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用克隆池 !"# 法筛选小麦$簇毛麦易位系 %&’(%)*
基因组 +)" 文库获得抗病基因候选克隆
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摘 要 用根据抗病基因保守区设计的一对简并性引物，从小麦/簇毛麦易位系 0’GH06I AJ+6 中 KLM 扩增获得一

个具有抗病基因核苷酸结合位点（+FA)8(N>@8 O>C@>CP Q>N8，+RG）结构特点的 J+6 片段克隆 +3。从小麦/簇毛麦易位系

0’GH06I 基因组 76L（7S-CQT(S=-N>(C/A(=?8N8CN -SN>T>A>-) ABS(=(Q(=8，76L）文库的 $$ 块 90 孔板提取所有 $!!$ 个克隆池

（每个池含约 !%%% 个克隆）的质粒，再根据 +3 的核苷酸序列设计一对特异引物，用克隆池 KLM（?(()8@ KLM）法经分

级筛选从文库中获得一个阳性克隆。以 +3 为探针，通过 G(FNB8SC 杂交证实了该 76L 克隆为真正含有抗病候选基

因的克隆。研究结果表明克隆池 KLM 法对克隆数目巨大的基因组文库的筛选很有效。
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文库构建和文库筛选是基因克隆的基本环节。

用于大片段基因组文库构建的载体有酵母人工染色

体（V8-QN -SN>T>A>-) ABS(=(Q(=8，V6L）［!］、细菌人工染

色体（R-AN8S>-) -SN>T>A>-) ABS(=(Q(=8，R6L）［$］、源于 K!
的 人 工 染 色 体（ K!/@8S>W8@ -SN>T>A>-) ABS(=(Q(=8，
K6L）［#］、双 元 细 菌 人 工 染 色 体（R>C-S./R6L Q.Q/
N8=）［4］、可转化人工染色体（7S-CQT(S=-N>(C/A(=?8N8CN
-SN>T>A>-) ABS(=Q(=8，76L）［&］。76L 是 I>F %/ +, *［&］结

合 K6L 载体和双元载体的特点构建的能够插入大

片段 J+6 并能在大肠杆菌（3&0"%*#0"#+ 0(,#）和农杆

菌（41*(5+0/%*#)6 /)6%-+0#%$&）中稳定存在的可转化的

人工染色体。该载体与 V6L、R6L 或 K6L 所构建的

文库相比，一个突出的优点是不需要在目的克隆获

得后做繁琐并有可能导致目的基因丢失的亚克隆工

作，不需在基因获得后重新构建转化载体，而是可以

直接通过农杆菌转化植物，进行功能互补试验。利

用 76L 载体，方玉达、刘耀光等［0］成功构建了含有

高抗白粉病基因 K=$! 的小麦/簇毛麦易位系 0’GH
06I基 因 组 76L 文 库。该 文 库 平 均 插 入 片 段 为

#&XO 左右，包括 $!% 万个克隆，以混合克隆池的形式

保存于 $$ 块 90 孔板中，每个克隆池包含约 !%%% 个

克隆。

传统的筛库方法是将克隆高密度影印到尼龙膜

上进行菌落原位杂交筛选。由于小麦基因组大，约

为 !10 Y !%!% O?。如果上述文库以单克隆形式保存，

则约需 &%%% 多块 #"4 孔板（通常还需做 $ 套拷贝）。

如果用机械手做成 !0 Y #"4 高密度膜则需约 #%% 多

张膜。这种工作量和所需要的资金是让任何一个实

验室都难以承受的。因此在构建小麦/簇毛麦易位

系 0’GH06I 基因组文库中，采用了约 !%%% 个克隆放

在一起的混合池保存的方法。但由于克隆是混合保

存的，某一特定的克隆只占每个克隆池的 !H!%%%，用

菌落原位杂交筛选时的杂交信号就过弱。I>F %/
+,［3］发展了一种称为克隆池 KLM（K(()8@ KLM）法用

于筛选混合保存的基因组文库，并利用该方法从小

麦“中国春”基因组 76L 混合文库中筛选到含有 Z/
型硫素（7.?8 Z NB>(C>C）基因和几个属于多基因家族

的 L6R 基因克隆。本研究根据一个 +RG 序列设计

了一对特异引物，用克隆池 KLM 法成功地从小麦/
簇毛麦 0’GH06I 混合文库中筛选到一个含有 +RG
的抗病基因候选 76L 克隆，并通过 G(FNB8SC 杂交证

明其为真正的阳性克隆。



! 材料与方法

!"! 材料

携有抗白粉病基因 !"#$ 的小麦%簇毛麦易位系

&’()&*+ 由南京农业大学细胞遗传所选育保存。小

麦%簇毛麦易位系 &’()&*+ 基因组 ,*- 文库由方玉

达、刘耀光等［&］构建。

!"# $%& 序列的获得和特异引物设计

根据植物 . 基因保守区 /0( 的 !%1223 区和其

下游 疏 水 区 4+!+ 设 计 了 一 对 简 并 性 引 物，为：

-5/66$：78%44/44/*,（,)-)*）445**（*)4）*-5*-%
98；-5/66:：78%/*（4)*）/4-5*（4)*）5445*（4)*）

5--%98。用 这 对 引 物 以 96;< 小 麦%簇 毛 麦 易 位 系

&’()&*+ =>/* 为模板，进行 !-. 扩增。!-. 扩增反

应总 体 积 为 #7!+，反 应 混 合 液 组 成 为：$6""21)+
,?@A%B-1（3BCD9）、76""21)+ E-1、#D6""21)+ F<-1#、

6D#""21)+ G/,!A、,HI >/* 聚合酶 $J，-5/66$ 为 7
3"21，-5/66: 为 #63"21。最后加水补至 #7!+。反应

在 !-. 仪 !KL&66 上进行，首先 L7M预变性 #"@;，再

进行 :6 个 循 环（L:M $"@;、7&M $"@;、N#M $"@;
96A），最后 $6"@; 补平。!-. 产物回收后，用 34KF,%
KHAO ’P=Q2? (OAQP"A（!?2"P<H）试剂盒克隆，经测序和

序列分析，获得一条 /0( 序列 /N。根据 /N 的序列

设计一对特异引物用于筛选小麦%簇毛麦易位系

&’()&*+ 基因组 ,*- 文库，引物为：/N%!$：78%-,*4%
-***4-**4,-,*, -*,4-%98，/N%!#：78%,--*4*,%
4*44*,44 -*,***,-%98。
!"’ 文库的筛选

用碱裂解法提取小麦%簇毛麦易位系 &’()&*+
基因组 ,*- 文库 ## 块 L& 孔板共 #$$# 份混合质粒。

为减少 !-. 筛选工作量，按图 # 所示吸取第 $ R & 块

板，第 N R $# 块板，第 $9 R $N 块板和第 $C R ## 块板

的每孔 7!+ 质粒溶液到 : 块 L& 孔板相应的孔中，每

孔加入 $&6!+ $)# ,K 稀释，分别制备成用于扩增的

初级克隆池"号板、#号板、$号板、%号板。用

/N%!$ 和 /N%!# 进行分级筛选，获得可能的阳性单

克隆。!-. 扩增反应总体积为 #7!+，反应混合液组

成 为：$6""21)+ ,?@A%B-1（ 3BCD9）、76""21)+ E-1、
#D6""21)+ F<-1#、6D#""21)+ G/,!A、,HI >/* 聚合酶

$J，模 板 为 $ R $6;< 质 粒，/N%!$ 和 /N%!# 均 为 7
3"21。最后加水补至 #7!+。反应在 !-. 仪 !KL&66
上进行，首先 L7M预变性 #"@;，再进行 96 个循环

（L:M 96A、7LM 96A、N#M $"@;），最后 N#M $6"@;。

!"( 可能的阳性单克隆的 &)*+,-./ 杂交鉴定

用碱裂解法大量提取可能的阳性单克隆的质

粒，用 !"#G$、$%&B"、’%( "、)*% 1"、+,- "、

./0."、./0.&等酶切，酶切产物在 6DNS琼脂糖胶

上电泳后，用 6D:"21)+ /HTB 毛细管法转移到 BO%
U2;G /V 尼龙膜上，用宝生物工程公司 0=H0K(, >/*
聚合酶标记 /N >/* 片段作探针，在杂交袋中 &7M
杂交 $: R $& W，杂交完后，用 6D# X ((-，6D$ X (>( 洗

液 &7M下洗 96"@;，换洗膜液，再洗 96"@;，用保鲜膜

包好杂交膜，E2GHY E 磷屏上曝光 # W，用 F21P=J1H?
5"H<P（0@2%.HG 公司）系统扫描，记录结果。

# 结 果

#"! $%& 序列的获得

用根据 /0( 的 !%1223 区和其下游疏水区 4+!+
设计的一对简并性引物，从小麦%簇毛麦易位系 &’()
&*+ =>/* 中扩增获得一条具有 /0( 结构特征的序

列 /N，见图 $。用 U1HAQ#D6 在 4P;0H;Y 中比较其氨基

酸序列，表明该序列与已克隆的小麦抗叶锈病基因

Z?$6，大麦抗白粉病基因 F1H$ 和 F1H& 在长 $&L 个氨

基酸的保守区 /0( 段有高于 &6S的相似性，推测它

们可能是同一个基因家族的成员。

图 $ /N 的核苷酸序列和推断的氨基酸序列

[@<\$ ,WP ;J=1P2Q@GP APIJP;=P H;G GPGJ=PG
H"@;2 H=@G APIJP;=P 2] /N

,WP ;J=1P2Q@GP APIJP;=P ^HA H1@<;PG J3 H;G QWP GPGJ=PG H"@;2 H=@G AP%
IJP;=P ^HA G2^;\ ,WP 3?@"P?A ^P?P J;GP?1@;PG\ ,WP AWHGPG H?PHA ^P?P
QWP ]2J? =2;AP?_PG G2"H@;A，!%+223，Y@;HAP#，Y@;HAP9H H;G QWP G2^;

AQ?PH" 4+!+ G2"H@; 2] /0(

#"# 小麦0簇毛麦易位系 12&3145 基因组 647 文

库的筛选

含有 /0( 的 ,*- 克隆筛选全过程见图 #。首先

用特异引物 /N%!$ 和 /N%!# 筛选初级克隆池，发现

"号板的 -N 为阳性初级克隆池。将组成该池的原

先的克隆池，分别进行 !-.，发现第 : 号板的 -N 为

阳性克隆池。取第 : 号板的 -N 的保存菌铺平板，收

取 :6 R &6 个克隆为一个小克隆池，提取质粒。以小
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克隆池的质粒为模板，进行 !"# 扩增，发现第 $$ 号

小克隆池为阳性。将第 $$ 号小克隆池的保存菌再

铺平板，以单克隆菌为模板，最终发现第 %% 号单克

隆为阳性，将该单克隆记为 &’()*+"。

图 , 从 -.(/-+0 基因组 *+" 文库筛选出含有 &’( 的 *+" 克隆 &’()*+"
1234, *56 78569:;28 <6=28;2>? >@ ;56 78A66?2?3 >@ ;56 &’()*+" 8>?;:2?2?3 &’( <>9:2? @A>9 ;56 ;A:?7B>8:;2>? B2?6 -.(/-+0 *+" B2CA:AD

!"# 阳性单克隆的 $%&’()*+ 杂交鉴定

用不同的 - 碱基酶酶切 &’()*+" 质粒。将酶

切质粒 E&+ 转到尼龙膜上后，用含有 &’( 结构域的

&F 作探针进行 (>G;56A? 杂交，各酶切均杂交出不同

大小的带，说明该克隆为含有 &F 的真正的阳性单

克隆（见图 H）。

图 H &’()*+" 的 (>G;56A? 杂交鉴定

1234H *56 7>G;56A? 5DCA2<2I:;2>? =:;;6A?7 >@ &’()*+" =B:792< E&+
*56 B6@; 75>J6< ;56 =:;;6A?7 >@ &’()*+" <2367;6< CD <2@@6A6?; A67;A28;2>? 6?ID9674 *56 A235; J:7 ;56 8>AA67=>?<2?3 A67GB;7 5DCA2<2I6< J2;5 ;56 A6727;:?86 36?6 :?:)
B>3 &F4 B:?6$ J:7!/!"##! K $%&<" L:AM6A，B:?6, J:7 ;56 8568M（: A286 *+" =B:792< E&+ J:7 <2367;6< CD $%&<"），B:?6H ;> B:?6N J6A6 ;56 &’()*+"
=B:792< E&+ <2367;6< CD $%&<"、’()O!、*(+!、,-(+!、./0!、!"##!:?< !"### A67=68;2P6BD

Q$HH 期 秦跟基等：用克隆池 !"# 法筛选小麦)簇毛麦易位系 -.(/-+0 基因组 *+" 文库获得抗病基因候选克隆



! 讨 论

小麦基因组大，重复序列多，其基因组大小为

!"# $ !%!% &’，是水稻基因组的近 (% 倍，因此构建小

麦基因组文库特别是小片段基因组文库，一直较难。

能够装载大片段 )*+ 的人工染色体载体的发展，使

构建小麦基因组文库不再像以前那样令人望而生

畏。,-. !" #$［/］利用克隆池混合保存法构建了平均

插入片段为 (#，#0 和 !1%2& 的小麦“中国春”基因组

3+4 文库，覆盖小麦基因组 5 倍。同时小麦6簇毛麦

易位系 #789#+, 的基因组 3+4 文库也以每个克隆

池大约含 !%%% 个克隆的混合保存方式得以构建（方

玉达、刘耀光等）［#］。虽然利用克隆池混合保存法构

建了小麦基因组文库，但利用其克隆基因还有两个

难题。第一，与其他作物相比，由于其重复序列含量

高，使图位克隆基因必经的染色体步移（4:;<=<><=?
@AB2-CD）或重叠克隆群（4<CE-D>）的构建非常困难。

为了减少染色体步移，寻找与目的基因在物理位置

上非常临近的标记或目的基因的一部分序列是非常

必要的。根据已克隆 F 基因的保守区设计引物，通

过 G4F 获得具有已克隆抗病基因保守结构域的抗

病基因类似序列（F?>->EACH? I?C? +C<B<D，FI+），可

望能获得某一 F 基因的一部分或某一 F 基因簇位

点紧密连锁的标记，再以此为入口，筛选基因组文

库，有可能经过少数几次染色体步移就能够着陆

（,ACJ-CD）到某一 F 基因或直接着陆某一 F 基因；第

二，虽然混合保存的基因组文库在构建时比单克隆

保存的文库节省了很多资金和劳力，但由于每个克

隆在克隆池中所占比率很低，因此用传统的菌落原

位杂交筛选文库就比较困难，,-. !" #$［/］发展了一种

利用 G4F 筛选混合保存的基因组文库的方法，并成

功地从混合保存的小麦基因组 3+4 文库中筛选到

目的基因。

克隆池 G4F 法筛选文库与传统的菌落原位杂

交法相比，有以下优点。首先，用克隆池 G4F 法不

需要用同位素，仅做 G4F，琼脂糖凝胶电泳检测即能

达到目的，而菌落原位杂交需要将菌落影印到尼龙

膜上，再用同位素进行标记杂交，也受到一些特殊设

备如点膜设备的限制；第二，当某一个文库的所有克

隆池的质粒提取出来后，也可用质粒保存文库。本

研究在筛选含有 *K8 的 3+4 克隆 *K863+4 时，所保

存的可能含有阳性克隆的克隆池的菌大部分已死

去，剩下的菌经筛选未发现可能的阳性小克隆池，如

果没有提取的质粒，则 *K863+4 将筛选不到；第三，

当某一文库的所有克隆池的质粒提取后，以后再筛

选其他的基因时，只需直接做 G4F 即可，而不需再

费时费力提取质粒了；第四，对于与大肠杆菌基因组

)*+ 有部分同源性的 )*+ 序列，用菌落原位杂交筛

选时，则背景往往很深而掩盖了阳性克隆的信息，只

能通过克隆池 G4F 法来筛选。

本研究根据来源于小麦的一个含有 *K8 结构

域的 FI+ 序列，设计特异引物，用克隆池 G4F 法成

功地从混合保存的小麦6簇毛麦易位系 #789#+, 的

基因组 3+4 文库中筛选到了一个插入片段约 (%2&
的 3+4 克隆，进一步 8<.E:?;C 杂交检测表明它是含

有 *K8 的抗病候选基因 3+4 克隆，这为克隆有功能

的 F 基因和构建某一 F 基因位点精细物理图打下

了基础，本研究证明用克隆池 G4F 法筛选大数目克

隆的基因组文库是切实可行的。直接通过农杆菌介

导法来转化本研究获得的 3+4 克隆进行功能互补

试验正在进行中。
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科学出版社生物类图书精品推荐

Z=[ 生物高技术丛书 作（译）者 定价 出版日期

微生物生物技术 喻子牛 等译 =Q^:: 7::7 年 * 月

植物成分分析 谭仁祥 等 Q<^:: 7::7 年 7 月

被子植物受精生物学 胡适宜、杨弘远 ><^:: 7::7 年 7 月

细胞信号转导（第三版） 孙大业 >Z^:: 7::* 年 *: 月

噬菌体分子生物学———基本知识和技能 贾盘兴 等 >=^:: 7::* 年 *: 月

种子植物形态解剖学导论 刘穆 等 >Z^:: 7::* 年 ** 月

干旱区免灌植被及其恢复 黄培祐 等 7=^:: 7::* 年 ** 月

太湖水环境及其污染控制（中国生态系统研究网络丛书） 黄漪平 <:^:: 7::7 年 7 月

二十世纪生物学的分子革命———分子生物学所走过的路 昌增益 译 7Z^:: 7::7 年 7 月

天目山昆虫 吴鸿、潘承文 *<:^:: 7::7 年 7 月

即日起，欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书，并可免费索取书目。凡购书者均免邮费。有意者请按以下方式联系我们：

电话：:*: a =>:***7Q 传真：:*: a =>:[>=77
电子邮件：K0W)0D)&6‘ E)&4P J5D
通讯地址：北京东黄城根北街 *= 号 科学出版社 邮政编码：*::Q*Q
联系人：卢秀明

同时欢迎访问科学出版社网址：MCC?：OOFFFP EJ)%&J%?P J5D
同时欢迎访问生物编辑部主页：MCC?：OOFFFP K)A%EJ)%&J%P J5DP J& 和网上售书合作伙伴：MCC?：OOFFFP G)56%&%P J5DP J&。
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