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春大豆花芽 ｃＤＮＡ文库的构建及质量分析
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摘要：【目的】为了解大豆多荚、多粒相关基因的调控机制，构建了大豆花芽ｃＤＮＡ文库，根据要求初步鉴定了所构
建文库的质量．【方法】以大豆吉农１８突变体的幼嫩花芽为材料提取总ＲＮＡ，采用ＳＭＡＲＴ技术合成双链ｃＤＮＡ．经
蛋白酶Ｋ的消化及ＳｆｉⅠ酶切后，将所得ｃＤＮＡ克隆到λＴｒｉｐｌＥｘ质粒载体中，成功构建了大豆花芽全长ｃＤＮＡ文库．
【结果和结论】将初始文库经扩增后保存，检测扩增文库滴度为２１３×１０８ｐｆｕ／ｍＬ，重组率接近９５３％，菌落 ＰＣＲ
鉴定插入片段主要分布在０５～２０ｋｂ．插入片段平均大小在１０ｋｂ左右．表明本研究所构建的文库既满足了目的
基因的分离筛选，又可保证全长ｃＤＮＡ文库的获得，该文库的构建为进一步开展相关基因的克隆及分子生物学研
究奠定基础．
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　　ｃＤＮＡ文库是高效、大规模获得基因序列信息的
有效方法，为新基因的发现和功能基因的研究提供

便捷、高效的途径．与其他基因组文库相比较，ｃＤＮＡ
文库中获得的基因组是已经经过剪切将内含子去除

了的ｃＤＮＡ，因此可以在ｃＤＮＡ文库中较便捷地获得
基因序列的信息［１］，并且可以直接用于该基因完整

的ｍＲＮＡ信息的表达［２］．通过构建 ｃＤＮＡ表达文库
不仅可保护濒危珍惜生物资源，而且可以提供构建

分子标记连锁图谱所用的探针，更重要的是可以用

于分离全长基因进而开展基因功能研究．
我国北方春大豆生长一般分为出苗期、开花期、

结荚期、鼓粒期和成熟期５个生育阶段．根据以往的
研究，春大豆花芽分化过程中干物质积累量会随着

花芽分化迅速上升，单位面积干物质量的增加可达

到提高产量的目的［３５］．春大豆花芽分化时主茎伸展
４～５片复叶，此时是营养生长与生殖生长交错期，大
豆植株生活力旺盛、生长发育快、营养器官与生殖器

官同时建造，此时花芽部位所含基因丰富，为构建全

长ｃＤＮＡ文库奠定基础．目前，对春大豆花芽的研究
多限于生理及表观形态学的研究，如陈传梅等［６］研

究的大豆花芽分化和物候期的机理模型，吕薇等［７］

研究的大豆花芽分化和发育的扫描电子显微镜观

察；另有对大豆成花诱导、花发育及开花逆转过程中

的相关基因的研究，如马启斌［８］关于 ＧｍＮＭＨ７基因
在大豆成花诱导、花发育及开花逆转过程中的表达

研究．但从分子水平揭示其与产量相关性的研究甚
少，只有在柑橘［９］、擎天凤梨［１０］等方面有相关报道．
本试验选取大豆吉农１８突变体为材料，构建突变体
幼嫩花芽全长 ｃＤＮＡ文库，以期从分子生物学角度
研究调控大豆多荚、多粒相关机制，从而为大豆相关

基因的克隆及增产的分子机理研究提供依据．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　植物材料　本研究选取大豆吉农１８突变体
为试验材料，该材料单株４粒荚结荚率为３０％左右，
与对照材料比，提高近５倍；突变体小区产量较对照
材料提高１５％左右．２０１２年７月在大棚内试验田中
取大豆吉农１８突变体６～７叶期的幼嫩花芽，用锡
箔纸包裹迅速置于液氮中速冻后，储存于 －８０℃超
低温冰箱备用．
１．１．２　引物序列　合成 ｃＤＮＡ第１条链引物 ＣＤＳ
Ⅲ／３′ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ（１２μｍｏｌ／Ｌ）：５′ＡＴＴＣＴＡＧＡＧＧＣ
ＣＧＡＧＧＣＧＧＣＣＧＡＣＡＴＧｄ（Ｔ）３０Ｎ

!

１Ｎ３′（Ｎ＝Ａ，Ｇ，
Ｃ或Ｔ；Ｎ－１＝Ａ，Ｇ或Ｃ），ＳＭＡＲＴＩＶＴＭＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ（１２ μｍｏｌ／Ｌ）：５′ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧ

ＣＡＧＡＧＴＧＧＣＣＡＴＴＡＣＧＧＣＣＧＧＧ３′；合成 ｃＤＮＡ第 ２
条链引物５′ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ（１２μｍｏｌ／Ｌ）：５′ＡＡＧＣＡＧＴ
ＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ３′．
１．１．３　试剂　ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ总 ＲＮＡ提取试剂盒，购
自ＴａＫａＲａ公司；文库构建试剂盒 ＳＭＡＲＴｃＤＮＡＬｉ
ｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｋｉｔ，购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，其中包含宿
主菌大肠埃希菌 ＸＬ１Ｂｌｕｅ菌株、ＢＭ２５．８菌株及

!

ＴｒｉｐＩＥｘ２载体；双链ｃＤＮＡ合成试剂盒Ａｄｖａｎｔａｇｅ ２
ＰＣＲＫｉｔ，购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；包装蛋白 ＭａｘＰｌａｘＴＭ

Ｌａｍｂｄａｐａｃｋａｇｉｎｇｅｘｔｒａｃｔ，购自ＥＰＩＣＥＮＴＲＥ公司．
１．２　试验方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取及 ｍＲＮＡ的纯化　取１ｇ大
豆叶片，按照ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒使用说明书的步骤
提取大豆叶片总ＲＮＡ．取３μＬ上样量，电压为８～１０
Ｖ／ｃｍ，经φ为１％甲醛变性凝胶电泳，检测提取ＲＮＡ
的质量及完整性．利用 ＤＮａｓｅＩ消化，消除样品中可
能含有的微量基因组 ＤＮＡ，用微量分光光度计检测
总ＲＮＡ的浓度和纯度．
１．２．２　双链 ｃＤＮＡ的合成　取 ３０μＬ纯化后的
ｍＲＮＡ，按照ＳＭＡＲＴｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｋｉｔ试
剂盒说明书中步骤，首先合成单链 ｃＤＮＡ，孵育结束
后放在冰上终止反应．取 ２．０μＬ单链 ｃＤＮＡ，按照
ＳＭＡＲＴｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｋｉｔ试剂盒说明书
中步骤，进行以下反应：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６８℃
６ｍｉｎ，３０个循环；最后６８℃６ｍｉｎ结束反应．取５μＬ
产物进行１１ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳，检测产物质量．
１．２．３　蛋白酶 Ｋ的消化及 ＳｆｉⅠ酶切　取５００μＬ
双链 ｃＤＮＡ（２～３μｇ）于高温灭菌的０５ｍＬ离心管中，
按照ＳＭＡＲＴｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｋｉｔ试剂盒说明
书步骤操作，所得沉淀干燥后加入７９μＬ去离子水回
溶．向回溶的ｃＤＮＡ中加入下列试剂：１０×ＳｆｉⅠ缓冲
液１０μＬ；ＳｆｉⅠ酶 １０μＬ；１００×ＢＳＡ１μＬ；混用后５０
℃孵育２ｈ，孵育后加入２μＬφ为１％二甲苯氰混匀．
１．２．４　ｃＤＮＡ的分级分离　按试剂盒说明书要求准
备好１６个１５ｍＬ离心管及ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ４００分级
分离柱．将柱内基质摇匀，消除柱内气泡，移除底盖使
柱内缓冲液流尽．加入过柱缓冲液 ７００μＬ使其自然
流尽．将混有二甲苯氰的ｃＤＮＡ加入到柱中，待ｃＤＮＡ
渗入基质后加入过柱缓冲液１００μＬ．待自然流尽后加
入过柱缓冲液６００μＬ，将制备好的１６个离心管迅速
放在柱下方，每管１滴，直到缓冲液流尽为止．每管取
３μＬ进行 １１ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，１５０Ｖ电泳 １０
ｍｉｎ．选择符合试验要求的３～４管，收集到新的离心
管中．加入醋酸钠（３ｍｏｌ／Ｌ；ｐＨ４８）１６μＬ，糖原
（２０ｍｇ／ｍＬ）１３μＬ，φ为９５％ 乙醇溶液 （－２０℃）
４０８μＬ，－２０℃冰浴过夜．１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，
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小心移除上清后用去离子水７μＬ重悬沉淀．
１．２．５　ｃＤＮＡ克隆入

!

ＴｒｉｐｌＥｘ２载体　为保证目的
片段与载体更好地连接，本试验设立３个连接反应
梯度（表１），以建立最优的连接效率．

表１　梯度连接反应
Ｔａｂ．１　ＬｉｇａｔｉｏｎｓｕｓｉｎｇｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏｓｏｆｃＤＮＡｔｏ

ｐｈａｇｅｖｅｃｔｏｒ

成分
Ｖ／μＬ

连接Ⅰ 连接Ⅱ 连接Ⅲ
ｃＤＮＡ ０．５ １．０ １．５
Ｖｅｃｔｏｒ（５００ｎｇ／μＬ） １．０ １．０ １．０
１０×连接缓冲液 ０．５ ０．５ ０．５
ＡＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．５ ０．５ ０．５
Ｔ４ＤＮＡ连接酶 ０．５ ０．５ ０．５
去离子水 ２．０ １．５ １．０
总体积 ５．０ ５．０ ５．０

１．２．６　包装反应　３个连接产物分别用 ＥＰＩＣＥＮＴＲ
公司的ＭａｘＰｌａｘＴＭＬａｍｂｄａｐａｃｋａｇｉｎｇｅｘｔｒａｃｔｓ包装，体
外包装方法按试剂盒说明书执行，所得混合液即为

原始ｃＤＮＡ文库．
１．２．７　文库质量的鉴定　１）文库滴度的检测：取１
μＬ包装好的连接产物，用１×Ｌａｍｂｄａｄｉｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ
按１∶１００稀释．取稀释产物１０μＬ，加入过夜培养的
ＸＬ１Ｂｌｕｅ２００μＬ，３７℃条件培养１５ｍｉｎ．之后加入３
ｍＬ熔化的ＬＢ／ＭｇＳＯ４顶层琼脂培养基，快速混匀并
倒在３７℃预热的９０ｍｍＬＢ／ＭｇＳＯ４平板上，快速旋
转平板使顶层琼脂培养基均匀分布在平板上．３７℃
条件培养６～１８ｈ，每２ｈ观察１次噬菌斑生长情况．

文库滴度＝噬菌斑数×稀释倍数×１０
３

涂平板的噬菌体的体积
．

　　２）文库重组率的检测：应用蓝白斑筛选鉴定文
库重组率，在３ｍＬ熔化的 ＬＢ／ＭｇＳＯ４顶层琼脂培养
基中加入 ＩＰＴＧ（０１ｍｏｌ／Ｌ）５０μＬ，ＸＧａｌ（０１
ｍｏｌ／Ｌ）５０μＬ，根据噬菌斑数量计算文库滴度及重
组率．

重组率＝ 白斑数

白斑数＋蓝斑数×１００％．

３）文库插入片段大小的检测：随机挑取培养皿
中的噬菌斑进行菌液 ＰＣＲ．ＰＣＲ反应条件：９４℃预
变性 ５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５５℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ．反应结束后取５μＬ进行
１１ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测．通过电泳筛选阳性克
隆，送北京三博远志公司测序．
１．２．８　序列分析　利用 ＮＣＢＩ的 ＶｅｃＳｃｒｅｅｎ程序对
所测序列进行识别，去除载体，利用 ＤＮＡＳｔａｒ软件
ＳｅｑＭａｎ程序做多序列聚类比对，将获得的 ＥＳＴ序列
在ＧｅｎＢａｎｋ上进行ＢＬＡＳＴ比对分析．

２　结果与分析
２．１　总ＲＮＡ的提取及ｍＲＮＡ的纯化

本研究利用 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒提取大豆花芽
总ＲＮＡ，经φ为 １％甲醛变性凝胶电泳检测，结果
（图１）表明：本研究提取的吉农 １８突变体材料总
ＲＮＡ中２８０ｓ、１８０ｓ和５８ｓ条带清晰，２８０ｓ条
带亮度基本上是１８０ｓ条带亮度的２倍，并且条带
清晰，说明所提取的 ＲＮＡ完整性较好，质量较高．经
ＮａｎｏＤｒｏｐ（ＮＤ１０００）Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ测定其在
２３０、２６０及 ２８０ｎｍ处的吸收值（Ｄ），结果显示其
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在１８～２０之间，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ均在
２２～２６之间，ＲＮＡ质量浓度为２１９～３２４ｎｇ／μＬ，
说明蛋白质及盐类等污染较小，所提 ＲＮＡ纯度较
高，达到反转录所需ＲＮＡ浓度，符合构建ｃＤＮＡ文库
的要求．

图１　吉农１８大豆花芽突变体总ＲＮＡ电泳图
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡｆｒｏｍｆｌｏｗｅｒｂｕｄｍｕｔａｎｔｓｏｆ

ｓｏｙｂｅａｎＪｉｎｏｎｇ１８

２．２　双链ｃＤＮＡ的合成
取５μＬ双链 ｃＤＮＡ经１１ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳

检测，从图２中可以看出，ｃＤＮＡ条带基本在０５～
２０ｋｂ间弥散，且集中在０７５～１００ｋｂ之间，中间
有几条与组织特异性高丰度 ｍＲＮＡ相对应的亮带，
结果表明双链ｃＤＮＡ合成符合文库构建标准．

Ｍ：２ｋｂＭａｒｋｅｒ；ＴＢ：花芽突变体．

图２　吉农１８大豆花芽突变体双链ｃＤＮＡ电泳图
Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｄｓｃＤＮＡｆｒｏｍｆｌｏｗｅｒｂｕｄｍｕｔａｎｔｓｏｆ

ｓｏｙｂｅａｎＪｉｎｏｎｇ１８
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２．３　ｃＤＮＡ的分级分离
双链ｃＤＮＡ合成后通过蛋白酶Ｋ的消化和ＳｆｉⅠ

酶切后，用ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ４００柱分级分离，将引物
及小片段ｃＤＮＡ（＜０５ｋｂ）过滤掉．经１１ｇ／Ｌ琼脂糖
凝胶电泳检测，结果（图３）表明：１６管中１～４号管、
９～１６号管没有条带，５～８号管有清晰的、大小为
５００～２０００ｂｐ的条带，根据文库构建的标准，收集大
小在５００～２０００ｂｐ之间的条带，因此，本研究收集

５～８号的离心管用于后续文库构建．
２．４　ｃＤＮＡ文库质量的检测
２．４．１　ｃＤＮＡ克隆入 λＴｒｉｐｌＥｘ２载体和库容量的检
测　按照不同比例，设置３个ｃＤＮＡ与载体的连接反
应，包装后侵染Ｅ．ｃｏｌｉＸＬ１Ｂｌｕｅ菌株，观察噬菌斑的
数量，并计算噬菌体滴度，选择最佳的连接效率．未
扩增文库滴度测试结果见表２．

Ｍ：２ｋｂＭａｒｋｅｒ；１～１６：连续的分级分离ｄｓｃＤＮＡ．

图３　吉农１８大豆花芽突变体ｃＤＮＡ片段分级分离电泳图
Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｃＤＮＡｓｉｚｅｏｆｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎｆｒｏｍｆｌｏｗｅｒｂｕｄｍｕｔａｎｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎＪｉｎｏｎｇ１８

表２　未扩增文库滴度测试结果
Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｕｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｌｉｂｒａｒｙｔｉｔｅｒｔｅｓｔ

包装产物

稀释倍数

噬菌斑数量／个
连接Ⅰ 连接Ⅱ 连接Ⅲ

１０－１ ４７ 不可数 １６
１０－２ ３ ４７３ ２
１０－３ 无 ５２ 无

　　经检测，原始文库滴度为１３×１０６ｐｆｕ／ｍＬ，重组
率为９３６％．扩增文库的滴度为２１３×１０８ｐｆｕ／ｍＬ，
重组率为９５３％．重组率大于 ８０％，文库滴度大于
１０×１０６ｐｆｕ／ｍＬ的文库即为合格文库，因此本研究
所构建的文库为合格的ｃＤＮＡ文库．

２．４．２　文库插入片段大小的检测　从文库中随机
挑取３０个单克隆，进行菌落ＰＣＲ检测．检测结果（图
４）表明，挑取的３０个克隆均出现清晰条带，条带的
分布主要集中在０７５～２００ｋｂ之间．其中，０２０～
０５０ｋｂ间有１个克隆，占总克隆数的３３％；０５０～
０７５ｋｂ间有 ７个克隆，占总克隆数的 ２３３％，
０７５～１００ｋｂ间有 １２个克隆，占总克隆数的
４００％；１００～２００ｋｂ间有１０个克隆，占总克隆数
的３３３％；平均长度为１０ｋｂ左右．进一步检测结
果证明，本研究构建的大豆花芽 ｃＤＮＡ文库完全满
足ｃＤＮＡ文库构建的库容要求．

Ｍ：２ｋｂＭａｒｋｅｒ；１～３０：随机克隆ＰＣＲ产物．

图４　吉农１８大豆花芽突变体ｃＤＮＡ文库中插入片段大小凝胶电泳图
Ｆｉｇ．４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｉｎｓｅｒｔｓｉｎｔｈｅｌｉｂｒａｒｙｆｒｏｍｆｌｏｗｅｒｂｕｄｍｕｔａｎｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎＪｉｎｏｎｇ１８ｂｙＰＣＲ

２．５　测序及ＥＳＴ分析
从ｃＤＮＡ原始文库中随机挑取５３个克隆进行测

序，利用 ＮＣＢＩ的 ＶｅｃＳｃｒｅｅｎ程序对所测序列进行识
别，去除载体序列、短序列和低相对分子质量序列后共

获得有效序列４２条，有效序列大小在１１７～５２３ｂｐ之
间，其中序列大小为１００～２００ｂｐ的有９条，占总数的

２１４％；２００～３００ｂｐ的有 １６条，占总数的 ３８１％；
３００～４００ｂｐ的有１３条，占总数的３１０％；４００～５００
ｂｐ的有３条，占总数的７１％；５００～６００ｂｐ的有１条，
占总数的２４％．利用 Ｐｈｒａｐ程序进行多序列聚类拼
接，获得２３个非重复序列，将获得的 ＥＳＴ序列利用
ＮＣＢＩ的ＢｌａｓｔＸ进行相似性的比对分析，结果如表３．
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表３　功能已知ＥＳＴｓ的比对结果（ＢｌａｓｔＸ）
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ（ＢｌａｓｔＸ）ｆｏｒａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｈｏｍｏｌｏｇｙａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｇｅｎｅｓｄｅｐｏｓｉｔｅｄｉｎＧｅｎＢａｎｋ

序列编号 序列长度／ｂｐ 已知ＥＳＴｓ ＧｅｎＢａｎｋ编号 相似性／％

Ｗ１ ３３９ 蓖麻氢转运ＡＴＰ合成酶 ＸＭ００２５１４１１６．１ ７９．３（９６／１２１）

Ｗ２ ４７８ 大豆未知功能蛋白 ＮＭ００１２５４１９０．１ ５４．０（９６／１２１）

Ｗ３ ３９９ 葡萄翻译控制肿瘤蛋白异构体 ＸＭ００２２８３８０６．１ ７７．６（１３２／１７０）

Ｗ４ ４４４ 脂质转移蛋白 ＪＮ６３４５７５．１ ８３．０（９６／１１６）

Ｗ５ ２１７ 果蝇未知功能蛋白 ＸＭ００２０１４０２４．１ ２７．０（２０／７５）

Ｗ６ １９６ 葡萄未知功能蛋白 ＸＭ００２２６５１１３．２ ７３．７（１４／１９）

Ｗ７ ４１６ 苜蓿未知功能蛋白 ＢＴ１３８１６９．１ ８８．９（６４／７２）

Ｗ８ ４１２ 大豆部分巯基蛋白酶Ｂ亚型 Ｕ７１３７９．１ ７５．０（８４／１１２）

Ｗ９ ３３６ 苜蓿诱导蛋白 ＮＭ００１２５０１６１．２ ５３．０（６１／１１５）

Ｗ１０ ２７８ 苜蓿未知功能蛋白 ＸＭ００３６０１４４９．１ ３１．５（２９／９２）

Ｗ１１ ３１３ 黄瓜一种假定蛋白 ＸＭ００４１５２３３９．１ ４７．７（３１／６５）

Ｗ１２ ３０１ 苜蓿蛋白酶抑制剂 ＸＭ００３６１７２６６．１ ７０．０（４９／７０）

Ｗ１３ ２１１ 大豆慢板蛋白 ＸＭ００３５４６３６１．１ ８７．１（６１／７０）

Ｗ１４ ３８３ 未知功能蛋白 ＢＡＢＴ０２０００００５．１ ６７．９（３６／５３）

Ｗ１５ ５６１ 大豆胰蛋白酶抑制剂 ＸＭ００３５４８２３９．１ ７０．１（１３１／１８７）

Ｗ１６ ２２７ 烟草热休克蛋白 ＡＢ１１２８１４．１ ９０．３（２８／３１）

Ｗ１７ ３６６ 小盐芥未命名蛋白 ＡＫ３５３５２０．１ ７１．１（３２／４５）

Ｗ１８ ４７６ 棉花水通道蛋白 ＧＵ９９８８３１．１ ８６．３（６９／８０）

Ｗ１９ ２１０ 苜蓿假设蛋白 ＸＭ００３６１１８８１．１ ２０．７（１２／５８）

Ｗ２０ ２４２ 大豆慢板蛋白 ＸＭ００３５４６３６１．１ ９４．３（６６／７０）

Ｗ２１ ３０８ 大豆钙依赖蛋白激酶 ＸＭ００３５２９５８５．１ ８７．３（６２／７１）

Ｗ２２ １７２ 大豆未知蛋白 ＮＭ００１２４８２４０．２ ９０．２（３７／４１）
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３　讨论

３．１　大豆花芽ｃＤＮＡ文库质量评价
评价ｃＤＮＡ文库的质量主要包括２个方面：一是

ｃＤＮＡ文库的代表性，即 ｍＲＮＡ的种类，它可以用一
个量化的标准来衡量，就是ｃＤＮＡ文库的库容量［１１］．
本试验构建的原始 ｃＤＮＡ文库的滴度为 １３×１０６

ｐｆｕ／ｍＬ，一般文库滴度要求不小于１０×１０６ｐｆｕ／ｍＬ．
与目前已经构建的全长 ｃＤＮＡ文库相比较，董志敏
等［１２］构建的大豆叶片全长 ｃＤＮＡ文库原始滴度为
２．１３×１０８ｐｆｕ／ｍＬ；房学爽等［１３］构建的珙桐叶片 ｃＤ
ＮＡ文库原始滴度为６．３×１０６ｐｆｕ／ｍＬ．由此可证明
本试验所构建的ｃＤＮＡ文库可以满足大规模测序所
需．二是重组 ｃＤＮＡ片段序列的完整性，即重组的
ｃＤＮＡ片段足够长，可以反映出基因的天然结构．本
试验所构建的ｃＤＮＡ文库的插入片段在０５ｋｂ以上
的占９６６％，平均长度在１０ｋｂ左右，表明本试验

获得了较高比率的全长ｃＤＮＡ．
３．２　ＳＭＡＲＴ法全长ｃＤＮＡ文库的构建

ｃＤＮＡ文库的建立，可以获得更多拥有优良性状
的基因，ｃＤＮＡ文库的质量决定了是否能获得全长的
ｃＤＮＡ克隆［１４１５］．构建高质量的ｃＤＮＡ文库的先决条
件是高质量、高纯度的ＲＮＡ．以往常用的 ｃＤＮＡ合成
方法中，都要有足够的试验材料来提取高纯度的

ｍＲＮＡ，而ＳＭＡＲＴ技术弥补了这一缺点，可以直接利
用总ＲＮＡ来合成 ｃＤＮＡ［１６１７］，并且起始材料用量较
少，使用００５～１００μｇ的总 ＲＮＡ就可以利用 ＬＤ
ＰＣＲ技术构建双链 ｃＤＮＡ，获得一个大于１０６ｐｆｕ的
全长ｃＤＮＡ文库，对于稀有材料而言具有较高的应
用价值［１２，１８］．通过ＬＤＰＣＲ的方法，避免了当ｍＲＮＡ
内部存在二级结构，或是 ｍＲＮＡ长度过长时不能反
转录完全的现象发生．ＬＤＰＣＲ扩增中使用的聚合酶
混合物包含Ｎ－末端缺失突变的 Ｔａｑ酶、具有３′、５′
端矫正功能的聚合酶以及特有的用于自然热启动的
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抗体，使合成的ｃＤＮＡ提高了精确度和高效性．ｃＤＮＡ
通过分级分离后，过滤掉了较小的 ｃＤＮＡ片段和酶
切反应后 ＤＮＡ片段的残留物，不仅保证了大片段
ｃＤＮＡ的富集，还减少了后期筛选的工作量［１９］．
ＳＭＡＲＴ技术中提供的 ＳｆｉⅠ酶含有２个不同的酶切
位点，可保证ｃＤＮＡ以正确的方向连接到载体中，提
高了表达的机率．在进行ＳｆｉⅠ酶切反应时，要注意控
制酶的用量，酶的浓度过大可能使酶产生信号活性，

酶的体积过低会明显抑制酶的活性［２０］．本试验构建
库试剂盒中所提供的载体为

!

噬菌体，利用该载体构

建的ｃＤＮＡ文库库容量大，可以筛选出低丰度的ｍＲ
ＮＡ，而通过质粒载体构建的 ｃＤＮＡ文库包含的克隆
数较少，只能筛选出高丰度的 ｍＲＮＡ，因此考虑到大
豆中可能含有低丰度的 ｍＲＮＡ的情况，因此选择 λ
噬菌体为载体进行连接反应可保证构建文库的质

量．将制备好的ｃＤＮＡ克隆到载体中，通过平行试验
决定插入片段和载体的最佳比例，一般推荐的二者

之比在２～５之间，如果比值较大会直接降低连接效
率，比值过小容易使ＤＮＡ造成自连．此外，ＳＭＡＲＴ技
术提供的噬菌体臂中包含 ＬａｃＺ和 Ａｍｐｒ２个筛选基
因，以不同的读码框架通过插入区，从而增加了插入

区基因的表达概率，并且可以进行蓝白斑筛选，提高

了产生高滴度文库的机率［２１］．
３．３　ＥＳＴ分析

目前，大豆花芽的遗传规律研究较少，本研究经

初步测序获得了一些关于初级代谢、蛋白质合成的

相关基因．后期研究将通过双向测序、Ｐｒｉｍｅｒｗａｌｋｉｎｇ
测序等手段，完成部分基因的全长 ｃＤＮＡ的获得，在
后续的研究中，如果通过上述方法还是不能获得全

长ｃＤＮＡ的少数基因，可通过文库杂交等方法获得．
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