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乙型肝炎病毒DNA克隆的菌落原位杂交

苏国富 徐永强 刘传暄 王嘉玺 马清钩
（军事医学科学院基础医学研究所，北京）

在遗传工程的 DNA重组试验中，需从大

量的转化子中筛选含特殊 DNA 序列的克隆，

尤其是当被克隆的基因中无选择标记时，应用

菌落原位杂交进行筛选是最理想的。 其主要

优点是特异性强，因此它成为 DNA体外重组

实验的重要方法之一。 为了便于使 Grunstein

等〔习的菌落原位杂交法在我国推广应用，我们

对 Grunstein等的方法作了适当修改，并对影

响实验结果的几个主要因素作了初步比较。采

用本修改方法筛选含乙型肝炎病毒 DNA的克

隆的结果表明，此法是特异而可靠的。

材 料 和 方 法

材料

含pA,l-HBV重组质粒的菌株由本室马贤
凯教授馈赠。该质粒已重组人全长乙型肝炎病

毒(HBV)DNA(3,200bp)，限制性内切酶EcoR I

能将 HBV DNA从该质粒上切离。

Nala5I（北京原子能研究所），TIC1,（中国

科学院微生物所赠），[a-"PI dATP (Amer-

sham)，牛血清白蛋白（Seravac Laboratories),胸

昔三磷酸 （TTP)、脱氧鸟昔三磷酸 （dGTP)、

脱氧胞昔三磷酸 (dCTP)（均为Boehriger产

品），脱氧核糖核酸酶I(DNase I) (Sigma)，大肠
杆菌多聚酶 I (BRL),葡聚糖 G-50 (Pharma-

cia) ,硝酸纤维素滤膜 （Millipore corporation和
上海第十制药厂），小牛胸腺 DNA（上海牛奶

公司），聚蔗糖 (Pharmacia) I聚乙烯毗咯烷酮

(Fluka AG.), EcoRI（由本实验室制备）。

方法

1. pAol-HB V质粒DNA的制备 将含
有 pAo, HBV重组质粒的菌株置37℃培养，离

J乙收集菌体，然后参照Zasloffl'，报道的酸酚方

法、Strongin等［I71，的制备电泳方法，以及氯化艳

密度梯度超速离心法［Ial，获得纯的pAoi HBV质
粒 DNA,,

2.琼脂糖凝胶电泳 采用垂直板电泳装

置。电泳缓冲液为：400 mM Tris-HAc(pH8.0),
5 mM NaAc, 1 mM EDTA,, 琼脂糖浓度为

0.7多。50伏电泳6-8小时。

3. EcoR I酶解条件 1 Fcg pAo,-HBV质

粒DNA对1单位EcoRI。反应缓冲液为：100

mM Tris-HCI (pH7.5), 10 mM MgCl,,, 370C

反应1小时。

4. HBV DNA的制备 用 EcoR I分别

酶解经氯化艳密度梯度超离心法、酸酚法和制

备电泳法分离纯化的质粒 pAol HB V DNA，经
制备电泳后，置凝胶于含1 /e9/ml 嗅化乙锭的

电泳缓冲液内5分钟，在紫外灯下切取含 HBV

DNA的凝胶带，然后用电泳洗脱法[7]从含HBV

DNA的凝胶中回收 DNA片段。用同位素标

记的DNA试验证明 DNA从凝胶上的回收率

为75-80外。

5. Na'a5I标记 HBV DNA 在200Iz1反

应体积内，含 2.5 X 10-'M KI, 0.5-1 mCi

Na1a5I, 10 Fcg经热变性处理的HBV DNA, 0.1

M NaAc-0.04 M HAc (pH5.0), 3.25mM TIC13o

其余基本上参照 Commerford等[1,3，已报道的方
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法进行。 用本标记方法放射性比强可达5 X

106/pg DNA.

6．缺口翻译法（Nick Translation）标记 DNA

根据Rigby等66'N1报道的方法，预先将
[a "P]dATP (250,uCi)经真空干燥，然后分别

加人50 mM Tris-HCI (pH 7.9), 5mM MgCl,,

10 mm 疏基乙醇，5 peg牛血清白蛋白，dGTP,

dCTP, TTP各20pM, Ipg HBV DNA。待加

人100 uug脱氧核糖核酸酶I后，置反应液于
28℃水浴1分钟，再加人10单位大肠杆菌

DNA多聚酶 1, 14℃温育3小时，然后在100

间反应总体积中加人60川0.25 M EDTA(pH
8.0)终止反应。经葡聚糖G-50脱盐收集 -12p-

HBV DNA。放射性比强为2X10$加g DNA.

7，菌落原位杂交 基本参照 Grunstein

等〔叼的方法，作了某些修改。具体操作步骤如

下：将硝酸纤维素滤膜经15磅高压灭菌15分

钟，待干燥后，置于 LB固体培养基上，注意在

滤膜和培养基之间不应有空气抱。用灭菌牙签

将待筛选的菌落点种于滤膜上，置37℃培养过

液，揭下滤膜，置于用0.5 N N2OH浸湿的3张

新华滤纸上，10分钟后再重复一次。用同样方

法以1 M Tris-HCI (pH 7.4）处理3次，每次

10分钟，使滤膜 pH值达中性。 再以1.5N

NaCI-0.5 M Tris-HCI (pH 7.4）处理10分钟，

空气干燥后置800C 4小时。 将滤膜浸泡于预

杂交液（50多甲酞胺，0.2多SDS,5 X SSC,聚

乙烯毗咯烷酮、聚蔗糖和牛血清白蛋白的浓度

均为0.02务，每ml含0.5-1 mg经超声和热变

性处理的小牛胸腺 DNA）内，38℃预杂交过

夜。再将探针 HBV DNA（比强5 X 106-1 X

101 cpm/lcg DNA）加人预杂交液内，使最终放
射性强度达（1-3) X 106 cpm/ml，混匀后，380C

杂交12-24小时。取出滤膜，以2 X SSC, 0.5务

SDS洗液在560C漂洗滤膜3小时，每30分钟

更换洗液一次。待滤膜千燥后，在一10℃或室

温自显影。

结 果 与 讨 论

我们在建立本方法时，先用含重组质粒

pA,,-HB V的菌株和大肠杆菌 C600以及含

pBR325的菌株作试验材料，分别用经 Nalz51和

[a- 2p 1 dATP标记的HBV DNA作探针，按“材

料和方法。所述进行菌落原位杂交，结果见图to

由图1可见，用 HBV DNA作探针进行

杂交时，含 pA,,-HBV DNA的菌落均显阳性结

果，而大肠杆菌 C600和含载体 pBR 325的菌

株均呈阴性，两者有非常显著的差别，与预计的

相一致。用两种不同同位素标记的HBV DNA

作探针，都能得到满意的结果。 但用 【a- 32p ]

dATP制备的探针要比用 Na"51制备的探针理

想得多。它不仅能获得强阳性结果，而且由于

其比强高，还可大大缩短预杂交、杂交和自显影

的时间。但其不足之处是目前国内没有高比强

的 【a一32p ] dATP供应，需从国外进口，来源不

便，再加上价格较贵，半衰期短等缺点，对试验

都带来很大影响。而 Na'251标记的探针，虽所

得结果不如 【a-32P ] dATP好，但有来源方便、

价格便宜、半衰期长等优点，便于在国内采用。

我们用上述的菌落原位杂交方法，用 【a-

32P ] dATP标记的 HBV DNA作探针，对在

HBV DNA重组试验中得到的转化子进行筛

选，从大量转化子中筛选出含 HBV DNA的克

隆（图2)。再从用本法挑选出的阳性菌落中抽

提重组质粒，用 E coRl酶解和琼脂糖凝胶电

泳检查，发现其中均含 HBV DNA的重组质

粒（图3)。实验结果表明，用本法筛选含特殊

DNA序列的克隆是特异而可靠的。

a b

图1 菌落原位杂交图谱

图上方的4个黑点为含 pAot-HBV的菌株，其余的
浅色斑点为大肠杆菌 C600或含载体 pBR325的菌

株。(a) Na "'I标记的 HBV DNA探针；(b)〔。－
"P] dATP标记的 HBV DNA探针，
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在试验过程中，我们曾对影响试验结果的

几个主要因素作了初步观察。试验结果表明，用

EcoRI消化氯化艳密度梯度超离心、酸酚和制备

电泳法纯化的pAo, HBV质粒后经制备电泳回
收到的HBV DNA作探针都获得满意结果，所

以不必经超离心法纯化质粒pAo, HBV DNA,,
用国产硝酸纤维素滤膜所得结果与进口滤膜相
比没有明显差别。在我们的试验条件下，发现

用6 X SSC, 0.5多SDS, 0.1多牛血清白蛋白、聚

蔗糖和聚乙烯毗咯烷酮杂交溶液，在65℃杂交

时，本底偏高，不如用本法所得结果理想。在预

杂交液和杂交液内随加人小牛胸腺 DNA的含

量增加，本底逐渐下降，当小牛胸腺 DNA含量

达0.5-1 mg/ml时，获得如图1,2所示结果。
当DNA被固定于硝酸纤维素滤膜后，用蛋白

酶处理‘51与否，结果没有明显差别。菌落在滤

膜上生长5-6小时后用氯霉素扩增[a1与否，所

得结果也无明显差别。
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图2 菌落原位杂交筛选 FIBV DNA克隆

图上方4个黑斑点为巳知含 pAo,-HBV重组质拉的菌

落，其余3个黑斑点为 pBR325-HBV DNA重组克隆。

1 pBR325＋EcoRI

2 pAo,-HBV＋BcoRL

3 pBR325-HBV

4 pBR325-HBV+EcoRI

图3 琼脂塘凝胶电泳图
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