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云南药用野生稻 BIBAC 文库的构建及分析  
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摘  要：云南药用野生稻具有许多优良性状和有利基因，其 CC基因组的优良基因很难通过有性杂交转移到栽培
稻(AA基因组)上，但可以通过双元细菌人工染色体(BIBAC)以大片段的形式转化到栽培稻中。利用 BIBAC2载体
构建了云南药用野生稻基因组 DNA文库，该文库包含 53 760个克隆，平均插入片段 76 kb，保存在 140块 384
孔板中，其库容相当于药用野生稻基因组的 5.86倍。 
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Abstract: Oryza officinalis conserved a lot of significant characters and specific genes. Although some excellent genes in 
O. officinalis were difficult to be transferred into cultivated rice by way of common breeding, they might be carried out 
through BIBAC (binary bacterial artificial chromosome) vector in the form of macro fragments. The genomic BIBAC 
library of O. officinalis. was constructed with the vector of BIBAC2 in this research. This library consisted of 53 760 
individual clones stored in one hundred forty 384-well plates with an average DNA insert size of 76 kb within the scope 
of 25−200 kb, equivalent to 5.86 times of genome. 
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药用野生稻(Oryza officinalis Watt.)是原产中国

的 3种特有的珍稀野生稻种质资源之一，主要分布

于云南、广东、广西、海南等地，蕴含着栽培稻中

所没有的重要基因和丰富的遗传多样性。野生稻种

类多、遗传资源丰富、抗逆性较强，是栽培稻遗传

改良和重要基因克隆的基础[1−2]；而栽培稻种内遗

传基础狭窄，受现有亲本遗传基础的限制，长期反

复使用类似或相同的亲本，使很多改良品种具有相

同或相似的遗传来源，容易造成遗传上的单一性。 

药用野生稻属 CC基因组型(染色体数 2n=24)，

与栽培稻 AA基因组型差异较大。通过传统的有性

杂交方式转移药用野生稻的优良性状和基因，主要

存在杂交不亲和、杂交不育等生殖障碍及重组频率

低、不易存活等问题。构建药用野生稻的基因组大

分子文库，开展大片段转化，可为野生稻优良基因

的发掘和利用提供新的技术手段。  

构建基因组 DNA 大分子文库是基因克隆和基

因组研究的基础。新基因的克隆通常需要对候选克
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隆进行基因功能互补试验，用第 2 代载体 YAC、

BAC 和 PAC 等构建基因组文库进行目的基因的

筛选，在获得候选克隆后，要进行亚克隆，对每个

亚克隆逐一进行基因功能互补试验，不仅工作量

大，而且有遗漏目的基因的缺陷[3−5]。第 3 代新型

载体双元细菌人工染色体 (BIBAC)和 TAC 

(transformation- competentartificial hromosome)，不

仅能作为大片段基因组文库的载体，而且能通过根

癌农杆菌介导将克隆片段直接导入植物基因组进

行功能互补试验，效率比较高。 

云南药用野生稻起源于云南，植株具有高度的

可塑性，抗病能力强，稻米品质优良。笔者以云南

药用野生稻为材料，构建了云南药用野生稻基因组

BIBAC文库，使文库中的药用野生稻部分基因组及

一些性状(包括一些抗病基因)直接进入水稻获得一

批转基因植株，用以分析和分离药用野生稻优良性

状和基因，以期为拓宽栽培稻的遗传基础服务。  

1  材料与方法 

1.1  材  料 

药用野生稻为孟定类型，来源于云南耿马孟定

遮甸亚热带雨林区，种植于云南省农业生物技术重

点实验室温室。 

CIAP碱性磷酸酶、T4 DNA ligase为 Fermentas 

产品；NotI购自宝生物公司；其他限制性内切酶购

自 Fermentas公司。分子量标准 Lambda Ladder PEG 

Marker(N0340S)购自新西兰 BioLabas公司。农杆菌

C0R308、大肠杆菌 DH10B为云南省农业科学院生

物所保存。克隆载体 BIBAC2 由美国 Cornell 大学

赠送。 

1.2  方  法 

取幼穗期幼嫩叶片提取药用野生稻基因组

DNA。 

1.2.1  药用野生稻目标大片段的获得 

参照文献[6]的方法，有改动。 

1.2.2  基因组 DNA 琼脂糖块的制备 

参照文献[6]的方法，有改动。 

1.2.3  琼脂糖块最佳部分酶切条件的摸索 

主要考虑限制性内切酶的用量和酶切时间。分

别用不同的酶浓度和不同的酶切时间进行酶切预

试验。 
取上述琼脂糖块 6个，每个琼脂糖块被切成均

等的 8小片，放入酶切平衡液中平衡后，转到 1.5 mL
离心管中，每管放入 16小片，加入 150 μL的酶切
消化液消化。 
按照 1.0、2.0、5.0、12.0、15.0、30.0 u 的酶

浓度单位加限制性内切酶 BamHI。混匀后冰上放置
2 h，37 ℃，分别酶切 15、20 、25 、30 、60 min。
反应完毕后立即加入 1/10 体积的 0.5 mol/L 的
EDTA(pH 8.0)终止反应。 
用脉冲电泳分析酶切效果，选择部分酶切后

DNA片段大小集中在 60~200 kb时的酶切浓度为最
佳条件。 

1.2.4  大片段 DNA 的部分酶切和目标片段的回收 

按照摸索的条件，用限制性内切酶大量酶切包

埋于琼脂糖块中的基因组 DNA。脉冲电泳回收透析
袋中的 DNA。 

1.2.5  BIBAC2 载体质粒的大量提取与纯化 

BIBAC2 载体质粒按碱裂解法提取。先用
CsCl-EtBr梯度平衡离心法纯化闭环 DNA质粒，再
用 PEG沉淀法进行第 2次纯化。BamHI完全酶切，
酶切后用 CIAP 碱性磷酸酶去除磷酸。定量后等份
分装，贮存于－20 ℃备用。 

1.2.6  连  接 

取回收的大片段 DNA 与 BIBAC2载体进行连
接，载体与大片段在 60 ℃下温浴 10 min，室温冷
却 15 min后，再加入 T4 DNA ligase。连接体系 10 
μL。连接产物脱盐、浓缩。 

1.2.7  电激转化和阳性菌落的保存 

用大肠杆菌 DH10B 感受态细胞电激转化，涂
布于含 50 mg/mL的卡那霉素和 5%蔗糖的 LB平板
中，37 ℃，12~18 h。挑取阳性克隆于 384孔板中，
－80 ℃保存。 

1.2.8  BIBAC 文库的分析鉴定 

1) 鉴定插入片段大小。从平板中随机挑取 50
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个白色克隆，分别接种到 1 mL 含 50 mg/mL卡那

霉素和 5%蔗糖的 LB培养基中，37 ℃培养过夜，

用碱裂解法提取质粒。提取的质粒用 NotI 进行酶

切，37 ℃下，2~4 h，或过夜。65 ℃水浴 10 min分

离黏性末端。酶切片段用脉冲电泳分离，EB 染色

后，紫外灯下检测插入的 DNA片段的大小。 

2) 检测 BIBAC 克隆的稳定性。随机挑选出 2

个阳性克隆，分别接种到含 50 mg/mL卡那霉素和

5%蔗糖的 LB培养基中，37 ℃连续继代培养 5 d，

用碱裂解法分别提取第 0 代和第 100 代 BIBAC 克

隆的质粒 DNA。把第 0代和第 100代质粒电转到农

杆菌 COR308中，28 ℃连续继代培养 10 d，再用碱

裂解法分别提取第 0代和第 100代 BIBAC2克隆的

质粒 DNA。所有第 0 代和第 100 代的质粒都用

BamHI 和 HindIII 进行酶切，利用脉冲电泳检测

BIBAC克隆中外源 DNA在大肠杆菌和农杆菌继代

培养中的稳定性。 

2  结果与分析 

2.1  药用野生稻基因组 DNA 琼脂糖块的检测 

脉冲电泳检测提取的基因组 DNA。从图 1的结

果看，所提取的基因组 DNA 滞后于分子量标准中

最高条带 291.0 kb，表明 DNA 的相对分子质量很

大。出现一整齐条带，且无降解现象，表明 DNA

的质量相对较好，能满足后续试验的要求。 
M                      1 

 
M  Lambda Ladder PEG Marker(N0340S)；1 药用野生稻。 

图 1  药用野生稻基因组 DNA 的检测图谱 

Fig.1  Patterns of genome DNA of Oryza officinalis 

2.2  大片段 DNA 的部分酶切检测 

药用野生稻基因组 DNA用 BamHI在不同浓度
和不同时间下进行酶切，随着酶浓度的增大和酶切

时间的延长，酶切后得到的片段越小。图 2显示的
是不同酶切时间和酶切浓度下的酶切电泳图谱。其

中 1~4和 5~8各为一组，酶切时间分别为 30和 25 
min，泳道 1和 5的酶切浓度为 1.0 U，2和 6的酶
切浓度为 2.0 U，3和 6的酶切浓度为 5.0 U，4和 8
的酶切浓度为 12.0 U。从图中可看出，25 min 1.0 U
时的酶切结果与预期的片段相近。 

M      1      2     3    4    5     6     7     8 

 
M为 Lambda Ladder PEG Marker(N0340S)；1~8对应不同的酶切浓

度和时间。 

图 2  大片段 DNA 部分酶切图谱 

Fig.2  Patterns of partial digestion genome DNA 

2.3  BIBAC 质粒酶切检测验证 

质粒经过提取与纯化后，分别用 BamHI、Sal I、
EcoRI酶切检测 BIBAC载体的完整性。图 3结果表
明，载体结构完整，经过处理的载体可以用于后续

的文库构建。 
λ/Hind III       1          2          3           4  

 
M 为 λ/ Hind III 分子量标准； 1 未酶切的 BIBAC 质粒； 2~4  

BamHI、SalI、EcoRI酶切后的带型。 

图 3  BIBAC 载体质粒酶切验证 

Fig.3  Identification of BIBAC vector 
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2.4  BIBAC 克隆中插入片断大小的鉴定 

从 LB平板中随机挑取 50个菌落，碱裂解法提
取质粒后进行酶切鉴定，脉冲电泳估算插入片段的

大小和检测空载率。图 4 是药用野生稻 BIBAC 文
库插入片段的分布情况，从图中可以看出，酶切片

段大小以 50~100 bp居多，在 20~50 bp也集中了一
定数量的酶切片段，与预期的用于构建文库的酶切

片段大小接近。 

 
图 4  BIBAC 文库插入片段的分布 

Fig.4  Size distribution of insert fragments in BIBAC library 

2.5  BIBAC 克隆的稳定性检测 

比较 2个随机克隆在大肠杆菌和农杆菌中的第
0 代和第 100 代的质粒的酶切图谱，结果显示，各
代中没有发现任何变化(图 5，图 6)，表明药用野生
稻基因组 DNA可以在 BIBAC克隆中稳定存在。 

              I                                   Ⅱ              

A1      A2       B1       B2           A1      A2       B1     B2 

 
M为 λ/ Hind III 分子量标准；I、II为不同的克隆；A1、A2分别代表

大肠杆菌中的 0代和 100代；B1、B2分别代表农杆菌中的 0代和 100代。 

图 5  BIBAC 克隆的 Bam HI 酶切检测  

Fig.5  Stability detection of BIBAC clones digested with BamHI 
 
 
 
 
 
 

           I                        Ⅱ            

M    A1     A2    B1     B2      A1    A2    B1    B2 

 
M为 λ/ Hind III分子量标准；I、II为不同的克隆；A1、A2分别代表

大肠杆菌中的 0代和 100代；B1、B2分别代表农杆菌中的 0代和 100代。 

图 6  BIBAC 克隆的 Hind Ⅲ酶切检测  

Fig.6  Stability detection of BIBAC clones digested with Hind Ⅲ 

3  讨  论 

本研究所构建的云南药用野生稻BIBAC文库，
总克隆数为 53 760个，保存在 140块 384孔板中，
至少覆盖了 5.86倍药用野生稻基因组。 

载体制备直接影响到文库的构建，只有高质量

的载体才可能有高效率的连接和高质量的文库[7]。

大量粗提的载体会含有部分的细菌基因组DNA和
线性化的质粒 DNA，通常采用 CsCl-EtBr 梯度平
衡超离心法纯化，可以得到高纯度的超螺旋闭环质

粒 DNA，最终获得较高的连接效率和较低的空载
率[8−13]。另外，在载体酶切后进行脱磷处理，也可

减少或避免空载体出现。本试验过程中大量粗提的

载体质粒单独使用CsCl-EtBr梯度平衡离心法纯化
后，总有 1段较小片段的 DNA混杂其中，经过连
接后转化效率不高，但在使用 CsCl-EtBr梯度平衡
离心法纯化，辅助以 PEG沉淀法纯化载体质粒后，
小片段杂质部分就不复存在了。说明以上两种方法

联合使用比单一用CsCl-EtBr梯度平衡离心法纯化
更能得到较好的质粒载体，而且载体的连接效率

高，每微升载体连接后可获得 3 000~4 000左右的
克隆。 
载体的酶切程度和去磷酸化处理的把握也很

重要，载体的酶切要彻底但不能过度，酶切不彻底

或过度都不能获得较高的连接效率。另外，在对

DNA的酶切过程中，笔者使用了较低浓度的限制性
内切酶但用了稍长的时间酶切，实际效果好于较高

的酶浓度以较短时间的酶切。本试验中，获得基因

组 DNA 后没有进行脱盐，但在酶切成大片段后进

＜20  21~30  31~40  41~50  51~60  61~70  71~80  81~90  91~100
插入片段大小/ bp 
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行连接前脱盐，同样得到了较好的连接效果。 
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