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一种改良质粒DNA提取方法在实验课中的应用
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　　摘　要:改良碱裂解质粒DNA提取方法 ,将溶液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、无水乙醇的反应时间分别缩短为 0 、

0、10、0 min;用针式滤器除去残余蛋白质 ,替代了传统的酚/氯仿抽提方式 ,缩短DNA提取时间 ,

使其在 1 h内完成 ,并减少有毒物质对人体造成的伤害。获得的质粒 DNA质量好、产率高 ,能满

足常规分子生物学实验的要求。
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　　质粒是独立于染色体外的小型环状双链 DNA分

子 ,具有分子量小和复制速度快的优点 ,是分子生物学

研究领域不可或缺的载体工具。质粒 DNA的提取已成

为分子生物学实验中的一种常规方法 ,其中碱裂解法操

作简便 、重复性好 ,纯度高被广泛应用[ 1-3] 。但在实验教

学中 ,该方法提取时间长 ,通常需要 2 h 以上 ,2节课难

以完成。其次 ,酚 、氯仿的抽提使用 ,易残留于含有质粒

DNA的上清液中 ,导致后续酶切不能顺利进行 ,质粒

DNA还会受到过多地机械性剪切 ,且酚 、氯仿有很大毒

性和挥发性气味 ,会对人体造成一定的危害。试验在经

典碱裂解法的基础上进行改良 ,来缩短反应时间 ,研究

酚、氯仿的替代物 ,建立一种简便 、快速且纯度较高的

DNA提取方法 ,以期缩短上课等待、闲置的时间并节约

试验经费 ,又可减轻有毒物质对人体的直接伤害及对环

境的污染。

1　材料与方法
1.1　试验材料

1.1.1　质粒及培养基　质粒为 pBI121 ,接种于 LB+

Kan(50μg/mL)液体培养基中 ,37℃培养过夜以供提取

质粒。

1.1.2　试剂　溶液 I:50 mmol/L 葡萄糖 , 25 mmol/ L

Tris ·Cl(pH 8.0),10 mmol/L EDTA(pH 8.0);溶液Ⅱ

(用时现配):0.2 mol/L NaOH ,1%SDS;溶液 Ⅲ:5 mol/

L乙酸钾60mL ,冰乙酸11.5 mL ,水28.5 mL;RNase A:

10 mg/mL ,TE配制 ,煮沸15 ～ 30min , -20℃分装贮存;

酚/氯仿(1∶1),无水乙醇 ,70%乙醇。以上化学试剂均

为国产分析纯。

1.1.3　针式滤器　直径25 mm可反复使用针式滤器及

0.22μm滤膜购自鼎国生物公司 ,5 mL注射器为普通医

用注射器。

1.2　方法

1.2.1　经典碱裂解法　参见分子克隆实验指南(第 3

版)[ 4] 。

1.2.2　改良方法　取 1.5 mL菌液 ,4℃,12 000 rpm条

件下离心 1 min ,弃去上清液 ,再转移菌液并离心1 min ,

尽可能将上清液倒尽;加入 100μL SolutionⅠ,振荡涡旋

将细胞沉淀物彻底重悬;加入 200μL SolutionⅡ,轻轻颠

倒离心管3 ～ 4次至溶液呈透明粘稠状;加入150μL So-

lution Ⅲ(冰浴),颠倒数次至白色絮状沉淀呈均匀分散

状 ,冰上放置10 min ,离心5 min;用注射器吸取上清 ,尽

量减少吸入蛋白质层 ,上清经 0.22 μm 针式滤器(图 1)

过滤至离心管中;加入 1 mL无水乙醇沉淀质粒 DNA ,

颠倒离心管数次 ,离心 5 min;弃去上清 ,用1 mL 70%乙

醇洗涤沉淀;用 20μL含 RNase A 的 TE溶解 DNA。

图 1　质粒 DNA提取中使用的针式滤器

1.2.3　质粒 DNA的定量及杂质检测　分别测定 OD260

和 OD280值 ,若 OD260/OD280 >2.0 ,表明 DNA 中含有

RNA杂质。若OD260/OD280 <1.6 ,表明样品中含有酚或

蛋白质。质粒 DNA 浓度计算公式:dsDNA =50 ×

(OD260)×稀释倍数。

1.2.4　质粒 DNA的电泳检测　采用琼脂糖凝胶电泳
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法。制备 1%琼脂糖凝胶 ,取 5μL样品进行琼脂糖凝胶

电泳检测。

2　结果与分析
2.1　质粒 DNA的定量及杂质检测

为了缩短 DNA提取时间 ,将经典碱裂解法中各种

反应条件对 DNA产率与纯度的影响进行了比较分析。

2.1.1　溶液Ⅰ处理时间对产率与纯度的影响　按照经

典碱裂解法提取质粒DNA ,改变溶液Ⅰ与菌液的反应时

间 ,试验结果见表1。溶液Ⅰ的处理时间对 DNA纯度无

影响 ,对产率有一定影响 ,随着处理时间的延长 ,产率呈

递增趋势 ,最低与最高产率之间相差 35μg/mL ,差别较

小 ,为了缩短提取时间 ,溶液Ⅰ处理时间定为 0 min。

　　表 1　　溶液Ⅰ处理时间对产率与纯度的影响
溶液Ⅰ处理时间/min DNA浓度/μg·mL-1 OD260/OD280

0 960 1.761

5 975 1.775

10 995 1.777

　　注:溶液Ⅰ加入后振荡重悬使细胞沉淀完全悬浮时,计为0 min;然后在室温下分

别静置5、10 min。

2.1.2　溶液Ⅱ处理时间对产率与纯度的影响　溶液Ⅰ处

理时间定为 0 min ,改变溶液Ⅱ处理时间 ,其余方法同

2.1.1 ,结果见表 2 ,由表 2可知 ,溶液Ⅱ的处理时间对

DNA纯度影响较小 ,但随着处理时间的延长 ,产率却呈

递减趋势 ,处理时间为 0 min时 ,产率最高 ,故溶液Ⅱ处

理时间定为 0 min。

　　表 2　　溶液Ⅱ处理时间对产率与纯度的影响
溶液Ⅱ处理时间/ min DNA浓度/μg·mL -1 OD260/OD280

0 1 190 1.874

5 1 085 1.855

10 1 015 1.813

　　注:溶液Ⅱ加入后轻轻颠倒4次 ,计为 0 min;然后在室温下分别静置5、10 min 。

2.1.3　溶液Ⅲ处理时间对产率与纯度的影响　溶液Ⅰ处

理时间定为0 min ,溶液Ⅱ处理时间定为0 min ,改变溶液

Ⅲ处理时间 ,其余方法同2.1.1 ,试验结果见表3 ,溶液Ⅲ的

处理时间对DNA纯度与产率均有一定影响 ,随着处理时

间的延长 ,纯度与产率均呈递增趋势 ,处理时间为10 min

时 ,纯度与产率最高 ,故溶液 Ⅲ处理时间定为 10 min。

　　表 3　　溶液Ⅲ处理时间对产率与纯度的影响
溶液Ⅲ处理时间/ min DNA浓度/μg·mL -1 OD260/OD280

0 1 330 1.705

5 1 435 1.840

10 1 475 1.855

　　注:溶液Ⅲ加入后颠倒数次至白色絮状沉淀呈均匀分散状 ,计为0 min;然后在冰

上分别放置5、10 min 。

2.1.4　酚/氯仿与针式滤器处理对产率与纯度的影响

　由酚/氯仿抽提蛋白质所得 DNA ,与针式滤器处理所

得DNA 纯度差异为 0.015 , 产率差异为 55 μg/mL ,

酚/氯仿处理所得 DNA纯度与产率较针式滤器处理高

一些 ,为了减少质粒的丢失 ,避免酚/氯仿对人体的伤

害。故采用针式滤器除去残余蛋白质。

　表 4　酚/氯仿与针式滤器处理对产率与纯度的影响
抽提蛋白方式 DNA 浓度/μg·mL -1 OD260/OD280

酚/氯仿 1 090 1.863

针式滤器 1 035 1.848

2.1.5　无水乙醇处理时间对产率与纯度的影响　由表

5可知 ,无水乙醇处理时间对纯度无影响 ,对产率有影

响。随着处理时间的延长 ,产率呈递增趋势。处理

10 min 时 ,产率最高。最低与最高产率之间相差

60μg/mL ,考虑到实验课对时间的限制 ,故无水乙醇处

理时间定为0 min。

　　表 5　无水乙醇处理时间对产率与纯度的影响
无水乙醇处理时间/min DNA 浓度/μg·mL -1 OD260/OD280

0 795 1.747

5 810 1.761

10 855 1.763

　　注:无水乙醇加入后颠倒2 s,计为0 min;然后在室温下分别静置5、10 min。

2.2　质粒 DNA的电泳检测

将改良方法与经典方法所得质粒DNA进行琼脂糖

凝胶电泳检测 ,结果见图 2。以经典碱裂解法提取的质

粒 DNA作对照 ,改良方法所提 DNA 质量较好 ,主要以

超螺旋形式存在。

图 2　1%琼脂糖凝胶电泳检测质粒 DNA样品

　　注:1:经典方法提取的质粒 DNA;2～ 4:改良方法提取的质粒 DNA 。

3　结论与讨论
经典提取方法 ,加入溶液Ⅰ、Ⅱ后 ,通常需要室温或冰

上放置几分钟;改良方法采取连续加入溶液Ⅰ、Ⅱ和 Ⅲ,由

于溶液Ⅰ和溶液Ⅱ可迅速破坏生物膜 、裂解细菌 、释放核

酸和蛋白 ,因而缩短了静置时间[ 5] 。改良后的方法与经

典方法对 DNA纯度影响无差异 ,只是所得产率比经典

方法略低些。

加入溶液Ⅱ和 Ⅲ后 ,质粒 DNA已从细胞中游离出

来 ,此时混匀动作一定要轻柔 ,这样既保证细菌沉淀在

试剂中的充分混合又避免了机械性剪切已变性的质粒

DNA和染色体基因组 DNA 。在每一步转移上清液时 ,

不能贪多 ,中间层不能取 ,否则会使提取的质粒 DNA中

蛋白含量增加 ,影响后续试验结果
[ 2 , 5]
。

酚/氯仿抽提虽然能除去残余蛋白质 ,但易残留于
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含有质粒 DNA的上清液中 ,导致后续步骤不能顺利酶

切 ,且会损失大量质粒 DNA ,直接影响产率。另一方面 ,

酚/氯仿具有很大毒性和挥发性气味 ,给实验操作人员

带来一定健康隐患。而采用针式滤器处理蛋白 ,不需要

再进行酚-氯仿抽提 ,可以将吸入的少量蛋白质去除 ,达

到进一步纯化目的 ,且大大减少了质粒的丢失 ,减少了

对人体的伤害[ 2, 6] 。

试验通过改良碱裂解质粒 DNA 提取的反应条件 ,

建立了一种适合实验课快速制备质粒 DNA 的提取方

法。改良方法缩短了 DNA 提取时间 ,使实验控制在

1 h内完成 ,大大提高了试验效率 ,适合基础课教学人数

多的情况下采用 ,且DNA纯度与经典方法所提相当 ,可

以满足基本的分子生物学实验需要。
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AModified Method for Isolation of Plasmid DNA in Experimental Class

CHEN Chun-yan ,ZHANG You-fu , LIU Su-yun

(College of Ag riculture, Henan University of Science and Technologe , Luoyang ,Henan 471003)

Abstract:Modifications were made on the preparation of plasmid DNA by alkaline ly sis , the reaction time of solutionI , so-

lutionⅡ, solution Ⅲand Alcohol was 0 min , 0 min , 10 min , 0 min respectively;residual protein was wipped off by the fil-

ter , which instead of phenol and chloroform extraction.Thus the time of isolation of plasmid DNA was shortened within

1 hour , and reducing the injury of poisonous substance on the human body.The experiments demonst rated that the im-

proved method generated good quality plasmid DNA with high yield , and it could meet the standards for many common

molecular biology experiments.
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