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基于ＰＣＲ技术快速制备ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的研究
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摘要：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ是一组分子量大小已知的ＤＮＡ片段混合物，用于指示核酸电泳中未知样品的分

子量大小。基于ＰＣＲ方法，设计了不同的引物对，以质粒ｐ３２ａ－ＣＰ为模板，分别扩增出大小为２ｋｂ、１

ｋｂ、７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ的ＤＮＡ片段，初次制备出ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，并参照商品化的ＤＭ２０００
按一定的比例混合各片段进行优化。经１％琼脂糖凝胶电泳检测，所制备的ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ（命名为

ＤＬ２０００）质量稳定、条带清晰、分布均匀，在分子生物学试验中可用于标记ＤＮＡ大小。
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　　自２０世纪中叶以来，近代生物学与基因工程技
术相继诞生，分子生物学各种相关技术迅速发展。新
的试验技术和方法不断出现，并且在生命科学、现代
医学、生物化学等相关学科得到了广泛应用。众所周
知，核酸技术是分子生物学技术的核心，只要试验中
涉及到核酸的检测及鉴定都需要通过核酸电泳技术

的辅助来实现。而在核酸电泳试验过程中，ＤＮＡ分
子量标准（ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ）是必备试剂之一［１－２］。
由于ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ应用的普遍性和必要性，为

了节约试验经费，许多实验室都尝试自制常用的简
单的分子量标准。根据ＤＮＡ分子量标准制备所涉

及的技术，其制备方法可分为ＰＣＲ扩增和限制性内
切酶酶切２种［３－５］。由于ＰＣＲ扩增技术具有强大的
扩增ＤＮＡ片段能力，利用该技术制作ＤＮＡ分子量
标准不存在技术问题，模板ＤＮＡ、反应ｂｕｆｆｅｒ等均可
自制［６－７］，所需成本主要是Ｔａｑ 聚合酶、引物、ｄＮＴＰ
及其他试剂的购置费用，材料价格相对比较低廉，且
利用ＰＣＲ技术制备ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ方便快捷，目前商
品化的 Ｍａｒｋｅｒ多采用该法制备；而限制性内切酶酶
切得到的ＤＮＡ片段大小不均匀，性能不稳定。故本
研究采用ＰＣＲ扩增技术快速制备ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，其中
以最为常用的１００～２　０００ｂｐ片段为主。
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１　材料和方法

１．１　材料及仪器
试验在潍坊科技学院蔬菜花卉研究所植物生理

生化实验室完成，原核表达载体ｐ３２ａ－ＣＰ由本实验
室保存［８］。
柱式质粒提取试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试剂盒均

购自北京科百奥生物技术有限公司，２×Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ购自北京华大基因科技有限公司，ＤＮＡ　Ｍａｒｋ－
ｅｒ　ＤＭ２０００购自北京康为世纪生物科技有限公司，

ＰＣＲ扩增仪购自杭州朗基科学仪器有限公司（型
号：ＭＧ９６Ｇ）。引物均由北京华大基因科技有限公
司合成，其序列见表１。

表１　各引物序列

名称 序列（５′→３′） Ｔｍ／℃

Ｔ７ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ　 ４９．８

Ｔ７－Ｒ１ ＧＣＴＴＴＡＴＣＧＣＴＣＡＴＡＴＧＴＡ　 ５２．０

Ｍ－０ ＣＧＡＴＣＴＣＧＡＴＣＣＣＧＣＧＡＡＡＴＴ　 ５７．８

Ｍ－Ｒ２．５ ＣＣＧＴＣＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧ　 ５９．５

Ｍ－Ｒ５ ＴＴＡＧＡＡＣＣＧＣＧＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡ　 ５９．７

Ｍ－Ｒ７．５ ＧＴＣＧＣＴＴＧＴＴＴＧＴＧＣＣＴＴＧＧＡ　 ５７．８

Ｍ－Ｒ１ｋ ＧＧＣＡＴＣＣＡＴＣＣＡＧＡＣＴＴＴＡＣＣ　 ５７．８

Ｍ－Ｒ２ｋ ＣＣＧＴＴＡＡＣＣＡＡＴＡＧＧＣＣＧＡＡＡＴ　 ５６．２

１．２　重组质粒ｐ３２ａ－ＣＰ的小量提取
将含有重组质粒ｐ３２ａ－ＣＰ的大肠杆菌重新活化，

并按照柱式质粒提取试剂盒的说明书提取质粒。

１．３　ＰＣＲ扩增
本试验设计了２种程序，分别为 Ｍａｒｋｅｒ１（用于

扩增１００ｂｐ）、Ｍａｒｋｅｒ２（用于扩增２５０～２　０００ｂｐ）。

Ｍａｒｋｅｒ１反应体系：２×Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　１２．５μＬ、Ｔ７
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、Ｔ７－Ｒ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、模板

ＤＮＡ　１．０μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５．０μＬ。ＰＣＲ反应条件：

９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃高温变性３０ｓ，４８℃退火

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共循环３５次；７２ ℃终延伸

１０ｍｉｎ；扩增完成后４℃保存。

Ｍａｒｋｅｒ２反应体系：２×Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　１２．５μＬ、

Ｍ－０（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、Ｍ－Ｒ２．５（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、
模板ＤＮＡ　１．０μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５．０μＬ。ＰＣＲ反
应条件：９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃高温变性３０ｓ，

５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共循环３５次；７２℃
终延伸１０ｍｉｎ；扩增完成后４℃保存。引物Ｍ－０与
引物 Ｍ－Ｒ５、Ｍ－Ｒ７．５、Ｍ－Ｒ１ｋ、Ｍ－Ｒ２ｋ的反应体系和
反应条件均同上。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳
检测。

１．４　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的制备

１．４．１　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的初次制备　将上述ＰＣＲ产
物１００～２　０００ｂｐ各取５μＬ充分混合，其混合物标
记为 Ｈ１。

１．４．２　１００ｂｐ片段的浓缩纯化　将扩增得到的

１００ｂｐ片段按照ＰＣＲ产物纯化试剂盒的说明书进
行浓缩纯化。

１．４．３　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的优化　利用浓缩后的１００ｂｐ
片段重新设计ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的混合体系（表２）。并
对上述优化产物进行１％琼脂糖凝胶电泳检测，将
最终产物命名为ＤＬ２０００。

表２　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的混合体系

编号
加入体积／μＬ

１００ｂｐ　２５０ｂｐ　５００ｂｐ　７５０ｂｐ　１ｋｂ　２ｋｂ　Ｈ２Ｏ

Ｈ２　 ７　 ４　 ５　 ５　 ４　 ４　 １

Ｈ３　 ８　 ３　 ５　 ５　 ３　 ３　 ３

Ｈ４　 ５　 ４　 ５　 ５　 ４　 ４　 ３

１．４．４　反应体系的放大　为了使用方便，将ＰＣＲ
的反应体系由２５μＬ放大到５０μＬ，对各片段进行
大量制备。本着节约原则适当减少２×Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ加入量，理论上５０μＬ的反应体系应加入２５μＬ
２×Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ，但实际操作中将其加入量分别
减为２０μＬ、１６μＬ，并以理论加入量作对比用来扩
增各ＤＮＡ片段。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳
检测。

２　结果与分析

２．１　重组质粒ｐ３２ａ－ＣＰ的提取结果
本试验ＰＣＲ所用的引物模板为本实验室保存

的原核表达载体ｐ３２ａ－ＣＰ，其质粒提取结果如图１
所示。

Ｍ：ＤＭ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－２：重组质粒ｐ３２ａ－ＣＰ

图１　重组质粒ｐ３２ａ－ＣＰ的琼脂糖凝胶电泳结果

２．２　ＰＣＲ产物的鉴定
根据质粒ｐ３２ａ－ＣＰ基因序列设计并合成引物，以

质粒为模板进行ＰＣＲ扩增。由于扩增１００ｂｐ的退火
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温度（４８℃）与扩增其他片段的退火温度（５２℃）
不同，故需设计 ２ 种 ＰＣＲ 反应程序，而且利用

Ｍａｒｋｅｒ２程序能同时扩增２５０～２　０００ｂｐ的 ＤＮＡ
片段，这一设计节省了大量时间，方便了试验操作。
由图２可以看出，扩增的ＤＮＡ条带清晰明亮，分子
量大小正确，达到预期效果，可以用作下一步ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ的制备。

Ｍ：ＤＭ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－６分别为扩增的１　０００、
２　０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ片段

图２　ＰＣＲ扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

２．３　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的制备及检测
从图３可以看出，实验室自制的ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ

除了１００ｂｐ的条带，其他条带与商品化的ＤＭ２０００
相比更加清楚明亮。于是，对扩增得到的１００ｂｐ片
段进行浓缩纯化，并参照上述的ＤＭ２０００设计了优
化试验，调整各ＤＮＡ片段的混合比例，其电泳结果
如图４所示，Ｈ３的电泳效果与ＤＭ２０００的相应片
段最接近，完全可以用作其他分子试验的ＤＮＡ分
子量标准参照物（ＤＬ２０００）。

Ｍ：ＤＭ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；Ｈ１：各ＰＣＲ产物等体积混合的 Ｍａｒｋｅｒ

图３　初次制备的ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ电泳结果

Ｍ：ＤＭ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；Ｈ２－Ｈ４：各ＰＣＲ产物
加入比例优化后的 Ｍａｒｋｅｒ

图４　优化后的ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ电泳结果

２．４　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ反应体系的放大结果
通过适当减少２×Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ的加入量，

并放大各ＤＮＡ片段的ＰＣＲ反应体系到５０μＬ，以
实现ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的大量制备。结果显示，２×Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ的减少和反应体系的放大并不影响各

ＤＮＡ片段的扩增质量，有助于ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ的大
量制备（图５）。

１－３：２×Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ的加入量分别为２５、２０、１６μＬ

图５　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）反应体系的放大结果

３　讨论

随着科学技术尤其是分子生物学的快速发展，
基因工程技术在现代生物学中所占比重越来越大。
核酸电泳技术也变得越来越重要，而ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ
是核酸电泳技术中不可或缺的部分［９］。
实验室自制ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ不但可以为实验室

节约一定的试验经费，而且关键的是实验室掌握了
这种技术就可以随时自制任何一种ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，
甚至可以制备市场上没有的而试验中又需要的

ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ。这样就在一定程度上解决了某些

ＤＮＡ标准参照物不能准确指示样品ＤＮＡ分子量
大小的问题［２］。
因为２５０～２　０００ｂｐ片段扩增引物的退火温度

相差不大，所以本研究尝试把这些片段扩增的 Ｔｍ
值都设在５２℃，以缩减繁琐的试验步骤。而最终试
验证明这一设计是十分成功的。
自制ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ虽然简单，但是如果要做成

商品，在引物设计、试剂购置以及成品优化方面还有
很大的提升空间。这也是实验室以后自制 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ需要努力的方向。
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