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　　基因克隆是基因工程和分子生物学研究的基础，随着２１
世纪生物技术的快速发展，基因克隆技术越来越多被广泛应

用［１－２］。１９７６年，Ｈｏｆｓｔｅｔｔｅｒ等通过杂交质粒的方法第一个成
功构建ｃＤＮＡ文库［３］以来，ｃＤＮＡ文库构建和筛选日益成熟
并普及，并成为基因克隆及功能基因组研究的基本技术［４－５］，

是最普遍、最经典的克隆全长基因序列的基本方法之一。传

统的筛库方法以标记核酸探针技术为基础，其优点在于准确

性和灵敏度高，缺点是放射性标记探针容易造成污染且同位

素半衰期短不稳定，非放射性标记探针以生物素和地高辛为

基础，成本高且所需工作量大。以ＰＣＲ为基础筛选 ｃＤＮＡ文
库的方法具有快捷、灵敏等特点，备受广大科研工作者青睐，

如杨晓明等以ＰＣＲ介导的 ｃＤＮＡ文库矩阵排列法进行混合
基因组文库筛选、瞿文全等建立 ＳＳＳ（ｓｕｂｓｅｃｔｉｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）筛
选ｃＤＮＡ文库的方法、王志成等基于 ９６孔板 ＰＣＲ法筛选
ｃＤＮＡ文库［６－８］，等等。本研究尝试构建一种以ＰＣＲ为基础，
结合有限稀释法筛选 ｃＤＮＡ文库的方法，在能够快速有效分
离出目的基因的基础上，减少筛选ｃＤＮＡ文库的工作量。

１　材料与方法

１．１　材料
λ噬菌体ｃＤＮＡ文库筛选使用由新疆石河子大学生命科

学学院构建并保存的中国美利奴羊混合组织 ｃＤＮＡ文库，宿
主菌株为 ＸＬ１－ＢｌｕｅＭＲＦ，ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ所用菌株为
ＸＬＯＬＲ，均含四环素抗性。ｃＤＮＡ文库构建及宿主菌株来自
ＺＡＰＥｘｐｒｅｓｓｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒，购自Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司。
１．２　试剂

ＬＢ液体和固体培养基、ＬＢｂｒｏｔｈｗｉｔｈｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ、ＮＺＹ
Ａｇａｒ，ＮＺＹＴｏｐＡｇａｒ、５×ＮＺＹＢｒｏｔｈ、ＳＭ溶液、卡那霉素、四环
素，均购自索莱宝公司；ＩＰＴＧ和 Ｘ－Ｇａｌ，购自科百奥公司；琼

脂粉、琼脂糖、低熔点琼脂糖、ＭｇＳＯ４，均购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；
其余分子生物学试剂均为国产。

１．３　引物
利用ＧｅｎＢａｎｋ中公布的绵羊ＴＯＲ１ＡＩＰ１预测基因ＥＳＴ序

列，用ＳｅｑＭａｎ软件对 ＥＳＴ序列拼接去载体，获得目的序列。
将确定好的ＴＯＲ１ＡＩＰ１基因序列，利用比较基因组学方法，比
对寻找３′和 ５′－ＵＴＲ区域内的高度保守序列，使用 Ｐｒｅｍｉｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件和ＮＣＢＩ上 Ｐｒｉｍｅｒ－Ｂｌａｓｔ工具设计特异性引
物，并提交北京华大基因生物工程技术服务有限公司合成。

１．４　ＰＣＲ反应条件
采用天根２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒，ＰＣＲ反应体系

为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，２．５μＬ；２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２．０μＬ；
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ，０．５μＬ；１０μｍｏｌ／Ｌ正、反向引物，各
１μＬ；模板，２μＬ；Ｔａｑ酶，１Ｕ；ｄｄＨ２Ｏ，补至 ２５μＬ。反应条件
为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃
延伸９０ｓ，３０次循环；７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束，用１％
琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色，紫外凝胶成像仪观察并照相保存。
１．５　λ噬菌体ｃＤＮＡ文库筛选

λ噬菌体ｃＤＮＡ文库筛选流程见图１。
１．５．１　宿主菌的制备　用接种环蘸取ＸＬ１－ＢｌｕｅＭＲＦ′菌液
在含有四环素终浓度为１２μｇ／ｍＬ的ＬＢ平板上划线，３７℃过
夜培养；用接种针在平板上挑取 １个单菌落，于 ２０ｍＬＬＢ
ｂｒｏｔｈｗｉｔｈｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ中３０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜培养；培养
菌液１０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４溶液
将菌株细胞重悬稀释调至 Ｄ６００ｎｍ值为０．６～１．０，４℃保存备
用。ＸＬＯＬＲ菌制备过程与ＸＬ１－ＢｌｕｅＭＲＦ′相同。
１．５．２　λ噬菌体ｃＤＮＡ目的基因确定　取λ噬菌体ｃＤＮＡ扩
增文库菌液２μＬ进行ＰＣＲ检测。
１．５．３　λ噬菌体 ｃＤＮＡ扩增文库的第１轮有限稀释筛选　
根据ＰＣＲ检测结果能够获得特异性条带，将此扩增文库菌液
ＥＰ管编号０；另取１０只１．５ｍＬＥＰ管并编号１～１０号管，加
入１００μＬＬＢｂｒｏｔｈｗｉｔｈｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ培养基，依次从各管中取
１００μＬ培养菌液，反复吸打充分混匀，进行有限稀释；取有限
稀释的各管菌液４μＬ进行 ＰＣＲ检测，如１～１０号管 ＰＣＲ检
测中１～９号管有特异性条带，而１０号管无，则选取９号管为
最大稀释倍数的阳性管。
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１．５．４　最大稀释倍数阳性管的培养　吸取最大稀释倍数的
阳性管噬菌体 ｃＤＮＡ扩增文库溶液 ４μＬ与 ４００μＬＸＬ１－
ＢｌｕｅＭＲＦ′宿主菌混合均匀，３７℃温育２０ｍｉｎ；加入６００μＬ
ＬＢｂｒｏｔｈｗｉｔｈｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ培养基混匀，３７℃振荡培养１０ｈ；取
培养菌液２μＬ进行ＰＣＲ检测。
１．５．５　文库第２轮有限稀释筛选　经 ＰＣＲ检测有特异性条
带，则将对应ＥＰ管编号为ａ；另取１０支１．５ｍＬＥＰ管各加入
１００μＬＬＢｂｒｏｔｈｗｉｔｈｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ培养基，依次标号ａ～ｊ，从培
养过的最大稀释倍数阳性管取１００μＬ菌液加入到ａ号管，反
复吸打充分混匀，进行有限稀释；将 ａ～ｊ稀释完成的菌液
３７℃ 振荡培养１０ｈ，取各管培养液２μＬ进行 ＰＣＲ检测，确
定最大稀释倍数的阳性管；将最大稀释倍数的阳性管３７℃继
续振荡培养２ｈ，平均分装成２管，第１管进一步进行有限稀
释，验证阳性克隆的稳定性，验证完成，第２管用于噬菌体单
板的挑取。

１．６　阳性噬菌体斑的挑取
经过２轮有限稀释筛选，取最大稀释倍数的阳性管菌液

２μＬ与 ２００μＬ振荡过夜培养的 ＸＬ１－ＢｌｕｅＭＲＦ′菌液
（Ｄ６００ｎｍ≈１．６）混合，并吸打均匀，于３７℃温育２０ｍｉｎ；将混
合菌液加入到８ｍＬ，温育在４８℃的ＮＺＹＴｏｐＡｇａｒ中，混合混
匀后将ＮＺＹＴｏｐＡｇａｒ混合液均匀地倒入预热的ＮＺＹＡｇａｒ平
板上超过２０ｍｉｎ，至平板凝固；将凝固后的平板倒置于３７℃
温箱中培养７～８ｈ，直至长出清晰的噬菌斑；逐个从平板上挑
取噬菌体单斑于５００μＬＬＢｂｒｏｔｈｗｉｔｈｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ培养基，室
温条件下温育１～２ｈ，噬菌体溶液进行 ＰＣＲ检测，鉴定为阳
性后进行ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ。
１．７　ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ

在１０ｍＬ离心管中，加入 ５０μＬ混匀的噬菌体溶液，
３７℃ 温育１５ｍｉｎ；在离心管中加入２ｍＬＬＢｂｒｏｔｈｗｉｔｈｓｕｐ
ｐｌｅｍｅｎｔ培养基，３７℃、２６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 ２．５～３ｈ；菌液
６５～７０℃ 热激２０ｍｉｎ，以１０００ｇ离心１５ｍｉｎ，收集上清于无
菌离心管中；取 １００μＬ上清与 ２００μＬＸＬＯＬＲ细胞吸打混
匀，３７℃ 温育１５ｍｉｎ；加入４０μＬ５×ＮＺＹＢｒｏｔｈ，３７℃恒温培
养箱培养４５ｍｉｎ；加入５μＬ２０％ ＩＰＴＧ和４０μＬ１２５ｍｇ／ｍＬ

Ｘ－Ｇａｌ充分混匀，取１００μＬ涂板在含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的
ＬＢ培养基上，倒置３７℃培养过夜；用灭菌牙签挑取平板上白
色单菌落进行ＰＣＲ鉴定，阳性单克隆经液体培养，送交北京
华大基因生物工程技术服务有限公司测序。

２　结果与分析

２．１　引物的设计
设计引物为 ＴＯＲ１ＡＩＰ１－Ｆ：５′－ＡＡＣＣＡＡＡＧＣＴＧＴＴＧＡ

ＣＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣ－３′；Ｒ：５′－ＧＣＧＣＴＧＣＡＧＴＣＧＡＣＡＣＴＡＧＴＧ
ＧＡＴＣ－３′。
２．２　λ噬菌体ｃＤＮＡ扩增文库目的基因的确定

取２μＬ绵羊 ｃＤＮＡ扩增文库 ３．８×１０８ＰＦＵ／ｍＬ，利用
ＴＯＲ１ＡＩＰ１引物进行ＰＣＲ检测，经１％琼脂糖凝胶电泳与ＰＣＲ
ｍａｒｋｅｒ对比，绵羊ｃＤＮＡ扩增文库在 ８００ｂｐ具有特异性条带
（图２），表明文库中含有目的基因。

２．３　有限稀释ＰＣＲ法目的基因筛选
由图３可见，在第１轮有限稀释筛选中，１～１０号管均有

特异性条带，且条带亮度逐渐降低，说明１～１０号管中总的克
隆种类呈指数降低，目的基因克隆数在减少；９～１０号管特异
性条带微弱，说明９～１０管中含有目的基因克隆且克隆数很
少，９～１０号管为最大稀释倍数阳性克隆管。
　　对９～１０号管进行富集培养，取培养菌液２μＬ进行ＰＣＲ
验证，结果由图４可见，９～１０号均有明显的特异性条带，能
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够进行第２轮筛选。
　　取１０号培养管菌液１００μＬ进行第２轮有限稀释，取菌
液经ＰＣＲ检测，结果由图５可见，ａ～ｊ均出现特异性条带，各
稀释管中均包含目的基因克隆；ａ～ｆ条带亮度均一，ｇ～ｊ条带
亮度逐渐增加，表明阳性克隆数在增加。这是有限稀释法的

优点，经过第１轮和第２轮筛选，非阳性克隆在减少，阳性克
隆数经过富集扩大培养后大量增加，能够有效地筛选含目的

基因的阳性克隆。

　　为进一步确定ｊ号管能够进行ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ，对ｊ号
管进行有限稀释验证。由图 ６可见，在有限稀释的 ｊ号管
１～６份检测样本中均有特异性条带，表明第２轮有限稀释能
够进行ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ。

２．４　ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ
经过２轮有限稀释筛选，经 ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ，随机挑取

６个单克隆进行ＰＣＲ鉴定，结果由图７可见，４个单克隆有明

显的特异性条带，鉴定为含有目的基因的单克隆，将单克隆菌

液送交测序。

２．５　测序结果
将测序得到的 ＴＯＲ１ＡＩＰ１基因序列，运用 ＤＮＡｓｔａｒ中

Ｓｅｑｍａｎ进行拼接，在 ＮＣＢＩ上载体搜索工具 ＶｅｃＳｃｒｅｅｎ去载
体，对序列进行核苷酸序列比对，并将序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ，
ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＦ７７９４９４。

３　结论与讨论

筛选ｃＤＮＡ文库是获取全长目的基因的基本方法之一。
从ｃＤＮＡ文库中获得目的全长基因，建立该基因的结构、功
能、表达调控等研究体系，是在基因组水平上研究特定生物器

官、组织、发育时期基因表达的前提和基础。目前，基于 ＰＣＲ
法从混合文库中筛选阳性单克隆的方法［９，１１］越来越受到关

注。本试验构建了一种快速筛选噬菌体 ｃＤＮＡ文库的方
法———有限稀释ＰＣＲ法，与常规ＰＣＲ筛选ｃＤＮＡ文库方法相
比，具有操作简便、检测灵敏、筛选快速、经济有效等优点。该

方法以特定基因组ＤＮＡ为探针筛选噬菌体 ｃＤＮＡ文库中该
基因的全长序列，摆脱了传统噬菌体文库铺板培养、分板洗脱

等较为繁琐的操作步骤，只经过２轮 ＰＣＲ就可筛选到目的基
因，并将目的基因富集到较高水平，整个过程只需４ｄ时间。
利用此项技术，能够快速有效地筛选噬菌体 ｃＤＮＡ文库中全
长序列基因，在筛选过程中不需要探针标记，降低了成本，提

高了安全性，同时也降低了假阳性对试验的干扰。

有限稀释ＰＣＲ法快速筛选噬菌体 ｃＤＮＡ文库技术不仅
原理简单，具有普遍适用性，而且具有一定的可行性和科学

性，可以根据研究需要进行改进。如需要筛选大量已知基因，

可在对库液的有限稀释时进行多对引物不同基因的统一筛

选，这样使得筛选ｃＤＮＡ文库更加高效；如对于某些在文库中
丰度比较低的基因，可以先有限稀释ｃＤＮＡ文库，找到最高的
有限稀释倍数再进行培养，提高阳性克隆在稀释菌液中的分

布，再按本试验步骤进行２轮有限稀释，可得到目的基因的单
克隆。因此，在筛选文库之前，应确定文库中是否含有所要的

阳性克隆，对文库进行滴定，再进行有限稀释确定基因的丰

度；还可对 λ噬菌体 ｃＤＮＡ扩增文库进行 ＭＡＳＳＥｘｃｉｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｏｃｏｌ，将ＰｈａｇｅｍｉｄＥｘｃｉｓｉｏｎ菌液保存，并利用有限稀释ＰＣＲ
法对大量基因进行筛选，达到高效筛选ｃＤＮＡ文库的目的。

目前，λ噬菌体 ｃＤＮＡ载体系统构建的 ｃＤＮＡ文库包括
噬菌体文库和细菌质粒文库，具有装载容量大、灵敏度高、代

表性好、质量高、适合长期保存等优点，对于细菌质粒文库，使

用有限稀释ＰＣＲ法能够更高效快捷地筛选全长目的基因。
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复合性状转基因玉米外源蛋白的时空表达规律

龙丽坤，李飞武，李葱葱，武奉慈，宋新元
（吉林省农业科学院，吉林长春１３００３３）

　　摘要：应用酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）定量检测转基因玉米ＭＯＮ８９０３４×ＮＫ６０３的３个复合性状转基因玉米中
Ｃｒｙ１Ａ．１０５、Ｃｒｙ２Ａｂ２、ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白在各组织中的表达量，分别取苗期和心叶期叶片、吐丝期花粉和花丝、灌浆期籽
粒、雌穗顶端和茎髓组织进行检测。结果显示，３个转基因品种中，外源基因在各组织中的表达显示较高的一致性，均
在叶片组织表达最高。转化体同一组织中表达外源蛋白在品种间变异不明显，组织间差异大于品种差异。

　　关键词：复合性状转基因玉米；ＥＬＩＳＡ；外源蛋白；时空表达规律
　　中图分类号：Ｓ５１３．０３５．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１２－００２９－０５

收稿日期：２０１４－０２－２７
基金项目：中国博士后面上项目（编号：２０１１Ｍ５００６２６）；吉林省科技
发展计划（编号：２０１３０５２２０７５ＪＨ）；转基因生物新品种培育重大专
项（编号：２０１４ＺＸ０８０１１－００３）。

作者简介：龙丽坤（１９７６—），女，吉林长春人，博士，副研究员，从事转
基因植物环境安全检测方向研究。Ｔｅｌ：（０４３１）８７０６３１２２；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｏｎｇｌｉｋｕｎ＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：宋新元，副研究员，从事转基因环境安全评价研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｏｎｇｘｉｎｙｕａｎ１９８０＠１６３．ｃｏｍ。

　　自１９９８年首例转基因玉米被批准商业化以来，转基因玉
米种植面积不断扩大，随着转基因技术快速发展，新一代转基

因植物及复合性状转基因植物不断涌现［１］。２０１１年，全球共
有１６个国家种植转基因玉米，种植面积达到５１００万ｈｍ２，占
全球玉米种植总面积的３２％。抗虫耐除草剂复合性状转基
因玉米种植面积近 １２年来不断增长，２０１２年种植面积达
２０２９万ｈｍ２，比２０１１年增长１０．９％。复合性状转基因玉米
已逐渐取代了单一性状转基因玉米，成为市场主导［２］。然

而，转基因大面积种植后引起的生态环境安全等问题也引起

了人们的广泛关注［３－４］。因此，对复合性状转基因玉米在不

同栽培条件下外源蛋白时空表达成为转基因环境安全评价的

关注焦点之一［５］。本试验材料为孟山都公司选育的

ＤＫ００７ＹＧＲＲ、ＤＫ００８ＹＧＲＲ、ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ等３个复合性状转
基因玉米品种，这３个品种均以 ＭＯＮ８９０３４和 ＮＫ６０３为亲本
杂交选育而成，具有来自父本的 Ｃｒｙ１Ａ．１０５和 Ｃｒｙ２Ａｂ２杀虫
蛋白基因和母本的 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ蛋白外源基因，表达双价抗
虫和耐除草剂的复合性状。本研究采用ＥＬＩＳＡ方法对３个复
合性状转基因玉米不同时期、不同组织进行外源蛋白表达的

实时检测，研究复合性状转基因玉米抗虫和耐除草剂基因的

时空表达规律。同时，以本品种的同型对照品种以及当地主

栽品种作为阴性对照开展外源蛋白组织表达测定，以期阐明

杂交种外源蛋白时空表达规律，为杂交选育复合性状转基因

玉米环境安全评价方案提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
阳性转基因玉米材料 ３个，品种名为 ＤＫ００７ＹＧＲＲ、

ＤＫ００８ＹＧＲＲ、ＮＣ６３０４ＹＧＲＲ，同型对照阴性玉米样品分别为
ＤＫ００７、ＤＫ００８和ＮＣ６３０４，由美国孟山都公司提供。当地主
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