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一种快速提取质粒 !"# 用于鉴别重组克隆的方法
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摘 要 介绍了一种利用过夜培养的菌液瞬时提取质粒 W*7，并用于电泳鉴别含有插入子克隆的方法。事先无需准备许多

繁琐的相关试剂，提取质粒的全过程只需 " [ ;?4- 就可完成，非常适合于做重组克隆的快速鉴别。

关键词 质粒 W*7，酚\氯仿\异戊醇，重组克隆
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从宿主菌中提取质粒 W*7 用于克隆的初步筛

选是基因工程的一项基本工作。经典的提取质粒

W*7 方法包括 >W> 碱裂解法、煮沸裂解法以及氯化

铯密度梯度离心等［#］。从上世纪 N$ 年代开始，大量

层析树脂试剂盒的出现的确极大地提高了基因工程

的工作 效 率。但 是 在 利 用 试 剂 盒 精 确 提 取 质 粒

W*7之前，仍然需要初步的筛选。这样既节省时

间，又节约了试剂盒的用量。虽然有一些实验室曾

提出经过改进的快速提取质粒的方法［! ‘ <］，但是过

程仍然很繁琐，或者需要准备许多相关的溶液和试

剂。本文介绍一种能够快速提取质粒的方法，极大

地提高了筛选克隆的工作效率。而且经过多次实

践，在不同宿主间比较证明该方法的结果稳定可靠。

= 材料与方法

=>= 实验材料

=>=>= 菌 株：宿 主 菌 = ) 0(,# WY;!、+J#$N 以 及

A’=#$ 均为本室保存；质粒为常用高拷贝数的克隆

载体（=TK#F、=JW#NA、=SOJM%aE L 等）。

=>=>? 试剂：不含 W*7 酶的无菌水，酚\氯仿\异戊醇

（!;b!Gb#），#$ c d’,64-8 Z.EE2/，$eFf琼脂糖凝胶。



!"# 方法与步骤

!"#"! 分别挑取若干含有转化重组质粒的 !"#!、

$%&’( 和 )*+&’ 单菌落，以及空质粒对照，分别接种

于 ,-. 含抗生素的 ./ 培养液中，,01摇床培养约

&2 3 &45。

!"#"# 依次取细菌培养液 6’".、无菌水 2’".、酚7氯
仿7异戊醇（2# 829 8&）6’". 和 &’ : .*;<=>? /@AABC 2’".

（按体积比例 9 8 & 8 9 8 &）混合于 &D#-. 离心管中，激

烈振荡 &-=>。

!"#"$ &2’’’C7-=> 离心 &-=>。

!"#"% 上清 ,’". 直接点样，’D6E琼脂糖凝胶电泳

&’’F 9#-=> 后观察结果。

# 结果与讨论

图 & 插入子大小为 3 &GH 的质粒电泳结果

（宿主菌为 ! I "#$% !"#!）

J=?I& KLBMNC*+5*CBO=O CBO@LN *A +L;O-=<
O;-+LBO M*>N;=>=>? =>OBCN=*> ;C*@>< &GH

P 4 =O QBMN*C M*>NC*L， P && =O !RS -;CGBC#!RS &%’<$ <=?BON I

TN5BCO ;CB M;><=<;NB ML*>BOI

本方法是利用菌液加一定量的水后渗透压的改

变，进而促使大肠杆菌细胞膜、壁破裂，释放出内含

物。再利用酚7氯仿7异戊醇试剂抽提，沉淀大部分

蛋白质等杂质，使分离出的 !RS 直接溶在水相中而

完成的。

获取质粒的量可按制备比例（9 8 & 8 9 8 &）扩大或

缩小。按照本文叙述的量制备，可获取大约 &2’".
的质粒上清液。

上述方法是笔者所使用最快的、粗制质粒 !RS
的方法，样品制备过程只需要 , 3 #-=>。非常适合

于重组质粒的初步筛选。而且所需要的实验试剂简

单，只需要酚7氯仿7异戊醇试剂，无需配制其他溶

液。该方法结果与煮沸法［9］、碱法快速提取［#］等比

较，同样可以得到较清晰、明确的电泳结果（见图 &、

2、,）。

但是该方法的不足之处：一是电泳结果中条带

较多，不 仅 含 有 质 粒 !RS，而 且 还 有 宿 主 基 因 组

!RS 以及 URS 等，容易干扰电泳结果。所以电泳中

设置同样方法制备的空质粒对照尤显重要。二是样

品只用于快速甄别含有插入子的克隆质粒，而不能

用于其他用途的实验。比如进一步的限制性内切酶

分析以及测序反应等。而且经过放置一定时间，样

品条带将逐渐被降解。所以制备样品后即刻上样电

泳十分必要。

图 2 +&()VW 克隆（插入子大小约为 2D#GH）

的电泳筛选结果（宿主菌为 ! I "#$% )*+&’）

J=?I2 KLBMNC*+5*CBO=O CBO@LN *A +L;O-=< O;-+LBO
X5=M5 M*>N;=> =>OBCN=*> ;C*@>< 2D#GH

P 4 =O QBMN*C M*>NC*L， P && =O !RS -;CGBC# !RS &%’<$ <=?BON I

TN5BCO ;CB M;><=<;NB ML*>BOI

图 , +&()VW 克隆（插入子大小约为 2D#GH）

的电泳筛选结果（宿主菌为 ! I "#$% $%&’(）

J=?I, KLBMNC*+5*CBO=O CBO@LN *A +L;O-=< O;-+LBO
X5=M5 M*>N;=> =>OBCN=*> ;C*@>< 2D#GH

P 4 =O QBMN*C M*>NC*L， P && =O !RS -;CGBC# !RS &%’<$ <=?BON I

TN5BCO ;CB M;><=<;NB ML*>BOI
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<YQ 中英文摘要

中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

<YQY! 字数：综述性文章要求不少于 DEE?’&=,，学术性

文章要求 DEE Z QEE?’&=,。
<YQYD 内容：综述性文章的文摘主要应对所述的研究

课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术

在目前的发展水平、自己的评论及未来展望等。研究报告的

文摘应主要从目的、过程与方法、结果等几方面来写（不用单

列标题书写）。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要

工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

<YQY< 写法：

!）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。D）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结

论。<）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不

用，如基因、表达⋯⋯

英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

Q 特别说明

QY! 关于综述

综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文献新，观

点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

QYD 关于测序类论文

凡涉及测定 />8、*>8 或蛋白质序列的论文，请先通过

计算机网络进入国际基因库 [2W9（欧洲）或 V-5W#5(（美国）

或 //W)（日本），申请得到国际基因库接受号（833-,,6’5 >’1）
后再投来。

QY< 关于版权

QY<Y! 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。

QY<YD 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式

的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作

者如有异议，敬请事先声明。

QY<Y< 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如

涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

QY<YQ 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄

袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。

QYQ 审稿程序及提前发表

QYQY! 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的

稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收到来

稿 < 个月之内致函说明原因。打印及复印稿不退，请自留底

稿及原图，特殊情况请在来稿时注明。

QYQYD 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量

为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前

发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重

要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格

审查并通过后，可予提前刊出。
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论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表费，
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另加 MEE 元（发表费如有调整，以本刊所发通知为准）。
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