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　　在分子生物学研究中，筛选阳性重组质粒ＤＮＡ是非常重
要的步骤之一，由于受连接效率、转化效率等多种因素的制

约，筛选阳性重组子成为一项十分繁琐复杂的工作。蓝白斑

筛选（ＬａｃＺ的 ａ互补）通过颜色反应区分阴阳性克隆，出现
假阳性概率较高；ＰＣＲ法鉴定重组克隆［１］需事先设计相应引

物，限制性内切酶酶切鉴定法［２］需提取质粒 ＤＮＡ，反应所需
材料成本较高，需要时间长。近几年人们建立了一些快速鉴

定重组质粒的方法，但有的需要使用苯酚／氯仿／异戊醇（体
积比２５∶２４∶１）［３］等毒性较高的材料，有的裂解缓冲液成分
复杂［４－５］，有的需要昂贵的试剂盒［６］，而利用１％ＳＤＳ一步裂
解法［７］获取质粒ＤＮＡ的方法则需要较长的摇菌或培养转化
平板的时间。笔者在科研实践中不断地总结了很多筛选方

法，从传统的碱裂解质粒 ＤＮＡ的原理出发，逐步建立了一种
更为简捷快速且成本低廉的重组子鉴定方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒和菌株　大肠埃希菌 ＪＭ１０９和 Ｔ－ｓｉｍｐｌｅ载体
以及转化平板由笔者所在实验室保存提供。克隆片段为

５６０ｂｐ的猪２型圆环病毒核衣壳蛋白基因部分片段，由笔者
所在实验室扩增得到。

１．１．２　试剂　１Ｘｃｒａｃｋｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（１．０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，１％ＳＤＳ）为自行配置，ＲＮＡｓｅＡ（１０ｍｇ／ｍＬ），氨苄青霉
素（１００ｍｇ／ｍＬ）。Ｔｒｉｓ碱、ＥＤＴＡ和冰乙酸等试剂购自上海生
工生物工程技术服务有限公司。

１．１．３　培养基　ＬＢ液体培养基：１０ｇ胰蛋白胨，５ｇ酵母提
取物，１０ｇＮａＣｌ，１０００ｍＬ蒸馏水，高压灭菌。ＬＢ固体培养
基：１５ｇ琼脂糖，１０００ｍＬＬＢ液体培养基，高压灭菌（配制培
养基所用制剂购自上海生工生物工程技术服务有限公司）。
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１．１．４　仪器　电泳仪，离心机，涡旋振荡仪，凝胶成像仪。
１．２　方法

将连接产物转化进大肠埃希菌 ＪＭ１０９感受态细胞后，涂
在氨苄青霉素抗性的固体培养基平板上，３７℃过夜培养１２～
１６ｈ，于超净台中准备１２个１．５ｍＬ无菌 ＥＰ管，向其中加入
７５０μＬ氨苄抗性的 ＬＢ液体培养基 （含氨苄青霉素
１００μｇ／ｍＬ），在转化平板上用无菌接菌牙签任意挑选４个单
菌落，每个单菌落分别接入３个管中，分３组在３７℃摇床中
振荡培养５ｈ。

ｃｒａｃｋｉｎｇ鉴定：取其中２组１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上
清后短暂离心，用２００μＬ移液枪吸干残余上清。其中一组加
２０μＬ１×ｃｒａｃｋｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（不加 ＲＮａｓｅＡ），另一组加入２０μＬ
１×ｃｒａｃｋｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（事先按１∶１００加入了 ＲＮＡｓｅＡ），涡旋振
荡３０ｓ混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取８～１０μＬ电泳检测
以筛选重组质粒。

为进一步鉴定通过上述方法得到的重组质粒的准确性，

可通过ＰＣＲ扩增或酶切鉴定的方法对得到的克隆进行进一
步验证。由于本试验使用的外源片段为ＰＣＲ产物，因此可采
用ＰＣＲ方法对上一步获得的阳性克隆进行进一步验证，即在
超净工作台中取１μＬ第３组培养物作为ＰＣＲ模板进行 ＰＣＲ
反应，然后取５μＬＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳。

２　结果与分析

从转化平板上直接接菌，摇菌５～６ｈ，每个克隆接菌３
管，其中２管用于 ｃｒａｃｋｉｎｇ鉴定（加或不加 ＲＮａｓｅＡ），另一管
可小量提取质粒ＤＮＡ酶切鉴定或ＰＣＲ鉴定（酶切和ＰＣＲ鉴
定并不是必要的）。一般早上接菌，７ｈ即可完成鉴定，然后
就可进入下一步工作，如送交公司进行序列测定，或接菌待第

２天进行质粒ＤＮＡ大量提取。
由图１可见，未加 ＲＮＡｓｅＡ的凝胶电泳后，ＲＮＡ干扰严

重，目的条带不明显，本试验采用载体ｐｕｃ１９－Ｔ，连入的外源
基因为５６０ｂｐ，与载体对照区分不是很明显，若外源基因更
小，则ＲＮＡ干扰程度更大。由图２可见，只添加１％ＲＮＡｓｅＡ
即可将ＲＮＡ干扰现象排除，使目的条带清晰可见，便于区分
更小的外源基因连入，效果明显。

　　当连入的外源片段是ＰＣＲ产物时，有现成的引物可用，就
可以直接以菌液做模板进行ＰＣＲ鉴定。如图３即通过ＰＣＲ方
法验证了ｃｒａｃｋｉｎｇ鉴定结果的可靠性。当然如果连入的是酶
切产物，可以将ｃｒａｃｋｉｎｇ鉴定疑似正确的克隆，根据需要挑选
几个克隆小量提取质粒，进行小量酶切鉴定，省时省力。

３　结论与讨论

这种以菌液为材料裂解质粒的方法，省去了以菌落或划

线菌为模板所需的长时间培养。首先，以菌落为模板需要将

菌落培养２～３ｍｍ，这个时期多数情况下会有饲养菌落长出，
这将影响接菌准确性及后期鉴定，而且直接以菌落裂解物为

模板进行ＰＣＲ分析会因为固体培养基平板上残存的连接产
物而导致产生假阳性；其次，以划线菌为模板进行试验需要额

外花费十几个小时，而本试验建立的方法只需５～６ｈ，省去了
一半的时间。本方法最重要的创新在于 ＲＮＡｓｅＡ的加入，从
对比图中可见明显优势。总之，该方法成本低廉，操作简便，

可大量快速鉴定重组质粒，适用于各种实验室进行高通量的

重组克隆鉴定。
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