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Abstract: The membrane filter technique was used to modify the traditional alkaline lysis method.Comparing the effect of extraction of the modified method with traditional alkaline lysis method and reagent kit method, the results showed that the plasmid DNA isolated and purified by this method had higher concentration than the other two methods, and had similar purity with the reagent kit method. Therefore the method was more suitable for the laboratory extraction and purification of plasmid DNA for a large scale.	Comment by Lenovo User: 五号Times New Roman。内容与中文内容一致。	Comment by Lenovo User: 英文摘要内容：①尽量使用简单句；②不用第一人称作主语；③尽量使用主动语态而不使用被动语态；④构成句子时，动词应靠近主语。⑤描述作者的工作用过去时。
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一般细胞转染等特定实验需要高浓度及高纯度的质粒DNA, 且要求DNA的A260/A280值应控制在1.8～2.0之间。虽然近些年来质粒大量提取试剂盒层出不穷，但大多费用较高，所以目前大多实验室仍以传统的手提方法为主，其中以萨姆布鲁克[1-2]提出的经典碱裂解法应用的最为广泛。但此方法却仍存在诸多弊端，例如操作复杂、耗时、所得质粒纯度低等，尤其是多次使用有机溶剂容易造成质粒DNA的污染，且易对实验人员构成危害，实验废液也会造成不同程度的环境污染[2]。因此本实验室在经典的碱裂解法基础上，采用物理方法替代化学方法去除蛋白质，从而避免了酚、氯仿等有机溶剂对实验者的危害和对环境的污染，并且对改良前后的碱裂解法及试剂盒法所制备的质粒DNA的效果进行比较。	Comment by Lenovo User: 引言：①内容主要包括研究的目的、意义、主要方法、范围、背景、相关领域的前人研究历史与现状等。
②其次是理论依据和实验设备基础、预期目标、本课题在学科领域中所占的地位、对他人已有成果的评价及相互关系、新概念和新术语的定义等等。这些内容可根据具体情况进行取舍,不必逐一作答或涉及。
③写作要求突出重点。引言应言简意赅、开门见山,各项内容只需一语道破;一般教科书上已有的知识，或人所共知、显而易见的功用或意义，在引言中不必赘述，重点写好目的、意义和背景。
④引言不宜太长。	Comment by Lenovo User: 参考文献在文章顺序编码，序号之间以“-”连接，标注序号上标。

1   材料和方法	Comment by Lenovo User: 正文标题：正文内标题层尽量减少，各层次一律用阿拉伯数字编号，不同层次的数字之间用圆点相隔，如1，1.1，2.1，2.1.1等，所有的标题号左顶格后空一字写标题。
1.1  菌株
大肠杆菌DH5α
1.2  主要试剂仪器
主要试剂:溶液Ⅰ：10 mmol·L-1 Tris-HCl,pH7.5,50 mmol·L-1 EDTA, pH8.0；灭菌后,4℃保存。溶液Ⅱ:1%SDS，0.2 mol·L-1 NaOH；现配现用，2%SDS，0.4 mol·L-1 NaOH母液等体积混均即可。溶液Ⅲ 1.32 mol·L-1醋酸钾，pH 4.8,用醋酸调节pH值。灭菌后，4 ℃保存。 STE溶液。含RNaseA 20μg·mL-1的 TE溶液。琼脂糖。质粒大量提取试剂盒。	Comment by Lenovo User: 量和单位：请使用法定计量单位，量名称及符号、单位、数字的用法等应符合国家标准，书写要规范化，并注明外文字母的大小写、正斜体及上下角标
主要仪器：0.2 μm滤膜，电泳仪DYY–8B型稳压稳流电泳仪, 核酸蛋白定量仪， Gel Doc 2000紫外凝胶成像仪系统,DK-S12电热恒温水浴锅。
1.3	  实验方法
1.3.1质粒DNA的提取与纯化
大提试剂盒法:依照试剂盒说明书的步骤提取质粒DNA。
经典碱裂解法:提取方法主要按文献[1]进行。
改良的碱裂解法:（1）挑取单菌落于含Amp抗生素的LB液体培养基中，37 ℃120rpm摇菌过夜，至OD值为0.6，取50 mL菌液在冰上预冷10 min，5 000rpm离心10 min，尽量吸除上清；（2）重复步骤（1）；（3）将所得菌体沉淀用20mL冰预冷的STE洗涤一次，5 000rpm离心10 min，吸除上清；（4）向留有菌体沉淀的离心管中加入冰预冷的Ⅰ溶液2 mL，振荡悬浮菌体；（5）向离心管中加入4mL溶液Ⅱ (此过程要在冰上进行[3])，温和地上下翻转6～8次使菌体充分裂解，冰预冷3 min；（6）向离心管中加入4 mL溶液Ⅲ，立即温和地上下翻转6～8次，充分混匀，此时会出现白色絮状沉淀，5 000rpm离心10 min，吸取上清转至10mL新离心管中，5 000rpm离心10 min；（7）用注射器吸取上清，0.22 μm微孔滤膜过滤；（8）向所得滤液中加入0.7倍体积的异丙醇，轻轻颠倒振荡，置于﹣20 ℃10 min；（9）5 000rpm离心20 min，吸除上清，向离心管中加入70%的乙醇洗涤沉淀；（10）5 000rpm离心3 min，将离心管敞口置于室温或50 ℃温箱放置数分钟，目的是将离心管中残留的乙醇去除，避免残留的乙醇影响后续的实验，例如酶切、PCR等；（11）向离心管中加入200uL含RNaseA20 μg·m L-1 TE溶液溶解沉淀,37 ℃水浴10 min；（12）取相同的菌液，在相同的条件下，重复实验三次。	Comment by Lenovo User: 三位数以上加空格。	Comment by Lenovo User: 单位与数字之间空半格。
1.3.2质粒DNA的琼脂糖凝胶电泳检测
采用琼脂糖凝胶电泳法:制备1%琼脂糖凝胶，将三种方法所提的质粒DNA，各取3 μL进行凝胶电泳，比较三种方法提取质粒DNA的效果。
1.3.3测定质粒DNA的A260/A280值
将三种方法提取的质粒各取1 uL并稀释100倍，经核酸蛋白定量测定仪测定质粒DNA的A260/A280值和质粒DNA浓度。
2   结果与分析
2.1琼脂糖凝胶电泳结果
图1为质粒DNA的琼脂糖凝胶电泳结果：1为经典碱裂解法所提质粒，较清晰，但仍残留较多杂质；2为试剂盒所提质粒，非常清晰，基本无杂质；3为改良后的碱裂解法所提质粒，非常清晰，基本无杂质。
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图1  三种方法提取质粒DNA的效果	Comment by Lenovo User: 图：图标题需要中英文对照。坐标图用方框图，图标线纵坐标在左，竖线框内，横坐标在下栏线框内。图的主线与辅助线粗细比例为2:1，纵横坐标的标值、标值线必须写清，标目应使用标准的物理量和单位符号（一般不用中文表示）。照片要黑白清晰，层次分明，反差适中，文稿中要留插图的位置（注：尽量不用彩色照片）。另，文章中涉及到图的横、纵标题及坐标轴上的数字统一用宋体、常规8 号
M.marker；1. 经典碱裂解法提取的质粒；2.试剂盒法提取的质粒；
3. 改良后碱裂解法提取的质粒
Fig.1 Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA prepared with three different methods



文章中可能涉及的其他类图：
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图1不同处理马铃薯地上部干物质累积动态图                图1  乙醇浓度对黄酮得率的	Comment by Lenovo User: 五黑（英文对照“Fig.”，Times New Roman 五号）；图的宽度尽量在7.5cm之内，图的横、纵标题及坐标轴统一用宋体、常规8 号；用Excel生成的图复制到word中时尽量选择“选择性粘贴”链接Excel数据，以便修改图表。
注： 横纵坐标轴的国际单位单位与符号之间用斜线连接，指数单位用负指数表示。
系列： 图中代表标线的系列标识位于标线上方，纵坐标顶线下方，具体位置见文中样图。横纵坐标单位与X、Y轴线之间空一格。
Fig. 1 Change of potato above-ground dry matter               Fig.1 The effect of ethanol thickness on tatle flavanone accumulation underdifferent treatments
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图4 流速对黄豆酱多肽回收率的影响                 图1 雪水与清水对苜蓿发芽率的影响	Comment by Lenovo User: 柱形图的表示类似折线图。注：图中柱体的颜色尽量不要用纯黑色，对比柱的颜色要分明。
Fig.4 The effects of flow rate on recovery         Fig .1 The effects of running water and snow melt 
rate of soybean paste peptides                         water on afalfa germination rate
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2.2三种方法提取质粒DNA的A260/A280值和浓度
表1为三种方法提取的质粒DNA浓度的比较，从表中可看出：改良后的碱裂解法提取的质粒DNA浓度明显高于经典碱裂解法及试剂盒法。表2为三种方法提取质粒DNA的A260/A280值的比较，从表中可看出：改良后的碱裂解法所提取的质粒DNA纯度均在1.8～2.0之间，明显比经典碱裂解法效果好，而与试剂盒法相差无几，符合细胞转染等特定实验的使用要求。	Comment by Lenovo User: 正文中凡是可以用数字的地方，均应使用阿拉伯数字；试验数据应进行统计学处理，起讫数间用波状线“～”
表1  三种方法提取质粒DNA的浓度
        Table 1 The DNA density of three method extraction material particle DNA density
	方法
	浓度/μg·mL-1	Comment by Lenovo User: 单位标注格式

	试剂盒
	47.0643
	46.7394
	46.8290

	经典碱裂解法
	30.4986
	30.5263
	31.1362

	改良后碱裂解法
	68.9413
	68.3840
	68.4980



表2  三种方法提取质粒DNA的A260/A280值	Comment by Lenovo User: 表用三线表，标题需中英文对照。表格内容可合并的尽量合并。表格应设计正确、简洁、合理，表项应尽量简化。表中数字须上下对齐，相邻栏内数字相同时不能用“``”或“同上”、“同左、右”等，应一一标注。如实测为零，就标注“0”，未测或无此项（该栏为空白）或未发现，就标注“一”实测为痕量或可略而不计，应注明。
表内不设“备注”栏，需要说明的事项，可用简炼文字附注于表格底线下方，且附英文。表中注释，可用“*”号。

表中内容及表注内容均为小五宋体。
      Table 2 The DNA A260/A280 value of three method extraction material particle 
	方法
	OD值A260/A280

	试剂盒
	1.9734
	1.9442
	1.8921

	经典碱裂解法
	1.6328
	1.4893
	1.4874

	改良后碱裂解法
	2.0013
	1.9735
	1.9836



3 讨论
实验在经典碱裂解法的基础上进行改良，用其他方法[4-9]提取多数都需要较长时间，而改良后的操作方法可节省时间，最重要的是以物理方法替代用有机溶剂抽提除蛋白质的化学方法。利用滤膜将蛋白质完全去除，同时用异丙醇除去小片段DNA[10]，最后用RNaseA将RNA消化掉，避免了酚、氯仿等对质粒DNA的污染，同时保障了实验者的安全。而且改良后的碱裂解法提取出的质粒DNA的浓度，明显高于试剂盒法及经典碱裂解法，其纯度更是可以与试剂盒法相媲美，并且所需费用却远远低于试剂盒的价格。此方法操作简便，用时短，摒除了酚、氯仿的使用，减少对环境的污染，绿色环保。更降低了实验成本，节省资源，可以在实验室中广泛使用，利于实验研究。
在操作过程中需要注意一些问题:(1)操作过程要认真细致，避免细菌及其他物质的污染；(2)过滤之前吸出的离心上清液要尽量减少蛋白质的含量，过滤时速度缓慢，防止滤液经滤膜边缘流过而污染过滤完的滤液；(3)根据实际情况加入足量的RNaseA，并且孵育时间充足，以防RNA消化不完全，对结果造成影响；(4)提出的质粒DNA浓度与所提菌液的新鲜度及菌液中细菌的密度有很大关系，应注意；(5)溶液Ⅱ现用现配，加入溶液Ⅱ后混匀一定要温和，以免污染细菌基因组DNA，此时菌液应变得清亮粘稠[11]，作用时间不要超过5 min，以免质粒受到破坏；(6)加入溶液Ⅲ后应立即混合，避免产生局部沉淀,如果上清中还有微小白色沉淀，可再次离心后取上清。
讨论一定要扣准文题和结果。具体地说可参考下面5个方面进行:
1 对结果揭示的情况作进一步的说明和解释,特别是本研究结果所具有的理论和实际意义;
2 结合结果深入探讨与本研究相关的新方法、新理论以及预测发展趋势;
③ 比较本研究与他人研究的异同,并实事求是地指出各自的优点和不足;
④ 总结本研究的成败关键、经验和教训,客观地反映本研究的不足,包括研究中矛盾现象及尚难解决的问题;
⑤ 对进一步的研究提出建议或指出方向。
可以加二级标题。如3.1、3.2、3.3等。
4 结 论
结论是全篇的总结。要对科技论文作全面的概括,应该注意的是：结论并不仅是本文中的研究结果,而是在研究结果的基础上,进一步得出科学的结论,也即使研究由感性认识上升到理性认识。这是论文写作的重要一环,它是以正文的论述为基础,但较正文的表述更精炼、更集中、更典型、更有价值。
也可以以列出序号方式阐述。如a. b. c.等。
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