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一种琼脂糖凝胶电泳分离质粒DNA 的方法

黄~戎缸梅刘传喧匡达人

(中国科学院主海蝠'应生物学研究所)

分子无性繁噩已成为扩增特定DNA片段

的广为使用的技术，而细菌质粒是很多无性繁

殖工作中所选用的载体。近年来分商载体的方

栓，大多是根据载体DNA的共价闭合环状

(CCC-.DNA) 性质及其对变性的抗性.在

氯化饱一涣化乙键梯度中， CCC-DNA密度

大，比线状DNA沉降快，所以用密度梯度超

离心方法可获得高纯度的CCC-DNA[lJ 。但

超离心方法在时间上、材料上都不够经济，在

设备上也有一定的局限性。也有采用硝基纤维

素过滤法和甲基白蛋白柱层析法分离质粒

DNA的报道 [2 J 0 Guerry等人[ 3J 采用SDS及

1M NaCl沉淀染色体DNA，该方法可适用于

很多菌种。 Guerry等人的方法经Humphreys

等人 ι4 发展，在榕菌上清液中加入聚乙二醇

( PEG) ，可进一步浓集质粒DNA，但是如

此制备的产物往往还杂有染色体DNA。近来，

Ohlsson:宰人 5 报道了水榕性两相分离法，

Zasloff等人 [6 J 又报道了酸性酷抽提法，这些

方法简便易行，并可大量制备质位DNAo 但

如果一种商株内存在几种不同分子量的质粒
DNA时，用抽提法就无法将其分开。

本文介绍一种琼腊糖凝胶电泳制备质粒

DNA的方法，它不需要复杂的器材，可获得

高纯度的具有生物学活性的质粒DNA，方法

稳定，重复性好。如果遇到某一菌樨内存在几

种不同分子量的质粒DNA时，可用本方法纯

化出不同的质粒DNA，再分别转化受体菌，

建立含有单一质粒的菌株。同时，本方法也适

用于分离纯化被限制酶水解后产生的线性

DNA片段。

材树和方法

一、菌株转化实验中的受体菌为大肠抨

菌C600。为抽提各种质粒所使用的各种菌株及

其携带的质糙性质见表 1 。

农 1 各种萄林及其绩'的质位性质

! ~=..~~ I 质泣的分子量 |质粒提供| 加入氯霉素后
菌 株 |携带的质粒-::'-:-.:::': ~~_~ I -:. -':_ -:. ~， I I -- -,. -. -, -,- ('xl0 6道尔顿) I 的表型 a I 质粒的扩增性b

大肠杆菌 40 R 25 Col El 4.2 Coli饵. I + 
大肠杆菌 802 i ,BR322 1 2.6 T:, A; I + 
大肠杆茵 477 ! ,SCI01 5.8 T: I -
大肠杆菌 J432 ,CRl 8.7 K:' + 

注: a. Co!imm， 大肠抨菌素免疫性; T~I 四环素抗性; A;. 氨韦青霉素抗性;K二，卡那霉素抗性-

b. +，在细菌培养液内加入氯霉素后，质粒继续复制， .在上述条件下，质粒停止复制.

二、菌体培养本实验所用培养基含有

〈克/升):膜蛋白陈， 10 ;牛肉膏， 10; NaCl , 5 。

1. 大肠杆菌477-生长10小时后，按10%的

接{斗J:]主转接 p 继续于37 CC振荡培养过夜，离心

收集菌体。

2. 大肠杆菌40R25，大肠抨菌802和大肠

杆菌J432生长过夜后，按10% 的接种量转接，

继续培养 8 小时后加入氯霉素.使最终浓度达
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200微克/毫升，进一步于37 0C振荡培养10小

时，离心收集菌体。

三、抽提细菌总 DNA 综合了Tanaka等

人m 和Zasloff等人间的方法，并作了适当改进，

抽提包括质粒DNA在内的细菌总DNA (国 1) 。

所有离心操作均在4 0C ，于K70 离心机上进行。

在冰浴中，将 1 克湿主菌体分散悬浮于10毫升

TS缓冲掖 (Tris-HCl ， 50mM , pH8.0 , 25% 

蔚糖) ，离心 (15000Rpm ， 10分钟)， 11回去

上清液。将洗涤过的菌体重新悬浮在 4 毫升TS

|含有质粒的菌体|

↓ TS 缓冲液洗涤
↓离心取沉淀

「洗涤后菌体 i
↓悬浮于 TS 缓液
↓溶茵酶

• SDS 

|溶菌液|
↓核糖核酸酶

↓苯盼、氯仿、异戊醇处理

|清溶菌 il
↓酒精沉淀

I tæ m ，~， D-Ñ~I 
因 1 抽提细菌总DNA简要流程

缓冲液中，加入0.1毫升 5 M NaCl及0.2毫升

。.4M EDTA , p[-I8.0，于冰浴中加入1毫升洛

菌酶(陷于TS缓冲液，泼皮为20毫克/毫升) , 

于 Q'C作用 15分钟。然后加入20毫升TE援冲液

(Tris-HCl , 10mM , pH8.0; EDT A , 1 mM罗

pH8.0) ，进行近 'lí UI~ :j'手，再加入 3 毫升 10%

重结晶十二炕基磺空'品( SDS ) ，使细胞彻底

裂解，这时路撒变可 I，':;(ß主粘稠。

将 5 毫克牛膜 i生t 核放晦;在解在 1 毫升蒸

铺水中，预先TIOv"C 吃理 15分忡，使混杂在

其中的脱轼核制核战 i年( DNase )灭活，然后

加到七述榕菌液中，也匀，于37"C反应1.5小

时。反应完毕，将反应福合物转移到分液漏斗

中，对等体稠的苯撞击 t 预先用水饱和，并用

1M T叫调主向.0 )及;体积的司的一异

戊醇( 24 I 1 )激烈振摇10分钟，离心分相

(3500RPm , 20分钟) ，水相再次用 k述混合

有机溶剂抽提→汰，然后用等体积的氯仿一异

戊醇( 24: 1)单独抽提一次。在水相(清悔菌

液〉中加入 1/10体积的NaAc ( 2M , pH5.0) 

及二倍体积预冷的无水酒精，沉淀 DNA。

离心，倾去上清液，将离心管底部的细菌总
DNA m.:淀溶解于10毫安j-TE缓冲液。全部抽提

过程在一天内即可完成。

四、质拉的纯化及分析

1、制备用琼脂糖凝肢电泳

采用一般柱电泳装置，电泳柱为0.8 x 12 

厘米玻管，用尼龙布包扎住一端，防止凝胶

滑出玻管。 0.7%琼脂糖配在制胶缓冲液中

(Tris-HAc , 40mM , pH8.0 , NaAc , 5m-

M , EDTA , 1 mM , pH8.0，澳化乙键， 0.5 

微克/毫升入经加压处理使之榕解。待胶冷

至600C后，先在玻管底部加入少量凝胶液封住

管底，然后主持力日至管顶。凝固之后，倒出上端

胶，用眼科手术刀切去 1 厘米胶柱，以产生平

整的胶面。复位后，将胶柱装入电泳装置。在

方法三中制备的细菌总DNA溶液内加入蔚糖

和澳盼蓝指示剂，使最终汝度分别达 10% 相

0.025%，每根胶上样50微升左右(上样量过

大会澎H向分高效果) .然后在lE负极!已泳稽内

加入电泳结冲撞(即省去提化己钝的;同股攻冲

掖)， 100伏，电泳 2/J、时。对于00 7% 的琼脂
糖，澳盼蓝的迁移率相当于10 5- 3 X 10 5分子

量的DNA。待澳酣蓝颜料标记接近)皮底部时

结束电掠，倒出胶柱，在紫外灯下观察DNA

分离的情况，有DNA的地方呈拮黄色的荧光

带。用眼科于术刀切取各胶桂中质粒DNA位

置上发荧光的凝胶薄片，合并于一根预先装有

一半支持胶的玻管中 (1.3x15cm)，含DNA的

一端在下方，接正极，电泳洗脱肢中的DNA.

洗脱缓冲液与电泳缓冲液相同，洗脱电压为200

伏。用恒流泵控制流速，部分收集器收集， 15 
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按材料千百方法:::: j由提的

定发现有几个带，包括股粒 υNA

件、 DNA( 坷，因与)

月j 'itü 盔、 ι ; t1~万法J:lj 忏其中几个带分}f.并

分圳于 j且收集(国 3 '; f.型 2 9=l第一根胶上有

三条昔，第二千古为对二场的版校 COIEI DNA ，

由于含量较低，禾予收集。

DNA ，经电泳!在

如大量染色

士ψ
卢青;1-，
n 、

注吾物生抱细2自→卷第 1 明

• 

+,. 1 
12 

他y￥荷兰主照 Cohen ‘ 9 _，.、、

与 Aai ，j 手í!3orst 工程 l)之 Sharp . i 1 等 J飞〉仨

抖，在 ìi:1 Jr r\i. 11k 心i分析上中 9 费们仅仅在配

;扣住注:反;叶子巾被中加入1._~是 ft乙提柴.时!在

球经{>il闹中-{1 币 11日染料，在中去;描述:白费呛

条 j丰 JA ， 2左手jijd?UjPNAi:2检 i淄川‘勺影响，古既

可 14 1〈守主] (吁

告， (c; JIJ% 陆进) .， λ 

5μ才:J:J吆 j战2监二什#':.-...)山d山川).丘I

绽;有t古J L臼?;以)NA 失;沽昌的
《ι!~-6_弘;. 腼

JlZ f"ï. "" 0 

果站

4民币 íHi #t告泛~;;_中电沈成J真机 DN/\ å告沌脱困开Ij.

!到中灼 DN/飞为用pCf< lß元粒 DNA 转化大肠杆曹雪
()j OIJ. .(fi从转化工产中结FÍ;量的 pCRl wt粒 DNA

喝:

lì 了除夹蛇出手了品牛的i;:1 比乙能染料，除

;r~fB 扯归列 8 也采用 ~lf:下醇抽提

泣，艺们都fititj. 尘 DNA 部前中及嵌入DNA-分

子内怕引料， 1卢j 时也观察5 ìJ UIJ使不用有机榕刘

抽提，将DNA珞j:f:}iXij大量缓冲议透析亦可除

去 L~tl 化乙链(时 4 )。但是如果采用本文介绍

n号击IJ 接电 ii!"Hì头、 f合适t: DNA 样品内的演化乙

挺立t 刊。并不多亏

解及持化泣'目:。

!写写 ÞJj pSCI01 及 pCRI 两种质粒的纯

生束。 J.巳毛又i 看出 J 用制备电泳纯化的rrK~

K具有比业~ ~~ .:;~ J~L': " Cυ，LE::. ，2主 ?BR3丰二 _)J

获位同样的主~(化效果，未给国〉。

;搏击lzt 电泳扭住得到的 Col'E l 、 pSCI01 

1 ，大j约行商 40R25 的

总D:'L\ ， Ij 上币 l~ C下 Wû ), 

宰一 '1; 士;二主体 DNi飞，

注 ~;;g-，为 H 坝、白 Co1 El 
DN 气 :;::i 三毛f为 IlJ ;注:超螺

旋 Co1 EI DN人。 2.大贤

:于|臼4 7'[总 DNA. 第一份为
主哈马体二NA，均二;:;.ì;为叮

叮在 i":'_~12':Lt [jS(~lJl D沁人

己，大，_:}f 卢j，_' ~ 4~2 .. 1:、 T_.;:\_'..，

f~ 一号为).~乞~~:.: :!):\:-_-:.., 

二帝为 l苟环;i1i螺旋 pCR1

DNA. 
写写榕在~ :"::吃、永.

而 n

也习马 ，~ 

分l'书 ';Vf. 注 1 毫f~左右，共收集15膏，借

助巳巧i)υ紫外分记尤坟、( .J 二i!~JO. ;1毫升小体在:

比{~~杯 i)~11-l1 :~;写脱磊、也可用分析周琼脂据吕t

kfL:Litj堂查轩 D~d\含量确每管取少量供分

析守泉，专注:DNA含量离的各笛，

1:;'(Tanakat日飞'Ilci:òlum 巳方法除去DNA榕被;

中户tri克化己主饨， ~;JG直接用于进，…步研究工作。

2. 耸听月喝酒糟凝股电).;J:

卫~1气:;O.6X~6应求，制胶朵件|日Uí训备 i毡抹。

分析;手川 !:1注件积向DNA1在度而异，一放为

2 -5 升，江电120U\:. 电泳 2 小时。也bk

完毕号边lJ丁\~ !)兰色拉豆豆叶I ，面紫外!叮节拍腻，记

录尼市与求。

二、陈幸lJ W~{ 二;年奸 提制酶EcoRl由生掬拉

到研究衍-二~二三组赠i恙。再好反应参照Tallaka

斗'll τ，γeisblum.. 8 
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和 pCRI 三种质粒 DNA 分别用 EcoRI酶解，

酶解产物均呈一条带，走在相应的环状质粒后

0.3 

0.2 

划
缉
毒司

0.1 

百←260 -2 
波长毫徽米

因 4 DNA的金流 (>Ä 水为对.~~).

(1)含有涣化乙绽的DNA溶液. (2) 用异丁醇、异戊碍

拍摄，或对大量缓沙液透析除去澳化乙绽的DNA溶液

因吕立两种 Jffî 粒纯化的

晶是肢屯 t*o

1.大肠杆菌 477 的

总 DNAo 第一带为染色

体 DNA，第二帝为质粒

DNA. 2. 缝制备电泳纯

化后的 pSCI01 II竞粒

DNA. 3. 大肠杆菌477
F吼，每睿 二 _.τζ也← 4

的染色体DNA. 4. 大肠

轩菌J432的总 DNA。第

一帝为染色体 DNA，第

二带为质粒DNA ， 5. 经

制备月1泳纯化后的pCRl

质粒DNA， 6. 大肠杆蕴

1432的染色体 DNA.

面(图 6 ) ，表明用琼脂糖凝胶电泳法纯化的
质粒可被限制酶降解。

图6. 质*1. Col E1. 

pSCI0l 和 pCRl 及其酶

解产物夜月二电('，j(.

1，35，分别为ColE 1.

pSCI01 和 pCRl 的闭环

超螺旋 DNA. 2 ， 4 ， 6 分

别为1，也 5 中的样品经

EcoRl 酶解后的线性

DNA , 

将纯化的质粒 pBR322、 pSC101 和 pCRl

转化大肠杆菌 C600，分别统计对氮韦青霉素

一一四环索、四环素和卡那霉素有抗性的转化

子数，上述各种质粒每微克 DNA 均可产生大

于10 4转化子(见表 2 )。

农 2 制备电泳法纯化均质粒DNA的转化活性

DNA 种类 1 ~{-t T/W<克DNA
pBR 322 

闭坏超螺旋构型的质粒 ! 
从转化子中抽捷的问环超螺旋质粒

无 DNA

元菌

pSC 101 

闭牙、超螺旋构型的质粒

从转化予中抽提的闭环超螺旋质位

无 DAN

无菌

pC::Rl 

闭环超螺旋构型的质粒

从转fζ子中抽 t尾的闭环超螺旋质粒

无 DNA

无菌

1.8x t05 
1.2X105 

0 

。

2.1X 10‘ 
3.4XI0' 

0 

0 

4.3X104 

1. 4X 10' 

。

。

我们又从 pBR322 、 pSC101 和 pCR1 的转

化子中再次拍提了 DNA ，同样用制备电陈力日
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以纯化，取得了与亲本质粒具有相同电泳行为

的纯质粒 DNA ，而且它们同样能将大肠杆菌

C600分别转化成为抗氨韦青霉素-一四环

素、抗四环素及抗卡那霉素的细菌(见表 2 )。

说明用琼脂糖凝胶电泳纯化的质粒 DNA具有

生物学转化活性。
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哺乳动物细胞杂交中降低聚

乙二醇毒性的简易方法

聚乙二醇(PEG) 对某些细胞系具有高度毒性.作者将两

个仓鼠细胞的温度敏感突变株 AF8和 K12 细胞接种于平血

内，在贴壁、伸展后，加入50~耳的PEG溶液诱导细胞融合，

所用的PEG有二种: 1. Baker PEG, 2. Koch-Light PEG. 

分子量均为1000. PEG作用30秒钟后洗去，加入生长培养液，

置于温度敏感突变株的许可温度 34'(; 下培养16-2H、时，再

移至非许可温度 40.6t -F培养二周，其间每周 3"'-'4 天更液

一次，上述部分材抖在34'c培养后，以膜酶滔化，用生长培养

液1 : 201着释后再接种子平皿内，于40.6t 培养. 12""15 天后

染色，计算集落数。同时在缺钙的培养液内用 PEG 诱导细胞

融合，比较产生的杂种细胞集落数.

实验表明:用 PEG 在缺钙的培养液内诱导细胞融合，立直

至少保持 15 分钟以上，可使杂种细胞的集落数大为增加.在

快 Ca++ 的培养液中 Baker PEG 诱导细胞融合的能力比

Koch-Light PEG 更为明显.单证明了杂种细胞集落数的

增加是由于 PEG 的毒性的降低，而非融合效率的增高.

此法可用于各种细胞系，也适用于悬液中的细胞.有助

于对 PEG 毒性极敏感的细胞系进行细胞杂交的研究.
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