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分巨浪的比虫，以及与细胞接触的一些i:ct

剂的海透!氏的阳确测定是很重要的。因为我们

不但插塑有纯度刮 Hl一定数量的细胞，更希望

有j币力较高， í呆 t~i:体内生理功能的反应细胞。

采用的同-双竹比 R并 2i} OC 称亘:法及冰降j去

分另IJ 测定比茧及J会进庄，前者的测量精度可达

小数点:在阴忱。

从以上分离结果舌来，三步处理法可以得

到高纯度、芮存活率和一定产率的淋巴细胞，

分白过程也较简单，因而在要求较高的实验中，

与其它种种方法相比，有其可取之处。

淋巴细胞的荧光偏振检测，目前在国内还

是一项较新的技术。 根据 29 例正常人淋巴细

胞的测定结果，其细胞内荧光偏振度 P 的平均

值为 0.182士 0.024，接受 PHA 剌激后， p 值

平均 F降 20%左右，表现仍具有正常生理功能

的正常人淋巴细胞的反应特性。

淋巴细胞的显微荧光;副主观察结果也走

明，所分离的细胞具有正常的膜的通透性。当

FDA 与细胞接触后很快就透过细胞膜进入细

胞浆，经脂酶水解而显出翠绿色的荧光。儿属

活力低的细胞发出的荧光强度也弱，甚至无荧

光可见。
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用两相法纯化具有生物活性的质环 K

何俊坤朱心良

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

质环的纯化国外多半采用超离心技术[l-5] ，

也有采用硝基纤维素柱过滤 [6] 、甲基化蛋白

柱[7] 、;七IJ备电 þ)\ [8]及酸酌抽提法[9]的报道。前

者需要m离心机，后者操作烦琐、费时。我们参

照 Guerry 等人 [10 ]和 Ohlsson 等人[ 11 的方法，

加以改进。本文介绍的方法纯化质环，既不受

仪器泣备的限制，又能做到快速、简便和节约。

i再相法纯化质环的原理是:由于质环是共

价闭合环状 DNA (Covalent closed CirculaI 

DNÄ)，共价闭环 DNA 热变性后复性的动力

学与染色体之问有很大的差别，前者复性比后

者容易。利用这种特性，质环 DNA 和染色体

DNA、 RNA 的混合物，经热变性后迅速冷却

于干;中酒精中。质环 DNA 即复性为双链状态，

而染体色 DNA 仍为主在链。在两相分配系统

中，双链 DNA 留在聚乙二醇相(上相) ，单i:Ìi

DNA、 RNA 留在葡聚糖相(下相)，从而达到

了分离的目的。

材料和方法

(-)材料

1.药品、试剂g

葡聚精(Dextran Tsoo ) 以下简称 Dextran 瑞典

产品2 聚乙二醇(以下简称 PEG)，上海奉贤光明化

X 本文摘要曾在第三届全国生物化学学术会议

上宣读。参加工作的还有军事医学科学院运好
英和武汉大学张楚富，冯锦明参加部分实验。
电镜工作由龚启慧、王先!、珠同志担任z 文章内

电泳照片由许海滨同志拍摄，特此致谢。
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工厂出品事漠化乙挂(英国 BDH 产品) ;囚环素(上

海第八制约厂生(");氨苇青霉素(上海第十三药厂生

产) ;牛膝核糖核酸酶u二海生化所出品) ;蛋白酶 E <E.

Merck 产 iijll) J EcoRl , Â DNA (由本实验室制备)。

2. 在i 株g

E. coli 802.l( pBR m ) E. coli C600(受体菌)。

3. 培养基

E. coli 8021 培基z 以 M9 培基为基础，参考文

献[2， 12] 的配方，略有改变。每升含g 葡萄糖 5 克

(分开灭商)，磷酸氢二号内 15 克，磷酸二氢饵 3 克，

氧化续 1 克，水解蛋白 5 克，维生素 B110 毫克，硫

酸馁。 .25 克(分开灭茵) ，氧化钙 0.02 克(分开灭茵) , 

氧化铁 0.0027 克(分开灭菌)，氧化钩。 .5 克， 5'

dAMP , 5'-dCMP ， 5'-dGMP ， 5'-dTMP 各 5 毫克。

E. coli.C600:陪基，除下列试剂不同外，其余和

E. coli 8021 培基相同。 7](解蛋白 2 克，酵母膏 5 克，

DL…亮氨酸。 .2 克，不加四种脱氧核苦酸。培基调pH

至 7.2 ， 高压灭菌 o 公斤/厘米2) 20 分钟。 E. coli 

8021 t古基使用前加入四环素 25 微克/毫升，氨苇青

霉素 50 微克/毫升。转化用的平板含 2%琼脂。

4. 缓冲液，

TE 缓冲液， Tris-HCl , 10mM, pH8.0; 

EDTA , 1mMJ TES1 缓冲液， Tris-HCl , 30mM , 

pH8.0; EDTA , 5mM; NaC150mM, TES2 缓冲

液， Tris-HCl , 20mM, pH8.0J EDTA , 1mM , 

NaCl , 20mM。

(二〉质坏的抽提和纯化

1.菌体培养g

将 E. coli 8021 菌种的 37 'c过夜培液，以 10%

接种最进行扩大振荡培养。参考 Clewel1等 (972)[13]

和1 Tanaka 等人(1975) [14] 的方法， 振荡培养 2 小时

后，加入 200 微克的氯霉素/毫升，增殖质环，继续培

养 10 小时，离心收集菌休。

2. 用十二院基硫酸铀(SDS)的溶胞(或溶菌〉和

氧化纳沉淀染色质 DNA 作用2

将菌体用 25% 蔚糖(配在 50mMTris-HCl ，

1mMEDTA pH8. 0 中〉洗涤一次。离心 10 ， 000rpm ，

20 分钟， fl}市 i参欠tJrrr过的菌体。将菌体悬浮于 TES1

缓冲液中，加入 4 倍体积的 1. 25%SDS (配于 50mM

Tris-HCl pH8.0 ， 80mMEDTA 中) ，在冰浴中振荡

至溶菌液完全变成粘稠后，加入 1/4 体积的 5M 氯化

呐，在冰浴中振荡 5 分钟置冰箱过夜。

:1. JJJ PEG 沉、~ì: DNA, 

将上述溶液离心 15 ， OO~"'pm ， 20 分钟，取 u吉

液参照 Humphreys [1;]等人的方洪加入团体粉末状

的 PEG 至 10% 的浓度，待完全溶解后置冰箱过夜。

4. 用核糖核酸酶、蛋白酶及酌处理s

将上述溶液离心 15 ， 000rpm ， 20 分钟，沉淀溶

于 TES1 缓冲液(可用匀浆器匀浆)。加入牛肢，核精核

酸酶〈用重蒸水配成浓 20 倍的储液， 100'C , 10 分钟

预处理，灭活 DNase)50 微克/毫升，在 37'C 下反应

30 分钟，然后加入蛋白酶 E (配子 20mM Tris-HCl 

pH8.0，浓 20 倍储液， 37'C , 1 小时自溶去杂酶)500

微克/毫升，在 37 'c下反应 30 分钟，然后用等体积的

TES1 缓冲液平衡过的盼抽提二次，离心取水相对

TES1 缓冲液透析，即为质环 DNA 的粗制品。

5. 质环的纯化，

取透析后的总核酸溶液〈包括 DNA 和 RNA)分

装于 10 毫升有磨口塞的离心管中，加氧化铀至 200

mM，再加 2 倍体积的酒精，置- 20'C冰箱过夜。离

心 4000rpm ， 5 分钟，将沉淀溶于 TE 缓冲液(配成

大约 50 微克/毫升 DNA 浓度的溶液)，加热 100'C ，

2 分钟，迅速冷却子干冰酒精中，融化后按每 0.2 ;r)'!; 

升 DNA 溶液加入z

Dextran 16.8 % (W /W ，配于重蒸水中 )500 微升

PEG 18.4%(W/W，配于重蒸水中 )250 微升

。 .5M 磷酸铀缓冲液 pH6.8 20 微升

加重蒸水稀释至 1 毫升

在有磨口塞的离心管中颠倒振荡 5 分钟， 离心 4000

rpm , 5 分钟，取 PEG 相(上相)再加入 Dextran

450 微升， 0.5M 磷酸铀缓冲液 20 微升，重复上述操

作，取 PEG 相加氧化制至 200mM ，再加 2 倍体积

的酒精， 置- 20 'c冰箱过液。离心 4000rpm ， 5 分

钟，沉淀溶于 TES2 缓冲液， .对 0.1M Tris-HCl 

pH7.5 透析，即为纯化的质环 DNA 溶液。

(三)纯化质环的鉴定

1.转化z

参照 Cohen 等人(972)[16] 的方法进行。 E. coli 

CßOO 在 37 'c下过夜的培液，以 10% 的接种号:转

入扩大并培养至 A600 为 0.6 时，离心收集菌休。

以 1/2 原体积的 0.01M 氯化饷洗涤一次，离心 4000

rpm , 10 分钟，将菌体再悬浮于 1/2 原体积的 0.03

M 氯化钙中，在冰浴中振荡 20 分钟，离心 4000rpm ，

10 分钟，再将菌体悬浮于 1/10 原体积的 0.03M 氯化

铝中，即为转化用的感受态菌。

用 TES2 缓冲液配制转化 j目的质环 DN:\ 液
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镜观察摄片。其电镜照片如下图。
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(合民环 DNA2.ri 敝克/运升，氧化钙 O.03M) ，将溶

液ìbl匀川，驭。 1 ，主升 b日至 0.2 毫升上述感受态菌液，

1日匀寸 寸自 1与试管 11二1 (对照样品用 0.1 毫升水代替。 .1

PU升 DNA 溶液)，在 0"(: 振摇 60 分钟，在 42 0C 下温

育 2.5 分钟，立委IJ置于冰浴，用不合抗菌素的培基稀

释_'l~ 3 宅升， 3 '1 "C 振荡的养 2 小时，取不同的稀释度

铀于含有抗的素的平板 t， 37 0C 培养过夜，计算每微

克 DNA 转化的国落数〈即转化频率〉。

2. 质坏的酶解及电泳s

质环的自(tJ解参照 M巳rtz [1 7] 等 (972) 和 Tanaka

等 [14](975) 的反应体系进行;电泳参照 Hel1 ing[ls]

等 (974)和 Rad loff 等[19] (967) 的方法进行。 20

微升总反应体积中含有z 民环 DNA 5 微升(相当于

125 毫微克 DNA) ， 4 倍浓的反应缓冲液 5 微升

(Tris-HCl , 400mM, pH8.0;MgC1 2 , 40mM; 

NaCl , 50mM) ，稀释 10 倍的 EcoRI 酶 10 微升，在

37 0C 下反应 1 小时，加入 2 微升十二院基磺酸铀(SDS)

终止反应，加入 4 微升误酌蓝一一黑糖溶液 (50%

黑市亩， 0.07 %误酌蓝〉进行电泳。电泳条件 s 玻管

0.6x15cm，琼脂带ÎiO.7%(内含 EBO.5 微克/毫升) , 

电泳用~TEA 绞i中液: Tris-HCl , 50mM; NaAc , 

20mM , NaCl , 18mM; 用冰醋酸调至 pH8.05 ， 100 

伏 5 分钟，后调为 20 伏过夜。电泳结果如下g

1.且+ EcoRI 酶解

的 λ

2.λ+EcoRI 晦解1的

pBR322 

3. Â+ 未晦解的
pBR 322 

123 

3. 质环 DNA 的电镜观察s

参照文献[20]进行。 含质坏 DNA 的展开液I 5 

微克 DNA/宅升F 细胞色素 C ， 0.1 毫克/毫升 P

Tris , 0.1M, Na3EDTA , 10mM; 50% ii3l'!走胶。 使

用险性蛋白膜展开后，用 formvar ~炭膜铜网捕取，用

M~酸色，把综合金投影，于 JEM-100B 型电

在
叫

n
H
υ
 

nMO nud --a 

图 I 超螺旋的 DNA 分子 ×凹， 000

图 E 开环的 DNA 分子 x 90 , 000 

电镜底片经投影仪放大 15 倍，用地图仪测f主共长

度，按经验公式( 1 微米 DNA=2.07x106 道尔顿)计

算分子量。质环 DNA f.l:开环和共价闭合起眼旋二种

形状，测量 15 个分子的平均长度， 计算 tH分子是与

文献值」致。

结果和讨论

采用本文介绍的方法纯化质环俨仁川::-1.一f氓1

转化频率可达 4xl0伊6 细胞/4每手微克质环 DNA 。

从转化子再提取质环的转化频率可达同样水

平。每升培液可得纯化质环 1 ， 200 微克以上。

经电沫，电镜检查证明所纯化的质:t/j:纯度较高。

我们参照 OhIsson 等人的方法纯化I出R322

质环，发觉质环的生物活性极低，大多数情况
下所纯化的质环都没有生物洁性 (C:hlsson 在

文章中未介绍转化实验，所以也未提及质环。:

生物活性如何)。经我们实验后发现: Ohls芒。几
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等人的方法纯化的质环样品中无机磷的存在是

影响质环生物活性的根本因素，我们对此进行

了深入的研究，采用透析方法去除样品中的无

机磷之后，质与F的生物活性大大提高，可提高

至 4 X 106 c 对违析后的质环溶液再加入不同浓

度的磷酸的缓冲浪，转化频率立即就有不同程

度的下降，其结果如下表:

样 口 |转化频率(转化细胞
口口 | 数/微克质环)

…一些吵一叮叮主L一」2L一
透析一后的民环加入 0.15 I " 
mM磷酸的缓冲液 u 

透析后的民坏1m 入 0.1 I L 2 X 102 
mM 盹内发的统冲浪 | 
透析后的质环加入 0.05 1" 4 'l v1n2 

mM 脐眼古自缓ì9J j在 一」一一一一哇. '" ...... JU 一一
透析后的民环加入 0.01 I η1 v' 1 1) 2 

mM~挝驻且每i且也一一午一 I. .L " l. V 

从实验结果来看，无机磷对质环生物活性

的影响是很严重的。在两相分自己时，我们曾用

NaÄι 缓 ì'i~ 1-夜代在磷酸纳缓冲浪，所得质环

DNA 不经透析就进行转化，其转化频率也可

达 8 X 103 ，这就进一步确证了无机磷对质环生

物活性的影响。我们在实验中观察到:转化时

含有 0.03M CaClz 的透析过的质环溶液，加入

很少量的磷酸讷缓冲液立即产生白色絮状沉

淀。无机磷对质环生物活性影响的机理，我们

认为是由于产生磷酸铝沉淀，降低了饵离子在

转化时的浓庭，致使受体细胞的通透性受到很

大影响，因而大大降低了质环的转化频率。

我们自用 lîf!:变性代替热变性，然后进行两

相系统分配，同样可以获得满意的结果。

主〔豆;素增殖质环，我们采用扩大培养 2 小

时后加入氯毒素，继续振荡 8......，10 小时，增殖

效果也很好.

用本法纯化的质环，可以用各种内切酶酶

解。经电泳鉴远和电镜观察证明产品是均一的，

与文献报道的其它方法所纯化的质环 pBR32Z

元全一致，适丁、(于在遗传工程实验中作载体用。

若望 r~~J 纯度的!如不口NA，可采用 Bio-Gel A--

0mìHi议过iL-t:除去残留的微量的 RNA.

摘要

质环(Plasm:id) 是遗传工程实验中重要的

载体之一。国外纯化质环大多数采用超离心技

术。因此，质环的制备在国内受到很大的限制。

本文介绍利用葡聚糖，聚乙二醇和磷酸的缓冲

液所组成的二相系统可以纯化具有生物活性的

质环。在获得总核酸(包括 RNA ， DNA)ì窑，液

后，只要借助于台式离心机便可纯化质环。方

法可靠、简便和省时。产品纯度较高，生物活

性好，质环的转化频率每微克可高达 4x106

个细胞。本文还检查了无机磷对转化的影响。
本文承匡达人教授审阅，特此致谢。
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