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  摘 要:目的 建立一种基于二硫苏糖醇(DTT)-结晶紫的DNA定量方法。方法 将DTT用于结晶紫的

脱色处理后,与不同浓度的λ-DNA和鱼精DNA标准品或标准样本混合,利用酶标仪在595
 

nm波长读取吸光

度,并与紫外吸光法的结果进行比较。DTT-结晶紫法和紫外吸光法对质粒样本浓度及宫颈脱落细胞基因组

DNA
 

样本浓度进行测量比较。以牛血清白蛋白(BSA)模拟蛋白杂质评价两种方法对蛋白杂质的耐受性。结

果 在测定λ-DNA和鱼精DNA时,DTT-结晶紫法在595
 

nm处的吸光度与DNA浓度之间有良好的线性关

系(r2>0.95)。DTT-结晶紫法测量标准样本浓度与所配制的标准样本理论浓度比较差异无统计学意义(P>
0.05)。DTT-结晶紫法和紫外吸光法测量质粒样本浓度比较差异无统计学意义(P>0.05)。紫外吸光法与

DTT结晶紫法测量宫颈脱落细胞基因组DNA样本浓度呈正相关(r=0.94,P<0.01)。紫外吸光法测量含

BSA为1
 

μg/μL的DNA标准样本浓度显著高于对照样本浓度,差异有统计学意义(P<0.01),而DTT-结晶紫

法并未受到BSA的显著影响(P>0.05)。结论 DTT-结晶紫法相较于现有的DNA定量方法具有明显优势,
适用于科研和临床中的DNA定量分析。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

DNA
 

quantitation
 

method
 

based
 

on
 

dithiothreitol
 

(DTT)
 

-crystal
 

vio-
let.Methods DTT

 

was
 

used
 

to
 

decolorize
 

crystal
 

violet,mixed
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

λ-DNA
 

and
 

salmon
 

sperm
 

DNA
 

standard
 

samples
 

or
 

concentration
 

standard
 

samples,and
 

the
 

absorbance
 

was
 

read
 

at
 

595
 

nm
 

wavelength
 

by
 

microplate
 

reader,and
 

compared
 

with
 

the
 

results
 

of
 

ultraviolet
 

absorbance
 

method.DTT-
crystal

 

violet
 

method
 

and
 

ultraviolet
 

absorbance
 

method
 

were
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

concentration
 

of
 

plasmid
 

samples
 

and
 

the
 

concentration
 

of
 

genomic
 

DNA
 

samples
 

of
 

cervical
 

exfoliated
 

cells.The
 

protein
 

tolerance
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

assessed
 

by
 

simulating
 

protein
 

contaminants
 

with
 

bovine
 

serum
 

albumin
 

(BSA).
Results In

 

the
 

quantification
 

of
 

λ-DNA
 

and
 

salmon
 

sperm
 

DNA,the
 

DTT-crystal
 

violet
 

method
 

had
 

a
 

robust
 

linear
 

correlation
 

between
 

the
 

absorbance
 

at
 

595
 

nm
 

and
 

DNA
 

concentration
 

(r2>0.95),and
 

the
 

measured
 

concentrations
 

of
 

the
 

standard
 

samples
 

were
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

the
 

theoretical
 

concentrations
 

of
 

the
 

prepared
 

standard
 

samples
 

(P>0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

concentration
 

of
 

plasmid
 

samples
 

measured
 

by
 

DTT-crystal
 

violet
 

method
 

and
 

ultraviolet
 

absorption
 

method
 

(P>0.05).The
 

concen-
tration

 

of
 

DNA
 

samples
 

from
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

measured
 

by
 

ultraviolet
 

absorption
 

method
 

was
 

positive-
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ly
 

correlated
 

with
 

that
 

by
 

DTT-crystal
 

violet
 

method
 

(r=0.94,P<0.01).The
 

concentration
 

of
 

the
 

standard
 

sample
 

containing
 

BSA
 

1
 

μg/μL
 

measured
 

by
 

ultraviolet
 

absorption
 

method
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

con-
trol

 

sample,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01),whereas
 

the
 

DTT-crystal
 

violet
 

method
 

was
 

not
 

significantly
 

affected
 

(P>0.05).Conclusion DTT-crystal
 

violet
 

method
 

has
 

obvious
 

advantages
 

over
 

the
 

existing
 

DNA
 

quantitation
 

method,and
 

is
 

suitable
 

for
 

DNA
 

quantitative
 

analysis
 

in
 

scientific
 

research
 

and
 

clinic.
Key
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  在基因克隆、测序和表达分析等实验过程中常常

要进行DNA定量分析,常用的定量方法有紫外吸光

法和荧光法[1]。紫外吸光法的原理是通过在特定波

长(260
 

nm)的光下测量样品对紫外光的吸收程度来

确定样品的量。传统的紫外吸光法用比色皿来盛装

液体样品,其测量时样品消耗大、测量浓度范围小、需
要花费时间来稀释样品[2]。NanoDrop

 

是一种常用的

分光光度计,操作较为简便,但其对DNA的定量没有

特异性,易受到蛋白质、多酚等物质污染的影响而导

致测量结果偏高[3-4]。另外,NanoDrop还存在对低浓

度核酸的定量不准确、仪器价格较高等缺点[1]。荧光

法是通过检测与核酸结合的荧光物质发出的荧光信

号变化来测量核酸浓度,主要依赖于高灵敏度的荧光

染料[5]。但是目前含有荧光染料的试剂盒价格通常

较高,限制了其在检测中的广泛应用。因此,亟需一

种特异度较好,同时价格较低的新的DNA定量方法。
结晶紫是一种三苯基甲烷染料,可以进行细胞核染

色,被用于细胞增殖、细胞毒性测定及细胞集落形成

等实验[6-9]。有研究证实,结晶紫可以作为核酸染料,
结合DNA,在凝胶电泳实验中用于直接可视化和识

别DNA条带[10]。隐性结晶紫是结晶紫的还原形式,
在水溶液中不稳定,会转化为结晶紫,二者形成一个

动态平衡。使用还原剂可使结晶紫还原为隐性结晶

紫,在加有60倍摩尔量的还原剂亚硫酸钠时,结晶紫

浓度极低,结晶紫溶液则变成浅紫色或接近无色,但
是这些浓度极低的结晶紫和双链DNA结合后变得稳

定而不易被还原,通过光谱分析来测定 DNA浓度。
在含有还原剂的结晶紫溶液中加入双链DNA后,吸
收峰在592

 

nm处显著增加[11-13]。因此,基于上述原

理,采用二硫苏糖醇
 

(DTT)代替危害较大的还原剂

亚硫酸钠,探索了DTT-结晶紫法用于DNA定量分

析。DTT含有2个强还原性巯基,与亚硫酸钠还原

价相同,其通常被用作抗氧化剂和广谱的三苯基甲烷

染料脱色剂,可以漂白结晶紫、碱性品红等染料[14-15]。
为评估该方法在DNA浓度测定上的性能,将其与紫

外吸光法进行对比分析。

1 材料与方法

1.1 材料来源 DNA样本:质粒样本1、质粒样本

2、质粒样本3均是以pcDNA3.1(-)为载体骨架构

建的质粒样本。临床样本来自于湖北省妇幼保健院

宫颈脱落细胞提取的基因组DNA。

1.2 仪器与试剂 BIO-RAD美国伯乐iMark酶标

仪、Implen
 

NanoPhotometer
 

C40、NanoDrop
 

2000
超微量分光光度计。0.5%结晶紫染色液:0.5

 

g结晶

紫粉末[生工生物工程(上海)股份有限公司,货号:

A600331-0025]中加入20
 

mL无水乙醇促溶,完全溶

解后继续加水至100
 

mL,室温保存;2
 

mol/L
 

DTT
 

储

存液:5
 

g包装的DTT粉末[生工生物工程(上海)股
份有限公司,货号:A620058-000]全部溶解于16

 

mL
 

真空脱气过的超纯水中,分装后置于-80
 

℃保存;1×
TE缓冲液:由粉剂[生工生物工程(上海)股份有限公

司,货号:B040106-0005]配制;100
 

mg/mL
 

牛血清白

蛋白(BSA)溶液:1
 

g
 

BSA固体[生工生物工程(上海)
股份有限公司,货号:A600332]完全溶解于10

 

mL超

纯水中,分装后置于-20
 

℃保存;标准样本:鱼精

DNA
 

75
 

ng/μL。1×隐性结晶紫-二硫苏糖醇(LCV-
DTT)工作液的配制:1×LCV-DTT工作液含有

 

0.1
 

mmol/L
 

结晶紫和
 

6
 

mmol/L
 

DTT,根据结晶紫的相

对分子质量算出所需的0.5%结晶紫染色液是8.16
 

μL,2
 

mol/L
 

DTT储存液需3
 

μL,用1×TE缓冲液

配制至1
 

mL。使用时每孔190
 

μL。

1.3 方法

1.3.1 DTT-结晶紫法测量样本浓度 鱼精DNA由

粉末(源叶生物,货号S18133-1g)配制成5
 

μg/μL溶

液;λ-DNA 为 0.35
 

μg/μL 溶 液 (TaKaRa,货 号:

3010);分别以DNA稀释液[生工生物工程(上海)股
份有限公司,货号:B639270]配制成不同浓度的标准

品。鱼精DNA标准液浓度为5
 

μg/μL,配制标准曲

线时终体积为0.5
 

mL,即在0、3、6、9、12、15
 

μL
 

鱼精

DNA 中 分 别 加 入500、497、494、491、488、485
 

μL
 

DNA稀释液;λ-DNA标准液浓度为0.35
 

μg/μL,配
制标准曲线时终体积为

 

0.35
 

mL,即在0、30、60、90、

120、150
 

μL
 

λ-DNA中分别加入350、320、290、260、

230、200
 

μL
 

DNA稀释液。使用时每孔10
 

μL。

U型96孔板中加入10
 

μL待测 DNA,190
 

μL
 

LCV-DTT工作液,室温孵育10
 

min,酶标仪读取在

波长595
 

nm时的吸光度(A),计算时使用λ-DNA或

鱼精DNA制作标准曲线,参考文献[11]中亚硫酸钠-
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结晶紫的数据,设置标准曲线:0、30、60、90、120、150
 

ng/μL,每孔使用10
 

μL标准品,即每孔0、300、600、

900、1
 

200、1
 

500
 

ng
 

标准DNA。计算得到样本浓度。

1.3.2 紫外吸光法测量样本浓度 比色皿测量样本

浓度:取50
 

μL超纯水加入超微量石英比色皿,测量

空白样品管的A,再加入1
 

μL样本,反复吹吸混匀7
次,将稀释倍数调成51倍,使用Implen

 

C40的双链

DNA程序读取样本A并记录。NanoDrop
 

2000超微

量分光光度计测量样本浓度:选择 DNA
 

Measure-
ment模式,取1

 

μL
 

Qiagen
 

AE缓冲液加入样品台,
选择“Blank”选项,测量空白样本的A,用医用棉签擦

拭干净后选择“Sample”选项,取1
 

μL样本加入样品

台,测量样本的A并记录。

1.3.3 以BSA模拟蛋白杂质 待测DNA标准样本

中加入BSA,配制成含不同浓度的蛋白杂质的标准样

本,依次为标准样本+10
 

ng/μL
 

BSA、标准样本+100
 

ng/μL
 

BSA、标准样本+1
 

μg/μL
 

BSA,同时配制了不

含蛋白杂质的标准样本作为对照样本。

1.4 统 计 学 处 理 采 用 SPSS20.0及 GraphPad
 

Prism
 

8分析数据并绘制统计图。计量资料以x±s
表示。DTT-结晶紫法测定λ-DNA和鱼精DNA的结

果采用线性拟合,r2>0.95表示线性关系良好。两种

方法测量标准样本浓度并分别与理论浓度对比采用

单样本t检验;组间均数的比较采用t检验,包括配对

t检验和两独立样本t检验。两种方法测量宫颈脱落

细胞基因组DNA
 

样本浓度的相关性分析采用Pear-
son检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 DTT-结晶紫法和紫外吸光法测定DNA标准品

和标准样本时 A与DNA浓度的关系 本研究使用

不同浓度的λ-DNA和鱼精DNA作为标准品,分别采

用DTT-结晶紫法和紫外吸光法的测量结果进行线性

拟合。在进行线性拟合时,以DNA标准曲线参照物

浓度为Y 轴,实际测得的A为X 轴。图1A、图1B使

用DTT-结晶紫法,线性拟合后作出的标准曲线r2 为

0.98和0.96,均大于0.95。图1C、图1D使用紫外吸

光法,线性拟合后作出的标准曲 线r2 为0.87和

0.99。结果显示,紫外吸光法和DTT-结晶紫法在测

量鱼精 DNA 时 A 与 DNA 浓度线性关系均良好

(r2>0.95);DTT-结晶紫法测量λ-DNA时A与DNA
浓度呈现出更好的线性关系(r2=0.98>0.87)。

  注:
 

A为
 

DTT-结晶紫法测定λ-DNA时A与DNA浓度的线性关系;B为
 

DTT-结晶紫法测定鱼精DNA时A与DNA浓度的线性关系;C为

紫外吸光法测定λ-DNA时A与DNA浓度的线性关系;D为紫外吸光法测定鱼精DNA时A与DNA浓度的线性关系。

图1  不同方法测量DNA时A与DNA浓度的线性关系

  本研究使用DTT-结晶紫法和紫外吸光法分别对

标准样本进行测量。图2中虚线为所配制标准样本

理论浓度(75
 

ng/μL),使用DTT-结晶紫法测量标准

样本浓度为(77.05±2.73)
 

ng/μL,与标准样本理论

浓度比较差异无统计学意义(P>0.05);紫外吸光法

测量标准样本浓度为(98.60±5.31)ng/μL,高于标准

样本理论浓度,差异有统计学意义(P<0.05)。见

图2。
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图2  DTT-结晶紫和紫外吸光法测量标准样本浓度

2.2 DTT-结晶紫法和紫外吸光法测量质粒样本浓

度比较 DTT-结晶紫法以λ-DNA作标准曲线计算

出质粒样本浓度,紫外吸光法以比色皿进行测量得出

质粒样本浓。DTT-结晶紫法测量质粒样本1浓度为

(812.57±115.24)ng/μL,紫外吸光法测量质粒样本

1浓度为(800.67±6.43)ng/μL,差异无统计学意义

(P>0.05);DTT-结晶紫法测量质粒样本2浓度为

(953.03±179.26)ng/μL,紫外吸光法测量质粒样本

2浓度为(988.33±9.02)ng/μL,差异无统计学意义

(P>0.05);DTT-结晶紫法测量质粒样本3浓度为

(1
 

123.06±44.36)ng/μL,紫外吸光法测量质粒样本

3浓度为(1
 

037.67±8.96)ng/μL,差异无统计学意义

(P>0.05)。见图3。

  注:ns表示差异无统计学意义。

图3  DTT-结晶紫和紫外吸光法测量质粒样本浓度

2.3 DTT-结晶紫法和紫外吸光法测量宫颈脱落细

胞基因组DNA
 

样本浓度比较 DTT-结晶紫法以鱼

精DNA作为标准曲线计算出宫颈脱落细胞基因组

DNA
 

样本的浓度,紫外吸光法以NanoDrop
 

2000超

微量分光光度计测量得出样本浓度。共7个宫颈脱

落细胞基因组DNA样本,采用这两种方法对每个样

本均测量1次。DTT-结晶紫法测量宫颈脱落细胞基

因组DNA
 

样本浓度分别为244、168、148、102、102、

125、102
 

ng/μL,紫外吸光法测量宫颈脱落细胞基因

组DNA
 

样本浓度分别为235、174、164、112、143、

126、146
 

ng/μL。紫外吸光法与DTT结晶紫法测量

宫颈脱落细胞 DNA 样本浓度呈正相关(r=0.94,

P<0.01)。见图4。

图4  DTT-结晶紫和紫外吸光法测量宫颈脱落细胞基因组

DNA样本浓度

2.4 DTT-结晶紫法和紫外吸光法对蛋白杂质耐受

性比较 DTT-结晶紫法以鱼精DNA作为标准曲线

计算出样本浓度,紫外吸光法通过比色皿直接测量A
得出样本浓度。DTT-结晶紫法测量对照样本及3种

含BSA 的标准样本浓度分别为(76.33±9.92)、
(85.03±4.42)、(85.50±14.44)、(90.08±2.38)

 

ng/μL,对照样本浓度与含不同BSA的标准样本浓度

比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。紫外吸光法

测量对照样本浓度和含BSA
 

10
 

ng/μL和100
 

ng/μL
的标准样本浓度为(99.45±7.65)、(104.55±2.55)、
(106.43±1.15)ng/μL,对照样本浓度与这两种标准

样本浓度比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。当

紫外吸光法测量含BSA
 

1
 

μg/μL的标准样本浓度为

(149.60±13.09)
 

ng/μL,显著高于对照样本浓度,差
异有统计学意义(P<0.05)。见图5。

  注:ns表示差异无统计学意义;与对照样本浓度比较,*P<0.05。

图5  DTT-结晶紫法与紫外吸光法对BSA的耐受性分析
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3 讨  论

  本研究探讨基于 DTT-结晶紫的 DNA 定量方

法,该方法与传统的紫外吸光法比较显示,DTT-结晶

紫法A和DNA浓度之间呈现出更好的线性相关性,
更能准确测定标准样本的浓度。在测定质粒样本时,

DTT-结晶紫法与紫外吸光法测量结果无显著性差

异。此外,该方法也可以用于临床宫颈脱落细胞基因

组DNA
 

样本浓度的测量,并且对蛋白杂质的耐受性

更高,在DNA定量过程中更为可靠。
本研究结果显示,DTT-结晶紫法以λ-DNA和鱼

精DNA测量的两种标准曲线均为线性,且拟合度较

好。紫外吸光法测量λ-DNA标准曲线偏差较大,其
主要原因可能是石英

 

(成分为二氧化硅)比色皿壁对

高纯度的λ-DNA标准品有微量吸附,导致测得的吸

光值偏低,从而影响了标准曲线的拟合度[16];相比之

下,DTT-结晶紫法采用塑料 U型96孔板对λ-DNA
标准品无吸附作用,因此所获得的标准曲线具有较好

的拟合度。紫外吸光法测定鱼精DNA标准曲线时,
观察到较高的拟合度,这可能归因于鱼精DNA中含

有的杂质,这些杂质可能有助于封闭微量DNA在石

英比色皿壁上的吸附。本研究结果显示,使用DTT-
结晶紫法测量标准样本浓度与标准样本理论浓度比

较,差异无统计学意义(P>0.05);而紫外吸光法测量

标准样本浓度高于标准样本理论浓度,差异有统计学

意义(P<0.05),进一步以紫外吸光法测量的鱼精

DNA标准曲线计算出标准样本浓度,结果显示仪器

测量值更接近其理论浓度,主要原因可能是标准样本

鱼精DNA(纯度98%)并非完全由双链DNA组成,可
能含有蛋白或RNA等其他杂质,因此不适合使用仪

器预设的双链DNA程序来读取浓度。然而,鉴于在

实际操作中,紫外吸光法通常直接读取浓度而非通过

标准曲线计算,这表明紫外吸光法可能不适用于某些

样本的精确定量。本研究结果显示,DTT-结晶紫法

和紫外吸光法测量质粒样本浓度比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。本研究对宫颈脱落细胞基因组

DNA
 

样本的测量,利用鱼精DNA作为标准曲线的参

照,鉴于临床实践中通常只进行单次测量,模拟这一

操作流程,对多个样本进行了单次测量,并将DTT-结
晶紫法与紫外吸光法的结果进行了对比,观察到二者

的拟合度较好。
测定不同的DNA样品选择不同标准曲线的原因

在于标准品本身的特性不同。λ-DNA来源于大肠埃

希菌噬菌体λ的基因组DNA,通常用作克隆载体,长
度约为48.5

 

kbp(千碱基对)[17],是线性双链DNA,通
过12个碱基单链黏性末端成环。鱼精DNA是从鲑

鱼精子中提取的天然高相对分子质量的DNA,其纯

度较高,是超螺旋形式的双链DNA,常用作分子生物

学实验中的非特异性DNA对照[18]。本研究所使用

的质粒样本与通过黏性末端形成环状的λ-DNA在性

质上具有相似性;另一方面人类宫颈脱落细胞基因组

DNA与源自高等脊椎动物的鱼精DNA在性质上有

相似性。因此,本研究选择λ-DNA 作为测量质粒

DNA浓度的标准曲线参照,采用鱼精DNA作为测量

宫颈脱落细胞基因组DNA浓度的标准曲线参照。
有研究表明,结晶紫可对蛋白进行染色[6]。因

此,本文也评价了DTT-结晶紫法对蛋白杂质的耐受

性。本研究通过使用BSA模拟蛋白杂质掺入,探讨

了DTT-结晶紫法在DNA样本中存在蛋白杂质时的

适用性。结果显示,即使标准样本中BSA浓度增加

至1
 

μg/μL,DTT-结晶紫法的测量结果仍未受到显著

影响,相比之下,该浓度BSA可显著影响紫外吸光法

的测量结果。这些结果表明,DTT-结晶紫法比起紫

外吸光法对DNA样品中的蛋白杂质具有更好的耐受

性。这可能是因为DTT-结晶紫法测定DNA的过程

不是一个简单的染料吸附或结合过程,而是一个涉及

结晶紫与还原性(隐性)结晶紫之间化学平衡的变色

反应。这种变色反应对蛋白杂质的存在不敏感,从而

使得DTT-结晶紫法在存在蛋白杂质的情况下仍能保

持测量的准确性。
本研究探索了一种新型的 DNA定量分析的方

法。与紫外分光光度法和荧光法相比,DTT-结晶紫

法无需昂贵的仪器投资,操作简便,仅凭低成本耗材

即可获得可靠的测量结果。该方法适用于分子生物

学实验的DNA定量分析及教学实验。在教学实验

中,传统的二苯胺法测定DNA含量需使用浓硫酸或

高氯酸等化学品,以及乙醛等有毒试剂,并需沸水浴

加热,而DTT和结晶紫则安全性高,成本低廉,且可

在室温下进行测量,无需恒温设备。此外,DTT-结晶

紫法与二苯胺法使用相同的仪器,提示DTT-结晶紫

法有望替代后者。在没有酶标仪的情况下,DTT-结
晶紫法的变色反应可通过普通分光光度计甚至智能

手机配合色度分析应用程序进行测量[19-22]。从测量

结果上看,此方法适用的测量范围不仅是文献[11]报
道的线性范围,可能与DTT的还原能力优于亚硫酸

钠有关。因此,该方法在资源有限的实验室具有广阔

的应用前景。
此外,在应用DTT-结晶紫法进行浓度测定过程

中,精准移液至关重要。无论是在稀释样本阶段,还
是将DTT-结晶紫工作液加入 U 型96孔板的过程

中,精准移液是降低实验变异性的关键。这种精确性

有助于提高标准曲线的拟合度,进而优化曲线的线性

关系,从而确保定量结果的准确性。
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综上所述,基于DTT-结晶紫的DNA定量方法

是一种新颖且有效的DNA定量技术,具有低成本、高
安全性和良好的准确性,适用于科研和临床实践,具
有重要的应用价值和推广潜力。
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