
２１世纪高等院校教材 ———生物科学系列

细胞分子生物学技术教程

（第二版）

印莉萍 　祁小廷 　主编

北 　京



内 　 容 　简 　 介

本书在第一版基础上编写而成 。全书结合理论教学和实验技术 ，具有
目的清晰 、原理明确 、步骤详尽 、图文并茂等特点 。各章均有技术理论 、
实验原理 、结果分析 、思考题等 。
全书分为两篇 。第一篇分子生物学技术 ，共六章 ２７个实验 。涵盖了DNA的制备和分析 、 DNA的克隆 、 PCR相关技术 、 RNA的制备和分析 、

核酸分子杂交技术和蛋白质电泳技术等 。第二篇细胞生物学技术 ，共五章
２２个实验 。除显微镜技术 、组织培养等经典细胞生物学实验外 ，还有GFP标记质膜蛋白的分选观察 、细胞融合 、细胞凋亡以及细胞培养与功
能鉴定 、细胞膜技术 、细胞生理生化及植物转基因技术等 。
本书适合普通高等院校生命科学领域教学用书 ，也可作为医学 、农

林 、综合性大学本科生和研究生有关课程的实验教材 ，也可供相关的科技
人员参考使用 。

　图书在版编目 （CIP） 数据

　细胞分子生物学技术教程／印莉萍 ，祁小廷主编 畅 — ２版 ． —北京 ：科学
出版社 ， ２００５畅８

　 ２１世纪高等院校教材 ———生物科学系列

　 ISBN ７唱０３唱０１５４６３唱０

　 Ⅰ 畅细 … 　 Ⅱ 畅 ①印 … ②祁 … 　 Ⅲ 畅细胞生物学 ：分子生物学 高等学校
教材 　 Ⅳ 畅Q７
　中国版本图书馆 CIP数据核字 （２００５） 第 ０４４０１３号

责任编辑 ：单冉东 　宋立明／责任校对 ：李奕萱
责任印制 ：安春生／封面设计 ：陈 　敬

　 　 　 　 　 　
科学出版社发行 　 各地新华书店经销

倡
２００１ 年 １ 月第 　 一 　 版

２００５ 年 ８ 月第 　 二 　 版

２００５ 年 ８ 月第一次印刷

印数 ： １ — ４ ０００

　 　

首都师范大学出版社

开本 ： B５ （７２０ × １０００）

印张 ： １８ １／２

字数 ： ３４９ ０００

定价 ： 25畅00元
（如有印装质量问题 ，我社负责调换 枙新欣枛）

　 　 　 　 　 　 　
　 　

　

　

　 　

出版
北京东黄城根北街 １６ 号

邮政编码 ： １００７１７

h t tp ： ／／ w w w ． sciencep ． com

印刷



编写人员名单

主 　 　编 　印莉萍 　祁小廷

副 主 编 　刘祥林 　刘维仲 　柴小清

参编人员 （按姓氏笔画排序）

　 　 　 　 　王 　琦 　王彩华 　张艳萍
　 　 　 　 　李 　鹏 　李昊文 　李艳红
　 　 　 　 　杨 　坤 　汪洪捷 　洪剑明
　 　 　 　 　晏月明 　常正尧 　黄勤妮
　 　 　 　 　靳 　飞 　蔡明华



前 　 　言

国家经济建设的迅猛发展 ，对人才质量提出更高的要求 。 科技的日新月异 、
知识的快速更新 ， 增加了高等院校提高教学质量 、培养合格人才的紧迫感 。本书
正是在这样的背景环境中孕育而生的 。 ２００１ 年 １ 月 ， 印莉萍 、 刘祥林主编的
枟分子细胞生物学实验技术枠 由首都师范大学出版社出版 ， 使用后反应良好 ， 已
成为许多学生或实验室常备的实验手册 。 本书是在前一版的基础上 ，经过近四年
教学和科研的实践 ， 结合三届本科生和四届研究生使用后的反馈信息 ， 趋利弃
弊 ，精心充实调整编写而成 。

针对分子生物学 、细胞生物学 、 基因工程 、 蛋白质工程 、细胞工程等学科理
工交融的特点 ，联系高等院校教学科研并重的实际 ，我们进行了多年 “教学科研
融合” 的探索 。将科学研究的思想方法带进课堂 ，提高学生发现问题的能力 ； 把
课题研究的成熟技术转化成实验 ，提高学生动手操作的水平 。本书的重新编写就
是这一教改思想的成果体现 ， 把实践证明技术含量偏低 、操作手段单一的内容舍
弃 ，将应用范围广 、现代化手段程度高的内容收编进来 。让学生见识高档精密仪
器的功能 ， 使他们了解前沿技术领域的进展 。例如 ，采用新试剂明显改进了诱导
细胞凋亡的效果 ；增加了酵母细胞的异源互补筛选 ； 带有 GFP 的质膜蛋白分选
的荧光显微镜和激光共聚焦显微镜的观察 ； 表位附加标签 （epitope tag） 用于蛋
白亚细胞定位等实验内容 。

本书的编写人员都是教学科研第一线的教师和具有相应技术专长的研究生 ，
在编著的各项实验技术中融入了每个参编人员的经验 、 体会和实践技巧 。 本书插
编了百余张实用图表 ，力求图文并茂 ；每章节还设有实验原理 、技术理论 、结果
分析 、 思考题等 ， 便于学生对实验内容的分析与理解 。

本书的重新编写和出版是由印莉萍 、 李艳红申请并主持的首都师范大学 “细
胞生物学精品课” 项目资助的 。 书中不少内容还应用了国家自然科学基金项目
（３０１７０５５２） ；北京市自然科学基金项目 （５９８２００８ ， ５０４２００４） 和北京市教委科技
发展基金项目 （KM２００４１００２８０１５） 的研究成果 。 本书除了主编和副主编 ， 参编
人员还有 ： 靳飞 （实验 ２３ 、 ２４） ； 晏月明 （实验 ２６） ； 蔡明华 （实验 ２７） ； 李鹏
（实验 ３３ 、 ３８） ；黄勤妮 （实验 ３５ 、 ４１） ；常正尧 （实验 ４０） ； 洪剑明 （实验 ３７） ；
王琦 （实验 ４３） ；杨坤 ，李昊文 （实验 ４４） ；张艳萍 （实验 ４９） 。王彩华和汪洪捷
编写了第七章 ，李艳红参编了多个细胞生物学实验 。 由于我们水平和经验所限 ，



书中难免存在缺点和错误 ， 恳请同行专家 、 使用教材的师生和热心读者批评
指正 。

印莉萍 、 祁小廷 、刘祥林
２００５年 ２月 ２４日
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第一章 　 DNA 的制备和分析
DNA是生物遗传信息的携带者 ， 决定着蛋白质的生物合成 ， 具有极为重要

的生理功能 。 这些 DNA分子包括病毒的 DNA 、 原核生物的基因组 DNA 及其胞
内的质粒 DNA 和高等生物的 DNA 等 。 其中高等生物的 DNA 又包括核 DNA
（染色体） 、 线粒体 DNA （mtDNA） 、 和／或叶绿体 DNA （cpDNA） 。获得高纯度 、
完整性好的基因组 DNA 对分子生物学研究非常重要 ， 如纯化的质粒载体 DNA
可用来进行基因克隆 ， 提取的动植物基因组 DNA 可以用来构建基因组文库 ， 进
行 Southern杂交等 ， 因此研究 DNA的提取方法极其有意义 。

DNA通常与蛋白质及部分 RNA结合成染色质形式存在 ，因此分离核酸首先
要破碎细胞 ，然后采用各种方法将蛋白质 、糖类 、脂类和盐类等物质除去以纯化
DNA 。在提取过程中 ，要保证 DNA不被内源或外界污染的 DNase降解 ， 以保持
DNA的完整性 ， 并要排除其他分子的污染 ，以获得高纯度的 DNA 。

DNA的一般提取程序可归纳如下 ：

→进一步纯化 （有机溶剂抽提 、沉淀 、柱层析法 、梯度离心法 、用酶温和消化杂质）

１畅 生物材料的选择
生物材料包括动植物器官或组织以及微生物等 ， 选择提取 DNA 的生物材料

主要考虑生物的生长状态或生长期 、 组织或器官类型 、 样品取材的难易及丰富程
度等 。

２畅 细胞的破碎 （在缓冲液中）
机械法 ：组织捣碎机 、玻璃匀浆器 、 研钵研磨 。
物理法 ：反复冻融法 （ － １５ ～ ２０ ℃ ， 主要用于动物细胞） 、 冷热交替法

（９０ ℃ ～ 冰冻 ， 主要用于细菌病毒） 、 超声波处理法 （多用于微生物） 。
化学及生化法 ：自溶法 （在一定的条件下加防腐剂 ， 靠自身酶系破坏细胞 ，

因时间长不易控制 ，所以较少使用） ，使用溶菌酶 （破坏细菌细胞壁） 、纤维素酶
（用于植物细胞） 、 表面活性剂 （SDS和 TritonX唱１００） 等 。

３畅 细胞器的分离
要提取细胞的线粒体和叶绿体 DNA ， 首先应分离出线粒体和叶绿体 ， 一般

采取在适当介质中的差速离心法分离 。



４畅DNA的提取
一般采用酚／氯仿除去蛋白质 ， 用高盐除去糖类 ， 用去污剂如 SDS （十二烷

基磺酸钠） 、 CTAB （十六烷基三乙基溴化铵） 等破坏细胞膜 ， 使蛋白变性 ， 抑
制核酸酶活性 。最后用乙醇或异丙醇沉淀 DNA 。

５畅DNA的纯化
无论采用哪种方法提取 DNA ， 都有不同程度的蛋白质 、 多糖以及一些盐类

污染 ， 因此进一步纯化 DNA 是非常必要的 。 常用的方法有有机溶剂抽提 、 沉
淀 、柱层析 、梯度离心法以及用酶温和消化杂质等 。

本章主要介绍细菌质粒 DNA 的提取 、 植物基因组 DNA 提取以及噬菌体
λDNA的提取 。
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实验 １ 　细菌质粒的制备和分析

质粒是存在于染色体外的能独立复制的共价闭合环状双链 DNA 分子 ， 它广
泛存在于细菌等原核生物中 ， 能够给宿主细胞提供一些表型如抗药性 、分解复杂
有机物的能力等 。 天然质粒经过改造后可以作为基因工程的载体 ， 这种质粒载体
在基因工程中具有极广泛的应用价值 。因此质粒的分离与提取是分子生物学最常
用 、最基本的实验技术之一 。

细菌质粒是最常用的基因工程载体 ， 它的提取可以分为以下 ３ 步 ：细菌的培
养 、菌体的收集和裂解 、 质粒 DNA的纯化 。 细菌的培养通常在选择性的液体培
养基中 （如含某种适当浓度的抗生素） 接种一种含有质粒的宿主菌 ， ３７ ℃ ，
１５０ ～ ２５０rpm摇培过夜获得 。 对于某些松弛型复制的质粒 ， 可以在细菌生长的对
数后期加入适量氯霉素抑制宿主菌染色体 DNA 的复制和蛋白质合成来增加质粒
拷贝数 。但目前所用的质粒载体如 pUC 系列 ， 采用强的改进型 pMB１ 复制子 ，
拷贝数能达到几百个 ，因此不用进行后期的氯霉素处理即可获得高产量的质粒 。
细菌的收集可以采用离心的方法 ，为了防止细菌的代谢产物影响质粒的纯度可以
用液体培养基或生理盐水漂洗细菌沉淀 １ ～ ２ 次 。 细胞裂解的方法很多 ， 如去污
剂法 、 煮沸法 、碱变性法等 。 这些方法各有利弊 ，要根据质粒的性质 ，宿主菌的
特性及后续的纯化方法等多种因素加以选择 。为了满足一些实验的要求 ， 粗提的
质粒还需要进一步纯化 ， 用氯化铯 —溴化乙锭密度梯度超速离心纯化质粒 DNA
是经典的方法 。

实验室提取细菌质粒常采用碱裂解法 、煮沸法 、一步提取法以及在碱裂解法
基础上的试剂盒法等 。 碱裂解法利用宿主菌巨大线状染色体 DNA 与相对较小的
闭环双链质粒 DNA的结构差异来提取质粒 DNA 。 碱变性 DNA 时 ， 线状基因组
DNA变性充分而质粒 DNA处于拓扑缠绕的自然状态而不能彼此分开 。 当去除变
性条件时 （酸中和） ， 质粒 DNA 迅速而准确的配置重新形成完全天然超螺旋状
分子 ， 而难于复性的长链线状的基因组 DNA 则与破裂的细胞壁 、 细菌蛋白相互
缠绕成大型复合物 ， 被 SDS包盖 ， 当 K ＋取代 Na ＋时 ， 这些复合物会从溶液中沉
淀下来 ，附在细胞碎片上一起被离心除去 。

煮沸法利用高温破坏细菌细胞 ， 同时利用溶菌酶酶解细菌细胞 。把细菌悬浮
于含有 Triton X唱１００ 、 溶菌酶 （消化细胞壁） 的缓冲液中 ， 然后加热到 １００ ℃ ，
使其裂解 。 加热破坏了细胞壁 ，还有助于解开 DNA 链的碱基对 ， 并使蛋白质和
染色体 DNA变性 。 闭环质粒 DNA 配对虽被破坏 ， 但是链彼此不会分离 ， 当温
度下降时则恢复成超螺旋 。 离心除去变性的染色体 DNA 和蛋白质 ， 从上清液中
回收质粒 DNA 。
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小量一步提取法是直接将细菌培养物和酚／氯仿混合 ， 同时完成细胞裂解 、
蛋白变性两个过程 ，然后离心除去大部分基因组 DNA 与蛋白质 ， 用异丙醇沉淀
含质粒 DNA的上清 。其优点是操作简单 、 方便 、 经济 ， 特别适合多样本质粒的
快速分析 。

多数公司生产质粒提取试剂盒时多采用在碱裂解法的基础上通过特殊的吸附

柱来纯化质粒 DNA的方法 。 经碱裂解获得的含质粒的上清液与高盐结合缓冲液
混合 ， 加到能高效 、专一吸附 DNA的特殊硅基质填充的离心式吸附柱子中 ， 再
用洗涤缓冲液通过离心法洗去蛋白 、 盐等杂质 ， 最后用洗脱缓冲液将质粒 DNA
洗脱下来 。 在提取液中含有 RNase A ， 可以在提取纯化过程中除去 RNA ， 而不
用另外单独加 RNase A除去 RNA 。该方法由于不用苯酚 、 氯仿抽提 ， 减少了对
质粒 DNA破坏 ， 而且纯度很高 ，超螺旋状质粒占 ８０ ％ ～ ９０ ％ 。

方法一 　碱裂解法

一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　含有质粒的菌种
２畅试剂 　溶液 Ⅰ ：

５０mmol／l 　葡萄糖
２５mmol／l 　 Tris唱HCl （pH８畅０）
１０mmol／l 　 EDTA （pH８畅０）
高压灭菌 １５min ， ４ ℃贮存 。

注 ：若提取质粒较小 ，可以直接用 pH８畅０的 TE代替 。

溶液 Ⅱ ：新鲜配制
０畅２mol／l NaOH （用 ５mol／l NaOH母液配）
１ ％ SDS （用 １０ ％ SDS母液配）

注 ：此处可以用 ０畅４mol／l NaOH和 ２ ％ SDS的母液等体积混合即可 。

溶液 Ⅲ ：
５mol／l KAc ６０ml
冰乙酸 １１畅５ml
ddH２O ２８畅５ml
高压灭菌 １５min ， ４ ℃贮存 。

注 ：也可以用 ３mol／l KAc代替 ，但效果不好 。

３畅仪器 　恒温摇床 、台式离心机 、制冰机 、 电泳装置 、 紫外透射观测仪
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二 、实验程序

１畅小量提取法
（１） 在含有抗生素的 LB培养基中接种一单菌落 ， ３７ ℃ 、 １５０rpm摇培过夜 。
（２） 取 １畅５ml菌液于小离心管中 ， 室温 １２ ０００rpm 离心 ３０sec收集菌体 ， 尽

可能弃去上清 。加入 １００μl冰预冷的溶液 Ⅰ ，剧烈振荡直至悬液发稠 。
（３） 加入 ２００μl新配制的溶液 Ⅱ ，温和颠倒 ５次 ，置冰上 １ ～ ２min 。
（４） 加入 １５０μl冰预冷的溶液 Ⅲ ，温和振荡 １０sec ，置冰上 ５min 。
（５） １２ ０００rpm ，离心 １０min ， 转上清于另一管中 ， 用等体积的酚／氯仿抽提

一次 ， １０ ０００rpm 离心 ２min ， 吸上清于另一管中 。 加入 ２ 倍体积 １００ ％ 乙醇 ，
－ ２０ ℃ 沉淀 １hr 。

（６） １２ ０００rpm ， 离心 １０min回收质粒 DNA ，用 ７５ ％乙醇洗一次 ，超净台中
吹干后 ，溶于适量灭菌 ddH２O中 。 琼脂糖凝胶电泳检测质粒的质量 。

（７） 若需要可以进一步纯化质粒 DNA以达到转化 、重组的要求 。
２畅大量提取法

（１） 在含有抗生素的 ３０ml LB 培养基中接种一单菌落 ， ３７ ℃ ， １５０rpm 摇培
至对数晚期 ，然后转到 ５００ml的 LB培养基中剧烈摇培过夜 ， 此时也可以加入氯
霉素以增加质粒的拷贝数 。

（２） 取 ５００ml菌液于离心管中 ， ４ ０００rpm离心 １５min 收集菌体 ， 弃去上清 ，
重悬于 １０ml冰预冷的溶液 Ⅰ中 。

（３） 加 １ml 新配制的溶菌酶溶液 （１０mg／ml ， 溶于 １０mmol／l Tris唱HCl pH
８畅０） 。

（４） 加入 ２０ml新配制的溶液 Ⅱ ， 盖紧盖子 ， 缓缓颠倒离心管数次 ， 以充分
混匀内容物 。于室温放置 ５ ～ １０min ， 此时溶液已发稠 。

（５） 加入 １５ml冰预冷的溶液 Ⅲ ， 温和振荡数次 ， 置冰上 １０min 。 此时溶液
出现白色沉淀 。

（６） ４ ０００rpm ，离心 １０min ， 转上清于另一管中 ， 用等体积的酚／氯仿抽提
一次 ， １ ０００rpm离心 ２min ， 吸上清于另一管中 。 加入 ０畅６ 倍体积异丙醇混匀 ，
室温沉淀 １０min 。

（７） ５ ０００rpm离心 １５min回收质粒 DNA 。 ７０ ％ 乙醇洗一次后 ，空气中干燥 。
加适量的无菌水或 TE溶解 。

（８） 用琼脂糖凝胶电泳检测质粒的完整性 。 若需要可以进一步纯化质粒
DNA ，以达到转化 、 重组的要求 。
注 ：小量提取往往不能满足大量分析需要 ，这时可以用 “中量提取法” 即 ５０ml菌液用

２ml溶液 Ⅰ ， ４ml溶液 Ⅱ和 ３ml溶液 Ⅲ处理后直接用等体积的氯仿抽提 ，然后分装到小离心管
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中供沉淀分析用 。这样即节省时间又便于分析 。

方法二 　煮沸法

一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　适合煮沸法提取质粒的细菌 （如含有 endA ＋的菌株不适宜用此法）
２畅试剂

（１） STET ： ０畅１mmol／l NaCl ， １０mmol／l Tris唱HCl （pH８畅０） ，
１mmol／l EDTA （pH８畅０） ， ５ ％ Triton X唱１００

（２） 溶菌酶 １０mg／ml （溶于 １０mmol／l T ris唱HCl pH８畅０ ，新鲜配制）
（３） RNase A １０mg／ml
（４） 异丙醇
（５） ７０ ％乙醇
（６） TE ： １０mmol／l Tris唱HCl ， １mmol／l EDTA （pH８畅０） （参考附录 ３）

３畅仪器 　离心机 、 制冰机 、水浴锅 、 电泳装置 、 紫外透射观测仪

二 、实验程序

１畅离心收集的细菌用 ３５０μl STET 悬浮 。
２畅加入 ２５μl新鲜配制的溶菌酶液 ，混匀 ，煮沸 ４０sec 。
３畅室温下 ， １２ ０００rpm离心 １０min 。
４畅转上清于另一管中或用灭菌牙签挑出沉淀物 ， 上清中加入 ４０μl ２畅５mol／l NaCl
（pH５畅２） 和 ４２０μl的异丙醇 ， 振荡混匀 ，室温下放置 ５min 。
５畅４ ℃ ， １２ ０００rpm ，离心 ５min 。
６畅弃上清 ，加入 １ml ７０ ％乙醇洗一次 。 吹干 ， 加入 ５０μl TE溶解 。

方法三 　小量一步提取法

一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　含质粒的细菌
２畅试剂

（１） PCI ：酚∶氯仿∶异戊醇 （２５∶２４∶１） ， 其中酚用 TE （１０mmol／l Tris唱HCl
pH７畅５ ， １mmol／l EDTA） 饱和 。

（２） TER ： TE （pH７畅５） ，含 RNase A ２０μg／ml
３畅仪器 　离心机 、 电泳装置 、紫外透射观测仪
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二 、实验程序

１畅取 ０畅５ml细菌过夜培养物 ， 置 １畅５ml离心管中 。
２畅加入 ０畅５ml PCI ，用振荡器最大速度振荡 １min ，充分混匀 。
３畅 ４ ℃ ， １２ ０００g离心 ５min ， 取上清 ０畅４５ml 左右 ， 移至离心管中 ， 加 ０畅５ml 异
丙醇 （不加盐也无需冷冻） 混匀 ， 立即于 １２ ０００g 离心 ５min 。 弃上清 ， 用 ７０ ％
乙醇洗一次 ，空气中干燥 ，加 １００μl TER溶解质粒 DNA 。 取 ５ ～ １０μl电泳分析 。

方法四 　试剂盒法

一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　含质粒的细菌
２畅试剂 　质粒快速提取试剂盒 （北京博大泰克生物基因技术公司）
３畅仪器 　离心机 、 电泳装置 、紫外透射观测仪

二 、实验程序

１畅将 ３ ～ ５ml 细菌培养液 １０ ０００rpm 离心 １min ， 去上清 ， 沉淀加 １００μl 溶液 Ⅰ
（含 RNase A） ，彻底振荡悬浮 。
２畅加入 １５０μl溶液 Ⅱ温和振荡混匀 （不要涡旋） ， 置冰上 １ ～ ２min 。
３畅加入 １５０μl 溶液 Ⅲ ， 温和颠倒试管数次使之混合 （不要涡旋） ， 置冰上 ５ ～
１０min 。 １２ ０００rpm离心 １０min ，转上清与另一已加好 ４２０μl结合缓冲液的管中 ，
混匀 ， 加到离心吸附柱中 ，然后以 １２ ０００rpm离心 ３０sec 。
４畅倒掉废液 ， 向柱子中加 ７５０μl洗涤缓冲液 ， １２ ０００rpm离心 ３０sec ，弃去废液 。
５畅再重复一次步骤 ４ 。
６畅再次以 １２ ０００rpm离心 １min ，彻底除去柱中残留的乙醇 。
７畅将柱子置于一个灭过菌的 １畅５ml试管上 ， 加 ５０μl洗脱缓冲液到柱中央 ， 室温
放置 ５min ，然后 １２ ０００rpm离心 １min收集到的液体即为质粒 。
注 ：此处只以一个公司产品为例来说明原理 ，具体以试剂盒操作说明为准 。

三 、结果与分析

通过琼脂糖凝胶电泳检测所提质粒的质量 。 电泳后经 E畅B 染色可在紫外光
下常常看到三条质粒带型 ， 根据质粒泳动的快慢由 （ － ） 到 （ ＋ ） 分别为开环
（OC） ，线状 （L） 和超螺旋 （SC） 三种形式 。 根据其中线状条带的位置与已知
分子量的标准线状 DNA 分子 （Marker） 比较 ， 可以估算质粒的分子量 （见图
１唱１） 。样品中可能会污染了细菌基因组 DNA （这表现在电泳点样孔中有亮带） ，
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这多由碱裂解中振荡过于剧烈造成细菌基因组剪切或加溶液 Ⅱ后放置时间过长等
引起 。 因此在操作中加溶液 Ⅱ 后应温和混匀 ，决不要涡旋振荡 ，并且冰上放置的
时间要不宜超过 ２min 。 用试剂盒提取的质粒 DNA 分子超螺旋形式占的比例较
大 ，电泳结果往往只有一条带或两条带 。

图 １唱１ 　质粒 DNA琼脂糖凝胶电泳图谱
M ： １kb marker ； １ ， ２ ， ３ ： plasmid 。 从上而下
分别为同种质粒的三种不同构象 。 OC ： 开环状

　 DNA ； L ： 线状 DNA ； SC ： 超螺旋状 DNA

四 、思考题

１畅提取质粒的一般原理是什么 ？
２畅比较不同的质粒提取方法的优缺点 ？
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实验 ２ 　植物基因组 DNA的制备和分析
由于植物细胞有细胞壁 ， 细胞内多糖类物质的含量高 ， 因此提取真核细胞基

因组 DNA的一般方法用在植物细胞上并不十分有效 。 这里介绍两种常用的提取
植物细胞基因组 DNA的方法 ： CTAB法和 SDS法 。

方法一 　 CTAB法提取植物基因组 DNA
这种方法是由 Murray 和 Thompson （１９８０） 的方法修改而成的简便方法 。

CTAB是一种去污剂 ， 可溶解细胞膜 ， 它能与核酸形成复合物 ， 在高盐溶液中
（０畅７mol／l NaCl） 是可溶的 ， 当溶液盐浓度降低到一定程度 （０畅３mol／l NaCl）
时 ，它可从溶液中沉淀出来 ，通过离心就可将 CTAB 核酸的复合物与蛋白 、 多
糖类物质分开 。最后通过乙醇或异丙醇沉淀 DNA ， CTAB 因为溶于乙醇或异丙
醇而被除去 。

一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　新鲜的植物组织材料或 － ８０ ℃冻存的材料
２畅试剂

（１） ２ × CTAB溶液
CTAB （w／v） 　 　 ２ ％
Tris唱HCl １００mmol／l （pH８畅０）
EDTA ２０mmol／l （pH８畅０）
NaCl １畅４mol／l
PVP １ ％

灭菌备用 。没灭菌前呈黏稠状 ， CTAB灭菌后变成清亮的溶液 。
（２） 氯仿／异戊醇 （２４∶１ CI）
（３） RNase A １０mg／ml
（４） 乙醇或异丙醇
（５） β 巯基乙醇
（６） ７０ ％乙醇

３畅仪器 　离心机 、 恒温水浴 、台式高速离心机 、 电泳装置

二 、实验程序

１畅在 ２ml离心管中 ，加入 ５００μl的 ２ × CTAB ， ６５ ℃预热 ，使用前加入 ２０μl β 巯
基乙醇 。

·１１·实验 ２ 　植物基因组 DNA的制备和分析



２畅取幼嫩的组织材料 １ ～ ２g ， 用蒸馏水冲洗干净 ， 再用灭菌 ddH２O 冲洗两次 ，
放入经液氮预冷的研钵中 ，加入液氮研磨至粉末状 ，用干净的灭菌不锈钢勺转移
粉末到预热的离心管中 ， 总体积达到 １ml ， 混匀后置 ６５ ℃ 水浴中保温 ４５ ～
６０min ，并不时轻轻转动试管 。

注 ：冻存材料要直接研磨 ，绝对不能化冻 。而且粉末应在化冻前转移 ，否则内源性
DNase有可能降解基因组 DNA 。
３畅加等体积的氯仿／异戊醇 ， 轻轻地颠倒混匀 ， 室温下 １０ ０００rpm 离心 １０min ，
移上清至一新管中 。
４畅向管中加入 １／１００体积的 RNase A溶液 ， ３７ ℃下保温 ２０ ～ ３０min 。
５畅加入两倍体积的 １００ ％ 乙醇或 ０畅７ 倍体积异丙醇 ，会出现絮状沉淀 ， － ２０ ℃ 放
置 ３０min或 － ８０ ℃ 放置 １０min ， １２ ０００rpm离心 １０ ～ １５min回收 DNA沉淀 。
６畅用 ７０ ％乙醇清洗沉淀两次 ，吹干后溶于适量的无菌 ddH２O或 TE缓冲液中 。
７畅 ０畅８ ％琼脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA的完整性 。

方法二 　 SDS法提取植物基因组 DNA
本方法由 Dellaporta ， Wood和 Hicks （１９８３） 的方法修改而成 。 其基本原理

是研磨的组织细胞用热的 SDS裂解后 ，加入高浓度的 KAc ， ０ ℃ 放置以除去蛋白
和多糖类杂质 ，最后用乙醇或异丙醇沉淀 。

一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　新鲜的组织材料或 － ８０ ℃冻存的材料
２畅试剂

（１） 提取缓冲液
Tris唱HCl 　 　 　 　 １００mmol／l （pH８畅０）
EDTA ５０mmol／l （pH８畅０）
NaCl ５００mmol／l

灭菌后加 β 巯基乙醇至 １０mmol／l
（２） 裂解液 ２０ ％ SDS
（３） 高盐溶液 ５mol／l KAc
（４） RNase A １０mg／ml
（５） 异丙醇
（６） 灭菌 ddH２O或 TE缓冲液

３畅仪器 　离心机 、 恒温水浴 、台式高速离心机 、 电泳装置

二 、实验程序

１畅取幼嫩的组织材料 １ ～ ２g ， 用蒸馏水冲洗干净 ， 再用灭菌 ddH２O 冲洗两次 ，
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图 １唱２ 　烟草基因组 DNA电泳图谱
M ： Marker （λDNA／ Hind Ⅲ ； １ ， ２ ： 基

因组 DNA
完整性好的基因组 DNA 应是一条 比
２３kb 滞后的电泳带 ， 若降解则成为弥

　 散状 。 电泳前缘为未除干净的 RNA

放入经液氮预冷的研钵中 ，加入液氮研磨至粉末状 ，用灭菌不锈钢勺转移粉末至
加有 ５００μl提取液的离心管中 ，轻轻混匀 。
２畅向管中加入 ５０μl ２０ ％ SDS 溶液 ， 混匀 ， 不可过于强烈振荡以防基因组 DNA
断裂 ， ６５ ℃ 保温 １０min ，并不时摇动 。
３畅加入 １５０μl ５mol／l KAc ，混匀 ，置冰上 ２０ ～ ３０min 。
４畅 ４ ℃ ， １５ ０００rpm离心 １５min ，转移上清到另一离心管中 ， 加入 ０畅７ 倍体积的
异丙醇 ，混匀 ， － ２０ ℃沉淀 ３０min 。
５畅 １２ ０００rpm 离心 １０min回收基因组 DNA沉淀 ，吹干后加入适量的灭菌 ddH２O
或 TE缓冲液溶解 DNA 。
６畅加入 １／１０体积的 RNase A ， ３７ ℃ 保温 ２０min ，除去 RNA 。
７畅 CI （氯仿／异戊醇） 抽提后 ， 加 ２倍体积乙醇 ， － ２０ ℃ 沉淀 ３０min 。 １２ ０００rpm
离心 １０min ，回收基因组 DNA沉淀 。
８畅用 ４００μl ７０ ％ 乙醇洗一次后 ， 吹干 ， 加入适量的灭菌 ddH２O 或 TE 缓冲液溶
解 DNA 。
９畅电泳检测完整性 。

三 、结果与分析

１畅用紫外分光光度计在 ２３０nm 、 ２６０nm 、 ２８０nm 和 ３１０nm 波长分别读数 。 其中
２６０nm 读数用来估计样品中 DNA 的浓度 ，
OD２６０／OD２８０与 OD２６０／OD２３０的值用于估计 DNA
的纯度 ， ３１０nm 为背景吸收值 。 １ 个 OD２６０值相

当于 ５０μg／ml双链 DNA 。计算样品浓度 ：
样品浓度 （μg／ml） ＝ （OD２６０ － OD３１０ ） ×

稀释倍数 × ５０
对于 DNA 纯制品 ， 其 OD２６０／OD２８０ ≈ １畅８ ，

OD２６０／OD２３０ 应大于 ２畅０ 。 如果 OD２６０／OD２８０ ＞

１畅８ 表明可能有 RNA 污染 ； OD２６０／OD２８０ ＜ １畅８
表明可能有蛋白污染 。

用琼脂糖凝胶电泳 （０畅８ ％ ） 检测核 DNA
的完整性 （见图 １唱２ ） 。
２畅如果 DNA沉淀呈白色透明状而且溶解后成黏
稠状 ， 说明 DNA含有较多的多糖类物质 ， 可以
在取材前将植物放暗处 ２４hr ， 以达到去除淀粉
的目的 。
３畅如果 DNA沉淀呈棕色 ，难以用限制性内切核
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酸酶完全消化 。植物材料含有大量酚类化合物 ， 与 DNA 共价结合 ， 使 DNA 呈
棕色 ，并抑制 DNA 的酶解反应 。 为防止此情况出现 ， 可在加入 ２ × CTAB 的同
时加入 ２ ％ ～ ５ ％的巯基乙醇 ， 或者加入亚精胺 （１００μl DNA 加 ５μl ０畅１mol／l的亚
精胺） 。
４畅 DNA中含有多糖或盐类 。可将 DNA 用 １００ ％ 乙醇或异丙醇沉淀出来 ， 离心 ，
沉淀用 ７０ ％乙醇清洗两次或更多次 ， 吹干后重溶于 TE 中 。 （注意乙醇一定要吹
干 ，否则电泳点样时 ，样品上漂）
５畅 DNA已降解 ，电泳条带呈弥散状 。样品降解可能有两种情况 ： 一是机械振动
过于剧烈 ， 二是操作过程中 DNase污染 。 在提取 DNA 的各个操作过程中要避免
剧烈振荡 ， 提取液及用品要高温高压灭菌 。另外 ，使用吸头吸取过程中应避免产
生气泡 ，吸头应剪去尖 ， 避免反复冻融 DNA 。

四 、思考题

１畅如何评价基因组 DNA的纯度和完整性 ？
２畅如何减少基因组 DNA的降解 ？
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实验 ３ 　酵母 DNA 的制备
酵母是一种易于培养的典型单细胞真核生物 ，一直作为遗传学和分子生物学

研究的有力工具 ， 有真核生物中的 “大肠杆菌” 的美称 。单倍体酵母细胞基因组
为 １５Mb ，含 １６条大小约为 ２００ ～ ２２００kb 的线性染色体 。 它的单倍体核酸 DNA
容量仅为大肠杆菌基因组的 ３畅５倍 。 相比较而言 ，最大的酵母染色体仍然比哺乳
动物的染色体的平均大小小 １００倍左右 。 尽管酵母菌基因组很小 ， 但它的许多生
物学特性与真核生物相似 。它不仅含有高等真核生物细胞中有膜的亚细胞器 ， 而
且还有细胞骨架 。酵母 DNA 只在核内存在 ， 尽管无组蛋白 H１ ， 但染色体 DNA
的核小体结构与高等真核生物仍十分相似 。 酵母菌 DNA 的转录由三种不同的
RNA聚合酶完成 ， 只有很少的基因出现内含子 ， mRNA （由 RNA 聚合酶 Ⅱ 转
录） 具有真核生物 mRNA 典型的转录后修饰 ［如 ５′端加甲基化的嘌呤帽
（methyl唱G） 和 ３′端加 ploy （A） 尾］ 等特点 。它的良好的遗传背景 ，为进行真核
生物的基因操作提供了大量的研究工具和可借鉴的经验 。

培养酵母菌即简单 、 经济 ， 又十分快捷 ， 在营养丰富的培养基中 ， 大约
９０min的时间即可增殖一代 。

支持酵母菌染色体功能的 ３ 种基本结构元件已经被确认和克隆 ， 它们分别
是 ：复制起点 （ARS 元件） 、 着丝粒 （CEN 元件） 和端粒 （ telomeres ， TEL） 。
已经利用这些克隆化的元件构建了酵母人工染色体 ，并应用于各种染色体行为的
研究 。 利用这些结构元件 ，再加上克隆化的酵母菌选择标记与大肠杆菌载体融合
构建成穿梭载体 ， 能分别在大肠杆菌和酵母菌中自主复制并稳定存在 。

大多数酵母载体都是能穿梭于酵母和细菌之间的穿梭载体 。 根据不同用途 ，
可分为克隆载体 、 表达载体 、 转导载体和用于诱变的载体 。 根据复制方式 ，酵母
载体也可分为两类 ：一类是整合载体 ，这种载体在酵母中不能自我复制 ， 只能通
过同源重组整合到染色体中而得以保存 。 这类载体的优点是某个基因一旦被克隆
和整合之后 ，将随染色体 DNA而分离 。因此该基因在细胞分裂时会更稳定 。 另
一类载体 （它包括酵母着丝点序列） ， 一般在克隆时作为一个 CEN／ARS 盒 。 这
类载体同时具有自我复制能力并且在细胞分裂时较稳定 。

酵母分子生物学研究中常常要分离质粒和酵母染色体 DNA ， 质粒 DNA用来
转化大肠杆菌 ，而染色体 DNA则用于 Southern杂交分析 、 PCR扩增和整合性质
的质粒的克隆等 。 下面分别介绍酵母细胞质粒 DNA 和染色体 DNA 的分离
方法 。 　
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一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　酵母细胞
２畅试剂

（１） YPD或选择培养基
（２） 含目的质粒的酵母菌落
（３） 溶菌缓冲液 ： １００mmol／l Tris

３０mmol／l EDTA
０畅５ ％ SDS

（４） 酚／氯仿／异戊醇 （２５∶２４∶１）
（５） ０畅４５ ～ ０畅５２mmol／l酸洗玻璃珠 （Thomas Scientific）
（６） TE缓冲液
（７） １mg／ml RNaseA
（８） ４mol／l乙酸铵溶液或 ３mol／l乙酸钾 （KAc）
（９） 无水乙醇 、 ７０ ％ 乙醇

３畅仪器 　离心机 、 电泳仪 、恒温摇床

二 、实验程序

１畅酵母细胞质粒 DNA的分离
（１） 在玻璃试管中加入 ２ml带有抗生素的培养基 ， 接种含有目的质粒的单菌

落 ， ３０ ℃摇培过夜 。
（２） 将菌液倒入微量离心管中 ， 室温 ５２００rpm 离心 ５min ， 弃上清 ， 快速振

荡分散沉淀物 。
（３） 酵母细胞用 ２００μl溶菌缓冲液重悬 ， 加入 ０畅３g 玻璃珠 （约 ２００μl体积）

及 ２００μl酚／氯仿／异戊醇 ，在涡旋混合器上高速振荡 ２min ，室温 １０ ０００rpm离心
５min 。

（４） 水相即含质粒 ， 一方面可按常规用乙醇沉淀质粒 ； 另一方面也可直接
取 １ ～ ２μl水相转化大肠杆菌 。
２畅酵母染色体 DNA的提取

（１） 在三角瓶中加入 １０ml培养液 ，接种 ３０ ℃过夜培养 。
（２） 室温下 ５ ０００rpm离心 ５min ，弃上清 。
（３） 细胞用 １００μl 溶菌缓冲液重悬 ， 快速涡旋振荡分散菌体沉淀 ， 沸水浴

１５min 。
（４） 加 １００μl ２畅５mol／l KAc ，冰上放置 １hr 。
（５） １３ ０００rpm ， ４ ℃ 下离心 ５min ， 上清液转移至一个新试管中 ， 加 １００μl
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酚／氯仿／异戊醇 ， 在涡旋混合器上高速振荡 ３min 。
（６） 室温下高速离心 ３min ， 取上清 ， 加 ３０μl的 １mg／ml RNaseA ，混合 ３７ ℃

温育 ５min 。
（７） 加 １００μl 氯仿／异戊醇 ， 混匀 。 １３ ０００rpm 离心 ３min 。 将上清液移至

另一个新试管中 。
（８） 加 １ml冷的异丙醇 ， － ２０ ℃放置 １０min 。
（９） １５ ０００ rpm离心 １５min ， 弃上清 。
（１０） 加 １ml ７０ ％ 乙醇 ， １３ ０００rpm离心 １０min 。
（１１） 弃上清 ，干燥沉淀 ， DNA用 １００μl TE缓冲液重悬 。
１０ml菌液大约可以得到 ２０μg 的染色体 DNA ， 可用于限制酶切 ， 体外 PCR

扩增或 Southern分析 ，对于 Southern杂交 ，当用 ５μl DNA （约 １μg） 在 ２０μl总体
积下消化时可以得到最佳效果 。 PCR扩增时 ，则在 ５０μl反应体系中用 ２μl DNA 。

三 、思考题

１畅比较细菌质粒提取与酵母质粒提取方法的差异 。
２畅酵母染色体 DNA 与质粒 DNA提取时是如何分开的 ？
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实验 ４ 　 λ噬菌体 DNA的提取和分析
λ噬菌体 DNA是常用的基因克隆的载体 ， 常用此构建 cDNA 文库和基因组

文库 ，因此从烈性噬菌体的裂解菌液中提取 λ 噬菌体载体或重组的 λ 噬菌体
DNA意义重大 。 采用 λ噬菌体载体构建 cDNA 文库是常用的建库方法 。 mRNA
逆转录成双链 cDNA后 ， 重组到 λ载体 （如 λZAP） 中 ， 经体外包装和转导宿主
菌 （如 XL１唱blue） 获得初级 cDNA文库 。初级 cDNA文库不稳定 ， 经过扩增获得
浓度较高的终库 ， 以噬菌体粒子原液的形式存放于 － ８０ ℃ 中 。 cDNA 文库构建好
后 ，插入的 cDNA 片段长度如何 ？ 是否含有所需的目的基因 ？ 这都需要提取
cDNA文库的重组 λDNA 进行 Southern 杂交或进行 PCR 检测 ， 以期鉴定文库的
质量以及是否含有目的基因 。 烈性重组噬菌体通过与宿主菌共培养得到 λ噬菌体
裂解液 ， 里面含有大量的子代 λ 噬菌体粒子 ， 可以用来提取 λDNA 。 首先用
DNase Ⅰ和 RNase A除去宿主菌的 DNA 和 RNA ， 而 λ噬菌体 DNA 因有外壳蛋
白保护而免遭裂解 。 然后用 PEG 沉淀噬菌体 。 最后用酚／氯仿和 SDS 裂解噬菌
体蛋白外壳释放 λDNA ， 用异丙醇沉淀 DNA 。 小量提取 λDNA 可以用来进行酶
切分析 ，此法简单快速 。

方法一 　大量制备 λDNA
一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　宿主菌 XL１唱Blue 、 cDNA文库
２畅试剂

（１） ２０ ％ PEG
（２） DNase Ⅰ （５mg／ml）
（３） RNase A （１０mg／ml）
（４） １０ ％ SDS
（５） ０畅５mol／l EDTA
（６） 酚／氯仿
（７） Tet （５mg／ml）
（８） LB固体培养基 （参考附录 ５）
（９） LB broth （参考附录 ５）
（１０） SM 缓冲液 （参考附录 ６）

３畅仪器 　培养箱 、 恒温摇床 、分光光度计 、 水浴锅 、低温冷冻离心机
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二 、实验程序

１畅在 LB唱Tet的培养基上划线宿主菌 XL１唱Blue ， ３７ ℃ 培养过夜 。 （两次划线培养
细菌较好）
２畅挑取单菌落接种在 LB ＋ １０mmol／l MgSO４ ＋ ０畅２ ％ （w／v） 麦芽糖培养液中 ，
３７ ℃ １５０rpm摇菌 ４ ～ ６hr ， 用紫外分光光度计测量菌液的 OD６００值 ， 确保 OD６００ ＝
１畅０ 。
３畅室温下 ， ５００g离心 ５min收集细菌培养物 ，以 １０mmol／l MgSO４ 悬浮菌体 。

４畅从 cDNA文库中取出噬菌体原液 ，按 １０６∶１０８ 混合噬菌体与宿主菌 ， ３７ ℃保温
２０min （间歇摇动） ，让噬菌体充分吸附在宿主菌上 。
５畅加入 １０ ～ １２ml LB液体培养基 ， ３７ ℃ 培养 ９ ～ １２hr （若细菌裂解量较少 ，可先
以小体积宿主菌裂解 ， 然后转到新的宿主菌液中继续裂解） ， 待宿主菌裂解后 ，
加入 １００μl氯仿 ， 继续于 ３７ ℃ 保温 ２０min 。
６畅 ４ ℃ ， ８ ０００g离心 １０min ， 收集含噬菌体的上清 ，加入 １０μl DNaseI （５mg／ml）
和 １５μl RNase A （１０mg／ml） 至终浓度 １μg／ml ，混匀 ， ３７ ℃ 保温 ２畅５ ～ ３hr 。
７畅加等体积 ２０ ％ （w／v） PEG６０００ （若为 PEG４０００浓度则加到 ４０ ％ ） 和终浓度
２mol／l NaCl （可以加固体 NaCl） ，混匀 ，冰浴 １ ～ ２hr 。
８畅 ４ ℃ ， １０ ０００g离心 ２０min ， 去上清 （中间白色层不弃去因其中含有噬菌体和
PEG） ， 用 ０畅５mol／l SM 缓冲液悬浮沉淀 ， ４ ℃ ， ８ ０００g离心 ３min 。
９畅取上清 ，加入 ５μl １０ ％ （w／v） SDS 和 ５μl ０畅５mol／l EDTA （pH８畅０） ， ６８ ℃ 保
温 ２０ ～ ３０min 。
１０畅酚／氯仿抽提 （去 PEG和蛋白） ３ 次 ， 最后一次在水相中加入等体积异丙醇 ，
－ ２０ ℃ 沉淀 ２hr以上 。
１１畅 ４ ℃ ， １２ ０００g离心 ２０min ， 弃上清 ， 用 ７０ ％ 乙醇洗涤沉淀 ３ 次 ， 真空抽干
后 ，溶于 ５０μl TE缓冲液 （pH８畅０） 。
１２畅 用 ０畅７ ％琼脂糖凝胶电泳检测 。

方法二 　小量制备 λDNA
一 、材料 、试剂和仪器

１畅材料 　筛选的阳性噬菌体
２畅试剂

（１） ５０mol／l Tris唱HCl ， pH８畅０
（２） DNase Ⅰ （５mg／ml）
（３） RNase A （１０mg／ml）

·９１·实验 ４ 　 λ噬菌体 DNA的提取和分析



（４） ３mol／l NaAc pH４畅８
（５） １００ ％ 和 ７０ ％ 乙醇

３畅仪器 　恒温摇床 、水浴锅 、低温冷冻离心机

二 、实验程序

１畅在大约 ５０ml的液体噬菌体裂解液中加入 １０μl DNase Ⅰ 和 ２５μl RNase A ， 在
３７ ℃保温 １hr 。
２畅１０ ０００rpm４ ℃下离心 １畅５hr ， 弃上清 ， 用 ２００μl ５０mol／l Tris唱HCl （pH８畅０） 重新
悬浮噬菌体 ，并转到离心管中 。
３畅加 ２００μl Tris饱和酚 ， 振荡 ２０min 。 在台式离心机中离心 ５min ， 保留上层水
相 ，用酚重复抽提 １次 。
４畅加 ２００μl 氯仿 ，振荡 ，然后离心 ，保留上层水相 ， 并用氯仿重新抽提 １次 。
５畅加 ２０μl ３mol／l NaAc 和 ２ 倍体积的 １００ ％ 乙醇 ， 在室温下沉淀 DNA 。 离心
１０min并弃去上清液 。
６畅用 ７０ ％ 乙醇洗涤沉淀 ， 离心 ５min 后弃去上清液 。 真空干燥后用 １００μl TE 缓
冲液重新悬浮 。
７畅用电泳检测和进行酶切分析 。

图 １唱３ 　 λ噬菌体 DNA的电泳图谱
A ： λDNA 载体的电泳图 ； B ： 重组噬菌体 DNA 的酶切电泳图 。 M ： 野生型 λDNA ； １ ～ ２ ：

　 λDNA 载体 ； M ： 野生型 λDNA ； １ ～ ３ ： 重组噬菌体 DNA 的 EcoR Ⅰ 和 Xho Ⅰ 酶切

三 、结果与分析

从图 １唱３A中可以看出所提取的 λDNA 载体与野生型 λDNA 大小相一致 ， 说
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明已经提取出来 ，但点样空白处有大分子量的 DNA 分子滞留 ， 表明有细菌染色
体 DNA分子污染 。

从图 １唱３B中可以看出阳性重组噬菌体 DNA 经过 EcoR Ⅰ 和 Xho Ⅰ 酶切释
放出插入片段后的空载体与野生型 λDNA 分子量相一致 ， 而释放的插入 DNA 大
小从 １２Kb到 ５００bp ， 带形呈现弥散状 ， 但主要集中在 １２Kb与 ５００bp之间 。

提取重组 λDNA最重要的是防止宿主菌 DNA 的污染 ， 这就需要注意酶解宿
主菌 DNA和 RNA的时间及所加的酶量 。 可以设计一系列不同酶量的实验加以
检验 ，以获得最佳酶解条件 。 DNA 分子量较大 ， 因此操作要十分小心 。 此外 ，
由于低丰度的重组 cDNA数目代表较少 ，而克隆的基因往往是单拷贝的基因 ，因
此要求取噬菌体原液要均匀而且裂解宿主菌要充分 ，以保证所需重组 cDNA也得
到扩增而不是大量扩增高丰度的重组 cDNA甚至载体本身 。 重组 λDNA提取后经
过 ０畅７ ％琼脂糖凝胶电泳检测 ， 可以用 λ载体 DNA 为 Marker 。 所提重组 λDNA
应该比载体 λDNA 长 ， 因此呈现一条弥散的 DNA 条带 ， 且最短处在载体 DNA
平行处 。进一步用相应的限制性内切核酸酶消化重组 λDNA ， 将重组的 cDNA 释
放出来 ， 电泳结果是空载体下边有一条 DNA 条带 。 若不是此结果 ， 则可能
λDNA没有被提取出来或在提取过程中被降解了 ， 需找出原因解决 。

四 、思考题

１畅 λDNA的提取过程中如何避免污染细菌基因组 DNA ？
２畅简述提取重组 λDNA的目的和意义 。
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第二章 　 DNA 的克隆
DNA的克隆是指在体外将含有目的基因或其他有意义的 DNA片段与能够自

我复制的载体 DNA连接 ，然后将其转入宿主细胞或受体生物使其增殖或进行表
达的分子操作过程 ， 因此 DNA 克隆又称分子克隆 、 基因操作或重组 DNA 技术 。
DNA克隆涉及一系列的分子生物学技术 ， 如目的 DNA 片段的获得 、 载体的选
择 、各种工具酶的使用 、 体外重组 、 导入宿主细胞技术和重组子筛选技术等 。

１畅 目的 DNA片段的获得
DNA克隆的第一步是获得包含目的基因在内的一群 DNA 分子 ， 这些 DNA

分子或来自目的生物基因组 DNA 或来自目的细胞 mRNA 逆转录合成的双链
cDNA分子 。由于基因组 DNA 太大 ， 不能够完整克隆 ， 因此必须将其处理成适
合克隆的 DNA小片段 ， 常用的方法有机械物理切割和限制性内切核酸酶消化 。
若基因序列已知而且比较小就可用人工直接化学合成 。 如果基因的两端部分序列
已知 ， 根据已知序列设计引物 ，从基因组 DNA 或 cDNA中通过 PCR或 RT唱PCR
技术就可以获得目的基因 。

２畅 载体的选择
基因工程的载体应具有一些基本的性质 ： ① 在宿主细胞中有独立的复制和表

达能力 ，这样才能使外源重组的 DNA 片段得以扩增 。 ② 分子量尽可能小 ， 以利
于在宿主细胞中有较多的拷贝 ，便于结合更大的外源 DNA 片段 。 同时在实验操
作中也不易被机械剪切而破坏 。 ③载体分子中最好具有两个以上的容易检测的遗
传标记 （如抗药性标记基因） ，以赋予宿主细胞不同的表型特征 （如对抗生素的
抗性） 。 ④载体本身最好具有尽可能多的限制性内切核酸酶单一切点 ， 为避开外
源 DNA序列中限制性内切核酸酶位点的干扰提供更大的选择范围 。 若载体上的
单一酶切位点位于检测表型的标记基因之内可造成插入失活效应 ， 则更有利于重
组子的筛选 。

DNA克隆常用的载体有 ：质粒载体 （plasmid） 、 噬菌体载体 （phage） 、 柯斯
质粒载体 （ cosmid） 、 单链 DNA 噬菌体载体 （ ssDNA phage） 、 噬粒载体
（phagemid） 及酵母人工染色体 （YAC） 等 。 从总体上讲 ，根据载体的使用目的 ，
载体可以分为克隆载体 、 表达载体 、 测序载体 、 穿梭载体等 。

３畅 体外重组
体外重组即在体外将目的片段和载体分子连接的过程 。 许多限制性内切核酸

酶能够切割 DNA分子而形成黏性末端 ，用同一种能产生黏末端的酶或同尾酶切
割适当载体的多克隆位点便可获得相同的黏性末端 ， 黏性末端彼此退火 ， 通过



T４ DNA连接酶的作用便可形成重组体 ， 此为黏末端连接 。 当目的 DNA 片段为
平端时 ，可以直接与平端载体相连 ， 此为平末端连接 ， 但连接效率比黏末端相连
差些 。 有时为了不同的克隆目的 ，如将平端 DNA 分子插入到带有黏末端的表达
载体实现表达时 ，平端 DNA分子则要经过一些修饰 ， 如同聚物加尾 、 加衔接物
或人工接头 、 PCR法引入酶切位点等 ，可以获得相应的黏末端 ， 然后进行连接 ，
此为修饰黏末端连接 。

各种连接策略间的关系总结如下 ：

４畅 导入受体细胞
载体 DNA分子上具有能被原核宿主细胞识别的复制起始位点 ， 因此可以在

原核细胞如大肠杆菌中复制 ， 重组载体中的目的基因随同载体一起被扩增 ，最终
获得大量同一的重组 DNA分子 。

将外源重组 DNA 分子导入原核宿主细胞的方法有转化 （ transformation） 、
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