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摘  要：以四倍体马铃薯栽培品种‘合作 88’培养 12 ~ 15 d 苗龄的幼嫩叶片为试材，提取高分子量

基因组 DNA，利用限制性内切酶 HindⅢ部分酶切后回收 100 ~ 300 kb 片段，连接到载体 CopyControlTM 

pCC1BACTM 的 HindⅢ位点上，构建了细菌人工染色体（BAC）文库。该文库约由 850 000 个克隆组成，

空载率约 2.08%，保存在 1 700 个混合池中，克隆插入片段平均大小约为 90 kb，覆盖单倍型马铃薯基因

组约 85 倍。随机挑取 6 个 BAC 克隆连续培养 5 d，提取 DNA 进行 HindⅢ完全酶切检测，确认不同培养

时间的 BAC 克隆的指纹图谱完全一致，表明文库较好的稳定性。BAC 文库的构建为马铃薯重要农艺性状

基因克隆、基因组测序以及比较基因组研究等奠定了基础。 
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Abstract：A bacterial artificial chromosome library of potato（Solanum tuberosum L.）was constructed 

for‘C88’，a tetraploid potato cultivar conferring resistance to late blight，PVX and PVY，using BAC 

vector CopyControlTM pCC1. Fresh leaf tissues from 12–15 day-old seedlings were used to isolate high 

molecular weight genomic DNA，and 100–300 kb partially HindⅢ digested DNA fragments were 

selected and ligated into the HindⅢ site of pCC1. The library consists of 850 000 clones and stored in 

1 700 pools. The average insert size of BAC clones is about 90 kb and the empty clones consist of about 
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2.08%. The library is equivalent to 85 haploid potato genomes. Six randomly picked clones showed stable 

HindⅢ fingerprints after 5 days’ successive culture，indicating that the clones in the library are stable. The 

library will facilitate gene cloning，sequencing and comparative genomics research of potato. 

Key words：potato；bacterial artificial chromosome library；pathogen resistance 

 

马铃薯单倍型 DM 基因组测序计划的完成（The Potato Genome Sequencing Consortium，2011）

为马铃薯重要农艺性状的研究奠定了坚实基础，但由于已测序马铃薯材料为双单倍体，而马铃薯栽

培种为四倍体，利用已测序单倍型基因组序列信息进行马铃薯重要农艺性状的研究仍有很大的局限

性。因此，以四倍体马铃薯为材料，深入研究马铃薯重要农艺性状及抗病性具有重要意义。构建基

因组文库是从 DNA 水平上对各种生物进行研究的技术平台，基因组文库是永久保存基因资源的最

好方法之一，也是进行基因组结构和功能研究的基础。细菌人工染色体文库（Bacterial artificial 

chromosome library，BAC 文库）具有插入片段大、稳定性好、操作简单、易于保存等优点，在基因

的染色体定位、物理图谱构建、图位克隆、基因组测序及比较基因组研究等方面发挥着重要作用。

目前已在多种植物中成功构建了 BAC 文库，如拟南芥（Choi et al.，1995）、玉米（穆春华 等，2013）、

大白菜（冯大领 等，2011）、小麦（李孟军 等，2014）、水稻（Qiu et al.，1999）、棉花（Hu et al.，

2011）、甘蓝（Gao et al.，2004）、大豆（许靖曼 等，2010）、烟草（高晓明 等，2012）等。 

马铃薯栽培品种‘合作 88’是由云南师范大学通过杂交选育而成的一个蒸食品质优良，又适宜

淀粉加工的马铃薯高产新品种，其母本来自印度一个抗晚疫病的马铃薯克隆 I-1085，父本来自具有

Solanum andigena 遗传背景的高抗晚疫病群体。‘合作 88’同时抗晚疫病菌 IPO428.2（A2 交配型）

和 X-4（A1 交配型），且高抗马铃薯 X 病毒（PVX）和马铃薯 Y 病毒（PVYo）、中抗马铃薯卷叶病

PLRV（Li et al.，2011a）。因此，本研究中以‘合作 88’为材料构建其 BAC 文库，为马铃薯抗病基

因筛选、重要农艺性状功能基因的定位克隆、基因组测序及比较基因组研究等奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试材料马铃薯（Solanum tuberosum L.）四倍体品种‘合作 88’由云南师范大学李灿辉研究员

提供。克隆载体采用 Epicentre 公司的 CopyControlTM pCC1BACTM Vector。 

1.2  BAC 文库构建 

1.2.1  高分子量基因组 DNA 的提取 

马铃薯高分子量基因组 DNA 的提取参照 Zhang 等（1995）和 Ma 等（2000）的方法并做改进。

取培养 12 ~ 15 d 的马铃薯幼嫩叶片 30 g，液氮研磨，转入 300 mL 预冷的核离析液（内含 0.1% β–

巯基乙醇，10% Triton X-100）中，轻摇洗脱 15 min。过滤除杂并收集滤液至 50 mL 离心管中，进

一步离心弃上清液，沉淀用不含 β–巯基乙醇和 Triton X-100 的核离析液洗涤 2 次。洗涤后的沉淀

重悬于适量体积的不含 β–巯基乙醇和 Triton X-100 的核离析液中，42 ℃水浴 3 min，再加入等体

积 1.5%低熔点琼脂糖凝胶混匀，制备大小为（0.5 × 0.25 × 0.1）cm3 的凝胶块。将制备好的凝胶块放

入 15 倍体积含有 1 mg · mL-1 蛋白酶 K 的裂解液中，50 ℃水浴中缓和振荡 22 h，换一次蛋白酶 K

裂解液，重复水浴 22 h。之后将胶块置于 30 mL 含 40 μg · mL-1 苯甲基磺酰氟（PMSF）的 TE 中冰

浴 2 h，重复 1 次，再于不含 PMSF 的 TE 中清洗胶块 1 h，重复 1 次。最后将处理好的胶块置于 0.5 
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图 1  高分子量 DNA 的质量检测与最佳酶切条件选择 

Fig. 1  Quality determination of high molecular weight DNA and 

its optimal partial digestion analysis 

mol · L-1 EDTA 中 4 ℃保存备用。  

1.2.2  基因组 DNA 部分酶切最佳酶量的确定及大片段 DNA 的获得  

用 HindⅢ 做部分酶切，确定产生目的片段（100 ~ 300 kb）的最佳内切酶用量。首先对胶块进

行预电泳：电压 4 V · cm-1，起始脉冲 60 s，终止脉冲 60 s，脉冲时间 4 h。然后采用 3 个不同用量（10、

20、30 U）的 HindⅢ 酶浓度梯度，分别酶切半个胶块 1 h，并进行电泳检测（电压 6 V · cm-1，起始

脉冲 50 s，终止脉冲 50 s，脉冲时间 16 h），将酶切后 DNA 片段大小主要分布于 100 ~ 300 kb 的酶

用量选定为最佳酶用量，然后再选用 3 个完整胶块进行大量酶切。 

酶切后采用 1 次脉冲电泳选择法获得 100 ~ 300 kb 目的片段，通过电洗脱方法回收大片段 DNA，

TE 溶液中透析 2 h 去除离子。以不同浓度的 λDNA 为对照，电泳估测大片段 DNA 的浓度。 

1.2.3  大片段 DNA 的连接转化  

连接体系 100 μL，内含 pCC1BAC 载体 10 ng，部分酶切后回收的大片段 DNA 100 ng，10× buffer 

10 μL，400 U T4 连接酶（New England Biolabs），16 ℃连接过夜。连接产物经脱盐浓缩处理 3 h 后，

电击转化大肠杆菌感受态细胞 EPI300（Epicentre）；转化液加入 1 mL SOC 培养基，37 ℃ 220 r · min-1

复苏培养 1 h，然后取 200 μL 涂布在含有氯霉素（12.5 μg · mL-1）的 LB 平板上培养过夜。挑选白斑

克隆检测插入片段大小，确认大小合适后根据试验要求进行大量转化，转化液暂存于–80 ℃备用。 

1.3  BAC 文库的质量检测 

为确定文库中 BAC 克隆插入片段大小及分布情况，随机挑取 96 个克隆，经摇菌培养，碱裂解

法提取质粒后，NotⅠ酶切检测插入片段的大小及空载率。同时，为了鉴定 BAC 克隆在宿主菌 EPI300

中的稳定性，随机挑取 6 个克隆，连续培养 5 d，分别取培养 1、3、5 d 的菌液提取质粒，HindⅢ完

全酶切后电泳检测酶切带型。 

2  结果与分析 

2.1  高分子量基因组 DNA 质量检测与最佳酶切条件选择 

脉冲场电泳检测显示，提取的马铃薯基因组 DNA 片段大小主要集中在 1 000 kb 以上，几乎未

见明显降解，因此提取 DNA 的分子量大小和质量能够满足试验要求（图 1）。 

采用固定酶切时间（1 h），对限制性内切

酶 HindⅢ的最佳用量进行选择。部分酶切结果

表明，HindⅢ用量为 10 U 时，酶切后 DNA 片

段主要分布在 150 ~ 400 kb 之间，HindⅢ用量

为 20 U 时，酶切后 DNA 片段主要分布在 100 ~ 

300 kb 之间；而用量为 30 U 时，酶切后 DNA

片段则主要分布在 50 ~ 250 kb 之间（图 1）。

因此，DNA 大量酶切的最佳条件确定为酶量

20 U，温度 37 ℃，酶切时间 1 h。 

2.2  大片段 DNA 的回收及与载体的连接转化 

选用 20 个酶切单位的 HindⅢ内切酶对琼脂糖凝胶块中的高分子量 DNA 进行大量酶切。酶切后
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图 2  BAC 克隆插入片段大小检测 

Fig. 2  Evaluation of insert sizes of BAC clones 

经脉冲电泳分离后，回收 100 ~ 300 kb 的 DNA 片段，然后与 pCC1BAC 载体按照 10︰1（质量比）

的比例于 16 ℃连接过夜，将连接产物透析脱盐后进行电转化。结果表明，1 次转化 2 μL 连接产物

可以得到约 20 000 个 BAC 克隆。由于所用的马铃薯材料为四倍体栽培种，含有 4 套染色体，为了提

高该文库的覆盖倍数，共进行了 45 次转化，最终获得约 850 000 个克隆，覆盖单倍型基因组约 85 倍。 

2.3  BAC 文库质量的检测 

2.3.1  插入片段大小及空载率的检测 

随机挑取 96 个克隆，用碱裂解法提取质粒

DNA，NotⅠ酶切后检测插入片段的大小及空

载率，并统计各片段长度的分布情况。结果表

明，在 96 个 BAC 克隆中有两个无插入片段，

空载率为 2.08%。在 94 个有插入片段的 BAC

克隆中，插入片段的长度多分布在 80 ~ 100 kb

之间，主要集中在 90 kb 左右，图 2 为其部分

结果，说明 BAC 克隆插入片段大小的均一性较好。通过估测每个 BAC 克隆插入片段大小，计算平

均插入片段大小约为 90 kb。进一步的统计发现，在 94 个含有插入片段的克隆中，插入片段小于 80 

kb 的 BAC 克隆共 5 个，80 ~ 90 kb 的克隆共 32 个，90 ~ 100 kb 的克隆 53 个，100 kb 以上的 4 个，

其中 80 ~ 100 kb 的克隆占 90%。 

2.3.2  BAC 克隆的稳定性检测 

随机挑取 6 个 BAC 克隆进行培养，然后将培养 1 d（约 25 代）、3 d（约 75 代）、5 d（约 125

代）的菌液分别提取质粒进行 HindⅢ完全酶切和电泳检测。结果表明，各个克隆经过约 125 代的繁

殖，DNA 指纹图谱没有变化（图 3），说明 BAC 克隆在大肠杆菌 EPI300 中能够稳定遗传。 

图 3  6 个 BAC 克隆的稳定性检测 
Fig. 3  Stability analysis of six BAC clones 

3  讨论 

DNA 提取的质量是进行 BAC 文库构建的关键（Biradar et al.，2014）。在进行 DNA 提取时，尽

量选用幼嫩的真叶，这样提取的 DNA 质量和纯度会较高，并且片段大小可达到 1 000 kb 以上。DNA

部分酶切主要受酶浓度和酶切时间的影响。本研究在相同的酶切体系中采用同样的酶切时间，酶用

量在 20 U 时酶切效果最好。已有的研究表明，部分酶切后的 DNA 经过多次电泳选择去除小片段的

效果比 1 次选择好，而且电泳选择次数越多，获得目标大片段的长度一致性越好，但是电泳次数越

多，对外源大片段 DNA 的损伤会越大，获得的目标大片段 DNA 的量也越少（为前一次电泳选择后
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含量的 1/3 ~ 1/6），后续的 DNA 连接效率也就越低。因此，为了同时满足建库所需目标大片段长度

和量的要求，人们多采用两次电泳选择法获得目的大片段。而在本试验中尝试选用一次电泳选择法，

适当调整脉冲条件和延长电泳时间获得了理想的大片段 DNA。 

BAC 文库构建除了要求获得高质量的 DNA 外，还需要高的连接转化效率。连接效率与插入片

段的大小密切相关，插入片段越大，连接效率越低。另外连接酶的存在会影响转化效率，连接反应

结束后，65 ℃灭活连接酶，也可适当提高转化效率（Nováková et al.，2014）。本试验中采用适当降

低插入片段大小，并在连接反应结束后，65 ℃灭活 10 min，获得了很高的转化效率。 

借助BAC文库进行基因组学研究具有诸多优点。基因的调控元件通常位于基因 50 kb以外距离，

但通常的转基因载体容纳的外源片段小于 20 kb，不能携带原有调控序列进入受体，致使基因在表

达复制过程中不能完全遵循原有机制，可能导致基因低水平表达及位置效应的产生；而双元细菌人

工染色体（BIBAC）载体可以将含有基因调控元件的外源大片段 DNA、多基因或基因家族利用农杆

菌的 T-DNA 转化到植物基因组中（Shi et al.，2011），使目的基因在植物中完整表达。马铃薯的很

多优良基因资源存在于野生种质中，但杂交不亲和、杂交不育等生殖障碍和重组频率低、不易存活

等问题，使得通过传统的有性杂交方式有时难以将野生种质的优良基因转移到栽培种中，而如果将

野生种质 BAC 文库中筛选到的含有目的基因的克隆转移到 BIBAC 载体上，就可以实现优良基因的

转移，这为马铃薯野生种质中优良基因的挖掘和利用提供了新的技术手段。目前，BAC 文库已经在

马铃薯重要功能基因克隆上得到良好应用，特别是在马铃薯抗晚疫病基因的克隆上，结合图位克隆

技术已经克隆了一系列马铃薯的重要抗晚疫病基因，如 Rpi-bIb1/RB、Rpi-bIb2、Rpi-bIb3、R3a 和

R3b 等（van der Voseen et al.，2003，2005；Huang et al.，2004；Lokossou et al.，2009；Li et al.，2011b），

部分基因已经应用于马铃薯的抗晚疫病育种中。 

在基因组学蓬勃发展的今天，大片段 DNA 文库发挥着重要作用。研究发现，即使第 2 代测序

技术高度完善，第 3 代测序技术已经暂露头角，仍需要利用 BAC 文库来辅助完成和完善全基因组

测序和拼装工作。Vu 等（2010）报道了一个 BAC-HAPPY mapping 的方法来构建物理图谱，综合了

BAC 准确搭桥和高通量测序的优点，利用三维（3D）的 BAC 池，结合传统的 HAPPY 作图法，简

单、快速、低成本的创建了拟南芥第 4 条染色体 1.8 M 区域的连锁图。该方法对于复杂基因组的测

序、作图和拼装等方面有广阔的应用前景。应该说，随着测序技术和 BAC 文库构建技术的日新月

异，二者的有机结合将会更好、更高效地推动生物基因组学研究的发展。 
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