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PCR 快速分析水稻cDNA 文库构建质量方法的简化
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提要  对由水稻 cDNA 文库铺成平板的噬菌斑，采用 tip 吸头穿刺噬菌斑后在 PCR 反应混合液中吸打 2 次，直接作为 PCR
扩增模板进行 PCR 反应和电泳分析的方法，可以达到快速、简便地分析水稻 cDNA 文库构建的质量。此法无需提取噬
菌斑 DNA 作为 PCR 扩增模板，操作简单、方便、快捷。
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构建 cDNA 文库是图位克隆基因的关键性步

骤之一，构建的 cDNA 文库质量直接关系到能否

获得完整或较大的基因片段[1]，因此，对获得的

cDNA 文库需进行构建质量即插入噬菌体载体中

cDNA 片段大小的分析检测。通常的方法是将构

建的文库铺成平板形成单个噬菌斑后挖取噬菌斑，

加入氯仿和特定的缓冲液让噬菌斑 DNA 释放，再

感染宿主菌繁殖噬菌体，最后提取噬菌体 DNA 用

于 PCR 扩增反应或者酶切鉴定插入的 cDNA 片段

大小[ 2 ]。此种鉴定程序较为复杂。我们在水稻

cDNA 文库的构建中，采用了一种快速分析 cDNA

文库构建质量的简单方法，现介绍如下。

材料与方法

水稻(Oryza sativa)品种农林8号cDNA文库由

安徽省农业科学院生物技术室用Stratagene公司的

ZAP cDNA 试剂盒构建完成。依据 ZAP 载体两端

含有T3 和 T7 启动子序列[3]设计 PCR引物。引物序

列是 P1：5 ＇AATTAACCCTCACTAAAGGG 3 ＇，

P2：5 ＇ TAATACGACTCACTATAGG 3 ＇。PCR

反应体积是35 mL，其中含有3.5 mL 10× 反应缓

冲液、2 mL dNTP(2 mmol·L-1，美国 Promega 公

司)、 P1 和 P2 引物(1 pmol·mL-1，上海 Sangon公

司合成)各2 mL 、1 mL Taq DNA聚合酶(2 U·mL-1，
美国 Promega公司)。方法1是我们采用的简易方

法，即每 35 mL PCR 反应体积中加入 24.5 mL
ddH2O，用 20 mL tip 吸头刺穿单个噬菌斑后在

PC R 反应混合液中吸打 2 次，以此作为 DN A 模

板。方法 2 是通常采用的方法，每35 mL 反应体

积中加ddH2O 23.5 mL，按照Stratagene 公司的操

作指南提取单个噬菌斑的 DNA，取 1 mL(约 100

ng·mL-1)作为 DNA 模板。PCR 反应程序为 94℃变

性 5 min后，按照94℃ 45 s、58℃ 45 s、72℃

90 s 进行 35 个循环，循环结束后在 72℃延伸 5

min。扩增产物在1.4%琼脂糖凝胶上电泳1.5~2 h

(5 V·cm-1)，以100 bp ladder plus(美国Promega公

司)作为 DNA 分子量标记，溴化乙锭染色，紫外

光下观察，用凝胶成像系统(美国Bio-Rad公司)观

察和拍照记录。

结果与讨论

随机选取铺成的噬菌斑平板，噬菌斑的密度

为直径10 cm的培养皿中含有2 500~3 000个噬菌

斑。图1中上图是用方法1对随机选取的20个噬

菌斑扩增的结果，下图是用方法 2 对随机选取的

10 个噬菌斑扩增的结果。可以看出方法1同样可

以获得较清晰的 PCR 扩增结果。这是因为 PCR 反

应十分灵敏，即使DNA模板含量少至1~2 pg，从

理论上讲甚至 1 个 DNA 分子也可通过 PCR 反应扩

增出特征性条带[4]，而方法1用tip吸头穿刺噬菌
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斑后在 PCR 反应液中吸打 2 次，PCR 反应液中已

含有足够量的DNA 分子满足PCR 扩增反应。通过

扩增结果可以看出，构建的cDNA 插入片段大小在

400~2 000 bp之间均匀分布，构建的质量较好。

方法 1 的最大优点在于无需提取噬菌斑

D N A ，操作简单、快速，节约试剂和材料。根

据我们的操作经验，采用方法 1 时还应注意如下

两点：(1)tip吸头选用20 mL较好，tip吸头太大，

刺吸噬菌斑时易带上培养基；同时使用 20 mL 微
量进样器，并将20 mL微量进样器调至5 mL加样

刻度，加样器刻度调得太小吸打时无力，太大则

易产生泡沫。(2)若铺成的噬菌斑平板培养基较厚

时，不要穿透培养基，仅需刺穿噬菌斑即可，以

免tip吸头带上培养基。

值得一提的是，我们曾设计需要筛选的特定

基因的两端引物，试图利用这种简易方法，从

cDNA 文库中直接筛选目的基因，但需要筛选的

噬菌斑数量太多，即每一个噬菌斑都需要进行一

次 P C R 反应，工作量极大。不过，根据这种方

法，若设计机械化的均匀铺噬菌斑平板的设备，

再用机械手臂均匀穿刺噬菌斑进行 PCR 反应，就

可达到快速、简易地筛选 cDNA 文库的目的。另

一方面，在 cDNA 文库的筛选中，当通过原位分

子杂交筛选到阳性克隆时，通常需提取阳性克隆

噬菌斑，重新铺平板再进行第二次原位分子杂

交。而用这一方法完全可以省略第二次原位杂

交，无需提取噬菌体重新铺平板，可针对筛选到

的阳性克隆噬菌斑，进行一次 P C R 扩增就可快

速、简便地对阳性克隆斑进行验证。此外，该

方法对于分析构建的基因组文库如 BAC 库、YAC

库和 TA C 库等的质量可能也有效。
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图1   两种方法对水稻cDNA文库噬菌斑扩增结果的比较
 M: 100 bp ladder plus DNA 分子量标记；方法1中1~20、

方法 2中 1~10: 单个噬菌斑 PCR 扩增条带。


