
∈． 

第 7卷第 1期 

1992年 3月 

中 国 病 毒 学 
VIR0L0GICA SINICA 

“三明治”杂交法对斜纹夜蛾核型 

多角体病毒DNA克隆株的鉴定 

(中国科学院武故病毒研究所，武汉 43D071) 

提 要 

2 子(Iz) 

V01
．
7 No．1 

M8r．1992 

S 7 ．／弓 

用限制性内切酶HindⅢ将斜纹夜蛾核型多角体病毒DNA切割为A、B、c、Dj、D￡、 

E、F七个片 段 ，与载体 pUC18体 外连 接后转 化大肠杆菌 TGj。通 过 。三 明治 杂 交法鉴 

定，分别获得七个片 段的克隆株。但A片 段克 隆株中外源DNA片 段发生 了缺失。 
． ， ． 

关蕾调：巡 些 曹 差 ． 三明治 杂变 基因克隆 乡聊 ～ 多喟穆新交 
料纹夜蛾核型多角体病毒 t eni li、ura Nuclear Polyhedrosis Virus，PINPV) 

属杆状病毒A亚群 】，基 因组为双链闭合环状 DNA，分子量71×10‘D，有关它的形态结 

构 ，生物杀虫效果 及生化特征已有报道 。为了进一步研究该病毒基因组的结构与 

功 能基因的表达调控， 构建此 病毒的基因库是非常必要的， 本文 报道了 PINPV—DNA 

HindⅢ酶解片段的克隆及鉴定。 

材 料 和 方 法 

一
、 病毒 殛 PINPV-DNA酶解 片段的制备 

取经 P1NPV感染后病 死之虫尸腐烂液 ，按文献[5]的方法提纯多角体病毒。用一步法抽提 

DNAI 4I
。 P1NPV-DNA用 限制性内切酶HindⅢ (华美生物工 程公 司出品 )进行 完全酶解。 然后用 

0．6啊低融 点琼脂糖分离酶 解片 段。按 w eis landert 1注分 别皿收每 --DNA片 段，然后 分别进行 

克隆。 

=、重组质粒的构蕾爰受体曹的转化 

载体 质粒pUC18及受体 菌株大肠 杼菌TGl(E．coli TGj)由英国剑桥大学Ell ar教授惠赠。经 

HindⅢ酶解后 的质粒 pUCl8用低融点琼脂糖加 以回收1 i，按o．1单位／praol D．NA的 比例加^牛肠 

碱性磷酸酶．37℃ 保温30分钟，然后再按同样比例第二次加^牛肠碱性磷酸酶，继续在 37"C保温 

30分钟 ．除 去末 端5 磷酸。每--PINPV-DNA酶解片 段的连接反应液中，各 加／k．20ng质粒pUC18及 

lOOng PINPV—DNA酶解片段，1单位T 4连接酶。反应条件为 1s℃、16小时。按 Mandell 1的方 

本文-~F199o年 2月 7甘收到，1991年l1月 5甘修回。 

1N lmol／L×离子价数a 

叠  
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法转化受体 菌，37℃培养 过夜。特长出菌落后 进行筛选。 

三、重组■落的筛选爱鉴定 

用x—ga1指 示平板筛 选重组苗落。无色的有外源基 圈插 入的重组菌落按 快速 质粒制各法扩增 ， 

抽提质粒 【|l，用限制性内切 酶HindⅢ进行 重组质粒的分析 。酶解片 段用O．6师琼脂糖分离 

四、DNA片段分子杂交鉴定 

DNA片段的放射性标 记用 Amershanl公司 的 一靴P dCTP，按其说明书进行缺 口转移反应 ， 

1／*g DNA加入 100 1tel口一̈ P dCTP， 15℃ 反应 2小时，通过 Sephade×G-50除去游离的 口一"P 

dCTP得杂 芟探针。鉴 定重组质粒月分子杂交方法参照Ranki[ l的 单链探针 三 明治 杂交法。 按 

Southern[1 01法将PINPV—DNA HindⅢ酶解 电诛片 段转移 硝酸纤维 素滤膜上 ，6s℃ 进行 预杂交 

及杂交，杂交探钟分别为廿一 P dCTP标记的pUC18及非标记的各种台外 DNA片段 的r重 组质粒 ， 

两者按等摩尔数 加八杂交液中 ，杂交时 间为24小时 ．杂交后 于室温甩0．1×ssc、0．2嘶SDS洗诲三次 ， 

每 次 1小 时。一80X2曝光三天。菌落杂 交时【̈ I．先将菌 落在 2×TY培养基 上培养~4"--径 1～ 2 mm 

然后转到硝酰纤维 素滤膜上用 0．5 NaoH进行裂 菌及 DNA变兰，用 1tool／L Tr-5．C1(PH7．4)， 

2×SSC中和 ，8O℃ 1小 时烤滤膜，68℃预杂交及杂交。 

结 果 

一

、 P1NPV—DNA HindⅢ 酶解图谱 

用限制性内切酶 HindⅢ完全酶解 PINPV—DNA，在 0．6 琼脂糖凝胶上电泳呈 6条 

带 (图 1)，分刖F．2A~F表示，其中D带含两种大小相似的DNA片段，在本实验条件下 

未能通过琼脂糖凝胶电泳分开。以 DNA HindⅢ酶解片段为标准，根据片段迁移率计 

算出各片段大小 (表 1)。 

裹 1 PINPV-DNA H dⅢ片段与pUC18体外重组质粒的转化宰 

TaB．1 T mf rmltioⅡ elficienc7 ef C at4ⅢeT of PINPV—DNA HiⅡdⅡ 

f ragmenIs 4Ⅱd PUC18 

二、PINPV—DNA HindⅢ酶解片段的克隆和鉴定 

随机挑选经氨苄青霉素筛选的菌落。 PINPV DNA酶解片段的重组质粒转化后菌落 

的挑选株数如表 l。挑选的菌落转到 X—gal指示培养基上，再挑 出无色菌落，以碱法小 

量提取质粒DNA，经HindⅢ酶解，在琼脂糖凝胶电泳中分离，除最大的A片段稍小于克 

隆前外，来自于其他 5个P1NPV—DNA HindⅢ片段的克隆质粒中插入片段的大小都分别 

与克隆前一致 (图2) 
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图 l P~NPV—DNA HindⅢ限制性内切酶谱 

注； P．PINPV-DNA HindⅢ片段。 

M．~DNAHIodⅢ片殷作分子量标准。 

Fig．I HindⅢ T e日trictjoⅡ pattet“ 

of P1NPV—DNA 

N0 s：P．PINPV-DNA 日iⅡdⅢ 

f rigments 

肼．̂ DNA HindⅢ fT greent暑 

48 me1e~ular we；ght mt rke r． 

图2 克隆质粒DNA Hind~酶解图潜 

往；P．plNPV—DNA ttind~片器。 

～̂F．分别为各片段克隆之质柱DNA酶解产物。 

g．酶解之pUC18 

Fig．2 HindⅡ eleavsg e patte ros Df eIoned 

rec0robin t p1 Bmid DNAs 

Note日； P． PINP~一DNA Hi口dⅢ f Tagmenl| 

^～ F． HindⅢ digestion products 0f Cloned 

re eombintDt pl id DNA,． 

．
HindⅢ digestios products of pUC]8． 

将 P]NPV-DNA HindⅢ 片段通过琼脂糖凝胶展开，然后转移到硝酸纤维素滤膜上 

与上述重组菌落质粒及 ”P标记的pUC18进行 “三明治 杂交。 结果每种重组菌落质粒 

DNA都能与相应的 P~NPV—DNA HindⅢ片段及 pUC18杂交 (图 3)，故可认为这些片 

段确为原PINPV—DNA HindⅢ酶解之每一片段。 

为获得D带中两个片段的各自克隆，从得到的D片段克隆中挑取其中 8株菌落进行 

菌落杂交。用D 片段的重组质粒中外源 PINPV-DNA HindⅢ片段作探针与D片段 8个克 

隆重组质粒杂交。结果此探针除与自身重组质粒杂交外，还与D 、D 重组质粒杂交，而 

不与D。 D8⋯D Dn D 杂交 (图 4)。故可认为D D ，D 为来源于同一片段的克隆 
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图 3 重组质粒的 三明治 杂囊鉴定 

拄：P．PINPV-DNA HindⅡ片段 

A～F．将(P)转移到硝酸纤维素滤膜上分别与各种对应重组质粒及"P 

标记puc1瞪 行 ‘三明治’杂 交结果 
Fig．3 ldentifieatien of r6 0mbi口●Ⅱt pl|，Ⅲid by Sand ith hybTidiE·lion 

Notes； P．PINPV-DNA HladⅢ f ragⅫ l§． 

A～ F． ) e tr sf ted onto ㈣it c l1ulost filter目 lnd hybridi zed 

itb e4cb fee0mbln8nt l4smid nd j 2P Iab ell ed pUC18． 

图4 SZp标记的0f片J蛩与 8，卜重组苗落杂 

交结果 
F ．4 Colon s hybridization of the 

3 2P Iabel1ed D1 fm ent l0 DNAs 

of the eight recombinant plumids 

图 5 D】、D z重组质粒与 P1NPV DNA 卫0 标记 

pDClg进行 。三酮治 杂交结果 

注： P．PINPV—DNA Hind~ 片殷 

Fig．5 Sandwitb hybridization 0f Dl D 2 reeombl一 

⋯ t plR smi d an d a 2P lab elled pUC18 to PINP~一DNA 

Note日：P．P1NPV，DNA Hin dⅢ f r gⅢeⅡts 
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重组质粒。将D．、D 重组质粒分别与PINPV—DNA HindⅢ片段进行 “三朝冶”杂交 (图 

5)，两者都与pINPV—DNA ⅢHind D片段杂交，故可认为D 、D 的重组质粒分别来 

自于D片段的两个不同片段。 

A片段大小为28．8kb，但克隆质粒酶解后大小为20kb，小于克隆前大小，这可能是 

由于在克隆过程中DNA受机械损伤或其他原因所致，故全基因组中有9l％巳克隆于大肠 

杆菌中，9 的DNA发生了缺失。 

讨 论 

本文将 “三驯治”杂交法用于 DNA克隆的筛选及鉴定。 此法只需制备一种探针 ， 

便可准确鉴定出各种克隆株中的外源 DNA片段来自于那一酶解片段。使工作量大 大 减 

小，此法特别适宜于混台克隆中的酶解片段的鉴定，能达到简便、快速、准确的目的。 

Rooki e 曾利用单链探针 “三碉治”杂交法改决了粗样品中核酸锰测问题。 因此， 此法 

有可能用于重组菌落的直接检测而不必经过质粒抽提步骤来进行重组质粒的鉴定。有关 

“三 明治一杂交方法的研究较少，在实验中我们发现，变性的双链DNA探针同样能用于 

“三明治”杂交法。在杂交过程L ，二种探针的配比是杂交的关键步骤，当加大非标记 

探针的比例时，杂交带会加强，但继续加大时杂交带相反会减弱甚至出现阴性结果，因 

此二种探针的最佳配比今后有待进一步实验确定。 

在A片段的克隆Ip，克隆后A片段发生了缺失，这可能是由于克隆过程中 DNA受到 

机械损伤或者其他原因所致。 类似现象在其他研究中也有发现⋯ ， 确实原因有待进一 

步探 明。 
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Identification of PINPV—DNA Recombinant Colonies 

with Sandwich Hybridization 

W U Yon—tao Ke Li—hua Cai Yi—quan 

(W uha” Institute。，V~rotogy， Academia Sinica-W uhan 4 30071) 

The genome of the bacularvirus P1N PV was digested com pletely into seveI1 

fragment(A、 B、 C、DJ、 D2、 E，F)with Hind ]II． These fragments were li 

gated in vitro with vectol" pUC18 seperately and used to transform host strain 

E
．
coli TG1．Recombinant colonies were identified with sandwich hybridization． 

Seven kinds of recombinant colonies containing the PIN PV--DNA Hind ]lI fra·- 

gments were obtained． but unfortunately the A fragment was less than the 

original one． 

K ow w ordsI Prodenia litura Nuclear Polyhedrosis Virus 

Sandwich hybridization Gene Cloning 
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