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用琼脂糖凝胶制备电泳— 冻融法纯化质粒DNA"')
杨志兴王革伏 曲宝兰刘伟民李文贤陈 虹张云湖杨学成

（黑龙江省科学院应用微生物研究所，哈尔滨）

随着基因工程研究的不断发展，DNA做

为一种实验材料要求纯化方法更加简便，质量

更高。 目前关于质粒DNA的纯化方法已有许

多报道fs-5I。 国外多采用氯化艳密度梯度离心

法，国内则限于条件，很少应用此法。我们建

立了琼脂糖制备电泳— 冻融法，以纯化质粒
DNA及DNA的酶切片段。方法简便易行，而

且效果良好。

材 料 和 方 法

（一）材料

1.菌种 E. coli 71一18（南开大学蒋如

璋赠）。

2．质粒 四C4K（氨基节青霉素抗性质

粒，用Ap，表示，下同）；pUC7 (Apt, Lac+);
pVT15 (Apt，带有免疫球蛋白重链可变区基因
VH);pAYCY184·1K·SupE·VK M 霉素7JL性
质拉，用Cm‘表示。此质粒带有免疫球蛋白轻

链.IK和VK基因，由日本京都大学T. Honj。教

授赠)o

3．试剂 琼脂糖，Serv。生产，进口分装。

限制性核酸内切酶EamHf (5U/pl), EcoRI(2U/
J&1)，均由中国科学院生物物理所生化试剂厂生

产；溶菌酶由上海市禽类蛋品公司禽蛋二厂生

产；电泳缓冲液为醋酸缓冲体系（0.04 M Tris-ac-

etate,0.002M EDTA); ST缓冲液，25外蔗糖，

O.1MNaCl, 0.05M Tris-OH(pH7.5); TE缓冲

液，10m MTris-OH, 1mMEDTA, pH8.0;LB培

养基，1多蛋白陈,1外牛肉膏0.5外NaCl，培养菌

体时，加人适量抗菌素，加人 Ap时，浓度为

251zg/ml，加人Cm时，浓度为10gg/ml；其它试

剂均为分析纯。

（二）方法

1.菌体制备 前培养液以1多接种量接

于500ml LB培养基中，370C振荡培养4小时，

使其。D，二。．6，加人氯霉素（含有氯霉素抗性

质粒的菌株除外），使其终浓度为170pg/ml。振
荡培养12-16小时。 4000rpm离心20分钟

收集菌体后用ST缓冲液洗涤。 最后菌体悬浮

于1/10原体积的ST缓冲液中。

2．质粒DNA粗提取液的制备 将上述

菌悬液加人溶菌酶，使其终浓度为 0.5mg/ml,
37℃水浴保温15分钟，取出后，依次加人5m

NaCI, 0.5MEDTA(pH8.5), 20多SDS，使其终

浓度分别为1.2M, 30mM, 1拓。每加人一种溶

液后轻轻混匀。将此裂解液放4℃过夜。次日

20,000rp。离心 1小时，即获得含有质粒DNA

的上清液。 此上清液用等体积的氯仿一异戊醇

(24:1)反复抽提至两相界面无乳白色膜。取水

相加人1/10体积3M NaAc(pH5.2）和二倍体

积冷无水乙醇，一20℃过夜。第二夭15,000 rpm
离心30分钟，沉淀物溶于适当体积的TE缓冲

液中，即得质粒粗制品。

3．质粒DNA的制备电泳分离与冻融法纯
化 琼脂糖凝胶制备电泳采用水平式电泳槽

(120mm X 140mm X 3mm)，三个加样槽（每槽
为邓mm X 3mm X 3mm)，共可加样1.5mlo凉
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脂糖浓度为0.7务。在电压为40伏，电流强度为

10毫安条件下电泳16小时。电泳完毕纵向切下

宽5mm凝胶带，放人EB(滨化乙锭）中染色。在

紫外灯（波长260人）下观察，确定质粒DNA的
位置s再将该凝胶带放回原位置‘横向切下与此

质粒DNA位置相应的全部凝胶带，装人小管，

放人液氮速冻30秒后室温融化，6, OOOrpm离

心20分钟，收集上清液，照文献〔们方法将该上

清液用水饱和酚抽提两次，酚一氯仿（1:1),氯仿

各抽提一次，加二倍冷无水乙醇-20℃过夜保

存。第二天20, 000 rpm离心30分钟，弃去上

清液，沉淀经真空干燥后溶于 100-200 EAITE

缓冲液中，即得到了纯化的质粒DNA，如图1

所示。图1中表示的是纯化前后的情况。并且

显示了纯化后的样品经限制性核酸内切酶作用

情况。 其中 pUC4K含有两个 BamHI切点，

叫C7含有一个BamHI切点。

图 1 质校DNA纯化结果

电泳条件：醋酸缓冲体系，1.0％琼脂箱凝胶板。

结 果 与 讨 论

1.回收率，我们分别纯化了四C4K,叫C7,
pVT15和pAYCY184 - Jjc - Su砰. V二等4种
质粒 （图1中显示其中3种）。 由图1可比较

出纯化前后的情况。我们从166.87 pg的质粒

DNA粗提取物中获得了纯化质粒110.411zg，几

次测定证明回收率在 60-70沁。
2．用此法制备的质粒DNA，纯度高，适用

于DNA重组载体。我们用纯化过的pUC7做

载体，亚克隆 pVT 15中的免疫球蛋白重链基

因，获得成功。

3．此纯化后的质粒可用限制性核酸内切酶

作用，结果良好 （见图1所示）。 同时我们用

pVT 15质粒做探针，也获得了很好的标记结

果。

4．本法省去了RNare和蛋白酶处理，同时

减少了酚等试剂的用量，操作方便，且污染少。

50v, 14小时，EB染色。
l. pUC4K 质粒粗提取物； 2. pUC4K质粒经冻
融法纯化的样品； 3．上述纯化样品经 Bam HI酶
切； 4. pUC7质粒粗提取物； ，．pUC7质粒纯化

物；6. pUC7质拉纯化后用Bam HI酶切;7. pvT巧
质粒粗提取物； 8. PVT巧质控纯化物。

5．此法在不同实验室可普遍采用。国内氯

化艳昂贵，同时难以获得闪；而用酸酚法提取收

率低，而且有时还会使质粒DNA丢失u s7 .用

颗粒琼脂糖或Sephaczyl S-100。柱分离，都需

解决进口分离介质121。这对某些实验室也是困
难的。
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