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技术与方法                                                               

中国美利奴细毛羊 BAC 文库的三维 PCR 筛选 

吴新东, 陈芳, 李鑫, 邹毅辉, 邱巍, 高剑峰 
石河子大学生命科学学院, 石河子 832000 

摘  要: 本研究利用中国美利奴细毛羊全基因组 BAC 文库, 构建了可供快速筛选的两级水平的混合池, 一级混合池和

二级混合池(Primary pools and secondary pools)。一级混合池基于每一 384-well 盘而构建, 由盘、行、列三维混合池组成,

二级混合池基于整个 BAC 文库而构建。设计了一种基于 PCR 技术的快速筛选方法, 先筛选二级混合池, 再根据结果筛

选相应的一级混合池。利用此方法只需一步共 66 个 PCR 反应即可从 BAC 文库中 7.4 万个克隆中筛选出 1 个阳性克隆,

或三步 100 个以内的 PCR 反应筛选出多个阳性克隆。以绵羊基因组多态性分子标记 BF94-1 为引物, 用一步共 66 个 PCR

反应成功筛选到 1 个阳性克隆 373D13。 
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Three-dimensional PCR-based Screening of Chinese Fine 
Wool Merino Sheep BAC Library 
Xindong Wu, Fang Chen, Xin Li, Yihui Zou, Wei Qiu, and Jianfeng Gao 
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Abstract: For rapid screening, we constructed two levels pools (primary and secondary pools) of the bacterial artificial chromosome 
(BAC) library of Chinese fine wool merino sheep. The primary pools were based on the individual 384-well microtiter plate and were 
prepared with a three-dimensional pooling scheme. Three dimension (plate, row and column) pools were made for each. The 
secondary pools were based on the entire BAC library. We developed a PCR based strategy to identify positive BACs from sheep 
BAC library. First, we analyzed secondary pools DNAs, according to the result, we analyzed correlative primary pools. It was 
one-step screening (66 PCR reactions) that we could screen a single positive clone from 74 000 BACs by our method, or three-step 
screening (less than 100 PCR reactions) could screen more clones. By one-step screening (66 PCR reactions), we screened 
successfully a positive clone 373D13 with polymorphism marker BF94-1. 

Keywords: pools, three-dimensional screening, BAC library, sheep 

构建基因组文库的克隆载体大致可分为噬菌体

系列 (如早期的λ噬菌体、柯斯质粒、P1 噬菌体和

fosmid 等) 和人工染色体系列(如 YAC、BAC 等) [1]。

前者的克隆能力相对较小(λ噬菌体 24 kb 左右, 柯

斯质粒 35~45 kb), 许多真核生物的基因, 上游启动

子序列较长 , 又含有大而多的内元 , 如此庞大而复

杂的结构 , 难以作为单一片段克隆于这些载体中 , 

人工染色体可以很好的解决这一问题。在人工染色
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体系列中 , 较之于 YAC, BAC 具有如下优点: (1) 

BAC重组子在 E. coli DH10B中拷贝数低, 遗传稳定, 
极少发生重排(<5%)、缺失及嵌合现象, 便于物理图

谱的制作; (2) BAC 电激转化率比 YAC 转化率高

10~100 倍; (3) BAC 以环状超螺旋形式存在, 易于分

离提取; (4) BAC 插入片段可直接进行末端测序, 这

些优点正好弥补了 YAC 的不足, 所以一经问世便很

快替代了 YAC, 被应用于基因组文库的构建[2]。 

BAC 文库主要用于基因组物理图谱的制作、基

因组序列测定及诸多基因的克隆和功能研究等 [3], 

主要的筛选方法有放射性杂交、荧光原位杂交、PCR

等[4]。但无论哪种方法, 从数以十万计甚至百万计的

BAC 克隆中筛选出极少数的用于深入研究的目标克

隆, 构建一套三维混合池可以大大提高筛选效率[5]。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
中国美利奴细毛羊 BAC 文库, 由中国科学院遗

传发育研究所与石河子大学共建 [6](刘海波等), 该

文库以 pCC1BAC/Hind III 为载体, 克隆总数约为 19

万 , 约 7.8 倍基因组覆盖率 , 有序排列在 496 个

384-well 冻存盘中。对 337 个随机挑取的白色克隆

进行的 Not I 酶切分析表明文库克隆的平均插入片

段大小约为 133 kb, 非重组率为 3.2%。理论上, 从

该文库中找到任意单拷贝序列的概率为 99.93%。

Southern 杂交证实文库克隆片段来源真实。连续多

次传代培养实验证实文库克隆的遗传稳定性好。本

研究选取该文库 168 个 384-well 盘(约 3 倍基因组覆

盖率)作为混合池构建及筛选的材料。 

1.2  实验方法 
1.2.1  细菌培养 

将 LB 培养基(氯霉素 12.5 μg/mL)用 8×200 μL

移液器加到无菌的 96-well 培养板中, 每孔 800 μL。

每次取出 1 盘 384-well 文库冻存盘, 室温解冻后用

96 孔微孔板复制器接种到 4 个 96-well 培养盘中。

接种完毕 , 用封口膜将培养盘封好 , 盖上盖子 , 用

皮筋匝好装箱, 37oC, 200 r/min 培养 24 h。 

1.2.2  一级混合池的构建 [5,7,8] 

用 12×移液器吸取对应于文库盘第 A 行的 96- 
well 培养盘中的菌液各 200 μL 混合在一起, 标号为

Px-R-A(x 为盘号), 第 B 至 P 行分别标号为 Px-R-B

至 Px-R-P, 共 16 个混合池, 各分装 2 管。同理, 用 8

×移液器吸取应于文库盘第 1 列的 96-well 培养盘中

的菌液各 200 μL, 标号为 Px-C-1, 第 2 至 24 列分别

标号为 Px-C-2 至 Px-C-24, 共 24 个混合池, 各分装

两管。将 4 个 96-well 培养盘中所有剩余的菌液混合

起来, 标号为 Px, 共一个混合池, 分装 2 管。以上各

混合池 5000 r/min, 离心 7 min, 弃上清, −80oC保存。

后续 167 盘按同样的方法构建一级混合池。 

1.2.3  二级混合池的构建 [5,7,8] 
取出一份按 1.2.2 的方法构建好的一级混合池, 

将 168 盘的 R-A 合并为一个二级混合池, 标号为

SPT-R-A。同理, 168 盘的 R-B 至 R-P 行分别合并为

一个二级混合池, 依次标号为 SPT-R-B 至 SPT-R-P, 

共 16 个二级行混合池。同理构建 24 个二级列混合

池, 标号为 SPT-C-1 至 SPT-C-24。将 168 个一级盘

混合池按 12 列×1 4 行的方式从左到右, 依上而下

的顺序排列(表 1), 用构建一级行列混合池的方法构

建盘的二级行、列混合池, 依次标号为 SPP-C-1 至

SPP-C-12, SPP-R-A至 SPP-R-N, 共 12个盘的二级列

混合池, 14 个盘的二级行混合池。 

             
             
             
             
             
             
             
             
             
             
             
             
             
             
             

 

1.2.4  质粒提取 

按 pCC1BAC 试剂盒说明书及 http://bacpac. 
chori.org/bacpacmini.htm 的 BAC/PAC 提取方案提取

68 个二级混合池质粒, 用 30 μL TE 溶解。一级混合

池质粒需要用到时另行提取(参看“分析”部分)。 

1.2.5  PCR 筛选 

以绵羊基因组多态性分子标记 BF94-1 为引物, 
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F (5′-3′): CAACGGTCTGCAACCGAATTACC; R(5′-3′): 
CAATCCGTGGGTTGGAACACAA, 用 PCR 方法分

别筛选 SPP-C、R 及 SPT-C、R, 反应体系: 2.0 μL 模

板 DNA, 0.5 μL Taq DNA 聚合酶, 1.0 μL dNTPs  
(2.5 mmol/L each), 各 1 μL正向和反向引物(5 μmol/L), 
1.2 μL MgCl2 (25 mmol/L), 2 μL 10× PCR Buffer,  
加去离子水至 20 μL。PCR程序为: 95oC预变性 3 min; 
然后按(95oC/30 s; 52oC/30 s; 72oC/30 s)进行 35 个循

环, 最后 72oC 延伸 10 min。最后对筛选出的克隆单

独进行 PCR 验证。 

2  结果与分析 

2.1  结果 
绵羊 3 倍基因组文库 7.4 万个克隆按盘、行、

列的三维结构被构建成两级水平的混合池, 其中一

级盘、行、列混合池分别为 168、3072 和 4608 个, 二
级盘、行、列混合池分别为 26、16 和 24 个。 

以 BF94-1为引物, 筛选 SPP-C、R及 SPT-C、R, 结

果 SPP-C-1、SPP-R-N; SPT-C13、SPT-R-D 出现预期的

186~198 bp 的条带(图 1), SPP-C-1 与 SPP-R-N 的交汇

处在 12 列×14 行的盘混合池(表 1)中为第 373 盘, 因

此 , 阳性克隆为 373D13。最后用 BF94-1 对克隆

373D13 进行单独的 PCR 验证, 结果如图 2。 

2.2  分析 
由于本研究所用文库为 3 倍基因组覆盖率, 因此

在筛选 SPP-C、R 及 SPT-C、R 后可能会有 1~5 个混

合池出现条带, 此时就会因组合方式的增多而出现较

多的“假”阳性, 同时也会使后续的筛选变得复杂。

这时就需要启用相应的一级混合池[8]。 

 

图 1  一步 PCR 从 BAC 文库混合池中筛选含标记 BF94-1 的阳性克隆 
Fig. 1  One-step PCR screening of BAC library pools for marker BF94-1 

SPP-R-N crosses SPP-C1 was the positive plate 373 according to the Table 1, that was, 373D13 was the positive clone 
 

 

图 2  373D13 的 PCR 确证 
Fig. 1  PCR confirming of 373D13 
M: marker DL2000; SG: sheep genome 

 

如, 第 1 步 PCR 筛选 SPP-(C、R)和 SPT-(C、

R)后, SPP- R-C、E, I 和 SPP- C-6、10(图 3A、3B); 

SPT-R-D、H、M 和 SPT-C-4、13、23(图 3C、3D)
出现条带。在二级盘混合池(SPP-)中 R-C、R-E、R-I

与 C-6、C-10 交汇处在 12 列×14 行的阵列中为第

058、062、163、173、295 和 319 盘(表 1), 第 2 步

将这 6 个盘的一级盘混合池单独进行 PCR 扩增, 结

果第 058、173 和 319 盘出现条带(图 3E)。因此说明

阳性克隆位于第 058、173 和 295 号盘。 

第 3 步筛选需启用 058、173 和 295 的一级行混合

池 R-D、E、J 及一级列混合池 C3、9、20 为模板进行

PCR扩增, 电泳结果如图 3F, 058号盘中的 R-H与 C-4, 

173 号盘中的 R-D 与 C-23, 295 号盘中的 R-M 与 C-13

出现预期条带。说明 058 号盘第 H 行第 4 列, 173 号盘

第 D 行第 23 列, 295 号盘第 M 行第 13 列即 058H4、

173D23 和 295M13 为含目的片段的 BAC 克隆。 

由此可见, 用本筛选系统从文库中 7.4 万个克

隆中只需 3 步共 92(66+6+18)个 PCR 反应即可准确

筛选出 3 个阳性克隆, 平均约 30 个 PCR 反应便可筛

选出正目的克隆, 可见该筛选方法效率之高。 
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图 3  三步 PCR 从 BAC 文库混合池中筛选多个阳性克隆 
Fig. 3  Identifying abundant positive clones by three-step PCR screening of BAC libriary pools 

(A~D): the first step PCR screening result, SPP-R-C, E, I crosses SPP-C-6, 10 is plate 058, 062, 163, 173, 295 and 319 according to the 
Table1; (E): the second step PCR screening result, the positive plates were 058, 173 and 295; (F): the third step 

PCR screening result, the positive clones were 058H4, 173D23 and 295M13 
 

3  讨论 

细菌培养过程中, 应注意避免克隆间的相互污染, 

因为相互之间, 尤其是临近克隆之间的污染会造成假

阳性克隆增多[9], 从而导致筛选次数增多, 96-well 培

养盘中出现相互污染时应做好记录, 出现四次以上相

互污染的应重新接种。培养时应尽量减少培养基的挥

发, 特别是注意其不均等挥发, 不均等挥发将导致克

隆在盘混合池中缺失。接种完封上封口膜、盖好盖子

后用皮筋匝牢可以有效遏制不均等挥发。 

混合池构建过程中, 将 192 个盘的一级混合池

按 12 列×16 行的方式排列并用一级混合池的构建

方法构建盘的二级混合池可以减少确定阳性盘所需

的 PCR 反应, 逐盘筛选需 192 个 PCR 反应, 而本方

法只需 26(12+14)个 PCR 反应。 

筛选时, 如图 3-Ⅲ、Ⅳ, 二级行、列混合池出现

3 个行, 3 个列, 说明有 9 种可能的组合方式, 如果分

别筛选 3 个阳性盘中的这 9 个克隆, 需要 27(3×9)

个 PCR反应, 而启用一级混合池进行筛选(图 3)只需

18(3×9)个反应。当然, 本例还不足以显示启用一级

混合池的优势, 但当文库的基因组覆盖率较高或用

简并引物筛选文库时 [10], 筛选二级行、列混合池后

将会出现更多的阳性行、列, 其可能的组合也会相

应增多, 这时启用一级混合池就会显示出极大的优

势。当然, 在是否启用一级混合池上要看第一、二

步的具体结果来机动对待。因此这一方法并非按固

有的模式机械的运用, 而是针对不同的情况具有相

对的机动性。另外, 本方法不仅适用于基因组文库

的筛选, 也同样适用于细菌的高通量筛选。 
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