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聚丙烯酰胺电泳条带中微量 ＤＮＡ片段的
回收与再扩增方法的改进

许美容，贾奥琳，郑　正，邓晓玲
（华南农业大学 资源环境学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】研究聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）条带中微量ＤＮＡ片段的回收和再扩增．【方法】比较了４种方法溶
解聚丙烯酰胺凝胶的效果和回收微量核酸的效率．【结果和结论】Ｂｉｏｔｅｋｅ溶胶／结合液能获得极高的ＤＮＡ片段回收
率，可从仅含１０～７５ｎｇ核酸的ＰＡＧＥ胶中有效回收到足量的片段；再扩增的效果与回收效率呈正相关；将液态
混合液与杂质分离是成功进行再扩增的关键．本研究构建的一套快速、高效的 ＰＡＧＥ多态性条带回收及再扩增的
方法为分析生物遗传多样性成因提供了新途径．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰＡＧＥ；ｔｒａｃｅＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｒｅｃｏｖｅｒｙ；ｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　琼脂糖凝胶电泳和聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｐｏｌｙ
ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）分别是常用的
水平和垂直电泳方法．相对于琼脂糖凝胶电泳，

ＰＡＧＥ因具有适用性广、分辨率高、上样量小、通量较
高等特征［１２］，而被广泛应用于生物遗传多样性研究

中的小片段 ＤＮＡ分离［３］．随着生物技术的快速发



展，ＰＡＧＥ衍生出 ＳＤＳＰＡＧＥ、２ＤＰＡＧＥ和 ｓｕｌｆａｔｅ
ＰＡＧＥ等多种形式，普遍用于蛋白质的分离［４］．

目前从琼脂糖凝胶中回收 ＤＮＡ片段的方法相
对成熟，如挤压回收法、速冻 －快速离心法与凝胶浸
泡法［５］，ＰＡＧＥ核酸回收的方法常采用的主要有水煮
法［６］、研磨法［７］、液氮研磨法［８］等，但是这些方法并

不适用于ＤＮＡ量微小的试验．
本研究采用了４种方法从 ＰＡＧＥ胶中回收微量

ＤＮＡ片段，并用再扩增的方法评价回收效果，建立了
一套高效的 ＰＡＧＥ条带回收和片段再扩增的方法，
为后续克隆研究奠定了基础．

１　材料与方法
１．１　ＤＮＡ提取与材料筛选

从广东和云南分别采集具有黄龙病（Ｈｕａｎｇｌｏｎｇ
ｂｉｎｇ，病原为 ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒｓｐｐ．）症状的砂
糖橘ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢａｎｃｏ或马水橘 Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａｍａｒ
ｇａｒｉｔａ（Ｌｏｕｒ．）Ｓｗｉｎｇｌｅ和香橼 ＣｉｔｒｕｓｍｅｄｉｃａＬ．或柠
檬Ｃｉｔｒｕｓｌｉｍｏｎ样品．ＤＮＡ提取：剪取０．１５ｇ柑橘叶
片中脉，磨碎后用植物 ＤＮＡ提取试剂盒（ＯＭＥＧＡ，
Ｄ２４８５０２）提取基因组总 ＤＮＡ．利用１０ｇ·Ｌ－１的琼
脂糖凝胶检测提取的 ＤＮＡ的质量．经柑橘黄龙病病
原细菌的特异性引物 ＵＰ２／ＤＰ２（ＵＰ２：５′ＡＴＧＴＴＧＴ
ＧＧＴＡＧＡＴＣＡＧＧＴＧＡＣＧＧＴ３′；ＤＰ２：５′ＧＣＡＡＡＡＧ
ＧＣＡＴＡＡＴＣＡＴＴＡＡＡＣＣＡＡ３′）鉴定，筛选出阳性的砂
糖橘、马水橘、香橼和柠檬样品．
１．２　引物设计与ＰＣＲ扩增
１．２．１　“Ｃａ．Ｌ．ａｓｉａｔｉｃｕｓ”ＳＳＲ位点的筛选　从
Ｇｅｎｅｂａｎｋ中下载到１２３Ｍｂ和１２７Ｍｂ的Ｐｓｙ６２菌
株和ｇｘｐｓｙ菌株的全基因组序列（ＧｅｎｅｂａｎｋＩＤ：ｇｂ
!

ＣＰ００１６７７５和 ｇｂ
!

ＣＰ００４００５１）．利用 Ｔａｎｄｅｍ
ＲｅｐｅａｔｓＦｉｎｄｅｒ（ｖｅｒｓｉｏｎ４０７ｂ）在线软件扫描分析候
选的ＳＳＲ位点信息；经 ＰＣＲ筛选，从３３对不同候选
ＳＳＲ位点的引物中选择扩增产物条带丰富且多态性良
好的引物 ＳＳＲ３Ｆ（５′ＧＴＡＧＧＡＧＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴ３′）和
ＳＳＲ３Ｒ（５′ＧＣＣＴＧＴＡＣＧＡＧＧＴＴＴＧＡ３′）用 于 本 研
究［９］．

１．２．２　ＰＣＲ扩增 ＳＳＲ基因　以筛选到的阳性 ＤＮＡ
为模板，以上述引物进行常规 ＰＣＲ扩增．１５μＬ的
ＰＣＲ体系含１０～２０ｎｇＤＮＡ、１７６μＬ灭菌 ｄｄＨ２Ｏ，
１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋，ＴｉａｎＧｅｎ）、ｄＮＴＰｓ（２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ＴｉａｎＧｅｎ）各 １５μＬ，正反向引物（１０
μｍｏｌ·Ｌ－１）各 ０５μＬ及 ０２μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶
（２５ｍｏｌ·μＬ－１）．将以上混合体系置于在 ＢｉｏＲＡＤ
热循环仪上进行扩增；ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变
性 ５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、５６～６０℃退火４０ｓ、７２℃
延伸４５ｓ，３５个循环后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ．利用 １０
ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶检测ＰＣＲ扩增结果．
１．３　ＰＡＧＥ电泳条带的处理

ＰＣＲ产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳后采用银染
法［１０］染色．显色结束后，拍照获取谱带信息，并切下
ＰＡＧＥ胶上的目的条带．

选用４种方法溶解含有 ＤＮＡ片段的 ＰＡＧＥ胶：
分别加入 １００μＬＥｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（ＯＭＥＧＡ，Ｄ２４８５
０１）、ｄｄＨ２Ｏ、ＢｕｆｆｅｒＤＥＡ（ＡｘｙＰｒｅｐ，Ｄ５１１４ＫＥＩ）和溶
胶／结合液 ＤＥ（Ｂｉｏｔｅｋｅ，ＤＴ１７０１），置于６５℃水浴锅
中温浴１０ｍｉｎ．将其中一组样品的液态溶胶液用移
液枪吸入已灭菌的１５ｍＬ离心管，与固态 ＰＡＧＥ胶
分离；另一组样品则不作分离处理．

用沉淀法收集ＤＡＮ片段［１１］，以回收的１０μＬ微
量ＤＮＡ为模板，用原对应的引物 ＰＣＲ扩增．电泳检
测ＰＣＲ扩增结果．

２　结果与分析

２．１　４种ＰＡＧＥ胶溶解方法的比较
选用的引物 ＳＳＲ３Ｆ／３Ｒ对不同来源的“Ｃａ．Ｌ．

ａｓｉａｔｉｃｕｓ”菌株扩增谱带信息丰富，在 ＰＡＧＥ胶上区
分度大（图１），能够分离．选择能扩增出３个条带的
第５个样品做后续试验．

经温浴后，ＯＭＥＧＡ Ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ、ｄｄＨ２Ｏ和
ＡｘｙＰｒｅｐ溶胶液ＤＥＡ均无法溶解 ＰＡＧＥ胶（图２Ａ、
２Ｂ、２Ｃ），而Ｂｉｏｔｅｋｅ溶胶／结合液ＤＥ处理后的ＰＡＧＥ
胶变透明（图２Ｄ）．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～３４为采自广东或云南的不同“ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ”菌株．

图１　不同“ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ”菌株ＰＣＲ产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳谱带
Ｆｉｇ．１　ＰＡＧＥｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ“ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓ”ｓｔｒａｉｎｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓＳＳＲ３Ｆ／３Ｒ
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图２　４种不同的试剂溶解聚丙烯酰胺凝胶的效果比较
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｇｅｎｔｓｉｎｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｉｓｓｏｌｖｅｎｔ

２．２　４种ＰＡＧＥ胶ＤＮＡ回收片段的再扩增效果
回收的ＤＮＡ片段经相应引物再扩增后用１０ｇ·Ｌ－１

琼脂糖凝胶电泳检测．前３种方法的回收产物作为
模板未能再扩增到目的条带，而 Ｂｉｏｔｅｋｅ溶胶／结合
液ＤＥ回收的产物经再扩增后获得了清晰的目的条
带（图 ３）．表明简单的化学（Ｂｉｏｔｅｋｅ溶胶／结合液
ＤＥ）＋物理方法（６５℃水浴１０ｍｉｎ）可以将微量的
ＤＮＡ从ＰＡＧＥ胶中析出．
２．３　未溶解的ＰＡＧＥ胶对ＤＮＡ回收效率的影响

为了验证水浴加热后的液态 ＰＡＧＥ胶与未溶解
的固态胶分离对ＤＮＡ的获得率的影响，本试验对比
了２组操作的再扩增效果．一方面，若不将液态
ＰＡＧＥ胶与少量沉淀分离，在 ＤＮＡ沉淀过程中，经 φ
为７５％的乙醇溶液洗涤干燥后重悬的过程中，少量
透明的沉淀物会吸水膨胀，即含ＤＮＡ的ｄｄＨ２Ｏ会再
次被ＰＡＧＥ胶快速吸收．另一方面，经分离的ＰＡＧＥ

胶中沉淀的核酸样品能有效地被再扩增（图４Ａ），而
去除ＰＡＧＥ胶沉淀的样品经ＰＣＲ再扩增不能获得目
的条带（图４Ｂ）．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００；１～３为Ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ回收样品；４～６为ｄｄＨ２Ｏ

回收样品；７～９为ＢｕｆｆｅｒＤＥＡ回收样品；１０～１２为溶胶／结合液 ＤＥ

回收样品．

图３　以４种不同方法回收的ＤＮＡ为模板进行再扩增的结果
Ｆｉｇ．３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂａｎｄｓ

ｕｓｉｎｇｔｅｍｐｌａｔｅｓｒｅｃｏｖｅｒｅｄｂｙｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｕｆｆｅｒｓ

Ａ为液态ＰＡＧＥ胶液与少量固态沉淀分离的样品再扩增结果；Ｂ为未将液态ＰＡＧＥ胶液与少量固态沉淀分离的样品再扩增结果；Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

２０００；１为空白对照；２～４为３个ＰＡＧＥ条带的回收产物．

图４　将温浴后的液态溶液与少量固态沉淀分离的回收产物再扩增效果
Ｆｉｇ．４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇｌｉｑｕｉｄｍａｔｔｅｒｓｓｅｐａｒａｔｅｄｏｒｕｎｓｅｐａｒａｔｅｄｗｉｔｈｐｅｌｌｅｔｓｏｎｔｈｅｂｏｔｔｏｍ

ｏｆｔｕｂｅ

３　讨论与结论
在“Ｃａ．Ｌ．ａｓｉａｔｉｃｕｓ”菌株的全基因组序列公布

以后，“Ｃａ．Ｌ．ａｓｉｓｔｉｃｕｓ”的多样性研究迅速成为热

点［１２１４］．“Ｃａ．Ｌ．ａｓｉａｔｉｃｕｓ”基因组中的短串联重复
序列也被用于菌株多态性分析［１５１６］．以上多样性研
究证明借助于 ＰＡＧＥ可以很好地区分扩增产物的多
态性．

９１１　第２期 　　　　　许美容，等：聚丙烯酰胺电泳条带中微量ＤＮＡ片段的回收与再扩增方法的改进 　　　



较之琼脂糖凝胶电泳，ＰＡＧＥ在小分子片段的分
离，特别是多条带区分中具有独特的优势［１４］．从
ＰＡＧＥ胶中有效回收目的条带是分子生物学试验中
进一步进行序列克隆、分析的基础．水煮法、研磨法、
液氮研磨法、直接法等要求较大上样量，并不适合有

效地回收ＰＡＧＥ胶中微量的核酸．由于ＰＡＧＥ胶在高
温下不能溶解且其物理结构十分紧密［１７］，胶中的

ＤＮＡ很难在研磨、煮沸等条件下释放．本研究证明从
ＰＡＧＥ胶中回收ＤＮＡ片段的关键在于ＤＮＡ从ＰＡＧＥ
胶中释放并游离出来．

多次试验发现，从 ＰＡＧＥ胶中回收核酸片段应
注意：首先，含ＤＮＡ的 ＰＡＧＥ胶即使在 －２０℃条件
下也不适合长时间保存（－２０℃下存放超过１０ｄ，
ＤＮＡ可能会部分降解）；其次，应避免将样品长时间
浸泡在溶解液中，溶解液可能引起 ＤＮＡ降解；第三，
未溶解的胶体经干燥后的吸水能力强，能重新吸附

ＤＮＡ片段，从而导致ＤＮＡ回收效率大大降低；再者，
本试验中所用的溶胶液是针对于琼脂糖凝胶的，因

而未能完全溶解 ＰＡＧＥ胶，但是 ＰＡＧＥ胶中的 ＤＮＡ
可以在该条件下析出，并进入溶胶液．未将液态溶胶
液与少量固态沉淀分离而导致再扩增失败的原因可

能是残留的某化学物质抑制了ＰＣＲ反应．
本试验通过试剂的选择和操作方法的简化，避

免了对 ＰＡＧＥ胶的破碎，从而减少了试验时间和操
作步骤，并实现了快速高效批量地回收 ＰＡＧＥ胶中
微量的ＤＮＡ目的小片段．
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