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质粒提取常见问题及解决方案  

 

古人常说：工欲善其事必先利其器，也就是磨刀不误砍柴工了。生物实验中，

这个道理也是一样的。要提取高质量、高纯度的质粒，必须做足够的准备，

如下：  

1、提取质粒所必须的溶液的配制或者购买相关试剂盒。  

2、宿主的选择并制备高质量的感受态细胞。  

3、培养基的选择并配制好相关培养基。  

4、提取质粒所需的工具，包括试管、离心机等的准备。  

 

做好这些准备，仅仅是提取质粒的第一步骤，其中还有很多细节需要注意。

如：1、现在提取质粒通用方法都是碱裂解法，必须保证配置的溶液 I、溶液

II、溶液 III 的准确行；或者准备购买的试剂盒的有效性。2、宿主的选择是

关键，现在实验室通用的菌株有很多，有专门用于蛋白表达用的，如：BL21、

DH5α、JM109 等等，选用合适的宿主可以提高质粒的产率和质量。3、选择

合适的培养基，是培养细菌的关键，如：BL 培养基，SOB 培养基等。另外

培养细菌时，必须注意所用的培养基、试管或培养瓶必须是高温高压灭菌处

理的。  

 

按照以上准备并按照相关操作步骤提取质粒，但是往往会出现很多问题，如：

根本提取不到质粒、质粒的产量很低、质粒中混有的 RNA 去除不尽、下游

酶切不开、下游转染失败等等。对此，我们一一分析，尽可能为您提供帮助。

以下是提取质量过程中常见问题和解决方案：  

 

1. 细菌离心后，加入溶液 I 蜗旋振荡时，发现菌体呈絮状不易混匀，或成细

砂样。  

——很可能是细菌发生溶菌，可减少培养时间、降低培养温度试试看，

通常降低培养温度会使细菌生长更加稳定；同时也可以试试平板培养，

培养后，用 PBS 将菌落洗下，再进行质粒的提取，固体培养基上细菌生

长的要好一些。   
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2. 加入溶液 II，菌液浑浊度没有发生明显变化。  

—— 裂解不完全，主要问题是发生在溶液 II 上。确保 10％SDS 是澄清

的，确认 NaOH 是有效的，如使用的是试剂盒，确认溶液 II 是澄清没有

沉淀的。如确认原因不是发生在溶液 II 上，而是细菌浓度比较高，可相

应增加溶液 I/II/III 的体积。另外一个原因可能是污染了杂菌。如果菌液

生长异常快，就要小心可能的杂菌污染了。如，就是和你的目的菌具有

同样的抗性，生长速度异常，能提出质粒，而且跑胶的带异常的亮，酶

切以后和的目标载体（pcDNA3，5.4kb）具有同样的大小。  

 

3. 加入酚仿抽提，离心后在水相和有机相间没有变性蛋白层，但随后的乙

醇沉淀发现大量的半透明沉淀，溶解后蛋白浓度高。  

—— 乙醇沉淀时，较纯的质粒沉淀应该是白色（PEG 纯化的沉淀是透明

的，肉眼不易发现），如沉淀是半透明的凝胶状，则是蛋白含量高。出

现此类问题时确认两点：1. 平衡酚是否被氧化、pH 是否是 8.0？2. 溶

液 I/II/III 反应后，离心的上清 pH 是否在 8.0 左右。有时，由于溶液 III

配置的问题，导致溶液 I/II/III 反应后离心的上清 pH 与 8.0 偏差较大，导

致平衡酚抽提时没有有效的将蛋白抽提出来，有时，离谱的 pH 会导致水

相和平衡酚互溶。  

 

4. 使用酚仿抽提方法，质粒 A260/A280 的纯度也很好，但酶切不能完全切

开  

——1.确认酶的有效性；2. 平衡酚是否被氧化而呈现棕色，而非正常的

黄色；3. 是否不小心吸入了痕量的酚；4.乙醇沉淀后，70%乙醇漂洗的

是否充分，残留的盐类会影响酶切；5.乙醇漂洗后是否完全干燥，残留

的乙醇会影响酶切；其实如果选用宿主合适的话（如 DH5a、XL1-blue

等，HB101 和 BL21 则不行），完全可以不用酚氯仿抽提这一步（有毒

哦，呵呵）。用 1 倍体积的乙醇沉淀，沉淀中所含的盐和 RNA 就很少了，

完全去除上清液后就可以直接加 TE 溶解质粒，后续的限制性酶切、转化

完全没有问题。节约时间！个人的一点经验，仅供参考。  
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5. 提取质粒中 RNA 没有去除  。  

——主要原因是 RNase 失效，或效率不高。建议：1.更换 RNase A，并

保证其储存条件是正确的；2.对于手工提取质粒，可单独增加一步去处

RNA 的步骤  ，即溶液 III 反应后，离心的上清中加 RNase，室温 37°C

去 RNA10min~30min，但需要保证你的 RNase A 是经过失活 DNase 的，

同时较高温度（如 50 度）会更加快速完全的去除 RNA，但本人经验，

经过高温处理的质粒质量也不高。  

 

6. 传统手工大提质粒，使用 PEG8000 纯化的问题。  

—— A. PEG8000 不需要灭菌，当然，你要确认你的 PEG8000 是分子生

物学使用级别（我们一直使用的 SIGMA 的）；B. 有战友说 PEG8000

纯化后的得率很低，可能需要确认一下问题：加入 PEG8000 前，质粒溶

液是否是 TE，而不是含有大量其它杂盐得溶液。在 PEG8000 纯化前，

质粒溶液应该是经过乙醇或异丙醇沉淀，且经过 70％乙醇漂洗过的；沉

淀步骤应在冰上或 4 度进行。C.关于 PEG8000 处理后离心看不见沉淀的

问题：PEG8000 的沉淀是透明的，有时可以看到沉淀，而有时很难辨出

沉淀，但后续酚仿抽提时会在水相和有机相间出现大量白色沉淀层。  

 

7. 试剂盒提取质粒，质粒浓度不理想的问题。  

——检查漂洗液，是否配置太久，而且在使用后没有旋紧盖子。  

 

8. 培养基、抗生素、质粒提取都没有问题，而细菌菌液提取不到质粒。  

——如果是氨苄抗性的话，有可能是质粒丢失造成的。主要是培养时间

较长，导致培养基中的 beta-内酰胺酶过多，作用时间过长，同时培养基

pH 值降低，氨苄青霉素失活，从而使无质粒的菌株大量增殖。解决的办

法：可以添加葡萄糖，缩短培养时间，改用羧苄青霉素。  

 

9. 原先测序鉴定没有问题的细菌，37 度摇菌后发现质粒大小或序列出现异

常。  

——这种情况出现的几率较小，回想以前曾经遭遇过两次。常出现在较

大质粒或比较特殊的序列中，质粒一次是编码病毒 RNA 聚合酶的表达 /

转录质粒，一次是 AdEasy 系统中的大质粒 pAdeasy-1，37 度培养后发
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现质粒变小。前一个质粒进行测序证实其中有 500bp 的序列丢失。后一

个质粒酶切发现缺失了约 6kb。解决办法：a.降低培养温度，在 20~25

度下培养，或室温培养可明显减少发生概率；b. 使用一些特殊菌株，如

Sure 菌株，它缺失了一些重组酶，如 rec 类等，使得质粒复制更加稳定。  

  

 

另外还有一些个人经验，一并列出，供大家参考：  

 

1. 如果用试剂盒提取质粒（如 Foregene Plasmid Mini Kit），首先集菌时

不要以为菌浓度越高越好，那是与后面的碱裂解液和复性液的量有关系

的，然后就是加了溶液三后不要剧烈的摇动，会造成质粒和蛋白的铰链

降低产量，还有甩去漂洗液时要时间长一点，干燥后，加 Buffer EB 离心

即可，对后面的酶切连接的影响很小。  

 

2. 质粒抽提过程很大程度受菌生长情况决定。刚活化的菌比负 80 度保存菌

种所培养来的菌液状态好，保存久的菌株可能会造成质粒浓度低，质粒

丢失等不明原因。判断生长的菌液是否正常，凭个人经验可以用肉眼观

察，在光线明亮处摇荡新鲜培养液，如果发现菌液呈漂絮状，好！如果

发现成泥水状，即看不到絮状，只是感觉很浑浊，那么多半提不出好的

质粒，或者全无。菌液不宜生长太浓，摇床速度不宜过高。达到 OD600 

1.5 就 OK 了，尤其是对于试剂盒提取要注意，另外如果只是简单的酶切

验证根本无需酚氯仿抽提（安全考虑，慎重），只要溶液 I II III 比例恰

当，转管过程仔细吸取不会有太多杂志。 泥水状的菌液大部分是其他非

大肠杆菌的生长，造成这种现象的原因我也至今不明白，根据我能解释

的就是菌被污染了。  

  

另外根据经验，还有两种方法可以在提质粒前判断菌生长是否正常：  

 

1. 利用你的嗅觉。 你只要平时做实验仔细点就能闻出大肠杆菌的气味，新

鲜的大肠杆菌是略带一点刺鼻的气味，但不至于反感。而在泥水状的菌

液中你只要一凑过去就感觉到其臭无比或者没有气味，可以和正常菌液

对照。  
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2. 肉眼观察活化菌株。 对于生长不正常的菌液进行划板验证或者稀释到浓

度足够低涂板，第二天观察单克隆生长情况，LB 平板生长的 DH5A 正常

形态在 37°C 16 小时后直径在 1mm 左右，颜色偏白，半透明状，湿润的

圆形菌斑，如果观察到生长过快，颜色又是泛黄的话基本上不正常了。  

  


