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果。尤 R是在使用两层微粒胶片时，效果更为

显著。 该配方药品简单，配置冲洗也方便。在

摄影有关资料上，虽有用于加工普通照相的报

道，也有与微粒显影及其他显影配方的性能比

较[1·21，但在显微摄影方面还很少应用。
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一种快速简便的噬菌体DNA的抽捷方法

是兰J令·王斌郭彦 文革lì礼和

(中同科学院上海细胞生物学研究所)

噬菌体 DNA 的市IJ 备和纯化是分子生物学

研究中极为重要的一环， 在基因库和 cDNA 库

的建立，以及 DNA 克隆和筛选等方面都是不

可缺少的。

噬菌体 DNA 的 ffjlJ 备可以通过噬菌体感染

细菌在琼脂板上繁殖(称为平板法)，也可以在

液体培养液中繁殖(称为液体法)。平板法多用

于噬菌体的扩增 ， 由于琼脂含有许多限制性内

切酶的抑制l 因子(如磺酸根等)，用这种方法制

备到的噬菌体 DN)弘一般需要先通过 Sepharose

-6 B 柱纯化睦菌休颗l粒 [l] ， 否则不能被酶水

解，对后面工作有影响。大量噬菌体 DNA 的

取得通常是用液体培养法并经过氯化艳或甘油

梯度超离心取得颗粒 ， 再进一步制得[ 2]。这个

方法的缺点在于需要 段时间的超寓心和透析。

为了克服上述两种 方洁的缺 点，我们参考了

David C , Kaslow[ 3 ] 的工作，经过摸索和改进，

用两次核酸酶消化及两次聚乙二醇沉淀可制备

到很纯的噬菌体 DNA，满足各种实验要求。此

法简便和迅速， 无特殊仪器要求。

材料与方法

主要培养剂和试~J

TB 培养液 10 克膝蛋白陈(美国 Oxid 产品)， 5 

克氧化俐， 加水溶解至 1 升。 125 0C灭菌处理及冷却

后 ， 补力口硫酸谈 马王 1 0 rnrnol /L ， 三E芽 糖 至 0.2 %(W/

V ) 。

TE 缓冲液 10 rnrnol / L Tris-HCL (pH 8 .0 ) , 1 

rnrnol / L EOTA (pH 8.0 )0 

SM 缓冲液 20 rnrnol / L Tris-HCL (pH7 . 5) , 10 

rnrnol /L 硫酸谈， 100 mmol /L 氧化制 ， 0 . 02 % 明胶 。

PEG (聚乙二醉 )6000 R本进口分装 。

脱氧核糖核自主酶 (ONase 1) S i grn a 产品 。

核糖核酸酶 ( RNase A )及蛋|气水解酶K(Proteinase

K)Merck 产品。

方法

挑选宿主细胞的单商蓓在 1 0 ml TB 中于 32 "C培

养过夜。测 600 rnμ 的光吸收。 技 ] A600 沟每 毫升约

8 X 10 8 个细脸，来计算两休的浓度。

按适当配比 ，在 10 1 0 ;'占 j:_闺中加入噬囱休 ，在 37 0C

保温 20 分钟。 茵体数与噬菌体数的自己比国噬菌体而

异 ( 2 ) 。对裂解型的噬;有你 ( 女n E MBL- 3 , cha ron 28 等) , 

将感染了噬菌体的菌体转入在 37 0C 顶热的含 5 00 毫升

TB 的 2 升三角烧瓶中 ， 直接在 37 0C 以何 分 钟约 200

转的速度摆动情养。培养液先从清到1昆 ， 再从1昆变请 ，

历时0'0 4 小时左右。 对浴源型的 11J[ 菌体(如 λgt 11) , 

则需将感染了噬菌体的宿主因先在 32 0C生长至0.0600
约为 0.4 左右， 然后将温度迅速提高到 4 2 CC并在此温

·上海肿瘤研究所进修生。
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j主维业 15 分钟j口 ， 同在 3 8"C峰一小时。加锐的 2 .5

毫升， 继续揭半小时后 ， 移去过多氯仿。

加 DNase 1 和1 RNase A 各 500 毫克 (最终浓度为

1 μg/ml ) ， 11: 37 'C保温 30 分钟。

加固休 :A化讷 ， fE最终浓山为 1 mol/L ， 峰至5"C

化纳完全泌IiJiOü ， O 'C保温 1 小时 。以 8000 g 速度离心

20 分钟， I东 1:- ~II I J16l 6':' 片。

上请液移入-ì育状的三角烧瓶， 加入 5 0 克 PEG

6000 ， 使最终议以为 10 % ( W / V ) , tK\至 j容解后 ， 继!)~

在冰浴上缓缓撼动 l 小时 ， 8000 g 迷j豆离心 2 0 分钟。

倒去上请液。

用 4 . 5 ;~注 J I SM 挝、浮噬|剧本颗粒， 等体B-l革C{;-;汕

提一次。 于'1'1)它升忌、浮液中分别 b口 1 00 微克 RNase A 
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图 1 E MBL- 3 DNA.外全波分析

图 2 EMIiL-3 DNA 限制酶切分析

此 5 微克 DNase 1, 37 'C保温 30 分钟。然后加 SDS

和 EDTA 使它们在洛液中的浓度分别 为 0 .5% 和 20

mmol/L ， 再加进 Proteinase K 至每运升)9 100 微克 ，

在68"C 保温 30 分钟 。依次用盼 、盼/氯仿 (1 : 1 ， v/v)和氯

仿各抽提一次。加一半体积的 5 mol/L 醋酸 钱(pH-

7.5)及二f音体积的乙醇， O 'C放直 20 分钟后 ，在 4"C，

1000 g 离心 15 分钟，收集 DNA ， 用 2 毫升水溶解沉

淀物， 加 0.38 毫升 5 mol/L 钊化讷和] 2. 3 8 毫升 13%

PEG(W/ V ) , O 'C放置 l 小时， 1000 g "萄心 15 分钟。

沉淀的噬菌体 DNA 用 70 % 乙院洗一汰 ， 干燥后 ， 用

TE浴解， 放 - 20 'C 保存符用。一般从 500 毫升液体培

养液可得到约 25-30 微克噬菌体 DNAo

样晶的鉴定

图 i 为制备的 EMBL-3 DNA 紫外|以收全议。

图 2 为制备的 EMBL-3 DNA 用 EcoRI 和 BamH

I 酶解产物之L 0.3 % Agarose }践上也泳鉴丘。

结果与讨论

用此法制备噬菌体 DNA 既迅速又方便。

从感染到最后取得 DNA 可在两天 内完成。无

特殊仪拙和设备要求， 容易掌握， 在一般生化

实验室都可进行。 f11IJ备的噬菌体 DNA 无细菌

DNA 及 RNA 的污染，也不含其它干扰酶'作

用的因子，可被各种所需的限制性内切酶所水

解，便于以后开展各项实验工作。

经过多次使用此法 flîlJ 备 EMBL-3 ， charon 

28 和地t 11 DNA ， 证明方怯稳定可靠。在产

率和纯度上与超高心制备j去相似。
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