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单链模板 D N A的制备是基因定序和作杂交探针的基本技术
。

核酸的定序研究原先只

在动物和微生物方面进行
,

近来在植物的分子遗传研究也开始重视起来
。

烟草核D N A经

曦菌体M l , 口 p g作为克隆毅体从细胞释放时含单链核D对 A
,

单链只与克隆的D N A 两条互

辅链之一同源
。

含大肠杆菌触 c操纵子的片段
,

在感染的细胞中产生 日一半乳枪普酶氮基

酸的末端部份
,

能补偿宿主细胞 F 因子附加体的缺陷半乳塘普酶基因
,

产生 活性 的 p
一

半

乳搪普酶
。

噬菌体和细菌细胞生长在异丙基硫代半乳糖 普 1 P T G 和 X g al 上产生蓝色菌班
。

另一类型是多聚接头
。

这种烟草核D N A jJ
、
片段包含已插入到 日

一

半乳搪普酶基因编 码 的

氨基末端部份及用于克隆的一些单独限制位点
,

插入外源D N A 后将解除与 日
一

半 乳搪 普

酶突变体补偿的能力
。

含有这类插段的噬菌体生长在有 I p T G和 x ga l的平板上产生 无 色

噬菌班
。

从单菌落无色噬菌班制备出各种单链D N A
。

翻奋方法
1

。

菌种制备
:
将E

。

co il k 1 2菌株 J M 103 接种于最低培养基 ( m扭汕 al m e

山 )的凉

脂平板上
,

37 ℃培养过夜
,

次 日菌落明显可见 ( 可子室温保持数周 》 。

2
.

反应潜能细胞 C o m eP et nt c le is 的制备
:

采 用低碑转化法
。

将复活的 J M 1 03 平板

上挑取一菌落接种入 3m l的 Y T 培养基
.

37 ℃段荡培养过夜
.

翌日
,

用 丫T培养浓 1 : 1 5。

的比例稀释
, 5 7℃展荡培养约 1

.

5 ,\J 时
,

o n 。 . 。 二 0
.

2一 0
.

3 。

细胞置 4 ℃
, s 0 0 0 a

,

离心 i 。

分钟
,

再次悬浮子预冷的感受态溶滋人 c o p et e cn 百 so lu t

ion
A

,

水浴 20 分钟
。

4 ℃
,

-

8 0 0呛
,

离心 10 分钟
。

用预冷的感受态溶液B又一次悬浮细胞
。

60 分钟内转化反应
。

’

3
.

平板接种培养物的制备
:
将 JM 1 03 一个菌 落 接种于 3 m l的 Y T培养基上

,

37 ℃及
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一荡培养
,

达到生长对数期 O D = 1
.

。 ,

置水浴
。

4
.

载体的制备
:

载体M i 3 m p g D N A I
。

s协 l , T E 6
.

5林I , l o x E 一卜l
, E 。 。 R l ( l 0 0 0 0 u / 1 0 0 0

拌l ) 1 拜1消化 3 小时
,

6 5℃
,

1 0分钟终止反应
。

·

5
.

烟草核 D N A 的处理
:
将烟草用 c s e l :

提纯 的叶片核 D N A 1 2 o 拼l ( 总 t l o p g )
,

加

入ET 5 5卜l
、

i o x E Z o卜l
, E e o R I ( i 0 0 0 o u

/ 1 0 0 0 , l ) 5川
,

酶解 3 ,J’ 时
, 6 5℃终 止反应

。

6
.

M 1 3 m gP 和核D N A 的连接反应
.
将停止阵解的M 13 m gP 和烟草核 O N A混和

,

加入

3M N ` A。 ,

再加二倍体积的 一 20 ℃扭冷的乙醉
,

4 ℃离心 15 分钟
,

冰冻干澡 5 分钟
,

沉

淀 D
以

。

在 沉淀物中加 1 3 拼l水
,

2 , 1接联缓冲液
, T 一

D N A连接 酶 ( 5 0 0 / 5 0 0 , l ) 5卜 1
,

16 ℃过液
。

7
.

转化反应
:
连接反应物 20 户

,

加入 100 川反应潜能细胞
,

棍合均匀
,

水浴 30 分钟
,

3 7℃ , 2分钟
。

8
.

转化株的平板接种
:

取灭菌管 ( 1 3 x l 00 m m )三支
,

每管装平板接种培养物 2 0 0川 ,

第一管加转化反应液 1 川 , 第二管加 10 川 ,第三管加 90 川
。

分别加入 45 ℃平板接种凉脂

3 m l
,

2% x g a l l 0 0 “ l以及 i o om M I p GT Z o 件I
。

混匀后
,

倒入YT 培 养 基平板表层
,

固化

后
,

倒转平板
,

37 ℃培养过液
。

9
.

单链模板D N A 的制备
:
挑出 5 个无色空斑菌落

,

分 别 接种入含 10 川新 鲜 制 备

的 J M 1 0 3平板接种培养物的 2 m l Y T培 养 基内
,

37 ℃屁荡培养 5 ~ 8 小时
,

分别从各管中

取出 l m l菌液
,

离心
,

使细胞沉淀
,

丢弃沉淀
,
取出 含成体的上清浓

,

加入 2
.

S M N a
cl

2 0 0 拜1
,

2 0写 p E G 2 0 0 料l混匀
,

水浴 5 0分钟
,

离心沉淀曦菌体
,

弃上请液
,

加 1 0 0 砰1 T E
,

5 0 林 l 酚
,

离心 5 分钟
。

取上清液
,

加 1 0 拼 1 3
。

o M N a A e ( p H 6
.

0 )
,

冷酒精 2 0 0 拼l
, 一 2 0℃

至少一小时
,

离心 10 分钟
,

留下沉淀
,

加 l m l冷酒精洗涤
,

倾 去上清液
、

真空干燥沉淀

物
。

将沉淀溶于 2 。川 T E ,

即是模 板D N人
。

衰 1 . 化 . 无色空空班和. 色

…试验结果

-
- ~ - ~ , ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

.

辱

l
。

转化 株平板接种
: 用 l flt

、
1 0川以乃

9 0拼 1转化反应 液平板接种
,

37 ℃培养过 液

竹的菌斑情况见表 1
:

2
。

琼脂精凝胶电泳检查模 板D N人 , 每

种模板 D N A Z川
,

各加 T E巧川
,

负载缓冲液

3卜l ,

以标准单链 l
。

s k b D N A 为对照
:

每

姚化反应液

(林 l )

l

1 0

9 0

无色空 , 菊落纠 蓝色菌落教

`个 ,

…
`个 ,

1̀

1
1 2

衡
10 3

1 2 3 1

10 1

> 2 00 0

菌落所制备的单链 D N A均为一条清晰 带
,

说 明制备效果 良好
。

五种单链 D N A的 带 子都

不在一直线上
,

说明每个无 色空斑菌落所制备的模 版D N A 的片段大小并不完全 一致
,

但

又差异不大
,

都小于 1
。

sk b 。

由于所制 各的五 个单克隆的烟草模板核D N A 条带清晰
,

均可

作定序和探补使田
。
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