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含有尿嗜咤 D NA 糖普酶基因

表达载体的构建
关
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( l华南农业大学动物科学系
,

广 州
,

51 仅讲2 ; 2 中国科学院昆明动物研究所 )

摘要 采用 自行设计的带酶切位点的上下游引物
,

用 代R 技术
,

从大肠杆菌 A
r

代 C 23 7 43 的 D NA

中
,

获得了含有编码尿啼咤 DN A 糖昔酶 (NLJ C )基因的 代 R 产物
,

以该 代R 产物构建了重组克隆质

粒 丙Ew UNC
,

DNA 序列分析结果确证其中含有完整的 uN G 基因
.

利用该重组质粒
,

进一步构建

了重组表达质粒 p BV /
U’N G

.
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尿嚓陡 DNA 糖昔酶 ( UN G )是细胞中含量最多的一种 DNA 糖昔酶
,

它的识别对象是 D
NA

(双链和单链 )中的尿啼陡碱基
.

UN G 能准确地识别出尿啼吮与胸腺嚓陡或胞 啼陡之间在结构

上的细微差别
,

而且它只作用于 DN A 链 中的尿 嚓咙
.

U NG 的这种防止和修复错误 配对 的功

能
,

是生物体的 自我保护机制之一 (刘丽等
,

19 97 )
.

U NG 是研究蛋白质
一

DN A 相互作用
、

损害识

别以及在原子水平上从 DN A 中去除被损伤碱基的 良好材料 ( lC
e va e : e t al

,

19 9 5 )
.

利用 U’N G 对

尿啼吮碱基的特异性识别作用和对热不稳定的特性
,

还将它用于防止 PCR 技术中的结转污染

(
e

娜
一

voe
r e o n

autn
n a t io n

)造成的假阳性 (助卿
e t a l

,

19叩 ; u d a y k

aumr
e t 欲

,

1 99 3 )
.

该方案只需

要在标准 CP R 技术中采取两个改变
: 在所有反应中用 dUT P 替代 d叨 rP ;在 CP R 温度循环前用

NU G 与 PCR 反应物共温育
.

由于 U NG 能降解掺人 dU l p 的 CP R 产物
,

这样可以避免结转污

染和假阳性
.

结合本实验室研制新型 CP R脸测试剂盒的需要
,

笔者进行了 U’N G 基因重组克隆

质粒 ( p G E M / UN )G 和表达质粒 ( p B v / u N )G 的构建
,

为进一步开展 u N G 基 因的表达和应用研究

奠定了基础
.

1 材料与方法

1
.

1 热启动 P C R 及产物的回收和鉴定

参照文献报道 ( V二hn e}’ e t al
,

19 8 8) 的 u NG 基因序列
,

设计 了一对 带酶切位 点 的引物
:

P 工 : C A既A旦生全工丛{C A
尸

八; 〔;Cl
,

AA c以
,

含 cE
。 R l 识别位点 ; P ll :

从 c CT A TC CAT C C CG CA T T’ 代
-

C C
,

含 Ns i l 识 别位点
.

p C R 反应体积为 5 0 2
, L

,

其 中含有 10 x P e R 缓 冲液 5 拌L
,

4 x 〔 IN l l 〕S 各 0
.

1

mmo
l

,

p l 和 P ll

各 50 pmo l
,

B SA l l止
,

模板 DNA O
.

5 咫
,

鞠
DN A 聚合酶 o

.

s u
.

采用热启动 (9 5 ℃预变性 5

而n) 及中国科学院昆明动物研究所免疫学实验室的优化 P CR 温度循环程序 : 94 ℃ 1 ha n ,

50 ℃

l生冷 , 一 02
一

02 收稿 刘 丽
,

女
,

34 岁
,

讲师
,

博士
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,

在中国科学院昆明动物研究所完成
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一个理想的克隆载体应该有松弛型复制子
,

多克隆位点和至少一种筛选标记
.

笔者选用

质粒 pGE M
一

7 fz ( + )作为本研究的克隆载体
,

其长度只有 3 侧刃 b p
,

内含具有 巧 种单一酶切位

点的多克隆位点区 ( M C S )
,

而且具有双重选择标记 ( U cZ 插人失活的颜色选择和氨节青霉 素

抗性 )
.

根据 p
GE M

一

7 fz ( + )的限制性 内切酶图谱
,

结合用计算机分析出的 u’N c 基因片段的限

制性 内切酶图谱
,

笔者分别在上
、

下游引物 内设计了在 UN G 基因片段内没有的 及
。 R l 酶切位

点和 Ns il 酶切位点
.

在 p GE M
一

7 fz (
+
)中

,

它们都 只有单一的识 别位点
.

双酶切后
,

外源 u’N G

基因片段的两粘性末端与载体 DNA 的两粘性末端是分别匹配的
,

所以外源 UN G 基 因片段能

被定向地克隆到 GP E M
一

7 fz ( + ) 中
.

本实验设计可以极大地降低 连接反应中的各种非特异性

的环化现象
.

实验结果显示
,

构建的重组质粒与设计相符
.

重组质粒中的 UN G 基因片段的核

昔酸序列的测定结果与 eG nB an k 中贮存的 E
.

。
iol 菌株 UN G 基 因的序列完全一致

,

说明重组质

粒 pGE树 u NG 中的 u N C 基 因片段是完整的
.

作为表达载体
,

除了具备克隆载体的因子
,

还需要有强启动子
、

核糖体结合位点
、

转录起

始信号
、

转录终止信号
、

翻译起 始密 码子 和终止 密码 子等一 系列 调控序列
.

笔者选 用 的

pVB 2 20 原核高效表达载体的特性是
:
l) 同时含有 d st 8 57 抑制子基因与 P L

启动子
,

可以转化任

何菌株 ; 2 ) PR 与 P L
启动子串联以及人工合成高效 SD 序列

,

有增强的转录活性 ; 3 ) SD 序列后

面紧跟多酶切点
,

便于插人带起始 AT G 的外源基因
,

可表达非融合蛋白 ; 4 )强的转录终止信号

可防止出现
“
通读

”

现象
,

有利于质粒 一 宿主系统的稳定 (张智清等
,

199 0 )
.

本实验采用双酶切

法
,

将外源 NU G 基因片段定 向插人到 p BV 一 DNA 之中
.

在 p B V 220 中
,

虽然没有 Ns il 的识别位

点
,

但其中的 sP lt 位点能产生与 Ns il 匹 配的亲和粘 性末端
,

所以 NU G 基 因片段 的 &
。
IR 和

Ns il 双酶切产物能够被定向重组入 pB v 2 20 之中
,

但随着外源片段的插入
,

sP lt 和 Ns il 的酶切

位点都会消失
.

对重组 DN A 的限制性酶切分析和 CP R 检测结果表明
,

已成功构建了重组表达

质粒 p Bv / NU G
,

为继续进行重组蛋白的诱导表达研究奠定了基础
.
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