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小粒野生稻可转化人工染色体文库初步构建及筛选
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摘  要:以小粒野生稻核 DNA为材料构建了一个可转化人工染色体文库,获得了 5000 个克隆, 平均插入

片段约45 kb。稳定性检测结果表明, 小粒野生稻基因组 DNA能够在 TAC 载体中稳定存在。基于已克隆抗性

基因的保守序列设计探针,利用菌落杂交的方法 ,对文库进行筛选。结果表明, 该文库可以用于抗性基因的筛

选。
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Abstract: A transformation-competent artificial chromosome ( TAC) library was constructed from the genomic DNA of orazy.

mimuta. This library is composed of 5, 000 clones while the average insertion fragment size is 45 kb. Stability test indicated that genome

DNA of Orazy. mimuta was stably existence in the pYLTAC27 carrier. A probe was designed according to the sequences of cloned

resistance gene. With the colony hybridization method, the genome library was screened. The result shows that resistance gene can be

screened in this library.
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稻属( Orazy)现已查明的有 22种, 分布在世界各地。其中 2种为栽培稻, 20种为野生稻。小粒野生

稻( Orazy. Minuta) ( 4n= 48, BBCC)原产于亚洲, 主要分布于马来西亚、菲律宾和印度尼西亚。小粒野生稻

是多抗性野生稻,已鉴定出来的有利性状有: 抗褐飞虱、白飞虱、黑尾叶蝉、稻蓟马、稻瘟病、二化螟、白叶

枯病、纹枯病和细菌性条斑病
[ 1]
。小粒野生稻是栽培稻改良的优良材料, 目前以小粒野生稻为材料对栽

培稻进行改良, 已经获得了抗稻瘟病、抗纹枯病和抗白叶枯病植株。

Liu结合 PAC 和双元载体的特点, 构建了可转化人工染色体( the Transformation-competent Artificial

Chromosome, TAC)
[ 2]
。TAC具有 P1质粒和 Ri复制子,可以在大肠杆菌和农杆菌中进行穿梭, 在农杆菌

介导下能直接将外源基因整合到植物基因中。因此一旦获得目标阳性克隆后,可以直接进行功能互补

实验,而无须进行亚克隆;验证功能后含有目的基因的克隆,即使基因功能未知,也可以直接进行植物转

基因育种工作, 这大大地加快了分子育种的进程。目前以TAC为载体构建了一系列基因组文库:水稻、

桃,番茄等
[3- 5]
。

为了更好地挖掘和利用小粒野生稻所蕴含的有利基因,本研究采用可转化人工染色体 pYLTAC27,

初步构建了小粒野生稻的基因组 DNA 文库, 已获得了 5000多个克隆; 对文库进行的稳定性检测表明,

小粒野生稻基因组 DNA在TAC载体能够稳定存在。
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1  材料与方法

111  材料

小粒野生稻种植于海南省试验田自然环境中,取其幼叶保存于- 80 e 低温冰箱中。

112  小粒野生稻高分子量 DNA的制备

基本按照 Liu的程序从细胞核中分离
[6]
。

113  高分子量 DNA的部分酶切和回收

取包埋有超高分子量 DNA的低熔点琼脂糖凝胶 110g, 用 015 @ TE 洗 30min 后, 加入到 2ml 115 @

buffer( 15mM Tris-HCL( pH 715) , 115mM dithiothreitol, 75mM NaCl, 0115mgPml BSA, 5125mM spermidine)和

30U Hind Ó中,冰浴 3h, 让内切酶均匀地渗入琼脂糖凝胶中,然后加入 10mM的 MgCl2 , 冰上放置 20min,

37 e 温浴 10min,最后用数倍体积冰冷的 TAE清洗以终止酶切反应
[ 7]
。

部分酶切后的小粒野生稻基因组 DNA立即加到 110%的琼脂糖凝胶上进行脉冲场电泳。电泳两次
进行分离,将 70~ 130kb的 DNA从小到大分成 3份分别回收,获得1~ 3样品。将样品放入透析袋中,加

入适量TAE,电洗脱回收 DNA。然后在 10%PEG 800中用半透膜浓缩3h,快速电泳测定浓度。

114  TAC载体制备和连接反应

按碱裂解法提取TAC载体 pYLTAC27,经 CsCl梯度纯化后,用Hind Ó 完全酶切并CIAP脱磷酸化处

理
[ 8]
。进行连接反应时 ,将回收的大片段DNA( 70~ 130kb)与处理好的载体按照80~ 100ng和 75ng 的量

进行连接。将TAC载体( 50ngPLl)和插入子( 10ngPLl)混匀,先在50 e 温浴 1min, 然后加入 ligat ion buffer和

9U的T4 ligase, 开始进行反应。反应条件如下: 10 e 时 3min, 10~ 16 e 时 3min, 16 e 时 3min, 18 e 时 1min,

20个循环, 65 e 温浴 5min终止反应并将连接产物放在 10% PEG 800溶液中透析 3h左右
[7]
。

115  重组子的转化

取2Ll 连接产物与 20Ll 的 DH10B 感受态细胞, 电击转化。将培养物在含有 50mgPl的卡那霉素
(Km)和 5%蔗糖的 LB固体培养基上进行筛选, 37 e 培养12~ 16h。

挑取单克隆并保存于 LB冻存培养液中, 37 e 培养 16h, 然后于- 70 e 进行冰箱保存。

116  文库的鉴定

文库鉴定包括文库插入片段大小,重组率;克隆的继代稳定性
[ 9]
; 克隆的穿梭稳定性。从文库中随

机挑取36个克隆在含 5%蔗糖、50mgPL卡那霉素的液体培养中过夜培养。以碱裂解法提取质粒, Hind

Ó 完全酶切后,以 90V, 20 e 电泳 3h,紫外凝胶成像系统成像,对结果进行分析,统计文库的插入片段大

小及重组率。挑取合适大小的克隆,在含 5%蔗糖、50mgPl卡那霉素的液体培养基中传代培养 100代,碱

裂解法抽提质粒, BamH Ñ、Hind Ò 、Sal Ñ完全酶切, 与 0代克隆进行比较,检测其继代稳定性。文库的

穿梭稳定性分析需要从文库中挑取一定数量的克隆, 提取质粒, 然后通过电击转化到农杆菌中, 再从农

杆菌中抽提质粒,电击转化回大肠杆菌, 提取质粒,将转化前后的质粒 Hind Ó 完全酶切,检测穿梭前后

克隆是否发生变化。

117  文库的杂交筛选

根据已有克隆的抗性基因设计一对引物,上游引物 s2: 5- ggi ggi gti ggi aa( aPg) aci ac- 3;下游引物

as3: 5- iag igc iag igg iag icc- 3。以小粒野生稻基因组为模板, 扩增一段序列。扩增条件为: 94 e 预变性

3 min, 40个循环为94 e 变性 40s, 5219 e 退火40s, 72 e 延伸 1 min,最后72 e 延伸 7 min。回收目的片段,

用生物素标记, 制成探针。

将文库用 384针的复制器印于尼龙膜上, 在 25mgPml卡那霉素和 5% 蔗糖的 LB 平板上培养过夜,

待菌落长至合适大小,将菌落裂解,再在紫外灯下交联,用上述探针进行杂交。
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2  结果与分析

211  可转化人工染色体文库的构建

用于文库构建的高分子量 DNA在大量酶切前, 经过了预分离, 除去了叶绿体与线粒体 DNA;分离了

降解的小片段 DNA,确保回收的 DNA片段,均为限制性酶切所产生的。

部分酶切后的野生稻基因组DNA与TAC载体pYLTAC27连接后通过电击倒入大肠杆菌 DH10B中。

每次电击后得到大约 500- 1500个克隆,效率与 Liu
[ 7]
报道的一致。电击 5次,共得到了约 5000个克隆,

挑取单克隆并保存在 384孔板中。

212  文库的限制性酶切分析

从文库中随机挑取 36个克隆在含 5%蔗糖、50mgPl卡那霉素的液体培养基中过夜培养。以碱裂解
法提取质粒, Hind Ó完全酶切后,以 90V, 20 e 电泳 3h, 电泳结果如图 1所示。由图1可知, 文库的插入

片段约45kb, 转化的重组率很高, 阳性率几乎为 100%。

对文库克隆的插入片段统计分析, 结果如图 2,克隆主要分布在 40- 70kb,占文库克隆总量的 58%,

有23%的克隆小于 40kb, 19%的克隆大于 70kb。

M:KDNAPHind Ó marker; 1- 12:随机挑取的克隆被 Hind Ò酶切
图 1 文库的限制性酶切分析

Fig. 1 Analysis size of inserted fragment DNA in library

图 2  插入片段大小
Fig. 2  Insert size distribution of pYLTAC27 library

213  TAC克隆继代培养的稳定性分析

选取大小分别为70kb、15kb的2个克隆,连续培养 100代,提取 0代和100代TAC克隆的质粒,分别

用3种限制性内切酶 BamH Ñ、Hind Ó 、Sal Ñ完全酶切, 电泳显示 0代克隆与 100代克隆酶切条带一

致,见图3。由此可见构建的文库在连续传代培养的情况下是稳定存在的, 小粒野生稻基因组DNA可以

在TAC载体中稳定存在。

M:KPHind Ó marker;  A1- A6: 第0 代克隆的酶切分析;  B1- 6: 第 100代克隆的酶切分析

图 3 第 0 代和第 100 代质粒酶切图

Fig . 3 Physical maps of the 0th generation and the 100th generation recombinant DNA
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214  TAC克隆穿梭培养的稳定性分析

从文库中随机挑取 12 个克隆进行质粒的分离。通过电转化的方法导入农杆菌菌株 EHA105中。

从农杆菌转化子中重新分离,再转到大肠杆菌 DH10B 中。限制酶切分析这些质粒以鉴定其稳定性.电

泳结果如图4所示,穿梭后的质粒与穿梭前的质粒酶切的电泳图谱大部分一致, 少数克隆出现不稳定现

象。

M:KPHind Ó marker;  1- 12: 穿梭前的质粒 Hind Ó 酶切图;  13- 24: 穿梭后的质粒 Hind Ó 酶切图
图 4  穿梭前后质粒酶切图

Fig. 4 Physical maps of recombinant DNA and recombinant DNA after shuttle

215  文库的杂交筛选

图 5 膜杂交结果
Fig. 5 The result of hybrid

将小粒野生稻基因组文库复制到杂交膜上,按前述方

法制备的探针杂交过夜, 并用 Phototope-star Detection Kit

显色,在 X 光底片上成像,见图5。杂交得到的阳性克隆,

进一步通过 PCR检测确认。测序后用生物信息学软件进

行分析,得到 2个候选克隆。

3  讨 论

构建大片段 DNA插入文库是进行基因克隆和基因组

研究的基础,使用的载体一般是人工染色体, 主要有酵母

人工染色体( Yeast Art ificial Chromosome, YAC)、P1 衍生的

人工染色体 ( P1-derived Art ificial Chromosome, PAC) 和细菌人工染色体 ( Bacteria Artificial Chromosome,

BAC)。YAC是第一个真正意义上的人工染色体,优点是插入片段大,最大可连接 700 kb的片段。日本

水稻基因组计划用日本晴( NIpponhare)构建了包含 7000 个克隆的 YAC 文库,平均插入片段为 350 kb。

但YAC克隆具有转化效率低、易形成嵌合体、稳定性差以及插入片段回收困难等缺点。PAC和 BAC克

隆载体系统,不仅保留了 YAC载体容量大的特点,而且还具有稳定遗传,质粒易于分离、转化效率高及

文库筛选方便的优点 ,成为了物理作图和图位克隆的主要载体工具。但是,利用YAC、PAC和BAC系统

进行目的基因功能验证时,在获得候选克隆后要进行亚克隆,并需要对每个亚克隆进行功能互补实验,

工作量大,而且存在遗失目的基因的危险。

TAC载体能够携带大片段的 DNA,并具有直接进行植物转化的功能, 将之应用于植物工程领域,具

有巨大的发展潜力和优越性。相对于YAC而言, TAC载体是环状质粒,独立于染色体之外, 它的复制不

受染色体的影响,不会发生重组导致的嵌合现象。TAC载体具有大肠杆菌和农杆菌的复制子,可以在两

者之间穿梭复制,非常稳定。它的多克隆位点设在果聚蔗糖酶 sacB 基因中间, 可用 5% 的蔗糖作负筛

选标记,降低空载体的自连效率。在 TAC 载体的多克隆位点两边有 T- DNA 的左右边界序列, 它在农

杆菌的介导下能直接将外源基因整合到植物基因组中。因此,在获得目标克隆后,可以直接用目标克隆

对突变体进行转化互补实验, 大大加快了实验进程
[ 10]
。
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构建基因组文库需要连接产物对大肠杆菌有较高的转化效率,由此我们对实验的各个步骤进行了

优化。首先在处理载体的过程中,采用载体酶切前后转化 DH10B的克隆数目来判断酶切的效果,载体

通过与 Hind Ò 酶切的 KDNA进行连接来判断去磷酸化的效果和质量,便于判断载体处理的优劣及是否

可用于文库的构建。在提取高分子量的 DNA的过程中使用大口枪头进行操作,避免了机械力等对大片

段DNA的剪切作用。另外我们发现,在酶切前对植物的基因组DNA进行预分离, 可以避免细胞器 DNA

对基因组的污染,同时能够确保酶切后回收的片段确为限制性酶切所产生的。

TAC载体能够连接大于 100kb的片段,目前已有应用携带大片段的 TAC 载体成功整合并互补植物

表型的报告。但如果插入片段太大( > 70 kb) , 则克隆的构建效率很低, 难以获得大量克隆。构建本文

库的目的不是为了染色体步移,而是用于基因筛选和植物转化。我们把文库插入片段尽力控制在 50 kb

左右, 避免了由于插入片段太大重组克隆转入农杆菌出现的不稳定现象
[ 11]
。对文库进行了稳定性检

测,结果表明小粒野生稻基因组DNA可以在TAC载体中稳定存在,这对以后的突变体库构建是有利的。
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