第二章  DNA的纯化、浓度的测定及质量鉴定

实验一  DNA(或RNA)的核酸酶处理纯化

一、原理和用途

在基因工程中，DNA与RNA的提取与纯化是最基本的实验方法。在DNA提取时，有时会有RNA的污染，在RNA提取时，有时会有DNA的污染，为了消除它们对后续实验的影响，通常我们要对所提取的DNA或RNA用相应的核酸酶进行纯化。
核糖核酸酶A（又叫RNA酶A，RNase A）来源于牛胰脏，是一种内切核糖核酸酶，可特异性攻击RNA上嘧啶残基的3′端，切割与相邻核苷酸形成的磷酸二酯键，从而除去RNA，其反应终产物为嘧啶3′磷酸及末端带嘧啶3′磷酸的寡核苷酸。

脱氧核糖核酸酶I（又叫DNA酶I，DNase I）来源于牛胰脏，是一种内切脱氧核糖核酸酶，它能水解双链或单链DNA，产生带5′端磷酸基团的单核苷酸及寡核苷酸的混合物。当Mg2+存在时，DNA酶I可独立地作用于每条DNA链，且切割位点随机分布。而当Mn2+存在时，DNA酶I可在两条链大致同一位置上切割DNA链，产生平齐末端或具有1～2个核苷酸突起的DNA片段。

二、实验材料

粗提的DNA（或RNA）溶液。
三、溶液与缓冲液

1． 核糖核酸酶A 

2． 10×RNase A悬浮液

3． DNase I

4． 10×DNase I液（含MgCl2）或10×DNase I缓冲液（含MnCl2）

5． 灭菌纯水

6． 无水乙醇

7． 70％乙醇

8． TE缓冲液

四、仪器设备及耗材

制冰机，冰箱，冷冻低温超速离心机，干燥培养恒温器，恒温水浴箱，旋涡振荡器，真空干燥器，离心管架，吸头盒, 2 (L、10 (L、100 (L、200 (L、1000 (L移液器，10 (L、200 (L、1000 (L吸头，1.5 mL离心管等。
五、实验方法

1.  有些商业用固体RNase A干粉（或DNase I）可能含有微量的DNase（或RNase）活性，故在使用前应去除其活性，去除的方法可按照商家的使用说明书进行。

2.  取一定体积的DNA（或RNA）溶液，放入灭菌的1.5 mL离心管中。

3.   按照商家的使用说明书加入一定体积的RNase A或DNase I，混匀，在合适的温度下进行消化。

4.  加入2倍体积冰冷的无水乙醇，混匀，然后－20℃放置30 min 或更长。
5.  4℃，12000 g离心30 min，弃去上清液。

6.  加入冰冷的70％乙醇。

7.  4℃，16000 g离心10～20 min，弃去上清液。

8.  5 min 真空干燥或空气中自然干燥。

9.  溶解在适量TE缓冲液中，4℃冰箱保存过夜。
六、作业与思考题

为什么在使用前要除去RNase A（或DNase I）中含有微量的DNase（或RNase）活性？

实验二  凝胶中的DNA片段的回收与纯化

一、原理和用途

DNA检测时，通常用琼脂糖凝胶或聚丙烯酰胺凝胶进行检测。对于某一特定的DNA片段或PCR产物需要从凝胶中进行回收与纯化。其原理为：将含有一定片段大小DNA的凝胶块从凝胶中割下来，放入透析管中，由于DNA是大分子物质，利用直径小于DNA分子的透析管，再通过电泳使DNA从凝胶中出来，并留在透析管内，收集含有DNA的缓冲液，用乙醇沉淀即可回收和纯化目标片段。纯化的DNA片段可用于测序，PCR反应及载体的连接与转化等。目前已有大量商用从凝胶中进行DNA回收与纯化的试剂盒出售。

二、实验材料

DNA片段或PCR产物。
三、溶液与缓冲液

1． 0.5×TBE 缓冲液

3. 透析管
4. 10 mmol/L EDTA 
5. 4 % NaHCO3
6. 3 mol/L NaAc
7. 10 mg/mL溴化乙啶染色液

8. 溴酚蓝电泳加样缓冲液
四、仪器设备及耗材

小型高速离心机，电泳仪，电泳槽，凝胶板槽，胶梳子，微波炉，电子天平，凝胶成像仪或紫外透射议，离心管架，吸头盒，2.5 (L、10 (L、 1 00 (L、1 000 (L  移液器，10 (L、100 (L、1 000 (L 吸头，0.2 mL PCR管，1.5 mL离心管等。

五、实验方法

1． 琼脂糖凝胶电泳
取5 µL 待纯化的DNA片段或PCR产物，用1.0% 的琼脂糖凝胶电泳检测其大小、纯度及亮度。
对于扩增效果良好且足量的样品，则将每个样品中20～100 µL的 PCR产物用透析管法或购买生物技术公司（如美国Omega公司）生产的胶回收试剂盒进行纯化与回收。下面分别介绍其具体的纯化方法。
2． 透析管法
具体的纯化与回收步骤为：

(1) 收用的EP管的制作：
将灭菌EP管的盖子用小刀挖通，磨平；将其管底切除1.0～1.5 cm，用胶布封住，再加入0.3～0.4 mL热琼脂糖，使其凝固。

(2) 透析管的处理
1 将透析管剪成适当长度的小段。
2 用10 mmol/L EDTA和4 % NaHCO3配成终浓度为1 mmol/L EDTA 1000 mL和2 % NaHCO3 (pH 8.0)，将透析管煮沸10 min。

3 用蒸馏水彻底清洗透析管。
4 放在1 mmol/L EDTA (pH 8.0)中将之煮沸10 min。

5 冷却后，存放于4℃，必须确保透析管始终浸没在溶液内。此后，取用透析管必须戴手套。
6 用前将透析管清洗干净。
(3) PCR产物的纯化与回收

1 将位于1.0 % 的琼脂糖凝胶中的20～100 µL PCR产物在紫外检测仪下挖出来，装入回收用的EP管中，加入0.2 mL热的琼脂糖将其覆盖，待EP管中的琼脂糖凝固后，再在该EP管中加满0.5×TBE缓冲液，约0.4～0.5 mL。
2 用透析管盖住EP管顶部。注意，管中不能出现气泡。
3 去掉EP管底部的胶布，将该管小心放入电泳槽中，管底与电泳槽的负极方向一致，管顶与电泳槽的正极方向一致，在低电压（55 V）中电泳2～3 h，使DNA进入EP管中0.4～0.5 mL 的0.5×TBE缓冲液。
4 让电极反转电泳30 s～60 s，管顶朝下取出EP管，用移液器将管中的0.5×TBE缓冲液吸出，放入另一灭菌EP管中，加入1/10体积的3 mol/L NaAc溶液，再加入2倍体积的―20℃无水乙醇，放在―20℃冰箱中冰冻过夜。
5 用台式离心机将―20℃冰冻过夜的DNA溶液 12000 r/min离心10 min，去掉上清液，用70 % 乙醇12000 r/min离心5～10 min，再重复1次，沉淀即为纯化的DNA。真空或空气中自然干燥。
6 将沉淀溶于10～50 µL纯水中，待充分溶解后，取2 µL纯化的DNA，用1.0% 的琼脂糖凝胶进行检测，55 V电泳1 h。

7 电泳完毕，经凝胶成像仪检测，可见1条清晰的DNA带纹。

   透析管法的优点：用该法纯化的DNA效率能达到70%～80 %，简单方便，费用低廉，且不需要特殊的仪器设备，回收的DNA量完全能满足测序的要求。

3．胶纯化试剂盒法
以美国Omega公司生产的胶回收试剂盒为例，其它试剂盒参照说明书：

（1） 用新配的0.5×TBE溶液作为电泳缓冲液。

（2） 在紫外灯下（最好不要超过30 s）切除含有目标DNA的琼脂糖凝胶，装入1.5 mL EP管中（事先称出该管的重量）。
（3） 称出含有目标DNA的琼脂糖凝胶的重量。假设胶的浓度为1 g/mL，0.1 g胶相当于0.1 mL体积缓冲液的重量。往管中加入3～4倍胶体积的Binding Buffer。把该混合物在恒温摇床中55～65℃温育7 min或直至胶完全融化（温育期间需每隔2～3 min摇动一次）。待该混合物完全溶解后，需检测其pH值。当pH>8时，DNA产量急剧降低，如该混合物的颜色变为桔红或红色时，需加5 µL 5 mol/L NaAc（pH 5.2）使其pH值降下来，这时混合物的颜色应该呈微黄色。

注意：如果纯化的DNA片段< 500 bp，待该混合物融化后，还需加等体积胶的异丙醇，例如0.2 g胶需加0.8 mL Binding Buffer及0.2 mL异丙醇；对于>4 kb的DNA片段，只加1.5倍胶体积的异丙醇即可。

（4） 加750 µL DNA/胶溶液到HiBind DNA 旋转柱（安装在干净的2 mL 收集管中），在微型离心机中室温下10000 g 离心1 min，倒掉收集管中的溶液。对大于850 µL体积的DNA/胶溶液，连续把该溶液加入旋转柱，连续离心。每个HiBind DNA 旋转柱可纯化25～30 µg DNA。

（5） 可选择使用：加300 µL Binding Buffer洗旋转柱，室温下10000 g 离心1 min，倒掉收集管中的溶液。

（6） 加750 µL Wash buffer（用前需用无水乙醇稀释）到HiBind DNA 旋转柱中，放置2～3 min，室温下10000 g 离心1 min。

（7） 倒掉收集管中的溶液，重复步骤⑥ 一次。

（8） 倒掉收集管中的溶液，10000 g离心空柱1 min，以干燥柱基部（关键）。

（9） 把柱放在一干净灭菌的1.5 mL Eppendorf管上，加30～50 µL DNA Elution Buffer(洗脱液)，10000 g 离心1 min以洗脱DNA，其回收率约为80%～90 %。再洗一次可洗脱残余的DNA，但需低速离心。

（10） 取1～2 µL纯化的DNA，用1.0 % 的琼脂糖凝胶进行电泳检测，可见1条清晰的DNA带纹。

（11） 胶纯化试剂盒法具有简单快捷，成功率高等优点，但费用稍高。纯化后的PCR产物可直接用于测序，或连接到载体中再测序。

六、作业与思考题
为什么在用透析管法对凝胶中的DNA进行纯化与回收时，要让电极反转电泳30 s～60 s，而且管顶朝下取出Eppendorf管，再用移液器将管中的0.5×TBE缓冲液吸出？ 

实验三  DNA浓度的分光光度计测定

一、原理和用途

为了对DNA进行分析并获得最佳结果，必须用一定的、精确量的DNA，所以所分离的DNA 必须测定其浓度和通过电泳检查DNA质量。浓度的测定一般用分光光度计法。

组成核酸分子的碱基，均具有一定的吸收紫外线特性，最大吸收值的波长为250～270 nm之间。例如腺嘌呤的最大紫外线吸收值在260.5 nm，胞嘧啶：267 nm，胸腺嘧啶：264.5 nm，尿嘧啶：259 nm。这些碱基与戊糖，磷酸形成核苷酸后，其最大吸收峰不会改变，但核酸的最大吸收波长是260 nm，吸收低谷在230 nm，这个物理特性为测定核酸溶液浓度提供了基础。 

在波长260 nm紫外线下，1 OD值的光密度相当于双链DNA浓度为50 (g/mL；单链DNA或RNA为40 (g/mL；单链寡聚核苷酸为20 (g/mL。可以此来计算核酸样品的浓度。

分光光度法不但能确定核酸的浓度，还可以通过测定在260 nm和280 nm的紫外线吸收值的比值（A260/A280）估计核酸的纯度。DNA的比值为1.8，RNA比值为2.0。若DNA比值高于1.8，说明制剂中RNA尚未除尽。RNA、DNA溶液中含有酚和蛋白质将导致比值降低。270 nm存在高吸收表明有酚的干扰。当然也会出现既含蛋白质又含RNA的DNA溶液比值为1.8的情况，所以有必要结合凝胶电泳等方法检测有无RNA，或用测定蛋白质的方法检测是否存在蛋白质。紫外分光光度法只用于测定浓度大于0.25 (g/mL的核酸溶液。

二、实验材料

分离的DNA或RNA。

三、溶液与缓冲液

1． TE缓冲液：

10  mmol/L Tris

1 mmol/L EDTA

pH 调至8.0，高压灭菌。

四、仪器设备及耗材

紫外分光光度计或核酸蛋白测定仪（使用前预热稳定10 min），小型高速离心机，旋涡振荡器，1.5 mL EP管。2 μL 、10 μL 、100 μL 、200 μL 、1000 μL 移液器，10 μL 、200 μ L、1000 μL吸头, 离心管架，吸头盒等。 

五、实验方法

1． 按照经验将所分离的DNA或RNA 用TE缓冲液稀释成不同的倍数如：5倍, 10倍, 20倍, 30倍, 40倍和50倍。取5个1.5 mL离心管放在冰上，编号，给5个离心管先分别加入80 μL、90 μL，95 μL 、96.7 μL、97.5 μL, 98 μLTE－缓冲液，然后分别加入所分离的DNA样品20 μL、10 μL、5 μL、3.3 μL、2.5 μL 和2 μL。

2． 每个离心管在旋涡振荡器上振荡混匀后，瞬时离心。

3． 准备一个对照，只放TE缓冲液。

4． 分光光度计提前15 min 打开。

5． 将TE－缓冲液转入紫外分光光度计的石英比色皿中，校正零点。

6． 将稀释的DNA样品一一转入DNA比色皿中，在波长260 nm上测定DNA浓度。紫外分光光度计的计算机程序自动给出光密度、浓度和纯度。在260 nm和280 nm分别读出光密度，DNA的样品的浓度为OD260值×核酸稀释倍数×50（μg/mL）；RNA的样品的浓度为：OD260值×核酸稀释倍数×40（μg/mL）。每一样品的实测值乘上稀释倍数所得的数值平均，即为该样品的实际DNA浓度。注意：每次测定完必须用TE缓冲液冲洗比色皿后，才能加入第二个样品，以保证测定的准确性。

7． 若为DNA样品，OD260/OD280的比值大于1.8，说明仍存在RNA，可以考虑用RNA酶处理样品；小于1.6，说明样品中存在蛋白质或酚，应再用酚/氯仿抽提，抽提后，以乙醇沉淀纯化DNA。RNA样品OD260/OD280比值小于2，也应考虑再用酚/氯仿抽提。
8． 根据DNA母液的浓度，即可计算出所用DNA量的体积。

9． 通过电泳检查DNA质量，没降解的DNA一般出现一条相对集中的带，电泳方法见实验五DNA琼脂凝胶电泳。
五、作业与思考题

如何利用分光光度计测量DNA样品的浓度？还有其它方法吗？它们之间有何区别？

实验四  DNA质量与浓度的凝胶电泳法测定

一、原理和用途

凝胶电泳技术的原理详见第三章的实验一。

DNA和RNA本身并不产生荧光，但在荧光染料溴化乙锭（ethidiun bromide, EB）嵌入碱基平面之间后，DNA样品在紫外线照射激发下，可以发出红色荧光，其荧光强度与核酸含量成正比。使用一系列已知的不同浓度DNA溶液做标准对照，可以比较出被测DNA溶液的浓度。灵敏度可达1～10 ng。

染色一般是在凝胶或电泳缓冲液中加入终浓度为0.5 μg/mL的EB，但是由于EB带正电荷，中和核酸分子的负电荷，同时它的嵌入增加了核酸分子的刚性，使迁移率减慢，故不宜用于凝胶电泳测定核酸分子的大小。利用凝胶电泳比较估计或测定样品DNA的含量，也不适合在凝胶中直接加入EB，因此在凝胶中，游离的EB分子向负极游动，会使样品中前后各带染色不均匀，影响定量。故应在电泳后，将凝胶浸入0.5 μg/mL的EB水溶液中10 min进行染色。

EB见光易分解，故应存棕色试剂瓶中于4℃条件下保存。染色时也应避光。电泳后应立即染色观察或拍照记录。若不能马上拍照，可用保鲜膜或塑料袋封好置于4℃下过夜，核酸带型改变不大。

比较样品DNA条带与λDNA标准条带的亮度即可对样品DNA进行定量。通过肉眼比较条带的强度可对DNA含量进行粗略估计（±10 ng），但通过图像处理设备和凝胶分析软件，例如UVP（Cambridge）软件包SW2000可进行更高精度的分析，这种设备对条带的强度均赋予数值，通过λDNA标准绘制出DNA量与条带亮度的标准曲线，这样就可以更精确地估算出未知样品中的DNA含量。

另外在比较时，应该考虑DNA或RNA样品中分子大小与标准对照中核酸分子的长度。

不同大小的DNA片段在凝胶中的迁移速度不同，据此，科研工作者们便能判断DNA的分子质量，其有无降解。同时，通过同已知分子质量的标准DNA片段之间的比较，还可以测定出随迁移的DNA片段的分子质量。

荧光分析法灵敏快速，不但能测定浓度小于0.25 μg/mL的样品，还可了解核酸样品中由于RNA或非核酸类杂质的污染而干扰紫外吸收的情形。但它的荧光强度决定于溴化乙锭嵌入碱基中的多少，这与DNA的超螺旋程度密切相关，标准品与样品难以完全一致，并且还受其它影响荧光发光污染物的影响。

二、实验材料

分离的DNA或RNA。
三、溶液与缓冲液

1．50×TAE (50倍体积的TAE储存液)

配 1000 mL50×TAE：

Tris                    242 g

冰乙酸                 57.1 mL

0.5 mol/L EDTA，pH 8.0  100 mL

2．凝胶上样缓冲液（6×）

溴酚蓝          　　    0.25％

蔗糖             　　   40％

3．琼脂糖

4．溴化乙锭溶液 (EB)    　　10 mg/mL

在100 mL水中加入1 g溴化乙锭，磁力搅拌数小时以确保其完全溶解，然后用铝箔包裹容器或转移至棕色瓶中，室温保存。

5．标准DNA样品
注意：溴化乙锭是强诱变剂，称量粉末时要带面罩，使用时要带手套。

四、仪器设备及耗材

电泳仪，电泳槽，定量移液器，紫外线透射仪或凝胶成象仪，微波炉。

五、实验方法

1．取2 μL DNA样品，加0.4 μL电泳上样缓冲液（含溴酚蓝），混匀后加样于琼脂糖微型电泳的样品孔内。

2．取一系列浓度不同的2 μL标准DNA样品（0.5～50 μg/μL）与0.4 μL上样缓冲液混合上样。标准DNA溶液中，应含有一种与样品DNA分子量大小相近似的DNA分子。

3．电泳：使DNA移入琼脂糖胶内。一般为溴酚蓝迁移2 cm左右即可停止电泳。

4．电泳后将凝胶浸入0.5 μg/mL的EB水溶液中10 min进行染色

5．将凝胶浸入含0.01 mol/L MgCl2的电泳缓冲液中5 min，进行背景脱色。

6．用短波紫外线（254 nm）进行拍照，比较样品DNA与DNA标准品的荧光强度，并计算出待测样品中DNA的浓度。

7．如果DNA已经降解，DNA的带就会拖尾巴，或出现弥散性分布，而不能形成清晰、紧凑的带纹，这样的DNA样品不能用于进一步研究。

六、作业与思考题

如何使用凝胶电泳技术确定DNA的质量与浓度？
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