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t o i n f e e t E
. c o l i B N N 10 2

。

10 o n g o f e D N A w a s u s e d f o r e l o n i n g a n d

5
.

6 x 1 0` r e e o m b i n a n t p l a q u e s o b t a i n e d
, t h e e l o n i n g e f f i e i e n e y 15 3

.

6 x z o s

p f 。 / , 9 e D N A
.

3
。
2 S

e r e e n i n g o f g 1u e o a m y l a s e e D N A f r o m e D N A l ib r a r y

1
.

5 x 1 0
4 r e e o m b i n a n t p l a q u e s w e r e u s e d f o r f n s i t u h y b r i d i z a t i o n t o t h e

名吕
P
一
l a b e l l e d p r o b e .

A f t e r s e r e e n i n g a n d r e s e r e e n i n g
, 1 1 p o s i t i v e p l a q u e s

贫 e r e o b t a i n e d ( F i g
。
i )

.

D N A s w e r e e x t r a e t e d f r o m 6 e l o n e s o f t h e s e p h a g e s

b y r a p i d i s o l a t i o n m e t h o d
, e l e a v e d w i t il E e o R I a n d e l e e t r o p h o r e s e d o n

a g a r o s e g e l
。

T h e g e l p a t t e r n s h o w s t h a t t h e s e r e e o m b i n a n t p h a g e s e o n t a i n

i n s e r t f r a g m e n t s o f 0
.

8
,

1
。

7
,

2
.

1
,

2
。

5
, s

.

s a n d 4
.

3 k b r e s p e e t i v e l y ( F i g
。

2 )
.

S
o u t h e r n b l o t a s s a y s h o w e d t h a t a

l l o f th e s e i n s e r t s w e r e p o s i t i v e ly h y -

b r i d i z e d t o t h e
D N A p r o b e o f A

。 。 i夕。 r g l
u e o a m y l a s e

( F i g
.

3 )
。

T h e s e r e s u
l t

s

i n d i e a t s th e e l o n i n g o f g l u e o a m y l a s e e D N A o f A
. ” i夕e , 5 7 5 5

。
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六
_

F 19
.

2 A u t o r a d i o g r a p h o f `n 5 1*“ h y b r i d i z a t i o n

o f r e e o m b in a n t p l a q u e s w it h l a d e l l e d

D N A P r o b e o f g l u e o a m y l a s e

N i t r o e e l l u l o s e f i l t e r w a s b l o t t e d f r o m a

1 2 o m nx P l a t` s e e d e d w i t h a b o u t 1 x 20
`

p l q u e s o f t h e a也 p l if i e a t i o n s t o e k
.

P h a g e

.

D N A , a o t r a n s f e r r e d a n d i m m o b i li s e d

i n s i t u o o n宜t r o e e l l u l o s e f i l t e r .

T h e f i l t e r

w a , e x p o s e d t o , Z P
一

I a b e l l e d D N A p r o b e

《

头

F 19
.

2 R e s t r i e t i o n a n a l y s i s o f D N A

f r o m p o s i t i v e p l a
q u e : .

L a n e ( z )

o f A a n d B a r e 久e I 8 5 7S 7 D N A

d i g e , t e d w i t h H i n d l l l
,

l a n e (4 )
o f A a n d B a r e 几g t l o D N A

d i g e s t e d w i t h E e o R I
,

t h e

o t h e r s a r e t h e P o s i t i v e P h a g e

D N A s e l e a v e d w i t h E e o R I

F i g
.

3 A u t o r a d i o g r a P h o f S o u t h e r n

b l o t t i n g o f D N A , f r o m `n s i t u

h y b r i d i z a t i o n p o s i t i v e Ph a g e , 。

T h e p h a g e
: D N A s i n F i g

.

2 w e r e

t r a n s f e r r e d t o t h e f i l t e r a n d

h y b r i d i z e d t o 3 2
P

·

l a b e l l e d D N A

p r o b e 。 。

L a n e ( 1 ) o f F i g
.

B i : 久e l

85 75 7 D N A d i g e s t e d w i t h H i n d l l

, 晚

3
.

3 P il v s i e a l m a p p i n g a n d s e q u e n e i n g o f t h e e l o n e d e D N A

o n e o f t h e 2
.

I k b e l o n e d e D N A f r a g m e n t w a s u s e d f o r f u r t h e r e h a r a e -

t e r i z a t i o n .

T h i s f r a g m e n t
, a f t e r i s o l a t i o n b y L M T A

,
w a s d i g e s t e d w i t h

aB m H I
,
B g川

,
C l a l

,
H i n d l l l

,
K p n l

,
P s t l

,
S a l l a n d X b a l r e s p e e t i v e l y

.

T h e

e l e e t r o Ph o r e s i s P a t t e r n
( F i g

。

4 )
s h o w s t h

a t t h e r e 15 o n e s i t e f o r
B

a m H I
,

C l a l
,

P s t l a n d S a l l
, 2 s i t o s f o r K p n l a n

d
n o t h i n g f

o r B g l l l
,

H i n d l l l a n d

X b a l o n t h e e D N A f r a g m e n t
。

D o 往 b l e d i g e s t i o n s w e r e a
l
s o d o n e w i t h

B a m H I
,

C l a l
,
K p n l

,
P s t l a n d S a l l

。

T h e p h y s i e a l m a p w a s t h u s e o n s t r u e t e d

a e e o r d i n g t o t h e d a t a f r o m s i n g l e a n d d o u b l e r e e i P r o e a
l d i g e s t i o n s a n d 15

s h o w n i n F i g
.

5
.
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A
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。

i
。
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2
。 e D N A / P t s I Z

。

p B R 3 22 / H i n f l

3
. e D N A / B a m H I 3

。 e D N A / K p n l

4
. e D N A / S a l l 4

。 e DN A / K p n l + P ` t l

5
。 e D N A / P s t l + S a l l 5

. e D N A

6
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7
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智

Z O 0b p

` 匕

-
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.

5 R e s t r i e t i o n m a p o f t h e e l o n e d

2
.

I k b g l o e o a m y l a s e e D N A o f

A
. ” g̀ e r .

B l a e k b o x e : a r e t h e

5
一 a n d 3

一 u n t r a n s l a t e d r e g i o n , .

P o l y A 15 s h o w n b y h a l f

t h i e k n e s s
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T h e n u e l e o t i d e s e q u e n e e o f t h e a p p r o x i m a t e ly 2
.

I k b e D N A w a s d e t e r -

m i n e d b y t h e S a n g e r d i d e o x y e h a i n t e r m i n a t i o n m e t h o d
, t h e r e s u

l t o f

t h e n u e l e o t i d e s e q u e n e i n g 15 s h o w n i n F i g
.

6 a n d F i g
.

7 ,
f r o m t h e s e q u e -

n e e a n a l y s i s , t h e e l o n e d f
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5
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d Z
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Ik b e D N A 15 a n i n t a e t g e n e

f o r g l u e o a m y l a s e G A I
.
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T h e t e r m i n a l e o d o n 15 T A G i n s t e a d o f

T G A
,

f o l l o w e d b y f o u r d i f f e r e n t b a s e s a n d a n e x t r a A G C C A G CG G s弓-

q u e n e e 15 f o u n d i n o u r e a s e -
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p e r f o r m e d u s i n g s i n g l e s t r a n d M
i 3

m P 1 8 a n d 几 P 19 a s t h e t e功 P l a t e s .

3 2 P
一

l a b e l l e d D N A f r a g m e n t s w e r e

s y n t il e s i z e d b y D N A p o l v m e r a s e

I ( l a r g e f r a g m e n t ) a n d t e r功 i n a t e d

b y d i d e o 不 y

截

乒

务

3
。

` E x p r e s s i o n o
f t h e e l

o n e d 9 1“ e o a m y la s e e
D N A i n E

. c o l i

T o a n a l y s e t h e e x p r e s s i o n o f e l o n e d g l u e o a m y l a s e e D N A i n E
.

e o l f
, t h e

f r a g m e n t o f Z
。

5
,
2

。
1 a n d 2

.

7 k b w e r e r e m o v e d f r o m t il e r e e o m b i n a n t p h a g e

久g t l o D N A b了 E e o R I d i g e s t i o n a n d i n s e r t e d i n t o t h e E e o
R I s i t e o f 久g t

1 1 D N A w h i e
h 15 a n e x p r e s s i o n v e e t o r .

T h e p a e k a g e d p h a g e s w e r e u s e d

t o i n
f e e t E

。 e o l i
。

P l
a q u e s f o r m e d w e r e i m m o b i l i z e d o n n i t r o e e l l u l o s e f i l

-

t e r a n d p r o b e d w i t h A
. n i夕e : g l u e o a m y l a s e a n t i b o d y

。

T h e r e s u l t s i s s h o w n

10 F i g
。

s
。

I t s h o w s t h
e s p e e i f s e i m m u n o r e a e t i o n b e t w e e n t h e e e l l l y s a t e

i n f e
e t e d b y th e r e e o m b i

n a n t p h
a g e 久g t 1 1 e o n t a i n i n g t h e 2

.

i k b e D N A a n d

t h e a o t i g l u e o a m y l a s e a n t ib
o d y l a b e

l l
e d w i t h 1 2 5

1
。

T h
e r e s u l t i n d i e a t e s t h a t

t h e e l o n e d Z
。

I k b g l u e o a m y l a s e e
D N A

e a n e x p r e s s e d i n E
. c o l i

-

T h e Z
。

I k b
e
D N A w a s a l s o

l i g
a t e d t o e x p r e s s i o n p l a s m i d p P L Z w h i e h

w a s t h e n t r a n s f o r m e
d t o E

。 c o l i J F l i Z s
,

T h e n e w p r o t e i n b a n d w a s f o u n d

o n t h e
`

S D S
一
P o

l y a e r y l a m i d e g e l e l e e t r o p 五r e s i s o f s o
l
u b l e p r o t e i n s f r o m

t r a n s f o r m e d 万
。 c o l i J F l l 2 5

,

w il i e h i n d i e a t e s t h e e x s i s t e n e e o f e x p r e s s i o n

P r o
d

u e t i n t r a n s f o r m e d e e l l ( d a t a n o t s h o w n
)

。

T h e 1
.

7 k b f
r a g m e n t 15 t o o s h o r t t o e n e o d e t h e 6 4 0 a m i n o a e i d s e q u e n e e

o f g l u e o a m y l a s e
( t h

e s e q u e n e i n g d a t a i n d i e a t e i t s d e l e t i o n a t s 尹 e n d )
o r

15 n o t i n f r a m e ,
w h i l e t h e Z

。

s k b
e D N A m a y h a v e t o o l o n g s , e n d a n d

3 , e n d n o n e o
d i n g s e q u e n e e s (名o ) , t h

e y a r e n o t e x p r e s s e d i n E
。

e o l i
-
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黑曲霉葡萄糖淀粉酶 c D N A的克隆和

序列分析及其在大肠杆菌中的表达
.

李文清** 罗进贤 张添元 何 玲

摘 要 以 p ol y ( A丫。 R N A为模板
,

噬菌体人gt 10 DN 人为载体构建 了 黑 曲
。 D N A 的文库

.

用编码黑曲霉葡萄糖淀粉酶 32 9一 41 8位氨基酸的 D N A 顺序 ( 4邪

霉 ,
喊的

` . 、 作 柳

针从该文库中筛选葡萄糖淀粉酶 c D N A
.

采用原位噬菌斑杂交法获得 n 个阳性噬菌斑
.

从其中

6个噬菌体中提取 D N A进行限制酶切分析和印迹法转移杂交试验
,

发现这些阳性噬 菌 体 D N A

含有不同大小的插入片段
,

它们都能与D N A探针杂文
,

表明已克隆了葡萄糖淀粉酶的 c D N A
.

采用单酶切及交叉双酶切法制定了 2
.

1 k b c D N A 的物理图并对 2
.

1 k b片段作了全序列分析
.

序列分析结果显示
,

克隆的 2
.

1 k b片段含 5 ’
端非编码区

,

编码葡萄塘淀粉酶的结构基因 及 31

端非编码区
.

克隆的 c D N人片段转移至表达载体孟g t l l
,

感染大肠杆菌后
,

产生的噬 菌 斑转

移硝酸纤维素滤膜后与几2
红标记的抗葡萄糖淀粉酶抗体进行免 疫反 应

,

结 果 证 明含 2
.

1 k b

。 D N A的几g t l l表现葡萄糖淀粉酶阳性
.

2
.

1 k b片段也曾转至质粒 p P L Z
,

转化大 肠 杆菌 J F

1 1 2 5
.

细胞裂解物在 s D s
一

P A G E 电泳中可看到新的蛋白带
.

这些结果表明
,

克隆的黑 曲

霉葡萄塘淀粉酶 c D N A可以在大肠杆菌中表达
。

关健词 黑曲霉
,

葡萄糖淀粉酶
, 。 D N A克隆

,

序列分析
,

基因表达
,

大肠杆菌
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