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核酸的制备

• 核酸包括：
基因组DNA、RNA、质粒DNA和叶
绿体DNA、线粒体DNA等。

制备核酸的意
义是什么？核
酸又包括了哪

些种类？



基因组DNA提取

步骤：

• 温和裂解细胞

• 溶解DNA

• 采用化学或酶法，去除蛋

白质、RNA及其他大分子

破碎细胞

提取

纯化



植物DNA的提取



动物DNA的提取



原则：
ü保证核酸一级结构的完整性；
ü排除其他分子的污染；
ü不应存在对酶有抑制作用的有机溶剂或高浓度的金属离子；
ü排除其他生物大分子污染；
ü排除其他核酸分子污染。

基因组DNA提取

为什么要排除
这些污染？



温和裂解细胞 为什么要温
和的裂解细

胞？

化学裂解 酶裂解 机械裂解

较温和

SDS、CTAB、
碱裂解等 溶菌酶 均一、高效、选

择性低

存在DNA断裂风险



化学裂解

• SDS：十二烷基硫酸钠，阴离子表面活性剂，溶解细胞膜和核膜
蛋白，使细胞膜和核膜破裂

• CTAB：溴化十六烷基三甲铵，阴离子表面活性剂，溶解细胞膜和
核膜，并能与核酸形成复合物，使其溶于高盐溶液（>0.7mmol/L 
NaCl），在低盐溶液（<0.3mmol/L NaCl）中沉淀。相比SDS，
CTAB对含糖量较高的材料提取DNA效果更理想。



化学裂解

• 一般在化学裂解方法中，我们还会添加EDTA。
• EDTA：乙二胺四乙酸，能与Mg2+、Ca2+、Mn2+、Fe2+等二价金

属离子结合。

为什么要加EDTA呢？
在细胞内有大量的DNA酶，会降解DNA，影
响DNA提取效率。而DNA酶的活性依赖Ca2+，
激活依赖Mg2+和 Mn2+。因此去除这些离子可以有效

保护DNA不被降解。



化学裂解

• 碱裂解：主要用于细菌质粒的提取。由于

DNA在碱性环境下（pH 12.6）会发生变

性（染色体DNA氢键断裂，双螺旋结构解

开；而质粒DNA大部分氢键虽然也断裂，

但超螺旋共价闭合的两条互补链不会完全

分离），而pH环境恢复中性后（pH4.8调

节至中性），质粒DNA可复性，染色体

DNA不会复性，缠结成网状物质，可通过

离心去除。



化学裂解

质粒DNA

染色体DNA



酶裂解

• 溶菌酶：胞壁质酶，能够分解细胞壁的多糖，形成可溶性糖肽，
导致细胞壁破裂，细胞内容物逸出，便于DNA提取。



去除蛋白质、RNA及其他大分子
• DNA在细胞内往往与蛋白质结合，需要去除蛋白质，提纯DNA。
• 采用苯酚/氯仿抽提
• 苯酚/氯仿混合物对蛋白质有很强的变性作用



核酸的检测

• DNA无色无味、易溶于水。
提取出的核酸长什么
样？我们怎么才知道

是否提取到了DNA呢？

所以我们肉眼是无法看出我们
是否提取出了DNA的



核酸的检测

ü凝胶电泳法
ü紫外分光光度法



琼脂糖凝胶电泳法



目的基因的获取

ü研究表达调控机制

ü建立高效表达系统

ü进行目的基因修饰和改良

获取目的基因
能用来做什么？



目的基因的获取

• 化学合成法

• 鸟枪法

• cDNA法

• PCR扩增法

• 基因文库构建

如果已知某个功
能基因的序列，
直接编辑不就好

了吗？



ü化学合成法

• 将已知序列的目的基因利用化学合成的方法直接合成。
• 以四种核苷酸为原料。


