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摘 要 可转化人工染色体（456789(5:6;<(70=(:>?;?7;@5;<9<=<6)AB5(:(8(:?，4@A）是具有克隆和转移大片段基因

能力的新型载体，是植物基因克隆和转化的有效工具。为了克隆小麦抗白粉病基因和其它基因，本研究用4@A载

体>CD4@A!&构建了带有抗白粉病基因34$!的小麦0簇毛麦"’E／"@D易位系的基因组F+@文库。该文库包含

$!%万个克隆，平均插入片段13GH，库容相当于普通小麦基因组的#I/倍。本文库以约!%%%个克隆组成!个混合

池的方式保存在$$块/"孔平板，可用JAK方法进行文库的筛选。
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构建基因组F+@文库是基因克隆和基因组研

究的基础。新基因的克隆通常需要对候选克隆进行

基因功能互补试验。而用C@A、M@A和J@A等基

因组文库进行目的基因的筛选，在获得候选克隆后，

通常要进行亚克隆，然后对每个亚克隆逐一进行基

因功能互补试验，不仅工作量大，而且有遗漏目的基

因的危险。从根癌农杆菌40F+@转移的分子机制

看，40F+@链是在5#*F$和5#*N$蛋白的引导和保

护下以40链蛋白复合体形式转移和靶向植物细胞

核并整合的，这就为完整的大片段F+@导入植物

基因组提供了基础。O<567P6等［!］将根癌农杆菌4<
质粒40F+@的右边界序列方向颠倒，40F+@链的

极性颠倒了，结果一段!"%GH长的4<质粒F+@导

入到植物细胞中去。Q6:<);(7等［$，1］结合根癌农杆

菌介导转化双元载体和细菌人工染色体（M@A）载体

的特点，构建了一种“双元M@A载体”（H<765.M@A，

简称MRM@A）。MRM@A有大肠杆菌S因子和发根农

杆菌K<质粒的复制子，因此能在大肠杆菌和根癌农

杆菌中以单拷贝形式复制。DRT等［#］结合J@A载

体和双元载体的特点，构建了植物可转化人工染色

体（456789(5:6;<(70=(:>?;?7;65;<9<=<6)=B5(:(8(:?，

4@A）载体。4@A载体含J!质粒和K<质粒>K<@#
的复制子，能在大肠杆菌和根癌农杆菌中以单拷贝

形式 复 制。4@A载 体 中 的J!裂 解 复 制 子 可 被

RJ4U诱导产生多拷贝，利于克隆F+@的提取和文

库筛选。MRM@A已被用于将一段长!3%GH的人基

因组F+@在农杆菌的介导下导入烟草基因组并稳

定遗传［$］。4@A载体已被证明能够高效率地转化

拟南芥，并能将长约V%GH、含重力感应基因678!
的克隆导入拟南芥重力感应突变体&1*!，使转化体

恢复正常的重力感应性［#］。因此MRM@A和4@A不

仅能作为大片段基因组文库的载体，而且能通过根

癌农杆菌介导将克隆片段导入植物基因组直接进行

功能互补试验，省去了亚克隆的步骤。

近年来，根癌农杆菌介导转化法在单子叶植物

上得到了成功的应用。AB67等［3］首次报道根癌农

杆菌转化禾谷类作物水稻得到转基因植株，并提供

了分子和遗传分析的证据。Q<?<等［"］报道用根癌农

杆菌转化粳稻成熟胚诱导而来的愈伤组织得到大量

形态正常且可育的转基因水稻植株。接着K68B<P
等［&］和F(7W等［V］用相似的方法成功转化了籼稻和

,6X67<=6稻。R8B<P6等［/］用含“超级双元载体”的根

癌农杆菌转化玉米未成熟胚得到形态正常且大多数

可育 的 转 基 因 植 株。!//& 年，4<7W6.等［!%］和

AB?7W等［!!］分别报道了根癌农杆菌介导的大麦和

小麦转化。最近，我们已用大片段4@A克隆成功地

转化了水稻（尚未发表结果）。

小麦0簇毛麦"’E／"@D易位系中的"’E染色

体臂携带有抗白粉病基因34$!［!$］。为了分离该

基因，我们构建了小麦0簇毛麦"’E／"@D易位系的



基因组!"#文库。从该文库中筛选的含!"$%基

因的候选克隆将能直接用于小麦的遗传转化，进行

功能互补测验。

! 材料与方法

!"! 植物材料

小麦&簇毛麦’()／’"*易位系由南京农业大学

细胞遗传研究所培育和保存。

!"# 仪器设备

主要仪器有+,-./01高速冷冻离心机，电场反

转电泳仪234530//067,849,3:1;,3<,322:&$==（>?
@,A,03-B），*C+$$DE>"#@FG@:(HI电泳仪，电

激仪#,77&2430<43（JK6-4&+@*）等。

!"$ 试剂和溶液

!LGM"连接酶为日本!0.030产品，NC脱磷

酸酶为H8K-,1<,3产品，#$%O:::为234/,50产品，卡那

霉素、)P8,3/KOK1,和)8,3/K1,为)K5/0产品，琼脂糖

酶、2QJ/03.,3购自M,9H15701O+K4706A公司。

!"% 菌株和载体

构建文库的大肠杆菌菌株是GN%=+，本研究使

用的!"#载体8R*!"#%E是8R*!"#E［L］的改进

型（刘耀光等，未发表结果），即用"-<%IS／603取代了

8R*!"#E中的214A／N2!作为转化体选择标记。

!"& 小麦高分子量GM"的制备

基本按照*KP等［%T］的程序从细胞核中分离。

!"’ 高分子量GM"的部分酶解和分离回收

取包埋有超高分子量GM"的低溶点琼脂糖凝胶

%UI5，用%／TV!H洗T=/K1后，加T==!*%=V/47／*
缓冲液，%/5／/*+)"和$/47／*亚精胺，加蒸馏水

至T/*和T==P#$%O:::。冰浴TB让内切酶均匀地

渗入琼脂糖凝胶中，然后TEW保温%$/K1。用冷却的

!H溶液洗凝胶$次以停止酶切反应。

部分 酶 切 后 的 小 麦 基 因 组 GM" 立 即 加 到

=UXY的 低 溶 点 琼 脂 糖 胶 上 进 行 反 转 电 场 电 泳

（QK,7OK1;,3AK415,7,7,-<348B43,AKA，Q:JH）。 将 从

%=.6到%==.6范围的GM"从小到大分成E份分别

回收，获得组份%"E样品。各组份放入含T=/47／*
M0#7的!H溶液中LW平衡$B，切成小块放入%UI
/*离心管中LW保存备用。

!"( )*+载体的制备和连接反应

按碱裂解法提取!"#载体质粒8R*!"#%E，

经#A#7梯度纯化，#$%O:::完全酶切，NC脱磷酸酶

处理，用含!H溶液透析，经定量后备用。

取组份T，L，’各%==/5，’XW%=/K1溶化低

溶点琼脂糖，降温至L=W后各加%P的琼脂糖酶，

L=W保温%B。用切除端部的移液头转移到圆盘透

析膜（孔 径=U=$!/，>K7K843,）上 对 含$=/47／*
M0#7的$／TV!H溶液在LW透析约T=/K1。在2#@
反应管中，各加入X’!*插入子GM"（约$"T15／

!*），L!*的载体GM"（I=15／!*），放入2#@仪，

I=W%/K1。降温至%’W，加%=V连接缓冲液%=

!*，!LGM"连接酶$==P，按下列程序进行连接反

应：%’WI/K1，LW$/K1，从LW经历I/K1升温至

$$W，$$W%/K1，%I"$=循环，然后’IW%=/K1。

将连接反应液转移到圆盘透析膜上对%／LV!H溶

液在LW透析约T"LB。

!",)*+克隆导入大肠杆菌和阳性菌落收集

通过电激法将!"#克隆导入&’()*$GN%=+，

电 激 参 数 为 ;47<05,：T==(；-B035,：Z0A<；;47<05,
644A<,3 3,AKA<01-,：$.#；-080-K<01-,：TT=!Q；

K/8,O01-,：749。每次电激将%!*连接反应物与$=

!*GN%=+感受态细胞混合。电激后，将菌体转入

%UI/*)F#中，TEW、%I="$==3／/K1培养苠E=
/K1。将相同组份的转化细胞混合，取$=!*涂布在

含$I!5／/*卡那霉素和IY蔗糖的*+平皿上，

TEW培养过夜，计算各组份!"#克隆的滴度。然后

将各组份的转化细胞按每平皿约%===个克隆涂布

在含$I!5／*卡那霉素和IY蔗糖的*+平皿上，

TEW培养%="%$B。每平皿加%/*保存液（含T’
/47／*C$N2FL，%TU$/47／*CN$2FL，%UE/47／*柠

檬酸，=UL/47／*>5)FL，’UX/47／*（MNL）$)FL，

LULY（+／+）甘油，$=!5／/*卡那霉素的*+溶

液），从平皿表面用涂布器刮下菌落，每个平皿一式

L份各取%I=!*放入L块D’孔酶标板中。将文库

TEW培养T"LB后置于[E=W冰箱中保存。

!"- )*+克隆的限制酶切分析

以碱裂法提取!"#克隆质粒GM"，用#$%O:::
和,)-:酶切，用=UXY琼脂糖胶进行反转电场电

泳。用Q\分子成像系统（+K4@0O）及其]P01K<̂%分

析软件分析电泳图像和计算插入片段大小。

# 结 果

#"! 可转化人工染色体文库的构建

用于文库构建的高分子量GM"是从小麦幼苗

的细胞核中提取的。在核分离过程中，除去了绝大

多数叶绿体和线粒体，减少了细胞器GM"的污染。

部分酶切后的小麦基因组GM"与!"#载体

8R*!"#%E连 接 后 通 过 电 激 法 导 入 大 肠 杆 菌
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!"#$%中。每次电激可得到约&$$$!#$$$$个克

隆。所构建的小麦’()文库共收集在**块+,孔

板中，每个孔约#$$$个克隆，共包括约*#$万个克

隆。构建文库所用的!-(来自平均分子量略有不

同的.个组份，其中用组份三获得约,*万个克隆，

组份四约#$$万个克隆，组份六约/0万个克隆。

!"! #$%克隆的限制酶切分析

我们从来源于组分三、四、六的文库中分别随机

检测了#$个、*$个和#$个’()克隆，全部含有插

入子，其大小分布在#$!0&12之间，平均长度约

.&12（图#，图*）。据此计算，本文库的容量为普通

小麦基因组!-(含量（#)）的/3+倍。

图# ’()克隆的!"#4555酶切及反转电场电泳分析结果

6789# 65:;<=<>?@7@AB’()@478C@DC4E7DF
GC@DG7HD7A=C=I?JC!"#4555

’FC><G8C@D2<=4（*.12）7@DFCKCHDAG，<=4DFC

ADFCG@<GC7=@CGDBG<8JC=D@9

L："M!"#4555JA>CHN><GJ<G1CG

图* ’()文库插入片段分子量分布

（/$个克隆的分析结果）

6789* O7IC47@DG72ND7A=ABH>A=C@7=DFC’()>72G<G?
（4<D<BGAJ<=<>?@7@AB/$H>A=C@）

& 讨论

普通小麦M簇毛麦,PO／,PQ易位系含抗白粉病

$%*#基因，本文库的构建为$%*#和其它小麦有

用基因的候选克隆的筛选和功能测验提供了基础。

小麦基因组庞大，构建其完整的基因组文库必

须有高的克隆效率作保证。我们从基因组!-(和

载体的制备及连接转化各个步骤条件都加以优化。

从细胞核中分离!-(，该方法比从原生质体中分离

!-(简单可靠，并减少了细胞器!-(的混入。常

用的!-(连接反应温度为#,R、/R或**!*&R。

在/R条件下，反应体系中!-(分子末端之间易形

成可供连接酶作用的底物，然而在此温度下酶活性

较低。在**R时，连接酶活性虽高，但!-(分子运

动快，不易形成稳定的可供连接的底物，一般只适用

于高浓度!-(分子间的线状连接。利用S)T仪在

/R、#,R和**R间进行温度循环，使这两个因素得

到优化，提高了!-(连接效率。采用电激法转化

大肠杆菌不仅可提高转化效率，而且对大质粒有效

进入宿主菌体也是必需的。

质粒UVQ’()#W中的&’(%基因编码果聚糖蔗

糖酶（QCK<=@NHG<@C），催化从蔗糖转移果糖残基到各

种受体蛋白上，影响受体的正常功能。当琼脂培养

基中含&X蔗糖时，&’(%基因产物能使大肠杆菌和

农杆菌致死。当外源!-(插入UVQ’()#W的克隆

位点后，&’(%基因失活，阳性克隆在含&X蔗糖的琼

脂培养基上正常生长，而未插入外源!-(的阴性

克隆则致死。这大大方便了阳性’()克隆的筛选

和收集，特别是本研究采用克隆群体收集法，&’(%
基因选择可避免空载体克隆的混入。

所构建的文库插入片段长度应当根据不同研究

目标加以设计。如果太长则候选克隆的进一步分析

工作量大，且较大片段（!W$12）克隆的构建效率很

低，难以获得大量克隆。如果太短则克隆数太多，筛

选工作量大，有时还不能包含目的基因的全序列。

小麦的基因组很大，重复序列多，用染色体步移的图

位克隆方法分离基因难度极大。由于构建本文库的

主要目的不是为了用于染色体步移，而是用于以基

因片段探针筛选出含有完整基因的克隆，我们设计

的文库大部分克隆的插入片段长度为*$!/$12。

即能在很大程度上包含候选基因的编码序列和调控

序列以及侧翼序列（6><=17=8@CYNC=HC），或可包含基

因簇。较大插入片段中候选基因的原始侧翼序列提

供了一个缓冲区，当整合入宿主基因组后，可能减少

&.//期 方玉达等：小麦M簇毛麦,PO／,(Q易位系可转化人工染色体（’()）文库的构建



染色体位置效应的影响，提高候选基因的表达效

率［!，"］。

本研究构建的基因组文库总克隆数约为#$%万

个，平均分子量约!&’(，插入片段总和大约相当于

小麦基因组（$)&*$%$%(+／$,）的")-倍。如此大数

目的文库显然难以使用通常的每个克隆单独保存和

高密度杂交膜筛选的策略。为便于文库的保存和筛

选，我们将约$%%%个./,克隆混合构成一个池

（+001），放入-2孔版的一个孔中，每块版包含约-!
$%万个克隆。目的基因的筛选方法是首先用3,4
选出阳性池，再进一步通过菌落原位杂交筛选出含

目的基因的克隆。每个池的培养、质粒提取、和3,4
扩增都以-2孔板为单位来进行操作，快速方便。

通过根癌农杆菌介导将./,克隆转化小麦以

及用抗性基因保守序列探针筛选本文库的工作正在

进行中。
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