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摘 要 ：细 茵人 工 染 色体 是 继 噬 茵体 、黏 粒 、噬 茵体 人 工 染 色 

体 、酵母 人 工染 色体 等栽 体 系统 之后 发展 起 来 的 DNA 载 体 系 

统 ，以其 容 量 大、遗 传 特 性 稳 定 、嵌 合 体 少、插 入 片段 易回 收 、 

操 作 简便 等 优 点 ，而被 广 泛应 用 于基 因组较 大 的 真核 生物 基 

因组研 究中，并发挥 着前所未有的重要作用。因此本文概括性 

地阐述 了细茵人 工染 色体 的发展 ，以及利 用此栽体构建基 因 

组文库 的机 理 和程 序及 其 鉴 定方 法 。 
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由于真核生物基因组十分庞大，因此对于真核基 

因组 的研 究，必 须有一 系列能 容纳大 片段基 因组 

DNA的载体 ，最初人们构建真核基因组文库大多使 

用 入噬菌体(kphage)和黏粒 (cosmid)作为克隆载体 ， 

二者容纳外源 DNA片段的最大能力分别是 25 kb和 

45 kb。尽管这两种系统克隆效率高，但 由于插入 的 

DNA片段较小及克隆的 DNA片段不稳定 ，因此 限 

制 了它们在染色体步行(chromosome walking)中的 

应 用l_1]。1987年酵 母 人工 染 色 体 (yeast artificial 

chromosome，YAC)构建成功_2]，这种载体可插入上 

千 kb左右的外源 DNA，但利用 YACs有嵌合、重排 

和缺失现象，其插入片段的分离较难，转化效率低等 

缺陷。为了克服 YAC的上述不足，又相继出现 了 3 

个 候补克隆载体，如噬菌体 P1克隆系统 (bacterio— 

phage P1 clones)_3]，P1衍 生人工 染色 体 (P1一derived 

Artificial chromosome，PAC)l_4 和 细菌人工 染色体 

(Bacterial artificial chromosome，BAC)_5 等载体 系 

统 ，其中 目前被认为比较理想 的是细菌人工染色体 ， 

它是 1992年以来发展起来 的一种新型克隆载体，用 

于构建人 、动物、植物核基 因组 DNA大片段插入文 

库。由于它具有以上载体系统无可比拟的优点而迅速 

得到广 泛应 用 。 

基 因组文库是用重组 DNA技术将某种生物细 

胞的核 DNA 的全部片段随机地连接到基因载体上 ， 

再转移至适当的宿主细胞 中，通过细胞增殖而形成的 

各个片段的无性繁殖系的总集 。其 目的在于便于纯 

化 、贮存和广泛深入的分子生物学研究。构建基因文 

库时，一个最重要的指标就是它能在多大程度上代表 

起始材料 ，即它是否能覆盖所有原初序列 。如果某些 

序列，如缺少限制性酶切位点的重复序列未被克隆 ， 

这样的文库就不具代表性。同样如果文库中未能含有 

足量的克隆，则极有可能会丢失某些基因。因此 ，文库 

建成后采用行之有效的鉴定方法来验证其质量也是 

至关重要的。本文就细菌人工染色体的发展，文库的 

构建机理和程序及鉴定方法进行概括性地论述，试图 

对相关研究提供参考。 

1 细菌人工染色体(BAC)载体的构建 

1．1 人 工染 色体 的发展 

DNA克隆技术是分子生物学研究中重要的技术 

手段之一 。自1973年 Cohen_6 构建了第一个质粒载 

体 Psc101以来 ，越来越多的克隆载体相继涌现，使得 

克隆载体的整体结构和克隆效率有了很大改善 。基于 

生物体的许多重要性状牵涉到复杂的生理生化反应 

系列，在大多数情况下受多基 因或基因簇 的控制，往 

往与几百一几万 kb DNA片段密切相关 。特别是庞 

大基因组的物理图谱和基因图谱的绘制也涉及到大 

片段 DNA的研究 ，因此 ，提高载体的容纳量，一直是 

克隆载体的重要发展方向之一。随着脉冲交变电泳技 

术的发展_7 以及基因组研究的日益深入 ，对容量大， 

并且能独立、稳定存在和遗传的人工染色体的研究已 

得到了迅速的发展。所谓人工染色体，是指一类能在 

生物细胞 中独立、稳定存在和遗传的人工重组 DNA 

分子，它至少应具备三种功能元件的类似组份 ：复制 

起 始 点 (origin of replication)，着 丝 点 (centromere) 

和端粒 (telomere)。1983年 ，Murray_8 把酵母染色 

体的着丝点、自主复制序列和端粒三者连接在一起 ， 

构建成 了第一个人工染色体 ，称为酵母人工染色体 

(yeast artificial chromosome，YAC)。在此基 础 上 ， 

Burkel_2 构建 了第一个 YAC载体，它可插入上千 kb 

左右的外源 DNA，是大片段基 因组文库构建、染色体 
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步移或登陆、物理图谱构建和基因组织结构分析等的 

有力工具 。但由于 YACs有嵌合、重排、缺失 、插入片 

段分离较难和转化效率低等不足 ，使 YAC的应用和 

研究工作受到限制，这促使科学家们积极去研究构建 

新的人工染色体 。目前已成功构建并应用的人工染色 

体主要有：酵母人工染色体[8]、细菌人工染色体[5]、P1 

衍 生人 工染色体[3]、哺乳 动物人工 染色 体 (MAC， 

mammal artificial chromosome)L9]和人类人工染色体 

(HAC，human artificial chromosome)L1。。。另外 ，植物 

人工染色体(PAC，plant artificial chromosome)的构 

建 也在进行 中。 

近年来得到广泛应用的人工染色体主要是 YAC、 

BAC和 PAC。比较而言，BAC具有嵌合、重排频率相 

对低；外源 DNA能较稳定遗传；转化效率高 (109— 

1010转化子／~gDNA)；转化前又无需对重组子 DNA 

进行包装；重组 DNA容易分离等优点，因而弥补了 

YAC的不足 ，已得到 了迅速发展和广泛 的应用 。 

1．2 BAC载体构建机理 

细菌人工染色体是以大肠杆菌致育 因子 (F因 

子)为基础的合成载体 。F因子的下述特性使其作为 

基因组 DNA的高容量载体具有独特的魅力：①低拷 

贝数 (1—2个分子／细胞 )，含 parA 、parB、parC基 因 

确保细胞在分裂时，F因子 DNA 分子能精确地分配 

到子代细胞。ParB负责排斥细胞中的外源性 F质粒 。 

BAC的低拷贝数加上细胞 的隔绝环境 ，限制了细胞 

内质粒分子间的重排。实际上这意味着重组 BAC中 

外源 DNA的重排水平和嵌合程度低。②能扩增非常 

大的DNA 片段。自然发生的F因子能携带 1／4的大 

肠杆菌染色体而不显张力或不稳定。③易于操作。由 

于 F因子呈 闭环结构，所 以可以用一些熟悉 的技术 

将它直接从大肠杆菌中分离出来。通常 5 mL菌液中 

获得的 BAC DNA 足以用于限制酶切分析、PCR和 

荧光原位杂交 。另外，载体还含有决定 DNA复制起 

始 和 方 向 的基 因 otiS和 repC 及 氯 霉 素 抗 性 基 因 

Cmr。载体中的 lacZ元件使人们能够利用颜色差异 

区分重组子。LoxP和 cosN位点使克隆序列易于回 

收。限制性位点能够用于大片段基 因组 DNA 的克 

隆_1 。例如人工构建的BAC载体 pBeloBAC11[ ]，大 

小只有 7．4 kb，保留了与 F因子的自主复制、拷贝数 

控制 以及 质粒分配等基 本功能 相关 的基 因：oriS、 

repE、parA、parB和 parC。其外源 DNA 片段 的容 量 

最大可至 300kb以上，可应用于基 因组文库构建和 

大的基因簇的相关研究i见图 1所示。 

sa11 Notl T7—B H。sP6
№ t1 

图 1 BAC载体 pBeloBACLL基 因图 

Fig．1 Structure of pBeloBACLL vecto 

2 BAC文库的构建程序 

2．1 BAC载体的制备 

载体的质量直接关 系着文库中空白载体的比例 

和文库的质量 ，载体的纯度越高，获得阳性克隆的概 

率越高。为减少或避免空白载体的比例 ，对载体进行 

脱磷处理要彻底[1 。但脱磷后的载体于一80V不能 

长时间保存 ，否则将导致载体迅速降解 。 

2．2 高分子量 DNA的制备 

在制备高分子量 DNA 时 ，一般在液氮中将组织 

研磨成粉末 ，或通过离心获得血细胞。为了保护核 

DNA免受降解 ，常采取将细胞核包埋在低熔点琼脂 

糖中形成栓塞或与低熔点琼脂糖、矿物油混合形成微 

粒 。 

2．3 高分子量 DNA 的部分消化 

首先进行酶切反应最佳酶浓度梯度预试验 ，然后 

进行小规模和中等规模酶切，选择最佳酶切反应条 

件。其 目的是产生大小 比较集中的片段 ，一般进行两 

次片段选 择L1。 ]̈。 

2．4 大片段 DNA 与载体连接 

大片段 DNA是否能有效连接在载体上主要取 

决于插入 DNA片段与载体的比例，对于不同生物采 

用的比例不同，大多数 BAC文库采用 1：5—15(摩 

尔 比)[ m ]。 

2．5 重组载体转化受体细胞 

对于转化大肠杆菌而言，电转化是 目前使用最普 

通的一种手段。电转化效率与插入片段的大小有关 ， 
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插入片段越大，转化效率越低；反之，越高。此外，转化 

条件也直接影响转化效率、插入片段大小及假阳性克 

隆的含量。 

2．6 阳性克隆的挑选 

可通过 lacZ的 0t一互补 所形成 的蓝 白菌 落筛 选 

阳性克隆。阳性克隆的分检有人工和全 自动分子生物 

学工作台技术(robotics)两种。 

3 BAC文库的鉴定 

文库构建完成后，需要对文库进行评价 ，评价一 

个 BAC文库质量高低的标准是文库中克隆的数量 ， 

插入片段大小，细胞器 DNA 的含量 ，及假 阳性克隆 

的含量 。 

3．1 BAC文库的筛选 

目的是检验构建的BAC文库是否具有很好的代 

表性和实用性。用与目的基因紧密连锁的单拷贝标记 

探针筛选 BAC文库。 

3．2 BAC克隆的鉴定 

从文库中随机挑选一定量的 BAC克隆，提取质 

粒 DNA，酶切后 ，脉冲电泳检查插入片段的大小。以 

Southern杂交来检验 BAC克 隆插入片段是否来源 

于原材料。检验假阳性克隆，保证库的质量 。 

3．3 BAC克隆的稳定性鉴定 

挑选几个较大的 BAC克隆(分子量分别为 140 

和 250kb)，分别接种在培养基上 ，连续继代培养后 ， 

分别提取第 0代和第 100代 BAC克隆的质粒 DNA， 

酶切后，脉冲电泳检查 BAC克隆中外源 DNA在继 

代培养中是否存在和发生突变。 

3．4 检查 BAC文库是否含有细胞器 DNA的污染 

核 DNA文库混杂细胞器 DNA 的污染，不仅会 

降低实际库容量 ，还可能会误导染色体步查走 向错误 

方向[153。采用脉冲电泳纯化法制备高纯度大分子量 

DNA，进行 BAC文库的构建 ，可以从根本上避免细 

胞器 DNA的污染。同时以线粒体基因为探针与BAC 

克隆进行菌落原位杂交 ，检验 BAC克隆有无细胞器 

DNA的污染。 

3．5 BAC末端 的分 离 

无论是进行基因组分析还是染色体步查 ，都需要 

分离 BAC克隆左右末端。分离BAC克隆末端比较常 

用 的方 法包 括质粒 获救[1引、反 向 PCR口 和 TAIL 

PCR法[1 。前两种方法都需要酶切和连接 ，操作复 

杂，有时由于在多克隆位点附近没有相应内切酶的切 

点，会无法得到末端序列 。最近刘耀光发展的 TAIL 

PCR技术，利用克隆载体多克隆位点的附近序列 ，合 

成与其互补的 3个长特异性引物和 3—6个随机兼并 

性引物，通过 3个 PCR扩增反应，结合两高一低复性 

温度的高级循环 ，来达到扩增特异性克隆末端片段的 

目的。该技术操作简单 ，敏感度高，适用范围广 ，是 目 

前理想的分离BAC末端的方法。有的BAC分离出多 

个末端，可以分别进行克隆。这些末端序列一方面正 

在进行定位，试图丰富该区域的分子标记 ，另一方面 

用来筛选 BAC文库 ，以期建立一个较大的 BAC重 

叠群 。 
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Artificial Chromosome Library，a Review 
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2．China Academy of Agriculture Science，Beijing 1 00094，China) 

Abstract：The construction of DNA vector systems such ash bacteriophage，cosmid，P1一derived artificial chro— 

mosome，yeast artificial chromosome ，bacterial artificial chromosome(BAC)system has been developed as an— 

other powerful DNA vector system ．Being capable of inserting large fragments，maintaining the stability of 

inserted DNA in E．coli，producing few cherisms，recovering inserted DNA from E．coli cells，and being easy 

in library construction，BAC is being widely used and producing unprecedented effect in the research of larger 

eukaryote genomes．This paper presents a brief introduction to the development of BAC ，and the mechanism 

and process of BAC library construction and identification． 
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