
质粒 DNA 的提取与琼脂糖凝胶电泳 

1 实验目的 

掌握碱裂解法提取质粒的原理和方法，掌握琼脂糖凝胶电泳分离鉴定 DNA

的原理和方法。 

2 实验原理 

2.1 质粒 

质粒（plasmid）是在细菌中以独立于染色体之外的方式存在，是细菌染色体

外的小型双链环状 DNA 复制子。质粒的大小不定，小的不到 1 kb，大的超过 500 

kb，每个质粒都有一段 DNA 复制起始点的序列，它帮助质粒 DNA 在宿主细胞

中复制。对细菌的某些代谢活动和耐药性表型具有一定的作用。目前，已发现有

质粒的细菌有几百种，已知的绝大多数的细菌质粒都是闭合环状 DNA 分子(简称

cccDNA)。细菌质粒的相对分子质量一般较小，约为细菌染色体的 0.5%～3%。

根据相对分子质量的大小，大致上可以把质粒分成大小两类：较大一类的相对分

子质量是 40×106 以上，较小一类的相对分子质量是 10×106 以下(少数质粒的相对

分子质量介于两者之间)。每个细胞中的质粒数主要决定于质粒本身的复制特性。

按照复制性质，可以把质粒分为两类：一类是严紧型质粒，当细胞染色体复制一

次时，质粒也复制一次，每个细胞内只有 1～2 个质粒；另一类是松弛型质粒，

当染色体复制停止后仍然能继续复制，每一个细胞内一般有 20 个左右质粒。一

般分子量较大的质粒属严紧型。分子量较小的质粒属松弛型。质粒的复制有时和

它们的宿主细胞有关，某些质粒在大肠杆菌内的复制属严紧型，而在变形杆菌内

则属松弛型。在基因工程中，常用人工构建的质粒作为载体。人工构建的质粒可

以集多种有用的特征于一体，如含多种单一酶切位点、抗生素耐药性等。常用的

人工质粒运载体有 pBR322、pSC101。pBR322 含有抗四环素基因(Tcr)和抗氨苄

青霉素基因(Ampr)，并含有 5 种内切酶的单一切点。如果将 DNA 片段插入 EcoRI

切点，不会影响两个抗生素基因的表达。但是如果将 DNA 片段插入到 HindIII、



BamHI 或 SalI 切点，就会使抗四环素基因失活。这时，含有 DNA 插入片段的

pBR322 将使宿主细菌抗氨苄青霉素，但对四环素敏感。没有 DNA 插入片段的

pBR322 会使宿主细菌既抗氨苄青霉素又抗四环素，而没有 pBR322 质粒的细菌

将对氨苄青霉素和四环素都敏感。pSC101 与 pBR322 相似，只是没有抗氨苄青

霉素基因和 PstI 切点。质粒运载体的最大插入片段约为 10 kb(kb 表示为千碱基

对)。 

应用质粒作为基因克隆的载体分子，携带外源基因进入细菌体内进行扩增或

表达，一个重要前提条件是要获得批量纯化的质粒 DNA 分子。质粒的提取方法

很多，大多包括 3 个主要步骤：细菌的培养、细菌的收集和裂解。在质粒 DNA

的分离和纯化过程中，毫无疑问，宿主细胞的裂解是分离质粒 DNA 实验操作的

关键步骤。常用的质粒 DNA 分离方法有 3 种：碱裂解法、煮沸法和去污剂裂解

法。前两种方法比较剧烈，它们可以破坏碱基配对，使宿主细胞的线性染色体

DNA 变性，而共价闭合环状 DNA 由于拓扑缠绕，两条链不会互相分离。当外界

条件恢复正常时，质粒的 DNA 双链又迅速恢复原状，重新形成天然的超螺旋分

子，其大小范围在 1KB 至 200kb 以上不等。所以，质粒 DNA 提取与纯化是最基

本的分子生物学实验技术，其中，碱裂解法提取的质粒产量高、纯度好，是一种

最为常用的方法。 

2.2 碱裂解法 

碱裂解法提取质粒的实验原理是在 pH 12.0 ~ 12.6 碱性环境中，细菌的线性

大分子量染色体 DNA 变性分开，而共价闭环的质粒 DNA 虽然变性但仍处于拓

扑缠绕状态。将 pH 调至中性并有高盐存在及低温的条件下，大部分染色体 DNA、

大分子量的 RNA 和蛋白质在去污剂 SDS 的作用下形成沉淀，而质粒 DNA 仍然

为可溶状态。通过离心，可除去大部分细胞碎片、染色体 DNA、RNA 及蛋白质，

质粒 DNA 尚在上清中，收集上清即可得到富集的质粒 DNA。 

近年来，随着基因治疗和 DNA 疫苗的发展，质粒逐渐成为一种新型的生物

大分子医药产品，药用质粒的大规模制备成为生物下游过程的重要研究课题。 

采用此碱裂解法制备高拷贝数质粒（如 pUC 系列）时，质粒 DNA 的产量通

常约为 3～5 μg/ml 菌液。随着生化技术的发展，市场上出现了商品化的试剂盒



用于提取及纯化质粒，有些试剂盒采用了传统的 SDS 碱裂解法，结合 DNA 制备

膜技术，具有高效、快速、方便之特点。还有些试剂盒利用层析的原理纯化质粒

DNA，DNA 分子中磷酸二酯链骨架在高盐作用下脱水，使得暴露的磷酸基团吸

附硅胶，经水溶性缓冲液重新水化后，DNA 能从层析柱上回收。大多数试剂盒

分离纯化的原理为先使经过分离的质粒 DNA 吸附在柱或膜上，然后常规用乙醇

洗涤，最后用水将吸附在柱上或膜上的 DNA 用水溶解下来。本实验中采用的试

剂盒为 TIANGEN 快速质粒小提试剂盒。 

 

图 1 质粒 DNA 制备原理 

2.3 凝胶电泳 

电泳技术是分离、纯化 DNA 和鉴定 DNA 大小的重要方法。生物大分子如核

酸、蛋白质、多糖等，在一定的 pH 条件下，可以解离成带电荷的离子。在电场

中这些带电荷的离子，可以根据电荷的性质向正极或负极移动。这种带电荷物质

在电场中向其相反电极泳动的现象称为电泳。在电泳过程中通常要考虑泳动率，

泳动率又称迁移率，是指带电荷颗粒单位时间荷单位电场强度下，在电泳介质中



泳动的距离。泳动率与样品分子荷电密度、电场中电压及电流成正比，与样品的

分子大小、电泳介质黏度与电阻成反比。不同大小的带电分子具有不同的泳动率。

不同的电泳介质具有对样品不同的分辨效果。在进行核酸电泳时，注意 DNA 分

子的构象，在分子质量相同时，以高度超螺旋的 DNA 泳动速度最快，随着超螺

旋程度降低，相应 DNA 泳动速度依次变慢，最慢者为线状双链 DNA。在通常情

况下，线状 DNA 分子在一定浓度琼脂糖介质中泳动的速度与其分子质量的对数

成反比。因此，利用 DNA 分子长度（bp）的负对数与泳动距离作图，对于 DNA

片断分子质量测定方便而准确。缓冲液是电场中的导体，其种类、pH 及离子强

度会直接影响电泳效果。通常要选择缓冲离子泳动速度应和样品的泳动速度一

致，否则会引起带型不均一或不对称峰的出现。在分离核酸时，常选用较高的

pH 值，使样品带负电荷，在电场中向正极泳动。以电泳支持介质主要可以分为

聚丙烯酰胺和琼脂糖凝胶，以电泳方式可以分成垂直型和水平型。一般来说，聚

丙烯酰胺凝胶电泳用来分离较短的核酸片断（5～500 bp），分辨率高于琼脂糖

凝胶电泳，而后者多用于 0.1～60 kb 的较大核酸片断。垂直型电泳装置分离效果

比水平型略好，多用于聚丙烯酰胺凝胶电泳。水平型电泳几乎为所有的琼脂糖电

泳所采用，其优点是灌胶、制板及加样等操作都较为方便且不会因机械压力引起

低浓度凝胶的破裂。 

 

图 2 水平电泳装置结构示意图 

琼脂糖凝胶电泳是分离、鉴定和纯化 DNA 片段的标准方法。该技术操作简

便、快速，分离范围较广，用各种浓度的琼脂糖凝胶可以分离长度为 200 bp 至

50 kb 的 DNA。 

琼脂糖是从海藻中提取出来的一种线型高聚物。琼脂糖凝胶的制备是将琼脂

糖在所需缓冲液中熔化形成清澈、透明的溶液，然后将溶液倒人胶模中，令其凝



固。凝固后，琼脂糖形成一种固体基质，其密度取决于琼脂糖的浓度。在外加电

场作用下，带负电荷的 DNA 分子向阳极迁移，迁移速率由以下参数决定：①DNA

的分子大小；②琼脂糖浓度；③DNA 的构象；④所加电压；⑤电场方向；⑥碱

基组成与温度；⑦嵌入染料的存在；⑧电泳缓冲液的组成。DNA 在琼脂糖凝胶

中的电泳行为受 DNA 的碱基组成或凝胶电泳温度的影响不明显，琼脂糖凝胶电

泳一般在室温下进行。琼脂糖浓度和所加电压对迁移速率的影响比较值得注意。

一个给定大小的线状 DNA 片段，其迁移速率在不同浓度的琼脂糖中各不相同，

采用不同浓度的凝胶有可能分辨长度范围广泛的 DNA 分子。在低电压时，线状

DNA 片段的迁移速率与所加电压成正比。但是，随着电场强度的增大，高分子

量 DNA 片段的迁移率将以不同的幅度增长。因此，随着电压的增大，琼脂糖凝

胶的有效分离范围缩小。 

 

图 3 电泳上样示意图 

样品经电泳后形成的条带必须经过染色后才能被显示出，以进行分析和检

测。观察琼脂糖凝胶中 DNA 的最简便方法是利用荧光染料进行染色。荧光物质

含有一个可以嵌入 DNA 碱基之间的平面基团，DNA 与之结合后在紫外线照射下

呈现荧光。 

实验室中最常用的荧光染料是溴化乙锭（EB）。其原理是在紫外线照射时，

核酸的吸收波长为 254 nm 的紫外线并将能量传递给溴化乙锭，同时嵌入在核酸

碱基间的溴化乙锭吸收 302 nm 和 366 nm 波长的紫外线，来自两方面的能量最终

激发出波长为 590 nm 的红橙色的可见荧光。通常用水将 EB 配制成 l mg/mL 的

贮存液，于室温下避光保存。该染料通常以 0.5 μg/mL 的浓度掺入到凝胶和缓冲

液里，电泳后直接观察。也可在不加 EB 的条件下进行凝胶电泳，电泳完成后将



凝胶浸在含 EB(0.5 μg/mL)的电泳缓冲液或水中，于室温下染色 20 min 左右后观

察。EB 的存在将使线状双链 DNA 的电泳迁移率降低近 15％。应该注意的是，

溴化乙锭是强诱变剂，并有中度毒性，取用这种染料的溶液时务必带上防护手套。

如不慎与皮肤接触，应立即用清水彻底冲洗，含有溴化乙锭的溶液在使用后，不

得随意丢弃。 

出于安全性的考虑，本实验对凝胶的染色未采用溴化乙锭，而是选择了更加

安全低毒的 GeneGreen 核酸染料。它是一种新型的核酸染料，采用琼脂糖电泳检

测 DNA 时，GeneGreen 与核酸结合后能产生很强的荧光信号，其灵敏度与 EB

相当。经过荧光染料染色后的凝胶，在暗室条件下，经过蓝光透射仪照射激发可

以出现相应的可见荧光。实验者可通过肉眼或仪器进行观察。 

2.4 大肠杆菌及质粒载体 

大肠杆菌（Escherichia coli, E.coli）是革兰氏阴性短杆菌，大小 0.5×1～3 微

米。周身鞭毛，能运动，无芽孢。能发酵多种糖类产酸、产气，是人和动物肠道

中的正常栖居菌，婴儿出生后即随哺乳进入肠道，与人终身相伴，其代谢活动能

抑制肠道内分解蛋白质的微生物生长，减少蛋白质分解产物对人体的危害，还能

合成维生素 B 和 K，以及有杀菌作用的大肠杆菌素。它的主要特点有以下几点：

1、大肠杆菌是细菌，属于原核生物；具有由肽聚糖组成的细胞壁，只含有核糖

体简单的细胞器，没有细胞核有拟核；细胞质中的质粒常用作基因工程中的运载

体。2、大肠杆菌的代谢类型是异养兼性厌氧型。3、人体与大肠杆菌的关系：在

不致病的情况下（正常状况下），可认为是互利共生（一般高中阶段认为是这种

关系）；在致病的情况下，可认为是寄生。4、培养基中加入伊红美蓝遇大肠杆

菌，菌落呈深紫色，并有金属光泽，可鉴别大肠杆菌是否存在。5、大肠杆菌在

生物技术中的应用：大肠杆菌作为外源基因表达的宿主，遗传背景清楚，技术操

作简单，培养条件简单，大规模发酵经济，倍受遗传工程专家的重视。目前大肠

杆菌是应用最广泛，最成功的表达体系，常做高效表达的首选体系。6、大肠杆

菌在生态系统中的地位，假如它生活在大肠内，属于消费者，假如生活在体外则

属于分解者。7、它的基因组 DNA 为拟核中的一个环状分子。同时可以有多个

环状质粒 DNA。DH5α 菌株属于大肠杆菌，它适用于高效的 DNA 克隆和质粒扩



增，能保证高拷贝质粒的稳定遗传。 

本实验中使用的质粒为 pTrc99a。由于实验者往往需要利用质粒作为载体实

现在目标宿主中表达目标基因，而目标宿主基因克隆相较于大肠杆菌往往相对困

难，一般情况下，实验者首先利用 pTrc99a 质粒在大肠杆菌中完成基因克隆，后

将改造后的质粒转入到相应目标宿主中进行基因表达等操作。其质粒图谱如下图

4。 

 

图 4 pTrc99a 质粒图谱 

 

3 实验材料 

3.1 主要器材 

电子天平，冰箱，超净工作台，摇床，高速离心机，旋涡振荡器，制冰机，

微量移液器，微量离心管，微波炉，琼脂糖凝胶电泳仪（DYY-6C 型，北京市六

一仪器厂），TGreen 切胶仪/蓝光透射仪，封口膜。 



3.2 主要试剂 

(1) 菌种：含有 pTrc99a 质粒的大肠杆菌 DH5α，氨苄青霉素抗性。 

(2) LB 液体培养基：酵母浸膏 5 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，NaCl 10 g/L，pH 7.0 

(3) 氨苄青霉素：100 mg/mL 

(4) 快速质粒小提试剂盒（天根） 

(5)  琼脂糖：电泳级 

(6) DNA Marker DL5000，由 9 条线状双链 DNA 条带组成，分别为 5000、3000、

2000、1500、1000、750、500、250 和 100 bp。 

(7)  GeneGreen 核酸染料（天根） 

(8)  TAE 溶液：40 mmol/L Tris-乙酸盐，1 mmol/L EDTA 

(9)  10×点样缓冲液（Loading Buffer, Takara） 

4 实验方法 

4.1 菌体培养（前期准备工作） 

将甘油中保存的菌液接入固体 LB 平培养，挑取单菌落接入 5 mL 液体 LB

培养基（其中氨苄青霉素的浓度为 100 μg/mL），37℃，200 rpm 培养 12~16 h。 

4.2 质粒提取 

按照快速质粒小提试剂盒（天根）进行操作：  

1. 取 1-4ml 过夜培养的菌液，加入离心管中，使用常规台式离心机，12,000 

rpm（~13400×g）离心 1min，尽量吸除上清（菌液较多时可以通过多次离心将

菌体沉淀收集到一个离心管中）。  

2. 向留有菌体沉淀的离心管中加入 150 μl 溶液 P1（请先检查是否已加入

RNase A 和 TIANRed），使用移液器或涡旋振荡器彻底悬浮细菌沉淀。  

3. 向离心管中加入 150ul 溶液 P2，温和地上下翻转 6-8 次使菌体充分裂解。       

4. 向离心管中加入 350ul 溶液 P5，立即快速地上下颠倒混匀 12-20 次，充

分混匀，此时将出现絮状沉淀。12,000 rpm（~13,400×g）离心 2 min。   

5. 将上一步收集到的上清液用移液器转移到吸附柱 CP3 中（吸附柱放入收

集管中），注意尽量不要吸出沉淀。12,000 rpm（~13,400×g）离心 30 sec，倒

掉收集管中的废液，将吸附柱 CP3 放入收集管中。 

6. 向吸附柱 CP3 中加入 300 ul 漂洗液 PWT（请先检查是否已加入无水乙



醇），12,000 rpm（~13,400×g）离心 30sec，倒掉收集管中的废液，将吸附柱

CP3 放入收集管中。           

7. 将吸附柱 CP3 放入收集管中，12,000 rpm（~13,400×g）离心 1 min，目

的是将吸附柱中残留的漂洗液去除。 

8. 将吸附柱 CP3 置于一个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位滴加

50-100ul 洗脱缓冲液 TB，12,000 rpm（~13,400×g）离心 30sec 将质粒溶液收集

到离心管中。 

10. 测定得到的纯化产物的浓度，保存于-20℃冰箱中待用。  

4.3 酶切 

使用限制性内切酶切割质粒，形成线性质粒。 

取 25 μL 提取的质粒，加入 5 μL 10*CutSmart，1 μL HindIII 限制性内切酶和

19ul ddH2O，混匀后放置于 37℃反应 20 min，进行电泳观察。 

4.4 琼脂糖凝胶电泳 

A 制胶 

a) 利用 1×TAE 溶液配制 1%琼脂糖 25 ml(浓度由目的条带大小决定)，

微波加热使之溶化； 

b) 加入 2.5 μL GeneGreen（微毒，小心取用），轻轻摇匀，避免产生气

泡； 

c) 将制胶床放入水平放置的制胶托盘中，插好梳子，倒入融好的琼脂糖

凝胶； 

d) 待凝胶充分凝固(30 min)后，拔下梳子。 

B 加样 

e) 将制胶床连同凝胶一起放入电泳槽中； 

f) 加入电泳缓冲液 TAE，浸没胶面 1 mm 左右； 

g) 50 μL 的样品和 10 μL 点样缓冲液混和，然后点在点样孔中； 

h) 将 6 μL 的 DNA Marker 点在点样孔中。 

C 电泳 

i) 盖上透明上盖； 

j) 接通电源线，选择工作电压，120 V，30 min，打开电泳开关； 

k) 当加样缓冲液中的溴酚蓝迁移至足够分离 DNA 片段的距离时，关闭

电源，将凝胶在蓝光透射仪下观察，并拍照保存电泳图。（请注意观



察，如溴酚蓝已经接近另一端时可及时停止） 

5 注意事项 

(1) 琼脂糖溶液微波加热时间不易过长，以免液体大量蒸发； 

(2) 所用器具需要高压灭菌； 

(3) 碱裂解过程中混和的动作要温和，切勿振荡。 

(4) 将融好的凝胶倒入制胶床前需要冷却至 70℃以下，高温凝胶会使制胶床

变形； 

(5) 凝胶放入电泳槽时点样孔靠近阴极侧（通电后气泡较多的一侧）； 

(6) 上盖的小凸块应插入槽体，并压下安全按钮； 

(7) 本实验中使用的染色剂的是 GeneGreen，无毒。但实验中依然应注意戴

手套操作，且接触染料的手不要随意接触其他器皿，养成良好的实验习

惯。 

6 思考题 

1、 分析实验结果，思考可能影响质粒提取的纯度和浓度的因素； 

2、 简述质粒提取过程中各溶液（P1、P2、P3 等）的作用； 

3、 为了准确观察质粒的实际长度，跑胶前必须将质粒酶切变成线性片段，为什么？ 

 

PS：请大家提前扫描下方二维码，加入化工实验 2-（10）交流群，针对实验内容有任何问

题，都可随时提问。 

 

 


