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摘要：【目的】为获得大豆种子发育相关基因，并为大豆基因组资源提供材料。【方法】采用 SMART（switching 

mechanism at 5′ end of RNA transcript)与 DSN（duplex-specific nulease）均一化相结合的技术，构建了全

长均一化 cDNA 文库，采用涂平板测定和 PCR 快速鉴定的技术分析文库质量，用 3730 测序仪对文库克隆进行测序。

【结果】构建了大豆种子不同发育时期全长均一化 cDNA 文库，最大限度地获得了大豆种子不同发育阶段表达的基

因序列，原始文库的库容为 6.0×10
5 
cfu/mL，重组率接近 100%，插入片段大小在 0.6—2.0 kb 之间，平均长度超

过 1.0 kb。经过大规模的质粒提取和测序，共得到了 36 656 条高质量的 EST 序列，序列的平均读长在 600 bp 以

上。【结论】经过 EST 序列拼接分析，整个文库有着很高的非冗余性。文库的代表性和重组片段的完整性均达到了

分离筛选目的基因的建库要求。 
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Construction of a Normalized Full-Length cDNA Library of  

Soybean Seed at Different Developmental Stages 
LI Chen, YAN Xiao-hong, ZHOU Xin-an, SHA Ai-hua, SHAN Zhi-hui, ZHOU Rong, WEI Wen-hui 

(Department of Genomics and Molecular Biology, Institute of Oil Crops, Chinese Academy of Agricultural Sciences/Key Laboratory 

for Biological Sciences of Oil Crops, Ministry of Agriculture, Wuhan 430062) 

 

Abstract: 【Objective】 The objective of the study is to obtain full-length genes related to seed development and to provide 
resources for soybean genomics. 【Method】 A normalized cDNA library enriched in full-length sequences was constructed using 
DSN (duplex-specific nulease)-normalization method combined with SMARTTM(switching mechanism at 5’ end of RNA transcript) 
technique. 【Result】The titer of unamplified cDNA library was about 6.0×105 cfu/mL. The average cDNA inserts was more than 1.0 
kb with a recombination rate of nearly 100%. After large-scale plasmid extraction and sequencing, 36 656 EST sequences were 
generated from the soybean seed cDNA library and the average length was more than 600 bp. All the EST sequences were assembled 
and 27 982 unigenes were gotten, which indicated that the cDNA library was a non-redundant library. 【Conclusion】 These results 
indicate that the normalized full-length cDNA library has been established successfully, which is convenient for further studying the 
molecular mechanism and gene cloning of seed development. 
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0  引言  

【研究意义】大豆起源于中国，是一种重要的粮

油作物，各种营养成分包括碳水化合物、油脂和蛋白

质，超过种子干重的 90%。自 1923 年以来，利用常

规育种方法，中国已培育出了 1 000 余个大豆品种[1]，

在促进大豆生产和保障消费需求方面发挥了重要作

用。随着分子生物学的发展，人们逐渐认识到影响大

豆产量及营养成分的关键因素在于不同基因相互作用

的结果。在花的发育、荚、籽粒形成过程中，储存在
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植株体内的营养物质开始在籽粒中积累，籽粒达到生

理成熟期时也达到了最大干重[2]，一系列基因的表达

控制着种子的发育。据统计，大豆基因组约有 6 万余

个基因[3]。基因以一定时序性表达，影响着复杂的代

谢途径，并涉及众多基因的协同作用[4]。对于种子发

育相关基因的研究，特别是了解控制胚和胚乳相关基

因的作用机理，可以使人们在分子水平上解析种子发

育和营养物质合成与积累的分子机理，有助于更有效

地开展种子产量和品质改良的基因工程。构建含有种

子发育相关基因的 cDNA 文库并进行 EST 测序，对于

相关基因的克隆及研究其调节网络有着重要意义。【前

人研究进展】对于胚发育相关基因的研究主要集中在

拟南芥等模式生物中。已鉴定和分离了一些影响胚胎

形成的基因，如 GNOM[5]、FACKE[6]、LEC2[7]。其中

FACKE 参与脂类的生物合成，影响胚细胞的分裂与排

列方式。目前，大豆种子发育相关基因的研究还处于

起步阶段，利用全长 cDNA 文库克隆分析相关基因

EST 已取得了一些成绩。Umezawa 等[8]测序并分析了

大豆 40 000 个 cDNA 克隆，Shoemaker 等[9]通过对大

量 EST 的分析，建立了一系列重叠群，并根据重叠群

的表达模式，对相同功能的基因进行了鉴定和分析。

全长 cDNA 文库已经成功应用于基因的克隆和表达分

析，这些研究包括：拟南芥、水稻、小麦和玉米等[10-15]。

【本研究切入点】通过大规模的 EST 测序分析，可以

最终获得基因组中编码序列区的核苷酸全序列图。并

通过已知功能基因的相似性分析推测每条EST所代表

基因的功能。因此构建含有大豆种子不同发育时期的

全长 cDNA 文库，是一种克隆相关基因、研究其功能

及代谢途径和网络的好方法。据统计，1999 年 6 月，

大豆 EST 数量在 GenBank 中仅排在第 l7 位，远远落

后于水稻、拟南芥、番茄和玉米等植物 EST 的研究

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST.）。然而，2009
年 5 月，大豆 EST 数量已经达到 1 386 000 条，在植

物中仅次于水稻和拟南芥，但由于组织特异性基因和

特殊时期才表达的基因的存在，部分特殊发育时期表

达的基因常未能包含在一般的 cDNA 文库中，因此有

必要构建含有大豆种子发育相关基因的全长 cDNA 文

库。【拟解决的关键问题】以高油脂含量的大豆栽培

种为材料，通过对种子发育不同时期 RNA 的提取，

构建了包含大豆种子不同发育时期特异性表达基因的

cDNA 文库，通过对文库 EST 的进一步分析和筛选，

预计可以得到一批（100—200 条）与大豆产量、蛋白

含量、脂肪酸含量、养分高效利用等重要经济性状密 

切相关的基因序列。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
所用材料为大豆品种“中豆 32”，由中国农业科

学院油料作物研究所大豆研究室提供。该品种是以“湘

春豆 10 号”作母本，与父本“铁丰 18”杂交后，经

系谱法选择育成的大豆品种（审定编号：国审豆

2006017）。在开花后 10、15、20、25、30、35、40、
45、50 d（DAF，day after flowering）的 9 个时间点，

分别取胚作为试验材料。将第 1 天开的花用线做好标

记，再在不同的发育时间点取材。 
1.2  方法 
1.2.1  总 RNA 的提取  取 0.1 g 左右不同时期的大豆

胚，液氮速冻，研钵研磨后加入 1 mL Trizol 试剂，严

格按照 Trizol 说明书步骤进行操作。然后通过紫外分

析仪检测所提 RNA 的浓度、纯度，甲醛变性琼脂糖

凝胶电泳检测 RNA 完整性。 
1.2.2  全长 cDNA 的合成  将大豆 9 个时期样品提取

的总 RNA 等量混合后，用 Clontech 公司的 Creator 
SMART cDNA Construction Kit（Cat.No.634903）合成

一、二链。其中利用均一化试剂盒 Trimmer-Director Kit
（Evrogen，Cat.No.NK002）中 CDSⅢ/3M adaptor 替
换 CDSIII/3′primer，方便进一步的均一化操作。采用

LD-PCR 对反转录得到的 cDNA 进行扩增，PCR 试剂

使 用 Clontech 公 司 的 Advantage 2 PCR Kit
（Cat.No.639207），95℃ 7 s，66℃ 20 s，18 个循环。

反应结束后，取 5 µL 产物于 1.1%含 EB 的胶上电泳检

测 cDNA 合成结果。 
1.2.3  全长 cDNA 的均一化  使用 QIAquick PCR 
Purification Kit（Qiagen Cat.No.28104）将扩增得到的

双链 cDNA 纯化，将 cDNA 溶于 15 µL 无菌水中，取

1 µL测定浓度，用无菌水调节浓度至 100 ng·µL-1左右。

参照 Trimmer-Director Kit（Evrogen，Cat.No.NK002）
的方法，利用 DSN（duplex-specific nulease）处理

cDNA，取稀释的 cDNA 进行不同循环数的 PCR 扩增，

分别取样电泳确定最佳循环数，再进行第 2 次 PCR 扩

增，条件为 95℃ 15 s，66℃ 20 s，72℃ 3 min，12
个循环，接着 64℃ 15 s，72℃ 3 min，电泳检测均一

化效果，并将产物回收。 
1.2.4  均一化全长cDNA文库构建  取均一化 cDNA，

经 Sfi 酶切后，电泳检测，将酶切产物的 1—3 kb 区域

切下，并将产物回收后与 pDNR-LIB 载体连接，将连
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接产物加到 0.25 µm Millipore 纯化膜上脱盐纯化 1 h，
电击转化到大肠杆菌 DH10B 中。菌液涂于氯霉素平

板上。 
1.2.5  菌落鉴定  取 2 µL 菌液涂于氯霉素平板上，

计算平板上的库容数，得出库容为克隆数×稀释倍数

×连接产物体积/转化用连接物体积。笔者采用蓝白斑

筛选剔出假阳性克隆，随机挑取 12 个白斑克隆进行菌

落 PCR 鉴定，电泳检测插入片段大小及小片段比率。 
1.2.6  EST 测序及分析  该文库在送检合格后，进行

了大规模质粒提取和测序，采用 3730 测序仪对文库 
克隆进行 5′测序。对所有的序列去低质量、去载体、    
拼接，并且根据所有 contig 和 singlets 的基本情况   
统计。该工作由北京六合华大基因科技股份有限公司

完成。 

2  结果 

2.1  总 RNA 的提取 
以大豆 9 个时期胚为材料，提取总 RNA，电泳效

果较好（图 1），用紫外分光光度计测定 OD 值（表），

OD260/280 在 1.9—2.2，符合 RNA 比值范围，OD260/230

在 2.0 左右，表明 RNA 比较纯，满足建库要求。 
 

 
 
1：10 天；2：15 天；3：20 天；4：25 天；5：30 天；6：35 天；7：40
天；8：45 天；9：50 天 
1: 10 day; 2: 15 day; 3: 20 day; 4: 25 day; 5: 30 day; 6: 35 day; 7: 40 day; 8: 
45 day; 9: 50 day 

 

图 1  大豆种子发育 9个时期总 RNA 电泳图 

Fig. 1  Gel analysis of total RNA from soybean seed at 9 

different developmental stages 

 

2.2  全长 cDNA 的合成 

经反转录得到的 cDNA 通过 LD-PCR，电泳显示

cDNA 中含有若干条亮带（图 2），代表高丰度基因，

而且不同大小和丰度的 mRNA 都得到了有效的反转

录和扩增。 
2.3  均一化效果检测 

经过 DSN 处理后，电泳呈现一条均匀的弥散   
条带，均一化前的亮带已基本消失，同时弥散条带至     

表  大豆种子 9个发育时期总 RNA 测定 OD 值及浓度 

Table  Total RNA purity and quantity at 9 different 
developmental stages 

不同时期 
Different  
stages 

光密度比值 
OD260/280 

 

光密度比值 
OD260/230 

RNA 浓度 
RNA concentrations

(ng·µL-1) 

10 day 2.01 2.22 1421 

15 day 1.98 2.12 385 

20 day 2.03 2.15 1580 

25 day 1.95 1.88 1203 

30 day 1.96 1.83 1103 

35 day 2.02 2.30 1506 

40 day 1.93 2.10 1305 

45 day 1.97 2.28 1368 

50 day 2.05 2.28 1420 

 

 
 
1：均一化前 cDNA；2：均一化后 cDNA；M：DL2000 plus marker 
1: Non-normalized cDNA; 2: Normalized amplified cDNA; M: DL2000 
plus marker 

 

图 2  反转录 cDNA 均一化前后电泳图 

Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of non-normalized and 

normalized amplified SMART-prepared cDNA 

 
3 000 bp 以上，长片段 cDNA 扩增后亮度较之前有   
明显增加（图 2），说明均一化使原本丰度较低的 
cDNA 相对含量得到了增加，而高丰度 cDNA 含量明

显下降。 
2.4  文库库容及插入片段大小的分析 

文库库容为 6.0×105cfu，重组率约 100%，插入

片段大小在 0.6—2.0 kb（图 3），平均大小超过 1.0 kb。 
2.5  测序结果分析 

采用 3730 测序仪对构建的 cDNA 文库的插入片

段进行了大规模的测序，共得到了 36 656 条高质量的 
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1—12：插入片段；M：DL2000 plus marker 
1-12: Inserts; M: DL2000 plus marker 

 

图 3  文库插入片段大小检测 

Fig. 3  Size of cDNA library inserts 

 
EST 序列，序列的平均读长在 600 bp 以上。去除载体

等序列后得到高质量EST，各长度EST 统计结果见图 4。
500—600 bp 读长的 EST 有 28 706 条，600 bp 以上的

525 条，超过 500 bp 读长的 EST 共 29 231 条，达到

79.7%，只有 2.7%的 EST 读长少于 200 bp，而读长少

于 100 bp 的 EST 被认为没有参考价值被去除掉。所有

EST 序列经过拼接得到 27 982 条 unigene，unigene 的

丰度达到了 66%，显示整个文库有着很高的非冗余性。

依据文库序列与公共数据库的 BLAST 比对结果，统

计得出不同 unigene 比对上基因的起始位置（图 5），

因为测序采用 5′测序，如果是从该基因的起始密码子

处开始比对上，则认为该 unigene 是全长。一位密码

子代表起始密码子，共有 11 696 个 unigene 与公共数

据库中基因的起始密码子比对上，占全部比对上的 25 
354 个 unigene 的 46.1%，这一结果表明文库的全长率

达到了 46.1%，文库中全长 cDNA 序列所占比例较高。 
 

 

 

图 4  cDNA 文库高质量 EST 测序读取长度 

Fig. 4  The length of clean EST 

 
 

图 5  cDNA 文库的全长率 

Fig. 5  The rate of full-length cDNA in the library 

 

3  讨论 

构建全长均一化 cDNA 文库的步骤大致包括细胞

总 RNA 的提取、cDNA 第 1 链的合成、cDNA 第 2 链

的合成、全长 cDNA 的均一化、双链 cDNA 的克隆等。

在这些步骤中，RNA 质量是影响 cDNA 文库的关键因

素，因此必须要保证 RNA 纯度高且无降解。本试验

采用 Trizol 方法提取的总 RNA 无蛋白和其它杂质污

染，琼脂糖凝胶电泳显示 28S rRNA 和 18S rRNA 的条

带清晰，且亮度比值为 2﹕1 以上，无扩散现象，说明

其纯度和完整性高，完全符合建库的要求。 
构建全长 cDNA 文库的方法较多，前人也作了大

量的研究[16-19]。Clontech（美国）公司推出的 SMART
技术，是目前应用最广泛的构建全长 cDNA 文库的方

法之一[20]。以前均一化文库时利用羟磷灰石等[21]，不

适合全长 cDNA 的均一化。目前针对全长 cDNA 的复

性式均一化技术主要有磁珠的方法[22]和 DSN 酶均一

化的方法[23]，前者步骤较为繁琐。 
本试验利用 DSN 酶均一化的方法，DSN 酶是近

年来发现的一种热稳定核酸酶[24]，可以选择性降解双

链 DNA 和 DNA-RNA 杂交体中的 DNA。经 DSN 酶

处理后，双链 cDNA 中代表高丰度基因的亮带消失，

呈现出一条均匀的弥散条带，说明利用 DSN 酶均一化

的方法可以有效地使不同丰度基因的拷贝数趋于一

致，相对提高低丰度基因的拷贝数，克服了基因转录

水平上的差异给文库筛选和分析带来的障碍，这样更

容易检测出时空特异性表达的低拷贝基因，大大增加

了克隆低丰度基因的机率，在 EST 测序过程中可以避

免大量相同基因的干扰。 
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一个全长 cDNA 文库的质量主要从以下 3 方面评

价：（1）库容量。原始文库的库容为 6.0×105cfu，
保证了文库的完整性与覆盖度；（2）插入片断的大小。

该文库插入片段的平均长度超过 1 000 bp，表明序列

的完整性很高；（3）均一化效果。通过均一化前后电

泳对比可以看出均一化后高丰度基因明显降低。通过

大规模的 EST 测序，所有 EST 序列经过拼接得到

unigene,丰度达到 66%（结果未发表），显示整个文库

有着很高的非冗余性，说明均一化文库很少有重复的

克隆，均一化效果很好。 
同时，作为优化的文库系统及大规模测序结果可

以应用于进一步的芯片制作。分析不同基因在种子发

育过程中的表达，从中筛选出种子发育特异性表达的

基因，进一步分析其功能，并最终研究种子发育相关

基因调控网络，将为育种工作奠定理论基础。 
大豆（2n=40）基因组较大，约 1 115 Mb，它可

能起源于复杂的基因组范围的扩增事件[25-26]。尽管其

基因组比较复杂，但其基因组草图序列已经发布

（http://www.phytozome.net/soybean），这为大豆基因

甚至更广泛领域的植物科学研究都带来了便利。 
除了完整的基因组序列，基因的转录产物对于分

子生物学的研究也至关重要。现在公共数据库中，尽

管大豆不同组织、器官表达基因的 EST 均已非常丰富

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST.），但专门报道

构建其不同发育时期种子的混合全长均一化 cDNA 文

库还是第 1 次。因此，通过笔者所构建的全长 cDNA
文库不仅可以应用于目的基因的克隆，同时对大豆基

因组数据的充实也起到了一定的补充作用。 

4  结论  

本研究构建了高质量的大豆种子发育不同阶段全

长 cDNA 文库，同时进行了质粒提取并采用 3730 测

序仪对构建的文库进行了大规模的测序，为研究种子

发育相关基因及调控网络等后续工作奠定基础。共得

到了 36 656 条高质量的 EST 序列，序列的平均读长在

600 bp 以上。 
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