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用透析膜从琼脂糖胶中回收DNA片段

冯 博，“ 李育阳
（复旦大学贵传学研究所，上海）
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分离与回收DNA片段是基因操作的重要环节之一。本文介绍了一个用透析膜从琼脂糖胶中回收

DNA 片段的改进方法。利用本法回收 DNA片段洗脱容易、节约时间、回收率在 80％左右。回收的

DNA片段可用于酶切反应、连接反应和用缺口位移反应制备32p标记 DNA探针。
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分离与回收 DNA片段是基因操作的重要环节
之一，目前已经发表的方法很多，如：低熔点琼脂糟

法￡41、冷冻榨出法‘，’、DEAE纤维素纸法“，和滤纸片

法仁，’等。这些方法都有一定缺点，如操作过程繁琐、费
时，洗脱纯化步骤复杂，且随着片段增大回收效率明显

下降。1979年 Yang等人曾报道用透析膜回收 DNA

片段的方法，可以获得理想的回收效率 （90%以

上）〔”。但是，由于该法不易操作，且洗脱体积大，因而

未得到广泛采用。 我们吸取了该方法和 DEAE纤维

素法的优点，采用将 DNA片段电泳吸附到透析膜上，

然后直接取出洗脱的方法，获得了较高的 回收 效率

( 80 左右）。回收的DNA具有较好的纯度。具体

操作如下：

1. DNA片段的分离 采用 0.8-1.5％ 浓度

的琼脂糖胶（华美生物公司）及酷浚缓冲系统，在水平

电泳槽中进行电泳。 EB染料在制胶时直接加入胶

中。电泳区带用长波紫外光观察。 待 DNA带分开

后，停止电泳。注意尽量减少紫外光照射量。

2．将 DNA片段电泳吸附到透析膜上 在要收

集的区带前方用刀片切一约 2mm 宽的小槽，清除槽

内残胶，将透析膜切成长、宽与胶厚和带长相对应的小

条，浸于蒸馏水中备用。用镊子将透析膜置人小槽中，
使其不要接触靠近 DNA区带一侧的胶缘 （见图 1),

继续电泳，DNA便电泳到膜上井吸附在上面。 待要

收集的 DNA区带全部电泳至膜上后，用镊子将膜取

出。 因为 DNA只是吸附在膜上，故取出时动作要

干脆，要避免摇动或将膜碰到槽的边缘。 操作不当，

DNA可能会脱落。若用双层透析膜，亦不影响回收效

果，＿目＿容易操作。

3. DNA片段的洗脱及纯化 将膜放入 200微

升 TE缓冲液中，用微量取样器反复吹打数次，DNA

即可从膜上洗下。弃去膜，用200微升酚：氯仿：异戊

醇(24:24:1）抽提一次，以除去可能影响连接或转化的

图I DNA 片段电泳吸附到透析膜示意图

杂质。 然后加入 ，N NaCl，使最终浓度为0.2M左
右。 再用三倍体积的水饱和正丁醇抽提一次，去除

EB。取水相，加二倍体积的乙醇沉淀 DNA,

为了精确测定 DNA片段的回收率，我们选用四

种大小不同的DNA片段，其中 23.lkb,9.4kb和4.4
kb片段来自A DNA Hind III酶解产物；1．2k6片段

由质粒 YFD26,%5经过 BamHl. HindIll双酶解取得。

DNA经缺口位移使a"P-dATP得以掺入。 约 20pg

样品分为两等分，其中一份按上述方法进行回收、洗脱

和纯化，另一份直接将相应的区带切下，溶于 5M碘化

钾中，作为回收前的DNA对照。样品用液体闪燥计

数器测定放射性强度，然后计算回收率。实验结果见

表 1，其中回收率为3次独立实验的均值。

从上述结果可以看出，对于大小从1.2kb到23.1
kb的 DNA片段均可获得较高的产率，随着片段的增

大，回收率略有提高。因此，本方法有利于大片段DNA

的回收。

在以前的众多方法中，主要采用特异性吸附DNA

Feng Bo ex al.; Recovery of DNA Fragments

from Agarose Gel by Using Dialysis Membrane
1)同济医科大学硕士研究生，武汉。
本文于 1988年5月19日收到。



裹1 DNA 片段从琼脂枪胶中的回收率

片段 大小 （kb) 回收率％ （牙土a)

1 23.1 82士 17.7 

2 9.4 89士 9.；

3 ｛ ：一； 78土8.8 

4 76土 8.7 

DNA探针，结果满意。还多次将回收片段克隆到M13

噬菌体 DNA及其他质粒 DNA上，获得了理想的连

接和转化效率。
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体细胞和分子遗传学

复旦大学遗传学研究所薛京伦教授和邱信芳副教授共同编著的新书［体细胞和分子遗传学1已由陕西科技出

版社于 1989年3月出版。本书特点以体细胞遗传学为主体，通过细胞生物学、分子生物学、生物化学和基因工程

等技术分析遗传学的研究结果。既包括基础理论，又有实验技术和方法，同时也介绍了该领域的最新研究进展，

具有较高的可读性和参考价值。

本书各章目录如下：(1)体细胞遗传学的起源及其基本方法，(2）遗传的染色体和分子基础，(3)哺乳动物体

细胞的突变分析，(4)离体细胞变异型⋯I。抗药性突变型，(5)离体细胞变异型⋯II。营养缺陷变异型，(6）细胞

杂交和杂种细胞研究，(7）基因转移和基因治疗,(8)人类基因图，(9）体细胞遗传学的 DN人水平分析，(10)单克

．隆抗体，(11)培养细胞的分化，(12)恶性的体细胞遗传分析，(13）培养细胞中基因表达的调节，(14)培养细胞中突

变的诱发，(15)体细胞培养在遗传病和产前诊断中的应用，(l6）衰老过程的细胞基础，(17）体细胞和分子遗传学

实验技术，(18)展望。全书共58万字，图文并茂，条理清楚，可供遗传学、分子生物学、细胞生物学、医学、农业、畜牧

业等方面的科研人员和大专院校的教师以及其他有关人员参阅，也可作综合性大学和医学院校的教材和参考书。

本书定价每册9.50元（含邮费），欲购者请直接汇款给作者。
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