例，管状腺瘤4例。2O例非癌和非癌前 

病变住院者及正常人志愿者均行电子肠镜检查证实 

结直肠黏膜无异常，其中包含 10例痔疮患者，3例 

肛瘘患者，2例便秘患者，5例正常人志愿者。 

1．2 方法 

1．2．1 粪便留取 每例研究对象取粪便约 10 g置 

于干净标本盒内，粪便留取后立即收集于1．5 ml的 

冻存管内，置于一80℃超低温冰箱冻存备用。 

1．2．2 酚．氯仿法粪便脱落细胞 DNA常规提取 

(1)取 2O例患者粪便(其中肠癌 12例 ，进展期腺瘤 

5例，对照组3例)，称重 180～220 nag粪便放于2 rnl 

· 409· 

微量离心管，直接加入 TE buffer 600 l，充分振荡混 

匀；(2)加 10％ SDS 200 txl，震荡或搅拌混匀并使细 

胞充分裂解；(3)全速离心样本(14 000 rpm)1 min， 

吸取上清液加入一新的2 ml离心管；(4)蛋白酶 K 

(10 nag／m1)25 Ixl，混匀，55℃水浴 1 h；(5)加等体 

积饱和酚至上述样品处理液中，倒转混匀 3 rain； 

(6)12 000 rpm离心5 min，取上层水相到另一 1．5 ml 

离心管中；(7)加等体积酚、氯仿、异戊醇(25：24：1)， 

充分倒转混匀，12 000 rpm离心5 min，取上层水相 

到另一离心管中，重复操作一次；(8)加 1／10体积的 

3M醋酸钠(pH 5．2)和 2．5倍体积的无水乙醇，轻轻 

倒置混匀；(9)待絮状物出现后，用移液器枪头吸捞出 

絮状物；(1O)用 1 ml 70％乙醇洗涤沉淀，12 000 rpm 

离心 5 min，弃上清液；(11)再次短暂离心管壁水珠， 

吸去残余液体，室温下放置数分钟晾干，加200 Ixl TE 

buffer溶解。 

1．2．3 试剂盒 DNA提取 108例患者所有粪便标 

本 DNA采用 DNA提取试剂盒“QIAamp DNA Mini 

Kit”提取：(1)称取 200 mg粪便放于 2 ml离心管， 

置冰面上；(2)加 1．6 ml ASL裂解液，充分振荡直到 

粪便样本彻底混匀；(3)全速离心(14 000 rpm)3 min； 

(4)吸 1．4 ml的上清液加入一个新的2 ml微量离 

心管内，并丢弃其下层粪便；(5)每个样品中加1片 

抑制剂Inhibit EX(加前先磨碎)，充分混匀，室温孵育 

1 min；(6)全速离心(14 000 rpm)3 min；(7)将上清液 

吸入—个新的1．5 Hll离心管内，全速离心(14 000 rpm) 

3 min；(8)吸600 l的上清液加入一个新的2 ml离 






