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摘要 D N A 模板为 BI v 广东地方株 D 4 1经病毒 R N A 提取后反转录而获得 ; 两引物为 BI v BO l u de tt e

株 sl 基因两侧的对应序列 ;跨幅为 1
.

7 kb
。

当限制性引物 (O U即 3
’

)终浓度为 0
.

8 1l l gI/
J 、

两引物比例为

l : or 时
.

即得到不对称 P C R 的预计单链和双链 D N A 产物
.

此研究结果及不对称 P C R 反应条件为国

内首次报道
.

关键词 BI 从 lS 糖蛋 白 ;不对称 P C R

中图分类号 5 855
.

3

不对称 P C R 的目的在于生产特定基因片段的单链 D N A
,

途径有两条
: 一是 通过限制

性引物的浓度
.

在 P C R 的反应过程中
,

当限制性引物因量少而消耗完后
,

非 限制性 引物继

续扩增而产生大量的单链 D N A
。

二是通过限制性引物的碱基数 目与组成
,

限制性引物的退

火温度 ( T m 二 4 G[ + C] + 2A[ 十叨一 5 ℃ )低于非限制性 引物的 T m ; 当经 常规 P C R 的几个循

环后
,

将 P C R 的退火温度提高至非限制性引物的 T m
,

此时限制性引物不能结合到模板上
,

只有非限制性引物继续扩 增 产生 大量 单链 D N A (S a

mb or o k
,

19 89)
.

产生 的单链 D N A 可

用于制备特定基 因的核酸探针及直接进行该基 因片段 的核昔酸序列分析
.

本文报道的是用

控制限制性引物浓度的方法来制备 BI v( 禽传染性支气管炎病毒 万l 基因单链 D N A 的不对

称 P C R 研究工作情况
。

1 材料与方法

L l 病毒

BI V 广东地方株 D 4 1( 陈天杰
,

19 8 7 )
。

L Z BI V R N A 的提取

病毒接种于 10 一 1 1 d 龄鸡胚
,

经 30 h 后收集尿囊液
,

超速离心纯化病毒 ; 加 SDS (终浓

度 2% ) 和蛋 白酶 K (终浓度 2 50 gm 压)
,

55 一 60 ℃ 10 njI n
,

再室 温 l h
,

而 后 经 苯 酚
、

氯仿抽

提
,

乙醇沉淀
,

用 D EP C 处理的蒸馏水悬浮 R N :A 92 ℃ 作用 s l r吐n 后
,

冰浴 5而 n
,

立即进行

反转录
。

1
.

3 P C R 引物

用 M o D E L 3 9 1
·

P c R 一 M AT
E 汀 M )

D N A 合成仪 自动合成
。

两条引物各为 27 个碱基 ;

两引物 3
’

端 的 21 个碱基
,

在 O L IG O S
’

为 BI V B ae u d et et 株 1S 基因 5
’

端两侧 序列
,

在

O L IG O 3
’

则为与 5 2 基因 5
’

端两侧互补的序列 (iB n n 、
,

1 98 5 ) ;两段引物间为包含有整个 lS

基因的 17 0O b P 片段
.

A
.

5
’

— //

—
1 5 1 ! 5 2 』一 [ M 】一【N 」一

一
A A A 3

’

B
.

5 1 O L IG 0 5
’

. ~ ~ . 5 1 O L I G 0 3
’

C
.

引物 51 O LI G 0 3
’
: 5

,

T T G G A T C C A T A A C T A A C A T A A G G ( 〔 A A 3
’

1994 一 0 5 一 2 6 收稿
,
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