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摘要院采用高盐尧低 pH值法提取雷蒙德氏棉叶绿体 DNA曰通过物理剪切法获得随机断裂的 DNA片段曰剪切
片段末端尧补平修饰后与 pCC1FOS载体连接曰用噬菌体包装蛋白包装重组 DNA袁侵染大肠杆菌 EPI300袁构建
了雷蒙德氏棉叶绿体基因组文库遥对于叶绿体 DNA剪切袁以 1 mL注射器中等速度吸打 18次为最佳参数遥叶
绿体基因组 Fosmid文库滴度为 1伊104 cfu窑mL-1袁插入片段大小平均为 38 kb袁最终筛选出 39个克隆用于后续

研究袁覆盖叶绿体基因组 9.2倍遥 以叶绿体特异标记筛选出能够覆盖雷蒙德氏棉叶绿体全基因组的 6个克隆院
F66袁F46袁F28袁F8袁F55和 F3袁为基因组结构和功能基因分析提供了良好的基础遥
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In this paper, a Fosmid library of chloroplast genome was constructed. The chloroplast DNA was isolated

by high ionic strength and low pH buffer method. The DNA was randomly sheared and cloned into pCC1FOS vector. Recombi-

nant DNA was packaged with the Lambda Packaging Extracts, then transfected into strain EPI300. The best sheared pa-

rameter employed in the study was 18 times with middle speed using a 1 mL injector. The library of chloroplast genome (titer:

1伊104 cfu窑mL-1) was obtained in which the average inserted DNA fragment was 38 kb. Thirty-nine clones covering 9.2 fold the

chloroplast genome were selected by selection marker to be further analyzed. Six clones, F66, F46, F28, F8, F55, and F3, which

could span complete genome, were screened out by cotton chloroplast markers. The library would be a valuable re-

source for study on genome structure and functional genes investigation in cotton.
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雷蒙德氏棉渊 冤起源于秘
鲁中部和西部袁 细胞学上属于棉属 D5基因组棉
种袁多数研究认为它与异源四倍体棉种 D亚基因
组供体亲缘关系最近[1-2]袁可能为棉花异源四倍体
提供了父本来源遥 叶绿体是植物细胞质中的重要
细胞器袁其基因组与核基因组一起经历了协同进

化过程遥 因此袁尽管在异源四倍体棉种形成过程
中雷蒙德氏棉没有提供细胞质袁但其细胞质遗传
信息能够为棉种的演化提供重要信息遥 对棉花叶
绿体基因组进行研究袁可从新的角度认识棉花起
源尧进化和传播遥
基因组文库能够覆盖全部基因组袁是进行分
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表 1 筛选 Fosmid克隆的叶绿体特异标记
Table 1 Chloroplast-specific markers for screening Fosmid clones

注院*表示在陆地棉叶绿体基因组上的位置遥
Note: * Position in chloroplast genome of

子克隆和基因组结构与功能研究的基础遥BAC文
库和 Fosmid文库是两类较常用的基因组文库[3-4]遥
Fosmid克隆载体以大肠杆菌 F- 因子为基础袁以
氯霉素抗性基因为选择标记袁同时含有 姿DNA的
cos序列袁可以包装外源 DNA片段遥 Fosmid文库
插入片段长度一般为 30~40 kb袁通常一个克隆即
可包括基因全长袁 因此对于基因结构和功能研
究袁 建立 Fosmid文库是一种很好的方法遥 近年
来袁Fosmid已被广泛应用于动植物基因组文库的
构建袁例如人[5]尧黑猩猩[6]尧扇贝[7]尧稻瘟病菌[8]尧线
虫[9]尧摩擦禾[10]尧水稻[11]等遥对于叶绿体等小基因组
文库构建袁Fosmid也具有显著的优势袁 如采用基
因组文库测序在叶绿体基因组后续拼接上更为

方便准确袁在功能基因研究中也具有更广泛的用
途遥 据报道袁利用 Fosmid克隆的方法袁已构建了
绿色植物番薯渊 冤尧丝兰渊 冤尧钟萼草
渊 冤尧地钱渊 冤及寄生植物安第斯
菰属渊 冤尧菟丝子渊 冤等叶绿体基因
组文库[4,12] 袁并应用于叶绿体基因组研究遥 因此袁
本研究采用 Fosmid载体构建雷蒙德氏棉的叶绿
体 DNA渊chloroplast DNA袁cpDNA冤文库袁以期为
其基因组测序及基因功能分析奠定基础遥

材料和方法
实验材料

雷蒙德氏棉种子由中国农业科

学院棉花研究所海南野生棉种植园渊三亚冤提供遥
将种子用刀片破壳以利吸水袁催芽后种植于中国
农业大学科学园温室袁取幼嫩叶片备用遥

CopyControlTM Fosmid文库构
建试剂盒渊Cat. No. CCFOS110冤购自 EPICENTRE

公司曰 质粒提取使用北京 TIANGEN公司 TIAN-
prep Mini 质粒小提试剂盒曰 内切酶 RⅠ和
Ⅰ为 TaKaRa公司产品遥
实验方法

根据 Gong等[13]和刘

少林等 [14]的高盐尧低 pH 值法提取雷蒙德氏棉
cpDNA袁用 RⅠ酶切检测 cpDNA遥 将 cpDNA
用蒸馏水调至终浓度 0.5 滋g窑滋L-1袁作为文库构建
的模板 DNA遥 取 80 滋L稀释好的 DNA袁用 1 mL
注射器中等速度吸打样品袁一次吸打过程为 1个
处理袁 设置吸打次数为 2尧4尧6尧8尧10尧12尧14尧16尧
18尧20袁 共 10个处理袁 用 1％琼脂糖凝胶电泳检
测袁凝胶长度 20 cm袁电压 30 V袁电泳 20 h检测遥
构建文库的其它步骤包括 cpDNA的末端修饰与
回收尧pCC1FOS载体连接与包装转染等参照试剂
盒说明书进行遥 采用以下公式计算文库滴度与覆
盖倍数院 滴度 (cfu窑mL-1) = 渊克隆数伊稀释倍数伊
1000 滋L窑mL-1冤/所用未稀释包装文库体积渊滋L冤袁
其中袁cfu渊colony forming units冤表示单位体积的
噬菌体稀释颗粒转染大肠杆菌后形成的单个菌

落数曰覆盖倍数 =渊插入片段大小伊文库克隆数冤/
基因组大小遥

根据陆地棉

叶绿体基因组序列袁 设计叶绿体特异标记筛选
Fosmid克隆袁引物序列见表 1遥 每个 PCR反应体
系为 15 滋L袁 包括 20 ng质粒 DNA袁1.5 滋L 10伊
Taq聚合酶反应缓冲液袁2.0 滋L MgCl2 (15 mmol窑
L-1)袁0.3 滋L dNTP (10 mmol窑L-1)袁正向和反向引物
各 1 滋L渊引物浓度为 2 滋mol窑L-1冤以及 0.5 U Taq
DNA 聚合酶遥 PCR 反应条件为 94益预变性 3
min曰94益变性 30 s尧54~55益退火 30 s尧72益延伸 1

标记
Markers

正向引物
Forward primers (5爷-3爷)

反向引物
Reverse primer (5爷-3爷)

基因组位置 *
Position in genome／bp Tm／益

GCID2 CTTGCATTTTTCATTGCAC AATGCTCTGGTCAATCATTC 1923-2178 55
GCID14 ACATGGCCATATGAGTTGAT ATGCAAGGTAGAGGGATTTT 37412-37653 55
GCS22 GCTCCTTCGTCTCAAAATC GTGCTTAGCCCTTGAATCTA 64849-65078 55
GCID28 ACATTGCTCTTTATGAGATGC ATCTGGATCCAAAGAATCAG 86780-87022 54
GCID34 CACGACCTTGAACAGACAC TATGACCATCGAGGAACTTT 115977-116209 55
GCS78 GGTTAGTTTCGACAATCCAG GGATTCTTATTTTCCCCATC 130626-130828 54
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min袁30 次循环曰72益延伸 10 min遥 PCR 产物用
2％琼脂糖凝胶电泳检测遥

结果与分析
叶绿体 DNA的检测
从 85 g 幼嫩的雷蒙德氏棉叶片中共获得

94.6 滋g cpDNA袁DNA得率为 1.11 滋g窑g-1遥酶切电
泳结果见图 1遥 由图 1可以看出袁cpDNA质量较
好袁 在普通琼脂糖凝胶上与 21 kb 的分子量
Marker位置相当袁用 R I酶切 cpDNA袁能够产
生酶切主带遥因此袁提取的 cpDNA质量可以满足
Fosmid文库的构建遥

cpDNA克隆片段的获得
由于只有 25~40 kb范围内的插入片段能够

被噬菌体正常包装袁因此需要对剪切片段进行正
确处理遥 用注射器中速吸打 12~20次袁 产生出
10％以上的剪切 DNA与对照 DNA具有相同的
迁移率渊图 2冤袁吸打 18次时产生的 36 kb左右的
片段最多袁因此以 1 mL注射器中速吸打 18次为
最佳剪切次数遥将剪切后的 DNA电泳后袁小心切
下含目标长度 cpDNA 的低熔点琼脂糖薄片回
收袁 电泳检测浓度袁 回收片段浓度约为 50 ng窑

滋L-1遥 回收后共获得插入片段约 0.3 滋g袁可满足后
续连接的需要遥

噬菌体颗粒的滴度计算

在文库铺板前袁 计算包装 Fosmid克隆的滴
度袁将有助于确定铺板的数量和稀释倍数袁获得
满足要求的文库遥 在本实验中袁由于 102尧104的稀

释倍数过大而没有培养出克隆袁采用未稀释的噬
菌体颗粒能够获得菌落密度合适的克隆袁每个平
板可获得 100个克隆遥 在本研究中袁未稀释的克
隆滴度为 104 cfu窑mL-1袁 即本次包装共可获得 1伊
104个克隆遥

文库的覆盖度

随机挑选 10个克隆提取质粒袁 用 I酶
切袁电泳检测片段的大小袁结果如图 3所示袁每个
克隆的酶切都产生了 35~40 kb的插入片段带和
7.5 kb的载体带袁插入片段平均约为 38 kb遥 随机
挑取的克隆中袁没有发现空载现象遥

M 为 姿DNA/ R I+ d Ⅲ 袁 1 为 cpDNA袁2 为

cpDNA酶切带遥
M: 姿DNA/ R I+ d Ⅲ ,1: cpDNA. 2: Digested

band of cpDNA.

图 1 雷蒙德氏棉 cpDNA R I酶切图谱
Fig. 1 CpDNA of digested by R I

M为 36 kb的 Fosmid对照 DNA袁0~20为剪切次数遥
M: 36 kb Fosmid control DNA; 0~20: Different sheared

times.

图 2 雷蒙德氏棉 cpDNA随机剪切结果
Fig. 2 Random shearing of cpDNA

M 为 Lambda Mix Marker袁1~10 为随机挑选的 Fos-

mid克隆遥
M: Lambda Mix Marker袁 1~10: Fosmid clones by ran-

dom selection.

图 3 Fosmid质粒 DNA 玉酶切
Fig. 3 Fosmid plastid DNA digested by 玉
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根据文库滴度的计算袁用未稀释的噬菌体颗
粒包装后涂布了 4块 LB抗性平板袁 培养后获得
386个克隆遥 随机挑选了 118 个克隆提取质粒
DNA袁采用叶绿体特异标记筛选袁标记位置如图 4
所示遥 这些标记将叶绿体基因组分为六个区袁各
区跨度分别为 35.5 kb袁27.2 kb袁22.0 kb袁29.2 kb袁
14.5 kb及 31.7 kb袁Fosmid文库插入片段的大小
为 38 kb左右袁因此袁在叶绿体的阳性克隆上至少
应该出现一个标记遥结果表明袁共有 71个阳性克隆
具有叶绿体特异标记袁阳性率为 60.1％遥 在阳性克
隆中袁GCID2袁GCID14袁GCS22袁GCID28袁GCID34
和 GCS78出现的次数分别为 10袁13袁29袁31袁6袁5
次袁在 GCS22和 GCID28两个标记处具有较多的
冗余克隆遥 根据标记剔除部分冗余克隆袁使每个
标记在文库中出现的次数在 5~10之间袁 从中筛
选出 39 个克隆作为雷蒙德氏棉叶绿体基因组
Fosmid文库袁 共覆盖雷蒙德氏棉叶绿体基因组
9.2倍遥

覆盖叶绿体全基因组克隆的筛选

对于基因组测序袁应选取能够完全覆盖基因
组的最少克隆遥 由于叶绿体基因组中两个 IR区
为反向重复序列袁在后续序列拼接时容易引起错
误拼接袁因此袁克隆的筛选原则是使两个 IR区分
别位于两个克隆中袁 其它克隆序列覆盖全基因
组遥 根据图 4所示的标记袁能够同时出现相邻两
个标记的克隆即为候选克隆袁 从保存的 39个叶
绿体克隆中共获得 9个候选克隆袁挑选片段最小

的克隆作为测序克隆袁最终获得 6个首尾重叠的
克隆院F66袁F46袁F28袁F8袁F55和 F3渊图 4袁图 5冤袁总
长约 228 kb袁能够完全覆盖雷蒙德氏棉的叶绿体
基因组遥

讨论

基因组文库的基本要求是克隆的稳定性和

随机性遥 与高拷贝数的 Cosmid文库不同袁Fosmid
文库在宿主菌中以单拷贝形式存在袁其克隆继代
繁殖 160代也不发生丢失与突变袁具有很高的遗
传稳定性[3]袁是目前用于替代 Cosmid的新粘粒文
库遥 与 BAC文库相比袁Fosmid文库克隆的 DNA
片段的随机性更高袁机械剪切基因组保证了每段
DNA在文库中出现的频率均等遥同时袁Fosmid文
库通过诱导培养可达到高拷贝数 渊10~50个冤袁方
便获得足量的质粒 DNA用于后续研究遥 并且由
于插入片段较小袁也降低了模板DNA制备的难度遥

棉花叶绿体基因组大小为 160 kb[15-16]袁参照
试剂盒说明及草鱼核基因组的剪切参数[17]袁用
1 mL 注射器中速吸打 20~100 次袁 结果造成
cpDNA的过度剪切渊数据未列冤曰使用本研究的参
数袁可获得较理想的剪切效果遥 在文库构建中出
现的部分假阳性克隆袁可能是叶绿体膜粘附核及
线粒体 DNA的污染造成的遥 本研究最初为获得
较纯的 cpDNA袁使用 Ⅰ消化棉花叶绿体

外 DNA袁 但引起 cpDNA 得率很低遥 在杨树
cpDNA提取过程中也出现类似的结果[18]袁因此袁
放弃酶消化操作遥 为消除核及线粒体 DNA的污
染袁实验中采用棉花叶绿体基因组标记筛选阳性

图 4 筛选的克隆在叶绿体基因组的位置

Fig. 4 The position of the screened clones

1~12分别为图 4中叶绿体标记在各克隆的扩增带型遥
1~12: The amplified bands of each clone by chloroplast

markers in Fig. 4.
图 5 筛选克隆用两侧分子标记鉴定的结果

Fig. 5 Screened clones identified by flanking
molecular markers
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克隆袁获得了雷蒙德氏棉 cpDNA特异克隆遥本研
究首次构建了棉花叶绿体的 Fosmid文库袁 采用
随机断裂 DNA的方法能够较容易获得覆盖全基
因组的克隆袁并采用叶绿体基因组特异标记筛选
克隆袁构建的文库在每段序列上都具有相似的覆
盖度袁从而保证了雷蒙德氏棉叶绿体基因组 Fos-
mid文库的均一性和可靠性遥

基因组文库的构建在基因组物理图谱构建尧
基因的图位克隆尧基因组测序尧比较基因组研究尧
基因表达调控以及人类和动植物的基因组工程

等方面都有极其重要的应用遥 本研究构建的雷蒙
德氏棉叶绿体基因组 Fosmid文库可用于叶绿体
基因组的测序尧 基因功能分析和分离特定的基
因袁为研究棉属进化和叶绿体基因功能提供了重
要基础遥
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