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加入DNA连接酶连接后的结果(不考虑多个序列重复

连接)是6种：一是②自身环化；二是⑦自身环化；三是

①②③相连(②可以与①③反向相连)；四是①⑦③相

连(⑦可以与①③反向相连)；五是①③相连；六是②

⑦相连。这样的结果与期望的仅仅是质粒中插入目

的基因(即②⑦片段相连)相去甚远。

⋯一一GAAITC⋯～⋯⋯⋯⋯～一AAGCrrr_～⋯一

AK兀’C⋯⋯一一⋯一一一AA(论7I]r-⋯一一⋯⋯一G

G

图7质粒

TTCGAA⋯⋯一⋯⋯⋯CrI-I’A A

⑦

TrCGAA～～一

图8单酶切质粒的结果

2．2双酶切如果对上述质粒选用EcoR I和Hind III 别编号⑧和⑨，这两个DNA片段的黏性末端不完全相

进行双酶切的话，切割结果可产生2种DNA片段(分 同(图9)。

AAI’I℃⋯⋯～一⋯⋯⋯一A AGC，I，P～～一⋯⋯一G
G⋯

⑧

7ITCGA A⋯⋯⋯⋯⋯一CTllA A

⑨

图9双酶切质粒的结果

将处理后的质粒和目的基因(⑤以及④和⑥)混 况下，经处理的质粒和目的基因的连接产物就有多种。

合，加入DNA连接酶连接后⑤⑨片段正向相连且⑤⑧ 而在基因工程实际操作中，有多组质粒片段和目的基

⑨均不能自身环化，这正是期望的结果，因为质粒中插 因片段，连接方式多种多样。尽管构建成功的基因表

人目的基因，且两者正向相连(正向相连能够保证目的 达载体是基因工程中的小概率事件，但如果在基因工

基因正常表达)。此外，还可能产生以下连接：⑧⑨相 程中采用双酶切比单酶切更具有优势，双酶切可以避

连(质粒还原，而非自身环化)；⑤⑧反向相连；④⑤⑥ 免质粒和目的基因的自身环化，也避免了质粒和目的

相连；．④⑧⑥正向相连；④⑨⑥反向相连(后两者中没 基因的反向连接(一般来说，反向连接的基因无法正常

有目的基因)。 表达)，从而为进一步采用电泳等技术筛选出所需要的

综上所述，仅仅在考虑DNA片段不重复连接的情 基因表达载体提供了较好的基础。◇
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