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摘要　　利用中国华北类型的黄瓜自交系 S94构建一个 BAC 文库 , 该文库包含约 19200个克隆 ,

平均插入片段为 105 kb , 大约覆盖黄瓜基因组的 5倍.为了使黄瓜的遗传连锁群锚定其染色体 , 从

黄瓜的 7个连锁群共选择了 22个标记 , 其中 15个 SCAR标记和 7个 SSR标记.利用这些标记用

PCR的方法筛选 BAC 文库的 DNA 池 , 15个标记筛选到至少 2 个克隆 , 共筛选到 60个 BAC 克

隆 , 最后确定了 22个 BAC 克隆作为连锁群特异克隆 , 这个 BAC 文库的构建为今后黄瓜基因组研

究奠定了基础.

关键词　　黄瓜　细菌人工染色体文库　分子标记　 PCR 检测　特异克隆

　　黄瓜(Cucum is sat ivus L ., 2n =14)是世界上重

要的蔬菜作物 , 因其花性型多样 , 也是遗传研究的

一个模式植物
[ 1]

.黄瓜有 7 对染色体 , 基因组只有

367M b
[ 2]

, 小于甜瓜(C.melo L.)和西瓜 [ Citrul-

lus lanatus (T hunburg)Matsumura and Nakai] 的

基因组.近年来黄瓜基因组研究取得了一定的进展 ,

目前为止 , 黄瓜的分子连锁图谱已经发表了十几

张 , 涉及 RA PD (Random ly Amplified Po lymo rphic

DNA), RFLP (Restriction Fragment Leng th Po ly-

morphism), AFLP (Amplified Fragment Leng th

Polymo rphism), SSR (Simple Sequence Repeat),

SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism)

等标记和一些重要的农艺性状和数量性状位点

(QT Ls)[ 3—9] .这些遗传图谱是黄瓜基因组研究的宝

贵资源 , 它不仅可以定位重要的农艺性状或 QT L ,

更重要的是它可以锚定物理图谱.

细菌人工染色体(BAC)文库具有插入片段大 、

嵌合率低 、 遗传稳定性好 、 易于操作等优点而备受

青睐.BAC 文库的构建不仅是进行基因图位克隆的

基础
[ 10 , 11]

, 也是物理图谱构建 、 基因组测序和比较

基因组研究的必备条件.韩国和美国科学家用一个

全雌 、 有限生长类型的日本品种首次构建了两个黄

瓜 BAC文库 [ 12] , 但中国主栽的黄瓜品种属于雌雄

异花同株 , 无限生长的华北类型.

至今为止 , 黄瓜的遗传图谱还未与染色体相对

应 , 现有的黄瓜遗传图谱上的固定标记(SSRs 和

SCARs)也较少.Fazio et al.发表的黄瓜分子遗传图

谱是目前固定标记最多的一张图谱 , 包含 7个连锁

群 , 有24个 SCAR标记和 14个 SSR标记 , 每个连

锁群上的固定标记为 0—10个 , 平均为 5.4个[ 8] .本

实验室用 F2 群体构建的遗传图谱也为 7个连锁群 ,

共有 9个SCAR标记和 11个 SSR标记 , 每个连锁群

上的固定标记为 1—7个[ 13] .目前该图谱每个连锁群

上的固定标记已增加到 2—10个 , 平均为 5个(结果
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未发表), 这为筛选连锁群特异的 BAC克隆提供了基

础.目前 , 黄瓜细胞学和分子细胞遗传学的研究已经

取得了一定进展[ 14—18] , 利用 DNA 标记 、 C 带分析 、

FISH 技术已建立了黄瓜高解析度的染色体组型
[ 19]

.

本研究中 , 我们利用中国广泛种植的华北类型黄瓜品

种构建了一个 HindⅢ部分酶切的 BAC文库 , 并且利

用黄瓜遗传图谱每个连锁群上的固定标记(SCA R和

SSR)筛选 BAC 文库得到了特异克隆 , 这为今后在

FISH 分析中利用 BAC克隆杂交染色体 , 并将黄瓜遗

传连锁群在染色体上的定位奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材料

黄瓜自交系 S94由上海交通大学农业与生物学

院提供 , 它属于中国广泛种植的华北类型 , 抗霜霉

病.S94是雌雄异花同株 , 强雄性 , 无限生长 , 果

瘤大而密 , 果刺多.

1.2　方法

1.2.1　BAC文库的构建　将 S94植株种在人工气

候室中 , 生长 4—7周 , 然后暗培养 48 h , 收集 50 g

叶片液氮研磨 , 然后分离核 , 制成琼脂糖胶块
[ 20]

.

琼脂糖胶块用裂解液裂解 48 h 后 , 用预冷的 T ris-

EDTA 洗两次待用.BAC 文库构建方法见文献

[ 21 , 22] , 按载体(pIndig oBAC-5 , EPICEN TRE

公司):插入片段为 7∶1(摩尔浓度比), 于 4℃下连

接过夜.连接产物经脱盐后进行电击转化大肠杆菌

感受态 DH10B(Invit rogen公司)
[ 21]

, 将 60μL 转化

物涂布于含 12.5 μg/mL 氯霉素的 LB 固体平板上 ,

37℃培养 16 h , 用以计算文库的总容量及检测文库

的插入片段大小.控制转化物的量 , 使每个平板大

约长出 200个克隆 , 共涂菌培养 96个平板.将平板

上的菌落刮到 96 孔板的培养基中 , 得到的菌液即

为200个克隆的混和.这样约19200个克隆保存于 1

块 96孔板中.

随机挑取 100 个克隆接种到 3 mL 含氯霉素

(12.5μg/mL)的 LB 培养基中 37℃培养过夜 , 用碱

裂解法提取质粒 DNA , Not Ⅰ酶切后 , 脉冲电场凝

胶电泳检测插入片段的大小
[ 21]

.

1.2.2　文库的混池　为方便 PCR检测 , 建立了黄

瓜 BAC 文库的三维 PCR 筛选体系 , 方法参考文

献
[ 22]

.首先把 96 孔板的每孔包含的 200个克隆看

作是一维池 , 然后将 96 孔板的纵列和横列分别并

样 , 构成二维池和三维池.用碱裂解法提取二维池

和三维池的质粒 , 将其作为模板进行 PCR , 以确定

目的克隆在 96孔板的具体位置;然后从该孔中取

少量菌液涂布到含氯霉素(12 .5 μg/mL)的 LB 平板

上 , 37 ℃培养 16 h后随机挑取克隆作为模板 , 通过

PCR筛选得到目标单克隆.PCR 体系为:质粒

DNA0.5μL , 引物 0.5μmol/ L , 200μmol/L dNTPs ,

2 mmol/ L M gCl2 , 1×Taq缓冲液 , 0.5UTaqDNA聚

合酶(上海 Promega 公司产品), 总反应体系为

10μL.反应的程序如下:94℃3 min;94 ℃30 s , 相

应退火温度 30 s , 72 ℃1 min , 40 个循环;72℃

5min.PCR产物用 2%琼脂糖凝胶电泳检测 , 凝胶

成像系统成像.

1.2.3　连锁群特异克隆的分离　在用 F2 群体构建

的黄瓜遗传连锁图谱上(结果未发表), 从每个连锁群

选取 2—4个分子标记 , 7个连锁群共选择了 22个标

记 , 其中 15 个 SCAR 标记和 7 个 SSR 标记.在

SCAR标记中 , 5个 SCAR标记来自于美国 Staub 教

授的实验室(http:// www .vcru .w isc.edu/ staublab),

即 AI4SCAR , AO12SCAR , BC403SCAR , AN5SCAR ,

C1SCAR.7个 SCAR标记是从 RAPD标记转化得来 ,

其中 6个 SCA R标记来自本实验室已发表的遗传图

谱
[ 13]

, 标记 S  H12来自未发表的遗传图谱 , 其引

物序列分别为:5′- ACG CGC A TG TT T AGC

TAC TT-3′(S  H12F)和 5′- ACG CGC A TG T TA

ACA CGA GA-3′(S  H12R).其余 3 个 SCAR标

记和 7个 SSR标记均来自于发表的文献[ 8 , 23—25] (见

表 1).所有引物从 S94上均可获得扩增产物.

表 1　用于检测黄瓜 BAC文库的连锁群固定标记

标记名称 标记类型 片段(bp) 连锁群a) 标记来源

S  S13-2 SCAR 700 1 [ 13]

C162 SSR 269 1 [ 23]

AI4SCA R SCAR 1200 1 S taub Lab b)

AO12SCAR SCAR 1300 1 S taub Lab b)

CSWCT 25 SSR 357 2 [ 25]

CS30 EST-SSR 151 2 [ 24]

BC403SCAR SCAR 774 2 S taub Lab b)
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续表

标记名称 标记类型 片段(bp) 连锁群a) 标记来源

S AV14 SCAR 494 2 [ 13]

S BE5-3 SCAR 281 3 [ 13]

CS8 EST-SSR 180 3 [ 24]

S AB14 SCAR 534 4 [ 13]

S AU18-1 SCAR 409 4 [ 13]

CSWACC02 SSR 227 4 [ 25]

L19-2-SCA R SCAR 1000 5 [ 8]

CS5 EST-SSR 299 5 [ 24]

AN5SCA R SCAR 875 5 S taub Labb)

BC 526-SCAR SCAR 970 6 [ 8]

C1SCAR SCAR 372 6 S taub Labb)

S BC526-2 SCAR 219 6 [ 13]

BC515SCA R SCAR 650 7 [ 8]

C SWCT11 SSR 226 7 [ 25]

S H 12 SCAR 767 7 本实验室b)

　　a)连锁群编号的确定参考文献[ 13] ;b)标记来自未发表文献

2　结果与分析

2.1　黄瓜 BAC文库构建

用黄瓜自交系 S94 构建了 BAC 文库 , 这个文

库包含大约 19200个克隆.为了鉴定文库插入片段

大小 , 随机挑取 100个克隆 , 经 Not Ⅰ酶切 , 通过

脉冲电场凝胶电泳检测 , 观察到 90 %的克隆含有插

入片段 , 插入片段大小分布于 80—140 kb 之间 , 平

均插入为 105 kb 左右(图 1).根据平均插入片段(约

105 kb)和文库的总容量 , 整个文库覆盖了约

1814M b基因组序列 , 按照黄瓜基因组 367 Mb 计

算 , 该文库覆盖基因组约 5倍.

图 1　黄瓜 BAC文库随机挑选克隆的插入片段大小分布

2.2　BAC文库的检测

为了评价文库质量和分离与遗传连锁群上固定

标记对应的 BAC克隆 , 我们用 PCR的方法检测文

库 , 利用从黄瓜遗传图谱上7个连锁群选出的22个

标记筛选了 BAC 文库的DNA池.通过两轮PCR筛

选 , 得到了目的单克隆.图 2示标记之一 S  AV14

对黄瓜 BAC文库池 DNA扩增的结果.

2.3　连锁群特异 BAC克隆的分离

这 22个标记每个得到1 —9个 BAC 克隆 , 共得

到 60个克隆 , 得到 1个克隆的标记有 7个 , 有 15

个标记得到的克隆至少两个.从这 60个克隆中 , 为

下一步应用于 FISH 技术杂交黄瓜染色体 , 我们挑

选了 22个克隆作为连锁群特异的 BAC 克隆(表 2).

表 2　用连锁群固定标记鉴定的黄瓜 BAC克隆

标记名称 BAC克隆数 标记名称 BAC克隆数

S S13-2 2 S  AU18-2 2

C162 1 CSWACC02 3

AI4SCAR 2 L19-2-SCAR 4

AO12SCAR 2 CS5 1

CSWCT25 1 AN5SCAR 1

C S30 1 BC526-SCAR 5

BC403SCAR 2 C1SCAR 3

S AV14 1 S BC526-2 3

S BE5-3 9 BC515SCAR 4

CS8 4 CSWCT11 5

S AB14 1 S H 12 3

合计 60 平均 2.73

3　讨论

我们构建的黄瓜 BAC 文库有 19200 个克隆 ,

平均插入片段为 105 kb , 覆盖黄瓜基因组大约5倍 ,

说明发现任何一个 DNA 序列的可能性为 99%.

BAC文库插入片段大小在 100—200 kb之间 , 完全

图 2　S AV14 标记在黄瓜 BAC文库池 DNA中的扩增

1—12为二维池, 13—20为三维池 , 21为 S94DNA , 22为阴性对照 , M 为 DL2000
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可用于物理定位 , 通过 FISH 技术在染色体上的定

位 , 以及分离紧密连锁的多态性标记 、基因表达的

调控元件等研究[ 26] .这个黄瓜 BAC 文库是用中国

广泛种植的华北类型黄瓜材料构建的 , 其材料具有

雌雄异花同株 , 无限生长 、刺瘤大而且密的特点 ,

并且抗黄瓜霜霉病 , 这与已经构建的黄瓜 BAC 文

库所选的材料有所不同 , 这个黄瓜品种为全雌 , 有

限生长类型 , 抗黄瓜霜雾病[ 12] .由于我们所选的材

料是本实验室 F2 和重组自交系群体构建遗传图谱

的亲本之一 , 所以为染色体和遗传图谱的对应奠定

了基础 , 同时也为图位克隆基因及构建目标基因的

物理图谱提供了可能.BAC 载体通常有 EcoR Ⅰ ,

BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ3 个酶切位点
[ 27]

, 2005年构建

的两个黄瓜 BAC 文库分别使用的是 EcoR Ⅰ 和

BamH Ⅰ [ 12] , 而我们使用的是 Hind Ⅲ , 不同的限

制性内切酶进行部分酶切会产生不同的基因组区

域 , 并且我们的文库与以前构建的两个黄瓜 BAC

文库覆盖黄瓜基因组的倍数相同 , 均大约为 5 倍 ,

所以这个文库也可以和其他两个 BAC 文库进行互

补使用 , 共同推进黄瓜基因组的研究.

高分子量 DNA 插入片段的制备是构建 BAC 文

库的关键所在 , 由于细胞核要包埋在琼脂糖凝胶块

中进行原位裂解[ 28] , 因此 , 包埋的细胞核的质量和

浓度决定了最终高分子量 DNA 的质量和浓度 , 而

植物材料的选取直接影响细胞核的质量.由于黄瓜

叶片组织中含有较多的次级代谢产物 , 大大降低了

细胞核质量 , 因此本研究选用经过暗培养处理的黄

瓜幼嫩组织为材料来制备高分子量 DNA .幼嫩组

织代谢产物较少 , 制备的细胞核较为纯净 , 提高了

细胞核的质量.为了尽量去除制备的高分子量插入

片段中的小片段 DNA , 提高 BAC 克隆插入片段的

大小 , 采用两次分离回收的方法 , 在第一次分离后

切下位于 100—300 kb的片段 , 电洗脱回收进行第

二次分离 , 这样就大大减少了小片段 DNA 的含量 ,

提高了文库的平均插入片段大小.

为了提高筛选效率 , 采用了混池策略 , 可以缩

短时间和减少实验花费 , 更方便去分离候选克隆 ,

也适合于大范围用以 PCR为基础的标记进行文库

的筛选.将 19200个原始克隆存入一个 96孔板 , 每

个孔包含约 200个克隆.由于文库的单克隆是混和

的 , 所以不能将单克隆点在滤膜上 , 这使 RFLP 标

记及同位素的标记使用不便 , 但是这样为文库的保

存及以后文库的拷贝提供了便利 , 并大大减少了构

建文库后混池的流程.文库每个横向的池包含 2400

个克隆 , 纵向的池包含 1600 个克隆 , 采用 22 个分

子标记通过两轮的筛选就得到了 60 个 BAC 克隆 ,

为遗传图谱的连锁群在染色体上的定位奠定了基

础.

黄瓜遗传图谱目前存在的问题是固定标记少 ,

平均每个连锁群为 5个[ 8] .由于连锁群上固定标记

分布的不均匀 , 也为筛选连锁群特异的 BAC 克隆

带来困难.黄瓜基因组包含大量的重复序列[ 12] , 一

些标记得到的阳性克隆太多 , 而且由于文库酶切位

点的问题 , 个别标记也筛选不到阳性克隆 , 所以能

用的标记不多.但是可以利用这些连锁群特异的

BAC克隆进行末端测序 , 开发新的固定标记 , 为今

后的图谱整合及基因定位奠定基础.

致谢　感谢美国Wisconsin Universi ty 的 S taub

J .E.教授提供部分 SCA R标记序列及对连锁群特

异克隆筛选工作提供建议.
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