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o f r e f e r e n e e 〔1 3〕

.

T a b
.

2 Y i e l d o f t o t a l e D N A s y n t h e s i s

e D N A T e m P l a t e P r i m e r
C a l e u l a t i o n r e s 住 l t s

I n e o r P o r a t i o n

p 。 r e e n t a g e

( % )

Y i e l d Y i
e l d

r a t e ( % )

奋.

no八」

一力贬一一ó一了1D
l一一ù

s , e D N A

d , e D N A

0 1主9 0

( d T )
12 _ 1 5

rnPcrP川829833340977sntnIouCalt此毗撇黝6302
, 。以15101715

s , e D N A

d s e D N A

m R N A ( 5# g )
5 5 e D N A

m R N A ( i “ g )
s , e D N A

R a n d o m

P r l
m e r

1
。

3 1

1
.

2 6

0
。

1 8 3

0
。

1 7 7

1 8
。

3

9 6
。

7

A s s h o w n i n F i纽
.

4 a n d F i g
.

5 ,
t l一e l e n g t h o f f i r s t s t r a n d e D N A r a n g e s

b e t w e e n 2 0 0 ~ 5 0 0 0 n u e l e o t id e s s i m i l a r t o t h e l e n g t l一 o f m R N A
.

T h i s i n d i
-

e a t e s t h e s y n t h e s i s o f f u l l l e n g t h a n d n e a r l y f u l l l e n g t h e D N A
.

T h e s e

r e s u l t s s h o w t h a t b o t li y i e l d r a t e a n d l e n g t h o f f i r s t s t r a n d e D N A a r e

v e r y e l o s e d w h e t h e r 0 119 0
( d T ) 1 2一 1 8 o r r a n d o tn p r i m e r a r e u s e d

,

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

p r e v e n t s t h e f o r m a t i o n o f h a i r 一 p i n s t r u e t u r e 〔 ’ 7〕
,

b u t i t 15 a p o t e n t i a l

i n h ib i t o r o f r e v e r s e t r a n s e r i p t a s e
.

S i n e e s o d i u m p y r o p五o s p h a t e a n d e o n -

e o n t r a t e d R N a s i n
( Z o u

/ 召9 m R N A )
a r e i n e l u d e d i n A m e r s h a m

’ 5 e D N A

s y n t l l e s i s k i t
,

l a r g e a m o u n t o f r e v e r s e t r a n s e r i p t a s e
( Z o u

/那9 m R N A )

w a s u s e d
.

A e e o r d i n g t o
W

a t s o n 〔 ` 5〕
,

f u l l l e n g t h e D N A s y n t h e s i s w a s o b
-

t a i n e d b y a d d i n g R N a s i n b u t s o d i u m p y r o p h o s p h a t e
.

I n o u r e x p e r i e n e e ,
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F 19
.

4 A g a r o s e g e l e l e e t r o p h o r e s i s -

a 住 t o r a d i o g : a P h y o f t h e s y n -

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

5 t r a n d e D N A
.

L e f t s i d e 1 5

t h e s t a n d a r d m o l e e u l a r

w e i g h t (几/ H i n d l l l )

( z ) d s e D N A

( 2 ) f i r s t s t r a n d

e D N A ( 0 119 0 ( d T )
: 2 _ ,。 p r i m e r )

( 3 ) f i r s t s t a n d

e D N A (
r a n d o m p r i m e r

)

a s a t i s f a e t o r y r e s : I t ( 1 9
.

8帕 y i e l d

F 19
.

5 A g a r o s e g e l e l e e t r o P五o r e s i s -

a u t o r a d i
o g r a p b y o r t h e s y n -

t h e s i
o e d e D N A u s

i n g
一

r a n d o m

P r l m e r

( l ) f i
r : t 5 t r a n d e D N A

( 2 ) d s e D N A

L e f t s i d e 15 t h e rn o l e e u l a r

w e i g t h m a r k e r s (久/ H i : d l l l )

r a t e
) w a s o b t a i n e d

R N a s i n
( i o u

/群9 m R N A )
, r e y o r s e t r a n s e r i P t a s e

( 1 0。 /一
, g

s o d i u m p y r o p h o s p h a t e
.

F i g
.

6

e
D N A a n d m R N A

.

T h e p r o t o e o l o f G u b l e r

s h o w s t h e e o i n e i d e n e e

m R N A )
,

o f t h e

d e e r e a s i n g

o m i t t i n g

l
e n g t h s o f

a n d H o f f m a n 〔 ’ 8〕 w a s u s e d f o r s e e o n d s t r a n d

e D N A s y n t h e s i s t o a v o id t l l e u n f a v o r a b l e a e t i o n o f n u e l e a s e 5 1
.

A s

s h o w n i n t a b l e Z ,
t h e y i o ld r a t o o f s e e o n d s t r a n d e D N A 15 9 6肠 a n d i七、

l e n g t h 15 2 0 0 一 5 0 0 0 b p ( F i :
.

理 ,

F i :
.

5 )
.

S o m e o f t h e s o e o n d s t r a n d p r o d u e t 15

b i g g e r t h a n t h o f i r s t s t r a n d
,

t h i s m a y d u e t o t h e e x i s t e n : e o f }一 a i r 一

p i n

5 t r u e t u r c a n d } I c n e o c l i l s t li c s e e o n d s t r a n d s y n t ll e s i s 〔 1 7 0
.

3
.

3 C l o n i n g a n d id o x: t i f i e a t i o n o f d s e D N A

T h e s y n t h e s i z o d d s e D N A w a s e x t r a e t e d w i t l, p l l c 且 0 1 a n d e h l o r o f o r nr

a n d p r e e i p i t a t e d w i t ll Z M N H
`

A e 一 e t h a n o l t o r e m o v e u n i n e o r p o r a t e d

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

T h o l i g a t i o n o f d s e D N A a n d E e o R I
一

d i g e s t e d 几g t z o

w a s d o l l o a s i n M a t o r i a l s a n d M o t h o d s
.

T h e l i g a t e d n l i x t u r e w a s p a e k a -
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g e d i n v i t r o a n d t h e n i n f e e t e d h o s t s E
.

e o l i B N N 9 3 a n d E
.

e o l i B N N 一0 2
.

E i t h e r 几g t l o o r 几g t l o h y b r i d p h a g e e a n f o r m p l a g u e s w h e n B N N 9 3 w a s

u s e d a s h o s t b u t o n ly r e e o m b i n a n t p h a g e e a n f o r m p l a g u e s w i t h B N N

1 0 2 a s h o s t
.

8 x l o 4 r e e o m b i n a n t p li a g e s w e r e o b t a i n e d p e r 召9 e D N A i n

o u r e x p e r im e n t
.

D N A o f t w o r e e o m b i n a n t p h a g e s w e r e r a p id ly i s o l a t e d

a n d d i g e s t e d w i t h E e o R I
.

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

t h a t t h 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 s o f 4
.

3 K b a n d 3
.

S K b r e s p e -

c t i v e l y ( F i g
.

7 )
.

F i g
.

6 A g a r o s e g e l e l e e t r o p h o r e s i s 一 a u t o r a -

d i o g r a P h y o f t h e e D N A s y n t h e s i s e d

w i t h o u t s o d u i m P y r o p h o s P h a t e

( 1 ) f i
r s t s t r a n b e D N A

( 2 ) d : e D N A

L e f t s i d e 15 t h e m o l e e u l a r w e i g h t

m a r k e r s (几/ H i n d l l l )

F i g
.

7 R e s t r i
e t i o n d i g e s t i o n a n a l y s i s

o f r e e o m b i n a n t p h a g e D N A
.

( 1 ) 久e I8 5 7 5 7 D N A + H i n d l l l
`

( 2 ) ( 3 ) R e e o m b i n a n t p h a g e

D N A + E e o R I

( 4 ) 几g t 1 0 D N A + E e o R I

R e f e r e n e e

〔i 〕 G u n t e r S a u n d e r s e t a
l

. ,

T r e n d s ǹ B i o t e e儿人0 10 9 夕 1 98 6 4 : 9 3一 9 8

〔2〕 F i n 。五a m J
.

R
.

5
.

e t a l
. ,

F u n g a l G e n e t i e : ( B o t a n i e a l M o 。 o g r a p h s ,

犷0 1
.

4 )
,

B l a e k w e l l S e i e n t i f i e P u b l i e a t i o n , ,

19 7 9

〔3〕 P a r e n t 5
.

A
.

e t a l
. ,

( 19 8 5 ) Y e a s t l : 83
一

13 8

以〕 H e n d e r s o n R C A e t a l
. ,

C “ r r e o t 口 e n e t è s ,
1 9 8 5

,
9

,

13 3~ 1 3 8

〔5〕 C a s e M E e t a l
. ,

P N A S U S A
,

1 9 7 9 , 7 6
,

5 2 5 9~ 5 2 6 3

〔6〕 上海工微所
,

工业微生物
,

19 8 0
,

6
,

1~ z`

〔7〕 许艳萍等
,

工业微生物
, 1 9 87

,
17 , 2 0~ 2 5

〔8〕 贺玉成等
,

工业微生物
, 1 9 8 7 , 1 7 ,

1 4~ 2 7

〔9〕 R o s e n b u r g 5 M e t a l
. ,

G e 们e ,
1 9 8 5

,

38
,

16 5~ 17 5
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〔1 0〕 M a r s h a L F e t a l
. ,

M o l
.

C e l l B i o e h e , n ,
1 9 8 3

,

56
,

1 1 3一 1 2 2

〔 1 1〕 M a n i a t i
s T e t a l

. ,

M o l仑 c u la o C l o ,; f
n g C o l d S P : `” 夕 H

a r b o r L a b o : 。 一o r 少
,

N e
w

Y o r k
,

1 9 8 2

〔1 2〕 L o e l e r J
,

直 ” a l
.

B f o e人e 阴
. ,

1 9 7 9
,

9 8
,

3 5 8~ 3 6 7

〔 1 3〕 万 a ;: d b o o k f
o r e D N A S y n r h o s i s S y s t e , n P I“ : R P N z 2 5 6 月 , ,: e r s h a ,, : ,

2 9 5 8

〔 1 4〕 H u y n h V T e t a l
. ,

D N A e l o n f
n 夕 I

, e d
.

G l o y e r D M 1 9 8 5
,

4 9~ 7 8

〔 1 5〕 W a t s o n C J e t a l
. ,

D N A e l o ” 苦,: 9 1 e d
.

G l o v e r D M 1 9 8 5
,

1 9一 8 8

〔 1 6〕 G “ r r e n t P r o t o c o l l ” M o le e “ I a r B fo l o g 乡
, ,

E d
.

F
.

M
.

A u s u b e l e t a l
. ,

J o h n W i
-

l e y & S o n s ,
1 9 8 7

〔 1 7〕 K a e i a n D L e t a l
. ,

P N A S U S A
,

1 9 7 6
,

73
,

2 1 9 1一 2 1 9 5

〔 1 8〕 G u b l e r U e t a l
. ,

G e n 召 ,
1 9 5 3

,

2 5
,

2 6 3一 2 6 9

黑曲霉m R N A 的分离及其 c D N A 的合成和克隆

罗进 贤晰
李文清 张添元

采用酚一蛋白酶 K抽提和氯化锉沉淀法
,

从 109 黑曲霉细胞中获得 s m g 总 R N 人
,

经二次寡聚 ( d T )
一

纤维素亲和层析纯化得 6。# 9 p ol y ( A )
十

m R N A
.

经紫外分光
,

6 M尿素一琼脂糖凝胶电泳分析 及 体

外翻译试验结果证明
:

纯化的 p ol y ( A )
」

`

m R N A的纯度及完整性好
,

无降解并具翻译活性
.

以纯化的

oP ly ( A )
十 m R W A为模板

,

以寡聚 ( d T )
, 2 _ : 8

及随机的寡聚核普酚为引物
,

用 A M V 反向转录酶合成了

第一链 c D N A
.

用 R N as e H及 D N A聚合酶 I水解模板 m R N A 并合成双链 c D N A
。

第一链及 第二 链
c D N A合成的产率分别为 2 5

.

8 %及 96 %
。

合成的 c D N A 的长度在 20 0一 5 00 b0 p 之间与
’

纯 化 的 p ol y

( A )
+

m R N A的长度相等
.

合成的双链
c D N A

,

经酚
一

氯仿抽提及 Z M醋酸钠
一

乙醇沉淀
,

除去游离的核

普酸后与 E c o R I接头连接
,

再经 E 。 。 R l 消化后与久g t 1 OD N A 连接
,

然后进行体外包装
,

包装物感染

大肠杆菌 BN N 93 及 B N N 10 2
.

几g t 1 o及重组的雌 t 1 0都能在大肠杆菌 B N N 93 上长出噬菌斑
,

而只有重

组的噬菌体才能在 B N N 102 上长出噬菌斑
,

按此法筛选
,

每“ g 。 D N A可获得 8 又 1。礴 个 重组噬菌体
.

关键词 黑曲霉 m R N A , c D N A合成
, c D N A克隆
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