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菌落PCR 技术在重组质粒筛选与鉴定中的应用
Ξ

李　华, 刘延琳, 夏　惠, 张振文
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　　[摘　要 ]　应用以菌落为模板的聚合酶链反应 (PCR ) 技术, 筛选插有酒类酒球菌苹果酸- 乳酸酶基因m leA

和苹果酸通透酶基因m leP 序列的重组阳性克隆, 筛选到的阳性克隆分别扩增到约1 600 bp 及900 bp 的条带, 且与

两个目的基因片段大小一致。提取阳性克隆的质粒进一步进行双酶切 (E coR É 2Kp nÉ )及质粒PCR 鉴定, 证明结果

正确。菌落PCR 技术的应用使重组质粒的筛选和鉴定得以优化和简化。
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　　苹果酸- 乳酸发酵在葡萄酒、果酒的生物降酸

过程中具有非常重要的作用。苹果酸- 乳酸酶和苹

果酸通透酶是酒类酒球菌 (O enococcus oen i) 进行苹

果酸- 乳酸发酵 (M alo lact ic Ferm en ta t ion, M L F )

的关键酶, 苹果酸- 乳酸酶由苹果酸- 乳酸酶基因

(m leA ) 编码[1 ] , 是降解L 2苹果酸为L 2乳酸的功能

酶; 苹果酸通透酶由苹果酸通透酶基因 (m leP ) 编

码, 是苹果酸的转运蛋白[1, 2 ]。研究m leA 和m leP 基

因在酿酒酵母中的表达, 首先要进行m leA 和m leP

基因的体外克隆。在重组子的筛选过程中一般采用

抗生素筛选、a2互补 (蓝白筛选)、质粒快速抽提、质

粒碱提、酶切等一系列工作程序。质粒碱提及酶切是

这一程序的核心, 也最为繁琐费时, 使得筛选的量受

到很大限制, 因而筛选效率不高。针对上述情况, 本

研究采用菌落PCR 方法进行重组子克隆的筛选和

鉴定, 以期简化操作程序, 提高筛选效率。

1　材料与方法

1. 1　菌株与质粒

　　E. coli DH 5Α和质粒 YEp 352 (AmpR , U RA ,

Yeast2E. coli 穿梭载体) 来自中国科学院微生物研

究所酵母菌分子遗传育种组。

1. 2　酶与试剂

溶菌酶和RN ase, T aq 酶购自华美生物工程公

司; 蛋白酶K 购自上海生工公司; dN T P s (Bebco ) ;

T 4 DNA ligase, 限制性内切酶购自宝生物工程 (大

连)有限公司 (T aKaR a) ; 氨苄青霉素 (Amp )、IPT G

和X2gal 购自北京鼎国生物技术发展中心。

1. 3　培养基

LB 培养基[3 ]用于E. coli DH 5Α的保存和培养,

加入氨苄青霉素 (Amp )、IPT G 和X2gal 的LB 培养

基用于筛选重组转化子[3 ]。

1. 4　菌落PCR 反应物的制备

将用Pfu 酶扩增的m leA 与m leP 基因的PCR 产

物片段 (分别约为1 600 和900 bp )用E coR É 和Kp n

É 双酶切, 然后与经同样双酶切的载体YEp 352 进

行连接, 连接产物转化大肠杆菌DH 5Α感受态细胞,

并涂布于含氨苄青霉素 (50 ΛgömL ) 的LB 培养基

上, 37 ℃培养 12～ 16 h, 待菌落长出后, 用灭菌牙签

挑取白斑, 先在预先分格并标记数字的另一平皿上

点板, 然后在PCR 小管中用20 ΛL PCR 反应混合液

(PCR 反应缓冲液、dN T P、引物、T aq DNA 聚合酶、

ddH 2O ) 轻洗后进行反应。反应亦可用 1 ΛL 菌液进

行。

1. 5　菌落PCR 扩增

用 T aq 酶进行。菌落 PCR 引物依据已发表的

m leA 和m leP 基因的序列设计[2 ]。引物由上海生工

公司合成。m leA 和m leP 基因的PCR 引物分别为P 1ö

P 2 和P 3öP 4。

P 1: 5′2CGGAA T TCA T GA CA GA TCCA GTAA GTA T 23′;

P 2: 5′2TA GGTA CCA CA CTCTCAA CA CTCGTAA T 23′。
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P3: 5′2GCGAA T TCA T GAA T GCT T T TA T TA CGA GT 23′;

P4: 5′2TCGGTA CCA T TA GA CAAA CT GCA TCAA G23′。

下画线的核苷酸为引入E coR É 和Kp nÉ 酶切位点。

PCR 反应条件: 94 ℃变性5 m in, 循环1 次。然

后进行29 个循环, 其中 94 ℃变性 40 s; 56 ℃退火 2

m in; 72 ℃延伸3 m in, 最后72 ℃延伸15 m in。

1. 6　质粒提取及酶切鉴定

挑取PCR 鉴定为阳性的克隆少许, 接种于2 mL

含氨苄青霉素的 LB 培养基 (LA ) 中, 37 ℃ 225

röm in培养过夜。用碱裂解法提取质粒DNA , 并经

E coR É 2Kp nÉ 双酶切鉴定。

1. 7　DNA 操作技术

DNA 操作技术参见文献[ 3～ 5 ]。

2　结果与分析

2. 1　PCR 法筛选阳性克隆

　　以菌落上的少许菌体直接作为模板进行PCR

扩增。对于m leA 基因克隆的筛选, 经电泳分析发现,

在筛选的20 个菌落中有17 个可见到约1 600 bp 的

阳性条带 (图1) , 与m leA 基因片段大小一致, 因此推

测这17 个克隆即为含有m leA 基因插入片段的阳性

克隆。对于m leP 基因克隆的筛选, 经电泳分析发现,

在筛选的 20 个菌落中有 6 个可见到 900 bp 的阳性

条带 (图2) , 与m leP 基因片段大小一致, 因此推测这

6 个克隆即为含有m leP 基因插入片段的阳性克隆。

2. 2　阳性克隆质粒的酶切鉴定

为了进一步验证菌落PCR 结果的正确性, 对获

得的阳性克隆分别选取3 个进行质粒DNA 提取, 并

进行双酶切鉴定。结果 3 个质粒均可见到 1 600 和

900 bp 的片段 (图3)。故这些克隆均为已插入目的

基因的阳性克隆。插入m leA 和m leP 基因的重组质

粒暂命名为pm leA 和pm leP。

2. 3　质粒PCR 验证

以所提取的阳性克隆的质粒pm leA 和pm leP 为

模板, 分别进行以 P 1öP 2 及 P 3öP 4 为引物的 PCR 扩

增, 结果也分别得到了 1 600 及 900 bp 的片段 (图
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4)。进一步证明通过以上程序筛选的结果可靠。

3　讨　论

通常重组克隆筛选中较繁琐的步骤是质粒提

取。提取质粒后必须经过酶切以判断是否有外源片

段插入。Sathe 等[6 ]将含有重组质粒的细菌经过 94

℃变性 1 m in 后, 用倒置显微镜观察发现大部分细

胞破裂, 释放出其DNA , 因此可将细菌直接作为

PCR 反应的模板。本研究利用菌落PCR 技术进行重

组子克隆的筛选和鉴定, 从菌落PCR 得到的结果,

可以直接确认有外源目的片段插入的克隆, 避免了

用大量提取质粒及酶切验证来筛选重组质粒的繁琐

过程, 大大减轻了工作量, 缩短了实验周期。

一般进行菌落PCR 时, 先用T riton2X100 处理,

效果较好[7, 8 ]。本研究在用菌落PCR 技术鉴定m leA

和m leP 基因的重组克隆时, 将反应过程中的预变性

时间延长为5 m in, 使得细菌能够充分破裂,DNA 大

量释放并充分变性, 获得了理想的结果。这种方法直

接以菌落为模板, 不需要进行特殊处理, 并且适合于

各种载体。

从菌落PCR 反应筛选得到的重组子克隆中, 挑

出3～ 5 个菌落进行质粒提取及酶切鉴定, 结果表明

该菌落PCR 的结果完全正确。本研究结果表明, 菌

落PCR 是一种进行重组子筛选的简便、快速、可靠、

有效的方法。在筛选工作量比较大的情况下, 研究认

为合理的筛选程序是: 抗生素筛选和 (或) 蓝白筛选

→质粒快速提取筛选→菌落PCR 筛选→质粒碱提

→酶切验证→质粒PCR 验证→确认得到阳性克隆。
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Select ion and iden t if ica t ion of recom b inan t p lasm ids u sing co lony PCR m ethod

L I Hua,L IU Yan - l in , X IA Hui, ZHANG Zhen -wen
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Abstract: Co lony PCR m ethod w ere u sed fo r select ion and iden t if ica t ion of the recom b inan t p lasm ids

con ta in ing m leA and m leP from O enococcus oen i. A bou t 1 600 bp and 900 bp bands w ere show ed respect ive2
ly, they w ere the sam e as the PCR p roducts of the tw o gene m leA and m leP. T hese po sit ive clones w ere

u sed fo r p lasm id ex tract ing and iden t if ied by doub le rest rict ion enzym e digest ion (E coR É and Kp nÉ ) and

p lasm id PCR m ethod.
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