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摘要　毛干作为最容易取得的一种无创、运输和储存方便的生物样本，对从核酸分子水平上进行
各方面研究有着十分重要的意义。但毛干中 ＤＮＡ含量低，不易提取，而且存在大量角蛋白和色
素，纯化不净会对下游ＰＣＲ扩增等反应产生抑制作用。基于毛干 ＤＮＡ提取现状，综述并比较了
近三十年动物及人类毛发的毛干ＤＮＡ提取、纯化等相关方法，拟为毛干 ＤＮＡ提取在分子生物学
各领域的推广应用提供充分的文献支持和参考。
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　　毛干（ｈａｉｒｓｈａｆｔ），即不包含毛根的毛发。它作为最

容易取得的一种无创、运输和储存方便的生物样本，对

从核酸分子水平上进行动物物种鉴定、物种起源、亲缘

关系、系统进化、多样性评估、良种繁育、疾病监测、刑侦

法医及古生物学等方面研究都有着十分重要的意义。

　　随着分子生物学及 ＰＣＲ技术的发展，利用毛发提

取ＤＮＡ［１］、进行 ＤＮＡ分型［２］等研究具有了现实可行

性。然而，由于毛干结构组成不同于常规生物样本、

ＤＮＡ含量低等问题，常造成ＤＮＡ提取、纯化困难，导致

毛干取材的分子生物学相关研究受到限制、并造成进

一步实验的不稳定，影响下游工作。因此，本文对涉及

毛干ＤＮＡ提取方法相关的文献进行了比较整理和综

述，以期对相应领域的实验研究提供参考与借鉴。

１　毛干结构分析［３］

　　如表１所示，毛干由髓质层（核心层）、皮质层（中

层）和角质层（外层）组成。毛干的主要组成部分是角

蛋白纤维，它们组成了狭长的皮质细胞，毛干中９０％以

上由蛋白组成。皮质层中，交联角蛋白组成了毛干内

部的支撑结构，并大量填充了α角蛋白，皮质细胞核被

坚硬的角蛋白包裹着，因此毛干 ＤＮＡ的提取一般需包

含降解角蛋白的步骤。通常需在５６℃消化８小时以

上，此过程多采用 ＳＤＳ裂解细胞、蛋白酶 Ｋ降解角蛋

白、二硫苏糖醇或２巯基乙醇打开交联蛋白的二硫键。

此外，髓质层与皮质层中含有大量色素，在一般提取操

作中色素不易与ＤＮＡ分离而可能抑制ＰＣＲ扩增［４５］。

表　１毛干结构组成［３］

Ｔａｂｌｅ１　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｈａｉｒｓｅｃｔｉｏｎｓ

组成 髓质层 皮质层 角质层

质量百分比 ＜２％ ８８％ １０％
主要蛋白组成 毛透明蛋白 α螺旋角蛋白纤维，交联角蛋白 毛透明蛋白，交联角蛋白

主要氨基酸
谷氨酸盐，谷氨酰胺，瓜氨酸，亮

氨酸
半胱氨酸，丝氨酸，谷氨酸盐

半胱氨酸，丝氨酸，脯氨酸，甘氨

酸，谷氨酸盐

蛋白交联 谷氨酰赖氨酸 二硫键，憎水基 二硫键，异构肽键

　　有研究表明，在毛发生长过程中，毛发的角质化会导

致皮质细胞溶解、核ＤＮＡ（ｎｕｃｌｅａｒＤＮＡ，ｎｕＤＮＡ）损

失［６］。毛干中可提取得到ＤＮＡ的主要区域现今尚未有

确切说法。Ｋａｌｂｅ等［７］曾从人发干中提取得到约

２００００ｂｐ的ＤＮＡ，并认为其主要存在于外部的角质层。
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２　毛干ＤＮＡ提取方法整理与比较

　　毛干 ＤＮＡ的提取是在常规血液、肌肉组织等样本

ＤＮＡ提取方法的基础上改进而成的，主要特殊点在于

大量坚硬的角蛋白包裹、ＤＮＡ含量低以及色素等的存

在对下游工作的影响。因此，细胞裂解、降解角蛋白、

打开二硫键进而最大限度释放 ＤＮＡ并在此过程中尽

量减少蛋白、色素在提取液中残留的步骤是关系整个

毛干 ＤＮＡ提取成败的主要步骤。同时，杂质多、含量

低的问题也使得毛干 ＤＮＡ的进一步纯化、富集及其相

应的下游ＰＣＲ扩增方法等步骤显得十分重要。故本文

拟对毛干ＤＮＡ提取及涉及下游ＰＣＲ实验相关的纯化、

富集方法作一比较综述。

２．１　毛干ＤＮＡ提取方法

　　分析ＣＮＫＩ、万方、维普、ＷｅｂｏｆＳｃｉｅｎｃｅ、ＰｕｂＭｅｄ等

几个数据库检索所得的近三十年涉及毛干 ＤＮＡ提取

的国内外文献，大致可将毛干 ＤＮＡ提取等相关方法分

为５类：

　　（１）经典有机溶剂提取法（酚、氯仿等有机溶剂提

取前，加ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００等裂解并加蛋白酶Ｋ在

３７～６５℃下水浴消化８ｈ以上）；

　　（２）Ｃｈｅｌｅｘ１００处理法；

　　（３）Ｑｉａｇｅｎ、Ｐｒｏｍｅｇａ等试剂盒处理法；

　　（４）ＰＣＲ缓冲液加蛋白酶Ｋ快速提取法；

　　（５）组合方法，如“经典有机溶剂法”结合“纳米磁

珠法”等。

　　其中，除第４类方法外，一般都需要或包含再行纯

化、富集的步骤，如超滤除盐、乙醇沉淀等。每一类方

法在实际应用中各自在同类试剂选择及试剂浓度、每

步重复次数、处理时间、温度上会有差别，具体代表性

方法应用的文献整理见表２。

表２　成功提取毛干ＤＮＡ的代表性方法汇总

Ｔａｂｌｅ２　ＳｕｍｍａｒｙｏｆＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｉｎｈａｉｒｓｈａｆｔｓ

提取纯

化方法
ＤＮＡ得率 具体步骤

经典有机

溶剂提取

法

ｎｕＤＮＡ［８］１．４５μｇ／ｍｇ
样品液氮中磨碎，加裂解液（Ｔｒｉｓ缓冲液、ＥＤＴＡ、ＳＤＳ、蔗糖）及蛋白酶 Ｋ，５０℃水浴２０ｈ，Ｔｒｉｓ
饱和酚、氯仿：异戊醇（２４∶１）各抽提１次，加醋酸钠、无水乙醇沉淀，７０％乙醇洗

ｍｔＤＮＡ［９］ （—）
样品加裂解液（ＤＴＴ、ＳＤＳ、ＥＤＴＡＮ１６）及蛋白酶Ｋ，３７℃水浴过夜，至毛干溶化，Ｔｒｉｓ饱和酚、
饱和酚：氯仿（１∶１）、氯仿各抽提１次，加醋酸钠、无水乙醇沉淀，７０％乙醇洗

ｍｔＤＮＡ［１０１３］ （—）
样品加裂解液［ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＰＴＢ（Ｎｐｈｅｎａｃｙｌｔｈｉａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ）、ＮａＣｌ、Ｔｒｉｓ缓冲液］及蛋白酶
Ｋ，５５℃水浴２４ｈ，Ｔｒｉｓ饱和酚氯仿抽提，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品超滤

ｍｔＤＮＡ［１４］ （—）
样品加裂解液（ＤＴＴ、ＣａＣｌ２、Ｔｒｉｓ缓冲液）及蛋白酶Ｋ，５５℃水浴１０ｈ，酚氯仿异戊醇（２５∶２４
∶１）、氯仿各抽提１次，Ｍｉｃｒｏｃｏｎｓ３０ＹＭ超滤，膜ＴＥ洗３次

ｍｔＤＮＡ［２，５，１５１６］ （—）
样品加裂解液（ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＥＤＴＡ、ＮａＣｌ、Ｔｒｉｓ缓冲液）及蛋白酶 Ｋ，５６℃水浴过夜，Ｔｒｉｓ饱和
酚、氯仿各抽提１次，Ａｍｉｃｏｎ公司Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ３０或Ｍｉｃｒｏｃｏｎ１００超滤

总ＤＮＡ［１７］５ｎｇ／ｍｇ
样品冻干粉碎，加裂解液（含羟基喹啉、醋酸钠的苯酚、ＳＤＳ、ＥＤＴＡ）过夜，氯仿异戊醇（２５∶
１）抽提２次，无水乙醇沉淀，７０％乙醇洗，色素等琼脂糖凝胶纯化

ｍｔＤＮＡ［１８］ （—）
样品加裂解液（ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＰＴＢ、ＮａＣｌ、Ｔｒｉｓ缓冲液）及蛋白酶Ｋ，５５℃水浴２４ｈ，酚、氯仿抽提，
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司ｍｉｃｒｏｃｏｎ产品超滤

ｎｕＤＮＡ［１９］０～０．１１７ｎｇ／ｃｍ
０～８０ｎｇ／ｍｇ

样品不清洗，加裂解液（ＥＤＴＡ、ＮａＣｌ、Ｔｒｉｓ缓冲液）浸泡１２４ｈｒ，加蛋白酶Ｋ与ＣａＣｌ２，５６℃水
浴２ｈ，酚氯仿异戊醇（２５∶２４∶１）、氯仿各抽提１次，超滤

Ｃｈｅｌｅｘ
１００法

ｎｕＤＮＡ及ｍｔＤＮＡ［２０，２１］ （—） 样品５％Ｃｈｅｌｅｘ１００（Ｓｉｇｍａ公司），５６℃水浴３０ｍｉｎ６ｈ，ｌ００℃水浴８ｍｉｎ，离心
ｍｔＤＮＡ［２２］ （—） 样品Ｃｈｅｌｅｘ１００法抽提，Ｍｉｃｒｏｃｏｎｌ００纯化

试剂盒

处理法

ｍｔＤＮＡ［２３］ （—）
样品德国ＱＩＡＧＥＮ公司ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒处理（其中需另加蛋白酶 Ｋ，５２℃水
浴过夜）

ｍｔＤＮＡ［２４］ （—） 样品粉碎，美国Ｐｒｏｍｅｇａ试剂盒处理（ＤＮＡＩＱＴＭＳｙｓｔｅｍ，Ｃａｔ．＃ＤＣ６７０１及Ｃａｔ．＃ＤＣ６７４０）
ｎｕＤＮＡ［２５］０～０．７２６ｎｇ／ｃｍ 样品德国ＱＩＡＧＥＮ公司ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒处理（有方法改进）

ｍｔＤＮＡ［２６］ （—）
样品日本ＮｉｐｐｏｎＧｅｎｅ公司ＩＳＯＨＡＩＲ试剂处理，ＮａＩ法提取纯化，Ｗａｋｏ公司ＧｅｎｏｍｅＤＮＡ抽
提试剂盒进一步处理

ｍｔＤＮＡ［２７］ （—） 样品德国ＱＩＡＧＥＮ公司ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｃｒｏＫｉｔ试剂盒处理
ｍｔＤＮＡ［２８］ （—） 样品美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司ＴｉｓｓｕｅａｎｄＨａｉｒＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒处理

ｍｔＤＮＡ［２９］ （—）
样品美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司 ＰｒｅｐＦｉｌｅｒＢＴＡＥｘｐｒｅｓｓＴＭ处理（ＡｕｔｏＭａｔｅＥｘｐｒｅｓｓＴＭ设备，裂
解时间２ｈ）

９２１
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　　（续表２）

提取纯

化方法
ＤＮＡ得率 具体步骤

ＰＣＲ缓冲
液快速提

取法

总ＤＮＡ［３０３１］２７．５～５０ｎｇ／ｃｍ
样品在ＰＣＲ缓冲液、ＭｇＣｌ２溶液及蛋白酶 Ｋ组成的 ＰＣＲ反应系统中，６５℃３０ｍｉｎ，９５℃
１５ｍｉｎ，４℃１０ｍｉｎ，ＰＣＲ１个循环后瞬时离心

ｎｕＤＮＡ及ｍｔＤＮＡ［３２］ （—）
样品在ＤＴＴ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、ＰＣＲ缓冲液及蛋白酶Ｋ组成的ＰＣＲ反应系统中６５℃水浴３０ｍｉｎ，
１００℃８ｍｉｎ，４℃１０ｍｉｎ，瞬时离心

ｍｔＤＮＡ［３３３６］ （—）
样品在ＡＢ公司ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲ缓冲液ＩＩ、Ｓｉｇｍａ公司ＤＴＴ及蛋白酶Ｋ组成的ＰＣＲ反应系
统中，５６℃水浴１～２ｈ，９５℃１０ｍｉｎ

组合方法

ｍｔＤＮＡ［３７］ （—）
样品压发机碾压后，加裂解液（ＤＴＴ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、ＥＤＴＡ、Ｔｒｉｓ缓冲液）及蛋白酶Ｋ，５０℃摇床
水浴１晚，１００℃８ｍｉｎ，凝胶回收试剂盒（东盛生物科技有限公司）ＤＮＡ吸附纯化柱纯化

总ＤＮＡ［２６，３８］０～７．８ｎｇ／根
样品加裂解液（ＤＴＴ、ＳＤＳ、Ｔｒｉｓ缓冲液）及蛋白酶Ｋ，５６℃水浴，直至毛发消化完全，纳米磁珠
法纯化

ｍｔＤＮＡ［４］＜０．５ｎｇ／ｃｍ（低于
检测限）

样品加裂解液（ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＮａＣｌ、ＥＤＴＡ、Ｔｒｉｓ缓冲液）及蛋白酶Ｋ，３７℃水浴１晚，Ｔｒｉｓ饱和酚
抽提１次，酚氯仿抽提２次，氯仿抽提１次，Ａｍｉｃｏｎ公司Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ３０超滤，ＣＴＡＢ法纯化

ｎｕＤＮＡ［３９］０１ｎｇ／ｃｍ
样品加裂解液（ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＰＴＢ、ＥＤＴＡ、醋酸钠、Ｔｒｉｓ缓冲液）及蛋白酶 Ｋ，５５℃水浴过夜，酚
氯仿异戊醇（２５∶２４∶１）抽提２次，Ｔａｌｅｎｔ公司ＣｌｅａｎＭｉｘ试剂盒并ＤＮａｓｅ／ＲＮａｓｅｆｒｅｅ处理，
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司ＭｉｃｒｏｃｏｎＹＭ３０超滤

ｎｕＤＮＡ［４０］ （—） 样品加含ＤＴＴ的裂解液，二氧化硅膜柱处理，Ｍｉｃｒｏｃｏｎ１００超滤

　　　　注：（—）文献未注明得率。线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）

２．２　影响毛干ＤＮＡ提取的因素分析与方法比较

　　Ａｌｌｅｎ等［３５］发现毛发中ＤＮＡ含量对其提取及下游

ＰＣＲ扩增的成功率有较大影响，ｎｕＤＮＡ在每个细胞中

只有１个 ｃｏｐｙ，而 ｍｔＤＮＡ则有１０３～１０４个 ｃｏｐｙ，因此

毛干ｍｔＤＮＡ的提取扩增往往能获得较高的成功率有较

好的重复性，更多的研究也相应集中在 ｍｔＤＮＡ的提取

及应用上。但由于（１）ｍｔＤＮＡ资料无法在各数据库中

进行ＳＴＲ基因分型的对比，缺乏 ＳＴＲ判别特性；（２）

ｍｔＤＮＡ不能显现母源的特征；（３）ｍｔＤＮＡ在基因分型

上会产生显著但不规律的异质性等原因［１９］而存在应用

限制，故同时寻找毛干ｍｔＤＮＡ及ｎｕＤＮＡ各自合适的提

取方法显得尤为重要。

　　在本综述的文献整理过程中，毛干两种 ＤＮＡ的提

取、扩增、测序等实验的得率及成功率曾被作为主要考

察因素来观察究竟何种提取、纯化、富集的方法更适用

于二者及总ＤＮＡ的研究，但由于物种差异、个体差异、

毛发质地和生长期差异、色素及提取溶剂对 ＰＣＲ扩增

的抑制、染发、样品存放时间、ＰＣＲ扩增条件等等因素

的原因，确实很难单纯地对各文献报道的提取相关方

法的优劣作一简单比较。

　　因而各毛干 ＤＮＡ提取相关研究的影响因素及其

相关统计资料的总结对方法比较显得更为重要。国际

法医遗传组织（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｏｃｉｅｔｙｏｆＦｏｒｅｎｓｉｃＧｅｎｅｔｉｃｓ，

ＩＳＦＧ）的西班牙葡萄牙合作组（ＳｐａｎｉｓｈａｎｄＰｏｒｔｕｇｕｅｓｅ

ｗｏｒｋｉｎｇｇｒｏｕｐ，ＧＥＰ）在 ２０００～２００１年间做了毛干

ｍｔＤＮＡ相关的一个联合研究［４１］，西班牙、葡萄牙及拉

丁美洲部分国家的６４个实验室参与了这次质控的实

验。他们研究了５份不同的生物样本，其中２段２～

４ｃｍ长的毛干取材作为样本５做了 ｍｔＤＮＡ的提取、扩

增与测序研究，结果２３个实验室（４３％）没能在这个项

目的实验中取得数据，只有３个实验室得到了正确的

测序报道，其中不少曾经在过去的毛干 ｍｔＤＮＡ相关的

联合研究中取得过成功检测结果的实验室并未在这次

实验中取得相应结果，该组织认为不同的提取方法与

下游ｍｔＤＮＡ扩增的成功率无关。同时，此次研究进一

步对毛干取材样本的ｍｔＤＮＡ提取、扩增、测序影响因素

做了考察，发现取材 ｍｔＤＮＡ基因位点的突变对扩增无

干扰，增加 ＰＣＲ模板及 Ｔａｑ酶用量有助于增加扩增效

率，另外涉及ＤＮＡ提取的研究表明与前人研究［６］一致

的是无髓鞘的发干的 ＤＮＡ提取得率较高，而提取中引

起的各种 ＰＣＲ扩增抑制性因素对下游实验有较大影

响［５，４２］。

　　除了上述影响因素外，从 ＤＮＡ提取、扩增成功的

原因分析上看，Ｇｉｌｂｅｒｔ等［１１］认为由于毛干角质层结构

特殊角质蛋白包埋保护了 ＤＮＡ，故可从古生物毛干上

成功提取扩增 ＤＮＡ，但亦有报道认为样本存放时间不

同对毛干 ｍｔＤＮＡ提取扩增的成功率有较大影响［４０］；

Ｈｅｙｗｏｏｄ等［４３］认为永久性染发、清洗等因素会导致可

检测ＤＮＡ的含量降低，
!

政等［４４］的研究则发现女性中

烫染发个体ＳＴＲ分型成功率为３３．３％，非烫染发个体
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为２９．４％，认为烫染发对ｎｕＤＮＡ的ＳＴＲ分型成功率影

响可能跟烫染发方式、频率及其后毛发的持续生长有

关；另外，关于毛干提取前的清洗及裂解消化的处理对

ＤＮＡ提取扩增成功率等的研究上也有一些有意思的现

象，一些研究者认为提取前样本清洗及裂解消化的过

程会降低ｎｕＤＮＡ和 ｍｔＤＮＡ的提取得率及提取扩增的
成功率［１７，１９，４１］，但也有研究［３９］发现不同的样本前处理

对毛干ｎｕＤＮＡ的提取扩增没有影响，并从西伯利亚干
尸中成功获取了 ｎｕＤＮＡ。值得注意的是，一系列研
究［４，５］发现色素对 ＰＣＲ扩增抑制严重，取样量过低或
过高都可导致毛干ＤＮＡ提取及其ＰＣＲ扩增检测失败，
建议最佳取样量为５～１０ｃｍ。从这些不同的研究分析，
毛干ＤＮＡ的存在部位未必尽如一般认为的那样仅主
要存在于外部角质层［７，１９，４３］，合适的条件下也可能存

在于毛干内部［１１，４５～４６］，而不同样本在不同的环境中核

酸酶的存在可能是导致毛干 ＤＮＡ检测成功与否及含
量差异的一个主要影响因素［４７］，推测样本合适的取样

量、样本处理及处理中产生的 ＰＣＲ抑制因素对后续实
验的影响可能是最终毛干 ＤＮＡ提取扩增成功与否的

关键。

　　从不同的文献对各类毛干 ＤＮＡ提取方法的方法
学比较看，结论主要有如下几种：Ｖｉｇｉｌａｎｔ［３６］做了
ｍｔＤＮＡ４种不同提取方法的对比实验，结果经典有机
溶剂提取法提取扩增成功率为４８％，Ｑｉａｇｅｎｔｉｓｓｕｅｋｉｔ

试剂盒成功率为４２％，Ｃｈｅｌｅｘ方法成功率为７０％，ＰＣＲ
缓冲液快速提取法成功率最高，为８５％。
　　Ｔａｋａｙａｎａｇｉ等［２６］做了ｍｔＤＮＡ３种不同提取方法的
对比实验，结果组合方法中加纳米磁珠法纯化的方法

提取及扩增效果稳定且迅速，组合方法中以ＮａＩ纯化的
方法效果亦稳定，但经典有机溶剂法提取需要较高的

人员操作技巧，结果不如前两种方法有效、可靠。

　　胡钰娟等［２０］采用经典有机溶剂法、Ｃｈｅｌｅｘ１００法、
ＰＣＲ缓冲液快速提取法对大鼠毛发 ＤＮＡ做了提取的

方法学考察，结果显示，ＰＣＲ缓冲液快速提取法不能从
毛干中提取ｎｕＤＮＡ，经典有机溶剂法不能从１、２根鼠
毛中提取ｍｔＤＮＡ，而Ｃｈｅｌｅｘ１００法可从毛干和单根鼠毛

中提取ｍｔＤＮＡ和ｎｕＤＮＡ。
　　高林林等［２２］采用 Ｃｈｅｌｅｘ１００法、经典有机溶剂提
取法及三种不同的组合方法对染色毛发ｍｔＤＮＡ进行了
提取扩增，结果 Ｃｈｅｌｅｘ１００结合 Ｍｉｃｒｏｃｏｎｌ００超滤提取
扩增染色毛发 ｍｔＤＮＡ效果较好，其余方法均无扩增

产物。

　　ＭｃＮｅｖｉｎ等［１９］报道，蛋白酶 Ｋ、游离 Ｃａ２＋的存在
（减少ＥＤＴＡ与 Ｃａ２＋结合）可相应增加成功率，ＳＤＳ则
对ＰＣＲ扩增有抑制。
　　Ｂａｒｂａｒｏ［４０］等在考察提取方法时发现，样品用加含
ＤＴＴ的裂解液处理，无论在二氧化硅膜柱提取纯化情
况下或用经典有机溶剂法提取均可加强提取效果、增

加提取得率。

　　苏一等［８］用经典有机溶剂提取法考察了３种不同
的提取方法的提取效率，发现在裂解液中增加蛋白酶Ｋ

用量、添加蔗糖升高溶液黏度及用液氮预先将毛干在

冷冻状态下碾磨粉碎有助于提高ＤＮＡ得率。

３　总结与讨论

　　分析成功提取毛干 ＤＮＡ的文献资料发现，使用经
典有机溶剂法成功提取毛干ＤＮＡ的研究占近３７％，其
主要文献基础是Ｈｉｇｕｃｈｉ等［２］的方法略做变化而来，且

组合方法中的初步提取亦常以有机溶剂提取法为基

础；不同试剂盒提取法占２１％，其中以德国Ｑｉａｇｅｎ及美
国Ｐｒｏｍｅｇａ试剂盒为主；ＰＣＲ缓冲液加蛋白酶 Ｋ快速
提取法占１８％；Ｃｈｅｌｅｘ１００法占８％；其余则多为联用

方法。其中，成功提取得到 ｎｕＤＮＡ的方法报道，主要
为基于有机溶剂提取法的组合方法及ＰＣＲ缓冲液加蛋
白酶Ｋ快速提取法，而ｍｔＤＮＡ在各提取方法中提取成
功率均较高。此外，国际法医遗传组织（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＳｏｃｉｅｔｙｏｆＦｏｒｅｎｓｉｃＧｅｎｅｔｉｃｓ，ＩＳＦＧ）的西班牙葡萄牙合
作组（ＳｐａｎｉｓｈａｎｄＰｏｒｔｕｇｕｅｓｅｗｏｒｋｉｎｇｇｒｏｕｐ，ＧＥＰ）在
２００３～２００４年的合作研究中［４８］毛发 ｍｔＤＮＡ的各提取
方法各实验室应用情况统计数据报道为：经典有机溶

剂提取法３７％，Ｃｈｅｌｅｘ１００法２０％，其余则为试剂盒法、
ＰＣＲ缓冲液快速提取法及组合方法。
　　从文献提取得率及 ＰＣＲ扩增成功率看，相同的提

取方法各文献报道的得率与成功率变化区间很大，不

具有直接可比性，这个推论与国际法医遗传组织

（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｏｃｉｅｔｙｏｆＦｏｒｅｎｓｉｃＧｅｎｅｔｉｃｓ，ＩＳＦＧ）西班牙
葡萄牙合作组（ＳｐａｎｉｓｈａｎｄＰｏｒｔｕｇｕｅｓｅｗｏｒｋｉｎｇｇｒｏｕｐ，

ＧＥＰ）在２０００～２００１年间做的毛干ｍｔＤＮＡ相关的一个
联合研究［４１］的认识基本一致。推测主要是由于样本间

差异及操作、试剂等方面的不同引起。

　　文献比较之后，各方法的优缺点总结如下：
　　（１）经典有机溶剂提取法与组合方法：适用于取样
量较大、有较充足样本的情况下做 ＤＮＡ提取，尤其是

疑难样本，多次纯化后可得到高纯度ＤＮＡ；但对操作技

１３１



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３２Ｎｏ．１０２０１２

术及后期纯化要求较高、耗时较多。

　　（２）Ｃｈｅｌｅｘ１００处理法与试剂盒处理法：操作技术
要求较低，尤其适用于毛干样本量较少的情况，如法医

学、考古学材料；但价格较贵、不适用于农业如畜牧业

物种溯源等需要大范围、大量取样的研究。

　　（３）ＰＣＲ缓冲液加蛋白酶Ｋ快速提取法；操作技术
要求较低，且耗时较少、试剂成本较低，不需后期纯化

步骤即可顺利进行 ＰＣＲ扩增；但对样品取样量范围需
做考察，以减少杂质对ＰＣＲ扩增的影响，亦不适用于大
量ＤＮＡ的制备。
　　建议在毛干 ＤＮＡ的提取过程中：（１）一般情况下
样本宜尽量减少清洗步骤，必须清洗则采用超纯水或

乙醇做适当的清洗，以减少 ＤＮＡ在清洗过程中可能的
损失；（２）提取ｎｕＤＮＡ可首先考虑采用加蛋白酶 Ｋ缓
冲液温和浸泡处理提取，不必做过多的细胞裂解等工

作，在不减少 ｎｕＤＮＡ得率的情况下尽量减少色素、蛋
白及提取液成分造成的污染，避免对下游 ＰＣＲ扩增造
成抑制；（３）毛发取用量亦在５～１０ｃｍ为宜，这也是文
献报道［４］的ＤＮＡ模板量充分且色素含量不至于完全
抑制ＰＣＲ扩增的区间（若所用样本 ＤＮＡ含量过低，
１０ｃｍ取样仍无法顺利扩增，则可增加取样量并采用
ＣＴＡＢ法纯化或者大量取样按文献［１７］报道的方法提
取后做琼脂糖凝胶电泳，回收后再行扩增，以除去色素

抑制）；（４）经典溶剂法提取时，蛋白酶 Ｋ、游离 Ｃａ２＋的
存在（减少ＥＤＴＡ与 Ｃａ２＋结合）及使用 ＤＴＴ裂解可相
应增加成功率，ＳＤＳ对 ＰＣＲ扩增有抑制使用时宜减少
用量［１９，４０］；（５）五类提取方法除第４类外，一般均宜增
加超滤除盐步骤，以减少多步骤提取后不明小分子成

分造成的ＰＣＲ扩增抑制［１９］；（６）ｍｔＤＮＡ提取采用第４
类方法（ＰＣＲ缓冲液加蛋白酶 Ｋ快速提取法），是文献
报道较前三类方法取得扩增成功率更高，且操作更为

便捷的方法［３６］；（７）条件允许的情况下，认为新鲜的毛
发及冷冻储存将会对增加ＤＮＡ尤其ｎｕＤＮＡ提取、扩增
成功率产生帮助；（８）如样本ＤＮＡ含量过低造成提取、
扩增困难则建议尝试基于有机溶剂提取法的组合方法

（可参见“表２”组合提取法列表文献及其他提取方法
文献），并考虑色素及提取裂解中可能产生的且未能在

超滤过程中清除干净的小分子物质对 ＰＣＲ扩增的抑
制，增加模板及Ｔａｑ酶的用量、增加 ＰＣＲ循环数（≥３４
次）或进一步采取巢式ＰＣＲ的方法等。
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ｓｉｎｇｌｅｈａｉｒｓｉｎＪａｐａｎｅｓｅ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｏｒｅｎｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅｓ，１９９２，３７

（３）：８５３８５９．

［６］ＬｉｎｃｈＣ，ＷｈｉｔｉｎｇＤ，ＨｏｌｌａｎｄＭ．Ｈｕｍａｎｈａｉｒｈｉｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓｆｏｒｔｈｅ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ ｆｏｒｅｎｓｉｃ ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ． ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｏｒｅｎｓｉｃ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００１，４６（４）：８４４８５３．

［７］ＫａｌｂｅＪ，ＫｕｒｏｐｋａＲ，ＭｅｙｅｒＳｔｏｒｋＬＳ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓＤＮＡｆｒｏｍｈａｉｒｓｈａｆｔｓ．

ＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９８８，３６９：４１３４１６．

［８］苏一，边连全，宣之兴．猪毛干部位基因组 ＤＮＡ的三种提取

方法比较．湖北农业科学，２０１０（１０）：２３３７２３４０．

ＳｕＹ，ＢｉａｎＬＱ，ＸｕａｎＺＸ．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｒｅｅＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓｆｒｏｍｔｈｅｈａｉｒｓｈａｆｔｏｆｓｗｉｎｅ．ＨｕｂｅｉＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ，

２０１０（１０）：２３３７２３４０．

［９］白梅．辽宁地区汉族人群Ｄ１７Ｓ５１８基因座多态性及其毛发检

材的应用研究．北京：中国医科大学，２００８．

ＢａｉＭ．ＳｔｕｄｙｏｎｇｅｎｅｔｉｃｐｌｏｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆＤ１７Ｓ５１８ｉｎＬｉａｏｎｉｎｇ
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ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００８．
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ｈｕｍａｎｈａｉｒｉｎａｒｃｈａｅｏｌｏｇｙ．Ｂｉｏｌｏｇｉｓｔ，２００１，４８（５）：２１３２１７．

［１１］ＧｉｌｂｅｒｔＭ，ＭｅｎｅｚＬ，ＪａｎａｗａｙＲＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｄｅｇｒａｄｅｄ

ｈａｉｒｓｈａｆｔｓｔｏｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔＤＮＡ．ＦｏｒｅｎｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，
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ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎｓｉｎｂｅｒｉｎｇｉａｎｂｒｏｗｎｂｅａｒｓ．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００２，

２９５（２２）：２２６７２２７０．

［１３］ＴｈｏｍａｓＭ，ＧｉｌｂｅｒｔＰ，ＷｉｌｓｏｎＡＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｃｉｅｎｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

ＤＮＡｆｒｏｍｈａｉｒ．ＣｕｒｒｅｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００４，１４（１２）：Ｒ４６３Ｒ４６４．

［１４］ＣｌａｃｋＡＡ，ＭａｃｐｈｅｅＲＤ，ＰｏｉｎａｒＨＮ．ＭｙｌｏｄｏｎｄａｒｗｉｎｉｉＤＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍａｎｃｉｅｎｔｆｅｃａｌｈａｉｒｓｈａｆｔｓ．ＡｎｎａｌｓｏｆＡｎａｔｏｍｙ

ＡｎａｔｏｍｉｓｃｈｅｒＡｎｚｅｉｇｅｒ，２０１２，１９４（１）：２６３０．

［１５］ＪｅｈａｅｓＥ，ＧｉｌｉｓｓｅｎＡ，ＣａｓｓｉｍａｎＪＪ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａ

ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｈａｉｒ ｓｈａｆｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ｍｔＤＮＡ
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［１６］ＶｉｇｉｌａｎｔＬ，ＰｅｎｎｉｎｇｔｏｎｉＲ，ＨａｒｐｅｎｄｉｎｇｔＨ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｈａｉｒｓｆｒｏｍ ａ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ａｆｒｉｃａｎ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９８９，８６：９３５０９３５４．

［１７］ＳｃｈｒｅｉｂｅｒＡ，ＡｍｔｍａｎｎＥ，ＳｔｏｒｃｈＶ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓＤＮＡｆｒｏｍｈａｉｒｓｈａｆｔｓ．ＦｅｂｓＬｅｔｔｅｒｓ，１９８８，

２３０（１２）：２０９２１１．

［１８］ＧｉｌｂｅｒｔＭ，ＪａｎａｗａｙＲＣ，ＴｏｂｉｎＤＪ，ｅｔａｌ．Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ

ｏｆｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ ｄａｍａｇｅｉｎｄｅｇｒａｄｅｄｈａｉｒ．

ＦｏｒｅｎｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００６，１５６（２３）：２０１２０７．

［１９］ＭｃｎｅｖｉｎＤ，ＷｉｌｓｏｎＷｉｌｄｅＬ，ＲｏｂｅｒｔｓｏｎＪ，ｅｔａｌ．Ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍ

ｒｅｐｅａｔ（ｓｔｒ）ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆｋｅｒａｔｉｎｉｓｅｄｈａｉｒｐａｒｔ２．Ａｎｏｐｔｉｍｉｓｅｄ

ｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｒｅｖｅａｌｓｄｏｎｏｒｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆ

ｓｔｒｐｒｏｆｉｌｅｓ．ＦｏｒｅｎｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００５，１５３（２３）：２４７

２５９．

［２０］胡钰娟，孔维佳，韩月臣，等．提取大鼠毛发核酸３种方法的

比较．临床耳鼻咽喉科杂志，２００４（５）：２８８２９１．

ＨｕＹＪ，ＫｏｎｇＷ Ｊ，ＨａｎＹＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｒｅｅ

ｗａｙｓｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｆｒｏｍ ｒａｔ’ｓｈａｉｒ．ＪＣｌｉｎ

Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ（Ｃｈｉｎａ），２００４（５）：２８８２９１．

［２１］陈青，马力宏，张纯斌．人类运动能力的遗传学研究新方

法———单根毛发中线粒体ＤＮＡＲＦＬＰ分析．中国运动医学杂

志，１９９９，１８（１）：４４４５．

ＣｈｅｎＱ，ＭａＬＨ，ＺｈａｎｇＣＢ．Ａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｇｅｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙｏｆ

ｈｕｍａｎｅｘｅｒｃｉｓｅｃａｐａｃｉｔｙ———ｔｈｅＲＦＬＰａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＤＮＡｆｒｏｍａｓｉｎｇｌｅｈａｉｒ．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｐｏｒｔｓＭｅｄｉｃｉｎｅ，

１９９９，１８（１）：４４４５．

［２２］高林林，唐晖，严江伟，等．染色毛干 ｍｔＤＮＡ不同提取方法的

研究．中国法医学杂志，２００６（５）：２８４２８６．

ＧａｏＬＬ，ＴａｎｇＨ，ＹａｎＪＷ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｕｄｙｏｆｍｅｔｈｏｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ

ｍｔＤＮＡｆｒｏｍｃｏｌｏｒｉｎｇｈａｉｒｓｈａｆｔｓ．ＣｈｉｎＪＦｏｒｅｎｓｉｃＭｅｄ，２００６

（５）：２８４２８６．

［２３］蔡大伟，于慧鑫，赵欣，等．一种简便高效的古代动物毛皮

ＤＮＡ提取方法．吉林大学学报（理学版），２０１０，４８（４）：６８９

６９３．

ＣａｉＤＷ，ＹｕＨＸ，ＺｈａｏＸ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｍｐｌｅａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍａｎｃｉｅｎｔａｎｉｍａｌｄｒｉｅｄｓｋｉｎ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＪｉｌｉｎ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ），２０１０，４８（４）：６８９６９３．

［２４］金美菊，阮勇，严冰冰，等．羊绒羊毛纤维线粒体ＤＮＡ提取方

法研究．毛纺科技，２０１１，３９（１１）：５３５５．

ＪｉｎＭＪ，ＲｕａｎＹ，ＹａｎＢＢ，ｅｔａｌ．ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｍｔＤＮＡ

ｆｏｒｃａｓｈｍｅｒｅａｎｄｗｏｏｌｆｉｂｅｒｓ．ＷｏｏｌＴｅｘｔｉｌｅＪｏｕｒｎａｌ，２０１１，３９

（１１）：５３５５．

［２５］邵碧英，林志武，陈文炳，等．快速、高效的羊绒羊毛织品ＤＮＡ

提取方法的建立．生物技术，２００９，１９（５）：３８３９．

ＳｈａｏＢＹ，ＬｉｎＺＷ，ＣｈｅｎＷＢ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｒａｐｉｄ

ａｎｄｈｉｇｈｅｆｆｅｃｔｉｖｅＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃａｓｈｍｅｒｅａｎｄｗｏｏｌ

ｔｅｘｔｉｌｅｓ．ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｍｔＤＮＡ ｆｏｒｃａｓｈｍｅｒｅａｎｄｗｏｏｌ

ｆｉｂｅｒｓ．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２００９，１９（５）：３８３９．

［２６］ＴａｋａｙａｎａｇｉＫ，ＡｓａｍｕｒａＨ，ＴｓｕｋａｄａＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆ

ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍｈａｉｒｓｈａｆｔｓ．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＦｏｒｅｎｓｉｃＧｅｎｅｔｉｃｓ，

２００３，９（１２３９）：７５９７６４．

［２７］ＧｏｄｏｙＣＤ，ＫｕｎｉｉＩＳ，ＦｕｎａｂａｓｈｉＫＳ，ｅｔａｌ．ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ

ｉｎａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｆｒｏｍｔｈｅｃｉｔｙｏｆｓｏｐａｕｌｏ．ＤＮＡ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍｈｅａｄａｎｄｐｕｂｉｃｈａｉｒａｎｄｂｌｏｏｄ．ＦｏｒｅｎｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅ

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ：ＧｅｎｅｔｉｃｓＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔＳｅｒｉｅｓ，２０１１，３：ｅ１４９ｅ１５０．

［２８］ＢｅｋａｅｒｔＢ，ＬａｒｍｕｓｅａｕＭＨ，ＶａｎｈｏｖｅＭＰ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｍａｔｅｄ

ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｓｉｎｇｌｅｄｏｇｈａｉｒｓｗｉｔｈｏｕｔｒｏｏｔｓｆｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＤＮＡａｎａｌｙｓｉｓ．ＦｏｒｅｎｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ：Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１２，６：

２７７２８１．

［２９］ＡｌｍｅｉｄａＭ，ＢｅｔａｎｃｏｒＥ，ＦｒｅｇｅｌＲ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｉｃｉｅｎｔＤＮＡ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍ ｈａｉｒｓｈａｆｔｓ． ＦｏｒｅｎｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ：

ＧｅｎｅｔｉｃｓＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔＳｅｒｉｅｓ，２０１１，３：ｅ３１９ｅ３２０．
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