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摘　要：以野生大豆黄化幼苗为材料提取其细胞核 ＤＮＡ，经 ＬＭＰ包埋并用蛋白酶 Ｋ裂解其中的核蛋白后，采用脉

冲电泳回收 ２Ｍｂ左右细胞核 ＤＮＡ。用 ＨｉｎｄⅢ对回收细胞核 ＤＮＡ进行部分酶切并用脉冲电泳回收酶切后的 ＤＮＡ

片段，经电洗脱、浓缩和透析后 ＤＮＡ溶液浓度可达 １０ｎｇ·μＬ－１。连接转化检测结果表明：该 ＤＮＡ可用于后续野

生大豆基因组可转化人工染色体（ＴＡＣ）文库的构建和基因组分析。
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　　基因组大片段 ＤＮＡ克隆文库是植物基因组分

析和基因图位克隆的基础。利用 ＴＡＣ载体构建大

片段 ＤＮＡ插入文库，一旦筛选到目标阳性克隆，可

直接利用农杆菌转化系统将其转到植物体中进行

基因功能互补实验，不必进行亚克隆，从而加速了

工作进程
［１］
。因此，构建高质量的植物基因组可转

化人工染色体（ＴＡＣ）文库，不仅有助于基因克隆，

还有助于基因表达、数量性状基因等的研究，应用

范围也将越来越广泛。目前，应用 ＴＡＣ载体系统已

成功构建了拟南芥
［２］
、小麦一簇毛麦易位系 ６ＶＳ／

６ＡＬ［３］、高抗黄矮病基因的小麦中间偃麦草易位

系
［４］
、籼稻品种 Ｈ３５９［５］、稻瘟菌［６］

、水稻
［７］
、桃

［８］
、

六倍体小麦、番茄、菰
［９］
、大豆、棉花和百脉根

［１０］
等

多种植物的基因组文库，并已被成功地用于多个拟

南芥新基因的分离，在水稻和小麦
［１１１２］

基因的分离

研究工作中也取得了重要进展。

一年生野生大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ）是栽培大豆的近

缘祖先种，是我国作物资源中的瑰宝。因其携带有

高产、抗病、抗虫、抗旱、耐冷、耐盐、耐瘠薄等基

因
［１３］
，因而可为选育大豆等作物新品种、开展生物

技术研究提供多种优异基因资源。构建高质量的

野生大豆核基因组可转化人工染色体（ＴＡＣ）文库
将为野生大豆功能基因组研究工作奠定基础，对有

关野生大豆优异基因挖掘和资源创新研究都具有

重要意义。而细胞核 Ｍｂ级 ＤＮＡ的提取和酶切，是
构建 ＴＡＣ文库的前提和关键步骤。因此，该研究对
野生大豆细胞核基因组 Ｍｂ级 ＤＮＡ的制备与酶切
条件进行摸索，以期为进一步构建野生大豆核基因

组可转化人工染色体（ＴＡＣ）文库和优异基因挖掘
研究工作提供一定的理论依据和技术支撑。

１　材料与方法

１．１　供试材料

１．１．１　植物材料　具有高度耐盐特性野生大豆种
子由吉林省农业科学院生物技术中心植物资源与

分子生物学课题组提供，播种后置于温室遮光培
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养，待萌发并生长１０ｄ后剪取黄化幼苗备用。

１．１．２　载体和菌株　ＴＡＣ载体 ｐＹＬＴＡＣ７４７ＮＨ／

ｓａｃＢ（１８．９ｋｂ）由华南农业大学刘耀光教授馈赠，

大肠杆菌电转化感受态细胞（ＥｌｅｃｔｒｏＭＡＸＤＨ１０Ｂ

Ｃｅｌｌｓ）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。

１．２　试验方法

１．２．１　分离细胞核　参照 Ｌｉｕ等［１４］
的方法稍加改

进。取２０ｇ野生大豆幼苗在液氮中研磨成粉，加入

２５０ｍＬ冰冷的含 ０．１５％β巯基乙醇的 １×ＨＢ溶

液，冰浴搅拌 １５ｍｉｎ。依次用 ３５、７０、１８０和 ３００目

钢丝细胞筛过滤，回收滤液备用。并用同样溶液清

洗所得滤渣，重新过滤。合并所有滤液，将其分装

于５０ｍＬ离心管中离心（４℃、ＲＣＦ２０００ｇ）１５ｍｉｎ。

回收沉淀，加４０ｍＬ相同溶液悬浮清洗沉淀后离心

１０ｍｉｎ；再将沉淀用 １×ＨＢ悬浮清洗离心（４℃、

ＲＣＦ２０００ｇ、１０ｍｉｎ）２次，最后所得沉淀即为野生

大豆细胞核沉淀，用 １ｍＬ的 １×ＨＢ悬浮置于冰上

暂存。

１．２．２　细胞核的包埋和裂解　将１×ＨＢ细胞核悬

浮液置 ４５℃水浴 １～３ｍｉｎ，加入等体积的 １．４％

ＬＭＰ，轻柔混匀后迅速加到自制模具 ｐｌｕｇｍｏｌｄ中

（１０×０．２×１ｃｍ＝２．０ｍＬ）制成胶条，用蛋白酶 Ｋ

裂解。

１．２．３　Ｍｂ级 ＤＮＡ的回收和保存　配制 １％ＬＭＰ

胶，将 ＰＦＧＭａｒｋｅｒ点于胶的两侧，将包埋裂解后的

胶条点在两道 Ｍａｒｋｅｒ之间。按 ＹｅａｓｔＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

ＰＦＧＭａｒｋｅｒ（ＮＥＢ）条件进行脉冲电泳。电泳结束

后，将两侧的 Ｍａｒｋｅｒ切下，用 ＥＢ染色后，使用手持

紫外仪对照回收 ２Ｍｂ左右 ＤＮＡ并保存于 Ｔ１０Ｅ１０

（１０ ｍｍｏｌ· Ｌ－１ＴｒｉｓＣｌ，１０ ｍｍｏｌ· Ｌ－１ＥＤＴＡ，

ｐＨ８．０）中。

１．２．４　野生大豆细胞核 ２Ｍｂ左右 ＤＮＡ的部分酶

切　预处理：将回收胶用 ＴＥＰ（含有 １ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＭＳＦ的 Ｔ１０Ｅ１０）４℃清冼 ２次（第 １次 ３ｈ，第 ２

次４ｈ）后，换 Ｔ１０Ｅ１０浸洗 ４ｈ，然后再换 １次 Ｔ１０

Ｅ１０保存过夜，酶切前换 ＴＥ（ｐＨ８．０）洗 ２次（第 １

次１０ｈ，第２次１３ｈ）。

酶切：以胶体积为基本标准决定反应体系，按

整胶重量０．０５ｇ为基本标准换算加酶单位量，切取

小部分胶块进行预酶切。按胶块体积的 ３倍为反

应体系加酶切缓冲液混匀，冰浴 １ｈ。更换含有不

同酶量的 ＨｉｎｄⅢ（ＮＥＢ）相同酶切缓冲液混匀，再冰

浴８ｈ以上。加入 ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２使其终浓度

为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１后，冰浴１ｈ。然后３７℃开始酶切反

应（温育）４０ｍｉｎ，加入０．１倍胶体积的０．５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０），冰上４５ｍｉｎ终止酶切反应。换 ＴＥ

浸洗１ｈ后，再更换新的 ＴＥ于 ４℃保存。按 Ｌｏｗ

ＲａｎｇｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ（ＮＥＢ）条件进行脉冲电泳。电泳

结束后，根据预酶切结果确定最佳部分酶切酶用量

和酶切条件，对剩下的大部分胶块进行部分酶切。

酶切片段回收：酶切片段胶回收和电洗脱电泳

条件均同预酶切。首先用 １％ＬＭＰ脉冲电泳按照

ＤＮＡ片段长度范围分 ３组（２３．１～４８．５ｋｂ、４８．５～

９７ｋｂ、９７～１４５．５ｋｂ）回收 ＤＮＡ酶切片段胶块，再

分别用装有１ｍＬＴＥ的 ３．４ｃｍ宽透析袋电泳洗脱

回收胶中 ＤＮＡ，电泳结束后把透析袋旋转 １８０°，同

条件电泳５ｍｉｎ后停止电泳 ，吸取ＤＮＡ洗脱液。将

ＤＮＡ溶液在超净工作台上蒸发浓缩至原体积的

１／５～１／６后，用漂浮在 ０．８×ＴＥＮ 缓冲液上的

Ｍｉｎｉｐｏｒｅ（０．０２５μｍ）膜 ４℃透析 ３０ｍｉｎ，小心吸

取各组 ＤＮＡ溶液于４℃保存。

１．２．５　连接与转化　将 ＴＡＣ载体 ｐＹＬＴＡＣ７４７ＮＨ／

ｓａｃＢ（１８．９ｋｂ）经 ＨｉｎｄⅢ酶切、ＨＫ脱磷酸酶脱

磷
［１５］
后，与上述 ２３．１～４８．５ｋｂ范围的 ＤＮＡ片段

在 １６℃条件下连接 ２８ｈ。连接产物用 Ｍｉｎｉｐｏｒｅ

（０．０２５μｍ）膜在１／４ＴＥ溶液中 ４℃透析 ４ｈ后，电

转化入大肠杆菌电转化感受态细胞（ＥｌｅｃｔｒｏＭＡＸ

ＤＨ１０ＢＣｅｌｌｓ）中，然后在 ＬＢ＋卡纳霉素２５ｍｇ·Ｌ－１

＋５％蔗糖培养基平板上 ３７℃培养过夜。待克隆长

至适宜大小时，挑取阳性克隆用碱裂解法提取质

粒，经 ＨｉｎｄⅢ酶切、１％琼脂糖电泳检测连接效果。

２　结果与分析

２．１　野生大豆细胞核的分离及２Ｍｂ左右核 ＤＮＡ

回收

　　在相差显微镜下，用血球计数板对细胞核提取

物进行检测，结果获得的野生大豆细胞核很完整，

核提取液中所含杂质颗粒较少（图１）。经计算细胞

核浓度可达 １．０×１０９·ｍＬ－１，据此调整使其终浓度

为５．０×１０８·ｍＬ－１，用等体积的 １．４％ＬＭＰ进行包

埋用于核 ＤＮＡ的制备；经蛋白酶 Ｋ裂解后，野生大

豆细胞核 ＤＮＡ胶块脉冲电泳结果见图 ２，细胞核裂

解后释放的野生大豆 ＤＮＡ多集中 １．９Ｍｂ以上，在

加样孔附近形成较亮的条带，比较容易分离、回收

和纯化，有利于后续酶切、连接反应的顺利进行。

２．２　野生大豆２Ｍｂ左右核 ＤＮＡ部分酶切

在 ＬＭＰ胶块中的 ２Ｍｂ左右核 ＤＮＡ酶切效果

主要和 ＤＮＡ的浓度、所加的酶量、胶块的重量和体
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图 １　相差显微镜下（４０×）的野生大豆细胞核

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｎｕｃｌｅｉｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａｂｙｔｈｅｐｈａｓｅ

ｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（４０×）

Ａ：野生大豆２Ｍｂ左右核 ＤＮＡ检测（１为 ＹｅａｓｔＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＰＦＧ

Ｍａｒｋｅｒ；２、３为野生大豆核 ＤＮＡ）；Ｂ：野生大豆２Ｍｂ以上核 ＤＮＡ

回收（１、１５为 ＹｅａｓｔＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ；２１４为野生大豆核

ＤＮＡ）。

Ａ：ＡｂｏｕｔｔｗｏＭｅｇａｂａｓｅｓｉｚｅＤＮＡｆｒｏｍｔｈｅｎｕｃｌｅｉｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａｗａｓ

ｅｖａｌｕａｔｅｄ（１：ＹｅａｓｔＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ；２＆３：ＮｕｃｌｅａｒＤＮＡ

ｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ）；Ｂ：ＡｂｏｕｔｔｗｏＭｅｇａｂａｓｅｓｉｚｅＤＮＡｆｒｏｍｔｈｅｎｕｃｌｅｉ

ｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａｗａｓｒｅｃｏｖｅｒｅｄ（１＆１５：ＹｅａｓｔＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＰＦＧ

Ｍａｒｋｅｒ；Ｆｒｏｍ２ｔｏ１４：ＮｕｃｌｅａｒＤＮＡｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ）．

图 ２　脉冲电泳回收未经 ＥＢ染色的野生大豆

２Ｍｂ左右核 ＤＮＡ

Ｆｉｇ．２　ＡｂｏｕｔｔｗｏＭｅｇａｂａｓｅｓｉｚｅＤＮＡｆｒｏｍｔｈｅｎｕｃｌｅｉ

ｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａｗａｓｒｅｃｏｖｅｒｅｄｗｉｔｈｏｕｔｓｔａｉｎｉｎｇｉｎ

ＥＢｂｙｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

积、时间及温度有关。将温度固定在 ３７℃，酶切时

间设定为 ４０ｍｉｎ，通过不同梯度小量酶切来确定所

回收同一长胶块的最佳酶切量。结果见图３Ｂ，当采

用２ＵＨｉｎｄⅢ／０．０５ｇ胶酶量进行部分酶切反应时，

酶切后的 ＤＮＡ片段大部分集中在 ４８ｋｂ以下范围，

表明该酶切反应过头。当酶量降至 １ＵＨｉｎｄⅢ／

０．０５ｇ胶时，酶切后的 ＤＮＡ片段在琼脂糖凝胶上分

布比较均匀，因此将１ＵＨｉｎｄⅢ／０．０５ｇ胶确定为最

佳部分酶切反应酶用量。由于同一胶块中所含的

ＤＮＡ浓度大致相同，因而按照此最佳酶用量进行大

量酶切得到了比较理想的酶切结果（图 ３Ａ）。采用

脉冲电泳回收３组不同长度 ＤＮＡ片段胶块，经电洗

脱、浓缩和透析后，用普通琼脂糖凝胶电泳测定其

浓度均达到 １０ｎｇ·μＬ－１以上，可满足后续连接转

化反应的需要。

Ａ：野生大豆 ２Ｍｂ左右核 ＤＮＡ部分酶切片段回收（１为 Ｌｏｗ

ＲａｎｇｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ（ＮＥＢ），２１４为核 ＤＮＡ部分酶切产物，１５为

ＭｉｄｒａｎｇｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ（ＮＥＢ））；Ｂ：野生大豆２Ｍｂ以上核 ＤＮＡ预

酶切结果（１为 ＭｉｄｒａｎｇｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ（ＮＥＢ），２为 ２ＵＨｉｎｄⅢ／

０．０５ｇ胶酶切产物，３为１ＵＨｉｎｄⅢ／０．０５ｇ胶酶切产物）。

Ａ：ＴｈｅＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｙｉｅｌｄｅｄａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｅｒｅｒｅｃｏｖｅｒｅｄ

（１：ＬｏｗＲａｎｇｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ（ＮＥＢ）；Ｆｒｏｍ２ｔｏ１４：ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓ

ｙｉｅｌｄｅｄａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；１５：ＭｉｄｒａｎｇｅＰＦＧＭａｒｋｅｒ（ＮＥＢ））．

Ｂ：ＡｂｏｕｔｔｗｏＭｅｇａｂａｓｅｓｉｚｅＤＮＡｆｒｏｍｔｈｅｎｕｃｌｅｉｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａｗａｓ

ｄｉｇｅｓｔｅｄｐａｒｔｉａｌｌｙａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｄｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ．

图 ３　野生大豆 ２Ｍｂ左右核 ＤＮＡ部分酶切及回收

Ｆｉｇ．３　ＡｂｏｕｔｔｗｏＭｅｇａｂａｓｅｓｉｚｅＤＮＡｆｒｏｍｔｈｅｎｕｃｌｅｉ

ｏｆＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｐａｒｔｉａｌｌｙａｎｄｔｈｅ

ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｙｉｅｌｄｅｄｗｅｒｅｒｅｃｏｖｅｒｅｄ

２．３　连接与转化检测

取１．５μＬ连接产物与 １０μＬ大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂ

电转化感受态细胞于冰上轻柔混匀，电转后用 １ｍＬ

ＳＯＣ培养基复苏培养后涂平板（平均每板涂约

１００μＬ菌液），最后将平板置于 ３７℃培养箱倒置培

养过夜。获得的阳性克隆见图 ４，平均每板长菌落

约８０～１００个，每次电转共可获得 ８００～１０００个实

心、比较饱满的克隆。根据菌落形态选择挑取阳性

克隆进行摇菌培养，再利用菌液提取质粒，并用

ＨｉｎｄⅢ单酶切对阳性质粒进行鉴定。从图５可以看

出：经检测，所挑取的克隆中 ９５％以上均为阳性克

隆，且大的连接片段合计接近２０ｋｂ左右，表明所提

取的野生大豆２Ｍｂ以上核ＤＮＡ完全可满足其核基

因组 ＴＡＣ文库构建的要求。

图 ４　电转后获得的阳性克隆

Ｆｉｇ．４　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
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１为 λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ）；２为未酶切 ｐＹＬＴＡＣ７４７ＮＨ／

ｓａｃＢ载体，３为 ｐＹＬＴＡＣ７４７ＮＨ／ｓａｃＢ线性载体；４、６、８、１０分别为

未酶切阳性克隆质粒；５、７、９、１１分别为对应的阳性克隆质粒

ＨｉｎｄⅢ单酶切产物，１２为 λＤＮＡＭａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ）。

１：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ）；２：ＩｎｔａｃｔｐＹＬＴＡＣ７４７ＮＨ／ｓａｃＢ

ｖｅｃｔｏｒ；３：ＬｉｎａｒｐＹＬＴＡＣ７４７ＮＨ／ｓａｃＢｖｅｃｔｏｒｐｒｅｐａｒｅｄｂｙＨｉｎｄⅢ；

４，６，８＆１０：Ｐｌａｓｍｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ；５，７，９＆

１１：ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄⅢ．

图 ５　阳性克隆质粒酶切检测结果

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄａｎｄｄｉｇｅｓｔｅｄｆｒｏｍ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ

３　讨论

根据水稻
［７，１４，１６］

、小麦
［１７］
等的成功报道，以植

物幼苗为材料更容易得到高质量的细胞核 Ｍｂ级
ＤＮＡ。因此，选用野生大豆黄化幼苗为材料，进行
细胞核大片段 ＤＮＡ的提取，既减少了叶绿体污染
几率，也保证了细胞核的得率。多次核分离结果表

明，植物材料研磨程度及其与核抽提缓冲液冰上充

分混匀对细胞核的得率起到关键的作用。植物材

料粉末越细腻、与核抽提缓冲液充分混匀，细胞核

的得率较高。在细胞核分离的过程中，借鉴徐粤宇

等
［１８］
的方法采用不锈钢质细胞筛进行分级过滤，比

采用纱布过滤减少了对溶液的吸附作用，从而减少

了细胞核的损失，同时使分离操作更为简便易行。

在离心过程中，增加离心的次数可在一定程度上减

少细胞核的损失，但是次数过多浪费能量和时间，

因此一般离心２～３次即可。同时增加不含 β巯基
乙醇的核抽提缓冲液洗涤有利于纯化细胞核匀浆，

试验共洗涤３次。
由于制备 ＤＮＡ浓度一致的长胶块对于后续部

分酶切反应条件的摸索至关重要，因此在 ＬＭＰ包埋
过程中借鉴徐粤宇等

［１８］
的方法使用自制的模具制

成连续的长胶块，便于脉冲电泳加样和回收，且使

回收的２Ｍｂ级ＤＮＡ在胶块中均匀分布、浓度相同，
从而可使用小量梯度酶切来确定大量酶切的最佳

酶切量准确度增高，部分酶切实验结果也验证了这

一改进的重要性和有效性。同时，由于多次纯化胶

回收和部分酶切回收造成 ＤＮＡ的大量损失，致使
最后能用于连接转化反应的 ＤＮＡ量较少，因此需

要多次制备ＤＮＡ以满足核基因组文库构建的需要，

也可通过优化连接转化反应等措施降低核 ＤＮＡ的

用量
［１９］
。
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０．４６０４，每个位点的有效等位基因数为 １．５１３９；２５
个品种间的遗传相似性系数变幅范围为 ０．４４６２～
０．８９２３，说明黑龙江省大豆种质资源间的遗传基础
相对较宽，存在较大的遗传变异性。

ＵＰＧＭＡ聚类分析可将２５份大豆材料分成５大
类，从分子水平上揭示了黑龙江省大豆种质资源间

的亲缘关系，为大豆育种材料的筛选和后续的深入

研究提供了物质基础和理论依据。
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