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抗菌肽MSI-78基因在大肠杆菌DH5α中的克隆及阳性重组体的鉴定
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目的：研究抗菌肽MSI-78基因的克隆及鉴定的方法,为进一步进行抗菌肽MSI-78的表达及抗菌活性的研究奠定了基础。方法：1．根据MSI-78的氨基酸序列及大肠杆菌偏爱密码子，推出MSI-78编码基因的序列,并在MSI-78基因的两侧分别加上了EcoRⅠ和PstⅠ的限制酶特别识别序列，设计出目的基因。通过化学合成方法，获得含EcoRⅠ和PstⅠ识别序列的MSI-78基因。2．将含EcoRⅠ和PstⅠ粘性末端的MSI-78基因与用EcoRⅠ和PstⅠ消化后的pUC18载体连接并转化大肠杆菌DH5α。3．通过氨苄青霉素、α-互补LB平板筛选出阳性重组菌，并通过单酶切、双酶切、PCR扩增及基因测序方法鉴定阳性重组体。结果：
1． 根据MSI-78的氨基酸序列、大肠杆菌偏爱密码子以及MSI-78基因的两侧设计的EcoRⅠ和PstⅠ的识别序列，通过化学方法合成方法，得到了含EcoRⅠ和PstⅠ粘性末端的蛙皮素突变基因，即MSI-78基因。2．将含EcoRⅠ和PstⅠ识别序列的MSI-78基因与用EcoRⅠ和PstⅠ消化后的pUC18载体连接并转化大肠杆菌DH5α。3．通过氨苄青霉素、α-互补LB平板筛选出了阳性重组菌，并通过单酶切、双酶切、PCR扩增及基因测序鉴定阳性重组体。结论：MSI-78的克隆为后期抗菌肽MSI-78的表达、纯化及生物活性研究奠定了基础。

