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Abstract : A method for direct sequencing using colony PCR product s was established. Under cont rolled conditions , colo2
ny PCR could be used to screen and identify positive clone , and it s product s could be used as sequencing templates directly.
The sequencing result was reliable. Compared with conventional plasmid DNA sequencing method , colony PCR product s se2
quencing method was faster and simpler . However , when the product s were used to sequence the DNA with long PolyT and
PolyA , the sequencing efficiency was low.
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摘　要 : 建立了以菌落 PCR 产物作为 DNA 测序模板进行快速测序的技术方法。研究结果表明 ,采用菌落 PCR 技术 ,
以载体插入位点两端序列互补的通用引物(如 M13 正反向引物) 为引物 ,在控制菌落 PCR 反应条件的情况下 ,不仅可用于筛
选和鉴定阳性克隆 ,而且菌落 PCR 产物还可作为 DNA 测序模板 ,结果准确可靠。与常规质粒测序方法比较 ,该法快速、简
便 ,但对具有 Poly T、PolyA 过多的序列进行测序时 ,该法测序效率较低。
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　　转化菌阳性克隆的筛选鉴定和测序技术已成为当今分

子生物学领域一项不可缺少的实验技术手段。当前在阳性

克隆的筛选和测序过程中一般采用抗生素筛选、蓝白斑筛

选、质粒抽提、酶切等一系列工作程序[1 ] ,然后再对已鉴定的

阳性克隆进行接种、质粒抽提、琼脂糖凝胶电泳检测质粒浓

度和纯度 ,最后进行 DNA 测序。整个过程烦琐费时 , 而且

存在着重复步骤 ,特别在筛选量大时 ,不仅浪费大量人力财

力 ,工作效率还受到很大限制。菌落 PCR 是以转化菌单个

克隆为模板 , 采用特异性引物或通用引物对目的基因进行扩

增 , 用来鉴定和筛选阳性转化菌的技术。Gussow 等首先应

用菌落 PCR 直接鉴定抗性平板上的重组克隆[2 ] 。随后

Sathe 等[3 ] 发现经 94 ℃下变性处理 ,大部分转化菌细胞破裂

并释放出 DNA ,因此可以直接作为 PCR 反应的模板 ,而无

需抽提质粒。由于这种菌落 PCR 法直接以菌落为模板 ,不

需特殊处理且适合于各种载体 ,较传统的鉴定方法简便、快

速、经济 ,很快被应用于转化后的重组克隆 ,特别是大量阳性

克隆的筛选和鉴定[4 ,5 ] ,但至目前罕有将菌落 PCR 产物直接

应用于测序的报道。针对上述情况 , 本研究在前人采用菌落

PCR 方法进行阳性克隆的筛选和鉴定的研究基础上 ,以载体

插入位点两端序列互补的通用引物 (如 M13 正反向引物) 为

引物 ,通过控制模板引物退火温度 ,建立菌落 PCR 产物直接

测序技术体系对水稻基因进行测序 ,并对该技术体系的特点

进行分析。

1 　材料与方法

1 . 1 　供试材料

需克隆的目的基因片段来源于水稻基因 PCR 产物 ,克

隆载体 p GEM2T vector 购自 Promega 公司、pUCm2T vector

购自上海博采公司 ,菌落 PCR 引物和测序引物都选用 M13

正向引物 : 5′CGCCA GGGT T T TCCCA GTCACGAC 3′和

M13 反向引物 : 5′A GCGGA TAACAA T T TCACACA GGA

3′, 转化受体菌为 T G1。

1 . 2 　步骤

1. 2. 1 　菌落和菌液培养

将水稻基因 PCR 产物与载体进行连接 , 连接产物转化

大肠杆菌 T G1 感受态细胞 ,并涂布于含氨苄青霉素的 LB 培

养基上 , 37 ℃下培养 12～16 h , 待菌落长出后 , 用灭菌牙签

挑取白斑 ,接种到 1 mL LB 液体培养基 (含抗生素) 的 96 孔

深孔板中 , 37 ℃、200 r/ min 下振荡培养 20 h 。

1. 2. 2 　菌落 PCR 扩增和电泳鉴定 (阳性克隆的筛选和鉴

定)

25μL 体系 PCR 反应液组成 : Taq DNA 聚合酶 (5 U/

μL ) 0. 2μL ; 10 ×PCR 缓冲液 2. 5μL ;10 mmol/ L dN TPs

014μL ; 10μmol/ L M13 正反向引物各 0. 2μL , 加灭菌蒸馏

水至反应体积 24. 75μL ,菌液 0. 25μL , 直接将 96 孔板置于

PCR 仪上进行反应。反应条件如下 : 94 ℃下 3 min , 54 ℃下

50 s ,72 ℃下 1 min , 30 个循环后 4 ℃下保存。0. 8 %琼脂糖

凝胶电泳鉴定 PCR 产物的纯度和浓度。

1. 2. 3 　阳性克隆 PCR 产物纯化和检测

菌落 PCR 产物先于 3990 r/ min 下离心 40 min ,吸取上

清液 20μL ;然后采用醋酸铵乙醇沉淀法或无水乙醇沉淀法

纯化 ,前者每孔上清液加入 2. 0μL 7. 5 mol/ L 的 N H4 OAc

和 55μL 无水乙醇混和液 ,后者每孔上清液加入 50μL 无水

乙醇 ,两者均需 3990 r/ min 下离心 40 min ,倒去上清并用纸

吸干 ;再加入 100μL 70 %乙醇 ,3990 r/ min 下离心 20 min ,
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倒去上清并用纸吸干 ;室温下干燥沉淀后 ,将沉淀溶于 10μL

去离子水中 ,0. 8 %琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物纯度和浓

度。

1. 2. 4 　质粒提取和电泳鉴定 (CK)

以我们实验室建立的提取质粒的标准方法提取质粒

DNA[6 ] 。进行 0. 8 %琼脂糖凝胶电泳 ,以标准 DNA 为参照 ,

鉴定质粒 DNA 的纯度和浓度。

1. 2. 5 　测序反应和测序

采用 Sanger 双脱氧链终止法进行测序反应 ,以 Mega2
BACE 1000 DNA 分析系统进行测序 ,具体操作步骤按参考

文献[ 7 ]进行。

2 　结果与分析

2. 1 　既适合于阳性克隆的筛选又适合于测序的菌落 PCR体

系的建立

已有报道菌落 PCR 可以作为筛选和鉴定阳性克隆的方

法 ,但我们的目的在于菌落 PCR 不仅可筛选和鉴定阳性克

隆 ,而且其产物也能作为 DNA 测序模板进行直接测序 ,因此

在建立菌落 PCR 体系时就必须考虑产物作为测序模板的要

求。因为纯度是测序模板的首要条件 ,所以 PCR 测序模板

必须是以最少的引物扩增出单一的特异性条带。本实验以

M13 正反向引物为引物 ,通过模板、温度和引物梯度 PCR ,最

后确定最佳反应条件。

图 1 中泳道 2～8 为模板梯度 PCR 电泳图 ,泳道 2 为白

斑菌液离心后去上清液用牙签挑取少量沉淀作为 PCR 模

板 ,泳道 3～8 直接以菌液为模板。从电泳图清晰可见 ,以菌

液离心后沉淀为模板 ,电泳条带不明显且有杂带 ;以菌液为

模板 ,0. 25μL 菌液足以产生明亮的单一的特异性条带 ,菌液

用量越大 ,PCR 产物反而越少。图 1 中第 9 泳道以阴性转化

菌 (蓝斑)为模板 ,所扩增条带为载体上 M13 正反向引物结

合位点之间的序列 ,长度为 250 bp 左右 ,故在鉴定阳性克隆

时 ,根据 DNA marker 所示片段大小与目的基因长度加 250

bp 数目大致相符者可确定为所需的阳性克隆。

　　图 2 为引物梯度 PCR ,从泳道 2～7 反应体系中不同引

物加量电泳结果分析可知 ,0. 05μL 引物反应产物最少 ,随引

图 1 　不同模板加样量条件下的菌落 PCR 产物琼脂糖电泳图

Fig. 1 . 0 . 8 % agarose gel elect rophoresis of colony PCR product s

under different amount s of template.

1 - 1 kb DNA marker ; 2 - 白斑菌液沉淀物 ; 3～8 - 白斑菌液

依次为 0. 25、0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5μL ; 9 - 蓝斑菌液 0. 25μL 。

Lane 1 , 1 kb DNA marker ; Lane 2 , The precipitation of cell

suspension ; Lanes 3 - 8 , 0. 25 , 0. 5 , 1. 0 , 1. 5 , 2. 0 and 2. 5μL cell

suspension of white colony in turn ; Lane 9 ,0. 25μL cell suspension

of blue colony.

物加量增加 ,产物量也增加 ,但经紫外分光光度计检验 ,0. 2、

0. 4、0. 6 和 0. 8μL 引物所产生的产物量相差不多 ,鉴于引物

会影响测序效果 ,故引物加量选择 0. 2μL 为宜。

　　根据资料 ,实际退火温度要比 Tm 值低 5 ℃,而 M13 引物

的 Tm 值为 60 ℃左右 ,故将退火温度设为 50、52、54、56 和

58 ℃进行温度梯度 PCR ,结果表明 (图 3) ,退火温度对产物的

量和条带清晰度影响不大。本研究选择适中温度 54 ℃。

综合以上结果 ,我们确定菌落 PCR 总反应体系为 25

μL ,菌液用量为 0. 25μL , 10μmol/ L M13 正反向引物各 0. 2

μL ,退火温度为 54 ℃。为了验证本菌落 PCR 体系对阳性克

隆的鉴定效果 ,我们对同一转化菌还提取质粒进行质粒

PCR ,对 500 份质粒 PCR 和菌落 PCR 结果统计表明 ,若以质

粒 PCR 阳性率 (100 %) 为对照 , 直接用菌落进行 PCR 鉴定 ,

阳性率约 98 %左右。

2. 2 　已筛选阳性克隆的菌落 PCR产物纯化体系的建立

对上述经过电泳鉴定为阳性克隆的菌落 PCR 产物进行

纯化 ,纯化分两个步骤进行 :1) 由于菌落 PCR 的反应模板为

菌液 ,在反应产物中存在着蛋白质、细胞壁等杂质 ,故在纯化

前先在 4000 r/ min 下离心 40 min ,吸上清以去除这类杂质。

图 2 　PCR 体系中引物不同加样量条件下的菌落 PCR 产物琼脂
糖电泳结果

Fig. 2 . 0 . 8 % agarose gel elect rophoresis of colony PCR product s

under different amount s of primer .
1 - 1 kb DNA marker ; 2～7 - 引物加量依次为 0. 05、0. 1、0. 2、

0. 4、01 6 和 0. 8μL 。
Lane 1 , 1 kb DNA marker ; Lanes 2 - 7 , The amount of primer

is 0. 05 , 0. 1 , 0. 2 , 0. 4 , 0. 6 and 0. 8μL in turn.

图 3 　不同退火温度条件下的菌落 PCR 产物琼脂糖电泳图

Fig. 3 . 0 . 8 % agarose gel elect rophoresis of colony PCR product s

under different anneal temperatures.

1 - 1 kb DNA marker ; 2 , 3 - 退火温度为 50 ℃;4 ,5 - 退火温度

为 52 ℃; 6 ,7 - 退火温度为 54 ℃; 8 ,9 - 退火温度为 56 ℃;10 ,11 -

退火温度为 58 ℃。

Lane 1 , 1 kb DNA marker ; Lanes 2 and 3 , Anneal temperature

is 50 ℃; Lanes 4 and 5 , Anneal temperature is 52 ℃; Lanes 6 and 7 ,

Anneal temperature is 54 ℃; Lanes 8 and 9 , Anneal temperature is

56 ℃; Lanes 10 and 11 , Anneal temperature is 58 ℃.
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2)由于在菌落 PCR 中已通过控制 PCR 模板、引物、退火温度

等环节获得明亮而单一的特异性条带 ,菌落 PCR 纯化可采

用沉淀法直接纯化以去除 PCR 产物中的酶、离子。图 4 为采

用醋酸铵乙醇法沉淀和无水乙醇沉淀所得的沉淀产物溶解

后的电泳图。从图中结果的分析比较可知 ,两种方法均可得

到明亮而单一的特异性条带。通过紫外分光光度计检测 ,醋

酸铵乙醇法沉淀回收效率为 30 %～40 % ,A260 / A280 为 1. 8～

2. 0 ,而无水乙醇沉淀回收效率为 50 %～60 % , A260 / A280 为

1. 8～2 . 0。测序结果表明两种方法所沉淀的产物测序效果

图 4 　不同纯化方法对菌落 PCR 产物纯化的电泳图

Fig. 4 . 0 . 8 % agarose gel elect rophoresis of colony PCR product s

purified with different methods.

1～5 - 无水乙醇沉淀 ; 6 - 1 kb DNA marker ; 7～12 - 醋酸铵

乙醇法沉淀。

Lanes 1 - 5 , Purification wit h et hanol ; Lane 6 , 1 kb DNA

marker ; Lanes 7 - 12 , Purification wit h N H4 OAc and et hanol .

无显著差别。

2. 3 　阳性克隆菌落 PCR产物测序体系的建立及在水稻基因

测序中的应用

　　菌落 PCR 测序本质上就是 PCR 产物测序 ,测序方法和

普通 PCR 产物测序相同 ,通过大量实验比较 , 将总反应体系

定为 10μL ,其中 PCR 产物模板用量根据 PCR 产物长度确

定 ,测序混合液 4μL ,引物 1μL ,其余为去离子水。测序结果

表明同一转化菌的菌落 PCR 产物和质粒测序两者结果相

符 ; 对大量实验结果统计表明 ,只要菌落 PCR 产物为明亮而

单一的特异性条带 ,菌落 PCR 产物测序出峰整齐 ,色谱峰峰

形尖锐整齐 ,一次性测序成功率为 90 %左右 (短片段为测通 ,

长片段为测序长度 500 bp 以上) 。图 5 为随机选取的一菌落

PCR 产物测序尾部电泳图谱 ,在测序尾部 700 bp 左右仍保

持尖锐清晰的峰形。而常规质粒一次性测序成功率 (测序长

度大于 500 bp)为 66. 7 %左右[ 7 ] 。对于菌落 PCR 测序失败

的原因进行分析表明 ,该部分序列基本上都含有 PolyA、

Poly T 结构 ,测序电泳图谱则表现为在经历几个 T 后色谱峰

突然变乱 ,开始出现干扰乱峰 ,峰与峰之间难以清楚区别 ,使

测序难以继续 (图 62A ) 。而常规质粒测序对于几十个

PolyA、PolyT 结构的片段基本上可顺利测序 (图 62B) 。

3 　讨论

　　阳性克隆的筛选和测序技术是分子生物学领域最基本

图 5 　测序电泳图尾部图例

Fig. 5 . Tail portion of sequencing elect rophoretogram.

图 6 　不同测序方法对具有 Poly T 结构的序列测序的电泳图谱

Fig. 6 . Sequencing elect rophoretogram of DNA with PolyT by different methods.

A - 菌落 PCR 产物测序 ; B - 质粒 DNA 测序。

A , Sequencing wit h colony PCR product s ; B , Sequencing wit h plasmid DNA.
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的技术之一 ,在目前的研究中 ,阳性克隆的筛选鉴定和测序

通常是两个独立的过程。虽然近来菌落 PCR 法被引入用来

鉴定和筛选阳性转化菌 ,大大简化了鉴定步骤[2～5 ] ,但仍很少

有人从总体角度建立集筛选和测序为一体的菌落 PCR 产物

直接测序方法。本研究以水稻基因克隆为材料、以测序为终

目的 ,针对符合测序要求的菌落 PCR 体系的建立至测序的

各个环节 ,着重研究了大规模菌落 PCR 产物直接测序技术

及其特点。就本质而言 ,所谓菌落 PCR 产物直接测序就是

以菌落 PCR 产物为 DNA 测序模板进行直接测序 ,因此本研

究的特殊性在于不仅考虑其作为鉴定阳性克隆的可靠性 ,同

时也充分地考虑了测序对测序模板的要求。我们实验室的

研究和已有的报道都表明 PCR 产物直接测序的首要条件是

PCR 产物必须具有特异性 ,这是影响测序成败的关键 ,只有

产生惟一扩增产物时 ,其产物才能被用来直接测序[ 8 ] 。针对

这一特点 ,我们通过大量试验 ,建立以 0. 2μL 的 10μmol/ L

M13 正反向引物为引物、0. 25μL 菌液为模板、退火温度为

54 ℃,总反应体系为 25μL 的菌落 PCR 体系 ,以获得明亮而

单一的特异性条带 ,这是菌落 PCR 测序体系建立的关键和

基础。在这个体系中 ,我们选用载体上的通用引物 M13 正

反向引物为测序引物 ,一方面可以尽可能减少非特异性扩增

的产生 ,另一方面可以方便 PCR 操作 ,此外 ,也便于测序时

可用 M13 正反向引物为测序引物 ,避免了 PCR 产物直接测

序常因引物不适于测序而造成测序失败。同时 ,为了避免引

物过剩而干扰测序 ,本体系引物的用量也受到控制 ,实验证

明 0. 2μL 的 10μmol/ L 的引物足以扩增出明亮条带 ,引物

过多不能增加 PCR 产物 ,反而会引起引物过剩。在进行菌

液模板梯度 PCR 时 ,我们发现菌液过多反而会抑制 PCR 反

应 ,推测这可能是由于菌液中所含 LB 培养基对 PCR 反应会

有影响 ,培养基越多 ,影响越大 ,而另一方面 ,菌液沉淀为模

板也引起 PCR 产物减少 ,菌液沉淀中所含的细菌过多 ,94 ℃

下变性处理 ,转化菌细胞破裂所产生的蛋白质、细胞壁等杂

质也随之增加 ,从而干扰了 PCR 反应。可见在菌落 PCR 体

系中 ,菌液加量也必须加以控制。

其次 ,由于 PCR 反应体系残留混合物 (dN TPs、引物等)

对测序质量有明显不利影响 ,PCR 产物纯化后其测序质量能

明显提高[8 ] 。我们采用 N H4 OAc 乙醇法和无水乙醇沉淀法

纯化 PCR 产物 ,结果表明 ,两者都可以作为测序前的 PCR 纯

化方法 ,测序结果没有显著差异。实际上 ,通过以上的菌落

PCR 体系和纯化体系 ,产物的特异性和纯度都得到控制 ,菌

落 PCR 测序已转化为普通的 PCR 产物测序 ,测序时根据电

泳结果遵守 PCR 测序的加样原则即在一定长度范围内最适

模板用量随 PCR 产物长度增加而增加准确加样即可。

对同聚物的测序一直是测序中的难题之一 ,我们的研究

表明常规质粒测序对于几十个 PolyA、Poly T 结构的片段基

本上可顺利测序 ,但对于过长的同聚物测序成功率很低 ,普

遍认为这可能是由于连续过多消耗某一种 dN TP 引起测序

反应中 dN TP 和 ddN TP 之间的比例失调所致。菌落 PCR

产物测序与常规质粒测序结果比较表明 ,在 DNA 序列无

PolyA、PolyT 结构的情况下 ,菌落 PCR 测序的一次成功率明

显高于同一转化菌的质粒测序 ,但菌落 PCR 测序在对含

PolyA、PolyT 结构的序列测序时较质粒测序更易受阻。这

可能是由于纯化后的质粒不含 dN TP ,而无论采用 N H4 OAc

乙醇法和无水乙醇沉淀法纯化 PCR 产物 ,都可能少量地残

留一些 dN TP ,而这些残留物可能更易引起测序时 dN TP 和

ddN TP 之间的比例失调。至于具体机理及如何避免还需进

一步研究。
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