重组质粒的转化和筛选
重组克隆质粒的转化
采用化转（热激）的方法将连接产物转入克隆感受态Top10中，具体操作步骤如下所示：
① 取出Top10感受态细胞并置于冰上使其融化；
② 于无菌条件下，取5 μl连接产物加入感受态细胞中，轻轻混匀后冰浴45-60 min；
③ 42 ℃热激90 S（时间要精确），取出后快速将EP管置于冰中，使细胞冷却5 min；
④ 将转化的产物加入至预冷的900 μl无抗生素的LB液体培养基中，37 ℃，200 rpm振荡培养2 h。
重组克隆菌株的阳性筛选
采用蓝白斑筛选的方法筛选阳性重组克隆菌株，具体操作步骤如下所示：
① 用预先灭菌的涂布棒将培养的菌液均匀地涂布在含有Amp（100 mg/L）、X-gal和IPTG的LB培养基表面，37 ℃培养过夜；
② 在培养的平板上随机挑选6-8个白色菌落，分别稀释于30 μl的ddH2O，取1 μl菌液PCR扩增验证（表1）。
表1 菌液PCR反应体系
Table 1The bacterium solution PCR reaction system

	试剂 Reagents
	剂量 Dosage

	Bacterium Solution
	1 μl

	2×Taq Master Mix
	12.5 µl

	F-primer
	1 μl

	R-primer
	1 μl

	ddH2O
	9.5 μl

	Total Volume
	25 μl


轻轻混匀后做好标记，并迅速离心，放置于PCR仪进行目的片段的克隆。反应条件为：首先是95 ℃ 5 min；其次是30个循环，包括95 ℃ 30 s，55或57 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s；最后是72 ℃ 10 min，12 ℃保存。1.0%琼脂糖凝胶电泳检测结果。选取含有阳性重组克隆质粒的菌株，将其菌液逐级培养并保存。将含有阳性重组克隆质粒的菌液测序验证（上海英骏生物有限公司）。
