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摘要　目的: 从大肠杆菌克隆子中提取和纯化质粒DNA pPC41和 pcDNA 3。方法: 采用碱裂解法将质粒DNA 从菌

体细胞中分离出来, 进一步用聚乙二醇沉淀法、透析袋电洗脱法、低溶点胶回收法、玻璃纤维柱层析法纯化质粒

DNA。用分光光度法测其A 260、A 280值, 确定其浓度和纯度。通过酶切分析确定其质粒大小。结果: 4种方法获得的质

粒DNA 浓度为0112～ 0124 göL , 聚乙二醇沉淀法、透析袋电洗脱法、低溶点胶回收法和玻璃纤维柱层析法的A 260ö

A 280比值依次为119、212、212、216。酶切鉴定质粒 pPC41大小为1016 kb, pcDNA 3大小为5. 4 kb。结论: 4种方法均能

有效地从大肠杆菌克隆子中提取和纯化得到质粒DNA。其中玻璃纤维柱层析法获得的质粒DNA 纯度最高, 是获

取高纯度质粒DNA 的有效方法之一。
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　　变形链球菌是龋病的主要致病菌 1 。表面蛋白

PA c (又被称之为A gÉ öÊ、P1) 是变形链球菌致龋

的主要毒力因子之一, 它具有良好的免疫原性。

PA c 的亚单位疫苗、多肽疫苗和基因工程疫苗免疫

动物, 均观察到明显的抗龋作用 2～ 4 。编码表面蛋

白 PA c 的基因已被成功地克隆, 其核酸和氨基酸

序列以及蛋白分子中各功能区的生物学特性与功

能之间的关系有了较深入的研究, 为研究防龋基因

疫苗提供了理论依据 5～ 7 。

本实验拟从大肠杆菌克隆子中提取和纯化带

有变形链球菌表面蛋白 PA c 结构基因 (pac) 的质粒

pPC41、真核表达载体 pcDNA 3, 并对其浓度、纯度

及分子量进行测定, 为进一步构建防龋基因疫苗提

供实验依据和物质基础。

1　材料和方法

1. 1　菌种

E. co liM C1061 (含质粒 pPC41, 湖北医科大学口腔医

学院樊明文教授惠赠) , E. co li JM 103 (含 pcDNA 3, 法国国

家科学研究中心W halen 教授惠赠)。

1. 2　主要试剂

RN ase A、溶菌酶 (美国 Sigm a 公司) , 层析柱式质粒抽

提试剂盒 (德国BM 公司) , ΚDNA öH indË 分子量M arker

(华美生物工程公司) , 低溶点琼脂糖 (美国 P rom ega 公司) ,

其余试剂为国产分析纯级 (A R )产品。

1. 3　细菌培养

将甘油220℃保种的 E1co liM C1061 (pPC41) 和 JM 103

(pcDNA 3) 接种于3 m l 含氨苄青霉素 (100 Λgöm l) 的 SOB

培养基中, 37℃活化。再次转种于含相同抗生素的400 m l

SOB 培养基中增菌 (37℃, 振荡过夜至培养液A 600 = 110～

115)。

1. 4　细菌的收集和裂解

收集菌液于50 m l 离心管中, 冰浴30 m in, 离心 (5000

g×10 m in) , 弃上清, 控干。每管加4 m l 溶液É、100 Λl 溶菌

酶 (50 m göm l) , 充分混匀后加新配制的溶液Ê 8 m l, 温和振

荡, 室温放置10 m in, 加6 m l 预冷的溶液Ë , 混匀, 冰浴10

m in 后高速离心 (13000 g×10 m in) , 上清转入另一离心管

中, 加2倍体积预冷无水乙醇混匀, 220℃下过夜, 高速离心

(13000 g×10 m in)。弃上清。沉淀悬浮于 T risöED TA (T E)

缓冲液中。

1. 5　质粒DNA 的分离和纯化 8～ 10

1. 5. 1　聚乙二醇沉淀法　取15 m l 核酸溶液, 加 15 Λl

RN aseA (10m göm l) , 37℃水浴30 m in, 加 375Λl 20% SD S,

65℃水浴30 m in, 加315 m l 5 molöL 乙酸钾 (KA c) , 冰浴

2 h, 离心 (10000 g×10 m in) , 取上清, 每毫升上清加015 m l

13% 聚乙二醇 (PEG8000) 2N aC l 溶液, 4℃过夜, 离心 (10000

g×10 m in) , 弃上清, 5 m l T E 缓冲液溶解沉淀。等体积的

酚、氯仿- 异戊醇各抽提1次, 吸取上层水相, 加5 molöL
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N aC l 至终浓度013 molöL , 加2倍体积预冷无水乙醇沉淀

DNA , 270℃放置1 h, 离心 (10000 g×10 m in) , 弃上清, 真空

干燥去水份, 100 Λl T E 缓冲液溶解沉淀。

1. 5. 2　透析袋电洗脱法　将核酸样品在含有015 m göL 溴

化乙锭 (EB ) 的018% 琼脂糖中电泳, 紫外分析仪下切取含

有质粒DNA 条带的琼脂糖置于预处理过的透析袋中, 将透

析袋浸泡于盛有1倍的 T ris2乙酸缓冲液的电泳槽内, 电泳2

～ 3 h 后倒转电泳极性, 电泳1 m in, 将从凝胶中释放到袋内

壁, 又从袋内壁进入缓冲液中的DNA 按酚- 氯仿法抽提纯

化。

1. 5. 3　低溶点琼脂糖凝胶回收法　灌制一块含1% 浓度低

溶点琼脂糖的凝胶, 将核酸样品加入样品槽中, 电泳1～

2 h, 紫外分析仪下切取含质粒DNA 条带的凝胶, 加5倍体

积 T E 缓冲液65℃温育10 m in, 自然冷却至室温后加等体积

酚混匀, 离心 (5000 g×10 m in) , 回收上相, 按酚- 氯仿法纯

化。

1. 5. 4　玻璃纤维柱层析纯化法　将核酸溶液加至过滤管

内, 高速离心 (13000 g×1 m in) , 然后, 分次加入500 Λl 清洗

缓冲液 (w ash ing buffer) É、700 Λl 清洗缓冲液Ê , 分别高速

离心 (13000 g×1 m in) , 最后加100 Λl 洗脱缓冲液, 高速离

心 (13000 g×1 m in) , 收集的洗脱液即为纯化的DNA。

1. 6　质粒DNA 浓度、纯度及大小鉴定

1. 6. 1　浓度、纯度测定　在UV 2265型分光光度计上测定

质粒DNA 的A 260、A 280, 鉴定核酸样品的纯度并计算其含

量。

1. 6. 2　质粒大小鉴定　将纯化所得的质粒用在 pPC41和

pcDNA 3中均只有一个酶切位点, 产生单一片段的核酸内切

酶BamH I 酶切, 以 ΚDNA öH indË 作为M arker, 017% 琼脂

糖凝胶电泳, 在紫外分析仪下观察其迁移距离以确定质粒

大小。

2　结　　果

2. 1　质粒DNA pPC41、pcDNA 3分离纯化

4种纯化方法均获得了纯化的质粒DNA , 电泳

图谱呈现清晰的质粒DNA 条带, 未见有拖尾现象

(图1、2)。

2. 2　质粒DNA 浓度、纯度及质粒大小测定

经紫外分光光度法测定 pPC41紫外吸光光谱

呈标准的DNA 吸收曲线, 在260 nm 处有一吸收高

峰, 不同方法获得的核酸浓度为 0112～ 0124

göL , 聚乙二醇沉淀法、透析袋电洗脱法、低溶点胶

回收法和玻璃纤维柱层析法的A 260öA 280比值分别

为119、212、212、216。

pPC41和 pcDNA 3经BamH I 酶切后呈单一条

带, pPC41位于 1016 kb 处, pcDNA 3位于514 kb 处

(图3)。

3　讨　　论

3. 1　质粒 pPC41和 pcDNA 3

质粒 pPC41是日本学者O kahash i 等 6 构建的

携带有变形链球菌表面蛋白 PA c 编码基因 pac 的

克隆, 全长1016 kb。它是经 P stÉ 酶切变形链球菌

M T 8148染色体DNA , 通过 T 4 DNA 连接酶, 将酶

切片段与经相同酶切, 并经碱性磷酸酶处理的

pU C118连接而成。经 SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳和

W estern blo t 显示携带嵌合质粒的大肠杆菌产生

119×105 u 的多肽, 免疫扩散分析显示克隆表达的

PA c 和变形链球菌产生的 PA c 具有相同的特异性

抗原决定簇。

pcDNA 3是目前比较常用的真核表达质粒, 已

由美国 Invitrogen 公司商品化供应。它具有真核表

达质粒所必备的功能元件: 真核表达启动子CM V、

多克隆位点、终止信号、牛生长激素 p loy (A )、真核

表达抗性标志——SV 40启动子启动的新霉素抗性

基因、原核复制子和选择性基因——氨苄青霉素抗

性基因 11, 12 。

质粒 pPC41和 pcDNA 3经单一酶切证实大小

与预测的一致, 结果提示所获得的质粒即大小为

1016 kb 的 pPC41和514 kb 的 pcDNA 3。

3. 2　质粒提取和纯化的方法

从大肠杆菌细胞中分离质粒DNA 的方法主要

有碱裂解法、煮沸法、SD S 裂解法、T riton2溶菌酶裂

解法。本实验选用碱裂解法。它是利用染色体DNA

和质粒DNA 的变性和复性的不同来进行分离的。

在 pH 高达1216的碱性条件下, 染色体DNA 的氢

键断裂, 双螺旋结构解开而变性。同时, 质粒DNA

的大部分氢键也断裂, 但超螺旋共价闭环结构的两

条互补链不会完全分离, 当用 pH 418的乙酸钠

(N aA c) 调节 pH 至中性时, 变性的质粒DNA 又恢

复到原来的构型, 而染色体DNA 不能复性, 呈缠连

的网状结构。通过离心, 染色体DNA 与不稳定的大

分子RNA、蛋白质2SD S 复合物等一起沉淀下来被

除去 7, 9 。

质粒DNA 的纯化方法较多, 目前常用的有聚

乙二醇沉淀法、柱层析法、氯化铯- 溴化乙锭梯度

平衡超速离心法、透析袋电洗脱法、低溶点琼脂糖

电泳回收法等。当A 260öA 280比值在119～ 210时, 表
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明核酸样品达到要求的纯度, 当有蛋白质或酚污染

时比值下降 7～ 9 。本研究采用聚乙二醇沉淀法、透

析袋电洗脱法、低溶点胶回收法及玻璃纤维柱层析

法 4 种方法获得的质粒 DNA A 260öA 280 比值在

119～ 216之间, 均达到要求的纯度。聚乙二醇沉淀

法所得核酸纯度虽然比另3种方法低, 而且费时, 但

便于大量质粒DNA 的纯化, 成本低。透析袋电洗脱

法和低溶点胶回收法均能获得较纯的质粒DNA ,

但二者必须经过电泳, 纯化质粒DNA 的量受到一

定限制, 而且成本较聚乙二醇沉淀法高。玻璃纤维

柱层析法获得的质粒DNA 最纯。玻璃纤维层析柱

在柱底有两层羊毛绒状的玻璃纤维, 核酸能在数秒

钟内吸附至玻璃纤维上, 经不同洗液清洗, 最后, 用

pH 810的 T E 缓冲液洗脱, 使吸附在玻璃纤维上的

核酸解离 8 。但每个层析柱最多只能承受700 Λl 含

10～ 15 ΛgDNA 的样品液, 成本较高, 不便于大量

制备DNA。

(本文图见中心插页16)　　
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Con struction of S t rep tococcus m u tans Surface Prote in An tigen
Eukaryotic Expression Vector pcD NA3-PAc

É . Extraction and Pur if ica tion of Pla sm id D NA pPC41 and pcD NA3
L iu J ianguo, L iu T ian jia, Zhou Xuedong, et al

Colleg e of S tom atolog y , W est Ch ina U niversity of M ed ical S ciences
L iu L i, J ia W enx iang

Colleg e of B asic M ed ical S ciences,W est Ch ina U niversity of M ed ical S ciences

Abstract
Objective: To Ex tract and purify p lasm id DNA pPC41 and pcDNA 3. M ethods: Bacteria w ere co llected and lyzed by the

alkaline lysis m ethod. T he p lasm id pPC41 carrying structural gene pac and clone exp ression vecto r pcDNA 3 w ere ex tracted and
purified from E. coli clone by the po lyethylene glyco l p recip itating m ethod, the electroelution in to dialysis bags m ethod, the low
m elting2temperature agarose gel and glass fiber co lum n ch rom atography. T he concen tration, purity and molecular w eigh t w ere
determ ined by spectropho tom etry, restriction enzym e and agarose gel electropho resis. Results: T he concen tration of p lasm id DNA
of th is experim en t in general w as 0. 12～ 0. 24 göL , and A 260öA 280 of the po lyethylene glyco l p recip itating m ethod, the
electroelution in to dialysis bags m ethod, the low m etling2temperature agrose gel and glass fiber co lum n ch rom atograhy w ere
respectively 1. 9, 2. 2, 2. 2 and 2. 6. M olecular w eigh t of pPC41 and pcDNA 3 w as respectively 10. 6 kb and 5. 4 kb. Conclusion:
The four m ethods can obtain pure p lasm id DNA. Purity of p lasm id DNA obtained by glass fiber co lum n chrom atography m ethod is the h ighest in the
four m ethods. Glass fiber co lum n chrom atography is one of the effective m ethods getting high ly purified p lasm id DNA.

Key words: 　strep tococcus m u tans　　surface p ro tein an tigen　　p lasm id DNA 　　purification
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