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摘 要

本试脸 是用粘 末端连摇法把
一

F邓 霉素拔性基 因 (K an )r 播入 到大豆根 瘤 菌

n
.

J ! 10 的苹果酸脱氮晦 (泊 d h ) 墓因中
,

使 m d h 墓因失活
`

首先
,

通过 氏。 IR 切
.

点

把 K。 、 `

连接 到 叮z1 8 U 载休上
,

经转化把这一 重纽 D N A 转入大肠杆菌 x IL 一

B1 谬 中
,

利 用含有 氛节青霉素和 卡那霉 素的选择培 养基选 出 转化 菌株
,

提取

P’r lz 叙 J一 K a n’ 质粒 D N A ; 然 后
,

用 s al 王分 别切 已克隆 在 p T z l g U 中的 B
`

j ll 0

蒯 h 叁因及 叮 2 t s u 一 K幼
! ,

经枯末 端连接把卡那霉素杭性基因连接到苹果酸脱

氮酶基因中间
,

从 而使其失活
。

再将所得到的这一重纽 D N A 用电脉冲法 (日。
-

otr p o ar iot n) 转入大豆根瘤 茵 B
.

j幻 43
、

中
,

用以检验经播入失活后的苹果酸脱氢晦

墓因村大豆固氮作用的影响
。

关键词 大豆根瘾菌
;
苹果酸脱氛晦基因 ,摘入失活

; 电脉冲转化

苹果酸是大豆根瘤中含量最多的有机酸
,

许多报道证明苹果酸能促进固氮作用

和呼吸作用 ,苹果酸脱氢酶 (巾曲 )可以把苹果酸变成草酞乙酸〔i(z O A A )
,

所以研究 加dh 对

大豆固氮作用的影响
,

对探讨固氮作用的生化机理是有意义的
。

本实验是把已克隆在

叮 z 份 u 载体上的大豆根瘤菌 (伽咖吞咖加林劝 aj 种、 ic 。。 ) 的 m hd 基因
,

经限制性内切如切

后
,

用粘末端连接法把卡那霉萦抗性基因 ( Kan 协插入其中
,

以其通过电脉冲转化法 (翻 ec
-

tr 。即扭 t沁n) 把这一重组基因再转入另一大豆根瘤菌中
,

探讨经擂入失活后的耐h 基因对

`
本试雄是在美国密苏里

一

哥伦比亚大学完成的
,

本文于 i的 2年 3 月 4 日收到
,

仆铂 , , , 恻留 代。 ` v “ 如 M a r比 4
,

1的么



汪清既等
:

大豆根窟菌 ( 石。 J夕: h: 、 。沁 执 少。 尸。 。 ,。 。 , )苹果酸脱氢醉 l( n d h )基因的插入失活 53

沙d抓 {乍夕平子的影响
,

材 料 和 方 法

(一 )材料

1
.

菌株和质粒

大肠杆菌 X LI 一 B l u c 对氨节青霉素和卡那霉素均敏感
,

用作受体菌
。

E
·

C
·

x L I一 B l u o p
`

r Z 19 U 一 3
·

s k b B
.

j l l o m d h s m a l [ ,〕把含有大豆根瘤菌 B
.

j l l o 的苹

果 酸脱氢酶 ( m hd )基 因的 nS
l a 1 3

.

s kb 片段 D N A
,

连接到载体叮21 g U 中
,

分子量约为

6
.

3 k b
.

经转化到大肠杆菌双
J

I 一 lB ue 中
。

具有 A m rP 标记
。

质粒
:

叮1Z 8 U 分 子量 2
.

s kb
,

具有 A m p
,

标记
,

作为载体
。

卡那毒素抗性基因 [`〕 ( E e o R I )分子量 1
.

3 k b
,

购曾 P ll a : m a e ia 公司
。

2
.

限制性 内切酶
:

E e o R I
、

K p r一 I
、

S a l l
、

H in d 盯
、

N d e l
。

3
.

’

r 名
D N A 连接酶 (S i弓m a 公司 )

确
·

I
J

B 培 养基 〔 l j
。

(二 )方法

质粒 D N A 提取 方 法采用 本实 验 室 eS a m iB
r

版改进 的方 法
,

把生 长 好 的细 菌装 入

l
·

s lt[ l 的离心管中
,

16 00 o l p m 离心 20 秒
,

取菌体沉淀
,

一 70 ℃冰箱中放置 2() 分钟
,

后悬浮

在溶有 2 0 0鸽 溶菌酶的 3 00 州 S T E T 缓冲液川中
,

充分混合后
,

置冰上 10 分钟
,

再放入沸水

中 2 分钟
,

置冰上冷却 2分钟
,

16 0 0 OrP m 离心 15 分钟去掉沉淀
,

加 巧川 了M 醋酸按
,

混合

置冰 上 2 分钟
,

离心 ! 5 分钟
,

把上清移到一新管中
,

加 1 ~ 1
.

Zml 乙醇
,

放 一 70 C冰箱半小

时
,

离心取 D N八
,

用 了5 另乙醇洗一次
,

经真空干燥后溶于 2即 I T E 缓冲液中
,

4 C贮存备用
。

酶切
、

连接
、

菌落培养及筛选
、

感受态细胞制取等方法均参照〔’ 〕。

pZT , S U D N A 经 E c o R I切后
,

与卡那霉素抗性基因 ( E e o R I )连接
,

成一重组的 p T Z 1 8 U

一 K a 厅 重组 D N A
,

由此转化大肠杆菌 x L I一 lB u 。
感受态细胞

,

转化细胞通过含有 10 0 0 5/

m l氨节青霉素和卡那霉素的 L B 平板培养基进行选择培养
,

挑取生长出的单菌落在 BL 液

体培养基中培养
,

提取质粒 D N A
,

用 S a l l 切
。

同时提取 E
.

e
.

孔 l 一 B l u e p咒 1 g v 一 3
.

s k b B
.

J 100 m dh S m al 的质粒 D N A
,

也用 aS u 切
,

将经 aS ll 切过上述两质粒 D N A
,

利用其粘未端

进行连接反应
,

转化大肠杆菌 x LI 一 lB ue 后
,

再经含有 1 0 0 0 9 / m l 氨节青霉素和卡那霉素

的 L B 平板培养基进行单菌落筛选
。

本实验先后共挑取 95 个单菌落培养
,

分别编号为 1 #

~ 95
” 。

每个菌落经 L B 液体培养基培养后
,

提取质粒 D N
J

A
,

经限制性内切酶 K即 I 切后
,

在

。
.

7 %琼脂糖凝胶电泳上检查质粒 D N A 大小
,

以确定重组 D N A 状况
,

选择出卡那霉素抗

性基因插 入到苹果酸脱氢酶基 因中的重组质粒
,

并保留该菌株
,

以备后来的电脉冲 ( lE ec
-

t r o因 r a t i o n )转化用
。
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结 果 和 讨 论

经检 查 ” 5个菌落中
,

只有
” 4了和

”
, 2具有代表性

,

其余均不台乎本实验要求
。

2
.

0

( 卜
`

b )

145花23象.6.4

图 ] 三种质粒 D N 八 及其酶切电泳图语

F 一胜
.

] T l l r 仁 e p l 3 卜 f n 一d D N 气 a r l d t l z e i r Z y 了r l̀ 一g r a t飞1 写 。 f r韶 t r l e t i o n c n z 杏
’

n 、 c s

卜: 仃至 左分别 为 }
一

3 质粗 D N A
.

l
.

州了
.

扮
.

“

归
.

3
.

f T引叭 ! 一 3
.

汰 b B J ll O
. : l d t 为二 。 I

比刁
:
简为 ;。 川曲 ) :

4 6 为 脚门 切
.

4
“

J夕
.

5
.

“

月
.

6
.

p
一

fll d匕 7 一 毖为 柳
: I J

,

山
. d 山双蒲切

.

了
.

“
4 7

.

朽
.

“
9 2

.

9 p
一

llI dh
;
1 0 一 ] 2 liI lld 见切

.

〕0
.

”
4 7

.

11
二 , 2

比 p一 m曲
:

比
·

入D N A i11
n d ` 酶切分子量标记

2
.

咚! l 弓
, 4

一

6 为 K p n l 切
尸

! 7
、 ”

9 2 及 p l z r g U 一 3
.

s k b B
.

J一! 0 : 、 , d企、 s r ,飞。 z 祥品
,

这三个

祥月
:
仁了后都仅有一条带

,

其大小分别为
’`
月7一 7

.

o k 匕
, ”

9 2 一 召
.

z k b
,
p l

、

z l g Lz一 3
.

5 k匕 B
,

J ] 1 0

n l 〔( }: 5 1“ : : ,工一 6
.

3 k b
,

i兑明这三个 D N A 序列中
,

K p n l 仅有一 个切点
,

即在 p
咒 一9 u 3 0 o 处

。

3
·

:月 l 中 了一 , 为 K p n l和 iH dn 班 双酶切的电泳图谱
,

其中
”

打 有三条带
,

大小分别为

2
,

8比
.

2
.

从 b
、

}
.

触 b
, ”

92 有两 条带
.

大小分别为 3
.

s kb 和 0
.

6 kb
,
p T z 丁g u 一 3

.

s kb B
.

j l 0]

; 1: d h s
。 : 。 l 切成两条带

.

大 小分另}1为 3
.

s k b 和 2
.

s k b
。

关十
一

9 2
,

山于本实验开始时使用的载体是 p T Z 1S U
,

用 E o RI 切后再与卡那霉素抗性

基因 `入: J ,: 。 ,。 : 。 i: ; R
。 、 j、 : 。 ,l e e

G
e , l b i、。 c k ( E e o R J )

,

p 。旧 r 。 、 。 e io 1 1( B B
: o : 。 c ll n o ]o o y 产品 )连接

,

即

务飞
:



」期 正清凝等 大豆根姗茵 ( D: 。 d ;, h r : 。 b : ,̀ 。 j 。 尸。 。 : 。 `二 )苹果酸脱氢酶 ( m d h )基因的插入失活 5 5

P T Z ] RU (之 . `。 ,

公
o R I ( 2 5 5 )

川
r; d l ( 3 0 6 )

`牛二8 8 )

E e o

孙

助」1

欣
) R l弋2 5 5 )

琪后用 5 0 11 切
.

有可能成为
:

/ 一
\

乏之二
厂` 、

o R r ( 2 5只 )

U
八匕

叫,山人̀̀吸卫
.,、.盆护.Z

`

、、
.

P、、

气i n ( t ,

气 、 n 冰

、

、 、

、̀

卿
、 。 、 ,

两
,、 l 仁乙0 “ 〔 e O R ’ ` 2 5 5 ,

`

气又下 J

再进行 i生接反应
,

有很大机会又 自身连接
,

得到同祥的重组质粒 D N A :

p !
,

7 下只几l ( 之 一̀ 、 、

r
。 , ,

R I ( 2 5 5 )

场时万 ( 3 0 6 ) aSJ I

翻1 1 ( 2 8 8

K P n l ( 2 6 7 )

玫康 I ( 2 5 5 )
S 日1 1

这个重组质粒 D N A 大小约为 2
.

8十 }
.

3一 4
.

Ikb
,

有一个 K nP l 切点和两个 iH dn 皿切
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点
,

所 以 川K 。 ,: I 切得
一

条 月
.

{ k b带
; 当 用 H i ,、 d 皿和 K p , 11双 酶 切 }{士

,

应 该 有三 个片 段
,

j
`

2
.

8 、 〔〕
.

7 = 3
.

s k b
,

卫
、 0

.

6 k b
, 。
冬由 H i n d 皿 3 0 6 切点至 K p ,、 x对 z 切点均长为 3匀b fo 111于第三

) {
一

段过小
.

在电泳图谱上未能显示
。

用 jH dlj 班切时
,

也有 3
.

5狄b 和 0
.

6劝 两个 片段
,

但这

一 。
.

。 片段 比双酶切 。
.

6 片段稍大 ( 如图 )
,

因我们只用小数 点后一位表示大小
,

所以 二片

}发未i弓差 3 3飞, p 就不 i十了
。

因为 p丁 z ! SI J具有氨节青霉素抗性
,

又重组进卡那霉素抗性纂因
.

听以这一重组质粒

D N 、 具 有氮节青霉素抗性和卡那霉素抗性
。

泛} J丰J K p ::
l 于fl 卜于s n d 皿切 PT z l g u 一 3

.

s k b B一 z ! 0 : : l d 互1 5
; n o l l〕N A 时

,

l七于 3
.

s k b 片段是

在 阶、 l 切点处播入的
,

故该质粒 D N A 为
:

P IZ 19U ( :
.

脚
)

场
n d 度 ( 2 6 1 )

、 : 。。

之乏 K P
r飞

S n 〕 a l

( 3 0 0 )

己绍6 )

B
.

J n 、 d全1 3
.

5卜b

一
按上图切后成两 个片段

: 2
.

8 k b( 和T lz g u )和 3
.

S Rb ( B
.

川 卜

礴
.

图 l 中 { 、 `
一 } 2是 用 H i ,、 d 瓜 切

”
峨 7

、 “
马2 和 p飞

’

Z 1 3 U 一 3
.

孙
、 。 肠

飞
: } U川山

。
s n

一

, a l 协洲 A

“

j 7 切成 5
.

2肋 和 !
.

s k b 两条带
, ”

92 切成 3
.

s k b 和 0
.

6肋 两条带
,

由 厂。 T川 扎
; 一 3

·

。的

B飞] l 〔) ` ,” d h s :: l a l D N A 上只有一个 H i n d 皿切点
,

所以只有一条 6
.

3 k ,〕带
。

图 2 由 N d(5 1切三种质粒 D N A

F l g
.

2 T h r e e P场 s m id D N A w a s e u t 、 v l t h N d e

“
4 7 o N八 (未切 )

.

2
.

“
4 7 D N A (切 )

.

3
. “

9 2 I J闪八 〔未切 )
、

4
.

“
9 2 1) N A (切 )

.

5
.

p一 m d h D N八 (未切 ,
.

6
.

p 一
宙

记 1j( 切
〕

5
.

在 p T z 、 g u 一 3
.

s k b B j 、 1o m曲 s m a x D N A 样品件
“ ,

听抽 入的 3
.

5从b D N 八 片段中有一
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个 N de l 切点 〔’ 〕
,

为确定卡那霉素抗性基因插入位置
,

又 用 N de l 切
,

结果看到 N de l 没有切

开
”

4 7
,

说明
”
月7 中没有了 N d e l 切点

,

而 p T z 1g U 一 3
.

s k b B J I 1 0 m d h s m a I D N A 切成 6
·

3 k b

的片段 (图 2 )
。

6
.

综合上述结果
, ”

47 重组 后状况如下
:

长 p n

S m a

( 3 0 0 )

( 2马6 )

1七 n d !

S m
a

( 2 6 1 )

( 2 9 6 )

+

为 3
.

s k b B
·

J 1 J o
n , d h S m a

妞记 ( 1
.

3kb )
1 D N A 核背酸序列号

t 一)重组 D N 八 人小为
: 2

.

8注 1
.

7十 1
.

3井一 2 = 7
.

o k b
。

、 助右
一

此重组 D N 入 中只有 个 lK
)
川 切点

,

所以切后有
一

条 7
.

0肋 带
。

( 韵 有二 个 IH
l l。 砚 切点

,

所以切后有 5
.

Z k b ( 2
.

8十 1
.

7十 0 7 )和 !
.

s k b日
,

2号 0
.

必两条

带
( 浦) 用 K p : 1 1 和 H i n d 正双酶切后有 2

.

s k b
、

2
.

4 k b 、 1
.

7 + 0
.

7 )和 一 s k b 仁0
.

6
一

干 、
.

2 ; 三三条

带
。

( 5) 根据上述酶切图谱及 3
.

sk b BJ ! 10 m dtl 序列测定川
,

表明卡那 霉索抗性基因是在

序列 1 ! 5 2 处 s a ll 和 ! 78 8 处 aS ! I 切点间插 入的
,

所以看出序列中 1 1 52 一 17 8 8 处片段被切

除
,

而 N d d 切点位于 14 2 0 处
,

正置该被切除片段
、

_

卜
,

所 以重组后的 D N A 没有 了 N dc l 切

点
,

故不能切断
。

川 ) 。
飞

曲 3
.

5卜b BJ I } 。 m d ,1 序列的 2 2 8一 l ! 9 3 处叫
,

因为卡那霉素抗性基因是 在 { i 气
`
夕

处插入
,

正位于 m曲 基因中
,

也就是切去 m d h 基因 4 ! 个核普酸后
,

插 入 了卡刃卜霉素扣玛

基因
,

符合本实验 目的
。

( 7) 由于保存了完整 PT lz g U 氨节青霉素抗性部份并插入一卡那霉 素抗性纂 因
,

经转

化后
, “

47 E
.

e
,

x L } 一 B lu e
PT z 、g u 一 3

.

s kb jB l 10 m d t 、 s m a l 一 K a n !

仍 具有抗氨竿青霉素

和抗卡那霉素标记
。

可用此菌作为供体菌
,

通过电脉冲法 ( lE ce t r叩Ol at jo n) 把这一重组质粒

D N A 转化到新的根瘤菌 中
,

以探讨经插 入失活后的苹果酸脱氢酶基因对大豆固氮作 用的

影响
。
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