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重组子小插人片段间接内切酶图谱研究
①

傅蕙英② 曾王 勇
中国科技大学生物系

陈 伽
生物学院

摘 要 针对重组子中 左右的小插入片段与载体不能同时在普通琼脂糖胶上呈现而无法用内切

酶图谱鉴定此类重组子的问题
,

提出了小插入片段间接内切酶图谱
,

并用普通琼脂糖凝胶电泳研究分析了

此类图谱
,

获得了通过间接内切酶图谱的间接比较来鉴定此类重组子的实验依据
,

为在国内普通实验室条

件下
,

经济有效地进行小插入片段基因重组研究提供了有益的启示和参考
。

关镇词 小插入片段 间接内切酶图谱 间接比较 脑钠肤

中图分类号

, ’

基因工程中
,

将重组的 转化进宿主菌后
,

最后一个重要而困难的环节是从转化细

菌菌落中筛选出含有阳性重组子的菌落
,

并鉴定重组子的正确性
。

不同的克隆载体及相应的

宿主系统
,

其重组子的筛选
、

鉴定不尽相同
。

对于初步筛选
、

鉴定具有重组子的菌落
,

进一步

鉴定重组子是否正确时
,

通常首选的方法是内切酶图谱鉴定
,

采用相应的内切酶 种或

种 切割重组子
,

释放出插入片段
,

通过凝胶 电泳检测插入片段和载体的大小而加以判

断〔
’, ’〕。 然而

,

当插入片段很小
,

载体又偏大 时
,

内切酶切出的二个片段相差

很大 约 倍
,

普通琼脂糖凝胶电泳
,

在小片段清晰可辨时
,

大片段尚未呈现 待大片段清

楚可见时
,

小片段又 已模糊消失
。

因此含小插入片段重组子内切酶图谱鉴定不能用普通琼脂
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糖胶电泳
。

国外对此类重组子的鉴定
,

依据文献中的方法而采用小分子量琼脂糖凝胶电泳分

析
,

其效果虽很好
,

但因小分子量琼脂糖价格昂贵
,

国内一般实验室难以承受
。

而在国内一般

实验室条件下
,

对此类重组子如何进行内切酶图谱的鉴定
,

又未见报道
。

为了解决小插入片

段不能在普通琼脂糖胶上与载体同时呈现的困难
,

本文首先提出了小插入片段的间接内切

酶图谱
,

接着又用普通琼脂糖胶对间接内切酶图谱进行了电泳分析
,

通过对这些图谱的间接

比较
,

获得了判断此类重组子的实验依据
。

同时结合我们的工作
,

选用有实用意义的脑钠肤

为例
。

是 年在猪脑中发现的一种新的肤类物质
,

它具有很强的利尿
、

扩

张血管
、

降低血压作用
,

因此具有潜在的药用前景
,

而
一

是循环系统和中枢神经系统

的内源分子形式川
,

更接近于活性中心的 个氨基酸环
,

因此对它的研究就更具一定意义
。

为此
,

本文将
一

插入融合蛋白表达载体
一

中重组成含小插入片段的重

组子
一 一 一

用作实例
。

材料和方法

材料

引物 上海细胞所合成
。

,

外源 小插入片段
一

技术扩增
。

载体
一

见 图 对照
一 一 一 ,

长

除插入片段比实例的大 外
,

其它均相同 宿主菌
。

均由中国科技大学生物系提

供
。

琼脂糖
、

培养基各组分
、

聚合酶
、

连接酶
、

限制性内切酶
,

均购 自华美生

物技术公司
。

方法
一

加 的 扩增与 扩增产物的回收

基本按文献
,

循环参数作调整
。

一

和
一

的双酶切及其酶切产物的回收

用
,

于 ℃酶切
。

薄膜回收
,

基本按文献
,

插膜方法作改进
。

一

去磷酸化
、

连接
、

转化感受态细胞制备

氯化钙法
、

质粒 小量制备 碱裂解法
,

均按文献
。

间接内切酶图谱及其判断方法

判断重组的间接内切酶图谱及其判断法选择空载体或插入片段上独有的酶切位点
,

用相应的限制性内切酶 实例为 酶切与空载体质粒图谱相似的质粒
,

普通琼脂糖凝

胶电泳紫外透射仪下检测
,

图谱上呈现二条谱带的质粒为重组子
。

判断 目的重组的间接内切酶图谱及其间接比较法 在小插入片段外沿选择合适的酶

切位点
,

用相应的限制性内切酶对空载体
、

对照和重组子在相同的酶切体系中进行酶切
,

普

通琼脂糖凝胶电泳
,

紫外透射仪下检测
,

图谱中小带位置介于空载体和对照小带之间的重组
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子为目的重组子
。

普通琼脂糖凝胶电泳

琼脂糖浓度 一 电压 电泳时间 电泳缓冲液

液
。

结果与分析

酶切与空载体质粒图谱相似的质粒
,

呈现二种图谱

一条谱带的和二条谱带的 见图
一 。

由于载体含 酶切位点 见图
,

能被切成

一条谱带
,

因此呈现一条谱带的质粒是空载体 图
一 。

而重组子因其在外源 插进载

体前
,

均 已经
、 、

双酶切 处理
,

酶切 位点被切 除 插入 片段

经计算机查找亦无 位点
,

因此呈现二条谱带的图谱是未被酶切的质粒图谱
,

该质粒是重组子 图
一 。

酶切重组子
,

其图谱为二条

谱带

大带与空载体和 对照 的大带等

高
,

小带呈现二种 图
一 ,

一种高

于空载体和对照的小带 图
一 。

另

一种介于以上小带之间 图
一 。

由

于载体 含二个 酶切位点

分别在 和
,

因而被

切成大小二条谱带
, 一

插

在小带 和 之间
,

因此大

带等高
,

小带则因插入片段的有无和

大小不同而呈现不同高度
。

由于插入

片段很小 只有
,

在连接时
,

它

们彼此 易于先相互连接后再插入载

体仁 」
,

而形成串联重组子
。

串联重组子

的插入片段最小为
,

比对照至

少大
,

因此小带明显高于对照

小带的重组是串联重组子
。

小带介于

空载体和对照之间的重组可能是 目的

重组子
,

因为 目的重组子的插入片段

比对照的插入片段小
,

所以 目的

重组子的小带必在空载体和对照的小

带之间
。

图 融合蛋 白表达载体
一

物理 图谱

和 双酶切目的重组子
,

其图谱呈现的二条谱带

大带与空载体和对照的大带等高
,

小带介于空载体和对照的小带之间 图
一 。

该结果
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带之中
,

所以大带等高
,

小带介于空载体和对照之间的必为目的重组子
。

该双酶切的大带在

左右
,

小带在 左右
,

空载体小带 一 与对照小带 碱基数相

差约
,

因此小带高度差别不如在 左右
、

碱基数相差 的小带差别明显
。

讨论

通过对实例四种不同的间接内切酶图谱的研究可知 载体或重组子独有酶切位点的间

接内切酶图谱
,

可用于含小插入片段重组子和空载体的判断
,

其结果清晰
、

准确
。

不同的小插

入片段外沿酶切位点的间接内切酶图谱
,

可用来判断重组子中的串联重组子和 目的重组子
。

判断 目的重组子的间接内切酶图谱以符合下列条件为最佳 一是所设的对照与空载体的碱

基相差数应达 以上 二是进行比较的谱带的大小宜在 左右
。

如果用于比较的谱带

近于
,

碱基相差数少于
,

则图谱差别小
,

不易通过间接比较来判断目的重组子
。

对同一个 目的重组子用三种不同的内切酶进行间接酶切
,

对所得的三组不同的间接内

切酶图谱电泳分析
,

其分析结果完全一致
。

同时又对依据间接内切酶图谱鉴定而得的串联重

组子和 目的重组子进一步进行融合蛋白的表达
,

在宿主菌 中
,

空载体的谷肤甘肤转移

酶蛋白表达
,

重组子的谷胧甘肤转移酶与
一

的融合蛋白不表达
。

以上二个方面结果表

明 间接内切酶图谱用于含小插入片段重组子的鉴定是可行的
、

有效的
。

间接内切酶图谱鉴定与文献中内切酶图谱鉴定的区别在于 后者直接将插入片段按原

来大小切出来
,

在胶上通过直接检测插入片段和载体大小来判断重组 前者则是切出的片段

中含插入片段
,

通过与对照 所含插入片段仅长短不同 比较来判断 目的重组
,

因此它是通过

对间接内切酶图谱进行间接比较分析而加以判断的
。

重组子小插入片段间接内切酶图谱的

提出解决了小插入片段无法在普通琼脂糖胶上呈现的问题
。

为在国内普通实验室条件下
,

经

济有效地进行小插入片段基因重组研究提供了有益的启示和参考
。

插入片段序列的正确性
,

尚需通过序列测定才能最终确认
。

此项工作尚待进行
。
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