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互补法筛选 H P V D N A 重组质粒

S e l e c t i n g H P V
一
D N A r e c o m b i n a n t s b y a

一 e o m P l e m e n t a t i o n

孙仁山 谭 驻
`

李文维 .. (第三军医大学附属西南医院皮肤科 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

由于人乳头瘤病毒 (H u m a n P
a p ill

o m a v ir u s ,

H P v )与性病

及宫颈癌的密切关系
,

使得有关 H P V 的研究不断增多
,

至今已

分离鉴定 了 60 多个 H P V 型别
.

我们在分离鉴定 H P V
一

C A

D N A 时〔’ 〕 ,

为了获得 H p v D N A 重组质粒
,

成功地应用了
Q一

互

补原理 a(
一

oC m p le m en at it on )进行筛选
,

该方法比快速破碎法有

省时
、

简单
、

直观等优点
,

现报道如下
:

材料与方法

1
.

1 菌种
、

质拉及主 要试剂

大肠杆菌 JM 10 3 系本校遗传室保存菌种
;
载体 P U C

,。

及

X
一

ga l ( 5
一

澳
一
4
一

氛
一
3
一

叫噪
一

卜D
一

半乳糖昔 )与 IP T G (异丙基
一

卜仆

硫代半乳糖昔 )均购自华美生物工程公司
.

1
.

2 方法与步骤 2j[

1
.

2
.

1 常规制作含氨节青霉素 (0
.

1 m g /m l) 的 L B 平板
,

待其

凝固后
,

滴加 2 0 m g / m l 的 X
一
g a

l 0
.

0 4 m l 与 0
.

2 5 m o
l / L 的

I P T G 0
.

0 1 6 m l
.

平板直径为 1 1 e m
。

1
.

2
.

2 用涂布棒将上 述溶液均匀地涂布于培养基表面
,

在

37 ℃孵箱里放置 4 h
,

使 X
一

ga l 的溶剂二 甲基甲酞胺挥发干净
。

1
.

2
.

3 接种 。
.

1 m l转化菌至 X
一

ga l 平板
,

待接种液被培养基

吸收后
,

平板倒置
,

37 ℃条件下孵育 12 ~ 16 h
。

1
.

2
.

4 保存平板于 4 ℃环境下数小时
,

使颜色显示 充分
。

1
.

2
.

5 观察结果
、

蓝白色菌落计数并以快速破碎法验证
.

2 结果与讨论

大肠 杆菌 JM 103 的 L ac Z 基因系一缺陷基因
,

因此它不能

表达有活性的 卜半乳糖昔酶
.

P U C
I ,

含有部分 L ac Z 基因
,

它所

产生的
a 一

肤 ( a 一 p e p t i d e )可与 JM l o 3 的 L
a e

Z 基因表达产物互

补
,

产生有活性的 卜半乳糖普酶
,

该酶在 IP T G 诱导下
,

可代谢

x
一

ga l产生蓝色
。

当目的基因插入 P U C
I ,

的多克隆位点时
,

将不

能产生
Q一

互补
,

最后呈现的将是白色或无色菌落
。

本实验菌落计数
,

得到 比较清晰的蓝色菌落为 284 个
;
白

色菌落为 67 个
,

二者之 比大约为 4
:

1
。

经快速破碎法验证
,

大

部分白色菌落的质粒载体含有插入片段
,
而蓝色菌落的质粒均

为空载体
.

少部分 白色菌落携带空 的质粒载体
,

我们考虑与

IP T G 或 /和 x
一

ga l涂布不均匀有关系
.

Q 一

互补法对比快速细胞破碎法
,

省去了细菌扩增
、

细菌破

碎液电泳
、

紫外灯下观察等步骤
.
比插入失活法 (I ns er it on al I

n -

ac it va it on )也有简单
、

直观等优点
.

因此
,

在进行 目的基因亚克

隆时
, a 一

互补法是一种值得推荐的重组子筛选方法
。

关键词
。 一

互补
. D N A 重组

;

质粒
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