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Abstract： Plasmid extraction is an important but difficult step of the genetic engineering
operations，because of the yeasts cells with tough and unbreakable cell wall. For getting one fast，
simple，efficient and stable method of plasmid extraction from yeasts，we employed the techniques of
agarose gel electrophoresis，spectrophotometer and PCR amplification，and compared the yield，
purity of plasmids which were isolated from yeasts with the methods of glass beads-liquid nitrogen，
snailase and kit . The results showed that the method of glass beads -liquid nitrogen had the
advantages of high efficiency，good quality，low cost，simple operation in contrast to the other two
methods，and it can be used as a laboratory scale commonly method for extraction of yeast plasmid.
Keywords： yeast，plasmid extraction，glass beads-liquid nitrogen method

摘要： 质粒提取是遗传工程操作的重要步骤。 酵母细胞壁坚韧，不易破壁，使酵母质粒提取变得
非常困难。 为了获得一种快速、简便、高效、稳定的提取酵母质粒的方法，利用琼脂糖凝胶电泳、
核酸蛋白测定仪和 PCR扩增等方法，对玻璃珠液氮法、蜗牛酶法和试剂盒法提取的酵母质粒，在
产率、纯度和对后续实验的影响等方面进行了比较。 结果表明，与另外两种方法比较，玻璃珠液
氮法提取酵母质粒具有效率高、质量好、成本低、时间短、操作简单的优点，可作为实验室规模化
提取酵母质粒的常用方法。
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研究论文

酵母菌是一类单细胞低等真核微生物， 易培

养、繁殖快、遗传背景清楚，不仅是一种实验室常用

的真核模式生物， 也是一种重要的工业发酵微生物[1-2]。
然而，酵母菌作为一种单细胞真菌，其细胞膜外有
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一层厚度约为 0.1~0.4 μm 的细胞壁， 不少文献指

出：酵母细胞的细胞壁主要成分为多糖（85%~90%）
和蛋白质（10%~15%），其中多糖是由甘露聚糖、β-
葡聚糖和少量的几丁质等组成。 处于细胞壁内层的

β-葡聚糖与几丁质共价相连起到细胞骨架的作用；
而外层的甘露聚糖与中层蛋白质中的丝氨酸或苏

氨酸以 O-糖苷键相连接， 形成的甘露糖蛋白覆盖

于细胞表面，给予酵母细胞一定的韧性[3]。
酵母细胞坚韧的细胞壁致使其破壁不易，给遗

传工程操作，如质粒提取带来了不少的困难。 以往

的机械破壁方法如研磨法 [4]、冻融法 [5]、高压均质法
[6]、超声波法 [7]等对酵母细胞的细胞壁破壁效果不理

想，并且有些方法还有可能破坏胞内生物大分子物

质的活性；珠磨机法的破壁效果良好，但其所需设

备需要进口，价格昂贵 [8]；蜗牛酶法通过多种酶的协

同作用对酵母细胞壁起到了较好的裂解作用[9]，但该

方法操作时间较长，步骤较为繁琐，并且提取的质

量相对不高；而近期发展起来的超高压破壁法对实

验的条件及设备有很高的要求， 难于大范围推广，
不适合于实验室应用[10]；商品化的试剂盒成本高，实

验步骤繁琐，且提取质量一般。 基于以上的原因，作

者在玻璃珠法的基础上建立了一种快速高效、操作

简便、效果良好的提取酵母质粒的方法。

1.1 实验材料

1.1.1 仪器设备 灭菌锅：江阴滨江医疗设备有限

公司的 11J-939 产品；紫外凝胶成像系统：上海天能

Tanon-2500 产品；核酸蛋白测定仪：艾本德公司的

BioPhotometer plus 产品； 离心机：Eptisa microfrige-
BL。
1.1.2 试剂 玻璃珠： 美国 Biospec 公司，0.5 mm；
液 氮； 酿 酒 酵 母 菌 （含 有 pGBKT7-Avr3a 质 粒 的

Y187）； 蜗牛酶： 北京拜尔迪生物科技有限公司；
DL15000Marker、Taq 酶、dNTP： 日 本 Takara 公 司。
YPD 培 养 基 ：yeast extract 1% ，peptone 2% ，D -
dextrose 2%，高压灭菌；酵母破壁缓冲液（buffer1）：
2% Triton X -100，1% SDS，100 mmol/L NaCl，10
mmol/L Tris-Cl（pH 8.0），1 mmol/L Na2EDTA。 裂解

液 （1 mL）：20 μL TritonX -100，100 μL 10 g/dL
SDS，100 μL 1 mol/L NaCl，10 μL 1 mol/L Tris，2 μL

0.5 mol/L EDTA，用灭菌水补足，过滤除菌。
1.2 方法

1.2.1 酵母细胞的培养 把保存的酵母菌液接种

到装有 400 mL YPD 液体培养基的 l L 锥形瓶中，
置 于 恒 温 振 荡 培 养 箱 中，30 ℃、180 r/min 培 养 16
h。 将扩大培养液以体积分数 10%接种到新的 YPD
液态培养基中，30 ℃、180 r/min 培养 36 h， 作为提

取质粒菌液备用。
1.2.2 玻璃珠液氮法 将 待 提 取 酵 母 菌 液 10 mL
13 000 r/min 离心 1 min， 弃上清液， 加入 1.2 mL
buffer1，漩涡振荡使悬浮；将悬浮液分装到事先准备

好的盛有玻璃珠的 1.5 mL EP 管中（玻璃珠装到 EP
管 0.5 刻度线处，大约 0.3 g），每管 200 μL，涡旋振

荡 5 min；液氮冻存 2 min，95 ℃沸水煮沸 1 min，反

复冻融 3~5 次；12 000 r/min 离心 2 min，取大约 200
μL 上清液到新 EP 管中。 加入 0.1 倍体积的 3 mol/L
的 NaAc 约 20 μL，混匀；加入大于 2 倍体积的无水

乙 醇 约 500 μL，混 匀，-80 ℃放 置 30 min；13 000
r/min 离心 5 min，弃上清液，用 70%的无水乙醇洗

涤沉淀两次， 吹干沉淀， 用 25 μL TE （10 mmol/L
Tris-HCl，1 mmol/L EDTA，pH 8.0）溶 解 质 粒；加 入

0.5 μL 10 mg/mL 的 RNaseA，37 ℃温 浴 30 min，冷

却后-20 ℃保存。 此方法记为方法 I，提取三个样品

比较分析。
1.2.3 试剂盒法 取 10 mL 酵母菌液，参照试剂盒

的说明书进行操作，最后用 25 μL TE 溶解质粒，以

便于和其他方法比较。此方法记为方法 II，提取三个

样品比较分析。
1.2.4 蜗牛酶法 取 10 mL 酵母菌液，用灭菌水洗

涤两次；加入 600 μL 裂解液，每 10 mL 菌液加 100
mg 蜗牛酶，37 ℃消化过夜； 加入饱和酚 450 μL，氯

仿/异戊醇（24∶1） 150 μL，轻轻颠倒混匀使溶液成为

乳状，并保持 10 min，3 000 r/min 离心 10 min；吸取

上清液，用氯仿/异戊醇（体积比 24∶1）450 μL 再抽

提 1 次，10 000 r/min 离心 5 min； 取上清液加入异

丙醇 800 μL，-20 ℃静置 30 min；10 000 r/min 离心

5 min，沉淀物用 70%乙醇洗两次，自然干燥后溶于

25 μL TE 缓 冲 液 ； 加 入 0.5 μL 10 mg/mL 的

RNaseA，37 ℃温浴 30 min，自然冷却后-20 ℃保存。
此方法记为方法 III，提取三个样品比较分析。
1.2.5 提取酵母质粒产率及质量分析 用 1.0 g/dL
琼脂糖凝胶电泳检测三种方法提取的酵母质粒的

材料与方法1
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大小、降解情况和浓度。 取 4 μL 质粒与 2 μL 上样

缓 冲 液 混 合 后 点 入 1.0 g/dL 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ，以

DL15 000 为 marker，4 V/cm 电泳 20 min，凝胶成像

系统拍照。 同时取 1 μL 质粒，用分光光度计和核酸

蛋白测定仪测定三种方法提取酵母质粒的 OD 值及

A260/280 值，根据 OD 值计算质粒的产率。
1.2.6 提取酵母质粒的 PCR 检测 根据酵母质粒

的目的基因序列设计特异扩增的引物，对所提取的

酵母质粒进行 PCR 检测，引物序列分别为 F（5’-AT
GCGTCTGGCAATTATGCT-3’）、R（5’-CTAATATCC
AGTGAGCCCCA-3’），引物合成由南京金斯瑞生物

科技有限公司完成。 PCR 反应混合液总体积为 20
μL： 酵母质粒 1 μL， 上下游引物分别为 1.5 μL，
dNTP 2 μL（各 2.5 mmol/L），Taq 0.5 μL（5 U/μL），
10×PCR Buffer 2 μL，ddH2O 11.5 μL。 PCR 反应条

件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s；52 ℃退火 45
s；72 ℃延 伸 10 min； 共 35 个 循 环 ；72 ℃延 伸 10
min。 PCR 扩增产物用 1.0 g/dL 琼脂糖凝胶电泳检

测，凝胶成像系统观察拍照。

2.1 质粒的产率

在采取不同的方法提取酵母质粒时，其产率不

相同。 从质粒电泳条带亮度可以大致判断质粒产率

的高低。 作者用的 3 种方法中，玻璃珠液氮法提取

的质粒其电泳条带明显亮于其它方法提取质粒的

电泳条带，见图 1，说明玻璃珠液氮法提取质粒的产

率最高。 该检测结果得到了分光光度计检测结果的

证实，见表 1。 通过对比分光光度计检测得到的 3 种

提取酵母质粒方法的产率可以看出，玻璃珠液氮法

提取质粒产率最高，试剂盒法其次，蜗牛酶法效果

最差，玻璃珠液氮法提取质粒产率的平均值比试剂

盒方法提取质粒产率的平均值高出 1 倍多，比蜗牛

酶法提取质粒产率的平均值高出 5 倍多。 方差分析

（SSR）检验表明，三种方法差异极显著。 由图 1 可以

看出，玻璃珠液氮法提取的酵母质粒呈现两条清晰

的电泳条带，基本无降解现象；而用蜗牛酶法提取

的酵母质粒电泳条带清晰度较低；试剂盒法提取的

酵母质粒虽然条带清晰，但是产率不高。 由此可以

看出；对于提取酵母细胞的质粒，玻璃珠液氮法的

提取效果较好。

I~III 和 1~3 分 别 代 表 文 中 3 种 方 法 的 3 个 质 粒 样 品，M 为

DL15000 DNA marker
图 1 用 3 种方法提取的酵母质粒的琼脂糖凝胶电泳检测结果

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis profiles of yeast
plasmid extracted with three methods

表 1 用分光光度计计算的 3 种提取酵母质粒方法的产率

Table 1 Yield of yeast plasmid extracted with three
methods estimated by spectrophotometer

（ng/mL）

I~III 和 1-3 分别代表文中 3 种方法的 3 个质粒样品，

大写字母表示 a=0.01 的极显著水平

2.2 质粒的质量

从琼脂糖凝胶电泳检测结果来看，3 种方法提

取的质粒基本上都有 2 条高相对分子质量条带，说

明 3 种方法都能够提取相对完整的质粒，且质粒以

两种形式存在。 用分光光度计检测质粒的纯度，高

纯 度 DNA 的 A260/280 比 值 应 在 1.8~2.0 之 间 。 当

A260/280<1.8 时，DNA 样品中可能存在蛋白质污染；当

A260/280>2.0 时，DNA 样品中 RNA 的含量较高[11]。从表

2 可以看出， 不同方法提取的质粒在纯度上有一定

差异。从 A260/280 检测值可以看出，玻璃珠液氮法提取

的酵母质粒质量较好， 用试剂盒提取的 DNA 质量

较差，蜗牛酶法提取质粒的 RNA 含量较高（A260/280>
2.0），试剂盒提取的质粒含有蛋白质杂质（酵母质粒

样品 A260/280<1.8）。 由此可见，3 种提取方法中采用玻

璃珠液氮法提取的质粒质量最高。

结果与分析2
样品 I II III

1 2365.0 1093.5 390.5

2 2274.0 1124.0 374.5

3 2428.0 987.5 405.0

平均值 2355.7A 1068.3B 390.0C
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表 2 用 3 种方法提取酵母质粒的纯度

Table 2 Purity of plasmid extracted with three methods
A260/280

I-III 和 1-3 分别代表文中 3 种方法的 3 个质粒样品

PCR 扩增对质粒模板的质量要求较高， 因此

PCR 扩增成功率成为评判 DNA 质量的重要依据之

一。 从图 2 可以看出，以 3 种方法提取的质粒为模

板进行的 PCR 扩增， 均获得了较清晰的扩增图谱。
相比而言，以玻璃珠液氮法提取的酵母质粒为模板

进行的 PCR 扩增条带清晰，浓度最大，其它两种方

法的浓度略低于玻璃珠液氮法。 综上比较，玻璃珠

液氮法是一种比较好的提取酵母质粒的方法。

I-III 和 1-3 分 别 代 表 文 中 3 种 方 法 的 3 个 质 粒 样 品，M 为

DL5000 DNA marker
图 2 用 3 种方法提取的酵母质粒的 PCR 产物的琼脂糖凝

胶电泳检测结果

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis profiles of PCR
products （plasmid was extracted with three
methods）

自从 Fields 等 1989 年建立酵母双杂交技术以

来[12]，双杂交技术发展迅速，酵母双杂交已成为研究

蛋白质相互作用的一种重要的方法。 当筛选得到相

互作用的阳性菌株后， 为了进行下一步的验证，必

须提取相应酵母菌的质粒。 此外，分子生物学中不

少实验也需要提取酵母细胞质粒，质粒质量将决定

后续实验的成败。 相对于大肠杆菌，酵母细胞壁较

厚，且酵母质粒的拷贝数少，因此，酵母质粒的提取

就成为影响一些分子生物学实验的限制性步骤。
通过比较三种提取酵母质粒的方法表明：蜗牛

酶法和试剂盒法用时较长且步骤繁琐，并且提取质

量一般；而玻璃珠液氮法是最好的一种，提取质粒

浓度大，纯度相对较高，质粒也没有断裂现象。 经分

析认为， 之所以玻璃珠液氮法提取的酵母质粒效

率、纯度都比较高，可能是因为采用玻璃珠涡旋振

荡和液氮反复冻融混合对酵母细胞进行破壁，首先

玻璃珠机械振荡对酵母细胞初步破壁，然后液氮的

冻结进一步破坏细胞膜的疏水键，增加其亲水性和

通透性，同时在解冻的过程中细胞内水的结晶使细

胞内外产生溶液浓度差，产生渗透压，并且细胞内

形成的冰晶也会破坏细胞壁，使其对细胞壁的裂解

较为充分，且不破坏其内部的生物大分子物质的活

性，从而得到高质量、高纯度的酵母质粒。 后续试验

考虑对不同提取方法的酵母细胞破壁效果进行扫

描电子显微镜的观察，在直观上对破壁效果进行验

证。
另外，在实际中不仅要考虑实验的结果，且实

验的成本也是需要考虑的因素之一。 本研究中所用

玻璃珠（454 g）920 元一瓶，试剂盒（50 次）2 057 元，
蜗牛酶 350 元 一 瓶（10 g），液 氮 每 升 8 元（本 地 价

格），其余试剂按国产试剂价格计算，经过核算，由

于玻璃珠可以回收灭菌重复利用，玻璃珠液氮法提

取酵母质粒的成本最低，单个样品约为 1.7 元；试剂

盒法提取酵母质粒的成本最贵，单个样品约 42 元；
蜗牛酶法其次，约为单个样品 4.2 元。 由此表明，综

合实验费用和酵母质粒的提取效率可以得出，玻璃

珠液氮法不仅提取酵母质粒效果好，而且可以显著

降低实验成本。
本研究在玻璃珠法的基础上进行改进、 创新，

建立了玻璃珠液氮这种高效、低廉、快速的提取酵

母质粒的方法，可以作为实验室大规模提取酵母质

粒的常规方法推广应用。

结 语3

样品 I II III

1 1.84 1.82 2.03

2 1.81 1.73 2.24

3 1.79 1.68 2.17

平均值 1.81 1.74 2.15
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美国 FDA 就食品接触制品中物质法定限量的信息提交程序征求意见

食品伙伴网讯 据美国联邦公报消息，10 月 23 日美国 FDA 发布通知， 就提议的食品接触制品中物质法定限量的

信息提交程序征求意见。 征求意见截止 2013 年 11 月 22 日。

为确保食品接触制品的物质符合限量标准，申请者需向 FDA 提交以下信息：1.该物质的化学成分；2.该物质使用条

件的详细说明；3.请求豁免作为食品添加剂监管依据的清晰表述；4. FDA 用于评估该物质每日膳食浓度的数据；5.搜索该

物质及相关物质毒理学数据的文献结果；6.该物质使用引起的环境影响信息。

食品接触物质的法定限量程序，相比上市前通知程序，具有一个优势。 FDA 豁免的物质不限于提交豁免申请的生产

商或供应商。其他的生产商或供应商只要使用条件符合豁免要求，也可在食品接触制品中使用该豁免物质。因此，FDA 和

生产商或供应商的整体负担都会降低，生产商或供应商不需准备类似的提交申请，FDA 也不需审核类似的提交申请。

［信息来源］食品伙伴网. 美国 FDA 就食品接触制品中物质法定限量的信息提交程序征求意见 [EB/OL]. (2013-10-
25). http://news.foodmate.net/2013/10/246788.html
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