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在 ⁄ 文库克隆的大规模测序之前 一般需对

克隆中插入片段的大小进行检测 ∀传统的检测方法是

首先用煮沸法 ≈ 或碱裂解法 ≈ 提取质粒 ⁄ 然

后用限制性内切酶进行酶切分析 ∀在对大量的克隆进

行检测时 这种方法则显得十分烦琐 !费时 ∀ 等 ≈

于 年提出了一种基于 °≤ 技术的直接用于克隆

检测的方法 ∀与传统的酶切检测法相比 此种方法相

对简单 !快速得多 ∀但是它仍然需要提取质粒 ⁄ 而

且实验成本较高 ∀新近 ×
≈ 等对 等的方法进行

了进一步的改进 ∀改进后的方法不需要提取质粒

⁄ 而是直接用菌液作为模板进行 °≤ 检测 ∀这使

得克隆的检测变得更加容易 !快速 并使实验成本大

大降低 ∀作者已将上述方法应用于文昌鱼 ⁄ 文库

克隆中插入片段大小的检测 并摸索出了一套便于克

隆大规模检测的实验程序 本文作一详细介绍 ∀

材料与方法

挑取单克隆

用无菌牙签挑取 ⁄ 文库单克隆在盛有

Λ 的 培养基的 离心管

中 ε 摇菌 培养过夜 作为待检测

的菌液 ∀

准备 °≤ 反应缓冲液

每 的 °≤ 反应缓冲液中含有

≤ × ≤

≤ 明胶

≥ ×°

每种 ≅ °

∀

°≤ 反应条件

在 的 离心管中加入 °≤ 反应

缓冲液 Λ 无菌水 Λ 引物 × 和 ≥°

Λ 各 Λ × ⁄ 聚合酶 Λ

Λ 混匀后向每个 °≤ 反应管中加 Λ

然后用无菌牙签沾取过夜培养的菌液直接在 °≤

反应管中沾一下即可 ∀

°≤ 反应程序

先在 ε 预热 然后进行 个循环 每一

循环包括 ε ε 具体温度因不同的引

物而不同 ε 最后在 ε 延伸

∀ 扩增产物在 的琼脂糖凝胶中电泳 ∞

染色后用 ⁄≥ 凝胶成像仪 ∂°公司 进行拍照

并用 ⁄软件包 版本 对每一扩增带的分

子量进行分析鉴定 ∀

结果与讨论

图 示用不同的模板 质粒 ⁄ !甘油菌液和不

含甘油的菌液 进行克隆检测的结果 ∀实验证明 用菌

液直接作为 °≤ 反应的模板和用质粒 ⁄ 作模板进

行克隆的 °≤ 检测都能得到同样明确的结果 同时含

甘油的菌液与不含甘油的菌液作为模板都可直接进

行 °≤ 检测 ∀
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作者已在实验中大量应用该技术来检测单克隆中插

入片段的大小∀由于不需提取质粒 ⁄ 而且每次可对大

量样品进行检测 因而能大大提高工作效率∀
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图 青岛文昌鱼 ⁄ 文库克隆 °≤ 检测结果

∗ 以煮沸法提取的质粒 ⁄ 为模板进行 °≤ 检测的结果 ∗ 以不含甘油的过夜培养的菌液为模板进行 °≤ 检测的结果 ∗

以甘油保存菌为模板进行 °≤ 检测的结果 ⁄
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