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四、 DNA 的体外重组

DNA重组技术，当用于干扰素、膜岛素、

疫苗、免疫球蛋白等物质的生产时，目前多半

采用从 mRNA 反转录成 cDNA，然后和载体

DNA 重组， 再转化至大肠杆菌内进行复制和

表达.在某一基因结构巳清楚的情况下，亦可

人工合成该基因(如人膜岛素基因等)，再将该

基因嵌入载体引进大肠杆菌中.若从基因库中

分离出的基因，由于已含有内含子(lntron) , 

大肠杆菌内酶系无法进行加工，故这种基因不

能在大肠杆菌内表达.而在研究基因的结构和

功能时，则需先建立基因库，再从基因库中筛

选出某一基因来.下面叙述两个较有代表性的

DNA 体外重组实验.

实验 1 :大鼠白蛋白基因的无性繁殖.

实验设计如图 1 所示.

1.大鼠白蛋白 mRNA 的分离

首先制得大鼠肝多核糖体，用双抗体法制

得白蛋白多核糖体一一双抗体复合物，经

SDS 处理，酷、氯仿抽提， Oligo-dT 纤维素柱

层析.所得 mRNA 用麦胚无细胞系统测活，

用琼脂糖电泳检查纯度.

2. 单锥 cDNA 的合成

合成体系为: 60mM Tris-HCl pH8.3/ 

10mMDTT /40mM KC1/6mM MgClzf10tnM 

ATP /0.5mM dTP /10 J..l. ci[3H]dTTP /0.2mg/ 

mloligodT (12-18) /4mg/m lBSA/0.1mg/ 

ml 放线菌素 D/5μgmRNA/220U/ml 反转录

酶. 总反应体和、为 100时，于 45'C反应 15 分

钟后加入 1/10 体积的 0.2MEDTA ， pH8.5终

止反应，用等体积的水饱和的盼、氯仿一异成

醇 (50:48:2) 抽提，水相经 Sephadex G-60 

柱层中斤，所得 mRNAcDNA 杂交体，用。.8N

也

NaOH37'C作用 16小时除去 mRNA ， 再经

Sephadex-G50 柱层析，得单链 cDNA.

3. 平头双链 cDNA 的合成

由单链 cDNA 自体引发合成长发夹结构

形双链 cDNA. 反应系统为: 50mM Tris­

HC1 , pH8.3/10mM DTT /40m MKC1/6mM 
MgC12 /10mM ATP/0.5m M dNTP , 10μCi 

[3HJ-d TTP , 50μg/ml 单链 cDNA/300U/ml

反转录酶.混合液在 37'C下反应 4 小时后，去

蛋白，经 Sephadex-G60 柱层析，得到的双

链 cDNA 经 SI 核酸酶处理，成为平头双链

cDNA 

4. 平头现链 cDNA.与 Hindm 人工接头
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的钝ia 连才主-

1;(~系统为: 60mMTris-HCl , pH7.6/ 

:1 mM ATP/6.6m M MgCI2/ :1 0m M DTT/3'""-" 

加g[3I-1]标记i'rJ双链平头 cDN A/Hind JIT 人

工按头:1 .5pg/T←DNA 连接附 8U/RNA 连

接附:10U。于 12OC;反应 16 小时后，经 650C 5 分

钟灭沾边;在:阿íHíJ二 S叩hadcx-G :1 00 柱层中斤，

分行收集，用闪烁计数仪测定，将有同位素部

分合并，浓缩至所需体积。

5. 接上人工接头的 cDNA 的 Hindm 酶

解

上述 cDNA 溶液加入 200U 的 Hindm 酶

(反应系统为: 20 m M Tris-HCl , pH 8.0/ 

7m M MgClzl60m M N aC l) 37 0C 反应 1 小时

再于 650c温育 6 分钟后置冰浴。载休 pBR322

经 Hind III 隅切平11险性麟酸单醋酶处理。

6. cDNA 与 pBR322 质拉重组

反应系统为: 20m M Tris-HCl , pH 7.6/ 

10mM MgC 12/10m M DTT /0.4 m M A TP , 

Hind 1ll酶切的 cDNA 75μl( lflg) , Hind m 酶

切并经险性磷酸单醋酶处理的 pBR3225μl

(5μg) ， T4-DNA 连接酶 2.5U，总反应体积

100 倾升， 140C16 小时反应后置冰浴。，

7. 重组体的转化及 AprTc. 茵落的路选

(Apr一一表示抗氨节青霉素， Tc.-- 表

示对四坏素敏感)。因本实验是在 pBR322 抗四

环素基因上插入 cDNA，根据插入钝化原理，

故带 cDNA 重组质粒的菌落必定是AprTc.的。

按 Cohen 等人i内方法[10] 转化受体菌 E.coli

C600，将转化战m环丝氨酸处理，取 0.:1毫升

转化浪铺子含 Ap(50μg/ml)的 E.coliC600 培

基的平皿上， 370C培养过夜。用牙签复即法挑取

生长菌落，分另IJ接种于 Ap 及 Ap +Tc(25μd 

ml) 成对的平皿上(两只平皿编号一样)，培养

过夜。在 Ap 平皿上长而 Ap+Tc 平皿上不长

的菌蓓，即为所需的菌株。为了确证此菌株中

的重组质粒含有白蛋白 cDNA，还需用菌落

杂交[1 1] 、 或抽提出此质粒进行限制性内切酶

的分析及杂交抑制法的鉴定[1飞如果 cDNA

能在 E.ocliC 600 中表达，也可测定其基因产

物(如某些酶的活力或蛋白免疫反JN.等人以便

对重组体作出明确的结论。

实验 2

利用鸟枪法组建带有赔蛤染色体 DN八

PstI 限制片段的重组体.

号jj 奇NA
i 酸、= )) 'ff 

1.载体的制各

JJV 

0600 
染色体

pBR322 DNA 用 PstI 酶解，反应体系为:

90mM Tris~日Cl ， pH7 .5/10m M MgS0 4 • 

25 微克 pBR322 DNA 和 0.3 毫升 PstI 酶

(lU/微升)， 37 0C反应 1 小时，经 650C温育 6

分钟后置冰浴，然后对25mM Tris-HCl pH7.5 

的缓冲浪透析，浓缩至小体积，经电泳检查已

彻底酶解。将上述 pBR322在 25mM Tris-HCl 

pH7.5 的语液中和 15U 险性磷酸单陆目íj 反应

1 小时后，立即用 O.lM Tris-HCl pH7.5 饱

和的酌抽提四次，取水相对上述缓冲浪透析，

加 2 倍体积的酒精沉淀 DNA ， 沉淀溶于质粒

溶液，即为载体 DNA.

2. '塘蛤染色体 DNA PstI 限制片段的制

各

先制备瞻蛤总 DNA，将总 DNA 200 微克

和 PstI酶 200U，在 90mM Tris-HC1 , pH 

7.5/10mM'MgSO令的缓冲液中， 37 0C 反应 1
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小时，内经 650C 站ii育 6 分钟后置冰陷。 对 25

mM Tris-HCl , pH7.5 的缓冲浓透析后J 浓

缩至所;1J体积，即为 Pstl 酶切的瞻蛤染色体

DNA )'，"段。

3. DNA 的体外重组、转化

载体 DNA3做克和 1庭除染色体 DNA Pstl 

片段 15 版了正进行体外重组。连接主iJ骤与转化

方法均按实验 1 方法进行.

4. 重组体的筛选手口鉴定

利用缄布复印法初筛、牙签 j去复捡， 将

所有 Ap"Te 的菌洛筛出(因外源基因插在

pBR322 的氨韦青霉素抗性基因中，故带有重

组质粒的菌株必定是 Ap叮cr 的茵株〉。 对部

分 Ap"Tcr 菌株的质校分忻表明，这些菌株巾

的质粒均带有赔蛤染色体 DNA 片段，至于每

个 DNA J\伞段各代点什么基因，百技实验 1 介

绍的方;1:;进一步加予鉴定。

结束语

七十年代初在分子生物学基础上发展起来

的基因工程，经过短短的几年实践，已显示出

它强大的生命力。1.977 年，人工合成的 Soma­

tostatin 基因(生长激素释放抑制素基因)在大

肠杆闺中表达成功。紧接着又有1夷岛素基因、

干扰素基因等许多基因在大肠杆菌或酵母菌中

获得了忐达，实现了人们说想将基因工程应用

于生产实践的愿望。再者，利用 DNA 重组技

术，可以得到纯的、大量的特定的基因片段，

这对于繁杂的、难以着手研究的真核细胞基因

提供了一种强有力的手段.此外，基因工程技

术和 υNA 快速分析技术相结合，使得曾经是

极其困难的 DNA 顺序分析获得了一在大突破。 F

迄今已分析了诸如今X174DNA (5375 bp); 

pBR322 质粒(4362bp); SV40 DNA(5224bp); 

以及酵母 A364A2μM DNA(6318bp) 等的核

昔酸全序列，极大地;在动了业 r~日结构和功能的

研究。可以预期，人们可从这一技术中获得巨

大的利益。正因为如此，基因工程成为当前最

热门的学科之一。它的研究日新月异地向前发

展，本文仅仅简介这一技术中的一些基本知

识，如读者有兴趣进一步了解这方面的情况可
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