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摘!要!根据已报道的序列$把苦瓜!/01023+4546525-7+5"/’89:基因成功克隆到原核表达载体-FG!D6!H"中$

并对IJA快速检测阳性克隆进行了研究’结果表明$直接用菌落(菌液(酚氯仿处理过的菌液$以及提取的质粒进

行IJA都可以成功地筛选阳性菌落’其中$酚氯仿处理过的菌液IJA与质粒IJA的结果最接近$而且比质粒

IJA简单$因此可作为方便可靠的阳性克隆筛选的新方法’

关键词!/’89:)IJA)克隆子筛选)苦瓜
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!![LI(%是苦瓜中的一种单链核失活蛋白$在体
外具有@;糖苷酶活性%&$!&$破坏O@L拓扑结构的活
性%(&$以及具有抑制N\];&整合酶的活性%’$#&’天然
的和重组的[LI(%都具有抗病毒(抗肿瘤和抗N\]
的功能%"&$在临床和农业上有着诱人的前景%$&’但
国内关于重组 [LI(% 的研究鲜有报道’克隆

/’89:$构建其表达载体 是 进 一 步 研 究 重 组

[LI(%的功能的基础$也是其转基因等分子操作

的前提’!!!!
在构件建重组子的过程中$对含有重组质粒菌

落的鉴定是判断克隆是否成功的一步’一般常用的
方法有#抽提质粒酶切鉴定(#互补(插入失活(杂交
筛选等%D&’不论采用以上哪种方法$都要经过挑取
一些独立的菌落进行培养$然后小量抽提质粒’再
用限制酶进行消化$通过凝胶电泳来鉴定出阳性克
隆’这些操作花费时间长$步骤复杂繁琐费力气)而



且许多限制性内切核酸酶都很昂贵!做一次鉴定的
费用也高 "近来利用IJA灵敏的特点!出现了直
接用菌落或处理的菌液!以及提取的质粒进行IJA
扩增来筛选阳性克隆的方法#)!&($"本实验室在构
建苦瓜基因组 /’89: 基因重组表达载体时!摸索
和改良了IJA快速检测的方法!使其更加简便可
靠"本文以苦瓜基因组/’89:基因向载体-FG!D6
%H&中克隆为例!报道用IJA快速检测的方法筛选
阳性克隆的实验结果"

&!材料和方法

BCB!材料
实验试剂中GLK酶’O@L限制酶等药品均购自

上海生工公司(IJA引物由上海生工公司合成纯
化"原核表达载体-FG!D6%H&!ON##为本实验室
保存"

BCD!方法

&̂!̂&!O@L的提取
用JGLR法从苦瓜中微量分离总O@L#&’$!+O+

裂解法小量制备质粒O@L#&#$"

&̂!̂!!引物设计
根据/’89:基因#"$的序列设计)
引物&#_J55LJGJ5L5G5GJLG5LLJL

G5JJGGL引入‘9.\酶切位点%划线部分&
引物!#_5J5555LGJJLLLLG55G5LL

LG5JGGL引入R6XN\酶切位点%划线部分&

&̂!̂(!IJA反应条件

IJA条件为)引物)&$X.V*T!2@GI!%%$X.V*T!

G6S&,!O@L模板)&$T!&%aIJA缓冲液 %̂!$T!灭
菌双蒸水补齐至!%$T"
反应循环为)

&̂!̂’!感受态ON##细胞的制备
按照+分子克隆,指导的方法#D$

&̂!̂#!克隆
从苦瓜基因组中克隆 /’89: 基因"以苦瓜

O@L为模板!IJA产物为单一特异的大小为)!)3-
的条带%未附照片&"此产物先后经酶E60%和酶

)51N%切割后与经过同样处理的-FG!D6%H&载
体连接%&’b!&!9&!其混合物转化感受态的ON##"

转化筛选平板为卡那板!($b培养&#9"

&̂!̂"!转化子的鉴定

&̂!̂"̂&!菌落IJA
先取一个空白的卡那TR固体培养基皿!在背

面划上许多方格作记号!同时在有转化菌生长的培
养皿背面也划上相同的方格子"用无菌牙签挑取转
化的单菌落!在空白培养皿对应的小方格中触一下!
然后!在IJA反应液中触一下"

&̂!̂"̂!!菌液IJA
挑取转化后在卡那抗生素TR固体培养基上生

长的单菌落!分别接种到!!(XT的卡那抗生素TR
液体培养基中!置($b摇床快速振摇%!#%/*X:7&!
培养至对数生长后期!静置#!&%X:7!然后取上层
的菌液&$T直接作为IJA模板"

&̂!̂"̂(!菌液处理IJA
挑取转化后卡那TR固体培养基上生长的单菌

落!分别接种到!!(XV的卡那TR液体培养基中!
置($b摇床快速振摇%!#%/*X:7&(!’9"取&%%$T
菌液!加入等体积的酚氯仿溶液!&!%%%/*X:7离心!
X:7!取&$T上清进行IJA"

&̂!̂"̂’!质粒IJA
提取质粒%&̂!̂&质粒提取方法&!取&$T为模

板"

!!结!!果

在实验中!重组子转化ON##后!经卡那板筛选
共长出L’R’J’O’F’B"个白色菌落"对这"个单
菌落分别进行菌落’菌液’菌液处理和质粒IJA!其
结果见图&’图!’图("从图示可以看出!’种IJA
方法鉴定的结果!都是L’R’J菌落出现了与阳性对
照相同的)!)3-大小的条带!O’F’B菌落则没有出
现该条带!’种方法得出的结论是一致的"对随机
挑选的阳性克隆R菌落进行测序%上海生工&!其序
列与已公开发表的序列#"$%F[RT)+$)’#%&的一致
性 为 ))c %D#’*D"&&!与 另 一 序 列 %F[RT)

LB!D’D&&&的一致为&%%c!表明 /’89: 基因克隆
成功并获得了相应的原核表达载体"

(!讨!!论

筛选鉴定阳性克隆为O@L重组技术中关键的
一步"它的结果在某种意义上决定了实验的成败"
在向质粒载体中克隆外源基因时!如果克隆成功!以

!"# 遗!传!"#"$%&’( %)*+,+-.&!%%’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图B!克隆载体转化菌液和菌液处理的#&’鉴定图

E/FGB!H<7#&’,7*-I+*(0I/J-/:.-I+-,7
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!$($’$#$"$$!6/1091IJA/1?,V0?U:09V:S,:2<,V0,/1.WL%R%

J%O%F%B<.V.7:1?/1?-1<0:>1V4#D$)$&%$&&$&!$&(6/1091

IJA/1?,V0?U:09V:S,:2<,V0,/10/1601234-917.V!

J9V./.W./X.WL%R%J%O%F%B<.V.7:1?/1?-1<0:>1V4%

&’-FG!D6&H’

图D!克隆载体质粒#&’鉴定图

E/FGD!4I7.+,(6<(,7*/*6<(+((0.I()/)F
K7.+(,+,2)*07.+7:?2.+7,/26I2*>/:

#&’6,(:-.+*
T671[!T6X326O@L""40A%H!+-2&#

&!RV67Y#!!L<.V.74#(!R<.V.74#’!J<.V.74#

#!O<.V.74#"!F<.V.74#$!B<.V.74#

D!/01023+4546525-7+5O@L

图$!克隆载体转化菌落#&’鉴定图

E/FG$!4I7.+,(6<(,7*/*6<(+((0.I()/)F
K7.+(,+,2)*07.+7:?2.+7,/2.(I()/7*#&’6,(:-.+*
T671[!T6X326O@L""40A%H!+-2&&$$!/01023+45

46525-7+5O@L#!$($’$#$"$D6/1091IJA/1?,V0?

U:0936<01/:6<.V.7:1?.WL%R%J%O%F%B

重组质粒做模板用外源基因的特异性引物进行

IJA应能扩增出目的条带%没有连接成功的质粒则
不能扩增出来(这就是IJA方法及质粒快速鉴定
法筛选阳性克隆的原理)&(*(本实验为了获得比质
粒IJA更加简便而且可靠的筛选阳性克隆的方法%
进行了一些方法的摸索和改良%结果表明几种不同
方法都可成功地检测阳性重组子(
最方便的筛选莫过于菌落IJA%不必进行菌液

培养就可直接进行检测(但是%此方法有一定的不
可靠性%有出现假阴性的可能)&(*(本实验中多次重
复%虽未出现假阴性%但是出现了非特异的扩增带和
弱的假阳性条带&图(’(因此在利用时应注意这些
问题(
直接用菌液进行IJA的方法%还未见相关报

道(由于菌液的成分复杂%含有多种离子和不确定
物%可能对IJA体系有干扰作用%但本实验用对数
期后期的上清液作为模板时%未出现干扰现象(所
以%该方法不失为快速检测阳性克隆的又一种新方
法(
近来%有人对用IJA筛选阳性克隆的方法进行

了改进%用G/:0.7或溶菌酶方法裂解细菌))%&%%&!*%使
其释放的质粒作为模板%以避免提取质粒的繁琐步
骤(但受试验条件限制%不仅需要溶菌酶等试剂%而
且要煮沸等多个步骤(本实验中%通过菌液处理%用
酚氯仿来裂解细胞%不但简化了实验%并且其效果与
质粒IJA相当%表明利用酚氯仿使蛋白质变性具有
同样的效果(此外%在菌液IJA&图&’和菌落IJA
&图(’中都出现了非特异的带%而在菌液处理和质
粒IJA中不明显&图&%图!’(这可能由于酚氯仿
抽提后%细菌裂解释放模板质粒溶于菌液中(高速
离心后沉淀了杂蛋白和某些成分%减少了对IJA体
系反应的干扰(
菌落$菌液%以及菌液处理后的IJA在对阳性

克隆的筛选中%菌液处理 IJA 方法最接近质粒

IJA%因此用菌液处理IJA筛选阳性克隆%既避免
了抽提质粒的繁琐%又保证了结果的可靠性%是一种
快速简便筛选阳性克隆的好方法(
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