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高等真核生物的
����基因������具有多次重复

，

并以串联形式排列的特点
，

每一个

重复区都由一个非转录区和转录区组成
。 �

��
�的转录区首先合成分子量为�

�

�一�
�

���的
����前体

，

然后
����前体降解为工��

、
�

�

�� 和���的
�����图 ��

。

与非转录区相比
，����的

转录区保守性较强
，

比较稳定
，

生物间的差异较小
。

近年来
，

有知���白勺研究较多
。

但是
，

有

关大豆����的研究尚未见报道
。

研究大豆����的结构及其序列
，

对于了解大豆的起源
、

进

化及其调节机制具有重要意义
。

图 � 真核生物
����示意图

����

非转录区 ��� �

拷贝区的外间区 ��
�

拷贝区的内间区

聚合酶链式反应������
����� ����� ��������一于���是近年才发展起来的一种体外酶促

合成特异���的一门新兴技术
，

由高温变性
、

低温退火和适温延伸三步反应组成一个周期
，

循环进行
，

进而使目的基因得以迅速扩增
。

由于具有能够快速特异地扩增任何所需要的
���片段或目的基因

，

使极微量的���得以迅速扩增等优点
，

因而此技术近年来得到了广

泛的重视
。

目前
，

已被广泛应用于基因的分离
、

基因多态性分析
、

基因调控
、

疾病诊断等研究

领域
。

材 料 与 方 法

总 ��� 的提取
�

取新鲜叶片
，

在液 � 中研磨成粉
，

加入预热至 ��℃的 ��� 提取液在

��
’

�下提取��分钟
，

然后加入氯仿
�

异戊醇反复抽提 �次
，

以���的乙醇沉淀���
。

沉淀的

���用�入毗酶解��分钟
，

���乙醇沉淀
，

���乙醇清洗
，

最终溶于��缓冲液中备用
。

����片段的分离
��巧�片段的分离是以大豆总��

� 为模板
，

采用 ��� 扩增的方法得

到的
。
���仪为中科院遗传所生产

，
���扩增系统为华美公司产品

。

循环参数为
�

��℃变性反

应��秒
，

��
’

�退火反应��秒
，

��℃延伸反应���秒
，

循环��个周期
，

反应结束后
，

用��琼脂糖

本研究得到中国科学院植物生物技术开放实验室
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凝胶电泳检测扩增效果
。

�飞�片段的克隆
�

在进行连接反应之前
，

首先用低熔点琼脂糖凝胶电泳回收提纯扩增

片段
。

回收片段用�
�

连接酶连接到质粒�����中
，

重组质粒转化到����中
，

并从中筛选单克

隆
。

重组质粒的筛选采用�一名��标记
。

试 验 结 果

�一�图 �看到
，

采用本方法提取的总 ��� 分子量大于 ����
，

经 �比�酶切
，

酶切完全
。

因此可以用于���扩增及克隆
。

�二勺根据水稻
���� 序列

，

分别在 �邓�区域的两端人工合成 �个引物
，

引物 �和引物 �

分别邮�和��个核普酸组成
。

以总���为模板
，

人工合成的���片段为引物
，

采用���的方

径汾离到跳
�片段

。

电泳检测结果�图念�表明
，

扩增到的大豆����片段的长度约�����
·

并说

明大豆与水稻的����具有一定的同源性
。

图 � 大豆总 �����
，

��
，

酶切后��
，
�������� 图 � 从大豆总 ��� 中扩增到

和标样人 ����凡�� ��� ���的电泳图谱 的 ����片段

�三�将扩增到的大豆 �飞�片段用低

熔点琼脂糖凝胶电泳回收提纯
，

然后进行

连接反应
。

采用的受体为�����
，

首先用

托�� 。 在�����的多聚接头处进行酶切
，

产

生平头沐满湍
，

然后用毛连接酶连接
。

�四�质粒连接后
，

将其转化到 ����

中
，

转化细菌用含有 �一娜
、
��尹� 和��的

比培养基�了℃培养过夜
，

从中选择白色阳

性克隆�图��
。

从筛选出的单克隆中提取

质粒���
，

并用内切酶玫
。��和比�� 皿在多

图 � 大豆 �巧�片段与质粒连接示意图

聚接头的两端剪切
，

并用琼脂糖电泳检测
，

从中筛选出了部分重组质粒�图 ��
。

以重组质粒

���为模板
，

采用同样的引物
，

进行��吸扩增
，

同样扩增到了�飞�片段�图 ��
，

进一步证实了
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���
�片段确实已被克隆

。

进一步的工作是拟对
�

����片段进行序列与结构分析
，

可能为大豆的起源
、

进化等研究

提供重要依据
。

图 � 含有重组质粒的转化细菌的筛选�箭头所指阳性白斑�

图 � 转化细菌的电泳分析 图 � 从单克隆重组子

���和大豆总 ��� 中���

扩增的 ����片段


