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在分子生物学中，克隆DN^ 片段是一项必备工作。自从Cohen等（1973) "’引人质粒(Plasmid)pSC101作克

隆载体以来，克隆载体的整体结构和效率已有了很大的改善。现在使用的载体除了噬菌体（(Bacteriophage) (2)，枯
粒(Cosmid)〔’〕外，还有酵母人工染色体（Yeast Artificial Chromosome YAC) c41，细菌人工染色体（Bacterial Artifi-

cial Chromosome BAC) ( 5)，噬菌体P1克隆系统（P1 Clone)"'，由P1发展而来的PAC载体（P1-derived Artifi-

cial Chromosome PAC) c n，以大肠杆菌小F因子为基础构建的载体（Mini F-based Plasmid) (8)，具有F因子和
枯粒特征的Fosmid "〕和哺乳动物人工染色体（Mammalian Artificial Chromosome MAC) t lm。

1酵母人工染色体（YAC

要使人工构建的染色体在细胞中能自主复制，分离到子细胞中去，具有一定的遗传稳定性，该染色体至少应具

备复制原点（Origin of Replication ),着丝点（Centromere)，端粒(Telomere)。随着来自酵母菌染色体着丝点，具复制

原点功能的自主复制序列（Autonomous Replicating Sequences）分离成功，Murray等（1983) 4〕将这三组元件连接
在一个载体上，构建了第一个人工染色体。进一步研究发现人工染色体的长度是影响复制和分离的重要因素。

Burke等（1987) C 117构建了一个YAC载体，将人的DNA大片段插人YAC，插人DNA的长度至少是噬菌体和粘

粒中插人片段的10倍（表1)0
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YAC质粒 (pYAC）用BamHI切除HIS3，用EcoRI切开得左右两臂。外源DNA用EcoRI部分酶切，用脉

冲电泳（Pulsed Field Gel Electrophoresis PFE）技术分离到含EcoRI酶切末端的大片段DNA，应用连接酶，连接得

到YAC，转化到原生质化的酵母菌内。因插人外源DNA使褚石突变的抑制基因（(SUP4)失活，故红色的菌落即为

所需的YAC克隆。YAC克隆片段从当初的70kb（千碱基对）很快上升到400kb. Larin等（1991) ",，制备大片段

DNA的过程中加人多聚胺（Polyamine)，使YAC的平均长度达到700kb。现已构建好人的大片段（> 1 OOOkb)

YAC基因组文库。YAC插人片段长，只需较少的克隆数便可覆盖整个基因组（Genome)，克服了一般载体容量不

足的缺陷，使构建高等生物基因组的物理图谱(Physical Map）和遗传图谱(Genetic Map）成为可能。YAC已成为
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基因组T程的主要载体和基因组分析的有力I具。YAC连续克隆群（Contigs: Continuous Sets of Clones）已祖盖

了人、猪、牛、绵羊、小鼠、果蝇等动物的基因组。

应用YAC载体使研究人员在事先不知道相关基因的功能信息的条件下能直接从染色体的特定位点的上克隆

某一基因，即定位克隆（Positional Cloning)．首先从连锁图谱(Linkage Map）分析确定靶位点（Target Locus),

接着建立 YAC克隆，作好精细的物理图谱和基因序列图谱，从中确定靶基因。Vaiman等 （1997)通过流式细

胞分离仪分离到特定的染色体〔’”，构建特异染色体文库，获取了大量的遗传标记（Genetic Markers)。人YAC

库和放射杂交（Radiation Hybrid）技术的联和使用有利于STS (sequence Tagged Sites）和EST (Expressed Se-

quence Tags）筛选。大量人的STS, EST的获取，通过比较基因组作图（Comparative Genome Mapping）可

以带动整个动物基因组工程迅速发展。

由于YAC的插入片段长，能获得完整的大而复杂的基因，包括远处的调控序列，因此YAC也是基因分析的

有力工具。将YAC导人哺乳动物细胞的方法有：(1）把含有特定基因的YAC通过细胞融合（(Cell Fusion)（含目的

基因YAC的酵母菌先原生质化再和哺乳动物细胞融合）。这在小鼠和中国仓鼠中已获成功．(2)通过PFE将

YAC从酵母菌分离出来，然后通过脂质体介导（Lipofection)或显微注射（Microinjection)导人哺乳动物细胞．纯化

YAC时要非常小心，以防YAC被剪切。显微注射大片段DNA生产的转基因小鼠传代已获成功〔la)。生产

YAC转基因动物可为研究基因和基因组的结构和表达调控提供实验模型。

YAC中克隆片段长，但YAC稳定性不好，操作也不方便。(1) YAC有嵌合现象（Chimaerism)。一个YAC中

克隆的DNA片段可能来自两个或多个不同的染色体上。在基因组文库（Genomic Library）中，嵌合体占克隆总数

的 5-50%．由特定的染色体构建的文库，嵌合体占克隆总数的 5 -- 15 。嵌合现象严重妨碍染色体步行

(Chromosome Walking）和基因分离（Gene Isolation)．通过荧光原位杂交（Fluorescence in situ Hybridization）和

细致的图谱分析等方法可将嵌合体检出。(2) YAC内部有重组现象（Rearrangement)。插人的DNA较大，序列发

生重排，导致和原来染色体的序列不一致。重组很难检出。通过使用有重组缺陷的菌株，可使重组现象和嵌合现象

明显降低。(3) YAC还有缺失（Deletion)现象，影响YAC库的代表性。(4) YAC结构和酵母天然染色体结构相

似，使用常规方法不易将YAC和酵母夭然染色体分开，要通过较长时间的PFE才能分离出YAC. (5)构建好的

YAC转化原生制化的酵母菌，转化效率低。Burgess等（1987) "'〕报道可达10,“转化子／Mg DNA，但大部分报道

远低于这个水平。(6)建好库后，保存方便，但要筛选某个基因时，工作量大。

2细菌人工染色体（BAC), Mini F-based Plasmid, Fosmid

BAC, Mini F-based plasmid, Fosmid都具有大肠杆菌F因子遗传稳定的优点，但构建原理和插人DNA片

段的能力不一样。Shizuya等（1992)”以大肠杆菌F因子为基础构建BAC载体，pBAC108L, BAC采用F因

子的复制原点，以氯霉素抗性基因作为选择标记。为进一步方便克隆的筛选，在pBAC 108L的基础上插人

pGEM3z的lacZ基因片段．当外源DNA成功插人LacZ时，LacZ基因插人失活，在含X-gal, IPTG的平板

上，可通过蓝白斑法筛选白色克隆。BAC的插人片段小于350kb，不如YAC克隆片段的长，可能的原因有：(1)大

肠杆菌本身的基因组只有4Mb，要复制1Mb的BAC似乎不可能。(2)电转化法限制大片段DNA进人大肠杆

菌。BAC的插人DNA片段虽不如YAC长，但其有很多优点可弥补YAC的不足。(1) BAC的复制子来源于F

因子（单拷贝复制），因此，BAC在宿主菌内只有极少拷贝数，即使传代100代以后，仍可稳定遗传，尚未检出缺失、

重组、嵌合现象。(2) BAC以大肠杆菌为宿主，转化效率高。电转化可达109转化子／fig DNA。从商业途径获取

的感受态细胞，以PUC质粒作电转化，转化效率可达到101“转化子／fig DNA，至少比酵母菌的转化效率高1 000
倍。(3) BAC以环状形式存在于大肠杆菌，转化后分离BAC相当方便，使用一般的碱变性法即可做到。使用

PFE分析 BAC所花 的时间要比 YAC 的少。(4)筛选 目的基 因方便，可使用菌落原位杂交（Clone in
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situ Hybridization)方法筛选目的基因。现已构建人、牛、小鼠、水稻、高粱等生物的BAC基因组文库．绵羊、

猪、山羊的BAC基因组文库正在构建。Vente：等（1996) c 16)提出了一个新的基于BAC库的基因组测序策略。

该方法相对省时省力，有可能促进人类基因组计划的完成。

Mini F-based Plasmid是Hosoda等（1990)"，使用大肠杆菌F因子为基础发展的克隆载体。首先将PFE分

离获得的大片段目的DNA两端连上人工（cos右臂，以F因子为基础构建的载体两端连上人工.1 cos的左臂，然

后退火连接起来，导人宿主扩增。该系统可克隆较大片段DNA，并可稳定遗传。Fosmid是Kim等（1992) 9，将

pBAC引人PUCcos融合后构建的载体系统。插入片段长度与Cosmid接近（见表I)。现已知道高等生物的基因

组DNA在大肠杆菌内以多拷贝形式存在时，大部分是不稳定的。用 Fosmid克隆系统可以构建稳定复杂基因文

库，并可用于高等生物基因的最终的特征分析和序列分析。

3 P1克隆（Pl Clones）和源于P1的PAC(Pl-derived Artificial Chromosome)

Sternberg等（1990)16，发展了噬菌体P1克隆系统。P1克隆可用来分离和扩增大至1 OOKb的DNA片段。该

系统利用噬菌体P1的包装位点（pac）将DNA包装到噬菌体颗粒内（第一次包装），然后噬菌体将DNA注人大肠杆

菌（第二次包装）。通过噬菌体 P1的2个重组位点 lox P及在宿主体内表达的 PI Cre重组酶使包装的 DNA环

化。PI克隆系统通过两次包装能获取较高的转化率。在含有lacl菌株中，P1质粒复制子在每个宿主染色体上只

有一个拷贝，保证了目的DNA的稳定遗传。当加人IPTG后，利用lac启动子调控PI裂解，使目的基因得以扩

增。现已建立人、鼠生物的等Pi克隆文库。Ioannou等（(1994) "〕发展了源于P1的人工染色体PAC, PAC载

体以F因子和噬菌体 Pl为基础构建，具有 P1和 F因子的特点，通过电转化可将 PAC导人大肠杆菌。插人的

DNA没有明显的嵌合和缺失现象。PAC载体不仅有较高的遗传稳定性，还能高效扩增。

Gingrich等（1994) "'〕以PAC作载体，建立了人的第二条染色体的克隆文库。PI克隆系统和PAC系统，

在基因分离和序列分析当中，可作为YAC连续克隆群的重要补充。

4哺乳动物人工染色体（MAC)

MAC和YAC一样必须具备三个基本组分，即复制原点、着丝点和两个端粒〔’“，。在哺乳动物中，端粒是唯

一分离，并得到可靠分析的部分〔1s)．在哺乳动物基因组中，复制原点有多个，大约50- 300kb便有一个．对着丝

点的原位杂交分析显示，在染色体的主溢痕区域中心有不同的卫星DNA。在人染色体的主缀痕区有高拷贝的卜

卫星DNA(Alpha-satellite DNA)。大量实验说明卜卫星DNA在着丝点中起着重要的作用，将卜卫星DNA引人

细胞，整合到染色体上后将会诱发或干扰染色体的分离〔”，。
总而言之 对哺乳动物染色体的着丝点和复制原点的研究尚不透彻。进展缓慢的原因有：(1)染色体的着丝点

远大于端粒。端粒DNA只有几个kb长，而着丝点则有数百个kb长。分离该区域必须使用大片段克隆载体

YAC，但卜卫星及类(-卫星DNA(Alphloid-DNA）在酵母菌中是不稳定的〔20)。(2)通过物理图请方法确定完整

的MAC所需的最小片段和必须序列最终还需作体内功能分析。

构建MAC有两种策略。第一种策略和构建YAC相似，即在体外将各个组份相连。运用这种策略目前尚有

两方面的制约因素：(1)端粒已分离，复制原点的广泛存在，从结构成分上而言，只有着丝点无法获取了。(2)即使将

各种成分连接起来，插人大片段DNA后，要将MAC完整地导入哺乳动物细胞也并非易事。第二种策略是将已分

离到的端粒，在体内将之连接在染色体着丝点的附近，构成小染色体。Farr等（1995)̀2〕以第二种策略构建了一

个MAC。将含有端粒和 HPRT基因的质粒 pHpTS 1电转化进人人仓鼠杂交体细胞株 HyTM 1 / 36,

HyTM I / 36细胞中的Xp22.23的MIC2位点有HISD基因（细菌组氨醇脱氢酶基因Bacterial Dehydrogenase

Gene). X染色体的a端有Hyg(Hygmycin）基因、端粒，近9端有卜卫星DNA。质粒pH pTS I进人细胞后随机
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整合到X染色体上。首先在含Hyg和HAT的培养基上将能在Hyg和HAT培养基中生长的克隆筛选出来。接

着加人组氨醇(Histidinol)和5-嗅尿qq，具有HISD基因的克隆大量增殖，光照处理。掺人5-BrU的克隆被杀

死。由于p端和pH pTS 1发生交换，不具备HISD基因，不能利用组氨醇，未掺人5-BrU，光照后不会致死，富集

起来。建立细胞系，供进一步研究使用。

MAC将在基因治疗（Gene Therapy)，染色体和基因结构分析当中发挥巨大的作用。使用MAC有很多优点：

(1) MAC在宿主细胞内可以自主复制，不会因为以插人的方式整合到宿主染色体导致插人突变而影响宿主染色体

的功能。(2) MAC可以转移大片段的DNA，使之有能力容纳大片段的基因及其跨越上兆碱基对的调控成分。(3)

有的遗传病是多基因所致，称为连续多基因缺失综合症（Contiguous Gene Deletion Syndrome), MAC有能力容纳

整簇的基因，因而MAC能同时纠正多个位点不同基因缺失所致的遗传病。
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