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摘 要：纯化镜鲤体组织的高分子量基因组 DNA，经限制性内切酶 Sau3AI部分消化后，10% ~ 40%蔗糖密度

梯度离心分离并回收 9 ~ 23kb 的 DNA 片段。以入DASHⅡ为克隆载体，与 9 ~ 23kb 的 DNA 片段进行连接和包

装，构建了镜鲤的基因组 DNA 文库。随机选取 5 个独立的噬菌斑，提取 DNA 后用 ECoRI与 BamHI进行酶切

分析，证明克隆插入率为 100%。经测定，该文库的滴度是 108pfu / mL，根据公式 N= ln（1 - P）/ ln（1 - f），99%的

镜鲤基因组包含在该基因组文库中。以鲤 IGF -Ⅱ基因探针对该基因组文库进行 Southern 杂交，筛选到相关

的阳性克隆，证明这是一个较为完整的镜鲤基因组 DNA 文库。
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Abstract：High moleCular weight genomiC DNA from the mirror Carp was extraCted and partially digested with Sau3A
I . 9 - 23kb DNA fragments were ColleCted by 10% - 40% suCrose gradient Centrifugation and ligated into入DASH
ⅡveCtor . ReCombination DNA was paCkaged. The ConstruCtion of the genomiC DNA library in mirror Carp was
Completed. 5 separated plaques were seleCted randomly. The extraCted DNA was analyzed by the digestion of ECoR
Iand BamHI . The results show the reCombination rate is 100% . The titer of the library is 108pfu / mL and
aCCording to the formula N = ln（1 - P）/ ln（1 - f），the genomiC DNA library Consists 99% genome of mirror Carp .
The Southern blot were Carried out with the probe of Common Carp IGF -Ⅱ in the library . Many positive Clones
proved that this is a Completed genomiC DNA library of mirror Carp .
Key words：mirror Carp；genomiC；DNA library

建立一个完整的基因组 DNA 文库是开展分子生物学研究的基础工作，是分离特定基因，特别是分

离高等真核生物基因的有效手段。特定基因的分离和克隆对研究基因的结构、表达、调节机制以及生产

出对科学、医学及工农业都极其重要的生物分子具有十分重要的意义。

镜鲤作为我国一大水产养殖品种，其生长、抗病等机理的分子生物学研究对促进生产有着举足轻重

的意义。本研究构建了镜鲤基因组 DNA 文库，以分离镜鲤的重要基因，并对该文库特性进行了分析。



1 材料和方法

1.1 鲤鱼材料

以镜鲤为实验材料，取其肝脏作为基因组 DNA 提取材料。

1.2 基因组 DNA 抽提

取镜鲤肝组织 5g，在有液氮的不锈钢钵中研成粉末状，溶入 50mL 裂解液中（10mmol / L EDTA，PH
8.0；200!g / mL Proteinase K；0 .5% SarCosyl）。搅拌均匀，在 50℃水浴中消化 3h。加酚 /氯仿抽提，经透

析后，用 0 .4%的琼脂糖凝胶电泳鉴定 DNA 分子量大小［1］。

1.3 基因组 DNA 的部分消化和 9 ~ 23kb 片段的回收

先进行一系列小规模实验来确定产生 9 ~ 23kb 片段的最佳酶量。取 200!g 高分子量 DNA 用 Sau3A
I酶进行部分消化，经酚 /氯仿抽提，乙醇沉淀后，部分酶切样品小心加在 10% ~ 40%蔗糖密度梯度上，

20℃ 25000r / min 离心 22h，分管收集梯度离心样品，0 .8%琼脂糖凝胶电泳分析含有 9 ~ 23kb DNA 片段的

管子［2］。

1.4 DNA 体外连接和包装

噬菌体 DASHⅡ载体和包装蛋白从 Stratagene 公司购买，在离心管中加入 1!g 的 Lambda DASHⅡ载

体，0 .3!g 的 9 ~ 23kb 酶切片段，0 .5!L 10 × 连接缓冲液，2U 的 T4 DNA 连接反应 4℃过夜。加入一份刚

融化的包装蛋白，22℃保温 2h，后加入 500!L SM 缓冲液，加入 20!L 氯仿，混合后离心去残渣，4℃贮存，

同时测定文库滴度，进行文库扩增。

1.5 噬菌斑 Southern 杂交

用顶层琼脂糖（10g / L 蛋白胨、8g / L NaCl、6g / L 琼脂糖）制备噬菌斑平板。硝酸纤维膜覆盖于噬菌斑

平板上 5min，揭起后依次放在被变性液（0 . 2mol / L Na0H、1 . 5mol / L NaCl）、中和液（0 . 4mol / L Tris - HCl
pH7.6、2 倍 SSC）浸透的滤纸上，各 5min，80℃烘干 1h，用于杂交。杂交的探针为鲤鱼 IGF -Ⅱ基因，采用

末端标记法标记。室温下洗液（2 倍 SSC，0 .1%SDS）洗膜两次，放射自显影［2］。

图 1 Sau3AI酶切预试验

Fig.1 Pre-experiment of Sau3AIdigestion
M：Marker 泳道 1 - 5：依次增加酶量消化结果

1.6 噬菌体 DNA 制备与限制性酶切分析

随机挑取 5 个独立的噬菌斑，分别与 LE392 混

合培养后，抽提噬菌体 DNA 分别用 ECoRI和 BamH
I消化，0 .8%琼脂糖电泳分析。

2 结果

2.1 基因组的制备，消化和分级分离

基因组文库构建首先要求获得高分子量基因组

DNA，透析后经 0 . 4%琼脂糖凝胶电泳检测，有一条

亮带，大小在 100kb 以上，说明抽提的基因组 DNA 符

合构建基因组文库的要求。

在部分酶切消化预实验中，1!g 的基因组 DNA
与 0 .007U 的 Sau3AI在 37℃温育 1h 的酶切产物经

0 .8%琼脂糖电泳检测，大部分的 DNA 片段集中在 9
~ 23kb 间，如图 1 所示，所以大规模的的 DNA 消化

应在此条件下，产物经 10% ~ 40%蔗糖密度梯度离

心，共收集 20 管，90%的 9 ~ 23kb 片段集中在 5 ~ 9 管，如图片 2。回收 5 ~ 7 管 DNA 片段，0 . 8%琼脂糖
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凝胶电泳检测，如图 3 所示，片段大小在 9 ~ 23kb 间。

图 2 蔗糖密度梯度离心结果

Fig.2 The result of suCrose gradient Centrifugation
M：Marker 泳道 1 - 9：梯度离心酶切的片段

图 3 回收 DNA 片段

Fig.3 ReClaiming of DNA fragments
M：Marker Lane 1：回收的 DNA 片段

2.2 DNA 片段的体外连接和包装

使用去磷酸化的 DASHⅡ载体可降低非重组噬菌体背景，入DASHⅡ野生型在 P2 原噬菌体溶原株中

生长受限制，而通过一段外源 DNA 对填充片段置换就产生了 Spi - 重组噬菌体，能在 P2 溶原的大肠杆

菌中生长，非重组噬菌体背景也可降低。连接后包装产物滴度为 108pfu / mL。

2.3 DNA 文库特性分析

噬菌体 DNA 的 ECoRI和 BamHI酶切分析表明，所有的克隆都含有插入片段，插入率为 100%（图

4，图 5）。

图 4 基因库噬菌体 DNA ECoRI酶切

Fig.4 Analysis of inset DNA fragments of
Mirror Carp genomiC DNA library by ECoRI

泳道 1 - 2：噬菌体 DNA ECoRI酶切

图 5 基因库噬菌体 DNA BamHI酶切

Fig.5 Analysis of inset DNA fragments of
Mirror Carp genomiC DNA library by BamHI

泳道 1 - 3：噬菌体 DNA BamHI酶切

为检测镜鲤基因组文库的代表性，本试验以鲤 IGF -Ⅱ基因作为探针进行 Southern 杂交，结果表明

该文库中存在众多包含该基因的克隆。具有的阳性信号噬菌斑数每个平板超过 40 个。

3 讨论

基因组 DNA 文库的构建成功在很大程度上取决于高分子量 DNA 的抽提，因为较长的 DNA 片段经
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酶切后，两端均为粘性末端的比例较大，与载体臂相对应的粘性末端匹配，易连接形成重组 DNA，有助

于提高基因的重现性［3］。本文镜鲤高分子量的 DNA 抽提是在 EDTA 作用下，蛋白酶 K 消化细胞，酚 /氯
仿抽提后经透析去除低分子量杂质获得的。酶切消化的大规模试验中，反应条件由于体积的增加，与预

试验反应条件有一定变化，需要适当延长反应时间，本试验的 9 ~ 23kb 片段的大规模制备是利用预试验

得到的最佳酶量消化 1 .5h 得到的。该文库滴度为 108pfu / mL。根据公式 N = ln（1 - P）/ ln（1 - f）（其中 p
为期望概率，f 为单个重组体中的插入片段在基因组中所占的分额比值，N 是所需要的重组体数目）计算

出在该文库中任一给定 DNA 序列的概率为 99%［4］。酶切分析表明所随机挑选的克隆均为重组克隆，可

见构建的 DNA 文库非重组背景很低。检测文库代表性杂交试验选用了鲤 IGF -Ⅱ基因，该基因在动物

生长过程中起着重要作用，与生长速度呈正相关［5］，噬菌斑 Southern 杂交筛选到 IGF -Ⅱ基因，且阳性克

隆数目较多。从上述结果表明，所构建的基因组 DNA 文库非重组背景较低，具有较强的代表性，是一个

比较完整的镜鲤基因组 DNA 文库。
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