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制备 12 kb 重组质粒载体的方法
`

周 晓 强

(华美生物工程公司
,

河南 洛阳 47 1田3 )

摘 要 : 利用质粒载体 沐况膝 , fz ( + ) 克隆了一个长达 9乞城如的 DN A片段
,

重组质粒大小

达到 l么刃3 坤
.

该重组质粒可以转化到 MJ I伪受体菌中
,

并且在随后的继代培养过程中具有较

高的产t 和相当高的称定性
.

对于利用质粒载体来克隆 D NA 片段来说
,

设计的方法具有普遍

的使用价值
,

对于较大的 DN A 片段克隆
,

该方法具有简便
、

可靠的特点
,

不仅能够保证克隆

成功
,

而且极大的减少了筛选或鉴定重组菌的工作盆
.
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质粒载体一般应用于较小片段的 D N A 克隆或亚克隆
,

对于较大的 D NA 片段 ( 7
一

kb )
,

一般要采用 入载体
,

而对于更大的 ND A 片段 ( > 10 hk )
,

一般要采用粘性质粒载体
.

由于

质粒的转化效率与其大小成反 比
,

而当质粒大于 巧 幼 时
,

转化效率将成为限制因素 [ ’ 〕
.

那么
,

质粒载体能够插人的 DN A 片段究竟有多大
,

现有的资料还没能明确说明
.

为了制

备质粒 DNA 相对分子质量标准
,

或者用体外转录的方法制备 RN A 分子量标准
,

都需要用

质粒载体克隆尽可能大的 D N A 片段
.

本文利用质粒栽体沁 EM一 fZ ( + ) 来克隆长达 9 224 坤 的 DNA 片段
,

使重组质粒大

小达到 12 00 3 坤
,

并就克隆方法的设计和选择在理论和实验上进行了探讨
,

1 材料和方法

pGE M一 fZ ( + ) 质粒载体
,

I翅 l l lxl a DNA/ &
。 R 工 DNA 相对分子质量标准

、

h 司曰 a

DN灯 iH dn 111 DN A 相对分子质量标准
,

MJ I的 受体菌
,

内切酶 &
。 R 工和 今入工

、

几 DNA 连

接酶
,

试剂盒 。 . e t山尹 R以力比山iann
t p b 班in d sc 化 e

inn
g 伽etnI

、

R卫s NI co 加nL m翎 ssr eltn for DNA
P l ir i五c a it o n

伽
I n A , 加 e6 “ 和 RE s创

e o l训 nn甲肠 in
一

cs al e IP朋而 d DN A孙 ir五ca it on sys 恤 等试剂

均由华美生物工程公司生产
.

1
.

1 DN A插入片段的制备

将 1丑血伙h DN A /及
。 R l DN A相对分子质 t 标准点样于 0

.

7% 琼脂糖凝胶并在 飞姚 E电

泳缓冲液中电泳
,

电泳后将最大的 ND A 片段 ( 21 2 2 6 坤 ) 从琼脂糖凝胶中挖 出
,

利 用

,
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用资m oc场灿洲 衍
s

蜘 ofr ND A p ul迅 acit no 肠 1 1 A朗印 Se Gel 将该 ND A 片段纯化并溶解于 冗缓

冲液 (声 8
.

0) 中
.

将纯化的 DNA 片段用内切酶 hsr 工消化后
,

可以得到 3 个长度分别为

2 21 2
,

9 2豁
,

9 7卯 如 的 DNA 片段 l[]
,

其中的 9
224 如 片段含有 孙 I 和 coE

R I 粘性末

端
,

该片段可以插人到 沁EM一 fZ ( + ) 质粒的孙 I
一

肠 R 工位点中
,

而 2 2 12 饰和 9 790

坤 片段不具备和酶切质粒相匹配的两个粘性末端
,

故不需要进一步的分离去除
.

最后 用

冗缓冲液 ( p H 8
.

0) 将酶切产物稀释勤 0
.

05 留汕
,

保存在 4 ℃待用
.

1
.

2 质粒载体的酶切及纯化

将 拯犯M刀 fZ ( + ) 质粒载体用内切酶 私 工或 腼 R 工共同消化 l h 后
,

在 67 ℃加热

巧 而
n 以灭活 内切酶

,

然后将酶切质粒点样于 0
.

7%琼脂糖凝胶并在 T AE 电泳缓冲液 中电

泳
,

电泳后将质粒大片段从琼脂糖凝胶中挖 出
,

利用 田玲创加1训nn 甲伽咖 for DN A R川五
-

c
西on 份犯 1 A g

axOS
e

eG l将该 D NA 片段纯化
,

最后用 TE 缓冲液 ( p H 8
.

0) 将 DN A 稀释到终

浓度 0
.

05 r J
岁汕

,

保存在 4 ℃待用
.

1
.

3 DNA 插入片段和质粒 DNA 大片段的连接

由于 DNA 插人片段是一个 DN A 片段的混合物
,

因此在每个 巧 匹 连接反应体系中
,

加人 6汉) gn DN A 插人片段混合物 (其 中 9 224 坤 ND A 片段的质量为 260 gn ) 和 ooZ gn

沁哪
一

7 fZ ( + ) 的 私 工
、

coE R I 双酶切大片段 ( 2 983 坤 )
,

使质粒 DN A 大片段和 9 224

坤 的 DN A 插人片段的摩尔数比为 3 : 1
.

同时建立 3 个连接反应
,

分别在下列温度条件下

进行连接反应
,

即
:

( l ) 16 ℃反应 16 h
,

( 2 ) 4 ℃反应 16 h
,

( 3 ) 16 ℃反应 Z h 后
,

4 ℃再

反应 16 h
.

随后将反应管在 67 ℃加热 10 面
n 以灭活 4T DNA 连接酶

,

连接产物保存到 4 ℃

待用
.

该实验的阴性对照反应中只加人质粒大片断而不加 ND A 插人片段
.

1
.

4 重组质粒的转化

根据 c ho en 等 z1[ 的方法
,

用氯化钙制备大肠杆菌 (MJ 109 ) 感受态细胞
,

每次用 0
.

6

汕 DNA 连接产物进行质粒的转化
,

然后将 100 汕 转化产物铺平板进行受体菌的培养
.

1
.

5 重组菌的筛选和鉴定

将转化菌斑培养到直径达 2
~ 后

,

用 on
e t u

beT
” ReC Or bn iann

t p l洲而 d sc
~ gn 街~ 鉴

定转化菌质粒的大小
.

然后将含有重组质粒的菌斑重划平板
,

分别挑取一个单菌落接种到

l oo mL 比 液体培养基中进行过夜培养
,

用 和巧州加如朋脚 M而
一

sc 山 Pl田而 d DN A uP ir 6 ca it on

伽emt 提取培养菌体的质粒
,

并用私 工和肠 R l 对纯化质粒进行双酶切消化以鉴定 DNA
插人片段的大小

.

由于 9 224 b p 的 ND A 插人片段含有 2 个 孙 工位点31[
,

而 沁ME
一

7 fz

( +) 质粒不含 匆 工位点
,

因此重组质粒用 孙 工酶切后将产生 一条长度为 1882 坤 的

DNA 小片段
.

2 结 果

2
.

1 重组质粒的制备和转化

分别将在 3 个连接反应条件下制备的连接产物进行转化
,

结果表明
,

在 16 ℃连接 16

h 或在 4 ℃连接 16 h 后的重组质粒分别转化 MJ I的 受体菌
,

没有菌斑形成
,

而在 16 ℃连

接 Z h 后
、

4 ℃再连接 16 h 后得到的重组质粒转化后形成 4 个菌斑
.

2
.

2 重组菌的鉴定

当平板培养基上的菌落生长 48 h 后
,

菌落的直径可达到 2 ~
,

对 4 个菌落的质粒大
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环化质粒的竞争而难以成功
.

另外需要说明的是
,

如果用 12 kb 的纯化质粒进行 MJ 109 转化实验
,

相对于 3 kb 的

p G EM
一

7 fZ ( + ) 质粒载体
,

转化效率将下降 80 % 一
90 % (资料未公布 )

.

这就表明
,

尽管

12 kb 重组质粒对 MJ I田 的转化效率较低
,

但还不能成为制备 12 kb 重组质粒的限制因素
.

因此
,

高达 蛇抖 坤 的 DNA 插人片段能否与质粒片段有效连接将是重组质粒转化能否成功

的关键因素
.

由于本文的 D NA 插人片段本身是一个 DN A 片段的混合物
,

所以选择了 3 种

DNA 连接温度条件
,

结果只有在 16 ℃反应 Z h 后
,

4 ℃再反应 16 h
,

转化才获得成功
,

原

因是 16 ℃反应 Z h 是 coE
R 工酶切片段的最佳连接温度条件

,

而 4 ℃反应 16 h 是 孙 工酶

切片段的最佳连接温度条件 4[]
.

之所以首先在 16 ℃而不是在 4 ℃进行连接反应
,

原因是

DN A 插人片段混合物中含有较多的私 工末端
,

因此首先连接 coE R 工末端
,

而后是 hsr l

末端可以降低 孙 工末端的竞争
,

提高了目的 DNA 插人片段与质粒 DNA 片段的连接效率
.

因此
,

本文选择的双温度条件连接大大提高了连接产物中重组质粒的数量
,

从而使转化效

率较低的 12 比 重组质粒得以转化成功
.

综上所述
,

用质粒栽体制备高达到 12 汕 的重组质粒并转化成功的两个关键分别是双

酶切位点的选择和 DNA 连接温度条件的优化
.

即使酶切 DNA 片段在同一条 DN A 链的两端

均带有突 出端
,

这对于较小的 DN A 片段克隆
,

都不失为一个有效和最佳的选择
,

因为不

仅能够保证克隆的成功
,

而且避免了阴性重组菌的形成
,

从而也使重组菌的筛选或鉴定变

得非常简单
.

另一方面
,

当 DN A 插人片段较大时
,

应
匆

尽可能的优化 DN A 连接温度条件
,

以促进 DN A 插入片段的连接进而提高重组质粒的含量
,

从而提高转化成功率
.

而对于质

粒载体 p G EM
一

7fZ ( + ) 能否克隆更大的 DNA 片段
,

即使重组质粒达到 14 一
15 kb 并转化

成功
,

是下一步将要进行的工作
.
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