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一种有效纯化低拷贝质粒DNA 的改良硅藻土法
余宏傲张岚岚徐昌杰*

(浙江大学国主系，农业部园艺植物生长发育与生物技术重点开放实验案，杭州 310029)

摘要 碱法制备的低拷贝质粒因含有大量杂质而无法获得有效的测序结果。为此，以纯

λDNA 为样品，对硅藻土纯化DNA 的方法进行了优化，表明硅藻土悬液的最佳用量是 20μ1/μg

λDNA，回收率达 77.31%。应用此改良硅藻土法纯化一长为 14953 bp 的低拷贝质粒 pLZI4，所

得质粒纯度达 23.879岛，比未纯化前提高了 11.06 倍。经纯化的 pLZ14质粒测序信号强、无误认碱

基，而未经纯化的质粒测序时信号弱、错误普遍存在。
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植物表达载体的构建是植物转基因研究的必要

环节，在应用于转基因研究之前，植物表达载体的

正确性需要得到鉴定。鉴定表达载体正确与否的常

用方法有 PCR、酶切和测序。 PCR 鉴定最简便，

但载体上重复序列(如 pBI1 21 有两处 NOS 终止子序

列)的存在有时对鉴定带来麻烦，另外偶而发生的

不是在预期的酶切位点的连接不能被有效发现:酶

切鉴定在实际操作中经常遇到难以切开或酶切结果

难以解释等问题:测序是最可靠也是最有说服力的

鉴定方法，商业化的测序服务使得一周内即可对植

物表达载体的正误作出判断。

对于克隆于pUC或 pBS等高拷贝质粒中的插入

片段，商业化测序具有接近 100% 的成功率，而植

物表达载体的测序成功率往往较低，有时测序公司

需要多次优化调整方能获得结果，但所得的测序图

谱仍然不够理想，测序错误普遍存在。究其原因，

是因为植物表达载体大多属于低拷贝质粒，质粒样

品 DNA 的纯度远低于高拷贝质粒 DNA。因而，由

研究者向测序公司提供经纯化的质粒样品较为理想。

商业化测序公司在质粒提取和纯化过程中通常

也应用了各种来源的质粒提取和纯化试剂盒，这表

明这些试剂盒仍不足以实现低拷贝质粒的有效纯

化。而且，在实际应用经历中，我们发现不同批

次的试剂盒纯化效果的不二致性也卡分常见。因

而，建立一种稳定的可重复的适于低拷贝质粒纯化

的方法十分必要。

自 Vogelstein等[1]发明应用玻璃粉或硅石粉以及

高浓度 NaI纯化 DNA 以来，这一方法得到了持续不

断的改进和应用IL2310 目前多数方法应用硅石粉为

DNA 的吸附介质，但也有研究口，4， 14 ， 16， 171发现硅藻土

也同样有效。同时，用肌盐(盐酸腻[19，221或异硫氨酸

腻[3-6， 16，221 )取代 NaI 也比较普遍，可避免 NaI 试剂久

贮变色及 pH 升高导致的低回收率问题。然而，先前

的方法均没有就硅藻土等吸附介质的用量、回收率

以及纯化效果等进行定量描述，因而也就在一定程

度上导致了纯化效果和回收率的低重复性，影响了

方法的推广应用。本研究对以往方法中的吸附介质

用量进行了优化，建立了一种回收率较高、纯化效

果显著、操作简便、重复性好的质粒纯化方法，并

用此方法对一低拷贝质粒进行了纯化并用于测序，

获得了十分理想的结果。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1. 1 质粒与菌林 所应用的质粒 pLZ14 是一种

基于 pBI1 21 的植物表达载体，长 14953 bp，是一种

低拷贝质粒。所应用的大肠杆菌菌株为 TGl 。

1.1.2 硅藻土的制备 称取Ig硅藻土(Celite 545 , 

Fluka) ，用 5 ml 蒸馆水悬浮并轻轻倒入己装有 45ml

蒸馆水的 Falcone 管中， 4 min 后回收悬浊液，悬

t虫液再经 1 300 g 离心 0.5 min，弃上清液。离心

所得的颗粒用等体积茶馆水悬浮，经高压灭菌后 4 0C

保存备用。
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1.1.3 ì式剂 盐酸肌为上海生工生物工程有限公

司产品， λDNA 为 TaKaRa 产品，其他试剂均为国产

分析纯试剂。

1.2 方法

1.2.1 细菌的培养和质粒的提取 按《分子克隆

实验指南》常规碱裂解法[24]进行。

1.2.2 质粒 DNA 的定量 质粒 DNA样品与己知

含量的 λDNA在 1% 琼脂糖凝胶上电泳，拍摄电泳照

片，再用 BandScan 4.50 软件进行定量。

1.2.3 DNA 纯化标准方案 ①在DNA样品中加

入适量硅藻土悬浮液(根据电泳定量结果，每微克质

粒加入 20μl 硅藻土悬浮液)，混匀:②加入 3 倍于

质粒DNA样品及硅藻士悬浮液总体积的 6 mo1/L盐

酸肌(含 50 mmo1/L Tris , 20 mmo1/L EDTA, pH 7.0 

-8.0) , Y昆匀，冰上放置 15 min，每分钟混匀 1 次

(轻弹多下促使充分悬浮);( 12 000 r/min 离心 5

min ，吸弃上清液，沉淀用 70% 乙醇悬浮:④重

复步骤③:⑤ 12 000 r/min 离心 5 min，充分吸弃

上清液，沉淀于 37 .C干燥 10 min; ⑥加入经 70

℃预热的 100μ1 TE , 70.C保温 10 min，每分钟混

匀 1 次(轻弹多下促使充分悬浮)， 12 000 r/min 离

心 5 min; ⑦小心吸取上清液至新管，重复步骤

(, 将两次上请液合井，于 12 000 r/min 离心 5

min，小心吸取上清液至新管:③加入 1/10 体积 3

mo1/L NaAc (pH 5.2)和等体积异丙醇，混匀，置室

温 10 min 后于 12000 r/min 离心 5 min，弃上清液，

沉淀用 70% 乙醇漂洗后于 37 .C充分干燥:⑨溶于

适量体积的 TE，如用于回收率比较，则恢复至纯

化前的体积。

1.2.4 硅藻土最佳用量的确定 取 6 个1.5 m1 离

心管，每管加入 1μgλDNA(20μ1)，分别加入 1 、

2 、 5 ， 10 、 20 和 50μI 硅藻士，用蒸馆水补充至

总体积 70μ1，随后按 DNA 纯化标准方案步骤②~

③进行，最后 DNA 溶于 20μ1 TE，取 5μl 电泳检

测，并以 5μI 未经纯化的 λDNA 为对照。

1.2.5 质粒纯度的定义以及纯化倍数的计算 分

别应用电泳法(1.2.2)和测定A260 法对质粒 DNA 的浓

度进行定量，在本研究中，质粒的纯度定义为电泳法

定量结果与 A260 法定量结果的比值，纯化倍数=纯

化后的纯度/纯化前的纯度。

1.2.6 测序 由上海生工生物工程有限公司完成。

2 结果

·研究论文·

2.1 硅藻土最佳用量

研究表明，硅藻土的合适用量对于 DNA 的回

收十分重要，过多过少地使用均不利于回收。最佳

用量是每微克DNA样品中力n入 20μl硅藻土悬浮液，

此时回收率达 77.31%。硅藻土悬浮液用量为 10μl

和 50μl 时的回收率分别为 65.97% 和 63 .489毛(图 1) 。

2.2 pLZ14 质粒纯化的回收率和纯化倍数

应用所建立的 DNA 纯化标准方案，对碱法提

取的 pLZ14 质粒进行了纯化，并对纯化前后的质粒

纯度进行了计算。纯化后质粒电泳结果如图 2 所

示，表明质粒得到了有效回收，经过 BandScan 分

析表明，回收率达 76.2% 。另外，通过纯化有效

地去除了质粒样品中的小分子 RNA(图 2) 。

质粒样品中不可避免地含有杂质，有些杂质会

造成A260 吸收，从而使得通过A260 计算的 DNA含量

大大超出通过电泳法计算的含量，超出程度越大，

表明 DNA 纯度越低。 pLZ14 质粒纯化前的纯度为

1.98 %，远低于用相同方法提取所得的 pUC19 质粒

的纯度(1 7.60 %)。经过纯化， pLZ14 质粒样品的

2 3 4 5 6 7 

图 1 硅藻土用量对 DNA 回收的影晌

1 :纯化前; 2-7: 分别应用 1 、 2 、 5 ， 10 、 20 和 50μl 硅藻上悬

浮液。

2 3 4 5 

图 2 硅藻土法对pLZ14质粒DNA 的纯化

1: 纯化前; 2-5: 纯化后。
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余宏傲气i} ，: 手中fJ放纯化低扔 U~质粒 DNA 的改良陆藻上法

纯度上升升~23.87 %，比~，~化前提高了 1 1. 06 倍。

2.3 质粒纯化对;911] 1字结果的影响

对未经纯化(指未经水研究纯化，fU_测)子公司

的质粒制备过f\' 1!:包扫了常规纯化步骤)和l经过纯化

的质粒进行测巾，获得了战然不同历量的测序结果

(因 3) 。经过 lj 已知|序列对比分析，在所~区域

Ql ，经纯化的质粒的测 i ç; ~ii 果 lj 于自计约束完全」

30 40 50 
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致，而未经纯化的质粒的泪。序结果中普遍存在不能

判断碱基、碱基判断出错以及碱基数判断失误等错

误(表 1 )。表明未经本研究纯化的质粒不宜测序，

也表明经过硅藻土纯化的质粒达到了测序要求。

3 讨论

硅藻 1二是古生物旺藻咙骸的沉积物，是种多孔

60 70 80 
C A G GG .I; N C G C T ft G A C C T G T C G C C A N N C T T T T G T A A G A C T C A T C T G N T A A A G A G A 11 G G T A 

TI 30 40 50 60 70 80 90 
C G G 飞 A 只 C 1'" G C G C C 衍 T G 伪:-h. CGCC )i, GC 

III 4 lO 42\) 4:10 440 450 460 470 480 
G À C C γ C G 、抖了 G 气 GAGATTATG àGGCGTAAGGTTACTACA TAATλGTCNTTAλJ，AA A N A G G G G 

IV 420 430 440 4雪。 460 470 480 490 

业11川I队~
图3 未经纯化和经过纯化的质粒测序图谱

I ‘ lll: 未经纯化的质粒测序问 ìî~: 1I. IV 约纯化的质粒im~序!引诺。

表 1 未经纯化的 pLZ14质粒在测序时发生的差错

发'tX 'ri\fn 帧 J;t {II等 1 ìtf' 们的 {ù: 'i':' 对!恒的正确碱主主 在图谱中的位青 主;-:1It类用

N 1(28*) A 11(34) 未能判断械王在

N 1(52) A II(58) 未能判断碱某

N 1(53 ) G 11(59) 未能 j< 1J I*Jí碱某

N 1(73 ) A II(79) "'"能判断碱主主

N III(421) A IV(426) 未能判断碱基

N III(473) A IV(478) 未能判断碱占其

N III(478) A IV(483) 未能判断碱基

N 111(482) A IV(487) 米自t j'lj Itfr 碱主主

A I( 61) T II(67) jv~某判断I-li 错

AAAA Ií 56-58) TTT II(81-83) ~.&士正如IjltJi Hll自

C 111(414) T IV(419) 碱!，tr!J l*Ji 11\ 11', 

C lIl (462) G lV( 467) 喊二尽?判断 11'， 111

GGG 1(23-25) α3 II (30-31) 碱鸟t rlj I*fr: U 钊

* :1: IIJ，\ :{JI刽 3 1 n<J 28 {{i. lt 余以此类排。
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非晶体硅石，比较易得和便宜。在 DNA 纯化中应

用的硅藻土是白硅藻土，其 Si0 2 含量-般较高(>

80%). 而且几乎不含有机物，使用前不必经过酸洗

[4]。但无论是普通硅石粉还是硅藻土粉，在使用前大

多要进行分级，以去除过粗和过细的颗粒。

颗粒大小对 DNA 吸附能力有显著影响，研究

表明Il]，沉降速度为 6 cm/min 、 1 cm/min 和 0.25

cmlmin 的颗粒的 DNA 吸附能力约分别为 0.009μg/

mg , 0.3μg/mg 和 2.5μg/mg。细小颗粒具有较大

的 DNA吸附容量，然而那些通过离心不能有效沉降

的过于细小的颗粒势必导致DNA回收率的下降以及

最终DNA样品中细微颗粒的残留。过粗颗粒因DNA

吸附能力极弱也不宜应用。因而，本研究去除了沉

降速度大于 2 cmlmin(50 ml Falcone 管中装入 45 ml 

水后液面高度约为 8 cm. 沉降了 4 min)的粗颗粒，

并通过低速短暂离心去除过细颗粒，保证了合适的

DNA 吸附能力和回收率。研究表明，为吸附 1μg

λDNA，以加入 20μl 硅藻土悬浮液(约含 10mg 硅藻

士颗粒)最为合适，因而硅藻土颗粒的吸附能力约

为 0.1μg/mg。考虑到本研究硅藻土颗粒的沉降速度

太多介于 1-2 cmlmin 之间，这→结果与 Vogelstein

等川的结果比较相近。王柏秋等[7]提及的一种吸附

能力达3-4.5μglmg 的二氧化硅基质可能是→种较细

的颗粒。我们发现如果舍弃沉降速度介于 1-2 cm/ 

min 之间的颗粒，则每克硅藻士试剂可制得的硅藻

土悬浮液急剧减少。鉴于不同厂商或不同批次生产

的硅藻土颗粒粗细可能有所不同，也许本研究使用

的硅藻土并不是最适于DNA纯化的品牌。另外，有

些研究者不进行颗粒分级而直接使用，在这种情况

下宜对硅藻士产品进行DNA吸附能力的测定，否则

实验的重复性难以得到有效保证。

合适的硅藻土用量是保证DNA纯化效果和回收

率的关键，这不仅需要对颗粒DNA吸附能力进行测

定，还要求对进行纯化的 DNA 进行精确定量。传

统的 DNA定量是通过测定A2ω进行，实际上这-方

法很不可靠，因为 DNA 样品中含有大量可导致A260
吸收的杂质。本研究采用凝胶电泳法对样品的 DNA
含量进行定量，保证了定量的精确性和实验的重复

性。另外，紫外吸收定量结果高出电泳定量结果越

多，在一定程度 t反映 DNA 越不纯，因而本研究

将DNA纯度定义为电泳定量结果和紫外吸收定量结

果的比值，尽管这一 DNA 纯度结果与真实的 DNA

·研究论文·

纯度结果可能有所偏离 • i旦鉴于目前没有其他有效

的简便方法可对DNA真实纯度进行估计，因而这­

纯度概念的提出仍属必要。通过计算，我们发现

pLZ14 质粒样品的纯度仅为1.98%. 如果测序时质

粒DNA 的浓度是根据A260 计算而来，那么由于测序

反应中模板用量过少，测序信号弱甚至失败应在情

理之中。另外，质粒样品中过多杂质的存在抑制了

测序酶的活性，也是导致测序失败的主要原因。

硅石(含硅藻土)粉法可适用的 DNA长度范围较

宽. Boom 等[3]研究表明可纯化低至 40-60 坤，高

至 48 kb 的 DNA。朱帆等[23]认为玻璃粉吸附的核酸

长度限制在 0.5-5 kb 之间，这一观点与众多报道不

符，我们以 48 kb 的 λDNA 为试验 DNA. 最高回

收率达 77.31%.同时我们应用本文提出的改良方法

成功地对长达 20 kb 以上的基因组 DNA 进行了纯

化。应用硅藻土粉或硅石粉提取纯化基因组 DNA也

屡有报道[15 ， 17 ， 20] 0 因而，本方法可适用于 PCR 产

物、质粒 DNA、噬菌体 DNA 以及基因组 DNA 的

纯化，具有成本低廉、操作简便、回收率高、重

复性好等特点。
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余宏傲等:一种有效纯化低拷贝质粒 DNA 的改良硅藻土法

An Improved Protocol for Low Copy Number Plasmid DNA 
Purification with Diatomaceous Earth 

Hong-Ao Yu, Lan-Lan Zhang, Chang-Jie Xu* 

683 

(Department of Horticulture; The State Agriculture Ministry l...aboratoη of Horticultural Plant Growth, Development & 

Biotechnology, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China) 

Abstract Sequencing of low copy number plasmid DNA failed quite often due to high amount of impurities 

in sample. To develop an efficient and highly repeatable DNA purification protocol especially suitable for low copy 

number plasmid DNA, the amount of diatomaceous earth suspension applied to bind DNA was optimized. It was 

found that 1μg of pureλDNA was most efficiently recovered when 20μ1 of the suspension was applied, with a 

recovery as high as 77.31%. pLZI4, a low copy number plasmid of 14953 bp, was purified 12.06-fold with the 

improved protocol, reaching a purity of 23.87%. Strong, clear sequencing signals and correct results were obtained 

with the purified pLZ14 plasmid DNA, whi1e weak, confusing signals and universal errors were found for DNA 

from routine alkaline lysis and purification protocols. 

Key words diatomaceous earth; guanidine hydrochloride; plasmid; DNA purification 
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