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1.水性组合物用于溶解动物组织样本中选自核酸和蛋白质的生物分子的用途，以及用

于随后的

a)保存所述生物分子或

b)进一步处理所述生物分子，

其中所述用途包括以下步骤：

‑对动物组织取样以产生所述动物的组织样本，以及

‑取样后立即将所述组织样本暴露于水性组合物，通过将所述组织样本与所述水性组

合物接触规定的一段时间，所述水性组合物包括：

‑缓冲液，能够在25℃时在pH  7‑9范围内进行缓冲，其中所述缓冲液是Tris，并且包括

pH调节剂，所述pH调节剂是NaOH，

‑洗涤剂，其中所述洗涤剂是N‑月桂酰肌氨酸钠盐，

‑浓度为1‑3M的盐，其中所述盐是NaCl，

‑螯合剂，其中所述螯合剂是EDTA二钠盐二水合物，

‑和水，

‑其中，使用组织取样标签来对所述动物组织进行取样，并且其中通过将所述样本引入

所述水性组合物而与所述水性组合物接触，其中所述水性组合物包含在容器中，所述容器

形成所述组织取样标签的可拆卸部分，并且其中通过将所述样本暴露于所述水性组合物，

从所述组织样本中的选自核酸和蛋白质的生物分子会溶解在所述水性组合物中以产生生

物分子溶液，

‑使用所述生物分子溶液以保存所述生物分子或用于进一步处理所述生物分子，或使

用所述生物分子溶液以检测标记蛋白、或标记核酸、药物、激素或代谢物，

‑使用部分所述水性组合物来储存所述组织样本供以后使用，其中所述水性组合物不

含蛋白酶

所述用途用于非诊断目的。

2.如权利要求1所述的用途，其中所述核酸是DNA。

3.如权利要求1所述的用途，其中所述生物分子的所述进一步处理是检测病原体，或基

因分型、测序、杂交分析，或定量实时PCR。

4.如权利要求3所述的用途，其中所述病原体是BVDV。

5.如权利要求1所述的用途，其中所述组织取样标签是耳标签或组织取样活检针，所述

水性组合物包含在容器中，所述容器形成所述组织取样活检针的可拆卸部分。

6.如权利要求1所述的用途，其中所述盐是NaCl，其浓度为1M至2M。

7.如权利要求6所述的用途，其中所述NaCl的浓度为1M至1.5M。

8.如权利要求6所述的用途，其中所述NaCl的浓度为1.3M至1.5M。

9.如权利要求6所述的用途，其中所述NaCl的浓度为1.4M。

10.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包括以下组分：
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11.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包括以下组分：

12.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包括以下组分：

13.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包括以下组分：

14.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包含指示生物分子存在的染料。

15.如权利要求14所述的用途，其中所述生物分子是核酸。

16.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包括以下组分：
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17.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包括以下组分：

18.如权利要求1所述的用途，其中所述水性组合物包括以下组分：

19.如权利要求1所述的用途，其中所述生物分子溶液用于进一步加工所述生物分子，

其中所述进一步加工是检测所述生物分子溶液中的BVDV并因此检测所述组织样品中的

BVDV。

20.如权利要求4所述的用途，其中，检测所述BVDV通过核酸扩增和检测氨基化核酸或

通过基于抗体的BVDV蛋白检测来完成。

21.如权利要求20所述的用途，其中，所述基于抗体的BVDV蛋白检测是BVDV蛋白的

ELISA。

22.一种用于制备动物组织样本的系统，用于随后

a)对所述组织进行基因分型，

b)检测所述组织中的病原体，或

c)储存和保存所述组织样品供以后使用，

所述系统包括组织取样标签和用于从动物组织样本中溶解生物分子的水性组合物，所

述水性组合物被包含在容器中，所述容器形成所述组织取样标签的可拆卸部分，所述水性

组合物如权利要求1‑21中任一项所述的用途定义。

23.如权利要求22所述的系统，其中所述组织取样标签是耳标签或组织取样活检针，所
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述水性组合物包含在容器中，所述容器形成所述组织取样活检针的可拆卸部分。
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水性组合物用于溶解组织样本中生物分子的用途

技术领域

[0001] 本发明涉及水性组合物用于溶解组织样品中生物分子的用途，以及使用水性组合

物溶解组织样品中生物分子的方法。此外，本发明涉及一种用于制备动物组织样本的系统。

背景技术

[0002] 目前，组织样本标签常被用于标记家畜并同时从该动物中抽离样本。所述样本随

后在实验室中分析特定遗传性状、病原体的存在或缺失或分析该动物基因型。或者，样本被

简单地保存和存储，以追踪所取样本的动物的原产地。组织样本可通过使用组织取样标签

或如活检针的组织取样单元获得。组织取样标签是众所周知的，并且也可以从市售获得，例

如从本申请人安乐福(Allflex)欧洲公司获得。

[0003] 为了进一步分析样本，有必要对其进行进一步的处理。通常从动物中获得的样本

会被送往实验室完成分析。WO  99/12475公开了一种耳标签的样本胶囊，其包含用于进一步

处理样本的未指明试剂。EP  1  088  212公开了一种耳标签，其包括样本接收容器，其中包含

用于失活组织样本蛋白质部分的材料。用于失活组织样本蛋白质部分的材料的实例提及了

以下物质：蛋白酶K、强碱性溶液、分子筛和支持失活样本中蛋白质部分的其他组分。根据该

方法，组织样本被盛放在失活其蛋白质部分的组织样本接收容器中。样本被运送到实验室，

在那里对样本进行实际分析。在现有技术中所公开的过程费力费时。它需要在实验室中的

多个处理步骤，并最终可能导致样本的完全损失。

发明内容

[0004] 本发明根据现有技术改进了工艺。因此，本发明的一个目的是提供一种允许更快

地处理组织样本的方法。此外，本发明的一个目的是提供一种方法，该方法允许将组织样本

存储更长的时间，同时能够根据特定的遗传性状、其基因分型、存在或不存在某些病原体

(如BVDV)对样本进行快速分析。

[0005] 所有这些目的都通过使用水性组合物来解决，该水性组合物用于溶解来自动物组

织样本中选自核酸，优选DNA和蛋白质的生物分子，以及用于随后的

[0006] a)保存所述生物分子或

[0007] b)进一步处理所述生物分子，

[0008] 其中所述使用包括以下步骤：

[0009] ‑对动物组织取样以产生所述动物的组织样本，以及

[0010] ‑取样后立即将所述组织样本暴露于水性组合物，方法是将所述样本与所述组合

物接触规定的一段时间，所述组合物包括

[0011] ‑缓冲液，能够在25℃时在pH  7‑9范围内进行缓冲，可选的包括pH调节剂，例如酸

化剂或碱化剂，

[0012] ‑洗涤剂

[0013] ‑浓度为5‑10wt％的盐
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[0014] ‑螯合剂，和水，

[0015] 其中，所述动物组织使用组织取样标签，优选耳标签，或组织取样活检针来进行取

样，并且所述样本通过将所述样本引入所述组合物而与所述组合物接触，并且其中通过将

所述样本暴露于所述组合物，从所述组织样本中选自核酸和蛋白质的生物分子会溶解在所

述水性组合物中以产生生物分子溶液，

[0016] ‑使用所述生物分子溶液以保存所述生物分子或进一步处理所述生物分子，例如

检测如BVDV的病原体，或基因分型、测序、杂交分析，或定量实时PCR，或使用所述生物分子

溶液以检测标记蛋白、或标记核酸、药物、激素或代谢物，

[0017] ‑可选的使用部分所述水性组合物来储存所述组织样本供以后使用。

[0018] 在一个实施例中，所述水性组合物被盛放在适当的容器中，该容器优选在组织取

样之前形成所述组织取样标签或所述组织取样活检针的一部分，然而，其中所述容器是所

述组织取样标签或所述组织取样活检针的可拆卸部分，并且在组织取样之后，可和/或将从

其上分离。

[0019] 在一个实施例中，所述暴露步骤在取样后0.1s到10s的时间周期内发生，优选在取

样后0.1s到5s。

[0020] 在一个实施例中，所述水性组合物还包括碱化剂，诸如碱金属氢氧化物，更优选

NaOH或KOH。

[0021] 在一个实施例中，所述盐是NaCl，其存在的浓度是1M至2M，优选1M至1.5M，更优选

1.3M至1.5M，甚至更优选1.4M。

[0022] 在一个实施例中，所述水性组合物不包含蛋白酶K，优选完全不含蛋白酶。

[0023] 在一个实施例中，所述组合物中的所述洗涤剂是N‑月桂酰肌氨酸，优选N‑月桂酰

肌氨酸钠盐。

[0024] 在一个实施例中，所述缓冲液是Tris和/或所述螯合剂是EDTA，优选EDTA二钠盐二

水合物。

[0025] 在一个实施例中，所述水性组合物包括，优选由以下组分组成：

[0026]

[0027] 以及，可选的，指示生物分子(优选核酸)存在的染料。

[0028] 在一个实施例中，所述水性组合物包括，优选由以下组分组成：
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[0029]

[0030]

[0031] 在一个实施例中，所述生物分子溶液用于进一步处理所述生物分子，其中所述进

一步处理是在所述生物分子溶液中并因此在所述组织样本中检测BVDV，其中，优选地，所述

BVDV的检测通过核酸扩增和检测所述扩增核酸或通过基于抗体的BVDV蛋白检测诸如BVDV

蛋白的酶联免疫吸附测定法来完成。

[0032] 本发明的目的还通过用于制备后续动物的组织样本的系统来解决，以用于随后的

[0033] a)所述组织的基因分型，

[0034] b)在所述组织中检测病原体，或

[0035] c)存放和保存所述组织样本供以后使用，

[0036] 所述系统包括组织取样标签，优选为组织取样耳标签，或组织取样活检针，和用于

从动物组织样本中溶解生物分子的水性组合物，所述组合物盛放于容器内，所述组合物如

上所定义。

[0037] 在一个实施例中，所述水性组合物盛放于适当的容器中，该容器优选在组织取样

之前形成所述组织取样标签或所述组织取样活检针的一部分，然而，其中所述容器是所述

组织取样标签或所述组织取样活检针的可拆卸部分，并且在组织取样之后，可和/或将其从

其上分离。

[0038] 本文所使用的术语“制备动物组织样本的系统”是指可彼此可操作地连接的产品

的组合。该系统中包括的产品是组织取样标签，优选是组织取样耳标签，或者，代替组织取

样标签的组织取样活检针，以及可操作的相互连接的根据本发明用于从组织样本中溶解生

物分子的水性组合物。本文所用术语“可操作地连接的”一方面指组织取样标签或组织取样

耳标签之间的物理连接，另一方面指水性组合物，或可指一种安排，其中在组织样本取样之

后，提供根据本发明的水性组合物，使得该组织样本可立即与根据本发明的水性组合物接

触，且该组合物与组织取样标签或其部分物理没有接触。例如，在一个实施例中，所述水性

组合物可盛放于适当的容器中，该容器优选在组织取样之前形成所述组织取样标签或所述

组织取样活检针的一部分，然而，其中所述容器是所述组织取样标签或所述组织取样活检

针的可拆卸部分，并且在组织取样之后，可和/或将其从中拆除。本文在样本与组合物接触

情况下所用术语“与...接触”指指组织样本与水性组合物物理连接的一种活动。该物理活

动可以是漂洗、浸湿、吸收、浸没、沐浴、浸入、浸渍或用所述水性组合物完全或部分覆盖组

织样本。本文所用术语“组织取样标签”指一种装置，其能够向动物提供标签或标记(其保持

在该动物中、在其上或以任何其它方式附着于该动物)，同时从该动物获得组织样本以供随

后使用。本文使用的“组织取样单元”或同义词“组织取样活检针”是指一种仪器，这里使用

的“组织取样单元”或同义词“组织取样活检针”是指一种仪器，通过该仪器，例如，通过刮

擦，冲孔，撕裂或其他动作，可以从动物身上获得组织样本，然而，不需要向所述动物附上标
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签或标记，诸如由塑料、金属或木头制成的标签。

[0039] 本发明的目的也可通过使用水性组合物从动物组织样本中溶解选自核酸，优选

DNA和蛋白质的生物分子，以及随后的方法来解决：

[0040] a)保存所述生物分子或

[0041] b)进一步处理所述生物分子，

[0042] 其中所述方法包括以下步骤：

[0043] ‑动物组织取样以产生所述动物的组织样本，以及

[0044] ‑取样后立即将所述组织样本暴露于水性组合物，方法是将所述样本与所述组合

物接触规定的一段时间，所述组合物包括

[0045] ‑一种缓冲液，能够在25℃时在pH  7‑9范围内进行缓冲，可选的包括pH调节剂，例

如酸化剂或碱化剂，

[0046] ‑洗涤剂，

[0047] ‑浓度为5‑10wt％的盐，

[0048] ‑螯合剂，和水，

[0049] ‑其中，所述动物组织使用组织取样标签，优选耳标签，或组织取样活检针来进行

取样，并且所述样本通过将所述样本引入所述组合物而与所述组合物接触，并且其中通过

将所述样本暴露于所述组合物，从所述组织样本中选自核酸和蛋白质的生物分子会溶解在

所述水性组合物中以产生生物分子溶液，

[0050] ‑使用所述生物分子溶液以保存所述生物分子或进一步处理所述生物分子，例如

检测如BVDV的病原体，或基因分型、测序、杂交分析，或定量实时PCR，或使用所述生物分子

溶液以检测标记蛋白、或标记核酸、药物、激素或代谢物，

[0051] ‑可选的使用部分所述水性组合物来储存所述组织样本供以后使用。

[0052] 在一个实施例中，所述水性组合物被盛放在适当的容器中，该容器优选在组织取

样之前形成所述组织取样标签或所述组织取样活检针的一部分，然而，其中所述容器是所

述组织取样标签或所述组织取样活检针的可拆卸部分，并且在组织取样之后，可和/或将从

其上分离。

[0053] 本发明人惊奇地发现可以从动物获得组织样本后，通过将组织样品立即暴露于根

据本发明的适当的水性组合物中，可以在从动物获得组织样品后立即开始处理组织样品。

根据本发明的实施例，该适当的水性组合物的特征是至少5‑10wt％或至少1M的高盐浓度，

存在洗涤剂\螯合剂和缓冲液。从动物中获得组织样本后，将样本立即暴露于根据本发明的

水性组合物中。本文所用术语“立即”指从0.5秒至2分钟范围的一段时间，优选0.5秒至20

秒，更优选0.5秒至5秒。后续的样本暴露于所述水性组合物之后的暴露时间可以是从5分钟

至几小时的任意时期，如1、2、3、...12、...24、...48、...72、...120、...168、...、336、...、

720小时。所述根据本发明实施例的水性组合物不仅帮助储存和/或保存样本，也可帮助从

该样本向组合物中溶解选自核酸和蛋白质的生物分子，其随后不需进一步的工作步骤可直

接使用。根据本发明的实施例，所述水性组合物包括可以在25℃从7至9的pH范围内缓冲的

缓冲液、洗涤剂、浓度至少为5‑10wt％或至少为1M的盐、螯合剂和水以及可选的pH调节剂，

例如酸化剂或碱化剂。在一个实施例中，所述盐的浓度在从5‑10wt％或从1M‑3M，优选1‑2M，

更优选1‑1.5M的范围内。适当的缓冲液是多种的。一个很好的例子是Tris。
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[0054] 本文所用术语“缓冲液”指的是如本领域技术人员所理解的缓冲液的概念。更具体

的，它指的是弱酸和它的共轭碱或弱碱和它的共轭酸的组合，当溶于水中时，这种组合能够

将pH值保持在限定的范围内。这种“缓冲液”也可以称为“缓冲系统”。可以在本发明的实施

例中使用的适当缓冲液包括但不限于TAPS、N，N‑双(2‑羟乙基)甘氨酸、Tris、N‑三(羟甲基)

甲基甘氨酸、TAPSO、HEPES、TES和MOPS。

[0055] 在不希望受任何理论束缚的情况下，本发明人认为已经发现根据本发明的水性组

合物能够在所述组织样本暴露于所述水性组合物时吸收来源于动物组织样本的生物分子。

可能是这些生物分子由于组织取样作用，诸如穿孔、撕或刮擦，导致组织样本中的一些细胞

机械裂解/破裂而从组织样本中泄漏出来，或者是由于在根据本发明的水性组合物中存在

洗涤剂，一些生物分子从组织样本中释放出来。根据本发明的水性组合物中加入的“生物分

子”，优选溶解于其中的，可以是来自所述组织样本的核酸、蛋白质或二者。它们也可以或替

代的是包含在组织样本中的代谢产物或外来物质，诸如药物。“生物分子”可以是取自组织

样本的动物的生物分子，或者它们可能是源于影响动物的病原体的生物分子。在优选实施

例中，在根据本发明的水性组合物中吸收的生物分子是核酸。在另一个实施例中，该生物分

子是蛋白质。在另一个实施例中，该生物分子是核酸和蛋白质的组合。

[0056] 本文所用“核酸”是DNA、RNA或二者的混合物。

[0057] 作为所述组合物的洗涤剂，可以使用不同的洗涤剂。合适的实例包括SDS或N‑月桂

酰肌氨酸，优选其钠盐。螯合剂也有许多实例，一个合适的是EDTA，优选EDTA·2Na·2H2O。

发明者惊奇地发现，该水性组合物允许组织尽可能保持完整以备将来使用，同时因为该组

合物溶解来自样本的生物分子，可促进在实验室中的进一步分析工作。这些生物分子以足

够高的浓度存在于水性组合物中，以使得能够在水性组合物中进一步处理这种(液体)生物

分子溶液。因此，例如，动物的核酸和/或蛋白质以及影响所述动物的病原体，例如如BVDV的

病毒，可以在样本暴露于水性组合物时从组织中浸出。这可以在几分钟内迅速发生，即，当

样本在从农场运输到实验室途中时。本文所用术语“动物”指任何家畜或农场动物，优选牛、

羊、猪、马和其他合适的家畜。

[0058] 根据本发明实施例的水性组合物也适用于保存溶解在其中的生物分子。因此，根

据本发明实施例的水性组合物不仅可用于立即进一步处理溶解在其中的生物分子，而且可

用于长期储存在其中浸泡的组织样本，或者用于长期储存已溶解在水性组合物中的生物分

子。发明人惊奇地发现，溶解在所述水性组合物中的生物分子可以在其中长时间存储，例如

数周至数月。同样地，组织样本可以长时间存储在根据本发明的水性组合物中，例如数周至

数月。示例性的生物分子或组织样本的这种储存的周期为1周至12个月，例如2、3、4周，1、2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11或12个月。

[0059] 在一个实施例中，水性组合物不含蛋白酶K，优选不含蛋白酶。发明人惊奇地发现，

尽管没有蛋白酶K，甚至没有任何蛋白酶，仍有可能获得足够高和纯浓度的核酸以用于进一

步处理，例如基因分型或诸如BVDV的病原体检测。

[0060] 在一个实施例中，根据本发明实施例的水性组合物中的盐以高浓度存在，优选从

1M至3M的浓度范围，优选1M至2M，更优选1‑1.5M，更优选1.3至1.5M，甚至更优选1.4M左右。

在一个实施例中此盐是NaCl。

[0061] 本发明人惊奇地发现，在水性组合物中结合组织取样标签或组织取样活检针使用
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高浓度盐可处理组织样本，并且如果需要，可以没有很大困难地长期存储/保存组织样本。

特别地，一旦组织样本暴露根据本发明的含高浓度盐的水性组合物，则组合物本身可用于

进一步分析。对于许多下游加工应用，高浓度盐的存在不干扰对包含在这种高盐水性组合

物中的生物分子的进一步分析。在水性组合物中高浓度盐的存在确实干扰后续应用的情况

下，可以通过简单的脱盐步骤或透析步骤轻易地去除这种高浓度盐，而不影响组合物中生

物分子的含量。例如，脱盐可以通过市售合适的脱盐柱，例如通用电气医疗集团的PD‑10脱

盐柱轻易地实现。

[0062] 在本发明的水性组合物中可以存在多种不同的洗涤剂。优选的洗涤剂是N‑月桂酰

肌氨酸，优选其钠盐。N‑月桂酰肌氨酸似乎特别适合于存在于所述水性组合物中的高浓度

盐。根据本发明的实施例，优选的缓冲液是Tris，优选的螯合剂是EDTA，优选其二钠盐二水

合物。

[0063] 根据本发明，根据本发明的水性组合物可用于长期保存生物分子或组织样本，和/

或用于进一步处理所述生物分子和/或组织样本。这种进一步的处理可以是对来自动物的

组织样本的基因组DNA的诊断测试，其可能涉及对这种组织样本进行基因分型，即检测特定

遗传性状的存在与否。这种基因分型可以包括鉴定限制性片段长度多态性(RFLP)、基因组

DNA的随机扩增多态性检测(RAPD)、扩增片段长度多态性检测(AFLPD)、聚合酶链式反应

(PCR)、DNA测序、等位基因特异性寡核苷酸(ASO)探针，与核酸微阵列或珠子杂交。在一些实

施例中，进一步的处理还可以或可选地包括病原体的检测。这种病原体可能是病毒、细菌或

真核单细胞或多细胞生物，诸如寄生虫。可以通过其核酸或蛋白质检测这些病原体。如前所

述，使用适当的核酸技术来检测核酸，例如适当的扩增/检测方法，例如杂交实验、实时PCR、

在在固定适当核酸探针的微阵列或芯片或珠上杂交。蛋白质的检测可能通过诸如涉及适当

的抗体的免疫吸附试验发生。这种免疫吸附试验的一个典型例子是酶联免疫吸附试验

(ELISA)。以BVDV为例，通过检测其特异性核酸或其特有的蛋白质，可以检测它们。在一个实

施例中，BVDV的蛋白质的检测是通过任何适合于在BVDV中出现的蛋白质，例如选自Npor的

蛋白质、衣壳蛋白、诸如ERNS、E1或E2的包膜糖蛋白、诸如p7、NS2、NS3、NS4A、NS4B等的非结

构蛋白实现。

[0064] 在另一个实施例中，根据本发明的水性组合物中的生物分子溶液还可以进一步用

于检测其他试剂，例如特定标记的存在或缺失、先前或假定施用于动物的药物的存在或缺

失、组织样品中因此也是动物中特定激素的存在或缺失和/或代谢产物的存在或缺失。

[0065] 根据本发明的一个实施例，所述水性组合物的用途是用于检测动物组织样本中的

病原体，特别是BVDV。这种检测可以使用从所述组织样本获得的生物分子溶液的任何适当

方法进行，并在其上实行任何适当的扩增/检测方法，例如杂交实验、定量实时PCR、固定适

当核酸探针的微阵列或芯片或珠子上的杂交、流式细胞术、免疫组化及其他合适的方法学。

合适的组织取样标签或组织取样单元/活检针可从包括本申请者安乐福公司在内的各种制

造商市售获得。根据本发明的水性组合物可以包括在适当的容器中，并且获得的任何组织

样本将在这种合适的容器中暴露于这种水性组合物。在一个实施例中，这种合适的容器可

以与组织取样标签或组织取样活检针或组织取样系统操作性地连接。例如，容器可以是所

述组织取样标签或组织取样活检针或组织取样系统的可拆卸部分，这种容器允许在获得/

取样组织样本之后立即将组织样本引入所述容器，然后，容器可从所述组织取样标签或组
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织取样活检针或所述系统中拆卸或断开或释放或移除，以便随后进一步处理或处理或存储

所述组织样本。在使用所述水性组合物期间，如上所述，在取样之后立即将组织样本暴露于

所述水性组合物中。

附图说明

[0066] 此外，参考附图，其中

[0067] 图1示出了从牛获得的组织样本暴露于根据本发明的水性组合物并随后在凝胶电

泳中分析的结果。

[0068] 图2显示了从牛身上提取的组织样本的结果，这些组织样本被保存在根据本发明

的水性组合物中两周(即样本存档)，其中随后使用根据本发明示例1的新制备的水性组合

物重新暴露样本，然后分析该重新暴露的结果溶液。

[0069] 如图1所示，图2的结果显示为溶解的核酸凝胶的照片。

[0070] 图3示出了在根据实施例1制备的组合物中储存12个月的样本基因组DNA凝胶电泳

分离的结果。

实施例

[0071] 此外，参考下面给出的例子进行说明，而并非限制本发明。

[0072] 实施例1：根据本发明实施例的水性组合物

[0073] 通过混合以下物质来制备1升根据本发明的实施方案的水性组合物：

[0074] 1.576克TRIS

[0075] 0.342克NaOH颗粒

[0076] 0.744克EDTA.2Na.2H2O

[0077] 2克N‑月桂酰肌氨酸钠盐

[0078] 81.82克NaCl

[0079] 用超纯水加满至1升

[0080] 摩尔浓度：

[0081] Tris  MS  121.14‑1.576g/L≡13mM

[0082] NaOH  MW  39.997‑0，342g/L≡8.55mM

[0083] EDTA  2Na  2H2O  MW  372，24‑0，744g/L≡1.999mM

[0084] N‑月桂酰肌氨酸钠盐MW  293，38‑2g/L≡6.81mM

[0085] NaCl  MW  58.44  81，82g/1≡1.4M

[0086] 用超纯水补足至1L

[0087] 实施例2：用安乐福(Allflex)的组织样本标签(TST)和组织样本单元(TSU)对根据

实施例1的水性组合物的试验

[0088] 组织样本标签(TST)和组织样本单元(TSU)可从本申请者安乐福欧洲公司市售获

得。

[0089] 这个实施例中研究的目的是测试安乐福的组织样本标签(TST)和组织样本单元

(TSU)(＝组织取样活检针)能够通过仅使用保存在样本中的示例1的水性组合物而不是组

织样本本身来产生足够多的DNA用于微珠芯片(Illumina公司，美国加利福尼亚州圣地亚
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哥)分析。

[0090] 材料和方法

[0091] 从屠宰场接收六只完整的耳朵进行测试。对所有样本进行多次穿孔，包括阳性和

阴性对照，以确认测试结果。TST和TSU均为研究的一部分，并进行独立测试。

[0092] 在0、3、19、24、48、72、168、336、720小时后，从样本中取出根据本发明的组合物(实

施例1)的等分试样。为了测试该组合物的稳定性，进行了补充研究，其中连续5周向6个样本

中加入新的水性组合物，丢弃管中剩余的缓冲液。

[0093] 所有样本在GGP  LD牛微珠芯片(GeneSeek，美国内布拉斯加州林肯市)上进行测

试。生成的得率(call  rate)被用来确定数据的质量。＞0.85的得率被认作是有效的测试结

果。

[0094] 结果

[0095] 共156个样本成功地进行基因分型。三个样本未达到得率＞0.85的标准。未对样本

进行再测试。平均而言，除去失败的样本，观察到的得率为0.985。

[0096] 稳定性研究的结果给出了TSU系统的平均得率为0.993，TST样本的平均得率为

0.953。补充研究显示，在对TSU和TST样本进行第四次成分补充后，得率略有下降。然而，所

有样本仍符合得率＞0.85的纳入标准。

[0097] 结论

[0098] 这项研究显示在安乐福的取样组织取样技术(TSU和TST)中使用根据本发明的水

性组合物作为DNA源可以在实践中成功的用于Illumina的微珠芯片基因分型。当用于

Illumina分析时，TSU和TST两种系统都产生可比较的得率。

[0099] 0‑720小时后分析的样本间无显著性差异。直接在耳朵取样后，本发明的水性组合

物可用于下游应用。这使得该系统极大地适用于直接遗传性状和疾病检测。

[0100] 实施例3：核酸提取、存档和基因分型试验

[0101] 根据其从组织样本中溶解和/或提取和/或保存核酸的适用性来评估本发明的水

性组合物。选取使用安乐福组织取样单元(＝组织取样活检针)(TSU)从牛身上获得的组织

样本，通过在取样后立即将相应的组织样本放入根据实施例1(“TSU缓冲液”)的水性组合物

中，将组织样本暴露于该组合物。获得了以下结果：

[0102]
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[0103] 从表格和图1可见获得了足够高浓度的核酸。“Qubit浓度”指使用 定量(赛

默飞世尔)测定的核酸浓度。暴露的结果也可以在附图1中看到，其中在凝胶上清晰地示出

了样本中(基因组)核酸的条带。(M＝标记DNA)。条带上方的数字表示样本号。

[0104] 此外，选用使用组织取样单元(TSU)获得的组织样本，将其在根据示例1的水性组

合物中储存两周。此后，交换组合物，然后将这些组织重新暴露于根据实施例1新制备的组

合物。这种再暴露的结果可以总结在下表和图2中：

[0105]

[0106] 因此，从这些数据中可以清楚地看出，根据本发明的水性组合物不仅适合在取样

后立即溶解样本中的核酸，而且适合于将组织样本储存在其中，并随后使用这种样本在本

发明的新鲜水性组合物中进一步再暴露。

[0107] 实施例4：在根据本发明在水性组合物中长期保存组织样本

[0108] 使用安乐福手术钳系统和安乐福组织取样活检针(TSU)，从刚屠宰的牛的两只耳

朵中采集100个耳穿孔样本。样本被冲压进填充有根据实施例1的水性组合物的塑料容器

中。这种根据本发明的水性组合物有时在此实施例4中也被称为“液体D”或“防腐剂液体D”

(参见下文)。安乐福负责样本的收集、样本容器的标签、以及每批快递服务的即时装运。一

天之后，样本在在完全无可挑剔的条件下到达了实验室。在收到后，这些样本按照表1中的

样本标签和信息所反映的进行分类，并在黑暗中储存在实施例1的水性组合物中。

[0109] 表1：样本标签和样本储存概览

[0110]

[0111] 如表1所示，5份样本的第一轮制备和检查是在收到样本的第二天(时间表“0个

月”)进行的，所有随后的检查是在3个月间隔(时间表“3、6、9和12个月”)之后进行的。

[0112] 从组织样本中抽提DNA并检测质量和产量

[0113] 所有实验室程序和检查均按标准化方法进行。

[0114] 在提取DNA前约30分钟，从储存容器(24℃、4℃、‑20℃)中取出5个样本，在室温下

进行平衡。通常，每一耳穿孔样本的一小部分(约1/3)用于DNA提取。

[0115] 在中等裂解条件下，使用NaOH和/或蛋白酶裂解，按照传统方法从组织样本中分离
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基因组DNA。分离得到的DNA溶解于100μl  Tris缓冲液(10mM)中。

[0116] 应用样本材料的产量

[0117] 在项目开始时，比较了实验室程序的样本产量的两个变体。

[0118] 变体1利用整个耳穿孔样本，变体2基于耳穿孔样本的一小部分(大约耳穿孔样本

的三分之一)。这种比较显得很重要，因为在常规程序中样本的处理必须是可靠的连续和可

重复的。可以想象，全部的耳穿孔样本可以一次性实施，从而进行更快地处理，同时将DNA浓

度保持在更窄的浓度范围内，由此排除主观效应。与之相反，在此实施例中使用的常规步骤

中，仅使用了原始探针的一小部分以便保持备份。

[0119] DNA浓度和纯度的光度测定

[0120] 所有样本用Nanodrop光度法进行测量。每个样本显示出DNA的清晰的光谱，其最大

吸收波长为260nm，稀疏杂质由蛋白质、溶剂和盐(230nm，280nm)所引起。表2概述了两种储

存变体条件下产量变体2，时间表“0个月”的Nanodrop值。

[0121] 表2：DNA浓度和纯度的光度测定‑储存0个月

[0122]

[0123]

[0124] 使用全耳穿孔样本的产量变体1的DNA浓度范围为191‑829ng/μμl(数据未示出)，

使用大约三分之一耳穿孔样本的产量变体2的DNA浓度范围为55‑323ng/μl。这显示了使用

所有样本具有显著更高的DNA产率，但也有较高的测量值扩展。因此，决定仅使用样本一小
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部分(1/3)用于所有进一步的分析。

[0125] 表3至6示出3个月、6个月、9个月和12个月后组织样本储存的相应数据。每个样本

产生了足够产量的基因组DNA。DNA浓度显示出了如下范围：分别为59‑213ng/μl(3个月)，

204‑663ng/μl(6个月)，98‑524ng/μl(9个月)，以及70‑654ng/μl(12个月)。

[0126] 表3：DNA浓度和纯度的光度测定‑储存3个月

[0127]

[0128] 表4：DNA浓度和纯度的光度测定‑储存6个月
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[0129]

[0130] 表5：DNA浓度和纯度的光度测定‑储存9个月

[0131]
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[0132]

[0133] 表6：DNA浓度和纯度的光度测定‑储存12个月

[0134]

[0135] 所获得的样本，在0、3、6、9和12个月后如上所述进行处理(即裂解)，并进行凝胶电

泳分离和分析。这种凝胶电泳分析的示例性结果如图3所示，其示出了本发明的水性组合物

中已储存12个月的样本的基因组DNA的凝胶电泳分离。很显然，这些样本显示出清晰可见的

高分子DNA条带，表明为基因组DNA，从而得出如下结论：即使经过12个月的储存期，储存在

任何被测试的储存变体中的样本仍能产生非常好的DNA质量，因此，根据本发明的含水组合
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物也适合于组织样品的长期储存，然后可以在储存后用于随后的进一步加工和分析。

[0136] 在说明书、权利要求和/或附图中公开的本发明的特征可以是单独的和以它们的

任何组合用于以各种形式实现本发明的材料。
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图1

图2

图3
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