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　　摘要：以茄子抗青枯病自交系Ｅ－３１为材料，在４叶期接种青枯病菌，４８ｈ后采集叶片提取ＲＮＡ，利用Ｇａｔｅｗａｙ技术
构建茄子ｕｎｃｕｔ型ｃＤＮＡ文库。经检测，本研究获得的茄子叶片ｃＤＮＡ文库滴度达到０．０１亿ＣＦＵ／ｍＬ，总库容量为０．１５
亿ＣＦＵ，平均插入片段长度在１．２ｋｂ以上，重组率为１００％。说明构建的文库能达到所需要的标准，可用于分离茄子的
功能基因。
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　　茄子（ＳｏｌａｎｕｍｍｅｌｏｎｇｅｎａＬ．）是一种在亚洲、地中海、中
欧及东南欧地区广泛栽培的蔬菜作物［１］。在高温高湿的季

节，茄子易受青枯病害的侵袭，发病严重时可造成产量和品质

的大幅下降，已成为影响茄子高产的主要因素［２］。目前，有

关茄子抗青枯病的分子育种进展缓慢，茄子对青枯病的抗性

分子机制仍然不清楚，若要解析这些机理，必须分离出相关抗

性基因以及互作基因，并对它们进行功能鉴定，这对开展持

久、广谱的茄子抗病分子育种具有重要的意义［３］。构建一个

完整的ｃＤＮＡ文库是开展分子生物学研究的基础，也是克隆
新基因和研究基因功能的有效策略之一［４－６］。未剪切 ｃＤＮＡ
文库构建的基本原理是采用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ专利的 Ｇａｔｅｗａｙ位点
特异性重组技术，将ｍＲＮＡ转变成两头带有ａｔｔＢ重组位点的
双链ｃＤＮＡ，通过定点重组，ｃＤＮＡ被定向克隆到Ｇａｔｅｗａｙ的供
体载体，从而产生初级文库，该初级文库可以通过和各种

Ｇａｔｅｗａｙ目的载体进行 ＧａｔｅｗａｙＬＲ重组，构建成为不同的表
达文库［７－９］。未剪切ｃＤＮＡ文库的全长比例和库容量等均优
于标准ｃＤＮＡ文库。目前有关茄子ｃＤＮＡ文库的构建报道不
多，本研究应用 Ｇａｔｅｗａｙ技术构建高质量的茄子未剪切型
ｃＤＮＡ文库，旨在为未来分离有用的功能基因打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试材料　本试验材料为茄子高抗自交系Ｅ－３１，由
华南农业大学曹必好教授提供。

１．１．２　试剂　ｐＤＯＮＲ２２２，ＣｌｏｎｅＭｉｎｅｒⅡ ｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉ，ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，ＦａｓｔＴｒａｃｋＭＡＧｍＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎ

Ｋｉｔ，ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ，Ｐｌａｔｉｎｕｍ ＴａｑＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ均购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　青枯病接种　青枯病菌为生理小种１，从田间发病植
株中分离得到。青枯病菌在斜面培养基上培养，培养基为肉

汁胨培养基（基本培养基成分：牛肉浸膏３ｇ、蛋白胨５～１０ｇ、
蔗糖 １０ｇ、琼脂１７～２０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ、ｐＨ值７．０），在恒
温 ３０℃ 下增殖培养 ２４ｈ。分离时在基本培养基上加入
００５％氯化三苯四氮唑（ＴＺＣ），挑起白色流动性强菌落，在未
加琼脂的上述培养基上进行培养。将增殖培养的病原菌菌液

加无菌水稀释。用紫外分光光度计在波长６５０ｎｍ处测定病
菌浓度，将菌液浓度调制成１亿 ＣＦＵ／ｍＬ悬浊液。在幼苗为
４叶期时，采用伤根 －蘸根法人工接种，菌液浓度为 １亿
ＣＦＵ／ｍＬ浸根，时间为２０ｍｉｎ。把幼苗定植于营养钵中，放入
恒温培养箱中３０℃培养４８ｈ，采集叶片提取ＲＮＡ。
１．２．２　总ＲＮＡ的提取及ｍＲＮＡ的分离　取１ｇ组织样品，采
利用Ｔｒｉｚｏｌ提取样品的总ＲＮＡ。取５００μｇ提取的总ＲＮＡ，冰
上融化放置，加 ＤＥＰＣ水置总体积５００μＬ，参照 ＦａｓｔＴｒａｃｋ
ＭＡＧｍＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ说明书进行 ｍＲＮＡ的分离纯化。用
１％ 琼脂糖凝胶电泳检测总ＲＮＡ及ｍＲＮＡ的纯度和质量。
１．２．３　ｃＤＮＡ的合成　（１）ｃＤＮＡ第一链的合成参照 Ｃｌｏｎｅ
Ｍｉｎｅｒ说明书进行。将２μｇｍＲＮＡ溶于１０μＬＤＥＰＣ水中，加
入 ｂｉｏｔｉｎ－ａｔｔＢ２－Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ（３０ｐｍｏｌ）１μＬ混匀，
６５℃５ｍｉｎ，降温到４５℃孵育２ｍｉｎ，加入５×ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ２μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，
４５℃ 孵育２ｍｉｎ；最后加入２００Ｕ／μＬＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴ２μＬ
混匀，置于 ＰＣＲ仪上反应４５℃ ２０ｍｉｎ、５０℃ ２０ｍｉｎ、５５℃
２０ｍｉｎ。（２）ｃＤＮＡ第二链的合成。在上述溶液中加入 ＤＥＰＣ
水９１μＬ，５×ＳｅｃｏｎｄＳｔｒａｎｄＢｕｆｆｅｒ３０μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
３μＬ，大肠肝菌 ＤＮＡＬｉｇａｓｅ（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，大肠杆菌 ＤＮＡ
ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ（１０Ｕ／μＬ）４μＬ大肠杆菌 ＲＮａｓｅＨ（２Ｕ／μＬ）
１μＬ混匀，１６℃条件下反应２ｈ；最后加入Ｔ４ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
２μＬ，１６℃，反应 ５ｍｉｎ。将获得的双链 ｃＤＮＡ纯化，溶解于
ＤＥＰＣ水中。
１．２．４　ｃＤＮＡ与 ａｔｔＢ１重组接头连接　将下列组分加入到
６μＬ双链 ｃＤＮＡ中，使得 ｃＤＮＡ双链加入 ａｔｔＢ１接头：
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５×ＡｄａｐｔｅｒＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，ａｔｔＢ１Ａｄａｐｔｅｒ（１μｇ／μＬ）１０μＬ，
０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ７μＬ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ（１Ｕ／μＬ）５μＬ，ＤＥＰＣ水
１２μＬ混匀后１６℃ 保温２０ｈ。
１．２．５　ＢＰ重组反应及文库的构建　取 ｃＤＮＡ１３μＬ于
２０μＬ反应体系［ｐＤＯＮＲ２２２（２５０ｎｇ／μＬ）２μＬ，ＢＰＣｌｏｎａｓｅ
Ⅱ ｅｎｚｙｍｅｍｉｘ５μＬ］混匀后置于２５℃下反应２０ｈ，进行 ＢＰ
重组。利用电转化法将重组质粒转入大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂ中。
将转化的大肠杆菌置于３７℃、２２５～２５０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养
１ｈ，加入甘油至终浓度２０％存于－８０℃，即得文库菌液。
１．２．６　ｃＤＮＡ文库质量鉴定
１．２．６．１　库容量的鉴定　取转化后细菌原液 １０μＬ稀释
１０００倍后，从中取出５０μＬ涂布ＬＢ平板（卡那霉素，工作浓
度是５０μｇ／ｍＬ）上，第 ２天计数。文库菌液的单位菌落数
（ＣＦＵ／ｍＬ）＝平板上的克隆数／５０μＬ×１０００倍 ×１０００μＬ，
文库总菌落数（ＣＦＵ）＝文库菌液的单位菌落数（ＣＦＵ／ｍＬ）×
文库菌液总体积（ｍＬ）。
１．２．６．２　重组率和插入片段长度鉴定　随机挑取２４个克隆
进行菌落ＰＣＲ鉴定，在 Ｍｉｃｒｏｔｕｂｅ中配制总体积为２０μＬ的
反应液［ｄｄＨ２Ｏ１６．２μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．０μＬ，ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，Ｍ１３Ｆ（２０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，Ｍ１３Ｒ
（２０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μＬ）０．３μＬ］，放
置在ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪上进行 ＰＣＲ反应，扩增程序为：
９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃保温５ｍｉｎ。扩增结束后，扩增产物进行１％琼脂
糖凝胶电泳分析。Ｍ１３Ｆ：ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＡＧＴ；Ｍ１３Ｒ：
ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣ。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ及ｍＲＮＡ质量
提取的总 ＲＮＡ在琼脂糖凝胶上进行电泳，从电泳结果

中可看到２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ等３条清晰的电泳条带（图１），２８Ｓ与
１８Ｓ的亮度比接近２∶１，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ及 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ的值在
１．９～２．０之间，表明该样品总ＲＮＡ基本上没有降解，完整性
良好，无蛋白质和多糖的污染，可以作为起始样品用于文库构

建。ｍＲＮＡ电泳结果为一片模糊的拖带（图 １），这是由于
ｍＲＮＡ的长度不一所造成的，且拖带最亮部分的范围在较大

的分子量范围内（大于５００ｂｐ），由此可以认定ｍＲＮＡ未出现
降解，完整性较好。

２．２　文库质量鉴定
２．２．１　总克隆数ＣＦＵ的鉴定　ＬＢ平板３７℃ 过夜培养，在
平板上长出７５个单一克隆（图２）。根据公式得到其单位菌
落数（平板稀释度１∶１０００）＝７５／５０μＬ×１０００×１０００＝
００１５亿ＣＦＵ／ｍＬ，文库总库容量＝０．０１５亿ＣＦＵ／ｍＬ×１０ｍＬ＝
０．１５亿ＣＦＵ。

２．２．２　插入片段大小及重组率鉴定　随机挑取的２４个克隆
ＰＣＲ产物经凝胶电泳检测，平均插入片段长度在 １．２ｋｂ以
上，重组率为１００％（图３）。

　　按照ＣｌｏｎｅＭｉｎｅｒｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ的要求，一
个高质量文库的滴度应大于０．０１亿ＣＦＵ／ｍＬ，文库总容量大
于５００万ＣＦＵ，阳性克隆率大于９５％，平均插入片段大于或
等于１．５ｋｂ。由此可见，本研究构建的茄子叶片 ｃＤＮＡ文库
是一个质量较高的文库。

３　结论与讨论

植物组织中的ＲＮＡ含量较低，且离体植物组织的 ＲＮＡ
降解速度很快。ＲＮＡ提取是分子生物学的基本技术之一，其
困难首先是ＲＮＡ非常容易降解而ＲＮａｓｅ又无处不在，并且非
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常稳定；其次是组织中的次生物质如酚类、多糖等也会影响

ＲＮＡ的质量［１０－１１］。

在本试验中ｃＤＮＡ的分级分离是一个不可忽视的环节。
用凝胶柱除去已消化的接头碎片和小片段的 ｃＤＮＡ分子，收
集片段大小合适的ｃＤＮＡ样品。这样保证了文库中 ｃＤＮＡ具
有较大的分子，对筛选有重要意义，可明显减少后期筛选的工

作量。

未剪切ｃＤＮＡ文库构建的基本原理是采用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ专
利的Ｇａｔｅｗａｙ位点特异性重组技术，其优点在于无需使用限
制性内切酶和连接酶，基本克服了常规 ｃＤＮＡ文库构建方法
中存在的被限制性内切酶切开而无法得到完整的基因序列，

以及连接效率不高的缺陷［１２］。一个高质量 ｃＤＮＡ文库的关
键就是要保证文库的完整性与覆盖度［１３］。本试验所构建的

茄子ｃＤＮＡ文库，插入片段绝大多数在１．２ｋｂ以上，文库总
容量达到０．１５亿 ＣＦＵ，重组率达到１００％，而一般的普通的
ｃＤＮＡ文库滴度只需要０．０１亿 ＣＦＵ／ｍＬ，重组率达到８０％以
上，插入片段的大小达到５００ｂｐ以上的标准，由此可见，本研
究所构建的ｃＤＮＡ是高质量的ｃＤＮＡ文库。

ｃＤＮＡ便于克隆和大量表达，它不像基因组含有内含子
而难以表达，因此，可以从ｃＤＮＡ文库中筛选到所需要的目的
基因，并且可直接用于该目的基因的表达［１４］。ｃＤＮＡ文库构
建目前己广泛应用于不同发育阶段基因表达的变化、某特定

发育期基因表达的分子机制、克隆新型细胞因子、分离新的组

织特异基因等方面的研究［１５－２１］。随着 ｃＤＮＡ文库构建技术
的日益提高和普及，ｃＤＮＡ文库已成为克隆相关基因的一种
首选方法，在基因操作过程中具有十分广泛的基础性作用，近

年来，构建ｃＤＮＡ文库已在植物抗病虫、抗逆境分子机理等研
究领域广泛应用［２２－２６］。
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