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　　【摘要】　目的　介绍一种改良的纯化细菌质粒 ＤＮＡ 的方法。方法　针对传统的 ＰＥＧ纯化方法，取消

ＰＥＧ８０００的纯化步骤，增加溶菌酶的浓度及酚氯仿处理次数。结果　新的纯化方法提取的质粒量比传统方法要

多，而且纯度足以用于细胞研究。结论　尽管目前已有质粒纯化试剂盒出售，但经改良的传统质粒纯化法仍然具有

经济、实用的价值。
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　　在分子生物学中，质粒（ｐｌａｓｍｉｄ）是非常实用的工具。它

是细菌内存在于细胞染色体之外的具有自行复制子的双链闭

环的ＤＮＡ分子，是基因工程和基因治疗的主要载体，因此质

粒的抽提和纯化是非常重要的［１］。其纯化方法有多种，如层析

法及阴离子交换色谱法等，但仍以传统的聚乙二醇（ＰＥＧ）纯化

方法较为常用［２３］。作者发现该种传统方法提取的质粒量较

低。为此，作者参照相关操作方法，加以改良。现介绍如下。

１　材料与方法

１．１　试剂　质粒载体ｐｍｕ６及菌株ＤＨ５ａ由本室冻存；１ｋｂ

和１０ｋｂＭａｒｋｅｒ、ＢｂｓⅠ内切酶、ＰＥＧ８０００和ＲＮａｓｅＡ购自上

海生工生物工程技术公司；蛋白胨和酵母提取物为Ｏｘｏｉｄ公司

产品；琼脂糖购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　质粒提取纯化　试剂的配制和使用参照文献［４］。ＰＥＧ

纯化法操作依据文献［５］。另以改良纯化法纯化质粒，具体操

作步骤为：取碱裂法提取的质粒１．５ｍＬ，加１．５ｍＬ冰预冷的

５ｍｏｌ／Ｌ氯化锂，充分混匀，１２０００ｇ４℃离心１０ｍｉｎ，将上清

液移入另一离心管。加等量异丙醇充分混匀，１２０００ｇ室温离

心１０ｍｉｎ，弃上清液，于室温用７０％乙醇（Ｖ／Ｖ）洗涤沉淀及管

壁。用２５０μＬ含无ＤＮＡ酶的ＲｎａｓｅＡ（５０μｇ／ｍＬ）的ＴＥ溶

解沉淀，３７℃消化３０ｍｉｎ以上。加入１００μＬ平衡酚，４℃，１２

０００ｇ离心５ｍｉｎ。加入１００μＬ氯仿，４℃，１２０００ｇ离心５

ｍｉｎ。将上层水相转入另一１．５ｍＬ离心管中。重复２次。加

１００μＬ１０ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵混匀，加２倍体积无水乙醇，置于－２０

℃２０ｍｉｎ以上；４℃，１２０００ｇ离心５ｍｉｎ。吸去上清液，加

２００μＬ预冷的７０％（Ｖ／Ｖ）的乙醇洗涤沉淀，４℃，１２０００ｇ离

心５ｍｉｎ。弃上清液真空干燥，加１００μＬ消毒三蒸水溶解质粒

ＤＮＡ沉淀。以内切酶Ｂｐｉ１按操作说明书进行酶切，并作１％

琼脂糖电泳鉴定质粒酶切情况，显示剂为ｇｏｌｄｅｎｖｉｅｗ。紫外定

量测定２６０ｎｍ和２８０ｎｍ吸光度。

２　结　　果

２．１　质粒酶切结果　ｐｍＵ６的长度为４．９ｋｂ，ＢｂｓⅠ的酶切片

段长度为３１３ｂｐ。其中第１、２、３、４泳道分别为改良的纯化法

得到的质粒ＤＮＡ、传统ＰＥＧ纯化法所得到的质粒ＤＮＡ、改良

的纯化法所得质粒ＤＮＡ的内切酶Ｂｐｉ１酶切效果、传统ＰＥＧ

纯化法所得质粒ＤＮＡ的ＢｂｓⅠ酶切效果。琼脂糖电泳结果显

示用新方法所得的质粒ＤＮＡ的条带亮度高，和用传统的碱裂

解法获得的质粒ＤＮＡ无明显差别。

２．２　质粒纯化结果　采用７５２型紫外分光分析计测定质粒

ＤＮＡ溶液的Ａ２６０、Ａ２８０、Ａ２６０／Ａ２８０及浓度见表１。两种方

法的Ａ２６０／Ａ２８０值均在１．８以上，统计分析表明它们之间差

异无统计学意义（犘＞０．０５），改良纯化法提取质粒的量要远高

于ＰＥＧ纯化法（犘＜０．０５）。

表１　质粒ｐｍＵ６ＤＮＡ纯度及浓度的测定

纯化方法 Ａ２６０ Ａ２８０ Ａ２６０／Ａ２８０
ＮｕｃＡｃｉｄ

（μｇ／ｍＬ）

ＰＥＧ纯化法 ０．０９７±０．０５１ ０．０５３±０．０３８ １．８３ ４．８５±２．５５

改良纯化法 ０．２１１±０．０９３ ０．１１３±０．０７３ １．８７ １０．５５±４．６５

　　注：与ＰＥＧ纯化法比较，犘＜０．０５。
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　　注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐｍＵ６（ＰＥＧ法）；２：ｐｍＵ６（改良提纯法）；３：酶切

质粒（ＰＥＧ法）；４：酶切质粒（改良提纯法）。

图１　质粒ｐｍＵ６及其ＢｂｓⅠ酶切结果电泳图

３　讨　　论

质粒ＤＮＡ纯化的传统方法是ＰＥＧ纯化法。通过该方法

纯化的质粒ＤＮＡ的纯度很高，可直接应用于细胞研究中。但

该方法仍存在操作步骤繁琐，所得质粒产量偏低等问题。

质粒ＤＮＡ的纯化过程中比较大的干扰因素是ＲＮＡ。为

此，作者增大了ＲＮＡ酶和浓度，并延长作用时间，这些改良均

可显著降低ＲＮＡ杂质含量。

ＰＥＧ８０００原来是ＰＥＧ纯化法中的一个步骤，它的作用是

沉淀大的质粒ＤＮＡ。但作者经过实验比较发现，一般质粒经

过ＰＥＧ８０００纯化步骤后大部分会损耗掉。而且经此前的氯化

锂溶液和ＲＮＡ酶处理后质粒纯度已相当高。与未经该步骤

操作的纯化结果比较，两者间的纯度并没无太大差别。作者的

实验结果也确认这点，两种方法的 Ａ２６０／Ａ２８０差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。

ＰＥＧ纯化法中的苯酚／氯仿抽提的主要功能是去除蛋

白［６］。作者使用平衡酚抽提时平衡酚层往往会消失，这是因为

水饱和酚的比重仅略比水重，离心后酚相可能会在高盐条件下

跑到上层，不利于含质粒的水相的回收；此外，酚与水有很大的

互溶性，用酚抽提后会有大量的酚溶解到水相中。因此作者直

接加入氯仿抽提。另以氯仿多次抽提，主要是进一步纯化质粒，

以便于直接应用于细胞研究中。

判定 ＤＮＡ 纯度的方法可依据 Ａ２６０／Ａ２８０大小判定，

Ａ２６０／Ａ２８０在１．８左右时表明质粒 ＤＮＡ纯度较好；如大于

１．９，表明有 ＲＮＡ污染；如小于１．６，表明有蛋白质、酚等污

染［７］。作者的结果显示，经改良方法纯化的质粒，Ａ２６０／Ａ２８０

测定值稍大于１．８，提示其纯度较好，在随后的转染细胞实验

中也未见影响细胞的生长。

作者的实验结果显示，改良的纯化方法提取的质粒量比传

统方法多（犘＜０．０５），而且纯度足以用于细胞研究。尽管目前

已有质粒纯化试剂盒出售，但经改良的传统质粒纯化法仍然具

有经济、实用的价值［８９］。它具有成本较低，配制试剂时间不受

限制，剂量掌握比较方便等优势。
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染组的血浆葡聚糖水平明显高于对照组，提示其对侵袭性真菌

感染的诊断有一定的可行性。加之其标本采取方法较严格的

传统培养或病理标本采取方法更为方便，在临床中有很大的开

发和研究价值。
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ｓｉｔｙｈｏｓｐｉｔａｌ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔ，１９９６，３３（１）：２３．

［５］ ＴａｍｕｒａＨ，ＡｒｉｍｏｔｏＹ，ＴａｎａｋａＳ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｍａｔｅｄｋｉｎｅｔｉｃ

ａｓｓａｙｆｏｒｅｎｄｏｔｏｘｉｎａｎｄｂｅｔａＤｇｌｕｃａｎｉｎｈｕｍａｎｂｌｏｏｄ

［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，１９９４，２２６（１）：１０９１１２．

［６］ＥｄｍａｎＪＣ，ＫｏｖａｃｓＪＡ，ＭａｓｕｒＨ，ｅｔａｌ．ＲｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｈｏｗｓＰｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓｃａｒｉｎｉｉｔｏｂｅａｍｅｍｂｅｒｏｆ

ｔｈｅｆｕｎｇｉ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９８８，３３４（６１８２）：５１９５２２．

［７］ ＯｂａｙａｓｈｉＴ，ＹｏｓｈｉｄａＭ，ＭｏｒｉＴ，ｅｔａｌ．ＰｌａｓｍａｂｅｔａＤ

ｇｌｕｃａｎｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｉｎｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｄｅｅｐｍｙｃｏｓｉｓ

ａｎｄｆｕｎｇａｌｆｅｂｒｉｌｅｅｐｉｓｏｄｅｓ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，１９９５，３４５（８９４１）：

１７２０．

（收稿日期：２０１００７２７）
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