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女 应用新的亚克隆载体���������� ��� 克服了外源��� 缺失问题
�

采用外切核映

酶，快速亚克隆法，
在不知道任何内切酶位点的情况下

，
也能获得一系列适应 于���顺 序

分析的重叠衔接克隆
�

用超螺旋双股���直接序列分析程序
，
简化了��人序列分析工作

。

关锐词 ���序列分析
，
亚克隆

近年���
�
等 〔 ‘ 〕发展了一个快速的亚克隆方法

，
大大简化了常规的亚克隆方 法

。

但

是
，
此法仍然以���为载体一些排列特殊的���顺序克隆到���后发生严重的缺 失

，

致使所得的亚克隆不能应用
�

本文应用了 ����
������ ��� 新载体系统

，
克服了缺失问

题
，
成功地获得了一系列亚克隆

，
并用超螺旋双股���序列分析法

，
完成了�

�

����左

右的���序列分析
。

� 材料和方法

�
。
� 材杆

寡核昔酸��一���
，
�� ���聚合酶

，
�� ��� 连接酶

，

末端脱氧核糖核酸转移酶

及� ���均从���公司购入
�

��� ������� ���
，

外切核酸酶�和�
��� ���� 核酸酶来

自����������公司
。

�
。
� 方法

�
�

�
�

� 快速缺失亚克隆法
�

详细阐述参照文 〔 �〕 ，
简单过程是

� ①外源��� 大片
段插入����如�����的多重克隆位点， ②将寡核昔酸片段 ���一�� �经退火杂交到
单股���的相应位置以形成含�

。 。 ��切点的局部双股， ③用 �。 。 ��切 断环状载体
，
使

外源���一端暴露出�
产
自由端 ，④利用�����聚合酶的�产端外切活性切割外源��� ，

控制不同时间以获长度不一的亚克隆� ⑤用末端转移酶���接上���。 尾 巴， ⑥再 次用
��一��寡核昔酸片段退火

，
使载体环化， ⑦用连接酶连接缺 口 ，

转化大肠 杆 菌， ⑧克
隆片段的大小检测

。

本文����年 �月收到

� 本文得到美国伊利诺大学生化系钟森文博士的指导
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�
�

�
�

� ����������亚竟隆法
�

参照美国����������公 司介绍

方法
，
但选 用 了 不 同的质粒寄主

。

步骇简述如下�见图 ��
� ①将外源大

片段��� 插入载体质粒山妞‘ 七��扒
���的合适位置 �即多重克隆位区的

某一处 �， ②选择适当的内切酶作双
酶切

，
其中一个酶切 口应具有突出的

�尹末端
，
而另一酶需有一个平头切 口

或突出的�
尹
末端

，

并确保具有�
尹
突出

末端的酶切点位于�
尹
突出末端酶切点

和外源��� 片段 之间� ③用外切核
酸酶�处理

，
这时外源��� 端 因含

有凹进的或平头的�
尹
末端而被切割

�

控制反应时间以取得大小不一的亚克
�

隆， ④用 � � �� ���� 核酸酶处理
，

切去所有单链部份
，

使二末端均成为

平头
， ⑤连接酶连接 �⑥转化���� �

大肠杆菌
， �

利用���
�

标 记选择转化

球�必克隆��� 大小检测
�

王
�

�
，
� ���核甘酸序列分析

�

尸
、 ‘

基本原理按照 ������双脱氧链终止

法 〔�，� 我们的样板���不经制成纯

化单股���
，
而是直接用以简 易方

法小规模制备的双股质粒��� 〔 “ 〕 ，

引物位

��》 外派。 ，‘ 污入

���双醉切

二二二二二二习‘ 一�‘ 二������� ，���二二二二二二留目���吐

���外切稼竣眺兀处理 协
二二二二二二�习‘ 二二

—
一�一一一�二二二二��口口〔

�
“ � ·

一
，“ ” ‘ �

二二二二二二二二口 二二二二二口口助叻二�二二二

��》 涟掩今鞋化三
‘
���二

图 � 载体���������� ���及亚克隆示意图

��和��分别代表��启动子和��启动子

刃匡匡 表示有” ’

突出末端的酶切点区

�����表示有�
’

突出末端或平头末端的酶

切点区

���
�

� ������ ���������� ��� ���

�����������

反成由���反转录酶催化完成 〔 心’ �

反应过程是
�

约 �微克���加 �微升��������
，

停置午室温 �分钟
，
然后加入引物�� ��， �� ����� �微升

，
冷 乙醇��� 微 升

，
于 干

冰浴��分钟
，
离心

，
收集沉淀

，

用���乙醇洗
，

挥干
，
溶 于 �微 升 ��� 中

，

加 入 反

应 缓 冲 液 ����� ����
一

������
�

�
，
���� ����

�，
��� ��������微 升

，

�一公�
一

�����微升
，

反转录酶��单位
，
混匀后

，

从中取 �微升分别加到�
、
�

、
�

、
�

四支管中
，
每管再加入 �微升含����和�����的反应混 合 液 �见 表 � �

，
在��℃至

�乓℃保温��分钟
，

各管追加 �微升�������
�

����混合液
，

再在上述 温 度 保 温�。分

钟
，
最后加入染料并进行高压电泳和放射自显影

�

� 结果和讨论

�
�

� 外源大片段���在���载体中的缺失

用内切酶从细胞粘菌的一个与发育调节有关的克隆基因中取出一个长约�����的片

段
，

并克隆到�������中
�

为了分析其��� 核昔酸序列
，

应用快速缺失亚克隆法
，

获得

了大量含不同大小的外源��� 片段的重组体
，
经过对约��个重组体的单 股 ��� 电泳

勺
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表 � 各种����和�����在反应混液中的浓度 。 ��

介�
�

� �������������� ������� ��� ������ �二 �������� ��� �拼��

���丁�

七
，
�����

�����
�

������

先全…�
一…杀止

告’ ·
��

�
���� �

‘� ’� ‘� ‘�

‘�·
�

’

�
��
�
�
�
“ �� �� “�� ���

��
·
�

�
“ ���

�
“ �� “ �� “� “ ��

��
·
������ �

’

“�� ��� “�� ��

幸

分析及对双股克隆片段的酶切和电泳检查
，
选择到一系列能重叠衔接的亚克隆

，

他们所

含的细胞枯菌�衬�大小是�
�

����无缺失�
、 。 �

����
，
�
�

����
、
�

�

����
、
�

�

����
、
�

�

�心��和

�
。
�����照片无显示�

。

但当用�
�

����
，
�

�

����
，
�

�

����和�
�

����四个克隆的�� ���

再度转化�
�

���� �����时
，
除了�

�

����克隆外
，
其余三个克隆��� 所转化的细 菌产

生的��� ���已不再含有原来长度的外源��入
，
经酶切检查

，
所含的外源��� 的长

度变成 。 ，

血��左右、 显示了严重的缺失�图 � �厂大片段外源
��� 插入���后不够稳

道源︸
﹄

报
月

外定早有

所用的

� 、

本文所用的外源 ��� 片段并不算很大
，
但缺失现象是严重的

�

这可能与

��� 的结构特殊性有关
�

是由多个几乎一样的重复单位组成的
，

选用别的载体和方法是必要的
�

正如后来所知道的�见图 ��
，
这一插入的 ���

这一结构肇点可能增加了重组缺失的机会
�

因此

图 � 克隆片段在���中的缺失

各克隆片段由�
���环口������割出

�
。

标准分子片段����������
��

�
。

原克隆�
�

����

�
。
原克隆�

�

����

�
。
原克隆�

�

��卜�

�
。
原克隆�

�

�还】��

���
�

�蕊�
�������夏

�� ������
�

���

������ ���� �� ���

��
，
��

�

������

�
�

� ����������载体的应用

��
� ������� ��� 由质粒 ���和部份��� ��� 等构成

�

它具有药物 抗性标记和
�一���选择功能

。

因为它含有��� 的控制顺序
，

可随意从正或负载体获得二条 相应的

单股��� 样板链， 它也可以象普通质粒一样以小规模简易法制备
，
所得的超螺 旋双股

��� 也可直接用于双向的序列分析
。
����

�“ ����载体还有很多其它用途
�
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与 ��� 相比
，
��

�������� 可以容纳分子童很大的外源 ��� 而表现稳定
，
�且 它可

以转化 �“ “ �
一

的大肠杆菌株
，
可大大降低重组缺失扒串

�

因在多重克隆位区巧妙地排列

了几组能分别产生�，突出末端及�
‘
突出末端或平头端的内切酶位氯

‘

因此能利用外切擒

酸陇一进行快速亚克隆操作�图 ��
。

在进行这一操作时除了要选择适当二个酶作双阵消

化外
，
关键在于掌握好外切核酸酶处理的时间

。

虽然在我们的实验中
，
每微克 ��� 用

��单位上述外切核酸酶时
，
�分钟处理时间便可以除去 ��。 至 ���。 个硷基

，
但为了使

产生的大小片段分布更均匀
，
最好每分钟都取样

，
然后合并样品

，
以保证更好韵亚克隆

结果
。

对��个经外切酶处理后再转化得到的转化体进行检测
，
可知它们的质拉确实含有不

同大小的外源 ��� 片段 �见图 � �
。

从中选出 �个克隆作 ��� 序列分析
。

这些克隆

荃本上可以重益衔接�图 � �
。

经反复转化及制备
，
这些克隆所含的外像 ��人无发生

映失现象
。

表明����
������ ��� 载体用于大片段 ��� 的快速克隆是方便可行的

。

协

图 � �
�

���片段在����������中的亚克

隆插入片段由����切出因而每个片段

含有�����的载体 ���
。

左边祥品为已

知分子里的��� 片段
，
数字代表��

���
�

� ��������� �� �
�

� �� ��������

�� ���������� ���

�
�

��� 片段

����

匀克吸�

方祠相反

图 � ���顺序分析方案

���
�

� ��� ���������� ��������

�
�

� ���核甘酸序列分析

为了方便
，
序列分析的样板直接使用

上述亚克隆的双股重组 ��� ������� ���

���
。

结果表明以质粒小规模制 备 法获

得的超螺旋双股 ���
，
在质和量上都能

满足序列分析的需要
。

图 � 超螺旋双股���

序列分析 电泳胶

自显影

�
。

引物��拌�

�
。

引物��料�

���
�

����������

������ ������

��� �����
�

����� ���

口︺伪公八‘口︺�汽�︺��八����
�
�︺�卜卜以�以众

�内��丈
月峪‘�︹�月��︺段隆度庵隆吐隆隆竞克竞‘充。︸充克

比较了��� 聚合酶 �大片段���
�����和反转录酶�����在双股序列分析中的效

果
，
结果显示了后者是值得推荐的�图 � �

。

当用武���
�� 大片段时

，
无 论 使 用双股



第 �期 ���序列分析中克隆片段在���的缺失及质粒载体的应用 ���

环状���或线状���都没有获得理想结果
�

在用双股���作序列分析时
，
决定底片显影带可读性好坏的因素除了样板���纯

度
、
酶活力等之外

，
所用的引物量比以单股时要增加几倍

。

从二次加样的高压电泳�凝

胶长����
，
第一次样跑��

。 � ， 第二次样跑刁��� �得到的最后 自显影底片
，
可以读得近

���个硷基的顺序
，
跟以单股���作样板时所得的效果相似

�

通过选择 的 �个克隆 的序

列分析
，
成功地获得了约����个俭基对的顺序 �图 � �

。

心� �几士 翻� 士口里 人�士 �从 了�几 人�人 心口丁

月从 加笼解‘ 占�护 口砚 长蕊 了�� 人。 � 弃�济 。从 “ � 。奸

亡招二知里 几口， �叹分 �点� 士幻� 士韶 丁�� ��人 士了， 人�几 �心�

公盈知里 自�占 二月 �姗 配几 里口士 �沈 孟从 �从 口心里 ��里

�目 里口士 舀�口 幻了， �舀， 里吮 至召� 即盔 ��� 竹� �份 邢士

翻��此 二�份 �佗二 �姗 代几 ，口� 士�� �汤叹 悦几 盛�全 鸽�

忱几里叭 几吮 �竹 �艘 创� 里�� 以� �几� 加� 蕊��邵�

仁心几到士幼口衍‘ �心 加口 ，叮 枕� �八孟 代点 ��� ��士

几从 加至 几�� 几了了 �几士 口�� 了口� ��� 几�� �爪人 口召士 幻��

�已口 里心士 几曲 �叹里 ��士 月满� 叹启� ��入 ��人 了丁入 人�� �口了

翻心 即士 五�士 舀�� ��� 士�凡 丫�� ��� 几�� 丁�� ��了 �心士

��几 宁此 几�� 心士了 ��了 ��� 于�了 ��� ��� 人�� 人�了 ���

均几价赞成。 。 ，。 �人士 韶� ，。 � ��� 孟人人 了�几 �从 的�

�点 士�笼 盛�人 几里叹 �几了 ��几 里�� 胡� 劫滋 �确血 口心� �口�

口�� 佗呀士 孟�� 几士丫 �好 士口� 了�叹 于�� ��盆 全�几 几�� 口〔 士

��� 人��

口士� ���

的� 代�

��人 此士

��� 人��

于�� 口��

那士 �韶

�于� 矗�，

��人 人�于

��� 几�士

��� 叨�

������姗
���

默

��� ��了 ��九 人�‘ 几入丫 �份� �人全 ��， 瓦几份 八通心

�人丁 人�企 ��八 ��� 人入� ��士 �八� �人士 八五� 扇盛于

��� 人�� ��八 ��� 人人� �了� �人甲 �几� 人几� 灿口

�几� 人�� ��几 �丁口 人人� ��了 ��� ��� 人入� �人士

��� ��� ��八 人了人 �� 了�于 ��� �几于 人�� 八汤�

人人士 ��� ��式 人�� 丁�� ��� ��� �人� 蕊决丁 仆��

人入� 人�� ��入 几��少 几入� ��� �八士 ��个 ��于 几入士

人人士 人�� ��入 口丁几 蕊滋士 �士么 �几� �六� ��� �八�

��个 人�� ��� �士� 林� ��� �砚 ��� 八五� �决�

�人士 人�� ��几 盛士几 人人个 ��� ��� ��� 蕊�� 滋滋�

人�� ��� ��入 人丁� 了�� ��� ��� �入� 人人于 泪�

�人� ��� ��盏 �于� 人�甲 ��丁 �人� ��� �八了 泪 士

��了 ��� ��人 ��� 人人� ��几 ��� �硬 人五� 蕊六口

�人� 人�� ��几 口丁� 泪
‘� ��士 �人佗 �八� 二孟� 月蕊士

图 � �
�

���片段的部分核普酸顺序

�来自克隆 �一 � �

���
�

� ��� ������� � � �������� ������ �� �� �
�

� �� ��������

这些结果表明
，

某些不宜用���作亚克隆的���
，
以新载体����

������ ���代 之

能有效地解决问题
�

��� “ “ 。 ���� ���不但是一个用于快速亚克隆的载体
，

也可用 于 双

股���序列分析
。
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