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　　大片段基因组文库由于其较大的容量、遗传的

稳定性和易操作性等特点而被广泛应用于人类、动

植物和微生物的基因组研究中 ,在物理图谱构建、全

基因组测序、基因图位克隆、基因结构功能和进化等

研究中起到了重要作用。近年来新技术、新设备的

发明和应用使得克隆载体的结构不断优化 ,稳定性

和转化效率显著提高 ,大片段文库逐渐成为基因组

研究的关键平台。

1 　大片段基因组文库发展

1 . 1 　概述
构建基因组文库一直是进行基因组研究的一项

重要的基础性工作。历经几十年的发展 ,目前大片

段基因组文库已经成为研究真核生物基因结构与功

能、基因图位克隆、比较基因组学、构建物理图谱等

必不可少的工具。

大片段基因组文库的发展过程实际上就是大片

段克隆载体系统的发展历程。作为第一代克隆载体

的λ噬菌体[ 1 ] 和柯斯质粒[2 ] 容纳外源 DNA 片段的

能力十分有限 (分别在 25 kbp 和 45 kbp 左右) 。而

高等生物基因结构庞大复杂 ,调控序列往往与之相

距很远 ,难以作为单一片段克隆于这些载体中 ,因此

限制了它们在复杂基因组研究中的应用。

第二代克隆载体是以酵母人工染色体 ( Yeast

Artificial Chromosome , YAC)为主要代表的。该载

体是以酵母染色体为基础构建起来的 ,能容纳超过 1

Mbp 的外源插入片段[3 ] ,可以用来构建复杂基因组

文库 ,满足了高等生物基因组研究的需要。YAC 的

出现带来了克隆载体和基因组文库构建的巨大飞

跃 ,很快成为各种基因组计划中主要的克隆工具 ,相

继构建了人[3 ,4 ] 、鼠[5 ] 、稻[6 ,7 ] 、拟南芥[8 ,9 ] 等一系列大

片段基因组文库。尽管 YAC 载体在人类基因组等

研究中发挥了不可替代的主导作用 ,但是由于其自

身的一些缺陷 ,如嵌合、缺失和重排现象 ,转化效率

低 ,人工染色体与酵母的天然染色体很难分开使得

插入片段不容易分离等 ,限制了 YAC 载体的大范围

应用。

克隆载体发展的第三个时期是以细菌为宿主的

大片段克隆载体系统。最初的 P1 噬菌体克隆系统

是在噬菌体 P1 基因组的基础上构建起来的 ,其最大

克隆能力是λ噬菌体的两倍 (约 95 kbp) [10 ] 。

伴随着人类基因组计划的开展 ,许多动植物的

基因组研究也相继开展起来。为了满足不同研究的

需要 ,科研工作者相继开发了另一些以细菌为宿主

的质粒载体系统 ,如细菌人工染色体 (Bacterial Arti2
ficial Chromosome , BAC) [11 ] ,Fosmid[ 12 ] ,噬菌体 P1

衍生的人工染色体 (Bacteriop hage P1 - derived Ar2
tificial Chromosome , PAC) [13 ] , 双元细菌人工染色

体 (Binary BAC , BIBAC) [14 ] 、传统的质粒克隆载体
( Plasmid - based Cloning Vectors , PBC) [15 ] 和可转

化的人工染色体 ( Transformation2competent Artifi2
cial Chromo some , TAC) [16 ]等。与 YAC 相比 ,它们

具有嵌合率低、转化率高、不易缺失和重排、外源

DNA 容易分离等特点 ,因此逐渐取代了 YAC 载体 ,

得到了广泛应用。但需要强调指出的是 ,这些所谓

的“人工染色体”是经过人工改造的质粒载体 ,没有

细菌染色体的任何成分 ,它们只是以细菌作为容纳

大片段 DNA 的宿主而已。

1 . 2 　BAC 及其衍生载体系统

1992 年 , Kim 等[12] 利用 BAC 载体的前体———

pBAC和pUCcos 融合构建了pFOS1 黏粒载体。它具有

容纳 40 kbp 外源DNA 片段的能力 ,拷贝数低 ,较柯斯
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质粒稳定等优点。随后 Kim 等利用 p FOS1 构建了
人类白血病细胞系 Molt4 的 DNA 文库 ,并验证了插
入片段的遗传稳定性。同年 ,两人又成功构建了另
一种新型克隆载体系统 ———BAC 载体系统[11 ] 。由
于它具有 YAC、P1 噬菌体载体系统无可比拟的优点
而广泛应用于构建人、动植物基因组 DNA 大片段插
入文库。

世界上第一个 BAC 载体 pBAC108L 起源于

Escherichi a col i 的 F 因子 ( F - factor) 。天然状态下

F 因子是一个 100 kbp 左右的闭合环状 DNA 分子 ,

其拷贝数受宿主基因组的严格控制 ,通常每个细胞

只有 1～2 个拷贝。1992 年 Shizuya 等[11 ] 通过删除

F 因子上一些非必需序列并添加 CM r基因作为载体

筛选标记得到了 pBAC108L ,它具有稳定克隆超过

300 kbp 外源 DNA 片段的能力 ,但缺乏重组标记。

重组克隆必须通过菌落杂交进行筛选 ,操作复杂费

时且不准确 ,因此不适于文库构建工作。为此 ,1996

年 Kim 等[17 ]将 l acZ基因引入 pBAC108L 载体作为

重组筛选标记构建了 pBeloBAC11 载体。1997 年

Birren 等[18 ] 构建了 p IndigoBAC , 该载体来源于

pBeloBAC11 ,由于 l acZ 基因的 3′末端的一个点突

变 ,能够使 p IndigoBAC 载体产生比单拷贝的 pBe2
loBAC11 更深的蓝色 ,从而使重组子的筛选更加迅

速、精确。此后 ,为了方便含有 EcoR Ⅰ大片段 DNA

的插入 ,Frijters 等[19 ]去除了 pBeloBAC11 载体 CM r

基因中的 EcoR Ⅰ位点构建了 p ECBAC1 载体。目

前 ,pBeloBAC11 和 p ECBAC1 已经被广泛用于文库

构建 , p ECBAC1 的分子结构如图 1 所示 , oriS 和

re p E 基因调节 F 因子的自主复制的方向而 p arA 和

p arB 基因负责控制 F 因子的拷贝数。p ECBAC1 的

l acZ基因中含有 H i nd Ⅲ, B am H Ⅰ和 EcoR Ⅰ三

个限制性酶切位点 ,在克隆位点两侧除噬菌体 T7 和

SP6 启动子序列外还有两个 N ot Ⅰ位点可以方便地

将插入片段从载体上切除下来。此外 ,这个载体上

还有λ噬菌体 cos N 位点和 P1 噬菌体 lox P 位点。

1998 年 Mozo 等[20 ]将 Km r基因插入到 pBeloBAC11

的 CM r基因的 EcoR Ⅰ位点 ,构建了可克隆 EcoR Ⅰ

大片段 DNA 的 pBeloBAC Kan 载体。Frengen 等以

pBAC108L 和 pC YPAC2 [21 ] 为基础构建了 pBACe

3. 6载体 ,其多克隆位点位于蔗糖致死基因 sacB 上 ,

这样重组子可以在含有蔗糖的培养基上进行选

择[ 22 ] 。2000 年 , Fu 等[23 ] 在 pBeloBAC11 载体的基
础上去除了 l ac Z 基因两侧的 N ot Ⅰ位点 ,并在
B am H Ⅰ和 EcoR Ⅰ中间插入了一个 N ot Ⅰ位点 ,

成功 构 建 了 能 够 克 隆 N ot Ⅰ片 段 的 载 体

pNOBAC1 , N ot Ⅰ是一个甲基化敏感的八碱基限制
性内切酶 ,在基因组中的切点相对较少。使用这种
载体构建文库可以减少筛选相关基因所需的克隆
数 ,极大减少工作量。随后 , Choi 等[24 ] 将 Cre/ lox ,

ht p , nos3’等位点引入 pBAC KAN ,构建了 pBAC2
wich 载体。Cre/ lox 位点特异性重组系统使外源基
因可以插入到真核生物染色体特定的位点 ,避免了
由于外源 DNA 片段的随机插入而造成的“位置效
应”,使遗传互补验证试验更为精确。

由于第一代 BAC 载体 pBAC108L 缺少重组筛
选标记而未能广泛应用于大片段基因组文库的构
建 ,为了克服上述困难 ,Loannou 等[13 ] 构建了 PAC

载体 pC YPAC21。该载体是在 P1 噬菌体载体
pAd10SacB Ⅱ的基础上去除了 Ad10 片段并在其
B am H Ⅰ克隆位点插入了 p UC19 片段构建而成的 ,

使其兼具了 P1 噬菌体载体和 BAC 载体的优点。在

图 1 　p ECBAC1 载体

构建大片段基因组文库的工作中 PAC 基本上可以
和 BAC 互相替代。尽管如此 ,它们在结构上还是有
许多差异 : (1) 筛选标记不同 : PAC 载体是以 sac B

基因作为重组筛选标记 , Km r基因作为抗性筛选标
记。而 BAC 载体是以 l ac Z 基因为重组筛选标记 ,

CM r基因作为抗性筛选标记 ; (2) 拷贝数不同 :与 P1

噬菌体和 BAC 载体类似 ,PAC 通常以单拷贝形式存
在于宿主细胞内 ,但它本身有一个 P1 裂解子 ( P1

lytic replicon) ,可在 IP T G 诱导下产生多拷贝 ;在
p UC19 片段内含有一个质粒高拷贝数复制起点 ,方
便了 PAC 载体的制备 ; (3)载体大小不同 : PAC 载体
自身片段较大 (约 16 kbp) ,构建文库没有 BAC 载体
(约 7～8 kbp)效率高。
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高等生物的基因组巨大 ,调控序列复杂 ,许多性
状都是由在位置上紧密连锁的多个基因组成的基因
簇联合控制的。这样在研究基因结构 ,验证基因功
能的时候就需要将完整的大片段转化缺陷型品系。
而传统的 BAC、PAC 等载体不具备将插入的大片段
DNA 直接转化植物的能力 ,而且也难以找到合适的
限制性内切酶将插入片段完整地亚克隆到可转化生
物的载体上。为了克服这个困难 , Hamilton 和 Liu

分别开发出了双元载体系统 ———BIBAC 和 TAC。
这两种载体不仅能用于大片段插入文库的构建 ,还
可以通过农杆菌介导的方法直接将插入片段导入植
物体中。双元载体的成功构建加速了基因的图位克
隆 ,而且对于实现多基因控制的品种改良也具有重
要意义。

1996 年 , Hamilton 等在 BAC 载体 pBAC108L

和农杆菌 Ri 复制子的基础上构建了 BIBAC2 ,其能
在大肠杆菌和根癌农杆菌中以单拷贝形式穿梭复
制。该载体以 Kmr基因为抗性筛选标记 ,sac B 基因
为重组筛选标记。BIBAC2 载体含有两个植物转化
筛选标记 :一个是 GU S2N P TII (葡糖醛酸糖苷酶2新
霉素磷酸转移酶 Ⅱ) 。它是 GU S 与 N P T Ⅱ的融合
多肽 , GU S 用于鉴定蛋白表达活性 ,N P T Ⅱ则使载
体获得卡那霉素抗性。另一个标记是潮霉素转移酶
基因 ( hy g rom yci n p hos p hot rans f erase , h pt) ,编码
潮霉素转移酶 ,使载体获得潮霉素抗性。Hamilton

等[ 18 ]已用一段 150 kbp 的人类基因组 DNA 通过农
杆菌介导成功地导入烟草和番茄的核基因组 ,并证
明能够稳定遗传。BIBAC2 的出现极大推动了高等
植物的基因组研究 ,但随着越来越广泛的应用 ,BI2
BAC2 也暴露出许多缺点 :仅有 B am H I 一个克隆位
点 ;在大肠杆菌和根癌农杆菌中以单拷贝形式存在 ,

质粒 DNA 的产量有限 ;以 sacB 基因为重组筛选标
记 ,其假阳性比例较 l ac Z 基因高 ,可达 10 %。

1999 年 ,Liu 等[16 ] 构建了可转化的人工染色体
p YL TAC7 ,即 TAC 载体。该载体具有 P1 复制子和
Ri 质粒 p RiA4 复制子 ,能在大肠杆菌和农杆菌中穿
梭复制。p YL TAC7 载体在 T - DNA 右边界处插入
了植物选择标记 h pt 基因。在 TAC 载体中抗性筛
选基因是 Km r基因 ,重组筛选标记是 sac B 基因。
与 BIBAC2 相比 ,p YL TAC7 含有 H i nd Ⅲ和 B am H

I 两个克隆位点 ,此外还有一个 P1 裂解子 ,可在
IP T G诱导下产生多拷贝。与其他载体不同的是 ,

p YL TAC7 在克隆位点附近只有一个 N ot Ⅰ位点 ,

当用 N ot Ⅰ酶切检测插入片段大小的时候应该减去
23 kbp的载体长度。Liu 等以 p YL TAC7 为载体构
建了拟南芥的基因组文库 ,并把部分克隆通过农杆

菌介导转化拟南芥 ,获得了转化植株并能稳定遗传。
后来的研究发现载体拷贝数与遗传稳定性之间

并不存在直接的联系 ,而插入片段的大小与转化效
率有关 :片段越大 ,转化效率越低。这一发现为克隆
载体的发展提供了更为广阔的空间。Tao 和
Zhang1998 年的研究发现借助电转化技术 ,一些传
统的载体如 Plasmid、Cosmid 等与 BAC、PAC 载体
一样具有容纳外源大片 DNA 的能力 ,并在此基础上
提出了 PBC 克隆载体的概念 , 其典型代表是
p SLJ 1711 和 pCLD04541。p SLJ 1711 是双元质粒载
体 ,来源于质粒 p KR290[ 25 ] ,并在 l ac Z 基因中引入了
dark Bluescript ( dBS) 多聚接头作为多克隆位点。
而双元黏粒载体 pCLD04541 是在 p SLJ 1711 的基础
上插入 cos 位点构成的 ( 图 2 ) 。p SLJ 1711 和
pCLD04541 可以稳定容纳高达 310 kbp 的外源
DNA 且每个细胞可以产生 4～5 个拷贝 ,以 n pt ( ne2
om yci n p hos p hot rans f erase) 基因作为植物筛选标
记 , Tet r基因为抗性筛选标记 ,重组筛选标记是 l ac Z

基因[26 ] 。它们与其他载体相比有许多优点。首先 ,

dBS 位点的引入以及相对较高的拷贝数使它们产生
比其他载体更深的蓝色 ,便于重组子的筛选和质粒
DNA 的提取 ;其次 ,有更多的克隆位点 ,除 H i nd Ⅲ、
EcoR Ⅰ和 B am H Ⅰ外 ,还有 X ho Ⅰ, Cl a Ⅰ, X ba

Ⅰ等位点 ;再次 ,由于是双元载体 ,它们可以像 BI2
BAC2、TAC 一样直接用于农杆菌介导的植物转化 ;

最后 ,以 l ac Z 基因作为重组子筛选标记使得它们优
于以 sac B 基因为重组子筛选标记的 BIBAC2、TAC

等双元载体。

图 2 　双元黏粒载体 pCLD04541
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　　以细菌为宿主的大片段克隆载体系统 ,由于其
较大的克隆能力、插入片段良好的稳定性和易操作
性已经被广泛应用于真核生物基因组的文库构建。
近几年来 ,许多大公司相继研发并推出了具有独立
产权的大片段基因组文库构建试剂盒 ,如 Epicent re

公司的 CopyCont rol TM BAC Cloning Kit 和 L ucigen

公司的 CopyRight p EZ BAC Cloning Kit 等。这些

商品化试剂盒中提供数种经单酶切并去磷酸化的载
体 DNA (如 B am H Ⅰ, EcoR Ⅰ, H i nd Ⅲ等) ,可直
接用于与大片段 DNA 的连接 ,从而避免了由于载体
质量问题而导致的实验失败 ,大大缩短建库时间。
同时这些载体都可被诱导产生多拷贝 ,方便了质粒
DNA 的提取。表 1 列出了几种在大片段克隆载体
系统的发展历程中比较有代表性的载体。

表 1 　用于构建大片段基因组文库的部分载体

载体名称
载体

类型

载体大小
(kbp)

载体最大

容量 (kbp)

载体

结构

拷贝数

/ 细胞
酶切位点 抗性/ 重组标记

p FOS1 Fosmid 9. 5 40 环状 1 Hind Ⅲ,B am H I CM r , A m p r/ 无

线状 1 S ma Ⅰ ura3 , t rp1/ SU P4

线状 1～2 3 B am H Ⅰ Km r/ sac B

环状 1～2 Hind Ⅲ, B am H Ⅰ CM r/ 无

环状 1～2
B am H Ⅰ, S ph Ⅰ,

Hind Ⅲ
CM r/ l ac Z

环状 1～2
B am H Ⅰ, S ph Ⅰ,

Hind Ⅲ
CM r/ l ac Z

环状 1～2
B am H Ⅰ, EcoR Ⅰ,

Hind Ⅲ
CM r/ l ac Z

环状 1～2 EcoR Ⅰ, B am H Ⅰ, Km r/ sac B

环状 1～2

B am H Ⅰ, S ac Ⅱ,

N si Ⅰ, EcoR Ⅰ,

S ac Ⅰ, M l u Ⅰ

CM r/ sac B

环状 1～2
B am H Ⅰ, N ot Ⅰ,

Hind Ⅲ
CM r/ l ac Z

环状 1～2 S p h Ⅰ, Hind Ⅲ CM r/ l ac Z

环状 1～2 3 B am H Ⅰ, S ca Ⅰ Km r/ sac B

环状 1～2 B am H Ⅰ Km r/ sac B

环状 1～2 3 B am H Ⅰ, EcoR Ⅰ Km r/ sac B

环状 4～5

X ho Ⅰ, Cla Ⅰ,

EcoR Ⅰ,B am H Ⅰ,

Hind Ⅲ, X ba Ⅰ

Tet r/ l ac Z

环状 4～5

X hoⅠ,Cla Ⅰ, EcoR Ⅰ,

B am H Ⅰ,

Hind Ⅲ, X ba Ⅰ

Tet r/ l ac Z

环状 1 B am H Ⅰ, Hind Ⅲ CM r/ l ac Z

环状 1 3
B am H Ⅰ, Hind Ⅲ,

EcoR Ⅰ
CM r/ l ac Z

环状 1 3
B am H Ⅰ, Hind Ⅲ,

EcoR Ⅰ, S p h Ⅰ,

H pa Ⅰ, Pml Ⅰ

CM r/ l ac Z

p YAC2 YAC 11. 5 2 000

pAd10SacBII P1 16. 0 95

pBAC108L BAC 7. 4 300

pBeloBAC11 BAC 7. 4 300

p IndigoBAC BAC 7. 4 300

p ECBAC1 BAC 7. 5 300

pBeloBACKan BAC 8. 5 300

pBACe3. 6 BAC 11. 5 300

pNOBAC1 BAC 7. 5 300

pBACwich BAC 11. 2 300

pCYPAC21 PAC 19. 3 300

BIBAC2 BIBAC 23. 5 300

p YL TAC7 TAC 22. 9 300

p SLJ1711 Plasmid 27. 4 310

pCLD04541 Cosmid 27. 6 310

plndigoBAC25 3 3 BAC 7. 5 300

pCC1BAC 3 3 BAC 8. 1 300

p EZ BAC 3 3 3 BAC 7. 2 > 100

　　注 : 3 可诱导产生多拷贝 , 3 3 Epicent re 公司产品 , 3 3 3 Lucigen 公司产品

77



海洋科学/ 2008 年/ 第 32 卷/ 第 4 期

2 　大片段基因组文库的构建与鉴定

2 . 1 　文库的构建
2 . 1 . 1 　高分子质量 ( HMW) DNA 的制备

高分子质量 ( High Molecular Weight HMW)

DNA ( > 600 kbp)的成功制备是构建大片段基因组文
库的关键。为了避免 HMW DNA 在制备过程中受到
物理剪切 ,一般使用液氮将组织捣碎 ,然后将收集的
细胞核包埋在低熔点琼脂糖中形成 plug[17 ,19 ,27 ] 。
2 . 1 . 2 　载体的制备

构建大片段基因组文库的另一个关键步骤就是
BAC 载体 DNA 的制备。载体制备的好坏直接关系
到文库的空载率和质量。为尽量避免线形载体自连
接 ,载体的脱磷处理尤为重要 ,脱磷后的载体可在
- 20 ℃冰箱长期保存[19 ,27 ] 。

2 . 1 . 3 　HMW DNA 的部分酶切和片段选择
通过特定的限制性内切酶把包埋于 plug 中的

基因组 DNA 消化成不同长度的可克隆片段。部分
酶切 HMW DNA 时通常要考虑以下几个因素 :所用
限制性内切酶的种类和浓度 ;酶切消化的时间 ;影响
酶活力的因子的浓度 ,如 Mg2 + 等。部分酶切后通过
两次脉冲场电泳 ( Pulse Field Gel Elect rop horesis ,
PF GE) 分别回收大小比较集中的片段 ( 100 ～
400 kbp) [11 ,19 ,27 ] 。其目的是筛除过小和过大的片
段 ,因为小片段在与载体连接时比大片段有更大的
竞争优势 ,而过大的片段即使能够连入载体也很难
成功转入受体细胞 D H10B。由于每种生物基因组
的碱基组成存在差异 ,所以在实际的建库工作中如
果只用一种限制性内切酶的大片段构建基因组文库
就很有可能由于酶切位点分布不均匀产生过小或过
大片段 ,最终导致文库的代表性不强。在这种情况
下 ,一味地增加克隆数目是不能增加基因组覆盖率
的。除此之外 ,一些生物基因组中某些区域对于某
种载体来说是不可克隆的 ,或是克隆的片段不能稳
定地存在于宿主细胞中 ,这就需要利用其他载体系
统和宿主细胞来克隆这些基因组区域。

研究表明 ,采用两种或多种碱基偏好不同的限
制性内切酶及不同的载体系统构建的大片段基因组
文库 ,具有较好的互补性和代表性 ,在此基础上可以
构建出高质量的物理图谱。例如 2001 年发表的人
类基因组物理图谱就是用 H i nd Ⅲ, EcoR Ⅰ等多种
限制性内切酶 ,BAC , PAC 和 YAC 三种载体系统构
建起来的[28 ] 。
2 . 1 . 4 　连接和转化

大片段 DNA 是否能有效连接到载体上主要取
决于载体与 DNA 片段的比例 ,对于不同生物采用的
比例不同 ,大多数采用摩尔比 1 ∶4～10[11 ,19 ,27 ] 。

电转化技术的发展和 E. col i 菌株 D H10B 细胞

系的发现[28 ] ,使得大片段基因组文库得以迅速发展
起来。电转化技术比已往的化学转化效率更
高 ( > 1 ×1010 cf u ( 细 菌 群 落 总 数 ) /μg p UC19
DNA) ,通过电脉冲可以将插入大片段的载体转入细
菌宿主细胞[11 ] 。D H10B 及其派生菌株由于可以稳
定容纳含有大片段的载体而被广泛应用于大片段基
因组文库的构建工作[14 ] 。电转化效率与插入片段的
大小有关 ,插入片段越大 ,转化效率越低 ;反之 ,越
高。此外 ,转化条件如电压、电容、电阻、温度等物理
参数也直接影响转化效率、插入片段的大小及假阳
性克隆的比例[30 ] 。
2 . 1 . 5 　克隆的挑取与保存

克隆的分捡有人工和机器分捡两种。利用蓝白
斑筛选挑取阳性克隆于含有相应抗生素的冻存培养
基中 ,37 ℃过夜培养后保存于超低温冰箱中。为了
方便筛选 ,一般将保存于保菌板中的有序克隆制成
混合池或点在高密度尼龙膜上。这样就可以通过
PCR 或是杂交快速定位目的克隆。
2 . 1 . 6 　目的克隆的筛选

高等生物的大片段基因组文库由几万到几十万
个克隆组成 ,因此建立高效的管理和筛选系统是十
分必要的。文库的筛选系统有 PCR 筛选系统和尼
龙膜杂交筛选系统两种。PCR 筛选系统是将有序的
克隆混合成行池、列池、板池以及超级池等一系列不
同容量的混合池 ,利用对目的序列已知的信息设计
特异引物 ,对各级混合池进行 PCR 筛选 ,从而确定
目的克隆的位置。高密度尼龙膜杂交筛选系统是近
年来发展起来的新型筛选系统 ,它具有易保存 ,操作
方便、可反复使用等优点。使用机械手按照一定的
矩阵形式将有序克隆按一定的顺序点在膜上 ,然后
放在固体培养基上培养 ,待菌落长出之后将其裂解 ,
使 DNA 结合在尼龙膜上 ,就可以用 Southern 杂交
的方法筛选阳性克隆。

2 . 2 　文库的鉴定
一个高质量的大片段基因组文库是构建物理图

谱、全基因组测序、基因图位克隆等研究的基础。因
此 ,文库的鉴定工作就显得尤为重要 ,鉴定内容包括
插入片段的平均大小、基因组的覆盖率、空载率、嵌
合率、稳定性和细胞器 DNA 的污染等。

理论上对于一个确定的基因组 ,平均插入片段
越大 ,覆盖整个基因组所需的克隆数就越少 ,在构建
物理图谱时所需组装的 contig 和所产生的 gap 就越
少 ,图谱的质量也就越高。2000 年 ,Soderlund 等[31 ]

以人类基因组一段 110 Mbp 长的序列为材料 ,利用
FPC( Fingerp rinted Contigs)软件研究了不同大小的
插入片段对所构建的物理图谱质量的影响。结果显
示 ,当文库的平均插入片段从 100 kbp 增加到
165 kbp时 ,contig 的数目由 212 个减少到 38 个 ,减
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少 82 %。而平均插入片段继续由 165 kbp 增加到
200 kbp 时 , contig 的数目仅仅缩小到 26 个 ,减少
88 %。因此 ,一个平均插入片段在 150～160 kbp 的
基因组文库是构建物理图谱的最佳选择。

基因组文库的覆盖率也是构建物理图谱不可忽
略的重要因素。一直以来 ,科学家对“用多大覆盖率
的大片段基因组文库来构建物理图谱是最有效、最
经济的”这个问题存在很大争议 ———覆盖率太小会
出现很多 gap 从而影响物理图谱的质量 ,覆盖率太
大不但工作量会成倍增加而且是一种不必要的浪
费。为了解决这一争论 , Xu 等[32 ] 2004 年利用计算
机模拟了拟南芥第 2 和第 4 号染色体以及人类的第
22 号染色体的 contig 组装回答了这个问题。研究发
现 ,当覆盖率从 5 ×增加到 10 ×时 ,覆盖 3 条染色体
的 contig 数目都显著的减少 ,而当覆盖率继续从 10
×增至 15 ×时 ,contig 的数目几乎没有变化 ,甚至在
某些情况下还可能增加。因此 ,10 ×覆盖率的文库
就完全可以满足高质量物理图谱的构建和全基因组
测序的需要。

通常一个合格的基因组文库 ,克隆的空载率要
在 5 %以下。

所谓嵌合 (chimerism) ,是指连接在一个载体上
的插入片段包含有两个或两个以上来源于不同染色
体位置的片段。基因组文库的嵌合体率越低 ,文库
的质量就越高。嵌合率过高会造成基因测序和基因
作图的严重错误。

图 3 　大片段基因组文库的构建流程

BAC 克隆的稳定性鉴定是指 ,随机挑选一定数
量的克隆接种培养基连续继代培养 ,分别提取第 0
代和第 100 代克隆的质粒 DNA ,酶切、电泳检测
BAC 克隆中外源 DNA 在继代培养中是否丢失或发
生重组等。

核基因组文库如果混杂线粒体等细胞器 DNA
不但影响文库质量 ,还会把图位克隆引向歧途。在
文库构建过程中 ,采用脉冲场电泳技术制备的高纯

度 HMW DNA 可以从根本上避免细胞器 DNA 的
污染。同时 ,可以利用线粒体等细胞特异性探针对
大片段基因组文库进行随机的菌落原位杂交 ,以检
测是否有细胞器 DNA 的污染。

3 　大片段基因组文库展望及其在海洋
生物研究中的应用

　　从 1987 年 Burke 等成功将大片段 DNA 克隆到
YAC 载体开始 ,大片段基因组文库技术体系不断发
展完善并日益显现出其在基因组学研究中不可替代
的重要地位。然而 ,该体系由于核心技术很难在短
时间内有较大的突破 ,所以仍存在一些不足之处。
首先是对宿主细胞承载能力和转化效率方面的研
究 :例如 D H10B 宿主细胞最高只能容纳 310 kbp 的
外源 DNA 分子。究其原因 ,一方面以方波和指数衰
减波为基础的电转化技术制约了更大片段 DNA 的
进入 ;另一方面 ,宿主细胞本身的属性也是影响承载
能力和转化效率的关键因素 ,例如最近 St ratagen 公
司的研究表明 ,该公司新研发的 XL102Gold   Cells

感受态细胞较传统 D H10B 感受态细胞转化效率高
25 倍 ,可以大大缩短建库时间 ,节约经费。

其次 ,作为绘制物理图谱的关键技术———DNA
测序技术发展缓慢 ,尤其是 BAC DNA 末端测序由
于分子质量大 ,容易产生二级结构等因素导致测序
成本仍然比较昂贵。目前 ,美国科学家已经对纽约
曼哈顿区的空气进行了采样 ,准备用新研制的 454
测序平台对所采集空气中的细菌进行全基因组测
序。每个 454 测序平台可在 4. 5 h 内完成 2 500 万
碱基的测序工作 ,是传统的 Sanger 测序效率的近百
倍 ,且成本较低得多[33 ] ,其有望成为下一代 DNA 测
序技术核心。

在人类基因组计划的带动下 ,越来越多的动植
物基因组计划相继启动。以 BAC ,BIBAC 及 PBC
载体等为代表的新型克隆载体系统在动植物和人类
基因组研究中发挥了巨大作用。大片段文库已经成
为物理作图、基因组测序、图位克隆等的重要工具。
在未来 ,基因表达调控、基因互作、BAC 转基因技术、
品种改良等工作将成为大片段基因组文库利用和发
展方向。

21 世纪是海洋世纪 ,海洋容纳了地球上生物种
类的 80 % ,是人类最大也是最后一块尚未开垦的基
因宝库。与陆地生物相比 ,海洋生物基因组计划的
实施起步稍晚 ,但海洋生物以其独特的发育和进化
地位以及重要的经济价值 ,很快成为生物学研究的
热点。研究发现 ,海洋生物基因组一般都比较庞大 ,
冗余序列较多 ,仅仅利用小片段基因组文库 ,尤其是
cDNA 文库往往很难克隆基因全长及其上下游的调
控序列 ,从而阻碍了功能基因的研究。近年来 ,许多
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海洋生物的大片段基因组文库已经构建完成 ,这为
深入研究海洋生物基因组、开发利用海洋生物资源
奠定了基础。1997 年美国农业部正式确定了以牡
蛎、对虾、罗非鱼、鲶鱼和鲑鱼 5 种水产动物的基因
组计划 ;2005 年美国水产动物基因组协调委员会提
交的《水产经济动物基因组研究》白皮书中再次强调
要加强上述 5 种水产经济动物的基因组研究。经过
近 10 年的努力 ,科学家利用微卫星、A FL P 等标记
绘制了它们的遗传连锁图[34～43 ] ;构建了除对虾以外
的高质量BAC 文库[ 44～48 ] ;Sieson[ 49 ]和 Katagiri [ 50 ]于
2005 年 1 月和 3 月份分别宣布鲑鱼与罗非鱼物理图
谱构建完成 ,牡蛎和鲶鱼的物理图谱也将在最近建
成。海洋生物的基因组时代已经来临 ,而中国海洋
生物的基因组研究目前刚刚起步 ,基础薄弱 ,总体水
平落后于美国等发达国家 ,也落后于陆地动植物 ,这
就需要积极开展与国内外先进实验室的合作与交
流 ,引进技术和设备 ,促进中国海洋生物基因组研究
的快速发展。
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