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中文摘要

大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)是我国特有的珍稀濒危野生动物。长期以

来，栖息地片段化和种群数量下降，致使其野外仅分布于秦岭、岷山、邛崃、大

相岭、小相岭和凉山等6个相互隔离的山系，并分化为两个独立的亚种——秦岭

亚种和指名亚种。

为抢救性的保护大熊猫这一珍稀濒危物种，我国政府于2003年启动了大熊

猫的离体保护工程。该工程的主要内容之一，就是通过建立大熊猫的基因组DNA

文库，达到保护其遗传资源，并为相关的基础科学研究提供基因材料平台的目的。

本论文以细菌人工染色体(BAC)为载体，建立了高容量的大熊猫基因组

DNA文库。进一步地，通过对大熊猫II类主要组织相容性复合体(MHC)基因

组物理图谱的构建，既验证了该文库的有效性，又对文库进行了基础研究的应用，

达到了立题目的。其主要研究结果如下：

1．以新鲜外周血为材料，利用pCClBAC载体，成功构建了大熊猫的基因

组细菌人工染色体(BAC)文库。文库包含的205，800个BAC克隆，保

存于2，100块96孔培养板上。经对随机挑取的174个BAC克隆进行脉冲

电泳检测，计算出文库的平均插入片段为97kb，覆盖大熊猫基因组约6．8

倍(除去5．74％的空载体)。同时，从文库中获得任一单拷贝或多拷贝大

熊猫基因的概率为99．93％。

2．16对PCR引物平均每对能够在文库中成功扩增到6．4个阳性克隆，表明

了所建文库具有较高的覆盖率。

3．运用4D．PCR文库筛选技术，建立了大熊猫基因组BAC文库的高效PCR

筛选文库。该文库包括43个超级库和1462(43x34)个1D、2D、3D、

4D超级亚库。任一引物或探针只需77个PCR反应，即可从BAC文库

中筛选到所需的阳性BAC克隆。

4．以大熊猫皮肤成纤维细胞为材料，运用染色体荧光原位杂交(FISH)技

术，成功地将大熊猫的MHC II类基因组定位于第9号染色体的长臂上。



浙江大学博士学位论文：大熊猫基因组BAC文库及II类MHC基因组物理图谱构建

5．通过GenBank数据库中的同源序列，设计了10对大熊猫MHC II类基因

的特异性引物，并成功扩增到了大熊猫lI类MHC的BTL2、DRA、DQA、

DRBl、DOB、LMP2、DMA、DMB、COLllA2和DAXX基因(基因序

列已提交GenBank数据库)。

6．运用BAC克隆的末端测序方法，并利用上述10对引物，构建了大熊猫

MHC II类基因组的物理图谱。进一步地，利用限制性酶切指纹图谱法，

证明了所构建的物理图谱中的BAC克隆是有效重叠的，其MHC II类基

因组的长度约为650kb。

关键词：大熊猫；基因组BAC文库；染色体荧光原位杂交；MHC基因组染色体

定位； MHC II类基因组物理图谱：限制性酶切指纹图检验
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Abstract

The giant panda(Ailuropoda melanoleuca)panda is rare and endangered species

endemic to China．Unfortunately，due to habitat fragmentation，the population size of

giant panda decline rapidly．Now，the wild giant pandas distribute six completely

isolated mountain ranges such as Qinling Mountain，Minshan Mountain，Qionglai

Mountain，Xiangling Mountain and Liangshan MountMn．Moreover，the giant panda

population shows significant genetic differentiation and yield two evolutionarily

significant units(ESU)，a new Qinling subspecies from the nominate Sichuan

subspecies．

In order to protect this rare and endangered species，the Chinese government

implements the gene resources conservation project followed by the／n—situ and

ex-s／tu conservation projects of giant panda in 2003．One goal of the project is

conserves the genetic resources by constructing the genomic DNA library and provide

the gene resources platform for related scientific research．

As the main part of giant panda gene resources conservation project，the present

study is to construction and characterization of high coverage genomic DNA library．

Then further researchs show that this genomic BAC library is high quality and

effective by constructing physical map of MHC class II of giant panda．The main

results are as follows：

1．The giant panda bacterial artificial chromosome(BAC)library consisting of

205，800 clones has been constructed using the whole blood and pCClBAC

vector．The average insert size was calculated to be 97 kb based on the

examination of 164 randomly selected clones，indicating that the giant panda

library contained 6．8-fold genome equivalents．About 5．74％non-insert clones

were observed in the 174 clones tested(10 out of 174)．The probability of any

giant panda gene being found in this library should be about 99．93％．

2．Two or more positive clones(2～16)were found for these 16 loci，with an

average of 6．4 positive clones per locus．The PCR screening results were thus
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in good agreement with all expected 6．8一fold genomic coverage of the library．

3．Construction of high—effective rapid screening libraries by 4D—PCR．The

205，800 BAC clones were divided into 43 superpools and 1462(43x34)

sub-superpools of 1D，2D，3D，4D．We can obtain the desired positive BAC

clones by any primers or probes through 77 PCR reactions．

4．The giant panda metaphase chromosomes were prepared from fibroblast cells

of giant panda．The results indicate that the MHC is located on the

chromomse 9q by fluoresecence／n s／tu hybridization．

5．We have designed 10 giant panda MHC class II gene PCR primers by the

homologs counterpart of the MHC class II in the GenBank database．All the

primers were amplified successfully and the PCR products of BTL2，DR气

DQA,DRBl，DOB，LMP2，DMA,DMB，COLllA2 and DAXX were

submitted to GenBank．

6．The physical map of MHC class II of giant panda was constructed by

screening the genomic BAC library using 10 MHC class II gene primers．The

end sequencing primers were designed according to positive BAC clones and

screen further the giant panda genomic BAC library to cover the gaps of

physical map．According to the restriction fingerprint analysis and test，the

whole physical map of MHC class II region was spanning about 650 kb．

Keyword：giant panda；genomic BAC library；fluorescence in situ hybridization；

chromosome mapping of MHC；physical map of MHC class II；restriction

fingerprint analysis
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第一章文献综述弟一早 义陬琢硷

第一节：基因组学研究的主要内容和方法

基因组(Genome)是Winkler予1920年首次提出的(Winkler，1920)，它表

示的是一个物种全部的遗传物质的总和，包括了所有的基因和基因与基因之间的

间隔区域。

基因组学的定义及其内容

一个物种的基因组蕴藏着它的生命和(或)繁殖所需的全部生物学信息。而

基因组学(Genomics)则是现代分子生物学中解析基因组结构、功能及其相关信

息分析的--fq前沿分支学科(Passarge，2001；Hieter＆Boguski，1997)。1987年

“Genomics"专业学术期刊的创刊，标志着这一新兴前沿学科的诞生。

基因组学与遗传学(genetics)的区别在于，前者包含了与分子和细胞生物

学有关的诸多方面，如基因组图谱、核酸测序、组装、储存、数据管理、基因识

别、功能预测、基因组进化和众多生物基因组之间的比较等等(Passarge，2001)。

而后者则主要研究遗传(Heredity)及其相关的机制和结果等。因此，基因组研

究的主要内容，就包括了以全基因组测序为目标的结构基因组学(structural

genomics)和以功能鉴定为目标的功能基因组学(functional genomics)两大方面。

其中，结构基因组学是基因组研究的早期阶段，主要以建立物种高分辨率的遗传、

物理和转录图谱，以及蛋白质或生物大分子的三维结构为主(Teichmann et

a1．，1999：Blundell＆Mizuguchi，2000)，而功能基因组学则是利用结构基因组

学提供的信息，系统地研究基因的功能，它以高通量、大规模实验以及计算机辅

助分析等为其主要特征(Hieter&Hieter，1997；赵剑华等，2000)。
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2．结构基因组学研究的主要内容和方法

2．1遗传图谱

遗传图谱(Genetic map)又称为连锁图谱或遗传连锁图谱，是以具有遗传多

态性的遗传标记为“路标”，以基因座之间的重组率(1％的重组率为lcM)为“图

距”的基因组图(方福德等，1998)。遗传图谱的绘制是基因组学研究的第一步，

它以染色体上某一位点为遗传标记，并辅以与之相对应的遗传性状，经过连锁分

析，将编码该性状的基因定位于特定的染色体上。

自Botstcin等人根据RFLP(限制性酶切片段长度多态性)的特点提出用RFLP

等DNA标记来构建遗传图谱(Botstein et a1．，1980)以来，遗传图便逐渐成为了基

因克隆与定位等相关研究的重要工具，并在研究基因的功能、定位及分离克隆新

基因、舫IJDNA片段和研究染色体上基因的顺序等方面发挥着重要作用(Lander
＆Botstein，1985；Gebhardt et a1．，1995)。如Saito等利用RFLP构建了人6号染色体

长臂的遗传连锁图，对于分离克隆潜在的肿瘤抑制基因以及其它遗传疾病的研究

具有重要的意义(Saito&Nakamura，1993)。但是，由于RFLP在染色体组中的

分布极不均匀，且提供的多态信息十分有限，因此，要绘制高密度的遗传图是非

常困难的(Botstein et a1．，1980)。于是，在RFLP的基础上，结合女I：IAFLP、RAPD、

生化标记、性状标记位点及以简单序列长度多态。|生(SSLP)标记如微卫星、小卫星

等为基础的第二代遗传图谱(Dobuvsky et a1．，1995；Yuan et a1．，1997)，绘制出

了更加精细的遗传图(Menz et a1．，2002；Ouedraogo et a1．，2002；Ferreira et a1．，2000；

Whisson et a1．，1995；Kiss et a1．，1993)。如Ou6draogo等就利用AFLP、RFLP、RAPD、

生化标记以及一些生物性状位点构建了豇豆的遗传连锁图，对于豇豆育种中的标

记辅助选择、图位克隆等研究具有重要的指导价值(Ouedraogo et a1．，2002)，由

此使遗传图谱显示出了更高的应用价值。

随着基因组研究的进一步深入，该领域又相继出现了以SNPs(单核苷酸多

态性)为标记的第三代遗传图谱(Garg et a1．，1999)。SNP是指在染色体基因组

水平上由于单个核苷酸的变异而引起的DNA序列多态性，包括单碱基的转换、

颠换、插入以及缺失等(Vignal ct a1．，2002)。由于SNPs可以在基因组的编码区

和非编码区广泛存在，且其标记数目多，覆盖密度大，因而在基因定位等方面的
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研究中，第三代遗传图谱就有着其他标记系统无可比拟的优越性和发展潜力

(Davis&Hammarlund，2006)。

2．2物理图谱

物理图谱(physical map)是以特定的DNA序列为标记所构建的染色体图，

其中，最粗略的物理图谱是染色体的组型图，如Tian等通过对小熊猫(red panda)

核型分析，表明小熊猫具有2n=36条染色体(Ti锄et a1．，2002)。而最精确的物理

图谱便是核苷酸的序列图，人类基因组全序列等。限制性内切酶的发现，促进了

第一个物理图谱SV40的完成(Danna&Nathans，1971)。继后，随着YAC、

BAC肌～c等新克隆技术的建立，以及克隆片段长度STS(序列标签位点)成为有

力的物理图标，使得相关物理图谱的制作水平得到了很大的提高，从而保证了物

理图谱的连贯性(Olson et a1．，1989；于军，1998)。目前，常见的物理图谱有STS

图谱、YAC(酵母人工染色体)图谱、PAC(噬菌体人工染色体)图谱，以及

BAC(细菌人工染色体)图谱等。迄今，构建物理图谱的方法主要有以下几种：

a)限制性内切酶作图：该方法是最经典的物理图谱制作法之一。当一个克

隆或DNA片段被限制性内切酶酶切成不同长度的片段时，便形成了通常所称的

DNA指纹(DNA Fingerprint)，但这种指纹图谱是没有顺序的。这类比较有代表

性的图谱题coli、Celegans和酵母的物理图谱(Kohara et a1．，1987；Coulson et a1．，
1986；Olson et a1．，1986)。继后，在单酶切法的基础上发展起来的多酶完全酶切

法(Multiple．Complete．Digest，MCD)，则比上述的DNA指纹图更具有准确、可

自动化和规模化的特点，已被广泛地应用于酵母、人等的大规模测序和精细物理

图谱的研究工作中(Gillett et a1．，1996；Yu&Wong，1997；Wong et a1．，1997)。

b)序列标签位点(STS)作图： Olson等人根据物理图谱的制作需要，提

出并建立了序列标签位点(STS)的作图技术(Olson et a1．，1989)。STS的来源

包括EST、已知遗传标记、随机测序序列和末端测序等，从而使得低分辨率物理

图谱的制作水平发生了新的飞跃。1997年人类第7号染色体和X染色体物理图谱

的制作，就是基于该技术完成的，其分辨率达到了100kb(Bouffard et a1．，1997；

Nagaraja et a1．，1997)。其后，愈来愈多的基于STS的高密度和高分辨率的物理图

谱得以顺利完成(Baysal et a1．，1997；Mumm et a1．，1998；Blanco et a1．，1998；
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Srivastava et a1．，1999)，从而使STS作图技术成为了物种遗传物理图谱制作研究

的首选技术。

c)其它物理图谱作图法：除了以上2种作图法以外，以原位杂交(K10ckars et

a1．，1996)为标记的光学作图或染色体显微切割及辐射杂交作医](Radiation．hybrid

mapping，RH)，也是制作物理图的常用方法(Robic et a1．，2001；Martins—Wess et a1．，

2003)。其中，RH作图法由于可以产生高分辨率的物理图，因而可以用于多个

物种之间共线性区域保守(Synteny conservation)程度的研究(Goldammer et a1．，

2002)。

2．3基因组测序

随着遗传图谱和物理图谱的完成，以及荧光自动分析仪的发明(Hunkapiller

et a1．，1991)，使得物种大规模基因组测序的工作成为了可能。1977年在英国

Sanger实验室首先完成了第一个生命基因组(Phi X174)序列的测定(Sanger et a1．，

1977)。基因组测序的最终目标，是获得目的生物体基因组的全部D晰列。
对于较小的基因组如噬菌体、BAC、Cosmid、Fosmid、细菌和质粒，通常采用

的方法是随机鸟枪法测序。它通过序列的拼接和组装，完成基因组的完整序列

(Anderson et a1．，1981；Baer et a1．，1984；Akanuma，2002)。对于较大的基因组而

言，则可以采用全基因组鸟枪法测序(Whole Genome Sequencing，WGS)

(Fleischmann et a1．，1995；Moxon，1995；Webber&Myers，1997)、克隆重叠群

(Clone by done)基础上的鸟枪法测序(Cai et a1．，2001；Chen et a1．，2004；

Khorasani et a1．，2004)，以及随机定向测序(Directed Sequencing)战略。定向测序

技术是充分利用鸟枪法快速测序和物理图谱的有序排列优点，并在克服了上述两

种测序方法的不足后发展起来的。目前，改方法已得到了广泛的应用(Malykh et

a1．，2004)。

3功能基因组学研究的主要内容和方法

近年来，随着人类和一些动物、植物及微生物基因组计划的完成，基因组学

的研究便步入了后基因组时代——功能基因组学(Functional Genomics)
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(Woychik et a1．，1998)。功能基因组学的主要研究内容，就是在结构基因组学丰富

信息资源的基础上，利用大通量的试验方法并结合统计与计算机分析，研究生物

在其生长、发育和繁殖等生命过程中相关基因的功能、表达调控、基因与蛋白质

之间的相互作用等(Hieter&Boguski，1997)。

3．1基因的功能、表达及调控研究

在不同的组织和发育阶段，基因的表达模式是不同的。由于常规的RT-PCR

技术、RNA印迹杂交技术等方法一次只能研究一个或几个基因的功能和表达情

况，因此，高通量的基因表达分析技术——微阵列(DNA Microarray)及基因表

达系列分析(Serial analysis of gene expression，SAGE)便应运而生。DN础敖阵列技

术始-T'1995年Schena等用于拟南芥45个基因表达模式的定量分析研究(Schena et

a1．，1995)，并多用于基因表达研究及点突变／SNP分析(Heller，2002)。尽管所有

的DNA微阵列都是基于核酸序列间的杂交互补，但是，其技术选择在不同的微

阵列平台间却存在着广泛的差异(Hardiman，2004)。这些平台之间最主要的差别

在于探针的长度(Draghici et a1．，2006)。微阵列可分为两种：其一是cDNA微阵列，

它的探针通常来自于PCR扩增的产物，长度可达数千个bp。其二是寡核苷酸微阵

列，分为短寡核苷酸微阵YU(25．30mer)署1]长寡核苷酸微阵歹U(60．70mer)(或更长序

列)。此外，DNA微阵列技术除了在分子生物学和基因组学中的应用外，还在

药物基因组学、蛋白质组学、传染病、遗传疾病和癌症的诊断、法医学和遗传识

别等方面具有重要的作用。

为了大规模测定基因的表达，1992年Okubo等人提出了基因表达的物理图谱

的概念(Okubo et a1．，1992)。其主要的策略就是测定cDNA 3’端的部分序列，比较

不同组织类型的细胞中cDNA的种类和数量。1995年Velculescu等人提出了SAGE

——能够定量和同时分析大量的基因表达(转录本)的方法(Velculescu et a1．，

1995)。它提供了广泛的定量分类和比较不同发育阶段基因表达情况的分析手段。

SAGE技术区别于差异显示、消减杂交等方法的主要特点在于，它可寻找低丰度、

低表达水平的转录本，最大限度地收集基因组的表达信息。Caron等人运用SAGE

技术构建了人类全基因组水平上的mRNA表达谱，该表达谱包含了人类12种类型

的组织的245万个转录标签，发现了高表达丰度的基因成簇分布于染色体的特定
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区域(eaton et a1．，2001)，同时也为在癌症研究中那些过量表达或沉默表达基因的

研究提供了有效的分析工具。此外，通过这些基因表达谱的研究，也为寻找新基

因提供了有效的手段，例如Xu等人便是利用SAGE技术分析了雄性激素调控基因

的不同组织的表达谱后，发现了PEMAEl新基因(Xu et a1．，2000)。

此外，通过基因敲除和转基因技术建立模式生物的方法，是研究基因功能的

主要手段之一。而RNAi(RNA interference)技术则是通过在RNA水平上的表达抑

制来直接研究基因的具体功能(Fire et a1．，1998)。进一步的研究表明，在多种动物

体内均存在dsRNA介导的RNAi现象，这表明RNAi是生物界普遍存在的RNA水平

上的基因调节方式。因此RNAi已成为大规模遗传筛选和基因功能鉴定等相关研

究的最有效手段。

3．2蛋白质功能及蛋白质的相互作用研究

由于大部分细胞的生命活动发生在蛋白质水平而z][ERNA水平，因此，即使

清楚了基因的表达情况，也难以阐明基因的实际功能，因为基因在生物体上的功

能最终由其编码的蛋白质来体现(赵剑华等，2000)。为此，以阐明生物体内的

蛋白质表达模式和功能模式为目标的蛋白质组学(Proteomics)，便是功能基因

组学研究的重要内容之一。蛋白质组(Proteome)最初是哇tWasinger等人于1995年

提出来的，它表示基因编码的全部蛋白质(Wasinger et a1．，1995)。蛋白质组是动

态的，具有时空性和动态性，能够反映基因的表达时问、表达水平以及蛋白质翻

译后的加工修饰和亚细胞分布等。

蛋白质组的分析主要包括蛋白质的分离与鉴定。双向凝胶电泳技术(o’Farrell，

1975；Gorg et a1．，2000)和质谱技术(mass spectrometry，MS)是公认的蛋白质研究

的标准方法(Gorg et a1．，2004)。总的说来，随着基因组计划的进一步深入，基因

组学研究的内容也在不断的拓展并衍生出新的交叉学科和新的技术，如生物信息

学(Bioinformatics)贝JJ是以生物大分子为研究对象、以计算机为工具，运用数学和

信息学的相关理论和方法来研究生命现象及海量的序列数据，其主要研究内容包

括序列分析和比对、基因识别、蛋白质结构预测、分子进化和数据库技术等。而

比较基因组学(Comparative genomics)贝JJ是通过物种之间基因、基因家族及基因组

区域的比较分析，来揭示基因、基因家族的起源、功能及其在进化过程中的复杂
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机St](Frazer et a1．，2003；Nobrega&Pennacchio，2004)等等。

第二节：基因组细菌人工染色体(BAC)文库研究概述

构建高质量和大插入片段的基因组DNA文库，是开展复杂真核生物大规模

物理图谱、重要功能基因的定位、分离和大规模基因组测序等研究工作的基础，

也是濒危物种基因资源离体保护的主要研究内容。BAC文库是在早期的粘粒

(cosmid)文库、噬菌体(fosmid)文库和YAC文库的基础上发展起来的。在

早期基因组文库的构建过程中，研究者大多使用k噬菌体(Collins&Hohn，1978)

和柯斯质粒(Cosmid)作为克隆载体(De Jong et a1．，1989)。由于这两种克隆载

体的插入片段较小(15—45kb)，所以，尽管其克隆效率很高，但插入片段过小和

不稳定等特点(Yokobata et a1．，1991；Kim etal．，1992)，却致使其在大规模物理图

谱构建、染色体步移和基因组测序等的研究中的应用受到限制。继后发明的酵母

人工染色体(YAC)载体(Burke et a1．，1987)能够克隆达1Mb的DNA片段，对

于构建复杂基因组重叠群及物理图谱非常有用。然而，由于YAC系统存在着克

隆效率低、嵌合体比率高、插入片段不稳定和提取纯化YAC DNA极为困难等诸

多缺点(Green et a1．，1991；Kouprina et a1．，1994；Lafinov et a1．，1994；Cai et a1．，1998；

Woo et a1．，1994)而使之不太适合于后续的染色体步移、物理图谱构建和基因组

的测序研究。继后，Shizuya等人在质粒F因子的基础上，构建了第一个细菌人

工染色体(BAC)载体(Shizuya et a1．，1992)。

以BAC为载体进行基因组文库构建时虽然其克隆插入片段(100．350 kb)较

YAC要小得多，但其能够在宿主菌中稳定遗传，且无缺失、重组和嵌合等现象、

同时其BAC DNA的提取纯化操作简单，所以，自该载体被发明以来就一直得到

了广泛的应用(Cai et a1．，1995；Suzuki et a1．，2000；Thorsen eL a1．，2005)。

1．BAC文库及其载体的发展

BAC文库构建的基础是E．coli中的F因子(O’Connor et a1．，1989)。研究发

现F因子在E．coli中的复制是受到严格控制的，通常只有1．2个拷贝。此外，F

因子具有携带大插入片段的潜能，插入片段可达100kb(Hosoda eL a1．，1990)，这使

得构建大插入片段的基因组BAC文库成为可能。
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0’Connor等人首次利用F因子构建载体pMB0131来克隆大片段的DNA分子

(O’Connor et a1．，1989)，而Shizuya等人则在此基础上将SP6和17启动子序列、九

和P1噬菌体的CosN和LoxP位点弓1)k．pMB0131载体，构建了第一个BAC载体

pBACl08L。该载体的插入片段达300kb以上，且传代100代后仍可稳定遗传，无

重组和嵌合现象(Shizuya et a1．，1992)。但是，该载体没有重组子选择标记，必

须进行杂交验证，于是，Shizuya又将pGEM3Z载体上的lacZ基因插／kpBACl08L

载体的多克隆位点上，构建了第二代BAC载体——．pBeloBACll。该载体可通过

lacZ的a．互补所形成的蓝白菌落来筛选重组子，使得重组子的筛选更趋于直观、

简便(Kim et a1．，1996)。

由于pBeloBACll载体所形成的非重组子的蓝色菌斑没有多拷贝载体那么明

显，新的改进型载体pIndigoBAC在pBeloBACll载体基础上使得非重组子的蓝白

斑更加明显(Billren et a1．，1997)，同时，在多克隆位点引入＆极I酶切位点，还能

够插入经＆积I酶切的DNA片段。Frijter等人通过定点突变方式将pBeloBACll其

中的一个＆o尺I酶切位点去掉，构建了具一个EcoRl克隆位点的pECBACl和

pECSBAC4，这既丰富了多克隆位点，又方便了AFLP和RACE片段的克隆(Frijter

et a1．，1997)。此外，在基因组的部分酶切中，由于EcoRI署1]EcoRI甲基化酶的配合

使用能够得到稳定和可重复的结果，这就大大提高了BAC文库的构建效率和质

量。总之，这些DNA克隆载体在构建和发展的过程中，其结构、功能和克隆效

率都逐渐得到了完善，并广泛应用于基因组文库和物理图谱构建、基因组大规模

测序、定位克隆以及重要功能基因等的研究中。

2．基因组BAC文库构建中的几个关键问题

尽管基因组BAC文库的构建工作看起来比较简单，但要成功构建出高质量

大插入片段的基因组文库也并非易事，它需要特别就以下几个关键步骤予以高度

重视。

2．1高分子量DNA(HMW DNA)的制备

高分子量DNA的制备是构建大插入片段BAC文库并进而开展复杂基因组
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研究的关键之一。与传统的DNA提取方法不同，要防止高分子量DNA在制备

过程中免受剪切等物理损伤，通常需要将动物的组织或细胞等材料用低熔点琼脂

糖凝胶(LMP)包埋，形成凝胶块(plugs／blocks)或凝胶球(Microbcads)，以

利于后续的细胞裂解和酶切等操作。

通常情况下，构建真核动物的基因组文库的材料，应来自单一的动物个体，

这样就避免了由于序列的多态性而造成在BAC Config构建和序列的组装过程中

出现较大的麻烦(Osocgawa&dc Jong，2004)。与此同时，构建BAC文库的DNA

的材料来源，也是非常重要的一个因素。本文在研究过程中发现，外周血是哺乳

动物基因组BAC文库构建之大片段DNA的最佳材料来源，因为此材料DNA丰

富、实验操作方便、白细胞的数量极易测算、酶切条件容易控制，并节省实验时

间，最重要的是所构建的文库质量好。相比之下，虽然培养的动物细胞系也具有

外周血的上述优点，但细胞系在传代的过程中，染色体容易产生重排或缺失，从

而造成某些DNA片段的丢失，使文库的质量在一定程度上受到影响，给后续利

用文库开展相关的研究带来无穷的麻烦(Osoegawa et a1．，2001)。当然，对于一

些珍稀濒危或体型过小的物种来说，如果外周血难以获得或外周血的量太小，其

组织细胞如脾脏、肾脏(Suzuki ct a1．，2000)或大脑(Vaiman et a1．，1999)等材料，

也不失为构建基因组DNA文库的大片段DNA的材料来源(Osocgawa et

al。2001)。

2．2适宜DNA片段的获得

适宜DNA片段的获取是成功构建大插入片段BAC文库的最关键环节。尽

管脉冲场电泳(PFGE)技术能够有效的分离不同分子量的DNA片段(Birren et

a1．，1993)，但由于不同分子量的DNA片段存在着“共迁移”现象，导致在后续的

DNA连接反应中，小分子量DNA的连接和转化效率大大超过大片段的DNA分

子的结果(Leonardo&Scdivy，1990)，从而使BAC文库的平均插入片段极度偏

小或过小。
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2．3 DNA片段的回收方式

一般来说，加热融化低熔点琼脂糖凝胶，再辅以琼脂糖凝胶消化酶(GELase)

消化凝胶而将DNA片段释放出来(McCormick et a1．，1990；Latin et a1．，1991；

Frijters et a1．，1997)，就能够回收构建基因组文库的DNA。但是，通过加热及后

续的凝胶酶处理，往往会破坏高分子量DNA的完整性(Woon et a1．，1998)。若添

加一定浓度(25．100mM)的NaCI或多胺类(如精胺和亚精胺等)虽然能够减

少加热过程对DNA的损伤，但大片段DNA的回收效果却并不尽如人意

(McCormick et a1．，1990：Riley et a1．，1992；Amemiya et a1．，1996；Riethman et

a1．，1997：Connelly et a1．，1991)。

有研究(Strong et a1．，1997；Osoegawa et a1．，1998)表明，电洗脱(electro—elution)

回收DNA具有方法简单、回收效率高、使用常规的高熔点琼脂糖凝胶便易于分

离大片断DNA，且普通的凝胶酶处理便能获得理想的实验效果等优点。

2．4电转化参数的确定

所谓电转化方法，是利用简短的高压脉冲，在大肠杆菌细胞上形成暂时性的

小孔隙(Neuman et a1．，1989；Chang et a1．，1992)，从而使质粒DNA在电场力的作

用下进入大肠杆菌细胞内(Klenchin et a1．，1991)。电转化的效率受到温度、电压

梯度、电阻和电容等诸多因素的影响。同时，宿主菌的质量、遗传背景、生长条

件和电转化后的处理、DNA样品的拓扑结构等，都会直接影响电转化的效率及

文库构建的质量。因此，在电转化实验的实际操作过程中，如果要获得较好的实

验转化率，电转化参数的设定，是应随不同物种或不同大小的DNA转化片段而

有所变化的。

2．5嵌合体检测——FISH or not?

在基因组BAC文库构建结束后，对于嵌合体的检测尤其重要，因为这些嵌

合体BAC克隆将对物理作图、测序、染色体步移等后续研究产生严重的影响。

对于嵌合体的检测，通常是以BAC DNA为材料，利用荧光原位杂交(FlSH)
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和缺刻平移等方法，将荧光探针与中期染色体进行杂交，然后检测克隆的嵌合体

状态。由于早期的YAC克隆遗传不很稳定，容易发生染色体重排、缺失、基因

组片段复制等嵌合现象，因此，运用HSH技术检测此类文库的嵌合状态，则成

其为一种较优越的方法(Green et a1．，1991)。

然而，与YAC克隆不同，BAC克隆由于在宿主菌内仅有1．2个拷贝，且遗

传稳定，嵌合体比率低，因此采用FISH技术很难检测到BAC克隆实际的嵌合

状态(Ioannou et a1．，1994；Woon et a1．，1998；Korenberg et a1．，1999)。所以，针对

BAC克隆中的小片段重组或缺失的特点，参照Osoegawa等人的方法(Osoegawa

et a1．，2000)，将一个BAC克隆的末端定位到另外一个相同的基因组区域或BAC

Contig中予以检测，将会获得理想的检测结果。

3基因组BAC文库的应用

近百年来，人口的急剧增长、环境污染、野生动物资源的过度利用和外来物

种的入侵等诸多因子的胁迫，不断加剧了珍稀动物的濒危和灭绝的速度。因此，

基因组DNA文库作为长久保存一个生物种的有效方法和手段，己成为了濒危物

种离体保护工程的重要组成部分。

目前，一些学者已利用BAC克隆技术完成了许多物种的基因组DNA文库

的构建工作(Yuan et a1．，2006；Luo et a1．，2006；Suzuki et a1．，2004；Zimmer&

Gibbins，1997；Osoegawa et a1．，2000；Woon et a1．，1998；Rogel-Gaillard et a1．，2001；

Vaiman et a1．，11999；Suzuki et a1．，2000；Kim et a1．，1996；Li et a1．，1999；Buitkamp et

a1．，2000)。但在濒危物种基因资源保存方面的应用，却极为鲜见(Romanov et a1．，

2006；Luo et a1．，2006；Thorsen et a1．，2005；Xu et a1．，2004；Qian et a1．，2004)。因此，

综合该领域长期的实践结果和目前相关技术发展的现状，本文认为BAC克隆技

术是迄今能够完整和久远地保存濒危物种遗传基因资源的一种最为有效和可靠

的方法。

第三节主要组织相容性复合体(MHC)研究概述

主要组织相容性复合体(Major Histocompatibility Complex，MHC)是脊椎动

物体内编码与免疫相关的蛋白质分子的一类具有高度多态性的多基因家族
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(Snell，1981；Benacerraf,1981：The MHC sequencing consortium,1999)。MHC

首先是在小鼠中发现的，记为H．2(Gorer et a1．，1948；Snell&Higgins，1951)，

随后在人(Dausset，1959)、鸡(Schierman&Nordskog，1961)及较原始的脊

椎动物软骨鱼类如鲨鱼中发现(Bartl et a1．，1997；Bartl&Weissman，1994)。近

年的研究表明，MHC是仅存于脊椎动物体内的一类免疫适应性基因群(Danchin

et a1．，2004；Laird et a1．，2000)。MHC基因编码的抗原蛋白，能够在不同细胞的

表面表达，它不仅与T细胞的分化发育有关，而且在免疫应答的启动和调节中发

挥着重要作用。

MHC是目前己知的多态性最丰富的基因区域，拥有极大数量的等位基因，

赋予物种巨大潜力以适应复杂多变的变化环境(Klein et a1．，1986；the MHC

sequencing consortium，1999)。 Watkins et a1．(1988)首次研究了MHC与种群的

遗传多样性之间的关系以来，有关MHC多态性的维持机制一直是研究的热点。

在综合MHC的结构与功能如交配选择和亲缘识别等的基础上，许多学者认为平

衡选择是MHC保持其多态性的首要原因之一(Hedrick&Thomson，1983；

Hedfick，1999)。也正是因为MHC与动物的免疫功能和适应性进化潜力密切相关，

所以近年来它已被认为是濒危动物保护生物学和进化生物学研究的最佳候选标

记之一(Potts&Wakeland，1990；Hedrick，1994；Sommer,2005)。

迄今为止，已有人(The MHC sequencing consortium，1999)、鸡(Kaufman

et a1．，1999)、小鼠(Kumfinovics et a1．，2003)、猪(Renard et a1．，2006)等动物的

MHC基因组的精细图得以完成。其它重要的模式生物如爪蟾(Ohta et a1．，2006)

等动物的MHC基因组的精细图研究也取得了一定的进展。另外，家猫(Yuhki et

a1．，2003)及狗(Debenham et a1．，2005)的lI类MHC基因组测序也全部完成。

MHC的上述研究积累，为相关学者开展与野生动物特别是濒危野生动物免疫、

进化和性选择机制有关的研究，奠定了坚实的基础。

1．MHC的组织分布、结构和功能

MHC所编码的受体与细胞内的多肽结合后被递呈到各类细胞的表面，通过

与CD4+或CD8+T细胞之间的识别作用，使机体产生免疫应答反应(Ploegh&
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Watts，1998)。

依据基因的功能，MHC被分为经典I类(class Ia)基因、非经典I类(dass

Ib)基因、经典II类(class IIa)基因、非经典Il类(class IIb)基因和IⅡ类基

因等5个部分。其中，经典I、1l类基因所编码的蛋白质经与抗原(主要是细菌

和病毒)结合并递呈给CD8+T细胞(Klein，1986)后随即被NK细胞识别，清

除细菌或病毒。非经典的l类和II类MHC基因除多态性较低外，其结构上与经

典的l类和lI类MHC基因非常相似，但没有抗原递呈功能，只是扮演着经典

MHC基因的分子伴侣角色(Alfonso&Karlsson，2000；Afanassief et a1．，2001)。

1．1 MHC I类分子的组织分布、结构和功能

经典的MHC I类基因由a链和B链经非共价键连接成异源二聚体(Cresswell

＆Turner，1973)。a链由3个胞外结构域(al、a2和a3)、跨膜区和胞质区三部

分组成(Orr et a1．，1979)。al、a2和a3分别约包含90个氨基酸，其中a3结构域

是T细胞表面与CD8分子相结合的部分。跨膜区由25个氨基酸残基组成，而亲

水性胞质区结构域则是由30．40个氨基酸残基所组成的。a链的a1和a2结构域

相互作用，组成一个抗原结合区。I类基因的B链为B2微球蛋白(82．m)，属可

溶性蛋白，其氨基酸序列高度保守，主要作用是稳定I类分子的结构，并使其能

够有效的表达于细胞的表面。a链是由具有多态性的经典I类MHC基因(Ia)

所编码的，如人的a链由HLA-A、HLA．B和HLA．C三个位点所编码。在哺乳

动物或其它大多数的脊椎动物中，132．m是由MHC外的基因编码的，它与MHC Ia

链和Il类MHC基因的进化关系较远，但编码82-m的基因位点不具有多态性

(Michaelson，1983；Parham et a1．，1988；Hughes&Yeager,1998)。

MHC I类分子在几乎所有有核细胞表面表达，滋养层细胞(Donaldson et

a1．，1992)、神经元细胞以及某些分化阶段的精细胞除外，主要递呈内源性的多肽

(主要是病毒)到CD8+细胞毒性T淋巴细胞(Bjorkman&Parham，1990)。MHC

I类分子在各个物种间无论基因组大小还是基因的复杂度差异都很大，这可能与

MHC经历时常的扩张或收缩有关(Vincek et a1．，1987；Delarbre et a1．，1992)。所

有经典的I类分子(1a)都具有高度的多态性、表达以及抗原递呈功能这一基本

特征，因此在结构上是非常保守的(Kaufman et a1．，1994)。而非经典的I类分子
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(Ib)尽管结构上与经典的I类分子相似，但是由于RNA可变剪切或终止密码

子提前从而造成3’端缺失，因而几乎所有的非经典I类分子都是没有功能的，一

些基因如HLA-G具有抗原递呈功能除外(Shawar et a1．，1994)。同时，非经典的

I类基因多态性较低，在组织中的分布也比较有限。原因可能与这些基因所编码

的MHC分子具有对某些特定保守的抗原相对应的结合基序(binding motif)有

关，从而受到的选择压力小而失去遗传多样性(Bouwer et a1．，1994；Cheroutre et

a1．，1995)。

1．2 MHC¨类分子的组织分布、结构和功能

与MHC I类分子的广泛分布相比，MHC II类分子的分布就较为局限，仅分

布在一些特异的抗原递呈细胞如B细胞、树突细胞、胸腺上皮细胞或巨噬细胞

表面，与外源性多态(主要是细菌)结合并递呈到CD4+T细胞(Kappes＆

Strominger，1988)。MHC II类分子是由a链和B链组成的异源二聚体，a链和B

链以非共价键相互连接。与I类分子不同的是，II类分子的a链和B链个由两个

结构域(al、a2和B1、B2)组成。a2／B2结构域能够与T细胞表面的CD4受体

结合，而a1和B1结构域相互结合形成Il类分子的抗原结合区。II类分子的另

一个结构特点是a／8异源二聚体可形成一个双二聚体(dimer of dimers)，此结构

可能与信号传导有关。

MHC II类分子编码多态性的a和B基因，以及编码可诱导丫-干扰素的蛋白

补体成分(U讧P2和LMP7)和与MHC class Ia抗原递呈相关的TAPl、TAP2等。

非经典的II类分子延伸区大部分是编码非免疫相关的基因，而编码TAP结合蛋

白(TAPBP或Tapasin)的基因对class la的生物合成至关重要；另外一个转录因

子RXRB主要参与I类分子的表达(Dey et a1．，1992)。

一般来说，MHC II类分子中的DP、DO、DM、DQ以及DR位点在整个哺

乳动物中都是保守的，只是由于种属特异性复制造成这些位点中的a和B基因的

数量不同(Kumfinovics et a1．，2003)。猫的MHC(FLA)缺乏整个DQ区域，只

保留一些DP位点的假基因印迹，小鼠的DP位点也和猫一样，全部是假基因

(Yuhki et a1．，2003；Kumfinovics et a1．，2003)。牛、山羊和绵羊具有反刍动物特有

的lI类基因——-DYA和DIB(Hess et a1．，1999；Ballingall et a1．，2001)。除了DM
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位点外，MHC II类分子在非哺乳动物中变异较大(Kaufman et a1．，1999)，系统

发生分析研究表明，非经典的II类DM的分化时间早于ll类分子的进化时间

(Takahashi et a1．，2000)。与哺乳动物不同，鸟类的II类分子的连锁是一种种属

特异性方式进化的，鸡的MHC II类分子完全缺乏DP、DQ以及DR位点。

1．3 MHC川类分子的结构和功能

在哺乳动物中，llI类MHC基因与机体对某些疾病的易感性有关，如I型糖

尿病、风湿性关节炎、红斑狼疮等(Nishimura et a1．，2003；Okomato et a1．，2003；

Gruen＆Weissman，2001)。III类MHC基因是动物基因组中基因密度最大的区

域之一(Xie et a1．，2003)。Ill类MHC基因主要编码一些与免疫和非免疫相关的

补体成分，如C4、TNF、HSP70基因家族等，主要以可溶性形式存在于血浆中

(Milner et a1．，2001)，其基因产物不参与抗原递呈，亦非膜结合分子。

由于III类MHC主要是编码一些血清补体成分、炎症相关以及非免疫功能

的基因，同时也仅表现出有限的多态性(Falus et a1．，1987)。所以相关学者在动

物性选择机制及抗病力领域方面的研究很少涉及这类基因(Hughes＆Yeager，

1998；Sommer,2005)。

2．MHC的起源和进化

虽然在一些植物和无脊椎动物的体内，也发现有组织相容性基因或MHC的

直系同源基因(Castro et a1．，2004)，但通常认为MHC基因是伴随着有颌类脊椎

动物的物种分化及适应性免疫系统的出现而产生的(Danchin et a1．，2004；Laird et

a1．，2000)。根据序列比较分析发现，哺乳动物与无脊椎动物如黑腹果蝇和线虫

等在某些MHC位点(TUBB，TNXB，PBX2，NOTCH4，RXRB及RPSl8)存

在着共线性(synteny)关系，表明这些MHC位点可能先于脊椎动物适应性免疫

系统基因出现的(Trachtulec et a1．，1997；The MHC sequencing consortium，1999)。

MHC在各个物种间是非常保守的，包括MHC的整个功能以及多肽递呈位

点的结构，甚至于整个MHC的组织结构在各个物种间都是非常保守的(Madden，

1995；Kulski et a1．，2002)，其直接的证据，源于人与小鼠Ill类MHC基因组织结

构和功能的比较而获得的“III类MHC基因在大小、外显子数量和基因间距非常
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相似(Xie et a1．，2003)的结果。迄今为止，从所有有颌类脊椎动物的机体中都能

分离到I类和II类MHC基因，其中软骨鱼类如鲨鱼是最古老的具有MHC基因

的脊椎动物(Kasahara et a1．，1995；Hajnik et a1．，1999)。尽管人和大多数脊椎动物

如小鼠、鸡、爪蟾及鲨鱼等的I类和lI类MHC基因是紧密连锁的，但人与所有

已知硬骨鱼类(鲑鱼、斑马鱼、鲤鱼及青蝣鱼等)的直系同源基因，却分布在不

同的染色体位点上，且其编码I类基因a链和ll类基因a或B链的MHC基因并

不是连锁的(Matsuo et a1．，2003；Kulski et a1．，2002)。

MHC基因具有众多源于基因复制所产生的旁系同源基因。由于只有脊椎动

物才具有两次染色体的复制现象(两次染色体复制事件发生在头索动物与有头类

动物分化之后的约766百万年前，以及有颌类动物辐射进化之前的约528百万年

前)(Abi．Rached et a1．，2002；Vierme et a1．，2003)，且脊椎动物才具有适应性免疫

系统，所以，在MHC出现之前，一定存在其原始的祖先基因(proto．MHC)。

关于MHC及其3个主要的旁系同源(Paralogous)区域的起源和进化主要

有两种观点：第一种观点认为它们来自于相同的祖先，是由于模块复制(block

duplication)或染色体复制而产生的(Kasahara et a1．，1996；Abi．Rached et a1．，1999)；

第二种观点则认为这些独立复制的基因，是在选择压力的作用下聚集(功能性聚

集)在一起的(Hughes，1998)。此外，也有学者利用基因转换假说来解释MHC

的序列进化模式(Klein，1984；Martinsohn et a1．，1999)，即基因转换主要发生在

II类MHC之B基因的第2外显子中，它是Il类MHC基因(DQB、DRB及DPB)

中的一种重要的进化方式。但是，基因转换假说用于解释II类MHC基因中单态

的DOB位点、a基因及I类MHC基因的序列进化模式，却存在着极大的局限性。

综述文献：MHC可能是通过“生．死”(Birth．birth．Death)模式——以大量

重复基因的复制或丢失为特征进化的(Nei et a1．，1997)。因此，模块复制可能是

MHC产生众多旁系同源基因的主要进化模式，而功能性聚集可能只是次要的因

素(Flajnik et a1．，2001)。

3．MHC多态性及其维持机制

MHC是脊椎动物中一类具有免疫防御功能的基因家族，由紧密连锁和高度

多态的基因座位组成，是基因组中多态性最丰富的区域之一，如人HLA的I类
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和Ⅱ类基因的某些座位具有200个以上的等位基因(The MHC sequencing

consortium，1999)。脊椎动物免疫系统中的I类和II类MHC基因的高度多态性，

是机体在其漫长的进化历史过程中与内源性和外源性抗原如病毒、细菌和寄生虫

等长期斗争的结果(Potts&Slev，1995)。由于MHC编码的蛋白质广泛分布于

各类细胞的表面，并参与各种免疫识别、免疫调节和免疫应答等复杂功能，因此，

MHC的高度多态性，赋予了动物应对复杂的内外界环境的进化潜力。通常认为，

MHC的多态性越高，机体抵御病原微生物和寄生虫感染的能力就愈强(Germain

＆Margulies，1993；Potts&Slev，1995；Kaufman et a1．，1995)。

MHC是多态性极强的功能基因家族，其多态性的维持机制存在着两种解释，

其一是平衡选择压力(Hcdrick&Thomson，1983)。平衡选择体现在两个水平：

等位基因水平(即等位基因频率均衡化)和氨基酸水平(有义突变频率均衡化)。

由于MHC是共显性基因，任一座位的两个等位基因均能有效地编码抗原呈递蛋

白，所以，MHC位点上的杂合度越高，机体递呈外源性多肽的能力和对疾病的

抵抗力就愈强(Doherty&Zinkemagel，1975；Hughes&Nei，1988)。这种杂合

子优势将稀有等位基因的频率不断提升，从而使各等位基因的频率趋于均衡化

(Thursz et a1．，1997；Carrington et a1．，1997；Penn et a1．，2002；Arkush et a1．，2002)。

外界病原与动物机体一直处于竞争之中，一旦动物机体已经能够有效识别已

有病原体时，病菌将通过自身变异产生新的变异体，以期逃避动物机体的识别。

因此，MHC基因的抗原结合区的任何一个有义突变，都可能具备着识别新病原

的能力，且有义突变的种类越多，识别抗原多肽的能力就越强。在外界病原与动

物机体的竞争中，有义突变得到保留和累积，因此，在氨基酸水平的杂合优势机

制下，不同的有义突变在物种的进化过程中得以均衡化，以确保整个物种的抗病

潜力。研究表明，在中性理论原则下，同义突变(出)率通常是远远大于非同义

突变(dn)率的，即ds>>dn。但是，Hughes和Nei等人(1988；1989)在研究

MHC的多态性结合位点时，却发现了ds<<dn，这一结果表明了氨基酸水平的优

胜劣汰模式(即有义突变均衡化)维持着MHC多态性结合位点的遗传变异。上

述证据表明，MHC的多样性是动物机体与外界病原(parasite or pathogen．driven)

长期相互作用的结果(Parham＆Ohta，1996；Apanius et a1．，1997；Thursz et a1．，

1997；Edwards&Hedrick，1998；Hedrick&Kim，1999)。
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维持MHC多态性的第二种解释是性选择机制(Sexual selection)，包括MHC

依赖的选择交配(MHC．dependent mate preferences)和近交避免假说(Inbreeding

avoidance hypothesis)。选择交配理论认为，通过对亲本的选择，有利于产生高适

合度的杂合子后代，从而增加对疾病的抵抗力(Penn，2002)。而近交避免机制

(Potts&Wakeland，1990)则是亲本之间通过对特定MHC所决定的动物体味的

识别，来避免亲缘个体之间的交配繁殖(亲本间的亲缘关系越近，彼此的体味就

愈接近)，从而增加繁殖后代对疾病的免疫能力(Apanius et a1．，1997)。该机制是

动物在其漫长的演化过程中于环境适应的需要而形成的(Penn，2002)。

值得注意的是，在某些多态性的II类MHC基因位点上，存在着跨物种进化

(Trans．species evolution)现象。这些等位基因即使是经过了物种的分化事件，

但也能够在相关的物种中长期存在(Klein，1987；Figueroa et a1．，1988)。跨物种

进化现象在很多物种如鱼类(Ottova et a1．，2005)、食肉类(Hedrick et a1．，2000；

Seddon＆Ellegren，2002)、有蹄类(Hedrick et a1．，2000)及灵长类(Otting et

a1．，2002)等动物中都普遍存在。因此，跨物种进化也是MHC多态性起源及其维

持的重要因素之一。

4．MHC在保护生物学中的应用

MHC是由紧密连锁的、编码细胞表面糖蛋白并参与免疫调节和免疫应答的

相关基因所组成的多基因家族。在大多数物种中，MHC基因所编码的产物都表

现出高度的抗原多态性。MHC的变异水平，反映了物种应对内外复杂环境及识

别外来病原微生物的适应能力或生存潜力，在一定程度上也反映了物种潜在的病

原抵抗力(Hughes&Nei，1989；Takahata&Nei，1990；Yuhki&O’Brien，1990)。

在一定程度上，MHC的变异水平也可反映整个物种基因组的变异水平(Hedrick，

2002)。通常地，小种群和濒危物种MHC的多样性都比较低，因此，高疾病致

死率是对其致危甚至导致物种灭绝的主要因素之一(Laurenson et a1．，1998；

Murray et a1．，1999)。

目前，MHC作为一种新的功能基因标记，已被广泛的应用于保护生物学的

各个领域。与中性标记相比，MHC可反映物种进化及物种对环境的适应性进化

过程。因此，MHC的遗传变异分析对于探索物种的遗传多样性、种群遗传结构
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和种群动态、近缘种之间的进化关系与进化历史(Klein et a1．，1997；Hedrick&

Parker，1998；Langefors et a1．，1998)，以及濒危物种遗传管理及保护策略的制定

等等，都具有极其重要的意义。
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第二章论文的立论依据、研究内容和目的

大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)是我国特有的珍稀濒危野生动物。长期

以来，由于受到栖息地的破坏、人类的猎杀，以及竹子开花所造成的食物短缺等

主要因素的影响，野生种群现仅分布于四川、陕西和甘肃三省毗邻的秦岭、岷山、

邛崃、大相岭、小相岭和凉山等6个相互隔离的山系，并分化为两个独立的亚种

——秦岭亚种和指名亚种(四川亚种)。

截至2002年，我国实施的大熊猫保护策略，是野外栖息地保护与人工圈养

繁育保护并重的策略。然而，鉴于大熊猫物种保护的任务仍然十分艰巨，同时随

着国家财政进一步加大了对社会公益型项目的投入，我国政府于2003年启动了

大熊猫的离体保护工程。该工程的主要内容和目的之一，就是以细菌人工染色体

(BAC)为载体，建立大熊猫的高容量基因组DNA文库，抢救和永久性的保护

大熊猫的遗传基因资源，并为相关的基础科学研究提供基因材料的共享平台。同

时在BAC基因组文库的基础上，利用鸟枪法和步移法等技术，构建大熊猫MHC

II类基因组的物理图谱，以验证该文库的有效性，并为后续的MHC基因组计划

奠定基础。
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1．材料

第三章大熊猫基因组BAC文库构建

1．1 样品来源

第一节材料和方法

采自成都大熊猫繁育研究基地1只名为“成功”的雌性大熊猫的新鲜外周血液

样品约20ml，经肝素抗凝后随即保存于冰壶中航空运输至实验室置．80℃超低温

冷冻保存备用。

1．2 BAC载体和大肠杆菌菌株

本研究所用BAC载体pCCIBAC购自Epicentre公司(见图2．1)。该载体经

Hindlll完全酶切并去磷酸化处理后，可直接用于连接反应。载体同时含有一个

oriV来源的单拷贝、高拷贝复制子和氯霉素抵抗标记。单拷贝载体在大肠杆菌

一个突变的trfA基因产物作用下，可诱导成高拷贝数量，从而极大的方便了基

因组BAC文库的筛选、BAC DNA的提取、纯化、测序和指纹图谱等后续工作。
量髓矗-3a量

图2-1：BAC载体pCClBAC结构及其酶切位点信息(引自Manual of CopyControl
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BAC Cloning Kit)

Fig．2—1 pCClBAC vector map&complete restriction information(cited from Manual of

CopyControl BAC Cloning rio

文库构建所用的大肠杆菌电转化感受态细胞TransforMax EPl300 E．coH购自

Epicentre公司，该感受态细胞可获得lxl010cfu／ag DNA的电转化效率。

1．3主要仪器设备

CHEF DR．IIl脉冲场电泳系统(Bio．Rad)；Gene Pulser II电转仪(Bio—Rad)；

5417R高速冷冻离心机(Eppendorf)；5810R高速冷冻离心机(Eppendorf)；

BS 200S电子天平(Sartorius)；PTC．200 PCR扩增仪(MJ Research公司)；

PTC．220 PCR扩增仪(MJ Research公司)；Ultra Freeze超低温冰箱(Heto)；

Power PAC 300电泳仪(Bio．Rad)；Sub．cell GT电泳仪(Bio—Rad)；Gel Doe2000凝

胶成像系统(Bio．Rad)；SBD．50 Bio恒温水浴摇床(Heto)；恒温混匀器

Thermomixer comfort 5355(Eppendorf)；Venticell 111R烘箱(MMM)；Incucell

111R培养箱(MMM)；3310 PH Meter(Jenway)；SS-325灭菌柜(Tomy)；DNA

mini真空干燥系统(Heto)；SmartSpec 3000紫外分光光度计(Bio．Rad)；Purelab

uhq去离子纯水仪(ELGA)；Vortex-2 genie旋涡混匀器；12道电子移液器(大龙)；

凝胶包埋用disposable DNAplug molds(Bio．Rad)，等等。

1．4主要试剂和耗材

Copycontrol BAC cloning kit、Transformax EPl300 electrocompetent E．coli、

Plasmid-safe ATP-dependant DNase、GELase和BAC-Tracker supercoiled DNA

ladder均购自Epicentre公司。l arge．construct kit购自Qiagen公司。MidRange II

PFG marker(New Engl&Biolabs)、Lambda Ladder(Bio—Rad)、Lambda mix

marker-19(Fermentas)、A,DNA-PFGE marker(Amersham)、Dialysis membrane

(Spectrum)、0．025mm filter(Millipore)、Chloramphenicol、Spermine、Spermidine

(Sigma)、96孔培养板(Costar)、Ex-Taq DNA polymerase和Hindlll购自宝

生物工程(大连)有限公司。PEG8000、IPTG、X．gal、NotI和其它常规试剂购

自上海生工生物工程公司。日常质粒快速抽提试剂盒(Axygen)、脉冲场用琼
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脂糖和低熔点琼脂糖(LMP)购自Bio．Rad公司。PCR引物由上海生工生物工程

公司合成。BAC末端测序由华大基因(杭州)公司完成。

2．方法和步骤

大熊猫基因组BAC文库的构建方法和步骤，主要参考Osoegawa等人(2001)

和Osoegawa＆de Jong等人(2003)的方法，但实验中对部分方法和步骤进行了

适当的修改(见如下描述)。

2．1高分子量DNA(HWM DNA)的制备

2．1．1血液样品处理及红细胞裂解

’(1)将20m1．80℃冷冻保存的血液样品解冻至室温，分装于2个15ml无菌离

心管；加入5ml冰冷的PBS缓冲液，颠倒混匀；

(2)冷冻离心机4。C、18769离心5分钟；移液器小心吸去约3-4ml上清液；

(3)重新加入3-4ml PBS缓冲液，按步骤(2)离心；反复用冷PBS缓冲液重

复上一步操作10次以上，直至溶液基本清亮为止；

(4)尽量去除上清液，将沉淀轻轻混匀；加入10ml lxRBC()裂解液后置于

旋涡混匀器中室温保持约20．30分钟；

(5)注意观察细胞悬液的裂解程度，当悬液颜色突然加深时，将离心管取出，

置4℃冷冻离心机、2089离心10分钟；

(6)将离心管颠倒去除上清液；2ml冰冷的PBS清洗沉淀1—2次；微量移液器

小心去除上清液(尽量不要搅动沉淀)；

(7)加入5ml冷PBS后置4。C冷冻离心机、2089离心10分钟；重复前述步骤

直至细胞悬液基本变清亮为止；

(8)加入适量PBS将细胞浓度调至约5x107个／ml后置冰上备用。

2．1．2细胞包埋处理

(1)超声波清洗器处理凝胶plug molds模具，最后用无菌去离子水冲洗后晾

干，并置紫外灯下照射30min备用；

(2)取脉冲场专用低熔点琼脂糖(LMP)0．29，加入10ml PBS缓冲液并微波

炉熔解后置于50℃水浴中保温备用；
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(3)

(4)

2．1．3

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

上述调整好浓度的细胞悬液与低熔点琼脂糖按1：1比例混匀后置50℃水

浴中保温；

移液器将凝胶．细胞混合液快速加入plug molds模具中，并置44C冰箱中

20—30min使凝胶plug凝固。

凝胶包埋块(plugs)的处理

将DNAplugs从模具中挤出，并置于50ml离心管中；加入45ml蛋白酶K

裂解液；

将离心管放入50℃水浴锅孵育48h，且每隔2．3h混匀一次；24h更换一次

新鲜蛋白酶K裂解液；

裂解完毕，小心倒去裂解液，加入无菌去离子水反复清洗DNAplugs数次；

加入50ml TE50溶液置4。C恒温震荡仪中轻轻震荡24h，但每隔8h需更换

一次新鲜配置的TE50溶液；

弃去TE50溶液，加入50ml 0．1mM PMSF溶液以去除蛋白酶K活性；每隔

2h更换一次新鲜的0．1mM PMSF溶液后于4。C恒温震荡仪中震荡4h；

弃去PMSF溶液，加入50ml TE50溶液于4。C恒温震荡仪中震荡清洗24h，

但每12h更换一次震荡液；

弃去TE50溶液，加入0．5M EDTA于4。C保存或直接进行下一步操作。

2．2预电泳

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

从0．5M EDTA溶液中取出适量的DNA plugs，加入50ml 4。C预冷的无菌

TE或0．5xTBE溶液，浸泡2．3h：

制备1％的脉冲场电泳凝胶，将4．5个梳孔用无菌透明胶带封住，形成一

个较大的凝胶槽；启动冷却循环装置，将电泳缓冲液预冷至12℃；

将DNAplugs小心加入凝胶槽中(分子量标记为Lambda Ladder)；

调节脉冲场电泳参数至：4V／cm、脉冲时间5s、12℃电泳8．10h；

将DNAplugs从凝胶槽中取出，加入50ml无菌TE溶液透析2．3h，但需

每30分钟更换一次TE溶液或直接将DNAplugs放入0．5M EDTA中保存；

将电泳完的凝胶用EBtr染色20．30min，清水漂洗15．20min；凝胶成像系

统检测制备的DNAplugs的质量。
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145 kb

97．Okb——

48．5kb—一

圈2-2；坝电泳幽：左侧为分子量杯记LambdaLaddcr。

Fig．2—2：Prc—electrophoresis．size standard is Lambda Ladder

2．3高分子量DNA的不完全酶切

(1)将预电泳后的DNAplugs切割分成4小块，分别加入400ⅢlxM酶切缓冲

液，置冰上透析30rain：

(2)更换新鲜配制的lxM酶切缓冲液，每plug加入400,al缓冲液。为探索最

佳的反映酶量，分别加入0轴l、O 5Ⅱl、0砧l、0即l、1．耻1、1．3a1、1．5al

Hindlll(15U／PI)，置冰上保持加分钟，使Hindl]l进入DNAplug内；

(3)将酶切反应管立即放进37"C水浴锅内，酶切反应20min；

(4)酶切反应结束后，立即加入1，5体积的0 5MEDTA终止酶切反应：

(5)将酶切反应后的DNAplugs加入1％脉冲场琼脂糖凝胶，于6Vlcm、脉冲

时间1-40s、12'C电泳16h(分子量标记为Lambda Ladder)；

(6)将电泳后凝胶用EBtr染色30rain并清水漂洗15．20rain后，用凝胶成像系

统检测电泳条带的分布情况，从而判断最佳的酶切反应用量；

(7)选定最佳酶切用量后．重复步骤1-5进行DNA片段的选择回收。

2．4适宜DNA片段的选择

(1)选定5-6块DNA plugs进行酶切反应。为利于充分酶切，每块plug需切

割成6-8个小块；

(2)在制各1％脉冲场琼脂糖凝胶时，将4-5个梳孔封住形成一排凝胶槽。在

将酶切后的DNAplugs塞进凝胶槽后．上面需用1％琼脂糖凝胶封住，并

在一侧加入分子量标记MidRangc Il PFG marker或ZDNA·PFGE marker；
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(3)选择DNA片段需分3个连续的步骤进行：第一步．将凝胶点样孔一端靠

近正极(即反转180度)放入电泳装置内，5 1Wcm、脉冲时间15s、12℃

电泳6h：第二步，更换电泳缓冲液，将凝胶反转回正常电泳位置，以同

样的脉冲场电泳条件电泳6h，使DNA回复到原始点样孔位置：第三步，

重新在另外一侧加入分子量标记，将脉冲场电泳条件调整为6V／cm、脉冲

时问1-40s、12"C电泳16h)：

(4)将分于量标已连同1-2mm含DNA条带的凝胶切割下来，EBtr染色30rain，

凝胶成像系统检测DNA片段的分布范围；

(5)用刻度尺标记120-350kb范围的DNA片段，在未染色的琼脂糖凝胶中将

120—350kb范围的凝胶切割下来，水平分成3份，每块大约05em左右：

(6)将切割下来的DNA凝胶块分别置于50ml无菌的0 5xTBE缓冲液中透析

1—2h或放入0．5M EDTA中保存备用。

338 kb．．．——

290 kb——

2鸵kb一
194 kb．．．一
170胁一1蛸kb一
121 kb．．．——

97 0kb——

72 0kb．．．一
48．O妯——

24．$kb—一

图2-3：二次片段选择回收DNA示意图．其中分子量标记为MidRange 11 PFG

marker，中问的M为LDNA—PFGEmarker标记。

Fig．2—3：Slice＆recovef of desired DNA by second round of size fraction The size

standardisMidRangellPFGmarker．MindicateforLDNA·PFGEmarker

同|臣
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2．5 DNA片段的回收

2．5．1凝胶酶消化回收DNA片段

(1)待制备的1％低熔点琼脂糖凝胶凝固后，用无菌刀片将点样孔切成大小约

0．5cm厚的孔槽，将上一步切割回收的DNA凝胶块置入孔槽中，上面及

边缘用1％琼脂糖凝胶封住：

(2)设定脉冲场电泳条件为：4V／cm、脉冲时间5s、12℃电泳10．12h；

(3)从一侧将1-2mm含DNA片段的凝胶切割下来，EBtr染色30min；凝胶成

像系统检测DNA条带的电泳位置，并用刻度尺做好标记；

(4)按刻度尺所标记的DNA条带范围将未染色的凝胶切割下来，置200ml无

菌TE或去离子水中透析2．3h，每30min更换一次新鲜的TE或去离子水；

(5)将透析后的含DNA片段的低熔点琼脂糖凝胶放入1．5ml无菌离心管内，

电子天平称其重量，按凝胶酶(GELase)的说明书加入酶切缓冲液，置

‘冰上透析1h；

(6)酶切缓冲液完全吸出后，将离心管置入70。C水浴锅内融化凝胶，并轻轻

颠倒离心管直至凝胶完全融化；

(7)取出离心管置入45℃水浴锅内孵育2-3min，同时按说明书加入适量的

GELase(消化时间决定于使用的酶量)；

(8)取靴1消化液于1％普通琼脂糖凝胶中电泳，并根据己知浓度的分子量标

记判断消化液中的DNA浓度；

(9)凝胶酶消化后的DNA片段可直接用于下一步的连接反应，或加样到含

30％PEG溶液的0．025mm滤膜上进行浓缩。

2．5．2电洗脱回收DNA片段

电洗脱回收采用两种方法进行：一是直接用上述2．3中步骤5切割下来的

DNA片段；二是进一步浓缩DNA条带，具体方法如下：

(1)将含有DNA片段的琼脂糖凝胶块用无菌0．5xTBE清洗数次。

(2)将透析袋剪成合适长度，置于无菌去离子水中漂洗30min，取出透析袋加

入无菌0．5xTBE冲洗数次；

(3)将透析袋一端用夹子或尼龙线封住，加入适量的0．5xTBE，然后将含DNA

片段的凝胶置入透析袋内，尽量挤去多余的TBE溶液，然后将透析袋封

31
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住；

(4)将透析袋放入脉冲场电泳装置内的0．5xTBE缓冲液中，6V／cm、脉冲时间

30s、12℃电泳3h；

(5)透析袋水平旋转180度，以相同的脉冲电泳条件电泳lmin后，将透析袋

取出置于预冷的无菌TE溶液中透析2h，其间每30min更换一次TE溶液；

(6)将透析袋内的DNA溶液吸出，取舡l溶液进行电泳以确定回收DNA的

浓度。若浓度过低，可加样到含30％PEG溶液的0．025mm滤膜上进行浓

缩即可。

2．6 DNA连接

(1)用去头的移液枪头取4靴l回收的DNA溶液于1．5ml无菌离心管内，加入

0．5／tLpCClBAC载体(15U／∥1)(DNA片段与载体的摩尔比约为10：1)，

轻轻混匀，置55℃水浴锅内孵育10min；

(2)取出离心管约15min，使之冷却至室温：

(3)加入耻l 10xFast．1ink连接缓冲液、0．靴l 100raM ATP和1／xl Fast．1ink DNA

Ligase，轻轻混匀；

(4)将连接反应的离心管置于16"C恒温混匀器中连接4h(必要时也可延长连

接时间或过夜；离心管置于65℃水浴锅内孵育15min终止连接反应；

(5)将连接溶液加入制备好的agarose cone内置冰上脱盐30min；

(6)吸出去盐连接产物置于含30％PEG和0．5mM Spermidine的TE溶液中的

0．025mm滤膜上浓缩至10／MI；吸出浓缩产物，4℃保存或直接用于转化。

2．7确定适宜的电转化参数

2．7．1电转化

(1)将lO叽l电转化大肠杆菌感受态细胞(ElectrocompetentEPl300E．coli)于

冰上解冻后分装离心管(20／xl／离心管)；

(2)每只离心管内加入私l去盐连接产物，轻轻吹打混匀；

(3)混合物加入预冷的0．1cm电击杯内(防止产生气泡)，将杯外壁用吸水纸

擦干，置于电转仪中准备转化；
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(4)调节电转化参数为0．9、1．1、1．3、1．5、1．7kV、10(O和25／tF进行电击；

(5)转化结束后在各离心管内立即加入lml 37℃预热的SOC培养基，混匀后

吸入新的无菌离心管内；

(6)37℃、200rpm震荡培养60rain。

2．7．2涂板及蓝白斑筛选

(1)制备加入了12．5。ug／ml氯霉素的LB+Agar平板培养基；

(2)加入1001d IPTG(25mg／m1)和2毗l X—gal(50mg／m1)后涂布于平板上；

(3)分别吸取10毗l的各电转化参数的电转化产物，均匀涂布于LB平板培养

基上，37℃培养箱过夜；

(4)检查蓝白斑比例，并就每个平板随机挑取5个白色菌落，加入lml LB+

氯霉素培养液；37"(2、280rpm震荡培养过夜。

2．7．3检测插入片段大小

(1)培养过夜后的菌落于8000rpm离心2min，完全弃去上清液；

(2)加入2靴l EpiLysis溶液，旋涡震荡仪剧烈震荡至沉淀溶解悬浮；

(3)加入1吮l EpiBlue溶液，旋涡震荡仪剧烈震荡后于12000rpm离心2mira

(4)0．8．1％琼脂糖凝胶置于含I％TAE电泳缓冲液的Sub．cell GT电泳仪中；加

入2毗l裂解后的上清液，再加入1靴l Supercoiled DNA Ladder作为分子

量标记于3．5V／cm电泳3h；

(5)EBtr染色30min后用凝胶成像系统检测不同电转化参数的插入片段分布；

(6)根据插入片段大小和转化效率判断最适宜的电转化参数。

33
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1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 13

噜‘一I函疆l曼鼍、，I-一■

目24：I％瞢Ⅻ琼脂糖精脞电诛检测BAC克睦插^片段^小．Je中M为SupeI∞ikdDNALaddcr：从|二t

下锻次为l砧、1∞、95、55、j8、28、g怕。

Fig¨Sh analysis ofBAC C]On％byl％岬5e electrophor8／s，Mis hdjcal鲥自rⅫP。啪nd DNAladder
㈨msmpercoilHlDNA ors．28．38，55，95，120。160kb·

2，8 BAC克隆挑取及保存

(1)确定合适的电转化参数后．重复步骤2．6．1进行大舰模转化；

(2)在96孔培养板内加入20口ⅢLB冷冻培养液，用无菌牙箍挑取平板上的白

色菌落丁96孔板中：

(3)将挑好的96孔板置于3TC培养箱中静止培养18-24h：

(4)编号已录96孔培养板后于一80"C超低温冰箱中冷冻保存。

2．9大熊猫BAG文库的检测和鉴定

2．9 1 BAC克隆的稳定性检测

(1)随机挑取5个BAc克隆，加入lml含125／Y]g／ml氯霉索的LB培养液3TC、

280 rpm震荡培养过夜(记为o)：

(2)分别墩出300pl菌液，^n入700“l LB培养液、1Ⅳl Copycontrol Induction

高拷贝质粒诱导液，37℃、280 rpm震荡培养2h(记为D0)；

(3)将上述诱导成高拷贝的BAC i；}『液和未诱导的BAC菌液各取5001tl，加入
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5ml LB培养液，37。C、280 rpm震荡培养过夜(记为D1)；

(4)从5ml菌液中各取500／tl，加入5ml LB培养液37。C、280 rpm震荡培养过

夜(记为D2)，并重复5天；

(5)将D0、Dl、D2、D3、D4和D5培养的BAC克隆用常规碱裂解法提取质粒

DNA：

(6)制备0．8％琼脂糖凝胶，取2毗l质粒DNA按3．5V／cm电泳3h(分子量标

记为1靴l Supercoiled DNA Ladder)；

(7)EBtr染色30rain，凝胶成像系统检测电泳后质粒DNA的条带情况。

2．9．2 平均插入片段大小的检测

(1)从随机挑取的174个BAC克隆中各吸出私l BAC菌液，加入lml LB培

养液(12．S∥g／ml氯霉素)于96孔无菌培养板中；37"(2静止培养过夜；

(2)吸出600／d菌液弃去，另加入600,ul新鲜LB培养液(12．5／zg／ml氯霉素)

于37"(2、250 rpm震荡培养30mira

(3)各加入ml Copycontrol Induction诱导液将BAC克隆诱导为高拷贝，并于

37℃、300 rpm震荡培养120min；

(4)将诱导好的BAC克隆加入10ml新鲜LB培养液(12．5／lg／ml氯霉素)于

37℃、280 rpm震荡培养过夜；

(5)按Sambrook等人的常规碱裂解方法(2001)提取BAC DNA，并于8吮l TE

中溶解备用；

(6)在8毗l BAC DNA溶液中加入托l Plasmid-safe DNase(10U／,u1)、1毗l lOx

缓冲液、靴l 25mM ATP和私l无菌去离子水共100／d反应体系，于37"C

恒温培养箱内酶切反应2h；

(7) 酶切反应结束后于70℃水浴锅内孵育30min终止DNase活性；

(8)加入0．7倍体积的异丙醇于4℃、12000 rpm离心20min，弃去上清液；

(9)加入50陬l 75％乙醇漂洗沉淀，12000 rpm离心10rain，弃去上清液；

(10)真空干燥仪干燥沉淀，加入5吮l去离子水或TE溶解沉淀；

(11)取2靴l DNA溶液，加入0．靴l Nod(10U／#1)、靴l Buffer O+酶切缓冲液和

1．靴l去离子水于37℃水浴酶切5h；

(12)Notl酶切结束后加入靴l 10xLoading buffer终止酶切反应；
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(13)1％脉冲场琼脂糖凝胶电泳(6V／cm、脉冲时间0．1．40s和14℃)16h；

(14)EBtr染色30min凝胶成像系统检测：

(15)将凝胶图象输入TotalLab 2．0软件，计算每个BAC克隆的插入片段大小；

(16)统计插入片段大小分布、平均插入片段数、无插入片段BAC克隆数等。

2．9．3大熊猫BAC文库筛选系统的建立

基因组BAC文库通常由几万到几十万个BAC克隆组成，采用传统的方法

筛选目的基因既费力又耗时。因此，建立高效简便的文库筛选系统，将有利于降

低实验成本和缩短实验周期。本文基于Asakawa等人(1997)所建立的4D．PCR

方法，并运用PCR技术建立了大熊猫BAC文库的筛选系统。以下是筛选系统的

主要内容：

(1)每49块96孔板(7x7)组成一个大熊猫BAC文库的超级库(superp001)；

(2)49块96孔板按7x7方式排列，第1、8、15、22、29、36组成SPlD．1亚

库。依次类推，第7、14、21、28、35、42、49组成SPlw亚库。第1．7

块96孔板组成SP2D-1，⋯⋯，第43．49块96孔板组成SP2D-7亚库(图2-5a)。

将49块96孔板排列成一列，其中49块96孔板的Al、A2、⋯⋯A12组成

SP3I)-I。依次类推，将49块96孔板的H1、H2、⋯⋯H12组成SP3D-8；49

块96孔板的Al、Bl、⋯⋯H1组成SP4m1，⋯⋯，A12、B12、⋯⋯H12组成

SP4D-12(图2．5b)；

a

1 8 15 22 29 36 4二3

_2 9 量I匿 23 30 37 44

3 1 o 重7 24 31 38 4S

4 L薹 重8 25 32 39 46

5 l 2 重9 2·6 33 ，40 47
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图2．5：大熊猫基因组BAC文库PCR筛选系统示意图。(a)大熊猫基冈组BAC文库1D、

2D亚库组成示意图；(b)3D、4D亚库组成及筛选示意图。(Based onAsakawa et a1．，

1997)

Figure 2-5： Construction and characterization of super-pools(SP)based on PCR screening．(a)

SP一1D，SP一2D for plates 1-49；(b)SP-3D，SP一4D superpools．(Based on Asakawa et a1．，

1997)
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图2-6：运川4D—PCR方法筛选微卫星0I物Ame015示意图(筛选3j个超级』年得±帽{性的

SP27．其中A、B、C、D分埘代表超级库SP27的1D、2D、3D、4D弧眸：嫩据nj性克降

的Ⅱ席序号SP27-ID一1、SP27—2D一3、SP27．3D4和SP27-4D-7，找到BAC兜睦1289D7为最

终的刚性克隆)。

Figure 2-“4D-PCR screening of the掣agl panda BAC libraD,using microsatellite primer

AmeOl5 First．Ⅲn 31 superpools of the giant D¨da BAC library and gel the positive
superpools；then㈣Ⅱfurther Ihe sub—superpools lD，2D，3D，4D of positive SP27；finally,
accordingIopositive sub-superpools SP27-1D·1，SP2％2D-3，SP27-3D-4 aad SP27-4D-7．wefind

the desired positive BAC clonel289D7 ofprimerAme015

(3)每个超级库和亚库中的BAC菌液混匀厉转入2ml无菌离心管，并加入10％
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甘油置．80℃冷冻保存备用；

(4)每个超级库和亚库各取100／tl加入0．9ml LB培养液(12．5pg／ml氯霉素)

于250 rpm、37"(2震荡培养1h；

(5)加入lpl Copycontrol Induction诱导液于280 rpm、37"(2震荡培养2h后将

BAC克隆诱导为高拷贝；加入2ml LB培养液震荡培养过夜；

(6)用Axygen日常质粒抽提试剂盒抽提BAC DNA，加入100ill TE溶液后置

．20℃保存备用。

2．9．4 PCR法筛选大熊猫BAC文库

(1)将设计的PCR引物加无菌去离子水稀释，．20℃保存备用；

(2)用1对PCR引物筛选若干个超级库，得到阳性的超级库序号；再用该PCR

引物筛选阳性超级库所在的BAC克隆亚库(SPlD、SP2D、SPaD、SP4D共

34个样品)，由此据筛选结果的地址序号，得到阳性的单个BAC克隆；

(3)通过PCR验证筛选出来的单个BAC阳性克隆以排除假阳性克隆(筛选过

程见图2．6)。

2．9．5 BAC文库覆盖率的计算

基因组BAC文库的质量，是由所构建的BAC文库的覆盖率和阳性克隆率

决定的。相关的计算公式如下：

(1)苍圄徊覆盖车=BAG克陪数X平均插入烤饭／落圄佣太J

(2)N=In(1--P)／In(1-B／Gs])(Clarke&Carbon，1976)(N为文库中的

BAC克隆数；P为期望概率；I为BAC克隆平均插入片段大小；GS为基因组

大小)

第二节结果和讨论

1．大熊猫基因组BAC文库的特征

本文构建的大熊猫基因组BAC文库共包含205，800个BAC克隆，保存于

2，100块96孔平板上。经对随机挑取的174个BAC克隆进行NotI酶切、脉冲场

凝胶电泳，并利用TotalLab 2．0软件计算其插入片段长度的结果表明：10个BAC

克隆没有检测到插入片段，空载体比率为5．74％(10／174)；164个BAC克隆的
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97kb(图2—7)。

Ⅺ厶q u 2-p一粤静厶；

．．．．I_． ．_．1．_．一
q组BAC文库插入片段k度及片段分布的榆测结果幽：(a)部分BAC克

的脉冲场凝胶电泳圈(载体为8 lkb；分子量标记为MidRange II PFG

L挑墩的164个BAC克隆插入片段的长度分柑图。

size analysis and distribution ofgiaⅡl panda genomlc BAC library．(a)Insert

e randomly selected BAC clones TheMidRangeII PFGmarkerswemused as

nghtflanking J⋯The size ofpCClBAC vectoris 8I kb m1Distribution of
nl pandaBAClibraryfiom randomly selectedl64BAC clones

组的数据阼(hflp：／／wwwgenomcsize corn)信息可知，食肉日熊

。的棕熊(Brown bear)和喜玛拉雅黑熊(Himalayanblack bear)

一value值约为2 75(图2-8)。而大熊猫与食肉目熊科(Ursidae)

玛，等誉
喜№，叫慧№嚣一

喜誉
：乌
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中的棕熊(Brown bear)和喜玛拉雅黑熊(Himalayan black bear)同属相同的熊

科，因此我们推测大熊猫的基因组大小与棕熊和喜马拉雅黑熊的基因组大小基本

相似。因此，依据公式N=In(1一P)／In(1-[t／Gs])，本文所构建的BAC文库

约覆盖了6．8倍(97000x(205800．205800x5．74)／2．75x109=6．84)的大熊猫基

因组，且从该文库中获得任一单拷贝或多拷贝大熊猫基因的概率为99．93％。

计算结果和过程如下：

205800=1n(1-P)dn(1一[97000／2．75x10，】

P=0．9993

够 Jv 7气一’“’⋯鼬媳
{ l； ’{ “{1蟹

唑酗罂蠛弘二i#沥缸z耘=磁菇氟癞4≈貔≯z丞鳓笼；《缓

Phylum Chordat嚣Subphylum Vertebraa
Ⅳ

，

黼渤嘲瓣‰戳潞‘。Brownb掰 。，陋，一
汹 箨 l{l，麝浚

鳓薅凌舀翩穗峨妇麓淞6貔毖嬲黼塞秘Ik蝻搿塌 触 疆 辫?鼹渤

图2．8：动物基因组数据库(Animal Genome Size Database)中食肉目熊科的棕熊和喜玛拉

雅黑熊的基因组大小值(C-value)(引自http：／／www．genomesize．com)。

Figure 2—8-The C-value of Brown bear(Ursus arctos)and Himalayan black bear(Ursus

hibetarus) of Family Ursidae in the Animal Genome Size Database(see
http：／／www．genomesize．corn)．

2．大熊猫BAC文库的PCR筛选

根据Asakawa等人的方法(1997)，本文构建了大熊猫基因组BAC文库的

高效筛选系统：文库共分43个超级库，每个超级库包含7x7=49块96孔培养板。

每个超级库又分成34个亚库(SPlD．1，SPl肌2，⋯，SPlD-7；SP2D_1，⋯，SP2D-7；

SP3D．1，．．．，SP3D．8；SP4D．1，．．．，SP4D．12)。

本文共使用16对大熊猫特异性引物进行文库的筛选(引物序列特征及筛选

结果见表2．1)。在16对PCR引物中，DQA引物得到了16个阳性BAC克隆，

其它15对引物分别扩增到3．12个阳性的BAC克隆，每个PCR位点平均获得阳

性BAC克隆6．4个。结合前述之文库的6．8倍基因组覆盖率，表明本文所构建的
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大熊猫的基因组BAC文库具有较高的质量。

3．BAC克隆稳定性检测结果

经过连续5天(约100代)的培养，发现文库中的DNA插入片段依然能够

在大肠杆菌内稳定遗传，未出现插入、缺失和重组现象，与文献(Shizuya et

a1．，1992)所述的“由于BAC载体来源于F一因子，因此在大肠杆菌宿主内可以保

持1．2个拷贝，并能够稳定遗传"情况完全一致。

与此同时，本文库采用了含有一个oriV来源的单拷贝和高拷贝复制子的载

体pCClBAC。根据其特性，该单拷贝载体在大肠杆菌一个突变的trfA基因产物

的作用下，可诱导成高拷贝数量。本研究中经过高拷贝数的诱导，BAC克隆依

然能够稳定遗传，从而证明了所建的大熊猫基因组BAC文库是稳定的。

4．大熊猫基因组BAC文库构建中的几个关键问题

4．1片段选择与平均插入片段的关系

高分子量DNA不完全酶切结束后，去除小分子量的DNA片段就成为基因

组BAC文库构建中的关键步骤之一。虽然本文所构建的大熊猫基因组BAC文库

的平均插入片段的长度与其它学者(Shan&Hardham，2004；Gill etal．，1999；Le

Paslier et a1．，2000)的文库相当(约97kb)，但比另外一些学者的平均插入片段却

要小一些(Suzuki et a1．，2000；Rogel．Gaillard et a1．，2001)。

在动物基因组BAC文库的构建工作中，小片段DNA的去除是必须面对的

问题。虽然脉冲场电泳(PFGE)技术能够有效的分离不同分子量的DNA片段

(Bitten et a1．，1993；Ganal＆Tanksly，1989)，但由于不同分子量的DNA片段在

脉冲场电泳过程中存在着“共迁移”现象，因而使得小片段的DNA难以被完全的

去除掉(Cheng et a1．，1995；Cai et a1．，1995)。为此，一些学者采用预电泳的方法

来去除部分小片段的DNA和一些抑制因子，但获得的结果却并不理想(Edwards

et a1．，1992)。再者，一些学者为了在文库构建中获得较高的转化率，便采用了一

次性片段选择的方法(Frijters e．t a1．，1997)。该方法虽然可以提高平均插入片段的

长度，但由于～次性片段选择的方法，不能够完全去除小分子量DNA的污染，
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所以其实际效果也不够理想(10annou et a1．，1994)。有鉴于此，一些学者设计了

两次片段选择的实验方法来去除“共迁移”小片段DNA的污染，从而通过提高文

库的平均插入片段长度和插入片段的均一度(Woo et a1．，1994；Cai et a1．，1995；

Osoegawa et a1．，1998；Frijters et a1．，1997)使插入片段达到了120．180kb，甚至300kb

(Zimmer et a1．，1997)，但该方法的负面结果是转化率极低。针对上述情况，有

学者则在两次片段选择的基础上，通过脉冲场电泳的进一步浓缩，去除部分夹杂

的小分子量DNA。然而，本文在建库过程中运用了这一方法，但获得的效果却

并不明显。

总之，在酶切、电泳和透析等步骤的过程中，核酸酶和机械力作用等因素，

均会造成高分子量DNA的断裂。同时，脉冲场的电泳参数也是影响高分子量

DNA分离的一个不可忽略的重要因素。正是由于众多因素的存在，才给动物高

质量基因组BAC文库的构建带来了不小的困难。因此，在构建文库的过程中，

小心仔细的实验操作，以及针对不同的物种，反复进行脉冲场电泳参数的设定与

对比实验的分析摸索，即是基因组BAC文库构建中的关键步骤之一。

4．2 DNA回收方式的选择

在基因组BAC文库的构建过程中，琼脂糖酶(GELase)的消化处理和电洗

脱(electroelution)方法，是回收大片段DNA的最常用的两种方法。前者通过

琼脂糖凝胶酶消化低熔点的琼脂糖凝胶，可将大片段的DNA分子释放出来

(McCormick et a1．，1990；Larin et a1．，1991；Frijters et a1．，1997)。然而，经过凝胶

酶处理后的高分子量DNA的完整性会在很大程度上遭到破坏(Woon et

a1．，1998)。鉴于此，Strong等人通过对加热、凝胶酶处理和电洗脱回收DNA的

方法进行了比较研究，发现利用电洗脱的方法回收DNA不仅效率高，而且DNA

的片段长，连接效果好(Strong et a1．，1997；Osoegawa et a1．，1998)。因此，本文

在研究中选择电洗脱的方法来回收大片段的DNA所取得的良好结果，表明了选

择适宜的大片段DNA的回收方法，是保证成功构建高质量基因组BAC文库的

关键因素之一。

4．3电转化参数与插入片段大小的关系

所谓电转化方法，就是通过简短的高压脉冲，在大肠杆菌细胞上形成暂时
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性的小孔隙，从而使质粒DNA在电场力的作用下进入到宿主细胞内(Neuman ct

a1．，1989； Klenchin et a1．，1991；Chang ct a1．，1992)。电转化的效率通常受到很多

因素的影响，如温度、电压梯度、电阻及电容等。另外，宿主菌的质量、遗传背

景、生长条件，以及电转化后的处理和DNA样品的拓扑结构等，都会直接影响

到电转化的效率和文库构建的质量。Leonardo等人在研究了质粒大小与大肠杆菌

转化效率之间的关系(Leonardo＆Sedivy，1990)后发现：质粒越大，转化效率

越低。Sheng等人的研究(Sheng et a1．，1995)表明，低电压梯度更有利于大质粒

的转化。因此，针对不同大小的质粒，选择不同的电转化条件(电压梯度和电阻

值等)，即可获得较为优化的实验结果(Zimmer ct a1．，1997)。

本文在对上述方法进行比较实验后，发现：(1)采用低电压梯度(0．9．1．1 kv)

的转化，不仅效率低，而且插入片段也未能得到增加；(2)采用高电压梯度(1．7

．2．5kV)的转化，虽然效率极高，但插入片段较小；(3)选择1．3 kV或1．5 kV、

100Q和25／zF的电转化条件，既获得了较高的转化效率，又保证了较大插入片

段的实验效果。因此，在动物高质量基因组BAC文库的构建中，摸索出适宜的

电转化条件，是其最为关键的环节之一。

4．4基因组BAC文库的筛选

在基因组BAC文库的早期筛选方法中，菌落原位杂交、Southern杂交、滤

膜杂交，以及由此衍生的二维PCR筛选等方法(Maier et a1．，1992；Ross et

a1．，1992；Cai et a1．，1995；Foster，1995)，都在一定的程度上取得了良好的研究

结果，但方法耗时费力，往往需要几天的时间才能获得最终的阳性克隆。四维

PCR(4D．PCR)方法的建立，则可只需要快速简便的PCR反应，就能得到所需

的阳性克隆(Asakawa et a1．，1997)。

本文运用4D．PCR方法建立的大熊猫基因组BAC文库的筛选系统，只需

43+14+20=77个PCR反应，即可确定阳性的BAC克隆数。这对于提高实际工作

效率，保证研究方法的可靠性，具有十分重要的意义。

第三节结论

本文成功的构建了大熊猫基因组的BAC文库。文库包含205，800个BAC克
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隆，保存于2100块96孔的培养板上。文库中大熊猫DNA的平均插入片段为97kb，

约覆盖了6．8倍的大熊猫基因组。文库中BAC克隆能够在大肠杆菌宿主细胞内

稳定遗传。经16对PCR引物的检测结果表明，每1对引物平均能够在大熊猫

BAC文库中成功的扩增到6．4个阳性克隆，证实了该文库具有较高的覆盖率。因

此，本文所构建的大熊猫的基因组BAC文库，达到了保护大熊猫的遗传基因资

源，并为相关的基础科学研究提供基因材料的共享平台的目的。
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第四章大熊猫主要组织相容性复合体(MHC)基因的

染色体定位

荧光原位杂交(Fluorescence In Situ Hybridization，FISH)技术是20世纪80

年代初期由Langer等人建立起来的(Langer et a1．，1981)。该技术的原理是利用荧

光标记好的DNA或RNA与细胞核染色体中的核苷酸杂交，以检测经荧光标记

的DNA或RNA在细胞或染色体上的位置、数量以及结构改变等。FISH技术通

常使用3种类型的探针：克隆化探针、酶促扩增探针和化学合成探针。酶促扩增

探针是指任何带有特定引物的DNA都可以进行探针序列扩增(如PCR扩增或制

备探针文库)，探针序列可以作为一个扩增片段在扩增时标记。化学合成探针包

括简单和特殊的寡核苷酸探针，主要用于检测一些高度重复的序列或具有特殊结

构的序列(Beatty et a1．，2002)。克隆化探针主要包括粘粒探针、噬菌体探针、质

粒探针、YAC探针、PAC探针和BAC探针等。克隆化的DNA探针能够提供很

好的FISH检测信号，而且不需要二次扩增，是目前FISH技术中最常用的探针

类型之一。

目前，FISH技术是在真核细胞染色体区带上定位某一特定DNA片段或部分

基因组之快速而又有效的技术方法之一。荧光原位杂交技术与相关的其他原位杂

交技术相比的优点在于：不需要放射性同位素标记、实验周期短、非特异性杂交

信号污染较少、标记的探针稳定性好、信号检测方便快速。也正因为如此，FISH

技术才在近年来的基因组学和分子细胞遗传学的相关研究中得到广泛的应用

(Beatty et a1．，2002；Geigl et a1．，2006；Di Meo et a1．，2007)。

近年来，有不少学者已成功的运用FISH技术将多种动物的MHC基因组定

位于所在的染色体上，如Rabin等人将猪的l类MHC基因组定位于7号染色体

短臂上(Rabin et a1．，1985)；MIikinen以及Gustafson等人将马的I、II、111类MHC

基因组定位于20号染色体长臂上(M萏kinen et a1．，1989；Gustafson et a1．，2003)；

Larsson以及Helou等人将大鼠MHC基因组定位于20号染色体短臂(20p)上

(Larsson et a1．，1996；Helou et a1．，1998)；而Huber等人则将恒河猴(rhesus
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macaque)包含7对MHC基因定位于6号染色体上的6q24(Huber et a1．，2003)。

然而，有关大熊猫的MHC基因组究竟位于哪号染色体上这一问题，除Nash等

人(Nash et a1．，1998)利用染色体杂交的方法将其初步框定在第5号染色体短臂、

第10号染色体长臂(实际为9号染色体)和第19号染色体上之外，其进一步精

确定位的研究，却迄今未见报道。有鉴于此，本文将运用FISH技术来进行大熊

猫MHC基因组的染色体精确定位。

1．材料

1．1样品来源

第一节材料和方法

大熊猫成纤维细胞由中国科学院动物学研究所陈大元研究员惠赠。成纤维细

胞的培养及中期染色体的制备工作在中国科学院动物研究所生殖生物学国家重

点实验室完成。

1．2 BAC克隆

BAC克隆59G10筛选自本文所构建的大熊猫基因组BAC文库。BAC克隆

59G10所包含的大熊猫II类MHC基因的DQA位点，经PCR扩增并测序予以验

证。

1．3主要仪器设备

CHEF DR．III脉冲场电泳系统(Bio．Rad)；5417R高速冷冻离心机

(Eppendorf)；5810R高速冷冻离心机(Eppendorf)；PTC一200 PCR扩增仪(MJ

Research公司)；Ultra Freeze超低温冰箱(Heto)；Power PAC 300电泳仪

(Bio—Rad)；Gel Doc2000凝胶成像系统(Bio．Rad)；恒温混匀器Thermomixer

comfort 5355(EppendorO：Venticell l l lR烘箱(MMM)；SS-325灭菌柜(Tomy)；

DNA mini真空干燥系统(Heto)；SmartSpec 3000紫外分光光度计(Bio．Rad)；

Purelab UHQ去离子纯水仪(ELGA)：Vortex一2 genie旋涡混匀器；Olympus BX61

荧光显微镜；Li．Cor4200测序仪。
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1．4主要试剂和耗材

Large—construct kit购自Qiagem Lambda Ladder(Bio—Rad)：SequiTherm

EXCEL II DNA Sequencing Kit购自Epicentre公司；Digoxigenin—dUTP购自Roche

公司；Lambda mix marker-19购自Fermentas公司、Chloramphenicol购自Sigma

公司、Ex-Taq DNA polymerase、T4连接酶、pUCl9载体、Mung Bean Nuclease

和HindllI购自宝生物工程(大连)有限公司；IPTG、X．鲥、NotI及其它常规试

剂，均购自上海生工生物工程公司；日常质粒快速抽提试剂盒(Axygen)和脉

冲场用琼脂糖购自Bio．Rad公司；PCR引物由上海生工生物工程公司合成。

实验方法和步骤

2．1大熊猫成纤维细胞中期染色体制备

大熊猫成纤维细胞中期染色体的制备，主要参照王宗仁等人的方法(1990)，

并作了部分调整和修改：

(1)对液氮保存的大熊猫成纤维细胞解冻后，加入5ml新配制的F10培养液，

并置37℃的C02培养箱中培养传代；

(2)每天观察细胞的生长情况：待细胞生长至70．80％汇合时，加入0．5／zg／ml

秋水仙素，继续于37。C的C02培养箱中培养3—5h；

(3)移液器吸出培养液，加入2ml 0．25％的胰蛋白酶消化贴壁的成纤维细胞(保

持30．60s)，并于显微镜下观察细胞的消化情况；待大多数细胞成圆形时，

立即加入3ml含BSA或血清的F10培养液终止消化；

(4)于1000 rpm离心lOmin；弃上清后加入4ml 0．075M的KCL于37"C水浴

孵育30min；

(5)加入Iml甲醇与冰醋酸(3：1)的固定液，混匀后于1000rpm离心lOmin；

(6)弃上清后加入4 ml甲醇与冰醋酸(3：1)的固定液，室温保持10．15min；

(7)1000rpm离心10min弃上清；重复步骤(6)3次；

(8)加入30吮l新鲜固定液，室温保存备用；

(9)将载玻片用浓硫酸／重铬酸钾浸泡72h；自来水冲洗和三蒸水漂洗后，加入

超纯水于4℃保存备用；
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(10)取出4"C保存的载玻片，甩掉多余的水分后立即用移液器吸取3毗l(约3

滴)已固定好的细胞悬液于30．40cm高度滴打于载玻片上；

(11)将载玻片置于室温或50℃恒温板上，待固定液挥发直至出现颗粒样时，

置70℃水蒸气中保持2—3s；

(12)室温干燥后置显微镜下观察中期染色体的形态及分散程度并保存备用。

2．2 BAC克隆的筛选及BAC DNA的制备

根据牛的II类MHC基因的DQA引物序列(Heb et a1．，1999)，本文合成了

如下筛选大熊猫BAC克隆的一对II类MHC基因DQA位点的引物：

Forward primer：5’-CGACTCA(“虹GACCACA几rG一3’；

Reverseprimer：5’一GGGGACACATACTG TrGGTAG一3’。

利用上述引物，以及本文基于4D—PCR的文库筛选方法(Asakawaet a1．，1997)所

建立的大熊猫BAC克隆的高效筛选系统，作者进行了包含大熊猫II类MHC基

因DQA位点的阳性克隆的筛选工作：

(1)利用上述引物进行如下反应体系(犁l EX-Taq buffer'1．靴l dNTP,1．靴l

Forward primer,1．靴l Reverse primer,0．1ul EX-Taq，犁l BAC DNA,ddH20

up to 20／d)的PCR扩增：94。C 5min：35个循环(94。C 45see、56"C 45see、

72℃45see)：72℃5min；

(2)筛选得到的阳性BAC克隆重新进行PCR验证；

(3)阳性BAC克隆划线接种于LB+氯霉素(12．5／,g／m1)平板上，37"C培养过

夜；

(4)挑取单个BAC菌落，加入lml LB+氯霉素培养液于280 rpm、37。C震荡培

养过夜；

(5)吸取1#1 BAC菌液重复PCR反应，验证BAC克隆；

(6)200ml LB培养液大量培养阳性的BAC克隆；

(7)常规碱裂解的方法制备BAC DNA。

2．3阳性BAC克隆的验证

2．3，1．PCR产物验证

(1) 将上述II类MHC基因DQA位点的引物按如下反应体系进行PCR-2．靴1
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lOxEx—Taq buffer、犁l dNTP、lOnmol／L DQA正反向引物各1．靴l、BAC

DNA犁l、Ex-Taq酶0．1靴l并加水至2和l。PCR反应条件为：94。C 5min、

94℃lmin、56℃lmin和72℃lmin，共35个循环；

(2)PCR产物置1％的琼脂糖凝胶中电泳，回收目的条带(操作程序按厂家说

明书进行)；

(3) 将回收的PCR产物连接入pMDl8．T载体。

2．3．2．Shotgun测序验证

(4) 将BAC DNA用细胞粉碎机随机断裂为1-3kb长度的DNA片段，加入0．6

倍体积的无水乙醇沉淀，2耻l TE溶解；

(5) 随机断裂的DNA溶液中加入lpl Mungbean Nuclease于37"C孵育10min

后立即放入65℃水浴中终止酶切反应；

(6) 酶切修饰后的DNA溶液置1％琼脂糖凝胶中电泳，切割回收1．5．3kb大小

范围的DNA片段(回收程序按厂家说明书进行)；

(7) 在弘l回收溶液中加入耻l经Smal酶切、ClAP去磷酸化的pUCl9载体，

1／．tl T4连接酶(15U／∥1)，16。C连接过夜；

(8) 将连接好的产物用DH5a大肠杆菌感受态细胞转化(Sambrook et

a1．，2001)；挑取白色菌落培养并测序；

(9) 用BLASTN程序对测序结果进行GenBank同源性比对，验证该BAC克

隆是否包含有大熊猫的II类MHC基因序列。

2．4荧光探针BAC DNA的标记及纯化

运用缺口平移法(Langer et a1．，1981)将Digoxigenin-11．dUTP标记到BAC

DNA上后：

(1)在2靴l反应体系中，加入2．靴l 10xNT缓冲液、2．耻l Dntp、2．靴l

Digoxigenin-11-dUTP、0．红l DNase、1毗l BAC DNA(约5／Mg／m1)、O．瞰l

DNA Polymerase I和6．耻l去离子水；15*C恒温箱中孵育2h，加入靴l 0．5M

EDTA终止反应；

(2)制备葡聚糖G．50纯化柱，加入TE溶液，8000 rpm反复离心，直至纯化

柱达到进出平衡为止；

(3)将步骤(1)中缺口平移法标记好的混合液加入G．50纯化柱，8000 rpm
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离心5mira

(4)取犁l纯化后的探针DNA于1．5％琼脂糖凝胶电泳；凝胶成像检测，判断

探针的片段范围及质量(探针闭光．20。C保存备用)。

2．5探针与中期染色体的杂交

2．5．1中期染色体载玻片的预处理

(1)将载玻片放入37。C含有蛋白酶K溶液的染色缸中7min；

(2)2xSSC浸泡5min，重复3次；

(3)70％、90％、100％乙醇各浸泡3．5min，取出载玻片晾干；

2．5．2变性和杂交

(1)在载玻片上加入100／d 70％的甲酰胺溶液，盖上盖玻片；92．94。C下充分变

性2．5．3．5min；

(2)取出载玻片并迅速揭去盖玻片后立即浸入．20。C预冷的70％乙醇中浸泡

5mira

(3)将探针混合物(靴l标记好的探针DNA、年l鲑鱼精DNA、犁l 20xSSC、

10／tl D．F溶液、私l 50％DX溶液)混匀后快速离心；91。C水浴变性5min

后迅速取出置于0℃冰水中保持15min；

(4)将20／xl探针DNA混合液加到载玻片中，盖上盖玻片(小心气泡)；

(5)将载玻片放入密闭的湿盒于37℃下孵育过夜(8h以上)。

2．6杂交后处理

2．6．1杂交后的洗涤

(1)从密闭湿盒中取出载玻片，浸入2xSSC溶液中直至盖玻片自行脱落(约

5min)；

(2)取出载玻片，浸入42℃2×SSC溶液中10min；

(3)2xSSC溶液室温中浸泡5min；

(4)lxPBS溶液中浸泡5min，取出晾干备用。

2．6．2染色

(1)加入100／zl抗体溶液(1∥l Dig—Rod、20／zl 5xblock buffer和7鼽l ddH20)

于载玻片上；
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(2)用深色塑料薄膜将载玻片表面封住后放入湿盒于37℃保温30min；

(3)取出载玻片，浸泡于lxPBS溶液中；去除塑料薄膜：

(4)用lxPBS溶液漂洗3次(每次5min)，取出晾干；

(5)加入15#l抗褪色剂(含DAPI荧光染料)，盖上盖玻片，放入密闭湿盒中

于4。C保存备用。

2．7镜检及图象处理

在Olympus BX61荧光显微镜下观察ll类MHC基因探针在大熊猫中期染色

体上的杂交信号，并记录观察的细胞数和杂交信号的位置(图象处理采用Adobe

photoshop 6．01软件)。

第二节结果和讨论

根据牛的lI类MHC基因的DQA引物序列(Heb et a1．，1999)，本文合成了

如下筛选大熊猫BAC克隆的一对II类MHC基因DQA位点的引物t

Forward primer：5’-CGACrCAGATGACCAC舯G一3’：
Reverse primer：5’-GGGGACACAI’ACTG TrGGTAG-3’。

利用上述引物，以及本文基于4D．PCR的文库筛选方法(Asakawaet a1．，1997)

所建立的大熊猫BAC克隆的高效筛选系统，作者进行了包含大熊猫lI类MHC

基因DQA位点的阳性克隆的筛选工作：

本文利用DQA引物，并采用4D．PCR的方法在所构建的大熊猫基因组BAC

文库中，筛选到了3个阳性BAC克隆(59G10，71F2，77F8)。经鸟枪法(shotgun

测序)随机对59G10进行测序，发现其序列结果与GenBank中其它动物的MHC

基因序列高度同源，证实了所筛选的BAC克隆59G10中，包含着大熊猫的n

类MHC基因。

在大熊猫中期染色体固定铺片过程中，我们获得了分散均匀，且染色体形

态良好，并有利于FISH杂交和信号检测的玻片(图3-1)。从图3-1中可以知道：

大熊猫共有42(2n=42)条染色体，其中20对常染色体，1对性染色体，与文献

报道的结果(O’Brien et a1．，1985)相一致。
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运用缺口平移法对BAC克隆59G10进行Digoxigenin荧光标后，冉与大熊

猫中期染色体进行FISH杂交，共观察了15个细胞中期染色体的FISH杂交图谱。

结果发现MHC的DQA位点均成功的在9导染色体长臂靠近着丝粒的位置实现

了杂交，表明大熊猫的MHC基因组位于9号染色体的长臂七(见图3．2)，完成

了大熊猫MHC基因组在其染色体t的精确定位。

研究中我们注意到，适当的控制染色体铺片的干燥速度．是获得分散均匀

和无重叠中期染色体的关键。本文的体会条件是：若室温较高且比较干燥，就应

在载玻片刚开始出现“颗粒”状物质时，立即将其置于70℃水蒸汽中约2_3s，以利

于染色体的伸展；但当室温高湿度大时，就应缔短载玻片在水蒸气中的时间或放

弃此步骤。

图3-1大熊猫中期染色体铺片。

Fig 3㈣1 Ihe nDhase chromosomes ofgiantpanda
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图3-2：大熊猫11类MHC基因纰的FISH杂交结果(标记的DNA探针来自十包含II类MHC

基因DQA位点的部分基囚序列的太熊猫BAC克隆59(310。图中箭头表示杂交位

点)：(a)地高辛标记的BACDNA探针与中期染色体的FISH杂交图：(b)DAPI

染色体带型目。

Figj-2FISHmapping oftheMHC classII ofthe giant P蛆da TheDNAprobe pmpandfromthe

59G10 clone containing the DQA locus and MCH class II partial sequences A邢ws

indicate chromosomeswith hybridization sites(a)The FISH map ofBACDNAprobes

with me(aphasc chromosomes of giant panda O)The㈣metaphase chromosome
spreads with【he hybridization signals superimposed on mv㈣DAPl-bandcd
chromosomes

第三节结论

本文根据牛的II类MHC基因的DQA引物序列，合成了如下筛选大熊猫

BAC克隆的一对II类MHC基因DQA位点的引物：

Forward primer：5'-CGACTCAGATGACCACA'Iq'G一3’：

Revere primer：5’一GGGGACACATACTGTI'GGTAG-3’。

利用上述引物，以及本文基于4D．PCR的文库筛选方法所建立的大熊猫BAC
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克隆的高效筛选系统，筛选出了3个包含大熊猫II类MHC部分基因的阳性克隆

(59G10，71F2，77F8)。经鸟枪法(shotgun测序)随机对59G10进行测序，发现

其序列结果与GenBank中其它动物的MHC基因序列高度同源，证实了所筛选的

BAC克隆59G10中，包含着大熊猫的II类MHC基因。

在大熊猫中期染色体固定铺片过程中，本文获得了分散均匀，且染色体形

态良好，并有利于FISH杂交和信号检测的玻片。

运用缺口平移法对BAC克隆59G10进行Digoxigenin荧光标后，再与上述

大熊猫中期染色体进行FISH杂交，结果发现MHC的DQA位点均成功的在9

号染色体长臂靠近着丝粒的位置实现了杂交，表明大熊猫的MHC基因组位于9

号染色体的长臂上，完成了大熊猫MHC基因组在其染色体上的精确定位。
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第五章大熊猫MHG II类基因组的物理图谱构建

由于脊椎动物的MHC既是机体免疫应答的“开关"基因，又是亲缘避免之

性选择机制的主要决定因子之一，所以，有关MHC基因组的结构和功能的研究，

受到了相关学者的极大关注，并使之在短短的时间内，就相继完成了人(The MHC

sequencing consortium，1999)、鸡(Kaufman et a1．，1999)、小鼠(Kumfinovics et

a1．，2003)、猪(Renard et a1．，2006)等多种动物的全部MHC基因组以及狗

(Debenham et a1．，2005)、猫(Yuhl【i et a1．，2003)等多种动物的MHC II类基因

组的精细图研究，从而为相关学者开展野生动物特别是濒危野生动物免疫遗传、

疾病防御、系统演化、性选择机制和繁殖策略等方面的研究奠定了的基础。

然而，在诸如性选择机制的研究中，要想从根本上揭示其分子机理或规律

性问题，获得群体水平上全部MHC位点扫描检测的基础数据乃是其关键中的关

键。但是，由于基于上述人或动物的MHC基因组的数据库仍难以通过跨物种PCR

扩增的方法，完全分离出目的物种MHC基因组中的每一个功能位点，所以，近

期相关的报道，都仅仅限于从庞大的MHC I类或u类的基因组中挑选出一个或

少数几个位点，进行多样性或杂合度与动物择偶取向之间的相关性分析(Wan et

a1．，2006；Zhu et a1．，2007；Brown et a1．，2004；Ziegler et a1．，2005)，从而难以解决

动物性选择机制的分子机理问题。因此，精确的解析目的物种MHC基因组中的

每一个功能位点，即逐一分离出MHC基因组中的全部功能位点，为群体水平上

所有MHC位点的扫描检测提供可靠的系统支撑标记，就成其为诸如性选择机制、

免疫防御能力和繁殖策略等多方面研究的关键。

文献表明，通过构建物理图谱的研究方案和相关的技术路线来开展MHC的

基因组计划(MHC基因组的全序列测定)，是分离解析MHC基因组全部功能

位点的最为有效的方法之一(Gillett et a1．，1996；Yu&Wong，1997；Wong et a1．，

1997)。因此，本文拟在已精确的将大熊猫的MHC基因组定位于第9号染色体

长臂上(Zeng et a1．，2005)的工作基础上，继续开展“大熊猫MHC II类基因组物

理图谱的构建”的研究，旨在为本实验室后续开展大熊猫MHC的基因组计划，

并从MHC的基因组中分离鉴定MHC的全部功能位点，从而深化大熊猫的保护

遗传学研究，提供必要的前期工作积累。
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1．材料

1．1材料来源

第一节材料和方法

大熊猫MHC II类基因组物理图谱构建的材料，来自于本文上述所构建的大

熊猫基因组BAC文库。

1．2引物设计

利用自Genebank中获得的人、大熊猫、家猫和狗的II类MHC基因序列(the

MHC sequencing consortium，1999；Debenham et a1．，2005；Yuhki et a1．，2003)，以及

Primer Premier 5．0软件，设计了从大熊猫的基因组BAC文库中筛选MHC II类

基因阳性克隆的PCR引物(表5．1)。实验中BAC末端引物的设计，则是在上述

实验的基础上根据BAC克隆的测序结果而设计的(表5．2)。其中，DRBl和

DQA引物，均源于本实验室已发表的论文数据(群体验证表明了二者只能扩增

到大熊猫的MHC II类基因的DRB和DQA两个位点)(Wan et a1．，2006；Zhu et a1．，

2007)。

为防止重复序列对末端引物设计的影响，本文或通过RepeatMasker

(RepeatMasker web server)的软件扫描来确认引物中不包括重复序列，或在设

计引物之前，使用RepeatMasker软件来屏蔽掉末端序列中的重复序列，从而保

证实验中PCR产物的准确性和BAC克隆重叠的可靠性。而对于不能设计引物的

末端序列，本文则首先对该克隆进行随机的鸟枪法测序后，再据所获得的靠近

BAC末端的非重复序列来设计引物(表5-1)。

1．3主要仪器设备

LI．COR 4200 DNA测序仪、CHEF DR—lII脉冲场电泳系统(Bio．Rad)、5417R

高速冷冻离心机(Eppendorf)、5810R高速冷冻离心机(Eppendorf)、BS 200S

电子天平(Sartorius)、PTC．200 PCR扩增仪(MJ Research公司)、PTC．220 PCR

扩增仪(MJ Research公司)、Ultra Freeze超低温冰箱(Heto)、Power PAC 300

电泳仪(Bio—Rad)、Sub—cell GT电泳仪(Bio-Rad)、Gel Doe2000凝胶成像系统

S9
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(Bio-Rad)、SBD一50 Bio恒温水浴摇床(Heto)、恒温混匀器Thermomixer comfort

5355(Eppendorf)、Venticell lllR烘箱(MMM)、Incucell lllR培养箱(MMM)、

3310 PH Meter(Jenway)、SS-325灭菌柜(Tomy)；DNA mini真空干燥系统

(Heto)；SmartSpec 3000紫外分光光度计(Bio．Rad)；Purelab uhq去离子纯

水仪(ELGA)：Vortex-2 genie旋涡混匀器；真空负压装置。

1．4主要试剂和耗材

LI—COR 4200测序试剂盒SequiTherm EXCEL II DNA Sequencing Kit—LC、

long ranger gel solution购自Epicentre公司；Ex-Taq DNA polymerase、dNTP、

HindllI、pMDl8．T载体和DH5a大肠杆菌感受态细胞，购自宝生物工程(大连)

有限公司；PEG8000、IPTG、X．gal、NotI、矿物油(mineral oil)及其它常规

试剂等，购自上海生工生物工程公司；日常质粒快速抽提试剂盒、与琼脂糖凝

胶回收试剂盒购自Axygen公司；超纯质粒抽提试剂盒Large．construct kit购自

Oiagen公司；PCR引物由上海生工生物工程公司合成；PCR产物测序由本实验

室LI．COR 4200测序仪自行完成；BAC末端测序由华大基因(杭州)公司完成。

2．方法及步骤

2．1 BAC文库的筛选

基于大熊猫MHC II类基因引物和BAC末端引物自大熊猫基因组BAC文库

中筛选阳性克隆的方法和流程，参见上述第三章2．8．4的描述。其中，筛选的阳

性BAC克隆经划线接种，挑取单个BAC克隆进行培养后，再经PCR扩增验证，

排除假阳性克隆。

2．2 PCR产物转化

为避免假阳性克隆的产生，对每个筛选出来的阳性克隆进行PCR产物测序，

以验证BAC克隆的可靠性：

(1)将PCR产物置1．5％琼脂糖凝胶中电泳，割胶回收目的片段(具体操作参

见Axygen公司凝胶回收试剂盒说明书)；回收PCR产物溶于2靴l无菌去

离子水中备用；
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(2)取和l回收的PCR产物，加入O．耻l pMDl8-T载体和靴l Ligation I轻轻

混匀后，置16℃恒温连接仪中连接1．5—2h；

(3)取出连接反应离心管，加入30#l DH5a大肠杆菌感受态细胞，置冰上保持

30min；

(4)将离心管从冰上取出后立即置于42"C恒温混匀器中热击90s，并取出置冰

上保持1-2min；

(5)加入lml 37。C预热的SOC溶液混匀；37。C、220rpm震荡培养60min；

(6)4000rpm离心沉淀转化后的大肠杆菌细胞，去上清；

(7)沉淀混匀后加到LB+氨卞青霉素(1mg／m1)平板上涂抹均匀，37。C恒温

培养箱中培养过夜；

(8)挑取白色菌落置于lml LB培养液中，并于37*(3、280rpm剧烈震荡培养

6-8h；

(9)取1-1．跏l菌液进行PCR反应，验证插入片段是否正确；

(10)取验证好的菌液30陬l，加入3-5ml LB溶液中于37*(2、280rpm剧烈震荡

培养过夜。

2．3 PCR产物测序

2．3．1测序PCR反应制备

(1)Axygen超纯质粒提取试剂盒自3—5ml过夜培养的转化菌液中提取超纯质

粒(具体操作参见Axygen公司超纯质粒提取试剂盒说明书)，并将其溶

解于3吮l无菌去离子水中备用；

(2)按下列配方制备测序PCR反应：

3．5xSequiTherm EXCEL II sequencing buffer

SequiTherm EXCEL II DNA polymerase

M13 forward IRD一700 tagged primer

(OR M13 reverse IRD一800 tagged primer)

Deionized water

Ultrapured plasmid DNA

3．6∥l

0．8／tl

0．8／tl

(0．8／t1)

1．2∥l

4．0／tl

测序引物序列如下：

61
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M13 forward IRD-700 tagged primer：5'-CAC GAC GTT GTA AAA CGA

C一3’(稀释后浓度为1．0 nm01)；

M13 reverse IRD一800 tagged primer sequence：5'-GGA TAA CAA TTT CAC

ACA GG．3’(稀释后浓度为1．0 nm01)；

(3)将以上反应混合物按2．5pl／管的规格分成4管，并置冰上保持备用；

(4)在4个反应管中分别加入1．弘l SequiTherm EXCEL II．LC termination mix

A、C、G和T，并混合均匀后加入和l无菌矿物油覆盖；

(5)反应管置PCR仪中进行如下程序的反应：94℃4min，92℃30s，51℃20s，

70℃lmin，32个循环；

(6)反应结束后加入1．1．靴l stop／loading buffer于4"C或．20。C避光保存备用。

2．3．2测序凝胶的制备

(1)清洗25cm玻璃板，按Li．COR公司的测序说明书装配备用；

(2)按下列配方制备6％的测序凝胶：

Long ranger gel solution

10xTBE

Urea

1％APS

TEMED

3．0ml

2．5 ml

9．0 g

120pl

12．0pl

Deionized water Up to 25 ml

(3)制备0．2mm厚度的测序胶于室温保持1．5．2h；

(4)按说明书装配测序仪，进行10．20min预电泳。

2．3．3测序PCR的产物变性、加样及序列测定

(1)将测序PCR产物置于PCR仪中于93℃变性3-5min取出，并立即置于冰上

防止复性；

(2)用测序加样针取1．毗l变性PCR产物加样，并进行2．3h的测序反应；

(3)测序结束后点击测序程序、读取序列并输出序列。
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2．4 BAC克隆随机鸟枪法测序(shotgun sequencing)

2．4．1单个BAC克隆的分离、诱导及培养

(1)将含有阳性BAC克隆的96孔培养板于常温解冻后，用接种环或无菌牙签

蘸取少量含BAC克隆的培养液，轻轻在含12．5ug／ml氯霉素的LB培养基

表面划线。

(2)划线平板置37"C培养箱中培养16．18h；

(3)无菌牙签挑取的单个BAC克隆加入lml LB+12．5ug／ml氯霉素培养液后于

37"C，280rpm震荡培养5．6h；

(4)加入lul Copycontrol induction诱导液继续于37。C，280rpm震荡培养1-2h：

(5)将lml诱导后的BAC菌液加入到500ml LB+12．5ug／ml氯霉素培养液的三

角烧瓶中于37"(2，280rpm震荡培养16．18h。
一

2．4．2超纯BAC DNA的提取

(1)培养过夜的BAC菌液离心后，用Qiagen公司的l arge-construct kit提取超

纯BAC DNA(具体操作参见厂家说明书)；

(2)将提取的超纯BAC DNA用2ml TE溶液溶解后于．20℃保存备用；

(3)取5ul DNA溶液于0．8％的琼脂糖凝胶中电泳(标准浓度的DNA marker

估计BAC DNA的浓度)。

2．4．3 Shotgun文库构建

(1)取30(01超纯BAC DNA溶液，加入6毗l 10xMB buffer和24吮l去离子

水混匀；细胞粉碎机随机断裂BAC DNA为1．5．3．5kb的DNA片段(功率

50W、工作1s间隔1s、总时间为1．5min)；

(2)随机断裂的DNA片段加入40pl 5M NaCl溶液和2倍体积的无水乙醇后于

12000rpm、40C离心20mira

(3)弃上清液，加入500#1 75％酒精后于12000rpm、4℃离心5min；

(4)弃上清液，将离心管置真空干燥仪中干燥10min，取出加入2靴l TE溶解

备用；

(5)在2和l随机断裂的DNA溶液中加入1．靴l Mung Bean Nuclease和靴l

10xbuffer，置于30℃水浴中15mira取出于65℃、5min终止酶活性；

(6)将上述末端修饰的DNA加入1％琼脂糖凝胶中，3V／cm、30min切割
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1．5．3．0kb范围的DNA片段(凝胶回收程序参见产品说明书)；凝胶回收

的DNA溶液用2和l去离子水洗脱后备用；

(7)连接反应：加入弘l凝胶回收DNA溶液、珈l pUCl9-Smal载体、ml 10xbuffer

和1肛l T4连接酶(15U／／d)于16"C连接过夜；

(8)加入30al DHSa大肠杆菌感受态细胞置冰上30rain，42。C热击90s后置冰

上1-2min；加入lml 37℃预热的SOC溶液于37℃、220rpm震荡培养

60rain：

(9)4000rpm离心lmin去除多余的上清液，将转化好的菌液均匀涂布于LB+

氨卞青霉素+IPTG+X—gal平板上并37。C培养过夜；

(10)挑取白色单个菌落置96孔板中，加入lmlLB+氨卞青霉素培养液于37℃、

280rpm震荡培养过夜；

(11)将96孔平板置于4"C保存数天以备用。

2．4．4超纯质粒DNA的大量制备

第一种方法是利用Axygen公司的AxyPrep一96质粒DNA制备试剂盒，提取

大量的超纯质粒DNA(具体操作见说明手册)。

第二种方法亦可使用Axygen公司的日常质粒快速提取试剂盒进行。

2．4．5质粒DNA的测序

质粒DNA的测序方法与PCR产物的测序方法相同。但这里需将测序胶的浓

度调整为3．75％，并使用66cm测序板进行单向或双向测序(测序时间14h)。测

序完毕后，选择Q>20阅读长600．800bp的序列。

2．5 BAC末端浈0序

单个BAC克隆的分离和培养方法见2．4．1(Axygen公司的同常质粒提取试

剂盒提取BACDNA)。

测序反应由杭州华大基因公司ABl377 DNA测序仪完成。其末端测序引物

为T7(5’．n诅TAC GAC TCA CTA TAG一3’)和pCCIBAC载体来源的

pCCl／pEpiFOS RP一2反向测序引物(5'-TAC GCC AAG CTA 1]盯AGG TGA

GA-3’)。



浙江大学博士学位论文：大熊猫基因组BAC文库及ll类MHC基冈组物理图谱构建

2．6序列分析

将所有的测序序列按FASTA格式输入VecScreen在线载体去除程序

(http：／／www．ncbi．nlm．nih．govNecScreen／VecScreen．html)以去除载体序列和污染

的细菌基因组序列。对于需要设计引物的序列，测序序列都经RepeatMasker

(RepeatMasker web server)软件扫描来确认该序列不包括重复序列(其它序列

则与GenBank中的序列进行BLASTN比对)。

2．7大熊猫MHC II类基因组物理图谱(BAC contig)组装

以人、家猫和狗等的MHC II类结构特征作为参考背景，并结合本文筛选的

II类MHC基因引物的位置和BAC克隆的末端位置等，确定了各个BAC克隆之

间的相互关系和位置，并结合限制性酶切指纹图谱分析，得到准确的、最少BAC

克隆覆盖(tilingpath)的大熊猫MHC II类基因组物理图谱

2．8限制’|生酶切指纹图谱(DNA Fingerprinting)

2．8．1超纯BAC DNA的大量制备

按照2．4．2的方法提取超纯BAC DNA后，调节BAC DNA的浓度至

80．100ng／ul于．20℃冷冻保存备用。

2．8．2限制性内切酶消化及电泳分析

(1)50ul超纯BAC DNA分别各加入4ul的6．4ul 10xM buffer、HindIII(15U／u1)

和EcoRI(15U／u1)后混匀，置37"C恒温仪中酶切消化10．12h，使BAC DNA

被完全酶切；

(2)取2ul酶切产物于1％琼脂糖凝胶中电泳(110V、 30min)；

(3)EBtr染色20min后于凝胶成像系统检测酶切消化的程度；

(4)于30cm长制胶板中制备0．8％的琼脂糖凝胶；

(5)酶切产物于真空干燥仪中干燥20min，以便将酶切产物浓缩至35．40ul左右；

加入5ul 10×loading buffer后混匀；

(6)将制备好的0．8％琼脂糖凝胶放入4℃预冷的1％TAE电泳缓冲液中，2．5V／cm

电泳16．18h；

(7)电泳完毕的0．8％琼脂糖凝胶用EBtr染色20．30min后用清水漂洗15．20min；
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(8)凝胶成像系统检测、拍照和分析。

第二节结果和讨论

本文据人、大熊猫、猫和狗的同源MHC II类基因(the MHC sequencing

consortium，1999；Debenham et a1．，2005；Yuhki et a1．，2003)所设计的引物BTL2、

DRA、DRBl、DQA、DOB、LMP2、DMA、DMB、COLllA2和DAXX都在大

熊猫的基因组中获得了成功扩增。其产物经与GenBank．数据库中的相关序列进

行BLASTN比对后，发现与人、狗和猫的MHC II类基因具有很高的同源性(表

5．3)，表明大熊猫MHC II类分子的基因或结构与这些物种之间存在共线性关系，

对于构建大熊猫准确的物理图谱具有重要的参考作用。这些大熊猫特异性的

MHC序列已提交GenBank数据库，登录号(Accession number)为EFl25957"--66。

研究结果表明：大熊猫MHC II类基因组(自DAXX到BTL2基因之间)的

BAC克隆重叠群，覆盖了大熊猫基因组约650kb的范围(图5．3)。

表5．3：大熊猫II类MHC基因的位点信息

Table 5—3：Nucleotide similarity between the coding sequences of giant panda MHC class II

and corresponding counterparts of canis，feline and human MHC．

BTL2

DRA

DRBl

DQA

DOB

UMP2

DMB

DMA

Exon 2 and partial intron 狗(92％)、猫(82％)、入(82％)

Partial exon 3 狗(92％)、猫(92％)、人(91％)

Partial exon 2

Paltial exon 2

狗(88％)

狗(83％)、人(89％)

Partial exon 3 狗(95％)、猫(94％)、人(88％)

Partial exon 4 and 5 狗(87％)、猫(85％)、人(89％)

Partial exon 3 狗(91％)、猫(97％)、人(99％)

Partial exon 3 狗(95％)、猫(92％)、人(87％)

COLllA2 exon 4 狗(96％)、猫(97％)、人(94％)

DAXX Partial exon 6 狗(95％)、猫(93％)、人(92％)
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图5-1：太熊猫MHCII类基因组BAC克隆的限制性酶切示意图。

Figure 5-1 Agelimage ofDNAfingerprlals of part ofMHC classII positiveBACclones

The positiveBAC cloneswere extracted byOiagenlarge-construct kit and diges|edwithH／ridIll

andEcoR】followedby separation onlo％agarose gelwith 2．0V／cmforl8 hours Mismixture

ofl．-EcoTl4l digest andDL20CODNAmarker The sizesin base pairs ofmarkers ateindicated

onleft side

在己知的人和一些动物的MHC II类基因组中，DR和DQ位点均具有高度

的序列重组和重复等特征。在人的MHC中有9个不同的DRB基因，且在不同
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的单倍型中数量也有所不同(The MHC sequencing sonsortium，1999)。猫有由基

因重复和反转所造成的4个DRB基因(Yuhki et a1．，2003)。狗则仅有一个功能性

的DRBl基因和DRB2假基因(Debenham et a1．，2005)。在DQ区域上，猫的MHC

Ⅱ类完全缺失了整个DQ区域(Yuhki et a1．，2003)。但在本研究中，我们成功的

扩增到了大熊猫的DQA和DRBl位点，表明了大熊猫在DQ和DR位点上不存

在功能基因的丢失问题(Wan et a1．，2005；Zhu et a1．，2007)。然而，在构建大熊猫

MHC II类基因组的精确物理图谱时，由于DQA和DRB基因之间的序列差异很

小，所以在实验中我们需要设计大熊猫DQA和DRB之PCR扩增的特异性引物，

即只能扩增出DQA与DRB基因的专一性引物。

在大熊猫BAC文库质量检测过程中，DRB和DQA引物分别得到了12和

16个阳性的BAC克隆。对这些阳性BAC克隆的PCR产物测序，结果仅得到

DRB和DQA的2个等位基因，而且这两个等位基因不是新的等位基因，其序列

也与本实验室以前发表的论文中DRB和DQA的等位基因是重复的。这与以前

描述的DRB和DQA引物只能扩增大熊猫DRB和DQA的一个位点结果是一致

的(Wan et a1．，2005；Zhu et a1．，2007)。值得注意的是，由于本论文所用DRB和

DQA引物只能扩增其相应的1个DRB和DQA位点，因此不能判断大熊猫MHC

仅包括1个DRB和DQA位点。事实上，根据本实验室先前的实验结果，DQA

和DRB可能不止1个位点，采用DRB和DQA第三外显子设计的引物扩增序列

结果表明含有2个以上的不同序列。因此为了避免在物理图谱构建过程中BAC

克隆之间造成混乱，本论文即采用DRB和DQA的第二外显子设计大熊猫特异

性的PCR引物，这些PCR引物的结果在本实验室近期发表的论文中亦以描述

(Wan et a1．，2005；Zhu et a1．，2007)。

在本研究中，我们经过BAC末端测序发现206G5．RP2、69282．RP2、

126286-T7端都发现了不同程度的重复序列(SINE、LINE等)。对于这些克隆，

我们采取随机鸟枪法测序策略，获得了不同的序列，经与狗(Canis familiar)和

猫(Felis catus)的MHC II类分子进行同源性比较，并经RepeatMasker程序屏

蔽其中的分散重复和简单重复序列，设计出合适的大熊猫种属特异性引物，进一

步筛选大熊猫基因组BAC文库，构建准确的BAC contig。因此，本研究基于

MHC II类基因特异性引物、末端序列以及限制性酶切fingerprint图谱(图5．1)

所构建的大熊猫MHC II类分子物理图谱是准确可靠的。
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此外，与人和其它动物(狗和家猫等)的MHC II类相比较，发现大熊猫的

MHC II类从BTL2基因到DAXX基因是与其存在着共线性保守(Synteny

conservation)关系的(整个区域的结构都比较保守)。但通过扩增，本文未获得

大熊猫的DPA和DPB基因，其原因是大熊猫原本就缺乏这2个基因，还是由于

“各物种在该区域表现出极大的差异(Kum(movics et a1．，2003；Debenham et

a1．，2005)"而致使引物不适宜进行扩增，则尚待进一步的研究。但是，从126286

的随机鸟枪法测序的序列中我们发现了与人HLA DP alpha exon 1序列同源的序

列片段。但是这段同源序列与狗MHC DPA序列却没有任何相似性。因此，我们

推断大熊猫DP区域仍然存在，只是序列的变异较大。

在本文的研究中，我们也未能扩增到大熊猫的DOA基因，但得到了DOB

基因。这一结果似乎有悖于“哺乳动物的II类MHC几乎都存在功能性的DOA

和DOB基因"的预测。在此，本文推测其结果的原因，要么是大熊猫的DOA

发生了较大变异，从而导致正常扩增的失败；要么是大熊猫的MHC II类出现了

DOA的缺失。但孰是孰非，待后续lI类MHC的基因组计划完成之后就迎刃而

解了。

本文的研究表明，大熊猫的MHC 1I类基因组约650kb左右，它比家猫

(758kb)(Yuhki et a1．，2003)、狗(710kb)(Debenham et a1．，2005)和人(998kb)

(the MHC sequencing consortium，1999)的MHC II类要小得多，但比小鼠

(481kb)和鸡(92kb)却又大得多(Kaufman et a1．，1999)。由此表明了在大熊

猫的MHC II类基因组内部，存在着大量的基因重组和种属特异性复制

(species—specific duplications)等。

第三节结论

1．本文基于同源MHC序列(包括大熊猫的相关数据)，设计了自大熊猫的

基因组BAC文库中筛选包含大熊猫MHC II类基因阳性BAC克隆的引

物；

2．成功筛选出含有大熊猫MHC II类基因的BAC克隆，并据此通过对这些

BAC克隆的末端测序结果，设计了末端引物；

3．利用上述引物，进一步自大熊猫的基因组BAC文库中，筛选到了覆盖整
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个大熊猫MHC II类基因组的BAC克隆，并构建了从BTL2基因到DAXX

基因之全部区域的物理图谱；

4．运用限制性酶切指纹图谱的方法，验证了所构建的大熊猫MHC II类基

因组的物理图谱，是准确可靠的；

5．据BAC克隆间的相互关系，确定了所构建的BAC克隆重叠群(contig)

是最小的重叠距离(tiling path)图谱。大熊猫MHCⅡ类基因组的长度

约为650kb，可直接用于基因组的测序计划。
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第六章主要成果及创新点

一主要成果

1．构建了大熊猫的基因组细菌人工染色体(BAC)文库。文库包含的205，800

个BAC克隆，保存于2，100块96孔培养板上。经对随机挑取的174个

BAC克隆进行脉冲电泳检测，计算出文库的平均插入片段为97kb，覆盖

大熊猫基因组约6．8倍(除去5．74％的空载体)。同时，从文库中获得任

一单拷贝或多拷贝大熊猫基因的概率为99．93％。

2．运用4D．PCR文库筛选技术，建立了大熊猫基因组BAC文库的高效PCR

筛选文库。该文库包括43个超级库和1462(43x34)个1D、2D、3D、

4D超级亚库。任一引物或探针只需77个PCR反应，即可从BAC文库

中筛选到所需的阳性BAC克隆。

3．以大熊猫皮肤成纤维细胞为材料，运用染色体荧光原位杂交(FISH)技

术，成功地将大熊猫的MHC基因组定位于第9号染色体的长臂上。

4．运用BAC克隆的末端测序方法，构建了大熊猫MHC II类基因组的物理

图谱。进一步地，利用限制性酶切指纹图谱法，证明了所构建的物理图

谱中的BAC克隆是有效重叠的，其MHC II类基因组的长度约为650kb。

5．

二创新点

1．以细菌人工染色体(BAC)为载体，成功的构建了大熊猫的基因组BAC

文库，从而为相关的后续研究，提供了高质量的基因资源的材料平台；

2．运用FISH技术精确的将大熊猫的MHC基因组定位于9号染色体的长臂

上(9q)；

3．构建了覆盖整个大熊猫MHC II类基因组的BAC克隆重叠群图谱(物理图

谱)，为后续开展大熊猫MHC II类基因组的测序计划，奠定了坚实的基

础。
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人的性格给学生留下了深刻的印象。四年来，尽管在实验中遇到了种种意想不到

的困难，也犯了许多的错误，但是两位老师依然鼓励支持我坚持到了最后。感谢

两位老师在这四年里在我学习、生活以及工作上的关心和帮助，学生永生难忘!

能够和实验室的葛云法老师相识是学生的荣幸。葛老师认真的办事和学习

精神、宽广的为人、幽默的谈吐给我留下了深刻的印象，他在我学习生活中也给

予了很好的建议和鼓励，同时也成为生活中很好的朋友!非常感谢Chris Wood

和席咏梅博士在我学习期间的鼓励和建议，他们积极认真的学术态度，海外的学

术经历也给予了我很大的启迪。

在我的实验过程中，得到了中国科学院北京动物所陈大元研究员的热情的

支持!陈先生和蔼的为人、对科学研究的热情和投入，堪称学术的典范。在实验

材料上，感谢陈先生提供了大熊猫的部分细胞样品并提供了方便的学术科研条

件。在我的实验过程中，也得到了中国科学院遗传与发育研究所的程祝宽研究员、

张力博士的大力支持，为我的荧光原位杂交实验提供了便利的实验条件，程先生

严谨的治学态度、创造性的科学思维以及对科学研究的执着，尤其是仍然坚持在

科学研究的最前沿，与学生一同实验的治学精神深深感染了我，在此表示诚挚的

谢意!

感谢实验室朝夕相处的兄弟姐妹们，他们是博士生阮向东、何陆平、潘慧

娟、赵莎莎、陈艺燕、叶青、硕士生吴建会、龚少斌、类延乐、张培、王晓亮、

荆伟；已经毕业的徐艳春博士、余建秋博士、章金涛博士、吴华博士、许强华博

士、蒋萍萍博士、张蓓博士、贺培建博士、吴海龙博士、胡杰博士、朱亮博士、

华东师范大学的曹立荣博士、王江硕士、陈笑硕士、林翔硕士、陈轩硕士、郭洋

硕士以及即将进入实验室的博士生何珂、鹿博、硕士生连红以及本科生焦阳、蒋

静玲，大家共同营造了一个良好的科学研究环境，良好的学术氛围，使我在实验
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室度过了一段难忘的时光。

衷心感谢我在四川农业大学的硕士导师郑鸿培教授和朱庆教授以及成都大

熊猫繁育研究基地的张志和主任、侯容研究员，是几位老师带领我走进濒危野生

动物保护研究的学术殿堂。还有四川农业大学动物科技学院的苏晓萍老师，感谢

您多年来给我学习工作中的关心和支持!

最后，我要深深感谢我的父母和岳父岳母，感谢您们多年来的理解、支持

和无私的奉献!我还要深深感谢我的妻子罗颖女士，多年来默默关心、支持、鼓

励我的生活和工作、历尽了生活的艰辛和委屈，本论文也凝聚着她的心血和汗水。

感谢我的可爱、聪明活泼的儿子曾智，他带给了做父亲的责任以及工作的动力!

有了您们无私的奉献和支持，才能让我全身心投入学习和工作，顺利完成学业!

曾长军

2007年8月于浙江大学

濒危野生动物保护遗传与繁殖教育部重点实验室

国家濒危野生动植物种质基因保护中心
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