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毛竹大片段双元细菌人工染色体基因组文库的构建
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摘要
!

从毛竹
6*5''"34&7*53 8#9+37+%3

幼嫩叶片中提取纯化得到高质量的基因组
ABC

!

经限制性内切酶
D/.E F

对

它们进行梯度酶切
!

脉冲场电泳选择合适酶切
ABC

片段
!

与脱磷酸化处理过的质粒载体
GHIA"),)$

按质量比
'%$

相互连接
!

转化大肠杆菌
:37*+$-7*-& 7"'- AE$"D

感受态细胞进行蓝白斑筛选
!

挑取白色克隆
!

获得重组率较高的

阳性克隆
!

构建了含有
$"

)个克隆的双元细菌人工染色体
%

DFDCH

&

基因组文库
!

并通过脉冲场电泳检测分析后确定
!

所构建的毛竹
DFDCH

文库平均插入片段为
$", JK

!

约覆盖
,

倍毛竹基因组
'

该文库的构建为毛竹基因组研究做好

了前期的基础工作
'

图
@

参
$@

关键词
!

分子生物学
(

毛竹
(

双元细菌人工染色体
(

基因组文库

中图分类号
!

L($@9)'

文献标志码
!

C

文章编号
!

!"+,!"(,*

%

!"$$

&

")!",!(!"*

H84;MN3:M084 8< / 1/N2O 2O48.0: ABC <N/2.O4M;'

DFDCH 10KN/N5 <8N 6*5''"34&7*53 8#9+37+%3

PQCB &3

$

'

&CBP &/42

!

'

RECBP R70!>34

$

'

IQS L73!G042

!

'

TCBP A042!U04

$

#

$9 T7O B3NM3N042 LM/M084 <8N M7O LM/MO VO5 I/K8N/M8N5 8< L3KMN8G0:/1 L01W0:31M3NO

'

R7O>0/42 C X Y Q40WON;0M5

'

I04

*

/4

'$$'%%

'

R7O>0/42

'

H704/

"

!9 H811O2O 8< C2N848.5

'

Z04>0/42 C2N0:31M3N/1 Q40WON;0M5

'

QN3.U0 @'%%,!

'

Z04>0/42

'

H704/

&

!"#$%&'$

!

S4O G1/4M!MN/4;<8N./M084!:8.GOMO4M K04/N5 K/:MON0/1 /NM0<0:0/1 :7N8.8;8.O

#

DFDCH

&

10KN/N5 [/;

:84;MN3:MO\ [70:7 NOGNO;O4M; M7O <0N;M 1/N2O 2O48.0: ABC <N/2.O4M 10KN/N5 2O4ON/MO\ <8N 6*5''"34&7*53

8#9+37+%39 E027!U3/10M5

'

2O48.0: ABC O]MN/:MO\ <N8. 58342 1O/WO; 8< 6*5''"34&7*53 8#9+37+%3 [/; 2N/\0O4M15

O4=5.O!\02O;MO\ [0M7 / 2N/\0O4M 3;042 D/.E F9 AO;0N/K1O ABC <N/2.O4M; [ONO 0;81/MO\ K5 G31;O\ <0O1\ 2O1

O1O:MN8G78NO;0;

'

102/MO\ M8 M7O \OG78;G78N51/MO\084 :/NN0ON GHIA%),)$ [0M7 / ./;; N/M08 8< ' %$

'

/4\ M7O4

MN/4;<8N.O\ M8 ;37*+$-7*-& 7"'- AE$%D :8.GOMO4M :O11;9 T70; [/; <8118[O\ K5 K13O![70MO ;:NOO4042 [0M7 O;M/K!

10;7.O4M 8< / K04/N5 K/:MON0/1 /NM0<0:0/1 :7N8.8;8.O

#

DFDCH

&

2O48.O 10KN/N59 ^O;31M; ;78[O\ / 7027 NO:8.K0!

4/M084 G8;0M0WO :81845 <N8. [70:7 / DFDCH 2O48.O 10KN/N5

'

:84;0;M042 8< $%

)

:184O; [0M7 /4 /WON/2O 04;ONM

<N/2.O4M ;0=O 8< /K83M $%, JK /<MON \OMO:M084 [0M7 / G31;O\ <0O1\ 2O1 O1O:MN8G78NO;0;_ [/; :84;MN3:MO\9 T7O

DFDCH 10KN/N5 [/; , M0.O; 1/N2ON M7/4 M7O <*5''"34&7*53 8#9+37+%3 2O48.O9 T7O :84;MN3:M084 8< M70; DFDCH

2O48.O 10KN/N5 1/0\ / 288\ <834\/M084 <8N NO1/MO\ 2O48.O NO;O/N:79

+

H7

'

@ <029 $@ NO<9

,

()* +,%-#

!

.81O:31/N K081825

"

<*5''"34&7*53 8#9+37+%3

"

K04/N5 K/:MON0/1 /NM0<0:0/1 :7N8.8;8.O

%

DFDCH

&"

2O48.O 10KN/N5

毛竹
<*5''"34&7*53 8#9+37+%3

是中国竹类植物中分布范围最广的一个材用和笋用竹种+

$

,

' 不但具有很
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高的经济价值! 还能产生良好的生态效应" 因此! 开展毛竹功能基因组学研究对于促进毛竹遗传改良!

实现毛竹良种化具有重要的现实意义"

'()*+,-.

等 #

!

$结合细菌人工杂色体%

/01

&载体和
2*

质粒的特点!

构建了双元细菌人工染色体%

/3/01

&载体! 能够在农杆菌
!"#$%&'()#*+, (+,)-&'*)./

介导下直接将外源基

因整合到植物基因组中进行功能验证! 是研究基因功能' 基因的表达调控以及作物遗传改良的快速可靠

途径"

/3/01

已应用于一些植物基因组文库的构建! 如
'()*,-.

等#

4

$构建了番茄
01'$2)#/*'$. )/'+3).(+,

(

5-67-8

)和
41'$2)#/*'$. 2)..)33**

(

90:$;

)的大片段
/3/01

文库!

1<(.6

等#

=

$构建了拟南芥
!#&%*5$2/*/ (6&3*&.&

的
/3/01

基因组文库! 何瑞峰等#

>

$构建了药用野生稻
7#18& $--*'*.&3*/

的
/3/01

文库!

?(.6

等#

;

$构建了

盐芥
96)33+."*)33& 6&3$26*3&

的
/3/01

文库! 并在此基础上进行了基因的图位克隆#

:

$

! 其中拟南芥
/3/01

基因组文库的大规模转化已经完成! 这对植物功能基因组学的研究具有极其深远的意义#

% ! @

$

" 目前! 彭

正华等#

$&

$首次对竹类植物功能基因组学进行了探讨! 开发了包括
$& ;&%

个全长
ABC0

片段%

D9"ABC0E

&和

约
4

万个表达序列标签%

FG2E

&的毛竹基因资源数据库*

HI*

等 #

##

$在竹类基因组学的研究中发现水稻
7!

#18& /&(*:&

! 高粱
;$#"6+, %*'$3$#

与竹类植物有很高的同源性! 并认为水稻' 高粱对竹类基因组学的研

究有很高的参考价值" 由于竹类植物遗传背景的研究还比较薄弱! 没有建立高密度的遗传图谱! 缺乏有

效的竹类功能基因组学研究手段! 且大规模的毛竹功能基因组研究刚刚起步! 其基因组测序须以高质量

的基因组文库为基础" 因此! 构建一个高质量的基因组
/3/01

文库是毛竹基因组研究必不可少的工作"

本研究以双元细菌人工染色体%

/3/01

&为载体! 建立并完善了毛竹大片段基因组文库的构建体系! 构建

了高质量' 高覆盖率的毛竹基因组
/3/01

文库! 以期为毛竹基因组及功能基因的克隆打下基础"

#

材料与方法

!"!

材料

提取大片段基因组
BC0

的植物材料为毛竹笋! 采自浙江省临安市人工毛竹林" 双元细菌染色体

J19B&=>=#

%由张宏斌老师馈赠&大小为
!4K! LM

! 对四环素具有抗性! 含有
4&'<

基因* 大肠杆菌
=/'6#*'6*&

'$3* B'$&/

购自
3.N*,8-67.

公司* 限制性内切酶
/()' 3

!

BC0

分子量标准
!O>*.5 333

购自
2(P(Q(

公司*

9()MR( 9(RR78 SDH 5(8L78

购自
CF/

公司 * 蛋白酶
P

购自
578L

公司 !

2=

连接酶及碱性磷酸酯酶

%

130S

&脱磷酸化酶购自
D78)7.,(E

公司* 其他常规化学试剂为国产分析纯"

!"#

方法

$K!K$

毛竹基因组高分子量核染色体
BC0

的制备 高分子量%

<*6< )-+7AI+(8 T7*6<,

!

'5?

&

BC0

的获得

是构建大片段基因组文库的基础 #

$!

$

" 本研究根据
U<(.6

等 #

$4

$的程序分离毛竹基因组高分子量核染色体

BC0

" 其基本步骤包括细胞核的分离与包埋! 细胞核的裂解与
'5? BC0

的脉冲场凝胶电泳!

'5?

BC0

的大量酶切及脉冲电泳回收"

$K!K!

载体的制备 将含有
J19B&=>=$

质粒的保存菌株接种于含四环素的
9/

%

9I8*("/78,(*.

&固体培养基

上! 过夜培养" 挑单克隆接种于
9/

液体培养基上! 按
$#$&&

接种菌液! 同条件扩繁到
!& 9

" 使用碱裂

解法提取质粒#

$=

$

! 以氯化铯梯度密度离心纯化#

$>

$

" 将纯化后的质粒用限制性内切酶
/()' 3

和
G() 3

分

别对质粒进行酶切
$ <

后! 再用脱磷酸化酶于
4: $

保温
$ <

脱磷酸化" 根据质粒质量浓度! 按
! %

$;K;: )L(,

+

6

!$的量用
/()' 3

对
J19B&=>=$

进行限制性消化! 其中酶切反应体系和对酶切后质粒进行

脱磷酸化的操作参考张洪斌的方案#

$;

$

" 酶切产物
%K& 6

+

L6

!$琼脂糖电泳检测! 并调整质粒质量浓度为
$&K&

)6

+

9

!$

"

$K!K4

电转化感受态大肠杆菌的制备 将
B'$&/

菌株划
9/

平板!

4: &

培养过夜* 挑单克隆于
> )9

液

体
9/

培养基中!

4: & !!& 8

+

)*.

!$摇菌
% <

* 按
$'$&&

扩繁! 同条件继续培养
! V 4 <

! 期间及时检测菌液

吸光度值*

?

#

!

$

;&&

值达到
&K;

左右时! 将三角瓶取出后迅速置于冰水浴中冷却
!& )*.

* 将菌液转入无菌离心

瓶!

= &&& 8

+

)*.

!$离心
> )*.

* 弃上清! 加入等体积氯化钙缓慢重悬菌体! 冰浴
$& )*.

!

= &&& 8

+

)*.

!$离

心
$& )*.

! 重复
4

次! 尽可能弃上清" 加入等体积的
$&&K& 6

+

L6

!$甘油!

!& !9

为单位分装! 垂直插入

液氮速冻后转入
!%& &

冰箱保存"

$K!K=

感受态与载体的检测 以
2=

连接酶分别对脱磷与未脱磷质粒载体进行自连! 各取
$ J6

进行电击

转化! 通过计算转化所长出的克隆数确定感受态细菌的转化效率以及质粒载体脱磷是否合格"

>!%



第
!"

卷第
#

期

$%&%'

连接与转化 外源片段与载体按照
(!$

的比例进行混合!

') "

下加热
$ *+,

! 冷却至室温后加入

适量
-.

连接酶于
#/ "

连接过夜" 连接液滴于高分子滤膜上脱盐和浓缩
'0/ 1

后用于转化" 感受态细胞

与连接产物均匀混合后于电激仪上进行电激! 然后加入
$ *2 34567 859+*:; <7891 =+91 >:9:<8;+96 7657633+8,

#

?@A

$液体培养基! 混匀后转入另一离心管复苏
$ 1

% 取
&BB *2

菌液涂于
2C

固体培养基上!

(D "

培养

$/0&B 1

进行蓝白斑筛选! 并挑取白色克隆"

$%&%/

文库插入片段的检测 随机挑选
(/

个单克隆接种于
2C

培养基中!

(D " &&' 7

&

*+,

$$培养过夜%

十二烷基硫酸钠'

?E?

$碱裂解小量法抽提质粒! 以脉冲场电泳检测重组质粒的大小% 根据
!!""#$%

?

'

!

代

表覆盖度!

"

代表重组克隆的数目!

#

代表平均插入片段大小!

%

?

为物种基因大小! 毛竹基因组大小约

为
& BBB FC

$计算文库的库容%

&

结果与分析

!"#

大片段基因组
$%&

的获得

&%$%$

高分子量
EGH

的质量检测 本研究以毛竹笋为材料制备高分子量
EGH

! 通过脉冲场凝胶电泳检

测所得
EGH

的分子量大小与浓度! 结果如图
$

所示% 凝胶栓中毛竹核
EGH

分子量从大到小呈连续分

布! 其中
$%B F<

级以上的高分子量
EGH

占有很高的比例! 机械降解的非特异小片段很少! 主要分布在

B%" F<

以下! 残余的糖( 酚类等杂质仍留在胶孔中% 因此! 制备的高分子量
EGH

可以用于文库构建%

&%$%&

高分子量
EGH

的预酶切 高分子量
EGH

需经过部分酶切才能用于构建基因组文库! 因此! 敏感

和重复性良好的部分酶切特性是考察高分子量
EGH

质量的一个重要依据% 用限制性内切酶
&'() I

对

毛竹高分子量
EGH

进行梯度酶切! 随着酶用量的增加! 所得到的基因组
EGH

限制性酶切片段逐渐减小

'图
&

$% 这与
J1:,K

等)

$L

*以梯度酶切番茄高分子量的效果一致% 说明此毛竹高分子量
EGH

可以进行酶切

操作! 能够用于大片段文库构建%

&%$%L

大片段
EGH

的制备
!

第
$

次分离回收% 按照预酶切所确定的酶量对毛竹基因组
EGH

进行大量

的酶切% 部分消化的
EGH

经脉冲电泳分离完毕后! 将凝胶一侧含
EGH

标记及少量样品的部分切下进行

溴化乙锭'

MC

$染色! 在紫外透射仪上用直尺量取
'B0$BB N<

的位置% 用同样规格的直尺量取未染色的凝

图
$

毛竹基因组高分子量
EGH

脉冲场电泳

O+K476 $ P4;36Q R+6;Q K6; 6;6>978518763+3 8R K6,8*+> SFT EGH 8R *+,--./0'1+, 2345/156/

图
&

毛竹基因组高分子量
EGH

的梯度预酶切

O+K476 & U7:Q+6,9 576%6,VW*6 Q+K639+8, 8R K6,8*+> SFT EGH 8R *+,--./0'1+, 2345/156/

"

管 雨等+ 毛竹大片段双元细菌人工染色体基因组文库的构建

高分子量

'&X
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胶! 切取其上
$&& ' $(& )*

位置的凝胶条" 如图
+

所示! 缺失部分为切取的含
$"" ' $(" )*

毛竹基因组

,-.

片段的凝胶部分"

!

第
!

次分离回收" 将第
$

次分离切下的胶块埋入凝胶中! 脉冲电泳完毕后按

第
!

次分离方法切取含有
$&&'$(& )*

大小片段的凝胶块" 如图
/

所示! 缺失部分为切取了含目的片段

胶块的部分"

!0$0/

大片段的浓缩
!

脱盐与质量浓度测定

把经
"

次分离后切取的含目的片段的凝胶块

放入半透膜中 ! 在脉冲电泳仪中进行电洗

脱" 洗脱完毕后! 对得到的大片段
,-.

进

行去硼离子处理! 因为硼离子会影响后续的

连接反应 #

$1

$

" 本研究中的大片段
,-.

经过
"

次回收后质量浓度已低于
$# 23

%

4

$!

! 为了后

续连接反应的成功! 将回收液在
&0&!( "2

的
5677689:;

膜上进行浓缩! 并以已知浓度的

#,-.

作参照! 通过电泳确定浓缩后
,-.

大

片段的质量浓度&图
(

'" 本研究回收大片段

,-.

的质量浓度为
!# 23

%

4

$!

"

!"!

载体的制备与检测

按照
<,<

碱裂解法制备的
8=4,&/(/#

质粒
,-.

以氯化铯梯度密度离心纯化之后!

用限制性内切酶
>?2@ A

和
<?2 A

分别对质

粒进行酶切" 正确的酶切图谱为(

<?2 A

酶

切为
"

条带)

>?2@ A

酶切为
$

条带" 图
B

的

结果显示( 酶切结果与正确的
8=4,"/(/$

物

理图谱吻合" 取
$" "3

纯化的质粒用
>?2@ A

进行酶切! 再用
=A.C

将其脱磷酸化! 从而

得到能够用于和大片段
,-.

连接的载体
,-.

" 为了验证载体的脱磷效果! 用
D/

连接酶分别对脱磷与

未脱磷的载体进行自连后! 电击转化大肠杆菌
,@$">

" 结果表明( 脱磷后载体自连转化与完整载体转

化所产生的克隆数比例小于
$%("

! 符合
<?2*:99)

等 #

$%

$的评价标准" 因此! 载体脱磷效果较好! 绝大部

分载体无法自连"

!"#

大肠杆菌电转化感受态细胞检测

取
$ 83 8=4,"/(/$

质粒转化
!" "4

自制的电击感受态细胞! 转化结果如图
1

所示! 自制的大肠杆

菌
,@$">

电转化感受态的效率约在
$&$"

' 菌落形成单位%
3

E#

! 不仅降低了研究成本! 而且基本满足建库

的要求"

图
+

基因组大片段的第
#

次分离与回收

F63G:; + F6:HI H;8?:?I69J ?JK :;LML76J3 9N 4?:3;

3;J926L ,-. N:?32;JIH

图
/

基因组大片段的第
!

次分离与回收

F63G:; / <;L9JK H;8?:?I69J ?JK :;LML76J3 9N 7?:3;

3;J926L ,-. N:?32;JIH

图
(

回收
,-.

片段的质量浓度

F63G:; ( =9JL;JI:?I69J 9N :;LML76J3 ,-. N:?32;JIH

图
B 8=4,&/(/$

电泳

F63G:; B O7;LI:98P9:;H6H 9N 8=4,&/(/$

>?2@

(+&



第
!"

卷第
#

期

图
$

电击感受态细胞转化结果

%&'()* $ +*,(-., /0 ,1/23 .)45,0/)64.&/5 /0 2/67*.*5. 2*--,

图
"

重组质粒的脉冲场电泳

%&'()* " 8(-,*9 0&*-9 '*- *-*2.)/71/)*,&, /0 )*2/6:&545. 7-4,6&9,

!"#

连接与转化

连接产物中盐离子浓度直接关系到电击成功率! 将经去除硼离子的高分子量
;<=

与脱磷载体按质

量比
>?@

连接后" 以自备的
;A@BC

感受态对其进行电击转化"

>$ !

培养
@# 1

后进行蓝白斑筛选挑取白

斑" 共
@B

#个克隆" 保存于细胞培养板中" 形成毛竹
CDC=E

基因组文库!

随机挑取
>F

个白色克隆"

G;G

碱裂解法提取质粒后" 以原始空质粒做参照对重组质粒的分子量大

小进行脉冲电泳检测! 结果表明#

H!

个克隆含有插入子" 且重组克隆的分子量大小介于
@BB"@IB 3:

$图

"

%" 而原始质粒的大小为
!$ 3:

& 表明重组克隆的插入片段为
JB"@!B 3:

" 平均长度为
@BI 3:

& 按毛竹

基因组大小为
! BBB K:

" 该文库相当于
I

倍毛竹基因组&

H

讨论

常规
;<=

提取方法由于在操作过程中不可避免的物理剪切及化学试剂和核酸酶对大分子的破坏作

用" 所获得的
;<=

分子量在
!B 3:

左右" 无法满足大片段$

@BB"HBB 3:

%文库构建的的要求& 本研究利用

目前较为通用和方便的制备植物基因组高分子量
;<=

方法提取细胞核" 并将其包埋于琼脂糖凝胶栓中

固化" 之后选择相应试剂浸入栓内" 进行细胞核的裂解和蛋白质的去除" 从而得到分子量在
@ K:

以上

的核
;<=

" 最终获得了毛竹基因组高分子量
;<=

" 为本研究库的构建奠定了良好的基础&

限制性内切酶
C46A D

部分酶切染色体
;<=

成大小不等的
;<=

片段" 一般通过脉冲电泳回收
@BB

3:

以上大小的片段& 但是在回收的时候" 许多小片段$如 ＜
@BB 3:

%由于阻滞效应而混在 ＞
@BB 3:

以上

的片段里" 在连接反应时影响大片段的克隆& 因此" 本研究对酶切得到的大片段
;<=

进行
#

次条件不

同的脉冲电泳" 第
$

次电泳使不同大小的限制性酶切片段初步得到分离" 第
#

次电泳则使初步分离中混

杂的小片段得到分离" 而
JB 3:

以上的大片段在一定区域集中" 一方面去除了小片段" 另一方面较为集

中的大片段有利于提高其回收效率&

体外克隆大片段
;<=

需要高质量载体以增加连接效率和减少载体自连频率& 首先适量限制性内切

酶处理非常关键素" 过大酶量会引起非特异性消化或星活性" 少量非特异性酶切产物会使假阳性克隆大

大增加& 对线性质粒脱磷酸化处理要适度" 脱磷酸化如果不充分" 则载体容易自连" 处理过度会导致载

体受到损伤无法同外援片段连接" 因此" 在对载体进行脱磷酸化处理时" 一方面要严格把握碱性磷酸酶

$

ED=8

%的用量" 另一方面要精确地控制脱磷酸化反应的时间& 本研究使用的
ED=8

酶量为
$%L%& 634.

'

'

M@

"

脱磷反应
BLI 1

后迅速以
BLI 6/-

(

N

'$乙二胺四乙酸)

O;P=

%终止反应" 加入蛋白酶
Q

和
G;G

后在
IF !

水浴

BLI 1

" 以使
ED=8

失活&

在挑取克隆前" 将转化平板放在
# !

下
RS 1

后" 使空载菌落充分变蓝" 便于识别白色菌落降低空

载率& 本研究构建的毛竹
CDC=E

文库含有约
@

万个克隆" 随机挑取
>F

个克隆" 通过脉冲场电泳检测分

析后确定所构建的毛竹
CDC=E

文库平均插入片段
@BI 3:

" 获得重组率较高的阳性克隆" 并约覆盖
I

倍

基因组& 本研究为今后毛竹遗传图谱构建* 基因数量性状基因座)

TPN

%定位与克隆* 基因组学的研究打

下了坚实基础&

管 雨等# 毛竹大片段双元细菌人工染色体基因组文库的构建
I>@
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