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　　[摘　要 ]　BA C (bacteria l art ificia l ch romo som e,细菌人工染色体)是一种新发展起来的构建高等生物基因组

文库的重要方法。由于关中奶山羊产奶性能好,成为制备乳腺生物反应器的理想动物之一,故对关中奶山羊 BA C

文库的构建条件进行了研究。用B am H É部分酶切关中奶山羊的基因组,用CH EF (箝位匀强电场)凝胶电泳分离大

片段DNA ,以电透析法回收DNA 后,与酶切脱磷的 pBeloBA C11载体连接,然后电激转化感受态细胞DH 10Β,得

到了数千个阳性克隆,插入片段平均为 30～ 40 kb。在此过程中摸索了BA C 载体制备、高分子量DNA 制备、酶切、

连接和电激转化等一系列环节对高效转化产生大片段DNA 克隆的影响。
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　　构建大片段DNA 基因组文库对于基因克隆、

序列和功能分析、基因组物理图谱绘制、制备乳腺生

物反应器和转基因动物研究具有重要作用。细菌人

工染色体 (bacteria l art if icia l ch romo som e, BA C)是

一种新发展起来的构建高等生物大片段DNA 基因

组文库的重要方法[1～ 4 ]。BA C 优于 YA C (酵母人工

染色体)的一个主要优点,就是BA C 克隆的嵌合率

低。BA C 克隆的插入片段可达 300 kb, 而且BA C

DNA 易于回收,可用常规碱裂解法提取重组质粒。

尽管从携带单拷贝质粒的细菌提取的BA C DNA 量

较低,但也足以进行限制性酶切、PCR 和 F ISH (荧

光原位杂交) 分析等。所以建立在大肠杆菌 F 因子

基础上的高容量克隆体系BA C 在许多方面逐渐获

得了广泛应用。

关中奶山羊产奶性能好,是制备乳腺生物反应

器的理想动物之一,所以本试验选用关中奶山羊为

研究对象,摸索其BA C 文库构建各环节中的一系列

影响因素,以期为整个文库的成功构建奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　菌株、质粒和外源片段

　　大肠杆菌DH 10Β(用于培养BA C s的重组缺陷

菌株)和质粒 pBeloBA C11 由中国军事医学科学院

生物工程研究所提供, 外源DNA 片段为陕西杨凌

关中奶山羊的肝脏基因组DNA。

1. 2　BA C 载体的制备

将含有质粒 pBeloBA C11 (7. 4 kb)的菌液涂布

于含 12. 5 ΛgömL 的氯霉素 (CM )LB 平板上, 37 ℃

培养过夜。单个菌落用牙签接种到LB 培养液中,

200 röm in, 37 ℃震摇过夜,再用试剂盒 (Q IA GEN )

提 取 质 粒。将 质 粒 pBeloBA C11 用 B am H É
(TA KA RA ) 30 ℃酶切 5 h,然后将 C IA P (牛小肠

碱性磷酸酶, P rom ega)直接加入上述酶切体系中,

37 ℃脱磷 30 m in, 最后用 PCR 纯化试剂盒 (Q IA 2
GEN )回收酶切脱磷的载体。

1. 3　高分子量DNA 的制备

在干冰存在的条件下,将山羊的肝脏组织碾成

粉末,悬浮在 PBS缓冲液中,振荡混匀,用 2层纱布

过滤。1 000 g 室温离心 5 m in,弃上清液,将沉淀重

新悬浮在 PBS中。将细胞悬液在 45 ℃预热 5 m in,

与等体积、等温度的用 PBS 溶解的 1%低熔点琼脂

糖混合。将混合物分装在制备琼脂糖栓的模具里,冰

上放置 15 m in, 然后将凝胶栓转移到裂解缓冲液
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(0. 5 mo löL ED TA , pH 9. 0～ 9. 3, 1% 十二烷基肌

氨酸钠, 1 m gömL 蛋白酶 K)中, 50 ℃温育 48 h,隔

天换液 1 次[5 ]。再用 pH 9. 0～ 9. 3 的 0. 5 mo löL

ED TA 于 50 ℃温育 1 h, 然后用 pH 8. 0 的 0. 05

mo löL ED TA 冰育凝胶栓 1 h,最后在 4 ℃下保存

于 pH 8. 0的 0. 05 mo löL ED TA 中。

1. 4　高分子量DNA 的纯化

琼脂糖凝胶栓在酶切之前, 需进一步纯化

DNA ,灭活蛋白酶 K。用含 1 mmo löL PM SF (苯甲

基磺酰氟)的 T E (10 mmo löL T ris2HC l, 1 mmo löL

ED TA , pH 8. 0)洗琼脂糖栓 3次,再用 T E 洗 3次。

将琼脂糖栓保存在 4 ℃的 T E 中。

1. 5　部分酶切条件的优化与DNA 大片断的回收

在 200 ΛL 的B am H É反应缓冲液中,将 1ö3的

凝胶栓 (约 30 ΛL )进行部分酶切, 分别加入 4. 5,

9. 0, 18. 0, 36. 0 U 的B am H É (TA KA RA ) ,冰育 1

h, 使酶能充分扩散到凝胶栓中, 然后 30 ℃酶切 6

m in, 最后向反应体系中加入 20 ΛL pH 8. 0 的 0. 5

mo löL ED TA 终止酶切反应。对酶切产物进行

CH EF 凝胶电泳, 电泳条件为 1%琼脂糖凝胶, 0. 5

× TBE ( 45 mmo löL T ris, 45 mmo löL 硼 酸, 5

mmo löL ED TA ) , 180 V , 12 ℃, 24 h, 其中前 14 h

为 50 s脉冲,后 10 h 为 90 s脉冲。电泳结果见图 1。

图 1　部分酶切包埋在琼脂糖栓中的高分子量DNA

M. Κ2DNA 串联体M arker; 1～ 4. 用B am H É

部分酶切的基因组DNA (1. 36 u; 2. 18 u; 3. 9 u;

4. 4. 5 u) ; 5. 基因组DNA

F ig. 1　Part ia lly digested h igh2mo lecu lar2w eigh t

DNA in agaro se p lugs

M. L am bda concatem er M arker; 1- 4. Genom ic DNA partially

digested w ith B am H É (1. 36 u; 2. 18 u; 3. 9 u;

4. 4. 5 u) ; 5. Genom ic DNA

图 1表明, 4. 5 U B am H É , 30 ℃酶切 6 m in 的

效果最为理想,以此进行大规模酶切反应和电泳,然

后从凝胶中切下 50～ 100 kb 的DNA ,用电透析法

回收DNA。

1. 6　回收DNA 浓度的确定

将回收的DNA 与已知浓度的 ΚDNA (华美公

司) 用 1%的琼脂糖凝胶电泳,经 EB 染色,根据亮

度估计回收的DNA 浓度。具体做法是将浓度为 15

ngöΛL ΚDNA 作为标准加样 1 ΛL ,回收的DNA 各

加样 10 ΛL ,电泳后估计样品 3和 4的浓度约为 1. 5

ngöΛL ,样品 2 由于DNA 浓度很小,看不到条带纹

(图 2)。

图 2　回收大片断DNA 的电泳图谱

1. ΚDNA ; 2～ 4. 回收的山羊DNA s

F ig. 2　E lectropho resis patterns of

ex tracted b ig fragm ent DNA s

1. ΚDNA ; 2- 4. Ex tracted goat DNA s

1. 7　连接与转化

将回收的 DNA 与酶切脱磷的线性 pBe2
loBA C11按 1∶5～ 1∶10 的物质的量之比混合, 16

℃连接过夜。然后将连接混合物在 65 ℃加热 10

m in 灭活 T 4 DNA 连接酶。

将连接混合物转移到 0. 025 Λm 的微孔滤膜

(M illipo re)上,用 0. 5×T E (将 T E 溶液稀释 1 倍)

冰上透析 2 h,除去 T 4 DNA 连接酶和缓冲液中的离

子。再用 0. 5×T E+ 30% PEG8000 (聚乙二醇)冰上

透析 30 m in [6 ] ,浓缩连接混合物中的DNA。取 2 ΛL

透析后的连接物转化 20 ΛL 的电激感受态大肠杆菌

DH 10Β,使用 IO 2RAD 电击仪和 0. 1 cm 的电激杯,

电激转化条件为 13 kV öcm , 100 8 , 25 ΛF。将电穿

孔后的细胞重悬浮在 1 mL 的 SOC 培养基 (20 göL

胰化蛋白胨, 5 göL 酵母抽提物, 0. 5 göL N aC l, 2. 5

mmo löL KC l, 10 mmo löL M gC l2, 20 mmo löL 葡萄

糖, 10 mmo löL M gSO 4, pH 7. 0 ) 中, 37 ℃, 225

röm in震摇 1 h 后,涂布在含有 12. 5 ΛgömL 的氯霉

素LB 平板上。37 ℃温育 18～ 24 h,通过蓝白斑筛

选,鉴别可能的重组克隆[7 ]。

用牙签挑取白色菌落, 接种到 5 mL 含 12. 5

ΛgömL 氯霉素的LB 液体培养液中, 37 ℃震摇过

夜。用试剂盒 (V ITA GEN E )提取质粒 DNA 后,
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N otÉ 37 ℃酶切 5 h,然后通过CH EF 凝胶电泳判

断重组克隆的插入片段大小[8 ]。

2　结　果

随机挑取 12个白斑进行重组子的鉴定。在 180

V , 15 ℃条件下,先 5 s脉冲电泳 5 h,再 15 s脉冲电

泳 10 h,结果如图 3所示。由图 3可知,插入片段的

平均大小在 30 kb 左右,表明转化产生的重组效率

很高,阳性率几乎达 100%。

图 3　通过CH EF 分析的山羊BA C 克隆的N otÉ酶切结果
M. 低分子量脉冲电泳M arker (N EW EN GLAND B ioL abs) ; 1～ 12. 随机挑选的来自一次尺度选择的重组

BA C 克隆的N otÉ酶切产物; 13. 基因DNA ; 6. 55 kb 处的带是载体DNA

F ig. 3　R esu lts of goat BA C clones digested w ith N otÉ by CH EF electropho resis

M. L ow range PFG M arker (N EW EN GLAND B ioL abs) ; 1- 12. Random ly p icked recom binan t BA C clones digested w ith

N otÉ derived from one size selected; 13. Genom ic DNA ; V ecto r w as located 6. 55 kb

3　讨　论

在乳腺生物反应器制备中,常常将携带目的基

因的质粒载体与乳蛋白的一些调控元件人为拼凑在

一起,这样可能会导致一些调控元件未被发现[9 ]。为

了保持表达调控序列的天然状态,减少人为的组装,

因而有必要利用整个区域的调控序列来表达外源基

因[9 ]。要克隆整个区域,就需要大容量的载体,BA C

系统正好符合这个要求。所以山羊基因组BA C 文库

的建立,对于人们筛选并获得含有完整天然调控序

列的乳蛋白基因的克隆十分重要。本研究通过对关

中奶山羊BA C 文库的构建条件的初步研究,摸索出

了一系列影响高效转化的因素。

3. 1　BA C 载体制备

BA C 载体的制备是构建文库的一个关键,应设

计一系列试验以确定载体完全消化所需的最小酶量

及最短酶作用时间。酶用量过大可能会导致非特异

性酶切,结果产生很高比例的假阳性,使整个文库的

空载率过高[10 ]。对酶切后的载体脱磷也很必要,脱

磷不足载体易自连,空载率升高;反之,会损伤载体,

使之与外源DNA 的连接能力下降, 结果导致白斑

比例很高,空载率也相应提高。载体脱磷之后应立即

使用,以减少载体的自身降解,提高连接效率。

3. 2　高分子量DNA 的制备

高分子量DNA 的制备是构建文库的一个难

点。用碾磨处理动物组织可减少对基因组DNA 的

损害。为防止细胞核的破裂,组织不能碾磨过细,细

胞的悬浮要动作轻柔。包埋在琼脂糖凝胶栓里的细

胞数目大约为 (5～ 7)×107 mL - 1,包埋的细胞浓度

会直接影响DNA 的消化和连接。细胞浓度太大,导

致DNA 很难被酶切; 反之,会使连接效率降低。包

埋细胞的琼脂糖浓度也很重要,琼脂糖浓度太高,会

影响酶切效果,甚至无法酶切; 反之,凝胶栓很难成

型,不易操作。一般把细胞悬液与 1%的琼脂糖凝胶

等体积混合,酶切的效果很好。为了使琼脂糖酶能充

分扩散到凝胶栓内,一方面需要把酶和凝胶栓在冰

上共同孵育 1 h, 另一方面需增加酶和凝胶栓接触

的表面积。本试验将一块凝胶栓分成 3份,各取 1ö3

进行部分酶切条件的优化,发现明显比整块凝胶栓

酶切效果好,而且节约了每次做试验的样品,使样品

能最大限度用于DNA 的回收。

3. 3　大片段DNA 的回收

大片段DNA 一般采用琼脂糖酶消化法或电透

析法回收。Strong 等[11 ]报道,对于高分子量DNA 的

回收,采用电透析法[12 ]得到的DNA 比用 Β2琼脂糖
酶É 处理得到的更完整, 尤其当DNA 片段非常大

时,差异更显著。电透析法回收DNA 使用普通琼脂
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糖,而琼脂糖酶回收DNA 必须使用低熔点琼脂糖。

电透析法还可避免凝胶于 65 ℃熔化时对DNA 分

子的损伤。所以,电透析法对于大规模文库的构建更

经济有效。

以往脉冲电泳用 TA E 缓冲液分离部分消化的

DNA ,因为 TBE 中的硼酸根离子会抑制随后的连

接反应[13 ]。但 0. 5×TBE 缓冲能力最强,能得到理

想的分辨率,可在回收DNA 后用 0. 5×T E 溶液置

换 0. 5×TBE 除去硼酸根离子。DNA 的回收有一次

尺度选择和二次尺度选择 (尺度选择即脉冲电泳)。

一次尺度选择,可减少DNA 的损失,但会产生小片

段与大片段的共迁移,回收片段中含有相当比例的

小片段,它会与载体优先连接,从而使整个文库的克

隆偏小。二次尺度选择能除去一部分小片段,使回收

的DNA 片段大小比较均匀,但DNA 的损失很大,

转化效率较一次选择降低十至几十倍。本试验获得

的克隆插入片段平均在 30 kb 左右,主要原因可能

是回收的DNA 片段不大 (50～ 100 kb) , 只进行了

一次尺度选择,小片段陷在大片段里没有除去,使得

小片段与载体优先连接,所以克隆尺度偏小,但转化

产生的重组效率很高。只要提高回收大片段DNA

的浓度,进行二次尺度选择,再优化连接转化条件,

就有望得到更大的BA C 克隆。

3. 4　连　接

最高的转化效率与精确的连接条件相关,因此

各种参数, 如连接时间、载体和插入片段浓度、T 4

DNA 连接酶浓度, 均被优化以获得最佳的转化效

率[14 ]。为避免电激转化过程中弧光放电的发生,将

连接混合物在低盐缓冲液 (0. 5×T E)中悬滴透析除

去连接体系的各种离子,但这样会导致连接体系体

积增大,浓度降低,重组子的数量减少,所以有必要

进一步浓缩。Kazu toyo 等[14 ]的试验证明,运用 30%

的 PEG8000 浓缩连接体系, 可得到较高的转化效

率。根据每次连接体系的不同,连接体系在冰上浓缩

的时间也需要摸索,以获得达到最适DNA 浓度的

时间。连接体系浓缩后较浓缩前更容易降解和聚集,

所以浓缩后应尽快转化。连接酶的存在也会影响电

激转化效率,将连接酶在 65 ℃灭活 10 m in,能提高

转化效率。

3. 5　电激转化

电激转化的效率,即每次转化产生的重组子数

量,是对构建文库的每个环节进行优化的最终目标。

在电激转化过程中,温度、电穿孔参数 (电压梯度、电

阻)、宿主细胞 (遗传背景、生长条件)、脉冲后处理等

因素会影响电激转化效率。低温操作有利于提高转

化效率; 低电场强度、低电阻能提高大片段DNA 的

转化效率。随着DNA 片段尺度的增加,电激效率也

随之降低。DH 10Β是重组缺陷型的BA C 宿主菌,电

激后应立即转移到 SOC 培养液中,时间过长会导致

转化效率大大降低。
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Exp lo ra t ion fo r cond it ion research of con st ruct ion of

bacteria l a rt if icia l ch rom o som e (BA C)

lib ra ry of Guanzhong m ilk goa t

J IA Y u-yan 1, 2, CHEN Hong2, 3,D ENG J i-x ian 1

(1 Institu te of B iotechnology , A cad emy of M ilita ry M ed ica l S ciences,B eij ing 100071, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

3 Institu te of B iotechnology , X uz hou N orm al U niversity , X uz hou , J iang su 221116, Ch ina)

Abstract: A new vecto r system 2BA C (bacteria l art if icia l ch romo som e) w as developed in to an impo rtan t

m ethod fo r the con struct ion of comp lex genom ic lib rary. Becau se Guanzhong m ilk goats have good m ilk ef2
f iciency, and are ideal an im als to con struct m amm ary gland b io2reacto rs,w e exp lo red fo r condit ion s to con2
st ruct Guanzhong m ilk goat BA C lib rary. W e part ia lly d igested genom ic DNA of guanzhong m ilk goat, sep2
ara ted large DNA in CH EF (con tou r2clamped homogeneou s electric f ield) , ex tracted DNA w ith electroelu2
t ion, liga ted to pBeloBA C11 digested w ith B am H É , t ran sfo rm ed competen t cell DH 10Βw ith large DNA by

electropo ra t ion, acqu ired thou sands of po sit ive clones, average in serted fragm en ts ranged from 30 kb to 40

kb. In th is cou rse, w e exp lo red m any facto rs w h ich influenced h igh eff icien t t ran sfo rm ing of large DNA ,

such as p repart ion of BA C invecto r and h igh2mo lecu lar2w eigh t DNA , part ia l d igest ion, liga t ion, electropo ra2
t ion, and p rovided a basis of con struct ion of the w ho le lib rary.

Key words: BA C (Bacteria l art if icia l ch romo som e) ; genom e lib rary; goat
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