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一 种回收 DNA小片段的有效方法 

沈 英 

(同济医科大学微生物学教研室 武汉 430030) 

摄 要 

在分子生物学中回收 DNA 小片段柱柱不够理想，本文通 过一个 si hp多橐接头的 

消化、电辣，超速离心普步骤．介绍了一种有效的回收 DNA 小片段的方法。 

美麓蜀：DNA 片段 回收 多聚接头 

从凝胶中分离回收 DNA 片段是基因工程的常用手段， 特别是对 100 bp以下的小 

片段的电泳和回收更是分子生物学的重要内容⋯。例如。为了构 建多功能 高效表达载 

体，经常需要从一个质粒切下多聚接头，单一酶切序列，操纵子，启动子等等，然后插 

入到另一个质粒中 。上述 DNA 片段常为较小片段，而 DNA 小片段的回收又较为 

困难，至今还没有十分完善的方法。我#1 c。 在构建昆虫枉状病毒转移载体的过程中，用 

EcoRI和HindⅢ双酶消化质粒 pu 西1 取得一个大小只有 匿 3个限制 

酶位点的多聚接头，重组后成为多克隆位点的转移载体，这样不仅增加了转移载体的应 

用范围，而且使用起来更加方便，对于这种多聚母叁里 垒尘 墼 旦墼0我们摸索了 
如下几点经验。 

1． 阻捌性一消化和点样⋯ 

由于此 DNA 片段很小，仅51 bP，用溴化乙锭染色在凝胶中带微弱， 我们采取了 

分管消化合并点样的方法，即每支 Eppeadrof管内加底物0．8～1．Oug， 用酶化后，5 

管合并点到一个点样孔内，这样每个样品孔中 DNA含量可迭 ‘～5 g。 

2． PAG 电涞和包收 

用琼脂糖凝胶回收小于 100 bp的 DNA小片段是很困难的，即使将凝胶浓度提高 

到 1～1．2 ，也难以回收。因此，我们在回收 5l bp小片段时，选用了垂直扳式 10N聚 

丙烯酰胺凝胶 (PAG)电泳(12，电泳缓冲液为 PH7．2的 TBE (5倍浓缩贮备液每开 

含I Tris碱 54g、硼酸 27．5g，0．05mol／L EDTA PH 8．0 20m1)，以Hac'l 消他的 

PBR 322作为片段大小的标准，电泳后，在紫外灯 下可清楚的看封5lbp小片段， 切下 

所需部分凝胶带，装入透析袋中，电泳洗脱回收(t2。 

}此项工作是在武汉大学病毒系齐义鹏教授实验室完成。 一 
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用电泳洗脱法从 PAG 中回收这个 DNA小片段，经常规酚，氯仿l异戊醇(24 1) 

抽提，加 2．5倍冷乙醇，，转入超速离心管中，精确平衡，一35℃过夜或一8O℃放置 1 

小时，取出后，用40．000 rpm超速离心1小时，弃上清，沉淀于 IO／LI无菌双蒸水中· 

立即进行连接反应或溶于 1×TE中，4℃保存备用。 

用超速离心法回收 DNA小片段，多次实验都能得到满意结果， 回收率为 8o％以 

(图 2)，且克分子浓度和末端总浓度均较高，足以保证构建载体所需 DNA片段的数 

量，是一个可以推广的回收小片段的有效方法。 
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An Efficient Method to Recover DNA Small Fragment s 

Shen Ying 

(De#t． Microbiology,Tonji Medical University．Wuhan 430030) 

It “ difficult to recover DNA small fragment in moleeular biology．By uBing 

come procedures of digestion， eleetrophorecis and ultrecentrifugetion etc。 en 

efficient method to recover 51bp polylinker is introduced in the paper
． 
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