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摘 要 分别以,)((及其旁侧区的-)+!&.、-*(&#.和."!!片段为探针筛选水稻基因组

-/0文库，共得到*个阳性克隆，均与,)((、-)+!&.和-*(&#.座位重叠，插入片段的大小
为)*(!"+(12。用反向304法分离-/0克隆插入片段的末端序列，并利用这些末端序列确
定克隆的方向以及进行染色体步查，共筛选到&个-/0克隆，建立了一个!厘摩（56）的

,)((-/0重叠群。
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高等植物的基因组比较复杂。所以，对于许多作用机制和产物目前仍然未知的基因，

很难通过常规途径进行基因克隆。图位基因克隆（689’28:;<=;>;5?@>A>=@B9@:ACA@>8?
5?@>A>=）似乎能解决这一难题。它的原理早在$(年以前就已提出［$］，但由于当时所用的
文库插入片段较小，单个克隆中往往未能包含完整的基因，而且各种动植物的遗传图上可

利用的标记非常少，所以一直未有成功的结果报道。近年来，高密度DE/分子标记连锁
图的构建以及大片段DE/文库的建立，为直接定位和克隆基因提供了可能［)!*］。
图位基因克隆的关键步骤之一是通过染色体步查建立重叠群（0@>CA=）。利用与目标

基因紧密连锁的DE/分子标记为探针筛选-/0文库，可以分别得到一系列-/0克隆。
这些克隆之间有部分片段是重叠的，因此称为重叠群。在两个重叠群之间会出现空隙，需

要通过染色体步查的技术来填补。该技术从分离-/0克隆插入片段的左、右末端入手，
以它们为探针再次筛选-/0文库，获得新的克隆即为沿着染色体步查了一步。重复这一
过程，就能一步一步地将空隙填满，并有希望得到含有目标基因的-/0克隆。拟南芥菜
的第*染色体［+］和水稻的第"染色体［"］都已建立了重叠群图谱，染色体覆盖率分别为

%(F和"(F，这些工作为图位基因克隆打下了良好的基础。
本文报道了水稻第"染色体,)((座位重叠群的建立以及进行染色体步查的结果，

得到一个!厘摩（56）左右的-/0重叠群。在水稻第"染色体的,)((区附近，从4$%+*
（$%G(56）到3$("（*%G"56）大约#(56的范围，只有非常有限（"个）的分子标记［&］，而这
个区存在着若干重要的农艺性状基因，有待在分子水平上深入研究。因此本研究的目的

在于探索在某个有兴趣的染色体区段增加分子标记的有效途径，例如通过在该区建立一

个比较大的重叠群，进而将重叠群中的末端序列转换为新的分子标记。
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! 材料与方法

!"! 材 料

!"!"! !"#文库滤膜及!"#克隆：由日本水稻基因组计划（$%&）馈赠。该文库一套’
张滤膜，共()*+个克隆。水稻材料是!"#$%&%’()%,-./-0122345678，克隆载体分别为

2!"#9和2!"#’’，克隆位点相应地为:.3$;和03<;，宿主菌为*+,-"-)(&(%-"=>*?@［?］。

!"!"# 菌种和质粒： AB’!［&./099，!1%,C>()，（"?@1%,D#E>’），2&34>F，"-,5>-63
5>，7#"5)(，’2(8>，"-15>］；A0"分子标记克隆%+@@、!9@F*,、!+’?F,、,(??由$%&馈
赠，转化AB’!中保存。

!"!"$ 试剂及试剂盒：G6HA0"聚合酶，>@I&#$缓冲液，>’JJ3K／,EL#K+购自华美
公司；限制酶购自=38M714L87公司、%;=#N公司及华美公司；$0"酶，溶菌酶，溶壁酶
（KO<1.6P8），蛋白酶:，蛋白胨，酵母抽提物，琼脂粉，琼脂糖，明胶，QAQ，$R巯基乙醇（$R
E:），山梨醇，二巯基苏糖醇（AGG），十二烷基肌氨酸（0RK6S73OKP67.3P148），亚精胺（P287R
J1T148），小牛血清白蛋白（=Q"），苯甲基磺酰氟（&EQU），脉冲场电泳专用琼脂糖等购自

Q1LJ6公司；［!R*+&］T#G&购自北京福瑞生物工程公司；尼龙膜购自=13R$6T公司。其他试剂
均为国产。

缺口转移探针标记试剂盒购自&73J8L6公司；寡核苷酸标记试剂盒（NK1L3K658KK14L
V1<）购自&M67J6.16公司。

!"!"% 仪器：9?@型A0"扩增仪购自&87W14:KJ87公司；紫外分析仪购自&M67J6.16公
司；杂交炉购自$35514PQ.184<1X1.公司；#B:U;;型脉冲场电泳仪购自=13R$6T公司。

!"# 方 法

!"#"! !"#滤膜的筛选：若滤膜是首次使用，需先用’IQQ#在’@Y漂洗>M，洗去膜上
的菌体残渣。杂交及洗膜方法见文献［)］。将滤膜用保鲜膜包裹后趁湿压片，Z*@Y放射
自显影。冲片后将膜同样用保鲜膜包裹，9Y保存。

!"#"# 初筛克隆的&#$鉴定：制备酵母总A0"，以其为模板进行&#$扩增。%+@@、

!9@F*,、!+’?F,和,(??的引物根据%84=64W公布的序列自行设计，分别为%+@@：’’
#"#G""GG#"#G%%G%#G"#G%#和’’#%"#"G""G#"#G"#G##"%%##，!9@F*,：’’"%%#G%#GR
%#""#""#"%和’’#G##""G"%###"#%G"#，!+’?F,：’’#"G#GG%%"#%##"""G#"% 和’’

%""#"%%""%G%%%#G""%%，,(??：’’""G"#%"#G#"#G"G"% 和 ’’G%G%%%GG"%R
#"GG#GGG#G%。反应混合物为>@JJ3K／,G71PR#K2B?[*，’@JJ3K／,V#K，+[’JJ3K／,
EL#K+，@[@>\明胶，@[+JJ3K／,T0G&P，@[’%J3K／,引物，’@&>@@4L模板A0"，>SG6H
A0"聚合酶，超纯水补足体积至+@%K，最后加+@%K矿物油覆盖表面。反应程序：第一个
循环为)9Y变性’J14，’?Y退火>J14，F+Y延伸+J14；后*@个循环为)9Y变性>J14，

’?Y退火>J14，F+Y延伸+J14；F+Y再延伸FJ14，最后9Y保温。扩增产物加9%K加样缓
冲液，移去矿物油后于>\琼脂糖凝胶中电泳分部，溴化乙锭（:=）染色后在紫外灯下观察
并照相。

!"#"$ 酵母总A0"的微量提取：参见文献［>@］并略有改动。在加入+@@%K’J3K／,乙
酸钾溶液之后，放冰上至少>M。>@@@@7／J14离心>’J14，上清液用等体积的酚／氯仿抽提
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一次。用无水乙醇沉淀!"#$%，&"’乙醇洗!次，抽干后溶于(""!)*+，加入,!)-./01
（!"#2／#)），(&3处理!4。等体积异丙醇沉淀，即刻离心，&"’乙醇洗!次，抽干，溶于

!"!)*+，53保存。

!"#"$ 酵母染色体6.7胶块的制备：取(#)过夜培养物，低速离心收菌，用!#)
*+8"
［!!］洗涤,次。加入!",倍体积9-:缓冲液（!#;)／<山梨醇，,"##;)／<*=$0>?)

@A&B8），!’体积#>C+和,"D／#)溶壁酶，(&3温育!"&4。加入等体积8"3预热的!’
低熔点琼脂糖（用9-:缓冲液配制），迅速混匀，加入模具中，53放置,"#$%，制成胶块。
将胶块浸于!#)+E溶液（"B8#;)／<+6*7@AFB"，!’0/G;=0$%1），(&3处理!",4，换新
的+E溶液，加蛋白酶+至"B,#2／#)，(&3处理过夜。*+8"洗涤两次，每次,4，换新的

*+8"，保存于53。

!"#"% 97?克隆插入片段大小的确定：制备酵母染色体6.7胶块，进行脉冲场凝胶电
泳。脉冲时间采用H"0，电压!I"J，电泳,"4，缓冲液温度为!53。电泳结束后+:染色
观察并照相，按常规方法［!,］转移至尼龙膜上。以质粒@:-(,,为探针进行杂交。杂交温
度及时间与滤膜的原位杂交相同。洗膜条件为"B8’:E7，8’E6E，5"##;)／<./(KL5
@AHBF，!##;)／<+6*7室温洗("#$%，换新的洗膜液H83洗("#$%，晾干后于M("3放
射自显影。

!"#"& 反向K?-法（$%N1=01>K?-）分离97?克隆插入片段的末端序列：分别用*/OP
（分离左端）、A$%QPPP或K0RP（分离右端）消化酵母总6.7，反应体积为8"!)，酶的用量为

,"D。在适宜的温度下消化,4，等体积酚／氯仿抽提!次。取!!)水相用于连接反应：!!)
消化的6.7，!!)!"S连接缓冲液，!!)!"##;)／<7*K，)D*56.7连接酶，加QQA,L补至

!"!)，!H3连接过夜。取!!)连接产物进行K?-反应。K?-反应中的引物必须与消化酵
母总6.7时所用的酶配对，分别为*/OP：8’TT7?TTT*T*TT*?T??7*T7*和8’T*7T?>
?77T**TT***77TT；A$%QPPP：8’7T*?T77?T???T7*?*?77 和 8’TT77T77?T77T>
T77TT7T?；K0RP：8’7T*?T77?T???T7*?*?77和8’777?*?77?T7T?*TT7?T?。反应混合

物为!"##;)／<*=$0>?)@AFB(，8"##;)／<U?)，,B8##;)／<C2?),，"B,##;)／<Q.*K0，

"B,8!#;)／<引物，!!)连接产物，超纯水补足体积至!I!)，,"!)矿物油覆盖表面，I,3热启
动8#$%，趁热加入!!!*/O6.7聚合酶（!D）。反应程序为I,3变性!#$%，H"3退火

!#$%，&,3延伸(#$%，共(8个循环，最后53保温。取8!)扩增产物经!’琼脂糖凝胶电
泳检测。若发现一次扩增的产物浓度太低可进行二次扩增，反应体系与一次扩增时相同，

只是将模板改为!!)一次扩增的产物，反应程序不变。

# 结果与讨论

#"! ’()文库的筛选及阳性克隆的鉴定

T,""及其旁侧区的分子标记9,8F&<、95"&(<和<HFF来源于日本-TK，它们均位
于水稻第H染色体上部(,"(5GC区［&］，从上到下依次为<HFF、T,""、95"&(<、9,8F&<。
其中9,8F&<和95"&(<分别是两个97?克隆（9,8F&和95"&(）插入片段的左端序列。
分别以这四个分子标记为探针筛选水稻基因组97?文库。根据杂交信号挑选初筛阳性
克隆，然后制备它们的总6.7，通过点杂交和K?-扩增进行复筛。共得到5个阳性克
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隆，据其位置分别命名为!"#"$、!%&#’、!(#%’和!)$’(。它们均与!%&#’*、!)$’(*和

+%$$这(个座位重叠，可用于建立重叠群。*,##没有筛选到任何阳性的!-.克隆，这
一结果与/+0的相符［"(］。他们将其拥有的"(#(个12-分子标记中的"%#&个用于筛
选!-.文库，发现有’3的标记无法从该文库中筛选到任何!-.克隆［")］。究其原因一
是该文库可能没有覆盖整个基因组，二是染色体上某些区域由于结构上的原因难于被克

隆。

由于!-.12-通常与酵母的染色体12-混杂在一起，难以分辨，所以必须通过杂
交才能确定它的大小，即制备酵母染色体12-，经脉冲场电泳分部后456789:;转移和杂
交。探针可用<=/(%%质粒12-，因为它与!-.载体有同源序列［"&］，能特异地与!-.
12-结合。由分子量标准可以得出这些!-.克隆的插入片段分别为：!%&#’>,&$?@，

!(#%’>("$?@，!)$’(>%)$?@（图版AB"）。!"#"$这个克隆比较特殊，在同一条泳道上有
不止一条杂交带，其中最大的为)%$?@。这很可能是由于!-.插入片段的部分缺失造成
的。16;C5:D曾经就此类问题进行过专门的研究［",］。他指出，植物基因组中重复12-
顺序的存在会影响它在!-.中的稳定性，即含有重复12-顺序的!-.插入片段会因
重组而缺失部分序列，使同一个宿主中出现大小不同的两个!-.。其后的实验证明

!"#"$中确实存在着重复12-顺序（结果未显示）。这种!-.克隆对染色体步查或图
位基因克隆都没有用处，因为难以弄清究竟哪一个!-.可以利用，所以只好舍弃。

/+0的!-.文库插入片段长度在"$$?@!"E@，平均长度为(&$?@［#］。F6:G7G认为
在他们的/H*0图中，遗传图距与物理图距的关系是"IE相当于%)$?@［’］。那么，这(个

!-.克隆可覆盖水稻第,染色体+%$$座位附近(IE左右的距离，这对于进行染色体步
查及图位基因克隆都相当有利。

!"! 建立#$%重叠群
建立重叠群的第一步是分离!-.克隆插入片段的末端序列。本文采用反向0./

法，即利用!-.载体左、右臂上的一段已知序列设计引物，酵母总12-经过内切酶消化
和自我环化之后进行0./扩增，于是将与载体臂相连的一段末端序列分离出来。引物序
列应设计在酶切位点的近旁，使扩增产物中的载体序列尽可能少。有时一对引物无效（没

有扩增产物），说明在克隆位点附近不存在该内切酶的位点，使末端序列太长，一般的

0./无法扩增。这时就要换另一对引物或是换用另一种分离末端的方法。如果事先按
照内切酶／引物配对的情况多合成几对引物，那么成功的把握就大些。

根据实验的需要设计了(对引物（详见材料与方法），试图分离!(#%’插入片段的两
个末端以及!%&#’插入片段的右端。结果分别得到了!(#%’的左端（!(#%’*）和!%&#’
的右端（!%&#’/）序列，图版AB%所示的是一次扩增和二次扩增之后的电泳分部情况。分
别回收这%个片段作为探针与JI5/A消化的!-.12-进行456789:;杂交，它们分别只
与!(#%’和!%&#’的12-产生强杂交信号（图版AB(），说明!(#%’*和!%&#’/分别位
于!(#%’的左端和!%&#’的右端，即分别位于这个重叠群的两端。因为，如果它们位于
该重叠群的内部，就应该与其他的克隆也有杂交。用这两个片段作为探针与不同酶消化

的水稻12-进行456789:;杂交，结果表明它们均为单拷贝序列（结果未显示）。
从上述结果可以排出这(个!-.克隆的次序，初步建立了一个重叠群（图"）。这个
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图! 初步建立的"#$$座位的%&’重叠群

()*+! %&’,-./)*0.,-12344).*"#$$5-,64
重叠群位于水稻第7染色体上分子标记%#89:与;799之间，最左端是%<9#:;，最右端
是%#89:=，两个末端之间的图距约为<,>。

!"# 通过染色体步查扩大重叠群
染色体步查的技术包括分离%&’克隆插入片段的末端序列，以及以其为探针重复文

库筛选的工作。以%<9#:;和%#89:=为探针再次筛选水稻基因组%&’文库，%<9#:;
筛选到8个阳性信号，%#89:=筛选到?个。获得%&’克隆后制备其染色体@A&，再经
脉冲场交变电泳分部，B-6/C0D.转移和杂交，分别以%<9#:;和%#89:=为探针进行复
筛。%#89:=筛选到8个阳性克隆，分别为 %!$E#（!$$FG），%EEE9（E8$FG），%EE?E
（<#$FG），%8987（!H!>G）和 %7?E7（!$$FG）。图版IJE显示了 %#89:=的筛选结果。

%<9#:;筛选到#个阳性克隆，分别为%<8<7（E8$FG）和%E8#$（<8$FG）（结果未显示）。根
据这些克隆插入片段的大小粗略地计算，可以得出此重叠群已经从两个方向扩大到接近

9,>（约#>G，图#），证明染色体步查成功。

图# 综合染色体步查结果之后的"#$$%&’重叠群

()*+# ().35%&’,-./)*0.,-12344).*"#$$5-,644K./C04)L0MN)/C/C0D0465/4-O,CD-1-4-10N35F).*

从上述结果可以看到，我们通过建立"#$$座位的重叠群，共获得!!个%&’克隆，
其中有7个日本的="P曾报道过［!<］，另外8个则是首次报道。从理论上说，我们在这个
区将可以增加!$个新的分子标记。将它们转换为BQB（B0R60.,0/3**0M4)/04）的工作正
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在进行之中。

致 谢 本实验所用!"#文库滤膜及!"#克隆由日本水稻基因组计划（$%&，’()(*）馈
赠，谨此表示感谢！
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