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摘要 用Trizol 试剂提取海带配子体总RNA , 用SMART cDNA 文库构建试剂盒构建cDNA 文库。经测定原始文库滴度达到 1 .1 ×108

Pfu/ ml , 文库有500 μl 体积, 库容量为5 .5×107 Pfu, 通过PCR 检测 , 文库的重组率达100 % , 扩增出的片段主要集中在0 .8 ～1 .8 kb , 平均插
入片段长度约为1 .34 kb 。这些数据表明 , 已获得高质量的海带cDNA 文库 ,为海带基因资源保存及新基因的克隆奠定了基础。
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  生物物种c DNA 文库的构建, 在珍稀濒危生物资源保护、

分子标记连锁图谱的探针制备、基因全长序列克隆以及功能

研究等方面具有重要作用 ,c DNA 文库也是分子生物学最常

使用的基因文库之一[ 1 ,2] 。SMART( Switching mechanism at 5’

end of the RNAtranscript) 技术是一种较新的 c DNA 文库构建

方法, 避免了普通c DNA 文库构建方法中容易丢失信息等缺

点, 所构建的文库能够代表原有样品中 mRNA 的丰度, 保存

了生物遗传信息的完整性。除用于文库构建外, 该技术还可

用于基因的直接扩增与克隆, 从已知片段克隆基因的全长序

列、基因芯片c DNA 探针的制备等[ 3] 。

海带( La mi nari a j aponica Aresch .) 是我国经济海藻养殖业

中最重要的种类。尽管国内外学者对海带的宏观生物学已

做了大量的研究工作[ 4 ,5] , 但对其微观生物学的认识尚处于

起步阶段[ 6 - 8] 。通过初步筛选海带雄性配子体cDNA 抑制消

减文库[ 9] , 已获得了一些差异表达的基因片段。为了更好地

克隆这些差异表达基因的全长序列并明确它们在配子体发

育过程中的功能, 笔者拟利用SMART 技术构建海带配子体

的c DNA 文库。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 实验材料。海带雌、雄性配子体无性繁殖系来自山

东荣成海兴水产有限公司培育的“荣福”品种, 按已报道的方

法[ 10] 分离、培养。

1 .1 .2 实验试剂。SMARTTMcDNA 文库构建试剂盒、宿主菌

E . coli XL1- Blue MRF’菌种、λTripLEx2 载体均购自Clontech 公

司, 总 RNA 提取Trizol 试剂盒购自上海华舜公司, 总 RNA 纯

化试剂盒购自Qiagen 公司, 包装蛋白购自Stratagene 公司。其

他试剂均为国产或进口的分析纯。

1 .2 方法

1 .2 .1 海带总RNA 提取、鉴定 及纯化。取海带配子体样品

100 mg , 利用Trizol 法抽提褐藻RNA 。取适量总 RNA 样品, 用

DEPC 水稀释 , 用752 型紫外分光光度计分别测定样品260 和

280 nm 波长的吸收光。同时取2 μl 样品用变性琼脂糖凝胶

电泳检测总 RNA 的完整性。RNA 样品浓度按以下公式计
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算:[ RNA] = OD260×D×40 ng/ ml , D 为稀释倍数。RNA 根据

OD260/ OD280 的比值计算。取100 μg 总 RNA 按 Qiagen 公司

RNeasy 试剂盒操作步骤纯化 , 最后用 30 μl 无 RNase 的水

溶解。

1 .2 .2 LD- PCR 法合成双链c DNA 。SMART 技术使用了长程

PCR ( Long- distance ,LD- PCR) 合成双链c DNA, 有利于提高文库

中全长c DNA 比例。按 Clontech 的SmartTMc DNA 文库构建试

剂盒的使用手册进行。取 RNA 1 .2 μg , 依次加入SMART I V

寡核甘酸、3′PCR 引物及dNTPs , 在反转录酶作用下合成第一

链。再以1/ 5 体积的ss c DNA 合成ds c DNA , 依次加入dNTPs 、

5' PCR 引物、3 ' PCR 引物、Advantage 2 多聚酶混合物在 PCR

仪上进行扩增。经24 个循环后, 从100 μl 中取5 μl 经甲醛变

性电泳检测, 观测ds cDNA 的分布状况。

1 .2 .3  PCR 产物经蛋白酶 K 消化、SfiI 酶切及分级与沉淀。

取50 μl ( 2～3 μg) ds c DNA , 加入20 μl 蛋白酶 K 按操作手册

方法处理消除残存的Tag 酶。再在其中加入10 μl Sfi I 酶产

生粘性末端。将上述ds c DNA 经过 CHROMA SPIN-400 凝胶

柱层析纯化, 收集大于 400 bp 的 c DNA 片段, 用乙醇沉淀

c DNA 样品 , 溶于7 μl 超纯 H2O 中。取0 .5 μl 样品与对照

c DNA , 用FR-200 紫外可见分析装置观察, 以确定样品浓度。

1 .2 .4  c DNA 与λTripl Ex2 噬菌体载体的连接。按照试剂盒

操作要求分别取0 .5、1 .0 、1 .5 μl c DNA 与1 .0 μl λTripl Ex2 噬

菌体载体做3 个试连接反应,16 ℃过夜 ,22 ℃下包装3 h , 每

管中加225 μl 1×λ稀释缓冲液与12 .5 μl 氯仿, 混匀后高速

离心分层, 获得原始文库。

1 .2 .5 体外包装反应。3 组连接独立进行λ- Phage 包装。使

用Gigapack ⅢGold Packaging Extract 。取1 .0 μg c DNA 连接产

物按要求进行包装, 最后 3 管合并即已构建成海带基因

c DNA 噬菌体表达文库。

1 .2 .6  E . coli XL1- Blue 感受态细胞的制备。取 XL1- Blue

MRF’菌种在四环素LB 平板上划线,37 ℃过夜培养。挑单克

隆, 接种于3 ml LB 液体培养基,30 ℃,200 r/ min 摇床过夜, 注

意菌体 生长 OD600 不能超过 1 .0 。离心收集细胞。用 10

mmol/ L MgSO4 轻轻重悬细胞, 立即使用。

1 .2 .7 滴定文库的滴度。取1 μl 噬菌体, 用SM 缓冲液做10

倍梯度稀释; 将各稀释度的噬菌体取1 μl , 加入到200 μl XL1-

Blue MR’细胞中,37 ℃温浴25 min , 混于2 ～3 ml 上层琼脂, 倒

LB 固体平板, 放置10 min 。倒置平板,37 ℃培养过夜。计数

噬菌斑数目, 计算文库的容量大小。Pfu/ ml = ( 噬菌斑数×稀

释倍数×103 μl / ml) / 铺平板用稀释库的μl 数。
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1 .2 .8 文库的PCR 鉴定。从平板上挑选20 个白斑, 做PCR

检测。PCR 引物PT :CTC CGA GAT CTG GAC GAG C; 引物T7 :

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG。反应体系:95 ℃5 min ,94 ℃

1 min ,58 ℃1 min ,72 ℃1 min ,35 个循环。72 ℃,10 min , 再在4

℃冰箱中保存。用1 .1 % 琼脂糖凝胶电泳检测, 计算平均插

入片段的大小。

1 .2 .9 序列获得及测序。将大肠杆菌 BM25 .8 接种于10 ml

LB 液体培养基 ,31 ℃,150 r/ min 摇床中培养过夜, 至 OD600 为

1 .1 ～1 .4 , 加入100 μl 1 mol/ L MgCl2 至终浓度为10 mmol/ L ;

从平板上挑取分离较好的噬菌斑 , 接种于350 μl 1 ×λ稀释缓

冲溶液中,37 ℃静置培养3 ～4 h ; 在1 .5 ml 离心管中加入200

μl 细菌培养物及150 μl 噬菌体液 ,31 ℃静置孵育30 min 后加

入400 μl LB 培养液; 31 ℃、225 r/ min 摇床中培养1 h , 取上清

液5 μl 涂布于含100 μg/ ml 氨苄青霉素的 LB 平板上, 于31

℃培养得单菌落, 用碱裂解法提取质粒 DNA 。将其中17 个

阳性克隆穿刺培养 , 进行全序列测定。

2  结果与分析

2 .1 总 RNA 提取结果分析  利用Trizol 法抽提褐藻 RNA ,

经RNA 质量检测( 图1) , 有明显的28S 和18S 条带 , 说明总

RNA 提取较好, 降解少, 分子完整。分光光度计测定, OD260/

OD280 的比值为1 .89 , 表明所提 RNA 纯度高, 符合建库要求。

图1 纯化后总RNA 电泳

2 .2  LD- PCR 产物  经 LD- PCR 合成的双链 c DNA , 取5 μl

PCR 产物进行琼脂糖电泳分析, 结果见图2 。0 .1 ～4 kb 呈弥

散状条带, 条带正常而且量足够 , 说明合成的双链 cDNA 是

成功的 , 符合建库要求。

图2 24 轮PCR 循环ds cDNA 电泳

2 .3 CHROMA SPI N-400 凝胶柱层析纯化cDNA  将连接上

的双链 ds c DNA 经 过凝 胶 柱层 析, 各 大小 片 段分 子 在

CHROMA SPIN- 400 凝胶中所受阻力不同, 因此, 分离出不同大

小片段c DNA 共16 管。经琼脂糖凝胶电泳后( 图3) , 留取大于

400 bp 的试管, 将跑在溴酚蓝指示剂后的组分合在一起进行处

理, 将第4～7 管c DNA 收集合并, 沉淀纯化后用于连接。

图3 CHROMA SPIN-400 凝胶层析分离cDNA 电泳

2.4  cDNA 样品沉淀纯化后的浓度测定  通过凝胶层析收

集完样品组分之后, 乙醇沉淀 cDNA 样品, 最后重溶于7 μl dd

H2O 中。取0 .5 μl 样品与对照c DNA 比较, 经FR- 200 紫外可

见分析装置观察, 样品c DNA 浓度在对照DNA75 和100 ng/ μl

之间( 图4) 。若以25 ng/ μl 计算, 共得到c DNA 大约110 ng 左

右, 因此样品c DNA 的量完全符合建库的要求。

图4 cDNA 纯化后的浓度检测结果

2.5  cDNA 文库的构建及鉴定  双链c DNA 与Sfi Vector 连

接包装后 , 测得的文库滴度为1 .1 ×108 Pfu/ ml , 文库有500 μl

体积, 因此库容量为5 .5×107 Pfu , 文库噬菌体的滴度符合文

库保存和筛选实验的要求。经体内切割后, 随机挑选文库的

阳性单克隆进行PCR 鉴定后 , 推算出文库的重组率达100 % ,

扩增出的片段主要集中在0 .8～1 .8 kb , 经凝胶成像及分析系

统( UVP 公司) 分析, 平均插入片段长度约为1 .34 kb( 图5) 。

图5 从文库中随机挑选17 个克隆检测cDNA

插入片段的PCR 产物电泳结果

  评价一个文库质量的指标主要在于文库的含量和插入

片段的大小。所构建的文库必须有足够的克隆数 , 才能保证

基因组全长cDNA 中的每一个序列至少有1 个拷贝存在于文

库中, 为此, 所构建的文库容量应不小于1 .7 ×105Pfu/ ml [ 11] ,

同时为保证c DNA 片段的完整性, 插入片段的平均大小不小

于1 kb 。该研究构建的海带SMART c DNA 文库原始文库滴

度达到1 .1 ×108 Pfu/ ml , 插入片段集中在0 .8 ～1 .8 kb , 平均

为1 .34 kb , 符合构建文库的要求 , 与大部分报道的 cDNA 结

果相似[ 10 ,12 ,13] 。

通常用于 cDNA 文库构建的载体有质粒和噬菌体, 但由

于质粒c DNA 文库包含的cDNA 克
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发生突变后胆固醇就不能调节 LDLR 的转录, 但是不影响

OM 调控LDLR 的转录。OM 调控LDLR 的转录作用于重复序

列3。LDLR 启 动区 - 17 ～ - 1 bp 是非胆固醇调控 元件

( SIRE) , 早期生长反应基因1( Egr1) 能与LDLR 启动区的SIRE

结合是 OM 诱导转录的催化剂[ 20] 。

维生素C( Vc) 能上调LDLR mRNA 的表达。Vc 通过抑制

HMG- CoA 还原酶活性而促进 LDLR 基因表达, 增加细胞对

LDL- C 的摄取[ 21] 。

5  结语

低密度脂蛋白受体( LDLR) 基因表达受到胆固醇、HMG-

CoA 还原酶抑制剂、激素、细胞生长因子等因素的调控。对

低密度脂蛋白受体( LDLR) 研究的不断深入, 将有助于进一步

了解高胆固醇血症及动脉粥样硬化等心血管疾病的发病机

制和指导临床治疗。目前人们对LDLR 基因表达的研究主要

集中在人、兔、鼠上。因此, 进一步研究 LDLR 在其他动物胆

固醇平衡中的作用, 以及进一步阐明LDLR 的表达调控机制

都将具有十分重要的意义。
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度的 mRNA ; 而噬菌体 cDNA 文库包含的 c DNA 克隆数目很

多, 适用于那些低丰度的mRNA。考虑到海带某些特殊基因

丰度很低 , 因此, 该实验选择噬菌体作为文库构建的载体,

以提高其被捕获的可能性。

所有以上实验数据都表明 , 此次实验构建了一个高质

量的海带配子体SMART c DNA 文库。
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