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摘要　为促进黄籽油菜的基因组研究和利用,构建了芥菜型油菜黄籽品种四川黄籽的高质量 BAC文库.

该文库由８２９４４个单克隆组成,被保存在２１６块３８４孔板中.质粒酶切检测结果表明,文库的平均插入片段大

小约为１４０kb,空载率约为２．５％,按照芥菜型油菜基因组１０００Mb计算,文库覆盖度约为油菜基因组的１１．６
倍.BAC末端序列比对分析结果显示,克隆被均匀比对到芥菜型油菜的１８条染色体上,并且无任何叶绿体、线

粒体和细菌基因组 DNA污染.
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　　油菜是一类重要的经济作物,可分为芥菜型油

菜、甘蓝型油菜和白菜型油菜三大类型.现阶段我

国面临着油菜种植面积持续下降[１]、菜籽油供不应

求[２]等困境,所以,提高含油量是油菜育种的重要目

标之一.
油菜籽的种皮有黄色、黑色和褐色[３],黑籽和褐

籽油菜品种的含油量要低于黄籽品种[４]且黑籽和褐

籽品种含油量变异幅度比黄籽品种大[５].芥菜型油

菜的黄籽品种起源于中国,是人工驯化的结果[５].
研究发现,芥菜型油菜的 A９染色体携带有控制种

皮颜色、油脂合成[６]、种子大小[７]及硫苷合成[８]等重

要性状的基因.为了找出这些基因,图位克隆是一

种高效可行的途径.
细菌人工染色体(bacterialartificialchromoＧ

some,BAC)是一种能够克隆大片段DNA的载体系

统,具有操作相对简单、嵌合率较低、遗传稳定性好

等许多优点[９].BAC 文库在物理图谱构建[１０]、基
因组测序[１１]、大片段 DNA 属间遗传转化[１２]、功能

基因图位克隆[１３]和抗菌素基因簇筛选[１４]等方面得

到了大量的应用.近年来,BAC 文库不管是在动

物、植物还是微生物的基因组研究中都发挥了重要

作用[１５Ｇ２２].随着 BAC 载体体系的不断发展,适合

于各种用途的 BAC文库得以广泛应用[２３],这将对

基因组学及其相关领域的研究产生重要的影响.

本研究以芥菜型油菜地方品种四川黄籽为材

料,构建高质量的大片段DNABAC文库,以期为芥

菜型油菜全基因组测序、克隆及进一步利用其研究

控制芥菜型油菜重要农艺性状的关键基因提供

基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

芥菜型油菜地方品种四川黄籽的高代自交系由

湖南农业大学刘忠松课题组培育保存.种子萌发并

经光照培养３０d后,取嫩叶保存于－８０℃冰箱备

用.本文 库 构 建 使 用 的 载 体 为 pIndigoBAC５３６Ｇ
S[２２].文库构建参照Luo等[２２]建立的BAC文库构

建方法.
1.2　高质量基因组 DNA 的制备

首先,配制１L的 NIB缓冲液:蔗糖１７１．１５g,
氯化钾７．４５g,精胺０．２０g,亚精胺１．０２g,１mol/L
TrisＧHCl１０ mL,０．５ mol/LEDTA２０ mL.NIB
缓冲液预冷后,配置 NIBT 缓冲液[在 NIB缓冲液

中加入体积分数１％的 Triton(TritionXＧ１００,SigＧ
ma)]和 NIBM 缓冲液[在 NIB缓冲液中加入体积

分数０．１５％的βＧ巯基乙醇(２Ｇmercaptoethanol,SigＧ
ma)].

称取嫩叶５０g至预冷好的大研钵中,加入液氮
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冷却,用研棒研磨嫩叶至粉末状,倒入装有６００mL
NIBM 缓冲液的大烧瓶中,用玻璃棒轻轻搅拌１５
min,用４层纱布和１层 Miracloth(４７５８５５Ｇ１R,MilＧ
ipore,Germany)进行第１次过滤,随后用１层 MirＧ
acloth进行第２次过滤,并加入１５０mL配置好的

NIBT缓冲液,继续轻轻搅拌１５min.
将滤液分装至１６个５０ mL 离心管中,４℃、

４８００r/min离心１５min.完成第１次离心后,弃上

清,加少量 NIBTM 缓冲液重悬沉淀,两两合一,加
入４０mLNIBTM 缓冲液继续离心,重复此步骤至

剩下最后１管,弃上清,加入少量预留的 NIB缓冲

液重悬沉淀,并与等体积的１％低熔点琼脂糖凝胶

(AgroseL．M．P,Biosharp)在４５℃条件下混匀,用

１mL移液枪将胶液注入制胶模具中,待其凝固后即

成为DNAplug(包埋块).将制备好的包埋块装入

加有蛋白酶 K 溶液的５０mL离心管中,５５℃消化

４８h,期间更换１次蛋白酶 K溶液.
用 T１０E１０(１０ mmol/L TrisＧHCl,１０ mmol/L

EDTA)和 TE(１０ mmol/L TrisＧHCl,１ mmol/L
EDTA)分别对包埋块进行２次清洗,每次清洗时间

为１h,在T１０E１０清洗时需加入１mmol/LPMSF(苯
甲基磺酰氟),最后保存于４℃备用.
1.3　预酶切及大量酶切(DNA 片段第 1 次筛选)

将包埋块装入５０mL离心管中,并加入ddH２O
冰上振荡洗涤１h.配制８个酶切体系的 mix[８０

μL亚精胺(４０mmol/L)、８０μL１０×Buffer、２００μL
ddH２O],并分装至８个１．５ mL 的离心管中(４５

μL/管).每管加入１/２块(约５０μL)切碎的包埋

块,用手指轻弹数次使其与酶切体系充分混匀,放于

冰上静置４０min.在每个体系中加入不同浓度的

酶(设置酶切浓度梯度:HindⅢ酶的原始浓度为１０
U/μL,用１×Buffer进行稀释),迅速混匀,在冰上

静置９０min,随后转移至３７℃水浴锅进行１３min
酶切.酶切后加入１０μL０．５mol/L的 EDTA 溶

液,置于冰上１０min终止酶切反应.对酶切产物进

行脉 冲 场 电 泳 检 测,脉 冲 场 电 泳 参 数 为:０．５×
TBE,１４℃,１~５０s,１２０°,１６h.

根据预酶切结果,选择最合适的酶稀释浓度进

行大量酶切.取８块包埋块,配置１６份最适酶切体

系,酶切完成后全部转入凝胶板的一个中央长孔中,
并在两旁胶孔中点 λladderPFG 分子质量标记

(NEB),进行脉冲场电泳.操作步骤和脉冲场电泳

参数同预酶切.
1.4　DNA 片段的第 2 次筛选

脉冲场电泳完成后取出胶块,垂直切下两侧包

括分子质量标记和样品胶孔边缘各０．５cm 的２个

胶块,用溴化乙锭(EB)染色２０~３０min,剩余的胶

块放于４℃保存.用荧光标尺标记分子质量标记与

胶条对应的位置,在未用EB染色的大胶块上切下

对应位置大小１００~３００kb的胶条,并均分为上下

２块(标记为a、b,a＜b).
将２块胶条并排放入制胶模具中,倒入用 TBE

配置好的琼脂糖凝胶.待其凝固后,再次进行脉冲

场电泳.脉冲场电泳参数为:０．５×TBE,１４℃,１~
４s,１２０°,１８h.
1.5　胶条回收及 DNA 电洗脱回收

脉冲场电泳完成后,按照第１次筛选方法回收

胶条,并将a、b胶块平均切成上下２块,分别命名为

a１、a２、b１、b２,４块胶条宽度均为０．５cm 左右,放入

装有０．５×TAE的５０mL离心管中,在４℃条件下

处理３h.
从 TAE中取出处理好的胶条,将每块胶条切

成２段,其中一段装入准备好的透析袋中(另一段放

回到０．５× TAE中,４℃保存备用),用夹子夹好,并
加入１５０μLTAE溶液,放入电泳槽中进行电泳.
电泳条件为:U＝１２５V,I＝５００mA,P＝３００ W,

４℃,３．５h.电泳完成后反向电泳２min,以防DNA
粘在透析袋上.将透析袋中的电泳产物(DNA)吸
出至离心管保存,并检测DNA浓度.
1.6　连接与脱盐

１)连接.取适量回收的 DNA 与预先制备好的

BAC载体进行混合,轻轻拨动管壁数次以使两者充

分混合,６５℃保温１５min,室温放置５min,随后分

别加入 T４连接酶 buffer和 T４连接酶.混匀后置

于１６℃循环水浴锅中连接１６~２０h.完成连接后,
取出连接产物并置于６５℃干浴锅中保温１５min,终
止连接.

２)脱盐胶的制备.１％琼脂糖、２％葡萄糖、高温

溶解并混合后,用移液枪吸入１．５mL的离心管中,
接近凝固时插入另一支１．５mL离心管,待完全凝

固后拔出插入的离心管,使其形成１个小窝,放置于

冰上备用.

３)脱盐.将终止反应的连接产物吸入制备好的

脱盐胶孔中,冰上静置１h.处理完成后吸出产物

４４



　第５期 罗松予 等:芥菜型油菜品种四川黄籽的BAC文库构建与分析 　

并于４℃保存备用.
1.7　转　化

先进行选预转化,吸取２μL连接产物和１８μL
DH１０B(Invitrogen)商业感受态细胞至电转化杯

中,混匀后用３２５V 电压进行电激,随后转移至含

５００μL商业感受态细胞自带的SOC培养基的１５
mL离心管中,置于３７℃摇床中复苏５５min.复苏

完成后置于冰上,涂布在LB固体培养基上(固体培

养基中加入１２．５μg/mLCM (Chloramphenicol),

１００μg/mLIPTG(isopropylβＧDＧthiogalactoside),

８０μg/mL XＧgal(５ＧbromoＧ４ＧchloroＧ３ＧindolylβＧDＧ
galactopyranoside),３７℃过夜培养.

观察蓝斑和白斑克隆数,如果蓝斑不多而白斑

数量达到１０００个/５００μL以上,即挑取一定数量的

菌落,接种到装有２ mLLB 培养基的离心管中,

３７℃、２５０r/min摇床过夜培养,１６h后待菌液浑浊

进行集菌,采用碱裂解法提取质粒.提取的质粒加

３５μLddH２O溶解并用IＧSceⅠ酶切检测插入片段.
每个酶切体系为:１．５μLBuffer(１０×),０．１μLIＧ
SceⅠ(１０U/μL),８．４μLddH２O,５μLDNA,混匀

后放入３７℃水浴锅中酶切３．５h.最后进行脉冲场

电泳,脉冲场电泳参数为:０．５×TBE,１４ ℃,５~
１５s,１２０°,１６h.如检测结果符合预期,则可进行大

量转化.
1.8　克隆的挑取、文库质量检测及末端序列检测

大量转化后,根据转化效率选择合适的转化产

物体积进行涂皿(以每个直径１６cm 的大皿含１０００
个单菌落为宜),待单菌落长好于４℃过夜,使蓝斑

充分显蓝.用牙签挑取白色单斑至装有冰冻培养基

的３８４孔板中,孔板标记好后放于３７℃培养过夜.
翌日逐一检查是否漏挑或者污染.

随机挑选部分克隆接菌培养,提取质粒并酶切

进行脉冲场电泳,根据结果统计文库空载率和插入

片段的平均大小,按照芥菜型油菜基因组１０００Mb
计算文库的覆盖度.

随机提取克隆质粒,进行末端测序,将测序结果

用Blastn 和 BWA 软件与芥菜型油菜基因组 序

列[２３](NCBI Assembly 数 据 库 检 索 号:GCA_

００１６８７２６５．１)进行比对,检查克隆在芥菜型油菜基

因组 染 色 体 上 的 分 布 情 况,同 时 用 Blastn 搜 索

NCBInr数据库检测是否有叶绿体、线粒体和细菌

DNA污染.

1.9　文库复制及混合池构建

将培养好的３８４孔板贴好标签并用复制叉进行

复制,复制２套(１套备用,１套构建混合池),每复制

１次用７５％和９５％的乙醇分别处理２次,再进行下

一块板的复制,复制好后于３７℃培养箱过夜,培养

好后依次检查,于－８０℃冰箱保存.
复制的第２套用作混合池构建.将每块３８４孔

板中菌液混合到一起,保存于５０mL离心管中,贴
上标签,并吸取４mL至２个２mL离心管中培养,
用作混合池质粒提取.

2　结果与分析

2.1　基因组 DNA 的提取

高质量的基因组 DNA 是构建大片段 DNA
BAC文库的基本保证.为获得无叶绿体和线粒体

DNA污染的高质量基因组 DNA,采用低熔点琼脂

糖包埋细胞核的方法.将通过４次离心收集得到的

细胞核沉淀溶于１．５mLNIB缓冲液中,然后加入

等体积的低熔点琼脂糖凝胶,使细胞核均匀地包裹

在内,经磨具成型后共获得３０块包埋块,随后将包

埋块置于 ５０ mL 离心管中,加入蛋白酶 K 溶液

５０℃处理２４h,并更换溶液重复１次,去除蛋白质,
最终得到芥菜型油菜品种四川黄籽的基因组 DNA.
脉冲电泳检测表明所提 DNA 质量和 DNA 浓度达

到构建BAC文库的要求.
2.2　基因组 DNA 预酶切

用 HindⅢ作为基因组 DNA 部分酶解的限制

性内切酶.通过固定酶解时间、改变酶浓度的方法

对部分酶解的条件进行了摸索.试验设置的酶切浓

度梯度为:０、０．３、０．５、１．０、１．５、２．０、４．０、１０U/μL,酶
切时 间 为 １３ min.图 １ 为 部 分 酶 解 检 测 结 果,

０U/μL泳道是对照,没有加入内切酶,DNA紧凑不

拖带,说明提取的DNA质量好,没有降解,１０U/μL
泳道的DNA则已完全酶解,酶浓度为０．５U/μL泳

道的DNA酶解较为合适,在１２０~３００kb处浓度较

高,有利于大片段DNA回收.
2.3　大片段 DNA 第 1 次筛选

根据预酶切结果,选择酶切浓度为０．５U/μL,
酶切时间１３min进行大量酶切.将８块包埋块清

洗后,每块分成２份,放入１６个酶切体系中进行酶

解反应,然后通过脉冲电泳进行分离.图２为包含

分子质量标记和样品边缘各约０．５cm 的电泳结果.

５４
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从图２可以看出,DNA 酶解合适,且浓度较高.选

择１２０~２５０kb大小的片段,即荧光标记尺５．０~
７．０cm处对应的部分,在未染色胶块上切下对应位

置的胶条,并上下一分为二,下半部分命名为a,上
半部分命名为b.

　M 为λladderPFG分子质量标记(NEB),每半块包埋块分别用０、

０．３、０．５、１．０、１．５、２．０、４．０、１０U/μLHindⅢ 于３７℃酶解１３min.

MisλladderPFG marker(NEB)．EachhalfＧplugwasdigested

with０,０．３,０．５,１．０,１．５,２．０,４．０,１０U/μLHindⅢ,respectively,

at３７℃for１３min．

图１　芥菜型油菜品种四川黄籽基因组DNA部分酶切

Fig．１　PartialdigestionsofgenomicDNAfrom

BrassicajunceavarietySichuanYellowSeed

图２　芥菜型油菜四川黄籽品种

基因组大片段DNA第１次筛选

Fig．２　ThefirstselectionoflargesizeDNAfragmentsof

BrassicajunceavarietySichuanYellowSeedgenome

2.4　大片段 DNA 第 2 次筛选及 DNA 回收

为去除夹带的小片段DNA,对回收的a、b２块

胶条DNA进行了第２次筛选.图３左侧为a,右侧

为b,其中a片段选取７．６~８．６cm 区段,b片段选

取７．８~８．８cm 区段,并将切下的胶条再次平均分

成a１、a２和b１、b２.

a１、a２、b１、b２胶条电洗脱回收后分别得到１７５、

１６０、１６５、１６５μLDNA.图４为电泳检测各回收

DNA的浓度,a１、a２、b１、b２各片段的洗脱产物浓度

均大于１ng/μL,可用于下一步试验.

　左侧为第１次筛选中a胶条分离结果,右侧为第１次筛选中b
胶条分离结果.Theleftstripisthegelfractionafromthefirst

screening,therightstripisthegelfractionbfromthefirstscreenＧ

ing．

图３　芥菜型油菜品种四川黄籽基因组

大片段DNA第２次筛选

Fig．３　Thesecondselectionoflargesizefragmentsof

BrassicajunceavarietySichuanYellowSeedgenome

　M 为 Trans２０００分子质量标记,M 左边分别为a１、a２、b１、b２

DNA浓度检测结果,M 右边分别为１、２、３、４ng/μL对照.Mis

Trans２０００marker．TheleftsideofMistheconcentrationdetecＧ

tionresultsofa１,a２,b１andb２,respectively．TherightsideofMis

theconcentrationstandardsof１,２,３and４ng/μL,respectively．

图４　回收DNA的浓度检测

Fig．４　Concentrationmeasurementofthe

recoveredDNAfragments

2.5　连接、脱盐和预转化

回收的大片段 DNA 与载体在１６℃水浴连接

１７h后,取出进行脱盐,然后进行电激转化,并在

３７℃复苏５５min;最后将复苏产物涂布在固体培养

基上培养,统计每个预转化总克隆数,结果如下:a１
共１３８０个,a２共１３１５个,b１共１０３０个,b２共

８１０个.４个转化中蓝斑数量均较少,a１ 转化效率

最高,依次是a２、b１和b２,符合基因组DNA片段越

大、转化效率越低的规律.从每个转化产物中随机

挑拣１０个菌落进行插入片段检测,结果见图５.从
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图５可看出,插入片段均较大,其中a１和a２片段大

小较为合适,条带均匀整齐且没有空载,故选择a１
和a２进行大量转化.

　M 为 λladderPFG 分子质量标记(NEB);载体为 pIndigoBＧ

AC５３６ＧS载体带.下同.MisλladderPFGmarker(NEB);VecＧ

torispIndigoBAC５３６ＧSband．Thesameasfollows．

图５　预转化随机BAC克隆插入片段检测

Fig．５　TheinsertsizedetectionofrandomBAC

clonesfromtesttransformation

2.6　文库构建及质量检测

１)文库的构建.完成对连接产物a１和a２的大

量转化,统计部分转化的白斑数量,其中连接产物

a１白斑数量约为１３００个,连接产物a２白斑数量为

１２４０个.将单菌落挑拣至装有冰冻培养基的３８４
孔板中,共挑取２１６×３８４＝８２９４４个克隆,置于

－８０℃冰箱中保存.

２)文库插入片段大小及空载检测.从所构建的

芥菜型油菜品种四川黄籽文库中随机挑取３２０个克

隆进行插入片段大小检测,共检测出８个空载,空载

率约为２．５％,插入片段平均大小为１４０kb.按照

芥菜型油菜基因组１０００Mb计算,本文库覆盖度约

为油菜基因组的１１．６倍.图６为部分克隆的检测

结果.图７为３２０个克隆的插入片段分布图,可以

看出,大部分插入片段聚集在１３１~１５０kb.

３)BAC末端序列分析.为进一步检测所构建

文库的质量,随机挑取３１０个克隆进行单末端测序,
成功获得２８９个序列,其中７５个序列长度≥１０００
bp,１９６个在５００~１０００bp,只有１８个＜５００bp,序
列平均长度为８４７bp,最短２３４bp,最长１１６２bp.
用Blastn对序列进行搜索,未检测到叶绿体、线粒

体和细菌DNA 的污染;与芥菜型油菜基因组序列

进行比对后发现,其中１９０个末端比对在芥菜型油

菜基因组序列的１８条染色体上(图８),９４个比对在

scaffold序列上,５个未比对上.未比对上的序列可

能是由于品种间存在序列差异或者芥菜型油菜参考

基因组序列不完整所致.

图６　芥菜型油菜品种四川黄籽BAC文库

随机克隆插入片段检测

Fig．６　TheinsertsizedetectionofrandomBACclones

fromtheBAClibraryofBrassicajuncea

varietySichuanYellowSeed

图７　芥菜型油菜品种四川黄籽BAC文库

插入片段大小的分布

Fig．７　InsertsizedistributionofBrassicajuncea

varietySichuanYellowSeedBAClibrary

　　　上半部分为芥菜型油菜 A 基因组１０条染色体,下半部分为芥

菜型油菜B基因组８条染色体.Theupperpartisthe１０chromoＧ

somesofBrassicajunceaAgenome．Thelowerpartisthe８chroＧ

mosomesofBrassicajunceaBgenome．

图８　BAC末端序列在芥菜型油菜基因组上的分布图

Fig．８　BACendsequencedistributionon
theBrassicajunceagenome

3　讨　论

构建 BAC文库最重要的步骤是高质量 DNA
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的提取,本研究采用包埋法将大片段 DNA 包裹在

低熔点琼脂糖凝胶中,起到保护 DNA 的作用,使其

不容易断裂.植物的基因组 DNA 提取相对于细菌

和动物 DNA 的提取更加复杂.植物基因组 DNA
提取的第１步是采用液氮研磨嫩叶将细胞壁破除,
获得细胞核,并使用 TritonＧ１００选择性破除叶绿体

和线粒体膜,使叶绿体和线粒体基因组 DNA 提前

释放到溶液中,从而在离心回收细胞核的过程中被

去除.另外,芥菜型油菜中含有大量酚类物质,需要

在 NIB缓冲液中添加还原试剂PVP４０和βＧ巯基乙

醇,达到防止 DNA 氧化的作用.本研究通过这些

处理,得到了高质量的芥菜型油菜品种四川黄籽基

因组DNA.
大片段 DNA 的制备需要采用部分酶解的方

法.预酶切是为了摸索部分酶解所需的最适酶浓度

和时间,最佳的条件应该是产生的条带具有连续性、
分布均匀且在１２０~３００kb相对浓度较高,这样可

以保证酶切片段大小的全面性、片段的均一性以及

DNA浓度稳定性.在大量酶切操作中,所有操作用

具和操作步骤应与预酶切时的条件保持一致,特别

是在酶浓度稀释时要按照预酶切稀释顺序进行,这
样就可以获得最佳的酶切效果,得到最适大小的酶

切片段.
黄籽油菜品种相比黑籽油菜品种具有更多的优

势.本研究为四川黄籽油菜品种构建了一个片段长,
无叶绿体、线粒体和细菌DNA污染,基因组覆盖度高

和克隆随机性强的高质量BAC文库,为下一步四川

黄籽油菜品种的基因克隆和基因组研究奠定基础.
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ConstructionandcharacterizationofBAClibraryofoilseed
BrassicajunceavarietySichuanYellowSeed

LUOSongyu１　LUO Meizhong２　LIUZhongsong１

１．OilCropsResearchInstitute,HunanAgriculturalUniversity,Changsha４１０１２８,China;

２．CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　AhighＧqualityBAClibraryoftheoilseedBrassicajunceavarietySichuanYellowSeed
wasconstructedtoacceleratethestudyandutilizationoftheyellowＧseedrapeseedgenome．Thelibrary
contains８２９４４clonesandisstoredin２１６×３８４microtiterplates．TheresultsofrestrictionenzymediＧ
gestionofplasmidshowedthattheaverageinsertsizeofthelibrarywasabout１４０kbandtheemptyＧvecＧ
torratewasabout２．５％．BasedontheBrassicajunceagenomesizeof１０００Mb,thelibrarycoversabout
１１．６× genomes．TheresultsofBlastanalysisoftheBACendsequencesshowedthatthecloneswere
evenlymappedontothe１８chromosomesoftheBrassicajunceagenome．Nochloroplast,mitochondria
andbacteriumgenomeDNAcontaminationwasfound．

Keywords　Brassicajuncea;YellowSeed;preparinglargeＧsizeDNAfragments;BAC;plasmid;

enzymedigestion
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