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摘要  介绍一种改进的大规模ESTs 筛选的方法。以SMARTTMcDNA Library Construction Kit 所构建的毛冠鹿大脑cDNA 文库为研究材料 ,
基于该文库噬菌体可自发转化为质粒的特点, 直接把噬菌体文库转化为质粒文库。随机选取平板中转化后的质粒cDNA 文库克隆 ,振荡
培养后运用菌液电泳的方法代替传统的PCR 筛选法 ,对重组克隆进行筛选。改进的菌液电泳法可以准确鉴定出重组的质粒 , 并估计出
插入片段的大小。该方法能更好地保持SMARTTMcDNA Library Construction Kit 所构建文库的完整性 ,是一种简单、高效、适用于大规模表
达序列标签筛选的有效方法。
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Improvement of the Large-scale Screening Method for Expressed Sequence Tags ( ESTs)
LIU Wei et al  ( College of Life Science ,Nanji ng Normal University ,Nanji ng ,Jiangsu 210097)
Abstract  The ai mof the research was to introduce an i mproved method for large-scale screening ESTs . With cerebrumcDNAlibrary of tufted deer con-
structed by SMARTTMcDNA Li brary Construction Kit as research materials , based on characteristic of the library phage that could spontaneouslytranslate
into plasmid , the phage library was directlytranslated into plasmid library . Transformed plasmid cDNAlibrary clones inflat were randomly selected . After
shaking culture the bacterial liqui d electrophoresis method was used to screen recombinant clones instead of traditional PCR screening method .Improved
bacterial li quid electrophoresis method coul d identify recombinant plasmid exactly and evaluate the length of inserted fragments .This method coul d better
keep the integrality of the library constructed by SMARTTMcDNA Library Construction Kit , so , it was a si mple and efficient method which was suitable
for large-scale ESTs screening .
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  表达序列标签( Expressed Sequence Tags , ESTs) 是从 cDNA

文库中随机挑取克隆, 进行5′端和3′端单次测序获得的短的

c DNA 部分序列, 它代表一个完整基因的一小部分, 在数据库

中其长度一般为200 ～700 bp。EST 来源于一定环境下一个

组织总 mRNA 所构建的c DNA 文库。大规模随机选取 cDNA

克隆进行EST 测序分析, 可以获得在某个重要生理过程或疾

病中具有重要功能的新基因或候选基因, 发现同一物种中基

因家族的新成员, 不同物种间相同的基因。已知基因的不同

剪切模式[ 1] 以及基因相关的SNPs[ 2 - 3] , 因此它已成为功能基

因组学研究中崭新的策略和途径。在 c DNA 文库克隆的大

规模测序之前, 一般需对克隆中是否有插入片段进行检测。

传统的煮沸法或碱裂解法[ 4] 提取质粒DNA , 然后用限制性内

切酶进行酶切分析, 不适应于现在以噬菌体为载体构建的

c DNA 文库的操作。Zon 等[ 5] 直接用菌液作为模板进行 PCR

检测重组质粒获得成功, 最近国内胡迎春等[ 6] , 刘振辉等[ 7] ,

向太和[ 8] , 程旭东等[ 9] 也将PCR 的方法应用于 cDNA 文库的

克隆检测, 这使得克隆的检测变得更加容易、快速, 但是存在

较高的假阴性, 而且PCR 产物不易保存。如果用 PCR 产物

进行克隆、测序和保存, 又增加了实验的时间和成本 , 不适合

大规模 ESTs 的筛选。笔者根据λTriplEx2 可以在含有 Cre 重

组酶的 E . coli BM25 .8 菌细胞内自发地转化为pTripl Ex2 的特

点, 介绍一种改进的大规模ESTs 筛选的方法。

1  材料与方法

1 .1 材料  供筛选的文库为毛冠鹿大脑c DNA 文库( 建库试

剂盒SMARTTMc DNA Library Construction Kit ,Clontech) , 原生质

体缓冲液( 30 mmol/ L Tris·HCl ,pH 值8 .0 ,50 mmol/ L NaCl ,20 %

蔗糖,5 mmol/ L EDTA ,pH 值8 .0 ,50 μg/ ml RNase ,50 μg/ ml 溶菌
�

基金项目  国家自然科学基金项目( 30370789) ; 江苏省教委自然科学基
金项目( 02KJD180006) 。

作者简介  刘伟( 1982 - ) , 男 , 安徽安庆人 , 硕士研究生 , 研究方向 : 细胞

遗传与分子遗传。* 通讯作者 ,E- mail :cao63 @126 .com。

收稿日期  2007- 04-25

酶, - 20 ℃分装保存) , 裂解缓冲液( 1 ×TBE,5 % 蔗糖 ,2 %

SDS,0 .04 % 溴酚蓝, - 20 ℃分装保存) 。

1 .2 实验方法

1 .2 .1 噬菌体c DNA 文库转化为质粒c DNA 文库。复苏冻存

的 E . coli BM25 .8 细胞, 涂布5 μl 冻存细胞到含有卡那和氯

霉素抗生素的LB 固体平板中,37 ℃培养过夜。从培养过夜

的 E . coli BM25 .8 平板上挑选分离较好的单个克隆, 置于10

ml LB 培养液中,31 ℃振荡培养( 150 r/ min) 至 OD600 = 1 .1 ～

1 .4 , 在10 ml 含有 E . coli BM25 .8 的培养液中加入100 μl 1

mol/ L MgCl 2( 终浓度为10 mmol/ L MgCl 2) 。取出10 μl c DNA 文

库溶液置于990 μl 1 ×lambda 稀释液中稀释, 取出10 μl 稀释

的cDNA 文库溶液与200 μl E . coli BM25 .8 培养液混匀 ,31 ℃

静置30 min , 加入400 μl LB 培养液,31 ℃225 r/ min 1 h , 取10

μl 混有噬菌体的 E . coli BM25 .8 混合液涂布到含羧苄抗生素

的LB 固体平板中,31 ℃培养过夜。

1 .2 .2 菌液电泳( 改进的菌落电泳[ 10] ) 筛选重组克隆 。挑取

单个克隆加入2 ml 含有氨苄抗生素的LB 培养液中,37 ℃

250 r/ min 培养过夜。吸取菌液40μl ,12 000 r/ min1 min 收菌 ,

倾出LB 培养液, 在振荡器上把沉淀振荡起来后, 加入12 μl

原生质体缓冲液。将裂解缓冲液上样于0 .65 % 的TBE 琼脂

糖凝胶中, 每孔4μl , 然后将细胞与原生质体缓冲液混合物上

样于已加裂解缓冲液的凝胶中。调节电压为40 V , 电泳15

min , 使细胞充分裂解, 然后将电压调到120 V, 电泳40 min。

2  结果与分析

随机选取平板中转化后的质粒 cDNA 文库克隆, 振荡培

养后进行鉴定。随机挑取转化后的质粒c DNA 文库克隆检测

的结果见图1 。实验证明: 这样可以很准确地鉴定出重组的

质粒, 并估计出插入片段的大小。

3  结论与讨论

传统的方法是噬菌体首先要通过侵染 E . coli XL1- Blue

进行扩增, 再挑取单个噬菌斑置于1 ×lambda 稀释液 ,4 ℃过
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注 :1 ～8 为检测的样品 ;9 为空白对照 ; M 为 Marker DL15 000 。

图1 随机挑取转化后的cDNA 克隆检测的结果

夜后,以含有噬菌体的1 ×lambda 稀释液为模板进行 PCR 扩

增, 确定阳性克隆后, 再转化成pTriplEx2 质粒。但是由于噬

菌斑埋在培养基内部, 挑取噬菌斑置于1 ×lambda 稀释液中

造成了模板不纯, 影响后续 PCR 扩增的效果, 并且在这一过

程中噬菌体比质粒在扩增的过程中更容易突变和重组。笔

者采取的方法不经过噬菌体在 E . coli XL1- Blue 中扩增和挑

取单个噬菌斑等繁琐操作, 直接将噬菌体c DNA 文库转化为

质粒c DNA 文库, 这更加方便了文库的保存和后续的一些分

子生物学操作。在噬菌体向质粒的转化过程中, 也存在噬菌

体的丢失[ 9 ] , 所以c DNA 文库的稀释度要根据c DNA 文库的

滴度进行, 在保证筛选过程中文库信息完整性的同时, 还要

使平板上长出容易分辨的单一克隆, 便于以后的挑取。单个

克隆置于2 ml 液体LB 中培养是为了便于以后一部分保存菌

种, 一部分测序。如果暂时不测序, 也可以直接在1 .5 ml ep-

pendorf 管中培养后直接冻存菌液。

  PCR 法筛选c DNA 文库时, 由于文库中插入的片断是一

个较大的范围, 用普通的Taq 酶, 统一的反应条件, 经常容易

扩增出较小的片断, 而不容易扩增出较长的片断, 以致出现

假阴性的结果, 造成大片断 c DNA 克隆的丢失, 影响 ESTs 筛

选的结果。对于长的片断, 虽然能用长链PCR 酶( 如LA Taq ,

Takara) 进行扩增 , 但其不仅价格昂贵, 而且扩增条件与扩增

短片断也有所不同, 又增加了时间。总之, 对于 SMARTTM

c DNA Library Construction Kit 构建的文库 , 可以采取这种方法 ,

既更好地保持了文库的完整性, 又大大简化了实验的中间步

骤, 而且每次可对大量样品进行检测, 因而大大提高了工作

效率, 为大规模的 EST 筛选提供了很好的方法。
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  表2 连续升温测得的不同处理材料的电导率 μs/ cm

材料 30 ℃ 35 ℃ 40 ℃ 45 ℃ 50 ℃ 55 ℃ 60 ℃ 65 ℃70 ℃

郑引1 号 40.6 46.7 48 .5 50 .0 55 .5 61.6 80.8 208 .0 302

陕合6 号 40.0 45.5 48 .1 50 .8 54 .7 60.2 65.4 116 .4 211

小偃22 29.1 34.6 35 .9 38 .0 42 .2 55.8 77.4 204 .0 397

  由散点图得: 郑引1 号在50、55 ℃时相关性一直很好,60

℃时相关性开始变小, 由此可知, 其拐点温度为60 ℃; 陕合1

号的拐点温度为65 ℃; 小偃22 拐点温度为55 ℃。拐点温度的

高低直接反映出某一品种的抗逆性的强弱, 拐点温度越高, 说

明该品种抗性越强。因此, 抗逆性大小为: 陕合6 号> 郑引1

号> 小偃22。陕合6 号抗旱性最好。

3 结论与讨论

(1) 植物叶片离体条件下具有保持原有水分的能力, 其保

水力的大小与植物遗传性、细胞特性和原生质胶体性质有

关[ 4 - 5] 。因此, 离体叶片的保水力可反映植物原生质的耐脱水

能力和叶片角质层的保水能力。在一定的时间内, 叶片含水量

越高,表明叶片保水力越强, 抗旱性越强。

(2) 细胞膜是维持细胞有序结构、沟通外界环境的屏障, 植

物受水分胁迫时质膜的结构和功能首先受到伤害, 质膜透性增

大, 细胞内容物如电解质等可溶性物质外渗, 抗旱性不同的材

料其质膜透性也存在一定的差异。在连续升温条件下, 测定外

渗液的电导率变化, 可反映植物细胞原生质膜的稳定性[1 - 3] 。

同时可从电导率的变化来判定抗旱性的强弱。

(3) 无论是由连续升温测定离体叶片电导率或离体叶片保

水力的测定, 都可以看出,3 个品种的抗逆性大小顺序为陕合6

号> 郑引1 号> 小偃22 号。所以, 综合以上两个结论, 可以肯

定地说, 陕合6 号品种的抗旱性最好。
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